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บทคัดย่อ 

การศึกษาในครั้งนี้ เพื่อสร้างฐานทางพันธุกรรมของอ้อยคั้นน้ าให้กว้างขึ้นและได้สายพันธุ์ใหม่ที่เหมาะสมเฉพาะพื้นท่ี 
โดยการทดลองแบ่งเป็น 4 ขั้นตอน ได้แก่ 1) การชักน าแคลลัส โดยใช้ใบอ่อนอ้อยคั้นน้ าพันธุ์สุพรรณบุรี 50 เพาะเลี้ยงบน
อาหารสังเคราะห์สูตรดัดแปลง MS (Murashige and Skoog, 1962) ร่วมกับ 2,4-D (2,4-dichlorophenoxyacetic acid) 5 
มิลลิกรัม/ลิตร (มก./ล.) และน้ ามะพร้าว 10 % เพาะเลี้ยงในท่ีมืดภายใต้สภาพห้องที่ความคุมอุณหภูมิ 2) การชักน าการกลาย
พันธุ์ โดยการเพาะเลี้ยงแคลลัสบนอาหารสังเคราะห์สตูรดัดแปลง MS ร่วมกับสารก่อกลายพันธุโ์ซเดยีมเอไซด์ (NaN3)/       ไท
เดียซูรอน (SA) ที่ 5 ระดับ ได้แก่ 0, 5, 10, 15 และ 20 มก./ล. 3) การชักน าหน่ออ่อนจากแคลลัสกลายพันธุ์ และ 4) การชัก
น าราก ผลการทดลองพบว่า แคลลัสเกิดจากการเพาะเลี้ยงใบอ่อนอ้อยในท่ีมืดต่อเนื่องเป็นเวลา 8 สัปดาห์ สามารถเพิ่มแคลลสั
ปริมาณมากในอาหารสูตรเดิมได้จากการเปลี่ยนอาหาร (subculture) มากกว่า 6 ครั้ง เมื่อย้ายแคลลัสลงสูตรอาหารก่อกลาย
พันธุ์ ที่ระดับความเข้มข้น 5 มก./ล. แคลลัสสามารถมีชีวิตรอด มีปริมาณเพิ่มขึ้น สามารถพัฒนาเกิดยอดอ่อนหลังเพาะเลี้ยงได้ 
5 สัปดาห์ และเพิ่มปริมาณยอดที่พร้อมพัฒนาเป็นหน่ออ่อนเมื่อเพาะเลี้ยงไปถึงสัปดาห์ที่ 8 จากนั้น ท าการ subculture เพิ่ม
ปริมาณหน่ออ่อนจ านวนมากในอาหารสังเคราะห์สูตรเดิมเป็นเวลา 4-5 สัปดาห์ และ subculture ลงอาหารสังเคราะห์สูตร
ดัดแปลง MS สามารถขักน ารากของหน่ออ่อนท่ีแข็งแรงพร้อมออกอนุบาลต้นกล้าได้ภายหลงัการเพาะเลีย้งเป็นเวลา 2 สัปดาห์ 
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Abstract 

This study aims to broaden the genetic base of sugarcane and develop new varieties suitable for 
specific regions. The experiment is divided into four stages: 1) Callus induction: Young leaves of Suphanburi 
50 sugarcane are cultured on a modified MS (Murashige and Skoog, 1962) medium combined with 5 mg/L 
2,4- D ( 2,4- dichlorophenoxyacetic acid)  and 10%  coconut water, cultured in the dark under controlled 
temperature conditions. 2) Mutation induction: Callus is cultured on a modified MS medium combined with 
the mutagenic agent sodium azide (NaN3)/Thidiazuron (SA) at five concentation: 0, 5, 10, 15, and 20 mg/L. 
3) Induction of shoots from mutated callus. 4) Root induction. The results showed that callus formed from
the continuous dark culture of young sugarcane leaves for 8 weeks could significantly increase in quantity 
through subculturing on the same medium more than six times. The callus was transferred to a mutagenic 
medium at a concentration of 5 mg/ L, it survived, increased in quantity, and developed shoots after 5 
weeks of culture.  The amount of shoots ready to grow into young plants increased by the 8th week. 
Subsequently, subculturing on the same synthetic medium for 4-5 weeks increased the number of shoots, 
and subculturing on modified MS medium induced strong root formation, ready for seedling nursery after 
2 weeks of culture. 
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1. บทน้า
น้ าอ้อยสดเป็นเครื่องดื่มที่มีความอร่อย ดื่มแล้วสดชื่น เป็นสารธรรมชาติ เป็นเครื่องดื่มแก้กระหายน้ า นิยมดื่มกันได้ 

