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บทคัดยอ 

ในการผลิตออยเพื่อใหไดปริมาณและคุณภาพสูง ตองใชทอนพันธุออยท่ีมีคุณภาพสูงทั้งดานความงอก ความแข็งแรง และ
ปลอดโรค รวมท้ังสามารถปรับตัวใหทนตอสภาวะแลงได ในการทดลองคร้ังนี้ มีวัตถุประสงคเพื่อศึกษาการชักนำใหเกิดยอดและ
รากของแคลลัสออยเม่ือเพาะเลี้ยงบนอาหารสังเคราะหที่เติมสารควบคุมการเจริญเติบโตที่แตกตางกันและประเมินความทนทานตอ
ภาวะแลงในการชักนำใหเกิดแคลลัสของออย โดยนําปลายยอดออยขนาดประมาณ 0.5-1 มิลลิเมตรของออย 2 พันธุ คือ พันธุ
ขอนแกน 3 และพันธุสุพรรณบุรี 50 มาเพาะเลี้ยงในอาหารสูตร MS ที่เติม 2,4-D 3 มิลลิกรัมตอลิตร รวมกับ kinetin 0.5 
มิลลิกรัมตอลิตร เพื่อชักนำใหเกิดแคลลัส เพาะเลี้ยงเปนเวลา 4 สัปดาห ในหองท่ีควบคุมอุณหภูมิ 25±2 องศาเซลเซียส ความเขม
แสง 2,000 ลักซ ใหแสงสวางเปนเวลา 16 ชั่วโมงตอวัน พบวา สามารถชักนำใหเกิดแคลลัสไดในออยท้ั ง 2 พันธุ โดยแคลลัสที่
เกิดขึ้นมีสีขาวนวลและแคลลัสที่ไดเกาะกันหลวม ๆ (friable callus) จากนั้นคัดเลือกลักษณะแคลลัสที่ไดมาเพาะเลี้ยงบนอาหาร
สูตร MS ที่เติม 2,4-D 3 มิลลิกรัมตอลิตร รวมกับ kinetin 0.5 มิลลิกรัมตอลิตร รวมกับ PEG 6,000 ที่ระดับความเขมขน 0, 5, 
10, 15 และ 20 % จะเห็นไดวาแคลลัสของออยทั้งสองพันธุที่เพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร MS ที่เติม 2,4-D 3 มิลลิกรัมตอลิตร 
รวมกับ kinetin 0.5 มิลลิกรัมตอลิตร ที่ไมมีการเติม PEG แคลลัสท่ีไดมีน้ำหนักสดและขนาดเสนผานศูนยกลางมากท่ีสุด และจะ
เห็นไดวาน้ำหนักสดและขนาดเสนผานศูนยกลางของแคลลัสลดลงเมื่อไดรับ PEG ในระดับความเขมขนที่มากข้ึน หลังจากนั้น
วิเคราะหปริมาณโพรลีน และแอคติวิตีของเอนไซม CAT APX SOD พบวา ทุกระดับความเขมขนของ PEG ที่ใหมีผลตอการสะสม
โพรลีน และมีแอคติวิตีของเอนไซม CAT APX และ SOD เพ่ิมมากข้ึน โดยออยพันธุขอนแกน 3 มีปริมาณโพรลีน และแอควิตีของ
เอนไซม CAT APX และ SOD มากกวาออยพันธุสุพรรณบุรี 50 ซึ่งเทคนิคนี้สามารถนำไปใชในการคัดเลือกออยที่ทนตอสภาวะแลง
ไดในอนาคต 

คำสำคัญ: ออย สภาวะแลง โพรลีน 
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Abstract 

In the production of sugarcane to obtain high quantity and quality may be used high quality 

sugarcane cutting in terms of germination, vigor and disease free, as well as adaptation to tolerate drought 

stress. The objective of this experiment was to study the induction of shoots and roots of sugar cane callus 

when cultured on a synthetic medium with different plant growth regulators and to assess drought tolerance 

in the cultivation of sugar cane callus. The experiment launched by using shoot tip of the sugar cane 

approximately 0.5-1 mm in size, of two cultivars sugarcane i.e. Khon Kaen 3 cultivars and Suphanburi 50 

cultivars that they were cultured on MS media containing 3 mg/l 2, 4-D and 0.5 mg/l kinetin for callus 

induction at 25°C and light intensity 2000 lux, 16 hours of light per day. For 4 weeks, it was found that callus 

can be induced in both cultivars which obtained a white color and friable callus. Then, callus was cultured on 

MS media containing 3 mg/l 2,4-D 3 mg/l and 0.5 mg/l kinetin together with PEG 6000 at the concentration 0, 

5, 10, 15 and 20 % for 4 weeks. From the result, it showed that callus of both sugarcane cultivars that they 

cultured on MS medium containing 3 mg/l 2, 4-D and 0.5 mg/l kinetin without PEG, obtained the highest fresh 

weight and callus diameter. On the other hand, the fresh weight and callus diameter decreased when 

receiving PEG 6000 at higher concentrations. The analysis of the amount of proline and activity of the CAT 

APX SOD enzyme showed that all concentrations of PEG resulted in the accumulation of proline and the 

activity of the CAT APX and SOD enzymes. Khon Kaen 3 cultivars had the proline content and activity of the 

enzyme CAT APX and SOD more than Suphanburi 50 cultivars. From the results, this technique can be 

applied to select sugarcane cultivars that was resistant to drought stress. 

