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In this experiment, the establishment of multiple shoot formation from shoot 
apical meristem was carried out by observing the effect of plant growth regulators, 2,4-
dichlorophenoxy acetic acid (2,4-D) (0, 0.5, 1.0, 2.0 mg/l) and  thidiazuron (TDZ) (0, 1.0, 
2.0, 4.0 mg/l). Higher number of multiple shoots could be induced from intact meristem on 
rice seedlings than excised meristem due to less browning on the explants. The media 
containing only TDZ gave rise to direct multiple shoots without an intervening callus 
stage. Shoot meristem cultured on media containg 2,4-D generated callus.   

There was no significant differences (p = 0.05) on multiple shoot induction 
among 4, 6 and 8 mg/l TDZ. However, regenerated shoots cultured on 4 mg/l TDZ were 
bigger than those on 6 and 8 mg/l TDZ. Thus, 4 mg/l TDZ was selected to be an 
appropriate concentration for the multiple shoot regeneration system. None of the mature 
plants represented the phenotypic variation or sterility.   

Six Thai rice cultivars with different genetic background were placed on the 
medium containing 4 mg/l TDZ.  All cultivars responded well on the medium.  There was 
no significant differences (p = 0.05) on multiple shoot induction among cultivars. Shoot 
apical meristem from seven additional Thai rice could also respond on the medium 
containing 4 mg/l TDZ. Shoot apical meristem regenerated to rice plantlets that were 
readily transferred into soil within 5-8 weeks.   

The shoot apical meristem regeneration system could be used for recommended 
rice cultivars. This fast and simple system is an alternative method to use in the effective 
rice transformation system.  
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บทคัดยอบทคัดยอ  
 

การพัฒนาวิธีการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่องขาวพันธุรับรองโดยใชระบบเพาะเลี้ยงยอดออนเริ่ม
จากการทดสอบการใชอาหาร Murashige and Skoog (MS) ที่มีสารควบคุมการเจริญเติบโต ไดแก                       
2,4 – dichlorophenoxy acetic acid (2,4-D) ที่ความเขมขน 0, 0.5, 1.0, 2.0 มิลลิกรัม/ลิตร และ 
thidiazuron  (N-phenyl-N’-1,2,3- thiadiazol-5-ylurea, TDZ)  ที่ความเขมขน 0, 1.0, 2.0, 4.0  
มิลลิกรัม/ลิตร ในการเหนี่ยวนําเนื้อเยื่อเจริญปลายยอด (shoot apical meristem) ใหเพิ่มจํานวน
ยอด (multiple shoots) โดยเปรียบเทียบการตอบสนองของเนื้อเยื่อเจริญปลายยอดที่ตัดแยกและ
ไมไดตัดแยกออกจากตนออน  ผลการทดลองพบวาชิ้นสวนขาวเพาะเลี้ยงทั้ง 2  ขนาด สามารถชัก
นําใหเกิดการเพิ่มจํานวนยอดได  อยางไรก็ตาม เนื้อเยื่อเจริญปลายยอดที่ไมไดตัดแยกออกจากยอด
ออนสามารถเกิดการเพิ่มจํานวนยอดไดดีกวา เนื่องจากไมพบการเกิดสีน้ําตาลคล้ําของเนือ้เยือ่เจริญ
ปลายยอดที่ไมไดตัดแยกออกจากยอดออน จากการทดลองเปรียบเทียบสารควบคุมการเจริญเติบโต  
2,4-D และ TDZ ตอการเพิ่มจํานวนยอด พบวา สารควบคุมการเจริญเติบโต TDZ สามารถเหนีย่วนาํ
ใหเกิดการเพิ่มจํานวนยอดไดโดยไมผานการพัฒนาเปนแคลลัส   อาหารชักนําการเพิ่มจํานวนยอดที่
เหมาะสมควรมีเพียงสารควบคุมการเจริญเติบโต TDZ  เปนสวนผสมเทานั้น เนื่องจากอาหารที่มี 
2,4-D จะทําใหเนื้อเยื่อเจริญพัฒนาเปนแคลลัส   

จากผลการทดลองเปรียบเทียบความเขมขนของสารควบคุมการเจริญเติบโต TDZ ที่ความ
เขมขน 0, 1.0, 2.0, 4.0, 6.0 และ 8.0 มิลลิกรัม/ลิตร  เพื่อหาความเขมขนของ TDZ ที่เหมาะสมตอ
การเพิ่มจํานวนยอด  พบวา อาหารชักนําการเพิ่มจํานวนยอดที่มี  TDZ 6.0 มิลลิกรัม/ลิตร สามารถ
ชักนําใหเกิดการเพิ่มจํานวนยอดไดมากที่สุดเฉลี่ย 8  ยอด/เนื้อเยื่อเจริญ  แตไมแตกตางกับอาหารที่
มี TDZ 4.0 และ 8.0 มิลลิกรัม/ลิตร อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ  (∝  = 0.05) แตตนขาวที่ไดจากการ
เพาะเลี้ยงบนอาหารที่มี  TDZ 4.0 มิลลิกรัม/ลิตร มีลําตนใหญและสมบูรณกวา ตนขาวที่ไดมี
ลักษณะปกติ ไมพบการเกิด albino  และสามารถเกิดรากไดเปนปกติ 

เมื่อทดสอบการตอบสนองของขาวพันธุรับรองของไทยจํานวน 6 พันธุ ที่มีพื้นฐานทาง
พันธุกรรมแตกตางกัน บนอาหารชักนําการเพิ่มจํานวนยอดที่มี TDZ 4.0 มิลลิกรัม/ลิตร พบวาขาว
พันธุรับรองทั้ง 6 พันธุ สามารถเกิดการเพิ่มจํานวนยอดได ในจํานวนที่ไมแตกตางกันทางสถิติ 
(∝=0.05) นอกจากนี้ ไดทําการทดสอบการตอบสนองของขาวพันธุรับรองของไทยอีก 7 พันธุ พบวา 
ทุกพันธุสามารถเกิดการเพิ่มจํานวนยอดได โดยใชเวลาในการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อเจริญปลายยอดจน
เปนตนขาวที่มีรากสมบูรณ สามารถยายลงปลูกในดินได ภายในระยะเวลาเพียง 5 - 8 สัปดาห 

วิธีการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อขาวพันธุรับรองโดยใชระบบเพาะเลี้ยงยอดออน สามารถใชได
กับขาวพันธุรับรองทั่วไป  เปนวิธีการที่รวดเร็วและไมซับซอน  เปนอีกระบบหนึ่งที่จะสามารถใช 
รวมกับการถายยีนเขาสูพืชไดอยางมีประสิทธิภาพ 

 



 

คํานําคํานํา 

 
ขาวเปนพืชเศรษฐกิจที่มีความสําคัญอยางยิ่งตอประเทศไทย ขาวไทยจัดวามีคณุภาพด ีเปน

ที่นิยมของผูบริโภคทั้งในและตางประเทศ ถึงแมวาประเทศไทยเปนผูสงออกขาวอันดับหนึ่งของโลก 

แตอยางไรก็ตาม ผลผลิตขาวเฉลี่ยของประเทศไทยต่ํากวาผลผลิตขาวเฉลี่ยของโลก ถึง 265 

กิโลกรัม ตอไร (สุเทพ, 2543)  การใชเทคนิคทางพันธุวิศวกรรมเปนวิธีหนึ่งที่มีประสิทธิภาพสงูในการ

นํามาใชเพื่อการปรับปรุงพัฒนาพันธุขาว โดยสามารถสรางพันธุขาวชนิดใหมหรือพืชดัดแปร

พันธุกรรม (transgenic plant) จากการถายฝากสารพันธุกรรมที่ควบคุมลักษณะที่ตองการสูขาว

เพื่อใหไดพันธุขาวที่คงลักษณะเดิมทุกประการ  ยกเวนการมีลักษณะพิเศษเพิ่มเติมจากสาร

พันธุกรรมที่ถายฝากเขาไปเทานั้น  เทคนิคพันธุวิศวกรรมจึงมีศักยภาพสูงในการปรับปรุงและพัฒนา

พันธุขาวใหมีลักษณะที่ตองการ เชน การเพิ่มผลผลิต  ตานทานโรค และแมลงศัตรูขาว และ

สภาพแวดลอมที่ไมเหมาะสม  มีคุณคาทางโภชนาการสูงขึ้น ตลอดจนการเปลี่ยนแปลงคุณสมบัติ

ของแปงในเมล็ดขาวเพื่อประโยชนทางอุตสาหกรรมและการแปรรูป  เปนตน 

ประเทศไทยตั้งอยูในเขตศูนยกลางของการผันแปรของขาว มีความหลากหลายทั้ง ขาวปา

และขาวปลูก ซึ่งมีลักษณะแตกตางกันออกไป (สงกรานต และฉวีวรรณ, 2539) จึงเปนโอกาสดีของ

ประเทศไทยที่จะนําความหลากหลายทางชีวภาพนี้มาใชประโยชน โดยประเทศไทยไดเขารวมใน 

โครงการความรวมมือนานาชาติ เพื่อการหาลําดับเบสของจีโนมขาว ซึ่งผลลัพธหนึ่งจากโครงการ ดัง

กลาวคือ ชิ้นสวนและโครงสรางของยีนที่ควบคุมลักษณะของขาวที่ตองการ เชน พบ Strong หรือ 

specific promoter และพบยีนควบคุมความตานทานน้ําทวมของขาว (อภิชาติ, 2543)  การพัฒนา

เทคนิคการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อและการถายฝากยีนเขาสูตนขาวใหมีประสิทธิภาพสูง รวดเร็วและไม

ซับซอน เปนสิ่งที่มีความจําเปนอยางยิ่งเพื่อรองรับการทํานายหรือการทดสอบโครงสรางและหนาที่

ของยีนขาว ตลอดจนการรองรับการปรับปรุงและพัฒนาพันธุขาวใหมีคุณลักษณะตามที่ตองการ 

การถายฝากยีน  เขาสูขาวโดยใชวิธีการถายยีนเขาสูเซลลไรผนัง (protoplast DNA uptake) และ

การถายฝากยีนโดยใชเครื่องยิงอนุภาค (microprojectile bombardment) นั้น (Bhaskaran et al., 

1990, Christou et al., 1991, Datta et al., 1992, Peng et al., 1995 & Rathore et al., 1993)  

สามารถกอใหเกิดตนขาวดัดแปรพันธุกรรม (transgenic rice) ได แตอยางไรก็ตาม ยังมีขอจํากัดใน

การชักนําใหเกิดตนขาว จากแคลลัส (callus) หรือเซลลไรผนัง (protoplasts) ซึ่งจําเพาะตอขาวบาง

พันธุเทานั้น (genotype-specific) และนอกจากนี้การเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพืชใหพัฒนาเปนตนพืชที่

สมบูรณ (regeneration) โดยไมผานการพัฒนาเปนแคลลัส ยังกอใหเกิดความแปรปรวน 

(somaclonal variation) ทําใหตนขาวที่เกิดขึ้นมีลักษณะผิดไปจากเดิม หรือเกิด albino 

 



 