ทั้งสังคมเมืองและชนบท เข้าถึงง่าย ราคาถูก รสชาติหอมหวาน และมีประโยชน์ต่อสุขภาพ เป็นที่ช่ืนชอบในหลายประเทศ 
นิยมมากที่สุดในบางประเทศแถบเอเชีย ได้แก่ อินเดีย บังคลาเทศ มาเลเซีย จีน ไทย และบราซิล ในทวีปอเมริกาใต้ [1-3] 
พื้นที่ส่วนใหญ่เป็นที่ซึ่งมีการปลูกอ้อยเป็นการค้า โดยเฉพาะอินเดียและบังคลาเทศ จัดน้ าอ้อยเป็นเครื่องดื่มที่มีราคาแพง ตั้งแต่
อดีตจนถึงปัจจุบัน มีการหีบขายสด จนกระทั่งบรรจุกล่องและกระป๋อง สร้างเป็นแบรนด์ขึ้นในการขายระดับอุตสาหกรรม แต่
ที่ประเทศจีนสมัยก่อนจัดกลุ่มน้ าอ้อยสดให้เป็นเครื่องดื่มที่มีความหวาน ราคาถูก เป็นที่นิยมกันมากในช่วงฤดูเก็บเกี่ยวอ้อย
โรงงาน จนกระทั่งกลายเป็นแฟช่ันที่ขายกันข้างทางเดิน โรงอาหาร และร้านอาหาร เมื่อมีความเจริญและมีความนิยมสูงขึ้น
อย่างต่อเนื่อง ราคาในปัจจุบันจึงแพงมากขึ้น ส าหรับในประเทศไทยตั้งแต่อดีตมีการผลิตขายรูปแบบหีบน้ าอ้อยสด บรรจุขวด
พลาสติกแช่เย็นในลังน้ าแข็งและขายตามข้างทางสัญจร เมื่อมีความนิยมดื่มกันมากขึ้นในปัจจุบันจึงพัฒนาการขายผ่านทางเวป
ไซด์ แต่บรรจุภัณฑ์ยังคงลักษณะแบบดั้งเดิม ซึ่งในน้ าอ้อยทั่วไปประกอบด้วยน้ า 75%-85%  น้ าตาลรีดิวซ์ 0.3-3.0% น้ าตาล
ที่ไม่ถูกรีดิวซ์ 10-21% มีค่าความเป็นกรดด่างที่ 4.5-5.7 ปริมาณน้ าอ้อยคั้น 8 ออนซ์ ประกอบด้วย 250 แคลลอรี่ และ 30 
กรัมของน้ าตาลธรรมชาติ โดยปราศจากสารเติมแต่ง ไม่มีไขมัน ไม่มีคลอเลสเตอรอล ไม่มีเยื่อไย ไม่มีโปรตีน แต่มีธาตุอาหาร
ส าคัญ เช่น โซเดียม โพแทสเซียม แคลเซี่ยม แมกนีเซียม และเหล็ก เป็นต้น ที่ส าคัญน้ าอ้อยคั้นดีต่อสุขภาพผู้บริโภคช่วย
ป้องกันการเกิดมะเร็ง มีฤทธิ์ต้านภูมิแพ้ ป้องกันตับอักเสบ และป้องกันโรคหลอดเลือดหัวใจ ช่วยส่งเสริมการพัฒนาระบบ
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โครงสร้างกระดูกและฟัน เสริมสร้างระบบการท างานของไต ดวงตา และสมอง [4-5] นอกจากนี้ยังมีปริมาณเอนไซม์ที่เป็น
ประโยชน์และมีสรรพคุณทางยา สามารถรักษาและแก้โรคเจ็บคอ การป่วยจากความเย็น ไข้หวัดใหญ่ และรักษาโรคดีซ่าน มี 
glycemic ต่ า ซึ่งดีต่อสุขภาพ จัดเป็นน้ าหวานชนิดหนึ่งที่คนเป็นโรคเบาหวานสามารถดื่มทดแทนน้ าอัดลมได ้และมธีาตุอาหาร
โปแทสเซียมที่ช่วยควบคมุระดับค่าความเป็นกรดด่างในกระเพาะอาหาร ช่วยในการย่อยอาหาร ปลดปล่อยน้ าย่อยและช่วยให้
ระบบการย่อยด าเนินต่อเนื่องได้ดี หลังจากดื่มแล้วสามารถคืนความสดช่ืนและให้พลังงานแก่ร่างกายได้ทันทีที่ร่างกาย
อ่อนเพลียและใช้ประโยชน์ได้ดีมากกับผู้ปัญหาเกี่ยวกับการขับปัสสาวะและระบบการท างานของไตบกพร่อง มีฟลาโวนอยด์ซึ่ง
ช่วยปกป้องเซลล์จากกระบวนการเสื่อมและลดการเกิดมะเร็งและหลอดเลือดหัวใจ ซึ่งในอินเดียเป็นน้ าผลไม้ชนิดเดียวท่ีอยู่บน
โต๊ะอาหารที่เป็นอาหารจากธรรมชาติ เป็นมิตรต่อสิ่งแวดล้อม และปลอดภัยที่มีราคาถูก บ ารุงร่างกายและหาได้ง่ายส าหรับ
ตลาดผู้บริโภคที่ใส่ใจสุขภาพ [6-8] เนื่องจากน้ าอ้อยดื่มสดมีประโยชน์และมีสรรพคุณทางยาที่ดีต่อร่างกาย จึงมีความส าคัญ
ทางการค้า และกลายเป็นธุรกิจที่มีมูลค่าสูงทางการตลาด การจ าหน่ายน้ าอ้อยสดพร้อมดื่มสามารถพบเห็นได้ทั่วในประเทศ
ไทย เป็นธุรกิจที่ท าได้ง่ายไม่ซับซ้อนเพียงมีอ้อยและเครื่องหีบอ้อยก็สามารถประกอบกิจการได้ เพราะมีอ้อยคั้นน้ าพันธุ์ดีที่มี
