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บทคัดย่อ  

 
  อ้อยเป็นพืชที่ไม่ทนต่อดินเค็ม การปรับปรุงพันธุ์อ้อยให้ทนเค็มโดยใช้เทคโนโลยีชีวภาพจึงช่วย
เพ่ิมโอกาสที่จะประสบความส าเร็จได้มากข้ึนและเร็วขึ้น งานวิจัยนี้จึงประยุกต์เทคนิคการเพาะเลี้ยง
เนื้อเยื่อพืชในการคัดเลือกเซลล์อ้อยให้ทนต่อความเค็ม โดยเพาะเลี้ยงใบอ่อนของอ้อยพันธุ์ขอนแก่น 3 ให้
เกิดแคลลัส จากนั้นคัดเลือกแคลลัสบนอาหารคัดเลือกสูตร MS ที่เติม NaCl ที่ความเข้มข้น 0  0.5  0.75  
1.0 และ 1.25 เปอร์เซนต์ เป็นเวลา 2 เดือน น าแคลลัสที่รอดชีวิตมาชักน าให้เกิดต้น พบว่าสามารถชักน า
ต้นอ้อยที่ได้จากแคลลัสที่เพาะเลี้ยงในอาหารที่เติมเกลือทุกความเข้มข้น จากนั้นน าต้นอ้อยมาคัดเลือกซ้ า
อีกรอบโดยการเพ่ิมความเข้มข้นของ NaCl ให้สูงขึ้น โดยเพาะเลี้ยงในอาหารคัดเลือกจนกระทั่งต้นอ้อยที่
เป็นชุดควบคุมท่ีเติม NaCl ในทุกความเข้มข้นตาย พบว่าอ้อยที่ใช้จากการคัดเลือกเซลล์สามารถ
เจริญเติบโต แตกหน่อในอาหารที่เติม NaCl สูงสุด 1.5 เปอร์เซนต์ได้ 
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Abstract 

 
 Sugarcane is sensitive to salt contaminated soil. Biotechnology was used to 
accelerate sugarcane breeding for  salt tolerance. This research applied plant tissue 
culture technique to select salt tolerance sugarcane cells from cv.KK3. Calli of the 
sugarcane were cultured on selective MS medium containing different concentrations  of 
NaCl ( 0 0.5 0.75 1 and 1.25%) for 2 months.  The results revealed  that the plants were 
able to regenerate  from calli  in all concentrations of NaCl. These plants  were 
reselected on selective medium containing higher concentration of NaCl. They were 
maintained on the selective medium until the control plants died. It  was found that 
selected sugarcane plants could grow and produce tiller on the selective medium 
containing 1.5%NaCl 
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บทน า 

1. ความส าคัญและที่มาของปัญหาที่ท าการวิจัย 

อ้อยเป็นพืชไร่เศรษฐกิจที่ส าคัญของไทยชนิดหนึ่ง เนื่องจากอ้อยเป็นวัตถุดิบของอุตสาหกรรม
อ้อยและน้ าตาล ที่มีความส าคัญต่อระบบเศรษฐกิจของประเทศไทย แต่พบว่าผลผลิตอ้อยของปี 
2559/2560 มีผลผลิตเฉลี่ยของประเทศไทยอยู่ที่ 9.40 ตันต่อไร่  ซึ่งถือว่าต่ าเพราะศักยภาพของพันธุ์อ้อย
ที่ปรับปรุงและส่งเสริมให้เกษตรกรปลูกสามารถให้ผลผลิตได้มากกว่า 15 ตันต่อไร่ ซึ่งพ้ืนที่ปลูกอ้อยส่วน
ใหญ่อยู่ในภาคตะวันออกเฉียงเหนือ ภาคกลางและภาคตะวันออก โดยเฉพาะในพ้ืนที่ภาค
ตะวันออกเฉียงเหนือและภาคตะวันออกท่ีมีค่าเฉลี่ยของผลผลิตอ้อยต่ ากว่าค่าเฉลี่ยรวมทั้งประเทศ คือ 
9.31 และ 9.1 ตามล าดับ สาเหตุหลักท่ีท าให้พ้ืนที่นี้มีผลผลิตลดลงคือเป็นพื้นที่ที่เป็นดินเค็ม ดินเค็มมี
เกลือที่ละลายได้ในปริมาณมากในดิน มีผลกระทบต่อพืช โดยเฉพาะการเจริญเติบโตและปริมาณผลผลิตที่
ลดลง การปรับปรุงให้ดินไม่เค็มนั้นมีหลายวิธี แต่วิธีที่นิยมคือการล้างเกลือและระบายเกลือออกจากดิน
โดยให้ความเค็มลดลงจนกระทั่งสามารถปลูกพืชได้ ซึ่งวิธีการนี้มีค่าใช้จ่ายสูงและใช้เวลานาน (สมศรี, 
2539) ดังนั้นการปรับปรุงพันธุ์อ้อยที่นิยมปลูกในปัจจุบันให้ทนเค็มจึงเป็นอีกแนวทางหนึ่งที่จะเพ่ิมผลผลิต
ที่ง่ายที่สุดและประหยัดที่สุดส าหรับเกษตรกร และในแง่ของนักวิจัยจะใช้งบประมาณและเวลาในการ
ปรับปรุงพันธุ์อ้อยให้ทนเค็มได้ไม่นานนัก การสร้างความแปรปรวนทางพันธุกรรม (genetic variation) 
เป็นหนทางหนึ่งที่ใช้ในการปรับปรุงพันธุ์พืช ซึ่งวิธีที่ใช้ในการสร้างความแปรปรวนทางพันธุกรรมเช่น การ
ชักน าให้ก่อการกลายพันธุ์โดยการฉายรังสี หรือการใช้เทคนิคการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อกระตุ้นให้เกิดความผัน
แปรในเนื้อเยื่อที่ได้ท าการเพาะเลี้ยง  ซึ่งวิธีการปรับปรุงพันธุ์โดยการใช้เทคนิคเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อให้เกิด
ความผันแปรทางพันธุกรรมเป็นอีกวิธีที่ได้รับความนิยม ซึ่งการใส่สารบางอย่างลงในอาหารเพาะเลี้ยงเนื่อ
เยื่อร่วมกับการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อเช่น NaCl PEG สารป้องกันก าจัดวัชพืช หรือเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อในสภาวะ
ที่ไม่หมาะสมเช่น อุณหภูมิต่ า หรือสูง ความเข้มของแสง เป็นต้น เซลล์ที่รอดชีวิตในสภาพต่างๆที่ไม่
เหมาะสมดังที่กล่าวมานั้นคาดว่าจะเป็นเซลล์ที่เกิดการผันแปรทางพันธุกรรม เมื่อน าเซลล์ที่รอดชีวิตนั้น
มาเพาะเลี้ยงจนสามารถพัฒนาเป็นต้นได้และสามารถเจริญเติบโตอยู่ในสภาวะเครียดนั้นได้ก็จะได้พืชที่
ทนทานต่อสิ่งนั้นๆ ส่งผลให้ได้ผลผลิตของพืชสูงขึ้นด้วย 
  

2. วัตถุประสงค์ของโครงการวิจัย 

    เพ่ือปรับปรุงสายพันธุ์อ้อยพันธุ์ใหม่ให้มีความทนทานต่อดินเค็มมากข้ึน และให้ผลผลิตสูง 
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3. ขอบเขตของโครงการวิจัย 
 การวิจัยในปีที่ 1 เป็นการหาเทคนิคที่จะได้ต้นอ้อยพันธุ์ขอนแก่น 3 ที่ทนเค็ม โดยคัดเลือกต้น

อ้อยที่สามารถเจริญเติบโตได้ในอาหารเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อที่เติม NaCl โดยการน าเนื้อเยื่อส่วนใบม้วนอ่อน
ของอ้อยพันธุ์ขอนแก่น 3 ที่ปลอดโรคมาท าการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อจนเกิดเป็นแคลลัส หลังจากนั้นย้าย
แคลลัสไปเพาะเลี้ยงในอาหารเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อที่เติม NaCl ที่ความเข้มข้นต่างๆ แล้วน าแคลลัสที่รอด
ชีวิตไปชักน าให้เกิดต้นและรากพร้อมทั้งน าออกปลูกในสภาพธรรมชาติ 

การวิจัยในปีที่ 1 เป็นการหาเทคนิคที่จะได้ต้นอ้อยพันธุ์ขอนแก่น 3 ที่ทนเค็ม โดยคัดเลือกต้น
อ้อยที่สามารถเจริญเติบโตได้ในอาหารเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อที่เติม NaCl โดยการน าเนื้อเยื่อส่วนใบม้วนอ่อน
ของอ้อยพันธุ์ขอนแก่น 3 ที่ปลอดโรคมาท าการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อจนเกิดเป็นแคลลัส หลังจากนั้นย้าย
แคลลัสไปเพาะเลี้ยงในอาหารเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อที่เติม NaCl ที่ความเข้มข้นต่างๆ แล้วน าแคลลัสที่รอด
ชีวิตไปชักน าให้เกิดต้นและรากพร้อมทั้งน าออกปลูกในสภาพธรรมชาติ 
          การวิจัยในปีที่ 2 น าต้นที่ได้จากการวิจัยในปีที่ 1 มาทดสอบความทนเค็มในระดับโรงเรือนโดย
การปลูกทดสอบในระบบไฮโดรโพนิคที่เติมสารละลายที่มี NaCl ที่ระดับต่างๆ ดูการรอดชีวิต รวมทั้งมี
การตรวจสอบการแสดงออกของยีนที่เกี่ยวข้องกับการทนเค็มในอ้อยโดยใช้เทคนิค real-time PCR และ
ตรวจสอบการเปลี่ยนแปลงในระดับดีเอ็นเอด้วยเทคนิค RAPD และดูลักษณะการเจริญเติบโต ลักษณะ
ทางสรีระวิทยาและมวลชีวภาพของต้นอ้อยเทียบกับอ้อยบพันธุ์เดิมที่ไม่ผ่านการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ และ
อ้อยที่ผ่านการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อแต่ไม่ได้ผ่านการคัดเลือก 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

แผนภูมิแสดงขอบเขตและความเชื่อมโยงของข้ันตอนในของการวิจัย 

 

อ้อยพันธ์ุขอนแก่น 3 ตรวจสอบความปลอดโรคด้วย
เทคนิค PCR 

เพาะเลี้ยงเนื้อเยื่ออ้อยเพื่อชักน าแคลลสั 

น าแคคลสัไปเพาะเลี้ยงในอาหารเพาะเลี้ยง 
เนื้อเยื่อท่ีเติม NaCl ในระดับต่างๆ 

น าแคลลสัที่รอดชีวิตไปชักน าให้
เกิดต้นและราก และออกปลูก

ในกระถางสภาพธรรมชาต ิ

น าต้นที่รอดชีวิตไปทดสอบปลูก
ระดับโรงเรือนด้วยระบบไฮโดร

โพนิค 

ตรวจสอบการแสดงออกของยีนที่เกี่ยวข้องกับทนเค็มด้วยเทคนิค 
real-time PCR ตรวจสอบการเปลีย่นแปลงในระดับดเีอ็นเอด้วย
เทคนิค RAPD และศึกษาลักษณะทางสรีระวิทยาและมวลชีวภาพของ
ต้นอ้อย 