ในทางทฤษฎีแลว การใชเนื้อเยื่อเจริญปลายยอด (shoot apical meristem) เปนชิ้นสวนพืช
เพาะเลี้ยง (explant) สามารถทําใหเกิดการพัฒนาเปนตนพืชที่สมบูรณไดโดยไมจําเพาะกับพันธุพืช 
(genotype-independent) และเกิดความแปรปรวน (somaclonal variation) นอย (Murashige, 
1974)  แตอยางไรก็ตาม การถายฝากยีนสูเนื้อเยื่อเจริญปลายยอดอาจกอใหเกิดปญหา chimera 
ในตนพืชดัดแปรพันธุกรรมได (Lowe et al., 1995) การใชสารควบคุมการเจริญเติบโต (plant 
growth regulator) เพื่อ   ชักนําใหเกิดการเพิ่มจํานวนยอดจากเนื้อเยื่อเจริญปลายยอดสามารถเพิ่ม
เสถียรภาพของพืชดัดแปรพันธุกรรมได (Zhong et al., 1996) นอกจากนี้ การชักนําการเพิ่มจํานวน
ยอดจากเนื้อเยื่อเจริญปลายยอดที่ไมได ตัดแยกออกจากตนออน (intact seedlings) ในระบบ       
In vitro เปนอีกระบบหนึ่งที่จะสามารถใชรวมกับการถายฝากยีนเขาสูพืชไดอยางมีประสิทธิภาพ 
เปนวิธีที่ไมจําเพาะตอพันธุ (genotype-independent) อีกทั้งเปนวิธีที่รวดเร็วและไมซับซอน 
เนื่องจากไมตองเสียเวลากับการตัดแยกชิ้นสวนพืชเพาะเลี้ยง (Gupta และ Conger, 1998) 

การศึกษาทดลองวิธีการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อใหใชไดกับพันธุขาวรับรองทั่วไปเปนสิ่งที่มีความ
จําเปนอยางยิ่ง เพื่อใชรวมกับการถายฝากยีนที่มีประสิทธิภาพ  และพัฒนาเปนตนแบบในการสราง
ตนขาว  ดัดแปรพันธุกรรมไดอยางรวดเร็ว เพื่อรองรับการทํานายหรือการทดสอบโครงสรางและ
หนาที่ของยีนขาว ตลอดจนการรองรับการปรับปรุงและพัฒนาพันธุขาวดวยเทคนิคทางพันธุ
วิศวกรรม 

  
อุปกรณและอุปกรณและวิธีวิธีการการ  

 
อุปกรณอุปกรณ  

1. เมล็ดขาวซึ่งจัดอยูในกลุมของขาวพันธุรับรองตางกลุมกันออกไปตามความแตกตางของ
พันธุกรรม (หทัยรัตน, 2542) เชน  พันธุเผือกน้ํา43  แพร 1  R-258  ขาวหอมปทุมธานี 1  ขาวเหนียว

สันปาตอง  ขาวขาวดอกมะลิ 105  และขาวชัยนาท 1 
2. สารเคมีในอาหารเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ 

3. จานพลาสติกที่ฆาเชื้อแลว (petri dish) 

4. เครื่องแกว เชน  ขวดแกวรูปกรวย  บีกเกอร  กระบอกตวง เปนตน  

5. สารเคมีฆาเชื้อ เชน Clorox, ethyl alcohol 

6. ปากคีบ กรรไกร  ถุงมือยาง 

7. เครื่องวัดความเปนกรด-ดาง เคร่ืองชั่ง หมอนึ่งความดันไอ  ตูถายเนื้อเยื่อ กลองถายรูป 

ชั้นเลี้ยงเนื้อเยื่อ  ดิน  กระดาษ  ปุย 

 



 

วิธีการวิธีการทดลองทดลอง  

ขั้นตอนและวิธีดําเนินการขั้นตอนและวิธีดําเนินการ  ประกอบดวยการทดลอง  ประกอบดวยการทดลอง  33 การทดลอง  การทดลอง ดงันี้ดงันี้  
 

การทดลองที่ การทดลองที่ 11      การเปรียบเทียบการตอบสนองของชิ้นสวนขาวเพาะเลี้ยง การเปรียบเทียบการตอบสนองของชิ้นสวนขาวเพาะเลี้ยง ((eexxppllaanntt))  และและ
สารควบคุมการเจริญเติบโต สารควบคุมการเจริญเติบโต 22,,44--DD  และและ  TTDDZZ ตอการเพิ่มจํานวนยอด ตอการเพิ่มจํานวนยอด  

 
มีวิธีดําเนินการดังนี้มีวิธีดําเนินการดังนี้  

กรรมวิธี  ประกอบดวย การหาชนิดของชิน้สวนขาวและหาปริมาณพรอมทั้งสัดสวนของสาร

ควบคุมการเจริญ 2,4-D  และ TDZ  ที่มผีลตอการเพิ่มจํานวนยอด  

-   ชิ้นสวนพชื ใชเนื้อเยื่อเจริญปลายยอดซึง่ตัดแยกออกจากตนออน และไมไดตัดแยกออก

จากตนออน 

-  สารควบคุมการเจริญ ใช อาหารชักนาํการเพิ่มจํานวนยอด สูตรMS ดัดแปลง (ผนวก1) 

ที่เติมสารควบคุมการเจริญเติบโต 2,4-D ปริมาณ 0,  0.5, 1.0  และ 2.0  มิลลิกรัม/ลิตร  และ TDZ  

0, 1.0, 2.0, 4.0 มิลลิกรัม/ลิตร 
  

ขั้นตอนการทดลองดังนี้ขั้นตอนการทดลองดังนี้  

-   การเตรียมชิ้นสวนขาวเพาะเลี้ยง 
 นําเมล็ดขาวขาวดอกมะลิ  105  มาแกะเปลือกออก และขจัดสิ่งปนเปอนออกจากผิวโดย

แชใน 95% Ethanol 1 นาที แลวยายเมล็ดขาวลงไปแชใน 40% Clorox (60% w/v Sodium 
Hypochloride)  เขยาบนเครื่องเขยานาน  30 นาที  จึงนําเมล็ดขาวมาลางดวยน้ํากลั่นที่นึ่ง ฆาเชื้อ 
3 คร้ัง นําเมล็ดขาวที่ฟอกฆาเชื้อแลวนี้ไปเตรียมเนื้อเยื่อเจริญปลายยอด 
 -  การเตรียมเนื้อเยื่อเจริญปลายยอด (shoot apical meristem) ซึ่งตัดแยกออกจากตน
ออน (seedling)  

