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การศึกษาสูตรอาหารชักนํ าแคลลัสที่เหมาะสมไดใชเมล็ดขาว 6 พันธุ ไดแก ขาวดอกมะลิ
105, เหลืองประทวิ 123, น้ํ าสะกุย 19, หอมคลองหลวง 1 และหอมสุพรรณบุรี ภายใตสภาพที่มี
แสงและไมมีแสง พบวาสูตรที่เหมาะสมส ําหรับการชักนํ าแคลลัส คือ MS ดัดแปลง ท่ีเติม 2,4-D 1
มิลลิกรัม/ลิตร NAA 1 มิลลิกรัม/ลิตร และ kinetin 0.1 มิลลิกรัม/ลิตร ทั้งสองสภาพแสง ไดจํ านวน
แคลลัส 72.4, 73.4, 74.6, 24.4, 10.6 และ 0 เปอรเซ็นต ตามล ําดับ พันธุขาว สูตรอาหาร และสภาพ
แสง มีอิทธิพลอยางมีนัยส ําคัญยิ่ง (P<0.01) ตอการเกิดแคลลัส การคัดเลือกแคลลัสทนเค็มบน
อาหารทีเ่ติมเกลอืโซเดียมคลอไรด ความเขมขน 0, 0.5, 1.0, 1.5 และ 2.0 เปอรเซ็นต (น้ํ าหนัก/
ปริมาตร) หลังจากคัดเลือกนาน 60 วัน มีเฉพาะแคลลัสของพันธุขาวดอกมะลิ 105 และนํ้ าสะกุย 19
มีอัตรารอดชีวิตในอัตราที่ลดลงเมื่อความเขมขนของเกลือเพิ่มขึ้น ไดนํ าแคลลัสที่ไมผานการคัด
เลือกของขาว 4 พันธุ มาศึกษาการชักน ํายอด พบวา อาหาร MS ดัดแปลง ท่ีเติม BA 4 มิลลกิรัม/ลติร
IAA 1 มิลลิกรัม/ลิตร หรือ BA 1 มิลลิกรัม/ลิตร รวมกับ IAA 0.01 มิลลิกรัม/ลิตร ชักน ําใหเกิดตน
ไดมากที่สุด 66.6 และ 58.9 เปอรเซ็นต ตามล ําดับ แคลลัสของพันธุขาวดอกมะล ิ 105 พัฒนา
เปนตนที่สมบูรณ 16, 2 และ 15 ตน จากแคลลัสทนเค็ม 0, 0.5 และ 1.0 เปอรเซ็นต ตามล ําดับ และ
ไดตนเผือกจากแคลลัสทนเค็ม 1.0 เปอรเซ็นต 1 ตน แตไมสามารถชักน ําตนจากแคลลัสทนเค็ม
ของพันธุนํ้ าสะกุย 19 ได แตชักนํ าตนจากแคลลัสไมทนเค็มได 38 ตน อยางไรก็ตาม มี 27 ตนท่ี
เปนตนเผือก ไดนํ ารากของตนเหลาน้ีมาวิเคราะหโปรตีนโดยวิธี Bradford assay พบวาตนที่ปลูก
ในสารละลายเกลือ มีปริมาณโปรตีนรวมสูงกวาตนที่ปลูกในสภาพธรรมดา เทคนิค SDS-PAGE
แสดงใหเห็นวา ตนจากแคลลัสทนเค็ม 1.0 เปอรเซ็นตตนหน่ึง ที่ปลูกในสภาพธรรมดา มีโปรตีน
ขนาด 89.33 กิโลดาลตัน แตตนอื่นที่ปลูกในสารละลายเกลือ มีโปรตีนขนาด 90.22 และ 96.27
กิโลดาลตัน การวิเคราะหปริมาณธาตุอาหาร สามารถแบงพืชออกไดเปน 2 กลุม คือกลุมที่มีการ
สะสมโซเดียมมากกวาโพแทสเซียม และกลุมที่มีการสะสมโพแทสเซียมมากกวาโซเดียม
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Appropriate callus induction media were studied using immature seeds of six rice 
cultivars, namely Kao Dawk Mali 105, Luang Pra Tew 123, Nam Sa Kui 19, Hom Klong Luang 
1, and Hom Suphan Buri, under light and dark conditions. It was found that the best medium for 
callus induction was modified MS supplemented with 1 mg/l 2,4-D, 1 mg/l NAA and 0.1 mg/l 
kinetin in both culture conditions. Callus formation of the cultivars listed above was 72.4, 73.4, 
74.6, 24.4, 10.6, and 0 percent, respectively. The cultivars, media and culture conditions had 
significant influence (P<0.01) on callus induction. The calli were selected for salt tolerance on 
the medium supplemented with 0, 0.5, 1.0, 1.5 and 2.0 percent (w/v) NaCl concentrations. After 
selection for 60 days, only the calli of Kao Dawk Mali 105 and Nam Sa Kui 19 survived with 
diminishing rate as the salt level increased. The unselected calli of all four cultivars were also 
compared for shoot regenetion. A modified MS medium supplemented with either 4 mg/l BA 
plus 1 mg/l IAA or 1 mg/l BA plus 0.01 mg/l IAA gave highest plantlet regeneration of 66.6 and 
58.9 percent, respectively. Kao Dawk Mali 105 calli developed 16, 2, 15 complete plants from 0, 
0.5, and 1.0 percent NaCl treatments respectively. One albino plant was obtained from 1.0 
percent salt-selected callus. No plantlet was regenerated from salt-selected calli of Nam Sa Kui 
19, but 38 plantlets were regenerated from unselected calli. However, 27 plantlets were albino. 
Root tissue of these plants that were grown in pots to maturity was analyzed for protein by 
Bradford assay. Higher total protein was observed in plants under saline condition than those in 
normal culture. SDS-PAGE technique revealed one plant from 1 percent salt-tolerant calli grown 
in normal culture showing the protein size 89.33 kDa, but other plants showing the size of 90.22 
and 96.27 kDa when grown in salt-treated condition. Nutrient element determination separated 
all plants into two groups, one with higher Na than K and another with higher K than Na.
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บทที ่1
บทนํ า

