
วัสดุ ลุปกร{แ และวิ!)ด'ฯเป็นการวิจัย

วัสดุและลุปกรณ

1. ฟิชทดลอง เอมปริโอจากเมสืดจัาวดีเจริญเดีมทื่พันธุ กฃ.23 ซึ๋งไดีจากกองการ- 
จัาว กรมวิชาการเกษตร ดีาวพันธุกร.23 $ เป็นเาวพันธุดี ปสูก’ไดี'ทุกภาค'ของประเทศ 'ไนทุกฤฐ 
กาล ไดีผลผลิตสูงหากมิน้ฯเฟิยงพอ อายุเป็บเดียว 100-130 วัน หลังหวัาน

2. สารเคมิ
2 .1  การIตริยมอาหารสฯห'รับการเสืยงเแอเยี่[อ ฬสารประกอบอป็นทริป็ดีเป็น 

ธาตอาหารหลักและธาดุอาหารรอง ไนสูตรตามตารางทํ่ 1
2 .2  สารควบคุมการเจริญ

2,4-D  (2 ,4 -d ich lo ro p h en o x y a ce tic  a c id ) ,
NAA (<*-n a p th a le n e a ce tic  a c id ) และ BAP (6-benzylam inopurine)

2 .3  สารประกอบสินทริย
สารประกอบสินทริดีส์นๆ (d efin ed  organ ic) ไดีแดี ฟ้ฯตาลลุ)โครส

วิตามิน กรดอะมิ,โน
สารสินทรืยเสริม (undefined organ ic a d d it iv e )  ไดีแดี กลัวยสุกพัน  ̂

หอมทอง มะเา!อเทศสุกพัน^พลอราเดล มะละกอสุกพัน^แรกดฯ มันNTงพัน^สคุนตา ป็ฯมะVf3าว- 
ดีอนท่ํมิเ^อหนาประมาณ 3 มิลลิเมตร และป็ยปลา ( f i s h  em ulsion f e r t i l i z e r )  สูตร 5- 
2-2  ของบริษัท A laska เมิอง Ranton รัฐวอ?งตัน ประเทศสหรัฐอเมริกา

สารท','ทษัอาหารแเงตัว ไตัแดี ^นผงชป็ดเกรดทฯยา (AR grade) แฟ้งจัาว 
โพดตราไม?นารองบริษัท?ฟิ?/อาร (ประเทศไทย) จฯกัด และ g e l r i t e  รองบริษัท K elco  
D iv is io n  เมิองชานดิเอรก รัฐแคลิพลอเป็ย ประเทศสหรัฐอเมริกา

น*
;
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ตารางท ํ่ 1 องฟ้ประกอบฃองสูตรอาหารทดลองฟ้างๆ

องส์ประกอบ
สูตรอาหาร (บิลลิกรัมฟ้อลิตร/ยกเลันทํ่'ระบุ'ในตาราง)

สูตรชักน0าแคลลัส สูตรชักน0'ไแคลลัส'ฬ เ กิดฟ้นใหม่
MN6 SP

ธาตุอาหารหลัก

kno3
CaCl2 .2H20 
MgS04 . 7H20
kh2po4 
(NH4 ) 2SO4 
Ca(N03 )2 .4H20 
NaH2PO4 .H20
NH4C1
ธาตอาหารรอง
Kl
H3B03
MnS04 . 4H20  
ZnS04 . 7H20
Na2Mo04 . 2H20 
CuS04 . 5H20
CoCl2 . 6H20 
FeS04 .7H20  
Na2EDTA.2H20 
Sequestrene 330Fe

MN6 (1988)

MN6 (1988)

MN6 (1988)

เหมือน MN6 เหมือน MNé

MN6 (1988) 
2 ,8 3 0 .0 0  

166 .00
185 .00
4 0 0 .0 0
4 6 3 .0 0

MNg (1988)

เหมือน MNg เหมือน MNg

MNg (1988) 
0 .8 0  

10.00 
10.00 
10.00 
0 .0 2 5  
0 .0 2 5  
0 .0 2 5

19.857
2 6 .6 4 2

19.857
2 6 .6 4 2

SP (1986)
6 7 0 .0 0

7 2 0 .0 0

1,200.00
2 6 5 .0 0
1 7 0 .0 0  

MS (1962)
0 .8 3
6.20

2 2 .3 0  
8 .6 0  
0 .2 5  
0 .0 2 5  
0 .0 2 5

2 7 .8 0
3 7 .3 0

4 0 .0 0
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ตารางท ื่ 1 องค์ประกอบของสูตรอาหารทดลองส่างๆ

องค์ประกอบ
สูตรอาหาร (fiaสิกรัมส่อลิตร/ยก เ วินร่ระบุในตาราง )