 

ปีท่ี 1 

ปีท่ี 2 



3 
 

4. ทฤษฎี สมมุติฐาน (ถ้ามี) และกรอบแนวความคิดของโครงการวิจัย  
งานวิจัยนี้อยู่ภายใต้สมมติฐานที่ว่าการปรับปรุงพันธุ์พืชโดยการใช้เทคนิคเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อนั้น

เป็นเทคนิคหนึ่งของการปรับปรุงพันธุ์พืชในห้องปฏิบัติการให้พืชเป็นลักษณะตามต้องการ การใช้เทคนิค
การเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อมาประยุกต์เพ่ือปรับปรุงพันธุ์พืชให้มีลักษณะตามที่ต้องการนั้นเป็นการใช้ประโยชน์
จากคุณสมบัติของ totipotency ร่วมกับการท าให้เซลล์อยู่ภายใต้สภาพแวดล้อมที่ไม่เหมาะสม จะท าให้
เซลล์ส่วนใหญ่ตายหรือไม่สามารถเพ่ิมจ านวนขึ้นได้ มีเพียงเซลล์ที่ทนทานต่อสภาพแวดล้อมนั้น ๆ ได้
เท่านั้นที่สามารถเจริญเติบโต และเพ่ิมจ านวนประชากรมากข้ึน  และเมื่อน าต้นที่ทนเค็มนี้ไปขยายพันธุ์ก็
จะมีลักษณะพันธุกรรมที่คงที่ ดังนั้นถ้าน าพันธุ์อ้อยที่นิยมปลูกแต่ต้องการให้มีลักษณะทนเค็มอยู่ด้วยก็
สามารถใช้เทคนิคการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อร่วมกับการให้ NaCl เพ่ือสามารถคัดเลือกต้นอ้อยที่ทนเค็มได้ใน
ห้องปฏิบัติการและน ามาทดสอบในระดับโรงเรือนแล้วเมื่อน าออกปลูกในระดับแปลงที่เป็นดินเค็มก็
สามารถที่จะเจริญเติบโตให้ผลิตผลิตที่สูงกว่าต้นอ้อยที่ไม่ทนเค็ม 

5. การทบทวนวรรณกรรม/สารสนเทศ (information) ที่เกี่ยวข้อง 
อ้อยเป็นพืชเศรษฐกิจที่ส าคัญของประเทศไทย เนื่องจากเป็นวัตถุดิบในการผลิตเป็นน้ าตาล ซึ่ง

ประเทศไทยสามารถส่งออกน้ าตาลได้มากเป็นอันดับ 2 ของโลก รวมทั้งสามารถน ามาผลิตเป็นเอทา
นอลได้อีกด้วย โดยพื้นที่ปลูกอ้อยในปี 2259/60 มีถึง 10.9 ล้านไร่ โดยพันธุ์อ้อยที่เกษตรกรนิยมปลูก
อย่างแพร่หลายเป็นอันดับหนึ่งของประเทศ คือพันธุ์อ้อยของกรมวิชาการเกษตร คือ อ้อยพันธุ์ขอนแก่น
3 ซึ่งพ้ืนที่ปลูกได้ขยายตัวครอบคลุมพ้ืนที่ 60-70% ของพ้ืนที่ปลูกอ้อยทั้งหมด เนื่องจากมีศักยภาพทั้ง
ด้านการให้ผลผลิตสูง ท าให้เป็นที่ยอมรับและเกษตรกรมีความพึงพอใจมาก ส่งผลให้พื้นที่ปลูกมี
แนวโน้มขยายตัวเพิ่มขึ้น ทั้งยังมีความหวานสูงโดยอ้อยปลูกมีความหวาน 14.3 ซีซีเอส อ้อยตอมีความ
หวาน 15.9 ซีซีเอส ขึ้นอยู่กับระบบการจัดการดูแล นอกจากนั้น ยังออกดอกช้าท าให้น้ าหนักและความ
หวานไม่ลดลงช่วงปลายฤดูหีบ และยังมีกาบใบหลวมช่วยให้เก็บเก่ียวง่าย ขณะเดียวกันยังมีความ
ต้านทานโรคแส้ด า และทนแล้งด้วย หากได้รับผลกระทบจากปัญหาภัยแล้งจะฟ้ืนตัวได้เร็ว แต่ไม่
สามารถทนเค็มได้ (วีระพล และคณะ, 2550) 

ในอนาคตจะมีพ้ืนที่ปลูกอ้อยเพ่ิมข้ึนเรื่อยๆ เนื่องจากรัฐบาลผลักดันนโยบายบริหารพื้นที่
เกษตรกรรมของพืช (Zoning) โดยเปลี่ยนพื้นที่ปลูกข้าวที่อยู่ในพื้นที่ไม่เหมาะสมไปสู่การปลูกพืชชนิด
ต่างๆรวมทั้งอ้อย ทั้งนี้ อ้อยเป็นพืชเศรษฐกิจที่เหมาะต่อการส่งเสริมให้ชาวนาหันมาปรับเปลี่ยนไร่นาเป็น
ไร่อ้อย เนื่องจากอ้อยสามารถน าไปใช้ประโยชน์ได้ทุกส่วนเพ่ือสร้างมูลค่าเพ่ิมให้แก่อุตสาหกรรมที่ต่อเนื่อง
ได ้นอกจากจะผลิตเป็นน้ าตาลทรายแล้ว ยังน าผลพลอยได้จากการผลิตไปเป็นวัตถุดิบผลิตเอทานอล เพ่ือ
ใช้เป็นพลังงานทดแทนและยังสามารถน ากากอ้อยไปเป็นเชื้อเพลิงผลิตกระแสไฟฟ้าหรือน าไปผลิตเป็นเยื่อ
กระดาษ ท าอาหารสัตว์ โดยพ้ืนที่ปลูกอ้อยทั้งประเทศในปีการผลิต 2559/2560 มีประมาณ 10.9 ล้านไร ่
ซึ่งลดลงจากปี 2558/2559 ลง 0.22% เนื่องจากเกิดผลกระทบจากภัยแล้ง ภาคตะวันออกเฉียงเหนือมี
พ้ืนที่ปลูกอ้อยมากที่สุดคือ 4,750,671 ไร่ ได้ผลผลิตเฉลี่ย 9.6 ตันต่อไร่ พ้ืนที่ปลูกรองลงมาคือภาคกลาง 
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3,061,101 ไร่ ภาคเหนือ  2,571,431  ไร่ และภาคตะวันออก 605,286ไร่ โดยในภาตตะวันออกมี
ผลผลิตต่อไร่ต่ าสุดคือ 9.10 ไร่ ส าหรับใน จ.สระแก้วมีพ้ืนที่ปลูกอ้อย 406,649 ไร่ หรือคิดเป็น 67% ของ
พ้ืนที่ปลูกในภาคตะวันออก สระแก้วจึงนับเป็นจังหวัดที่มีพ้ืนที่ปลูกอ้อยมากที่สุดในภาคตะวันออกและ
อันดับต้นๆของประเทศไทย แต่พบว่าผลผลิตต่อไร่อยู่ในระดับต่ ากว่าค่าเฉลี่ยของผลผลิตทั้งประเทศ 
(ส านักงานคณะกรรมการอ้อยและน้ าตาลทราย, 2560) สาเหตุที่ส าคัญสองประการที่ท าให้ผลผลิตอ้อยใน
ภาคตะวันออกและภาคตะวันออกเฉียงเหนืออยู่ในเกณฑ์ต่ า คือ การขาดแคลนน้ าชลประทาน และพ้ืนที่
ปลูกเป็นดินเค็ม โดยพ้ืนที่ดินเค็มในภาคตะวันออกเฉียงเหนือครอบคลุมพ้ืนที่ประมาณ 18 ล้านไร่ จัดเป็น
พ้ืนที่ดินเค็มน้อยถึงปานกลางประมาณ 16.3 ล้านไร่ และเค็มจัดไม่สามารถปลูกพืชได้อีกประมาณ 1.5 
ล้านไร่ และยังมีพ้ืนที่ที่มีศักยภาพแพร่กระจายดินเค็มอีกถึง 19.4 ล้านไร่ ซึ่งพ้ืนที่ดินเค็มเหล่านี้ส่งผล
กระทบต่อผลผลิตอ้อยเป็นอย่างมาก โดยเฉพาะอย่างยิ่งเมื่อเกิดภาวะแห้งแล้งจะยิ่งท าให้ผลกระทบจาก
ดินเค็มเพ่ิมมากข้ึนด้วย 
 ปัญหาดินเค็มมีผลกระทบโดยตรงตอการเกษตรท าให้การเจริญเติบโต ผลผลิต และคุณภาพ
ของพืชลดลง ดินเค็ม (saline soil) เป็นดินที่มีเกลือที่ละลายน้ าได้ อยู่ในสารละลายดินมากจนมีผลต่อ
การเจริญเติบโตของพืช โดยวดัค่าการน าไฟฟ้าของสารละลายดิน (ECe) ที่สกัดจากดินท่ีอ่ิมตัวด้วยน้ าสูง
กว่า 2 เดซีซีเมนต่อเมตร (dS/m) ที่อุณหภูมิ 25oC เปอร์เซ็นต์ของโซเดียมที่แลกเปลี่ยนได้ 
(Exchangeable Sodium percentage; ESP) น้อยกว่า 15 และ pH มักจะน้อยกว่า 8.5 หรืออยู่ใน
สภาพเป็นกลาง เกลือที่พบมักเป็นเกลือคลอไรด์และซัลเฟตของโซเดียม แคลเซียม และแมกนีเซียม 
เนื่องจากผลของสารละลายเกลือในดินที่มีความเข้มข้นสูง จึงท าให้โครงสร้างของดินอยู่ในสภาพดี ท าให้
ไม่มีผลต่อคุณสมบัติทางกายภาพต่างๆ ของดิน พืชแต่ละชนิดมีความสามารถในการทนเค็มต่างกัน โดย
มีปัจจัยหลายอย่างที่เกี่ยวข้องกับการทนเค็มของพืชเช่น พันธุกรรมของพืช ชนิดของเกลือ 
สภาพแวดล้อม สภาพของดิน และช่วงระยะการเจริญเติบโตและพัฒนาของพืช พืชส่วนใหญ่มีผลผลิต
ลดลงเมื่อสารละลายดินมีค่าการน าไฟฟ้า (ECe) มากกว่า 2 dS/m พืชบางชนิดทนเค็มได้ถึง 4-8 dS/m 
แต่เมื่อระดับความเค็มสูงถึง 15 dS/m พืชเกือบทุกชนิดแสดงอาการที่ได้รับผลกระทบอย่างรุนแรง เมื่อ
พืชไม่ทนเค็มหรือทนเค็มน้อยได้รับผลกระทบจากความเค็มจะแสดงอาการคล้ายกับการที่พืชขาดน ้า 
เช่น ชะงักการเจริญเติบโต ใบห่อลงเพ่ือลดการคายน ้าทางปากใบ พืชบางชนิดอาจมีสีเขียวเข้มแกมน ้า
เงิน (bluish green) มากกว่าพืชที่ข้ึนในดินปกติที่ปลูกในสภาพคล้ายคลึงกัน สีของใบพืชเปลี่ยนไปโดย
จะเข้มกว่าปกติเนื่องจากใบมีคลอโรฟิลล์มาก และมีสารเคลือบใบ (cuticle) หนาเพื่อลดการสูญเสียน ้า 
ขณะที่ในบางพืชอาจพบอาการปลายใบไหม้ (tip burn) เกิดจุดประ (mottles) บนใบ ใบม้วนและ
ใบเหลืองเนื่องจากขาดคลอโรฟิลล์ ใบเปลี่ยนเป็นสีน ้าตาล ปลายใบและขอบใบแห้งกรอบ (กรมพัฒนา
ที่ดิน, ม.ป.ป. ) 
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ตารางที่ 1.1 การจ าแนกระดับความเค็มที่มีผลกระทบตอพืช (FAO, 1976)  
คาการน าไฟฟา (dS/m) ระดับความเค็ม อาการของพืช 
นอยกวา 2 ไมเค็ม ไมมีผลกระทบตอพืช 
2 – 4 เค็มนอย มีผลกระทบตอการ