คุณภาพ “กวก. สุพรรณบุรี 50” ที่สามารถปลูกได้ทั่วไปดูแลรกัษาง่าย  อ้อยคั้นน้ าพันธุ์นี้มีรสชาติดี กลิ่นหอม สีเหลืองอมเขียว
และสีไม่คล้ าเมื่อเวลาผ่านไป  เป็นพันธุ์รับรองของกรมวิชาการเกษตรตั้งแต่ ปี พ.ศ. 2539 ซึ่งใช้มานานมากกว่า 20 ปี ใน
ประเทศอินเดียซึ่งเป็นผู้ผลิตอ้อยโรงงานรายใหญ่อันดับ 2 รองจากบราซิล แต่ให้ความส าคัญกับอ้อยคั้นน้ าเป็นอันดับหนึ่งใน
การผลิตและมีความหลากหลายในงานวิจัยด้านพันธุ์ ความสมบูรณ์ในการเก็บเกี่ยว ภูมิอากาศ และสภาพดินปลูก รวมถึงส่วน
ของล าอ้อยที่น ามาใช้หีบน้ าอ้อยสด และพันธุ์ที่นิยมปลูกในอดีตคือพันธุ์ CoP 92226 เพราะว่าให้ปริมาณน้ าอ้อยสูงมากและ
คุณภาพโดยรวมดี และมีการพัฒนาอย่างต่อเนื่องจนกระทั่งได้พันธุ์ Cos 767 ที่นิยมปลูกในปัจจุบัน เป็นพันธุ์ที่ผลิตน้ าอ้อยที่
ต้องประกอบด้วย ปริมาณของแข็งทั้งหมดที่ละลายได้ในน้ า  20% มีส่วนของน้ าตาลเป็นหลัก มีธาตุอาหาร และมีสารส าคัญที่
ส่งเสริมสุขภาพ เมื่ออายุ 12 เดือน [9-10] ส่วนพันธุ์ที่นิยมในประเทศบังคลาเทศ ได้แก่ Isd 34, Isd 35, Isd 36, Isd 37 และ 
Isd 38 เนื่องจากเป็นพันธุ์ที่เหมาะกับการเก็บเกี่ยวในช่วงเดือนธันวาคมถึงมกราคม จะมีคุณสมบัติความสดใหม่ของน้ าอ้อยดี
ที่สุด เพราะมีค่าน้ าตาลรีดิวซ์ต่ ากว่าช่วงอื่น และมีเปอร์เซ็นต์น้ าตาลสูงที่สุด [4] จากข้อมูลประเทศอินเดียและบังคลาเทศ 
แสดงให้เห็นว่าการพัฒนาพันธุ์อ้อยคั้นน้ ายังคงมีความส าคัญ เพื่อให้ได้คุณลักษณะที่ดียิ่งขึ้นกว่าพันธุ์ท่ีนิยมใช้อยู่เดิม และเป็น
ทางเลือกไว้ทดแทนหรือชดเชยพันธุ์เดิมที่อาจเปลี่ยนไปหรือเสียหายจากการเปลี่ยนแปลงภูมิอากาศโลก พันธุ์ใหม่จ าเป็นต้อง
ถูกพัฒนาให้ได้พันธุ์ที่เหมาะสมกับสภาพแวดล้อม ณ ปัจจุบัน พันธุ์พืชจึงจะสามารถปรับตัวได้ดีกว่าพันธุ์ที่มีอยู่เดิม ซึ่งใน
ประเทศไทยมีอยู่เพียง 3 พันธุ์ ได้แก่ กวก. สุพรรณบุรี 50 กวก. ศรีส าโรง 1 และ กวก. สุพรรณบุรี 1 ซึ่งจัดว่ามีจ านวนพันธุ์
อ้อยคั้นน้ าน้อยต่อการน ามาใช้ประโยชน์ภายในประเทศ การพัฒนาและวิจัยเพื่อให้ได้อ้อยคั้นน้ าที่มีคุณสมบัติดีขึ้นกว่าเดิมและ
รองรับสภาพภูมิอากาศที่เปลี่ยนอย่างต่อเนื่องจึงมีความจ าเป็นและต้องท าอย่างต่อเนื่อง ถึงแม้ว่าการปรับปรุงพันธุ์แบบผสม
เกสรสามารถพัฒนาพันธุ์อ้อยใหม่ที่มีลักษณะทางการเกษตรที่ดีได้ แต่ยังคงมีข้อจ ากัดในหลายด้าน เช่น แหล่งรวมพันธุกรรม
แคบ จีโนมซับซ้อน มีความสมบูรณ์เพศน้อย และมีรอบของการปรับปรุงพันธุ์หรือคัด เลือกค่อนข้างนาน จึงท าให้ยากต่อการ
ด าเนินงานปรับปรุงพันธุ์ให้ตรงตามวัตถุประสงค์ในระยะเวลาที่สั้นได้ การก่อกลายพันธุ์จึงเป็นทางเลือกหนึ่งช่วยเพิ่มศักยภาพ
การปรับปรุงพันธุ์ และเพื่อให้เกิดการกลายพันธุ์ที่มีประสิทธิภาพสูงมากขึ้นด้วยการใช้สารเคมีก่อกลายพันธุ์ร่ว มกับการ
เพาะเลี้ยงแคลลัส เนื่องการแคลลัสที่มีการแบ่งตัวบ่อย ๆ จะท าให้เกิดความแปรปรวนทางพันธุกรรมของพืชสูงมาก จึงสร้าง
ความเช่ือมั่นได้ว่ามีการเปลี่ยนแปลงของสารพันธุกรรมและพันธุ์ใหม่ที่เกิดขึ้นมีการเปลี่ยนแปลงไปจากพันธุ์เดิมอย่างแท้จริง 
ดังนั้นการวิจัยครั้งนี ้มีจุดประสงค์ในการปรับปรงุพันธุ์อ้อยคั้นน้ าด้วยการก่อกลายพันธ์ุโดยใช้สารเคมีผา่นการเพาะเลีย้งแคลลสั 
เพื่อสร้างโอกาสการคัดเลือกพันธุ์ท่ีดีไว้ทดแทนพันธุ์ท่ีมีอยู่เดิมในสภาพภูมิอากาศเปลี่ยนแปลง 

