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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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บทคัดยอบทคัดยอ  
 

การพัฒนาวิธีการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่องขาวพันธุรับรองโดยใชระบบเพาะเลี้ยงยอดออนเริ่ม
จากการทดสอบการใชอาหาร Murashige and Skoog (MS) ที่มีสารควบคุมการเจริญเติบโต ไดแก                       
2,4 – dichlorophenoxy acetic acid (2,4-D) ที่ความเขมขน 0, 0.5, 1.0, 2.0 มิลลิกรัม/ลิตร และ 
thidiazuron  (N-phenyl-N’-1,2,3- thiadiazol-5-ylurea, TDZ)  ที่ความเขมขน 0, 1.0, 2.0, 4.0  
มิลลิกรัม/ลิตร ในการเหนี่ยวนําเนื้อเยื่อเจริญปลายยอด (shoot apical meristem) ใหเพิ่มจํานวน
ยอด (multiple shoots) โดยเปรียบเทียบการตอบสนองของเนื้อเยื่อเจริญปลายยอดที่ตัดแยกและ
ไมไดตัดแยกออกจากตนออน  ผลการทดลองพบวาชิ้นสวนขาวเพาะเลี้ยงทั้ง 2  ขนาด สามารถชัก
นําใหเกิดการเพิ่มจํานวนยอดได  อยางไรก็ตาม เนื้อเยื่อเจริญปลายยอดที่ไมไดตัดแยกออกจากยอด
ออนสามารถเกิดการเพิ่มจํานวนยอดไดดีกวา เนื่องจากไมพบการเกิดสีน้ําตาลคล้ําของเนือ้เยือ่เจริญ
ปลายยอดที่ไมไดตัดแยกออกจากยอดออน จากการทดลองเปรียบเทียบสารควบคุมการเจริญเติบโต  
2,4-D และ TDZ ตอการเพิ่มจํานวนยอด พบวา สารควบคุมการเจริญเติบโต TDZ สามารถเหนีย่วนาํ
ใหเกิดการเพิ่มจํานวนยอดไดโดยไมผานการพัฒนาเปนแคลลัส   อาหารชักนําการเพิ่มจํานวนยอดที่
เหมาะสมควรมีเพียงสารควบคุมการเจริญเติบโต TDZ  เปนสวนผสมเทานั้น เนื่องจากอาหารที่มี 
2,4-D จะทําใหเนื้อเยื่อเจริญพัฒนาเปนแคลลัส   

จากผลการทดลองเปรียบเทียบความเขมขนของสารควบคุมการเจริญเติบโต TDZ ที่ความ
เขมขน 0, 1.0, 2.0, 4.0, 6.0 และ 8.0 มิลลิกรัม/ลิตร  เพื่อหาความเขมขนของ TDZ ที่เหมาะสมตอ
การเพิ่มจํานวนยอด  พบวา อาหารชักนําการเพิ่มจํานวนยอดที่มี  TDZ 6.0 มิลลิกรัม/ลิตร สามารถ
ชักนําใหเกิดการเพิ่มจํานวนยอดไดมากที่สุดเฉลี่ย 8  ยอด/เนื้อเยื่อเจริญ  แตไมแตกตางกับอาหารที่
มี TDZ 4.0 และ 8.0 มิลลิกรัม/ลิตร อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ  (∝  = 0.05) แตตนขาวที่ไดจากการ
เพาะเลี้ยงบนอาหารที่มี  TDZ 4.0 มิลลิกรัม/ลิตร มีลําตนใหญและสมบูรณกวา ตนขาวที่ไดมี
ลักษณะปกติ ไมพบการเกิด albino  และสามารถเกิดรากไดเปนปกติ 

เมื่อทดสอบการตอบสนองของขาวพันธุรับรองของไทยจํานวน 6 พันธุ ที่มีพื้นฐานทาง
พันธุกรรมแตกตางกัน บนอาหารชักนําการเพิ่มจํานวนยอดที่มี TDZ 4.0 มิลลิกรัม/ลิตร พบวาขาว
พันธุรับรองทั้ง 6 พันธุ สามารถเกิดการเพิ่มจํานวนยอดได ในจํานวนที่ไมแตกตางกันทางสถิติ 
(∝=0.05) นอกจากนี้ ไดทําการทดสอบการตอบสนองของขาวพันธุรับรองของไทยอีก 7 พันธุ พบวา 
ทุกพันธุสามารถเกิดการเพิ่มจํานวนยอดได โดยใชเวลาในการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อเจริญปลายยอดจน
เปนตนขาวที่มีรากสมบูรณ สามารถยายลงปลูกในดินได ภายในระยะเวลาเพียง 5 - 8 สัปดาห 

วิธีการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อขาวพันธุรับรองโดยใชระบบเพาะเลี้ยงยอดออน สามารถใชได
กับขาวพันธุรับรองทั่วไป  เปนวิธีการที่รวดเร็วและไมซับซอน  เปนอีกระบบหนึ่งที่จะสามารถใช 
รวมกับการถายยีนเขาสูพืชไดอยางมีประสิทธิภาพ 

