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การปรับปรุงพันธุขาวขาวดอกมะลิ 105 ใหตานทานตอโรคขอบใบแหงโดยวิธีผสมกลับ
และการเพาะเลี้ยงอับเรณูรวมกับการคดัเลือกดวยเครื่องหมายโมเลกุล 

 
Improvement of Rice KDML105 for Bacterial Blight Resistance by Backcross 

Method, Anther Culture and Marker Assisted Selection 
  

คํานํา 
 

ขาวเปนพืชเศรษฐกิจที่สําคญัของโลก  ประชากรกวาครึ่งโลกบริโภคขาวเปนอาหารหลัก
เนื่องจากเปนแหลงคารโบไฮเดรตที่สําคัญ พื้นที่ทางการเกษตรของประเทศไทยเกือบคร่ึงถูกใชใน
การทํานาและกวารอยละ 60 ของครัวเรือนปลูกขาวไวเพือ่บริโภคและ/หรือเพื่อการคา   ทําใหในแต
ละปประเทศไทยมีรายไดจากการสงออกขาวและผลิตภณัฑเกือบแสนลานบาท และสงออกเปนอนั 
ดับตน ๆ   ของโลกอยางตอเนื่องมากวา 20 ป (กระทรวงเกษตรและสหกรณ, 2547)  

 
ขาวพันธุขาวดอกมะล ิ 105 เปนขาวพันธุพืน้เมืองที่เกษตรกรในประเทศไทยนยิมปลูก ทั้ง

เพื่อบริโภคภายในประเทศและสงออกไปยงัตางประเทศ  เปนที่รูจกัในชื่อ Jasmine Rice, Fragrant 
Rice และ Thai Hom Mali Rice เนื่องจากเปนขาวหอมที่มีคุณภาพการหุงตมทีด่ีหลายประการ    
ตามแนวยุทศาสตรที่ 1 ในยทุศาสตรขาวของกระทรวงเกษตรและสหกรณป 2547-2551 ไดกําหนด
พื้นที่ปลูกขาวพันธุขาวดอกมะลิ 105 ไวทั้งในเขตภาคเหนือตอนบน  ภาคเหนือตอนลาง  ภาค
ตะวนัออกเฉียงเหนือตอนบนและตอนลาง   และในภาคกลางเขตนาลุมปานกลาง โดยมีจุดมุงหมาย
เพื่อเพิ่มผลผลิตโดยรวมของขาวขาวดอกมะลิ105 (กระทรวงเกษตรและสหกรณ, 2547)  อยางไรก็
ตามขาวพันธุขาวดอกมะลิ105 เปนพนัธุขาวที่ไมตานทานตอโรคขอบใบแหง (bacterial blight) ซ่ึง
จัดเปนโรคขาวที่มีความสําคญัเนื่องจากมกีารแพรระบาดในหลายพื้นที ่ มีรายงานวาการเขาทําลาย
ของโรคขอบใบแหงสามารถทําใหผลผลิตของขาวเสียหายอยางมาก โดยจะทําใหผลผลิตลดลงตั้ง 
แต 10-50 เปอรเซ็นตตามระดับความรนุแรงของโรค ในประเทศไทยมีพันธุขาวตานทานที่แนะนาํ
ใหเกษตรกรปลูกในพื้นที่ที่มกีารแพรระบาดของโรค เชนพันธุ กข5,  กข7   และกข23 (กองโรคพืช
และจุลชีววิทยา, 2543) แตคุณภาพเมล็ดของพันธุขาวเหลานี้ไมเปนที่นิยมเนื่องจากคุณภาพขาวสุก
ไมนุมหอมเทากับขาวพนัธุขาวดอกมะล1ิ05  ดังนั้นการปรับปรุงพันธุขาวใหไดพันธุที่มีลักษณะ
ตานทานตอโรคขอบใบแหงและยังคงมีลักษณะคุณภาพเมล็ดที่ดีบางประการของพันธุขาวดอกมะล ิ
105 ไวจะทําใหเกษตรกรมีทางเลือกที่จะปลูกขาวพันธุใหมๆ ไดมากขึน้  
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วิธีการปรับปรุงพันธุขาวมีหลายวิธีไดแก  การนําพันธุขาวจากทองถ่ินตางๆ เขามาปลูก  
การคัดเลือกพนัธุและการผสมพันธุขาว(ประพาส, 2531) รวมทั้งการชกันําใหเกดิการเปลี่ยนแปลง
ทางพันธุกรรมโดยการชักนาํใหเกิดการกลาย(mutation)โดยรังสี  และสารเคมีและการใชเทคโน- 
โลยีชีวภาพและพันธุวิศวกรรม (วาสนา, 2538)  การเพาะเลี้ยงอับเรณขูองขาวลูกผสมรวมการชักนาํ
ใหเกิดการเพิ่มจํานวนโครโมโซมแบบทวีคณูดวยสารโคลชิซินสามารถนํามาใชในการพัฒนาพันธุ
ขาวไดเปนอยางดี  เนื่องจากจะทําใหตนขาวที่ไดเขาสูสภาพพันธุแท (pure line) ไดเร็วกวาวิธีการ
ปรับปรุงพันธุขาวแบบดั้งเดมิ (conventional breeding) ซ่ึงจะตองปลอยใหตนขาวลูกผสมเกิดการ
ผสมตัวเองอยางนอย 6-7 ช่ัวอายุจึงจะเขาสูสภาพพันธุแท    นอกจากนีย้งัอาจนําเครื่องหมายดเีอ็นเอ
ชนิดตางๆ มาใชในการคัดเลือกตนพืชที่มีลักษณะทีต่องการ ทําใหนกัปรับปรุงพันธุสามารถคัด 
เลือกตนพืชทีม่ีลักษณะที่ตองการไดในระดับดีเอ็นเอโดยไมตองรอใหตนขาวแสดงฟโนไทปที่ตอง 
การออกมากอน   การคัดเลือกดวยเครื่องหมายดเีอ็นเอจึงชวยลดระยะเวลาในการปรับปรุงพันธุพืช
ไดเปนอยางด ี

 
ในการศึกษาครั้งนี้มีวัตถุประสงคหลักเพื่อปรับปรุงพันธุขาวขาวดอกมะลิ 105 ใหมีความ

ตานทานตอโรคขอบใบแหง ดวยวิธีผสมกลับและเพาะเลี้ยงอับเรณูของขาวลูกผสมกลับชั่วที่ 1 
(KDML 105//IRBB5/KDML 105) รวมกบัการคัดเลือกตนที่ตานทานตอโรคขอบใบแหงดวย
เครื่องหมายดีเอ็นเอ    และมวีัตถุประสงครองดังนี ้

 
1.  เพื่อศึกษาสตูรอาหารที่เหมาะสมในการชักนําใหเกดิแคลลัสและสูตรอาหารที่เหมาะสม

ในการชักนําใหเกิดตนจากการเพาะเลี้ยงอับเรณูของตนขาวลูกผสมกลับชั่วที่1 (KDML105//IRBB5 
/KDML105) 

2.  เพื่อคัดเลือกตนขาว BC1   BC1F1  และตนขาวแฮพลอยดที่ตานทานตอโรคขอบใบแหง
ดวยเครื่องหมายดีเอ็นเอ 

3.  เพื่อศึกษาลายพิมพเอเอฟแอลพีของตนขาว BC1F1  และตนขาวแฮพลอยดที่มียนี
ตานทานตอโรคขอบใบแหง  เพื่อคัดเลือกตนที่มีพันธุกรรมเหมือนกับพนัธุขาวดอกมะลิ105 มาก
ที่สุด 

4.  เพื่อศึกษาจาํนวนวันทีเ่หมาะสมในการไดรับสารโคลชิซินของหนอขาวแฮพลอยดที่
สามารถชักนําใหเกิดการเพิ่มจํานวนโครโมโซมแบบทวีคณู 
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การตรวจเอกสาร 
 
1.  ลักษณะทั่วไปของขาว       
 
 ขาวเปนพืชผสมตัวเองจดัอยูในวงศ (family) Gramineae สกุล (genus) Oryza  ซ่ึงประกอบ 
ดวยขาวปา  20  ชนิด (species) และขาวปลูก  2  ชนิดไดแก  O. sativa และ O. glaberrima  ขาว
ปลูกชนิด O. sativa  แบงเปน 3 กลุมตามความแตกตางทางสัณฐานวิทยาของตน  เมล็ด การ
แพรกระจายและสภาพภูมิประเทศของแหลงปลูก (ecospecies) ไดแก  ขาวจาปอนกิา (japonica) ซ่ึง
เปนขาวที่มีลําตนเตี้ย  ใบตั้งและสั้น เมล็ดปอม นิยมปลกูในประเทศจนี เกาหลี และญี่ปุน    ขาว
อินดิกา (indica) เปนขาวตนสูง เมล็ดยาว ใบมากและโคงงอ ปลูกมากในไทย จนี ลาว เวียดนาม 
กัมพูชา และฟลิปปนส    และขาวจาวานกิา (javanica) มีลักษณะตนสูง รวงยาว เมลด็ปอมใหญ ให
ผลผลิตต่ํา ปลูกเฉพาะในฟลิปปนสและอินโดนิเซียเทานัน้   (ประพาส, 2531; Chang, 1976)    
 
 1.1  ขาวพันธุขาวดอกมะลิ 105 

 
       ขาวพันธุขาวดอกมะลิ 105 เปนขาวปลูกชนิด O. sativa ซ่ึงจัดอยูในกลุมอินดิกา มีช่ือที่

แทจริงวา ขาวดอกมะล ิ  4-2-105 เปนขาวเจาพันธุพื้นเมอืง ที่นายสุนทร สีหะเนิน พนักงานเกษตร 
รวบรวมจากอาํเภอบางคลา จังหวดัฉะเชิงเทรา เมื่อ พ.ศ. 2493-2494 จํานวน 199 รวง แลวนําไป
คัดเลือกแบบคดัพันธุบริสุทธิ์ จากนั้นจึงมีการพิจารณาใหใชปลูกขยายพนัธุในป พ.ศ. 2502  ขาว
พันธุขาวดอกมะลิ 105 มีลําตนสีเขียวจาง ความสูงของตนเฉลี่ยประมาณ 1.4-1.5 เมตร การแตกกอดี
และมีใบคอนขางเล็ก  ทนตอสภาพแหงแลง  ขนาดเมลด็ขาวกลอง หนา 1.07 มิลลิเมตร กวาง 2.1 
มิลลิเมตร และยาว 7.6 มิลลิเมตร มีคุณภาพหุงตมด ี เมล็ดขาวสุกเหนยีวนุมและมีกล่ินหอม มี
วิตามินบ ี 1 และ บี 2 เทากบั 21.2 และ 6.4 ไมโครกรัม มีกรดอะมิโนไลซีน 1.3 เปอรเซ็นต และ 
โปรตีน 9.5 เปอรเซ็นต  ขอดอยของขาวพันธุขาวดอกมะลิ 105 ไดแก  ผลผลิตคอนขางต่ํา ไม
ตานทานตอโรคขอบใบแหง โรคไหม และโรคใบหงิก ไมตานทานตอเพล้ียกระโดดสีน้ําตาลเพลี้ย
จักจั่นสีเขยีวและหนอนกอ (วาสนา, 2538) 
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1.2  ขาวสายพนัธุ IRBB5 
 
       ขาวสายพนัธุ IRBB5 เปนพันธุขาวที่พัฒนาขึน้ในโครงการความรวมมือระหวาง 

Tropical Agriculture Research Center (TARC) ของญี่ปุนและสถาบันวิจยัขาวนานาชาติ (Inter-
national Rice Research Institute, IRRI) ของประเทศฟลิปปนสในชวงปค.ศ. 1981-1990 เปนสาย
พันธุขาวที่มีลักษณะเปน near isogenic line (NIL) ที่เกดิจากการผสมระหวางพันธุขาว IR24 ซ่ึงใช
เปนพันธุรับ  (recurrent parent) กับพันธุ IR1545-339 ที่มีลักษณะตานทานตอโรคขอบใบแหงเปน
พันธุให (donor parent) โดยการผสมกลับไปยังพันธุผูรับจํานวน 4 คร้ัง วัตถุประสงคของการพัฒนา
สายพันธุ NIL ก็เพื่อใชในการตรวจหาสายพันธุของเชื้อแบคทีเรียที่เปนสาเหตุของโรค   ตรวจหา
ยีนตานทานใหมๆ ตลอดจนใชเปนแหลงของยีนตานทานในโครงการปรับปรุงพันธุขาวโดยวิธีการ
ผสมกลับ   (Ogawa et al., 1991)   สาเหตุที่ใชพนัธุ IR 24 เปนพนัธุรับก็เนื่องจากเปนพนัธุที่มี
ลักษณะไมตานทานตอเชื้อ 7 สายพันธุของญี่ปุนและเชือ้ 4 สายพันธุของฟลิปปนสซ่ึงเปนลักษณะที่
เหมาะสมในการนํามาสรางเปนสายพันธุ NIL (Ogawa and Yamamoto, 1987)     ถึงแมวาขาวพันธุ 
IR24 จะมีลักษณะไมตานทานตอโรคขอบใบแหงดังกลาวแตก็มีขอดคีือ ผลผลิตคอนขางสูงและทน
ตอสภาพดินเคม็ (FAO, 2005)   

 
จากการทดสอบความตานทานตอเชื้อที่เปนสาเหตุของโรคขอบใบแหงของขาวในประเทศ

ไทยโดยกาญจนา (2544) พบวาขาวสายพันธุ IRBB5 ซ่ึงมียีนตานทานโรคขอบใบแหง  xa5 
สามารถแสดงความตานทานตอเชื้อที่มีในประเทศไทย 5 สายพันธุ (8702, 9502, 9601, 9602 และ 
9603)ในระดบัคอนขางสูงถึงสูงมาก สวนการทดสอบกับเชื้อ 5 สายพันธุในประเทศฟลิปปนสพบ 
วาสามารถแสดงลักษณะตานทานโรคไดสูง (Kihupi et al., 2001)   

 
2.  โรคขอบใบแหงของขาว 
 
 2.1  สาเหตุและอาการของโรค 
 

       โรคขอบใบแหง (bacterial blight) ของขาวเกิดจากเชือ้แบคทีเรีย Xanthomonas oryzae 
pv. oryzae (Xoo) ที่สามารถเขาทําลายตนขาวไดตั้งแตระยะตนกลาจนถึงระยะออกรวง      อาการที่
แสดงออกม ี2 แบบ คือ แบบ leaf blight โดยจะเริ่มเปนจดุช้ําบนขอบใบและจะขยายเปนทางยาวไป
ตามใบขาว เมื่อนานไปแผลนี้จะเปลี่ยนเปนสีเทาจากนัน้ขอบใบจะแหงและมวนตามยาว พบวาใน
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ระยะแรกของการเปนโรคที่บริเวณแผลจะมีหยดน้ําสีเทาหรือสีเหลืองครีม ในหยดน้ํานี้จะมีเชื้อ
แบคทีเรียซ่ึงถูกขับออกมาทางรูหยาดน้ํา (hydathode) ที่ปลายใบ   หยดน้ําดังกลาวมีลักษณะคลาย
ยางสนกลมๆ ขนาดเล็กเทาหัวเข็มหมุดซึง่ตอมาจะกลายเปนสีน้ําตาลและหลุดลอยไปตามลม น้ํา 
หรือฝนทําใหเชื้อแพรกระจายและเกิดการระบาดรุนแรงในชวงที่เกิดฝนตกหนกั    สวนอาการแบบ  
Kresek เกิดจากตนขาวไดรับเชื้อปริมาณสูงเขาทําลายทําใหทอน้ําทออาหารอุดตันมีผลใหตนขาวทั้ง
ตนเหีย่วเฉาและตายโดยรวดเร็ว (กองโรคพืชและจุลชีววิทยา, 2543)   โดยทั่วไปถาเชื้อเขาทําลายใน
ระยะตนกลาจะทําใหตนกลาตายภายใน 1-2 สัปดาห แตถาเขาทําลายในระยะแตกกอตนขาวจะมี
ชีวิตรอด (Rahman et al., 1991) แตผลผลิตและคุณภาพการหุงตมของขาวที่ไดจะลดลง (Lin, 1990)   

 
2.2  การประเมินอาการของโรค 
 
        การประเมินอาการของโรคใชระบบ SES หรือ Standard Evaluation System ของ

สถาบันวิจัยขาวนานาชาต ิโดยใหคะแนนเปน  1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8 และ 9 ตามระดับความเสียหาย
ของขาว ซ่ึงคิดจากเปอรเซน็ตพื้นที่บนใบที่เกิดโรค โดย 1 เปน highly resistance สวน 8 และ 9 เปน 
highly susceptible (IRRI, 1996) 

 
2.3  ยีนที่ควบคุมลักษณะตานทานตอโรค 
 
       พบวายนีที่ควบคุมลักษณะตานทานตอโรคขอบใบแหงของขาวทีน่ํามาใชประโยชน

ในโครงการปรับปรุงพันธุขาวมีอยางนอย 24 ยีน  โดยมีทั้งยีนที่มีการแสดงออกแบบยีนเดน (Xa1, 
Xa2, Xa3, Xa4, Xa6, Xa7, Xa9, Xa10, Xa11, Xa12, Xa14, Xa16, Xa17, Xa18, Xa19, Xa21, Xa23, 
Xa24) และยีนที่แสดงออกแบบยีนดอย (xa5, xa8, xa13, xa19, xa20, xa22)    นอกจากขาวปลูก
พันธุตางๆ ทีม่ีลักษณะตานทานตอโรคขอบใบแหง เชน พันธุ Kogyoku (Xa1)   น้ําสะกยุ (Xa4)  
DV85 (xa5) และพันธุ IR8 (Xa11)  แลวยังพบแหลงพนัธุกรรมของยีนตานทานในขาวปาบางชนดิ 
เชน Oryza logistaminata,    O. officinalis  no. 100896,   O. minuta  no. 101141,   O. latifolia  no. 
100914,  O.  australiensis  no. 100882  และขาวปา O. brachyxantha no. 101232  เปนตน  (Sidhu 
et al., 1986; Nelson et al., 1996; Kameswara et al., 2002; Khush et al., 2005) 

 
         จากความกาวหนาของเทคโนโลยีเกี่ยวกับการศกึษาจีโนมของขาวทําใหมีการพฒันา

เครื่องหมายดีเอ็นเอที่มีตําแหนงใกลชิดกับยีนที่ควบคุมลักษณะตานทานตอโรคขอบใบแหงของ
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ขาว ดังปรากฏในตารางผนวกที่ 1 ตอมาจึงมีการนําเครื่องหมายดีเอน็เอที่มีตําแหนงใกลชิดกับยีน
ตานทานตอโรคเหลานี้ไปใชประโยชนในการคัดเลือกตนตานทานทั้งในโครงการปรับปรุงพันธุ
ขาวและเพื่อคัดเลือกหาตนตานทานจากแหลงพันธุกรรมตางๆ  โดยการพัฒนาเครื่องหมายดเีอ็นเอ
ดังกลาวไปเปนเครื่องหมายดีเอ็นเอชนดิ PCR- based markers  เพื่อใหสะดวกตอการนําไปใชงาน 
 
3.  เคร่ืองหมายดีเอ็นเอ (DNA marker)  

 
เครื่องหมายดีเอ็นเอ หมายถึง   ดีเอ็นเอหรือลําดับเบสชวงหนึ่งๆ ซ่ึงถูกใชเปนเครื่องหมาย

เพื่อบงชี้ความจําเพาะของสิ่งมีชีวิตหนึ่งๆ หรือเพื่อติดตามลักษณะพันธุกรรมลักษณะหนึ่งๆ ของสิ่ง 
มีชีวิต (สุรินทร, 2545) โดยทั่วไปเครื่องหมายดีเอ็นเอจะมีแบบแผนของการถายทอดตามกฎเมนเดล 
(สมาคมพันธุศาสตร, 2548) และมกีารพัฒนาเครื่องหมายดีเอ็นเอแบบตางๆ เพื่อนํามาใชประโยชน
ในการศึกษาทางพันธุศาสตร  รวมถึงการนํามาประยกุตใชในการปรับปรุงพันธุพืช เชน เครื่อง 
หมาย Restriction Fragment Length Polymorphism หรือ RFLP marker,    Random Amplified 
Polymorphic DNA หรือ RAPD marker (Williams et al., 1990),  Amplified Fragment Length 
Polymorphism หรือ AFLP marker (Vos et al., 1995)    และ  Sequence  Tag  Site หรือ STS 
marker   เปนตน   

 
Amplified  Fragment  Length Polymorphism  หรือ  AFLP   เปนเครื่องหมายดีเอน็เอที่

รวบรวมหลักการของเทคนคิอารเอฟแอลพี (RFLP) และ อารเอพีดี (RAPD)  เขาไวดวยกันเพื่อหลีก 
เล่ียงขอดอยของแตละเทคนคิ  ทําใหการตรวจสอบมีประสิทธิภาพมากกวาเทคนิคทัง้สอง   วิธีการ
แบงเปน 3 ขั้นตอนดังนี้คอืขั้นตอนที่หนึ่ง ใชเอนไซมตัดจําเพาะ 2 ชนิดตัด genomic DNA  
เอนไซมชนิดหนึ่งสามารถตัดดีเอ็นเอไดถ่ีซ่ึงมักใช 4 base cutter enzyme  เชน เอนไซม MseI , TagI     
และอีกชนดิหนึ่งสามารถตัดไดดวยความถี่นอยกวาโดยนยิมใช  6-8 base cutter enzyme  เชน   
EcoRI , PstI    จากนั้นนํา adaptor ของเอนไซมทั้งสองมาเชื่อมตอกับชิน้ดีเอ็นเอที่ตดัได      ขั้นตอน
ที่สองทําการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอในบริเวณที่ตองการโดยใชปฏิกิริยาลูกโซ (Polymerase Chain 
Reaction, PCR)   ดวยไพรเมอรที่มีลําดับเบสทางปลาย 5′ เหมือนกับลําดับเบสของ adaptor แตละ
ชนิดและเพิ่ม selective base ในสวนทายของไพรเมอรจํานวน 2-3  เบสเพื่อเพิ่มความจําเพาะของ
ช้ินดีเอ็นเอบริเวณที่ตองการเพิ่มปริมาณหรอืตองการตรวจสอบ  การเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอดวย
ปฏิกิริยาลูกโซโดยใชไพรเมอรที่เพิ่มเบสที่ปลาย 3′ จะทํา 2 คร้ัง คร้ังแรกเรียกวา preselective 
amplification และครั้งที่ 2 เรียกวา selective amplification ขั้นตอนที่สามนําผลผลิตที่ไดจากการ
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เพิ่มปริมาณดเีอ็นเอดวยปฏิกริิยาลูกโซไปแยกขนาดของดเีอ็นเอโดยใช  denaturing polyacrylamide 
gel electrophoresis  และตรวจสอบดวย autoradiography หรือ silver staining    แบบของแถบดีเอ็น
เอที่เกิดขึ้นจากการทําปฏิกิริยาโดยใชไพรเมอรคูหนึ่งๆ  เรียกวา ลายพิมพเอเอฟแอลพี (AFLP 
fingerprint) ซ่ึงมีลักษณะเปนลายพิมพแบบสุม (random fingerprint)    ทั้งนี้แถบดีเอ็นเอในลาย
พิมพของแตละตัวอยางจะบงบอกถึงความแตกตางของชิน้ดีเอ็นเอที่ตดัไดดวยเอนไซมตัดจําเพาะจึง
สามารถใชเปนเครื่องหมายดีเอ็นเอเรยีกวา เครื่อง หมายเอเอฟแอลพี หรือ AFLP marker  (สุรินทร, 
2545; Vos et al., 1995;   Mackill et al., 1996)   คุณสมบัติที่สําคัญของเครื่องหมายโมเลกุลชนิดนี้
คือ  จํานวนโพลีมอรฟซึมที่สามารถตรวจสอบไดมีคาสูงตอการทําแตละครั้ง  และสามารถเปนได
ทั้ง codominant และ dominant  marker แตโดยทัว่ไปจะพบเครื่องหมายเอเอฟแอลพีแบบที่เปน
ลักษณะขมมากกวา (ธีรยุทธิ์, 2544; สุรินทร, 2545)  

 
การนําเครื่องหมายเอเอฟแอลพีไปใชประโยชนมหีลายวัตถุประสงค เชน การทําแผนที่ยีน

ที่ควบคุมลักษณะปริมาณบางลักษณะ (Redona and Mackill, 1996) การศึกษาความแตกตางของ
ลูกผสมซึ่งไดจากการผสมระหวางขาว indica และ japonica (Maheswaran et al., 1997) การติดตาม
ลักษณะความตานทานโรคโดยตรวจหาเครื่องหมายที่มีตาํแหนงใกลชิดกับยีน ตรวจหายีนทนทาน
ตอความเค็ม (Gregorio, 1997) และวิเคราะหลายพิมพเอเอฟแอลพี  (Zhu et al., 1998)  เปนตน  
Fuentes et al. (1999)  ศึกษาลายพิมพดีเอน็เอของขาวพันธุตางๆ ที่ใชในโครงการปรับปรุงพันธุขาว
ในประ-เทศคิวบาดวยเทคนคิเอเอฟแอลพแีละอารเอพีด ี  พบวาจากการใชไพรเมอร 4 คูสามารถ
ตรวจพบโพลมีอรฟซึม(polymorphism)  ของเอเอฟแอลพีในตัวอยางไดสูงกวาอารเอพีดีมากกวา 15 
เปอรเซ็นต  โดยมีคาเฉลี่ยของแถบที่เปนโพลีมอรฟก 19.25 แถบตอคูไพรเมอร      เชนเดียวกับการ
ทดลองของ Agrawal et al. (1999) ซ่ึงพบวาลายพิมพเอเอฟแอลพสีามารถตรวจพบความแตกตาง
ระหวางขาวพนัธุตางๆ ไดมากกวาลายพิมพอารเอฟแอลพี 1.5 เทา   Saini et al. (2004)  ใชไพรเมอร 
5 คูเพื่อศึกษาลายพิมพเอเอฟแอลพีของขาว Basmati (indica) และ non-Basmati (japonica) รวม 18 
พันธุ  พบวามีคาเฉลี่ยของแถบเทากับ 34.3 แถบตอไพรเมอรและมเีปอรเซ็นตของแถบที่มีลักษณะ
โพลีมอรฟก 64.0 เปอรเซ็นต การจดักลุมขาวโดยอาศยัลายพิมพเอเอฟแอลพีดังกลาวใหผลที่สอด 
คลองกับการจัดกลุมโดยอาศยัฟโนไทป       

 
Sequence  Tag   Site  หรือ STS  marker  หรือเครื่องหมายเอสทีเอส เปนเครื่องหมายดีเอ็น

เอที่ใชขอมูลจากลําดับเบสของตําแหนงเฉพาะในจีโนมมาออกแบบเปนไพรเมอร   จากนัน้จึงเพิม่
จํานวนชิ้นสวนของดีเอ็นเอในตําแหนงนัน้ๆ ดวยปฏิกิริยาลูกโซ   ผลผลิตที่ไดนําไปแยกขนาดโดย
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ใช agarose gel electrophoresis  ความแตกตางของแตละตนในประชากรเกิดจากเพิ่ม (addition) 
หรือ ขาดหายไป (deletion) ของบริเวณจาํเพาะนัน้ คุณสมบัติที่สําคัญของโมเลกุลเครื่องหมายชนิด
นี้คือ ความจําเพาะเจาะจงของตําแหนงของเครื่องหมายโมเลกุลบนจีโนม  และการเปน codominant  
marker สําหรับขอจํากดัของการใชเครื่องหมายดีเอน็เอชนิดนี้คือจะตองมีขอมลูของลําดับเบส
สําหรับใชในการออกแบบไพรเมอร (ธีรยุทธิ์, 2544; Masojc, 2002) 

 
4.  การคัดเลือกพันธุพืชดวยเคร่ืองหมายโมเลกุล ( marker assisted selection) 

 
การคัดเลือกพนัธุพืชดวยเครือ่งหมายโมเลกุล หมายถึง การนําเครื่องหมายโมเลกุล 

(molecular markers) ชนิดตางๆ ที่มีความสัมพันธกับลักษณะที่สําคัญของพืชมาใชเปนเครื่องมือใน
การคัดเลือกตนพืชในโครงการปรับปรุงพันธุ (ศูนยพนัธุวิศวกรรม, 2542) การนําเครื่องหมาย
โมเลกุลโดยเฉพาะเครื่องหมายดีเอ็นเอมาใชเปนเครื่องมือในการคัดเลอืกจะชวยเพิ่มประสิทธิภาพ
ของการคัดเลือก  นักปรับปรุงพันธุสามารถคัดเลือกพืชโดยการสกดัดีเอ็นเอจากสวนใดสวนหนึ่ง
ของตนพืชแตละตนในขณะที่ตนพืชยังไมโตเต็มที่ โดยไมมีขอจํากัดเกี่ยวกับการแสดงออกของยีน  
อายุ  ชนิดของเนื้อเยื่อ หรือผลของสิ่งแวดลอมมาเกีย่วของ ซ่ึงมีผลใหสามารถคัดเลือกตนพืชทีม่ี
พันธุกรรมตรงตามความตองการเนื่องจากเปนการคัดเลอืกในระดับดีเอ็นเอ และยงัชวยลดจํานวน
ประชากรพืชที่จะใชในการคัดเลือกในขั้นตอนหลังดวย และเนื่องจากสามารถคัดเลือกพืชตั้งแต
ระยะตนๆ (earlier selection) ไดจึงมีผลใหระยะเวลาในการปรับปรุงพันธุลดลงไดอีกดวย          
 

ความกาวหนาในการใชเครื่องหมายดเีอ็นเอเพื่อคัดเลือกตนพืชที่มีลักษณะที่ตองการ ขึ้นอยู
กับวามีเครื่องหมายดเีอ็นเอที่มีตําแหนงใกลชิดกับยนีทีค่วบคุมลักษณะที่ตองการหรอืไม ทั้งนี้การ
พัฒนาเครื่องหมายดีเอ็นเอเพือ่นํามาใชในการคัดเลือกตนพืชในโครงการปรับปรุงพันธุพืชเกี่ยวของ
กับความกาวหนาของการทําแผนที่ของจีโนม (genome mapping) และการบงชี้ยนี (gene tagging) 
เพื่อระบุตําแหนงของเครื่องหมายดเีอ็นเอวาอยูใกลกับยนีที่ควบคุมลักษณะที่สนใจเพียงใด ตอมาจึง
มีการพัฒนาเครื่องหมายดีเอน็เอที่สามารถนํามาใชประโยชนในการคัดเลือกตนพืชไดมากขึ้น  อยาง 
ไรก็ตามในการใชเครื่องหมายดีเอ็นเอเพื่อคัดเลือกตนพชืในโครงการปรับปรุงพันธุพืชมีขอที่ควร
คํานึงหลายประการ เชน เครื่องหมายดีเอ็นเอที่นํามาใชควรมีตําแหนงใกลชิดและกระจายตัวแบบ 
co-segregate กับลักษณะที่ตองการคัดเลือก    วีธีการคัดหาตนพืช(screening technique) ดวย
เครื่องหมายดงักลาวตองสามารถทําซ้ํา (repeatability)  และสามารถนําไปใชกบัประชากรพชื
จํานวนมากได นอกจากนีก้ารใชเครื่องหมายดีเอ็นเอในการคัดเลือกตนพืชควรมีความคุมคาคุมทุน
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อีกดวย (Mohan et al., 1997; Staub and Serquen, 1996)      Kennard et al. (1994) พบวา
เครื่องหมายดีเอ็นเอที่มีตําแหนงใกลชิดกับลักษณะเชิงคณุภาพหนึ่งๆ นอยกวา 10 cM จะชวยเพิ่ม
ประสิทธิภาพในการคัดเลือกได    สวนการคัดเลือกลักษณะปริมาณที่ควบคุมดวยกลุมยีนที่เรียกวา 
quantitative trait loci (QTL) โดยการใชเครื่องหมายดีเอ็นเอจะมีประสิทธิภาพถาเครื่องหมายกบั
ลักษณะปริมาณนั้นมีความสมัพันธกันอยางมีนัยยะสําคญัทางสถิติ  (Edwards et al., 1987; Lande 
and Thompson, 1990)   ทั้งนี้ Staub et al. (1996) พบวาการคัดเลือกดวยเครื่องหมายโมเลกุลจะมี
ประโยชนอยางยิ่งในกรณกีารคัดเลือกลักษณะ ที่มีคาอัตราการถายทอดทางพันธุกรรม (heritability) 
ต่ํา  
 

