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ค าปรารภ 

 
 โครงการวิจัย พัฒนาเทคโนโลยีการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อเพ่ือปรับปรุงพันธุ์และขยายพันธุ์ เป็นการ ศึกษา 
วิจัย และพัฒนา ในเรื่องการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพืช และน าเทคนิคการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพืชไปใช้วิจัยในการ
ปรับปรุงพันธุ์และขยายพันธุ์พืช โครงการนี้ประกอบด้วย 2 กิจกรรม คือ  

กิจกรรมที่ 1 การเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อเพ่ือขยายพันธุ์และปรับปรุงพันธุ์ในกระทือ มี 2 การทดลอง ได้แก่  
การทดลองที่ 1.1 การขยายพันธุ์กระทือด้วยระบบเทมโพรารีไบโอรีแอคเตอร์  
การทดลองที่ 1.2 การฉายรังสีเนื้อเยื่อกระทือให้เกิดการกลายพันธุ์  

กิจกรรมที่ 2 การเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อและการปลูกถ่ายยีนในยางพารา มี 3 การทดลอง ได้แก่  
การทดลองที่ 2.1 ศึกษาและพัฒนาการขยายพันธุ์ยางพาราโดยการพัฒนาไปเป็นต้น 
                     อ่อน 
การทดลองที่ 2.2 การพัฒนาการขยายพันธุ์ยางโดยวิธี microcutting ในสภาพ 
                     ปลอดเชื้อ 
การทดลองที่ 2.3 การพัฒนาการปลูกถ่ายยีนโดยการใช้ Agrobacterium และการ 
                      พัฒนาไปเป็นต้นที่สมบูรณ์ในยางพารา 

 ทั้ง 5 การทดลองเริ่มด าเนินงานเดือนตุลาคม 2553 และสิ้นสุดการทดลองเดือนกันยายน 2558 
ดังนั้นจึงได้จัดท ารายงานโครงการวิจัยฉบับสมบูรณ์เล่มนี้ขึ้น 
 หวังเป็นอย่างยิ่งว่า  รายงานฉบับนี้จะเป็นประโยชน์ต่อเกษตรกร นักวิชาการของกรมวิชาการเกษตร 
หน่วยงานอื่น และผู้สนใจ  ได้น าไปใช้เป็นประโยชน์ต่อไป 
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กิตติกรรมประกาศ 

 

 โครงการนี้ส าเร็จลุล่วงได้ด้วยความร่วมมือของคณะผู้วิจัย การบริหารจัดการ การจัดสรร

งบประมาณ การให้ค าแนะน า กลั่นกรอง และช่วยเหลือแก้ไขข้อบกพร่องต่างๆ จากคณะกรรมการที่

ปรึกษาวิชาการ คณะกรรมการบริหารงานวิจัย ส านักวิจัยพัฒนาเทคโนโลยีชีวภาพ คณะก รรมการที่

ปรึกษาด้านวิชาการกรมวิชาการเกษตร คณะกรรมการบริหารงานวิจัยและพัฒนากรมวิชาการเกษตร 

และการสนับสนุนให้ด าเนินการวิจัยจากส านักงานคณะกรรมการวิจัยแห่งชาติ(วช.) จึงขอขอบพระคุณ

เป็นอย่างสูง 

 ขอขอบคุณหน่วยงานต่างๆ และเกษตรกร ที่ให้ความอนุเคราะห์ตัวอย่างพืชมาใ ช้ในการวิจัย 

นับเป็นประโยชน์อย่างยิ่งต่อการท างานวิจัย ท าให้โครงการนี้ประสบความส าเร็จ 

 ขอขอบคุณศูนย์บริการฉายรังสีแกมมาและวิจัยนิวเคลียร์เทคโนโลยี สถาบันวิจัยและพัฒนา

แห่งมหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร์ บางเขน ที่ให้บริการฉายรังสีแกมมาแบบเรื้อรังและแบบเฉียบพลัน 

และหอ้งปฏิบัติการเทคโนโลยีชีวภาพพืช ภาควิชาพืชสวน คณะเกษตร มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร์ 

วิทยาเขตก าแพงแสน ที่ให้บริการตรวจวัดปริมาณดีเอ็นเอของกระทือด้วยเครื่องโฟลไซโทรมิเตอร์ ท า

ให้งานวิจัยนี้ส าเร็จและได้รับข้อมูลครบถ้วนสมบูรณ์ 

 ขอขอบคุณกลุ่มวิจัยและวิเคราะห์ทางสถิติงานวิจัยเกษตร กองแผนงานและวิชาการ กรม

วิชาการเกษตร ที่ได้ให้ความรู้ทางสถิติ ท าให้ผู้วิจัยสามารถน าความรู้ที่ได้รับมาใช้ในการวางแผนการ

ทดลองและวิเคราะห์ผลทางสถิติของการทดลองในโครงการวิจัยนี้ 

 สุดท้ายนี้ขอขอบคุณบุคลากรทั้งหลายของส านักวิจัยพัฒนาเทคโนโลยีชีวภาพ และ ศูนย์วิจัย

ยางฉะเชิงเทรา ที่ช่วยเหลือสนับสนุนทั้งก าลังกายและก าลังใจ จนโครงการส าเร็จลุล่วงและสมบูรณ์ 

 

อ าไพ  สินพัฒนานนท์ 

หัวหน้าโครงการวิจัย 
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ผู้วิจัย 

 

 โครงการวิจัยพัฒนาเทคโนโลยีการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อเพ่ือปรับปรุงพันธุ์และขยายพันธุ์  

ประกอบด้วยผู้วิจัย ดังนี้ 

 หัวหน้าโครงการวิจัย 

 นางสาวอ าไพ  สินพัฒนานนท์  

ต าแหน่ง นักวิชาการเกษตรช านาญการพิเศษ 

 หน่วยงาน ส านักวิจัยพัฒนาเทคโนโลยีชีวภาพ กรมวิชาการเกษตร 

 กิจกรรมที่ 1 การเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อเพื่อขยายพันธุ์และปรับปรุงพันธุ์ในกระทือ 

 หัวหน้ากิจกรรม 

 นางสาวอ าไพ  สินพัฒนานนท์  

ต าแหน่ง นักวิชาการเกษตรช านาญการพิเศษ 

 หน่วยงาน ส านักวิจัยพัฒนาเทคโนโลยีชีวภาพ กรมวิชาการเกษตร 

การทดลองท่ี 1.1 การขยายพันธุ์กระทือด้วยระบบเทมโพรารีไบโอรีแอคเตอร์ 

หัวหน้าการทดลอง 

 นางสาวอ าไพ  สินพัฒนานนท์  

ต าแหน่ง นักวิชาการเกษตรช านาญการพิเศษ 

 หน่วยงาน ส านักวิจัยพัฒนาเทคโนโลยีชีวภาพ กรมวิชาการเกษตร 

 ผู้ร่วมงาน 

 นางภุมรินทร์  วณิชชนานันท์  

ต าแหน่ง นักวิชาการเกษตรช านาญการ      

 หน่วยงาน ส านักวิจัยพัฒนาเทคโนโลยีชีวภาพ กรมวิชาการเกษตร 

 นางสาวนาตยา  ด าอ าไพ  

ต าแหน่ง นักวิชาการเกษตรช านาญการพิเศษ     

 หน่วยงาน ศูนย์วิจัยพืชสวนตรัง สถาบันวิจัยพืชสวน กรมวิชาการเกษตร 
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นางหทัยรัตน์  อุไรรงค์   

ต าแหน่ง ผู้เชี่ยวชาญด้านเทคโนโลยีชีวภาพทางการเกษตร 

 หน่วยงาน ส านักวิจัยพัฒนาเทคโนโลยีชีวภาพ กรมวิชาการเกษตร 

 การทดลองท่ี 1.2 การฉายรังสีเนื้อเยื่อกระทือให้เกิดการกลายพันธุ์ 

หัวหน้าการทดลอง 

 นางสาวอ าไพ  สินพัฒนานนท์  

ต าแหน่ง นักวิชาการเกษตรช านาญการพิเศษ 

 หน่วยงาน ส านักวิจัยพัฒนาเทคโนโลยีชีวภาพ กรมวิชาการเกษตร 

 ผู้ร่วมงาน 

 นางสาวจีราพร  แก่นทรัพย์  

ต าแหน่ง นักวิชาการเกษตรปฏิบัติการ 

 หน่วยงาน ส านักวิจัยพัฒนาเทคโนโลยีชีวภาพ กรมวิชาการเกษตร 

 นางหทัยรัตน์  อุไรรงค์   

ต าแหน่ง ผู้เชี่ยวชาญด้านเทคโนโลยีชีวภาพทางการเกษตร 

 หน่วยงาน ส านักวิจัยพัฒนาเทคโนโลยีชีวภาพ กรมวิชาการเกษตร 

 นางสาวนาตยา  ด าอ าไพ  

ต าแหน่ง นักวิชาการเกษตรช านาญการพิเศษ     

 หน่วยงาน ศูนย์วิจัยพืชสวนตรัง สถาบันวิจัยพืชสวน กรมวิชาการเกษตร 

นางภุมรินทร์  วณิชชนานันท์  

ต าแหน่ง นักวิชาการเกษตรช านาญการ      

 หน่วยงาน ส านักวิจัยพัฒนาเทคโนโลยีชีวภาพ กรมวิชาการเกษตร 
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กิจกรรมที่ 2     การเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อและการปลูกถ่ายยีนในยางพารา 

 หัวหน้ากิจกรรม 

นายวิทยา  พรหมมี  

ต าแหน่ง นักวิชาการเกษตรช านาญการพิเศษ     

 หน่วยงาน ศูนย์วิจัยยางฉะเชิงเทรา กรมวิชาการเกษตร 

การทดลองท่ี 2.1  ศึกษาและพัฒนาการขยายพันธุ์ยางพาราโดยการพัฒนาไปเป็นต้นอ่อน 

 หัวหน้าการทดลอง 

นายวิทยา  พรหมมี  

ต าแหน่ง นักวิชาการเกษตรช านาญการพิเศษ     

 หน่วยงาน ศูนย์วิจัยยางฉะเชิงเทรา กรมวิชาการเกษตร 

ผู้ร่วมงาน 

รศ.ดร. สมปอง เตชะโต  

ต าแหน่ง รองศาสตราจารย์      

 หน่วยงาน มหาวิทยาลัยสงขลานครินทร์ วิทยาเขตหาดใหญ่ 

การทดลองท่ี 2.2  การพัฒนาการขยายพันธุ์ยางโดยวิธี microcutting ในสภาพ 
  ปลอดเชื้อ 

 หัวหน้าการทดลอง 

นายวิทยา  พรหมมี  

ต าแหน่ง นักวิชาการเกษตรช านาญการพิเศษ     

 หน่วยงาน ศูนย์วิจัยยางฉะเชิงเทรา กรมวิชาการเกษตร 

ผู้ร่วมงาน 

รศ.ดร. สมปอง เตชะโต  

ต าแหน่ง รองศาสตราจารย์ 

หน่วยงาน มหาวิทยาลัยสงขลานครินทร์ วิทยาเขตหาดใหญ่ 
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การทดลองท่ี 2.3  การพัฒนาการปลูกถ่ายยีนโดยการใช้ Agrobacterium และการ 
             พัฒนาไปเป็นต้นที่สมบูรณ์ในยางพารา  

 หัวหน้าการทดลอง 

นายวิทยา  พรหมมี  

ต าแหน่ง นักวิชาการเกษตรช านาญการพิเศษ     

 หน่วยงาน ศูนย์วิจัยยางฉะเชิงเทรา กรมวิชาการเกษตร 

ผู้ร่วมงาน 

รศ.ดร. สมปอง เตชะโต  

ต าแหน่ง รองศาสตราจารย์      

 หน่วยงาน มหาวิทยาลัยสงขลานครินทร์ วิทยาเขตหาดใหญ่ 
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ค าอธิบายสัญลักษณ์และค าย่อ 

 

 BA  6-Benzyladenine 

 CTAB  Hexadecyl – trimethyl – amonium bromide 

 GA3  gibberellic acid 

 IAA  Indole-3-acetic acid 

 IBA  Indole-3-butyric acid 
 ISSR  Inter-Simple Sequence Repeat 

 MS  Murashige and Skoog 

 MSm1  Murashige and Skoog modified 1 

 MSm2  Murashige and Skoog modified 2 

 NAA  alpha-naphthaleneacetic acid  

 PCR  Polymerase chain reaction 

 RAPD  Random Amplification of Polymorphic DNA 

 RCB  Randomize complete block design 
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บทน า 

 

กระทือ  เป็นพรรณไม้ที่อยู่ในตระกูลเดียวกับ ไพร ข่า ขม้ิน พบขึ้นอยู่ทั่วไปในป่าผสมผลัด
ใบ และบริเวณข้างล าธาร ล าห้วย และตามสวน  กระทือเป็นพืชที่มีประโยชน์หลายด้าน  คือ  ใช้เป็น
อาหารโดย หน่ออ่อน เนื้ออ่อนในล าต้น  และช่อดอกอ่อน นิยมน ามาแกงเผ็ด แกงไตปลา  ต้มจิ้ม
น้ าพริก ผัด  ย า  กระทือมีรสชาติเผ็ดร้อนเล็กน้อยและกลิ่นค่อนข้างฉุน  ประโยชน์ที่ส าคัญ คือ 
ประโยชน์ทางด้านสมุนไพร  ใช้เป็นยาแก้เบื่ออาหาร  ยาขับลม แก้ท้องอืด ท้องเฟ้อ จุกเสียด ปวดท้อง 
บ ารุงธาตุ ขับปัสสาวะ  เสมหะเป็นพิษ และบ ารุงน้ านม   ในเหง้ามีน้ ามันหอมระเ หยที่มีฤทธิ์ทางเภสัช
วิทยา  จึงมีการสกัดน้ ามันหอมระเหยจากเหง้ากระทือมาใช้ในทางเภสัชวิทยาและเวชส าอาง 

ปัจจุบันกระทือเป็นไม้ตัดดอกเมืองร้อนที่ก าลังเป็นที่นิยม   เนื่องจากกระทือมีลักษณะเด่นที่
ดอกมีสีสันสวยงาม  รูปทรงแปลกตามีเอกลักษณ์เฉพาะตัว  และมีความคงทน  มีอา ยุการใช้งานนาน  
เหมาะส าหรับใช้ในการจัดแจกันและจัดช่อดอกไม้ในงานพิธีต่างๆ  จึงเป็นที่ต้องการของตลาดไม้ตัด
ดอก  ตลาดต่างประเทศเริ่มให้ความสนใจ   แต่มีปัญหาด้านการผลิตเชิงการค้าเพ่ือการส่งออก  ท าให้
เป็นอุปสรรคต่อการเปิดตลาดส่งออกและการขยายตลาด 

ความต้องการมีสูงขึ้น  แต่การขยายพันธุ์กระทือใช้วิธีแยกหน่อ  ท าให้ขยายพันธุ์ได้ช้าไม่ทัน
ต่อความต้องการ  วิธีที่ดีที่สุด คือ การเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ  เนื่องจากสามารถขยายพันธุ์ได้เป็นปริมาณ
มากและรวดเร็ว  แต่ถ้าต้องการขยายพันธุ์มากในเชิงพาณิชย์  จ าเป็นต้องใช้แรงงานและพ้ืนที่จ า นวน
มากในการเปลี่ยนถ่ายอาหารใหม่และวางขวดเพาะเลี้ยง  การเพาะเลี้ยงด้วยระบบไบโอรีแอคเตอร์
สามารถประหยัดแรงงานและพ้ืนที่ในการเพาะเลี้ยง  จึงเป็นการลดต้นทุนการผลิต 

การสร้างพันธุ์ใหม่ที่ให้ลักษณะแตกต่างออกไปและเหมาะสมต่อการส่งออก  จะช่วยเพิ่ม
มูลค่าของการเป็นไม้ตัดดอก  และเพ่ิมมูลค่าทางเศรษฐกิจของประเทศ    การกลายพันธุ์ท าให้เกิด
ลักษณะแปลกและใหม่ขึ้น   แต่เนื่องจากอัตราการกลายพันธุ์ตามธรรมชาติค่อนข้างต่ า  จึงมีวิธีช่วยให้
อัตราการกลายพันธุ์สูงขึ้นโดยใช้สิ่งก่อกลายพันธุ์  รังสีเป็นสิ่งก่อกลายพันธุ์ที่สามารถน ามาใช้
เหนี่ยวน าให้พืชกลายพันธุ์ได้สูงขึ้นและรวดเร็วขึ้น  และจะยิ่งใช้เวลารวดเร็วขึ้นเมื่อน าเทคนิคการ
เพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อมาช่วย 

กระทือเป็นพืชที่มีศักยภาพในการปลูกขยายเชิงการค้าเพ่ือเพ่ิมมูลค่าทางเศรษฐกิจ  จึงควร
ด าเนินการทดลองศึกษาการขยายพันธุ์ด้วยระบบเทมโพรารีไบโอรีแอคเตอร์  และเหนี่ยวน าให้เกิด
การกลายพันธุ์โดยใช้รังสีร่วมกับเทคนิคการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ   

 

      พันธุ์ยางที่ปลูกในปัจจุบันได้จากการผสมพันธุ์และคัดเลือกลักษณะที่ต้องการ เช่น การ
เจริญเติบโตดี ให้ผลผลิตสูง ต้านทานต่อโรคและสภาพแวดล้อมได้ดี ซึ่งมาจากแม่และพ่ อพันธุ์เพียง 
22 ต้น ที่น าเข้ามาจากทวีปอเมริกาใต้มาปลูกในทวีปเอเซีย จึงท าให้ฐานพันธุกรรมยางพาราแคบและ
ยิ่งกว่านั้น ในการคัดเลือก พันธุ์ที่ไม่ต้องการจะถูกคัดทิ้ง ท าให้พันธุ์กรรมยางแคบลงยิ่งขึ้น  
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 ปัจจุบันได้มีการน าเอาเทคนิคการปลูกถ่ายยีนเข้ามาช่วย โดยน าเอายีน ที่ควบคุมลักษณะที่
ต้องการสอดใส่เข้าไปในยางพาราโดยผ่านทางเนื้อเยื่อ เพ่ือให้ได้พันธุ์ยางมีลักษณะที่ต้องการโดยไม่
ต้องผ่านการผสมพันธุ์ สามารถท าได้ทั้งโดยตรง และโดยผ่าน Agrobacterium การปลูกถ่ายยีนให้
ประสพความส าเร็จนั้นมีหลายปัจจัยเข้ามาเกี่ยวข้อง และยิ่งกว่านั้นการปลูกถ่ายยีนจะประสพ
ความส าเร็จไม่ได้ ถ้าหากว่าการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อยางยังไม่ประสพความส าเร็จ  

โครงการวิจัยนี้ด าเนินงานน าเทคนิคการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อร่วมกับระบบเทมโพรารีไบโอรีแอค
เตอร์มาขยายพันธุ์กระทือ  เพ่ือเพ่ิมปริมาณเป็นจ านวนมากอย่างรวดเร็ว  น าเทคนิ คการเพาะเลี้ยง
เนื้อเยื่อร่วมกับการฉายรังสีมาเหนี่ยวน าให้กระทือเกิดการกลายพันธุ์ เพ่ือได้ลักษณะแปลกใหม่ อัน
เป็นการเพ่ิมมูลค่าทางเศรษฐกิจ และขยายพันธุ์ยางโดยวิธีการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ และปลูกถ่ายยีน
เครื่องหมาย GFP เข้าไปในเนื้อเยื่อยางพันธุ์ RRIM600 และ PB260 ส าหรับใช้เป็นแนวทางในการ
ปลูกถ่ายยีนที่ส าคัญทางการเกษตร 
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บทคัดย่อ 

 

กระทือก าลังได้รับความนิยมเป็นไม้ตัดดอก ขยายพันธุ์โดยวิธีแยกหน่อ ท าให้ขยายพันธุ์ได้ช้า

และมีความหลากหลายน้อย การศึกษาการขยายพันธุ์กระทือโดยการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อด้วยระบบ

เทมโพรารีไบโอรีแอคเตอร์ จะสามารถขยายพันธุ์กระทือได้เป็นจ านวนมากเชิงพาณิชย์ และเพ่ิมฐาน

พันธุกรรมโดยใช้รังสีแกมมาสร้างต้นกระทือกลายพันธุ์ ด าเนินการศึกษาการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อกระทือ 

พบว่า ตาจากล าต้นเทียมของกระทือ Zingiber zerumbet Smith และกระทือพิลาส Zingiber 

spectabile Griff. สามารถเจริญเติบโตเป็นยอดและรากได้บนอาหารสูตร MS ที่เติมและไม่เติมสาร

ควบคุมการเจริญเติบโตทุกสูตรที่ศึกษา ได้ศึกษาการเพาะเลี้ยงด้วยระบบเทมโพรารีไบโอรีแอคเตอร์ 

โดยมีระยะเวลาของการให้อาหารเหลว 6 ระดับ และจ านวนครั้งในการให้ 2 ระดับ ชิ้นส่วนกระทือมี

การเจริญเติบโตในทุกสิ่งทดลอง แต่ไม่สามารถ วิเคราะห์ผลทางสถิติได้เนื่องจากเกิดข้อมูลเสียหาย 

เมื่อย้ายออกปลูกลงดิน มีอัตราการรอดชีวิตสูงถึง 89.74 – 100 เปอร์เซ็นต์ ต้นแข็งแรงสมบูรณ์ ส่วน

การชักน าให้กระทือที่เพาะเลี้ยงเกิดการกลายพันธุ์ด้วยรังสีแกมมาแบบเรื้อรังและแบบเฉียบพลัน พบ

กระทือที่ได้รับรังสีเกิดลักษณะผิดไปจากปกติหลายลักษณะ ตรวจสอบการกลายพันธุ์ระดับพลอยดิ

ด้วยเครื่องโฟลไซโทรมิเตอร์ และตรวจสอบการกลายพันธุ์ระดับดิพลอยด์ด้วยวิธีทางชีวโมเลกุล พบว่า

กระทือพิลาสได้รับรังสีแกมมาแบบเรื้อรัง 5 Krad ทีเ่กิดใบบิดลายเป็นต้นกลายพันธุ์ โดยให้รูปแบบ

แถบดีเอ็นเอแตกต่างกับกระทือปกติ เมื่อใช้ไพรเมอร์ชนิด RAPD ที่มีล าดับเบส 5' AGACGGCTCC  3' 

ศึกษาการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อยางพารา และ ศึกษาเทคนิคการปลูกถ่ายยีน เพ่ือ ใช้เป็นแนวทาง

ในการสร้างยางพาราดัดแปลงพันธุ์ พบว่า อาหารสูตร MSm1 เติม NAA ความเข้มข้น 1.0 -1.5  

มิลลิกรัมต่อลิตร สามารถเพาะเลี้ยงอับละอองเกสรได้ดีและเม่ือเพ่ิมความเข้มข้นของ NAA เป็น 2.0 

มิลลิกรัมต่อลิตร แคลลัสที่ได้มีคุณภาพดีขึ้นแต่ปริมาณการสร้างแคลลัสลดลง จากการตัดข้อของต้น

กล้ายางที่เพาะเมล็ดในหลอดทดลองมาเพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร MH เติม GA3 ความเข้มข้น 10 

มิลลิกรัมต่อลิตร ร่วมด้วย  BA ความเข้มข้น 1 มิลลิกรัมต่อลิตร และ NAA ความเข้มข้น 0.50 

มิลลิกรัมต่อลิตรที่มีความเป็นกรดด่างของอาหาร 5.8 เป็นเวลา 8 สัปดาห์ มีการเกิดยอดของชิ้นส่วน

พืชเฉลี่ยสูงสุด จ านวนการสร้างยอดเฉลี่ยสู งสุด ความยาวยอดเฉลี่ยสูงสุด  และอาหารที่มีค่าความเป็น

กรดด่าง 6.5 มีขนาดยอดเฉลี่ยสูงสุด การถ่ายฝากยีนเข้าสู่เนื้อเยื่อเปลือกหุ้มเมล็ดชั้นในของยางพันธุ์ 

RRIM600 โดยใช้ Agrobacterium tumefaciens สายพันธุ์ EHA105 ที่มีพลาสมิด pCAM1304 ซ่ึง

มียีน gus เป็นยีนรายงานผล พบว่าการใช้ความเข้มข้นของเชื้อ OD600 = 0.6 และปลูกเชื้อนาน 1 วินาที 
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ให้ประสิทธิภาพของการถ่ายยีนสูงที่สุด ระยะเวลาในการเลี้ยงร่วมกับ Agrobacterium 

tumefaciens ที่เหมาะสม คือ  3-5 วัน การก าจัดเชื้อ Agrobacterium tumefaciens บนอาหารที่

เติม Cefotaxime 200-400 มิลลิกรัมต่อลิตรสามารถก าจัดเชื้อได้ดี ความเข้มข้นของ Kanamycin ที่

เหมาะสมส าหรับการน าไปใช้คัดเลือกแคลลัสภายหลังการถ่ายยีน คือ 150 มิลลิกรัมต่อลิตร 

 

Abstract 

 

 “Kratur” has recently become popular for the use as cut flowers because the 

inflorescence formed by bracts has unique shape and nice color. Division of clumps 

or pieces of the rhizome is the cause of slow propagation and few varieties. Study on 

tissue culture using temporary bioreactor system and mutation induction by gamma 

irradiation help to increase large-scale micropropagation and germplasms. Bud 

explants from psuedostems of Zingiber zerumbet Smith and Zingiber  spectabile 

Griff. induced shoots and roots when cultured on every studied media MS 

supplemented with/without plant growth regurators . After proliferation, study on 

temporary bioreactors taken with 6 level of the liquid feeding durations and 2 level 

of the number of times. The growth of plantlets occur in any treatment. But can not 

analized with statistic because of some missing data.  Plantlets transferred directly 

from bioreactors to soil showed 89.74 – 100% survival. The plants were healthy. On 

the other, gamma ray with tissue culture technique can induce mutation. Zingiber  

spectabile Griff. treated with 5.12 Krad cronic irradiation showed different 

morphological characteristics. The expected mutation plantlets were checked ploidy 

level with Flow cytometer and detected diploid level mutation with molecular 

biology technique using 16 primers from RAPD and ISSR of Zingiber officinale. The 

result, plantlet with twisted and striped leaves is mutant. The mutant is different in 

DNA band pattern from non-irradiation plant when nucleotide 5'  AGACGGCTCC  3' is 

used as RAPD primer. 
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 Study on tissue culture and gene transfer of rubber to use as a guideline to 
induce genetically modified rubber. It was found that anther can be cultured well on 
MSm1 medium suppliments with NAA concentration 1.0-1.5 mg./L. And when the 
concentration of NAA was 2.0 mg./L, quality of callus increased but callus formation 
decreased. The nodes of rubber seedlings, from In Vitro seeds, cultured on MH 
added GA3 10 mg./L, BA 1 mg./L, NAA 0.50 mg./L and pH of medium 5.8 for 8 weeks 
resulted the highest averate number of shoots per explant, amount of shoots and 
shoot length. And medium with pH 6.5 found the highest of shoot size. Gene transfer 
into the tissue of the inner rubber seed coat variety RRIM600 using Agrobacterium 
tumefaciens species EHA105 with a pCAM1304 plasmid which is gene Gus as reporter 
genes.  We found that the concentration of bacteria OD600 = 0.6 and inoculation for 
1 seconds showed the highest of the efficiency of gene transfer. The proper culture 
period with Agrobacterium tumefaciens is 3-5 days. Agrobacterium tumefaciens on 
medium added Cefotaxime 200-400 mg /L can be get rid well. The suitable 
concentration of Kanamycin for applying to a selection of callus after gene 
transformation is 150 mg /L. 
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บทคัดย่อ (abstract) 

 กระทือเป็นพืชตระกูลขิงอยู่ในสกุล Zingiber ใช้ประโยชน์เป็นอาหาร พืชสมุนไพร และไม้

ดอก ก าลังได้รับความนิยมเป็นไม้ตัดดอก เพราะ ดอกทีเ่กิดจากใบประดับมีรูปทรงแปลกตา สีสวยงาม 

นิยมขยายพันธุ์โดยวิธีแยกหน่อ ท าให้ขยายพันธุ์ได้ช้า การศึกษาการขยายพันธุ์กระทือโดยเทคนิคการ

เพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อด้วยระบบเทมโพรารีไบโอรีแอคเตอร์จะช่วยให้สามารถขยายพันธุ์กระทือได้เป็น

จ านวนมากเชิงพาณิชย์ ด าเนินการโดยเพาะเลี้ยงชิ้นส่วนตาจากล าต้นเทียมของกระทือ Zingiber 

zerumbet Smith และกระทือพิลาส Zingiber spectabile Griff. เพ่ิมปริมาณยอด และศึกษาสูตร

อาหารที่เหมาะสมต่อการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อกระทือพิลาส พบว่ากระทือพิลาสสามารถเจริญเติบโตเป็น

ยอดและรากได้ทั้งบนอาหารสูตร MS ที่ปราศจากสารควบคุมการเจริญเติบโต และบนอาหาร  MS ที่

เติมสารควบคุมการเจริญเติบโตทุกสูตรที่ศึกษา การเจริญของชิ้นส่วนกระทือบนอาหารเพาะเลี้ยงมี

ความแปรปรวน แม้ว่าจะเป็นชิ้นส่วนที่มาจากยอดเดียวกันและเลี้ยงบนอาหารสูตรเดียวกัน แต่ให้ผล

ต่างๆ กัน เมื่อน ามาศึกษาการเพาะเลี้ยงด้วยระบบเทมโพรารีไบโอรีแอคเตอร์ โดยมีระยะเวลาของการ

ใหอ้าหารเหลว 6 ระดับ และจ านวนครั้งในการให้ 2 ระดับ การเจริญของชิ้นส่วนกระทือเกิดได้ในทุก

สิ่งทดลอง แต่ไม่สามารถ วิเคราะห์ผลทางสถิติชี้ชัดได้ว่าสิ่งทดลองไหนให้ผลดีกว่าเนื่องจากเกิดข้อมูล

เสียหาย กระทือที่เพาะเลี้ยงด้วยระบบเทมโพรารีไบโอรีแอคเตอร์ เมื่อย้ายออกปลูก ในเรือนเพาะช า มี

อัตราการรอดชีวิตสูงถึง 89.74 – 100 เปอร์เซ็นต์ ต้นแข็งแรงสมบูรณ์ 
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 “Kratur” is a plant belong to the family Zingiberaceae, genus Zingiber use as 

food, medicinal herbs and flowering plants. It has recently become popular for the 

use as cut flowers because the inflorescence formed by bracts has unique shape and 

nice color. Division of clumps or pieces of the rhizome is the cause of slow 

propagation. This study was conducted an application of temporary bioreactor 

system for mass propagation of “Kratur” in commercial. Bud explants from 

psuedostems of Zingiber zerumbet Smith and Zingiber  spectabile Griff. Induced 

shoots and roots when cultured on every media study MS supplemented 

with/without plant growth regurators . The growth of shoot varied and gave different 

yield although it came from the same explants and culture on the same medium. 

After proliferation, study on temporary bioreactors taken with 6 level of the liquid 

feeding durations and 2 level of the number of times. The growth of plantlets occur 

in any treatment. But can not analized with statistic because of some missing data..  

Plantlets transferred directly from bioreactors to soil showed 89.74 – 100% survival. 

The plants were healthy. 

  

บทน า (Introduction)  

กระทือเป็นพืชล้มลุกอายุหลายปี จัดอยู่ในอันดับ Zingiberales วงศ ์ Zingiberaceae สกุล 

Zingiber มีล าต้นประเภทเดียวกับไพล หรือขิง ล าต้นเป็นเหง้าอยู่ใต้ดิน สีเหลืองซีดๆ เหง้ามีขนาด

ใหญ่ เนื้อข้างในสีเหลืองอ่อน มีกลิ่นหอมเฉพาะตัว  แตกแขนงเป็นกอ ใบเดี่ยวออกตรงข้ามเรียงสลับใน

ระนาบเดียวกัน ใบยาวเรียวรูปหอกสีเขียวซ้อนกันเป็นแผงติดต่อกันหุ้มเป็นล าต้นเทียม ก้านช่อดอก

แบบตั้งตรงแทงออกมาจากเหง้าใต้ดิน ใบประดับที่มีลักษณะเหมือนส่วนดอกเรียงซ้อนกันแน่นเป็น

ระเบียบ ดอกโผล่ออกมาจากซอกใบประดับ เมื่อออกดอกแล้วจะ เหลือแต่เหง้าใต้ดิน และจะแทงหน่อ

ใหม่ในช่วงฤดูฝน เป็นพรรณไม้ที่มีการขยายพันธุ์ด้วยการแยกหน่อ เจริญเติบโตได้ดีในดินอุดมร่วนซุย  

มีชื่อวิทยาศาสตร์ว่า Zingiber zerumbet Smith มีชื่อเรียกอ่ืนๆ ว่ากระทือป่า กระทือบ้าน 

กะแวน กะแอน แฮวด า เฮียวแดง เฮียวด า แสมด า ล าต้ นเทียมสูงได้ถึง 1 เมตร ใบกว้าง 3-10 

เซนติเมตร ยาว 14-40 เซนติเมตร ก้านช่อดอกยาว 14-45 เซนติเมตร ใบประดับสีเขียวแล้ว

เปลี่ยนเป็นสีแดงเข้ม มี 10-25 ใบ เรียงซ้อนกันแน่นเป็นระเบียบ รูปไข่กลับกว้างหรือเกือบกลม ดอก
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สีขาวอมเหลือง โคนกลีบดอกเชื่อมติดกันเป็นหลอด ยาวป ระมาณ 2.5 เซนติเมตร ปลายแยกเป็น 3 

แฉก ผลแบบผลแห้งแตก รูปไข่กลับ ขนาดเล็ก ผิวเรียบ สีแดง ยาวประมาณ 1.5 เซนติเมตร เมล็ดรูป

ขอบขนาน ค่อนข้างกลม มีเยื่อหุ้มเมล็ดเป็นริ้วสีขาว เมล็ดสีด าเป็นมัน ออกดอกเดือนสิงหาคมถึง

กันยายน ติดผลราวเดือนตุลาคม หน่ออ่อน เนื้ออ่อนใน ล าต้น ช่อดอกอ่อน รับประทานเป็นผักสดได้  

(ฐานข้อมูลสมุนไพร, 2553 ; วิกิพีเดีย, 2558) 

กระทือพิลาส มีชื่อวิทยาศาสตร์ว่า Zingiber  spectabile Griff. มีชื่อเรียกแตกต่างกันไป

ตามท้องถิ่น ได้แก่ กระทือช้าง  กระทือแดง กระทือป่า จะเงาะ ดางเงาะ ดาเงาะ  ไพลเหลือง ล าต้น

เทยีมมีความสูง 2-3 เมตร ใบกว้าง 6-10 ซม. ยาว 30-50 ซม. ใบประดับเรียงซ้อนอัดกันแน่นเป็นช่อ

สีเหลือง รูปทรงกระบอกแข็ง กว้าง 6-7 ซม. ยาว 10-30 ซม. กลีบรองดอกสีครีม ยาวถึง 3.5 ซม. ผิว

เกลี้ยง ดอกเป็นกรวย ยาว 3 ซม. ปลายกว้างถึง 1 ซม. กลีบปาก แยกเป็น 3 แฉก สีม่วงด ามจีุดสี

เหลือง ปลายแฉก ตรงกลางเว้าตื้นอ้า เป็น 2 แฉกเล็ก เกสรผู้อันเดียว  ก้านสั้น อับเรณูยาว 1.2 ซม. 

ก้านชูเกสรตัวเมียสีม่วง รังไข่มีขนประปรายสีด า ผล  รูปรีกว้าง 1 ซม. ยาว 3 ซม. พบในมาเลเซีย ใน

ประเทศไทยพบทางภาคใต้ ขึ้นในป่าดงดิบ ริมล าธารหรือชายป่า ที่ระดับควา มสูงถึง 300 เมตร ออก

ดอกช่วงเดือนกรกฏาคมถึงพฤศจิกายน ติดผลช่วงเดือนพฤศจิกายนถึงธันวาคม เป็นพืชหายาก 

ปัจจุบันนอกจากจะน ามาปลูกเป็นไม้ประดับแล้ว ชาวบ้านในภาคใต้ยังนิยมน ายอดอ่อนมาต้มกินเป็น

ผักแกล้มอีกด้วย(ส านักงานพัฒนาเศรษฐกิจจากฐานชีวภาพ, 2555 ; Myfirstbrain.com, 2012) 

กระทือเป็นพืชที่มีประโยชน์หลายด้าน  คือ  ใช้เป็นอาหารโดย หน่ออ่อน เนื้ออ่อนใน

ล าต้น  และช่อดอกอ่อน นิยมน ามาแกงเผ็ด แกงไตปลา  ต้มจิ้มน้ าพริก ผัด  ย า  กระทือมีรสชาติเผ็ด

ร้อนเล็กน้อยและกลิ่นค่อนข้างฉุน  ประโยชน์ที่ส าคัญ คือ ประโยชน์ทางด้านสมุนไพร  ใช้ เป็นยาแก้

เบื่ออาหาร ยาขับลม แก้ท้องอืด ท้องเฟ้อ จุกเสียด ปวดท้อง บ ารุงธาตุ ขับปัสสาวะ  เสมหะเป็นพิษ 

และบ ารุงน้ านม   ในเหง้ามีน้ ามันหอมระเหยที่มีฤทธิ์ทางเภสัชวิทยา  โดยพบว่า  zerumbone มีฤทธิ์

ต้านการหดเกร็งตัวของล าไส้  และพบว่า zerumbone ยับยั้งการเกิดมะเร็ง  และสารสกัดด้วย

คลอโรฟอร์มจากเหง้ากระทือ มีฤทธิ์ยับยั้งโปรโตซัวกลุ่ม Giardia  จึงมีการสกัดน้ ามันหอมระเหยจาก

เหง้ากระทือมาใช้ในทางเภสัชวิทยาและเวชส าอาง  ปัจจุบันกระทือเป็นไม้ตัดดอกเมืองร้อนที่ก าลัง

เป็นที่นิยม  เนื่องจากกระทือมีลักษณะเด่นที่ดอกมีสีสันสวยงาม  รู ปทรงแปลกตามีเอกลักษณ์

เฉพาะตัว  และมีความคงทน  มีอายุการใช้งานนาน  เหมาะส าหรับใช้ในการจัดแจกันและจัดช่อ

ดอกไม้ในงานพิธีต่างๆ  จึงเป็นที่ต้องการของตลาดไม้ตัดดอก  ตลาดต่างประเทศเริ่มให้ความสนใจ  มี

การส่งกระทือเหลืองไปยังประเทศญี่ปุ่น  
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กระทือขยายพันธุ์โดยวิธีแยกหน่อ ท าให้ขยายพันธุ์ได้ช้า ถ้าความต้องการมีสูงขึ้น จะท าให้

ขยายได้ไม่ทันต่อความต้องการ วิธีที่ดีที่สุด คือ การเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ เนื่องจากสามารถขยายพันธุ์ได้

เป็นปริมาณมากและรวดเร็ว การเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อด้วยระบบเทมโพรารีไบโอรีแอคเตอร์สามารถผลิต

พืชได้ในเชิงพาณิชย์ ระบบเทมโพรารีไบโอรีแอคเตอร์มีหลักการดังนี้ คือ มีการแยกภาชนะออกเป็น 2 

ภาชนะ ภาชนะหนึ่งส าหรับใส่อาหาร อีกภาชนะหนึ่งส าหรับใส่ชิ้นส่วนพืช ภาชนะท้ังสองมีจุดเชื่อมต่อ

กันเพ่ือให้อาหารเหลวไหลผ่านจากภาชนะหนึ่งไปสู่อีกภาชนะหนึ่ง โดยใช้แรงลมและแรงโน้มถ่ว ง ท า

ให้ต้นไม้ไม่จมอยู่ในอาหารตลอดเวลา อากาศที่เข้า-ออกในไบโอรีแอคเตอร์จะถูกกรองด้วยแผ่นกรอง

อากาศ ที่กรองเชื้อจุลินทรีย์ ฝุ่นละออง และไอน้ า  ระบบอากาศภายในภาชนะจึงเป็นระบบอากาศที่

ปลอดเชื้อ เป็นระบบที่มีการจัดการที่ง่าย และลดแรงงานในการย้ายเนื้อเยื่อ ดังนั้นจึ งสามารถลด

ต้นทุนการผลิตได้ (Loyola-Vasgas และ Vazquez-Flota, 2006) 

Christine Stanly และ Keng  Chan Lai  (2007)   ศึกษาวิธีการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อเพ่ือการ

ขยายพันธุ์กระทือ  โดยเพาะเลี้ยงตาจาก  rhizomes ในอาหารแข็งและอาหารเหลวสูตร MS ที่เติม 

BA และ IBA ปริมาณ 0.5 มก./ล.  แต่ละยอดที่เพาะเลี้ยงสามารถเพ่ิมปริมาณเฉลี่ยเป็น 3.9 ยอดใน

อาหารแข็ง  และ 6.4 ยอดในอาหารเหลว  หลังจากปรับสภาพและย้ายลงดิน  ต้นทั้งหมดมีชีวิตรอด 

ห้องปฏิบัติการหลายแห่งได้ใช้การเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อด้วยระบบไบโอรีแอคเตอร์ เพ่ือ

ขยายพันธุ์เป็นปริมาณมากในเชิงการค้าในพืชหลายชนิด ได้แก่ เฟิร์น เดหลี ฟิลโลเดนดรอน กล้วย 

มันฝรั่ง ลิลลี่ คริตสมาส อ้อย และพืชที่ปลูกเป็นสวนป่าบางชนิด เช่น ยูคาลิปตัส ระบบนี้สามารถลด

ค่าใช้จ่ายในการขยายพันธุ์ผ่านกระบวนการออร์กาโนเจนนิซิสลงได้ถึง 35 %  และเม่ือใช้ระบบนี้แบบ

กึ่งอัตโนมัติ  สามารถลดต้นทุนการผลิตในการขยายพันธุ์ผ่านกระบวนการโซมาติกเอมบริโอเจนนิซิ

สลงได้ 24 % (Cervelli และ Senaratna, 1995) 

Park และคณะ (2002) ใช้ Protocorm-like bodies (PLBs) ของกล้วยไม้ฟาเลนนอฟซิสที่

ได้จากการเพาะเลี้ยงในสภาพปลอดเชื้อมาศึกษาในการเพาะเลี้ยงด้ วยระบบไบโอรีแอคเตอร์และ

เทมโพรารีไบโอรีแอคเตอร์ พบว่า การเพาะเลี้ยง PLBs ในแบบระบบเทมโพรารีไบโอรีแอคเตอร์ให้

ผลดีที่สุด สามารถเพ่ิมปริมาณ PLBs ได้ประมาณ 18,000 ชิ้น จาก 1,000 ชิ้น ภายใน 8 สัปดาห์ 

Paek และคณะ (2005) ได้ศึกษาการใช้เทมโพรารีไบโอรีแอคเตอร์ในการผ ลิตพืชเป็นปริมาณ

มากในพืชสวนและพืชที่ใช้ทางยา ได้แก่ Anoectochilus แอปเปิ้ล Chrysanthemum กระเทียม 

โสม องุ่น Lilium  Phalaenopsis และมันฝรั่ง พบว่า ต้นทุนและแรงงานในการขยายพันธุ์ยอด ตา 

และโซมาติกเอมบริโอของพืชที่ศึกษาลดลงเมื่อเทียบกับการขยายพันธุ์ด้วยการเพา ะเลี้ยงเนื้อเยื่อ

แบบเดิม 
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ดังนั้น การศึกษาการขยายพันธุ์กระทือโดยเทคนิคการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อด้วยระบบเทมโพรา

รีไบโอรีแอคเตอร์เพ่ือจะช่วยให้สามารถขยายพันธุ์กระทือได้เป็นจ านวนมากเชิงพาณิชย์  

 

ระเบียบวิธีการวิจัย (อุปกรณ์และวิธีการทดลอง) 

 การวิจัยนี้เป็นการน าเทคนิคการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อร่วมกับระบบเทมโพรารีไบโอรีแอคเตอร์มา

ขยายพันธุ์กระทือ  เพ่ือเพ่ิมปริมาณเป็นจ านวนมากอย่างรวดเร็ว  เป็นการเพ่ิมประสิทธิภาพการ

ขยายพันธุ์ให้มีประสิทธิภาพสูงต้นทุนต่ า  เปรียบเทียบผลกับการเพาะเลี้ยงแบบที่ใช้กันทั่วไป  

 สถานที่ท าการวิจัย  ส านักวิจัยพัฒนาเทคโนโลยีชีวภาพ 

 ระยะเวลาด าเนินงาน  ตุลาคม 2553 – กันยายน 2558 

 วิธีด าเนินการ 

- อุปกรณ์ 

1. ต้นกระทือ Zingiber zerumbet Smith และกระทือ พิลาส Zingiber  spectabile 
Griff.  

