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คํานํา 
 

 ขาวเปนผลิตผลการเกษตรหลักของประเทศไทย จากพื้นที่การเกษตรของประเทศทั้งหมด 
132.49 ลานไร เปนพื้นที่ปลูกขาวถึง 68.293 ลานไร คิดเปนรอยละ 51.6 ผลผลิตขาวสวนใหญใช
เพื่อการบริโภคของประชากรภายในประเทศ นอกจากนัน้ยังใชในอุตสาหกรรมผลิตภัณฑและแปร
รูป รวมทั้งอาหารสัตวและอืน่ๆ สําหรับขาวสารสวนที่เหลือจากการใชภายในประเทศ จะสงเปน
สินคาออกสูตลาดโลก สินคาขาวนับเปนสนิคาเกษตรสงออกที่มีมูลคาสูงเปนอันดับสามของ
ประเทศ ขาวจงึมีความสําคัญตอประเทศไทย มิใชแตเฉพาะเพื่อการบริโภคหรือใชภายในประเทศ
เทานั้น แตยังมีสวนชวยในการนําเงินตรามูลคามหาศาลเขาประเทศอีกดวย (เอกสงวน, 2544)  
 

ประเทศไทยเปนผูผลิตและสงออกขาวที่สําคัญของโลก แตผลผลิตเฉลี่ยตอพื้นที่ของ
ประเทศอยูในเกณฑต่ํา เมื่อเปรียบเทียบกบัประเทศผูผลิตอื่น ทั้งนี้เปนเพราะแหลงผลิตหลักของขาว
ในประเทศไทยอยูในภาคตะวันออกเฉยีงเหนือ ซ่ึงมีพื้นที่ดินเค็มคิดเปน 17% ของพื้นที่ทั้งภาค ขาว
ที่ปลูกในพื้นทีด่ินเค็มภาคตะวันออกเฉยีงเหนือ จะใหผลผลิตต่ํามาก ประมาณ 100-150 กิโลกรัมตอ
ไรเทานั้น และพันธุขาวที่เกษตรกรปลูกในปจจุบันสวนมากจะปลูกขาวพันธุที่รัฐบาลแนะนํา เชน 
กข 6 ขาวดอกมะลิ 105 และ กข 15 เปนตน  ซ่ึงมีความทนทานตอดินเค็มไดไมสูงนกั  การปรับปรุง
พันธุขาวจึงมวีตัถุประสงคเพื่อใหไดพันธุขาวที่ทนทานตอดินเค็ม เมล็ดมีคุณภาพเปนที่ยอมรับและ
ใหไดผลผลิตโดยเฉลี่ยเพิ่มขึน้ถึงประมาณ 350 กิโลกรัมตอไร 

 
เนื่องจากขาวเปนพืชผสมตัวเองโดยธรรมชาติจึงมีพันธกุรรมอยูในสภาพคงตัว

(homozygosity) ดังนั้นการเปลี่ยนแปลงทางพันธุกรรมที่เกิดขึ้น จึงเกิดขึ้นในอัตราที่ต่ําและตองใช
เวลานาน วธีิที่จะทําใหเกดิการเปลี่ยนแปลงทางพันธุกรรมไดเร็วข้ึน ก็โดยการชักนําใหเกดิการ
กลายพันธุ โดยการใชรังสีรวมกับการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ ซ่ึงเปนวิธีการที่มีประสิทธิภาพในการชกันาํ
ใหเกิดการกลายพันธุในอัตราที่สูง มีขอบเขตของการกลายพันธุกวาง การกลายพนัธุที่เกิดขึ้นเปน
การกลายพันธุทั้งตน (solid หรือ non-chimeric mutant) และสามารถถายทอดไปยังลูกชั่วตอไปได  
ในการศึกษาครั้งนี้จึงไดนําวธีิการฉายรังสีแกมมารวมกบัการเพาะเลีย้งเนื้อเยื่อมาใชในการปรับปรงุ



 

2 

พันธุขาวขาวดอกมะลิ 105 ใหมีลักษณะทนทานตอดนิเค็มไดสูงขึ้น เพื่อใหสามารถนําไปใชเปน
พันธุปลูกในพืน้ที่ดินเค็มตอไป 

 
 
 
 



วัตถุประสงค  
 
 1. เพื่อศึกษาถงึผลของรังสีแกมมาที่มีตอการพัฒนาของแคลลัสไปเปนตนและการเกิดยอด
จํานวนมาก 
 
 2. เพื่อศึกษาถงึความแปรปรวนในลักษณะทางสัณฐานวทิยาและลักษณะทางการเกษตร
ของตนขาวทีพ่ัฒนามาจากแคลลัสและยอดที่ผานการฉายรังสีแกมมา สําหรับใชในการคัดเลือกขาว
ที่ทนทานตอความเค็ม 
 
  3. เพื่อศึกษาลายพิมพดเีอ็นเอของตนขาวที่ผานการฉายรังสีเปรียบเทียบกับตนที่ไมผานการ
ฉายรังสี 
 
 



การตรวจเอกสาร 

 
ขาว 

 

ขาวเปนพืชใบเลี้ยงเดีย่วในตระกูลหญา อยูในสกุล Oryza สามารถเจริญเติบโตไดดีทั้งใน
เขตรอน (tropical zone) และเขตอบอุน (temperate zone) นักวิชาการไดแบงขาวออกเปนสองชนิด
คือ ขาวเอเชีย (Oryza sativa Linn.) และขาวแอฟริกา (Oryza glaberrima Steud) ขาวเอเชียยังแบงได
เปน 3 พวกไดแก ขาวเมล็ดสั้นเรียกวา Japonica ซ่ึงเปนพวกที่นยิมปลูกในเขตอบอุนของจีน เกาหลี 
และญี่ปุน สวนพวกที่มีเมลด็ยาวเรียกวา Indica นิยมปลกูในประเทศไทย เวยีดนาม พมา อินเดยี 
ปากีสถาน อินโดนีเซีย และฟลิปปนส พวกสุดทายมีเมลด็ปอมใหญ ตนสูง เรียกวา Javanica 
สันนิษฐานวาเปนลูกผสมที่เกิดจากการคัดเลือกระหวางพวก Indica และ Japonica  ซ่ึงมีเฉพาะใน
หมูเกาะชวาหรืออินโดนีเซียในปจจุบนั (ศิริพล, 2537; อําพล, 2545)  

 
 ขาวเปนพืชดพิลอยด (diploid) มีโครโมโซม 2n=24 (นอกจากขาวปาบางชนิดอาจมี

โครโมโซม 2n=48) (นพพร, 2546) ขาวเปนพืชที่มีความหลากหลายทางดานพันธุกรรมเปนอยาง
มากซึ่งเปนรากฐานอันสําคญัในการปรับปรุงพันธุขาวทั้งในดานคุณภาพ (qualitative) และปริมาณ
(quantitative) ประเทศไทยมทีรัพยากรเชื้อพันธุกรรมขาวมากแหงหนึง่ของโลก พบพันธุขาว
พื้นเมืองของไทยมีมากกวา 5,900 สายพันธุ และประเทศไทยยังมพีันธุขาวดีๆที่เปนที่ตองการของ
ตลาดติดอันดบัหนึ่งของโลกดวยเชน พันธุขาวขาวดอกมะลิ 105 ฯลฯ (สถาบันวิจยัขาว, 2544) 
           

ขาวขาวดอกมะลิ 105 เปนพนัธุขาวหอม ทีไ่ดจากการนําขาวพันธุพื้นเมืองจากนาเกษตรกร 
อําเภอบางคลา จังหวดัฉะเชิงเทรา จํานวน 199 รวง มาปลูกเพื่อศึกษาพนัธุ และไดขาวที่มีลักษณะ
พิเศษ คือ มีกล่ินหอม และเมล็ดออนนุมเมือ่นํามาหุงตม ดังนั้นจึงมกีารปรับปรุงพันธุใหบริสุทธิ์ตาม
หลักวิชาการจนไดพนัธุ ขาวขาวดอกมะลิ 105 และรัฐบาลประกาศใหขยายพนัธุสงเสริมการปลูก
เมื่อวันที ่25 พฤษภาคม 2502 เปนตนมา สําหรับพื้นที่ปลูกขาวขาวดอกมะลิ 105 ที่เหมาะสม ไดแก 
ภาคตะวันออกเฉียงเหนือ ภาคเหนือ และภาคกลางบางพื้นที่ ลักษณะทั่วไปเปนขาวเจาที่ไวตอชวง
แสง  ตนขาวสงูประมาณ 140-150 เซนติเมตร ขาวจะออกดอกประมาณวนัที่ 20 ตุลาคม และสุกแก
เก็บเกีย่วไดประมาณวันที่ 20 พฤศจิกายนของทุกป ระยะพักตัวของเมลด็ ประมาณ 8 สัปดาห ขนาด
เมล็ดขาวกลอง ยาว 7.5 มิลลิเมตร กวาง 2.1 มิลลิเมตร หนา 1.8 มิลลิเมตร ผลผลิตเฉล่ีย 363 
กิโลกรัมตอไร (กรมวิชาการเกษตร, 2546) 
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ลักษณะที่ดีของขาวขาวดอกมะลิ 105 คือ เปนขาวที่มีกล่ินหอม เมล็ดออนนุมเมื่อนํามาหุง
ตม ทนตอสภาพแลง ทนตอดนิเปรี้ยวและดนิเค็มไดดพีอสมควร คุณภาพการขัดสีดี เมล็ดขาวสาร
ใส มีทองไขนอย นวดงาย เมล็ดหลุดรวงจากรวงไดงาย เปนที่ตองการของตลาด ขายไดราคาด ีแตมี
ขอจํากัดอยูบางตรงที่ไมตานทานโรคขอบใบแหง โรคใบสีสม โรคใบจดุสีน้ําตาล โรคไหมและโรค
ใบหงิก ไมตานทานแมลงบัว่ เพล้ียกระโดดสีน้ําตาล ตนออนลมงายถาปลูกในบริเวณที่ดินมีความ
อุดมสมบูรณสูง 
 

ถึงแมวาขาวขาวดอกมะล ิ105  จะมีลักษณะที่ดีเดนอยูหลายประการแตก็ยังคงมีขอเสยีอยู
เชน เปนขาวทีไ่วตอแสง และไมทนเค็มเทาที่ควร ดังนั้นจึงมีการปรับปรุงพันธุขาวพนัธุนี้อยู
ตลอดเวลา และวิธีการหนึ่งซึง่นํามาใชในการปรับปรุงพันธุขาวขาวดอกมะลิ 105 คือ การเหนีย่วนํา
ใหกลายพันธุดวยรังสี ซ่ึงปรากฏวาประสบความสําเร็จไดขาวเหนยีวพันธุใหมที่มีลักษณะดี คือ
พันธุ กข 6 (กรมวิชาการเกษตร, 2546) 
                                    
ดินเค็ม 
          

ดินเค็ม  หมายถึง ดินที่มีเกลอืหรือสารเคมีพวกเกลือชนิดตางๆ รวมทั้งธาตุโซเดียมที่
สามารถแลกเปลี่ยนไดในดนิ สะสมอยูเปนจํานวนมากพอที่จะเปนอปุสรรคตอการเจรญิเติบโตของ
พืช  สวนมากเกลือที่พบเปน คลอไรดหรือซัลเฟต ของโซเดียม แคลเซยีมและแมกนีเซียม นอกนัน้
เปนเกลือชนิดอื่นปะปนอยูบาง เชน ไบคารบอเนต คารบอเนต บอเรต และไนเตรตของแคลเซียม 
แมกนีเซยีม โซเดียม หรือโพแทสเซียม (ไพบูลย, 2542) เราสามารถจําแนกดินเค็มออกไดเปน 3 
ประเภทดังนี ้

 
 1. ดินเค็ม (saline soil) เปนดนิที่มีเกลืออยูมากจนเปนอนัตรายตอพืชที่ปลูก เกลือที่พบสวน
ใหญเปนเกลือคลอไรด และซัลเฟตของโซเดียม แคลเซียมและแมกนีเซยีม pH ของดนิมีคาประมาณ 
8.5 หรือต่ํากวา มีปริมาณโซเดียมไอออนทีแ่ลกเปลี่ยนได (exchangeable Na) นอยกวา 15 
เปอรเซ็นต เมือ่เทียบกับความจุในการแลกเปลี่ยนประจบุวกของดนิ (cation exchange  capacity) ซ่ึง
หมายถึงปริมาณของไอออนที่มีประจุบวกทั้งหมดที่ดนิสามารถดูดยึดไวได  
  
 2. ดินเค็ม-โซดิค (saline-sodic soil) เปนดนิที่มีเกลืออยูมากจนเปนอนัตรายตอพืชที่ขึ้นอยู 
มีปริมาณโซเดยีมไอออนที่แลกเปลี่ยนไดมากกวา 15 เปอรเซ็นต  มี pH 8.5 หรือนอยกวา 
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 3. ดินโซดิค (sodic soil) เปนดินที่มีเกลืออยูมากจนเปนอนัตรายตอพืช แตมีปริมาณโซเดียม
ไอออนที่แลกเปลี่ยนไดสูงกวา 15 เปอรเซ็นต  มี pH สูงกวา 8.5 ดินพวกนีจ้ะปลดปลอยโซเดียม
ออกมามากจนเปนอันตรายตอพืชได และการที่มีโซเดียมมากจะทําใหดนิเหนยีวและแนนทึบ เมื่อ
แหงจะแข็ง ทาํใหยากตอการไถพรวน (คณาจารยภาควชิาปฐพ,ี 2535)  
           

ดินเค็มในประเทศไทย ครอบคลุมพื้นที่ถึง 22 ลานไร อาจแบงออกไดเปน 2 พื้นที่ คอื ดิน
เค็มชายฝงทะเล (coastal saline soil) และดนิเค็มในภาคพืน้ทวีปหรือดินเค็มนอกพื้นทีช่ายทะเล 
(inland saline soil) ดินเค็มชายฝงทะเลมีประมาณ 4 ลานไร ซ่ึงบางแหงเปนดินเค็มที่มคีวามเปรี้ยว
แฝงอยู (acid-saline soil) ประมาณ 3 ลานไร ดินเค็มชายฝงทะเลที่ใชในการปลูกขาวจะกระจายอยู
ตามลุมน้ํา และสันดอนปากแมน้ําตลอดชายฝงของประเทศไทย พบมากที่สุดในภาคกลาง ภาคใต 
และภาคตะวนัออก รวมทั้งหมดประมาณ 2.2 ลานไร โดยเฉพาะชายฝงทะเลภาคใต มพีื้นที่ดินเค็ม
ถึง 1 ลานไร (กรมพัฒนาที่ดนิ, 2539) 
     

พื้นที่ดินเค็มชายฝงทะเลเปนปญหาสําหรับการผลิตขาว ซ่ึงเกิดจากดินและน้ําโดยตรง
เนื่องจากน้ําทะเลทวมถึงตลอดป ระดับน้ําใตดินอยูสูงเกอืบถึงผิวดิน มดีินเหนียวมากกวา 75% มี
การระบายน้ําไมดี มีธาตุหรือสารประกอบบางชนิดเปนพิษตอขาวเนือ่งจากมีความเขมขนสูงเกินไป 
เชน โซเดียม คลอไรด โบรอน และไบคารบอเนต รวมทั้งเกิดความไมสมดุลของธาตุอาหารพืช และ
ดินเค็มบางแหงดินมีการสะสมไพไรท (pyrite) ทําใหดนิเปนกรด ซ่ึงเปนอุปสรรคตอการ
เจริญเติบโตของขาว วิทยาการการผลิตที่เกษตรกรใชอยูนั้นสามารถทําไดเพยีงอาศัยน้ําฝนมาชะลาง
ความเค็มจากดินเทานัน้ สวนวิธีการอื่น ๆ ตองใชคาใชจายสูงมาก ไมสามารถดําเนินการไดโดย
เกษตรกร 
          

พื้นที่ดินเค็ม ในภาคพื้นทวีปหรือดินเค็มนอกพื้นที่ชายทะเล มีประมาณ 18 ลานไร พบอยู
ในภาคตะวันออกเฉียงเหนือ หรือคิดเปน 17% ของพื้นทีท่ั้งภาค พบในทุกจังหวัด ยกเวนจังหวดัเลย 
ดินเค็มในภาคตะวนัออกเฉียงเหนือจะกระจายเปนหยอม ไมคอยสม่ําเสมอในพื้นทีเ่ดยีวกัน และใน
ช้ันดินตางกันก็จะมเีกลือสะสมอยูไมเทากนั และยังเปลี่ยนแปลงไปตามฤดูกาลดวย โดยทั่วไปใน
ฤดูฝนเกลือจะถูกชะลางไปสะสมอยูที่ช้ันลางของดิน แตในฤดูแลงเกลือจะระเหยขึน้มาที่ดนิชั้นบน
สลับกัน เนื่องจากดินสวนใหญเปนดนิทราย การขึ้นลงของเกลือจึงเปนไปไดรวดเร็ว ทําใหทิศ
ทางการไหลและการสะสมของเกลือเปลี่ยนไปโดยรวดเร็ว 
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การเกิดดินเค็มในภาคตะวันออกเฉียงเหนือตอนบนมีสาเหตุจากชัน้ดินดานและหินทรายใน
ดิน ซ่ึงมีเกลือคลอไรดเปนองคประกอบ  ทําใหน้ําใตดนิบริเวณดังกลาวกลายเปนน้ําเค็ม เมื่อเกิดการ
ยกตวัของน้ําใตดินขึ้นมาในระดับที่กระบวนการ capillary rise สามารถเกิดขึ้นได ทาํใหเกิดการ
กระจายตัวของดินเค็มขึ้นอยางกวางขวาง  ลักษณะการแพรกระจายของดินเค็มสวนหนึ่งเกดิจาก
สภาพภูมิประเทศแหงแลง  มีปริมาณฝนนอยกวาการระเหยของน้ําออกไปจากดนิ  ซ่ึงการระเหย
ของน้ํานี้จะนําเอาเกลอืมาสะสมที่บริเวณรากพืช หรือบนผิวดินทําใหเกดิเปนพืน้ที่ดินเค็มใน
ที่สุด  ตลอดจนการสรางแหลงกักเก็บน้าํขนาดใหญในภาคตะวนัออกเฉียงเหนือ  สงผลใหบริเวณ
โดยรอบมีระดบัน้ําเค็มใตดนิตื้นขึ้น เกดิการสะสมเกลือที่ผิวดินและชั้นหนาตัดดิน ทั้งนี้ความเค็ม
ของดินในภาคตะวนัออกเฉียงเหนือแบงเปน 5 ช้ัน คือ (กรมพัฒนาที่ดิน, 2539) 
 
 1. บริเวณที่ลุมที่มีเกลือมาก มีประมาณ 1.5 ลานไร พื้นทีส่วนใหญเปนหยอมวางเปลา
เนื่องจากมเีกลอืมาก มีพื้นที่เปนนาขาวเปนสวนนอย พืชที่ขึ้นไดมักเปนไมทรงพุมมหีนาม 
 
 2. บริเวณที่ลุมที่มีเกลือปานกลาง มีประมาณ 3.7 ลานไร พบคราบเกลือตามผิวดินเปน
หยอม พืน้ที่สวนใหญเปนนาขาว 
 
 3. บริเวณที่ลุมที่มีเกลือนอย มีประมาณ 12.6 ลานไร ไมพบคราบเกลือตามผิวดิน พ้ืนที่สวน
ใหญเปนนาขาวและตนไมหลายชนิดขึ้นประปราย 
 
 4. บริเวณที่ราบสูงประกอบดวยหินที่มเีกลือ มีประมาณ 19.4 ลานไร ไมพบคราบเกลือตาม
ผิวดินแตพบในชั้นใตดินจะมีหินทรายและหินดินดานทีม่ีเกลือเปนองคประกอบ เมื่อสลายตัวก็จะ
ถูกน้ําชะ และพัดพาไป ทําใหเกิดดินเค็มในบริเวณพื้นทีท่ี่ต่ํากวา 
 
 5. บริเวณทีไ่มมีเกลือเลย มีประมาณ 67.4 ลานไร ไมปรากฏวามีเกลอือยูเลย 
 
     ขาวที่ปลูกในพื้นที่ดนิเค็มภาคตะวันออกเฉียงเหนือ จะใหผลผลิตต่ํามาก ประมาณ 100-
150 กิโลกรัมตอไรเทานั้น  เนื่องจากธาตุอาหารในดนิจะอยูในรูปที่ไมเปนประโยชนตอขาว และ
กิจกรรมของจลิุนทรียในดนิลดลง ซ่ึงจะมีผลตอกระบวนการปลดปลอยไนโตรเจนจากการสลายตัว
ของอินทรียวตัถุในดิน (http://www.pathumthani. rice thai land.org/ stress1.html) 
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พืชทนเค็ม 
          

