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บทคัดย่อ 
 

การเพาะเลีย้งคัพภะแก่ของข้าวหอมกระดังงาบนอาหารสูตรชักน าแคลลัส
Murashige and Skoog (MS) เติม 2, 4-dichlorophenoxyacetic acid (2, 4-D) เข้มข้น 1 มิลลิกรัม

ต่อลิตร ร่วมกับ-naphthaleneacetic acid (NAA)  เข้มข้น 1 มิลลิกรัมต่อลิตร  และ6-
benzyladenine (BA) เข้มข้น 1 มิลลิกรัมตอ่ลิตร น า้ตาลซูโครสเข้มข้น 1  3  5 และ 7 เปอร์เซ็นต์และ
ผงวุ้น 0.7 เปอร์เซ็นต์ พบวา่ น า้ตาลซูโครสเข้มข้น 3 เปอร์เซ็นต์ชกัน าแคลลสัได้สงูสดุ 100 เปอร์เซ็นต์ 
แคลลสัท่ีได้มีสีเหลืองอ่อน เกาะกนัแน่นเม่ือน าใบอ่อนข้าวหอมกระดงังาไปวางเลีย้งบนอาหารแข็ง
สูตร MS เติมไดแคมบาท่ีความเข้มข้น 0.5 มิลลิกรัมต่อลิตรให้แคลลสัสูงสุด 13.33 เปอร์เซ็นต์
หลงัจากการเพาะเลีย้งเป็นเวลา 30 วนั   แคลลสัท่ีชกัน าได้มีลกัษณะร่วน  และมีจดุสีเขียวสามารถ
พฒันาเป็นต้นได้ ส่วนการเพาะเลีย้งยอดอ่อนด้วยระบบไบโอรีแอคเตอร์ในอาหารเหลวสตูร  MS เติม 
BA เข้มข้น 1 มิลลิกรัมตอ่ลิตร NAA เข้มข้น 0.5 มิลลิกรัมตอ่ลิตร เติมคลอรีนไดออกไซด์ ความ
เข้มข้น 1 มิลลิกรัมต่อลิตร เพิ่มจ านวนยอดรวมข้าวสูงสุด 11 ยอด จ านวนใบ 2.20 ใบ/ยอดท่ี
เพาะเลีย้ง ความสูงของยอดเฉล่ีย 9.35  เซนติเมตร หลงัเพาะเลีย้ง 30 วนั เม่ือย้ายต้นกล้าออกสู่
สภาพธรรมชาติให้อตัราการรอดชีวิตถึง 100 เปอร์เซ็นต์ส่วนการเพาะเลีย้งยอดอ่อนในสภาพเขย่า
เลีย้งในอาหารเหลวสตูร  MS เติม BA เข้มข้น 1 มิลลิกรัมตอ่ลิตร  NAA เข้มข้น 0.5 มิลลิกรัมตอ่ลิตร  
น า้ตาลซูโครสเข้มข้น 3 เปอร์เซ็นต์ให้การสร้างยอดรวมสงูสดุ 21.50  ยอด/ฟลาสก์ จ านวนใบ 20.45 
ใบ/ฟลาสก์ หลงัจากการเพาะเลีย้งเป็นเวลา 30 วนั  และเม่ือเลีย้งตอ่ในอาหารสตูรเดิมอีก15วนัเกิด
รากจ านวนมาก  ส่วนการเลีย้งเซลล์ซสัเพนชัน่ในอาหาร MS เติม 2,4-D เข้มข้น 1  มิลลิกรัมตอ่ลิตร    
BA เข้มข้น 0.5 มิลลิกรัมตอ่ลิตร    NAA เข้มข้น 0.5 มิลลิกรัมตอ่ลิตร    kinetin (KN) เข้มข้น 0.25  
มิลลิกรัมตอ่ลิตร     และเคซีนไฮโดรไลเซท 1000 มิลลิกรัมตอ่ลิตร และเติมสารpolyvinylpyrrolidone 
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(PVP)เข้มข้น 250 มิลลิกรัมตอ่ลิตร เพิ่มปริมาตรตะกอนเซลล์ได้สงูสดุ 2.64 มิลลิลิตร อย่างไรก็ตาม
ไม่สามารถชกัน าพืชต้นใหม่ได้ ส่วนการชะลอการเจริญเติบโตของต้นข้าวในอาหาร  ½ MS เติม BA 
เข้มข้น 1 มิลลิกรัมตอ่ลิตร   ให้ผลดีท่ีสดุ อตัราการรอดของชิน้ส่วน 100 เปอร์เซ็นต์ สร้างยอดรวม
เฉล่ีย 3.00 ยอดตอ่ชิน้ส่วน และให้ความยาวยอดเฉล่ียน้อยท่ีสดุ 0.77 เซนติเมตร ในระยะเวลา 60 
วนั 
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      ABSTRACT 

 
Mature seeds of Hom Kra-Dang-Nga Rice were cultured on callus 

induction medium which was Murashige and Skoog (MS) medium supplemented with 1 
mg/l 2, 4-dichlorophenoxyacetic acid (2,4-D), 1 mg/l -naphthaleneacetic acid (NAA), 1 
mg/l  6-benzyladenine (BA) and 0.7% agar. The medium was modified by supplementing 
with different concentrations of sucrose (1, 3, 5 and 7%). The results showed that callus 
formation was obtained from all of concentrations of sucrose containing medium. 
However, 3% sucrose containing medium gave the highest percentage of callus induction 
at 100% after culture for 30 days. The characteristics of callus were compact and pale 
yellow in color. After transfer the callus to fresh medium with the same component for 30 
days, the embryogenic calli with green spots were obtained and subsequent to 
developing into complete plantlets. Culturing of in vitro young seedling leaves for 30 days 
on MS medium containing 0.5 mg/l dicamba gave the highest percentage of callus 
induction at 13.33%. The callus was friable with green spots and able to regenerate into 
plantlets. In vitro shoot tip cultured on MS liquid medium with 0.5 mg/l NAA, 1 mg/l BA and 
1 mg/l ClO2 gave the highest number of shoots at 11 shoots/cultured shoot, number of 
leaves at 2.20  leaves/shoot and shoot length at 9.35 cm. After transfer complete plantlets 
to soil, the survival rate was recorded to be 100 %. Culturing of in vitro shoot tip in liquid 
MS medium supplemented with 0.5 mg/l NAA, 1 mg/l BA and 3% sucrose for 30 days 
gave the highest percentage of multiple shoot formation at 21.50 shoots/flask, number of 
leaves at 20.45 leaves/flask. Cell suspension culture were initiated from 3 weeks-old 
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embryogenic callus in liquid MS medium supplemented with 1 mg/l 2,4-D, 0.5 mg/l BA, 
0.5mg/l NAA, 0.25 mg/l kinetin (KN), 1000 mg/l casein hydrolysate (CH). 
Polyvinylpyrrolidone (PVP) at concentration of 250 mg/l containing medium gave the 
highest proliferation of packed cell volume (PCV) at 2.64 ml after culture for 30 days. 
Unfortunately, plantlet regeneration was not obtained. For in vitro conservation study slow-
growth of shoots at 0.77 cm was obtained on ½MS medium supplemented with 1 mg/l BA. 
Survival rate of shoot at 100% and a number of shoots at 3.00 shoots were obtained on 
this culture medium after culture for 60 days. 
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6 ผลของสารชะลอการเจริญเติบโตท่ีเตมิในอาหารสตูร MS ตอ่อตัราการรอด
ชีวิตของชิน้ส่วน จ านวนยอด ความยาวยอด และจ านวนใบหลงัจากเพาะเลีย้ง
บนอาหารสตูรตา่งๆ เป็นเวลา 30 วนั 

63 

7 ผลของสารชะลอการเจริญเติบโตของข้าวหอมกระดงังาตอ่อตัรารอดชีวิตของ
ชิน้ส่วน จ านวน ความยาวยอด และจ านวนใบหลงัจากเพาะเลีย้งบนอาหาร
สตูรตา่งๆ เป็นเวลา 60 วนั 
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(12) 
 

 รายการภาพประกอบ  

ภาพท่ี  หน้า 

1 แคลลสัท่ีเกิดจากคพัภะแก่ของข้าวหอมกระดงังาท่ีวางเลีย้งบนอาหาร   MS 
เติม 2,4-D   ความเข้มข้น 1  มิลลิกรัมตอ่ลิตร  NAA เข้มข้น  1  มิลลิกรัมต่อ
ลิตร  BA เข้มข้น 1 มิลลิกรัมต่อลิตร  และน า้ตาลซูโครสท่ีระดบัความเข้มข้น
ตา่งๆ  วางเลีย้งเป็นระยะเวลา 4 สปัดาห์ (บาร์= 0.5 เซนตเิมตร) 

21 

2 ลกัษณะต้นข้าวท่ีชกัน ารากบนอาหาร  MS free และย้ายลงปลกูในภาชนะใน
สภาพธรรมชาต ิหลงัจากปลกูระยะเวลา 90 วนั (บาร์= 1  เซนตเิมตร) 

22 

3 พฒันาการของใบอ่อนข้าวท่ีตดัมาเลีย้งบนอาหารแข็ง MS เตมิ ไดแคมบา   
ความเข้มข้นหลงัจากวางเลีย้งในสภาพมืดเป็นระยะเวลา 4 สปัดาห์ (บาร์=  
0.4 เซนตเิมตร) 

24 

4 พฒันาการของใบอ่อนข้าว ตดัมาเลีย้งบนอาหารแข็ง MS เตมิ ไดแคมบา  2  
ความเข้มข้นหลงัย้ายเลีย้งในสภาพท่ีมีแสงเป็นระยะเวลา 4 สปัดาห์ 
(บาร์=0.4 เซนตเิมตร) 

24 

5 การเพาะเลีย้งข้าวหอมกระดงังาภายใต้ระบบไบโอรีแอคเตอร์แบบ TIB  30 
6 การเจริญและเพิ่มปริมาณยอดข้าวในอาหารเหลว MS ท่ีปลอดเชือ้ โดยการนึง่ 

ฆา่เชือ้ และการเตมิสารคลอรีนไดออกไซด์ความเข้มข้นตา่งๆ หลงัวางเลีย้ง 30 
วนั  (บาร์ = 1 เซนตเิมตร) 

      33 

7 ลกัษณะต้นกล้าข้าวหอมกระดงังาย้ายลงปลูกในภาชนะในสภาพธรรมชาต ิ
ระยะเวลา 70 วนั 

34 

8 
 
 
9 

ยอดอ่อนข้าวหอมกระดงังาอายุ 4 สัปดาห์ ท่ีเพาะเลีย้งบนอาหารสูตร MS 
เติม 2,4-D เข้มข้น 1 มิลลิกรัมตอ่ลิตร NAA เข้มข้น 1 มิลลิกรัมต่อลิตร BA 
เข้มข้น 1 มิลลิกรัมตอ่ลิตร  เป็นเวลา 30 วนั (บาร์ =1 เซนตเิมตร) 
ผลของความเข้มข้นของน า้ตาลซูโครสตอ่การเพิ่มจ านวนยอดรวมของข้าว
หอมกระดงังาในอาหารเหลวสตูร  MS  เตมิ BA เข้มข้น 1  มิลลิกรัมตอ่ลิตร 
NAA เข้มข้น 0.5  มิลลิกรัมตอ่ลิตร  หลงัเพาะเลีย้งเป็นเวลา 4 สปัดาห์ (บาร์ = 
1 เซนตเิมตร) 

40 
 
 

42 

   
   



(13) 
 

รายการภาพประกอบ (ต่อ) 
ภาพท่ี  หน้า 

10 ลกัษณะต้นข้าวอาย ุ2 เดือน หลงัย้ายลงปลกูในภาชนะในสภาพธรรมชาติ 
(บาร์= 2 เซนตเิมตร) 

43 

11 ลกัษณะแคลลสัข้าวหอมกระดงังาชนิดเกาะกนัแนน่ท่ีเพาะเลีย้งบนอาหาร MS  
เตมิ 2,4-D เข้มข้น 1 มิลลิกรัมตอ่ลิตร NAA เข้มข้น 1 มิลลิกรัมตอ่ลิตร BA 
เข้มข้น 1 มิลลิกรัมตอ่ลิตร 

51 

12 การเจริญเติบโตของเซลล์ซัสเพนชั่นในอาหารเหลวสูตร MS เติม 2,4-D  
เข้มข้น1 มิลลิกรัมตอ่ลิตร  BA  เข้มข้น 0.5 มิลลิกรัมตอ่ลิตร NAA เข้มข้น 0.5 
มิลลิกรัมตอ่ลิตร KN เข้มข้น 0.25 มิลลิกรัมตอ่ลิตร เคซีนไฮโดรไลเซท 1 กรัม
ตอ่ลิตร และ PVP ความเข้มข้นตา่งๆ เป็นเวลา 4 สปัดาห์ 

53 

13 การชักน าเซลล์ซัสเพนชั่นของแคลลัสข้าวหอมกระดงังาวางเลีย้งในอาหาร
เหลวสตูร MS เติม 2,4-D เข้มข้น 1 มิลลิกรัมตอ่ลิตร BA เข้มข้น 0.5 มิลลิกรัม
ตอ่ลิตร NAA เข้มข้น 0.5  มิลลิกรัมตอ่ลิตร  KN   เข้มข้น  0.25   มิลลิกรัมตอ่
ลิตร  เคซีนไฮโดรไลเซท 1 กรัมต่อลิตร และ PVP ความเข้มข้นตา่งๆ เป็น
ระยะเวลา 3 สปัดาห์ (บาร์= 2 มิลลิเมตร) 

54 

14 ต้นข้าวหอมกระดงังาท่ีวางเลีย้งบนเคร่ืองเขย่า ในอาหารเลีย้งสตูร  MS เติม 
BA เข้มข้น 1 มิลลิกรัมตอ่ลิตร   NAA เข้มข้น  0.5   มิลลิกรัมตอ่ลิตร  เป็น
เวลา 4   สปัดาห์ (บาร์ = 1 เซนตเิมตร ) 

61 

15 ลกัษณะต้นข้าวหอมกระดงังาท่ีผา่นการชะลอการเจริญเตบิโตเป็นเวลา 30 วนั
(บาร์ = 0.5 เซนตเิมตร) 

64 

16 ลกัษณะต้นข้าวหอมกระดงังาผ่านการชะลอการเจริญเติบโตเป็นเวลา 60 วนั 
(บาร์= 5 มิลลิเมตร) 
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(14) 
 

สัญลักษณ์ค าย่อและตวัย่อ 
 

BA  = 6-Benzyladenine 
BAP  = N6-benzylaminopurine  
CH  = Casein hydrolysate 
CRD  = Completely randomized design 
DMRT  = Duncan’s multiple rang test 
2,4-D  = 2,4-Dichiorophenoxyacetic acid 
IBA  = Indole-3-butyric acid 
KN  = Kinetin 
MS  = Murashige and Skoog  
NAA  = -Napthalene acetic acid  
PBZ  = Paclobutrazol 
PVP  = Polyvinylpyrrolidone 
TDZ  = Thidiazuron 
VW  = Vacin & Went 
%  = เปอร์เซ็นต์ 
มก/ล  = มิลลิกรัมตอ่ลิตร 
มม  = มิลลิเมตร 
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บทนําทั�วไป 
 

ข้าวเป็นพืชใบเลี �ยงเดี�ยวในวงศ์ Gramineae ชื�อวิทยาศาสตร์  Oryza sativa L. 
จีนสั Oryza  สปีชี�  sativa  ข้าวที�เกิดขึ �นในท้องที�ตา่งๆ ของโลกแบง่ออกได้เป็น  3  พวกใหญ่ๆ  คือ 
O. sativa ที�ปลกูกนัทั�วไป O. glaberrima ที�ปลกูในแอฟริกา และข้าวป่าซึ�งเกิดขึ �นเองตาม
ธรรมชาต ิ  ข้าวที�ปลกูในประเทศตา่งๆ มีด้วยกนัหลายชนิด (species)  เชน่ O. spontanea, O. 
perennis, O. officinalis  และ O. nivra  เป็นต้น (ประพาส, 2531) ข้าว O. sativa ยงัแบง่ออกได้
เป็น  3 แบบ ได้แก่ indica มีปลกูมากในเขตร้อน japonica มีปลกูมากในเขตอบอุน่ และ 
Javanica ข้าวหอมกระดงังาเป็นข้าวปลกูสกลุ O. sativa  ชนิด indica เป็นพืชผสมตวัเองเกือบ
ร้อยเปอร์เซ็นต์ (รังสิต‚ 2537) ข้าวหอมกระดงังา เป็นพนัธุ์ข้าวยอดนิยมในจงัหวดัชายแดนใต้ เป็น
ข้าวที�ประชากรในพื �นที�นิยมบริโภค เกษตรกรจงึมีการปลกูกนัอยา่งกว้างขวาง และมีผลให้เกิดการ
ซื �อขายในตลาดท้องถิ�น ตลอดจนเป็นพนัธุ์ข้าวที�เหมาะสมกบัสภาพพื �นที� ภมูิอากาศ และสภาพดนิ
ในเขตจงัหวดัชายแดนภาคใต้ (นธิิศ และคณะ, 2554) 

ข้าวหอมกระดงังาเป็นพันธุ์ ข้าวพื �นเมืองของอําเภอตากใบ จังหวัดนราธิวาส มี
ลกัษณะประจําพนัธุ์คือ เป็นข้าวนาปี  ที�มีจํานวนต้นต่อกอน้อย  ลําต้นของข้าวหอมกระดงังามีสี
มว่ง  รวงข้าวมีสีนํ �าตาลอมมว่ง มีอายกุารเก็บเกี�ยวประมาณ 120 - 150 วนั เมล็ดข้าวสารคอ่นข้าง
เล็ก มีสีนํ �าตาลเข้ม เมื�อนํามาหุงเป็นข้าวสุกแล้วจะมีความนุ่ม และกลิ�นหอมคล้ายดอกกระดงังา 
(ประมินทร์, 2552)  ข้าวหอมกระดงังา เป็นพนัธุ์ข้าวอีกชนิดหนึ�งซึ�งมีคณุคา่ทางโภชนาการสงู มี
สารอาหารที�สําคญัหลายชนิดเช่น เป็นแหล่งของโปรตีน พลังงาน และที�สําคญัมีสารแอนโทไซ
ยานินที�มีคณุสมบตัต้ิานมะเร็งลําไส้ ป้องกนัการเกิดโรค ความดนัโลหิตสงู โรคเบาหวาน โรคหวัใจ 
ลดการอกัเสบของผิวหนงั และทําให้เซลล์สมองทํางานได้ดี (ช่อแก้ว และคณะ, 2554)  จากข้อมลู
เกี�ยวกับความนิยมข้าวพันธุ์หอมกระดงังาในปัจจุบัน และลักษณะพันธุ์ดังกล่าวทําให้มีความ
จําเป็นอยา่งยิ�งในการศกึษาหาข้อมลูพื �นฐานของข้าวหอมกระดงังา เพื�อการขยายพนัธุ์เพิ�มจํานวน
ข้าวในอนาคต โดย ใช้เทคนิคการเพาะเลี �ยงเนื �อเยื�อพืช และใช้ระบบ Temporary Immersion 
Bioreactor (TIB)  สําหรับการเพาะเลี �ยงเนื �อเยื�อข้าวนั �น มีรายงานศกึษาในข้าวหลายชนิด ชิ �นส่วน
ที�นํามาเพาะเลี �ยงแตกต่างกันออกไป   แต่ชิ �นส่วนที�นิยมนํามาเพาะเลี �ยง    คือ อับละอองเกสร    
(พนันิภา และนพดล, 2554; จนัทร์วิภา และคณะ, 2557) ใบ ปลายยอด (เมธินี และจารุวรรณ, 
2556) และคพัภะ ซึ�งอาจเป็นคพัภะอ่อน หรือคพัภะแก่ สําหรับการเพาะเลี �ยงคพัภะแก่ มีรายงาน
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ในข้าวหลายพนัธุ์ เช่น ข้าวพนัธุ์ MR232 (Rahman et al., 2010) ข้าวพนัธุ์หอมกระดงังา (Zhang  
and Te-chato,  2012) ข้าวพนัธุ์ดอกมะลิ 105 (Sompornpailin and Chutipaijit, 2012) ข้าวพนัธุ์ 
Khandagiri  (Mallick et al., 2013) ซึ�งการเพาะเลี �ยงเนื �อเยื�อนี � ยงัเป็นวิธีการหนึ�งที�สามารถ
ขยายพนัธุ์เพิ�มจํานวนต้นข้าวให้ได้จํานวนมากในระยะเวลาอนัสั �น อีกทั �งยงัสามารถใช้เป็นวิธีการ
อนรัุกษ์แหลง่พนัธุกรรม เพื�อการปรับปรุงพนัธุ์ข้าวหอมกระดงังาตอ่ไปในอนาคต (รังสิต และคณะ, 
2537) 
 