 



 

คํานําคํานํา 

 
ขาวเปนพืชเศรษฐกิจที่มีความสําคัญอยางยิ่งตอประเทศไทย ขาวไทยจัดวามีคณุภาพด ีเปน

ที่นิยมของผูบริโภคทั้งในและตางประเทศ ถึงแมวาประเทศไทยเปนผูสงออกขาวอันดับหนึ่งของโลก 

แตอยางไรก็ตาม ผลผลิตขาวเฉลี่ยของประเทศไทยต่ํากวาผลผลิตขาวเฉลี่ยของโลก ถึง 265 

กิโลกรัม ตอไร (สุเทพ, 2543)  การใชเทคนิคทางพันธุวิศวกรรมเปนวิธีหนึ่งที่มีประสิทธิภาพสงูในการ

นํามาใชเพื่อการปรับปรุงพัฒนาพันธุขาว โดยสามารถสรางพันธุขาวชนิดใหมหรือพืชดัดแปร

พันธุกรรม (transgenic plant) จากการถายฝากสารพันธุกรรมที่ควบคุมลักษณะที่ตองการสูขาว

เพื่อใหไดพันธุขาวที่คงลักษณะเดิมทุกประการ  ยกเวนการมีลักษณะพิเศษเพิ่มเติมจากสาร

พันธุกรรมที่ถายฝากเขาไปเทานั้น  เทคนิคพันธุวิศวกรรมจึงมีศักยภาพสูงในการปรับปรุงและพัฒนา

พันธุขาวใหมีลักษณะที่ตองการ เชน การเพิ่มผลผลิต  ตานทานโรค และแมลงศัตรูขาว และ

สภาพแวดลอมที่ไมเหมาะสม  มีคุณคาทางโภชนาการสูงขึ้น ตลอดจนการเปลี่ยนแปลงคุณสมบัติ

ของแปงในเมล็ดขาวเพื่อประโยชนทางอุตสาหกรรมและการแปรรูป  เปนตน 

ประเทศไทยตั้งอยูในเขตศูนยกลางของการผันแปรของขาว มีความหลากหลายทั้ง ขาวปา

และขาวปลูก ซึ่งมีลักษณะแตกตางกันออกไป (สงกรานต และฉวีวรรณ, 2539) จึงเปนโอกาสดีของ

ประเทศไทยที่จะนําความหลากหลายทางชีวภาพนี้มาใชประโยชน โดยประเทศไทยไดเขารวมใน 

โครงการความรวมมือนานาชาติ เพื่อการหาลําดับเบสของจีโนมขาว ซึ่งผลลัพธหนึ่งจากโครงการ ดัง

กลาวคือ ชิ้นสวนและโครงสรางของยีนที่ควบคุมลักษณะของขาวที่ตองการ เชน พบ Strong หรือ 

specific promoter และพบยีนควบคุมความตานทานน้ําทวมของขาว (อภิชาติ, 2543)  การพัฒนา

เทคนิคการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อและการถายฝากยีนเขาสูตนขาวใหมีประสิทธิภาพสูง รวดเร็วและไม

ซับซอน เปนสิ่งที่มีความจําเปนอยางยิ่งเพื่อรองรับการทํานายหรือการทดสอบโครงสรางและหนาที่

ของยีนขาว ตลอดจนการรองรับการปรับปรุงและพัฒนาพันธุขาวใหมีคุณลักษณะตามที่ตองการ 

การถายฝากยีน  เขาสูขาวโดยใชวิธีการถายยีนเขาสูเซลลไรผนัง (protoplast DNA uptake) และ

การถายฝากยีนโดยใชเครื่องยิงอนุภาค (microprojectile bombardment) นั้น (Bhaskaran et al., 

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

สามารถกอใหเกิดตนขาวดัดแปรพันธุกรรม (transgenic rice) ได แตอยางไรก็ตาม ยังมีขอจํากัดใน

การชักนําใหเกิดตนขาว จากแคลลัส (callus) หรือเซลลไรผนัง (protoplasts) ซึ่งจําเพาะตอขาวบาง

พันธุเทานั้น (genotype-specific) และนอกจากนี้การเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพืชใหพัฒนาเปนตนพืชที่

สมบูรณ (regeneration) โดยไมผานการพัฒนาเปนแคลลัส ยังกอใหเกิดความแปรปรวน 

(somaclonal variation) ทําใหตนขาวที่เกิดขึ้นมีลักษณะผิดไปจากเดิม หรือเกิด albino 

 



 

