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บทที่ 2

วธิกีารวิจัย

วสัดุอุปกรณ

1. วัสดุ
1.1 วัสดุพืช

ในการศกึษานีใ้ชตนสะเดาชางอายุ 1 และ 3 ป ซึ่งปลูกในถุงพลาสติกและดูแลในสภาพความ
เขมแสง 3,910-4,072 ลักซ ใหนํ ้าวนัเวนวัน (สํ าหรับตนอายุ 3 ป) และใหทุกวัน (สํ าหรับตนอายุ 1 ป) 
ใหปุยสูตร 15-15-15 เดือนละครั้ง ใชใบจากตนอายุ 3 ป มาศึกษาการชักนํ าแคลลัส และนํ าแคลลัสที่
ไดมาศกึษาการชักนํ าพืชตนใหม และเพาะเลี้ยงเซลลซัสเพนชัน่ กรณกีารศึกษาการแยกและเพาะเลี้ยง
โปรโตพลาสต ใชใบสะเดาชางอายุ 1 ป ที่อยูนอกหลอดทดลอง

1.2 สารเคมีที่ใชในการทดลอง
- สารเคมทีีใ่ชเตรียมธาตุอาหารหลัก และธาตุอาหารรองของอาหารสูตร MS
- นํ ้าตาลซูโครส เคซีนไฮโดรไลเสท และ polyvinylpyrrolidone (PVP)
- สารควบคุมการเจริญเติบโต NAA, dicamba, 2,4-D, KN และ BA
- เอนไซมที่ใชแยกโปรโตพลาสต คือ เซลลูเลสโอโนซูกะ อารเอส (Yakult Honsha 

Co., Ltd.) , เซลลูเลส (จากเชื้อ Trichoderma viride ; Sigma) และ มาเซอโรไซม
อาร-10 (Yakult Honsha Co., Ltd.)

- แมนนิทอล ซอรบิทอล
- สารเคมีบัฟเฟอร (2N-morpholino) ethanesulfonic acid (MES)
- สารเคมีตรวจสอบความมีชีวิต คือ fluorescein diacetate (FDA)

2. อุปกรณการทดลอง
- เครื่องแกว ประกอบดวยฟลาสก ปเปต กระบอกตวง ขวดปรับปริมาตร บีกเกอร  

จานเพาะเลี้ยง
- อุปกรณในการยายเลี้ยง ประกอบดวยปากคีบ ดามมีดและใบมีดผาตัด กระดาษ

ช ําระ พาราฟลม แอลกอฮอล 70 และ 95 เปอรเซ็นต ตูยายเลี้ยง
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- อุปกรณในการแยกโปรโตพลาสต ประกอบดวยกรรไกรพรอมใบมีดโกน  
เครื่องเขยา ผากรองมิราคลอทขนาด 30 ไมโครเมตร พาสเจอรปเปต ลูกยาง
สํ าหรับดูด หลอดเซนตริฟวกขนาด 15 มิลลิลิตร กลองจุลทรรศนอินเวอรเต็ด และ 
ฟลูออเรสเซนส

- อุปกรณในการเตรียมอาหาร ประกอบดวยเครื่องชั่ง 2 และ 4 ตํ าแหนง 
เครื่องวัดความเปนกรดดาง หมอนึ่งฆาเชื้อ ตูอบแหงและอบฆาเชื้อ ตูแชแข็ง
อุณหภูมิ –30 องศาเซลเซียส

- อุปกรณอ่ืน ๆ กลองจุลทรรศนแบบสเตอริโอ พรอมชุดบันทึกภาพ
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วธิกีารศึกษา

1. ผลของสารควบคุมการเจริญเติบโตตอการสรางแคลลสัจากใบออนสะเดาชาง
น ําใบออนสะเดาชางที่มีขนาดใบกวาง 2.43±0.4 เซนติเมตร และยาว 7.73±0.2 เซนติเมตร 