การเพาะเลี 	ยงเนื 	อเยื�อ 

 

ปัจจุบันเทคนิคการเพาะเลี �ยงเนื �อเยื�อพืช จัดเป็นเทคนิคพื �นฐานที�นํามาใช้
ประโยชน์ในด้านการขยายพนัธุ์พืช การศึกษา และการค้นคว้าวิจยัในทุกสาขาที�เกี�ยวข้องกับพืช 
ส่วนใหญ่นํามาใช้ผลิต และขยายพันธุ์พืชเชิงการค้า เนื�องจากสามารถผลิตพืชให้มีคุณภาพดี
สมํ�าเสมอได้ปริมาณมาก ในเวลาอนัรวดเร็วเมื�อเทียบกบัวิธีการขยายพนัธุ์แบบไม่ใช้เพศอื�นๆ การ
เพาะเลี �ยงเนื �อเยื�อพืช คือการกระตุ้นเซลล์ หรือชิ �นส่วนพืชให้เกิดการเจริญเติบโต หรือเกิดการ
เปลี�ยนแปลงตามความต้องการบนอาหารสงัเคราะห์ภายใต้สภาพแวดล้อม เช่น อณุหภูมิ ความชื �น 
แสงสว่าง ที�สามารถควบคมุได้ในสภาพที�ปลอดเชื �อ โดยใช้สมดลุของสารควบคมุการเจริญเติบโต
ของพืชเป็นตวักระตุ้นการเปลี�ยนแปลง และพฒันาของเนื �อเยื�อที�นํามาเพาะเลี �ยง การเพาะเลี �ยง
เนื �อเยื�อพืชเริ�มต้นขึ �นจากการศกึษาที�พบวา่ เซลล์หรือเนื �อเยื�อที�แยกออกมาจากพืชมีความสามารถ
ที�จะพฒันาเป็นต้นพืชสมบูรณ์ขึ �นใหม่ได้ ทําให้เกิดการทดลองเพาะเลี �ยงเซลล์ และเนื �อเยื�อชนิด
ตา่งๆ  ของพืชบนอาหารสงัเคราะห์ จนในปัจจบุนัสามารถทําการเพาะเลี �ยงอวยัวะ  เซลล์     และ
เซลล์ไร้ผนงั      หรือโปรโตพลาสต์ (protoplast) ของพืชหลายชนิดรวมทั �งการพฒันาสตูรอาหาร
สงัเคราะห์ต่างๆ ให้เหมาะสมกับการเพาะเลี �ยงในแต่ละชนิดของพืช และมีการใช้วิทยาการด้าน
เทคโนโลยีชีวภาพด้านตา่งๆ เข้ามาร่วมเพื�อประโยชน์ในการศกึษาด้านชีวเคมี และพนัธุศาสตร์ทํา
ให้การเพาะเลี �ยงเนื �อเยื�อพืชเข้ามามีบทบาทอย่างมากทั �งทางด้านการเกษตร การแพทย์ และการ
อตุสาหกรรมเทคนิค การเพาะเลี �ยงเนื �อเยื�อพืชสามารถแบง่ออกตามวิธีการได้หลายชนิดขึ �นอยู่กบั
วัตถุประสงค์ในการนําไปใช้ประโยชน์ด้านต่างๆ เช่นการเพาะเลี �ยงคพัภะ การเพาะเลี �ยงเซลล์
แขวนลอย ตลอดจนการเก็บรักษาเนื �อเยื�อพืชในหลอดทดลอง ปัจจุบันเทคนิคการเพาะเลี �ยง
เนื �อเยื�อเป็นที�นิยมใช้ในการปรับปรุงพนัธุ์ข้าวโดยมีวตัถปุระสงค์ที�แตกตา่งกนัไป เช่น ผลิตข้าวสาย
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พนัธุ์แท้ ผลิตพนัธุ์ข้าวที�ต้านทานต่อโรค หรือแมลง ผลิตข้าวทนเค็ม ทนต่อสภาพความเป็นกรด-
ดา่ง ทนตอ่ความแห้งแล้ง เป็นต้น (สริุนทร์ และคณะ, 2537) 
 
ประโยชน์ของการเพาะเลี 	ยงเนื 	อเยื�อ 
 

สามารถผลิตต้นพันธุ์พืชปริมาณมากในระยะเวลาอนัรวดเร็วต้นพืชที�ผลิตได้จะ
ปลอดโรค และลกัษณะทางพนัธุกรรมเหมือนต้นแม ่คือมีลกัษณะตรงตามพนัธุ์ ด้วยการใช้เทคนิค
ของการเพาะเลี �ยงจากชิ �นส่วนพืชให้พฒันาเป็นต้นโดยตรง ต้นพืชที�ผลิตได้จะมีขนาดสมํ�าเสมอจึง
ให้ผลผลิตที�เก็บเกี�ยวได้คราวละมากๆ พร้อมกันหรือในเวลาเดียวกัน (ศนูย์ส่งเสริม และพฒันา
อาชีพการเกษตร, 2557) การเพาะเลี �ยงข้าวนั �นสามารถใช้ชิ �นส่วนเริ�มต้นหลายชนิด เช่น คพัภะ 
ปลายยอด ใบออ่น อบัละอองเกสร เป็นต้น 
 
การเพาะเลี 	ยงคัพภะข้าว 

 

การชักนําให้เกิดแคลลัสเป็นเทคนิคหนึ�งของการเพาะเลี �ยงเนื �อเยื�อ เป็นวิธีที�มี
ประสิทธิภาพสําหรับเร่งการผลิต และปรับปรุงพนัธุ์พืช หรือแก้ปัญหาในกระบวนการทางชีวภาพ
ของพืช แคลลัสเป็นเนื �อเยื�อพื �นฐานของระบบการเพาะเลี �ยงเนื �อเยื�อพืชซึ�งสามารถนํามาใช้
ประโยชน์ได้หลายด้าน เช่น การขยายพนัธุ์เพื�อชกันําให้เกิดต้นพืชปริมาณมาก ใช้ในกระบวนการ
ผลิตเซลล์ไร้ผนงัหรือโปรโตพลาสต์ การผลิตสารชีวเคมีจากเซลล์พืช การผลิตพืชให้ต้านทานต่อ
โรค แมลง ศัตรูพืชและทนทานต่อสภาพแวดล้อมที�ไม่เหมาะสม รวมทั �งการใช้เป็นเนื �อเยื�อ
เป้าหมายในการเก็บรักษาเชื �อพนัธุกรรม Revathi และ Arumugam (2011) รายงานการเพาะเลี �ยง
เมล็ดข้าวที�สกุแก่ 5 สายพนัธุ์ คือ ASD16  ADT43  Basmati370  Pusa Basmati และ Pokkali  
บนอาหาร  MS เติมสารควบคมุการเจริญเติบโต 2,4-Dichlorophenoxyacetic  acid (2,4-D) 
ความเข้มข้นตั �งแต ่0.5  1.0  1.5  2.0   2.5 และ 3.0 มิลลิกรัมตอ่ลิตร พบว่าทกุความเข้มข้นของ
สารควบคมุการเจริญเติบโตสามารถชกันําให้เกิดแคลลสัขนาดกลางได้ 58.33-96.67 เปอร์เซ็นต์ 
ทั �ง 5 สายพนัธุ์ Libin  และคณะ (2012) ประสบความสําเร็จในการชกันําแคลลสัจากเมล็ดข้าว
หอมพนัธุ์ Sarawak Biris บนอาหารสตูร MS เตมิสารควบคมุการเจริญเติบโต 2,4-D ความเข้มข้น  
2  มิลลิกรัมตอ่ลิตร ให้เปอร์เซ็นต์การเกิดแคลลสัสงูสดุ 97 เปอร์เซ็นต์ แคลลสัมีลกัษณะเป็นปมสี
ครีม มีขนาดค่อนข้างใหญ่ และสามารถพัฒนาไปเป็นต้นข้าวได้ในอาหารสูตร MS ที�เติมสาร
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ควบคมุการเจริญเติบโต α- Naphthalene acetic acid (NAA) ความเข้มข้น 3 มิลลิกรัมตอ่ลิตร 
ร่วมกบั Kinetin (KN) ความเข้มข้น 1 มิลลิกรัมตอ่ลิตร สามารถ ชกันําให้เกิดต้นข้าวที�สมบรูณ์ได้
ถึง 55.6 เปอร์เซ็นต์  Zuraida และคณะ (2011) รายงานการเพาะเลี �ยงเมล็ดข้าวสุกแก่พนัธุ์ 
MR219   บนอาหาร  MS เติมสารควบคมุการเจริญเติบโต 2,4-D ความเข้มข้น 1 มิลลิกรัมตอ่ลิตร 
และ NAA ความเข้มข้น 10 มิลลิกรัมต่อลิตร  วางเลี �ยงในสภาพที�มีแสง ระยะเวลา 4 สปัดาห์ 
สามารถชกันําแคลลสัได้ 78 เปอร์เซ็นต์  เมื�อย้ายแคลลสัไปเพาะเลี �ยงบนอาหารใหม่ สตูรเดิมเป็น
เวลา 4 สปัดาห์    สามารถชกันําโซมาติคเอ็มบริโอได้ถึง  81  เปอร์เซ็นต์   และเมื�อย้ายโซมาติค
เอ็มบริโอไปเลี �ยงบนอาหาร MS เติม KN เข้มข้น 3 มิลลิกรัมตอ่ลิตร และ NAA เข้มข้น 0.5 
มิลลิกรัมตอ่ลิตร เป็นเวลา 8 สปัดาห์ สามารถชกันําต้นข้าวได้  9  ต้นตอ่จํานวนเอ็มบริโอ 3 กรัม      
Mannan และคณะ (2013) รายงานการนําเมล็ดข้าวสกุแก่ของข้าวสองสายพนัธุ์คือ  Kalijira และ 
Chinigura  มาชกันําแคลลสับนอาหาร MS เติม 2,4-D เข้มข้น  2  มิลลิกรัมตอ่ลิตร วางเลี �ยงใน
สภาพที�มีแสงเป็นเวลา  3 สัปดาห์ พบว่าข้าวพนัธุ์ Kalijira สามารถชกันําแคลลสัได้ 97.22 
เปอร์เซ็นต์ และข้าวพนัธุ์ Chinigura ชกันําแคลลสัได้ 94.4 เปอร์เซ็นต์ เมื�อย้ายแคลลสัข้าวทั �งสอง
สายพนัธุ์มาเลี �ยงบนอาหาร  MS เติม Benzylaminopurine (BAP) เข้มข้น 0.5  มิลลิกรัมตอ่ลิตร 
และ Indole -3- butyric acid (IBA) เข้มข้น 0.1 มิลลิกรัมตอ่ลิตร  ภายในเวลา 3 สปัดาห์ ข้าวพนัธุ์ 
Kalijira สามารถชกันํายอดได้ 91.67 เปอร์เซ็นต์ และข้าวสายพนัธุ์ Chinigura ชกันํายอดได้ 83.33 
เปอร์เซ็นต์   Zhang และ Te-chato (2012) รายงานว่าการนําเมล็ดข้าวสกุแก่ของข้าวพื �นเมือง
หอมกระดงังามาเลี �ยงบนอาหาร  MS เติม 2,4-D ความเข้มข้น  2  มิลลิกรัมตอ่ลิตร ร่วมกบั NAA 
เข้มข้น 1.0 มิลลิกรัมตอ่ลิตร BA เข้มข้น 1.0 มิลลิกรัมตอ่ลิตร และ KN เข้มข้น 0.5 มิลลิกรัมตอ่
ลิตร  สามารถชกันําให้เกิดแคลลสัได้ 56.3 เปอร์เซ็นต์  
 
การเพาะเลี 	ยงปลายยอด 
 

การเพาะเลี �ยงยอดอ่อน สามารถทําให้เกิดการพฒันาเป็นต้นพืชที�สมบรูณ์ได้โดย
ไมจํ่าเพาะกบัพนัธุ์ และเกิดความแปรปรวนน้อย การเพาะเลี �ยงยอดอ่อนข้าวเป็นการพฒันาวิธีการ
เพาะเลี �ยงเนื �อเยื�อข้าวอีกวิธีหนึ�งซึ�งใช้อาหาร MS ร่วมกบัการเตมิสารควบคมุการเจริญเตบิโต 
Thidiazuron  (TDZ)  ความเข้มข้น  0    1.0    2.0  และ 4.0 มิลลิกรัมตอ่ลิตร เพื�อชกันําการสร้าง
ยอดรวม (สลุกัษณ์ และคณะ, 2556)  เมธินี และจารุวรรณ (2556) เพาะเลี �ยงปลายยอดขนาด
ประมาณ   5  มิลลิเมตร บนอาหารสตูร  MS เตมิ TDZ ความเข้มข้นตา่งๆ เป็นเวลา 3 สปัดาห์ 
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พบวา่ ชิ �นสว่นปลายยอดของข้าวพนัธุ์เผือกนํ �า 43     แพร่ 1 R-258    ข้าวหอมปทมุธานี 1      ข้าว
เหนียวสนัป่าตอง ข้าวขาวดอกมะลิ 105  และข้าวชยันาทสร้างยอดรวมได้โดยไมผ่า่นการพฒันา
เป็นแคลลสับนอาหารสตูร  MS  เตมิ TDZ  เข้มข้น  6.0  มิลลิกรัมตอ่ลิตร จํานวนยอดที�สร้างสงูสดุ
เฉลี�ย 8  ยอด/ปลายยอด 

 
การเพาะเลี 	ยงปลายยอดโดยใช้ระบบ Temporary Immersion Bioreactor (TIB)  
 

ปัจจบุนัการเพาะเลี �ยงเนื �อเยื�อพืชได้พฒันาไปอยา่งกว้างขวางในหลายด้านทั �งเพื�อ
ประโยชน์ด้านงานวิจยัและการผลิตเพื�อการค้า ระบบ Temporary Immersion System (TIS) ซึ�ง
เป็นการรวมข้อดีของระบบการเลี �ยงทั �งแบบอาหารกึ�งแข็ง และอาหารเหลวเข้าด้วยกนัทําให้ต้นพืช
มีความสมบูรณ์ และสามารถเพิ�มปริมาณได้รวดเร็ว เป็นอีกระบบหนึ�งที�กําลงัได้รับความสนใจ
นํามาศกึษาทดลองเนื�องจากมีข้อดีหลายประการเช่น การปฏิบตัิงานในส่วนของการเปลี�ยนอาหาร
ทําได้สะดวก และการทําความสะอาดภาชนะที�ใช้แล้วทําได้ง่าย อีกทั �งสามารถเปลี�ยนขนาด
ภาชนะเพาะเลี �ยงให้ใหญ่ขึ �นได้ นอกจากนี �สามารถเพิ�มปริมาณชิ �นส่วนพืชได้เป็นจํานวนมากใน
เวลาที�สั �นลงส่งผลให้สามารถลดคา่ใช้จ่ายในส่วนของคา่แรง ซึ�งสําหรับงานเพาะเลี �ยงเนื �อเยื�อพืช 
คา่แรงถือเป็นต้นทนุที�สงูที�สดุประมาณ  60   เปอร์เซ็นต์ของต้นทนุทั �งหมด        ลดการใช้พื �นที�
สําหรับขั �นตอนการเพิ�มปริมาณลงได้มากหากพืชสามารถเพิ�มปริมาณในแนวตั �งได้จะทําให้ใช้พื �นที�
น้อยกว่าการเพิ�มปริมาณพืชในแนวราบ ซึ�งจะทําให้ต้นทุนการผลิตตอ่หน่วยตํ�าลง (รุ่งอรุณ และ
คณะ, 2553; Scherer et al., 2013) 

ในทางทฤษฎี การเพาะเลี �ยงยอดอ่อนสามารถทําให้เกิดการพฒันาเป็นต้นพืชที�
สมบรูณ์ได้โดยไมจํ่าเพาะกบัพนัธุ์ และเกิดความแปรปรวนน้อย การเพาะเลี �ยงยอดอ่อนข้าวเป็น
การพฒันาวิธีการเพาะเลี �ยงเนื �อเยื�อข้าวอีกวิธีหนึ�ง ซึ�งใช้อาหารเหลว MS ร่วมกับการเติมสาร
ควบคมุการเจริญเติบโตกลุ่มของออกซิน และไซโตไคนิน เพื�อชกันําให้เกิดการสร้างยอดรวม (สุ
ลกัษณ์ และคณะ, 2556) นํามาวางเลี �ยงในสภาพเขย่าเลี �ยงหรือเลี �ยงในสภาพนิ�ง  การขยายพนัธุ์
พืชโดยกระบวนการเพาะเลี �ยงเนื �อเยื�อเป็นวิธีการที�ผลิตพืชได้จํานวนมากในระยะเวลาอนัสั �น ดงันั �น
การพัฒนาเทคโนโลยีเพื�อลดต้นทุนการผลิต จึงเป็นเรื�องที�น่าสนใจ การใช้ไบโอรีแอคเตอร์ และ
คลอรีนไดออกไซด์เพื�อลดการปนเปื�อนของเชื �อแบคทีเรีย เชื �อรา และไวรัสในอาหารเลี �ยง ในการ
ขยายพนัธุ์พืชในหลอดทดลองโดยไบโอรีแอคเตอร์ สามารถลดต้นทนุการผลิตได้จริง และสามารถ



10 

 
เพิ�มจํานวนของต้นพืชได้มากกวา่การเลี �ยงบนอาหารแข็ง และการเขยา่เลี �ยงในอาหารเหลว (วฒุิชยั 
และสมปอง, 2557) 
 
การเก็บรักษาพันธ์ุพืชโดยการเพาะเลี 	ยงเนื 	อเยื�อ 
 

ปัจจบุนัพืชพนัธุ์หลายชนิดที�มีอยูต่ามธรรมชาตไิด้สญูพนัธุ์ไป     บางชนิดกําลงัจะ

สูญพันธุ์  หรือมีปริมาณลดลง และจะขาดแคลนในอนาคต  เนื�องจากการเปลี�ยนแปลงของ

สภาพแวดล้อมหรือเกิดจากการทําลายของมนษุย์เอง  จึงมีความจําเป็นต้องมีการเก็บรักษาพนัธุ์

พืช โดยทั�วไปมกัเก็บรักษาไว้ในรูปของเมล็ดพนัธุ์ ซึ�งมีข้อจํากัดคือ ต้องปลกูพืชอย่างต่อเนื�องเพื�อ

สร้างเมล็ดที�ยงัคงความมีชีวิต เมื�อนํามาเก็บรักษาไว้ในระยะเวลานาน อีกทั �งเมล็ดของพืชบางชนิด

มีอายุสั �น และติดเมล็ดน้อยหรือไม่ติดเมล็ด เพื�อลดข้อจํากัดของวิธีการใช้เมล็ดในการเก็บรักษา

พนัธุ์พืช จึงได้นําวิธีการเก็บรักษาพันธุ์พืชในสภาพการเพาะเลี �ยงในหลอดทดลองมาใช้ เพราะ

สามารถเก็บรักษาได้ในหลายลกัษณะของชิ �นส่วนพืช เช่น เมล็ด ยอด ราก เอ็มบริโอ แคลลสั และ

เซลล์ไร้ผนงั และสามารถคงความมีชีวิตไว้ได้เป็นระยะยาว  เช่นการเก็บรักษาในไนโตรเจนเหลวที�

