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บทที่ 3

ผล

1. ผลของสารควบคุมการเจริญเติบโตตอการชักนํ าแคลลสัจากใบออนสะเดาชาง
หลงัจากเพาะเลี้ยงชิ้นสวนใบสะเดาชางบนอาหารสูตร MS เตมิสารควบคุมการเจริญเติบโต

ชนดิและความเขมขนตาง ๆ เปนเวลา 3 สัปดาห พบวา สวนใหญชิน้สวนใบสรางแคลลัสบริเวณรอยตัด
รอบช้ินสวน และบนแผนใบ โดยเริม่สรางจากรอยตัดกอนจากนั้นจึงสรางจากแผนใบ แคลลัสที่ชักนํ า
บนอาหารเติม NAA รวมกับ BA หรือ KN เปนประเภทคอมแพคแคลลัส มีโนดูล (noduls) ขนาด
ประมาณ 0.5-1.0 มิลลิเมตร มีสีเขียวใส (ภาพที่ 1 ก) สวนแคลลสัที่ชักนํ าบนอาหารเติม 2,4-D รวมกับ
BA หรือ KN เปนประเภทฟรายเอเบิลแคลลัส ยกเวนแคลลสัที่ชักนํ าบนอาหารเติม 2,4-D เขมขน 0.5
มลิลิกรัมตอลิตร รวมกับ BA เขมขน 1.0 มิลลิกรัมตอลิตร แคลลัสมีทั้งประเภทคอมแพคแคลลัสและ
ฟรายเอเบิลแคลลัส รวมกนัในชิน้สวนเดียว มีสีเหลือง (ภาพที่ 1 ข) อาหารเติม NAA เขมขน 2.0
มลิลิกรัมตอลิตร รวมกับ KN เขมขน 0.5 มิลลิกรัมตอลิตร ใหการสรางคอมแพคแคลลัส สูงสุด 100
เปอรเซ็นต จํ านวนโนดูลเฉลี่ย 10.7 โนดูล รองลงมาคือ อาหารเติม NAA เขมขน 2.0 มิลลิกรัมตอลิตร
รวมกับ BA เขมขน 0.2 มิลลิกรัมตอลิตร ใหการสรางคอมแพคแคลลัส 97.5 เปอรเซ็นต จํ านวนโนดูล
11.9 โนดลู (ตารางที ่1 และ3) อาหารเติม 2,4-D เขมขน 0.5 มิลลิกรัมตอลิตร รวมกับ BA เขมขน 1.0
มลิลิกรัมตอลิตร ใหการสรางฟรายเอเบิลแคลลัส สูงสุด 90.0 เปอรเซ็นต รองลงมา คือ 2,4-D รวมกับ
BA เขมขนชนิดละ 0.5 มิลลิกรัมตอลิตร ใหการสรางฟรายเอเบิลแคลลัส 60 เปอรเซ็นต (ตารางที่ 2
และ 3)
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ภาพที่ 1 ลักษณะแคลลสัจากการเพาะเลี้ยงใบสะเดาชางเปนเวลา 3 สัปดาห
(ก) อาหารสูตร MS เตมินํ้ าตาลซูโครส เขมขน 3 เปอรเซ็นต NAA เขมขน 2.0 มิลลิกรัม
      ตอลิตร รวมกับ KN เขมขน 1.0 มิลลิกรัมตอลิตร (คอมแพคแคลลัส; C)
      (บาร = 0.5 มิลลิเมตร)
(ข) อาหารสูตร MS เตมินํ้ าตาลซูโครส เขมขน 3 เปอรเซ็นต 2,4-D เขมขน 0.5 มิลลิกรัม

ตอลิตร รวมกับ BA เขมขน 1.0 มิลลิกรัมตอลิตร (คอมแพคแคลลัส และฟรายเอเบิล 
แคลลัส; F) (บาร = 0.5 มิลลิเมตร)

C

CC

C

C

ก

ข

C

F
C
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ตารางที่ 1 ผลของความเขนขนของ NAA รวมกับ BA หรือ KN ตอการสรางแคลลัสของใบ
     สะเดาชางหลังจากเพาะเลี้ยง 3 สัปดาห

ออกซิน     ไซโตไคนิน
(มก./ล.)

การสรางแคลลัส
(%)  ± SD

จ ํานวนโนดูล
± SD

ประเภทแคลลัส สีแคลลัส

NAA BA
0.5 0.2 36.0±33.6 3.1±1.3 C เขียวเหลือง
0.5 0.5 30.0±30.0 4.6±2.2 C เขียวเหลือง
0.5 1.0 57.5±25.0 5.6±1.9 C เขียวเหลือง
1.0 0.2 90.0±11.5 6.4±2.6 C เขียวเหลือง
1.0 0.5 73.3±32.6 4.1±0.6 C เขียว
1.0 1.0 80.0±10.0 7.2±1.7 C เขียวเหลือง
2.0 0.2 97.5±5.0 11.9±5.9 C เขียวเหลือง
2.0 0.5 88.0±13.0 6.0±0.4 C เขียวเหลือง
2.0 1.0 62.5±5.0 4.7±2.0 C เขียวเหลือง

NAA KN
0.5 0.2 0.0 0.0 - -
0.5 0.5 0.0 0.0 - -
0.5 1.0 0.0 0.0 - -
1.0 0.2 0.0 0.0 - -
1.0 0.5 13.7±15.2 1.5±0.5 C เขียวเหลือง
1.0 1.0 53.3±25.1 7.2±0.1 C เขียว
2.0 0.2 40.5±18.0 3.7±2.6 C เขียวเหลือง
2.0 0.5 100.0±0.0 10.7±2.5 C เขียวเหลือง
2.0 1.0 94.0±8.9 10.9±3.8 C เขียวใส

C = คอมแพคแคลลัส
- = ไมบันทึกเนื่องจากไมมีแคลลัส
±SD = คาเบี่ยงเบนมาตรฐาน



             

18

ตารางที่ 2 ผลของความเขนขนของ 2,4-D รวมกับ BA หรือ KN ตอการสรางแคลลัสของใบ
    สะเดาชางหลังจากเพาะเลี้ยง 3 สัปดาห

ออกซิน    ไซโตไคนิน
(มก./ล.)

