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AFLP = amplified fragment length polymorphism 
PCR = polymerase chain reaction 
RAPD = random amplified polymorphic DNA 
RFLP = restriction fragment length polymorphism 
SSCP     =          single strand conformation polymorphism 
SSR = simple sequence repeat 
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คํานํา 
 

 ขาวเปนผลิตผลการเกษตรหลักของประเทศไทย จากพื้นที่การเกษตรของประเทศทั้งหมด 
132.49 ลานไร เปนพื้นที่ปลูกขาวถึง 68.293 ลานไร คิดเปนรอยละ 51.6 ผลผลิตขาวสวนใหญใช
เพื่อการบริโภคของประชากรภายในประเทศ นอกจากนัน้ยังใชในอุตสาหกรรมผลิตภัณฑและแปร
รูป รวมทั้งอาหารสัตวและอืน่ๆ สําหรับขาวสารสวนที่เหลือจากการใชภายในประเทศ จะสงเปน
สินคาออกสูตลาดโลก สินคาขาวนับเปนสนิคาเกษตรสงออกที่มีมูลคาสูงเปนอันดับสามของ
ประเทศ ขาวจงึมีความสําคัญตอประเทศไทย มิใชแตเฉพาะเพื่อการบริโภคหรือใชภายในประเทศ
เทานั้น แตยังมีสวนชวยในการนําเงินตรามูลคามหาศาลเขาประเทศอีกดวย (เอกสงวน, 2544)  
 

ประเทศไทยเปนผูผลิตและสงออกขาวที่สําคัญของโลก แตผลผลิตเฉลี่ยตอพื้นที่ของ
ประเทศอยูในเกณฑต่ํา เมื่อเปรียบเทียบกบัประเทศผูผลิตอื่น ทั้งนี้เปนเพราะแหลงผลิตหลักของขาว
ในประเทศไทยอยูในภาคตะวันออกเฉยีงเหนือ ซ่ึงมีพื้นที่ดินเค็มคิดเปน 17% ของพื้นที่ทั้งภาค ขาว
ที่ปลูกในพื้นทีด่ินเค็มภาคตะวันออกเฉยีงเหนือ จะใหผลผลิตต่ํามาก ประมาณ 100-150 กิโลกรัมตอ
ไรเทานั้น และพันธุขาวที่เกษตรกรปลูกในปจจุบันสวนมากจะปลูกขาวพันธุที่รัฐบาลแนะนํา เชน 
กข 6 ขาวดอกมะลิ 105 และ กข 15 เปนตน  ซ่ึงมีความทนทานตอดินเค็มไดไมสูงนกั  การปรับปรุง
พันธุขาวจึงมวีตัถุประสงคเพื่อใหไดพันธุขาวที่ทนทานตอดินเค็ม เมล็ดมีคุณภาพเปนที่ยอมรับและ
ใหไดผลผลิตโดยเฉลี่ยเพิ่มขึน้ถึงประมาณ 350 กิโลกรัมตอไร 

 
เนื่องจากขาวเปนพืชผสมตัวเองโดยธรรมชาติจึงมีพันธกุรรมอยูในสภาพคงตัว

(homozygosity) ดังนั้นการเปลี่ยนแปลงทางพันธุกรรมที่เกิดขึ้น จึงเกิดขึ้นในอัตราที่ต่ําและตองใช
เวลานาน วธีิที่จะทําใหเกดิการเปลี่ยนแปลงทางพันธุกรรมไดเร็วข้ึน ก็โดยการชักนําใหเกดิการ
กลายพันธุ โดยการใชรังสีรวมกับการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ ซ่ึงเปนวิธีการที่มีประสิทธิภาพในการชกันาํ
ใหเกิดการกลายพันธุในอัตราที่สูง มีขอบเขตของการกลายพันธุกวาง การกลายพนัธุที่เกิดขึ้นเปน
การกลายพันธุทั้งตน (solid หรือ non-chimeric mutant) และสามารถถายทอดไปยังลูกชั่วตอไปได  
ในการศึกษาครั้งนี้จึงไดนําวธีิการฉายรังสีแกมมารวมกบัการเพาะเลีย้งเนื้อเยื่อมาใชในการปรับปรงุ
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พันธุขาวขาวดอกมะลิ 105 ใหมีลักษณะทนทานตอดนิเค็มไดสูงขึ้น เพื่อใหสามารถนําไปใชเปน
พันธุปลูกในพืน้ที่ดินเค็มตอไป 

 
 
 
 



วัตถุประสงค  
 
 1. เพื่อศึกษาถงึผลของรังสีแกมมาที่มีตอการพัฒนาของแคลลัสไปเปนตนและการเกิดยอด
จํานวนมาก 
 
 2. เพื่อศึกษาถงึความแปรปรวนในลักษณะทางสัณฐานวทิยาและลักษณะทางการเกษตร
ของตนขาวทีพ่ัฒนามาจากแคลลัสและยอดที่ผานการฉายรังสีแกมมา สําหรับใชในการคัดเลือกขาว
ที่ทนทานตอความเค็ม 
 
  3. เพื่อศึกษาลายพิมพดเีอ็นเอของตนขาวที่ผานการฉายรังสีเปรียบเทียบกับตนที่ไมผานการ
ฉายรังสี 
 
 



การตรวจเอกสาร 

 
ขาว 

 

ขาวเปนพืชใบเลี้ยงเดีย่วในตระกูลหญา อยูในสกุล Oryza สามารถเจริญเติบโตไดดีทั้งใน
เขตรอน (tropical zone) และเขตอบอุน (temperate zone) นักวิชาการไดแบงขาวออกเปนสองชนิด
คือ ขาวเอเชีย (Oryza sativa Linn.) และขาวแอฟริกา (Oryza glaberrima Steud) ขาวเอเชียยังแบงได
เปน 3 พวกไดแก ขาวเมล็ดสั้นเรียกวา Japonica ซ่ึงเปนพวกที่นยิมปลูกในเขตอบอุนของจีน เกาหลี 
และญี่ปุน สวนพวกที่มีเมลด็ยาวเรียกวา Indica นิยมปลกูในประเทศไทย เวยีดนาม พมา อินเดยี 
ปากีสถาน อินโดนีเซีย และฟลิปปนส พวกสุดทายมีเมลด็ปอมใหญ ตนสูง เรียกวา Javanica 
สันนิษฐานวาเปนลูกผสมที่เกิดจากการคัดเลือกระหวางพวก Indica และ Japonica  ซ่ึงมีเฉพาะใน
หมูเกาะชวาหรืออินโดนีเซียในปจจุบนั (ศิริพล, 2537; อําพล, 2545)  

 
 ขาวเปนพืชดพิลอยด (diploid) มีโครโมโซม 2n=24 (นอกจากขาวปาบางชนิดอาจมี

โครโมโซม 2n=48) (นพพร, 2546) ขาวเปนพืชที่มีความหลากหลายทางดานพันธุกรรมเปนอยาง
มากซึ่งเปนรากฐานอันสําคญัในการปรับปรุงพันธุขาวทั้งในดานคุณภาพ (qualitative) และปริมาณ
(quantitative) ประเทศไทยมทีรัพยากรเชื้อพันธุกรรมขาวมากแหงหนึง่ของโลก พบพันธุขาว
พื้นเมืองของไทยมีมากกวา 5,900 สายพันธุ และประเทศไทยยังมพีันธุขาวดีๆที่เปนที่ตองการของ
ตลาดติดอันดบัหนึ่งของโลกดวยเชน พันธุขาวขาวดอกมะลิ 105 ฯลฯ (สถาบันวิจยัขาว, 2544) 
           

ขาวขาวดอกมะลิ 105 เปนพนัธุขาวหอม ทีไ่ดจากการนําขาวพันธุพื้นเมืองจากนาเกษตรกร 
อําเภอบางคลา จังหวดัฉะเชิงเทรา จํานวน 199 รวง มาปลูกเพื่อศึกษาพนัธุ และไดขาวที่มีลักษณะ
พิเศษ คือ มีกล่ินหอม และเมล็ดออนนุมเมือ่นํามาหุงตม ดังนั้นจึงมกีารปรับปรุงพันธุใหบริสุทธิ์ตาม
หลักวิชาการจนไดพนัธุ ขาวขาวดอกมะลิ 105 และรัฐบาลประกาศใหขยายพนัธุสงเสริมการปลูก
เมื่อวันที ่25 พฤษภาคม 2502 เปนตนมา สําหรับพื้นที่ปลูกขาวขาวดอกมะลิ 105 ที่เหมาะสม ไดแก 
ภาคตะวันออกเฉียงเหนือ ภาคเหนือ และภาคกลางบางพื้นที่ ลักษณะทั่วไปเปนขาวเจาที่ไวตอชวง
แสง  ตนขาวสงูประมาณ 140-150 เซนติเมตร ขาวจะออกดอกประมาณวนัที่ 20 ตุลาคม และสุกแก
เก็บเกีย่วไดประมาณวันที่ 20 พฤศจิกายนของทุกป ระยะพักตัวของเมลด็ ประมาณ 8 สัปดาห ขนาด
เมล็ดขาวกลอง ยาว 7.5 มิลลิเมตร กวาง 2.1 มิลลิเมตร หนา 1.8 มิลลิเมตร ผลผลิตเฉล่ีย 363 
กิโลกรัมตอไร (กรมวิชาการเกษตร, 2546) 
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ลักษณะที่ดีของขาวขาวดอกมะลิ 105 คือ เปนขาวที่มีกล่ินหอม เมล็ดออนนุมเมื่อนํามาหุง
ตม ทนตอสภาพแลง ทนตอดนิเปรี้ยวและดนิเค็มไดดพีอสมควร คุณภาพการขัดสีดี เมล็ดขาวสาร
ใส มีทองไขนอย นวดงาย เมล็ดหลุดรวงจากรวงไดงาย เปนที่ตองการของตลาด ขายไดราคาด ีแตมี
ขอจํากัดอยูบางตรงที่ไมตานทานโรคขอบใบแหง โรคใบสีสม โรคใบจดุสีน้ําตาล โรคไหมและโรค
ใบหงิก ไมตานทานแมลงบัว่ เพล้ียกระโดดสีน้ําตาล ตนออนลมงายถาปลูกในบริเวณที่ดินมีความ
อุดมสมบูรณสูง 
 

ถึงแมวาขาวขาวดอกมะล ิ105  จะมีลักษณะที่ดีเดนอยูหลายประการแตก็ยังคงมีขอเสยีอยู
เชน เปนขาวทีไ่วตอแสง และไมทนเค็มเทาที่ควร ดังนั้นจึงมีการปรับปรุงพันธุขาวพนัธุนี้อยู
ตลอดเวลา และวิธีการหนึ่งซึง่นํามาใชในการปรับปรุงพันธุขาวขาวดอกมะลิ 105 คือ การเหนีย่วนํา
ใหกลายพันธุดวยรังสี ซ่ึงปรากฏวาประสบความสําเร็จไดขาวเหนยีวพันธุใหมที่มีลักษณะดี คือ
พันธุ กข 6 (กรมวิชาการเกษตร, 2546) 
                                    
ดินเค็ม 
          

ดินเค็ม  หมายถึง ดินที่มีเกลอืหรือสารเคมีพวกเกลือชนิดตางๆ รวมทั้งธาตุโซเดียมที่
สามารถแลกเปลี่ยนไดในดนิ สะสมอยูเปนจํานวนมากพอที่จะเปนอปุสรรคตอการเจรญิเติบโตของ
พืช  สวนมากเกลือที่พบเปน คลอไรดหรือซัลเฟต ของโซเดียม แคลเซยีมและแมกนีเซียม นอกนัน้
เปนเกลือชนิดอื่นปะปนอยูบาง เชน ไบคารบอเนต คารบอเนต บอเรต และไนเตรตของแคลเซียม 
แมกนีเซยีม โซเดียม หรือโพแทสเซียม (ไพบูลย, 2542) เราสามารถจําแนกดินเค็มออกไดเปน 3 
ประเภทดังนี ้

 
 1. ดินเค็ม (saline soil) เปนดนิที่มีเกลืออยูมากจนเปนอนัตรายตอพืชที่ปลูก เกลือที่พบสวน
ใหญเปนเกลือคลอไรด และซัลเฟตของโซเดียม แคลเซียมและแมกนีเซยีม pH ของดนิมีคาประมาณ 
8.5 หรือต่ํากวา มีปริมาณโซเดียมไอออนทีแ่ลกเปลี่ยนได (exchangeable Na) นอยกวา 15 
เปอรเซ็นต เมือ่เทียบกับความจุในการแลกเปลี่ยนประจบุวกของดนิ (cation exchange  capacity) ซ่ึง
หมายถึงปริมาณของไอออนที่มีประจุบวกทั้งหมดที่ดนิสามารถดูดยึดไวได  
  
 2. ดินเค็ม-โซดิค (saline-sodic soil) เปนดนิที่มีเกลืออยูมากจนเปนอนัตรายตอพืชที่ขึ้นอยู 
มีปริมาณโซเดยีมไอออนที่แลกเปลี่ยนไดมากกวา 15 เปอรเซ็นต  มี pH 8.5 หรือนอยกวา 
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 3. ดินโซดิค (sodic soil) เปนดินที่มีเกลืออยูมากจนเปนอนัตรายตอพืช แตมีปริมาณโซเดียม
ไอออนที่แลกเปลี่ยนไดสูงกวา 15 เปอรเซ็นต  มี pH สูงกวา 8.5 ดินพวกนีจ้ะปลดปลอยโซเดียม
ออกมามากจนเปนอันตรายตอพืชได และการที่มีโซเดียมมากจะทําใหดนิเหนยีวและแนนทึบ เมื่อ
แหงจะแข็ง ทาํใหยากตอการไถพรวน (คณาจารยภาควชิาปฐพ,ี 2535)  
           

ดินเค็มในประเทศไทย ครอบคลุมพื้นที่ถึง 22 ลานไร อาจแบงออกไดเปน 2 พื้นที่ คอื ดิน
เค็มชายฝงทะเล (coastal saline soil) และดนิเค็มในภาคพืน้ทวีปหรือดินเค็มนอกพื้นทีช่ายทะเล 
(inland saline soil) ดินเค็มชายฝงทะเลมีประมาณ 4 ลานไร ซ่ึงบางแหงเปนดินเค็มที่มคีวามเปรี้ยว
แฝงอยู (acid-saline soil) ประมาณ 3 ลานไร ดินเค็มชายฝงทะเลที่ใชในการปลูกขาวจะกระจายอยู
ตามลุมน้ํา และสันดอนปากแมน้ําตลอดชายฝงของประเทศไทย พบมากที่สุดในภาคกลาง ภาคใต 
และภาคตะวนัออก รวมทั้งหมดประมาณ 2.2 ลานไร โดยเฉพาะชายฝงทะเลภาคใต มพีื้นที่ดินเค็ม
ถึง 1 ลานไร (กรมพัฒนาที่ดนิ, 2539) 
     

พื้นที่ดินเค็มชายฝงทะเลเปนปญหาสําหรับการผลิตขาว ซ่ึงเกิดจากดินและน้ําโดยตรง
เนื่องจากน้ําทะเลทวมถึงตลอดป ระดับน้ําใตดินอยูสูงเกอืบถึงผิวดิน มดีินเหนียวมากกวา 75% มี
การระบายน้ําไมดี มีธาตุหรือสารประกอบบางชนิดเปนพิษตอขาวเนือ่งจากมีความเขมขนสูงเกินไป 
เชน โซเดียม คลอไรด โบรอน และไบคารบอเนต รวมทั้งเกิดความไมสมดุลของธาตุอาหารพืช และ
ดินเค็มบางแหงดินมีการสะสมไพไรท (pyrite) ทําใหดนิเปนกรด ซ่ึงเปนอุปสรรคตอการ
เจริญเติบโตของขาว วิทยาการการผลิตที่เกษตรกรใชอยูนั้นสามารถทําไดเพยีงอาศัยน้ําฝนมาชะลาง
ความเค็มจากดินเทานัน้ สวนวิธีการอื่น ๆ ตองใชคาใชจายสูงมาก ไมสามารถดําเนินการไดโดย
เกษตรกร 
          

พื้นที่ดินเค็ม ในภาคพื้นทวีปหรือดินเค็มนอกพื้นที่ชายทะเล มีประมาณ 18 ลานไร พบอยู
ในภาคตะวันออกเฉียงเหนือ หรือคิดเปน 17% ของพื้นทีท่ั้งภาค พบในทุกจังหวัด ยกเวนจังหวดัเลย 
ดินเค็มในภาคตะวนัออกเฉียงเหนือจะกระจายเปนหยอม ไมคอยสม่ําเสมอในพื้นทีเ่ดยีวกัน และใน
ช้ันดินตางกันก็จะมเีกลือสะสมอยูไมเทากนั และยังเปลี่ยนแปลงไปตามฤดูกาลดวย โดยทั่วไปใน
ฤดูฝนเกลือจะถูกชะลางไปสะสมอยูที่ช้ันลางของดิน แตในฤดูแลงเกลือจะระเหยขึน้มาที่ดนิชั้นบน
สลับกัน เนื่องจากดินสวนใหญเปนดนิทราย การขึ้นลงของเกลือจึงเปนไปไดรวดเร็ว ทําใหทิศ
ทางการไหลและการสะสมของเกลือเปลี่ยนไปโดยรวดเร็ว 
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การเกิดดินเค็มในภาคตะวันออกเฉียงเหนือตอนบนมีสาเหตุจากชัน้ดินดานและหินทรายใน
ดิน ซ่ึงมีเกลือคลอไรดเปนองคประกอบ  ทําใหน้ําใตดนิบริเวณดังกลาวกลายเปนน้ําเค็ม เมื่อเกิดการ
ยกตวัของน้ําใตดินขึ้นมาในระดับที่กระบวนการ capillary rise สามารถเกิดขึ้นได ทาํใหเกิดการ
กระจายตัวของดินเค็มขึ้นอยางกวางขวาง  ลักษณะการแพรกระจายของดินเค็มสวนหนึ่งเกดิจาก
สภาพภูมิประเทศแหงแลง  มีปริมาณฝนนอยกวาการระเหยของน้ําออกไปจากดนิ  ซ่ึงการระเหย
ของน้ํานี้จะนําเอาเกลอืมาสะสมที่บริเวณรากพืช หรือบนผิวดินทําใหเกดิเปนพืน้ที่ดินเค็มใน
ที่สุด  ตลอดจนการสรางแหลงกักเก็บน้าํขนาดใหญในภาคตะวนัออกเฉียงเหนือ  สงผลใหบริเวณ
โดยรอบมีระดบัน้ําเค็มใตดนิตื้นขึ้น เกดิการสะสมเกลือที่ผิวดินและชั้นหนาตัดดิน ทั้งนี้ความเค็ม
ของดินในภาคตะวนัออกเฉียงเหนือแบงเปน 5 ช้ัน คือ (กรมพัฒนาที่ดิน, 2539) 
 