ในการปรับปรงุพันธุพืชตานทานโรคและแมลงนิยมใชวิธีการผสมกลับ (backcross me-
thod)โดยมวีัตถุประสงคเพื่อถายทอดลักษณะตานทานตอโรคหรือแมลงจากพันธุใหไปสูพันธุรับ
เพียงลักษณะเดียวเทานั้นและคาดหวังวาลักษณะสวนใหญของตนที่ไดภายหลังการผสมกลับไป
หลายชั่วจะยังคงมีลักษณะทีด่ีสวนใหญของพันธุรับอยู จึงอาจกลาวไดวาการคัดเลือกในโครงการ
ปรับปรุงพันธุโดยวิธีผสมกลับจะเกีย่วของกับการคัดเลอืกตนพืชในสองทิศทาง กลาวคือในทิศทาง
แรกจะเปนการคัดเลือกตนทีม่ียีนตานทานจากพันธุให  การคัดเลือกในทิศทางที่สองเปนการคัด 
เลือกตนที่มียนีตานทานซึ่งมีลักษณะสวนใหญเหมือนกบัพันธุรับมากที่สุด จากเหตผุลดังกลาวจึงมี
การใชเครื่องหมายโมเลกุลเพือ่ชวยในการคดัเลือกใน  2  รูปแบบ  (Welz and Geigerb, 2001)  
ไดแก การคัดเลือกแบบ Marker-assisted  foreground selection  และการคัดเลือกแบบ Marker-
assisted  background selection   
 

4.1 Marker-assisted  foreground selection   
 
      Marker-assisted  foreground selection  หมายถึง  การใชเครือ่งหมายโมเลกุลที่มี

ตําแหนงใกลชิดกับยนีที่ควบคุมลักษณะที่ตองการจากพนัธุผูใหเพื่อคัดเลือกลูกที่ไดจากการผสม
ขาม   ผสมกลับ  หรือผสมตัวเอง  มีรายงานการใชเครื่องหมายดเีอ็นเอเปนเครื่องมือในการคัดเลือก
พันธุขาวใหตานทานตอโรคขอบใบแหง และโรคไหมของขาวหรือ leaf blast (Khush and Brar, 
2005)      ดังการทดลองของ Sanchez et al. (2000) ซ่ึงนําเครื่องหมายดีเอ็นเอสองชนิดไดแก เครื่อง 
หมายเอสทีเอสชื่อ  RG556  ที่พัฒนาโดย Huang et al. (1997)  และเครื่องหมายเอสทีเอสชื่อ  
RG207 (Yang et al., 1998)  ที่มีตําแหนงอยูใกลชิดกับยนี xa5 ที่ควบคุมลักษณะตานทานตอโรค
ขอบใบแหงมาใชในการคัดเลือกตนขาวลูกผสมที่มีลักษณะตานทานตอโรคซึ่งเปนลักษณะจาก
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พันธุให พบวาผลผลิตจากการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอดวยปฏิกิริยาลูกโซโดยใชเครื่องหมาย RG556    
เปนไพรเมอรจะปรากฏแถบดีเอ็นเอที่มีขนาดแตกตางกันในพันธุไมตานทานและพันธุตานทาน
ภายหลังการตดัดวยเอนไซมตัดจําเพาะ Mae II    สวนผลผลิตที่ไดจากการใชเครื่องหมาย RG207 
เปนไพรเมอรจะปรากฏแถบดีเอ็นเอที่มีขนาดแตกตางกันและสามารถนํามาใชคัดเลือกตนขาวลูก 
ผสมที่มียีนตานทานโรคได    จากการทดลองจะเหน็ไดวาการใชเครื่องหมายดเีอ็นเอในการคัดเลือก
ลักษณะที่ควบคุมดวยยีนดอยทําใหสามารถคัดเลือกตนตานทานไดทนัทีภายหลังการผสมขามโดย 
ไมตองปลอยใหเกิดการผสมตัวเองเพื่อใหตนตานทานที่มลัีกษณะดอยแสดงออก   จึงเทากับวา
สามารถลดระยะเวลาในปรบัปรุงพันธุไดอยางนอย 1 ช่ัวอาย ุ

 
        Huang et al. (1997)  พัฒนาเครื่องหมายดีเอ็นเอชนดิเอสทีเอสที่พัฒนาจาก

เครื่องหมายอารเอฟแอลพี RG556 ซ่ึงมีตําแหนงอยูใกลชิดกับยนีตานทานตอโรคขอบใบแหง (xa5) 
บนแขนขางสัน้ของโครโมโซมแทงที่ 5 เพื่อใชในการคัดเลือกตนตานทาน  โดยออกแบบไพรเมอร
จากลําดับเบสจากปลายทั้งสองขางของโคลน RFLP-RG556 ไดเครื่องหมายดเีอ็นเอ RG556  ที่มีลํา-
ดับเบสของไพรเมอรเปน F: 5′TAGCTGCTGCCGTGCTGTGC 3′ และ R: 5′AATATTTCAGT 
GTGCATCTC 3′ ภายหลังการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอดวยปฏิกิริยาลูกโซ  พบวาแถบดเีอ็นเอที่ปรากฏ
ในพันธุตานทานและไมตานทานไมแตกตางกัน (monomorphic band) จึงนําแถบดีเอน็เอที่ไดมาตดั
ดวยเอนไซมตดัจําเพาะ Dra I  เพื่อวิเคราะหความแตกตางของชิ้นดีเอ็นเอที่ได (specific amplicon 
polymorphism, SAP)  ปรากฏวาสามารถจําแนกตนตานทานและไมตานทานได  เมื่อนํา
เครื่องหมายดีเอ็นเอดังกลาวไปใชศึกษาในพันธุขาวตางๆ  จํานวน  187 accession  พบวามีอัลลีล
เครื่องหมาย (marker alleles)  3  อัลลีลที่ตรวจพบไดภายหลังการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอดวยไพรเมอร 
RG556 โดยกาํหนดใหอัลลีลที่ปรากฏในสายพันธุ IRBB5  เปนอัลลีลที่ 1 (resistant allele) สวนอลั-
ลีลที่ 2 และ 3 เปนรูปแบบของอัลลีลที่ปรากฏในพันธุ  Tetep  และพันธุไมตานทาน IR24 ตาม 
ลําดับ สวนดีเอ็นเอตนแบบที่ไมสามารถเพิ่มปริมาณดวยปฏิกิริยาลูกโซที่ใชไพรเมอร RG556 แสดง
วามี null-allele  ผลการทดลองดังกลาวสอดคลองกับการทดลองของ Ramalingam et al. (2001) ซ่ึง
ใชเครื่องหมาย RG556 ในการคัดเลือกพนัธุขาวตานทานรวม 56 พันธุ และพบอัลลีล 3 รูปแบบใน
ประชากรของพันธุตานทาน  

 
        Pha and Lang (2005)  ทดลองนําเครื่องหมายดเีอ็นเอ RG 136  มาใชในการคัดเลือก

ตนขาวที่มยีีนตานทานตอโรคขอบใบแหง xa13  จากพันธุขาวทองถ่ินจํานวน 166 accession     
พันธุขาวที่ใชในการสรางลูกผสมจํานวน 25 สายพันธุ  และตนขาวลูกผสมกลับระหวางพันธุไม
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ตานทาน (IR24) ซ่ึงใชเปนพันธุรับกับพนัธุตานทาน (Nang Som)  พบวาในตนทีต่านทานโรคจะ
ปรากฏแถบขนาด 1500 คูเบสสวนในพนัธุไมตานทานจะไดแถบขนาด 1,000 คูเบสที่สามารถใช
เปนเครื่องหมายในการคัดเลอืกได 

 
       Singh et al.  (2001) ปรับปรุงพันธุขาว PR106 ใหตานทานโรคขอบใบแหงดวยการ

ผนวกยีนตานทาน xa5, xa13 และ Xa21  และใชเครื่องหมายเอสทีเอสเปนเครื่องมือในการคัดเลอืก
แบบ foreground selection ในการปรับปรงุพันธุคร้ังนี้ใชสายพันธุ IRBB62 ซ่ึงมียีนตานทานทั้ง 3 
ยีนเปนพันธุให โดยนํามาผสมกับพันธุ PR106  แลวนําลูกผสมชั่วที่1 (F1) ผสมกลับไปยังพนัธุ 
PR106 หลายครั้งสลับกับการผสมตัวเองเปนบางชั่ว พบวาสามารถใชเครื่องหมายดีเอ็นเอทีม่ี
ตําแหนงใกลชิดกับยนีตานทานแตละยีนเปนเครื่องมือในการคัดเลือกตนพืชในแตละชั่วอายุได   
โดยเครื่องหมายเอสทีเอส RG556  ซ่ึงอยูใกลชิดกับยีน xa5 จะใหแถบดีเอ็นเอเมื่อตดัดวยเอนไซม 
DraI ขนาด 450 คูเบส  สวนเครื่องหมาย RG136 ซ่ึงอยูใกลชิดกับยีน  xa13    จะใหแถบดีเอ็นเอเมือ่
ตัดดวยเอนไซม HinfI ขนาด 400 และ 506 คูเบส ในขณะที่เครื่องหมาย pTA248 ซ่ึงมีตําแหนง
ใกลชิดกับยีน Xa21 จะใหแถบดีเอ็นเอขนาด 1,000 คูเบส   

 
        Davierwala et al. (2001)  ปรับปรุงพันธุขาวใหตานทานตอโรคขอบใบแหงโดยการ

ผนวก(pyramiding) ยีนตานทาน Xa4 จากพันธุ IR64  และ xa5 จากพันธุ IET-14444 โดยใช
เครื่องหมายเอสทีเอส RG556 ในการคัดเลือกตนขาวลูกผสมที่มียีนตานทาน xa5  นอกจากนี้เมือ่
ศึกษาการถายทอดเครื่องหมายเอสทีเอส RG556 ในลูกผสมชั่วที่ 3 (F3)  พบวาการกระจายตวัของ
เครื่องหมายดีเอ็นเอสอดคลองกับการกระจายตัวตามกฎของเมนเดล  โดยมีอัตราสวนของ homo-
zygous susceptible: heterozygous susceptible: homozygous resistant เทากับ 7:16:8 (1:2:1) 

 
       ในการปรบัปรุงพันธุขาว IR50 ใหตานทานตอโรคไหมโดย Narayanan et al.  (2002) 

ดวยวิธีผสมกลับ  ใชสายพนัธุตานทาน CO39-NIL-C101A51 เปนพันธุใหยีนตานทาน Piz-5 และ
ใชคร่ืองหมายเอสทีเอส RG64 ในการคัดเลือก  พบวาสามารถคัดเลือกตนที่มียนีตานทาน Piz-5 ได
ภายหลังนําแถบดีเอ็นเอที่ไดจากการเพิ่มปริมาณดวยปฏิกิริยาลูกโซไปตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ 
Hae II  โดยพันธุตานทานและพันธุไมตานทานจะปรากฏแถบดีเอ็นเอขนาด 750 คูเบสและ650 คู
เบสตามลําดับ   และเนื่องจากเครื่องหมายดังกลาวแสดงออกแบบ codominance จึงสามารถจําแนก
ตนที่มีจีโนไทปแบบ heterozygous และ homozygous ได    
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      นอกจากการในโครงการปรับปรุงพันธุขาวแลวยังมีการใชเครื่องหมายดีเอ็นเอเพือ่คัด 
เลือกตนพืชแบบ foreground selection ในโครงการปรับปรุงพันธุพืชชนิดตางๆ อีก เชน การ
คัดเลือกตนองุนที่ตานทานตอโรคดวยเครือ่งหมายเอสทเีอสที่พัฒนาจากเครื่องหมายเอเอฟแอลพีที่
อยูใกลกับยีน Run1 ที่ควบคมุลักษณะตานทานตอโรคราแปง (powdery mildew)ในองุน  โดยนํา
ลูกผสมกลับชั่วที5่ (BC5) ที่ไดจากการผสมระหวาง Muscadinia rotundifolia ซ่ึงใชเปนพันธุให กับ 
Vitis vinifera  ซ่ึงใชเปนพันธุรับมาคัดเลือกดวยเครื่องหมายดีเอ็นเอ ปรากฏวาสามารถใชแยกความ
แตกตางระหวางตนที่มียีน Run1  กับตนทีไ่มมียีน Run1 ได  (Pauquet et al., 2001)  เชนเดยีวกับ 
Von-Malek et al. (2000)  ซ่ึงพบวามีเครื่องหมายเอเอฟแอลพีจํานวน 7 เครื่องหมายที่มีตําแหนง
ใกลชิดกับยีนตานทานตอโรค  blackspot  ในกหุลาบ   จากนั้นจึงนําเครื่องหมายที่อยูชิดกับยนี
ตานทานมากที่สุดไปโคลนและพัฒนาไปเปนเครื่องหมายดีเอ็นเอชนิด SCAR (Sequence Charac-
terized Amplified Region) เพื่อความสะดวกในการนําไปใชประโยชนในโครงการปรับปรุงพันธุ
กุหลาบตอไป   

 
        Lu et al. (1999) พบวาเครื่องหมายเอเอฟแอลพ ี EAA / MCTA 10 ซ่ึงมีการแสดง

ออกแบบ codominance  มีความสัมพนัธกับลักษณะตานทานตอไสเดือนฝอย  (Meloidogyne  
incognita  และ  M. javanica) ที่ทําใหเกิดโรครากปม (root-knot) ในตนพีช ( Prunus persica (L.) 
Batsch)  จากนั้นจึงพัฒนาเครื่องหมาย EAA/MCTA 10  ไปเปนเครือ่งหมายเอสทเีอสและใชช่ือวา 
EAA/MCTA10STS  เมื่อนําเครื่องหมายเอสทีเอสดังกลาวซึ่งมีการถายทอดแบบ codominance ไป
ใชในการจําแนกลักษณะตาน ทานในพนัธุพอแม  ลูกผสมชั่วที่ 1 และช่ัวที่ 2  พบวานอกจากจะ
สามารถจําแนกตนตานทานและไมตานทานไดแลวยังสามารถจําแนกตนพีชที่มีจีโนไทปเปน 
homozygous resistant, heterozygous resistant  และ homozygous susceptible ไดอีกดวย   

 
4.2.  Marker-assisted  background selection  
 
        Marker-assisted  background selection หมายถึง  การใชเครื่องหมายโมเลกุลที่ปรากฏ

อยูในพนัธุรับในการคัดเลือกลูกที่ไดจากการผสมขาม ผสมกลับ หรือผสมตัวเอง  ซ่ึงอาจกลาวไดวา
เปนการคัดเลอืกโดยดจูากพืน้ฐานพนัธุกรรม (genetic background) ของตนที่ทําการคัดเลือก  ใน
โครงการปรับปรุงพันธุพืชหนึ่งๆ   มักใชการคัดเลือกแบบ  marker-assisted  foreground selection  
ในชวงตนๆ ของการคัดเลือกเพื่อลดจํานวนประชากรที่เขาสูการคัดเลือกในชวงหลังๆและใช 
marker-assisted  background selection ในชวงหลังของโครงการ (Welz and Geigerb, 2001) 
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         Brewer et al. (1999)  ทดลองใชเครื่องหมายเอเอฟแอลพีในการตรวจสอบตนพชืที่ได
จากการรวมโปรโทพลาสต (protoplast fusion)  ระหวาง Thlaspi caerulescens กับBrassica napus 
พบวาลายพิมพเอเอฟแอลพทีี่ไดสอดคลองกับผลการคัดเลือกในระดับฟโนไทป (phenotype selec-
tion) ทั้งนี้แถบดีเอ็นเอเกือบทุกแถบที่จําเพาะในพืชแตละชนิดปรากฏอยูในตนลูกที่ได  จึงสันนิษ-
ฐานวาตนลูกเหลานี้ไดรับพนัธุกรรมจากพืชทั้งสองชนิดมาทั้งจีโนม   

 
        Chen et al. (2001b) ใชการคัดเลือกทั้งในแบบ marker-assisted foreground selection 

และ  marker-assisted background selection ในการปรบัปรุงขาวพันธุ6078  โดยใชขาวสายพันธุ 
IRBB21 เปนพันธุใหเพื่อถายทอดลักษณะตานทานโรคขอบใบแหงที่ควบคุมดวยยีนตานทาน Xa21  
ไปสูขาวพันธุ 6078  ซ่ึงเปนพันธุรับ   ในการคัดเลือกแบบ marker-assisted  foreground selection 
ใช PCR-based marker ที่มีตําแหนงอยูใกลชิดกับยนี Xa21 รวมกับการปลูกเชื้อ (pathogen 
inoculation)  เพื่อคัดเลือกลูกผสมชั่วที่ 1  ลูกผสมกลับ และลูกที่เกิดจากการผสมตัวเอง     สวนการ
คัดเลือกแบบ background selection ในลูกผสมกลับในรุน BC1F1 และ BC2F1  จะใชเครื่องหมายเอ
เอฟแอลพีที่แสดงแถบดีเอ็นเอที่มีความแตกตางระหวางพันธุ  6078  และ IRBB21 จํานวน 129 
แถบ พบวาตน BC3F2  หรือ 6078 (Xa21) ที่ถูกคัดเลือกจะมีช้ินดีเอน็เอขนาดประมาณ 3.8 cM ใน
บริเวณ Xa21 region ซ่ึงอยูบนโครโมโซมที่ 11 จากพนัธุให   และจะมีพันธุกรรมพื้นฐานของพนัธุ
รับประมาณ 98.8 เปอรเซ็นต  จากการทดสอบความตานทานและลกัษณะอื่นๆ ปรากฏวาตน 6078 
(Xa21)  ที่คัดเลือกไดมีระดบัของความตานทานเชนเดียวกับพนัธุให (IRBB21)  ในขณะเดียวกนัก็
จะมีลักษณะทางเกษตรเหมือนกับพันธุรับ   
 

          Joseph et al. (2004)  ปรับปรุงพันธุขาว Pusa Basmati 1  ใหตานทานตอโรคขอบใบ
แหง  โดยนําไปผสมกับสายพันธุ IRBB55  ซ่ึงมียีนตานทาน xa13 และ Xa21  และนําลูกชั่วที1่  
ผสมกลับไปยังพันธุ   Pusa Basmati 1  ไดลูกผสมกลับชั่วที่ 1 (BC1F1)  ในการคัดเลือกตนขาวในรุน 
BC1F1   BC1F2   และ BC1F3  ใชการคัดเลอืกรวมทั้งสิ้น  3  วิธีเร่ิมจากการคัดเลือกลักษณะตานทาน
โรคดวยวิธีการปลูกเชื้อ   จากนั้นจึงคดัเลือกซ้ําโดยพิจารณาจากคณุภาพของเมล็ด  สุดทายจึงนําตน
ที่คัดเลือกไดไปวิเคราะหดวยเครื่องหมายเอสทีเอส  RG136  และ pTA248  เพื่อคัดเลือกตนที่มียนี
ตานทาน   xa-13 และ Xa-21  อยูในสภาพโฮโมไซกัสทั้งสองตําแหนง  พบวาสามารถคัดตน BC1F3 
ที่มีลักษณะดังกลาวไดทั้งหมด  21 ตน  จากนั้นจึงนําไปคัดเลือกตนทีม่ีพันธุกรรมใกลเคียงกับพนัธุ
รับดวยเครื่องหมายเอเอฟแอลพี  จากการใชไพรเมอร 8 คูพบแถบดีเอน็เอที่ชัดเจน  863 แถบโดยมี
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แถบที่แตกตางระหวางพันธุใหกับพันธุรับ 252 แถบ  และพบวาตนขาวที่คัดเลือกไวทั้ง 21 ตนมี
พันธุกรรมเหมือนกับพันธุรับ (Pusa  Basmati 1)  อยูระหวาง  80.4-86.72 เปอรเซ็นต 

 
           นอกจากนี้  Shen et al. (2001)  ไดทดลองใชเครื่องหมายดีเอ็นเอในการคัดเลือก

ลักษณะ root depth ซ่ึงมีรายงานวาเปนลักษณะเชิงปริมาณที่ถูกควบคุมดวย  QTLs ในการผลิตสาย
พันธุ NILs ของขาวพันธุ IR64 ที่มีพันธุ IR64 เปนพนัธุรับและมีตนดับเบิลแฮพลอยดที่ไดจากการ
เพาะเลี้ยงอับเรณูของตนลูกผสมระหวางพนัธุ Azucena กับพันธุ IR64 เปนพันธุให  ในการคัดเลือก
ตนขาวในรุน  BC2F1  และ BC3F1  ใชเครือ่งหมายดเีอ็นเอรวม 17 เครื่องหมายซึ่งมีตาํแหนงใกลกับ 
QTLs      จากนั้นเก็บเมล็ด BC3F2 จากตนที่คัดเลือกไดไปปลูกและคดัเลือกอีกครั้งดวยเครื่องหมาย
ไมโครแซทเทลไลทเพื่อใหไดตนที่มีพันธกุรรมใกลเคียงกบัพันธุ IR64 มากที่สุด    เก็บเมล็ดจากตน 
BC3F2 ที่คัดเลือกไดและคัดเลือกซ้ําพบวาสามารถคัดเลือกตนที่มีพนัธุกรรมพื้นฐานใกลเคยีงกบั
พันธุ IR64 แตมีพันธุกรรมที่ควบคุมลักษณะ root depth  จากพันธุ Azucena ในลูกรุน BC3F3 ได
รวม 58 สายพนัธุ 

 
5.  การเพาะเลี้ยงอับเรณ ู
 

การเพาะเลีย้งอับเรณู (anther culture) หมายถึง การนาํอับเรณูที่ภายในมีไมโครสปอรใน
ระยะที่มเีพียง 1 นิวเคลียส (uninucleate microspore)   มาเพาะเลี้ยงบนอาหารสังเคราะหในสภาพ
ปลอดเชื้อที่สามารถควบคุมอุณหภูมิ ความชื้น และแสงได (ประศาสตร, 2536; เสาวนีย, 2536; 
Powell, 1990)   โดยทั่วไปการเพาะเลี้ยงอับเรณูมีวัตถุประสงคเพื่อผลิตตนแฮพลอยด  (haploid) ทีม่ี
โครโมโซมเพียงชุดเดยีว  และเมื่อชักนําใหตนแฮพลอยดเหลานี้เกิดการเพิ่มจํานวนโครโมโซมเปน
สองเทาจะไดตนดับเบิลแฮพลอยด (doubled haploid) ที่เปนพันธุแทซ่ึงมียีนทกุตําแหนงอยูใน
สภาพโฮโมไซกัส (homozygous)  จึงสามารถผลิตพืชพันธุแท (pure line) ไดในเวลารวดเรว็  
(Lynch et al., 1991; Poehlman and Sleper, 1995)      
 

การเกิดตนแฮพลอยดมีสาเหตุมาจากการทีไ่มโครสปอรซ่ึงนํามาเพาะเลี้ยงในสภาพที่
เหมาะสมถูกชกันําใหพัฒนาไปเปนตนโดยผานกระบวนการ direct embryogenesis หรือ indirect 
organogenesis ในกระบวนการ direct embryogenesis จะพบการแบงเซลลของไมโครสปอรเกิดเปน
กลุมเซลลที่มีการเปลี่ยนแปลงรูปรางไปในรูปแบบเดยีวกับการพัฒนาของไซโกติกเอ็มบริโอ 
(zygotic embryo) ที่มีการพฒันาของยอดและรากไปพรอมๆกัน  สวนการพัฒนาเปนตนออนโดย
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กระบวนการ indirect organogenesis จะพบการแบงเซลลของไมโครสปอรเกิดเปนแคลลัส (callus) 
แลวจึงมกีารพฒันาของยอดและรากที่สมบูรณในภายหลัง (Genovesi and Magill, 1982)  เรียก
กระบวนการพัฒนาของไมโครสปอรไปเปนตนออนนีว้า  microspore androgenesis  (Foroughi-
Wehr and Wenzel, 1993)      การเกิด   microspore androgenesis  เร่ิมตนจากการแบงเซลลของไม
โครสปอรซ่ึงพบวามวีิถี (path-way) การเกิดขึ้นไดสองวิถี  คือ pathway A  และ pathway B  ใน 
pathway A  นั้นไมโครสปอรที่เพาะเลี้ยงจะแบงเซลลคร้ังแรกแบบไมสมมาตร (asymmetric 
division)  ไดเซลลที่มี vegetative และ generative nuclei ซ่ึงมีขนาดไมเทากัน  จากนั้น vegetative 
nucleus จะแบงตัวตอไปในขณะที ่generative nucleus จะสลายไป   สวนใน pathway B พบวาไม-
โครสปอรจะมีการแบงตัวแบบสมมาตร (symmetric division)  ไดเซลลที่มีนิวเคลียสขนาดเทากัน
สองนิวเคลียสซึ่งจะแบงตวัตอไป  (Wei and Hong, 1991) 
 
6.  การเพาะเลี้ยงอับเรณูของขาว   
 

ภายหลังการเพาะเลี้ยงอับเรณูของขาวไดเปนครั้งแรก (Nizeki and Oono, 1968)  จึงมี
รายงานวาสามารถเพาะเลี้ยงอับเรณูของพชืชนิดอื่นๆ ไดอีกเปนจํานวนมาก  จากการศึกษาผลการ
เพาะเลี้ยงอับเรณูของขาวลูกผสมระหวางขาวจาปอนกิาและขาวอินดกิาในเวลาตอมา พบวาความ 
สามารถในการเพาะเลี้ยงอับเรณู (anther culturability)  ซ่ึงพิจารณาจากตวัแปร (parameters) 4  
ชนิด ไดแก  ความถี่ในการชักนําใหเกดิแคลลัส (callus induction  frequency, CI)  ความถี่ในการ
พัฒนาเปนตนสีเขียวของแคลลัส (green plantlet differentiation frequency, GPD)      ความถี่ในการ 
พัฒนาเปนตนเผือกของแคลลัส (albino plantlet differentiation frequency, APD) และความถี่ของ
การไดตนสีเขยีวในการเพาะเลี้ยงตอจํานวนอับเรณูทั้งหมดที่เพาะเลี้ยง (green plantlet yield fre-
quency, GPY)  เปนลักษณะปริมาณที่ถูกควบคุมจากยนีหลายตําแหนง  โดยพบวาลักษณะการเกิด
แคลลัสเปนผลจากการทํางานรวมกนัของยีนในแบบบวกสะสม (additive gene effect) มากกวา
แบบไมใชบวกสะสม (non-additive gene effect)  ในขณะทีก่ารพัฒนาเปนตนมีสาเหตุหลักมาจาก
การทํางานรวมกันของยีนในแบบบวกสะสมเปนสวนใหญ   (Zhang and Qifeng, 1993; He et al., 
1998; Kwon et al., 2001; Kwon et al., 2002)   ดวยเหตนุี้ความสําเร็จในการเพาะเลี้ยงอับเรณูในขาว
พันธุหนึ่งๆ จงึมีผลเนื่องมาจากจีโนไทปของพันธุขาวเอง  ตลอดจนวิธีการและสภาพในการเพาะ 
เล้ียงที่จะมีผลตอการแสดงออกของยีนที่ควบคุมลักษณะปริมาณตางๆ ดังกลาวแลวขางตน (Henry 
et al., 1994)      ดังรายงานของ  Sugimoto and Takeoka (1998)  ซ่ึงพบวาผลของยีนในการชักนําให
แคลลัสของขาวพัฒนาไปเปนตนมีความผนัแปรตามชนดิของอาหารที่ใชในการเพาะเลี้ยง    



 
16

7. ปจจัยท่ีมีผลตอการเพาะเลี้ยงอับเรณูของขาว 
 

ความสําเร็จของการเพาะเลีย้งอับเรณูของขาวขึ้นอยูกับปจจัยหลายประการ ไดแก ปจจัยที่
เกิดจากตนพืชที่ใชเปนแหลงอับเรณู เชน พันธุกรรมหรือจีโนไทป และสภาวะการเจริญเติบโตของ
ตนที่นําอับเรณูมาเพาะเลี้ยง    ปจจัยในการเพาะเลี้ยง เชน การเตรียมอับเรณูกอนการเพาะเลี้ยง  
วิธีการเพาะเลี้ยง อาหารและสภาพในการเพาะเลี้ยงอับเรณ ู  เปนตน (He et al., 1998; Afza et al., 
2000) 
 

7.1.  ปจจัยที่เกีย่วของกับตนพืชที่ใชเปนแหลงอับเรณ ู
 
         7.1.1 พันธุกรรม        
         
                   Wei and Hong (1991), Nizeki (1997)  และ  Bhojwani et al. (2001)  ได

รวบรวมผลการเพาะเลี้ยงอับเรณูในขาวพนัธุตางๆ พบวาพันธุกรรมของขาวที่นํามาเพาะเลี้ยงทั้งใน
ระดับสปชีส (species) ซับสปชีส (subspecies)  และระดับพันธุ (cultivars) เปนปจจยัสําคัญที่มีผล
ตอความสําเร็จในการเพาะเลี้ยงอับเรณู   ดังมีรายงานวาขาวปา (O. perennis) มีความถี่ในการเกดิ
แคลลัสต่ํากวาขาวปลูก (O. sativa L.)   เชนเดียวกบัขาวพันธุปลูกในกลุมอินดกิาซึ่งพบวามีการ
ตอบสนองตอการเพาะเลีย้งไดต่ํากวาขาวพันธุปลูกในกลุมจาปอนิกา และสามารถจัดกลุมตามการ
ตอบสนองตอการเพาะเลีย้งไดดังนี ้  japonica > japonica/indica > indica/indica > indica (Shen et 
al., 1982;  Raina, 1997)      สอดคลองกับการทดลองของ Miah et al. (1985) ซ่ึงพบวาเปอรเซ็นต
การเกิดแคลลัสจากการเพาะเลี้ยงอับเรณูของขาวจาปอนกิาพันธุ Minehikari  และพนัธุ Taipei 309 
และขาวอินดิกาพันธุ Mingolo และ พันธุ Suweon290 มีความผันแปรจาก 0 เปอรเซ็นต (Su-
weon290) ถึง 42.9 เปอรเซ็นต (Taipei390)     นอกจากนี ้Bishnoi  et al. (2000a)  ซ่ึงเพาะเลี้ยงอับ
เรณูของขาวอนิดิกา 7 พันธุบนอาหารสูตรชักนําแคลลัสสูตรเดียวกนั  ปรากฏวาเปอรเซ็นตการเกดิ
แคลลัสและการพัฒนาเปนตนสีเขียวมีคาอยูระหวาง 2.6-33.9 เปอรเซ็นต โดยพนัธุ Taraori Basmati  
มีเปอรเซ็นตการเกิดแคลลัสสูงที่สุด สวนสายพันธุ CH2 Doubled-dwarf เกิดแคลลัสไดนอยที่สุด  
แสดงวาขาวในกลุม ecospecies เดียวกันมเีปอรเซ็นตการตอบสนองตอการเพาะเลีย้งไมเทากัน  เชน       
เดียวกับการทดลองของ Asaduzzaman et al. (2003)  ซ่ึงพบวามีขาวอินดิกาเพียง 2 พันธุ (BR-5, 
BR-38)ใน 5 พันธุเทานัน้ที่สามารถตอบสนองตอการเพาะเลี้ยงอับเรณู โดยมีเปอรเซ็นตการเกดิ
แคลลัสเทากับ 15.25 และ 22.15 เปอรเซ็นตตามลําดับ    นอกจากนี้ในรายงานการทดลองของ 
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Guiderdoni et al. (1992)  พบวาการเกิดแคลลัสจากการเพาะเลี้ยงอับเรณูของขาวลูกผสมระหวาง
ขาวอินดกิาและขาวจาปอนิกาอาจเกี่ยวของกับอิทธิพลของไซโทพลาซึมของตนแมดวย      

 
          จากการศึกษาสารประกอบบางชนิดภายในไมโครสปอรในระยะที่มี 1 นิวเคลียส     

พบวาในไมโครสปอรของขาวอินดกิาปริมาณกรดอะมิโนอลานีน (alanine)     สะสมอยูต่ํากวาใน
ไมโครสปอรของขาวจาปอนิกา และเมือ่เติมกรดอะมโินอลานีนลงในอาหารเพาะเลี้ยงอับเรณูของ
ขาวอินดกิาปรากฏวาสามารถชักนําใหเกิดแคลลัสไดมากขึ้น ความแตกตางของปริมาณกรดอะมิโน 
อลานีนที่สะสมอยูภายในไมโครสปอรอาจเปนสาเหตุประการหนึ่งที่ทําใหขาวจาปอนกิาและอินด-ิ
กามีการตอบสนองตอการเพาะเลี้ยงไดตางกัน  และเปนไปไดวาความแตกตางของพนัธุกรรมอาจมี
ผลตอการสรางสารสําคัญบางชนิดในไมโครสปอรซ่ึงมีผลทางบวกตอการเพาะเลีย้งอับเรณู   (Zhou 
et al., 1983) 

