
ก 

 
 

 

 

 

 

รายงานวิจัยฉบับสมบูรณ ์

การคัดเลือกแคลลสัอ้อยทนแล้งและการชักน าให้เกิดต้นโดยใช้สาร 
polyethylene glycol ในสภาพหลอดทดลอง 

 (In vitro selection of drought-tolerance sugarcane (Saccharum 
officinarum L.) callus and regeneration of plantlets from the 

selected callus lines using polyethylene glycol) 

 

 

 

นางสาวศิรศาธิญากร บรรหาร 

 

 

 

 

โครงการวิจัยประเภทงบประมาณเงินรายได ้

จากเงินอุดหนุนรัฐบาล (งบประมาณแผ่นดิน) 

ประจ าปีงบประมาณ พ.ศ. 2560 (เพิม่เตมิ) 

มหาวิทยาลัยบูรพา 
  



ข 

 

สัญญาเลขที่ 23 เพ่ิมเติม/2560 

 รายงานวิจัยฉบับสมบรูณ์ 

 

การคัดเลือกแคลลัสอ้อยทนแล้งและการชักน าให้เกิดต้นโดยใช้สาร polyethylene 
glycol ในสภาพหลอดทดลอง 

 (In vitro selection of drought-tolerance sugarcane (Saccharum officinarum 
L.) callus and regeneration of plantlets from the selected callus lines using 

polyethylene glycol) 

 

 

 

 

นางสาวศิรศาธิญากร บรรหาร 

ภาควิชาชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร์ มหาวิทยาลัยบูรพา 

 

  

 

โครงการวิจัยประเภทงบประมาณเงินรายได้ 

จากเงินอุดหนุนรัฐบาล (งบประมาณแผ่นดิน) 

ประจ าปีงบประมาณ พ.ศ. 2560 (เพ่ิมเติม)  

มหาวิทยาลัยบูรพา 



ค 

 

กิตติกรรมประกาศ 

 
งานวิจัยนี้ได้รับทุนสนับสนุนการวิจัยจากงบประมาณเงินรายได้จากเงินอุดหนุนรัฐบาล 

(งบประมาณแผ่นดิน) ประจ าปีงบประมาณ พ.ศ. 2560 (เพ่ิมเติม)  มหาวิทยาลัยบูรพา ผ่านส านักงาน
คณะกรรมการการวิจัยแห่งชาติ เลขท่ีสัญญา 23 เพ่ิมเติม/2560 
 ผู้วิจัยขอขอบคุณ ผู้ร่วมวิจัย ดร.วาสินี พงษ์ประยูร อาจารย์ประจ าภาควิชาชีววิทยา ผู้รว่ม
วิจัย รวมทั้งบุคลากร เจ้าหน้าที่ และนิสิต ภาควิชาชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร์ มหาวิทยาลัยบูรพา 
โดยเฉพาะนายศราวุธ วงษ์แก้ว นางสาวธรรมพร โชติวรธรรม นางสาวภิญญดา ดีแพง นางสาวปิยธิดา 
แก้วสังข์ ที่มีส่วนร่วมในการปลูกท่อนอ้อยพันธุ์ การเพาะเลี้ยงปลายยอดในสภาพหลอดทดลอง และ
การศึกษาวิเคราะห์ข้อมูลทั้งในด้านการเจริญเติบโต และด้านสรีรวิทยา รวมถึงการวิเคราะห์ข้อมูลทาง
สถิติ  
 ขอขอบคุณ ศูนย์วิจัยพืชไร่ขอนแก่น จ.ขอนแก่น ที่ได้เอ้ือเฟ้ือต้นกล้าที่ได้จากการเพาะเลี้ยง
เนื้อเยื่อของอ้อยพันธุ์ขอนแก่น 3 มาให้ส าหรับการท าวิจัยครั้งนี้  
 สุดท้ายนี้ขอขอบคุณผู้มีพระคุณท่ีไม่ได้เอ่ยนามที่มีส่วนร่วมให้งานวิจัยชิ้นนี้ ส าเร็จลุล่วงไปได้
ด้วยดี 
           
        นางสาวศิรศาธิญากร บรรหาร 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



ง 

 

บทคัดย่อ 
 

น าปลายยอดอ้อยของอ้อย 2 พันธุ์คือ พันธุ์ขอนแก่น 3 และพันธุ์สุพรรณบุรี 50 มาเพาะเลี้ยง
ในอาหารสูตร MS ที่เติม 2,4-D 3 มก./ล ร่วมกับ kinetin 0.5 มก./ล. เพ่ือชักน าให้เกิดแคลลัส 
เพาะเลี้ยงเป็นเวลา 4 สัปดาห์ในห้องที่ควบคุมอุณหภูมิ 25±2 องศาเซลเซียส ความเข้มแสง 2000 ลักซ์ 
ให้แสงสว่างเป็นเวลา 16 ชั่วโมงต่อวัน พบว่า สามารถชักน าให้เกิดแคลลัสได้ในอ้อยทั้ง 2 พันธุ์ โดย
แคลลัสที่เกิดข้ึนมีสีขาวนวลและแคลลัสที่ได้เกาะกันหลวมๆ (friable callus) จากนั้นคัดเลือกลักษณะ
แคลลัสที่ได้มาเพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร MS ที่เติม 2,4-D 3 มก./ล ร่วมกับ kinetin 0.5 มก./ล. ร่วมกับ 
PEG 6000 ที่ระดับความเขมขน 0, 5, 10, 15 และ 20% จะเห็นได้ว่าแคลลัสของอ้อยทั้งสองพันธุ์ที่
เพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร MS ที่เติม 2,4-D 3 มก./ล. ร่วมกับ kinetin 0.5 มก./ล. ที่ไม่มีการเติม PEG 
แคลลัสที่ได้มีน้ าหนักสดและขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางมากท่ีสุด และจะเห็นได้ว่าน้ าหนักสดและขนาด
เส้นผ่านศูนย์กลางของแคลลัสลดลง เมื่อได้รับ PEG ในระดับความเข้มข้นที่มากข้ึน หลังจากนั้น
วิเคราะห์ปริมาณโพรลีน โปรตีน และแอคติวิตีของเอนไซม์ CAT APX SOD 0พบว่า ทุกระดับความ
เข้มข้นของ PEG ที่ใหม้ีผลต่อการสะสมโพรลีน โปรตีน และมีแอคติวิตีของเอนไซม์ CAT APX และ 
SOD เพ่ิมมากขึ้น โดยอ้อยพันธุ์ขอนแก่น 3 มีปริมาณโพรลีน โปรตีน และแอควิตีของเอนไซม์ CAT 
APX และ SOD มากกว่าอ้อยพันธุ์สุพรรณบุรี 50 ซึ่งเทคนิคนี้สามารถน าไปใช้ในการคัดเลือกอ้อยที่ทน
ต่อสภาวะขาดน้ าได้ในอนาคต  
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Abstract 
 

 Shoots of two cultivars sugarcane i.e. Khon Kaen 3 and Suphanburi 50 were 
cultured in MS medium containing 3 mg/l 2, 4-D and 0.5 mg/l kinetin for callus 
induction at 25°C and light intensity 2000 lux, 16 hours of light per day. For 4 weeks, it 
was found that callus can be induced in both cultivars which obtained a white color 
and friable callus. Then, callus were cultured on MS medium containing 3 mg/l 2,4-D 
3 mg/l and 0.5 mg/l kinetin together with PEG 6000 at the concentration 0, 5, 10, 15 
and 20% for 4 weeks. From the result, it shown that callus of both sugarcane cultivars 
that cultured on MS medium containing 3 mg/l 2, 4-D and 0.5 mg/l kinetin without 
PEG, callus obtained the highest fresh weight and diameter. On the other hand, it could 
be seen that the fresh weight and callus diameter decreased when receiving PEG 6000 
at higher concentrations.  The analysis of the amount of proline, protein and activity 
of the CAT APX SOD enzyme showed that all concentrations of PEG resulted in the 
accumulation of proline, proteins and the increased activity of the CAT APX and SOD 
enzymes. Khon Kaen 3 had the proline, protein content and activity of the enzyme 
CAT APX and SOD more than Suphanburi 50. From this results, this technique can be 
applied to select sugarcane cultivars that was resistant to dehydration. 
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บทน า 
 

ความส าคัญและที่มาของปัญหา 
อ้อย เป็นพืชเศรษฐกิจที่มีความส าคัญในหลายๆ ประเทศ โดยเฉพาะประเทศในทวีปเอเชีย

อาจถือเป็นแหล่งปลูกอ้อยแหล่งใหญ่ที่สุดของโลกโดยสามารถผลิตอ้อยได้ประมาณ 44 เปอร์เซ็นตข์อง
ผลผลิตอ้อยทัว่โลก (ประเสริฐ ฉัตรวชิรวงษ์, 2542) ส าหรับประเทศไทยจัดเป็นประเทศผู้ส่งออก
น้ าตาลรายใหญ่ซึ่งติด1 ใน 5 ของโลกโดยสามารถผลิตน้ าตาลได้ปีละ 4.0-5.5 ล้านตัน และใช้บริโภค
ภายในประเทศประมาณ 1.7 ล้านตัน ส่วนที่เหลือจะส่งไปขายยังต่างประเทศและน ารายได้เข้าสู่
ประเทศปีละไม่น้อยกว่า 30,000ล้านบาท (พีระศักดิ์ ศรีนิเวศน,์ 2541) นอกจากนีใ้นปีพ.ศ. 2552 มี
รายงานการส่งออกสินค้าที่เกี่ยวข้องกับอุตสาหกรรมอ้อยและน้ าตาลทรายรวมทั้งสิ้น 5,052,570 ตัน 
ซ่ึงคิดเป็นมูลค่าการส่งออกประมาณ 61,586ล้านบาท (ส านักงานเศรษฐกิจการเกษตร, 2552)  อ้อย
เป็นพืชเศรษฐกิจที่มีความส าคัญชนิดหนึ่ง อย่างไรก็ตามเกษตรกรผู้ปลูกอ้อยมักประสบกับปัญหาการ
ระบาดของโรคแมลงศัตรูในแปลงปลูก ความแปรปรวนของสภาพแวดล้อม เช่น ความแห้งแล้งของ
อากาศ ความแปรปรวนของฝน การใช้สารเคมีในดิน ท าให้ความอุดมสมบูรณ์ของดินเสื่อมลงอย่าง
รวดเร็ว จากข้อมูลพบว่าในพ้ืนที่ปลูกอ้อยในเขตน้ าฝนทั่วประเทศ จะมีผลผลิตเฉลี่ยประมาณ 10 ตัน
ต่อไร่ บางครั้งผลผลิตที่ได้ไม่แน่นอนเนื่องจากฝนแล้งท าให้กระทบต่อผลผลิตและรายได้ของเกษตรกร 
หากมีการพัฒนาปรับปรุงพันธุ์อ้อยให้ทนต่อสภาพแวดล้อมที่ไม่เหมาะสมโดยเฉพาะลักษณะทนแล้ง 
จะช่วยเพิ่มผลผลิตและมูลค่าต่อไร่สูงขึ้น ทางเลือกหนึ่งในการแก้ปัญหาที่มีศักยภาพและเป็นไปได้ คือ 
การน าเทคโนโลยีการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อมาใช้ในการคัดเลือกอ้อยทนแล้ง  (รงรอง หอมนวล และคณะ, 
2553) ซึ่งการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพืชถือเป็นเป็นอีกวิธีการหนึ่งที่สามารถใช้ในการขยายพันธุ์พืชให้มี
ศักยภาพสูงได้ เนื่องจากสามารถขยายพันธุ์พืชเพ่ือผลิตต้นพันธุ์ได้เป็นจ านวนมากในระยะเวลา
อันรวดเร็ว สามารถผลิตต้นพันธุ์ที่ปลอดโรค และได้ต้นที่มีลักษณะคงเดิมทุกประการ สามารถน า
วิธีการนี้ไปเพาะขยายพันธุ์และเพ่ิมปริมาณประชากรของต้นพืชที่ต้องการได้ (อุดม นวพานิช, 2549) 
โดยการวิจัยนี้มีวัตถุประสงค์เพ่ือศึกษาเทคนิคการคัดเลือกลักษณะทนแล้งของแคลลัสอ้อยโดยการใช้
สารโพลีเอ็ททีลีนไกลคอล (polyethylene glycol)  ในความเข้มข้นต่างๆ ที่ท าให้เกิดสภาวะขาดน ้า
ในอาหารเพาะเลี้ยงแคลลัสอ้อย และคัดเลือกแคลลัสอ้อยที่สามารถรอดชีวิตหรือมีแนวโน้มทนต่อ
สภาวะขาดน้ า และน ามาทดสอบหาความสัมพันธ์กับความสามารถของกลไกการป้องกันตัว (defense 
mechanism) ของพืชจากอันตรายที่เกิดจากภาวะแล้ง โดยศึกษาจากกิจกรรมของเอนไซม์ 
superoxide dismutase (SOD) , catalase (CAT) และ ascorbate peroxidase (APX) รวมถึง
ปริมาณของโพรลีน (proline) และโปรตีน (protein)  หลังจากนั้นน าแคลลัสอ้อยที่ได้มาชักน าให้เกิด
ยอดและรากและท าการย้ายปลูกในสภาพโรงเรือน เพ่ือประเมินหาเปอร์เซ็นต์การรอดชีวิต ลักษณะ
การเจริญเติบโตและลักษณะทางสัณฐานวิทยา ซึ่งเทคนิคที่ได้จะใช้เป็นแนวทางในการคัดเลือกลักษณะ
พันธุ์อ้อยที่ทนต่อสภาวะขาดน ้าได้ในเบื้องต้นและสามารถน าไปใช้เป็นข้อมูลพ้ืนฐานในการปรับปรุง
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พันธุ์อ้อยให้สามารถในการทนภาวะเครียดที่เกิดขึ้นเนื่องมาจากภาวะแล้ง และน าไปประยุกต์ใช้เพ่ือ
การพัฒนาสายพันธุ์อ้อยและเพ่ิมมูลค่าในเชิงเกษตรกรรมและในเชิงเศรษฐกิจ เพ่ือให้ได้พันธุ์ที่ทนต่อ
สภาวะขาดน้ า (ทนแล้ง) ได้  
  

วัตถุประสงค์ของการวิจัย  
1.เพ่ือศึกษาหาระดับความเข้มข้นของ PEG  ที่แตกต่างกัน ในการประเมินความทนทานต่อ 

ภาวะแล้งในการชักน าให้เกิดแคลลัสของอ้อย  
2.เพ่ือศึกษาผลของภาวะแล้งที่มีต่อการสะสมปริมาณโพรลีนของแคลลัสอ้อย 
3.เพ่ือศึกษาผลของภาวะแล้งที่มีต่อกิจกรรมของเอนไซม์ SOD, CAT และ APX  ของ 

