
บทที ่4 

การเพาะเลี้ ยงเนื้ อเยือ่ออ้ยพนัธุม์ิตรผล 99-94 

 

 
1. บทน า 

ได้มีการน าถ่ายเทคโนโลยีการเพาะเล้ียงเน้ือเย่ือมาช่วยในการขยายพันธุ์ และปรับปรุง

พันธุอ้์อยเพ่ือให้สามารถเพ่ิมจ านวนพืชได้ในปริมาณมาก และใช้เวลาน้อย การเพาะเล้ียงเน้ือเย่ือ

อ้อยแต่ละชนิดสามารถเพาะเล้ียงให้เจริญได้แตกต่างกันในอาหารสังเคราะห์สูตรต่างๆ ซ่ึงมี

ส่วนประกอบของอาหารที่แตกต่างกนัตามความเหมาะสม ส าหรับการศึกษาการเพาะเล้ียงเน้ือเย่ือ

อ้อยพันธุม์ิตรผล 99-94 ได้รับความอนุเคราะห์จากบริษัทมิตรผลวิจัย พัฒนาอ้อยและน า้ตาลจ ากัด   
โดยมอบแคลลัสอ้อยพันธุ์น้ีเพ่ือใช้ในการทดลอง จากน้ันน าแคลลัสอ้อยมาเพ่ิมปริมาณเพ่ือใช้ใน

การศึกษาหาสูตรอาหารที่เหมาะสมในการชักน าให้แคลลัสอ้อยพันธุ์มิตรผล 99-94 เจริญเป็นต้น
อ่อน เพ่ือน าไปใช้ในการส่งถ่ายยีน chitinase เข้าสู่แคลลัสอ้อย พันธุน้ี์ต่อไป  
 
2. อุปกรณแ์ละวิธีการ 

การเพิม่ปริมาณแคลลสัออ้ยพนัธุม์ิตรผล 99-94 
น าแคลลัสอ้อยพันธุม์ิตรผล 99-94 มาเพ่ิมปริมาณบนอาหารอาหารสูตร MS ที่เติมน า้ตาล 

2,4-D มก./ล. 3 ร่วมกับ น า้มะพร้าว 10%  ซูโครส 30 ก./ล. และผงวุ้น 8 ก./ล. ปรับค่า pH เท่ากับ 
5.7 เพาะเล้ียงในสภาพที่มีแสง 16 ช่ัวโมง/วัน ความเข้มแสง 40 µmol m-2s-1 อุณหภมูิ 25 ± 2 0C 
เป็นเวลา 2 สปัดาห์ จากน้ันท าการย้ายแคลลัสไปเล้ียงในอาหารใหม่ทุกๆ 2 สปัดาห์ 

 

การทดลองที ่1 การศึกษาสูตรอาหารทีเ่หมาะสมในการชกัน าแคลลสัออ้ยพนัธุม์ิตรผล  
99-94 ใหเ้จริญเป็นตน้อ่อน 

น าแคลลัสอ้อยที่เล้ียงบนสูตรอาหารที่เหมาะสมในการชักน าให้เกดิแคลลัส เพาะเล้ียงบน

สตูรอาหาร MS ที่เติมน า้ตาลซูโครส 30 ก./ล. ผงวุ้น 8 ก./ล. เคซีนไฮโดรไลเสท 500 มก./ล.          
ไคเนติน 0.5 มก./ล. และเติมสารควบคุมการเจริญเติบโต 2 ชนิดคือ  BA และ IBA  ที่มีความ
เข้มข้นต่างๆดังน้ี  

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. 
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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. 
สตูรอาหารที่ 7 MS ที่เติม BA  0.5  มก./ล  ร่วมกบั IBA  1 มก./ล. 
สตูรอาหารที่ 8 MS ที่เติม BA  0.5  มก./ล  ร่วมกบั  IBA  2 มก./ล. 
สตูรอาหารที่ 9 MS ที่เติม BA  0.5  มก./ล  ร่วมกบั  IBA  3 มก./ล. 
สตูรอาหารที่ 10 MS ที่เติม BA  0.5 มก./ล ร่วมกบั  IBA  4 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 

วางแผนการทดลองแบบ factorial in completely randomized design (CRD) จ านวน 5 ซ า้ วิเคราะห์
ความแปรปรวนแบบจ าแนกทางเดียว (one-way ANOVA) และเปรียบเทยีบความแตกต่างของ

ค่าเฉล่ียด้วยวิธ ีDuncan’s multiple rang test (DMRT) ที่ระดับนัยส าคัญ 0.05 โดยวิเคราะห์ข้อมูล
ด้วยโปรแกรม SPSS version 11 

 

3. ผลการทดลอง 
ผลการทดลองที ่1 การศึกษาสูตรอาหารทีเ่หมาะสมในการชกัน าแคลลสัออ้ยพนัธุม์ิตร

ผล  99-94 ใหเ้จริญเป็นตน้อ่อน 
เมื่อน าแคลลัสอ้อยมาเพาะเล้ียงบนอาหารแขง็สูตร MS ดัดแปลงที่เติมน า้ตาลซูโครส 30 

ก./ล. ผงวุ้น 8 ก./ล. เคซีนไฮโดรไลเสท 500 มก./ล. ไคเนติน 0.5 มก./ล. และเติม BA ร่วมกับ 
IBA ที่ความเข้มข้นระดับต่างๆ กัน  พบว่า ใน 1-2 สัปดาห์ แคลลัสขยายขนาดและเกิดจุดก าเนิด
ยอดสีเขียว (green spot) เลก็ๆบนก้อนแคลลัส จากน้ันแคลลัสจะเจริญเป็นยอดสีเขียว แคลลัสจะ
เจริญเป็นยอดที่สมบูรณ์เม่ืออายุได้ 5-6 สปัดาห์  

