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1. ชุดโครงการวจัิย   : วจิยัและพฒันาพนัธ์ุออ้ย 

2. โครงการวจัิย   : วจิยัและพฒันาพนัธ์ุออ้ยในภาคตะวนัออกเฉียงเหนือ 

     กจิกรรม   : การอนุรักษท์รัพยากรพนัธุกรรมออ้ย 

3. ช่ือการทดลอง  : เทคนิคการเก็บรักษาเช้ือพนัธุกรรมออ้ย (Saccharum   officinarum  L.)     

        ในสภาพปลอดเช้ือ 

    ช่ือการทดลอง   : In  Vitro  Conservation  of  Sugarcane, Saccharum  officinarum  L. 

4. คณะผู้ด าเนินงาน   

    หัวหน้าการทดลอง  : กษิดิศ  ดิษฐบรรจง  ส านกัวจิยัพฒันาเทคโนโลยชีีวภาพ 

    ผู้ร่วมงาน   : ชยานิจ  ดิษฐบรรจง  ส านกัวจิยัพฒันาเทคโนโลยชีีวภาพ 

   : ภุมรินทร์  วณิชชนานนัท์  ส านกัวจิยัพฒันาเทคโนโลยชีีวภาพ 

   : วรีะพล พลรักดี  ศูนยว์จิยัพืชไร่ขอนแก่น 

  

5. บทคัดย่อ 

 การเก็บรักษาเช้ือพนัธุกรรมออ้ยในสภาพปลอดเช้ือ สามารถกระท าไดโ้ดยใชเ้ทคนิค somatic 

embryogenesis. somatic embryo สามารถชกัน าไดโ้ดยน าช่อดอกอ่อนมาเล้ียงบนอาหารชกัน าใหเ้กิดแคลลสั 

ประกอบดว้ยอาหาร  MS ท่ีเติม 2,4-dichlorophenoxy aceticacid (2,4-D) ความเขม้ขน้ 10-15 µM,  น ้า

มะพร้าว 50 ml/l, casein hydrolysate 500 mg/l และน ้าตาลซูโครส  6 % (w/v) จากนั้นเพิ่มปริมาณแคลลสับน

อาหารสูตรเดิมแต่ลดความเขม้ขน้ของ 2,4- D เหลือ 5 µM  แคลลสัท่ีไดส้ามารถชกัน าใหพ้ฒันาเป็นตน้อ่อน

บนอาหาร MS ท่ีเติมปุ๋ยใบกลว้ยไมสู้ตร 21-21-21 อตัรา 0.5 gm/l และน ้าตาลซูโครส 6 % (w/v)  การเก็บ

รักษาเช้ือพนัธุกรรมออ้ยในระยะกลาง (medium-term conservation) ท าไดโ้ดยน าตน้ออ้ยท่ีเกิดจาก

กระบวนการ somatic embryogenesis มาเล้ียงบนอาหาร MS  ท่ีมีปุ๋ยใบกลว้ยไมสู้ตร 21-21-21 อตัรา  0.5 

gm/l และน ้าตาลซูโครส  6 % (w/v) และเติม mannitol 1-2 % (w/v) โดยสามารถเก็บรักษาโดยการชะลอการ

เจริญเติบโตไดน้าน 6 เดือนโดยไม่เปล่ียนอาหารและคงความมีชีวติอยู ่ การเก็บรักษาเช้ือพนัธุกรรมออ้ยใน

ระยะยาว (long-term conservation) สามารถท าไดโ้ดยน า somatic embryo ระยะเร่ิมตน้มาท าการ pre-culture 

ดว้ยน ้าตาลซูโครส 4  ชัว่โมง ตามดว้ยการ loading ใน loading solution ท่ีประกอบดว้ยอาหาร MS ท่ีเติม
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น ้าตาลซูโครส 0.5 M  และ glycerol 2 M  เป็นเวลา 30 นาที  การใช ้PVS3 และ  PVS3 variants สามารถเก็บ

รักษาเซลลอ์อ้ยไดผ้ลดี โดยมีเปอร์เซ็นตก์ารอยูร่อด (survival percentage) และเปอร์เซ็นตก์ารพฒันาเป็นตน้

อ่อน (regeneration percentage) สูงกวา่การใช ้PVS2 

 

6. ค าน า 

 ออ้ย (Saccharum spp.) ถูกน ามาเพาะปลูกในเขตภูมิอากาศร้อน ประมาณ 60 ประเทศ เพื่อการผลิต

น ้าตาลและเช้ือเพลิงชีวภาพ ประเทศไทยจดัอยูอ่นัดบัสองของมูลค่าการส่งออก (export value) น ้าตาลสู่

ตลาดโลก ในการอนุรักษพ์นัธุกรรมออ้ยโดยปกติปลูกออ้ยในแปลงรวบรวมพนัธ์ุตามศูนยว์จิยัต่างๆของกรม

วชิาการเกษตร การปลูกแบบน้ีเช้ือพนัธุกรรมเส่ียงต่อการสูญหายเน่ืองจากโรคและแมลงเขา้ท าลาย ตลอดจน

การเปล่ียนแปลงของสภาพภูมิอากาศโลก ส่งผลใหเ้กิดการสูญเสียของเช้ือพนัธุกรรมดงักล่าว ส าหรับการ

เก็บรักษาพนัธุกรรมออ้ยในสภาพเมล็ดนั้นเป็นไปไม่ไดเ้น่ืองจากออ้ยเป็นพืชผสมขา้ม(open pollinated crop) 

ดงันั้นการอนุรักษพ์นัธุกรรมในสภาพปลอดเช้ือ (in vitro conservation) จึงเป็นอีกวธีิการหน่ึงในการอนุรักษ์

พนัธุกรรมออ้ย  งานวิจยัเร่ืองน้ีแบ่งการทดลองเป็น 3 ส่วน คือ 

 I. การเกิด somatic embryogenesis ในออ้ย 

 II. การเก็บรักษาพนัธุกรรมออ้ยในสภาพปลอดเช้ือในระยะกลาง (medium-term conservation)  

 III. การเก็บรักษาพนัธุกรรมออ้ยในสภาพปลอดเช้ือในระยะยาว  (long-term conservation) 

 

7. อุปกรณ์และวธีิการ 

I.  การเกดิ somatic embryogenesis ในอ้อย 

1. การชักน าให้เกดิ somatic embryo (Induction phase) 

น าช่อดอกอ่อนออ้ยมาท าการฟอกฆ่าเช้ือภายนอกดว้ย  Clorox® 20% (sodium hypochlorite) 

แลว้ลา้งน ้าออก จากนั้นลอกใบดา้นนอกออก น าช้ินส่วนช่อดอกอ่อนขนาดความยาวประมาณ 4-6 น้ิว มา

ลา้งน ้าเปล่าฆ่าเช้ือท่ีเติม nystatin 100 mg/l   และ cefotaxime 50 mg/l  เพื่อฆ่าเช้ือราและแบคทีเรียตามล าดบั 

น าช่อดอกอ่อนมาตดัเป็นช้ินเล็กๆความยาวประมาณ 5-10 มม. แลว้น าไปเล้ียงบนอาหารชกัน า (induction 

media, IM) ไดแ้ก่ อาหารสูตร MS ท่ีประกอบดว้ย 2,4- dichlorophenoxy aceticacid (2,4-D) ความเขม้ขน้

ต่างๆ, น ้ามะพร้าว (CW) 50 ml/l, casein hydrolysate (CH) 500ml/l และน ้าตาลซูโครส (sucrose) 6% (w/v) 

นอกจากน้ีเติม ascorbic acid  200 mg/l โดยการกรอง (filter sterilization) หลงัจากการน่ึงฆ่าเช้ือเพื่อลดการ 
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browning  น าช้ินส่วนพืชมาเล้ียงในท่ีมืด  (dark condition) ท่ีอุณหภูมิหอ้งเล้ียง 25 OC  เป็นเวลา 4 สัปดาห์

โดยไม่ตอ้งเปล่ียนอาหาร วางแผนการทดลองแบบ Completely Randomized  Design (CRD)  4 ซ ้ า แต่ละส่ิง

ทดลอง (treatment) มีช้ินส่วนพืช   0 ช้ิน ขอ้มูลท่ีไดน้ ามาวเิคราะห์โดยใชโ้ปรแกรม IRRISTAT 