พืชทนเค็ม (halophyte) หมายถึงพืชที่สามารถเจริญเติบโต และดํารงชวีติจนครบวงจรชีวิต
ในพื้นทีด่ินเคม็ ซ่ึงพืชแตละชนิด แตละสายพันธุ จะมีความสามารถในการทนเค็มไดตางกัน สาเหตุ
ที่พืชบางชนิดสามารถเติบโตในบริเวณดนิเค็ม หรือบริเวณที่มีความเขมขนของเกลือสูงๆไดนั้น เปน
เพราะพืชเหลานั้นมีกลไกทีท่าํใหสามารถทนตอความเปนพิษของเกลือในลักษณะตางๆกัน 
           

พืชบางอยางอาจมกีลไกในการทนทาน (tolerance mechanism) ซ่ึงพืชทนเค็มชนิดนั้นจะ
ปองกันหรือสรางเอนไซมตางๆที่มีความทนทานตอความเขมขนของเกลือสูง โดยที่เอนไซมบาง
ชนิดยังคงมกีิจกรรมตามปกติ แมวาจะไดรับอิทธิพลจากความเค็มของเกลือ (Ahmad et al., 1979) 
นอกจากนี้พืชบางอยางอาจตองมีการเปลี่ยนแปลงกระบวนการเมตาบอลิซึม (Demiral, 2004) และ
กระบวนการสงัเคราะหสารบางอยางเชน กรดอะมิโน น้าํตาล (Greenway and Munns, 1980 ) โดย
สวนมากพืชทนเค็มเกือบทุกชนิดจะสามารถปรับแรงดันออสโมติกใหสูงขึ้นได โดยการขับอิออน
สวนเกนิที่เปนอันตรายตอเซลลไปไวในแวคิวโอล  และสะสมสารอินทรียที่ละลายน้ําไดไวภายใน
เซลล ทําใหพืชสามารถดูดแรธาตุและสารอาหารจากดนิบริเวณที่มีความเขมขนของเกลือสูงๆได
ดีกวาพืชปกตทิี่ไมทนเค็ม (Wu, 2003)  
 
  นอกจากกลไกในการทนทานแลว พืชทนเค็มยังมีกลไกที่สําคัญอีกอยางหนึ่งคือกลไกการ
หลีกเลี่ยง (avoidance mechanism) เปนกลไกที่พืชหลีกเลี่ยงการสะสมเกลือในไซโทพลาซึม ซ่ึง
ปองกันไมใหมีเกลืออยูในไซโทพลาซึมสูงเกินไปจนอาจเกิดอนัตรายตอพืชได (Glenn, 1999)โดย
กลไกการหลกีเลี่ยงนี้ก็มีอยูหลายวธีิดวยกนั เชน การที่รากพืชหลีกเลีย่งการดูดเกลือเขามาในรากพืช 
(salt avoidance) โดยพืชทนเค็มจะมีการสรางเซลลในชั้นเอนโดเดอรมิสและแถบแคสพาเรียน 
เพิ่มขึ้นและหนาขึ้น ทําใหเกลือผานเขาสูระบบลําเลียงไดยากขึ้น หรือพืชบางชนิดที่มีการหลีกเลีย่ง
ไมใหเกลือไปสะสมที่ใบหรอืยอดแตจะไปสะสมที่รากหรือตนแทน นอกจากนีย้ังมีพชืบางชนิดที่มี
กระบวนการขบัเกลือ (excretion) ซ่ึงพืชจะขับเกลือจากไซโทพลาซึมไปสะสมไวที่ตอมเกลือซ่ึงอยู
ที่ใบ เมื่อใบรวงก็เทากับเปนการกําจัดเกลือออกไปจากพชืดวย (Flowers, 2005) และกลไกอีกกลไก
หนึ่งซึ่งสามารถพบไดในพืชคือ กลไกการอวบน้ํา (succulence) ซ่ึงพืชจะเพิ่มปริมาณน้ําในเซลล 
และปดปากใบเพื่อลดการคายน้ํา  น้ําจึงสะสมในเซลลมากขึ้นทําใหความเขมขนของเกลือภายใน
เซลลลดลง (Flowers et al., 1977) 
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ขาวเปนพืชทีท่นความเค็มปานกลาง โดยทีข่าวพันธุตางๆจะทนความเคม็ไดไมเทากัน 
แมแตขาวพันธุเดียวกันเอง ในแตละชวงของการเจริญเตบิโตขาวก็จะมคีวามทนทานตอความเค็ม
ตางกันดวย (Zafar, 2004) ซ่ึงขาวจะมีความทนทานมากในชวงระยะงอก แตตนกลาขาวจะไม
ทนทานจนกวาจะมีอายุครบ 4 สัปดาห ความทนตอความเค็มจะมีอีกในชวงแตกกอ และจะไม
ทนทานในชวงออกดอก แตเมื่อถึงระยะแกความทนทานก็จะเพิ่มขึ้นอีก ซ่ึงจะเหน็ไดวาขาวมีบาง
ชวงที่ไมทนตอความเค็มหรือทนไดนอย ประกอบกับปญหาบางอยางที่เกิดขึ้นจากดนิเค็มทําใหขาว
ดูดสารอาหารที่จําเปนจากดนิมาใชไดนอยลง (Hussain, 2003) จึงสงผลใหขาวที่ปลูกในบริเวณดนิ
เค็ม ถึงแมวาจะไมตายแตก็เปนปจจยัหนึ่งที่ทําใหผลผลิตลดลง (อํานาจ, 2525; Baloch, 2003) 
ตัวอยางเชน ภาคใตมีพันธุขาวแนะนําทีใ่หเกษตรกรปลูก คือ ขาวแดง ขาวลูกแดง  อัลฮัมดูลีลละห 
ซ่ึงใหผลผลิตเฉลี่ยไมเกิน 300 กิโลกรัมตอไร ในภาคอีสานพันธุขาวที่ปลูกอยูในปจจบุันสวนมาก
จะเปนขาวพนัธุแนะนํา  เชน กข 6  ขาวดอกมะลิ 105 และ กข 15 เปนตน  ซ่ึงมีความทนทานตอดนิ
เค็มไดไมดพีอ  การปรับปรุงพันธุขาวจึงมวีตัถุประสงคเพื่อใหไดพันธุขาวที่ทนทานตอดิน
เค็ม  คุณภาพเมล็ดเปนที่ยอมรับ ตานทานโรคแมลงและมุงเปาหมายใหไดผลผลิตโดยเฉลี่ยเพิ่มขึน้
ถึง 350 กิโลกรัมตอไร   
 
การเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพืช 
    

การเพาะเลีย้งเนื้อเยื่อพืช คือ การนําเนื้อเยื่อจากสวนตางๆของพืชมาเพาะเลี้ยงในอาหารที่มี
สารที่จําเปนตอการพัฒนาของพืช ในสภาพที่ปลอดเชื้อ ทําใหมีการเพิม่จํานวนเซลล เซลลมีการ
พัฒนาเปนเนื้อเยื่อ และเปนตนขึ้นในที่สุด ดังนั้นการเพาะเลี้ยงในหลอดทดลองจึงแบงออกไดเปน
หลายชนิด เชน การเพาะเลี้ยงพืชทั้งตน การเพาะเลี้ยงเอ็มบริโอ การเพาะเลี้ยงอวัยวะ การเพาะเลีย้ง
แคลลัส การเพาะเลี้ยงเซลลแขวนลอยและการเพาะเลีย้งโพรโทพลาสต (คํานูณ, 2542)  
 

การเพาะเลีย้งเนื้อเยื่อ สามารถนํามาใชประโยชนไดหลายประการ เชน การขยายพนัธุพืช
ใหมีปริมาณมากขึ้นในเวลาอันรวดเรว็ (Hi and Lanka, 1988) การผลิตพืชที่มีพันธุกรรมที่ตองการ
ใหปราศจากโรค  การผสมพันธุพืชที่ไมสามารถผสมกันไดดวยวิธีธรรมชาติ  ชวยในการสรางพืช
สายพันธุแทในระยะเวลาอันรวดเรว็กวาการผสมตัวเอง การปรับปรุงพันธุพืชใหมลัีกษณะตาม
ตองการโดยการชักนําใหเกดิการกลายพนัธุ ซ่ึงอาจใชวิธีการถายยีน การใชสารเคมี หรือการฉาย
รังสี เพื่อใหไดพืชสายพันธุใหมเกิดขึน้ (บุญยืน, 2544) 
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  การเพาะเลีย้งเนื้อเยื่อพืชเปนเทคนิคที่กําลังไดรับความสนใจ มกีารนําไปประยุกตใชเพื่อ
ประโยชนในการศึกษาคนควาเกีย่วกับพืชทุกแขนงวิชาอยางแพรหลาย ในปจจุบนัมีพชืหลายชนิดที่
ประสบความสําเร็จในการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อทั้งเพื่อการเกษตร การคา และ อุตสาหกรรม (Mahmood, 
2002) 
 

ในการเพาะเลีย้งเนื้อเยื่อพืชแตละชนิดอาจใชสารอาหาร หรือสารเคมีบางตัวที่แตกตางกัน
ออกไป พืชบางชนิดจําเปนตองใสสารควบคุมการเจริญเตบิโต (growth regulator)  ลงไปในอาหาร
ดวย เพื่อชวยเพิ่มอัตราการเจริญเติบโตหรือการกําเนดิอวัยวะ สารควบคุมการเจริญเติบโตที่นิยมใช
กันอยางแพรหลายมีอยู 2  กลุมคือ กลุมที่ 1 คือออกซิน ที่นิยมใชมากเชน IAA, NAA, 2,4-D สาร
กลุมที่ 2 คือไซโตไคนินที่นยิมใชไดแก BAP, kinetin สมดุลของออกซินและไซโตไคนินมีผลตอ
การสรางอวัยวะ และสารทั้ง 2 ชนิดนี้จําเปนตอการเจรญิเติบโตและการกําเนิดอวัยวะของเซลลที่
เล้ียง กลาวคือชนิดของพัฒนาการไดเเก การเกิดเปนแคลลัส ราก หรือยอด ถูกกําหนดโดยความ 
สัมพันธของสารทั้งคู (รังสฤษดิ,์ 2541) 
  

การเพาะเลีย้งเนื้อเยื่อขาวเพื่อใหเจริญเปนแคลลัสและพัฒนาเปนตนออนเปนงานที่สําคัญ
มากในการปรับปรุงพันธุขาว การเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อขาวทาํสําเร็จมาตั้งแตป ค.ศ. 1960 โดยกลุม
นักวิทยาศาสตรชาวญ่ีปุน ตอจากนั้นก็มีผูทาํการศึกษาเกี่ยวกับการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อของขาวอีก
มากมาย ซ่ึงทําใหไดขอมูลใหมๆ ที่นาสนใจเกี่ยวกบัการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อขาวอีกหลายประการเชน 
ในป ค.ศ.1978 Henke et al. ไดศึกษาการชกันําใหเกดิแคลลัสของขาวโดยใช  2,4-D ที่ระดับความ
เขมขนตางๆ พบวาความเขมขนที่เหมาะสมสําหรับการชักนําใหเกิดแคลลัสจากรากและใบ คือ 2 
และ 6  มิลลิกรัมตอลิตร ตามลําดับ  
       

ตอมาในปค.ศ. 1992 Tsukahara and Hirosawa พบวาการลดปริมาณน้ําของแคลลัสลง
ประมาณ 50 เปอรเซ็นต  โดยการวางแคลลัสไวบนกระดาษกรองในจานแกว 1-3 วนั จะพบอัตรา
การเกิดตนไดประมาณ 50 เปอรเซ็นต ในขณะทีแ่คลลัสที่ไมผานขั้นตอนนี้มีโอกาสการเกิดตนนอย
กวา 5 เปอรเซ็นต   

 
Siriwardana et al. (1993) พบวาหลังจากนาํแคลลัสของขาวพันธุ IR66 ที่เล้ียงอยูในอาหาร

สูตร MS ที่เติม 2, 4-D  2 มิลิกรัมตอลิตร น้ํามะพราว 10 เปอรเซ็นต ซูโครส 3 เปอรเซ็นต ยายลงไป
เพาะเลี้ยงในอาหารสูตรที่มี L-proline ตางๆกัน พบวาแคลลัสที่เพาะเลี้ยงในอาหารทีม่ี L-proline 
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ความเขมขนต่าํ คือ 0.1-0.3 มิลลิกรัมตอลิตร สามารถเพิ่มประสิทธิภาพการเกิดตนไดสูงถึง 30-50 
เปอรเซ็นต แตหากใชที่ระดบัความเขมขนสูงคือ 0.5-1 มิลลิกรัมตอลิตรจะยับยั้งการเกิดตน   
         

ตอมาในปค.ศ. 1999 Lutts et al. ไดเพาะเลี้ยงแคลลัสของขาวพวก Japonica  2 พันธุคือ  I 
Kong Pao และ  Aiwu และขาวพวก Indica 2 พันธุคือ IR 2153 และ Nona Bokra โดยใส abscisic 
acid (37.8 ไมโครโมลตอลิตร), polyethylene glycol (5%), proline (10 มิลลิโมลตอลิตร), 
tryptophan (490ไมโครโมลตอลิตร) และ  indoleacetic acid (5.7ไมโครโมลตอลิตร) ลงไปใน
อาหารสูตร MS ที่มี NaCl ความเขมขน 0, 50 และ 100 มิลลิโมลตอลิตร เพื่อศึกษาวาสารตางๆ
ดังกลาวจะมีสวนชวยใหแคลลัสที่เล้ียงในอาหารที่มีเกลอืเติบโตและมชีีวิตรอดไดดีขึน้ ซ่ึงผล
ปรากฎวา tryptophan สามารถชวยเพิ่มเปอรเซ็นตการอยูรอด และชวยใหขาวสามารถพัฒนาไปเปน
ตนไดดีขึน้  สวน abscisic acid และ polyethylene glycolนั้น ถึงแมวาจะไมมีผลที่จะชวยใหขาว
พัฒนาเปนตนไดดีขึ้น แตก็ชวยใหรากของขาวพวก Indica เจริญไดดีขึน้ เชนเดยีวกับ indoleacetic 
acid ที่ชวยในการพัฒนาและเพิ่มจํานวนรากใหมากขึ้น สวน praline ไมมีผลตอการพัฒนาทั้งของ
ตนและราก ในปจจุบันก็ยังมีผูทําการศึกษาการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อขาวกันอยูอยางตอเนือ่ง 
 

 ในขาวขาวดอกมะลิ 105 ก็มีผูสนใจศึกษาการเพาะเลีย้งเนื้อเยื่อเชนกัน  ในป พ.ศ. 2533  
ธิดารัตน พบวา อาหารสูตร MS ที่เติม 2, 4-D 1.5 มิลิกรัมตอลิตร เพียงอยางเดยีวสามารถทําใหเมล็ด
ขาวขาวดอกมะลิ 105 เกิดแคลลัสไดสูงสุดถึง 80.95 เปอรเซ็นต  

 
ในป พ.ศ. 2537 ประภาและพรทิพย พบวาเมล็ดขาวขาวดอกมะลิ 105 ที่เพาะเลี้ยงบน

อาหารแข็งสูตร MS ที่เติม 2,4-D  2 มิลลิกรัมตอลิตร รวมกับ casein hydrolysate 300 มิลลิกรัมตอ
ลิตร ในสภาพมีแสง สามารถสรางแคลลัสในอัตราที่สูงถึง 96.3% และแคลลัสมีขนาดเฉลี่ยใหญ
ที่สุดคือ 9.4  มิลลิเมตร  
 

มีการทดลองอื่นที่ใหผลสอดคลองกับการทดลองของประภาและพรทิพย ซ่ึงพบวาอาหาร
แข็งสูตร MS ที่เติม 2,4-D  2 มิลลิกรัมตอลิตรสามารถชักนําใหเมลด็ขาวขาวดอกมะล ิ105 เกิด
แคลลัสไดในอัตราที่สูง เชน จตุพร (2540) พบวาอาหารสตูร MS ที่เติม 2,4-D 2 มิลิกรัมตอลิตร 
proline 10 ไมโคลโมลตอลิตร ซูโครส 3 เปอรเซ็นต และวุนผง 0.8 เปอรเซ็นต ชักนาํเมล็ดใหเกิด
แคลลัสไดมากที่สุดคือ 76.23 เปอรเซ็นต ลาวัลย (2543) พบวาอาหารสูตร MS ที่เติม 2,4-D 2 มิลิ
กรัมตอลิตร L-proline 1 กรัมตอลิตร casein hydrolysate 1 กรัมตอลิตร ซูโครส 3 เปอรเซ็นต น้ํา
มะพราว 15 เปอรเซ็นต และวุนผง 0.8 เปอรเซ็นต ชักนําเมล็ดใหเกิดแคลลัสไดมากที่สุดคือ 86.50 
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เปอรเซ็นต และเมื่อยายแคลลัสไปวางไวบนกระดาษกรองในจานแกว 3 วัน จะเพิ่มอัตราการเกิดตน
ไดดีที่สุด สวนอาหารสูตรที่ชักนําใหแคลลัสพัฒนาไปเปนตนไดสูงสุดคืออาหารสูตร MS ที่เติม 
kinetin 1 มิลิกรัมตอลิตร L-proline 1 กรัมตอลิตร casein hydrolysate 300 มิลลิกรัมตอลิตร ซูโครส 
3 เปอรเซ็นต น้ํามะพราว 15 เปอรเซ็นต และวุนผง 0.8 เปอรเซ็นต โดยใหอัตราการเกิดตนออน 
94.99 เปอรเซ็นต 
      

นอกจากจะชกันําใหเมลด็พืชพัฒนาเปนตนโดยการเจริญผานแคลลัสแลว ยังสามารถชักนํา
ใหเมล็ดพัฒนาไปเปนตนโดยตรงที่ไมผานการเกิดแคลลัสดวย โดยการชักนํานั้นตองใสสารควบคุม
การเจริญเติบโตบางชนิด เชน BAP ซ่ึงมีผูวิจัยทาํการทดลองมาแลวในพืชหลายชนดิ 
 

ในป พ.ศ. 2534 สุธิดา พบวาในการเพาะเลีย้งเนื้อเยื่อของกลาไผซางที่เล้ียงบนอาหารสูตร
MS ที่เติม BAP ความเขมขน 4 มลิลิกรัมตอลิตร สามารถทําใหเกิดหนอไดถึง 11 หนอตอตนออน 

 
ในป พ.ศ. 2536 ประดิษฐและคณะ ไดเพาะเลี้ยงคัพภะออนของเมล็ดขาวลูกผสมที่มีอายุ 9-

14 วัน พบวาสามารถเจริญและพัฒนาเปนตนใหมที่สมบรูณในอาหารสังเคราะหสูตร MS ดัดแปลง
ที่เติม yeast extract 1 กรัมตอลิตร และ BAP 2-3 มิลลิกรัมตอลิตร  
 
              ในป พ.ศ. 2537 กมลพรรณ ไดทดลองขยายพันธุหญาพริกพราน (Apluda mutica L.) ใน
หลอดทดลองโดยการเลี้ยงขอบนอาหารแข็งสูตร MS ซ่ึงเติม BAP ความเขมขน 0, 5, 10 และ 15 ไม
โครโมลตอลิตรรวมกับ NAA 0, 1, 2 และ 4 ไมโครโมลตอลิตร ใหแสง 16 ช่ัวโมงตอวัน พบวา
อาหารที่เติม BAP 10 ไมโครโมลตอลิตร สามารถกระตุนใหขอสรางยอดไดสูงสุดคือ 4.25 ยอด ใน
ระยะเวลา 30 วัน  
 

นอกจากนี้มีผูวิจัยศึกษาผลของ BAP ในพชืชนิดใหมๆกนัมากขึ้น เชนในป พ.ศ. 2544 
ประสิทธิ์และคณะ ไดเพาะเลี้ยงตาขางของไมชิงชัน (Dalbergia oliveri Gamble.) บนอาหารสูตร 
MS ที่เติม BAP ที่ระดับความเขมขน 20 ไมโครโมลตอลิตรภายใตอุณหภูมิ 25+2 องศาเซลเซียส 
และระยะเวลาการใหแสงความเขมแสง 2,500 ลักซ (lux) นาน 12 ช่ัวโมง/วัน พบวาสามารถชักนํา
ใหเกิดยอดจากตาขางเฉลี่ย 4.75 ยอด ภายในระยะเวลา 3-4 สัปดาห และสามารถชักนําใหเกิด
แคลลัสเมื่อใช BAP ที่ความเขมขน 30 และ 40 ไมโครโมลตอลิตร ในเวลา 3 สัปดาห ผลการศึกษา
การยืดตวั (shoot elongation) ของยอดที่เกดิขึ้น พบวาการใส gibberellic acid (GA3) 0.6 ไมโครโมล
ตอลิตรในอาหารสูตร MS ที่เติม BAP ความเขมขน 20 ไมโครโมลตอลิตร สามารถชวยใหยอดยดื
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ตัวไดดี และสามารถชักนํายอดใหเกิดรากในอาหารสูตร MS ที่เติมน้ําตาล 2 เปอรเซ็นต IBA 1ไม
โครโมลตอลิตร และ NAA 1ไมโครโมลตอลิตร เปนเวลา 3 สัปดาห  
 

