
บทที ่3 

การเพาะเลี้ ยงเนื้ อเยือ่ออ้ยพนัธุ ์Phil 66-07 

 
 

1. บทน า 
 การเพาะเล้ียงเน้ือเย่ือเป็นเทคนิคพ้ืนฐานที่ส าคัญในการสร้างพืชดัดแปรพันธุกรรมที่มี

ลักษณะตามที่ต้องการ ในการส่งถ่ายยีนสู่อ้อยน้ันนิยมส่งถ่ายยีนสู่แคลลัส ทั้งน้ีเน่ืองจากแคลลัส

เป็นส่วนที่ยังอ่อนและสามารถพัฒนาเป็นต้นได้ในอตัราที่สงูและใช้ระยะเวลาสั้นในการเจริญ การ

เพาะเล้ียงเน้ือเยื่ออ้อย สามารถท าโดยน าช้ินส่วนต่างๆของอ้อยมาเพาะเล้ียงในสภาพปลอดเช้ือ 

Gandonou et al. (2005) รายงานว่า ใบอ่อนอ้อย สามารถเจริญเป็นแคลลัสและพัฒนาเป็นต้นใน
อตัราที่สงูได้ อย่างไรกต็าม Mackinnon et al. (1986) พบว่า ความสามารถในการพัฒนาเป็นต้น
ของแคลลัส ยังขึ้นอยู่กบัหลายปัจจัยเช่น ชนิดและปริมาณสารควบคุมการเจริญเติบโต รวมถึง

ลักษณะของแคลลัส เช่น อายุของแคลลัส ดังน้ันในการทดลองน้ีจึงท าการเพาะเล้ียงใบอ่อนอ้อย

พันธุ ์ Phil 66-07 ในสตูรอาหารที่เหมาะสมเพ่ือชักน าให้ใบอ่อนอ้อยเจริญเป็นแคลลัส จากน้ัน

ท าการศึกษาสตูรอาหารที่เหมาะสมในการชักน าให้แคลลัสอ้อยเจริญเป็นต้น และสตูรอาหารที่

เหมาะสมในการเพ่ิมปริมาณราก ซ่ึงจากผลการศึกษาจะน าไปใช้เตรียมแคลลัสเพ่ือส่งถ่ายยีน 

chitinase สู่แคลลัสอ้อยต่อไป   
 
2. อุปกรณแ์ละวิธีการ 

การทดลองที ่1 การศึกษาสูตรอาหารทีเ่หมาะสมในการชกัน าเนื้ อเยือ่ใบอ่อนออ้ยพนัธุ์
Phil 66-07 ใหเ้จริญเป็นแคลลสั 

น าใบอ่อนของอ้อยพันธุ ์ Phil 66-07 มาลอกกาบใบออก 2-3 ใบ ท าความสะอาดด้วย
ผงซักฟอกและล้างด้วยน า้สะอาดหลายๆ คร้ังนาน 30 นาท ี     แล้วฟอกฆ่าเช้ือโดย แช่ในเอทา
นอลนาน 2-3 นาท ี จากน้ัน ย้ายใบอ่อนไปแช่ในสารละลายโซเดียมไฮโปคลอไรต์ 10% ที่เติม 
tween 20 จ านวน 2-3 หยด เป็นเวลา 20 นาท ี จากน้ันล้างด้วยน า้กล่ันที่ฆ่าเช้ือแล้ว 5  คร้ังๆละ 5 
นาท ี ตัดใบอ่อนขนาดประมาณ 0.5 ซม. มาเพาะเล้ียงบนอาหารสตูร MS ที่เติมน า้ตาลซูโครส 30 
ก./ล. ผงวุ้น 8 ก./ล. และเติม 2,4-D, NAA, yeast extract  น า้มะพร้าวความเข้มข้นต่างๆ ดังน้ี  
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สตูรอาหารที่ 1 MS ที่เติม  2,4-D 3  มก./ล. 
สตูรอาหารที่ 2 MS ที่เติม  2,4-D 3  มก./ล. ร่วมกบั น า้มะพร้าว 15%   
สตูรอาหารที่ 3 MS ที่เติม  2,4-D 3  มก./ล. ร่วมกบั yeast extract 20 มก./ล. 
สตูรอาหารที่ 4 MS ที่เติม  NAA 3   มก./ล. 
สตูรอาหารที่ 5 MS ที่เติม  NAA 3   มก./ล. ร่วมกบั น า้มะพร้าว 15%   
สตูรอาหารที่ 6 MS ที่เติม  NAA 3  มก./ล. ร่วมกบั yeast extract 20 มก./ล. 
อาหารทุกสตูรปรับค่า pH เทา่กบั 5.7 เพาะเล้ียงในที่มืด 2 สปัดาห์ ภายใต้อุณหภมูิ 25±2 

0C จากน้ันน าไปเพาะเล้ียงในสภาพที่มีแสง 16 ช่ัวโมง/วัน ความเข้มแสง 40 µmol m-2s-1 อุณหภมูิ 
25 ± 2 0C เป็นเวลา 2 สปัดาห์ บันทกึน า้หนักของแคลลัสอ้อย เปอร์เซน็ต์การเกดิแคลลัสจากใบ
อ้อยที่เพาะเล้ียงบนอาหารสตูรต่างๆ สังเกตการเจริญเติบโตและลักษณะของแคลลัส วางแผนการ

ทดลองแบบ factorial in completely randomized design (CRD) จ านวน 10 ซ า้ วิเคราะห์ความ
แปรปรวนแบบจ าแนกทางเดียว (one-way ANOVA) และเปรียบเทยีบความแตกต่างของค่าเฉล่ีย
ด้วยวิธี Duncan’s multiple rang test (DMRT) ที่ระดับนัยส าคัญ 0.05 โดยวิเคราะห์ข้อมูลด้วย
โปรแกรม SPSS version 11 

 

การทดลองที่ 2 ศึกษาสูตรอาหารทีเ่หมาะสมในการชกัน าแคลลสัออ้ยพนัธุ ์Phil 66-07 
ใหเ้จริญเป็นตน้ 

