
             

36

บทที่ 4

วจิารณ

1. การชักนํ าแคลลสัและพืชตนใหม
การชักนํ าแคลลัสจากชิ้นสวนใบสะเดาชางดวยอาหารสูตร MS เติมออกซิน NAA หรือ  

2,4-D รวมกับ ไซโตไคนนิ BA หรือ KN พบวา NAA ใหแคลลัสประเภทคอมแพคแคลลัส ในขณะที่  
2,4-D ใหแคลลัสเปนประเภทฟรายเอเบิลแคลลเปนสวนใหญ ลัดดาวัลย มสิูกะปาละ (2544) รายงาน
วา ใบชะมวงที่เพาะเลี้ยงบนอาหารเติม NAA รวมกับ BA และใบมะพดูที่เพาะเลี้ยงบนอาหาร เติม  
2,4-D รวมกับ BA ใหแคลลัสเปนประเภทฟรายเอเบิลแคลลัส ในการศึกษานี้แคลลัสที่ไดมักเกิดขึ้น
บริเวณรอยตัดของชิ้นสวนใบกอน แลวจึงเกิดบริเวณแผนใบ ทั้งนี้เนื่องมาจากบริเวณรอยตัดมีการ
ดูดซบัอาหารไดเร็วที่สุด สอดคลองกับการทดลองของ ลัดดาวัลย มสิูกะปาละ (2544) รายงานวา
แคลลสัจากใบมะพูด มะดัน และชะมวง สวนใหญมักเกิดบริเวณรอยตัดของชิ้นสวน

NAA สามารถชักนํ าแคลลสัไดสูงสุดเมื่อใชความเขมขน 2.0 มิลลิกรัมตอลิตร เมื่อใชความ
เขมขนตํ่ ากวานี้ ทํ าใหการชักนํ าแคลลัสลดลง ในขณะที่ 2,4-D ชักนํ าแคลลัสไดสูงสุดเมื่อใชความ
เขมขน 0.5 มิลลิกรัมตอลิตร เมื่อความเขมขนสูงขึ้น การชักนํ าแคลลสัลดลง และเมื่อความเขมขนเปน
2.0 มลิลิกรัมตอลิตร ใบสะเดาชางตายไมสามารถสรางแคลลัสได เนื่องจาก 2,4-D เปนออกซินที่มี
กจิกรรมสูงกวา NAA สอดคลองกบัการทดลองของ อรอุมา รุงนอย (2539) ซึ่งรายงานวา สะเดาเทียม
ตอบสนองตอ 2,4-D ความเขมขนตํ่ า (2 ไมโครโมลาร)

จากการทดลองนี้ สารควบคุมการเจริญเติบโตที่เหมาะสมในการเพิ่มปริมาณคอมแพคแคลลัส 
คือ NAA เขมขน 2.0 มิลลิกรัมตอลิตร รวมกับ KN 1.0 มลิลิกรัมตอลิตร อยางไรก็ตามเมื่อยายเลี้ยง
เพิม่ปริมาณครั้งที่ 2 แคลลสัเปลีย่นเปนสีนํ้ าตาล หลังเพาะเลี้ยงเปนเวลา 1 เดือน ในขณะที่ NAA  
เขมขน 2.0 มิลลิกรัมตอลิตร รวมกับ BA เขมขน 1.0 มิลลิกรัมตอลิตร สามารถเพิ่มปริมาณได แตพบวา
หลงัจากเลีย้งเพิม่ปริมาณเปนระยะเวลา 3 เดือน โดยยายเลี้ยงไปยังอาหารใหมทุกเดือน แคลลัสเร่ิม
เปลี่ยนเปนสีนํ้ าตาลบริเวณที่สัมผัสกับอาหาร สวนสารควบคุมที่เหมาะสมในการเพิ่มปริมาณ 
ฟรายเอเบิลแคลลัส คือ 2,4-D รวมกับ BA เขมขนชนิดละ 0.5 มิลลิกรัมตอลิตร และ 2,4-D เขมขน  
0.5 มลิลิกรัมตอลิตร รวมกับ KN เขมขน 1.0 มิลลิกรัมตอลิตร สามารถเพิ่มปริมาณและดูแลรักษา 
ฟรายเอเบลิไดหากมกีารยายเลี้ยงทุกเดือน หากเพาะเลี้ยงเกิน 1 เดือนแลวยังไมไดยายเลี้ยง ทํ าให 
แคลลสัเปล่ียนเปนสีนํ้ าตาลเนื่องจากมีการสะสมของสารประกอบฟนอล

การชกัน ําพชืตนใหมจากการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อเกิดขึ้นจาก 2 กระบวนการ คือ ออรกาโนเจนีซีส 
เปนกระบวนการสรางอวัยวะตาง ๆ เชน รากหรือยอด จากเซลลหรือเนื้อเยื่อพืช และเอ็มบริโอเจนีซีส
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เปนกระบวนการก ําเนิดและพัฒนาการไปเปนตนออน สวนใหญทางดานการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ มักได
มาจากเซลลหรือเนื้อเยื่อของเซลลรางกาย ดังนั้นจึงเรียกวา กระบวนการโซมาติกเอ็มบริโอเจนีซีส 
ความส ําเรจ็ของการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพืชมักขึ้นอยูกับปจจัยตาง ๆ หลายปจจัยดวยกัน เชน ชิ้นสวนพืช
ทีน่ ํามาเพาะเลีย้ง สูตรอาหาร สารควบคุมการเจริญเติบโต ความเขมขนของนํ้ าตาล และปจจัยทาง
สภาพแวดลอม ในพืชชนิดเดียวกัน เซลล เนื้อเยื่อ หรืออวัยวะที่ตางกันใหผลตอบสนองตอการ
เพาะเลี้ยงที่ตางกัน ถึงแมเปนชิ้นสวนเดียวกัน บริเวณใกลเคียงกันยังใหผลการพัฒนาที่แตกตางกัน  
ในการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อสกุล Azadirachta พบวาสามารถเพาะเลี้ยงไดจาก ชิ้นสวนใบ (Eeswara et 
al., 1998 ; สมปอง เตชะโต และอรอุมา รุงนอย, 2542 ; Te-chato and Rungnoi, 2000) อับละออง
เกสร (Gautam et al., 1993) เมล็ด (Su et al., 1997 ; Murthy and Saxena, 1998) และตาขาง 
(Liew and Teo, 1998) โดยชิน้สวนทีต่างกันมีกระบวนการพัฒนาเปนพืชตนใหมที่ตางกัน การพัฒนา
พืชตนใหมผานกระบวนการออรกาโนเจนีซีสอาจเกิดขึ้นจากชิ้นสวนที่มีจุดกํ าเนิดของยอดหรือรากอยู
แลว เชน ขอ ปลายยอด เปนตน ชิ้นสวนดังกลาวเจริญใหยอดโดยตรง ดังรายงานของ Liew และ Teo 
(1998) ไดเพาะเลีย้งตาขางสะเดาชาง ซึ่งสามารถพัฒนาเปนยอด หรือผานการสรางแคลลัสจากการ
เพาะเลีย้งชิน้สวนอืน่ ๆ เชน การเพาะเลี้ยงเลี้ยงอับละอองเกสรสะเดาอินเดีย มีพัฒนาการเปนแคลลัส 
จากนัน้พัฒนาเปนยอดจากแคลลัส (Gautam et al., 1993) สวนกระบวนการเอ็มบริโอเจนีซีสสามารถ
พฒันาจากชิ้นสวนใบผานการสรางแคลลัส (Te-chato and Rungnoi, 2000) ใบเลี้ยง หรือ ลํ าตนใตใบ
เลี้ยง (Murthy and Saxena, 1998 ; Su et al.,1997) อาหารทีใ่ชเลี้ยงเพื่อชักนํ าการพัฒนาเปนพืชตน
ใหมทัง้สองกระบวนการในการเพาะเลี้ยงพืชสกุล Azadirachta ทีผ่านมาสวนใหญเปนอาหารสูตร MS 
(Eeswara et al., 1998 ; Gautam et al., 1993 ; Liew and Teo, 1998 ; Su et al., 1997 ; Murthy 
and Saxena, 1998 ; Te-chato and Rungnoi, 2000 ; สมปอง เตชะโต และอรอุมา รุงนอย, 2542)
และยังมีการใชสูตรอื่น ๆ ในบางขั้นตอนการเพาะเลี้ยง เชน ในขั้นตอนชักนํ าแคลลัสใชอาหารสูตร 
Nitsch and Nitsch (NN) (Gautam et al., 1993) และขัน้ตอนการชักนํ าเอ็มบริโอใชอาหารสูตร 
Schenk and Hildebrandt (SH) (Te-chato and Rungnoi, 2000) นอกจากนี้สารควบคุมการเจริญ
เติบโตหรืออัตราสวนระหวางออกซินและไซโตไคนินมีผลตอกระบวนการเกิดพืชตนใหม ในการชักนํ า
ยอดมกัใชเฉพาะไซโตไคนินเพียงชนิดเดียวหรือใชรวมกับออกซินความเขมขนตํ่ า เชน Eeswara และ
คณะ (1998) ใชไซโตไคนนิ 2 ชนิด (BAP และ KN) เพือ่ชกัน ํายอดจากชิ้นสวนใบสะเดาอินเดีย ในขณะ
ที ่สมปอง เตชะโต และอรอุมา รุงนอย (2542) ใชออกซิน (NAA) ความเขมขนตํ่ ารวมกับ ไซโตไคนิน 
(BA) ความเขมขนสูงในการชักนํ ายอดจากชิ้นสวนใบสะเดาชาง Murthy และ Saxena (1998) รายงาน
วา TDZ (1-50 ไมโครโมลาร ) เพียงชนิดเดียวมีประสิทธิภาพในการชักนํ าโซมาติกเอ็มบริโอของสะเดา
อินเดีย นอกจากนี้วิตามินบางชนิดที่เติมลงไปในอาหารสงเสริมการพัฒนาเปนพืชตนใหม เชน  
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เคซีนไฮโดรไลเสท (casein hydrolysate) เขมขน 500 - 1,000 มลิลิกรัมตอลิตร สงเสริมการพัฒนา
ยอดจ ํานวนมาก (สมปอง เตชะโต และอรอุมา รุงนอย, 2542) และการพัฒนาเอ็มบริโอ (Su et al., 
1997 ; Te-chato and Rungnoi, 2000) นอกจากนี้ Eeswara และคณะ (1998) ใช อะดีนีน 
ซัลเฟต (adenine sulphate) ในการสงเสรมิการพัฒนายอดจากการเพาะเลี้ยงชิ้นสวนใบ ความเขมขน
ของนํ ้าตาลมีผลตอการชักนํ ากระบวนการเอ็มบริโอเจนีซีส โดย Su และคณะ (1997) รายงานการใช
ซูโครส 50 กรัมตอลิตร ในการชักนํ ากระบวนการเอ็มบริโอเจนซีสีในสะเดาอินเดีย ในการทดลองนี้  
พบวา เคซีนไฮโดรไลเสทมีผลตอการชักนํ ายอดจากแคลลัสโดยกระบวนการออรกาโนเจนีซีสจากชิ้น
สวนใบสะเดาชาง อยางไรก็ตามประสิทธิภาพยังคงตํ่ า ดังนั้นครั้งตอไปจึงควรทดลองใช อาหารสูตร 
SH TDZ และเพิ่มความเขมขนของนํ้ าตาล เพือ่เพิม่ประสิทธิภาพการชักนํ าพืชตนใหม