2. การชักน าให้แคลลสัเพิม่ปริมาณ (Proliferation phase)  

น าแคลลสัท่ีเกิดจากขั้นตอนการชกัน า (induction phase ขอ้ 1) มาเล้ียงบนอาหารเพิ่มปริมาณ 

(proliferation media, PM) ประกอบดว้ยอาหารสูตร MS ท่ีมี  2,4-D  ความเขม้ขน้ต่างๆ โดยมีน ้ามะพร้าว และ CH 

ท่ีความเขม้ขน้เดียวกบัขั้นตอนการชกัน า (ขอ้ 1) สภาพแวดลอ้มในการเล้ียงเป็นเหมือนกบัขอ้ 1 ท าการ

บนัทึกขอ้มูลเป็นน ้าหนกัสดท่ีเพิ่มข้ึนหลงัเล้ียง 3 และ 6 สัปดาห์ โดยใชสู้ตร  

 

อตัราการเจริญเติบโต (เท่า) =  น ้าหนกัสดท่ี 3 หรือ 6 สัปดาห์หลงัเล้ียง – น ้าหนกัสดเร่ิมตน้ 

                                                                            น ้าหนกัสดเร่ิมตน้ 

 

3. การชักน าให้แคลลสัพฒันาเป็นต้นอ่อน (Development phase) 

น าแคลลสัจากขอ้2 (proliferation phase) มาเล้ียงบนอาหารชกัน าใหเ้กิดตน้ (development 

media, DM) ซ่ึงประกอบดว้ยอาหารสูตร MS ท่ีมีน ้าตาลซูโครสความเขม้ขน้ต่างๆ และเติมปุ๋ยใบกลว้ยไม้

สูตร 21-21-21 อตัรา 0.5 gm/l โดยไม่มีสารควบคุมการเจริญเติบโต  (plant growth regulators, PGRs) เล้ียง

แคลลสัในสภาพหอ้งเล้ียงเน้ือเยือ่ท่ีมีแสง แต่ละส่ิงการทดลองประกอบดว้ยกลุ่มแคลลสั (callus clump)  0 

กลุ่ม แต่ละกลุ่มมีขนาดเส้นผา่ศูนยก์ลางประมาณ 0.5 ซม. บนัทึกผลการทดลองเป็นจ านวนยอดอ่อนของ

กลุ่มแคลลสั วางแผนการทดลองแบบ  CRD  4 ซ ้ า 

II. การเกบ็รักษาพนัธุกรรมอ้อยในสภาพปลอดเช้ือในระยะกลาง (Medium-term conservation)  

 น าตน้อ่อนท่ีเกิดจาก somatic embryogenesis (ขอ้ I) มาเล้ียงบนอาหารสูตร MS ท่ีเติมน ้าตาลซูโครส  

6% (w/v), ปุ๋ยใบกลว้ยไมสู้ตร 21-21-21 อตัรา 0.5 gm/l และ  mannitol ความเขม้ขน้ต่างๆ ท าการบนัทึกผล

การเจริญเติบโตทุก 3, 6 และ 9 เดือน หลงัเล้ียงโดยไม่ตอ้งเปล่ียนอาหาร วางแผนการทดลองแบบ   CRD  4 

ซ ้ า แต่ละส่ิงทดลองประกอบดว้ยตน้อ่อน  0 ตน้ การเจริญเติบโตของตน้อ่อนใชอ้ตัราการเจริญเติบโตเป็น

เท่าของน ้าหนกัสดเร่ิมตน้เช่นเดียวกบัขอ้2 (การชกัน าให้แคลลสัเพิ่มปริมาณ) 

III. การเกบ็รักษาพนัธุกรรมอ้อยในสภาพปลอดเช้ือในระยะยาว  (Long-term conservation) 

 ขั้นตอนการเก็บรักษาในสภาพเยอืกแขง็ (cryopreservation ) ประกอบดว้ย 4 ขั้นตอน ดงัน้ี 

1. Pre-culture and loading 



4 
 

น า somatic embryo  ในระยะแรกของการพฒันา (กลุ่มสีขาวและมีลกัษณะกลม) มาท าการ  pre-

culture เป็นเวลา 4  ชัว่โมง บนอาหารสูตร  MS  ท่ีเติม น ้ามะพร้าว 50 ml/l, abscisic acid (ABA) 2 µM, 

น ้าตาลซูโครส 0.3 M เป็นเวลา 24 ชัว่โมง แลว้ยา้ยไปเล้ียงบนอาหารท่ีเพิ่มความเขม้ขน้ของน ้าตาลซูโครส

เป็น 0.5 M อีก 24 ชัว่โมง จากนั้นน า somatic embryo  มาท าการ loading  ใน loading solution ประกอบดว้ย

อาหารเหลว MS ท่ีมีน ้าตาลซูโครส  0.5 M  และ glycerol 2 M เป็นเวลา 30 นาที ท่ี 25OC บนเคร่ืองเขยา่ 

(rotary shaker)  0 รอบ/นาที (Kim et al., 2006) 

2. Dehydration and cooling 

น า somatic  embryo จากขอ้ 1 ใส่ในหลอดแช่แขง็ (cryovial) ท าการดึงน ้าออก (dehydrate) โดย 

Plant Vitrification Solutions (PVSs) ต่างๆ ไดแ้ก่ PVS2 (Sakai et al., 1990), PVS3 (Nishizawa et al., 1993) 

และ PVS3 ดดัแปลง (PVS3 variants) โดยใส่ PVSs ต่างๆใหเ้ตม็หลอด น าหลอดแช่แข็งท่ีท าการใส่ตวัอยา่ง

พืชและ PVSs ต่างๆเก็บท่ี 5OC เป็นเวลา 30 นาที จากนั้นจึงน าไปแช่ในไนโตรเจนเหลวเป็นเวลาอยา่งนอ้ย 7 วนั  

3. Warming and unloading  

การท าใหอุ่้น (warming) ใชน้ ้าอุ่นในอ่างท่ีตั้งอุณหภูมิ (hot bath) ท่ี 40OC โดยน าหลอดแช่แขง็

จุ่มลงในอ่างน ้าเป็นเวลาประมาณ 30-40 วนิาที เพื่อใหผ้ลึกน ้าแขง็ในหลอดแกว้ละลาย จากนั้นน า  somatic  

embryo  มาแช่ใน unloading solution  (0.8 M sucrose ใน MS media) เป็นเวลา 30 นาที ท่ี  25OC โดยเล้ียง

บนเคร่ืองเขยา่  0 รอบ/นาที เพื่อลา้งสาร PVSs ออกจากเซลลพ์ืช  

4. การชักน าให้ somatic  embryo พฒันาเป็นต้นอ่อน 

น า somatic embryo ท่ีผา่นกระบวนการแช่แขง็และลา้งแลว้ มาเล้ียงบนอาหารชกัน าใหเ้กิดเป็น

ตน้ (DM) ประกอบดว้ยอาหาร MS, 6% (w/v) sucrose และ 0.5 gm/l ปุ๋ยใบกลว้ยไมสู้ตร 21-21-21   แลว้

เล้ียงในหอ้งเล้ียงเน้ือเยื่อพืชท่ีอุณหภูมิ 25OC บนัทึกเปอร์เซ็นตก์ารอยูร่อด (survival percentage) หลงัการ

เล้ียง 2 สัปดาห์ และบนัทึกเปอร์เซ็นตก์ารเกิดยอด (regeneration percentage) หลงัการเล้ียง   สัปดาห์ 

การตรวจสอบการเปลี่ยนแปลงทางพนัธุกรรมหลงัจากการเกบ็รักษาในไนโตรเจนเหลว 

ตวัอยา่งออ้ยท่ีใชใ้นการศึกษาเป็นตวัอยา่งออ้ยพนัธ์ุลูกผสมท่ีไดจ้ากการเพาะเล้ียงเน้ือเยือ่ใน

หอ้งปฏิบติัการ จ านวน 10 ตวัอยา่ง ดงัน้ี อู่ทอง10 (UT10), อู่ทอง11 (UT11), อู่ทอง9 (UT9), อู่ทอง5 (UT5), 