2. วิธวีิจัย
2.1 สิ่งทดลอง ได้แก่ พืชทดลอง สารเคมี 

2.1.1 พืชทดลอง ได้แก่ ใบหลอด (ใบอ่อนท่ียังไม่คลี่) อ้อยคั้นน้ าพันธุ์ กวก. สุพรรณบรุี 50 
2.2.2 สารเคมี ได้แก่ สารเคมสีูตรอาหาร Murashige and Skoog (1962) สารควบคุมการเจริญเตบิโต 

2,4-D   (2,4 dichlorophenoxyacetic acid), BA (N6-Benzyladenine) สารอาหารเสรมิ น้ ามะพร้าว สารฟอกฆ่าเชื้อ 
โซเดียมไฮโป-คลอไรด์ สารเคมีก่อกลายพันธุ์ TDZ (Thidiazuron) และ SA (Sodium azide) 

2.2 วิธีการทดลอง การด าเนินงานทดลองเป็น 4 ขั้นตอน ดังนี ้คือ 
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2.2.1 ขั้นตอนที่ 1 การชักน าแคลลัสจากใบหลอด 
เตรียมอาหารแข็งสังเคราะห์สตูรดดัแปลง  (MS) ที่เติมกรดซิตริก 150มิลลิกรัมต่อลิตร (มก./ล.) น้ าตาล 

ซูโครส 20 กรัมต่อลิตร (ก./ล.) ร่วมกับ 2,4-D  5 มก./ล. น้ ามะพรา้ว 10 % และ วุ้น 6.5 ก./ล. [11] ปรับ pH 5.6-5.8 น าไป
นึ่งฆ่าเช้ือด้วยหม้อนึ่งความดันที่ 15 ปอนด์ อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส (oC) เป็นเวลา 15 นาที ตั้งท้ิงไว้ในให้เย็น น าใบหลอด
ของอ้อยพันธ์ุสุพรรณบรุี 50 มาท าความสะอาดด้วยน้ าสะอาด และฟอกฆ่าเช้ือด้วยสารละลายโซเดียมไฮโปคลอไรด์ความ
เข้มข้น 20 เปอร์เซ็นต์ (%) ล้างดว้ยน้ ากลั่น 3 ครั้ง ตดัชิ้นส่วนใบขนาด 0.5x0.5 เซนติเมตร (ซม.) วางลงในขวดอาหารที่เตรียม
ไว้ขวดละ 2-4 ช้ิน น าขวดเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อไปวางไวบ้นช้ันเพาะเลี้ยงในห้องที่ไม่มีแสงสว่างและควบคุมอุณหภูมิที่ 25+3 oC 
เป็นเวลาอยา่งน้อย 8 สัปดาห์ หรอืจนกระทั่งได้แคลลสั  