แคลลัสอ้อย 
4.เพ่ือศึกษาการชักน าให้เกิดยอดและรากของแคลลัสอ้อยเมื่อเพาะเลี้ยงบนอาหารสังเคราะห์

ที่มีการเติมสารควบคุมการเจริญเติบโตที่แตกต่างกัน  
 
ขอบเขตของการวิจัย 

1.การประเมินหาระดับความเข้มข้นของ PEG ที่แตกต่างกัน เพ่ือประเมินความทนทานต่อ 
ภาวะแล้งในการชักน าให้เกิดแคลลัสของอ้อยที่เพาะเลี้ยงในหลอดทดลอง  

2. การศึกษาผลของ PEG ในระดับความเข้มข้นที่แตกต่างกัน ที่มีต่อการเปลี่ยนแปลง 
ทางด้านสรีรวิทยาและลักษณะทางชีวเคมีบางประการในแคลลัสอ้อย ที่เจริญเติบโตบนอาหาร
เพาะเลี้ยงในภาวะปกติและภาวะแล้ง 

  3. การศึกษาข้อมูลของลักษณะการเจริญเติบโต ลักษณะทางสัณฐานวิทยา รวมถึงลักษณะ
ทางสรีรวิทยาบางประการ เพ่ือประเมินหาเปอร์เซ็นต์การรอดชีวิตและความทนทานต่อภาวะแล้ง ซึ่ง
สามารถที่จะน าไปปลูกในสภาพแปลงทดลองได้ต่อไป 
  
ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับ 

1. ทราบถึงระดับความเข้มข้นของ PEG ที่มีผลต่อการชักน าให้เกิดแคลลัสของอ้อยและระดับ
ความเข้มข้นของ PEG ที่มีต่อการเปลี่ยนแปลงทางด้านสรีรวิทยาและลักษณะทางชีวเคมีบางประการ
ในแคลลัสอ้อย  

2. ได้องค์ความรู้เกี่ยวกับการปรับปรุงพันธุ์พืชทนแล้งโดยการใช้ PEG เพ่ือใช้เป็นแนวทางใน
การพัฒนาสายพันธุ์อ้อยและเพ่ิมมูลค่าในเชิงเกษตรกรรมและในเชิงเศรษฐกิจ เพ่ือให้ได้พันธุ์ที่ทนต่อ
สภาวะขาดน้ า (ทนแล้ง) ได้ และสามารถน าผลงานวิจัยไปใช้ประโยชน์ต่อไป  
 3. ได้ผลงานตีพิมพ์ในวารสารทางวิชาการระดับชาติอย่างน้อย 1 เรื่อง ซึ่งอยู่ในฐาน TCI หรือ 
ACI หรือเอกสารสืบเนื่องจากการประชุมระดับชาติ 1 เรื่อง 
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วิธีการด าเนินการวิจัย 
 
1)การเพาะเลี้ยงปลายยอดอ้อยเพื่อชักน าให้เกิดแคลลัส 

สายพันธุ์อ้อยที่ใช้ในการศึกษาได้แก่ KK3 และสุพรรณบุรี 50 ซึ่งเป็นพันธุ์ที่มีการส่งเสริม 
ให้เพาะปลูก (ส านักงานคณะกรรมการอ้อยและน้ าตาลทราย, 2556) โดยน าปลายยอดอ้อยมาฟอกฆ่า

เชื้อที่ผิวโดยใช้คลอรอกซ์ 10% และ 5% ที่เติมยาจับใบ (tween 20) 1-2 หยด แช่นานประมาณ 10 

นาท ีและ 5 นาที ตามล าดับ จากนั้นล้างคลอรอกซ์ออกด้วยน้ ากลั่นที่ฆ่าเชื้อแล้ว 2 ครั้ง น าส่วนนี้มา

ลอกกาบใบออกจนถึงปลายยอด เพ่ือตัดปลายยอดให้มีขนาดประมาณ 0.5-1 มิลลิเมตร น าปลายยอด

มาเพาะเลี้ยงในสูตรอาหาร MS ที่เติม 2,4-D 3 มก./ล ร่วมกับ kinetin 0.5 มก./ล.  (ดัดแปลงจาก 

Rao and Jabeen, 2013) เพ่ือชักน าให้เกิดแคลลัส สังเกตการเจริญเติบโตเป็นเวลา 4 สัปดาห์ 

เพาะเลี้ยงในห้องทีค่วบคุมอุณภูมิ 25±2 องศาเซลเซียส ความเข้มแสง 2000 ลักซ ์ให้แสงสว่างเป็น

เวลา 16 ชั่วโมงต่อวัน  

 

2) การคัดเลือกแคลลัสอ้อยพันธุ์ต่างๆ ในอาหารที่เติม PEG  
 น าแคลลัสน้ าหนักประมาณ 250±10 กรัม ทีไ่ด้มาเพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร MS ที่เติม 2,4-D 
3 มก./ล. ร่วมกับ kinetin 0.5 มก./ล.  ที่เติม PEG 6000 ในระดับความเข้มข้นที่แตกต่างกันคือ 0,5, 
10, 15, 20, 25%  เพาะเลี้ยงเป็นเวลา 4 สัปดาห์  หลังจากนั้นย้ายแคลลัสลงในอาหารเดิม จ านวน 2 
ครั้งทุกๆ 4 สัปดาห์ บันทึกลักษณะการเจริญของแคลลัสที่มีความทนต่อสภาวะขาดน้ าตามวงรอบที่
เพาะเลี้ยง (culture cycle) โดยบันทึกลักษณะแคลลัสที่เปลี่ยนแปลงไป สังเกตการตายของแคลลัส 
เพาะเลี้ยงในห้องทีค่วบคุมอุณภูมิ 25±2 องศาเซลเซียส  ความเข้มแสง 2000 ลักซ ์ให้แสงสว่างเป็น
เวลา 16 ชั่วโมงต่อวัน แคลลัสที่มีความทนต่อสภาพขาดน้ าจะถูกพิจารณาให้เป็นแคลลัสสายพันธุ์อ้อย
ที่ทนต่อ PEG ที่ให้ และจะน าไปชักน าให้เกิดยอดและรากต่อไป   
 
3) การชักน าให้เกิดยอดและราก 

คัดเลือกแคลลัสอ้อยที่ได้ โดยบันทึกลักษณะการเจริญเติบโตของแคลลัส น้ าหนักสดของ
แคลลัส แล้วน าแคลลัสที่ได้จากการเพาะเลี้ยงของแคลลัสอ้อยพันธุ์ต่างๆ ในอาหารที่เติม PEG มาชัก
น าให้เกิดยอดและราก โดยการชักน าให้เกิดยอดและราก น าแคลลัสมาเพาะเลี้ยงในอาหารสูตร MS ที่
เติม kinetin 2 มก./ล. รว่มกับ BAP 1 มก./ล. และย้ายมาเพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร MS ที่เติม NAA 5 
มก./ล.  
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4) การศึกษาลักษณะทางชีวเคมีของแคลลัสอ้อยพันธุ์ต่างๆ ในอาหารที่เติม PEG 
 4.1 ) การวิเคราะห์ปริมาณโพรลีนในแคลลัสอ้อย 
 การวัดปริมาณโพรลีน (หน่วยเป็นไมโครกรัม/กรัมน้ าหนักสด) โดยท าการสกัดตามวิธีการ
ของ Bates et al., (1973) ดังนี้ 
 4.1.1 เตรียมสารละลายโพรลีนมาตรฐานเข้มข้น 0 3.75 7.5 15 และ 30 ไมโครกรัม/
มิลลิลิตร จากสารละลายโพรลีนมาตรฐาน 6 มิลลิกรัม/ลิตร โดยเจือจางด้วย 3% sulfosalicylic acid 
แล้วน าสารละลายโพรลีนมาตรฐาน 1 มิลลิลิตร ใส่ลงในหลอดทดลองและท าการทดลองเหมือน
สารละลายตัวอย่างพืช 
 4.1.2 ชั่งตัวอย่างแคลลัส ประมาณ 500 มิลลิกรัม บดกับ 3% sulfosalicylic acid 
ปริมาตร 2.5 มิลลิลิตร และน าไปปั่นเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 1,000 g เป็นเวลา 10 นาที 
 4.1.3 น าสารละลายส่วนใสที่กรองได้ 1 มิลลิลิตร ใส่ในหลอดทดลองเติม acid-ninhydrin 
ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร และ glacial acetic acid ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร เขย่าสารละลายให้เข้ากัน
แล้วน าไปให้ความร้อนที่อุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 ชั่วโมงและสิ้นสุดปฏิกิริยาที่อ่าง
น้ าแข็ง 
 4.1.4 น า reaction mixture ที่ได้เติม toluene ปริมาตร 4 มิลลิลิตร เขย่าประมาณ 15-
20 วินาที สารละลายจะเกิดการแยกตัวออกจากกันเป็นชั้นบนและชั้นล่าง 
 4.1.5 ดูดสารละลายส่วนบนออกจากหลอดทดลอง แล้วน าไปวัดค่าการดูดกลืนแสงด้วย 
UV-vis spectrophotometer ที่ความยาวคลื่น 520 นาโนเมตร โดยมี toluene เป็น blank 
 4.1.6 ค านวณหาปริมาณโพรลีนในสารละลายตัวอย่างพืช โดยใช้วิธีเปรียบเทียบกับกราฟ
มาตรฐานโพรลีน 
 4.2) การวิเคราะห์กิจกรรมของเอนไซม์ catalase (CAT), ascorbate peroxidase 
(APX), superoxide dismutase (SOD) และโปรตีน 
 น าแคลลัสของอ้อยมาวิเคราะห์กิจกรรมของเอนไซม์ CAT, APX, SOD และโปรตีน โดย
ดัดแปลงจาก Sunohara and Matsumoto (2004) มีข้ันตอนดังนี้ 

4.2.1 การสกัดเอนไซม์ (Enzyme extraction) 
 ท าการสกัดเอนไซม์ภายใต้อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส โดยน าตัวอย่างแคลลัสอ้อยหนัก 1 
กรัม ใส่ในโกร่งบดแช่เย็นที่มีไนโตรเจนเหลว แล้วเติมสารละลายสกัด (extraction solution) ปริมาตร 
10 มิลลิลิตร ซึ่งสารละลายสกัดประกอบด้วย 25 mM potassiumphosphate buffer (pH 7.8), 0.4 
mM EDTA, 1 mM ascorbic acid และ 2% PVPP เมือ่บดเข้ากันดีแล้วน าไปเหวี่ยงตกตะกอนที่
ความเร็ว 15,000 x g ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 20 นาที แล้วน าส่วนของเหลวใส 
(supernatant) มากรองด้วยกระดาษกรอง Whatman No. 1 น าส่วนของเหลวใสที่ผ่านการกรองซึ่ง
เป็น crude enzyme ไปใช้ในขั้นตอนการวิเคราะห์กิจกรรมของเอนไซม์ CAT, APX และ SOD ต่อไป 
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  4.2.2 การวิเคราะห์กิจกรรมของเอนไซม์ 
                   4.2.2.1 การวิเคราะห์กิจกรรมของเอนไซม์ CAT (CAT activity assay) 
                           ตรวจสอบการท างานของกิจกรรมเอนไซม์ CAT ตามวิธีของ Beers and Sizer 
(1951). โดยที่สารละลายสารตั้งต้นมีปริมาตร 1 มิลลิลิตร ประกอบด้วย 50 mM potassium 
phosphate buffer (pH 7.0 ใน 100 mM H2O2) ปริมาตร 0.90 ml และสารสกัดเอนไซม์ 0.05 
มิลลิลิตร วัดอัตราการลดลงของ H2O2 ที่ความยาวคลื่น 240 นาโนเมตร โดยที่ 1 ยูนิตของเอนไซม์ 
CAT คือ การลดลงของ H2O2 1 ไมโครโมลต่อนาที 
  4.2.2.2 การวิเคราะห์กิจกรรมของเอนไซม์ APX (APX activity assay) 
      ตรวจสอบการท างานของกิจกรรมเอนไซม์ APx ตามวิธีของ Nakano and Asada 
(1981) โดยที่สารละลายสารตั้ งต้นมีปริมาตร 50 มิลลิลิตร ประกอบด้วย 50 mM sodium 
phosphate buffer (pH 7.0) ปริ มาตร  48.6 ml, 100 mM EDTA ปริ มาตร  0.4 ml , 11.6 mM 
H2O2 ปริมาตร 0.75 ml, 100 mM ascorbic acid ปริมาตร 0.25 ml) เติม substrate solution 
200 ไมโครลิตร วัดด้วย microplate reader ที่ความยาวคลื่น 290 นาโนเมตร โดยที่ 1 ยูนิตของ
เอนไซม์ คือ 1 ไมโครโมล การเกิดออกซิเดชั่นของกรดแอสคอร์บิก (ascorbate oxidation) ต่อนาที 
                 4.2.2.3 การวิเคราะห์กิจกรรมของเอนไซม์ SOD (SOD activity assay) 
                        ตรวจสอบการท างานของกิจกรรมเอนไซม์ SOD ตามวิธีของ Foster and Hess 
(1980) โดยที่สารละลายสารตั้งต้นมีปริมาตร 1 มิลลิลิตร ประกอบด้วย  216 mM potassium 
phosphate buffer (pH 7.8) ปริมาตร 0.25 ml, 1.1 mM cytochrome c จาก  equine heart 
ปริมาตร 0.01 ml, 0.108 mM xanthine,0.3125 unit/ml of xanthine oxidase ปริมาตร  0.05 
ml, น้ ากลั่น ปริมาตร 0.68 ml และ สารสกัดเอนไซม์ 0.005 ml วัดอัตราการลดลงของ cytochrome 
c ที่ความยาวคลื่น 550 นาโนเมตร โดยที่ 1 ยูนิตของเอนไซม์ SOD ถูกยับยั้งโดย 50% ที่ควบคุมอัตรา
การสร้างโดยเอนไซม์ xanthine oxidase ในการลดลงของ cytochrome c ที่ 25 องศาเซลเซียล 
                    4.2.2.4 การวิเคราะหป์ริมาณโปรตีน โดยดัดแปลงจากวิธีการของ Bradford (1976) 
ดังนี้ 
          ชั่งตัวอย่างแคลลัสให้ได้น้ าหนักประมาณ 0.2-0.3 กรัม ลงในบีกเกอร์ขนาด 50 
มิลลิลิตร ที่แช่ในน้ าแข็ง จากนั้นเติมสารละลาย TRis-HCl pH 7.5 ผสมสารละลายโซเดียมคลอไรด์
ความเข้มข้น 0.9% ปริมาตร 25 มิลลิลิตร น าไปปั่นนาน 1 นาที จากนั้นน าไปปั่นเหวี่ยงด้วยความเร็ว
รอบ 10,000 รอบต่อนาที จากนั้นน าสารละลายส่วนใสไปกรองด้วยกระดากรองเบอร์ 1  แล้วปิเปต
สารละลายมา 0.1 มิลลิลิตร เติมสารละลาย Bradford ลงไป 5 มิลลิลิตร ผสมให้เข้ากันโดยใช้ Vortex 
15 นาที น าไปวัดค่าดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 595 นาโนเมตร แล้วน าค่าที่ได้ไปค านวณปริมาณ
โปรตีนจากกราฟมาตรฐานของ Bovine serum albumin  
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5) วิธีการประเมินผล/สังเคราะห์ข้อมูล 
 น าข้อมูลที่ได้จากการทดลองมาวิเคราะห์ผลทางสถิติ โดยการวิเคราะห์ความแปรปรวนแบบ
สองปัจจัย (two-way analysis of variance) โดยปัจจัยที่ 1 คือพันธุ์อ้อยและปัจจัยที่สองคือระดับ
ความเข้มข้นของ PEG ที่แตกต่างกัน และทดสอบความแตกต่างค่าเฉลี่ยของพารามิเตอร์ต่าง ๆ โดยใช้ 
Duncan’s multiple range test (DMRT) โดยใช้โปรแกรมส าเร็จรูป SPSS  
 