สุพรรณบุรี50 (SP50), สุพรรณบุรี72 (SP72), อู่ทอง12 (UT12), ขอนแก่น3 (KK3) , อู่ทอง8 (UT8)  และ

สุพรรณบุรี80 (SP80)  
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การสกดัดีเอน็เอจากใบอ้อยโดยใช้วธีิ CTAB ดัดแปลงจากวธีิการสกดัดีเอน็เอของ Doyle and Doyle (1990)   
…………..น าเอาส่วนของตน้ออ้ยท่ีเพาะเล้ียงอยู่ในขวดเพาะเล้ียงอาหารออกจากอาหารวุน้ท่ีใช้เพาะเล้ียง 
หลงัจากนั้นลา้งตน้ออ้ยดว้ยน ้าสะอาด ใชใ้บมีดตดัแบ่งใบออ้ยตามแนวยาว เอาส่วนของเส้นกลางใบทิ้ง และ
ใช้กรรไกรตดัใบอ้อยให้เป็นช้ินเล็กๆในแนวขวางให้มีขนาดเล็กท่ีสุด เพื่อง่ายต่อการบด ใส่ลงในโกร่ง 
(Mortar) ประมาณ 300 มิลลิกรัม เติมไนโตรเจนเหลว แลว้ใชท่ี้บด (Pestle) บดส่วนใบจนเป็นผงละเอียด ดูด
สารละลาย 2X CTAB buffer ปริมาตร 700 ไมโครลิตร และสารละลาย β-mercaptoethanol ปริมาตร 2 
ไมโครลิตร ลงไปในหลอดทดลองขนาด 1.5 มิลลิลิตร ตามด้วยใส่ตวัอย่างใบออ้ยท่ีบดละเอียดแล้วลงไป 
ผสมให้เข้ากันด้วยเคร่ืองผสมสาร (Vortex) แล้วน ามาท าให้ตกตะกอนด้วยเคร่ืองตกตะกอนสาร  (Spin 
down) น าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส ดว้ยอ่างควบคุมอุณหภูมิ (Water bath) เป็นระยะเวลา 45 นาที 
กลับหลอดไปมาทุกๆ 15 นาที  เม่ือครบเวลาให้ตั้ งทิ้งไว้ท่ี อุณหภูมิห้องนาน 2 นาที  เติมสารละลาย 
Chloroform: Isoamyl alcohol (24:1) ปริมาตร 500 ไมโครลิตร ผสมให้เขา้กนัดว้ยการกลบัหลอดไปมาอยา่ง
ระมดัระวงั เพื่อหลีกเล่ียงการขาดของช้ินดีเอ็นเอ ป่ันเหวี่ยงท่ีความเร็วรอบ 14,00 รอบต่อนาที เป็นเวลา 5 
นาที โดยเคร่ืองป่ันเหวี่ยงสาร (Microcentrifuge) จะเกิดการแยกของชั้นสารละลายสีใสและชั้นท่ีมีตวัอยา่ง
พืชอยูเ่ป็น 2 ชั้น ให้ดูดสารละลายส่วนใสดา้นบนใส่หลอดทดลองหลอดใหม่ขนาด 1.5 มิลลิลิตรหลอดใหม่ 
โดยตอ้งระมดัระวงัไม่ดูดเศษเซลล์ของพืชชั้นล่างข้ึนมา เติม RNaseA ความเขม้ขน้ 20 mg/ml ปริมาตร 3 
ไมโครลิตร และน าไปบ่มท่ี 37 องศาเซลเซียส นาน 60 นาที เม่ือครบเวลาแลว้ เติมสารละลาย 10% CTAB ท่ี
ละลายใน Sodium chloride ความเขม้ขน้ 0.7 M ปริมาตร 50 ไมโครลิตร ผสมให้เขา้กนัโดยการกลบัหลอด
ไปมาอยา่งเบามือ และท าการทดลองซ ้ าอีกคร้ัง ตั้งแต่ขั้นตอนของการเติมสารละลาย Chloroform: Isoamyl 
alcohol (24:1) น าไปป่ันเหวี่ยง และดูดส่วนใสด้านบนใส่หลอดทดลองขนาด 1.5 มิลลิลิตรหลอดใหม่ 
ขั้นตอนต่อมา เติมสารละลาย Isopropanol ท่ีแช่เยน็ ปริมาตร 500 ไมโครลิตร แลว้น าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ -20 
องศาเซลเซียส ทิ้งไวข้า้มคืน เม่ือครบเวลาน ามาป่ันเหวี่ยงท่ีความเร็วรอบ 14,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 20 
นาที จะสังเกตเห็นตะกอนดีเอ็นเอสีขาวอยูก่น้หลอด เทเฉพาะสารละลายส่วนใสออก คว  ่าหลอดทดลองบน
กระดาษท่ีซบัน ้ า นาน 2 นาที เพื่อให้ Isopropanol ท่ีตกคา้งในหลอดไหลลงมา ลา้งตะกอนดีเอ็นเอดว้ย 70% 
Ethanol ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ตั้งทิ้งไวน้าน 3 นาที แลว้น าไปป่ันเหวี่ยงท่ีความเร็วรอบ 14,000 รอบต่อนาที 
เป็นระยะเวลา 20 นาที เทส่วนท่ีเป็น 70 % Ethanol ออก คว  ่าหลอดบนกระดาษท่ีซบัน ้ า เพื่อก าจดั Ethanol ท่ี
ตกคา้งในหลอด แลว้ลา้งดว้ย Absolute Ethanol ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ป่ันเหวี่ยงท่ีความเร็วรอบ 14,000 รอบ
ต่อนาที เป็นระยะเวลา 20 นาที แลว้เทส่วนใสท่ีเป็น Absolute Ethanol ทิ้ง น าตะกอนดีเอ็นเอท่ีไดไ้ปบ่มท่ี
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 20 นาที เพื่อให้ Ethanol ท่ีตกคา้งอยูร่ะเหย  ละลายตะกอนดีเอ็นเอดว้ย TE 
buffer ซ่ึงบ่มท่ี 65 องศาเซลเซียส ปริมาตร 150 ไมโครลิตร หลงัจากนั้นน าสารละลายดีเอ็นเอบ่มท่ีอุณหภูมิ 
37 องศาเซลเซียส นานข้ามคืน เพื่อให้ตะกอนดีเอ็นเอละลายได้หมด  เก็บรักษาไวท่ี้อุณหภูมิ -20 องศา
เซลเซียส 
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  ตรวจสอบคุณภาพและปริมาณดีเอน็เอจากการตรวจสอบการดูดกลืนแสง โดยดูดตวัอยา่งดีเอน็เอ
ท่ีสกัดได้ ปริมาตร 3 ไมโครลิตร เติม Deionized water  297 ไมโครลิตร ลงในหลอดทดลองขนาด 1.5 
มิลลิลิตร แลว้ผสมให้เขา้กนัดว้ยการ Vortex และ Spin down ดูดสารละลายตวัอยา่งดีเอน็เอท่ีเจือจางแลว้ใส่
คิวเวตตแ์กว้ วดัค่าการดูดกลืนแสงดว้ยเคร่ืองวดัค่าการดูดกลืนแสง (Spectrophotometer) โดยใช ้Deionized 
water เป็นค่ามาตรฐาน (Blank) วดัค่าการดูดกลืนแสง (Optical demsity, O.D.) ท่ีความยาวคล่ืน 260 และ 
280 นาโนเมตร อตัราส่วนระหวา่งความยาวคล่ืนท่ี 260: 280 สามารถค านวณหาความบริสุทธ์ิของดีเอ็นเอท่ี
สกดัได ้และน าค่า O.D. ท่ีความยาวคล่ืน 260 นาโนเมตร ค านวณหาปริมาตรดีเอ็นเอท่ีตอ้งการใชใ้นขั้นตอน
การเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอดว้ยเทคนิคระดบัโมเลกุล การตรวจสอบปริมาณดีเอ็นเอท่ีสกดัไดจ้ะตรวจสอบดว้ย
เทคนิคอะกาโรสอิเล็กโทรโฟรีซิส ความเขม้ขน้ 1 %  
การทดสอบความเสถียรทางพนัธุกรรมของออ้ยดว้ยการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอดว้ยเทคนิค RAPD ตามวิธีของ 
William และคณะ (1990) 
………….  น าดีเอ็นเอท่ีสกดัได้จากใบออ้ย เจือจางกบัสายละลาย TE buffer ให้ได้ความเขม้ขน้ 50 นาโน
กรัม/ไมโครลิตร โดยไพรเมอร์ของเทคนิคน้ีจะมีล าดบันิวคลีโอไทดเ์ป็นแบบสุ่ม สายสั้นๆ จ านวน 10 นิวคลี
โอไทด์ และจะท าการสุ่มจบักบัดีเอ็นเอทัว่ทั้งจีโนม ซ่ึงในการทดลองน้ีใชไ้พรเมอร์ จ  านวน 4 ไพรเมอร์ คือ 
OPC02, OPC18, OPD02 และ OPZ04 โดยเติมสารเคมีท่ีเป็นส่วนประกอบลงในหลอดทดลองขนาด 0.2 
มิลลิลิตร ในระดบัความเขม้ขน้ตั้งตน้ ปริมาตร และความเขม้ขน้สุดทา้ยท่ีใช้ส าหรับ 1 ตวัอย่าง ดงัตาราง 
ผสมสารให้เขา้กนัดว้ยการ Vortex และ Spin down น าเขา้เคร่ืองเพิ่มปริมาณสารพนัธุกรรม โดยใชอุ้ณหภูมิ 
เวลา และจ านวนรอบดดัแปลงจากวิธีของ William และคณะ (1990) แสดงดงัตาราง เม่ือได ้RAPD Product 
แลว้ น ามาตรวจสอบแถบดีเอ็นเอดว้ยวิธีอะกาโรสอิเล็กโทรโฟรีซิส ความเขม้ขน้เจล 1.5 %  โดยจะท าการ
เปรียบเทียบแถบดีเอ็นเอของตวัอยา่งออ้ยท่ีเก็บรักษาในสภาพปกติกบัดีเอน็เอของตวัอยา่งออ้ยท่ีเก็บรักษาใน
สภาพแช่แข็งเป็นคู่เพื่อตรวจสอบความเสถียรทางพนัธุกรรมของตวัอยา่งออ้ยหลงัจากผา่นการเก็บรักษาใน
สภาพแช่แขง็แลว้ 
 