อําพรและคณะ (2547) ไดขยายพนัธุตนหมอขาวหมอแกงลิงโดยการเพาะเลี้ยงเมลด็ใน
สภาพปลอดเชือ้บนอาหารสูตร MS ที่เติม BAP ความเขมขน 0, 0.5, 1.0, 3.0 และ 5.0 มิลลิกรัมตอ
ลิตร นาน 8 สัปดาห พบวา BAP ความเขมขน 0.5 มิลลิกรัมตอลิตร ชักนําใหเมล็ดสามารถสรางยอด
ใหมที่สมบูรณมากที่สุดเฉลี่ย 3.0 ยอดตอช้ินสวน  
 
การปรับปรงุพันธุพืชโดยการชักนําใหเกิดการกลายพันธุ 
       

การกลายพันธุ (mutation) เปนการเปลี่ยนแปลงของสารพันธุกรรมและสามารถถายทอดได 
การเปลี่ยนแปลงดังกลาวทําใหลักษณะหนึง่ลักษณะใดเปลี่ยนแปลงไป การกลายพันธุอาจเปนการ
เปลี่ยนแปลงจาํนวนหรือโครงสรางของโครโมโซมที่เรียกวาการกลายพันธุระดับโครโมโซม 
(chromosome mutation) หรืออาจเกิดขึ้นเนื่องจากการเปลี่ยนแปลงของยีนที่เรียกวาการกลายพันธุ
ระดับของยีน (gene mutation) ก็ได การกลายพนัธุอาจเกดิขึ้นเองตามธรรมชาติ (spontaneous 
mutation)  หรืออาจเกิดจากการชักนําใหเกดิกลายพนัธุ (induced mutation) ก็ไดโดยใชส่ิงกอการ
กลายพันธุ (mutagen) การกลายพันธุทําใหเกิดลักษณะใหมๆขึ้นในพืชชนิดตางๆ ซ่ึงอาจนําไปสูการ
ไดพันธุดี ส่ิงกอการกลายพันธุอาจแยกไดเปน 2 พวกใหญๆ คือ  

 
1. รังสี (radiation)  เปนคลื่นแมเหล็กไฟฟาที่มีชวงคลื่นสั้นกวา 10-6 เซนติเมตร (ไพศาล, 

2525) ประกอบดวยอนุภาคขนาดเล็ก ที่เคลี่อนที่ดวยแรงและความเรว็ขนาดตางๆกัน เมื่ออนุภาค
ดังกลาวเคลื่อนที่เขามากระทบสารพันธุกรรม  จะทําใหเกิดการเปลี่ยนแปลงกับสวนของสาร
พันธุกรรมนั้น ซ่ึงจะสงผลใหเกิดการเปลี่ยนแปลงการแสดงออกของลักษณะ และพฤติกรรมการ
ถายทอดลักษณะนั้นๆ เนื่องจากการกระทบเปนไปแบบสุมและมีผลไปในทางการทาํลายเปนสวน
ใหญ การใชรังสีจึงมักใหผลที่แตกตางกันบางในการปฏบิัติแตละครั้ง และลักษณะทีไ่ดสวนใหญ
เปนลักษณะทีผิ่ดปกติ ฉะนัน้จึงควรทํากับพืชจํานวนมาก เพื่อเพิ่มโอกาสที่จะพบลักษณะที่ตองการ 
(นพพร, 2546) 

 
 รังสีที่นํามาใชชักนําใหเกดิการกลายพันธุมี 2 ประเภท คือรังสีกอใหเกดิอิออน (ionizing 

radiation) เปนรังสีที่มีอํานาจการทะลุทะลวงสูง ทําใหเกดิการเปลี่ยนแปลงระดับโครโมโซม รังสีที่
นิยมใชเชน รังสีเอกซ รังสีนิวตรอน และรังสีแกมมา สวนอีกประเภทหนึ่งคอืรังสีที่ไมกอใหเกิด
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ไอออน (non - ionizing radiation) เปนรังสีที่มีอํานาจการทะลุทะลวงนอยมักทําใหเกดิการ
เปลี่ยนแปลงระดับยนี เชน รังสีอัลตราไวโอเลต        
             

วิธีการฉายรังสี (irradiation) มี 2 วิธี คือการฉายรังสีแบบเฉียบพลัน (acute irradiation) การ
ฉายรังสีวิธีนี้ใชปริมาณรังสีสูงในเวลาสั้น นิยมใชกับเมลด็ ละอองเกสรตัวผู นอกจากนี้ยังนยิมทําใน
เซลลที่เพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อเพราะฉายรังสีใหกับเซลลไดคร้ังละมากๆ ทําใหมีโอกาสที่จะไดเซลลกลาย
พันธุที่ตองการสูงขึ้น    และอีกวีธีหนึ่งคือ การฉายรังสีแบบเรื้อรัง (chronic) การฉายรังสีวิธีนี้ใช
ปริมาณรังสีนอย เวลานาน นิยมใชกับพืชทั้งตน หนอ กิง่ตอน กิ่งชํา เนื่องจากเซลลที่ถูกรังสีเปน
เซลลของเนื้อเยื่อเจริญที่กําลังแบงตัว ไมมคีวามทนทานตอรังสีในปริมาณสูงๆ การฉายโดยใช
ปริมาณรังสีนอย เปนเวลานาน จะทําใหเซลลที่เกิดใหมมโีอกาสไดรับรังสีอยางทั่วถึง  
        

2. สารเคมี ทําใหเกิดการเปลีย่นแปลงโครงสรางของยีนมากกวาโครงสรางหรือจํานวนชุด
ของโครโมโซม สารที่นิยมใชในการชักนําใหเกิดการกลายพันธุในพืชเชน โคลชิซีน และ ethyl 
methane sulfonate หรือ EMS (อรุณ,ี 2539) 
 

การชักนําใหเกิดการกลายพนัธุโดยใชรังสมีีผูนํามาใชรวมกับการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพชืเปน
คร้ังแรกในประเทศไทยตั้งแตป พ.ศ. 2504 โดยการใชรังสีแกมมากบัพทุธรักษาเพื่อชักนําใหเกดิการ
กลายพันธุ ผลการทดลองปรากฎวารังสีแกมมาทําใหเกิดการเปลี่ยนแปลงพันธุกรรมที่ควบคุม
ลักษณะสีดอก รูปทรงของดอก ความสูงของตน ฯลฯ (สิรนุช, 2540) งานวิจยัทางดานการใชรังสี
แกมมากับพืชที่มีการขยายพนัธุดวยการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อยังคงมีการวจิยัติดตอกนัมาปนระยะๆ 
ตัวอยางเชน การศึกษาผลของรังสีแกมมาทีม่ีตอดอกหนาวัว  พบวาการเจริญเติบโตของราก ลําตน 
ใบ จานรองดอก และปลี ของดอกหนาววัมีแนวโนมลดลงตามปริมาณรังสีแกมมาที่เพิ่มขึ้น (บุญมี, 
2518) นอกจากนี้ยังมกีารศึกษาการชักนําใหเกิดการกลายพันธุของถ่ัวเขียวโดยใชรังสีแกมมา พบวา
รังสีแกมมาทําใหถ่ัวเขยีวมีอัตราการงอก ความสูง และจํานวนขอตอตนลดลง (ธีระ, 2525) ใน
ทํานองเดียวกนัรังสีแกมมามีผลทําใหทานตะวันมีความยาว hypocotyl และ epicotyl ลดลง 50 
เปอรเซ็นต  ความยาวรากลดลง 35 เปอรเซ็นต และยังพบวาปรมิาณรังสีที่เหมาะสมในการชักนําให
เกิดการกลายพันธุเพื่อการปรับปรุงพันธุทานตะวันคือ 10 กิโลแรด (โกศล, 2533) 
 

ในป พ.ศ. 2547 ทิวา สามารถชักนําใหเกิดการกลายพันธุในงาดวยรังสแีกมมาปริมาณ 0, 
30, 60 และ 90 เกรย ผลของการฉายรังสีพบวารังสีแกมมามีผลตอสีดอก ความสูงและระยะเวลาใน
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การออกดอก อยางไรก็ตามรังสีไมมีผลตอกลีบดอกดานลาง ความสูงขอแรกที่ออกดอก และการ
แตกกิ่งของงา  
             

การใชรังสีรวมกับการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อเพือ่การคัดเลือกสายพันธุที่สามารถทนตอสภาพดนิ
เค็มเปนอีกหวัขอหนึ่งซึ่งไดรับความสนใจมากขึ้นในปจจุบัน โดยในประเทศไทยเองก็มีการศึกษา
ในพืชหลายชนิด เชน การชักนําใหกลวยหอมพันธุ Williams เกิดการกลายพันธุและคัดเลือกพนัธุที่
ทนเค็มโดยวิธีการเพาะเลีย้งเนื้อเยื่อ พบวาสามารถคัดเลือกตนกลวยทีท่นเค็มไดในระดับความ
เขมขนของเกลือโซเดียมคลอไรด 0.4 เปอรเซ็นต (สุภัทรา, 2533) หรือการศึกษาผลของรังสีแกมมา
รวมกับการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อที่มีผลตอการเติบโตของหญากินนีสีมวงบนอาหารที่มีเกลือโซเดียม
คลอไรดความเขมขนตางๆ ซ่ึงพบวาตนทีไ่ดรับรังสีแกมมาปริมาณ 20 เกรย สามารถเจริญบน
อาหารที่มีเกลอืโซเดียมคลอไรด 0.5, 1.0, 1.5 เปอรเซ็นต และเมื่อนําหญาออกปลูกในสภาพ
ธรรมชาติพบวาหญามีอัตราการรอดชีวิตเทากับ 26.92 เปอรเซ็นต ทั้งนี้ยังพบตนที่คาดวาจะมี
ลักษณะทนเคม็ที่ระดับความเขมขนของเกลือ 2.0 เปอรเซ็นต จํานวน 4 โคลนดวย (สุมล, 2546) 
                

 การทดลองในตางประเทศที่นาสนใจในการเพาะเลีย้งแคลลัสของขาวพันธุ Hawsungbyeo 
บนอาหารสูตร N6 ที่เติม 2, 4-D 2 มิลิกรัมตอลิตร น้ําตาลซูโครส 60 กรัมตอลิตร gelrite 2 มิลลิกรัม
ตอลิตร (pH 5.8) แลวนาํไปฉายรังสีปริมาณ 30, 50, 70 และ 90 เกรย  หลังจากการฉายรงัสี พบวา
แคลลัสที่ไดรับรังสี 30 และ 50 เกรย สามารถเติบโตไดบนอาหารที่มีเกลือโซเดียมคลอไรด 1.25 
เปอรเซ็นต และเมื่อยายไปเลีย้งตอไปสามารถคัดเลือกสายพันธุที่ทนเคม็ชั่ว M2 จํานวน 5 สายพันธุ
และชั่ว M3 จํานวน 13 สายพนัธุ ซ่ึงชี้ใหเหน็วาการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อรวมกับการใชรังสี สามารถชัก
นําใหเกิดการทนเค็มในขาวได (Lee, 2003) 

 
  การทดลองเกีย่วกับการกลายพันธุที่เกดิจากรังสีแกมมายงัมีมาอยางตอเนื่อง Beak et al 
(2004) พบวาการฉายรังสีแกมมาจะชวยใหเกิดการเพิ่มเอนไซมในกลุม antioxidant เชน เอนไซม 
superoxide dismutase (SOD) และ ascorbate peroxidase (APX) การทดลองทําโดยการฉายรังสี
แกมมา 80 เกรย ใหแกเมล็ดขาว 2 สายพันธุคือ Ilpumbyeo และ  Sanghaehyanghyella ปรากฏวาขาว
ทั้งสองสายพันธุสามารถเจริญเติบโตในสารละลายที่มีเกลือโซเดียมคลอไรดความเขมขน  50 และ 
100 มิลลิโมลตอลิตร ไดดีกวาตนที่เพาะจากเมล็ดที่ไมผานการฉายรังสีแกมมา  
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การจัดจําแนกพันธุสิ่งมชีีวิตดวยเคร่ืองหมายโมเลกุล 
 

การศึกษาความหลากหลายของสิ่งมีชีวิต มักจัดจาํแนกตามลักษณะทีป่รากฏซึ่งแสดงออก
ทั้งภายนอกและภายใน วามีความคลายคลึงกันมากเทาใด โดยสามารถแบงออกไดเปน 2 กลุม 
(ปรีชาและนงลักษณ, 2536) คือ 
 
 1. ความคลายคลึงของการเจริญเติบโตในระยะตัวออน พบวา สัตวยิ่งมคีวามสัมพันธ
ใกลเคียงกันจะมีลักษณะแบบแผนการเจรญิเติบโตคลายกันมากกวาสัตวที่มีความสัมพันธหางกนั
และจากลกัษณะแบบแผนการเจริญเติบโตของตัวออนนัน้ยังแสดงถึงผลของการวิวัฒนาการวา
ส่ิงมีชีวิตชนิดใดเจริญเปลี่ยนแปลงมาจากสิ่งมีชีวิตชนิดใดไดอีกดวย 
 
 2. ความคลายคลึงกันของสารพันธุกรรม หรือโครงสรางของเซลลในการสังเคราะห
สารเคมีภายในเซลล ซ่ึงมีความสําคัญในการศึกษาความสัมพันธทางวิวัฒนาการของสิ่งมีชีวิต โดย
จะดจูากความเหมือนหรือตางกันของสารพันธุกรรม ซ่ึงขอมูลที่ไดมาเหลานี้ นักวิทยาศาสตรนํามา
สรางเปนตนไมแหงวิวัฒนาการชาติพันธุได (phylogenetic tree) เพื่อแสดงการเกิดววิัฒนาการของ
ส่ิงมีชีวิตหรือที่เรียกวา phylogeny (Avise, 1994) 
       

ในบางครั้งก็อาจมีส่ิงมีชีวิตที่มีลักษณะและรูปพรรณสัณฐานเหมือนกนัมากๆ จนไม 
สามารถแยกได ดังนั้นนักวทิยาศาสตรจึงไดมีการพัฒนาวิธีใหมในการจําแนก นั่นคอืการใช
เครื่องหมายโมเลกุล (molecular marker) ซ่ึงมีการพัฒนามาอยางตอเนือ่ง จากเทคนิค PCR ที่ใช
สําหรับเพิ่มปริมาณดีเอน็เอ ซ่ึงเปนพื้นฐานสําหรับการทําเครื่องหมายโมเลกุล ในปจจุบันการหา
ความหลากหลายทางพันธุกรรม โดยเฉพาะการตรวจหาแถบดีเอ็นเอทีม่ีหลายรูปแบบ
(polymorphism) ในสิ่งมีชีวติ สามารถแบงออกไดเปน 3 วิธี (Ayad et al., 1997) คือ 
 
 1. Non-PCR based screening technique เปนวิธีที่ใชในการจําแนกพันธุโดยไมใชเทคนิค 
PCR ตัวอยางเชน เทคนิค RFLP ซ่ึงเปนเทคนิคที่สามารถตรวจสอบการเกิด polymorphism ของ
ลําดับเบสบนสายดีเอ็นเอได โดยเริ่มจากการตัดดีเอ็นเอดวยเอนไซมตัดจําเพาะ จากนัน้จึงนาํมาทําอิ
เล็กโทรโฟรีซิส ถายลงบนเมมเบรน แลวใชโพรบ (probe) มาจับที่ตําแหนงจําเพาะ ซ่ึงโพรบที่นํามา
จับนั้นจะมีขนาดสั้นๆ โดยเมื่อโพรบเขาไปจับแลว จะเปนตัวแสดงใหเห็นถึงความแตกตางของ
ส่ิงมีชีวิตแตละชนิด เนื่องจากตําแหนงที่โพรบเขาไปจับนั้นอาจเกิดมวิเทชันทําใหเหน็ความแตกตาง
ในสิ่งมีชีวิตแตละชนิด (สุรินทร, 2545; Brettschneider, 1998) ซ่ึงวิธีนีน้ิยมใชกันมาก เนื่องจากเปน
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เทคนิคที่ใหผลคอนขางแมนยํา สามารถตรวจสอบสิ่งมีชีวิตที่เปนเฮเทอโรไซโกต (heterozygote) 
ไดและไมจําเปนตองรูลําดับเบส เนื่องจากโพรบจะมาจบัที่ตําแหนงจาํเพาะในจีโนม  
 
 2. Targeted PCR เปนวิธีการศึกษาความหลากหลายของสิ่งมีชีวิต โดยใชปฏิกิริยาการ PCR 
แบบจําเพาะ ซ่ึงจําเปนจะตองทราบตําแหนงและลําดับเบสที่แนนอนกอน เพื่อที่จะไดสังเคราะห
ไพรเมอรกับลําดับเบสชนิดนั้น ตัวอยางของเทคนิคนี้ไดแก SSCP (Single Strand Conformation 
Polymorphism) เปนวิธีตรวจหา polymorphism จากดีเอน็เอที่เพิ่มปริมาณโดยปฏิกิริยาการ
สังเคราะหดีเอน็เอซึ่งมีความแตกตางกันเพยีงแคเบสใดเบสหนึ่งในสายดีเอ็นเอ ซ่ึงนําไปสูการกลาย
พันธุที่เรียกวา point mutation โดยอาศัยหลักการที่วาดเีอ็นเอสายเดีย่วในสภาพธรรมชาติจะมีการขด
หรือพันกนัภายในโมเลกุล เกิดเปนโครงสรางจําเพาะขึ้นกับองคประกอบของเบสภายในดีเอ็นเอ
สายนั้น ซ่ึงจะมีผลตอการเคลื่อนที่ระหวางการทําอิเล็กโทรโฟรีซิสบนnondenaturing 
polyacrylamide gel โดยโมเลกุลดีเอ็นเอทีม่ีเบสตางกันแมเพียงเบสเดยีวก็สามารถทําใหเกิด
โครงสรางที่แตกตางกัน ซ่ึงจะสงผลใหการเคลื่อนที่ในระหวางการทําอิเล็กโทรโฟรีซิสเร็วหรือชา
ตางกันออกไป (สุรินทร, 2543)  SSR (Simple Sequence Repeat) เปนอีกเทคนิคหนึ่งที่ใชตรวจหา
การกระจายตวัทางพันธุกรรมโดยดูจากจํานวนซ้ําของลําดับเบส เชน (GC)n หรือ (AC)n วามีจํานวน
มากนอยเทาใดโดยใชไพรเมอรเขาไปจับ แลวนําไปทําปฏิกิริยาการสังเคราะหดเีอ็นเอ ซ่ึงการเกิด 
polymorphism นั้นจะมาจากจํานวนชุดของลําดับเบสที่ยาวไมเทากันในสิ่งมีชีวิตแตละชนิด ดังนั้น
เมื่อนํามาทําอิเล็กโทรโฟรีซิสดีเอ็นเอสายที่ยาวหรือที่มีจํานวนชุดซ้ํากันมากๆจะเคลื่อนที่ไดชากวาดี
เอ็นเอที่มีจํานวนชุดซ้ํานอย ซ่ึงสามารถตรวจสอบผลดวยการทําอิเล็กโทรโฟรีซิสใน 
polyacrylamide ซ่ึงขอดีของวิธีการนี้คือ สามารถตรวจสอบลูกที่เปนเฮเทอโรไซโกตไดและไมมี
การใชสารกัมมันตรังสี (radioactive isotope) (Brown et al., 1996) และ PCR-RFLP ซ่ึงตางจาก 
RFLP ธรรมดา คือ จะเปนการใชไพรเมอรมาจับที่ตําแหนงจําเพาะแลวนําไปสังเคราะหดเีอ็นเอ โดย
ไมตองทําไฮบริไดเซชัน นําผลที่ไดมาตัดดวยเอนไซมตดัจําเพาะแลวตรวจสอบผลไดโดยการยอม
ดวยเอธิเดียมโบรไมด ซ่ึงขอดีของวิธีการนีค้ือ สามารถตรวจสอบเฮเทอโรไซโกตได อีกทั้งยังให
ขอมูลที่แมนยาํ 
 
 3. PCR arbitrary priming technique เปนเทคนิคที่ใชศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรม
โดยใชปฏิกิริยา PCR แบบสุม ตัวอยางเทคนิคนี้คือ RAPD และ AFLP ซ่ึง RAPD เปนการใชไพร
เมอรสายส้ันๆ ความยาวประมาณ 10-20 เบส มาจับที่ตําแหนงตางๆ บนสายนิวคลีโอไทดแบบสุม
ในปฏิกิริยาการสังเคราะหดีเอ็นเอ แลวจงึนาํมาตรวจสอบดวยการทําอิเล็กโทรโฟรีซิสใน agarose 
gel แลวยอมดวยเอธิเดียมโบรไมด ผลที่ไดจากการยอมจะเหน็เปนแถบดเีอ็นเอ (band) เรืองแสง
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ภายใตแสง UV ที่มีขนาดตางๆ ซ่ึงสามารถนํามาใชประโยชนในการวเิคราะหความหลากหลายทาง
พันธุกรรมได (สุรินทร, 2545; Edwards, 1998) ผลที่ไดนีจ้ะดกีวาเทคนคิ RFLP เนื่องจากจะให
จํานวนแถบดีเอ็นเอมากกวา และเทคนิคนีท้ําไดรวดเร็วและงายกวา RFLP มาก เพราะไมตองใช 
โพรบเขามาจับ ไมตองใชไพรเมอรจําเพาะในการสังเคราะหดเีอ็นเอ นอกจากนีย้ังสามารถทําไดใน
เครื่องสังเคราะหดเีอ็นเอเพยีงครั้งเดียว เทคนิคอีกชนดิหนึ่งที่จัดอยูในประเภทนี้คือ AFLP ซ่ึงให
จํานวนแถบดีเอ็นเอมากกวา RAPD และ RFLP เนื่องจากเทคนิคนี้เปนการตรวจสอบชิ้นดีเอ็นเอที่
ถูกตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ ซ่ึงคลายกับเทคนิค RFLP แตเปลี่ยนการตรวจสอบผลจากวิธี 
Southern blot hybridization เปนการเพิ่มปริมาณชิ้นดีเอน็เอบางสวนดวยปฏิกิริยา PCR (Vos et al., 
1995; Matthes et al., 1998) 
 
