
บทท 3
ผลการทคลอง

3. 1 ศึกพาสภาวะท่ีเหมาะสมทนการชักนำทท้เทิดแคสสัฝี
การศึกษาปัจจัยท่ีมีผสต่อการชักนำทท้เกิดแคฝีสัฝีทนอาหารเพาะเสียง ศึอ ควาย 

เฃมขนของสารอาหาร (medium co n cen tra tion ) ฝีารควบคุยการเจริญเติบใฅ (growth 
reg u la to r) รวมทั้งสภาวะการาท้แสง ( l ig h t  period)

3 .1 .1  บริยา ผุควายเชัยชัยยองฝีารอาหาร
(1) ควายIชัยชันฝีารอาหารเต็มสูตร
(2) ควายIชัยชันฝีารอาหารครํ่งสูตร
ทำการเตรียมและพอกฆ่าเชอเนอเยี๋อต้นไข่เน่าทัง 3 ส่วน ไต้แก่«Mlอง 

อีพเคอรีมีฝี ข้ันส่วนของทบแสะส่วนของต้น (ตายวิธีข้อ 2 .6 ) เทาะเสียงบนอาหาร MS แสะ 
1/2 MS นำไปเทาะเสียงทนท้องเพาะเสียง ท่ี อุณหภูมิ 25+2๐'ช ไท้แสงความเข้ม 2,000  
ลักซ เบนเวสา 16 «วามงต่อวัน บันทึกผลการทดสองติดเป็นเชอรีเชนตน4อเยี๋อที่อยู่รอด
แสะสัก«ผะ เนํ้อเยีอที่อยู่วอด

ทนการทดสองทำกาวเสียงเนอเยืปี 1 «นต่อ 1 ขวดทดสอง แต่สะ 
สภาวะของการทดสองใช้จำนวนตัวอย่าง 30 ข้ัน ระยะเาสาทดสอง 4 สัปดาห์

ผสการทดสอง(ตารางที่ 1) แสดงทท้เป็นว่า ปริมาณสารอาหารมิผสต่อ 
การเจริญของขั้นเนอเยื๋อ และใคยเฉลี่ยแส,วสารอาหาร MS ที่มิความเข้มข้นสูงจะมิเปอรี เชนตั 
การรอดของขั้นเนอเยอตํ่า แสะสัก«ผะของเนอเยือทีอยู่รอดอยู่ทนสภาพทีต้อยกว่าอาหารทีมี
ความเข้มข้นของสารอาหารลดสงควึ๋งหนง เป็นท่ีน่าสัง เกตว่าส่านของต้นจะมีเชอรีเชนต้การ
รอดสูงแสะสัก«ผะของเนอเยี๋อที่รอดกิยังคงสภาพเขียว แสะปกติมากกว่าเนอเยือขั้นส่านของทบ 
และชันของอีพิเดอรีมิฝี

3 .1 .2  อทธีพสุของควายความเข้มข้นของสารควบคุยการเจริญเติบทด
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ตารางที่ 1 .  ผสของความเข้มข้นของสารอาหาร M S  ต่อเนอ1ย๋ึอต้1ท ฃ ่เน ่า ส ่ๆ 14ต ่า ง ๆ i f i m า ส า  

4 สัขคา}}

P lan t part Media
con cen tra tion

S u rvival
tissue(% )

Response o f exp lan t 
to  media

Leaf p ie c e 1/2  MS 0 -

MS 0 -
Epidermal layer 1/2  MS 13.4 black

MS 0 -
Stem se c t io n 1/2  MS 48.0 brown

MS 13.4 b la ck ish  brown

1. MS คือสารอาหารสูตร Murashige แสะ Skoog(1962)
1/2 MS คอสารอาหารทมความ I ขมขนของ m acronutrient แสะ m icronutrient

เซนครงหแงของสตรอาหาร MS
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เยื่อทำการแปรผัน ความเข้มข้นซองสารควบคุมการเจริญเติบาตทนกรุ่ม
ออกชิน คือ 2 , 4-D ทนระดับ 0 , 1 , 2 , 3 , 4  ม ก ./ส . ทช้ร่วมกับสารควบคุมการเจริญIติบทต 
ในกรุ่มไซาตไคนิน คือ BA ทนระดับ 0 , 1 ,2 , 3  ม ก ./ส . สกาวะการเพาะเสยงตามข้อ 2 .7  
บันทึกผลการทดลองาคยติดเข็นเบอร์เซนตัการตาย (% d ea th ) เบอร์เซนตัการเกิดแคสลัส
(% c a l lu s in g )  แสะการทนคะแนนการเกดแคสสส (a v era g e  c a l lu s  s c o r e )  แสะดัซน 
การเจริญเต ิบาต (grow th in d e x , G I) เยื่อท«ระยะ เวลาทดลอง 4 สับดาน 

นมายเนตุ
เบอร์เซนตัการตาย = จำนวนซํ้นเนอเยื่อที่ตาย X  100 

จำนวนซนเนอเยื๋อทดลอง
เบอร์เซนตัการเกิดแคลสัส = จำนวนเนเนอเยื่อที่เก ิดแคลสัส X  100

จำนวนซนเนอเยื่อทดลอง
คะแนนแคลสัสเฉลี่ย = คะแนนแคลสัสรวม/จำนวนซํ้นเนอเยื่อทดลอง 
ดัซนีการเจริญเติบใต = นำหนักสดเมอสํ้ผสุดการทดลอง-นํ้านนักสดเริ๋มตัน

นำหนักสดเรํ่มต้น

ผลการทคลอง (ตารางท ี่ 2 และภาพท่ี 6 ,7 )  แสดงไห้เห็นว่าการซักนำ 
การสร้างแคลสัสซองตันไย่ เน่าจะเกิดข็้นไตัดี จำเข็นต้องอาศัยการทำงานเสริมกันของทัง
ออกชินและไซาตาคนิน คือ 2 ,4 -จ  และ BA ทนอัตราส่วนที่เหมาะสม

อย่างไรก็ตาม 2,4-D ท่ีความเข้มข้นสูงซน (1 กึง 4 มก./ล.) าดย 
ไม่มี BA สามารกซักนำการเกิคแคลลัสของเนอเย่ือส่วนซองตันไต้บ้าง ทนฃผะท่ี BA (1 กึง 
3 มก./ล.) ใดยไม่มี 2,4-จ าม่มีผลต่อการซักนำการเกิดแคลลัสซองเนอเย่ือส่วนซองตัน 
แต่สามารถซักนำการเกิดแคลลัสทนเนอเย่ือซนส่วนของาบได้บ้างเล็กน้อย และการซักนำการ
เกิดแคลสัสจะสูงซ้ํน เย่ือมีการเสริมสารควบคุมการเจริญเติบใตทัง 2 «นิดทนสัคส่วนท่ีเหมาะสม 

I ย่ือพิจาร(นาจากค่า เ บอร์ เ ซนต์การตาย I ปอร์ เ ซนตัการ เ กิดแคลสัส
คะแนนการเกิดแดลสัส และดัซนีการเจริญIติบใต จะทห้ผลสอดคล้องกันว่าเนอ Iยีอจากชินส่วน 
ซองาบ ซันอีพิเดอร์มีส และส่วนซองตันท่ีเพาะเลียงบนอาหาร 1/2 MS ท่ีเสริมด้าย 2,4-จ 
1 มก./ล. และ BA 2 มก./ล. จะซักนำทห้เกิดการสร้างแคลสัสดีท่ีสุค

สำหรับรูบแบบซองการซักนำการเกิดแคลสัสานเนอ เยื่อส่วนของตันและซน
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ภาพที 5. ภาvmสดงมาตรฐานฃองลักพณะและฃนาดแคลลัสท่ีไช้เปนเกณ?!กำหนดคะแนนการ
เทิดแคลลัสฃอง เนอIย่ือต้นาข่เน่า

0 ไม่ตอบสนอง นำพนักประมาณ 0.00-0.02 กรัม
1 เทิดแคลลัสปริมา ณต่ํา M M 0.03-0.05 กรัม
2 เ ทิดแคลลัสปริมาณปานกลาง »» ♦ t 0.06-0.25 กรัม
3 เทิดแคลลัสปริมาณสง นำหนักมากกว่า 0.26 กรัม



ตนฉบบ หนาขาดหาย
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ภาพท่ี 6 ผลของภารคาบคุมการเจริญIติน!ต( 2 , 4-D และ BA) ที่ระดับความเฃ้มยันต่างๆ 
กันต่อการยักนำการเกิดแคลลัสจากาบฃองต้นไฃ่เน่า อายุ 4 ลับดาห์
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ภาพท่ี 7 ผสฃองสารควบคุมการ เจริแ!เติบ■ โต( 2 , 4-D แสะ BA) ที่ระดับความเฃมชันต่างๆกัน 
ต่อการชักนำการเกิดแคสสัสจากต้นไฃ่ เน ่า อายุ 4 สัปดาห์
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ส่วนชองไบท่ีระดับความเข้มข้นชอง 2,4-D  นอะ BA สุงๆ โทรสร้างแคลลัสมีแนวานัมลดลง 
และท่ีความเข้มชันชอง BA สูงๆ ลักทแร:ชองแคลลัสท่ีได้จากส่วนยองด้นจะ เล็กและสุ
( f r ia b le  c a l lu s )  มีสีเหลืองสด ไนฃผะท่ีแคลลัสจากช้ันส่วนชองไปจะมีล้กพญะแน่น
(compact) มากทว่า

3.1.3  อิทธิพลชองสารควบคุมการเจริญเติบาตด่อการ เจริญชองแคลลัสดันไช่ เน่า
แคลลัสจากชนส่วนชองาบ ส่วนชองดันและช้ันอี?แดอรํมส ท่ีได้จากการ 

ชักนำานอาทาร 1/2 MS แล้วแปรผันความเข้มช้นฃอง 2,4-D และ BA เพ๋ึอติดตามอัตราการ 
เจริญ และการเจริญสูงสุดชองแคลลัสท่ีได้จากเน้ือเย๋ึอท้ัง 3 «นิด ผลการทดสองานภาพท่ี 8, 
9 และ 10 แสดงาท้เทนว่า แคลลัสจากชนส่วนชองาบจะมีอัตราการเจริญสงกว่าแคลลัสส่วน 
ยองด้นท่ีทุกความ เช้มชันชองสารควบคุมการเจริญเติบาตท่ีาชั ยกเว้นานสภาะท่ีIลียงานอาหาร 
สูตรเดียวกันท่ีมี 2,4-D 1 มก./ล. เสริมกันกับ BA 2 มก./ล. แคลลัสจากส่วนชองด้นจะ 
ไห้,อัตราการเจริญสูงสุด เม๋ึอไข้สารควบคุมการเจริญเติบไตทังสองชนิดท่ีอัตราส่วนอ๋ึนๆ  และ 
ท่ีสภาวะน้ืแคลลัสจากส่วนยองด้นจะาห้การเจริญสูงกว่า การเจริญชองแคลลัสจากส่วนชองาบ
ท่ีทุกสภาวะชองการทดลองท่ีาชั