2. สารเคมีที่ใช้ในการฆ่าเชื้อ  สารที่เป็นส่วนประกอบของอาหารเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่ อ  และ
สารควบคุมการเจริญเติบโตของพืช 

3. เครื่องชั่ง  เครื่องชั่งอย่างละเอียด  เครื่องกวนสารละลาย  เครื่องวัดความเป็นกรด- ด่าง  
หม้อนึ่งความดันไอน้ า  ตู้อบ  ตู้ปลอดเชื้อส าหรับตัดแบ่งเนื้อเยื่อ   

4. กระบอกตวง  เครื่องแก้ว  มีดผ่าตัด  ปากคีบ  ตะเกียงแอลกอฮอล์  และเครื่องเขย่า 
5. ห้องเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพืชที่ควบคุมอุณหภูมิ 25 ± 2 ๐ C  ให้แสง 16 ชั่วโมงต่อวัน 
6. ชุดเทมโพรารีไบโอรีแอคเตอร์ ประกอบด้วย กระบอกกรองสองชั้น (Polycarbonate 

Filter-Holder) แผ่นกรองอากาศ ( Midisard 2000) เครื่องปั้มลม ท่อลม สายยาง
ซิลิโคน วาล์วปิดเปิด ตัวควบคุมเวลาการท างานของปั้มลม 

- วิธีการ 

ก. ศึกษาการฟอกฆ่าเชื้อและชนิดของชิ้นส่วนที่ใช้เพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อกระทือ 

1. เก็บรวบรวมตัวอย่างพืช  และเตรียมวัสดุ อุปกรณ์  ส าหรับท างานวิจัย 
2. การฟอกฆ่าเชื้อและเตรียมชิ้นส่วนส าหรับเพาะเลี้ยง ใช้ชิ้นส่วนตาจากล าต้นเทียม เหง้า ใบ

อ่อน และเมล็ดของกระทือ Zingiber zerumbet Smith ส่วนกระทือพิลาส Zingiber  spectabile 

Griff. ใช้ชิ้นส่วนตาจากล าต้นเทียม โดยน าชิ้นส่วนต่างๆมาท าการตัดส่วนที่ไม่ใช้ในการเพาะเลี้ยง  

หรือส่วนที่ได้รับความเสียหาย  หรือติดโรค  ทิ้งไปให้เหลือแต่ชิ้นส่วนที่ส มบูรณ์  ล้างท าความสะอาด

ชิ้นส่วนด้วยการฟอกน้ าสบู่เพื่อชะล้างสิ่งสกปรกที่ติดมากับชิ้นส่วนพืช แล้วล้างน้ าสบู่ออกให้หมด แช่
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ชิ้นส่วนพืชในเอธานอล 70 เปอร์เซ็นต์ นาน 1-2 นาที เพื่อฆ่าเชื้อโรคในเบื้องต้น  จากนั้นน าชิ้นส่วน

เนื้อเยื่อดังกล่าวไปฟอกฆ่าเชื้อด้วยสารเคมี ล้างชิ้นส่วนเนื้อเยื่อ 3 ครั้ง ด้วยน้ ากลั่นที่นึ่งฆ่าเชื้อ และ

เตรียมชิ้นส่วนส าหรับเพาะเลี้ยงบนอาหาร  ดังนี้ 

- ชิ้นส่วนล าต้นเทียม ตัดล าต้นเทียมเป็นท่อนสั้นๆ ใช้ปากคีบจับชิ้นส่วนล าต้นเทียมใส่ในขวด

ที่มีสารละลายคลอร็อกซ์ความเข้มข้น 10 เปอร์เซ็นต์เพ่ือฟอกฆ่าเชื้อ เติม tween20 1-2 หยดเพื่อลด

แรงตึงผิว  แล้วน าขวดไปวางบนเครื่องเขย่าความเร็ว 120 รอบต่อนาที เป็นเวลา 10 15 20 และ 25 

นาที  เพ่ือให้คลอร็อกซ์เข้าไปฆ่าเชื้อโรคบนชิ้นส่วนล าต้นเทียมได้ทั่วถึง  เมื่อครบเวลาน าเข้าตู้ปลอด

เชื้อ  คีบชิ้นส่วนล าต้นเทียมใส่ในขวดที่มี สารละลายคลอร็อกซ์ 5 เปอร์เซ็นต์  เติม tween20 1-2 

หยด น าไปวางบนเครื่องเขย่าเป็นเวลา 10 นาที  จากนั้นน าเข้าตู้ปลอดเชื้อ  คีบชิ้นส่วนล าต้นเทียมใส่

ในขวดน้ ากลั่นที่นึ่งฆ่าเชื้อ  เขย่าให้น้ าไปล้างคลอร็อกซ์ออกจากชิ้นส่วนเนื้อเยื่อประมาณ 3-5 นาที  

ล้างด้วยน้ ากลั่นที่นึ่งฆ่าเชื้อ 3 ครั้ง  ตัดชิ้นส่วนที่มีตาติดอยู่ออกมาให้ได้ความยาวประมาณ 1.5 

เซนติเมตร เตรียมน าไปเพาะเลี้ยง 

-  ชิ้นส่วนเหง้า ฟอกฆ่าเชื้อด้วยคลอร็อกซ์ 10 เปอร์เซ็นต์ นาน 30 นาทีและตามด้วยคลอ

ร็อกซ์ 5 เปอร์เซ็นต์ เป็นเวลา 10 นาที  การเตรียมเนื้อเยื่อตัดเนื้ อเยื่อรอบนอกที่ถูกสารคลอรอกซ์

ท าลายออก  ตัดชิ้นส่วนให้ได้ขนาดประมาณ 1x1x0.5 เซนติเมตร  เตรียมรอน าไปเพาะเลี้ยงบน

อาหาร   

 - ชิ้นส่วนใบอ่อน น าชิ้นส่วนใบอ่อนมาฟอกฆ่าเชื้อด้วยคลอร็อกซ์ 10 เปอร์เซ็นต์ นาน 15 
นาที และตามด้วยคลอร็อกซ์ 5 เปอร์เซ็นต์ เป็นเวลา 10 นาที  ล้างด้วยน้ ากลั่นที่นึ่งฆ่าเชื้อ 3 ครั้ง ตัด
ใบอ่อนขนาดกว้างยาวประมาณ 1 เซนติเมตร เตรียมน าไปเพาะเลี้ยงบนอาหาร  
 -  เมล็ดกระทือ Zingiber zerumbet Smith ฟอกฆ่าเชื้อเมล็ดด้วยไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์
ความเข้มข้น 3 เปอร์เซ็นต์ นาน 5 นาที  
 3.   น าชิ้นส่วนเนื้อเยื่อตาจากต้นเทียมและเมล็ดที่ฟอกฆ่าเชื้อแล้วไปเพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร 
MS ที่ปราศจากสารควบคุมการเจริญเติบโต ชิ้นส่วนเหง้าและใบอ่อนเพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร MS ที่มี
สารควบคุมการเจริญเติบโต 2-4,D 1-10 มิลลิกรัมต่อลิตร อาหาร MS ที่เติม 2,4 – D 1 มิลลิกรัมต่อ
ลิตร และอาหาร MS ที่เติม 2,4 – D 2 มิลลิกรัมต่อลิตร ร่วมด้วย BA 1 มิลลิกรัมต่อลิตร เพ่ือชักน าให้
เกิดการเจริญเติบโตเป็นยอดและแคลลัส  

4. เมื่อเนื้อเยื่อกระทือมีการเจริญเติบโต น ามาตัดแบ่งเพาะเลี้ยงบนอาหารใหม่เพ่ือเพ่ิม
ปริมาณ ท าการตัดแบ่งเนื้อเยื่อและเปลี่ยนอาหารใหม่เพื่อเ พ่ิมปริมาณไปเรื่อยๆ จนปริมาณเพียงพอ
ต่อการทดลองจึงน าไปศึกษาสูตรอาหารที่เหมาะสม 
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ข. ศึกษาสูตรอาหารที่เหมาะสมต่อการเพาะเลี้ยงขยายพันธุ์กระทือในสภาพปลอดเชื้อ 
1. ตัดแบ่งเนื้อเยื่อเพ่ิมปริมาณให้เพียงพอต่อการทดลอง 
2. ด าเนินการทดลองน าเนื้อเยื่อของ Zingiber  spectabile Griff. มาเพาะเลี้ยงบนอาหาร

สูตร MS ที่มีสารควบคุมการเจริญเติบโต BA ร่วมกับ NAA ในระดับต่างๆ รวม 16 สูตร  โดยวาง
แผนการทดลองแบบ RCB 3 ซ้ า  สิ่งทดลอง คือ สูตรอาหารเพาะเลี้ยง มีดังนี้ 
     1.  MS  

  2.  MS + NAA 0.25 มิลลิกรัมต่อลิตร  
  3.  MS + NAA 0. 5 มิลลิกรัมต่อลิตร 
  4.  MS + NAA 1 มิลลิกรัมต่อลิตร 
  5.  MS + BA 1 มิลลิกรัมต่อลิตร 
  6.  MS + BA 1 มิลลิกรัมต่อลิตร + NAA 0.25 มิลลิกรัมต่อลิตร 
  7.  MS + BA 1 มิลลิกรัมต่อลิตร + NAA 0. 5 มิลลิกรัมต่อลิตร 
  8.  MS + BA 1 มิลลิกรัมต่อลิตร + NAA 1 มิลลิกรัมต่อลิตร 
  9.  MS + BA 3 มิลลิกรัมต่อลิตร 
10.  MS + BA 3 มิลลิกรัมต่อลิตร + NAA 0.25 มิลลิกรัมต่อลิตร 
11.  MS + BA 3 มิลลิกรัมต่อลิตร + NAA 0. 5 มิลลิกรัมต่อลิตร 
12.  MS + BA 3 มิลลิกรัมต่อลิตร + NAA 1 มิลลิกรัมต่อลิตร 
13.  MS + BA 5 มิลลิกรัมต่อลิตร 
14.  MS + BA 5 มิลลิกรัมต่อลิตร + NAA 0.25 มิลลิกรัมต่อลิตร 
15.  MS + BA 5 มิลลิกรัมต่อลิตร + NAA 0. 5 มิลลิกรัมต่อลิตร 
16.  MS + BA 5 มิลลิกรัมต่อลิตร + NAA 1 มิลลิกรัมต่อลิตร 

3. บันทึกข้อมูลการเจริญเติบโตของชิ้นส่วนที่เพาะเลี้ยงในสูตรอาหารต่างๆ 
4. วิเคราะห์ผลทางสถิติ 
ค. ศึกษาระยะเวลาและจ านวนครั้งที่เหมาะสมในการให้อาหารในระบบเทมโพรารีไบโอรี
แอคเตอร์ 
1. ประกอบชุดเทมโพรารีไบโอรีแอคเตอร์และทดสอบการใช้งาน 
2. น าเนื้อเยื่อกระทือที่ขยายปริมาณได้ไปศึกษาระยะเวลาและจ านวนครั้งในการให้อาหาร  

เหลวที่ต่างกัน วางแผนการทดลองแบบ RCB  4 ซ้ า 7 สิ่งทดลองๆ อย่างละ 8 ชิ้นส่วน ดังนี้ 
- เพาะเลี้ยงด้วยระบบเทมโพรารีไบโอรีแอคเตอร์ ให้อาหารเหลว 1 นาท/ี 1 ครั้ง/ วัน 
- เพาะเลี้ยงด้วยระบบเทมโพรารีไบโอรีแอคเตอร์ ให้อาหารเหลว 1 นาท/ี 6 ครั้ง/ วัน 

 - เพาะเลี้ยงด้วยระบบเทมโพรารีไบโอรีแอคเตอร์ ให้อาหารเหลว 5 นาท/ี 1 ครั้ง/ วัน 
 - เพาะเลี้ยงด้วยระบบเทมโพรารีไบโอรีแอคเตอร์ ให้อาหารเหลว 5 นาท/ี 6 ครั้ง/ วัน 
 - เพาะเลี้ยงด้วยระบบเทมโพรารีไบโอรีแอคเตอร์ ให้อาหารเหลว 10 นาท/ี 1 ครั้ง/ วัน 
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 - เพาะเลี้ยงด้วยระบบเทมโพรารีไบโอรีแอคเตอร์ ให้อาหารเหลว 10 นาท/ี 6 ครั้ง/ วัน 
 - เพาะเลี้ยงบนอาหารแข็งตามปกติ 

3. ย้ายต้นออกปลูกลงดิน 
4. บันทึกข้อมูลการเจริญเติบโต และการรอดชีวิตหลังย้ายปลูกลงดิน 
5. วิเคราะห์ข้อมูล 

 

ผลการทดลองและอภิปราย 

ก. ศึกษาการฟอกฆ่าเชื้อและชนิดของชิ้นส่วนที่ใช้เพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อกระทือ 

ผลการศึกษาการฟอกฆ่าเชื้อและชิ้นส่วนเพาะเลี้ยงที่เหมาะสมของกระทือ ได้แสดงไว้ในตาราง
ที ่ 1 ชิ้นส่วนตาจากต้นเทียมเป็นชิ้นส่วนที่เหมาะสมในการเพาะเลี้ยงเนื้อเยือกระทือ เพราะชิ้นส่วน
ปลอดการปนเปื้อน14.3 และ 11.9 เปอร์เซ็นต์ ในกระทือ Zingiber  spectabile Griff. และกระทือ 
Zingiber zerumbet Smith ตามล าดับ หลังจากฟอกฆ่าเชื้อด้วยคลอร็อกซ์ความเข้มข้น 10 
เปอร์เซ็นต์ เป็นเวลา30 นาที ตามด้วยคลอรอกซ์ความเข้มข้น 5 เปอร์เซ็นต์ 10 นาที และชิ้นส่วนตาที่
ปลอดเชื้อทุกชิ้นสามารถเจริญเติบโตเป็นยอดได้บนอาหาร MS 

ชิ้นส่วนเหง้าของ Zingiber  spectabile Griff. มีการเจริญเกิดแคลลัสบนอาหาร MS ที่
เติม 2,4 – D 1 มิลลิกรัมต่อลิตร และอาหาร MS ที่เติม 2,4 – D 2 มิลลิกรัมต่อลิตร ร่วมด้วย  BA 1 
มิลลิกรัมต่อลิตร แต่ต่อมาเกิดเชื้อปนเปื้อนที่มาจากเนื้อเยื่อท่ีเพาะเลี้ยง ไม่พบการเกิดแคลลัสใน
ชิ้นส่วนเหง้าของ Zingiber zerumbet Smith 

ชิ้นส่วนใบอ่อนของกระทือทั้งสองพันธุ์แม้จะมีเปอร์เซ็นต์การปลอดเชื้อสูงกว่าชิ้นส่วนตา
จากต้นเทียม แต่ไม่มีการเจริญเติบโตบนสูตรอาหารทุกสูตรที่เพาะเลี้ยง ส่วนเมล็ดของ Zingiber 
zerumbet Smith เกิดเชื้อปนเปื้อนทั้งหมด 

ในการฟอกฆ่าเชื้อชิ้นส่วนต่างๆ ขอ งกระทือทั้งสองพันธุ์ เกิด เชื้อปนเปื้อนสูงมาก นักวิจัย
หลายท่านมีความเห็นตรงกันว่าการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพืชตระกูลขิง ชิ้นส่วนที่น ามาเพาะเลี้ยงเกิดเชื้อ
ปนเปื้อนสูงมาก  และเป็นสาเหตุให้ประสบความส าเร็จยาก  (Saensouk, 2011) 

 
 
 
 
 
 
 

 



20 

 

ตารางท่ี 1 แสดงเปอร์เซ็นต์ปลอดเชื้อของชนิดชิ้นส่วนและวิธีการฟอกในกระทือทั้งสองพันธุ์ 

พันธุ์ ชิ้นส่วน วิธีการฟอก ปลอดเชื้อ(%) 

1 
ตาจากล าต้นเทียม 

คลอร็อกซ์ 10% 15 นาที 5% 10 นาที 5 
คลอร็อกซ์ 10% 20 นาที 5% 10 นาที 9.5 
คลอร็อกซ์ 10% 25 นาที 5% 10 นาที 11.8 
คลอร็อกซ์ 10% 30 นาที 5% 10 นาที 14.3 

เหง้า คลอร็อกซ์ 10% 30 นาที 5% 10 นาที 3.4 
ใบอ่อน คลอร็อกซ์ 10% 15 นาที 5% 10 นาที 16.7 

2 

ตาจากล าต้นเทียม คลอร็อกซ์ 10% 30 นาที 5% 10 นาที 11.9 
เหง้า คลอร็อกซ์ 30% 15 นาที 5% 10 นาที 3.6 

ใบอ่อน คลอร็อกซ์ 10% 15 นาที 5% 10 นาที 13.9 
เมล็ด ไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ 3%  5 นาที 0 

1 =  Zingiber  spectabile  Griff.  2 = Zingiber  zerumbet  Smith 
 
 

ข. ศึกษาสูตรอาหารที่เหมาะสมต่อการเพาะเลี้ยงขยายพันธุ์กระทือในสภาพปลอดเชื้อ 
  ด าเนินการทดลองน าเนื้อเยื่อของ Zingiber  spectabile Griff. มาเพาะเลี้ยงบน
อาหารสูตร MS ที่มีสารควบคุมการเจริญเติบโต BA ร่วมกับ NAA ในระดับต่างๆ รวม 16 สูตร  โดยวาง
แผนการทดลองแบบ RCB 3 ซ้ า  พบว่ากระทือมีการเจริญเติบโตเป็นยอดได้ในอาหารทุกสูตรที่
เพาะเลี้ยง  จ านวนยอดเฉลี่ยที่ได้จากการเพาะเลี้ยงบนสูตรอาหารที่ศึกษาไม่มีความแตกต่างกั นทาง
สถิติ (ตารางที่ 2) 
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ตารางท่ี 2   จ านวนยอดเฉลี่ยที่ได้จากการเพาะเลี้ยงชิ้นส่วนเนื้อเยื่อกระทือบนอาหาร MS ที่มี BA    
               และ NAA ที่ระดับความเข้มข้นต่างๆ 

สูตรอาหาร จ านวนยอดเฉลี่ย 
  1.  MS  
  2.  MS + NAA 0.25 มก./ล.  
  3.  MS + NAA 0. 5 มก./ล. 
  4.  MS + NAA 1มก./ล. 
  5.  MS + BA 1 มก./ล. 
  6.  MS + BA 1 มก./ล. + NAA 0.25 มก./ล. 
  7.  MS + BA 1 มก./ล. + NAA 0. 5 มก./ล. 
  8.  MS + BA 1 มก./ล. + NAA 1 มก./ล. 
  9.  MS + BA 3 มก./ล. 
10.  MS + BA 3 มก./ล. + NAA 0.25 มก./ล. 
11.  MS + BA 3 มก./ล. + NAA 0. 5 มก./ล. 
12.  MS + BA 3 มก./ล. + NAA 1 มก./ล. 
13.  MS + BA 5 มก./ล. 
14.  MS + BA 5 มก./ล. + NAA 0.25 มก./ล. 
15.  MS + BA 5 มก./ล. + NAA 0. 5 มก./ล. 
16.  MS + BA 5 มก./ล. + NAA 1 มก./ล. 

  2.22  ab 
1.61  a 
1.72  a 

 1.77  ab 
 1.88  ab 
 2.23  ab 
 1.78  ab 
1.73  a 

  2.67  ab 
  2.13  ab 
  2.10  ab 
  2.73  ab 
  1.98  ab 
 3.14  b 
1.66  a 
1.44  a 

   CV  =  34.6 
ค่าเฉลี่ยที่ตามด้วยตัวอักษรที่เหมือนกันไม่มีความแตกต่างกันที่ระดับความเชื่อมั่น 95% โดย DMRT 

 
 
เห็นได้ว่าสารควบคุมการเจริญเติบโตที่เติมลงในอาหารเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ ไม่มีอิทธิพลต่อการ

เจริญเติบโตของกระทือ เพราะค่าเฉลี่ยของจ านวนยอดท่ีได้ไม่มีความแตกต่างกันทางสถิติ จากการ
สังเกต การเจริญของชิ้นส่วนเนื้อเยื่อกระทือที่เพาะเลี้ยงมีความแปรปรวนสูง การเจริญของชิ้นส่วน
ให้ผลแตกต่างกัน แม้ว่าจะเพาะเลี้ย งในอาหารสูตรเดียวกัน หรือตัดแบ่งเนื้อเยื่อมาจากยอดเดียวกัน 
ความแปรปรวนที่พบ ได้แก่ ชิ้นส่วนไม่มีการเจริญเติบโตแต่ไม่เหลืองตาย ชิ้นส่วนเกิดตาจ านวนมากอัด
กันแน่นเป็นกระจุกและไม่เติบโตเป็นยอด จ านวนยอดท่ีพบมีตั้งแต่ 0-10 ยอด เป็นต้น (ภาพที่ 1) 
กระทือสามารถเกิดยอดและรากบนอาหารเพาะเลี้ยงสูตรเดียวกัน แม้ในอาหารที่ไม่มีสารควบคุมการ
เจริญเติบโตกระตุ้นให้เกิดราก กระทือที่เพาะเลี้ยงบนอาหาร MS ที่ไม่เติมสารควบคุมการเจริญเติบโตมี
ต้นใหญ่แข็งแรงเกิดยอดและราก  
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 ภาพที่ 1 แสดงความแตกต่างของการเจริญของชิ้นส่วนที่เพาะเลี้ยงในอาหารสูตรเดียวกัน 
  

ไม่ได้ด าเนินการทดลองศึกษาสูตรอาหารเพาะเลี้ยงในกระทือ Zingiber zerumbet Smith 
เนื่องจากการขยายเพิ่มปริมาณได้ไม่เพียงพอต่อการทดลอง 

ได้ลองน ายอดที่ได้จากการขยายปริมาณในอาหารแข็งมาเพาะเลี้ยงในอาหารเหลวสูตร MS ที่
เติม BA 1 มิลลิกรัมต่อลิตร ร่วมกับ NAA 0.25 มิลลิกรัมต่อลิตร  พบว่าเกิดการเจริญเป็นกระจุกตาข้ึน  
เมื่อตัดแยกตาออกแล้วน าไปเพาะเลี้ยงในอาหารเหลวใหม่  ตาสามารถเพ่ิมปริมาณ  ลักษณะการเจริญ
และเพ่ิมปริมาณเหมือน protocorm like bodies ในกล้วยไม้(ภาพที่ 2) 

  
ภาพที2่  ยอดท่ีเพาะเลี้ยงในอาหารเหลวเกิดกระจุกตา และตาสามารถเพ่ิมปริมาณในอาหารเหลว  
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ค. ศึกษาระยะเวลาและจ านวนครั้งที่เหมาะสมในการให้อาหารในระบบเทมโพรารีไบโอรี
แอคเตอร์ 

ระบบเทมโพรารีไบโอรีแอคเตอร์ที่ใช้ในการทดลองด าเนินการประกอบขึ้นเองโดยใช้กระบอก
กรอง Polycarbonate filter Holder ของ Sartorius stedim biotech ประกอบด้วยกระบอกสอง
อันซึ่งใช้ในการกรองสารละลาย แต่ได้น ามาปรับใช้ในการเพาะเลี้ยงพืชโดยกระบอกอันบนใช้ใส่เนื้อเยื่อ
พืช กระบอกอันล่างใช้ใส่อาหารเหลว  ต่อที่กรองอากาศที่ผ่านการฆ่าเชื้อแล้ ว (Midisard 2000 0.20 
µm) เข้ากับกระบอกอันล่าง และที่กรองอากาศอีกอันเข้ากับกระบอกอันบน เพ่ือให้อากาศที่เข้าสู่
กระบอกกรองที่ใช้เป็นเทมโพรารีไบโอรีแอคเตอร์ปราศจากเชื้อ ต่อชุดเทมโพรารีไบโอรีแอคเตอร์ที่
ประกอบนี้เข้ากับปั้มลม เมื่อเปิดการท างานของปั้มลม  แรงลมจ ากปั้มลมจะดันของเหลวคืออาหาร
เพาะเลี้ยงจากกระบอกชั้นล่างข้ึนไปยังกระบอกชั้นบนซึ่งเป็นที่อยู่ของเนื้อเยื่อพืช ท าให้เนื้อเยื่อพืช
ได้รับอาหารอย่างท่ัวถึง และเมื่อปิดการท างานของปั้มลม อาหารเหลวที่อยู่ในกระบอกชั้นบนจะค่อยๆ
ไหลลงสู่กระบอกชั้นล่างตามแรงโน้มถ่วงของโลกจนหมด (ภาพที่ 3) ปลั๊กของปั้มลมจะต่อเข้ากับที่ตั้ง
เวลา ท าให้ควบคุมเวลาและจ านวนครั้งในการให้อาหารเหลวกับเนื้อเยื่อพืชได้ หลังจากทดสอบการ
ท างานของระบบเทมโพรารีไบโอรีแอคเตอร์จนเห็นว่าระบบท างานได้สมบูรณ์แล้ว จึงด าเนินการศึกษา
ระยะเวลาและจ านวนครั้งในการให้อาหารเหลวเนื้อเยื่อกระทือ 

 

       
       ภาพที่ 3   เทมโพรารีไบโอรีแอคเตอร์ที่ประกอบขึ้นใช้ในการทดลอง  

 
ในการศึกษาระยะเวลาและจ านวนครั้งในการให้อาหารเหลวเนื้อเยื่อกระทือที่เพาะเลี้ยงใน

ระบบเทมโพรารีไบโอรีแอคเตอร์ ตัดชิ้นส่วนเนื้อเยื่ อกระทือที่มีตาอยู่ใส่ในกระบอกกรองอันบน และใส่
อาหารเหลวสูตร MS ที่เติม BA 1 มิลลิกรัมต่อลิตร ร่วมกับ  NAA 0.25 มิลลิกรัมต่อลิตร  ลงใน
กระบอกกรองอันล่างของชุดเทมโพรารีไบโอรีแอคเตอร์ที่ผ่านการนึ่งฆ่าเชื้อ วางชุดเทมโพรารีไบโอรี
แอคเตอร์บนชั้นเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ(ภาพที่ 4) ต่อเชื่อมเทมโพรารีไบโอรีแอคเตอร์กับปั้มลมที่ถูกควบคุม
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การท างานด้วยตัวตั้งเวลา ซึ่งปั้มลมจะท างานและหยุดตามเวลาที่ตั้งไว้ บันทึกข้อมูลการเจริญเติบโต
เมื่อเพาะเลี้ยงได้ 3 เดือน (ภาพที่ 5) เนื่องจากข้อมูลไม่ครบ จึงไม่สามาร ถวิเคราะห์ผลการทดลองทาง
สถิติได้ 

 
 

 
ภาพที่ 4  การศึกษาระยะเวลาและจ านวนครั้งในการให้อาหารเหลวเนื้อเยื่อกระทือที่  
            เพาะเลี้ยงในระบบเทมโพรารีไบโอรีแอคเตอร์  ในภาพเห็นอาหารเหลวถูก 
             แรงลมดันขึ้นไปอยู่ในกระบอกอันบนที่มีเนื้อเยื่อกระทืออยู่  
 
 

 เก็บข้อมูลหลังจากเพาะเลี้ยงได้ 4 เดือน ไม่สามารถวิเคราะห์ข้อมูลทางสถิติได้ เนื่องจาก

ข้อมูลไม่ครบเพราะเกิดการปนเปื้อนของเชื้อในขณะเพาะเลี้ยงในบางสิ่งทดลอง และชิ้นส่วนทุกชิ้นใน

บางสิ่งทดลองไม่มีการเจริญเติบโต ได้ทดลองซ้ าอีกครั้งโดยเก็บข้อมูลหลังจากเพาะเลี้ยงได้ 10 

สัปดาห์ จากข้อมูลที่ ได้การเจริญเติบโตของกระทือในการเพาะเลี้ยงมีความแปรปรวนมากดังที่กล่าวไว้

ในเบื้องต้นแล้ว ข้อมูลที่ได้จึงไม่ชัดเจน พอที่จะบอกความแตกต่างได้ (ตารางที่ 3) แต่กระทือที่

เพาะเลี้ยงด้วยระบบเทมโพรารีไบโอรีแอคเตอร์ รากที่เกิดขึ้นในขณะเพาะเลี้ยงจะพันกันไปหมด เวลา

ย้ายออกปลูก ต้องดึงรากให้แยกหลุดออกจากกัน ท าให้รากขาดบอบช้ า เป็นผลเสียต่อการย้ายปลูกได้ 

เมื่อย้ายต้นกระทือที่ทดลองเพาะเลี้ยงด้วยระบบเทมโพรารีไบโอรีแอคเตอร์ ที่มีระยะเวลา

และจ านวนครั้งในการให้อาหารต่างกัน ออกปลูกลงดิน โดยใช้ดินใบก้ามปูผสมเม็ดดินเผาเป็นวัสดุ

ปลูก พบว่า กระทือมีอัตราการรอดชีวิตหลังย้ายออกปลูกสูงมาก คือ 89.74 -100 เปอร์เซ็นต์ (ตาราง

ที่ 4) ต้นแข็งแรงสมบูรณ์ดี(ภาพที่ 5) 
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ภาพที่ 4 ชิ้นส่วนเนื้อเยื่อกระทือที่เพาะเลี้ยงด้วยระบบเทมโพรารีไบโอรีแอคเตอร์  

           มีการเจริญเติบโตดี 

 

ตารางท่ี 3  แสดงจ านวนยอดและความสูงของชิ้นส่วนเนื้อเยื่อกระทือที่เพาะเลี้ยงด้วยระบบเทมโพรา  

    รีไบโอรีแอคเตอร์ให้อาหารเหลวเป็นระยะเวลาและจ านวนครั้งที่ต่างกัน เป็นเวลา 4 เดือน   

    และ 9 สัปดาห์ 

เพาะเลี้ยงเป็นเวลา 4 เดือน 

สิ่ง

ทดลอง 

จ านวนยอดเฉลี่ย ความสูงเฉลี่ย 

ซ้ า1 ซ้ า2 ซ้ า3 ซ้ า4 ซ้ า1 ซ้ า2 ซ้ า3 ซ้ า4 

1 1.68 2.2 1.86 2.25 4.03 3.14 5.55 4.83 

2 1.25 C 2.34 1.88 4.98 C 4.47 5.35 

3 1.67 2 2.25 2.17 4.62 5.72 4.77 5.36 

4 N N 3 3.38 N N 4.84 4.64 

5 3.25 2.5 1.67 1.13 1.76 1.8 2.33 3.57 

6 C N C 3.5 C N C 5.39 

7 2 1.33 1.25 4.46 6.64 4.23 7.69 5.14 
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เพาะเลี้ยงเป็นเวลา 9 สัปดาห์ 

สิ่ง

ทดลอง 

จ านวนยอดเฉลี่ย ความสูงเฉลี่ย 

ซ้ า1 ซ้ า2 ซ้ า3 ซ้ า4 ซ้ า1 ซ้ า2 ซ้ า3 ซ้ า4 

1 N 1.4 1 1.2 N 2.03 0.5 4.48 

2 1 3.2 1.5 2.6 0.4 0.83 0.83 3.95 

3 1.6 3 1.4 2.25 2.31 2.1 1.63 2.44 

4 1 2 1 2.67 1.63 1.26 0.5 1.25 

5 1.6 2.5 1.5 2.6 2.88 1.38 3.82 5.06 

6 1 3 N 1.2 3.5 0.94 N 1.4 

7 2.4 2.8 2.2 1.8 2 3.04 2.04 1.18 
C   =  เกิดเชื้อปนเปื้อน  N   =   ชิ้นส่วนที่เพาะเล้ียงไม่มีชิ้นส่วนใดมีการเจริญเติบโต  

สิ่งทดลอง  1  เพาะเล้ียงด้วยระบบเทมโพรารีไบโอรีแอคเตอร์ ให้อาหารเหลว 1 นาท/ี 1 ครั้ง/ วัน 
2  เพาะเล้ียงด้วยระบบเทมโพรารีไบโอรีแอคเตอร์ ให้อาหารเหลว 1 นาท/ี 6 ครั้ง/ วัน 

 3  เพาะเล้ียงด้วยระบบเทมโพรารีไบโอรีแอคเตอร์ ให้อาหารเหลว 5 นาท/ี 1 ครั้ง/ วัน 
 4  เพาะเล้ียงด้วยระบบเทมโพรารีไบโอรีแอคเตอร์ ให้อาหารเหลว 5 นาท/ี 6 ครั้ง/ วัน 
 5  เพาะเล้ียงด้วยระบบเทมโพรารีไบโอรีแอคเตอร์ ให้อาหารเหลว 10 นาท/ี 1 ครั้ง/ วัน 
 6  เพาะเล้ียงด้วยระบบเทมโพรารีไบโอรีแอคเตอร์ ให้อาหารเหลว 10 นาท/ี 6 ครั้ง/ วัน 

 7  เพาะเล้ียงบนอาหารแข็ง 

 
 
ตารางท่ี 4 แสดงอัตราการรอดชีวิตของกระทือที่เพาะเลี้ยงด้วยระบบเทมโพรารีไบโอรีแอคเตอร์ 

เมื่อย้ายออกปลูกลงดิน 
กระทือเพาะเลี้ยง อัตราการรอดชีวิต

(%) 
ระบบเทมโพรารีไบโอรีแอคเตอร์ ให้อาหารเหลว 1 นาที/ 1 ครั้ง/ วัน 90.32 
ระบบเทมโพรารีไบโอรีแอคเตอร์ ให้อาหารเหลว 1 นาที/ 6 ครัง้/ วัน 89.74 
ระบบเทมโพรารีไบโอรีแอคเตอร์ ให้อาหารเหลว 5 นาที/ 1 ครั้ง/ วัน 92.86 
ระบบเทมโพรารีไบโอรีแอคเตอร์ ให้อาหารเหลว 5 นาที/ 6 ครั้ง/ วัน 95.45 
ระบบเทมโพรารีไบโอรีแอคเตอร์ ให้อาหารเหลว 10 นาที/ 1 ครั้ง/ วัน 95.00 
ระบบเทมโพรารีไบโอรีแอคเตอร์ ให้อาหารเหลว 10 นาที/ 6 ครั้ง/ วัน 100.00 
บนอาหารแข็ง 93.33 
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 ภาพที่ 5 ต้นกระทือย้ายออกปลูกลงดิน มีอัตราการรอดชีวิตสูง   

 

 

สรุปผลการวิจัยและข้อเสนอแนะ 

1. ชิ้นส่วนตาจากล าต้นเทียมเป็นชิ้นส่วนที่เหมาะสมในการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อกระทือ 

2. ชิ้นส่วนตาจากต้นเทียมของกระทือพิลาสสามารถชักน าให้เกิดยอดและรากได้ด้วยอาหาร
สูตร MS ที่ปราศจากสารควบคุมการเจริญเติบโต และอาหารสูตร MS ที่มีสารควบคุมการเจริญเติบโต
ทุกสูตรที่เพาะเลี้ยง ยอดที่ได้น ามาตัดแบ่งเนื้อเยื่อเพ่ิมปริมาณได้  

3. เนื้อเยื่อกระทือสามารถเจริญเป็นยอดได้ในทุกสูตรอาหารที่ศึกษา แต่ไม่ใช่ทุกชิ้นส่วน
สามารถเจริญได้ และการเจริญของกระทือแม้จะบนอาหารสูตรเดียวกัน หรือเป็นเนื้อเยื่อมาจากยอด
เดียวกัน การเจริญมีความแตกต่างแปรปรวน ซึ่งไม่ทราบปัจจัยที่ควบคุม 

4. ชิ้นส่วนกระทือ เพาะเลี้ยงด้วยระบบเทมโพรารีไบโอรีแอคเตอร์ ที่ให้อาหารเหลวเป็น
ระยะเวลาและจ านวนครั้งแตกต่างกัน มีการเจริญใกล้เคียงกัน กระทือที่เพาะเลี้ยงในอาหารแข็งจะมี
ต้นสูงกว่าและดูแข็งแรง 

5. กระทือเมื่อย้ายออกปลูกลงดินมีอัตราการชีวิตรอดสูง 
6. ได้ข้อมูลเทคนิคการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ ซึ่งสามารถน าไปใช้ในการขยายพันธุ์กระทือ หรือใน

งานวิจัยที่ต้องการใช้เทคนิคการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพืชตระกูลขิง 
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บทคัดย่อ (abstract) 

กระทือเป็นพืชตระกูลขิงอยู่ในสกุล Zingiber ใช้ประโยชน์เป็นอาหาร พืชสมุนไพร และไม้
ดอกไม้ประดับ ก าลังได้รับความนิยมเป็นไม้ตัดดอก เพราะใบประดับที่เหมือนดอกมีรูปทรงแปลกตา สี
สวยงาม  แต่มีความหลากหลายน้อย จึงใช้รังสีแกมม าร่วมกับเทคนิคการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อสร้างต้น
กระทือกลายพันธุ์ เพ่ือเพ่ิมความหลากหลายและเพ่ิมฐานพันธุกรรม ด าเนินการโดยเพาะเลี้ยงชิ้นส่วน
ตาจากล าต้นเทียมของกระทือ Zingiber zerumbet Smith. และกระทือพิลาส Zingiber 
spectabile Griff. เพ่ิมปริมาณยอด จากนั้นน ากระทื อที่เพาะเลี้ยงไปฉายรังสีแกมมาแบบเรื้อรังและ
แบบเฉียบพลัน ตรวจคัดเลือกกระทือในขวดขณะเพาะเลี้ยง พบกระทือพิลาส Zingiber  spectabile 
Griff. ที่ได้รับรังสีแกมมาแบบเรื้อรัง 5 Krad เพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ ให้ลักษณะแตกต่างที่คาดว่าเกิดจาก
การกลายพันธุ์ไปจากปกติ ได้แก่ ลักษณะใบบิด ใบลาย ใบบิดลาย ใบเขียวเข้ม ใบและต้นเล็กบอบ
บาง ตรวจสอบการกลายพันธุ์ระดับพลอยดิด้วยเครื่องโฟลไซโทรมิเตอร์ ไม่พบการกลายพันธุ์ระดับ
พลอยดิ และตรวจสอบการกลายพันธุ์ระดับดิพลอยด์ด้วยวิธีทางชีวโมเลกุลโดยคัดเลือกไพรเมอร์ที่
ประยุกต์มาจาก RAPD และ ISSR ของขิง Zingiber officinale 16 ไพรเมอร์ ได้ไพรเมอร์ที่สามารถ
แยกความแตกต่างทางพันธุกรรมของกระทือ Zingiber  spectabile Griff. กับ Zingiber zerumbet 
Smith. 6 ไพรเมอร์ น าไพรเมอร์ที่คัดเลือกได้ไปตรวจสอบกับกระทือที่คาดว่าเกิดการกลายพันธุ์ 
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พบว่ากระทือที่มีใบบิดลายเป็นต้นกลายพันธุ์ โดยให้รูปแบบแถบดีเอ็นเอแตกต่างกับกระทือปกติ เมื่อ
ใช้ไพรเมอร์ชนิด RAPD ที่มีล าดับเบส 5'  AGACGGCTCC  3' 
 

 “Kratur” is a plant belong to the family Zingiberaceae, 
genus Zingiber use as food, medicinal herbs and flowering plants. It has recently 
become popular for the use as cut flowers because the inflorescence formed by 
bracts has unique shape and nice color. But the varietie is few. Using gamma ray with 
tissue culture technique can induce mutation. In Vitro of buds from psuedostems of 
Zingiber  spectabile Griff. and Zingiber zerumbet Smith. were operated and 
multiplied the amount by subculture. Then treated In Vitro shoots with cronic and 
acute gamma irradiation. After the treatment, cultured and selected the irradiated 
shoots in bottle. Zingiber  spectabile Griff. Treated with 5.12 Krad cronic irradiation 
showed different morphological characteristics including twisted, striped, twisted and 
striped, dark green , small leaves and thin stem. There was no polyploid mutant 
when checked ploidy level with Flow cytometer. And detected diploid level 
mutation with molecular biology technique using 16 primers from RAPD and ISSR of 
Zingiber officinale. The genetic differences of Zingiber  spectabile Griff. and Zingiber 
zerumbet Smith. could determine by 6 primers. The 6 primers were chosed to detect 
the expected mutation. The result, plantlet with twisted and striped leaves is 
mutant. The mutant is different in DNA band pattern from non-irradiation plant when 
nucleotide 5'  AGACGGCTCC  3' is used as RAPD primer. 