เทคนิค Amplified Fragment Length Polymorphism (AFLP) 
   

เทคนิค AFLP เปนเทคนิคที่มรีายงานในป ค.ศ. 1995 (Vos et al., 1995) ใชสําหรับการ
สรางลายพมิพดีเอ็นเอ ชวยในการแยกความแตกตางระหวางสิ่งมีชีวิต ใชเปนเครื่องมือในการจดั
จําแนกหรือหาความสัมพันธระหวางสิ่งมีชีวิต โดยการตัดดีเอ็นเอดวยเอนไซมตัดจําเพาะแลวนํามา
เพิ่มปริมาณดวยปฏิกิริยา PCR  (Vos and Kuiper, 1997) ซ่ึงแบงออกเปน 2 ขั้นตอนยอยคือ การทํา 
pre-selective amplification และ selective amplification ซ่ึงใชไพรเมอรที่จําเพาะกับ adaptor มาจับ 
โดยมีเบสคัดเลือกเพิ่มมาจํานวน 1 และ 3 เบส ตามลําดับ (Vos et al., 1995) จากนัน้จึงนํามา
ตรวจสอบดวยการทําอิเล็กโทรโฟรีซิสใน denaturing polyacrylamide gel บันทึกผลโดยดกูารเกิด
จํานวนแถบดีเอ็นเอที่มีหลายรูปแบบ ซ่ึงลายพิมพดเีอ็นเอที่เกิดความแตกตางนี้เปนผลมาจากการเกิด
มิวเทชันที่ตําแหนงตัดจําเพาะของเอนไซมทั้งสองชนิด (สุรินทร, 2545) จากนั้นจึงนําไปคํานวณคา
ความเหมือนทางพันธุกรรมและสรางเปน phylogenetic tree โดยใชโปรแกรมคอมพิวเตอร 
NTSYSpc 2.02i (Rohlf, 1993) นอกจากนีจ้ะพบวา เทคนคิ AFLP นั้นมคีุณลักษณะทีด่ีหลายอยาง 
โดยเฉพาะความนาเชื่อถือเพราะวา เมื่อทําซ้ําจะไดผลเหมือนเดิม  
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ตารางที่ 1  เปรียบเทียบชนดิของเครื่องหมายโมเลกุลพรอมคุณลักษณะตางๆ 
 
Characteristic  RFLPs  RAPDs  SSRs  AFLPs  
Development  
costs  

Medium  Low  High  Low  

Level of 
polymorphism  

Low-Medium  Medium  High  Medium  

Automation  No  Yes/No  Yes/No  Yes/No  
Reliability  High  Low  High  High  
Level of skill  
Required  

Low  Low  Low-Medium  Medium  

Cost  High  Low  Low  Medium  
Radioactivity  Yes/No  No  Yes/No  Yes/No  
ท่ีมา : Ayad et al., 1997 
 
ขั้นตอนการทํา AFLP สามารถแบงเปนขัน้ตอนหลักๆ ได 3 ขั้นตอน คือ 
 

1. การตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะและเชื่อมตอปลายทั้งสองดวย adaptor ในขั้นตอนตดัดวย 
เอนไซมตัดจําเพาะนีจ้ะใชเอนไซมสองชนิดที่มีตําแหนงจดจําตางกันมาตัดสายดีเอน็เอ เอนไซมที่ 
ใชไดแก EcoRI ที่มีตําแหนงจดจํา 6 คูเบส และ MseI ที่มีตําแหนงจดจาํ 4 คูเบส นอกจากเอนไซม 
ทั้งสองชนิดที่กลาวมาแลวยงัอาจใชเอนไซมชนิดอื่นไดอีกดวย เชน TaqI ที่มีตําแหนงจดจํา 4 คูเบส 
เทากับ MseI (Vos et al., 1995) และ PstI (Massawe, 2002) เมื่อตัดออกมาแลวจะไดช้ินดีเอ็นเอที่ม ี
ขนาดเล็ก เหมาะสําหรับการทําปฏิกิริยาสังเคราะหดเีอ็นเอ โดยช้ินดเีอ็นเอที่ไดนัน้ควรมีขนาดไม 
เกิน 1 กิโลเบสเพื่อจะไดสามารถเห็นความแตกตางไดชัดเจน เมื่อทําอิเล็กโทรโฟรีซิสใน 
denaturing polyacrylamide gel จากนั้นจึงนาํชิ้นดีเอ็นเอทีไ่ดมาเชื่อมดวย adaptor ที่ปลายทั้ง 2 ดาน 
เพื่อใหไพรเมอรสามารถเขามาจับไดในปฏิกิริยาสังเคราะหดเีอ็นเอ 
 
 



 

20 

 
 
ภาพที ่1 ขั้นตอนการตรวจสอบลายพิมพดีเอ็นเอโดยเทคนิค AFLP ดวยไพรเมอร คูหนึ่ง 
ท่ีมา : ดัดแปลงจาก Lin and Kuo (1995) 
 
 2. ปฏิกิริยาการสังเคราะหดีเอ็นเอ ในขั้นตอนการสังเคราะหดเีอ็นเอนีจ้ะแบงออกเปน 2 
ขั้นตอนยอย คือ 
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     2.1 Pre-selective amplification เปนการเพิ่มปริมาณ ดีเอ็นเอตนแบบใหมากขึน้และชวย
ใหเกิดการคัดเลือกชิ้นดีเอ็นเอใหถูกตอง ขั้นตอน pre-selective amplification นิยมใชเมื่อตองการ
วิเคราะหตัวอยางที่มีจีโนมขนาดใหญและตองใชไพรเมอรที่เพิ่มนิวคลีโอไทดดานปลาย 3′ มากกวา 
2 เบส ในขั้นตอน selective amplification ไพรเมอรที่ใชสวนมากนิยมเพิม่นิวคลีโอไทด 1 เบสเขาที่
ปลาย 3′ ของไพรเมอร ทําใหมีผลตอจํานวนของแถบดีเอน็เอที่ตรวจสอบ โดยพบวา ถาใชไพรเมอร
ที่ไมมีการเพิ่มเบส จะไดจํานวนแถบดเีอ็นเอมากกวาการใชไพรเมอรที่เพิ่มนิวคลีโอไทด 1 เบส 
(Mackill et al., 1996) 

 
     2.2 Selective amplification เปนขั้นตอนการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอใหมากขึ้นพรอมๆกับ

การคัดเลือกชนิดของนิวคลีโอไทด โดยใชดีเอ็นเอจากขัน้แรกเปนแมแบบ แลวใชไพรเมอรที่มีนิ
วคลีโอไทดเพิม่ดานปลาย 3′ เปนตัวคัดเลือก ซ่ึงอาจไมใชก็ไดในกรณีทีม่ีจีโนมขนาดเล็ก เชนพ
ลาสมิด และคอสมิด เปนตน แตถามีจีโนมมีขนาดใหญขึ้นมาเล็กนอยกอ็าจใชเบสคัดเลือกเพียงแค 2 
เบสก็ได (Caetano-Anolles et al., 1997) ซ่ึงในขั้นตอนนี้มคีวามสําคัญมาก เนื่องจากเปนขั้นตอนที่
ทําใหเกิดลายพิมพดีเอ็นเอ และเปนตวักําหนดปริมาณแถบดีเอ็นเอที่เกิดขึ้นทั้งหมด ซ่ึงแถบดีเอ็นเอ
ที่พบหลังจากทําอิเล็กโทรโฟรีซิสแลว ควรมีประมาณ 50-100 แถบ และในขั้นตอนนี้บางครั้งยังอาจ
ใชสารที่ไมใชกัมมันตรังสีตดิบริเวณไพรเมอร เพื่องายตอการตรวจสอบโดยใชคอมพิวเตอร 
(Vrielling et al.,1997) 
 
 3. การแยกชิ้นดีเอ็นเอใน denaturing polyacrylamide gel ผลผลิตที่ไดจากการสังเคราะห 
ดีเอ็นเอในขั้นตอนที่ 2 สามารถนํามาแยกใหเห็นความแตกตางกันไดใน denaturing polyacrylamide 
gel ที่มีความเขมขนประมาณ 5-6 เปอรเซ็นต ซ่ึงผลผลิตที่ไดจะออกมาในรูปแบบของดีเอ็นเอ 
(DNA pattern) ที่มีความแตกตางในแตละตัวอยางหรือพนัธุ 
 

ในปจจุบนัมีการนําเทคนิค AFLP มาใชในการหาความหลากหลายทางพันธุกรรมของพืช
หลายชนิด เชนในขาว กาญจนา (2544) สามารถใชเทคนิค AFLP เปนตัวบงชีใ้หเหน็ถึงความแตก 
ตางของแถบดเีอ็นเอของขาวพันธุ NIL (IRBB5) ซ่ึงมีความตานทานตอโรคขอบใบแหง โดยเปรยีบ 
เทียบแถบดเีอ็นเอกับพันธุ IR 24 ซ่ึงเปนพันธุที่ไมตานทานตอโรคดังกลาว โดยใชเครื่องหมาย 
AFLP จํานวน 64 คูไพรเมอร พบวามีจํานวน 12 คูไพรเมอรที่สามารถแสดงความแตกตางระหวาง
พันธุตานทานกับพันธุไมตานทานทํา ใหเกิดแถบดเีอ็นเอในพันธุ NIL (IRBB5)  แตไมเกิดแถบดี
เอ็นเอที่ตําแหนงเดียวกนัในพันธุ IR 24  
 



 

22 

การนําเทคนิค AFLP มาใชในการตรวจสอบความหลากหลายทางพันธุกรรมของขาวยังมี
มาอยางตอเนือ่ง ในป พ.ศ. 2548 วิรัตน ตรวจสอบความแตกตางของเครื่องหมาย AFLP ที่ตอบ 
สนองตอชวงแสงโดยกลไกการเติมหมูเมธิลใหกับดีเอน็เอในขาวพันธุขาวดอกมะลิ 105 และ
สุพรรณบุรี 1 ที่ควบคุมใหไดรับชวงแสงสัน้ 11 ช่ัวโมงตอวัน และชวงแสงยาว 13 ช่ัวโมงตอวันโดย
การตัดดีเอน็เอของขาวดวยเอนไซม EcoRI และ HpaII พบแถบดีเอ็นเอที่มีความแตกตางระหวาง
ขาวพันธุขาวดอกมะล ิ105 ที่ไดรับชวงแสงสั้นและชวงแสงยาว 2 แถบ คือแถบดีเอ็นเอ PG-AG 
และ PG-GG เนื่องจากเครื่องหมาย PG-AG และ PG-GG มีลําดับเบสคลายคลึงกับลําดบัเบสของ 
cDNA และ mRNA ใน database ของ GenBank 98% และ 100% ตามลําดับ ซ่ึงแสดงใหเห็นวา
เครื่องหมาย PG-AG, PG-GG อาจเปนยนีหรือเปนสวนหนึ่งของยนีทีอ่าจถูกชักนําหรือยับยั้งการ
แสดงออกโดยกลไกการเติมหมูเมธิลใหกบัดีเอ็นเอภายใตสภาพแสงสัน้ โดยเครื่องหมาย PG-AG 
นาจะเปนยนีทีเ่กี่ยวของกับกระบวนการพฒันาดอกของขาว สวนเครื่องหมาย PG-GG อาจจะเปน
ยีนที่เกี่ยวของกับกระบวนการชักนําใหเกดิการออกดอกของขาว 

 
ในพืชชนดิอื่นๆก็มีการนําเทคนิค AFLP มาใชในการตรวจสอบความหลากหลายทาง

พันธุกรรมกันเปนจํานวนมาก เชนในมะกอกโอลีฟ ปติชัย (2547) ไดตรวจสอบลายพมิพดีเอ็นเอ
ของมะกอกโอลีฟ 31 พันธุ ที่นําเขามาจากประเทศตางๆดวยเทคนิค AFLP โดยใชไพรเมอรจํานวน 
11 คู ใหแถบดเีอ็นเอทั้งสิ้น 634 แถบหรือ 634 AFLP markers คดิเปน 57.40 markers ตอ 1 คูไพร
เมอร และ 452 markers แสดง polymorphism ระหวางตัวอยางที่ศึกษา คิดเปน 70.29 เปอรเซ็นตของ 
markers ทั้งหมด เมื่อวิเคราะหโดยใชโปรแกรมคอมพิวเตอร NTSYSpc 2.02i เพื่อแบงกลุมตัวอยาง
มะกอกโอลีฟโดยวิธี UPGMA สามารถแบงมะกอกโอลีฟออกไดเปน 8 กลุม ในปเดียวกันอไุร
วรรณ ทําการวิเคราะหเครื่องหมายโมเลกลุ AFLP ของถ่ัวนิ้วนางแดง จากกลุมดีเอน็เอ 2 กลุม คือ 
กลุมที่ตอบสนองตอชวงแสงและไมตอบสนองตอชวงแสง กลุมละ 14 ตน พบวา จาก 48 คูไพร
เมอรที่ศึกษา มี 5 คูไพรเมอร จํานวน 7 ตําแหนง ทีแ่สดงความแตกตางระหวางพันธุพอแม หรือใน
ถ่ัวเหลืองซึ่งกลอยตา (2550) ตรวจสอบความแตกตางของถั่วเหลืองพันธุเชียงใหม 60 ที่กลายพันธุ
จากการฉายรังสีกับถ่ัวเหลืองพันธุเชียงใหม 60 ปกติ ทําการสกัดดีเอ็นเอจากใบยอดจํานวน 9 
ตัวอยางดวยวธีิ CTAB ตรวจสอบความแตกตางดวยวิธี AFLP ใชไพรเมอรจํานวน 15 คู พบวา    
เกิดความแตกตางของแถบดเีอ็นเอ (polymorphism) รวมทั้งหมด 61 แถบ นําลายพิมพดีเอ็นเอที่
ไดมาวิเคราะหและจัดกลุมโดยใชโปรแกรมสําเร็จรูป NTSYSpc version 2.20e ใชคาสัมประสิทธิ์
ความเหมือนแบบ Dice similarity coefficient ซ่ึงผลที่ไดจากการวิเคราะหพบวา ถ่ัวเหลืองพันธุ
เชียงใหม 60 ที่ไดรับการฉายรังสีทุกตัวอยาง มีความแตกตางในระดับดเีอ็นเอกับพนัธุเชียงใหม 60 
ปกต ิ
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ในตางประเทศก็มีการใชเทคนิค AFLP ตรวจสอบความหลากหลายทางพันธุกรรมในพืช
ตระกูลขาวหลายการทดลอง เชน Pakniyat et al. (1997) ศึกษาขาวบารเลยพันธุปา 39 ชนิดจาก
ตะวนัออกกลางโดยใชเทคนคิ AFLP โดยเลือกบริเวณทีม่ีภูมิประเทศแตกตางกัน 3 บริเวณ เมื่อใช
ไพรเมอร 12 คู จะเกดิแถบทั้งหมด 268 แถบ แบงเปนแถบที่พบในทุกตัวอยางจํานวน 64 แถบ 
(monomorphic) และแถบทีพ่บในบางตวัอยาง (polymorphic) จํานวน 204 แถบ ซ่ึงคิดเปน 76% 
ของทั้งหมด มีขนาดตั้งแต 83 ถึง 500 คูเบส สามารถแบงกลุมได 3 กลุม ซ่ึงสอดคลองกับแหลงที่
เก็บตัวอยาง 3 แหลง มีเพียง 2 ตัวอยางทีแ่บงแยกออกจากกลุม และเมือ่นําตัวอยางไปทดสอบความ
ทนเค็มและสังเกตแถบดีเอน็เอของพืชทนเค็ม พบวา มีแถบดีเอ็นเอที่พบในตัวอยางของพืชที่ทนเคม็
ทุกตัวอยาง จํานวน 12 แถบและใน 12 แถบนี้มี 6 แถบ ที่พบในพืชทีไ่มทนเค็มดวย 
 

  Agrawal et al. (1999) ศึกษาความสัมพันธระหวางพืชสกุล Oryza 23 สายพันธุ จาก 77 
ตัวอยางโดยใชเทคนิค AFLP และศึกษาในพืชที่มีความใกลชิดกับพืชสกุล Oryza รวมทั้งขาวโพด
ออย และถ่ัวเหลือง โดยใชไพรเมอรจํานวน 5 คู พบแถบดีเอ็นเอที่แตกตางกัน 1,191 แถบ เมื่อนํามา
วิเคราะหขอมูลเพื่อหาความสัมพันธของสายพันธุ สามารถอธิบายวิวัฒนาการในพืชสกุลนี้ซ่ึงมี
บรรพบุรุษรวม หรือกลุมของยีนที่มีความสัมพันธใกลชิด ซ่ึงแยกออกจากกนัในชวงแรกของ
กระบวนการววิัฒนาการ เกิดเปนหลายสายพันธุที่มีความแตกตางกัน และตอมาก็เกดิกระบวนการ 
วิวัฒนาการแบบขนาน นําไปสูการสูญพันธุของจีโนมบางจีโนมได หรือใชศึกษาการกระจายตวัทาง
พันธุกรรมของขาวปาที่ม ี
 

ตอมาในป ค.ศ. 2001 Federici et al. ศึกษาการกระจายตัวทางพันธุกรรมของขาวปาที่มี
ลักษณะเหมือนกับขาวปลูกโดยใชขาวทั้งหมด 32 ตัวอยาง แบงเปนขาวปา 26 ตัวอยาง และขาวปลกู 
6 ตัวอยาง โดยใชเทคนิค AFLP พบวาสามารถแบงกลุมประชากรไดเปน 3 กลุม คือ กลุมที่ 1 และ
กลุมที่ 2 เปนกลุมของขาวปาทั้งหมด สวนในกลุมที่ 3 เปนการผสมกันระหวางขาวปลูกและขาวปา
ซ่ึงมีลักษณะใกลเคียงกัน 

 
ในพืชชนดิอื่นก็มีการนําเทคนิค AFLP ไปใชในการทดลองเชนกัน เชน ในกลวย Ude et al. 