Keywords: sugarcane, drought stress, proline  

1. บทนำ
ออย เปนพืชเศรษฐกิจที่มีความสำคัญในหลาย ๆ ประเทศ โดยเฉพาะประเทศในทวีปเอเชียอาจถือเปนแหลงปลูกออย

แหลงใหญที่สุดของโลก โดยสามารถผลิตออยไดประมาณ 44 เปอรเซ็นตของผลผลิตออยทั่วโลก (ประเสริฐ ฉัตรวชิรวงษ , 2542) 
สำหรับประเทศไทยจัดเปนประเทศผูสงออกน้ำตาลรายใหญซึ่งติด 1 ใน 5 ของโลก โดยสามารถผลิตน้ำตาลไดปละ 4.0-5.5 ลาน
ตัน และใชบริโภคภายในประเทศประมาณ 1.7 ลานตัน สวนที่เหลือจะสงไปขายยังตางประเทศและนำรายไดเขาสูประเทศปละไม
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นอยกวา 30,000 ลานบาท (พีระศักด์ิ ศรีนิเวศน, 2541) นอกจากนี้ในป พ.ศ. 2552 มีรายงานการสงออกสินคาท่ีเกี่ยวของกับ
อุตสาหกรรมออยและน้ำตาลทรายรวมทั้งส้ิน 5 ,052,570 ตัน ซึ่งคิดเปนมูลคาการสงออกประมาณ 61,586 ลานบาท (สำนักงาน
เศรษฐกิจการเกษตร, 2552)  อยางไรก็ตามเกษตรกรผูปลูกออยมักประสบกับปญหาการระบาดของโรคแมลงศัตรูในแปลงปลูก 
ความแปรปรวนของสภาพแวดลอม เชน ความแหงแลงของอากาศ ความแปรปรวนของฝน และการใชสารเคมีในดิน เปนตน ทำให
ความอุดมสมบูรณของดินเส่ือมลงอยางรวดเร็ว จากขอมูลพบวาในพื้นที่ปลูกออยในเขตน้ำฝนทั่วประเทศ จะมีผลผลิตเฉลี่ย
ประมาณ 10 ตันตอไร บางครั้งผลผลิตที่ไดไมแนนอนเนื่องจากฝนแลงทำใหกระทบตอผลผลิตและรายไดของเกษตรกร หากมีการ
พัฒนาปรับปรุงพันธุออยใหทนตอสภาพแวดลอมที่ไมเหมาะสมโดยเฉพาะลักษณะทนแลง จะชวยเพ่ิมผลผลิตและมูลคาตอไรสูงขึ้น 
ทางเลือกหนึ่งในการแกปญหาที่มีศักยภาพและเปนไปได คือ การนำเทคโนโลยีการเพาะเลี้ยงเน้ือเยื่อมาใชในการคัดเลือกออยทน
แลง  (รงรอง หอมนวล และคณะ, 2553) ซึ่งการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพืชถือเปนเปนอีกวิธีการหน่ึงท่ีสามารถใชในการขยายพันธุพืชให
มีศักยภาพสูงได เนื่องจากสามารถขยายพันธุพืชเพื่อผลิตตนพันธุไดเปนจำนวนมากในระยะเวลาอันรวดเร็ว สามารถผลิตตนพันธุที่
ปลอดโรค และไดตนที่มีลักษณะคงเดิมทุกประการ สามารถนำวิธีการนี้ไปเพาะขยายพันธุและเพิ่มปริมาณประชากรของตนพื ชที่
ตองการได (อุดม นวพานิช, 2549) โดยการวิจัยนี้มีวัตถุประสงคเพื่อศึกษาเทคนิคการคัดเลือกลักษณะทนแลงของแคลลัสออยโดย
การใชสารโพลีเอ็ททีลีนไกลคอล (polyethylene glycol)  ในความเขมขนตาง ๆ ที่ทำใหเกิดสภาวะขาดน้ําในอาหารเพาะเลี้ยง
แคลลัสออย และคัดเลือกแคลลัสออยที่สามารถรอดชีวิตหรือมีแนวโนมทนตอสภาวะขาดน้ำ และนำมาทดสอบหาความสัมพันธกับ
ความสามารถของกลไกการปองกันตัว (defense mechanism) ของพืชจากอันตรายท่ีเกิดจากภาวะแลง โดยศึกษาจากกิจกรรม
ของเอนไซม superoxide dismutase (SOD) , catalase (CAT) และ ascorbate peroxidase (APX) รวมถึงปริมาณของโพรลีน 
(proline) และโปรตีน (protein)  ซึ่งเทคนิคที่ไดจะใชเปนแนวทางในการคัดเลือกลักษณะพันธุออยท่ีทนตอสภาวะขาดน้ําไดใน
เบื้องตนและสามารถนำไปใชเปนขอมูลพื้นฐานในการปรับปรุงพันธุออยใหสามารถในการทนภาวะเครียดที่เกิดข้ึนเนื่องมาจากภาวะ
แลง และนำไปประยุกตใชเพื่อการพัฒนาสายพันธุออยและเพิ่มมูลคาในเชิงเกษตรกรรมและในเชิงเศรษฐกิจ เพื่อใหไดพันธุที่ทนตอ
สภาวะขาดน้ำ (หรือทนแลง) ได  

2. วธิีดำเนินการวิจัย
2.1 การเพาะเลี้ยงปลายยอดออยเพ่ือชักนำใหเกิดแคลลัส 
สายพันธุออยที่ใชในการศึกษาไดแกพันธุขอนแกน (KK3) และสุพรรณบุรี 50 ซึ่งเปนพันธุที่มีการสงเสริมใหเพาะปลูก 

(สำนักงานคณะกรรมการออยและน้ำตาลทราย, 2556) โดยนำปลายยอดออยมาฟอกฆาเชื้อที่ผิวโดยใชคลอรอกซ 10 เปอรเซ็นต 
และ 5 เปอรเซ็นต ที่เติมยาจับใบ (tween 20) 1-2 หยด แชนานประมาณ 10 นาที และ 5 นาที ตามลำดับ จากนั้นลางคลอรอกซ
ออกดวยน้ำกลั่นที่ฆาเช้ือแลว 2 ครั้ง นำสวนนี้มาลอกกาบใบออกจนถึงปลายยอด เพื่อตัดปลายยอดใหมีขนาดประมาณ 0.5 -1 
มิลลิเมตร นำปลายยอดมาเพาะเลี้ยงในสูตรอาหาร MS ที่เติม 2,4-D 3 มก./ล รวมกับ kinetin 0.5 มิลลิกรัมตอลิตร (ดัดแปลงจาก 
Rao and Jabeen, 2013) เพื่อชักนำใหเกิดแคลลัส สังเกตการเจริญเติบโตเปนเวลา 4 สัปดาห เพาะเลี้ยงในหองที่ควบคุมอุณภูมิ 
25±2 องศาเซลเซียส ความเขมแสง 2,000 ลักซ ใหแสงสวางเปนเวลา 16 ชั่วโมงตอวัน   