มาลางดวยนํ ้าประปา โดยใหไหลผานประมาณ 30 นาที จากนั้นลางดวยนํ้ ายาลางจานซัลไลต แลวนํ า
ไปจุมแชในเอทธานอล 70 เปอรเซ็นต เปนเวลา 30 วินาที แชในสารละลายคลอร็อกซ เขมขน 15 
เปอรเซ็นต รวมกับ ทวนี-20 1-2 หยดตอสารละลาย 100 มิลลิลิตร นํ าไปวางบนเครื่องเขยา 100 รอบ
ตอนาท ีนาน 15 นาที จากนั้นนํ าไปลางดวยนํ้ ากลั่นนึ่งฆาเชื้อ 3-5 คร้ัง ภายในตูยายเลี้ยง แลวตัดขอบ
ใบและเสนกลางใบทิ้งคงเหลือแผนใบ ตัดใหมีขนาด 0.5x0.5 เซนติเมตร วางเลี้ยงใหดานหลังใบสัมผัส
อาหาร สูตรอาหารที่ใชเลี้ยงเปนสูตร MS เติมนํ้ าตาลซูโครส เขมขน 3 เปอรเซ็นต และ 
สารควบคุมการเจริญเติบโต NAA หรือ 2,4-D เขมขน 0.5, 1 และ 2 มิลลิกรัมตอลิตร แตละ 
ความเขมขนของ NAA และ 2,4-D ใชรวมกับ BA หรือ KN เขมขน 0.2, 0.5 และ 1 มิลลิกรัมตอลิตร  
แตละชนดิและความเขมขนของสารควบคุมการเจริญเติบโตเพาะเลี้ยงใชจํ านวน 20 ชิ้น เพาะเลี้ยงที่
อุณหภูมิ 25.5±2 องศาเซลเซียส ความเขมแสง 1,350 ลักซ ใหแสง 16 ชั่วโมงตอวัน หลังการ 
เพาะเลี้ยงเปนเวลา 3 สัปดาห บันทึกเปอรเซ็นตการสรางแคลลัส นับจํ านวนโนดูล และสังเกตสี  
โครงสราง และบริเวณที่สรางแคลลัส ในแตละความเขมขนของสารควบคุมการเจริญเติบโต 
เปรียบเทียบกัน

2. ผลของสารควบคุมการเจริญเติบโตตอการเจริญของแคลลัส
ตัดแยกแคลลัสออกจากชิ้นสวนใบที่นํ ามาชักนํ าแคลลัส แลวนํ ามาเพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร 

MS เตมินํ ้าตาลซูโครส เขมขน 3 เปอรเซ็นต PVP เขมขน 500 มิลลิกรัมตอลิตร และสารควบคุมการ
เจริญเตบิโต NAA เขมขน 2.0 มิลลิกรัมตอลิตร รวมกับ BA หรือ KN เขมขน 0.1, 0.2, 0.5 และ 1.0 
และ 2,4-D เขมขน 0.5 และ 1.0 มิลลิกรัมตอลิตร แตละความเขมขนใชรวมกับ BA หรือ KN เขมขน 
0.2, 0.5 และ 1.0 มิลลิกรัมตอลิตร แตละความเขมขนของสารควบคุมการเจริญเติบโตเพาะเลี้ยง 
แคลลัสจํ านวน 10 ชิ้น ที่อุณหภูมิ 25.5±2 องศาเซลเซียส ความเขมแสง 1,350 ลักซ ใหแสง 16  
ชัว่โมงตอวัน วัดขนาดแคลลสัสวนทีย่าวทีสุ่ดของชิ้นสวนกอนและหลังจากเพาะเลี้ยง 1 เดือน จากนั้น
หาผลตางของขนาดแคลลสักอนและหลังจากเพาะเลี้ยงเปนเวลา 3 สัปดาห เพื่อหาขนาดแคลลัสที่เพิ่ม
ข้ึน ในแตละความเขมขนของสารควบคุมการเจริญเติบโตเปรียบเทียบกัน
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3. ผลของความเขมขนของ BA ตอการพัฒนาเปนพืชตนใหม
นํ าคอมแพคแคลลัสซึ่งเพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร MS เติม NAA เขมขน 2.0 มิลลิกรัมตอลิตร 