สูตรชักน'ฯแคลลัส สูตรชักนฯแค ล ล ัส ใ เ อิดต้นใหม่
B MN. SP

สารอินทรีย์อนๆ 
วิตารน
M yo-in osito l
N ic o t in ic  a cid
P yridoxine HCl
Thiamine HCl
B io tin
Calcium
pantothenate
A scorbic a cid
กรดอะfi'โน
G lycine
Serine
P ro lin e
A rginine
Asparagine
A lanine
Glutamine

เหฝ็อน MN6 - เหฝ็อน MN*

เหฝ็อน MN6 - เหมือน MNé

200.00

1.00
1.00
5 .0 0  
0 .5 0

1.00
0 .5 0

2.00

4 0 .0 0
4 0 .0 0
4 0 .0 0
4 0 .0 0
4 0 .0 0  

4 0 0 .0 0
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ตารางท ํ่ 1 อ-}iส์ประกอบ1ของสูตรอาหารทดลองฟ้างๆ

องส์ประกอบ
สูตรอาหาร (มิลลิกรัมฟ้อลิตร/ยกเรันป็ระคุไนตาราง)

สูตรชักน0าแคลลัส สูตรชักใทแคลลัสไห้เกิด(รณไห})
A B MNg SP

สารควบคุมการเจริญ 
2,4-D 0.80
IAA - - - 1.00
BAP 0.40 - - -
K inetin - - - 3 .00
สารอันทรียเสริม 
coconut water 100.00 100.00
(มิลลิลิตรฟ้อสิตร) 
p otato  ex tra c t 100.00
(กรัมฟ้อลิตร)
S u crose(กรัมฟ้อลิตร) 32.00 16.00 90.00
Agar (กรัมฟ้อลิตร) 8 .00 16.00 - 8 .0 0

A-----สูตรอาหารทดลองชักนฯไห้เกิดแคลลัสดัดแปลงจากสูตร mn6 (Chu and Hi 11,1988)
B-----สูตรอาหารทดลองชักนฯแคลลัสไห้เกิดดันไห})ดัดแปลงจากสูตร MN6 สฯหรับชักนฯแคลลัสไห้

เกิด greenspot และหใเอ
MNg. . สูตรอาหารชักน0าแคลลัสจากอับ เรฬ ูาวสาลีไห ้เ กิด Iป็นดันไห})
S P .. .สูตรอาหารชักน๚เคลลัสจากเอมบรัโอfîเจรัญแ{มกิฃองชัาวพัน^ ก'ข.23 ไห้เกิดเป็นดันไห}) 

ท่ืมิธาลุอาหารหลักสูตร SP (สิริพร ชาตะปัทมะ,2529)
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2 .4  สารเคฝ็ร่ไซ้ไนการทฯไพับลอดเชั้อและสารลดความสิงผิว ไดัแกั เอ£ลแอล
กอฮอล์ คลอรอกช (โซเดียมไสโบคลอไรสิ 5 .25  %) Tween-20 และพัฯยาทฯความสะอาด 
Teepo1

3. อุมกรdie)'นๆ  ไดัแกั P e tr i d ish  ’ขนาด 100 X 15 รลสิเมตร parafilm  
ขวดแกัวขนาด 40 X 75 รลสิเมตร พ’เอมผาพลาสติกสีฃาวแบบเกลียว Erlenmeyer f la sk  
ขนาด 250 มิลลิสิตร ตะแกรงกรองขนาด 0.01 ตารางเชนสิเมตร ฝ็ดสองคม และอุบกรถ่^นๆ 
ตามวิรมาตรฐานสฯหรับการเสืยงเแอเส์อทวไบ

4. พัองเลยงเนอเยอ
อุถเหฎมิพัอง 25 ± 2 องศาเซลเๆเยส
อุณหฎรรช่ ั้นเลื้ยงเชั้อเชั่อ 27 ± 3 องศาเซลเ^ยส ช่วงแสง 16 ชั่วโมง สิอ 

ช่วงรด 8 ชั่วโมง ไพัแสงโดยหลอดพลูออเรสเชนสิ P h il ip s  TL 40 พ /33 (Cool w hite) 
อยู่เหป็อระดับ}นอาหารบ’ระมาผ 25 เชนสิเมตร ความเซ้มของแสงสิระดับช้ันวาง P e tr i d ish  
บระมาลเ 2 .5 0 0  ลักช์ ช้ันรด เป็นfjฝ็ดป้ดดัวยกระดา«ดฯโดยรอบ

วิรดฯเป็นการวิจัย

การเลยงเชั้อเส์อจากเอมบริโอสิเจรัญเสิมสิของเมสืดซ้าวพันธุ กข.23 ร ช้ันตอนดังช้ั
1. การฆ่าเชั้อสิผิวของเมลืด

เสิองจากเมสืดซ้าวพันรุ กข.23 สิไซ้คักษาฝ็การบนเ$อนของแออุสินทรัป็มากจัง 
ไซ้ชั้นตอนไนการคัดเลือกและฆ่าเชั้อสิผิวของเมสืด ดังช้ั

1.1 คัดเลือกเมลืดซ้าวเบลือกสิเจรัญเสิมสิและแกะเบลือกของเมสืดซ้าวดัวยบากคับ
บลายแหลม