ขาวเปนพืชไรที่มีพื้นที่ปลูกมากกวาพืชชนิดอื่น ๆ คิดเปนพื้นที่ประมาณ 63 ลานไร ภาคตะวัน
ออกเฉียงเหนือมีพื้นที่ท ํานามากที่สุดประมาณ 31 ลานไร แตผลผลิตตอไรคอนขางต่ํ าประมาณ 281 
กิโลกรัม(ส ํานักงานสถิติแหงชาต,ิ 2540) สาเหตุที่ท ําใหผลผลิตตํ ่าเน่ืองจากปญหาความอุดมสมบูรณ
ของดินต่ํ าและยังมีปญหาเร่ืองดินเค็มในพ้ืนท่ีทํ านาของภาคตะวันออกเฉียงเหนือ ปญหาดินเค็มเกิดได
จาก 2 สาเหตุคือ เกดิจากการกระทํ าของมนุษย เชน การทํ าเหมืองเกลือ การตัดไมท ําลายปา เปนตน 
สวนอีกปจจัยหน่ึงเกิดจากสภาพธรรมชาติ เนื่องจากภายใตดินเปนชั้นของหินเกลือและมีแหลงนํ ้าใต
ดินเปนพาหะในการนํ าเกลือขึ้นมาจากการระเหยของน้ํ าที่ผิวดินโดยเฉพาะในฤดูแลง ทํ าใหพื้นดิน
บริเวณดังกลาวมีความเค็ม

การเกิดอุทกภัยทางธรรมชาติเปนสาเหตุหน่ึงที่สํ าคัญในการแพรกระจายของความเค็มที่ผิวดิน
ไปตามแหลงตาง ๆ จากการศึกษาพบวาดินในภาคตะวันออกเฉียงเหนือเปนดินเกลือ 17% ของพื้นที่ 
คิดเปนพื้นที่ประมาณ 17.6 ลานไร (สมศร ีอรุณินท, 2531 และ 2534) ดินเค็มเกิดข้ึนเปนหยอม ๆ และ
พบวาเกิดขึ้นระหวางรอยตอของพื้นที่ปลูกขาวกับปลูกพืชไร ดังนั้นจึงไมเหมาะแกการปลูกพืช ถาเค็ม
มากทํ าใหเกิดปญหาตอการเจริญเติบโตของพืช ทํ าใหพืชเห่ียวและใบไหม เรียกปรากฏการณน้ีวา 
พลาสโมไลซิส (plasmolysis) ซึ่งเปนปรากฏการณที่เกิดการออสโมซิส (osmosis) กลับทาง อันเน่ือง
มาจากความเขมขนของสารละลายเกลือในดินมาก เกิดแรงดันออสโมติค (osmotic pressure) สูง ท ําให
น้ํ าในดินมีแรงดึงดูดออสโมติคสูงกวาในตนพืช น้ํ าในตนพืชจึงไหลกลับทาง ไมสามารถดูดนํ ้าจากดิน
มาเลี้ยงลํ าตนได เปนผลทํ าใหตนพืชเหี่ยวและตายในที่สุด

นอกจากนี้การที่มีสารละลายเกลือในดินมาก ท ําใหดินมีสมบัติทางฟสิกสไมเหมาะสม เชน ไม
จับตัวกันเปนเม็ด ดินแนนทึบ มีการระบายน้ํ าและอากาศไมดี ดินมีลักษณะแข็งเมื่อแหง ความเปน
ประโยชนของธาตุอาหารต่ํ าเม่ือพีเอช (pH) สูง เนื่องจากธาตุอาหารถูกตรึงในรูปที่พืชไมสามารถน ําไป
ใชได เชน เหล็ก แมงกานีส ทองแดง สังกะส ี และฟอสฟอรัส ท ําใหพืชแสดงอาการขาดธาตุอาหาร 
นอกจากน้ียังมีไอออนของเกลอืบางชนิดสงู ซึ่งเปนพิษตอพืชอีกดวย ไดแก ไอออนคลอไรด (Cl-) ซัล
เฟต (SO4

2-) และไฮโดรเจนคารบอเนต(HCO3
- )

