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(2) 

สารบัญตาราง 
 

ตารางที ่  หนา 
   
1 ระดับความเขมขนของสารอิมาซาเพอรท่ีทําใหการเจริญเติบโตของเซลล

ออยลดลง 50 เปอรเซ็นต (I50
 ) ท่ี 14 วันหลังจากไดรับสารอิมาซาเพอรใน

ระดับความเขมขนตางกัน 
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2 ระดับความเขมขนของสารอิมาซาเพอรท่ีทําใหกิจกรรมของเอนไซม ALS 

ในเซลลออยลดลง 50 เปอรเซ็นต (I50
 ) ท่ี 7 วันหลังจากทําการยายเซลล 

 
48 

   
ตารางผนวกที ่   

   
1 องคประกอบของอาหารสังเคราะหสูตร MS (Murashige and Skoog, 

1962) 
 

59 
2 การเจริญเติบโตของเซลลออยปกติสายพันธุ K 95-282 เม่ือมีปริมาตรเซลล

เริ่มตนตางกัน 
 

60 
3 การวิเคราะหความแปรปรวนของการเจริญเติบโตของเซลลออยปกติสาย

พันธุ K 95-282 เม่ือมีปริมาตรเซลลเริ่มตนตางกัน 
 

61 
4 การเจริญเติบโตของเซลลออยปกติสายพันธุ K 95-282 ท่ีระยะเวลาตางกัน

หลังจากไดรับสารอิมาซาเพอร ท่ีระดับความเขมขนตาง ๆ 
 
62 

5 การวิเคราะหความแปรปรวนของการเจริญเติบโตของเซลลออยปกติสาย
พันธุ K 95-282 ในระยะเวลาตางกัน หลังจากไดรับสารอิมาซาเพอรท่ีระดับ
ความเขมขนตาง ๆ 

 
 

63 
6 การเจริญเติบโตของเซลลออยตานทานสารอิมาซาเพอร ท่ีระยะเวลาตางกัน 

หลังจากไดรับสารอิมาซาเพอรท่ีระดับความเขมขนตาง ๆ 
 

64 
7 การวิเคราะหความแปรปรวนของการเจริญเติบโตของเซลลออยตานทาน

สารอิมาซาเพอร ท่ีระยะเวลาตางกัน หลังจากไดรับสารอิมาซาเพอรท่ีระดับ
ความเขมขนตาง ๆ 
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(3) 

สารบัญตาราง (ตอ) 
 

ตารางผนวกที ่  หนา 
   
8 ปริมาตรเซลลเปรียบเทียบ (เปอรเซ็นตของชุดควบคุม) ของเซลลออยปกติ

และเซลลออยตานทานสารอิมาซาเพอร ท่ี 14 วันหลังจากไดรับสารท่ีระดับ
ความเขมขนตางกัน 

 
 

66 
9 การวิเคราะหความแปรปรวนของปริมาณเซลลเปรียบเทียบ (เปอรเซ็นต

ของชุดควบคุม) ของเซลลออยปกติและเซลลออยตานทานสารอิมาซา
เพอร ท่ี 14 วันหลังจากไดรับสารในระดับความเขมขนตางกัน 

 
 

67 
10 คาการดูดกลืนแสงของสารมาตรฐานท่ีความยาวคล่ืน 525 นาโนเมตร ใน

การวัดกิจกรรมของเอนไซม ALS ในเซลลออยสายพันธุ K 95-282 
 

68 
11 คาการดูดกลืนแสงของสารมาตรฐานท่ีความยาวคล่ืน 595 นาโนเมตร ใน

การวัดปริมาณโปรตีน ในเซลลออยสายพันธุ K 95-282 
 

68 
12 กิจกรรมจําเพาะของเอนไซม ALS ในเซลลออยปกติและเซลลออยตานทานสาร

ท่ีไดรับสารอิมาซาเพอร ในระดับความเขมขนตางกัน ท่ี 7 วันหลังจากทํา
การยายเซลล 

 
 

68 
13 กิจกรรมของเอนไซม ALS เปรียบเทียบในเซลลออยปกติและเซลลออยตานทาน

สารท่ีไดรับสารอิมาซาเพอร ในระดับความเขมขนตางกัน ท่ี 7 วันหลังจาก
ทําการยายเซลล 

 
 

69 
14 การวิเคราะหความแปรปรวนกิจกรรมของเอนไซม ALS ท่ี 7 วัน หลังจาก

ทําการยายเซลล ในเซลลออยปกติและเซลลออยตานทานสารท่ีไดรับ
สารอิมาซาเพอรในระดับความเขมขนตางกัน 
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(4) 

สารบัญภาพ 
 

ภาพที่  หนา 
   
1 โครงสรางทางเคมีของสารอิมาซาเพอรในรูปกรด (ก) และในรูปเกลือ (ข)  7 
2 ตําแหนงการเกิดปฏิกิริยาของสารอิมาซาเพอรในการยับยั้งการทํางานของเอนไซม 

อะซิโทแลคเตทซินเธสภายในพืช 
 

 9 
3 การเจริญเติบโตของเซลลออยปกติสายพันธุ K 95-282 ในชวง 0 5 7 10 14 และ 21 

วัน 
 

30 
4 การเจริญเติบโตของเซลลออยปกติสายพันธุ K 95-282 เม่ือไดรับสารอิมาซาเพอร

ท่ีระดับความเขมขนตางกัน 
 

32 
5 ระยะเวลาในการคัดเลือกเซลลออยสายพันธุ K 95-282 ใหตานทานตอสารอิมาซา

เพอรท่ีระดับความเขมขน 0.1 ไมโครโมลาร 
 

35 
6 ระยะเวลาในการคัดเลือกเซลลออยสายพันธุ K 95-282 ใหตานทานตอสารอิมาซา

เพอรท่ีระดับความเขมขน 1 ไมโครโมลาร 
 

36 
7 ลักษณะของเซลลออยปกติ (ก: normal cells) และเซลลออยตานทานสารอิมาซา

เพอรท่ีระดับความเขมขน 1 ไมโครโมลาร (ข: 1 µM imazapyr-resistant sugarcane 
cell line) 

 
 

37 
8 การเจริญเติบโตของเซลลออยตานทานสารสายพันธุ K 95-282 เม่ือไดรับสารอิมา

ซาเพอรท่ีระดับความเขมขนตางกัน 
 

39 
9 การตอบสนองของเซลลออยปกติและเซลลออยตานทานสารของออยสายพันธุ K 

95-282 ท่ี 14 วันหลังจากไดรับสารในระดับความเขมขนตางกัน 
 

42 
10 กิจกรรมของเอนไซม ALS ในเซลลปกติและเซลลตานทานสารของออยสายพันธุ 

K 95-282 ท่ีไดรับสารในระดับความเขมขนตางกัน ท่ี 7 วันหลังจากทําการยายเซลล 
โดยท่ีในเซลลตานทานสารท่ีไมไดรับสารอิมาซาเพอร มีกิจกรรมจําเพาะของ
เอนไซม ALS 20.50 nmol acetoin mg-1 protein min-1 และในเซลลปกติท่ีไมไดรับ
สารอิมาซาเพอร มีกิจกรรมจําเพาะของเอนไซม ALS 19.03 nmol acetoin mg-1 
protein min-1 ตามลําดับ 
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(5) 

คําอธิบายสัญลักษณและคํายอ 
 

ALS = Acetolactate synthase 
(NH4)2SO4 = Ammonium sulfate 
CRD = Completely randomized design 
cv. = Cultivar 
DNA = Deoxyribonucleic acid 
DTT = Dithiothreitol 
EC = Enzyme commission 
FAD = Flavin adenine dinucleotide 
g = Gravity 
I50 = Herbicide concentrations required to reduce growth by 50% or inhibit the 

ALS activity by 50% 
L = Liter 
MgCl2 = Magnesium chloride 
µM = Micromolar 
mg = Milligram 
min = Minute 
PCV = Packed cell volume 
PVPP = Polyvinyl polypyrolidone 
K2HPO4 = Dibasic potassium phosphate 
NaOH = Sodium hydroxide 
H2SO4 = Sulfuric acid 
TPP = Thiamine pyrophosphate 
V = Volume 
2,4-D = 2,4-dichlorophenoxy acetic acid 
 



 

1 

กิจกรรมของเอนไซมอะซิโทแลคเตทซินเธสในเซลลออยที่ผานการคัดเลือก 
ใหตานทานสารอิมาซาเพอร 

 
Acetolactate Synthase Activity in Selected Imazapyr-Resistant Sugarcane Cells 

 
คํานํา 

 
ออย (Saccharum spp.) เปนพืชเศรษฐกิจท่ีสําคัญชนิดหนึ่งของประเทศไทย เพราะใชเปน

วัตถุดิบในการผลิตน้ําตาลรูปแบบตาง ๆ นอกจากนี้ผลพลอยไดจากอุตสาหกรรมผลิตน้ําตาลยัง
กอใหเกิดอุตสาหกรรมตอเนื่องอีกหลายชนิด เชน แอลกอฮอล ไมอัด และกระดาษ เปนตน คิดเปน
มูลคาปละหลายหม่ืนลานบาท อีกท้ังยังมีความสําคัญตอการสรางงานใหคนในภาคเกษตรกรรม 
และภาคอุตสาหกรรมปละเกือบลานคนไดมีงานทํา ปจจุบันเกษตรกรชาวไรออยยังตองประสบ
ปญหาในการปลูกออย ไมวาจะเปนการขาดแคลนพ้ืนท่ีท่ีเหมาะสมในการปลูกออย ความสมบูรณ
ของดินไมดีพอ พันธุออยท่ีใชอยูไมเหมาะสมกับพ้ืนท่ี การจัดการแปลงปลูกยังไมเหมาะสม 
นอกจากนี้ยังมีปญหาของศัตรูพืชทางการเกษตร (เชน โรคพืช แมลงศัตรูพืช และวัชพืช) เขามา
รบกวนโดยเฉพาะอยางยิ่งปญหาวัชพืช ซ่ึงนับวาเปนปญหาท่ีจะสงผลกระทบทําใหผลผลิตออยของ
เกษตรกรอยูในระดับต่ํา ดังนั้นจึงตองหาแนวทางในการเพ่ิมผลผลิตใหสูงขึ้น โดยการใชพันธุพืชท่ี
มีความตานทานสารรวมกับการเขตกรรมหรือการใชสารกําจัดวัชพืชท่ีเหมาะสม สามารถชวยกําจัด
วัชพืชและเพ่ิมผลผลิตใหสูงขึ้น แตในกรณีท่ีมีการใชสารแบบไมเลือกทําลาย อาจจะเกิดความเปน
พิษและอันตรายตอพืชปลูกได ดังนั้นแนวทางในการปองกันหรือแกปญหาวัชพืชปลูกท่ีถูกทําลาย
จากการไดรับสารกําจัดวัชพืชนั้น สามารถทําไดโดยการใชสารกําจัดวัชพืชประเภทเลือกทําลาย 
หรือพัฒนาสายพันธุพืชปลูกท่ีมีความตานทานตอสารกําจัดวัชพืช ซ่ึงจะทําใหสามารถใชสารกําจัด
วัชพืชไดอยางปลอดภัย โดยท่ีไมเปนพิษตอพืชปลูก ในขณะท่ีวัชพืชจะถูกทําลายและตายไป 
 

สารอิมาซาเพอร เปนสารกําจัดวัชพืชประเภทไมเลือกทําลาย สามารถควบคุมวัชพืชพวกใบ
กวางและวัชพืชวงศหญาชนิดตาง ๆ  ในพืชปลูกหลายชนิด เชน ยางพารา ปาลมน้ํามัน และออย (Cox, 1996) สาร
สามารถเคล่ือนยายไดท้ังในไซเลมและโฟลเอม โดยจะเขาไปยับยั้งการทํางานของเอนไซมอะซิโทแลคเตทซินเธส 
(Acetolactate Synthase; ALS) ซ่ึงเปนเอนไซมท่ีใชเรงในขั้นตอนแรกของปฏิกิริยาการสังเคราะหกรดอะมิ
โน leucine, valine และ isoleucine หลังจากท่ีพืชไดรับสารจะทําใหการเจริญเติบโตของพืชถูกยับยั้ง
ไปภายใน 2-3 ช่ัวโมง แตอยางไรก็ตาม อาการไดรับพิษของพืชจะปรากฏออกมาภายใน 1-2 
สัปดาห หรือมากกวานั้น ซ่ึงพืชท่ีไดรับสารจะแสดงลักษณะอาการ chlorosis ในบริเวณเนื้อเยื่อเจริญ
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กอน แลวจะคอย ๆ ขยายออกไปสูบริเวณใบ จนเกิดอาการ necrosis และจะตายไปในท่ีสุด (Ahrens, 
1994; Cox, 1996) 

 
การสรางสายพันธุพืชตานทานตอสารกําจัดวัชพืชนั้น สามารถคัดเลือกไดท้ังในสภาพพืช

ท้ังตนและในระดับเซลล (Dyer, 1996)  ซ่ึงการคัดเลือกในระดับท่ีเปนพืชท้ังตนสามารถทําการคัดเลือก
ไดในสภาพแปลงทดลองและเรือนทดลองโดยทําการคัดเลือกตนท่ีไมถูกทําลายหรือถูกทําลาย
บางสวนภายหลังจากท่ีไดรับสาร สวนการคัดเลือกในระดับเซลลสามารถทําการคัดเลือกไดใน
สภาพการเพาะเล้ียงเนื้อเยื่อพืช ซ่ึงเปนการเพ่ิมประสิทธิภาพในกระบวนการคัดเลือกโดยสายพันธุ
พืชตานทานมีลักษณะภายนอกเปล่ียนแปลงไป (phenotype change) อาจเนื่องจากเกิดการกลายพันธุ
ของสารพันธุกรรมในดานความตานทานตอสารและสามารถท่ีจะถายทอดลักษณะดังกลาวไปสูรุน
ลูกรุนหลานตอไปได (ทศพล, 2541) หรืออาจเกิดจากการเปล่ียนแปลงสวนอ่ืน ๆ ท่ีไมใชสารพันธุกรรม
และไมสามารถถายทอดไปยังรุนลูกได (Chaleff, 1981) เชนเดียวกับความทนทานของเซลลออยตอ
สารไกลโฟเสทซ่ึงมีอยูเฉพาะในเซลลเทานั้น (epigenetic change) ไมสามารถถายทอดไปยังรุนลูกได
(Zambrano et al., 2003) ดังนั้น การศึกษาในครั้งนี้จึงไดทําการคัดเลือกสายพันธุออยท่ีตานทานตอ
สารอิมาซาเพอร โดยวิธีการเพาะเล้ียงเนื้อเยื่อพืช ตลอดจนไดทําการพิจารณากลไกพ้ืนฐานทาง
ชีวเคมีของความตานทานตอสารกําจัดวัชพืช (mechanisms of herbicide resistance) ท่ีเกี่ยวของกับ
การเปล่ียนแปลงของเอนไซม ALS ซ่ึงเปนตําแหนงเปาหมายในการเขาทําลายของสารอิมาซาเพอร
ภายในพืช โดยทําการเปรียบเทียบระหวางเซลลออยท่ีตานทานสารอิมาซาเพอรกับเซลลออยปกติ
สายพันธุเดียวกัน ซ่ึงขอมูลท่ีไดสามารถใชเปนดัชนีในการอธิบายกลไกทางชีวเคมีของความ
ตานทานในพันธุหรือสายพันธุออยท่ีตานทานสารอิมาซาเพอร นอกจากนี้ยังสามารถนําไปใชเปน
แหลงพันธุกรรมในโครงการปรับปรุงพันธุออยเพ่ือใหมีลักษณะท่ีตานทานตอสารกําจัดวัชพืชใน
อนาคตตอไป  
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วัตถุประสงค 
 

1.  ทําการคดัเลือกสายพันธุออยท่ีตานทานตอสารอิมาซาเพอรในระดับเซลลแขวนลอยโดย 
วิธีการเพาะเล้ียงเนื้อเยื่อพืช เพ่ือชักนําใหเกิดเปนเซลลออยท่ีมีความตานทานตอสารอิมาซาเพอร 
 

2.  ทําการศึกษากลไกพ้ืนฐานทางชีวเคมีของความตานทานสารในพันธุหรือสายพันธุออยท่ี
ตานทานตอสารอิมาซาเพอร โดยพิจารณาการเปล่ียนแปลงกิจกรรมการทํางานของเอนไซมอะซิโท
แลคเตทซินเธส ท่ีเกิดขึ้นภายในเซลลพืช เพ่ือใชเปนดัชนีในการอธิบายลักษณะกลไกทางชีวเคมี
ของความตานทานในพันธุหรือสายพันธุออยท่ีตานทานตอสารอิมาซาเพอร 
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การตรวจเอกสาร 
 
ความสําคัญของออยในเชิงเศรษฐกิจ 

 
ออย (Saccharum   spp.) เปนพืชตระกูลหญายืนตน (perennial grass) มีถ่ินกําเนิดทางตอนเหนอืของ

ประเทศอินเดีย และเกาะนิวกีนี ออยเปนพืชท่ีมีพันธุกรรมท่ีซับซอนเพราะเปนแบบ heterozygous 
(Poehlman and Sleper, 1995) ออยท่ีปลูกเปนการคาในปจจุบัน ไดแก S.  officinarum และออยลูกผสม 
ซ่ึงเปนลูกผสมระหวางชนิด interspecific hybrid ของ S. officinarum กับออยชนิดอ่ืนท่ีปลูกเปน
การคา โดยมีจํานวนโครโมโซมแตกตางกันตั้งแต 2n = 100-130 

 
ออยเปนวัตถุดิบของอุตสาหกรรมออยและน้ําตาลท่ีมีความสําคัญตอระบบเศรษฐกิจของ

ประเทศ คือ การบริโภคน้ําตาลในประเทศปละประมาณ 1.6-1.7 ลานตัน คิดเปนมูลคาประมาณ 
17,000-19,000 ลานบาท การสงออกน้ําตาลจําหนายในตลาดโลกปละกวา 3 ลานตัน นํารายไดเขา
ประเทศประมาณ 20,000-30,000 ลานบาทตอป ทําใหประเทศไทยมีสถานภาพเปนผูสงออกน้ําตาล
ใหญเปนอันดับ 3 ของโลก รองจาก บราซิล สหภาพยุโรป แตบางปจะเปนอันดับ 4 รองจากออสเตรเลีย มีสัดสวน
ตลาดรอยละ 9.5 ของโลก มีตลาดสําคัญ คือ อินโดนีเซีย ญี่ปุน เกาหลีใต เกษตรกรผูปลูกออยจะมีรายไดจากการ
จําหนายออยท้ังหมด ประมาณ 30,000 ลานบาท คิดเปนรอยละ 4 ของรายไดภาคเกษตรท้ังหมด เปน
ตลาดแรงงานใหญมีผูเกี่ยวของท้ังดานแรงงานตัดออยและแรงงานในโรงงานน้ําตาล ในชวงฤดูตัดออย
ประมาณปลายเดือนพฤศจิกายน ถึงตนเดือนเมษายน จะมีการจางแรงงานไมต่ํากวา 600,000 คนท้ังนี้ยังไม
รวมถึงแรงงานในการบรรทุกและขนสงออย และความสําคัญดานพลังงาน รัฐบาลไดตั้งคณะกรรมการ
เอธานอลแหงชาติขึ้น เพ่ือแกปญหาวิกฤตเรื่องราคาน้ํามันเช้ือเพลิง โดยมีโครงการจัดตั้งโรงงาน
แอลกอฮอล เพ่ือใชผสมในน้ํามันเบนซินในอัตราสวน 1:10  ซ่ึงสามารถใชไดดีเทียบเทาน้ํามันเบนซิน 95 โดย
โรงงานดังกลาวจะใชกากน้ําตาลเปนวัตถุดิบ (กรมวิชาการเกษตร, 2550) นอกจากนีอ้อยยงัเปนพืชท่ี
ปลูกงายใหผลผลิตและผลตอบแทนสูง ทนทานตอสภาพแวดลอมท่ีไมเหมาะสมไดเชน สภาพท่ี
ขาดน้ําหรือมีน้ํามากเกินไป และยังเปนพืชท่ีพิเศษกวาพืชชนิดอ่ืน ๆ กลาวคือ เม่ือปลูกครั้งหนึ่งแลว
สามารถเก็บเกี่ยวไดหลายครั้ง และมีตลาดรับซ้ือท่ีแนนอน 
 

ประเทศไทยมีพ้ืนท่ีปลูกออยในป พ.ศ. 2549 ประมาณ 6.03 ลานไร มีผลผลิตรวมท้ัง
ประเทศ 47.65 ลานตัน และผลผลิตเฉล่ีย 7.89 ตันตอไร แตยังอยูในเกณฑท่ีต่ําเม่ือเปรียบเทียบกับ
ผลผลิตเฉล่ียของตางประเทศ เชน ออสเตรเลีย 14.71 ตันตอไร และสหรัฐอเมริกา 11.81 ตันตอไร
(สํานักงานเศรษฐกิจการเกษตร, 2549) เม่ือพิจารณาในแงของตนทุนการผลิตตอตันของประเทศไทย