น าแคลลัสอ้อยที่เล้ียงบนสูตรอาหารที่เหมาะสมในการชักน าให้เกดิแคลลัส อายุ 4 สัปดาห์ 
เพาะเล้ียงบนสตูรอาหาร MS ที่เติมน า้ตาลซูโครส 30 ก./ล. ผงวุ้น 8 ก./ล. เคซีนไฮโดรไลเสท 500 
มก./ล. และเติมสารควบคุมการเจริญเติบโต 2 ชนิดคือ  BA และ IBA  ที่มีความเข้มข้นต่างๆดังน้ี  

สตูรอาหารที่ 1 MS ที่เติม BA  0  มก./ล   ร่วมกบั IBA  0   มก./ล. 
สตูรอาหารที่ 2 MS ที่เติม  BA 0.5 มก./ล  ร่วมกบั IBA  0.5 มก./ล. 
สตูรอาหารที่ 3 MS ที่เติม BA  1 มก./ล    ร่วมกบั IBA  0.5 มก./ล. 
สตูรอาหารที่ 4 MS ที่เติม BA  2 มก./ล    ร่วมกบั IBA  0.5 มก./ล. 
สตูรอาหารที่ 5 MS ที่เติม BA  3 มก./ล    ร่วมกบั  IBA  0.5 มก./ล. 
สตูรอาหารที่ 6 MS ที่เติม BA  4 มก./ล    ร่วมกบั  IBA  0.5 มก./ล. 
 
อาหารทุกสตูรปรับค่า pH เทา่กบั 5.7 น าไปเพาะเล้ียงในสภาพที่มีแสง 16 ช่ัวโมง/วัน 

ความเข้มแสง 40 µmol m-2s-1 อุณหภมูิ 25 ± 2 0C เป็นเวลา 2 เดือน บันทกึผลโดยนับจ านวนต้น 
เปอร์เซน็ต์การเกดิต้น จ านวนต้นเฉล่ีย/แคลลัส และสังเกตการเจริญเติบโตและลักษณะของต้น 
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วางแผนการทดลองแบบ factorial in completely randomized design (CRD) จ านวน 10 ซ า้ 
วิเคราะห์ความแปรปรวนแบบจ าแนกทางเดียว (one-way ANOVA) และเปรียบเทยีบความ

แตกต่างของค่าเฉล่ียด้วยวิธี Duncan’s multiple rang test (DMRT) ที่ระดับนัยส าคัญ 0.05 โดย
วิเคราะห์ข้อมูลด้วยโปรแกรม SPSS version 11 

 

การทดลองที ่3 ศึกษาสูตรอาหารทีเ่หมาะสมต่อการเกิดรากของตน้อ่อนออ้ยพนัธุ ์Phil 66-07 
น าต้นอ่อนอ้อยอายุ 2 สปัดาห์ ขนาดประมาณ  1 ซม. มาเพาะเล้ียงบนอาหารสตูร MS ที่ 

เติมผงวุ้น 8 ก./ล. และเติม NAA ร่วมกบัน า้ตาลซูโครส ความเข้มข้นต่างๆกนั ดังน้ี 
สตูรอาหารที่ 1 MS ที่เติม  NAA 1 มก./ล.  ร่วมกบั น า้ตาลซูโครส    30 ก./ล. 
สตูรอาหารที่ 2 MS ที่เติม NAA  1 มก./ล.  ร่วมกบั น า้ตาลซูโครส   50 ก./ล. 
สตูรอาหารที่ 3 MS ที่เติม NAA  3 มก./ล.  ร่วมกบั น า้ตาลซูโครส    30 ก./ล. 
สตูรอาหารที่ 4 MS ที่เติม NAA  3 มก./ล.  ร่วมกบั  น า้ตาลซูโครส   50 ก./ล. 
สตูรอาหารที่ 5 MS ที่เติม NAA  5 มก./ล.  ร่วมกบั  น า้ตาลซูโครส   30 ก./ล. 
สตูรอาหารที่ 6 MS ที่เติม NAA  5 มก./ล.  ร่วมกบั  น า้ตาลซูโครส   50 ก./ล. 
 
อาหารทุกสตูรปรับค่า pH เทา่กบั 5.7 น าไปเพาะเล้ียงในสภาพที่มีแสง 16 ช่ัวโมง/วัน 

ความเข้มแสง 40 µmol m-2s-1 อุณหภมูิ 25 ± 2 0C เป็นเวลา 5 สปัดาห์ บันทกึผลโดยนับจ านวนราก 
ความยาวราก วางแผนการทดลองแบบ factorial in completely randomized design (CRD) จ านวน 
10 ซ า้ วิเคราะห์ความแปรปรวนแบบจ าแนกทางเดียว (one-way ANOVA) และเปรียบเทยีบความ
แตกต่างของค่าเฉล่ียด้วยวิธี Duncan’s multiple rang test (DMRT) ที่ระดับนัยส าคัญ 0.05 โดย
วิเคราะห์ข้อมูลด้วยโปรแกรม SPSS version 11 
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3. ผลการทดลอง 
ผลการทดลองที ่1 การศึกษาสูตรอาหารทีเ่หมาะสมในการชกัน าเนื้ อเยือ่ใบอ่อนออ้ย

พนัธุ ์Phil  66-07 ใหเ้จริญเป็นแคลลสั 
                 การชักน าใบอ่อนอ้อยพันธุ ์phil 66-07 ให้เจริญเป็นแคลลัสบนอาหารสตูร MS ดัดแปลงที่
เติมน า้ตาลซูโครส 30 ก./ล. ผงวุ้น 8 ก./ล. และเติม 2,4-D, NAA, yeast extract  และน า้มะพร้าว ที่
ความเข้มข้นระดับต่าง ๆ พบว่า เม่ือเพาะเล้ียงในที่มืด 2  สปัดาห์  ใบอ่อนที่เพาะเล้ียงบนอาหาร
ทุกสตูร มีสเีขียวอ่อน ใบขยายขนาดใหญ่ข้ึน และเร่ิมเกิดแคลลัสที่บริเวณรอยตัดของใบ โดยการ