    
        7.1.2 สภาพทางสรีรวิทยาและสภาวะในการเพาะปลูก 
 
                  สภาวะตางๆ ในการเพาะปลูกที่เกี่ยวของกับการเจริญเติบโตและความสมบูรณ

ของตนที่เปนแหลงอับเรณู (anther donor plant)  ลวนมีอิทธิพลตอความสามารถในการตอบสนอง
ตอการเพาะเลี้ยงอับเรณู อยางไรก็ตามพบวาปจจยัวกิฤตทิี่มีผลตอความถี่ในการเกดิแคลลัสและการ
พัฒนาเปนตน ไดแก อุณหภมูิในระยะที่ตนขาวแตละพนัธุเร่ิมสรางชอดอก (Nizeki, 1997)    ดังการ
ทดลองของ  Hu et al. (1987) ที่พบวาตนขาวที่ปลูกในแปลงปลูกซึ่งมีอุณหภูมิเฉลี่ย 18-20 องศา-
เซลเซียสจะมีเปอรเซ็นตการเกิดแคลลัสและการพัฒนาเปนตนสูงกวาตนขาวที่ปลูกในโรง เรือนที่มี
อุณหภูมิเฉลี่ย 26-28 องศาเซลเซียส นอกจากนี้ตนขาวที่ปลูกในสภาพที่มีอุณหภูมสูิงจะใหเปอร- 
เซ็นตการเกดิตนเผือก (albino plantlet) สูงกวาอีกดวย   สวน   Raina et al. (1987)  รายงานผลของ
อุณหภูมิที่ใชในการเพาะปลูกตนขาวตอการเกิดแคลลัสไววา อับเรณูที่เก็บจากตนขาวพันธุ Basmati 
370 ที่ปลูกในฤดูปลูกที่มีอุณหภูมิในชวงวันระหวาง 23.3-34.2 องศาเซลเซียสจะมเีปอรเซ็นตการ
เกิดแคลลัสสูงกวาอับเรณูที่เก็บจากตนที่ปลูกในอุณหภูมชิวง 16.4-29.1  องศาเซลเซียสแตการเกดิ
ตนเผือกจะมีเปอรเซ็นตสูงกวา 
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7.2   ปจจัยที่เกีย่วของกับอับเรณู 
 

 7.2.1 การเตรียมอับเรณูโดยการนําไปผานความเยน็กอนการเพาะเลีย้ง 
 

                จากการศึกษาของ Ching (1882), Cornejo-Matin and Primo-Millo (1982),   
Nizeki (1997) และ Raina and Irfan (1998) พบวาการเพาะเลี้ยงอับเรณูที่เก็บจากชอดอกที่นําไป
ผานความเยน็สามารถชักนําใหเกิดแคลลัสไดมากกวาอับเรณูที่ไมผานความเยน็     การนําชอดอก
ขาวไปผานความเย็นกอนนําอับเรณูไปเพาะเลี้ยงจะมีผลอยางยิ่งในการชักนําใหเกดิการเจริญแบบ 
non-gametophytic ของไมโครสปอรและจะสงเสริมใหเกิดการสรางและการพัฒนาไปเปนตนออน
ของแคลลัส ทั้งนี้ระยะเวลาในการผานความเย็นจะขึ้นอยูกับอณุหภูมทิี่ใชซ่ึงพบวาถาใชอุณหภูมติ่ํา 
(3-5 องศาเซลเซียส)  จะใชระยะเวลาในการผานความเยน็นอยกวาการใชอุณหภูมิสูง    ในขาวจา-
ปอนิกาการใชความเยน็อุณหภูมิ 5 องศาเซลเซียสนาน 7 วันจะใหผลดีกวาการใชอุณหภูม ิ10 องศา
เซลเซียสนาน  10 วันหรือ 13 องศาเซลเซียสนาน 10-14 วัน สวนในขาวอินดิกาพบวาสามารถใช
อุณหภูมิและระยะเวลาไดในชวงกวางกวาขาวจาปอนกิา เชนอาจใชอุณหภูมิ 3-5 องศาเซลเซียส
นาน 10 วัน หรือ 6-8 องศาเซลเซียสนาน 10-15 วัน หรือ 9-10 องศาเซลเซียสนาน 15-20 วัน เปน
ตน   นอกจากนี้  Xie et al. (1995) ยังพบวาเมื่อนําชอดอกของขาวพนัธุ Xiushui ไปผานความเยน็
อุณหภูมิ 4-13 องศาเซลเซียสนานถึง 28 วันยังสามารถชักนําใหเกิดแคลลัสได   อยางไรก็ตามพบวา
การเพิ่มระยะเวลาในการผานความเย็นมักมีผลใหเกิดตนเผือกมากขึ้น        Wei and Hong (1991),    
Sopory and Munshi (1996),   Xie et al. (1995) และ Kiviharju and Pehu (1998)  อธิบายผลของการ
เตรียมอับเรณกูอนการเพาะเลี้ยงโดยการนาํชอดอกไปผานความเย็นวาอาจเกี่ยวของกบักระบวนการ
ตางๆ ตอไปนี ้ เชน การยบัยัง้การเปลี่ยนแปลงไปเปนแกมีโทไฟท (gametophye) ของไมโครสปอร
และกระตุนการพัฒนาไปเปนสปอโรไฟท (sporophytic stage)   การชะลอการแกตัวของผนังเรณู 
(pollen wall)  และผนังอับเรณู (anther wall) ซ่ึงทําใหไมโครสปอรมีชีวิตอยูนานขึ้น     และการชัก
นําใหมกีารปลดปลอยสารที่จําเปนตอการเกิด androgenesis  เชน กรดอะมิโนบางชนิด เปนตน       
ทั้งนี้พบวาอณุหภูมแิละเวลาที่เหมาะสมในการเตรียมอับเรณูของขาวจะแตกตางไปตามจีโนไทป
ของพันธุขาว (Wei and Hong, 1991; Tapia et al., 2002)    ตัวอยางการทดลองและผลของการ
เตรียมอับเรณกูอนการเพาะเลี้ยงโดยการนาํชอดอกไปผานความเย็น    มีดังนี ้

 
             Cho and Zapata (1988) พบวาเมื่อเพาะเลี้ยงไมโครสปอรของขาวจาปอนกิาพันธุ 

Taipei 309 ที่ไดจากชอดอกที่นําไปผานความเยน็ที่อุณหภูมิ 8 องศาเซลเซียสนาน 8 วัน สามารถชัก
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นําใหเกิดแคลลัสไดมากกวาไมโครสปอรจากชอดอกที่ไมผานความเยน็ สอดคลองกับ Alemano 
and Guiderdoni (1994)  และ  Farfugue et al. (1998)   สวน   Chen et al. (2001a)  ทดลองผลของ
ระยะเวลาในการเตรียมอับเรณูโดยการบมชอดอกของขาวพันธุ Taipei 309 ที่อุณหภูมิ 7  องศา-
เซลเซียสนาน  1, 3,  5, 7, 9  และ  11 วัน  พบวาเปอรเซน็ตการเกดิแคลลัสจะสูงขึ้นเมื่อเวลาในการ
บมชอดอกเพิม่ขึ้นจาก 1, 3 และ  5  วันตามลําดับ การบมชอดอกนานกวา 5 วันจะมีผลใหการเกิด
แคลลัสลดลง  และพบวาการบมชอดอกนานกวา  11 วันจะไมมกีารเกดิแคลลัสเลย 

 
             Lee et al. (2004)  เพาะเลี้ยงอับเรณูของตนขาว BC4F1 ที่ไดจากการผสมกลับ

ระหวางขาวจาปอนิกาพันธุ Mankeumbyeo และขาวอินดิกาพันธุ Ranta Emas และนําชอดอกไป
ผานความเยน็ที่อุณหภูมิ 10  องศาเซลเซียสนาน  10 วนั  พบวามีเปอรเซ็นตการเกดิแคลลัส  5.9-
28.6 เปอรเซ็นต   

 
        7.2.2  ระยะการพัฒนาของไมโครสปอรภายในอับเรณูที่เหมาะสมตอการนํามาเพาะ 

เล้ียง 
 

                  ระยะการพัฒนาของไมโครสปอรที่นํามาเพาะเลี้ยงในอาหารสังเคราะหมี
อิทธิพลตอการชักนําและการพัฒนาของแคลลัส โดยทัว่ไปไมโครสปอรในระยะที่มีเพียงหนึง่
นิวเคลียส (uninucleate stage) จะมีการตอบสนองตอการเพาะเลี้ยงไดดี     เนื่องจากไมโครสปอรใน
ระยะที่มีสองนิวเคลียสจะมกีารสะสมแปงซึ่งมีผลตอการพัฒนาไปเปนแคลลัสหรือเปนตนของไม-
โครสปอร (Genovesi and Magill, 1979; Sopory and Munshi, 1996)     สอดคลองกับการทดลอง
ของ Guha-Mukherjee (1973)  ซ่ึงเพาะเลี้ยงไมโครสปอรของขาวพันธุตางๆ รวม 20 พันธุและ
รายงานวาเฉพาะไมโครสปอรในระยะที่มีเพียงหนึ่งนวิเคลียสเทานั้นทีส่ามารถพัฒนาไปเปน pollen 
embryo ได    สวนไมโครสปอรในระยะ tetrad  จะไมตอบสนองตอการเพาะเลี้ยง  

 
                 จากรายงานผลการทดลองดังกลาวจํานวนมากทําใหทราบวาในการเพาะเลี้ยงอับ

เรณูของขาวนยิมใชอับเรณูทีม่ีไมโครสปอรที่มีการพัฒนาอยูในระยะ mid uninucleate  จนถึงระยะ 
late uninucleate  (Ching, 1982;  Shahjahan et al., 1992;  Alejar et al., 1995;  Chen et al., 2001a; 
Lee et al., 2003)    โดยสามารถคัดเลือกดอกขาวทีม่ีไมโครสปอรในระยะดังกลาวไดโดยดูจาก
ลักษณะภายนอกของดอกซึง่สวนใหญจะมีสีเหลืองออนปนเขียวและมีอับเรณูอยูสูงไมเกินครึ่งหนึง่
ของดอก (รัตนดา, 2538; ยี่โถ, 2540; จันทรวิภา, 2547; Ching, 1982; Shahjahan et al.,1992)     
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อยางไรในการเพาะเลี้ยงอับเรณูของขาวบางพันธุพบวาการเพาะเลี้ยงอับเรณูที่มีไมโครสปอรใน
ระยะ early-uninucleate ซ่ึงเปนไมโครสปอรที่มีนิวเคลียสขนาดเล็กอยูบริเวณกลางเซลลและไม
มีแวควิโอลมีเปอรเซ็นตการเกิดแคลลัสสูงที่สุด (62.5-80.2 เปอรเซ็นต) รองลงมาไดแกไมโครส
ปอรในระยะ mid-uninucleate (59.7-67.3 เปอรเซ็นต) ซ่ึงเปนระยะที่นวิเคลียสของไมโครสปอรจะ
ถูกแวควิโอลดันมาอยูชิดกับขอบดานขางของเซลล  สวนไมโครสปอรในระยะ late-uninucleate ซ่ึง
เปนระยะที่นวิเคลียสของไมโครสปอรถูกดันไปอยูดานตรงขามกับ germinative pore  มีเปอรเซ็นต
การเกิดแคลลัสต่ําที่สุด (36.7-75.0 เปอรเซ็นต)  นอกจากนี้ยังพบวาแคลลัสที่เจริญจากไมโครสปอร
ในระยะ   late-uninucleate  มีอัตราสวนของตนสีเขียวตอตนเผือกต่ําทีสุ่ด (Chen, 1978)      พบวา
ไมโครสปอรที่มีการพัฒนาอยูในระยะเดยีวกันแตเก็บมาจากตําแหนงทีต่างกันของชอดอกจะมีผล
ตอเปอรเซ็นตการเกิดแคลลัสไดแตกตางกนั  โดยไมโครสปอรที่อยูในระยะ mid-uninucleate ที่เกบ็
มาจากบริเวณสวนยอด (top) สวนกลาง (middle) และสวนฐาน (basal) ของชอดอก   มีเปอรเซ็นต
การเกิดแคลลัสเทากับ  7.67, 12.07 และ 16.23 เปอรเซ็นตตามลําดับ  ในขณะทีไ่มโครสปอรใน
ระยะ late-uninucleate มีเปอรเซ็นตการเกดิแคลลัสเทากับ  9.91, 14.85 และ 28.93 เปอรเซ็นต
ตามลําดับ สันนิษฐานวาอาจเปนผลมาจากการกระจายตัวของสารประกอบและแรธาตุซ่ึงมีความ 
สําคัญตอการชักนําใหเกดิแคลลัสที่ไมเทากันภายในชอดอก   (Afza et al., 2000) 

 
7.3  ปจจัยที่เกีย่วกับอาหารทีใ่ชในการเพาะเลี้ยงอับเรณ ู
 
       สวนประกอบของอาหารที่ใชเพาะเลีย้งอับเรณูซ่ึงไดแกสารอนินทรีย สารอินทรีย สาร

ควบคุมการเจริญเติบโต ตลอดจนวิตามนิชนิดตางๆ เปนปจจยัสําคัญประการหนึง่ในการชักนําให
ไมโครสปอรเกิดการแบงตัวและพัฒนาไปเปนตนออนทีส่มบูรณ  อาหารสังเคราะหสูตรหนึ่งๆ อาจ
มีความเหมาะสมตอการเพาะเลี้ยงอับเรณขูองขาวพันธุหนึ่งๆ หรือกลุมหนึ่งๆ เทานั้น เนื่องจากการ
ตอบสนองตออาหารที่ใชเพาะเลี้ยงขึ้นอยูกับจีโนไทปของตนที่เปนแหลงเรณู (Sopory and Munshi, 
1996)    

 
  7.3.1 องคประกอบของสูตรอาหารพื้นฐาน 
 

                   Chu et al. (1975) พัฒนาสูตรอาหารพื้นฐาน N6  โดยอาศัยหลักทีว่าปริมาณ
ของ NH4

+ ions ในอาหารเพาะเลี้ยงมีผลตอการชักนําไมโครสปอรของขาวใหเกดิการแบงตวัเปน
แคลลัส  และการลดปริมาณ NH4

+ ions จะสงเสริมการเกิดแคลลัสในขาวอินดิกาไดดี ตอมามีการ
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ดัดแปลงอาหารสูตร N6 โดยการปรับความเขมขนของ NH4
+ ions และสารอนินทรียบางชนิดทําให

การเพาะเลีย้งอับเรณูของขาวพันธุตางๆ มคีวามถี่ในการเกิดแคลลัสเพิม่ขึ้น  เชน สูตร SK-1 (Raina 
et al., 1989)    และสูตร Chu  (Chu et al., 2003)  เปนตน    สวนการชักนําใหแคลลัสเกิดการพัฒนา
ไปเปนตนนั้นนิยมใชสูตรอาหารพื้นฐาน  MS  ดัดแปลงที่เติมแรธาตุตางๆ ที่สงเสริมการพัฒนาไป
เปนตนของแคลลัส (Nizeki, 1997)    พบวาจีโนไทปมผีลในการตอบสนองตอสูตรอาหารพื้นฐาน  
ดังการทดลองของ Mandal and Gupta (1997)  ซ่ึงเพาะเลี้ยงอับเรณูของขาวลูกผสมระหวาง Oryza 
sativa L. cv pankaj  กับ  O. rufipogon Grift. บนอาหารสูตร N6, He2, He5, R3 และสูตร N6 ดัดแปลง  
พบวาอับเรณทูี่เพาะเลี้ยงตอบสนองตอสูตร He2 มากที่สุดและตอบสนองตอสูตร R3 นอยที่สุด 

 
         7.3.2  แหลงธาตุอาหารคารบอน 
                                
                               โดยทั่วไปแลวนยิมเติมน้ําตาลซูโครสลงในอาหารเพาะเลี้ยงอับเรณูเพื่อใชเปน
แหลงธาตุอาหารคารบอนและเปน osmoregulator เพื่อรักษาแรงดันออสโมติกของอาหาร   การเติม
น้ําตาลในอาหารเพาะเลี้ยงไมเพียงแตจะมผีลตอการเกิดแคลลัสเทานั้นแตยังมีผลตอการพัฒนาไป
เปนตนของแคลลัสอีกดวย    ความเขมขนของน้ําตาลที่ใชโดยทัว่ไปคือ 2-4 เปอรเซ็นตแตก็มีราย 
งานวาการเติมน้ําตาล 6-12 เปอรเซ็นตสามารถชักใหเกดิแคลลัสไดดใีนพืชหลายชนิด  เชน  ขาว  
ขาวสาลี และขาวบาเลย  เปนตน  (Bajaj, 1990; Wei and Hong, 1991)   ดังการทดลองของ  Chen  
(1978)   ที่พบวาการเพาะเลี้ยงอับเรณูของขาวพันธุ Tainan5  ในอาหารที่เติมซูโครส  6  และ 9 
เปอรเซ็นต   มีเปอรเซ็นตการเกดิแคลลัสและการพัฒนาเปนตนสูงกวาแคลลัสที่ไดจากการเพาะ 
เล้ียงในอาหารที่เติมซูโครส 3 เปอรเซ็นต  สอดคลองกับรายงานของ Ching (1982), Yadav et al. 
(1991),  Alemano and Guiderdoni (1994)  และ  Chu et al. (2003)  ซ่ึงพบวาการเติมน้ําตาลซูโครส
ความเขมขนต่าํๆ จะชวยชักนําใหเกดิแคลลัส สวนการเพิ่มความเขมขนของน้าํตาลในอาหาร
เพาะเลี้ยงมีผลใหความถี่ของการพัฒนาเปนยอดของแคลลัสมีคามากขึ้น    
 

                  ตั้งแตป คศ. 1983 เปนตนมามรีายงานการเพาะเลี้ยงอับเรณขูองพืชหลายชนิดที่
แสดงใหเห็นวาการใชน้ําตาลมอลโตสเปนแหลงธาตุอาหารคารบอนสามารถชักนําใหเกิดกระบวน 
การ androgenesis  ไดดีกวาน้ําตาลซูโครส  (Last and Brettell, 1990; Zhang, 1995; Bhojwani et al., 
2001)  Asano et al. (1994), Alejar et al. (1995) และTapia et al. (2002)        รายงานวาเปอรเซ็นต
การตอบสนองตอการเพาะเลี้ยงอับเรณูของขาวอินดกิาและขาวจาปอนกิาเมื่อเล้ียงในอาหารที่เติม
น้ําตาลมอลโตสมีคาสูงกวาการเพาะเลี้ยงในอาหารที่เติมน้ําตาลซูโครส     เชนเดียวกับ Jain et al. 
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(1996a) ซ่ึงเปรียบเทียบผลการเพาะเลี้ยงโปรโทพลาสตของขาวอินดิกาและขาวจาปอนิกาพนัธุ 
Pusa Basmati 1  พันธุ IR43  และพันธุ Taipei 309 ในอาหารที่เติมน้ําตาลชนิดตางๆ เชน cellobiose,  
fructose,  glucose  lactose,  maltose, sorbitol  และ  sucrose ที่มีความเขมขนเทากับ 8 mM    พบวา
น้ําตาลมอลโตสสามารถชักนําใหมกีารสรางแคลลัสและการพัฒนาไปเปนตนไดดีที่สุด   ซ่ึงสอด 
คลองกับการทดลอง   Roy and Mandal (2005)  ที่เพาะเลี้ยงอับเรณูของขาวอินดกิาพันธุตางๆ บน
อาหารสูตรชักนําแคลลัสที่เติมน้ําตาลตางชนิดกัน เชน sucrose,  glucose,  maltose,  dextrose,  
galactose  และ  cane sugar  และพบวาพันธุขาวสวนใหญมีเปอรเซ็นตการเกิดแคลลัสสูงสุดใน
อาหารที่เติมน้าํตาลมอลโตส  3  และ 6 เปอรเซ็นต   

 
                 Lentini et al.(1995)ศึกษาผลของน้ําตาลมอลโตสในการเพาะเลี้ยงอับเรณูของ

ขาวพันธุตางๆ พบวาอับเรณูที่เพาะเลี้ยงในอาหารที่เติมมอลโตสมีเปอรเซ็นตการเกิดแคลลัส (6.3-
10.1 เปอรเซ็นต) และการเกิดตนสีเขยีว (0.6-1 เปอรเซ็นต) สูงกวาอับเรณูที่เพาะเลี้ยงในอาหารที่
เติมซูโครสที่มีความเขมขนของน้ําตาลเทากนั  โดยเปอรเซ็นตการพัฒนาเปนตนสีเขียวมีคามากขึ้น
เมื่อความเขมขนของน้ําตาลมอลโตสเพิ่มขึ้น  สวนการเติมกลูโคสลงในอาหารมีผลใหเปอรเซ็นต
การเกิดแคลลัสลดลง   จากผลการทดลองชี้ใหเห็นวาชนดิและความเขมขนของน้ําตาลมีความสําคัญ
ตอการเกิด androgenesis นอกเหนือไปจากการทําหนาทีเ่ปน osmoregulator ในการเพาะเลี้ยงอับ
เรณูของขาว      เชนเดยีวกับการทดลองของ Raina and Irfan (1998)  ซ่ึงพบวาการเพาะเลี้ยงไมโคร-
สปอรของขาวอินดิกาในอาหารที่เติมน้ําตาลซูโครส  5 และ 10   เปอรเซ็นตไมสามารถชักนําใหไม-
โครสปอรเกิดการแบงเซลลได          แตถาเติมน้ําตาลมอลโตส 9 เปอรเซ็นตแทนซูโครสจะทําให
ไมโครสปอรเกิดการแบงเซลลไดอยางรวดเร็ว   ในการเพาะเลี้ยงอับเรณูของขาวบางพันธุพบวาการ
เติมน้ําตาลมากกวาหนึ่งชนดิลงในอาหารจะชวยสงเสริมการเกิดแคลลัสได  ดังการทดลองของ   
Chu et al. (2003)  ซ่ึงพบวาการเติมน้ําตาลซูโครส 20 กรัมตอลิตรรวมกับน้ําตาลมอลโตส 20 กรัม
ตอลิตร และ sorbital 20 กรัมตอลิตรสามารถชักนําใหเกดิแคลลัสไดดกีวาการเติมน้ําตาลซูโครส 60 
กรัมตอลิตรเพียงอยางเดียวลงในอาหาร 
 

                ในการเพาะเลี้ยงอับเรณูของขาวอินดิกาบางพนัธุพบวาการตอบสนองตออาหาร
ที่เติมน้ําตาลมอลโตสไมแตกตางจากอาหารที่เติมน้ําตาลซูโครส  อยางไรก็ตามแคลลัสที่ไดจากการ
เพาะเลี้ยงในอาหารที่เติมมอลโตสมักมีลักษณะเชิงคุณภาพดีกวาแคลลัสที่ไดจากการเพาะเลี้ยงใน
อาหารที่เติมซูโครส  (Zhang, 1995) 
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       7.3.3 สารควบคุมการเจริญเติบโต 
 
                 ชนิดและความเขมขนของสารควบคุมการเจริญเติบโตที่เติมลงในอาหารมีอิทธิ-

พลตอการพัฒนาของไมโครสปอรภายในอบัเรณู โดยพบวาการเติม IAA จะชกันําการเกิด direct 
embryogenesisในขณะที ่2,4-D จะสงเสริมการเกิดและการแบงตัวของแคลลัส  สวนการเติม NAA 
มักกระตุนใหแคลลัสพัฒนาเปนตนไดในอาหารสูตรชักนําแคลลัส (Ball et al., 1993) ในการ
เพาะเลี้ยงอับเรณูของขาวนยิมเติมสารควบคุมการเจริญเตบิโตในกลุมออกซิน(auxin) ลงในอาหาร
สูตรชักนําใหเกิดแคลลัส      โดยอาจเติมออกซิน เชน 2,4-D หรือ NAA หรือ 2,4,5-T เพียงชนดิใด
ชนิดหนึ่งหรือสองชนิดรวมกันหรืออาจเตมิออกซินรวมกับไซโตไคนนิ (cytokinin) ในอัตราสวนที่
เหมาะสมตอการสงเสริมใหเกิดแคลลัสหรือกระบวนการ embryogenesis ของไมโครสปอร  
(Croughan and Chen, 1991;  Wei and Hong, 1991; Mori, 1997)      พบวาในอาหารที่ใชในการ
เพาะเลี้ยงอับเรณูของขาวอนิดิกามกัใชความเขมขนของ 2,4-D หรือ NAA ต่ํากวาการเพาะเลี้ยงขาว
จาปอนิกา    และการใช 2,4-D ความเขมขนต่ํารวมกับ NAA และ kinetin ความเขมขนสูงจะ
สามารถกระตุนใหเกิดการพฒันาของไมโครสปอรแบบ direct embryogenesis โดยไมตองผาน
ระยะการเปนแคลลัสได (Lynch et al., 1991)     
 

                   เนื่องจากการตอบสนองตอชนิดและความเขมขนของสารควบคุมการเจริญ 
เติบโตของขาวแตละพันธุไดรับอิทธิพลจากจีโนไทปของตนที่ใชเปนแหลงอับเรณูเปนปจจยัหลัก 
ดังนั้นการเติมสารควบคุมการเจริญเติบโตชนิดหนึ่งๆ ลงในอาหารสูตรชักนําแคลลัสอาจมีผลตอ
การเกิดแคลลัสและการพัฒนาของแคลลัสในขาวแตละพันธุแตกตางกันไปดังการทดลองของ  
Huang et al. (1986)  ซ่ึงพบวาเปอรเซน็ตการเกดิแคลลัสจากการเพาะเลี้ยงอับเรณูของขาวพนัธุ 
Tainan 5 บนอาหารที่เติม 2,4-D 2-4 มิลลิกรัมตอลิตรไมแตกตางจากการเพาะเลีย้งในอาหารที่เติม 
NAA ความเขมขนเทากัน    ผลการทดลองดังกลาวไมสอดคลองกับรายงานของ Roy and Mandal 
(2005) ที่พบวาเปอรเซ็นตการเกิดแคลลัสของอับเรณูของขาวอินดกิาพันธุ Karnal local 95 ที่
เพาะเลี้ยงในอาหารที่เติม 2,4-D  1 มิลลิกรัมตอลิตรมีคาสูงกวาการเพาะเลี้ยงในอาหารที่เติม NAA  
1 มิลลิกรัมตอลิตรโดยมีคาเทากับ 2.06  และ 1.51 เปอรเซ็นตตามลําดับ และเมื่อนําแคลลัสไปชักนํา
ใหเกิดตนปรากฏวาแคลลัสที่ผานการเลี้ยงในอาหารที่เตมิ 2,4-D สามารถพัฒนาเปนตนไดมากกวา
แคลลัสที่ผานการเลี้ยงในอาหารที่เติม NAA   สวน  Rout and Sarma (1991)  พบวาการเพาะเลี้ยง
อับเรณูของขาวลูกผสม (Oryza sativa L. X O. rufipogon Grift.)  บนอาหารที่เติม 2,4-D เพียงอยาง
เดียวมีเปอรเซน็ตการเกดิแคลลัสต่ํากวาอาหารที่เติม  2,4-D  1 มิลลิกรัมตอลิตรรวมกับ  NAA  2 
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มิลลิกรัมตอลิตร  และ kinetin  1  มิลลิกรัมตอลิตร  โดยพบวาการเติม NAA เพียงอยางเดยีวหรือ
รวมกับ 2,4-D ก็สามารถชักนําการเกดิแคลลัสจากอับเรณูของขาวลูกผสมดังกลาวได  เชนเดียวกบั
การทดลองของ   Farfuque et al. (1998)  ซ่ึงเพาะเลี้ยงอับเรณูของขาวพนัธุ IR 43 ในอาหารสูตรชัก
นําแคลลัสที่เติม NAA  2 มิลลิกรัมตอลิตร รวมกับ kinetin  1   มิลลิกรัมตอลิตรสามารถชักนําให
เกิดแคลลัสได 22.8 เปอรเซ็นต 
 

                 สารควบคุมการเจริญเติบโตที่นิยมเติมลงในอาหารสูตรชักนําตน ไดแก kinetin 
BAP, NAA และ IAA เปนตน พบวาการลดความเขมขนของ 2,4-D หรือแทนที่ดวย NAA  หรือ  
IAA  จะสามารถชักนําการพฒันาเปนตนของแคคลัสได (Mori, 1997) จากรายงานการเพาะเลี้ยงอับ
เรณูของขาวจํานวนมากชี้ใหเห็นวาความสามารถในการพฒันาไปเปนตนของแคลลัสขึ้นอยูกับ
ปฏิสัมพันธ ระหวางจีโนไทปและองคประกอบของสูตรอาหารที่ใช (Xie et al., 1995; Khanna and 
Raina, 1998) ดังการทดลองของ Rout and Sarma (1986) ซ่ึงทดลองนําแคลลัสที่ไดจากการ
เพาะเลี้ยงอับเรณูของขาวอนิดิกาและขาวจาปอนิกาบางชนิดไปเลี้ยงบนอาหารสูตร MS  ที่เติม 
kinetin 0.5 มิลลิกรัมตอลิตร  BA  2  มิลลิกรัมตอลิตรและ NAA 1 มิลลิกรัมตอลิตรเพื่อชักนําใหเกดิ
ตน  พบวาเปอรเซ็นตการ พัฒนาของแคลลัสไปเปนตนของขาวอนิดิกาและขาวจาปอนิกามีคาอยู
ระหวาง  45.5-87.5 เปอรเซ็นตและ 68.0-77.7 เปอรเซ็นตตามลําดับ   เชนเดยีวกับการทดลองของ  
Reiffer and Freire (1989) ที่พบวาเมื่อนําแคลลัสที่ไดจากการเพาะเลี้ยงอับเรณูของขาวลูกผสม 
(Catetao Precoce/ Metica1) ไปเลี้ยงบนอาหารชักนําใหเกิดตนสูตร MS ที่เติม kinetin 3 มิลลิกรัม
ตอลิตรและ NAA 0.5 มิลลิกรัมตอลิตร   สามารถชักนําใหเกิดการพฒันาไปเปนตนไดสูงสุด 44.4 
เปอรเซ็นต ในขณะทีแ่คลลัสของขาวลูกผสมระหวางพนัธุ Guarani กับพันธุ L13 ที่เพาะเลี้ยงใน
อาหารสูตรเดียวกันไมสามารถพัฒนาเปนตนไดเลย 

 
                  Bishnoi et al. (2000b) พบวาเมื่อนําแคลลัสที่ไดจากการเพาะเลี้ยงอับเรณูของ

ขาวบางพันธุไปเล้ียงในอาหารชักนําใหเกดิตนสูตร MSR1 ซ่ึงประกอบดวย MS ที่เติม kinetin และ 
BA อยางละ  1 มิลลิกรัมตอลิตร และ NAA 0.5 มิลลิกรัมตอลิตร สามารถชักนําใหเกิดการพัฒนาไป
เปนตนไดสูงกวาแคลลัสที่เล้ียงบนอาหารสตูร MSR2 ซ่ึงประกอบดวย MS ที่เติม kinetin 2 
มิลลิกรัมตอลิตรและ NAA 0.5 มิลลิกรัมตอลิตร   
 

                   Tapia et al. (2002)  รายงานวาเมื่อนําแคลลัสที่ไดจากการเพาะเลี้ยงอับเรณูของ
ขาวพันธุ Koshihikari,    Sasanishiki  และ  Morelos A-92  ไปชักนําใหเกิดตนบนอาหารสูตร MS ที่
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เติม kinetin 9.29 µM  และ IAA 5.71 µM   ปรากฏวาเฉพาะแคลลัสจากพันธุ Koshihikari และ 
Morelos A-92    เทานั้นที่สามารถพัฒนาไปเปนตนไดบนอาหารสูตรดงักลาว 
 

                    Asaduzzaman et al. (2003)  ชักนําแคลลัสที่ไดจากการเพาะเลี้ยงอับเรณูของ
ขาวพันธุตางๆ รวม 5 พันธุใหเปนตนโดยการเพาะเลี้ยงบนอาหารสูตรชักนําตนทีต่างกัน 2 สูตร  
พบวาแคลลัสของขาวพันธุ BR-5   BR-31  และ BR-37  สามารถพัฒนาเปนตนไดสูงสุด 25.44,   
10.20 และ 33.32 เปอรเซ็นตตามลําดับในอาหารสูตร MS ที่เติม BAP 2 มิลลิกรัมตอลิตร kinetin 
0.5 มิลลิกรัมตอลิตร  และ  NAA 1 มิลลิกรัมตอลิตร    สวนแคลลัสจากพันธุ BR-34  และ BR-38  
สามารถพัฒนาเปนตนได 25.86 และ 30.15 เปอรเซ็นตตามลําดับในอาหารสูตร MS ที่เติม kinetin 1 
มิลลิกรัมตอลิตรและ  NAA  1 มิลลิกรัมตอลิตร  