สถานที่ท าการทดลอง  
 ห้องปฏิบัติการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพืช ภาควิชาชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร์ มหาวิทยาลัยบูรพา 
จ.ชลบุร ี
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ผลการศึกษา 
 

1.การเพาะเลี้ยงปลายยอดอ้อยเพื่อชักน าให้เกิดแคลลัส 
จากการน าปลายยอดอ่อนที่มีใบม้วน ขนาดความยาวประมาณ 0.5-1 มิลลิเมตร ของอ้อยพันธุ์ 

ขอนแก่น 3 และสุพรรณบุรี 50 มาเพาะเลี้ยงบนสูตรอาหาร MS ที่เติม 2,4-D 3 มก./ล ร่วมกับ 
kinetin 0.5 มก./ล.  เป็นเวลา 4 สัปดาห์ เพ่ือชักน าให้เกิดแคลลัส ของอ้อยทั้ง 2 พันธุ์ปรากฏว่ามี
แคลลัสสีขาวนวลเกิดขึ้น และมีการเกาะกันหลวม (friable callus) (ตามภาพที่ 1)  

 

         
 

ภาพที่ 1 การชักน าให้เกิดแคลลัสจากการเพาะเลี้ยงปลายยอดท่ีมีใบม้วน บนอาหารสูตร MS ที่เติม  
           2,4-D 3 มก./ล ร่วมกับ kinetin 0.5 มก./ล.  เป็นเวลา 4 สัปดาห์ของอ้อยทั้ง 2 พันธุ์ 

ก) พันธุ์สุพรรณบุรี 50   ข) พันธุ์ขอนแก่น 3  
 
2. การคัดเลือกแคลลัสอ้อยพันธุ์ต่างๆ ในอาหารที่เติม PEG 
 น าแคลลัสของอ้อยทั้ง 2 พันธุ์ น้ าหนักประมาณ 250±10 กรัม มาเพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร 
MS ที่เติม 2,4-D 3 มก./ล. ร่วมกับ kinetin 0.5 มก./ล. และเติม PEG 6000 ในระดับความเข้มข้นที่
แตกต่างกันคือ 0,5, 10, 15, 20, 25%  เพาะเลี้ยงเป็นเวลา 4 สัปดาห์ในห้องที่ควบคุมอุณหภูม ิ25±2 
องศาเซลเซียส  ความเข้มแสง 2000 ลักซ ์ให้แสงสว่างเป็นเวลา 16 ชั่วโมงต่อวัน หลังจากนั้นย้าย
แคลลัสลงในอาหารเดิม จ านวน 2 ครั้งทุกๆ 4 สัปดาห์ บันทึกน้ าหนักสดของแคลลัสและขนาดเส้น
ผ่านศูนย์กลางของแคลลัส และลักษณะของแคลลัสที่เปลี่ยนแปลงไป ได้ผลการทดลองดังนี้  
 2.1 น้ าหนักสดแคลลัส 
 ในอ้อยพันธุ์ขอนแก่น 3 เมื่อเพาะเลี้ยงแคลลัสบนอาหารสูตร MS ที่เติม 2,4-D 3 มก./ล. 
ร่วมกับ kinetin 0.5 มก./ล. และเติม PEG 6000 ในระดับความเข้มข้นที่แตกต่างกัน พบว่า ในอาหาร
สูตรที่ไม่เติม PEG (ชุดควบคมุ) แคลลัสมีน้ าหนักสดของแคลลัสมากที่สุดเท่ากับ 0.3650 ±0.0327 
มิลลิกรัม แต่ไม่มีความแตกต่างทางสถิติกับแคลลัสที่เพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร MS ที่เติม 2,4-D 3 มก./
ล. ร่วมกับ kinetin 0.5 มก./ล. และเติม PEG 6000 ที่ระดับความเข้มข้น 5% โดยมีน้ าหนักสดของ

(ก) (ข) 
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แคลลัสเท่ากับ 0.2820  0.1273 มิลลิกรัม แต่มีความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติกับแคลลัสที่
เพาะเลี้ยงบนอาหารสูตรอ่ืนๆ (ตารางท่ี 1) 
 ในอ้อยพันธุ์สุพรรณบุรี 50 เมื่อเพาะเลี้ยงแคลลัสบนอาหารสูตร MS ที่เติม 2,4-D 3 มก./ล. 
ร่วมกับ kinetin 0.5 มก./ล. และเติม PEG 6000 ในระดับความเข้มข้นที่แตกต่างกัน พบว่า ในอาหาร

หารสูตรที่ไม่เติม PEG (ชุดควบคุม) แคลลัสมีน้ าหนักสดของแคลลัสมากที่สุดเท่ากับ 0.2670  
0.1161 มิลลิกรัม แต่ไม่มีความแตกต่างทางสถิติกับแคลลัสที่เพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร MS ที่เติม 2,4-
D 3 มก./ล. ร่วมกับ kinetin 0.5 มก./ล. และเติม PEG 6000 ที่ระดับความเข้มข้น 5% โดยมีน้ าหนัก

สดของแคลลัสเท่ากับ 0.2150  0.1898 มิลลิกรัม แต่มีความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติกับ
แคลลัสที่เพาะเลี้ยงบนอาหารสูตรอ่ืนๆ ดังเช่นที่พบในอ้อยพันธุ์ขอนแก่น 3 (ตารางที่ 1) 
 เมื่อเปรียบเทียบระหว่างพันธุ์จะเห็นได้ว่า แคลลัสของอ้อยพันธุ์ขอนแก่น 3 ที่เพาะเลี้ยงบน
อาหารสูตร MS ที่เติม 2,4-D 3 มก./ล. ร่วมกับ kinetin 0.5 มก./ล. และเติม PEG 6000 ในระดับ
ความเข้มข้นที่แตกต่างกัน มีน้ าหนักสดของแคลลัสมากกว่าแคลลัสของอ้อยพันธุ์สุพรรณบุรี 50 ในทุก
ระดับของความเข้มข้นของ PEG (ตารางที่ 1)  
 2.2 ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางของแคลลัส 
 ในอ้อยพันธุ์ขอนแก่น 3 เมื่อเพาะเลี้ยงแคลลัสบนอาหารสูตร MS ที่เติม 2,4-D 3 มก./ล. 
ร่วมกับ kinetin 0.5 มก./ล. และเติม PEG 6000 ในระดับความเข้มข้นที่แตกต่างกัน พบว่า ในอาหาร

สูตรที่ไม่เติม PEG (ชุดควบคุม) แคลลัสมีขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางมากท่ีสุดเท่ากับ 2.8  1.647 
เซนติเมตร และมีความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติกับแคลลัสที่เพาะเลี้ยงบนอาหารสูตรอื่นๆ 

(ตารางท่ี 1) 
 ในอ้อยพันธุ์สุพรรณบุรี 50 เมื่อเพาะเลี้ยงแคลลัสบนอาหารสูตร MS ที่เติม 2,4-D 3 มก./ล. 
ร่วมกับ kinetin 0.5 มก./ล. และเติม PEG 6000 ในระดับความเข้มข้นที่แตกต่างกัน พบว่า ในอาหาร

หารสูตรที่ไม่เติม PEG (ชุดควบคุม) แคลลัสมีขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางมากท่ีสุดเท่ากับ 2.03.091
เซนติเมตร และมีความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติกับแคลลัสที่เพาะเลี้ยงบนอาหารสูตรอื่นๆ 
ดังเช่นที่พบในอ้อยพันธุ์ขอนแก่น 3 (ตารางที่ 1) 
 เมื่อเปรียบเทียบระหว่างพันธุ์จะเห็นได้ว่า แคลลัสของอ้อยพันธุ์ขอนแก่น 3 ที่เพาะเลี้ยงบน
อาหารสูตร MS ที่เติม 2,4-D 3 มก./ล. ร่วมกับ kinetin 0.5 มก./ล. และเติม PEG 6000 ในระดับ
ความเข้มข้นที่แตกต่างกัน มีขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางของแคลลัสมากกว่าแคลลัสของอ้อยพันธุ์
สุพรรณบุรี 50 ในทุกระดับของความเข้มข้นของ PEG (ตารางท่ี 1)  
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ตารางท่ี 1  ความเข้มข้นของ PEG ที่มีต่อน้ าหนักสดและขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางของแคลลัส 
       ที่เพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร MS ที่เติม 2,4-D 3 มก./ล และ kinetin 0.5 มก./ล.  
     รว่มกับ PEG ในระดับความเข้มข้นที่แตกต่างกันเป็นเวลา 4 สัปดาห์ ในอ้อยทั้ง 2 พันธุ์ 
 

พันธุ์ PEG น้ าหนักสดของ callus 
(มิลลิกรัม) 

ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางของ
แคลลัส (เซนติเมตร)  

ขอนแก่น 3 0  0.3650  0.0327aA  2.8  1.647aA 
 5 0.2820  0.1273aB 2.0 1.841bB 
 10 0.1900  0.0865bCD 1.80.699bcBC 
 15 0.1780  0.2794cD 1.60.919cC 
 20 0.1720  0.0940cD 1.21.350dD 

สุพรรณบุรี 50 0  0.2670  0.1161aB 2.03.091aB 
 5 0.2150  0.1898abC 1.63.155bC 
 10 0.1670  0.3013bD    1.40.422bcCD 
 15 0.1550  0.1777bcD 1.21.075cD 
 20 0.1420  0.649bcD 1.02.199cE 

 

หมายเหตุ – ตัวอักษรภาษาอังกฤษพิมพ์เล็กท่ีต่างกันในสดมภเ์ดียวกัน (ในอ้อยพันธุ์เดียวกัน) แสดงว่า มีความ
แตกต่างกันทางสถิติที่ระดับ p < 0.05 และตัวอักษรภาษาอังกฤษพิมพ์ใหญ่ที่ต่างกันในสดมภ์เดียวกัน (ในอ้อย
ระหว่างพันธุ์) แสดงว่า มีความแตกต่างกันทางสถิติที่ระดับ p < 0.05 
 

  
ภาพที่ 2 ลักษณะของแคลลัสอ้อยพันธุ์สุพรรณบุรี 50 ที่เพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร MS ที่เติม 2,4-D 3  

มก./ล และ kinetin 0.5 มก./ล. ร่วมกับ PEG ในระดับความเข้มข้นที่แตกต่างกันเป็นเวลา 4 
สัปดาห์  

control PEG 5% PEG 10% PEG 15% PEG 20% 
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ภาพที่ 3 ลักษณะของแคลลัสอ้อยพันธุ์สุพรรณบุรี 50 ที่เพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร MS ที่เติม 2,4-D 3  
มก./ล และ kinetin 0.5 มก./ล. ร่วมกับ PEG ในระดับความเข้มข้นที่แตกต่างกันเป็นเวลา 4 
สัปดาห์  

 
3) การชักน าให้เกิดยอดและราก 

เมื่อน าแคลลัสของอ้อยทั้ง 2 พันธุ์ที่ได้จากการเพาะเลี้ยงบนอาหารที่เติม PEG มาย้ายเลี้ยงบน
อาหารสูตร MS ที่เติม kinetin 2 มก./ล. ร่วมกับ BAP 1 มก./ล. เพ่ือชักน าให้เกิดยอด และการ
เพาะเลี้ยงยอดบนสูตร MS ที่เติม NAA 5 มก./ล. เพ่ือชักน าให้เกิดราก  สามารถชักน าให้เกิดยอดและ
รากได้ แต่จะเห็นได้ว่า ในอ้อยพันธุ์ขอนแก่น 3 มีการตอบสนองต่อการชักน าให้เกิดยอดและรากได้
ดีกว่าพันธุ์สุพรรณบุรี 50 (ภาพที่ 4)  

 

                         
 