เกดิแคลลัสในอาหารทุกสตูรเทา่กบั  100 เปอร์เซน็ต์ แคลลัสส่วนใหญ่มีลักษณะเกาะกลุ่มกนัแน่น 
(compact callus) (ดังภาพ 7ก) และบางแคลลัสเกาะกลุ่มกนัอย่างหลวมๆ (ดังภาพ 7ข) เมื่อย้าย
ใบอ่อนอ้อยมาเพาะเล้ียงในที่มีแสงพบว่า ใบมีสเีขียวเข้ม ขยายขนาด และเกดิแคลลัสสเีหลืองที่

รอยตัดของใบมากขึ้น แคลลัสที่เกดิข้ึนมีลักษณะเป็นสเีหลือง (ดังภาพ 8ก) แต่บางแคลลัสมีสี
เหลืองอ่อน  (ดังภาพ 86ข) และบางแคลลัสมีสีม่วง (ดังภาพ 8ค)  

 
 

                                                        
 
 
ภาพที ่7 ลักษณะแคลลัสอ้อยพันธุ ์Phil 66-07 ที่เจริญบนอาหารสตูร MS ดัดแปลงที่เติม 2,4-D 3    

มก./ล. ร่วมกบัน า้มะพร้าว 15%  
 (ก) แคลลัสที่มีลักษณะเกาะกนัแน่น (ข) แคลลัสที่มีลักษณะเกาะกนัอย่างหลวมๆ 
 

  (ข) (ก) 
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ภาพที ่8 ลักษณะสขีองแคลลัสที่เกดิข้ึน เม่ือย้ายไปเล้ียงในอาหารใหม่ 
(ก) แคลลัสลักษณะสเีหลือง   (ข) แคลลัสลักษณะสเีหลืองอ่อน  
(ค) แคลลัสลักษณะสม่ีวง  

 
เมื่อเปรียบเทยีบความแตกต่างของการเกดิแคลลัสในอาหารสตูร MS ดัดแปลงที่เติม  

2,4-D 3  มก./ล. เพียงอย่างเดียว อาหารที่เติม 2,4-D 3 มก./ล. ร่วมกบั น า้มะพร้าว 15%  และ
อาหารที่เติม 2,4-D 3 มก./ล. ร่วมกบั yeast extract 20 มก./ล. พบว่า ใบอ่อนอ้อยที่เพาะเล้ียงบน
อาหารสตูรที่มีน า้มะพร้าว มีลักษณะและความสามารถในการเกดิแคลลัสได้ดี  และมีชีวิตอยู่ได้

นานกว่าที่เพาะเล้ียงบนอาหารสตูรที่เติม 2,4-D เพียงอย่างเดียว และอาหารสูตรที่เติม 2,4-D 3 
มก./ล. ร่วมกบั yeast extract 20 มก./ล. เมื่อเปรียบเทยีบความแตกต่างของการเกดิแคลลัสใน
อาหารที่เติม NAA 3 มก./ล.  เพียงอย่างเดียว อาหารที่เติม NAA 3 มก./ล.  ร่วมกบั น า้มะพร้าว 
15%  และอาหารที่เติม NAA 3  มก./ล. ร่วมกบั yeast extract 20   มก./ล. พบว่าใบอ่อนอ้อยที่
เพาะเล้ียงบนอาหารสตูรที่มีน า้มะพร้าว มีลักษณะและความสามารถในการเกดิแคลลัสได้ดี และมี

ชีวิตอยู่ได้นานกว่าที่เพาะเล้ียงบนอาหารสตูรที่เติม NAA เพียงอย่างเดียว และอาหารสตูรที่เติม 

          (ก)                        (ข) 

    (ค) 
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NAA 3    มก./ล. ร่วมกบั yeast extract 20 มก./ล.   และเมื่อ เปรียบเทยีบระหว่างการใช้ 2,4-D 
และ NAA พบว่า 2,4-D สามารถกระตุ้นให้เกดิแคลลัสได้ดีกว่า  NAA แคลลัสที่เกิดข้ึนสามารถ
เจริญเป็นยอดสเีขียว  และสามารถชักน าแคลลัสให้เกดิเป็นต้นและรากที่สมบูรณ์ได้ในอาหารที่

เติม NAA 3 มก./ล.  ร่วมกบั น า้มะพร้าว 15%  และอาหารที่เติม NAA 3    มก./ล. ร่วมกบั yeast 
extract 20 มก./ล.  แต่ในอาหารสตูรที่เติม NAA 3 มก./ล.   ร่วมกบั yeast extract 20 มก./ล. จะ
เพ่ิมประสทิธิภาพในการชักน าแคลลัสให้เกดิต้นและรากดีกว่าสตูรอาหารอื่น  (ภาพที่ 9)  

จากการวิเคราะห์ผลทางสถิติ พบว่า ใบอ่อนอ้อยที่เพาะเล้ียงบนอาหารสตูร MS ดัดแปลง
ที่เติม  2,4-D 3   มก./ล. ร่วมกบั น า้มะพร้าว 15%  มีน า้หนักสดของแคลลัสเทา่กับ  1.02 ก. ซ่ึง
แตกต่างกนัอย่างมีนัยส าคัญ (p<0.05) กบัอาหารสตูรอื่น (ตารางที่ 7 ในภาคผนวก และภาพที่ 10) 
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ภาพที ่9  ลักษณะแคลลัสอ้อยพันธุ ์Phil 66-07 ที่เล้ียงบนสตูรอาหารดัดแปลงที่เติม 2,4-D, NAA, 

yeast extract  น า้มะพร้าวความเข้มข้นต่างๆ เป็นเวลา 5 สปัดาห์  
หมายเหตุ:  อาหารสตูร MS ที่เติม 2,4-D, NAA ร่วมกบัน า้มะพร้าว และ yeast extract   