2.2.2 ขั้นตอนที่ 2 การชักน ากลายพันธ์ุด้วยสารเคมีก่อกลายพันธ์ุและการเปลีย่นอาหารเพาะเลี้ยงเนือ้เยื่อ 
(subculture) 

เตรียมอาหารแข็งสังเคราะห์สตูรดดัแปลง MS ที่เติมกรดซติริก 150 มก./ล. น้ าตาลซูโครส 20 ก./ล. เติม 
TDZ/SA ความเข้มข้น 5 ระดับคือ 0, 5, 10, 15 และ 20 มก./ล. และ วุ้น 6.5 ก./ล. ปรับ pH 5.6-5.8 น าไปนึ่งฆ่าเชื้อด้วยหม้อ
นึ่งความดันที่ปรับความดัน 15 ปอนด์ อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที ตั้งท้ิงไว้ให้เย็น ช่ังแคลลัสจากข้อ 1 0.5 
กรัมต่อขวด วางแผนการทดลองแบบ CRD 4 ซ้ า ๆ ละ 10 ขวด วางลงในขวดอาหารสังเคราะห์ น าไปวางบนช้ันเพาะเลี้ยงใน
ห้องที่มีแสงสว่าง 16 ช่ัวโมง (ช.ม.) สลับมืด 8 ช.ม. และควบคุมอณุหภูมิที่ 25+3 oC เปลี่ยนอาหารทกุ 2 สัปดาห์ อย่างน้อย 6 
ครั้ง บันทึกสีของแคลลสั และขนาดของแคลลสัให้ค่าคะแนนน้อยสุด-มากที่สุด ได้แก่ 1-5 คะแนน 

2.2.3 ขั้นตอนที่ 3 การชักน าหน่ออ่อน 
เตรียมอาหารแข็งสังเคราะห์สตูรดดัแปลง MS ที่เติมกรดซติริก 150 มก./ล. น้ าตาลซูโครส 20 ก./ล. และ 

วุ้น 6.5 ก./ล.ปรับ pH 5.6-5.8 น าไปนึ่งฆ่าเชื้อด้วยหม้อนึ่งความดนัท่ีปรับความดัน 15 ปอนด์ อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส 
เป็นเวลา 15 นาที ตั้งท้ิงไว้ให้เย็น ช่ังแคลลัสจากข้อ 2 ปริมาณ 0.5 กรัมต่อขวด วางลงในขวดอาหารสังเคราะห์ น าไปวางบน
ช้ันเพาะเลี้ยงในห้องที่มีแสงสว่าง 16 ช.ม. สลับมดื 8 ช.ม. และควบคุมอุณหภูมิที่ 25+3 องศาเซลเซียส จนกระทั่งแคลลสัพัฒนา
เกิดหน่ออ่อน 

2.2.4 ขั้นตอนที่ 4 การเพิ่มปรมิาณหน่ออ่อนและชักน าราก 
เตรียมอาหารเหลวสังเคราะหส์ูตรดัดแปลง MS ที่เตมิกรดซิตริก 150 มก./ล. น้ าตาลซโูครส 20 ก./ล.  

ร่วมกับ BA ความเข้มข้น 2 มก./ล. ปรับ pH 5.6-5.8 น าไปนึ่งฆ่าเช้ือด้วยหม้อนึ่งความดันที่ปรับความดัน 15 ปอนด์ อุณหภมูิ
121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที ย้ายหน่ออ่อนจากข้อ 3 ใส่ลงในขวดละ 1 หน่ออ่อน น าไปวางบนช้ันเพาะเลี้ยงในห้องที่
มีแสงสว่าง 16 ช.ม. สลับมืด 8   ช.ม. และควบคุมอุณหภมูิที่ 25+3 องศาเซลเซียส จนกระทั่งไดห้น่ออ่อนเพิ่มขึ้น ท าการ 
subculture ทุก 3-4 สัปดาห์ 3 ครั้ง แล้วจึงแยกหน่ออ่อนย้ายลงอาหารสตูรดดัแปลง MS ที่เติมกรดซติริก 150 มก./ล. น้ าตาล
ซูโครส 20 ก./ล. เพาะเลีย้งจนกระทั่งหน่ออ่อนพัฒนาเกิดราก 