จากการเปรียบเทียบความแตกต่างของการเกิดต้นในอาหารสูตรที่เติม BA และ IBA 
ความเข้มข้นต่างๆกนั โดยแคลลัสที่เพาะเล้ียงบนอาหารสูตรที่เติม BA  3 มก./ล. ร่วมกับ IBA 0.5 
มก./ล. พบว่าแคลลัสสามารถเจริญเป็นต้นได้ดีที่สุดโดยมีเปอร์เซน็ต์การเจริญเป็นต้นใหม่เท่ากับ 
100 % จ านวนต้นเฉล่ีย/แคลลัสเท่ากับ 20 ต้น ซ่ึงแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญ (p<0.05) กับสูตร
อาหารที่ 1, 2, 3, 6, 7, 8, 9 และ 10 (ตารางที่ 6 ในภาคผนวก และภาพที่ 18, 19 และ 20)  
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ภาพที ่18  ลักษณะต้นใหม่จากแคลลัสอ้อยพันธุ์มิตรผล 99-94 ที่เล้ียงบนสตูรอาหาร MS 

ดัดแปลงที่เติม BA ร่วมกบั IBA ความเข้มข้นต่างๆกนั เป็นเวลา 2 เดือน  
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. 
     สตูรอาหารที่ 7 MS ที่เติม BA  0.5  มก./ล  ร่วมกบั IBA  1 มก./ล. 
     สตูรอาหารที่ 8 MS ที่เติม BA  0.5  มก./ล  ร่วมกบั  IBA  2 มก./ล. 
     สตูรอาหารที่ 9 MS ที่เติม BA  0.5  มก./ล  ร่วมกบั  IBA  3 มก./ล. 
     สตูรอาหารที่ 10 MS ที่เติม BA  0.5 มก./ล ร่วมกบั  IBA  4 มก./ล. 
 
 

  1   2   4   3   5 

  6   7   8   9 10 
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ภาพที ่19  เปอร์เซน็ต์การเจริญเป็นต้นอ่อนจากแคลลัสอ้อยพันธุม์ิตรผล 99-94 ที่เล้ียงบนสตูร

อาหาร MS ดัดแปลงที่เติม BA ร่วมกบั IBA ความเข้มข้นต่างๆกนั เป็นเวลา 2 เดือน 
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. 
     สตูรอาหารที่ 7 MS ที่เติม BA  0.5  มก./ล  ร่วมกบั IBA  1 มก./ล. 
     สตูรอาหารที่ 8 MS ที่เติม BA  0.5  มก./ล  ร่วมกบั  IBA  2 มก./ล. 
     สตูรอาหารที่ 9 MS ที่เติม BA  0.5  มก./ล  ร่วมกบั  IBA  3 มก./ล. 
     สตูรอาหารที่ 10 MS ที่เติม BA  0.5 มก./ล ร่วมกบั  IBA  4 มก./ล. 
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ภาพที ่20 จ านวนต้นเฉล่ีย/แคลลัสของอ้อยพันธุ์มิตรผล 99-94 ที่เล้ียงบนสตูรอาหาร MS 

ดัดแปลงที่เติม BA ร่วมกบั IBA ความเข้มข้นต่างๆกนั เป็นเวลา 2 เดือน  
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. 
     สตูรอาหารที่ 7 MS ที่เติม BA  0.5  มก./ล  ร่วมกบั IBA  1 มก./ล. 
     สตูรอาหารที่ 8 MS ที่เติม BA  0.5  มก./ล  ร่วมกบั  IBA  2 มก./ล. 
     สตูรอาหารที่ 9 MS ที่เติม BA  0.5  มก./ล  ร่วมกบั  IBA  3 มก./ล. 
     สตูรอาหารที่ 10 MS ที่เติม BA  0.5 มก./ล ร่วมกบั  IBA  4 มก./ล. 
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4. สรุปและวิจารณผ์ลการทดลอง 
 จากผลการชักน าให้แคลลัสอ้อยเจริญเป็นต้นอ่อนบนอาหารสูตร MS ดัดแปลงที่เติม

ซูโครส 30 ก./ล. ผงวุ้น 8 ก./ล. เคซีนไฮโดรไลเสท 500 มก./ล. ไคเนติน 0.5 มก./ล. และ BA 
ร่วมกับ IBA ความเข้มข้นต่างๆพบว่า การเจริญเป็นต้นอ่อนของแคลลัสพัฒนามาจากการขยาย
ขนาดแคลลัสและเร่ิมเจริญจากบริเวณที่มีสีเขียวบนแคลลัส และ หลังจากน้ันจะเจริญเป็นยอด

อ่อน มีรายงานว่า แคลลัสที่เกิดจากการแบ่งเซลล์ สามารถเจริญเป็นอวัยวะได้โดยจุดก าเนิดของ

อวัยวะอาจเกดิจากเซลล์เพียงเซลล์เดียวหรือกลุ่มของเซลล์ parenchyma เจริญไปเป็นกลุ่มเน้ือเย่ือ
เจริญของอวัยวะที่มีการแบ่งเซลล์จ านวนมาก  

ส าหรับอทิธพิลของ BA และ IBA ที่มีผลต่อการเจริญเป็นต้นใหม่ของแคลลัสอ้อย พบว่า 
ความเข้มข้นของ BA และ IBA ที่เหมาะสมคือ BA 3 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. 
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. แคลลัสอ้อยสามารถเจริญเป็นต้นได้ นอกจากน้ียังมีบางรายงานที่
ท  าการเพ่ิมประสทิธภิาพการชักน าแคลลัสให้เจริญเป็นต้นใหม่โดยการใช้สารอนิทรีย์บางชนิด เช่น 

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

   
 

 