2. การแยกโปรโตพลาสต
ปจจัยที่มีผลตอการแยกโปรโตพลาสตในพืชโดยทั่วไป ไดแก ชนิดและความเขมขนของเอนไซม

ชนิดและความเขมขนของออสโมติคัม อายใุบหรือขนาดใบ วิธีการเตรียมใบกอนนํ ามาแยก และแหลง
ของโปรโตพลาสตที่นํ ามาแยก

ชนิดและความเขมขนของเอนไซมมีผลตอจํ านวนและความมีชีวิตของโปรโตพลาสตที่แยกจาก
ใบสะเดาชาง เอนไซมที่ใชยอยผนังเซลลพืชมี 3 กลุม คือ กลุมเซลลูเลส เชน เซลลูเลส, ไดรซีเลส และ 
เซลลูไลซิน กลุมเฮมิเซลลูเลส เชน เฮมิเซลลูเลส และโรไซม และกลุมเพคติเนส เชน เพคติเนส,  
มาเซอไรไซม และ เพคโตไลเอส (Evans and Bravo, 1983) ชนดิและความเขมขนของเอนไซมที่ใชใน
การแยกโปรโตพลาสตนั้นขึ้นกับ ชนิดของพืช และเนื้อเยื่อที่นํ ามาเปนแหลงโปรโตพลาสต เอนไซมที่ใช
อาจจะเปนชนิดเดียวหรือหลายชนิดรวมกันก็ได จารุวัฒน จันทรประดิษฐ (2534) สามารถแยก 
โปรโตพลาสตจากเซลลซัสเพนชั่นของโกโกไดโดยใชเอนไซมไดรซีเลสเพียงชนิดเดียว ในขณะที่พืช
หลายชนิดตองการเอนไซมผสม 2 ชนิดขึ้นไปเพื่อแยกโปรโตพลาสต เชน ใชเอนไซมเซลลูเลสโอโนซูกะ
อาร-10 รวมกับมาเซอโรไซมอาร-10 ในการแยกโปรโตพลาสตจากใบสมแขก (Te-chato, 1997) และ
ใบนมตํ าเลีย (สมชัชา นาคสมบัติ, 2543) โสภา ทวีคณะโชติ (2542) ใชเอนไซมผสม 3 ชนิด คือ  
เพคโตไลเอสวาย-23 เซลลูเลสโอโนซูกะอารเอส และมาเซอโรไซมอาร-10 ในการแยกโปรโตพลาสต
จากใบสมจุก สํ าหรับการศึกษานี้ไดทดลองใชเอนไซมผสม 2 ชนิด คือ เซลลูเลสโอโนซูกะอารเอส หรือ
เซลลูเลส อยางใดอยางหนึ่งรวมกับมาเซอโรไซมอาร-10 พบวา เมื่อเพิ่มความเขมขนของเอนไซม 
เซลลูเลสโอโนซูกะอารเอส หรือเอนไซมเซลลูเลส มีผลใหแยกโปรโตพลาสตไดมากขึ้น อยางไรก็ตามพบ
วาความมชีวีติลดลง เอนไซมเซลลูเลสสามารถแยกโปรโตพลาสตไดมากกวาเซลลูเลสโอโนซูกะอารเอส 
แตความมีชีวิตตํ่ ากวาครึ่งหนึ่ง อาจเปนเพราะอินควิเบทเปนระยะเวลานานกวา คือ 10 ชั่วโมง ในขณะ
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ที่ในสารละลายเอนไซมเซลลูเลสโอโนซูกะอารเอส อินคิวเบทเปนเวลา 3 ชั่วโมง เนื่องจาก 
โปรโตพลาสตอยูในสารละลายเอนไซมนานเกินไป ซึ่งในองคประกอบของเอนไซมดังกลาวอาจมีสาร
หรือเอนไซมที่เปนอันตรายตอโปรโตพลาสตผสมอยู เมื่อเพิ่มความเขมขนของเอนไซมมาเซอโรไซมอาร-
10 จาก 1.0 เปน 2.0 เปอรเซ็นต ไมทํ าใหแยกโปรโตพลาสตไดเพิ่มข้ึน และความมีชีวิตมีแนวโนมลดลง  
ทัง้นีเ้พราะเอนไซมมาเซอโรไซม ความเขมขน 1 เปอรเซ็นต เพียงพอตอการยอยสารเพคตินที่เชื่อม
ระหวางเซลลทํ าใหเซลลหลุดออกมาเปนเซลลเดี่ยว ๆ งายตอการยอยผนังเซลลดวยเอนไซมกลุม 
เซลลเูลส ใหผลสอดคลองกับการทดลองของ สมัชชา นาคสมบัติ (2543) ซึ่งใชเอนไซมมาเซอโรไซม
อาร-10 เขมขน 1.0 เปอรเซ็นต ในการแยกโปรโตพลาสตของใบนมตํ าเลีย สํ าหรับการทดลองนี้เลือก
เอนไซมเซลลูเลสโอโนซูกะอารเอส เขมขน 2.0 เปอรเซ็นต รวมกับมาเซอโรไซม เขมขน 1.0 เปอรเซ็นต 
มาใชในการศึกษาการแยกและเพาะเลี้ยงโปรโตพลาสต เนื่องจากใหจํ านวนและความมีชีวิตของ 
โปรโตพลาสตเพียงพอตอการศึกษาการเพาะเลี้ยงโปรโตพลาสต อยางไรก็ตาม สมปอง เตชะโต 
(2530) รายงานวาเอนไซมเซลลูเลสโอโนซูกะอารเอส ความเขมขนสูงสงผลใหจํ านวนโปรโตพลาสตที่มี
ชวีติจากใบถัว่ฝกยาวลดลง ที่เปนเชนนี้อาจเปนเพราะในองคประกอบของเอนไซมดังกลาวยังมีเอนไซม
โปรทเิอสและนิวคลิเอสซึ่งเปนอันตรายตอโปรโตพลาสตผสมอยูดวย