การสรางแคลลัส
(%) ± SD

จ ํานวนโนดูล
± SD

ประเภทแคลลัส สีแคลลัส

2,4-D BA
0.5 0.2 30.0±14.1 0.0 F เหลือง
0.5 0.5 60.0±15.1 0.0 F เหลือง
0.5 1.0 90.0±14.1 5.1±1.9 C, F เหลือง
1.0 0.2 - - - -
1.0 0.5 13.3±23.1 0.0 F ครีม นํ้ าตาล
1.0 1.0 6.6±11.5 0.0 F ครีม นํ้ าตาล
2.0 0.2 0.0 0.0 - -
2.0 0.5 0.0 0.0 - -
2.0 1.0 0.0 0.0 - -

2,4-D KN
0.5 0.2 - - - -
0.5 0.5 22.5±24.9 0.0 F เหลือง
0.5 1.0 0.0 0.0 - -
1.0 0.2 0.0 0.0 - -
1.0 0.5 0.0 0.0 - -
1.0 1.0 4.0±8.9 0.0 F ครีม
2.0 0.2 0.0 0.0 - -
2.0 0.5 6.7±11.5 0.0 F ครีม
2.0 1.0 0 0 - -

C = คอมแพคแคลลัส, F = ฟรายเอเบิลแคลลัส
- = ไมบันทึกเนื่องจากไมเกิดแคลลัส และเกิดการปนเปอน
± SD = คาเบี่ยงเบนมาตรฐาน
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ตารางที่ 3 ผลของชนิดและความเขมขนของสารควบคุมการเจริญเติบโตตอการสรางแคลลัสของใบ
             สะเดาชาง หลังจากเพาะเลี้ยง 3 สัปดาห
สารควบคุมการเจริญเติบโต (มก./ล.)
NAA 2,4-D BA KN

การสรางแคลลัส
(%) ±SD

จ ํานวนโนดูล
±SD

ประเภท
แคลลัส

สีแคลลัส

2.0 0.0 0.2 0.0 97.5±5.0 11.9 ±5.9 C เขียว-
เหลือง

2.0 0.0 0.0 0.5 100.0±0.0 10.7±2.5 C เขียว-
เหลือง

0.0 0.5 1.0 0.0 90.0 ±14.1 5.1±1.9 C,F เหลือง

0.0 0.5 0.0 0.5 22.5 ±24.9 0.0 F เหลือง
± SD = คาเบี่ยงเบนมาตรฐาน

2. ผลของสารควบคุมการเจริญเติบโตตอการเจริญของแคลลัส
หลงัจากเพาะเลี้ยงแคลลัสบนอาหารสูตร MS เตมิสารควบคุมการเจริญเติบโตชนิดและความ

เขมขนตาง ๆ เปนเวลา 3 สัปดาห พบวา แคลลสัที่เพาะเลี้ยงบนอาหารเติม NAA เขมขน 2.0 มิลลิกรัม
ตอลิตร รวมกับ KN เขมขน 1.0 มิลลิกรัมตอลิตร เพิ่มขนาดคอมแพคแคลลัสไดใหญที่สุด 4.2 
มลิลิเมตร รองลงมาคือ แคลลสัที่เพาะเลี้ยงบนอาหารเติม NAA เขมขน 2.0 มิลลิกรัมตอลิตร รวมกับ 
BA เขมขน 1.0 มิลลิกรัมตอลิตร (ภาพที ่2 ก) เพิ่มขนาดคอมแพคแคลลัส 2.9 มิลลิเมตร อยางไรก็ตาม 
แคลลสัที่เพาะเลี้ยงบนอาหารเติม NAA รวมกับ KN เปนเวลาเกิน 3 สัปดาห เปลี่ยนเปนสีนํ้ าตาล 1
และไมสามารถเพิ่มปริมาณได ในขณะที่แคลลสัที่เพาะเลี้ยงบนอาหารเติม NAA รวมกับ BA สามารถ
เพิ่มปริมาณตอไปได แคลลสัที่เพาะเลี้ยงบนอาหารเติม 2,4-D รวมกับ BA เขมขนชนิดละ 0.5 มิลลิกรัม
ตอลิตร เพิ่มขนาดฟรายเอเบิลแคลลัสไดใหญที่สุด 7.5 มิลลิเมตร ( ตารางที่ 4, 5 และภาพที่ 2 ข)

ข
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ภาพที่ 2 ลักษณะแคลลสัจากการเพาะเลี้ยงในอาหารสูตรเพิ่มปริมาณเปนเวลา 4 สัปดาห
(ก) คอมแพคแคลลัส บนอาหารสูตร MS เตมินํ ้าตาลซูโครส เขมขน 3 เปอรเซ็นต PVP

เขมขน 500 มิลลิกรัมตอลิตร NAA เขมขน 2.0 มิลลิกรัมตอลิตร รวมกับ BA เขมขน 1.0
มิลลิกรัมตอลิตร (บาร = 1.7 มลิลิเมตร)

(ข) ฟรายเอเบิล บนอาหารสูตร MS เตมินํ้ าตาลซูโครส เขมขน 3 เปอรเซ็นต PVP เขมขน 500
มิลลิกรัมตอลิตร 2,4-D เขมขน 0.5 มิลลิกรัมตอลิตร รวมกับ KN เขมขน 1.0 มลิลิกรัมตอ
ลิตร (บาร = 2.5 มลิลิเมตร)

ขก
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ตารางที่ 4 ผลของชนิดและความเขมขนของสารควบคุมการเจริญเติบโตตอการเพิ่มขนาดของ
     แคลลสั หลังจากเพาะเลี้ยง 3 สัปดาห