มีอณุหภมูิ -196 องศาเซลเซียส และอีกวิธีหนึ�ง คือ การปรับสภาพของอาหารที�ใช้ในการเพาะเลี �ยง

เนื �อเยื�อให้มีส่วนผสมของสารชะลอการเจริญเติบโตบางชนิด และมีสารทําให้เกิดความเครียดของ

นํ �าภายในเซลล์พืชที�อยู่ในหลอดทดลอง ซึ�งเป็นสาเหตหุนึ�งที�ทําให้เซลล์พืชมีการเจริญเติบโตใน

อตัราที�ช้ามากๆ เพื�อเป็นการประหยัดแรงงาน เวลา และอาหารสังเคราะห์ที�ใช้ในการย้ายเลี �ยง

บอ่ยๆ การเก็บรักษาพนัธุ์พืชโดยวิธีการเพาะเลี �ยงเนื �อเยื�อมีประโยชน์คือ ใช้พื �นที�เก็บรักษาน้อย พืช

ที�เก็บรักษาปลอดภัยจากแมลง และเชื �อโรค  ไม่ต้องย้ายเลี �ยงบ่อย เนื�องจากถูกจํากัดการ

เจริญเติบโต สามารถเพิ�มปริมาณได้เมื�อต้องการ และสะดวกในการขนส่งหรือแลกเปลี�ยนชิ �นส่วน

พืช (บญุยืน, 2554  อ้างโดย เปรมฤดี, 2557)  

 
 การเก็บรักษาพันธ์ุพืชในระยะสั	น 
 

การเก็บรักษาพนัธุ์พืชในระยะสั �น ปานกลาง หรือด้วยวิธีชะลอการเจริญเติบโตทํา
ได้หลายวิธีตามรายงานของ รังสฤษฏ์ (2545) ได้แก่การลดอณุหภูมิ (reduce temperature) โดย
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การลดอณุหภูมิที�เลี �ยงเนื �อเยื�อลง 5-20 องศาเซลเซียส ตรวจดกูารเจริญเติบโตและเปลี�ยนอาหาร
หลงัเก็บรักษาไว้ 1-2 ปี  การลดปริมาณสารอาหาร (reduce medium) โดยลดความเข้มข้นของ
สารอาหารที�ใช้ในการชะลอการเจริญเตบิโตลงเหลือครึ�งหนึ�ง หรือหนึ�งในสี�สว่น ทั �งนี �ขึ �นกบัชนิดของ
พืช การลดความชื �น โดยการใช้สารยบัยั �งกระบวนการออสโมซีส (osmotic inhibitor) ชะลอการ
เจริญเติบโต ซึ�งเหมาะกบัการเก็บรักษายอด เช่น การใช้แมนนิทอล จะทําให้การดดูซึมธาตอุาหาร
ต่างๆ ของพืชลดลง การใช้สารชะลอการเจริญเติบโต  เช่น การใช้ไซโคลเซล  กรดแอบไซซิค พา
โคลบิวทราโซล สารดงักล่าวช่วยในการลดการหายใจของพืช ส่งผลให้พืชเจริญเติบโตช้า การเก็บ
อนรัุกษ์โดยใช้เทคนิคเพาะเลี �ยงเนื �อเยื�อเข้าช่วย สามารถอนรัุกษ์พนัธุ์ได้ตั �งแตร่ะดบัเซลล์ เนื �อเยื�อ 
อวยัวะ และต้นออ่น โดยเก็บและเลี �ยงไว้ในหลอดแก้ว วิธีนี �นิยมใช้กนัมากเนื�องจากใช้พื �นที�แรงงาน
และการดแูลรักษาน้อย ลดการเสี�ยงอนัเนื�องมาจากการเปลี�ยนแปลงสภาพภูมิอากาศ การทําลาย
ของศตัรูพืช และการดแูลรักษาที�ไม่เหมาะสม นอกจากนี �ยงัสะดวกในการแลกเปลี�ยนเชื �อพนัธุ์พืช
ระหว่างประเทศ เนื�องจากมีขนาดเล็ก สะดวกในการขนส่งและปลอดศตัรูพืช (กิ�งกาญจน์ และ
คณะ, 2548) 

กิ�งกาญจน์ และคณะ (2548) เก็บรักษาเชื �อพนัธุ์กล้วยไม้ดนิสกลุ Spathoglottis 
ทั �ง 4 ชนดิ คือ   S. pubescens Lindl  (เอื �องดนิลาว)      S. affinis de Vriese    (เอื �องหวัข้าว
เหนียว) S. eburnea Gagnep (บานดกึ) และ S. plicata (วา่นจกุ)  แล้วทําการผสมเกสรด้วยการ
ผสมกนัเองในดอกไม้สกลุ Spathoglottis ทั �ง 4 ชนิด เมื�อเกิดฝัก (pod) ปลอ่ยให้ฝักเจริญเป็น
เวลานานประมาณ 1 – 2  เดือน นําฝักแก่มาเพาะเลี �ยงบนอาหารสตูร  VW จนเกิดโปรโตคอร์ม 
เพาะเลี �ยงโปรโตคอร์มจนได้ต้นอ่อน นําต้นออ่นกล้วยไม้มาเพาะเลี �ยงในอาหารชะลอการ
เจริญเตบิโต 2 ประเภท คือ (1) ศกึษาการลดปริมาณสารอาหารที�เพาะเลี �ยง คือ   อนรัุกษ์บน
อาหาร  1/2 VW   1/3 VW    และ 1/4 VW  (2) ศกึษาการใช้สารยบัยั �งออสโมซิสที�เตมิในอาหาร 
คือ แมนนิทอล เข้มข้น 15 และ 30 กรัมตอ่ลิตร ผลการทดลอง พบวา่ กล้วยไม้ดนิสกลุ 
Spathoglottis ทั �ง 4 ชนิด สามารถอนรัุกษ์บนอาหารสตูร 1/4 VW  ได้นาน  7 - 8  เดือน โดยไม่
ต้องย้ายไปเลี �ยงในอาหารใหม ่ และการใช้สารยบัยั �งออสโมซิส แมนนิทอล เข้มข้น 15 กรัมตอ่ลิตร 
พบวา่   สามารถอนรัุกษ์กล้วยไม้ดนิ    S. pubescens      และ S. eburnea ได้นาน 5 เดือนโดย
ไมต้่องย้ายเลี �ยง สว่นกล้วยไม้ดนิ S. affinis สามารถอนรัุกษ์ได้นาน 4 เดือน และกล้วยไม้ S. 
plicata อนรัุกษ์ได้นาน  3 เดือน สําหรับ แมนนิทอลความเข้มข้นสงู 30 กรัมตอ่ลิตร  ทําให้ต้น
กล้วยไม้ใบเหลือง ขอบใบไหม้และตายภายในเวลา 1  เดือนหลงัจากเพาะเลี �ยง 
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วรรณดา และคณะ (2557) เก็บรักษาพันธุ์หอมนํ �าในสภาพปลอดเชื �อโดยนํา

เนื �อเยื�อส่วนหวัปลกูเลี �ยงในอาหารสงัเคราะห์ สูตร MS (Murashige and Skoog, 1962) ระดบั
ความเข้มข้นต่างกัน 2 ระดบั คือ  ½MS และ MS ระดบัความเข้มข้นปกติ ร่วมกับการเติมสาร
ชะลอการเจริญเติบโต 2 ชนิด คือ paclobutrazol  ความเข้มข้น  0    5   10   และ 15 มิลลิกรัมตอ่
ลิตร หรือ แมนนิทอลที�ระดบัความเข้มข้น  0  10  20  30 และ 40 กรัมตอ่ลิตร เป็นระยะเวลา 8 
เดือนโดยไมเ่ปลี�ยนอาหาร พบว่าอาหารสงัเคราะห์ระดบัความเข้มข้น  ½MS  มีผลชกันําให้เกิดหวั
ยอ่ยได้มากกวา่การใช้อาหารสงัเคราะห์สตูร MS ระดบัความเข้มข้นปกติอย่างมีนยัสําคญัทางสถิต ิ
(p<0.05) 
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วัตถุประสงค์ของการวิจัย 
 

1. เพื�อศกึษาวิธีการที�เหมาะสมในการขยายพนัธุ์ข้าวหอมกระดงังาด้วยวิธีการเพาะเลี �ยงเนื �อเยื�อ 
2. เพื�อใช้เนื �อเยื�อเพาะเลี �ยงเป็นเครื�องมือในการอนรัุกษ์พนัธุกรรมข้าวหอมกระดงังาในหลอด    
    ทดลอง เพื�อใช้ในกระบวนการปรับปรุงพนัธุ์ข้าวในอนาคต 
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บทที� 2 
 

การทดลองที� 1 
 

ผลของซูโครส และไดแคมบาต่อการชักนําแคลลัสจากคัพภะแก่และใบอ่อนของ
ข้าวหอมกระดังงา 
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บทนํา 
 

ข้าวหอมกระดงังาเป็นพันธุ์ ข้าวพื �นเมืองของอําเภอตากใบ จังหวัดนราธิวาส 
ปัจจุบนักําลงัได้รับความนิยมจากผู้บริโภคเป็นจํานวนมาก เนื�องจากข้าวหอมกระดงังา เป็นพนัธุ์
ข้าวอีกชนิดหนึ�งซึ�งมีคณุค่าทางโภชนาการสูงมีสารอาหารที�สําคญัหลายชนิดเช่น เป็นแหล่งของ
โปรตีนพลังงาน และที�สําคญัมีสารแอนโทไซยานินที�มีคณุสมบตัิต้านมะเร็งลําไส้ (ช่อแก้ว และ
คณะ, 2554) ป้องกนัการเกิดโรค ความดนัโลหิตสงู โรคเบาหวาน โรคหวัใจ (พชัราภรณ์ และคณะ, 
2556) มีลกัษณะประจําพนัธุ์คือ เป็นข้าวนาปี ที�ปลูกได้เฉพาะในช่วงนาปีเท่านั �น เป็นพนัธุ์ข้าวที�มี
จํานวนต้นตอ่กอน้อย เมื�อรวงข้าวแก่จดัลําต้นจะล้มกระจดักระจายไปคนละทิศทาง ทําให้มีความ
ยากลําบากตอ่การเก็บเกี�ยว ซึ�งไม่เหมือนกับข้าวพนัธุ์อื�นๆ ที�มีลําต้นแข็งแรง ไม่ล้มง่ายลําต้นของ
ข้าวหอมกระดงังามีสีม่วง   รวงข้าวมีสีนํ �าตาลอมม่วง   มีอายกุารเก็บเกี�ยวประมาณ 120-150 วนั 
เมล็ดข้าวสารคอ่นข้างเล็ก มีสีนํ �าตาลเข้ม เมื�อนํามาหงุเป็นข้าวสกุแล้วจะมีความนุ่ม และกลิ�นหอม
คล้ายดอกกระดงังา (ประมินทร์, 2552) จากข้อมลูเกี�ยวกบัความนิยมในปัจจบุนัและลกัษณะพนัธุ์
ดงักลา่วทําให้มีความจําเป็นอย่างยิ�งในการศกึษาหาข้อมลูพื �นฐานของข้าวหอมกระดงังา เพื�อการ
ปรับปรุงพนัธุ์ข้าวในอนาคต สําหรับการปรับปรุงพนัธุ์ข้าวมีการใช้เทคโนโลยีขั �นสูงด้านการตดัต่อ
ยีน การถ่ายยีนเพื�อให้ได้ต้นพนัธุ์ที�ดี เชน่ ต้นมีความแข็งแรง ทนแล้ง ทนดินกรด ทนดินเค็ม เป็นต้น 
อย่างไรก็ตาม เทคนิคพื �นฐานที�ต้องมีการศึกษาก่อนเข้าสู่กระบวนการตดัต่อยีน คือ เทคนิคการ
เพาะเลี �ยงเนื �อเยื�อพืช สําหรับการเพาะเลี �ยงเนื �อเยื�อข้าวใช้ชิ �นส่วนที�นํามาเพาะเลี �ยงแตกต่างกัน
ออกไป แตช่ิ �นส่วนที�นิยมนํามาเพาะเลี �ยงคือ คพัภะ ซึ�งอาจเป็นคพัภะอ่อน หรือคพัภะแก่ สําหรับ
การเพาะเ ลี �ยงคัพภะแก่มีรายงานในข้าวหลายพันธุ์  เช่น  ข้าวหอมพันธุ์ ดอกมะลิ105 
(Sompornpailin and Chutipaijit, 2012) ข้าวพนัธุ์ Khandagiri (Mallick et al., 2013) ซึ�ง
สามารถเก็บรักษาเชื �อพันธุกรรมไว้ในหลอดทดลอง โดยเฉพาะอย่างยิ�ง ในพืชหายาก หรือพืช
พื �นเมืองอย่างข้าวหอมกระดงังาเป็นต้น อีกทั �งยงัสามารถใช้เป็นแหล่งพนัธุกรรม เพื�อการปรับปรุง
พนัธุ์ข้าวหอมกระดงังาตอ่ไปในอนาคต (รังสิต, 2537) 
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วัสดุอุปกรณ์และวิธีการ 

 
การเตรียมชิ 	นส่วน 
 

นําเมล็ดข้าวหอมกระดงังามาแกะเปลือก นําไปฟอกฆ่าเชื �อที�ผิวด้วยแอลกอฮอล์
เข้มข้น 70 เปอร์เซ็นต์ นาน 1 นาที แช่เมล็ดในคลอร๊อกซ์เข้มข้น  20 เปอร์เซ็นต์ นาน 5 นาที ล้าง
เมล็ดด้วยนํ �ากลั�นนึ�งฆ่าเชื �อ 4-5 ครั �ง นําเมล็ดมาวางบนกระดาษทิชช ูซบัให้แห้งแล้วเพาะเลี �ยงบน
อาหารสตูรที�เตรียมไว้ 
 
1. ผลของซูโครสต่อการชักนําแคลลัสจากคัพภะแก่  

 
นําเมล็ดที�ผ่านการฟอกฆ่าเชื �อเพาะเลี �ยงบนอาหาร MS เติม 2, 4-D เข้มข้น 1 

มิลลิกรัมตอ่ลิตร NAA เข้มข้น 1 มิลลิกรัมต่อลิตร BA เข้มข้น 1 มิลลิกรัมตอ่ลิตร  และนํ �าตาล
ซูโครสความเข้มข้น 1  3  5 และ 7 เปอร์เซ็นต์  วางเลี �ยงที�อณุหภูมิ 26±2 องศาเซลเซียส ในสภาพ
ที�มีแสง 14 ชั�วโมง/วนั ความเข้มแสง 1,000 ลกัซ์ หลงัจากวางเลี �ยงเป็นเวลา 4 สปัดาห์ ตรวจสอบ
อตัราการสร้างแคลลสั ประเภท และลกัษณะของแคลลสัที�ปรากฎ  เปรียบเทียบกนัในแตล่ะความ
เข้มข้นของนํ �าตาลโดยวางแผนการทดลองแบบสุ่มสมบูรณ์ (Completely randomized design: 
CRD) แตล่ะความเข้มข้นของนํ �าตาล ทํา 4 ซํ �า แตล่ะขวดที�เพาะเลี �ยงเมล็ด  4  เมล็ดคิดเป็น 1 ซํ �า 
และเปรียบเทียบคา่เฉลี�ยโดยวิธี Duncan’s multiple range  test (DMRT) 

 
การชักนําโซมาตคิเอม็บริโอ 
 

นําแคลลสัที�ได้มาวางเลี �ยงบนอาหาร MS เติมสารควบคมุการเจริญเติบโต 2, 4-D 
เข้มข้น 1 มิลลิกรัมตอ่ลิตร NAA เข้มข้น 1 มิลลิกรัมตอ่ลิตร  BA เข้มข้น 1 มิลลิกรัมตอ่ลิตร และ
นํ �าตาลซูโครส ความเข้มข้น 3 เปอร์เซ็นต์ อณุหภูมิ 26 ± 2 องศาเซลเซียส ในสภาพที�มีแสง 14 
ชั�วโมง/วนั ความเข้มแสง 1,000 ลกัซ์    หลงัจากวางเลี �ยงเป็นเวลา   4  สปัดาห์    แคลลสัสามารถ
พฒันาเป็นเอ็มบริโอเจนิคแคลลสั เกิดจดุสีเขียว และพฒันาเป็นต้นข้าวที�สมบรูณ์ 
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2. ผลของไดแคมบาต่อการชักนําแคลลัสจากใบอ่อนข้าวในหลอดทดลอง  
 

นําใบอ่อนต้นข้าวหอมกระดงังา ที�ได้จากการเลี �ยงในอาหารเหลวบนเครื�องเขย่า 
มาตดัให้ได้ขนาดความยาว 0.5 มิลลิเมตร เพาะเลี �ยงบนอาหารแข็งสตูร MS เติมไดแคมบาเข้มข้น 
0.5  1 และ 1.5 มิลลิกรัมตอ่ลิตร และนํ �าตาลซูโครส 3 เปอร์เซ็นต์ วางเลี �ยงที�อณุหภูมิ 26±2 องศา
เซลเซียส ในสภาพมืดเป็นระยะเวลา 4 สปัดาห์ และย้ายไปเลี �ยงในสภาพที�มีแสง 14 ชั�วโมง/วนั 
ความเข้มแสง 1,000 ลกัซ์ เป็นระยะเวลาอีก 4 สปัดาห์ บนัทึกเปอร์เซ็นต์การสร้างแคลลสั ขนาด
แคลลสั และเปอร์เซ็นต์การสร้างจดุสีเขียว เปรียบเทียบกนัในแตล่ะความเข้มข้นของไดแคมบาโดย
วางแผนการทดลองแบบ CRD  แตล่ะความเข้มข้นของไดแคมบาทํา 4 ซํ �า แตล่ะขวดที�เพาะเลี �ยง
แคลลสั 4 แคลลสั คดิเป็น 1 ซํ �า และเปรียบเทียบคา่เฉลี�ยโดยวิธี DMRT 

 
ผลการทดลองและวิจารณ์ 

 
จากการทดลองเปรียบเทียบความเข้มข้นของนํ �าตาลซูโครสตอ่การชกันําแคลลสั

จาก 
คพัภะแก่ พบวา่ หลงัวางเลี �ยงบนอาหาร MS เตมิ 2,4-D เข้มข้น 1 มิลลิกรัมตอ่ลิตร  NAA เข้มข้น 
1 มลิลิกรัมตอ่ลิตร BA เข้มข้น 1 มลิลิกรัมตอ่ลิตร และนํ �าตาลซูโครสความเข้มข้นตา่งๆ วางเลี �ยง 
ระยะเวลา 4 สปัดาห์ สามารถชกันําแคลลสัได้ทกุความเข้มข้น (ภาพที� 2.1) สําหรับความเข้มข้น
ของนํ �าตาลซูโครส 3 เปอร์เซ็นต์ ให้การสร้างแคลลสั 100 เปอร์เซ็นต์ ให้เส้นผา่นศนูย์กลางของ
แคลลสัเฉลี�ย 0.98 เซนตเิมตร  (ตารางที� 2.1) แคลลสัสามารถพฒันาเป็นต้นที�สมบรูณ์ได้พร้อม
เกิดจดุสีเขียวและราก สอดคล้องกบังานวิจยัของ Zuraida และคณะ (2011) ทดลองใช้นํ �าตาล
ซูโครส 1   2 และ 3 เปอร์เซ็นต์ กบัข้าวสองสายพนัธุ์ MR 219  และMR 232  พบว่า นํ �าตาลซูโครส 
3 เปอร์เซ็นต์ ให้อตัราการชกันําโซมาตกิเอ็มบริโอ ในสายพนัธุ์ MR 219 สงูถึง 48 เปอร์เซ็นต์ และ
สอดคล้องกบังานวิจยัของ Ali และคณะ (2004) ทดลองใช้นํ �าตาลซูโครสเข้มข้น  2   3   4  และ 5 
เปอร์เซ็นต์ ในข้าวพนัธุ์ Xiushui 11 พบวา่นํ �าตาล 3 เปอร์เซ็นต์ สามารถชกันําแคลลสัได้สงูถึง 
67.2 เปอร์เซ็นต์  อาจเป็นไปได้วา่นํ �าตาลซูโครสเข้มข้น 3 เปอร์เซ็นต์ เป็นความเข้มข้นที�เหมาะสม
ในการชกันําแคลลสัในข้าวหลายชนิด เนื�องจากนํ �าตาลซูโครสเป็นแหลง่พลงังานที�จําเป็นตอ่การ
เจริญเตบิโตของเซลล์พืช รองลงมาความเข้มข้นของนํ �าตาลซูโครส 1 เปอร์เซ็นต์ ให้ขนาดของ
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แคลลสัเฉลี�ย 0.74 เซนตเิมตร ให้ต้นที�สมบรูณ์ แตไ่มมี่ราก สําหรับความเข้มข้นของนํ �าตาลซูโครส 
5  เปอร์เซ็นต์ ให้การเพิ�มปริมาณแคลลสัตํ�าแตใ่ห้อตัราการเกิดจดุสีเขียวสงูถึง  6.63 เปอร์เซ็นต์ ให้
จํานวนยอด 2.87 ยอด/แคลลสั และให้แคลลสัสีเหลืองอ่อนประเภทร่วนเปราะ สว่นนํ �าตาลซูโครส 
7 เปอร์เซ็นต์ ให้ต้นที�แคระไมส่มบรูณ์ ไมมี่การพฒันาให้จดุสีเขียว และตายในที�สดุ (ตารางที� 2.1 
และภาพที� 2.1) 
 