ภาพที่ 4 การชักน าให้เกิดยอดและรากของอ้อยพันธุ์ขอนแก่น 3 และสุพรรณบุรี 50 เมื่อเพาะเลี้ยงบน  
            อาหารสูตร MS ที่เตมิ kinetin 2 มก./ล. ร่วมกับ BAP 1 มก./ล. และ NAA 5 มก./ล. เป็น  
            เวลา 60 วัน  
 

control PEG 5% PEG 10% PEG 15% PEG 20% 

ขอนแก่น 3 สพุรรณบรีุ 50 
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4) การศึกษาลักษณะทางชีวเคมีของแคลลัสอ้อยพันธุ์ต่างๆ ในอาหารที่เติม PEG 
 4.1) การวิเคราะห์ปริมาณโพรลีนในแคลลัสอ้อย 
 จากการทดลองจะเห็นได้ว่า เมื่อเพาะเลี้ยงแคลลัสของอ้อยทั้งสองพันธุ์บนอาหารสูตร MS ที่
เติม 2,4-D 3 มก./ล ร่วมกับ kinetin 0.5 มก./ล. และเติม PEG ในระดับความเข้มข้นที่แตกต่างกัน
เป็นเวลา 4 สัปดาห์  พบว่า ทุกระดับความเข้มข้นของ PEG ที่ใหม้ีผลต่อการสะสมโพรลีนในแคลลัส
ของอ้อยทั้ง 2 พันธุ์ โดยการสะสมโพรลีนในแคลลัสอ้อยที่ได้รับ PEG แต่ละระดับความเข้มข้นมี
แนวโน้มเพ่ิมข้ึนเมื่อเทียบกับชุดควบคุม และการสะสมโพรลีนในแคลลัสอ้อยที่ได้รับ PEG ในระดับ
ความเข้มข้นที่สูงขึ้น มีค่ามากกว่าแคลลัสอ้อยที่ได้รับ PEG ในระดับความเข้มข้นทีต่่ ากว่าอย่างมี
นัยส าคัญทางสถิติ (P ≤ 0.05) (ตารางที่ 2  และภาพที่ 5) 
 ในอ้อยพันธุ์ขอนแก่น 3 เมื่อเพาะเลี้ยงแคลลัสบนอาหารสูตร MS ที่เติม 2,4-D 3 มก./ล. 
ร่วมกับ kinetin 0.5 มก./ล. และเติม PEG 6000 ในระดับความเข้มข้นที่แตกต่างกัน พบว่า แคลลัสที่
เพาะเลี้ยงบนอาหารที่ได้รับ PEG ในระดับความเข้มข้นสูง จะมีปริมาณโพรลีนในแคลลัสมากขึ้นตาม
ระดับความเข้มข้นของ PEG โดยจะเห็นได้ว่าที่ระดับความเข้มข้นของ PEG 20% แคลลัสที่เพาะเลี้ยงมี
ปริมาณโพรลีนมากท่ีสุดเท่ากับ 9.0837±0.07005 ไมโครกรัม/น้ าหนักสด และมีความแตกต่างอย่างมี
นัยส าคัญทางสถิติกับแคลลัสที่เพาะเลี้ยงบนอาหารสูตรอื่นๆ (ตารางที่ 2 และภาพที่ 5) 
 ในอ้อยพันธุ์สุพรรณบุรี 50 เมื่อเพาะเลี้ยงแคลลัสบนอาหารสูตร MS ที่เติม 2,4-D 3 มก./ล. 
ร่วมกับ kinetin 0.5 มก./ล. และเติม PEG 6000 ในระดับความเข้มข้นที่แตกต่างกัน พบว่า แคลลัสที่
เพาะเลี้ยงบนอาหารที่ได้รับ PEG ในระดับความเข้มข้นสูง จะมีปริมาณโพรลีนในแคลลัสมากขึ้นตาม
ระดับความเข้มข้นของ PEG โดยจะเห็นได้ว่าที่ระดับความเข้มข้นของ PEG 20% แคลลัสที่เพาะเลี้ยงมี
ปริมาณโพรลีนมากท่ีสุดเท่ากับ 6.7862±0.1004 ไมโครกรัม/น้ าหนักสด และไม่มีความแตกต่างทาง
สถิติกับแคลลัสที่เพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร MS ที่เติม 2,4-D 3 มก./ล. ร่วมกับ kinetin 0.5 มก./ล. 
และเติม PEG 15% โดยมีปริมาณโพรลีนเท่ากับ 5.9410±0.1834  ไมโครกรัม/น้ าหนักสด แตม่ีความ
แตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติกับแคลลัสที่เพาะเลี้ยงบนอาหารสูตรอ่ืนๆ (ตารางท่ี 3 และภาพท่ี 5) 
 เมื่อเปรียบเทียบระหว่างพันธุ์จะเห็นได้ว่า แคลลัสของอ้อยพันธุ์ขอนแก่น 3 ที่เพาะเลี้ยงบน
อาหารสูตร MS ที่เติม 2,4-D 3 มก./ล. ร่วมกับ kinetin 0.5 มก./ล. ที่เติม PEG 6000 ในทุกระดับ
ความเข้มข้น แคลลัสอ้อยพันธุ์ขอนแก่น 3 มีปริมาณโพรลีนมากกว่าแคลลัสของอ้อยพันธุ์สุพรรณบุรี 
50 ในทุกระดับของความเข้มข้นของ PEG (ตารางท่ี 2 และภาพที่ 5)  
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ตารางท่ี 2 ปริมาณโพรลีนในแคลลัสที่เพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร MS ที่เติม 2,4-D 3 มก./ล และ  
     kinetin 0.5 มก./ล. รว่มกับ PEG ในระดับความเข้มข้นที่แตกต่างกันเป็นเวลา 4 สัปดาห์  
     ในอ้อยทั้ง 2 พันธุ์ (Mean ± Standard error)  
 

พันธุ์ PEG ปริมาณโพรลีน  
(ไมโครกรัม/กรัมน้ าหนักสด) 

ขอนแก่น 3 0  1.6660±0.04621aA 
 5 2.7521±0.1200bB 
 10 3.7227±0.1443cBC 
 15 7.3968±0.1200dD 
 20 9.0837±0.07005eE 

สุพรรณบุรี 50 0  1.8047±0.0611aA 
 5  2.1282±0.0693aAB 
 10 2.9601±0.0800bB 
 15 5.9410±0.1834cC 
 20 6.7862±0.1004cD 

 

หมายเหตุ – ตัวอักษรภาษาอังกฤษพิมพ์เล็กท่ีต่างกันในสดมภเ์ดียวกัน (ในอ้อยพันธุ์เดียวกัน) แสดงว่า มีความ
แตกต่างกันทางสถิติที่ระดับ p < 0.05 และตัวอักษรภาษาอังกฤษพิมพ์ใหญ่ที่ต่างกันในสดมภ์เดียวกัน (ในอ้อย
ระหว่างพันธุ์) แสดงว่า มีความแตกต่างกันทางสถิติที่ระดับ p < 0.05 

 

 
 
ภาพที่ 5 ปริมาณโพรลีน (ไมโครกรัม/กรัมน้ าหนักสด) ในแคลลัสที่เพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร MS ที ่
             เติม 2,4-D 3 มก./ล และ kinetin 0.5 มก./ล. รว่มกับ PEG ในระดับความเข้มข้นที่    
             แตกต่างกันเป็นเวลา 4 สัปดาห์ ในอ้อยทั้ง 2 พันธุ์ 

1.8047 1.666
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4.2) ผลของ PEG ต่อแอกติวิตีของ CAT APX และ SOD 

 4.2.1 แอกติวิตีของ CAT  

 จากการทดลองจะเห็นได้ว่า เมื่อเพาะเลี้ยงแคลลัสของอ้อยทั้งสองพันธุ์บนอาหารสูตร MS ที่
เติม 2,4-D 3 มก./ล ร่วมกับ kinetin 0.5 มก./ล. และเติม PEG ในระดับความเข้มข้นที่แตกต่างกัน
เป็นเวลา 4 สัปดาห์  พบว่า ทุกระดับความเข้มข้นของ PEG ที่ให้มีผลต่อแอกติวิตีของ CAT ในแคลลัส
ของอ้อยทั้ง 2 พันธุ์ โดยมีแอคติวิตีของ CAT เพ่ิมมากขึ้นตามระดับความเข้มข้นของ PEG ที่มากข้ึน 
เมื่อเปรียบเทียบกับชุดควบคุม และแอคติวิตีของ CAT จะเพ่ิมสูงขึ้นมากกว่าแคลลัสอ้อยที่ได้รับ PEG 
ในระดับความเข้มข้นที่ต่ ากว่าอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (p ≤ 0.05) (ตารางท่ี 3  และภาพที่ 6) 
 ในอ้อยพันธุ์ขอนแก่น 3 เมื่อเพาะเลี้ยงแคลลัสบนอาหารสูตร MS ที่เติม 2,4-D 3 มก./ล. 
ร่วมกับ kinetin 0.5 มก./ล. และเติม PEG 6000 ในระดับความเข้มข้นที่แตกต่างกัน พบว่า แคลลัสที่
เพาะเลี้ยงบนอาหารที่ได้รับ PEG ในระดับความเข้มข้นสูง จะมีแอคติวิตีของ CAT เพ่ิมมากข้ึนตาม
ระดับความเข้มข้นของ PEG ทีเ่พ่ิมขึ้น โดยจะเห็นได้ว่าที่ระดับความเข้มข้นของ PEG 20% แคลลัสที่
เพาะเลี้ยงมีแอคติวิตีของ CAT มากที่สุดเท่ากับ 177.9480±7.5040 μmole H2O2 
decomposed/mg protein • min และมีความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติกับแคลลัสที่
เพาะเลี้ยงบนอาหารสูตรอ่ืนๆ (ตารางท่ี 3 และภาพท่ี 6) 
 ในอ้อยพันธุ์สุพรรณบุรี 50 เมื่อเพาะเลี้ยงแคลลัสบนอาหารสูตร MS ที่เตมิ 2,4-D 3 มก./ล. 
ร่วมกับ kinetin 0.5 มก./ล. และเติม PEG 6000 ในระดับความเข้มข้นที่แตกต่างกัน พบว่า แคลลัสที่
เพาะเลี้ยงบนอาหารที่ได้รับ PEG ในระดับความเข้มข้นสูง จะมีแอคติวิตีของ CAT เพ่ิมมากข้ึนตาม
ระดับความเข้มข้นของ PEG ที่เพ่ิมขึ้น โดยจะเห็นได้ว่าที่ระดับความเข้มข้นของ PEG 20% แคลลัสที่
เพาะเลี้ยงมีแอคติวิตีของ CAT มากที่สุดเท่ากับ 121.6556±5.7110 μmole H2O2 
decomposed/mg protein • min ซึ่งไม่มีความแตกต่างทางสถิติกับแคลลัสที่เพาะเลี้ยงบนอาหารที่

ได้รับ PEG 15% โดยมีแอคติวิตีของ CAT เท่ากับ 112.5246±5.7065 μmole H2O2 
decomposed/mg protein • min แตม่ีความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติกับแคลลัสที่
เพาะเลี้ยงบนอาหารสูตรอ่ืนๆ (ตารางที่ 3 และภาพที่ 6) 
 เมื่อเปรียบเทียบระหว่างพันธุ์จะเห็นได้ว่า แคลลัสของอ้อยพันธุ์ขอนแก่น 3 ที่เพาะเลี้ยงบน
อาหารสูตร MS ที่เติม 2,4-D 3 มก./ล. ร่วมกับ kinetin 0.5 มก./ล. ที่เติม PEG 6000 ในทุกระดับ
ความเข้มข้น มีแอคติวิตีของ CAT มากกว่าแคลลัสของอ้อยพันธุ์สุพรรณบุรี 50 ในทุกระดับของความ
เข้มข้นของ PEG (ตารางท่ี 3 และภาพท่ี 6)  
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ตารางท่ี 3 แอกติวิตีของ CAT (μmole H2O2 decomposed/mg protein • min) ในแคลลัสที่ 
    เพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร MS ที่เติม 2,4-D 3 มก./ล และ kinetin 0.5 มก./ล. ร่วมกับ  
    PEG ในระดับความเข้มข้นที่แตกต่างกันเป็นเวลา 4 สัปดาห์ ในอ้อยทั้ง 2 พันธุ์ (Mean ±  
    Standard error)  

 

พันธุ์ PEG แอกติวิตีของ CAT  

(μmole H2O2 decomposed/mg protein • min) 
ขอนแก่น 3 0  44.2044±0.0145aA 

 5    86.0201±7.4478abBC 
 10 124.0035±7.5599bC 
 15 160.4825±0.0643cE 
 20 177.9480±7.5040dF 

สุพรรณบุรี 50 0  41.5589±5.7489aA 
 5 59.3790±7.3758bD 
 10 74.6931±2.4971cE 
 15 112.5246±5.7065dF 
 20 121.6556±5.7110dF 

 

หมายเหตุ – ตัวอักษรภาษาอังกฤษพิมพ์เล็กท่ีต่างกันในสดมภเ์ดียวกัน (ในอ้อยพันธุ์เดียวกัน) แสดงว่า มีความ
แตกต่างกันทางสถิติที่ระดับ p < 0.05 และตัวอักษรภาษาอังกฤษพิมพ์ใหญ่ที่ต่างกันในสดมภ์เดียวกัน (ในอ้อย
ระหว่างพันธุ์) แสดงว่า มีความแตกต่างกันทางสถิติที่ระดับ p < 0.05 
 

 
 

ภาพที่ 6 แอกติวิตีของ CAT (μmole H2O2 decomposed/mg protein • min) ในแคลลัสที่ 
           เพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร MS ที่เติม 2,4-D 3 มก./ล และ kinetin 0.5 มก./ล. รว่มกับ  
           PEG ในระดับความเข้มข้นที่แตกต่างกันเป็นเวลา 4 สัปดาห์ ในอ้อยทั้ง 2 พันธุ์ 
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4.2.2 แอกติวิตีของ APX  
จากการทดลองจะเห็นได้ว่า เมื่อเพาะเลี้ยงแคลลัสของอ้อยทั้งสองพันธุ์บนอาหารสูตร MS ที่

เติม 2,4-D 3 มก./ล ร่วมกับ kinetin 0.5 มก./ล. และเติม PEG ในระดับความเข้มข้นที่แตกต่างกัน
เป็นเวลา 4 สัปดาห์  พบว่า ทุกระดับความเข้มข้นของ PEG ที่ให้มีผลต่อแอกติวิตีของ APX ในแคลลัส
ของอ้อยทั้ง 2 พันธุ์ โดยมีแอคติวิตีของ APX เพ่ิมมากข้ึนตามระดับความเข้มข้นของ PEG ที่มากข้ึน 
เมื่อเปรียบเทียบกับชุดควบคุม และแอคติวิตีของ APX จะเพ่ิมสูงขึ้นมากกว่าแคลลัสอ้อยที่ได้รับ PEG 
ในระดับความเข้มข้นที่ต่ ากว่าอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (p ≤ 0.05) (ตารางท่ี 4  และภาพที่ 7) 
 ในอ้อยพันธุ์ขอนแก่น 3 เมื่อเพาะเลี้ยงแคลลัสบนอาหารสูตร MS ที่เติม 2,4-D 3 มก./ล. 
ร่วมกับ kinetin 0.5 มก./ล. และเติม PEG 6000 ในระดับความเข้มข้นที่แตกต่างกัน พบว่า แคลลัสที่
เพาะเลี้ยงบนอาหารที่ได้รับ PEG ในระดับความเข้มข้นสูง จะมีแอคติวิตีของ APX เพ่ิมมากข้ึนตาม
ระดับความเข้มข้นของ PEG ทีเ่พ่ิมขึ้น โดยจะเห็นได้ว่าที่ระดับความเข้มข้นของ PEG 20% แคลลัสที่
เพาะเลี้ยงมีแอคติวิตีของ APX มากที่สุดเท่ากับ 254.1098±10.7158 nmole L-ascorbic acid 
decomposed/mg protein • min ซึ่งไม่มีความแตกต่างทางสถิติกับแคลลัสที่เพาะเลี้ยงบนอาหารที่
ได้รับ PEG 15% โดยมีแอคติวิตีของ APX  เท่ากับ 229.1691±0.0919 nmole L-ascorbic acid 
decomposed/mg protein • min แต่มีความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติกับแคลลัสที่
เพาะเลี้ยงบนอาหารสูตรอ่ืนๆ (ตารางที่ 4 และภาพท่ี 7) 
 ในอ้อยพันธุ์สุพรรณบุรี 50 เมื่อเพาะเลี้ยงแคลลัสบนอาหารสูตร MS ที่เติม 2,4-D 3 มก./ล. 
ร่วมกับ kinetin 0.5 มก./ล. และเติม PEG 6000 ในระดับความเข้มข้นที่แตกต่างกัน พบว่า แคลลัสที่
เพาะเลี้ยงบนอาหารที่ได้รับ PEG ในระดับความเข้มข้นสูง จะมีแอคติวิตีของ APX เพ่ิมมากข้ึนตาม
ระดับความเข้มข้นของ PEG ที่เพ่ิมขึ้น โดยจะเห็นได้ว่าที่ระดับความเข้มข้นของ PEG 20% แคลลัสที่
เพาะเลี้ยงมีแอคติวิตีของ APX มากที่สุดเท่ากับ 173.7242±8.1554 nmole L-ascorbic acid 
decomposed/mg protein • min ซึ่งไม่มีความแตกต่างทางสถิติกับแคลลัสที่เพาะเลี้ยงบนอาหารที่
ได้รับ PEG 15% โดยมีแอคติวิตีของ APX เท่ากับ 160.6851±8.1489 nmole L-ascorbic acid 
decomposed/mg protein • min แต่มีความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติกับแคลลัสที่
เพาะเลี้ยงบนอาหารสูตรอ่ืนๆ (ตารางที่ 4 และภาพที่ 7) 
 เมื่อเปรียบเทียบระหว่างพันธุ์จะเห็นได้ว่า แคลลัสของอ้อยพันธุ์ขอนแก่น 3 ที่เพาะเลี้ยงบน
อาหารสูตร MS ที่เติม 2,4-D 3 มก./ล. ร่วมกับ kinetin 0.5 มก./ล. ที่เติม PEG 6000 ในทุกระดับ
ความเข้มข้น มีแอคติวิตีของ APX มากกว่าแคลลัสของอ้อยพันธุ์สุพรรณบุรี 50 ในทุกระดับของความ
เข้มข้นของ PEG (ตารางท่ี 4 และภาพท่ี 7)  
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ตารางท่ี 4 แอกติวิตีของ APX (nmole L-ascorbic acid decomposed/mg protein • min) ใน 
    แคลลัสที่เพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร MS ที่เติม 2,4-D 3 มก./ล และ kinetin 0.5 มก./ล.  
   ร่วมกับ PEG ในระดับความเข้มข้นที่แตกต่างกันเป็นเวลา 4 สัปดาห์ ในอ้อยทั้ง 2 พันธุ์   
   (Mean ± Standard error)  