สำหรับแคลลัสที่เกิดจากชันอิพเดอร้มสนัน พบว่าการเจริญานอาหาร 1 /2  

MS จะต้องเสริมด้ายความเข้มข้นชอง 2 ,4 -D  1 ม ก ./ล . และ BA 2 ม ก ./ล . และที่ความ 
1ยมข้นยองสารควบคุมการ เ จริญที่แตกต่าง ไปกว่านิ จะาห ัการเ จริญท่ีไม่แน่นอน นอกจากนิยัง
สังเกตพบว่าแคลลัสจากชั้นอิพิเดอร้นิสจะมีคุเ«สมบัติค่อนข้างอ่อนแอ เมี๋อเทียบกับไนแคลลัสที่ได้ 
จากชั้นส่วนชองไมและส่วนชองด้น คึอแคลลัสจะกลายเบ็นสีนำตาลเชัมและผลสุดท้ายจะตาย
หมด หากได ้ร ับการก ่ายอาหารเพาะเล ็้ยงช ้ากว ่า 8 อาทีตย์ แต่เม๋ึอนำ เอาแคลลัสทัง 3
«นิดมาเจริญควบคู่กันไบและติดตามรูปแบบยองการเจริญไนอาหาร 1 /2  MS ท่ีมี 2 ,4 -D  1 
ผ ก ./ล . และ BA 2 ม ก ./ล . เช่นกันแล้ว จะเห็นได้ว่าการเจริญยองแคลลัสส่วนยองดันจะม  ี
อัตราการเจริญและการ เจริญสูงสุคดีที่สุด าดยที่แคลลัสชั้นส่วนยองไบจะปรับดัวต่ออาหาร
และ แบ่ง เ ชลลัได้อัตร าการ เ จริญระ ยะ ด้นสูงกว่า แต่ผลสุดท้ายจะ ไห้ค่าการ Iจริญสูงสุดไกล้
เคียงกัน (รูปท่ี 10) เป็นที่น่าสังเกตว่าแคลลัสส่วนชองด้นสามารกเจริญได้กึงเกือบ 8 เท ่า 
ยองนำหนักเริ่มดัน ไนยผะที่แคลลัสชั้นส่วนยองไบและชันอีพิเคอร้มิสจะมีการเจริญได้ประมาผ
6 เท่าชองนำหนักเริ่มดันเท่านัน
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ภา»พี่ 8 กราฟแสดงการเจริเแเติบาตฃองแคลลัสที่เกิดจากาบ ซนอาเทร 1/2MS ท่ีมี'ระดับ
สารควบคุมการเจ:ริชุแติบ'โตคือ 2 ,4 -D  1 ,2 ,3 ,4  มีสสิกรัมต่อสิตร และ BA
2 มีลสิกรัมต่อสิตร เพาะ เลี้ยงานห้องที่ควบคุมแสง ความเฃ้ม 2 ,0 0 0  ลักซ์เป็น 
เวลา 16 ช่ัวามงต่อวันท่ีอุถเหภูมิ 25+ 2‘’ช
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ภาพท่ี 9 กราพการเจริญเติบไตยองแคสสสที่เกิดจากต้น ทนอาหาร 1/2MS ท่ีมี,ระดับ
สารควบคุมการเจริญเติบไตคือ 2 ,4 -อ  1 , 2 ,3 ,4  มิสติกรัมต่อติตรแสะBA 3
มิสติกรัมต่อลิตรเทียบกับสูตรที่มิ 2 , 4-D 1 มิสติกรมต่อลิตรแสะBA 2 มิสติกรัม 
ต่อลิตร เพาะเส ียงานVเองที่ควบคุมแสง ความเข้ม 2 ,0 0 0  สักซ์เข็น!วสา 16 
ชั่วามงต่อรัน ท่ีอุณหภูมิ 25+ 2 '’ช



ภา)พี่ 10 กราฬแสคงการเจริญเติบใดชองแคลสัสที่เก ิดจากาบ( A------ 6 ) ช้ันฃอง
อีพิเตอร์มิส( • ---- •  ) และส่วนชองต้น( o -------0 )  บนอาหาร 1/2MS
ที่เสริมสารควบคุมการเจริญเติบใดคือ 2 ,4 -D  1 มิลลิกรัมต่อลิตร และ BA 
2 มิสลิกรัมต่อลิตร เพาะเลียงในห้องที่ควบคุมแสง ความเช้ม 2 ,0 0 0  ลักช 
เบ ็น เวลา 16 «วามงต่อวัน ท่ีอุเพ!ภูมิ 25±2°ซ
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'IMlผะ ท่ี เ นอ เ ย๋ือช้ันอีพิเ ดอร์มีส แอสรุชจากการทดอองหอายๆครั้ง
พบไามีการแข'รบ'รานฃองย’ทมูลมาก มีอัตราการตายและการปนเปอนสูงไนนางทตุกาอ แต่
สามารกกูกซักนำทห์,เกิดแคลสัสได้ดีทนอาหาร 1/2 MS ท่ีเสริมด้วย 2,4-D  1 มก./อ.และ 
BA 2 ม ก./ส . สัก«ผะแคลสัสจะฬูเข่นเดียวกับส่วนของด้น แต่ไม่ได้ศึกพาแสะรายงานราย
สะเอียดของการเจริญไว้ทนการวิลัยมี

3 .1 .4  อิทธิพลของความเข้มข้นของสารอาหารต่อการซักนำการสร้าง แสะการ 
เจริญเติบทดของแคลสัส

เลียงเนอเยึ๋อของแคลสัสจากเนอเยี๋อขั้นส่วนของทบ ส่านของตนและซัน
อีพิเคอร์มีสทนอาหาร MS แสะ 1/2 MS ที่เสริมด้วย 2,4-D  1 ม ก ./อ . และBA 2 มก./ส . 
ระยะ เวลาทดสอง 4 สัปดาห์ บันทึกผลเบอร์เซนห์การสร้างแคลลัส และระดับคะแนนการสร้าง 
แคลลัสเฉลี่ย

แอกาวทดสอง ( ตารางที่ 3 ) แสดงว่าที่ความเข้มข้นของสารอาหาร
1/2 MS เหมาะสมต่อการเพาะเลั้ยงแคลสัสของด้นไข่เน่าจากแหล่งเนอเยอทัง 3 ขมีดมาก 
กว่าท่ีระดับความเข้มข้นเติมสูตร ยํ่งไปกว่านั้นผลการทดลองยังแสดงอีกว่าแคลสัสจากเนอเยือ 
ส่วนของด้นสามารกทกซักนำทหัเกิดแคสสัสได้ดีและเจริญเติบทดาด้ดีทีสุด รององไปคือแดลลัส
ข้ันส่านของทบแสะช้ันอีพิเดอร์มีส

3 .1 .5  อีทธิพอของแสงต่อการซักนำทห้เกิดแคลลัส
ทดสองเอยง เนอเยอข้ันส่วนของทบ ช้ันของอีพิเดอร์มีส แสะส่วนของด้น 

ทนอาหารสูตร 1/2 MS ท่ีมี 2 ,4-D  1 ม ก ./ล . และ BA 2 ม ก ./ล . ทนสภาวะท่ีได้'รับแสง 
ต่างกันคือ

(1) ได้รับแสง ความเข้ม 2 ,000 ลักซ์ เป็นเวลา 16 ช้ัวามงต่อวัน
(2) ไนท่ีมีด
ระยะเวลาการทดลอง 4 สัปดาห์ บันทึกเบอร์เซนตการเกิดแคลสัส และ 

ค่าด้ซมีการเจริญเติบทด
แลการทดลอง(ดารางที่ 4) แสดงๆหัเห็นว่าแสงมีอิทธิพลทนการซักนำ

แคลสัสจากเนํ้อเยอด้นไข่เน่าทังสาม»มีดแตกต่างกัน ไนทีมีดขนส่วนของทบและข้นอี?แคปิร์มีส
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ฅารางที่ 3 พ?เชองความIข้มข้น»องสารอาหารต่อการ$โทนำการสร้างแคลลัส เมื่อเลิ้ยง
บนอาหาร MS และ 1/2MS ทีเติมสารควบคุมการเจริญเติบไตคืบ 2,4-D  
1 มสสีกรัมต่อลิตรและ BA 2 ผิลลิกรัมต่อลิตร เพาะ เสียงไนห้องทีควบคบ 
แสงความเข้ม 2 ,000  ลักซเบนเวลา 16 ชั่วใมงต่อวัน ท่ีอุผหภมิ 25+2"ซ 
อายุ 4 ลับดาVI

PLant part
MS*1 mg/]2,4-D * 2 mg/lBA 1/2MS+ 1 m g/12,4-Df 2 mg/lBA

Callusing
(%)

Average 
callu s score

GI Callusing
( % )

Average 
ca llu s score

GI

Leaf piece 0 - - 10.04 0.13 0.87
Epidermal layer 10.02 0.10 0.32 29.42 0.65 1.52
Stem section 23.36 0.27 0.51 86.10 1.73 1.89
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ฅารางฑ 4 แสคงผลชองแสงต่อการ#ทน็าการส;ร้างแคลลัส เมี่อเพาะเลยงเนอเยอบนอาหาว 
1/2MS ที่เตมสารควบคุมการเจริญเติบโตคอ 2 ,4-D  1 มลลิกริมต่อลิตรและ BA 
2 มลลิกริมต่อลิตร เนาะเลั้ยงในห้องที่มีแสง 2 ,000  ลัก^ 16 #วโมงฅ่อวันและ 
ในท่ีมีด ท่ีอุเณนภูมิ 25+2"ช อายุ 4 สืปดาห้

Plant. part
Light Dark

Callusing
( % )

Average 
ca llu s score

GI Callusing
( % )

Average 
ca llu s score

GI

Leaf piece 73.36 1.30 0.02 10.00 0.13 0.20
Epidermal layer 80.92 1.81 1.40 29.42 0.65 0.45
Stem section 93.40 1.37 1.05 86.10 1.73 1.40

หมายเหตุ ระยะเวลาชองการเกิดแคลลัสทังในทมีแสงและไม่มีแสงใกล้เคยงกัน คอประมาณ 
6-10  วัน
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จะถูกชักนำาห้เกิดแคลลัสไต้น้อยกว่าเมึ๋อมีแสงอย่างชัดเจน ทน«(«ะท่ีแสงไม่มีอิทธิน?)ต่อการ
เ กิดแคลล้สจากเ นอ เ ย๋ีอส่วน«องต้นมากนัก I นอเ ย๋ีอส่วนน้ืจะ เ กิดแคสสัสไต้ดีไม่ว่าจะ มีแสงหรือ 
ไม่ก็ตาม

3 .1 .6  ผลกระทบ«องแสงต่อการเจริญ«องแคลลัส
ทำการทดสองใดยท«แคสสัสของส่วน«องต้นIรนแม่แบบ ทำการเนาะ

เสียงไนอาหาร 1/2 MS ชึ๋งเสริมด้วย 2,4-D  1 ม ก./ส . แสะ BA 2 มก./ส.ที่มีแสง
2,000 ลักช์ 16 «วใมงต่อวัน แสะในที่มีดตลอดทสา ท่ีอุณหภูมิ 25 ± 2° ซ ทำการทดลอง 
10 ขุด ขุดสะ 10 ชำ ดีดตามการเปล่ียนแบลง«องลักบุญะและนำหนักแคลลัสท่ีเกิดได้

ผลการทดลอง (ภานท่ี 11 ) นบว่า แคลลัสจากส่วน«องต้น จะเจริญทน 
มีมีแสงาด้ดีกว่าทมีมีดทีทุก«วงการเจริญ แต่เบนท่ีน่าลังเกตุว่ารูปแบบการIจริญ«องแคสลัสทังทน 
ทีมีดแสะทนที่สว่างจะมีลักพนะคล้ายคลึงกันดีอเ«าสู่ระยะการเจริญสูงสุดที่เวลา 6 สับดาVIเท่า 
กัน กึงแม้ว่าอัตราการเจริญ«องแคลลัสทนที่สว่างจะสูงกว่าก็ตาม

ลักบุญะ«องแคสลัสท่ีเพาะ เลียงทนท่ีมีค แสะท่ีสว่างมีความแตกต่างกัน
แคลลัสทีเนาะเสียงทนท่ีมีดจะมีสี«าวทส และลักบุญะแคลลัสจะ เกาะกันอย่างหลวมๆ ทน«ญะท่ี 
แคสลัสานท่ีสว่าง จะมีสีเ หสืองหรือI หลีองบนเขียว เมี๋อสร้างจากเนอIยี๋อนื«ใหม่ๆ แสะ Iซลล์ 
เกาะกันแน่นมากกว่า

3 .2  การศึกพาลักบุญะ«องแคสลัส
3 .2 .1  ลักบุญะภายนอก

เซลล์นึ«มีรูปร่างหลายแบบ « น กับตำแmiงแสะหน้าท่ี เมึ๋อนำมาเพาะเลี่ยง 
บนอาหารลังเคราะห 1/2 MS ท่ีมี 2 ,4-D  1 ม ก ./ส . และ 2 ม ก ./ล . BA I ร น เวลานาน 
6 เดือน นำแคลลัสท่ีระยะ 4 ลับดาหมาส่องดูด้วยกล้องจุลทรรศน์ ศึก«ารูบร่างลักบุญะ«อง
แคลลัสนบว่ามีหลายแบบท่ีนบส่วนทหญ่มี 3 แบบ และมี«นาดต่างกันคังน้็