 

5 

มีตนทุนการผลิตตอตันท่ีสูงกวาประเทศอ่ืน ๆ และมีแนวโนมท่ีจะสูงขึ้นอยางตอเนื่อง ท้ังนี้เพราะ
ปญหาพ้ืนฐานทางการผลิต เชน ขาดแหลงน้ําชลประทาน ไมมีการพัฒนาพ้ืนท่ีปลูกอยางเปนระบบ
ทําใหดินขาดความอุดมสมบูรณ เครื่องจักรกลทางการเกษตรไมมีประสิทธิภาพ แรงงานหายาก 
คาแรงแพง และมีปญหาศัตรูพืชระบาดมาก เกษตรกรไมสามารถปองกันหรือกําจัดอยางทัน
เหตุการณได (เกลียวพันธ, 2546)  

 
การจัดการวัชพืชในการปลูกออย 

 
การปลูกออยในปจจุบัน สามารถแบงตามฤดูปลูกไดเปน 2 ประเภท คือ การปลูกออยตน

ฝน แบงเปน 2 เขต คือ การปลูกออยตนฝนในเขตชลประทาน ซ่ึงเกือบท้ังหมดอยูในเขตภาคกลาง 
และภาคตะวันออก เปนพ้ืนท่ีท่ีมีศักยภาพในการใหผลผลิตออยสูง การปลูกโดยใชเครื่องปลูกท้ังแบบแถวเดี่ยว
และแถวคู โดยจะปลูกแถวเดี่ยวระยะแถว 1.4-1.5 เมตร แถวคูระยะแถว 1.4-1.5 เมตร ระยะระหวาง
คูแถว 30-40 เซนติเมตร และการปลูกออยตนฝนในเขตอาศัยน้ําฝน ซ่ึงเปนพ้ืนท่ีท่ีมีความแปรปรวน
ในเรื่องผลผลิตสูง วิธีการปลูกใชระยะหางระหวางรองในบางพ้ืนท่ี 0.9-1.2 เมตร และอีกฤดูปลูกคือ
การปลูกออยปลายฝน (ปลูกขามแลง) เปนการปลูกออยโดยอาศัยความช้ืนในดินชวงปลายฤดูฝน 
เพ่ือใหออยงอกและเจริญเติบโตอยางชา ๆ ไปจนกวาออยจะไดรับน้ําฝนตนฤดู เกษตรกรนิยมปลูก
ออยแบบท้ังลํา โดยจะชักรองใหลึก ระยะแถว 1.0-1.3 เมตร และวางลําออยในรองแลวใชจอบสับลํา
ออยเปน 2-3 สวน กลบดินหนาประมาณ 10-15 เซนติเมตร (กรมวิชาการเกษตร, 2550) แตในระบบ
การปลูกออยเหลานี้อาจจะมีปญหาวัชพืชเขารบกวนอันเนื่องจากการเตรียมแปลงปลูกท่ีไม
เหมาะสมทําใหวัชพืชท่ีมีศักยภาพในการแกงแยงปจจัยในการเจริญเติบโต  

 
วัชพืชนับวาเปนศัตรูพืชของออยชนิดหนึ่งท่ีเปนสาเหตุทําใหผลผลิตต่ําแตตนทุนการผลิต

สูง ถาทําการกําจัดวัชพืชไมทันกับการแพรระบาดอยางรวดเร็วในชวงวิกฤตของพืช เพราะวัชพืชจะ
แกงแยงแรธาตุอาหาร น้ํา และแสงสวาง ซ่ึงเปนปจจัยสําคัญตอการเจริญเติบโตของออย ท้ังนี้จะ
ขึ้นอยูกับชนิด ความหนาแนน และชวงเวลาการเบียดเบียนของวัชพืช พ้ืนท่ีใดก็ตามถามีปจจัยท่ี
เหมาะสมตอการเจริญเติบโตก็จะมีปญหาวัชพืชมาก เพราะวัชพืชมีศักยภาพในการแขงขันไดสูงกวา
ออย โดยเฉพาะในชวง 3 เดือนแรกของอายุออย โดยท่ีผานมาไดมีรายงานเกี่ยวกับปญหาวัชพืชใน
การผลิตออย กลาวคือ ในไรท่ีมีหญาแพรกขึ้นแขงขันทําใหผลผลิตของน้ําตาลลดลง 14 เปอรเซ็นต
(Richard, 1993) สวนในไรออยท่ีมีหญาโขยงขึ้นแขงขันกับออยทําใหผลผลิตลดลง 42–43 เปอรเซ็นต 
(Richard, 1990) การควบคุมกําจัดวัชพืชในไรออยสามารถทําไดหลายวิธี เชน การกําจัดวัชพืชโดย
วิธีกล ซ่ึงเกลียวพันธุ และคณะ (2547) ศึกษาการสูญเสียผลผลิตออยพันธุ K 88-200 โดยเปรียบเทียบ
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การใชแรงงานทํารุนกับการไมกําจัดวัชพืช พบวา ผลผลิตออยสูญเสีย 95.8 เปอรเซ็นตโดยท่ีไมมี
การกําจัดวัชพืชตลอดฤดูปลูก และการใชสารกําจัดวัชพืช ซ่ึงปจจุบันการใชสารกําจัดวัชพืชเปน
วิธีการท่ีเกษตรกรนยิมนํามาใชในการจัดการวัชพืชมาก เนื่องจากเกษตรกรทําการปลูกออยในพ้ืนท่ี
ขนาดใหญ ปญหาแรงงานขาดแคลน คาแรงสูง อีกท้ังมีสารกําจัดวัชพืชหลายชนิดท่ีใชไดผลดีใน
การควบคุมวัชพืชในไรออย (นริศร, 2530) 

 
โดยท่ัวไปการใชสารกําจัดวัชพืชสําหรับการควบคุมวัชพืชในการปลูกออย จะมีระยะเวลา

ในการใชสารกําจัดวัชพืชอยู 3 ชวง กลาวคือ ใชกอนปลูก (pre–planting) ใชกอนท่ีพืชปลูกหรือ
วัชพืชงอก (pre–emergence) และใชหลังพืชปลูกหรือวัชพืชงอก (post–emergence) ซ่ึงท่ีผานมาไดมี
การศึกษาเกี่ยวกับการจัดการวัชพืชในไรออยโดยการใชสารกําจัดวัชพืช โดยท่ี Viator et al. (2002) ได
รายงานเกี่ยวกับการใชสารกําจัดวัชพืชชนิดตาง ๆ ในการควบคุมวัชพืชพวกสะอึก (red morning 
glory) ในไรออย พบวา การใชสาร atrazine, diuron, metribuzin และ terbacil ทําใหออยแสดงอาการ 
chlorosis ท่ีบริเวณใบและใบสวนท่ีสัมผัสกับสารกําจัดวัชพืช สวนการใชสาร sulfentrazone และ 
azafeniden ทําใหออยแสดงอาการ red discoloration ท่ีแกนใบ (mid rib) และขยายออกไปจนถึง
ขอบใบ สงผลทําใหความสูงของออยลดลง นอกจากนี้ไดมีรายงานวา ท่ี 21 วันหลังจากท่ีมีการใช
สาร azafeniden ทําใหออยแสดงอาการไดรับพิษจากการใชสารมากถึง 23-31 เปอรเซ็นต โดยเฉพาะ
อยางยิ่งเม่ือมีการใชสาร azafeniden ในชวงตนฤดูฝนท่ีอัตรา 0.56 กิโลกรัมสารออกฤทธ์ิตอเฮกตาร 
ทําใหออยเกิดความเสียหาย 30-33 เปอรเซ็นต (Viator, 2002) นอกจากนี้ไดมีรายงานวา การใชสาร 
flumioxazin ในไรออยเปนแบบหลังวัชพืชงอกท่ีอัตรา 0.28 กิโลกรัมสารออกฤทธ์ิตอเฮกตาร สามารถ
ควบคุมวัชพืชใบกวางและวงศหญาไดดี แตมีผลทําใหความสูงของออยลดลง 15-28 เซนติเมตร 
(Dalley and Edward, 2005) 
 
สารอิมาซาเพอร (imazapyr) 
 

สารอิมาซาเพอร เปนสารกําจัดวัชพืชจัดอยูในกลุม Imidazolinones มีช่ือทางเคมี คือ 2-[4, 
5-dihydro-4-methyl-4-(1-methylethyl)-5-oxo-1H-imidazol-2-yl]-3-pyridinecarboxylic acid (CA) หรือ 
2-(4-isopropyl-4-methyl-5-oxo-2-imidazolin-2-yl) nicotinic acid (IUPAC) มีสูตรโมเลกุลของสาร
เปน C13H15N3O3 โดยท่ัวไปมี 2 รูปคือ ในรูปกรด และรูปเกลือ isopropylamine (ภาพท่ี 1) โดยสารมี
ลักษณะเปนผงแปงสีขาว และมีกล่ินของ acetic acid (ทศพล, 2545; Ahrens, 1994) มีช่ือทางการคา 
คือ Arsenal, Habitat, Chopper และ Stalker (Tu et al., 2001) จัดเปนสารกําจัดวัชพืชแบบไมเลือก
ทําลายสามารถใชไดท้ังแบบกอนวัชพืชงอก (pre-emergence) และหลังวัชพืชงอก (post-emergence) 
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ใชควบคุมวัชพืชพวกวงศหญา วัชพืชใบกวางท้ังปเดียวและขามปในพืชปลูกหลายชนิด เชน 
ยางพารา ออย และปาลมน้ํามัน เปนตน (Cox, 1996; Osuna et al., 2003) 
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          (ก)  imazapyr acid             (ข)  imazapyr isopropylamine 
 
ภาพที่ 1  โครงสรางทางเคมีของสารอิมาซาเพอรในรูปกรด (ก) และในรูปเกลือ (ข) 
ที่มา: Tu et al. (2001)  
 

สารอิมาซาเพอรสามารถดูดซึมเขาสูในตนพืชโดยผานไดท้ังทางรากและทางใบ ซ่ึงการดูด
ซึมผานทางรากพืชดวยกระบวนการพา (passive process) ของสารละลายน้ําในดิน โดยจะขึ้นอยูกับ
คา pH ภายในดิน และความเปน lipophilic ของสาร เนื่องจากสารอิมาซาเพอรเปนสารท่ีมีสภาพเปน
กรดออน ๆ (weak acid) โดยท่ีสภาพแวดลอมภายในดินจะมีผลตอโครงสรางของสาร เชน เม่ือคา 
pH ภายในดินต่ํากวา 5 การดูดยึดของสารกับอนุภาคดินจะเพ่ิมมากขึ้น และจํากัดการเคล่ือนยายของ
สารภายในดิน แตถาคา pH ภายในดินมากกวา 5 สารจะมีสภาพเปนประจุลบมากขึ้น ทําใหการดูด
ยึดกับอนุภาคดินนอยลงและละลายอยูในสารละลายของน้ําในดิน ทําใหรากพืชสามารถดูดซึมสาร
เขาไปได (Tu et al., 2001) สวนในดานความเปน lipophilic ของสาร Little et al. (1994a, b) ไดศึกษา
ปจจัยทางฟสิกสท่ีเกี่ยวของของการแทนท่ีตําแหนงท่ี 5 ของ pyridine imidazolinones (5'-substitued 
pyridine imidazolinones)  และการดูดซึมของรากขาวโพดและทานตะวัน พบวา ความเปน lipophilic 
จะเปนปจจัยท่ีมีผลตอการดูดซึมของสาร กลาวคือ ความเปน lipophilic ท่ีเพ่ิมมากขึ้นทําใหการดูด
ซึมของสารเพ่ิมมากขึ้น และกระบวนการเคล่ือนยายจากรากสูยอดพืชโดยผานทางทอน้ํา (xylem) 
สวนการดูดซึมผานทางใบ สารอิมาซาเพอรท่ีติดฉลากดวย 14C สามารถดูดซึมไดดีกวาสารไกลโฟ
เสทท่ีติดฉลากดวย 14C ในใบทานตะวันภายหลังจากการไดรับสาร 1 วัน (Diaz-Sanchez et al., 
2002) โดยท่ีสารจะมีการเคล่ือนยายไดอยางรวดเร็วผานทออาหาร (phloem) ไปสูบริเวณเนื้อเยื่อ
เจริญ เชน บริเวณปลายยอด และปลายราก สารสามารถปลดปลอยออกทางรากพืชสูดินได โดยมี
การศึกษาในขาวโพดท่ีตานทานตอสารกําจัดวัชพืชในกลุม Imidazolinones พบวา สารอิมาซาเพอร
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สามารถเคล่ือนยายจากใบสูรากพืชและปลดปลอยสูดินสงผลทําใหหญาแมมด witch weed (Striga 
spp.) ซ่ึงเปนวัชพืชปรสิต (parasitic weeds) ของขาวโพดในทวีปแอฟริกาตาย และยังสามารถไป
ยับยั้งการงอกของเมล็ดวัชพืชดังกลาวอีกดวย (Kanampiu et al., 2002) 

 
กลไกการทําลายของสารอิมาซาเพอรภายในพืช สารจะเขาไปยับยั้งการทํางานของ

เอนไซมอะซิโทแลคเตทซินเธส (Acetolactate synthase หรือ ALS; EC 4.1.3.18) ซ่ึงอาจจะเรียกวา 
เอนไซมอะซิโทไฮดรอกซีแอซิดซินเธส (Acetohydroxy acid synthase หรือ AHAS; EC 2.2.1.6) 
(ภาพท่ี 2) เปนเอนไซมท่ีใชในขั้นตอนแรกของการสังเคราะหกรดอะมิโนท่ีเปนลูกโซ ไดแก valine, 
leucine และ isoleucine ในพืช เช้ือรา และแบคทีเรีย (Duggleby and Pang, 2000) โดยท่ีเอนไซม 
ALS ภายในเซลลพืชสังเคราะหขึ้นโดยการลอกรหัสพันธุกรรมจากยีน (gene) ภายในนิวเคลียส 
และแปลรหัสพันธุกรรมของยีนดังกลาวบริเวณไซโตพลาสซึม (cytoplasm) แลวสงผานในรูปของ 
transit peptide ไปยังคลอโรพลาสต (Corbett and Tardif, 2006; Tan et al., 2006; Kadaru et al., 
2008) เพ่ือทําหนาท่ีในการสังเคราะหกรดอะมิโนท่ีเปนลูกโซ โดยท่ีการทํางานของเอนไซมจะ
เกิดขึ้นสองปฏิกิริยาคูขนานกันไป กลาวคือ ปฏิกิริยาแรกจะทําปฏิกิริยารวมโมเลกุลของไพรูเวต 2 
โมเลกุล เปน 2-acetolactate ในขั้นตอนแรกของการสังเคราะหกรดอะมิโน valine และ leucine สวน
ปฏิกิริยาท่ีสอง ทําปฏิกิริยารวมโมเลกุลของไพรูเวต 1 โมเลกุลกับ 2-oxobutyrate 1 โมเลกุล เปน    
2-aceto-2-hydroxybutyrate ในขั้นตอนแรกของการสังเคราะหกรดอะมิโน isoleucine โดยกิจกรรม
การทํางานของเอนไซมนี้ตองการ thiamine pyrophosphate (TPP) flavin adenine dinucleotide 
(FAD) และ Mg2+ หรือ Mn2+ เปนปจจัยรวมในการทํางาน และจะถูกควบคุมดวยกระบวนการยับยั้ง
แบบยอนกลับดวยกรดอะมิโนท่ีสังเคราะหขึ้นภายในกระบวนการ (end-product amino acids) หรือ 
เอนไซมถูกสารอ่ืน ๆ ยับยั้ง (Jung et al., 2004) 

 
ภายหลังจากท่ีพืชไดรับสารกําจัดวัชพืชในกลุมสารท่ียับยั้งการทํางานของเอนไซม ALS 

พืชจะแสดงอาการ chlorosis และ necrosis ในใบออนของพืช และตายอยางชา ๆ โดยใชเวลานาน
หลายสัปดาหขึ้นอยูกับปริมาณของกรดอะมิโนตาง ๆ ท่ีสะสมภายในพืช สารจะสลายตัวอยาง
รวดเร็วภายใน 24 ช่ัวโมง และจะคอย ๆ ปลดปลอยออกทางรากพืชสูดินโดยจุลินทรียในดินจะเปน
ผูยอยสลายสาร มีคา half-life ในดิน 25–14 วัน ในรูปสารละลายในน้ําจะเกิดการเส่ือมสลายดวย
แสง (photodegradation) ดวยปฏิกิริยา photohydrolysis มีคา  half-life 2 วัน มีความเปนพิษตอ นก ปลา 
แมลง และสัตวเล้ียงลูกดวยนมต่ํา (Tu et  al., 2001) 
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ภาพที่ 2  ตําแหนงการเกิดปฏิกิริยาของสารอิมาซาเพอรในการยับยั้งการทํางานของเอนไซมอะซิโท 
               แลคเตทซินเธสภายในพืช 
ที่มา: Anonymous (2007) 
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การคัดเลือกพืชตานทานสารกําจัดวัชพืช 
 

ก.  การคัดเลือกแบบปกต ิ
 

      วิธีการคัดเลือกพืชตานทานตอสารกําจัดวัชพืชโดยวิธีการคัดเลือกในระดับท่ีเปนพืชท้ัง
ตน เปนการคัดเลือกในสภาพแปลงปลูก (field selection) หรือเรือนทดลอง โดยการคัดเลือกตนพืช
ท่ีไมถูกทําลาย หรือถูกทําลายบางสวนหลังจากท่ีไดรับสารกําจัดวัชพืช ซ่ึงตนพืชดังกลาวจะเปนตน
ท่ีตานทานหรือทนทานตอสารกําจัดวัชพืชนั้น ๆ และการผสมพันธุพืชแบบเดิม (classical breeding) 
เปนการนําพืชท่ีมีลักษณะตานทาน หรือทนทานตอสารกําจัดวัชพืชมาผสมกับพันธุปลูกท่ีตองการ
เพ่ือใหไดสายพันธุท่ีมีความตานทาน หรือทนทานตอสารชนิดนั้น ๆ (ศรีสม, 2541) สําหรับการคัด 
เลือกพันธุพืชท่ีตานทานตอสารกําจัดวัชพืช โดยอาศัยการคัดเลือกในสภาพแปลงทดลองและเรือน
ทดลองสามารถทําการคัดเลือกพืชไดในระดับท่ีเปนพืชท้ังตน โดยการฉีดพนสารกําจัดวัชพืชลงไป
บนพืชท่ีปลูกในชวงระยะท่ีพืชนั้นมีการตอบสนองตอสารสูงสุด มีสภาพแวดลอมท่ีเหมาะสมตอ
การเขาทําลายพืชของสารนั้น เปนการศึกษาลักษณะและกระบวนการทางสรีรวิทยา โดยพืชท่ีได
จากการคัดเลือกจะสามารถปรับตัวเขากับสภาพแวดลอมในแปลงปลูกไดดี แตการคัดเลือกในระดบั
ท่ีเปนพืชท้ังตนนี้มีขอจํากัดหลายประการ กลาวคือ ใชระยะเวลาในการคัดเลือกนาน ตลอดจนไม
สามารถควบคุมสภาพแวดลอมท่ีมีผลเกี่ยวของกับการเจริญเติบโตของพืชไดหรือการควบคุมได
คอนขางลําบาก ไมวาจะเปน แรธาตุอาหาร ความช้ืน อุณหภูมิ แสง และปจจัยอ่ืน ๆ มักเกิดปญหา
เรื่องความเสียหายในเรื่องโรคและแมลงท่ีมีผลกระทบตอการเจริญเติบโตของพืชได ตลอดจนมี
ประสิทธิภาพในการควบคุมอัตราความเขมขนของสารท่ีใชไดไมท่ัวถึงและสมํ่าเสมอ 