ในทางทฤษฎีแลว การใชเนื้อเยื่อเจริญปลายยอด (shoot apical meristem) เปนชิ้นสวนพืช
เพาะเลี้ยง (explant) สามารถทําใหเกิดการพัฒนาเปนตนพืชที่สมบูรณไดโดยไมจําเพาะกับพันธุพืช 
(genotype-independent) และเกิดความแปรปรวน (somaclonal variation) นอย (Murashige, 
1974)  แตอยางไรก็ตาม การถายฝากยีนสูเนื้อเยื่อเจริญปลายยอดอาจกอใหเกิดปญหา chimera 
ในตนพืชดัดแปรพันธุกรรมได (Lowe et al., 1995) การใชสารควบคุมการเจริญเติบโต (plant 
growth regulator) เพื่อ   ชักนําใหเกิดการเพิ่มจํานวนยอดจากเนื้อเยื่อเจริญปลายยอดสามารถเพิ่ม
เสถียรภาพของพืชดัดแปรพันธุกรรมได (Zhong et al., 1996) นอกจากนี้ การชักนําการเพิ่มจํานวน
ยอดจากเนื้อเยื่อเจริญปลายยอดที่ไมได ตัดแยกออกจากตนออน (intact seedlings) ในระบบ       
In vitro เปนอีกระบบหนึ่งที่จะสามารถใชรวมกับการถายฝากยีนเขาสูพืชไดอยางมีประสิทธิภาพ 
เปนวิธีที่ไมจําเพาะตอพันธุ (genotype-independent) อีกทั้งเปนวิธีที่รวดเร็วและไมซับซอน 
เนื่องจากไมตองเสียเวลากับการตัดแยกชิ้นสวนพืชเพาะเลี้ยง (Gupta และ Conger, 1998) 

การศึกษาทดลองวิธีการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อใหใชไดกับพันธุขาวรับรองทั่วไปเปนสิ่งที่มีความ
จําเปนอยางยิ่ง เพื่อใชรวมกับการถายฝากยีนที่มีประสิทธิภาพ  และพัฒนาเปนตนแบบในการสราง
ตนขาว  ดัดแปรพันธุกรรมไดอยางรวดเร็ว เพื่อรองรับการทํานายหรือการทดสอบโครงสรางและ
หนาที่ของยีนขาว ตลอดจนการรองรับการปรับปรุงและพัฒนาพันธุขาวดวยเทคนิคทางพันธุ
วิศวกรรม 

  
อุปกรณและอุปกรณและวิธีวิธีการการ  

 
อุปกรณอุปกรณ  

1. เมล็ดขาวซึ่งจัดอยูในกลุมของขาวพันธุรับรองตางกลุมกันออกไปตามความแตกตางของ
พันธุกรรม (หทัยรัตน, 2542) เชน  พันธุเผือกน้ํา43  แพร 1  R-258  ขาวหอมปทุมธานี 1  ขาวเหนียว

สันปาตอง  ขาวขาวดอกมะลิ 105  และขาวชัยนาท 1 
2. สารเคมีในอาหารเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ 

3. จานพลาสติกที่ฆาเชื้อแลว (petri dish) 

4. เครื่องแกว เชน  ขวดแกวรูปกรวย  บีกเกอร  กระบอกตวง เปนตน  

5. สารเคมีฆาเชื้อ เชน Clorox, ethyl alcohol 

6. ปากคีบ กรรไกร  ถุงมือยาง 

7. เครื่องวัดความเปนกรด-ดาง เคร่ืองชั่ง หมอนึ่งความดันไอ  ตูถายเนื้อเยื่อ กลองถายรูป 

ชั้นเลี้ยงเนื้อเยื่อ  ดิน  กระดาษ  ปุย 

 



 

วิธีการวิธีการทดลองทดลอง  

ขั้นตอนและวิธีดําเนินการขั้นตอนและวิธีดําเนินการ  ประกอบดวยการทดลอง  ประกอบดวยการทดลอง  33 การทดลอง  การทดลอง ดงันี้ดงันี้  
 

การทดลองที่ การทดลองที่ 11      การเปรียบเทียบการตอบสนองของชิ้นสวนขาวเพาะเลี้ยง การเปรียบเทียบการตอบสนองของชิ้นสวนขาวเพาะเลี้ยง ((eexxppllaanntt))  และและ
สารควบคุมการเจริญเติบโต สารควบคุมการเจริญเติบโต 22,,44--DD  และและ  TTDDZZ ตอการเพิ่มจํานวนยอด ตอการเพิ่มจํานวนยอด  

 
มีวิธีดําเนินการดังนี้มีวิธีดําเนินการดังนี้  

กรรมวิธี  ประกอบดวย การหาชนิดของชิน้สวนขาวและหาปริมาณพรอมทั้งสัดสวนของสาร

ควบคุมการเจริญ 2,4-D  และ TDZ  ที่มผีลตอการเพิ่มจํานวนยอด  

-   ชิ้นสวนพชื ใชเนื้อเยื่อเจริญปลายยอดซึง่ตัดแยกออกจากตนออน และไมไดตัดแยกออก

จากตนออน 

-  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  

-   การเตรียมชิ้นสวนขาวเพาะเลี้ยง 
 นําเมล็ดขาวขาวดอกมะลิ  105  มาแกะเปลือกออก และขจัดสิ่งปนเปอนออกจากผิวโดย