 
                   การพัฒนาไปเปนตนของแคลลัสนั้นนอกจากจะขึน้อยูกับปฏิสัมพันธระหวาง 

จีโนไทปกับสตูรอาหารที่ใชแลว  ยังขึ้นอยูกับปฏิสัมพนัธของสูตรชักนําใหเกดิแคลลัสกับสูตรชัก
นําใหเกิดตนอกีดวย  ดังการทดลองของ  Raina et al. (1989)  ซ่ึงพบวาเมื่อนําแคลลัสที่ไดจากการ
เพาะเลี้ยงอับเรณูของขาวอนิดิกาบางพนัธุบนอาหารสูตร  MSN  และ  SK-1 ไปเลี้ยงบนอาหารสตูร
ชักนําใหเกดิตน  ปรากฏวาแคลลัสที่ไดจากสูตร SK-1  มีเปอรเซ็นตการพัฒนาเปนตน (33.7 
เปอรเซ็นต) สูงกวาแคลลัสที่ไดจากสูตร MSN (11.1 เปอรเซ็นต)   เชนเดียวกับ   Xie  et al. (1995)  
ที่พบวาแคลลสัที่ไดจากการเพาะเลี้ยงอับเรณูในอาหารสูตร N6  ที่เติม  2,4-D  1 มิลลิกรัมตอลิตร  
NAA 1 มิลลิกรัมตอลิตรและน้ําตาลมอลโตส 60 กรัมตอลิตรเทานั้น ที่สามารถเจริญไปเปนตนได
หลังจากนําไปเพาะเลี้ยงในอาหารสูตรชักนาํใหเกิดตนที่ประกอบดวย MS ที่เตมิ kinetin 2  
มิลลิกรัมตอลิตร  IAA 0.5 มิลลิกรัมตอลิตร  และน้ําตาลซูโครส  30 กรัมตอลิตร    สวนแคลลัสที่
ไดจากอาหารที่เติมน้ําตาลซูโครสไมสามารถพัฒนาเปนตนไดเลย     Bishnoi et al. (2000a)  พบวา
เมื่อนําแคลลัสที่ไดจากการเพาะเลี้ยงอับเรณูของขาวลูกผสมบนอาหารชักนําแคลลัสสูตรตางๆ ไป
ชักนําใหเกดิตนบนอาหารสตูร MS ที่เติม kinetin 1มิลลิกรัมตอลิตร  BAP 1มิลลิกรัมตอลิตร และ 
NAA 0.5 มิลลิกรัมตอลิตร  ปรากฏวาแคลลัสที่ผานการเพาะเลี้ยงบนอาหารชักนําแคลลัสสูตร 
RZM  มีเปอรเซ็นตการพัฒนาเปนตนอยูระหวาง 0-51 เปอรเซ็นต  สวนแคลลัสที่ผานการเลี้ยงบน
อาหารสูตร N6M และ Heh 5 มีเปอรเซ็นตการพัฒนาเปนตนเพียง 0-3.7 เปอรเซ็นตเทานั้น 
 

                   การเติมสารอินทรียและกรดอะมิโนบางชนิด  เชน  น้ํามะพราว  สารสกัดจาก
ยีสต (yeast extract)  สารสกัดจากมนัฝรั่ง(potato extract) เคซีนไฮโดรไลเซท (casein hydrolysate) 
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(Iyer and Raina, 1972; Rout and Sarma, 1986; Kim et al., 1989; Hirabayashi et al., 1992; Zhao, 
1999; Roy and Mandal, 2005) กรดอะมโินโพรลีน (proline)  กลูตามีน (glutamine) (Cho and 
Zapata, 1988) และ polyamine (Shoeb et al., 2001) ในอาหารเพาะเลี้ยงอับเรณูจะชวยเพิ่ม
เปอรเซ็นตการชักนําแคลลัสและการพัฒนาของแคลลัสได  

 
 7.4  อายุและขนาดของแคลลัส 
 
         อายุและขนาดของแคลลัสที่ไดจากการเพาะเลี้ยงอับเรณูเปนปจจัยประการหนึ่งที่มีผล

ตอการพัฒนาจากแคลลัสไปเปนตน โดยพบวาความสามารถในการพฒันาเปนตนจะลดลงเมื่ออายุ
ของแคลลัสเพิ่มขึ้น นอกจากนี้ยังพบวาแคลลัสที่มีขนาดเล็กกวา 1 มิลลิเมตรจะไมสามารถพัฒนา
เปนตนได (Wei and Hong, 1991)   Ching (1982)  พบวาแคลลัสที่มีอายุ 10-15 วันสามารถพัฒนา
เปนตนไดมากกวา 50 เปอรเซ็นต  แตถาแคลลัสมีอายุมากกวา 50 วันจะพฒันาไปเปนตนไดนอย
หรือไมพัฒนาเปนตนเลย  สอดคลองกับการทดลองของ  Chen et al. (2001a)  ซ่ึงพบวาเมื่อนาํ
แคลลัสขนาดประมาณ 2 มิลลิเมตรที่มีอายุ  35, 45 และ 55  วันไปเพาะเลี้ยงบนอาหารสูตรชักนําให
เกิดตนจะสามารถพัฒนาไปเปนตนไดเพียง  7.7,  10.6 และ 16.7 เปอรเซ็นต  สวนแคลลัสที่มีอายุ
ตั้งแต 65 วันขึ้นไปจะไมสามารถพัฒนาเปนตนไดเลย 

 
8.  การเหนี่ยวนําใหเกิดการเพิ่มจํานวนโครโมโซมแบบทวีคูณ 
 
 ตนพืชที่ไดจากการเพาะเลี้ยงอับเรณูมักมีจาํนวนโครโมโซมเพียงครึ่งหนึ่งของจํานวนโคร-
โมโซมในตนที่เปนแหลงเรณู (anther donor plant) และไมสามารถติดเมล็ดได    นิยมเรียกตนพชื
เหลา นี้วา ตนแฮพลอยด (haploid plant)  โดยทัว่ไปมักนาํตนแฮพลอยดที่ไดนีเ้ขาสูกระบวนการชัก
นําใหเกิดการเพิ่มจํานวนโครโมโซมแบบทวีคูณ (chromosome  doubling)   ทั้งนี้เพื่อใหไดตน
ดับเบิลแฮพลอยด (doubled haploid plant) ที่มีจํานวนโครโมโซมเพิ่มขึ้นเทาตวั และคาดวามี
พันธุกรรมอยูในสภาพพันธุแท ซ่ึงสามารถนําไปใชในขั้นตอนตอไปของกระบวนการปรับปรุง
พันธุพืชได  (Rao and Suprasanna, 1996)   การเพิ่มจํานวนโครโมโซมของตนแฮพลอยด อาจเกิด
จากการเพิ่มจํานวนโครโมโซมโดยธรรมชาติ (spontaneous chromosome doubling)  หรือโดยการ
ชักนําใหเกดิการเพิ่มจํานวนโครโมโซม (induced chromosome doubling หรือ artificial 
chromosome doubling) การเพิ่มจํานวนโครโมโซมโดยธรรมชาติอาจเกิดขึ้นระหวางการแบงเซลล
แบบไมโอซีส (meiotic doubling) โดยกลไกการเกิด unreduced gametes หรืออาจเกดิขึ้นระหวาง
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การแบงเซลลแบบไมโทซีส (somatic ploidy increasing) โดยกระบวนการ endomitosis และ 
endoreduplication  นอกจากนี้ยังอาจเปนผลมาจากการเกดิ nuclear fusion ไดอีกดวย    พบวาอัตรา
การเพิ่มจํานวนโครโมโซมโดยธรรมชาติในตนแฮพลอยดที่ไดจากการเพาะเลี้ยงอับเรณูมีความผัน
แปรทั้งในระดบัสปชีสและในระดับพนัธุ (Bajaj, 1990; Rao and Suprasanna, 1996) 
 

สําหรับการชักนําใหเกิดการเพิ่มจํานวนโครโมโซมนั้น  ทําไดโดยการเหนี่ยวนําดวยสาร 
เคมีที่มีคุณสมบัติเปน antimitotic agent ชนิดตางๆ  เชน  colchicine, nitrous oxide, podophyllin, 
oryzalin, trifluralin และ amiprophosmethyl     เชน การทดลองของ Ramulu et al. (1991) ซ่ึงใช 
colchicine ความเขมขน 0.5-5.0 mM   oryzalin และ amiprophosmethy ความเขมขน 15-32 µM ใน
การชักนําใหเกิดการเพิ่มจํานวนโครโมโซมในการเพาะเลี้ยงโปรโทพลาสตของมันฝรั่ง นอกจากนี้
การเพิ่มจํานวนโครโมโซมยังถูกเหนี่ยวนาํไดดวยสภาพทางกายภาพบางประการ เชน อุณหภูมิ เปน
ตน   อยางไรก็ตามพบวาโดยทั่วไปนิยมใชสารโคลชิซิน (colchicine) ในการชกันาํใหเกิดการเพิ่ม
จํานวนโครโมโซมของตนแฮพลอยด   (Rao and Suprasanna, 1996; Sopory and Munshi, 1996; 
Arzari and Darvey, 2001; Chen et al., 2001a) 

 
 โคลชิซินเปนสารประเภทอลัคาลอยด (alkaloid)  สกัดไดจากเมล็ด ดอก ใบ และหวั ของ 
autum crocus (Colchicum autummnale)  ลักษณะเปนผลึกสีเหลือง  มีคุณสมบัติเปนเบสออนๆ 
หรือเปนกลาง ละลายไดดีในคลอโรฟอรม  แอลกอฮอล และน้ําเย็น (Hussein and Narsa, 1974)   
โคลชิซินมีคุณสมบัติเปนตัวยับยั้งการสรางและการทํางานของสายใยสปนเดิล  (spindle fibre inhi-
bitor)    โดยพบวาโคลชิซินจะเขาจับกับโปรตีนทูบูลิน(tubulin) ทําใหโปรตีนเหลานี้ไมสามารถจัด 
เรียงตัวตอกันเปนไมโครทูบูล (microtubule)ได สงผลใหการสรางและการทํางานของสายใยสปน
เดิลถูกขัดขวาง  การเคลื่อนที่ของโครโมโซมเขาสูขั้วเซลลจึงไมสามารถเกิดขึ้นอยางปกติ เปนผล
ใหมีการรวมตวักันใหม (restitution) ของโครโมโซมเกิดเปนนิวเคลียสที่มีจํานวนโครโมโซมเพิ่ม 
ขึ้นเทาตัว โดยทั่วไปการใชสารโคลชิซินเพื่อชักนาํใหมีการเพิ่มจํานวนโครโมโซมนิยมใชในรปู
ของสารละลายที่ระดับความเขมขน ตั้งแต 0.006-3 เปอรเซ็นต และมักเติม dimethyl sulphoxide 
(DMSO) 1-4 เปอรเซ็นตเพือ่ทําหนาที่เปน wetting agent  ที่ชวยใหโคลชิซินถูกดูดซึมเขาสูเนื้อเยื่อ
พืชไดมากขึน้ (Artvini, 1987; Wong, 1989; Rao and Suprasanna, 1996;  Antoine-Michard and 
Beckert, 1997; Arzari and Darvey, 2001)   
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 เนื่องจากโคลชิซินสามารถทํางานไดดใีนเซลลที่กําลังแบงตัว จึงมีแนวโนมวาชิ้นสวนทุก
ชนิดของพืชทีป่ระกอบดวยเซลลที่กําลังแบงตัวสามารถถูกชักนําใหเกดิการเพิ่มจํานวนโครโมโซม
ได (Eigsti and Dustin, 1954)      สวนตางๆ ของพืชที่นิยมนํามาชักนําใหเกดิการเพิ่มจํานวน
โครโมโซมดวยสารโคลชิซิน   ไดแก    เมล็ด  (อมรา, 2508)    ตนกลา  (Gupta and Gill, 1985) ตา
ขาง (Rose et al., 2000)  ตายอด (Lotfi et al., 2003)    อับเรณ ู (Antoine-Michard and Beckert, 
1997)   แคลลัส  (Chen and Yvonne, 1978)  และหนอ  (Chen et al., 2001a)   เปนตน     
 

กาญจนา (2537)  นําหนอของตนขาวทรปิพลอยด(triploid)ไปเลี้ยงในอาหารกึ่งแขง็ที่เติม
สารโคลชิซินความเขมขน 0.01 เปอรเซ็นตนาน 3, 5   และ  7  วัน  เมื่อนําออกปลูกพบวาเฉพาะ
หนอที่ไดรับสารนาน 7 วันเทานั้นที่สามารถติดเมล็ดได    

 
รัตนดา (2538)  ทดลองนําหนอของตนขาวแฮพลอยดทีไ่ดจากการเพาะเลี้ยงอับเรณูไปเล้ียง

ในอาหารกึ่งแข็งที่เติมโคลชิซินความเขมขน 0.01 และ 0.03 เปอรเซ็นตนาน 3  และ 5 วัน   พบวา
หนอที่เล้ียงในอาหารที่มีโคลชิซิน 0.03 เปอรเซ็นตนาน 3 วันสามารถชักนําใหเกดิการเพิ่มจํานวน
โครโมโซมแบบทวีคูณไดสูงสุด  50 เปอรเซ็นต   

 
Chen et al. (2001a) แบงหนอของตนขาวแฮพลอยดทีไ่ดจากการเพาะเลี้ยงอับเรณขูองขาว

พันธุ Taipei 309 เปนสองกลุม กลุมที่หนึ่งนําไปแชในสารละลายโคลชิซิน 0.05 เปอรเซ็นต กลุมที่
เหลือแชในสารละลาย oryzalin ความเขมขน 25 µM พบวาเปอรเซ็นตการเกิดตนดับเบิลแฮพลอยด
จากหนอขาวที่แชในสารละลาย oryzalin และหนอขาวที่แชในสารละลายโคลชิซินมีคาเทากับ 31.0  
และ 11.5 เปอรเซ็นต ตามลําดับ 

 
Alemanno and Guiderdoni (1994)  เพาะเลี้ยงอับเรณขูองขาวพันธุ Miara  บนอาหารกึ่ง

แข็งสูตรชักนําแคลลัสที่เติมสารโคลชิซิน  250 มิลลิกรัมตอลิตร  ภายหลังจากนําไปชกันําใหเกดิตน
และนําออกปลูก  พบวาตนที่ไดจากการเพาะเลี้ยงในอาหารที่เติมโคลชิซินนาน 24 และ 48 ช่ัวโมงมี
เปอรเซ็นตการเกิดตนดับเบลิแฮพลอยดเทากับ  51.4  และ 65.5  เปอรเซ็นตตามลําดับ   

 
ทั้งนี้   Morais et al. (1991)  เสนอวาในการใชสารโคลชิซินเพื่อชักนําใหเกดิการเพิ่ม

จํานวนโครโมโซมแบบทวีคณูมีส่ิงที่ตองคํานึง ไดแก ชนิดของพืช ช้ินสวนของพืชที่ไดรับสาร  
ระดับความเขมขนของสาร  ระยะเวลาในการใหสาร  และวิธีการใหสาร  เนื่องจากพืชแตละชนดิ
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ตลอดจนสวนตางๆ ของพืชที่ไดรับสารมีการตอบสนองตอระดับความเขมขน  ระยะเวลาในการให
สาร  และวิธีการใหสารไดแตกตางกัน   สอดคลองกับการทดลองของ  Sun et al. (1994)    ซ่ึงนําตน
กลาของ Sorghum vesicolor มาแชในสารละลายโคลชิซินความเขมขนตางๆ โดยเปรียบเทียบผล
การแชเฉพาะสวนปลายยอด  ปลายรากและการแชทั้งตน   พบวาการแชตนกลาทั้งตนในสารโคลชิ-
ซินความเขมขน 0.01 เปอรเซ็นตมีการเกิดตนพอลิพลอยดสูงสุด 8.3 เปอรเซ็นต  สวนการแชปลาย
ยอดหรือปลายรากในสารที่มคีวามเขมขน 0.2 และ 0.05 เปอรเซ็นตตามลําดับมีเปอรเซ็นตการเกดิ
ตนพอลิพลอยดสูงสุด 6.7 เปอร เซ็นต 
 

 Currah  and Ockendon (1987)  ทดลองฉีดสารละลายโคลชิซินความเขมขน 0.05 
เปอรเซ็นตเขาสูยอดของ Brussels sprout plants ที่เปนแฮพลอยด พบวาสามารถชักนําใหเกดิการ
เพิ่มจํานวนโครโมโซมได 71.2 เปอรเซ็นต 

 
Saisingtong et al. (1996)     รายงานผลการเพาะเลี้ยงอับเรณูของขาวโพดในอาหารสูตรชัก

นําแคลลัสที่เติมโคลชิซิน   พบวาการเพาะเลี้ยงในอาหารที่เติมโคลชิซิน 250 มิลลิกรัมตอลิตร
สามารถชักนําใหเกิดการเพิ่มจํานวนโครโมโซมแบบทวีคณูไดมากกวาการเพาะเลี้ยงในอาหารที่ไม
เติมโคลชิซินถึง 7 เทา      เชนเดียวกับ  Barnabus et al. (1991)  ซ่ึงเพาะเลี้ยงอับเรณขูอง Triticum 
aestivum  L.  ในอาหารที่เตมิโคลชิซินความเขมขน  0,  0.01,  0.02  และ 0.04 เปอรเซ็นตนาน 3 วนั  
แลวเพาะเลี้ยงตอในอาหารสตูรปกติ  ภายหลังการชักนําใหเกิดตนและนําออกปลกูพบวาที่ความ
เขมขน 0.02  และ 0.04 เปอรเซ็นตสามารถชักนําใหเกิดการเพิ่มจํานวนโครโมโซมแบบทวีคณูและ
ติดเมล็ดได  68.8  และ 62.2 เปอรเซ็นตตามลําดับ    สวน  Redha et al. (1998)  พบวาอับเรณูของ
ขาวสาลีที่เพาะเลี้ยงในอาหารสูตรชักนําแคลลัสที่เติมโคลชิซินความเขมขน   500 มิลลิกรัมตอลิตร
สามารถชักนําใหเกิดตนดับเบิลแฮพลอยดไดถึง 100 เปอรเซ็นต  

 
9.  การปรับปรุงพันธุขาวโดยการเพาะเลี้ยงอับเรณ ู

 
การเพาะเลีย้งอับเรณูเพื่อชักนําใหเกิดตนแฮพลอยดและดับเบิลแฮพลอยดเปนวิธีการปรับ 

ปรุงพันธุขาวที่มีผลใหไดตนขาวที่อยูในสภาพพันธุแทไดในเวลาที่รวดเรว็  ดงัการทดลองของ 
Zapata et al. (1991a) ซ่ึงใชเทคนิคการเพาะเลี้ยงอับเรณูในการสรางลูกผสมระหวางขาวอินดกิาสาย
พันธุตางๆ  ใหมีลักษณะตนเตี้ย ทนเค็ม และมีผลผลิตสูง พบวาสามารถสรางตนดับเบิลแฮพลอยดที่
มีลักษณะดีตามตองการไดในเวลาอันรวดเร็ว   
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รัตนดา (2538)  ปรับปรุงพันธุขาวขาวดอกมะล1ิ05 โดยการเพาะเลี้ยงอับเรณขูองขาว
ลูกผสมระหวางขาวพันธุเลมอนทซ่ึงเปนพันธุขาวที่ใหผลผลิตสูงกับพันธุขาวดอกมะลิ 105 โดยนํา
อับเรณูจากชอดอกที่มีระยะหางระหวางขอของใบธงกับขอใบที่อยูถัดลงมา 6-12 เซนติเมตร ซ่ึงมี
ไมโครสปอรอยูในระยะ mid-uninucleate เปนสวนใหญ  และผานการเตรียมชอดอกดวยความเย็น
ที่อุณหภูม ิ12 องศาเซลเซียสนาน 8-10 วัน มาเพาะเลี้ยงเพือ่ชักนําใหเกดิแคลลัสในอาหารสูตร N6 ที่
เติมน้ําตาลมอลโตส 50 กรัมตอลิตร casein hydrolysate 500 มิลลิกรัมตอลิตร  NAA 2 มิลลิกรัมตอ
ลิตร และ kinetin 1 มิลลิกรัมตอลิตร  พบวาอับเรณูสามารถเกิดแคลลัสได 8.60-11.97 เปอรเซ็นต   
จากนั้นจึงชักนําใหแคลลัสพัฒนาเปนตนในอาหารสูตร  MS  ดัดแปลงที่เติมน้ําตาลซูโครส  20 กรัม
ตอลิตร  น้ํามะพราว 15 เปอรเซ็นต  casein hydrolysate 300 มิลลิกรัมตอลิตร  BAP 2 มิลลิกรัมตอ
ลิตร และ  NAA 0.2 มิลลิกรัมตอลิตร  หรือ BAP 3  มิลลิกรัมตอลิตร   NAA 0.5 มิลลิกรัมตอลิตร  
และ kinetin 1 มิลลิกรัมตอลิตร  เมื่อนําตนที่ไดไปเล้ียงในอาหารที่เติมสารโคลชิซิน 0.0.1 หรือ 
0.03 เปอรเซ็นตนาน 3 หรือ 5 วัน ปรากฏวาไดตนที่มีโครโมโซม 2 ชุดและอยูในสภาพพันธุแท 
 

ภัทรพร (2540) ปรับปรุงพันธุขาวขาวดอกมะลิ 105 ใหมลัีกษณะตานทานตอเพล้ียกระโดด
สีน้ําตาลดวยการเพาะเลี้ยงอบัเรณูของลูกผสมชั่วที่1  โดยนําอับเรณูจากชอดอกที่มีระยะหาง
ระหวางขอของใบธงกับขอใบที่อยูถัดลงมา 5-10 เซนติเมตร ซ่ึงมีไมโครสปอรอยูในระยะ mid-late 
uninucleate   และผานการเตรียมชอดอกดวยความเย็นที่อุณหภูม ิ 8 องศาเซลเซียสนาน 8 วัน มา
เพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร N6A ที่เติม 2,4-D  ความเขมขน 2  มิลลิกรัมตอลิตร kinetin 0.5 มิลลิกรัม
ตอลิตร และน้ําตาลมอลโตส 50 กรัมตอลิตร พบวาสามารถชักนําอับเรณูใหสรางแคลลัสได 3.12 
เปอรเซ็นต    เมื่อนําแคลลัสไปเลี้ยงบนอาหารสูตร MS ที่เติมน้ําตาลซูโครส 20 กรัมตอลิตร  IAA 
0.5 มิลลิกรัมตอลิตรและ BA 2 มิลลิกรัมตอลิตร พบวาแคลลัสพัฒนาไปเปนยอดสีเขียวได 1.96 
เปอรเซ็นตและสามารถเจริญเปนตนที่มียอดและรากสมบูรณไดในอาหารสูตร MS ที่ไมเติมสาร
ควบคุมการเจริญเติบโต  
 

Afza et al. (2000)   ปรับปรุงพันธุขาว Taipei ดวยวิธีเพาะเลี้ยงอับเรณูของโดยนาํอับเรณู
จากชอดอกซึ่งมีระยะหางระหวางขอของใบธงกับขอใบที่อยูถัดลงมา 7-13 เซนติเมตรและผานการ
เตรียมชอดอกดวยความเย็นนาน  8 วัน มาเพาะเลี้ยงเพือ่ชักนําใหเกดิแคลลัสบนอาหารกึ่งแข็งสูตร 
N6 ที่เติมน้ําตาลซูโครส 60 กรัมตอลิตร และ 2,4-D  2  มิลลิกรัมตอลิตร ที่ pH 5.8  พบวาสามารถชัก
นําใหเกิดแคลลัสได 13.38 เปอรเซ็นต  เมื่อนําแคลลัสที่มีขนาดอยางนอย 2 มิลลิเมตรไปเลี้ยงใน
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อาหารชักนําใหเกิดตนสูตร MS ที่เติม BA 1 มิลลิกรัมตอลิตร   NAA 0.5 มิลลิกรัมตอลิตร  และ
น้ําตาลซูโครส 30 กรัมตอลิตร  พบวาแคลลัสพัฒนาไปเปนตนได 22.61 เปอรเซ็นต 

 
Marassi  (2000)  เพาะเลี้ยงอับเรณูจากตนขาวชั่วที ่ 2  ของขาวลูกผสมโดยมีวัตถุประสงค

เพื่อผลิตขาวพนัธุใหม      โดยนําอับเรณูทีม่ีเรณูในระยะ  mid-uninucleate   จากชอดอกที่ผานการ
เตรียมชอดอกดวยความเย็นนาน  8 วัน  มาเพาะเลี้ยงเพื่อชักนําใหเกดิแคลลัสบนอาหารสูตร N6 เติม 
NAA 2 มิลลิกรัมตอลิตรและ kinetin 0.5 มิลลิกรัมตอลิตร พบวาสามารถชักนําใหเกดิแคลลัส 14.6 
เปอรเซ็นต       แคลลัสสามารถเกิดยอดสีเขียวได 85 เปอรเซ็นตเมื่อยายไปเลี้ยงในอาหารสูตรชักนํา
ใหเกิดยอด และจะเจรญิเปนตนที่สมบูรณเมื่อยายแคลลัสที่เกิดยอดเขียวนั้นไปเลี้ยงบนอาหารกึ่ง
แข็งสูตร MS ที่ไมเติมสารควบคุมการเจรญิเติบโตเพื่อชักนําใหเกดิราก 
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อุปกรณและวิธีการ 
 
1.  การผสมพนัธุขาวเพื่อสรางลูกผสมชั่วท่ี1  (F1) และลูกผสมกลับ BC1F1  
 

1.1  ผสมพันธุขาวสายพันธุ  IRBB5 กับพันธุขาวดอกมะล ิ105 เพื่อสรางลูกผสมชั่วที่1 
 

       นําเมล็ดขาวพันธุขาวดอกมะล ิ105  และสายพันธุ  IRBB5  ซ่ึงไดความอนุเคราะหจาก
ศูนยวิจัยขาวปทุมธานี มาเพาะในจานแกวที่รองพื้นดวยกระดาษทิชชูและพรมน้ําใหช้ืนนาน
ประมาณ 1  สัปดาห แลวยายออกปลูกในกระถางดินเผา    เมื่อตนขาวออกดอกพรอมผสมจึงทําลาย
เกสรตัวผู (emasculation) ในตน IRBB5 ที่ใชเปนพนัธุแมดวยวิธีใชความรอน (hot water method)  
แลวจึงนําเกสรตัวผูจากพนัธุขาวดอกมะลิ 105  มาผสม  จากนั้นคลุมชอดอกที่ไดรับการผสมดวยถุง
กระดาษทิ้งไวประมาณ 25-30 วันจึงเก็บเมล็ดลูกผสมชั่วที1่  ตากเมลด็ใหแหงเพื่อลดความชื้นนาน
ประมาณ 2 วนั   นําเมล็ดไปอบในตูอบทีม่ีอุณหภูม ิ  50-55   องศาเซลเซียสนาน 5-7 วันเพื่อทําลาย
การพักตวัของเมล็ด 
 

1.2 การผสมขาวพันธุขาวดอกมะล ิ105 กับลูกผสมชั่วที่1  เพื่อสรางลูกผสมกลับ BC1F1 
 

      นําเมล็ดลูกผสมชั่วที่1 ที่ผานการทาํลายการพักตวัของเมล็ดแลวไปเพาะและปลูกดวย
วิธีในขอ 1.1  เมื่อตนลูกผสมชั่วที่1  ออกดอกพรอมผสมจึงใชเปนตนพอเพื่อผสมกลับไปยังขาว
พันธุขาวดอกมะลิ 105 ซ่ึงใชเปนตนแม   เมื่อเมล็ดลูกผสมกลับ BC1F1  มีอายุประมาณ 25-30 วันจงึ
เก็บเมล็ดนํา ไปตากแดดใหแหงเพื่อลดความชื้นนานประมาณ 2 วัน จากนั้นจึงนําเมล็ดไปอบใน
ตูอบที่มีอุณหภูม ิ 50-55 องศาเซลเซียสนาน 5-7 วันเพื่อทําลายการพักตัวของเมลด็  แลวจึงเพิม่
จํานวนตนลูกผสมกลับชั่วที่1 โดยการเพาะเลี้ยงเมล็ดบนอาหารเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อตอไป 
 

1.3 การเพิ่มจํานวนตนขาวลูกผสมกลับ BC1F1 ในอาหารสังเคราะห 
 

      นําเมล็ดลูกผสมกลับ BC1F1 ที่ผานการทําลายการพักตัวเรียบรอยแลวไปฟอกฆาเชื้อที่
ผิวดวยแอลกอฮอล 70 เปอรเซ็นตเปนเวลา 2-3 นาที จากนั้นนําไปแชในสารละลายคลอรอกซความ
เขมขน 10 เปอรเซ็นตที่เติม Tween 20 จํานวน 2-3 หยด  เขยาเปนครั้งคราวนาน 25-30 นาท ี  แลว
ลางดวยน้ํากลัน่ที่นึ่งฆาเชื้อแลว 3 คร้ัง  เพาะเลี้ยงเมล็ดบนอาหารสูตร MS ที่เติม BAP 2 มิลลิกรัม
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ตอลิตร น้ํามะพราว 15 เปอรเซ็นต  casein hydrolysate 1 กรัมตอลิตร ซูโครส 30 กรัมตอลิตร และ
วุน 0.8  เปอรเซ็นต  ระดับ pH 5.7  เพาะเลี้ยงในที่มแีสง 16 ช่ัวโมงตอวัน อุณหภูม ิ 25+ 2 องศา
เซลเซียส  
 

เมื่อตนขาวเจริญแข็งแรงด ี จงึเพิ่มจํานวนตนโดยยายลงในอาหารสูตร MS ที่เติม BAP 3 
มิลลิกรัมตอลิตร น้ํามะพราว 15 เปอรเซ็นต  casein hydrolysate 1 กรัมตอลิตร ซูโครส 30 กรัมตอ
ลิตร วุน 0.8  เปอรเซ็นต  และผงถาน (activated charcoal) 0.3 เปอรเซ็นต ระดับ pH 5.7  (ประดษิฐ 
และคณะ, 2536) เล้ียงในที่มแีสง 16 ช่ัวโมงตอวัน อุณหภูม ิ25+ 2 องศาเซลเซียส   เมื่อเพิ่มจํานวน
ตนไดมากพอจึงนําตนขาวบางสวนออกปลูกในกระถางดินเผาเพื่อใชในการทดลองตอไป 
 
2.  การคัดเลือกตนขาวลูกผสมกลับ BC1F1  
 

สกัดดีเอ็นเอจากใบของตนขาวลูกผสมกลับ BC1F1 ตามวิธีของ Agrawal et al. (1992)   
นํามา วิเคราะหเพื่อคัดเลือกตนที่มียีนตานทานตอโรคขอบใบแหง (xa5) ดวยเครื่องหมาย RG556 
ซ่ึงเปนเครื่องหมายชนดิ PCR-based marker  (Huang et al., 1997; Sanchez et al., 2000)  โดยมี
ลําดับเบสของไพรเมอรที่ใชคือ F : 5′TAGCTGCTGCCGTGCTGTGC 3′  และ R : 5′AATATTT 
CAGTGTGCATCTC 3′    ในการเพิ่มปรมิาณดีเอน็เอดวยปฏิกิริยาลูกโซใชปริมาณสารตางๆ  ดังนี้ 
 
         จีโนมิกดีเอ็นเอ (25 นาโนกรัมตอไมโครลิตร)                               2                        ไมโครลิตร 
         10X PCR buffer  + MgCl2                                                             2                        ไมโครลิตร 
         dNTP  ความเขมขนชนดิละ 2 มิลลิโมลาร                                     2                        ไมโครลิตร 
         ไพรเมอร F  (5 พิโคโมลตอไมโครลิตร)                                        1                        ไมโครลิตร 
         ไพรเมอร R  (5 พิโคโมลตอไมโครลิตร)                                        1                        ไมโครลิตร 
          Ultrapure  H2O                                                                           11.9                      ไมโครลิตร 
          Taq polymerase                                                                           0.1                      ไมโครลิตร   
                                           ปริมาตรรวม                                              20.0                      ไมโครลิตร      
 
 นําเขาเครื่อง PCR  โดยใชสภาวะดังนี ้
ขั้นที่ 1           อุณหภูมิ   94  องศาเซลเซียส  นาน     3     นาที 
ขั้นที่ 2           อุณหภูมิ   94  องศาเซลเซียส  นาน   30     วินาท ี
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                    อุณหภูมิ   58  องศาเซลเซียส  นาน     1     นาที 
                      อุณหภูมิ   72  องศาเซลเซียส  นาน     2     นาที 
                      ทําปฏิกิริยา   35  รอบแลวจึงบมตอที่ 72  องศาเซลเซียส อีก 5 นาท ี
ขั้นที่ 3           อุณหภูมิ  4  องศาเซลเซียส 
 
 จากนั้นนําผลผลิตจากการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอดวยปฏิกริิยาลูกโซปริมาณ 5 ไมโครลิตรมา
แยกขนาดของแถบดีเอ็นเอทีไ่ดวิธี agarose gel electrophoresis  โดยใช agarose gel 0.8%    ยอม
ดวยเอธิเดียมโบรไมดและตรวจสอบภายใตกลอง UV   แลวจึงนําผลผลิตที่เหลือไปตดัดวยเอนไซม
ตัดจํา เพาะ  Hpy  CH4 IV  โดยเติมเอนไซมตัดจําเพาะ  Hpy  CH4 IV (10U/µl)   1 ไมโครลิตร   
บับเฟอรสําหรับเอนไซม 2 ไมโครลิตรและน้ํากลั่น 2 ไมโครลิตร นําไปบมที่อุณหภูมิ  37  องศา
เซลเซียสนานขามคืน แลวนําไปแยกขนาดของแถบดีเอน็เอที่ไดวิธี agarose gel electrophoresis  
โดยใช agarose gel 1 % ยอมดวยเอธิเดียมโบรไมดและตรวจสอบดวย UV transilluminator     
 
3.  การคัดเลือกตนขาวลูกผสมกลับ BC1F2  
 
 นําตนขาวลูกผสมกลับ BC1F1 ที่คัดเลือกไดจากขอ 2 ออกปลูกและปลอยใหผสมตวัเองจาก 
นั้นจึงเก็บเมลด็ลูกผสมกลับ BC1F2  เพื่อใชในการทดลองตอไป 
  