สารควบคุมการเจริญเติบโต (มก./ล.) ขนาดที่เพิ่มข้ึน (มม.) ±SD ลักษณะแคลลัส
NAA BA

2 0.1 2.7±1.7 C
2 0.2 2.5±1.1 C
2 0.5 2.8±1.0 C
2 1.0 2.9±0.9 C

NAA KN
2 0.1 1.9±1.0 C
2 0.2 2.2±0.8 C
2 0.5 2.5±1.0 C
2 1.0 4.2±0.5 C

2,4-D BA
0.5 0.2 2.1±0.1 F
0.5 0.5 7.5±0.0 F
0.5 1.0 5.6±3.4 F
1.0 0.2 0.4±0.5 F
1.0 0.5 1.4±0.8 F
1.0 1.0 1.7±1.4 F

2,4-D KN
0.5 0.2 1.9±0.5 F
0.5 0.5 2.4±2.3 F
0.5 1.0 3.1±1.3 F
1.0 0.2 0.4±0.4 F
1.0 0.5 0.5±0.3 F
1.0 1.0 0.6±0.8 F

C = คอมแพคแคลลัส, F = ฟรายเอเบิลแคลลัส
±SD = คาเบี่ยงเบนมาตรฐาน
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ตารางที่ 5 ผลของชนิดและความเขมขนของสารควบคุมการเจริญเติบโตตอการเพิ่มขนาดของ 
แคลลสั หลังจากเพาะเลี้ยง 3 สัปดาห

สารควบคุมการเจริญเติบโต (มก./ล.)
NAA 2,4-D BA KN

ขนาดที่เพิ่มข้ึน (มม.) ±SD ประเภทแคลลัส

2.0 0.0 1.0 0.0 2.9± 0.9 C
2.0 0.0 0.0 1.0 4.2±0.5 C
0.0 0.5 0.5 0.0 7.5±0.0 F
0.0 0.5 0.0 1.0 3.1±1.3 F

±SD = คาเบี่ยงเบนมาตรฐาน

3. ผลของความเขมขนของ BA ตอการพัฒนาเปนพืชตนใหม
หลงัจากเพาะเลี้ยงแคลลสัเพื่อชักนํ าพืชตนใหมจากแคลลัสบนอาหารสูตร MS เติม BA ความ

เขมขนตาง ๆ เปนเวลา 1 เดือน พบวา แคลลสัที่เพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร MS เติม BA เขมขน 0.2 
มิลลิกรัมตอลิตร มีลักษณะเปนปมเฉลี่ย 6.2 ปมตอแคลลัส และใหแคลลัสสีเขียวสูงสุด 46.1 
เปอรเซ็นต (ตารางที่ 6, ภาพที ่3) อยางไรก็ตามพบวา ไมสามารถพัฒนาเปนพืชตนใหมได

ภาพที่ 3 ลักษณะปมของแคลลสัจากการเพาะเลี้ยงในอาหารสูตร MS เติม BA
  เขมขน 0.2 มิลลิกรัมตอลิตร เปนเวลา 4 สัปดาห (บาร = 1.25 มลิลิเมตร)
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ตารางที่ 6 ผลของความเขมขนของ BA ตอการเกิดปม และเปอรเซ็นตการใหแคลลัสที่มีสีเขียว
ความเขมขนของ BA (มก./ล.) จ ํานวนปมตอชิ้นสวนแคลลัส การเกิดแคลลัสสีเขียว (%)

0.0 0.0 30.7
0.1 0.0 30.7
0.2 6.2 46.1

4. ผลของเคซนีไฮโดรไลเสทตอการพัฒนาเปนพืชตนใหมจากแคลลัส
หลงัจากนํ าแคลลสัจากการทดลองที่ 3 มาเพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร MS เติม BA เขมขน 0.2  

มิลลิกรัมตอลิตร และเติมหรือไมเติมเคซนีไฮโดรไลเสท เขมขน 500 มิลลิกรัมตอลิตร เปนระยะเวลา 4 
สัปดาห พบวา แคลลสัที่เลี้ยงบนอาหารเติมเคซนีไฮโดรไลเสทใหการสรางตายอด 11.9 เปอรเซ็นต 
เฉลี่ย 4 ตายอดตอแคลลัส (ภาพที่ 4)

ภาพที่ 4  การเกดิตายอด (ศรชี้) จากการเพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร MS เตมินํ ้าตาลซูโครส เขมขน 3 
เปอรเซ็นต PVP เขมขน 500 มิลลิกรัมตอลิตร เคซีนไฮโดรไลเสท เขมขน 500 มิลลิกรัมตอ
ลิตร และ BA เขมขน 0.2 มิลลิกรัมตอลิตร เปนเวลา 4 สัปดาห (บาร = 1 มลิลิเมตร)
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5. ผลของชนดิและความเขมขนของเอนไซมตอจํ านวนและความมีชีวิตของโปรโตพลาสตที่
   แยกจากใบสะเดาชาง