ก. รูบรี ( e l l i p t r i c a l  c e l l )  ขนาด 50x40, 80x40 ไมใครเมตร 
ข. รูบวงกลม (round c e l l )  เส้นผ่าศูนย์กลางประมาญ 30-50 ไมใครเมตร 
ค. รูบยาว (e lon gated  c e l l )  «นาด 120x40, 180x40 ามใดรเมตร

รูบแสดงดังภาพท่ี 12 จะนบว่าทนแคลลัสท่ัง 3 «แดมีเชลล์หลาย«โเตบน

K O M I พ



ภาพที 11 กราพแสดงการเจริชุ!เติบาตฃองแคสสัสที่เกิดจากต้นฃองไฃ่เน่าบนอาหาร 1/2  MS 
ที่มีสารควบคุมการเจริชุ!เติบาดคึอ 2 ,4-D  1 มิลสิกรัมต่อสิตรแสะ BA 2 มิสสิกรัม 
ต่อสิดร เพาะ เสียงานห้องท่ีมีแสง 2 ,000  สักซ์ 16 ชั่งามงต่อวัน แสะๆนท่ีมีด 
อุผหภูมิ 25+2'’ซ

o-------๐ านท่ี'ได้'รับแสง
• ------ «  านท่ีมีด
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ภา»พี 12 แสดงลักษผะเชลล์ของแคลลัสจากเนอเยํ่อส่วนต่างๆของต้นาข่เน่า อายุ 4 ลันดาห์ 
A เชลล์รูนร่างยาว (x io o )
B เชลล์รูชร่างกลม (x io o )
C เชลล์รูนร่างร่ ( x200 )
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กัน 'เนแคลลัสจากช้ันอีพิเ ดอร์มิส เชลล์ส่วน,!พญ่I ข็นเซลล์กสมแส8มีชนาค t ล็กกาวานส่วนอ๋ีนๆ 
คือมีเส้นผ่าศูนย์กลางชระมาผ 30-40 ไพใครเมตร เชลล์วูบร่างอี๋นๆ พบบ้างแต่มีจำนวน
น้อย เชลล์ในแคลลัสส่วนของต้นมีลักพ{แรคล้ายานแคลลัสชันอีพิเคอร์มิสคือพบเชลล์ลักชทเะกลม
เข็นส่วนใหญ่ แทะเชลล์มีเส้นผ่าศูนย์กลางชระมาพ 40 ไมใครเนตรขนาบ สำหรับแคลลัสจาก 
ชนส่วนของใบพบว่ามีความแตกต่างจากส่วนอ๋ีนๆ คือ เซลล์ส่วนใหญ่มีลัก«ถร; เบนวูบยาวต่อกันเข็น 
สาย รองลงมาคือเซลล์กลมท่ีมีฃนาดแตกต่างกันทังขนาดเล็กและใหญ่อยู่รวมกัน

3 .2 .2  ลักพ{แรภายในเชลล์
จากการศึกชาลักพนะใครใมใชมของแคลลัสส่วนของต้นท่ีระยะ 4 ลับดาห 

แม้ว่าจะไม่ลามารถนับจำนวนใครใมใชมไต้ชัดเจน แต่Iมอเทียบกับรายงานจำนวนใครใมใชม 
«องพ»ลกุล V itex ว่ามีจำนวนใครใมใชม 2N = 32-34 แท่ง (Moore, 1973) แล้วจะเห็น 
ว่าแคลลัสที่เพาะ เล้ืยงมีจำนวนแท่งของใครรมใชมชระมา{พ 32 แท่งชึ๋งใกล้เคียงกับที่มี'รายงาน 
(ภาพท่ี 13)

3 .2 .3  ชรมา{แนา (water con ten t) ในแคลลส
ทำการทดลอง เพึ๋อหาปริมาfinงำ ท่ีมี,ในแคลลัสท่ี'ไต้'จากส่วนต่าง ๆ ของต้น 

ไข ่ เน่า ใดยน ำ แ ค ลลัสแต ่ละส่วนอายุ 4 ลับดาห ช่ังพานำหนักลดเร่ิมต้น นำเช้าตู้อบท่ีอุผหภูมิ 
60°ช ช่ังหาน้ําหนักแห้งทุก 12 ชั่วใมง เข็นเวลา 48 ชั่วใมง ผลต่างท่ีาต้คือปริมาท!นำในแต่ 
ละ สวน

ผลการทคลองพบว่ามีนำหนักแคลลัสเริ่มต้นไม่เกิน 50 กรัมจะให้นำหนัก 
แห้งคงท่ีภายาน 48 ช่ัวามง (ตารางที่ 5) แสดงว่าแคลลัสท่ีเกิดจากชันอีพิเดอร์มิสมีชริมาพ
นำในเชลล์มากที่สุดคือ 98.04 เปอร่เชนล์ ใกล้เคียงกับแคลลัสจากส่วนของต้น คือ 97.06  
เบอร์เชนห์ รองลงมาคือแคลลัสจากชนส่วนของใบ เท่ากับ 95.94 เบอร์เชนต์

3 .3  การพัฒนาวิธีสกัดแยกเบตา-เอุคไดใชน
ใช้เปลือกของต้นไข่เน่าครังละ 1 .0  กรัมแห้งบคละเอียด เข็นตัวแทนแล้วทำการ 

สกัดแยกด้วยสารอินทรีย์ท่ีสภาวะต่างๆกันคือ
นำสารละลายที่าต้จากการสกัด มาระ เหยเอาตัวทำละลายส่วนใหญ่ออกด้วย

rotary evaporator และอบต่อจนแห้งท่ีอุ{แหภูมิ 6 0 '’ช ช่ังนำหนักแห้ง แล้วเอาไชวิเคราะห์



ภาmi 13 แสคงระยะการแน่งตัวบอง เชส au Fia สัสท่ีเกิด'จากต้น'ไพ่เน่า (2 5x100 )X4 
A :early  prophase B:middle prophase C:metaphase 
D,E:anaphase F ,G :teloph ase
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ตารางท 5 ปริมาณน่าไคลลัฬน่วนต่างๆขฮงต้นไข่เน่า

P lan t part No Wet w eight Dry w eight Water con ten t
(g> <g> ( %)

Leaf p ie c e 1 46.80 2 .37 94 .94
2 50.58 2 .18 95.69
3 52.41 2 .50 97.21

X = 95.94

Stem se c t io n 1 52.68 0 .9 0 98.28
2 56.89 1.43 97.49
3 48.17 2.21 95.42

X = 97.06

Epidermal layer 1 49.19 0 .7 3 98.52
2 43.70 0 .9 7 97.79
3 50.22 1.09 97.82

X = 98.04
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เพีอตรวจสอบชนิดและปริมาณสารท่ีแยกได้ด้วยเครื่อง HPLC ตามวิธี 2.15
ผลการทดลองตามตารางที่ 6 จะ เห็นไค้ว่าสารสะลาย เอธานอล 95% ไนเครื่อง 

S oxhlet apparatus นาน 4 ท่ี’ารมง จะ เซ็นสภาวะที่ไท้ประสิทธิภาพ)องการสกัดแยกเปตา 
-เอคไดาซนมากที่สุด

เมือทำการทคลองศึกษาเวลาที่เหมาะสมสำหรับการสกัดตัวอย่างพี)ด้วย Soxhlet 
apparatus าคยไซ้ตัวอย่างเปลือกแห้งบดละเอียด ทำการสกัดด้วยเอธานอล 95% 100 มล. 
าคยไซ S oxh let apparatus ไหความรอนควย h eatin g  mantle เปนเวลาต่างๆกัน 
ตังแต่ 1-8 ท่ีวามง ผลการทดลอง( ตารางที่ 7 และภาพท่ี 14 ) แสดงไห้เห็นว่าการเพํ่ม 
เวลาของการสกัดแยกเบตา-เอคไดใซนด้วยการไซ้ เอธานอล 95% ไน Soxhlet
apparatus นานขนจาก 4 ที่วามงเซ็น 6 ท่ีวามง จะได้ปริมาณของเบตา-เอคาดาซน
สูงขนจากเดิม 2.30% เซ็น 2.50% และเมือไซ้เวลามากกว่านี กจะไม่เพ่ิมปริมา{นของIบตา 
-เอคไคาซนที่สกัดได้,แต่อย่าง ไร

3 .4  การพู่'ฆนาวิธีวิเคราะห์สารตัวอย่างกลุ่มเอคไดสเตอรอยด์
3 .4 .1  วิธีการวิเคราะห์ชนิด«องเอคไดาซนาดยาซ้าครมาาตกราพพีแบบแผ่นบาง 

ไซ้สาวมาตรฐานเอคไคสเตอรปิยตั ซ๋ึงประกอบด้วย มาคีสเตอารน เอ 
11 แอสปา,20-ไคไฮตรอกซีเอคาคาซน และ เบตา-เอคาคาซน หยดบนแผ่นาครมาาตกราพพี 
แผ่นบาง จากนและลายสารสกัดจากส่วนเปลือก าดยไซ้ เอรานอล 95% หยดสารละลาย
ตัวอย่างบนใครมาาตกราฬฬีแผ่นบาง ซีสิกาเจล 60 เฮ«เอป2 54 หนา 0 .25  มม. บน 
แผ่นแก,วาสที่มืสารมาตรฐานกลุ่มเอคาคสเตอรอยคหยดอยู่ แล้วแยกองค์ประกอบของตัวอย่างที ่
ไซ้ด้วยระบบตัวทำลายที่เหมาะต่อการแยกชนิดตัวอย่างของพี ตรวจสอบสารที่แยกได้ าดยไซ ้
แสงอุลตราไวาอเลตที่ 254 และ/หรือพ่นด้วย กรดกำมะกันเข้มข้น หรือ Vanillin-H 2S04  
อบท่ีอุณหภูมิ 110-120 '’ซ นาน 10 นาที บันทีกผลท่ีได้

ผลทดลองเมี๋อวิเคราะห์ใครมาาตแกรมของสารตัวอย่าวที่ได้และค่า Rf
ของสารมาตรฐาน (ตารางที่ 8 ) แสดงไห้เห็นว่ามีระบบตัวทำละลายหลายชนิดท่ีใช้แยกส่วน 
ประกอบของตัวอย่างจากตันไข่ เน่าแต่มีระบบท่ีดีและแยก เบดา-เอคไดาซนอย่างชัดเจนเพียง 3 
ระบบคือ คลอาวพอร์ม-เมธานอล(3 :1 ) ,  คลอโรฬอร์ม-เมธานอล(4 :1 ) และ คลอารพอร์ม 
-เอธานอล (65:35) (ภาพท่ี 1 5 .1 , 15.2 และ 15 .3 )
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ตารางที่ 6 บริมาลแบตา-เอคาดาซนานส่วนเปลือก«องด้นไช่เน่า เม๋ีอทดลองสกัดแยกด้วย 
วิธีการและสภาวะต่างๆกัน แล้วนำผลที่ไต้ไบวิเคราะห์ด้วยเทคนิค HPLC

method sample weight crude weight t>eta-ecdysone b eta-ecd yson e
(g> <g> (mg/g) (% dry w t . )

*1 1.00 0.1994 0.8446 0.0845
1.00 0.1902 0.8589 0.0859

X = 0.0851

**
Là 1.00 0.1988 2.8684 0.2868

1.00 0.2140 2.9426 0.2943

X = 0.2916

น * *3 1.00 0.2140 22.4800 2 .25
1.00 0.1198 28.4501 2 .35

X = 2 .30

1* แช่ตัวอย่างแห้งาน เมธานอล 70% 50 มล. นำไชเ«ย่าที่อ ุ๓นฺานิ 5 5 ‘’ซ ครบ 
6 «วามง เบลี่ยนตัวทำละลาย เ«ย่าต่ออีก 6 «วามง 

2** สกัดแยกสารด้วยเมธานอลสัมบูรณ์ (a b so lu te  methanol) 100 มล.
าดยา« S oxh let apparatus นาน 4 «วามง 

3*** สกัดแยกสารด้วย เอธานอล 95% 100 มล. ใดยา« S oxh let apparatus
นาน 4 «วามง
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ตารางท 7 แสดงขริมาแ!เขตา-เอคาดไซนทีไดจากการวิIคราร;กัด้วก HPLC ไนส่วน
เขสือกซองด้นไฃ่เน่า เมือสกัดด้วย Iอธานอส 95% ใดยไซ้ S oxh let