2.2 การคัดเลือกแคลลัสออยพันธุตางๆ ในอาหารที่เติม PEG  
นำแคลลัสน้ำหนักประมาณ 250±10 กรัม ที่ไดมาเพาะเล้ียงบนอาหารสูตร MS ที่เติม 2,4-D 3 มิลลิกรัมตอลิตร รวมกับ 

kinetin 0.5 มิลลิกรัมตอลิตร  ที่เติม PEG 6,000 ในระดับความเขมขนที่แตกตางกันคือ 0,5 , 10, 15, 20 และ 25 เปอรเซ็นต  
เพาะเล้ียงเปนเวลา 4 สัปดาห  หลังจากนั้นยายแคลลัสลงในอาหารเดิม จำนวน 2 ครั้ง  ทุก ๆ 4 สัปดาห บันทึกลักษณะการเจริญ
ของแคลลัสที่มีความทนตอสภาวะขาดน้ำตามวงรอบท่ีเพาะเลี้ยง (culture cycle) โดยบันทึกลักษณะแคลลัสที่เปล่ียนแปลงไป 
สังเกตการตายของแคลลัส เพาะเล้ียงในหองที่ควบคุมอุณภูมิ 25±2 องศาเซลเซียส  ความเขมแสง 2 ,000 ลักซ ใหแสงสวางเปน
เวลา 16 ชั่วโมงตอวัน แคลลัสที่มีความทนตอสภาพขาดน้ำจะถูกพิจารณาใหเปนแคลลัสสายพันธุออยที่ทนตอ PEG ที่ให และจะ
นำไปชักนำใหเกิดยอดและรากตอไป   