โปรโตพลาสตเปนเซลลที่ปราศจากผนังเซลล ดังนั้นจึงมีความออนแอตอระดับออสโมติกที่สูง
หรือต่ํ าเกินไป หากโปรโตพลาสตอยู ในสภาพที่มีแรงดันออสโมติกสูงจะทํ าใหเกิดกระบวนการ 
พลาสโมไลซิสโดยนํ้ าภายในเซลลจะเคลื่อนที่ผานเยื่อหุมเซลลออกภายนอกทํ าใหโปรโตพลาสตเหี่ยว 
ในทางตรงกันขาม โปรโตพลาสตที่อยูในสภาพที่มีระดับแรงดันออสโมติกที่ต่ํ าเกินไปจะทํ าใหนํ้ าภาย
นอกเซลลเคลื่อนผานเยื่อหุ มเซลลเขาภายในเซลลเปนผลใหเซลลเตงและแตกในที่สุด ดังนั้น 
แรงดันออสโมติกของสารละลายเอนไซมที่อยู ลอมรอบโปรโตพลาสตจะตองอยู ในสภาพสมดุล  
โดยทั่วไปการปรับแรงดันออสโมติกของสารละลายเอนไซมทํ าไดโดยการเติมสารละลายออสโมติคัม 
ออสโมตคัิมทีน่ยิมใชไดแก สารละลายนํ้ าตาลแอลกอฮอล เชน แมนนิทอล หรือซอรบิทอล เนื่องจากไม
มีผลกระทบตอเมแทบอลิซึมของเซลลทํ าใหโปรโตพลาสตที่ไดมีคุณสมบัติคงที่ในระหวางเพาะเลี้ยง  
นํ ้าตาลอยางอื่น เชน กลูโคส หรือ ซูโครสนั้นเซลลดูดไปใชและมีผลตอเมแทบอลซิมึ ซึ่งเปนผลให 
โปรโตพลาสตเกิดความไมคงที่ในระหวางการเพาะเลี้ยง (คํ านูณ กาญจนภูมิ, 2539) สํ าหรับการ
ทดลองนี้ใชแมนนิทอลเปนออสโมติคัม โดยทั่วไปความเขมขนของแมนนิทอลที่ใชไดผลดีอยูในชวง 
0.23-0.90 โ มลาร (Kao and Michayluk, 1975) โดยทั่วไปนิยมใช แมนนิทอลความ
เขมขน 0.7 โมลาร ในการแยกโปรโตพลาสตจากใบ เชน ใบมังคุด พะวา และสมแขก (ลัดดาวัลย  
มสิูกะปาละ, 2544) ใบสมจุก (โสภา ทวีคณะโชติ, 2542) ใบสมโชกุน (Te-chato and Sriphakdi, 
2000) และใบยางพารา (ชวนพิศ นิยะกิจ, 2544) อยางไรก็ตามมีการใชแมนนิทอล เขมขน 0.5 
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โมลาร ในการแยกโปรโตพลาสตจากใบนมตํ าเลีย (สมัชชา นาคสมบัติ, 2543) ใบมะเขือเทศพันธุ
สีดา (วไิลลักษณ ชินะจิตร และสุธาทิพย การรักษา, 2537) และใชแมนนิทอลเขมขน 0.4 โมลาร ในการ
แยกโปรโตพลาสตจากกาบใบขาว (กฤษณา สุดทะสาร, 2541) ความแตกตางนี้เปนเพราะพืชตางชนิด
กันยอมมีองคประกอบและโครงสรางของใบตางกัน ทํ าใหมีความดันออสโมติกในใบตางกัน ในการ