เน่ืองจากดินเค็มเปนดินที่มีเกลืออยูหลายชนิด จากการศึกษาพบวา ดินในภาคตะวันออกเฉียง
เหนือสวนใหญเปนดินที่มีเกลือโซเดียมคลอไรดในปริมาณสูง (เพิ่มพูน กีรติกสิกร, 2527) ดินเค็มทํ า
ใหขาวมีผลผลิตและคุณภาพต่ํ า ตนขาวไมเจริญเติบโตเทาท่ีควร การแตกกอนอย ตนเต้ีย ขอบใบมวน
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พับและแหงตายในที่สุด ทั้งนี้เพราะปริมาณเกลือในดินมากท ําใหขาวใชนํ ้ามากกวาปกติ (เพิ่มพูน กีรติ
กสิกร, 2527) จากปญหาดังกลาวไดมีการคิดวิธีการแกปญหาดินเค็มของดินในบางสวนลง แตวิธีน้ีตอง
ลงทุนสูง วิธีการหนึ่งที่นาสนใจในการแกปญหาการปลูกพืชในดินเค็ม คือการปรับปรุงพันธุพืชใหทน
เค็มแทนการปรับสภาพดิน ดังนั้นการปรับปรุงพันธุขาวใหทนเค็มโดยใชเทคโนโลยีการเพาะเลี้ยงเนื้อ
เยื้อ จึงเปนแนวทางที่ดียิ่งวิธีหนึ่งที่ชวยแกไขปญหาที่ยั่งยืนได

วัตถุประสงค

เพื่อคัดเลือกพันธุขาวใหมีความทนเค็มโดยใชเทคนิคการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ
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บทที ่2
วรรณกรรมและงานวิจัยท่ีเก่ียวของ

1. ดินเค็ม
ดินเค็ม เปนดินที่มีเกลือที่ละลายนํ้ าไดอยูมากจนเปนอันตรายตอการเจริญเติบโตของพืช 

ซึ่งเกลือในดินมีอยูหลายชนิด เชน ชนิดที่ละลายนํ้ าไดดี ชนิดที่ละลายนํ้ าไดบาง และชนิดที่ละลาย
น้ํ าไดนอย เกลือในดินสวนใหญเปนเกลือพวก โซเดียม แคลเซียม โพแทสเซียม ในรูปของ คลอ
ไรด ซัลเฟต ไบคารบอเนต และไนเตรด เกลือเหลานี้เมื่อละลายนํ ้ามีพีเอชตางกัน อาจเปนกลาง 
เปนกรดอยางออนหรือเปนดางอยางออนก็ได สํ าหรับชนิดเกลือของดินเค็มภาคตะวันออกเฉียง
เหนือ สวนใหญเปนเกลือโซเดียมคลอไรด (เพิ่มพูน กีรติกสิกร, 2527)

มาตรฐานในการวัดความเปนดินเค็ม วัดจากการมีเกลือมากพอที่จะท ําใหผลผลิตพืชลดลง 
50 เปอรเซ็นต หรือใชคาความเขมขนของเกลือในสารละลายดินและคาเปอรเซ็นตของโซเดียมที่
แลกเปลี่ยนไดในดิน  (ESP : exchangeable sodium percentage) เปนตัวจํ าแนก โดยทั่วไปการวัด
คาความเขมขนของเกลือนิยมวัดในรูปคาการนํ าไฟฟา (EC : electrical conductivity) มีหนวยวัด
เปนโมหตอเซนติเมตร(mho/cm) หรือในระบบหนวยสากล (SI unit) ใชหนวยซีเมนตอเมตร 
(siemens/m : S/m) แทน โดยที ่1 ซีเมนเทากับ 1 โมห ดังน้ัน 1 ซีเมนตอเมตร เทากับ 10 มิลลิโมห
ตอเซนติเมตร (mmho/cm) การวัดคาการนํ าไฟฟา ท ําไดโดยวัดน้ํ าที่สกัดจากดินที่ท ําใหอ่ิมตัวดวย
น้ํ า (saturated soil paste) ซึ่งมีลักษณะเหมือนดินโคลนแฉะ ท่ีอุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส ถามีคา
สูงกวา 2 มิลลิซีเมนตอเซนติเมตร (mS/cm) จัดวาเปนดินเค็ม (ยงยุทธ โอสถสภา, 2524; ถวิล ครุฑ
กุล, 2531 ; และสมศร ีอรุณินท, 2539)

ดินเค็มอาจจํ าแนกไดเปน 3 ชนิด คือ
1.! ดินเกลือ (saline soil) คือดินที่มีคาการน ําไฟฟาของสารละลายดินที่สกัดจากดินที่อิ่มตัว
ดวยน้ํ าสูงกวา 2 เดซิซีเมนตอเมตร (dS/m) ที่อุณหภูม ิ 25 องศาเซลเซียส เปอรเซ็นตของ
โซเดียมที่แลกเปลี่ยนไดนอยกวา 15 และพีเอชมักจะนอยกวา 8.5 เกลือที่พบมักเปนเกลือ
โซเดียมคลอไรดและซัลเฟตของโซเดียม แคลเซียมและแมกนีเซียม