 1. บริเวณที่ลุมที่มีเกลือมาก มีประมาณ 1.5 ลานไร พื้นทีส่วนใหญเปนหยอมวางเปลา
เนื่องจากมเีกลอืมาก มีพื้นที่เปนนาขาวเปนสวนนอย พืชที่ขึ้นไดมักเปนไมทรงพุมมหีนาม 
 
 2. บริเวณที่ลุมที่มีเกลือปานกลาง มีประมาณ 3.7 ลานไร พบคราบเกลือตามผิวดินเปน
หยอม พืน้ที่สวนใหญเปนนาขาว 
 
 3. บริเวณที่ลุมที่มีเกลือนอย มีประมาณ 12.6 ลานไร ไมพบคราบเกลือตามผิวดิน พ้ืนที่สวน
ใหญเปนนาขาวและตนไมหลายชนิดขึ้นประปราย 
 
 4. บริเวณที่ราบสูงประกอบดวยหินที่มเีกลือ มีประมาณ 19.4 ลานไร ไมพบคราบเกลือตาม
ผิวดินแตพบในชั้นใตดินจะมีหินทรายและหินดินดานทีม่ีเกลือเปนองคประกอบ เมื่อสลายตัวก็จะ
ถูกน้ําชะ และพัดพาไป ทําใหเกิดดินเค็มในบริเวณพื้นทีท่ี่ต่ํากวา 
 
 5. บริเวณทีไ่มมีเกลือเลย มีประมาณ 67.4 ลานไร ไมปรากฏวามีเกลอือยูเลย 
 
     ขาวที่ปลูกในพื้นที่ดนิเค็มภาคตะวันออกเฉียงเหนือ จะใหผลผลิตต่ํามาก ประมาณ 100-
150 กิโลกรัมตอไรเทานั้น  เนื่องจากธาตุอาหารในดนิจะอยูในรูปที่ไมเปนประโยชนตอขาว และ
กิจกรรมของจลิุนทรียในดนิลดลง ซ่ึงจะมีผลตอกระบวนการปลดปลอยไนโตรเจนจากการสลายตัว
ของอินทรียวตัถุในดิน (http://www.pathumthani. rice thai land.org/ stress1.html) 
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พืชทนเค็ม 
          

พืชทนเค็ม (halophyte) หมายถึงพืชที่สามารถเจริญเติบโต และดํารงชวีติจนครบวงจรชีวิต
ในพื้นทีด่ินเคม็ ซ่ึงพืชแตละชนิด แตละสายพันธุ จะมีความสามารถในการทนเค็มไดตางกัน สาเหตุ
ที่พืชบางชนิดสามารถเติบโตในบริเวณดนิเค็ม หรือบริเวณที่มีความเขมขนของเกลือสูงๆไดนั้น เปน
เพราะพืชเหลานั้นมีกลไกทีท่าํใหสามารถทนตอความเปนพิษของเกลือในลักษณะตางๆกัน 
           

พืชบางอยางอาจมกีลไกในการทนทาน (tolerance mechanism) ซ่ึงพืชทนเค็มชนิดนั้นจะ
ปองกันหรือสรางเอนไซมตางๆที่มีความทนทานตอความเขมขนของเกลือสูง โดยที่เอนไซมบาง
ชนิดยังคงมกีิจกรรมตามปกติ แมวาจะไดรับอิทธิพลจากความเค็มของเกลือ (Ahmad et al., 1979) 
นอกจากนี้พืชบางอยางอาจตองมีการเปลี่ยนแปลงกระบวนการเมตาบอลิซึม (Demiral, 2004) และ
กระบวนการสงัเคราะหสารบางอยางเชน กรดอะมิโน น้าํตาล (Greenway and Munns, 1980 ) โดย
สวนมากพืชทนเค็มเกือบทุกชนิดจะสามารถปรับแรงดันออสโมติกใหสูงขึ้นได โดยการขับอิออน
สวนเกนิที่เปนอันตรายตอเซลลไปไวในแวคิวโอล  และสะสมสารอินทรียที่ละลายน้ําไดไวภายใน
เซลล ทําใหพืชสามารถดูดแรธาตุและสารอาหารจากดนิบริเวณที่มีความเขมขนของเกลือสูงๆได
ดีกวาพืชปกตทิี่ไมทนเค็ม (Wu, 2003)  
 
  นอกจากกลไกในการทนทานแลว พืชทนเค็มยังมีกลไกที่สําคัญอีกอยางหนึ่งคือกลไกการ
หลีกเลี่ยง (avoidance mechanism) เปนกลไกที่พืชหลีกเลี่ยงการสะสมเกลือในไซโทพลาซึม ซ่ึง
ปองกันไมใหมีเกลืออยูในไซโทพลาซึมสูงเกินไปจนอาจเกิดอนัตรายตอพืชได (Glenn, 1999)โดย
กลไกการหลกีเลี่ยงนี้ก็มีอยูหลายวธีิดวยกนั เชน การที่รากพืชหลีกเลีย่งการดูดเกลือเขามาในรากพืช 
(salt avoidance) โดยพืชทนเค็มจะมีการสรางเซลลในชั้นเอนโดเดอรมิสและแถบแคสพาเรียน 
เพิ่มขึ้นและหนาขึ้น ทําใหเกลือผานเขาสูระบบลําเลียงไดยากขึ้น หรือพืชบางชนิดที่มีการหลีกเลีย่ง
ไมใหเกลือไปสะสมที่ใบหรอืยอดแตจะไปสะสมที่รากหรือตนแทน นอกจากนีย้ังมีพชืบางชนิดที่มี
กระบวนการขบัเกลือ (excretion) ซ่ึงพืชจะขับเกลือจากไซโทพลาซึมไปสะสมไวที่ตอมเกลือซ่ึงอยู
ที่ใบ เมื่อใบรวงก็เทากับเปนการกําจัดเกลือออกไปจากพชืดวย (Flowers, 2005) และกลไกอีกกลไก
หนึ่งซึ่งสามารถพบไดในพืชคือ กลไกการอวบน้ํา (succulence) ซ่ึงพืชจะเพิ่มปริมาณน้ําในเซลล 
และปดปากใบเพื่อลดการคายน้ํา  น้ําจึงสะสมในเซลลมากขึ้นทําใหความเขมขนของเกลือภายใน
เซลลลดลง (Flowers et al., 1977) 
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ขาวเปนพืชทีท่นความเค็มปานกลาง โดยทีข่าวพันธุตางๆจะทนความเคม็ไดไมเทากัน 
แมแตขาวพันธุเดียวกันเอง ในแตละชวงของการเจริญเตบิโตขาวก็จะมคีวามทนทานตอความเค็ม
ตางกันดวย (Zafar, 2004) ซ่ึงขาวจะมีความทนทานมากในชวงระยะงอก แตตนกลาขาวจะไม
ทนทานจนกวาจะมีอายุครบ 4 สัปดาห ความทนตอความเค็มจะมีอีกในชวงแตกกอ และจะไม
ทนทานในชวงออกดอก แตเมื่อถึงระยะแกความทนทานก็จะเพิ่มขึ้นอีก ซ่ึงจะเหน็ไดวาขาวมีบาง
ชวงที่ไมทนตอความเค็มหรือทนไดนอย ประกอบกับปญหาบางอยางที่เกิดขึ้นจากดนิเค็มทําใหขาว
ดูดสารอาหารที่จําเปนจากดนิมาใชไดนอยลง (Hussain, 2003) จึงสงผลใหขาวที่ปลูกในบริเวณดนิ
เค็ม ถึงแมวาจะไมตายแตก็เปนปจจยัหนึ่งที่ทําใหผลผลิตลดลง (อํานาจ, 2525; Baloch, 2003) 
ตัวอยางเชน ภาคใตมีพันธุขาวแนะนําทีใ่หเกษตรกรปลูก คือ ขาวแดง ขาวลูกแดง  อัลฮัมดูลีลละห 
ซ่ึงใหผลผลิตเฉลี่ยไมเกิน 300 กิโลกรัมตอไร ในภาคอีสานพันธุขาวที่ปลูกอยูในปจจบุันสวนมาก
จะเปนขาวพนัธุแนะนํา  เชน กข 6  ขาวดอกมะลิ 105 และ กข 15 เปนตน  ซ่ึงมีความทนทานตอดนิ
เค็มไดไมดพีอ  การปรับปรุงพันธุขาวจึงมวีตัถุประสงคเพื่อใหไดพันธุขาวที่ทนทานตอดิน
เค็ม  คุณภาพเมล็ดเปนที่ยอมรับ ตานทานโรคแมลงและมุงเปาหมายใหไดผลผลิตโดยเฉลี่ยเพิ่มขึน้
ถึง 350 กิโลกรัมตอไร   
 
การเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพืช 
    

การเพาะเลีย้งเนื้อเยื่อพืช คือ การนําเนื้อเยื่อจากสวนตางๆของพืชมาเพาะเลี้ยงในอาหารที่มี
สารที่จําเปนตอการพัฒนาของพืช ในสภาพที่ปลอดเชื้อ ทําใหมีการเพิม่จํานวนเซลล เซลลมีการ
พัฒนาเปนเนื้อเยื่อ และเปนตนขึ้นในที่สุด ดังนั้นการเพาะเลี้ยงในหลอดทดลองจึงแบงออกไดเปน
หลายชนิด เชน การเพาะเลี้ยงพืชทั้งตน การเพาะเลี้ยงเอ็มบริโอ การเพาะเลี้ยงอวัยวะ การเพาะเลีย้ง
แคลลัส การเพาะเลี้ยงเซลลแขวนลอยและการเพาะเลีย้งโพรโทพลาสต (คํานูณ, 2542)  
 

การเพาะเลีย้งเนื้อเยื่อ สามารถนํามาใชประโยชนไดหลายประการ เชน การขยายพนัธุพืช
ใหมีปริมาณมากขึ้นในเวลาอันรวดเรว็ (Hi and Lanka, 1988) การผลิตพืชที่มีพันธุกรรมที่ตองการ
ใหปราศจากโรค  การผสมพันธุพืชที่ไมสามารถผสมกันไดดวยวิธีธรรมชาติ  ชวยในการสรางพืช
สายพันธุแทในระยะเวลาอันรวดเรว็กวาการผสมตัวเอง การปรับปรุงพันธุพืชใหมลัีกษณะตาม
ตองการโดยการชักนําใหเกดิการกลายพนัธุ ซ่ึงอาจใชวิธีการถายยีน การใชสารเคมี หรือการฉาย
รังสี เพื่อใหไดพืชสายพันธุใหมเกิดขึน้ (บุญยืน, 2544) 
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  การเพาะเลีย้งเนื้อเยื่อพืชเปนเทคนิคที่กําลังไดรับความสนใจ มกีารนําไปประยุกตใชเพื่อ
ประโยชนในการศึกษาคนควาเกีย่วกับพืชทุกแขนงวิชาอยางแพรหลาย ในปจจุบนัมีพชืหลายชนิดที่
ประสบความสําเร็จในการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อทั้งเพื่อการเกษตร การคา และ อุตสาหกรรม (Mahmood, 
2002) 
 

ในการเพาะเลีย้งเนื้อเยื่อพืชแตละชนิดอาจใชสารอาหาร หรือสารเคมีบางตัวที่แตกตางกัน
ออกไป พืชบางชนิดจําเปนตองใสสารควบคุมการเจริญเตบิโต (growth regulator)  ลงไปในอาหาร
ดวย เพื่อชวยเพิ่มอัตราการเจริญเติบโตหรือการกําเนดิอวัยวะ สารควบคุมการเจริญเติบโตที่นิยมใช
กันอยางแพรหลายมีอยู 2  กลุมคือ กลุมที่ 1 คือออกซิน ที่นิยมใชมากเชน IAA, NAA, 2,4-D สาร
กลุมที่ 2 คือไซโตไคนินที่นยิมใชไดแก BAP, kinetin สมดุลของออกซินและไซโตไคนินมีผลตอ
การสรางอวัยวะ และสารทั้ง 2 ชนิดนี้จําเปนตอการเจรญิเติบโตและการกําเนิดอวัยวะของเซลลที่
เล้ียง กลาวคือชนิดของพัฒนาการไดเเก การเกิดเปนแคลลัส ราก หรือยอด ถูกกําหนดโดยความ 
สัมพันธของสารทั้งคู (รังสฤษดิ,์ 2541) 
  

การเพาะเลีย้งเนื้อเยื่อขาวเพื่อใหเจริญเปนแคลลัสและพัฒนาเปนตนออนเปนงานที่สําคัญ
มากในการปรับปรุงพันธุขาว การเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อขาวทาํสําเร็จมาตั้งแตป ค.ศ. 1960 โดยกลุม
นักวิทยาศาสตรชาวญ่ีปุน ตอจากนั้นก็มีผูทาํการศึกษาเกี่ยวกับการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อของขาวอีก
มากมาย ซ่ึงทําใหไดขอมูลใหมๆ ที่นาสนใจเกี่ยวกบัการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อขาวอีกหลายประการเชน 
ในป ค.ศ.1978 Henke et al. ไดศึกษาการชกันําใหเกดิแคลลัสของขาวโดยใช  2,4-D ที่ระดับความ
เขมขนตางๆ พบวาความเขมขนที่เหมาะสมสําหรับการชักนําใหเกิดแคลลัสจากรากและใบ คือ 2 
และ 6  มิลลิกรัมตอลิตร ตามลําดับ  
       

ตอมาในปค.ศ. 1992 Tsukahara and Hirosawa พบวาการลดปริมาณน้ําของแคลลัสลง
ประมาณ 50 เปอรเซ็นต  โดยการวางแคลลัสไวบนกระดาษกรองในจานแกว 1-3 วนั จะพบอัตรา
การเกิดตนไดประมาณ 50 เปอรเซ็นต ในขณะทีแ่คลลัสที่ไมผานขั้นตอนนี้มีโอกาสการเกิดตนนอย
กวา 5 เปอรเซ็นต   

 
Siriwardana et al. (1993) พบวาหลังจากนาํแคลลัสของขาวพันธุ IR66 ที่เล้ียงอยูในอาหาร

สูตร MS ที่เติม 2, 4-D  2 มิลิกรัมตอลิตร น้ํามะพราว 10 เปอรเซ็นต ซูโครส 3 เปอรเซ็นต ยายลงไป
เพาะเลี้ยงในอาหารสูตรที่มี L-proline ตางๆกัน พบวาแคลลัสที่เพาะเลี้ยงในอาหารทีม่ี L-proline 
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ความเขมขนต่าํ คือ 0.1-0.3 มิลลิกรัมตอลิตร สามารถเพิ่มประสิทธิภาพการเกิดตนไดสูงถึง 30-50 
เปอรเซ็นต แตหากใชที่ระดบัความเขมขนสูงคือ 0.5-1 มิลลิกรัมตอลิตรจะยับยั้งการเกิดตน   
         

ตอมาในปค.ศ. 1999 Lutts et al. ไดเพาะเลี้ยงแคลลัสของขาวพวก Japonica  2 พันธุคือ  I 
Kong Pao และ  Aiwu และขาวพวก Indica 2 พันธุคือ IR 2153 และ Nona Bokra โดยใส abscisic 
acid (37.8 ไมโครโมลตอลิตร), polyethylene glycol (5%), proline (10 มิลลิโมลตอลิตร), 
tryptophan (490ไมโครโมลตอลิตร) และ  indoleacetic acid (5.7ไมโครโมลตอลิตร) ลงไปใน
อาหารสูตร MS ที่มี NaCl ความเขมขน 0, 50 และ 100 มิลลิโมลตอลิตร เพื่อศึกษาวาสารตางๆ
ดังกลาวจะมีสวนชวยใหแคลลัสที่เล้ียงในอาหารที่มีเกลอืเติบโตและมชีีวิตรอดไดดีขึน้ ซ่ึงผล
ปรากฎวา tryptophan สามารถชวยเพิ่มเปอรเซ็นตการอยูรอด และชวยใหขาวสามารถพัฒนาไปเปน
ตนไดดีขึน้  สวน abscisic acid และ polyethylene glycolนั้น ถึงแมวาจะไมมีผลที่จะชวยใหขาว
พัฒนาเปนตนไดดีขึ้น แตก็ชวยใหรากของขาวพวก Indica เจริญไดดีขึน้ เชนเดยีวกับ indoleacetic 
acid ที่ชวยในการพัฒนาและเพิ่มจํานวนรากใหมากขึ้น สวน praline ไมมีผลตอการพัฒนาทั้งของ
ตนและราก ในปจจุบันก็ยังมีผูทําการศึกษาการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อขาวกันอยูอยางตอเนือ่ง 
 

 ในขาวขาวดอกมะลิ 105 ก็มีผูสนใจศึกษาการเพาะเลีย้งเนื้อเยื่อเชนกัน  ในป พ.ศ. 2533  
ธิดารัตน พบวา อาหารสูตร MS ที่เติม 2, 4-D 1.5 มิลิกรัมตอลิตร เพียงอยางเดยีวสามารถทําใหเมล็ด
ขาวขาวดอกมะลิ 105 เกิดแคลลัสไดสูงสุดถึง 80.95 เปอรเซ็นต  

 
ในป พ.ศ. 2537 ประภาและพรทิพย พบวาเมล็ดขาวขาวดอกมะลิ 105 ที่เพาะเลี้ยงบน

อาหารแข็งสูตร MS ที่เติม 2,4-D  2 มิลลิกรัมตอลิตร รวมกับ casein hydrolysate 300 มิลลิกรัมตอ
ลิตร ในสภาพมีแสง สามารถสรางแคลลัสในอัตราที่สูงถึง 96.3% และแคลลัสมีขนาดเฉลี่ยใหญ
ที่สุดคือ 9.4  มิลลิเมตร  
 

มีการทดลองอื่นที่ใหผลสอดคลองกับการทดลองของประภาและพรทิพย ซ่ึงพบวาอาหาร
แข็งสูตร MS ที่เติม 2,4-D  2 มิลลิกรัมตอลิตรสามารถชักนําใหเมลด็ขาวขาวดอกมะล ิ105 เกิด
แคลลัสไดในอัตราที่สูง เชน จตุพร (2540) พบวาอาหารสตูร MS ที่เติม 2,4-D 2 มิลิกรัมตอลิตร 
proline 10 ไมโคลโมลตอลิตร ซูโครส 3 เปอรเซ็นต และวุนผง 0.8 เปอรเซ็นต ชักนาํเมล็ดใหเกิด
แคลลัสไดมากที่สุดคือ 76.23 เปอรเซ็นต ลาวัลย (2543) พบวาอาหารสูตร MS ที่เติม 2,4-D 2 มิลิ
กรัมตอลิตร L-proline 1 กรัมตอลิตร casein hydrolysate 1 กรัมตอลิตร ซูโครส 3 เปอรเซ็นต น้ํา
มะพราว 15 เปอรเซ็นต และวุนผง 0.8 เปอรเซ็นต ชักนําเมล็ดใหเกิดแคลลัสไดมากที่สุดคือ 86.50 
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เปอรเซ็นต และเมื่อยายแคลลัสไปวางไวบนกระดาษกรองในจานแกว 3 วัน จะเพิ่มอัตราการเกิดตน
ไดดีที่สุด สวนอาหารสูตรที่ชักนําใหแคลลัสพัฒนาไปเปนตนไดสูงสุดคืออาหารสูตร MS ที่เติม 
kinetin 1 มิลิกรัมตอลิตร L-proline 1 กรัมตอลิตร casein hydrolysate 300 มิลลิกรัมตอลิตร ซูโครส 
3 เปอรเซ็นต น้ํามะพราว 15 เปอรเซ็นต และวุนผง 0.8 เปอรเซ็นต โดยใหอัตราการเกิดตนออน 
94.99 เปอรเซ็นต 
      