ทดลองนี้ แมนนิทอล เขมขน 0.5 โมลาร ใหจํ านวนและความมีชีวิตของโปรโตพลาสตสูงสุด อยางไรก็
ตาม เมื่อทดลองใชแมนนิทอล 0.4 โมลาร พบวา ใหจํ านวนโปรโตพลาสต และพัฒนาการที่ดีกวา 0.5 
โมลาร (ไมแสดงขอมูล) ดังนั้นจึงใช แมนนิทอลเขมขน 0.4 โมลาร สํ าหรับการแยกโปรโตพลาสตจาก
เซลลซสัเพนชั่นโดยทั่วไปนิยมใชความเขมขน 0.3-0.5 โมลาร ชวนพิศ นิยะกิจ (2544) ใชแมนนิทอล
เขมขน 0.4 โมลาร ในการแยกและเพาะเลี้ยงโปรโตพลาสตจากเซลลซัสเพนชัน่ยางพารา ในการทดลอง
นีใ้ชแมนนิทอลเขมขน 0.3 โมลาร ในการแยกโปรโตพลาสตจากแคลลัส และเซลลซัสเพนชัน่ อยางไรก็
ตามไมไดศึกษาออสโมติคัมที่เหมาะสมในการแยกโปรโตพลาสตจากแคลลัสและเซลลซัสเพนชั่น 
Eriksson (1977) อางโดย จารุวัฒน จันทรประดิษฐ (2534) รายงานวาการสรางผนังเซลลของ 
โปรโตพลาสตข้ึนอยูกับแรงดันออสโมติกภายในเซลล ถาแรงดันออสโมติกภายในเซลลสูง จะทํ าใหการ
สรางผนังเซลลใหมและการแบงเซลลเกิดขึ้นชาดวย

ตํ าแหนงหรือขนาดของใบที่นํ ามาใชแยกโปรโตพลาสตมีผลตอจํ านวนและความมีชีวิตของ 
โปรโตพลาสต จากการทดลองนี้ พบวา ใบสะเดาชางที่มีความกวาง 2.1-3.0 เซนติเมตร ซึ่งอยูในกาน
ใบรวมชดุที ่ 2 นบัจากยอด มีลักษณะกึ่งแกกึ่งออน เหมาะสมในการนํ ามาใชแยกโปรโตพลาสตที่สุด 
อยางไรก็ตาม Mills และ Hammerschlag (1994) รายงานวา ใบทอ (Prunus persica) ขนาดเล็ก 
(ยาว 4-10 มิลลิเมตร) สามารถแยกโปรโตพลาสตไดสูงสุดเมื่อเทียบกับใบขนาดกลาง (ยาว 13-17 
มลิลิเมตร) และใบขนาดใหญกวา (ยาว 22-30 มิลลิเมตร) ในขณะที่ โสภา ทวีคณะโชติ (2542) พบวา 
การแยกใบสมจุกคู ที่ 1 และคู ที่ 2 จากใบในหลอดทดลอง ใหจํ านวนและความมีชีวิตไม 
แตกตางกนัทางสถิติ มยุรี วุฒิสิทธิ์ (2539) รายงานวา โปรโตพลาสตที่แยกจากใบกลอกซิเนียที่มีความ
ยาวมากกวา 2.5 เซนติเมตร หรือใบแก มีเม็ดคลอโรพลาสตหนาแนน ชองวางอากาศนอย เหมาะสม
แกการนํ าไปเพาะเลี้ยง สวนโปรโตพลาสตที่แยกไดจากใบออน หรือใบที่มีความยาวนอยกวา 2.5 
เซนติเมตร ออนแอและแตกงาย