 นําเมล็ดขาวขาวดอกมะลิ 105  ที่ฟอกฆาเชื้อแลวมาเพาะเลี้ยงบนอาหารเพาะตนออน
สูตร MS ดัดแปลง เปนเวลา 3 วัน เมื่อยอดออนเริ่มงอกออกมา  จึงตัดเนื้อเยื่อเจริญปลายยอดขนาด
ประมาณ  3 - 5  มิลลิเมตร ออกจากยอดออน  แลวนําไปเพาะเลี้ยงบนอาหารชักนําการเพิ่มจํานวน
ยอดสูตรตางๆ  ตามกรรมวิธีขางตน ตอไป 

- การเตรียมเนื้อเยื่อเจริญปลายยอดโดยไมตัดแยกออกจากตนออน  
 นําเมล็ดขาวขาวดอกมะลิทีฟ่อกฆาเชื้อแลวไปเพาะเลี้ยงบนอาหารชักนําการเพิม่จํานวน

ยอดโดยตรง  
- ในการทดลองใชชิ้นสวนพืชเพาะเลี้ยงแตละชนิด จํานวนจานละ 25 ชิ้น เพาะเลี้ยงที่

อุณหภูมิหอง (25°C) และใหแสงสวาง 16 ชั่วโมงตอวัน บันทึกการเกิดแคลลัส (callus) และจํานวน
ยอด (shoot) ที่เกิดขึ้น 

 



 

การทดลองที่ การทดลองที่ 22      การเปรียบเทียบความเขมขนของสารควบคุมการเจริญเติบโต การเปรียบเทียบความเขมขนของสารควบคุมการเจริญเติบโต TTDDZZ  ในใน
การชักนําการเพิ่การชักนําการเพิ่มจํานวนยอดมจํานวนยอด  

มีวิธีดําเนินการทดลองดังนี้มีวิธีดําเนินการทดลองดังนี้  

กรรมวิธีการทดลอง ประกอบดวยกรรมวิธีการทดลอง ประกอบดวย  
- ชิ้นสวนของขาวเพาะเลี้ยงที่เหมาะสมจากผลการทดลองที่ 1 และ  
- อาหารชักนําการเพิ่มจํานวนยอด MS ดัดแปลงที่เติมสารควบคุมการเจริญเติบโต TDZ 

ในอัตราสวนตางๆ ที่ 0, 1.0, 2.0, 4.0, 6.0, และ 8.0 มิลลิกรัมตอลิตร โดยวางแผนการทดลองแบบ 
Randomize Complete Block Design (RCB) ทําการทดลองทั้งสิ้น 6 ซ้ํา  

- บันทึกวามีการเกิดแคลลัส  (callus) ข้ึนหรือไม และบันทึกจํานวนยอดที่เกิดขึ้นจาก
เนื้อเยื่อเจริญปลายยอด  และจํานวนตนขาวที่เกิดราก 

- วิเคราะหขอมูลทางสถิติ  โดยแปลงขอมูลจํานวนยอดที่เกิดขึ้นจากเนื้อเยื่อเจริญ ปลาย
ยอดซึ่งเพาะเลี้ยงในอาหารสูตรชักนําการเพิ่มจํานวนยอดสูตรตางๆ  โดยใช log (x+1) แลวนําขอมูล
มาวิเคราะหคาความแปรปรวนทางสถิติ (ANOVA) และใช Duncan’s New Multiple Range Test 
(DMRT) เปรียบเทียบคาเฉลี่ยของจํานวนยอดที่พัฒนาขึ้นจากเนื้อเยื่อเจริญปลายยอด 
  
ขั้นตอนการทดลองมีดังนี้ขั้นตอนการทดลองมีดังนี้  

นําชิ้นสวนขาวเพาะเลี้ยงที่เหมาะสมจากผลการทดลองที่ 1 มาเพาะเลี้ยงบนอาหาร ชักนํา

การเพิ่มจํานวนยอดสูตร MS ดัดแปลง ที่เติมสารควบคุมการเจริญเติบโต TDZ ในอัตราสวนตางๆ 

ตามกรรมวิธีขางตน จากนั้นยายยอดขาวที่เกิดขึ้นลงบนอาหารสูตร MS ดัดแปลง เพื่อชักนําใหเกิด

ราก หากเนื้อเยื่อเจริญที่เพาะเลี้ยงมียอดขาวเกิดขึ้นเปนจํานวนมาก ใหแยกยอดขาวออกเปนกลุม

เล็กๆ หรือเปนยอดเดี่ยวกอนแลวจึงยายลงบนอาหารชักนําการเกิดราก เพาะเลี้ยงที่อุณหภูมิหอง 

(25° C) และใหแสงสวาง 16 ชั่วโมงตอวัน ตรวจและบันทึกผลการทดลอง 
 

การทดลองที่ การทดลองที่ 33      การทดสอบการตอบสนองขาวพันธุตางๆ ที่จัดอยูในกลุมที่มีพันธุกรรมการทดสอบการตอบสนองขาวพันธุตางๆ ที่จัดอยูในกลุมที่มีพันธุกรรม
แตกตางกัน บนสูตรอาหารที่เหมาะสมตอการเพิ่มจํานวนยอด  แตกตางกัน บนสูตรอาหารที่เหมาะสมตอการเพิ่มจํานวนยอด    

 

วิธีดําเนินการทดลองวิธีดําเนินการทดลองมีมีดังนี้ดังนี้  

กรรมวิธีการทดลอง ประกอบดวยกรรมวิธีการทดลอง ประกอบดวย  
- ชิ้นสวนขาวเพาะเลี้ยงที่เหมาะสมจากผลการทดลองที่ 1 ของขาว 6 พันธุ ไดแก เฉี้ยง

พัทลุง ขาวเจาหอมคลองหลวง กข10 ตะเภาแกว R-258  กข25 และใชพันธุขาวขาวดอกมะลิ 105 

เปนกรรมวิธีเปรียบเทียบ (check)   

 



 