เจริญเติบโตของพืชไมทน
เค็ม 

4 – 8 เค็มปานกลาง มีผลกระทบตอการ
เจริญเติบโตของพืชหลาย
ชนิด 

8-15 เค็มมาก เฉพาะพืชทนเค็มเทานั้นจึง
เจริญเติบโตใหผลผลิตได้ 

มากกวา 15 เค็มจัด เฉพาะพืชทนเค็มจัดจึง
เจริญเติบโตใหผลผลิตได 

เมื่อพืชได้รับสภาพเครียดจากความเค็ม พืชจะมีการปรับตัวเพ่ือให้สามารถอยู่รอดได้ใน
สภาวะเครียดดังกล่าว ซึ่งกลไกท่ีท าให้พืชปรับตัวและอยู่รอดได้ในสภาพเค็มในพืชมีหลายรูปแบบ เช่น  

1) ความสามารถในการปรับตัวของเซลล์ซึ่งเกี่ยวข้องกับการเกิด ion homeostasis และ 
การปรับลดค่าแรงดันออสโมติก โดยการสร้างสาร osmolytes เมื่อเผชิญกับความเครียดจากสภาวะเค็ม 
(Cavalieri, 1983)  นอกจากนี้พืชยังมีกลไกการจัดเก็บโซเดียมเข้าสู่แวคคิวโอล ต้องอาศัยการท างานของ
ตัวสูบโปรตรอน ได้แก่ vacuole (V-ATPAase), plasma membrane (P-ATPAase), vacuolar 
pyrophosphatase membrane (V-PPase) และ ขบวนการ secondary transport ได้แก่ Na+/K 
antiporter  และ Ca2+/H+antipoter (CAX)   

2) ความสามารถในการควบคุม ซ่อมแซม หรือบรรเทาความเสียหายที่เกิดจากความเครียด
จากสภาวะเค็ม ซึ่งมักพบในพืชที่มีถิ่นก าเนิดในสภาพที่เป็นดินเค็มหรือบึงน้ าเค็ม เช่น กลไกการขับเกลือ
ส่วนเกินมาไว้ที่ผิวของใบโดยผ่านกระบวนการ ion exclusion  หรือการกระจายเกลือไปเก็บไว้ตามส่วน
ต่าง ๆ ของพืช หรือการอวบน ้า (succulent) พืชบางชนิดมี salt regulator ท าให้พืชดูดน ้าพองออก 
(swell) เมื่อเกลือเข้าไปในพืช ท า ให้ความเข้มข้นของเกลือในเซลล์ไม่เพ่ิมขึ้น หรือใบพืชมีสารเคลือบผิว 
(wax) เพ่ือลดการสูญเสียน ้า (Bradley and Morris, 1991)  

3) กลไกการหลีกเลี่ยงเกลือ เพ่ือให้เกลือเข้าไปในต้นได้น้อยที่สุด เพ่ือให้พืชสามารถ
เจริญเติบโตในพ้ืนที่ดินเค็มได้ เช่น การยืดเวลางอกหรือเวลาแก่ หยุดกิจกรรมเพ่ือการเจริญเติบโตจนกว่า
สภาพแวดล้อมจะเหมาะสม (กรมพัฒนาที่ดิน, ม.ป.ป.) 
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กลไกที่แตกต่างกันเหล่านี้ชี้ให้เห็นว่าพืชมีวิวัฒนาการหลากหลายรูปแบบเพื่อให้สามารถอยู่
รอดได้ภายใต้สภาวะที่มีเกลือสูง และสะท้อนให้เห็นว่ามียีนที่ควบคุมกลไกการท างานเหล่านี้ด้วยเช่นกัน  

 
          การเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่ออ้อย 
 

การเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่ออ้อย เริ่มต้นที่ฮาวายในปี ค.ศ. 1961 (Nickell, 1964) โดยการเพาะเลี้ยง
เนื้อเยื่อพาเรนไคมาจากล าต้นอ้อยพันธุ์ H50-7209 เพ่ือให้เกิดแคลลัส เมื่อน าแคลลัสที่ได้ไปเพาะเลี้ยง
ในอาหารเหลวเพ่ือให้เกิดเป็นเซลล์แขวนลอยแล้วแยกเซลล์แขวนลอยเดี่ยว ๆ มาเพาะเลี้ยงให้เจริญเป็น
แคลลัส ปรากฏว่าแคลลัสเหล่านี้มีความแตกต่างกันทั้งการเจริญเติบโตและจ านวนโครโมโซม (Heinz 
and Mee, 1969) ในเวลาต่อมาจึงทราบว่าเซลล์ของอ้อยดังกล่าวประกอบด้วยเซลล์ที่มีความแปรปรวน
ในจ านวนโครโมโซม และพบว่าอ้อยพันธุ์ H50-7209 แต่ละต้นประกอบด้วยเซลล์ที่มีจ านวนโคโมโซมไม่
เท่ากัน เรียกว่า chromosome mosaic ซึ่งการค้นพบดังกล่าวเป็นจุดเริ่มต้นของความพยายามที่จะน า
เทคนิคการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพืชไปใช้ในการสร้างสายพันธุ์ (subclones) เพ่ือปรับปรุงลักษณะของอ้อย 
(Nickell, 1977)  
 
 Heinz and Mee (1969) รายงานว่า สามารถชักน าเนื้อเยื่ออ้อยให้เกิดแคลลัสได้ภายใน 2-4 
สัปดาห์เมื่อเพาะเลี้ยงในอาหารสูตร Modified Murashinge and Skoog (MS) ที่เติมน้ ามะพร้าว 10 
เปอร์เซนต์ และฮอร์โมน 2,4-D (2,4-dichorophenoxy acetic acid) เข้มข้น 3 มิลลิกรัมต่อลิตร แต่
จะไม่มีการพัฒนาเป็นยอดหรือราก ส่วนการกระตุ้นให้แคลลัสเจริญไปเป็นต้นและรากท่ีสมบูรณ์ ท าได้
โดยการย้ายแคลลัสไปเพาะเลี้ยงในอาหารที่ไม่มี 2,4-D (ไพบูลย์และคณะ, 2524; Kharinarin et al., 
1996; Cuellar, 1997) โดยกระบวนการชักน าเนื้อเยื่อให้เกิดแคลลัสและพัฒนาเป็นต้นจะมีโอกาสท าให้
ต้นอ้อยเกิดความผันแปรทางพันธุกรรมได้ (Larkin and Scowcroft, 1983) 
 
             กรึกและคณะ (2534) ทดลองเพาะเลี้ยงปลายยอดอ้อยในอาหารเหลวสูตร MS ที่เติม BA 
และ NAA ในสัดส่วนต่าง ๆ วางหลอดทดลองในเครื่องเขย่าชนิด gyratory shaker ที่หมุนด้วยอัตราเร็ว 
2 รอบต่อนาทีและได้รับแสงตลอดเวลา พบว่า อาหารเหลวที่เติม BA ความเข้มข้ม 0.2 มิลลิกรัมตอ่ลิตร 
ร่วมกับ NAA ความเข้มข้น 0.02 มิลลิกรัมต่อลิตร สามารถชักน าปลายยอดอ้อยให้เจริญแตกตาข้างและ
เริ่มแตกหน่อเล็ก ๆ 4-5 ยอดต่อชิ้นปลายยอด เมื่อหน่ออ้อยอายุ 50 วัน จะถูกตัดแยกไปเพาะเลี้ยงใน
อาหารเหลวสูตรเดิมเพ่ือเพ่ิมปริมาณ จากนั้นย้ายลงอาหารแข็งสูตร MS ที่เติมน้ ามะพร้าว 15 
เปอร์เซนต์ โดยปริมาตร และ 2,4-D ความเข้มข้น 1 มิลลิกรัมต่อลิตร เพ่ือให้ต้นอ้อยแข็งแรง จากนั้นชัก
น าให้เกิดรากเป็นต้นที่สมบูรณ์ภายในเวลา 4 สัปดาห์บนอาหารแข็งสูตร MS ที่เติม IBA ความเข้มข้น 1 
มิลลิกรัมต่อลิตร 
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 Gill et al. (2006) เพาะเลี้ยงส่วนใบอ่อนของอ้อยบนอาหาร MS ที่เติมฮอร์โมน NAA, Kinetin 
และ BA ที่ความเข้มข้นต่าง ๆ พบว่า อ้อยทั้ง 3 พันธุ์ สามารถพัฒนาเป็นยอดโดยไม่ผ่านแคลลัสบน
อาหารที่เติม NAA และอ้อยพันธุ์ CoJ83 เกิดยอดมากที่สุด 83.12 % บนอาหารที่เติม NAA ความเข้มข้น 
5.0 มิลลิกรัมต่อลิตร ร่วมกับ Kinetin ความเข้มข้น 0.5 มิลลิกรัมต่อลิตร ส่วนอาหารที่มีแต่ Kinetin 
อย่างเดียว ไม่ชักน าให้เกิดยอด ยอดท่ีได้จะพัฒนาเป็นต้นที่สมบูรณ์ภายใน 6 สัปดาห์ บนอาหารสูตรเดิม 
ต้นอ้อยที่ได้จะถูกเพาะเลี้ยงจนแข็งแรงและย้ายปลูกลงดิน โดยอ้อยมีการเจริญเติบโตรวดเร็วและมีการ
แตกหน่อที่ดี 