 
 
บทน า (Introduction) 

กระทือเป็นพืชล้มลุกอายุหลายปี จัดอยู่ในอันดับ Zingiberales วงศ ์ Zingiberaceae สกุล 
Zingiber มีล าต้นประเภทเดียวกับไพล หรือขิง ล าต้นเป็นเหง้าอยู่ใต้ดิน สีเหลืองซีดๆ เหง้ามีขนาด
ใหญ่ เนื้อข้างในสีเหลืองอ่อน มีกลิ่นหอมเฉพาะตัว  แตกแขนงเป็นกอ ใบเดี่ยวออกตรงข้ามเรียงสลับใน
ระนาบเดียวกัน ใบยาวเรียวรูปหอกสีเขียวซ้อนกันเป็นแผงติดต่อกันหุ้มเป็นล าต้นเทียม ก้านช่อดอก
แบบตั้งตรงแทงออกมาจากเหง้าใต้ดิน ใบประดับที่มีลักษณะเหมือนส่วนดอกเรียงซ้อนกันแน่นเป็น
ระเบียบ ดอกโผล่ออกมาจากซอกใบประดับ เมื่อออกดอกแล้วจะเ หลือแต่เหง้าใต้ดิน และจะแทงหน่อ
ใหม่ในช่วงฤดูฝน เป็นพรรณไม้ที่มีการขยายพันธุ์ด้วยการแยกหน่อ เจริญเติบโตได้ดีในดินอุดมร่วนซุย  

กระทือ มีชื่อวิทยาศาสตร์ว่า Zingiber zerumbet Smith. มีชื่อเรียกอ่ืนๆ ว่ากระทือป่า 
กระทือบ้าน กะแวน กะแอน แฮวด า เฮียวแดง เฮียวด า แสม ด า ล าต้นเทียมสูงได้ถึง 1 เมตร ใบกว้าง 
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3-10 เซนติเมตร ยาว 14-40 เซนติเมตร ก้านช่อดอกยาว 14-45 เซนติเมตร ใบประดับสีเขียวแล้ว
เปลี่ยนเป็นสีแดงเข้ม มี 10-25 ใบ เรียงซ้อนกันแน่นเป็นระเบียบ รูปไข่กลับกว้างหรือเกือบกลม ดอก
สีขาวอมเหลือง โคนกลีบดอกเชื่อมติดกันเป็นหล อด ยาวประมาณ 2.5 เซนติเมตร ปลายแยกเป็น 3 
แฉก ผลแบบผลแห้งแตก รูปไข่กลับ ขนาดเล็ก ผิวเรียบ สีแดง ยาวประมาณ 1.5 เซนติเมตร เมล็ดรูป
ขอบขนาน ค่อนข้างกลม มีเยื่อหุ้มเมล็ดเป็นริ้วสีขาว เมล็ดสีด าเป็นมัน ออกดอกเดือนสิงหาคมถึง
กันยายน ติดผลราวเดือนตุลาคม หน่ออ่อน เนื้ ออ่อนในล าต้น ช่อดอกอ่อน รับประทานเป็นผักสดได้
(ฐานข้อมูลสมุนไพร, 2553 ; วิกิพีเดีย, 2558)  

กระทือพิลาส มีชื่อวิทยาศาสตร์ว่า Zingiber  spectabile Griff. มีชื่อเรียกแตกต่างกันไป
ตามท้องถิ่น ได้แก่ กระทือช้าง  กระทือแดง กระทือป่า จะเงาะ ดางเงาะ ดาเงาะ  ไพลเหลือง ล าต้น
เทียมมีความสูง 2-3 เมตร ใบกว้าง 6-10 ซม. ยาว 30-50 ซม. ใบประดับเรียงซ้อนอัดกันแน่นเป็นช่อ
สีเหลือง รูปทรงกระบอกแข็ง กว้าง 6-7 ซม. ยาว 10-30 ซม. กลีบรองดอกสีครีม ยาวถึง 3.5 ซม. ผิว
เกลี้ยง ดอกเป็นกรวย ยาว 3 ซม. ปลายกว้างถึง 1 ซม. กลีบปาก แยกเป็น 3 แฉก สีม่วงด ามีจุดสี
เหลือง ปลายแฉก ตรงกลางเว้าตื้นอ้า เป็น 2 แฉกเล็ก เกสรผู้อันเดียว  ก้านสั้น อับเรณูยาว 1.2 ซม. 
ก้านชูเกสรตัวเมียสีม่วง รังไข่มีขนประปรายสีด า ผล  รูปรีกว้าง 1 ซม. ยาว 3 ซม. พบในมาเลเซีย ใน
ประเทศไทยพบทางภาคใต้ ขึ้นในป่าดงดิบ ริมล าธารหรือชายป่า ที่ร ะดับความสูงถึง 300 เมตร ออก
ดอกช่วงเดือนกรกฏาคมถึงพฤศจิกายน ติดผลช่วงเดือนพฤศจิกายนถึงธันวาคม เป็นพืชหายาก 
ปัจจุบันนอกจากจะน ามาปลูกเป็นไม้ประดับแล้ว ชาวบ้านในภาคใต้ยังนิยมน ายอดอ่อนมาต้มกินเป็น
ผักแกล้มอีกด้วย(ส านักงานพัฒนาเศรษฐกิจจากฐานชีวภาพ, 2555 ; Myfirstbrain.com, 2012) 

กระทือเป็นพืชที่มีประโยชน์หลายด้าน  คือ  ใช้เป็นอาหารโดย หน่ออ่อน เนื้ออ่อนในล าต้น  
และช่อดอกอ่อน นิยมน ามาแกงเผ็ด แกงไตปลา  ต้มจิ้มน้ าพริก ผัด  ย า  กระทือมีรสชาติเผ็ดร้อน
เล็กน้อยและกลิ่นค่อนข้างฉุน  ประโยชน์ที่ส าคัญ คือ ประโยชน์ทางด้านสมุนไ พร  ใช้เป็นยาแก้เบื่อ
อาหาร ยาขับลม แก้ท้องอืด ท้องเฟ้อ จุกเสียด ปวดท้อง บ ารุงธาตุ ขับปัสสาวะ  เสมหะเป็นพิษ และ
บ ารุงน้ านม   ในเหง้ามีน้ ามันหอมระเหยที่มีฤทธิ์ทางเภสัชวิทยา  โดยพบว่า  zerumbone มีฤทธิ์ต้าน
การหดเกร็งตัวของล าไส้  และพบว่า zerumbone ยับยั้งการเกิดมะเร็ง  และสารสกัดด้วย
คลอโรฟอร์มจากเหง้ากระทือ มีฤทธิ์ยับยั้งโปรโตซัวกลุ่ม Giardia  จึงมีการสกัดน้ ามันหอมระเหยจาก
เหง้ากระทือมาใช้ในทางเภสัชวิทยาและเวชส าอาง  ปัจจุบันกระทือเป็นไม้ตัดดอกเมืองร้อนที่ก าลัง
เป็นที่นิยม  เนื่องจากกระทือมีลักษณะเด่นที่ดอกมีสีสันสวยงาม  รูปทรงแปลกตามีเอกลักษณ์
เฉพาะตัว  และมีความคงทน  มีอายุการใช้งานนาน  เหมาะส าหรับใช้ในการจัดแจกันและจัดช่อ
ดอกไม้ในงานพิธีต่างๆ  จึงเป็นที่ต้องการของตลาดไม้ตัดดอก  ตลาดต่างประเทศเริ่มให้ความสนใจ  มี
การส่งกระทือเหลืองไปยังประเทศญี่ปุ่น  

Christine Stanly และ Keng  Chan Lai  (2007)   ศึกษาวิธีการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อเพ่ือการ
ขยายพันธุ์กระทือ  โดยเพาะเลี้ยงตาจาก  rhizomes ในอาหารแข็งและอาหารเหลวสูตร MS ที่เติม 
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BA และ IBA ปริมาณ 0.5 มก./ล.  แต่ละยอดที่เพาะเลี้ยงสามารถเพ่ิมปริมาณเฉลี่ยเป็น 3.9 ยอดใน
อาหารแข็ง  และ 6.4 ยอดในอาหารเหลว  หลังจากปรับสภาพและย้ายลงดิน  ต้นทั้งหมดมีชีวิตรอด 

การใช้เทคนิคการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อร่วมกับการฉายรังสี  ท าให้เกิดการกลายและสามารถคัด
พันธุ์กลายออกมาได้หลายชนิด  เพราะเทคนิคดังกล่าวสามารถช่วยในการแยกส่วนกลาย (mutated 
sector) ออกจากส่วนปกติในกรณีท่ีเกิดไคเมอรา  แล้วน าไปขยายพันธุ์ต่อไปได้  ดังนั้น  จึงเป็นวิธีการ
ที่ช่วยรักษาส่วนกลายไว้ไม่ให้สูญหายไป   เพราะการคัดเลือกพันธุ์กลายหรือลักษณะกลายจะเป็นการ
คัดเลือกในระดับดิพลอยด์  ซึ่งมีเซลล์กลายและเซลล์ปกติเจริญอยู่ด้วยกัน  เซลล์กลายมักมีการ
แข่งขันสู้เซลล์ปกติไม่ได้  จึงมีโอกาสเจริญไปเป็นส่วนยอดและเป็นต้นพืชได้น้อยกว่าเซลล์ปกติ  ด้วย
เทคนิคการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ  จะสามารถแยกลักษณะกลายออกมาเลี้ยงได้  เซลล์กลายจึงมีโอกาส
เจริญเป็นต้นพืชที่กลายพันธุ์ต่อไป (อรุณี, 2550) 

Lamseejan  และคณะ (2001 )  น ายอด อ่อนของปทุมมาพันธุ์พ้ืนเมืองดอกชมพูในสภาพ
ปลอดเชื้อไปฉายรังสีแกมมาปริมาณ  0, 10, 30, 50, 70, 90 และ 110  เกรย์  พบว่า LD50(30) มีค่า
เท่ากับ  28  เกรย์  ท าการย้ายลงอาหารใหม่  จนถึงรุ่น M1V4  จึงชักน าให้เกิดรากและน าออกปลูกใน
เรือนเพาะช า  พบว่า  ที่ปริมาณรังสี  30  เกรย์  มีความผันแปรของสีดอกค่อนข้างสูง  คือ  มีตั้งแต่สี
ชมพูเข้มจนเกือบขาว 
  การศึกษาโครโมโซมในเซลล์พืชแต่ละชนิด จะใช้เทคนิคในการตรวจนับจ านวนโครโมโซมท่ีมี
ลักษณะคล้ายคลึงกัน อาจมีการดัดแปลงวิธีการในบางข้ันตอนเพ่ือให้เหมาะสมกับชนิดของพืชชนิด
นั้นๆ โดยมากจะน าเนื้อเยื่อเจริญบริเวณปลายราก ปลายยอด หรือดอกอ่อน มาใช้ในการศึกษา และ
ตรวจนับจ านวนโครโมโซมภายใต้กล้องจุลทรรศน์  วิธีนี้มีข้อดีคือประหยัด ราคาถูก แต่ก็มีข้อเสียคือ 
ไม่สามารถนับจ านวนโครโมโซมได้ในทุกเซลล์ เนื่องจากในการนับจ านวนต้องอาศัยเซลล์ที่อยู่ในระยะ
เมทาเฟส ซึ่งท าได้ยาก และต้องใช้ฝีมือในการเตรียมสไลด์เป็นอย่างดี จึงจะสามารถเห็นโครโมโซมได้ 
และในพืชที่มีโครโมโซมขนาดเล็กมาก จะมีความล าบากในการนับ วิธีการแก้ไขปัญหาดังกล่าว 
งานวิจัยทางพืชในปัจจุบันจึงได้มีการน าเอาเทคนิคการตรวจนับจ านวนโครโมโซมโดยใช้เครื่อง Flow 
cytometry เข้ามาช่วย ซึ่งการวัดด้วยวิธีนี้จะมีความรวดเร็วและแม่นย าสูง 

Flow cytometry ใช้ในการตรวจวิเคราะห์เซลล์ ด้วยการฉายแสงเลเซอร์ลงสู่เซลล์ที่ผ่านการ
ย้อมสารเรืองแสง แล้ววัดการเรืองแสงที่เกิดขึ้นบนผิวเซลล์หรือภายในเซลล์ โดยแต่ละเซลล์จะถูกบีบ
ให้เคลื่อนท่ีผ่านเครื่องทีละ 1 เซลล์ หรือเป็นเซลล์เดี่ยวๆ เทคนิคนี้มีความไวสูง และสามารถตรวจวัด
เซลล์ได้เป็นจ านวนมากด้วยความรวดเร็ว เครื่องจะท าการแปลสัญญาณแสงที่หักเห และสะท้อนกลับ 
ออกมาเป็นกราฟ การอ่านผลจะต้องเปรียบเทียบกับกราฟมาตรฐาน จึงจะสามารถบอกความแตกต่าง
ของตัวอย่างได้ มีการประยุกต์ใช้เทคนิค Flow cytometry ในงานต่างๆ เช่น การตรวจหาความ
ผิดปกติในโครโมโซม การตรวจหาเซลล์มะเร็งเพ่ือติดตามผลการรักษา การตรวจหา Autoantibodies 
บนผิวเซลล์ในโรค Autoimmune ต่างๆ การทดสอบประสิทธิภาพของยาที่มีผลต่อการเจริญเติบโต
ของแบคทีเรีย เป็ นต้น   ส าหรับงานวิจัยทางพืชได้มีการน า Flow cytometry มาใช้ในการศึกษา
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ปริมาณ DNA และจ านวนชุดโครโมโซมในพืช โดยน าเนื้อเยื่อจากใบอ่อน ดอก และราก มาตัดเป็นชิ้น
เล็กๆ เพื่อท าให้นิวเคลียสหลุดออกมาจากเซลล์ น านิวเคลียสไปย้อมสารสีเรืองแสง และตรวจวัด
ปริมาณ DNA โดยใช้เครื่อง Flow cytometry จะพบว่าพืชที่มี 4n จะมีปริมาณ DNA เป็น 2 เท่า 
ของพืชที่มี 2n (วริศรา, 2558) 

RAPD (Random Amplification of Polymorphic DNA)  เป็นวิธีตรวจลายพิมพ์ดีเอ็นเอ
โดยใช้เทคนิค PCR แบบหนึ่งที่ไม่จ าเป็นต้องทราบข้อมูลเกี่ยวกับล าดับเบสของดีเอ็นเอเป้า หมาย 
เนื่องจากไพรเมอร์ที่ใช้ไม่จ าเพาะเจาะจงกับดีเอ็นเอบริเวณใด มีโอกาสที่จะเข้าจับกับดีเอ็นเอต้นแบบ 
(template) ได้หลายต าแหน่ง ท าให้ตรวจสอบดีเอ็นเอได้ครั้งละหลายต าแหน่งพร้อมกัน โดยความ
แตกต่างจะพบเป็นแบบการปรากฏมีและไม่มีแถบดีเอ็นเอที่ต าแหน่งหนึ่ง ๆ หลักการข องเทคนิค 
RAPD คือ การใช้ไพรเมอร์ที่มีขนาดสั้นเพียงชนิดเดียวเพ่ือเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอแบบสุ่ม วิธีนี้ริเริ่มโดย 
William และคณะ โดยใช้ไพรเมอร์ขนาด 10 นิวคลีโอไทด์เพียงชนิดเดียวเพ่ือเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอ 
แล้วแยกขนาดของดีเอ็นเอท่ีได้ โดยการท าอิเล็กโทรโฟรีซิสในเจลอ ะกาโรส และย้อมแถบดีเอ็นเอด้วย
เอธิเดียมโบรไมด์ แม้ว่าเทคนิค RAPD จะท าได้ง่าย รวดเร็ว และให้ข้อมูลได้มาก แต่ก็มีข้อเสียในเรื่อง
การทดลองซ้ า บางครั้งได้ผลที่ต่างจากเดิมเนื่องจาก RAPD มีความไวต่อการเปลี่ยนสภาวะต่าง ๆ จึง
ต้องระมัดระวังและควบคุมสภาพการทดลองให้คงที่ 

ISSR (Inter-Simple Sequence Repeat) เป็นวิธีตรวจลายพิมพ์ดีเอ็นเอโดยใช้เทคนิค PCR 
ตรวจสอบดีเอ็นเอบริเวณท่ีอยู่ระหว่างล าดับเบสแบบไมโครแซทเทลไลท์  (microsatellite) ซึ่งไมโค
รแซทเทลไลท์ดีเอ็นเอ คือล าดับเบสที่มีลักษณะเป็นชุดซ้ าสั้น ๆ ความยาว 1-6 คู่เบสหรือไม่เกิน 10 คู่
เบส เรียงตัวต่อกันในทิศทางเดียวกัน ที่ต าแหน่งหนึ่งอาจมีล าดับเบสซ้ ายาวต่อเนื่องกันได้หลายร้อยคู่
เบส มีชื่อเรียกอย่างอ่ืนคือ SSR (Simple Sequence Repeat) หรือ STR (Short tandem Repeat) 
หลักการของเทคนิค ISSR คือ การใช้โอลิโกนิวคลีโอไทด์ที่มีล าดับเบส แบบไมโครแซทเทลไลท์ เช่น 
(CA)10, (GAT)7 เป็นไพรเมอร์ในการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอท่ีต้องการศึกษา ใช้ไพรเมอร์เพียงหนึ่งชนิด 
เช่นเดียวกับการท า RAPD เนื่องจากล าดับเบสแบบไมโครแซทเทลไลท์กระจายตัวอยู่ทั่วจีโนมและบาง
ต าแหน่งอยู่ใกล้ ๆ กัน ไพรเมอร์ที่ใช้จึงสามารถจับกับดี เอ็นเอได้ทั้ง 2 ทิศทางโดยมีปลาย 3’ เข้าหา
กัน ซึ่งจะสามารถเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอต าแหน่งดังกล่าวได้ โดยไม่จ าเป็นต้องทราบข้อมูลล าดับเบสของ
สิ่งมีชีวิตที่ต้องการศึกษา นอกจากนี้ไพรเมอร์ ISSR จะไปจับกับล าดับเบสของไมโครแซทเทลไลท์ชนิด
เดียวกันได้หลายต าแหน่ง ท าให้สามารถตรวจสอบดีเอ็นเอได้ครั้งละหลายต าแหน่งพร้อมกัน 

เอนไซม์ตัดจ าเพาะ (restriction enzyme) เป็นเอนไซม์ท่ีแบคทีเรียสร้างขึ้นใช้ส าหรับตัดดี
เอ็นเอในต าแหน่งที่มีล าดับเบสจ าเพาะ  โดยมีจุดประสงค์เพ่ือใช้ป้องกันดีเอ็นเอบุกรุกที่ผ่านเข้ามา 
เอนไซม์ตัดจ าเพาะถูกน าไปใช้ในงานด้าน ชีวโมเลกุลอย่างมากมาย เช่น การตัดต่อยีนในงานพันธุ
วิศวกรรม รวมถึงการตัดชิ้นส่วนดีเอ็นเอหรือยีนเพื่อทดสอบความแตกต่างของล าดับสารพันธุกรรม 
เป็นต้น 
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เทคนิค RAPD และเทคนิค ISSR  รวมถึงการประยุกต์ใช้เอนไซม์ตัดจ าเพาะ เป็นเทคนิคที่ไม่
จ าเป็นต้องทราบข้อมูลล าดับเบสของสิ่ งมีชีวิตที่ต้องการศึกษา ซึ่งข้อมูลล าดับเบสของกระทือยังไม่มี
การศึกษาค้นคว้า ดังนั้น จึงเลือกใช้เทคนิควิธีทางชีวโมเลกุลดังกล่าวข้างต้นในการตรวจสอบการ
เปลี่ยนแปลงของสารพันธุกรรมในกระทือที่ผ่านการฉายรังสี เปรียบเทียบกับกระทือที่ไม่ได้รับการฉาย
รังสี นอกจากนี้ เป็นเทคนิคท่ีท าได้ง่าย รวดเร็ว และได้ข้อมูลปริมาณมาก  

การสร้างกระทือพันธุ์ใหม่ที่ให้ลักษณะแตกต่างออกไปและเหมาะสมต่อการค้า  จะช่วยเพิ่ม
มูลค่าของการเป็นไม้ตัดดอก  และเพ่ิมมูลค่าทางเศรษฐกิจของประเทศ    การกลายพันธุ์ท าให้เกิด
ลักษณะแปลกและใหม่ขึ้น   แต่เนื่องจากอัตราการกลายพันธุ์ตามธรรมชาติค่อนข้างต่ า  จึงมีวิธีช่วยให้
อัตราการกลายพันธุ์สูงขึ้นโดยใช้สิ่งก่อกลายพันธุ์  รังสีเป็นสิ่งก่อกลายพันธุ์ที่สามารถน ามาใช้
ประโยชน์ในการเหนี่ยวน าให้พืชกลายพันธุ์ได้สูงขึ้นและรวดเร็วขึ้น  และเม่ือร่วมกับน าเทคนิคการ
เพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อมาช่วย จะสามารถคัดพันธุ์กลายออกจากพันธุ์ปกติได้ดีขึ้น ซึ่งการวิจัยนี้ต้องการฉาย
รังสีกระทือเพ่ือให้เกิดพันธุ์ใหม่ที่มีลักษณะแตกต่างไปจากเดิม และเป็นการเพิ่มฐานพันธุกรรมของ
กระทือ 
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3. เครื่องชั่ง  เครื่องชั่งอย่างละเอียด  เครื่องกวนสารละลาย  เครื่อ งวัดความเป็นกรด-ด่าง  
หม้อนึ่งความดันไอน้ า  ตู้อบ  ตู้ปลอดเชื้อส าหรับตัดแบ่งเนื้อเยื่อ   

4. กระบอกตวง  เครื่องแก้ว  มีดผ่าตัด  ปากคีบ  ตะเกียงแอลกอฮอล์  และเครื่องเขย่า  
5. ห้องเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพืชที่ควบคุมอุณหภูมิ 25 ± 2 ๐ C  ให้แสง 16 ชั่วโมงต่อวัน 
6. ห้องฉายรังสีแกมม่าแบบเรื้อรัง(chronic irradiation) และเครื่องฉายรังสีแกมม่าแบบ

เฉียบพลัน(acute irradiation) หรือเครื่องมาร์ค 1 (Mark I) 
7.  เครื่องโฟลไซโทรมิเตอร์ 
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8.  อุปกรณ์และสารเคมีส าหรับวิเคราะห์หาปริมาณดีเอ็นเอด้วยเครื่องโฟลไซโทรมิเตอร์  
9.  เครื่องหมุนเหวี่ยง centrifuge เครื่องวัดปริมาณสารพันธุกรรม เครื่องเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอ   
    (GeneAmp PCR System 9700) เครื่องแยกสารด้วยไฟฟ้า eletrophoresis เครื่อง UV        
    transilluminator (Biorad) และชุดถ่ายภาพ   
10. อุปกรณ์และสารเคมีที่ใช้ในการสกัดดีเอ็นเอ 
11. อุปกรณ์และสารเคมีท่ีใช้ในการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอ 
12. ไพรเมอร์และเอนไซม์ตัดจ าเพาะ (restriction enzyme) ที่ใช้ในการตรวจสอบความ
แตกต่างพันธุ์ของกระทือ 
- วิธีการ 

ก. การเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อกระทือ 

1.   เก็บรวบรวมตัวอย่างพืช  และเตรียมวัสดุ อุปกรณ์ ส าหรับงานวิจัย 
2. การฟอกฆ่าเชื้อและเตรียมชิ้นส่วนส าหรับเพาะเลี้ยง ใช้ชิ้นส่วนตาจากล าต้นเทียม ใบอ่อน 

และเมล็ดของกระทือ Zingiber zerumbet Smith. ส่วนกระทือพิลาส Zingiber  

spectabile Griff. ใช้ชิ้นส่วนตาจากล าต้นเทียม โดยน าชิ้นส่วนต่างๆมาท าการตัดส่วนที่ไม่ใช้

ในการเพาะเลี้ยง  หรือส่ว นที่ได้รับความเสียหาย  หรือติดโรค  ทิ้งไปให้เหลือแต่ชิ้นส่วนที่

สมบูรณ์  ล้างท าความสะอาดชิ้นส่วนด้วยการฟอกน้ าสบู่เพื่อชะล้างสิ่งสกปรกที่ติดมากับ

ชิ้นส่วนพืช แล้วล้างน้ าสบู่ออกให้หมด แช่ชิ้นส่วนพืชในเอธานอล 70 เปอร์เซ็นต์ นาน 1-2 

นาที เพื่อฆ่าเชื้อโรคในเบื้องต้น  จากนั้นน าชิ้นส่วนเนื้อเยื่อดังกล่าวไปฟอกฆ่าเชื้อด้วยสารเคมี

และเตรียมชิ้นส่วนส าหรับเพาะเลี้ยงบนอาหาร  ดังนี้ 

- ชิ้นส่วนล าต้นเทียม ตัดล าต้นเทียมเป็นท่อนสั้นๆ ใช้ปากคีบจับชิ้นส่วนล าต้นเทียม

ใส่ในขวดที่มีสารละลายคลอร็อกซ์ความเข้มข้น 10 เปอร์เซ็นต์เพ่ือฟอกฆ่าเชื้อ เติม 

tween20 1-2 หยดเพื่อลดแรงตึงผิว  แล้วน าขวดไปวางบนเครื่องเขย่าความเร็ว 120 รอบ

ต่อนาที เป็นเวลา 20 นาที  เพ่ือให้คลอร็อกซ์เข้าไปฆ่าเชื้อโรคบนชิ้นส่วนล าต้นเทียมได้ทั่วถึง  

เมื่อครบเวลาน าเข้าตู้ปลอดเชื้อ  คีบชิ้นส่วนล าต้นเทียมใส่ในขวดที่มีสารละลาย คลอร็อกซ์ 5 

เปอร์เซ็นต์  เติม tween20 1-2 หยด น าไปวางบนเครื่องเขย่าเป็นเวลา 10 15 20 และ 25 

นาที  จากนั้นน าเข้าตู้ปลอดเชื้อ  คีบชิ้นส่วนล าต้นเทียมใส่ในขวดน้ ากลั่นที่นึ่งฆ่าเชื้อ  เขย่าให้

น้ าไปล้างคลอร็อกซ์ออกจากชิ้นส่วนเนื้อเยื่อประมาณ 3-5 นาที  ล้างด้วยน้ า กลั่นที่นึ่งฆ่าเชื้อ 

3 ครั้ง  ตัดชิ้นส่วนที่มีตาติดอยู่ออกมาให้ได้ความยาวประมาณ 1.5 เซนติเมตร เตรียมน าไป

เพาะเลี้ยง  
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  - ชิ้นส่วนใบอ่อน น าชิ้นส่วนใบอ่อนมาฟอกฆ่าเชื้อด้วยคลอร็อกซ์ 10 เปอร์เซ็นต์ 
นาน 15 นาที  ล้างด้วยน้ ากลั่นที่นึ่งฆ่าเชื้อ 3 ครั้ง ตัดใบอ่อน ขนาดกว้างยาวประมาณ 1 
เซนติเมตร เตรียมน าไปเพาะเลี้ยงบนอาหาร  
  -  เมล็ดกระทือ Zingiber zerumbet Smith. ฟอกฆ่าเชื้อเมล็ดด้วยไฮโดรเจนเปอร์
ออกไซด์ความเข้มข้น 3 เปอร์เซ็นต์ นาน 5 นาที  
 3. น าชิ้นส่วนเนื้อเยื่อกระทือที่ฟอกฆ่าเชื้อแล้วไปเพาะเลี้ยงบนอาหาร เพ่ือชักน าให้เกิดการ
เจริญเติบโต 
4. เมื่อเนื้อเยื่อกระทือเจริญเติบโต น ามาตัดแบ่งเพาะเลี้ยงบนอาหารใหม่เพ่ือเพ่ิมปริมาณ ท า
การตัดแบ่งเนื้อเยื่อและเปลี่ยนอาหารใหม่เพื่อเพ่ิมปริมาณไปเรื่อยๆ จนปริมาณเพียงพอต่อ
การทดลองจึงน าไปศึกษาเรื่องการฉายรังสี 

 ข. การฉายรังสีแกมมาในกระทือ 
1. การฉายรังสีแกมมาในกระทือ Zingiber zerumbet Smith. และ Zingiber  spectabile 

Griff.  

- น ากระทือพิลาส Zingiber  spectabile Griff. ที่เพาะเลี้ยงอยู่ในขวดซึ่งมียอดสูง

ประมาณ 2-3 เซนติเมตรไปรับรังสีแกมมาแบบเรื้อรัง ในห้องฉายรังสีของศูนย์บริการรังสี 

มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร์ ซึ่งใช้ต้นก าเนิดรังสีเป็นโคบอลต์- 60  ต้นไม้ที่รอรับการฉายรังสี

จะถูกวางตามต าแหน่งที่ก าหนดระยะทาง เมื่อต้องการฉายรังสี แกมมาคือโคบอลต์- 60 จะ

ค่อยๆ ถูกล าเลียงผ่านท่อออกมา ฉายรังสีเรื่อยๆ ตั้งแต่ 20 ชั่วโมงข้ึนไปจนถึงนานหลายวัน 

ปริมาณความเข้มข้นของรังสีที่กระทือได้รับมี 2 ระดับ คือ 5.12 และ 10.24 Krad  

- น ากระทือ Zingiber zerumbet Smith. ที่เพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อซ่ึงมียอดอ่อนสูง

ประมาณ 0.5-0.7 มิลลิเมตรมาฉายรังสีแกมมาแบบเฉียบพลันด้วยเครื่อง Mark I ซึ่งใช้ต้น

ก าเนิดรังสีเป็นซีเซียม-137 ฉายรังสีในช่วงเวลาสั้นๆ ในระดับวินาที นาทีหรือชั่วโมง  ปริมาณ

ความเข้มข้นของรังสีที่กระทือได้รับมีระดับต่างๆ 

 1) วางแผนการทดลองแบบ RCB 4 ซ้ า 

2) น าเนื้อเยื่อกระทือไปฉายรังสีที่ระดับความเข้มข้นต่างๆ ด าเนินการ 2 

การทดลอง 

-  การทดลองที่ 1 มี 9 สิ่งทดลอง คือ เนื้อเยื่อกระทือได้รับรังสีปริมาณ 0   

   10  20  30   40  50  60  70  และ 80 Krad 

  -  การทดลองที่ 2 มี 10 สิ่งทดลอง ดังนี้ เนื้อเยื่อกระทือได้รับรังสีปริมาณ 0   

                       1  2  3  4  5  6  7  8 และ 9 Krad 
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2. หลังจากได้รับรังสีตามระดับความเข้มข้นแล้ว ย้ายยอดกระทือไปเพาะเลี้ยงบนอาหารใหม่ 

3. ตัดแบ่งเนื้อเยื่อเพาะเลี้ยงบนอาหารใหม่ เพื่อให้ชิ้นส่วนเจริญเติบโต  ตัดยอดมาเลี้ยงใหม่

เรื่อยๆ เพ่ือคัดเลือกจนได้ต้นที่คาดว่าเกิดการกลายพันธุ์ 

ค. การตรวจสอบการกลายพันธุ์ 

1. การวิเคราะห์ปริมาณดีเอ็นเอของเนื้อเยื่อกระทือด้วยเครื่องโฟลไซโทรมิเตอร์ 
ตรวจสอบการกลายพันธุ์ระดับพลอยดีโดยน าใบจากต้นกระทือที่ไม่ได้รับรังสีและจาก

ต้นกระทือที่ได้รับรังสีซึ่งมีใบสีเขียวเข้มกว่าต้นปกติไปวิเคราะห์หาปริมาณดีเอ็นเอด้วยเครื่อง
โฟลไซโทรมิเตอร์(flow cytometer) โดยการใช้ Cystain UV Preciese P : high resolution 
DNA staining kit ที่ประกอบด้วย Extraction buffer และ Staining buffer ซึ่งใช้สี DAPI 
ในการย้อมสี DNA มีข้ันตอน ดังนี้ 

1) น าใบกระทือขนาด 1 กรัม วางบนจานพลาสติก สับด้วยใบมีดที่คมมากให้มี
ขนาดเล็กประมาณ 0.5 มิลลิเมตรในสาร Extraction buffer ปริมาตร 500 
ไมโครลิตรเป็นเวลา 4 นาที 

2) กรองสารละลายผ่านตัวกรองขนาด 30 ไมครอน 
3) เติมสีย้อม DNA (Staining buffer) 1000 ไมโครลิตร 
4) น าสารละลายผ่านตัวกรองขนาด 30 ไมครอนอีกครั้งหนึ่ง 
5) น าสารละลายที่ได้ไปวัดด้วยเครื่องโฟลไซโทรมิเตอร์ 

2. ตรวจสอบการกลายพันธุ์โดยใช้วิธีทางชีวโมเลกุล  
   2.1 การคัดเลือกไพรเมอร์ที่สามารถจับกับดีเอ็นเอของกระทือได้  

การศึกษาไพรเมอร์เพื่อใช้ในการตรวจสอบการกลายพันธุ์ของกระทือ  โดยใช้
ไพรเมอร์ทั้งหมด 16 ไพรเมอร์ ประยุกต์มาจาก RAPD (Random Amplification of 
Polymorphic DNA) และ ISSR (Inter-Simple Sequence Repeat) เป็นไพรเมอร์
ของขิง (Zingiber Officinate Roscoe) ซึ่งเป็นพืชสกุล zingiber เช่นเดียวกัน โดย
หาข้อมูลล าดับเบสจาก Ashraf et al. (2014) ส าหรับไพรเมอร์ 1 ถึงไพรเมอร์ 13 
และ Mahdi et al. (2013) ส าหรับไพรเมอร์ 14 ถึงไพรเมอร์ 16 ระบุรายละเอียด
ของล าดับเบส ดังนี้ 
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ไพรเมอร์ ชนิด ล าดับเบส (5' -----> 3') 
1 RAPD AGACGGCTCC 
2 RAPD GAGACCAGAC 
3 RAPD TTAGCGCCCC 
4 RAPD AGGACTGCTC 
5 RAPD GGCTTTAGCC 
6 RAPD TCAAGCTAAC 
7 RAPD CTACGCTCAC 
8 RAPD TCCGCAGTAG 
9 RAPD AGATGGGCAG 
10 RAPD TGGTCGGGTG 
11 RAPD ACCCGACCTG 
12 RAPD GGACCTCTTG 
13 RAPD ACGGAAGCCC 
14 ISSR CATACATACATACATACATA 
15 ISSR GATAGATAGATAGATAGATA 
16 ISSR GACGACGACGACGACGAC 

 
ด าเนินการทดสอบ 16 ไพรเมอร์กับกระทือสองพันธุ์ คือ กระทือพิลาศ 

Zingiber  spectabile Griff. และกระทือ Zingiber zerumbet (L.) Sm.  ดังนี้ 

2.1.1 สกัดดีเอ็นเอจากใบของกระทือพิลาศ Zingiber  spectabile Griff. และ
กระทือ Zingiber zerumbet Smith.  โดยใช้ SDS/NaCl Extraction Buffer 
(200 mM Tris-HCl pH 7.5, 250 mM NaCl, 25 mM EDTA, 0.5% SDS) ซ่ึง
ประยุกต์จาก Kotchoni and Gachomo (2009) มีวิธีการสกัดดีเอ็นเอโดยละเอียด
ดังนี้ 
- เก็บใบกระทือมาใส่ในโกร่งจากนั้นเติม SDS/NaCl Extraction Buffer 400 

ไมโครลิตร ท าการบดตัวอย่างให้ละเอียด ซึ่ง SDS/NaCl Extraction Buffer 
400 ไมโครลิตร เหมาะกับการบดตัวอย่างใบกระทือที่มีน้ าหนักประมาณ 30 
มิลลิกรัม 

- ปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 14,000 rpm ที่อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 1 นาที 
- ดูดน้ าใสส่วนบน supernatant 300 ไมโครลิตรใส่ในหลอด 1.5 ml 

microtube อันใหม่ 
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- ใส่ isopropanol ที่แช่เย็น 300 ไมโครลิตร และผสมเบา ๆ จากนั้นวางไว้ที่
อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 2 นาที 

- ปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 14,000 rpm ที่อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 5 นาที 
- เทน้ าใสส่วนบน supernatant ทิ้ง 
- ใส่ 70% Ethanol 500 ไมโครลิตร 
- ปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 14,000 rpm ที่อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 5 นาที 
- เทน้ าใสส่วนบน supernatant ทิ้งด้วยความระมัดระวัง เพื่อไม่ให้ตะกอนดีเอ็น

เอหล่นออกไป 
- ดูดน้ าส่วนที่เหลือออกให้หมด รอให้แห้ง  จากนั้นใส่น้ า (nuclease-free) 100 

ไมโครลิตร เพ่ือละลายดีเอ็นเอ 
2.1.2 น าดีเอ็นเอที่สกัดได้มาตรวจสอบคุณภาพ และวัดความเข้มข้นด้วยเครื่องวัด  
ปริมาณสารพันธุกรรม เพ่ือน าไปใช้ในการค านวณปรับความเข้มข้นให้เท่ากัน   
ตัวอย่างละ 50 ng/µl 
 2.1.3 ท าปฏิกิริยา PCR ด้วยไพรเมอร์ของขิงที่จัดเตรียมไว้ ซึ่งการผสมสารเพื่อท า
ปฏิกิริยา PCR มีส่วนประกอบ ดังนี้ 

  
สารเคมี ปริมาณที่ใช้ใน 

ปริมาตรรวม 20 µl 
ความเข้มข้นสุดท้าย 

Final concentration 
10X Taq buffer with KCl 2 µl 1X 
10 mM dNTP mix 0.4 µl 0.2 mM for each 
10 µM primer 0.8 µl 0.4 µM 
Taq DNA polymerase (5 U/µl) 0.2 µl 1U 
25 mM MgCl2 1.2 µl 1.5 mM 
DNA (50 ng/µl) 2 µl 100 ng 
Water, nuclease-free 13.4 µl - 
ปริมาตรรวม 20 µl  

 
จากนั้นน าเข้าเครื่อง PCR โดยมีอุณหภูมิและเวลาในการท าปฏิกิริยา ดังนี้ 
ส าหรับไพรเมอร์ 1 ถึงไพรเมอร์ 13  

  ขั้นที่ 1  94 องศาเซลเซียส 3 นาที 
  ขั้นที่ 2  94 องศาเซลเซียส 30 วินาที 

50 องศาเซลเซียส          3 นาท ี 
                 72 องศาเซลเซียส  2 นาท ี
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ท าซ้ าจ านวน 40 รอบ  
ขั้นที่ 3  72 องศาเซลเซียส 5 นาที 
ส าหรับไพรเมอร์ 14 ถึงไพรเมอร์ 16 

  ขั้นที ่1  94 องศาเซลเซียส 2 นาที 
  ขั้นที่ 2  94 องศาเซลเซียส 20 วินาที 
    45 องศาเซลเซียส          30 วินาที ส าหรับไพรเมอร์ 14 และ 15 

55 องศาเซลเซียส          30 วินาที ส าหรับไพรเมอร์ 16 
                 72 องศาเซลเซียส 30 วินาที 

ท าซ้ าจ านวน 40 รอบ  
ขั้นที่ 3  72 องศาเซลเซียส 10 นาที 

 2.1.4 เมื่อจบปฏิกิริยา PCR ท าการตรวจสอบผลโดยท าอิเล็กโทรโฟรีซิส  
 (electrophoresis) ใน เจลอะกาโรสที่มีความเข้มข้น 1 เปอร์เซ็นต์ส าหรับไพร 
  เมอร์ 1 ถึงไพรเมอร์ 13 และเจลอะกาโรสความเข้มข้น 2 เปอร์เซ็นต์ส าหรับไพร  
  เมอร์ 14 ถึงไพรเมอร์ 16 ย้อมด้วยเอธิเดียมโบร์ไมด์ และน าไปส่องดูด้วยเครื่อง UV   
                     transilluminator 
 2.1.5 คัดเลือกไพรเมอร์ที่สามารถจับกับดีเอ็นเอของกระทือได้ รวมถึงให้ความ  
  แตกต่างระหว่างกระทือ Zingiber  spectabile Griff. และ Zingiber  
                     zerumbet Smith. 