พันธุ์ PEG แอกติวิตีของ APX  
(nmole L-ascorbic acid decomposed/mg protein • min) 

ขอนแก่น 3 0  63.1239±0.0208aA 
 5  122.8368±10.6354bcC 
 10 177.0770±10.7955cCD 
 15                         229.1691±0.0919dD 
 20 254.1098±10.7158dE 

สุพรรณบุรี 50 0  59.3461±8.2095aA 
 5 84.7932±10.5327bB 
 10 106.6618±3.5659cBC 
 15                          160.6851±8.1489dC 
 20 173.7242±8.1554dCD 

 

หมายเหตุ – ตัวอักษรภาษาอังกฤษพิมพ์เล็กท่ีต่างกันในสดมภเ์ดียวกัน (ในอ้อยพันธุ์เดียวกัน) แสดงว่า มีความ
แตกต่างกันทางสถิติที่ระดับ p < 0.05 และตัวอักษรภาษาอังกฤษพิมพ์ใหญ่ที่ต่างกันในสดมภ์เดียวกัน (ในอ้อย
ระหว่างพันธุ์) แสดงว่า มีความแตกต่างกันทางสถิติที่ระดับ p < 0.05 
 

 
 

ภาพที่ 7 แอกติวิตีของ APX (nmole L-ascorbic acid decomposed/mg protein • min) ใน 
            แคลลัสที่เพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร MS ที่เติม 2,4-D 3 มก./ล และ kinetin 0.5 มก./ล.  
            ร่วมกับ PEG ในระดับความเข้มข้นที่แตกต่างกันเป็นเวลา 4 สัปดาห์ ในอ้อยทั้ง 2 พันธุ์ 
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4.2.3 แอกติวิตีของ SOD  
จากการทดลองจะเห็นได้ว่า เมื่อเพาะเลี้ยงแคลลัสของอ้อยทั้งสองพันธุ์บนอาหารสูตร MS ที่

เติม 2,4-D 3 มก./ล ร่วมกับ kinetin 0.5 มก./ล. และเติม PEG ในระดับความเข้มข้นที่แตกต่างกัน
เป็นเวลา 4 สัปดาห์  พบว่า ทุกระดับความเข้มข้นของ PEG ที่ให้มีผลต่อแอกติวิตีของ SOD ในแคลลัส
ของอ้อยทั้ง 2 พันธุ์ โดยมีแอคติวิตีของ SOD เพ่ิมมากขึ้นตามระดับความเข้มข้นของ PEG ที่มากข้ึน 
เมื่อเปรียบเทียบกับชุดควบคุม และแอคติวิตีของ SOD จะเพ่ิมสูงขึ้นมากกว่าแคลลัสอ้อยที่ได้รับ PEG 
ในระดับความเข้มข้นที่ต่ ากว่าอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (p ≤ 0.05) (ตารางท่ี 5  และภาพที่ 8) 
 ในอ้อยพันธุ์ขอนแก่น 3 เมื่อเพาะเลี้ยงแคลลัสบนอาหารสูตร MS ที่เติม 2,4-D 3 มก./ล. 
ร่วมกับ kinetin 0.5 มก./ล. และเติม PEG 6000 ในระดับความเข้มข้นที่แตกต่างกัน พบว่า แคลลัสที่
เพาะเลี้ยงบนอาหารที่ได้รับ PEG ในระดับความเข้มข้นสูง จะมีแอคติวิตีของ SOD เพ่ิมมากข้ึนตาม
ระดับความเข้มข้นของ PEG ที่เพ่ิมขึ้น โดยจะเห็นได้ว่าที่ระดับความเข้มข้นของ PEG 20% แคลลัสที่
เพาะเลี้ยงมีแอคติวิตีของ SOD มากที่สุดเท่ากับ 4.9350±0.0647 Unit mg-1 protein แตไ่ม่มีความ
แตกต่างทางสถิติกับแคลลัสที่เพาะเลี้ยงบนอาหารที่ได้รับ PEG 15%, 10% และ 5% โดยมีแอคติวิตี
ของ SOD  เท่ากับ 4.8774±0.058, 4.6512±0.3037 และ 4.5086±0.0541  Unit mg-1 protein  
ตามล าดับ (ตารางที่ 5 และภาพท่ี 8) 
 ในอ้อยพันธุ์สุพรรณบุรี 50 เมื่อเพาะเลี้ยงแคลลัสบนอาหารสูตร MS ที่เติม 2,4-D 3 มก./ล. 
ร่วมกับ kinetin 0.5 มก./ล. และเติม PEG 6000 ในระดับความเข้มข้นที่แตกต่างกัน พบว่า แคลลัสที่
เพาะเลี้ยงบนอาหารที่ได้รับ PEG ในระดับความเข้มข้นสูง จะมีแอคติวิตีของ SOD เพ่ิมมากข้ึนตาม
ระดับความเข้มข้นของ PEG ที่เพ่ิมขึ้น โดยจะเห็นได้ว่าที่ระดับความเข้มข้นของ PEG 20% แคลลัสที่
เพาะเลี้ยงมีแอคติวิตีของ SOD มากที่สุดเท่ากับ 4.7800±0.1202 Unit mg-1 protein และมีความ
แตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติกับแคลลัสที่เพาะเลี้ยงบนอาหารสูตรอ่ืนๆ (ตารางท่ี 5 และภาพท่ี 8) 
 เมื่อเปรียบเทียบระหว่างพันธุ์จะเห็นได้ว่า แคลลัสของอ้อยพันธุ์ขอนแก่น 3 ที่เพาะเลี้ยงบน
อาหารสูตร MS ที่เติม 2,4-D 3 มก./ล. ร่วมกับ kinetin 0.5 มก./ล. ที่เติม PEG 6000 ในทุกระดับ
ความเข้มข้น มีแอคติวิตีของ SOD มากกว่าแคลลัสของอ้อยพันธุ์สุพรรณบุรี 50 ในทุกระดับของความ
เขม้ข้นของ PEG (ตารางท่ี 5 และภาพท่ี 8)  
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ตารางท่ี 5 แอกติวิตีของ SOD (Unit mg-1 protein) ในแคลลัสที่เพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร MS ที ่
   เติม 2,4-D 3 มก./ล และ kinetin 0.5 มก./ล. ร่วมกับ PEG ในระดับความเข้มข้นที่ 
   แตกต่างกันเป็นเวลา 4 สัปดาห์ ในอ้อยทั้ง 2 พันธุ์ (Mean ± Standard error)  

 

พันธุ์ PEG แอกติวิตีของ SOD 
(Unit mg-1 protein) 

ขอนแก่น 3 0  4.2543±0.2111aBC 
 5 4.5086±0.0541abC 
 10 4.6512±0.3037abC 
 15 4.8774±0.0586bD 
 20 4.9350±0.0647bD 

สุพรรณบุรี 50 0  2.9413±0.1151aA 
 5 3.5702±0.1987aB 
 10 3.9745±0.1154bB 
 15 4.5607±0.1242cC 
 20  4.7800±0.1202dCD 

 

หมายเหตุ – ตัวอักษรภาษาอังกฤษพิมพ์เล็กท่ีต่างกันในสดมภเ์ดียวกัน (ในอ้อยพันธุ์เดียวกัน) แสดงว่า มีความ
แตกต่างกันทางสถิติที่ระดับ p < 0.05 และตัวอักษรภาษาอังกฤษพิมพ์ใหญ่ที่ต่างกันในสดมภ์เดียวกัน (ในอ้อย
ระหว่างพันธุ์) แสดงว่า มีความแตกต่างกันทางสถิติที่ระดับ p < 0.05 
 

 

ภาพที่ 8 แอกติวิตีของ SOD (Unit mg-1 protein) ในแคลลัสที่เพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร MS ที ่
            เติม 2,4-D 3 มก./ล และ kinetin 0.5 มก./ล. รว่มกับ PEG ในระดับความเข้มข้นที่ 
            แตกต่างกันเป็นเวลา 4 สัปดาห์ ในอ้อยทั้ง 2 พันธุ์  
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4.3 ผลของ PEG ต่อปริมาณของโปรตีน  

 จากการทดลองจะเห็นได้ว่า เมื่อเพาะเลี้ยงแคลลัสของอ้อยทั้งสองพันธุ์บนอาหารสูตร MS  
ที่เติม 2,4-D 3 มก./ล ร่วมกับ kinetin 0.5 มก./ล. และเติม PEG ในระดับความเข้มข้นที่แตกต่างกัน
เป็นเวลา 4 สัปดาห์  พบว่า ทุกระดับความเข้มข้นของ PEG ที่ให้มีผลต่อปริมาณของโปรตีนในแคลลัส
ของอ้อยทั้ง 2 พันธุ์ โดยปริมาณของโปรตีนจะเพ่ิมมากข้ึนตามระดับความเข้มข้นของ PEG ทีเ่พ่ิมขึ้น 
เมื่อเปรียบเทียบกับชุดควบคุม และปริมาณของโปรตีนจะเพ่ิมสูงขึ้นมากกว่าแคลลัสอ้อยที่ได้รับ PEG 
ในระดับความเข้มข้นที่ต่ ากว่าอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (p ≤ 0.05) แต่จะเห็นได้ชัดเจนว่า เมื่อระดับ
ของ PEG มีความเข้มข้นเพ่ิมมากขึ้นคือที่ระดับ PEG 20% ปริมาณโปรตันในแคลลัสมีค่าลดลงในอ้อย
ทั้ง 2 พันธุ์ (ตารางที่ 6 และภาพที่ 9) 

ในอ้อยพันธุ์ขอนแก่น 3 เมื่อเพาะเลี้ยงแคลลัสบนอาหารสูตร MS ที่เติม 2,4-D 3  
มก./ล. ร่วมกับ kinetin 0.5 มก./ล. และเติม PEG 6000 ในระดับความเข้มข้นที่แตกต่างกัน พบว่า 
แคลลัสที่เพาะเลี้ยงบนอาหารที่ได้รับ PEG ในระดับความเข้มข้นสูง จะมีปริมาณของโปรตีนเพ่ิมมากข้ึน
ตามระดับความเข้มข้นของ PEG ที่เพ่ิมข้ึน โดยจะเห็นได้ว่าที่ระดับความเข้มข้นของ PEG 15% 
แคลลัสที่เพาะเลี้ยงมีปริมาณของโปรตีนมากท่ีสุดเท่ากับ 3.51 ± 0.18 Unit mg-1 protein และมี
ความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติกับแคลลัสที่เพาะเลี้ยงบนอาหารสูตรอ่ืนๆ และที่ระดับความ
เข้มขน้ของ PEG 20% จะเห็นได้ว่ามีปริมาณโปรตีนในแคลลัสลดลง (ตารางท่ี 6 และภาพที่ 9) 

ในอ้อยพันธุ์สุพรรณบุรี 50 เมื่อเพาะเลี้ยงแคลลัสบนอาหารสูตร MS ที่เติม 2,4-D 3 
มก./ล. ร่วมกับ kinetin 0.5 มก./ล. และเติม PEG 6000 ในระดับความเข้มข้นที่แตกต่างกัน พบว่า 
แคลลัสที่เพาะเลี้ยงบนอาหารที่ได้รับ PEG ในระดับความเข้มข้นสูง จะมีปริมาณโปรตีนเพ่ิมมากขึ้น
ตามระดับความเข้มข้นของ PEG ที่เพ่ิมข้ึน โดยจะเห็นได้ว่าที่ระดับความเข้มข้นของ PEG 20% 
แคลลัสที่เพาะเลี้ยงมีปริมาณโปรตีนมากที่สุดเท่ากับ 2.76 ± 0.09 Unit mg-1 protein ซึ่งไม่มีความ
แตกต่างทางสถิติกับแคลลัสที่เพาะเลี้ยงบนสูตรอาหารที่ได้รับ PEG 15% โดยมีปริมาณโปรตีนเท่ากับ 
2.41± 0.06 Unit mg-1 protein แตม่ีความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติกับแคลลัสที่เพาะเลี้ยง
บนอาหารสูตรอ่ืนๆ (ตารางที่ 6 และภาพท่ี 9) 

เมื่อเปรียบเทียบระหว่างพันธุ์จะเห็นได้ว่า แคลลัสของอ้อยพันธุ์ขอนแก่น 3 ที ่
เพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร MS ที่เติม 2,4-D 3 มก./ล. ร่วมกับ kinetin 0.5 มก./ล. ที่เติม PEG 6000 
ในทุกระดับความเข้มข้น มีปริมาณของโปรตีนมากกว่าแคลลัสของอ้อยพันธุ์สุพรรณบุรี 50 ในทุกระดับ
ของความเข้มข้นของ PEG (ตารางที ่6 และภาพที่ 9) 
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ตารางท่ี 6 ปริมาณของโปรตีน (Unit mg-1 protein) ในแคลลัสที่เพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร MS ที ่
   เติม 2,4-D 3 มก./ล และ kinetin 0.5 มก./ล. ร่วมกับ PEG ในระดับความเข้มข้นที่ 
   แตกต่างกันเป็นเวลา 4 สัปดาห์ ในอ้อยทั้ง 2 พันธุ์ (Mean ± Standard error)  
 