นอกจากจะชกันําใหเมลด็พืชพัฒนาเปนตนโดยการเจริญผานแคลลัสแลว ยังสามารถชักนํา
ใหเมล็ดพัฒนาไปเปนตนโดยตรงที่ไมผานการเกิดแคลลัสดวย โดยการชักนํานั้นตองใสสารควบคุม
การเจริญเติบโตบางชนิด เชน BAP ซ่ึงมีผูวิจัยทาํการทดลองมาแลวในพืชหลายชนดิ 
 

ในป พ.ศ. 2534 สุธิดา พบวาในการเพาะเลีย้งเนื้อเยื่อของกลาไผซางที่เล้ียงบนอาหารสูตร
MS ที่เติม BAP ความเขมขน 4 มลิลิกรัมตอลิตร สามารถทําใหเกิดหนอไดถึง 11 หนอตอตนออน 

 
ในป พ.ศ. 2536 ประดิษฐและคณะ ไดเพาะเลี้ยงคัพภะออนของเมล็ดขาวลูกผสมที่มีอายุ 9-

14 วัน พบวาสามารถเจริญและพัฒนาเปนตนใหมที่สมบรูณในอาหารสังเคราะหสูตร MS ดัดแปลง
ที่เติม yeast extract 1 กรัมตอลิตร และ BAP 2-3 มิลลิกรัมตอลิตร  
 
              ในป พ.ศ. 2537 กมลพรรณ ไดทดลองขยายพันธุหญาพริกพราน (Apluda mutica L.) ใน
หลอดทดลองโดยการเลี้ยงขอบนอาหารแข็งสูตร MS ซ่ึงเติม BAP ความเขมขน 0, 5, 10 และ 15 ไม
โครโมลตอลิตรรวมกับ NAA 0, 1, 2 และ 4 ไมโครโมลตอลิตร ใหแสง 16 ช่ัวโมงตอวัน พบวา
อาหารที่เติม BAP 10 ไมโครโมลตอลิตร สามารถกระตุนใหขอสรางยอดไดสูงสุดคือ 4.25 ยอด ใน
ระยะเวลา 30 วัน  
 

นอกจากนี้มีผูวิจัยศึกษาผลของ BAP ในพชืชนิดใหมๆกนัมากขึ้น เชนในป พ.ศ. 2544 
ประสิทธิ์และคณะ ไดเพาะเลี้ยงตาขางของไมชิงชัน (Dalbergia oliveri Gamble.) บนอาหารสูตร 
MS ที่เติม BAP ที่ระดับความเขมขน 20 ไมโครโมลตอลิตรภายใตอุณหภูมิ 25+2 องศาเซลเซียส 
และระยะเวลาการใหแสงความเขมแสง 2,500 ลักซ (lux) นาน 12 ช่ัวโมง/วัน พบวาสามารถชักนํา
ใหเกิดยอดจากตาขางเฉลี่ย 4.75 ยอด ภายในระยะเวลา 3-4 สัปดาห และสามารถชักนําใหเกิด
แคลลัสเมื่อใช BAP ที่ความเขมขน 30 และ 40 ไมโครโมลตอลิตร ในเวลา 3 สัปดาห ผลการศึกษา
การยืดตวั (shoot elongation) ของยอดที่เกดิขึ้น พบวาการใส gibberellic acid (GA3) 0.6 ไมโครโมล
ตอลิตรในอาหารสูตร MS ที่เติม BAP ความเขมขน 20 ไมโครโมลตอลิตร สามารถชวยใหยอดยดื
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ตัวไดดี และสามารถชักนํายอดใหเกิดรากในอาหารสูตร MS ที่เติมน้ําตาล 2 เปอรเซ็นต IBA 1ไม
โครโมลตอลิตร และ NAA 1ไมโครโมลตอลิตร เปนเวลา 3 สัปดาห  
 

อําพรและคณะ (2547) ไดขยายพนัธุตนหมอขาวหมอแกงลิงโดยการเพาะเลี้ยงเมลด็ใน
สภาพปลอดเชือ้บนอาหารสูตร MS ที่เติม BAP ความเขมขน 0, 0.5, 1.0, 3.0 และ 5.0 มิลลิกรัมตอ
ลิตร นาน 8 สัปดาห พบวา BAP ความเขมขน 0.5 มิลลิกรัมตอลิตร ชักนําใหเมล็ดสามารถสรางยอด
ใหมที่สมบูรณมากที่สุดเฉลี่ย 3.0 ยอดตอช้ินสวน  
 
การปรับปรงุพันธุพืชโดยการชักนําใหเกิดการกลายพันธุ 
       

การกลายพันธุ (mutation) เปนการเปลี่ยนแปลงของสารพันธุกรรมและสามารถถายทอดได 
การเปลี่ยนแปลงดังกลาวทําใหลักษณะหนึง่ลักษณะใดเปลี่ยนแปลงไป การกลายพันธุอาจเปนการ
เปลี่ยนแปลงจาํนวนหรือโครงสรางของโครโมโซมที่เรียกวาการกลายพันธุระดับโครโมโซม 
(chromosome mutation) หรืออาจเกิดขึ้นเนื่องจากการเปลี่ยนแปลงของยีนที่เรียกวาการกลายพันธุ
ระดับของยีน (gene mutation) ก็ได การกลายพนัธุอาจเกดิขึ้นเองตามธรรมชาติ (spontaneous 
mutation)  หรืออาจเกิดจากการชักนําใหเกดิกลายพนัธุ (induced mutation) ก็ไดโดยใชส่ิงกอการ
กลายพันธุ (mutagen) การกลายพันธุทําใหเกิดลักษณะใหมๆขึ้นในพืชชนิดตางๆ ซ่ึงอาจนําไปสูการ
ไดพันธุดี ส่ิงกอการกลายพันธุอาจแยกไดเปน 2 พวกใหญๆ คือ  

 
1. รังสี (radiation)  เปนคลื่นแมเหล็กไฟฟาที่มีชวงคลื่นสั้นกวา 10-6 เซนติเมตร (ไพศาล, 

2525) ประกอบดวยอนุภาคขนาดเล็ก ที่เคลี่อนที่ดวยแรงและความเรว็ขนาดตางๆกัน เมื่ออนุภาค
ดังกลาวเคลื่อนที่เขามากระทบสารพันธุกรรม  จะทําใหเกิดการเปลี่ยนแปลงกับสวนของสาร
พันธุกรรมนั้น ซ่ึงจะสงผลใหเกิดการเปลี่ยนแปลงการแสดงออกของลักษณะ และพฤติกรรมการ
ถายทอดลักษณะนั้นๆ เนื่องจากการกระทบเปนไปแบบสุมและมีผลไปในทางการทาํลายเปนสวน
ใหญ การใชรังสีจึงมักใหผลที่แตกตางกันบางในการปฏบิัติแตละครั้ง และลักษณะทีไ่ดสวนใหญ
เปนลักษณะทีผิ่ดปกติ ฉะนัน้จึงควรทํากับพืชจํานวนมาก เพื่อเพิ่มโอกาสที่จะพบลักษณะที่ตองการ 
(นพพร, 2546) 

 
 รังสีที่นํามาใชชักนําใหเกดิการกลายพันธุมี 2 ประเภท คือรังสีกอใหเกดิอิออน (ionizing 

radiation) เปนรังสีที่มีอํานาจการทะลุทะลวงสูง ทําใหเกดิการเปลี่ยนแปลงระดับโครโมโซม รังสีที่
นิยมใชเชน รังสีเอกซ รังสีนิวตรอน และรังสีแกมมา สวนอีกประเภทหนึ่งคอืรังสีที่ไมกอใหเกิด
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ไอออน (non - ionizing radiation) เปนรังสีที่มีอํานาจการทะลุทะลวงนอยมักทําใหเกดิการ
เปลี่ยนแปลงระดับยนี เชน รังสีอัลตราไวโอเลต        
             

วิธีการฉายรังสี (irradiation) มี 2 วิธี คือการฉายรังสีแบบเฉียบพลัน (acute irradiation) การ
ฉายรังสีวิธีนี้ใชปริมาณรังสีสูงในเวลาสั้น นิยมใชกับเมลด็ ละอองเกสรตัวผู นอกจากนี้ยังนยิมทําใน
เซลลที่เพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อเพราะฉายรังสีใหกับเซลลไดคร้ังละมากๆ ทําใหมีโอกาสที่จะไดเซลลกลาย
พันธุที่ตองการสูงขึ้น    และอีกวีธีหนึ่งคือ การฉายรังสีแบบเรื้อรัง (chronic) การฉายรังสีวิธีนี้ใช
ปริมาณรังสีนอย เวลานาน นิยมใชกับพืชทั้งตน หนอ กิง่ตอน กิ่งชํา เนื่องจากเซลลที่ถูกรังสีเปน
เซลลของเนื้อเยื่อเจริญที่กําลังแบงตัว ไมมคีวามทนทานตอรังสีในปริมาณสูงๆ การฉายโดยใช
ปริมาณรังสีนอย เปนเวลานาน จะทําใหเซลลที่เกิดใหมมโีอกาสไดรับรังสีอยางทั่วถึง  
        

2. สารเคมี ทําใหเกิดการเปลีย่นแปลงโครงสรางของยีนมากกวาโครงสรางหรือจํานวนชุด
ของโครโมโซม สารที่นิยมใชในการชักนําใหเกิดการกลายพันธุในพืชเชน โคลชิซีน และ ethyl 
methane sulfonate หรือ EMS (อรุณ,ี 2539) 
 

การชักนําใหเกิดการกลายพนัธุโดยใชรังสมีีผูนํามาใชรวมกับการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพชืเปน
คร้ังแรกในประเทศไทยตั้งแตป พ.ศ. 2504 โดยการใชรังสีแกมมากบัพทุธรักษาเพื่อชักนําใหเกดิการ
กลายพันธุ ผลการทดลองปรากฎวารังสีแกมมาทําใหเกิดการเปลี่ยนแปลงพันธุกรรมที่ควบคุม
ลักษณะสีดอก รูปทรงของดอก ความสูงของตน ฯลฯ (สิรนุช, 2540) งานวิจยัทางดานการใชรังสี
แกมมากับพืชที่มีการขยายพนัธุดวยการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อยังคงมีการวจิยัติดตอกนัมาปนระยะๆ 
ตัวอยางเชน การศึกษาผลของรังสีแกมมาทีม่ีตอดอกหนาวัว  พบวาการเจริญเติบโตของราก ลําตน 
ใบ จานรองดอก และปลี ของดอกหนาววัมีแนวโนมลดลงตามปริมาณรังสีแกมมาที่เพิ่มขึ้น (บุญมี, 
2518) นอกจากนี้ยังมกีารศึกษาการชักนําใหเกิดการกลายพันธุของถ่ัวเขียวโดยใชรังสีแกมมา พบวา
รังสีแกมมาทําใหถ่ัวเขยีวมีอัตราการงอก ความสูง และจํานวนขอตอตนลดลง (ธีระ, 2525) ใน
ทํานองเดียวกนัรังสีแกมมามีผลทําใหทานตะวันมีความยาว hypocotyl และ epicotyl ลดลง 50 
เปอรเซ็นต  ความยาวรากลดลง 35 เปอรเซ็นต และยังพบวาปรมิาณรังสีที่เหมาะสมในการชักนําให
เกิดการกลายพันธุเพื่อการปรับปรุงพันธุทานตะวันคือ 10 กิโลแรด (โกศล, 2533) 
 

ในป พ.ศ. 2547 ทิวา สามารถชักนําใหเกิดการกลายพันธุในงาดวยรังสแีกมมาปริมาณ 0, 
30, 60 และ 90 เกรย ผลของการฉายรังสีพบวารังสีแกมมามีผลตอสีดอก ความสูงและระยะเวลาใน
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การออกดอก อยางไรก็ตามรังสีไมมีผลตอกลีบดอกดานลาง ความสูงขอแรกที่ออกดอก และการ
แตกกิ่งของงา  
             

การใชรังสีรวมกับการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อเพือ่การคัดเลือกสายพันธุที่สามารถทนตอสภาพดนิ
เค็มเปนอีกหวัขอหนึ่งซึ่งไดรับความสนใจมากขึ้นในปจจุบัน โดยในประเทศไทยเองก็มีการศึกษา
ในพืชหลายชนิด เชน การชักนําใหกลวยหอมพันธุ Williams เกิดการกลายพันธุและคัดเลือกพนัธุที่
ทนเค็มโดยวิธีการเพาะเลีย้งเนื้อเยื่อ พบวาสามารถคัดเลือกตนกลวยทีท่นเค็มไดในระดับความ
เขมขนของเกลือโซเดียมคลอไรด 0.4 เปอรเซ็นต (สุภัทรา, 2533) หรือการศึกษาผลของรังสีแกมมา
รวมกับการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อที่มีผลตอการเติบโตของหญากินนีสีมวงบนอาหารที่มีเกลือโซเดียม
คลอไรดความเขมขนตางๆ ซ่ึงพบวาตนทีไ่ดรับรังสีแกมมาปริมาณ 20 เกรย สามารถเจริญบน
อาหารที่มีเกลอืโซเดียมคลอไรด 0.5, 1.0, 1.5 เปอรเซ็นต และเมื่อนําหญาออกปลูกในสภาพ
ธรรมชาติพบวาหญามีอัตราการรอดชีวิตเทากับ 26.92 เปอรเซ็นต ทั้งนี้ยังพบตนที่คาดวาจะมี
ลักษณะทนเคม็ที่ระดับความเขมขนของเกลือ 2.0 เปอรเซ็นต จํานวน 4 โคลนดวย (สุมล, 2546) 
                

 การทดลองในตางประเทศที่นาสนใจในการเพาะเลีย้งแคลลัสของขาวพันธุ Hawsungbyeo 
บนอาหารสูตร N6 ที่เติม 2, 4-D 2 มิลิกรัมตอลิตร น้ําตาลซูโครส 60 กรัมตอลิตร gelrite 2 มิลลิกรัม
ตอลิตร (pH 5.8) แลวนาํไปฉายรังสีปริมาณ 30, 50, 70 และ 90 เกรย  หลังจากการฉายรงัสี พบวา
แคลลัสที่ไดรับรังสี 30 และ 50 เกรย สามารถเติบโตไดบนอาหารที่มีเกลือโซเดียมคลอไรด 1.25 
เปอรเซ็นต และเมื่อยายไปเลีย้งตอไปสามารถคัดเลือกสายพันธุที่ทนเคม็ชั่ว M2 จํานวน 5 สายพันธุ
และชั่ว M3 จํานวน 13 สายพนัธุ ซ่ึงชี้ใหเหน็วาการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อรวมกับการใชรังสี สามารถชัก
นําใหเกิดการทนเค็มในขาวได (Lee, 2003) 

 
  การทดลองเกีย่วกับการกลายพันธุที่เกดิจากรังสีแกมมายงัมีมาอยางตอเนื่อง Beak et al 
(2004) พบวาการฉายรังสีแกมมาจะชวยใหเกิดการเพิ่มเอนไซมในกลุม antioxidant เชน เอนไซม 
superoxide dismutase (SOD) และ ascorbate peroxidase (APX) การทดลองทําโดยการฉายรังสี
แกมมา 80 เกรย ใหแกเมล็ดขาว 2 สายพันธุคือ Ilpumbyeo และ  Sanghaehyanghyella ปรากฏวาขาว
ทั้งสองสายพันธุสามารถเจริญเติบโตในสารละลายที่มีเกลือโซเดียมคลอไรดความเขมขน  50 และ 
100 มิลลิโมลตอลิตร ไดดีกวาตนที่เพาะจากเมล็ดที่ไมผานการฉายรังสีแกมมา  
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การจัดจําแนกพันธุสิ่งมชีีวิตดวยเคร่ืองหมายโมเลกุล 
 

การศึกษาความหลากหลายของสิ่งมีชีวิต มักจัดจาํแนกตามลักษณะทีป่รากฏซึ่งแสดงออก
ทั้งภายนอกและภายใน วามีความคลายคลึงกันมากเทาใด โดยสามารถแบงออกไดเปน 2 กลุม 
(ปรีชาและนงลักษณ, 2536) คือ 
 
 1. ความคลายคลึงของการเจริญเติบโตในระยะตัวออน พบวา สัตวยิ่งมคีวามสัมพันธ
ใกลเคียงกันจะมีลักษณะแบบแผนการเจรญิเติบโตคลายกันมากกวาสัตวที่มีความสัมพันธหางกนั
และจากลกัษณะแบบแผนการเจริญเติบโตของตัวออนนัน้ยังแสดงถึงผลของการวิวัฒนาการวา
ส่ิงมีชีวิตชนิดใดเจริญเปลี่ยนแปลงมาจากสิ่งมีชีวิตชนิดใดไดอีกดวย 
 
 2. ความคลายคลึงกันของสารพันธุกรรม หรือโครงสรางของเซลลในการสังเคราะห
สารเคมีภายในเซลล ซ่ึงมีความสําคัญในการศึกษาความสัมพันธทางวิวัฒนาการของสิ่งมีชีวิต โดย
จะดจูากความเหมือนหรือตางกันของสารพันธุกรรม ซ่ึงขอมูลที่ไดมาเหลานี้ นักวิทยาศาสตรนํามา
สรางเปนตนไมแหงวิวัฒนาการชาติพันธุได (phylogenetic tree) เพื่อแสดงการเกิดววิัฒนาการของ
ส่ิงมีชีวิตหรือที่เรียกวา phylogeny (Avise, 1994) 
       

ในบางครั้งก็อาจมีส่ิงมีชีวิตที่มีลักษณะและรูปพรรณสัณฐานเหมือนกนัมากๆ จนไม 
สามารถแยกได ดังนั้นนักวทิยาศาสตรจึงไดมีการพัฒนาวิธีใหมในการจําแนก นั่นคอืการใช
เครื่องหมายโมเลกุล (molecular marker) ซ่ึงมีการพัฒนามาอยางตอเนือ่ง จากเทคนิค PCR ที่ใช
สําหรับเพิ่มปริมาณดีเอน็เอ ซ่ึงเปนพื้นฐานสําหรับการทําเครื่องหมายโมเลกุล ในปจจุบันการหา
ความหลากหลายทางพันธุกรรม โดยเฉพาะการตรวจหาแถบดีเอ็นเอทีม่ีหลายรูปแบบ
(polymorphism) ในสิ่งมีชีวติ สามารถแบงออกไดเปน 3 วิธี (Ayad et al., 1997) คือ 
 