2.3 การศึกษาลักษณะทางชีวเคมีของแคลลัสออยพันธุตาง ๆ ในอาหารที่เติม PEG 
2.3.1) การวิเคราะหปริมาณโพรลีนในแคลลัสออย 
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            ในการวัดปริมาณโพรลีน (หนวยเปนไมโครกรัม/กรัมน้ำหนักสด) วิเคราะหตามวิธีการของ Bates et al., (1973) โดย 
เตรียมสารละลายโพรลีนมาตรฐานเขมขน 0, 3.75, 7.5, 15 และ 30 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร จากสารละลายโพรลีนมาตรฐาน  
6 มิลลิกรัม/ลิตร โดยเจือจางดวย 3เปอรเซ็นต sulfosalicylic acid แลวนำสารละลายโพรลีนมาตรฐาน 1 มิลลิลิตร ใสลงในหลอด
ทดลองและทำการทดลองเหมือนสารละลายตัวอยางพืช จากน้ันชั่งตัวอยางแคลลัส ประมาณ 500 มิลลิกรัม บดกับ 3 เปอรเซ็นต 
sulfosalicylic acid ปริมาตร 2.5 มิลลิลิตร และนำไปปนเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 1,000 g เปนเวลา 10 นาที นำสารละลายสวนใส
ที่กรองได 1 มิลลิลิตร ใสในหลอดทดลองเติม acid-ninhydrin ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร และ glacial acetic acid ปริมาตร 0.5 
มิลลิลิตร เขยาสารละลายใหเขากันแลวนำไปใหความรอนที่อุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 ชั่วโมง และสิ้นสุดปฏิกิริยาที่
อางน้ำแข็ง นำ reaction mixture ที่ไดเติม toluene ปริมาตร 4 มิลลิลิตร เขยาประมาณ 15-20 วินาที สารละลายจะเกิดการ
แยกตัวออกจากกันเปนชั้นบนและชั้นลาง ดูดสารละลายสวนบนออกจากหลอดทดลอง แลวนำไปวัดคาการดูดกลืนแสงดวย uv-vis 
spectrophotometer ที่ความยาวคลื่น 520 นาโนเมตร โดยมี toluene เปน blank แลวนำไปคำนวณหาปริมาณโพรลีนใน
สารละลายตัวอยางพืช โดยใชวิธีเปรียบเทียบกับกราฟมาตรฐานโพรลีน 
          2.3.2) การวิเคราะหกิจกรรมของเอนไซม catalase (CAT), ascorbate peroxidase (APX), superoxide 
dismutase (SOD) และโปรตีน 
         นำแคลลัสของออยมาวิเคราะหกิจกรรมของเอนไซม CAT, APX, SOD และโปรตีน โดยดัดแปลงจาก Sunohara and 
Matsumoto (2004) โดยสกัดเอนไซม (enzyme extraction) ภายใตอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส โดยนำตัวอยางแคลลัสออยหนัก 
1 กรัม ใสในโกรงบดแชเย็นที่มีไนโตรเจนเหลว แลวเติมสารละลายสกัด (extraction solution) ปริมาตร 10 มิลลิลิตร ซึ่ง
สารละลายสกัดประกอบดวย 25 mM potassiumphosphate buffer (pH 7.8), 0.4 mM EDTA, 1 mM ascorbic acid และ 2
เปอรเซ็นต PVPP เมื่อบดเขากันดีแลวนำไปเหว่ียงตกตะกอนท่ีความเร็ว 15,000 x g ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 20 
นาที แลวนำสวนของเหลวใส (supernatant) มากรองดวยกระดาษกรอง Whatman No. 1 นำสวนของเหลวใสที่ผานการกรองซ่ึง
เปน crude enzyme ไปใชในขั้นตอนการวิเคราะหกิจกรรมของเอนไซม CAT, APX และ SOD โดยตรวจสอบการทำงานของ
กิจกรรมเอนไซม CAT ตามวิธีของ Beers and Sizer (1951) โดยที่สารละลายสารต้ังตนมีปริมาตร 1 มิลลิลิตร ประกอบดวย 50 
mM potassium phosphate buffer (pH 7.0 ใน 100 mM H2O2) ปริมาตร 0.90 มิลลิลิตร และสารสกัดเอนไซม 0.05 มิลลิลิตร 
วัดอัตราการลดลงของ H2O2 ที่ความยาวคล่ืน 240 นาโนเมตร โดยที่ 1 ยูนิตของเอนไซม CAT คือ การลดลงของ H2O2 1 ไมโคร
โมลตอนาที สำหรับการตรวจสอบการทำงานของกิจกรรมเอนไซม APX ตามวิธีของ Nakano and Asada (1981) โดยที่
สารละลายสารตั้งตนมีปริมาตร 50 มิลลิลิตร ประกอบดวย 50 mM sodium phosphate buffer (pH 7.0) ปริมาตร 48.6 
มิลลิลิตร, 100 mM EDTA ปริมาตร 0.4 มิลลิลิตร, 11.6 mM H2O2 ปริมาตร 0.75 มิลลิลิตร, 100 mM ascorbic acid ปริมาตร 
0.25 มิลลิลิตร) เติม substrate solution 200 ไมโครลิตร วัดดวย microplate reader ที่ความยาวคล่ืน 290 นาโนเมตร โดยที่ 1 
ยูนิตของเอนไซม คือ 1 ไมโครโมล การเกิดออกซิเดชั่นของกรดแอสคอรบิก (ascorbate oxidation) ตอนาที สวนการวิเคราะห
กิจกรรมของเอนไซม SOD (SOD activity assay) โดยตรวจสอบการทำงานของกิจกรรมเอนไซม SOD ตามวิธีของ Foster and 
Hess (1980) โดยท่ีสารละลายสารต้ังตนมีปริมาตร 1 มิลลิลิตร ประกอบดวย 216 mM potassium phosphate buffer (pH 
7.8) ปริมาตร 0.25 มิลลิลิตร, 1.1 mM cytochrome c จาก equine heart ปริมาตร 0.01 มิลลิลิตร, 0.108 mM xanthine, 
0.3125 unit/มิลลิลิตร of xanthine oxidase ปริมาตร 0.05 มิลลิลิตร, น้ำกลั่น ปริมาตร 0.68 มิลลิลิตร และสารสกัดเอนไซม 
0.005 มิลลิลิตร วัดอัตราการลดลงของ cytochrome c ที่ความยาวคล่ืน 550 นาโนเมตร โดยที่ 1 ยูนิตของเอนไซม  SOD ถูก
ยับย้ังโดย 50เปอรเซ็นต ที่ควบคุมอัตราการสรางโดยเอนไซม xanthine oxidase ในการลดลงของ cytochrome c ที่ 25 องศา
เซลเซียล 
             2.3.4) วิธีการประเมินผล/สังเคราะหขอมูล 
             นำขอมูลที่ไดจากการทดลองมาวิเคราะหผลทางสถิติ โดยการวิเคราะหความแปรปรวนแบบสองปจจัย (two-way 
analysis of variance) โดยปจจัยที่ 1 คือ พันธุออย และปจจัยที่ 2 คือ ระดับความเขมขนของ PEG ที่แตกตางกัน และทดสอบ
ความแตกตางคาเฉลี่ยของพารามิเตอรตาง ๆ โดยใช Duncan’s multiple range test (DMRT) โดยใชโปรแกรมสำเรจ็รูป SPSS  
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3. ผลการวิจัยและอภิปรายผล  
    3.1 การเพาะเล้ียงปลายยอดออยเพื่อชักนำใหเกิดแคลลัส 
         จากการนำปลายยอดออนที่มีใบมวน ขนาดความยาวประมาณ 0.5-1 มิลลิเมตร ของออยพันธุขอนแกน 3 และสุพรรณบุรี 
50 มาเพาะเลี้ยงบนสูตรอาหาร MS ที่เติม 2,4-D 3  มิลลิกรัมตอลิตร  รวมกับ kinetin 0.5 มิลลิกรัมตอลิตร  เปนเวลา 4 สัปดาห 
เพื่อชักนำใหเกิดแคลลัส ของออยทั้ง 2 พันธุ ปรากฏวามีแคลลัสสีขาวนวลเกิดขึ้น และมีการเกาะกันหลวม (friable callus) (ตาม
ภาพที่ 1)  
 

                      

    ภาพที่ 1 การชักนำใหเกิดแคลลัสจากการเพาะเล้ียงปลายยอดท่ีมีใบมวนของออยท้ัง 2 พันธุ บนอาหารสูตร MS ที่เติม  
                2,4-D 3 มิลลิกรัมตอลิตร รวมกับ kinetin 0.5 มิลลิกรัมตอลิตร เปนเวลา 4 สัปดาห  
                ก) พันธุสุพรรณบุรี 50   ข) พันธุขอนแกน 3  
     
3.2 น้ำหนักสดและขนาดเสนผานศูนยกลางของแคลลัส 
         จากการทดลองพบวา เมื่อเพาะเลี้ยงแคลลัสออยพันธุขอนแกน 3 บนอาหารสูตรที่ไมเติม PEG แคลลัสมีน้ำหนักสดมาก
ที่สุดเทากับ 0.3650 ±0.0327 มิลลิกรัม แตไมมีความแตกตางทางสถิติกับแคลลัสท่ีเพาะเล้ียงบนอาหารสูตร MS ที่เติม 2,4-D 3 