พันธุ์ PEG แอกติวิตีของโปรตีน  
(Unit mg-1 protein) 

ขอนแก่น 3 0  2.09 ± 0.10aBC 
 5 1.95 ± 0.08aB 
 10 2.71 ± 0.05bD 
 15 3.51 ± 0.18cE 
 20 2.58 ± 0.07bF 

สุพรรณบุรี 50 0  1.41 ± 0.10aA 
 5 1.39 ± 0.14aA 
 10 2.01 ± 0.05bB 
 15 2.41± 0.06cCD 
 20 2.16 ± 0.09bD 

 

หมายเหตุ – ตัวอักษรภาษาอังกฤษพิมพ์เล็กท่ีต่างกันในสดมภเ์ดียวกัน (ในอ้อยพันธุ์เดียวกัน) แสดงว่า มีความ
แตกต่างกันทางสถิติที่ระดับ p < 0.05 และตัวอักษรภาษาอังกฤษพิมพ์ใหญ่ที่ต่างกันในสดมภ์เดียวกัน (ในอ้อย
ระหว่างพันธุ์) แสดงว่า มีความแตกต่างกันทางสถิติที่ระดับ p < 0.05 
 

 

ภาพที่ 9 ปริมาณของโปรตีน (Unit mg-1 protein) ในแคลลัสที่เพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร MS ที ่
            เติม 2,4-D 3 มก./ล และ kinetin 0.5 มก./ล. รว่มกับ PEG ในระดับความเข้มข้นที่ 
            แตกต่างกันเป็นเวลา 4 สัปดาห์ ในอ้อยทั้ง 2 พันธุ์ 
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อภิปรายผลการวิจัย 

 
ผลของ PEG ที่มีต่อการชักน าให้เกิดแคลลัสในอ้อยทั้ง 2 พันธุ์ 

จากการเพาะเลี้ยงแคลลัสของอ้อยทั้ง 2 พันธุ์บนอาหารสูตร MS ที่เติม 2,4-D 3 มก./ล 
ร่วมกับ kinetin 0.5 มก./ล. ร่วมกับ PEG ในระดับความเข้มข้นที่แตกต่างกันเป็นเวลา 4 สัปดาห์ 
พบว่า น้ าหนักสดของแคลลัสและขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางของแคลลัส ในชุดควบคุมท่ีไม่ได้เติม PEG มี
ค่ามากที่สุด และลดลงตามระดับความเข้มข้นของ PEG ที่เติมลงไปในอาหารเพาะเลี้ยง  
ซ่ึงโพลีเอทธิลีนไกลคอล (หรือ polyethylene glycol ; PEG) ที่ระดับความเข้มข้นต่างๆ สามารถ
น ามาควบคุมระดับของภาวะแล้งหรือภาวะการขาดน้ าในพืชได้ตามต้องการ โดย PEG สามารถท าให้
ค่าศักย์ของน้ าหรือค่าวอเตอร์โพเทนเชียล (water potential) ของสารละลายธาตุอาหารหรืออาหาร
สังเคราะห์ที่ใช้ปลูกพืชมีค่าลดลงและควบคุมการเกิดออสโมซิสระหว่างพืชกับน้ าได้ ซึ่ง PEG ที่มีมวล
โมเลกุลตั้งแต่ 4000 ขึ้นไป สามารถน ามาใช้ในการจ าลองภาวะแล้งในหลอดทดลองได้โดยไม่เป็นพิษ
กับพืช (Steuter et al., 1981) ซึ่งจากการทดลองจะเห็นได้ว่า เมื่อเติม PEG อาหารเพาะเลี้ยงใน
ระดับความเข้มข้น 5-20% มีผลท าให้น้ าหนักสดและขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางของแคลลัสมีค่าลดลง
ตามระดับความเข้มข้นของ PEG ที่เพ่ิมมากข้ึน เมื่อเปรียบเทียบกับชุดควบคุม สอดคล้องกับงาน
ทดลองของ Bouiamrine and Diouri (2012) ที่ได้เพาะเลี้ยงแคลลัสของข้างฟ่างบนอาหารสูตร MS 
ที่เติม 2,4-D 2 มก./ล. ร่วมกับ PEG ที่ระดับความเข้มข้น 0, 10, 15, 20 และ 25% เป็นเวลา 4 
สัปดาห์ พบว่า ระดับความเข้มข้นของ PEG ที่เพ่ิมมากข้ึนมีผลไปลดการเจริญเติบโตและปริมาณน้ าใน
แคลลัว มีผลท าให้น้ าหนักสด อัตราการเจริญเติบโตสัมพัทธ์และปริมาณน้ าในแคลลัสมีค่าลดลง 
เนื่องจากการเติม PEG มีผลไปท าให้เซลล์เกิดการสูญเสียน้ าและมีผลไปลดปริมาณการดูดซับน้ าของ
เซลล์จากอาหารที่เพาะเลี้ยง เป็นผลท าให้แรงดันเต่งของเซลล์ลดลง ส่งผลให้การเจริญเติบโตของเซลล์
ลดลง และจากงานวิจัยของ Heyser and Nabors (1981) แสดงให้เห็นว่าเมื่อภาวะเครียดออสโมติค
เพ่ิมข้ึนจากการเติม PEG ลงไปในอาหารเพาะเลี้ยง มีผลท าให้ปริมาณน้ าในเซลล์ลดลง ซึ่งผลจากภาวะ
เครียดจากการขาดน้ าในเซลล์นี้มีผลท าให้เซลล์มีการสะสมโพรลีนเพิ่มมากขึ้น และซึ่งมีส่วนช่วยในการ
ป้องกันความเสียหายของเซลล์ที่เกิดจากภาวะเครียดน้ า จึงท าให้เซลล์พืชมีการปรับตัวให้ทนทานต่อ
ภาวะเครียดน้ านี้  
 จากการทดลองจะเห็นว่า จากการเพาะเลี้ยงแคลลัสของอ้อยทั้ง 2 พันธุ์ บนอาหารสูตร MS ที่
เติม 2,4-D 3 มก./ล ร่วมกับ kinetin 0.5 มก./ล. และ PEG ในระดับความเข้มข้นที่แตกต่างกันเป็นจะ
เห็นได้ว่า แคลลัสของอ้อยพันธุ์ขอนแก่น 3 มีน้ าหนักสดและขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางของแคลลัสที่
มากกว่าแคลลัสของอ้อยพันธุ์สุพรรณบุรี 50 ในทุกระดับความเข้มข้นของ PEG แสดงให้เห็นว่าอ้อย
พันธุ์ขอนแก่น 3 มีความทนทานต่อภาวะขาดน้ าหรือภาวะเครียดน้ า (water stress) ได้ดีกว่าอ้อยพันธุ์
สุพรรณบุรี 50 ซึ่งอ้อยพันธุ์ขอนแก่น 3   (มีชื่อเดิมว่า  94-2-200)  จัดเป็นอ้อยพันธุ์ใหม่ส าหรับภาค
ตะวันออกเฉียงเหนือ  เป็นอ้อยพันธุ์ที่มีการแตกกอดี  ใบคลุมพ้ืนที่ได้เร็ว ท าให้การแข่งขันกับวัชพืชได้



22 

ดี ส่งผลให้ลดค่าใช้จ่ายในการก าจัดวัชพืช และมีความต้านทานในระดับปานกลางต่อโรคแส้ด าและ
เหี่ยวเน่าแดง นอกจากนี้อ้อยพันธุ์ขอนแก่น  3 สามารถปลูกได้ทั่วไป ในพื้นที่ที่เป็นดินร่วนปนทราย 
โดยเฉพาะอย่างยิ่งในเขตปลูกอ้อยของภาคตะวันออกเฉียงเหนือ จึงอาจเป็นสาเหตุที่ท าให้อ้อยพันธุ์นี้มี
ความทนแล้งได้เป็นอย่างดี (วารสารกรมวิชาการเกษตร, 2011)  
 นอกจากนี้จากการทดลองในการชักน าให้เกิดยอดและราก จากการเพาะเลี้ยงแคลลัสของอ้อย
ทั้ง 2 พันธุ์บนอาหารสูตร MS ที่เติม kinetin 2 มก./ล. รว่มกับ BAP 1 มก./ล. เพ่ือชักน าให้เกิดยอด 
และการเพาะเลี้ยงยอดบนสูตร MS ที่เติม NAA 5 มก./ล. เพ่ือชักน าให้เกิดราก  พบว่า สามารถชักน า
ให้เกิดยอดและรากได้ในอ้อยทั้ง 2 พันธุ์ แต่จะเห็นได้ว่า ในอ้อยพันธุ์ขอนแก่น 3 มีการตอบสนองต่อ
การชักน าให้เกิดยอดและรากได้ดีกว่าพันธุ์สุพรรณบุรี 50 เนื่องจากลักษณะประจ าพันธุ์ของอ้อยพันธุ์
ขอนแก่น 3 นั้นมีลักษณะเด่นคือ แตกกอดี ใบคลุมพื้นที่เร็ว ที่ส าคัญยังให้ผลผลิตสูงอีกด้วย (ข่าว
คมชัดลึก, 2562) จึงมีผลท าให้การชักน าให้เกิดให้เกิดยอดและรากในอ้อยพันธุ์ขอนแก่น 3 มีการ
ตกยอดรากที่ดีกว่าพันธุ์สุพรรณบุรี 50 ซึ่งอ้อยพันธุ์สุพรรณบุรี 50 จัดเป็นอ้อยพันธุ์คั้นน้ า สามารถ
ปลูกได้ในทุกภาคของประเทศและปรับตัวเข้ากับสภาพอากาศท้องถิ่นได้ดี เจริญเติบโตได้เร็ว 
อัตราการแตกกอดี มีความต้านทานโรคแส้ด า โรคราใบขาว โรคล าต้นหรือใส่เน่าแดงและหนอนกอ
อ้อยได้ดี หากปลูกในเขตชลประทานหรือมีการให้น้ าอย่างสม่ าเสมอจะสามารถให้ผลผลิตสูง  จึง
จัดเป็นพันธุ์ที่ต้องการน้ ามาก หากขาดน้ าจะมีผลท าให้ปริมาณความหวานลดลง (ความรู้ด้าน
การเกษตร, 2562)  
 
ผลของ PEG ที่มีต่อลักษณะทางชีวเคมีในอ้อย 
            ผลของ PEG ที่มีต่อปริมาณโพรลีน  
            จากการทดลองจะเห็นได้ว่า เมื่อเพาะเลี้ยงแคลลัสของอ้อยทั้งสองพันธุ์บนอาหารสูตร MS ที่
เติม 2,4-D 3 มก./ล ร่วมกับ kinetin 0.5 มก./ล. และเติม PEG ในระดับความเข้มข้นที่แตกต่างกัน 
พบว่า ทุกระดับความเข้มข้นของ PEG ที่ให้มีผลต่อการสะสมโพรลีนในแคลลัสของอ้อยทั้ง 2 พันธุ์ โดย
การสะสมโพรลีนในแคลลัสอ้อยที่ได้รับ PEG แต่ละระดับความเข้มข้นมีแนวโน้มเพ่ิมข้ึนเมื่อเทียบกับชุด
ควบคุม และการสะสมโพรลีนในแคลลัสอ้อยที่ได้รับ PEG ในระดับความเข้มข้นที่สูงขึ้น มีค่ามากกว่า
แคลลัสอ้อยที่ได้รับ PEG ในระดบัความเข้มข้นทีต่่ ากว่าอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ โดยจะเห็นได้ว่า 
แคลลัสของอ้อยพันธุ์ขอนแก่น 3 ที่เพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร MS ที่เติม 2,4-D 3 มก./ล. ร่วมกับ 
kinetin 0.5 มก./ล. ที่เติม PEG 6000 ในทุกระดับความเข้มข้น แคลลัสอ้อยพันธุ์ขอนแก่น 3 มี
ปริมาณโพรลีนมากกว่าแคลลัสของอ้อยพันธุ์สุพรรณบุรี 50 ในทุกระดับของความเข้มข้นของ PEG 
จากผลการทดลองที่ได้ในครั้งนี้สอดคล้องกับงานทดลองของงานทดลองของ Abdul-Qadir et al., 
(2011)  ทีไ่ด้ศึกษาผลของภาวะขาดน้ าต่อการชักน าให้เกิดเป็นแคลลัสและการพัฒนาของเอมบริโอ
จากการเพาะเลี้ยงเมล็ดข้าว (Oryza sativa L.) พันธ์หอมมะลิในสภาพหลอดทดลอง โดยใช้ PEG 
3000 เพ่ือชักน าให้เกิดภาวะขาดน้ า โดยเพาะเมล็ดข้าวบนอาหารสูตร MS ที่เติม PEG 0, 3, 6 และ 
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9% จากการทดลองพบว่า PEG ที่ 6 และ 9% มีผลไปลดน้ าหนักสดของแคลลัส และการพัฒนาของ
เอมบริโอ แต่เห็นได้ชัดว่าปริมาณของโพรลีนในแคลลัสเพ่ิมสูงขึ้นเมื่อเปรียบเทียบกับชุดควบคุม 
นอกจากนี้จากงานทดลองของ Muscolo et at., (2014) ทีไ่ด้ศึกษาผลของ PEG ที่ชักน าให้เกิดภาวะ
ขาดน้ าที่มีต่อการงอกของเมล็ดเลนทิล (lentil) (Len culinaris L.) 4 สายพันธุ์ โดยใช้เมล็ดของ 
lentil 4 สายพันธุ์และได้รับ PEG 6000 5 ระดับคือ 0, 10, 15, 18 และ 21% โดยเก็บข้อมูล
เปอร์เซ็นต์การงอกของเมล็ด ความยาวราก ปริมาณน้ าในเนื้อเยื่อ (tissue water content ; WC) 