แชใน 95% Ethanol 1 นาที แลวยายเมล็ดขาวลงไปแชใน 40% Clorox (60% w/v Sodium 
Hypochloride)  เขยาบนเครื่องเขยานาน  30 นาที  จึงนําเมล็ดขาวมาลางดวยน้ํากลั่นที่นึ่ง ฆาเชื้อ 
3 คร้ัง นําเมล็ดขาวที่ฟอกฆาเชื้อแลวนี้ไปเตรียมเนื้อเยื่อเจริญปลายยอด 
 -  การเตรียมเนื้อเยื่อเจริญปลายยอด (shoot apical meristem) ซึ่งตัดแยกออกจากตน
ออน (seedling)  

 นําเมล็ดขาวขาวดอกมะลิ 105  ที่ฟอกฆาเชื้อแลวมาเพาะเลี้ยงบนอาหารเพาะตนออน
สูตร MS ดัดแปลง เปนเวลา 3 วัน เมื่อยอดออนเริ่มงอกออกมา  จึงตัดเนื้อเยื่อเจริญปลายยอดขนาด
ประมาณ  3 - 5  มิลลิเมตร ออกจากยอดออน  แลวนําไปเพาะเลี้ยงบนอาหารชักนําการเพิ่มจํานวน
ยอดสูตรตางๆ  ตามกรรมวิธีขางตน ตอไป 

- การเตรียมเนื้อเยื่อเจริญปลายยอดโดยไมตัดแยกออกจากตนออน  
 นําเมล็ดขาวขาวดอกมะลิทีฟ่อกฆาเชื้อแลวไปเพาะเลี้ยงบนอาหารชักนําการเพิม่จํานวน

ยอดโดยตรง  
- ในการทดลองใชชิ้นสวนพืชเพาะเลี้ยงแตละชนิด จํานวนจานละ 25 ชิ้น เพาะเลี้ยงที่

อุณหภูมิหอง (25°C) และใหแสงสวาง 16 ชั่วโมงตอวัน บันทึกการเกิดแคลลัส (callus) และจํานวน
ยอด (shoot) ที่เกิดขึ้น 

 



 

การทดลองที่ การทดลองที่ 22      การเปรียบเทียบความเขมขนของสารควบคุมการเจริญเติบโต การเปรียบเทียบความเขมขนของสารควบคุมการเจริญเติบโต TTDDZZ  ในใน
การชักนําการเพิ่การชักนําการเพิ่มจํานวนยอดมจํานวนยอด  

มีวิธีดําเนินการทดลองดังนี้มีวิธีดําเนินการทดลองดังนี้  

กรรมวิธีการทดลอง ประกอบดวยกรรมวิธีการทดลอง ประกอบดวย  
- ชิ้นสวนของขาวเพาะเลี้ยงที่เหมาะสมจากผลการทดลองที่ 1 และ  
- อาหารชักนําการเพิ่มจํานวนยอด MS ดัดแปลงที่เติมสารควบคุมการเจริญเติบโต TDZ 

ในอัตราสวนตางๆ ที่ 0, 1.0, 2.0, 4.0, 6.0, และ 8.0 มิลลิกรัมตอลิตร โดยวางแผนการทดลองแบบ 
Randomize Complete Block Design (RCB) ทําการทดลองทั้งสิ้น 6 ซ้ํา  

- บันทึกวามีการเกิดแคลลัส  (callus) ข้ึนหรือไม และบันทึกจํานวนยอดที่เกิดขึ้นจาก
เนื้อเยื่อเจริญปลายยอด  และจํานวนตนขาวที่เกิดราก 

- วิเคราะหขอมูลทางสถิติ  โดยแปลงขอมูลจํานวนยอดที่เกิดขึ้นจากเนื้อเยื่อเจริญ ปลาย
ยอดซึ่งเพาะเลี้ยงในอาหารสูตรชักนําการเพิ่มจํานวนยอดสูตรตางๆ  โดยใช log (x+1) แลวนําขอมูล
มาวิเคราะหคาความแปรปรวนทางสถิติ (ANOVA) และใช Duncan’s New Multiple Range Test 
(DMRT) เปรียบเทียบคาเฉลี่ยของจํานวนยอดที่พัฒนาขึ้นจากเนื้อเยื่อเจริญปลายยอด 
  
ขั้นตอนการทดลองมีดังนี้ขั้นตอนการทดลองมีดังนี้  

นําชิ้นสวนขาวเพาะเลี้ยงที่เหมาะสมจากผลการทดลองที่ 1 มาเพาะเลี้ยงบนอาหาร ชักนํา

การเพิ่มจํานวนยอดสูตร MS ดัดแปลง ที่เติมสารควบคุมการเจริญเติบโต TDZ ในอัตราสวนตางๆ 

ตามกรรมวิธีขางตน จากนั้นยายยอดขาวที่เกิดขึ้นลงบนอาหารสูตร MS ดัดแปลง เพื่อชักนําใหเกิด

ราก หากเนื้อเยื่อเจริญที่เพาะเลี้ยงมียอดขาวเกิดขึ้นเปนจํานวนมาก ใหแยกยอดขาวออกเปนกลุม