 1. Non-PCR based screening technique เปนวิธีที่ใชในการจําแนกพันธุโดยไมใชเทคนิค 
PCR ตัวอยางเชน เทคนิค RFLP ซ่ึงเปนเทคนิคที่สามารถตรวจสอบการเกิด polymorphism ของ
ลําดับเบสบนสายดีเอ็นเอได โดยเริ่มจากการตัดดีเอ็นเอดวยเอนไซมตัดจําเพาะ จากนัน้จึงนาํมาทําอิ
เล็กโทรโฟรีซิส ถายลงบนเมมเบรน แลวใชโพรบ (probe) มาจับที่ตําแหนงจําเพาะ ซ่ึงโพรบที่นํามา
จับนั้นจะมีขนาดสั้นๆ โดยเมื่อโพรบเขาไปจับแลว จะเปนตัวแสดงใหเห็นถึงความแตกตางของ
ส่ิงมีชีวิตแตละชนิด เนื่องจากตําแหนงที่โพรบเขาไปจับนั้นอาจเกิดมวิเทชันทําใหเหน็ความแตกตาง
ในสิ่งมีชีวิตแตละชนิด (สุรินทร, 2545; Brettschneider, 1998) ซ่ึงวิธีนีน้ิยมใชกันมาก เนื่องจากเปน
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เทคนิคที่ใหผลคอนขางแมนยํา สามารถตรวจสอบสิ่งมีชีวิตที่เปนเฮเทอโรไซโกต (heterozygote) 
ไดและไมจําเปนตองรูลําดับเบส เนื่องจากโพรบจะมาจบัที่ตําแหนงจาํเพาะในจีโนม  
 
 2. Targeted PCR เปนวิธีการศึกษาความหลากหลายของสิ่งมีชีวิต โดยใชปฏิกิริยาการ PCR 
แบบจําเพาะ ซ่ึงจําเปนจะตองทราบตําแหนงและลําดับเบสที่แนนอนกอน เพื่อที่จะไดสังเคราะห
ไพรเมอรกับลําดับเบสชนิดนั้น ตัวอยางของเทคนิคนี้ไดแก SSCP (Single Strand Conformation 
Polymorphism) เปนวิธีตรวจหา polymorphism จากดีเอน็เอที่เพิ่มปริมาณโดยปฏิกิริยาการ
สังเคราะหดีเอน็เอซึ่งมีความแตกตางกันเพยีงแคเบสใดเบสหนึ่งในสายดีเอ็นเอ ซ่ึงนําไปสูการกลาย
พันธุที่เรียกวา point mutation โดยอาศัยหลักการที่วาดเีอ็นเอสายเดีย่วในสภาพธรรมชาติจะมีการขด
หรือพันกนัภายในโมเลกุล เกิดเปนโครงสรางจําเพาะขึ้นกับองคประกอบของเบสภายในดีเอ็นเอ
สายนั้น ซ่ึงจะมีผลตอการเคลื่อนที่ระหวางการทําอิเล็กโทรโฟรีซิสบนnondenaturing 
polyacrylamide gel โดยโมเลกุลดีเอ็นเอทีม่ีเบสตางกันแมเพียงเบสเดยีวก็สามารถทําใหเกิด
โครงสรางที่แตกตางกัน ซ่ึงจะสงผลใหการเคลื่อนที่ในระหวางการทําอิเล็กโทรโฟรีซิสเร็วหรือชา
ตางกันออกไป (สุรินทร, 2543)  SSR (Simple Sequence Repeat) เปนอีกเทคนิคหนึ่งที่ใชตรวจหา
การกระจายตวัทางพันธุกรรมโดยดูจากจํานวนซ้ําของลําดับเบส เชน (GC)n หรือ (AC)n วามีจํานวน
มากนอยเทาใดโดยใชไพรเมอรเขาไปจับ แลวนําไปทําปฏิกิริยาการสังเคราะหดเีอ็นเอ ซ่ึงการเกิด 
polymorphism นั้นจะมาจากจํานวนชุดของลําดับเบสที่ยาวไมเทากันในสิ่งมีชีวิตแตละชนิด ดังนั้น
เมื่อนํามาทําอิเล็กโทรโฟรีซิสดีเอ็นเอสายที่ยาวหรือที่มีจํานวนชุดซ้ํากันมากๆจะเคลื่อนที่ไดชากวาดี
เอ็นเอที่มีจํานวนชุดซ้ํานอย ซ่ึงสามารถตรวจสอบผลดวยการทําอิเล็กโทรโฟรีซิสใน 
polyacrylamide ซ่ึงขอดีของวิธีการนี้คือ สามารถตรวจสอบลูกที่เปนเฮเทอโรไซโกตไดและไมมี
การใชสารกัมมันตรังสี (radioactive isotope) (Brown et al., 1996) และ PCR-RFLP ซ่ึงตางจาก 
RFLP ธรรมดา คือ จะเปนการใชไพรเมอรมาจับที่ตําแหนงจําเพาะแลวนําไปสังเคราะหดเีอ็นเอ โดย
ไมตองทําไฮบริไดเซชัน นําผลที่ไดมาตัดดวยเอนไซมตดัจําเพาะแลวตรวจสอบผลไดโดยการยอม
ดวยเอธิเดียมโบรไมด ซ่ึงขอดีของวิธีการนีค้ือ สามารถตรวจสอบเฮเทอโรไซโกตได อีกทั้งยังให
ขอมูลที่แมนยาํ 
 
 3. PCR arbitrary priming technique เปนเทคนิคที่ใชศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรม
โดยใชปฏิกิริยา PCR แบบสุม ตัวอยางเทคนิคนี้คือ RAPD และ AFLP ซ่ึง RAPD เปนการใชไพร
เมอรสายส้ันๆ ความยาวประมาณ 10-20 เบส มาจับที่ตําแหนงตางๆ บนสายนิวคลีโอไทดแบบสุม
ในปฏิกิริยาการสังเคราะหดีเอ็นเอ แลวจงึนาํมาตรวจสอบดวยการทําอิเล็กโทรโฟรีซิสใน agarose 
gel แลวยอมดวยเอธิเดียมโบรไมด ผลที่ไดจากการยอมจะเหน็เปนแถบดเีอ็นเอ (band) เรืองแสง
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ภายใตแสง UV ที่มีขนาดตางๆ ซ่ึงสามารถนํามาใชประโยชนในการวเิคราะหความหลากหลายทาง
พันธุกรรมได (สุรินทร, 2545; Edwards, 1998) ผลที่ไดนีจ้ะดกีวาเทคนคิ RFLP เนื่องจากจะให
จํานวนแถบดีเอ็นเอมากกวา และเทคนิคนีท้ําไดรวดเร็วและงายกวา RFLP มาก เพราะไมตองใช 
โพรบเขามาจับ ไมตองใชไพรเมอรจําเพาะในการสังเคราะหดเีอ็นเอ นอกจากนีย้ังสามารถทําไดใน
เครื่องสังเคราะหดเีอ็นเอเพยีงครั้งเดียว เทคนิคอีกชนดิหนึ่งที่จัดอยูในประเภทนี้คือ AFLP ซ่ึงให
จํานวนแถบดีเอ็นเอมากกวา RAPD และ RFLP เนื่องจากเทคนิคนี้เปนการตรวจสอบชิ้นดีเอ็นเอที่
ถูกตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ ซ่ึงคลายกับเทคนิค RFLP แตเปลี่ยนการตรวจสอบผลจากวิธี 
Southern blot hybridization เปนการเพิ่มปริมาณชิ้นดีเอน็เอบางสวนดวยปฏิกิริยา PCR (Vos et al., 
1995; Matthes et al., 1998) 
 
เทคนิค Amplified Fragment Length Polymorphism (AFLP) 
   

เทคนิค AFLP เปนเทคนิคที่มรีายงานในป ค.ศ. 1995 (Vos et al., 1995) ใชสําหรับการ
สรางลายพมิพดีเอ็นเอ ชวยในการแยกความแตกตางระหวางสิ่งมีชีวิต ใชเปนเครื่องมือในการจดั
จําแนกหรือหาความสัมพันธระหวางสิ่งมีชีวิต โดยการตัดดีเอ็นเอดวยเอนไซมตัดจําเพาะแลวนํามา
เพิ่มปริมาณดวยปฏิกิริยา PCR  (Vos and Kuiper, 1997) ซ่ึงแบงออกเปน 2 ขั้นตอนยอยคือ การทํา 
pre-selective amplification และ selective amplification ซ่ึงใชไพรเมอรที่จําเพาะกับ adaptor มาจับ 
โดยมีเบสคัดเลือกเพิ่มมาจํานวน 1 และ 3 เบส ตามลําดับ (Vos et al., 1995) จากนัน้จึงนํามา
ตรวจสอบดวยการทําอิเล็กโทรโฟรีซิสใน denaturing polyacrylamide gel บันทึกผลโดยดกูารเกิด
จํานวนแถบดีเอ็นเอที่มีหลายรูปแบบ ซ่ึงลายพิมพดเีอ็นเอที่เกิดความแตกตางนี้เปนผลมาจากการเกิด
มิวเทชันที่ตําแหนงตัดจําเพาะของเอนไซมทั้งสองชนิด (สุรินทร, 2545) จากนั้นจึงนําไปคํานวณคา
ความเหมือนทางพันธุกรรมและสรางเปน phylogenetic tree โดยใชโปรแกรมคอมพิวเตอร 
NTSYSpc 2.02i (Rohlf, 1993) นอกจากนีจ้ะพบวา เทคนคิ AFLP นั้นมคีุณลักษณะทีด่ีหลายอยาง 
โดยเฉพาะความนาเชื่อถือเพราะวา เมื่อทําซ้ําจะไดผลเหมือนเดิม  
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ตารางที่ 1  เปรียบเทียบชนดิของเครื่องหมายโมเลกุลพรอมคุณลักษณะตางๆ 
 
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 สามารถแบงเปนขัน้ตอนหลักๆ ได 3 ขั้นตอน คือ 
 

1. การตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะและเชื่อมตอปลายทั้งสองดวย adaptor ในขั้นตอนตดัดวย 
เอนไซมตัดจําเพาะนีจ้ะใชเอนไซมสองชนิดที่มีตําแหนงจดจําตางกันมาตัดสายดีเอน็เอ เอนไซมที่ 
ใชไดแก EcoRI ที่มีตําแหนงจดจํา 6 คูเบส และ MseI ที่มีตําแหนงจดจาํ 4 คูเบส นอกจากเอนไซม 
ทั้งสองชนิดที่กลาวมาแลวยงัอาจใชเอนไซมชนิดอื่นไดอีกดวย เชน TaqI ที่มีตําแหนงจดจํา 4 คูเบส 
เทากับ MseI (Vos et al., 1995) และ PstI (Massawe, 2002) เมื่อตัดออกมาแลวจะไดช้ินดีเอ็นเอที่ม ี
ขนาดเล็ก เหมาะสําหรับการทําปฏิกิริยาสังเคราะหดเีอ็นเอ โดยช้ินดเีอ็นเอที่ไดนัน้ควรมีขนาดไม 
เกิน 1 กิโลเบสเพื่อจะไดสามารถเห็นความแตกตางไดชัดเจน เมื่อทําอิเล็กโทรโฟรีซิสใน 
denaturing polyacrylamide gel จากนั้นจึงนาํชิ้นดีเอ็นเอทีไ่ดมาเชื่อมดวย adaptor ที่ปลายทั้ง 2 ดาน 
เพื่อใหไพรเมอรสามารถเขามาจับไดในปฏิกิริยาสังเคราะหดเีอ็นเอ 
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ภาพที ่1 ขั้นตอนการตรวจสอบลายพิมพดีเอ็นเอโดยเทคนิค AFLP ดวยไพรเมอร คูหนึ่ง 
ท่ีมา : ดัดแปลงจาก Lin and Kuo (1995) 
 
 2. ปฏิกิริยาการสังเคราะหดีเอ็นเอ ในขั้นตอนการสังเคราะหดเีอ็นเอนีจ้ะแบงออกเปน 2 
ขั้นตอนยอย คือ 
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     2.1 Pre-selective amplification เปนการเพิ่มปริมาณ ดีเอ็นเอตนแบบใหมากขึน้และชวย
ใหเกิดการคัดเลือกชิ้นดีเอ็นเอใหถูกตอง ขั้นตอน pre-selective amplification นิยมใชเมื่อตองการ
วิเคราะหตัวอยางที่มีจีโนมขนาดใหญและตองใชไพรเมอรที่เพิ่มนิวคลีโอไทดดานปลาย 3′ มากกวา 
2 เบส ในขั้นตอน selective amplification ไพรเมอรที่ใชสวนมากนิยมเพิม่นิวคลีโอไทด 1 เบสเขาที่
ปลาย 3′ ของไพรเมอร ทําใหมีผลตอจํานวนของแถบดีเอน็เอที่ตรวจสอบ โดยพบวา ถาใชไพรเมอร
ที่ไมมีการเพิ่มเบส จะไดจํานวนแถบดเีอ็นเอมากกวาการใชไพรเมอรที่เพิ่มนิวคลีโอไทด 1 เบส 
(Mackill et al., 1996) 

 
     2.2 Selective amplification เปนขั้นตอนการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอใหมากขึ้นพรอมๆกับ

การคัดเลือกชนิดของนิวคลีโอไทด โดยใชดีเอ็นเอจากขัน้แรกเปนแมแบบ แลวใชไพรเมอรที่มีนิ
วคลีโอไทดเพิม่ดานปลาย 3′ เปนตัวคัดเลือก ซ่ึงอาจไมใชก็ไดในกรณีทีม่ีจีโนมขนาดเล็ก เชนพ
ลาสมิด และคอสมิด เปนตน แตถามีจีโนมมีขนาดใหญขึ้นมาเล็กนอยกอ็าจใชเบสคัดเลือกเพียงแค 2 
เบสก็ได (Caetano-Anolles et al., 1997) ซ่ึงในขั้นตอนนี้มคีวามสําคัญมาก เนื่องจากเปนขั้นตอนที่
ทําใหเกิดลายพิมพดีเอ็นเอ และเปนตวักําหนดปริมาณแถบดีเอ็นเอที่เกิดขึ้นทั้งหมด ซ่ึงแถบดีเอ็นเอ
ที่พบหลังจากทําอิเล็กโทรโฟรีซิสแลว ควรมีประมาณ 50-100 แถบ และในขั้นตอนนี้บางครั้งยังอาจ
ใชสารที่ไมใชกัมมันตรังสีตดิบริเวณไพรเมอร เพื่องายตอการตรวจสอบโดยใชคอมพิวเตอร 
(Vrielling et al.,1997) 
 
 3. การแยกชิ้นดีเอ็นเอใน denaturing polyacrylamide gel ผลผลิตที่ไดจากการสังเคราะห 
ดีเอ็นเอในขั้นตอนที่ 2 สามารถนํามาแยกใหเห็นความแตกตางกันไดใน denaturing polyacrylamide 
gel ที่มีความเขมขนประมาณ 5-6 เปอรเซ็นต ซ่ึงผลผลิตที่ไดจะออกมาในรูปแบบของดีเอ็นเอ 
(DNA pattern) ที่มีความแตกตางในแตละตัวอยางหรือพนัธุ 
 

ในปจจุบนัมีการนําเทคนิค AFLP มาใชในการหาความหลากหลายทางพันธุกรรมของพืช
หลายชนิด เชนในขาว กาญจนา (2544) สามารถใชเทคนิค AFLP เปนตัวบงชีใ้หเหน็ถึงความแตก 
ตางของแถบดเีอ็นเอของขาวพันธุ NIL (IRBB5) ซ่ึงมีความตานทานตอโรคขอบใบแหง โดยเปรยีบ 
เทียบแถบดเีอ็นเอกับพันธุ IR 24 ซ่ึงเปนพันธุที่ไมตานทานตอโรคดังกลาว โดยใชเครื่องหมาย 
AFLP จํานวน 64 คูไพรเมอร พบวามีจํานวน 12 คูไพรเมอรที่สามารถแสดงความแตกตางระหวาง
พันธุตานทานกับพันธุไมตานทานทํา ใหเกิดแถบดเีอ็นเอในพันธุ NIL (IRBB5)  แตไมเกิดแถบดี
เอ็นเอที่ตําแหนงเดียวกนัในพันธุ IR 24  
 



 

22 

การนําเทคนิค AFLP มาใชในการตรวจสอบความหลากหลายทางพันธุกรรมของขาวยังมี
มาอยางตอเนือ่ง ในป พ.ศ. 2548 วิรัตน ตรวจสอบความแตกตางของเครื่องหมาย AFLP ที่ตอบ 
สนองตอชวงแสงโดยกลไกการเติมหมูเมธิลใหกับดีเอน็เอในขาวพันธุขาวดอกมะลิ 105 และ
สุพรรณบุรี 1 ที่ควบคุมใหไดรับชวงแสงสัน้ 11 ช่ัวโมงตอวัน และชวงแสงยาว 13 ช่ัวโมงตอวันโดย
การตัดดีเอน็เอของขาวดวยเอนไซม EcoRI และ HpaII พบแถบดีเอ็นเอที่มีความแตกตางระหวาง
ขาวพันธุขาวดอกมะล ิ105 ที่ไดรับชวงแสงสั้นและชวงแสงยาว 2 แถบ คือแถบดีเอ็นเอ PG-AG 
และ PG-GG เนื่องจากเครื่องหมาย PG-AG และ PG-GG มีลําดับเบสคลายคลึงกับลําดบัเบสของ 
cDNA และ mRNA ใน database ของ GenBank 98% และ 100% ตามลําดับ ซ่ึงแสดงใหเห็นวา
เครื่องหมาย PG-AG, PG-GG อาจเปนยนีหรือเปนสวนหนึ่งของยนีทีอ่าจถูกชักนําหรือยับยั้งการ
แสดงออกโดยกลไกการเติมหมูเมธิลใหกบัดีเอ็นเอภายใตสภาพแสงสัน้ โดยเครื่องหมาย PG-AG 
นาจะเปนยนีทีเ่กี่ยวของกับกระบวนการพฒันาดอกของขาว สวนเครื่องหมาย PG-GG อาจจะเปน
ยีนที่เกี่ยวของกับกระบวนการชักนําใหเกดิการออกดอกของขาว 