รวมกับ BA เขมขน 1.0 มิลลิกรัมตอลิตร มาชักนํ าพืชตนใหมบนอาหารสูตร MS เตมินํ้ าตาลซูโครส เขม
ขน 3 เปอรเซ็นต PVP เขมขน 500 มิลลิกรัมตอลิตร สารควบคุมการเจริญเติบโต BA เขมขน 0.0, 0.1 
และ 0.2 มิลลิกรัมตอลิตร แตละความเขมขนของ BA เพาะเลี้ยงแคลลัส 10 ชิ้นสวน ที่อุณหภูมิ 25.5±
2 องศาเซลเซียส ความเขมแสง 1,000 ลักซ ใหแสง 16 ชั่วโมงตอวัน หลังการเพาะเลี้ยงเปนเวลา 4 
สัปดาห บันทึกการสรางพืชตนใหมจากแคลลัสในแตละความเขมขนของ BA เปรียบเทียบกัน

4. ผลของเคซนีไฮโดรไลเสทตอการพัฒนาเปนพืชตนใหมจากแคลลัส
นํ าแคลลัสจากการทดลองที่ 3 มาชักนํ าพืชตนใหมบนอาหารสูตร MS เติมนํ้ าตาลซูโครส  

เขมขน 3 เปอรเซ็นต PVP เขมขน 500 มิลลิกรัมตอลิตร BA เขมขน 0.2 มิลลิกรัมตอลิตร และเติมหรือ
ไมเติมเคซีนไฮโดรไลเสท 500 มิลลิกรัมตอลิตร แตละทรีตเมนตเพาะเลี้ยงแคลลัส 8 ชิ้นสวน  
ที่อุณหภูมิ 25.5±2 องศาเซลเซียส ความเขมแสง 1,000 ลักซ ใหแสง 16 ชั่วโมงตอวัน หลังการเพาะ
เลีย้ง 4 สัปดาห บันทึกการสรางพืชตนใหมในแตละทรตีเมนตเปรียบเทียบกัน

5. ผลของชนดิและความเขมขนของเอนไซมตอจํ านวนและความมีชีวิตของโปรโตพลาสตที่
   แยกจากใบสะเดาชาง