ตารางที� 2.1  ผลของซูโครสตอ่การชกันําแคลลสัจากการเพาะเลี �ยงคพัภะแก่ของข้าวหอม    

กระดงังาบนอาหารสตูร MS เตมิ  2,4-D เข้มข้น 1 มลิลิกรัมตอ่ลิตร  NAA เข้มข้น    
1 มลิลิกรัมตอ่ลิตร  BA เข้มข้น 1 มลิลิกรัมตอ่ลิตร  เป็นเวลา 4 สปัดาห์ 

         
*    แตกตา่งกนัทางสถิติอย่างมีนยัสําคญั (p≤ 0.05) 
คา่เฉลี�ยที�กํากบัด้วยอกัษรร่วมกนัในสดมภ์เดียวกนัไมมี่ความแตกตา่งกนัทางสถิต ิเมื�อ
เปรียบเทียบด้วยวิธี DMRT 

ความเข้มข้นของ
นํ �าตาลซูโครส

(%) 

 การสร้าง
แคลลสั (%) 

ขนาดแคลลสั 
 (ซม) 

จํานวนยอด/
แคลลสั  

การสร้างจดุสี
เขียว (%) 

 

1  100 0.74ab 2.19ab 4.06ab  

3  100 0.98a 2.31ab 7.31a  

5  100 0.57bc 2.87a 6.63a  

7  100 0.31c 1.44b 1.63b  

F-test 
C.V. (%) 

  * 
65.86 

* 
30 

* 
74.67 

 



21 
 

 

           
 

       
 

      
 

ภาพที� 2.1  แคลลสัที�เกิดจากคพัภะแก่ของข้าวหอมกระดงังาที�วางเลี �ยงบนอาหาร MS เติม 2,4-D   
ความเข้มข้น 1  มิลลิกรัมตอ่ลิตร  NAA เข้มข้น  1  มิลลิกรัมต่อลิตร  BA เข้มข้น 1 
มิลลิกรัมต่อลิตร  และนํ �าตาลซูโครสที�ระดับความเข้มข้นต่างๆ  วางเลี �ยงเป็น
ระยะเวลา 4 สปัดาห์ (บาร์= 0.5 เซนตเิมตร) 

        ก: แคลลสัพฒันาเป็นโซมาตคิเอมบริโอ       ข: เกิดเป็นจดุสีเขียวในสปัดาห์ที� 4  
        ค: นํ �าตาลซูโครส เข้มข้น 1 เปอร์เซ็นต์                ง: นํ �าตาลซูโครส เข้มข้น 3 เปอร์เซ็นต์   
                   จ: นํ �าตาลซูโครส เข้มข้น 5 เปอร์เซ็นต์           ฉ: นํ �าตาลซูโครส เข้มข้น 7 เปอร์เซ็นต์           

ค ง 

ข 

จ ฉ 

ก 
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นํายอดขนาด 1-2  เซนตเิมตร ได้จากการทดลองที� 1 มาวางเลี �ยงบนอาหาร MS ที�

ปราศจากสารควบคมุการเจริญเตบิโต หลงัวางเลี �ยงเป็นระยะเวลา 4 สปัดาห์ ต้นกล้าข้าวออกราก
และพฒันาเกิดต้นข้าวเป็นที�สมบรูณ์ ให้อตัรารอดชีวิตหลงัจากอนบุาลลงดินปลกู 100 เปอร์เซ็นต์ 
(ภาพที� 2.2) 

       
 

         
 

ภาพที� 2.2 ลกัษณะต้นข้าวที�ชกันํารากบนอาหาร  MS free และย้ายลงปลกูในภาชนะในสภาพ
      ธรรมชาต ิหลงัจากปลกูระยะเวลา 90 วนั (บาร์= 1  เซนตเิมตร) 

    ก: พฒันาการของรากบนอาหาร MS ที�ปราศจากสารควบคมุการเจริญเติบโต หลงัวาง   
        เลี �ยง 4 สปัดาห์                       

      ข: รากที�สมบรูณ์ 
      ค: ต้นข้าวเริ�มออกรวงหลงัจากอนบุาลลงดนิปลกู 90 วนั 

     ง: ลกัษณะรวงข้าวออ่นเพิ�มจํานวนมากขึ �นหลงัจากปลกูในสภาพธรรมชาตหิลงัจาก   
         อนบุาลลงดนิปลกู 100 วนั 

 

ง 

ก ข 

ค 
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ผลของไดแคมบาต่อการชักนําแคลลัสจากใบอ่อนข้าวในหลอดทดลอง 
 

จากการทดลองเปรียบเทียบความเข้มข้นของไดแคมบา ต่อการชักนําแคลลัส
จากใบอ่อนข้าวหอมกระดงังา พบว่า ไดแคมบาเข้มข้น  0.5 และ 1.5 มิลลิกรัมตอ่ลิตร ที�เติมใน
สตูรอาหาร MS ให้การสร้างแคลลสัสงูสดุ 13.33 เปอร์เซ็นต์ หลงัจากการเพาะเลี �ยงเป็นเวลา 30 
วนั (ตารางที� 2.2 และภาพที� 2.3) ใกล้เคียงกบังานวิจยัของ ชยานิจ และคณะ (2551) ที�ชกันํา
แคลลสัจากใบอ่อนปาล์มนํ �ามนัในอาหารสตูร  MS และ Y3 เติมไดแคมบา เข้มข้น 10-15 ไมโคร
โมลาร์ เมื�อวางเลี �ยงนาน 6 เดือนสามารถชกันําแคลลสัได้ 21.98–22.83 เปอร์เซ็นต์ ทํานอง
เดียวกบัรายงานของ Chehmalee และ Te-chato (2008) ที�สามารถเพิ�ม ปริมาณเอ็มบริโอเจนิค
แคลลัสของปาล์มนํ �ามันได้สูง เมื�อใช้อาหารเพาะเลี �ยงสูตร  MS เติมไดแคมบาเข้มข้น 0.5 
มิลลิกรัมตอ่ลิตร เนื�องจากไดแคมบา จะช่วยส่งเสริมกิจกรรมการแบง่เซลล์ได้ดีในชั �นอิพิเดอร์มิส 
พาเรนไคมา ชั �นของเนื �อเยื�อเจริญ และชั �นของเนื �อเยื�อเจริญมัดของท่อนํ �าท่ออาหาร สําหรับ
แคลลสัที�เกิดจากการชกันําจากใบอ่อนข้าวหอมกระดงังาบน อาหารเติมไดแคมบา 0.5 มิลลิกรัม
ตอ่ลิตร มีลกัษณะร่วนและมีจดุสีเขียว สามารถพฒันาเป็นต้นได้ แตต้่นที�ได้มีลกัษณะผิดปกต ิลํา
ต้นแคระแกร็น และ ใบหงิก (ภาพที� 2.4ก)  สว่นแคลลสัที�ชกันําในอาหารสตูรที�เติมไดแคมบา  1.5 
มิลลิกรัมตอ่ลิตร ให้การสร้างแคลลสัที�เกาะกนัแน่น ไม่มีการสร้างยอด (ภาพที� 2.4ข) สําหรับสตูร
อาหารที�เตมิไดแคมบา 1 มิลลิกรัมตอ่ลิตร  ไมส่ามารถพฒันาเกิดเป็นต้นได้ และชิ �นส่วน ลกัษณะ
ที�ปรากฏจะตายในที�สดุ  
 
ตารางที� 2.2 ผลของไดแคมบาตอ่การชกันําแคลลสับนอาหารสูตร MS หลงัวางเลี �ยงเป็นเวลา 4 
        สปัดาห์ 
ไดแคมบา  (มก/ล) การสร้างแคลลสั (%) ประเภทของแคลลสั 

0.5 13.33 ร่วน 

1 6.66 - 

1.5 13.33 เกาะกนัแนน่ 

 



24 

 

   

ภาพที� 2.3 พฒันาการของใบอ่อนข้าวที�ตดัมาเลี �ยงบนอาหารแข็ง MS เตมิ ไดแคมบา  3  ความ  
              เข้มข้น   หลงัจากวางเลี �ยงในสภาพมืดเป็นระยะเวลา  4 สปัดาห์ (บาร์= 0.4      
                 เซนตเิมตร) 
    ก: ไดแคมบา  เข้มข้น 0.5 มิลลิกรัมตอ่ลิตร 
    ข: ไดแคมบา  เข้มข้น 1 มิลลิกรัมตอ่ลิตร 
    ค: ไดแคมบา  เข้มข้น 1.5 มิลลิกรัมตอ่ลิตร 
 

     

ภาพที� 2.4  พฒันาการของใบอ่อนข้าว ตดัมาเลี �ยงบนอาหารแข็ง MS เตมิ ไดแคมบา  2  ความ 
เข้มข้น หลงัย้ายเลี �ยงในสภาพที�มีแสงเป็นระยะเวลา 4 สปัดาห์  (บาร์= 0.4 
เซนตเิมตร) 

 ก: ไดแคมบา  เข้มข้น 0.5 มลิลิกรัมตอ่ลิตร   
  ข: ไดแคมบา  เข้มข้น 1.5 มลิลิกรัมตอ่ลิตร  

 

 

ก ค ข 

ก ข 
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สรุปผล 
 

คพัภะแก่ข้าวหอมกระดงังาให้การสร้างแคลลสัได้ดีที�สดุ เมื�อเพาะเลี �ยงบนอาหาร
แข็งสตูร MS ที�เตมิสารควบคมุการเจริญเตบิโต 2, 4-D  เข้มข้น 1 มิลลิกรัมตอ่ลิตร NAA  เข้มข้น 1 
มิลลิกรัมตอ่ลิตร  BA เข้มข้น 1 มิลลกิรัมตอ่ลิตร  ร่วมด้วยซูโครสเข้มข้น  3  เปอร์เซ็นต์  เป็นเวลา  
4 สปัดาห์  แคลลสัมีขนาดเฉลี�ยสงูสดุ  0.98 เซนตเิมตร       อตัราการเกิดจดุสีเขียว  7.31  
เปอร์เซ็นต์ เมื�อนําใบออ่นข้าวหอมกระดงังาไปวางเลี �ยงบนอาหารแข็งสตูร MS เติมไดแคมบาที�
ความเข้มข้น 0.5 มิลลิกรัมตอ่ลิตร ร่วมกบันํ �าตาลซูโครส 3 เปอร์เซ็นต์ และผงวุ้น 0.7 เปอร์เซ็นต์  
พบวา่ ให้การสร้างแคลลสัสงูสดุ 13.33 เปอร์เซ็นต์ หลงัจากการเพาะเลี �ยงเป็นเวลา 30 วนั   
แคลลสัที�ชกันําได้มีลกัษณะร่วน  และมีจดุสีเขียวสามารถพฒันาเป็นต้นได้   
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การทดลองที� 2 
 

การขยายพันธ์ุข้าวหอมกระดังงาโดยการเพาะเลี 	ยงปลายยอดภายใต้ระบบ 
ไบโอรีแอคเตอร์ 
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บทนํา 
 

 ปัจจุบันการเพาะเลี �ยงเนื �อเยื�อพืชได้พัฒนาไปอย่างกว้างขวางในหลายด้านทั �งเพื�อ

ประโยชน์ด้านงานวิจยั และการผลิตเพื�อการค้า ระบบ Temporary Immersion System (TIS) ซึ�ง

เป็นการรวมข้อดีของระบบการเลี �ยงทั �งแบบอาหารกึ�งแข็ง และอาหารเหลวเข้าด้วยกนัทําให้ต้นพืช

มีความสมบูรณ์ และสามารถเพิ�มปริมาณได้รวดเร็ว เป็นอีกระบบหนึ�งที�กําลงัได้รับความสนใจ 

นํามาศกึษาทดลองเนื�องจากมีข้อดีหลายประการเช่น การปฏิบตัิงานในส่วนของการเปลี�ยนอาหาร

ทําได้สะดวก และการทําความสะอาดภาชนะที�ใช้แล้วทําได้ง่าย อีกทั �งสามารถเปลี�ยนขนาด

ภาชนะเพาะเลี �ยงให้ใหญ่ขึ �น  นอกจากนี �สามารถเพิ�มปริมาณชิ �นส่วนพืชได้เป็นจํานวนมากในเวลา

ที�สั �นลง ส่งผลให้สามารถลดค่าใช้จ่ายในส่วนของคา่แรงงาน ซึ�งสําหรับงานเพาะเลี �ยงเนื �อเยื�อพืช 

ค่าแรงถือเป็นต้นทุนที�สูงที�สุดประมาณ   60  เปอร์เซ็นต์ของต้นทุนทั �งหมด     ลดการใช้พื �นที�

สําหรับการเพิ�มปริมาณลงได้มากหากพืชสามารถเพิ�มปริมาณในแนวตั �งได้ จะทําให้ใช้ต้นทุนการ

ผลิตตอ่หนว่ยตํ�าลง  (รุ่งอรุณ และคณะ, 2553; Scherer et al., 2013) 

ในทางทฤษฎี การเพาะเลี �ยงยอดอ่อนสามารถทําให้เกิดการพฒันาเป็นต้นพืชที�
สมบรูณ์ได้โดยไมจํ่าเพาะกบัพนัธุ์ และเกิดความแปรปรวนน้อย การเพาะเลี �ยงยอดอ่อนข้าวเป็น
การพฒันาวิธีการเพาะเลี �ยงเนื �อเยื�อข้าวอีกวิธีหนึ�ง ซึ�งใช้อาหารเหลว  MS ร่วมกบัการเติมสาร
ควบคมุการเจริญเติบโตกลุ่มของออกซิน และไซโตไคนินเพื�อชกันําให้เกิดการสร้างยอดรวม (สุ
ลกัษณ์ และคณะ, 2556) นํามาวางเลี �ยงในสภาพเขย่าเลี �ยงหรือเลี �ยงในสภาพนิ�ง  การขยายพนัธุ์
พืชโดยกระบวนการเพาะเลี �ยงเนื �อเยื�อเป็นวิธีการที�ผลิตพืชได้จํานวนมากในระยะเวลาอนัสั �น ดงันั �น
การพัฒนาเทคโนโลยีเพื�อลดต้นทุนการผลิต จึงเป็นเรื�องที�น่าสนใจ การใช้ไบโอรีแอคเตอร์ และ
คลอรีนไดออกไซด์เพื�อลดการปนเปื�อนของเชื �อแบคทีเรีย เชื �อรา และไวรัสในอาหารเลี �ยง ในการ
ขยายพนัธุ์พืชในหลอดทดลองโดยไบโอรีแอคเตอร์สามารถลดต้นทนุการผลิตได้จริง และสามารถ
เพิ�มจํานวนของต้นพืชได้มากกวา่การเลี �ยงบนอาหารแข็ง และการเขยา่เลี �ยงในอาหารเหลว (วฒุิชยั 
และสมปอง, 2557) 
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วัสดุอุปกรณ์และวิธีการ 

 
การเตรียมชิ 	นส่วน 

 

  ในการศึกษานี �ใช้ยอดอ่อนข้าวหอมกระดงังาอาย ุ30 วนั ที�ได้จากการเพาะเลี �ยง
คพัภะแก่บนอาหารสูตร  MS เติม 2,4-D เข้มข้น 1 มิลลิกรัมต่อลิตร ร่วมด้วย NAA เข้มข้น 1 
มิลลิกรัมต่อลิตร และ BA เข้มข้น 1 มิลลิกรัมต่อลิตร ตดัแยกยอดรวมออกเป็นยอดเดี�ยวๆ ตดัใบ
ตอนบนทิ �งให้เหลือปลายยอดสูง 0.5 เซนติเมตร ลอกกาบใบด้านนอกออกจนมีขนาด 0.5 
เซนติเมตร ย้ายไปเพาะเลี �ยงในอาหารเหลวสตูร  MS เติม BA เข้มข้น 1 มิลลิกรัมตอ่ลิตร และ 
NAA เข้มข้น 0.5 มิลลิกรัมตอ่ลิตร ปริมาตร 25 มิลลิลิตร ซึ�งบรรจใุนฟลาสก์ ขนาด 100 มิลลิลิตร 
วางเลี �ยงบนเครื�องเขยา่ที�ความเร็ว 100 รอบ/นาที ย้ายเลี �ยงทกุ 20 วนั เพื�อเพิ�มปริมาณยอดจํานวน
มากใช้เป็นชิ �นส่วนเริ�มต้น   ในการทดลองขยายพันธุ์ ด้วยเทคนิคเพาะเลี �ยงปลายยอดภายใต้
ระบบไบโอรีแอคเตอร์ (ภาพที� 2.5) 
 

 
 

ภาพที� 2.5 การเพาะเลี �ยงข้าวหอมกระดงังาภายใต้ระบบไบโอรีแอคเตอร์แบบ TIB  
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วิธีการศึกษา 
นําต้นข้าวหอมกระดงังาที�เลี �ยงในสภาพปลอดเชื �อ ในอาหารเหลว MS บนเครื�อง

เขย่า มาแยกเป็นยอดเดี�ยวๆ  ลอกกาบใบแก่ออก ตัดแยกเฉพาะยอดอ่อนให้มีขนาด  0.5  
เซนติเมตร วางเลี �ยงในอาหารเหลวสตูร   MS เติม BA เข้มข้น 1 มิลลิกรัมตอ่ลิตร    NAA เข้มข้น 
0.5 มิลลิกรัมต่อลิตร    และนํ �าตาลซูโครสความเข้มข้น  3  เปอร์เซ็นต์ อาหารไม่เติมและเติม
คลอรีนไดออกไซด์ เข้มข้น  1  15  20 และ 25 มิลลิกรัมตอ่ลิตร  วางเลี �ยงภายใต้ระบบไบโอรีแอค
เตอร์แบบ TIB ในสภาพที�มีแสง 14 ชั�วโมง/วนั อุณหภูมิ 27 ± 2 องศาเซลเซียส ความเข้มแสง 
1,000 ลกัซ์ เป็นเวลา 30 วนั บนัทึกการสร้างยอดรวม  ความสูงของยอด (วดัจากโคนต้นไปถึง
ปลายใบที�สูงที�สุด สุ่มมา  5  ยอด เพื�อใช้ในการวิเคราะห์ข้อมูล) และจํานวนใบ แต่ละซํ �า
เปรียบเทียบกนัในแตล่ะความเข้มข้นของคลอรีนไดออกไซด์      โดยวางแผนการทดลองแบบ CRD  
แตล่ะหน่วยการทดลองทํา 5 ซํ �า    แต่ละฟลาสก์ที�เพาะเลี �ยงปลายยอด 2 ยอด คิดเป็น 1 ซํ �า 
เปรียบเทียบคา่เฉลี�ยโดยวิธี DMRT 
 
ผลและวิจารณ์ 

 