3.1 การคัดเลือกตนขาวลูกผสมกลับ BC1F2  ที่มีลักษณะตานทานตอโรคขอบใบแหงดวย 
วิธีปลูกเชื้อ 
 

      เพาะเมล็ดลูกผสมกลับ BC1F2  และพนัธุขาวดอกมะลิ 105 เพื่อใชเปนพันธุไมตานทาน
มาตรฐาน (susceptible check variety) และสายพันธุ IRBB5 เพื่อใชเปนพันธุตานทานมาตรฐาน 
(resistant check variety) แลวนําไปปลูกเชื้อเพื่อทดสอบความตานทานโรคดวยวิธี Clipping tech-
nique (Kauffman et al., 1973) โดยใชกรรไกรจุมสารละลายแบคทีเรียที่เตรียมไว  ตัดปลายใบของ
ตนขาวที่มีอาย ุ4 สัปดาหยาวประมาณ 1 เซนติเมตรทุกๆ ตนๆ ละ 2-3 ใบ ทั้งนี้จะไมใชใบที่แกหรือ
ออนเกินไป ตรวจสอบการเกิดโรคที่ 14 วันหลังการปลูกเชื้อ  ประเมนิความตานทานโรคดวยระบบ 
Standard Evaluation System (SES) ของสถาบันวิจัยขาวนานาชาต ิ (IRRI, 1996)  โดยใหคะแนน
เปน 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8 และ 9 ตามระดับความเสียหายของขาว   ซ่ึงคิดจากเปอรเซ็นตพื้นที่บนใบที่
เกิดโรค  ดังนี ้
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ระดับคะแนน ความเสียหายจากการทําลายของโรค      ระดับความตานทานโรค 
1 
2 
3 
4 
5 
6 
7 
8 
9 

                      0-3%                                   HR (highly resistant) 
                      4-6%                                    R   (resistant) 
                      7-12%                                 MR (moderately resistant) 
                    13-25%                                 MS  (moderately susceptible) 
                    26-50%                                 MS  (moderately susceptible) 
                    51-75%                                 MS  (moderately susceptible) 
                    76-87%                                  S     (susceptible) 
                    88-94%                                 HS   (highly susceptible) 
                    95-100%                               HS   (highly susceptible) 

 
3.2 การคัดเลือกตนขาว BC1F2  ที่มีลักษณะตานทานตอโรคขอบใบแหงดวยเครื่องหมายดี

เอ็นเอ 
 

      สกัดดีเอ็นเอจากใบของตนขาว BC1F2 ตามวิธีของ Agrawal et al. (1992)   นํามา
วิเคราะหเพื่อ คัดเลือกตนทีม่ียีนตานทานตอโรคขอบใบแหง (xa5) ดวยเครื่องหมายดีเอ็นเอ RG556  
(Huang et al. 1997; Sanchez et al., 2000)  เชนเดยีวกับวธีิการทดลองขอที่ 2 
 

 3.3  การคัดเลือกตนขาว BC1F2  ที่มีพันธุกรรมใกลเคียงกบัพันธุขาวดอกมะล1ิ05 
 
        นําดีเอ็นเอจากตนขาว BC1F2 ที่ผานการคัดเลือกในขอ 3.1 และ 3.2 แลว มาตรวจสอบ
ลายพิมพดีเอน็เอ (DNA fingerprint) โดยใชเทคนิคเอเอฟแอลพ ี  (สุรินทร, 2544; Vos et al., 1995) 
เปรียบ เทยีบกับพันธุขาวดอกมะล1ิ05 และสายพันธุ IRBB5 เพื่อคัดเลือกตนขาว BC1F2   ที่มี
พันธุกรรมใกลเคียงกับพันธุขาวดอกมะลิ105  มากที่สุด   โดยใชจํานวนไพรเมอรทั้งหมด 64 คู คือ 
EcoRI+3 และ MseI+3  อยางละ 8 ชนิด  ดังนี้ 
  
    EcoRI ไพรเมอร : E1 = GACTGCGTACCAATTCAAC 
    E2 = GACTGCGTACCAATTCAAG 
    E3 = GACTGCGTACCAATTCACA 
    E4 =  GACTGCGTACCAATTCACT 
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    E5 =  GACTGCGTACCAATTCAGC 
    E6 =  GACTGCGTACCAATTCACC 
    E7 =  GACTGCGTACCAATTCACG 
                                                       E8 = GACTGCGTACCAATTCAGG 
      MseI ไพรเมอร :  M1 = CAGGATTCCTGAGTA ACAG   
    M2 = CAGGATTCCTGAGTA ACAC   
    M3 = CAGGATTCCTGAGTAACAA   

M4 = CAGGATTCCTGAGTAACTA  
    M5 = CAGGATTCCTGAGTAACTG   
                 M6 = CAGGATTCCTGAGTAACTT   
    M7 = CAGGATTCCTGAGTAACAT   
    M8 = CAGGATTCCTGAGTAACTC   
 

โดยเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอดวยปฏิกิริยาลูกโซ 2 ขั้นตอน   แลววิเคราะหขนาดของแถบดีเอ็น
เอดวยวิธี denaturing polyacrylamide gel electrophoresis  (สุรินทร, 2544) 
 
4.   การเพาะเลี้ยงอับเรณูของลูกผสมกลับ BC1F1  ท่ีมียีนตานทานโรคขอบใบแหง 
 

4.1 การเพาะเลี้ยงอับเรณูของขาวลูกผสมกลับ BC1F1 เพือ่ชักนําใหเกดิแคลลัส 
          

      นําตนขาวลูกผสมกลับ BC1F1  ซ่ึงคัดเลือกไดจากขอ 2  ออกปลูกจนเขาสูระยะตั้งทอง 
(booting stage) จึงเลือกเก็บชอดอกที่มีระยะระหวางขอของใบธงกับขอใบที่ถัดลงมาประมาณ 6-12 
เซนติเมตร ทําความสะอาดชอดอกแลวหอชอดอกดวยกระดาษบาง พรมน้ําใหชุม หอดวย
ถุงพลาสติก เก็บไวที่อุณหภมูิ 12 องศาเซลเซียสเพื่อทํา cold pretreatment นาน 8-10 วัน  จากนั้นจึง
ทําความสะอาดชอดอกโดยการฉีดพนดวยแอลกอฮอล 70 เปอรเซ็นต   คัดเลือกดอกขาวที่มีกลีบ
ดอกเปนสีเขยีวออนปนขาว และมีอับเรณูที่มีความสูงไมเกินครึ่งหนึง่ของความยาวดอก (รัตนดา, 
2538; ภัทรพร, 2540; ยี่โถ, 2540) ตัดกลบีดอกออกครึง่หนึ่งและนําอบัเรณูมาเพาะเลี้ยงในที่มแีสง 
16 ช่ัวโมงตอวนั   บนอาหารสูตรตางๆ  (รัตนดา, 2538) ดังนี ้
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 S1   คือ  อาหารสูตร N6  ที่เติม NAA  2 มิลลิกรัมตอลิตร   kinetin  1  มิลลิกรัมตอลิตร     
                            casein  hydrolysate  500 มิลลิกรัมตอลิตร   และซูโครส  40  กรัมตอลิตร 
 S2   คือ   อาหารสูตร N6 ที่เติม NAA  2 มิลลิกรัมตอลิตร   kinetin  1  มิลลิกรัมตอลิตร    
                            casein  hydrolysate  500 มิลลิกรัมตอลิตร   และซูโครส  50  กรัมตอลิตร 

S3  คือ  อาหารสูตร N6 ที่เติม NAA  2 มิลลิกรัมตอลิตร   kinetin  1  มิลลิกรัมตอลิตร    
               casein  hydrolysate  500 มิลลิกรัมตอลิตร   และซูโครส 60  กรัมตอลิตร 

M1  คือ  อาหารสูตร N6 ที่เติม NAA  2 มิลลิกรัมตอลิตร   kinetin  1  มิลลิกรัมตอลิตร      
              casein  hydrolysate  500 มิลลิกรัมตอลิตร   และมอลโตส  40  กรัมตอลิตร 

 M2  คือ  อาหารสูตร N6 ที่เติม NAA  2 มิลลิกรัมตอลิตร   kinetin  1  มิลลิกรัมตอลิตร    
                            casein  hydrolysate  500 มิลลิกรัมตอลิตร   และมอลโตส  50  กรัมตอลิตร 
 M3  คือ  อาหารสูตร N6 ที่เติม NAA  2 มิลลิกรัมตอลิตร   kinetin  1  มิลลิกรัมตอลิตร    
                            casein  hydrolysate  500 มิลลิกรัมตอลิตร   และมอลโตส  60  กรัมตอลิตร 
  

อาหารทุกสูตรเติมวุน 7 กรัมตอลิตร และปรับใหม ีpH 5.8      บันทึกผลการเกิดแคลลัสจาก
อับเรณ ูโดยนบัจํานวนแคลลัสที่เกิดขึ้น และคิดเปนเปอรเซ็นตการเกิดแคลลัสจากจํานวนอับเรณูที่
เพาะเลี้ยงทัง้หมดในอาหารสูตรตางๆ  (รัตนดา, 2538; ภัทรพร, 2540; Yan et al., 1996) 
 

4.2 ผลของสารควบคุมการเจริญเติบโตบางชนดิตอการชักนําใหเกิดแคลลัสในการเพาะ  
เล้ียงอับเรณูของลูกผสมกลับ BC1F1 

        
                     เพื่อศึกษาผลของ 2,4-D ตอการชักนําใหเกดิแคลลัสในการเพาะเลี้ยงอับเรณู  เมื่อ
ไดผลการเพาะเลี้ยงอับเรณูจากการทดลองในขอ 4.1 จึงทดลองเพาะเลี้ยงอับเรณูบนอาหารชักนํา
แคลลัสสูตร   N6 ที่เติม NAA  2 มิลลิกรัมตอลิตร   kinetin  3  มิลลิกรัมตอลิตร  casein  hydrolysate  
500 มิลลิกรัมตอลิตร   น้ําตาลมอลโตสหรือซูโครสซึ่งใหเปอรเซ็นตการเกิดแคลลัสที่ดีจากการ
ทดลองที่ 4.1 ซ่ึงมีความเขมขน  50  กรัมตอลิตร และเติมสารควบคุมการเจริญเติบโต 2,4-D  ความ
เขมขน 2  มิลลิกรัมตอลิตร  จากนั้นจึงบันทึกผลการเกิดแคลลัสจากอับเรณ ูโดยนับจํานวนแคลลัส
ที่เกิดขึ้น และคิดเปนเปอรเซน็ตการเกดิแคลลัสจากจํานวนอับเรณูที่เพาะเลี้ยงทั้งหมด 
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              4.3 การชักนําแคลลัสใหพัฒนาเปนตนแฮพลอยด  
 

      นําแคลลัสที่ไดจากขอ 4.1และ 4.2 ที่มีขนาดประมาณ 2-3 มิลลิเมตรไปเพาะเลีย้งตอใน
อาหารสูตรชักนําใหเกิดตน   ดังนี ้
 
MR1   คือ   อาหารสูตร  MS  ที่เติม BAP  2 มิลลิกรัมตอลิตร และ NAA 0.2  มิลลิกรัมตอลิตร 
                   น้ํามะพราว  15 เปอรเซ็นต       casein hydrolysate  300  มิลลิกรัมตอลิตร 
                   ซูโครส 30 กรัมตอลิตร และไฟทาเจล (phytagel) 2.5 กรัมตอลิตร (รัตนดา, 2538) 
SR1    คือ   อาหารสูตร MS ที่เติม kinetin 1 มิลลิกรัมตอลิตร L-proline 1 กรัมตอลิตร    
                   น้ํามะพราว 15 เปอรเซ็นต  casein hydrolysate  300 มิลลิกรัมตอลิตร  ซูโครส  30 
                   กรัมตอลิตร  และไฟทาเจล 2.5 กรัมตอลิตร (ลาวัลย, 2543) 
SR2    คือ   อาหารสูตร MS ที่เติม kinetin 2 มิลลิกรัมตอลิตร L-proline 1 กรัมตอลิตร    
                   น้ํามะพราว 15 เปอรเซ็นต  casein hydrolysate  300 มิลลิกรัมตอลิตร  ซูโครส  30 
                   กรัมตอลิตร  และไฟทาเจล  2.5 กรัมตอลิตร   
SR3   คือ    อาหารสูตร MS ที่ kinetin 3 มิลลิกรัมตอลิตร L-proline 1 กรัมตอลิตร    
                   น้ํามะพราว 15 เปอรเซ็นต  casein hydrolysate   300 มิลลิกรัมตอลิตร  ซูโครส  30 
                   กรัมตอลิตร  และไฟทาเจล  2.5 กรัมตอลิตร  
 

เพาะเลี้ยงแคลลัสในสภาพทีม่ีแสง 16 ช่ัวโมงตอวัน  นับจํานวนแคลลัสที่เพาะเลี้ยงทัง้หมด
และแคลลัสที่พัฒนาไปเปนตน โดยนับจํานวนตนปกติซ่ึงมีสีเขียวและตนเผือก   และคิดเปน
เปอรเซ็นตการเกิดตนจากจาํนวนแคลลัสที่เพาะเลี้ยงทั้งหมดในอาหารแตละสูตร (รัตนดา, 2538; 
Zhang and Qifeng, 1993)  จากนั้นจึงเพิ่มจํานวนตนที่ไดในอาหารสูตรเพิ่มจํานวนตน  นําตนขาว
สวนหนึ่งออกปลูกในกระถางเพื่อดูการติดเมล็ด 
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4.4  การคัดเลือกและตรวจสอบตนขาวแฮพลอยดที่ไดจากการเพาะเลี้ยงอับเรณ ู
 

       4.4.1 การคัดเลือกตนขาวแฮพลอยดทีม่ียีนตานทาน xa5 ดวยเครื่องหมายดเีอ็นเอ 
 
       สกัดดีเอ็นเอจากใบของตนขาวแฮพลอยดที่ไดจากขอ 4.2 ตามวิธีของ Agrawal   et al. 

(1992)   และนํามาวิเคราะหดวยเครื่องหมายดีเอ็นเอเชนเดียวกับการทดลองขอ 2 เพื่อคัดเลือกตนที่
มียีนตาน ทานตอโรคขอบใบแหง  
 

       4.4.2  การตรวจสอบความเหมือนระหวางตนแฮพลอยดและขาวพนัธุขาวดอกมะล1ิ05  
           

       สกัดดีเอ็นเอจากตนขาวแฮพลอยดที่คดัเลือกไดจากขอ 4.3    และนํามาตรวจสอบลาย
พิมพดีเอ็นเอเปรียบเทียบกบัพันธุขาวดอกมะล1ิ05  เพื่อคัดเลือกตนแฮพลอยดที่มีพนัธุกรรม
ใกลเคียงกับพนัธุขาวดอกมะลิ105 มากที่สุดโดยใชเทคนิคเอเอฟแอลพีเชนเดยีวกบัวิธีในขอ 3.3    
จากนั้นจึงเพิ่มจํานวนตนขาวแฮพลอยดที่คดัเลือกไวโดยการเพาะเลีย้งเนื้อเยื่อ เพื่อนําเขาสูขั้นตอน
การเพิ่มจํานวนโครโมโซมในการทดลองตอไป 
 

4.5 การชักนําใหเกิดการเพิ่มจํานวนชุดของโครโมโซมในตนขาวแฮพลอยด 
 

      นําตนแฮพลอยดที่คัดเลือกไดจากขอ 4.4.2   มาเลี้ยงบนอาหารที่เตมิสารละลายโคลชิ
ซิน ความเขมขน 0.02 เปอรเซ็นตนาน 3 วนั และ 5 วัน แลวจึงยายไปเลี้ยงบนอาหารสูตร MS ที่ไม
เติมสารโคลชิซิน บันทึกผลการรอดชีวิตและการตายของตนขาวภายหลังไดรับสารโคลชิซินที่
ความเขมขน 0.02 เปอรเซ็นตที่ระยะเวลาตางๆ กัน      เล้ียงตนขาวที่รอดชีวิตจนเจริญเปนตนที่มี
ระบบรากสมบูรณและมกีารแตกหนอใหมเพิ่มขึ้น   แลวนําออกปลกูในสภาพธรรมชาติ บันทึกผล
การติดเมล็ด 
 
5.  สถานที่ทําการทดลอง 
  

สถานที่ดําเนินงานวิจยัมี  3  แหงคือ  โรงเรือนปลูกขาวของสถานีทดลองขาวบางเขน  กรม
วิชาการเกษตร  กรุงเทพฯ  กองโรคพืชและจุลชีววิทยา  กรมวิชาการเกษตร บางเขน  กรุงเทพฯ  
และหองปฏิบตัิการวิจยัภาควิชาพันธุศาสตร  มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร  บางเขน  กรุงเทพฯ 



 
40

6.  ระยะเวลาทําการทดลอง 
 

เร่ิมทําการทดลองตั้งแตเดือนสิงหาคม 2544  และสิ้นสุดการทดลองในเดือนมกราคม 2549 
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ผลและวิจารณ 
 

1.   ผลการคัดเลือกตนขาวลูกผสมกลับ BC1F1  ที่มียีนตานทาน xa5 ดวยเครื่องหมายดีเอ็นเอ 
  
 เมื่อนําเมล็ดขาวลูกผสมกลับ BC1F1 (KDML105//IRBB5/KDML105) ไปเพาะเลี้ยงใน
อาหารสูตรเพิ่มจํานวนตน ที่เติม BAP 3 มิลลิกรัมตอลิตรในสภาพปลอดเชื้อ  พบวาไดตนขาว
ลูกผสมกลับ BC1F1 ที่แข็งแรงซึ่งสามารถเจริญเติบโตไดดีบนสูตรอาหารดังกลาวจํานวน  14  ตน
ซ่ึงเมื่อเพาะเลีย้งไปนานประมาณ 30 วันตนขาวจะแตกยอดใหมจํานวนมาก (กําหนดใหเปนตนที่ 1 
-14) จากนัน้จงึแยกหนอขาวจากแตละตนไปคัดเลือกวาตนใดมยีีน xa5 ซ่ึงควบคุมลักษณะตานทาน
ตอโรคขอบใบแหง  เนือ่งจากการคัดเลือกตนขาวทีม่ีลักษณะตานทานตอโรคขอบใบแหงในลูก 
ผสมกลับ BC1F1 นั้น ไมสามารถคัดเลือกไดดวยการปลูกเชื้อ (pathogen inoculation) เพราะลักษณะ
ดังกลาวในสายพันธุ IRBB5 ถูกควบคุมดวยยีนดอย xa5 จึงไมสามารถแสดงฟโนไทปที่ตรวจสอบ
ไดเนื่องจากอทิธิพลของยีนเดนที่ควบคุมลักษณะไมตานทานโรค  ดังนั้นจึงใชวิธี marker-assisted 
foreground selection โดยใชเครื่องหมายดีเอ็นเอที่จําเพาะตอยีนตานทาน xa5 เพื่อคัดเลือกตนขาว
ในลูกรุนนี ้

 
เมื่อนําดีเอ็นเอที่สกัดจากใบของตนลูกผสมกลับ BC1F1 ทั้ง 14 ตน มาวิเคราะหดวยเครื่อง 

หมายดเีอ็นเอชนิด PCR-based marker  โดยใชไพรเมอร RG556 ซ่ึงมีตําแหนงใกลชิดกับยีน  xa5 
(Sanchez et al., 2000)   พบวาการคัดเลือกแบบ foreground selection ดวยเครื่องหมายดังกลาว
สามารถคัดเลือกตนที่มียนีตานทานโรคได 7  ตน   จากนั้นจึงนําหนอขาวบางสวนจากทั้ง 7  ตน
ออกปลูกในกระถางโดยแบงเปน 2 กลุม  กลุมหนึ่งใชเปนแหลงเรณู   สวนอีกกลุมหนึ่งปลอยใหมี
การผสมตัวเอง (selfing)  เพื่อใหไดเมล็ดลูกผสมกลับ BC1F2 ไวใชสําหรับการทดลองตอไป 
  

ผลจากการเพิม่ปริมาณดีเอน็เอดวยปฏิกิริยาลูกโซโดยใชไพรเมอร RG556 พบวาทั้งสาย
พันธุ IRBB5 ซ่ึงใชเปนพันธุใหและพันธุขาวดอกมะลิ 105 ซ่ึงใชเปนพันธุรับ ใหแถบดีเอ็นเอที่เปน  
monomorphic band ขนาดประมาณ 1.6 kb  จํานวน 1 แถบ  (ภาพที ่ 1A )   เมื่อตัดแถบดีเอ็นเอ
ดังกลาวดวยเอนไซมตัดจําเพาะ Hpy CH4 IV  จะสามารถแยกความแตกตางระหวางแถบดีเอ็นเอได        
โดยดีเอน็เอจากสายพันธุ IRBB5 จะปรากฏแถบขนาดประมาณ 1 kb จํานวน 1 แถบและแถบขนาด 
0.3 kbจํานวน 2 แถบ สวนดีเอ็นเอจากพนัธุขาวดอกมะลิ 105 นั้นพบวาไมสามารถตัดดวยเอนไซม  
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 ภาพที่ 1  แถบดีเอ็นเอที่พบในตนขาวลูกผสมกลับ BC1F1     ที่ตานทานโรค  
  ตัวอยางที่ 1-8  เปนดีเอ็นเอจากตน BC1F1 , M= 1 kb plus DNA marker 

               (ตนตานทานโรคไดแกตวัอยางที ่1, 2 สวนตนไมตานทานโรคคือตัวอยางที ่3, 4, 5, 6, 7   
                และ 8 ) 

  A:  แถบดีเอน็เอที่ไดจากการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอดวยไพรเมอร RG665 
  B:  แถบดีเอ็นเอที่ไดภายหลังการตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ Hpy CH4 IV  
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ตัดจําเพาะ Hpy CH4 IV จึงปรากฏแถบดีเอ็นเอขนาดเทาเดิม (ภาพที่ 1B )       เมื่อวิเคราะหดีเอน็เอ
จากตนขาวที่ใหผลบวกในการคัดเลือกพบวาทั้ง 7  ตนมีจีโนไทปในตาํแหนงของยีนตานทานอยูใน
สภาพเฮเทอโรไซกัส (ภาพที่ 1B, ตัวอยางที ่1,2)    
 

ผลการคัดเลือกที่ไดสอดคลองกับหลักการกระจายตัวของยีนดอย xa5  ซ่ึงอยูบนพืน้ฐาน
การแยกตัวของยีนตามกฎของเมนเดล (Mendelian laws) ดังนั้นเมื่อผสมขาวพันธุขาวดอกมะลิ 105 
ซ่ึงไมตานทานตอโรคขอบใบแหงกับพันธุตานทาน (IRBB5)  และนําลูกผสมชั่วที่ 1 ผสมกลับไป
ยังพันธุขาวดอกมะลิ 105 จํานวน 1 คร้ังจะไดลูกผสมกลับ BC1F1   ที่มีการกระจายตวัของจีโนไทป
ที่มียีนตานทานโรคตอจีโนไทปที่ไมมียีนตานทานโรคเทากับ 1:1  โดยจีโนไทปที่มียนีตานทานโรค
จะอยูในสภาพเฮเทอโรไซกัสเทานั้น    
 
 ในการทดลองนี้ปรากฏวาแถบดีเอ็นเอที่ไดจากพันธุขาวดอกมะล1ิ05 ไมสามารถตัดไดดวย
เอนไซมตัดจําเพาะ  Hpy  CH4 IV  ซ่ึงแตกตางจากการทดลองของ Yang et al. (1998) ที่รายงานวา
เมื่อนําแถบดีเอ็นเอที่ไดจากการเพิ่มปริมาณโดยใชไพรเมอรชนิดเดยีวกันนี้ไปตดัดวยเอนไซมตัดจาํ 
เพาะ   Mae II  ซ่ึงเปน isochizomer กับเอนไซม Hpy CH4 IV และพบวาเอนไซม Mae II สามารถ
ตัดดีเอ็นเอจากพันธุตานทาน IRBB5 และพันธุไมตานทาน IR65598 ไดแถบดีเอน็เอที่มีขนาด
แตกตางกัน จึงสันนิษฐานวาแถบดีเอน็เอจากพันธุขาวดอกมะล1ิ05 ซ่ึงไมตานทานตอโรคและไม
สามารถตัดดวยเอนไซมตัดจาํเพาะ  Hpy  CH4 IV  ในการทดลองครั้งนี้เปนแถบดเีอน็เอหรืออัลลีล 
ตางชนิดกับทีพ่บในพนัธุไมตานทาน IR65598         เนื่องจาก Huang et al. (1997)  รายงานวาแถบ
ดีเอ็นเอหรืออัลลีลที่ไดจากการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอดวยไพรเมอร RG556  ในตนไมตานทานโรคมี
มากกวา 1 ชนดิ 
 
 โดยทั่วไปการคัดเลือกลักษณะที่ควบคุมดวยยีนดอยในลูกที่มีจีโนไทปของยีนที่ควบคุม
ลักษณะดังกลาวอยูในสภาพเฮเทอโรไซกัส (heterozygous) ทําไดโดยการผสมกับตนทดสอบ 
(tester) ที่มีจีโนไทปเปน homozygous recessive หรือทําการคัดเลือกในรุนลูกภายหลังการผสม
ตัวเอง (selfing) แตในการทดลองครั้งนี้สามารถคัดเลือกตนลูกผสมกลับ BC1F1 ที่มียนีตานทานโรค
ไดทันทีโดยใชวิธี marker-assisted foreground selection จึงเทากบัเปนการลดระยะเวลาในการ
คัดเลือกได 1 ช่ัว 
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2.   ผลการคัดเลือกตนขาวทีม่ีลักษณะตานทานตอโรคขอบใบแหงในลูกผสมกลับ BC1F2   
 
 การคัดเลือกตนลูกผสมกลับ BC1F2 ที่ตานทานโรคนั้นใชวิธี pathogen inoculation รวมกับ
การคัดเลือกแบบ marker-assisted foreground selection โดยใชเครื่องหมายดเีอ็นเอที่จําเพาะตอยนี
ตานทาน xa5  และการคัดเลอืกแบบ background selection โดยการวเิคราะหเอเอฟแอลพี  
 
 2.1   ผลการคัดเลือกลูกผสมกลับ BC1F2 ที่ตานทานโรคดวยวิธี pathogen inoculation 
 
         จากการทดสอบและประเมินลักษณะตานทานตอโรคขอบใบแหงในลูกรุน BC1F2  
จํานวน 318 ตน โดยใชพันธุขาวดอกมะลิ105 เปนพันธุไมตานทานมาตรฐาน และใชสายพันธุ 
IRBB5 เปนพันธุตานทานมาตรฐาน ปลูกเชื้อดวยวิธี Clipping technique (Kauffman et al., 1973)  
และประเมนิความตานทานดวยระบบ SES (IRRI, 1996)    พบวาลูกผสมกลับ BC1F2 มีระดับความ 
 
ตารางที่ 1   ผลการทดสอบลักษณะความตานทานตอโรคขอบใบแหงที่ควบคุมดวยยีน xa5 ในตน  
                   ขาวลูกผสมกลับ  BC1F2 
 

ระดับความตานทานโรค จํานวนตน 
ตานทานสูง 
ตานทาน 

คอนขางตานทาน 
คอนขางไมตานทาน 

ไมตานทาน 
ไมตานทานสงู 

(HR) 
(R) 

(MR) 
(MS) 
(S) 

(HS) 

1 
12 
45 
60 
61 
139 

รวม 318 
                          
หมายเหต ุ            HR    =  highly resistant                           MS    =  moderately  susceptible 
                               R    =  resistant                                         S     =  susceptible 
                            MR   =  moderately resistant                      HS   =  highly  susceptible 
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ตานทานโรคตั้งแต  HS  จนถึง HR   โดยมีตนทีแ่สดงลักษณะตานทานโรคในระดับตานทานสงู  
(HR)  จํานวน 1 ตนและระดับตานทาน (R)  จํานวน 12 ตน สวนพันธุตานทานมาตรฐานแสดง
ความตานทานตอเชื้อที่ใชทดสอบในระดับ R ในขณะที่พนัธุไมตานทานมาตรฐานแสดงความ
ตานทานโรคในระดับ HS   (ตารางที่ 1 และ 2) 

 
ระดับคะแนนเฉลี่ยของตนขาวในลูกผสมกลับ BC1F2  ที่แสดงระดบัความตานทานโรค

แบบ HR และ R รวม 13 ตนมีคาอยูระหวาง 1-2.33  (ตารางที่2)  สวนพันธุตานทานมาตรฐาน 
(IRBB5) มีคาระดับคะแนนเฉลี่ยเทากับ 1.5 ในขณะที่พนัธุไมตานทานมาตรฐาน (KDML105) มีคา
ระดับคะแนนเฉลี่ยเทากับ 7.5    อาการของโรคที่ปรากฏในตนตานทานและตนไมตานทานแสดง
ดังภาพที่ 2 (B,C)      นอกจากนีย้ังพบวาตนขาวที่มีระดับความไมตานทานโรคแบบ HS  จํานวน
หนึ่งแสดงอาการของโรคแบบ kreseck (กองโรคพืชและจุลชีววิทยา, 2543) โดยตนขาวจะเหีย่วเฉา
และตายโดยรวดเรว็  (ภาพที ่2 D)        
 
ตารางที่ 2        ระดับคะแนนเฉลี่ยและระดบัความตานทานตอโรคขอบใบแหงที่ควบคุม                                  
                       ดวยยีน xa5   ตามมาตรฐานของ SES (IRRI, 1996)ในลูกผสมกลับ BC1F2 
          ที่แสดงลักษณะตานทานโรค  
 

ตนที่ ระดับคะแนน
เฉลี่ย 

ระดับความ
ตานทานโรค 

ตนที่ ระดับคะแนน
เฉลี่ย 

ระดับความ
ตานทานโรค 

1 1.5 R 8 2 R 
2 1.5 R 9 2.33 R 
3 2 R 10 2.33 R 
4 2.3 R 11 2.33 R 
5 2 R 12 1 HR 
6 2 R 13 2 R 
7 2 R - - - 

 KDML105a 7.5 HS - - - 
 IRBB5b 1.5 R - - - 

 
หมายเหต ุ   a  =  Susceptible check  variety         b   =   Resistant check  variety 
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ภาพที่ 2    การเกิดโรคของตนขาวลูกผสมกลับ BC1F2 ที่ไดรับการปลูกเชื้อ 
                 A:   ลักษณะตนขาวที่ออนแอตอโรค (S) และตานทานโรค (R);   
                        SC=susceptible check variety,    RC= resistant check variety 
                 B:   ใบของตนที่แสดงลักษณะตานทานโรค 
                 C:   ใบของตนที่แสดงลักษณะไมตานทานโรค 
                 D:   ตนที่แสดงอาการของโรคแบบ Kreseck 

 

A 
 
 
 SC                          S                 S                    R                     RC         

B                   C                   D   
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เมื่อนําตนขาวลูกผสมกลับ BC1F2 ที่แสดงลักษณะตานทานโรค (HR และ R)  ทั้ง 13  ตน
ออกปลูกเพื่อเก็บเมล็ด BC1F3 และนําใบมาสกัดดีเอ็นเอเพื่อใชในการทดลองขั้นตอไป ปรากฏวาตน 
ขาวตนที่ 8 ตายไป 1 ตน (R) จึงเหลือตนตานทานโรครวม 12 ตน 

 
จากผลการทดสอบลักษณะตานทานตอโรคในตนขาวลูกผสมกลับ BC1F2  ซ่ึงปรากฏวาตน

ขาวที่แสดงลักษณะตานทานรวม 58 ตน (ตารางที่ 1)  ซ่ึงประกอบดวยตนขาวที่แสดงลักษณะตาน 
ทานโรคสูง (HR) 1 ตน    ตนที่แสดงลักษณะตานทาน (R)  12 ตน และตนขาวที่แสดงลักษณะคอน 
ขางตานทาน (MR)   45 ตนมีอัตราสวนของตนตานทานโรค : ตนไมตานทานโรคไมสอดคลองกับ
อัตราสวน 1:3 โดยอาจมีสาเหตุมาจากอิทธพิลของ modifier genes ที่เกีย่วของกับการแสดงออกของ
ยีนที่ควบคุมลักษณะตานทานตอโรค (กาญจนา, 2544; Petpisit et al., 1977)  นอกจากนี้ยังอาจมีผล
มาจากความคลาดเคลื่อนของการใหคะแนนในการเกิดโรค เนื่องจากมีจํานวนใบที่ไดรับการปลูก
เชื้อเพียง 2-3 ใบตอตนซึ่งอาจทําใหระดับคะแนนเฉลี่ยในการเกดิโรคคลาดเคลื่อนไปจากคาเฉลี่ยที่
ควรจะเปน   