นํ าใบออน ใบยอยชุดที่ 2 นับจากยอดของสะเดาชางที่มีความกวาง 2.0-2.5 เซนติเมตร 
ความยาว 6.5-7.0 เซนติเมตร มาลางนํ้ าประปาไหลผาน ประมาณ 30 นาที ลางดวยนํ้ ายาลางจาน
ซนัไลต ประมาณ 3-5 นาที แลวนํ าไปจุมแชในเอทธานอล 70 เปอรเซ็นต เปนเวลา 30 วินาที จากนั้น
แชในสารละลายคลอรอ็กซ 10 เปอรเซ็นต รวมกับทวนี-20 1-2 หยดตอสารละลาย 100 มิลลิลิตร เปน
เวลา 10 นาท ีแลวน ําไปลางดวยนํ้ ากลั่นนึ่งฆาเชื้อ 3 คร้ัง นํ าใบสะเดาชางที่ผานการฟอกฆาเชื้อแลวมา 
หัน่ฝอยจ ํานวน 1 กรัม จุมแชในสารละลายเอนไซมเซลลูเลสโอโนซูกะอารเอส เขมขน 1.0 และ 2.0 
เปอรเซ็นต หรือเอนไซมเซลลูเลส เขมขน 15 และ 30 ยูนติ แตละความเขมขนใชรวมกับเอนไซมมาเซอ
โรไซมอาร-10 เขมขน 1.0 และ 2.0 เปอรเซ็นต ปริมาตร 10 มิลลิลิตร เอนไซมขางตนละลายใน 
สารละลายแมนนิทอล 0.7 โมลาร ปรับความเปนกรดดางเปน 5.7-5.8 แลวกรองฆาเชื้อดวยกระดาษ
กรองมิลลิพอร ขนาดชอง 0.22 ไมโครเมตร ซึ่งผานการนึ่งฆาเชื้อแลว อินควิเบทชิน้สวนใบในจานเพาะ
เลีย้งพลาสติกขนาด 15x60 มิลลิเมตร พันดวยพาราฟลม อินคิวเบทบนเครือ่งเขยาไปมาที่ความเร็ว 50 
รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ 25±1 องศาเซลเซยีส ในสภาพความเขมแสงตํ่ า นาน 3-10 ชั่วโมง จึงนํ าไป
กรองดวยมิราคลอทฆาเชือ้ ขนาดชอง 30 ไมโครเมตร ซึ่งวางในกรวยพลาสติกขนาดเสนผานศูนยกลาง 
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4 เซนตเิมตร ผานไปยังหลอดปนขนาด 15 มิลลิลิตร นํ าไปปนตกตะกอนที่ 800 รอบตอนาที นาน 3 
นาท ีดูดเก็บเอนไซม และลางตะกอนโปรโตพลาสตดวยสารละลายลาง (สารละลายแมนนิทอล เขมขน 
0.7 โมลาร เตมิธาตุอาหารหลักและธาตุอาหารรองสูตร MS ปรับความเปนกรด-ดาง 5.7) ปริมาตร 3 
มลิลิลิตร 2 คร้ัง จากนั้นใชพาสเจอรไปเปตดูดเปาใหเขากันแลวลอยบนสารละลายซูโครส เขมขน 21 
เปอรเซ็นต ปริมาตร 5 มิลลิลิตร เพื่อแยกโปรโตพลาสตจากตะกอนเซลล นํ าไปปนที่ความเร็วรอบ 
1,000 รอบตอนาที นาน 5 นาที ดูดเก็บโปรโตพลาสตจากตอนกลางระหวางสารละลายซูโครสและ 
สารละลายลาง แลวลางดวยสารละลายลาง 2 คร้ัง ตรวจสอบจํ านวนโปรโตพลาสตโดยหยด 
ซัสเพนชั่นของโปรโตพลาสตบนสไลดนับเซลลภายใตกลองจุลทรรศน และตรวจสอบความมีชีวิตโดยใช
สารละลายโปรโตพลาสต 100 ไมโครลิตร ยอม FDA เขมขน 0.1 เปอรเซ็นต ปริมาตร 100 ไมโครลิตร 
เทากัน ดูดเปาใหเขากันในสไลดหลุม ทิ้งไวประมาณ 10-15 นาที ปดดวยกระจกปดสไลด ดูการเรือง
แสงภายใตกลองจุลทรรศนระบบฟลูออเรสเซนที่ชวงความยาวคลื่น 300-400 นาโนเมตร นับจํ านวน
โปรโตพลาสตที่เรืองแสงสีเขียว-เหลืองตอจํ านวนโปรโตพลาสตทั้งหมด คํ านวนเปนเปอรเซ็นตความมี
ชีวิตของโปรโตพลาสตปรียบเทยีบกนัในแตละความเขมขนของเอนไซมที่ทดสอบโดยใชแผนการทดลอง
แบบ Completely Randomized Design (CRD) และเปรียบเทียบคาเฉลี่ยโดยใช Duncan’s Multiple 
Range Test (DMRT)

6. ผลของชนดิและความเขมขนของออสโมติคัมตอจํ านวนและความมีชีวิตของโปรโตพลาสต
แยกโปรโตพลาสตจากใบออนสะเดาชางนอกหลอดทดลองใบยอยชุดที่ 2 นับจากยอด ที่มี