(2003) ทําการศึกษาความหลากหลายทางพนัธุกรรมของ african plantain โดยใช ไพรเมอร15 คูของ 
AFLP และ 60 ไพรเมอรที่มีขนาด 10 นิวคลีโอไทดของ RAPD พบวา เทคนิค AFLP มีประสิทธิ 
ภาพดกีวาเทคนิค RAPD ในการใหแถบโพลีมอรฟซึม และเมื่อทําการวิเคราะหผลแบบ UPGMA 
และ PCO พบวามีความสัมพันธที่ใกลชิดกันระหวางสายพันธุที่มีชอดอกคลายคลึงกันมากกวา
ขอมูลที่ไดจาก RAPD  ตอมา Bhat et al. (2004) ทําการวิเคราะหความหลากหลายทางพันธุกรรม
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ของ indian banana และ plantain จํานวน 92 สายพันธุ โดยใชเทคนิค AFLP พบวา จากการใชไพร
เมอรจํานวน 12 คู สามารถทําใหเกิดแถบทีม่ีโพลีมอรฟซึมและมีคาเฉลี่ยของ PIC อยูระหวาง 0.270 
ถึง 0.341 เมื่อนํามาวิเคราะหความหลากหลายทางพันธุกรรม พบวา สามารถแบงออกไดเปน 4 กลุม
ใหญๆ คือกลุมที่ 1 เปนกลวยที่มีจีโนม AAB กลุมที่ 2 เปน BB หรือ ABB กลุมที่ 3 มี 2 กลุมยอย A 
และ B คือ AA, AB, AAA หรือ AAB  และกลุมที่ 4 เปนกลุมของ ABB ทั้งหมด  
 
  

 
 



วิธีการ 

 
การเตรียมเเคลลัสเเละยอดจํานวนมากของขาวขาวดอกมะลิ 105 สําหรับใชในการทดลอง 

 
1. การเตรียมแคลลัสจากเมล็ดขาว  

 
  นําเมล็ดขาวเปลือกขาวพันธุขาวดอกมะลิ 105 มาแกะเอาเปลือกออก จากนั้นนําไปฟอกฆา
เชื้อจุลินทรียในสารละลาย clorox 15 เปอรเซ็นต ที่เติม tween 20 2-3 หยด เปนเวลานาน 30 นาที 
ลางดวยน้ํากลัน่ที่นึ่งฆาเชื้อแลว 1 คร้ัง แลวนําไปฟอกอกีครั้งในสารละลาย clorox 15 เปอรเซ็นต ที่
เติม tween 20 2-3 หยด เปนเวลานาน 10 นาที แลวลางดวยน้ํากลั่นทีน่ึ่งฆาเชื้อแลว 3 คร้ัง นําเมล็ด
ไปเพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร MS ที่เติมสารควบคุมการเจริญเติบโต 2,4-D ความเขมขน 2 มิลลิกรัม
ตอลิตร น้ํามะพราว 15 เปอรเซ็นต casein hydrolysate 1 กรัมตอลิตร L-proline 1 กรัมตอลิตร 
น้ําตาลทราย 30 กรัมตอลิตร วุนผง 0.8 เปอรเซ็นต (ลาวัลย, 2543) ปรับความเปนกรด-ดางใหเทากับ 
5.8 นึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลา 15 นาที ใช
เมล็ดขาวทั้งหมด 800 เมล็ด โดยเพาะเลี้ยง 4 เมล็ดตอขวด วางเมล็ดในแนวนอนใหเมล็ดสัมผัส
อาหาร กดเบาๆใหช้ินสวนจมลงในอาหารเล็กนอย นําไปเพาะเลี้ยงในสภาพที่มีความเขมแสง 2,500 
ลักซ (lux) สวาง 16 ช่ัวโมงตอวัน อุณหภูมิ 25+2 องศาเซลเซียส เปนเวลา 4 สัปดาห บันทึก
เปอรเซ็นตการเกิดแคลลัส ลักษณะและสขีองแคลลัสที่เกิดขึ้น  
 
          2 การชักนําใหเมล็ดขาวสรางยอดจํานวนมาก (multiple shoots) 
               
        นําเมล็ดขาวเปลือกขาวพันธุขาวดอกมะลิ 105  มาแกะเอาเปลือกออก จากนั้นนาํไปฟอกฆา
เชื้อจุลินทรียโดยใชวิธีการเดยีวกับขอที่ 1 นําเมล็ดที่ผานการฟอกฆาเชือ้เรียบรอยแลวไปเพาะเลี้ยง
บนอาหารสูตร MS ที่เติมสารควบคุมการเจริญเติบโต BAP ท่ีความเขมขน 3 มิลลิกรัมตอลิตร น้ํา
มะพราว 15 เปอรเซ็นต  yeast extract 1 กรัมตอลิตร น้ําตาลทราย 30 กรัมตอลิตร วุนผง 0.8
เปอรเซ็นต (ประดิษฐและคณะ, 2536) ปรับความเปนกรด-ดางใหเทากบั 5.8 นึ่งฆาเชือ้ที่อุณหภูมิ 
121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลา 15 นาที ใชเมล็ดขาวทัง้หมด 800 
เมล็ด โดยเพาะเลี้ยง 2 เมล็ดตอขวด วางเมล็ดในแนวนอนใหเมลด็สัมผัสอาหาร กดเบาๆใหช้ินสวน
จมในอาหารเล็กนอย นําไปเพาะเลี้ยงในสภาพที่มีความเขมแสง 2,500 ลักซ (lux) สวาง 16 ช่ัวโมง  
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การทดลองที่ 1 การศึกษาผลของรังสีแกมมาตอการพัฒนาไปเปนตนของแคลลัสและยอดที่เพาะ 
เล้ียงบนอาหารที่มีเกลือโซเดียมคลอไรดระดับความเขมขนตางๆ 
 

1.1 นําแคลลัสของขาวอายุ 4 สัปดาหที่ไดจากการเพาะเลีย้งบนอาหารสูตร MS ที่เติมสาร
ควบคุมการเจริญเติบโต 2,4-D ความเขมขน 2 มิลลิกรัมตอลิตร ดังไดกลาวแลวขางตน มาแบงเปน 2 
กลุม คือ  
 

1.1.1 กลุมควบคุม ซ่ึงไมผานการฉายรังสี  นําแคลลัสไปดงึน้ําออกบางสวน โดยนํา
แคลลัสไปวางพักไวในจานแกว (petridish) ที่มีฝาปด วางไวในสภาพทีม่ีแสง 16 ช่ัวโมงตอวัน 
อุณหภูมิ 25+2 องศาเซลเซียส เปนเวลา 3 วัน กอนนําไปเลี้ยงตอในอาหารสูตร MS ที่เติมสาร
ควบคุมการเจริญเติบโตไคเนติน 1 มิลลิกรัมตอลิตร น้ํามะพราว 15 เปอรเซ็นต casein hydrolysate 
300 กรัมตอลิตร L-proline 1 กรัมตอลิตร น้ําตาลทราย 30 กรัมตอลิตร phytagel 2.5 กรัมตอลิตร  
รวมกับโซเดียมคลอไรดความเขมขนตางๆคือ 0, 0.5, 1 และ 1.5 เปอรเซ็นต ปรับความเปนกรด-ดาง
ใหเทากับ 5.8 นึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลา 15 
นาที จะใช 20 แคลลัสตออาหารแตละสูตร โดยเพาะเลี้ยง 1 แคลลัสตอขวด วางแคลลัสในแนวนอน
ใหสัมผัสอาหาร กดเบาๆใหช้ินสวนจมในอาหารเล็กนอย นําไปเพาะเลี้ยงในสภาพแวดลอมที่มี
ความเขมแสง 2,500 ลักซ (lux) สวาง 16 ช่ัวโมงตอวัน อุณหภูมิ 25+2 องศาเซลเซียส เปนเวลา 6 
สัปดาห บันทกึจํานวนแคลลัสที่รอดชีวิตและสามารถพัฒนาเปนยอดไดในอาหารแตละสูตร  
 

         1.1.2 กลุมที่ผานการฉายรังสีแกมมาปริมาณ 30 เกรย  นําแคลลัสที่ผานการฉายรงัสี
แลวไปดึงน้ําออกบางสวนโดยนําแคลลัสไปวางพักไวในจานแกว (petridish) ที่มีฝาปด วางไวใน
สภาพที่มีแสง 16 ช่ัวโมงตอวนั อุณหภูมิ 25+2 องศาเซลเซียส เปนเวลา 3 วัน กอนนําไปเลี้ยงตอบน
อาหารสูตร MS เหมือนกับในกลุมควบคุม แตจะใช 80 แคลลัสตออาหารแตละสูตร เพาะเลี้ยง 1 
แคลลัสตอขวด วางแคลลัสในแนวนอนใหสัมผัสอาหาร กดเบาๆใหช้ินสวนจมในอาหารเล็กนอย 
นําไปเพาะเลี้ยงในสภาพแวดลอมที่มีแสงความเขมแสง 2,500 ลักซ (lux) สวาง 16 ช่ัวโมงตอวัน 
อุณหภูมิ 25+2 องศาเซลเซียส เปนเวลา 6 สัปดาห บันทกึจํานวนแคลลัสที่รอดชีวิตและสามารถ
พัฒนาเปนยอดไดในอาหารแตละสูตร  

1.2 นํายอดของขาวพันธุขาวดอกมะลิ 105 อายุ 8 สัปดาห ทีไ่ดจากการเพาะเลี้ยงเมล็ดบน
อาหารสูตร MS ดัดแปลง ที่เติมสารควบคุมการเจริญเตบิโต BAP 3 มิลลิกรัมตอลิตร ดังที่ไดกลาว
ไปแลวขางตน มาแบงเปน 2 กลุม คือ 
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1.2.1 กลุมควบคุม ซ่ึงไมผานการฉายรังสี นํายอดไปเลี้ยงตอบนอาหารสูตร MS ที่เติม
สารควบคุมการเจริญเติบ BAP ความเขมขน 3 มิลลิกรัมตอลิตร น้ํามะพราว 15 เปอรเซ็นต yeast 
extract 1 กรัมตอลิตร น้ําตาลทราย 30 กรัมตอลิตร วุนผง 0.8 เปอรเซ็นต รวมกับโซเดียมคลอไรด
ความเขมขนตางๆคือ 0, 0.5, 1 และ 1.5 เปอรเซ็นต ปรับความเปนกรด-ดางใหเทากับ 5.8 นึ่งฆาเชื้อ
ที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลา 15 นาที จะใช 20 ยอดตอ
อาหารแตละสตูร โดยเพาะเลี้ยง 1 ยอดตอขวด วางยอดในแนวตั้งใหรากสัมผัสอาหาร กดเบาๆให
ช้ินสวนจมในอาหารเล็กนอย นําไปเพาะเลี้ยงในสภาพแวดลอมที่มีแสงความเขมแสง 2,500 ลักซ 
(lux) สวาง 16 ช่ัวโมงตอวัน อุณหภูมิ 25+2 องศาเซลเซียส เปนเวลา 8 สัปดาห บันทกึจํานวนยอดที่
รอดชีวิตและสามารถพัฒนาเปนยอดจํานวนมากไดในอาหารแตละสูตร  
 

1.2.2  กลุมที่ผานการฉายรังสีแกมมาปริมาณ 30 เกรย  นํายอดที่ผานการฉายรังสีแลว
ไปเพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร MS เหมือนกบัในกลุมควบคุม แตจะใช 80 ยอดตออาหารแตละสูตร 
โดยเพาะเลี้ยง 1 ยอดตอขวด วางยอดในแนวตั้งใหรากสัมผัสอาหาร กดเบาๆใหช้ินสวนจมใน
อาหารเล็กนอย นําไปเพาะเลี้ยงในสภาพแวดลอมที่มีแสงความเขมแสง 2,500 ลักซ (lux) สวาง 16 
ช่ัวโมงตอวัน อุณหภูมิ 25+2 องศาเซลเซียส เปนเวลา 8 สัปดาห บันทกึจํานวนยอดที่รอดชีวิตและ
สามารถพัฒนาเปนยอดจํานวนมากไดในอาหารแตละสูตร  
 

หลังจากไดยอดที่รอดชีวิตจากการทดลองที ่1.1 แลวนํายอดมาเพิ่มจํานวน โดยเพาะเลีย้ง
บนอาหารสูตร MS ดัดแปลงที่เติมน้ํามะพราว 15 เปอรเซ็นต yeast extract 1 กรัมตอลิตร น้ําตาล
ทราย 30 กรัมตอลิตร วุนผง 0.8 เปอรเซ็นต และสารควบคุมการเจริญเตบิโต BAP ระดับความ
เขมขน 3 มิลลิกรัมตอลิตร ปรับความเปนกรด-ดางใหเทากับ 5.8 นึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศา
เซลเซียส ความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลา 15 นาที โดยเพาะเลีย้ง 1 ยอดตอขวด วางยอดใน
แนวตั้งใหรากสัมผัสอาหาร กดเบาๆใหช้ินสวนจมในอาหารเล็กนอย นําไปเพาะเลี้ยงใน
สภาพแวดลอมที่มีแสงความเขมแสง 2,500 ลักซ (lux) สวาง 16 ช่ัวโมงตอวัน อุณหภูมิ 25+2 องศา
เซลเซียส เปนเวลา 4-8 สัปดาห 
        
การทดลองที่ 2 การศึกษาความแปรปรวนของลักษณะทางสัณฐานวิทยาและลักษณะทางเกษตรของ
ยอดท่ีไมผานและผานการฉายรังส ีปริมาณ 30 เกรย 
 

นําตนขาวที่รอดชีวิตจากการทดลองที่ 1 ทั้งจากกลุมควบคุมและจากกลุมที่ฉายรังสีแกมมา
ปริมาณ 30 เกรย ออกปลูกในสภาพธรรมชาติ โดยยายตนขาวออกจากขวดเพาะเลี้ยง ลางอาหารออก
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จากรากใหหมด แชในน้ํายาปองกันเชื้อราความเขมขน 4 กรัมตอลิตร นาน 3 นาที แลวปลูกใน
กระถางขนาดเสนผานศูนยกลาง 4 นิ้วซ่ึงบรรจุดินเหนียวเปนเวลา 2 สัปดาห เพื่อใหตนกลาแข็งแรง 
แลวยายตนกลาปลูกในกระถางขนาดเสนผานศูนยกลาง 10 นิ้ว ซ่ึงบรรจทุรายลาง 3 คร้ัง นําไปวาง
ในอางพลาสติกที่บรรจุสารละลายของธาตุอาหารตามสูตรของ Yoshida และคณะ (1972) เติมเกลือ
แกงความเขมขน 1 เปอรเซ็นต ปริมาณ 2 ลิตร และวางไวในสภาพแวดลอมธรรมชาติ โดยเปลี่ยน
สารละลายธาตุอาหารพืชทกุสัปดาห เมื่อครบ 4 สัปดาห บันทึกจํานวนตนที่รอดชีวิต  
 
 การทดลองที่ 3  การตรวจสอบดีเอ็นเอของขาวตนท่ีผานการคัดเลือกจากการทดลองที่ 2 
 

นําใบออนของตนขาวจากการทดลองที่ 2 มาสกัดดีเอ็นเอตามวิธีของ Agrawal et al. (1992) 
(ดูรายละเอียดในภาคผนวก 2) แลวนาํไปตรวจสอบลายพมิพดีเอ็นเอดวยเทคนิค AFLP (สุรินทร, 
2545; Vos et al., 1995) เพื่อเปรียบเทียบระหวางตนที่ผานการฉายรังสกีับตนที่ไมผานการฉายรังสี
โดยยอยดีเอน็เอของขาว ดวยเอนไซมตัดจําเพาะ 2 ชนดิพรอมกัน คือ EcoRI   ซ่ึงเปนเอนไซมตัด
จําเพาะที่มีความถี่ในการตัดต่าํ  มีตําแหนงจดจําขนาด 6 คูเบส  และเอนไซม MseI ซ่ึงมีความถี่ใน
การตัดสูง  มีตาํแหนงจดจําขนาด 4 คูเบส  แลวเชื่อมตอปลายดีเอ็นเอทั้งสองดานดวย Adaptor 2 
ชนิด คือ 

EcoRI adaptor                        5′ -CTCGTAGACTGCGTACC- 3′ 
                                                     3 ′-CATCTGACGCATGGTTAA- 5′ 
  
MseI adaptor                          5′ -GACGATGAGTCCTGAG- 3′ 
                                                        3-′TACTCAGGACTCAT- 5′ 

 ตอจากนัน้จึง เพิ่มปริมาณดีเอ็นเอดวยปฏิกริิยา PCR 2 ขั้นตอน ดังนี ้
 
 1.  Preselective amplification 
 
      เพื่อเพิ่มปรมิาณชิ้นดเีอ็นเอดวยปฏกิิริยา PCR เฉพาะสวนที่ตองการ  โดยนําดเีอ็นเอที่ตอ
กับ adaptor เรียบรอยแลวมาทําปฏิกิริยากับ EcoRI ไพรเมอรและ MseI ไพรเมอร ที่ตออยูกับเบส 1 
ตัวที่ปลาย 3′ ไพรเมอรที่ใชมีดังนี ้
 
 EcoRI-primer+1 (E-A )                              5′–GACTGCGTACCAATTCA-3′ 
 MseI-primer+1 (M-C)                                5′–GATGAGTCCTGAGTAAC-3′ 
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ผลที่ไดจากการทํา preselective amplification คือ ช้ินดีเอน็เอที่มีปลายดานหนึ่งเปนสวน

ของ EcoRI adaptor และปลายอีกดานหนึ่งเปนสวนของ MseI adaptor ซ่ึงในขั้นตอนนี้จะชวยลด
จํานวนชิ้นดเีอน็เอที่ตองการคัดเลือกไดถึง 16 เทา  ช้ินดีเอ็นเอที่ไดในขัน้ตอนนี้จะเปนดีเอ็นเอ
ตนแบบในการทํา selective amplification ตอไป 
 
สารประกอบที่ใชในปฏิกิริยา  preselective amplification 

 
สารที่ใชในปฏิกิริยา                                                        ปริมาตร (μl) 
ดีเอ็นเอที่ไดจากการเชื่อมตอ                                                   2.0     
H2O                                                                                       15.15 
dNTP mix (2 mM)                                                                 2.5 
10x PCR buffer                                                                                                                      2.5 

MgCl2  (50 mM)                                                                      0.75                                                
              EcoRI - A primer (E-A)                                                         1.0 
 MseI - C primer (M-C)                                                           1.0    
 Taq polymerase  (5 U/ μl)                                                      0.1                                                                       

รวม                                                                                       25.0 
 
ผสมสารประกอบที่ใชในปฏิกิริยา  preselective amplificationใหเขากนั นําเขาเครื่อง PCR 

โดยใชโปรแกรมดังนี ้
 
 
ขั้นที่ 1   อุณหภูมิ        94      องศาเซลเซียส            เวลา      30    วินาท ี
ขั้นที่ 2   อุณหภูมิ        56      องศาเซลเซียส            เวลา      60    วินาที                25 รอบ 
ขั้นที่ 3   อุณหภูมิ        72      องศาเซลเซียส            เวลา      60    วินาท ี
 
แบงสวนของสารละลายมาทําอิเล็กโทรโฟรีซิสโดยใช  1.5% agarose gel และเจือจาง 20 

เทาดวย TE buffer เพื่อเปนตนแบบในปฏิกริิยา PCR ข้ันตอไป 
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 2.  Selective amplification   
 
      การเพิ่มปริมาณชิ้นดเีอ็นเอในขั้นตอนนีจ้ะใชไพรเมอรที่เพิ่มนิวคลีโอไทด 3 ตัวที่ปลาย 
3′ของไพรเมอรเพื่อใหเกิดการคัดเลือกเพิ่มปริมาณชิ้นดีเอ็นเอบางสวน คูผสมของไพรเมอรทั้ง 2 
ชนิด มีชนิดละ 8 แบบดังนี ้
 
ชนิด EcoRI ไพรเมอร 8 ชนิด 
 
E1 primer+3 (E-AAC)                   5′–GACTGCGTACCAATTCAAC-3′ 
E2 primer+3 (E-AAG)      5′–GACTGCGTACCAATTCAAG-3 ′ 
E3 primer+3 (E-ACA)   5′–GACTGCGTACCAATTCACA-3 ′ 
E4 primer+3 (E-ACC)   5′–GACTGCGTACCAATTCACC-3′ 
E5 primer+3 (E-ACG)   5′–GACTGCGTACCAATTCACG-3′ 
E6 primer+3 (E-ACT)   5′–GACTGCGTACCAATTCACT-3′ 
E7 primer+3 (E-AGC)    5′–GACTGCGTACCAATTCAGC-3′ 
E8 primer+3 (E-AGG)   5–′GACTGCGTACCAATTCAGG-3′ 
 
ชนิด MseI ไพรเมอร 8 ชนิด 
 

M1 primer+3 (M-CAA)  5′–GATGAGTCCTGAGTAACAA-3′ 
M2 primer+3 (M-CAC)  5′–GATGAGTCCTGAGTAACAC-3′ 
M3 primer+3 (M-CAG)  5′–GATGAGTCCTGAGTAACAG-3′ 
M4 primer+3 (M-CAT)  5′–GATGAGTCCTGAGTAACAT-3′ 
M5 primer+3 (M-CTA)  5′–GATGAGTCCTGAGTAACTA-3′ 
M6 primer+3 (M-CTC)  5′–GATGAGTCCTGAGTAACTC-3′ 
M7 primer+3 (M-CTG)  5′–GATGAGTCCTGAGTAACTG-3′ 
M8 primer+3 (M-CTT)               5′–GATGAGTCCTGAGTAACTT-3′ 
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สารประกอบที่ใชในปฏิกิริยา selective amplification 
 
สารที่ใชในปฏิกิริยา                                                        ปริมาตร (μl) 
ดีเอ็นเอที่ทําใหเจือจางแลว                                                       5.0     
H2O                                                                                          8.3 
dNTP mix (2 mM)                                                                   2.0 
10x PCR buffer                                                                                                                        2.0 
MgCl2  (50 mM)                                                                       0.6                                           

              EcoRI primer (E-ANN)                                                         1.0 
 MseI  primer (M-CNN)                                            1.0    
 Taq polymerase  (5 U/μl)                                                        0.1                                                                      

รวม                                                                                        20.0 
 

 ผสมสารประกอบที่ใชในปฏิกิริยา  selective amplification ใหเขากนั นําเขาเครื่อง PCR 
โดยใชโปรแกรม touch down   

 
ขั้นที่ 1   อุณหภูมิ        94      องศาเซลเซียส            เวลา      30    วินาท ี
ขั้นที่ 2   อุณหภูมิ        65      องศาเซลเซียส            เวลา      30    วินาที                1  รอบ 
ขั้นที่ 3   อุณหภูมิ        72      องศาเซลเซียส            เวลา      60    วินาท ี
 
 ลดอุณหภูมิในขั้น annealing (65 องศาเซลเซียส) ลงรอบละ  0.7  องศาเซลเซียส  จํานวน 

12  รอบ และตอดวย  
 
ขั้นที่ 1   อุณหภูมิ        94      องศาเซลเซียส            เวลา      30    วินาท ี
ขั้นที่ 2   อุณหภูมิ        56      องศาเซลเซียส            เวลา      30    วินาที                23  รอบ 
ขั้นที่ 3   อุณหภูมิ        72      องศาเซลเซียส            เวลา      60    วินาท ี