2.2 การตรวจสอบการกลายพันธุ์ของกระทือโดยใช้ไพรเมอร์ที่คัดเลือกแล้ว  
  2.2.1 สกัดดีเอ็นเอจากใบของกระทือที่ไม่ได้รับการฉายรังสี (control) และ
ที่ผ่านการฉายรังสีซึ่งคาดว่าเกิดการกลายพันธุ์ ตามวิธีการข้อ 2.1.1 กระทือที่ผ่าน
การฉายรังสีซึ่งคาดว่าเกิดการกลายพันธุ์มีลักษณะต่าง ๆ ดังนี้ ใบหงิก ใบลายขวาง 
ต้นเล็ก ใบหงิกลาย และใบเขียวเข้ม 

2.2.2  น าดีเอ็นเอที่สกัดได้มาตรวจสอบคุณภาพ และวัดความเข้มข้นด้วย  
  เครื่องวัดปริมาณสารพันธุกรรม เพ่ือน าไปใช้ในการค านวณปรับความเข้มข้นให้  
     เท่ากัน ตัวอย่างละ 50  ng/µl 

  2.2.3  ท าปฏิกิริยา PCR ด้วยไพรเมอร์ที่คัดเลือกแล้วว่าสามารถจับกับดี  
    เอ็นเอของกระทือได้ รวมถึงให้ความแตกต่างระหว่างกระทือพิลาศ Zingiber   
     spectabile Griff. และ กระทือ Zingiber zerumbet Smith. จ านวน 6 ไพรเมอร์  
  ดังนี้ ไพรเมอร์ 1 ไพรเมอร์ 3 ไพรเมอร์ 10 ไพรเมอร์ 11 ไพรเมอร์ 13 และไพรเมอร์  
     16 ตามวิธีการข้อ 1.3 

  2.2.4  เมื่อจบปฏิกิริยา PCR ท าการตรวจสอบผลโดยท าอิเล็กโทรโฟรีซิส  
  (electrophoresis) ในเจลอะกาโรสความเข้มข้น 1 เปอร์เซ็นต์ส าหรับไพรเมอร์ชนิด  
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          RAPD และความเข้มข้น 2 เปอรเ์ซ็นต์ส าหรับไพรเมอร์ชนิด ISSR ย้อมด้วยเอธิเดียม  
          โบร์ไมด์ และน าไปส่องดูด้วยเครื่อง UV transilluminator 

  2.2.5  วิเคราะห์ความแตกต่างทางพันธุกรรมระหว่างกระทือที่ไม่ได้รับการ  
  ฉายรังสี (control) และกระทือที่ผ่านการฉายรังสีและคาดว่าเกิดการกลายพันธุ์ 

2.3 การทดสอบการกลายพันธุ์ของกระทือโดยการประยุกต์ใช้เอนไซม์ตัดจ าเพาะ  
2.3.1 เพ่ิมปริมาณชิ้นส่วนดีเอ็นเอกระทือที่ไม่ได้รับการฉายรังสี (control)  

  และกระทือที่ผ่านการฉายรังสีซึ่งคาดว่าเกิดการกลายพันธุ์ โดยท าปฏิกิริยา PCR  
     ด้วยไพรเมอร์ต่าง ๆ ที่  คัดเลือกแล้ว  
   2.3.2 น าผลผลิตจากปฏิกิริยา PCR (PCR product) ที่ได้ มาท าการตัดดี 
  เอ็นเอด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะ ซึ่งในการทดลองนี้ใช้เอนไซม์ตัดจ าเพาะจ านวน 7   
     ชนิด ดังนี ้
 
 
ชนิดที่ ชื่อ ล าดับเบสจ าเพาะ Buffer 

ที่เหมาะสม 
อุณหภูมิที่ใช้ใน

การท า
ปฏิกิริยา 

1 BamHI G/GATCC CutSmart 
Buffer(NEB) 

37°C 

2 SacI GAGCT/C CutSmart 
Buffer(NEB) 

37°C 

3 SpeI A/CTAGT CutSmart 
Buffer(NEB) 

37°C 

4 XbaI T/CTAGA CutSmart 
Buffer(NEB) 

37°C 

5 EcoRI G/AATTC NEBuffer 2.1(NEB) 37°C 
6 HindIII A/AGCTT NEBuffer 2.1(NEB) 37°C 
7 SmaI CCC/GGG CutSmart 

Buffer(NEB) 
25°C 

     NEB: New England Biolabs (UK) Ltd 
  Buffer มีส่วนประกอบดังต่อไปนี้ 

CutSmart Buffer (1X)  
50 mM Potassium Acetate  
20 mM Tris-acetate  

http://www.neb.uk.com/
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10 mM Magnesium Acetate  
100 µg/ml BSA  
pH 7.9 ที่อุณหภูมิ 25°C 
NEBuffer 2.1 (1X)  
50 mM NaCl 
10 mM Tris-HCl 
10 mM MgCl2 
100 µg/ml BSA 
pH 7.9 ที่อุณหภูมิ 25°C 
โดยใช้เอนไซม์แต่ละชนิด ปริมาณ 1U ต่อหนึ่งหน่วยปฏิกิริยา ซึ่งมีปริมาตรรวม 25 
µl 

   2.3.3 เมื่อจบปฏิกิริยาการตัดดีเอ็นเอด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะ ท าการ 
  ตรวจสอบผลโดย  ท าอิเล็กโทรโฟรีซิส (electrophoresis) ในเจลอะกาโรส  
  ความเข้มข้น 1 เปอร์เซ็นต์ส าหรับกรณีท่ีเพ่ิมปริมาณชิ้นส่วนดีเอ็นเอด้วยไพรเมอร์  
                     RAPD ความเข้มข้น 2 เปอร์เซ็นต์  ส าหรับกรณีท่ีเพ่ิมปริมาณชิ้นส่วนดีเอ็นเอด้วย 
  ไพรเมอร์ ISSR ย้อม ด้วยเอธิเดียมโบร์ไมด์ และน าไปส่องดูด้วยเครื่อง  UV  
  transilluminator 
   2.3.4 วิเคราะห์ความแตกต่างทางพันธุกรรมระหว่างกระทือที่ไม่ได้รับการ  
  ฉายรังสี (control) และกระทือที่ผ่านการฉายรังสีที่คาดว่าเกิดการกลายพันธุ์ 
 
ผลการทดลองและอภิปราย 

ก. การเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อกระทือ 

หลังจากฟอกฆ่าเชื้อชิ้นส่วนล าต้นเทียมของกระทือพิลาส Zingiber  spectabile Griff. และ
กระทือ Zingiber zerumbet Smith. แล้วเพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร MS ที่ปราศจากสารควบคุมการ
เจริญเติบโต  พบว่าได้ชิ้นส่วนปลอดเชื้อ 15.4 และ 9.5 เปอเซ็นต์ตามล าดับ  ชิ้นส่วนตาสามารถเจริญ
เป็นยอดและรากได้(ภาพที่ 1) ตัดแบ่งยอดเป็นท่อนๆ มีตาติดอยู่ ไปเพาะเลี้ยงเพ่ิมปริมาณบนอาหาร
สูตรเดิม ชิ้นส่วนที่เพาะเลี้ยงเกิดยอดได้ตั้งแต่ 0 – 4 ยอด  เมื่อน าไปเพาะเลี้ยงบนอาหาร MS ที่เติม
สารควบคุมการเจริญเติบโต BA 1 และ 3 มิลลิกรัมต่อลิตร จะได้จ านวนยอดเพ่ิมข้ึนเล็กน้อย แต่ต้นจะ
เตี้ยและเล็กกว่า ต้นที่เพาะเลี้ยงบนอาหาร MS ที่ปราศจากสารควบคุมการเจริญเติบโตจะต้นใหญ่
แข็งแรง ด าเนินการเพาะเลี้ยงเพ่ิมปริมาณยอดให้เพียงพอต่อการทดลองฉายรังสี  

ชิ้นส่วนใบ และเมล็ดของกระทือ Zingiber zerumbet Smith. เกิดเชื้อปนเปื้อนหมด นักวิจัย
หลายท่านมีความเห็นตรงกันว่าการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพืชตระกูลขิง ชิ้นส่วนเกิดเชื้อปนเปื้ อนสูงมาก  
และเป็นสาเหตุให้ประสบความส าเร็จยาก  (Saensouk, 2011) 



44 

 

 

 
ภาพที่ 1 การเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อตาจากล าต้นเทียมของกระทือพิลาสเกิดเป็นยอด  
           และตัดแบ่งเนื้อเยื่อเพ่ิมปริมาณได้ 
 

ข. การฉายรังสีแกมมาในกระทือ 
- หลังจากน าเนื้อเยื่อกระทือพิลาสไปฉายรังสีแกมมาแบบเรื้อรังท่ีระดับความเข้มข้น 5.12 

และ 10.24 Krad  ผลไม่มีต้นกระทือตาย กระทือที่ได้รับรังสีในระดับ  5.12 Krad ส่วนใหญ่มีการ
เจริญเติบโตดี และพบว่ามีลักษณะที่ผิดปกติเกิดขึ้น คือ ใบยาวบิดม้วน ใบด่าง ใบสีเขียวเข้ม (ภาพที ่2) 
น ายอดกระทือที่ได้รับรังสีมาตัดแบ่งเนื้อเยื่อเลี้ยงบนอาหารใหม่ให้ตาเจริญเกิดเป็นยอดใหม่ เพ่ือให้ส่วน
ของเนื้อเยื่อท่ีได้รับรังสีแสดงลักษณะกลายออกมาให้คัดเลือกได้ พบเนื้อเยื่อกระทือที่ได้รับรังสีเจริญใน
ลักษณะแตกต่างกัน ได้แก่ เนื้อเยื่อไม่มีการเจริญ มีกา รเจริญแตกยอดเล็กน้อยแล้วหยุดชะงักหรือตาย 
ต้นแคระแกรน ต้นมีขนาดต่างๆ กัน เล็กบอบบางมากไปจนถึงต้นขนาดใหญ่ ใบเล็ก ใบขนาดใหญ่ ใบ
ยาวบิดม้วน ใบลาย ใบสีเขียวเข้ม และต้นที่มีลักษณะเหมือนปกติ คัดทิ้งกระทือที่ไม่ต้องการ คือ ต้นที่
เจริญเกิดยอดแล้วแคระแกรน เหลือง ชิ้น ส่วนที่ไม่มีการเจริญ ต้นไม่สมบูรณ์แข็งแรง ตัดแบ่งยอด
กระทือที่เหลือเลี้ยงบนอาหารใหม่อีกครั้ง พบกระทือที่มีลักษณะ ใบบิดม้วนแต่ไม่บิดม้วนมากเหมือน
ตอนแรก ใบลาย ใบบิดลาย ใบเขียวเข้ม ต้นใหญ่ ต้นเล็กบอบบาง ลักษณะต่างๆ ที่ต้องคัดท้ิงดังกล่าว
ข้างต้น และยอดกระทือ ส่ วนมากมีลักษณะค่อนไปทางปกติ คัดเลือกยอดกระทือที่คาดว่าอาจจะเกิด
การกลายพันธุ์ ได้แก่ ต้นใหญ่ใบใหญ่เขียวเข้ม ใบบิดม้วน ใบลาย ใบบิดลาย ต้นและใบเล็กบอบบาง 
(ภาพที่ 3) มาตัดแบ่งเนื้อเยื่อเลี้ยงบนอาหารใหม่ และน าใบไปตรวจสอบการกลายพันธุ์ต่อไป  

ส่วนกระทือที่ฉายรังสีที่ระดับ 10.24 Krad เกิดอาการเหลือง มีการเจริญเติบโตช้า และต้น
แคระแกรน (ภาพที่ 2) และเม่ือน ายอดมาตัดแบ่งเพาะเลี้ยงบนอาหารใหม่ ส่วนใหญ่ไม่เจริญหรือเจริญ
แต่แคระแกรนผิดปกติ ต้นไม่สมบูรณ์แข็งแรง 
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10.24 krad5.12 krad

0 krad

 
 ภาพที่ 2  ต้นกระทือพิลาสแสดงลักษณะผิดปกติหลังจากได้รับรังสีแกมมาแบบเรื้อรังที่ 
                       ความเข้มข้น 5.12 และ 10.24 Krad เปรียบเทียบกับกระทือปกติท่ีไม่ได้รับรังสี 

 
ภาพที่ 3  ลักษณะที่คาดว่าเกิดการกลายพันธุ์จากการที่ได้รับรังสีแกมมาในกระทือพิลาส 

 
- เมื่อน าเนื้อเยื่อกระทือ Zingiber zerumbet Smith. ไปฉายรังสีแกมมาแบบเฉียบพลันที่

ระดับความเข้มข้น 0 10 20 30 40 50 60 70 และ 80 Krad  วางแผนการทดลองแบบ RCB 4 ซ้ า 
จากนั้นน าไปเพาะเลี้ยงต่อ  พบว่าเนื้อเยื่อที่ได้รับปริมาณรังสีสูง 70 และ 80 Krad จะมีอาการเหลือง
ตั้งแต่สัปดาห์แรก และเนื้อเยื่อที่ได้รับปริมาณรังสีอื่นๆ ก็จะทยอยมีอาการเหลืองตามมาในสัปดาห์ที่ 2 
และสัปดาห์ที่3  ยกเว้นเนื้อเยื่อท่ีได้รับรังสีปริมาณ 10 และ 20 Krad ยังคงมีสีเขียวเป็นปกติ แต่ต่อมา
ก็เหลืองและตายไป (ภาพที่ 4)  ต่อมาได้ตัดแบ่งเนื้อเยื่อกระทือที่ได้รับรังสีไปเลี้ยงบนอาหารใหม่  
พบว่าเนื้อเยื่อกระทือไม่มีการเจริญเติบโตและเหลืองตายไป  แสดงว่ารังสีแบบเฉียบพลันที่ใช้มีอัตราสูง
เกินไปท าให้เนื้อเยื่อกระทือตาย  จึงด าเนินการทดลองใหม่อีกครั้ง โดยลดความเข้มข้นของรังสีลง  
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0 Krad 10 Krad 20 Krad

30 Krad 40 Krad 50 Krad

60 Krad 70 Krad 80 Krad  
  ภาพที่ 4  ผลของรังสีแกมมาความเข้มข้น 0 – 80 Krad ที่มีต่อเนื้อเยื่อกระทือ 
 

ในการทดลองใหม่ วางแผนการทดลองแบบ  RCB 4 ซ้ า เนื้อเยื่อกระทือได้รับรังสีแกมมาแบบ
เฉียบพลันปริมาณ 0 1 2 3 4 5 6 7 8 และ 9 Krad หลังจากเพาะเลี้ยงชิ้นส่วนเนื้อเยื่อกระทือที่ได้รับ
รังสีได้ 2 เดือน  พบว่าการเจริญเติบโตของเนื้อเยื่อกระทือที่ได้รับรังสีมีความแตกต่างกันอย่างมี
นัยส าคัญยิ่ง  เนื้อเยื่อกระทือที่ไม่ได้รับรังสีมีการเจริญเติบโตแข็งแรงดี  ในขณะที่เนื้อเยื่อกระทือที่ได้รับ
รังสีมีการเจริญเติบโตน้อยลงสัมพันธ์กับปริมาณรังสีที่เพ่ิมข้ึน(ภาพที่ 5)  ชิ้นส่วนที่ไม่มีการเจริญหรือ
ตายจะเพ่ิมมากข้ึนเมื่อปริมาณรังสีเพิ่มสูงขึ้น(ตารางที่ 1 และภาพกราฟ) ปริมาณรังสีตั้งแต่ 6 กิโลแรด
ขึ้นไปท าให้เนื้อเยื่อกระทือมีเปอร์เซ็นต์การตายเฉลี่ย 93.75 เปอร์เซ็นต์  ขณะที่ปริมาณรังสี 2 - 4 กิโล
แรด ท าให้เนื้อ เยื่อกระทือตายเฉลี่ยไม่แตกต่างกันทางสถิติ  ซึ่งเปอร์เซ็นต์การตายใกล้เคียง 50 
เปอร์เซ็นต์ ดังนั้นปริมาณรังสีที่ 2 กิโลแรดจึงเป็นปริมาณรังสีที่เหมาะสมต่อการท าให้เกิดอัตราการ
กลายพันธุ์สูงกว่าปริมาณรังสีที่ระดับอ่ืนๆ 

 

0             1             2            3           4 Krad

5            6             7           8            9 Krad  
ภาพที่ 5  การเจริญของชิ้นส่วนเนื้อเยื่อกระทือที่แตกต่างกันหลังจากได้รับรังสีในปริมาณ 0-9 Krad 
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ตารางท่ี 1  แสดงค่าเฉลี่ยของเปอร์เซ็นต์การตายของชิ้นส่วนกระทือที่ได้รับรังสีแกมมาแบบ   
เฉียบพลันปริมาณเข้มข้นระดับต่างๆ หลังจากได้รับรังสีและเพาะเลี้ยงเป็นเวลา    
2 เดือน 
ปริมาณรังสีแกมม่า (กิโลแรด) ค่าเฉลี่ย (เปอร์เซ็นต์การตาย) 

0 
1 
2 
3 
4 
5 
6 
7 
8 
9 

0.00  a 
18.75  b 
68.75  cd 
56.25  c 
68.75  cd 
81.25  de 
93.75  e 
93.75  e 
93.75  e 
93.75  e 

   CV  =  18.1 
         ค่าเฉลี่ยที่ตามด้วยตัวอักษรที่เหมือนกันไม่มีความแตกต่างกันที่ระดับความเชื่อมั่น 95% โดย DMRT 

 
 

กราฟแสดงค่าเฉลี่ยเปอร์เซ็นตก์ารตายของช้ินส่วนกระทอืทีไ่ดร้ับ  

รังสีแกมมาแบบเฉียบพลันทีป่ริมาณระดบัตา่งๆ
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 เมื่อได้ผลการศึกษาปริมาณรังสีที่เหมาะสมต่อเนื้อเยื่อกระทือ คือ ปริมาณ 2 Krad แล้ว  จึง
น าเนื้อเยื่อกระทือที่เพาะเลี้ยงขยายเพ่ิมปริมาณไว้ไปฉายรังสีในปริมาณท่ีเหมาะสมดังกล่าว  จากนั้น
น าเนื้อเยื่อกระทือที่ได้รับรังสีย้ายไปเพาะเลี้ยงบนอาหารใหม่ เนื้อเยื่ อเติบโตช้ามาก ได้ตัดชิ้นส่วนย้าย
ไปเลี้ยงในอาหารเหลวสูตร MS ที่มีสารควบคุมการเจริญเติบโต BA 1 มิลลิกรัมต่อลิตร และ NAA 0.2 
มิลลิกรัมต่อลิตร เพื่อชักน าให้มีการเจริญเติบโต แต่เนื้อเยื่อไม่มีการเจริญทางยอด แต่กลับมีลักษณะ
คล้ายเหง้าเล็กๆ สีเหลืองปนน้ าตาลอ่อน บ างชิ้นส่วนเพิ่มจ านวน บางชิ้นส่วนมีขนาดใหญ่ขึ้น บาง
ชิ้นส่วนไม่มีการเปลี่ยนแปลง ย้ายชิ้นส่วนดังกล่าวไปเลี้ยงบนอาหารแข็งสูตร MS สูตร MS ที่มีธาตุ
อาหารเป็นสองเท่า และสูตร MS ที่เติม BA ร่วมกับ NAA ในระดับต่างๆ ชิ้นส่วนเนื้อเยื่อเกิดเป็น
แคลลัสในทุกสูตรอาหาร แต่ยังไม่พบการเจริญเป็นยอด 

ค. การตรวจสอบการกลายพันธุ์ 
1. การวิเคราะห์ปริมาณดีเอ็นเอของเนื้อเยื่อกระทือด้วยเครื่องโฟลไซโทรมิเตอร์  

ตรวจสอบการกลายพันธุ์ชองต้นกระทือพิลาสในระดับพลอยดี โดยน าใบจากต้น
กระทือพิลาสที่ไม่ได้รับรังสีและจากต้นกระทือพิลาสที่ได้รับรังสีซึ่งมีต้นใหญ่และใบสีเขียวเข้ม
กว่าต้นปกติ ไปตรวจวิเคราะห์หาปริมาณดีเอ็นเอด้วยเครื่องโฟลไซโทรมิเตอร์ (flow 
cytometer) โดยการใช้ Cystain UV Preciese P : high resolution DNA staining kit ที่
ประกอบด้วย Extraction buffer และ Staining buffer ซึ่งใช้สี DAPI ในการย้อมสี DNA มี
ขั้นตอน ดังนี้ 

1) น าใบกระทือพิลาสขนาด 1 กรัม วางบนจานพลาสติก สับด้วยใบมีดที่คมมากให้มี
ขนาดเล็กประมาณ 0.5 มิลลิเมตรในสาร Extraction buffer ปริมาตร 500 
ไมโครลิตรเป็นเวลา 4 นาที 

2) กรองสารละลายผ่านตัวกรองขนาด 30 ไมครอน 
3) เติมสีย้อม DNA (Staining buffer) 1000 ไมโครลิตร 
4) น าสารละลายผ่านตัวกรองขนาด 30 ไมครอนอีกครั้งหนึ่ง 
5) น าสารละลายที่ได้ไปวัดด้วยเครื่องโฟลไซโทรมิเตอร์ 
ผลการตรวจวิเคราะห์ ไม่พบต้นกระทือพิลาสที่มีปริมาณดีเอ็นเอเป็นโพลีพลอยด์ โดย

ปริมาณดีเอ็นเอของต้นกระทือพิลาสที่ไม่ได้รับรังสีซึ่งมีระดับพลอยดีเป็นดิพลอยด์  2n = 2x 
จะมีกราฟสูงสุดที่ต าแหน่ง 200 (ภาพที่ 6)  และตัวอย่างต้นกระทือพิลาสที่มีใบสีเขียวเข้มกว่า
ปกติท่ีน าไปวิเคราะห์ก็ให้กราฟสูงสุดที่ต าแหน่ง 200 เช่นกัน แต่มีบางตัวอย่างให้กราฟที่
ต าแหน่ง 400 เป็นพื้นที่เล็กน้อยอยู่ด้วย (ภาพที่ 7) ซึ่งปริมาณดีเอ็นเอของต้นที่เป็นเตตรา
พลอยด์จะมีต าแหน่งกราฟสูงสุดที่ 400 แสดงว่าเนื้อเยื่อกระทือพิลาสที่ได้รับรังสีแกมมาเกิดไค
เมอราขึ้น คือเนื้อเยื่อบางส่วนเกิดการเพิ่มจ านวนโครโมโซมเป็นสองเท่า เมื่อเนื้อเยื่อมีการ
เจริญเติบโตขึ้น เซลที่เป็นดิพลอยด์จะมีการเจริญเติบโตได้ดีกว่าเตตราพลอยด์ จึงเจริญได้
มากกว่าและเบียดบังเซลเตตราพลอยด์ ท าให้ต้นกระทือพิลาสกลับมาเป็นดิพลอยด์ตามปกติ  
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ภาพที่ 6  แสดงภาพกราฟของกระทือพิลาสที่ไม่ได้รับรังสีแกมม่าวิเคราะห์ด้วยเครื่อง  
             โฟลไซโทรมิเตอร์  มีปริมาณดีเอ็นเอสูงสุดที่ต าแหน่ง 200 
 
 

Sample 8

 
ภาพที่ 7  ภาพกราฟของกระทือพิลาสที่ได้รับรังสีแกมม่าวิเคราะห์ด้วยเครื่องโฟลไซโทรมิเตอร์   

  มีปริมาณดีเอ็นเอสูงสุดที่ต าแหน่ง 200 และมีปริมาณดีเอ็นเอท่ีต าแหน่ง 400 เป็น  
  พ้ืนที่เล็กน้อย 
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2. ศึกษาเทคนิคการตรวจสอบการกลายพันธุ์โดยใช้วิธีทางชีวโมเลกุล 

2.1 การคัดเลือกไพรเมอร์ที่สามารถจับกับดีเอ็นเอของกระทือได้  
การสกัดดีเอ็นเอจากใบอ่อนกระทือ ดีเอ็นเอที่สกัดได้มีคุณภาพดี ค่าความบริสุทธิ์

ของดีเอ็นเอท่ีสกัดได้ในงานวิจัยนี้ มีค่าเฉลี่ย OD260/OD280 เท่ากับ  1.72 (ตารางที่ 2) 
สามารถน าไปใช้ในการท าปฏิกิริยา PCR ส าหรับการตรวจหาสายพันธุ์ (genotyping) และ
การหาล าดับเบสของดีเอ็นเอ (sequencing) ได้ การสกัดดีเอ็นเอจากใบของกระทือโดยใช้  
SDS/NaCl Extraction Buffer ซึ่งประยุกต์จาก Kotchoni and Gachomo (2009) เป็นวิธี
ที่สะดวกและรวดเร็ว ไม่มีส่วนผสมขอ งสารเคมีอันตราย (hazardous reagent) เช่น 
คลอโรฟอร์ม ลดค่าใช้จ่ายของสารเคมีและอุปกรณ์วิทยาศาสตร์  
ตั้งแต่อดีตจนถึงปัจจุบัน งานวิจัยด้านชีวโมเลกุลในพืชกระทือมีน้อยมาก งานวิจัยนี้มีการใช้  
SDS/  
  NaCl Extraction Buffer ในการสกัดดีเอ็นเอจากกระทือ เป็นครั้งแรก ใ นปี ค.ศ. 
2011 Ghosh และคณะได้ศึกษาการพิสูจน์เอกลักษณ์ทางดีเอ็นเอของขิง ว่านไฟ และกระทือ 
โดยใช้เทคนิค Amplified fragment length polymorphism (AFLP) ซึ่งใช้ plant DNA 
extraction kit (Qiagen) ในการสกัดดีเอ็นเอจากพืชดังกล่าว ในปี ค .ศ. 2013 Ashraf และ
คณะ รวมถึง  Mahdi และคณะได้ศึกษาความหลากหลายของขิงในประเทศอินเดีย และ
ประเทศมาเลเซีย ตามล าดับ ซึ่งงานวิจัยทั้งสองใช้วิธี CTAB ในการสกัดดีเอ็นเอจากขิง 
 

ตารางท่ี 2  ผลการสกัดดีเอ็นเอจากใบของกระทือโดยใช้ SDS/NaCl Extraction Buffer 
การสกัดดีเอ็นเอ ชื่อตัวอย่าง ความเข้มข้นของดีเอ็นเอ 

(ng/µl) 
ความบริสุทธิ์ของดีเอ็นเอ 

(OD260/OD280) 
ครั้งที่ 1 1. กระทือพันธุ์ต้นใหญ่ 

    (พันธุ์พิลาศ) 
248.6 1.553 

 2. กระทือพันธุ์ต้นเล็ก 
   (พันธุ์พ้ืนเมือง) 

226.2 1.638 

ครั้งที่ 2 3. control-1 120.7 1.712 
 4. ใบบิด-1 132.2 1.708 
 5. ใบด่างลาย-1 356.1 1.68 
ครั้งที่ 3 6. control-2 203.5 1.811 
 7. control-3 163.1 1.725 
 8. ใบลาย-2 299.8 1.775 
 9. ใบลาย-3 322.3 1.684 
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 10. ต้นเล็ก-1 248.4 1.717 
 11. ต้นเล็ก-2 193.9 1.722 
 12. ใบบิดลาย-1 307.7 1.724 
 13. ใบบิดลาย-2 351.6 1.666 
 14. ใบเขียวเข้ม-1 282.2 1.738 
 15. ใบเขียวเข้ม-2 240.7 1.779 
ครั้งที่ 4 16. control-4 300.8 1.736 
 17. control-5 364.9 1.783 
 18. ใบบิด-2 259.8 1.721 
 19. ใบบิด-3 308.5 1.737 
ค่าเฉลี่ย 259.5 1.716 

 
   หลังจากน าดีเอ็นเอท่ีสกัดได้ไปเพิ่มปริมาณชิ้นดีเอ็นเอท่ีได้จากการใช้ไพรเมอร์แต่ละ

ไพรเมอร์ด้วยเทคนิคพีซีอาร์ (PCR)  และวิเคราะห์ผลผลิตพีซีอาร์โดยน าไปแยกขนาดของชิ้น
ดีเอ็นเอท่ีได้ด้วยอากาโรสเจล (agarose gel) พบว่าไพรเมอร์ของขิง (Zingiber Officinate 
Roscoe) ที่น ามาคัดเลือก สามารถจับกับดีเอ็นเอของกระทือพิลาส  (Zingiber spectabile 
Griff.) รวมถึงให้ความแตกต่างทางพันธุกรรมระหว่างกระทือพิลาส Zingiber  spectabile 
Griff. และ Zingiber zerumbet Smith. มีจ านวน 6 ไพรเมอร์ ได้แก่ ไพรเมอร์ 1 ไพรเมอร์ 
3 ไพรเมอร์ 10 ไพรเมอร์ 11 ไพรเมอร์ 13 และไพรเมอร์ 16 แสดงว่า 6 ไพรเมอร์นี้มี
ศักยภาพในการแยกความแตกต่างระหว่างพันธุ์กระทือได้  

2.2 การตรวจสอบการกลายพันธุ์ของกระทือพิลาสโดยใช้ไพรเมอร์ที่คัดเลือกแล้ว  
  จากการน าไพรเมอร์ที่คัดเลือกแล้ว 6 ไพรเมอร์ไปตรวจสอบต้นกระทือปกติกับ
กระทือที่คาดว่าจะเกิดการกลายพันธุ์จากรังสี ซึ่งมี 5 ลักษณะ ได้แก่ ใบบิดม้วน ใ บลาย ใบ
บิดลาย ใบเขียวเข้ม ต้นและใบเล็กผอมบาง เป็นตัวอย่างในการตรวจสอบ ผลการศึกษา
พบว่า ไพรเมอร์อันดับที่ 1 ให้แถบดีเอ็นเอของกระทือปกติแตกต่างกับกระทือที่มีใบลาย ใบ
บิดลาย และใบเขียวเข้ม(ภาพที่ 8 และ 9)  ในขณะที่ไพรเมอร์อันดับที่ 11 สามารถแยกความ
แตกต่างระหว่างกระทือปกติกับกระทือใบบิดม้วนได้(ภาพที่ 10) เมื่อน าดีเอ็นเอจากใบ
กระทือที่สกัดไว้มาตรวจสอบซ้ า ได้ผลการตรวจสอบเหมือนเดิม  แต่เมื่อตรวจสอบอีกครั้ง
ด้วยดีเอ็นเอที่สกัดจากใบที่ได้จากยอดใหม่ที่มาจากการตัดแบ่งเนื้อเยื่อยอดท่ีตรวจแล้วว่าให้
แถบดีเอ็นเอที่แตกต่างกันกับกระทือปกติ พบว่ามีเพียงกระทือใบบิดลายที่ยังคงให้แถบดีเอ็น
เอที่แตกต่างกับกระทือ ปกติ ส่วนกระทือที่มีต้นและใบเล็กบอบบางไม่พบรูปแบบความ
แตกต่างของแถบดีเอ็นเอกับกระทือปกติ 
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  นั่นคือ ต้นกระทือที่มีใบบิดม้วนเป็นต้นกลายพันธุ์ การเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอด้วยไพร
เมอร์ 1 ให้ความแตกต่างทางพันธุกรรมระหว่างกระทือปกติกับกระทือกลายพันธุ์ใบบิดลาย 
โดยมีแบบแผน(pattern) การเกิดแถบดีเอ็นเอที่แตกต่างกันในบางต าแหน่ง ได้แก่ ต าแหน่ง 
500 bp และ 1000 bp ในกระทือ ปกติปรากฏแถบดีเอ็นเอ 3 แถบที่ต าแหน่ง 500 bp 600 
bp และ 1000 bp แต่ในกระทือกลายพันธุ์ใบบิดลาย ปรากฏแถบดีเอ็นเอเพียงแถบเดียว คือ  
600 bp  และไม่ปรากฏแถบดีเอ็นเอต าแหน่ง 500 bp และ 1000 bp ดังกล่าว(ภาพที่ 11) 
ท าให้สามารถวิเคราะห์ได้ว่า ในกรณีกระทือกลายพันธุ์ใบบิดลายนี้ การฉายรังสีท าให้เกิดการ
เปลี่ยนแปลงล าดับเบสตรงต าแหน่งที่ไพรเมอร์ 1 (5’ AGACGGCTCC 3’) สามารถจับได้ 
ส่งผลให้ไม่สามารถเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอ ณ ต าแหน่งนั้นได้  และสรุปได้ว่า การฉายรังสีแกมมา
ส่งผลให้เกิดการกลายพันธุ์ในกระทือพิลาส ซึ่งสังเกตการเปลี่ยนแปลงได้จากทั้งลักษณะ
ภายนอกและลักษณะทางพันธุกรรมจากการทดสอบโดยใช้วิธีทางชีวโมเลกุล 
 
 
 

ไพรเมอร์1             ไพรเมอร์3             ไพรเมอร์10

1      2      3       1       2      3      1      2      3
 

ภาพที่ 8  แสดงแถบดีเอ็นเอของกระทือใบลายที่แตกต่างจากกระทือปกติเม่ือใช้ไพรเมอร์  
                       อันดับที่1 ตัวเลขด้านล่างภาพแสดงตัวอย่างกระทือ 1 กระทือปกติ  2 กระทือใบบิด 

  ม้วน  3 กระทือใบลาย 
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1                2               3                4                5

 
     ภาพที่ 9  แสดงแถบดีเอ็นเอของกระทือใบบิดลาย และใบเขียวเข้ม ที่แตกต่างจากกระทือปกติ     

       เมื่อใช้ไพรเมอร์อันดับที่1 ตัวเลขแสดงตัวอย่างกระทือ 1 กระทือปกติ  2 กระทือใบลาย  
       3 กระทือต้นเล็กบอบบาง   4 กระทือใบบิดลาย   5 กระทือใบเขียวเข้ม 
 
                   

ไพรเมอร์11        ไพรเมอร์13             

1      2      3      1     2     3
 

ภาพที่ 10  แสดงแถบดีเอ็นเอของกระทือใบบิดม้วนที่แตกต่างจากกระทือปกติเม่ือใช้  
    ไพรเมอร์อันดับที่11  ตัวเลขด้านล่างภาพแสดงตัวอย่างกระทือ 

       (1) กระทือปกติ         (2) กระทือใบบิดม้วน    (3) กระทือใบลาย 
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500 bp

600 bp

1000 bp

 
 ภาพที่ 11  แสดงแถบดีเอ็นเอของกระทือใบบิดลายที่แตกต่างจากกระทือปกติ  

                                   เมื่อใช้ไพรเมอร์อันดับที่1 ท าปฎิกิริยา PCR 
  
 2.3 การทดสอบการกลายพันธุ์ของกระทือโดยการประยุกต์ใช้เอนไซม์ตัดจ าเพาะ 

เพ่ิมปริมาณชิ้นส่วนดีเอ็นเอด้วยไพรเมอร์ 1 ไพรเมอร์ 3 ไพรเมอร์ 10 ไพรเมอร์ 11 ไพรเมอร์ 
13 และไพรเมอร์ 16 จากในการทดสอบการกลายพันธุ์ของกระทือโดยการประยุกต์ใช้เอนไซม์ตัด
จ าเพาะ จ านวน 7 ชนิด ซึ่งแบ่งเป็น 4 ชุด ได้แก่ BamHI-SacI, SpeI-XbaI, EcoRI-HindIII และ 
SmaI โดยแบ่งตามชนิด buffer ที่เหมาะสมและอุณหภูมิที่ใช้ในการท าปฏิกิริยาที่เหมือนกัน เพื่อเป็น
การประหยัดสารเคมี วัสดุอุปกรณ์และเวลาในการทดลอง ซึ่งได้ท าการทดสอบกับผลผลิตจาก
ปฏิกิริยา PCR (PCR product) ผลการทดลอง ไม่พบความแตกต่างทางพันธุกรรมระหว่างกระทื
อปกติ และกระทือที่มีลักษณะผิดปกติท้ังห้าชนิด ภายหลังปฏิกิริยาการตัดดีเอ็นเอด้วยเอนไซม์ตัด
จ าเพาะ ท าให้สามารถวิเคราะห์ได้ว่า ในกระทือที่มีลักษณะผิดปกติท่ีน ามาทดสอบ ไม่มีการ
เปลี่ยนแปลงล าดับเบสภายในบริเวณท่ีถูกเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอ ตรงต าแหน่งที่เป็นล าดับเบสจ าเพ าะที่
เอนไซม์ตัดจ าเพาะท าการตัด ส่งผลให้มีแบบแผน (pattern) ของแถบดีเอ็นเอที่เหมือนกับกระทือปกติ 
 อย่างไรก็ตาม การเปลี่ยนแปลงของล าดับเบสของกระทือที่มีลักษณะผิดปกติ อาจเกิดใ น
ต าแหน่งอื่น ดังเช่น ในกรณีของกระทือใบบิดลาย มีการเปลี่ยนแปลงล าดับเบสตรงต าแหน่งที่ไพร
เมอร์ 1 (5’ AGACGGCTCC 3’) สามารถจับได้ นอกจากนี้อาจมีการเปลี่ยนแปลงของล าดับเบสใน
ต าแหน่งอื่นท่ีไม่ได้มีการทดสอบ 