ความกวาง 2.0-2.5 เซนติเมตร ยาว 6.5-7.0 เซนติเมตร ดวยเอนไซมเซลลูเลสโอโนซูกะอารเอส  
เขมขน 2.0 เปอรเซ็นต รวมกับ มาเซอไรไซมอาร-10 เขมขน 1.0 เปอรเซ็นต ปรับความดันออสโมติก
ดวยแมนนิทอล หรือซอรบิทอล เขมขน 0.5 0.6 และ 0.7 โมลาร หรือ แมนนิทอล รวมกับ ซอรบิทอล 
เขนขนชนิดละ 0.25, 0.3 และ 0.35 โมลาร อินควิเบทที่อุณหภูมิ 25.5±2 องศาเซลเซียส เปนเวลา 3 
ชั่วโมง บนเครื่องเขยาไปมาที่ความเร็ว 50 รอบตอนาที ในที่ความเขมแสงตํ่ า นํ าไปแยก 
โปรโตพลาสต ดวยวิธีการในขอ 5 นับจํ านวนและตรวจสอบความมีชีวิต เปรียบเทียบกันในแตละชนิด
และความเขมขนของออสโมติคัมโดยใชแผนการทดลองแบบ CRD และเปรียบเทียบคาเฉลี่ยโดยใช 
DMRT

7. ผลของขนาดใบตอจํ านวนและความมีชีวิตของโปรโตพลาสต
น ําใบนอกหลอดทดลองกานใบยอยชุดที่ 2 นับจากยอด ที่มีความกวาง 1.5-2.0, 2.1-3.0 และ 

3.1-4.0 เซนตเิมตร จุมแชใบที่หั่นฝอยนํ้ าหนัก 1 กรัม ในสารละลายเอนไซมเซลลูเลสโอโนซูกะอารเอส 
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เขมขน 2 เปอรเซ็นต รวมกับ มาเซอโรไซมอาร-10 เขมขน 1 เปอรเซ็นต ซึ่งละลายใน 
แมนนิทอล 0.5 โมลาร ปริมาตร 10 มิลลิลิตร อินควิเบทเปนเวลา 3 ชั่วโมง บนเครื่องเขยาไปมาที่
ความเร็ว 50 รอบตอนาที ในที่ความเขมแสงตํ่ า นํ าไปแยกโปรโตพลาสต ดวยวิธีการในขอ 5 
นับจํ านวนและตรวจสอบความมีชีวิต เปรียบเทียบกันในแตละขนาดใบโดยใชแผนการทดลองแบบ 
CRD และเปรียบเทียบคาเฉลี่ยโดยใช DMRT

8. ผลของวธิกีารเตรยีมใบสะเดาชางที่นํ ามาแยกโปรโตพลาสตตอจํ านวนและความมีชีวิตของ
   โปรโตพลาสต

ในการศกึษาวิธีการเตรียมใบสะเดาชางที่จะนํ ามาแยกโปรโตพลาสต 4 วิธี คือ เก็บใบยอย
ชุดที่ 2 นับจากยอดมาฟอกฆาเชื้อที่ผิว ชั่งนํ้ าหนักใหได 1 กรัม แลวนํ าไปวางในจานเพาะเลี้ยง
ฆาเชือ้ วางในจานเพาะเลี้ยงที่มีอาหารสูตร MS เติม BA และ 2,4-D อยางละ 0.5 มิลลิกรัมตอลิตร  
แชใบในสารละลายลางโปรโตพลาสตที่ประกอบดวยแมนนิทอล เขมขน 0.4 โมลาร ทั้ง 3 วิธี เก็บในที่
มดืเปนเวลา 24 ชั่วโมง และใบสดที่ไมผานการเตรียมดวยวิธีการใด ๆ อินควิเบทใบที่เตรียมทั้ง 4 วิธี ใน
สารละลายเอนไซมเซลลูเลสโอโนซูกะอารเอส เขมขน 2 เปอรเซ็นต รวมกับเอนไซมมาเซอ 
โรไซมอาร-10 เขมขน 1 เปอรเซ็นต บนเครื่องเขยาแบบไปมาที่ความเร็วรอบ 50 รอบตอนาที ในที่ความ
เขมแสงตํ่ า ที่อุณหภูมิ 26±1 องศาเซลเซยีส เปนเวลา 2 ชั่วโมง 30 นาที ทํ าการแยกโปรโตพลาสตดวย
วิธีการในขอที่ 5 บันทึกจํ านวน และความมีชีวิตของโปรโตพลาสตเปรียบเทียบกันในแตละวิธีการ
เตรียม