วิธีการเตรียมใบก อนนํ  ามาแยกโปรโตพลาสต มีผลต อจํ  านวนและความมีชีวิตของ  
โปรโตพลาสต การนํ าใบไปเก็บในที่มืดกอนนํ ามาแยกโปรโตพลาสต เพื่อไมใหเซลลพืชสรางสาร
เซลลโูลสมาสะสมไวที่ใบ ซึ่งมีผลทํ าใหการยอยดวยสารละลายเอนไซมทํ าไดงายและเร็วขึ้น การนํ าใบ
วางบนอาหาร เพือ่ใหใบดูดซับอาหารมาใชในระหวางการเก็บรักษากอนนํ ามาแยกโปรโตพลาสต และ
การแชใบไวในสารละลายลางโปรโตพลาสตเพื่อใหเซลลพืชปรับตัวตอสารละลายที่มีความดัน 
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ออสโมตกิสูง ลัดดาวัลย มสิูกะปาละ (2544) รายงานวา ใบมังคุดที่เก็บไวในที่มืด 24 ชั่วโมง ใหจํ านวน 
และความมชีวีติสูงสุด รองลงมาคือ ใบสด สวนการแชใบในสารละลายลางโปรโตพลาสตไมสามารถ
แยกโปรโตพลาสตไดเลย อยางไรก็ตามวิธีการดังกลาวไมสงผลดีในการศึกษานี้ ซึ่งพบวา ใบสดให
จ ํานวนและความมีชีวิตของโปรโตพลาสตสูงสุด การวางใบบนอาหารแลวเก็บในที่มืดเปนระยะเวลา 24 
ชัว่โมง ใหความมชีวีติสูงกวาการวางใบในจานเพาะเลี้ยงแลวเก็บในที่มืด 24 ชั่วโมง สวนการแชใบใน
สารละลายลางโปรโตพลาสตใหจํ านวนโปรโตพลาสตต่ํ าสุด แตใหความมีชีวิตสูงสุดรองจากใบสด ผลที่
แตกตางกัน อาจเปนเพราะวาในการทดลองแยกโปรโตพลาสตจากใบมังคุดในหลอดทดลองไมไดตัด
ใบกอนน ํามาเกบ็ในที่มืด แตในการทดลองนี้ตัดใบกอนแลวนํ ามาเก็บในที่มืด ทํ าใหใบสะเดาชางดูดซึม
อาหารไดไมดีเทากับการไดรับอาหารจากตนแม ทํ าใหจํ านวนและความมีชีวิตตํ่ ากวาการใชใบสด นอก
จากนี้ สุชดา คงทน (2544) รายงานวา วิธีการเตรียมใบโดยเก็บในที่มืดและไมไดเก็บในที่มืดกอนนํ ามา
แยกโปรโตพลาสตของใบเบญจมาศใหผลไมแตกตางกันทางสถิติ