 
      โดยท่ีผานมาไดมีการศึกษาเกี่ยวกับการคัดเลือกพืชปลูกชนิดตาง ๆ ท่ีทนทานตอสาร

กําจัดวัชพืชหลายชนิดในระดับท่ีเปนพืชท้ังตนท้ังในสภาพเรือนทดลองและแปลงทดลองโดย 
Pornprom and Pyon (1997) ไดทําการคัดเลือกพริกจํานาน 42 พันธุท่ีทนทานตอสารกําจัดวัชพืชใน
กลุมท่ียับยั้งการทํางานของเอนไซม ALS ไดแก สารอิมาเซทธาเพอร และไพรมิซัลฟูรอน พบวา พันธุ 
Red Top, Happy Dry, Golden Tower และ Hagyeorae จัดอยูในกลุมท่ีมีแนวโนมวามีความทนทาน
ตอสารอิมาเซทธาเพอร ในอัตรา 0.20 กิโลกรัมสารออกฤทธ์ิตอเฮกตาร สวนพันธุ Korea, Cheongyang, 
Oriental Glory และ Hanam จัดอยูในกลุมท่ีออนแอตอสารอิมาเซทธาเพอร ในอัตรา 0.075 กิโลกรัม
สารออกฤทธ์ิตอเฮกตาร และพันธุ Red Horn, Jopoong, Kwangbok และ Wangcho จัดอยูในกลุมท่ีมี
แนวโนมวามีความทนทานตอสารไพรมิซัลฟูรอนในอัตรา 0.16 กิโลกรัมสารออกฤทธ์ิตอเฮกตาร 
สวนพันธุ Korea, Dahhong, Chamjoah และ Poongchon จัดอยูในกลุมท่ีออนแอตอสารไพรมิซัลฟู
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รอนในอัตรา 0.07 กิโลกรัมสารออกฤทธ์ิตอเฮกตาร ตอมา Pornprom et al. (2000) ไดทําการคัดเลือก
ถ่ัวเหลืองจํานวน 16 พันธุ ทนทานตอสารกลูโฟซิเนทในสภาพแปลงทดลอง พบวา พันธุ สจ 4 
สามารถทนทานตอสารไดท่ีอัตรา 0.5 กิโลกรัมสารออกฤทธ์ิตอเฮกตาร และมีระดับความทนทาน
แตกตางกันไป 2-3 เทา ในพันธุท่ีออนแอ คือ พันธุ GC 87016 มีความออนแอตอสารเม่ือไดรับสาร
เพียง 0.20 กิโลกรัมสารออกฤทธ์ิตอเฮกตาร ตอมา Pornprom et al. (2003) ไดรายงานเกี่ยวกับการ
คัดเลือกขาวโพดทนทานตอสารกลูโฟซิเนทในสภาพแปลงทดลอง ตลอดจนทําการศึกษากลไกทาง
ชีวเคมีของความทนทานสาร โดยพิจารณาจากการลดลงของปริมาณแอมโมเนียท่ีเกิดขึ้นหลังจากท่ี
พืชไดรับสาร พบวา ขาวโพดพันธุ Pacific 626 และ Pacific 983 ซ่ึงเปนพันธุท่ีมีความทนทานตอ  
สารกลูโฟซิเนทมีการสะสมปริมาณแอมโมเนียนอยกวาในพันธุออนแอถึง 50 เปอรเซ็นต ตอมา 
กัญญาวัฒน (2546) ไดทําการคัดเลือกพันธุออยจํานวน 15 พันธุ ท่ีทนทานตอสารกลูโฟซิเนทใน
สภาพแปลงทดลอง โดยพิจารณาจากความเปนพิษของสารท่ีมีตอพืช พบวา ออยพันธุ KPS 96-8-5, 
U-thong 3 และ KPS 96-16-07 จัดอยูในกลุมท่ีมีแนวโนมวามีความทนทานตอสารท่ีอัตรา 1.0 กิโลกรัม
สารออกฤทธ์ิตอเฮกตาร นอกจากนี้ มัตติกา (2550) ไดทําการคัดเลือกออยจํานวน 27 พันธุ ทนทาน
ตอสารอิมาซาเพอรในระดับท่ีเปนพืชท้ังตนในสภาพไรทดลอง พบวา ออยพันธุ K 95-282, K 88-
92, K 97-32, K 99-55, K 95-87 และ K 93-219 จัดอยูในกลุมท่ีมีแนวโนมวามีความทนทานตอ
สารอิมาซาเพอรในอัตรา 0.625 กิโลกรัมสารออกฤทธ์ิตอเฮกตาร สวนพันธุ K 99-5, K 99-72, K 99-
85, K 97-33 และ K 97-27 จัดอยูในกลุมท่ีออนแอตอสารในอัตรา 0.156 กิโลกรัมสารออกฤทธ์ิตอ
เฮกตาร 

 
      ในการศึกษาพืชทนทานหรือตานทานสารกําจัดวัชพืชโดยการใชวิธีการคัดเลือกแบบ

ปกติจะเห็นไดวา มีความสําคัญเปนอยางมากในการปรับปรุงพันธุพืชตานทานตอสารกําจัดวัชพืช 
เนื่องจากทําใหสามารถคัดเลือกลักษณะท่ีตองการได โดยสังเกตไดจากการตอบสนองของพืชท่ีมีตอ
สารกําจัดวัชพืช ซ่ึงทําการประเมินไดจากลักษณะภายนอกท่ีปรากฏออกมา แตอยางไรก็ตามยังมี
ขอจํากัดหลายประการ กลาวคือ ตองใชพ้ืนท่ีขนาดใหญในการปลูกเพ่ือการคัดเลือก และไดรับอิทธิพล
จากสภาพแวดลอมสูง ซ่ึงยากตอการคัดเลือกพืชท่ีมีลักษณะทางพันธุกรรมตามจริง ใชแรงงาน
จํานวนมากในการปฏิบัติงาน และระยะเวลาท่ีใชในการคัดเลือกนาน ตลอดจนไมสามารถควบคุม
สภาพแวดลอมท่ีมีผลเกีย่วของกับการเจริญเติบโตของพืชหรือการควบคุมไดคอนขางลําบาก ไมวา
จะเปนในเรื่องของแรธาตุอาหาร ความช้ืน อุณหภูมิ แสง และปจจัยอ่ืน ๆ มักเกิดปญหาความ
เสียหายในดานโรคและแมลงท่ีมีผลกระทบตอการเจริญเติบโตของพืช ตลอดจนมีประสิทธิภาพใน
การควบคุมอัตราและความเขมขนของสารท่ีใชไดไมท่ัวถึง ดังนั้นควรทําการคัดเลือกในระดับเซลล
ตอไปดวย เพ่ือใหผลการทดลองมีความนาเช่ือถือมากยิ่งขึ้นตอไป 
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ข.  การคัดเลือกโดยวิธีการทางเทคโนโลยีชีวภาพดานพืช 
 
      การปรับปรุงพันธุพืชในปจจุบันไดมีการนําเอาเทคนิคทางเทคโนโลยีชีวภาพเขามาใช

ในการปรับปรุงพันธุพืช เชน วิธีการเพาะเล้ียงเนื้อเยื่อพืช และวิธีการถายยีนเขาสูพืช เปนตน วิธีการ
เพาะเล้ียงเนื้อเยื่อพืช ถูกนํามาใชกันอยางแพรหลาย เพ่ือใชในการคัดเลือกพันธุพืชท่ีตานทานตอ
สภาวะวิกฤตตาง ๆ เชน คัดเลือกพืชทนแลง พืชทนดินเค็ม และคัดเลือกพืชตานทานโรคและแมลง 
นอกจากนี้ยังถูกนํามาใชในการคัดเลือกพันธุพืชตานทานสารกําจัดวัชพืช การนําเทคนิคทางดาน
การเพาะเล้ียงเนื้อเยื่อพืชมาใชจะชวยใหการคัดเลือกพืชใหมีลักษณะตามท่ีตองการไดภายใน
ระยะเวลาอันส้ัน โดยการนําสารกําจัดวัชพืชมาผสมลงในอาหารสังเคราะหท่ีใชเล้ียงช้ินสวนพืช จะ
ทําใหเซลลพืชท่ีออนแอตอสารไมสามารถเจริญเติบโตตอไปไดและตายในท่ีสุด จากนั้นนําเซลล
ของพันธุตานทานท่ีเหลือรอดมาเพาะเล้ียงจนเจริญเติบโตตอไป ซ่ึงเปนวิธีการท่ีงาย สามารถ
ควบคุมสภาพแวดลอมไดอยางสมํ่าเสมอ อีกท้ังยังเปนการลดปญหาในเรื่องผลกระทบจากโรคและ
แมลง เนื่องจากอยูในสภาพปลอดเช้ือ สามารถควบคุมความแนนอนของอัตราสารท่ีใชในแตละ
พันธุได และชวยขจัดปญหาในเรื่องการเคล่ือนยายของสาร ซ่ึงอาจจะมีผลไปรบกวนการดูดซึมและ
เคล่ือนยายของสารไปยังตําแหนงเปาหมายท่ีสารจะเขาไปยับยั้งในกระบวนการตาง ๆ ภายในพืช 

 
      โดยท่ีผานมาไดมีการศึกษาและวจิยัเกี่ยวกับการนําเทคนคิทางดานการเพาะเล้ียงเนื้อเยือ่ 

มาประยุกตใชในงานปรับปรุงพันธุพืชตานทานตอสารกําจัดวัชพืชชนิดตาง ๆ โดยท่ี Pornprom et 
al. (2000) ไดทําการศึกษาความตานทานตอสารกลูโฟซิเนทในเซลลถ่ัวเหลืองพันธุ สจ 4 พบวา เซลล
ถ่ัวเหลืองพันธุดังกลาวสามารถตานทานตอสารท่ีความเขมขน 10-6 โมลาร และมีเซลลเปน diploid 
เม่ือพิจารณาการเปล่ียนแปลงปริมาณสารแอมโมเนียท่ีสะสมภายในเซลลท่ีออนแอตอสารกลูโฟ
ซิเนท พบวา มีปริมาณการสะสมของแอมโมเนียมากกวาเปน 15 เทาของเซลลตานทานตอสารกลู
โฟซิเนท ตอมา Bae et al. (2002) ไดทําการคัดเลือกเซลลแขวนลอยของขาว (Oryza  sativa L. cv. 
Ilpumbyeo) ใหตานทานตอสาร cyhalofop-butyl ท่ีระดับความเขมขน 5 มิลลิกรัมตอลิตร และสามารถ
ตานทานไดถึง 10 มิลลิกรัมตอลิตร เม่ือไดรับสารตอเนื่องเปนเวลานาน 6 เดือน ตอมา กัญญาวัฒน 
(2546) ไดทําการคัดเลือกพันธุออยตานทานสารกลูโฟซิเนท พบวา เซลลออยพันธุ KPS 96-8-5 
สามารถตานทานตอสารกลูโฟซิเนทได ในระดับความเขมขน 10-5 โมลาร โดยมีระดับความของ
ตานทานสารเปน 4,750 เทาของเซลลออยปกติพันธุเดียวกัน ตอมา Zambrano et al. (2003) ไดทําการ
คัดเลือกออยพันธุ V71-51 ตานทานตอสารไกลโฟเสทในสภาพเซลลแขวนลอยไดท่ีระดับความเขมขน 
0.8 มิลลิโมลารตอลิตร พบวา เซลลแขวนลอยของออยสามารถตานทานตอสารไดมากถึง 170 เทา 
ของออยพันธุเดียวกันท่ีไมไดรับสาร นอกจากนี้ มัตติกา (2550) ไดทําการคัดเลือกพันธุออยตานทาน
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สารอิมาซาเพอรในระดับเซลลโดยวิธีการเพาะเล้ียงเนื้อเยื่อพืช พบวา เซลลของออยพันธุ K 97-32 
สามารถชักนําใหเกิดเปนเซลลท่ีตานทานตานทานตอสารอิมาซาเพอรไดในระดับความเขมขน 1 ไม
โครโมลาร โดยมีระดับของความตานทานสารเปน 1,000 เทาของเซลลออยปกติพันธุเดียวกัน 

 
      ในการศึกษาพืชตานทานสารกําจัดวัชพืชโดยการนําเทคนิคการเพาะเล้ียงเนื้อเยื่อพืช มา

ใชในการศึกษาวิจัยทางดานการปรับปรุงพันธุพืชเพ่ือใหตานทานตอสารกําจัดวัชพืช จะเห็นไดวา 
สามารถนํามาใชในการศึกษาวิจัยท่ีเกี่ยวของกับชนดิของสารท่ีมีผลกระทบตอพืชในดานตาง ๆ ท้ัง
ในแงของสรีรวิทยา ชีวเคมี รวมท้ังพันธุกรรมและชีวโมเลกุล เพ่ือการคัดเลือกสารกําจัดวัชพืชชนิด
ใหม การตรวจสอบประสิทธิภาพ กลไกการดูดซึม พิจารณากลไกภายในพืชท่ีตานทานตอสาร การ
คัดเลือกพืชตานทานตอสาร และการพัฒนาพืชสายพันธุใหมท่ีตานทานตอสารชนิดตาง ๆ อีกท้ังยัง
ชวยประหยัด พ้ืนท่ี เวลา และแรงงานท่ีนํามาใชในการคัดเลือก แตการใชเทคนิคทางดานการ
เพาะเล้ียงเนื้อเยื่อมาใชคัดเลือกพันธุพืชใหตานทานตอสารกําจัดวัชพืชนั้น จะมีขอจํากัดในการชัก
นําใหเกิดเปนตนใหม โดยท่ีพืชจะมีการเปล่ียนแปลงจํานวนชุดโครโมโซมเกิด ขึ้นเรื่อย ๆ เกิดเปน 
somaclonal variation ท่ีเกิดมาจากปจจัยตาง ๆ  ทําใหผลการคัดเลือกคลาดเคล่ือนและไมสามารถ
นําไปใชคดัเลือกไดกับพืชทุกชนิด (ทศพล, 2541) ดังนั้น เพ่ือความแมนยําในการคัดเลือกพันธุพืช
ตานทานตอสารกําจัดวัชพืชจึงควรมีการคัดเลือกในระดับแปลงทดลองควบคูกันไป 
 
กลไกทางชีวเคมีของความทนทาน/ตานทานสารกาํจัดวัชพืชในกลุมสารที่ยบัยัง้การทํางานของ
เอนไซมอะซิโทแลคเตทซินเธส 
 

กลไกของความทนทาน/ตานทานสารกําจัดวัชพืชขึ้นอยูกับกระบวนการตอบสนองของแต
ละพืชตอสารกําจัดวัชพืช ไมวาจะเปนกระบวนการทางสรีรวิทยาของพืชในแงของความแตกตางใน
ดานการดูดซึมของสาร (absorption  หรือ  uptake) การเคล่ือนยายของสาร (translocation) ไปยังตําแหนง
เปา หมายท่ีทําใหเกิดปฏิกิริยา และกระบวนการสลายความเปนพิษของสาร (detoxification) ภายใน
ตนพืชหรือกระบวนการเมแทบอลิซึม โดยท่ัวไปแลวพืชท่ีมีการดูดซึมสารและมีการเคล่ือนยายของ
สารไดในปริมาณท่ีนอยจะทําใหพืชถูกทําลายไดนอย กระบวนการทางชีวเคมีภายในพืช ซ่ึงจะ
เกี่ยวของกับกิจกรรมของเอนไซมเปาหมาย และการถายทอดลักษณะทางพันธุกรรมของพืช 

 
การตอบสนองของพืชตอสารกําจัดวัชพืช สามารถแบงออกไดเปน 3 ลักษณะ กลาวคือ 

ความทนทาน ความตานทาน และความออนแอตอสาร ซ่ึงในป ค.ศ. 1998 ทางสมาคมวัชพืชแหง
ประเทศสหรัฐอเมริกา (WWSA) ไดใหคําจํากดัความของลักษณะดังกลาว ดังนี ้
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ความทนทานสารกําจัดวัชพืชในพืชปลูก (herbicide tolerant crops) เปนความสามารถของ
ชนิดพืช (species) ในสภาพธรรมชาติท่ีมีชีวิตอยูรอดและขยายพันธุตอไปได ภายหลังท่ีไดรับสารกําจัด
วัชพืช ซ่ึงแสดงวาพืชทนทานไมไดเกิดจากการคัดเลือกหรือวิธีการทางพันธุกรรม ท่ีทําใหพืชเกิด
ความทนทาน แตเกิดจากความทนทานท่ีมีอยูแลวตามธรรมชาต ิ(Annonymous, 1998) 

 
ความตานทานสารกําจัดวัชพืชในพืชปลูก (herbicide resistant crops) เปนความสามารถใน

การถายทอดความมีชีวิตอยูและขยายพันธุพืชไดอยางปกติ ภายหลังจากท่ีไดรับสารกําจัดวัชพืชใน
อัตราท่ีทําใหพันธุปา (wild type) ตาย พืชตานทานสารกําจัดวัชพืชอาจจะเกิดขึ้นเองตามธรรมชาติ
หรือสรางขึ้นโดยใชเทคนิคทางพันธุวิศวกรรม (genetic engineering) หรือการชักนําใหเกิดการกลายพันธุ 
(mutagenesis) โดยการใชเทคนิคของวิธีการเพาะเล้ียงเนื้อเยื่อพืช (Annonymous, 1998) 

 
ความออนแอ (susceptibility) เปนลักษณะของพืชท่ีมีการตอบสนองตอสารกําจัดวัชพืช

อยางรวดเร็ว ซ่ึงอาจวัดไดจากการเจริญเติบโตหรือผลผลิต แมในอัตราต่ํากวาปกติ (Holt and 
LeBaron, 1990) 

 
กลไกทางชีวเคมีของความทนทาน/ตานทานสารกําจัดวัชพืชในกลุมสารท่ียับยั้งการทํางาน

ของเอนไซมอะซิโทแลคเตทซินเธส ท่ีผานมาไดมีการศึกษาในพืชปลูกหลายชนิด ท่ีเกี่ยวของกับ
การเปล่ียนแปลงของเอนไซมอะซิโทแลคเตทซินเธส โดยท่ี Wright and Penner (1998) ไดศึกษา
กลไกทางชีวเคมีของความตานทานขามไปยังสารกําจัดวัชพืช 4 กลุม ท่ียับยั้งการทํางานของ
เอนไซมอะซิโทแลคเตทซินเธส ประกอบดวยสารในกลุม Imidazolinones, Sulfonylureas, Triazlopyrimidine และ 
Pyrimidinyl  thiobenzoates ของขาวโพดท่ีตานทานสารในกลุม Imidazolinones ไดแก พันธุ ICI 8692 IT, Pioneer 
3751 IR และ Ciba 4393 IMR โดยพิจารณาจากการเปล่ียนแปลงกิจกรรมของเอนไซม ALS ในพันธุ
ขาวโพดท่ีตานทานตอสารในกลุม Imidazolinones เม่ือเปรียบเทียบกับพันธุขาวโพดลูกผสม isogenic ท่ี
ออนแอตอสารในกลุม Imidazolinones ไดแก พันธุ ICI 8692, Pioneer 3751 และ Ciba 4393  พบวา 
พันธุ Pioneer 3751 IR และ Ciba 4393 IMR มีความตานทานขามไปยังสารท้ัง 4 กลุมได และมี
ระดับความตานทานสารเปน 48–5,000 เทา สวนพันธุ ICI 8692 IT  มีความตานทาน 4-8 เทา ตอสารใน
กลุม Imidazolinones และ Pyrimidinyl thiobenzoates เม่ือเปรียบเทียบกับพันธุออนแอแตไมมีความ
ตานทานไปยังสารกลุม Sulfonylureas และ Triazlopyrimidine sulfonamides ขณะเดียวกัน Wright et al. (1998) 
ไดศึกษากิจกรรมของเอนไซม ALS ในซูการบีท พันธุ Sir 13 93r30B และ Sur ซ่ึงไดมาจากการคัดเลือก
ในระดับเซลลใหตานทานตอสารกลุม Imidazolinones พบวา การทํางานท่ีจําเพาะของเอนไซมใน
พันธุตานทานดังกลาวอยูในชวง 73-93 เปอรเซ็นต เม่ือเปรียบเทียบกับพันธุปาของแตละพันธุ ซ่ึง
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แสดงใหเห็นวา การตอบสนองของเอนไซมท่ีมากกวาปกต ิ(over expression) ไมใชปจจัยท่ีทําใหเกดิความ
ตานทานตอสารอิมาเซทธาเพอร ฟลูเมทซูแลม และคลอซัลฟูรอน ตอมา Pornprom and Pyon (1999) ได
ศึกษาการตอบสนองของเอนไซมอะซิโทแลคเตทซินเธสในพันธุพริกทนทานตอสารไพรมิซัลฟู
รอน ไดแก พันธุ Red Horn และ Kwangbok เปรียบเทียบกับพันธุออนแอ ไดแก พันธุ Chamjoah 
และ Poongchon พบวา พันธุทนทานท้ังสองพันธุมีอัตราสวนความทนทานของเอนไซม ALS เปน 
10-15 เทา และมีการตอบสนองของเอนไซมตอสารไพรมิซัลฟูรอน เปนแบบตอบสนองนอย (less 
sensitive) ตอสารกําจัดวัชพืช  

 
ตอมา Taregyan et al. (2001) ทําการคัดเลือกเซลลถ่ัวเหลืองพันธุ Dak, Izm, Ard และ Wil 