 
           ตรวจสอบผลผลิต PCR โดยการทําอิเล็กโทรโฟรีซิสบน polyacrylamide ความเขมขน 6 
เปอรเซ็นต และยอมดวยซิลเวอรไนเตรท (ดูรายละเอยีดในภาคผนวก 3) 
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สถานที่ทําการทดลอง 
 
1. หองปฏิบัติการเพาะเลีย้งเนื้อเยื่อ ภาควิชาพันธุศาสตรคณะวิทยาศาสตรมหาวิทยาลัย    
    เกษตรศาสตร   กรุงเทพฯ 
2. ศูนยบริการฉายรังสีแกมมาและวจิัยนิวเคลียรเทคโนโลยี มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร  กรุงเทพฯ 
3. เรือนปลูกพชืทดลอง ภาควิชาพืชไรนา คณะเกษตร มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร  กรุงเทพฯ 
4. ศูนยวจิัยขาวปทุมธานี กรมวิชาการเกษตร กระทรวงเกษตรและสหกรณ จ. ปทุมธานี 
 
ระยะเวลาทําการวิจัย 
 
เร่ิมทําการวิจยัเดือนตุลาคม พ.ศ. 2547 ส้ินสุดการวิจยัเดอืนตุลาคม พ.ศ. 2550   
 
 
 



ผลและวิจารณ 

 
การเตรียมเเคลลัสเเละยอดจํานวนมากของขาวขาวดอกมะลิ 105 สําหรับใชในการทดลอง 
 
 1. การเตรียมแคลลัสจากเมล็ดขาว  
 

    จากการเพาะเลี้ยงเมล็ดขาวขาวดอกมะล ิ105   บนอาหารแข็งสูตร MS ที่เติมสารควบคุม
การเจริญเติบโต 2,4-D ความเขมขน 2 มิลลิกรัมตอลิตร น้ํามะพราว 15 เปอรเซ็นต casein 
hydrolysate 1 กรัมตอลิตร L-proline 1 กรัมตอลิตร เปนเวลา 4 สัปดาห พบวาเมล็ดที่เพาะเลี้ยงมกีาร
ตอบสนองตอ 2,4-D โดย 2,4-D สามารถชักนําใหคัพภะขาวสรางแคลลัสในอัตราเฉลี่ย 72 
เปอรเซ็นต ลักษณะของแคลลัสที่เกิดขึ้นแบงออกไดเปน 3 แบบ คือ 

 
               1. เปนแคลลัสที่เกาะกันแนน (compact callus) แคลลัสมีสีขาวเหลือง ขนาดคอนขางใหญ
(ภาพที ่2A) 
               2. แคลลัสที่เกาะกนัแบบหลวมๆ (friable callus) แคลลัสมีสีเหลืองออนหรือสีน้ําตาลอม
เหลือง ลักษณะออนนุม (ภาพที่ 2B) 
               3. แคลลัสทีมีลักษณะผสมระหวาง compact callus และ friable callus (mix callus) เปน
แคลลัสที่เกาะกันแนนมีสีเหลือง แตมีบางสวนหรือบางจุดของแคลลัสที่ดูโปรง และเกาะกนัหลวมๆ 
(ภาพที ่2C) 

  
แคลลัสที่มีลักษณะผสมระหวาง compact callus และ friable callus พบเกิดขึ้นมากที่สุด 

สวนแคลลัสแบบ  compact callus และ แบบ friable callus พบไดคอนขางนอย (ตารางที่ 2 )  ซ่ึงผล
การทดลองที่ไดนี้สอดคลองกับการทดลองของลาวัลย (2543) ที่รายงานวา เมื่อเพาะเลี้ยงมล็ดบน
อาหารสูตร MS ที่เติม 2,4-D 2 มิลลิกรัมตอลิตร เมล็ดสามารถสรางแคลลัสได 86.5 เปอรเซ็นต 
แคลลัสที่เกิดขึ้นมีลักษณะผสมระหวาง compact callus และ friable callus มากที่สุด สวนแคลลัส
แบบ  compact callus พบไดนอยและ แบบfriable callus พบไดนอยมาก 
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ตารางที่ 2  การเกิดแคลลัสที่ไดจากการเพาะเลี้ยงเมล็ดบนอาหารสูตร MS ที่เติม 2, 4-D ความ 
                  เขมขน 2 มิลลิกรัมตอลิตรเปนเวลา 4 สัปดาห  
 
การทดลอง

ชุดที่ 
จํานวน
เมล็ดที่
เพาะเลี้ยง 

เมล็ดที่ไม
สราง
แคลลัส 

compact 
callus 

friable 
callus 

mix callus จํานวน
แคลลัส
ทั้งหมด 

1 200 52 20 12 116 148 
2 200 68 31 24 77 132 
3 200 44 43 20 93 156 
4 200 60 15 18 107 140 

รวม 800 224 
(28%) 

109 
(13.63%) 

74 
(9.25%) 

393 
(49.13%) 

576 
(72%) 

                                                                              
                         

 

 
 

ภาพที่ 2  ลักษณะของแคลลสัที่เจริญมาจากเมล็ดที่เพาะเลี้ยงเมล็ดบนอาหารสูตร MS 
               ที่เติม 2,4-D ความเขมขน 2 มิลลิกรัมตอลิตร เปนเวลา 4 สัปดาห (A) compact callus 
  (B) fiable callus (C) mix callus 
 
  

    A      B  

    C  



 

35 

2 การชักนําใหเมล็ดขาวสรางยอดจํานวนมาก (multiple shoots) 
 

    จากการเพาะเลี้ยงเมล็ดของขาวขาวดอกมะลิ 105  บนอาหารแข็งสูตร MS ที่เติม BAP  
ความเขมขน 3 มิลลิกรัมตอลิตร น้ํามะพราว 15 เปอรเซ็นต เปนเวลา 8 สัปดาห พบวาอาหารสูตร 
MS ที่เติม BAP 3 มิลลิกรัมตอลิตรสามารถชักนําใหเกดิจาํนวนยอดไดคอื 6.04 ยอดตอเมล็ด ดัง
แสดงในตารางที่ 3 

 
เนื่องจาก BAP เปนสารสังเคราะหที่เปนอนพุันธของ 6-amino-purine ที่มีผลโดยตรงตอ

การชักนําเนื้อเยื่อใหเกิดยอดโดยไปกระตุนใหเกิดการแบงเซลลและตา (Krishnamoorthy, 1981) 
และมีประสิทธิภาพสูงในการกระตุนใหเกดิการเพิ่มจํานวนยอด (Vijaya and Satyanarayana,1991) 
ซ่ึงสามารถกระตุนใหเกิดยอดจํานวนมากในพืชหลายชนดิ เชน หญาซกิแนลนอน (วภิาสิริ, 2546) 
สตรอเบอรี่ลูกผสม (Zebrowska and Hortynski, 2002) ถ่ัวลิสง (Venkatachalam and Jayabalan, 
1999)    
 
ตารางท่ี 3  การเกิดยอดของเมล็ดขาวที่เพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร MS ที่เติม BAP ความเขมขน 3      
     มิลลิกรัมตอลิตรเปนเวลา 8 สัปดาห 
 
การทดลอง

ชุดที่ 
จํานวนเมล็ดที่
เพาะเลี้ยง 

จํานวนเมล็ดที ่
ไมเกิดยอด 

จํานวนเมล็ดที่
เกิดยอด 

จํานวนยอด
รวมทั้งหมด 

จํานวนยอด/
เมล็ด 

1 200 52 148 908 6.14 
2 200 60 140 784 5.60 
3 200 84 116 692 5.97 
4 200 64 136 876 6.44 

รวม 800 260 
(32.5%) 

540 
(67.5%) 

3260 6.04 

 
จากการทดลองพบวาอาหารเพาะเลี้ยงที่เติม BAP ความเขมขน 3 มิลลิกรัมตอลิตรนั้น

นอกจากจะชกันําใหเกิดจํานวนยอดตอเมลด็สูงถึง 6.04 ยอดตอเมล็ดแลว ยังใหยอดทีม่ีลักษณะแข็ง
แร็ง สมบูรณ และไมแคระแกร็น (ภาพที ่3)  
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ภาพที ่3  การพัฒนาของเมล็ดขาวเปนยอดจํานวนมากเมือ่เพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร MS ที่ไมเติม 
               BAP (A) เปรียบเทยีบกับตนทีเ่พาะเลี้ยงบนอาหารสูตร MS ที่เติม BAP 3 มิลลิกรัม 
               ตอลิตร(B) 
 

การทดลองที่ 1 การศึกษาผลของรังสีแกมมาตอการพัฒนาไปเปนตนของแคลลัสและยอดที่เพาะ 
เล้ียงบนอาหารที่มีเกลือโซเดียมคลอไรดระดับความเขมขนตางๆ 
 

เมื่อนําแคลลัสอายุ 4 สัปดาหที่ไดจากการทดลองที่ 1 มาแบงเปน 2 กลุม คือ กลุมควบคุมที่
ไมผานการฉายรังสีและที่ผานการฉายรังสแีกมมาปริมาณ 30 เกรย มาเพาะเลี้ยงตอบนอาหารที่ชัก
นําใหเกิดยอดคืออาหารสูตร MS ที่เติมโซเดียมคลอไรดความเขมขน 0, 0.5, 1 และ 1.5 เปอรเซ็นต 
เปนเวลา 6 สัปดาห พบวาแคลลัสในกลุมที่ไมผานการฉายรังสีสามารถเจริญเปนยอดไดบนอาหารที่
เติมเกลือ 0 และ 0.5 เปอรเซ็นตเทานั้น (ภาพที่ 5) โดยมีแคลลัสที่รอดชีวิต 30 และ 25 เปอรเซ็นต
ตามลําดับ (ตารางที่ 4)  

 
ขณะทีแ่คลลัสที่ผานการฉายรังสี ปริมาณ 30 เกรย เมื่อนํามาเพาะเลี้ยงบนอาหารที่เติมเกลือ 

0, 0.5 และ 1 เปอรเซ็นต แคลลัสบางสวนเกิดจุดเขียวและสามารถพัฒนาเปนยอดออนได แตเมื่อ
เวลาผานไป 1-2 สัปดาหยอดออนไมสามารถพัฒนาตอไปได แตจะเปลี่ยนเปนสีน้ําตาลและตายใน
ที่สุด ที่เปนเชนนี้อาจเปนเพราะวารังสีแกมมาไปมีผลตอการเปลี่ยนแปลงของเนื้อเยือ่ โดยไปยับยัง้

   A         B    
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หรือกระตุนใหเกิดการสรางคลอโรฟลล หรือทําใหแคลลัสเปลี่ยนเปนสนี้ําตาล ซ่ึงสอดคลองกับ
การทดลองของ Bajaj  et al. (1970) ที่พบวาแคลลัสที่ไดรับการฉายรังสีในปริมาณที่สูง เซลลจะ
หยุดการเจริญเติบโต การพัฒนาไปเปนตนของแคลลัสจะลดลง สีของแคลลัสจะเปลี่ยนเปนสีน้ําตาล
และตอมาจะเปลี่ยนเปนสีดาํ นอกจากนี้ยงัสอดคลองกับการทดลองของพรรณณ ี(2536) ที่รายงาน
วาในแคลลัสของขาวพันธุบาสมาติ 370  ที่ไดรับการฉายรงัสีในปริมาณที่สูงกวา 20 เกรย จะ
เปลี่ยนเปนสีน้าํตาลอยางรวดเร็ว และตายมากกวาทีไ่ดรับการฉายรังสีในปริมาณที่ต่ํากวานี ้
 
ตารางที่ 4  อัตราการรอดชีวติของแคลลัสที่ไมผานการฉายรังสี และผานการฉายรังสแีกมมาปริมาณ 

30 เกรย เมื่อเพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร MS ที่เติมเกลือ โซเดียมคลอไรดความเขมขนตางๆ
เปนเวลา 6 สัปดาห 

 
 ความเขมขน 

โซเดียมคลอไรด
(%) 

จํานวนแคลลัสที่
เพาะเลี้ยง 

จํานวนแคลลัสที่
รอดชีวิต 

เปอรเซน็ต
แคลลัสที่รอด

ชีวิต 
0 20 6 30 

0.5 20 5 25 
1 20 0 0 

 
แคลลัสที่ไม 
ฉายรังสี 

1.5 20 0 0 
0 80 22 27.50 

0.5 80 25 31.25 
1 80 0 0 

 
แคลลัสที่ฉาย 
รังสี 30 เกรย 

1.5 80 0 0 
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ภาพที่ 4  เปอรเซ็นตแคลลัสที่รอดชีวิตจากการเพาะเลีย้งแคลลัสที่ไมผานการฉายรังสีและ 
               ผานการฉายรังสีแกมมาปริมาณ 30 เกรย บนอาหารสูตร MS ที่เติมโซเดียมคลอไรดความ
   เขมขนตางๆเปนเวลา 6 สัปดาห 
 
 
 

 

 
 
ภาพที่ 5  แสดงแคลลัสที่ไมผานการฉายรงัสี (5A, 5B) สามารถเกิดจดุเขียวและสามารถชักนําให  
               เปนตนไดเมื่อเพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร MS ที่เติมไคเนตินรวมกับโซเดียมคลอไรด และ 
               แคลลัสที่ผานการฉายรังสีแกมมาปริมาณ 30 เกรย (5C,5D) สามารถเกิดจดุเขียวไดแตไม 
               สามารถชักนําใหเปนตนได 

    C    

    B        A    

    D    
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 เนื่องจากแคลลัสที่ผานการฉายรังสีแกมมาปริมาณ 30 เกรยไมสามารถพัฒนาไปเปนตนได 
ดังนั้นการทดลองในขั้นตอนนี้จึงใชเฉพาะยอดของขาวขาวดอกมะลิ 105 อายุ 8 สัปดาหที่เกดิจาก
การเพาะเลีย้งเมล็ดมาแบงเปน 2 กลุม คือ กลุมควบคุมทีไ่มผานการฉายรังสีและที่ผานการฉายรังสี
แกมมาปริมาณ 30 เกรย นํายอดทั้ง 2  กลุมมาเพาะเลีย้งตอบนอาหารที่ชักนําใหเกดิยอดหลายยอดซึ่ง
เติมโซเดียมคลอไรดความเขมขน 0, 0.5, 1 และ 1.5 เปอรเซ็นต พบวายอดที่ไมฉายรังสีสามารถ
เจริญบนอาหารที่เติมเกลือความเขมขน 0, 0.5 และ 1 เปอรเซ็นตเทานั้น โดยมียอดที่รอดชีวิตเทากับ 
19, 20 และ 1 ยอด ตามลําดบั คิดเปนอัตราการรอดชีวิตเทากับ 95, 100 และ 5 เปอรเซ็นตตามลําดับ 
สําหรับยอดทีไ่ดรับการฉายรังสีแกมมาปริมาณ 30 เกรย สามารถเจริญบนอาหารที่เตมิเกลือความ
เขมขน 0, 0.5, 1 และ 1.5 เปอรเซ็นตโดยมียอดที่รอดชีวิตเทากับ 35, 34, 8 และ 3 ยอด ตามลําดับ คิด
เปนอัตราการรอดชีวิตเทากบั 43.75, 42.50, 10 และ 3.75 เปอรเซ็นตตามลําดับ (ตารางที่ 5 และภาพ
ที่ 6) ผลการทดลองนี้ช้ีใหเหน็วาเมื่อความเขมขนของเกลือโซเดียมคลอไรดสูงขึ้น อัตราการรอด
ชีวิตของยอดจะนอยลงซึ่งสอดคลองกับการทดลองของวิภาสิริ (2546) ในหญาซิกแนลนอนและการ
ทดลองของสุมล (2546)ในหญากินนีสีมวง 

 
 นอกจากนี้ผลการทดลองยังชี้ใหเห็นวายอดขาวที่ผานการฉายรังสีมีความสามารถในการ

ทนเค็มไดมากกวายอดขาวทีไ่มผานการฉายรังสี คือ สามารถรอดชีวิตไดบนอาหารสตูร MS 
ดัดแปลงที่เติม BAP 3 มิลลิกรัมตอลิตรและโซเดียมคลอไรด 1.5 เปอรเซ็นต ทั้งนี้อาจเปนไปไดวา
ยอดขาวที่ผานการฉายรังสีแกมมาปริมาณ 30 เกรย เกิดการกลายขึ้น ทําใหขาวขาวดอกมะลิ 105 
สามารถทนเค็มไดสูงขึ้นเมื่อเปรียบเทียบกบัยอดขาวปกติที่ไมผานการฉายรังสี ซ่ึงสอดคลองกับการ
ทดลองที่มีมากอนหนานี้แลววารังสีแกมมาในปริมาณทีเ่หมาะสม สามารถชักนําใหเกิดการกลายได
ในพืชหลายชนิด เชน การทดลองของสุภัทรา (2533) ในกลวยหอม และ การทดลองของจันทกานต 
(2544)  ในหญาเนเปยรแคระ  

 
 สําหรับยอดทีไ่มผานการฉายรังสีแตสามารถเติบโตบนอาหารที่เติมเกลอื 1 เปอรเซ็นตได
นั้นมีเพยีง 1 ตน เทานั้น ทั้งนีอ้าจจะเปนเพราะวาในการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อนั้นอาจทําใหพืชมีลักษณะ
ใหมที่แตกตางไปกวาเดิมเนือ่งมาจากการแปรผันที่เกิดในเนื้อเยื่อขณะเพาะเลี้ยงทีเ่รียกวา 
somaclonal variation ซ่ึงทําใหเกิดความเปลี่ยนแปลงทางพันธุกรรมของยีนที่ควบคุมลักษณะ
คุณภาพและปริมาณ ทําใหเกดิความแตกตางของสรีระ ความเปลี่ยนแปลงอาจเกิดในเซลลใดเซลล
หนึ่งหรือตนใดตนหนึ่ง ซ่ึงการเปลี่ยนแปลงที่เกิดขึ้นนี้เปนผลเนื่องมาจากการเปลี่ยนแปลงจํานวน
โครโมโซม โครงสรางของโครโมโซม การเปลี่ยนแปลงองคประกอบของดีเอ็นเอและยีน หรือการ
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เปลี่ยนแปลงของไซโทพลาซึม (สิรินุช, 2540) ซ่ึงการเปลี่ยนแปลงที่เกดิขึ้นนี้เองที่อาจเปนสิ่งที่ทํา
ใหขาวทีไ่มผานการฉายรังสสีามารถทนเค็มและเติบโตบนอาหารที่มีเกลือโซเดียมคลอไรดได 
 
ตารางที่ 5  อัตราการรอดชีวติของยอดที่ไมฉายรังสีและฉายรังสีแกมมาปริมาณ 30 เกรย เมื่อเพาะ  
     เล้ียงบนอาหารสูตร MS ที่เติมเกลือโซเดียมคลอไรดความเขมขนตางๆเปนเวลา 8    
     สัปดาห 
 

 อาหารสูตรMSที่เติม
BAP3 มก./ล. และ
โซเดียมคลอไรด
ความเขมขน(%) 

จํานวนยอดที่
เพาะเลี้ยง 

จํานวนยอดทีร่อด
ชีวิต 

เปอรเซ็นตยอดที่
รอดชีวิต 

0 20 19 95 
0.5 20 20 100 
1 20 1 5 

 
ยอดที่ไมฉายรังสี 

1.5 20 0 0 
0 80 35 43.75 

0.5 80 34 42.50 
1 80 8 10 

 
ยอดที่ฉายรังส ี30 
เกรย 

1.5 80 3 3.75 
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ภาพที่ 6  เปอรเซ็นตยอดที่รอดชีวิตจากการเพาะเลี้ยงยอดที่ไมผานการฉายรังสีและผานการ 
               ฉายรังสีแกมมาปริมาณ 30 เกรย บนอาหารสูตร MS ที่เติมโซเดียมคลอไรดความเขมขน
  ตางๆเปนเวลา 8 สัปดาห 
 
 ยอดที่ผานการฉายรังสีแกมมาปริมาณ 30 เกรยและเพาะเลี้ยงบนอาหารสูตรชักนําใหเกิด
ยอดหลายยอดและเติมเกลือความเขมขนตางๆสามารถพบลักษณะที่ผิดปกติไดในบางตน เชนราก
จะมีขนาดใหญและสั้นซึ่งแตกตางจากยอดที่ไมผานการฉายรังสีแกมมา (ภาพที7่) ลักษณะที่ปรากฎ
นี้อาจเนื่องมาจากพืชมีกลไกการทนเค็มในลักษณะการขนยายธาตุโซเดียมไปสะสมไวที่ราก ทําให
รากมีขนาดใหญขึ้นกวาปกต ิ(สมศรี, 2542) 
 

 
 