9. ผลของแหลงชิ้นสวนพืชตอจํ านวน และพัฒนาการของโปรโตพลาสต
ในการศกึษานี้ใชชิ้นสวนเริ่มตนในการแยกโปรโตพลาสตจาก 3 แหลง คือ ใบ แคลลัส และ

เซลลซสัเพนชัน่ ดังนี้คือ
ใบ : ใชใบยอยชุดที่ 2 จากนอกหลอดทดลอง จุมแชใบที่หั่นฝอยนํ้ าหนัก 1 กรัม ในสารละลาย

เอนไซมเซลลูเลสโอโนซูกะอารเอส เขมขน 2 เปอรเซ็นต รวมกับ มาเซอโรไซมอาร-10 เขมขน 1 
เปอรเซ็นต และแมนนิทอล เขมขน 0.4 โมลาร ปริมาตร 10 มิลลิลิตร อินควิเบทเปนเวลา 3 ชั่วโมง บน
เครือ่งเขยาไปมาที่ความเร็ว 50 รอบตอนาที ในที่ความเขมแสงตํ่ า

แคลลัส : ไดจากการเพาะเลี้ยงใบ และเพิ่มปริมาณบนอาหารสูตร MS เตมิ 2,4-D เขมขน 0.5 
มลิลิกรัมตอลิตร รวมกับ KN เขมขน 1.0 มิลลิกรัมตอลิตร อายุ 4 สัปดาห หลังการยายเลี้ยง 
ชัง่นํ ้าหนักใหได 1 กรัม แชในสารละลายเอนไซมเซลลูเลสโอโนซูกะอารเอส เขมขน 2 เปอรเซ็นต รวม
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กับ มาเซอโรไซมอาร-10 เขมขน 1 เปอรเซ็นต และแมนนิทอล เขมขน 0.3 โมลาร ปริมาตร 10 มิลลิลิตร 
อินควิเบทบนเครือ่งเขยาไปมาที่ความเร็ว 100 รอบตอนาที ในที่ความเขมแสงตํ่ า เปนเวลา 4 ชั่วโมง

เซลลซสัเพนชั่น : ชกันํ าจากแคลลสัโดยเขยาเลี้ยงในอาหารสูตร MS เติม 2,4-D เขมขน 0.5 
มลิลิกรัมตอลิตร รวมกับ KN เขมขน 2.0 มิลลิกรัมตอลิตร บนเครื่องเขยาแบบวงกลม ความเร็ว 100 
รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ 26±2 องศาเซลเซียส ความเขมแสง 1,200 ลักซ หลังจากยายเลี้ยง 
เซลลซสัเพนชัน่ 5 วัน ปรับปริมาตรตะกอนเซลลโดยเทเซลลซัสเพนชัน่ลงในหลอดเซนตริฟวก (ปริมาตร 
20 มลิลิลิตร) ปลอยใหเซลลตกตะกอนปริมาตร 1  มิลลิลิตร ใชเวลาประมาณ 5 นาที แลวดูดอาหาร
ออก จากนั้นเทสารละลายเอนไซมเซลลูเลสโอโนซูกะอารเอส เขมขน 2.0 เปอรเซ็นต รวมกับ  
มาเซอโรไซมอาร-10 เขมขน 1.0 เปอรเซ็นต และแมนนิทอล เขมขน 0.3 โมลาร ปริมาตร 10 มิลลิลิตร 
ลงไปแทน เขยาใหเขากัน แลวเทลงในจานเพาะเลี้ยงพลาสติกฆาเชื้อขนาด 15x60 มิลลิเมตร จากนั้น
นํ าไปอินควิเบทในสภาพความเขมแสงตํ่ า บนเครื่องเขยาแบบไปมาที่ความเร็ว 100 รอบตอนาที ในที่
ความเขมแสงตํ่ า เปนเวลา 5 ชั่วโมง