การตรวจสอบการกลายพันธุ์ด้วยวิธีทางชีวโมเลกุล โดยใชไพรเมอร์จากขิง ซึ่งพบว่า ให้

รูปแบบดีเอ็นเอในครั้งแรกแตกต่างกับกระทือปกติ แต่ในการใช้ดีเอ็นเอจากใบอ่อนที่ได้จากกระทือที่
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ตัดแบ่งเนื้อเยื่อมาจากกระทือที่ตรวจสอบครั้งแรก ไม่พบความแตกต่าง อาจเป็นเพราะต้นที่ตรวจสอบ

ครั้งแรกเป็นไคเมอรา ในการน าใบอ่อนมาสกัดดีเอ็นเอเป็นการสุ่มจากต้นในกลุ่มลักษณะที่คาดว่าเกิด

การกลายพันธุ์ ซึ่งในกลุ่มลักษณะเดียวกันยังมีหลายต้นต้นที่ไม่ได้ตรวจสอบ เนื่องด้วยข้อจ ากัดในเรื่อง

งบประมาณและเวลา อย่างไรก็ตาม ได้ย้ายต้นที่คาดว่าเกิดการกลายพันธุ์เหล่านี้ปลูกลงดินไว้ในเรือน

เพาะช า(ภาพที่ 12) เพ่ือย้ายลงปลูกในแปลงท าการศึกษาคุณลักษณะต่อไป  

 
   ภาพที่ 12  ต้นกระทือที่ได้รับรังสีแกมมาความเข้มข้น 5.12 Krad ย้ายปลูกลงดิน 
 
สรุปผลการวิจัยและข้อเสนอแนะ 

1. ได้กระทือกลายพันธุ์ เป็นการเพ่ิมพันธุ์ใหม่ และเพ่ิมฐานพันธุกรรมของกระทือ  
2. ชิ้นส่วนตาจากต้นเทียมของกระทือพิลาสสามารถชักน าให้เกิดยอดและรากได้ด้วยอาหารสูตร  

MS ที่ปราศจากสารควบคุมการเจริญเติบโต และอาหารสูตร MS ที่มีสารควบคุมการ
เจริญเติบโตทุกสูตรที่เพาะเลี้ยง ยอดที่ได้น ามาตัดแบ่งเนื้อเยื่อเพ่ิมปริมาณได้  

3. รังสีแกมมาแบบเรื้อรังความเข้มข้น 5.12 Krad สามารถชักน าให้กระทือเกิดการกลายพันธุ์ได้ 
ซึ่งสังเกตการเปลี่ยนแปลงได้จากทั้งลักษณะภายนอกและลักษณะทางพันธุกรรมจากการ
ทดสอบโดยใช้วิธีทางชีวโมเลกุล ส่วนรังสีแกมมาแบบเฉียบพลันความเข้มข้น 2 Krad เป็น
ระดับท่ีท าให้จ านวนเนื้อเยื่อกระทือตาย 50 เปอร์เซ็นต์  

4. เทคนิคการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อช่วยคัดแยกชิ้นส่วนเนื้อเยื่อกระทือที่เกิดการกลายพันธุ์อย่าง
ถาวรออกจากส่วนที่เป็นไคเมอราได้ 
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5. เครื่องโฟลไซโทรมิเตอร์น ามาใช้ตรวจสอบปริมาณดีเอ็นเอระดับพลอยดิในกระทือได้ ซึ่งเป็น
การตรวจสอบที่ง่าย รวดเร็ว และแม่นย า เมื่อเทียบกับการตรวจสอบโดยการนับจ านวน
โครโมโซมแบบเดิม 

6. วิธีชีวโมเลกุล RAPD และ ISSR สามารถใช้ตรวจสอบความแตกต่างทางพันธุกรรมในกระทือ  
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ศึกษาและพัฒนาการขยายพันธุ์ยางพาราโดยการพัฒนาไปเป็นต้นอ่อน 

Study and development for Hevea tissue culture via somatic embryogenesis 

 

วิทยา  พรหมมี  Wittaya  Prommee 

สมปอง  เตชะโต  Sompong  Tachato 

 

ค าส าคัญ (keywords) 

 ยางพารา, การเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ 

 

บทคัดย่อ(Abstract) 

การเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อยางพาราโดยการเพาะเลี้ยงต้นอ่อน มีหลายปัจจัยที่มีอิทธิพลต่อ
ความส าเร็จได้แก่ พันธุ์กรรมพืช ชนิดของชิ้นส่วนพืช อายุของชิ้นส่วนพืช สูตรอาหารเพาะเลี้ยง
เนื้อเยื่อ สารควบคุมการเจริญเติบโตพืช ตลอดจนสภาพแวดล้อมและฤดูกาลที่เก็บชิ้ นส่วนพืช เป็นต้น 
การเพาะเลี้ยงต้นอ่อนประสพความส าเร็จในยางพันธุ์ RRIM600 โดยการเพาะเลี้ยงจากเปลือกหุ้ม
ชั้นในเมล็ดอ่อนหลังผสมเกสร 4-6 สัปดาห์ บนอาหารสูตร MH (Carron et al., 1995) โดยการ
พัฒนาของเนื้อเยื่อสามารถแบ่งออกเป็น  3 ระยะ คือ ระยะท่ี 1 ระยะ Callogenesis  เป็นระยะที่มี
การสร้างแคลลัสจากชิ้นส่วนพืช และแคลลัสมีการพัฒนาไปเป็นเอ็มบริโอเจนิคแคลลัส (MH-IN และ 
MH-EXP)  ระยะที่ 2 ระยะการ Somatic embryogenesis เป็น ระยะที่เอ็มบริโอเจนิคแคลลัสมีการ
พัฒนาไปเป็นโซมาติกเอ็มบริโอ และเอ็มบริโอ (MH-DEN และ MH-MAT)  ระยะที่ 3 ระยะ 
Regeneration เป็น ระยะที่เอ็มบริโอมีการพัฒนาไปเป็นต้นที่สมบูรณ์มีระบบรากแก้ว (MH-PL)  ท า
การปรับสภาพต้นกล้าก่อนย้ายปลูกในโรงเรือนพบว่าต้นกล้ายังมีการรอดตายต่ า หลังจากต้นกล้าตั้ง
ตัวได้ย้ายปลูกในโรงเรือน และปลูกลงดินได้ส าเร็จ จากการตรวจสอบความถูกต้ องทางพันธุกรรมด้วย
ลายพิมพ์ดีเอ็นเอของต้นยางที่ได้โดยใช้ Microsettellite จ านวน 6 ไพร์เมอร์ คือ A131, gA2689, 
MA179, mT65, M574 และ MA17 พบว่าต้นยางที่ได้จากการเพาะเลี้ยงต้นอ่อน มีลายพิมพ์ดีเอ็นเอ
แตกต่างไปจากต้นเปรียบเทียบในทุกไพร์เมอร์  8 เปอร์เซ็นต์ 

 
(หัวหน้าการทดลองไม่ส่งบทคัดย่อภาษาอังกฤษ) 

 
บทน า (Introduction) 

การปลูกถ่ายยีนเป็นอีกวิธีการหนึ่งที่ใช้ส าหรับปรับปรุงพันธุ์พืช โดยการน ายีนที่ควบคุม
ลักษณะที่ต้องการใส่ไปในพืชเพ่ือให้มีลักษณะที่ต้องการ (Estruch et al., 1997) โดยเฉพาะอย่างยิ่ง
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ยีนที่หายากและไม่มีในพืชนั้นตามธรรมชาติหรือแหล่งพันธุกรรม ยีนที่ใส่ลงไปมีลักษณะเป็นยีนเดี่ยวๆ
ที่รู้หน้าที่ของยีนที่ชัดเจน โดยทั่วไปลักษณะของยีนที่ใส่ลงไปมีวัตถุประสงค์เพ่ือให้พืชมีผลผลิตที่สูงขึ้น
และเพ่ิมลักษณะทนทานต่อโรค แมลง และ สภาพแวดล้อมตลอดจนปรับปรุงคุณภาพในองค์ประกอบ
ของเมล็ด   ในขณะที่การปรับปรุงพันธุ์โดยวิธีการผสมพันธุ์ นั้นเป็นการน าเอายีนจ านวนมากถึงหนึ่ง
พันยีน และเป็นยีนที่ไม่รู้หน้าที่ที่ชัดเจนใส่เข้าไปในพืชปัจจุบันมีรายงานความส าเร็จในการปลูกถ่ายยีน
ได้ในพืชหลายชนิด ส าหรับการปลูกถ่ายยีนในยางพารา ปัจจุบันหลายประเทศได้มีก ารศึกษาการปลูก
ถ่ายยีนโดยใช้ยีนเครื่องหมายและยีนที่มีความส าคัญทางการเกษตร ตลอดจนต้นยางพาราที่ได้รับการ
ปลูกถ่ายยีนสามารถพัฒนาไปเป็นต้นที่สมบูรณ์ ได้แก่ ประเทศฝรั่งเศส มาเลเซีย อินเดีย และจีน 
ส าหรับในประเทศไทย กษิดิศ และคณะ (2544) ได้รายงานผลส าเร็จของการปลูกถ่ายยีน ในเมล็ด
อ่อนยางพาราด้วยวิธีการใช้ Agrobacterium และ Particle bombardment โดยใช้ยีนเครื่องหมาย 
ยีน gus แต่ยังไม่มีรายงานการพัฒนาของเนื้อเยื่อท่ีได้รับการปลูกถ่ายยีนเข้าไปเป็นต้นที่สมบูรณ์ได้
การเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อเป็นส่วนหนึ่งของระบบการปลูกถ่ายยีนในพืช ถึงแม้ว่าจะมีการปลูกถ่ายยีนเข้า
ไปในเนื้อเยื่อพืชแล้วก็ตามถ้าหากการเพาะเลี้ยงเนื้อยังไม่ประสพความส าเร็จ การพัฒนาไปเป็นต้นพืช
ที่สมบูรณ์จากเนื้อเยื่อก็ไม่สามารถเกิดขึ้นได้ ในท านองเดียวกันการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อประสพ
ความส าเร็จได้แต่ปราศจากความส าเร็จในการปลูกถ่ายยีน ก็ไม่สามารถสร้างพืชตัดแต่งพันธุกรรมได้
เช่นกัน โดยทั่วไปการพัฒนาไปเป็นต้นพืชที่สมบูรณ์ในการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อจะขึ้นอยู่กับเซลล์ร่างกาย
ของพืช และสามารถกระตุ้นให้มีการพัฒนาไปเป็นต้นพืชที่สมบูรณ์ได้ โดยผ่านกระบวนการ การสร้าง
อวัยวะ (organogenesis) และ การสร้างต้นอ่อน (somatic embryogenesis) ซึ่งกระบวนการ
ดังกล่าวจะต้องได้รับฮอร์โมน และธาตุอาหาร ที่เหมาะสม (Skoog and Miller, 1957) กระบวนการ
สร้างอวัยวะ เป็นการพัฒนาในส่วนของยอด โดยสามารถพัฒนาได้จากส่วนของเนื้อเยื่อต่างๆ ยกเว้น
ในส่วนของใบในพืชใบเลี้ยงเดี่ยว เพราะพืชใบเลี้ยงเดี่ยวมีเนื้อเยื่อเมอริสเต็มเฉพาะในส่วนของโคนใบ 
(Maheshwari et al., 1995) ส่วนของใบเลี้ยง ชิ้นส่วนใบ ไฮโปคอทิล และ สแคเทลัมจากเอมไบรโอ 
มีศักยภาพในการพัฒนาไปเป็นยอดได้เมื่อวางเลี้ยงบนอาหารที่เติมฮอร์โมนชักน าการสร้างยอด โดย
ปกติใช้ฮอร์โมนพืชในกลุ่มไซโตไคนิน เช่น 6-benzyl-aminopurineเช่นในใบเลี้ยงของถั่วเหลือง 
(Zhang et al., 1999) กระบวนการสร้างต้นอ่อน เป็นการพัฒนาของต้นอ่อนจาก เซลล์ร่างกาย เช่น 
ต้นอ่อนจากเมล็ด สปอร์ และ ใบ ในบางครั้งการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่ออาจเกิดลักษณะฉ่ าน้ าของเนื้อเยื่อ 
ซ่ึงเป็นลักษณะผิดปกติทางสัณฐานวิทยาของเนื้อเยื่อ เรียกว่า hyperhydricityซึ่งจะพบได้บ่อยในพืช
ไม้ยืนต้น แต่ลักษณะดังกล่าวสามารถแก้ไขได้โดยการดัดแปลงชนิดของน้ าตาล  ปริมาณของแคลเซี่ยม 
หรือโดยการใช้ antivirifying agents เช่น phloridzin (Debergh et al., 1992) การเพาะเลี้ยง
เนื้อเยื่อในยางพารา มีการชักน าแคลลัสจากส่วนของล าต้นที่ผ่านการท าหนุ่มสาว รายงานครั้งแรกโดย 
Bouychou (1953) การพัฒนาของการเพาะเลี้ยงแคลลัสจาก cotyledon-like embryos รายงาน
ครั้งแรกโดย Wilson and street (1975) ในขณะเดียวกัน Paranjothy and Ghandimathi (1975) 
สามารถชักน าเอมบริออยจากแคลลัสที่ได้จากการเพาะเลี้ยงอับละอองเกสร แต่อย่างไรก็ตามการ
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ทดลองเหล่านี้ยังไม่มีรายงานประสพความส าเร็จในการพัฒนาไปเป็นต้นที่สมบูรณ์ จนกระทั่งมี
รายงานประสพความส าเร็จของการพัฒนาต้นยางโดยผ่านกระบวนการสร้างต้นอ่อนจากการ
เพาะเลี้ยงอับละอองเกสร ของประเทศจีน โดย Chen et al. (1977) ส าหรับสถาบันวิจัยยางมาเลเซีย 
ประสพความส าเร็จในการเพาะเลี้ยงเนื้อยางเป็นครั้งแรกในต้นปี 1980 โดยได้ต้นยางพันธุ์ GT1จาก
การเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่ออับละอองเกสร (Wan et al., 1982) และในปี 1990 สามารถเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ
โดยผ่านกระบวนการสร้างต้นอ่อน ในยางพันธุ์ RRIM600 (Hafsah and Wan, 1995) ที่ผ่านมาเป็น
การเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อจากส่วนของผนังเซลล์อับละอองเกสร ในระยะต่อมาสถาบันวิจัยของฝรั่งเศส 
โดย Etienne et al., 1993; Carron et al., 1995) ได้พัฒนาการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อยางโดยใช้ส่วน
ของเนื้อเยื่อชั้นในของเยื้อหุ้มเมล็ดอ่อน นอกจากนั้นยังมีการเพาะเลี้ยงโอวุล ซึ่งรายงานครั้งแรกโดย 
Guo et al. (1982) ในปี 1990 สถาบันวิจัยยางมาเลเซีย สามารถเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อโดยชักน าต้นพืชที่
สมบูรณ์ได้โดยกระบวนการสร้างต้นอ่อนจากการเพาะเลี้ยงโอวุล (Hafsah and Wan, 1995) ต้นที่ได้
จากการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อเหล่านั้นได้มีการน าไปปลูกในแปลงได้ส าเร็จ และมีการเก็บเกี่ยวผลผลิต
ตามล าดับ ส าหรับการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อยางพาราในประเทศไทยมีรายงานถึงความก้าวหน้าในระดับ
หนึ่ง โดยการเพาะเลี้ยงเยื่อหุ้มชั้นในของเมล็ดอ่อ น (กรรณิการ์ และคณะ , 2542; Te-chato and 
Chartikul, 1993; กษิดิศ และคณะ , 2544) เพาะเลี้ยงส่วนของล าต้นของต้นกล้าและต้นพันธุ์ (ปัทมา 
และ ภัทราวุธ , 2535; อรุณี และสมปอง , 2535ก; อรุณี และสมปอง , 2535ข) เพาะเลี้ยงอับละออง
เกสร (สมปอง และ วันทนา , 2531) การเพาะเลี้ยงเซลล์ซัสเพนชัน การแยก และการเลี้ยงโปรโตพ
ลาสต์ (พจมาลย์ และ สมปอง , 2542) อย่างไรก็ตามจากรายงานประสพความส าเร็จในการเพาะเลี้ยง
เนื้อเยื่อในประเทศไทยมีเพียง Te-chato and Chartikul, 1993 และ กรรณิการ์ และคณะ , 2542 
เท่านั้นที่สามารถพัฒนาต้นพืชที่สมบูรณ์ได้จากต้นอ่อนที่ได้จากการเพาะเลี้ยงเยื่อหุ้มชั้นในของเมล็ด
อ่อนจากยางพันธุ์ TJIR1 และ  BPM24, PB260, PB311, RRII105 และ RRIM600 ตามล าดับ 
กรรณิการ์ และคณะ , 2542   ได้น ายางพันธุ์ BPM24 ไปปลูกในสภาพแปลงปลูกพบว่ามีการ
เจริญเติบโตได้ดีกว่าต้นยางที่ได้จากการติดตา 
 
ระเบียบวิธีการวิจัย (อุปกรณ์และวิธีการทดลอง) 

 ด าเนินการทดลองนี้เพ่ือศึกษาและพัฒนาวิธีการขยายพันธุ์ยาง โดยการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ

ตลอดจนการผลิตต้นยางพาราที่สมบูรณ์จากเนื้อเยื่อ 

 สถานที่ท าการวิจัย  ศูนย์วิจัยยางฉะเชิงเทรา 

 ระยะเวลาด าเนินงาน  ตุลาคม 2553 – กันยายน 2558 

 วิธีด าเนินการ 

- อุปกรณ์ 
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1. อุปกรณ์เครื่องแก้ว ได้แก่ บีกเกอร์ฟลาสก์ ขวดเก็บสารละลาย จานเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ 
ขวดเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ หลอดเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ 

2. เครื่องชั่งละเอียด เครื่องชั่งแบบหยาบ เครื่องปรับความเป็นกรดด่าง เครื่องคน
สารละลาย ไมโครเวฟ หม้อนึ่งความดัน  

3. อุปกรณ์อ่ืน ๆ ได้แก่ ฟอร์แซบ ด้ามมีด ใบมีดผ่าตัด ถาดใส่เครื่องมือ  
4. ตู้ย้ายเลี้ยงเนื้อเยื่อ  
5. ชั้นวางเลี้ยงเนื้อเยื่อพร้อมติดตั้งระบบไฟฟ้าและตัวควบคุมการปิดเปิดไฟฟ้าและ

เครื่องปรับอากาศพร้อมคัวควบคุมปิดเปิด 
- วิธีการ 
การเพาะเลี้ยงเปลือกหุ้มชั้นในเมล็ดอ่อน (ตามวิธีการ Carron et al.,1995) 
เตรียมชิ้นส่วนพืชวางเลี้ยงบนอาหารเพาะเลี้ยงต้นอ่อนยางพาราสูตร MH (Carron et al., 

1995) สูตรต่าง ๆ แตกต่างตามระยะการพัฒนาของเนื้อเยื่อ การพัฒนาของเนื้อเยื่อสามารถแบ่ง
ออกเป็น 3 ระยะ คือ ระยะท่ี 1 ระยะ Callogenesis เป็น ระยะท่ีมีการสร้างแคลลัสจากชิ้นส่วนพืช 
และแคลลัสมีการพัฒนาไปเป็นเอ็มบริโอเจนิคแคลลัส (MH-IN และ MH-EXP) ระยะที่ 2 ระยะการ 
Somatic embryogenesis เป็น ระยะที่เอ็มบริโอเจนิคแคลลัสมีการพัฒนาไปเป็นโซมาติกเอ็มบริโอ 
และเอ็มบริโอ (MH-DEN และ MH-MAT) ระยะที่ 3 ระยะ Regeneration เป็น ระยะที่เอ็มบริโอมี
การพัฒนาไปเป็นต้นที่สมบูรณ์มีระบบรากแก้ว (MH-PL) ดังนี้ 

1. การเตรียมชิ้นส่วนพืช โดยการน าฝักอ่อนอ่อนยางพันธุ์ RRIM600, RRIT251, BPM24 
และRRII105 มาฟอกฆ่าเชื้อโดยการจุ่มในแอลกอฮอล์ 95 % และลนไฟ และน าไปผ่าเอาเมล็ดอ่อนมา
ท าการผ่าซีก และหั่นเป็นชิ้นบาง ๆ  

2. การชักน าการสร้างและเพ่ิมปริมาณแคลลัส น าชิ้นส่วนพืชวางเลี้ยงบนอาหารสูตร MH-IN 
เพ่ือชักน าการสร้างแคลลัส และเพ่ิมปริมาณแคลลัสที่ได้บนอาหารสูตรเดิม โดยการเปลี่ยนถ่ายอาหาร
ใหม่สูตรเดิมทุก 2 สัปดาห์ บันทึกข้อมูล การสร้างแคลลัส ลักษ ณะของแคลลัส การเจริญเติบโตของ
แคลลัส  

3. การชักน าการสร้างเอ็มบริโอเจนิคแคลลัส โดยการน าแคลลัสที่ได้ วางเลี้ยงบนอาหารสูตร 
MH-EXP เพ่ือชักน าการสร้างเอ็มบริโอเจนิคแคลลัส จากนั้นเปลี่ยนถ่ายบนอาหารใหม่สูตรเดิมทุก 2 
สัปดาห์ บันทึกข้อมูล  

4. การชักน าการสร้างโซมาติกเอ็มบริโอ ต้นอ่อน และการพัฒนาไปเป็นต้นที่สมบูรณ์ โดยการ
น าเอ็มบริโอเจนิคแคลลัส ที่ได้วางเลี้ยงบนอาหารสูตร MH-DEN และ MH-MAT เพ่ือชักน าการพัฒนา
ไปเป็นโซมาติกเอ็มบริโอ ต้นอ่อน และ วางเลี้ยงบนอาหารสูตร MH-PL เพ่ือชักน าให้เป็นต้นที่สมบูรณ์ 
บันทึกข้อมูล ลักษณะและปริมาณต้นที่สมบูรณ์ 
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การพาะเลี้ยงอับละอองเกสร (ตามวิธีการ Zheng and Chen,1995) 
เตรียมชิ้นส่วนพืชวางเลี้ยงบนอาหารเพาะเลี้ยงต้นอ่อนยางพาราสูตร MS ดัดแปลง (Zheng 

and Chen, 1995) สูตรต่าง ๆ แตกต่างตามระยะการพัฒนาของเนื้อเยื่อ การพัฒนาของเนื้อเยื่อ
สามารถแบ่งออกเป็น  3 ระยะ คือ ระยะท่ี 1 ระยะ Callogenesis เป็น ระยะที่มีการสร้างแคลลัส
จากชิ้นส่วนพืช และแคลลัสมีการพัฒนาไปเป็นเอ็มบริโอเจนิคแคลลัส (MS1 ดัดแปลง)  ระยะที่ 2 
ระยะการ Somatic embryogenesis เป็น ระยะที่เอ็มบริโอเจนิคแคลลัสมีการพัฒนาไปเป็นโซมาติก
เอ็มบริโอ และเอ็มบริโอ (MS2 ดัดแปลง)  ระยะที่ 3 ระยะ Regeneration เป็น ระยะที่เอ็มบริโอมี
การพัฒนาไปเป็นต้นที่สมบูรณ์มีระบบรากแก้ว (MS3 ดัดแปลง) ดังนี้ 

1. การเตรียมชิ้นส่วนพืช โดยการน าดอกยางพาราพันธุ์ RRIM600, BPM24 และ RRIT251 
ฟอกฆ่าเชื้อด้วยแอลกอฮอล์ 70 % ระยะเวลา 5-10 นาที และแกะเอาส่วนของอับละอองเกสรออกมา  

2. การชักน าการสร้างและเพ่ิมปริมาณแคลลัส น าชิ้นส่วนพืชวางเลี้ยงบนอาหารสูตร  MS1 
ดัดแปลง เพ่ือชักน าการสร้างแคลลัส  และเพ่ิมปริมาณแคลลัสที่ได้บนอาหารสูตรเดิม โดยการเปลี่ยน
ถ่ายอาหารใหม่สูตรเดิมทุก 2 สัปดาห์ บันทึกข้อมู ล การสร้างแคลลัส ลักษณะของแคลลัส การ
เจริญเติบโตของแคลลัส  

3. การชักน าการสร้างเอ็มบริโอเจนิคแคลลัส โดยการน าแคลลัสที่ได้ วางเลี้ยงบนอาหารสูตร  
MS2 ดัดแปลง เพ่ือชักน าการสร้างเอ็มบริโอเจนิคแคลลัส จากนั้นเปลี่ยนถ่ายบนอาหารใหม่สูตรเดิม
ทุก 2 สัปดาห์ บันทึกข้อมูล  

4. การชักน าการสร้างโซมาติกเอ็มบริโอ ต้นอ่อน และการพัฒนาไปเป็นต้นที่สมบูรณ์ โดยการ
น าเอ็มบริโอเจนิคแคลลัส ที่ได้วางเลี้ยงบนอาหารสูตร  MS3 ดัดแปลง เพ่ือชักน าการพัฒนาไปเป็นโซ
มาติกเอ็มบริโอ ต้นอ่อน ต้นที่สมบูรณ์ บันทึกข้อมูล ลักษณะและปริมาณต้นที่สมบูรณ์  
 

ผลการทดลองและอภิปราย 

การศึกษาพันธุ์ยางและอายุฝักยางต่อการเพาะเลี้ยงต้นอ่อนจากเปลือกหุ้มชั้นในเมล็ด 
จากการเพาะเลี้ยงเยื่อหุ้มชั้นในเมล็ดอ่อนจากฝักยางพันธุ์ RRIM600, RRIT251, BPM24 

และ RRII105 ที่อายุฝักยางหลังผสมเกสร 4, 5 และ 6 สัปดาห์ วางเลี้ยงบนอาหารสูตรชักน าแคลลัส 
พบว่าเมล็ดอ่อนจากฝักยางทุกพันธุ์และอายุฝักหลังผสมเกสรทุกระยะ สามารถชักน าการสร้างแคลลัส
ได้ โดยพันธุ์ยางที่สามารถชักน าการสร้างแคลลัสได้ดีที่สุด คือ พันธุ์ RRIM600 สร้างแคลลัส 93 
เปอร์เซ็นต ์ รองลงมา คือ RRII105, BPM24 และ RRIT251 มีการสร้างแคลลัส 77, 68 และ 50 
เปอร์เซ็นต์ ตามล าดับ (ตารางที่ 1) หลังจากย้ายแคลลัสวางเลี้ยงบนอาหารสูตรชักน าเอ็มบริโอเจนิค
แคลัส พบว่าแคลลัสมีการพัฒนาไปเป็นเอ็มบริโอเจนิคแคลลัส โดยพันธุ์ยางที่มีการพัฒนาไปเป็น
เอ็มบริโอเจนิคแคลลัสได้สูงสุด คือ พันธุ์ RRII105 มีการพัฒนาไปเป็นเอ็มบริโอเจนิคแคลลัส 12 
เปอร์เซ็นต์ รองลงมา คือ พันธุ์ RRIM600 และ BPM24 มีการพัฒนาไปเป็นเอ็มบริโอเจนิคแคลลัส 2 
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และ 0.7 เปอร์เซ็นต์ ในขณะที่ พันธุ์ RRIT251 ไม่มีการสร้างเอ็มบริโอเจนิคแคลลัส (ตารางที่ 1) 
หลังจากย้ายเอ็มบริโอเจนิคแคลลัสวางเลี้ยงบนอาหารสูตรชักน าโซมาติกเอ็มบริโอ พบว่าเอ็มบริโอเจ
นิคแคลลัสมีการพัฒนาไปเป็นโซมาติกเอ็มบริโอ โดยพันธุ์ยางที่มีการพัฒนาไปเป็นโซมาติกเอ็มบริโอได้
สูงสุด คือ พันธุ์ RRII105 มีการพัฒนาไปเป็นโซมาติกเอ็มบริโอ 9.5 โซมาติกเอ็มบริโอ รองลงมา คือ 
พันธุ์ RRIM600 และ BPM24  มีการพัฒนาไปเป็นโซมาติกเอ็มบริโอ 6.4 และ 2.0 โซมาติกเอ็มบริโอ 
ในขณะที่ พันธุ์ RRIT251 ไม่มีการสร้างโซมาติกเอ็มบริโอ (ตารางที่ 2)หลังจากย้ายเลี้ยงโซมาติก
เอ็มบริโอวางเลี้ยงบนอาหารสูตรชักน าเอ็มบริโอ พบว่าโซมาติกเอ็มบริโอมีการพัฒนาไปเป็นเอ็มบริโอ 
โดยพันธุ์ยางที่มีการพัฒนาไปเป็นเอ็มบริโอได้สูงสุด คือ พันธุ์ RRIM600 มีการพัฒนาไปเป็นเอ็มบริโอ 
39.4 เปอร์เซ็นต์ รองลงมา คือ พันธุ์ BPM24 และ RRII105 มีการพัฒนาไปเป็นเอ็มบริโอ 34.9 และ 
16.5 เปอร์เซ็นต์ ในขณะที่ พันธุ์ RRIT251 ไม่มีการสร้างเอ็มบริโอ (ตารางที่ 2) หลังจากย้ายเลี้ยง
เอ็มบริโอวางเลี้ยงบนอาหารสูตรชักน าต้น พบว่าเอ็มบริโอมีการพัฒนาไปเป็นต้น ได้เฉพาะพันธุ์ยาง 
RRIM600 เท่านั้นโดยมีการพัฒนาไปเป็นต้น 2.4 เปอร์เซ็นต์ ในขณะที่พันธุ์ BPM24, RRII105 และ 
RRIT251 ไม่มีการพัฒนาไปเป็นต้น (ตารางที่ 2) 
การศึกษาอิทธิพลของขนาดเมล็ด ความหนาเปลือกหุ้มชั้นในเมล็ด และความหนาของชิ้นส่วนพืช
ต่อการเพาะเลี้ยงต้นอ่อนจากเปลือกหุ้มชั้นในเมล็ดยาง 

จากการศึกษาอิทธิพลของขนาดเมล็ด ความหนาเปลือกหุ้มชั้นในเมล็ดอ่อน และความหนา
ของชิ้นส่วนพืชในยางพันธุ์ RRIM600 พบว่า สามารถเพาะเลี้ยงต้นอ่อนจากเปลือกหุ้มชั้นในเมล็ดอ่อน
ยางพันธุ์ RRIM600 ได้ส าเร็จโดยใช้เมล็ดอ่อนที่ขนาด 0.5-0.7 เซนติเมตร ความหนาของชิ้นส่วนพืช 
ขนาด 0.1 เซนติเมตรและความหนาเปลือกหุ้มชั้นในเมล็ดอ่อน ขนาด 0.1-0.3 เซนติเมตร (ตารางที่ 
3,4) 

การผลิตต้นกล้ายางพันธุ์ RRIM600 โดยการเพาะเลี้ยงต้นอ่อนจากเปลือกหุ้มชั้นในเมล็ด 

 จากการเพาะเลี้ยงเยื่อหุ้มชั้นในเมล็ดอ่อนจากฝักยางพันธุ์ RRIM600 หลังผสมเกสร 6 
สัปดาห์ โดยการน าเมล็ดอ่อนมาหั่นเป็นชิ้นความหนาเยื่อหุ้มชั้นในเมล็ดอ่อนและความหนาชิ้นส่วนพืช 
ประมาณ 0.1 เซนติเมตร และ วางเลี้ยงบนอาหารเพาะเลี้ยงต้นอ่อนยางพาราสูตร MH (Carron 
1995) จ านวนชิ้นส่วนเนื้อเยื่อที่วางเลี้ยง 9,600 ชิ้น มีการสร้างแคลลัส 2,294 ชิ้น คิดเป็นร้อยละ 24  
แคลลัสมีการพัฒนาไปเป็นเอ็มบริโอเจนิคแคลลัส 898 ชิ้น คิดเป็นร้อยละ 43 ของแคลลัส (ตารางที่ 
5) หลังจากน าเอ็มบริโอเจนิคแคลลัสไปวางเลี้ยงบนอาหารสูตรชักน าให้เกิดโซมาติกเอ็มบริโอ พบว่ามี
การพัฒนาไปเป็นโซมาติกเอ็มบริโอ 588 โซมาติกเอ็มบริโอ และเมื่อน าไปวางเลี้ยงบนอาหารสูตชักน า
ให้เกิดเอ็มบริโอ พบว่ามีการพัฒนาไปเป็นเอ็มบริโอ 364 เอ็มบริโอ คิดเป็นร้อยละ 62 ของโซมาติก
เอ็มบริโอ เอ็มบริโอที่พบมี 2 ลักษณะ คือ เอ็มบริโอลักษณะปก ติ มีตุ่มก าเนิดรากและใบเลี้ยง 2 ใบ 
เอ็มบริโอลักษณะผิดปกติ มีใบเลี้ยง 3 ใบ ใบเลี้ยงติดกันมีลักษณะบิดงอ เมื่อน าเอ็มบริโอไปวางเลี้ยง
บนอาหารสูตรชักน าการสร้างต้น พบว่าเอ็มบริโอมีการพัฒนาไปเป็นต้นที่สมบูรณ์ 37 ต้น คิดเป็นร้อย
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ละ 10 ของเอ็มบริโอ (ตารางที่6)  และนอกจากนั้นพบว่าเอ็มบริโอมีการพัฒนาไปเป็นต้นผิดปกติ และ
ไม่มีการพัฒนายังคงรูปเดิม 

อย่างไรก็ตามผลส าเร็จของการเพาะเลี้ยงต้นอ่อนจากฝักยางพันธุ์ RRIM600 ที่อายุฝักยาง
หลังผสมเกสร 4-6 สัปดาห์ นั้นจะแปรปรวนไปตามสภาพแวดล้อมหรือฤดูกาลที่เก็บฝักยาง จากการ
เพาะเลี้ยงเยื่อหุ้มชั้นในเมล็ดอ่อนจากฝักยางพันธุ์ RRIM600 บนอาหารสูตรชักน าแคลลัส บางฤดูกาล 
พบว่า เมล็ดอ่อนจากฝักยางสามารถชักน าการสร้างแคลลัสได้ 93 เปอร์เซ็นต์ หลังจากย้ายแคลลัสวาง
เลี้ยงบนอาหารสูตรชักน าเอ็มบริโอเจนิคแคลัส พบว่าแคลลัสมีการพัฒนาไปเป็นเอ็มบริโอเจนิคแคลลัส 
2 เปอร์เซ็นต์ หลังจากย้ายเอ็มบริโอเจนิคแคลลัสวางเลี้ยงบนอาหารสูตรชักน าโซมาติกเอ็มบริโอ 
พบว่าเอ็มบริโอเจนิคแคลลัสมีการพัฒนาไปเป็นโซมาติกเอ็มบริโอ 6.4 โซมาติกเอ็มบริโอต่อก่อน
แคลลัส หลังจากย้ายเลี้ยงโซมาติกเอ็มบริโอวางเลี้ยงบนอาหารสูตรชักน าเอ็มบริโอ พบว่าโซมาติก
เอ็มบริโอมีการพัฒนาไปเป็นเอ็มบริโอ 39.4 เปอร์เซ็นต์ หลังจากย้ายเลี้ยงเอ็มบริโอวางเลี้ยงบนอาหาร
สูตรชักน าต้น พบว่าเอ็มบริโอมีการพัฒนาไปเป็นต้น 2.4 เปอร์เซ็นต์ (ภาพที่1) จากนั้นท าการปรับ
สภาพต้นกล้าก่อนย้ายปลูกในเรือนพบช า และปลูกลงในถุงดินวางเลี้ยงในเรือนเพาะช า  (ภาพที2่) 
 

การปลูกต้นกล้ายางจากการเพาะเลี้ยงต้นอ่อนจากเปลือกหุ้มชั้นในเมล็ดอ่อนยางพันธุ์ RRIM600 

 จากการน าต้นกล้ายางจากการเพาะเลี้ยงต้นอ่อนจากเปลือกหุ้มชั้นในเมล็ดอ่อนยางพันธุ์ 
RRIM600 หลังจากปรับสภาพจนต้นกล้ามีความแข็งแรงและสมบูรณ์ ปลูกลงดินเป็นระยะเวลา 1 
เดือน พบว่าต้นยางมีการพัฒนาการที่เร็วมาก มีการเจริญเติบโตดี (ภาพที่3) 
การตรวจสอบความถูกต้องทางพันธุกรรมของต้นยางจากการเพาะเลี้ยงต้นอ่อนจากเปลือกหุ้ม
ชั้นในเมล็ดอ่อนยางพาราพันธุ์ RRIM600 โดยใช ้Microsettellite 

จากการตรวจสอบความถูกต้องทางพันธุกรรมด้วยลายพิมพ์ดีเอ็นเอของต้นยางจากการ
เพาะเลี้ยงต้นอ่อนจากเปลือกหุ้มชั้นในเมล็ดอ่อนยางพาราพันธุ์RRIM600 จ านวน13 ต้นและต้น
เปรียบเทียบพันธุ์RRIM600 โดยใช้ Microsettellite จ านวน6 ไพร์เมอร์ คือ  A131, gA2689, 
MA179, mT65, M574 และMA17 พบว่ามีต้นยางที่ได้จากการเพาะเลี้ยงต้นอ่อนจ านวน12 ต้นที่มี
ลายพิมพ์ดีเอ็นเอเหมือนต้นเปรียบเทียบRRIM600 ในขณะที่1 ต้น (ตัวอย่างที่3) มีลายพิมพ์ดีเอ็นเอ
แตกต่างไปจากต้นเปรียบเทียบในทุกไพร์เมอร์คิดเป็นต้นมีการผิดปกติทางพันธุกรรม  8 เปอร์เซ็นต์ 
(ภาพที่ 4) 
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ตารางท่ี 1 การเกิดแคลลัสและเอมบริโอเจนิ คแคลลัส โดยการเพาะเลี้ยงต้นอ่อนจากเปลือกหุ้ม
ชั้นในเมล็ดยางพันธุ์ต่าง ๆและอายุฝักยางหลังผสมเกสรต่างกัน 
พันธุ์ยาง อายุฝัก 

(สัปดาห์) 
จ านวนชิ้นวางเลี้ยง การเกิดแคลลัส  การเกิดเอ็มบริโอเจนิคแคลลัส 

(ชิ้น) (ชิ้น) (%)  (ชิ้น)               (%) 
RRIM600 4 125 121 97 1 0.8 

  5 125 119 95 7 5.2 

  6 125 108 86 0 0 

      116 93 3 2 

RRI251 4 125 78 63 0 0 

  5 125 61 49 0 0 

  6 125 48 39 0 0 

      62 50 0 0 

BPM24 4 125 94 66 2.0 1.6 

  5 125 82 75 0.5 0.4 

  6 125 78 62 0.0 0 

      85 68 0.8 0.7 

RRII105 4 125 103 82 25 20 

  5 125 98 78 15 12 

  6 125 89 71 6 5 

   
97 77 15 12 
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ตารางท่ี 2 การเกิดโซมาติกเอมบริโอ เอมบริโอ และการพัฒนาเป็นต้นของยางพาราโดยการ
เพาะเลี้ยงต้นอ่อนจากเปลือกหุ้มชั้นในเมล็ดยางพันธุ์ต่าง ๆ และอายุฝักยางต่างกัน 

พันธุ์ยาง อายุฝัก การเกิดโซมาติกเอ็มบริโอ การเกิดเอ็มบริโอ การเกิดต้น 

 
(สัปดาห์) (โซมาติก) (เอ็มบริโอ) (%) (ต้น) (%) 

RRIM600 4 1.3 0.8 60.0 0.0 0.0 

 5 18.0 10.5 58.3 1.3 6.9 

 6 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 

  6.4 3.8 39.4 0.4 2.3 

RRIT251 4 0 0 0 0 0 

 5 0 0 0 0 0 

 6 0 0 0 0 0 

  0 0 0 0 0 

BPM24 4 5.5 0.3 4.6 0.0 0.0 

 5 0.5 0.5 100.0 0.0 0.0 

 6 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 

  2.0 0.3 34.9 0.0 0.0 

RRII105 4 19.5 1.8 9.0 0.0 0.0 

 5 6.3 1.0 4.0 0.0 0.0 

 6 2.8 0.3 36.4 0.0 0.0 

  
9.5 1.0 16.5 0.0 0.0 
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ตารางท่ี 3 อิทธิพลของขนาดเมล็ด ควา มหนาเปลือกหุ้มชั้นในเมล็ดอ่อน และขนาดของช้ินส่วน
พืช ในยางพันธุ์ RRIM600 ต่อการเพาะเลี้ยงต้นอ่อน 
ขนาด
เมล็ด 
(ซม.) 