     ความเข้มข้นต่างๆ กนั 

     สตูรอาหารที่ 1 MS ที่เติม  2,4-D 3  มก./ล. 
     สตูรอาหารที่ 2 MS ที่เติม  2,4-D 3  มก./ล.  ร่วมกบั น า้มะพร้าว 15%   
     สตูรอาหารที่ 3 MS ที่เติม  2,4-D 3  มก./ล.  ร่วมกบั yeast extract 20 มก./ล.  
     สตูรอาหารที่ 4 MS ที่เติม  NAA 3  มก./ล.  
     สตูรอาหารที่ 5 MS ที่เติม  NAA 3  มก./ล. ร่วมกบั น า้มะพร้าว 15%   
     สตูรอาหารที่ 6 MS ที่เติม  NAA 3  มก./ล.  ร่วมกบั yeast extract 20 มก./ล.  
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ภาพที ่10 น า้หนักสดของแคลลัสอ้อยพันธุ์ Phil 66-07 ที่เล้ียงบนอาหารสตูร MS ที่เติม 2,4-D, 

NAA ร่วมกบัน า้มะพร้าว และ yeast extract  ความเข้มข้นต่างๆ เป็นเวลา 5 สปัดาห์  
หมายเหตุ:  อาหารสตูร MS ที่เติม 2,4-D, NAA ร่วมกบัน า้มะพร้าว และ yeast extract   

     ความเข้มข้นต่างๆ กนั 

     สตูรอาหารที่ 1 MS ที่เติม  2,4-D 3  มก./ล. 
     สตูรอาหารที่ 2 MS ที่เติม  2,4-D 3  มก./ล.  ร่วมกบั น า้มะพร้าว 15%   
     สตูรอาหารที่ 3 MS ที่เติม  2,4-D 3  มก./ล.  ร่วมกบั yeast extract 20 มก./ล.  
     สตูรอาหารที่ 4 MS ที่เติม  NAA 3  มก./ล.  
     สตูรอาหารที่ 5 MS ที่เติม  NAA 3  มก./ล. ร่วมกบั น า้มะพร้าว 15%   
     สตูรอาหารที่ 6 MS ที่เติม  NAA 3  มก./ล.  ร่วมกบั yeast extract 20 มก./ล.  
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ผลการทดลองที ่2 ศึกษาสูตรอาหารทีเ่หมาะสมในการชกัน าแคลลสัออ้ยพนัธุ ์Phil  
                                66-07 ใหเ้จริญเป็นตน้ 
เมื่อน าแคลลัสอ้อยมาเพาะเล้ียงบนอาหารแขง็สตูร MS ดัดแปลงที่เติมน า้ตาลซูโครส 30 

ก./ล. ผงวุ้น 8 ก./ล. และเติม BA ร่วมกบั IBA ที่ความเข้มข้นระดับต่างๆ กนั  พบว่า ใน 1-2 
สปัดาห์ แคลลัสขยายขนาดและเกดิจุดก าเนิดยอดสเีขียว (green spot) เลก็ๆบนก้อนแคลลัส (ภาพ
ที่ 11ก) จากน้ันแคลลัสจะเจริญเป็นยอดสเีขียว (ภาพที่ 11ข) บางแคลลัสสร้างยอดเพียงอย่าง
เดียว (ภาพที่ 11ค และ 11ง) บางแคลลัสสร้างรากเพียงอย่างเดียว (ภาพที่ 11จ) บางแคลลัสสร้าง
ทั้งยอดและรากพร้อมกัน(ภาพที่ 11ฉ)  โดยจะมีการสร้างรากตรงบริเวณโคนยอดอ่อน แคลลัสจะ
เจริญเป็นยอดและรากที่สมบูรณ์เม่ืออายุได้ 4-6 สปัดาห์  

 
 

                            

 
 
   

ภาพที ่ 11 ลักษณะการเจริญของแคลลัสอ้อยพันธุ์ Phil 66-07 การขยายขนาดของแคลลัสและเกดิ
จุดก าเนิดยอดสเีขียวบนก้อนแคลลัส; (ก), ยอดสเีขียวบนก้อนแคลลัส; (ข), แคลลัส
สร้างยอดเพียงอย่างเดียว (ค และ ง); แคลลัสสร้างรากเพียงอย่างเดียว (จ); แคลลัส
สร้างทั้งยอดและรากพร้อมกนั (ฉ)  

 

  (ก)                      (ข)          (ค) 

   (ง)    (จ)           (ฉ) 
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จากการเปรียบเทยีบความแตกต่างของการเกดิต้นในอาหารสตูร MS  ที่ไม่เติม BA และ 
IBA กบัอาหารสตูรที่เติม BA และ IBA พบว่า แคลลัสที่เพาะเล้ียงบนอาหารที่ไม่เติม BA และ 
IBA มีการเกดิจุดก าเนิดยอดสเีขียวน้อยและมีการเจริญเป็นต้นได้น้อยและช้ากว่าแคลลัสที่

เพาะเล้ียงบนอาหารสตูรที่เติม BA และ IBA เมื่อเปรียบเทยีบความแตกต่างของการเกดิต้นใน
อาหารสตูรที่เติม BA และ IBA ความเข้มข้นต่างๆกัน โดยแคลลัสที่เพาะเล้ียงบนอาหารสตูรที่
เติม BA  1 มก./ล. ร่วมกบั IBA 0.5 มก./ล. พบว่าแคลลัสสามารถเจริญเป็นต้นได้ดีที่สุดโดยมี
เปอร์เซน็ต์การเจริญเป็นต้นใหม่เทา่กบั 100 % จ านวนต้นเฉล่ีย/แคลลัสเทา่กบั 39.1 ต้น ซ่ึง
แตกต่างอย่างมีนัยส าคัญ (p<0.05) กบัสตูรอาหารอื่น (ตารางที่ 4 ในภาคผนวก และภาพที่ 12, 13 
และ 14)  

 

 

 
 
ภาพที ่12  ลักษณะต้นใหม่จากแคลลัสอ้อยพันธุ์ Phil 66-07 ที่เล้ียงบนสูตรอาหาร MS ดัดแปลงที่