 
 Tiel et al. (2006) ตัดส่วนล าต้นของอ้อยในสภาพเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อออกเป็น 5 ชิ้น ยาวชิ้นละ
ประมาณ 2-3 มิลลิเมตร ชักน าให้เกิดแคลลัสบนอาหารที่เติม 2,4-D ความเข้มข้นต่าง ๆ พบว่า การเติม 
2,4-D ความเข้มข้น 4.5 µM นาน 1 สัปดาห์ ชักน าให้เกิดแคลลัสได้ 61.9 % ซึ่งมากกว่าความเข้มข้น
อ่ืน ๆ และการเติมผงถ่านจะช่วยลดสารประกอบ phenolic และลดการสะสมของออกซิน ชิ้นส่วนใน
ต าแหน่งที่ 1 และ 2 จากโคนต้น เมื่อชักน าให้เกิดแคลลัสแล้วจะพัฒนาให้ยอดจ านวนมากโดยเฉพาะใน
ต าแหน่งที่ 1 ยอดท่ีเกิดข้ึนสามารถพัฒนารากและใบได้อย่างปกติ เมื่อน าอ้อยที่ได้จากการเพาะเลี้ยง
เนื้อเยื่อไปปลูก พบว่า มีลักษณะทางสัณฐานวิทยาที่ปกติ 
 
 Basnayake et al. (2011) ท าการทดลองเพ่ือหาสภาวะที่เหมาะสมส าหรับชักน าแคลลัส การ
เพ่ิมปริมาณและการชักน าให้เกิดต้นที่สมบูรณ์ในอ้อย 16 พันธุ์ พบว่า มี 15 พันธุ์ ที่สามารถชักน าให้เกิด
แคลลัสและชักน าแคลลัสให้เกิดต้นได้ และปัจจัยที่มีผลต่อการชักน าแคลลัส ได้แก่ สภาวะแวดล้อมของ
การปลูก (ในสภาวะขาดน้ าเมื่อน าอ้อยมาชักน าแคลลัสจะได้ปริมาณแคลลัสเพียง 1.5 กรัมต่อชิ้น แต่ถ้า
ในสภาวะที่มีน้ าสมบูรณ์จะได้แคลลัสมากกว่า 35 กรัมต่อชิ้น) ควรเปลี่ยนอาหารให้เร็วขึ้นเพ่ือลดการ
เกิดและสะสมสารฟีนอลลิค (phenolic) ระดับความเข้มแสงระหว่างการชักน าให้เกิดต้น ความเข้มข้น
ของ 2,4-D ส าหรับสูตรอาหารชักน าให้อ้อยแตกกอ ได้แก่ MS ที่เติม BA ความเข้มข้น 0.1 มิลลิกรัมต่อ
ลิตร ร่วมกับ kinetin ความเข้มข้น 0.0225 มิลลิกรัมต่อลิตร 
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การเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อเพื่อคัดเลือกพืชทนเค็ม 

การปรับปรุงพันธุ์ให้พืชมีความทนเค็มสามารถท าได้ทั้งในแปลงทดลองและห้องปฏิบัติการแต่การ
ปรับปรุงพันธุ์พืชในระดับแปลงไม่สามรถควบคุมความสม่ าเสมอของความเค็มและสภาพแวดล้อมได้  การ
ปรับปรุงพันธุ์พืชโดยการใช้เทคนิคเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อเป็นอีกเทคนิคหนึ่งของการปรับปรุงพันธุ์ใน
ห้องปฏิบัติการให้พืชเป็นลักษณะตามต้องการ การใช้เทคนิคการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อมาประยุกต์ เพ่ือ
ปรับปรุงพันธุ์พืชให้มีลักษณะตามท่ีต้องการนั้น เป็นการใช้ประโยชน์จากคุณสมบัติของ totipotency 
ร่วมกับการท าให้เซลล์อยู่ภายใต้สภาพแวดล้อมที่ไม่เหมาะสม จะท าให้เซลล์ส่วนใหญ่ตายหรือไม่สามารถ
เพ่ิมจ านวนขึ้นได้ มีเพียงเซลล์ที่ทนทานต่อสภาพแวดล้อมนั้น ๆ ได้เท่านั้นที่สามารถเจริญเติบโต และเพ่ิม
จ านวนประชากรมากข้ึน และถ้ามีการน าเทคนิคการก่อกลายพันธุ์เข้าร่วมกับการเพาะเลี้ยงเซลล์และการ
คัดเลือกเซลล์แล้ว จะเป็นการเพิ่มโอกาสที่จะคัดเลือกเซลล์ที่ต้องการได้มากขึ้น โดยประมาณกันว่าเซลล์
แขวนลอยของข้าวหรือยาสูบปริมาตร 100 มิลลิลิตรจะมีเซลล์ประมาณ 107-108 เซลล์ทีเดียว และถ้า
อัตราการกลายพันธุ์อยู่ในช่วง 10-6-10-7 ต่อเซลล์ ฉะนั้นจึงมีความเป็นไปได้ที่จะชักน าให้เซลล์เกิดการ
กลายพันธุ์ในลักษณะที่ต้องการโดยการใช้เซลล์แขวนลอยเพียง 100  มิลลิลิตร เทียบกับการท าให้เกิดการ
กลายพันธุ์กับเมล็ดซึ่งต้องใช้เมล็ด 107 เมล็ด และต้องปลูกในแปลง จึงเป็นการประหยัดทั้งแรงงานและ
เวลาลงอย่างมาก ยิ่งกว่านั้นการใช้เทคนิคเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อยังสามารถท าได้ตลอดทั้งปี ไม่ข้ึนกับฤดูกาล 
(Dodds and  Roberts. 1982 ; Gamborg, O.L. and G.C. Phillips. 1995) 

ธิดาพร และคณะ (2558) การพัฒนาวิธีการคัดพันธุ์อ้อยทนต่อสภาวะขังน้ าและสภาวะดินเค็ม
อย่างรวดเร็วในหลอดทดลองโดยใช้ต้นกล้าอ้อยพันธุ์ทนเค็ม K88-92 ต้นกล้าถูกเพาะเลี้ยงในอาหารสูตร 
MS ปกติไม่มีการขังน้ า และมีการเติมน้ าเกลือโซเดียมคลอไรด์ ความเข้มข้น 0, 50, 100 และ 150 มิลลิ
โมลาร์เป็นเวลา 6 สัปดาห์ ผลการทดลองพบว่าปริมาณโซเดียมไอออนในส่วนต้นและใบเพ่ิมข้ึนตามความ
เค็มของเกลือในสารละลายน้ าขังในขณะที่ปริมาณของโปแตสเซียมไอออนมีปริมาณลดต่ าลงคลอโรฟิลล์
รวมในต้นอ้อยที่ได้รับน้ าเกลือมีค่าลดลง ส่งผลกระทบต่อการลดลงของอัตราการสังเคราะห์แสง 
           Di Cori et al., (2013) ได้เพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อต้นเมอร์เทิล (Myrtus communis) ในอาหาร
เพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อที่เติมเกลือ 0, 125 และ 250 mM เป็นเวลา 30 วัน พบว่าการเจริญเติบโตของต้น 
ราก และปริมาณคลอโรฟิลล์ลดลงอย่างมีนัยส าคัญเม่ือเทียบกับต้นที่ไม่ได้รับเกลือ  

Shankhdhar et al., 2000 ศึกษาการเจริญของแคลลัสของข้าวจ านวน 6 สายพันธุ์ที่
เพาะเลี้ยงในสภาพเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อและเติม NaCl ที่ความเข้มข้น 0 0.5 1 1.5 และ 2% เป็นเวลา 4 
สัปดาห์ พบว่ายิ่งเพ่ิมความเข้มข้นของ NaClมากอัตราการรอกชีวิตของแคลลัสก็จะลดลง และมีอัตรา
การเกิดต้นลดลงเมื่อเทียบกับแคลลัสที่ไม่ได้เพาะเลี้ยงใน NaCl  

Troncoso et al., 2008 คัดเลือกโอลีฟทนเค็มโดยการน าเอ็มบริโอของโอลีฟมาเพาะเลี้ยงใน
อาหารสูตร 1/3 MS ที่เติม NaCl ความเข้มข้น 0 68.4  102.6 และ 136.9 mM พบว่าเอ็มบริโอที่ไม่ได้
รับ NaCl มีการเติบโตเป็นต้นปกติได้ ส่วนเอ็มบริโอที่เพาะเลี้ยงในอาหารที่เติม NaCl มีอัตราการเจริญ
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เป็นต้นต่ าแต่ในระดับความเข้มข้นเดียวกันพบว่าการเจริญเติบโตต่างกันเป็นเพราะความแปรปรวนทาง
พันธุกรรมของเอ็มบริโอ หลังจากนั้นน าส่วนต่างๆของต้นโอลีฟที่รอดจากการเพาะเลี้ยงในอาหารที่เติม 
NaCl มาเพาะเลี้ยงในอาหารที่ปราศจาก NaCl เพ่ือเพ่ิมปริมาณต้น แล้วน าไปทดสอบในอาหารที่เติม 
NaCl ความเข้มข้น 0, 34.2, 68.4, 102.6, 136.9, 171.1 และ 205.3 mM และน าต้นที่รอดชีวิตจาก
อาหารที่เติมเกลือ 205.3 mM ไปทดสอบในสภาพโรงเรือนต่อไป 

Asad et al., n.d. ได้ปรับปรุงพันธุ์อ้อยและมันฝรั่งทนเค็มในประเทศปากีสถานด้วยเทคนิค
เพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อร่วมกับการฉายรังสีแกมม่า โดยน าแคลลัสอ้อยไปฉายรังสีที่ 20 40 และ 60 เกย์ แล้ว
เพาะเลี้ยงบนอาหารชักน าแคลลัสเป็นเวลา 30 วันแล้วยา้ยแคลลัสลงอาหารที่มี NaCl ที่ระดับความ
เข้มข้น 0 50 100 และ 200 mM เพ่ือชักน าต้นพบว่าทุกความเข้มข้น (50 100 และ 200 mM ) ถูก
ยับยั้งการชักน าต้น โดยความเข้มข้น 200 mM ถูกยับยั้งการเจริญของต้นมากท่ีสุด และเมื่อตรวจสอบ
ความแตกต่างทางพันธุกรรมของต้นปกติกับต้นที่ชักน าได้จากอาหารที่เติม NaCl ด้วยเทคนิค RAPD 
พบว่าเกิด polymorphism ในส่วนของมันฝรั่งได้น าส่วนของต้นขนาดเล็กไปฉายรังสีที่ 20 เกย์ 
หลังจากนั้นน ามาชักน าต้นจากตาข้างในอาหารที่เติม  NaCl ที่ระดับความเข้มข้น 50 100 150 และ 
200 mM พบว่ามีการเกิดยอดใหม่ช้าและท่ีความเข้มข้น 200 Mm ยอดตายและปริมาณลดลง 