 
ในพืชชนดิอื่นๆก็มีการนําเทคนิค AFLP มาใชในการตรวจสอบความหลากหลายทาง

พันธุกรรมกันเปนจํานวนมาก เชนในมะกอกโอลีฟ ปติชัย (2547) ไดตรวจสอบลายพมิพดีเอ็นเอ
ของมะกอกโอลีฟ 31 พันธุ ที่นําเขามาจากประเทศตางๆดวยเทคนิค AFLP โดยใชไพรเมอรจํานวน 
11 คู ใหแถบดเีอ็นเอทั้งสิ้น 634 แถบหรือ 634 AFLP markers คดิเปน 57.40 markers ตอ 1 คูไพร
เมอร และ 452 markers แสดง polymorphism ระหวางตัวอยางที่ศึกษา คิดเปน 70.29 เปอรเซ็นตของ 
markers ทั้งหมด เมื่อวิเคราะหโดยใชโปรแกรมคอมพิวเตอร NTSYSpc 2.02i เพื่อแบงกลุมตัวอยาง
มะกอกโอลีฟโดยวิธี UPGMA สามารถแบงมะกอกโอลีฟออกไดเปน 8 กลุม ในปเดียวกันอไุร
วรรณ ทําการวิเคราะหเครื่องหมายโมเลกลุ AFLP ของถ่ัวนิ้วนางแดง จากกลุมดีเอน็เอ 2 กลุม คือ 
กลุมที่ตอบสนองตอชวงแสงและไมตอบสนองตอชวงแสง กลุมละ 14 ตน พบวา จาก 48 คูไพร
เมอรที่ศึกษา มี 5 คูไพรเมอร จํานวน 7 ตําแหนง ทีแ่สดงความแตกตางระหวางพันธุพอแม หรือใน
ถ่ัวเหลืองซึ่งกลอยตา (2550) ตรวจสอบความแตกตางของถั่วเหลืองพันธุเชียงใหม 60 ที่กลายพันธุ
จากการฉายรังสีกับถ่ัวเหลืองพันธุเชียงใหม 60 ปกติ ทําการสกัดดีเอ็นเอจากใบยอดจํานวน 9 
ตัวอยางดวยวธีิ CTAB ตรวจสอบความแตกตางดวยวิธี AFLP ใชไพรเมอรจํานวน 15 คู พบวา    
เกิดความแตกตางของแถบดเีอ็นเอ (polymorphism) รวมทั้งหมด 61 แถบ นําลายพิมพดีเอ็นเอที่
ไดมาวิเคราะหและจัดกลุมโดยใชโปรแกรมสําเร็จรูป NTSYSpc version 2.20e ใชคาสัมประสิทธิ์
ความเหมือนแบบ Dice similarity coefficient ซ่ึงผลที่ไดจากการวิเคราะหพบวา ถ่ัวเหลืองพันธุ
เชียงใหม 60 ที่ไดรับการฉายรังสีทุกตัวอยาง มีความแตกตางในระดับดเีอ็นเอกับพนัธุเชียงใหม 60 
ปกต ิ
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ในตางประเทศก็มีการใชเทคนิค AFLP ตรวจสอบความหลากหลายทางพันธุกรรมในพืช
ตระกูลขาวหลายการทดลอง เชน Pakniyat et al. (1997) ศึกษาขาวบารเลยพันธุปา 39 ชนิดจาก
ตะวนัออกกลางโดยใชเทคนคิ AFLP โดยเลือกบริเวณทีม่ีภูมิประเทศแตกตางกัน 3 บริเวณ เมื่อใช
ไพรเมอร 12 คู จะเกดิแถบทั้งหมด 268 แถบ แบงเปนแถบที่พบในทุกตัวอยางจํานวน 64 แถบ 
(monomorphic) และแถบทีพ่บในบางตวัอยาง (polymorphic) จํานวน 204 แถบ ซ่ึงคิดเปน 76% 
ของทั้งหมด มีขนาดตั้งแต 83 ถึง 500 คูเบส สามารถแบงกลุมได 3 กลุม ซ่ึงสอดคลองกับแหลงที่
เก็บตัวอยาง 3 แหลง มีเพียง 2 ตัวอยางทีแ่บงแยกออกจากกลุม และเมือ่นําตัวอยางไปทดสอบความ
ทนเค็มและสังเกตแถบดีเอน็เอของพืชทนเค็ม พบวา มีแถบดีเอ็นเอที่พบในตัวอยางของพืชที่ทนเคม็
ทุกตัวอยาง จํานวน 12 แถบและใน 12 แถบนี้มี 6 แถบ ที่พบในพืชทีไ่มทนเค็มดวย 
 

  Agrawal et al. (1999) ศึกษาความสัมพันธระหวางพืชสกุล Oryza 23 สายพันธุ จาก 77 
ตัวอยางโดยใชเทคนิค AFLP และศึกษาในพืชที่มีความใกลชิดกับพืชสกุล Oryza รวมทั้งขาวโพด
ออย และถ่ัวเหลือง โดยใชไพรเมอรจํานวน 5 คู พบแถบดีเอ็นเอที่แตกตางกัน 1,191 แถบ เมื่อนํามา
วิเคราะหขอมูลเพื่อหาความสัมพันธของสายพันธุ สามารถอธิบายวิวัฒนาการในพืชสกุลนี้ซ่ึงมี
บรรพบุรุษรวม หรือกลุมของยีนที่มีความสัมพันธใกลชิด ซ่ึงแยกออกจากกนัในชวงแรกของ
กระบวนการววิัฒนาการ เกิดเปนหลายสายพันธุที่มีความแตกตางกัน และตอมาก็เกดิกระบวนการ 
วิวัฒนาการแบบขนาน นําไปสูการสูญพันธุของจีโนมบางจีโนมได หรือใชศึกษาการกระจายตวัทาง
พันธุกรรมของขาวปาที่ม ี
 

ตอมาในป ค.ศ. 2001 Federici et al. ศึกษาการกระจายตัวทางพันธุกรรมของขาวปาที่มี
ลักษณะเหมือนกับขาวปลูกโดยใชขาวทั้งหมด 32 ตัวอยาง แบงเปนขาวปา 26 ตัวอยาง และขาวปลกู 
6 ตัวอยาง โดยใชเทคนิค AFLP พบวาสามารถแบงกลุมประชากรไดเปน 3 กลุม คือ กลุมที่ 1 และ
กลุมที่ 2 เปนกลุมของขาวปาทั้งหมด สวนในกลุมที่ 3 เปนการผสมกันระหวางขาวปลูกและขาวปา
ซ่ึงมีลักษณะใกลเคียงกัน 

 
ในพืชชนดิอื่นก็มีการนําเทคนิค AFLP ไปใชในการทดลองเชนกัน เชน ในกลวย Ude et al. 

(2003) ทําการศึกษาความหลากหลายทางพนัธุกรรมของ african plantain โดยใช ไพรเมอร15 คูของ 
AFLP และ 60 ไพรเมอรที่มีขนาด 10 นิวคลีโอไทดของ RAPD พบวา เทคนิค AFLP มีประสิทธิ 
ภาพดกีวาเทคนิค RAPD ในการใหแถบโพลีมอรฟซึม และเมื่อทําการวิเคราะหผลแบบ UPGMA 
และ PCO พบวามีความสัมพันธที่ใกลชิดกันระหวางสายพันธุที่มีชอดอกคลายคลึงกันมากกวา
ขอมูลที่ไดจาก RAPD  ตอมา Bhat et al. (2004) ทําการวิเคราะหความหลากหลายทางพันธุกรรม
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ของ indian banana และ plantain จํานวน 92 สายพันธุ โดยใชเทคนิค AFLP พบวา จากการใชไพร
เมอรจํานวน 12 คู สามารถทําใหเกิดแถบทีม่ีโพลีมอรฟซึมและมีคาเฉลี่ยของ PIC อยูระหวาง 0.270 
ถึง 0.341 เมื่อนํามาวิเคราะหความหลากหลายทางพันธุกรรม พบวา สามารถแบงออกไดเปน 4 กลุม
ใหญๆ คือกลุมที่ 1 เปนกลวยที่มีจีโนม AAB กลุมที่ 2 เปน BB หรือ ABB กลุมที่ 3 มี 2 กลุมยอย A 
และ B คือ AA, AB, AAA หรือ AAB  และกลุมที่ 4 เปนกลุมของ ABB ทั้งหมด  
 
  

 
 



วิธีการ 

 
การเตรียมเเคลลัสเเละยอดจํานวนมากของขาวขาวดอกมะลิ 105 สําหรับใชในการทดลอง 

 
1. การเตรียมแคลลัสจากเมล็ดขาว  

 
  นําเมล็ดขาวเปลือกขาวพันธุขาวดอกมะลิ 105 มาแกะเอาเปลือกออก จากนั้นนําไปฟอกฆา
เชื้อจุลินทรียในสารละลาย clorox 15 เปอรเซ็นต ที่เติม tween 20 2-3 หยด เปนเวลานาน 30 นาที 
ลางดวยน้ํากลัน่ที่นึ่งฆาเชื้อแลว 1 คร้ัง แลวนําไปฟอกอกีครั้งในสารละลาย clorox 15 เปอรเซ็นต ที่
เติม tween 20 2-3 หยด เปนเวลานาน 10 นาที แลวลางดวยน้ํากลั่นทีน่ึ่งฆาเชื้อแลว 3 คร้ัง นําเมล็ด
ไปเพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร MS ที่เติมสารควบคุมการเจริญเติบโต 2,4-D ความเขมขน 2 มิลลิกรัม
ตอลิตร น้ํามะพราว 15 เปอรเซ็นต casein hydrolysate 1 กรัมตอลิตร L-proline 1 กรัมตอลิตร 
น้ําตาลทราย 30 กรัมตอลิตร วุนผง 0.8 เปอรเซ็นต (ลาวัลย, 2543) ปรับความเปนกรด-ดางใหเทากับ 
5.8 นึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลา 15 นาที ใช
เมล็ดขาวทั้งหมด 800 เมล็ด โดยเพาะเลี้ยง 4 เมล็ดตอขวด วางเมล็ดในแนวนอนใหเมล็ดสัมผัส
อาหาร กดเบาๆใหช้ินสวนจมลงในอาหารเล็กนอย นําไปเพาะเลี้ยงในสภาพที่มีความเขมแสง 2,500 
ลักซ (lux) สวาง 16 ช่ัวโมงตอวัน อุณหภูมิ 25+2 องศาเซลเซียส เปนเวลา 4 สัปดาห บันทึก
เปอรเซ็นตการเกิดแคลลัส ลักษณะและสขีองแคลลัสที่เกิดขึ้น  
 
          2 การชักนําใหเมล็ดขาวสรางยอดจํานวนมาก (multiple shoots) 
               
        นําเมล็ดขาวเปลือกขาวพันธุขาวดอกมะลิ 105  มาแกะเอาเปลือกออก จากนั้นนาํไปฟอกฆา
เชื้อจุลินทรียโดยใชวิธีการเดยีวกับขอที่ 1 นําเมล็ดที่ผานการฟอกฆาเชือ้เรียบรอยแลวไปเพาะเลี้ยง
บนอาหารสูตร MS ที่เติมสารควบคุมการเจริญเติบโต BAP ท่ีความเขมขน 3 มิลลิกรัมตอลิตร น้ํา
มะพราว 15 เปอรเซ็นต  yeast extract 1 กรัมตอลิตร น้ําตาลทราย 30 กรัมตอลิตร วุนผง 0.8
เปอรเซ็นต (ประดิษฐและคณะ, 2536) ปรับความเปนกรด-ดางใหเทากบั 5.8 นึ่งฆาเชือ้ที่อุณหภูมิ 
121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลา 15 นาที ใชเมล็ดขาวทัง้หมด 800 
เมล็ด โดยเพาะเลี้ยง 2 เมล็ดตอขวด วางเมล็ดในแนวนอนใหเมลด็สัมผัสอาหาร กดเบาๆใหช้ินสวน
จมในอาหารเล็กนอย นําไปเพาะเลี้ยงในสภาพที่มีความเขมแสง 2,500 ลักซ (lux) สวาง 16 ช่ัวโมง  
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การทดลองที่ 1 การศึกษาผลของรังสีแกมมาตอการพัฒนาไปเปนตนของแคลลัสและยอดที่เพาะ 
เล้ียงบนอาหารที่มีเกลือโซเดียมคลอไรดระดับความเขมขนตางๆ 
 

1.1 นําแคลลัสของขาวอายุ 4 สัปดาหที่ไดจากการเพาะเลีย้งบนอาหารสูตร MS ที่เติมสาร
ควบคุมการเจริญเติบโต 2,4-D ความเขมขน 2 มิลลิกรัมตอลิตร ดังไดกลาวแลวขางตน มาแบงเปน 2 
กลุม คือ  
 

1.1.1 กลุมควบคุม ซ่ึงไมผานการฉายรังสี  นําแคลลัสไปดงึน้ําออกบางสวน โดยนํา
แคลลัสไปวางพักไวในจานแกว (petridish) ที่มีฝาปด วางไวในสภาพทีม่ีแสง 16 ช่ัวโมงตอวัน 
อุณหภูมิ 25+2 องศาเซลเซียส เปนเวลา 3 วัน กอนนําไปเลี้ยงตอในอาหารสูตร MS ที่เติมสาร
ควบคุมการเจริญเติบโตไคเนติน 1 มิลลิกรัมตอลิตร น้ํามะพราว 15 เปอรเซ็นต casein hydrolysate 
300 กรัมตอลิตร L-proline 1 กรัมตอลิตร น้ําตาลทราย 30 กรัมตอลิตร phytagel 2.5 กรัมตอลิตร  
รวมกับโซเดียมคลอไรดความเขมขนตางๆคือ 0, 0.5, 1 และ 1.5 เปอรเซ็นต ปรับความเปนกรด-ดาง
ใหเทากับ 5.8 นึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลา 15 
นาที จะใช 20 แคลลัสตออาหารแตละสูตร โดยเพาะเลี้ยง 1 แคลลัสตอขวด วางแคลลัสในแนวนอน
ใหสัมผัสอาหาร กดเบาๆใหช้ินสวนจมในอาหารเล็กนอย นําไปเพาะเลี้ยงในสภาพแวดลอมที่มี
ความเขมแสง 2,500 ลักซ (lux) สวาง 16 ช่ัวโมงตอวัน อุณหภูมิ 25+2 องศาเซลเซียส เปนเวลา 6 
สัปดาห บันทกึจํานวนแคลลัสที่รอดชีวิตและสามารถพัฒนาเปนยอดไดในอาหารแตละสูตร  
 

         1.1.2 กลุมที่ผานการฉายรังสีแกมมาปริมาณ 30 เกรย  นําแคลลัสที่ผานการฉายรงัสี
แลวไปดึงน้ําออกบางสวนโดยนําแคลลัสไปวางพักไวในจานแกว (petridish) ที่มีฝาปด วางไวใน
สภาพที่มีแสง 16 ช่ัวโมงตอวนั อุณหภูมิ 25+2 องศาเซลเซียส เปนเวลา 3 วัน กอนนําไปเลี้ยงตอบน
อาหารสูตร MS เหมือนกับในกลุมควบคุม แตจะใช 80 แคลลัสตออาหารแตละสูตร เพาะเลี้ยง 1 
แคลลัสตอขวด วางแคลลัสในแนวนอนใหสัมผัสอาหาร กดเบาๆใหช้ินสวนจมในอาหารเล็กนอย 
นําไปเพาะเลี้ยงในสภาพแวดลอมที่มีแสงความเขมแสง 2,500 ลักซ (lux) สวาง 16 ช่ัวโมงตอวัน 
อุณหภูมิ 25+2 องศาเซลเซียส เปนเวลา 6 สัปดาห บันทกึจํานวนแคลลัสที่รอดชีวิตและสามารถ
พัฒนาเปนยอดไดในอาหารแตละสูตร  

1.2 นํายอดของขาวพันธุขาวดอกมะลิ 105 อายุ 8 สัปดาห ทีไ่ดจากการเพาะเลี้ยงเมล็ดบน
อาหารสูตร MS ดัดแปลง ที่เติมสารควบคุมการเจริญเตบิโต BAP 3 มิลลิกรัมตอลิตร ดังที่ไดกลาว
ไปแลวขางตน มาแบงเปน 2 กลุม คือ 
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1.2.1 กลุมควบคุม ซ่ึงไมผานการฉายรังสี นํายอดไปเลี้ยงตอบนอาหารสูตร MS ที่เติม
สารควบคุมการเจริญเติบ BAP ความเขมขน 3 มิลลิกรัมตอลิตร น้ํามะพราว 15 เปอรเซ็นต yeast 
extract 1 กรัมตอลิตร น้ําตาลทราย 30 กรัมตอลิตร วุนผง 0.8 เปอรเซ็นต รวมกับโซเดียมคลอไรด
ความเขมขนตางๆคือ 0, 0.5, 1 และ 1.5 เปอรเซ็นต ปรับความเปนกรด-ดางใหเทากับ 5.8 นึ่งฆาเชื้อ
ที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลา 15 นาที จะใช 20 ยอดตอ
อาหารแตละสตูร โดยเพาะเลี้ยง 1 ยอดตอขวด วางยอดในแนวตั้งใหรากสัมผัสอาหาร กดเบาๆให
ช้ินสวนจมในอาหารเล็กนอย นําไปเพาะเลี้ยงในสภาพแวดลอมที่มีแสงความเขมแสง 2,500 ลักซ 
(lux) สวาง 16 ช่ัวโมงตอวัน อุณหภูมิ 25+2 องศาเซลเซียส เปนเวลา 8 สัปดาห บันทกึจํานวนยอดที่
รอดชีวิตและสามารถพัฒนาเปนยอดจํานวนมากไดในอาหารแตละสูตร  
 

1.2.2  กลุมที่ผานการฉายรังสีแกมมาปริมาณ 30 เกรย  นํายอดที่ผานการฉายรังสีแลว
ไปเพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร MS เหมือนกบัในกลุมควบคุม แตจะใช 80 ยอดตออาหารแตละสูตร 
โดยเพาะเลี้ยง 1 ยอดตอขวด วางยอดในแนวตั้งใหรากสัมผัสอาหาร กดเบาๆใหช้ินสวนจมใน
อาหารเล็กนอย นําไปเพาะเลี้ยงในสภาพแวดลอมที่มีแสงความเขมแสง 2,500 ลักซ (lux) สวาง 16 
ช่ัวโมงตอวัน อุณหภูมิ 25+2 องศาเซลเซียส เปนเวลา 8 สัปดาห บันทกึจํานวนยอดที่รอดชีวิตและ
สามารถพัฒนาเปนยอดจํานวนมากไดในอาหารแตละสูตร  
 

หลังจากไดยอดที่รอดชีวิตจากการทดลองที ่1.1 แลวนํายอดมาเพิ่มจํานวน โดยเพาะเลีย้ง
บนอาหารสูตร MS ดัดแปลงที่เติมน้ํามะพราว 15 เปอรเซ็นต yeast extract 1 กรัมตอลิตร น้ําตาล
ทราย 30 กรัมตอลิตร วุนผง 0.8 เปอรเซ็นต และสารควบคุมการเจริญเตบิโต BAP ระดับความ
เขมขน 3 มิลลิกรัมตอลิตร ปรับความเปนกรด-ดางใหเทากับ 5.8 นึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศา
เซลเซียส ความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลา 15 นาที โดยเพาะเลีย้ง 1 ยอดตอขวด วางยอดใน
แนวตั้งใหรากสัมผัสอาหาร กดเบาๆใหช้ินสวนจมในอาหารเล็กนอย นําไปเพาะเลี้ยงใน
สภาพแวดลอมที่มีแสงความเขมแสง 2,500 ลักซ (lux) สวาง 16 ช่ัวโมงตอวัน อุณหภูมิ 25+2 องศา
เซลเซียส เปนเวลา 4-8 สัปดาห 
        
การทดลองที่ 2 การศึกษาความแปรปรวนของลักษณะทางสัณฐานวิทยาและลักษณะทางเกษตรของ
ยอดท่ีไมผานและผานการฉายรังส ีปริมาณ 30 เกรย 
 