เติม BA ร่วมกบั IBA ความเข้มข้นต่างๆกนั เป็นเวลา 5 สปัดาห์  
 

1 

6 5 4 

3 2 
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หมายเหตุ:  อาหารสตูร MS ที่เติม BA ร่วมกบั IBA ความเข้มข้นต่างๆกนั  
     สตูรอาหารที่ 1 MS ที่เติม BA  0  มก./ล   ร่วมกบั IBA  0   มก./ล. 
     สตูรอาหารที่ 2 MS ที่เติม  BA 0.5 มก./ล  ร่วมกบั IBA  0.5 มก./ล. 
     สตูรอาหารที่ 3 MS ที่เติม BA  1 มก./ล    ร่วมกบั IBA  0.5 มก./ล. 
     สตูรอาหารที่ 4 MS ที่เติม BA  2 มก./ล    ร่วมกบั IBA  0.5 มก./ล. 
     สตูรอาหารที่ 5 MS ที่เติม BA  3 มก./ล    ร่วมกบั  IBA  0.5 มก./ล. 
     สตูรอาหารที่ 6 MS ที่เติม BA  4 มก./ล    ร่วมกบั  IBA  0.5 มก./ล. 
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ภาพที ่13  เปอร์เซน็ต์การเจริญเป็นต้นใหม่จากแคลลัสอ้อยพันธุ ์Phil 66-07 ที่เล้ียงบนสตูรอาหาร 

MS ดัดแปลงที่เติม BA ร่วมกบั IBA ความเข้มข้นต่างๆกัน เป็นเวลา 5 สปัดาห์  
หมายเหตุ:  อาหารสตูร MS ที่เติม BA ร่วมกบั IBA ความเข้มข้นต่างๆกนั  

     สตูรอาหารที่ 1 MS ที่เติม BA  0  มก./ล   ร่วมกบั IBA  0   มก./ล. 
     สตูรอาหารที่ 2 MS ที่เติม  BA 0.5 มก./ล  ร่วมกบั IBA  0.5 มก./ล. 
     สตูรอาหารที่ 3 MS ที่เติม BA  1 มก./ล    ร่วมกบั IBA  0.5 มก./ล. 
     สตูรอาหารที่ 4 MS ที่เติม BA  2 มก./ล    ร่วมกบั IBA  0.5 มก./ล. 
     สตูรอาหารที่ 5 MS ที่เติม BA  3 มก./ล    ร่วมกบั  IBA  0.5 มก./ล. 
     สตูรอาหารที่ 6 MS ที่เติม BA  4 มก./ล    ร่วมกบั  IBA  0.5 มก./ล. 
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ภาพที ่14 จ านวนต้นเฉล่ีย/แคลลัสของอ้อยพันธุ์ Phil 66-07 ที่เล้ียงบนสตูรอาหาร MS ดัดแปลงที่

เติม    BA ร่วมกบั IBA ความเข้มข้นต่างๆกนั เป็นเวลา 5 สปัดาห์ 
หมายเหตุ:  อาหารสตูร MS ที่เติม BA ร่วมกบั IBA ความเข้มข้นต่างๆกนั  

     สตูรอาหารที่ 1 MS ที่เติม BA  0  มก./ล   ร่วมกบั IBA  0   มก./ล. 
     สตูรอาหารที่ 2 MS ที่เติม  BA 0.5 มก./ล  ร่วมกบั IBA  0.5 มก./ล. 
     สตูรอาหารที่ 3 MS ที่เติม BA  1 มก./ล    ร่วมกบั IBA  0.5 มก./ล. 
     สตูรอาหารที่ 4 MS ที่เติม BA  2 มก./ล    ร่วมกบั IBA  0.5 มก./ล. 
     สตูรอาหารที่ 5 MS ที่เติม BA  3 มก./ล    ร่วมกบั  IBA  0.5 มก./ล. 
     สตูรอาหารที่ 6 MS ที่เติม BA  4 มก./ล    ร่วมกบั  IBA  0.5 มก./ล. 
 
ผลการทดลองที ่3 ศึกษาสูตรอาหารทีเ่หมาะสมต่อการเกิดรากของตน้อ่อนออ้ยพนัธุ ์

     Phil 66-07 
 เมื่อน าต้นอ่อนอ้อยมาเพาะเล้ียงบนอาหารแขง็สตูร MS ดัดแปลงที่เติม ผงวุ้น 8 ก./ล. 
และเติม NAA  ร่วมกบั น า้ตาลซูโครส ที่ความเข้มข้นระดับต่างๆ กนั  พบว่า ใน 1-2 สปัดาห์   ต้น 
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อ่อนเร่ิมมีรากเกดิขึ้นตรงบริเวณโคนต้นอ่อน จากการเปรียบเทยีบความแตกต่างของการเกดิราก

ในสตูรอาหาร MS ที่เติม NAA  ร่วมกบั น า้ตาลซูโครส ที่ความเข้มข้นระดับต่างๆ กนั  โดยต้น
อ่อนที่เพาะเล้ียงบนอาหารสูตรที่เติม NAA  5 มก./ล. ร่วมกบั น า้ตาลซูโครส 50  ก./ล.        พบว่า  
ต้นอ่อนมีการเกดิรากได้ดีที่สุด (ภาพที่ 15) โดยมีเปอร์เซน็ต์การเกดิรากเทา่กบั 100% จ านวนราก
เฉล่ีย/ต้นเทา่กบั 21.8 ซ่ึงแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญ (p<0.05) กบัสตูรอาหารอื่น ภาพที่ 16 และ 17 
 

 
 
ภาพที ่15  ลักษณะรากที่เกิดข้ึนจากต้นอ้อยพันธุ ์Phil 66-07 ที่เพาะเล้ียงบนอาหารแขง็สูตร MS 

ดัดแปลงที่เติม NAA  ร่วมกับ น า้ตาลซูโครส ที่ความเข้มข้นระดับต่างๆ กนั 
หมายเหตุ:  อาหารสตูร MS ที่เติม NAA ร่วมกบั น า้ตาลซูโครส ความเข้มข้นต่างๆกัน 

   สตูรอาหารที่ 1 MS ที่เติม  NAA 1 มก./ล  ร่วมกบั น า้ตาลซูโครส    30 ก./ล. 
                สตูรอาหารที่ 2 MS ที่เติม NAA  1 มก./ล  ร่วมกบั น า้ตาลซูโครส   50 ก./ล. 