 Shomeili et al. (2011)  เพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ embryogenic calluses ของอ้อยพันธุ์ CP48-
103 ในอาหารคัดเลือกท่ีเติม NaCl ที่ระดับ 0 0.2, 0.4, 0.6, และ 0.8% หลังจากนั้นคัดเลือกต้นอ้อยที่
สามารถงอกจากแคลลัสมา 4 ต้นมาเพาะเลี้ยงในระบบไฮโดรโพนิค ที่ความเข้มข้นของเกลือ 0 0.2, 0.4, 
0.6, และ 0.8% พบว่ามีการเปลี่ยนแปลงการเจริญของรากมากกว่าการเจริญของต้น ปริมาณ
คลอโรฟิลล์มีแนวโน้มลดลง การวิเคราะห์ด้านชีวเคมีพบว่าปริมาณ Cl− และ Na+ ในต้นและรากมี
ปริมาณเพ่ิมข้ึน 

   Munir (2014) น าแคลลัสอ้อย 2 สายพันธุ์คือ SPF 234 และ HSF 240 ไปเพาะเลี้ยงบน
อาหารสูตร MS เติม NaCl เข้มข้น 0-160 mM เป็นเวลา 120 วัน  พบว่าแคลลัสที่อยู่ในอาหารที่เติม 
NaCl เปลี่ยนเป็นสีน้ าตาล โดยจ านวนแคลลัสจะเป็นสีน้ าตาลมากขึ้นเมื่อเพ่ิมความเข้มข้นของเกลือ 

หลังจากนั้นย้ายแคลลัสลงสูตรอาหารชักน าต้น (MS + 8.87 μM BAP + 0.5 μM TDZ) แล้วดู
เปอร์เซ็นต์ที่งอกเปรียบเทียบกับแคลลัสที่เพาะเลี้ยงในอาหารสูตรปกติ พบว่าแคลลัสของพันธุ์ SPF 234 
และ HSF 240 ที่เพาะเลี้ยงใน NaCl ความเข้มข้น 100 mM  สามารถชักน าให้เกิดต้นได้ 82% และ 75% 
ตามล าดับ ส่วนแคลลัสที่ เพาะเลี้ยงใน NaCl ความเข้มข้น 120 mM  ทั้ง 2 พันธุ์สามารถชักน าให้เกิดต้น
เหลือเพียงแค่ 10% และเมื่อตรวจสอบปริมาณเอนไซม์ peroxidase,catalase and superoxide 
dismutase ของแคลลัสพบว่ามีค่าสูงกว่าแคลลัสที่ไม่ได้รับเกลือ  
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วิธีการด าเนินการวิจัย 

อุปกรณ์ 

 1. อ้อยพันธุ์ขอนแก่น 3 (KK3) 

 2. อุปกรณ์ส าหรับการท าเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ 
 2.1  เครื่องแก้วต่าง ๆ เช่น ขวดแก้วขนาด 4 ออนซ์  บีกเกอร์ กระบอกตวง 
 2.2  หม้อนึ่งความดันไอ (autoclave) 
 2.3  ตู้อบ (hot air oven) 
 2.4  เครื่องวัดความเป็นกรดด่าง (pH - meter) 
 2.5  เครื่องชั่งสาร (balance) 
 2.6  เตาไมโครเวฟ (microwave) 
  2.7  ตู้ larminar flow  
 2.8  เครื่องปั่นเหวี่ยง (centrifuge)  และเครื่องกวนตะกอน (vortex®) 
 2.9  ชั้นวางขวดเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ 
 2.10  เครื่องปรับอากาศ (air conditioner) 
    2.11  เครื่องเขย่า (shaker) 
    2.12  เครื่องหมุนเหวี่ยงความเร็วสูงควบคุมอุณหภูมิได้ (refrigerated centrifuge) 
 2.13  เครื่อง Thermal Cycler ส าหรับท าปฏิกิริยา polymerase chain reaction (PCR)
  
 2.14  ชุดเครื่องมือ gel documentation system พร้อมอุปกรณ์ถ่ายภาพเจล 
 2.15  ชุดเครื่องมืออะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟรีซิส  
 2.16  เครื่อง NanoDrop รุ่น 8000 
3. สารเคมีสารเคมีที่ใช้ในการสกัดดีเอ็นเอ 
4. สารเคมีสารเคมีที่ใช้ในการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพืช 
5. สารเคมีตามสูตร Hoagland ส าหรับการปลูกอ้อยในสารละลายแบบ hydroponic  
6. โซเดียมคลอไรด์ (NaCl) 
7. ไพรเมอร์ส าหรับยีน SecA 
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วิธีการ 
1. การชักน าต้นอ้อยทนเค็ม 
1.1  การเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่ออ้อย 

น าปลายยอดอ้อยพันธุ์ขอนแก่น 3 มาตรวจเชื้อไฟโตพลาสมาสาเหตุโรคใบขาวอ้อยโดยวิธ ี
PCR โดยใช้ไพรเมอร์ที่จ าเพาะยีน secA ที่มีความจ าเพาะเจาะจงกับเชื้อไฟโตพลาสมาโรคใบขาวอ้อย
เท่านั้นเ น าปลายยอดปลอดโรคที่มีอายุ 6-7 เดือน มาฟอกฆ่าเชื้อท่ีผิวด้วยสารละลายไฮเตอร์ 20 % และ 
10% เติม Tween 20 1-2 หยด เขย่านาน 10 และ 5 นาที ตามล าดับ ล้างด้วยน้ าที่นึ่งฆ่าเชื้อแล้ว 3 ครั้ง 
ลอกกาบใบออกจนเหลือใบม้วนชั้นในสุด ตัดเป็นชิ้นยาวประมาณ 0.5 เซนติเมตร เพาะเลี้ยงบนอาหาร
แข็งสูตร MS ที่เติม 2,4-D 3 มิลลิกรัมต่อลิตร ซูโครส 20 กรัมต่อลิตร และน้ ามะพร้าว 10 % โดย
ปริมาตร pH 5.7 (สูตรชักน าแคลลัส) เพาะเลี้ยงในที่มืด อุณหภูมิ 25±2 องศาเซลเซียส นาน 2 เดือน 
โดยเปลี่ยนอาหารทุก 15 วัน เพ่ือชักน าให้เกิดแคลลัส  

           1.2 การคัดเลือกอ้อยที่ทนทานต่อดินเค็ม  

ย้ายแคลลัสที่ได้จากข้อ 1.1 ลงเพาะเลี้ยงในอาหารคัดเลือกที่เติม NaCl ความเข้มข้น 0.5 
0.75 และ 1.0% (W/V) เป็นเวลา 6 สัปดาห์ โดยเปลี่ยนอาหารทุกๆ 3 สัปดาห์ เมื่อครบระยะเวลาในการ
คัดเลือกเซลล์จึงย้ายแคลลัสที่รอดชีวิตจากการคัดเลือกในอาหารที่มี  NaCl ทั้ง 3 ระดับลงเพาะเลี้ยงใน
สูตรอาหารชักน าให้เกิดต้นและราก 

1.3  การชักน าให้เกิดต้น 
แยกแคลลัสที่รอดชีวิต มาเพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร MS ที่ปราศจากฮอร์โมน เติมซูโครส

เข้มข้น 20 กรัมต่อลิตร และน ้ามะพร้าว 10 % โดยปริมาตร pH 5.7 (สูตรชักน าต้น) เพาะเลี้ยงในสภาพที่
มีแสงสว่าง 16 ชั่วโมงต่อวัน อุณหภูมิ 25±2 องศาเซลเซียส เปลี่ยนอาหารทุก 15-20 วนั บันทึกการ
เปลี่ยนแปลงทุก 2 สัปดาห์ ประมาณ 6 สัปดาห์จะได้ต้นจ านวนมาก  

1.4  การชักน าให้เกิดราก 
น าต้นอ้อยที่แข็งแรงมาแยกเป็นกลุ่มเล็ก ๆ ตัดใบออก เพาะเลี้ยงในอาหารสูตร ½ MS  

ที่ปราศจากฮอร์โมน เติมซูโครสเข้มข้น 20 กรัมต่อลิตร pH 5.7 เพาะเลี้ยงในสภาพที่มีแสงสว่าง  
16 ชั่วโมงต่อวัน อุณหภูมิ 25± 2 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2 เดือน (ในกรณีท่ีสูตรอาหารดังกล่าวไม่
สามารถชักน ารากได้ให้ย้ายต้นอ้อยดังกล่าวลงเพาะเลี้ยงในอาหารสูตร MS ที่เติม NAA 5 มิลลิกรัมต่อ
ลิตร) สังเกตจ านวนรากที่เกิดขึ้น โดยใช้ขวดเพาะเลี้ยงทรงสูงขนาดใหญ่ หรือใช้ ขวด 8 ออนซ์ ใส่อาหาร
เพาะเลี้ยงประมาณ 75 มิลลิลิตรต่อขวด 
 1.5  ปรับสภาพต้นอ้อยทนเค็มสู่สภาพธรรมชาติ 

       น าสายต้นเค็มท่ีอยู่ในสภาพเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อมาออกปลูกในกระถางไว้อย่างน้อยสายต้นละ 
5 ต้น (เพ่ือใช้ส าหรับขยายพันธุ์เมื่อทราบผลการทดสอบการทนเค็มในสภาพ hydroponic แล้ว) 
รวมทั้งต้นกล้าอ้อยพันธุ์ดั้งเดิมคือ ขอนแก่น 3  ลงปลูกในกระบะเพาะกล้าที่มีวัสดุปลูกเป็นดิน



12 
 

ผสมขุยมะพร้าว ขี้เถ้า แกลบ และปุ๋ยคอกในอัตราส่วน 1:1:1:1 จนกระท่ังมีอายุประมาณ 1.5 เดือน 
รดน้ าและให้ปุ๋ยโดยใช้สารละลายธาตุอาหาร Hoagland 
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ผลการวิจัย  