1. ผลของความเข้มข้นของคลอรีนไดออกไซด์ต่อการเพิ�มปริมาณยอดในสภาพปลอด   
   เชื 	อ 

นําชิ �นส่วนที�ปลอดเชื �อมาวางเลี �ยงในอาหารเหลว MS ที�ไม่เติมและเติมคลอรีนได
ออกไซด์ ความเข้ม 1   15   20 และ 25 มิลลิกรัมตอ่ลิตร หลงัวางเลี �ยงเป็นเวลา 30 วนั พบว่า ทกุ
ความเข้มข้นของคลอรีนไดออกไซด์ ที�เติมลงในอาหารเพาะเลี �ยง ไม่มีการปนเปื�อน และสามารถ
เพิ�มจํานวนยอดได้ สําหรับความเข้มข้นของคลอรีนไดออกไซด์  1  มิลลิกรัมตอ่ลิตร ให้ผลดีที�สดุให้
จํานวนยอดรวม 11 ยอด จํานวนใบ 2.20 ใบ    และความสูงของยอดเฉลี�ย  9.35 เซนติเมตร 
(ตารางที� 2.3 และภาพที� 2.6) สอดคล้องกบังานวิจยัของ Cardoso และ Silva (2012) ซึ�งทดลอง
ขยายพนัธุ์และเพิ�มจํานวนยอดเยอร์บีร่าในอาหารเหลวสูตร MS เติมสารควบคมุการเจริญเติบโต 
BA เข้มข้น 0.5 มิลลิกรัมตอ่ลิตร NAA เข้มข้น 0.01 มิลลิกรัมตอ่ลิตร และคลอรีนไดออกไซด์ความ
เข้มข้น 0.0025 เปอร์เซ็นต์  พบว่าสามารถเพิ�มจํานวนยอดได้สงูสดุ 5.63 ยอด และให้ความยาว
ยอดสงูสดุ 6.92 เซนตเิมตร ในสว่นของข้าวหอมกระดงังาในการศกึษานี �ใช้ความเข้มของคลอรีนได
ออกไซด์ 1 มลิลิกรัมตอ่ลิตร ให้ผลดีที�สดุ  รองลงมาความเข้มข้น 25 มิลลิกรัมตอ่ลิตร ให้จํานวยอด
รวม 12.6      ยอด ความสงูของยอด     9.51   เซนติเมตร  จํานวนใบ 2.52 ใบตอ่ยอด  แลตาม
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ด้วยความเข้มข้น 15 มิลลิกรัมต่อลิตร ให้จํานวนยอดรวม 9.40 ยอด  และความเข้มข้น 20 
มิลลิกรัมตอ่ลิตร ให้จํานวนยอดรวม 6.60 ยอด และตามด้วยชดุควบคมุ (อาหารผ่านการฆ่าเชื �อ
ด้วยความดนัไอนํ �า) ให้ยอดน้อยทีสดุ 6.40 ยอด อาจเป็นไปได้ว่าการฆ่าเชื �อในอาหารสงัเคราะห์
โดยไม่ผ่านความร้อนทําให้สารอาหารที�มีอยู่ไม่เกิดการสูญสลาย และสารที�เติมเพื�อทําให้ปลอด
เชื �อเป็นสารที�ไม่ทําปฏิกิริยากับสารอินทรีย์ และยงัช่วยกระตุ้นการเจริญเติบโตของต้นพืชได้ด้วย 
ในการศกึษานี � ใช้คลอรีนไดออกไซด์เข้มข้น 1 มิลลิกรัมตอ่ลิตร  ให้ผลดีที�สดุ นอกจากนี �ยงัพบว่า
ความเข้มข้นของคลอรีนไดออกไซด์ที�ใช้ในข้าวหอมกระดงังาให้ผลในการสร้างยอดรวม และความ
ยาวยอดที�สูงกว่า  อาจเป็นไปได้ว่าพืชแต่ละชนิดมีความอ่อนไหวต่อความเข้มข้นของคลอรีนได
ออกไซด์ที�แตกตา่งกนั อย่างไรก็ตามทกุความเข้มข้นของคลอรีนไดออกไซด์ทําให้ใบข้าวมีลกัษณะ
สีเขียวเข้ม ดงันั �นการขยายพนัธุ์ข้าวหอมกระดงังาในอาหารเหลวที�เติมคลอรีนไดออกไซด์เข้มข้น 1 
มิลลิกรัมต่อลิตร มีความเหมาะสมในการเพิ�มจํานวนยอด  ความสูงของยอดได้ดี เมื�อนําต้นกล้า
ออกปลกูในสภาพธรรมชาต ิอตัรารอดชีวิตของต้นกล้าหลงัย้ายปลกูลงดิน 100 เปอร์เซ็นต์ (ภาพที� 
2.7)  
ตารางที� 2.3 ผลของความเข้มข้นคลอรีนไดออกไซด์ตอ่การเพิ�มปริมาณยอดรวมข้าวหอมกระดงั

โดยใช้ระบบไบโอรีแอคเตอร์ หลงัวางเลี �ยงเป็นเวลา 30 วนั 

*  แตกตา่งกนัทางสถิตอิยา่งมีนยัสําคญั (p≤0.05) 
คา่เฉลี�ยที�กํากบัด้วยอกัษรร่วมกนัในสดมภ์เดียวกนัไมมี่ความแตกตา่งกนั เมื�อเปรียบเทียบด้วยวิธี 
DMRT 

ความเข้มข้นของ 
ClO2 (มก/ล) 

อตัราการรอด
ชิ �นสว่นปลอด

เชื �อ (%) 

จํานวนยอดรวม 
 

จํานวนใบ/ 
ยอด 

ความสงูยอด
เฉลี�ย (ซม) 

0  (อาหารนึ�งฆา่เชื �อ) 100 6.40b 2.77 5.69b 
1  100 11ab 2.20 9.35a 
15 100 9.40ab 2.72 7.64ab 
20 100 6.60b 2.17 5.81b 
25 100 12.6a 2.52 9.51a 
F-test  * ns * 
C.V. (%)  45.52 19.43 30.61 
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ภาพที� 2.6 การเจริญเตบิโตและเพิ�มปริมาณยอดข้าวในอาหารเหลว MS ที�ปลอดเชื �อ โดยการนึ�ง
ฆา่เชื �อ และการเตมิสารคลอรีนไดออกไซด์ความเข้มข้นตา่งๆ หลงัวางเลี �ยง 30 วนั  
(บาร์ = 1 เซนตเิมตร) 

                  ก: ยอดข้าวที�เพิ�มปริมาณในอาหารเพาะเลี �ยงสตูร  MS ทําให้ปลอดเชื �อโดยการนึ�งฆา่   
                      เชื �อ   
                  ข: คลอรีนไดออกไซด์ เข้มข้น 1 มิลลิกรัมตอ่ลิตร 
       ค: คลอรีนไดออกไซด์ เข้มข้น 15 มิลลิกรัมตอ่ลิตร 
       ง: คลอรีนไดออกไซด์ เข้มข้น  20 มิลลิกรัมตอ่ลิตร 
       จ: คลอรีนไดออกไซด์ เข้มข้น 25 มิลลิกรัมตอ่ลิตร 

ง 

ข ก ค 

จ 
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ต้นกล้าที�ชกันําได้สว่นมากมีการสร้างรากด้วย ดงันั �นสามารถตดัแยกเป็นต้น

เดี�ยวๆ แล้วอนบุาลลงดนิปลกูได้โดยไมต้่องผา่นกระบวนการชกันํารากก่อน อตัรารอดชีวิตของต้น
กล้าหลงัย้ายปลกูลงดนิ 100 เปอร์เซ็นต์ หลงัจากย้ายปลกูเป็นเวลา 70 วนั ต้นโตเตม็ที�พร้อมที�จะ
เข้าสูร่ะยะการเจริญทางด้านสืบพนัธุ์ตอ่ไป (ภาพที� 2.7) 

 

 
 

ภาพที� 2.7 ลกัษณะต้นกล้าข้าวหอมกระดงังาย้ายลงปลกูในภาชนะในสภาพธรรมชาต ิระยะเวลา 

70 วนั 

 

สรุป 
 

 การเพิ�มปริมาณยอดรวมในอาหารเหลวโดยใช้ระบบไบโอรีแอคเตอร์แบบTIB เติม
สารคลอรีนไดออกไซด์เข้มข้น   1  มิลลิกรัมตอ่ลิตร  ให้ผลดีที�สดุ อตัราการสร้างยอดรวม 11  ยอด   
ความสงู 9.35 เซนตเิมตร และจํานวนใบ 2.20 ใบ/ยอด  หลงัจากเพาะเลี �ยงเป็นเวลา 30 วนั 
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3. ผลของแหล่งชิ 	นส่วนยอดต่อการเพาะเลี 	ยงในอาหารที�ฆ่าเชื 	อด้วยคลอรีนไดออกไซด์ 
  
วิธีการศึกษา 

 

นําชิ �นสว่นที�ไมป่ลอดเชื �อ (ยอดที�ได้จากการเพาะเมล็ดในสภาพนอกหลอด
ทดลอง) มาแยกเป็นยอดเดี�ยวๆ  ลอกกาบใบแก่ออก ตดัแยกเฉพาะยอดออ่นให้มีขนาด  0.5  
เซนตเิมตร วางเลี �ยงในอาหารเหลวสตูร MS เตมิ BA เข้มข้น 1 มลิลิกรัมตอ่ลิตร  NAA เข้มข้น 0.5 
มลิลิกรัมตอ่ลิตร ที�ผา่นการฆ่าเชื �อด้วยการเตมิคลอรีนไดออกไซด์ความเข้มข้น 1   15   20 และ 25 
มลิลิกรัมตอ่ลิตร และนํ �าตาลซูโครสความเข้มข้น  3  เปอร์เซ็นต์ วางเลี �ยงภายใต้ระบบไบโอรีแอค
เตอร์แบบ TIB ในสภาพที�มีแสง 14 ชั�วโมง/วนั อณุหภมู ิ 27 ± 2 องศาเซลเซียส ความเข้มแสง 
1,000 ลกัซ์  เป็นเวลา 30 วนั บนัทึกการสร้างยอดรวม ความสงูของยอด (โดยวดัจากโคนต้นไปถึง
ปลายใบที�สงูที�สดุ) จํานวนใบ แตล่ะซํ �าสุม่มา 5 ยอด เพื�อใช้ในการวิเคราะห์ข้อมลู เปรียบเทียบกนั
ในแตล่ะความเข้มข้นของคลอรีนไดออกไซด์ โดยวางแผนการทดลองแบบ CRD  แตล่ะหนว่ยการ
ทดลองทํา  5  ซํ �า แตล่ะฟลาสก์ที�เพาะเลี �ยงปลายยอด 2 ยอด คดิเป็น 1 ซํ �า เปรียบเทียบคา่เฉลี�ย
โดยวิธี DMRT 

 
ผลและวิจารณ์ 

 
 จากการทดลองเปรียบเทียบความเข้มข้นของคลอรีนไดออกไซด์ ต่อการ

เพาะเลี �ยงชิ �นสว่นที�ไมป่ลอดเชื �อเพื�อเพิ�มจํานวนยอด พบวา่ ทกุความเข้มข้นของคลอรีนไดออกไซด์ 
หลงัวางเลี �ยงชิ �นส่วน ระยะเวลา 3 วนั อาหารเหลวมีลกัษณะเป็นสีขุ่น และเปลี�ยนเป็นสีเขียว สี
ชมพ ูเนื�องจากเกิดการปนเปื�อนของเชื �อรา และแบคทีเรียจากชิ �นส่วนพืชที�นํามาเลี �ยง อาจเป็นไป
ได้ว่า คลอรีนไดออกไซด์ที�เติมในอาหารเพาะเลี �ยงมีความเข้มข้นน้อยเกินไป ทําให้ชิ �นส่วนที�นํามา
เพาะเลี �ยงไม่สามารถที�จะลดการปนเปื�อนของเชื �อแบคทีเรีย และเชื �อราที�ติดเข้าไปกับชิ �นส่วนได้  
เนื�องจากเชื �อแบคทีเรีย และเชื �อรา สามารถเข้าทําลายเนื �อเยื�อพืชภายใน ผ่านทางท่อนํ �า ท่ออาหาร
ของพืช ส่งผลให้เนื �อเยื�อหยดุการเจริญเติบโต และตายในที�สดุ กมลพร และคณะ (2552) อ้างโดย 
เยาวมาลย์ (2555) พบว่า การปนเปื�อนของเชื �อในหลอดทดลอง มีการเจริญเติบโตของจุลินทรีย์
อย่างรวดเร็ว เพราะสภาพแวดล้อมภายในหลอดทดลองมีความเหมาะสมในการเจริญเติบโตของ
เชื �อ อีกทั �งอาหารเพาะเลี �ยงเนื �อเยื�อประกอบด้วยธาตอุาหารตา่งๆ และนํ �าตาลในระดบัคอ่นข้างสงู
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คือ 3 เปอร์เซ็นต์ ทําให้เชื �อจลุินทรีย์พวกเชื �อรา และแบคทีเรียสามารถเจริญเติบโตได้รวดเร็วพร้อม
ทั �งปลอ่ยสารพิษที�เกิดจากกระบวนการเมทาบอลิซมึ ทําให้เนื �อเยื�อพืชตายได้ 

 
สรุป 
 

การเพาะเลี �ยงปลายยอดข้าวที�ไมป่ลอดเชื �อ ในอาหารเหลวเตมิคลอรีนไดออกไซด์
ความเข้มข้นน้อย ไมส่ามารถที�จะลดการปนเปื�อนของเชื �อแบคทีเรีย และเชื �อราได้  
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การทดลองที� 3  
 

การขยายพันธ์ุข้าวหอมกระดังงาโดยการเพาะเลี 	ยงปลายยอดในสภาพเขย่า

เลี 	ยง 
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บทนํา 

 
ลกัษณะโดยทั�วไป ข้าวหอมกระดงังาเป็นพนัธุ์ข้าวที�ไวตอ่ช่วงแสง มีลกัษณะทรง

กอตั �ง ลําต้นค่อนข้างแข็ง ความยาวลําต้น 131 เซนติเมตร เป็นพนัธุ์ ข้าวที�ต้านทานต่อโรคและ

แมลง เหมาะสมกับสภาพพื �นที� ภูมิอากาศ และสภาพของดินในเขตจงัหวดัชายแดนใต้ เกษตรกร

ในพื �นที�จึงมีการปลกูกนัอยา่งกว้างขวาง และมีผลให้เกิดการซื �อขายในตลาดท้องถิ�น ตลอดจนใน

จงัหวดัใกล้เคียง (นิธิศ และคณะ, 2554) ลกัษณะเด่น คือ เป็นข้าวเจ้ามีสี และมีกลิ�นหอมคล้าย

ดอกกระดงังา เป็นที�นิยมปลกูของเกษตรกรในพื �นที�จงัหวดันราธิวาส และจงัหวดัใกล้เคียง มีคณุคา่

ทางโภชนาการสูง โดยมีปริมาณแคลเซียม ธาตเุหล็ก มากในข้าวกล้อง และมีปริมาณสงักะสีมาก

ในข้าวกล้องงอก (กรมการข้าวกระทรวงเกษตรและสหกรณ์, 2557) จากข้อมลูเกี�ยวกบัความนิยม

ข้าวพันธุ์หอมกระดังงาในปัจจุบัน และลักษณะพันธุ์ดังกล่าวทําให้มีความจําเป็นอย่างยิ�งใน

การศกึษาหาข้อมลูพื �นฐานของข้าวหอมกระดงังา เพื�อการขยายพนัธุ์เพิ�มจํานวนข้าวในอนาคตโดย

การเลี �ยงปลายยอดในสภาพเขยา่เลี �ยง 

ในทางทฤษฎี การเพาะเลี �ยงยอดอ่อน สามารถทําให้เกิดการพฒันาเป็นต้นพืชที�
สมบรูณ์ได้โดยไมจํ่าเพาะกบัพนัธุ์ และเกิดความแปรปรวนน้อย การเพาะเลี �ยงยอดอ่อนข้าว เป็น
การพฒันาวิธีการเพาะเลี �ยงเนื �อเยื�อข้าวอีกวิธีหนึ�ง ซึ�งใช้อาหาร MS ร่วมกับการเติมสารควบคมุ
การเจริญเติบโต Thidiazuron  (TDZ)  ความเข้มข้น  0   1.0    2.0  และ 4.0 มิลลิกรัมตอ่ลิตร เพื�อ
ชกันําให้เกิดการสร้างยอดรวม (สลุกัษณ์ และคณะ, 2556)  จิระศกัดิ� และคณะ (2555) เพาะเลี �ยง
ปลายยอดปาล์มนํ �ามนัในอาหารเหลวสตูร VW ที�เติม BAP ความเข้มข้น 4 มิลลิกรัมตอ่ลิตร เป็น
เวลานาน 200 วัน สามารถชักนํายอดได้ 1.5 ยอด เส้นผ่านศูนย์กลางปลายยอดอ่อน 0.5 
เซนตเิมตร จํานวนใบยอ่ย 17.4  ใบ ความยาวใบ 1.2 เซนติเมตร   จิระศกัดิ� และคณะ (2553) เพิ�ม
ปริมาณยอดของปาล์มนํ �ามันโดยใช้ชิ �นส่วนปลายยอดวางเลี �ยงบนเครื� องเขย่า โดยมีการ
เปรียบเทียบผลของอาหารแข็ง และอาหารเหลว สูตร OPM ที�มีต่อการเจริญเติบโตของชิ �นส่วน
ปลายยอดในสภาพปลอดเชื �อ เลี �ยงนาน 190 วนั พบว่า อาหารเหลวทําให้มีจํานวนใบมากที�สุด 
6.4±6.9 ใบ ซึ�ง หลงัจากนั �นได้นํายอดที�เกิดขึ �นในอาหารเหลว จํานวน 20 ตวัอย่าง เลี �ยงในอาหาร
เหลวสตูร VW นาน  147 วนั พบวา่ มีการเพิ�มปริมาณยอดเฉลี�ย 18±14.16 ยอดตอ่ชิ �นสว่น 
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วิธีการศึกษา 

นํายอดข้าวหอมกระดงังาอาย ุ 3 สปัดาห์  (ภาพที� 2.8) ที�ได้จากการทดลองที� 1 
มาลอกกาบใบแก่ทิ �ง ตดัปลายยอดให้ได้ขนาด  5 มิลลิเมตร และผ่ายอดตามยาวผ่านเนื �อเยื�อ
เจริญส่วนยอดออกเป็น 2 ชิ �น จากนั �นนํามาวางเลี �ยงในอาหารเหลวสตูร MS เติมสารควบคมุการ
เจริญเติบโต BA เข้มข้น 1 มิลลิกรัมตอ่ลิตร  ร่วมด้วย NAA เข้มข้น 0.5 มิลลิกรัมตอ่ลิตร  และ
นํ �าตาลซูโครสเข้มข้น 1   3   5 และ 7 เปอร์เซ็นต์ วางเลี �ยงที�อณุหภูมิ 27±2 องศาเซลเซียส ใน
สภาพที�มีแสง 14ชั�วโมงต่อวนัเป็นเวลา 4 สปัดาห์ บนัทึกการสร้างยอดรวมของแต่ละชิ �นส่วนที�
นํามาเพาะเลี �ยง เปรียบเทียบกนัในแต่ละความเข้มข้นของนํ �าตาลซูโครส โดยใช้แผนการทดลอง 
CRD ตรวจสอบความแตกตา่งของคา่เฉลี�ยโดยใช้ DMRT แตล่ะความเข้มข้นของนํ �าตาลซูโครสทํา 
4 ซํ �าๆ ละ 8 ฟลาสก์ แตล่ะฟลาสก์เพาะเลี �ยง 2 ยอด แตล่ะยอดผา่ตามยาวเป็น 2 ชิ �น 
 

 
 

ภาพที� 2.8 ยอดอ่อนข้าวหอมกระดงังาอาย ุ4 สปัดาห์ ที�เพาะเลี �ยงบนอาหารสตูร MS เติม 2,4-D
      เข้มข้น 1 มิลลิกรัมตอ่ลิตร   NAA เข้มข้น 1  มิลลิกรัมตอ่ลิตร   BA เข้มข้น 1 มิลลิกรัม    
                 ตอ่ลิตร เป็นเวลา 30 วนั (บาร์ =1 เซนตเิมตร) 
 