เล็กๆ หรือเปนยอดเดี่ยวกอนแลวจึงยายลงบนอาหารชักนําการเกิดราก เพาะเลี้ยงที่อุณหภูมิหอง 

(25° C) และใหแสงสวาง 16 ชั่วโมงตอวัน ตรวจและบันทึกผลการทดลอง 
 

การทดลองที่ การทดลองที่ 33      การทดสอบการตอบสนองขาวพันธุตางๆ ที่จัดอยูในกลุมที่มีพันธุกรรมการทดสอบการตอบสนองขาวพันธุตางๆ ที่จัดอยูในกลุมที่มีพันธุกรรม
แตกตางกัน บนสูตรอาหารที่เหมาะสมตอการเพิ่มจํานวนยอด  แตกตางกัน บนสูตรอาหารที่เหมาะสมตอการเพิ่มจํานวนยอด    

 

วิธีดําเนินการทดลองวิธีดําเนินการทดลองมีมีดังนี้ดังนี้  

กรรมวิธีการทดลอง ประกอบดวยกรรมวิธีการทดลอง ประกอบดวย  
- ชิ้นสวนขาวเพาะเลี้ยงที่เหมาะสมจากผลการทดลองที่ 1 ของขาว 6 พันธุ ไดแก เฉี้ยง

พัทลุง ขาวเจาหอมคลองหลวง กข10 ตะเภาแกว R-258  กข25 และใชพันธุขาวขาวดอกมะลิ 105 

เปนกรรมวิธีเปรียบเทียบ (check)   

 



 

- สูตรอาหารที่เหมาะสมที่สุดตอการเพิ่มจํานวนยอดจากการทดลองที่ 2  โดยวางแผนการ

ทดลองแบบ Randomize Complete Block Design (RCBD) ทําการทดลองทั้งสิ้น 3 ซ้ํา  

- บันทึกจํานวนยอดออนที่เกิดขึ้นจากเนื้อเยื่อเจริญแตละชิ้น  และบันทึกจํานวนตนขาวที่

เกิดราก 

- วิเคราะหคาความแปรปรวนทางสถิติ (ANOVA) และเปรียบเทียบคาเฉลี่ยของจํานวน

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

 

ขั้นตอนการทดลองมีดังนี้ขั้นตอนการทดลองมีดังนี้  
  

นําชิ้นสวนขาวเพาะเลี้ยงที่เหมาะสมจากผลการทดลองที่ 1 ของขาวแตละพันธุมาเพาะเลี้ยง

ตามกรรมวิธีบนอาหารชักนําการเพิ่มจํานวนยอดสูตรที่ดีที่สุดจากการทดลองที่ 2 ตัด endosperm 

รากและปลายยอดออนออกเมื่อเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อไดประมาณ 3 วัน เพาะเลี้ยงบนอาหารสูตรที่ดี

ที่สุดจากการทดลองที่ 2 ตอไปอีก 3 สัปดาห แลวจึงยายยอดออนที่เกิดขึ้นลงเพาะเลี้ยงในอาหาร

สูตร MS ดัดแปลง  เพื่อชักนําใหเกิดราก  หากเนื้อเยื่อเจริญที่เพาะเลี้ยงมียอดขาวเกิดขึ้นเปนจํานวน

มาก ใหแยกยอดขาวออกเปนกลุมเล็กๆ  หรือเปนยอดเดี่ยวกอนแลวจึงยายลงบนอาหารชักนําการ

เกิดราก ทุกขั้นตอนทําการเพาะเลี้ยงที่อุณหภูมิหอง (25° C) และใหแสงสวาง 16 ชั่วโมงตอวัน 

ตรวจและบันทึกผลการทดลอง 

นอกจากนี้ ทําการทดสอบเพิ่มเติมเพื่อยืนยันผลการตอบสนองของขาวพันธุรับรองพันธุ

ตางๆ  โดยเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อเจริญปลายยอดที่เหมาะสมจากผลการทดลองที่ 1 ของขาวพันธุรับรอง

อีก 7 พันธุ ไดแก ชัยนาท1 กข 23 เหนียวสันปาตอง ปนแกว56 เล็บนกปตตานี ซิวแมจัน และเผือก

น้ํา บนอาหารชักนําการเพิ่มจํานวนยอดสูตรที่ดีที่สุดจากการทดลองที่ 2 ตัด endosperm รากและ

ปลายยอดออนออกเมื่อเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อไดประมาณ 3 วัน เพาะเลี้ยงบนอาหารสูตรที่ดีที่สุดจาก

การทดลองที่ 2 ตอไปอีก 3 สัปดาห แลวจึงยายยอดออนที่เกิดขึ้นลงเพาะเลี้ยงในอาหารชักสูตร MS 

ดัดแปลง เพื่อชักนําใหเกิดรากทุกขั้นตอนทําการเพาะเลี้ยงที่อุณหภูมิหอง  (25°C)  และใหแสงสวาง 