8.   ผลการทดลอง 

I.การเกดิ somatic  embryo ในอ้อย 

หลงัจากการเล้ียงช้ินส่วนพืชในสภาพมืด 2 สัปดาห์ ช้ินส่วนช่อดอกอ่อนสร้างแคลลสัท่ีรอยตดั 

(cut edge) โดยแคลลสัมีสีขาวครีม (ภาพท่ี1a) การชกัน าใหเ้กิดแคลลสัสามารถชกัน าไดบ้นอาหาร  MS ท่ี

เติม 10-15 µM 2,4-D, 50 ml/l น ้ามะพร้าว (coconut water, CW)  และ 500 mg/l casein hydrolysate (CH) 

(ตารางท่ี 1) การใส่ CW  สามารถเพิ่มเปอร์เซ็นตก์ารเกิดแคลลสั (induction percentage), treatment 1 

(control) VS treatment 2-5 (ตารางท่ี 1) ในกรณีท่ีไม่เติม CW และ CH ส่งผลใหเ้ปอร์เซ็นตก์ารเกิดแคลลสั

ลดลง การชกัน าใหแ้คลลสัเพิ่มปริมาณ (proliferation) สามารถชกัน าไดบ้นอาหาร MS ท่ีมี 5 µM 2,4-D และ 
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6% (w/v) sucrose (ตารางท่ี 2 และภาพท่ี 1b) โดยอตัราการเพิ่มน ้าหนกัสด 2.9 และ 1.6 เท่าในพนัธ์ุขอนแก่น 

3 และ อู่ทอง   ตามล าดบัหลงัเล้ียง 3 สัปดาห์เม่ือเทียบกบัน ้าหนกัสดเร่ิมตน้ หากเพิ่มความเขม้ขน้ของ 2,4-D 

มากกวา่ 5 µM  มีผลใหก้ารเพิ่มของน ้าหนกัสดลดลง ท่ีความเขม้ขน้ของ 2,4-D  5 µM น ้าตาล sucrose 6%  มี

ประสิทธิภาพสูงในการเพิ่มปริมาณแคลลสัเม่ือเทียบกบัท่ีความเขม้ขน้ของ sucrose 2%  และ 4% (ตารางท่ี 2) 

นอกจากน้ีพบความแตกต่างระหวา่งการตอบสนองในแต่ละพนัธ์ุในการเพิ่มปริมาณแคลลสั ซ่ึงในกรณีน้ี

พนัธ์ุขอนแก่น 3 มีการตอบสนองดีกวา่พนัธ์ุอู่ทอง   

เน่ืองจากออ้ยแต่ละพนัธ์ุไม่ออกดอกทุกปี ดงันั้นในปีท่ี 2 จึงไดท้  าการทดลองกบัพนัธ์ุอู่ทอง 5 

ซ่ึงไม่สามารถเก็บช่อดอกอ่อนในปีท่ี 1 พบวา่ พนัธ์ุอู่ทอง 5 มีการตอบสนองต่อการเกิดแคลลสัไปในทาง

เดียวกบัพนัธ์ุอ่ืนๆ คือ สามารถชกัน าใหเ้กิดแคลลสัไดดี้บนอาหาร MS ท่ีเติม 10-15 µM 2,4-D, 50 ml/l น ้า

มะพร้าว (coconut water, CW)  และ 500 mg/l casein hydrolysate (CH) (ตารางท่ี 4)  

การชกัน าใหเ้กิดตน้อ่อนกระท าไดโ้ดยยา้ยกลุ่มแคลลสั (callus clump) เล้ียงบนอาหาร MS ท่ี

เติม 0.5 gm/l ปุ๋ยใบกลว้ยไมสู้ตร  21-21-21 และ 6% (w/v) sucrose (ตารางท่ี 3 และ 5) หลงัจากยา้ยแคลลสั

มาเล้ียงบนอาหารน้ีแลว้แคลลสัเปล่ียนเป็นสีเหลือง-เขียวและพื้นผวิหนา้ขยาย (ภาพท่ี 1c) แลว้เกิดการพฒันา

เป็นยอดอ่อนในภายหลงั นอกจากน้ียอดอ่อนสามารถเกิดรากไดเ้องบนอาหารน้ี (ภาพท่ี 1d) 

 

II.การเกบ็รักษาพนัธุกรรมอ้อยในสภาพปลอดเช้ือในระยะกลาง (medium-term conservation)  

การเก็บรักษาเช้ือพนัธุกรรมออ้ยในระยะกลางสามารถชะลอการเจริญเติบโตโดยใช ้ mannitol ท่ี

ความเขม้ขน้ 1-2 % (w/v)  โดยมีอตัราเพิ่มของน ้าหนกัสดลดลงเม่ือเทียบกบัการไม่ใส่ mannitol (ตารางท่ี 6) 

และคงการมีชีวติ (viable) หากความเขม้ขน้ของ mannitol สูงกวา่น้ี (เพิ่มความเขม้ขน้ของ mannitol  ถึง 3 

และ 4%) ท าใหใ้บตน้ออ้ยเปล่ียนเป็นสีน ้าตาลและแหง้โดยมีการเพิ่มของน ้าหนกัสดในอตัราท่ีลดลงและตาย

ภายในระยะเวลา 3 เดือนหลงัการเล้ียง การทดลองเร่ืองน้ีสามารถการเก็บรักษาพนัธุกรรมออ้ยในระยะกลาง 

โดยสามารถเก็บไวไ้ด ้ 6 เดือนโดยไม่ตอ้งเปล่ียนอาหาร เม่ือเล้ียงในสภาพน้ีนานถึง 9 เดือน ท าใหใ้บพืช

เปล่ียนเป็นสีน ้าตาล และแหง้ตายในท่ีสุด (ภาพท่ี 2) ดงันั้นในการเก็บรักษาเช้ือพนัธุกรรมออ้ยโดยใช ้ 

mannitol สามารถเก็บรักษาได ้6 เดือน  

 

III.การเกบ็รักษาพนัธุกรรมอ้อยในสภาพปลอดเช้ือในระยะยาว (long – term conservation)  