ผลและวิจารณ์ 

 
  จากการเลี �ยงยอดอ่อนในอาหารเหลวสูตร MS เติมสารควบคมุการเจริญเติบโต 
BA 1 มิลลิกรัมตอ่ลิตร  ร่วมด้วย NAA เข้มข้น 0.5 มิลลิกรัมตอ่ลิตร  และนํ �าตาลซูโครสในความ
เข้มข้นต่างๆ หลังวางเลี �ยงเป็นเวลา 4 สัปดาห์    พบว่า สามารถเพิ�มจํานวนยอดรวมได้       
(ตารางที� 2.4)  จากการทดลองพบว่า ความเข้มข้นนํ �าตาลซูโครส 3 เปอร์เซ็นต์ ให้ผลดีที�สุด
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สามารถชกันํายอดรวมได้สงูถึง  21.50   ยอด (ภาพที� 2.19) จํานวนใบ 20.45 ใบตอ่ฟลาสก์ อตัรา
การรอดชีวิต 87.50 เปอร์เซ็นต์ รองลงมาความเข้มข้น 5 เปอร์เซ็นต์ ให้จํานวนยอดรวม 19.25 
ยอด จํานวนใบ 19.34 ใบต่อฟลาสก์อัตราการรอดชีวิต 96.81 เปอร์เซ็นต์ ความเข้มข้น 1 
เปอร์เซ็นต์   ให้จํานวนยอดรวม  17.38  ยอด จํานวนใบ  15.92  ใบตอ่ฟลาสก์ และตามด้วยความ
เข้มข้น 7 เปอร์เซ็นต์ ให้จํานวนยอดน้อยที�สดุ 6.87 ยอด           การเพิ�มความเข้มข้นนํ �าตาลซูโครส
สงูขึ �นทําให้เปอร์เซ็นต์การสร้างยอดลดลง (ตารางที� 2.4 )  
 
ตารางที� 2.4 ผลของความเข้มข้นของนํ �าตาลซูโครสตอ่การเพิ�มปริมาณยอดรวมของข้าวหอม    
                 กระดงังาจากการเพาะเลี �ยงปลายยอดในอาหารเหลวสตูร  MS เตมิ BA เข้มข้น 1     
                    มิลลิกรัมตอ่ลิตร NAA เข้มข้น 0.5 มิลลิกรัมตอ่ลิตร  เป็นเวลา 4 สปัดาห์ 

นํ �าตาลซูโครส (%) อตัรารอดชีวิตของ
ยอด (%) 

จํานวนยอดรวม/ฟลาสก์ จํานวนใบ/ฟลาสก์ 

1 87.50 17.38a 15.92a 

3 87.50 21.50a 20.45a 

5 96.81 19.25a 19.34a 

7 81.25 6.87b 5.19b 

F-test                                                                                                                          ** ** 

C.V. (%)  43.42 36.08 
 
** แตกตา่งกนัอย่างมีนยัสําคญัยิ�ง (p≤ 0.01) 
คา่เฉลี�ยที�กํากบัด้วยอกัษรร่วมกนัในสดมภ์เดียวกนัไมมี่ความแตกตา่งกนัทางสถิต ิเมื�อ
เปรียบเทียบด้วยวิธี DMRT 
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ภาพที� 2.9   ผลของความเข้มข้นของนํ �าตาลซูโครสตอ่การเพิ�มจํานวนยอดรวมของข้าวหอม 
                กระดงังาในอาหารเหลวสตูร  MS  เตมิ BA เข้มข้น 1  มิลลิกรัมตอ่ลิตร NAA เข้มข้น     
                    0.5  มิลลิกรัมตอ่ลิตร  หลงัเพาะเลี �ยง เป็นเวลา 4 สปัดาห์ (บาร์= 1 เซนตเิมตร) 
                    ก: นํ �าตาลซูโครส ความเข้มข้น  1 เปอร์เซ็นต์    
         ข: นํ �าตาลซูโครส ความเข้มข้น  3 เปอร์เซ็นต์   
         ค: นํ �าตาลซูโครส ความเข้มข้น  5 เปอร์เซ็นต์   
          ง: นํ �าตาลซูโครส ความเข้มข้น  7 เปอร์เซ็นต์   

ก 

ง ค 

ข 
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ต้นกล้าที�ชกันําได้สว่นมากมีการสร้างรากด้วย ดงันั �นสามารถตดัแยกเป็นต้นเดี�ยวๆ แล้วอนบุาลลง
ดินปลูกได้โดยไม่ต้องผ่านกระบวนการชกันํารากก่อน ทําให้ประหยดัเวลา และขั �นตอนการชกันํา
รากได้อตัรารอดชีวิตของต้นกล้าหลงัย้ายปลกูลงดิน 100 เปอร์เซ็นต์ หลงัจากย้ายปลกูเป็นเวลา 
60 วนั ต้นโตเตม็ที�พร้อมที�จะเข้าสูร่ะยะการเจริญทางด้านสืบพนัธุ์ตอ่ไป (ภาพที� 2.10) 

 

 
 

ภาพที� 2.10  ลกัษณะต้นข้าวอาย ุ2 เดือน หลงัย้ายลงปลกูในภาชนะในสภาพธรรมชาต ิ
                  (บาร์= 2 เซนตเิมตร) 
 

การเพาะเลี �ยงเนื �อเยื�อข้าวโดยใช้ระบบเพาะเลี �ยงปลายยอดเป็นวิธีหนึ�งที� มี
ประสิทธิภาพ เป็นวิธีที�ไม่จําเพาะต่อพนัธุ์ (genotype-independent) สามารถใช้ได้กับพนัธุ์ข้าว
ทั�วไป อีกทั �งเป็นวิธีที�รวดเร็วและไม่ซบัซ้อน และสามารถพฒันาเป็นต้นแบบในการสร้างต้นข้าว
ดดัแปลงพนัธุกรรมได้อย่างรวดเร็ว    เพื�อการปรับปรุงและพฒันาพนัธุ์ข้าวด้วยเทคนิคทางพนัธุ
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วิศวกรรม เมธินี และจารุวรรณ (2556) เพาะเลี �ยงปลายยอดข้าวในอาหารเหลววางเลี �ยงบนเครื�อง
เขย่า พบว่า สามารถเพิ�มจํานวนยอดรวมได้อย่างรวดเร็ว เนื�องจากในอาหารเหลวช่วยให้มีการ
แลกเปลี�ยนแก๊สกบับรรยากาศเพื�อการเจริญเติบโตของยอดได้ดีกว่า แก้ปัญหาความตา่งศกัย์ของ
ความเข้มข้นของธาตอุาหารที�ชิ �นส่วนพืชสมัผสัอยู่ (สมปอง, 2539) จากการศกึษาการเพาะเลี �ยง
ปลายยอดของข้าวหอมกระดงังาในครั �งนี � พบว่า การวางเลี �ยงในอาหารเหลวสูตร MS เติมสาร
ควบคมุการเจริญเติบโต BA เข้มข้น 1 มิลลิกรัมตอ่ลิตร  ร่วมด้วย NAA เข้มข้น 0.5 มิลลิกรัมตอ่
ลิตร และนํ �าตาลซูโครสในความเข้มข้น 3 เปอร์เซ็นต์ เป็นเวลา 4 สปัดาห์ สามารถเพิ�มจํานวนยอด
รวมได้สงูถึง 21.50 ยอด สอดคล้องกบังานวิจยัของ Ekhlas (2014) ที�พบว่าการเพาะเลี �ยงกล้วย
สายพนัธุ์ Grand Naine บนอาหารที�เติมนํ �าตาลซูโครสความเข้มข้น 3 เปอร์เซ็นต์ สามารถเพิ�ม
จํานวนยอดได้สูงสุด 7.83 ยอดต่อชิ �นส่วน เนื�องจากซูโครสเป็นคาร์โบไฮเดรตซึ�งเป็นแหล่งของ
คาร์บอนมีผลโดยตรงต่อกระบวนการสงัเคราะห์ด้วยแสง อย่างไรก็ตาม การเพิ�มปริมาณนํ �าตาล
ซูโครสสูงขึ �นจะทําให้ เปอร์เซ็นต์การสร้างยอดลดลงเนื�องมาจากการใช้นํ �าตาลซูโครสเข้มข้นสูงมี
ผลต่อค่าออสโมติคมัในอาหารที�ใช้เพาะเลี �ยง ทําให้เซลล์ที�เพาะเลี �ยงเกิดสภาพเครียดนํ �าภายใน
เซลล์ พืชจะหยุดการสร้างยอดรวมส่งผลให้เพิ�มจํานวนราก ทําให้เปอร์เซ็นต์การสร้างยอดลดลง 
อย่างไรก็ตาม Chae (2013) ทําการเพาะเลี �ยงสมนุไพร Echinacea angustifolia บนอาหารที�เติม
นํ �าตาลซูโครสที�ความเข้มข้นแตกตา่งกนั พบว่านํ �าตาลซูโครสความเข้มข้น  5 เปอร์เซ็นต์ สามารถ
ชกันํายอดรวมได้ 80 เปอร์เซ็นต์ อาจเป็นผลมาจากพืชแต่ละชนิดมีความต้องการปริมาณของ
นํ �าตาลซูโครสที�แตกตา่งกนั ดงันั �นการเพาะเลี �ยงข้าวหอมกระดงังาให้ได้จํานวนยอดสงูสุดจะต้อง
เพาะเลี �ยงบนอาหารที�เติมนํ �าตาลซูโครส 3 เปอร์เซ็นต์ จึงเหมาะสมตอ่การชกันํายอด เพ็ญจนัทร์ 
(2546) อ้างโดย ศิรินธร (2551) ศึกษาผลของชนิด และความเข้มข้นของนํ �าตาลต่อการเจริญของ
ยอดรวมจากการเพาะเลี �ยงเมล็ดมังคุดโดยใช้นํ �าตาลชนิดและความเข้มข้นต่างๆ พบว่า การ
เพาะเลี �ยงเมล็ดมงัคดุบนอาหารเติมซูโครสความเข้มข้น 3 เปอร์เซ็นต์ ให้จํานวนยอดรวมสูงสุด 
15.72 ยอดตอ่เมล็ด  Neto และ Otani (2003) อ้างโดย ศิรินธร (2551) รายงานว่านํ �าตาลซูโครสมี
ความเหมาะสมที�สดุในการเพาะเลี �ยงเนื �อเยื�อพืชทั�วไป เพราะนํ �าตาลซูโครสให้คา่ออสโมติกโพเทน
เชียลที�ตํ�ากว่านํ �าตาลชนิดอื�นๆ และมีความเหมาะสมในการเพาะเลี �ยงเมื�อเปรียบเทียบในระดบั
ความเข้มข้นเดียวกนั นอกจากนี �ยงัสามารถรักษาระดบัความเป็นกรดดา่งได้ใกล้เคียงกบัคา่ความ
เป็นกรดและดา่งก่อนและหลงันึ�งฆ่าเชื �ออาหาร เมื�อเปรียบเทียบกับนํ �าตาลชนิดอื�นๆ ประกอบกับ
นํ �าตาลซูโครสสามารถหาซื �อได้ง่ายในท้องตลาด และมีราคาถูกเหมาะสมที�จะนํามาใช้ในการ
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เพาะเลี �ยงเนื �อเยื�อพืช โดยเฉพาะในการขยายพนัธุ์พืชเพื�อการค้าได้เป็นอย่างดี แตก่ารใช้ซูโครสให้
ได้ผลดีนั �นต้องพิจารณาถึงชนิดของพืชและความเข้มข้นที�เหมาะสมด้วย 
 
สรุป 

การเพาะเลี �ยงปลายยอดในอาหารเหลว MS เติมสารควบคมุการเจริญเติบโต BA 
เข้มข้น 1 มิลลิกรัมต่อลิตร ร่วมด้วย NAA เข้มข้น 0.5 มิลลิกรัมต่อลิตร  และนํ �าตาลซูโครส 3 
เปอร์เซ็นต์ ชกันํายอดรวมได้สงูถึง 21.50  ยอดที�เพาะเลี �ยง หลงัวางเลี �ยง 4 สปัดาห์  
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การทดลองที� 4  

 
การเพาะเลี 	ยงเซลล์ซัสเพนชั�น 
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บทนํา 

 
เซลล์ซสัเพนชั�นเป็นการเพาะเลี �ยงเซลล์ในอาหารเหลวในสภาพเขย่าเลี �ยง ภายใน

เซลล์ซสัเพนชั�นประกอบด้วยเซลล์เดี�ยวๆ กลุ่มขนาดเล็ก และกลุ่มเซลล์ขนาดใหญ่ โดยทั�วไปการ
เลี �ยงเซลล์ซสัเพนชั�นเป็นการเพาะเลี �ยงเพื�อศกึษาเมแทบอลิซึม    โดยเฉพาะเกี�ยวกบัการสร้างสาร
ทตุิยภูมิ การสร้างเอนไซม์ หรือเพื�อการผลิตต้นอ่อน และโปรโตพลาสต์ โดยรูปแบบการเพาะเลี �ยง
จะเลี �ยงในสภาพเขย่าเลี �ยงที�ความเร็ว 80-120 รอบตอ่นาที ส่วนใหญ่เนื �อเยื�อที�เหมาะสมที�สดุที�ใช้ 
คือ friable callus การเพาะเลี �ยงแบบนี �จะทําให้เนื �อเยื�อของพืช สามารถสมัผสัอาหารได้ทกุทิศทาง 

เซลล์ซสัเพนชั�นเป็นการเพาะเลี �ยงเซลล์ในสภาพเขย่าเลี �ยง ในอาหารเหลว เพื�อให้
เซลล์ที�แบ่งตวัใหม่แยกออกจากเซลล์แม่เดิมอย่างต่อเนื�อง ส่งผลให้ขนาดของเซลล์ในอาหาร
เพาะเลี �ยงมีขนาดไมโ่ต และใกล้เคียงกนัมีการควบคมุสภาพแวดล้อมที�เหมาะสม เซลล์ที�ได้รับการ
เพาะเลี �ยงในสภาพดงักล่าวมีการเจริญเติบโต และมีการแบง่เซลล์ที�รวดเร็วสามารถที�จะย้ายเลี �ยง
ได้เร็วขึ �นเมื�อเปรียบเทียบกับการเพาะเลี �ยงแคลลัส โดยทั�วไปแล้วการเริ�มต้นเพาะเลี �ยงเซลล์
แขวนลอยใช้แคลลสัชนิด friable callus มีระยะการเจริญอยู่ในช่วง log phase ซึ�งเป็นช่วงที�เซลล์
กําลงัเจริญเตบิโต มีกิจกรรมการแบง่เซลล์สงู 

อนุรักษ์ และคณะ (2556) รายงานการเพาะเลี �ยงเมล็ดข้าวเหนียวสายพนัธุ์ขาว
โป่งไคร้บนอาหารแข็งสงัเคราะห์สตูร MS เติม 2,4-D ความเข้มข้น  0.5    1    3 และ 5  มิลลิกรัม
ตอ่ลิตร พบว่าสามารถพฒันาเกิดเป็นแคลลสัได้ทุกสูตรอาหาร แต่อาหารสูตรที�สามารถชกันําให้
เกิดแคลลสัขนาดใหญ่เฉลี�ย 257.21 ตารางมิลลิเมตร คือ สตูรอาหารที�เติม 2,4-D ความเข้มข้น 3 
มิลลิกรัมตอ่ลิตร จากนั �นชกันําเซลล์แขวนลอยของข้าวเหนียวสายพนัธุ์ขาวโป่งไคร้ในอาหารเหลว
สตูร MS เติม 2,4-D ความเข้มข้น  2 มิลลิกรัมตอ่ลิตร แอล-โพรลีน 1 กรัมตอ่ลิตร เคซีนไฮโดรไล
เซต 100 มิลลิกรัมตอ่ลิตร  และนํ �าตาลซูโครส 30 กรัมตอ่ลิตร พบว่า มีคา่นํ �าหนกัสด และนํ �าหนกั
แห้งสงูสดุ คือ 0.8065 และ 0.0809 กรัมตอ่ 10 มิลลิลิตร  ตามลําดบั และเซลล์แขวนลอยมีการ
เจริญเติบโตอย่างรวดเร็วในช่วง 9-18 วนั การศกึษาความมีชีวิตของเซลล์แขวนลอยโดยการย้อม
ด้วยสีฟลอูอเรสซีไดอะซิเตต แล้วสอ่งดภูายใต้กล้องจลุทรรศน์แบบฟลอูอเรสเซนต์ พบว่า เซลล์ที�มี
ชีวิตจะปรากฏสีเขียวเรืองแสง ส่วนเซลล์ที�ตายแล้วจะไม่มีการเรืองแสงสีเขียว จากข้อมูลที�ได้ 
สามารถนําเซลล์แขวนลอยไปใช้ประโยชน์ในด้านต่างๆ อย่างมากมาย เช่น ในการแยก หรือสกัด
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เอนไซม์ และสารเคมีที�เป็นประโยชน์เพื�อศกึษาการทํางานของเอนไซม์ และการแสดงออกของยีน
เพื�อการผลิตเอ็มบริออยด์ (คพัภะ) ใช้ในการแยกโปรโตพลาสต์ เพาะเลี �ยงเพื�อชกันําเป็นพืชต้นใหม ่
และใช้ในการถ่ายยีนเพื�อปรับปรุงพนัธุ์พืช ตลอดจนอนรัุกษ์พนัธุกรรมได้  

ผลสําเร็จในการเพาะเลี �ยงเซลล์ซสัเพนชั�นของข้าวขึ �นกบัหลายปัจจยั เช่น การใช้
สารยบัยั �งการเกิดออกซิเดชั�น   polyvinylpyrrolidone (PVP) เป็นหนึ�งในปัจจยัที�สําคญัช่วยลดการ
เกิดสารประกอบฟีโนล ที�ปลอ่ยมาจากเซลล์พืชทําให้อาหารเป็นสีนํ �าตาลเข้มเป็นพิษ  และมีผลตอ่
อตัราการรอดชีวิตของเซลล์ และชิ �นสว่นพืชที�นํามาเลี �ยง (รังสิมา และคณะ,  2548 )  

 
วิธีการศึกษา 
 

นําแคลลสัที�เพาะเลี �ยงบนอาหารแข็งสตูร    MS     เตมิสารควบคมุการ
เจริญเตบิโต 2,4-D เข้มข้น 1 มิลลิกรัมตอ่ลิตร  BA เข้มข้น 1 มิลลิกรัมตอ่ลิตร และ NAA เข้มข้น 1 
มิลลิกรัมตอ่ลิตร และนํ �าตาลซูโครส  3 เปอร์เซ็นต์   แคลลสัมีลกัษณะเกาะตวักนัแนน่    (compact 
callus) (ภาพที� 2.12ก) ย้ายมาวางเลี �ยงบนอาหารแข็งสตูร MS เตมิ 2,4-D เข้มข้น 1 มิลลิกรัมตอ่
ลิตร  BA เข้มข้น 0.5  มิลลิกรัมตอ่ลิตร  NAA เข้มข้น 0.5 มิลลิกรัมตอ่ลิตร  KN เข้มข้น 0.25 
มิลลิกรัมตอ่ลิตร  และเคซีนไฮโดรไลเซท 1 กรัมตอ่ลิตร  วางเลี �ยงที�อณุหภมูิ  27 ± 2    องศา
เซลเซียส      ในสภาพที�มีแสงตอ่อีกเป็นเวลา  4 สปัดาห์ ได้แคลลสัที�มีลกัษณะร่วนเกาะกนัแบบ
หลวมๆ  (friable callus) (ภาพที� 2.12ข) นําแคลลสัดงักลา่ว มาชั�งให้ได้นํ �าหนกั 0.5 กรัม ใสล่งใน
อาหารเหลวสตูร MS เตมิ 2,4-D เข้มข้น  1 มิลลิกรัมตอ่ลิตร BA เข้มข้น 0.5  มิลลิกรัมตอ่ลิตร  
NAA เข้มข้น 0.5 มิลลิกรัมตอ่ลิตร  KN เข้มข้น 0.25  มิลลิกรัมตอ่ลิตร   และเคซีนไฮโดรไลเซท 1 
กรัมตอ่ลิตร  เตมิสาร PVPเข้มข้น  0   250  500 และ 750 มิลลิกรัมตอ่ลิตร วางเลี �ยงบนเครื�อง
เขยา่ ที�ความเร็วรอบ 100 รอบตอ่นาที อณุหภมูิ 27±2 องศาเซลเซียส ภายใต้การให้แสง 14 
ชั�วโมงตอ่วนั หลงัจากเพาะเลี �ยงเป็นเวลา 30 วนั  วดัปริมาตรตะกอนเซลล์ทกุๆ  3 วนับนัทกึการ
เปลี�ยนแปลงของอาหารเหลวเปรียบเทียบกนัในแตล่ะความเข้มข้นของ PVP โดยใช้แผนการ
ทดลอง CRD ตรวจสอบความแตกตา่งของคา่เฉลี�ยโดยใช้ DMRT  ทํา 4 ซํ �า ๆ ละ 4  ฟลาสก์ 
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ภาพที� 2.11  ลกัษณะแคลลสัข้าวหอมกระดงังาชนิดเกาะกนัแนน่ที�เพาะเลี �ยงบนอาหาร MS เตมิ 
                 2,4-D เข้มข้น 1 มิลลิกรัมตอ่ลิตร NAA เข้มข้น 1 มิลลิกรัมตอ่ลิตร BA เข้มข้น 1     
                    มิลลิกรัมตอ่ลิตร 
                    ก: ลกัษณะแคลลสัเกาะตวักนัอยา่งแนน่ (บาร์  =  0.3  เซนตเิมตร) 