1 .2  ลัางเมลืดซ้าวสารดัวยน้ฯบระบาสิเดัม Teepol จ”'ไนวน 5 หยด สิอพัฯบระบา 
250 รลสิสิตรเขป็าบระมาผ 5 นาคั และลัางดัวยพัฯบระบาสลับกัน 2 คร้ัง

1 .3  ฆ่าเชั้อสิผิวของเมลืดซ้าวสารดัวยคลอรอกฆ่ ความเซ้มซ้น 30 % และ 15 %  

รดยบรัมาตรเป็นเวลา 30 นาคั และ 15 นาคั ตามล0าดับ และไส Tween-20 จ”'ไนวน 3 หยด
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ฟ้อสารละลายคลอรอกช์ 100 ฝ็ลลิลิตร รดยเฃÛ าทุก ๆ 5 นาที
1 .4  สีางเมลิดชัาวสารดัวยห้ฯ d e ion ized  M งฆ่าแอแสัวทั้งหมด 5 คร้ัง จาก 

น้ันเลิบ’Vh น P e tr i d ish  เฟ้อเตรียมไรัสฯหรับเลยงใน^นอาหารสูตรชักนๆให้เกิดแคลลัสฟ้อใบ

2. การเสืยงเนั้อเส์อเฟ้อพัฒนาสูตรอาหาร
การเสืยงเนั้อI ย่ี[อชัาว รดยการ เ สียงจาก เ อมบรีรอที I จรีญเ คีมที ร'ข้ันตอนการ เ จรีญ 

และพัฒนา 3 ระยะ (ดังแสดงในภาพที 1) คีอ
1. การทดลองชักนๆให้เกิดแคลลัส (C allu s ind uction)

โดยการ เลื้ยง เ อมบรีรอฟ้ติดอยู่บนเมลิดชัาว ในอาหารสูตรชักนๆให้เ กิดแคลลัส
2. การทดลองชักนฯแคลลัสให้เกิดเป็นดันใหม่ (P lant regen eration )

โดยการเสียง embryogénie c a l lu s  ในอาหารสูตรชักนฯแคลลัสให้เกิดดัน 
ใหม่ เฟ้อพัฒนาเป็น greenspot และหน่อ เทียงระยะเคียวแทนการพัฒนา 2 ระยะ คีอการชัก 
นฯแคลลัสให้เกิด greenspot ในอาหารสูตรชักน“าแคลลัสให้เกิดดันใหม่ สูตรที 1 และการชักนๆ 
แคลลัสทีเกิด greenspot ให้เกิดหน่อในอาหารสูตรชักน0!เคลลัสให้เกิดดันใหม่ สูตรฟ้ 2

3. การชักน“าดันใหม่ให้เกิดราก (Root form ation)
โดยการเลยงดันใหม่ใน'เนอาหารสูตร MS (1962) ทื่ไม่เคีมฮอร์โมนและใชั 

ห้ๆตาลf ใครส 60 กรัมฟ้อลิตร 4งส์วนรากสามารถเจรีญออกมาไดังาย
ส0าหรับชัาวพันธุ ก,ข .23 เป็นสายพันธุท่ืฝ็อัตราการเกิดเป็นดันใหม่จากแคลลัสฟ้ฯ จึง 

สืกษาองดับระกอบของอาหารและปัจจัยทางกายภาพทีเหมาะสม เฟ้อเฟ้มอัตราการเกิดเป็นดันใหม ่
จากแคลลัส โดยแม่งการสีกษาจึจัยเป็น 3 ข้ันตอน ดังน้ั

ข้ันตอนฟ้ 1 ผลของสูตรอาหารชักน“านคลลัสให้เกิดดันใหม่ ทีฝ็ฟ้อจฯนวนแคลลัสทีเกิด 
greenspot จ'ฯน'วนแคลลัสฟ้เกิดหน่อ และจฯนวนหน่อทีเกิดท้ังหมด ปีข้ันตอนการสืกษา ดังไ!

1.1 การชักนๆแคลลัสเฟ้อเตรียมใชัสืกษา
เสียงเอมบรีรอทีคีดอยู่บนเมลิดชัาวสาร ฟ้ร์ทเท้ัอฟ้ทีวเรียบรัอยแสีว ในอาหาร 

ชักน'ฯให้เกิดแคลลัสสูตร A ตามตารางที 1 โดยเสียงใน P e tr i d ish  ใช ั 20 เมลิด ฟ้อ̂ น
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ภาพี่! 1 การเล ็้ยงเแอเยอช ัาว
1.1 ระยะชักนๆให้ เ คดแคลลัสจากเ อมบริรพี่เ จf ญเ สืมท่ื
1 .2  ระยะชักนๆแคลลัสให้เกิด greenspot และหน่อ
1 .3  การเกิดหน่อและ&น
1 .4  การย้ายเสืยง'ในสูตรอาหารอนุบาล$นน่อน
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1 .2  การทดลองชักนฯนคลลัสให้เกิด greenspot และหน่อ
เลยง embryogénie c a l lu s  ทไห้-จาก'เอ 1.1 ในอาหารสูตรชักน0าแคลลัสให้ 