- สูตรอาหารที่เหมาะสมที่สุดตอการเพิ่มจํานวนยอดจากการทดลองที่ 2  โดยวางแผนการ

ทดลองแบบ Randomize Complete Block Design (RCBD) ทําการทดลองทั้งสิ้น 3 ซ้ํา  

- บันทึกจํานวนยอดออนที่เกิดขึ้นจากเนื้อเยื่อเจริญแตละชิ้น  และบันทึกจํานวนตนขาวที่

เกิดราก 

- วิเคราะหคาความแปรปรวนทางสถิติ (ANOVA) และเปรียบเทียบคาเฉลี่ยของจํานวน

ยอด/เนื้อเยื่อเจริญปลายยอด โดยใช Duncan’s New Multiple Range Test (DMRT) 

 

ขั้นตอนการทดลองมีดังนี้ขั้นตอนการทดลองมีดังนี้  
  

นําชิ้นสวนขาวเพาะเลี้ยงที่เหมาะสมจากผลการทดลองที่ 1 ของขาวแตละพันธุมาเพาะเลี้ยง

ตามกรรมวิธีบนอาหารชักนําการเพิ่มจํานวนยอดสูตรที่ดีที่สุดจากการทดลองที่ 2 ตัด endosperm 

รากและปลายยอดออนออกเมื่อเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อไดประมาณ 3 วัน เพาะเลี้ยงบนอาหารสูตรที่ดี

ที่สุดจากการทดลองที่ 2 ตอไปอีก 3 สัปดาห แลวจึงยายยอดออนที่เกิดขึ้นลงเพาะเลี้ยงในอาหาร

สูตร MS ดัดแปลง  เพื่อชักนําใหเกิดราก  หากเนื้อเยื่อเจริญที่เพาะเลี้ยงมียอดขาวเกิดขึ้นเปนจํานวน

มาก ใหแยกยอดขาวออกเปนกลุมเล็กๆ  หรือเปนยอดเดี่ยวกอนแลวจึงยายลงบนอาหารชักนําการ

เกิดราก ทุกขั้นตอนทําการเพาะเลี้ยงที่อุณหภูมิหอง (25° C) และใหแสงสวาง 16 ชั่วโมงตอวัน 

ตรวจและบันทึกผลการทดลอง 

นอกจากนี้ ทําการทดสอบเพิ่มเติมเพื่อยืนยันผลการตอบสนองของขาวพันธุรับรองพันธุ

ตางๆ  โดยเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อเจริญปลายยอดที่เหมาะสมจากผลการทดลองที่ 1 ของขาวพันธุรับรอง

อีก 7 พันธุ ไดแก ชัยนาท1 กข 23 เหนียวสันปาตอง ปนแกว56 เล็บนกปตตานี ซิวแมจัน และเผือก

น้ํา บนอาหารชักนําการเพิ่มจํานวนยอดสูตรที่ดีที่สุดจากการทดลองที่ 2 ตัด endosperm รากและ

ปลายยอดออนออกเมื่อเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อไดประมาณ 3 วัน เพาะเลี้ยงบนอาหารสูตรที่ดีที่สุดจาก

การทดลองที่ 2 ตอไปอีก 3 สัปดาห แลวจึงยายยอดออนที่เกิดขึ้นลงเพาะเลี้ยงในอาหารชักสูตร MS 

ดัดแปลง เพื่อชักนําใหเกิดรากทุกขั้นตอนทําการเพาะเลี้ยงที่อุณหภูมิหอง  (25°C)  และใหแสงสวาง 

16 ชั่วโมงตอวัน บันทึกจํานวนยอด/เนื้อเยื่อเจริญปลายยอด  และจํานวนตนขาวที่เกิดราก 

  
เวลาและสถานที่เวลาและสถานที่ทําการทดลองทําการทดลอง  

 

ระยะเวลาของโครงการระยะเวลาของโครงการ  1  ป  (ตุลาคม  2544 – กันยายน  2545) 
 

สถานทีท่ําการทดลองสถานทีท่ําการทดลอง  หองปฏิบัติการเพาะเลีย้งเนือ้เยื่อ  สํานกัวจิัยพัฒนาเทคโนโลยีชวีภาพ 

 



 

ผลและวิจารณผลการทดลองผลและวิจารณผลการทดลอง  
 

ผลการทดลองที่ ผลการทดลองที่ 11  
 

ผลการทดลองเปรียบเทียบการตอบสนองของเนื้อเยื่อเจริญปลายยอดที่ตัดแยกและไมได 

ตัดแยกออกจากตนออน พบวาชิ้นสวนพืชเพาะเลี้ยงทั้ง 2 ชนิด สามารถชักนําใหเกิดการเพิ่มจํานวน

ยอดได อยางไรก็ตาม เมื่อเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อเจริญปลายยอดที่ตัดแยกออกจากยอดออนบนอาหาร

เพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ ปรากฏวา เนื้อเยื่อเจริญดังกลาว เกิดเปนสีน้ําตาลคล้ํา (browning) ทําใหยับยั้ง

การเจริญเติบโตและทําใหเนื้อเยื่อของขาวตาย (รูปที่ 1) ดังนั้นเนื้อเยื่อเจริญปลายยอดที่ไมไดตัด

แยก ออกจากยอดออนจึงสามารถเกิดการเพิ่มจํานวนยอดไดดีกวา เนื่องจากไมพบการเกิดสีน้ําตาล

คล้ําของเนื้อเยื่อเจริญปลายยอดที่ไมไดตัดแยกออกจากยอดออน  

  

รูปที่ รูปที่ 11  แสดงการเกิดสีน้ําตาลคล้ํา (browning) บนอาหารชักนําการเพิ่มจํานวนยอด

ของเนื้อเยื่อเจริญปลายยอดที่ตัดแยกออดจากยอดออน 

   