     การชักน าแคลลัสจากยอดอ่อนอ้อยพันธุ์ขอนแก่น 3  
  น าอ้อยพันธุ์ขอนแก่น 3 มาเพาะเลี้ยงในอาหารสูตร MS (ภาพที่ 1) โดยการน ายอดอ้อย
มาลอกกาบใบออก จากนั้นน ามาล้างท าความสะอาดด้วยน้ ายาล้างจาน และน ามาฟอกฆ่าเชื้อที่ผิว
ด้วยสารละลาย ไฮเตอร์® (ความเข้มข้น 20 และ 10 เปอร์เซ็นต์) ที่เติมน้ ายาล้างจาน 1-2 หยด 
เขย่าเป็นเวลา 10 นาทีทั้ง 2 ความเข้มข้น ล้างด้วยน้ าที่ผ่านการนึ่งฆ่าเชื้อแล้ว 2 ครั้งๆ ละ 1-2 นาที 
ลอกกาบใบให้เหลือเพียงใบอ่อนชั้นในสุด ตัดเป็นชิ้นยาวขนาดประมาณ 1 เซนติเมตร แล้วน ามา
เพาะเลี้ยงบนอาหาร MS ที่เติมสารควบคุมการเจริญเติบโต 2,4-D 3 มิลลิกรัมต่อลิตร ซูโครส 20 
กรัมต่อลิตร และน้ ามะพร้าว 10 เปอร์เซนต์ โดยปริมาตร pH 5.7 และน าไปเพาะเลี้ยงในที่มืด 
อุณหภูมิ 25 ± 2 องศาเซลเซียส  เป็นเวลา 8 สัปดาห์ โดยเปลี่ยนอาหารทุก 4 สัปดาห์ เพ่ือชักน าให้
เกิดแคลลัส จากนั้นคัดเลือกแคลลัสที่มีลักษณะสีขาวหรือขาวอมเหลืองเป็นก้อนกลมแน่นขนาดเล็ก 
ผิวแคลลัสเรียบ (compact callus) ไปใช้ในการคัดเลือกอ้อยทนเค็มต่อไป 
 
 
 
 

   
 
 
 
 
 ภาพที่ 1 ขั้นตอนการฟอกฆ่าเชื้ออ้อยพันธุ์ขอนแก่น 3 
 ก. ต้นอ้อยพันธุ์ขอนแก่น 3 ที่มีลักษณะ แข็งแรง ปราศจากโรคและแมลง 
 ข. ยอดอ้อยที่ลอกกาบใบออกเพ่ือท าการฟอกฆ่าเชื้อ 
 ค. ใบอ่อนชั้นในสุดที่ลอกกาบใบออกและน ามาตัดเป็นชิ้นยาวขนาดประมาณ 1 เซนติเมตร  
 ง. วางใบอ่อนบนอาหารสูตร MS เติมสารควบคุมการเจริญเติบโต 2,4-D 3 มิลลิกรัมต่อลิตร 
 จ. แคลลัสที่ได้จากการชักน าจากใบอ่อน หลังเพาะเลี้ยง 8 สัปดาห์ 
 
 
การคัดเลือกแคลลัสอ้อยทนเค็มพันธุ์ขอนแก่น 3   
 น าแคลลัสที่ได้จากการชักน า มาชั่งน้ าหนักแคลลัสให้มีก้อนขนาดประมาณ 0.5 กรัม มาคัดเลือก
แคลลัสอ้อยทนเค็มโดยการน ามาเพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร MS ที่เติมซูโครสเข้มข้น 20 กรัมต่อลิตร น ้า

ง จ ก ข ค 
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มะพร้าว 10 เปอร์เซนต์ และเติมเกลือที่ความเข้มข้นต่างๆ ได้แก่  0.5 0.75 1 1.25 เปอร์เซนต์ และ ไม่
เติมเกลือ แล้วน าไปเพาะเลี้ยงในที่มืดเป็นเวลา 8 สัปดาห์  พบว่าแคลลัสที่เพาะเลี้ยงในอาหารที่ไม่เติม
เกลือ มีจ านวนแคลลัสที่รอดชีวิตสูงที่สุดและมีการเพ่ิมปริมาณของแคลลัสด้วย ส่วนแคลลัสที่น าไป
เพาะเลี้ยงบนอาหารที่เติมเกลือที่ความเข้มข้นต่างๆพบว่ายิ่งความเข้มข้นของเกลือสูงขึ้นการรอดชีวิตของ
แคลลัสมีจ านวนลดลง โดยแคลลัสที่ตายจะเปลี่ยนเป็นสีด าทั้งก้อน  
 
 
 
   
 
 
 
 
 
 
 
 
 ภาพที่ 2 ลักษณะของแคลลัสเพาะเลี้ยงในอาหารที่เติมเกลือที่ความเข้มข้นต่างๆเป็นเวลา 8 
สัปดาห์ 
 ก. แคลลัสที่เพาะเลี้ยงในอาหารสูตร MS ที่ไม่เติมเกลือ  
 ข. แคลลัสที่เพาะเลี้ยงในอาหารสูตร MS ที่เติมเกลือ 0.5 เปอร์เซนต์ 
 ค. แคลลัสที่เพาะเลี้ยงในอาหารสูตร MS ที่เติมเกลือ 1.25 เปอร์เซนต์   
  

 น าแคลลัสที่รอดชีวิตและมีลักษณะเป็น compact callus มาเพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร MS ที่
เติมซูโครสเข้มข้น 20 กรัมต่อลิตร และ น ้ามะพร้าว 10 เปอร์เซนต์ โดยปริมาตร pH 5.7 เพาะเลี้ยงในที่มี
แสงสว่าง 16 ชั่วโมงต่อวัน อุณหภูมิ 25 ± 2 องศาเซลเซียส เพาะเลี้ยงเป็นเวลา 8 สัปดาห์ เพ่ือชักน าให้
เกิดต้น (ภาพที่ 3) พบว่าเมื่อน าแคลลัสที่รอดชีวิตและมีลักษณะเป็นสีขาวครีมไปเพาะเลี้ยงบนอาหารที่ไม่
เติมเกลือ สามารถเจริญเติบโต และเกิดเป็นต้นได้ โดยแคลลัสที่รอดชีวิตจากสูตรอาหารที่ไม่เติมเกลือ
สามารถชักน าให้เกิดต้นมากที่สุด ส่วนแคลลัสที่รอดชีวิตจากอาหารที่เติมเกลือที่ความเข้มข้นต่างๆก็
สามารถชักน าให้เกิดต้นได้เช่นกัน แต่ได้ต้นในปริมาณน้อย ดังภาพที่ 2  เช่นเดียวกับงานวิจัยของ 
Shankhdhar et al., 2000 ศึกษาการเจริญของแคลลัสของข้าวจ านวน 6 สายพันธุ์ที่เพาะเลี้ยงในสภาพ
เพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อและเติม NaCl ที่ความเข้มข้น 0 0.5 1 1.5 และ 2 เปอร์เซนต์ เป็นเวลา 4 สัปดาห์ 
พบว่ายิ่งเพ่ิมความเข้มข้นของ NaCl มากอัตราการรอกชีวิตของแคลลัสก็จะลดลง และมีอัตราการเกิดต้น

ข ก ค 
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ลดลงเมื่อเทียบกับแคลลัสที่ไม่ได้เพาะเลี้ยงใน NaCl และงานวิจัยของ Munir (2014) น าแคลลัสอ้อย 2 
สายพันธุ์คือ SPF 234 และ HSF 240 ไปเพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร MS เติม NaCl เข้มข้น 0-160 มิลลิโม
ลาร์ เป็นเวลา 120 วัน  พบว่าแคลลัสที่อยู่ในอาหารที่เติม NaCl เปลี่ยนเป็นสีน้ าตาล โดยจ านวนแคลลัส
จะเป็นสีน้ าตาลมากขึ้นเมื่อเพ่ิมความเข้มข้นของเกลือ หลังจากนั้นย้ายแคลลัสลงสูตรอาหารชักน าต้น (MS 
+ 8.87 ไมโครโมลาร์ BAP + 0.5 ไมโครโมลาร์ TDZ) แล้วดูเปอร์เซ็นต์ที่งอกเปรียบเทียบกับแคลลัสที่
เพาะเลี้ยงในอาหารสูตรปกติ พบว่าแคลลัสของพันธุ์ SPF 234 และ HSF 240 ที่เพาะเลี้ยงใน NaCl 
ความเข้มข้น 100 มิลลิโมลาร์  สามารถชักน าให้เกิดต้นได้ 82 เปอร์เซนต์ และ 75 เปอร์เซนต์ ตามล าดับ 
ส่วนแคลลัสที่ เพาะเลี้ยงใน NaCl ความเข้มข้น 120 มิลลิโมลาร์  ทั้ง 2 พันธุ์ สามารถชักน าให้เกิดต้น
เหลือเพียงแค่ 10 เปอร์เซนต์ และเมื่อตรวจสอบปริมาณเอนไซม์ peroxidase,catalase and 
superoxide dismutase ของแคลลัสพบว่ามีค่าสูงกว่าแคลลัสที่ไม่ได้รับเกลือ 
 น าแคลลัสที่รอดชีวิตและมีลักษณะเป็น compact callus มาเพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร MS ที่
เติมซูโครสเข้มข้น 20 กรัมต่อลิตร และ น ้ามะพร้าว 10 เปอร์เซนต์ โดยปริมาตร pH 5.7 เพาะเลี้ยงในที่มี
แสงสว่าง 16 ชั่วโมงต่อวัน อุณหภูมิ 25 ± 2 องศาเซลเซียส เพาะเลี้ยงเป็นเวลา 8 สัปดาห์ เพ่ือชักน าให้
เกิดต้น (ภาพที่ 3) พบว่าเมื่อน าแคลลัสที่รอดชีวิตและมีลักษณะเป็นสีขาวครีมไปเพาะเลี้ยงบนอาหารที่ไม่
เติมเกลือ สามารถเจริญเติบโต และเกิดเป็นต้นได้ โดยแคลลัสที่รอดชีวิตจากสูตรอาหารที่ไม่เติมเกลือ
สามารถชักน าให้เกิดต้นมากท่ีสุด ส่วนแคลลัสที่รอดชีวิตจากอาหารที่เติมเกลือที่ความเข้มข้นต่างๆก็
สามารถชักน าให้เกิดต้นได้เช่นกัน แต่ได้ต้นในปริมาณน้อย  
 