มิลลิกรัมตอลิตร รวมกับ kinetin 0.5 มิลลิกรัมตอลิตร และเติม PEG 6,000 5เปอรเซ็นต (0.2820  0.1273 มิลลิกรัม) แตมี
ความแตกตางอยางมีนัยสำคัญทางสถิติกับชุดการทดลองอ่ืน ๆ (ตารางที่ 1) สวนออยพันธุสุพรรณบุรี 50 พบวาเม่ือเพาะเลี้ยง
แคลลัสบนอาหารหารสูตรที่ไมเติม PEG มีน้ำหนักสดของแคลลัสมากท่ีสุดเทากับ 0.2670  0.1161 มิลลิกรัม แตไมมีความ
แตกตางทางสถิติกับแคลลัสที่เพาะเล้ียงบนอาหารสูตร MS ที่เติม 2,4-D 3 มิลลิกรัมตอลิตร รวมกับ kinetin 0.5 มิลลิกรัมตอลิตร 
และเติม PEG 6000 5เปอรเซ็นต (0.2150  0.1898 มิลลิกรัม) แตมีความแตกตางอยางมีนัยสำคัญทางสถิติกับชุดการทดลอง
อื่นๆ (ตารางที่ 1) เมื่อเปรียบเทียบระหวางพันธุจะเห็นไดวา แคลลัสของออยพันธุขอนแกน 3 ที่เพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร MS ที่เติม 
2,4-D 3 มิลลิกรัมตอลิตร รวมกับ kinetin 0.5 มิลลิกรัมตอลิตร และเติม PEG 6,000 ในทุกระดับความเขมขน มีน้ำหนักสดของ
แคลลัสมากกวาแคลลัสของออยพันธุสุพรรณบุรี 50 (ตารางที่ 1)  
        สำหรับขนาดเสนผานศูนยกลางของแคลลัส ในออยพันธุขอนแกน 3 พบวาเมื่อเพาะเลี้ยงแคลลัสบนอาหารสูตรที่ไมเติม PEG 

แคลลัสมีขนาดเสนผานศูนยกลางมากที่สุดเทากับ 2.8  1.647 เซนติเมตร และมีความแตกตางอยางมีนัยสำคัญทางสถิติกับชุด
การทดลองอ่ืน ๆ (ตารางที่ 1) สวนออยพันธุสุพรรณบุรี 50 เมื่อเพาะเล้ียงแคลลัสบนอาหารหารสูตรท่ีไมเติม PEG แคลลัสมีขนาด
เสนผานศูนยกลางมากท่ีสุดเทากับ 2.0 3.091 เซนติเมตร และมีความแตกตางอยางมีนัยสำคัญทางสถิติกับชุดการทดลองอ่ืน ๆ 
(ตารางท่ี 1) เมื่อเปรียบเทียบระหวางพันธุจะเห็นไดวา แคลลัสของออยพันธุขอนแกน 3 ที่เพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร MS ที่เติม  
2,4-D 3 มิลลิกรัมตอลิตร รวมกับ kinetin 0.5 มิลลิกรัมตอลิตร และเติม PEG 6,000 ในทุกระดับความเขมขน แคลลัสมีขนาดเสน
ผานศูนยกลางมากกวาแคลลัสของออยพันธุสุพรรณบุรี 50 (ตารางที่ 1)  
 
 

 
 
 

(ก) (ข) 
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ตารางท่ี 1  น้ำหนักสดและขนาดเสนผานศูนยกลางของแคลลัสออยทั้ง 2 พันธุ ที่เพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร MS ที่เติม 2,4-D  
               3 มิลลิกรัมตอลิตร และ kinetin 0.5 มิลลิกรัมตอลิตร รวมกับ PEG ในระดับความเขมขนที่แตกตางกันเปนเวลา 
               4 สัปดาห  

พันธุ PEG น้ำหนักสดของ callus (มิลลิกรัม) ขนาดเสนผานศูนยกลางของแคลลัส 
(เซนติเมตร)  

ขอนแกน 3 0  0.3650  0.0327aA 2.8  1.647aA

5 0.2820  0.1273aB 2.0  1.841bB

10 0.1900  0.0865bCD 1.8 0.699bcBC

15 0.1780  0.2794cD 1.6 0.919cC

20 0.1720  0.0940cD 1.2 1.350dD

สุพรรณบุรี 50 0  0.2670  0.1161aB 2.0 3.091aB

5 0.2150  0.1898abC 1.6 3.155bC

10 0.1670  0.3013bD    1.4 0.422bcCD

15 0.1550  0.1777bcD 1.2 1.075cD

20 0.1420  0.649bcD 1.0 2.199cE

หมายเหตุ – ตัวอักษรภาษาอังกฤษพิมพเล็กทีต่างกันในสดมภเดียวกัน (ในออยพันธุเดียวกัน) แสดงวามีความแตกตางกันทางสถิติที่ระดับ p < 0.05 
               และตัวอักษรภาษาอังกฤษพิมพใหญที่ตางกันในสดมภเดียวกัน (ในออยระหวางพันธุ) แสดงวามีความแตกตางกันทางสถิติที่ระดับ p < 0.05 

 ภาพที่ 2 ลักษณะของแคลลัสออยพันธุสุพรรณบุรี 50 ที่เพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร MS ที่เติม 2,4-D 3 มิลลิกรัมตอลิตร 
             และ kinetin 0.5 มิลลิกรัมตอลิตร รวมกับ PEG ในระดับความเขมขนที่แตกตางกันเปนเวลา 4 สัปดาห 

ภาพที่ 3 ลักษณะของแคลลัสออยพันธุสุพรรณบุรี 50 ที่เพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร MS ที่เติม 2,4-D 3 มิลลิกรัมตอลิตร 
           และ kinetin 0.5 มิลลิกรัมตอลิตร รวมกับ PEG ในระดับความเขมขนที่แตกตางกันเปนเวลา 4 สัปดาห 

PEG 20

PEG 20control PEG 5 PEG 10 PEG 15

control PEG 5 PEG 10 PEG 15
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3.3 การศึกษาลักษณะทางชีวเคมีของแคลลัสออยพันธุตาง ๆ ในอาหารที่เติม PEG 
       3.3.1 การวิเคราะหปริมาณโพรลีนในแคลลัสออย 