เมื่อแยกโปรโตพลาสตจากใบของสะเดาชางนอกหลอดทดลองดวยเอนไซมชนิดและ 
ความเขมขนตาง ๆ กัน ซึ่งละลายในสารละลายแมนนิทอล เขมขน 0.7 โมลาร ใชเวลาอินคูเบทใบดวย
สารละลายเอนไซมเซลลูเลสโอโนซูกะอารเอส รวมกับเอนไซมมาเซอโรไซมอาร-10 เปนเวลา 3 ชั่วโมง 
และอินคเูบทใบดวยเอนไซมเซลลูเลส รวมกับเอนไซมมาเซอโรไซมอาร-10 เปนเวลา 10 ชั่วโมงพบวา 
เอนไซมเซลลูเลส เขมขน 30.0 ยูนติตอมิลลิลิตร รวมกับเอนไซมมาเซอโรไซมอาร-10 เขมขน 1.0 
เปอรเซ็นต ใหจํ านวนโปรโตพลาสตสูงสุด 5.0x106 ตอกรัมนํ้ าหนักสด อยางไรก็ตามใหเปอรเซ็นตความ
มชีวีิตตํ่ า 45.81 เปอรเซ็นต ในขณะที่เอนไซมเซลลูเลสโอโนซูกะอารเอส เขมขน 2.0 เปอรเซ็นต รวมกับ 
มาเซอโรไซมอาร-10 เขมขน 1.0 เปอรเซ็นต ใหความมีชีวิตของโปรโตพลาสตสูงสุด 82.63 เปอรเซ็นต 
(ภาพที่ 5) และใหจํ านวนโปรโตพลาสต 1.4x106 ตอกรัมนํ้ าหนักสด ดังนั้นในการทดลองแยก 
โปรโตพลาสตของใบสะเดาชางในครั้งตอไปจึงเลือกใชเอนไซมเซลลูเลสโอโนซูกะอารเอส เขมขน 2.0 
เปอรเซ็นต รวมกับ มาเซอโรไซมอาร-10 เขมขน 1.0 เปอรเซ็นต (ตารางที่ 7)

ภาพที่ 5 โปรโตพลาสตที่มีชีวิตเมื่อยอมดวย FDA แลวดูภายใตกลองจุลทรรศนระบบ
 ฟลอูอเรสเซนส เห็นการเรืองแสงสีเขียว-เหลือง (บาร = 40 ไมโครเมตร)
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ตารางที่ 7 ผลของชนดิและความเขมขนของเอนไซมตอจํ านวนและความมีชีวิตของโปรโตพลาสตที่
              แยกจากใบ

ความเขมขนของเอนไซม
CRS (%) เซลลูเลส (unit) MR-10 (%)

จ ํานวนโปรโตพลาสต/
กรัมนํ้ าหนักสด (x105)

ความมีชีวิต (%)

1.0 0.0 1.0 2.2 e 59.2 bc
1.0 0.0 2.0 1.9 e 58.0 bc
2.0 0.0 1.0 13.9 c 82.6 a
2.0 0.0 2.0 12.9 c   66.0 abc
0.0 15.0 1.0 7.3 d 77.6 ab
0.0 15.0 2.0 10.8 c 48.5 c
0.0 30.0 1.0 50.3 a 45.8 c
0.0 30.0 2.0 30.1 b 25.1 d

F-test * *
C.V. (%) 14.7 22.6
* = แตกตางอยางมีนัยสํ าคัญทางสถิติ (p≤ 0.05)
คาเฉลีย่จ ํานวนและความมีชีวิตของโปรโตพลาสตในคอลัมนที่กํ ากับดวยอักษรเหมือนกันไมมีความ
    แตกตางกันทางสถิติ จากการตรวจสอบโดย DMRT
CRS = เซลลูเลสโอโนซูกะอารเอส
MR-10 = มาเซอโรไซมอาร-10

6. ผลของชนิดและความเขมขนของออสโมตคัิมตอจํ านวนและความมีชีวิตของ
   โปรโตพลาสต

เมื่อแยกโปรโตพลาสตดวยเอนไซมเซลลูเลสโอโนซูกะอารเอส เขมขน 2.0 เปอรเซ็นต รวมกับ
มาเซอโรไซมอาร-10 เขมขน 1.0 เปอรเซ็นต ซึ่งละลายในสารละลายออสโมติคัมชนิดและ
ความเขมขนตาง ๆ พบวา แมนนิทอลใหจํ านวนโปรโตพลาสตสูงสุด การใชแมนนิทอลรวมกับ
ซอรบิทอลใหจํ านวนโปรโตพลาสตต่ํ าสุด แมนนิทอล เขมขน 0.5 โมลาร ใหจํ านวนโปรโตพลาสตสูงสุด 
8.91x106 รองลงมา คือ แมนนิทอล เขมขน 0.6 โมลาร ใหจํ านวนโปรโตพลาสต 6.21x106 สวนความมี
ชีวิตของโปรโตพลาสต (ภาพที่ 5) ไมมีความแตกตางกันทางสถิติระหวางออสโมติคัมชนิดและ
ความเขมขนตาง ๆ (ตารางที่ 8) ในการศึกษานี้จึงเลือกใชแมนนิทอลในการปรับความดัน
ออสโมตกิในสารละลายเอนไซมที่ใชในการทดลองตอไป
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ตารางที่ 8 ผลของชนิดและความเขมขนของออสโมตคัิมตอจํ านวนและความมีชีวิตของ
โปรโตพลาสตที่แยกจากใบ

 ออสโมติคัม (โมลาร)
แมนนิทอล ซอรบิทอล

จ ํานวนโปรโตพลาสต/
กรัมนํ้ าหนักสด (x106)

ความมีชีวิต
(%)

0.50 0.00 8.91 a 63.67
0.60 0.00 6.21 b 75.95
0.70 0.00 5.19 bc 69.17
0.00 0.50 4.83 cd 78.30
0.00 0.60 3.44 e 68.34
0.00 0.70 2.76 e 70.34
0.25 0.25 3.58 de 62.88
0.30 0.30 2.96 e 62.64
0.35 0.35 2.20 e 77.02
F-test * ns

C.V. (%) 20.29 18.20
* = แตกตางอยางมีนัยสํ าคัญทางสถิติ (p≤ 0.05)
ns = ไมมคีวามแตกตางทางสถิติ
คาเฉลีย่จ ํานวนและความมีชีวิตของโปรโตพลาสตในคอลัมนที่กํ ากับดวยอักษรเหมือนกันไมมีความ
    แตกตางกันทางสถิติ จากการตรวจสอบโดย DMRT