2.! ดินโซดิกหรือดินดาง (sodic soil) คือ ดินที่มีคาเปอรเซ็นตของโซเดียมที่แลกเปลี่ยนไดมาก
กวา 15 คาการนํ าไฟฟาของสารละลายดินที่สกัดจากดินที่อิ่มตัวดวยนํ ้าต่ํ ากวา 2 เดซิซีเมน
ตอเมตร ท่ีอุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส มีคาพีเอชที่วัดไดอยูระหวาง 8.5-10 มักพบในเขตกึ่ง
แหงแลง เกลือที่พบมักเปนเกลือคารบอเนตของโซเดียม ซึ่งกอใหเกิดการฟุงกระจายของ
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อนุภาคดิน ทํ าใหดินเปลี่ยนไปอยูในสภาพที่ไมเหมาะกับการเคลื่อนที่ของน้ํ าและการไถ
พรวน นอกจากน้ี เกิดความไมสมดุลของธาต ุ โดยเฉพาะความเปนพิษของโบรอนและโม
ลิบดินัม หรือการขาดธาตุสังกะส ีเปนตน

3.! ดินเค็มโซดิก (saline-sodic soil) คือดินที่มีเกลือปริมาณมากเกินไป มีคาการนํ าไฟฟาของ
สารละลายดินที่สกัดจากดินที่อิ่มตัวดวยนํ ้ามากกวา 2 เดซิซีเมนตอเมตร ท่ีอุณหภูมิ 25 
องศาเซลเซียส โซเดียมที่แลกเปลี่ยนไดมากกวา 15

คาการนํ าไฟฟาของดินที่สกัดไดจากดินที่อิ่มตัวดวยนํ ้า นํ ามาใชประเมินปริมาณเกลือและอิทธิพล
ของเกลือในดินตอการเจริญเติบโตและผลผลิตของพืช ดังน้ี

EC
(dS/m)

เกลือในดิน
(%)

ระดับความเค็ม
ของดิน

อิทธิพลตอพืช

2
2-4
4-8

8-16
16

< 0.1
0.1-0.2
0.2-0.4
0.4-0.8
> 0.8

ไมเค็ม
เค็มเลก็นอย
เค็มปานกลาง
เค็มมาก
เค็มจัด

ไมมีผลตอการเจริญเติบโตและผลผลิตของพืช
มีผลตอพืชที่ไมทนเค็ม
มีผลตอพืชหลายชนิด
พืชทนเค็มเทาน้ันท่ียังเจริญเติบโตไดดี
พืชทนเค็มนอยชนิดมากท่ีเจริญเติบโตไดดี

(ที่มา: สมศร ีอรุณินท, 2537)
ซึ่งคาความเค็มที่ลดผลผลิตขาวลงได 50 เปอรเซ็นต คือ คา EC 8 เดซิซีเมนตอเมตร

2. การทนเค็มของพืช
ความเค็มมีผลกระทบตอขบวนการเมทาโบลิซึมของพืชในหลาย ๆ ลักษณะและยังมีผลให

พืชมีการเปลี่ยนแปลงทั้งทางกายวิภาคและลักษณะทางสัณฐานวิทยา อยางไรก็ตามพืชชนิดตาง ๆ 
จะมีความสามารถในการทนเค็มแตกตางกันไป แมแตพืชชนิดเดียวกันแตตางพันธุกัน รวมถงึใน
พันธุเดียวกันก็มีความทนเค็มแตกตางกันไปตามระยะการเจริญเติบโต ดังน้ันจึงอาจแบงพืชตาม
ความเค็มเปน 2 กลุม (Flower et al., 1977) ดังน้ี

พืชทนเค็ม (halophyte) หมายถึง พืชที่สามารถเจริญเติบโตไดดีในที่ที่มีเกลือในปริมาณสูง 
พืชเหลาน้ีสามารถปรับตัวไดอยางรวดเร็วตลอดชวงการเจริญเติบโต

พืชไมทนเค็ม (glycophyte หรือ nonhalophyte) หมายถึง พืชท่ีเจริญเติบโตไดดีในแหลงท่ี
อยูที่ไมมีเกลือ(nonsaline habitat) แตสามารถปรับตัวไดบางในบางสภาพดินเค็ม
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กลไกการทนเค็มของพืช
1. การอวบน้ํ า (succulence) โดยเพิ่มปริมาณนํ ้าภายในเซลลท ําใหความเขมขนของเกลือ

ภายในเซลลลดลง
2. การมีตอมเกลือหรือ vesiculated hair เปนแหลงสะสมเกลือ หรือโดยการท่ีพืชเคล่ือน

ยายเกลือไปสะสมในแวคคิวโอล เปนการหลีกเลี่ยงการสะสมเกลือในไซโตพลาสซึมในระดับที่
เปนพิษ

3. การสรางสารเคลือบใบ สรางใบใหหนาขึ้นเพื่อเก็บนํ้ าไว หรือมีใบขนาดเล็ก ขนใบเก็บ
น้ํ า หรือแอเรนไคมา

 4. รากพืชสามารถดูดเฉพาะสวนท่ีเปนน้ํ าไปใชไดโดยไมดูดสารที่เปนเกลือ (exclude)
 5. พืชมีการปรับออสโมติกโดยการสะสมสารละลายออกานิกในไซโตซอล เชน น้ํ าตาล 

กรดอะมิโน โพรลนี หรือไกลซีนเบตาอิน หรือการสะสมไอออนโดยเฉพาะโซเดียมและคลอไรด
ไอออนเพื่อเปนออสโมไลท (osmolyte)

6. การเปลี่ยนแปลงเซลลชนิดตาง ๆ ภายในพืชเพื่อปรับตัวใหเหมาะสมกับแหลงที่อยูที่มี
เกลือ