เม่ือเพาะเลี้ยงแคลลัสของออยทั้งสองพันธุบนอาหารสูตร MS ที่เติม 2,4-D 3 มิลลิกรัมตอลิตร รวมกับ kinetin 0.5 
มิลลิกรัมตอลิตร และเติม PEG ในระดับความเขมขนท่ีแตกตางกันเปนเวลา 4 สัปดาห  พบวาทุกระดับความเขมขนของ PEG มีผล
ตอการสะสมโพรลีนในแคลลัสของออยทั้ง 2 พันธุ โดยการสะสมโพรลีนในแคลลัสออยที่ไดรับ PEG แตละระดับความเขมขนมี
แนวโนมเพ่ิมขึ้นเมื่อเทียบกับชุดควบคุม โดยในออยพันธุขอนแกน 3 เม่ือเพาะเลี้ยงแคลลัสบนอาหารสูตร MS ที่เติม 2,4-D 3 
มิลลิกรัมตอลิตร รวมกับ kinetin 0.5 มิลลิกรัมตอลิตร และเติม PEG 6,000 ที่ระดับความเขมขน 20 เปอรเซ็นต แคลลัสที่
เพาะเลี้ยงมีปริมาณโพรลีนมากท่ีสุดเทากับ 9.0837±0.07005 ไมโครกรัม/น้ำหนักสด และมีความแตกตางอยางมีนัยสำคัญทางสถิติ
กับแคลลัสที่เพาะเลี้ยงบนอาหารสูตรอ่ืน ๆ ในออยพันธุสุพรรณบุรี 50 พบวา แคลลัสท่ีเพาะเลี้ยงบนอาหารที่ไดรับ PEG ในระดับ
ความเขมขนสูง จะมีปริมาณโพรลีนในแคลลัสมากข้ึนตามระดับความเขมขนของ PEG โดยจะเห็นไดวาท่ีระดับความเขมขนของ 
PEG 20 เปอรเซ็นต แคลลัสที่เพาะเลี้ยงมีปริมาณโพรลีนมากท่ีสุดเทากับ6.7862±0.1004 ไมโครกรัม/น้ำหนักสด แตไมมีความ
แตกตางทางสถิติกับแคลลัสที่เพาะเล้ียงบนอาหารสูตร MS ที่เติม 2,4-D 3 มิลลิกรัมตอลิตร รวมกับ kinetin 0.5 มิลลิกรัมตอลิตร 
และเติม PEG 15 เปอรเซ็นต โดยมีปริมาณโพรลีนเทากับ 5.9410±0.1834  ไมโครกรัม/น้ำหนักสด และมีความแตกตางอยางมี
นัยสำคัญทางสถิติกับแคลลัสที่เพาะเลี้ยงบนอาหารสูตรอื่น  ๆ เม่ือเปรียบเทียบระหวางพันธุจะเห็นไดวา แคลลัสของออยพันธุ
ขอนแกน 3 ที่เติม PEG 6,000 ในทุกระดับความเขมขน มีปริมาณโพรลีนมากกวาแคลลัสของออยพันธุสุพรรณบุรี 50 ในทุกระดับ
ของความเขมขนของ PEG (ตารางท่ี 2)  

ตารางท่ี 2 ปรมิาณโพรลีนในแคลลัสที่เพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร MS ที่เติม 2,4-D 3 มิลลิกรัมตอลิตร และ kinetin 0.5 มิลลิกรัม 
              ตอลิตร รวมกับ PEG ในระดับความเขมขนที่แตกตางกันเปนเวลา 4 สัปดาห ในออยทั้ง 2 พันธุ 
              (Mean ± Standard error)  

พันธุ PEG ปริมาณโพรลีน  
(ไมโครกรัม/กรัมน้ำหนักสด) 

ขอนแกน 3 0  1.6660±0.04621aA 
5 2.7521±0.1200bB 
10 3.7227±0.1443cBC 
15 7.3968±0.1200dD 
20 9.0837±0.07005eE 

สุพรรณบุรี 50 0  1.8047±0.0611aA 
5  2.1282±0.0693aAB 
10 2.9601±0.0800bB 
15 5.9410±0.1834cC 
20 6.7862±0.1004cD 

หมายเหตุ – ตัวอักษรภาษาอังกฤษพิมพเล็กทีต่างกันในสดมภเดียวกัน (ในออยพันธุเดียวกัน) แสดงวามีความแตกตางกันทางสถิติที่ระดับ p < 0.05 และ  
                ตัวอักษรภาษาอังกฤษพิมพใหญที่ตางกันในสดมภเดียวกัน (ในออยระหวางพันธุ) แสดงวามีความแตกตางกันทางสถิติที่ระดับ p < 0.05 