        ข: แคลลสัเมื�อย้ายแคลลสัไปเพาะเลี �ยงบนอาหาร  MS เตมิ 2,4-D  เข้มข้น 1   
            มิลลิกรัมตอ่ลิตร BA เข้มข้น 0.5 มิลลิกรัมตอ่ลิตร  NAA   มิลลิกรัมตอ่ลิตร  KN    
           เข้มข้น 0.25 มิลลิกรัมตอ่ลิตร และเคซีนไฮโดรไลเซท 1 กรัมตอ่ลิตร  เป็นเวลา 4     
           สปัดาห์ (บาร์ = 2  มิลลเิมตร) 

 
ผลและวิจารณ์ 

 

แคลลสัที�เพาะเลี �ยงในอาหารเหลวสตูร MS ที�เติม 2,4-D เข้มข้น  1 มิลลิกรัมตอ่
ลิตร BA เข้มข้น 0.5  มิลลิกรัมตอ่ลิตร NAA เข้มข้น 0.5 มิลลิกรัมตอ่ลิตร KN เข้มข้น 0.25 
มิลลิกรัมตอ่ลิตร เคซีนไฮโดรไลเซท 1 กรัมตอ่ลิตร และเติมสาร PVP ความเข้มข้น 4 ระดบั 0  250  
500  750 มิลลิกรัมตอ่ลิตร วางเลี �ยงบนเครื�องเขย่า ที�อณุหภูมิ 27±2 องศาเซลเซียส ในสภาพที�มี
แสง เป็นเวลา 4 สปัดาห์ พบว่า ทกุความเข้มข้นของสาร PVP สามารถลดการสร้างสารประกอบฟี
โนลได้ เซลล์มีการสร้างสีนํ �าตาลลดลง (ตารางที� 2.6) รวมทั �งอาหารที�เพาะเลี �ยงก็มีสีนํ �าตาลลดลง
ด้วยเช่นเดียวกัน (ภาพที� 2.14) เซลล์ที�เลี �ยงบางเซลล์ในเซลล์ซัสเพนชั�นซึ�งเพาะเลี �ยงในอาหาร
เหลวสูตรที�ไม่เติมสาร PVP มีลักษณะเป็นสีนํ �าตาล และอาหารก็เริ�มขุ่นหลังจากวางเลี �ยง 3 
สปัดาห์ สตูรอาหารเหลวที� เติมสาร PVP  250 มิลลิกรัมตอ่ลิตร  ให้เซลล์ที�มีลกัษณะเป็นเซลล์

ก ข 
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เดี�ยวๆ สีเหลืองออ่น ให้ปริมาตรตะกอนเซลล์สงูสดุ  2.64 มิลลิลิตร ในสตูรอาหารเหลวที� เติม PVP 
700 มิลลิกรัมตอ่ลิตร พบวา่  เซลล์มีลกัษณะเกาะกนัเป็นก้อน และรองลงมาคือสตูรอาหารที�ไม่เติม 
PVP ให้สร้างแคลลัสน้อยที�สุด 2.52 มิลลิลิตร  ระยะเวลาการเพิ�มจํานวนของเซลล์ข้าวหอม
กระดงังาที�เพาะเลี �ยงในอาหารทกุสตูรที�ได้จากการศกึษานี �พบว่า ระยะ log phase อยู่ในช่วงวนัที� 
6 ถึงวนัที� 12 (ภาพที� 2.13) 
 
ตารางที� 2.5 การชกันําเซลล์ซสัเพนชั�นจากแคลลสัของข้าวหอมกระดงังาที�เพาะเลี �ยงในอาหาร 

MS เติม  2,4-D  เข้มข้น 1 มิลลิกรัมตอ่ลิตร BA  เข้มข้น 0.5 มิลลิกรัมตอ่ลิตร NAA  

เข้มข้น 0.5 มิลลิกรัมตอ่ลิตร KN 0.25 มิลลิกรัมตอ่ลิตร เคซีนไฮโดรไลเซท 1 กรัมตอ่

ลิตร และPVP ความเข้มข้นตา่งๆ เป็นเวลา 30 วนั 

PVP   
(มลิลิกรัมตอ่ลิตร) 

ลกัษณะทางสณัฐานวิทยา สีของอาหาร  ปริมาตรตะกอนเซลล์ 
(มิลลิลิตร) 

 
Control 

 
ร่วน 

 
เหลืองออ่น 

 
2.52 

250 ร่วน เหลืองออ่น 2.64 

500 ร่วน เหลืองออ่น 2.59 

750 ร่วนและ 
เกาะกนัแนน่ 

เหลืองออ่น 2.59 

F-test   ns 

C.V. (%)   10.93 

 
ns  ไมมี่ความแตกตา่งกนัทางสถิต ิ
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  MS ไมเ่ตมิสาร PVP 
  MS เตมิ PVP 250  มิลลิกรัมตอ่ลิตร 

   MS เตมิ PVP 500  มิลลิกรัมตอ่ลิตร 
   MS เตมิ PVP 750  มิลลิกรัมตอ่ลิตร 
 

ภาพที� 2.12  การเจริญเติบโตของเซลล์ซสัเพนชั�นในอาหารเหลวสตูร MS เติม 2,4-D  เข้มข้น 1 
มิลลิกรัมตอ่ลิตร  BA  เข้มข้น 0.5 มิลลิกรัมตอ่ลิตร NAA เข้มข้น 0.5 มิลลิกรัมตอ่
ลิตร KN เข้มข้น 0.25 มิลลิกรัมตอ่ลิตร เคซีนไฮโดรไลเซท 1 กรัมตอ่ลิตร และ PVP 
ความเข้มข้นตา่งๆ เป็นเวลา 4 สปัดาห์ 
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ภาพที� 2.13 การชกันําเซลล์ซสัเพนชั�นของแคลลสัข้าวหอมกระดงังาวางเลี �ยงในอาหารเหลวสตูร 
MS เติม 2,4-D เข้มข้น 1 มิลลิกรัมตอ่ลิตร BA เข้มข้น 0.5 มิลลิกรัมตอ่ลิตร NAA 
เข้มข้น 0.5   มิลลิกรัมตอ่ลิตร KN   เข้มข้น  0.25 มิลลิกรัมตอ่ลิตร  เคซีนไฮโดรไลเซท 
1 กรัมต่อลิตร และ PVP ความเข้มข้นต่างๆ เป็นระยะเวลา 3 สปัดาห์ (บาร์= 2 
มิลลิเมตร) 

      ก: Control ไมเ่ตมิสาร PVP 
       ข: PVP 250  มิลลิกรัมตอ่ลิตร 
       ค: PVP 500 มิลลิกรัมตอ่ลิตร 
       ง: PVP 750 มิลลิกรัมตอ่ลิตร 
 

ก 

ค 

ข 

ง 
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ผลและวิจารณ์ 
 

เซลล์ซสัเพนชั�นชกันําได้โดยการย้ายแคลลสัประเภท friable ที�ชกันําจากการ
เพาะเลี �ยงสว่นตา่งๆ ของพืชไปเลี �ยงในอาหารเหลวใหม่สตูรเดิม แล้วย้ายเลี �ยงเป็นช่วงระยะเวลาที�
แน่นอน  (สมปอง, 2539)   เซลล์ซสัเพนชั�นเมื�อเขย่าเลี �ยงได้ประมาณ   2-3   สปัดาห์        จะได้
เซลล์ซัสเพนชั�นซึ�งประกอบไปด้วยเซลล์เดี�ยว  กลุ่มเซลล์ขนาดเล็ก และกลุ่มเซลล์ขนาดใหญ่
รวมกันอยู่ ในการศึกษานี �นําแคลลสัที�เพาะเลี �ยงในอาหารแข็งสูตร MS ที�เติม 2,4-D เข้มข้น 1 
มิลลิกรัมตอ่ลิตร  BA เข้มข้น 0.5 มิลลิกรัมตอ่ลิตร  NAA เข้มข้น 0.5 มิลลิกรัมตอ่ลิตร  KN เข้มข้น 
0.25 มิลลิกรัมตอ่ลิตร  เคซีนไฮโดรไลเซท 1 กรัมตอ่ลิตร ย้ายไปเพาะเลี �ยงในสตูรอาหารเหลวสตูร
เดมิ และเตมิสาร PVP ทกุความเข้มข้นสามารถลดการสร้างสารประกอบฟีโนลได้ เซลล์มีการสร้าง
สีนํ �าตาลลดลง รวมทั �งอาหารที�เพาะเลี �ยงมีสีนํ �าตาลลดลงด้วยเช่นเดียวกนั (ภาพที� 2.14)  เซลล์ที�
เลี �ยงบางเซลล์ในซสัเพนชั�นซึ�งเพาะเลี �ยงในอาหารเหลวสตูรที�ไม่เติมสาร PVP มีลกัษณะเป็นสี
นํ �าตาล และอาหารเริ�มขุ่นหลังจากวางเลี �ยง 3 สปัดาห์ โดยอาหารเหลวที� เติมสาร PVP 250 
มิลลิกรัมต่อลิตรให้เซลล์ที�มีลกัษณะเป็นเซลล์เดี�ยวๆ สีเหลืองอ่อนให้ปริมาตรตะกอนเซลล์สูงสุด 
2.64 มิลลิลิตร สอดคล้องกับงานวิจยัของ กรมวิชาการเกษตร (2551) รายงานการชกันําแคลลสั
ของปาล์มนํ �ามนัโดยการเติมสารยบัยั �งการเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชั�นว่า PVP 250 มิลลิกรัมตอ่ลิตร 
ให้คา่เฉลี�ยการสร้างแคลลสัสงูถึง71.30 เปอร์เซ็นต์ สามารถลดการเกิดสารประกอบฟีนอลที�ปล่อย
ออกมาจากชิ �นส่วนพืช ซึ�งมีผลต่ออตัราการรอดชีวิตของเซลล์ปาล์มนํ �ามนัที�เพาะเลี �ยง อย่างไรก็
ตาม การเตมิ PVP ความเข้มข้นสงู 700 มิลลิกรัมตอ่ลิตร ให้เซลล์ที�เกาะกนัมากมีลกัษณะเป็นก้อน
ขนาดใหญ่ และระยะเวลาการเพิ�มจํานวนของเซลล์ข้าวหอมกระดงังาที�เพาะเลี �ยงในอาหารทกุสตูร
ที�ได้จากการศกึษานี � พบว่า ระยะ log phase อยู่ในช่วงวนัที� 6 ถึงวนัที� 12 เมื�อนําเซลล์ซสัเพนชั�น
ไปเพาะเลี �ยงในอาหารแข็งสูตร MS ที�ปราศจากสารควบคมุการเจริญเติบโต พบว่า ไม่สามารถ
พฒันาเป็นพืชต้นใหมไ่ด้ อาจเป็นไปได้วา่สตูรอาหารดงักล่าวเป็นสตูรอาหารที�ไม่เหมาะสมที�จะชกั
นําให้เกิดเป็นพืชต้นใหมไ่ด้  
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สรุป 
 

เซลล์ซสัเพนชั�นที�ชกันําในอาหารเหลวสตูร  MS ที�เติม 2,4-D เข้มข้น  1  มิลลิกรัม
ตอ่ลิตร BA เข้มข้น 0.5 มิลลิกรัมตอ่ลิตร  NAA เข้มข้น  0.5  มิลลิกรัมตอ่ลิตร  KN  เข้มข้น  0.25 
มิลลิกรัมตอ่ลิตร  เคซีนไฮโดรไลเซท  1  กรัมตอ่ลิตร และเติมสาร  PVP ความเข้มข้น  250 
มิลลิกรัมตอ่ลิตร  ให้ปริมาตรตะกอนเซลล์เฉลี�ยสงูสดุ 2.64 มิลลิลิตร มีระยะ log phase อยู่ในช่วง
วนัที�   6 ถึงวนัที� 12 
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การทดลองที� 5  
 

การอนุรักษ์พันธุกรรมโดยการชะลอการเจริญเตบิโตของยอดรวมข้าวหอม
กระดังงา 
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บทนํา 
 

ปัจจุบนัพืชหลายชนิดที�มีอยู่ตามธรรมชาติได้สูญพันธุ์ไป บางชนิดกําลงัจะสูญ
พันธุ์ หรือมีปริมาณลดลง และจะขาดแคลนในอนาคต  เนื�องจากการเปลี�ยนแปลงของ
สภาพแวดล้อมหรือเกิดจากการทําลายของมนษุย์เอง  จึงมีความจําเป็นต้องมีการเก็บรักษาพนัธุ์
พืช โดยทั�วไปมกัเก็บรักษาไว้ในรูปของเมล็ดพนัธุ์ ซึ�งมีข้อจํากัดคือ ต้องปลกูพืชอย่างต่อเนื�องเพื�อ
สร้างเมล็ดที�ยงัคงความมีชีวิต เมื�อนํามาเก็บรักษาไว้ในระยะเวลานาน อีกทั �งเมล็ดของพืชบางชนิด
มีอายุสั �น และติดเมล็ดน้อยหรือไม่ติดเมล็ด เพื�อลดข้อจํากัดของวิธีการใช้เมล็ดในการเก็บรักษา
พนัธุ์พืช จึงได้นําวิธีการเก็บรักษาพันธุ์พืชในสภาพการเพาะเลี �ยงในหลอดทดลองมาใช้ เพราะ
สามารถเก็บรักษาได้ในหลายลกัษณะของชิ �นส่วนพืช เช่น เมล็ด ยอด ราก เอ็มบริโอ แคลลสั และ
เซลล์ไร้ผนงั และสามารถคงความมีชีวิตไว้ได้เป็นระยะยาว  เช่น การเก็บรักษาในไนโตรเจนเหลวที�
มีอณุหภมูิ -196 องศาเซลเซียส และอีกวิธีหนึ�ง คือ การปรับสภาพของอาหารที�ใช้ในการเพาะเลี �ยง
เนื �อเยื�อให้มีส่วนผสมของสารชะลอการเจริญเติบโตบางชนิด และมีสารทําให้เกิดความเครียดของ
นํ �าภายในเซลล์พืชที�อยู่ในหลอดทดลอง ซึ�งเป็นสาเหตหุนึ�งที�ทําให้เซลล์พืชมีการเจริญเติบโตใน
อตัราที�ช้ามากๆ เพื�อเป็นการประหยัดแรงงาน เวลา และอาหารสังเคราะห์ที�ใช้ในการย้ายเลี �ยง
บอ่ยๆ การเก็บรักษาพนัธุ์พืชโดยวิธีการเพาะเลี �ยงเนื �อเยื�อมีประโยชน์คือ ใช้พื �นที�เก็บรักษาน้อย พืช
ที� เก็บรักษาปลอดภัยจากแมลง และเชื �อโรค ไม่ต้องย้ายเลี �ยงบ่อย เนื�องจากถูกจํากัดการ
เจริญเติบโต สามารถเพิ�มปริมาณได้เมื�อต้องการ และสะดวกในการขนส่งหรือแลกเปลี�ยนชิ �นส่วน
พืช (เปรมฤดี, 2557; บญุยืน, 2554) 
 
การเก็บรักษาพันธ์ุพืชในระยะสั	น 
 

การเก็บรักษาพนัธุ์พืชในระยะสั �น ปานกลาง หรือด้วยวิธีชะลอการเจริญเติบโตทํา
ได้หลายวิธีตามรายงานของ รังสฤษฏ์  (2545)  อ้างโดย เปรมฤดี (2557) ได้แก่การลดอณุหภูมิ 
(reduce temperature) โดยการลดอุณหภูมิที�เลี �ยงเนื �อเยื�อลง 5-20 องศาเซลเซียสตรวจดูการ
เจริญเติบโต และเปลี�ยนอาหารหลงัเก็บรักษาไว้ 1-2 ปี การลดปริมาณสารอาหารโดยลดความ
เข้มข้นของสารอาหารที�ใช้เพาะเลี �ยงลงครึ�งหนึ�ง หรือหนึ�งในสี�ทั �งนี �ขึ �นกบัชนิดของพืช การลดความ
เป็นประโยชน์ของนํ �า โดยการใช้สารยบัยั �งกระบวนการออสโมซิสชะลอการเจริญเติบโตซึ�งเหมาะ
กับการเก็บรักษายอด เช่น การใช้แมนนิทอลจะทําให้การดูดซึมธาตอุาหารต่างๆ ของพืชลดลง
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นอกจากนี �อาจใช้สารชะลอการเจริญเติบโต เช่น การใช้ไซโคลเซล กรดแอบไซซิค พาโคลบิวทรา
โซล สารดงักล่าวช่วยในการลดการหายใจของพืช ส่งผลให้พืชเจริญเติบโตช้า การเก็บอนรัุกษ์โดย
ใช้เทคนิคเพาะเลี �ยงเนื �อเยื�อเข้าช่วยสามารถอนรัุกษ์พนัธุ์ได้ตั �งแตร่ะดบัเซลล์ เนื �อเยื�อ อวยัวะ และ
ต้นอ่อนโดยเก็บ และเลี �ยงไว้ในหลอดแก้ว วิธีนี �นิยมใช้กันมากเนื�องจากใช้พื �นที�แรงงาน และการ
ดูแลรักษาน้อย ลดการเสี�ยงอันเนื�องมาจากการเปลี�ยนแปลงสภาพภูมิอากาศการทําลายของ
ศัตรูพืชและการดูแลรักษาที�ไม่เหมาะสม นอกจากนี �ยังสะดวกในการแลกเปลี�ยนเชื �อพันธุ์ พืช
ระหว่างประเทศ เนื�องจากมีขนาดเล็กสะดวกในการขนส่ง และปลอดศตัรูพืช (กิ�งกาญจน์ และ
คณะ, 2547) 
 