โดยเพาะเล้ียงในอาหารสูตร MS ดัดแปลง ท่ีเติมสารอิมาเซทธาเพอร 2 มิลลิกรัมสารออกฤทธ์ิตอลิตร 
ทําการคัดเลือกเซลลท่ีตานทานสารแลวชักนําใหเกิดเปนตน จากนั้นทําการปลูกแลวผสมตัวเอง จน
ไดเมล็ดรุนท่ี 1 ทําการปลูกแลวนําช้ินสวนใบออนของตนท่ีมีอายุ 2 สัปดาห ชักนําใหเกิดแคลลัส
และเซลลแขวนลอยในอาหารสูตรเดียวกัน ชักนําใหเกิดเปนตนเพ่ือใหไดเมล็ดในรุนท่ี 2 ทําการ
ปลูกและชักนําใหเกิดแคลลัสอีกครั้ง แลววิเคราะหกิจกรรมของเอนไซม ALS พบวา กิจกรรมของ
เอนไซมไมแตกตางกันเม่ือเปรียบเทียบกับพันธุพอและพันธุแม ตอมา Gaston et al. (2002) ศึกษา
กิจกรรมของเอนไซม ALS ภายในตนพืช (in vivo) โดยทําการปลูกถ่ัวพี (Pissum  sativum cv. Sugar 
Snap) ในสารละลายธาตุอาหารเม่ือถ่ัวพีมีอายุ 12 วัน ทําการเติมสารอิมาเซทธาเพอรในอัตรา 20 มิล 
ลิกรัมสารออกฤทธ์ิตอลิตร จากนั้นพิจารณากิจกรรมของเอนไซม ALS ท่ี 0 3 5 และ 7 วันหลังจาก
ไดรับสาร พบวา กิจกรรมของเอนไซมถูกยับยั้ง 45 เปอรเซ็นต หลังจากไดรับสารเพียง 1 วัน และถูก
ยับยั้งอยางสมบูรณท่ี 3 วัน ตอมา Avila et al. (2005) ศึกษากิจกรรมของเอนไซม ALS ในขาวแดง 
(Oryza spp.) จํานวน 3 อีโคไทป คือ LA 5, MS 5 และ TX เปรียบเทียบกับขาวพันธุ CL-121 ท่ี
ทนทาน พันธุ CL-161 ท่ีตานทานตอสารอิมาเซทธาเพอร ตามลําดับ และพันธุ Cypress พบวา พันธุ 
CL-161 มีความตานทาน 32 และ 420 เทา เม่ือเปรียบเทียบกับพันธุ CL-121 และคาเฉล่ียของคา I50

 

ของพันธุ Cypress และขาวแดงท้ังสามอีโคไทป ตามลําดับ ซ่ึงแสดงใหเห็นวา พันธุ CL-161 มีคา I50 

ท่ีสูงมาก แตมีคากิจกรรมของเอนไซม ALS ในระดับปานกลาง แสดงใหเห็นวา ความตานทานตอ
สารอิมาเซทธาเพอรนาจะเกี่ยวของกับการเปล่ียนแปลงของเอนไซม ALS มากกวาท่ีจะเกิดจากการ
ตอบสนองของเอนไซมท่ีเปนแบบมากกวาปกติ (over expression) ตอมา Pornprom et al. (2005) ได
ศึกษาความสัมพันธระหวางผลการยับยั้งของสาร bensulfuron-methyl และกิจกรรมเอนไซม ALS ท่ี
มีผลตอการเจริญเติบโตในระยะตนกลาและเซลลแขวนลอยของถ่ัวเหลือง (Glycine max L. cv. 
Enrei) พบวา กิจกรรมของเอนไซมจะลดลงอยางรวดเร็วเม่ือเพ่ิมระดับความเขมขนของสารท่ีสูงขึ้น 
และกิจกรรมเอนไซม ALS ถูกยับยั้งในระดับเซลลมากกวาในระดับท่ีเปนพืชท้ังตน นอกจากนี ้
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มัตติกา (2550) ไดทําการพิจารณาจากการเปล่ียนแปลงกิจกรรมของเอนไซม ALS ในสายพันธุออย
ตานทานสารอิมาซาเพอร พบวา เซลลออยพันธุ K 97-32 ท่ีตานทานสารมีปริมาณของเอนไซมมากกวา
เซลลของออยปกติพันธุเดียวกันถึง 11 เทา ท่ี 5 วันภายหลังจากทําการยายเซลล โดยมีการ
เปล่ียนแปลงกิจกรรมของเอนไซม ALS เปนแบบตอบสนองนอย (less sensitive) ตอสารอิมาซาเพอร  

 
โดยท่ัวไปการพิจารณากลไกของความตานทานสารในกลุมสารท่ียับยั้งการทํางานของ

เอนไซมอะซิโทแลคเตทซินเธส จะเกี่ยวของกับพ้ืนฐานของตําแหนงเปาหมาย (target site-based) 
และไมใชตําแหนงเปาหมายในการเขาทําลายของสารกําจัดวัชพืช (non-target site-based) (Corbett 
and Tardif, 2006) ซ่ึงกลไกของความตานทานสารกําจัดวัชพืชท่ีเกี่ยวกับ target site-based นั้น จะ
เปนการเปล่ียนแปลงของตําแหนงเปาหมายในการเขาทําลายของสารกําจัดวัชพืช โดยท่ีอาจจะมีการ
สรางตําแหนงเปาหมายท่ีมากกวาปกติ (overproduction of the target site) หรือมีการตอบสนองของ
เอนไซมเปาหมายเปนแบบตอบสนองนอย (less sensitive) ตอสารกําจัดวัชพืช สวน non-target site-
based นั้น จะเกี่ยวของกับการดูดซึม (absorption หรือ  uptake) การเคล่ือนยาย (translocation) ของสารกําจัด
วัชพืชไปยังตําแหนงเปาหมายท่ีทําใหเกิดปฏิกิริยา และกระบวนการสลายความเปนพิษ 
(detoxification) ของสารกําจัดวัชพืช หรือกระบวนการเมแทบอลิซึมภายในตนพืช เพ่ือท่ีจะทําให
สารกําจัดวัชพืชเขาไปสูบริเวณตําแหนงเปาหมายท่ีสารจะแสดงปฏิกิริยาในการทําลายภายในเซลล
พืชไดนอยลง เปนตน การศึกษาในครั้งนีทํ้าการพิจารณาเฉพาะในสวนของ target site-based เทานั้น 
โดยจะเกี่ยวของกับความตานทานสารในกลุมสารท่ียับยั้งการทํางานของเอนไซม ALS ซ่ึงใชเปนดัชนี
อยางหนึ่งในการอธิบายกลไกของความตานทานสารท่ีเกี่ยวของกับการเปล่ียนแปลงการทํางานของ
เอนไซมเปาหมายท่ีสารเขาไปยับยั้งในกระบวนการทางชีวเคมีท่ีเกิดขึ้นภายในพืช สามารถใชเปน
ขอมูลพ้ืนฐานในการพัฒนาพันธุออยใหมีความตานทานตอสารกําจัดวัชพืชอิมาซาเพอร ซ่ึงจะเปน
ประโยชนอยางยิ่งตอโครงการปรับปรุงพันธุออยใหตานทานตอสารกําจัดวัชพืชตอไป 
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อุปกรณและวิธีการ 
 

อุปกรณ 
 

1.  พันธุออย 
 

 พันธุ K 95-282 ซ่ึงเปนพันธุออยของศูนยสงเสริมเกษตรและอุตสาหกรรมออยและน้ําตาล 
สํานักงานคณะกรรมการออยและน้ําตาลทราย กระทรวงอุตสาหกรรม 
 
2.  สารกําจัดวัชพืช  
  

สารอิมาซาเพอร ในรูปของ technical grade มีความบริสุทธ์ิ 98.8 เปอรเซ็นต 
 
3.  อุปกรณและสารเคมีสําหรับเตรียมอาหารสังเคราะห 
 

3.1.  สารเคมีท่ีใชในการเตรียมอาหารสังเคราะหและเพาะเล้ียงเนื้อเยื่อพืชในหองปฏิบัติการ 
ไดแก อาหารเพาะเล้ียงเนื้อเยื่อพืชสูตร MS (Murashige and Skoog, 1962) (ตารางผนวกท่ี 1) วิตามิน  
ฮอรโมน สารปรับความเปน กรด–ดาง ผงวุน และสารเคมีฟอกฆาเช้ือ เปนตน 

 
3.2.  เครื่องมือและอุปกรณทางวิทยาศาสตรท่ีใชในการเตรียมอาหารและเพาะเล้ียงเนื้อเยื่อ

พืช ไดแก เครื่องช่ังสาร ตูอบไมโครเวฟ เครื่องวัดคาความเปน กรด–ดาง หมอนึ่งความดันไอ ตู
ปลอดเช้ือสําหรับการเพาะเล้ียงเนื้อเยื่อพืช เครื่องเขยา เครื่องควบคุมอุณหภูมิ ไมโครปเปตตชนิดท่ี
ปรับปริมาตรได มีดผาตัด ปากคีบ และตะเกียงแอลกอฮอล เปนตน 
 

3.3.  อุปกรณเครื่องแกวและพลาสติก ไดแก ขวดรูปชมพูขนาดปริมาตร 125 มิลลิลิตร ขวด
วัดปริมาตร บีกเกอร หลอดวดัปริมาตรเซลล (Packed Cell Volume; PCV) จานแกว ลอดไซริงจ 
และปเปตต เปนตน 
 

3.4.  อุปกรณท่ีใชในการเก็บรักษาเนื้อเยื่อท่ีทําการเพาะเล้ียงในอาหารสังเคราะห ไดแก ช้ัน
สําหรับวางขวดเพาะเล้ียงเนื้อเยื่อ เครื่องเขยา และเครื่องควบคุมอุณหภมิู เปนตน 
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4.  อุปกรณและสารเคมีในการศกึษากิจกรรมของเอนไซมอะซิโทแลคเตทซินเธส 
 
 4.1.  อุปกรณท่ีใชในการศึกษากิจกรรมของเอนไซม ALS ไดแก เครื่องบมเพาะเช้ือชนิด
ควบคุมอุณหภูมิ (incubator) เครื่องสเปกโตรโฟโตมิเตอร (spectrophotometer) เครื่องปนเหวี่ยง 
คอลัมน (SephadexTM G-25; PD-10) (บริษัท Amersham Bioscience) และไมโครปเปตต เปนตน 
 

4.2.  สารเคมีท่ีใชในการศึกษากจิกรรมของเอนไซม ALS โดยปรับปรุงวิธีของ Osuna et al. 
(2003) (รายละเอียดดูในการทดลองท่ี 2) 
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วิธีการ 
 
1.  ศึกษาการคัดเลอืกสายพันธุเซลลออยตานทานสารอมิาซาเพอรโดยวิธกีารเพาะเลีย้งเนื้อเยือ่ 
 

การคัดเลือกพันธุออยตานทานสารอิมาซาเพอรในสภาพการเพาะเล้ียงเนื้อเยื่อนั้น นําออย
สายพันธุท่ีมีแนวโนมทนทานตอสารอิมาซาเพอรท่ีไดจากการคัดเลือกในสภาพไรทดลอง คือ สาย
พันธุ K 95-282  (มัตติกา,  2550)  มาทําการคัดเลือกพันธุออยตานทานสารอิมาซาเพอรโดยวิธีการเพาะเล้ียง
เนื้อเยื่อ ซ่ึงประกอบดวยขั้นตอน ดังนี้ 

 
1.1  การชักนําใหเกิดแคลลัสและเซลลแขวนลอย 
 

นําช้ินสวนบริเวณยอดใบมวนออนของออย อายุ 3 เดือน (Srinivasan and Vasil, 1986; 
Chen et  al., 1988) มาลอกเอากาบใบช้ันนอกออก ฟอกฆาเช้ือดวย Clorox 15 เปอรเซ็นต เตมิสารจบัใบ 
tween 20 จํานวน 1-2 หยด นําไปวางบนเครื่องเขยาดวยความเร็ว 120 รอบตอนาที นาน 15 นาที 
แลวลางดวยน้ํากล่ันท่ีนึ่งฆาเช้ือแลวจํานวน 3 ครั้ง จากนั้นลอกกาบใบออนออกอีก 1-2 ช้ัน จนเหลือ
เพียงใบออนช้ันในสุด ตัดออกเปนช้ิน ๆ ใหมีขนาดความยาวประมาณ 2-3 มิลลิเมตร แลววางบน
อาหารสังเคราะหสูตร MS (Murashige and Shoog, 1962) ประกอบดวย 2,4-D 3 มิลลิกรัมตอลิตร 
myo-inositol 100 มิลลิกรัมตอลิตร casein hydrolysate 500 มิลลิกรัมตอลิตร น้ํามะพราว 10 
เปอรเซ็นตโดยปริมาตร น้ําตาลซูโครส 2 เปอรเซ็นต และ phytagel 2 กรัมตอลิตร (pH 5.7) นึ่งฆา
เช้ือท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้ว นาน 15 นาที (พจมาน และคณะ, 
2543; Chen et al., 1988; Aftab et al., 1996) เพาะเล้ียงในสภาพท่ีไมมีแสง อุณหภูมิ 25 ± 2 องศา
เซลเซียส เพ่ือชักนําใหเกิดแคลลัส เปล่ียนอาหารทุก ๆ 30 วัน ทุกครั้งท่ีเปล่ียนอาหารตัดเอาเฉพาะ
กลุมของแคลลัสนําไปวางบนอาหารใหม จากนั้นนําแคลลัสมาประมาณ 0.50 กรัมน้ําหนักสด ตัดให
เปนช้ินเล็ก ๆ  นํามาเล้ียงในอาหารเหลวสูตรเดียวกับท่ีใชชักนําใหเกิดแคลลัส (ไมเติมผงวุน) ในปริมาตร 45 
มิลลิลิตรตอขวดรูปชมพูขนาดปริมาตร 125 มิลลิลิตร นําไปวางบนเครื่องเขยาดวยความเร็ว 120 
รอบตอนาที ในสภาพท่ีมีแสง 16 ช่ัวโมง ท่ีอุณหภูมิ 25 ± 2 องศาเซลเซียส ทําการยายเปล่ียนอาหาร
ใหมทุก ๆ 14 วัน (กัญญาวัฒน, 2546) เพ่ือชักนําใหเกิดเปนเซลลแขวนลอย 
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1.2  การศึกษาการเจริญเติบโตของเซลลออย 
 

วางแผนการทดลองแบบ factorial in completely randomized design (CRD) จํานวน 3 
ซํ้า มี 2 ปจจัย คือ 

 
ปจจัย A คือ ระยะเวลาท่ีทําการวัดปริมาตรเซลล จํานวน 6 ระยะ คือ ท่ี 0 5 7 10        
                    14 และ 21 วัน 
 
ปจจัย B คือ ปริมาณเซลลเริ่มตนมี 3 ปริมาณ คือ 0.1 0.2 และ 0.3 มิลลิลิตรตอ   
                    อาหาร 5 มิลลิลิตร 
 

ทําการยายเซลลแขวนลอยท่ีไดจากขั้นตอนท่ี 1.1 ในปริมาตรเซลลเริ่มตนท่ีแตกตางกัน
ตั้งแต 0.1 0.2 และ 0.3 มิลลิลิตรตออาหาร 5 มิลลิลิตร นํามาเล้ียงในอาหารเหลวสังเคราะห MS สูตร
ดัดแปลง (สูตรเดียวกับท่ีใชในการชักนําใหเกิดเปนเซลลแขวนลอย) ในอาหารเหลว 45 มิลลิลิตรตอ
ขวดรูปชมพูขนาด 125 มิลลิลิตร นําไปวางบนเครื่องเขยาดวยความเร็ว 120 รอบตอนาที ท่ีอุณหภูมิ 
25 ± 2 องศาเซลเซียส 

 
การบันทึกผลการทดลอง มีดังนี ้

 
การวัดปริมาณเซลลดวยวิธี packed cell volume (PCV) (Pornprom et al., 2000) ท่ีระยะ 

เวลา 0 5 7 10 14 และ 21 วันหลังจากยายเซลลลงในอาหารใหม นําขอมูลไปวิเคราะหความแปร 
ปรวน จากนั้นนําคาเฉล่ีย 3 คามาสรางเปนกราฟการเจริญเติบโต (sigmoid curve) เพ่ือหาระยะเวลา
ท่ีเซลลมีการเจริญเติบโตลดลงเขาสูชวง  stationary  และ decreasing stage แลวจึงยายเซลลลงในอาหาร
เหลวใหมในรอบตอไป 

 
1.3  การตอบสนองของเซลลออยปกติท่ีมีตอสารอิมาซาเพอร 
 

วางแผนการทดลองแบบ factorial in CRD จํานวน 3 ซํ้า มี 2 ปจจัย คือ 
 

ปจจัย A คือ ระยะเวลาท่ีทําการวัดปริมาตรเซลล จํานวน 5 ระยะ คือ ท่ี 0 5 7 10        
                    และ 14 วัน 
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ปจจัย B คือ ระดับความเขมขนของสารอิมาซาเพอร 6 ระดับ คือ 0 0.0001    
                    0.001 0.01 0.1 และ 1 ไมโครโมลาร     
                       

พิจารณาจากความเขมขนของสารท่ีทําใหเซลลมีการเจริญเติบโตลดลง 50 เปอรเซ็นต 
ของเซลลปกติท่ีไมไดรับสาร โดยใช PCV ในปริมาตรท่ีไดจากการทดลองท่ี 1.2 เติมสารอิมาซาเพอร 
เพ่ือใหมีระดับความเขมขนของสารเปน 0.0001 0.001 0.01 0.1 และ 1 ไมโครโมลาร วางบนเครื่อง
เขยาดวยความเร็ว 120 รอบตอนาที ท่ีอุณหภูมิ 25 ± 2 องศาเซลเซียส 

 
การบันทึกผลการทดลอง มีดังนี ้

 
ทําการวัดปริมาณของเซลล ดวยวิธี PCV เชนเดียวกับการทดลองในขั้นตอนท่ี 1.2 หลัง 

จากไดรับสารในระดับความเขมขนตาง ๆ กัน ตั้งแต 0.0001 0.001 0.01 0.1 และ 1 ไมโครโมลาร ท่ี
5 7 10 และ 14 วันหลังจากไดรับสาร ตามลําดับ จากนั้นนําขอมูลมาทําการวิเคราะหผลทางสถิติ 
โดยวิเคราะหความแปรปรวนทางสถิติตามแผนการทดลองแบบ factorial in CRD เม่ือพบวามีความ
แตกตางกันทางสถิติ ใชการเปรียบเทียบคาเฉล่ียโดยวิธี Duncan’s Multiple Range Test โดยใช
โปรแกรมสําเร็จรูป Statistical Analysis System (SAS) แลวนําคาเฉล่ียมาสรางเปนกราฟการ
ตอบสนองของเซลลออยปกติท่ีมีตอสารอิมาซาเพอรตอไป 

 
1.4  การคดัเลือกเซลลออยตานทานสารอิมาซาเพอร 
 

ใชเซลลเริ่มตนท่ีไดตามผลการทดลองท่ี 1.2 ตออาหาร 50 มิลลิลิตร ดวยวิธีเพ่ิมระดับ
ความเขมขนของสารเปนลําดับ (stepwise selection) จากความเขมขนเริ่มตนท่ียับยั้งการเจริญเติบโต
ของเซลลออย 50 เปอรเซ็นต ตามผลการทดลองท่ี 1.3 จนกระท่ังมีอัตราการเจริญเติบโตเทากับเซลล
ปกติท่ีไมไดรับสาร จากนั้นจึงยายเซลลไปเล้ียงในอาหารเหลวท่ีเพ่ิมความเขมขนของสารอิมาซา
เพอรในระดับท่ีสูงขึ้นเรื่อย ๆ จนไดเซลลท่ีมีความตานทานตอสาร แลวจึงนําเซลลออยท่ีคัดเลือกได
จากขั้นตอนนี้ไปศึกษาลักษณะกลไกทางชีวเคมีของเซลลออยท่ีสามารถตานทานตอสารอิมาซา
เพอรในขั้นตอนตอไป 

 
การบันทึกผลการทดลอง มีดังนี ้
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ทําการวัดปริมาณของเซลลเริ่มตนกอนท่ีจะยายเซลลไปเล้ียงในอาหารใหม  โดยใช
ปริมาตรเซลลเริ่มตนตามผลการทดลองท่ี 1.2 จากนั้นวัดปริมาตรเซลลอีกครั้งเม่ือครบรอบ ท่ี 14 วัน 
(1 รอบการเจริญเติบโต) โดยใช PCV จดบันทึกระยะเวลาท่ีทําการชักนําใหเซลลตานทานตอสาร   
อิมาซาเพอรท่ีระดับความเขมขนตาง ๆ กัน ตั้งแต 0.0001 0.001 0.01 0.1 1 10 100 และ 1,000 ไม
โครโมลาร 
 