16 ชั่วโมงตอวัน บันทึกจํานวนยอด/เนื้อเยื่อเจริญปลายยอด  และจํานวนตนขาวที่เกิดราก 

  
เวลาและสถานที่เวลาและสถานที่ทําการทดลองทําการทดลอง  

 

ระยะเวลาของโครงการระยะเวลาของโครงการ  1  ป  (ตุลาคม  2544 – กันยายน  2545) 
 

สถานทีท่ําการทดลองสถานทีท่ําการทดลอง  หองปฏิบัติการเพาะเลีย้งเนือ้เยื่อ  สํานกัวจิัยพัฒนาเทคโนโลยีชวีภาพ 

 



 

ผลและวิจารณผลการทดลองผลและวิจารณผลการทดลอง  
 

ผลการทดลองที่ ผลการทดลองที่ 11  
 

ผลการทดลองเปรียบเทียบการตอบสนองของเนื้อเยื่อเจริญปลายยอดที่ตัดแยกและไมได 

ตัดแยกออกจากตนออน พบวาชิ้นสวนพืชเพาะเลี้ยงทั้ง 2 ชนิด สามารถชักนําใหเกิดการเพิ่มจํานวน

ยอดได อยางไรก็ตาม เมื่อเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อเจริญปลายยอดที่ตัดแยกออกจากยอดออนบนอาหาร

เพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ ปรากฏวา เนื้อเยื่อเจริญดังกลาว เกิดเปนสีน้ําตาลคล้ํา (browning) ทําใหยับยั้ง

การเจริญเติบโตและทําใหเนื้อเยื่อของขาวตาย (รูปที่ 1) ดังนั้นเนื้อเยื่อเจริญปลายยอดที่ไมไดตัด

แยก ออกจากยอดออนจึงสามารถเกิดการเพิ่มจํานวนยอดไดดีกวา เนื่องจากไมพบการเกิดสีน้ําตาล

คล้ําของเนื้อเยื่อเจริญปลายยอดที่ไมไดตัดแยกออกจากยอดออน  

  

รูปที่ รูปที่ 11  แสดงการเกิดสีน้ําตาลคล้ํา (browning) บนอาหารชักนําการเพิ่มจํานวนยอด

ของเนื้อเยื่อเจริญปลายยอดที่ตัดแยกออดจากยอดออน 

   

จากการทดลองเปรียบเทียบสารควบคุมการเจริญเติบโต 2,4-D และ TDZ ตอการเพิ่ม
จํานวนยอด พบวา สารควบคุมการเจริญเติบโต TDZ สามารถเหนี่ยวนําใหเกิดการเพิ่มจํานวนยอด
ไดโดยไมผานการพัฒนาเปนแคลลัส (รูปที่ 2ก) สําหรับอาหารที่มีสวนผสมของ 2,4-D และ TDZ ใน
ทุกอัตราสวน สามารถเหนี่ยวนําใหเกิดการเพิ่มจํานวนยอดไดเชนเดียวกัน แตยอดออนที่เกิดขึ้นมี
แนวโนมที่พัฒนามาจากแคลลัส (รูปที่ 2ข) ดังนั้น อาหารชักนําการเพิ่มจํานวนยอดที่เหมาะสมจึง
ควรมีเพียงสารควบคุมการเจริญเติบโต TDZ เปนสวนผสมเทานั้น เนื่องจากอาหารที่มี 2,4-D จะทํา
ใหเนื้อเยื่อเจริญพัฒนาเปนแคลลัส   

 
  
  
  

 



 

รูปทีู่ปที่ร   22กก    แสดงการเกิดยอดหลายๆ ยอดไดโดยไมผานการพัฒนาแคลลัส บนสูตรอาหารชักนํา

การเพิ่มจํานวนยอดที่มี TDZ 

 

 
 
 
 
 
 
 

  

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

  
  
ผลการทดลองที่ ผลการทดลองที่ 22  

จากการเปรียบเทียบความเขมขนของสารควบคุมการเจริญเติบโต TDZ เพื่อหาความเขมขน

ของ TDZ ที่เหมาะสมตอการเพิ่มจํานวนยอด พบวา อาหารชักนําการเพิ่มจํานวนยอดที่มี TDZ 6.0 

มิลลิกรัม/ลิตร สามารถชักนําใหเกิดการเพิ่มจํานวนยอดไดมากที่สุดเฉลี่ย 8 ยอด/เนื้อเยื่อเจริญ แต

ไมแตกตางกับอาหารชักนําการเพิ่มจํานวนยอดที่มี TDZ 4.0 และ 8.0 มิลลิกรัม/ลิตร อยางมี

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

 



 

ตารางที ่ตารางที ่11 จํานวนยอดที่เกิดจากเนื้อเยือ่เจริญปลายยอดบนอาหารชักนําการเพิม่จํานวนยอดที่

มีสารควบคุมการเจริญเติบโต TDZ ในอัตราสวนตาง ๆ 

 

ความเขมขนของ 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/  คาเฉลี่ยที่ตามดวยอักษรเหมือนกันไมตางกันทางสถิติ  ใช DMRT  ที่ระดับความเชื่อมั่น 95% 