7. เพิ่มประสิทธิภาพการใชน้ํ าโดยการที่พืชลดความตานทานของเซลลชั้นมีโซฟลลตอ
คารบอนไดออกไซดเพื่อเพิ่มความตานทานของปากใบ

8. การดูดซึมและการเคลื่อนยาย (adsorption and translocation) โดยดูดเกลือเขามาสะสม
ในบริเวณรากหรือลํ าตนเพื่อปองกันไมใหเกลือไปสะสมที่ใบและยอด

9. กลไกการทนทาน (tolerance) พืชสามารถปองกันหรือสรางระบบเอนไซมตาง ๆ ที่มี
ความสามารถในการทนตอความเขมขนของเกลือที่สูง โดยการที่เอนไซมบางชนิดยังมีกิจกรรมได
ปกติแมจะไดรับอิทธิพลจากความเค็ม

3.  ความเค็มและการเจริญเติบโตของขาว
ชัยนาม ดิสถาพร (อางถึงใน สมศร ี อรุณินท, 2532) ไดรวบรวมผลของความเค็มท่ีมีตอ

การเจริญเติบโตของขาว ความสามารถในการทนเค็มของขาวจะแตกตางกันขึ้นอยูกับระยะการ
เจริญเติบโตและสายพนัธุ

ในระยะตนออน ขาวจะไวตอความเค็มมาก ในระยะที่เปนตนออนซึ่งมีใบประมาณ 2-3 
ใบ คาวิกฤติความเค็มที่ท ําใหผลผลิตลดลง 50 เปอรเซ็นต คือ 6 มิลลิโมหตอเซนติเมตร ท ําให
ความสูง ความยาวของรากและการงอกรากใหมลดลง ใบไหม มวนงอ ปลายใบเปนสีนํ ้าตาลจน
กระทั่งตายไป โดยทั่วไปความเสียหายจะเกิดกับใบที่แกกอน ใบออนก็แสดงอาการคลายกับใบแก
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แตรุนแรงนอยกวา นอกจากนี้ความเค็มยังมีผลยับยั้งการยืดตัวของใบและการสรางใบใหม ซึ่งไปมี
ผลตอขบวนการสังเคราะหแสงของขาว

ระยะการเจริญเติบโตทางลํ าตนและใบ เปนระยะที่ขาวทนทานตอความเค็ม ความเค็มจะ
สัมพันธกับอายุของตนกลา ซึ่งขาวจะทนเค็มมากที่สุดเมื่ออาย ุ 90 วัน ความเค็มจะยับยั้งการเจริญ
เติบโตสวนยอดมากกวาสวนราก สํ าหรับในสวนของราก พบวาความเค็มมีผลตอการยืดตัวมาก
กวาการสรางน้ํ าหนักของราก

ในระยะสรางดอกและเมล็ด ความเค็มมีผลตอการลดลงของผลผลิตมากกวาในระยะการ
เจริญเติบโตทางลํ าตนและใบ โดยความเค็มจะมีผลตอการพัฒนาการเกิดชอดอกและลดความ
สามารถในการผสมเกสรของขาว ลดจํ านวนรวงตอกอ ความยาวของรวง จํ านวนเมล็ดตอรวง น้ํ า
หนัก 1000 เมล็ด เปอรเซ็นตเมล็ดดีและผลผลิต

4. แคลลัสขาว
แคลลัสที่ชักนํ าจากเมล็ดขาวเกิดจากบริเวณท่ีเรียกวา scutellum ซึ่งอยูบริเวณสวนฐานที่

ตนกลางอกขึ้นมาและแคลลัสเกิดขึ้นพรอมกับการงอกของตนกลา (อรัญญา ตันติปญจพร และ
คณะ, 2531 (อางถึงโดย พรทิพย ชีวะเศรษฐธรรม, 2537); ประดิษฐ พงศทองค ํา และคณะ, 2537; 
Tsukahara and Hirosawa, 1992; Rueb et al. (1994); Tsukahara et al., 1996) Scutellum คือใบเลี้ยง
ของพืชใบเลี้ยงเด่ียวซึ่งมีเพียงอันเดียวและมีขนาดใหญ มีหนาที่เปนที่เก็บสะสมอาหาร ดูดซับ
อาหารที่ยอยแลวสงตอใหกับจุดเจริญของคัพภะ และเปนอวัยวะที่ใชในการสังเคราะหแสง