I

apparatus ทีรร:ยะเวสาต่างๆกัน

Time Sample w e ig h t Crude w e ig h t b e ta -e c d y so n e b e ta -e c d y so n e
(h r . ) (g ) (g) (m g/g) (.% dry wt)

1
P

1 .0 0 0 .1 9 8 1 1 5 .7366 1 .6 7
1 .00 0 .1 8 8 3 1 4 .6 0 4 3 1 .4 5

X = 1 .61

2 1 .0 0 0 .2 0 0 6 1 4 .7657 1 .4 8
1 .0 0 0 .1 9 0 5 1 7 .5 2 2 9 1 .7 6

X = 1 .6 2

3 1 .0 0 0 .1 8 9 7 19 .8632 1 .9 8
1 .0 0 0 .2 0 6 3 22 .6 0 0 4 2 .2 6

X = 2 .1 2

4 1 .0 0 0 .2 1 4 0 2 2 .4 8 0 0 2 .2 6
- 1 .0 0 0 .1 1 9 8 23 .4 5 0 1 2 .3 5

X = 2 .3 0

6 1 .0 0 0 .2 1 4 0 2 5 .1 2 0 0 2 .5 1
1 .0 0 0 .1 9 9 8 2 4 .9 2 6 5 2 .4 9

X = . 2 .6 0

8 1 .0 0 0 .2 1 0 5 2 6 .2 9 6 6 2 .6 3
1 .0 0 0 .2 0 0 4 2 4 .9 4 0 4 2 .4 9

X = 2 .6 1
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Time (hours)

ภาพท่ี 14 กราบแท่งแสตงปริมากกบตา-1อคไดใซนทนส่วนIปลึอกฃองด้นาซ่Iน่าที่ๆเคราะห์ 
ด้วย HPLC เม๋ือสกัดแยกด้วย เอธานอส 95% ทดยทซ้ S oxh let apparatus 
เท่ีอาซ,เวสาทนการสกัดต่างกัน
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ตารางที 8 แสดง«นิดÎเองตัวทำฝืะลาย ซึ่งาช้ไนการแยกสารบระกอบเอคาดโ?{นด้วยเทคนิค
TLC บนแผ่นแก้วฉาบด้วยสารชิดิกาเจล เอ«เอบ2 5 4 หนา 0 .25  มม. ไซ้สาร 
มาดรฐานเบตา-เอคาดใซน 0 .1  มก./มส. ตรวจสอบสารด้วย

1) uv d e t e c t io n  ที 254 นาโนเมตร
2) สเบรยดาย co n e . H2 SO4

S o lv e n t  system R a tio Rf o f  B e ta -e c d y so n e

c h lo r o f  ormะm ethanol 3:1 0 .6 0
ch lo ro fo rm :m eth a n o l 4:1 0 .5 7
c h lo r o fo r m ะm ethanol 2 0 : 1 no se p a r a t io n
c h lo r o fo r m :e th a n o l 17:3 0 .8 2
c h 1oroform : e t hano1 6 5 :3 5 0 .6 7
m eth a n o l:w a ter 5 0 :50 0 .9 0
e th a n o l:w a te r 5 0 :50 0 .9 0
c h 1oroform  ะ m eth a n o l: w ater 6 : 2 : 2 0 .0 8
c h lo r o f  orm: m eth a n o l: w ater 6 :3 :1 0 .7 9
d ic h lo r o m e th a n e : m ethane1: hexane 5 :1 :1 0 .0 6
e th y  la ce t, a t e  : e t  hano 1 : w ater 2 0 :8 0 :1 0 0 .8 0
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uv S p r a y  w i t h  col ic  แ2รก่4

R f = 0 . 6 0

0  0 R f = 0 . 5 3
0

Q  purple 
Q  green

yellow
O /'A yellow purple

u  0
R f = 0 . 3 3 yellow

0

B 20E 11 ๙ M B 20E 11๙ H

ภา»พ่ี 15.1 T LC ใครมาามแกรมชองสารสกัดจากส่วนเบลือกชองต้นาช่เน่าเทียบกับสาร
มาตรฐานกสุ่มเอคไดสเตอรอยดบนแผ่นแก้วฉาบด้วยสารซีลิกาเจส เอชเอบ254 
หนา 0 .25  มม. ระบบตัวชะ: คสอใรบอร์ม-เมธานอล (3 :1 ) B: เซลือก 
M: มาคีสเตอารน เอ 11๙: 11 แอสบา,20-าดไฮดรอกซีเอคไดาชน
20E: เซตา-เอคไตาซน
ตรวจสอบสารด้วย 1) UV d e tec tio n  ท่ี 254 นา'ในเมตร

2) สเปรย์ด้วยกรดซัลบูริคเชมชน
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uv S p r a y  w i t h  c o n e .  II2 SO1

p u r p l e

0 RT  T ‘

0  y e l l o w/-> '  p u r p l e
* ~  "  0  0Rf = 0 . 3 8  น 

0  0
y e l l o w

Q  br ow n  0

0  brow n

0 ■r. b l a c k
เ พ  • • • (y • • •

n 20E llc<  H B 20E llo< H

ภาพท่ี 15.2 TLC าครมาามแกรมของสารสกัดจากส่วนเบสอกของด้นไข่เน่าเทียบกับสาร
มาตรฐานกสุ่มเอคไดสเตอรอยค์ซนแน่นแก้วฉาบด้วยสารซีสิกาเจส เอ«เอพ254 
หนา 0 .25  มม. ระบบตัวขะ: คสอใรพอริม-เมธานอส (4 :1 ) B: เบสึอก 
M: มาตีสเตอารน เอ 1 lot: 11 แอสพา,20-าดไฮดรอกซีเอคไดาซน
20E: เบตา-เอคไดาซน
ตรวจสอบสารด้วย 1) UV d e tec tio n  ท่ี 254 นาานเมตร

2) สเปรย์ด้วยกรดซัสพู่ริคเขมขน
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uv S p r a y  w i t h  cone .  MzStM

RE=0 .67
0  0  RE=0. 5 5

r \  RE= 0 . 5 0

Q  p u r p l e

y e l l o w  y e l l o w  
0  0  y e l l o w
0  b ro w n  0  P Q P l e

Q br ow n

n  b l a c k
VJ • • • บ  .
ช 20E ท ( *  H B 20E

ภาmi 15.3  TLC ใครมาใมแกรมชองสารสกัดจากส่วนเขสอกบองด้นไพ่เน่าเทียบกับสาร
มาตรฐานกสุ่มเอคไคสเตอรอยด้บนแผ่นแก้วฉาบด้วยสารซีลิกาเจโ) เอ«เอข254 
หนา 0 .25  มม. ระบบตัวชะ: คสอารฬอร,ม-เอธานปิล (65:35) B: เขสือก 
M: มาคีสเตอใรน เอ 1 loC- 11 แอสขา,20-าดาฮดรอกซีเอคไคใชน
20E: Iบตา-เอคไดใซน
ตรวจสอบสารด้วย 1) UV d e tec tio n  ท่ี 254 นาในเมตร

2) สเขรย็ด้วยกรดชัสขูริคเย้มช’น
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ไนการทคสองวิธี TLC ทบว่าการไห้แผ่น TLC ซิสีกาเจส 60 I อท2 5 4 
บนแผ่นออู»ไนพแหนา 0 .2  มแ.สำเร็จรบ จร;สะดวก รวคเร็ว แสะไห้ผสการแยกองค์บระกอบ 
ไคดีกว่าการไห้เคราอบบนแผ่นแก้วที่เตรียม«นเอง จุค«องสารบระกอบเมึ๋อส่องด้วย UV แสะพ่น 
ด้วย reagent ห้คเจนทว่า(ภาทที่ 16) จึงได้เสือกไห้แผ่น TLC สำเร็จวูบไนการทคสองเบน 
ส่วนไหญ่ แอกจากนยังทบว่าการไห้ anisaldehyde-Et0I!-H2S04 พ่นขนแผ่น TLC
สำเร็จวูบแสะนำไปยังควายร้อนบนเตาไทท้า เข็นวิธีที่ววคเร็ว แสะสายารกยังเกตการ
เบก่ียนแบสงสี?»องสารประกอบท่ีแยกได้«คเจนมาก เทราะว่าสารแต่สะ«นิดจะทีขั้นตอนการ
เบส่ียนสีแตกต่างก้น ทีประไย?ททนการวิเคราะค์ว่า เข็นสาร«นิดเดียวยันหรีอไม่ ตัวอย่าง
เช่น Iบดา-นาคไคา«น จะเบสี่ยนสีจาก ม่วง«มทุเห้ม'ไปเข็นเยียว ทแอสทา,20-ไคไฮ
ดรอกซีเอคาคาซน เบสยนสีจากส้มเข็นส้มอมเยียว แสะ มาคีสเตอารน เอ เบส่ียนสีจาก«มท 
ม่วง เข็นสีม่วง

เมึ๋ยทำการทดสอบความไว ( s e n s i t i v i t y )  «องวิธีการไห้ไนการตรวจ 
สอบสารประกอบไนกสุ่มเอคาดสเดอรอยค์ าคยไห้สารมาตรฐานเบตา-เอคาดาซน ผสการ
ทคสอง (ตารางที่ 9) แสดงไห้เห็นว่าวิธีการตรวจสอบาดยไห้ UV เข็นวิธีท่ีทีความไวสงสุค 
ส่วนกาวตรวจสอบ«นิค«องสารบระทอบาคยไห้พ่นด้วยสารเคทีทัง 3 «นิค คือ s u lfu r ic  
acid  V a n ill in -S u lfu r ic  acid  แสะ anisaldeliyde-Et0H-H2S04 จะไห 
s e n s i t iv i t y  ไกส้เดียงยันแตกต่างยันที่สี«องสารที่ดีคตามต่างก้นสำหรับสาว1คทีท่ีไห้ฅิค
คามผสแฅ่สะ«นิด

ผสการทคสองวิเคราะห็«นิด«องสารกสุ่มIอดไดสIคอรอยค์ไนตัวอย่างสยัค 
จากไบ เบสือก แสะส่วน«องด้นไ?,แน่าตๆมธรรม«าติ าคยเทคนิค TLC แสดงว่าทีเบตา
น)คาดาซน แสะ 11 แอสทา,20-าดไสครอกซิเอคไดาซนไนส่วนเบสือกแสะส่วน«องด้น ส่วน 
ไนาบทันทบIฉทาะ I บตา-1 อคาคาซน I ท่านน แสะจากกาว IปรียบIทียบ«นาดแสะความ Iฃ้ม«อง 
สารท่ีปรากฎ ทบททีเบตา-เอคาดาซนมากที่สุคไนส่วน«อง เปสือก รองสงมาคือส่วน«องต้นแสะ 
ไป ตามสำตับ แสะดรวจไม่ทบมาดีสเตอารน เอ

3 .4 .2  วิธีการตรวจวิเคราะห«นิด«องสารทสุ่มเอคาคสเตอรอนค์านเนอ เยอทื«
แสะแคสยัสเทาะ เสียงาคุยวิธี HPLC

เ»ไอไห้สารมาตรฐานกสุ่มเอคไคสเตอรอยค์เช่นเดียวยับห้อ 3 .4 .1  ทำ 
การวิเคราะ»)ด้วยคอยัมน Zorbax Cl8 ไห้เมรานอส-นำ านยัตราส่วนต่างๆยัน (ภาทที่17)
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uv

0  O O

ซ น 0

8  0 0  0

0

0 0 0
I. r. Il ri I I rit 20R

n p t n y  w i t h  
a n i s a l d é h y d e

Q green 
Q <— 0— 0 blue

purple
O'-Q~0~ ---- Qsreen

p u r p l e0 Q  brovn
0— O y e U o . lH " 4'

yo llow purple
0 0 Qpurp,e

8- 11 0 hไ” " . .
i. ย ่ 0  II น ๙ 20E

ภา)พี่ 1G TLC ใครพาามแกรมชองสารสภัคจากส่วนเบอือกชองด้นาพ่เน่าเทียบกันสาร
มาดรฐานททุ่ม1อคไดส Iตอรอยด้บนแผ่นแกวฉาบด้ายสารชิอิกา I จอ I ทชเอพ2 5 4 
หนา 0 .25  พ». ระบบตัว«ะ: คออาวพอรํม-เมธานออ (3 :1 ) L: ใบ 
ร: ส่วนชองต้น B: เบอือก M: มาคีสเตอารน เอ
11๙: 11 แออพา,20-าดาฮครอกซีเอคาดาชน 20E: เมตา-เอคาดาชน 
ฅรวจสอนสารด้าย 1) UV d e tec tio n  ท่ี 254 นาในเมตร