1.5  การตอบสนองของเซลลออยตานทานสารท่ีมีตอสารอิมาซาเพอร 
 

วางแผนการทดลองแบบ factorial in CRD จํานวน 3 ซํ้า มี 2 ปจจัย คือ 
 

ปจจัย A คือ ระยะเวลาท่ีทําการวัดปริมาตรเซลล จํานวน 5 ระยะ คือ ท่ี 0 5 7 10        
                    และ 14 วัน 
 
ปจจัย B คือ ระดับความเขมขนของสารอิมาซาเพอร 6 ระดับ คือ 0 0.1 1 10 100  
                    และ 1,000 ไมโครโมลาร 
 

ใช PCV ในปริมาตรท่ีไดจากการทดลองท่ี 1.2 เติมสารอิมาซาเพอรลงในอาหารใหม 
เพ่ือใหมีระดับความเขมขนของสารเปน 0 0.1 1.0 10 100 และ 1,000 ไมโครโมลาร นําไปวางบน
เครื่องเขยาดวยความเร็ว 120 รอบตอนาที ท่ีอุณหภูมิ 25 ± 2 องศาเซลเซียส 
 

การบันทึกผลการทดลอง มีดังนี ้
 

1.  วัดปริมาณของเซลล ดวยวิธี PCV เชนเดียวกับการทดลองในขั้นตอนท่ี 1.2 
หลังจากไดรับสารในระดับความเขมขนตางกัน ตั้งแต 0 0.1 1.0 10 100 และ 1,000 ไมโครโมลาร ท่ี 
5 7 10 14 และ 21 วันหลังจากไดรับสาร ตามลําดับ จากนั้นนําขอมูลไปวิเคราะหความแปรปรวน 
แลวนําคาเฉล่ียมาสรางเปนกราฟการตอบสนองของเซลลออยตานทานสารท่ีมีตอสารอิมาซาเพอร 
 

2.  วัดดัชนีความตานทานตอสารอิมาซาเพอร ทําการวัดดัชนีความตานทานของ
เซลลออย ท่ี 14 วันโดยเปรียบเทียบเซลลออยปกติและเซลลออยตานทานสารหลังจากไดรับสารใน
ระดับความเขมขนตาง ๆ ไดแก 0 0.0001 0.001 0.01 0.1 1 10 100 และ 1,000 ไมโครโมลาร 
พิจารณาจากคา resistance index (I50 value of resistant cells/ I50 value of normal cells) หลังจากนั้น
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นําผลการทดลองท่ีไดมาทําการวิเคราะหผลทางสถิติ โดยวิเคราะหความแปรปรวนทางสถิติตาม
แผนการทดลองแบบ factorial in CRD เม่ือพบวามีความแตกตางกันทางสถิติ ใชการเปรียบเทียบ
คาเฉล่ียโดยวิธี Duncan’s Multiple Range Test โดยใชโปรแกรมสําเร็จรูป SAS แลวนําคาเฉล่ียมา
สรางเปนกราฟการตอบสนองของเซลลออยตานทานสารท่ีมีตอสารอิมาซาเพอรตอไป  
 
2.  ศึกษาการเปลี่ยนแปลงกิจกรรมของเอนไซมอะซิโทแลคเตทซินเธส  
 

ศึกษาการเปล่ียนแปลงกิจกรรมของเอนไซมอะซิโทแลคเตทซินเธส ในสายพันธุเซลลออย
ท่ีตานทานสารอิมาซาเพอร โดยพิจารณาจากการเปล่ียนแปลงกิจกรรมของเอนไซม ALS ซ่ึง
ประยุกตจากวิธีการของ Osuna et al. (2003)  

 
วางแผนการทดลองแบบ factorial in CRD จํานวน 3 ซํ้า มี 2 ปจจัย คือ  
 

   ปจจัย A คือ รูปแบบของเซลลออย จํานวน 2 รูปแบบ ไดแก เซลลออยปกติท่ีไดรับ 
                                               สาร (normal cells treated with the herbicide; NT) และเซลลออย    
                                               ตานทานท่ีไดรับสาร (resistant cells treated with the herbicide; RT)   
 

       ปจจัย B คือ ระดับความเขมขนของสาร 6 ระดับ ไดแก ท่ีระดับ 0 0.01 0.1 1 10   
        และ 100 ไมโครโมลาร  

 
             โดยมีขั้นตอนในการศึกษา ดังนี ้

 
2.1  วิธีการสกดัเอนไซม ALS 

 
เม่ือเซลลมีอายุได 7 วันหลังจากทําการยายเซลล (sub-culture) นําตัวอยางของเซลล

ออย ดังกลาวในขางตน กรองเอาเฉพาะสวนท่ีเปนเซลลมาทําใหแหง ตัวอยางละ 2 กรัม บดใหละเอียด
ดวยไนโตรเจนเหลว แลวนํามาสกัดดวย extraction  buffer ประกอบดวย dibasic  potassium  phosphate (K2HPO4) 
เขมขน 0.1 โมลาร pH 7.5 sodium pyruvate เขมขน 1 มิลลิโมลาร magnesium chloride (MgCl2) 
เขมขน 0.5 มิลลิโมลาร thiamine pyrophosphate (TPP) เขมขน 0.5 มิลลิโมลาร flavin adenine 
dinucleotide (FAD) เขมขน 10 ไมโครโมลาร dithiothreitol (DTT) เขมขน 12 มิลลิโมลาร และ 
glycerol 10 เปอรเซ็นต (1:9 V/V) 3 มิลลิลิตรตอปริมาณเซลล 1 กรัม แลวเติม polyvinyl polypyrrolidone (PVPP) 0.5 
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กรัม ผสมใหเขากัน แลวกรองดวยผากรอง 4 ช้ัน จากนั้นนําไปปนเหวี่ยงดวยความเร็ว 27,000xg 
เปนเวลา 15 นาที หลังจากนั้นดูดเอาสารละลายใสสวนบน แลวเติม (NH4)2SO4  50 เปอรเซ็นตแชใน
น้ําแข็งนาน 60 นาที เพ่ือใหเกิดการตกตะกอนของ crude enzyme แลวนําไปปนเหวี่ยงท่ีความเร็ว 
15,000xg เปนเวลา 15 นาที ดูดสารละลายใสสวนบนท้ิง แลวนําตะกอนท่ีไดนั้นละลายดวย extraction 
buffer ปริมาตร 0.3 มิลลิลิตร แลวทําการ desalting โดยใช Sephadex G-25 คอลัมน ซ่ึงผานการ 
equilibrate ดวย elution buffer pH 7.5 ประกอบดวย K2HPO4 เขมขน 0.1 โมลาร pH 7.5 MgCl2 
เขมขน 0.5 มิลลิโมลาร และ sodiumpyruvate เขมขน 20 มิลลิโมลาร จากนั้นวัดกิจกรรมของ
เอนไซม ALS โดยทันทีตอไป 

 
2.2 การวดักจิกรรมของเอนไซม ALS 

 
วัดกิจกรรมของเอนไซม ALS โดยดูดเอาสารละลายท่ีผานการ desalting โดยใช Sephadex G-25 

คอลัมน จากขั้นตอนท่ี 2.1 ในปริมาตร 0.05 มิลลิลิตรใสในหลอดไมโครเซ็นตริฟวจ เติม assay 
buffer ปริมาตร 0.1 มิลลิลิตร ประกอบดวย dibasic potassium phosphate (K2HPO4) เขมขน 0.08 โม
ลาร pH 7.5 sodium pyruvate เขมขน 0.15 โมลาร MgCl2 เขมขน 1.5 มิลลิโมลาร และ flavin 
adenine dinucleotide (FAD) เขมขน 160 ไมโครโมลาร เตมิสารอิมาซาเพอรในระดับความเขมขน 0 
0.01 0.1 1 10 และ 100 ไมโครโมลาร แลวเติม dibasic potassium phosphate (0.04 โมลาร pH 7.0) 
เพ่ือปรับใหมีปริมาตรรวมท้ังหมด 0.25 มิลลิลิตร นําไปบมท่ีอุณหภูมิ 37 องศา เซลเซียส นาน 60 
นาที แลวหยุดปฏิกิริยาดวย H2SO4  ความเขมขน 3 โมลาร ปริมาตร 0.25 มิลลิลิตร แลวบมท่ีอุณหภมิู 
60 องศาเซลเซียล เปนเวลา 15 นาที เพ่ือชวยใหเกิดการ decarboxylate ของ acetolactate เปน acetoin 
จากนั้นเติม α-naphthol 0.25 มิลลิลิตร (5 กรัมตอลิตรท่ีทําละลายใน 2.5 โมลาร NaOH) และ 
creatine 0.25 มิลลิลิตร (5 กรัมตอลิตร) จากนั้นนําไปบมท่ีอุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส นาน 15 นาที 
แลวท้ิงไวใหเย็นนําไปปนเหวี่ยงท่ีความเร็ว 10,000 x g ท่ีอุณหภูมิหอง นาน 5 นาที หลังจากนั้นนํา
สารละลายใสไปทําการวดัคาการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 525 นาโนเมตร (Westerfeld, 1945) 
 

2.3  การวดัปรมิาณโปรตีน 
 

วัดปริมาณโปรตีน ตามวิธีของ Bradford (1976) โดยใช bovine serum albumin ใน
ปริมาตร 1 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร เปนสารละลายโปรตีนมาตรฐานโดยนํา Coomassie Blue reagent 
(ประกอบดวย Coomassie Brilliant Blue G-250 ปริมาตร 100 มิลลิกรัม ละลายใน ethanol 95 เปอร 
เซ็นต ปริมาตร  50  มิลลิลิตร และเติมสาร  phosphoric  acid  85 เปอรเซ็นต 100 มิลลิลิตร ปรับปริมาตรดวยน้ํา
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กล่ันใหไดปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร) ปริมาตร 3 มิลลิลิตร ใสลงในหลอดทดสอบ แลวเติมสารละลาย
โปรตีน 0.4 มิลลิลิตร เขยาใหเขากัน ตั้งท้ิงไวท่ีอุณหภูมิหอง นาน 5 นาที จากนั้นนําไปวัดคาการ
ดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 595 นาโนเมตร 
 

บันทึกผลการทดลอง ดังนี ้
 
หลังจากท่ีไดผลการทดลองในการวัดคาการดูดกลืนคล่ืนแสงของเอนไซมและโปรตีน 

นําคาท้ังสองมาเปรียบเทียบกับกราฟมาตรฐาน คํานวณคากิจกรรมจําเพาะของเอนไซม ALS 
(specific activity of ALS) โดยมีหนวยเปน นาโนโมล acetoin ตอมิลลิกรัมโปรตีนตอนาที (nmol 
acetoin mg-1 protein min-1) จากการแทนคาในสมการเสนตรง (linear regression) ดังสมการ
ดังตอไปนี ้

 
        Y = aX + b 

 
เม่ือ              Y = ตัวแปรตาม (dependent variable) 
  a = คาสัมประสิทธ์ิของการเปล่ียนแปลง (regression coefficient) 
  X = ตัวแปรอิสระ (independent or fixed variable) 
  b = คาความลาดชันของเสนตรง (slope) 
 
หลังจากคํานวณคากิจกรรมจําเพาะของเอนไซม ALS แลวมาคํานวณ ALS activity 

เปรียบเทียบกับชุดควบคุมเปนเปอรเซ็นตของชุดควบคุม หลังจากนั้น นําผลการทดลองมาทําการ
วิเคราะหผลทางสถิติ โดยวิเคราะหความแปรปรวนทางสถิติตามแผนการทดลองแบบ factorial in 
CRD เม่ือพบวามีความแตกตางกันทางสถิติ ใชการเปรียบเทียบคาเฉล่ียโดยวิธี Duncan’s Multiple 
Range Test โดยใชโปรแกรมสําเร็จรูป SAS 
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สถานทีท่าํการทดลอง 
 

1.  หองปฏิบัติการเพาะเล้ียงเนื้อเยื่อพืช ภาควิชาพืชไรนา คณะเกษตร มหาวิทยาลัย    
เกษตรศาสตร วิทยาเขตกําแพงแสน จ. นครปฐม 

 
2.  อาคารปฏิบัติการศูนยเทคโนโลยีชีวภาพทางการเกษตร มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร 

วิทยาเขตกําแพงแสน จ. นครปฐม 
 

ระยะเวลาในการทดลอง 
 

การทดลองในครั้งนี้เริ่มตั้งแต เดอืนมีนาคม พ.ศ. 2548 ถึง เดือนมีนาคม พ.ศ. 2551 
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ผลและวิจารณ 
 
1.  ศึกษาการคัดเลอืกสายพันธุเซลลออยตานทานสารอิมาซาเพอรโดยวิธกีารเพาะเลีย้งเนื้อเยือ่ 

 
1.1  การชักนําใหเกิดแคลลัสและเซลลแขวนลอย 

 
นําช้ินสวนบริเวณใบมวนออนของออยสายพันธุ K 95-282 มาเล้ียงบนอาหารแข็งสังเคราะห MS 

สูตรดัดแปลง พบวา ออยสายพันธุดังกลาว มีการตอบสนองโดยการเกิดเปนแคลลัสบริเวณผิวและ
รอยตัดหลังจากเพาะเล้ียงนาน 2 สัปดาห เนื้อเยื่อมีการเจริญเติบโตมากขึ้นจนกระท่ังอายุได 6 
สัปดาห โดยมีลักษณะการเกิดแคลลัสแบบท่ีเกาะกันแนน (compact callus) ลักษณะแหง สีเหลือง
ออน ไมเปนเมือก เม่ือเล้ียงได 6 สัปดาห พบวา เริ่มมีจุดกําเนิดยอดสีเขียวบนช้ินสวนของแคลลัส 
โดยลักษณะของแคลลัสท่ีเกิดขึ้นนั้นสวนหนึ่งอาจเปนผลมาจากการใช 2,4-D ท่ีเติมลงไปใน
อาหารเพาะเล้ียง  

 
2,4-D เปนสารท่ีมีผลควบคุมการเจริญเติบโตของพืชในกลุมออกซินท่ีใชในการชักนํา

ใหเกิดแคลลัส โดยทําหนาท่ีกระตุนการขยายตัวของเซลลท่ีมีเซลลูโลสเปนองคประกอบ และ
สามารถเรงการแบงตัวของเซลล เนื่องจากสารจะไปสงเสริมการสรางโปรตีน ซ่ึงความเขมขนของ 
2,4-D ท่ีใชชักนําใหเกิดแคลลัสในพืชใบเล้ียงเดี่ยวมีแนวโนมท่ีสูงกวาท่ีใชในพืชใบเล้ียงคู (กัญญา
วัฒน, 2546; จําเนียร, 2546) และเม่ือใช 2,4-D ท่ีความเขมขนสูงสามารถกระตุนใหเกิดเซลลอยูใน
สภาวะท่ีไมเสถียรรบกวนการทํางานของเสนใย spindle fiber ท่ีใชในการแบงเซลล ทําใหเซลลมี
ปริมาณเพ่ิมเปนจํานวนมาก แตจะเปนเซลลท่ีสูญเสียความสามารถในการชักนําใหพัฒนาเปนตน
ใหมท่ีสมบูรณได (รังสฤษดิ์, 2541) นอกจากนี้ไดมีรายงานวา 2,4-D มีผลตอการเพ่ิมจํานวนของชุด
โครโมโซมในระยะเมตาเฟส  ซ่ึงการเปล่ียนโครงสรางของโครโมโซมเปนปจจัยหนึ่งท่ีมี
ความสําคัญตอการเปล่ียนแปลงสารพันธุกรรม (Ziauddin and Kasha, 1990) โดยท่ี 2,4-D เปนสาร
ในกลุมออกซินสังเคราะหท่ีมีคุณสมบัติในการปดกั้นกระบวนการกําเนิดอวัยวะ ใชในการเพ่ิม
จํานวนและรักษาสภาพการเพาะเล้ียงเปนแคลลัสไว สารดังกลาวนี้ใชไดผลดีท่ีระดับความเขมขน
ระหวาง 10-5-10-7 โมลาร ดังนั้นขอควรระวัง คือ ในกรณีท่ีใชในระดับความเขมขนสูงสารนี้สามารถใช
เปนสารกําจัดวัชพืชประเภทใบกวางได เพราะฉะนั้น ควรระวังในการนําไปใชในการชักนําใหเกิด
เปนแคลลัสโดยเพาะในพืชกลุมใบเล้ียงคู นอกจากนี้ George (1993) ไดกลาววา การตอบสนองของ
พืชตอ  2,4-D  มีผลทําใหลักษณะของแคลลัสแตกตางกันได ซ่ึงผลดังกลาวขึ้นอยูกับพันธุและชนิดของ
พืชอีกดวย 
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เม่ือทําการชักนําแคลลัสของออย ไดในปรมิาณท่ีมากพอแลว นํามาชักนําใหเกิดเซลล
แขวนลอยโดยการนําเซลลเดี่ยว ๆ (single cell) หรือ กลุมเซลลขนาดเล็ก (aggregate cell) มาเล้ียงใน
อาหารเหลวสังเคราะหสูตร MS ดัดแปลง และนําไปเล้ียงบนเครื่องเขยานาน 6 สัปดาห พบวา 
แคลลัสเกิดการแยกตัวและกระจายออกจากกันเปนเซลลเดี่ยว ๆ และหรือกลุมเซลลขนาดเล็กได 
โดยเซลลมีสีเหลือง ปริมาณการเกิดปานกลาง ในการเกิดเซลลแขวนลอยนั้นจะเกิดจากการแยกตัว
และกระจายตัวออกจากกันของแคลลัสเปนเซลลเดี่ยว ๆ เม่ือไดรับแรงเหวี่ยงของเครื่องเขยา 
ลักษณะของแคลลัสท่ีเหมาะสมสําหรับการนํามาเพาะเล้ียงเปนเซลลแขวนลอย ควรมีลักษณะเปน 
friable callus ท่ีจะทําใหไดเซลลแขวนลอยท่ีเปนเซลลเดี่ยวไดงายและมีการเติบโตอยางรวดเร็ว 
(รังสฤษดิ์, 2541) ผลการทดลอง พบวา เซลลแขวนลอยของออยพันธุ K 95-282 มีลักษณะของการ
เกิดเซลลแขวนลอยปริมาณนอยเม่ือเพาะเล้ียงนาน 6 สัปดาหเนื่องจากแคลลัสมีลักษณะแบบท่ีเกาะ
กันแนน (compact callus) ดังนั้นจึงตองใชระยะเวลาในการเพาะเล้ียงเพ่ิมมากขึ้น เชนเดียวกับการ
ชักนําเซลลแขวนลอยของออยพันธุ KPS 96-8-5 ท่ีมีลักษณะของแคลลัสเปนแบบผสมระหวาง 
compact และ friable callus ทําใหเกิดเซลลแขวนลอยไดดี (กัญญาวัฒน, 2546) สวนการชักนําเซลล
แขวนลอยของออยพันธุ K 97-32 ท่ีมีลักษณะแคลลัสเปนแบบ friable callus จึงมีการเกิดเปนเซลล
แขวนลอยไดดีเชนกัน (มัตติกา, 2550) 
 

การเพาะเล้ียงเซลลและเนื้อเยื่อพืชสามารถใหผลผลิตเปนสารเคมีในปริมาณมาก โดย
กระบวนการเปล่ียนแปลงทางสรีรวิทยาในระหวางการเจริญเติบโต เชนเดียวกับเช้ือจุลินทรียท่ี
เพาะเล้ียงเพ่ือใชประโยชนทางดานอุตสาหกรรม สวนใหญสารท่ีไดมักจะเปนสารประเภท 
secondary metabolites เชน polyphenol, alkaloids, steroids และเม็ดสีตาง ๆ สารบางชนิดเม่ือสราง
ขึ้นมาแลวจะสะสมอยูในอาหารท่ีเพาะเล้ียง และมีฤทธ์ิยับยั้งการเจริญเติบโตของเซลล โดยเฉพาะ
สารจําพวก polyphenol ดังนั้นจึงมีความจําเปนตองทําการยายเนื้อเยื่อหรือเซลลลงในอาหารใหม 
(sub-culture) ทันทีท่ีสังเกตเห็นเนื้อเยื่อมีสีคลํ้าขึ้น (Kinnersley and Dou, 1980; จํานียร, 2546) ดงันัน้ 
หลังจากไดเซลลแขวนลอยในปริมาณท่ีมากพอแลว ในขั้นตอนตอไปจึงทําการศึกษาปริมาณเซลล
เริ่มตนและระยะเวลาท่ีเหมาะสมในชวง 1 รอบการเจริญเติบโตของเซลลแขวนลอยของออยใน
อาหารเหลวสังเคราะห โดยพิจารณาระยะเวลาท่ีควรทําการยายเซลลลงในอาหารเหลวท่ีเตรียมใหม
ในชวงระยะเวลาใดในการทดลองตอไป 
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 1.2  การศึกษาการเจริญเติบโตของเซลลออย 
 