วิธีการ 
 

นําต้นข้าวหอมกระดงังาในอาหารเหลว MS  เติม BA เข้มข้น 1 มิลลิกรัมตอ่ลิตร 
NAA เข้มข้น 0.5  มิลลิกรัมตอ่ลิตร เป็นเวลา 4 สปัดาห์ จากการทดลองที� 3 (ภาพที� 2.15) ที�วาง
เลี �ยงบนเครื�องเขย่า มาแยกเป็นยอดเดี�ยว ๆ  ลอกกาบใบแก่ออก ตดัแยกเฉพาะปลายยอด  1-2   
วางเลี �ยงบนอาหารแข็ง สูตร  ½ MS  เติม BA เข้มข้น 1 มิลลิกรัมต่อลิตร  นํ �าตาลซอร์บิทอล 
เข้มข้น 1   3 และ 5 เปอร์เซ็นต์ หรือเติม PBZ เข้มข้น  1    3 และ 5 มิลลิกรัมตอ่ลิตร วางเลี �ยงใน
สภาพที�มีแสง 14 ชั�วโมง/วนั อุณหภูมิ 27 ± 2 องศาเซลเซียส เป็นเวลา  60 วนั บนัทึกอตัราการ
สร้างยอดรวม จํานวนใบ ความสูงของยอดรวมโดยวัดจากโคนต้นไปถึงปลายใบที�สูงที�สุด
เปรียบเทียบกนัในแตล่ะความเข้มข้นของ PBZ และนํ �าตาลซอร์บิทอลโดยวางแผนการทดลองแบบ 
CRD และเปรียบเทียบคา่เฉลี�ยโดยวิธี DMRT แตล่ะความเข้มข้นของ PBZ และนํ �าตาลซอร์บิทอล
ทํา 4 ซํ �า ๆ ละ 4 ขวด แตล่ะขวดเพาะเลี �ยง 1 ยอด 
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ภาพที� 2.14   ต้นข้าวหอมกระดงังาที�วางเลี �ยงบนเครื�องเขยา่ ในอาหารเลี �ยงสตูร  MS เตมิ BA 
เข้มข้น 1 มิลลิกรัมตอ่ลิตร   NAA เข้มข้น  0.5   มิลลิกรัมตอ่ลิตร  เป็นเวลา 4   
สปัดาห์ (บาร์ = 1 เซนตเิมตร ) 

 
ผลและวิจารณ์ 

การเก็บรักษาเชื �อพนัธุกรรมข้าวในระยะสั �น  โดยเปรียบเทียบความเข้มข้นของสาร
ชะลอการเจริญเติบโตของข้าวหอมกระดงังา พบว่า หลงัวางเลี �ยงบนอาหารแข็งสตูร  ½MS เติม 
BA เข้มข้น 1 มิลลิกรัมตอ่ลิตร และนํ �าตาลซอร์บิทอล  เข้มข้น  3 เปอร์เซ็นต์ สามารถชะลอการ
เจริญเตบิโตดีที�สดุในเวลา 30 วนั ให้ความยาวยอด 1.07  เซนตเิมตร  จํานวนยอด 2 ยอด ซึ�งให้ผล
ที�ตํ�ากว่าชุดควบคมุ  (ความยาวยอด 1.33 เซนติเมตร ) จํานวนใบเฉลี�ย 1.62 ใบ   รองลงมา
นํ �าตาลซอร์บิทอล ความเข้มข้น 5 เปอร์เซ็นต์ ให้ความยาวยอด 1.25 เซนติเมตร จํานวนยอดเฉลี�ย 
1.25 ยอด/ชิ �นส่วน และจํานวนใบเฉลี�ย 2.50 ใบ ส่วนสาร PBZ  ทุกความเข้มข้นให้ผลชะลอการ
เจริญเติบโตที�มากกว่าทรีตเมนต์อื�นๆ  (ตารางที� 2.7 และ ภาพที� 2.15)  และลกัษณะของใบมี
ขนาดเล็กสีเขียวเข้ม  สั �น และหนา  

หลงัจากเพาะเลี �ยงเป็นเวลา 60 วนั บนอาหารแข็งสตูร  ½MS เติม BA เข้มข้น 1 
มิลลิกรัมต่อลิตร (ชุดควบคมุ) ให้ผลดีที�สดุ อตัราการรอดของชิ �นส่วน 100 เปอร์เซ็นต์  ให้จํานวน
ยอด 3 ยอด ให้ความยาวยอดน้อยที�สุด 0.73 เซนติเมตร จํานวนใบ 4.25 ใบ (ภาพที� 2.16) 
ใกล้เคียงกบังานวิจยัของ วรรณดา และคณะ (2552) อนรัุกษ์พนัธุ์หอมนํ �า  โดยนําเนื �อเยื�อส่วนหวั
เพาะเลี �ยงบนอาหารสตูร 1/2 MS  และอาหาร  MS พบว่า อาหาร  ½ MS  มีผลชกันําให้เกิดหวั
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ย่อยได้มากกว่าการใช้อาหารสงัเคราะห์สตูร MS โดยมีจํานวนหวัย่อยเฉลี�ย 3.0±0.22  หวั  ชิ �น
เนื �อเยื�อมีลกัษณะปกต ิ และพบว่าอาหาร ½ MS salt  เติม mannitol ระดบัความเข้มข้น 10 กรัม
ตอ่ลิตร มีอตัราการรอดสงูสดุ  90 เปอร์เซ็นต์  ในส่วนของข้าวหอมกระดงังา รองลงมาเป็นนํ �าตาล
ซอร์บิทอล ความเข้มข้น 5 เปอร์เซ็นต์ อตัราการรอดชีวิต 50 เปอร์เซ็นต์  ให้ความยาวยอด 0.77 
เซนติเมตร ให้จํานวนยอด 3.25 ยอด/ชิ �นส่วน  และตามด้วยนํ �าตาลซอร์บิทอล ความเข้มข้น 1 
เปอร์เซ็นต์  อตัราการรอดชีวิต 75 เปอร์เซ็นต์  ให้ความยาวยอด 1.75 เซนติเมตร  ให้จํานวนยอด 5 
ยอด ส่วน PBZ ทกุความเข้มข้นให้ผลชะลอการเจริญเติบโตที�มากกว่าทรีตเมนต์อื�นๆ  แตใ่ห้อตัรา
การรอดชีวิตสงูกว่าทุกๆ  ความเข้มข้นของซอร์บิทอลถึง 100 เปอร์เซ็นต์ และให้จํานวนยอดมาก
ที�สุด จากการทดลองนี � ชุดควบคุมให้ผลดีที�สุด สามารถชะลอการเจริญเติบโตได้ดี มีเปอร์เซ็นต์
การรอดชีวิตถึง 100% (ตารางที� 2.8)  ที�เป็นเช่นนี � อาจเป็นไปได้ว่า การลดความเข้มข้นของธาตุ
อาหารลงครึ�งหนึ�ง พืชจะนําธาตอุาหารไปใช้น้อยกว่าปกติทําให้พืชสามารถชะลอการเจริญเติบได้   
อยา่งไรก็ตาม ทกุความเข้มข้นของ PBZ และนํ �าตาลซอร์บทิอลไมส่ามารถชะลอการเจริญเติบโตได้
ดีเท่าที�ควร   ดังนั �นการชะลอการเจริญเติบโตของข้าวหอมพันธุ์กระดงังาในอาหารแข็งสูตรชุด
ควบคมุมีความเหมาะสมในการชะลอการเจริญเติบโตได้ดีที�สดุ  
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ตารางที� 2.6  ผลของสารชะลอการเจริญเตบิโตที�เตมิในอาหารสตูร MS ตอ่อตัราการรอดชีวิตของ
ชิ �น สว่น จํานวนยอด ความยาวยอด และจํานวนใบหลงัจากเพาะเลี �ยงบนอาหาร
สตูรตา่งๆ เป็นเวลา 30 วนั 

 
*   แตกตา่งกนัทางสถิติอยา่งมีนยัสําคญั (p≤ 0.05) 
ns ไมมี่ความแตกตา่งกนัทางสถิต ิ 
คา่เฉลี�ยที�กํากบัด้วยอกัษรร่วมกนัในสดมภ์เดียวกนัไมมี่ความแตกตา่งกนัทางสถิตเิมื�อเปรียบเทียบ
ด้วยวิธี DMRT 
 
 
 

สตูรอาหาร อตัราการ
รอดของ

ชิ �นสว่น (%) 

ความยาว
ยอด (ซม) 

จํานวน
ใบ/ 
ยอด 

จํานวนยอด/
ชิ �นสว่น 

½ MS +BA 1 มก/ล 100 1.33 2.00 1.00 c 
½ MS+ BA 1 มก/ล+ Sor (1%) 100 1.38 2.50 2.00  bc 
½ MS+ BA 1 มก/ล+ Sor (3%) 100 1.07 1.62 2.00 bc 
½ MS+ BA 1 มก/ล+ Sor (5%) 100 1.25 2.50 1.25  c 
½ MS+ BA 1 มก/ล+ PBZ (1 มก/ล) 100 1.91 1.61 4.50  ab 
½ MS+ BA 1 มก/ล+ PBZ (3 มก/ล) 100 1.70 2.30 5.75  a 
½ MS+ BA 1 มก/ล+ PBZ (5 มก/ล) 100 1.64 2.45 4.25 ab 
F-test  ns ns * 
C.V. (%)  39.83 33.11 56.66 
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ภาพที� 2.15 ลกัษณะต้นข้าวหอมกระดงังาที�ผา่นการชะลอการเจริญเตบิโตเป็นเวลา 30 วนั  
        (บาร์ = 0.5 เซนตเิมตร) 
       ก: ยอดข้าวบนอาหารสตูร  ½ MS  
       ข: ยอดข้าวบนอาหารสตูร  ½ MS เตมินํ �าตาลซอร์บิทอลเข้มข้น 1 เปอร์เซ็นต์  
       ค: ยอดข้าวบนอาหารสตูร  ½ MS เตมินํ �าตาลซอร์บิทอลเข้มข้น 3 เปอร์เซ็นต์  
       ง: ยอดข้าวบนอาหารสตูร  ½ MS เตมินํ �าตาลซอร์บิทอลเข้มข้น 5 เปอร์เซ็นต์  
       จ: ยอดข้าวบนอาหารสตูร  ½ MS เตมิ PBZ เข้มข้น 1 มิลลิกรัมตอ่ลิตร  
       ฉ: ยอดข้าวบนอาหารสตูร  ½ MS เตมิ PBZ  เข้มข้น 3 มิลลิกรัมตอ่ลิตร  
       ช: ยอดข้าวบนอาหารสตูร  ½ MS เตมิ PBZ  เข้มข้น 5 มิลลิกรัมตอ่ลิตร  
 
 
 
 

ก ข ค ง 

จ ฉ ช 
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ตารางที� 2.7 ผลของสารชะลอการเจริญเตบิโตที�เตมิในอาหารสตูร MS ตอ่อตัราการรอดชีวิตของ
ชิ �นสว่น จํานวนยอด ความยาวยอด และจํานวนใบหลงัจากเพาะเลี �ยงบนอาหาร
สตูรตา่งๆ เป็นเวลา 60 วนั 

 
*      แตกตา่งกนัทางสถิติอย่างมีนยัสําคญั (p≤ 0.05) 
**    แตกตา่งกนัทางสถิติอย่างมีนยัสําคญัยิ�ง (p≤ 0.01) 
คา่เฉลี�ยที�กํากบัด้วยอกัษรร่วมกนัในสดมภ์เดียวกนัไมมี่ความแตกตา่งกนัทางสถิต ิเมื�อ
เปรียบเทียบด้วยวิธี DMRT 
 

สตูรอาหาร อตัราการรอด
ของชิ �นสว่น 

(%) 

ความสงู
ยอด(ซม) 

 

จํานวนใบ/
ยอด 

จํานวน
ยอด/
ชิ �นสว่น 

½ MS+ BA 1 มก/ล 100 0.73 a 4.25 b 3.00 b 

½ MS+ BA 1 มก/ล+ Sor (1%) 75 1.75 ab 7.75 ab 5.00 ab 

½ MS+ BA 1 มก/ล+ Sor (3%) 25 1.04 ab 4.75 b 3.50 b 

½ MS+ BA 1 มก/ล+ Sor (5%) 50 0.77 a 3.75 b 3.25 b 

½ MS+ BA 1 มก/ล+ PBZ (1 มก/ล) 100 2.23 ab 14.25 ab 7.50 b 

½ MS+ BA 1 มก/ล+ PBZ (3 มก/ล) 100 2.18 ab 21.00 a 8.50 a 

½ MS+ BA 1 มก/ล+ PBZ (5 มก/ล) 100 2.41 b 18.25 a 7.50 ab 

F-test  ** ** * 

C.V. (%)  43.71 59.20 58.79 
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ภาพที� 2.16 ลกัษณะต้นข้าวหอมกระดงังาผา่นการชะลอการเจริญเตบิโตเป็นเวลา 60 วนั  
        (บาร์= 5 มิลลิเมตร) 
         ก: ยอดข้าวบนอาหารสตูร ½ MS (control)  
        ข: ยอดข้าวบนอาหารสตูร ½ MS เตมินํ �าตาลซอร์บทิอล เข้มข้น 1 เปอร์เซ็นต์  
         ค: ยอดข้าวบนอาหารสตูร ½ MS เตมินํ �าตาลซอร์บทิอล เข้มข้น 3 เปอร์เซ็นต์  
         ง: ลกัษณะยอดข้าวเล็กๆที�พฒันาบนอาหารสตูร ½ MS เตมินํ �าตาลซอร์บทิอล เข้มข้น                    
                      5  เปอร์เซ็นต์ 
       จ: ยอดข้าวบนอาหารสตูร ½ MS เตมิ PBZ เข้มข้น 1 มลิลิกรัมตอ่ลิตร             
       ฉ: ลกัษณะยอดข้าวที�เพิ�มขึ �นบนอาหารสตูร  ½ MS เตมิ PBZ  เข้มข้น 3 มิลลิกรัมตอ่   
                       ลิตร 
       ช: ยอดข้าวบนอาหารสตูร ½ MS เตมิ PBZ  เข้มข้น 5 มิลลิกรัมตอ่ลิตร 
 
 
 

ก 

ช ฉ จ 

ง 
ค ข 
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สรุป 
 

การชะลอการเจริญเตบิโตของข้าวหอมกระดงังาเป็นไปได้ดีที�สดุ หลงัเก็บรักษาใน
อาหารแข็งสตูร  ½ MS เติม BA เข้มข้น 1 มิลลิกรัมตอ่ลิตร เป็นเวลา 60 วนั โดยมีความยาวยอด
น้อยที�สดุ 0.73 เซนตเิมตร อตัราการรอดของชิ �นสว่นเฉลี�ย 100 เปอร์เซ็นต์ ให้จํานวนยอดรวมเฉลี�ย 
3.00 ยอด จํานวนใบเฉลี�ย 4.25 ใบ 
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บทที� 3 
 

สรุป 
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สรุป 
 

อาหารแข็งสูตร  MS เติม 2,4-D เข้มข้น 1 มิลลิกรัมต่อลิตร  NAA เข้มข้น 1 
มิลลิกรัมตอ่ลิตร  BA เข้มข้น 1 มิลลิกรัมตอ่ลิตร และนํ �าตาลซูโครส 3 เปอร์เซ็นต์ ชกันําแคลลสัได้
สูงสุด 100 เปอร์เซ็นต์  ขนาดแคลลสัเฉลี�ย  0.98 เซนติเมตร เกิดจุดสีเขียว 7.31 เปอร์เซ็นต์  
แคลลสัมีลกัษณะสีเหลืองเกาะกนัแนน่ (compact callus) หลงัวางเลี �ยง  4  สปัดาห์  

 
การชกันําแคลลสัจากใบอ่อนข้าวหอมกระดงังาบนอาหารแข็ง MS เติมไดแคมบา

ความเข้มข้น 0.5 มิลลิกรัมตอ่ลิตร  ร่วมกบันํ �าตาลซูโครส 3 เปอร์เซ็นต์  และผงวุ้น 0.7 เปอร์เซ็นต์ 
หลังจากเพาะเลี �ยงระยะเวลา 30 วัน พบว่า ให้เปอร์เซ็นต์การสร้างแคลลัส  13.33  เปอร์เซ็นต์ 
แคลลสัที�ชกันําได้มีลกัษณะร่วน และมีจดุสีเขียวสามารถพฒันาเป็นต้นได้  

 
จากการทดลองเปรียบเทียบความเข้มข้นของสารคลอรีนไดออกไซด์ที�เติมลงใน

อาหารเลี �ยงภายใต้ระบบไบโอรีแอคเตอร์  พบว่า คลอรีนไดออกไซด์ ความเข้มข้น 1 มิลลิกรัมต่อ
ลิตร สามารถเพิ�มยอดรวมสงูสดุ 11 ยอด จํานวนใบ 2.20 ใบตอ่ยอดที�เพาะเลี �ยง ความสงูของยอด
เฉลี�ย 9.35 เซนติเมตร  หลงัเพาะเลี �ยง 30 วนั ทุกความเข้มข้นของคลอรีนไดออกไซด์  ไม่มีการ
ปนเปื�อนในอาหารเหลวที�ใช้เลี �ยงยอดอ่อน หลงัจากย้ายต้นกล้าออกสู่สภาพธรรมชาติให้อตัราการ
รอดชีวิตถึง 100 เปอร์เซ็นต์ 
  
  การเพาะเลี �ยงปลายยอดในสภาพเขย่าเลี �ยง ในอาหารเหลว MS เติมสารควบคมุ
การเจริญเติบโต BA เข้มข้น 1 มิลลิกรัมตอ่ลิตร ร่วมด้วย NAA  เข้มข้น 0.5 มิลลิกรัมตอ่ลิตร และ
นํ �าตาลซูโครส 3 เปอร์เซ็นต์ ชกันํายอดรวมได้สงูถึง 21.25 ยอดที�เพาะเลี �ยง จํานวนใบ  20.45 ใบ 
หลงัวางเลี �ยง 4 สปัดาห์  
 

เซลล์ซสัเพนชั�นที�ชกันําในอาหารเหลวสตูร MS ที�เติม 2,4-D เข้มข้น 1 มิลลิกรัม
ตอ่ลิตร BA เข้มข้น 0.5 มิลลิกรัมตอ่ลิตร NAA เข้มข้น 0.5 มิลลิกรัมตอ่ลิตร  KN เข้มข้น 0.25 
มิลลิกรัมตอ่ลิตร เคซีนไฮโดรไลเซท 1 กรัมตอ่ลิตร และเติมสาร PVP ความเข้มข้น 250 มิลลิกรัม
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ตอ่ลิตร ให้ปริมาตรตะกอนเซลล์เฉลี�ยสงูสดุ 2.64 มิลลิลิตร มีระยะ log phase อยู่ในช่วงวนัที� 6 
ถึงวนัที� 12 
 
  การชะลอการเจริญเตบิโตของข้าวหอมกระดงังาเป็นไปได้ดีที�สดุ หลงัเก็บรักษาใน
อาหารแข็งสตูร ½ MS เติม BA เข้มข้น 1 มิลลิกรัมตอ่ลิตร เป็นเวลา 60 วนั โดยมีความยาวยอด
น้อยที�สดุ 0.73 เซนตเิมตร อตัราการรอดของชิ �นสว่นเฉลี�ย 100 เปอร์เซ็นต์ ให้จํานวนยอดรวมเฉลี�ย 
3.00 ยอด จํานวนใบเฉลี�ย 4.25 ใบ 
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ตารางภาคผนวกที่ 1. องค์ประกอบของธาตอุาหารสตูร Murashige and Skoog (MS) 

 องค์ประกอบ ปริมาณสาร(มิลลิกรัมตอ่ลิตร) 

ธาตุอาหารหลัก  
 NH4NO3 1,650.000 
 KNO3 1,900.000 
 KH2PO4 170.000 
 CaCl2.2H2O 440.000 
 MgSO4.7H2O 370.000 
ธาตุอาหารรอง  
 KI 0.830 
 H3BO3 6.200 
 MnSO4.H2O 16.900 
 ZnSO4.7H2O 10.600 
 CuSO4.5H2O 0.025 
 Na2MoO4.2H2O 0.250 
 CoCl2.6H2O 0.025 
 FeSO4.7H2O 27.800 
 Na2EDTA 37.300 
สารอินทรีย์  
 Myo-inositol 100.000 
 Nicotinic acid 0.500 
 Pyridoxine HCl 0.500 
 Thaiamine HCl 0.100 
 Glycine 2.000 
          Sucrose                30,000.00 
          วุ้น                          7,500.00  
           pH                                                                                5.7 
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ผลงานตีพมิพ์ 
 

ผลของซูโครสและไดแคมบาต่อการชักน าแคลลัสจากคัพภะแก่และใบอ่อนของ
ข้าวหอมกระดังงา 
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