      4.2.2 การคัดเลือกต้นอ้อยทนเค็มพันธุ์ขอนแก่น 3  
 น าต้นอ้อยที่ชักน าได้จากแคลลัสที่รอดชีวิตในข้อ 4.2.1  มาเพาะเลี้ยงใน สูตรอาหาร MS ที่เติม
สารควบคุมการเจริญเติบโต BA 2 มิลลิกรัมต่อลิตร และ NAA 2 มิลลิกรัมต่อลิตร เพ่ือเพ่ิมจ านวนต้น 
(ภาพที่ 3, ข) เพ่ือน าไปคัดเลือกต้นอ้อยทนเค็มซ้ า 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ก ข 
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ภาพที่ 3 การเพ่ิมจ านวนต้น 
     ก.   ต้นอ้อยที่ได้จากการชักน าจากแคลลัสที่ทนเกลือความเข้มข้น 1% 
 ข.  ต้นอ้อยที่ได้จากการเพ่ิมจ านวนต้นใน สูตรอาหาร MS ทีเ่ติมสารควบคุมการเจริญเติบโต BA 
2 มิลลิกรัมต่อลิตร และ NAA  2 มิลลิกรัมต่อลิตร เป็นเวลา 8 สัปดาห์เพื่อเพ่ิมจ านวนต้น 
 
 น าต้นอ้อยที่ได้จากการเพ่ิมจ านวนย้ายลงในอาหารสูตร MS ทีเ่ติมซูโครสเข้มข้น 20 กรัมต่อลิตร 
และ น ้ามะพร้าว 10 % โดยปริมาตร pH 5.7 และเติมเกลือที่ความเข้มข้นต่างๆ จ านวน 5 ซ้ า (ดัง
ตารางที่ 1) พบว่าน าแคลลัสไปเพาะเลี้ยงในอาหารที่เติมเกลือที่ความเข้มข้นที่  0 เปอร์เซนต์ มีการ
เกิดต้นได้สูง และน าแคลลัสไปเพาะเลี้ยงในอาหารที่เติมเกลือที่ความเข้มข้นที่สูงข้นการชักน าให้เกิด
เป็นต้นลดลง แต่สามารถเกิดเป็นต้นได้ 
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 ตารางท่ี 2 การคัดเลือกต้นอ้อยที่พัฒนาจากแคลลัสที่ทนทานต่อเกลือ NaCl ความเข้มข้น 0 0.6  
0.7  0.8  0.9  1  1.1  1.2  1.3  1.4 และ 1.5 เปอร์เซนต์ 

ความเข้มข้น
ของเกลือที่ใช้

คัดเลือก
แคลลัสอ้อย
ทนเค็ม(%) 

ความเข้มข้น
ของเกลือที่ใช้
คัดเลือกต้น
อ้อยทนเค็ม

(%) 

 
ความยาวราก

เฉลี่ย 

 
ความยาวล าต้น

เฉลี่ย 

 
ความยาวใบ

เฉลี่ย 

 
จ านวนต้น

เฉลี่ย 

 
 

0.5 

0.6 1.14 3.19 
 

8.6 6.85 

0.7 1.13 
 

3.16 
 

6.84 
 

6.11 
 

0.8 1.13 2.71 
 

5.67 
 

5.83 
 

 
 

0.75 

0.8 1.11 
 

2.45 
 

5.05 
 

3.15 
 

0.9 0.83 
 

1.92 
 

4.58 
 

2.5 
 

1 0.63 
 

0 2.62 
 

0 

 
 
1 

1.1 0 1.64 
 

2.55 
 

0 

1.2 0.43 
 

1 
 

2.31 
 

0 
 

1.3 0 0.9375 
 

2.25 
 

0 

 
 

1.25 

1.3 0.31 
 

0.86 
 

1.93 
 

0 

1.4 0 0.75 1.75 2 
 

1.5 0 0.72 
 

1.67 
 

0 
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 จากผลการทดลองเมื่อน าต้นที่ชักน าได้จากแคลลัสที่รอดชีวิตแล้วน ามาคัดเลือกซ้ าในอาหารที่
เติมเกลือความเข้มข้นต่างๆแล้วน ามาวัดการเจริญเติบโตของราก ล าต้น ใบ และจ านวนกอที่เกิดข้ึน 
ความยาวรากมีค่าเฉลี่ยเป็น 0 เนื่องจากน าต้นอ้อยที่ได้จากการคัดเลือกแคลลัสอ้อยทนเค็ม มา
เพาะเลี้ยงในอาหารที่เพ่ิมความเข้มข้นที่สูงขึ้นจึงท าให้ต้นอ้อยมีการป้องกัน จากการรอดชีวิตจึงไม่มี
การสร้างราก 
 
ความยาวราก 

  จากการคัดเลือกอ้อยทนเค็มรอบที่ 2 น าต้นอ้อยมาเพาะเลี้ยงในอาหารสูตร MS ที่เติม
ความเข้มข้น เกลือสูงขึ้น ที่ความเข้มข้นต่างๆ 0.6  0.7  0.8  0.9  1  1.1  1.2  1.3  1.4 และ 1.5 
เติมซูโครสเข้มข้น  20 กรัมต่อลิตร และ น ้ามะพร้าว 10 % พบว่าน าต้นอ้อยมาเพาะเลี้ยงใน
อาหารที่เติมเกลือความเข้มข้น  0.6 % มีความยาวรากสูงสุด (ภาพที่ 4.5) สอดคล้องกับงานวิจัยของ 
(Linand Kao 1996) พบว่าปริมาณ ของโซเดียมคลอไรด์ที่เพ่ิมขึ้นมีผลต่อการเจริญเติบโตของราก
ข้าวโดยท า ให้รากข้าวชะงักการเจริญเติบโต  และมีการสะสมปริมาณของโพรลีนในรากข้าว
เพ่ิมข้ึน นอกจากนี้ (Laloknam et al., 2008) เมื่อ สารละลายในดินมีความเข้มข้นของไอออน
สูง พืชจะดูดและสะสมไอออนเหล่านั้นจนถึงระดับเป็นพิษและมี ผลโดยตรงต่อสรีรวิทยาของพืช 
เมื่อพืชได้รับโซเดียมคลอไรด์ความเค็มของเกลือจะท าให้พืชดูดสะสม ไอออน ผลที่เกิดส่วนใหญ่
เกิดจากความเป็นพิษของโซเดียมและคลอไรด์ที่มีมากเกินไปหรือท าให้พืชขาดน้ า เนื่องจากเกลือ
เข้าไปมากเกินไปแต่พืชก็จะมีกรรมวิธีในการบรรเทาอาการเป็นพิษจากเกลือโดยการขับ เกลอื
ออกทางรากหรือเก็บไว้ในแวคิวโอล นอกจากนี้การงอกของรากหอมใหญ่และถั่วเขียวจะลดลงเมื่อ
ความเข้มข้นของเกลือโซเดียมคลอไรด์สูงขึ้น  

 
    ความยาวล าต้น 

 จากการคัดเลือกอ้อยทนเค็มรอบที่ 2 น าต้นอ้อยมาเพาะเลี้ยงในอาหารสูตร MS ที่เติมความ
เข้มข้นเกลือสูงขึ้น ที่ความเข้มข้นต่างๆ 0.6  0.7  0.8  0.9  1  1.1  1.2  1.3  1.4 และ 1.5 เติม
ซูโครสเข้มข้น 20 กรัมต่อลิตร และ น ้ามะพร้าว 10 % พบว่าน าต้นอ้อยมาเพาะเลี้ยงในอาหารที่เติม
เกลือความเข้มข้น 0.6 % มีความยาวล าต้นสูงสุด (ภาพที่ 4.6) สอดคล้องกับงานวิจัยของ (กรมพัฒนา
ที่ดิน, 2539) ความเค็มมีอิทธิพลต่อการเจริญเติบโตของพืชโดยเมื่อความเค็มเพ่ิมขึ้นการของพืชจะ
ลดลง เนื่องจากความเค็มจะมีผลต่อกระบวนการเมแทบอลิซึมของพืชในหลายๆ ด้าน เช่น มีผลท าให้
อัตราการสังเคราะห์ด้วยแสงของพืชลดลง นอกจากนี้ความเค็มยังมีผลต่อการหายใจของพืชท าให้การ
เจริญเติบโตของพืชถูกจ ากัดเพราะมีการหายใจมากขึ้นหรือมีการใช้สารจากกระบวนการสังเคราะห์
ด้วยแสงมากขึ้น และยังพบว่าความเค็มจะท า ให้กระบวนการเมแทบอลิซึมเปลี่ยนแปลงไป คือยับยั้ง
การดูดธาตุอาหารอ่ืนๆ ซึ่งมีผลต่อสมดุลของประจุที่ท าให้เกิดความเค็ม โดยพบว่าความสมดุลระหว่าง
ธาตุโซเดียมกับโพแทสเซียมในสภาพที่มีความเค็มสูงจะเป็นแบบหักล้างกัน คือเมื่อปริมาณประจุชนิด
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หนึ่งเพ่ิมขึ้นจะท าให้การดูดซึมประจุอีกชนิดหนึ่งลดลง เมื่อพืชมีการดูดโซเดียมเข้าไปมากจึงท าให้พืช
ไม่สามารถใช้โพแทสเซียมได้เต็มที่  

 
    ความยาวใบ 
  จากการคัดเลือกอ้อยทนเค็มรอบที่ 2 น าต้นอ้อยมาเพาะเลี้ยงในอาหารสูตร MS ที่เติมความ

เข้มข้นเกลือสูงขึ้น ที่ความเข้มข้นต่างๆ 0.6  0.7  0.8  0.9  1  1.1  1.2  1.3  1.4 และ 1.5 เติม
ซูโครสเข้มข้น 20 กรัมต่อลิตร และ น ้ามะพร้าว 10 % พบว่าน าต้นอ้อยมาเพาะเลี้ยงในอาหารที่เติม
เกลือความเข้มข้น 0.6 % มีความยาวใบสูงสุด (ภาพที่ 4.7) สอดคล้องกับงานวิจัยของ (McKersie 
และ Leshem, 1994 และ Taiz และ Zeiger, 1991) นอกจากนี้ไอออนที่สะสมในส่วนต่างๆ ของ
เซลล์พืชขัดขวางการท า งานของเอนไซม์ โปรตีน ยับยั้งการแบ่งเซลล์ และการจัดเรียงตัวของเซลล์
ผิดปกติ ปลายยอดไหม้ ใบดา่ง ใบไหม้ และต้นพืชตายในที่สุด 

 
    จ านานต้น 
  จากการคัดเลือกอ้อยทนเค็มรอบที่ 2 น าต้นอ้อยมาเพาะเลี้ยงในอาหารสูตร MS ที่เติมความ