2) ส!นวยด้วย an isaldéhyde
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ตารางที 9 แสดง s e n s i t iv i t y  ของวิธีการท่ีท»ทดสอบสารชระกอบไนกรุ่มเอคไดใซน 
เมอแยกดายเทคนค TLC บนแผ่นอสูมิเนียมสาบดาย ซิสกาเจอ 60 เอช254 
ตา»ะ คอ คสอใรชอรม-เมธานอส (4 :1 ) แสะไ»เครีองVIมายบวกแทน
s e n s i t iv i t y  ของวิธีท่ีท»

+ + + + หมายกึง การตอบสนองสูงสุด

D etection  Method Amount o f sample(micrograms)

1 . 0 0 0 . 7 5 0 . 5 0 0 . 2 5 0 . 1 0

uv + 44 + + +++ + ++ ++ + 4 +
S u lfu r ic  a c id  spray ++++ 4 4 4 + + + + 4 + +
V a n il l in -S u lfu r ic  a c id + 4 + + + + + + + + + ++ +
spray
Anisaldéhyde a c id  spray 4 4 +4 + + + + +++ + + +
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จากผลการทดสองานภาพท่ี 17 แสคงาบ้เท็นว่าโมธานอล-นํ้า (15:55)
เ ชแระ บนคัว?(ะ ท่ี I โนทะ สมสำทรับการตรวจวิเ คราะ ท่ีสาวมาตรฐานานกสุ่ม เ อคไตส เ ตอรอยค 
ภาพท่ี 18 แสคงาควมาาตแกรมรามของสารมาตรฐานกลุ่มเอคาคสเตอรอยค าแระบบตัว«ะ 
โ»ธานอส-นำ(45:55)

เมอนำตัวอย่างแท้’งของเนอเยึ๋อพี«ส่วนใบ โบสีอก และส่วนของตัน อย่าง 
กะ 1 กรัม มาสภัคแยกสารประกอบออกมาตัวย เอธานอล 95% และตรวจวิโคราะที่«นิดแสะ 
ระตับสารกลุ่มเอคไคสเตอรอยตั ด้วยเทคนิค HPLC ตามวิธีขอ 2 .1 5  Iทียบกับสารมาตรฐาน 
I บตา- โ อคไคาซน สัก«ผะใครมาาฅแกรมของสารประกอบมาตรฐานานกสุ่ม โ อคไดส เตอรอยค 
โมอวิเคราะที่ด ้วย IIPLC แสคงตังภาพที่ 19 จะโท้นว่าระบบตัว«ะ: เมธานอส-นำ(4 5 :5 5 )  
สามารทใ«ตรวจวิเคราะที่ปวิมาทโโบตา-เอคาคใซน ในส่วนเปลือกแสะส่วนของตันได้อย่างคี
เมอา«มาคีสเตอารน โอ โปนสารมาตรฐานภาขาน ในส่วนใบใครมาาตแกรมที่ไคจะไม่แสดง 

ตำแนน่งของเบตา-โอฅาดาซนอย่างขัคIจน เพราะในส่วนใไม่สารปนIปอนอยู่หสาย«นิดเมํ่อ
โม่ฆบกันตัวอย่างจากเปลือกและส่วนของตัน นอกจาทนิอังม่พีคาทญ่ที่ตำแทน่งใกล้กับพีคของ
Iบตา- เอคาคาซน ซึ๋งม่ผลรบกวนการตรวจวิ Iคราะที่ด้วยระบบตัวทำสะสาย«นิคน โพราะ
สาวปน เปอนเหล่านัน จะทำใบ้ตำแทน่งแสะพนที่าตักราพของพีคIบตา-1 อคาดาซนที่อ่านได้
คลาคเคลอน

แม่ว่าจะแปรโปสยนสัตราส่วนของระบบตัว«ะทลาย ๆ ค่าแล้ว กยังไม่
สามารกแยกพีคของ โบตา-เอคาคาซนแสะสาวมาตรฐานมาคีสโตอารน โอ ออกอย่างขัดเจน 
เมอท ำ กาวโปสี่ยน«นิคของระบบตัว«ะจาก เมธานอสไบาข้อะซิาฅรไนไตรท ี่- น ำ ใดยการโติมกวด 
อะซิติคานระบบตัว«ะด้วย ได้ทำการทดสอบด้วยวิธีตังกล่าวแล้วข้างตัน พนว่าระบบตัว«ะท่ี
เทมาะสมในการวิเคราะที่สาวโบดา-เอคไคาซนานส่วนใบคือ อะซิาตรานไตรท ี่- น ำ ท่ีม่กวค
อะซติค 2% (18.5:81.5) อัตราการไทล 1 มล./นาท ดังภาพท่ี 20

ภาพท่ี 22 แสะ 23 แสคงการตัดเลือกระบบตัว«ะ ในการวิโควาะที ่
ด้ายเทคนิค HPLC าคขา«แคสสัสส่วนของตันโปนแม่แบบ จะเทนได้’ว่าเทคนิควิธีตรวจวิโคราะที ่
โบตา-เอคไคาซนที่โ'เฒแาขนา«กับตัวอย่างพี«ธรรม«าติสามารกนำ»าาข้ในการวิเคราะโโปวิมาทโ 
โ บตา-เอคาดาซนได้’าดยไม่มีอุปสรรคใดๆ
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ภาพท่ี 17 HPLC ใครมาาตแกรมยองสารมาตรฐานเอคไดสเตอรอยค์ไนระบบตัวซะต่างกัน 
คือ A: เมธานอล-นำ(38:62) B: เมธานอล-นํ้า(40-60)
C: เมธานอล-นำ(45-55) D: เมธานอล-นํ้า(50-50)
อัตราการไหล 1 มล./นาที Ilot: 11 แอลพา,20-าดาฮดรอกซีเอคาดใซน 
20E: เบตา-เอคไดใซน M: มาคีสเตอทรน เอ
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7o 20~ 30 mill.

ภาพท่ี 18 HPLC ใครมาาตแกรม«องสารมาตรฐานเอคาดสเตอรอยด์ ทนสภาวะตังน้็
คออัมน: Zorbax Cl8 (4 .6  มม.x25 ซม.) ระขบตัว«ะ: เมธานอส-นำ 
(45:55) อัตราการไนส ะ 1 มส./นาพี ตรวจสอบสารด้วย: uv  monitor 
ท่ี 254 นาในเมตร; 11๙: 11 แอสพา,20-าดาฮครอกซีเอคาดาซน
20E: เบตา-เอคาดใซน M: มาคีสเตอารน เอ poly B: าพสีาพดีน พี
E: แอสพา-เอคาดใซน P: ใพแนสเตอารน เอ



20E

5 5

A B c D

ภาพ! 19 HPLC ใครมา1mmรมส่านต่างๆ?)องต้นไย่เน่า สภาวะท่ี,ไ«คือ
คอลัมนํะ Zorbax Ci8 ( 4 . 6  มม.x25 ซม.) ระบบคัว«ะ: เมธานอส-นำ 
( 4 5 : 5 5 )  อัตราการไหส: 1 มล./นาที ตรวจสอบสารด้วย: uv monitor  
ท่ี 254 นาในเมตร; รตยา«มาคืสเตอใรน เอ เซ็นสารมาตรฐานภายาน
A: «น«องอีทีเตอร์มิส B: Iชลอก C: ส่วน«องต้น D: าบ
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ภาพท่ี 20 HPLC ใครมาาตแกรมส่วนาซฃองต้นไฃ่เน่า
สภาวะท่ีใช้!คือคอลัมน์: Zorbax C i8, ระซนตัว«ะ: อะซิาตรไนไตรล์-นำ 
ท่ีมีกรดอะซิติค 2% (1 8 .5 :8 1 .5 )  อัตราการานล: 1 มล./นาท  ี
ตรวจสอบสารด้าย: u v  monitor ท่ี 254 นาในเมตร 

Aะ สารมาตรฐานเซตา-เอคไดาซน 
B: สารสกัดจากใซก่อนเติมสารมาตรฐานเซตา-เอคาดาซน 
C: สารสกัดจากในซลัง เติมสารมาตรฐานเซตา-เอคาดาซน
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ภาพท่ี 21 HPLC ใครมาใตแกรมส่วนต่างๆของต้นไข่I น่า
สภาวะท่ี,ใช้คือคอลัมน์: Zorbax Cl8, ระบบตัวชะ: อะซิใครไนไตรส์-นํ้า 
ท่ีมกรดปิะซิต่ค 2% (1 8 .5 :8 1 .5 )  อัตราการไหส: 1 มส./นาท  ี
ตรวจสอบสารด้วย: u v  monitor ท่ี 254 นาในน!ตร 

A: เปสึอก B: ส่วนของต้น C: ใบ
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A B c

ภาmi 22 HPLC ใครผาาตแกรม«องสารสกัดจากแคสสัส«องต้นไ«เน่า
สภาวะ ก ี่า« คือคปิสัมน์: Zorbax Cl 8, ระบบตัว«ะ: เมธานอส-นำ(45:55)
อัตราการไหส: 1 มส./นาบี ตรวจสอบสารตัวย: uv monitor ก่ี 254 นาในเมตร 
รคยา«มาคีสเตอใรน เอ เป็นสารมาตรฐานภายาน 
A: สารสกัดจากแคสสัส«นส่วน«องาบ 
B: สารสกัดจากแคสสัส«นอีm ดอร์มส 
C: สารสกัดจากแคสสัสส่วน«องต้น
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เท
!ร ร ํ

ภ าพ ี่ 23.1 HPLC ใครมาาตแกรมยองสารสกัดจากแคสส้สที่ เกิดจากต้นยองไย่เน่า
ท่ีอายุ 4 สับดาห์ สภาวะท่ี,เย้คือคอส้มน์: Zorbax C i8, ระบบตัวซะ: 
เมธาแอส-น้ําท่ีมีกรดอะซิติค 2%(45:55) อัตราการไหส: 1 มส./นาที 
ตรวจสอบสารด้วย: uv monitor ท่ี 254 นาในเมตร 
A: สารมาตรฐานเบตา-เอคไดาซน
B: สารสกัดจากแคสส้สที่เกิดจากต้นก่อนเติมสารมาตรฐานเขตา-เอคไดใซน 
C: สารสกัดจากแคสส้สที่เกิดจากต้นหส้งเติมสารมาตรฐานเบตา-เอคไคาซน

dùiS
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ภาmi 23.2  HPLC ใครมาใตแกรม«องสารสกัดจากแคสสัฝีที่เทิดจากด้น«องไย่เน่า
ท่ีอายุ 4 สัปดาห์ สภาาะท่ีไ«คือคอสัมห์: Zorbax Clร 1 ระบบตัว«ะ:
อะซิ'ไตรไน'ไตรส-นา(1 4 .5 :8 5 .5 )  อัตราการไหส: 1 มส./นาท  ี
ตรวจสอบสารด้วย: uv monitor ท่ี 254 นาในเมตร 
A: สารมาตรฐานเปตา-เอคาดาซน
B: สารสกัดจากแคสสัสที่เทิดจากด้นก่อนเติมสารมาตรฐานเปตา-เอคไคาซน 
C: สารสกัดจากแคสสัสที่เทิดจากด้นหสังเติมสารมาตรฐานIฆตา-เอคาตใซน

T0
ff:

4.9
5
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ภาmi 23.3  HPLC ใครผาใตแกรมซองสารสกัดจากแคลสัสที่เกิดจากต้นซองาซ่เน่า
ท่ีอายุ 4 สัปดาห์ สภาวะท่ีทซ้ดือคอสั’มน: Zorbax Cl8 , ระขฃฅัใ«ะ:
อะไทตรไนไตรส-นำท่ีมีกรดอะซิติค 2%(1 4 .5 :8 5 .5 )  อัตราการไหส:
1 มส./นาที ตรวจสอฆสารควย: uv monitor ท่ี 254 นาในเมตร 
A: สารมาตรฐานเบตา-เอคาดใซน
B: สารสกัดจากแคสสัสที่เกิดจากต้นก่อนเติมสารมาตรฐานเขตา-เอคไคใซน 
C: สารสกัดจากแคสสัสทีเกิดจากต้นหสังเติมสารมาตรฐานเซตา-เอคาดาซน