   สตูรอาหารที่ 3 MS ที่เติม NAA  3 มก./ล  ร่วมกบั น า้ตาลซูโครส    30 ก./ล. 
   สตูรอาหารที่ 4 MS ที่เติม NAA  3 มก./ล  ร่วมกบั  น า้ตาลซูโครส   50 ก./ล. 
   สตูรอาหารที่ 5 MS ที่เติม NAA  5 มก./ล  ร่วมกบั  น า้ตาลซูโครส   30 ก./ล. 
   สตูรอาหารที่ 6 MS ที่เติม NAA  5 มก./ล  ร่วมกบั  น า้ตาลซูโครส   50 ก./ล. 

 
 

 1       2            3                    4              5                  6 
    สูตรอาหาร 
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ภาพที ่16 เปอร์เซน็ต์การเกดิรากจากต้นอ้อยพันธุ ์Phil 66-07 ที่เล้ียงบนสตูรอาหาร MS ดัดแปลง 

  ที่เติม NAA  ร่วมกบั น า้ตาลซูโครส ความเข้มข้นต่างๆกัน เป็นเวลา 5 สปัดาห์ 
หมายเหตุ:  อาหารสตูร MS ที่เติม NAA ร่วมกบั น า้ตาลซูโครส ความเข้มข้นต่างๆกัน 

   สตูรอาหารที่ 1 MS ที่เติม  NAA 1 มก./ล  ร่วมกบั น า้ตาลซูโครส    30 ก./ล. 
                สตูรอาหารที่ 2 MS ที่เติม NAA  1 มก./ล  ร่วมกบั น า้ตาลซูโครส   50 ก./ล. 

   สตูรอาหารที่ 3 MS ที่เติม NAA  3 มก./ล  ร่วมกบั น า้ตาลซูโครส    30 ก./ล. 
   สตูรอาหารที่ 4 MS ที่เติม NAA  3 มก./ล  ร่วมกบั  น า้ตาลซูโครส   50 ก./ล. 
   สตูรอาหารที่ 5 MS ที่เติม NAA  5 มก./ล  ร่วมกบั  น า้ตาลซูโครส   30 ก./ล. 
   สตูรอาหารที่ 6 MS ที่เติม NAA  5 มก./ล  ร่วมกบั  น า้ตาลซูโครส   50 ก./ล. 
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ภาพที ่17 จ านวนรากเฉล่ีย/ต้นของอ้อยพันธุ ์Phil 66-07 ที่เล้ียงบนสูตรอาหาร MS ดัดแปลงที่

เติม   NAA  ร่วมกบั น า้ตาลซูโครส ความเข้มข้นต่างๆกัน เป็นเวลา 5 สปัดาห์ 
หมายเหตุ:  อาหารสตูร MS ที่เติม NAA ร่วมกบั น า้ตาลซูโครส ความเข้มข้นต่างๆกัน 

   สตูรอาหารที่ 1 MS ที่เติม  NAA 1 มก./ล  ร่วมกบั น า้ตาลซูโครส    30 ก./ล. 
                สตูรอาหารที่ 2 MS ที่เติม NAA  1 มก./ล  ร่วมกบั น า้ตาลซูโครส   50 ก./ล. 

   สตูรอาหารที่ 3 MS ที่เติม NAA  3 มก./ล  ร่วมกบั น า้ตาลซูโครส    30 ก./ล. 
   สตูรอาหารที่ 4 MS ที่เติม NAA  3 มก./ล  ร่วมกบั  น า้ตาลซูโครส   50 ก./ล. 
   สตูรอาหารที่ 5 MS ที่เติม NAA  5 มก./ล  ร่วมกบั  น า้ตาลซูโครส   30 ก./ล. 
   สตูรอาหารที่ 6 MS ที่เติม NAA  5 มก./ล  ร่วมกบั  น า้ตาลซูโครส   50 ก./ล. 
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4. สรุปและวิจารณผ์ลการทดลอง 
 จากการชักน าใบอ่อนอ้อยพันธุ ์ Phil 66-07 ให้เจริญเป็นแคลลัสบนอาหารสตูร MS 
ดัดแปลงที่เติม 2,4-D, NAA, yeast extract  และน า้มะพร้าว ที่ความเข้มข้นระดับต่าง ๆ พบว่า 
สตูรอาหารทุกสตูรสามารถชักน าให้ใบอ่อนอ้อยเจริญเป็นแคลลัสได้ 100%  ภายหลังจาก

เพาะเล้ียงใบอ่อนอ้อยในที่มืด 2 สปัดาห์ ใบอ่อนมีสเีขียวอ่อน ใบขยายขนาดใหญ่ขึ้นโดยแคลลัส
จะเจริญจากบริเวณรอยตัดของใบ สอดคล้องกบัรงรอง หอมหวล และคณะ (ม.ป.ป.) รายงานว่า
การเพาะเล้ียงใบอ่อนอ้อยพันธุ ์KPS 89-20 บนอาหารสตูร MS ที่มี 2,4-D 3 มก./ล. ในที่มืดเป็น
เวลา 2 สปัดาห์ จะเร่ิมเกดิแคลลัสที่บริเวณรอยตัดของใบ เม่ือย้ายใบอ่อนอ้อยมาเพาะเล้ียงในที่มี
แสงพบว่า ใบมีสเีขียวเข้ม ขยายขนาด และเกดิแคลลัสที่รอยตัดของใบมากข้ึนหลังจากเพาะเล้ียง

ใบอ่อนอ้อยเป็นเวลา 5 สปัดาห์  แคลลัสส่วนใหญ่มีลักษณะสีเหลือง เกาะกลุ่มกนัแน่น และบาง
แคลลัสที่มีลักษณะสเีหลืองอ่อน เกาะกนัหลวม สอดคล้องกบั Honda et al. (1999)  รายงานการ
คัดเลือก  embryogenic callus ของอ้อยพบว่าแคลลัสอ้อยมี 2 ชนิดคือ มีลักษณะสเีหลือง เกาะ
กลุ่มกนัแน่น และบางแคลลัสที่มีลักษณะสเีหลืองอ่อน เกาะกนัหลวม และ แคลลัสบางส่วนมีสขีาว