เกิดห้นใหม่ใน P e tr i d ish  ใช ั 7 แคลลัสฟ้อเนอาหารบริมาอเ 25 มิลลิลิตร ท้ังหมด 6 p la te  
ฟ้อหใเงสูตรอาหารห่ัทฯการทดลองเป็นเวลา 3 สืบดาห้ เฟ้อสืกษาผลของสูตรอาหารชักนฯแคลลัส 
ให้เกิดห้นใหม่ ฟ้ฝ็ฟ้อจฯนวนแคลลัสทเกิด greenspot จฯนวนแคลลัสฟ้เกิดหน่อ และจ0'ไนวนหน่อฟ้ 
เกิดท้ังหมด ใดยทฯการทดลองตังน้ั

1 .2 .1  สืกษาผลของความเชัมชันและสืดส์วนระหว่างออกชินและไชใตไคน่น ใน 
อาหารชักนฯแคลลัสให้เกิดห้นใหม่ สูตร B ตามตารางฟ้ 1 ท่ืเติมน้ฯสกัดมันผร่ัง 100 กรัมฟ้อลิตร 
ใดยแม่งการทดลองเป็น 2 ข้ันตอน สือ

1 .2 .1 .1  สืกษาผลของความเชัมชันและสืดส์วนระหว่าง NAA และ BAP ใดยใช ั 
NAA ความเชัมชัน 0 .4 ,  0 .8  และ 1 .6  มิลลิกรัมฟ้อลิตร และ BAP ความเชัม'ชัน 0 .8 ,  1 .6  
และ 3 .2  มัลลิกรัมฟ้อลิตร รวมท้ังหมด 9 สูตรการทดลอง

1 .2 .1 .2  สืกษาผลของความเชัมชันและสืดส์วนระหว่าง 2,4-D  และ BAP ใดย 
ใช ั 2 ,4-D  ความเชัมชัน 0 .1 ,  0 .2 ,  0 .4  และ 0 .8  มิลลิกรัมฟ้อลิตร และ BAP ความเชัม'ชัน
1 .6  และ 3 .2  มัลลิกรัมฟ้อลิตร รวมท้ังหมด 8 สูตรการทดลอง

จากน้ันเลือกสูตรอาหารฟ้ดีฟ้สุดในการชักน'ฯแคลลัสให้เกิดหน่อจากชัอ 1 .2 .1 .1  หเอ
1 .2 .1 .2  ส0าหรับใชัในการทดลองชัอ 1 .2 .3  ฟ้อ1ใบ

1 .2 .2  สืกษาผลของสารอินทเ ย เสริมชน่ดฟ้าง ๆ ในอาหารชักนำแคลลัสให้เกิดห้น 
ใหม่ สูตร B ตามตารางทื่ 1 ทื่เติม NAA 0 .4  มัลลิกรัมฟ้อลิตร BAP 1 .6  มัลลิกรัมฟ้อลิตร ใด ย 

ใช ั น้ฯสกัดมันศร่ังพันธุสธุ!นตา 100 กรัมฟ้อลิตร ฟ้บอกเบสือกแสัวห่ันเป็นข้ันบางๆ ฝ็ความหนา
บ'ระมาร! 0 . 1 3  เชนติเมตร ห้มให้สุกแห้วกรองและค้ันเอาเฉพาะห้ำหลังจากห้มให้สุกแห้วห้วย 
ตะแกรงกรองขนาด 0 . 0 1  เชนติเมตร หเ อ เน้ัอกห้วยสุกพันธุหอมทอง หเ อ เน้ัอมะละกอสุกพันธุ 
แขกดฯ หเ อ เนั้อมะเชัอเทศสุกพันธุพลอราเดล อกิางละ 150 กรัมฟ้อลิตร ห่ันเป็นข้ันสืเหสืยมให้มั 
ขนาดบระมาอเ 1 สูกบาศกิเชนติเมตร ห้มให้สุกและหั่นให้ละเอียดห้วยเค4องหั่นเป็นเวลา 3 นาห้ 
หเอ^ยบลาสูตร 5 -2 -2  รวมท้ังหมด 5 สูตรการทดลอง จากน้ันเลือกสูตรอาหารฟ้ดืฟ้สุดในการ

อาหารบเมา{น 20 มัลลิลิตร ใ '๗ ฝ ืดเป ็นเวลา 2 สับดาห้ จากนั้นเสือกเฉพาะ em b ry o g én ie
c a l l u s  ส0'ไหรับการทดลอง๙อไบ
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ชักนฯแคลลัสไห้เกิดหน่อ สฯหรับไซ้ไนการทดลองข้อ 1 .2 .3  ๙อไบ
1 .2 .3  ลืกษาผลของความเข้มชันและลัดส์วนระหว่าง NAA และ BAP กับสารอินทรีย์ 