 
2.2.   ผลการคัดเลือกตนขาวลูกผสมกลับ BC1F2 ที่ตานทานโรคดวยเครื่องหมายดีเอ็นเอ 
 
         เมื่อนําดีเอ็นเอจากตนขาวลูกผสมกลับ BC1F2 ที่คัดเลือกไดจากวิธีปลูกเชื้อมาตรวจ 

สอบจีโนไทปดวย PCR-based marker  โดยใชเครื่องหมายดีเอ็นเอ RG556  เปนไพรเมอร  พบวา
ตนขาวที่แสดงลักษณะตานทานตอโรคขอบใบแหงทั้ง 12 ตนมีจโีนไทปในตําแหนงของยีนตาน 
ทานโรค xa5  อยูในสภาพโฮโมไซกัส    โดยปรากฏขนาดของแถบดีเอน็เอภายหลังการตัดชิ้นดีเอ็น
เอที่ไดจากปฏิกิริยาลูกโซดวยเอนไซม Hpy CH4 IV  เชนเดียวกับแถบดีเอ็นเอที่ปรากฏในสายพนัธุ 
IRBB5 (ภาพที่ 3) 
 
 แถบดีเอ็นเอทีป่รากฏในตนขาวที่แสดงลักษณะตานทานตอโรคขอบใบแหงทั้ง  12  ตน
แสดงใหเห็นวาลักษณะตานทานตอโรคขอบใบแหงในขาวสายพันธุ IRBB5 ซ่ึงถูกควบคุมดวยยนี
ดอย xa5 จะสามารถแสดงลักษณะตานทานตอโรคไดเมือ่มีจีโนไทปอยูในสภาพโฮโมไซกัส  นอก 
จากนีย้ังพบวาการปรากฏของแถบดีเอ็นเอที่ไดมีความสอดคลองกับลักษณะตานทานโรค   แสดงวา
เครื่องหมายดีเอ็นเอ RG556 ที่ใชในการคัดเลือกมีตําแหนงใกลชิดกับยนีตานทาน xa5   ผลการทด 
ลองดังกลาวสอดคลองกับงานทดลองของ Yoshimura et al.(1995) ซ่ึงรายงานวาไมพบการเกิด 
ครอสซิงโอเวอรในตําแหนงระหวางยีน  xa5  กับเครื่องหมายดเีอ็นเอ RG556 ดังกลาว 



 
48

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพที่ 3   แถบดีเอ็นเอที่พบในตนตานทานโรคที่คัดเลือกไดจากลูกผสมกลับ BC1F2      
  ตัวอยางที่ 1-7 และ9-13 เปนดีเอ็นเอจากตนลูกผสมกลับ BC1F2ที่ตานทานโรค,   
   M= 1 kb plus DNA marker 
  A:  แถบดีเอน็เอที่ไดจากการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอดวยไพรเมอร RG665 
  B:  แถบดีเอ็นเอที่ไดภายหลังการตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ Hpy CH4 IV 
          
 
 
 

M KD
ML

105
 

IRB
B5

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

1600 bp 

1000 bp 

300 bp 

1600 bp 

A

B 
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2.3. ผลการคัดเลือกแบบ background selection ในตนขาวลูกผสมกลับ  BC1F2โดยการ  
วิเคราะหเอเอฟแอลพ ี 

 
                       เมื่อนําดีเอ็นเอจากตนขาวในรุน BC1F2 ที่มีลักษณะตานทานโรคและวิเคราะหจีโน
ไทปแลวมาคดัเลือกโดยพิจารณาจากพนัธกุรรมพื้นฐานที่ปรากฏในแตละตน (background selec-
tion)  โดยการวิเคราะหเอเอฟแอลพี เพื่อใหไดตนตานทานโรคที่มีพันธุกรรมใกลเคียงกับพนัธุขาว
ดอกมะลิ 105    
 
ตารางที่ 3    คูไพรเมอรตางๆ ที่ใชในการตรวจสอบเอเอฟแอลพีและคูไพรเมอรที่แสดงความ 
                    แตกตางระหวางพันธุพอและพันธุแมในตําแหนงเดียวกนั 
 

 M1 
CAG 

M2 
CAC 

M3 
CAA 

M4 
CTA 

M5 
CTG 

M6 
CTT 

M7 
CAT 

M8 
CTC 

E1 
AAC 

 
* 

   
* 

    
* 

E2 
AAG 

 
* 

  
* 

     

E3 
ACA 

  
* 

  
* 

    

E4 
ACT 

      
* 

 
* 

 
* 

E5 
AGC 

      
* 

 
* 

 

E6 
ACC 

        

E7 
ACG 

 
* 

       

E8 
AGG 

      
* 

  
* 
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พบวาจากไพรเมอรที่ทดลองใชจํานวน 64  คู   มีไพรเมอร 15 คูที่สามารถแสดงความแตกตางอยาง
ชัดเจนของแถบดีเอ็นเอในตาํแหนงเดียวกนัเมื่อเปรียบเทยีบระหวางพนัธุ KDML105 กับสายพันธุ 
IRBB5    ตารางที่ 3 แสดงคูไพรเมอรที่ใชทั้งหมดและคูไพรเมอรที่แสดงความแตกตางอยางชัดเจน 

  
จากการวิเคราะหเอเอฟแอลพีดวยไพรเมอร 15 คู ปรากฏแถบดีเอน็เอที่ชัดเจนสามารถ

ตรวจนับไดทัง้หมด 376 แถบ (ตารางที่ 4)   โดยเปนแถบดีเอ็นเอที่ปรากฏในขาวทั้ง 2 พันธุ (mono- 
 
ตารางที่ 4   ผลการวิเคราะหเอเอฟแอลพีทีไ่ดจากไพรเมอร 15 คู 
 

คู 
ไพรเมอร 

จํานวนแถบที่
ปรากฏทั้งหมด 

จํานวนแถบที่
ตางกันใน
ตําแหนง
เดียวกัน 

% แถบที่
ตางกัน 

จํานวนแถบที่
ปรากฏเฉพาะใน
พันธุ KDML105 

จํานวนแถบที่
ปรากฏเฉพาะ
ในสายพันธุ 

IRBB5 
E1/M1 
E1/M4 
E1/M8 
E2/M1 
E2/M3 
E3/M2 
E3/M4 
E4/M6 
E4/M7 
E4/M8 
E5/M6 
E5/M7 
E7/M1 
E8/M6 
E8/M8 

25 
24 
21 
25 
30 
34 
30 
25 
31 
20 
18 
25 
16 
27 
25 

8 
6 
6 
2 
3 
6 
2 
5 
3 
8 
2 
2 
3 
7 
10 

32.00 
25.00 
28.57 
8.00 
10.00 
17.65 
6.67 
20.00 
9.68 
40.00 
11.11 

8.0 
18.75 
25.93 
40.00 

5 
5 
5 
2 
3 
4 
2 
1 
1 
6 
1 
1 
3 
4 
7 

3 
1 
1 
0 
0 
2 
0 
4 
2 
2 
1 
1 
0 
3 
3 

รวม 
คาเฉลี่ย 
Range 

376 
25.07 
16-34 

73 
4.87 
2-10 

- 
20.10 

6.67-40.00 

50 
3.33 
1-7 

23 
1.53 
0-4 
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morphic bands) จํานวน 303 แถบ   และแถบที่ปรากฏเฉพาะในพันธุ KDML105 หรือ IRBB5 พันธุ
ใดพันธุหนึ่งเทานั้น (polymorphic bands) จํานวน 73 แถบ        โดยแถบดีเอ็นเอที่ปรากฏเฉพาะใน
พันธุ KDML105 มีจํานวน 50 แถบ สวนแถบดีเอ็นเอที่ปรากฏเฉพาะในสายพันธุ IRBB5 เทานั้นมี
จํานวน 23 แถบ    แถบที่ปรากฏชัดเจนมีขนาดตั้งแต 45-500 คูเบส   โดยมีจํานวนแถบดีเอ็นเอที่ได
ในแตละคูไพรเมอรอยูระหวาง 16-34 แถบ  เฉลี่ย  25  แถบตอไพรเมอร    และมีคาเฉลี่ยของแถบที่
เปนโพลีมอรฟกเทากับ 4.87 แถบตอชนดิไพรเมอร     พบวาคูไพรเมอร E8-AGG/M8-CTC  ให
จํานวนแถบที่เปนโพลีมอรฟกมากที่สุด (10 แถบ)โดยเปนแถบดีเอ็นเอทีจ่ําเพาะตอพันธุ KDML105  
จํานวน 7 แถบ  อาจกลาวไดวาคูไพรเมอรที่เลือกใชในการทดลองครั้งนี้มีความเหมาะสมในการ
นํามาใชเพื่อคดัเลือกตนขาวที่มีพันธุกรรมใกลเคียงกับพนัธุขาวดอกมะลิ105  เนือ่งจากใหแถบที่
ปรากฏเฉพาะในพันธุดังกลาวเทานัน้มากถึง 50 แถบโดยมีคาเฉลี่ย  3.33 แถบตอชนิดไพรเมอร  
ตัวอยางลายพมิพเอเอฟแอลพีจากการใชไพรเมอรบางชนิดแสดงในภาพที่ 4 

 
เมื่อศึกษาเปอรเซ็นตพันธุกรรมของขาวพันธุขาวดอกมะลิ105 ที่มีอยูในตนขาวแตละตน 

โดยพิจารณาจากจํานวนเครือ่งหมายเอเอฟแอลพีที่ปรากฏ (present) หรือไมปรากฏ (absent) ใน
ตําแหนงเดยีวกันเปรียบเทียบระหวางพันธุรับและพันธุให    เมื่อพิจารณาเฉพาะแถบดีเอน็เอที่มี
ลักษณะเปนโพลีมอรฟกและอนุมานวาการกระจายตัวของเครื่องหมายเอเอฟแอลพีเปนไปโดยสุม
ภายในจีโนมของขาว (Maheswaran et al., 1997; Zhu et al., 1998; Chen et al., 2001b)  พบ
เปอรเซ็นตการกระจายตัวของพันธุกรรมจากพันธุรับ(ขาวดอกมะล1ิ05) อยูระหวาง 67.12-82.19 
เปอรเซ็นต  โดยมีคาเฉลี่ยเทากับ 72.86  เปอรเซ็นต (ตารางที่ 5)    ทั้งนี้ตนที่มีพันธุกรรมเหมือนกับ
พันธุขาวดอกมะลิ105 มากที่สุด (82.19 เปอรเซ็นต)  มจีํานวน polymorphic alleles ที่เหมือนกับสาย
พันธุ IRBB5 เพียง  13 อัลลีลเทานั้น          
 

เมื่อพิจารณาคาเฉลี่ยของการกระจายตัวของพันธุกรรมจากพันธุรับ (72.86 เปอรเซ็นต) ซ่ึง
ปรากฏในการทดลองจะเห็นวามีความใกลเคียงกับคาการกระจายตัวตามทฤษฎีซ่ึงมีคาเทากับ 75  
เปอรเซ็นต   สวนตนขาวทีม่ีระดับความตานทานโรค HR (ตนที่ 12) ซ่ึงมีเปอรเซ็นตการกระจายตัว
ของพันธุกรรมจากพันธุขาวดอกมะลิ 105 เทากับ 67.12 เปอรเซ็นตนั้นอาจเปนไปไดวาเกดิจากการ 
มี modifier genes ที่มีความเกี่ยวของกับลักษณะตานทานโรคจากสายพนัธุ IRBB5 มาดวยจึงทําใหมี
พันธุกรรมของพันธุรับอยูนอยกวาตนตานทานอื่นๆ   อยางไรก็ตามผลการทดลองแสดงใหเห็นวา
การใชเครื่องหมายเอเอฟแอลพีเพื่อศึกษาการกระจายตัวของพันธุกรรมจากพันธุรับนัน้สามารถนํา 
มาใชเปนเครื่องมือในการคัดเลือกดวยวิธี marker-assisted background selection ไดผลการทดลอง 
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ภาพที่ 4   ตัวอยางลายพิมพเอเอฟแอลพีทีไ่ดจากคูไพรเมอรตางๆ  
                (ลูกศรชี้แสดงตําแหนงของแถบที่ตางกันที่ตําแหนงเดยีวกัน) 
                ตัวอยางที่ 1-7 และ9-13 เปนดีเอน็เอจากตนลูกผสมกลับ BC1F2 ที่ตานทานโรค 
                A:    ลายพิมพดีเอน็เอที่ไดจากคูไพรเมอร E-AGG/M-CTC 
                B:     ลายพิมพดีเอน็เอที่ไดจากคูไพรเมอร E-AAC/M-CTC 
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ตารางที่ 5   ผลการกระจายตัวของพันธุกรรมของพันธุรับ (ขาวดอกมะลิ105) ในตนลูกผสมกลับ  
                  BC1F2 โดยการวเิคราะหเอเอฟแอลพี 
 
ตนที่ (ระดับตานทาน

โรค) 
จํานวนแถบทีป่รากฏ 
เฉพาะในพันธุขาว
ดอกมะลิ 105 

จํานวนแถบทีป่รากฏ
เฉพาะในสายพันธุ 

IRBB5 

เปอรเซ็นตพันธุกรรม
ของพันธุขาวดอกมะลิ 

105 
               1   (R) 
               2   (R) 
               3   (R) 
               4   (R) 
               5   (R) 
               6   (R) 
               7   (R) 
               8   (R)a 
               9   (R) 
             10   (R) 
             11   (R) 
             12   (HR) 
             13   (R) 

49 
53 
56 
60 
51 
60 
52 
- 

52 
52 
52 
49 
53 

24 
20 
17 
13 
22 
13 
21 
- 

21 
21 
21 
24 
20 

67.12 
72.60 
76.71 
82.19 
68.86 
82.19 
71.23 

- 
71.23 
71.23 
71.23 
67.12 
72.60 

เฉลี่ย 72.86 
 
หมายเหต ุ            a  =  ตายเมื่อนําออกปลูก 
 
ดังกลาวสอดคลองกับรายงานของ Chen et al.  (2001b) ซ่ึงพบวาเมือ่ใชเครื่องหมายเอเอฟแอลพี
คัดเลือกตนขาวลูกผสมกลับ BC1F1 สามารถคัดเลือกตนที่มีสัดสวนพันธุกรรมจากพันธุรับ(สาย
พันธุ 6078) อยูระหวาง 72-78 เปอรเซ็นตไดเปนจํานวนมาก  แต Joseph et al. (2004)  เสนอวาการ
คัดเลือกฟโนไทปที่ดีของพันธุรับควบคูไปกับการคัดเลือกโดยพจิารณาจากสัดสวนพนัธุกรรมที่
ปรากฏในตนจะทําใหไดตนที่มีพันธุกรรมจากพันธุรับสงูขึ้นเนื่องจากพบวาเมื่อใชการคัดเลือกทั้ง  
 2 วิธีควบคูกนัไปจะสามารถคัดเลือกตนที่มีพันธุกรรมจากพันธุรับสงูถึง 82.72 เปอรเซ็นตภายหลัง
การผสมกลับ 1 คร้ังและผสมตัวเอง 3 คร้ัง 
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ทั้งนี้ตนขาว BC1F2 ที่คัดเลือกไดจากการทดลองนี้ทั้ง 12 ตนสามารถนําไปใชประโยชน
ตอไปได  โดยอาจคัดเลือกตนที่มีเปอรเซ็นตพันธุกรรมของพันธุขาวดอกมะลิสูงๆ แลวปลอยให
ผสมตัวเองจะไดตนลูกที่มีพนัธุกรรมจากพันธุรับสูงขึ้นและมียนีตานทานตอโรคขอบใบแหงทกุตน  
เนื่องจากตนขาวที่คัดเลือกไดในการทดลองนี้มีจีโนไทปของยีนตานทานอยูในสภาพโฮโมไซกัส
ทุกตน 
 
3.  ผลการเพาะเลี้ยงอับเรณขูองลูกผสมกลับ BC1F1 

 
3.1  ผลการเพาะเลี้ยงอับเรณขูองลูกผสมกลับ BC1F1 เพือ่ชักนําใหเกดิแคลลัส 

 
       เมื่อนําอับเรณูของขาวลูกผสมกลับ BC1F1 ที่ผานความเย็นนาน 8-10 วัน และมีเรณูอยู

ในระยะ mid-uninucleate หรือ late-uninucleate มาเพาะเลี้ยงบนอาหารสูตรชักนําแคลลัส  พบวา
ภายหลังการเพาะเลี้ยงนานประมาณ 10 วันอับเรณูบางสวนจะเปลี่ยนเปนสีน้ําตาลหรือสีดํา  และ
ภายหลังการเพาะเลี้ยงนานประมาณ 45-50 วันจะเริ่มพบการเกิดแคลลัส โดยจะมีการปริแตกของ
อับเรณูและพบการเกิดแคลลัสขนาดเล็กๆ ที่มีสีเหลืองออน สังเกตวาภายในอับเรณูหนึ่งๆ อาจมี
แคลลัสเกิดขึ้นไดหลายตําแหนง ซ่ึงคาดวาจะเกิดจากไมโครสปอรคนละไมโครสปอร (Bhojwani 
et al., 2001) จากนั้นแคลลัสเหลานี้จะมกีารแบงตัวขยายขนาดใหญขึน้และมักอยูใกลชิดกัน ทําให
จําแนกไดไมชัดเจนวาเปนแคลลัสเดียวกันหรือไม นอกจากนี้ยังพบวาแคลลัสที่ไดมักเจริญมาจาก
ไมโครสปอรภายในอับเรณทูี่เปลี่ยนเปนสนี้ําตาล(ภาพที่5A,B) สวนในอับเรณูที่เปลี่ยนเปนสีดาํ
หรือไมเปลี่ยนสีจะไมพบการเจริญของไมโครสปอรเชนเดียวกับการทดลองของรัตนดา (2538), 
ภัทรพร (2540),  จันทรวภิา (2547) และ Guzman and Zapata-Arias (2000)    การเปลี่ยนแปลงของ
อับละอองเรณจูากสีเหลืองออนเปนสีน้ําตาลภายหลังการเพาะเลี้ยง อาจมีสาเหตุมาจากการ
เปลี่ยนแปลงของเรณูจากสภาพ gametophytic ไปเปนสภาพ sporophytic (Tsay et al., 1982) หรือ
อาจเปนผลมาจากการเติม casein hydrolysate ลงในอาหารเพาะเลี้ยง  (Lentini et al., 1995) 

 
ผลการเพาะเลีย้งอับเรณูของขาวลูกผสมกลับBC1F1 บนอาหารสูตรชักนําแคลลัสที่เติม

น้ําตาล ซูโครสหรือมอลโตสปริมาณตางๆ กันรวม 6 สูตรในสภาพมแีสงและบันทกึผลภายหลังการ
เพาะเลี้ยงนาน 50-60 วัน  พบวาอับเรณูที่เพาะเลี้ยงบนอาหารที่เติมน้ําตาลมอลโตส 60 กรัมตอลิตร 
มีเปอรเซ็นตการเกิดแคลลัสสูงที่สุดเปน 6.11 เปอรเซ็นต  รองลงมาไดแกการเพาะเลี้ยงบนอาหารที่
เติมน้ําตาลมอลโตส 50  กรัมและ  40 กรัมตอลิตรซึ่งสามารถชักนําใหเกิดแคลลัสได 5.58 และ 4.61 
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 ภาพที5่    การเกิดแคลลัสจากอับเรณูของขาวลูกผสมกลับ BC1F1 ที่เพาะเลี้ยงบนอาหารสูตรชักนํา 
                 แคลลัส 
                 A :  อับเรณูที่เกดิแคลลัส                  
                 B :  อับเรณูที่เกดิ microcalli (ลูกศรชี้) 
 
 
 
 
 
 

A 

B 
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ตารางที่ 6  เปอรเซ็นตการเกดิแคลลัสจากการเพาะเลี้ยงอับเรณูของขาวลูกผสมกลับ BC1F1  
                  บนอาหารสูตรชักนําใหเกดิแคลลัสภายหลังการเพาะเลีย้งนาน 50-60 วนั 
 

สูตรอาหาร จํานวนอับเรณทูี่เพาะเลี้ยง จํานวนอับเรณทูี่สราง
แคลลัส 

เปอรเซ็นตการเกิด
แคลลัส 

S1 
S2 
S3 
M1 
M2 
M3 

1,140 
1,808 
848 

4,252 
9,979 
7,695 

38 
62 
29 
196 
557 
470 

3.33 
3.43 
3.42 
4.61 
5.57 
6.11 

      
     หมายเหตุ   อาหารทุกสูตรประกอบดวย N6 + NAA 2  มิลลิกรัมตอลิตร +  kinetin 1มิลลิกรัมตอลิตร 
                       + casein hydrolysate   500 มิลลิกรัมตอลิตร  +  agar  7 กรัมตอลิตรและเติมน้ําตาลตาง  
                       กันดังนี้ S1  : เติมซูโครส  40  กรัมตอลิตร         M1  :  เติมมอลโตส    40  กรัมตอลิตร 
                                    S2  : เติมซูโครส  50  กรัมตอลิตร         M2  :  เติมมอลโตส    50  กรัมตอลิตร 
                                    S3  : เติมซูโครส  60  กรัมตอลิตร         M3  :  เติมมอลโตส    60  กรัมตอลิตร 
 
เปอรเซ็นตตามลําดับ สวนการเพาะเลีย้งอับเรณูบนอาหารที่เติมน้ําตาลซูโครสสามารถชักนําใหเกิด
แคลลัสได 3.33 - 3.43 เปอรเซ็นต  (ตารางที่ 6)    
 

เมื่อนําผลการทดลองที่ไดมาวิเคราะหทางสถิติ   พบวาเปอรเซ็นตการเกิดแคลลัสของอับ
เรณูที่เพาะเลี้ยงบนอาหารสูตรชักนําแคลลัสที่เติมน้ําตาลตางชนิดกันมีความแตกตางอยางมีนัยสํา- 
คัญยิ่งที่ระดับความเชื่อมั่น 99 เปอรเซ็นต      สวนการเพาะเลี้ยงอับเรณบูนอาหารที่เตมิน้ําตาลความ
เขมขน  40, 50 และ 60 กรัมตอลิตรมีเปอรเซ็นตการเกดิแคลลัสไมแตกตางกัน   นอกจากนีย้ังพบวา
ชนิดและความเขมขนของน้าํตาลไมมีปฏิสัมพันธตอกันในการชักนําใหเกิดแคลลัส  (ตารางที่7) 
           

จากการเพาะเลี้ยงอับเรณูในอาหารสูตรชักนําใหเกิดแคลลัสนั้น  พบวาแคลลัสจํานวนหนึ่ง
มีการเปลี่ยนแปลงลักษณะในรูปแบบตางๆ  เชน แคลลัสที่มีการพัฒนาไปเปนรากเพียงอยางเดยีว
และแคลลัสที่เร่ิมมีการพัฒนาไปเปนอวยัวะ(ภาพที ่6A,B) แคลลัสที่เกิดจุดเขียว (green spots)     ซ่ึง
สวนใหญไมสามารถพัฒนาตอไปเปนยอดได     เนื่องจากแคลลัสเหลานี้มักเกดิอาการฉ่ําน้ําและตาย 
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ตารางที่ 7    ผลการวิเคราะหความแปรปรวนของเปอรเซ็นตการเกดิแคลลัสที่ไดจากการเพาะเลีย้ง 
                    อับเรณูของขาวลูกผสมกลับ BC1F1 บนอาหารสูตรชักนําแคลลัสที่เติมน้ําตาลมอลโตส 
                    หรือซูโครสความเขมขน  40,  50 และ 60 กรัมตอลิตร 
 

Source of variation df SS MS F(cal) F(table) 
     5% 1% 
    Treatment 

- ชนิดของน้ําตาล (A) 
- ความเขมขนของน้ําตาล (B) 
- A x B 

    Error 

5 
1 
2 
2 
12 

22.16 
18.68 
1.69 
1.52 
15.12 

 
18.68 
0.98 
0.76 
1.26 

 
14.83** 
0.78 ns 
0.60 ns 

 
4.75 
3.88 
3.88 

 
9.33 
6.93 
6.93 

Total 17 37.28     
หมายเหต ุ   **     แตกตางอยางมีนัยสําคัญยิ่งท่ีระดับความเชื่อมั่น 99%,       ns     ไมแตกตางกัน 
 
ไปกอนจะเกดิการพัฒนาตอไป  อยางไรก็ตามพบวาแคลลัสสวนหนึ่งสามารถพัฒนาไปเปนตนทีม่ี
ทั้งยอดและรากไดโดยจะพบทั้งตนเผือก (albino plantlets) และตนทีม่ีสีเขียว (green plantlets)  ดัง
ภาพที6่ (C,D)  เปอรเซ็นตแคลลัสที่เกิดรากและแคลลัสที่เกิดยอดบนอาหารสูตรชักนําใหเกิดแคล-
ลัสแสดงในตารางที่ 8   
 

จากตารางที่ 6 และตารางที่ 8 พบวาการเพาะเลี้ยงอับเรณบูนอาหารสูตรชักนําแคลลัสที่เติม
น้ําตาลมอลโตสมีเปอรเซ็นตแคลลัสที่สามารถพัฒนาไปเปนตนอยูระหวาง 2.33-6.17 เปอรเซ็นต  
โดยมีเปอรเซน็ตรวมของแคลลัสที่เกิดตนสีเขียวและตนเผือกเปน 2.52 และ 8.53 เปอรเซ็นตตาม 
ลําดับ  ทั้งนี้แคลลัสจากการเพาะเลี้ยงอับเรณูบนอาหารสูตร S1, M2 และ M3 สามารถเจริญเปนตน
สีเขียวที่สมบูรณไดสูตรละ 1 ตน  สวนสูตร S2, S3 และ M1  ไมมีตนสเีขียวเกิดขึ้นเลย  เมื่อส้ินสุด
การเพาะเลีย้งในขั้นตอนนีจ้ึงไดตนที่สมบูรณรวม 3 ตน (anther culture-derived lines)   จากนั้นจึง  
นําตนขาวทีไ่ดจากการเพาะเลี้ยงอับเรณูทั้ง 3  ตนไปเพาะเลี้ยงในอาหารสูตรเพิ่มจาํนวนตนที่เตมิ 
BAP 3  มิลลิกรัมตอลิตรตอไป 
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ตารางที่ 8    เปอรเซ็นตแคลลัสที่เกิดรากและแคลลัสที่เกิดยอดจากการเพาะเลี้ยงอับเรณูของขาว 
                   ลูกผสมกลับ BC1F1 บนอาหารสูตรชักนําใหเกิดแคลลัส 
 

สูตร
อาหาร 

จํานวนแคลลัส แคลลัสเกิดราก 
(%) 

แคลลัสเกิดยอด 
(%) 

   ยอดสีเขียว ยอดเผือก รวม 
S1 
S2 
S3 

38 
62 
29 

10.53 
8.06 

0 

2.63 
0 
0 

0 
3.23 
3.45 

2.63 
3.23 
3.45 

รวม 2.63 6.68 9.31 
M1 
M2 
M3 

196 
557 
470 

3.06 
1.97 
1.70 

0 
0.18 
2.34 

2.55 
2.15 
3.83 

2.55 
2.33 
6.17 

รวม 2.52 8.53 11.05 
      
หมายเหตุ        อาหารทุกสูตรประกอบดวย N6 + NAA 2  มิลลิกรัมตอลิตร +  kinetin 1มิลลิกรัมตอลิตร 
                       + casein hydrolysate   500 มิลลิกรัมตอลิตร  +  agar  7 กรัมตอลิตรและเติมน้ําตาลตาง  
                       กันดังนี้ S1 :  เติมซูโครส  40  กรัมตอลิตร         M1  :  เติมมอลโตส    40  กรัมตอลิตร 
                                    S2  : เติมซูโครส  50  กรัมตอลิตร         M2  :  เติมมอลโตส    50  กรัมตอลิตร 
                                    S3  : เติมซูโครส  60  กรัมตอลิตร         M3  :  เติมมอลโตส    60  กรัมตอลิตร 
 

 
ผลการทดลองขางตนแสดงใหเห็นวาการเพาะเลี้ยงอับเรณูบนอาหารที่เติมน้ําตาลมอลโตส 

มีเปอรเซ็นตการเกิดแคลลัสสูงกวาการเพาะเลี้ยงในอาหารที่เติมน้ําตาลซูโครส สอดคลองกับ
รายงานของรัตนดา (2538), Alejar et al. (1995), Lentini et al. (1995), Xie et al. (1995), Zhang 
(1995), Pande and Bhojwani (1999), Bishoi et al.(2000) และ Roy and Mandal (2005)   ซ่ึง
เพาะเลี้ยงอับเรณูของขาวพนัธุตางๆ  และพบวาเมื่อความเขมขนของน้ําตาลเทากนัเปอรเซ็นตการ 
เกิดแคลลัสและคุณภาพของแคลลัสที่ไดจากการเพาะเลีย้งในอาหารที่เติมมอลโตสมีคาสูงกวาการ 
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     ภาพที่ 6     การเปลี่ยนแปลงของแคลลัสในลักษณะตางๆ ขณะเพาะเลี้ยงอับเรณูของขาว 
        ลูกผสมกลับ BC1F1 บนอาหารสูตรชักนําแคลลัส 
        A:  แคลลัสที่เกิดรากเพียงอยางเดียว 
        B:  แคลลัสที่เร่ิมมีการพัฒนาของใบ (ls=leaf-like structure) 
        C:  แคลลัสที่เกิดตนเผอืก 
        D:  แคลลัสที่เกิดตนสีเขียว   

 
 
 

 
 

A B 

C D

ls
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เพาะเลี้ยงในอาหารที่ เติมน้ําตาลซูโครส      ผลการทดลองดังกลาวยังพบไดในการเพาะเลี้ยงอับเรณู
ของพืชชนิดอืน่ๆ อีกดวย เชน  พิทูเนีย(Raquin, 1983) และขาวสาลี (Mendoza, 2002) เปนตน   การ
ที่มอลโตสสามารถชักนําใหเกิดแคลลัสไดดีกวาซูโครสนั้นเปนผลมาจากคุณสมบัตขิองมอลโตสที่
สามารถรักษา osmotic potential  ของอาหารที่ใชเพาะเลี้ยงใหมีความคงตัวไดดีกวาซูโครส 
(Kuhlmann and Foroughi-Wehr, 1989)  ดังการทดลองของ Xie et al. (1995)  ซ่ึงพบวาอับเรณทูี่
เพาะเลี้ยงในอาหารที่เติมมอลโตสมีเปอรเซ็นตการเกิดแคลลัสสูงกวาการเพาะเลี้ยงในอาหารที่เติม
ซูโครส   เนื่องจากการเติมมอลโตสในอาหารจะชวยใหไมโครสปอรที่มีลักษณะบวมเตง (swollen 
microspores) ซ่ึงเปนไมโครสปอรที่สามารถแบงตัวและเจริญไปเปนแคลลัสมีชีวิตอยูไดนานกวา
ไมโครสปอรที่เพาะเลี้ยงในอาหารที่เติมซูโครสซึ่งมักตายไปกอนจะพฒันาเปนแคลลัสเนื่องจาก
การเกิด plasmolysis    ทั้งนี้อาหารที่เติมซูโครสสูญเสีย osmotic potential ไดเร็วเนื่องจากซูโครสจะ
ถูกไฮโดรไลซไปเปนกลูโคส (glucose) และ ฟรุกโตส (fructose) อยางรวดเร็วจากการทํางานของ
เอนไซม invertase ที่มีอยูในอับเรณู  ในขณะที่มอลโตสจะถูกไฮโดรไลซโดยเอนไซม glucosidase 
ไปเปนกลูโคสไดชากวา (Powell, 1990; Raina and Irfan, 1998; Scott et al., 1995)  การถูกไฮโดร-
ไลซอยางรวดเร็วของซูโครสนอกจากจะมีผลทําให osmotic potential ของอาหารที่ใชเพาะเลี้ยง
เปลี่ยนแปลงไปภายใน 3 สัปดาหแรกของการเพาะเลีย้งแลว ยังพบวาฟรุกโตสซึ่งเปนผลผลิตชนิด
หนึ่งจากการไฮโดรไลซน้ําตาลซูโครสมีความเปนพิษโดยจะทําใหไมโครสปอรตายไปอยางรวดเรว็  
(Last and Brettell, 1990; Scott and Lyne, 1994; Blanc et al., 2002) 