เมื่ออินคิวเบทครบตามเวลาที่กํ าหนด ทํ าการแยกโปรโตพลาสตดวยวิธีการในขอที่ 5 นับ
จ ํานวนและเพาะเลี้ยงโปรโตพลาสตที่แยกจากใบ แคลลัส และเซลลซัสเพนชัน่ในอาหารกึ่งแข็งสูตร MS 
เติม ไฟตาเจล เขมขน 0.2 เปอรเซ็นต นํ้ าตาลซูโครส เขมขน 3.0 เปอรเซ็นต 2,4-D เขมขน 
0.5-1.0 มลิลิกรัมตอลิตร รวมกับ BA เขมขน 0.5 มิลลิกรัมตอลิตร และแมนนิทอล (ความเขมขนเทา
กับสารละลายเอนไซม) เปรียบเทียบจํ านวนโปรโตพลาสต จํ านวนวันที่เร่ิมแบงเซลล เปอรเซ็นต 
การแบงเซลลและแตกหนอ เปรียบเทียบกันระหวางโปรโตพลาสตที่แยกจากใบ แคลลัส และ
เซลลซสัเพนชั่น

10. ผลของความหนาแนนในการเลี้ยงโปรโตพลาสตตอพัฒนาการของโปรโตพลาสต
ใชโปรโตพลาสตที่แยกจากใบสะเดาชางนอกหลอดทดลอง ดวยเอนไซมเซลลูเลสโอโนซูกะ 

อารเอส เขมขน 2.0 เปอรเซ็นต รวมกับ มาเซอโรไซมอาร-10 เขมขน 1.0 เปอรเซ็นต 
นํ าโปรโตพลาสตมาปรับความหนาแนนที่ใชในการเลี้ยง 4 ระดับ คือ 5x104, 1x105, 5x105 และ 1x106

ตอมิลลิลิตร แลวเพาะเลี้ยงแบบฝงเลี้ยงในอาหารกึ่งแข็งสูตร MS เติมนํ้ าตาลซูโครส เขมขน 3 
เปอรเซ็นต ไฟตาเจล เขมขน 0.2 เปอรเซ็นต แมนนิทอล เขมขน 0.4 โมลาร และสารควบคุมการเจริญ
เติบโต BA รวมกับ 2,4-D ชนดิละ 0.5 มิลลิกรัมตอลิตรเทากัน ตรวจสอบการแบงเซลลหลังการเพาะ
เลีย้งเปนเวลา 1 สัปดาห บันทึกเปอรเซ็นตการแบงเซลล และการแตกหนอเปรียบเทียบกันในแตละ
ความหนาแนนที่ใชเลี้ยง
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11. ผลของชนิดและความเขมขนของสารควบคุมการเจริญเติบโตตอพัฒนาการของ 
 โปรโตพลาสต