เส'รีม'ในสูตรอาหารชักน0'าแคลลัส'ให้เกิดชัน'ใหม่ ท่ืให้ผลดีท้ัสุดไนการชักนฯแคลลัสไห้เกิดหน่อจากข้อ
1 .2 .1  และ 1 .2 .2  ตามล'ฯดับ ไดยเลือกไซ้ความเข้มชันและลัดส์วนระหว่าง NAA และ BAP ลือ
0 .4  ะ 0 .8 ,  0 .8  ะ 0 .8 ,  0 .4  ะ 1 .6  และ 0 .8  ะ 1 .6  มัลลิกรัมส่อลิตร ตามลฯดับ 
สารอินทรีย์เสริม ลือ น้ฯสกัดมันผรั่งและเท้ัอมันผรั่งอย่างละ 150 กรัมส่อลิตร แทนน้ฯสกัดมันผร่ัง 
100 กรัมส่อลิตร ช๋ึง เนอมันผร่ังฝ็วิทีการเตรียมคลัายนัฯสกัดมันผร่ัง แส่หลังจากดัมไห้สุกแลัวจะป็น 
ไห้ละเลืยดดัวยเค4องบั่นเป็นเวลา 3 นาที และเมรียบเทียบการไซ้เทั้อมะเข้อเทศสุก 150 และ 
500 กรัมต่อลิตร ตามล0าดับ รวมท้ังหมด 16 สูตรการทดลอง ดังตารางทื่ 2 จากนนเลือกสูตร 
อาหารทีดีท้ัสุดไนการชักนำแคลลัสไห้ เ กิดหน่อ สฯหรับการทดลองส่อไม

ตารางทื่ 2 ความเข้มข้นและลัดส์วนระหว่าง NAA และ BAP กับสารอินทรีย์เสริม (หมายเลข 
1-16 ลือ สูตรอาหารทื่ส่างกัน)

สารอินทรีย์เสริม NAA ะ BAP (มัลสิกรัมส่อลิตร)

0 .4 :0 .8 0 .8 :0 .8 0 .4 :1 .6 0 .8 :1 .6

นัฯสกัดมันผร่ัง1 1 2 3 4

เท้ัอมันผรั่ง1 5 6 7 8

แ[อมะ1ข้อเทศสุก1 9 10 11 12

เใ!อมะเข้อเทศสุก2 13 14 15 16

1/ ห้ฯหนัก 150 กรัมส่อลิตร, 2 / นัฯหนัก 500 กรัมส่อลิตร
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1 .2 .4  สืกษาผลชองภาชนะทเลยงแคลสัส ในสูตรอาหารชักนฯแคลสัสให้เกิดดัน'ใหม่ 
ฟ้ให้ผลดีทีสุดในการชักนๆแคลสัสให้เกิดหน่อจากชัอ 1 .2 .3  ทีเติมนิๆสกัดมันผร่ัง 150 กรัมดีอสิตร 
หรือเนื้อมะเขือเทศสุก 150 กรัมดีอสิตร เปรียบเทียบภาชนะทเล้ืยงสองชนิดคือ ชวดแกัวกลมชนาด 
40 X  75 มิลลิเมตร พรัอมผาพลาสติกลีชาวแบบเกลียวไม่แน่น และ P e tr i d ish  ชนาด 
100 X  15 มิลลิเมตร ทีมิดดัวย parafilm  (ดังแสดงในภาพที 2)

1 .3  การทดลอง'ชักนๆนคลลัสทเกัด greenspot ให้เกิดหน่อ
แยงแคลลัสทเกิด greenspot จากอาหารชักนๆแคลสัสให้เกิดดันใหม่ สุตร 

ท 1 คือ สูตร B ตามตารางท 1 ทเติม NAA 0 .4  มิลลิกรัมดีอสิตร BAP 1 .6  มิลสิกรัมดีอสิตร 
และ นิๆสกัดมันผร่ัง 100 กรัมดีอสิตร เป็นเวลา 3 สับดานิ ในอาหารชักนๆแคลลัสในิเกิดดันใหม่ 
สูตรที 2 ใน P e tr i d ish  ใช ั 7 แคลสัสดีอ^นอาหารบรืมาณ 25 มิลสิลิตร ท้ังหมด 6 p la te  
ต่อหนิงสูตรอาหารทีทๆการทดลอง เป็นเวลา 4 สับดานิ เฟ้อสืกษาผลชองสูตรอาหารชักนๆแคลสัส 
ในิเกิดดันใหม่ สูตรที 2 ทีมิดีอจๆนวนแคลสัสทีเกิดหน่อ และจๆนวนหน่อทีเกิดท้ังหมด