และสม่ีวงด้วยเมื่อย้ายแคลลัสไปเล้ียงในอาหารใหม่ แสดงให้เหน็ว่าการเพาะเล้ียงเน้ือเยื่ออ้อยมี

โอกาสที่จะสร้างความแปรปรวนทางพันธุกรรมให้กบัอ้อยได้ ซ่ึงสอดคล้องกบั(Nickell, 1964    อ้าง
ใน ศุภชัย สารกาญจน์, 2527) รายงานการเพาะเล้ียงเน้ือเย่ือพาเรนคิมาจากล าต้นอ้อยพันธุ ์H50-
7209 พบว่า แคลลัสที่เกดิข้ึนแบ่งเป็น 5 กลุ่ม ซ่ึงเม่ือน ามาแยกเป็นเซลล์เด่ียวสามารถแยกความ
แตกต่างของเซลล์ทั้ง 5 กลุ่ม ได้แก่  เซลล์สีขาว 1 กลุ่ม เซลล์สเีหลือง 2 กลุ่ม และเซลล์สเีทาแกม
แดงอกี 2 กลุ่ม ซ่ึงทั้ง 5 กลุ่มแตกต่างกนัทั้งการเจริญเติบโตและจ านวนโครโมโซม แม้กระทั่งใน
กลุ่มเซลล์สเีหลืองด้วยกนัหรือสเีทาแกมแดงด้วยกนั  
 ส าหรับอทิธพิลของ 2,4-D, NAA, yeast extract  และน า้มะพร้าว ที่มีผลต่อการชักน าใบ
อ่อนอ้อยให้เจริญเป็นแคลลัสพบว่าสตูรอาหาร MS ที่มี 2,4-D 3 มก./ล. ร่วมกบั น า้มะพร้าว 15%  
เป็นสตูรอาหารที่เหมาะสมในการชักน าใบอ่อนอ้อยให้เจริญเป็นแคลลัส ซ่ึงมีรายงานว่า 2,4-D 
เป็นฮอร์โมนที่นิยมใช้และมีประสทิธภิาพดีที่สดุในกลุ่มของออกซิน ในการชักน าเน้ือเย่ือพืชใบ

เล้ียงเด่ียวให้เจริญเป็นแคลลัส (ทะนง พรประดับเกยีรติ และไพบูลย์ กวินเลิศวัฒนา, 2527; 
Bhaskaran and Smith, 1990)  2,4-D มีคุณสมบัติในการยับย้ังการเกดิยอด มีผลในการกระตุ้นการ
สร้างโปรตีนและกรดนิวคลีอิกเพ่ือใช้ในการแบ่งเซลล์ ท าให้มีการแบ่งเซลล์จ านวนมากและเซลล์

สามารถขยายขนาดกลายเป็นก้อนแคลลัสได้ นอกจากน้ี 2,4-D สามารถรักษาสภาพการเป็น

แคลลัสในการเพาะเล้ียงไว้ได้ดี และ 2,4-D ถูกท าลายโดยเซลล์พืชได้ช้ากว่าออกซินอื่นๆ 

(รังสฤษฏ ์ กาวีตะ๊, 2540) Kenia et al. (2006) รายงานการเพาะเล้ียงเน้ือเยื่ออ้อย พบว่า 2,4-D 
ความเข้มข้น 4.5 มก./ล. สามารถท าให้เน้ือเย่ืออ้อยเกิดแคลลัสได้สงูสดุ Gandonou et al. (2005) 
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รายงานการเพาะเล้ียงเน้ือเย่ืออ้อย พบว่า 2,4-D ความเข้มข้น 3 มก./ล. สามารถท าให้เน้ือเยื่อใบ
อ่อนอ้อยเกดิแคลลัสได้สูงสุดถึง 95% Abdulla et al. (2002) รายงานการเพาะเล้ียงเน้ือเยื่ออ้อย 9 
พันธุ ์ พบว่า อาหารสตูร MS ที่มี 2,4-D 3 มก./ล. สามารถชักน าเนื้ อเยื่ออ้อยให้เกิดแคลลัสได้ดี
ที่สดุ Heinz and Mee (1969) พบว่าการใช้ 2,4-D และ NAA ในปริมาณที่เหมาะสมสามารถท าให้
เน้ือเยื่อของอ้อยเกดิแคลลัสได้เช่นกนั แต่ IAA ไม่เหมาะที่จะใช้ในการกระตุ้นให้เกดิแคลลัส การ
ใช้ yeast extract และ น า้มะพร้าวร่วมกบั 2,4-D และ NAA พบว่า น า้มะพร้าวมีผลต่อการมีชีวิต 
ของแคลลัสได้ดีกว่า yeast extract ทั้งน้ีเน่ืองมาจากน า้มะพร้าวมีสารประกอบหลายชนิด เช่น ไซโต
ไคนิน sugar alcohol และสารประกอบอนิทรีย์อื่นๆ ดังน้ันน า้มะพร้าวจึงมีผลต่อการมีชีวิตและการ
อยู่รอดของแคลลัสได้ดี จากผลการทดลองน้ีสอดคล้องกับ บุญยืน กจิวิจารณ์ (2528) รายงานการ
เพาะเล้ียงใบอ่อนอ้อยพันธุ ์H48-3166 และ Q83 บนอาหารสตูร MS ที่มี 2,4-D 3 มก./ล. ร่วมกบั 
น า้มะพร้าว 15% พบว่าสามารถชักน าใบอ่อนให้เกดิแคลลัสได้สูงสดุ  Visessuewan et al. (1998) 
รายงานการเพาะเล้ียงใบอ่อนอ้อยพันธุ ์ F10, Q83 และ Supan 1 พบว่า สตูรอาหารที่เหมาะสมใน
การชักน าใบอ่อนอ้อยให้เจริญเป็นแคลลัส คือสตูรอาหาร MS ที่เติม 2,4-D 3 มก./ล. ร่วมกบั น า้
มะพร้าว 10%   