หลังจากชักนําไดเซลลแขวนลอยของออยในปริมาณท่ีมากพอแลว นําไปทําการ

คัดเลือกเซลลใหตานทานตอสารอิมาซาเพอรโดยพิจารณาปริมาตรของเซลลเริ่มตนท่ีเหมาะสมของ
เซลลแขวนลอยออยพันธุ K 95-282 พบวา การใชปริมาตรเซลลเริ่มตน 0.1 0.2 และ 0.3 มิลลิลิตรตอ
อาหาร 5 มิลลิลิตร ท่ี 21 วัน เซลลมีการเจริญเติบโตเพ่ิมขึ้นเปน 0.21 1.13 และ 1.37 มิลลิลิตรตอ
อาหาร 5 มิลลิลิตร (ภาพท่ี 3 และ ตารางผนวกท่ี 2) 

 
เม่ือวิเคราะหความแปรปรวนของการเจริญเติบโตของเซลลออยปกติสายพันธุ K 95-

282 เม่ือมีปริมาตรเซลลเริ่มตนตางกัน (ตารางผนวกท่ี 3) พบวา ระยะเวลาท่ีทําการวัดปริมาตรเซลล
ในแตละวัน และปริมาตรเซลลเริ่มตนแตละปริมาตร มีความแตกตางกันทางสถิติอยางมีนัยสําคัญยิ่ง 
และมีปฏิกิริยาสัมพันธกันระหวางปจจัยท้ังสอง กลาวคือ การใชปริมาตรเซลลเริ่มตนท่ีตางกันจะทํา
ใหเซลลมีรูปแบบการเจริญเติบโตท่ีแตกตางกัน 

 
จากภาพท่ี 3 จะเห็นไดวา การใชปริมาณเซลลเริ่มตนปริมาตร 0.3 มิลลิลิตรตออาหาร 5 

มิลลิลิตร ของเซลลออย จะทําใหเซลลมีการเจริญเติบโตไดดีท่ีสุด และมีการเจริญเติบโตคงท่ีและมี
แนวโนมท่ีเพ่ิมขึ้นแบบคงท่ีหลังจากเพาะเล้ียงนาน 14 วัน ซ่ึงใหผลสอดคลองกับการทดลองของ 
Aftab et al. (1996) ท่ีทําการศึกษาเซลลแขวนลอยของออย พบวา การใชเซลลแขวนลอยของออย
เริ่มตนปริมาตร 2 มิลลิลิตรตออาหาร 25 มิลลิลิตร เซลลแขวนลอยออยสามารถเจริญเติบโตดีท่ีสุด 
เชนเดียวกับ กัญญาวัฒน (2546) ศึกษาปริมาณของเซลลเริ่มตนของเซลลและระยะเวลาท่ีเหมาะสม
ของเซลลแขวนลอยออยพันธุ KPS 96-8-5 พบวา การใชเซลลแขวนลอยเริ่มตนท่ีปริมาตร 3 มิลลิลิตรตอ
อาหาร 50 มิลลิลิตร ทําใหมีชวงการเจริญเติบโตเปนแบบ sigmoid curve และท่ีระยะเวลา 14 วัน
หลังจากการเพาะเล้ียงเซลลมีปริมาตรคงท่ี จึงทําการยายเซลลลงในอาหารใหมท่ี 14 วัน ซ่ึงจะเรียก
ระยะเวลาดังกลาวนี้เปนชวง 1 รอบในการเจริญเติบโตของเซลลออย สวน มัตติกา (2550) ศึกษา
ปริมาตรเซลลเริ่มตนของออยพันธุ K 97-32 ท่ีใชในการคัดเลือกออยพันธุดังกลาวนี้ใหตานทานตอ
สารอิมาซาเพอร พบวา การใชปริมาตรเซลลแขวนลอยในปริมาตรเริ่มตนท่ี 3 มิลลิลิตรตอปริมาตร
อาหาร 50 มิลลิลิตร ทําใหเซลลของออยมีการเจริญเติบโตดีท่ีสุด เชนกัน ดังนั้นในขั้นตอนตอไป
ของการคัดเลือกเซลลตานทานสาร จึงใชเซลลเริ่มตนในปริมาตร 0.3 มิลลิลิตรตออาหาร 5 มิลลิลิตร
แลวทําการยายเซลลแขวนลอยของออยเล้ียงในอาหารใหมทุก ๆ 14 วัน ซ่ึงเรียกวา เปน 1 รอบการ
เจริญเติบโตของเซลลแขวนลอยแลว จึงทําการคัดเลือกใหตานทานตอสารอิมาซาเพอรตอไป 
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ภาพที่ 3  การเจริญเติบโตของเซลลออยปกติสายพันธุ K 95-282 ในชวง 0 5 7 10 14 และ 21 วัน 
หมายเหตุ  Vertical bars แสดงคา + SE ของคาเฉล่ีย 3 คา 
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1.3  การตอบสนองของเซลลออยปกติท่ีมีตอสารอิมาซาเพอร 
 

การตอบสนองของเซลลออยปกติท่ีมีตอสารอิมาซาเพอรในระดับความเขมขนตาง ๆ 
หลังจากท่ีทราบปริมาตรของเซลลเริ่มตนและระยะเวลาท่ีเหมาะสมสําหรับการนําไปใชในการเพาะ 
เล้ียงเซลลแขวนลอยออยพันธุ K 95-282 แลว จึงทําการคัดเลือกเซลลออยพันธุดังกลาวใหมีความ
ตานทานตอสารอิมาซาเพอร จากภาพท่ี 4 จะเห็นไดวา การตอบสนองตอสารอิมาซาเพอรในระดับ
ความเขมขนตาง ๆ กัน ตั้งแต 0 0.0001 0.001 0.01 0.1 และ 1 ไมโครโมลาร จะมีผลตอการ
เจริญเติบโตของเซลลแขวนลอยออยแตกตางกัน พบวา ท่ี 14 วันหลังจากไดรับสารจะมีปริมาตร
เซลลเปน 1.50 1.27 1.10 0.92 0.73 และ 0.44 มิลลิลิตรตออาหาร 5 มิลลิลิตร ท่ีระดับความเขมขน
ของสารท่ี 0 0.0001 0.001 0.01 0.1 และ 1 ไมโครโมลาร ตามลําดับ (ตารางผนวกท่ี 4) 
 

เม่ือวิเคราะหความแปรปรวนของการเจริญเติบโตของเซลลออยปกติสายพันธุ K 95-282 
ในระยะเวลาตางกัน หลังจากไดรับสารอิมาซาเพอรท่ีระดับความเขมขนตาง ๆ (ตารางผนวกท่ี 5) 
พบวา ระยะเวลาท่ีทําการวัดปริมาตรเซลลในแตละวัน และระดับความเขมขนของสารอิมาซาเพอร
ในแตละระดับ มีความแตกตางกันทางสถิติอยางมีนัยสําคัญยิ่ง และมีปฏิกิริยาสัมพันธกันระหวาง
ปจจัยท้ังสอง กลาวคือ ในแตละความเขมขนของการใชสารกําจัดวัชพืชมีผลตอการเจริญเติบโตของ
เซลลออยท่ีแตกตางกัน 
 

เซลลออยปกติ (ภาพท่ี 10ก) จะมีปริมาตรเซลลและการเจริญเติบโตลดลงตามระดับ
ความเขมขนของสารท่ีสูงขึ้น และท่ีระดับความเขมขนของสารอิมาซาเพอร 0.1 ไมโครโมลาร มีผล
ทําใหเซลลออยมีการเจริญเติบโตลดลง 52.91 เปอรเซ็นต เม่ือเปรียบเทียบกับเซลลออยปกติท่ีไมได
รับสารท่ี 14 วันหลังจากไดรับสาร เชนเดียวกับ การตอบสนองของเซลลออยพันธุ KPS 96-8-5 ตอสาร 
กลูโฟซิเนท โดยท่ีระดับความเขมขนของสารท่ีสูงขึ้น โดยเฉพาะท่ีระดับความเขมขนของสารกลูโฟ
ซิเนทท่ี 10-5 โมลาร เซลลแขวนลอยของออยจะไมมีการเจริญเติบโตเลย และท่ีระดับความเขมขน
ของสารกลูโฟซิเนทท่ี 10-8  โมลาร จะทําใหเซลลมีการเจริญเติบโตลดลงเหลือประมาณ 50 เปอรเซ็นต
เม่ือเปรียบเทียบกับเซลลออยปกติ ท่ีระยะเวลา 14 วันหลังจากไดรับสาร (กัญญาวัฒน, 2546) นอกจากนี้ 
มัตติกา (2550) ศึกษาการตอบสนองของเซลลแขวนลอยของออยพันธุ K 97-32 ตอสารอิมาซาเพอร 
พบวา ท่ีระดับความเขมขนของสารอิมาซาเพอร 0.01 ไมโครโมลาร ทําใหเซลลมีการเจริญเติบโต
ลดลงเหลือประมาณครึ่งหนึ่งของเซลลออยปกติพันธุเดียวกัน ท่ีระยะเวลา 14 วันหลังจากไดรับสาร  
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ภาพที่ 4  การเจริญเติบโตของเซลลออยปกติสายพันธุ K 95-282 เม่ือไดรับสารอิมาซาเพอรท่ีระดับ      
               ความเขมขนตางกัน 
หมายเหตุ  Vertical bars แสดงคา + SE ของคาเฉล่ีย 3 คา 
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ในการคัดเลือกเซลลออยตานทานสารอิมาซาเพอรจะเริ่มทําการคัดเลือกท่ีระดับความ
เขมขน 0.1 ไมโครโมลาร ซ่ึงเปนระดับความเขมขนของสารท่ีมีผลกระทบตอเซลลออยปกติโดยทํา
ใหเซลลมีการเติบโตลดลงเหลือครึ่งหนึ่งของเซลลออยปกติสายพันธุเดียวกัน ดังนั้นในการคัดเลือก
เซลลใหตานทานตอสารอิมาซาเพอรโดยวิธีการเพาะเล้ียงเนื้อเยื่อ ทําโดยใชเทคนิคการคอย ๆ เพ่ิม
ระดับความเขมขนของสารทีละนอยลงในอาหารท่ีเพาะเล้ียงเซลล จากระดับความเขมขนของสารท่ี
ต่ําแลวจึงคอย ๆ เพ่ิมความเขมขนของสารในระดับท่ีสูงขึ้นเรื่อย ๆ ทําใหเซลลสามารถปรับตัวและ
อยูรอดไดเหมือนเซลลปกต ิ(ทศพล, 2541) 

 
การตอบสนองของเซลลพืชท่ีมีตอสารกําจัดวัชพืชนั้น จะมีความแตกตางกันไปในแต

ละชนิดของพืช ซ่ึงความแตกตางของลักษณะท่ีตานทานตอสารท่ีเกิดขึ้นอาจเนื่องมาจากความ
แตกตางทางดานกลไกการทําลายของสารท่ีเกิดขึ้นภายในพืช ซ่ึงเปนกระบวนการท่ีคอนขางจะมี
ความซับซอนมาก เริ่มตั้งแตการเขาสูเซลล ซ่ึงกอนท่ีสารกําจัดวัชพืชจะเขาไปถึงเอนไซมเปาหมาย
นั้นไดสารจะเขาสูพืชโดยการผานเซลลผิวช้ันนอกของใบ และผานคิวติเคิลเพ่ือเขาสูเซลลพืช แลว
เคล่ือนยายผานทาง plasmodesmata เพ่ือเขาสูระบบทอลําเลียงอาหารตอไป (ทศพล, 2545) สวนการ
คัดเลือกเซลลตานทานสารโดยใชเซลลแขวนลอยทําใหเซลลไดรับสารโดยตรง ไมมีสวนท่ีมากั้นทํา
ใหเซลลไดรับสารนอยกวาความเปนจริงท่ีใช เชน คิวติเคิลหรือแวกซ ทําใหเซลลหรือกลุมเซลล
ขนาดเล็กสามารถสัมผัสกับสารไดอยางท่ัวถึงไมตองผานกระบวนการเคล่ือนยายท่ีซับซอนภายใน
พืช และเซลลปริมาณเพียงเล็กนอยใชเปนตัวแทนเซลลพืชจํานวนมาก ทําใหการสัมผัสกับสารกําจัด
วัชพืชมีความสมํ่าเสมอมากกวาการใชตัวอยางพืชทดลองในแปลงปลูก (ศรีสม, 2541) และเปนการ
เปดโอกาสสรางความผันแปรใหเกิดขึ้น สามารถใหลักษณะใหม ๆ ท่ีตานทานตอสารกําจัดวัชพืช
ได (รังสฤษดิ์, 2541) นอกจากนี้การทดลองในหองปฏิบัติการยังสามารถควบคุมสภาพแวดลอม เพ่ือ
กําหนดสภาพท่ีเหมาะสมตอการคัดเลือกและลดปจจัยท่ีอาจมีผลตอการดูดซึมและการเคล่ือนยาย 
ของสารได (ทศพล, 2541)  
 

1.4  การคัดเลือกเซลลออยตานทานสารอิมาซาเพอร 
 

การคัดเลือกเซลลออยตานทานสารอิมาซาเพอร ตองการคัดเลือกใหเซลลออยมีความ
ตานทานตอสารท่ีระดับความเขมขน 1 ไมโครโมลาร จึงเริ่มทําการคัดเลือกเซลลออยตานทานสาร 
จากระดับความเขมขนของสารอิมาซาเพอรท่ี 0.1 ไมโครโมลารกอน ซ่ึงเปนระดับความเขมขนของ
สารท่ีทําใหเซลลแขวนลอยออยมีการเจริญเติบโตลดลงประมาณครึ่งหนึ่งของเซลลออยปกติ โดยใช
เวลาในการคัดเลือกจนกระท่ังเซลลมีการเติบโตเชนเดียวกับเซลลออยปกติท่ีไมไดรับสารประมาณ 
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252 วัน (ภาพท่ี 5) ซ่ึงปริมาตรสุดทายของเซลลออยท่ีทําการวัดได คือ 1.50 มิลลิลิตรตออาหาร 5 
มิลลิลิตร และทําการคัดเลือกเซลลตานทานตอสารท่ีระดับความเขมขนท่ี 1 ไมโครโมลาร จะตองใช
ระยะเวลาเพ่ิมขึ้นอีก 168 วัน จึงจะไดปริมาตรเซลล 1.48 มิลลิลิตรตออาหาร 5 มิลลิลิตร (ภาพท่ี 6) 
ซ่ึงระยะเวลาในการชักนําเซลลแขวนลอยออยพันธุ K 95-282 ใหตานทานตอสารอิมาซาเพอรเริ่มตนท่ี
ระดับความเขมขน 0.1  ไมโครโมลาร จนถึงระดับความเขมขน 1  ไมโครโมลาร ใชเวลานาน 420 วัน ซ่ึงจะเรยีก
เซลลออยท่ีทําการคัดเลือกไดนี้วา สายพันธุเซลลออยท่ีตานทานสารอิมาซาเพอรในระดับความ
เขมขน 1 ไมโครโมลาร (1 µM imazapyr-resistant sugarcane cell line) หรือเรียกวา เซลลออยตานทานสาร 
(resistant cell) (ภาพท่ี 7ข) เชนเดียวกับ มัตติกา (2550) คัดเลือกเซลลออยสายพันธุ K 97-32 ให
ตานทานตอสารอิมาซาเพอรไดท่ีระดับความเขมขน 1 ไมโครโมลาร โดยใชระยะเวลาในการ
คัดเลือกนาน 378 วัน นอกจากนี้ Chompoo and Pornprom (2008) คัดเลือกเซลลขาวโพดตานทาน
ตอสารกลูโฟซิเนทไดท่ีระดับความเขมขน 10-6 โมลาร ใชเวลาในการคัดเลือกนาน 308 วัน และ
เรียกเซลลท่ีคัดเลือกไดวา สายพันธุเซลลขาวโพดท่ีตานทานสารกลูโฟซิเนทในระดับความเขมขน 
10-6 โมลาร (10-6 M glufosinate-resistant maize cell line) ซ่ึงระยะเวลาในการคัดเลือกใหเซลลของ
พืชเกิดความตานทานท่ีแตกตางกันนั้น เปนผลมาจากชนิดของพืชท่ีแตกตางกัน การตอบสนองของ
เซลลท่ีมีตอความเขมขนของสาร ตลอดจนวิธีการหรือเทคนิคท่ีใชในการชักนําและคัดเลือก (Dyer, 
1996) 

 
แตอยางไรก็ตาม การตอบสนองทางสรีรวิทยาของพืชท่ีมีตอสารกําจัดวัชพืชนั้น จะ

ขึ้นอยูกับปจจัยตาง ๆ ไดแก พันธุพืช สารกําจัดวัชพืช และอัตราการใชสารกําจัดวัชพืช เปนตน (ทศ
พล,  2545) ดังนั้น ในการศึกษาขั้นตอไปจึงทําการพิจารณาการตอบสนองของเซลลออยท่ีผานการคดัเลือก
(เซลลออยตานทานสาร หรือ resistant cell) ท่ีมีตอสารอิมาซาเพอร เพ่ือนําไปใชเปรียบเทียบกับการ
ตอบสนองของเซลลออยปกติ (normal cell) ท่ีมีตอสารอิมาซาเพอรกอนท่ีจะนําไปทําการประเมิน
หาคาดัชนีของความตานทานสารกําจัดวัชพืชตอไป 
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ภาพที่ 5  ระยะเวลาในการคดัเลือกเซลลออยสายพันธุ K 95-282 ใหตานทานตอสารอิมาซาเพอรท่ี    
               ระดับความเขมขน 0.1 ไมโครโมลาร 
หมายเหตุ  Vertical bars แสดงคา + SE ของคาเฉล่ีย 3 คา 
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ภาพที่ 6  ระยะเวลาในการคดัเลือกเซลลออยสายพันธุ K 95-282 ใหตานทานตอสารอิมาซาเพอรท่ี 
               ระดับความเขมขน 1 ไมโครโมลาร 
หมายเหตุ  Vertical bars แสดงคา + SE ของคาเฉล่ีย 3 คา 
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        (ก)                                                                         (ข) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 7  ลักษณะของเซลลออยปกติ (ก: normal cells) และเซลลออยตานทานสารอิมาซาเพอร            
               ระดับความเขมขน 1 ไมโครโมลาร (ข: 1 µM imazapyr-resistant sugarcane cell line) 
 

1 cm 1 cm 
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1.5  การตอบสนองของเซลลออยตานทานสารท่ีมีตอสารอิมาซาเพอร 
 

การตอบสนองของเซลลออยตานทานสารท่ีมีตอสารอิมาซาเพอรในระดับความเขมขน
ตางกัน ตั้งแต 0 0.1 1 10 100 และ 1,000 ไมโครโมลาร พบวา ท่ี 14 วันหลังจากไดรับสารมีปริมาตร
เซลลเปน 1.50 1.50 1.50 0.68 0.35 และ 0.30 มิลลิลิตรตออาหาร 5 มิลลิลิตร ท่ีระดับความเขมขน
ของสารท่ี 0 0.1 1.0 10 100 และ 1,000 ไมโครโมลาร ตามลําดับ (ภาพท่ี 8 และตารางผนวกท่ี 6)  
 

เม่ือวิเคราะหความแปรปรวนของการเจริญเติบโตของเซลลออยตานทานสารอิมาซา
เพอรท่ีมีตอสารอิมาซาเพอรในระยะเวลาตางกัน หลังจากไดรับสารอิมาซาเพอรท่ีระดับความ
เขมขนตาง ๆ (ตารางผนวกท่ี 7) พบวา ระยะเวลาท่ีทําการวัดปริมาตรเซลลในแตละวัน และระดับ
ความเขมขนของสารอิมาซาเพอรแตละระดับ มีความแตกตางกันทางสถิติอยางมีนัยสําคัญยิ่ง และมี
ปฏิกิริยาสัมพันธกันระหวางปจจัยท้ังสอง กลาวคือ เซลลออยมีรูปแบบการเพ่ิมปริมาตรเซลลท่ี
แตกตางกัน เม่ือไดรับความเขมขนของสารท่ีตางกัน  