   3.3.2 ผลของ PEG ตอแอกติวิตีของ CAT  

จากการทดลองจะเห็นไดวา เมื่อเพาะเล้ียงแคลลัสของออยทั้งสองพันธุบนอาหารสูตร MS ที่เติม 2,4-D 3 มิลลิกรัมตอ
ลิตร รวมกับ kinetin 0.5 มิลลิกรัมตอลิตร และเติม PEG ในระดับความเขมขนท่ีแตกตางกันเปนเวลา 4 สัปดาห  พบวา ทุกระดับ
ความเขมขนของ PEG ที่ใหมีผลตอแอกติวิตีของ CAT ในแคลลัสของออยทั้ง 2 พันธุ โดยมีแอคติวิตีของ CAT เพิ่มมากข้ึนตาม
ระดับความเขมขนของ PEG ที่มากขึ้น เมื่อเปรียบเทียบกับชุดควบคุม และแอคติวิตีของ CAT จะเพิ่มสูงขึ้นมากกวาแคลลัสออยท่ี
ไดรับ PEG ในระดับความเขมขนที่ต่ำกวาอยางมีนัยสำคัญทางสถิติ (p ≤ 0.05) ในออยพันธุขอนแกน 3 เม่ือเพาะเลี้ยงแคลลัสบน
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อาหารสูตร MS ที่เติม 2,4-D 3 มิลลิกรัมตอลิตร รวมกับ kinetin 0.5 มิลลิกรัมตอลิตร และเติม PEG 6,000 20 เปอรเซ็นต 
แคลลัสที่เพาะเลี้ยงมีแอคติวิตีของ CAT มากที่สุดเทากับ 177.9480±7.5040 μmole H2O2 decomposed/mg protein • min 
และมีความแตกตางอยางมีนัยสำคัญทางสถิติกับแคลลัสที่เพาะเล้ียงบนอาหารสูตรอื่น  ๆ (ตารางท่ี 3) ในออยพันธุสุพรรณบุรี 50 
เม่ือเพาะเล้ียงแคลลัสบนอาหารสูตร MS ที่เติม 2,4-D 3 มิลลิกรัมตอลิตร รวมกับ kinetin 0.5 มิลลิกรัมตอลิตร และเติม PEG 
6 ,000 20  เปอร เซ็นต  แคลลัสที่ เพาะเลี้ ยงมีแอคติวิตีของ CAT มากท่ีสุด เท ากับ  121.6556±5.7110 μmole H2O2 
decomposed/mg protein • min ซึ่งไมมีความแตกตางทางสถิติกับแคลลัสที่เพาะเลี้ยงบนอาหารท่ีไดรับ PEG 15 เปอรเซ็นต 
โดยมีแอคติวิตีของ CAT เทากับ 112.5246±5.7065 μmole H2O2 decomposed/mg protein • min แตมีความแตกตางอยาง
มีนัยสำคัญทางสถิติกับแคลลัสที่เพาะเลี้ยงบนอาหารสูตรอื่นๆ เมื่อเปรียบเทียบระหวางพันธุจะเห็นไดวา แคลลัสของออยพันธุ
ขอนแกน 3 ที่เพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร MS ที่เติม 2,4-D 3 มิลลิกรัมตอลิตร รวมกับ kinetin 0.5 มิลลิกรัมตอลิตร ที่เติม PEG 
6,000 ในทุกระดับความเขมขน มีแอคติวิตีของ CAT มากกวาแคลลัสของออยพนัธุสุพรรณบุร ี50 ในทุกระดับของความเขมขนของ 
PEG (ตารางที่ 3)  

ตารางท่ี 3 แอกติวิตีของ CAT, APX และ SOD ในแคลลัสที่เพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร MS ที่เติม 2,4-D 3 มิลลิกรัมตอลิตร และ 
              kinetin 0.5 มิลลิกรัมตอลิตร รวมกับ PEG ในระดับความเขมขนที่แตกตางกันเปนเวลา 4 สัปดาห ในออยทั้ง 2 พันธุ 
              (Mean ± Standard error)  

พันธุ PEG แอกติวิตีของ CAT  

( mole H2O2 decomposed/ 
mg protein • min) 

แอกติวิตีของ APX  
(nmole L-ascorbic acid 

decomposed/mg protein • min) 

แอกติวิตีของ SOD 
(Unit mg-1 protein) 

ขอนแกน 3 0  44.2044±0.0145aA 63.1239±0.0208aA 4.2543±0.2111aBC 
5    86.0201±7.4478abBC 122.8368±10.6354bcC 4.5086±0.0541abC 
10 124.0035±7.5599bC 177.0770±10.7955cCD 4.6512±0.3037abC 
15 160.4825±0.0643cE 229.1691±0.0919dD 4.8774±0.0586bD 
20 177.9480±7.5040dF 254.1098±10.7158dE 4.9350±0.0647bD 

สุพรรณบุรี 50 0  41.5589±5.7489aA 59.3461±8.2095aA 2.9413±0.1151aA 
5 59.3790±7.3758bD 84.7932±10.5327bB 3.5702±0.1987aB 
10 74.6931±2.4971cE 106.6618±3.5659cBC 3.9745±0.1154bB 
15 112.5246±5.7065dF 160.6851±8.1489dC 4.5607±0.1242cC 
20 121.6556±5.7110dF 173.7242±8.1554dCD  4.7800±0.1202dCD 

หมายเหตุ – ตัวอักษรภาษาอังกฤษพิมพเล็กทีต่างกันในสดมภเดียวกัน (ในออยพันธุเดียวกัน) แสดงวามีความแตกตางกันทางสถิติที่ระดับ p < 0.05 และ 
                ตัวอักษรภาษาอังกฤษพิมพใหญที่ตางกันในสดมภเดียวกัน (ในออยระหวางพันธุ) แสดงวามีความแตกตางกันทางสถิติที่ระดับ p < 0.05 

3.3.3 ผลของ PEG ตอแอกติวิตีของ APX  
ในออยพันธุขอนแกน 3 เมื่อเพาะเล้ียงแคลลัสบนอาหารสูตร MS ที่เติม 2,4-D 3 มิลลิกรัมตอลิตร รวมกับ kinetin 0.5 