การทดลองน้ีไดเ้ปรียบเทียบประสิทธิภาพของ PVSs ต่างๆ ท่ีมีผลต่อเปอร์เซ็นตก์ารอยูร่อด

(survival percentage, SP) และเปอร์เซ็นตก์ารพฒันาเป็นตน้ (regeneration percentage, RP) หลงัจากเซลล์
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ของ somatic embryo ผา่นกระบวนการเก็บรักษาในไนโตรเจนเหลว เม่ือเปรียบเทียบ PVSs ต่างๆ พบวา่ 

เซลลก่์อการแช่เยน็ในไนโตรเจนเหลว (LN-) เม่ือใช ้ PVS2 มีเปอร์เซ็นตก์ารอยูร่อดและเปอร์เซ็นตก์าร

พฒันาเป็นตน้ต ่าสุดยกเวน้พนัธ์ุสุพรรณบุรี  0 (ตารางท่ี 7) ส่วน PVS3 และ PVS3 variants  มีเปอร์เซ็นตก์าร

อยูร่อดและเปอร์เซ็นตก์ารพฒันาเป็นตน้สูงถึง 94-96%  และ 98-100% ตามล าดบั (ตารางท่ี 7) หลงัจากเก็บ

รักษาในไนโตรเจนเหลว(LN+) แลว้น าเซลลด์งักล่าวมาท าการตรวจสอบเปอร์เซ็นตก์ารอยูร่อดและ

เปอร์เซ็นตก์ารพฒันาเป็นตน้ พบวา่ทั้ง  PVS3 และ PVS3 variants มีเปอร์เซ็นตสู์งกวา่  PVS2 (ตารางท่ี 7 

ก,ข,ค และ ง, ภาพท่ี 3)  

การตรวจสอบการเปลี่ยนแปลงทางพนัธุกรรมหลงัจากการเกบ็รักษาในไนโตรเจนเหลว 

 จากการปรากฏแถบดีเอ็นเอของพนัธ์ุอ้อยท่ีได้จากขั้นตอนการวิเคราะห์อะกาโรสอิเล็ก

โทรโฟรีซิสดว้ยวิธีRAPD โดยการรันเปรียบเทียบระหวา่งพนัธ์ุออ้ยท่ีเก็บรักษาไวท่ี้อุณหภูมิปกติและท่ีเก็บ

รักษาโดยการ Cryopreservation  ในพนัธ์ุออ้ยเดียวกนั  พบว่า การศึกษาน้ีไพรเมอร์ท่ีให้ความแตกต่างของ

แถบดีเอ็นเอในพนัธ์ุอ้อยท่ีเก็บรักษาด้วยวิธีท่ีแตกต่างกันน้อยท่ีสุดคือ OPZ04  ซ่ึงจากการศึกษาพบว่า

ตวัอย่างพนัธ์ุออ้ยให้แถบดีเอ็นเอแบบวิธี Cryopreservation แตกต่างกบัพนัธ์ุออ้ยเดียวกนัท่ีเก็บรักษาไวท่ี้

อุณหภูมิปกติเล็กนอ้ย (ภาพท่ี 4 ก,ข,ค และ ง) 
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ตารางที ่1.  เปอร์เซ็นตก์ารเกิดแคลลสัของช่อดอกอ่อนออ้ยบนอาหารชกัน าสูตรต่างๆ (ปีท่ี 1) 

                                  สูตรอาหาร2 
               เปอร์เซ็นต์การเกดิแคลลสั1 

        ขอนแก่น 3         อู่ทอง 8 
1. MS + 10 µM 2,4-D (control)             29 b            24 e 
2. MS + 10 µM 2,4-D + 50 ml/l CW             54 bc            58 bc 
3. MS + 15 µM 2,4-D + 50 ml/l CW             60 b            52 c 
4. MS + 20 µM 2,4-D + 50 ml/l CW             41 c            39 d 
5. MS + 25 µM 2,4-D + 50 ml/l CW             45 c           49 cd 
6. MS + 10 µM 2,4-D + 50 ml/l CW + 500 mg/l CH             92 a           87 a 
7. MS + 15 µM 2,4-D + 50 ml/l CW + 500 mg/l CH             89 a           83 a 
8. MS + 20 µM 2,4-D + 50 ml/l CW + 500 mg/l CH            70 b           69 b 
9. MS + 25 µM 2,4-D + 50 ml/l CW + 500 mg/l CH            64 b           70 b 
                                        CV (%)             36            29 
 

1 ในสดมภเ์ดียวกนัค่าเฉล่ียท่ีตามดว้ยอกัษรเหมือนกนัไม่มีความแตกต่างกนัทางสถิติท่ีระดบัความเช่ือมัน่ 95 % โดยวธีิ DMRT 
2 MS = Murashige  and  Skoog, CW = น ้ามะพร้าว (coconut  water), CH = casein  hydrolysate 
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ตารางที ่2.    การเพิ่มปริมาณแคลลสัของออ้ย (เท่าเม่ือเทียบกบัน ้าหนกัสดเร่ิมตน้) ของ  embryogenic  callus  
      บนอาหารสูตรต่างๆ (ปีท่ี 1) 
 

                                  สูตรอาหาร 

        การเพิม่น า้หนักสด (เท่า) ของแคลลสั1 

           3  สัปดาห์           6  สัปดาห์ 

ขอนแก่น 3  อู่ทอง 8 ขอนแก่น 3  อู่ทอง 8 
1. MS + 10 µM 2,4-D + 2% sucrose (control)   1.5 bc   1.0 b   3.0 b   2.1 b 
2. MS + 5 µM 2,4-D + 2% sucrose   2.1 b   1.0 b   3.2 b   2.3 b 
3. MS + 15 µM 2,4-D + 2% sucrose   1.1 c   0.9 b   2.1 c   1.3 c 
4. MS + 20 µM 2,4-D + 2% sucrose   1.2 c   0.9 b   2.1 c   1.3 c 
5. MS + 5 µM 2,4-D + 4% sucrose   2.2 b   1.4 a   3.1 b   2.2 b 
6. MS + 15 µM 2,4-D + 4% sucrose   1.3 c   0.8 b   2.0 c   1.3 c 
7. MS + 20 µM 2,4-D + 4% sucrose   1.3 c   0.8 b   2.0 c   1.2 c 
8. MS + 5 µM 2,4-D + 6% sucrose   2.9 a   1.6 a   5.8 a   3.1 a 
9. MS + 15 µM 2,4-D + 6% sucrose   1.2 c   1.0 b   2.2 c   1.4 c 
10. MS + 20 µM 2,4-D + 6% sucrose   1.2 c   1.0 b   2.1 c   1.5 c 
                               CV (%)      36      41      38      32 
 

1 ในสดมภเ์ดียวกนัค่าเฉล่ียท่ีตามดว้ยอกัษรเหมือนกนัไม่มีความแตกต่างกนัทางสถิติท่ีระดบัความเช่ือมัน่ 95 % โดยวธีิ DMRT 
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ตารางที ่3. จ านวนยอดต่อกลุ่มแคลลสัของออ้ยบนอาหารสูตรต่างๆ (ปีท่ี 1) 

                                  สูตรอาหาร 

                จ านวนยอดต่อกลุ่มแคลลสั1 

ขอนแก่น 3 
เปอร์เซ็นต์ 
ต่อกลุ่ม 
แคลลสั 2 

  อู่ทอง 8 
เปอร์เซ็นต์ 
ต่อกลุ่ม 
แคลลสั 2 

1. MS + 2% sucrose (control)      4 c       85       6 c       84 
2. MS + 2% sucrose + orchid fertilizer     8 bc       89       9 bc       89 
3. MS + 4% sucrose     5 c       89       6 c       86 
4. MS + 4% sucrose + orchid fertilizer    10 b       92     14 b       92 
5. MS + 6% sucrose      8 bc       90       9 bc       89 
6. MS + 6% sucrose + orchid fertilizer    18 a       92      22 a        87 
                            CV (%)      29        26  
 