 
สาเหตุประการหนึ่งที่สงเสริมใหแคลลัสบางสวนที่ไดจากการเพาะเลี้ยงอับเรณูของตนลูก 

ผสมกลับ BC1F1 มีการเปลี่ยนแปลงลักษณะในรูปแบบตางๆ เชน การเกิดจุดเขียว การพัฒนาไปเปน
ยอดหรือรากเพียงอยางเดียวหรือสามารถพัฒนาไปเปนตนที่สมบูรณดังแสดงในตารางที่ 8  นั้น   
คาดวาอาจเกิดจากผลของ  NAA  และชนิดของน้ําตาลที่เติมลงในอาหารเพาะเลี้ยง   เนื่องจากผล
การทดลองดังกลาวสอดคลองกับรายงานของ  Cornejo-Martin and Primo-Millo (1981)  ซ่ึงเพาะ 
เล้ียงอับเรณูของขาวพันธุ Bahia และลูกผสมระหวางพนัธุ Balilla กับพันธุ Sollana  และพบวา
แคลลัสสวนหนึ่ง (14.28-53.33เปอรเซ็นต) สามารถพัฒนาไปเปนตนที่สมบูรณไดในขณะทีย่ังเพาะ 
เล้ียงอยูในอาหารสูตรชักนําแคลลัส (one-step plantlet formation) ที่เติมออกซิน NAA  2 มิลลิกรัม
ตอลิตร เชนเดียวกับการทดลองของ Rout and Sarma (1991) ซ่ึงเพาะเลี้ยงอับเรณูของขาวลูกผสม 
(Oryza sativa X O. rufipogon) บนอาหารที่เติม NAA 2 มิลลิกรัมตอลิตรและพบวามีตน (plantlets) 
เกิดขึ้นจํานวนหนึ่ง   Nizeki (1997) อธิบายผลของ NAA ที่เติมลงในอาหารเพาะเลีย้งอับเรณูของ
ขาววาสามารถสงเสริมใหแคลลัสเกิดการพัฒนาเปนตนไดถาหากอิทธพิลของ NAA ในอาหารมีคา
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สูงกวาอิทธิพลของ 2,4-D   นอกจาก  NAA แลวการเติม phenylacetic acid (PAA) ลงในอาหารสูตร
ชักนําแคลลัสก็สามารถกระตุนการเกดิ one-step plantlet formation ในการเพาะเลีย้งอับเรณูของขาว
อินดิกาไดดี (Zhuo et al., 1996) การพัฒนาไปเปนยอดหรือรากตลอดจนตนที่สมบูรณของแคลลัสที่
เพาะเลี้ยงในอาหารสังเคราะห นอกจากจะขึ้นอยูกับอิทธิพลของสารควบคุมการเจรญิเติบโตที่เติม
ลงในอาหารแลว  ยังขึ้นอยูกับชนิดและความเขมขนของน้ําตาลซึ่งใชเปนแหลงธาตอุาหารคารบอน
และ  osmoregulator ในการเพาะเลี้ยงดวย  Ching (1982) พบวาการเติมน้ําตาลปริมาณสูงๆ ใน
อาหารจะมีผลใหความถีใ่นการพัฒนาเปนยอดสูงขึ้น  เชนเดียวกับ Zhao et al.(1999)  พบวาน้ําตาล
มอลโตสปริมาณสูงจะชวยสงเสริมการพัฒนาของ pro-embryo ของขาว  Huang and Liu (2002)  
พบวากระบวนการเมทาบอลิซึมของน้ําตาลจะมีผลใหเกดิการเปลี่ยนแปลง osmotic potential ของ
อาหารที่เพาะเลี้ยงและภายในเซลลที่ประกอบกันเปนแคลลัส ทั้งนี้การเปลี่ยนแปลง osmotic 
potential มีความสัมพันธกบัการเปลี่ยนแปลงเชิงสรีระตางๆ เชน การเติบโตของแคลลัส การเกิด
และการเติบโตของโซมาติกเอ็มบริโอ (somatic embryo)  ตลอดจนกระบวนการเจริญไปเปนยอด
ของแคลลัส เปนตน  ผลจากการทดลองหลายการทดลองแสดงใหเหน็วาการเติมน้าํตาลมอลโตสใน
อาหารสูตรชักนําแคลลัสสามารถสงเสริมการเกิด somatic embryogenesis ซ่ึงชวยเพิม่โอกาสใหได
ตนพืชจากการเพาะเลี้ยงอับเรณูไดมากขึ้น (Batty and Dunwell, 1989; Jain et al., 1997; Blanc et 
al., 1999) 

 
การเพาะเลีย้งอับเรณูในอาหารที่มีน้ําตาลปริมาณ 40,  50  และ 60 กรัมตอลิตรในการ

ทดลองครั้งนี้พบวามีเปอรเซ็นตการเกิดแคลลัสไมแตกตางกันนัน้ (ตารางที่6)  แสดงใหเห็นวาการ
เพาะเลี้ยงอับเรณูของลูกผสมกลับ BC1F1 (KDML105//IRBB5/KDML105) มีการตอบสนองตอ
ความเขมขนของน้ําตาลในอาหารในลักษณะการเกิดแคลลัสไดในชวงกวาง จึงอาจกลาวไดวาใน
การเพาะเลีย้งอับเรณูจากขาวลูกผสมกลับ BC1F1  ดังกลาวนี้สามารถเตมิน้ําตาลลงในอาหารสูตรชัก
นําแคลลัสไดตั้งแต 40 กรัมตอลิตรถึง 60 กรัมตอลิตร   แนวโนมการตอบสนองตอปริมาณของ
น้ําตาลที่เพิ่มขึน้เชนนี้พบไดทั้งในพันธุขาวในกลุมอินดกิาและพนัธุขาวในกลุมจาปอนิกา โดยการ
ตอบสนองจะเปนไปในทางใดขึ้นอยูกับพันธุขาว   (Lentini et al,. 1995; Roy and Mandal, 2005)   

 
เมื่อเปรียบเทียบผลการทดลองที่ไดกับรายงานการทดลองของรัตนดา (2538) ซ่ึงเพาะเลี้ยง

อับเรณูของขาวลูกผสมชั่วที่ 1 (Lemont/KDML105) บนอาหารสูตร M2 (มอลโตส 50 กรัมตอลิตร) 
เชน เดียวกันกบัที่ใชในการทดลองครั้งนี้    พบวาเปอรเซ็นตการเกิดแคลลัสของลูกผสมกลับ BC1F1  
ในการทดลองครั้งนี้มีคาต่ํากวาการเกดิแคลลัสของขาวลูกผสมชั่วที่ 1 (Lemont/KDML105) โดยมี
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คาเทา กับ 5.57 และ 8.60 เปอรเซ็นตตามลําดับ   ผลดังกลาวชี้ใหเหน็ถึงอิทธิพลของจีโนไทปของ
ตนขาวที่เปนแหลงเรณูตอการเกิดแคลลัส 

 
3.2 ผลของสารควบคุมการเจริญเติบโตบางชนดิตอการชักนําใหเกิดแคลลัสจากการ  

 เพาะเลี้ยงอับเรณูของลูกผสมกลับ BC1F1  
 

      เมื่อทดลองเพาะเลี้ยงอับเรณูที่ไดจากตนลูกผสมกลับ BC1F1 บนอาหารสูตรชักนําแคล-
ลัสที่เติมน้ําตาลมอลโตส 50 กรัมตอลิตรสูตรเดียวกบัการทดลองที่ 3.1 แตเพิ่มสารควบคุมการ
เจริญเติบโตในกลุมออกซินอีกชนิดหนึ่งคอื 2,4-D  2  มิลลิกรัมตอลิตรและเพิ่มปริมาณ kinetin เปน 
3  มิลลิกรัมตอลิตรเพื่อใหสวนตางของออกซินตอไซโตไคนินมีคาเทากับ 1  มิลลิกรัมตอลิตรเทา
เดิม  พบวาอับเรณูที่เพาะเลี้ยงในอาหารที่เติม  2,4-D  (สูตร MM2)  มีเปอรเซ็นตการเกิดแคลลัสสูง
กวา (10.19 เปอรเซ็นต) การเพาะเลี้ยงในอาหารสูตรที่ไมเติม  2,4-D สูตร M2 (5.58 เปอรเซ็นต)    
ผลการทดลองปรากฏดังตารางที่ 9 

 
ตารางที่ 9      เปอรเซ็นตการเกิดแคลลัสจากการเพาะเลี้ยงอับเรณูของขาวลูกผสมกลับ BC1F1บน 
                     อาหารที่ไมเตมิ (M2) และเตมิ  2,4-D (MM2)  
 

สูตรอาหาร จํานวนอับเรณทูี่
เพาะเลี้ยง 

จํานวนอับเรณทูี่สราง
แคลลัส 

เปอรเซ็นตการเกิด
แคลลัส  (%) 

 
M2 

MM2 
9,979 
4,378 

557 
446 

5.57 
10.19 

  
หมายเหต ุ    M2     =  N6  +  NAA  2  มิลลิกรัมตอลิตร  +  kinetin  1  มิลลิกรัมตอลิตร + casein    
                                    hydrolysate  500 มิลลิกรัมตอลิตร  +  maltose 50 กรัมตอลิตร +  agar  7    
                                    กรัมตอลิตร 
                    MM2  =  N6  +  NAA  2  มิลลิกรัมตอลิตร  + 2,4-D   2  มิลลิกรัมตอลิตร +  kinetin  3   
                                   มิลลิกรัมตอลิตร + casein hydrolysate  500 มิลลิกรัมตอลิตร  +  maltose 50  
                                   กรัมตอลิตร +  agar  7 กรัมตอลิตร 
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จากผลการทดลองซึ่งพบวาการเพาะเลี้ยงอับเรณูในอาหารสูตรชักนําใหเกิดแคลลัสที่เติม
สารควบคุมการเจริญเติบโต 3 ชนิดไดแก  NAA และ 2,4-D  ชนิดละ 2  มิลลิกรัมตอลิตร และ 
kinetin 3มิลลิกรัมตอลิตรมีเปอรเซ็นตการเกดิแคลลัสสูงกวาการเพาะเลี้ยงในอาหารสูตรที่เติม 
kinetin และออกซินชนิด NAA เพียงอยางเดียวนั้น  อาจมีผลมาจากปจจัยหลายประการไดแก  การ
เติม 2,4-D และการเพิ่มปริมาณ kinetin เพือ่ปรับสัดสวนของออกซินตอไซโตไคนิน (รัตนดา, 2536 
; Mori, 1997) รวมทั้งการใชมอลโตสเปนแหลงธาตุอาหารคารบอนในอาหารสูตรดงักลาว  ผลการ
ทดลองครั้งนี้สอดคลองกับรายงานของ Xie et al. (1995)  ซ่ึงพบวาการเติม 2,4-D,   NAA และ 
kinetin ลงในอาหารมีผลใหเปอรเซ็นตการเกิดแคลลัสสูงขึ้น    โดยพบวา 2,4-D  จะชวยลดการ
สลายตัวของไมโครสปอรที่มีสองนิวเคลียสและสงเสริมการแบงตัวเพือ่เพิ่มจํานวนเซลลภายใน
แคลลัส ถาเติม 2,4-D มากจะทําใหเกดิ non-embryogenic calli   อยางไรก็ตาม Tapia et al. (2002)
พบวาอับเรณทูี่เพาะเลี้ยงบนอาหารที่เติม 2,4-D จะมีการตอบสนองตอการเพาะเลี้ยงไดมากหรือ
นอยข้ึนอยูกับจีโนไทปของตนขาวที่ใชเปนแหลงเรณ ูนอกจากนี ้Cornejo-martin and Primo-Millo 
(1981) พบวาการเติม 2,4-D ลงในอาหารเพาะเลี้ยงอับเรณูมักมีผลยับยัง้การพัฒนาของยอดหรือราก 
สอดคลองกับการทดลองในครั้งนี้ซ่ึงปรากฏวาไมพบการเกิด one-step plantlet formation ของ
แคลลัสที่เกิดจากอับเรณูที่เพาะเลี้ยงบนอาหารที่เติม 2,4-D   การตอบสนองของไมโครสปอรที่
เพาะเลี้ยงในสภาพปลอดเชื้อตอชนิดของสารควบคุมการเจริญเติบโตนอกจากขึ้นอยูกบัปฏิสัมพันธ 
(interaction) ระหวางชนดิของสารควบคุมการเจริญที่ใชแลว ยังพบปฏิสัมพันธระหวางชนิดของ
น้ําตาลที่ใชกับชนิดของสารควบคุมการเจรญิในการชักนาํใหเกิดแคลลสัอีกดวย  โดยพบวาการใช 
NAA รวมกับ 2,4-D จะสงผลในทางบวกตอการเกดิแคลลัสเมื่อใชน้ําตาลมอลโตสเปนแหลงธาตุ
อาหารคารบอน    (Lentini, 1995; Tapia et al. , 2002) 
 
   3.3   ผลการชักนําใหแคลลัสเกิดการพัฒนาไปเปนตนที่สมบูรณ   
 

เมื่อนําแคลลัสที่ไดจากการทดลองที่ 3.1 และ 3.2 ไปเพาะเลี้ยงบนอาหารสูตรตางๆ  เพื่อชัก
นําใหเกิดตน พบวาสามารถจําแนกแคลลัสโดยพิจารณาจากการเจริญของแคลลัสภายหลังการเพาะ 
เล้ียงออกเปนกลุมๆ ได โดยแคลลัสกลุมหนึ่งจะเกดิการเปลี่ยนแปลงเปนสีน้ําตาล (browning)  และ
คอยๆ ตายไปภายใน 5-15 วัน     ในขณะที่แคลลัสอีกกลุมหนึ่งจะแบงตัวและขยายขนาดใหญขึน้  
แคลลัสในกลุมนี้สวนหนึ่งจะเกดิการเปลี่ยนแปลงลักษณะโดยอาจมีการพัฒนาในรูปแบบตางๆ 
ไดแก การเกดิรากหรือยอด เกิดจุดเขยีว และการพัฒนาเปนตนที่สมบูรณซ่ึงมีทั้งตนที่มีสีเขียวและ
ตนเผือก (ภาพที่ 7)      ทั้งนี้แคลลัสที่เกิดรากเพียงอยางเดยีวไมสามารถพัฒนาไปเปนตนที่สมบูรณ  
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    ภาพที7่   ลักษณะของแคลลัสที่ไดจากการเพาะเลีย้งอับเรณูของขาวลูกผสมกลับ BC1F1  

                                ที่มีการเปลี่ยนแปลงไปเปนยอดหรือตน 
      A, C:  แคลลัสที่เร่ิมมีการพัฒนาเปนยอดและตนสีเขยีว 
      B, D:  แคลลัสที่เร่ิมมีการพัฒนาเปนยอดและตนเผือก 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

A B

C D 
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ไดเลยเชนเดยีวกับแคลลัสที่เกิดจุดเขียวซ่ึงสวนใหญไมสามารถพัฒนาไปเปนตนได เนื่องจากมกั
เกิดอาการฉ่ําน้ําและตายไปในลักษณะเดยีวกับแคลลัสที่มีจุดเขียวซ่ึงพบในการทดลองที่ 3.1    

 
จากผลการทดลองพบวาแคลลัสที่ผานการเพาะเลี้ยงในอาหารสูตรชักนําแคลลัสตางชนิด

กันมีเปอรเซ็นตการเปลี่ยนแปลงของแคลลัสไมเทากัน(ตารางที่10) โดยแคลลัสที่ผานการเพาะเลี้ยง
ในอาหารที่ไมเติม 2,4-D (สูตร M) มีเปอรเซ็นตการเปลี่ยนแปลงของแคลลัสและเปอรเซ็นตการเกิด
ตนสีเขียวอยูระหวาง 10.72-40.16 เปอรเซ็นตและ 0.00-1.29 เปอรเซ็นตตามลําดับ       สวนแคลลัส
ที่ผานการเพาะเลี้ยงในอาหารที่เติม 2,4-D ( สูตร MM2)  มีเปอรเซ็นตการเปลี่ยนแปลงของแคลลัส
อยูระหวาง 3.26-12.12 เปอรเซ็นต  โดยมีเปอรเซ็นตการเกิดตนสีเขยีว 0.00-1.09 เปอรเซ็นต   

 
แคลลัสที่ผานการเพาะเลีย้งบนอาหารชักนําใหเกิดแคลลัสสูตร M มีเปอรเซ็นตการเปลี่ยน 

แปลงของแคลลัสสูงที่สุด (40.06 เปอรเซ็นต) และสามารถชักนําใหเกิดตนสีเขียวที่สมบูรณได 1.29
เปอรเซ็นตบนอาหารชักนําใหเกิดตนสูตร MR1  สวนการเพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร SR1, SR2 และ 
SR3 ซ่ึงเติมไคเนติน 1  2 และ 3 มิลลิกรัมตอลิตร   พบวาเปอรเซน็ตการเปลี่ยนแปลงของแคลลัส
เพิ่มขึ้นเมื่อปริมาณ kinetin สูงขึ้น (10.72, 15.45 และ 32.22 เปอรเซ็นตตามลําดับ) โดยสูตร SR2 
สามารถชักนําใหเกิดตนสีเขยีวที่สมบูรณไดสูงสุด 0.81 เปอรเซ็นต     สําหรับการเพาะเลี้ยงแคลลสั
ที่ไดจากอาหารสูตร MM2 มีเปอรเซ็นตการเปลี่ยนแปลงของแคลลัสสูงที่สุด 12.12 เปอรเซ็นตเมื่อ
เพาะเลี้ยงในอาหารสูตรชักนาํใหเกิดตน SR2  และสามารถชักนําใหเกดิตนสีเขียวทีส่มบูรณได 1.09 
เปอรเซ็นตในอาหารสูตร MR1   เมื่อส้ินสุดการทดลองนีพ้บวาไดตนสีเขียวรวมทั้งสิน้ 4 ตน   โดย
เปนตนสีเขียวที่พัฒนาจากแคลลัสที่เล้ียงในอาหารสูตร MR1   2  ตนและจากสูตร SR1  และ  SR2  
อยางละ 1 ตน  แตตายไประหวางเพาะเลีย้ง 1 ตนจึงเหลือตนขาวที่สมบูรณรวม 3 ตน 

 
เมื่อนําตนขาวที่ไดจากการเพาะเลี้ยงอับเรณูทั้งจากการทดลองที่ 3.1 และ 3.3 รวม  6 ตน

ออกปลูกในกระถางและเพาะเลี้ยงภายในโรงเรือน  พบวามีตนขาวทีส่ามารถติดเมล็ดได  2 ตนคิด
เปน 33.33 เปอรเซ็นต  โดยเปนตนขาวทีไ่ดจากการทดลอง 3.1 จํานวน 1 ตน (DH-1)  และตนขาวที่
ไดจากการทดลองที่ 3.3 อีก 1 ตน  (DH-2)    

 
จากผลการทดลองพบวาแคลลัสที่ผานการเพาะเลี้ยงในอาหารสูตรชักนําแคลลัสที่ตางกันมี

เปอรเซ็นตการเปลี่ยนแปลงของแคลลัสไมเทากันนัน้    ช้ีใหเห็นวาอิทธิพลของอาหารสูตรชักนํา
แคลลัสมีผลตอการเปลี่ยนแปลงของแคลลัสที่เพาะเลี้ยงในอาหารสูตรชักนําใหเกดิตน    สอดคลอง
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ตารางที่10    เปอรเซ็นตการเปลี่ยนแปลงของแคลลัสที่ไดจากการเพาะเลี้ยงอับเรณูของขาวลูกผสมกลับ BC1F1 บนอาหารสูตรชักนําใหเกดิตน 
                     สูตรตางๆ 

 
แคลลัสที่มีการเปลี่ยนแปลง สูตรชัก

นํา
แคลลัส 

สูตรชัก
นําตน 

จํานวน
แคลลัส 

ที่เพาะเลี้ยง 

แคลลัส 
ที่ 

เกิด browning 
(%) 

แคลลัส ที่มี
การขยาย
ขนาด 
(%) 

เกิดตน (%) 
 

ตนเขียว      ตนเผือก        รวม         

เกิดราก 
 

(%) 

เกิดจดุเขียว 
 

(%) 

  รวม 
 
    (%) 

M SR1 
SR2 
SR3 
MR1 

140 
123 
180 
77 

14.29 
18.71 
10.0 
9.09 

74.29 
65.85 
58.33 
12.89 

  0.71             4.29       
  0.81             1.63       
  0.00           13.89       
  1.29           12.99       

5 
2.44 
13.89 
14.24 

4.29 
13.01 
17.22 
12.89 

1.43 
0.00 
1.11 
12.89 

10.72 
15.45 
32.22 
40.06 

MM2 SR1 
SR2 
SR3 
MR1 

15 
82 
93 
92 

13.33 
2.44 
0.00 
4.34 

80 
96.34 
92.47 
92.39 

  0.00            0.00        
  0.00          12.12        
  0.00            4.30        
  1.09            0.00        

0.00 
12.12 
4.30 
1.09 

0.00 
0.00 
2.15 
2.17 

6.67 
0.00 
1.08 
0.00 

6.67 
12.12 
7.53 
3.26 
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ตารางที่ 10  (ตอ)  เปอรเซ็นตการเปลี่ยนแปลงของแคลลัสที่ไดจากการเพาะเลี้ยงอับเรณูของขาวบน 
                             อาหารสูตรชักนําใหเกิดตนสูตรตางๆ  
 หมายเหต ุ
  M                        =  N6  +  NAA  2  มิลลิกรัมตอลิตร  +  kinetin  1  มิลลิกรัมตอลิตร + casein   hydrolysate    
                                 500 มิลลิกรัมตอลิตร  +  maltose 40, 50 และ60 กรัมตอลิตร +  agar  7 กรัมตอลิตร  
                                 (pH 5.8) 
  MM2                  =  N6  +  NAA  2  มิลลิกรัมตอลิตร  + 2,4-D   2  มิลลิกรัมตอลิตร +  kinetin  1  มิลลิกรัม  
                                 ตอลิตร + casein hydrolysate  500 มิลลิกรัมตอลิตร  +  maltose 50 กรัมตอลิตร  
                                 +  agar  7 กรัมตอลิตร (pH 5.8) 
 SR1, SR2, SR3   =  MS  + kinetin  1, 2,3  มิลลิกรัมตอลิตร+ L-proline  1  กรัมตอลิตร    
                                 + casein  hydrolysate 300 มิลลิกรัมตอลิตร  +   น้ํามะพราว 15% + sucrose  30 กรัม 
                                 ตอลิตร +  ไฟทาเจล  2.5 กรัมตอลิตร (pH 5.8) 
  MR1                  =   MS  + BAP  2  กรัมตอลิตร +  NAA 0.2 มิลลิกรัมตอลิตร+ casein    hydrolysate 
                                 300 มิลลิกรัมตอลิตร  +   น้ํามะพราว 15% + sucrose  30 กรัมตอลิตร 
                                 +  ไฟทาเจล  2.5 กรัมตอลิตร (pH 5.8) 
 
กับรายงานของ รัตนดา (2538), Huang et al. (1986),  Rout and Sarma (1991) และ Wei and Hong 
(1991)  ซ่ึงพบวาแคลลัสจากอาหารที่เติม 2,4-D มีการพัฒนาเปนสวนตางๆ รวมทั้งเปนตนที่สมบูรณ
ไดนอยกวาแคลลัสที่ไดจากอาหารที่เติม NAA และ kinetin  ทั้งในขั้นตอนการชกันําใหเกดิแคลลัส
และการชักนําใหเกิดตน      เชนเดยีวกับการเพาะเลี้ยงอับเรณูของขาวพันธุ Bahia, Balilla x Sollana 
และพันธุ Sequail ในอาหารที่เติม 2,4-D เปรียบเทียบอาหารที่เติม NAA โดย Cornejo-Martin and 
Primo-Millo (1981) ปรากฏวา 2,4-D มีผลยับยั้งการเกดิยอดและรากของแคลลัส      แตจะมีผล
สงเสริมการแบงตัวและขยายขนาดของแคลลัส (callus proliferation)    ซ่ึงผลดังกลาวพบไดในการ
ทดลองนี้เชนกัน โดยจะเห็นวาแคลลัสที่ไดจากการเพาะเลี้ยงในอาหารสูตร MM2 มีเปอรเซ็นต
แคลลัสที่มีการแบงตัวและขยายขนาดเพยีงอยางเดยีวคอนขางสูง (80.00-96.34 เปอรเซ็นต) เมื่อ
เปรียบเทียบกบัแคลลัสที่ไดจากสูตร M จากรายงานผลการทดลองในครั้งนี้จึงอาจสรุปในเบื้องตนได
วาการที่แคลลสั ที่ไดจากการเพาะเลี้ยงในอาหารสูตร MM2  มีการพัฒนาเปนตนในอาหารสูตรชักนํา
ตนไดนอยกวาแคลลัสที่ไดจากสูตร M2 นาจะมีสาเหตมุาจากชนดิของสารควบคุมการเจริญเติบโตที่
เติมลงในอาหารสูตรชักนําแคลลัสเอง  นอกจากนีย้ังอาจมีผลจากปฏิสัมพันธระหวางสารควบคุมการ
เจริญเติบโตในอาหารสูตรชักนําแคลลัส และสารควบคุมการเจริญเตบิโตที่เติมลงในอาหารสูตรชักนํา
ใหเกิดตนดวย 
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เมื่อเปรียบเทียบการเปลี่ยนแปลงภายในกลุมของแคลลัสที่ไดจากการเพาะเลี้ยงบนอาหารที่
เติม NAA  (สูตร M)  หลังจากนําไปเพาะเลี้ยงบนอาหารสูตรชักนําใหเกิดตนสูตรตางๆ  และพบวา
การใช BAP 2 มิลลิกรัมตอลิตรรวมกับ NAA 0.2 มิลลิกรัมตอลิตร ( สูตร MR1) สามารถชักนําใหเกดิ
การพัฒนาของแคลลัสไดมากกวาอาหารที่เติม kinetin 1, 2 และ 3 มิลลิกรัมตอลิตรเพียงอยางเดยีว 
(สูตร SR1, SR2 และ SR3 ตามลําดับ)       และสอดคลองกับผลการเพาะเลี้ยงอับเรณูของขาวพนัธุ
ตางๆ ซ่ึงชี้ใหเห็นวาการใชสารควบคุมการเจริญเติบโตในกลุมออกซินรวมกับไซโตไคนินในปริมาณ
ที่เหมาะสมสามารถชักนําใหแคลลัสเกิดการพัฒนาเปนตนไดดกีวาการเติมสารควบคุมการเจริญเตบิ 
โตเพียงชนดิเดียว (Croughan and Chen, 1991; Burikam et al., 1996; Bishnoi, 2000)     เชนเดยีวกับ
การทดลองของ Chen (1977) และ Huang et al. (1986)  ซ่ึงพบวาเมื่อนําแคลลัสที่ไดจากการเพาะเลีย้ง
อับเรณูของขาวไปเลี้ยงบนอาหารสูตรชักนาํใหเกิดตนทีเ่ติม kinetin 4 มิลลิกรัมตอลิตรรวมกับ NAA 
1-2 มิลลิกรัมตอลิตรสามารถชักนําใหเกดิตนไดตั้งแต  74-78 เปอรเซ็นต     

 
นอกจากการเติม kinetin เพียงชนดิเดยีวลงในอาหารสูตรชักนําตนซึง่มีผลใหแคลลัสมีการ

เปลี่ยนแปลงไปเปนตนไดนอยแลว     เหตุผลอีกประการหนึ่งที่ทําใหเปอรเซ็นตการเปลี่ยนแปลงของ
แคลลัสที่เพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร SR1, SR2 และ SR3 มีคานอยกวาการเลีย้งบนสูตร MR1 อาจ
เนื่องมาจากการเติม  L-proline ลงในอาหารสูตรชักนําใหเกิดตน SR1, SR2 และ SR3   เนื่องจาก   
Jain et al. (1996a)  พบวาการเพาะเลี้ยงโปรโทพลาสตของขาวพันธุตางๆ บนอาหารสูตรชักนําใหเกิด
ตนที่เติม   L-proline  มีผลยับยั้งการพัฒนาไปเปนยอดของแคลลัส   ซ่ึงไมสอดคลองกับการทดลอง
ของ ลาวัลย (2543) ที่รายงานวาแคลลัสที่ไดจากการเพาะเลี้ยงเมล็ดแกของ ขาวพันธุขาวดอกมะลิ 105 
สามารถพัฒนาไปเปนตนทีส่มบูรณไดมากกวา  60 เปอรเซ็นตบนอาหารสูตรชักนําตนที่เติม  L-
proline 1 มิลลิกรัมตอลิตร    และการทดลองของ Cho and Zapata (1988) และ Zapata et al. (1991a) 
ซ่ึงพบวาการเติม L-proline มีผลสงเสริมการแบงเซลลเพื่อเพิ่มจํานวนแคลลัสและการพัฒนาเปนตน
ของแคลลัสที่ไดจากการเพาะเลี้ยงอับเรณแูละไมโครสปอรของขาวจาปอนิกาพันธุ  Taipei 309 แต
ตนที่เกิดขึน้สวนใหญเปนตนเผือก 
 

ในการทดลองครั้งนี้พบวามตีนเผือกเกดิขึน้มากกวาตนสีเขียวทั้งในขัน้ตอนการเพาะเลี้ยงอับ
เรณูเพื่อชักนําใหเกิดแคลลัส (ตารางที่8) และในขั้นตอนการชักนําใหเกิดตนในการทดลองที่ 3.3 
(ตารางที่ 11) ซ่ึงอาจมีสาเหตุมาจากการเตมิน้ําตาลความเขมขนสูงกวาปกติ (40,  50  และ 60 กรัมตอ
ลิตร) ลงในอาหารที่ใชเพาะเลี้ยงสูตรชักนาํแคลลัส รวมท้ังการใชมอลโตสเปนแหลงธาตุอาหารคาร-
บอน  ดังที่ Chen  (1978) ไดรายงานผลการศึกษาอิทธิพลของความเขมขนของน้ําตาลในอาหารสูตร
ชักนําแคลลัสที่ไดจากการเพาะเลี้ยงอับเรณูของขาวจาปอนิกาพันธุ Tainan 5 ในอาหารที่เติมน้ําตาล
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ซูโครสความเขมขน 3, 6 และ 9 เปอรเซ็นต  และพบวาจํานวนตนเผอืกเพิ่มขึ้นเมื่อความเขมขนของ
น้ําตาลสูงขึ้น     เชนเดียวกบัการทดลองของ Bishoi et al.(2000a) ซ่ึงพบวาการเพาะเลี้ยงอับเรณขูอง
ขาวลูกผสมระหวางพนัธุขาวในกลุมอินดิกากับขาวพนัธุ Basmati ในอาหารที่เติมน้ําตาลมอลโตส 50 
กรัมตอลิตรนั้นแมจะมีผลใหเปอรเซ็นตการเกิดแคลลัสสูงขึ้น แตแคลลัสที่ไดมีการพัฒนาเปนตน
เผือกสูงถึง 45 เปอรเซ็นต        

 
การเกิดตนเผือกนอกจากจะมสีาเหตุจากความเขมขนของน้าํตาลที่เติมลงในอาหารเพาะเลี้ยง

ดังกลาวขางตนแลวยังอาจมผีลมาจากพันธุกรรมของพันธุขาวเองอีกดวย โดยพบวาการพัฒนาไปเปน
ตนเผือกในการเพาะเลี้ยงอับเรณูของขาวถูกควบคุมโดยกลุมยีน QTLs ที่มีตําแหนงอยูบนโครโมโซม
แทงที่ 9 และ10 โครโมโซมละ 1 ตําแหนงซึ่งควบคุมลักษณะการพัฒนาเปนตนเผือก และความถี่ของ
การเกิดลักษณะตนเผือก ตามลําดับ (He et al., 1998; Yamagishi, 2002; Sugimito and Takeoka, 
1998) ในการเพาะเลี้ยงอับเรณูของขาวจะพบการเกิดลักษณะเผือกไดตัง้แต 5 ถึง 100 เปอรเซ็นต
ขึ้นอยูกับพนัธุขาว   (Wei and Hong, 1991; Bhojwani et al., 2001)    โดยพบวาการเกิดลักษณะเผือก
ในขาวกลุมอินดิกาและจาปอนิกามีอัตราการเกิดไมเทากนัดังนี้  indica > indica/japonica hybrids > 
japonica  ตามลําดับ (Nizeki, 1997) ตนขาวที่มีลักษณะเผือกมักมีปริมาณคลอโรฟลลต่ํา  มีความ
ผิดปกติของ proplastids  ไมมีการสราง grana ขึ้นภายใน stroma   ไมพบ  16S และ 23S rRNA 
ในขณะที่ยังคงพบ 18S และ 25S rRNA ไดตามปกติ  และมีการขาดหายไปของชิน้ดีเอ็นเอในจโีนม
ของพลาสติด ซ่ึงอาจเกิดขึ้นไดเนื่องจากความผิดปกติของกระบวนการพัฒนาของไมโครสปอรเอง 
หรือเกิดจากความไมเหมาะสมของระยะเวลาและสภาวะในการเพาะเลี้ยงแคลลัส    เมื่อสังเกต
ลักษณะของแคลลัสที่จะพัฒนาไปเปนตนเผือกจะพบวามักเปนแคลลสัที่เกาะกนัอยางหลวมๆ ประ 
กอบดวยเซลลที่มีลักษณะคอนขางเหี่ยวยน ในขณะที่แคลลัสที่จะพัฒนาไปเปนตนสีเขียวจะประกอบ 
ดวยเซลลที่มีลักษณะกลมและเตง   (Wang et al., 1978; Zhou, 1996) 