รดยคืกษาผลชองความเชัมชันและสัดส์วนระห'}าง NAA และ BAP ในอาหารชัก 
นๆแคลสัสในิเกิดดัน'ใหม่ สูตร B ตามตารางทื่ 1 ท่ืเติมนิๆสกัดมันผร่ัง 100 กรัมดีอสิตร รดยใช ั
NAA ความเชัมชัน 0 .4 ,  0 .8 ,  1 .6  และ 3 .2  มิลสิกรัมดีอลิตร และ BAP ความเชัมชัน 0 .2 ,
0 .4 ,  0 .8  และ 1 .6  มิลลิกรัมดีอลิตร รวมท้ังหมด 16 สูตรการทดลอง

ช้ันตอนท 2 สืกบาผล'ชองการเติมสารลินทรีมิเส'เมชนิดดีาง ๆ ในสูตรอาหารชักนๆใน ิ
เกิดแคลสัส ฟ้มิผลดีอเน้ืองกับจๆนวนแคลสัสฟ้เกิด greenspot จ0านวนแคลสัสทีเกิดหน่อ และ 
จๆนวนหน่อท่ืเ กิดท้ังหมด ในสูตรอาหารชักนๆแคลสัสให้เ กิดดันใหม่ ท่ืเติมสารอินทรีมิIสรีมต่างกัน 
มิช้ันตอนการคืกษาดังน้ื

2 .1  การทดลองชักนๆแคลสัส'โดยใชัสูตรอาหารท่ืเ ติมสารอินทรีย เ สริมต่างๆ
เลยงเอมบริรอชองเมสืดชัาวสาร ในอาหารสูตรชักนๆให้เกิดแคลสัสใน P e tr i  

d ish  ใช ั 20 เมลีดดีอ^นอาหารปริมาณ 20 มิลลิลิตร ในทีมิดเป็นเวลา 2 สืบดานิ
คืกษาผลชองการ เติมสารอินทรีมิ เ สริมชนิดต่างๆ เบรียบเทียบกับการ เติมนิๆสกัด 

มันผร่ัง 100 กรัมต่อลิตร ในสูตรอาหารชักน0าให้เกิดแคลสัสสูตร A ตามตารางฟ้ 1 ใดยใชันิๆสกัด
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ภาพท่ํ 2 การเบเยบเฟ้ยบภาชนะทเลื้ยงแคลลัสระห1างชวดแ<1วกลม ชนาด
40 X  75 ฝ็ลลิเมตร และ P e tr i d ish  ชนาด 100 X  15 ฝ็ลลิเมตร
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มันผร่ัง 150 กรัมฟ้อสิต'ร ห'f อ เ แอมันผร่ัง 100 หเอ  150 กรัมฟ้อสิตร ห'เอ เน ั้อ มะเf a เทศ 150 
กรัมฟ้อสิตร หเ อ ห้ำสกัดมันผรั่งเวมกับเนั้อมะเขือเทศ อฝางละ 150 กรัมฟ้อสิตร หเ อ ห้ำสกัดมัน 
ผรั่งเวมกับเนั้อมะเขือเทศ อย่างละ 75 กรัมฟ้อลิตร ตามล0าดับ รวมท้ังหมด 7 สูตรการทดลอง 
จากนั้นเลือกเฉพาะ em b ry o g én ie  c a l l u s  ของแฟล้ะสูตรการทดลอง นำใบเล ื้ยงฟ้อในอาหาร 
สูตรชักนฯแคลลัสไห้เกิดต้น'ใหม่ ไนเอ 2 .2

2 .2  การทดลองชักนๆแคลลัส'ไ#เกิด greenspot และหน่อ
เลยง embryogénie c a l lu s  ของแฟ้ละสูตรการทดลองจากเอ  2 .1  ใน 

อาหารสูตรชักนำแคลลัสให้เกิดต้นใหม่ ใน P e tr i d ish  ใช ั 7 แคลลัสฟ้อ^นอาหารบเมาถเ 25 
มิลสิลิตร ท้ังหมด 6 p la te  ฟ้อหน่งสูตรอาหารท่ี!ทำการทดลอง เป็นเวลา 3 สืบดาห้

คืกชาผลของการ เ กิมสารกินทเป ็ เ สเม ชน่ดฟ้างๆ ในสูตรอาหารชักนฯแคลล้สให้ 
เกิดต้นใหม่ ท่ี!ให้ผลดีท้ัสูด'ในการชัก'น0'ไแคลลัส'ไห้เกิดหน่อ จาก'ข้ันตอนท่ื 1 คือ สูตร B ท่ี!เติม NAA 

0 . 8  มัลสิกรัมฟ้อลิตร BAP 1 .6  มิลสิกรัมฟ้อลิตร รดยใชัน้ฯสกัดมันผร่ัง 150 กรัมฟ้อลิตร หเอ  