เพาะเลี้ยงโปรโตพลาสตที่แยกจากใบนอกหลอดทดลอง ดวยเอนไซมเซลลูเลสโอโนซูกะ 
อารเอส เขมขน 2 เปอรเซ็นต รวมกับ มาเซอโรไซมอาร-10 เขมขน 1 เปอรเซ็นต ดวยความหนาแนน 
เร่ิมตน 1x105 โปรโตพลาสตตอมิลลิลิตร ในอาหารกึ่งแข็งสูตร MS เติมนํ้ าตาลซูโครส เขมขน 3 
เปอรเซ็นต ไฟตาเจล เขมขน 0.2 เปอรเซ็นต แมนนิทอล เขมขน 0.4 โมลาร และสารควบคุม
การเจริญเติบโต 2,4-D เขมขน 1.0, 2.0, 3.0, 4.0 และ 5.0 แตละความเขมขนใชรวมกับ รวมกับ BA 
เขมขน 0.5 มิลลิกรัมตอลิตร หรือ dicamba เขมขน 0.5, 1.0, 2.0, 3.0, 4.0 และ 5.0 มลิลิกรัมตอลิตร 
แตละความเขมขนใชรวมกับ BA เขมขน 0.5, 1.0, 2.0, 3.0, 4.0 และ 5.0 มิลลิกรัมตอลิตร เพาะเลี้ยง
เปนระยะเวลา 1 สัปดาห เติมอาหารเหลวที่ลดความเขมขนของออสโมตคัิมลงจากเดิม 0.1 โมลาร 
ภายใต สภาพแสงตํ่  า  อุณหภูมิ  26±2  องศา เซล เซี ยส  บันทึกผลการแบ  ง เซลล และ
การแตกหนอของโปรโตพลาสตเปรียบเทียบกันในแตละความเขมขนของสารควบคุมการเจริญ
เติบโตและออสโมติคัมหลงัเพาะเลี้ยง 2 สัปดาห

12. ผลของสารควบคุมการเจริญเติบโตและการลดออสโมตคัิมหลงัจากเพาะเลี้ยง 1-2 วัน ตอ
พฒันาการของโปรโตพลาสต

เพาะเลี้ยงโปรโตพลาสตที่แยกจากใบนอกหลอดทดลอง ดวยเอนไซมเซลลูเลสโอโนซูกะ 
อารเอส เขมขน 2 เปอรเซ็นต รวมกับ มาเซอโรไซมอาร-10 เขมขน 1 เปอรเซ็นต ดวยความหนาแนน 
เร่ิมตน 1x105 โปรโตพลาสตตอมิลลิลิตร ในอาหารกึ่งแข็งสูตร MS เติมนํ้ าตาลซูโครส เขมขน 3 
เปอรเซ็นต ไฟตาเจล เขมขน 0.2 เปอรเซ็นต แมนนิทอล เขมขน 0.4 โมลาร และสารควบคุมการเจริญ
เติบโต 2,4-D เขมขน 0.5, 1.0 และ 2.0 มิลลิกรัมตอลิตร แตละความเขมขนใชรวมกับ BA เขมขน 0.5 
และ 1.0 มิลลิกรัมตอลิตร หรือ NAA เขมขน 1.0, 2.0, 3.0, 4.0 และ 5.0 มิลลิกรัมตอลิตร แตละ
ความเขมขนใชรวมกับ BA หรือ KN เขมขน 0.5 มิลลิกรัมตอลิตร หลังจากเพาะเลี้ยง 1-2 วัน 
แบงโปรโตพลาสตทีเ่พาะเลีย้งเปน 2 สวนเทา ๆ กัน โดยชิ้นหนึ่งยังอยูในจานเพาะเลี้ยงเดิม สวนอีก 1 ชิ้น
นํ าไปใสจานเพาะเลี้ยงใหมแลวเติมอาหารสูตรเดียวกับที่เพาะเลี้ยงเริ่มตนแตลดความเขมขนของ 
ออสโมตคัิมเปน 0.3 โมลาร ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร เพาะเลีย้งเปนระยะเวลา 1 สัปดาห ภายใตสภาพ
แสงตํ่ า อุณหภูมิ 26±2 องศาเซลเซียส บันทึกผลการแบงเซลลและการแตกหนอของโปรโตพลาสต
เปรียบเทียบกันในแตละความเขมขนของสารควบคุมการเจริญเติบโต และการลดหรือไมลด 
ออสโมตคัิมหลังเพาะเลี้ยง 1 สัปดาห