7. ผลของขนาดใบตอจํ านวนและความมีชีวิตของโปรโตพลาสต
เมื่อแยกโปรโตพลาสตจากใบขนาดตาง ๆ ดวยเอนไซมเซลลูเลสโอโนซูกะอารเอส เขมขน 2.0 

เปอรเซ็นต รวมกับ มาเซอโรไซมอาร-10 เขมขน 1.0 เปอรเซ็นต พบวาใบทีม่คีวามกวาง 3.1-4.0 
เซนติเมตร ใหจํ านวนโปรโตพลาสตสูงสุด คือ 6.1x106 ตอกรัมนํ้ าหนักสด อยางไรก็ตามพบวาใหความ
มีชีวิตตํ่ าสุด 66.5 เปอรเซ็นต (ตารางที่ 9) สวนใบที่มีความกวาง 2.1-3.0 ใหจํ านวน
โปรโตพลาสตรองลงมา 4.8x106 ตอกรัมนํ ้าหนักสด แตใหความมีชีวิตสูงสุด คือ 76.7 เปอรเซ็นต จาก
การทดลองนี้ ใบที่เหมาะสมในการแยกโปรโตพลาสต คือ ใบที่มีความกวาง 2.1-3.0 เซนติเมตร ซึ่งให
ความมีชีวิตของโปรโตพลาสตสูง และใหจํ านวนโปรโตพลาสตเพียงพอตอการนํ าไปใชเพื่อศึกษาการ
ทดลองตอ ๆ ไป
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ตารางที่ 9 ผลของขนาดใบตอจํ านวน และความมีชีวิตของโปรโตพลาสตที่แยกจากใบ
ความกวางใบ
(เซนติเมตร)

จ ํานวนโปรโตพลาสต /
กรัมนํ้ าหนักสด (x105)

ความมีชีวิต
(%)

1.5-2.0 7.4 c 76.0
2.1-3.0 48.3 b 76.7
3.1-4.0 60.5 a 66.5
F-test * ns

C.V. (%) 19.7 11.7
* = แตกตางอยางมีนัยสํ าคัญทางสถิติ (p≤ 0.05)
ns = ไมมคีวามแตกตางทางสถิติ
คาเฉลีย่จ ํานวนโปรโตพลาสตในคอลัมนที่กํ ากับดวยอักษรเหมือนกันไมมีความ
    แตกตางกันทางสถิติ จากการตรวจสอบโดย DMRT

8. ผลของวธิกีารเตรยีมใบสะเดาชางที่นํ ามาแยกโปรโตพลาสตตอจํ านวนและความมีชีวิตของ
โปรโตพลาสต

เมื่อแยกโปรโตพลาสตจากใบที่เตรียมดวยวิธีการตาง ๆ ดวยเอนไซมเซลลูเลสโอโนซูกะ
อารเอส เขมขน 2.0 เปอรเซ็นต รวมกับ มาเซอโรไซมอาร-10 เขมขน 1.0 เปอรเซ็นต พบวา ใบสดให
จ ํานวนและความมีชีวิตของโปรโตพลาสตสูงสุด คือ 5.4x106 ตอกรัมนํ้ าหนักสดและ 91.2 เปอรเซ็นต 
ตามลํ าดับ ในขณะที่การแชใบในสารละลายลางโปรโตพลาสตใหจํ านวนโปรโตพลาสตต่ํ าสุด คือ 
1.9x105 ตอกรัมนํ้ าหนักสด (ตารางที่ 10)

ตารางที่ 10 ผลของวิธีการเตรียมใบตอจํ านวนและความมีชีวิตของโปรโตพลาสต
วธิีการเตรียมใบ จ ํานวนโปรโตพลาสต

/กรัมนํ้ าหนักสด (x105) ± SD
ความมีชีวิต (%)

± SD
ใบสด 54.6±0.8 91.2±1.2
วางใบบนอาหารเก็บไวในที่มืด 32.4±0.0 82.1±0.1
วางใบในจานเพาะเลี้ยงเก็บในที่มืด 39.2±2.8 79.7±3.3
แชใบในสารละลายลางโปรโตพลาสต 1.9±0.0 88.4±3.8
± SD = คาเบี่ยงเบนมาตรฐาน
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9. ผลของแหลงชิ้นสวนพืชตอจํ านวนและความมีชีวิตของโปรโตพลาสต
เมื่อแยกโปรโตพลาสตจากแหลงตาง ๆ ดวยเอนไซมเซลลูเลสโอโนซูกะอารเอส เขมขน 2.0 

เปอรเซ็นต รวมกับ มาเซอโรไซมอาร-10 เขมขน 1.0 เปอรเซ็นต พบวา ใบใหจํ านวนโปรโตพลาสตสูงสุด 
(3.8x106 ตอกรัมนํ้ าหนักสด) รองลงมาคือ แคลลัส (5.4x105 ตอกรัมนํ้ าหนักสด) สวนเซลลซัสเพนชั่น
ใหจํ านวนโปรโตพลาสตต่ํ าสุด (3.5x104 ตอกรัมนํ้ าหนักสด) (ตารางที่ 11) โปรโตพลาสตจากใบมี
ขนาด 20 ไมโครเมตร (ภาพที่ 6 ก) ในขณะที่โปรโตพลาสตจากเซลลซัสเพนชั่น และแคลลัสมีขนาด
ประมาณ 40 ไมโครเมตร (ภาพที่ 6 ข) เมื่อเพาะเลี้ยงโปรโตพลาสตจากทั้งสามแหลงแบบฝงเลี้ยง ใน
อาหารสูตร MS เติม 2,4-D เขมขน 0.5-1.0 มิลลิกรัมตอลิตร รวมกับ BA เขมขน 0.5 มิลลิกรัมตอลิตร 
พบวา โปรโตพลาสตจากเซลลซัสเพนชั่นเริ่มแบงเซลลหลังจากเพาะเลี้ยง 1-2 วัน ในขณะที่
โปรโตพลาสตจากใบและแคลลสัเร่ิมแบงเซลลหลังจากเพาะเลี้ยง 3 วัน และหลังจากเพาะเลี้ยงเปน
เวลา 1 สัปดาห โปรโตพลาสตจากเซลลซัสเพนชัน่มกีารแบงเซลลสูงสุด (27.9 เปอรเซ็นต) รองลงมาคือ 
โปรโตพลาสตจากแคลลัส (8.2 เปอรเซ็นต) สวนโปรโตพลาสตจากใบใหการแบงเซลลต่ํ าสุด (2.5 
เปอรเซ็นต) (ตารางที่ 11) อยางไรก็ตามโปรโตพลาสตจากแคลลสัสามารถแบงเซลลไดสูงสุดจํ านวน 6 
เซลล (2 เปอรเซน็ต) (ภาพที่ 7 ก) ในขณะที่แหลงอื่น ๆ แบงเซลลไดจํ านวน 2 เซลล (ภาพที่ 7 ข และ 
ค) สํ าหรับเพาะเลี้ยงโปรโตพลาสตจากใบและแคลลสัเปนเวลา 2 สัปดาห พบวาโปรโตพลาสตเหี่ยว
และตายหมด สวนโปรโตพลาสตจากเซลลซัสเพนชัน่เกดิการปนเปอน จึงไมสามารถตรวจสอบผลการ
ทดลองได