 
นอกจากสาเหตุดังกลาวแลวการเกิดตนเผือกในการเพาะเลี้ยงอับเรณูของขาวพันธุหนึง่ๆ มี

สาเหตุจากปจจัยประการอื่นๆ ไดอีก เชน   ระยะการพัฒนาของเรณูที่นํามาเพาะเลี้ยงโดยมกัพบวา    
การเกิดตนเผือกจะมีอัตราสูงถาเรณูที่นํามาเพาะเลี้ยงอยูในระยะ binucleate stage  (Wang et al., 1978; 
Zhou, 1996)   อุณหภูมิที่ใชทั้งในการปลูกตนขาวที่เปนแหลงเรณูและการเตรียมชอดอกกอนการเพาะ 
เล้ียง อุณหภมูิที่ใชในการเพาะเลี้ยง สภาพแวดลอมในการเพาะเลี้ยง อายุของแคลลัสที่เพาะเลี้ยง 
ตลอดจนชนิดของสารควบคุมการเจริญเตบิโตที่เติมลงในอาหารเพาะเลี้ยง เปนตน (Wang et al., 
1978; Cornejo-Martin and Primo-Millo,1981; Ching, 1982; Wei and Hong, 1991; Nizeki, 1997; 
Shivanna, 2003)       Roy and Mandal (2005) รายงานผลของสารควบคุมการเจริญเตบิโตวาแคลลัสที่
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ไดจากการเพาะเลี้ยงอับเรณขูองขาวหอมพันธุ Pusa Basmati, Taraori Basmati และพันธุ Karnal local 
95  บนอาหารสูตรชักนําแคลลัสที่เติม NAA  0.5-3 มิลลิกรัมตอลิตรสวนใหญพัฒนาเปนตนเผือก      

 
จากผลการทดลองซึ่งพบวาตนขาวที่นําออกปลูกซึ่งยังไมผานขั้นตอนการชักนําใหเกดิการ

เพิ่มจํานวนโครโมโซมดวยสารโคลชิซินสามารถติดเมล็ดได 2 ตน (DH-1, DH-2) นั้น อธิบายไดวา
นาจะเปนผลมาจากการเพิม่จาํนวนโครโมโซมโดยธรรมชาติ (spontaneous chromosome doubling) 
เนื่องจากโดยทั่วไปแลวตนที่ไดจากการเพาะเลี้ยงอับเรณูจะมีจํานวนโครโมโซมเพียงครึ่งหนึ่งของ
จํานวนโครโมโซมที่พบในเซลลรางกาย (somatic cells) ของตนที่ใชเปนแหลงเรณ ู และมกัมีความ
เปนหมัน (sterility)    Ching (1982) และ Mercy and Zapata (1986) รายงานวาโอกาสการเกดิตน
ดับเบิลแฮพลอยดจากการเพาะเลี้ยงอับเรณขูองขาวมีมากกวา 50 เปอรเซ็นต  โดยพบวาการเพิ่ม
จํานวนโครโมโซมดังกลาวสามารถเกิดขึ้นไดระหวางขั้นตอนตางๆ ของการเพาะเลีย้ง  เชน ระยะการ
ชักนําใหเกดิแคลลัส  ระยะการเกิด re-differentiation และ embryogenesis ของแคลลัส  นอกจากนีย้ัง
สามารถเกิดขึ้นไดในหนอของขาวอีกดวย (Bishoi et al., 2000)   กลไกการเพิ่มจํานวนโครโมโซมใน
ธรรมชาติในระหวางการเพาะเลี้ยงอับเรณอูาจเกิดขึน้จากกระบวนการตางๆ ตอไปนี้  ไดแก  
endomitosis, endoreduplication, nuclear fusion และการเกิด unreduced microspores เปนตน    ทั้งนี้
พบวาอัตราการเกิดเหตุการณตางๆ ดังกลาวนี้ไดรับอทิธิพลจากปจจัยหลายประการ เชน จีโนไทป 
อุณหภูมิที่ใชในการเตรียมชอดอกกอนการเพาะเลี้ยง และสภาพแวดลอมในการเพาะเลี้ยง เปนตน 
(Sopory and Munshi, 1996; Testillano et al., 2004)     Marassi et al. (1993)  ศึกษาวิธีการชักนําให
เกิดการเพิ่มจํานวนโครโมโซมในขาวแบบขั้นตอนเดยีว และเสนอวาการเพาะเลีย้งแคลลัสในที่มืด
แลวจึงนําไปชกันําใหเกดิตนในสภาพมแีสงโดยไมตองเปลี่ยนอาหารใหมจะสามารถเพิ่มเปอรเซ็นต
การเกิดตนดับเบิลแฮพลอยดได    จากการทดลองของ Filloux et al. (1995) ช้ีใหเห็นผลของอุณหภมูิ
ที่ใชในการเตรียมชอดอกกอนการเพาะเลี้ยงตอการเพิ่มจํานวนโครโมโซมโดยธรรมชาติ โดยพบวา
การนําชอดอกไปเก็บไวที่อุณหภูมิ 8-10  องศาเซลเซียสเปนเวลา 8-10 วันสามารถเพิม่เปอรเซ็นตการ
เกิดตนดับเบิลแฮพลอยดได 

 
 ในการทดลองครั้งนี้พบวามตีนดับเบิลแฮพลอยดเกดิขึ้น 33.33 เปอรเซ็นตสอดคลองกับการ
ทดลองของจันทรวิภา (2547) ที่เพาะเลีย้งอับเรณูของขาวลูกผสมชั่วที่ 2 ของขาวขาวดอกมะลิ105 
กับขาวพนัธุชัยนาท1 และไดตนดับเบิลแฮพลอยด 33.33 เปอรเซ็นต   เปอรเซ็นตการเกิดตนดับเบลิแฮ
พลอยดในการทดลองนี้มีคาสูงกวาการเพาะเลี้ยงอับเรณขูองขาวลูกผสมชั่วที่ 1 (Lemont/KDML105)
โดยรัตนดา (2538)  ซ่ึงพบการเกิดตนดับเบิลแฮพลอยด 25 เปอรเซ็นต     อยางไรก็ตามเปอรเซ็นตการ 
เกิดตนดับเบิลแฮพลอยดในการทดลองครั้งนี้ก็ยังมีคานอยเมื่อเปรียบเทยีบกับการทดลองของ ประภา 
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และคณะ (2537)  ภัทรพร (2540) และยี่โถ (2540)  ที่เพาะเลี้ยงเรณูของขาวลูกผสมระหวางพันธุขาว
ขาวดอกมะลิ 105 กับขาวอนิดิกาพนัธุตางๆ และพบวามีเปอรเซ็นตการเกิดตนดับเบิลแฮพลอยด เปน 
36.7, 86.1และ 75  เปอรเซ็นตตามลําดับ    ซ่ึงอาจเปนเพราะในการทดลองครั้งนี้ใชอุณหภูมิ 12 องศา
เซลเซียสในการเตรียมชอดอกกอนการเพาะเลี้ยงนาน 8-10 วัน   ในขณะทีย่ี่โถ (2540) เตรียมชอดอก
ของขาวลูกผสมระหวางพันธุขาวดอกมะล ิ 105 กับพันธุ CT9993-5-10-1-M ที่อุณหภูมิ 10 องศา
เซลเซียสนาน 7-10 วันและพบวาเกิดตนดบัเบิลแฮพลอยดไดถึง 75 เปอรเซ็นต   นอกจากนีใ้นขัน้ 
ตอนการยายแคลลัสไปเลี้ยงบนอาหารสูตรชักนําตนในการทดลองนี ้ บางครั้งไดนําแคลลัสที่มีขนาด
ใหญกวา 2 มิลลิเมตรไปเลี้ยงเนื่องจากพบวาถานําแคลลัสขนาดประมาณ 2 มิลลิเมตรไปเพาะเลี้ยง
แลวแคลลัสสวนใหญจะตายไปจึงตองใชแคลลัสขนาดใหญขึ้น       ซ่ึง Yoshida (1995) รายงานวาตน
ที่พัฒนาจากแคลลัสที่มีขนาดใหญกวา  2 มิลลิเมตรมักเปนตนแฮพลอยด    จากผลการทดลองและ
รายงานดังกลาวชี้ใหเหน็วานอกจากความแตกตางของจีโนไทป ชนดิของอาหารที่ใช และสภาพ 
แวดลอมในการเพาะเลี้ยงแลว อาจเปนไปไดวาอณุหภูมทิี่ใชในการเตรียมชอดอกและขนาดของแคล-
ลัสที่ยายไปเพาะเลี้ยงในสูตรชักนําตนทีไ่มเหมาะสม จึงทาํใหเปอรเซ็นตการเกิดตนดบัเบิลแฮพลอยด
ในการทดลองครั้งนี้มีคานอยเมื่อเปรียบเทียบกับรายงานการทดลองดังกลาวแลว     
  

เมื่อพิจารณาผลการเพาะเลี้ยงอับเรณูของตนขาวลูกผสมกลับ BC1F1 (KDML105//IRBB5 
/KDML105) จากการทดลองที่ 3.1, 3.2 และ 3.3 ซ่ึงพบวามีเปอรเซ็นตการเกิดแคลลัส (3.33-6.11 
เปอรเซ็นต) การพัฒนาไปเปนตนของแคลลัส (0.71-1.29 เปอรเซ็นต) และเปอรเซน็ตตนดับเบิลแฮ-
พลอยด (33.33 เปอรเซ็นต) คอนขางนอยนั้นอาจมีสาเหตุจากจีโนไทปของพันธุขาวเอง   เนื่องจาก
พันธุขาวดอกมะลิ 105 เปนพันธุขาวที่มกีารตอบสนองตอการเพาะเลี้ยงอับเรณูไดคอนขางต่ํา  ประ-
กอบกับพันธุขาว IR24 ซ่ึงเปนพันธุรับในการสรางสายพันธุ IRBB5 ที่ใชเปนแหลงของยีนตานทาน
ในการทดลองครั้งนี้ก็ถูกจําแนกใหเปน recalcitrant variety ซ่ึงมีการตอบสนองตอการเพาะเลี้ยง
เนื้อเยื่อไดต่ําเชนกัน (Chowdhury and Mandal, 2001; Ogawa, 2003)  จึงเปนไปไดวาสาเหตุจาก
พันธุกรรมของพันธุขาวเองนาจะเปนปจจยัสําคัญตอความสําเร็จของการทดลองครั้งนี้   นอกจากนี้
องคประกอบของอาหารที่ใชอาจยังไมเหมาะสมกับจีโนไทปของพันธุขาวที่ใชในการทดลอง  ในการ
ทดลองนี้ยังพบปญหาการเปลี่ยนเปนสีน้ําตาลของแคลลัส (callus browning) และปญหาการฉ่ําน้ํา
ของแคลลัสอีกดวยซ่ึงทําใหจํานวนแคลลัสที่จะพัฒนาเปนตนมีนอยลงไปอีก     มีรายงานจํานวนมาก
ที่แสดงใหเหน็แนวโนมของวิธีการในการที่จะเพิ่มอัตราการพัฒนาเปนตนที่สมบูรณของแคลลัส  เชน  
การปรับสัดสวนของ polyamine โดยการเติมสาร putrescine 10 มิลลิกรัมตอลิตรลงในอาหารเพื่อ
ชะลอการเปลี่ยนเปนสีนาํตาลของแคลลัส (ยี่โถ, 2540)   การดึงน้ําออกจากแคลลัสกอนนําไปชกันํา
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ใหเกิดตนเพื่อลดอาการฉ่ําน้ํา  (Jain et al., 1996b)  การปรับความเขมขนของธาตุอาหารบางชนิดใน
อาหารเพาะเลีย้งตลอดจนการปรับสภาวะในการเพาะเลี้ยง   (Shoeb et al, 2001) เปนตน  

 
3.3 ผลการคัดเลือกตนขาวทีไ่ดจากการเพาะเลี้ยงอับเรณูที่มยีีนตานทาน xa5 ดวย 

เครื่องหมายดีเอ็นเอ 
 
       เมื่อนําดีเอน็เอจากตนขาวที่ไดจากการเพาะเลี้ยงอับเรณูทั้ง  6  ตนมาวิเคราะหเพื่อคัดเลือก
ตนที่มียีนตานทาน xa5 ดวยเครื่องหมายดีเอ็นเอชนดิ PCR-based marker โดยใช RG556 เปนไพร-
เมอรเชนเดยีวกับการคัดเลือกตนตานทานในรุน BC1F1 และ BC1F2 พบวาไมมีตนใดปรากฏแถบดีเอ็น
เอเชนเดยีวกับพันธุให (IRBB5)  แสดงวาตนขาวที่ไดจากการเพาะเลี้ยงอับเรณูทั้ง  6  ตนไมมียนีตาน 
ทานตอโรคขอบใบแหง (xa5) เลย (ภาพที ่8)  แมวาตนขาวดังกลาวจะเจริญมาจากอับเรณูของตนขาว
ลูกผสมกลับ BC1F1 ที่คัดเลือกแลววามียนีตานทานโรคกต็าม 
 
 เมื่อทดลองนําเมล็ด DH2 ของตนดับเบิลแฮพลอยดที่เกดิจากการเพิ่มจํานวนโครโมโซมโดย
ธรรมชาติ (DH-1) จํานวน 15 เมล็ดไปปลูกเพื่อทดสอบลักษณะตานทานโรคดวยวธีิปลูกเชื้อเชนเดียว 
กับการคัดเลือกในรุน BC1F2   พบวาตนขาวทั้งหมดแสดงลักษณะไมตานทานตอโรค โดยมีความไม
ตานทานระดบั HS   และมคีะแนนเฉลี่ยการทําลายของโรคอยูระหวาง 7.5-9    ทั้งนี้การแสดงลักษณะ
ไมตานทานตอโรคสอดคลองกับผลการคัดเลือกดวยเครือ่งหมายดเีอ็นเอดังกลาวขางตน 
 

การที่ตนขาวทีไ่ดจากการเพาะเลี้ยงอับเรณทูั้ง 6 ตนไมปรากฏยีนตานทานโรคเมื่อตรวจสอบ
ดวยเครื่องหมายดีเอ็นเอ RG556  ซ่ึงมีรายงานวามีตําแหนงใกลชิดกับยีนตานทาน  xa5  (Yoshimura, 
1995; Sanchez, 2000) นั้น เมื่อพิจารณาจากการทดลองของ  Sanchez et al. (2000) ซ่ึงพบวาความ
แมน ยําของเครื่องหมายดีเอน็เอซึ่งใช  RG556  เปนไพรเมอรในการคัดเลือกตนตานทานโรคมีคาสูง
ถึง 96 เปอรเซ็นต เมื่อเทยีบกบัจํานวนตัวอยางที่ใชในการทดลองนี้แลวเทากับวามีตนขาวที่ไดจากการ 
เพาะเลี้ยงอับเรณูที่มีโอกาสจะถูกคัดเลือกอยางผิดพลาดอันเนื่องมาจากการเกดิครอสซิงโอเวอรในตํา-
แหนงระหวางยีน  xa5  กับเครื่องหมายดีเอน็เอดังกลาวมนีอยกวา 1 ตน  ดังนั้นการไมปรากฏยีนตาน 
ทานในตนขาวทั้ง 6 ตนนาจะมีสาเหตุมาจากการกระจายตัวของยีนตานทาน xa5 ในขณะที่มกีารสราง
เรณูของตน BC1F1 ที่ทดสอบแลววามจีีโนไทปของยีนตานทานอยูในสภาพเฮเทอโรไซกัส ทั้งนี้อัตรา 
สวนของเรณทูี่มียีนตานทานตอเรณูที่ไมมียีนตานทานเทากับ 1:1 ดังนั้นตนขาวที่ไดจากการเพาะเลี้ยง
อับเรณูทั้ง  6  ตนจึงนาจะเจริญมาจากเรณทูี่ไมมียีนตานทานนั่นเอง 
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    ภาพที่ 8   แถบดีเอ็นเอที่ไดจากปฏิกิริยาลูกโซและนําไปตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ Hpy CH4 IV 
                    M= 1 kb plus DNA marker 
                    ตัวอยางที ่1-6 เปนดีเอ็นเอจากตนขาวทีไ่ดจากการเพาะเลี้ยงอับเรณูของลูกผสมกลับ   
                    BC1F1 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
   ภาพที9่  ลักษณะตนขาวดบัเบิลแฮพลอยดรุน DH2  ที่นําออกปลูกเปรียบเทียบกับพนัธุพอแม 
 
 

  IRBB5                     DH-2                         DH-1                    KDML105 
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74

3.4 ผลการคัดเลือกแบบ background selection ในตนขาวที่ไดจากการเพาะเลี้ยงอับเรณูโดย 
การวิเคราะหเอเอฟแอลพ ี 

 
        ผลการวิเคราะหลายพิมพเอเอฟแอลพีของตนขาวที่ไดจากการเพาะเลี้ยงอับเรณู

เพื่อคัด เลือกตนที่มีพันธุกรรมใกลเคียงกบัพันธุขาวดอกมะล1ิ05  พบวาพันธุกรรมของพันธุขาวดอก
มะลิ 105  มีคาการกระจายตวัอยูระหวาง 57.53-67.12 เปอรเซ็นต  (ตารางที่ 11)  โดยตนขาวดับเบลิ
แฮพลอยด DH-1 และ DH-2  มีเปอรเซ็นตพันธุกรรมของพันธุขาวดอกมะลิ 105 เทากับ 64.38 
เปอรเซ็นตทั้งสองตน  และเมื่อนําเมล็ดชั่วที่ 2 (DH2) ของตน DH-1 และ  DH-2 ออกปลูกในกระถาง
และศึกษาลักษณะทั่วไปบางประการเปรียบเทียบกับพนัธุขาวดอกมะล ิ105    พบวาตน DH-1 ที่ไดมี
ลักษณะตนเตีย้  ใบสีเขียวเขม  มีจํานวนเมล็ดตอรวงนอยกวาพันธุขาวดอกมะลิ 105 แตมีขนาดของ
เมล็ดใหญกวาเล็กนอย  สวนตน  DH-2  มีความสูงของตนและขนาดของรวงใกลเคียงกับพันธุขาว
ดอกมะลิ 105   แตกกอไดดี  (ภาพที ่9) 
 
ตารางที่ 11   การกระจายตัวของพันธุกรรมของพันธุรับ (ขาวดอกมะล1ิ05) ในตนขาวที่ไดจาก 
                     การเพาะเลีย้งอับเรณูของขาวลูกผสมกลับ BC1F1 

 
ตนที่ จํานวนแถบทีป่รากฏเฉพาะ

ในพันธุขาวดอกมะล1ิ05 
จํานวนแถบทีป่รากฏ
เฉพาะในสายพันธุ 

IRBB5 

เปอรเซ็นตพันธุกรรม
ของพันธุขาวดอกมะล ิ

(%) 
1 

2 (DH-2) 
3  

4 (DH-1) 
5 
6 

49 
47 
42 
47 
45 
43 

24 
26 
31 
26 
28 
30 

67.12 
64.38 
57.53 
64.38 
61.64 
58.90 

เฉลี่ย 62.33 
 
3.6 การชักนําใหเกิดการเพิ่มจํานวนชดุโครโมโซมดวยสารโคลชิซิน 
 
ภายหลังจากการทดลองนําหนอจํานวนหนึง่ของตนขาวทีไ่ดจากการเพาะเลี้ยงอับเรณอูอก

ปลูกในกระถางและพบวาสามารถติดเมล็ดไดเพยีง 2 ตนนั้น    จึงทดลองนําหนอขาวที่ไมสามารถติด
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เมล็ดไดซ่ึงเพาะเลี้ยงอยูในอาหารสูตรเพิ่มจาํนวนตน (ประดิษฐ และคณะ, 2536) มาชักนําใหเกดิการ
เพิ่มจํานวนชดุโครโมโซม   โดยการเพาะเลี้ยงในอาหารกึ่งแข็งที่เติมสารโคลชิซินความเขมขน 0.02 
เปอรเซ็นตเปนเวลา 3 วันและ 5 วันในสภาพมืด    พบวาหนอขาวที่ไดรับสารนาน  3 วันและ 5 วันมี
เปอรเซ็นตการรอดชีวิตเทากับ  81.9เปอรเซ็นตและ  53.39 เปอรเซ็นตตามลําดับ ดังตารางที่ 12 
 
ตารางที่ 12   อัตราการรอดชีวิตของหนอขาวแฮพลอยดทีไ่ดจากการเพาะเลี้ยงอับเรณขูองขาวลูกผสม 
                     กลับ BC1F1 ภายหลังไดรับสารโคลชิซินความเขมขน 0.02 เปอรเซ็นตเปนเวลา 3 วันและ  
                      5 วัน 
        

จํานวนวนัไดรับสาร 
(วัน) 

จํานวนหนอทีชั่กนํา 
(หนอ) 

หนอที่รอดชีวติ 
(%) 

หนอที่ตาย 
(%) 

3 
 
5 

150 
 

114 

81.9 
 

53.39 

18.1 
 

46.61 
 
 นําหนอขาวทีร่อดชีวิตและมีการเจริญของรากสมบูรณดีออกปลูกในกระถางในสภาพโรง- 
เรือน  โดยการปลูกครั้งที่ 1  นัน้อยูในชวงเดือนเมษายนซึ่งอยูในชวงนอกฤดูปลูกและออกดอกของ
ขาวพันธุขาวดอกมะลิ    จงึทดลองชักนําใหตนขาวออกดอกโดยการควบคุมใหตนขาวอยูในสภาพมืด
อยางต่ํา 13 ช่ัวโมงตอวันนาน 14-15 วัน  พบวาตนขาวที่นําออกปลูกสามารถออกดอกไดเพยีง 1-2 ชอ
และไมมีการตดิเมล็ดทําใหไมสามารถบันทึกขอมูลเกี่ยวกับการติดเมลด็ที่แนนอนได        ดังนั้นจึงนํา
หนอขาวที่ผานการเพาะเลี้ยงในอาหารที่เติมโคลชิซินออกปลูกอีกครั้งหนึ่งในชวงฤดูปลูกปกติ      แต    
เนื่องจากการขาดระบบการจดัการเกีย่วกับการปองกันสตัวที่เปนศัตรูของตนขาวที่มปีระสิทธิภาพ ทํา 
ใหผูวจิัยไมสามารถบันทึกผลการติดเมล็ดในเวลาที่กําหนดไดเนื่องจากตนขาวทั้งหมดถูกทําลายจาก
สัตวและแมลงที่เปนศัตรูของตนขาว   จากปญหาดังกลาวทําใหสามารถสรุปผลของสารโคลชิซินที่ทํา
ใหเกิดการตายและการรอดชวีิตของหนอขาวที่ไดรับสารนาน 3 วันและ5 วันเทานั้น  โดยไมสามารถ
สรุปผลของสารตอการชักนาํใหตนขาวเกดิการเพิ่มจํานวนโครโมโซมและการติดเมล็ดได 
  

ในการทดลองนี้พบวาเมื่อระยะเวลาในการไดรับสารยาวนานขึ้นมีผลใหมีจํานวนหนอที่รอด
ชีวิตนอยลง   สอดคลองกับผลการทดลองของ Wong (1989) ซ่ึงพบวาเมื่อแชหนอขาวในสารละลาย
โคลชิซินความเขมขน 0.3 และ 0.4 เปอรเซ็นตที่เติม DMSO 2 เปอรเซ็นตเปนเวลานานขึ้นจะมีผลทํา
ใหอัตราการรอดชีวิตมีคาลดลง แตเมื่อนําตนที่รอดชีวิตออกปลกูจะพบหนอทีม่ีการเพิ่มจํานวน
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โครโมโซมแบบทวีคูณไดมากขึ้น  เชนเดยีวกับ Gupta and Grill (1985) ที่รายงานวาเปอรเซ็นตการ
รอดชีวิตของตนกลาของ Chrysanthemum coronarium L. ที่ไดรับสารโคลชิซินมีแนวโนมลดลงเมือ่
เพิ่มเวลาในการใหสาร 
 
 Derman (1940) และ Morris (1983)    อธิบายวาสาเหตุที่ช้ินสวนของพืชตายไปภายหลังได 
รับสารโคลชิซิน อาจเปนเพราะเซลลที่ไดรับสารโคลชิซินความเขมขนสูงจะเกดิการเปลี่ยนแปลง
ความหนดืของไซโทพลาสซึมและกระบวนการเมทาบอลิซึมภายในเซลลซ่ึงมีผลใหเซลลตายไปในที่ 
สุด นอกจากนี้การไดรับสารเปนเวลานานจะทําใหมจีาํนวนเซลลที่ไดรับผลของสารมากขึ้นเพราะ 
ผานวัฏจักรการแบงเซลลหลายครั้ง จนเนือ้เยื่อบริเวณนัน้ไมสามารถทนตอความผดิปกติที่เกิดขึน้ได 
(Morais, 1991)   ในการทดลองครั้งนี้สังเกตพบวาบริเวณโคนหนอที่ไดรับสารโคลชินนาน 5 วันสวน
ใหญจะเปลี่ยนเปนสีน้ําตาลภายหลังนําหนอไปเลี้ยงบนอาหารสูตรเพิ่มจํานวนตน  จากนั้นบริเวณที่
เปนสีน้ําตาลจะขยายออกไปจนหนอเปลี่ยนเปนสีน้ําตาลทั้งหนอ  ทัง้นี้การตายของเซลลในเนื่อเยื่อ
บริเวณโคนหนอซ่ึงเปนสวนที่สัมผัสกับสารอาจทําใหการดูดซึมธาตุอาหารเขาสูลําตนเกิดขึน้ไดไมดี
สงผลใหเนื้อเยื่อในบริเวณอ่ืนไดรับธาตุอาหารนอยลงจนเนื้อเยื่อตายไปในที่สุดเนื่องจากพบวาหนอ 
ที่ตายไปนีจ้ะมีการยืดยาวของยอดขึ้นมาเพียงเล็กนอยหรือไมมีการยืดยาวขึ้นมาเลย จึงเปนไปไดวา
การตายของหนอนอกจากจะมีสาเหตุมาจากการตายของเซลลและการสะสมสารโคลชิซินโดยตรง
แลวยังอาจเปนผลจากความเสียหายทีเ่กิดจากการสะสมสารประกอบฟโนลิก (phenolic compound) 
ในเนื้อเยื่อบริเวณโคนหนออีกดวย  Morgan (1975) เสนอวาหากลดการสะสมของสารบริเวณเนื้อเยือ่
ที่เจริญเปนหนอใหมจะทําใหหนอใหมนัน้เจริญอยูได    มีรายงานการทดลองที่แสดงวาการลดอัตรา
การตายของหนอขาวที่ไดรับสารโคลชิซินสามารถทําไดโดยการปรับสภาพและวิธีการเพาะเลีย้งหนอ
ที่ไดรับสารเพื่อลดความเสียหายจากการไดรับสารซึ่งเรียกวา  post-colchicine treatment  (Taria, 
1991)   ดังตัวอยางการทดลองของ  Rose et al. (2000)   ที่พบวาเมื่อเพิม่ความถี่ของระยะเวลาในการ
เปลี่ยนอาหารใหกับขอของลูกผสมขามชนิด (Syringa vulgaris X S. pinnatifolia)   ซ่ึงไดรับสารโคล
ชิซิน 0.05 เปอรเซ็นตจะสามารถชวยใหขอเหลานี้รอดชีวิตไดมากขึ้น เชนเดยีวกับรายงานการทดลอง
ของ  Arzari and Darvey (2001)  ซ่ึงพบวาเมื่อนําหนอทีเ่ปนแฮพลอยดของ triticale  ที่แชในสารละ 
ลายโคลชิซินความเขมขน 0.06 เปอรเซ็นตที่เติม DMSO 5 เปอรเซ็นตและ Tween 20 ปริมาตร 0.3 
มิลลิลิตรนาน 5.5 ช่ัวโมง  ภายหลังลางดวยน้ําประปานาน  3 ช่ัวโมงจึงนําไปเลี้ยงในระบบ 
hydroponic  ปรากฏวาหนอทั้งหมดรอดชวีิตและสามารถติดเมล็ดไดถึง 98 เปอรเซ็นต   
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สรุป 
 

1. การคัดเลือกตนขาวลูกผสมกลับ BC1F1   ที่มียีนตานทานตอโรคขอบใบแหงดวยเครื่อง 
หมายดเีอ็นเอ RG556 พบแถบดีเอ็นเอขนาด 1600 คูเบสในพันธุขาวดอกมะล1ิ05 และพบแถบดเีอ็นเอ
ขนาด 1000 คูเบสและ 300 คูเบสในพันธุตานทานภายหลงัการตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ Hpy CH4 
IV  และสามารถคัดเลือกตนตานทานได 7  ตน  
 

2. การคัดเลือกตน BC1F2 ที่ตานทานโรคดวยวีธีปลูกเชื้อปรากฏตนที่มีระดับความตานทาน
สูง 1 ตนและระดับตานทาน 12 ตน และเมือ่ตรวจสอบดวยเครื่องหมายดีเอ็นเอ RG556 พบวาตน
ตานทานโรคทุกตนมีจีโนไทปในตําแหนงยีนตานทานอยูในสภาพโฮโมไซกัส     จากการศึกษาลาย-
พิมพเอเอฟแอลพีของตนตานทานโรคดวยไพรเมอร 15 คู พบวามีพันธุกรรมจากพนัธุขาวดอกมะลิอยู
ระหวาง 67.12-82.19 เปอรเซ็นต 
 

3. อับเรณูของตน BC1F1 ที่มียีนตานทานโรคซึ่งเพาะเลี้ยงในอาหารสูตรชักนําแคลลัสที่เติม
น้ําตาลมอลโตสมีเปอรเซ็นตการเกิดแคลลัสสูงกวาอาหารที่เติมน้ําตาลซูโครส สวนการเพาะเลี้ยงใน
อาหารที่เติมน้าํตาลชนิดเดยีวกันความเขมขน 40 หรือ 50 หรือ 60 กรัมตอลิตรมีเปอรเซ็นตการเกิด
แคลลัสไมแตกตางกันทางสถิติ   
 

4. การเพาะเลีย้งอับเรณูของตน BC1F1 ที่มียีนตานทานโรคเพื่อชักนําใหเกิดแคลลัสบนอาหาร
สูตร  N6  ที่เตมิ NAA 2 มิลลิกรัมตอลิตร 2,4-D 2 มิลลิกรัมตอลิตร kinetin  3  มิลลิกรัมตอลิตร   
casein  hydrolysate 500 มิลลิกรัมตอลิตร และน้ําตาลมอลโตส 50 กรัมตอลิตรมีเปอรเซ็นตการเกดิ
แคลลัสสูงที่สุด 10.19 เปอรเซ็นต 
  

5.  แคลลัสที่ไดจากการเพาะเลี้ยงอับเรณูบนอาหารชักนําใหเกิดแคลลัสสูตร  N6  ที่เตมิ NAA 
2 มิลลิกรัมตอลิตร kinetin  1  มิลลิกรัมตอลิตร   casein hydrolysate 500 มิลลิกรัมตอลิตร และน้ําตาล
มอลโตส 60 กรัมตอลิตร มีเปอรเซ็นตการพัฒนาเปนตนสีเขียวไดสูงที่สุด 1.29 เปอรเซ็นตเมื่อนําไป
เพาะเลี้ยงบนอาหารชักนําตนสูตร MR1    ที่ประกอบดวยอาหารสูตรพื้นฐาน MS ที่เติม  BAP  2  
มิลลิกรัมตอลิตร  NAA 0.2  มิลลิกรัมตอลิตร  casein hydrolysate 300 มิลลิกรัมตอลิตร  และน้ําตาล
ซูโครส 30 กรัมตอลิตร  
 

M KD
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6.  ผลการตรวจสอบยีนตานทาน xa5 ในตนขาวที่ไดจากการเพาะเลีย้งอับเรณูจํานวน 6 ตน
ดวยเครื่องหมายดีเอ็นเอ RG556 ไมพบตนที่มียีนตานทานโรค และเมื่อศึกษาลายพิมพเอเอฟแอลพี
พบวามีพนัธุกรรมจากพันธุขาวดอกมะลิ105 อยูระหวาง 57.53-67.12 เปอรเซ็นต  
 

7. การไดรับสารโคลชิซินความเขมขน 0.02 เปอรเซ็นตนาน 3 วันมหีนอที่รอดชีวิตสูงสุด 
81.9 เปอรเซ็นต  
 

8. พบตนดับเบิลแฮพลอยดที่เกิดจากการเพิ่มจํานวนโครโมโซมโดยธรรมชาติ 2 ตน (33.33 
เปอรเซ็นต) จากจํานวนตนสีเขียวที่ไดจากการเพาะเลี้ยงอับเรณูจํานวน 6 ตน 
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ตารางผนวกที ่1  เครื่องหมายดีเอ็นเอที่มีตาํแหนงใกลชิดกับยีนตานทานตอโรคขอบใบแหง 
 
ยีนตานทาน ชนิดของเครื่องหมาย ช่ือเครื่องหมาย ตําแหนงบน

โครโมโซม 
ระยะหางจากยีน 

(cM) 
Xa1 RFLP XNbp235 4 0.9 
Xa3 RFLP XNbp186 11 - 
Xa4 RFLP XNbp181 11 1.7 
xa5 RFLP 

SSR 
RG556 
RZ390 
RM122 
RM390 

5 
 

- 
0.4 
0.7 
0.4 

xa13 
 
 

Xa21 

RAPD 
RFLP 

 
RFLP 
RAPD 

RG103 
RG136 
R2027 
RG103 

RAPD248 
OPAB09 
OPAE03 

8 
 
 

11 

5.3 
 
 

1.2 

 
ที่มา:  ดัดแปลงจาก  Kameswara et al. (2002) 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 