3. ผลการทดลองและอภิปรายผล
การชักน าแคลลัสจากใบหลอด พบว่า สูตรอาหารที่ใช้เพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อสามารถชักน าแคลลัสหลังจากการเพาะเลี้ยง

เป็นระยะเวลา 4-5 สัปดาห์ แสดงดังภาพที่ 1 ใช้วีธีการทดลองตามเอกสารอ้างอิง [11] โดยพัฒนาการเกิดแคลลัสมีสีขาวนวล
และขาวออกเหลือง ซึ่ง 2,4-D ที่ความเข้มข้นน้อยสามารถชักน าแคลลัสได้มีประสิทธิภาพดีแตท่ี่ความเข้มข้นสูงกลับจะเป็นการ
ยับยั้งการพัฒนาแคลลัส [12] และสามารถเพิ่มปริมาณแคลลัสจ านวนมากได้จากการ subculture จ านวน 6 ครั้ง ซึ่งการ 
subculture อย่างน้อย 6 ครั้ง เป็นการช่วยเพิ่มความแปรรปรวนทางพันธุกรรม (Somaclonal variation) ของเซลล์พืชแบบ
ธรรมชาติได้แนวทางหนึ่ง ดังเช่นงานวิจัย [13] ท่ีสร้างความแปรปรวนทางพันธุกรรมจากการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อและศึกษาการ
เปลี่ยนแปลงทางพันธุ์กรรมโดยใช้ isozyme maker ที่ได้จากเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่ออ้อยพันธุ์ NCO310 ชักน าให้เกิดแคลลัสโดย
การใช้สารควบคุมการเจริญเติบโตหลายชนิดร่วมกัน และสร้างความแปรปรวนทางพันธุกรรมโดยการเปลี่ยนอาหารและเพิ่ม
ปริมาณแคลลัสให้บ่อยครั้ง โดยที่ความแปรปรวนที่เกิดขึ้นจากเซลล์หนึ่งไปยังอีกเซลล์หนึ่งในช่วงระหว่างชักน าให้แคลลัส
พัฒนา พบว่า เกิดการเปลี่ยนแปลงของคาร์โอไทป์ รวมไปถึงการจัดเรียงตัวของโครโมโซม การจัดเรียงล าดับของยีนร่างกาย 
จนกระทั่งถึงระดับของการแลกเปลี่ยน sister-chromatiod [14]  