เแอมะแอ เทศ 150 กรัมฟ้อลิตร เบ เยบเคืยบกับห้ำสกัดมันผรั่งเวมกับเนั้อมะเขือเทศ อย่างละ 
150 กรัมฟ้อลิตร หเอ ห ้ำ สกัดมันผรั่งเวมกับเนั้อมะเขือเทศ อย่างละ 75 กรัมฟ้อลิตร รวมท้ังหมด 
28 สูตรการทดลอง ดังตารางท่ี! 3 จากนั้นเลือกสูตรอาหารชักนฯให้เกิดแคลลัสและสูตรอาหาร 
ชักนำแคลลัสให้เ กิดต้นใหม่ ท่ี!ให้ผลดีท่ี!สูด'ในการชักนำแคลลัส'ไห้เกิดหน่อ สำหรับการทดลองฟ้อ'ใบ

ข้ันตอนฟ้ 3 สืกชาผลของสูตรอาหารชักนำแคลลัสให้เกิดต้นใหม่ ท่ี!ปีฟ้อจฯนวนแคลลัสท่ี! 
เกิด greenspot จ0'ไหวนแคลลัสท่ี!เกิดหน่อ และจำนวนหน่อท่ี!เกิดท้ังหมด ฝ็ข้ันตอนการสืกชาดังน้ั

3 .1  การชักนำแคลลัสเฟ้อเตเ ย มใชัสืกชา
เลืยงเอมบเโอของ เมสืดเาวสารในอาหารชักนำให้ เ กิดแคลลัส สูตรท่ี!ให้ผลสืท่ี! 

สุดคือ สูตร A ทื่เกิมเนั้อมันผรั่ง 100 กรัมฟ้อลิตร แทน'น้ำสกัดมันผร่ัง 100 กรัมฟ้อลิตร จากข้ัน 
ตอนท่ี! 2 ใน P e tr i d ish  ใช ั 20 เมสืดฟ้อรันอาหารบเมาพ 20 มัลลิลิตร ในฟ้ฝ็ดเป็นเวลา 2 
สับดาห้ จากนั้นเลือกเฉพาะ embryogénie c a l lu s  ส ’’'พรั'บทดลองฟ้อ’ใบ
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ตารางท 3 ชนิดและบริมาอสารอินทรีย์เสริมในสูตรอาหารชักนๆทนิเกิดแคลลัส และสูตรอาหาร 
ชัก'นฯแคลลัสใffเกิดสัน'ใหนิ (หมายเลข 1-28 สือ สูตรอาหารfi๙างกัน)

สารอินทรีนิเสรีม 
ไนสูตรอาหารชักนฯ 

ไรเกิดนคลลัส

สารอินทรีย เสรีมไนสตรอาหารชักนฯแคลลัสไรเ กิดเนินรนไหมั
รฯสกัดมันแร่ัง2 เนิอมะเขือเทศสุก2 รฯสกัดมันแร่ัง2+ 

เนิอมะเขือเทศสุก2
รฯสกัดมันแร่ัง3+ 

เนิอมะเขือเทศสุก3

รฯสกัดมันแร่ัง1 1 2 3 4

รฯสกัดมันแรง2 5 6 7 8

เนอมันแร่ัง1 9 10 1 1 12

แ[อมันแรง2 13 14 15 16

เนอมะเขือเทศสุก2 17 18 19 20

รฯสกัดมันแร่ัง2 + 
เนิอมะเขือเทศสุก2

21 22 23 24

รฯสกัดมันแรง3+ 
เนิอมะเขือเทศสุก3

25 26 27 28

1/ ■รฯพนัก 100 กรัม๙อสิตร, 2 / รฯหนัก 150 กรัม๙อสิตร, 3 / รฯหนัก 75 กรัมต่อสิตร
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3 .2  การทดลองชักนำแคลลัสให้เกิด greenspot และ๗ อ
เลยง embryogénie c a l lu s  ทีไชัจากชัอ 3 .1  ในอาหารสูตรชักน0าแคลลัส 

ให้เกิดชันใหม่ ใน P e tr i  d ish  ใช ั 7 แคลสัสฟ้อ^นอาหารปริมาณ 25 มิลสิลิตร ท้ังหมด 6 
p la te  ฟ้อหน๋ึงสูตรอาหารท่ืทดลอง เป็นเวลา 3 สืบดาห้ เฟ้อสืกษาสูตรอาหารชักนำแคลลัสให้เกิด 
ชันใหม่ ฟ้ฝ็ฟ้อจำนวนแคลลัสฟ้เกิด greenspot จ0านวนแคลลัสฟ้เกิดหน่อ และจฯนวนหน่อฟ้เกิดท้ัง 
หมด ดังน้ั