ความหนาเปลือกหุ้ม
ชั้นในเมล็ดอ่อน 
(ซม.) 

ความหนา
ชิ้นส่วนพืช 
(ซม.) 

จ านวนชิ้นส่วน
พืชที่วางเลี้ยง 

การเกิดแคลลัส การเกิด
เอ็มบริโอเจนิค

แคลลัส 
    จ านวนชิ้น จ านวนชิ้น 
0.5-0.7 0.1 0.1 1320 1131 (86) 242 (21) 
  0.2 140 58 (41) 26 (45) 
 0.2 0.1 300 190 (63) 87 (46) 
  0.2 60 24 (40) 0 
 0.3 0.1 370 190 (51) 80 (42) 
  0.2 40 0 0 
 0.4 0.1 44 15 (34) 0 
  0.2 138 36 (26) 0 
0.8-1.2 0.1 0.1 270 220 (81) 0 
  0.2 90 30 (33) 0 
 0.2 0.1 450 230 (51) 25 (11) 
  0.2 90 36 (40) 0 
 0.3 0.1 260 120 (46) 11 (9) 
  0.2 56 42 (75) 16 (38) 
 0.4 0.1 132 0 0 
  0.2 120 36 (30) 12 (33) 
1.3-1.5 0.1 0.1 690 170 (25) 19 (11) 
  0.2 120 92 (77) 19 (21) 
 0.2 0.1 420 170 (40) 22 (13) 
  0.2 190 48 (25) 14 (29) 
 0.3 0.1 64 0 0 
  0.2 60 48 (80) 7 (15) 
 0.4 0.1 190 0 0 
  0.2 120 36 (30) 6 (17) 
(  )  = เปอร์เซ็นต์การเกิดแคลลัส การสร้างเอ็มบริโอเจนิคแคลลัส การเกิดต้นท่ีสมบูรณ์และไม่สมบูรณ ์
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ตารางท่ี 4 อิทธิพลของขนาดเมล็ด ควา มหนาเปลือกหุ้มชั้นในเมล็ดอ่อน และขนาดของช้ินส่วน
พืช ในยางพันธุ์ RRIM600 ต่อการเพาะเลี้ยงต้นอ่อน 
ขนาด
เมล็ด 
(ซม.) 

ความหนาเปลือก
หุ้มชั้นในเมล็ด
อ่อน (ซม.) 

ความหนา
ชิ้นส่วนพืช 
(ซม.) 

การเกิดโซมาติก
เอ็มบริโอ 

การเกิด
เอ็มบริโอ 

การเกิดต้น 

   จ านวนชิ้น จ านวน ไม่สมบูรณ์ สมบูรณ์ 
0.5-0.7 0.1 0.1 398 334 69 (21) 9 (3) 
  0.2 197 181 78 (43) 0 
 0.2 0.1 102 86 18 (21) 1 (1) 
  0.2 0 0 0 0 
 0.3 0.1 108 103 20 (19) 2 (2) 
  0.2 0 0 0 0 
 0.4 0.1 0 0 0 0 
  0.2 0 0 0 0 
0.8-1.2 0.1 0.1 0 0 0 0 
  0.2 0 0 0 0 
 0.2 0.1 35 25 8 (32) 0 
  0.2 0 0 0 0 
 0.3 0.1 12 9 2 (22) 0 
  0.2 45 39 25 (64) 0 
 0.4 0.1 0 0 0 0 
  0.2 39 35 1 (3) 0 
1.3-1.5 0.1 0.1 62 37 13 (35) 0 
  0.2 46 45 24 (53) 0 
 0.2 0.1 29 24 4 (17) 0 
  0.2 54 52 8 (15) 0 
 0.3 0.1 0 0 0 0 
  0.2 23 21 2 (10) 0 
 0.4 0.1 0 0 0 0 
  0.2 23 19 2 (11) 0 
(  )  = เปอร์เซ็นต์การเกิดแคลลัส การสร้างเอ็มบริโอเจนิคแคลลัส การเกิดต้นท่ีสมบูรณ์และไม่สมบูรณ ์
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ตารางท่ี 5 การเกิดแคลลัสและเอมบริโอเจนิคแคลลัส โดยการเพาะเลี้ยงต้นอ่อนจากเปลือกหุ้ม
ชั้นในเมล็ดยาง 
พันธุ์ RRIM600 

พันธุ์ยาง 
จ านวนชิ้นที่วางเลี้ยง การเกิดแคลลัส การเกิดเอ็มบริโอเจนิคแคลลัส 

 

(ชิ้น) จ านวน % จ านวน % 

RRIM600 9600 2294 24 989 43 
 
ตารางท่ี 6 การเกิดโซมาติกเอมบริโอ เอมบริโอ และการพัฒนาเป็นต้นของยางพาราโดยการ
เพาะเลี้ยงต้นอ่อนจากเปลือกหุ้มชั้นในเมล็ดยางพันธุ์ RRIM600 

พันธุ์ยาง การเกิด 
โซมาติกเอ็มบริโอ 

การเกิด 
เอ็มบริโอ 

การเกิด 
ต้นสมบูรณ์ 

การเกิด 
ต้นไม่สมบูรณ์ 

ไม่พัฒนา 

 จ านวน (ต้น) จ านวน (ต้น) % จ านวน(ต้น) % จ านวน (ต้น) % จ านวน (ต้น) % 

RRIM600 588 364 62 37 10 293 81 34 9 
 
 
                                  

 
        ภาพที่1 การเพาะเลี้ยงต้นอ่อนยางพาราพันธุ์ RRIM600 จากเปลือกหุ้มชั้นในเมล็ดอ่อนยาง 
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        ภาพที่ 2 ต้นกล้ายางพันธุ์ RRIM600 จากการเพาะเลี้ยงต้นอ่อน หลังจากปรับสภาพต้นกล้า 
              และปลูกลงในถุงดินวางเลี้ยงในเรือนเพาะช า 
 

 

  
       การเจริญเติบโตของต้นยางขณะปลูก            การเจริญเติบโตของต้นยางหลังปลูก 1 เดือน 
ภาพที่ 3 การเจริญเติบโตของต้นกล้ายางจากการเพาะเลี้ยงต้นอ่อนจากเปลือกหุ้มชั้นในเมล็ดอ่อน 

ยางพันธุ์ RRIM600 
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            Microsettellite

A131 gA2689

                              

          Microsettellite

MA179 mT65

 

                                 

        Microsettellite

M574 MA17

 
    ภาพที่ 4 การตรวจสอบความถูกต้องทางพันธุกรรมของต้นกล้ายางพันธุ์ RRIM600 
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การขยายพันธุ์ยางพาราโดยการพัฒนาไปเป็นต้นอ่อนจากอับละอองเกสร 
1.ศึกษาอิทธิพลของพันธุ์ยางต่อการเพาะเลี้ยงต้นอ่อนจากอับละอองเกสรยางพารา 

ท าการเพาะเลี้ยงอับละอองเกสรดอกยางพาราพันธุ์ RRIM600, BPM24 และ RRIT251 บน
อาหารสูตรชักน าแคลลัสพบว่าสามารถชักน าแคลลัสของยางแต่ละพันธุ์ได้ดีบนอาหารสูตรชักน าแคลลัส 
หลังจากนั้นย้ายแคลลัสวางเลี้ยงบนอาหารสูตรชักน าการสร้างเอ็มบริโอเจนิคแคลลัส พบว่าแคลลัส
บางส่วนของยางทั้ง 3 พันธุ์เปลี่ยนจากสีเหลืองไปเป็นสีด า  และหลังจากย้ายไปเลี้ยงบนอาหารสูตรชัก
น าการสร้างโซมาติกเอ็มบริโอ พบว่าแคลลัสยางพันธุ์ RRIM600 บางส่วนมีการพัฒนาไปเป็นโซมาติก
เอ็มบริโอ ส่วนที่ไม่มีการพัฒนาไปเป็นโซมาติกเอ็มบริโอจะเปลี่ยนเป็นสีด าและตาย ส่วนแคลลัสยาง
พันธุ์ BPM24 และ RRIT251 ไม่มีการพัฒนาไปเป็นโซมาติกเอ็มบริโอ และแคลลัสเปลี่ยนเป็นสีด าและ
ตาย (ภาพที่ 5) หลังจากย้ายโซมาติกเอ็มบริโอยางพันธุ์ RRIM600 วางเลี้ยงบนอาหารชักน าการสร้าง
ต้น สามารถพัฒนาไปเป็นต้นได้แต่น้อย อย่างไรก็ตามหลังจากท าซ้ าอีกครั้งสามารถชักน าแคลลัสได้แต่
ไม่สามารถชักน าการสร้างเอ็มบริโอเจนิคแคลลัส ต้นอ่อนและต้นกล้าได้ส าเร็จ  
2.ศึกษาผลของการเก็บรักษาอับละอองเกสรในที่อุณหภูมิต่ าต่อการเพาะเลี้ยงต้นอ่อนจากอับ
ละอองเกสรยาง 

ศึกษาผลของการเก็บรักษาดอกยางท่ีอุณหภูมิต่ า (4 องศาเซลเซียส) ต่อการเพาะเลี้ยงต้น
อ่อนจากอับละอองเกสรยางเพ่ือศึกษาอิทธิพลของอุณหภูมิต่ าต่อการสร้างต้นอ่อน โดยการน าอับ
ละอองเกสรยางพันธุ์ต่าง ๆ ได้แก่ RRIM600, BPM24, RRIT251 วางเลี้ยงบนอาหาร พบว่าการเก็บ
รักษาอับละอองเกสรยางพาราที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ระยะเวลา 24 ชั่วโมง ก่อนน าไปเพาะเลี้ยง
บนอาหารสูตรชักน าแคลลัสไม่มีผลต่อการสร้างแคลลัส ในยางทั้ง 3 พันธุ์โดยการเพาะเลี้ยงอับละออง
เกสรปกติการเพาะเลี้ยงอับละอองเกสรที่เก็บที่อุณหภูมิต่ าสามารถชักน าการสร้างแคลลัสได้ไม่
แตกต่างกัน โดยเฉพาะในอับละอองเกสรยางพันธุ์ RRIM600 และ RRIT251 แต่ในอับละอองเสรยาง
พันธุ์ BPM24 พบว่าการเพาะเลี้ยงอับละอองเกสรที่เก็บที่อุณหภูมิต่ าท าให้ไม่มีการสร้างแคลลัส
หลังจากย้ายแคลลัสไปวางเลี้ยงบนอาหารใหม่พบว่าไม่มีการสร้างเอ็มบริโอเจนิคแคลลัส โซมาติก
เอ็มบริโอ (ตารางที่ 7) 

3. ศึกษาผลของ NAA ต่อการเพาะเลี้ยงแคลลัสจากอับละอองเกสรยางพันธุ์ RRIM600 
ปริมาณการสร้างแคลลัส จากการเพาะเลี้ยงอับละองเกสรยางพันธุ์ RRIM600 บนอาหาร

สูตร MSm1 และ MSm2 เติม NAA ความเข้มข้น 0.5, 1.0, 1.5 และ 2.0 มิลลิกรัมต่อลิตร พบว่า อับ
ละอองเกสรมีการสร้างแคลลัสหลังวางเลี้ยงบนอาหารสูตร MSm1 ได้ดีกว่า MSm2 หลังจากวางเลี้ยง
บนอาหาร  4 สัปดาห์ และมีการสร้างแคลลัสเพิ่มข้ึน หลังวางเลี้ยง 5 และ 6 สัปดาห์ (ตารางที่ 8 )
โดยการวางเลี้ยงอับละอองเกสรบนอาหารสูตร MSm1 เติม NAA ความเข้มข้น 1.0 มิลลิกรัมต่อลิตร 
มีการสร้างแคลลัสสูงสุด 83 เปอร์เซ็นต์ รองลงมา อาหารสูตร MSm1 เติม NAA ความเข้มข้น 1.5 
และ MSm2 เติม NAA ความเข้มข้น 1.0 มิลลิกรัมต่อลิตร มีการสร้างแคลลัส73 และ 64 เปอร์เซ็นต์ 
ตามล าดับ (ตารางที่ 8) 
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ลักษณะคุณภาพของแคลลัส จากการเพาะเลี้ยงอับละองเกสรยางพันธุ์ RRIM600 บน
อาหารสูตร MSm1 และ MSm2 เติม NAA ความเข้มข้น 0.5, 1.0, 1.5 และ 2.0 มิลลิกรัมต่อลิตร 
พบว่า หลังวางเลี้ยงอับละอองเกสรบนอาหาร 4 สัปดาห์ คุณภาพของแคลลัสที่ได้ส่วนใหญ่มีลักษณะ
ปกติ เป็นลักษณะคล้ายเม็ดไข่ปลา เกาะกันแน่น มีสีเหลืองอ่อนหลังจากวางเลี้ยงบนอาหารเป็น
ระยะเวลา 5 สัปดาห์ ลักษณะของแคลลัสมีการพัฒนาขึ้นไปเป็นลักษณะที่ค่อนข้างดี มีขนาดใหญ่ขึ้ น 
เป็นลักษณะคล้ายเม็ดไขปลา เกาะกันหลวม มีสีเหลืองอ่อน และ หลังจากวางเลี้ยงบนอาหาร
ระยะเวลา 6 สัปดาห์ ลักษณะของแคลลัสมีการพัฒนาขึ้นไปเป็นลักษณะที่ดี มีขนาดใหญ่ขึ้น เป็น
ลักษณะคล้ายเม็ดไขปลา เกาะกันหลวม มีสีเหลือง (ตารางที่ 8 ภาพที่ 6) การวางเลี้ยงอับละอองเกสร
บนอาหารสูตร MSm1 มีการสร้างแคลลัสที่มีลักษณะคุณภาพดีกว่า MSm2 หลังวางเลี้ยงบนอาหาร 6 
สัปดาห์ คือ แคลลัสมีขนาดใหญ่ มีการเกาะกลุ่มแบบหลวม ลักษณะคล้ายเม็ดไข่ปลา มีสีเหลือง โดย
การวางเลี้ยงอับละอองเกสรบนอาหารสูตร MSm1 เติม NAA ความเข้มข้น 2.0 มิลลิกรัมต่อลิตร มี
การสร้างแคลลัสคุณภาพดีสูงสุด 67 เปอร์เซ็นต์ รองลงมา เติม NAA ความเข้มข้น 1.5 และ 2.0 
มิลลิกรัมต่อลิตร มีการสร้างแคลลัสคุณภาพดี 63 และ 59 เปอเซ็นต์ ตามล าดับ(ตารางที่ 8 ภาพที่ 6) 

การพัฒนาเป็นโซมาติกเอ็มบริโอ จากการน าแคลลัสที่ได้ไปวางเลี้ยงบนอาหารสูตรชักน า
การสร้างเอ็มบริโอเจนิคแคลลัส และ การสร้างโซมาติกเอ็มบริโอ พบว่าแคลลัสที่ได้ทุกการทดลองไม่มี
การพัฒนาไปเป็นเอ็มบริโอเจนิคแคลลัสและโซมาติกเอ็มบริโอ 
 

 
ภาพที่ 5 การเพาะเลี้ยงต้นอ่อนยางพาราจากอับละอองเกสรยางพันธุ์ RRIM600 
 
 

 

 

ดอกห    

   

ดอกยางพารา อับละอองเกสร
ละอองเกสร 

แคลลัสจากการเพาะเลี้ยงอับ
ละอองเกสร 

การพัฒนาของโซมาติกเอ็มบริโอจากแคลลัส 
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ตารางท่ี 7  ผลของการเก็บรักษาอับละอองเกสรที่อุณหภูมิต่ าต่อการเพาะเลี้ยงต้นอ่อนจากอับละออง
เกสรยางพันธุ์ต่าง ๆ  
สภาพการเก็บอับละอองเกสร พันธุ์ยาง จ านวนอับละอองเกสรที่วางเลี้ยง การสร้างแคลลัส 
   จ านวนอับ

ละอองเกสร 
เปอร์เซ็นต์ 

อุณหภูมิปกติ RRIM600 889 396 43 
 RRIT251 117 14 12 
 BPM24 494 221 45 
อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส RRIM600 1322 537 41 
 RRIT251 85 0 0 
 BPM24 412 176 43 
 
 
ตารางท่ี 8  แสดงผลของการเพาะเลี้ยงอับละองเกสรยางพันธุ์ RRIM600 บนอาหารสูตร MSm1 และ 
MSm2 เติม NAA ความเข้มข้น 0.5, 1.0, 1.5 และ 2.0 มิลลิกรัมต่อลิตร หลังวางเลี้ยงบนอาหาร 6 
สัปดาห์ 

สูตรอาหาร 
 

จ านวนอับละออง
เกสรที่วางเลี้ยง 

การเกิด
แคลลัส(ชิ้น) 

คุณภาพแคลลัส (ชิ้น) 
1 2 3 

MSm1+0.5NAA 40 21.4 (54) 5.0 (23) 9.0 (42) 7.8 (36) 
MSm1+1.0NAA 40 33.2 (83) 3.8 (11) 9.8 (30) 19.6 (59) 
MSm1+1.5NAA 40 29.0 (73) 2.6 (9) 6.0 (21) 18.4 (63) 
MSm1+2.0NAA 40 16.6 (42) 0.4 (2) 5.0 (30) 11.2 (67) 
MSm2+0.5NAA 40 18.8 (47) 5.6 (30) 9.6 (51) 3.6 (19) 
MSm2+1.0NAA 40 25.6 (64) 16.2 (63) 7.8 (30) 2.8 (11) 
MSm2+1.5NAA 40 0.0 ( - ) 0.0 ( - ) 0.0 ( - ) 0.0 ( - ) 
MSm2+2.0NAA 40 14.4 (36) 10.6 (74) 3.2 (22) 0.2 (1) 

  ( ) เปอร์เซ็นต ์
  ตัวเลขแสดงลักษณะคุณภาพของแคลลัส  

1=  ลักษณะแคลลัสปกต(ิแคลลัสเกิดคลุมชิ้นพืช เป็นเม็ดคล้ายไข่ปลา เกาะกันหนาแน่น มีสีเหลืองอ่อน ) 
2=  ลักษณะแคลลัสค่อนข้างดี (แคลลัสเกิดคลุมชิ้นพืช มีขนาดใหญ่กวา่ปกติ เป็นเม็ดคล้ายไข่ปลา เกาะ
กันหลวมๆ มีสีเหลืองอ่อน ) 
3=  ลักษณะแคลลัสดี (แคลลัสเกิดคลุมชิ้นพืช มีขนาดใหญ่กว่าปกติ เป็นเม็ดคล้ายไข่ปลา เกาะกันหลวมๆ 
มีสีเหลือง ) 
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ภาพที่ 6    ลักษณะแคลลัสจากการเพาะเลี้ยงอับละองเกสรยางพันธุ์ RRIM600 หลังวางเลี้ยงบน 
         อาหาร 6 สัปดาห์ ลักษณะคุณภาพแคลลัสดี ค่อนข้างดี และ ปกติ 
 

สรุปผลการวิจัยและข้อเสนอแนะ 

จากการเพาะเลี้ยงต้นอ่อนยางพาราจากเปลือกหุ้มชั้นในเมล็ดอ่อนและอับละอองเกสร พบว่า 
สามารถเพาะเลี้ยงต้นอ่อนจากเปลือกหุ้มชั้นในเมล็ดอ่อนได้ดีกว่าอับละอองเกสร โดยการเพาะเลี้ยง
ต้นอ่อนจากเมล็ดหลังผสมเกสร 4-6 สัปดาห์ โดยใช้เมล็ดอ่อนที่ขนาด 0.5-0.7 เซนติเมตร ความหนา
ของชิ้นส่วนพืช ขนาด 0.1 เซนติเมตร และความหนาเปลือกหุ้มชั้นในเมล็ดอ่อน ขนาด 0.1-0.3 
เซนติเมตร สามารถใช้ในการผลิตต้นกล้าได้ส าเร็จแต่ประสิทธิภาพในการผลิตต้นกล้าที่ได้ยังต่ าอย่างไร
ก็ตามประสิทธิภาพการผลิตต้นกล้าแต่ละครั้งยังไม่คงท่ีขึ้นอยู่กับปัจจัยอ่ืนๆที่เก่ียวข้อง การเพาะเลี้ยง
ต้นอ่อนยางพาราจากเปลือกหุ้มชั้นในเมล็ดอ่อน พบว่าการพัฒนาของเนื้อเยื่อสามารถแบ่งออกเป็น  3 
ระยะ คือ ระยะท่ี 1 ระยะ Callogenesis เป็นระยะที่มีการสร้างแคลลัสจากชิ้นส่วนพืช และแคลลัสมี
การพัฒนาไปเป็นเอ็มบริโอเจนิคแคลลัส (MH-IN และ MH-EXP)  ระยะที่ 2 ระยะการ Somatic 
embryogenesis เป็น ระยะที่เอ็มบริโอเจนิคแคลลัสมีการพัฒนาไปเป็นโซมาติกเอ็มบริโอ และ
เอ็มบริโอ (MH-DEN และ MH-MAT)  ระยะที่ 3 ระยะ Regeneration เป็น ระยะที่เอ็มบริโอมีการ
พัฒนาไปเป็นต้นที่สมบูรณ์มีระบบรากแก้ว (MH-PL) ในขณะที่การผลิตต้นกล้าจากอับละอองเกสรนั้น
ยากมาก ซึ่งสามารถผลิตต้นกล้าได้เพียงแค่ครั้งเดียว โดยไม่ทราบสาเหตุที่แท้จริงชัดเจน การพัฒนา
ของเนื้อเยื่อสามารถแบ่งออกเป็น  3 ระยะ คือ ระยะท่ี 1 ระยะ Callogenesis เป็นระยะที่มีการสร้าง
แคลลัสจากชิ้นส่วนพืช และแคลลัสมีการพัฒนาไปเป็นเอ็มบริโอเจนิคแคลลัส (MS1 ดัดแปลง)  ระยะ

 

   

คุณภาพแคลลัสดี คุณภาพแคลลัสค่อนข้างดี คุณภาพแคลลัสปกติ 
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ที่ 2 ระยะการ Somatic embryogenesis เป็น ระยะที่เอ็มบริโอเจนิคแคลลัสมีการพัฒนาไปเป็นโ ซ
มาติกเอ็มบริโอ และเอ็มบริโอ (MS2 ดัดแปลง)  ระยะที่ 3 ระยะ Regeneration เป็น ระยะที่
เอ็มบริโอมีการพัฒนาไปเป็นต้นที่สมบูรณ์มีระบบรากแก้ว (MS3 ดัดแปลง) 

การเพาะเลี้ยงต้นอ่อนจากเปลือกหุ้มชั้นในเมล็ดอ่อนสามารถท าได้ประสพความส าเร็จเพียง
แค่พันธุ์เดียว คือ ยางพันธุ์ RRIM600 ในขณะที่ยางพันธุ์อ่ืน ๆ ได้แก่ RRIT251, BPM24 และ RRII105 
สามารถเพาะเลี้ยงแคลลัส เอ็มบริโอเจนิคแคลลัส และโซมาติกเอ็มบริโอระยะกลมๆได้ส าเร็จแต่ไม่มี
การพัฒนาไปเป็นต้นอ่อน หลังจากผลิตต้นกล้าได้ส าเร็จได้ท าการปรับสภาพต้นกล้าก่อนย้ายปลูกใน
โรงเรือนพบว่าต้นกล้ายังมีการรอดตายต่ า หลังจากต้นกล้าตั้งตัวได้สามารถเจริญเติบโตได้ตามปกติ
ย้ายปลูกในโรงเรือน และปลูกลงดินได้ส าเร็จ  

จากการตรวจสอบความถูกต้องทางพันธุกรรมด้วยลายพิมพ์ดีเอ็นเอของต้นยางจากการ
เพาะเลี้ยงต้นอ่อนจากเปลือกหุ้มชั้นในเมล็ดอ่อนยางพาราพันธุ์ RRIM600 จ านวน 13 ต้นและต้น
เปรียบเทียบพันธุ์RRIM600 โดยใช้ Microsettellite จ านวน6 ไพร์เมอร์ คือ A131, gA2689, 
MA179, mT65, M574 และMA17 พบว่ามีต้นยางที่ได้จากการเพาะเลี้ยงต้นอ่อนจ านวน 12 ต้นที่มี
ลายพิมพ์ดีเอ็นเอเหมือนต้นเปรียบเทียบRRIM600 ในขณะที่ 1 ต้น มีลายพิมพ์ดีเอ็นเอแตกต่างไปจาก
ต้นเปรียบเทียบในทุกไพร์เมอร์คิดเป็นต้นมีการผิดปกติทางพันธุกรรม  8 เปอร์เซ็นต์ ในขณะที่ต้นยาง
จากการเพาะเลี้ยงอับละอองเกสรมีการกลายพันธุ์จากการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ 100 เปอร์เซ็นต์ 
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การพัฒนาการขยายพันธุ์ยางโดยวิธี micro-cutting ในสภาพปลอดเชื้อ 

Micro-cutting technique development for Hevea tissue in vitro culture 

 

วิทยา  พรหมมี  Wittaya  Prommee 

สมปอง  เตชะโต  Sompong  Tachato 

 

ค าส าคัญ (keywords) 

 ยางพารา, การเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ 

 

บทคัดย่อ(Abstract) 

การเพาะเลี้ยงชิ้นส่วนพืชโดยวิธี micro-cutting จากต้นกล้าที่ได้จากการเพาะเลี้ยงต้นอ่อน
จากเมล็ด (zygotic embryo) ในหลอดทดลอง อาหารที่เหมาะสมต่อการเพาะเมล็ดในหลอดทดลอง 
คือ อาหารสูตร MS1BA สามารถเพาะเมล็ดได้ดีมีเปอร์เซ็นต์การงอกสูง ต้นกล้าที่ได้มีลักษณะข้อ
ปล้องสั้นและอวบอ้วน เหมาะส าหรับน าข้อ และ ยอด ไปเพาะเลี้ยงยอดรวม ส่วนขนาดของต้นอ่อนที่
เหมาะสมต่อการน ามาเพาะในหลอดทดลอง คือ ต้นอ่อนที่มีขนาดใหญ่สามารถรอดตายหลังจากเพาะ
และมีการเจริญเติบโตได้ดีกว่าต้นอ่อนขนาดกลางและเล็ก การเพาะเลี้ยงยอดรวมจากข้อใบเลี้ยง โดย
ใช้อาหารสูตร MH (PL)+1BA-0.5NAA หรือเพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร MH เติม BA ความเข้มข้น 2.0 
มิลลิกรัมต่อลิตร หรือเพาะเลี้ ยงบนอาหารสูตร MH เติม Kinetin ความเข้มข้น 4.0 มิลลิกรัมต่อลิตร 
สามารถเพาะเลี้ยงให้มีจ านวนยอดท่ีงอกสูง ยอดมีความยาวยอดสูงและขนาดยอดใหญ่ การเพาะเลี้ยง
ยอด สามารถเพาะเลี้ยงให้มีความยาวยอด ขนาดของยอด และจ านวนยอดท่ีงอกสูงบนอาหารสูตร 
MH (PL) เติม GA3 ความเข้มข้น 10 มิลลิกรัมต่อลิตรเติม BA ความเข้มข้น 2 มิลลิกรัมต่อลิตร และ 
NAA หรือ IBA ความเข้มข้น 0.25-0.50 มิลลิกรัมต่อลิตร ส าหรับ ค่าความเป็นกรดด่างของอาหารที่
เหมาะสมในการเพาะเลี้ยงชิ้นส่วนพืช คือ 5.8 ท าให้มีจ านวนการสร้างยอดเฉลี่ยสูงสุด การเพาะเลี้ยง
ชิ้นส่วนพืชโดยวิธี micro-cutting  จากต้นกล้ายางพันธุ์ RRIM600 ที่พัฒนาจากการเพาะเลี้ยงต้น
อ่อน (somatic embryo) เพ่ือเพ่ิมปริมาณยอด พบว่าข้อใบเลี้ยงสามารถเกิดการสร้างยอดรวมได้โดย
ใช้อาหารสูตร MH (PL)+1BA-0.5NAA แต่ยอดรวมยังสร้างในปริมาณที่น้อย 

 
(หัวหน้าการทดลองไม่ส่งบทคัดย่อภาษาอังกฤษ) 
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บทน า (Introduction)  

การปลูกถ่ายยีนเป็นอีกวิธีการหนึ่งที่ใช้ส าหรับปรับปรุงพันธุ์พืช โดยการน ายีนที่ควบคุม
ลักษณะที่ต้องการใส่ไปในพืชเพ่ือให้มีลักษณะที่ต้องการ (Estruch et al., 1997) โดยเฉพาะอย่างยิ่ง
ยีนที่หายากและไม่มีในพืชนั้นตามธรรมชาติหรือแหล่งพันธุกรรม ยีนที่ใส่ลงไปมีลักษณะเป็นยีนเดี่ยวๆ
ที่รู้หน้าที่ของยีนที่ชัดเจน โดยทั่วไปลักษณะของยีนที่ใส่ลงไปมีวัตถุประสงค์เพ่ือให้พืชมีผลผลิตที่สูงขึ้น
และเพ่ิมลักษณะทนทานต่อโรค แมลง และ สภาพแวดล้อมตลอดจนปรับปรุงคุณภาพในองค์ประกอบ
ของเมล็ด   ในขณะที่การปรั บปรุงพันธุ์โดยวิธีการผสมพันธุ์ นั้นเป็นการน าเอายีนจ านวนมากถึงหนึ่ง
พันยีน และเป็นยีนที่ไม่รู้หน้าที่ที่ชัดเจนใส่เข้าไปในพืชปัจจุบันมีรายงานความส าเร็จในการปลูกถ่ายยีน
ได้ในพืชหลายชนิด ส าหรับการปลูกถ่ายยีนในยางพารา ปัจจุบันหลายประเทศได้มีการศึกษาการปลูก
ถ่ายยีนโดยใช้ยีนเครื่องหมายและยีนที่มีความส าคัญทางการเกษตร ตลอดจนต้นยางพาราที่ได้รับการ
ปลูกถ่ายยีนสามารถพัฒนาไปเป็นต้นที่สมบูรณ์ ได้แก่ ประเทศฝรั่งเศส มาเลเซีย อินเดีย และจีน 
ส าหรับในประเทศไทย กษิดิศ และคณะ (2544) ได้รายงานผลส าเร็จของการปลูกถ่ายยีน ในเมล็ด
อ่อนยางพาราด้วยวิธีการใช้ Agrobacterium และ Particle bombardment โดยใช้ยีนเครื่องหมาย 
ยีน gus แต่ยังไม่มีรายงานการพัฒนาของเนื้อเยื่อท่ีได้รับการปลูกถ่ายยีนเข้าไปเป็นต้นที่สมบูรณ์ได้
การเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อเป็นส่วนหนึ่งของระบบการปลูกถ่ายยีนในพืช ถึงแม้ว่าจะมีการปลู กถ่ายยีนเข้า
ไปในเนื้อเยื่อพืชแล้วก็ตามถ้าหากการเพาะเลี้ยงเนื้อยังไม่ประสพความส าเร็จ การพัฒนาไปเป็นต้นพืช
ที่สมบูรณ์จากเนื้อเยื่อก็ไม่สามารถเกิดขึ้นได้ ในท านองเดียวกันการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อประสพ
ความส าเร็จได้แต่ปราศจากความส าเร็จในการปลูกถ่ายยีน ก็ไม่สามารถสร้ างพืชตัดแต่งพันธุกรรมได้
เช่นกัน โดยทั่วไปการพัฒนาไปเป็นต้นพืชที่สมบูรณ์ในการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อจะขึ้นอยู่กับเซลล์ร่างกาย
ของพืช และสามารถกระตุ้นให้มีการพัฒนาไปเป็นต้นพืชที่สมบูรณ์ได้ โดยผ่านกระบวนการ การสร้าง
อวัยวะ (organogenesis) และ การสร้างต้นอ่อน (somatic embryogenesis) ซึ่งกระบวนการ
ดังกล่าวจะต้องได้รับฮอร์โมน และธาตุอาหาร ที่เหมาะสม (Skoog and Miller, 1957) กระบวนการ
สร้างอวัยวะ เป็นการพัฒนาในส่วนของยอด โดยสามารถพัฒนาได้จากส่วนของเนื้อเยื่อต่างๆ ยกเว้น
ในส่วนของใบในพืชใบเลี้ยงเดี่ยว เพราะพืชใบเลี้ยงเดี่ ยวมีเนื้อเยื่อเมอริสเต็มเฉพาะในส่วนของโคนใบ 
(Maheshwari et al., 1995) ส่วนของใบเลี้ยง ชิ้นส่วนใบ ไฮโปคอทิล และ สแคเทลัมจากเอมไบรโอ 
มีศักยภาพในการพัฒนาไปเป็นยอดได้เมื่อวางเลี้ยงบนอาหารที่เติมฮอร์โมนชักน าการสร้างยอด โดย
ปกติใช้ฮอร์โมนพืชในกลุ่มไซโตไคนิน เช่น 6-benzyl-aminopurineเช่นในใบเลี้ยงของถั่วเหลือง 
(Zhang et al., 1999) กระบวนการสร้างต้นอ่อน เป็นการพัฒนาของต้นอ่อนจาก เซลล์ร่างกาย เช่น 
ต้นอ่อนจากเมล็ด สปอร์ และ ใบ ในบางครั้งการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่ออาจเกิดลักษณะฉ่ าน้ าของเนื้อเยื่อ 
ซึ่งเป็นลักษณะผิดปกติทางสัณฐานวิทยาของเนื้อเยื่อ เรียกว่า hyperhydricityซึ่งจะพบได้บ่อยในพืช
ไม้ยืนต้น แต่ลักษณะดังกล่าวสามารถแก้ไขได้โดยการดัดแปลงชนิดของน้ าตาล  ปริมาณของแคลเซี่ยม 
หรือโดยการใช้ antivirifying agents เช่น phloridzin (Debergh et al., 1992) การเพาะเลี้ยง
เนื้อเยื่อในยางพารา มีการชักน าแคลลัสจากส่วนของล าต้นที่ผ่านการท าหนุ่มสาว รายงานครั้งแรกโดย 
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Bouychou (1953) การพัฒนาของการเพาะเลี้ยงแคลลัสจาก cotyledon-like embryos รายงาน
ครั้งแรกโดย Wilson and street (1975) ในขณะเดียวกัน Paranjothy and Ghandimathi (1975) 
สามารถชักน าเอมบริออยจากแคลลัสที่ได้จากการเพาะเลี้ยงอับละอองเกสร แต่อย่างไรก็ตามการ
ทดลองเหล่านี้ยังไม่มีรายงานประสพความส าเร็จในการพัฒนาไปเป็นต้นที่สมบูรณ์ จนกระทั่งมี
รายงานประสพความส าเร็จของการพัฒนาต้นยางโดยผ่านกระบวนการสร้างต้นอ่อนจากการ
เพาะเลี้ยงอับละอองเกสร ของประเทศจีน โดย Chen et al. (1977) ส าหรับสถาบันวิจัยยางมาเลเซีย 
ประสพความส าเร็จในการเพาะเลี้ยงเนื้อยางเป็นครั้งแรกในต้นปี 1980 โดยได้ต้นยางพันธุ์ GT1จาก
การเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่ออับละอองเกสร (Wan et al., 1982) และในปี 1990 สามารถเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ
โดยผ่านกระบวนการสร้างต้นอ่อน ในยางพันธุ์ RRIM600 (Hafsah and Wan, 1995) ที่ผ่านมาเป็น
การเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อจากส่วนของผนังเซลล์อับละอองเกสร ในระยะต่อมาสถาบันวิจัยของฝรั่งเศส 
โดย Etienne et al., 1993; Carron et al., 1995) ได้พัฒนาการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อยางโดยใช้ส่วน
ของเนื้อเยื่อชั้นในของเยื้อหุ้มเมล็ดอ่อน นอกจากนั้นยังมีการเพาะเลี้ยงโอวุล ซึ่งรายงานครั้งแรกโดย 
Guo et al. (1982) ในปี 1990 สถาบันวิจัยยางมาเลเซีย สามารถเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อโดยชักน าต้นพืชที่
สมบูรณ์ได้โดยกระบวนการสร้างต้นอ่อนจากการเพาะเลี้ยงโอวุล (Hafsah and Wan, 1995) ต้นที่ได้
จากการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อเหล่านั้นได้มีการน าไปปลูกในแปลงได้ส าเร็จ และมีการเก็บเกี่ยวผลผลิต
ตามล าดับ ส าหรับการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อยางพาราในประเทศไทยมีรายงานถึงความก้าวหน้าในระดับ
หนึ่ง โดยการเพาะเลี้ยงเยื่อหุ้มชั้นในของเมล็ดอ่อน (กรรณิการ์ และคณะ , 2542; Te-chato and 
Chartikul, 1993; กษิดิศ และคณะ , 2544) เพาะเลี้ยงส่วนของล าต้นของต้นกล้าและต้นพันธุ์ (ปัทมา 
และ ภัทราวุธ , 2535; อรุณี และสมปอง , 2535ก; อรุณี และสมปอง , 2535ข) เพาะเลี้ยงอับละออง
เกสร (สมปอง และ วันทนา , 2531) การเพาะเลี้ยงเซลล์ซัสเพนชัน การแย ก และการเลี้ยงโปรโตพ
ลาสต์ (พจมาลย์ และ สมปอง , 2542) อย่างไรก็ตามจากรายงานประสพความส าเร็จในการเพาะเลี้ยง
เนื้อเยื่อในประเทศไทยมีเพียง Te-chato and Chartikul, 1993 และ กรรณิการ์ และคณะ , 2542 
เท่านั้นที่สามารถพัฒนาต้นพืชที่สมบูรณ์ได้จากต้นอ่อนที่ได้จากการเพาะเลี้ยงเยื่อหุ้มชั้นในของเมล็ด
อ่อนจากยางพันธุ์ TJIR1 และ  BPM24, PB260, PB311, RRII105 และ RRIM600 ตามล าดับ 
กรรณิการ์ และคณะ , 2542   ได้น ายางพันธุ์ BPM24 ไปปลูกในสภาพแปลงปลูกพบว่ามีการ
เจริญเติบโตได้ดีกว่าต้นยางที่ได้จากการติดตา 
 

ระเบียบวิธีการวิจัย (อุปกรณ์และวิธีการทดลอง) 

 เพ่ือพัฒนาเทคนิคการขยายพันธุ์ยางจากชิ้นส่วนพืชในสภาพปลอดเชื้อส าหรับน าไปใช้

ประโยชน์ในการผลิตต้นตอ และก่ิงพันธุ์ดี เพื่อการขยายพันธุ์แบบ micro budding ในหลอดทดลอง

และในสภาพแปลง 

สถานที่ท าการวิจัย  ส านักวิจัยพัฒนาเทคโนโลยีชีวภาพ 
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 ระยะเวลาด าเนินงาน  ตุลาคม 2553 – กันยายน 2558 

 วิธีด าเนินการ 

- อุปกรณ์ 

1. อุปกรณ์เครื่องแก้ว ได้แก่ บีกเกอร์ฟลาสก์ ขวดเก็บสารละลาย จานเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ  
    ขวดเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ หลอดเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ 
3. เครื่องชั่งละเอียด เครื่องชั่งแบบหยาบ เครื่องปรับความเป็นกรดด่ าง เครื่องคน

สารละลาย   
4. ไมโครเวฟ หม้อนึ่งความดัน  
5. อุปกรณ์อ่ืน ๆ ได้แก่ ฟอร์แซบ ด้ามมีด ใบมีดผ่าตัด ถาดใส่เครื่องมือ  
6. ตู้ย้ายเลี้ยงเนื้อเยื่อ  
7. ชั้นวางเลี้ยงเนื้อเยื่อพร้อมติดตั้งระบบไฟฟ้าและตัวควบคุมการปิดเปิดไฟฟ้าและ

เครื่องปรับอากาศพร้อมคัวควบคุมปิดเปิด 
- วิธีการ 
1. การเตรียมชิ้นส่วนพืช โดยการน าเมล็ดยางจากฝักสีเขียวที่สุกแก่ทางสะรีรวิทยา มาฟอก