จากการทดลองเปรียบเทียบสารควบคุมการเจริญเติบโต 2,4-D และ TDZ ตอการเพิ่ม
จํานวนยอด พบวา สารควบคุมการเจริญเติบโต TDZ สามารถเหนี่ยวนําใหเกิดการเพิ่มจํานวนยอด
ไดโดยไมผานการพัฒนาเปนแคลลัส (รูปที่ 2ก) สําหรับอาหารที่มีสวนผสมของ 2,4-D และ TDZ ใน
ทุกอัตราสวน สามารถเหนี่ยวนําใหเกิดการเพิ่มจํานวนยอดไดเชนเดียวกัน แตยอดออนที่เกิดขึ้นมี
แนวโนมที่พัฒนามาจากแคลลัส (รูปที่ 2ข) ดังนั้น อาหารชักนําการเพิ่มจํานวนยอดที่เหมาะสมจึง
ควรมีเพียงสารควบคุมการเจริญเติบโต TDZ เปนสวนผสมเทานั้น เนื่องจากอาหารที่มี 2,4-D จะทํา
ใหเนื้อเยื่อเจริญพัฒนาเปนแคลลัส   

 
  
  
  

 



 

รูปทีู่ปที่ร   22กก    แสดงการเกิดยอดหลายๆ ยอดไดโดยไมผานการพัฒนาแคลลัส บนสูตรอาหารชักนํา

การเพิ่มจํานวนยอดที่มี TDZ 

 

 
 
 
 
 
 
 

  

รูปที่ รูปที่ 22ขข แสดงการเกิดแคลลัส บนสูตรอาหารชักนําการเพิ่มจํานวนยอดที่มี 2,4-D และ TDZ 

  
  
ผลการทดลองที่ ผลการทดลองที่ 22  

จากการเปรียบเทียบความเขมขนของสารควบคุมการเจริญเติบโต TDZ เพื่อหาความเขมขน

ของ TDZ ที่เหมาะสมตอการเพิ่มจํานวนยอด พบวา อาหารชักนําการเพิ่มจํานวนยอดที่มี TDZ 6.0 

มิลลิกรัม/ลิตร สามารถชักนําใหเกิดการเพิ่มจํานวนยอดไดมากที่สุดเฉลี่ย 8 ยอด/เนื้อเยื่อเจริญ แต

ไมแตกตางกับอาหารชักนําการเพิ่มจํานวนยอดที่มี TDZ 4.0 และ 8.0 มิลลิกรัม/ลิตร อยางมี

นัยสําคัญทางสถิติ (Duncan’s Multiple Range Test , ∝  = 0.05) (ตารางที่ 1) 
  
  
  
  
  

 



 

ตารางที ่ตารางที ่11 จํานวนยอดที่เกิดจากเนื้อเยือ่เจริญปลายยอดบนอาหารชักนําการเพิม่จํานวนยอดที่

มีสารควบคุมการเจริญเติบโต TDZ ในอัตราสวนตาง ๆ 

 

ความเขมขนของ TDZ (มลิลกิรัม/ลิตร) จํานวนยอดเฉลี่ย/เนื้อเยื่อเจริญปลายยอด1/

0.0 1  d 

1.0 5  c 

2.0 6  bc 

4.0 7  ab 

6.0 8  a 

8.0 7  ab 

CV   9.8 % 

1/  คาเฉลี่ยที่ตามดวยอักษรเหมือนกันไมตางกันทางสถิติ  ใช DMRT  ที่ระดับความเชื่อมั่น 95% 

 

อยางไรก็ตาม ตนขาวที่ไดจากการเพาะเลี้ยงบนอาหารชักนําการเพิ่มจํานวนยอดที่มี TDZ 

4.0 มิลลิกรัม/ลิตร มีลําตนใหญและสมบูรณกวาตนขาวที่เกิดจากการเพาะเลี้ยงบนอาหารชักนําการ

เพิ่มจํานวนยอดที่มี TDZ 4.0 และ 8.0 มิลลิกรัม/ลิตร ตนขาวที่ไดมีลักษณะปกติ ไมพบการเกิด 

albino และสามารถเกิดรากไดเปนปกติเมื่อยายลงบนอาหารชักนําการเกิดราก ซึ่งไมมีสารควบคุม

ความเจริญเติบโต นอกจากนี้ตนขาวที่ไดสามารถออกดอกและไมเปนหมัน (รูปที่ 3) 
 

 



 

รูปที่ รูปที่ 33 ลักษณะการเจริญเติบโตของตนขาวที่ไดจากการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อเจริญปลายยอดบน

อาหารชักนําการเพิ่มจํานวนยอดที่มี TDZ 4.0 มิลลิกรัม/ลิตร (ก) ยอดขาวหลังจาก

เพาะเลี้ยงบนอาหารชักนําการเพิ่มจํานวนยอดที่มี TDZ 4.0 มิลลิกรัม/ลิตร ได 3 สัปดาห 

(ข) ตนขาวสามารถเกิดรากไดบนอาหารชักนําการเกิดราก (ค) ตนขาวเจริญเติบโตเปน

ปกติในดิน (ง) เมล็ดขาวจากตนขาวเพาะเลี้ยงโดยระบบยอดออนบนอาหารชักนําการ

เพิ่มจํานวนยอดที่มี TDZ 4.0 มิลลิกรัม/ลิตร  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปท่ี 3   รูปท่ี 3ข 

รูปท่ี 3ค รูปท่ี 3ง 

 

 

 

 

 

 

 

นอกจากนี้พบวา หลังจากเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อเจริญปลายยอดที่ไมไดตัดแยกออกจาก

ยอดออนบนอาหารชักนําการเพิ่มจํานวนยอดที่มี TDZ เปนเวลา 3 วัน จากนั้นตัดสวนของ 

endosperm รากและปลายยอดออนออก แลวเพาะเลี้ยงบนอาหารชักนําการเพิ่มจํานวนยอด

ตอไปจะเกิดการเพิ่มจํานวนยอดไดดีข้ึน 

 



 

ผลการทดลองที่ ผลการทดลองที่ 33  

ผลการทดลองการตอบสนองของขาวพันธุรับรองของไทย 6 พันธุ ที่มีพื้นฐานทางพันธุกรรม

แตกตางกัน ไดแก เฉี้ยงพัทลุง ขาวเจาหอมคลองหลวง กข10 ตะเภาแกว R258 และ กข25 บน

อาหารชักนําการเพิ่มจํานวนยอดที่มี TDZ 4.0 มิลลิกรัม/ลิตร พบวาขาวพันธุรับรองทั้ง 6 พันธุ 