3 .2 .1  คืกษาผลของความเชัมชันและสัดสํวนระหริาง NAA และ BAP ในสูตรอาหาร 
ชักนฯแคลลัสให้เกิดชันใหม่ ฟ้ให้ผลดีทสุดในการชักนำแคลสัสให้เกิดหน่อ จากเนตอนฟ้ 2 โดยเสือก 
ใช้สารอินทรืยเสริม คือ น้ฯสกัดมันผรง 150 กรัมฟ้อลิตร หรือเนั้อมะเขือเทศ 150 กรัมฟ้อลิตร 
หรือห้ำสกัดมันผรั่งร่วมกับเนั้อมะเขือเทศ อย่างละ 75 กรัมฟ้อลิตร ในแฟ้ละชุดฟ้ท'ำการทดลอง ใช  ้
NAA ความเชัม'ชัน 0 .8 ,  3 .2  และ 12.8 มัลลิกรัมฟ้อลิตร และ BAP ความเชัม1ชัน 1 .6 , 6 .4  
และ 25 .6  มิลลิกรัมฟ้อลิตร รวมท้ังหมด 27 สูตรการทดลอง จากน้ันเสือกสูตรอาหารฟ้ชักนำ
แคลลัส'ให้ เ กิดหน่อทดีทสุด สำหรับการทดลองฟ้อ'ใบ

3 .2 .2  สืกษาผลของการเตัมใ)ยปลาในสูตรอาหารชักนำแคลลัสให้เกิดชันใหม่ ฟ้ให้ 
ผลดีทสุดในการชักนำแคลลัสให้เกิดหน่อจากชัอ 3 .2 .1  คือ สูตร B ท่ืเตัม NAA 0 .8  มิลลิกรัมฟ้อ 
ลิตร BAP 6 .4  มัลลิกรัมฟ้อลิตร ฟ้ใช้ห้ำสกัดมันผร่ัง 150 กรัมฟ้อลิตร หรือเนั้อมะเขือเทศ 150 
กรัมฟ้อลิตร หรือห้ำสกัดมันผรั่งร่วมกับเนั้อมะเขือเทศ อย่างละ 75 กรัมฟ้อลิตร โดยใช้ไ)ยปลา 
ปริมาพ 2 .0  และ 4 .0  มัลลิลิตรฟ้อลิตร เปรืยบเทียบกับการไม่เตัมไ)ยปลา และเปรืยบเทียบผล 
ของระยะเวลาทแยงแคลลัส 3 สับดาห้และ 4 สัปดาห้ รวมท้ังหมด 9 สูตรการทดลอง

3 .2 .3  สืกษาผลของความเชัมชันและสัดส์วนระหริางสารทำให้อาหารแขืงตัว และ 
ห้ำตาลชุโครส ในสูตรอาหารชักนำแคลลัสให้เกิดชันใหม่ ทีให้ผลดีทีสุดในการชักนำแคลลัสให้เกิด 
หน่อ จากชัอ 3 .2 .2  คือ สูตร B ท่ํเตัม NAA 0 .8  แลสิกรัมฟ้อลิตร BAP 6 .4  แลสิกรัมฟ้อ 
ลิตร และเนั้อมะเขือเทศ 150 กรัมฟ้อลิตร โดยแบ่งการทดลองเทีน 2 เนตอน คือ

3 .2 .3 .1  คืกษาผลของความเชัมชันและสัดส์วนระหริาง g e l r i t e  แทน'เนผง 
และห้ำตาลชุรครส โดยใช้ g e l r i t e  ความเชัมชัน 2 .0 ,  2 .8 ,  4 .0  และ 5 .6  กรัมฟ้อลิตร 
และห้ำตาลชุโครส ความเชัม'ชัน 8 .0 ,  1 6 .0 , 3 2 .0  และ 6 4 .0  กรัมฟ้อลิตร รวมท้ังหมด 16 
สูตรการทดลอง
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3 .2 .3 .2  สืกษาผล'ของความเ พ นและสัดสํวนระหว่างแป็ง'เาวรพด แทน!นผง 
และนัฯตาลเโครส โดยฬแมัฬาวโพด ค ว าม เพ น  8 0 .0 , 110.0 และ 160.0 กรัม๙อสิตร 
และนัฯตาล$โครส ค ว าม เพ น  8 .0 ,  1 6 .0 , 32 .0  และ 6 4 .0  กรัม๙อสิตร รวมท้ังหมด 12 
สูตรการทดลอง

3. การเ fillรวบ'รวม'$อยูล
3 .1  นับจ0านวนแคลล้สท้ัเกิด greenspot
3 .2  นับจ',านวนแคลลัสทีสามารถเบéยนแปลงเป็นดันใหมั ขึ้งฝ็ความสูง‘พองหน่อต้ังแติ

0 .5  เชนกิเมตร ข้ึน,ใบ
3 .3  นับจฯนวนหน่อทีรผส์เหนัอกิอนแคลลัสทีฝ็ความสูงต้ังแติ 0 .5  เซนติเมตร ข้ึนไบ
3 .4  การวางแผนการทดลองตลอดงานวิจัยฬแผนการทดลองแบบ CRD (Complete 

Randomized Design) และวิเคราพอยูลทางสถิติดัวยโปรแกรม IRRI STAT V ersion 3 
(1993) และเบรัยบเทียบความแตกติางระหว่าง treatm ent ดัวยวิเก า รเปรัยบเทียบแบบ DMRT 
(Duncan’s New M u ltip le  Range T est) ทีระดับความเข้ึอมัน 95 %
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