เบญจวรรณ ยันตวิเศษภักด ี และคณะ (2543) ศึกษาเนื้อเยื่อวิทยาของการเกิดแคลลัสจาก
การเพาะเลี้ยงเมล็ดขาวพันธุขาวดอกมะล ิ105 บนอาหาร LS ที่ม ี2,4-D และkinetin 2 และ 0.5 mg/l
ตามล ําดับ และตัดแคลลัสอายุตาง ๆ เปนช้ินบาง ๆ ยอมสีและศึกษาดวยกลองจุลทรรศน พบวา
แคลลัสเกิดจากเซลลที่มีไซโทพลาสซึมเขมขนในเนื้อเยื่อบริเวณทอลํ าเลียง ในสวนของมีโซคอทิล
และเอพิเทเลี่ยมของใบเลี้ยง Nabors et al. (1983) และ Chowdhary et al. (1993) แบงแคล
ลัสเปน 2 ชนิด ชนิดแรก แคลลัสจะมีลักษณะเปนกอนกลม (nodular) และเซลลเกาะกันแนน เรียก
วา embryogenic callus แคลลัสอีกชนิดมีเซลลที่เกาะกันอยางหลวม ๆ เซลลมีลักษณะยาว เปน
โพรง (tubular) เรียกวา non-embryogenic callus  พรทิพย ชีวะเศรษฐธรรม (2537) และ สุรินทร ป
ยะโชคณากุล และคณะ (2537) พบแคลลัส 2 ชนิด ไดแก compact callus มีลักษณะเซลลเกาะกัน
แนน ผิวของเซลลจะดูแหง สวนอีกแบบคือ friable callus เซลลเกาะกันหลวม ๆ และผิวของเซลล
ดูเปนมัน แตประดิษฐ พงศทองค ํา และคณะ (2537) พบแคลลัสชนิดผสมของแคลลัสทั้งสองชนิด
ที่กลาวมาแลว และพบอีกวา compact callus เจริญเติบโตชากวา friable callus แตสามารถพัฒนา
เปนตนใหมไดงายแมจะผานการเพาะเลี้ยงชั่วระยะเวลาหนึ่ง สวน Rueb et al. (1994)ไดแบงแคล-



7

ลัสเปน 3 ชนิด ชนิดท่ี 1 เรียกวา embryogenic callus มีลักษณะแหง เซลลเกาะกันแนนและเปน
กอนกลม ชนิดท่ี 2 เรียกวา non-embryogenic callus มีลักษณะของเซลลที่เกาะกันอยางหลวม ใส 
(translucent) และคอนขางบาง ซึ่งแคลลัสชนิดนี้จะไมมีการพัฒนาไปเปนคัพภะ และชนิดที่ 3 
เรียกวา rhizogenic callus ซึ่งเกือบทั้งกอนจะประกอบดวย root primodia

5. การปรับปรุงพันธุพืชใหทนเค็มโดยการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ
Chanprame (1985)ไดคัดเลือกขาวทนเค็มจากแคลลัสที่ชักนํ ามาจากอับละอองเกสรของ

ขาว 3 พันธุ ไดแก พันธุขาวดอกมะล ิ105 ขาวตาแหง 17 และเหลืองใหญ 148 ในอาหารสูตร N6 ที่
มี 2,4-D 2 mg/l และsucrose 3% เพาะเลี้ยงในที่มืดเปนเวลา 4-8 สัปดาห จึงนํ าแคลลัสมาคัดเลือก
ทนเค็มในอาหารสูตร MS ที่ม ีNAA 1 mg/l, kinetin 4 mg/l และsucrose 3% ในเกลือ 5 ระดับ คือ 
0, 0.5, 1.0, 1.5 และ2.0% เปนเวลา 30 และ 60 วัน แลวจึงยายแคลลัสที่รอดชีวิตลงอาหารที่
ปราศจากเกลือเพื่อชักนํ าใหเกิดตนในอาหาร MS ที่ม ีNAA 1 mg/l และ kinetin 4 mg/l พบวา เมื่อ
ระดับของเกลือเพิ่มขึ้นและระยะเวลาที่ใชในการคัดเลือกนานขึ้น การเจริญเติบโตและการพัฒนา
ของแคลลัสลดลง หรือมีการพัฒนาท่ีผิดปกติจนถึงตาย แตไดแคลลัสทนเค็มระดับ 0.5-1.0% ของ
ขาวทั้ง 3 พันธุ และสามารถชักนํ าไดทั้งตนปกต ิตนเผือกและราก

Krishnaraj and Sreerangasamy (1993) ไดเพาะเลี้ยงอับละอองเกสรของขาวพันธุ IR 50 
ในอาหารสูตร N6 ท่ีเติมน้ํ ามะพราว 5%, 2,4-D 9.1 µM, kinetin 2.3 µM, sorbitol 3%, sucrose 2% 
และagar 0.8% เลี้ยงในที่มืดเปนเวลา 45 วัน แลวยายแคลลัสลงอาหาร MS ที่ม ี2,4-D 4.5 µM, น้ํ า
มะพราว 5%, sorbitol 3%, sucrose 2% และagar 0.8% นาน 1 เดือน จึงท ําการคัดพันธุทนเค็มใน
อาหาร MS รวมกับ 2,4-D 4.5 µM ที่มีเกลือ 0.0-1.5% เลี้ยงในที่มืด 3-4 สัปดาห พบวาที่ระดับเกลือ 
0.6-0.9% มีแคลลัสรอดชีวิตอยูไดแตไมสามารถชักนํ าใหเกิดเปนตนขาวได และที่ระดับ 0.3-0.5%
ไดแคลลัสที่ทนเค็มซึ่งสามารถชักน ําใหเกดิเปนตนได แตมีเปอรเซ็นต ของตนเผือกสูง