นําตนขาวที่รอดชีวิตจากการทดลองที่ 1 ทั้งจากกลุมควบคุมและจากกลุมที่ฉายรังสีแกมมา
ปริมาณ 30 เกรย ออกปลูกในสภาพธรรมชาติ โดยยายตนขาวออกจากขวดเพาะเลี้ยง ลางอาหารออก
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จากรากใหหมด แชในน้ํายาปองกันเชื้อราความเขมขน 4 กรัมตอลิตร นาน 3 นาที แลวปลูกใน
กระถางขนาดเสนผานศูนยกลาง 4 นิ้วซ่ึงบรรจุดินเหนียวเปนเวลา 2 สัปดาห เพื่อใหตนกลาแข็งแรง 
แลวยายตนกลาปลูกในกระถางขนาดเสนผานศูนยกลาง 10 นิ้ว ซ่ึงบรรจทุรายลาง 3 คร้ัง นําไปวาง
ในอางพลาสติกที่บรรจุสารละลายของธาตุอาหารตามสูตรของ Yoshida และคณะ (1972) เติมเกลือ
แกงความเขมขน 1 เปอรเซ็นต ปริมาณ 2 ลิตร และวางไวในสภาพแวดลอมธรรมชาติ โดยเปลี่ยน
สารละลายธาตุอาหารพืชทกุสัปดาห เมื่อครบ 4 สัปดาห บันทึกจํานวนตนที่รอดชีวิต  
 
 การทดลองที่ 3  การตรวจสอบดีเอ็นเอของขาวตนท่ีผานการคัดเลือกจากการทดลองที่ 2 
 

นําใบออนของตนขาวจากการทดลองที่ 2 มาสกัดดีเอ็นเอตามวิธีของ Agrawal et al. (1992) 
(ดูรายละเอียดในภาคผนวก 2) แลวนาํไปตรวจสอบลายพมิพดีเอ็นเอดวยเทคนิค AFLP (สุรินทร, 
2545; Vos et al., 1995) เพื่อเปรียบเทียบระหวางตนที่ผานการฉายรังสกีับตนที่ไมผานการฉายรังสี
โดยยอยดีเอน็เอของขาว ดวยเอนไซมตัดจําเพาะ 2 ชนดิพรอมกัน คือ EcoRI   ซ่ึงเปนเอนไซมตัด
จําเพาะที่มีความถี่ในการตัดต่าํ  มีตําแหนงจดจําขนาด 6 คูเบส  และเอนไซม MseI ซ่ึงมีความถี่ใน
การตัดสูง  มีตาํแหนงจดจําขนาด 4 คูเบส  แลวเชื่อมตอปลายดีเอ็นเอทั้งสองดานดวย Adaptor 2 
ชนิด คือ 

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

 ตอจากนัน้จึง เพิ่มปริมาณดีเอ็นเอดวยปฏิกริิยา PCR 2 ขั้นตอน ดังนี ้
 
 1.  Preselective amplification 
 
      เพื่อเพิ่มปรมิาณชิ้นดเีอ็นเอดวยปฏกิิริยา PCR เฉพาะสวนที่ตองการ  โดยนําดเีอ็นเอที่ตอ
กับ adaptor เรียบรอยแลวมาทําปฏิกิริยากับ EcoRI ไพรเมอรและ MseI ไพรเมอร ที่ตออยูกับเบส 1 
ตัวที่ปลาย 3′ ไพรเมอรที่ใชมีดังนี ้
 
 EcoRI-primer+1 (E-A )                              5′–GACTGCGTACCAATTCA-3′ 
 MseI-primer+1 (M-C)                                5′–GATGAGTCCTGAGTAAC-3′ 
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ผลที่ไดจากการทํา preselective amplification คือ ช้ินดีเอน็เอที่มีปลายดานหนึ่งเปนสวน

ของ EcoRI adaptor และปลายอีกดานหนึ่งเปนสวนของ MseI adaptor ซ่ึงในขั้นตอนนี้จะชวยลด
จํานวนชิ้นดเีอน็เอที่ตองการคัดเลือกไดถึง 16 เทา  ช้ินดีเอ็นเอที่ไดในขัน้ตอนนี้จะเปนดีเอ็นเอ
ตนแบบในการทํา selective amplification ตอไป 
 
สารประกอบที่ใชในปฏิกิริยา  preselective amplification 

 
สารที่ใชในปฏิกิริยา                                                        ปริมาตร (μl) 
ดีเอ็นเอที่ไดจากการเชื่อมตอ                                                   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 
 
ผสมสารประกอบที่ใชในปฏิกิริยา  preselective amplificationใหเขากนั นําเขาเครื่อง PCR 

โดยใชโปรแกรมดังนี ้
 
 
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 ี
 
แบงสวนของสารละลายมาทําอิเล็กโทรโฟรีซิสโดยใช  1.5% agarose gel และเจือจาง 20 

เทาดวย TE buffer เพื่อเปนตนแบบในปฏิกริิยา PCR ข้ันตอไป 
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 2.  Selective amplification   
 
      การเพิ่มปริมาณชิ้นดเีอ็นเอในขั้นตอนนีจ้ะใชไพรเมอรที่เพิ่มนิวคลีโอไทด 3 ตัวที่ปลาย 
3′ของไพรเมอรเพื่อใหเกิดการคัดเลือกเพิ่มปริมาณชิ้นดีเอ็นเอบางสวน คูผสมของไพรเมอรทั้ง 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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สารประกอบที่ใชในปฏิกิริยา selective amplification 
 
สารที่ใชในปฏิกิริยา                                                        ปริมาตร (μl) 
ดีเอ็นเอที่ทําใหเจือจางแลว                                                       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 
 

 ผสมสารประกอบที่ใชในปฏิกิริยา  selective amplification ใหเขากนั นําเขาเครื่อง PCR 
โดยใชโปรแกรม 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 และตอดวย  
 
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 ความเขมขน 6 
เปอรเซ็นต และยอมดวยซิลเวอรไนเตรท (ดูรายละเอยีดในภาคผนวก 3) 
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สถานที่ทําการทดลอง 
 
1. หองปฏิบัติการเพาะเลีย้งเนื้อเยื่อ ภาควิชาพันธุศาสตรคณะวิทยาศาสตรมหาวิทยาลัย    
    เกษตรศาสตร   กรุงเทพฯ 
2. ศูนยบริการฉายรังสีแกมมาและวจิัยนิวเคลียรเทคโนโลยี มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร  กรุงเทพฯ 
3. เรือนปลูกพชืทดลอง ภาควิชาพืชไรนา คณะเกษตร มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร  กรุงเทพฯ 
4. ศูนยวจิัยขาวปทุมธานี กรมวิชาการเกษตร กระทรวงเกษตรและสหกรณ จ. ปทุมธานี 
 
ระยะเวลาทําการวิจัย 
 
เร่ิมทําการวิจยัเดือนตุลาคม พ.ศ. 2547 ส้ินสุดการวิจยัเดอืนตุลาคม พ.ศ. 2550   
 
 
 



ผลและวิจารณ 

 
การเตรียมเเคลลัสเเละยอดจํานวนมากของขาวขาวดอกมะลิ 105 สําหรับใชในการทดลอง 
 
 1. การเตรียมแคลลัสจากเมล็ดขาว  
 

    จากการเพาะเลี้ยงเมล็ดขาวขาวดอกมะล ิ105   บนอาหารแข็งสูตร MS ที่เติมสารควบคุม
การเจริญเติบโต 2,4-D ความเขมขน 2 มิลลิกรัมตอลิตร น้ํามะพราว 15 เปอรเซ็นต casein 
hydrolysate 1 กรัมตอลิตร L-proline 1 กรัมตอลิตร เปนเวลา 4 สัปดาห พบวาเมล็ดที่เพาะเลี้ยงมกีาร
ตอบสนองตอ 2,4-D โดย 2,4-D สามารถชักนําใหคัพภะขาวสรางแคลลัสในอัตราเฉลี่ย 72 
เปอรเซ็นต ลักษณะของแคลลัสที่เกิดขึ้นแบงออกไดเปน 3 แบบ คือ 

 
               1. เปนแคลลัสที่เกาะกันแนน (compact callus) แคลลัสมีสีขาวเหลือง ขนาดคอนขางใหญ
(ภาพที ่2A) 
               2. แคลลัสที่เกาะกนัแบบหลวมๆ (friable callus) แคลลัสมีสีเหลืองออนหรือสีน้ําตาลอม
เหลือง ลักษณะออนนุม (ภาพที่ 2B) 
               3. แคลลัสทีมีลักษณะผสมระหวาง compact callus และ friable callus (mix callus) เปน
แคลลัสที่เกาะกันแนนมีสีเหลือง แตมีบางสวนหรือบางจุดของแคลลัสที่ดูโปรง และเกาะกนัหลวมๆ 
(ภาพที ่2C) 

  
แคลลัสที่มีลักษณะผสมระหวาง compact callus และ friable callus พบเกิดขึ้นมากที่สุด 

สวนแคลลัสแบบ  compact callus และ แบบ friable callus พบไดคอนขางนอย (ตารางที่ 2 )  ซ่ึงผล
การทดลองที่ไดนี้สอดคลองกับการทดลองของลาวัลย (2543) ที่รายงานวา เมื่อเพาะเลี้ยงมล็ดบน
อาหารสูตร MS ที่เติม 2,4-D 2 มิลลิกรัมตอลิตร เมล็ดสามารถสรางแคลลัสได 86.5 เปอรเซ็นต 
แคลลัสที่เกิดขึ้นมีลักษณะผสมระหวาง compact callus และ friable callus มากที่สุด สวนแคลลัส
แบบ  compact callus พบไดนอยและ แบบfriable callus พบไดนอยมาก 
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ตารางที่ 2  การเกิดแคลลัสที่ไดจากการเพาะเลี้ยงเมล็ดบนอาหารสูตร MS ที่เติม 2, 4-D ความ 
                  เขมขน 2 มิลลิกรัมตอลิตรเปนเวลา 4 สัปดาห  
 
การทดลอง

ชุดที่ 
จํานวน
เมล็ดที่
เพาะเลี้ยง 

เมล็ดที่ไม
สราง
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 ความเขมขน 2 มิลลิกรัมตอลิตร เปนเวลา 4 สัปดาห (A) compact callus 
  (B) fiable callus (C) mix callus 
 
  

    A      B  

    C  
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2 การชักนําใหเมล็ดขาวสรางยอดจํานวนมาก (multiple shoots) 
 

    จากการเพาะเลี้ยงเมล็ดของขาวขาวดอกมะลิ 105  บนอาหารแข็งสูตร MS ที่เติม BAP  
ความเขมขน 3 มิลลิกรัมตอลิตร น้ํามะพราว 15 เปอรเซ็นต เปนเวลา 8 สัปดาห พบวาอาหารสูตร 
MS ที่เติม BAP 3 มิลลิกรัมตอลิตรสามารถชักนําใหเกดิจาํนวนยอดไดคอื 6.04 ยอดตอเมล็ด ดัง
แสดงในตารางที่ 3 

 
เนื่องจาก BAP เปนสารสังเคราะหที่เปนอนพุันธของ 6-amino-purine ที่มีผลโดยตรงตอ

การชักนําเนื้อเยื่อใหเกิดยอดโดยไปกระตุนใหเกิดการแบงเซลลและตา (Krishnamoorthy, 1981) 
และมีประสิทธิภาพสูงในการกระตุนใหเกดิการเพิ่มจํานวนยอด (Vijaya and Satyanarayana,1991) 
ซ่ึงสามารถกระตุนใหเกิดยอดจํานวนมากในพืชหลายชนดิ เชน หญาซกิแนลนอน (วภิาสิริ, 2546) 
สตรอเบอรี่ลูกผสม (Zebrowska and Hortynski, 2002) ถ่ัวลิสง (Venkatachalam and Jayabalan, 
1999)    
 
ตารางท่ี 3  การเกิดยอดของเมล็ดขาวที่เพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร MS ที่เติม BAP ความเขมขน 3      
     มิลลิกรัมตอลิตรเปนเวลา 8 สัปดาห 
 
การทดลอง

ชุดที่ 
จํานวนเมล็ดที่
เพาะเลี้ยง 

จํานวนเมล็ดที ่
ไมเกิดยอด 

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 

 
จากการทดลองพบวาอาหารเพาะเลี้ยงที่เติม BAP ความเขมขน 3 มิลลิกรัมตอลิตรนั้น

นอกจากจะชกันําใหเกิดจํานวนยอดตอเมลด็สูงถึง 6.04 ยอดตอเมล็ดแลว ยังใหยอดทีม่ีลักษณะแข็ง
แร็ง สมบูรณ และไมแคระแกร็น (ภาพที ่3)  
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ภาพที ่3  การพัฒนาของเมล็ดขาวเปนยอดจํานวนมากเมือ่เพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร MS ที่ไมเติม 
               BAP (A) เปรียบเทยีบกับตนทีเ่พาะเลี้ยงบนอาหารสูตร MS ที่เติม BAP 3 มิลลิกรัม 
               ตอลิตร(B) 
 

การทดลองที่ 1 การศึกษาผลของรังสีแกมมาตอการพัฒนาไปเปนตนของแคลลัสและยอดที่เพาะ 
เล้ียงบนอาหารที่มีเกลือโซเดียมคลอไรดระดับความเขมขนตางๆ 
 

เมื่อนําแคลลัสอายุ 4 สัปดาหที่ไดจากการทดลองที่ 1 มาแบงเปน 2 กลุม คือ กลุมควบคุมที่
ไมผานการฉายรังสีและที่ผานการฉายรังสแีกมมาปริมาณ 30 เกรย มาเพาะเลี้ยงตอบนอาหารที่ชัก
นําใหเกิดยอดคืออาหารสูตร MS ที่เติมโซเดียมคลอไรดความเขมขน 0, 0.5, 1 และ 1.5 เปอรเซ็นต 
เปนเวลา 6 สัปดาห พบวาแคลลัสในกลุมที่ไมผานการฉายรังสีสามารถเจริญเปนยอดไดบนอาหารที่
เติมเกลือ 0 และ 0.5 เปอรเซ็นตเทานั้น (ภาพที่ 5) โดยมีแคลลัสที่รอดชีวิต 30 และ 25 เปอรเซ็นต
ตามลําดับ (ตารางที่ 4)  

 
ขณะทีแ่คลลัสที่ผานการฉายรังสี ปริมาณ 30 เกรย เมื่อนํามาเพาะเลี้ยงบนอาหารที่เติมเกลือ 

0, 0.5 และ 1 เปอรเซ็นต แคลลัสบางสวนเกิดจุดเขียวและสามารถพัฒนาเปนยอดออนได แตเมื่อ
เวลาผานไป 1-2 สัปดาหยอดออนไมสามารถพัฒนาตอไปได แตจะเปลี่ยนเปนสีน้ําตาลและตายใน
ที่สุด ที่เปนเชนนี้อาจเปนเพราะวารังสีแกมมาไปมีผลตอการเปลี่ยนแปลงของเนื้อเยือ่ โดยไปยับยัง้

   A         B    
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หรือกระตุนใหเกิดการสรางคลอโรฟลล หรือทําใหแคลลัสเปลี่ยนเปนสนี้ําตาล ซ่ึงสอดคลองกับ
การทดลองของ Bajaj  et al. (1970) ที่พบวาแคลลัสที่ไดรับการฉายรังสีในปริมาณที่สูง เซลลจะ
หยุดการเจริญเติบโต การพัฒนาไปเปนตนของแคลลัสจะลดลง สีของแคลลัสจะเปลี่ยนเปนสีน้ําตาล
และตอมาจะเปลี่ยนเปนสีดาํ นอกจากนี้ยงัสอดคลองกับการทดลองของพรรณณ ี(2536) ที่รายงาน
วาในแคลลัสของขาวพันธุบาสมาติ 370  ที่ไดรับการฉายรงัสีในปริมาณที่สูงกวา 20 เกรย จะ
เปลี่ยนเปนสีน้าํตาลอยางรวดเร็ว และตายมากกวาทีไ่ดรับการฉายรังสีในปริมาณที่ต่ํากวานี ้
 
ตารางที่ 4  อัตราการรอดชีวติของแคลลัสที่ไมผานการฉายรังสี และผานการฉายรังสแีกมมาปริมาณ 

30 เกรย เมื่อเพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร MS ที่เติมเกลือ โซเดียมคลอไรดความเขมขนตางๆ
เปนเวลา 6 สัปดาห 

 
 ความเขมขน 

โซเดียมคลอไรด
(%) 

จํานวนแคลลัสที่
เพาะเลี้ยง 

จํานวนแคลลัสที่
รอดชีวิต 

เปอรเซน็ต
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  เปอรเซ็นตแคลลัสที่รอดชีวิตจากการเพาะเลีย้งแคลลัสที่ไมผานการฉายรังสีและ 
               ผานการฉายรังสีแกมมาปริมาณ 30 เกรย บนอาหารสูตร MS ที่เติมโซเดียมคลอไรดความ
   เขมขนตางๆเปนเวลา 6 สัปดาห 
 
 
 

 

 
 
ภาพที่ 5  แสดงแคลลัสที่ไมผานการฉายรงัสี (5A, 5B) สามารถเกิดจดุเขียวและสามารถชักนําให  
               เปนตนไดเมื่อเพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร MS ที่เติมไคเนตินรวมกับโซเดียมคลอไรด และ 
               แคลลัสที่ผานการฉายรังสีแกมมาปริมาณ 30 เกรย (5C,5D) สามารถเกิดจดุเขียวไดแตไม 
               สามารถชักนําใหเปนตนได 

    C    

    B        A    

    D    
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 เนื่องจากแคลลัสที่ผานการฉายรังสีแกมมาปริมาณ 30 เกรยไมสามารถพัฒนาไปเปนตนได 
ดังนั้นการทดลองในขั้นตอนนี้จึงใชเฉพาะยอดของขาวขาวดอกมะลิ 105 อายุ 8 สัปดาหที่เกดิจาก
การเพาะเลีย้งเมล็ดมาแบงเปน 2 กลุม คือ กลุมควบคุมทีไ่มผานการฉายรังสีและที่ผานการฉายรังสี
แกมมาปริมาณ 30 เกรย นํายอดทั้ง 2  กลุมมาเพาะเลีย้งตอบนอาหารที่ชักนําใหเกดิยอดหลายยอดซึ่ง
เติมโซเดียมคลอไรดความเขมขน 0, 0.5, 1 และ 1.5 เปอรเซ็นต พบวายอดที่ไมฉายรังสีสามารถ
เจริญบนอาหารที่เติมเกลือความเขมขน 0, 0.5 และ 1 เปอรเซ็นตเทานั้น โดยมียอดที่รอดชีวิตเทากับ 
19, 20 และ 1 ยอด ตามลําดบั คิดเปนอัตราการรอดชีวิตเทากับ 95, 100 และ 5 เปอรเซ็นตตามลําดับ 
สําหรับยอดทีไ่ดรับการฉายรังสีแกมมาปริมาณ 30 เกรย สามารถเจริญบนอาหารที่เตมิเกลือความ
เขมขน 0, 0.5, 1 และ 1.5 เปอรเซ็นตโดยมียอดที่รอดชีวิตเทากับ 35, 34, 8 และ 3 ยอด ตามลําดับ คิด
เปนอัตราการรอดชีวิตเทากบั 43.75, 42.50, 10 และ 3.75 เปอรเซ็นตตามลําดับ (ตารางที่ 5 และภาพ
ที่ 6) ผลการทดลองนี้ช้ีใหเหน็วาเมื่อความเขมขนของเกลือโซเดียมคลอไรดสูงขึ้น อัตราการรอด
ชีวิตของยอดจะนอยลงซึ่งสอดคลองกับการทดลองของวิภาสิริ (2546) ในหญาซิกแนลนอนและการ
ทดลองของสุมล (2546)ในหญากินนีสีมวง 