ตารางที่ 11 ผลของแหลงชิ้นสวนพืชตอจํ านวนและพัฒนาการของโปรโตพลาสต หลังจากเพาะ
                   เลีย้ง 1 สัปดาห

พฒันาการของโปรโตพลาสต (%)
± SD

แหลงของ
โปรโตพลาสต

จ ํานวนโปรโตพลาสต
/กรัมนํ้ าหนักสด

 ± SD การแบงเซลล การแตกหนอ

ระยะเวลา ที่
เร่ิมแบงเซลล

(วัน)
ใบ 3.8±2.7x106 2.5±0.9 0.9±1.3 3
เซลลซสัเพนชั่น 3.5±0.7x104 27.9±0.9 9.9±1.1 1-2
แคลลัส 5.4±27.7x105 8.2±2.2 2.9±0.6 3
± SD = คาเบี่ยงเบนมาตรฐาน
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ภาพที่ 6 ลักษณะโปรโตพลาสตที่แยกจากแหลงชิ้นสวนพืชที่แตกตางกัน ดวยเอนไซมเซลลูเลสโอโนซู
กะอารเอส เขมขน 2.0 เปอรเซ็นต รวมกับ มาเซอโรไซมอาร-10 เขมขน 1.0 เปอรเซ็นต

(ก) ใบ (บาร = 40 ไมโครเมตร)
(ข) แคลลัส (บาร = 40 ไมโครเมตร)

ก

ข
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ภาพที่ 7 การแบงเซลลของโปรโตพลาสตที่แยกจากชิ้นสวนที่แตกตางกันในอาหารสูตร MS เติม 2,4-D 
เขมขน 0.5-1.0 มิลลิกรัมตอลิตร รวมกับ BA เขมขน 0.5 มิลลิกรัมตอลิตร หลังจากเพาะ
เลีย้ง 4 วัน

  (ก) แคลลัส (บาร = 35 ไมโครเมตร)
 (ข) เซลลซัสเพนชัน่ (บาร = 40 ไมโครเมตร)
(ค) ใบ (บาร = 20 ไมโครเมตร)

10. การศกึษาผลของความหนาแนนในการเลี้ยงตอพัฒนาการของโปรโตพลาสต
เมือ่เพาะเลี้ยงโปรโตพลาสตจากใบดวยความหนาแนนตาง ๆ พบวา โปรโตพลาสตที่เลี้ยงดวย

ความหนาแนน 5x105 ใหการแบงเซลลคร้ังที่ 1 และ 2 สูงสุด คือ 3.0 และ 1.4 เปอรเซ็นต ตามลํ าดับ 
และไมมีการแตกหนอของโปรโตพลาสต (ตารางที่ 12) อยางไรก็ตาม หลังจากเติมอาหารที่ลด
ออสโมติคัมเปน 0.3 โมลาร และเพาะเลี้ยงตอไป 1 สัปดาห พบวาโปรโตพลาสตเหี่ยวและไมมี
พฒันาการใด ๆ เกิดขึ้น

ค

ก ข
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ตารางที่ 12 ผลของความหนาแนนในการเลี้ยงตอการแบงเซลลและแตกหนอของโปรโตพลาสต  จาก
ใบ หลงัเพาะเลี้ยง 1 สัปดาห

การแบงเซลล (%) ± SDความหนาแนน
(โปรโตพลาสต/มิลลิลิตร) คร้ังที่ 1 คร้ังที่ 2

การแตกหนอ (%)

5x104 0.0 0.0 0.0
1x105 2.0±1.4 0.0 0.0
5x105 3.0±2.2 1.4±0.7 0.0
1x106 2.4±1.4 0.0 0.0

± SD = คาเบี่ยงเบนมาตรฐาน

11. ผลของชนิดและความเขมขนของสารควบคุมการเจริญเติบโตตอพัฒนาการของ 
 โปรโตพลาสตจากใบ
11.1 ผลของ 2,4-D รวมกับ BA หรือ KN