รวมถึงกิจกรรมของเอนไซม์ α-amylase, - amylase, α-glucosidase และปริมาณสารออสโมไลท์ 
(osmolyte) ที่ระยะเวลา 24, 48 และ 72 ชั่วโมงหลังจากเริ่มท าการทดสอบการงอกของเมล็ด จาก
การทดลองว่า ภาวะขาดน้ ามีผลไปลดเปอร์เซ็นต์การงอกของเมล็ด ความยาวราก และ WC ในทุกพันธุ์
ตามระดับความเข้มข้นของ PEG ที่ให้ แต่พบว่าปริมาณของโพรลีนและปริมาณน้ าตาลที่ละลายน้ าได้มี
ค่าเพ่ิมข้ึนซึ่งเห็นได้ในพันธุ์ Eston และ Castelluccio เมื่อเปรียบเทียบกับพันธุ์อ่ืนๆ  
  จากการสะสมโพรลีนที่เพ่ิมมากข้ึน เมื่อเซลล์พืชได้รับ PEG จัดเป็นกลไกการป้องกันตัว 
(defense mechanism) อย่างหนึ่งของพืช เนื่องจากโพรลีนเป็นกรดอะมิโนชนิดหนึ่งที่พบได้ในพืช
หลายชนิดที่อยู่ในภาวะขาดน้ าหรือภาวะแล้ง ซึ่งภาวะแล้งเป็นตัวกระตุ้นให้มีการสังเคราะห์โพรลีนเพิ่ม
มากขึ้น โดยภาวะแล้งส่งผลกระทบต่อการเจริญเติบโตและการให้ผลผลิตของพืช (Reddy et al., 
2004) ซ่ึงการขาดน้ าในระยะต้นกล้าส่งผลให้การพัฒนาของต้นพืชช้าลงและมีพ้ืนที่ใบน้อยลง (ธีระพงศ์ 
และคณะ, 2547) นอกจากนี้ยังส่งผลให้เกิดการเปลี่ยนแปลงปริมาณกรดอะมิโนและฮอร์โมนบางชนิด 
เช่น โพรลีน (Waldren and Teare, 1974) ซ่ึง Hsiao (1973) รายงานว่า โพรลีนท าหน้าที่เป็นตัวเก็บ
รักษาคาร์บอนและไนโตรเจนในระหว่างที่พืชขาดน้ า ซ่ึง พืชจะน าไปใช้ในการเจริญเติบโตหลังจากพืช
พ้นสภาวะขาดน้ า (Barnett and Naylor, 1966) และโพรลีนที่สะสมเพ่ิมข้ึนในสภาวะขาดน้ า จะช่วย 
รักษาระดับการท างานของเอนไซม์ให้ด าเนินเป็นปกติ และรักษาโครงสร้างของเซลล์ให้เป็นปกติ  
 
          ผลของ PEG ต่อแอกติวิตีของ CAT APX และ SOD 

จากการทดลองจะเห็นได้ว่า เมื่อเพาะเลี้ยงแคลลัสของอ้อยทั้งสองพันธุ์บนอาหารสูตร MS ที่
เติม 2,4-D 3 มก./ล ร่วมกับ kinetin 0.5 มก./ล. และเติม PEG ในระดับความเข้มข้นที่แตกต่างกัน 
พบว่า ทุกระดับความเข้มข้นของ PEG ที่ให้มีผลต่อแอกติวิตีของ CAT, APX และ SOD ในแคลลัสของ
อ้อยทั้ง 2 พันธุ์ โดยมีแอคติวิตีของเอนไซม์เพ่ิมมากข้ึนตามระดับความเข้มข้นของ PEG ที่มากขึ้น เมื่อ
เปรียบเทียบกับชุดควบคุม และแอคติวิตีของเอนไซม์จะเพ่ิมสูงขึ้นมากกว่าแคลลัสอ้อยที่ได้รับ PEG ใน
ระดับความเข้มข้นที่ต่ ากว่า และจะเห็นได้ว่า แคลลัสของอ้อยพันธุ์ขอนแก่น 3 ที่เพาะเลี้ยงบนอาหาร
สูตร MS ที่เติม 2,4-D 3 มก./ล. ร่วมกับ kinetin 0.5 มก./ล. ที่เติม PEG 6000 ในทุกระดับความ
เข้มข้น มีแอคติวิตีของเอนไซม์มากกว่าแคลลัสของอ้อยพันธุ์สุพรรณบุรี 50 ในทุกระดับของความ
เข้มข้นของ PEG ผลการทดลองที่ได้ในครั้งนี้สอดคล้องกับงานทดลองของ Rao และ Jabeen (2013) 
ที่ได้เพาะเลี้ยงแคลลัสของอ้อยบนอาหารสูตร MS ที่เติม 2,4-D 1 mg/l ร่วมกับ kinetin 0.5 mg/l 
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และเติม PEG ที่ระดับความเข้มข้น 20% พบว่า แอคติวิตีของเอนไซม์ CAT, APX, POX และ SOD 
เพ่ิมสูงมากข้ึน รวมทั้งมีปริมาณของโพรลีนและกรดแอสคอร์บิกเพ่ิมสูงขึ้นด้วย ในแคลลัสที่เพาะเลี้ยง
บนอาหารสูตรที่ได้รับ PEG เปรียบเทียบกับแคลลัสที่เพาะเลี้ยงบนอาหารสูตรที่ไม่ได้รับ PEG  

จากการทดลองในครั้งนี้ การให้ PEG มีผลท าให้เกิดภาวะขาดน้ าขึ้นในพืช ท าให้พืชมีการ
ตอบสนองโดยการปิดปากใบซึ่งยับยั้งกระบวนการตรึงกาซคาร์บอนไดออกไซด์ ท าให้มีการน า 
NADPH ที่ได้จากกระบวนการส่งถ่ายอิเลคตรอนไปใช้ช้าลง ส่งผลให้มี NADP+ กลับมา
รับอิเลคตรอนใหม่ไม่พอ เกิดการขาดแคลนตัวรับอิเลคตรอน จึงมีการถ่ายทอดอิเลคตรอนให้กับ
ตัวรับอิเลคตรอนอ่ืน เช่น ออกซิเจน เกิดเป็นรีแอคทีฟ ออกซิเจน สปีชีส์  (reactive oxygen 
species ; ROS) ขึ้น ซึ่งการสร้างและสะสม ROS น าไปสู่การเกิดลิปิด เพอร์ออกซิเดชั่น (lipid 
peroxidation) และการท าลายองค์ประกอบต่างๆ ภายในเซลล์ (Elstner and Osswald, 1994) 
โดยเฉพาะไขมันที่เมมเบรนของคลอโรพลาสต์และไทลาคอยด์ เพราะมีกรดไขมันไม่อ่ิมตัวมากและ
ภายในคลอโรพลาสต์มีความเข้มข้นของกาซออกซิเจนสูง ท าให้พืชที่ได้รับภาวะแล้งมีปริมาณรงค
วัตถุลดลงเพราะเมมเบรนต่างๆ ของคลอโรพลาสต์ถูกท าลาย (Moran et al., 1994 ; Baisak et 
al., 1994) ดังนั้นพืชจึงต้องมีกลไกการป้องกันตัวต่างๆ จากการท าลายของ ROS ซึ่งพืชมีระบบการ
ก าจัด ROS ทั้งในไซโตซอลและคลอโรพลาสต์ที่ประกอบด้วยสารแอนติออกซิแดนซ์ที่ไม่ใช่เอนไซม์ 

(non-enzymic antioxidants) โดยทั่วไปเป็นโมเลกุลขนาดเล็ก เช่น ascorbate, glutathione, α-
tocopheraol และ  carotenoids และสารแอนติออกซิแดนซ์ที่เป็นเอนไซม์ (enzymic 
antioxidants) เช่น SOD, CAT, POX และเอนไซม์ในวงจร ascorbate glutathione cycle ที่
ประกอบด้วย APX, DHAR, MDHAR และ GR (Smirnoff, 1993 ; Allen, 1995 และ Alscher et 
al.,1997) ซ่ึง SOD เป็นเอนไซม์ตัวแรกในกระบวนการก าจัด ROS ที่เร่งปฏิกิริยาการเปลี่ยน 
superoxide ไปเป็น hydrogen peroxide และน้ า ซึ่ง CAT และ POX จะเป็นเอนไซม์ท่ีใช้ก าจัด 
hydrogen peroxide  โดย CAT พบใน peroxisome ซึ่งส่วนใหญ่ใช้ในการก าจัด hydrogen 

peroxide ที่เกิดจาก photorespiration หรือระหว่างการเกิด -oxidation ของกรดไขมันในไกล
ออกซิโซมและช่วยก าจัด hydrogen peroxide ที่แพร่ออกมาจากคลอโรพลาสต์ POX ในพืชมีหลาย
ชนิด ในการก าจัด hydrogen peroxide ต้องการสารตั้งต้น (R) ส าหรับการเกิดแคทาไลซิสด้วย 
ส่วนมากพบในผนังเซลล์ที่เป็นบริเวณท่ีใช้ hydrogen peroxide ในการสร้างสารประกอบฟีนอกซี่เพ่ือ
น าไปสร้างลิกนิน (Bowler et al., 1992)  จะเห็นได้ว่าจากการท างานของ SOD ท าให้เกิด 
hydrogen peroxide จ านวนมากซึ่งจะถูกท าลายต่อไปโดย ascorbate-glutathione cycle โดยมี 
APX และ GR ท าหน้าที่หลักในคลอโรพลาสต์  เนื่องจาก CAT ไม่พบในคลอโรพลาสต์ ส่วน APX พบ
ได้ทั้งในคลอโรพลาสต์และไซโตซอลของพืช (Foyer et al., 1994) ซ่ึงเอนไซม์ทั้งหมดที่กล่าวนี้ จัดเป็น
เอนไซม์ทีเ่กี่ยวข้องในกระบวนการท าลาย ROS และท าให้พืชสามารถทนต่อภาวะขาดน้ าได้  

 
 



25 

ผลของ PEG ต่อปริมาณโปรตีน  
จากการทดลองจะเห็นได้ว่า เมื่อเพาะเลี้ยงแคลลัสของอ้อยทั้งสองพันธุ์บนอาหารสูตร MS  

ที่เติม 2,4-D 3 มก./ล ร่วมกับ kinetin 0.5 มก./ล. และเติม PEG ในระดับความเข้มข้นที่แตกต่างกัน
เป็นเวลา 4 สัปดาห์  พบว่า ทุกระดับความเข้มข้นของ PEG ที่ให้มีผลต่อปริมาณของโปรตีนในแคลลัส
ของอ้อยทั้ง 2 พันธุ์ โดยปริมาณของโปรตีนจะเพ่ิมมากข้ึนตามระดับความเข้มข้นของ PEG ทีเ่พ่ิมขึ้น 
เมื่อเปรียบเทียบกับชุดควบคุม และปริมาณของโปรตีนจะเพ่ิมสูงขึ้นมากกว่าแคลลัสอ้อยที่ได้รับ PEG 
ในระดับความเข้มข้นที่ต่ ากว่าอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (p ≤ 0.05) แต่จะเห็นได้ชัดเจนว่า เมื่อระดับ
ของ PEG มีความเข้มข้นเพ่ิมมากขึ้นคือที่ระดับ PEG 20% ปริมาณโปรตีนในแคลลัสมีค่าลดลงในอ้อย
ทั้ง 2 พันธุ์ เมื่อเปรียบเทียบระหว่างพันธุ์จะเห็นได้ว่า แคลลัสของอ้อยพันธุ์ขอนแก่น 3 ที ่
เพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร MS ที่เติม 2,4-D 3 มก./ล. ร่วมกับ kinetin 0.5 มก./ล. ที่เติม PEG 6000 
ในทุกระดับความเข้มข้น มีปริมาณของโปรตีนมากกว่าแคลลัสของอ้อยพันธุ์สุพรรณบุรี 50 ในทุกระดับ
ของความเข้มข้นของ PEG แต่มีปริมาณโปรตีนลดลงอย่างเห็นได้ชัดที่ระดับความเข้มข้นของ PEG ที่มี
ค่ามากคือ PEG ที่ระดับ 20% (ตารางที่ 7 และภาพที่ 9) ผลการทดลองนี้สอดคล้องกับงานวิจัยของ 
Gupta et.al. (2015) ที่ได้เพาะเลี้ยงชิ้นส่วนใบของหญ้าหวาน (Stevia rebaudiana) บนอาหารสูตร 
MS ที่เติม NAA 2.0 mg/l ร่วมกับ PEG 2.5-10% เป็นเวลา 2 สัปดาห์ พบว่า ชิ้นส่วนใบที่เพาะเลี้ยง
สามารถชักน าให้เกิดแคลลัสได้และมีปริมาณโปรตีนเพิ่มมากข้ึนจาก 0.27% เป็น 1.83% ในชุดการ
ทดลองที่เติม PEG 5% แต่เมื่อเพ่ิมระดับความเข้มข้นของ PEG ให้มากขึ้นจะเห็นได้ว่าแคลลัสที่
เพาะเลี้ยงมีปริมาณโปรตีนลดลง ซึ่งการสะสมโปรตีนที่เพ่ิมมากขึ้นจากภาวะขาดน้ าของพืชเมื่อเติม 
PEG ลงไปในอาหารเพาะเลี้ยงนี้ จะเห็นได้ว่ามีการสะสมโพรลีนมากขึ้น ซึ่งโพรลีนจัดเป็นสารปรับค่า
ออสโมติกท่ีสามารถไปท าปฏิกริยากับเอนไซม์ เพ่ือรักษาโครงสร้างและกิจกรรมของโปรตีนให้ดีขึ้น 
นอกจากนี้ความเข้มข้นของโพรลีนทีสู่งยังสามารถป้องกันไม่ให้พืชได้รับอันตรายภายใต้สภาวะเครียด
ได้อีกด้วย  
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สรุปผลการศึกษาและข้อเสนอแนะ 
 