เซลล ซั ส เพนชั่น  และแคลลัสเป นแหล งโปรโตพลาสต ที่ เหมาะสมเพื่อนํ  ามาแยก  
โปรโตพลาสต เนื่องจากสามารถเจริญไดรวดเร็ว และสภาวะของการเจริญก็ควบคุมได เนื้อเยื่อที่จะเกิด
ข้ึนจะอยูกนัอยางหลวม ๆ จึงทํ าใหสารละลายเอนไซมแทรกเขาไปไดงาย นอกจากนั้นโปรโตพลาสตที่
แยกจากเซลลซสัเพนชั่น และแคลลสั คาดวาพรอมที่จะตอบสนองไดเร็วกวาโปรโตพลาสตที่มาจากใบ 
เนื่องจากโปรโตพลาสตที่มาจากใบนั้นยังไมคุนเคยกับสภาพของการเพาะเลี้ยง ส่ิงที่สํ าคัญอีกอยาง
หนึง่คอื เซลลอยูในสภาพปลอดเชื้อจุลินทรยี จงึไมจํ าเปนที่จะตองฟอกฆาเชื้อที่ผิวอีก แตขอเสียจาก
การนํ าแคลลัสและเซลลซัสเพนชั่นมาแยกโปรโตพลาสต คือ ผนังเซลลมักทนทานตอการทํ าลายของ
เซลลูเลส ทํ าใหปริมาณโปรโตพลาสตที่แยกไดนอย (คํ านูณ กาญจนภูมิ, 2542) ท ํานองเดียวกับการ
ทดลองนีซ้ึง่พบวา ชิ้นสวนใบใหจํ านวนโปรโตพลาสตมากที่สุด รองลงมาคือ แคลลัส และเซลลซัสเพน
ชัน่ใหจ ํานวนนอยที่สุด ทั้งนี้อาจเปนเพราะไมไดศึกษาชนิดและความเขมขนของเอนไซมที่เหมาะสมตอ
การแยกโปรโตพลาสตจากแคลลัสและเซลลซัสเพนชั่น แตใชชนิดและความเขมขนเดียวกับที่ไดศึกษา
จากการแยกโปรโตพลาสตจากใบ นอกจากนี้อายุของแคลลัสและเซลลซัสเพนชั่นก็มีผลตอจํ านวนโปร
โตพลาสตที่ได อีกดวย พจมาลย สุรนิลพงศ และสมปอง เตชะโต (2542) รายงานวา  
เซลลซสัเพนชัน่ของยางพาราอายุ 10 วัน ใหจํ านวนโปรโตพลาสตสูงที่สุด ดังนั้นในการศึกษาตอไปควร
จะตองมกีารศกึษาอายุของแคลลัสและเซลลซัสเพนชั่นสะเดาชางที่จะนํ ามาแยกโปรโตพลาสตดวย ใน
การศึกษานี้ การที่เซลลซสัเพนชัน่ใหจํ านวนโปรโตพลาสตนอยกวาแคลลัส เนื่องจากเซลลซัสเพนชั่นที่
ชกัน ําไดมีลักษณะเปนกลุมเซลลขนาดใหญ และแข็งกวาแคลลัส ซึ่งเปนประเภทฟรายเอเบิลแคลลัสทํ า
ใหเอนไซมเขาไปยอยสารเพคตินและเซลลูโลสไดยาก
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3. การเพาะเลี้ยงโปรโตพลาสต
ในการเพาะเลี้ยงโปรโตพลาสต จํ านวนโปรโตพลาสตเร่ิมตนที่ใชในการเพาะเลี้ยงมีผลตอ 

ประสิทธิภาพการเจริญของโปรโตพลาสต เนื่องจากโปรโตพลาสตมีการแพรสารเมแทบอไลตที่สรางลง
ในอาหารเพาะเลี้ยง และสารเหลานี้จะสนับสนุนการเจริญเติบโตของโปรโตพลาสตซึ่งกันและกัน (Kao 
and Michayluk, 1975) โดยทัว่ไปความหนาแนนที่เหมาะสมในการเพาะเลี้ยงโปรโตพลาสตไมผลอยู
ระหวาง 1x105-1x106 โปรโตพลาสตตอมิลลิลิตร (Hidano and Nuzeki, 1988) การเพาะเลี้ยงที่ 
หนาแนนมากเกินไปทํ าใหโปรโตพลาสตแกงแยงอาหารซึ่งกันและกัน ในทางตรงขามหากนอยเกินไป
โปรโตพลาสตก็ไมสามารถเจริญได เนื่องจากโปรโตพลาสตอยู หางกันจึงไมสามารถแพรสาร 
เมแทบอไลตเพื่อสนับสนุนการเจริญเติบโตของโปรโตพลาสตอ่ืน ๆ ได สํ าหรับการศึกษานี้พบวา เมื่อ
เพาะเลี้ยงโปรโตพลาสตจากใบสะเดาชางดวยความหนาแนน 5x105 โปรโตพลาสตตอมิลลิลิตร ใหการ
แบงเซลลสูงสุด ซึ่งใกลเคียงกับการทดลองของจารุวฒัน จนัทรประดิษฐ (2534) รายงานวา จํ านวน 
โปรโตพลาสตของเซลลซัสเพนชั่นของโกโกเร่ิมตนที่เหมาะสมตอการเพาะเลี้ยงคือ 4x105 ซึง่แบงเซลล
และเจริญเติบโตไดดี ในขณะที่ ลัดดาวัลย มสิูกะปาละ และสมปอง เตชะโต (2543) รายงานวา  
โปรโตพลาสตสมแขกที่เลี้ยงดวยความหนาแนน 1.5x105 โปรโตพลาสตตอมิลลิลิตร ใหการแบงเซลล
สูงสุด