Hanning and Nabors (1989) ท ําการเพาะเลี้ยงเมล็ดขาว 5 พันธุ ไดแก Calrose, Ginza 159,
IR 36, Mahsuri และ Pokkali ใชอาหาร LS ที่ม ี 2,4-D 0.5-1.0 mg/l, kinetin 0.2-0.5 mg/l,
tryptophan 50หรือ100 mg/l และsucrose 4% ขึ้นอยูกับพันธุขาว นาน 28 วัน จึงเปลี่ยนอาหาร แลว
คัดเลือกแคลลัสบนอาหารที่เติมเกลือ 0, 0.6 และ 1.0%  ไดแคลลัสทนเค็มทั้ง 2 ระดับความเขมขน
เกลือ จากนั้นไดชักนํ าตนจากแคลลัสทนเค็มเหลานี ้ซึ่งแคลลัสที่ทนเค็ม 0.6% สามารถเกิดยอดได
มากกวาแคลลัสที่ทนเค็ม 1.0% และในปเดียวกัน Vajrabhaya et al. (1989)ไดรายงานการคัดเลือก
พันธุขาวทนเค็มจากขาวพันธุขาวดอกมะลิและพันธุเหลืองประทิว โดยการชักนํ าแคลลัสในอาหาร
สูตร MS ที่ม ี2,4-D 1 mg/l และkinetin 0.3 mg/l ในที่มืด เปนเวลา 2-4 สัปดาห จึงคัดเลือกแคลลัส
ทนเค็มในอาหารสูตรเดิมที่เติมเกลือ 1 และ2% ไดแคลลัสที่รอดชีวิตจ ํานวน 38 จาก 50,000 กอน 
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จากน้ันจึงนํ าไปชักนํ าใหเปนตนในอาหารสูตร White’s ดัดแปลงที่มี (NH4)2SO4 น้ํ ามะพราว 100
ml/l kinetin 3 mg/l และIAA 1 mg/l พบวาพันธุเหลืองประทิวสามารถชักนํ าใหเปนตนได 9 ตนใน
ขณะที่พันธุขาวดอกมะลิไดเพียง 3 ตนและไมพบความผิดปกติของตนขาวเหลานี ้เม่ือนํ าตนขาวมา
ปลูกในสารละลายที่มีเกลือความเขมขน 0.5% นาน 4 สัปดาห พันธุขาวดอกมะลิมีลักษณะทนเค็ม
และรอด 19.8% และรุนลูก (R1) มีอัตราการรอดชีวิต 53.3% ขณะที่พันธุเหลืองประทิวรุน R2 มี
อัตราการรอดชีวิต 29.9-63.9% และมีอัตราการรอดชีวิตของตนขาวมากกวา 90% ในอีกสองรุนถดัมา

นอกจากนี้ยังไดมีผูศึกษาการทนเค็มของพืชชนิดอื่น ๆ โดยชาญวิทย มวงมิตร (2537) นํ า
ใบออนออยพันธุ Q83 มาเล้ียงบนอาหารสูตร MS ที่เติมเกลือ พบวาแคลลัสที่คัดเลือกไดสามารถ
ทนความเค็มระดับ 0-1.5 เปอรเซ็นต แตตนท่ีชักนํ าไดนั้นมาจากอาหารที่มีเกลือ 0.5 เปอรเซ็นต 
ถวัลยรัตน ผองใส (2528) ไดเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อใบมะเขือเทศพันธุ VF134-1-2 และพันธุ P5-237 บน
อาหารสูตร MS ที่เติมเกลือ พบวาเฉพาะพันธุ VF134-1-2 สามารถเกิดแคลลัสไดบนอาหารที่เติม
เกลือ 1 เปอรเซ็นต แตเน้ือเยื่อของมะเขือเทศทั้งสองพันธุน้ีสามารถชักนํ าใหเกิดตายอดไดบน
อาหารที่เติมเกลือ 1 เปอรเซ็นต และสามารถชักนํ าใหยอดเกิดรากเปนตนท่ีสมบูรณได

เยาวภา จิรเกียรติกุล (2536) และสุภัทรา ศุภเมธ ี (2533)  ไดใชรังสีแกมมาชักน ําใหเกิด
การกลายพันธุของหมอนนอยและหมอนคุณไพและกลวยหอมพันธุ Williams ตามล ําดับ แลวคัด
พันธุทนเค็มบนอาหารสูตร MS ที่เติมเกลือ ไดตนหมอนทั้งสองพันธุที่สามารถทนเค็มไดที่ระดับ 
2 เปอรเซ็นต และกลวยหอมพันธุ Williams ที่ทนเค็มไดในระดับ 0.4 เปอรเซ็นต อังคณา ศีตะโก
เศศ (2528) ไดเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อสวนปลายราก mesocotyl ขอและใบออนของตนกลา และคัพภะ
ของขาวโพดพันธุสุวรรณ 1 บนอาหารสูตร MS ดัดแปลงที่เติมเกลือ พบวาแคลลัสที่เกิดบนอาหาร
ท่ีเติมเกลอื 0.5-1.0 เปอรเซ็นต สามารถชักน ําใหเกิดเปนตนพืชที่สมบูรณได