ฆ่าเชื้อบริเวณพื้นผิว จากนั้นน าไปวางเลี้ยงบนอาหารในสภาพปลอดเชื้อ บันทึกข้อมูล การปลอดเชื้อ 
การเสียหายเนื่องจากสารฟอกฆ่าเชื้อ และการพัฒนาการของชิ้นส่วนพืช  และเพาะเลี้ยงต้นอ่อนจาก
เปลือกหุ้มชั้นในเมล็ดอ่อนยางพันธุ์ RRIM600 ตามข้ันตอนการเพาะเลี้ยง (Carron et al., 1995) 

2. การชักน าการสร้างยอดรวมจากชิ้นส่วนพืช น าต้นกล้าที่ได้จากการเพาะเมล็ดและต้นกล้า
จากการเพาะเลี้ยงต้นอ่อนจากเปลือกหุ้มชั้นในเมล็ดอ่อน มาตัดเป็นชิ้นส่วนต่าง ๆ เช่ น ปลายยอด ข้อ 
และข้อใบเลี้ยง วางเลี้ยงบนอาหารสูตรต่าง ๆ เพ่ือชักน าการสร้างยอดรวม บันทึกข้อมูล การพัฒนา
ของชิ้นส่วนพืช 

3. การชักน าการสร้างราก น ายอดท่ีได้จากการเพาะเลี้ยงในสภาพปลอดเชื้อมาวางเลี้ยงบน
อาหารสูตรต่าง ๆ เพ่ือชักน าการสร้างราก บันทึกข้อมูล การสร้างราก จ านวนราก ลักษณะของราก 
 

ผลการทดลองและอภิปราย 
1. การขยายพันธุ์ยางโดยวิธี micro-cutting จากต้นกล้าที่เพาะเมล็ดในสภาพปลอดเชื้อ 
การเพาะเลี้ยงต้นอ่อนจากเมล็ดสุกแก่ทางสรีรวิทยาในหลอดทดลอง 

ศึกษาผลของอาหาร และขนาดของต้นอ่อนจากเมล็ดต่อการเพาะเมล็ดในหลอดทดลอง 
จากการศึกษาผลของขนาดต้นอ่อน 3 ขนาด คือ ใหญ่ กลาง และ เล็ก ที่ได้จากการเพาะ

เมล็ดยางพันธุ์ RRIM600 และ RRIT251 กับอาหารเพาะเลี้ยงต้นอ่อนสูตรต่าง ๆ คือ สูตร MH-PL, 
MH-GER, MH-MAT และ MS1BA พบว่า อาหารเพาะเลี้ยงต้นอ่อนและขนาดของต้นอ่อนมีผลต่อการ
งอกและการเจริญเติบโตของต้นอ่อนบนอาหาร โดยอาหารสูตรที่เหมาะสมต่อการเพาะเลี้ยงต้นอ่อน
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มากที่สุด คือ สูตร MH-PL เหมาะส าหรับยางทั้ง 2 พันธุ์ แต่สูตร MS1BA เหมาะสมเฉพาะยางพันธุ์ 
RRIM600 เท่านั้น ต้นอ่อนที่งอกมีการเจริญเติบโตดีล าต้นยืดยาว ส่วนขนาดของต้นอ่อนพบว่าต้นอ่อน
ที่มีขนาดใหญ่สามารถรอดตายหลังจากเพาะและเจริญเติบโตได้ดีกว่า ต้นอ่อนขนาดกลางและเล็ก 
(ตารางที่ 1 ภาพที่ 1) 

จากการเพาะเมล็ดในหลอดทดลองที่ผ่านมาท าให้ได้ต้นกล้าที่มีการเจริญเติบโตดี ล าต้นยืด
ยาวท าให้มีข้อต้นน้อยจึงได้ท าการศึกษาสูตรอาหารใหม่เพ่ือให้ได้ต้นที่มีข้อจ านวนมาก จึงไ ด้ศึกษาการ
เพาะเลี้ยงต้นอ่อนจากเมล็ดที่สุกแก่ทางสรีรวิทยาของยางพันธุ์ RRIM600 ในหลอดทดลองเพ่ือให้ได้
ต้นกล้าที่สมบูรณ์และมีลักษณะข้อปล้องสั้นและอวบอ้วนเหมาะสมส าหรับใช้เป็นชิ้นส่วนพืชในการ
เพาะเลี้ยงยอดรวม โ ดยการน าเมล็ดยางพันธ์ RRIM600 มาเพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร MS-McMi, 
MS1BA, MS-0.75BA+0.01NAA และ MH-PL ระยะเวลา 4 สัปดาห์ พบว่า อาหารทุกสูตรสามารถ
เพาะเลี้ยงต้นอ่อนได้ส าเร็จโดยมีเปอร์เซ็นต์การงอก ความสูงเฉลี่ย ขนาดล าต้น และลักษณะของต้น
กล้าแตกต่างกัน (ตารางที่ 2 ) โดยการเพาะเลี้ยงต้นอ่อนบนอาหารสูตร MS-1BA เป็นสูตรอาหารที่
เหมาะสมต่อการเพาะต้นอ่อนมากที่สุดเนื่องจากต้นกล้าที่ได้มีลักษณะข้อปล้องสั้นและอวบอ้วนเหมาะ
ส าหรับน าข้อ และ ยอด ไปเพาะเลี้ยงยอดรวม 
 
การเพาะเลี้ยงข้อใบเลี้ยงจากต้นกล้าในหลอดทดลอง 

สามารถเพาะเลี้ยงยอดรวมจากข้อใบเลี้ยงได้บนอาหารส่วนใหญ่ โดยสูตรอาหารที่เติม  BA 
ความเข้มข้น 1 มิลลิกรัมต่อลิตร มีผลท าให้การเกิดยอดได้ดีกว่า BA ความเข้มข้น 2 และ 3 มิลลิกรัม
ต่อลิตร และเมื่อเติม IAA หรือ NAA มีผลต่อการเกิดยอดได้ดีกว่า เติม IBA โดยเติม IAA 0.25 
มิลลิกรัมต่อลิตร หรือ เติม NAA ความเข้มข้น 0.5 มิลลิกรัมต่อลิตร มีผลต่อคว ามยาวยอดเฉลี่ย 
ตามล าดับ แต่การเติม NAA มีผลต่อขนาดของยอดเฉลี่ยสูงกว่า อย่างไรก็ตามสูตรอาหารที่เหมาะสม
ต่อการเพาะเลี้ยงข้อใบเลี้ยงมากท่ีสุด คือ อาหารสูตร MH (PL)+1BA-0.5NAA เพราะสามารถ
เพาะเลี้ยงให้มีความยาวยอดเฉลี่ย ขนาดยอดเฉลี่ย และจ านวนยอดท่ีงอกสูงรองลงมาอ าหารสูตร MH 
(PL)+1BA-0.25IAA  (ตารางที่ 3, 4และ 5) 

ศึกษาอิทธิพลของ BA และ NAA ต่อการเพาะเลี้ยงข้อใบเลี้ยง 
ศึกษาการเพาะเลี้ยงข้อใบเลี้ยงยางพันธุ์ RRIM600 เพ่ือให้ได้ยอดท่ียืดยาวและสมบูรณ์

ส าหรับน าไปเพาะเลี้ยงเพ่ิมปริมาณยอดโดยการน าข้อใบเลี้ยงวางเลี้ยงบนอาหารสูตร MH(PL) เติม 
GA3ความเข้มข้น 10 มิลลิกรัมต่อลิตรเติม BA ความเข้มข้นต่าง ๆ คือ 1,2 และ 3 มิลลิกรัมต่อลิตร 
และ NAA ความเข้มข้นต่าง ๆ คือ  0, 0.25 และ 0.50 มิลลิกรัมต่อลิตร พบว่า สามารถเพาะเลี้ยง
ยอดรวมจากข้อใบเลี้ยงได้บนอาหารทุกสูตร โดยอาหารสูตรที่เติม BA ความเข้มข้น 1 มิลลิกรัมต่อ
ลิตร และ NAA ความเข้มข้น 0.50 มิลลิกรัมต่อลิตร สามารถชักน าการสร้างยอดได้ดี โดยมีความยาว
ยอด ขนาดของยอด และจ านวนการสร้างยอดสูง เหมาะสมส าหรับการเพาะเลี้ยงข้อใบเลี้ยง (ตารางที่ 
3) 
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ศึกษาอิทธิพลของ BA และ IAA ต่อการเพาะเลี้ยงข้อใบเลี้ยง 
ศึกษาการเพาะเลี้ยงข้อใบเลี้ยงยางพันธุ์ RRIM600 เพ่ือให้ได้ยอดท่ียืดยาวและสมบูรณ์

ส าหรับน าไปเพาะเลี้ยงเพ่ิมปริมาณยอดโดยการน าข้อใบเลี้ยงวางเลี้ยงบนอาหารสูตร MH(PL) เติม 
GA3 ความเข้มข้น 10 มิลลิกรัมต่อลิตรเติม BA ความเข้มข้นต่าง ๆ คือ 1,2 และ3 มิลลิกรัมต่อลิตร 
และ IAA ความเข้มข้นต่าง ๆ คือ  0, 0.25 และ 0.50 มิลลิกรัมต่อลิตร พบว่า สามารถเพาะเลี้ยงยอด
รวมจากข้อใบเลี้ยงได้บนอาหารทุกสูตร โดยอาหารสูตรที่เติม BA ความเข้มข้น 1 มิลลิกรัมต่อลิตร 
และ IAA ความเข้มข้น 0.25 มิลลิกรัมต่อลิตร สามารถชักน าการสร้างยอดได้ดี โดยมีค วามยาวยอด 
ขนาดของยอด และจ านวนการสร้างยอดสูง เหมาะสมส าหรับการเพาะเลี้ยงข้อใบเลี้ยง (ตารางที่ 4) 

ศึกษาอิทธิพลของ BA และ IBA ต่อการเพาะเลี้ยงข้อใบเลี้ยง 
ศึกษาการเพาะเลี้ยงข้อใบเลี้ยงยางพันธุ์ RRIM600 เพ่ือให้ได้ยอดท่ียืดยาวและสมบูรณ์

ส าหรับน าไปเพาะเลี้ยงเพ่ิมปริมาณยอดโดยการน าข้อใบเลี้ยงวางเลี้ยงบนอาหารสูตร MH(PL) เติม 
GA3 ความเข้มข้น 10 มิลลิกรัมต่อลิตรเติม BA ความเข้มข้นต่าง ๆ คือ 1,2 และ 3 มิลลิกรัมต่อลิตร 
และ IBA ความเข้มข้นต่าง ๆ คือ  0, 0.25 และ 0.50 มิลลิกรัมต่อลิตร พบว่า สามารถเพาะเลี้ยงยอด
รวมจากข้อใบเลี้ยงได้บนอาหารทุกสูตร โดยอาหารสูตรที่เติม BA ความเข้มข้น 1 มิลลิกรัมต่อลิตร 
และ IBA ความเข้มข้น 0 มิลลิกรัมต่อลิตร สามารถชักน าการสร้างยอดได้ดี โดยมีความยาวยอด ขนาด
ของยอด และจ านวนการสร้างยอดสูง เหมาะสมส าหรับการเพาะเลี้ยงข้อใบเลี้ยง (ตารางที่ 5) 

ศึกษาอิทธิพลของ BA ต่อการชักน าการสร้างยอดรวมจากข้อใบเลี้ยงยาง 
ท าการเพาะเลี้ยงข้อใบเลี้ยงของต้นยางพันธุ์ BPM24 โดยการน าข้อใบเลี้ยงที่เจริญเติบโต

เต็มที่วางเลี้ยงบนอาหารสูตร MH (Carron 1995) เติม BA ความเข้มข้น 0, 0.5, 1.0, 2.0, 4.0 และ 
6.0 มิลลิกรัมต่อลิตร พบว่า ข้อใบเลี้ ยงสามารถสร้างยอดรวมได้ดีที่สุด บนอาหารสูตร MH เติม BA 
ความเข้มข้น 2.0 มิลลิกรัมต่อลิตร โดยมีการสร้างยอด 89 เปอร์เซ็นต์ จ านวนยอดรวมเฉลี่ย 1.3 ยอด
ต่อต้น โดยจ านวนการสร้างยอดอยู่ระหว่าง 0-2 ยอดต่อชิ้นส่วนพืช ยอดท่ีได้มีความยาวเฉลี่ย 1.2 
เซนติเมตรต่อยอด ลักษณะยอดท่ีได้มีความสมบูรณ์ดี (ตารางที่ 6) 

ศึกษาอิทธิพลของ Kinetin ต่อการชักน าการสร้างยอดรวมจากข้อใบเลี้ยงยาง 
ท าการชักน าการสร้างยอดรวมโดยการเพาะเลี้ยงข้อใบเลี้ยงของต้นยางพันธุ์ RRIM600 โดย

การน าข้อใบเลี้ยงที่เจริญเติบโตเต็มที่วางเลี้ยงบนอาหารสูตร MH เติม Kinetin ความเข้มข้น 0, 0.5, 
1.0, 2.0, 4.0 และ 6.0 มิลลิกรัมต่อลิตร พบว่า ข้อใบเลี้ยงสามารถสร้างยอดรวมได้ดีท่ีสุด บนอาหาร
สูตร MH เติม Kinetin ความเข้มข้น 4.0 มิลลิกรัมต่อลิตร โดยมีการสร้างยอด 93 เปอร์เซ็นต์ จ านวน
ยอดรวมเฉลี่ย 1.4 ยอดต่อต้น โดยจ านวนการสร้างยอดอยู่ระหว่าง 0-2 ยอดต่อชิ้นส่วนพืช ยอดท่ีได้มี
ความยาวเฉลี่ย 0.4  เซนติเมตรต่อยอด แต่ลักษณะยอดท่ีได้ไม่ค่อยสมบูรณ์ อย่างไรก็ตามการวาง
เลี้ยงบนอาหารเติม Kinetin ความเข้มข้น 1.0 มิลลิกรัมต่อลิตร การสร้างยอดรวมต่ ากว่า แต่จ านวน
ยอดรวมเฉลี่ยและความยาวยอดรวมมากกว่า และลักษณะยอดท่ีได้มีความสมบูรณ์ดี (ตารางที่ 7) 
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การศึกษาการเพาะเลี้ยงปลายยอดจากต้นกล้าที่เพาะในหลอดทดลอง 
การศึกษาอิทธิพลของอาหารต่อการเพาะเลี้ยงปลายยอด 
ศึกษาการเพาะเลี้ยงยอดจากต้นกล้าที่เพาะในหลอดทดลองยางพันธุ์ RRIM600 บนอาหาร

สูตร MH (PL) เติม GA3 ความเข้มข้น 10 มิลลิกรัมต่อลิตรเติม BA ความเข้มข้น 1, 2 และ 3 
มิลลิกรัมต่อลิตร และ NAA, IAA, IBA ความเข้มข้น 0, 0.25 และ 0.50 มิลลิกรัมต่อลิตร พบว่า
สามารถเพาะเลี้ยงยอดรวมได้บนอาหารส่วนใหญ่ โดยสูตรอาหารที่เติม BA ความเข้มข้น 1 และ 2 
มิลลิกรัมต่อลิตร มีผลท าให้การเกิดยอดได้ ดีกว่า BA ความเข้มข้น 3 มิลลิกรัมต่อลิตร และเมื่อเติม 
IBA และ NAA มีผลต่อการเกิดยอดได้ดีกว่า เติม IAA โดยเติม IBA ความเข้มข้น 0.25-0.50 มิลลิกรัม
ต่อลิตร หรือ เติม NAA ความเข้มข้น 0.25-0.50 มิลลิกรัมต่อลิตร มีผลต่อการเกิดยอดได้ดี อย่างไรก็
ตามสูตรอาหารที่เหมาะสมต่อการเพาะเลี้ยงยอดมากที่สุด คือ อาหารสูตร MH (PL) +2BA-0.25IBA 
เพราะสามารถเพาะเลี้ยงให้มีความยาวยอด ขนาดของยอด และจ านวนยอดท่ีงอกสูงรองลงมาอาหาร
สูตร MH (PL) +1BA-0.5IBA (ตารางที่ 8,9และ 10  ) 

อิทธิพลของ BA และ NAA ต่อการเพาะเลี้ยงปลายยอด 
ศึกษาการเพาะเลี้ยงปลายยอดยางพันธุ์ RRIM600 เพ่ือให้ได้ยอดท่ียืดยาวและสมบูรณ์

ส าหรับน าไปเพาะเลี้ยงเพ่ิมปริมาณยอดโดยการน าปลายยอดวางเลี้ยงบนอาหารสูตร MH(PL) เติม 
GA3 ความเข้มข้น 10 มิลลิกรัมต่อลิตรเติม BA ความเข้มข้นต่าง ๆ คือ 1,2 และ3 มิลลิกรัมต่อลิตร 
และ NAA ความเข้มข้นต่าง ๆ คือ  0, 0.25 และ 0.50 มิลลิกรัมต่อลิตร พบว่า สามารถเพาะเลี้ยง
ยอดรวมจากยอดได้บนอาหารทุกสูตร โดยอาหารสูตรที่เติม BA ความเข้มข้น 1 มิลลิกรัมต่อลิตร และ 
NAA ความเข้มข้น 0.50 มิลลิกรัมต่อลิตร สามารถชักน าการสร้างยอดได้ดี โดยมีความยาวยอด ขนาด
ของยอด และจ านวนการสร้างยอดสูง เหมาะสมส าหรับการเพาะเลี้ยงปลายยอด (ตารางที่ 8 ) 

อิทธิพลของ BA และ IAA ต่อการเพาะเลี้ยงปลายยอด 
ศึกษาการเพาะเลี้ยงปลายยอดยางพันธุ์ RRIM600 เพ่ือให้ได้ยอดท่ียืดยาวและสมบูรณ์

ส าหรับน าไปเพาะเลี้ยงเพ่ิมปริมาณยอดโดยการน าปลายยอดวางเลี้ยงบนอาหารสูตร MH(PL) เติม 
GA3 ความเข้มข้น 10 มิลลิกรัมต่อลิตรเติม BA ความเข้มข้นต่าง ๆ คือ 1,2 และ 3 มิลลิกรัมต่อลิตร 
และ IAA ความเข้มข้นต่าง ๆ คือ  0, 0.25 และ 0.50 มิลลิกรัมต่อลิตร พบว่า สามารถเพาะเลี้ยงยอด
รวมจากยอดได้บนอาหารทุกสูตร โดยอาหารสูตรที่เติม BA ความเข้มข้น 1 มิลลิกรัมต่อลิตร และ IAA 
ความเข้มข้น 0 มิลลิกรัมต่อลิตร สามารถชักน าการสร้างยอดได้ดี โดยมีความยาวยอด ขนาดของยอด 
และจ านวนการสร้างยอดสูง เหมาะสมส าหรับการเพาะเลี้ยงปลายยอด (ตารางที่ 9 ) 

อิทธิพลของ BA และ IBA ต่อการเพาะเลี้ยงปลายยอด 
ศึกษาการเพาะเลี้ยงปลายยอดยางพันธุ์ RRIM600 เพ่ือให้ได้ยอดท่ียืดยาวและสมบูรณ์

ส าหรับน าไปเพาะเลี้ยงเพ่ิมปริมาณยอดโดยการน าปลายยอดวางเลี้ยงบนอาหารสูตร MH(PL) เติม 
GA3 ความเข้มข้น 10 มิลลิกรัมต่อลิตรเติม BA ความเข้มข้นต่าง ๆ คือ 1,2 และ 3 มิลลิกรัมต่อลิตร 
และ IBA ความเข้มข้นต่าง ๆ คือ  0, 0.25 และ 0.50 มิลลิกรัมต่อลิตร พบว่า สามารถเพาะเลี้ยงยอด
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รวมจากยอดได้บนอาหารทุกสูตร โดยอาหารสูตรที่เติม BA ความเข้มข้น 2 มิลลิกรัมต่อลิตร และ IBA 
ความเข้มข้น 0.25 มิลลิกรัมต่อลิตร หรืออาหารสูตรที่เติม BA ความเข้มข้น 1 มิลลิกรัมต่อลิตร และ 
IBA ความเข้มข้น 0.50 มิลลิกรัมต่อลิตร สามารถชักน าการสร้างยอดได้ดี โดยมีความยาวยอด ขนาด
ของยอด และจ านวนการสร้างยอดสูง เหมาะสมส าหรับการเพาะเลี้ยงปลายยอด (ตารางที่ 10) 
 
การศึกษาอิทธิพลของความเป็นกรดด่างของอาหารต่อการเพาะเลี้ยงข้อจากต้นกล้าที่เพาะเมล็ด
ในหลอดทดลอง 

จ านวนชิ้นส่วนพืชเกิดยอดเฉลี่ย จากการตัดข้อของต้นกล้ายางที่เพาะเมล็ดในหลอด
ทดลองมาเพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร MH เติม GA3 ความเข้มข้น 10มิลลิกรัมต่อลิตร ร่วมด้วย  BA 
ความเข้มข้น 1 มิลลิกรัมต่อลิตร และ NAA ความเข้มข้น 0.50มิลลิกรัมต่อลิตรที่มีความเป็นกรดด่าง
ของอาหาร 4 ระดับ คือ 5.8, 6.0, 6.5 และ 7.0 พบว่าหลังจากวางเลี้ยงชิ้นส่วนข้อบนอาหาร เป็น
เวลา 8 สัปดาห์ จ านวนชิ้นส่วนพืชเกิดยอดเฉลี่ยมีความแตกต่างทางสถิติอย่างมีนัยส าคัญ โดยอาหาร
ที่มีค่าความเป็นกรดด่าง 5.8 มีการเกิดยอดของชิ้นส่วนพืชเฉลี่ยสูงสุด คือ 72 เปอร์เซ็นต์ รองลงมา 
6.5, 6.0 และ 7.0 มีการเกิดยอดของชิ้นส่วนพืชเฉลี่ย 64, 48 และ 36 เปอร์เซ็นต ์ตามล าดับ (ตาราง
ที่ 11) 

จ านวนยอดที่เกิดเฉลี่ย จากการตัดข้อของต้นกล้ายางที่เพาะเมล็ดในหลอดทดลองมา
เพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร MH เติม GA3 ความเข้มข้น 10มิลลิกรัมต่อลิตร ร่วมด้วย  BA ความเข้มข้น 
1 มิลลิกรัมต่อลิตร และ NAA ความเข้มข้น 0.50มิลลิกรัมต่อลิตรที่มีความเป็นกรดด่างของอาหาร 4 
ระดับ คือ 5.8, 6.0, 6.5 และ 7.0 พบว่าหลังจากวางเลี้ยงชิ้นส่วนข้อบนอาหาร เป็นเวลา 8 สัปดาห์ 
ปริมาณการเกิดยอดเฉลี่ยมีความแตกต่างทางสถิติอย่างมีนัยส าคัญ โดยอาหารที่มีค่าความ เป็นกรด
ด่าง 5.8 มีจ านวนการสร้างยอดเฉลี่ยสูงสุด คือ 2 ยอด รองลงมา 6.5, 6.0 และ 7.0 มีจ านวนการ
สร้างยอดเฉลี่ย 1.5, 1.5 และ 1.4 ยอด ตามล าดับ (ภาพที่ 2) 

ความยาวยอดเฉลี่ย จากการตัดข้อของต้นกล้ายางที่เพาะเมล็ดในหลอดทดลองมา
เพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร MH เติม GA3 ความเข้มข้น 10มิลลิกรัมต่อลิตร ร่วมด้วยBA ความเข้มข้น 1
มิลลิกรัมต่อลิตร และ NAA ความเข้มข้น 0.50มิลลิกรัมต่อลิตรที่มีความเป็นกรดด่างของอาหาร 4 
ระดับ คือ 5.8, 6.0, 6.5 และ 7.0 พบว่าหลังจากวางเลี้ยงชิ้นส่วนข้อบนอาหาร เป็นเวลา 8 สัปดาห์ 
ความยาวยอดเฉลี่ยมีความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญ โดยอาหารที่มีค่าความเป็นกรดด่าง 5.8 มีความ
ยาวยอดเฉลี่ยสูงสุด คือ 0.78 เซนติเมตร รองลงมา 6.0, 6.5 และ 7.0 มีความยาวยอดเฉลี่ย 0.68, 
0.55 และ 0.20 เซนติเมตร ตามล าดับ (ภาพที่ 2) 

ขนาดของยอดเฉลี่ย จากการตัดข้อของต้นกล้ายางที่เพาะเมล็ดในหลอดทดลองมา
เพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร MH เติม GA3 ความเข้มข้น 10มิลลิกรัมต่อลิตร ร่วมด้วย BA ความเข้มข้น 
1มิลลิกรัมต่อลิตร และ NAA ความเข้มข้น 0.50มิลลิกรัมต่อลิตรที่มีความเป็นกรดด่างของอาหาร 4 
ระดับ คือ 5.8, 6.0, 6.5 และ 7.0 พบว่าหลังจากวางเลี้ยงชิ้นส่วนข้อบนอาหาร เป็นเวลา 8 สัปดาห์ 
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ขนาดของยอดเฉลี่ยมีความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญ โดยอาหารที่มีค่าความเป็นกรดด่าง  6.5 มีขนาด
ยอดเฉลี่ยสูงสุด คือ 1.3 มิลลิเมตร รองลงมา 6.0, 5.8 และ 7.0 มีขนาดยอดเฉลี่ย 1.3, 1.2 และ 1.1 
มิลลิเมตร ตามล าดับ (ภาพที่ 2) 
 
 ตารางท่ี 1  ผลของสูตรอาหารและขนาดของต้นอ่อนต่อการงอกและการเจริญเติบโตของต้นอ่อน
บนอาหาร 

สูตรอาหาร ขนาดต้นอ่อน จ านวนต้นรอดตาย จ านวนต้นเกิดยอด 
  RRIM600 RRIT251 RRIM600 RRIT251 
MH-PL ใหญ่ 58 (91) 60 (95) 42 (72) 35 (58) 
 กลาง 16 (80) 38 (90) 8 (50) 16 (42) 
 เล็ก 11 (55) - 2 (18) - 
MH-GER ใหญ่ 13 (72) 17 (85) 0 8 (47) 
 กลาง 25 (74) 7 (37) 0 3 (43) 
 เล็ก 4 (50) 2 (18) 0 0 
MH-MAT ใหญ่ 41 (89) 3 (21) 2 (5) 1 (33) 
 กลาง 40 (95) 8 (38) 0 0 
 เล็ก 12 (86) 0 0 0 
MS1BA ใหญ่ 34 (52) - 26 (76) - 
 กลาง 21 (60) 26 (87) 13 (62) 2 (8) 
 เล็ก 32 (64) 46 (46) 8 (25) 0 

 
 
 
ตารางท่ี 2 ผลการเพาะเลี้ยงต้นอ่อนจากเมล็ดแก่ยางพันธุ์ RRIM600 บนอาหารสูตรต่าง ๆ  

สูตรอาหาร 
การงอก ความสูงเฉลี่ย ขนาดล าต้นเฉลี่ย ลักษณะต้นกล้า 

(%) (ซม) (มม)   

MS-McMi 72 5.96 2.48 สมบูรณ์มีสีเขียวเข้ม 

MS-1BA 64 3.25 2.53 สมบูรณ์มีสีเขียวเข้ม 

MS-0.75BA+0.01NAA 55 5.01 1.95 ไม่สมบูรณ์ มีสีเขียวอ่อน 

MH-PL 70 5.73 2.39 สมบูรณ์ มีสีเขียวอ่อน 
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ตารางท่ี 3 อิทธิพลของสูตรอาหารที่เติม  BA และ NAA ต่อการเพาะเลี้ยงข้อใบเลี้ยง (ระยะเวลา 
8 สัปดาห)์ 

สูตรอาหาร ความยาวยอดเฉลี่ย 
(ซม) 

ขนาดยอดเฉลี่ย 
(มม) 

จ านวนยอดเฉลี่ย 
 

MH(PL)+1BA-0NAA 2.6 1.4 1.7 
MH(PL)+1BA-0.25NAA 2.0 1.4 1.4 
MH(PL)+1BA-0.5NAA 3.5 1.8 1.6 
MH(PL)+2BA-0NAA 1.4 0.8 0.8 
MH(PL)+2BA-0.25NAA 2.4 1.6 1.6 
MH(PL)+2BA-0.5NAA 2.4 1.4 1.4 
MH(PL)+3BA-0NAA 1.8 1.1 1.4 
MH(PL)+3BA-0.25NAA 2.3 1.3 1.3 
MH(PL)+3BA-0.5NAA 2.2 1.3 1.4 

 
  
 
ตารางท่ี 4 อิทธิพลของสูตรอาหารที่เติม  BA และ IAA ต่อการเพาะเลี้ยงข้อใบเลี้ยง(ระยะเวลา 8 
สัปดาห)์ 

สูตรอาหาร ความยาวยอดเฉลี่ย 
(ซม) 

ขนาดยอดเฉลี่ย 
(มม) 

จ านวนยอดเฉลี่ย 
 

MH(PL)+1BA-0IAA 0 0 0 
MH(PL)+1BA-0.25IAA 5.1 1.3 1.1 
MH(PL)+1BA-0.5IAA 0.9 0.3 0.5 
MH(PL)+2BA-0IAA 1.1 0.5 0.3 
MH(PL)+2BA-0.25IAA 1.9 0.9 0.9 
MH(PL)+2BA-0.5IAA 1.8 0.6 0.6 
MH(PL)+3BA-0IAA 0.8 0.2 0.2 
MH(PL)+3BA-0.25IAA 0.3 0.3 0.5 
MH(PL)+3BA-0.5IAA 0.3 0.3 0.3 
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ตารางท่ี 5 อิทธิพลของสูตรอาหารที่เติม  BA และ IBA ต่อการเพาะเลี้ยงข้อใบเลี้ยง(ระยะเวลา 8 
สัปดาห)์ 
สูตรอาหาร  ความยาวยอดเฉลี่ย(ซม) ขนาดยอดเฉลี่ย(มม) จ านวนยอดเฉลี่ย 
MH(PL)+1BA-0IBA 2.7 1.2 0.9 
MH(PL)+1BA-0.25IBA 1.5 0.9 1.0 
MH(PL)+1BA-0.5IBA 0.6 0.7 0.8 
MH(PL)+2BA-0IBA 1.2 0.9 0.9 
MH(PL)+2BA-0.25IBA 1.1 0.8 0.8 
MH(PL)+2BA-0.5IBA 1.4 0.9 0.8 

MH(PL)+3BA-0IBA 0.9 0.6 0.7 
MH(PL)+3BA-0.25IBA 0.7 0.6 0.7 
MH(PL)+3BA-0.5IBA 0.5 0.3 0.1 

 
ตารางท่ี 6 ผลการเพาะเลี้ยงข้อใบเลี้ยงยางพาราพันธุ์ BPM24 บนอาหารสูตร MH เติม BA ความ

เข้มข้นต่างๆ ต่อการสร้างยอดรวม หลังวางเลี้ยง 3 สัปดาห์ 
ความ
เข้มข้น
ของ BA  
(มก./ล.) 

จ านวน
ที่วาง
เลี้ยง 
(ข้อ) 

จ านวน
คงเหลือ 
(ข้อ) 

จ านว
นข้อ
เกิด
ยอด 

ปริมาณ
การเกิด
ยอดรวม 
(ยอด) 

จ านวน
ยอดรวม
เฉลี่ย 
(ยอด/ต้น) 

ความยาว 
ยอดเฉลี่ย 
(ซม./ยอด) 

ลักษณะยอด
รวม 

0  20 
9 

7 
(78) 7 1 (0-1) 0.7 (0.3-2) 

สมบูรณ์
เล็กน้อย 

0.5 20 
8 

3 
(38) 3 1 (0-1) 0.4 (0.2-5) 

สมบูรณ์
เล็กน้อย 

1.0  20 
6 

4 
(67) 4 1 (0-1) 1.1 (0.5-2) 

สมบูรณ์ดี 

2.0  20 
9 

8 
(89) 10 1.3 (0-2) 1.2 (0.2-3) 

สมบูรณ์
เล็กน้อย 

4.0  20 
10 

3 
(30) 3 1  (0-1) 0.5 (0.3-1) 

สมบูรณ์
เล็กน้อย 

6.0  20 
9 

5 
(56) 2 2.0 (0-2) 

  0.3 (0.2-
0.3) 

สมบูรณ์
เล็กน้อย 

(  )  = เปอร์เซ็นต์ต้นที่เกิดยอด,จ านวนยอดท่ีเกิด, ความยาวยอด 
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ตารางท่ี 7 ผลการเพาะเลี้ยงข้อใบเลี้ยงยางพาราพันธุ์ RRIM600 บนอาหารสูตร MH เติม 
Kinetin ความเข้มข้นต่างๆ ต่อการสร้างยอดรวม หลังวางเลี้ยง 3 สัปดาห์ 
ความ
เข้มข้นของ 
Kinetin  
(มก./ล.) 

จ านวน
ที่วาง
เลี้ยง 
(ข้อ) 

จ านวน
คงเหลือ 
(ข้อ) 

จ านว
นข้อ
เกิด
ยอด 

ปริมาณ
การเกิด
ยอดรวม 
(ยอด) 

จ านวน
ยอดรวม
เฉลี่ย 
(ยอด/ต้น) 

ความยาว
ยอดเฉลี่ย 
(ซม./ยอด) 

ลักษณะยอด
รวม 

0 15 
14 

11(79
) 17 1.5(0-3) 0.6(0.2-2.5) 

สมบูรณ์ดี 

0.5 15 12 7(58) 13 1.9(0-4) 0.2(0.2-0.5) ไม่ค่อยสมบูรณ์ 

1.0 15 11 7(64) 13 1.9(0-4) 0.6(0.2-2) สมบูรณ์ดี 

2.0  15 
15 

10(67
) 11 1.1(0-2) 0.6(0.2-1.5) 

ไม่ค่อยสมบูรณ์ 

4.0  15 
15 

14(93
) 20 1.4(0-2) 0.4(0.2-1) 

ไม่ค่อยสมบูรณ์ 

6.0  15 13 9(69) 10 1.1(0-2) 0.6(0.2-1.5) ไม่ค่อยสมบูรณ์ 

(  )  = เปอร์เซ็นต์ต้นที่เกิดยอด,จ านวนยอดท่ีเกิด, ความยาวยอด 
 
 
ตารางท่ี 8 อิทธิพลของสูตรอาหารที่เติม  BA และ NAA ต่อการเพาะเลี้ยงข้อยอด (ระยะเวลา 8 
สัปดาห)์ 

สูตรอาหาร ความยาวยอดเฉลี่ย 
(ซม) 

ขนาดยอดเฉลี่ย 
(มม) 

จ านวนยอดเฉลี่ย 

MH(PL)+1BA-0NAA 2.3 1.2 1.1 
MH(PL)+1BA-0.25NAA 2.2 1.4 1.1 
MH(PL)+1BA-0.5NAA 2.5 1.4 1.4 
MH(PL)+2BA-0NAA 1.2 1.1 1.1 
MH(PL)+2BA-0.25NAA 2.2 1.5 1.4 
MH(PL)+2BA-0.5NAA 2.2 1.3 1.2 
MH(PL)+3BA-0NAA 2.1 1.3 1.2 
MH(PL)+3BA-0.25NAA 2.1 1.3 1.3 
MH(PL)+3BA-0.5NAA 2.1 1.3 1.3 
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ตารางท่ี 9 อิทธิพลของสูตรอาหารที่เติม  BA และ IAA ต่อการเพาะเลี้ยงยอด(ระยะเวลา 8 
สัปดาห)์ 

สูตรอาหาร ความยาวยอดเฉลี่ย 
(ซม.) 

ขนาดยอดเฉลี่ย 
(มม.) 

จ านวนยอดเฉลี่ย 

MH(PL)+1BA-0IAA 2.4 0.8 1.3 
MH(PL)+1BA-0.25IAA 1.4 0.9 1.4 
MH(PL)+1BA-0.5IAA 0.8 1.2 1.0 
MH(PL)+2BA-0IAA 0.5 0.6 0.5 
MH(PL)+2BA-0.25IAA 1.5 1.2 1.3 
MH(PL)+2BA-0.5IAA 1.3 0.9 1.1 
MH(PL)+3BA-0IAA 1.1 1.0 1.1 
MH(PL)+3BA-0.25IAA 1.3 1.0 1.2 
MH(PL)+3BA-0.5IAA 0 0 0 

 
 
ตารางท่ี 10 อิทธิพลของสูตรอาหารที่เติม  BA และ IBA ต่อการเพาะเลี้ยงยอด(ระยะเวลา 8 
สัปดาห)์ 

สูตรอาหาร ความยาวยอดเฉลี่ย 
(ซม.) 

ขนาดยอดเฉลี่ย 
(มม.) 