1 ในสดมภเ์ดียวกนัค่าเฉล่ียท่ีตามดว้ยอกัษรเหมือนกนัไม่มีความแตกต่างกนัทางสถิติท่ีระดบัความเช่ือมัน่ 95 % โดยวธีิ DMRT 
2 คือเปอร์เซ็นตท่ี์กลุ่มแคลลสัมีการพฒันาเป็นยอดอ่อน 
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ตารางที ่4.  เปอร์เซ็นตก์ารเกิดแคลลสัของช่อดอกอ่อนออ้ยบนอาหารชกัน าสูตรต่างๆ (ปีท่ี 2) 

                                         สูตรอาหาร2 
               เปอร์เซ็นต์การเกดิแคลลสั1 

                               อู่ทอง 5 

MS + 10 µM 2,4-D (control)                              28 d2 

MS + 10 µM 2,4-D + 50 ml/L CW                              55 bc 

MS + 15 µM 2,4-D + 50 ml/L CW                              60 b 

MS + 20 µM 2,4-D + 50 ml/L CW                              42 c 

MS + 25 µM 2,4-D + 50 ml/l CW                              43 c 

MS + 10 µM 2,4-D + 50 ml/L CW + 500 mg/L CH                              90 a 

MS + 15 µM 2,4-D + 50 ml/L CW + 500 mg/L CH                              87 a 

MS + 20 µM 2,4-D + 50 ml/L CW + 500 mg/L CH                             70 b 

MS + 25 µM 2,4-D + 50 ml/L CW + 500 mg/L CH                             64 b 

MS + 15 µM 2,4-D + 50 ml/L CW                             60 b 

MS + 20 µM 2,4-D + 50 ml/L CW                             42 c 

MS + 25 µM 2,4-D + 50 ml/l CW                             43 c 

MS + 10 µM 2,4-D + 50 ml/L CW + 500 mg/L CH                             90 a 

                                           CV (%)                               38 
 

1 ในสดมภเ์ดียวกนัค่าเฉล่ียท่ีตามดว้ยอกัษรเหมือนกนัไม่มีความแตกต่างกนัทางสถิติ ท่ีระดบัความเช่ือมัน่ 95 % โดยวธีิ DMRT 
2 MS = Murashige  and  Skoog, CW = น ้ามะพร้าว (coconut  water), CH = casein  hydrolysate 
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ตารางที ่5. จ านวนยอดต่อกลุ่มแคลลสัของออ้ยบนอาหารสูตรต่างๆ (ปีท่ี 2) 

                         สูตรอาหาร 
                     จ านวนยอดต่อกลุ่มแคลลสั1 

                อู่ทอง 5 Responding Percentage2 

MS + 2% sucrose (control)                    5 c1                  86 

MS + 2% sucrose + orchid fertilizer                    8 bc                 84 

MS + 4% sucrose                    5 c                 86 

MS + 4% sucrose + orchid fertilizer                 13 b                90 

MS + 6% sucrose                10 bc               88 

MS + 6% sucrose + orchid fertilizer                24 a               92 

                               CV (%)                    28  

1 ในสดมภเ์ดียวกนัค่าเฉล่ียท่ีตามดว้ยอกัษรเหมือนกนัไม่มีความแตกต่างกนัทางสถิติ ท่ีระดบัความเช่ือมัน่ 95 % โดยวธีิ DMRT 
2 คือเปอร์เซ็นตท่ี์กลุ่มแคลลสัมีการพฒันาเป็นยอดอ่อน 
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ภาพที ่ 1a. การชกัน าใหเ้กิดแคลลสับนอาหาร MS  +  10 µM  2,4-D,  50 ml/l  CW  and  500  mg/l  CH. 
              1b. การเพ่ิมปริมาณแคลลสับนอาหาร MS  +  5 µM  2,4-D,  50 ml/l  CW  and  500  mg/l  CH 
              1c. การพฒันาเป็นตน้อ่อนของออ้ยบนอาหาร MS + 0.5  gm/l, orchid  fertilizer  (21-21-21) และ  6 % (w/v)  sucrose. 
             1d. การเกิดรากของออ้ยบนอาหาร MS  + 0.5  gm/l  orchid  fertilizer  (21-21-21) และ 6 % (w/v)  sucrose. 
 

ตารางที ่6.   อตัราการเพิม่ของน า้หนักสด (คิดเป็นเท่าของน า้หนักสดเร่ิมต้น) ของอ้อยพนัธ์ุขอนแก่น 3บนอาหาร

ชะลอการเจริญเติบโตทีม่ี mannitol ความเข้มข้นต่างๆ ระยะ 3, 6 และ 9 เดือน 

        Mannitol (%w/v) 
น า้หนักสดทีเ่พิม่ (เท่า 1 

             3 เดือน              6 เดือน              9 เดือน 
                0                0.31 a               0.72 a                 1.2 a 
                1                0.21 b               0.51 b                0.72 b 
                2                0.19 b               0.45 b                0.69 b 
                3                0.12 c               0.21 c                0.29 c 
                4                0.10 c               0.12 d                0.18 d 
1 ในสดมภเ์ดียวกนัค่าเฉล่ียท่ีตามดว้ยอกัษรเหมือนกนัไม่มีความแตกต่างกนัทางสถิติ ท่ีระดบัความเช่ือมัน่ 95 % โดยวธีิ DMRT 

a b 

c d 
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 mannitol 0%      1%           2%      3%        4% 

ภาพที ่2.     ผลของ mannitol ต่อการชะลอการเจริญเติบโตของออ้ยพนัธ์ุอู่ทอง 3 หลงัจากเล้ียง 
                   โดยไม่เปล่ียนอาหารเป็นเวลา 6 เดือน 
 

ตารางที ่7 ก.   เปอร์เซ็นตก์ารรอดตายและเปอร์เซ็นตก์ารพฒันาเป็นตน้อ่อนของออ้ยพนัธ์ุขอนแก่น 3 ก่อนแช่ใน

ไนโตรเจนเหลวและ (LN-)  และหลงัแช่ในไนโตรเจนเหลว (LN+) ของ somatic embryo ออ้ยเม่ือ

ใช ้PVSs ต่างๆ 

 
 

PVSs1 
      ก่อนแช่ไนโตรเจนเหลว (LN-) 2  หลงัแช่ในไนโตรเจนเหลว (LN+) 2 

เปอร์เซ็นตก์าร 
     รอดตาย 

เปอร์เซ็นตก์าร 
พฒันาเป็นตน้ 

เปอร์เซ็นตก์าร 
     รอดตาย 

เปอร์เซ็นตก์าร 
พฒันาเป็นตน้ 

PVS2            82 b            64 b         83 b           0 b 
PVS3           96 a          100 a         98 a         32 a 
PVS3 variant 1           94 a          100 a         98 a         28 a 
PVS3 variant 2           96 a            98 a         94 a         24 a 
 

1PVS2 - 30% glycerol + 15% DMSO + 15% EG + 13.7% sucrose 

  PVS3 - 50% glycerol + 50% sucrose 

  PVS3 variant 1 - 50% glycerol + 40% sucrose 

  PVS3 variant 2 - 45% glycerol + 45% sucrose  

2 ในสดมภเ์ดียวกนัค่าเฉล่ียท่ีตามดว้ยอกัษรเหมือนกนัไม่มีความแตกต่างกนัทางสถิติ ท่ีระดบัความเช่ือมัน่ 95 % โดยวธีิ DMRT 
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ตารางที ่7 ข.   เปอร์เซ็นตก์ารรอดตายและเปอร์เซ็นตก์ารพฒันาเป็นตน้อ่อนของออ้ยพนัธ์ุสุพรรณบุรี  0  ก่อนแช่

ใน ไนโตรเจนเหลวและ (LN-)  และหลงัแช่ในไนโตรเจนเหลว (LN+) ของ somatic embryo ออ้ย

เม่ือใช ้PVSs ต่างๆ 

 
 

PVSs1 
      ก่อนแช่ไนโตรเจนเหลว (LN-) 2  หลงัแช่ในไนโตรเจนเหลว (LN+) 2 

เปอร์เซ็นตก์าร 
     รอดตาย 

เปอร์เซ็นตก์าร 
พฒันาเป็นตน้ 

เปอร์เซ็นตก์าร 
     รอดตาย 

เปอร์เซ็นตก์าร 
พฒันาเป็นตน้ 

PVS2           90 a            78 b         84 a          12 b 
PVS3           94 a            88 a         89 a          26 a 
PVS3 variant 1           92 a            84 a         86 a          19 a 
PVS3 variant 2           89 a            86 a         85 a          18 a 
 