สามารถเกิดการเพิ่มจํานวนยอดไดในจํานวนที่ไมแตกตางกันทางสถิติ (Duncan’s Multiple Range 

Test , ∝  = 0.05) และไมแตกตางกับการเกิดการเพิ่มจํานวนยอดของขาวขาวดอกมะลิ 105 

(Duncan’s Multiple Range Test , ∝  = 0.05) (ตารางที่ 2)   
 

ตารางที่ ตารางที่ 22 จํานวนยอดขาวที่พัฒนาจากเนื้อเยื่อเจริญปลายยอดบนอาหารชักนําการเพิ่มจํานวน

ยอดที่มี TDZ 4.0 มิลลิกรัม/ลิตร ของขาวพันธุรับรองของไทย 6 พันธุ ที่มีพื้นฐานทาง

พันธุกรรมแตกตางกัน 
 

พันธุขาว จํานวนตนเฉลี่ย/เนื้อเยื่อเจริญปลายยอด1/

เฉี้ยงพัทลงุ   6  a 

ขาวเจาหอมคลองหลวง    5  a 

กข10   5  a 

ตะเภาแกว   5  a 

R258 4  a 

กข25   4  a 

ขาวขาวดอกมะลิ  105 (check) 5  a 

CV    20.4 % 

1/  คาเฉลี่ยทีต่ามดวยอักษรเหมือนกันไมตางกนัทางสถติิ  ใช DMRT  ที่ระดับความเชื่อมั่น 95% 
 

นอกจากนี้ ขาวพันธุรับรองของไทยอีก 7 พันธุ ไดแก ชัยนาท1 กข 23 เหนียวสันปาตอง 

ปนแกว 56 เล็บนกปตตานี ซิวแมจัน และเผือกน้ํา สามารถเกิดการเพิ่มจํานวนยอดไดเชนเดียวกัน 

เฉลี่ย 4, 6, 5, 7, 5, 4 และ 7 ตน/เนื้อเยื่อเจริญปลายยอด ตามลําดับ โดยใชเวลาในการเพาะเลี้ยง

เนื้อเยื่อเจริญปลายยอดจนเปนตนขาวที่มีรากสมบูรณ สามารถยายลงปลูกในดินได ภายใน

ระยะเวลาเพียง 5 - 8 สัปดาห 
 

 



 

สรุปผลการทดลองสรุปผลการทดลอง  
 

การทดลองประสบความสําเร็จในการพัฒนาวิธีการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อขาวพันธุรับรองโดยใช

ระบบเพาะเลี้ยงยอดออน โดยเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อเจริญปลายยอดบนอาหารชักนําการเพิ่มจํานวน

ยอดสูตรซึ่งมีสวนประกอบของอาหาร ไดแก MS inorganic salt sucrose 30 กรัม/ลิตร myo-

inositol 100 มิลลิกรัม/ลิตร pyridoxine 0.5 มิลลิกรัม/ลิตร nicotinic acid 0.5 มิลลิกรัม/ลิตร TDZ  

4  มิลลิกรัม/ลิตร 0.3% phytagel, pH 5.7 เมื่อเพาะเลี้ยงเปนเวลา 3 วัน แลวตัดสวนของ 

endosperm รากและปลายยอดออนออก เพาะเลี้ยงตอไปอีก 3 สัปดาห แลวจึงยายยอดออนลง

เพาะเลี้ยงในอาหารชักนําการเกิดรากที่มีสวนประกอบของอาหาร ไดแก MS inorganic salt 

sucrose 30 กรัม/ลิตร myo-inositol 100 มิลลิกรัม/ลิตร pyridoxine 0.5 มิลลิกรัม/ลิตร nicotinic 

acid 0.5 มิลลิกรัม/ลิตร 0.3% phytagel, pH 5.7 ทุกขั้นตอนทําการเพาะเลี้ยงที่อุณหภูมิหอง 

(25°C) และใหแสงสวาง 16 ชั่วโมงตอวัน สามารถยายตนขาวที่ไดจากการเพาะเลี้ยงลงปลูกในดิน

ไดภายในระยะเวลาเพียง 5 - 8 สัปดาห 

วิธีการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อขาวพันธุรับรองของไทยโดยใชระบบเพาะเลี้ยงยอดออนอยางมี

ประสิทธิภาพ เปนวิธีที่ไมจําเพาะตอพันธุ (genotype-independent) สามารถใชไดกับพันธุขาว

รับรองทั่วไป อีกทั้งเปนวิธีที่ รวดเร็วและไมซับซอน เพื่อใชรวมกับการถายฝากยีนที่มีประสิทธิภาพ 

และพัฒนาเปนตนแบบในการสรางตนขาวดัดแปรพันธุกรรมไดอยางรวดเร็ว เพื่อรองรับการทํานาย

หรือการทดสอบโครงสรางและหนาที่ของยีนขาว ตลอดจนการรองรับการปรับปรุงและพัฒนาพันธุ

ขาวดวยเทคนิคทางพันธุวิศวกรรมตอไป 

  
คําขอบคุณคําขอบคุณ  

 
คณะผูวิจัยขอขอบพระคุณสถาบันวิจัยขาว และสํานักวิจัยพัฒนาเทคโนโลยีชีวภาพ กรมวิชาการ

เกษตร ซึ่งชวยอนุเคราะหพันธุขาวที่ใชในการทดลอง  

 

 



 

เอกสารอางอิงเอกสารอางอิง  
 
สงกรานต  จิตราการ และ ฉวีวรรณ  วุฒิญาโณ . 2539. ทรัพยากรเชื้อพันธุขาวในประเทศไทย. 