ST
OP



62

3 .5  โทรฅราจา เค')าะห์บริมาทแบตา-เอุคได,โชน,!นเนอ I มื่อส่วนต่างๆ«องด้นาช่ เ น่า
เมอทำการวิ เคราะ1-1ระดับ?เอง Iบตา-เอคไคาชนจากส่วนต่างๆของต้นไฃ่ Iน่า าดย 

า«เทคน่ค HPLC เมื่อา«คอลัมน์ Zorbax Cl8 «นาด 4 .6  มม.x25 ชม. d etec to r :  
spectrophotom eter SPD-1 ท่ี uv 254 นาานเมตร สำทรับเบลือก ช้ันอีพิเดอร์มีสและ 
อ่าน«องต้น า«อารอกัด 5 ไผ'ใครลืตร แล้ว«ะด้วยเมธานออ-นํ้า(45:55) อัตราการไทอ 
1 มอ. /นาที แต่ใน เ นอ เ ยือชินส่วน«อง ใบนันทำการสกัดแยกาดยวิธี เ ดืยวกันแด่'วิเ ครวะ น์ระ ดับ 
เบตว-เอคาดาชน แอะ«ะด้วยระบบดัาทำอะลายผอมอะชิาตรานาตวอ-นำที่มี กวดอะชิติค 2% 
(1 8 .5 :8 1 .5 )  อัตราการาทอ 1 มอ./นาทีเท่ากัน าดยา«มาคือเตอารน เอ เย็นสาร
มาตรฐานภายาน อ่านค่าอัตราส่วน«องพนที่าต้ทีคเปรียบเทียบกับค่าที่ได้จากกราบมาตรฐานที่ได้ 
จากการฉีดอาวมาตรฐานเบดา-เอคาดาชนที่รับริมาท!เทียบกับมาคือเตอารน เอ

จากผลาเคราะห์หอายๆ ครัง จะได้ผอการทตออง (ภาพท่ี 24 ) แอดงาห้เห็น'ว่า 
านต้นา«เน่าน์น อารเบตา-เอคาดรชนอามารกลังเคราะน์หรือสะสมไต้ทั้งส่านาบ เปลือก
ชันอีพิเคอร์มิสและส่วน«องด้น อย่างารก็ตาม ปริมาทแบตา-เอคาดาชนที่สังเคราะห์าน ส่วน 
«องด้นและรบจะมีค่าค่อน«างตาคือ 0 .1478 และ 0.1332 กรัมเบอร์เชนต์แาหนักแห้งตาม 
ลำดับ

3 .6  การทำาห้สารเบตา-เอคาดาชนจากเบลือกต้นไช่เน่าบริสุทธี
า «เปลือกด้นาข่เน่าแห้งบดแล้ว 600 กรัม ทำตามวิธี«อ 2 .1 5  สารสกัดท่ีาต้มี 

นำทนักแห้ง 19 กรัม นำมาผ่านบนคอลัมน์ชิลืกาเจล แล้วเก็บสารละอายที่«ะออกมาแพวคชันละ 
30 มล. ตรวจสอบอารชันด้นด้วยเทคนิค TLC (วิธี«อ 2 .1 3 ) นำแพรค«นท่ีตรวจพบอารเบตา 
-เอคาคาชนรามกัน แล้วนำาบระเหยตัวทำละลายส่วนใหญ่ออกจนเหลือบระมาท* 8-10 มอ. 
ใน«าดรูปชมพู่ ดังท่ีงไวัท่ีอุท*หภูมี 4°ช นาน 2 วัน จะได้ผลึกอี«าาเกิด«น กรองและนำผลึกท่ี 
ได้มาตรวจสอบความบริสุทธ์ด้ายเทคนิค TLC ชำอีกครังหน่ึง จะ เย็นไต้ว่าสารที่แยกไต้จะมี 
ความบริสุทธิค่อนชัางสูง และเมื่อนำไปวิเคราะห์«นิดและปริมาท*«องเอคาดาชนด้วยเทคนิค
HPLC พบว่าผลึกท่ีได้มีความปริสุทธีมากทว่า 99 เบอร์เชนต์ ผลผลิตท่ีาต้เท่ากัน 0 .58  กรัม 
เ บอร์I ชนตนำหนักเ บลือกเแห้ง

3 .7  การตราจาเคราะห์«นิดและปริมาทแบตา-เอคไดาชน านแคลลัสด้ผาช่เน่า
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Epidermal Bark Shoot Leaf
lQyer Plant organ

ภา!พี 24 กราบเพีงแสดงซริผาทแบตา-เอคไดรซนานส่วนต่างๆฃองต้นไย่เน่าธรรม«าติ
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เยื่อทำการเพาะเส็้ยงเนอเยื่อที่ส่วนต่างๆ ของพึ?j ได้แก่สินส่วนของทบ ข้ันของ
อีพิเตอร์มีส แกะส่วนของต้น ไนอาหาร 1/2  MS ท่ีเสริมด้วย 2 ,4-D 1 ม ก./ส . แสะ BA 
2 ม ก ./ส . ทำการเปลี่ยนอาหารไหม่ทุก 4 สัปดาห์ หสังจาก 6 เดือนนำแคสสัสท่ีได้ไปศึก«ๆ 
รูปแบนของการเจริญแสะสังเคราะห์เซตา-เอคไดใชน ทนช่วงระยะการเจริญต่างๆ กัน ดือ
e a r ly - lo g  m id-log แสะ s ta tio n a r y  phase คอหสังจากแคสสัสเจริญไปได 
2, 4, 6 แสะ 8 สัปดาห์

ผสการทดสองเมอวิเคราะห์เบตา-เอคไดไซนด้วยเทคนิค HPLC ไดยาข้แคลสัส
ควังสะ 0 .5  กรัม มาสกัดแยก'ใดยทข้ เอธานอส 95% แสะตรวจวิเคราะห์ปริมาญเบตา- 
เอคาดไซนาดยฉีดสารสะสายตัวอย่างในเมธานอสคเงสะ 20 ไมใครสิตร (วิธีข้อ 2 .15 )  
ทขสารมาตรฐานเซดา-เอคไดไซนซึ๋งวิเคราะห์ด้วย HPLC ไนสภาวะเดียวกันเป็นสารควบคุม 
แสะสร้างกราพมาตรฐานในสภาวะเดียวกับการตรวจวิเคราะห์เบตา-เอคาดไซแทนแคสสัสตัว 
อย่าง

ภาพท่ี 25-28 แสดงรูปแบบขององค์ประกอบของสารท่ีตรวจพบทนแคลสัสท้ัง 3
ซนิด ทีวิเคราะห์ได้,ด้วยเทคนิค HPLC ญ.ช่างเวสาของการเจริญต่างๆ ผลปรากฎว่าแคสสัสแต่ 
สะขนิคจะสังเคราะห์เบตา-เอคาดาซนไต้ระดับแตกต่างกัน ที่แต่สะช่วงระยะเวลาของการ
เจริญของแคลสัส แคสสัสจากส่วนของตันแสะทบจะสัง เคราะห์เบตา-เอคไคาซนได้สงสุด ท่ี
ระยะ m id-log ทนขญะที่แคสสัสจากขนอีพิเดอร้มิสจะสังเคราะห์เซตา-เอคาดาซนได้สูงสุดท่ี 
ระยะ la te  log

เป็นท่ีน่าสนทจว ่า  ทนแคสสัสเพาะ เสียงบนอาหารแข็งน้ัน แคสสัสท่ีได้,จากส่วนของด้น 
จะมีการสังเคราะห์เบตา-เอคาดาซนได้,สูงท่ีสุค ประมาญ 0.014 กรัมเบอร์เซนค์น้ําหนักแห้ง 
ทนขญะท่ีแคลสัสจากข้นปิพิเดอร์มิสจะสังเคราะห์ได้,มากรองลงมา ( 0 .003 กรัมเปอร์เซนค์
นำหนักแห้ง) แสะแคสสัสจากขั้นส่วนของาบมีการสังเคราะห์เซตา-เอคาดาซนตาสุด ดือ
0.0025 กรัมเบอร์เซนค์นำหนักแห้ง

แคสสัสของด้นไข่เน่าท้ัง 3 ส่วน จะมีรูปแซบของการเจริญคล้ายคลึงกัน ดือเข้าสู่
ระยะการเจริญสูงสุดภายาน 6 สัปดาห์ แคลสัสจากส่วนของด้น จะมีการปรับตัวได้,เร็ว แสะ 
อัตราการ เ จริญตลอดจนความสามารกทนการ Iจริญสูงสุดมีค่าสูงท่ีสุค ทนขญะท่ีแคสสัสท่ีาด้จาก
ขั้นอีพิเดอร์มิสและขั้นส่วนของาบจะมีอัตราการเจริญแสะความสามารกานการเจริญสูงสุดตากว่า
ผาก
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10 20 min

8 weeks

ภ าพ ี 25 ลักพกfi! HPLC ใครมาใตแกรมของสารสกัดจากแคลลัสขนส่วนของทบ ท่ีระยะ
ต่างๆ กัน เบาะIส็้ยงบนอาหาร 1/2 MS ท่ีมี 2,4-D  1 ม ก./ส . และ BA 
2 ม ก ./ล . ท่ีอุณหภูมิ 25+2๐ซ ทนท่ีมีแสงความเข้ม 2 ,000 ลักซเป็นเวลา
16 «วใมงต่อวัน

20E
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8 weeks

ภาพา 26 สักษท» HPLC ใครมาาตแกรมของสารสกัดจากแคสสัสส่วนของต้น ท่ีระยะ
ต่างๆ กัน เพาะเลียงบนอาหาร 1/2 MS ท่ีมี 2 ,4-D  1 ม ก ./ล . แสะ BA 
2 ม ก./ส . ท่ีอุถเหภูมิ 25+2°ซ ในที่มิแสงความเข้ม 2 ,000 สักช์เป็นทสา
16 «วามงต่อวัน

20
E



ภา»พ่ี 27 สักษผะ HPLC ใครมาใตแกรมของสารสกัดจากแคลสัสชันอีพิเคอร์มสท่ีระยะ
ต่างๆ กัน เพาะเสียงบนอาหาร 1 /2  MS ท่ีมี 2 ,4-D  1 ม ก ./ส . แสะ BA 
2 ม ก ./ส . ท่ีอุผหภูมิ 25+2°ft ไนท่ีมีนสงความเข้ม 2 ,000 สักซ์เป็นเวสา 
16 ขั่วใมงต่อวัน



ภาพท่ี 28 แสดงบริมาแนบตา-เ อคไดไซน?)องแคลลัสท่ี เกดจากส่วนต่างๆ?)องต้นไ?)เน่า
ที่เจริญทนช่วงระยะต่างๆ กัน เพาะ เลียงบนอาหาร 1 /2  MS ท่ีมี 2 , 4-D 
1 ม ก ./ล . แสะ BA 2 มก./ล.ที่อณหภูม 25 + 2 ‘’ซ ไนท่ีมีนสงความเซ้ม
2 ,000  ลักซ์ เบ็นเวลา 16 ชั่วใมงต่อวัน
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3 .8  การศึกษาความ1สถียรชองแคลกัสไนการกัง เคราะm บตา-เอ ุคได‘โชน
'ในการศึกพาสารผลิตกัญ,ททุติยภูมิท่ีผลิตข้ันใดยแคลกัสท่ีเพทะIกียงนัแ อิทธิพกท่ีสำคัญ 

ประการพแงคือสภาพแคกคักเพาะ เสยงระยะดัน จะยังคงมีผกยองสาร in term ed iates ท่ีมี 
'ไนพี«ธรรมชาติ เช่น สอร์,ใมน ฯลฯ ท่ีมีส่วนไนการควบคุมวิถีการกัง เคราะVIชองแคลกัส ตลอด 
จนการแสคงออกชองยืน''ไนการกัง เคราะห์ใปรตีนบาง«นิดอีกด้วย ด้งน้ันไนการผลิตสารทุติยภูมิ 
น้ัน สิ่งที่น่าสนไจคีอการเบสี่ยนแบกงระคันชองการกังเคราะห์สารผลิตกัญท กับช่วงระยะเวลา 
ชองการเพาะ เกียงภายได้สภาวะมาตรฐาน