ภาพที่ 7  ลักษณะรากของตนขาวขาวดอกมะลิ 105 ที่ผานการฉายรังสแีกมมาปริมาณ 30 เกรย บน
   อาหารสูตรชักนําใหเกดิยอดหลายยอดที่ไมเติมเกลือ (A) และเติมเกลอื 1.5 เปอรเซ็นต (B) 
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การทดลองที่ 2 การศึกษาความแปรปรวนในลักษณะทางสัณฐานวิทยาและลักษณะทางเกษตรของ
ยอดท่ีไมผานและผานการฉายรังสปีริมาณ 30 เกรย 

 
เมื่อนําตนที่รอดชีวิตจากการเพาะเลี้ยงยอดในอาหารสูตร MS ที่เติมเกลือความเขมขนตางๆ

ออกปลูกในกระถางขนาดเสนผานศูนยกลาง 4 นิ้ว ซ่ึงบรรจุดินเหนียวเปนเวลา 2 สัปดาห เพื่อใหตน
กลาแข็งแรง แลวยายตนกลาปลูกลงในกระถางขนาดเสนผานศูนยกลาง 10 นิ้ว ซ่ึงบรรจุทรายลาง 3 
คร้ัง นําไปวางในอางพลาสติกที่บรรจุสารละลายของธาตุอาหารตามสูตรของ Yoshida et al. (1972)  
และเติมเกลือแกงความเขมขน 1 เปอรเซ็นต ปริมาตร 2 ลิตร และวางไวในสภาพแวดลอมธรรมชาติ 
โดยเปลี่ยนสารละลายธาตุอาหารพืชทุกสปัดาห เมื่อครบ 4 สัปดาห พบวายอดทีไ่มฉายรังสีที่ผาน
การคัดเลือกทัง้หมด 40 ตน เมื่อยายออกปลกูในสภาพธรรมชาติที่มีเกลือแกงความเขมขน 1 
เปอรเซ็นต มีจาํนวนตนที่รอดชีวิตเพียง 3 ตน และยอดทีฉ่ายรังสีปริมาณ 30 เกรย ที่ผานการ
คดัเลือกทั้งหมด 80 ตน เมื่อยายออกปลูกในสภาพธรรมชาติที่มีเกลือแกงความเขมขน 1 เปอรเซ็นต 
มีจํานวนตนทีร่อดชีวิต 26 ตน (ตารางที่ 6 และภาพที่ 9) รวมตนที่รอดชีวิตทั้งหมด 29 ตน ซ่ึงคาดวา
ตนเหลานีจ้ะทนเค็มซึ่งควรจะนําไปปลูกขยายจํานวนเมล็ดและนําไปทดลองในสภาพดินเค็มในภาค
ตะวนัออกเฉียงเหนือตอไป  

 
ตารางที่ 6  อัตราการรอดชีวิตของตนขาวที่ผานการคัดเลือก และยายออกปลูกในกระถางที่เติมเกลือ

แกงความเขมขน 1 เปอรเซ็นต เปนเวลา 4  สัปดาห 
 ความเขมขน

เกลือโซเดียม
คลอไรด(%) 

จํานวนตนที่รอด
ชีวิตจากการ
เพาะเลี้ยง 

จํานวนตนที่รอด
ชีวิตหลังจากยาย
ออกปลูกใน

สภาพธรรมชาติ 

เปอรเซ็นตตนที่
รอดชีวิต 

0 19 0 0 
0.5 20 2 10 
1 1 1 100 

 
ยอดที่ไม 
ฉายรังสี 

1.5 0 0 0 
0 35 4 11.43 

0.5 34 11 32.35 
1 8 8 100 

 
ยอดที่ฉาย 
รังสี 30 เกรย 

1.5 3 3 100 
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ภาพที่ 8  เปอรเซ็นตตนที่รอดชีวิตเมื่อปลูกในกระถางที่ใสสารละลายอาหารพืชที่เติมเกลือแกง  
               1 เปอรเซ็นต เปนเวลา 4 สัปดาห 
 

จากตารางและกราฟขางตนจะเหน็ไดวาในจํานวนตนที่รอดชีวิตทั้งหมด 29 ตนนั้นเปนตน
ที่ไดมาจากตนที่รอดชีวิตจากการเพาะเลีย้งบนอาหารสูตร MS ที่เติม BAP 3 มิลลิกรัมตอลิตรและ
โซเดียมคลอไรดความเขมขน 0, 0.5, 1 และ 1.5 เปอรเซ็นต จํานวน 4, 13, 9 และ 3 ตน ตามลําดับ 
แตเมื่อดูตนที่รอดชีวิตเปรยีบเทียบกับจํานวนตนที่ออกปลกูจะเห็นวา ตนที่เพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร 
MS ที่เติม BAP 3 มิลลิกรัมตอลิตรและโซเดียมคลอไรดความเขมขน 0 และ 0.5 เปอรเซ็นต พบวามี
อัตราการตายสูงเนื่องจากเมือ่ยายออกปลูกในกระถางที่ใสสารละลายอาหารพืชที่เติมเกลือแกงความ
เขมขน 1 เปอรเซ็นตนั้นจะเห็นวามีความเขมขนของเกลือมากกวาทีเ่พาะเลี้ยงในขวดทดลองจึงทํา
ใหตนขาวไมสามารถปรับตัวได เมื่อเล้ียงไปได 2 สัปดาห จึงเกดิอาหารเหี่ยวบริเวณปลายใบ และ
แหงตายไปในที่สุด  
 

สวนตนที่เพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร MS ที่เติม BAP 3 มิลลิกรัมตอลิตรและโซเดียมคลอไรด 
ความเขมขน 1 และ 1.5 เปอรเซ็นตพบวาไมมีการตายเกิดขึน้ เนื่องจากเมือ่ยายออกปลูกในกระถางที่
ใสสารละลายอาหารพืชที่เตมิเกลือแกงความเขมขน 1 เปอรเซ็นตนั้นเปนเปอรเซ็นตซ่ึงไมไดสูงกวา
ที่เพาะเลี้ยงมาแลวจากในขวดเพาะเลี้ยงจึงรอดชีวิตทั้งหมด เมื่อรวมตนที่รอดชีวิตจากทุกสูตรอาหาร
พบวารอดชวีติทั้งหมด 29 ตนซึ่งเปนไปไดสูงวาตนที่รอดชีวิตเหลานีเ้ปนตนที่เกิดการกลายพันธุขึน้ 
จึงสามารถเติบโตในสารละลายอาหารที่เตมิเกลือแกง 1 เปอรเซ็นต เนือ่งจากหากไมเกิดการกลาย
พันธุขึ้นก็นาจะตายไปเชนเดยีวกับตนควบคุมและตนที่ไมทนเค็มตนอืน่ๆ ซ่ึงสอดคลองกับการ
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ทดลองของจันทกานต (2544) ที่พบวาหญาเนเปยรแคระที่ผานการฉายรังสีแกมมา ถูกชักนําใหเกิด
การกลายขึ้นโดยสามารถทนตอการปลูกในดินเค็มไดสูงขึน้เมื่อเปรียบเทยีบกับตนทีไ่มผานการฉาย
รังสีแกมมา 
 

 
 

ภาพที่ 9  ตนขาวพันธุขาวดอกมะลิ 105 ที่ไมผานการฉายรังสี (A) และผานการฉาย  
               รังสีปริมาณ 30 เกรย (B) เมื่อออกปลูกในกระถางที่ใสสารละลายอาหารพชืที่เติมเกลือแกง   
               ความเขมขน 1 เปอรเซ็นต (ขวา) เปนเวลา 4 สัปดาห โดยปลูกเปรียบเทยีบกับกระถางที่ใส 
               สารละลายอาหารพืชที่ไมเติมเกลือแกง (ซาย) 

 
ตอมาเมื่อนําตนขาวที่รอดชีวิตทั้งหมด 29 ตนไปปลูกที่ศนูยวจิัยขาวปทมุธานี จังหวัด

ปทุมธานี เพื่อขยายเมล็ด พบวาตนขาวทั้ง 29 ตนสามารถใหเมล็ดไดจํานวนหนึ่งแตในปริมาณที่ไม
สูงนัก และการปลูกขาวครั้งนี้ยังพบลักษณะที่ผิดปกติของตนขาวที่ผานการฉายรังสีแกมมาปริมาณ 
30 เกรย และคัดเลือกในอาหารเพาะเลี้ยงเนือ้เยื่อที่เติมเกลือโซเดียมคลอไรด 1.5 เปอรเซ็นต  จํานวน 
2 ตน โดยพบวามีลักษณะลาํตนที่เตี้ยกวาพันธุขาวดอกมะลิ 105 ปกต ิคือ 106 และ 122 เซนติเมตร
ตามลําดับ (ดูรายละเอียดในภาคผนวก 4) 

 
เมื่อทดลองเกบ็เมล็ดของตนขาวทั้ง 2 ตนนี้ไปปลูกตออีกครั้งพบวา ตนขาวที่ไดมีลักษณะ

เตี้ยกวาตนขาวขาวดอกมะล ิ105 ปกติ แตไมเตี้ยเทากับการปลูกกอนหนานี้ ทั้งนี้อาจเปนไปไดวาใน
การปลูกครั้งแรกที่ศูนยขาวปทุมธานีนั้น เปนการปลูกในชวงเดือนเมษายน ซ่ึงไมใชฤดูปลูกที่
เหมาะสมของขาวขาวดอกมะลิ 105 ดังนั้นในการชักนําใหขาวออกดอก และแตกรวงจึงตองนําขาว
เขาหองมืดในชวงเยน็และค่าํ เพื่อชักนําใหขาวออกดอก จึงอาจทําใหขาว 2 ตนนั้นเตีย้กวาปกต ิ
 

A B
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ภาพที่ 10  ตนขาวขาวดอกมะลิ 105  ที่มีลักษณะตนเตี้ย เมื่อเปรียบเทียบกับตนขาวปกต ิ
 
การทดลองที่ 3 การตรวจสอบดีเอ็นเอของขาวขาวดอกมะลิ 105 ตนท่ีผานการคัดเลือกในการ
ทดลองที่ 2  
 
            เมื่อนําดีเอ็นเอจากขาวที่รอดชีวิตจากการทดลองที ่2 ทั้งหมด 29 ตน มาวิเคราะหดวยเทคนิค 
AFLP เพื่อเปรียบเทียบดูความแตกตางระหวางขาวขาวดอกมะลิ 105 ปกติ กับ ขาวขาวดอกมะลิ 105 
ที่คาดวาจะสามารถทนทานตอดินเค็ม พบวาจากไพรเมอรที่ทดลองใชจาํนวน 64 คู มีไพรเมอร 7 คู 
(ตารางที่ 7) ที่สามารถแสดงความแตกตางอยางชัดเจนของแถบดีเอ็นเอในตําแหนงเดียวกันเมื่อ
เปรียบเทียบระหวางตนปกติกับตนพนัธุกลายที่คาดวาจะสามารถทนทานตอดินเค็ม  
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ตารางที่ 7  คูไพรเมอรตางๆที่ใชในการตรวจสอบ AFLP 
 
Primer E1 

AAC 
E2 

AAG 
E3 

ACA 
E4 

ACT 
E5 

ACC 
E6 

ACG 
E7 

AGC 
E8 

AGG 
M1 

CAA 
*   * 

   * 

M2 
CAT 

 * 
      

M3 
CAC 

        

M4 
CAG 

        

M5 
CTA 

 * * 
     

M6 
CTT 

  * 
     

M7 
CTC 

        

M8 
CTG 

        

 
จากการวิเคราะหลายพมิพ AFLP ดวยไพรเมอร 7 คู ปรากฏแถบดีเอน็เอที่ชัดเจนสามารถ

ตรวจนับไดทัง้หมดจํานวน 300 แถบ ประกอบดวยแถบดีเอ็นเอที่ตางกนั 292 แถบ และแถบดีเอ็นเอ
ที่เหมือนกนั 8 แถบ โดยคูไพรเมอรที่ใหโพลีมอรฟซึมเรียงลําดับจากมากไปนอยคือ E-AAG/M-
CAT, E-ACT/M-CAA, E-ACA/M-CTA , E-AGG/M-CAA, E-ACA/M-CTT, E-AAG/M-CTA,   
E-AAC/M-CAA  ตามลําดับ ซ่ึงจะเห็นวาเกิดแถบดีเอน็เอเฉลี่ย 43 แถบตอคูไพรเมอร โดยมีแถบที่
ใหโพลีมอรฟซึมถึง 97.33 เปอรเซน็ต (ตารางที่ 8) แสดงวาขาวที่ผานการฉายรังสีรวมกับการ
คัดเลือกบนอาหารที่เติมเกลอืโซเดียมคลอไรดมีความหลากหลายทางพนัธุกรรมสูงเหมาะสมที่จะ
นําไปใชในการปรับปรุงพันธุพืชตอไป ตัวอยางลายพิมพ AFLP ของขาวที่ไดจากไพรเมอรบางคูได
แสดงไวในภาพที่ 11 และ 12 
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ตารางท่ี 8  ผลการวิเคราะห AFLP ที่ไดจากไพรเมอร 7 คู 
 

คูไพรเมอร จํานวนแถบ 
ดีเอ็นเอที่แตกตาง 

จํานวนแถบดีเอ็น
เอที่เหมือนกัน 

จํานวนแถบ 
ดีเอ็นเอทั้งหมด 

เปอรเซ็นต  
Polymorphism 

E-AAC/M-CAA 38 5 43 88.37 
E-AAG/M-CAT 56 0 56 100 
E-AAG/M-CTA 45 2 47 95.74 
E-ACA/M-CTA 39 0 39 100 
E-ACA/M-CTT 29 1 30 96.67 
E-ACT/M-CAA 47 0 47 100 
E-AGG/M-CAA 38 0 38 100 

รวม 292 8 300 97.33 
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M 1    2 3   4    5   6   7   8    9   10  11 12 13 14  15 16 17  18  19  20 21 22 23  24  25  26  27 28 29  30 M  

              
 
ภาพที่ 11  ลายพิมพ AFLP ของขาวที่ไดจากคูไพรเมอร E-AAG/M-CAT 
                 ตัวอยางที่ 1 เปนดีเอ็นเอจากขาวขาวดอกมะล ิ105 ปกติ  
    ตัวอยางที่ 2-30 เปนดีเอ็นเอจากขาวขาวดอกมะลิ 105 พันธุกลาย ที่คาดวาจะสามารถ    
    ทนทานตอดนิเค็ม 
 
 
 
 

125bp  

75bp

250bp  
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M 1   2 3    4    5   6    7   8    9  10 11 12 13 14  15 16 17  18  19  20 21 22 23 24 25  26  27  28 29  30  M  

                  
 
ภาพที่ 12  ลายพิมพ AFLP ของขาวที่ไดจากคูไพรเมอร E-ACA/M-CTA 
     ตัวอยางที่ 1 เปนดีเอ็นเอจากขาวขาวดอกมะลิ 105 ปกต ิ 
     ตัวอยางที่ 2-30 เปนดีเอ็นเอจากขาวขาวดอกมะลิ 105 พันธุกลายที่คาดวาจะสามารถ  
    ทนทานตอดนิเค็ม 
 
 
 
 

125p  

75bp

250bp  
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การวิเคราะหความสัมพันธทางวิวัฒนาการดวยโปรแกรม NTSYS-pc version 2.20k 
 
 จากแถบดเีอ็นเอทั้งหมด 300 แถบ หรือ 300 AFLP markers ของขาวขาวดอกมะลิ 105 
จํานวน 30 ตัวอยาง ซ่ึงเปนพนัธุขาวขาวดอกมะลิ 105 ปกติ 1 ตัวอยาง และเปนขาวขาวดอกมะลิ
พันธุกลายที่คาดวาจะทนเคม็จํานวน 29 ตัวอยาง นําขอมลูดังกลาวมาวเิคราะหและจัดกลุมโดยใช
โปรแกรม NTSYS-pc version 2.20k โดยใชสูตรของ Nei and Li  คํานวณหาดัชนีความเหมือนและ
ความแตกตางของตัวอยางทลีะคูสลับกัน (similarity index) จนครบทุกตวัอยาง  (ตารางที่ 9) จากนัน้
นําคาที่ไดไปสรางแผนภูมคิวามสัมพันธทางพันธุกรรมในรูปแบบ phylogenetic tree โดยวิธี 
UPGMA (ภาพที่ 13)  
 
 ผลจากการวิเคราะหขาวขาวดอกมะลิ 105 ทั้งหมด 30 ตัวอยาง พบวาตวัอยางขาวขาวดอก
มะลิ 105 ปกต ิ(control) ที่ไดจากการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อแตไมผานการฉายรังสีแยกตัวออกจากกลุม
ตัวอยางอื่นๆ ที่ผานการฉายรังสี  ยกเวนตวัอยางที ่2, 4 และ 27 จัดอยูในกลุมเดยีวกับตวัอยางที1่ ซ่ึง
เปน control  เมื่อดูจากคา similarity index พบวาตวัอยางที่ 22 และตัวอยางที ่23 มีความคลายคลึง
กันมากที่สุด คือมีคา similarity index เทากบั 0.7400 และตัวอยางที ่11 และตัวอยางที ่13 มีความ
แตกตางกันมากที่สุดคือมีคา similarity index เทากับ 0.3125 เมื่อเปรียบเทียบคา similarity index 
ระหวางตัวอยางที่1 ซ่ึงเปน control กับตัวอยางอื่น พบวามีคาตั้งแต 0.5533-0.6733  แสดงวามกีาร
กลายพันธุโดยเกิดการเปลีย่นแปลงของดีเอน็เอมากกวา 32 เปอรเซ็นต และจากภาพการจัดกลุมภาพ
ที่ 13 จะเห็นไดวาสามารถจดักลุมขาวขาวดอกมะลิ 105 ใหเปนกลุมยอยๆได และไมมีตัวอยางใด
เลยที่มีพันธุกรรมเหมือนกับ control  ผลที่เกิดขึ้นแสดงใหเห็นวาการฉายรังสีทําใหเกดิการกลาย
พันธุแบบสุม จึงทําใหขาวขาวดอกมะลิ 105 ที่ผานการฉายรังสีแกมมาเกิดการกลายพนัธุ มีการ
เปลี่ยนแปลงลาํดับดีเอ็นเอ ทาํใหแตกตางไปจากขาวขาวดอกมะลิ 105 ปกติ ที่ไมผานการฉายรังสี 
ซ่ึงผลการทดลองที่ไดสอดคลองกับการทดลองของกฤษณา (2546)  ซ่ึงรายงานวารังสแีกมมา
กอใหเกิดการกลายพันธุในหญาเนเปยรแคระและการวิเคราะหความสมัพันธทางววิฒันาการตรวจ
พบวา control ที่ไดจากการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อแตไมผานการฉายรังสีแยกตัวออกจากกลุมตัวอยางอื่นๆ 
ที่ผานการฉายรังสีอยางชัดเจน 
 
 ลายพิมพดีเอน็เอที่ไดจากการทดลองนี้แสดงใหเห็นวาเทคนิค AFLP สามารถใชในการ
ตรวจสอบการกลายพันธุของขาวขาวดอกมะลิ 105 ที่ผานการเพาะเลีย้งเนื้อเยื่อรวมกับการฉายรังสี
ได ซ่ึงการกลายพันธุที่เกดิขึน้ทําใหเกิดลักษณะที่ดี คือ สามารถปลูกในพื้นที่ดินเค็มได และลาย
พิมพดีเอ็นเอยงัเปนหลักฐานที่สําคัญที่ใชอางอิงลักษณะพันธุกรรมที่มีความเฉพาะเจาะจง สามารถ
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ใชเปนขอมูลพื้นฐานในการคัดเลือกฐานพนัธุกรรมเพื่อเปนประโยชนตอการปรับปรุงพันธุพืช การ
รับรองและจดทะเบียนพันธุ เลือกพันธุที่มลัีกษณะเหมาะสมกับพื้นที่ของเกษตรกรไปขยายพนัธุ 
ตอไป 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



ตารางที่ 9  คา similarity index ที่ไดจากการเปรียบเทียบความสัมพันธทางพันธุกรรมระหวางขาวพนัธุขาวดอกมะล ิ105 และพันธุกลายรวมจํานวน 30    
                 ตัวอยาง 
 