ผลการเพาะเลี้ยงแคลลัสบนอาหารสังเคราะห์ที่มีสารก่อกลายพันธุ์ Thidiazuron (TDZ) และ Sodium azide (SA) 
พบว่าแคลลัสที่เพาะเลี้ยงบนอาหารสังเคราะห์ที่เติมสาร TDZ ความเข้มข้น 20 มก./ล. ในสัปดาห์ที่ 5 มีแคลลัสพัฒนาเป็น
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หน่ออ่อนมีใบยอด ได้เพียง 4 % เมื่อเพาะเลี้ยงต่อไปถึงสัปดาห์ที่ 7 ใบเริ่มมีสีเขียวอ่อนและกลับมาเป็นสีซีดขาวในสัปดาห์ที่ 8 
จากนั้นหน่ออ่อนค่อย ๆ เปลี่ยนเป็นสีน้ าตาลและตายไป แสดงดังภาพที่ 2 และ ตารางที่ 1 ดังเช่นที่มีรายงานว่า TDZ แม้จะ
ก่อกลายพันธุ์และสามารถชักน าต้นอ่อนจากแคลลัสได้ดี แต่มีผลกระทบในด้านการลดการขยายตัวของเซลล์พืชได้ด้วยเช่นกัน 
[15] และแคลลัสที่เพาะ เลี้ยงบนอาหารสังเคราะห์ที่เติมสาร SA ความเข้มข้น 5 มก./ล. สามารถชักน ายอดอ่อนได้หลังการ
เพาะเลี้ยง 5 สัปดาห์ และพัฒนาเป็นหน่ออ่อนได้ 80 % เมื่อเพาะเลี้ยงไปเป็นเวลา 8 สัปดาห์ และสามารถขยายเพิ่มปริมาณ
หน่ออ่อนจ านวนมากได้ โดยไม่ต้องย้ายแคลลัสลงสูตรอาหารสังเคราะห์ใหม่ที่ใช้ส าหรับชักน ายอดอ่อน แสดงดังภาพท่ี 3 และ
ตารางที่ 2 ซึ่งสาร SA เป็นสารที่เหนี่ยวน าให้เกิดความผิดปกติของโครโมโซม เช่น อาจเกิดการแลกเปลี่ยนช้ินส่วนโครมโซม 
แลกเปลี่ยนล าดับเบสโดยการแทนท่ี ซึ่ง SA ที่เป็นสารละลายเมื่อเจอสภาพความเป็นกรดจะเกิดสารประกอบไฮโดรเจนเอไซด์ 
(HN3) เมื่อเข้าไปในเซลล์พืชแล้วจะชักน าให้เกิดสารประกอบท่ีก่อให้เกิดการกลายพันธ์ุ คือ azidoalanine [16-17] ดงัเช่นการ
วิจัย ที่ใช้สาร SA กระตุ้นการกลายพันธุ์ของยีนที่ควบคุมลักษณะส าคัญที่เกี่ยวข้องกับลักษณะทางฟีโนไทป์ผ่านทางการ
เพาะเลี้ยงคัพภะข้าวสาลี [18] และท าการเพิ่มปริมาณหน่ออ่อนจ านวนมากโดยการแยกยอดอ่อนลงอาหารสังเคราะห์ใหม่จาก 
1 หน่อ ได้จ านวนหน่อใหม่ 7-10 หน่อ ในอาหารที่มีสารควบคุมการเจริญเติบโต BA ที่เป็นสารควบคุมการเจริญเติบโตกลุ่มไซ
โตไคนิน ที่มีผลกระทบต่อการแบ่งเซลล์ การเจริญเติบโตล าต้นและเนื้อเยื่อเจริญตาข้าง สามารถชักน าการแตกยอดอ่อน
จ านวนมากในสภาพการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพืชได้ดี ขึ้นกับปริมาณความเข้มข้นและชนิดพืชที่ใช้เพาะเลี้ยง ดังเช่นงานเพาะเลี้ยง
เนื้อเยื่อ Cryptolepis sanguinolenta ที่เพาะเลี้ยงบนอาหารสังเคราะห์สูตร MS ร่วมกับสาร BA และ IBA, NAA สามารถชัก
น าต้นอ่อนจ านวนมากได้ [19-20] และหน่ออ่อนสามารถเกิดรากได้ในอาหารสังเคราะห์ที่ไม่มีสารควบคุมการเจริญเติบโตและ
สารก่อกลายพันธุ์ ซึ่งการเกิดรากของหน่ออ่อนในการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อโดยไม่ต้องใช้สารควบคุมการเจริญเติบโตกลุ่มออกซิน 
อาจเป็นเพราะว่าภายในเนื้อเยื่อพืชมีฮอร์โมนออกซินมากพอเพียงที่จะใช้ในการชักน ารากได้ แสดงดังภาพที่ 4  และในส่วน
ของกรรมวิธีอื่น ๆ ผลการทดลองแสดงให้เห็นว่าสารเคมีก่อกลายพันธุ์  TDZ ที่ระดับความเข้มข้นต่ าส่งผลให้แคลลัสไม่พัฒนา 
และ SA ที่ระดับความเข้มข้นสูงมีผลกระทบให้แคลลัสเปลี่ยนเป็นสีน้ าตาลเมื่อเพาะเลี้ยงได้ 4 สัปดาห์ และตายไปหลัง
เพาะเลี้ยง 5 สัปดาห์ (ภาพที ่5 และ ภาพที ่6 ตามล าดับ) 

ภาพที่ 1 การพัฒนาแคลลัสจากการเพาะเลี้ยงใบหลอดอ้อยคั้นน้ าพันธุ์สุพรรณบุรี 50 
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ภาพที่ 2 การพัฒนาแคลลัสและหน่ออ่อนอ้อยคั้นน้ าพันธุ์กลายจากการเพาะเลี้ยงบนสูตรอาหารสังเคราะห์ดดัแปลง MS 
  ร่วมกับสารก่อกลายพันธุ ์TDZ ที่ระดับความเข้มข้น 20 มก./ล. 

ตารางที่ 1 การพัฒนาแคลลัสหลังการเพาะเลี้ยง 4, 6 และ 8 สัปดาห์ บนอาหารสังเคราะห์สตูรดัดแปลง MS ที่เติมสารก่อกลาย 
 พันธุ์ TDZ ที่ระดับความเข้มข้น 0, 5, 10 และ 15 มก./ล. 

ความ
เข้มข้น 
TDZ 

(มก./ล.) 