จากผลการทคลอง (ภาพท่ี 29) ทำการศึกษาไนแคลกัสจากส่วนของด้นที่เพาะเกียง 
ไนอาหาร 1/2 MS ท่ีมี 2,4-D  1 มก./ล.และ BA 2 ม ก ./ล . วิเคราะห์ปริมากทบตา-
เอคไดไซน ไนแคลลัสอายุ 4 สัปดาห์ที่เพาะเกียงไนอาหารเป็นเวลา 4, 8, 14, 22 และ 
26 เดือน พบว่าแคลลัสมีความเสถียรไนการกังเคราะห์เบตา-เอคไดาซน และมีแนวาน้มว่า 
เมอมีการเพาะเกียงเป็นเวลานานๆ แคลกัสมีการเปลี่ยนแปลงที่มีการกังเคราะห์เมตา-
เ อคาดาซนสง ข้ัน ท้ัง แอาจเ กดจากการ Iบล่ียนแปลงภายใน Iซลลด้วยคัวชองมันเ อง หรือ เ พราะ 
«นิดและปริมาญของสารควบคุมการเจริญเติบรตที่ไข้

3 .9  การศึกษาปัจจัยต่างๆที่มีผลกระทบต่อการเจริญ และการกังเคราะห์เปตา-เอคไดาซน 
ชองแคลกัสชองด้นไข่เน่า

ไนการทดลองนิจะศึกษาผลกระทบของปัจจัยต่างๆ เช่นสารควบคุมการเจริญ แหล่ง 
ด้นฅอคาร์บอน ไนาตรเจน สารตังด้นของการสังเคราะห์เบตา-เอคไตรซน ฯลฯ ท่ีมีต่อการ 
Iจริญแสะผลิต เ บดา- เ อคไดาซนชอง แคลกัสด้นไข่ เ น่า

ผลการทดลอง จะรายงานเป็นค่าเปรียบเทียบกับการเจริญและการผลิตเบตา-
เอคาดาซนของแคลกัสจากส่วนด้นท่ีเร่ิมด้นด้วยแคลกัสเท่ากัน (0 .0 5  กรัม) เมีอเพาะเกียง 
ไนสูตรอาหารมาตรฐานดือ 1/2 MS ที่เสริมด้วย 2,4-D  1 ม ก ./ล . และ BA 2 ม ก ./ล . 
ไนสภาวะมาตรฐานดือ อุญหภูมิ 25+2’ซ ในสภาพท่ีาห้แสงพลูออIรสเซนต์ ความเข้ม 2,000  
กักซ์ เป็นเวลา 16 «วามงต่อรัน าดยกำหนดา Vเต่าการเจริญเป็นนำหปักสูงสุตานกัปดาห์ท่ี 6-7  
(น้ําหนักสต 0 .4  กรัม น้ําหนักแห้ง 0.005 กรัม) เป็นค่า R e la tiv e  growth 100 
เบอร์เซนต์ เพราะฉะนัน
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ภาพท่ี 29 กราฬแท่งเปรียบเทียบบริมาฒารเบตา-เอคไคใซนชองแคลสัสที่เกิดจากส่วน
ชองต้นอายุ 4 สัปดาห์ ที่เพาะ เลี่ยงบนอาหาร 1/2 HS ท่ีมี 2,4-D  1 
ม ก ./ส . และ BA 2 ม ก ./ล . ท่ีฉุญหภูม่ 25+2°ไช ‘ไนท่ีมีแสงความIชม
2,000 ลักซ์เร น เวลา 16 ช่ัวามงต่อวัน เปลี่ยนอาหาร‘ใหม่ทุก 4 สับดาห์
เพาะ เลี่ยง เบนเวลานานต่างกัน
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R ela tiv e  growth(%) = wt. of c a l lu s  in sample X 100
wt. o f c a l lu s  in s td . media and con d itio n

และค่าผลผลิตของเปตา-เอคไดใซน(กรัมต่อนำหนักแห้ง) ที่ช่วงการเจริญระยะ
4 สับดาห้ (0 .012  กรัมเซอรํเซนตันำหนักแห้ง) เบนค่า R e la tiv e  ^ -ecdysone
production 100 %

R ela tiv e  = wt. o f p -ecdysorie in c a l lu s  sample X 100 
|fr-ecdysone(%) wt. o f 12-ecdysone in c a l lu s  a t s td . media and con d ition

3 .9 .1  แหล่งต้นตอคาร์บอน
ไนสูตรอาหารเพาะเสียงทั่วไป นิยมไซ้ซูาครสเป็นแหล่งต้นตอคาร์บอน

อย่างไรก็ตาม ผีรายงานว่าแคลลัสสามารถไซ้แหล่งต้นตอคาร์บอนชนิดอนเป็นแหล่งยองพลังงาน 
ไ ต ้

ไนการทตสองไซ้ ซูาครส กสูไคส แสะพรุคทตสเป็นแหล่งต้นตอคาร์บอน 
ใคยไชความเยมซ้น 30 กรัมต่อลิตร แล้วไซ้แคลสัสจากส่วนยองต้นท่ีผีอายุ 4 สับดาห์ ทำการ 
เพาะ เสียงไนสภาวะมาตรฐาน จากการทดสองติดตามการเจริญยองแคสสัสแสะการสังเคราะห ์
เบดา-เอคาดใซน ไนช่วงระยะ ทสา 4 แสะ 6 สัปดาห์

ผลการทดลอง(ภาพที่ 3 0 .ก และ31 .ก) จะเห็นได้ว่ากลุ่มตัวอย่างยอง
แคสสัสส่วนยองต้น ซ๋ึงไซ้เป็นตัวควบคุม คือเล็้ยงไนสภาวะที่ผีซูไครส 30 กรัมต่อลิตร ไน
อาหาร 1/2 MS ท่ีผี 2 ,4-D  1 ม ก ./ล . แสะ BA 2 ม ก ./ล . เพาะเลยงไนสภาวะ
มาตรฐาน จะผีการเจริญไต้ปกติ แสะผลิตเบตา-เอคไดใซนไต้(อ.012 กรัมเบอร์เซนต้นำหนัก 
แห้ง) ที่'ระยะการเจริญ 4 สัปดาห์เป็นค่าควบคุมท่ีสมมูสย์กับค่า R e la tiv e  ^ -ecdysone
100% ใดยกำหนดไห้ค่าการเจริญสงสุดยองแคลสัสไนสูตรอาหารแสะสภาวะตังกล่าวเป็น
R ela tiv e  growth 100%

ผสการทคลอง(ภาพ 3 0 .ย และ31 .ข) แสดงไห้เห็นว่ากสูใคสเป็นแหล่ง 
ต้นตอคาร์บอนท่ีไห้การ Iจริญท่ีดีกว่าทั้งอัตราการ เ จริญและความสามารกไนการ เจริญสูงสุด ไน
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«ท»ท่ีพรุคใตสจะ Iรนแหล่ง ต้นตอคาร์บอนที่ไห้ค่าการเจริญตํ่ากว่าชูาครสอย่างยัดเจน ค่าเฉลี่ย 
ชองผสผลิตIบตา-เอคไดใซน เมือเสียงทนอาหารที่มีฬรุคาดสความเข้มชันเท่ากับซาดรสจะสง 
กว่าช'ระมาณ 30 เบอร์เซนต์ แต่กลูาคสจะาห้ผลผลิตยองเบตา-เอดาดาซนตากว่าเมื่อมืชู'ใครส 
เท่ากันกึงเกือบ 70 เซอร์เซนต์

3 .9 .2  แหส่งด้นตอไนใตรเจน
เมือเพาะเสียงแคสสัสจากส่านยองต้น ทนสภาวะซกติยองสูตรมาตรฐาน

เหมือนกับชัอ 3 .9 .1  เทียบกับแคสสัสท่ีเพาะเสียงทนสภาวะซกติเช่นกัน แต่เพ่ิมปริมาเพยอง 
าปแตสเชียมานเตรทย็้นาปจากเติมอีก 1 แสะ 2 กรัมต่อลิตร ติดตามการเจริญแสะการผลิต 
ยองเบตา-เอคาดาซน ผสการทดสอง(ภาพท่ี 3 0 .ค แสะ31 .ค) จะเห็นว่าการเพิ่มที่ความ
เข้มชันยองาซแตสเชียมานเตรทสูงขนจากเติมอีก 2 กรัมต่อลิตร จะทำไห้แคสสัสส่วนยองด้น 
ของด้นาช่ เน่าเจริญได้ดีกว่า เมึ๋อเสั้ยงทนอาหารมาตรฐานปกติอย่างเห็นยัด ทนข?พะเดียวกัน 
การผลิตIบตา-เอคาคาซนที่เวลา 6 สัปดาห์ก็สูงกว่าอย่างยัดเจนอีกด้วย านยเพะท่ีความเข้มชัน 
ของาปแตสเชียมานเตรทสูงยึนกว่าสภาวะปกติ 1 กรัมต่อลิตร จะมืผสกสับกันคือสามารถ
ไซสดทังการเจริญแสะการผลิตเบดา-เอคาดาซน ซ๋ึงผลการทดลองค่อนข้างจะผิดปกติ ท่ีการมี 
าซแตสเชียมานเตรทสูงกสับทำทห้การเจริญลดสง ปกติแล้วเซลล์พืชไม่ว่าทนธรรมชาติหรือไน
สภาพเ พาะ I สียง ซริมาเพาซแตสIชียมไนI ตรทน่าจะมีผสานการกระตุ้นการ เ จริญมากกว่า 

(Tal แสะคเพะ,1982)

3 .9 .3  กรดอะมีานาธารชีน
เมึ๋อทำการ เ พาะ เ สียง แคลสัสส่วนของด้นไนอาหารสูตรมาตรฐานท่ีมี 2 , 4-D 

1 ม ก ./ส ., 4-D แสะ BA 2 ม ก ./ล . ที่สกาวะปกติของการเพาะเสียงเทียบกับแคสสัสที่เพาะ 
เสียงานภาวะเดียวกันแต่เสริมด้วยกรดอะมีานไธารชีน 1 .0  และ 2 .0  กรัมต่อลิตร ติดตาม 
การเจริญและการผลิตเบตา-เอคาดาซนทนเวลา 4 และ 6 สัปดาห์

ผลการทคลอง(ภาพท่ี 3 0 .ง และ31 .ง )  จะเห็นาด้ว่าาธารชีนตังแต่ 1 
กรัม/ลิตร มีผลยับย้ังการเจริญยองแคลสัสส่วนยองด้น'ไข่เน่าอย่างสมบูรเพ แต่เมื่อติดตามการ 
ผลิตเบตา-เอคาดาซน จะพบว่า ผลผลิตยองเบตา-เอคาดาซนเมื่อเทียบกันกลุ่มแคลสัสควบคุม 
ที่าม่าด้เสริมด้วยาธารชีนจะตากว่า อย่างาวก็ตาม-จะเห็นาตัว่า แคสสัสท่ีช่วงน้ิมีสีดำคล้าซ่ํงไม่



7 3

3 .9 .4  ไคเสฝีเตอรอสุ
มีรายงานว่า‘ไค เสสเตอรอสเรนสารตั้งต้น ท่ี*ใช้'ไนการสัง เคราะVIเบตา- 

เอคาดาชนในพืช ตังนัน 'ในการวิจัยนีจึงได้ทดสองเพาะเสียงแคลส้สส่าVit)องต้น*เนอาหาร
แสะสภาวะมาตรฐานตามช้อ 3 .9 .1  แล้วเสริมด้วยไคเสสเตอรอสความเข้มช้น 50 แสะ
100 ม ก ./ส . ติดตามการเจริญแสะการผสิตเซตา-เอคไดไชน

ผสการทดสอง (ภาทท่ี 3 0 .จ แสะ31 .จ) แสดงให้เห็นว่าไคเสสเตอรอส 
ท่ีความเข้มชนสูง 50 ม ก ./ส . จะมีผล’ไซยับยงตั้งการเจริญ?)องแคสสัสแสะการผสีตเขตา-
เอคไดใชน ยํ่งความเข้มข้นไคเสสเตอรอสสูงเร น  100 ม ก./ส . จะมีผสต่อการยับยังการ 
เ จริญแสะการผสีตเบตา-เอคาดใชนมากชน

3 .9 .5  กรดเมวาาสน่ก(DL-mevalonic a c id )
กรดเมวาไสใไคเบนสาร interm ediate ที่สำคัญในการสังเคราะห้