 
 นอกจากนี้ผลการทดลองยังชี้ใหเห็นวายอดขาวที่ผานการฉายรังสีมีความสามารถในการ

ทนเค็มไดมากกวายอดขาวทีไ่มผานการฉายรังสี คือ สามารถรอดชีวิตไดบนอาหารสตูร MS 
ดัดแปลงที่เติม BAP 3 มิลลิกรัมตอลิตรและโซเดียมคลอไรด 1.5 เปอรเซ็นต ทั้งนี้อาจเปนไปไดวา
ยอดขาวที่ผานการฉายรังสีแกมมาปริมาณ 30 เกรย เกิดการกลายขึ้น ทําใหขาวขาวดอกมะลิ 105 
สามารถทนเค็มไดสูงขึ้นเมื่อเปรียบเทียบกบัยอดขาวปกติที่ไมผานการฉายรังสี ซ่ึงสอดคลองกับการ
ทดลองที่มีมากอนหนานี้แลววารังสีแกมมาในปริมาณทีเ่หมาะสม สามารถชักนําใหเกิดการกลายได
ในพืชหลายชนิด เชน การทดลองของสุภัทรา (2533) ในกลวยหอม และ การทดลองของจันทกานต 
(2544)  ในหญาเนเปยรแคระ  

 
 สําหรับยอดทีไ่มผานการฉายรังสีแตสามารถเติบโตบนอาหารที่เติมเกลอื 1 เปอรเซ็นตได
นั้นมีเพยีง 1 ตน เทานั้น ทั้งนีอ้าจจะเปนเพราะวาในการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อนั้นอาจทําใหพืชมีลักษณะ
ใหมที่แตกตางไปกวาเดิมเนือ่งมาจากการแปรผันที่เกิดในเนื้อเยื่อขณะเพาะเลี้ยงทีเ่รียกวา 
somaclonal variation ซ่ึงทําใหเกิดความเปลี่ยนแปลงทางพันธุกรรมของยีนที่ควบคุมลักษณะ
คุณภาพและปริมาณ ทําใหเกดิความแตกตางของสรีระ ความเปลี่ยนแปลงอาจเกิดในเซลลใดเซลล
หนึ่งหรือตนใดตนหนึ่ง ซ่ึงการเปลี่ยนแปลงที่เกิดขึ้นนี้เปนผลเนื่องมาจากการเปลี่ยนแปลงจํานวน
โครโมโซม โครงสรางของโครโมโซม การเปลี่ยนแปลงองคประกอบของดีเอ็นเอและยีน หรือการ
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เปลี่ยนแปลงของไซโทพลาซึม (สิรินุช, 2540) ซ่ึงการเปลี่ยนแปลงที่เกดิขึ้นนี้เองที่อาจเปนสิ่งที่ทํา
ใหขาวทีไ่มผานการฉายรังสสีามารถทนเค็มและเติบโตบนอาหารที่มีเกลือโซเดียมคลอไรดได 
 
ตารางที่ 5  อัตราการรอดชีวติของยอดที่ไมฉายรังสีและฉายรังสีแกมมาปริมาณ 30 เกรย เมื่อเพาะ  
     เล้ียงบนอาหารสูตร MS ที่เติมเกลือโซเดียมคลอไรดความเขมขนตางๆเปนเวลา 8    
     สัปดาห 
 

 อาหารสูตรMSที่เติม
BAP3 มก./ล. และ
โซเดียมคลอไรด
ความเขมขน(%) 

จํานวนยอดที่
เพาะเลี้ยง 

จํานวนยอดทีร่อด
ชีวิต 

เปอรเซ็นตยอดที่
รอดชีวิต 

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

 
ยอดที่ไมฉายรังสี 

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  เปอรเซ็นตยอดที่รอดชีวิตจากการเพาะเลี้ยงยอดที่ไมผานการฉายรังสีและผานการ 
               ฉายรังสีแกมมาปริมาณ 30 เกรย บนอาหารสูตร MS ที่เติมโซเดียมคลอไรดความเขมขน
  ตางๆเปนเวลา 8 สัปดาห 
 
 ยอดที่ผานการฉายรังสีแกมมาปริมาณ 30 เกรยและเพาะเลี้ยงบนอาหารสูตรชักนําใหเกิด
ยอดหลายยอดและเติมเกลือความเขมขนตางๆสามารถพบลักษณะที่ผิดปกติไดในบางตน เชนราก
จะมีขนาดใหญและสั้นซึ่งแตกตางจากยอดที่ไมผานการฉายรังสีแกมมา (ภาพที7่) ลักษณะที่ปรากฎ
นี้อาจเนื่องมาจากพืชมีกลไกการทนเค็มในลักษณะการขนยายธาตุโซเดียมไปสะสมไวที่ราก ทําให
รากมีขนาดใหญขึ้นกวาปกต ิ(สมศรี, 2542) 
 

 
 
ภาพที่ 7  ลักษณะรากของตนขาวขาวดอกมะลิ 105 ที่ผานการฉายรังสแีกมมาปริมาณ 30 เกรย บน
   อาหารสูตรชักนําใหเกดิยอดหลายยอดที่ไมเติมเกลือ (A) และเติมเกลอื 1.5 เปอรเซ็นต (B) 
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การทดลองที่ 2 การศึกษาความแปรปรวนในลักษณะทางสัณฐานวิทยาและลักษณะทางเกษตรของ
ยอดท่ีไมผานและผานการฉายรังสปีริมาณ 30 เกรย 

 
เมื่อนําตนที่รอดชีวิตจากการเพาะเลี้ยงยอดในอาหารสูตร MS ที่เติมเกลือความเขมขนตางๆ

ออกปลูกในกระถางขนาดเสนผานศูนยกลาง 4 นิ้ว ซ่ึงบรรจุดินเหนียวเปนเวลา 2 สัปดาห เพื่อใหตน
กลาแข็งแรง แลวยายตนกลาปลูกลงในกระถางขนาดเสนผานศูนยกลาง 10 นิ้ว ซ่ึงบรรจุทรายลาง 3 
คร้ัง นําไปวางในอางพลาสติกที่บรรจุสารละลายของธาตุอาหารตามสูตรของ Yoshida et al. (1972)  
และเติมเกลือแกงความเขมขน 1 เปอรเซ็นต ปริมาตร 2 ลิตร และวางไวในสภาพแวดลอมธรรมชาติ 
โดยเปลี่ยนสารละลายธาตุอาหารพืชทุกสปัดาห เมื่อครบ 4 สัปดาห พบวายอดทีไ่มฉายรังสีที่ผาน
การคัดเลือกทัง้หมด 40 ตน เมื่อยายออกปลกูในสภาพธรรมชาติที่มีเกลือแกงความเขมขน 1 
เปอรเซ็นต มีจาํนวนตนที่รอดชีวิตเพียง 3 ตน และยอดทีฉ่ายรังสีปริมาณ 30 เกรย ที่ผานการ
คดัเลือกทั้งหมด 80 ตน เมื่อยายออกปลูกในสภาพธรรมชาติที่มีเกลือแกงความเขมขน 1 เปอรเซ็นต 
มีจํานวนตนทีร่อดชีวิต 26 ตน (ตารางที่ 6 และภาพที่ 9) รวมตนที่รอดชีวิตทั้งหมด 29 ตน ซ่ึงคาดวา
ตนเหลานีจ้ะทนเค็มซึ่งควรจะนําไปปลูกขยายจํานวนเมล็ดและนําไปทดลองในสภาพดินเค็มในภาค
ตะวนัออกเฉียงเหนือตอไป  

 
ตารางที่ 6  อัตราการรอดชีวิตของตนขาวที่ผานการคัดเลือก และยายออกปลูกในกระถางที่เติมเกลือ

แกงความเขมขน 1 เปอรเซ็นต เปนเวลา 4  สัปดาห 
 ความเขมขน

เกลือโซเดียม
คลอไรด(%) 

จํานวนตนที่รอด
ชีวิตจากการ
เพาะเลี้ยง 

จํานวนตนที่รอด
ชีวิตหลังจากยาย
ออกปลูกใน

สภาพธรรมชาติ 

เปอรเซ็นตตนที่
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  เปอรเซ็นตตนที่รอดชีวิตเมื่อปลูกในกระถางที่ใสสารละลายอาหารพืชที่เติมเกลือแกง  
               1 เปอรเซ็นต เปนเวลา 4 สัปดาห 
 

จากตารางและกราฟขางตนจะเหน็ไดวาในจํานวนตนที่รอดชีวิตทั้งหมด 29 ตนนั้นเปนตน
ที่ไดมาจากตนที่รอดชีวิตจากการเพาะเลีย้งบนอาหารสูตร MS ที่เติม BAP 3 มิลลิกรัมตอลิตรและ
โซเดียมคลอไรดความเขมขน 0, 0.5, 1 และ 1.5 เปอรเซ็นต จํานวน 4, 13, 9 และ 3 ตน ตามลําดับ 
แตเมื่อดูตนที่รอดชีวิตเปรยีบเทียบกับจํานวนตนที่ออกปลกูจะเห็นวา ตนที่เพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร 
MS ที่เติม BAP 3 มิลลิกรัมตอลิตรและโซเดียมคลอไรดความเขมขน 0 และ 0.5 เปอรเซ็นต พบวามี
อัตราการตายสูงเนื่องจากเมือ่ยายออกปลูกในกระถางที่ใสสารละลายอาหารพืชที่เติมเกลือแกงความ
เขมขน 1 เปอรเซ็นตนั้นจะเห็นวามีความเขมขนของเกลือมากกวาทีเ่พาะเลี้ยงในขวดทดลองจึงทํา
ใหตนขาวไมสามารถปรับตัวได เมื่อเล้ียงไปได 2 สัปดาห จึงเกดิอาหารเหี่ยวบริเวณปลายใบ และ
แหงตายไปในที่สุด  
 

สวนตนที่เพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร MS ที่เติม BAP 3 มิลลิกรัมตอลิตรและโซเดียมคลอไรด 
ความเขมขน 1 และ 1.5 เปอรเซ็นตพบวาไมมีการตายเกิดขึน้ เนื่องจากเมือ่ยายออกปลูกในกระถางที่
ใสสารละลายอาหารพืชที่เตมิเกลือแกงความเขมขน 1 เปอรเซ็นตนั้นเปนเปอรเซ็นตซ่ึงไมไดสูงกวา
ที่เพาะเลี้ยงมาแลวจากในขวดเพาะเลี้ยงจึงรอดชีวิตทั้งหมด เมื่อรวมตนที่รอดชีวิตจากทุกสูตรอาหาร
พบวารอดชวีติทั้งหมด 29 ตนซึ่งเปนไปไดสูงวาตนที่รอดชีวิตเหลานีเ้ปนตนที่เกิดการกลายพันธุขึน้ 
จึงสามารถเติบโตในสารละลายอาหารที่เตมิเกลือแกง 1 เปอรเซ็นต เนือ่งจากหากไมเกิดการกลาย
พันธุขึ้นก็นาจะตายไปเชนเดยีวกับตนควบคุมและตนที่ไมทนเค็มตนอืน่ๆ ซ่ึงสอดคลองกับการ
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ทดลองของจันทกานต (2544) ที่พบวาหญาเนเปยรแคระที่ผานการฉายรังสีแกมมา ถูกชักนําใหเกิด
การกลายขึ้นโดยสามารถทนตอการปลูกในดินเค็มไดสูงขึน้เมื่อเปรียบเทยีบกับตนทีไ่มผานการฉาย
รังสีแกมมา 
 

 
 

ภาพที่ 9  ตนขาวพันธุขาวดอกมะลิ 105 ที่ไมผานการฉายรังสี (A) และผานการฉาย  
               รังสีปริมาณ 30 เกรย (B) เมื่อออกปลูกในกระถางที่ใสสารละลายอาหารพชืที่เติมเกลือแกง   
               ความเขมขน 1 เปอรเซ็นต (ขวา) เปนเวลา 4 สัปดาห โดยปลูกเปรียบเทยีบกับกระถางที่ใส 
               สารละลายอาหารพืชที่ไมเติมเกลือแกง (ซาย) 

 
ตอมาเมื่อนําตนขาวที่รอดชีวิตทั้งหมด 29 ตนไปปลูกที่ศนูยวจิัยขาวปทมุธานี จังหวัด

ปทุมธานี เพื่อขยายเมล็ด พบวาตนขาวทั้ง 29 ตนสามารถใหเมล็ดไดจํานวนหนึ่งแตในปริมาณที่ไม
สูงนัก และการปลูกขาวครั้งนี้ยังพบลักษณะที่ผิดปกติของตนขาวที่ผานการฉายรังสีแกมมาปริมาณ 
30 เกรย และคัดเลือกในอาหารเพาะเลี้ยงเนือ้เยื่อที่เติมเกลือโซเดียมคลอไรด 1.5 เปอรเซ็นต  จํานวน 
2 ตน โดยพบวามีลักษณะลาํตนที่เตี้ยกวาพันธุขาวดอกมะลิ 105 ปกต ิคือ 106 และ 122 เซนติเมตร
ตามลําดับ (ดูรายละเอียดในภาคผนวก 4) 

 
เมื่อทดลองเกบ็เมล็ดของตนขาวทั้ง 2 ตนนี้ไปปลูกตออีกครั้งพบวา ตนขาวที่ไดมีลักษณะ

เตี้ยกวาตนขาวขาวดอกมะล ิ105 ปกติ แตไมเตี้ยเทากับการปลูกกอนหนานี้ ทั้งนี้อาจเปนไปไดวาใน
การปลูกครั้งแรกที่ศูนยขาวปทุมธานีนั้น เปนการปลูกในชวงเดือนเมษายน ซ่ึงไมใชฤดูปลูกที่
เหมาะสมของขาวขาวดอกมะลิ 105 ดังนั้นในการชักนําใหขาวออกดอก และแตกรวงจึงตองนําขาว
เขาหองมืดในชวงเยน็และค่าํ เพื่อชักนําใหขาวออกดอก จึงอาจทําใหขาว 2 ตนนั้นเตีย้กวาปกต ิ
 

A B
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ภาพที่ 10  ตนขาวขาวดอกมะลิ 105  ที่มีลักษณะตนเตี้ย เมื่อเปรียบเทียบกับตนขาวปกต ิ
 
การทดลองที่ 3 การตรวจสอบดีเอ็นเอของขาวขาวดอกมะลิ 105 ตนท่ีผานการคัดเลือกในการ
ทดลองที่ 2  
 
            เมื่อนําดีเอ็นเอจากขาวที่รอดชีวิตจากการทดลองที ่2 ทั้งหมด 29 ตน มาวิเคราะหดวยเทคนิค 
AFLP เพื่อเปรียบเทียบดูความแตกตางระหวางขาวขาวดอกมะลิ 105 ปกติ กับ ขาวขาวดอกมะลิ 105 
ที่คาดวาจะสามารถทนทานตอดินเค็ม พบวาจากไพรเมอรที่ทดลองใชจาํนวน 64 คู มีไพรเมอร 7 คู 
(ตารางที่ 7) ที่สามารถแสดงความแตกตางอยางชัดเจนของแถบดีเอ็นเอในตําแหนงเดียวกันเมื่อ
เปรียบเทียบระหวางตนปกติกับตนพนัธุกลายที่คาดวาจะสามารถทนทานตอดินเค็ม  
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ตารางที่ 7  คูไพรเมอรตางๆที่ใชในการตรวจสอบ 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 

        

 
จากการวิเคราะหลายพมิพ AFLP ดวยไพรเมอร 7 คู ปรากฏแถบดีเอน็เอที่ชัดเจนสามารถ

ตรวจนับไดทัง้หมดจํานวน 300 แถบ ประกอบดวยแถบดีเอ็นเอที่ตางกนั 292 แถบ และแถบดีเอ็นเอ
ที่เหมือนกนั 8 แถบ โดยคูไพรเมอรที่ใหโพลีมอรฟซึมเรียงลําดับจากมากไปนอยคือ 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 ซ่ึงจะเห็นวาเกิดแถบดีเอน็เอเฉลี่ย 43 แถบตอคูไพรเมอร โดยมีแถบที่
ใหโพลีมอรฟซึมถึง 97.33 เปอรเซน็ต (ตารางที่ 8) แสดงวาขาวที่ผานการฉายรังสีรวมกับการ
คัดเลือกบนอาหารที่เติมเกลอืโซเดียมคลอไรดมีความหลากหลายทางพนัธุกรรมสูงเหมาะสมที่จะ
นําไปใชในการปรับปรุงพันธุพืชตอไป ตัวอยางลายพิมพ AFLP ของขาวที่ไดจากไพรเมอรบางคูได
แสดงไวในภาพที่ 11 และ 12 
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ตารางท่ี 8  ผลการวิเคราะห AFLP ที่ไดจากไพรเมอร 7 คู 
 

คูไพรเมอร จํานวนแถบ 
ดีเอ็นเอที่แตกตาง 

จํานวนแถบดีเอ็น
เอที่เหมือนกัน 

จํานวนแถบ 
ดีเอ็นเอทั้งหมด 

เปอรเซ็นต  
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 ของขาวที่ไดจากคูไพรเมอร E-AAG/M-CAT 
                 ตัวอยางที่ 1 เปนดีเอ็นเอจากขาวขาวดอกมะล ิ105 ปกติ  
    ตัวอยางที่ 2-30 เปนดีเอ็นเอจากขาวขาวดอกมะลิ 105 พันธุกลาย ที่คาดวาจะสามารถ    
    ทนทานตอดนิเค็ม 
 
 
 
 

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 ของขาวที่ไดจากคูไพรเมอร E-ACA/M-CTA 
     ตัวอยางที่ 1 เปนดีเอ็นเอจากขาวขาวดอกมะลิ 105 ปกต ิ 
     ตัวอยางที่ 2-30 เปนดีเอ็นเอจากขาวขาวดอกมะลิ 105 พันธุกลายที่คาดวาจะสามารถ  
    ทนทานตอดนิเค็ม 
 
 
 
 

125p  

75bp

250bp  
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การวิเคราะหความสัมพันธทางวิวัฒนาการดวยโปรแกรม NTSYS-pc version 2.20k 
 