จ านวนยอดเฉลี่ย 

MH(PL)+1BA-0IBA 2.2 1.4 1.8 
MH(PL)+1BA-0.25IBA 1.8 1.1 1.4 
MH(PL)+1BA-0.5IBA 2.6 1.4 1.2 
MH(PL)+2BA-0IBA 2.1 1.0 1.3 
MH(PL)+2BA-0.25IBA 2.3 1.5 1.6 
MH(PL)+2BA-0.5IBA 0.8 0.3 0.8 
MH(PL)+3BA-0IBA 2.0 1.1 1.3 
MH(PL)+3BA-0.25IBA 1.2 0.6 0.7 
MH(PL)+3BA-0.5IBA 1.4 0.7 0.9 
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ตารางท่ี 11 ผลการเพาะเลี้ยงข้อบนอาหารสูตร MH เติม GA3 ความเข้มข้น 10 มิลลิกรัมต่อลิตร 
ร่วมด้วย BA ความเข้มข้น 1 มิลลิกรัมต่อลิตร และ NAA ความเข้มข้น 0.50 มิลลิกรัมต่อลิตร ที่มี
ความเป็นกรดด่างของอาหารแตกต่าง 

ค่าความเป็นกรด
ด่างของอาหาร 

การเกิดยอดของชิ้นส่วน
พืชเฉลี่ย   (%) 

จ านวนยอดท่ีเกิด
เฉลี่ย (ยอด/ข้อ) 

ความยาวยอด
เฉลี่ย    (ซม) 

ขนาดของล าต้น
เฉลี่ย    (มม) 

5.8 72 2 0.78 1.2 
6.0 48 1.5 0.68 1.3 
6.5 64 1.5 0.55 1.3 
7.0 36 1.4 0.20 1.1 

 
 

 
ภาพที่ 1 การชักน าการสร้างยอดรวมจากข้อใบเลี้ยงของต้นที่ได้จากการเพาะเมล็ดใน
สภาพปลอดเชื้อ 

 
 
 



93 

 

 
 

 
ภาพที่ 2  การเพาะเลี้ยงข้อจากต้นกล้าที่เพาะจากเมล็ดในหลอดทดลองบนอาหารสูตร MH เติม 
GA3 ความ เข้มข้น 10 มิลลิกรัมต่อลิตร ร่วมด้วยBA ความเข้มข้น 1 มิลลิกรัมต่อลิตร และ NAA 
ความเข้มข้น 0.50 มิลลิกรัมต่อลิตรที่มีความเป็นกรดด่างของอาหาร 4 ระดับ คือ 5.8, 6.0, 6.5 
และ 7.0 
 
 
2. ศึกษาการขยายพันธุ์ยางโดยวิธี micro-cutting จากต้นกล้าที่พัฒนาจากการเพาะเลี้ยงต้นอ่อน 
 ศึกษาการขยายพันธุ์ยางโดยวิธี micro-cutting จากต้นกล้าที่พัฒนาจากการเพาะเลี้ยงต้น
อ่อนเพื่อเพ่ิมปริมาณยอดส าหรับน าไปใช้ในการชักน าราก และน าตาที่ได้ไปใช้ในการขยายพันธุ์โดย
วิธีการติดตาในหลอดทดลองหรือติดตาในแปลง โดย ท าการเพาะเลี้ยงข้อใบเลี้ยง จากต้นอ่อนที่ได้
จากการเพาะเลี้ยงเปลือกหุ้มชั้นในเมล็ดอ่อนยางพันธุ์ RRIM600 เพ่ือกระตุ้นให้เกิดการสร้างยอดรวม
ปริมาณมากบนอาหาร พบว่าข้อใบเลี้ยงสามารถเกิดการสร้างยอดรวมได้โดยใช้อาหารสูตร MH 
(PL)+1BA-0.5NAA  แต่ยังสร้างในปริมาณที่น้อย (ภาพที่ 3) 
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ภาพที่ 3  การเพาะเลี้ยงข้อใบเลี้ยงจากต้นอ่อนที่ได้จากการเพาะเลี้ยงเปลือกหุ้มชั้นใน

เมล็ดอ่อนยางพันธุ์ RRIM600 
 
สรุปผลการวิจัยและข้อเสนอแนะ 

การเพาะเลี้ยงชิ้นส่วนพืชโดยวิธี micro-cutting จากต้นกล้าที่ได้จากการเพาะเลี้ยงต้นอ่อน
จากเมล็ด โดยการน าเมล็ดไปเพาะในหลอดทดลองแล้วน าชิ้นส่วนข้อใบเลี้ยง ข้อ และ ยอด ไปวาง
เลี้ยงบนอาหารเพ่ือชักน าการสร้างยอดรวม พบว่า อาหารสูตร MH-PL และ MS1BA สามารถเพาะ
เมล็ดได้ดีเมล็ดมีเปอร์เซ็นต์การงอกสูง แต่อาหารสูตร MH-PL ต้นกล้ามีการเจริญเติบโตดีล าต้นยืด
ยาว ในขณะที่อาหารสูตร MS1BA ต้นกล้าที่ได้มีลักษณะข้อปล้องสั้นและอวบอ้วน เหมาะส าหรับน า
ข้อ และ ยอด ไปเพาะเลี้ยงยอดรวม ส่วนขนาดของต้นอ่อนพบว่าต้นอ่อนที่มีขนาดใหญ่สามารถรอด
ตายหลังจากเพาะและเจริญเติบโตได้ดีกว่า ต้นอ่อนขนาดกลางและเล็ก การเพาะเลี้ยงยอดรวมจากข้อ
ใบเลี้ยง โดยใช้อาหารสูตร MH (PL)+1BA-0.5NAA หรือเพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร MH เติม BA ความ
เขม้ข้น 2.0 มิลลิกรัมต่อลิตร หรือเพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร MH เติม Kinetin ความเข้มข้น 4.0 
มิลลิกรัมต่อลิตร สามารถเพาะเลี้ยงให้มีจ านวนยอดท่ีงอกสูง ยอดมีความยาวยอดสูงและขนาดยอด
ใหญ่ การเพาะเลี้ยงยอดจากต้นกล้าที่เพาะในหลอดทดลองยางพันธุ์ RRIM600 สามารถเพาะเลี้ยงให้มี
ความยาวยอด ขนาดของยอด และจ านวนยอดท่ีงอกสูงบนอาหารสูตร MH (PL) เติม GA3ความ
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เข้มข้น 10 มิลลิกรัมต่อลิตรเติม BA ความเข้มข้น 2 มิลลิกรัมต่อลิตร และ NAA หรือ IBA ความ
เข้มข้น 0.25- 0.50 มิลลิกรัมต่อลิตร ส าหรับค่าความเป็นกรดด่างของอาหารที่เหมาะสมในการ
เพาะเลี้ยงชิ้นส่วนพืช คือ 5.8 ท าให้มีจ านวนการสร้างยอดเฉลี่ยสูงสุด 

การเพาะเลี้ยงชิ้นส่วนพืชโดยวิธี micro-cutting จากต้นกล้าที่พัฒนาจากการเพาะเลี้ยงต้น
อ่อนเพื่อเพ่ิมปริมาณยอดส าหรับน าไปใช้ในการชักน าราก และน าตาที่ได้ไปใช้ในการขยายพันธุ์โดย
วิธีการติดตาในหลอดทดลองหรือติดตาในแปลง โดยการเพาะเลี้ยงข้อใบเลี้ยงจากต้นอ่อนที่ได้จากการ
เพาะเลี้ยงเปลือกหุ้มชั้นในเมล็ดอ่อนยางพันธุ์ RRIM600 เพ่ือกระตุ้นให้เกิดการสร้างยอดรวมปริมาณ
มากบนอาหาร พบว่าข้อใบเลี้ยงสามารถเกิดการสร้างยอดรวมได้ โดยใช้อาหารสูตร MH (PL)+1BA-
0.5NAA แต่ยังสร้างในปริมาณที่น้อย  
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การพัฒนาการปลูกถ่ายยีนโดยการใช้ Agrobacterium  

และการพัฒนาไปเป็นต้นที่สมบูรณ์ในยางพารา 

Genetic transformation technique development  

via Agrobacterium  tumefaciens mediated transformation 
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ค าส าคัญ (keywords) 

 ยางพารา, การเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ, การปลูกถ่ายยีน, Agrobacterium 

 

บทคัดย่อ(Abstract) 

การถ่ายฝากยีนเข้าสู่เนื้อเยื่อเปลือกหุ้มเมล็ดชั้นในของยางพันธุ์ RRIM600 โดยใช้ 
Agrobacterium tumefaciens สายพันธุ์ EHA105 ที่มีพลาสมิด pCAM1304 ซึ่งมียีน gus เป็นยีน
รายงานผล พบว่าการใช้ความเข้มข้นของเชื้อ OD600 = 0.6 และปลูกเชื้อนาน 1 วินาที ให้ประสิทธิภาพ
ของการถ่ายยีนสูงที่สุด ยืนยันจากการตรวจสอบผลของการถ่ายยีนโดยพิจารณาจากการแสดงออก
ของยีน gus แบบชั่วคราว (transient expression) โดยวิธี Gus histochemical assay โดยการนับ
จ านวนชิ้นเนื้อเยื่อที่ติดสีน้ าเงิน  และจ านวนจุดสีน้ าเงินบนชิ้นเนื้อเยื่อ และจากการตรวจสอบผลการ
ถ่ายยีนเข้าสู่เนื้อเยื่อที่รอดชีวิตโดยการท า PCR พบว่าเนื้อเยื่อที่รอดชีวิตบนอาหารคัดเลือกได้รับการ
ถ่ายฝากยีน gus เข้าสู่เนื้อเยื่อได้ส าเร็จ ระยะเวลาในการเลี้ยงร่วมกับ Agrobacterium tumefaciens 
ที่เหมาะสม คือ  3-5 วัน การก าจัดเชื้อ Agrobacterium tumefaciens บนอาหารที่เติม 
Cefotaxime 200-400 มิลลิกรัมต่อลิตรสามารถก าจัดเชื้อได้ดี ความเข้มข้นของ Kanamycin ที่
เหมาะสมส าหรับการน าไปใช้คัดเลือกแคลลัสภายหลังการถ่ายยีน คือ 150 มิลลิกรัมต่อลิตร 
  

 (หัวหน้าการทดลองไม่ส่งบทคัดย่อภาษาอังกฤษ) 
 

บทน า (Introduction) 

การปลูกถ่ายยีนเป็นอีกวิธีการหนึ่งที่ใช้ส าหรับปรับปรุงพันธุ์พืช โดยการน ายีนที่ควบคุม
ลักษณะที่ต้องการใส่ไปในพืชเพ่ือให้มีลักษณะที่ต้องการ (Estruch et al., 1997) โดยเฉพาะอย่างยิ่ง
ยีนที่หายากและไม่มีในพืชนั้นตามธรรมชาติหรือแหล่งพันธุกรรม ยีนที่ใส่ลงไปมีลักษณะเป็นยีนเดี่ยวๆ
ที่รู้หน้าที่ของยีนที่ชัดเจน โดยทั่วไปลักษณะของยีนที่ใส่ลงไปมีวัตถุประสงค์เพ่ือให้พืชมีผลผลิตที่สูงขึ้น
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และเพ่ิมลักษณะทนทานต่อโรค แมลง และ สภาพแวดล้อมตลอดจนปรับปรุงคุณภาพในองค์ประกอบ
ของเมล็ด   ใน ขณะที่การปรับปรุงพันธุ์โดยวิธีการผสมพันธุ์ นั้นเป็นการน าเอายีนจ านวนมากถึงหนึ่ง
พันยีน และเป็นยีนที่ไม่รู้หน้าที่ที่ชัดเจนใส่เข้าไปในพืชปัจจุบันมีรายงานความส าเร็จในการปลูกถ่ายยีน
ได้ในพืชหลายชนิด ส าหรับการปลูกถ่ายยีนในยางพารา ปัจจุบันหลายประเทศได้มีการศึกษากา รปลูก
ถ่ายยีนโดยใช้ยีนเครื่องหมายและยีนที่มีความส าคัญทางการเกษตร ตลอดจนต้นยางพาราที่ได้รับการ
ปลูกถ่ายยีนสามารถพัฒนาไปเป็นต้นที่สมบูรณ์ ได้แก่ ประเทศฝรั่งเศส มาเลเซีย อินเดีย และจีน 
ส าหรับในประเทศไทย กษิดิศ และคณะ (2544) ได้รายงานผลส าเร็จของการปลูกถ่ายยีน ใน เมล็ด
อ่อนยางพาราด้วยวิธีการใช้ Agrobacterium และ Particle bombardment โดยใช้ยีนเครื่องหมาย 
ยีน gus แต่ยังไม่มีรายงานการพัฒนาของเนื้อเยื่อท่ีได้รับการปลูกถ่ายยีนเข้าไปเป็นต้นที่สมบูรณ์ได้
การเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อเป็นส่วนหนึ่งของระบบการปลูกถ่ายยีนในพืช ถึงแม้ว่ าจะมีการปลูกถ่ายยีนเข้า
ไปในเนื้อเยื่อพืชแล้วก็ตามถ้าหากการเพาะเลี้ยงเนื้อยังไม่ประสพความส าเร็จ การพัฒนาไปเป็นต้นพืช
ที่สมบูรณ์จากเนื้อเยื่อก็ไม่สามารถเกิดขึ้นได้ ในท านองเดียวกันการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อประสพ
ความส าเร็จได้แต่ปราศจากความส าเร็จในการปลูกถ่ายยีน ก็ ไม่สามารถสร้างพืชตัดแต่งพันธุกรรมได้
เช่นกัน โดยทั่วไปการพัฒนาไปเป็นต้นพืชที่สมบูรณ์ในการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อจะขึ้นอยู่กับเซลล์ร่างกาย
ของพืช และสามารถกระตุ้นให้มีการพัฒนาไปเป็นต้นพืชที่สมบูรณ์ได้ โดยผ่านกระบวนการ การสร้าง
อวัยวะ (organogenesis) และ การสร้าง ต้นอ่อน (somatic embryogenesis) ซึ่งกระบวนการ
ดังกล่าวจะต้องได้รับฮอร์โมน และธาตุอาหาร ที่เหมาะสม (Skoog and Miller, 1957) กระบวนการ
สร้างอวัยวะ เป็นการพัฒนาในส่วนของยอด โดยสามารถพัฒนาได้จากส่วนของเนื้อเยื่อต่างๆ ยกเว้น
ในส่วนของใบในพืชใบเลี้ยงเดี่ยว เพราะพืช ใบเลี้ยงเดี่ยวมีเนื้อเยื่อเมอริสเต็มเฉพาะในส่วนของโคนใบ 
(Maheshwari et al., 1995) ส่วนของใบเลี้ยง ชิ้นส่วนใบ ไฮโปคอทิล และ สแคเทลัมจากเอมไบรโอ 
มีศักยภาพในการพัฒนาไปเป็นยอดได้เมื่อวางเลี้ยงบนอาหารที่เติมฮอร์โมนชักน าการสร้างยอด โดย
ปกติใช้ฮอร์โมนพืชในกลุ่มไซโตไคนิน เช่น 6-benzyl-aminopurineเช่นในใบเลี้ยงของถั่วเหลือง 
(Zhang et al., 1999) กระบวนการสร้างต้นอ่อน เป็นการพัฒนาของต้นอ่อนจาก เซลล์ร่างกาย เช่น 
ต้นอ่อนจากเมล็ด สปอร์ และ ใบ ในบางครั้งการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่ออาจเกิดลักษณะฉ่ าน้ าของเนื้อเยื่อ 
ซึ่งเป็นลักษณะผิดปกติทางสัณฐานวิทยาของเนื้อเยื่อ เรียกว่า hyperhydricityซึ่งจะพบได้บ่อยในพืช
ไม้ยืนต้น แต่ลักษณะดังกล่าวสามารถแก้ไขได้โดยการดัดแปลงชนิดของน้ าตาล  ปริมาณของแคลเซี่ยม 
หรือโดยการใช้ antivirifying agents เช่น phloridzin (Debergh et al., 1992) การเพาะเลี้ยง
เนื้อเยื่อในยางพารา มีการชักน าแคลลัสจากส่วนของล าต้นที่ผ่านการท าหนุ่มสาว รายงานครั้งแรกโดย 
Bouychou (1953) การพัฒนาของการเพาะเลี้ยงแคลลัสจาก cotyledon-like embryos รายงาน
ครั้งแรกโดย Wilson and street (1975) ในขณะเดียวกัน Paranjothy and Ghandimathi (1975) 
สามารถชักน าเอมบริออยจากแคลลัสที่ได้จากการเพาะเลี้ยงอับละอองเกสร แต่อย่างไรก็ตามการ
ทดลองเหล่านี้ยังไม่มีรายงานประสพความส าเร็จในการพัฒนาไปเป็นต้นที่สมบูรณ์ จนกระทั่งมี
รายงานประสพความส าเร็จของการพัฒนาต้นยางโดยผ่านกระบวนการสร้างต้นอ่อนจากการ
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เพาะเลี้ยงอับละอองเกสร ของประเทศจีน โดย Chen et al. (1977) ส าหรับสถาบันวิจัยยางมาเลเซีย 
ประสพความส าเร็จในการเพาะเลี้ยงเนื้อยางเป็นครั้งแรกในต้นปี 1980 โดยได้ต้นยางพันธุ์ GT1จาก
การเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่ออับละอองเกสร (Wan et al., 1982) และในปี 1990 สามารถเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ
โดยผ่านกระบวนการสร้างต้นอ่อน ในยางพันธุ์ RRIM600 (Hafsah and Wan, 1995) ที่ผ่านมาเป็น
การเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อจากส่วนของผนังเซลล์อับละอองเกสร ในระยะต่อมาสถาบันวิจัยของฝรั่งเศส 
โดย Etienne et al., 1993; Carron et al., 1995) ได้พัฒนาการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อยางโดยใช้ส่วน
ของเนื้อเยื่อชั้นในของเยื้อหุ้มเมล็ดอ่อน นอกจากนั้นยังมีการเพาะเลี้ยงโอวุล ซึ่งรายงานครั้งแรกโดย 
Guo et al. (1982) ในปี 1990 สถาบันวิจัยยางมาเลเซีย สามารถเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อโดยชักน าต้นพืชที่
สมบูรณ์ได้โดยกระบวนการสร้างต้นอ่อนจากการเพาะเลี้ยงโอวุล (Hafsah and Wan, 1995) ต้นที่ได้
จากการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อเหล่านั้นได้มีการน าไปปลูกในแปลงได้ส าเร็จ และมีการเก็บเกี่ยวผลผลิต
ตามล าดับ ส าหรับการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อยางพาราในประเทศไทยมีรายงานถึงความก้าวหน้าในระดับ
หนึ่ง โดยการเพาะเลี้ยงเยื่อหุ้มชั้นในของเมล็ดอ่อน (กรรณิการ์ และคณะ , 2542; Te-chato and 
Chartikul, 1993; กษิดิศ และคณะ , 2544) เพาะเลี้ยงส่วนของล าต้นของต้นกล้าและต้นพันธุ์ (ปัทมา 
และ ภัทราวุธ , 2535; อรุณี และสมปอง , 2535ก; อรุณี และสมปอง , 2535ข) เพาะเลี้ยงอับละออง
เกสร (สมปอง และ วันทนา , 2531) การเพาะเลี้ยงเซลล์ซัสเพนชัน การแยก และการเลี้ยงโปรโตพ
ลาสต์ (พจมาลย์ และ สมปอง , 2542) อย่างไรก็ตามจากรายงานประสพความส าเร็จในการเพาะเลี้ยง
เนื้อเยื่อในประเทศไทยมีเพียง Te-chato and Chartikul, 1993 และ กรรณิการ์ และคณะ , 2542 
เท่านั้นที่สามารถพัฒนาต้นพืชที่สมบูรณ์ได้จากต้นอ่อนที่ได้จากการเพาะเลี้ยงเยื่อหุ้มชั้นในของเมล็ด
อ่อนจากยางพันธุ์ TJIR1 และ  BPM24, PB260, PB311, RRII105 และ RRIM600 ตามล าดับ 
กรรณิการ์ และคณะ , 2542   ได้น ายางพันธุ์ BPM24 ไปปลูกในสภาพแปลงปลูกพบว่ามีการ
เจริญเติบโตได้ดีกว่าต้นยางที่ได้จากการติดตา 
 

ระเบียบวิธีการวิจัย (อุปกรณ์และวิธีการทดลอง) 

ด าเนินการทดลองเพื่อพัฒนางานด้านการปลูกถ่ายยีน ส าหรับใช้เป็นแนวทางในการสร้างยางพารา
ดัดแปลงพันธุ์เพื่อการปรับปรุงพันธุ ์

สถานที่ท าการวิจัย  ส านักวิจัยพัฒนาเทคโนโลยีชีวภาพ 

 ระยะเวลาด าเนินงาน  ตุลาคม 2553 – กันยายน 2558 

 วิธีด าเนินการ 

- อุปกรณ์ 

1. อุปกรณ์เครื่องแก้ว ได้แก่ บีกเกอร์ฟลาสก์ ขวดเก็บสารละลาย จานเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ 
ขวดเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ หลอดเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ 
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2. เครื่องชั่งละเอียด เครื่องชั่งแบบหยาบ เครื่องปรับความเป็นกรดด่าง เครื่องคน
สารละลาย ไมโครเวฟ หม้อนึ่งความดัน  

3. อุปกรณ์อ่ืน ๆ ได้แก่ ฟอร์แซบ ด้ามมีด ใบมีดผ่าตัด ถาดใส่เครื่องมือ  
4. ตู้ย้ายเลี้ยงเนื้อเยื่อ  
5. ชั้นวางเลี้ยงเนื้อเยื่อพร้อมติดตั้งระบบไฟฟ้าและตัวควบคุมการปิดเปิดไฟฟ้าและ

เครื่องปรับอากาศพร้อมตัวควบคุมปิดเปิด 
- วิธีการ 

1. ศึกษาระดับความเข้มข้นของ Agrobacterium ที่เหมาะสมต่อการปลูกถ่ายยีน น าแคลลัส 
เอ็มบริโอเจนิคแคลลัส และโซมาติกเอ็มบริโอ ที่ได้มาปลูกถ่ายเชื้อ Agrobacterium ที่ความเข้มข้น 
OD600 0, 0.2, 0.4, 0.6 และ 0.8  โดยวิธีการจุ่มแช่ ระยะเวลา 3-5 นาที และเลี้ยงร่วมบนอาหารเป็น
ระยะเวลา 3 วัน จากนั้นน าไปล้างด้วยน้ ากลั่นนึ่งฆ่าเชื้อเติม Cefotaxim ความเข้มข้น 250 มิลลิกรัม
ต่อลิตร จ านวน 3 ครั้ง เพื่อก าจัดเชื้อแบคทีเรีย และน าไปวางเลี้ยงบนอาหารที่เติม Cefotaxim ความ
เข้มข้น 250 มิลลิกรัมต่อลิตร เพื่อควบคุมการเจริญของเชื้อแบคทีเรียและน าไปวางเลี้ยงบนอาหาร
คัดเลือกท่ีเติม Kanamycin ความเข้มข้น 100 มิลลิกรัมต่อลิตรหลังจากเปลี่ยนย้ายบนอาหารคัดเลือก 
3 ครั้ง ตามล าดับ ตรวจสอบจ านวนแคลลัสที่รอดชีวิตบนอาหารคัดเลือก และน าแคลลัสและชิ้นส่วน
พืชที่รอดชีวิตจากการวางเลี้ยงบนอาหารคัดเลือกไปตรวจสอบความส าเร็จในการปลูกถ่ายยีนโดย
ตรวจวิเคราะห์ยีนบนโครโมโซมแคลลัสด้วยเทคนิค PCR บันทึกข้อมูลความส าเร็จในการท า PCR  

2. ศึกษาระยะเวลาการเลี้ยงร่วมที่เหมาะสมกับเชื้อ Agrobacterium น าแคลลัส เอ็มบริโอเจ
นิคแคลลัส และโซมาติกเอ็มบริโอ ที่ได้มาปลูกถ่ายเชื้อ Agrobacterium ที่ความเข้มข้น OD600 ที่
เหมาะสมจากการทดลองท่ี 1 จุ่มแช่ ระยะเวลา 0, 1, 3, 5, 7  และ 9  นาที และเลี้ยงร่วมบนอาหาร
เป็นระยะเวลา 3 วัน จากนั้นน าไปล้างด้วยน้ ากลั่นนึ่งฆ่าเชื้อเติม Cefotaxim ความเข้มข้น 250 
มิลลิกรัมต่อลิตรจ านวน 3 ครั้ง เพื่อก าจัดเชื้อแบคทีเรีย และน าไปวางเลี้ยงบนอาหารที่เติม 
Cefotaximความเขม้ข้น 250 มิลลิกรัมต่อลิตรเพ่ือควบคุมการเจริญของเชื้อแบคทีเรียและน าไปวาง
เลี้ยงบนอาหารคัดเลือกท่ีเติม Kanamycin ความเข้มข้น 100 มิลลิกรัมต่อลิตรหลังจากเปลี่ยนย้ายบน
อาหารคัดเลือก 3 ครั้ง ตามล าดับ ตรวจสอบจ านวนแคลลัสที่รอดชีวิตบนอาหารคัดเลือก และน า
แคลลัสและชิ้นส่วนพืชที่รอดชีวิตจากการวางเลี้ยงบนอาหารคัดเลือกไปตรวจวิเคราะห์ยีนบน
โครโมโซมแคลลัสด้วยเทคนิค PCR บันทึกข้อมูลความส าเร็จในการท า PCR  

3. ศึกษาวิธีการเลี้ยงร่วมกับเชื้อ Agrobacterium น าแคลลัสที่ได้มาปลูกถ่ายเชื้อ 
Agrobacterium โดยวิธีการจุ่มแช่ที่ความเข้มข้น OD600 ที่เหมาะสมจากการทดลองท่ี 1 ระยะเวลา
การจุ่มแช่และเลี้ยงร่วมบนอาหารตามระยะเวลาที่เหมาะสมจากการทดลองที่ 2 และวิธีการเลี้ยง
ร่วมกับเชื้อโดยการหยดเชื้อลงบนแคลลัส จากนั้นน าไปล้างด้วยน้ ากลั่นนึ่งฆ่าเชื้อเติม Cefotaxim 
ความเข้มข้น 250 มิลลิกรัมต่อลิตร จ านวน 3 ครั้ง เพื่อก าจัดเชื้อแบคทีเรีย และน าไปวางเลี้ยงบน
อาหารที่เติม Cefotaxim ความเข้มข้น 250 มิลลิกรัมต่อลิตร เพื่อควบคุมการเจริญของเชื้อแบคทีเรีย
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และน าไปวางเลี้ยงบนอาหารคัดเลือกที่เติม Kanamycin ความเข้มข้น 100 มิลลิกรัมต่อลิตรหลังจาก
เปลี่ยนย้ายบนอาหารคัดเลือก 3 ครั้ง ตามล าดับ ตรวจสอบจ านวนแคลลัสที่รอดชีวิตบนอาหาร
คัดเลือกและน าแคลลัสและชิ้นส่วนพืชที่รอดชีวิตจากการวางเลี้ยงบนอาหารคัดเลือกไปตรวจสอบ
ความส าเร็จในการปลูกถ่ายยีนโดยตรวจวิเคราะห์ยีนบนโครโมโซมแคลลัสด้วยเทคนิค PCR บันทึก
ข้อมูลความส าเร็จในการท า PCR  

4.  การพัฒนาต้นยางที่ปลูกถ่ายยีนโดยเชื้อ Agrobacterium ผ่านกระบวนการสร้างต้นอ่อน 
แคลลัส เอ็มบริโอเจนิคแคลลัส และโซมาติกเอ็มบริโอ ที่ได้มาปลูกถ่ายเชื้อ Agrobacterium โดย
วิธีการที่เหมาะสมจากการทดลองท่ี 1-3 และน าไปวางเลี้ยงบนอาหารที่ชักน าการพัฒนาไปเป็นต้นพืช
ที่สมบูรณโ์ดยผ่านการสร้างต้นอ่อน และตรวจวิเคราะห์ยีนบนโครโมโซมจากต้นที่ได้ด้วยเทคนิค PCR 
บันทึกข้อมูลความส าเร็จในการท า PCR 
 

ผลการทดลองและอภิปราย 
การศึกษาปัจจัยท่ีมีผลต่อประสิทธิภาพการถ่ายยีนเข้าสู่เนื้อเยื่อเปลือกหุ้มเมล็ดชั้นในของยางพันธุ์ 
RRIM600 โดยใช้ Agrobacterium tumefaciens 

ท าการถ่ายฝากยีนเข้าสู่เนื้อเยื่อเปลือกหุ้มเมล็ดชั้นในของยางพันธุ์ RRIM600 โดยใช ้
Agrobacterium tumefaciens สายพันธุ์ EHA105 ที่มีพลาสมิด pCAM1304 ซึ่งมียีน gusเป็นยีน
รายงานผลที่ระดับความเข้มของ Agrobacterium tumefaciens ที่ค่า OD600 เท่ากับ 0.4, 0.6 และ 
0.8 ระยะเวลาการปลูกเชื้อ 1, 5, 10, 20, 40 และ 60 วินาที หลังจากการปลูกเชื้อนาน 1 สัปดาห์ 
น าเนื้อเยื่อมาตรวจสอบผลของการถ่ายยีนโดยพิจารณาจากการแสดงออกของยีน gus แบบชั่วคราว 
(transient expression) โดยวิธี Gus histochemical assay โดยการนับจ านวนชิ้นเนื้อเยื่อที่ติดสีน้ า
เงิน  และจ านวนจุดสีน้ าเงินบนชิ้นเนื้อเยื่อ พบว่า จากการค านวณทางสถิติ ทุกสิ่งทดลองให้ผลไม่
แตกต่างกัน (ภาพที่1)  ซึ่งเมื่อน าข้อมูลทั้งสองชุดมาพิจารณา พบว่า สิ่งทดลองที่ให้ประสิทธิภาพของ
การถ่ายยีนสูงที่สุด คือ การใช้ความเข้มข้นของเชื้อ  OD600 = 0.6 และปลูกเชื้อนาน 1 วินาที (ตารางที่ 1) 
และจากการศึกษาระบบการถ่ายฝากยีนโดยใช้ Agrobacterium tumefaciens กับแคลลัสยางพารา
พันธุ์ BPM24, RRIM600 และ RRIT251 โดยใช้ยีนรายงานผล (gus) พบว่าสามารถถ่ายฝากยีน gus
โดยใช้ Agrobacterium ทั้งสองสายพันธุ์ คือ EHA105 และ GL1 ใช้ระยะเวลาในการเลี้ยงร่วม 3-5 
วัน  
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ตารางท่ี 1 ผลของการแสดงออกของยีน gusแบบช่ัวคราว (transient expression) บนเนื้อเยื่อ
ที่เลี้ยงร่วมกับ Agrobacterium tumefaciens ความเข้มข้นและระยะเวลาต่างกัน โดยวิธี Gus 
histochemical assay 

สิ่งทดลอง 
(ความเข้มข้น,ระยะเวลา (วินาที) 

จ านวนชิ้นเนื้อเยื่อ 
ติดสีน้ าเงินเฉลี่ย 

จ านวนจุดสีน้ าเงิน 
บนเนื้อเยื่อเฉลี่ย 

ชุดเปรียบเทียบ 0 0 
0.4,1 5.5 9.3 
0.4,5 6.0 11.7 
0.4,10 3.5 6.9 
0.4,20 1.5 5.3 
0.4,40 4.0 5.8 
0.4,60 3.5 13.8 
0.6,1 8.5 6.4 
0.6,5 4.0 9.8 
0.6,10 5.5 8.6 
0.6,20 2.0 11.1 
0.6,40 2.0 12.5 
0.6,60 6.0 13.1 
0.8,1 1.0 3.0 
0.8,5 2.0 13.8 
0.8,10 5.0 19.7 
0.8,20 3.5 11.9 
0.8,40 6.0 28.8 
0.8,60 4.0 14.4 
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ภาพที1่  แสดงช้ินส่วนแคลลัสยางพาราที่ตรวจสอบประสิทธิภาพการถ่ายยีนโดยใช้ Agrobacterium  

tumefaciens (EHA105; Gus, Cocultivate 3-5 d.)โดยวิธี Gus histochemical assay: ก : แคลลัสท่ีไม่ได้รับการ
ถ่ายยีน ข : แคลลัสท่ีได้รับการถ่ายยีน 

 

การตรวจสอบผลการถ่ายฝากยีนเข้าสู่เนื้อเยื่อโดยใช้ปฏิกิริยา PCR 

น าเนื้อเยื่อที่ผ่านการถ่ายฝากยีนมาเพาะเลี้ยงบนอาหารสูตรก าจัดเชื้อ MH (IN) ที่เติม 
Cefotaximeความเข้มข้น 250 มิลลิกรัมต่อลิตรระยะเวลา 2 สัปดาห์ และอาหารสูตรคัดเลือก MH (IN) 

Kanamycin ความเข้มข้น 50 มิลลิกรัมต่อลิตรระยะเวลา 2 สัปดาห์ จากนั้นท าการตรวจสอบผลการถ่าย
ยีนเข้าสู่เนื้อเยื่อท่ีรอดชีวิตโดยการท า PCR พบว่าเนื้อเยื่อที่รอดชีวิตบนอาหารคัดเลือกได้รับการถ่าย
ฝากยีน Gus เข้าสู่เนื้อเยื่อ (ภาพที่ 2) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 ภาพที่ 2 ผลของปฏิกิริยาPCR ของเนื้อเยื่อยางพันธุ์RRIM600 ที่ถ่ายฝากยีนโดยใช้ Agrobacterium  

  tumefaciens ที่มียีน  Gus 

M    1    2     3     4     5     6     7     8     9   10   11   12   13  14  

15 

16  17   18    19  20   21  22  23   P1  P2   N  H20   M 

M = 1 kb marker 

1-23 = sample 1-23 

P1-2 = positive control 

N = negative control 
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ศึกษาผลความเข้มข้นของสารปฏิชีวนะ Cefotaxime ต่อการก าจัดเชื้อ Agrobacterium tumefaciens 

ทดสอบผลของ Cefotaximeที่ความเข้มข้นต่างๆ กัน คือ 0, 100, 200, 300 และ 400มิลลิกรัมต่อ
ลิตร ต่อการก าจัดเชื้อ  Agrobacterium tumefaciens สายพันธุ์ EHA105 และ GL1 โดยการสเปรชเชื้อบน
อาหาร LB ที่เติม Cefotaximeความเข้มข้นต่างๆ พบว่า 

ผลจากการสเปรชเชื้อ สายพันธุ์ EHA105 บนอาหาร LB ที่เติม Cefotaxime ความเข้มข้นต่างๆ 
กันพบว่า อาหารที่ไม่เติม Cefotaxime เชื้อเจริญขึ้นเต็ม plate ทุก plate ในขณะที่ อาหารที่เติม 
Cefotaxime100 มิลลิกรัมต่อลิตรพบเชื้อเจริญเฉลี่ย 1 colony/plate และ อาหารที่เติม 
Cefotaxime 200-400 มิลลิกรัมต่อลิตรไม่พบเชื้อเจริญขึ้น 

ผลจากการสเปรชเชื้อสายพันธุ์ GL1 บนอาหาร LB ที่เติม Cefotaxime ความเข้มข้นต่างๆ 
กัน พบว่า อาหารที่ไม่เติม Cefotaxime เชื้อเจริญขึ้นเต็ม plate ทุก plate ในขณะที่ อาหารที่เ ติม 
Cefotaxime 100-400 มิลลิกรัมต่อลิตร ไม่พบเชื้อเจริญขึ้น 
ศึกษาผลของสารปฏิชีวนะ Kanamycin ต่อการเจริญเติบโตของแคลลัสยางพารา 

ตัดแคลลัสให้มีขนาดประมาณ 0.5ลูกบาศก์เซนติเมตร และเพาะเลี้ยงลงบนอาหารสูตร MH 
(IN) ที่เติม Kanamycin ความเข้มข้นต่างๆกัน คือ 0, 50, 100, 150 และ 200 มิลลิกรัมต่อลิตร 
เปลี่ยนอาหารทุก 2 สัปดาห์ ท าการทดลองจ านวน 4 ซ้ า ๆ ละ 10 ชิ้น จากผลการทดลอง ความ
เข้มข้นของ Kanamycin ที่เหมาะสมส าหรับการน าไปใช้คัดเลือกแคลลัสภายหลังการถ่ายยีน คือ 150 
มิลลิกรัมต่อลิตร (ตารางที่ 2) 

 
ตารางท่ี 2   ผลการรอดชีวิตของแคลลัสจากการเพาะเลี้ยงบนอาหารที่เติม kanamycin เป็น
ระยะเวลา 4 สัปดาห์ 

ความเข้มข้น 
Kanamycin (มก./ล.) 

จ านวนแคลลัสรอดชีวิตเฉลี่ย 
(ชิ้น) 

อัตราการรอดชีวิตเฉลี่ย 
(%) 

0 10 100 
50 2.5 25 
100 1.25 12.5 
150 0 0 
200 0 0 

 
 
สรุปผลการวิจัยและข้อเสนอแนะ 

การศึกษาปัจจัยที่มีผลต่อประสิทธิภาพการถ่ายยีนเข้าสู่เนื้อเยื่อเปลือกหุ้มเมล็ดชั้นในของยาง
พันธุ์ RRIM600 โดยใช้ Agrobacterium tumefaciens การถ่ายฝากยีนเข้าสู่เนื้อเยื่อเปลือกหุ้มเมล็ด
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ชั้นในของยางพันธุ์ RRIM600 โดยใช ้ Agrobacterium tumefaciens สายพันธุ์ EHA105 ทีม่ีพ
ลาสมิด pCAM1304 ซึ่งมียีน Gus เป็นยีนรายงานผล พบว่าการใช้ความเข้มข้นของเชื้อ OD600 = 0.6 

และปลูกเชื้อนาน 1 วินาที ให้ประสิทธิภาพของการถ่ายยีนสูงที่สุด  ยืนยันจากการตรวจสอบผลของ
การถ่ายยีนโดยพิจารณาจากการแสดงออกของยีน gus แบบชั่วคราว (transient expression) โดย
วิธี Gus histochemical assay โดยการนับจ านวนชิ้นเนื้อเยื่อที่ติดสีน้ าเงิน  และจ านวนจุดสีน้ าเงิน
บนชิ้นเนื้อเยื่อ และจากการตรวจสอบผลการถ่ายยีนเข้าสู่เนื้อเยื่อที่รอดชีวิตโดยการท า PCR พบว่า
เนื้อเยื่อที่รอดชีวิตบนอาหารคัดเลือกได้รับการถ่ายฝากยีน  gus เข้าสู่เนื้อเยื่อได้ส าเร็จ นอกจากนั้นยัง
สามารถถ่ายฝากยีน โดยใช้ Agrobacterium สายพันธุ์ คือ GL1 ได้ โดยระยะเวลาในการเลี้ยงร่วมทั้ง
สองสายพันธุ์ที่เหมาะสม คือ  3-5 วัน จากศึกษาผลความเข้มข้นของสารปฏิชีวนะ Cefotaxime ต่อ
การก าจัดเชื้อ Agrobacterium tumefaciens พบว่า สายพันธุ์ EHA105 อาหารที่เติม Cefotaxime 
200-400 มิลลิกรัมต่อลิตรสามารถก าจัดเชื้อได้ดี สายพันธุ์ GL1 อาหารที่เติม Cefotaxime 100-400 
มิลลิกรัมต่อลิตร สามารถก าจัดเชื้อได้ดี จากการศึกษาผลของสารปฏิชีวนะ Kanamycin ต่อการ
เจริญเติบโตของแคลลัสยางพารา ความเข้มข้นขอ ง Kanamycin ที่เหมาะสมส าหรับการน าไปใช้
คัดเลือกแคลลัสภายหลังการถ่ายยีน คือ 150 มิลลิกรัมต่อลิตร 
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บทสรุปและข้อเสนอแนะ 

 

  ผลการวิจัยของโครงการ ได้ข้อมูลเทคนิคการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อและข้อมูลการเพาะเลี้ยง
เนื้อเยื่อด้วยระบบเทมโพรารีไบโอรีแอคเตอร์ของกระทือ ซึ่งสามารถน าไปใช้ในการขยายพันธุ์ปริมาณ
มาก ปรับปรุงพันธุ์ หรือในงานวิจัยที่ต้องการใช้เทคนิคการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อในกระทือและในพืช
ตระกูลขิง ได้กระทือพันธุ์ใหม่ที่เกิดจากการกลายพันธุ์โดยการใช้รังสีแกรมมาร่วมกับเทคนิคการ
เพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ กระทือกลายพันธุ์จะส่งมอบให้หน่วยงานของสถาบันวิจัยพืชสวน กรมวิชาการ
เกษตร ด าเนินการศึกษาคุณลักษณะต่างๆ เพื่อใช้เป็นพันธุ์ใหม่หรือเป็นแหล่งพันธุกรรมต่อไป  
นอกจากนี้ยังได้ข้อมูลปริมาณรังสีแกรมมาแบบเรื้อรังท่ีเหมาะสมที่สามารถชักน าให้เกิดการกลายพันธุ์
ในกระทือ คือ ประมาณ 5 Krad ไดท้ราบปริมาณรังสีแกรมมาแบบเฉียบพลันที่ท าให้เนื้อเยื่อกระทือ
ตาย 50 เปอรเ์ซ็นต์ คือ 2 Krad ซึ่งสามารถน าไปปรับใช้ในพืชตระกูลขิง ได้ข้อมูลวิธีการสกัดดีเอ็นเอ
จากใบของกระทือ สามารถน าไปเป็นตัวอย่าง ในการสกัดดีเอ็นเอจากใบของกระทือ พืชตระกูลขิง 
และพืชอ่ืน ๆ โดยใช้ SDS/NaCl Extraction Buffer ซ่ึงเป็นวิธีที่สะดวกและรวดเร็ว ไม่มีส่วนผสมของ
สารเคมีอันตราย ลดค่าใช้จ่ายของสารเคมีและอุปกรณ์วิทยาศาสตร์ รวมถึงดีเอ็นเอท่ีสกัดได้มีคุณภาพ
ดี สามารถน าไพรเมอร์จากงานวิจัยนี้ ไปใช้ในการจ าแนกพันธุ์กระทือและพืชสกุล zingiber 

 ได้ข้อมูลการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อยางพารา ซ่ึงเป็นเครื่องมือส าคัญส าหรับการพัฒนา
งานดา้นยางพาราท้ังการขยายพันธุ์ การปรับปรุงพันธุ์ ตลอดจนการปรับปรุงการผลิตยางโดยการใช้
เทคโนโลยีชีวภาพทั้งในปัจจุบันและในอนาคต โดยเฉพาะการพัฒนางานวิจัยทางด้านวิทยาศาสตร์ของ
ยางพาราซึ่งจะต้องลงไปในเชิงลึก ได้ข้อมูลวิธีการถ่ายยีนที่มีประสิทธิภาพในยางพารา ได้แก่ ความ
เข้มข้นของเชื้อ Agrobacterium tumefaciens OD600 = 0.6 และปลูกเชื้อนาน 1 วินาที ให้
ประสิทธิภาพของการถ่ายยีนสูงที่สุด ระยะเวลาในการเลี้ยงร่วมกับ Agrobacterium tumefaciens 
ที่เหมาะสม คือ  3-5 วัน ความเข้มข้นของ Cefotaxime 200-400 มิลลิกรัมต่อลิตร สามารถก าจัด
เชื้อ Agrobacterium tumefaciens บนอาหารได้ดี ความเข้มข้นของ Kanamycin ที่เหมาะสม
ส าหรับการน าไปใช้คัดเลือกแคลลัสภายหลังการถ่ายยีน คือ 150 มิลลิกรัมต่อลิตร ข้อมูลที่ได้สามารถ
น าไปใช้ประโยชน์ในการศึกษาคุณสมบัติและหน้าที่ของยีน ตลอดจนการถ่ายฝากยีนเข้าไปใน
ยางพาราเพ่ือการปรับปรุงพันธุ์ยาง ดังนั้นผลงานวิจัยนี้ถือเป็นเครื่องมือที่มีประโยชน์มากส าหรับ
น าไปใช้ต่อยอดงานวิจัยเชิงลึกในการพัฒนางานวิจัยด้านยางพาราต่อไป 
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