1PVS2 - 30% glycerol + 15% DMSO + 15% EG + 13.7% sucrose 

  PVS3 - 50% glycerol + 50% sucrose 

  PVS3 variant 1 - 50% glycerol + 40% sucrose 

  PVS3 variant 2 - 45% glycerol + 45% sucrose  

2 ในสดมภเ์ดียวกนัค่าเฉล่ียท่ีตามดว้ยอกัษรเหมือนกนัไม่มีความแตกต่างกนัทางสถิติ ท่ีระดบัความเช่ือมัน่ 95 % โดยวธีิ DMRT 
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ตารางที ่7 ค.   เปอร์เซ็นตก์ารรอดตายและเปอร์เซ็นตก์ารพฒันาเป็นตน้อ่อนของออ้ยพนัธ์ุพนัธ์ุอู่ทอง 12 ก่อนแช่

ในไนโตรเจนเหลวและ (LN-)  และหลงัแช่ในไนโตรเจนเหลว (LN+) ของ somatic embryo ออ้ยเม่ือ

ใช ้PVSs ต่างๆ 

 
 

PVSs1 
      ก่อนแช่ไนโตรเจนเหลว (LN-) 2  หลงัแช่ในไนโตรเจนเหลว (LN+) 2 

เปอร์เซ็นตก์าร 
      รอดตาย 

เปอร์เซ็นตก์า 
พฒันาเป็นตน้ 

เปอร์เซ็นตก์าร 
     รอดตาย 

เปอร์เซ็นตก์าร 
พฒันาเป็นตน้ 

PVS2            82 b            74 b         81 b           8 b 
PVS3            99 a            97 a         94 a         24 a 
PVS3 variant 1            98 a            94 a         95 a          19 a 
PVS3 variant 2            96 a            92 a         94 a          18 a 
 

1PVS2 - 30% glycerol + 15% DMSO + 15% EG + 13.7% sucrose 

  PVS3 - 50% glycerol + 50% sucrose 

  PVS3 variant 1 - 50% glycerol + 40% sucrose 

  PVS3 variant 2 - 45% glycerol + 45% sucrose  

2 ในสดมภเ์ดียวกนัค่าเฉล่ียท่ีตามดว้ยอกัษรเหมือนกนัไม่มีความแตกต่างกนัทางสถิติ ท่ีระดบัความเช่ือมัน่ 95 % โดยวธีิ DMRT 
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ตารางที ่7 ง.   เปอร์เซ็นตก์ารรอดตายและเปอร์เซ็นตก์ารพฒันาเป็นตน้อ่อนของออ้ยพนัธ์ุอู่ทอง   ก่อนแช่ใน

ไนโตรเจนเหลวและ (LN-)  และหลงัแช่ในไนโตรเจนเหลว (LN+) ของ somatic embryo ออ้ย 

                       เม่ือใช ้PVSs ต่างๆ 

 
 

PVSs1 
      ก่อนแช่ไนโตรเจนเหลว (LN-) 2  หลงัแช่ในไนโตรเจนเหลว (LN+) 2 

เปอร์เซ็นตก์าร 
      รอดตาย 

เปอร์เซ็นตก์าร 
พฒันาเป็นตน้ 

เปอร์เซ็นตก์าร 
      รอดตาย 

เปอร์เซ็นตก์าร 
พฒันาเป็นตน้ 

PVS2            81 b            68 b         46 b           0 b 
PVS3            96 a            90 a         68 a         18 a 
PVS3 variant 1            94 a            85 a         62 a           9 a 
PVS3 variant 2            96 a            88 a         74 a          12 a 

 

1PVS2 - 30% glycerol + 15% DMSO + 15% EG + 13.7% sucrose 

  PVS3 - 50% glycerol + 50% sucrose 

  PVS3 variant 1 - 50% glycerol + 40% sucrose 

  PVS3 variant 2 - 45% glycerol + 45% sucrose  

2 ในสดมภเ์ดียวกนัค่าเฉล่ียท่ีตามดว้ยอกัษรเหมือนกนัไม่มีความแตกต่างกนัทางสถิติ ท่ีระดบัความเช่ือมัน่ 95 % โดยวธีิ DMRT 

 

 

                                    

 

          ภาพที ่3.        การพฒันาเป็นยอดของ somatic embryo ของออ้ย เม่ือใช ้ PVS3 หลงัจากแช่ใน 

ไนโตรเจนเหลว 

 

5  สัปดาห ์
8  สัปดาห ์
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ภาพที ่4 ก. แสดงแถบดีเอน็เอของออ้ย 10 ตวัอยา่งจากเทคนิค RAPD (OPC02) จากการวเิคราะห์ดว้ยอะกา

โรสอิเล็กโตรโฟรีซิส  ช่องท่ี 1 เป็นดีเอน็เอมาตรฐาน 100 คู่เบส (Vivantis) ช่องท่ี 2, 4, 6, 8, 10, 

12, 14, 16 (ก) และช่องท่ี 2 และ 4 (ข)  เป็นตวัอยา่งพนัธ์ุท่ีเก็บไวท่ี้อุณหภูมิปกติ ช่องท่ี  3, 5, 7, 

9, 11, 13, 15, 17 (ก) และช่องท่ี 3 และ 5 (ข) เป็นตวัอยา่งพนัธ์ุท่ีเก็บดว้ยวธีิ Cryopreservation  

ส่วนช่องท่ี 6 (ข) เป็นช่อง Negative  

ก 

ข 
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ภาพที ่4 ข. แสดงแถบดีเอน็เอของออ้ย 10 ตวัอยา่งจากเทคนิค RAPD (OPC18) จากการวเิคราะห์ดว้ยอะกา

โรสอิเล็กโตรโฟรีซิส  ช่องท่ี 1 เป็นดีเอน็เอมาตรฐาน 100 คู่เบส (Vivantis) ช่องท่ี 2, 4, 6, 8, 10, 

12, 14, 16 (ก) และช่องท่ี 2 และ 4 (ข)  เป็นตวัอยา่งพนัธ์ุท่ีเก็บไวท่ี้อุณหภูมิปกติ ช่องท่ี  3, 5, 7, 

9, 11, 13, 15, 17 (ก) และช่องท่ี 3 และ 5 (ข) เป็นตวัอยา่งพนัธ์ุท่ีเก็บดว้ยวธีิ Cryopreservation  

ส่วนช่องท่ี 6 (ข) เป็นช่อง Negative  

ก 

ข 
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ภาพที ่4 ค. แสดงแถบดีเอ็นเอของออ้ย 10 ตวัอยา่งจากเทคนิค RAPD (OPD02) จากการวเิคราะห์ดว้ยอะกา

โรสอิเล็กโตรโฟรีซิส  ช่องท่ี 1 เป็นดีเอน็เอมาตรฐาน 100 คู่เบส (Vivantis) ช่องท่ี 2, 4, 6, 8, 10, 

12, 14, 16 (ก) และช่องท่ี 2 และ 4 (ข)  เป็นตวัอยา่งพนัธ์ุท่ีเก็บไวท่ี้อุณหภูมิปกติ ช่องท่ี  3, 5, 7, 

9, 11, 13, 15, 17 (ก) และช่องท่ี 3 และ 5 (ข) เป็นตวัอยา่งพนัธ์ุท่ีเก็บดว้ยวธีิ Cryopreservation  

ส่วนช่องท่ี 6 (ข) เป็นช่อง Negative  

 

ก 

ข 
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ภาพที่ 4 ง.  แสดงแถบดีเอ็นเอของออ้ย 10 ตวัอยา่งจากเทคนิค RAPD (OPZ04) จากการวิเคราะห์ดว้ยอะกา

โรสอิเล็กโตรโฟรีซิส  ช่องท่ี 1 เป็นดีเอ็นเอมาตรฐาน 100 คู่เบส (Vivantis) ช่องท่ี 2, 4, 6, 8, 10, 

12, 14, 16 (ก) และช่องท่ี 2 และ 4 (ข)  เป็นตวัอยา่งพนัธ์ุท่ีเก็บไวท่ี้อุณหภูมิปกติ ช่องท่ี  3, 5, 7, 