จากการเพาะเลี้ยงโปรโตพลาสตจากใบดวยความหนาแนน 1.0x105 โปรโตพลาสตตอ
มลิลิลิตร แบบฝงเลี้ยงในอาหารสูตร MS เติม 2,4-D รวมกับ BA หรือ KN ความเขมขนตาง ๆ เปนเวลา 
2 สัปดาห พบวา 2,4-D เขมขน 2.0 มิลลิกรัมตอลิตร รวมกับ KN เขมขน 0.5 มิลลิกรัมตอลิตร ใหการ
แบงเซลลสูงสุด 2.9 เปอรเซ็นต อยางไรก็ตามพบวา มีการแตกหนอ 2.2 เปอรเซ็นต 2,4-D เขมขน 1.0 
มลิลิกรัมตอลิตร รวมกับ BA เขมขน 0.5 มิลลิกรัมตอลิตร ใหการแบงเซลล 2.8 เปอรเซ็นต และไมพบ
การแตกหนอ (ตารางที่ 13 และ 15) อยางไรก็ตามพบวาหลังจากเพาะเลี้ยงเปนเวลานาน 3 สัปดาห 
โดยลดออสโมตคัิมของอาหารลง สัปดาหละ 0.1 โมลาร โปรโตพลาสตเร่ิมเหี่ยว และไมมีพัฒนาการใด 
ๆ
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ตารางที่ 13 ผลของ 2,4-D รวมกับ BA หรือ KN ตอพัฒนาการของโปรโตพลาสตจากใบ หลังจากเพาะ
เลี้ยง 2 สัปดาห

สารควบคุมการเจริญเติบโต
(มก./ล.)

2,4-D BA KN

การแบงเซลล (%)
± SD

การแตกหนอ (%)
± SD

1.0 0.5 0.0 2.8 ± 0.8 0.0 ± 0.0
2.0 0.5 0.0 1.8 ± 2.5 1.7 ± 2.4
3.0 0.5 0.0 1.6 ± 2.2 2.6 ± 0.9
4.0 0.5 0.0 2.6 ± 0.3 0.0 ± 0.0
5.0 0.5 0.0 0.8 ± 1.2 0.0 ± 0.0

1.0 0.0 0.5 2.7 ± 1.6 1.8 ± 0.6
2.0 0.0 0.5 2.9 ± 0.9 2.2 ± 0.2
3.0 0.0 0.5 1.7 ± 1.2 4.2 ± 0.4
4.0 0.0 0.5 0.5 ± 0.7 2.3 ± 2.1
5.0 0.0 0.5 1.2 ± 1.7 3.4 ± 2.1

± SD = คาเบี่ยงเบนมาตรฐาน

11.2 ผลของ dicamba รวมกับ BA
หลังจากการเพาะเลี้ยงโปรโตพลาสตจากใบดวยความหนาแนน 1.0x105 แบบฝงเลี้ยงใน

อาหารเติม dicamba รวมกบั BA ความเขมขนตาง ๆ เปนเวลา 2 สัปดาห พบวา อาหารเติม dicamba 
เขมขน 0.5 มิลลิกรัมตอลิตร รวมกับ BA เขมขน 1.0 มิลลิกรัมตอลิตร ใหการแบงเซลลสูงสุด 2.8 
เปอรเซ็นต (ตารางที่ 14 และ 15) รองลงมาคือ dicamba เขมขน 4.0 มิลลิกรัมตอลิตร รวมกับ BA เขม
ขน 0.5 มิลลิกรัมตอลิตร ใหการแบงเซลล 2.5 เปอรเซ็นต อยางไรก็ตามสารควบคุมการเจริญเติบโตทั้ง
สองความเขมขนใหเปอรเซ็นตการแตกหนอสูงสุด 4.2 เปอรเซ็นต (ตารางที่ 14) หลังจากเติมอาหารที่
ลดความเขมขนของออสโมตคัิมลง สัปดาหละ 0.1 โมลาร และเพาะเลี้ยงเปนเวลา 3 สัปดาห พบวา 
โปรโตพลาสตเหี่ยว และไมมีพัฒนาการใด ๆ ในทุกความเขมขนของสารควบคุมการเจริญเติบโต



             

33

ตารางที่ 14 ผลของความเขมขนของ dicamba รวมกับ BA ตอพัฒนาการของโปรโตพลาสต
                  หลงัเพาะเลี้ยง 2 สัปดาห
สารควบคุมการเจริญเติบโต (มก./ล.)

dicamba BA
การแบงเซลล (%)

± SD
การแตกหนอ (%)

± SD
0.5 1.0 2.8±3.9 4.2±2.0
0.5 2.0 1.6±1.0 2.1±0.7
0.5 3.0 1.4±2.0 2.2±0.1
0.5 4.0 1.2±1.6 3.0±1.5
0.5 5.0 1.1±1.5 2.3±0.1
1.0 0.5 1.6±2.2 2.9±0.4
2.0 0.5 1.5±2.1 2.6±0.1
3.0 0.5 1.5±2.1 3.3±0.5
4.0 0.5 2.5±1.5 4.2±0.3
5.0 0.5 1.4±2.0 2.1±0.7

± SD = คาเบี่ยงเบนมาตรฐาน

ตารางที่ 15 ผลของชนิดและความเขมขนของสารควบคุมการเจริญเติบโตตอพัฒนาการของ
     โปรโตพลาสต หลังจากเพาะเลี้ยง 2 สัปดาห

สารควบคุมการเจริญเติบโต (มก./ล.)
2,4-D dicamba BA KN

การแบงเซลล (%) การแตกหนอ (%)

1.0 0.0 0.5 0.0 2.8± 0.8 0.0
2.0 0.0 0.0 0.5 2.9± 0.9 2.2± 0.2
0.0 0.5 1.0 0.0 2.8± 3.9 4.2± 2.0

± SD = คาเบี่ยงเบนมาตรฐาน
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12. ผลของสารควบคุมการเจริญเติบโตและการลดออสโมตคัิมหลงัจากเพาะเลี้ยง 1-2 วัน
     ตอพัฒนาการของโปรโตพลาสต
      12.1 ผลของ 2,4-D รวมกับ BA