 

อยางไรก็ตาม ตนขาวที่ไดจากการเพาะเลี้ยงบนอาหารชักนําการเพิ่มจํานวนยอดที่มี TDZ 

4.0 มิลลิกรัม/ลิตร มีลําตนใหญและสมบูรณกวาตนขาวที่เกิดจากการเพาะเลี้ยงบนอาหารชักนําการ

เพิ่มจํานวนยอดที่มี TDZ 4.0 และ 8.0 มิลลิกรัม/ลิตร ตนขาวที่ไดมีลักษณะปกติ ไมพบการเกิด 

albino และสามารถเกิดรากไดเปนปกติเมื่อยายลงบนอาหารชักนําการเกิดราก ซึ่งไมมีสารควบคุม

ความเจริญเติบโต นอกจากนี้ตนขาวที่ไดสามารถออกดอกและไมเปนหมัน (รูปที่ 3) 
 

 



 

รูปที่ รูปที่ 33 ลักษณะการเจริญเติบโตของตนขาวที่ไดจากการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อเจริญปลายยอดบน

อาหารชักนําการเพิ่มจํานวนยอดที่มี TDZ 4.0 มิลลิกรัม/ลิตร (ก) ยอดขาวหลังจาก

เพาะเลี้ยงบนอาหารชักนําการเพิ่มจํานวนยอดที่มี TDZ 4.0 มิลลิกรัม/ลิตร ได 3 สัปดาห 

(ข) ตนขาวสามารถเกิดรากไดบนอาหารชักนําการเกิดราก (ค) ตนขาวเจริญเติบโตเปน

ปกติในดิน (ง) เมล็ดขาวจากตนขาวเพาะเลี้ยงโดยระบบยอดออนบนอาหารชักนําการ

เพิ่มจํานวนยอดที่มี TDZ 4.0 มิลลิกรัม/ลิตร  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปท่ี 3   รูปท่ี 3ข 

รูปท่ี 3ค รูปท่ี 3ง 

 

 

 

 

 

 

 

นอกจากนี้พบวา หลังจากเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อเจริญปลายยอดที่ไมไดตัดแยกออกจาก

ยอดออนบนอาหารชักนําการเพิ่มจํานวนยอดที่มี TDZ เปนเวลา 3 วัน จากนั้นตัดสวนของ 

endosperm รากและปลายยอดออนออก แลวเพาะเลี้ยงบนอาหารชักนําการเพิ่มจํานวนยอด

ตอไปจะเกิดการเพิ่มจํานวนยอดไดดีข้ึน 

 



 

ผลการทดลองที่ ผลการทดลองที่ 33  

ผลการทดลองการตอบสนองของขาวพันธุรับรองของไทย 6 พันธุ ที่มีพื้นฐานทางพันธุกรรม

แตกตางกัน ไดแก เฉี้ยงพัทลุง ขาวเจาหอมคลองหลวง กข10 ตะเภาแกว R258 และ กข25 บน

อาหารชักนําการเพิ่มจํานวนยอดที่มี TDZ 4.0 มิลลิกรัม/ลิตร พบวาขาวพันธุรับรองทั้ง 6 พันธุ 

สามารถเกิดการเพิ่มจํานวนยอดไดในจํานวนที่ไมแตกตางกันทางสถิติ (Duncan’s Multiple Range 

Test , ∝  = 0.05) และไมแตกตางกับการเกิดการเพิ่มจํานวนยอดของขาวขาวดอกมะลิ 105 

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

ตารางที่ ตารางที่ 22 จํานวนยอดขาวที่พัฒนาจากเนื้อเยื่อเจริญปลายยอดบนอาหารชักนําการเพิ่มจํานวน

ยอดที่มี TDZ 4.0 มิลลิกรัม/ลิตร ของขาวพันธุรับรองของไทย 6 พันธุ ที่มีพื้นฐานทาง

พันธุกรรมแตกตางกัน 
 

พันธุขาว จํานวนตนเฉลี่ย/เนื้อเยื่อเจริญปลายยอด1/

เฉี้ยงพัทลงุ   6  a 

ขาวเจาหอมคลองหลวง    5  a 

กข10   5  a 

ตะเภาแกว   5  a 

R258 4  a 

กข25   4  a 

ขาวขาวดอกมะลิ  105 (check) 5  a 

CV    20.4 % 

1/  คาเฉลี่ยทีต่ามดวยอักษรเหมือนกันไมตางกนัทางสถติิ  ใช DMRT  ที่ระดับความเชื่อมั่น 95% 
 

นอกจากนี้ ขาวพันธุรับรองของไทยอีก 7 พันธุ ไดแก ชัยนาท1 กข 23 เหนียวสันปาตอง 

ปนแกว 56 เล็บนกปตตานี ซิวแมจัน และเผือกน้ํา สามารถเกิดการเพิ่มจํานวนยอดไดเชนเดียวกัน 