9, 11, 13, 15, 17 (ก) และช่องท่ี 3 และ 5 (ข) เป็นตวัอย่างพนัธ์ุท่ีเก็บด้วยวิธี Cryopreservation  

ส่วนช่องท่ี 6 (ข) เป็นช่อง Negative  

 

ก 

ข 
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วจิารณ์ 

จากการตรวจเอกสารการใช ้ 2,4-D ในการชกัน าใหเ้กิด somatic embryo ในออ้ยสามารถท าไดผ้ลดี 

(Martinez-Montero et al., 1998; Snyman et al., 2000; Gill et al., 2004; Ali et al., 2007)  ดงันั้นการวจิยัเร่ือง

น้ีจึงใชร้ะดบัความเขม้ขน้ของ 2,4-D  เป็น 4 ระดบั (10-25 µM)  เพื่อทดสอบประสิทธิภาพของการเกิด 

somatic embryo ในออ้ย นอกจากน้ีไดใ้ชน้ ้ามะพร้าว และ casein hydrolydate  ใส่ในอาหารชกัน า (IM) เพื่อ

ประเมินประสิทธิภาพของการเกิด somatic embryo ของพนัธ์ุออ้ยท่ีปรับปรุงพนัธ์ุในประเทศไทย  ในช่วงการ

ชกัน าใหเ้กิด embryogenic callus นั้น ระดบัความเขม้ขน้ของ 2,4-D ท่ีใหเ้ปอร์เซ็นตก์ารเกิดแคลลสัไดสู้งสุด 

คือ 10-25 µM   โดยใชร่้วมกบัน ้ามะพร้าวและ CH  และท่ีความเขม้ขน้ของ 2,4-D ในระดบัน้ีช้ินส่วนพืชมี

การ browning นอ้ย หากเพิ่มความเขม้ขน้สูงกวา่น้ีท าใหช้ิ้นส่วนพืชมีการเปล่ียนเป็นสีน ้าตาลภายใน 2 

สัปดาห์และตายในท่ีสุด จากผลการทดลองน้ีพบวา่ น ้ามะพร้าว และ  CH  ส่งเสริมการเพิ่มเปอร์เซ็นตก์ารเกิด

แคลลสั ซ่ึงสอดคลอ้งกบังานวจิยัของ Ho and Vasil, 1982  แต่อยา่งไรก็ตามความแตกต่างของ genotype ท า

ใหเ้กิดการตอบสนองท่ีแตกต่างกนัในการเพาะเล้ียงเน้ือเยือ่ออ้ย (Taylor, 1992; Gill et al., 2004) แคลลสั

สามารถพฒันาเป็นตน้อ่อนไดบ้นอาหารท่ีไม่มีสารควบคุมการเจริญเติบโตเช่นเดียวกบัการรายงานของ 

(Martinez-Montero et al., 1998) การใส่ปุ๋ยใบกลว้ยไม ้สูตร 21-21-21 ในอาหารชกัน าใหเ้กิดการพฒันาเป็น

ตน้อ่อน (DM) ปุ๋ยดงักล่าวสามารถเพิ่มประสิทธิภาพและชกัน าใหเ้กิดตน้อ่อนและเจริญเติบโตไดเ้ร็วกวา่

อาหารท่ีไม่ใส่ปุ๋ย นอกจากการใชน้ ้าตาลซูโครสในความเขม้ขน้สูง (6%, w/v) สามารถเพิ่มประสิทธิภาพการ

ชกัน าใหแ้คลลสัพฒันาเป็นตน้ไดดี้ ซ่ึงการใชน้ ้าตาลซูโครสท่ีระดบัสูง (6%, w/v) สามารถชกัน าใหแ้คลลสัมี

เปอร์เซ็นตก์ารพฒันาเป็นตน้อ่อนไดสู้งในออ้ยหลายพนัธ์ุ  (Ho and Vasil, 1982) 

 การเก็บรักษาพนัธุกรรมออ้ยในสภาพเยอืกแขง็ (cryopreservation)  โดยน า somatic embryo ใน

ระยะแรกมาเป็นช้ินส่วนในการศึกษาการเก็บรักษา พบวา่ เปอร์เซ็นตก์ารรอดตายและเปอร์เซ็นตก์ารพฒันา

เป็นตน้ก่อนการแช่ในไนโตรเจนเหลว (LN-)  ของ  PVS2  มีค่าต ่ากวา่  PVS3 และ  PVS3  variant  (ตารางท่ี 

7ก, ค และ ง) ยกเวน้พนัธ์ุสุพรรณบุรี  0 (ตารางท่ี 7ข) ทั้งน้ีอาจเน่ืองจากส่วนประกอบของ  PVS2 มี DMSO  

และ ethylene glycol ซ่ึงอาจเป็นพืช (Toxic) ต่อเซลลอ์อ้ย แต่ใน PVS3 และ  PVS3 variants  ไม่มีสาร

ดงักล่าว ท าใหห้ลงัจากแช่ในไนโตรเจนเหลวแลว้เปอร์เซ็นตก์ารรอดตายของ PVS2 ต ่ากวา่ PVS3และ PVS3 

variant ดว้ยเช่นกนัยกเวน้พนัธ์ุสุพรรณบุรี 0 แต่อยา่งไรก็ตามเม่ือพิจารณาเปอร์เซ็นตข์องการพฒันาเป็นตน้

แลว้  PVS3  และ PVS3 variants มีค่าเปอร์เซ็นตก์ารพฒันาเป็นตน้ออ้ยสูงกวา่  PVS2 ในทุกพนัธ์ุ (ตารางท่ี 7) 

เม่ือพิจารณาส่วนประกอบของ   PVS3 และ PVS3 variants แลว้ พบวา่ ความเขม้ขน้ท่ีสูงกวา่ของ glycerol 
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และน ้าตาลซูโครสเม่ือเทียบวา่  PVS2  มีผลดีต่อการรอดตายและการพฒันาเป็นตน้ของออ้ย (Kim et al., 

2006) 

ความแตกต่างของแถบดีเอ็นเอท่ี เกิดข้ึนน้ีอาจเป็นผลมาจากการเก็บรักษาพันธ์ุอ้อยโดยวิธี 

Cryopreservation ซ่ึงสภาวะในการเก็บรักษาจะอยู่ในสภาพแบบเยน็ยิ่งยวด เน่ืองจากใช้ไนโตรเจนในการ

เก็บรักษาเน้ือเยื่อพืช หลังจากนั้นต้องมาผ่านขั้นตอนท่ีท าให้เน้ือเยื่อพืชสามารถเจริญเติบโตได้อีกคร้ัง 

(Recovery) ซ่ึงเน้ือเยื่อพืชท่ีผา่นขั้นตอนต่างๆ ขา้งตน้มาแลว้ อาจมีการเปล่ียนแปลงทางสรีรวิทยาของเซลล์

และมกัจะอ่อนแออยา่งยิ่งต่อความเสียหายท่ีเกิดข้ึนตามมา  (รังสฤษฏ,์ 2540)  ซ่ึงวธีิการ Cryopreservation น้ี

จะเก่ียวขอ้งกบัการดึงน ้าออกจากเซลลพ์ืช จึงท าใหเ้กิดการสูญเสียน ้าภายในเซลล ์และมกัประสบปัญหาผลึก

น ้าแขง็ภายในเซลล ์ท าให้เซลลเ์กิดความเสียหายได ้จึงท าใหไ้พรเมอร์ท่ีใชใ้นเทคนิค RAPD เกิดการสุ่มจบัจี

โนมิกดีเอ็นเอในต าแหน่งท่ีแตกต่างกนัในพนัธ์ุออ้ยเดียวกนัแต่แตกต่างซ่ึงวิธีการเก็บรักษาได ้แต่อย่างไรก็

ตามยงัไม่มีการรายงานการกลายพนัธ์ุของดีเอ็นเอเม่ือเก็บรักษาดว้ยวธีิ Cryopreservation อาจตอ้งมีการศึกษา

เพิ่มเติมดว้ยเทคนิคระดบัโมเลกุลอ่ืน เช่น AFLP เพื่อยืนยนัผลการศึกษาว่าสอดคล้องหรือเป็นไปในทาง

เดียวกนักบัเทคนิค RAPD 
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