 จากแถบดเีอ็นเอทั้งหมด 300 แถบ หรือ 300 AFLP markers ของขาวขาวดอกมะลิ 105 
จํานวน 30 ตัวอยาง ซ่ึงเปนพนัธุขาวขาวดอกมะลิ 105 ปกติ 1 ตัวอยาง และเปนขาวขาวดอกมะลิ
พันธุกลายที่คาดวาจะทนเคม็จํานวน 29 ตัวอยาง นําขอมลูดังกลาวมาวเิคราะหและจัดกลุมโดยใช
โปรแกรม NTSYS-pc version 2.20k โดยใชสูตรของ Nei and Li  คํานวณหาดัชนีความเหมือนและ
ความแตกตางของตัวอยางทลีะคูสลับกัน (similarity index) จนครบทุกตวัอยาง  (ตารางที่ 9) จากนัน้
นําคาที่ไดไปสรางแผนภูมคิวามสัมพันธทางพันธุกรรมในรูปแบบ phylogenetic tree โดยวิธี 
UPGMA (ภาพที่ 13)  
 
 ผลจากการวิเคราะหขาวขาวดอกมะลิ 105 ทั้งหมด 30 ตัวอยาง พบวาตวัอยางขาวขาวดอก
มะลิ 105 ปกต ิ(control) ที่ไดจากการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อแตไมผานการฉายรังสีแยกตัวออกจากกลุม
ตัวอยางอื่นๆ ที่ผานการฉายรังสี  ยกเวนตวัอยางที ่2, 4 และ 27 จัดอยูในกลุมเดยีวกับตวัอยางที1่ ซ่ึง
เปน control  เมื่อดูจากคา similarity index พบวาตวัอยางที่ 22 และตัวอยางที ่23 มีความคลายคลึง
กันมากที่สุด คือมีคา similarity index เทากบั 0.7400 และตัวอยางที ่11 และตัวอยางที ่13 มีความ
แตกตางกันมากที่สุดคือมีคา similarity index เทากับ 0.3125 เมื่อเปรียบเทียบคา similarity index 
ระหวางตัวอยางที่1 ซ่ึงเปน control กับตัวอยางอื่น พบวามีคาตั้งแต 0.5533-0.6733  แสดงวามกีาร
กลายพันธุโดยเกิดการเปลีย่นแปลงของดีเอน็เอมากกวา 32 เปอรเซ็นต และจากภาพการจัดกลุมภาพ
ที่ 13 จะเห็นไดวาสามารถจดักลุมขาวขาวดอกมะลิ 105 ใหเปนกลุมยอยๆได และไมมีตัวอยางใด
เลยที่มีพันธุกรรมเหมือนกับ control  ผลที่เกิดขึ้นแสดงใหเห็นวาการฉายรังสีทําใหเกดิการกลาย
พันธุแบบสุม จึงทําใหขาวขาวดอกมะลิ 105 ที่ผานการฉายรังสีแกมมาเกิดการกลายพนัธุ มีการ
เปลี่ยนแปลงลาํดับดีเอ็นเอ ทาํใหแตกตางไปจากขาวขาวดอกมะลิ 105 ปกติ ที่ไมผานการฉายรังสี 
ซ่ึงผลการทดลองที่ไดสอดคลองกับการทดลองของกฤษณา (2546)  ซ่ึงรายงานวารังสแีกมมา
กอใหเกิดการกลายพันธุในหญาเนเปยรแคระและการวิเคราะหความสมัพันธทางววิฒันาการตรวจ
พบวา control ที่ไดจากการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อแตไมผานการฉายรังสีแยกตัวออกจากกลุมตัวอยางอื่นๆ 
ที่ผานการฉายรังสีอยางชัดเจน 
 
 ลายพิมพดีเอน็เอที่ไดจากการทดลองนี้แสดงใหเห็นวาเทคนิค AFLP สามารถใชในการ
ตรวจสอบการกลายพันธุของขาวขาวดอกมะลิ 105 ที่ผานการเพาะเลีย้งเนื้อเยื่อรวมกับการฉายรังสี
ได ซ่ึงการกลายพันธุที่เกดิขึน้ทําใหเกิดลักษณะที่ดี คือ สามารถปลูกในพื้นที่ดินเค็มได และลาย
พิมพดีเอ็นเอยงัเปนหลักฐานที่สําคัญที่ใชอางอิงลักษณะพันธุกรรมที่มีความเฉพาะเจาะจง สามารถ
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ใชเปนขอมูลพื้นฐานในการคัดเลือกฐานพนัธุกรรมเพื่อเปนประโยชนตอการปรับปรุงพันธุพืช การ
รับรองและจดทะเบียนพันธุ เลือกพันธุที่มลัีกษณะเหมาะสมกับพื้นที่ของเกษตรกรไปขยายพนัธุ 
ตอไป 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



ตารางที่ 9  คา similarity index ที่ไดจากการเปรียบเทียบความสัมพันธทางพันธุกรรมระหวางขาวพนัธุขาวดอกมะล ิ105 และพันธุกลายรวมจํานวน 30    
                 ตัวอยาง 
 
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  (ตอ) 
 
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  การจัดกลุมของขาวขาวดอกมะล ิ105 ที่ผานการเพาะเลี้ยงเนือ้เยื่อรวมกับการฉายรังสีใน 
                 ลักษณะ phylogenetic tree โดยการวิเคราะหดวยโปรแกรม NTSYS-pc version 2.20k 

Similarity   coefficient 

0.58 0.62 0.66 0.70 0.74

control)MW

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



สรุปผลการทดลอง 

 
 1. เมื่อนํายอดที่ไมฉายรังสีและฉายรังสี 30 เกรย มาเพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร MS ที่เติม
เกลือโซเดียมคลอไรด 0, 0.5, 1.0 และ 1.5 เปอรเซ็นต ยอดที่ไมฉายรังสีสามารถรอดชีวิตได 19, 20, 
1 และ 0 ยอดตามลําดับ และยอดที่ฉายรังส ี30 เกรย สามารถรอดชีวิตได 35, 34, 8 และ 3 ยอด  

 
 2. เมื่อนําตนทีร่อดชีวิตจากการเพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร MS (1962) ที่เติมเกลือโซเดียม
คลอไรดความเขมขนตางๆเหลานี้ ออกปลูกในสภาพธรรมชาติโดยปลูกในกระถางที่เติมเกลือแกง 1 
เปอรเซ็นต ยอดที่ไมฉายรังสทีี่รอดชีวิตทั้งหมด 39 ตน เมื่อออกปลูกในสภาพธรรมชาติ รอดชีวิต
เพียง 3 ตน สําหรับยอดที่ฉายรังสี 30 เกรย ที่รอดชีวิตทั้งหมด 80 ตน เมื่อออกปลูกในสภาพ
ธรรมชาติ รอดชีวิต 26 ตน 

 
 3. ผลการวิเคราะหลายพิมพดีเอ็นเอระหวางขาวขาวดอกมะลิ 105 ปกต ิกับ ขาวขาวดอก
มะลิ 105 พันธุกลาย ที่คาดวาจะสามารถทนทานตอดินเค็ม จํานวนตัวอยางทั้งหมด 30 ตัวอยางดวย
เทคนิค AFLP โดยใชไพรเมอร 7 คู ปรากฏแถบดีเอ็นเอที่ชัดเจนสามารถตรวจนับไดทั้งหมดจํานวน 
300 แถบ ใหแถบดีเอ็นเอที่ตางกัน 292 แถบ และใหแถบดีเอ็นเอที่เหมอืนกัน 8 แถบ โดยเกดิแถบดี
เอ็นเอเฉลี่ย 43 แถบตอคูไพรเมอร เกิดโพลีมอรฟซึมถึง 97.33 เปอรเซ็นต และเมื่อวิเคราะหโดยใช
โปรแกรม NTSYS pc version 2.20k เมื่อเปรียบเทียบระหวางขาวขาวดอกมะลิ 105 ปกติ (control)  
กับขาวขาวดอกมะลิ 105 พันธุกลาย ที่คาดวาจะทนเค็มทัง้ 29 ตวัอยางพบวามีคาความคลายคลึง 
(similarity index) อยูในชวง  0.5533-0.6733 แสดงวามีพนัธุกรรมแตกตางกันเปนเปอรเซ็นต
คอนขางสูง 
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1. ตาราง สูตรของสารละลายธาตุอาหารพชื (Yoshida et al.,1972) 
 

stock ธาตุ สารเคมี ปริมาณสาร 
(กรัมตอน้ํากลัน่ 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*ุ = สารละลายเคมีแตละชนดิแยกกัน แลวนํามาผสมกับ H2SO4 เขมขน จํานวน 500  
                     มิลลิลิตร  ปรับปริมาตรดวยน้ํากลั่นใหได 10 ลิตร 
 
วิธีเตรียม 
 
       ดูดสารละลายจากขวด stock solution ทั้ง 6 ขวด ขวดละ 5 มิลลิลิตร ใสลงในน้ํา 100 มิลลิลิตร 
แลวปรับปริมาตรใหได 4 ลิตร ปรับคาความเปนกรด ดางของสารละลายธาตตุอาหารพืช (pH) ให
เทากับ 5 โดยใช HCl และ NaOH 
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2. การสกัดแยกดเีอ็นเอจากขาว (Agrawal et al.,1992)  
 

2.1. นําใบขาวประมาณ 3 กรัม มาบดใหละเอียดในไนโตรเจนเหลว  
 
2.2. นําตัวอยางที่บดแลวใสหลอดเซนตริฟวจ ที่มี 2X CTAB buffer ปริมาตร 6 มิลลิลิตร และ 

2-mercaptoethanol ปริมาตร13 ไมโครลิตร ที่บมไวที่ 65 องศาเซลเซียส  
 

2.3. บมที่อุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส เปนเวลา 60 นาที ผสมโดยกลับหลอดไปมาเปนครั้งคราว 
หลังจากนัน้นาํหลอดมาไวทีอุ่ณหภูมิหอง 5 นาที เพื่อลดอุณหภูมิ  

  
2.4. เติม chloroform:isoamylalcohol (24:1) 10 มิลลิลิตร ผสมใหเปนเนื้อเดียวกันโดยกลบั

หลอดไปมาเบาๆ 
 

2.5. ปนเหวี่ยงดวยความเร็ว 3,500 รอบตอนาที เปนเวลา 15 นาที เพื่อแยกชัน้สารละลายและ
คลอโรฟอรมออกจากกนั ใชไมโครปเปตดูดสารละลายชั้นบนใสหลอดใหม เติมlinear 
polyacrylamide  140  ไมโครลิตร แลวใส isopropanol ปริมาณ 2 ใน 3 เทาของปริมาณ
ของเหลวที่มีอยู ผสมใหเขากนัเบาๆ เก็บที่ -20 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 นาที 

 
2.6. ปนเหวี่ยงดวยความเร็ว 12,500 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 5 นาที 

 
2.7. เทสวนน้ําทิ้ง เติม washing buffer  500 ไมโครลิตร เคาะหลอดเบาๆเพือ่ละลายเกลือออก

จากดีเอน็เอ  
 

2.8. ปนเหวี่ยงดวยความเร็ว 12,500 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 5 นาที 
 

2.9. เทสารละลายทิ้งปลอยใหตะกอนแหง ในอากาศที่อุณหภูมิหอง (25 องศาเซลเซียส) 
 

2.10.  ละลายตะกอนดวย RNase buffer (10 mM Tris-HCl pH 8.0, 15 mM NaCl) ปริมาตร 500 
ไมโครลิตร ใหตะกอนละลายหมด (65 องศาเซลเซียส) 

2.11. กําจัดอารเอ็นเอออก โดยเติม RNase A (10 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร) 2 ไมโครลิตร บมที่
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นานขามคืน 
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2.12. สกัดเอนไซม RNase A และโปรตีนออกดวย phenol : chloroform : isoamylalcohol (25: 
24:1) ปริมาตร 500 ไมโครลิตร ผสมโดยกลับหลอดไปมา 

 
2.13. ปนเหวี่ยงดวยความเร็ว 12,500 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 10 นาที 

 
2.14. ดูดสารละลายใสสวนบนใสหลอดใหม แลวเติม chloroform : isoamylalcohol (24:1) 500 

ไมโครลิตร ผสมโดยกลับหลอดไปมา 
 

2.15. ปนเหวี่ยงดวยความเร็ว 12,500 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 10 นาที 
 

2.16. ดูดสารละลายใสสวนบนใสหลอดใหม แลวเตมิโซเดยีมอะซิเตท เขมขน 3 โมลาร pH 5.2 
ลงไป 0.1 เทา และเติม absolute ethanol ลงไป 2 เทาของปริมาตรสารละลายที่ดดูมา เพื่อ
ตกตะกอนดีเอน็เอ  

 
2.17. เก็บที่อุณหภูม ิ-20 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 นาที 

 
2.18. ปนเหวี่ยงดวยความเร็ว 12,500 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 10 นาที 

 
2.19. เทสวนน้ําทิ้ง ลางตะกอนดวยเอธานอล 70 เปอรเซ็นต ปริมาตร 500 ไมโครลติร 

 
2.20. ปนเหวี่ยงดวยความเร็ว 12,500 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 5 นาที 

 
2.21. เทสารละลายทิ้ง ปลอยใหตะกอนดีเอ็นเอแหง แลวละลายตะกอนดวย TE buffer (10 mM 

Tris-HCl, 1 mM EDTA) ปริมาตร 50 ไมโครลิตร เก็บสารละลายดีเอ็นเอไวที่อุณหภูม ิ-20 
องศาเซลเซียส  
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3. การทําอิเล็กโทรโฟรีซิสบนโพลีอะครีลาไมดเจล (Vos et al., 1995)  
 

3.1. การเตรียมกระจกสําหรับเทเจล 
 

3.1.1. ลางกระจกใหสะอาด แลวเชด็ดวยเอธานอล 95 เปอรเซ็นต  
3.1.2. เช็ดกระจกแผนหลังดวย bind silane (bind silane 1 ไมโครลิตร glacial acetic acid   
  2.5 ไมโครลิตร และเอธานอล 95 เปอรเซ็นต 500 ไมโครลิตร) เพื่อใหเจลเกาะตดิ
 กับกระจก 

 
3.1.3. เช็ดกระจกแผนหนาดวย repel silane เพื่อไมใหเจลเกาะตดิกระจก 
3.1.4. ประกบกระจกทั้ง 2 แผนเขาดวยกัน โดยวาง spacer ไวทั้ง 2 ขาง เพื่อใหเกิด

 ชองวางระหวางกระจก ใชเทปกาวตดิขอบกระจกทั้ง 3 ดานเพื่อไมใหเจลรั่วซึม
 ออกมา จากนัน้ยึดดวยคลิปหนีบ 

 
3.2. การเตรียมโพลีอะครีลาไมดเจล 

 
3.2.1. ช่ังยูเรีย 6.75 กรัม เติมน้ํากลัน่ 3.75 มิลลิลิตร และ 5X TBE 3 มิลลิลิตร อุนที่

 อุณหภูมิประมาณ 50 องศาเซลเซียส จนยูเรียละลายหมด รอจนอุณหภูมลิดลง
 ประมาณอณุหภูมิหอง 

 
3.2.2. เติมอะครีลาไมด (acrylamide:bisacrylamide = 19:1) ความเขมขน 30 

 เปอรเซ็นต ปริมาตร 3 มิลลิลิตร ammonium persulfate ความเขมขน 10 เปอรเซ็นต 
 ปริมาตร 150 ไมโครลิตร และ TEMED ปริมาตร 8 ไมโครลิตร ผสมใหเขากัน 
 ระวังอยาใหเกดิฟอง 

 
3.2.3. เทเจลใสลงในชองระหวางกระจกจนเต็ม ใสหวีลงไป วางกระจกในแนวระดับ 

 แลวปลอยใหเจลแข็งตัวประมาณ 2-3 ช่ัวโมง 
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3.3. การทําอิเล็กโทรโฟรีซิส 
 

3.3.1. เมื่อเจลแข็งตัวดีแลว ลางกระจกดานนอกใหสะอาด แกะเทปกาว ดึงหวอีอก และ
 ประกอบกระจกเขากับชดุอิเล็กโทรโฟรีซิส เติม 1X TBE ลงในชองทั้งดานบน
 และดานลาง 

3.3.2. ตอเครื่องเขากับกระแสไฟฟา ความตางศักย 300 โวลต เปนเวลาอยางนอย 30 นาท ี
 

3.3.3. ปดเครื่อง แลวใชเข็มฉีดยาดดูบัฟเฟอรลางยูเรียที่อยูในชองหวีแตละชองใหหมด   
3.3.4. หยอดตวัอยางดีเอ็นเอ 3-6 ไมโครลิตร ที่ผสมกับ loading buffer (98% formamide,    

                            10 mM EDTA, 0.1% bromphenol blue และ 0.1% xylene cyanol) ในอัตราสวน   
                            1 ตอ 1 (ผานการอุนที่อุณหภมูิ 95 องศาเซลเซียส แลวแชในน้ําแข็งทันท)ี ลงในหว ี
  แตละชอง 
 

3.3.5. เปดเครื่องโดยใชความตางศกัยเทาเดิม เปนเวลา 3-5 ช่ัวโมง ขึ้นอยูกับขนาดของ  
              ผลผลิตพีซีอาร 

 
3.3.6. ปดเครื่อง แลวนํากระจกออกมา แยกกระจกทั้ง 2 แผนออกจากกนั แลวนาํเจลไป  
              ยอมดวยซิลเวอรไนเตรท 

 
3.4. การยอมเจลดวยซิลเวอรไนเตรท 

 
3.4.1. นําแผนกระจกดานที่มีเจลติดอยูมาลางในน้าํกลั่น โดยเขยานาน 3-5 นาที 

 
3.4.2. แชแผนเจลในสารละลาย CTAB ความเขมขน 0.1 เปอรเซ็นต เขยานาน 30 นาท ี

 
3.4.3. นําแผนเจลใสในสารละลายแอมโมเนีย ความเขมขน 0.3 เปอรเซ็นต เขยานาน 15   

                            นาที 
3.4.4. ยายแผนเจลมายอมในสารละลายซิลเวอรไนเตรทที่เตรียมใหมๆ เขยาเปนเวลา 20  
              นาที  
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3.4.5. จุมแผนเจลในน้ํากลั่นอยางรวดเรว็ แลวแชในสารละลาย developer (2% sodium  
                            carbonate, 0.02% formaldehyde) ที่มีอุณหภูมิประมาณ 10 องศาเซลเซียส เขยา  
                            เบาๆ จนเหน็แถบดีเอ็นเอชัดเจน 
 

3.4.6. นําแผนเจลมาจุมน้ํากลั่นอยางรวดเร็ว แลวหยุดปฏิกิริยาโดยแชในสารละลายกล ี
                            เซอรอล ความเขมขน 3 เปอรเซ็นต นาน 30 นาที แลวผ่ึงใหแหง 
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ตารางผนวกที่ 4  อายุการออกดอก และความสูงของลําตน ของขาวขาวดอกมะลิ 105 พันธุกลาย 
                           ที่คาดวาจะทนทานตอดนิเค็มจํานวน 29 ตน 
 

ตนที่ 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 
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