การพัฒนาแคลลัส 
สัปดาห์ที ่

4 6 8 
ปริมาณ ส ี จ านวน

หน่อ 
ปริมาณ ส ี จ านวน

หน่อ 
ปริมาณ ส ี จ านวนหน่อ 

0 1.1b ขาวนวล 0 1.3b ขาวนวล 0 1.3b ขาวเหลือง 0 
5 3.05a ขาวนวล 0 2.15a ขาวเหลือง 0 2.45a น้ าตาล 0 
10 3.05a น้ าตาล 0 1.3b น้ าตาล 0 2.15a น้ าตาล 0 
15 3.05a น้ าตาล 0 1.3b น้ าตาล 0 2.15b น้ าตาล 0 
20 3.05a น้ าตาล 0 1.1b น้ าตาล 0 1.3b น้ าตาล 0 

CV (%) 2.66 1.43 1.87 
Mean in the same column followed by different lowercase was significantly different at the 5% level of probability by DMRT. 
*=Significant at p < 0.05, **=Significant at p < 0.01 ns=not significant 
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ภาพที่ 3 การพฒันาแคลลัสและหน่ออ่อนอ้อยคั้นน้ าพันธุ์กลายจากการเพาะเลี้ยงบนสูตรอาหารสังเคราะห์ดดัแปลง MS 
  ร่วมกับสารก่อกลายพันธุ ์SA ที่ระดับความเข้มข้น 5 มก./ล. 

ตารางที่ 2 การพัฒนาแคลลัสหลังการเพาะเลี้ยง 4, 6 และ 8 สัปดาห์ บนอาหารสังเคราะห์สตูรดัดแปลง MS ที่เติมสารก่อกลาย 
 พันธุ์ SA ที่ระดับความเข้มข้น 0, 5, 10 และ 15 มก./ล. 

ความ
เข้มข้น 
TDZ 

(มก./ล.) 

การพัฒนาแคลลัส 
สัปดาห์ที ่

4 6 8 
ปริมาณ ส ี จ านวน

หน่อ 
ปริมาณ ส ี จ านวน

หน่อ 
ปริมาณ ส ี จ านวนหน่อ 

0 1.1c ขาวนวล 0 1.3c ขาวเหลือง 0 1.3c ขาวเหลือง 0 
5 3.2a ขาวนวล 0 3.45a น้ าตาล 0 2.45a ขาวเหลือง 10 
10 2b น้ าตาล 0 2b น้ าตาล 0 2b น้ าตาล 0 
15 3.05a น้ าตาล 0 3.05a น้ าตาล 0 2.15ab น้ าตาล 0 
20 2.15b น้ าตาล 0 2.15b น้ าตาล 0 1.3c น้ าตาล 0 

CV (%) 1.87 2.3 1.84 
Mean in the same column followed by different lowercase was significantly different at the 5% level of probability by DMRT. 
*=Significant at p < 0.05, **=Significant at p < 0.01 ns=not significant 
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ภาพที่ 4 การเพิ่มปริมาณหน่ออ่อนและชักน ารากอ้อยคั้นน้ าพันธุ์กลายจากการเพาะเลี้ยงบนสตูรอาหารสังเคราะห์ 
  ดัดแปลง MS ร่วมกับ BA 2 มก./ล. 

ภาพที่ 5 การเพาะเลี้ยงแคลลสับนสูตรอาหารสังเคราะห์ดดัแปลง MS ร่วมกับสารก่อกลายพันธุ์ Thidiazuron (TDZ) ที ่
 ระดับความเข้มข้น 5, 10 และ 15 มก./ล. เป็นระยะเวลา 2 และ 4 สัปดาห ์

ภาพที่ 6 การเพาะเลี้ยงแคลลสับนสูตรอาหารสังเคราะห์ดดัแปลง MS ร่วมกับสารก่อกลายพันธุ์ Sodium azide (SA) ที ่
 ระดับความเข้มข้น 10,15 และ 20 มก./ล. เป็นระยะเวลา 2 และ 4 สัปดาห ์

172



4. สรุปผลการทดลอง
1. การชักน าแคลลสัจากใบอ่อนอ้อยคั้นน้ าพันธุ์สุพรรณบรุี 50 ได้จากสูตรอาหารแข็งสังเคราะหด์ัดแปลง MS ร่วมกับ

สารควบคมุการเจรญิเติบโต 2,4-D 5 มก./ล. และ น้ ามะพร้าว 10 % ในสภาพการเพาะเลี้ยงท่ีควบคมุอุณหภมูิและในท่ีมืดเป็น
ระยะเวลาอยา่งน้อย 4 สัปดาห์  

2. สารเคมีก่อกลายพันธ์ุ SA ที่ระดับความเขม้ข้น 5 มก./ล. ในอาหารสังเคราะหด์ัดแปลง MS สามารถชักน าการก่อ
กลายพันธุ์ของแคลลสัอ้อยคั้นน้ าพันธุ์สุพรรณบุรี 50 ที่ผ่านการ subculture อย่างน้อย 6 ครั้ง ซึ่งเป็นการสร้างการกลายพันธ์ุ
ของเซลล์พืชเบื้องต้นก่อนการใช้สารเคมีชักน า และสามารถชักน าหน่ออ่อนอ้อยได้ หลังการเพาะเลี้ยง 5 สัปดาห์ และได้หน่อ
อ่อนอ้อยจ านวนมากหลังเพาะเลี้ยงเป็นเวลา 8 สัปดาห ์
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