 
เซลลท่ีตานทานตอสารอิมาซาเพอรมีการตอบสนองท่ีลดลงเม่ือความเขมขนของสารท่ี

เพ่ิมมากขึ้น โดยมีปริมาตรเซลลท่ีเพ่ิมขึ้นเม่ือเปรียบเทียบกับเซลลออยปกติพันธุเดียวกัน และใน
ระดับความเขมขนเดียวกัน อาจเกิดขึ้นเนื่องจากเซลลมีการปรับตัวหรือมีการเปล่ียนแปลงกลไก
ภายในของเซลล ทําใหการไดรับพิษจากสารอิมาซาเพอรลดนอยลง โดยท่ีระดับความเขมขนของสารอิมาซา
เพอรท่ี 1 ไมโครโมลาร เซลลปกติไมสามารถมีชีวิตอยูรอดได (ภาพท่ี 4) แตในขณะท่ีเซลลตานทาน
สารสามารถมีชีวิตอยูรอดไดและมีปริมาตรเซลลท่ีไมมีความแตกตางกันทางสถิติท่ีระดับความ
เขมขนของสารท่ี 0 และ 0.1 ไมโครโมลาร ตามลําดับ ท่ี 14 วันหลังจากไดรับสาร (ตารางผนวกท่ี 6) 
เชนเดียวกับ เซลลถ่ัวเหลือง (Glycine  max  L. cv. Enrei) ท่ีตานทานสาร oxyfluorfen สามารถมีชีวติ
อยูรอดไดท่ีระดับความเขมขนของสาร oxyfluorfen ท่ี 10-7 โมลาร ในขณะท่ีเซลลปกติตายไปในท่ีสุด
(Warabi et al., 2001) และเซลลขาวโพด (Zea  mays L.) ท่ีไดจากการคัดเลือกใหตานทานตอสารกลู
โฟซิเนทท่ีระดับความเขมขนท่ี 10-6 โมลาร จะไมไดรับผลกระทบจากสารกลูโฟซิเนทท่ีระดับความ
เขมขนท่ี 10-9 10-8 10-7 และ 10-6 โมลาร (Chompoo and Pornprom, 2008) 
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ภาพที่ 8  การเจริญเติบโตของเซลลออยตานทานสารสายพันธุ K 95-282 เม่ือไดรับสารอิมาซาเพอร  
               ท่ีระดับความเขมขนตางกนั 
หมายเหตุ  Vertical bars แสดงคา + SE ของคาเฉล่ีย 3 คา 
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เม่ือทําการคัดเลือกจนไดเซลลท่ีตานทานสารอิมาซาเพอรในระดับความเขมขน 1 ไมโคร
โมลาร หลังจากนั้นจึงนํามาเปรียบเทียบความแตกตางของระดับความตานทานสารในเซลลออยปกต ิ
(normal cells) และเซลลออยตานทานสาร (resistant cells) ท่ี 14 วันหลังจากไดรับสารในระดับ
ความเขมขนตาง ๆ กันตั้งแต 0 0.0001 0.001 0.01 0.1 1.0 10 100 และ 1,000 ไมโครโมลาร (ภาพท่ี
9) พบวา เซลลออยปกติจะมีการเจริญเติบโตลดลง 50 เปอรเซ็นต ท่ีระดับความเขมขนของสาร 0.06 
ไมโครโมลาร ในขณะท่ีเซลลออยท่ีตานทานสารมีการเจริญเติบโตลดลง 50 เปอรเซ็นต ท่ีระดับ
ความเขมขนของสาร 7 ไมโครโมลาร จากระดับความเขมขนดังกลาว เม่ือนํามาพิจารณาคาดัชนขีอง
ความตานทานสาร (resistance index) โดยเปรียบเทียบระดับความเขมขนของสารอิมาซาเพอรท่ีทํา
ใหการเจริญเติบโตของเซลลลดลงไป 50 เปอรเซ็นต ในเซลลตานทานและเซลลปกติ (ตารางท่ี 1)
พบวา ในเซลลออยท่ีตานทานสารมีระดับความตานทานมากกวาในเซลลออยปกติ 116.7 เทา แสดง
ใหเห็นวา หลังจากท่ีเซลลไดรับสารอิมาซาเพอรท่ีระดับความเขมขน 1 ไมโครโมลาร เซลลออย
ตานทานสารสามารถเจริญเติบโตไดเปนปกติ ในขณะท่ีเซลลออยปกติไมสามารถเจริญเติบโตและมี
ชีวิตรอดอยูได  

 
เม่ือวิเคราะหความแปรปรวนของปริมาณเซลลเปรียบเทียบ (เปอรเซ็นตของชุด

ควบคุม) ของเซลลออยปกติและเซลลออยตานทานสารอิมาซาเพอร ท่ี 14 วันหลังจากไดรับสารใน
ระดับความเขมขนตางกัน (ตารางผนวกท่ี 9) พบวา รูปแบบของเซลลท้ังสองรูปแบบ และระดับ
ความเขมขนของสารอิมาซาเพอรแตละระดับ มีความแตกตางกันทางสถิติอยางมีนัยสําคัญยิ่ง และมี
ปฏิกิริยาสัมพันธกันระหวางปจจัยท้ังสอง กลาวคือ เซลลออยท้ังสองรูปแบบมีการลดลงของ
ปริมาตรเซลลเปรียบเทียบ (เปอรเซ็นตของชุดควบคุม) ท่ีแตกตางกัน เม่ือไดรับสารในระดับความ
เขมขนตางกัน 

 
จากการคัดเลือกจนไดเซลลออยท่ีตานทานสารอิมาซาเพอรในระดับความเขมขน 1 ไม

โครโมลาร และมีดัชนีของความตานทานสารเปน 116.7  เทา เม่ือเปรียบเทียบกับเซลลออยปกติ 
เชนเดียวกับ Rajasekaran et  al.  (1996) คัดเลือกเซลลของฝายพันธุ SJ 2 และ B1654 ใหตานทานตอสาร
ไพรมิซัลฟูรอนท่ีระดับความเขมขน 2.13 ไมโครโมลาร พบวา มีความตานทาน 100-1,000 เทา เม่ือ
เปรียบเทียบกับเซลลฝายพันธุเดียวกันท่ีไมไดรับสาร ตอมา Warabi et al. (2001) คัดเลือกเซลลถ่ัว
เหลือง (Glycine max  L. cv. Enrei) ใหตานทานตอสาร oxyfluorfen พบวา ท่ีระดับความเขมขนของ
สารท่ี 10-9 โมลาร เซลลปกติจะถูกยับยั้งในขณะท่ีเซลลตานทานสารสามารถเจริญเติบโตไดท่ีระดับ
ความเขมขนของสารท่ี 10-7 โมลาร ซ่ึงเปนระดับความเขมขนของสารท่ีทําใหเซลลปกติไมสามารถ
มีชีวิตอยูรอดได เม่ือพิจารณาระดับของความตานทานสาร พบวา ในเซลลท่ีตานทานสารมีระดับ
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ของความตานทานสารเปน 1,000 เทา เม่ือเปรียบเทียบกับเซลลปกติ ตอมา Bae  et  al. (2002) คัดเลือก
เซลลแขวนลอยของขาว (Oryza  sativa L. cv. Ilpumbyeo) ใหตานทานตอสาร cyhalofop-butyl ท่ีระดับความเขมขน 5 
มิลลิกรัมตอลิตร และสามารถตานทานไดถึง 10 มิลลิกรัมตอลิตร เม่ือไดรับสารดังกลาวตอเนื่องเปน
เวลานาน 6 เดือน ตอมา กัญญาวัฒน (2546) ไดรายงานการคัดเลือกออยตานทานสารกลูโฟซิเนท 
พบวา เซลลออยพันธุ KPS 96-8-5 สามารถตานทานตอสารกลูโฟซิเนทได ในระดับความเขมขน 
10-5 โมลาร โดยมีระดับความตานทานเปน 4,750 เทาของเซลลออยปกติพันธุเดียวกัน ตอมา 
Zambrano et al. (2003) ไดทําการคัดเลือกออยพันธุ V71-51 ตานทานตอสารไกลโฟเสทในสภาพ
เซลลแขวนลอยไดในระดับความเขมขน 0.8 มิลลิโมลารตอลิตร พบวา เซลลแขวนลอยของออย
สามารถตานทานตอสารไดมากถึง 170 เทา ของเซลลออยพันธุเดียวกันท่ีไมไดรับสาร ตอมา มัตติกา 
(2550) ไดทําการคัดเลือกพันธุออยตานทานสารอิมาซาเพอรในระดับเซลลโดยวิธีการเพาะเล้ียง
เนื้อเยื่อพืช พบวา เซลลของออยพันธุ K 97-32 สามารถชักนําใหเกิดเปนเซลลท่ีตานทานตานทาน
ตอสารอิมาซาเพอรไดในระดับความเขมขน 1 ไมโครโมลาร โดยมีระดับความตานทานเปน 1,000 
เทาของเซลลออยปกติพันธุเดียวกัน นอกจากนี้ ในการศึกษาการตอบสนองของเซลลถ่ัวเหลือง 
(Glycin max L. cv. Enrei) ตอสารเบนซัลฟูรอนเมททิล พบวา ท่ีระดับความเขมขนของสาร
ประมาณ 10-9 โมลตอลิตร ทําใหเซลลถ่ัวเหลืองมีการเจริญเติบโตลดลง 50 เปอรเซ็นต (Pornprom et 
al., 2005) ซ่ึงจากผลการทดลองนี้แสดงใหเห็นวา การตอบสนองทางดานสรีรวิทยาของพืชท่ีมีตอ
สารกําจัดวัชพืชนั้น อาจจะขึ้นอยูกับปจจัยตาง ๆ เชน ชนิดของพืช พันธุพืช สารกําจัดวัชพืช และ
อัตราของสารกําจัดวัชพืช เปนตน 
 

อยางไรก็ตาม ในเซลลของออยท่ีตานทานตอสารอิมาซาเพอรท่ีระดับความเขมขน 1 
ไมโครโมลาร ยังไมทราบแนชัดวามีกลไกของความตานทานตอสารท่ีเกิดขึ้นภายในเซลล ดังนั้นใน
การศึกษาขั้นตอไป จึงไดทําการพิจารณาลักษณะกลไกพ้ืนฐานของความตานทานทางชีวเคมีใน
เซลลออยท่ีตานทานสารอิมาซาเพอร เพ่ือนําไปใชเปนดัชนีในการอธิบายลักษณะกลไกทางชีวเคมี
ของความตานทานตอสารอิมาซาเพอรตอไป 
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ภาพที่ 9  การตอบสนองของเซลลออยปกติและเซลลตานทานสารของออยสายพันธุ K 95-282 ท่ี  
               14 วันหลังจากไดรับสารในระดับความเขมขนตางกัน 
หมายเหตุ  Vertical bars แสดงคา + SE ของคาเฉล่ีย 3 คา 
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ตารางที ่1  ระดับความเขมขนของสารอิมาซาเพอรท่ีทําใหการเจริญเติบโตของเซลลออยลดลง 50 
เปอรเซ็นต (I50

 ) ท่ี 14 วันหลังจากไดรับสารอิมาซาเพอรในระดับความเขมขนตางกัน 
 

                    เซลล คา I50
  (ไมโครโมลาร) 

  
เซลลปกติ       0.06 ± 0.031/ 
เซลลตานทานสาร     7.00 ± 0.04 
  
ดัชนีความตานทานสาร2/    116.7 

 

1/ คาความเขมขน ± SE ของคาเฉล่ีย 3 คา 
2/ คาดัชนีของความตานทานสาร พิจารณาจากคา I50

  ของเซลลตานทานสารตอคา I50
  ของเซลล  

   ปกต ิ
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2.  ศึกษาการเปลี่ยนแปลงกิจกรรมของเอนไซมอะซิโทแลคเตทซินเธส 
 

สารอิมาซาเพอรเปนสารท่ีมีกลไกการทํางานเกี่ยวของกับการยับยั้งการทํางานของเอนไซม 
ALS ในกระบวนการสังเคราะหกรดอะมิโน leucine, valine และ isoleucine ซ่ึงเกิดขึ้นภายในคลอ
โรพลาสทในเซลลพืช มีผลตอกระบวนการสังเคราะห DNA และการเจริญเติบโตของพืชผิดปกติ 
(Ahrens, 1994) โดยกิจกรรมของเอนไซม ALS สามารถวัดเปนปริมาณของ acetoin ไดภายหลังจาก
การเปล่ียนแปลงปฏิกิริยาของ acid-catalysed decarboxylation ของ 2-acetolactate เปน acetoin 
(Westerfeld, 1945) ในขั้นตอนแรกของกระบวนการสังเคราะหกรดอะมิโนดังกลาว ซ่ึงจะบงบอกถึง
กิจกรรมของเอนไซม ALS ได (Corbett and Tardif, 2006) ในการทดลองนี้ จึงทําการศึกษากิจกรรม
ของเอนไซม ALS ในระดับเซลล หลังจากท่ีทําการชักนําและคัดเลือกเซลลออยใหตานทานตอสารอิ
มาซาเพอรท่ีระดับความเขมขน 1 ไมโครโมลาร โดยทําการศึกษาการเปล่ียนแปลงกิจกรรมของ
เอนไซม ALS ในเซลลออย ท่ี 7 วันหลังจากทําการยายเซลล ซ่ึงประกอบดวย เซลลออยปกติท่ีไมได
รับสาร (N = normal cells without herbicide treatment) เซลลออยปกติท่ีไดรับสาร (NT = normal 
cells treated with the herbicide) เซลลออยตานทานท่ีไมไดรับสาร (R = resistant cells without 
herbicide) และเซลลออยตานทานท่ีไดรับสาร (RT = resistant cells treated with the herbicide) 
พบวา ในเซลลออยปกติท่ีไมไดรับสาร (N = 19.03 nmol acetoin mg-1 protein min-1) และเซลลออย
ตานทานท่ีไมไดรับสาร (R = 20.50 nmol acetoin mg-1 protein min-1) มีกิจกรรมท่ีจําเพาะของ
เอนไซม ALS ท่ีไมแตกตางกัน (ตารางผนวกท่ี 12) ในขณะท่ีเซลลออยตานทานท่ีไดรับสาร (RT) 
ในระดับความเขมขน 0.01 0.1 1 10 และ 100 ไมโครโมลาร มีกิจกรรมของเอนไซม ALS เปน 98 
99 89 60 และ 38 เปอรเซ็นตของเซลลออยตานทานท่ีไมไดรับสาร (R) ตามลําดับ (ภาพท่ี 9 และ ตาราง
ผนวกท่ี 13) เม่ือพิจารณาจากความเขมขนของสารอิมาซาเพอรท่ีทําใหกิจกรรมของเอนไซม ALS 
ลดลง  50  เปอรเซ็นต (I50) จะเห็นไดวา ดัชนีของความตานทานสาร (resistance index) เม่ือเปรียบเทียบใน
ระหวางเซลลตานทานท่ีไดรับสาร (RT; I50 = 28.6 µM) กับเซลลออยปกติท่ีไดรับสาร (NT; I50 = 4.4 
µM) มีคาเทากับ 6.5 เทา (ตารางท่ี 2) ท่ี 7 วันหลังจากการยายเซลล 

 
เม่ือวิเคราะหความแปรปรวนของกิจกรรมของเอนไซม ALS ท่ี 7 วันหลังจากทําการยายเซลล

ในเซลลออยปกติและเซลลออยตานทานสารท่ีไดรับสารอิมาซาเพอร ในระดับความเขมขนตางกัน 
(ตารางผนวกท่ี 14) พบวา กิจกรรมของเอนไซม ALS ในเซลลท้ังสองรูปแบบ และในแตระดับความ
เขมขนของสารอิมาซาเพอร มีความแตกตางกันทางสถิติอยางมีนัยสําคัญยิ่ง และมีปฏิกิริยาสัมพันธ
กันระหวางปจจัยท้ังสอง กลาวคือ เซลลท้ังสองรูปแบบมีอัตราการลดลงของกิจกรรมของเอนไซม 
ALS ท่ีแตกตางกัน เม่ือไดรับสารอิมาซาเพอรท่ีระดับความเขมขนตางกัน 
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จากการศึกษาการเปล่ียนแปลงกิจกรรมของเอนไซม ALS โดยพิจารณาจาก target site-based 
ในการเขาทําลายของสารอิมาซาเพอรในเซลลออยตานทานสารอิมาซาเพอรท่ีระดับความเขมขน 1 
ไมโครโมลาร พบวา กิจกรรมของเอนไซม ALS ลดลง 50 เปอรเซ็นต เม่ือไดรับสารในระดับความ
เขมขน 28.6 ไมโครโมลาร และมีดัชนีของความตานทานสารเทากับ 6.5 เทา เม่ือเปรียบเทียบกับ
กิจกรรมของเอนไซม ALS ในเซลลออยปกติท่ีไดรับสาร (NT; I50 = 4.4 µM) ท่ี 7 วันหลังจากทําการ
ยายเซลล เชนเดียวกับการทดลองของ มัตติกา (2550) ไดรายงานวา เซลลออยพันธุ K 97-32 ท่ีผานการคดัเลือก
ใหตานทานตอสารอิมาซาเพอรท่ีระดับความเขมขน 1 ไมโครโมลาร มีดัชนีของความตานทานสาร
ของเซลลตานทานท่ีไดรับสารกับเซลลออยปกติท่ีไดรับสารมากถึง 11 เทา ท่ี 5 วันหลังจากไดรับ
สารท่ีระดับความเขมขน 1 ไมโครโมลาร และเซลลฝายพันธุ SUR-6C ท่ีตานทานสารไพรมิซัลฟู
รอนในระดับความเขมขน 2.13 ไมโครโมลาร มีกิจกรรมของเอนไซม ALS ลดลง 50 เปอรเซ็นต 
เม่ือไดรับสาร 21.3 ไมโครโมลาร (Rajasekaran et al., 1996) ในขณะท่ี Pornprom et al. (2005) ได
รายงานวา เซลลถ่ัวเหลือง (Glycine   max  L. cv. Enrei) มีกิจกรรมของเอนไซม ALS ลดลง 50 เปอรเซ็นต 
เม่ือไดรับสารเบนซัลฟูรอนเมทิลในระดับความเขมขนประมาณ 8 x 10-10 โมลตอลิตร 
 

จากผลการทดลองแสดงใหเห็นวา ในเซลลออยท่ีตานทานสารมีการเปล่ียนแปลงกิจกรรม
การทํางานของเอนไซม ALS ซ่ึงคาดวานาจะเกี่ยวของกับการเปล่ียนแปลงตําแหนงเปาหมายของ
เอนไซมดังกลาวนี ้โดยมีการปรับตัวเปนแบบตอบสนองนอยตอสารกําจัดวัชพืช กลาวคือ กิจกรรม
ของเอนไซม ALS ในเซลลท่ีตานทานท่ีไมไดรับสาร และเซลลออยตานทานท่ีไดรับสารมีกิจกรรม
ของเอนไซม ALS ท่ีมากกวาในเซลลออยปกติท่ีไดรับสาร ในขณะท่ีเซลลท่ีตานทานท่ีไมไดรับสาร 
และเซลลออยปกติท่ีไมไดรับสารมีกิจกรรมของเอนไซม ALS ท่ีไมแตกตางกัน (ตารางผนวกท่ี 12 
และ 13) โดยท่ีในเซลลออยท่ีตานทานสารจะมีการปรับตัวมากกวาในเซลลปกติ ซ่ึงเปนแบบ
ตอบสนองนอย จึงทําใหเซลลออยท่ีตานทานสารไมถูกยับยั้งโดยสารอิมาซาเพอร เชนเดียวกับผล
การทดลอง Pornprom and Pyon (1999) ซ่ึงไดรายงานวา กิจกรรมของเอนไซม ALS ในพริกท่ีพันธุ
ทนทานตอสารไพรมิซัลฟูรอนมากกวาในพันธุออนแอ 10-15 เทา และมีการตอบสนองตอสารเปน
แบบตอบสนองนอยตอสาร นอกจากนี้ Buker et al. (2004) ไดทําการศึกษากิจกรรมของเอนไซม 
ALS ในพริกและมะเขือเทศเม่ือไดรับสารไพรมิซัลฟูรอนท่ีความเขมขนตาง ๆ กัน พบวา ในพริกมี
กิจกรรมของเอนไซม ALS มากกวาในมะเขือเทศมากถึง 10 เทา และในขณะท่ี Avila et al. (2005) 
ไดรายงานวา ขาวพันธุ CL-161 ท่ีตานทานสารอิมาเซทธาเพอร พบวา พันธุ CL-161 มีความตานทานสารเปน 
32 เทา เม่ือเปรียบเทียบกับพันธุ CL-121 ซ่ึงทนทานตอสารดังกลาว ท้ังนี้เนื่องจากสารกําจัดวัชพืชท่ี
อยูในกลุมท่ียับยั้งการสังเคราะหกรดอะมิโนดังกลาวนี้ จะเกี่ยวของในกระบวนการสังเคราะห
กรดอะมิโน valine, leucine และ isoleucine โดยท่ีสารจะเขาไปยับยั้งการทํางานของเอนไซม ALS 
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ซ่ึงเปนตําแหนงเปาหมายในการเขาทําลายของสารในกลุมท่ียับยั้งการทํางานของเอนไซม ALS ทํา
ใหไมสามารถเกิดปฏิกิริยาในการเปล่ียน α–ketobutyrate กับ pyruvate เปน acetohydroxybutyrate 
หรือ pyruvate กับ pyruvate เปน 2-acetolactate (Anonymous, 2007) สงผลทําใหพืชท่ีออนแอตอสาร
จะมีการตอบสนองตอสาร กลาวคือ การทํางานของเอนไซม ALS จะถูกยับยั้งโดยสารอิมาซาเพอร 
จึงทําใหไมสามารถเกิดการสังเคราะหกรดอะมิโนดังกลาวได ในขณะท่ีพืชท่ีตานทานสารจะ
ตอบสนองนอยตอสาร จึงทําใหพืชตานทานสารสามารถเจริญเติบโตไดเปนปกต ิ