No. 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 
1 1.0000               
2 0.6600 1.0000              
3 0.6167 05700 1.0000             
4 0.6733 0.6533 0.6167 1.0000            
5 0.6567 0.5900 0.6133 0.6167 1.0000           
6 0.6300 0.5500 0.5600 0.6167 0.6000 1.0000          
7 0.5800 0.5067 0.6567 0.5667 0.6167 0.6567 1.0000         
8 0.6100 0.5967 0.6067 0.6167 0.6533 0.6333 0.6167 1.0000        
9 0.5967 0.5567 0.6133 0.5767 0.6533 0.6400 0.6233 0.6733 1.0000       
10 0.6233 0.5567 0.6333 0.5833 0.6533 0.6000 0.6300 0.6533 0.7000 1.0000      
11 0.5733 0.5467 0.5567 0.5733 0.5567 0.6233 0.5333 0.5767 0.6100 0.6433 1.0000     
12 0.5833 0.5833 0.6667 0.6167 0.5800 0.5800 0.6167 0.6333 0.6133 0.6133 0.6433 1.0000    
13 0.5967 0.5367 0.6200 0.5900 0.6200 0.6000 0.6833 0.5800 0.3794 0.4072 0.3125 0.5116 1.0000   
14 0.5567 0.5700 0.5933 0.5700 0.5733 0.5600 0.6033 0.6000 0.5200 0.5867 0.4900 0.6000 0.7200 1.0000  
15 0.6100 0.5633 0.6800 0.5833 0.6067 0.6600 0.6300 0.6200 0.5733 0.6867 0.5633 0.6200 0.6267 0.6467 1.0000 
16 0.6567 0.5433 0.5667 0.5967 0.5867 0.6333 0.5767 0.5667 0.5933 0.6067 0.6167 0.6267 0.6067 0.5667 0.6733 
17 0.5700 0.4767 0.5667 0.5567 0.5667 0.6333 0.6300 0.5800 0.5733 0.6133 0.5633 0.6467 0.6200 0.5467 0.6000 
18 0.6067 0.5533 0.6433 0.5733 0.5767 0.5767 0.6133 0.5767 0.6233 0.6433 0.5800 0.6500 0.5700 0.5233 0.5833 
19 0.5900 0.5567 0.5933 0.5500 0.6133 0.5733 0.5700 0.5933 0.5933 0.5867 0.5833 0.5733 0.5733 0.5367 0.6000 
20 0.6000 0.5600 0.6300 0.5933 0.6033 0.5833 0.6333 0.6100 0.5767 0.5967 0.5733 0.6700 0.6367 0.5633 0.6233 
21 0.5900 0.6167 0.6000 0.5900 0.6067 0.5867 0.5767 0.6000 0.6400 0.6400 0.6233 0.6267 0.5733 0.5400 0.6067 
22 0.5700 0.5500 0.6400 0.5567 0.6133 0.5800 0.6100 0.6600 0.6200 0.6733 0.5767 0.6467 0.6000 0.5867 0.6467 
23 0.5633 0.5633 0.6733 0.5633 0.6200 0.5600 0.6233 0.6133 0.6533 0.6200 0.5967 0.6800 0.6667 0.5133 0.6267 
24 0.5533 0.5333 0.5833 0.6200 0.6233 0.5833 0.5867 0.6300 0.6167 0.6167 0.5467 0.6233 0.5967 0.5167 0.5700 
25 0.5733 0.5467 0.5967 0.5800 0.5833 0.5167 0.5733 0.5833 0.5967 0.5900 0.5867 0.5767 0.5967 0.5767 0.5700 
26 0.6133 0.5600 0.6367 0.6000 0.6433 0.5900 0.6133 0.6567 0.6433 0.5900 0.5733 0.6433 0.6367 0.5567 0.5833 
27 0.5933 0.6667 0.5700 0.6400 0.5633 0.6233 0.5600 0.6233 0.5833 0.6167 0.5400 0.5833 0.5833 0.6167 0.6167 
28 0.6000 0.5000 0.5833 0.5533 0.6033 0.6433 0.6333 0.6167 0.6100 0.6433 0.5867 0.5900 0.5833 0.5900 0.6167 
29 0.5867 0.5733 0.6033 0.5933 0.6167 0.5900 0.6000 0.5833 0.6100 0.5833 0.6200 0.6100 0.6300 0.5833 0.5833 
30 0.6100 0.6033 0.6000 0.6033 0.6467 0.6267 0.6300 0.5933 0.6467 0.6467 0.5833 0.6067 0.5933 0.5733 0.6067 
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ตารางที่ 9  (ตอ) 
 
No. 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 
1                
2                
3                
4                
5                
6                
7                
8                
9                
10                
11                
12                
13                
14                
15                
16 1.0000               
17 0.6800 1.0000              
18 0.6233 0.6233 1.0000             
19 0.5933 0.5833 0.5433 1.0000            
20 0.5767 0.6100 0.5867 0.6967 1.0000           
21 0.6267 0.5733 0.6633 0.6133 0.6300 1.0000          
22 0.6600 0.6467 0.6433 0.6200 0.6567 0.6333 1.0000         
23 0.5933 0.6400 0.6300 0.5933 0.6500 0.6000 0.7400 1.0000        
24 0.5900 0.5767 0.5600 0.6233 0.6400 0.6300 0.6100 0.6233 1.0000       
25 0.5767 0.5767 0.5933 0.6033 0.6400 0.5900 0.6167 0.6367 0.6200 1.0000      
26 0.5567 0.6167 0.6333 0.5967 0.6733 0.6300 0.6367 0.6567 0.5867 0.6533 1.0000     
27 0.6167 0.5967 0.5667 0.5700 0.5867 0.6100 0.6500 0.5767 0.5933 0.5600 0.6533 1.0000    
28 0.6433 0.6367 0.5933 0.6367 0.6333 0.5767 0.6367 0.6167 0.6067 0.6133 0.6467 0.6200 1.0000   
29 0.5967 0.6500 0.6267 0.6233 0.6333 0.6233 0.5900 0.6767 0.5800 0.5867 0.6600 0.6067 0.6267 1.0000  
30 0.6600 0.6333 0.6367 0.6267 0.6100 0.6467 0.6067 0.6267 0.6367 0.6233 0.6433 0.6167 0.6900 0.7233 1.000 
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ภาพที ่13  การจัดกลุมของขาวขาวดอกมะล ิ105 ที่ผานการเพาะเลี้ยงเนือ้เยื่อรวมกับการฉายรังสีใน 
                 ลักษณะ phylogenetic tree โดยการวิเคราะหดวยโปรแกรม NTSYS-pc version 2.20k 

Similarity   coefficient 

0.58 0.62 0.66 0.70 0.74

control)MW

 1(control) 
 4 
 2 
 27 
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 22 
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 28 
 29 
 30 
 13 
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 11 



สรุปผลการทดลอง 

 
 1. เมื่อนํายอดที่ไมฉายรังสีและฉายรังสี 30 เกรย มาเพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร MS ที่เติม
เกลือโซเดียมคลอไรด 0, 0.5, 1.0 และ 1.5 เปอรเซ็นต ยอดที่ไมฉายรังสีสามารถรอดชีวิตได 19, 20, 
1 และ 0 ยอดตามลําดับ และยอดที่ฉายรังส ี30 เกรย สามารถรอดชีวิตได 35, 34, 8 และ 3 ยอด  

 
 2. เมื่อนําตนทีร่อดชีวิตจากการเพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร MS (1962) ที่เติมเกลือโซเดียม
คลอไรดความเขมขนตางๆเหลานี้ ออกปลูกในสภาพธรรมชาติโดยปลูกในกระถางที่เติมเกลือแกง 1 
เปอรเซ็นต ยอดที่ไมฉายรังสทีี่รอดชีวิตทั้งหมด 39 ตน เมื่อออกปลูกในสภาพธรรมชาติ รอดชีวิต
เพียง 3 ตน สําหรับยอดที่ฉายรังสี 30 เกรย ที่รอดชีวิตทั้งหมด 80 ตน เมื่อออกปลูกในสภาพ
ธรรมชาติ รอดชีวิต 26 ตน 

 
 3. ผลการวิเคราะหลายพิมพดีเอ็นเอระหวางขาวขาวดอกมะลิ 105 ปกต ิกับ ขาวขาวดอก
มะลิ 105 พันธุกลาย ที่คาดวาจะสามารถทนทานตอดินเค็ม จํานวนตัวอยางทั้งหมด 30 ตัวอยางดวย
เทคนิค AFLP โดยใชไพรเมอร 7 คู ปรากฏแถบดีเอ็นเอที่ชัดเจนสามารถตรวจนับไดทั้งหมดจํานวน 
300 แถบ ใหแถบดีเอ็นเอที่ตางกัน 292 แถบ และใหแถบดีเอ็นเอที่เหมอืนกัน 8 แถบ โดยเกดิแถบดี
เอ็นเอเฉลี่ย 43 แถบตอคูไพรเมอร เกิดโพลีมอรฟซึมถึง 97.33 เปอรเซ็นต และเมื่อวิเคราะหโดยใช
โปรแกรม NTSYS pc version 2.20k เมื่อเปรียบเทียบระหวางขาวขาวดอกมะลิ 105 ปกติ (control)  
กับขาวขาวดอกมะลิ 105 พันธุกลาย ที่คาดวาจะทนเค็มทัง้ 29 ตวัอยางพบวามีคาความคลายคลึง 
(similarity index) อยูในชวง  0.5533-0.6733 แสดงวามีพนัธุกรรมแตกตางกันเปนเปอรเซ็นต
คอนขางสูง 
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1. ตาราง สูตรของสารละลายธาตุอาหารพชื (Yoshida et al.,1972) 
 

stock ธาตุ สารเคมี ปริมาณสาร 
(กรัมตอน้ํากลัน่ 10 ลิตร) 

1 N NH4NO3 914 
2 P NaH2PO4·2H2O 403 
3 K K2SO4 714 
4 Ca CaCl2 886 
5 Mg MgSO4·7H2O 3,240 
6 Mn 

Mo 
B 
Zn 
Cu 
Fe 
 

MnCl2·4H2O 
(NH4)6·Mo7024·7H2O 

H3BO3 
ZnSO4 

CuSO4·5H2O 
FeCl3· H2O 

Citric acid (monohydrate) 

15* 
0.74* 
9.34* 
0.35* 
0.31* 
77* 
119* 

 
หมายเหต*ุ = สารละลายเคมีแตละชนดิแยกกัน แลวนํามาผสมกับ H2SO4 เขมขน จํานวน 500  
                     มิลลิลิตร  ปรับปริมาตรดวยน้ํากลั่นใหได 10 ลิตร 
 
วิธีเตรียม 
 
       ดูดสารละลายจากขวด stock solution ทั้ง 6 ขวด ขวดละ 5 มิลลิลิตร ใสลงในน้ํา 100 มิลลิลิตร 
แลวปรับปริมาตรใหได 4 ลิตร ปรับคาความเปนกรด ดางของสารละลายธาตตุอาหารพืช (pH) ให
เทากับ 5 โดยใช HCl และ NaOH 
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2. การสกัดแยกดเีอ็นเอจากขาว (Agrawal et al.,1992)  
 

2.1. นําใบขาวประมาณ 3 กรัม มาบดใหละเอียดในไนโตรเจนเหลว  
 
2.2. นําตัวอยางที่บดแลวใสหลอดเซนตริฟวจ ที่มี 2X CTAB buffer ปริมาตร 6 มิลลิลิตร และ 

2-mercaptoethanol ปริมาตร13 ไมโครลิตร ที่บมไวที่ 65 องศาเซลเซียส  
 

2.3. บมที่อุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส เปนเวลา 60 นาที ผสมโดยกลับหลอดไปมาเปนครั้งคราว 
หลังจากนัน้นาํหลอดมาไวทีอุ่ณหภูมิหอง 5 นาที เพื่อลดอุณหภูมิ  

  
2.4. เติม chloroform:isoamylalcohol (24:1) 10 มิลลิลิตร ผสมใหเปนเนื้อเดียวกันโดยกลบั

หลอดไปมาเบาๆ 
 

2.5. ปนเหวี่ยงดวยความเร็ว 3,500 รอบตอนาที เปนเวลา 15 นาที เพื่อแยกชัน้สารละลายและ
คลอโรฟอรมออกจากกนั ใชไมโครปเปตดูดสารละลายชั้นบนใสหลอดใหม เติมlinear 
polyacrylamide  140  ไมโครลิตร แลวใส isopropanol ปริมาณ 2 ใน 3 เทาของปริมาณ
ของเหลวที่มีอยู ผสมใหเขากนัเบาๆ เก็บที่ -20 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 นาที 

 
2.6. ปนเหวี่ยงดวยความเร็ว 12,500 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 5 นาที 

 
2.7. เทสวนน้ําทิ้ง เติม washing buffer  500 ไมโครลิตร เคาะหลอดเบาๆเพือ่ละลายเกลือออก

จากดีเอน็เอ  
 

2.8. ปนเหวี่ยงดวยความเร็ว 12,500 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 5 นาที 
 

2.9. เทสารละลายทิ้งปลอยใหตะกอนแหง ในอากาศที่อุณหภูมิหอง (25 องศาเซลเซียส) 
 

2.10.  ละลายตะกอนดวย RNase buffer (10 mM Tris-HCl pH 8.0, 15 mM NaCl) ปริมาตร 500 
ไมโครลิตร ใหตะกอนละลายหมด (65 องศาเซลเซียส) 

2.11. กําจัดอารเอ็นเอออก โดยเติม RNase A (10 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร) 2 ไมโครลิตร บมที่
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นานขามคืน 
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2.12. สกัดเอนไซม RNase A และโปรตีนออกดวย phenol : chloroform : isoamylalcohol (25: 
24:1) ปริมาตร 500 ไมโครลิตร ผสมโดยกลับหลอดไปมา 

 
2.13. ปนเหวี่ยงดวยความเร็ว 12,500 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 10 นาที 

 
2.14. ดูดสารละลายใสสวนบนใสหลอดใหม แลวเติม chloroform : isoamylalcohol (24:1) 500 

ไมโครลิตร ผสมโดยกลับหลอดไปมา 
 

2.15. ปนเหวี่ยงดวยความเร็ว 12,500 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 10 นาที 
 

2.16. ดูดสารละลายใสสวนบนใสหลอดใหม แลวเตมิโซเดยีมอะซิเตท เขมขน 3 โมลาร pH 5.2 
ลงไป 0.1 เทา และเติม absolute ethanol ลงไป 2 เทาของปริมาตรสารละลายที่ดดูมา เพื่อ
ตกตะกอนดีเอน็เอ  

 
2.17. เก็บที่อุณหภูม ิ-20 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 นาที 

 
2.18. ปนเหวี่ยงดวยความเร็ว 12,500 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 10 นาที 

 
2.19. เทสวนน้ําทิ้ง ลางตะกอนดวยเอธานอล 70 เปอรเซ็นต ปริมาตร 500 ไมโครลติร 

 
2.20. ปนเหวี่ยงดวยความเร็ว 12,500 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 5 นาที 

 
2.21. เทสารละลายทิ้ง ปลอยใหตะกอนดีเอ็นเอแหง แลวละลายตะกอนดวย TE buffer (10 mM 

Tris-HCl, 1 mM EDTA) ปริมาตร 50 ไมโครลิตร เก็บสารละลายดีเอ็นเอไวที่อุณหภูม ิ-20 
องศาเซลเซียส  
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3. การทําอิเล็กโทรโฟรีซิสบนโพลีอะครีลาไมดเจล (Vos et al., 1995)  
 

3.1. การเตรียมกระจกสําหรับเทเจล 
 

3.1.1. ลางกระจกใหสะอาด แลวเชด็ดวยเอธานอล 95 เปอรเซ็นต  
3.1.2. เช็ดกระจกแผนหลังดวย bind silane (bind silane 1 ไมโครลิตร glacial acetic acid   
  2.5 ไมโครลิตร และเอธานอล 95 เปอรเซ็นต 500 ไมโครลิตร) เพื่อใหเจลเกาะตดิ
 กับกระจก 

 
3.1.3. เช็ดกระจกแผนหนาดวย repel silane เพื่อไมใหเจลเกาะตดิกระจก 
3.1.4. ประกบกระจกทั้ง 2 แผนเขาดวยกัน โดยวาง spacer ไวทั้ง 2 ขาง เพื่อใหเกิด

 ชองวางระหวางกระจก ใชเทปกาวตดิขอบกระจกทั้ง 3 ดานเพื่อไมใหเจลรั่วซึม
 ออกมา จากนัน้ยึดดวยคลิปหนีบ 

 
3.2. การเตรียมโพลีอะครีลาไมดเจล 

 
3.2.1. ช่ังยูเรีย 6.75 กรัม เติมน้ํากลัน่ 3.75 มิลลิลิตร และ 5X TBE 3 มิลลิลิตร อุนที่

 อุณหภูมิประมาณ 50 องศาเซลเซียส จนยูเรียละลายหมด รอจนอุณหภูมลิดลง
 ประมาณอณุหภูมิหอง 

 
3.2.2. เติมอะครีลาไมด (acrylamide:bisacrylamide = 19:1) ความเขมขน 30 

 เปอรเซ็นต ปริมาตร 3 มิลลิลิตร ammonium persulfate ความเขมขน 10 เปอรเซ็นต 
 ปริมาตร 150 ไมโครลิตร และ TEMED ปริมาตร 8 ไมโครลิตร ผสมใหเขากัน 
 ระวังอยาใหเกดิฟอง 

 
3.2.3. เทเจลใสลงในชองระหวางกระจกจนเต็ม ใสหวีลงไป วางกระจกในแนวระดับ 

 แลวปลอยใหเจลแข็งตัวประมาณ 2-3 ช่ัวโมง 
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3.3. การทําอิเล็กโทรโฟรีซิส 
 

3.3.1. เมื่อเจลแข็งตัวดีแลว ลางกระจกดานนอกใหสะอาด แกะเทปกาว ดึงหวอีอก และ
 ประกอบกระจกเขากับชดุอิเล็กโทรโฟรีซิส เติม 1X TBE ลงในชองทั้งดานบน
 และดานลาง 

3.3.2. ตอเครื่องเขากับกระแสไฟฟา ความตางศักย 300 โวลต เปนเวลาอยางนอย 30 นาท ี
 

3.3.3. ปดเครื่อง แลวใชเข็มฉีดยาดดูบัฟเฟอรลางยูเรียที่อยูในชองหวีแตละชองใหหมด   
3.3.4. หยอดตวัอยางดีเอ็นเอ 3-6 ไมโครลิตร ที่ผสมกับ loading buffer (98% formamide,    

                            10 mM EDTA, 0.1% bromphenol blue และ 0.1% xylene cyanol) ในอัตราสวน   
                            1 ตอ 1 (ผานการอุนที่อุณหภมูิ 95 องศาเซลเซียส แลวแชในน้ําแข็งทันท)ี ลงในหว ี
  แตละชอง 
 

3.3.5. เปดเครื่องโดยใชความตางศกัยเทาเดิม เปนเวลา 3-5 ช่ัวโมง ขึ้นอยูกับขนาดของ  
              ผลผลิตพีซีอาร 

 
3.3.6. ปดเครื่อง แลวนํากระจกออกมา แยกกระจกทั้ง 2 แผนออกจากกนั แลวนาํเจลไป  
              ยอมดวยซิลเวอรไนเตรท 

 
3.4. การยอมเจลดวยซิลเวอรไนเตรท 

 
3.4.1. นําแผนกระจกดานที่มีเจลติดอยูมาลางในน้าํกลั่น โดยเขยานาน 3-5 นาที 

 
3.4.2. แชแผนเจลในสารละลาย CTAB ความเขมขน 0.1 เปอรเซ็นต เขยานาน 30 นาท ี

 
3.4.3. นําแผนเจลใสในสารละลายแอมโมเนีย ความเขมขน 0.3 เปอรเซ็นต เขยานาน 15   

                            นาที 
3.4.4. ยายแผนเจลมายอมในสารละลายซิลเวอรไนเตรทที่เตรียมใหมๆ เขยาเปนเวลา 20  
              นาที  
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3.4.5. จุมแผนเจลในน้ํากลั่นอยางรวดเรว็ แลวแชในสารละลาย developer (2% sodium  
                            carbonate, 0.02% formaldehyde) ที่มีอุณหภูมิประมาณ 10 องศาเซลเซียส เขยา  
                            เบาๆ จนเหน็แถบดีเอ็นเอชัดเจน 
 

3.4.6. นําแผนเจลมาจุมน้ํากลั่นอยางรวดเร็ว แลวหยุดปฏิกิริยาโดยแชในสารละลายกล ี
                            เซอรอล ความเขมขน 3 เปอรเซ็นต นาน 30 นาที แลวผ่ึงใหแหง 
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ตารางผนวกที่ 4  อายุการออกดอก และความสูงของลําตน ของขาวขาวดอกมะลิ 105 พันธุกลาย 
                           ที่คาดวาจะทนทานตอดนิเค็มจํานวน 29 ตน 
 

ตนที่ อายุการออกดอก (วัน) ความสูง (ซม.) 
1 105 106 
2 105 122 
3 101 149 
4 102 133 
5 105 152 
6 100 151 
7 104 158 
8 109 126 
9 101 171 

10 107 153 
11 106 135 
12 104 151 
13 105 155 
14 102 133 
15 103 139 
16 106 140 
17 100 157 
18 103 148 
19 105 156 
20 103 139 
21 104 132 
22 107 125 
23 105 143 
24 107 153 
25 104 116 
26 104 153 
27 105 150 
28 102 147 
29 103 156 



 

ประวัติการศึกษา และการทํางาน 

 
ช่ือ –นามสกุล                                       นางสาวจิรพรรณ ทองสรอย 

วัน เดือน ป ที่เกิด 7 เมษายน 2525 

สถานที่เกิด  นครศรีธรรมราช 

ประวัติการศึกษา วท.บ. (ชีววิทยา) สาขาพฤกษศาสตร 
 
ตําแหนงหนาที่การงานปจจบุัน 

จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย 

สถานที่ทํางานปจจุบัน 
ผลงานดีเดนและรางวัลทางวิชาการ  
ทุนการศึกษาที่ไดรับ 

 