เข้มข้นเกลือสูงขึ้น ที่ความเข้มข้นต่างๆ 0.6  0.7  0.8  0.9  1  1.1  1.2  1.3  1.4 และ 1.5 เติม
ซูโครสเข้มข้น 20 กรัมต่อลิตร และ น ้ามะพร้าว 10 % พบว่าน าต้นอ้อยมาเพาะเลี้ยงในอาหารที่เติม
เกลือความเข้มข้น 0.6 % มีจ านวนต้นสูงสุด (ภาพที่ 4.8) สอดคล้องกับงานวิจัยของ  (Diana et al., 
2013) พืชที่อยู่ในภาวะเค็มจะมีการสะสมโซเดียมไอออน และคลอไรด์ไอออน ในลา ต้นปริมาณมาก
ขึ้น ซึ่งจะรบกวนการสะสมธาตุอ่ืน ๆ ที่จ า เป็นต่อการเจริญเติบโต จากผลการทดลองพบว่าต้นที่
เพาะเลี้ยงที่ความเข้มต่ าๆจะมีการเจริญเติบโต ส่วนต้นที่เพาะเลี้ยงใน เกลือที่มีความเข้มข้น
เกลือสูงแต่ก็พบว่ามีต้นที่สามารถเจริญเติบโตได้ดีในอาหารที่เกลือมีความเข้มข้นสูง 
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ภาพที่ 4 ค่าแสดงความยาวรากเฉลี่ยในการทดสอบการทนเค็มของอ้อย พันธุ์ขอนแก่น 3 ที่ความเข้มข้น
ต่าง 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 5 ค่าแสดงความยาวล าต้นเฉลี่ยในการทดสอบการทนเค็มของอ้อย พันธุ์ขอนแก่น 3 ที่ความ
เข้มข้นต่างๆ 
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ภาพที่ 6 ค่าแสดงความยาวใบเฉลี่ยในการทดสอบการทนเค็มของอ้อย พันธุ์ขอนแก่น 3 ที่ความเข้มข้น
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วิจารณ์ผลการวิจัย 
 

 อ้อยเป็นพืชเศรษฐกิจที่ส าคัญของไทย แต่ก็พบว่าพ้ืนที่ที่ปลูกอ้อยมีปัญหาดินเค็มและอ้อยเป็นพืช
ที่ไม่ทนต่อดินเค็ม ดังนั้นการปรับปรุงพันธุ์อ้อยให้ทนเค็มก็เป็นอีกหนทางในการแก้ปัญหานี้ การคัดเลือก
อ้อยทนเค็ม โดยใช้เทคโนโลยีชวีภาพจึงช่วยเพิ่มโอกาสที่จะประสบความส าเร็จได้มากขึ้นและเร็วขึ้น 
งานวิจัยนี้จึงประยุกต์เทคนิคการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพืชในการคัดเลือกเซลล์อ้อยให้ทนต่อความเค็ม โดย
เพาะเลี้ยงใบอ่อนของอ้อยพันธุ์ขอนแก่น 3 ให้เกิดแคลลัส จากนั้นคัดเลือกแคลลัสบนอาหารคัดเลือกสูตร 
MS ที่เติม NaCl ที่ความเข้มข้น 0  0.5  0.75  1.0 และ 1.25 เปอร์เซนต์ เป็นเวลา 2 เดือน น าแคลลัสที่
รอดชีวิตมาชักน าให้เกิดต้น พบว่าสามารถชักน าต้นอ้อยที่ได้จากแคลลัสที่เพาะเลี้ยงในอาหารที่เติมเกลือ
ทุกความเข้มข้น แต่จ านวนการเกิดต้นไม่เท่ากันโดยยิ่งมีความเข้มข้นของเกลือสูงอัตราการเกิดต้นจาก
แคลลัสก็จะลดน้อยลงเนื่องจากไม่สามารถทนความเค็มได้เช่นเดียวกับงานวิจัยของ Shankhdhar et al., 
2000 ศึกษาการเจริญของแคลลัสของข้าวจ านวน 6 สายพันธุ์ที่เพาะเลี้ยงในสภาพเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อและ
เติม NaCl ที่ความเข้มข้น 0 0.5 1 1.5 และ 2 เปอร์เซนต์ เป็นเวลา 4 สัปดาห์ พบว่ายิ่งเพ่ิมความเข้มข้น
ของ NaCl มากอัตราการรอกชีวิตของแคลลัสก็จะลดลง และมีอัตราการเกิดต้นลดลงเมื่อเทียบกับแคลลัส
ที่ไม่ได้เพาะเลี้ยงใน NaCl และงานวิจัยของ Munir (2014) น าแคลลัสอ้อย 2 สายพันธุ์คือ SPF 234 และ 
HSF 240 ไปเพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร MS เติม NaCl เข้มข้น 0-160 มิลลิโมลาร ์ เป็นเวลา 120 วัน  
พบว่าแคลลัสที่อยู่ในอาหารที่เติม NaCl เปลี่ยนเป็นสีน้ าตาล โดยจ านวนแคลลัสจะเป็นสีน้ าตาลมากขึ้น
เมื่อเพ่ิมความเข้มข้นของเกลือ หลังจากนั้นย้ายแคลลัสลงสูตรอาหารชักน าต้น (MS + 8.87 ไมโครโมลาร์ 
BAP + 0.5 ไมโครโมลาร์ TDZ) แล้วดูเปอร์เซ็นต์ที่งอกเปรียบเทียบกับแคลลัสที่เพาะเลี้ยงในอาหารสูตร
ปกติ พบว่าแคลลัสของพันธุ์ SPF 234 และ HSF 240 ที่เพาะเลี้ยงใน NaCl ความเข้มข้น 100 มิลลิโม
ลาร์  สามารถชักน าให้เกิดต้นได้ 82 เปอร์เซนต์ และ 75 เปอร์เซนต์ ตามล าดับ จากนั้นน าต้นอ้อยมา
คัดเลือกซ้ าอีกรอบโดยน าต้นอ้อยที่ได้จากการชักน าจากแคลลัสในอาหารสูตร MS ที่ความเข้มข้นต่างๆมา
เพาะเลี้ยงในอาหารสูตร MS และเพ่ิมความเข้มข้นของ NaCl ให้สูงขึ้น โดยเพาะเลี้ยงในอาหารคัดเลือก
จนกระท่ังต้นอ้อยที่เป็นชุดควบคุมท่ีเติม NaCl ในทุกความเข้มข้นตาย พบว่าอ้อยที่ใช้จากการคัดเลือก
เซลล์สามารถเจริญเติบโตแตกหน่อในอาหารที่เติม NaCl สูงสุด 1.5 เปอร์เซนต์ได้ แต่จ านวนต้นที่ได้ก็จะ
จ านวนลดลงเมื่อความเข้มข้นของเกลือสูงขึ้น การทดลองต่อไปจะเป็นการน าต้นอ้อยที่รอดชีวิตออกมา
ปรับสภาพเพ่ือออกปลูกในสภาพธรรมชาติ และตรวจสอบการแสดงออกของยีนและลักษณะทางสรีระ
วิทยา 
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สรุปผลการทดลอง 

จากการศึกษาผลการคัดเลือกแคลลัสและต้นอ้อยทนเค็มจากอ้อยพันธุ์ขอนแก่น 3 โดยการน าใบอ่อนไป
ชักน าให้เกิดแคลลัส แล้วน าแคลลัสไปเลี้ยงในอาหารสูตร MS ที่เติม NaCl ที่ความเข้มข้น 0  0.5  0.75  
1 1.25 เปอร์เซ็นต์  และไม่เติมเกลือ พบว่าแคลลัสที่รอดชีวิตสามารถน าไปชักน าให้เกิดต้นได้ และเมื่อน า
ต้นอ้อยที่ชักน าได้จากแคลลัสไปคัดเลือกบนอาหารที่เติมเกลืออีกรอบ โดยเพิ่มความเข้มข้นของเกลือให้
สูงขึ้นพบว่าต้นสามารถเจริญเติบโตได้ แต่ต้นอ้อยที่น าไปเพาะเลี้ยงในอาหารที่เติม NaCl ที่ความเข้มข้นที่
ต่ าต้นอ้อยสามารถเจริญได้ดีกว่าต้นอ้อยที่น าไปเลี้ยงในอาหารที่เติม NaCl ที่สูงและยังมีต้นอ้อยที่รอดชีวิต
ได้  
 
ข้อเสนอแนะเกี่ยวกับการวิจัยในขั้นตอนต่อไป - 
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ผลผลิต (Output) 
 

1.  ผลงานตีพิมพ์ในวารสารวิชาการท้ังในระดับชาติ และนานาชาติ   
    อยู่ระหว่างการเขียน เรื่อง การคัดเลือกแคลลัสและชักน าให้เกิดต้นอ้อยทนเค็มจากอ้อยพันธุ์  

ขอนแก่น 3 
2. การจดสิทธิบัตร  - 
3. ผลงานเชิงพาณิชย์ (มีการนาเสนอไปผลิต/ ขาย/ ก่อให้เกิดรายได้ หรือมีการนาไปประยุกต์ใช้โดย  
       ภาคธุรกิจ หรือบุคคลทั่วไป - 
4. ผลงานเชิงสาธารณะ (เน้นประโยชน์ต่อสังคม ชุมชน ท้องถิ่น) - 
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รายงานการเงิน 
 

โครงการ สัญญาเลขที่ 4.2/2562 โครงการวิจัยประเภท งบประมาณเงินรายได้จากเงินอุดหนุนรัฐบาล 
(งบประมาณแผ่นดิน) ประจ าปีงบประมาณ พ.ศ. 2562  มหาวิทยาลัยบูรพา 
ชื่อโครงการ การพัฒนาเทคนิคการคัดเลือกเซลล์ส าหรับอ้อยทนเค็มร่วมกับการใช้เทคนิคทางอณูวิทยา 
 
ชื่อหัวหน้าโครงการวิจัยผู้รับทุน อ.ชนากานต์ ลักษณะ  
รายงานในช่วงตั้งแต่วันที่ 1 ต.ค. 61 ถึงวันที่   30 ก.ย. 62  
ระยะเวลาด าเนินการ 1 ต.ค. 61 ถึงวันที่ 30 ก.ย. 62 
รายรับ  
จ านวนเงินที่ได้รับ  
งวดที่ 1 (50%)           175,050  บาท  เมื่อ วันที่ 31 ตุลาคม 2561 
งวดที่ 2 (40%)           140,040  บาท  เมื่อ วันที่ 22 กุมภาพันธ์ 2562 
งวดที่ 3 (10%)            35,010 บาท    ยังไม่ได้รับ  
รวม                         350,100บาท  

รายจ่าย รายการ งบประมาณที่ตั้งไว้ งบประมาณที่ใช้จริง จ านวนเงินคงเหลือ/เกิน 
1. ค่าตอบแทน 35,010 35,010 - 
2. ค่าจ้าง - - - 
3. ค่าวัสดุ 128,640 128,640 - 
4. ค่าใช้สอย 151350 151350 - 

5. ค่าครุภัณฑ์ - - - 
6. ค่าใช้จ่ายอ่ืน ๆ 
   ค่าธรรมเนียมอุดหนุน  
    สถาบัน (10%) 

35,010 35,010 - 

รวม 350,100 350,100 - 
 
 
 

 
    (นางสาวชนากานต์ ลักษณะ)    
ลงนามหัวหน้าโครงการวิจัยผู้รับทุน 
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