สรุปผลการศึกษา 
 จากการทดลองสามารถสรุปผลการทดลองได้ดังนี้ 

1.จากการเพาะเลี้ยงแคลลัสของอ้อยทั้ง 2 พันธุ์บนอาหารสูตร MS ที่เติม 2,4-D 3 มก./ล  
ร่วมกับ kinetin 0.5 มก./ล. ร่วมกับ PEG ในระดับความเข้มข้นที่แตกต่างกันเป็นเวลา 4 สัปดาห์ 
พบว่า น้ าหนักสดของแคลลัสและขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางของแคลลัส ในชุดควบคุมท่ีไม่ได้เติม PEG มี
ค่ามากที่สุด และลดลงตามระดับความเข้มข้นของ PEG ที่เติมลงไปในอาหารเพาะเลี้ยง โดยแคลลัส
ของอ้อยพันธุ์ขอนแก่น 3 มีน้ าหนักสดและขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางของแคลลัสที่มากกว่าแคลลัสของ
อ้อยพันธุ์สุพรรณบุรี 50 ในทุกระดับความเข้มข้นของ PEG แสดงให้เห็นว่าอ้อยพันธุ์ขอนแก่น 3 มี
ความทนทานต่อภาวะขาดน้ าหรือภาวะเครียดน้ า (water stress) ได้ดีกว่าอ้อยพันธุ์สุพรรณบุรี 50 
 2. เมื่อเพาะเลี้ยงแคลลัสของอ้อยทั้งสองพันธุ์บนอาหารสูตร MS ที่เติม 2,4-D 3 มก./ล 
ร่วมกับ kinetin 0.5 มก./ล. และเติม PEG ในระดับความเข้มข้นที่แตกต่างกัน พบว่า ทุกระดับความ
เข้มข้นของ PEG ที่ใหม้ีผลต่อการสะสมโพรลีนในแคลลัสของอ้อยทั้ง 2 พันธุ์ โดยมีการสะสมโพรลีนใน
แคลลัสอ้อยที่ได้รับ PEG ในระดับความเข้มข้นที่สูงขึ้นและมากกว่าแคลลัสอ้อยที่ได้รับ PEG ในระดับ
ความเข้มข้นทีต่่ ากว่าอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ โดยจะเห็นได้ว่า แคลลัสของอ้อยพันธุ์ขอนแก่น 3 ที่
เพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร MS ที่เติม 2,4-D 3 มก./ล. ร่วมกับ kinetin 0.5 มก./ล. ที่เติม PEG 6000 
ในทุกระดับความเข้มข้น แคลลัสอ้อยพันธุ์ขอนแก่น 3 มีปริมาณโพรลีนมากกว่าแคลลัสของอ้อยพันธุ์
สุพรรณบุรี 50  
 3. เมื่อเพาะเลี้ยงแคลลัสของอ้อยทั้งสองพันธุ์บนอาหารสูตร MS ที่เติม 2,4-D 3 มก./ล 
ร่วมกับ kinetin 0.5 มก./ล. และเติม PEG ในระดับความเข้มข้นที่แตกต่างกัน พบว่า ทุกระดับความ
เข้มข้นของ PEG ที่ให้มีผลต่อแอกติวิตีของ CAT, APX และ SOD ในแคลลัสของอ้อยทั้ง 2 พันธุ์ โดยมี
แอคติวิตีของเอนไซม์เพ่ิมมากขึ้นตามระดับความเข้มข้นของ PEG ที่มากข้ึน เมื่อเปรียบเทียบกับชุด
ควบคุม และจะเห็นได้ว่า แคลลัสของอ้อยพันธุ์ขอนแก่น 3 ที่เพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร MS ที่เติม 2,4-
D 3 มก./ล. ร่วมกับ kinetin 0.5 มก./ล. ที่เติม PEG 6000 ในทุกระดับความเข้มข้น มีแอคติวิตีของ
เอนไซม์มากกว่าแคลลัสของอ้อยพันธุ์สุพรรณบุรี 50  

4. เมื่อเพาะเลี้ยงแคลลัสของอ้อยทั้งสองพันธุ์บนอาหารสูตร MS ที่เติม 2,4-D 3 มก./ล 
ร่วมกับ kinetin 0.5 มก./ล. และเติม PEG ในระดับความเข้มข้นที่แตกต่างกัน พบว่า ทุกระดับความ
เข้มข้นของ PEG ที่ให้มีผลต่อปริมาณของโปรตีนในแคลลัสของอ้อยทั้ง 2 พันธุ์ โดยปริมาณของโปรตีน
จะเพ่ิมมากขึ้นตามระดับความเข้มข้นของ PEG ทีเ่พ่ิมขึ้น เมื่อเปรียบเทียบกับชุดควบคุม และปริมาณ
ของโปรตีนจะเพ่ิมสูงขึ้นมากกว่าแคลลัสอ้อยที่ได้รับ PEG ในระดับความเข้มข้นที่ต่ ากว่าอย่างมี
นัยส าคัญทางสถิติ และเม่ือระดับของ PEG มีความเข้มข้นเพ่ิมมากข้ึนคือที่ระดับ PEG 20% ปริมาณ
โปรตีนในแคลลัสมีค่าลดลงในอ้อยทั้ง 2 พันธุ์ เมื่อเปรียบเทียบระหว่างพันธุ์จะเห็นได้ว่า แคลลัสของ
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อ้อยพันธุ์ขอนแก่น 3 ทีเ่พาะเลี้ยงบนอาหารสูตร MS ที่เติม 2,4-D 3 มก./ล. ร่วมกับ kinetin 0.5 มก./
ล. ที่เติม PEG 6000 ในทุกระดับความเข้มข้น มีปริมาณของโปรตีนมากกว่าแคลลัสของอ้อยพันธุ์
สุพรรณบุรี 50  
 
ข้อเสนอแนะ 

1. ในการศึกษาการชักน าให้เกิดแคลลัส ควรมีการเปรียบเทียบสารควบคุมการเจริญเติบโต 
ในหลายๆ กลุ่ม เพื่อเปรียบผลของสารควบคุมการเจริญเติบโตที่มีผลต่อการชักน าให้เกิดแคลลัสในอ้อย
ทั้ง 2 พันธุ์  

2. ควรมีการศึกษาในอ้อยหลายๆ พันธุ์ ที่มีรายงานลักษณะประจ าพันธุ์ถึงการทนแล้งและ 
ลักษณะอ่ืนๆ ที่เก่ียวข้องกับความทนแล้ง 

3. ควรมีการศึกษาทางด้านกายวิภาคท่ีเกี่ยวข้องกับกระบวนการทนแล้งของพืช เช่น จ านวน 
ปากใบ ความหนานแน่นปากใบ ลักษณะของขนที่ปกคลุมใบ และ/หรือลักษณะอ่ืนๆ ที่เกี่ยวข้องกับ
ความทนแล้ง  

 
ผลผลิต 

1.  ผลงานตีพิมพ์ “คุณภาพต้นและเมล็ดข้าวอินทรีย์ บ้านหนองแสง จังหวัดนครนายก” (อยู่

ระหว่างการด าเนินการ) 

2.  ผลงานเชิงสาธารณะ  

2.1  รายงานวิจัยฉบับสมบูรณ์ จัดส่งให้แก่ ส านักงานเกษตรจังหวัดนครนายก และเกษตรกร

เจ้าของนา ที่คณะวิจัยได้เข้าไปท างานวิจัย เพ่ือเป็นแนวทางในการขยายพื้นที่และจัดท าแผนการผลิต

พืชอินทรีย์ และจัดถ่ายทอดความรู้ในชุดโครงการแก่เยาวชนผู้สนใจ และประชาชนในพื้นที่ต่อไป 

2.2  ผลิตบัณฑิต : ระดับวิทยาศาสตรบัณฑิต (ชีววิทยา) 2 คน คือ  

นางสาวกมลชนก ชนาวรรธน์สกุล และนางสาวนัทธมน เสาน้อย 
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รายงานสรุปการเงิน 

เลขที่โครงการระบบบริหารงานวิจัย  -   สัญญาเลขท่ี  23/2560 (เพ่ิมเติม)  
โครงการวิจัยประเภท งบประมาณเงินรายได้ จากเงินอุดหนุนรัฐบาล 

(งบประมาณแผ่นดิน) ประจ าปีงบประมาณ พ.ศ. 2560 
(เพ่ิมเติม) มหาวิทยาลัยบูรพา 

ชื่อโครงการ การคัดเลือกแคลลัสอ้อยทนแล้งและการชักน าให้เกิดต้นโดยใช้สาร polyethylene 
glycol ในสภาพหลอดทดลอง (In vitro selection of drought-tolerance sugarcane 
(Saccharum officinarum L.) callus and regeneration of plantlets from the selected 
callus lines using polyethylene glycol) 
ชื่อหัวหน้าโครงการวิจัยผู้รับทุน    อ.ดร. ศิรศาธิญากร จันทร์ขศิราพร 
รายงานในช่วงตั้งแต่  วันที่ 1 ตุลาคม พ.ศ. 2560 ถึงวันที่ 30 สิงหาคม พ.ศ. 2561 

รายรับ 

จ านวนเงินทีไ่ด้รับ 

งวดที่ 1 (50%)  200,000  บาท    เมื่อวันที่ 19 มิถุนายน พ.ศ. 2560 

งวดที่ 2 (40%)  160,000  บาท    เมื่อวันที่ 24 กรกฎาคม พ.ศ. 2561 

งวดที่ 3 (10%)  40,000   บาท    เมื่อ  .............................................. 

รวม  400,000 บาท 

รายจ่าย 

รายการ งบประมาณที่ตัง้ไว ้ งบประมาณที่ใชจ้ริง จ านวนเงินคงเหลือ 
1.  ค่าตอบแทน 50,400 50,400 0 
2.  ค่าใช้สอย 30,000 30,000 0 
3.  ค่าวัสดุ 279,600 279,600 0 
4.  ค่าครุภัณฑ์ - - 0 
5.  ค่าใช้จ่ายอื่นๆ 
5.1 ค่าธรรมเนียมอุดหนุนมหาวทิยาลัยและส่วนงาน 

40,000 40,000 0 

รวม   0 

 

            

(..............................................................) 

        นางสาวศิรศาธิญากร บรรหาร  

                                                                             หวัหน้าโครงการวิจัย 
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ภาคผนวก ก 
การเตรียมอาหารสตูรดัดแปลง MS 

 
1. การเตรียม Stock solution (อารยา บุตดี, 2555) 
Stock solution I: Macronutrient, 100X                          (กรัม/500 มิลลิลิตร) 

Cacl2.2H2O                                                                          22 
Stock solution II: Macronutrient, 1,000X                                        (กรัม/100 มิลลิลิตร) 

MnSO4.4H2O                                                         2.23 
ZnSo4.7H2O                                                            0.86 
H3BO3                                                                                0.62 
Na2MoO4.2H2O        0.025 
CuSo4.4H2O                                                                        0.0025 
CoCl2.6H2O                                                                         0.0025 

Stock solution III: Macronutrient, 1,000X                (กรัม/100 มิลลิลิตร) 
Kl                                                                                      0.083 

Stock solution IV: Vitamins, 1,000X                 (กรัม/100 มิลลิลิตร) 
Glycine                                                                                 0.2 
Nicotinic acid                                                                        0.05 
Pytidoxine-HCl                                                                      0.05 
Thiamin-HCl                                                                          0.01 
Myo-inositol                                                                         10.00 

Stock solution V: Iron/EDTA                       (กรัม/100 มิลลิลิตร) 
FeSo4.4H2O                                                                          0.557 
Na2EDTA.2H2O                                                                      0.745 
การเตรียม Stock V ชั่ง FeSo4 และ Na2EDTA2H2O แยกกัน แล้วจึงละลายด้วยน้ ากลั่น 

50 มิลลิลิตร ให้ความร้อนประมาณ 60 องศาเซลเซียส จนละลายดีแล้วจึงเทรวมกัน Stock solution 
ทุกขวดต้องเก็บไว้ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
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2. การเตรียมอาหารสูตร MS (อารยา บุตดี, 2555) 
2.1 ชั่งสารเคมีดังรายการต่อไปนี้ 

Potassium nitrate; KNO3                                                                       1.90 กรัม 
Ammonium nitrate; NH4NO3                                                 1.65 กรัม 
Magnesium sulfate; MgSO4 . 2H2O                                      0.37 กรัม 
Potassium phosphate; KH2PO4                                           0.17 กรัม 

ละลายสารแต่ละชนิดด้วยน้ ากลั่น ประมาณ 20 มิลลิลิตร 
2.2 เติมสารละลายที่ละลายไว้แล้ว ลงในบีกเกอร์ขนาด 2,000 มิลลิลิตร ที่เติมน้ ากลั่น 

400 มิลลิลิตร คนสารละลายให้เข้ากัน 
2.3 เติมน้ าตาลซูโครส                                                              30 กรัม 
2.4 เติมสารละลายจาก stock solution ตามปริมาตรดังต่อไปนี้ 

stock solution I              10 มิลลิลิตร 
stock solution II                                                               1 มิลลิลิตร 
stock solution III                                                              1 มิลลิลิตร 
stock solution IV                                                             .1 มิลลิลิตร 
stock solution V                                                              5 มิลลิลิตร 

2.5 เติมสารควบคุมการเจริญ (ถ้าต้องการใส่) 
2.6 ปรับปริมาตรให้เป็น 1,000 มิลลิลิตร ด้วยน้ ากลั่น 
2.7 ปรับ pH ให้ได้ 5.7±1 ด้วย 1N HCl หรือ 1N NaOH  
2.8 เติมวุ้น 7 กรัม แล้วน าไปเข้าไมโครเวฟ เพื่อให้วุ้นละลาย 
2.9 เทวุ้นใส่ขวดเพาะเลี้ยงที่เตรียมไว้ ปิดฝา แล้วน าไปนึ่งฆ่าเชื้อด้วยหม้อนึ่งความดันไอดัน 

(Autoclave) ที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 18 นาท ี
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ภาคผนวก ข 
การสร้างกราฟมาตรฐาน 

 

ตัวอย่างการสร้างกราฟมาตรฐานสารละลายโปรตีน 

ปริมาณโปรตีน      Abs. (750 นาโนเมตร) 

1. 0        0.019 

2. 20        0.089 

3. 40        0.152 

4. 60        0.253 

5. 80        0.322 

6. 100       0.450 

7. 120       0.587 

8. 140       0.657 

9. 160       0.801 

10. 180       0.834 

11. 200       1.092 

 

 

ภาพภาคผนวกท่ี ข-1 กราฟมาตรฐานสารละลายโปรตีน 

y = 0.0052x - 0.0388
R² = 0.9818
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ตัวอย่างการสร้างกราฟมาตรฐานสารละลายโปรตีน 

ปริมาณ SOD    Abs. (750 นาโนเมตร)   (V/v)-1 

1. 0     0.467     0.000 

2. 0.05    0.345     0.035 

3. 0.1     0.305     0.531 

4. 0.15    0.228     1.048 

5. 0.2     0.194     1.407 

6. 0.4     0.108     3.324 

7. 0.6     0.070     5.671 

8. 0.8     0.061     6.656 

 

ได้ค่า V = 0.467/10 และ v = 0.345 0.305 0.228 0.194 0.108 0.070 และ 0.061 ในหลอดที่ 2 

ถึงหลอดท่ี 8 ตามล าดับ ซึ่งสามรถน ามาค านวณ (V/v)-1 และน าไปใช้ในการสร้างกราฟได้ ดังนี้ 

 

ภาพภาคผนวกท่ี ข-2 กราฟเส้นตรงมาตรฐานของ SOD ปริมาณต่างๆ 

y = 9.0321x - 0.2627
R² = 0.9897
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ในแต่ละหลอดทดลองสามารถหาเปอร์เซ็นต์ inhibition ได้จากสูตร (V/v)-1*100/V และเขียนกราฟ

ความสัมพันธ์ของเปอร์เซ็นต์ inhibition ปริมาณ SOD ได้ดังนี้ 

 

 

ภาพภาคผนวกท่ี ข-3 เปอร์เซ็นต์ inhibition  ของ SOD ปริมาณต่างๆ  
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ตัวอย่างการสร้างกราฟมาตรฐานโพรลีน 

ปริมาณโพรลีน (ไมโครกรัม)     Abs. (750 นาโนเมตร) 

1. 0         0.000 

2. 3.75         0.202 

3. 7.5         0.374 

4. 15         0.889 

5. 30         1.810 

6. 60         3.420 

 

 

ภาพภาคผนวกท่ี ข-4 กราฟมาตรฐานโพรลีนในการวิเคราะห์ปริมาณโพรลีนในแคลลัสอ้อย  

 

 

y = 0.0577x - 0.0017
R² = 0.9986
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