จากผลการชักน าให้แคลลัสอ้อยเจริญเป็นต้นใหม่บนอาหารสตูร MS ดัดแปลงที่เติม

ซูโครส 30 ก./ล. ผงวุ้น 8 ก./ล. เคซีนไฮโดรไลเสท 500 มก./ล. และ BA ร่วมกบั IBA ความเข้มข้น
ต่างๆพบว่า การเจริญเป็นต้นใหม่ของแคลลัสพัฒนามาจากการขยายขนาดแคลลัสและเร่ิมเกดิสี

เขียวบนแคลลัสจากน้ันพ้ืนที่สเีขียวจะเจริญเป็นยอดอ่อน มีรายงานว่า แคลลัสที่เกิดจากการแบ่ง

เซลล์ สามารถเจริญเป็นอวัยวะได้โดยจุดก าเนิดของอวัยวะอาจเกดิจากเซลล์เพียงเซลล์เดียวหรือ

กลุ่มของเซลล์ parenchyma จากการทดลองพบว่า แคลลัสมีการเจริญเป็นยอดหรือรากเพียงอย่าง
เดียวเทา่นั้น บางแคลลัสมีการเจริญเป็นต้นและราก ซ่ึงลักษณะการเจริญเป็นต้นใหม่เกดิโดย กระ

บวบการ organogenesis โดยระยะแรกไม่มีรากเกดิขึ้น เมื่อต้นเจริญเติบโตมีความยาวประมาณ 3-5 
ซม. จึงเกดิราก Heinz and Mee (1969) รายงานว่า ความสามารถในการเกดิต้นและรากน้ันแตกต่าง
กนัขึ้นอยู่กบัพันธุอ้์อย และการกระตุ้นให้แคลลัสเกดิต้นง่ายกว่าการเกดิราก ซ่ึงการกระตุ้นให้เกดิ

รากสามารถท าได้โดยการน าเอาต้นไปเพาะเล้ียงในอุณหภมูิ 15 0C เป็นเวลา 4-6 สปัดาห์  
ส าหรับอทิธพิลของ BA และ IBA ที่มีผลต่อการเจริญเป็นต้นใหม่ของแคลลัสอ้อย พบว่า 

ความเข้มข้นของ BA และ IBA ที่เหมาะสมคือ BA 1 มก./ล. ร่วมกบั IBA 0.5 มก./ล. เน่ืองจาก
IBA เป็นออกซินที่มีคุณสมบัติในการส่งเสริมการสร้างโปรตีนและกรดนิวคลีอกิ กระตุ้นการเกดิ

ราก ส่วน BA เป็นไซโตไคนินที่มีคุณสมบัติในการส่งเสริมการแบ่งเซลล์เกี่ยวข้องกบัการสงัเคราะห์
โปรตีนและเอนไซม์ ท าให้แคลลัสเจริญเป็นต้นและเพ่ิมจ านวนต้นได้ดี (สริุยันต์ ฉะอุ่ม และคณะ, 
2540) สอดคล้องกบั Karim et al. (2002) รายงานว่าอาหารสตูร MS ดัดแปลงที่เติม BA 1 มก./ล. 
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ร่วมกบั IBA 0.5 มก./ล. สามารถชักน าให้แคลลัสอ้อยพันธุ ์Isd 31 เจริญเป็นต้นได้ Abdulla et al. 
(2002) รายงานว่าแคลลัสอ้อยที่เล้ียงบนอาหารสตูร MS ดัดแปลงที่เติม IBA 2 มก./ล.  IAA 2 
มก./ล.  และ kinetin 2 มก./ล. แคลลัสสามารถเจริญเป็นต้นได้ นอกจากน้ียังมีบางรายงานที่ท  า
การเพ่ิมประสทิธภิาพการชักน าแคลลัสให้เจริญเป็นต้นใหม่โดยการใช้สารอนิทรีย์บางชนิดเช่น 

เคซีนไฮโดรไลเสท น า้มะพร้าว และสารสกดัจากยีสต์ (ประดิษฐ์ พงศ์ทองค า, 2538; Zhao et al., 
1999) สอดคล้องกบั Gandonou et al. (2005) รายงานว่าแคลลัสอ้อยที่เล้ียงบนอาหารสตูร MS 
ดัดแปลงที่เติมน า้ตาลซูโครส 60 ก./ล. เคซีนไฮโดรไลเสท 500 มก./ล. สามารถชักน าให้แคลลัส
อ้อยพันธุ ์Isd 31 เจริญเป็นต้นได้ 

 จากผลการชักน าให้ต้นอ่อนอ้อยเกดิราก บนอาหารสตูร MS ดัดแปลงที่เติม NAA 
ร่วมกบัน า้ตาลซูโครส ความเข้มข้นต่างๆกนั พบว่า ต้นอ่อนอ้อยเกดิรากได้ดีที่สดุเม่ือเพาะเล้ียง
บนสตูรอาหารที่เติม NAA 5 มก./ล. ร่วมกบั น า้ตาลซูโครส 50 ก./ล. ซ่ึงสอดคล้องกบั Baksha et al. 
(2002) รายงานการเพาะเล้ียงต้นอ่อนอ้อยบนอาหาร MS ที่เติม NAA 5 มก./ล. พบว่า ต้นอ่อนอ้อย
เกดิรากสงูสุดเฉล่ีย 15 ราก/ต้น Baksha et al. (2003) รายงานการเพาะเล้ียงต้นอ่อนอ้อยบนอาหาร
MS ที่เติม NAA 5 มก./ล. ร่วมกบั น า้ตาลซูโครส 50 ก./ล.พบว่า ต้นอ่อนอ้อยเกดิรากเฉล่ีย 17 
ราก/ต้น เปอร์เซน็ต์การเกดิรากเทา่กบั 95% เน่ืองจาก NAA เป็นออกซินที่มีคุณสมบัติในการ
กระตุ้นการเกดิราก และน า้ตาลซูโครส และมีบทบาทในระยะการเปล่ียนแปลงโครงสร้างของพืช 

(morphogenesis) (Spory, 1979)  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 