ไคเสสเตอรอสแสะใไวเคลียสชองสา'รสเตอรอยด์หสาย«นิด ด้งน่ันหากIรนาบได้ อาจIรนสาร 
เร่ํมต้นแสะกระด้นการสัง เคราะVIเบตา-เอคไดาชนได้

ในการทดสอง เทาะ เส้ียงแคสสัส'จากส่วนของต้น''ในอาหารมาตรฐาใเท่ีIสริม 
ด้วย DL-mevalonic acid  50 แสะ 100 ม ก./ส . แสะ เทาะ เสียงานสภาวะมาตรฐานตาม 
ชีอ 3 .9 .1  ผสการติดตามการเจริญแสะผสีฅเบตา-เอคาดาชน (ภาพท่ี 3 0 .ฉ แสะ31 .ฉ) 
แสดงให้เห็นว่า DL-mevalonic acid  จะมีผสานการยับยงการเจริญของแคสสัสต้น'ไข่เน่า 
ได้ บางสภาวะที่ความเข้มข้น 100 มก./สิตร จะเห็นความสามารกานการยับยั้งการเจริญ
เท่ํผข้ํนอีก ผสการทดลองยังแสดงให้เห็นอีกว่า DL-mevalonic acid  ที่ความเข้มข้นสูงกว่า 
50 มก./ลิตร จะยับยังการสังเคราะห์เบดา-เอคาดาชนเช่นกัน อย่างารก็ดาม ผลกระทบ 
ชอง DL-mevalonic acid  ต่อการเจริญแสะการผลิตIบตา-เอคาดาชนไม่รุนแรงเท่ากับ
ไคเสสเตอรอล

น่าจะมีชีวิตแส้ว การทดตองแจึงาม่าด้ต ิดตาม'ว่าIซ?)ส้ที่ไม่เจริญเป็นIชสส์ที่ยังมีชีวิตกย่ทรึอไน่

3 .9 .6  สติกมาสเดอรอสุและเบตา-ชิไดสเตอรอสุ
สาวสติกมาส I ตอรอสแสะ เ บตา-ชิาตสI ตอรอส I ปนสารานกลุ่มส เ คอรอยด้
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พบระดับสูงในพืชหลาย«นิดเช่น อ้อย ท่ัว i หลีอง URtมีใครงสร้างคอ้ายกันกับใคIRR Iตอรอล 
ดังนันอาจใช้เปนแหส่ง«องสาร เริ่มต้นในการสังIคราะห้Iบตา-เอคไคใชน หรือกสุ่มของ
เอคาดสเดอรอยดไต้

ในการทคสอง เพาะ เสียงแคสอ้สจากส่วน«องต้น ในอาหารแข็งมาตรฐาน 
แสะในสภาวะมาตรฐานตามช้อ 3 .9 .1  แสะเมึ๋อเสริมด้วยสติกมาสเตอรอสแสะเบตา-
ชิาตสเตอรอล (ในอัตราส่วน 50:50) 50 และ 100 ม ก ./ส . เปรียบเทียบการเจริญ
และการผลิต เ บตา-เ อคไดาชน

ผสการทดสอง(ภาพท่ี 3 0 .ช และ3 1 .ช) แสดงให้เห็นว่าสติกมาสเตอรอล 
แสะเปตา-ชิาตสเตอรอสที่ความเข้ม«น 100 ม ก ./ส . ไม่มีผสต่อการเจริญ«องแคสลัสแต่อย่าง 
ใด ในฃณะที่แคสลัสที่เพาะเลี้ยงในอาหารที่มีสติกมาสเตอรอลแสะเบตา- ชิาตสเตอรอล 50 
ผก. /ส . จะให้การ เจริญตากว่า Iกือบคร๋ึง อย่าง ไรก็ตามที่ความ I«มข้นสติทมาสIตอรอลและ 
เบตา- ชิาฅสเตอรอสสูง จะให้การผลิตเปตา-เอคไดาชนตากว่ากลุ่มควบคุมอย่างช้คเจน

3 .9 .7  จิปเบอเรริค แอชิค (G ib b e r e llic  a c id ) (GA3)
จิบเบอเรริค แอชิด (GA3) เป็นฮอร์ามนชึ๋งพบว่ามีส่วนร่วมในการเจริญ 

แสะการ เ บสี่ยนแปลงรูปร่างและลักษผะ«องเชลลพืชาดยทั่วาบ ดังกันจึง ไต้รับความสนใจท่ีจะ
ศึกพาผลกระ ทบ«อง ฮอร์ามนท่ี เ ท่ียวกับการ เ บล่ียนคผสมบัติ และ รบแบบ«อง เ นอเ ย๋ึอานพืชกับวิกี 
การผลิตเบตา-เอคไคาชน

ผลการทคลอง (ภาพท่ี 3 0 .ช และ3 1 .ช) พบว่าแคลอ้สจากส่วน«องต้นช๋ึง 
เพาะเลี้ยง ในอาหารมาตรฐานที่เสริมด้วย GA3 2 ม ก ./ล . จะไม่มีผลกระทบต่อการ
เจริญ«องแคลลัสแต่อย่างไรเมี๋อเทียบกับการเพาะเสียงานสภาวะ เดียวกันท่ีาม่มี GA3 แต่เมึ๋อ 
เพํ่ผดวามเข้มข้น«อง GA3 «นเป็น 10 ม ก ./ล . จะมีผลเสริมการเจริญ«องแคลสัสเล็กน้อย 
อย่างไรก็ตามความเข้มข้น«อง GA3 ทัง 2 ความเข้มข้นจะไปลดการผลิตเบตา-เอคไดาชนลง

3 .9 .8  2 .4  D ich lorophenoxyacetic a cid  (2 ,4-D )
เม๋ึอศึกพาผลกระทบ«อง 2,4-D  ต่อการเจริญแสะการผลิตเบตา-

เอคไดาชนทนแคลลัสที่เกิดจากตัน«องต้นไข่เน่า ในสูตรอาหาร 1/2 MS ท่ีกำหนดให้ BA คงท่ี 
2 ม ก ./ล . ในสภาวะ«องการเพาะเลี้ยงมาตรฐาน ผลปรากฎว่า (ภาพท่ี 30.01 และ31.01)
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2,4-D  ท่ีความเข้มชันต้ังแต่ 1 มก./โ). จะเริ่มยับยั้งการเจริญของแคลลัสจากส่านของต้น
แอะการยับยังเกือบจะสมบูรณ์ เมือความเขมขนของ 2,4-D  เพ๋ิมเป็น 4 แสะ 8 ม ก./ส . 
ผลการทดสองนีจะสอดคส้องกับการทดสองชักนำการเกืคแคสสัส แสะการศึกษาการเจริญของ
แคสส้สานภาษท่ี 7 อย่างไรก็ตาม 2,4-D  มืผสยับยั้งการผลิตเบตา-เอคไดใซนได้บ้างแต่ไม ่
เป็นการยับยั้งท่ีเป็นชัดมากยัก

3 .9 .9  Benzyladenine (BA)
เมอทำการศึกษาผลกระทบของ BA ต่อการเจริญและสังเคราะห์ เบตา 

-1อคไค!ซนของ แคลส้สส่วนของ ต้นของต้นไข่ I น่า เ ทาะ I ลียง ไดยกำหนดความ I ขมข้น 2,4-D  
คงท่ี 1 ม ก ./ล . านสภาวะมาตรฐานของการเทาะเสียงานสูตร 1/2 MS ผลการทดลอง(ภาท 
ท่ี 3 0 .ญ และ3 1 .ญ) จะเป็นว่าเมื่อลดความเข้มข้นลง BA เป็น 1 ม ก ./ล . แคลส้สจะเจริญ 
ได้ๆกล้เคียงกับกลุ่มควบคุมแต่เมือเทิ่มความเข้มข้น BA เป็น 4 ม ก ./ล . จะใบยับยังการ
เจริญของแคลส้สลงได้,อย่างชัดเจน ซ๋ึงผลการทดลอง สอดคลส้องกับผลการทดลองระยะที่เริ่ม 
ชักนำแคลส้สของส่วนของต้น (ภาทท่ี 7) ผลกระทบของ BA ต่างกันกับ 2 ,4-D  อย่างมาก 
การเบลี่ยนความเข้มข้นของ BA ให้มากหรือน้อยกว่ากลุ่มควบคุมจะผีผลาบยันยังการผลิตเบตา- 
เอคาด!ซนอย่างชัดเจน



ค. เสริมด้วย ใบแตสเชียมานเตรท 0, 1 และ 2 กรัม/ลิตร เพาะเลียง

ภาพท่ี 30 รบก่ายเปรียบเลียนลักm (ะแคสสัสล่านของด้แฃองด้น'ไย่เน่า ที่เพาะเลยงไน
อานารสูตร 1/2 MS ท่ีเสริมด้วย 2,4-D  1 ม ก ./ล . และ BA 2 ม ก ./ล . 
อายุ 4 สับดา11

ก. ‘โคยม ชูไครส 30 กรัม/ลิตร เซ็นแหล่งต้นตอคารัฆอน เพาะเลียงไน 
สภาวะมาตรฐาน

ช'. ไคย»ไ กสูาคส 30 กรัม/ลิตร หรือ บรุคาตส 30 กรัม/ลิตร เซ็นสารด้นตอ 
คาร์บอน เพาะ เลียงไนสภาาะมาตรฐาน

ไนสภาวะมาตรฐาน
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ง. เสริมด้วยกรดอะม'ิเนาธารชีน 0, 1 และ 2 กรัม/ลิตร เพาะเล ิยงาใ4
สกาวะมาตรฐาน

านสภาวะมาตรฐาน
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ฉ. เสรมดวย ด ีแอส-เมวาาลเนท 0, 50 และ 100 มิลสีกรัม/ลิตร 
เพาะ เสียงานสภาวะมาตรฐาน

ช. เสริมด้วย เซตา-ซิใตสเตอรอสแสะสดีกมาสเตอรอล 0, 50 แสะ 100 
มิลสีกรัม/สีดร เพาะ เสียงานสภาวะมาตรฐาน



7 9

ซ. เสริมด้วย จินเซอเรริค แอชิต 0, 2 และ 10 มิสลิกรัม/ลิตร
เพาะ เสยง'ในสภาวะมาตรฐาน

SI. เซาะเสยง'ในอาหารสตร 1/2 MS ที่เสริมด้วย 2,4-D  2 ,4 แสะ 8i ริม ก./ส . ทซ้ร่วมกับ BA 2 ม ก ./ส . เซาะเสียงานสภาวะมาตรฐาน
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ญ. เพาะ เลียงไนอาหารสูตร 1/2 MS 
ร่วมกับ BA 1 แอะ 4 ม ก ./ล .

ที่เสริมด้วย 2,4-D  1 มก./ส . 
เพาะ เสียงไนสภาวะมาตรฐาน

ไช้
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มาตรฐาน(ควบคุม]1/2 MS ที่เสริมด้าย 2,4-D  1 มก./ล.นสะ BA 2 ม ก ./ส .
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สภาวะมาตรฐาน

Re
la

ti
ve

 
/5

-e
cd

ys
on

e 
(%

) 
( □

)



8 2

160 

140 

1 2 ๐ 

100 

80 

60 

40 

20

O 2 4 • 6 8
Culture periods (weeks)
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ค .  เสร ิ » คว ย ■ โงแฅสเชียมไนเตรท 1 และ 2 กร ัม/ล ิตร เ ท า ะ เ ล ีย ง
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จ. เสริมด้วย ใคเสสเตอรปิส 50 และ 100 มิลลิกรัม/ลิตร 
I Vทะเลียงไนสภาวะมาตรฐาน
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ช. เสริมด้วย จข เขอเรร ิค  แอชิด 2 แสะ 10 มิสสิกรัม/สิตร
ท'ทะ เส็้ยงานสภาวะมาตรฐาน
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Culture periods (weeks)

01. I พาะเสิยงทนอาหารสูตร 1 /2  MS ที่เสริมด้วย 2 , 4-D 2 ,4  แสะ 8
ม ก ./ส . าช้ร่วมกับ BA 2 ม ก ./ส . เพาะเลียงานสภาวะมาตรฐาน
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BA 1 'และ 4 ม ก ./ล . เพาะ เสยงานสภาวะมาครฐาน
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