เฉลี่ย 4, 6, 5, 7, 5, 4 และ 7 ตน/เนื้อเยื่อเจริญปลายยอด ตามลําดับ โดยใชเวลาในการเพาะเลี้ยง

เนื้อเยื่อเจริญปลายยอดจนเปนตนขาวที่มีรากสมบูรณ สามารถยายลงปลูกในดินได ภายใน

ระยะเวลาเพียง 5 - 8 สัปดาห 
 

 



 

สรุปผลการทดลองสรุปผลการทดลอง  
 

การทดลองประสบความสําเร็จในการพัฒนาวิธีการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อขาวพันธุรับรองโดยใช

ระบบเพาะเลี้ยงยอดออน โดยเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อเจริญปลายยอดบนอาหารชักนําการเพิ่มจํานวน

ยอดสูตรซึ่งมีสวนประกอบของอาหาร ไดแก 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 เมื่อเพาะเลี้ยงเปนเวลา 3 วัน แลวตัดสวนของ 

endosperm รากและปลายยอดออนออก เพาะเลี้ยงตอไปอีก 3 สัปดาห แลวจึงยายยอดออนลง

เพาะเลี้ยงในอาหารชักนําการเกิดรากที่มีสวนประกอบของอาหาร ไดแก 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 ทุกขั้นตอนทําการเพาะเลี้ยงที่อุณหภูมิหอง 

(25°C) และใหแสงสวาง 16 ชั่วโมงตอวัน สามารถยายตนขาวที่ไดจากการเพาะเลี้ยงลงปลูกในดิน

ไดภายในระยะเวลาเพียง 5 - 8 สัปดาห 

วิธีการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อขาวพันธุรับรองของไทยโดยใชระบบเพาะเลี้ยงยอดออนอยางมี

ประสิทธิภาพ เปนวิธีที่ไมจําเพาะตอพันธุ (genotype-independent) สามารถใชไดกับพันธุขาว

รับรองทั่วไป อีกทั้งเปนวิธีที่ รวดเร็วและไมซับซอน เพื่อใชรวมกับการถายฝากยีนที่มีประสิทธิภาพ 

และพัฒนาเปนตนแบบในการสรางตนขาวดัดแปรพันธุกรรมไดอยางรวดเร็ว เพื่อรองรับการทํานาย

หรือการทดสอบโครงสรางและหนาที่ของยีนขาว ตลอดจนการรองรับการปรับปรุงและพัฒนาพันธุ

ขาวดวยเทคนิคทางพันธุวิศวกรรมตอไป 

  
คําขอบคุณคําขอบคุณ  

 
คณะผูวิจัยขอขอบพระคุณสถาบันวิจัยขาว และสํานักวิจัยพัฒนาเทคโนโลยีชีวภาพ กรมวิชาการ

เกษตร ซึ่งชวยอนุเคราะหพันธุขาวที่ใชในการทดลอง  

 

 



 

เอกสารอางอิงเอกสารอางอิง  
 
สงกรานต  จิตราการ และ ฉวีวรรณ  วุฒิญาโณ . 2539. ทรัพยากรเชื้อพันธุขาวในประเทศไทย. 

ความหลากหลายแหงชีวิต โครงการจัดตั้งศูนยศึกษาความหลากหลายทางชีวภาพ 

มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร จตุจักร กรุงเทพฯ หนา 56 - 70  

สุเทพ  ล้ิมทองสกุล 2543  สถาบันวิจัยขาว : สถานภาพ ขีดความสามารถและแนวทางความรวมมือ

ในการวิจัยและพัฒนาพันธุขาวดวยเทคโนโลยีชีวภาพ. เอกสารประกอบการสัมมนา

ทางวิชาการขาวแหงชาติ : การวิจัยและพัฒนาพันธุขาวดวยเทคโนโลยีชีวภาพ วันที่ 31 

สิงหาคม -1 กันยายน 2543  ณ โรงแรมสีดารีสอรท จังหวัดนครนายก  100 หนา 

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

ผนวก ผนวก 11    อาหารสูตร อาหารสูตร MMSS  ดัดแปลงดัดแปลง 

สวนประกอบของอาหารสูตร MS ดัดแปลง ไดแก   
 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  

 

ผสมสวนประกอบของอาหารสูตร MS ดัดแปลงขางตน เติมน้ํากลั่นใหไดปริมาตรที่

ตองการ  ปรับ pH เปน 5.7 เติม phytagel 0.3% (w/v) นําไปนึ่งฆาเชื้อในหมอนึ่งความดันไอ โดยใช

ความดันไอน้ําที่ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว (psi) เปนเวลา 15 นาที เทอาหาร 25 ml ลงในจานพลาสติก

ที่ฆาเชื้อแลว (petri dish)  ขนาด 90 x 15 mm 

 

ผนวก ผนวก 22       รูปแสดงการงอกของยอดออนจากเมล็ดขาวขาวดอกมะลิ 105 ที่ฟอกฆาเชื้อแลวมา

เพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร MS เปนเวลา 3 วัน 
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