ความหลากหลายแหงชีวิต โครงการจัดตั้งศูนยศึกษาความหลากหลายทางชีวภาพ 

มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร จตุจักร กรุงเทพฯ หนา 56 - 70  

สุเทพ  ล้ิมทองสกุล 2543  สถาบันวิจัยขาว : สถานภาพ ขีดความสามารถและแนวทางความรวมมือ

ในการวิจัยและพัฒนาพันธุขาวดวยเทคโนโลยีชีวภาพ. เอกสารประกอบการสัมมนา

ทางวิชาการขาวแหงชาติ : การวิจัยและพัฒนาพันธุขาวดวยเทคโนโลยีชีวภาพ วันที่ 31 

สิงหาคม -1 กันยายน 2543  ณ โรงแรมสีดารีสอรท จังหวัดนครนายก  100 หนา 

หทัยรัตน  อุไรรงค , ณัฐหทัย  เอพาณิช , หิรัญ  หิรัญประดิษฐ , สงกรานต จิตราการ และวิชัย หิรัญยู

ปกรณ. 2542. ลายพิมพดีเอ็นเอของขาวพันธุรับรอง รายงานการประชุมวิชาการขาว

และธัญพืชเมืองหนาว ประจําป 2542 วันที่ 3-5 มีนาคม 2542 ณ โรงแรมคุมสุวรรณ 

จังหวัดสุพรรณบุรี 59 หนา 

อภิชาติ  วรรณวิจิตร, วินิตชาญ  ร่ืนใจชน, ดวงใจ  เตชะยิ่งไพบูลย, วินธัย  กมลสุขยืนยง, มณฑป  

จําปาเรือง, ธรรมนูญ  จตุรพาหุ , สามารถ  วันชะนะ , สุวิทย  วุฒิสุทธิเมธาวี , ธีรยุทธ  

ตูจินดา และสมวงษ ตระกูลรุง . 2543.  จากลําดับเบสสูลําดับยีน.  เอกสาร

ประกอบการสัมมนาทางวิชาการขาวแหงชาติ : การวิจัยและพัฒนาพันธุขาวดวย

เทคโนโลยีชีวภาพ วันที่ 31  สิงหาคม - 1 กันยายน 2543  ณ โรงแรมสีดารีสอรท จงัหวดั

นครนายก  100 หนา 

Bhaskaran S, Smith RH. 1990 Regeneration in cereal tissue culture: a review.  Crop Sci 30 

(6) :   1328-1337  

Christou P, Ford TL, Kofron M. 1991 Production of transgenic rice (Oryza sativa L.) plants 

from agronomically important Indica and Japonica varieties via electric 

discharge particle acceleration of exogenous DNA into immature zygotic 

embryos. Bio / technology 9 : 957-962. 

Datta SK, Datta K, Soltanifar S, Donn G, Potrykus I. 1992. Herbicide - resistant Indica rice 

plants from IRRI breeding line IR72 after PEG- mediated transformation of 

protoplasts. Plant Mol Biol 20 : 619-629 

Gupta SD and Conger BV. 1998. In vitro differentiation of multiple shoot clumps from 

intact seedlings of switchgrass. In Vitro Cell Dev Biol 34: 196-202 

 



 

Lowe K, Bowen B, Hoerster G, Ross M, Bond D, Pierce D and Gordon KB. 1995. Germline 

transformation of maize following manipulation of chimeric shoot meristems. 

Biotechnology 13 : 667-682 

Murashige T .1974.  Plant Propagation through tissue culture. Ann Rev Plant Physiol 25: 

135-166 

Peng J, Wen F, Lister RL, Hodges TK. 1995. Inheritance of gus A and neo genes in 

transgenic rice. Plant Mol Biol 27: 91 - 104 

Rathore KS, Chowdhury VK, Hodges TK. 1993. Use of bar as a selectable marker gene 

and for the production of herbicide - resistant rice plants from protoplasts. 

Plant Mol Biol 21:  871-884. 

Zhang S, Zhong H, Sticklen MB. 1996. Production of multiple shoots from apical 

meristems of oat (Avena satava L.). J Plant Physiol 148: 667-671 

Zhong H, Srinivasan C, Sticklen MB. 1992.  In vitro morphogenesis of corn (Zea mays L.). 

I.Differentiation of mutiple shoot clumps and somatic embryos from shoot tips.  

Planta 187:    483-489 

Zhong H, Sun B, Warkentin D, Zhang S, Wu R, Wu T and Sticklen MB. 1996. The 

competence of maize shoot meristems for integrative transformation and 

inherited expression of transgenes. Plant Physiol 110: 1097-1107 

 



 

ภาคผนวกภาคผนวก  
 

ผนวก ผนวก 11    อาหารสูตร อาหารสูตร MMSS  ดัดแปลงดัดแปลง 

สวนประกอบของอาหารสูตร MS ดัดแปลง ไดแก   
 MS inorganic salt (Murashige and Skoog 1962) 

 sucrose 30 กรัม/ลิตร 

 myo-inositol 100  มิลลิกรัม/ลิตร 

 pyridoxine 0.5  มิลลิกรัม/ลิตร 

 nicotinic acid  0.5  มิลลิกรัม/ลิตร 
 
ขั้นตอนการเตรียมมีดังนี้ขั้นตอนการเตรียมมีดังนี้  

 

ผสมสวนประกอบของอาหารสูตร MS ดัดแปลงขางตน เติมน้ํากลั่นใหไดปริมาตรที่

ตองการ  ปรับ pH เปน 5.7 เติม phytagel 0.3% (w/v) นําไปนึ่งฆาเชื้อในหมอนึ่งความดันไอ โดยใช

ความดันไอน้ําที่ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว (psi) เปนเวลา 15 นาที เทอาหาร 25 ml ลงในจานพลาสติก

ที่ฆาเชื้อแลว (petri dish)  ขนาด 90 x 15 mm 

 

ผนวก ผนวก 22       รูปแสดงการงอกของยอดออนจากเมล็ดขาวขาวดอกมะลิ 105 ที่ฟอกฆาเชื้อแลวมา

เพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร MS เปนเวลา 3 วัน 
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