อาหารเพาะเลี้ยงโปรโตพลาสตสวนใหญมักมีออกซินเพียงชนิดเดียว เชน จารุวัฒน  
จนัทรประดิษฐ (2534) รายงานวา โปรโตพลาสตจากเซลลซัสเพนชัน่โกโกตองการ 2,4-D เพยีงชนิด
เดียวในการเจริญเติบโต หรือหลายชนิดรวมกับไซโตไคนินชนิดเดียวหรือสองชนิดเพื่อกระตุนการแบง
ตัวและการเจริญของโปรโตพลาสต มีโปรโตพลาสตของพืชนอยชนิดที่เจริญไดโดยไมตองเติมสาร
ควบคมุการเจริญเติบโต โดยทั่วไปแลวในการเพาะเลี้ยงมักเริ่มดวยออกซนิในปริมาณที่สูง เชน NAA 
หรือ 2,4-D เขมขน 1-3 มิลลิกรัมตอลิตร รวมกับไซโตไคนินความเขมขนตํ่ า เชน BAP 0.1-1 มิลลิกรัม
ตอลิตร (คํ านูณ กาญจนภูมิ, 2539 ; สมชัชา นาคสมบัติ, 2543 ; Te-chato, 1988 ; Te-chato and 
Sriphakdi, 2000) การเพาะเลี้ยงโปรโตพลาสตนั้นมีความจํ าเพาะในแตละพืช นอกจากนี้ การดูแล
รักษานั้นมีความจํ าเปนมากทั้งนี้เพราะโปรโตพลาสตมีความบอบบาง แตกงาย และตองยายไปยัง
อาหารใหมเพื่อปรับระดับออสโมติคัมจนกวาโปรโตพลาสตจะสรางผนังเซลลข้ึนมาใหม เมื่อพบวา
โปรโตพลาสตเร่ิมมีการแบงเซลลควรเปลี่ยนแปลงสารควบคุมการเจริญเติบโตที่ใชเลี้ยง เชน เปลี่ยน
แปลงสมดุลของออกซินและไซโตไคนิน เพื่อกระตุนมอรโฟเจนเนซีส (คํ านูณ กาญจนภูมิ, 2539) 
สํ าหรับการศึกษานี้ใชสารควบคุมออกซินและไซโตไคนนิชนดิ และความเขมขนตาง ๆ เพื่อสงเสริมการ
แบงเซลลและพัฒนาการของโปรโตพลาสต พบวา 2,4-D เขมขน 2.0 มิลลิกรัมตอลิตร รวมกับ BA 1.0 
มลิลิกรัมตอลิตร เพาะเลี้ยงเปนเวลา 2 วัน แลวลดความเขมขนของเแมนนิทอล เปน 0.3 โมลาร ใหการ
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แบงเซลลสูงสดุ อยางไรก็ตามพบวาในการเพาะเลี้ยงโปรโตพลาสตจากใบสะเดาชางประสบปญหาการ
เหี่ยว และหยุดพัฒนาการในระยะตอมาหลังจากเพาะเลี้ยง 2 สัปดาห ไมวาจะลดออสโมติคัมลง
สัปดาหละ 0.1 โมลาร ก็ตามโปรโตพลาสตทีเ่พาะเลี้ยงคงมีเพียงการแบงเซลลระยะที่ 1 และระยะที่ 2 
เทานั้น

เมื่อเปรียบเทียบการแบงเซลลหรือพัฒนาการของโปรโตพลาสตระหวางแหลงชิ้นสวนตาง ๆ 
พบวา แคลลัสและเซลลซัสเพนชั่นมีความเหมาะสมในการนํ ามาเพาะเลี้ยงโปรโตพลาสตมากกวาใบ 
เนื่องจากใหการแบงเซลลสูงกวาใบ ในทํ านองเดียวกันนี้ ชวนพิศ นิยะกิจ (2544) รายงานวา  
โปรโตพลาสตทีแ่ยกจากเซลลซัสเพนชั่นยางพาราใหจํ านวนนอยกวาโปรโตพลาสตที่แยกจากใบ แตให
การแบงเซลลสูง อยางไรก็ตามในขณะนี้โปรโตพลาสตจากแคลลัสเหมาะสมในการนํ ามาเพาะเลี้ยง
มากทีสุ่ด เนือ่งจาก สามารถใหพัฒนาการในการแบงเซลลไดดีที่สุดประมาณ 6 เซลล (2 เปอรเซ็นต) 
ในขณะที่เซลลซสัเพนชัน่และใบแบงเซลลได 2 เซลล และจากการศึกษานี้สามารถชักนํ าพืชตนใหมจาก
แคลลสัได ดังนัน้โปรโตพลาสตที่แยกจากแคลลัสจึงนาจะมีความสามารถชักนํ าพืชตนใหมเชนเดียวกัน 
ถาหากมกีารศกึษาสูตรอาหาร สารควบคุมการเจริญเติบโต รวมทั้งสภาพแวดลอมอ่ืน ๆ ที่เหมาะสมใน
การเพาะเลี้ยงโปรโตพลาสตจากแคลลัสตอไป