มิลลิกรัมตอลิตร และเติม PEG 6,000 ในระดับความเขมขนที่แตกตางกัน พบวาแคลลัสที่เพาะเล้ียงบนอาหารที่เติม PEG 20
เปอร เซ็นต  แคลลัสที่ เพ าะเลี้ ย งมี แอคติ วิตี ของ  APX มากที่ สุ ด เท ากับ  254.1098±10.7158 nmole L-ascorbic acid 
decomposed/mg protein • min ซึ่งไมมีความแตกตางทางสถิติกับแคลลัสที่เพาะเลี้ยงบนอาหารที่ไดรับ PEG 15 เปอรเซ็นต 
โดยมีแอคติวิตีของ APX  เทากับ 229.1691±0.0919 nmole L-ascorbic acid decomposed/mg protein • min แตมีความ
แตกตางอยางมีนัยสำคัญทางสถิติกับแคลลัสที่เพาะเลี้ยงบนอาหารสูตรอื่น ๆ (ตารางที่ 3) ในออยพันธุสุพรรณบุรี พบวาแคลลัสท่ี
เพาะเลี้ยงบนอาหารท่ีเติม PEG 20 เปอรเซ็นต แคลลัสที่เพาะเล้ียงมีแอคติวิตีของ APX มากที่สุดเทากับ 173.7242±8.1554 
nmole L-ascorbic acid decomposed/mg protein • min ซึ่งไมมีความแตกตางทางสถิติกับแคลลัสที่เพาะเลี้ยงบนอาหารที่
ไดรับ PEG 15 เปอรเซ็นต โดยมีแอคติวิตีของ APX เทากับ 160.6851±8.1489 nmole L-ascorbic acid decomposed/mg 
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protein • min แตมีความแตกตางอยางมีนัยสำคัญทางสถิติกับแคลลัสที่เพาะเล้ียงบนอาหารสูตรอื่น ๆ เมื่อเปรียบเทียบระหวาง
พันธุจะเห็นไดวา แคลลัสของออยพันธุขอนแกน 3 ที่เพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร MS ที่เติม 2,4-D 3 มิลลิกรัมตอลิตร รวมกับ kinetin 
0.5 มิลลิกรัมตอลิตร ที่เติม PEG 6,000 ในทุกระดับความเขมขน มีแอคติวิตีของ APX มากกวาแคลลัสของออยพันธุสุพรรณบุรี 50 
ในทุกระดับของความเขมขนของ PEG (ตารางที่ 3)  

3.3.4 ผลของ PEG ตอแอกติวิตีของ SOD 
            ในออยพันธุขอนแกน 3 เมื่อเพาะเล้ียงแคลลัสบนอาหารสูตร MS ที่เติม 2,4-D 3 มิลลิกรัมตอลิตร รวมกับ kinetin 0.5 
มิลลิกรัมตอลิตร ที่เติม PEG 20 เปอรเซ็นต แคลลัสที่เพาะเลี้ยงมีแอคติวิตีของ SOD มากที่สุดเทากับ 4.9350±0.0647 Unit mg-1 
protein แตไมมีความแตกตางทางสถิติกับแคลลัสที่เพาะเล้ียงบนอาหารท่ีไดรับ PEG 15เปอรเซ็นต, 10 เปอรเซ็นต และ 5
เปอรเซ็นต โดยมีแอคติวิตีของ SOD  เทากับ 4.8774±0.058, 4.6512±0.3037 และ 4.5086±0.0541  Unit mg-1 protein 
ตามลำดับ สวนในออยพันธุสุพรรณบุรี 50 เมื่อเพาะเล้ียงแคลลัสบนอาหารสูตร MS ที่เติม 2,4-D 3 มิลลิกรัมตอลิตร รวมกับ 
kinetin 0.5 มิลลิกรัมตอลิตร และเติม PEG 6,000 20 เปอรเซ็นต แคลลัสที่เพาะเลี้ยงมีแอคติวิตีของ SOD มากท่ีสุดเทากับ 
4.7800±0.1202 Unit mg-1 protein และมีความแตกตางอยางมีนัยสำคัญทางสถิติกับแคลลัสที่เพาะเลี้ยงบนอาหารสูตรอื่น ๆ 
เมื่อเปรียบเทียบระหวางพันธุจะเห็นไดวา แคลลัสของออยพันธุขอนแกน 3 ที่เพาะเล้ียงบนอาหาร สูตร MS ที่เติม 2,4-D 3 
มิลลิกรัมตอลิตร รวมกับ kinetin 0.5 มิลลิกรัมตอลิตร ที่เติม PEG 6,000 ในทุกระดับความเขมขน มีแอคติวิตีของ SOD มากกวา
แคลลัสของออยพันธุสุพรรณบุรี 50 ในทุกระดับของความเขมขนของ PEG (ตารางที่ 3)  

4. บทสรุป
จากการเพาะเลี้ยงแคลลัสออยทั้ง 2 พันธุบนอาหารสูตร MS ที่เติม 2,4-D 3 มิลลิกรัมตอลิตร และ kinetin 0.5 มิลลิกรัม

ตอลิตร รวมกับ PEG ในระดับความเขมขนที่แตกตางกัน เปนเวลา 4 สัปดาห  ไดผลการทดลองดังนี้ 1) น้ำหนักสดและขนาดเสน
ผานศูนยกลางของแคลลัสมีคามากที่สุดเมื่อเพาะเล้ียงในชุดควบคุมที่ไมมีการเติม PEG 6,000 2) ปริมาณโพรลีนในแคลลัสออยพันธุ
ขอนแกน 3 ที่เติม PEG 6,000 ทุกระดับความเขมขน มีปริมาณโพรลีนมากกวาแคลลัสออยพันธุสุพรรณบุรี 50 3) ทุกระดับความ
เขมขนของ PEG มีผลตอแอกติวิตีของ CAT, APX และ SOD ในแคลลัสของออยทั้ง 2 พันธุ  4) แคลลัสของออยพันธุขอนแกน 3 ที่
เติม PEG 6,000 ทุกระดับความเขมขน มีแอคติวิตีของเอนไซมมากกวาแคลลัสของออยพันธุสุพรรณบุรี 50 จากการทดลองในครั้งนี้ 
สามารถสรุปไดวา ออยพันธุขอนแกน 3 มีความทนทานตอภาวะขาดน้ำหรือภาวะเครียดน้ำ (water stress) ไดดีกวาออยพันธุ
สุพรรณบุรี 50 

5. กิตติกรรมประกาศ
ขอขอบคุณภาควิชาชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร มหาวิทยาลัยบูรพา จังหวัดชลบุรี ที่เอื้อเฟอสถานท่ีและอุปกรณสำหรับ

การทำวิจัยในครั้งนี้ 
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