 
จากผลการศึกษากิจกรรมของเอนไซม ALS ในเซลลออยท่ีผานการคัดเลือกใหตานทาน

สารอิมาซาเพอร ซ่ึงเปนการพิจารณาจากกลไกพ้ืนฐานทางชีวเคมีของความตานทานสารกําจัด
วัชพืชท่ีเกี่ยวของกับ target site-based จะเห็นไดวา ในเซลลท่ีตานทานสารท่ีไดรับสาร (RT) มีกิจกรรม
ของเอนไซม  ALS  สูงกวาในเซลลปกติท่ีไดรับสาร  (NT)  มากถึง  6.5  เทา  ซ่ึงการเปล่ียนแปลงกิจกรรมของ
เอนไซม ALS ในสายพันธุเซลลออยตานทานสารอิมาซาเพอรนั้นจะเปนแบบตอบสนองนอยตอสาร
กําจัดวัชพืช จึงทําใหไมถูกยับยั้งโดยสารอิมาซาเพอร ซ่ึงการศึกษาในครั้งนี้สามารถใชเปนดัชนี
อยางหนึ่งในการอธิบายกลไกของความตานทานสารท่ีเกี่ยวของกับการเปล่ียนแปลงการทํางานของ
เอนไซมเปาหมายท่ีสารเขาไปยับยั้งในกระบวนการทางชีวเคมีท่ีเกิดขึ้นภายในพืช และสามารถใช
เปนขอมูลพ้ืนฐานในการพัฒนาพันธุออยใหมีความตานทานตอสารกําจัดวัชพืชอิมาซาเพอร ซ่ึงจะ
เปนประโยชนอยางยิ่งตอโครงการปรับปรุงพันธุออยใหตานทานตอสารกําจัดวัชพืชตอไป 
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ภาพที่ 10   กิจกรรมของเอนไซม ALS ในเซลลปกตแิละเซลลตานทานสารของออยสายพันธุ K 95-  

282 ท่ีไดรับสารในระดับความเขมขนตางกัน ท่ี 7 วันหลังจากทําการยายเซลล โดยท่ีใน
เซลลตานทานสารท่ีไมไดรับสารอิมาซาเพอร มีกิจกรรมจําเพาะของเอนไซม ALS 
20.50 nmol acetoin mg-1 protein min-1 และในเซลลปกติท่ีไมไดรับสารอิมาซาเพอร มี
กิจกรรมจําเพาะของเอนไซม ALS 19.03 nmol acetoin mg-1 protein min-1  ตามลําดับ 

หมายเหตุ  Vertical bars แสดงคา + SE ของคาเฉล่ีย 3 คา 
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ตารางที ่2  ระดับความเขมขนของสารอิมาซาเพอรท่ีทําใหกิจกรรมของเอนไซม ALS ในเซลลออย
ลดลง 50 เปอรเซ็นต (I50) ท่ี 7 วันหลังจากทําการยายเซลล 

 
                    เซลล คา I50 (ไมโครโมลาร)1/ 
  
เซลลออยปกติท่ีไดรับสาร (NT) 4.4 + 0.2 
เซลลออยตานทานท่ีไดรับสาร (RT)                             28.6 + 1.1 
  
ดัชนีความตานทานสาร2/ 6.5 

 

1/ คา I50 ± คา SE จากคาเฉล่ียจริง 3 คา 
2/ คาดัชนีของความตานทานสาร พิจารณาจากคา I50 ของเซลลตานทานสารตอคา I50 ของเซลล 
   ปกต ิ
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สรุป 
 

ในการศึกษากิจกรรมของเอนไซมอะซิโทแลคเตทซินเธสในเซลลออยท่ีผานการคัดเลือก
ใหตานทานสารอิมาซาเพอร สามารถสรุปผลการทดลอง ไดดังนี ้

 
1.  การคัดเลือกสายพันธุออยท่ีตานทานตอสารอิมาซาเพอรในระดับเซลล โดยวิธีการ

เพาะเล้ียงเนื้อเยื่อ ซ่ึงไดชักนําแคลลัสจากสวนมวนใบออนของออยพันธุ K 95-282 สามารถชักนําให
เกิดเปนเซลลท่ีตานทานตอสารอิมาซาเพอรไดท่ีระดับความเขมขน 1 ไมโครโมลาร ใชเวลาในการ
คัดเลือกนาน 420 วัน และมีดัชนีของความตานทานสารกําจัดวัชพืชเปน 116.7 เทาของเซลลออย
ปกติ 
 
 2.  การศึกษากลไกพ้ืนฐานทางชีวเคมีของความตานทานสารในสายพันธุออยท่ีตานทานตอ
สารอิมาซาเพอร โดยพิจารณาการเปล่ียนแปลงกิจกรรมของเอนไซมอะซิโทแลคเตทซินเธส (ALS) 
ท่ีเกิดขึ้นภายในเซลลพืช พบวา ในเซลลออยท่ีตานทานสารจะมีกิจกรรมของเอนไซม ALS มากกวา
ในเซลลออยปกติถึง 6.5 เทา จะเห็นไดวา เซลลออยท่ีตานทานสารอิมาซาเพอรมีการเปล่ียนแปลง
กิจกรรมของเอนไซม ALS  เปนแบบตอบสนองนอยตอสารอิมาซาเพอร จึงทําใหเซลลออยท่ีตานทาน
สารไมถูกยับยั้งโดยสารอิมาซาเพอร 
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ตารางผนวกที ่1  องคประกอบของอาหารสังเคราะหสูตร MS (Murashige and Skoog, 1962) 
 

สารเคมี มิลลิกรัมตอลิตร 
Macroelements:  

NH4NO3 1650.00 
CaCl2.2H2O 1900.00 
MgSO4.7H2O   370.00 
KH2PO4   170.00 

  
Microelements:  

NH2-EDTA    37.30 
FeSO4.7H2O    27.80 
H3BO3      6.20 
MnSO4.4H2O    22.30 
ZnSO4.H2O      8.60 
KI      0.85 
NaMoO4.2H2O      0.025 
CoCl2.6H2O      0.025 

  
Organic compounds:  

Myo-inositol  100.00 
Glycine      2.00 
Nicotinic acid      0.50 
Pyridoxine-HCl      0.50 
Thiamine-HCl      0.10 
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ตารางผนวกที ่2  การเจริญเติบโตของเซลลออยปกติสายพันธุ K 95-282 เม่ือมีปริมาตรเซลล 
  เริ่มตนตางกัน 
                             

ระยะเวลา ปริมาตรเซลล 
   (มิลลิลิตร) 0 5 7 10 14 24 

เฉล่ีย 

 มิลลิลิตรตอ 5 มิลลิลิตร  
0.1   0.10 i 0.13 i 0.15 i 0.16 hi 0.20 ghi 0.21ghi  0.16 C1/ 
0.2 0.20 ghi 0.33 g 0.46 f   0.86 d 1.06 bc 1.13 b  0.67 B 
0.3   0.30 gh 0.46 f 0.73 e 0.96 cd 1.33 a 1.37 a  0.86 A 

เฉล่ีย 0.20 E2/   0.31 D 0.45 C 0.67 B 0.87 A 0.91 A  0.57 
Duncan’s Multiple Range Test (0.05) ระยะเวลา 141.09   
Duncan’s Multiple Range Test (0.05) ปริมาตรเซลล 434.14   
Duncan’s Multiple Range Test (0.05) ระยะเวลา x ปริมาตรเซลล    26.75   
C.V. (%) = 13.04 %       

 
1/ อักษรท่ีเหมือนกนัในแนวตั้งไมมีความแตกตางทางสถิติ เม่ือพิจารณาจากคา LSR .05 
2/ อักษรท่ีเหมือนกนัในแนวนอนไมมีความแตกตางทางสถิติ เม่ือพิจารณาจากคา LSR .05 
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ตารางผนวกที ่3  การวิเคราะหความแปรปรวนของการเจรญิเติบโตของเซลลออยปกติสายพันธุ  
                            K 95-282 เม่ือมีปริมาตรเซลลเริ่มตนตางกัน 
 

Source of variation df SS MS F-Value 
Day (D)      5 3.85            0.77        141.09** 
Initial cell (C)      2 4.74            2.37        434.14** 
D x C    10 1.46            0.15          26.75** 
Error    36 0.19            0.005        

 
** มีความแตกตางทางสถิต ิท่ีระดับความเช่ือม่ัน 99 เปอรเซ็นต 
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ตารางผนวกที ่4  การเจริญเติบโตของเซลลออยปกติสายพันธุ K 95-282 ท่ีระยะเวลาตางกัน  
  หลังจากไดรับสารสารอิมาซาเพอร ท่ีระดับความเขมขนตาง ๆ 
 

ระยะเวลา (วัน) ความเขมขน
(ไมโครโมลาร) 0 5 7 10 14 เฉล่ีย 

 มิลลิลิตรตอ 5 มิลลิลิตร  

0 0.30 l 0.60 i    0.72 gh 1.20 c 1.50 a   0.85 A1/ 
0.0001 0.30 l 0.58 i 0.67 h 0.85 f 1.27 b 0.73 B 
0.001 0.30 l 0.50 j 0.58 i  0.77 g 1.10 d 0.65 C 
0.01 0.30 l 0.48 j 0.53 i 0.72 h 0.92 e 0.59 D 
0.1 0.30 l   0.45 jk 0.50 j 0.68 h    0.73 gh 0.53 E 
1 0.30 l 0.42 k   0.43 jk  0.57 jk   0.44 jk 0.41 F 
เฉล่ีย    0.30 E2/     0.50 D  0.58 C 0.76 B   0.99 A     0.52 
Duncan’s Multiple Range Test (0.05) ระยะเวลา  982.63  

Duncan’s Multiple Range Test (0.05) ความเขมขน  283.98  

Duncan’s Multiple Range Test (0.05) ระยะเวลา x ความเขมขน    56.14  

C.V. (%) = 5.65 %      

 

1/ อักษรท่ีเหมือนกนัในแนวตั้งไมมีความแตกตางทางสถิติ เม่ือพิจารณาจากคา LSR .05 
2/ อักษรท่ีเหมือนกนัในแนวนอนไมมีความแตกตางทางสถิติ เม่ือพิจารณาจากคา LSR .05 
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ตารางผนวกที ่5  การวิเคราะหความแปรปรวนของการเจรญิเติบโตของเซลลออยปกติสายพันธุ K 
95-282 ในระยะเวลาตางกัน หลังจากไดรับสารอิมาซาเพอรท่ีระดับความเขมขน
ตาง ๆ 

 
Source of variation df SS MS F-Value 
Day (D)      4 4.99            1.24        982.63** 
Concentration (C)      5 1.80            0.36        283.98** 
D x C    20 1.42            0.07          56.14** 
Error    60 0.07            0.001        

 
** มีความแตกตางทางสถิต ิท่ีระดับความเช่ือม่ัน 99 เปอรเซ็นต 
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ตารางผนวกที ่6  การเจริญเติบโตของเซลลออยตานทานสารอิมาซาเพอร ท่ีระยะเวลาตางกัน  
  หลังจากไดรับสารอิมาซาเพอรท่ีระดับความเขมขนตาง ๆ 
 
ความเขมขน ระยะเวลา (วัน) 

(ไมโครโมลาร) 0 5 7 10 14 เฉล่ีย 

 มิลลิลิตรตอ 5 มิลลิลิตร  

0 0.30 k 0.66 g 0.85 d 1.25 b 1.50 a   0.91 A1/ 
0.1 0.30 k 0.65 g 0.80 e 1.15 c 1.50 a 0.88 B 
1 0.30 k    0.63 gh 0.80 e 1.15 c 1.50 a 0.87 B 
10 0.30 k 0.46 i 0.59 h 0.72 f 0.68 f 0.56 C 
100 0.30 k   0.32 jk     0.35 j 0.35 j    0.35 gh 0.33 D 
1,000 0.30 k 0.30 k 0.30 k 0.35 j 0.30 k 0.31 E 
เฉล่ีย   0.30 E2/     0.50 D   0.61 C   0.82 B   0.98 A     0.64 
Duncan’s Multiple Range Test (0.05) ระยะเวลา 2,104.86  

Duncan’s Multiple Range Test (0.05) ความเขมขน 1,952.22  

Duncan’s Multiple Range Test (0.05) ระยะเวลา x ความเขมขน    255.20  

C.V. (%) = 3.82 %      

 

1/ อักษรท่ีเหมือนกนัในแนวตั้งไมมีความแตกตางทางสถิติ เม่ือพิจารณาจากคา LSR .05 
2/ อักษรท่ีเหมือนกนัในแนวนอนไมมีความแตกตางทางสถิติ เม่ือพิจารณาจากคา LSR .05 
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ตารางผนวกที ่7  การวิเคราะหความแปรปรวนของการเจรญิเติบโตของเซลลออยตานทานสารอิมา
ซาเพอร ท่ีระยะเวลาตางกัน หลังจากไดรับสารอิมาซาเพอรท่ีระดับความเขมขน
ตาง ๆ 

 
Source of variation df SS MS F-Value 
Day (D)      4 5.13           1.28      2,104.86** 
Concentration (C)      5 5.95           1.19      1,952.22** 
D x C    20 3.11           0.15         255.20** 
Error    60 0.03           0.0006        

 
** มีความแตกตางทางสถิต ิท่ีระดับความเช่ือม่ัน 99 เปอรเซ็นต 
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ตารางผนวกที ่8  ปริมาตรเซลลเปรียบเทียบ (เปอรเซ็นตของชุดควบคุม) ของเซลลออยปกติและ 
  เซลลออยตานทานสารอิมาซาเพอร ท่ี 14 วันหลังจากไดรับสารท่ีระดับความ 
  เขมขนตางกัน 
  
ความเขมขน    
(ไมโครโมลาร) 

เซลลออยปกติ  
(normal cells) 

เซลลออยตานทาน 
(resistant cells) เฉล่ีย 

0           100.00 a           100.00 a      100.00 A1/ 

0.0001             81.72 c             98.36 a               90.04 B 
0.001             70.97 d             98.36 a               84.67 C 
0.01             58.28 e             98.36 a               78.32 D 
0.1             47.10 f             98.36 a               72.73 E 
1             28.39 g             92.17 b               60.28 F 
10             20.43 h             44.19 f               32.31 G 
100             19.14 h             20.08 h               19.60 H 
1,000             18.06 h             18.07 h               18.06 H 
เฉล่ีย             49.34 B2/             74.22 A               61.78 
Duncan’s Multiple Range Test (0.05) รูปแบบของเซลล          1,555.42 
Duncan’s Multiple Range Test (0.05) ความเขมขน          1,080.23  
Duncan’s Multiple Range Test (0.05) รูปแบบของเซลล x ความเขมขน             151.04  
C.V. (%) = 3.75 %    

 
1/ อักษรท่ีเหมือนกนัในแนวตั้งไมมีความแตกตางทางสถิติ เม่ือพิจารณาจากคา LSR .05 
2/ อักษรท่ีเหมือนกนัในแนวนอนไมมีความแตกตางทางสถิต ิเม่ือพิจารณาจากคา LSR .05 
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ตารางผนวกที ่9  การวิเคราะหความแปรปรวนของปริมาณเซลลเปรียบเทียบ (เปอรเซ็นตของ 
  ชุดควบคุม) ของเซลลออยปกติและเซลลออยตานทานสารอิมาซาเพอร ท่ี 14 วัน 
  หลังจากไดรับสารในระดับความเขมขนตางกัน 
 

Source of variation df SS MS F-Value 
Type of Cell (T)    1         8,354.95        8,354.95      1,555.42** 
Concentration (C)    8 46,419.92 5,802.49      1,080.23** 
T x C    8         6,489.40   811.17         151.04** 
Error 36            193.37       5.37        

 
** มีความแตกตางทางสถิต ิท่ีระดับความเช่ือม่ัน 99 เปอรเซ็นต 
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ตารางผนวกที ่10  คาการดดูกลืนแสงของสารมาตรฐานท่ีความยาวคล่ืน 525 นาโนเมตร ในการ 
    วัดกจิกรรมของเอนไซม ALS ในเซลลออยสายพันธุ K 95-282 
 

Concentration (Absorbance) 
0 0.05 0.10 0.15 0.20 0.25 0.30 

Trend line R-square 

0.000 0.245 0.419 0.571 0.628 0.684 0.729 Y = 2.34X + 1171 0.907 
 
ตารางผนวกที ่11  คาการดดูกลืนแสงของสารมาตรฐานท่ีความยาวคล่ืน 595 นาโนเมตร ในการวดั 
    ปริมาณโปรตนีในเซลลออยสายพันธุ K 95-282 
 

Concentration (Absorbance) 
0 20.0 40.0 60.0 80.0 100.0 

Trend line R-square 

0.000 0.334 0.571 0.745 0.918 1.005 Y = 0.0099X + 0.099 0.9618 
 
ตารางผนวกที ่12  กิจกรรมจําเพาะของเอนไซม ALS ในเซลลออยปกติและเซลลออยตานทาน 
    สารท่ีไดรับสารอิมาซาเพอร ในระดับความเขมขนตางกนั ท่ี 7 วันหลังจากทํา 
    การยายเซลล 
  
ความเขมขน    
(ไมโครโมลาร) 

เซลลออยปกติ  
(normal cells) 

เซลลออยตานทาน 
(resistant cells) 

 nmol acetoin mg-1 protein min-1 1/ 

0               19.03 ± 0.02               20.50 ± 0.15 
0.01               16.76 ± 0.13               20.09 ± 0.05 
0.1               14.18 ± 0.06               20.30 ± 0.06 
1               11.80 ± 0.10               18.25 ± 0.08 
10                 7.99 ± 0.01               12.30 ± 0.65 
100                 3.83 ± 0.12                 7.79 ± 0.13 

 
1/ คาเฉล่ียจากคาจริง 3 คา ± คา SE 
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ตารางผนวกที ่13  กิจกรรมของเอนไซม ALS เปรียบเทียบในเซลลออยปกติและเซลลออยตานทาน
สารท่ีไดรับสารอิมาซาเพอร ในระดับความเขมขนตางกนั ท่ี 7 วันหลังจากทําการ
ยายเซลล 

  
ความเขมขน    
(ไมโครโมลาร) 

เซลลออยปกติ  
(normal cells) 

เซลลออยตานทาน 
(resistant cells) เฉล่ีย 

0            100.00 a            100.00 a       100.00 A1/ 

0.01              88.00 b              98.00 a               93.00 B 
0.1              75.00 c              99.00 a               87.00 C 
1              62.00 d              89.00 b               75.50 D 
10              43.00 e              60.00 d               51.50 E 
100              20.00 g              38.00 f               29.00 F 
เฉล่ีย              64.67 B2/              80.67 A               72.67 
Duncan’s Multiple Range Test (0.05) รูปแบบของเซลล          1,626.35 
Duncan’s Multiple Range Test (0.05) ความเขมขน          3,158.54 
Duncan’s Multiple Range Test (0.05) รูปแบบของเซลล x ความเขมขน             102.07 
C.V. (%) = 1.63 %    

 
1/ อักษรท่ีเหมือนกนัในแนวตั้งไมมีความแตกตางทางสถิติ เม่ือพิจารณาจากคา LSR .05 
2/ อักษรท่ีเหมือนกนัในแนวนอนไมมีความแตกตางทางสถิติ เม่ือพิจารณาจากคา LSR .05 
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ตารางผนวกที ่14  การวิเคราะหความแปรปรวนกิจกรรมของเอนไซม ALS ท่ี 7 วันหลังจากทําการ
ยายเซลล ในเซลลออยปกติและเซลลออยตานทานสารท่ีไดรับสารอิมาซา เพอร 
ในระดับความเขมขนตางกัน 

 
Source of variation df SS MS F-Value 
Type of Cell (T)    1         2,304.00 2,304.00      1,626.35** 
Concentration (C)   5 22,373.00 4,474.60      3,158.54** 
T x C   5            723.00    144.60         102.07** 
Error 24              34.00         1.41        

 
** มีความแตกตางทางสถิต ิท่ีระดับความเช่ือม่ัน 99 เปอรเซ็นต  
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ประวัติการศึกษา และการทํางาน 
 
ช่ือ – นามสกุล นายภาคภูมิ  ปญญาด ี
วัน เดือน ป ท่ีเกดิ วันท่ี 8 มกราคม 2525 
สถานท่ีเกิด  อําเภอนานอย จังหวัดนาน 
ประวตักิารศึกษา วท.บ. (เทคโนโลยีชีวภาพทางการเกษตร)  

มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร วิทยาเขตกําแพงแสน          
พ.ศ. 2548 

 