หลังจากเพาะเลี้ยงโปรโตพลาสตจากใบสะเดาชางดวยความหนาแนน 1.0x105 แบบฝงเลี้ยง
ในอาหารเติม 2,4-D รวมกบั BA ความเขมขนตาง ๆ เปนเวลา 2 วัน พบวาโปรโตพลาสตเร่ิมเหี่ยว เมื่อ
แบงโปรโตพลาสตเปน 2 สวน สวนหนึ่งเติมอาหารเหลวที่ลดความเขมขนของแมนนิทอล 0.3 โมลาร 
และอีกสวนไมเติมอาหาร (0.4 โมลาร) เพาะเลี้ยงเปนเวลา 1 สัปดาห พบวา อาหารทีเ่ตมิ 2,4-D 
เขมขน 2.0 มิลลิกรัมตอลิตร รวมกับ BA เขมขน 1.0 มิลลิกรัมตอลิตร แมนนิทอล 0.3 
โมลาร ใหการแบงเซลลสูงสุด 10.9 เปอรเซ็นต และไมพบการแตกหนอ อยางไรก็ตามพบวาหลังจาก
เพาะเลี้ยงนานเกิน 2 สัปดาห โปรโตพลาสตเร่ิมเหี่ยวจนถึงสัปดาหที่ 3 โปรโตพลาสตเหี่ยวหมด และไม
มพีฒันาการใด ๆ ในทุกความเขมขนของสารควบคุมการเจริญเติบโต (ตารางที่ 16)

ตารางที่ 16 ผลของ 2,4-D รวมกับ BA ตอพัฒนาการของโปรโตพลาสตจากใบ เมื่อลดหรือไมลดความ
               เขมขนของแมนนิทอล หลงัจากเพาะเลี้ยง 2 วัน

แมนนิทอล (โมลาร)
2,4-D BA 0.3 0.4

มก./ล. การแบงเซลล
(%) ± SD

การแตกหนอ
(%) ± SD

การแบงเซลล
(%) ± SD

การแตกหนอ
(%) ± SD

0.5 0.5 2.4±1.9 0.4±0.5 2.5±0.9 0.9±1.3
1.0 0.5 4.0±2.3 0.0 2.0±1.0 0.0
1.0 1.0 1.9±1.6 0.0 1.27±0.3 1.1±1.5
2.0 0.5 6.9±3.6 0.0 4.5±2.2 0.0
2.0 1.0 10.9±12.8 0.0 0.6±0.8 0.0
เฉลี่ย 5.2±3.7 0.1±0.2 2.2±1.5 0.4±0.5
± SD = คาเบี่ยงเบนมาตรฐาน
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12.2 ผลของ NAA รวมกับ BA หรือ KN
หลงัจากการเพาะเลี้ยงโปรโตพลาสตจากใบดวยความหนาแนน 1.0x105 แบบฝงเลี้ยงในอาหาร

เติม NAA รวมกับ BA หรือ KN ความเขมขนตาง ๆ เปนเวลา 1 วัน พบวาโปรโตพลาสตเร่ิมเหี่ยว เมื่อ
แบงโปรโตพลาสตเปน 2 สวน สวนหนึ่งเติมอาหารเหลวที่ลดความเขมขนของแมนนิทอล 0.3 โมลาร และ
อีกสวนไมเติมอาหาร (0.4 โมลาร) เพาะเลี้ยงเปนเวลา 1 สัปดาห พบวา อาหารเติม NAA เขมขน 4.0 
มิลลิกรัมตอลิตร รวมกับ BA เขมขน 0.5 มิลลิกรัมตอลิตร แมนนิทอล 0.4 โมลาร ใหการแบงเซลลสูงสุด 
2.4 เปอรเซ็นต การแตกหนอ 1.04 เปอรเซ็นต อยางไรก็ตาม อาหารที่เติม NAA รวมกับ KN พบวา NAA 
เขมขน 2.0 มิลลิกรัมตอลิตร รวมกับ KN 0.5 มลิลิกรัมตอลิตร แมนนิทอล 0.3 โมลาร ใหการแบงเซลลสูง
สุด 2.0 เปอรเซ็นต และไมพบการแตกหนอ (ตารางที่ 17) เมื่อเติมอาหารเหลวที่ลดความเขมขนของ
แมนนิทอลลง สัปดาหละ 0.1 โมลาร ในทกุความเขมขนของสารควบคุมการเจริญเติบโตเปนเวลานาน
เกนิ 2 สัปดาห โปรโตพลาสตเร่ิมเหี่ยวและไมมีพัฒนาการใด ๆ

ตารางที่ 17  ผลของ NAA รวมกับ BA หรือ KN ตอพัฒนาการของโปรโตพลาสตจากใบ เมื่อลดหรือ
ไมลดความเขมขนของแมนนิทอล หลงัจากเพาะเลี้ยง 1 วัน

แมนนิทอล (โมลาร)สารควบคุมการเจริญเติบโต
(มก./ล.) 0.3 0.4

NAA BA KN การแบงเซลล การแตกหนอ การแบงเซลล การแตกหนอ
1.0 0.5 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0
2.0 0.5 0.0 0.0 0.0 2.3±1.4 0.0
3.0 0.5 0.0 0.0 0.0 1.3±0.6 0.0
4.0 0.5 0.0 0.0 1.0±1.4 2.4±3.4 1.04±1.5
5.0 0.5 0.0 1.4±1.9 1.8±2.5 1.2±1.7 0.0

1.0 0.0 0.5 0.0 0.0 0.6±0.9 0.0
2.0 0.0 0.5 2.0±2.8 0.0 1.7±0.1 0.8±1.1
3.0 0.0 0.5 1.7±0.2 0.0 1.1±1.5 0.0
4.0 0.0 0.5 1.0±1.3 2.5±0.8 1.2±0.9 0.5±0.7
5.0 0.0 0.5 - - 1.8±0.8 0.6±0.8
เฉลี่ย 1.2±0.9 0.6±1.2 1.3±0.5 0.4±0.3
- = ไมบันทกึ เนื่องจากเกิดการปนเปอน
± SD = คาเบี่ยงเบนมาตรฐาน