นอกจากน้ี การปรับปรุงพันธุพืชใหทนเค็มโดยใชวิธีการคัดเลือกในอาหารที่มีเกลือกับพืช
ชนิดอ่ืน จนไดสายพันธุที่ทนเค็มกวาพันธุเดิม คือ สม (Garcia-Agustin and Primo-Millo, 1995) 
และถั่วอาหารสัตว (Chaudhary et al., 1996 และ 1997) สํ าหรับสมท ําไดโดยการนํ าไข (ovule)
ของสมพันธุ Troyer citrange ที่ไมไดรับการผสมเกสรมาจุมในสาร ethyl methane sulphonate 
(EMS) เพื่อชักนํ าใหเกิดการ กลายพันธุ จากน้ันจึงชักนํ าตนจากคัพภะที่พัฒนามาจากเน้ือเยื่อ 
nucellus ของไข และคัดเลือกตนทนเค็มโดยการเพาะเลี้ยงตนสมในสารละลาย (nutrient solution) 
ที่มีเกลือโซเดียมคลอไรดเขมขน 45 mM เปรียบเทียบกับตนสมที่ไมไดท ําใหกลายพันธุ พบวาตน
ที่ถูกทํ าใหกลายพันธุ มีการเจริญเติบโตท่ีดีกวาตนท่ีไมกลายพันธุ นอกจากน้ี ใบไดรับความเสีย
หายจากเลี้ยงในสารละลายที่มีเกลือนอยกวา และมีความเขมขนของ Cl- และ Na+ ในใบนอยกวา
ดวย ตนสมที่ผานการคัดเลือกมีการสะสม Na+ ในยอดและรากมากกวา ซึ่งสัมพันธกับการลดลง
อยางมีนัยส ําคัญของ K+ สามารถสรุปไดวา ตนที่ผานการคัดเลือกสามารถทนเค็มไดดวยการสะสม
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Na+ ที่ใบ โดยใหความส ําคัญกับ Na+ ที่ยอดและราก สวนถ่ัวอาหารสัตวน้ัน ไดท ําเซลลแขวนลอย
จากใบออนแลวจึงเพาะเล้ียงในอาหารท่ีมีเกลือโซเดียมคลอไรด 200, 250 และ 300 mol/m3 ตนท่ี
ชักน ําไดจาก cell line ที่ผานการคัดเลือก สามารถทนเค็มไดมากกวาตนที่ไมไดผานการคัดเลือก 
(Medicago media พันธุ Rambler และพันธุอื่น ๆ และ M. sativa 4 พันธุ) ตนท่ีทนเค็มแสดงใหเห็น
ถึงการเพิ่ม exclusion ของ Na+ และ Cl- เมื่อเปรียบเทียบตนที่ทนเค็ม 250 mol/ m3 กับพันธุ 
Rambler ท่ีไมไดผานการคัดเลือก พบวาตนที่ผานการคัดเลือกสามารถรักษา Na+ /K+ ไดต่ํ ากวาตน
ที่ไมไดคัดเลือก

6. การชักนํ าใหเกิดตน
การชักนํ าตนจากเน้ือเยื่อขาวเปนอุปสรรคอยางหน่ึงของความสํ าเร็จในการเพาะเลี้ยง

เนื้อเยื่อขาว โดยเฉพาะขาวในกลุม Indica ที่มีความสามารถในการชักน ําใหเกิดตนไดต่ํ ากวาขาว
กลุม Japonica (Peterson and Smith, 1991; Rance et al., 1994; Jain et al., 1996; Morita et al., 
1999) มีหลายปจจัยที่มีผลตอการชักนํ าใหเกิดตนจากการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อขาว ไดแก ลักษณะทาง
พันธุกรรม ระยะการพัฒนาของชิ้นสวนพืชที่ใช อัตราสวนของสารควบคุมการเจริญเติบโต กรด
อะมิโน ความเขมขนที่เหมาะสมของวุน (gelling agent) แหลงของคารโบไฮเดรต และการท ําให
แหง (dehydration) (Tsukahara and Hirosawa, 1992;  Jain et al., 1996; Chand and Sahrawat, 
2001)

Tsukahara and Hirosawa (1992) ศึกษาถึงผลของการท ําใหแคลลัสแหงกอนการชักน ําตน 
รวมกับระยะเวลาที่ใช ที่มีผลตอการสงเสริมการเกิดตนจากแคลลัสขาวพันธุ Sasanishiki โดยใช
อาหารสูตร N6 ที่ม ี proline 12 mM, casein hydrolysate 0.1 g/l, 2,4-D 4 mg/l, sucrose 10 g/l, 
sorbitol 30 g/l และgellan gum 2 g/l ในที่มืด แลวท ํา suspension culture โดยใชแคลลัสปริมาณ 1 
กรัม เลี้ยงในอาหารเหลวสูตรเดิมในที่มืด จากน้ันจึงนํ าแคลลัสวางตากบนกระดาษกรอง 
Whatmann ที่ฆาเชื้อแลวในจานแกว เก็บไวท่ีอุณหภูมิหอง เปนเวลา 1-96 ช่ัวโมง แลวจึงยายแคล
ลัสเหลานั้นลงบนอาหารสูตรชักน ําตนของ Abe and Futsuhara (1986) (อางถึงใน Tsukahara and
Hirosawa, 1992) เลี้ยงในที่มีแสง 16 ช่ัวโมง อุณหภูมิ 30๐C เปรียบเทียบกับ 8 ช่ัวโมง อุณหภูมิ 25๐

C เปนเวลา 1 เดือน พบวาการลดปริมาณนํ ้าดวยการตากแคลลัสใหแหงรวมกับระยะเวลาที่ใช จะ
ชวยเพิ่มการเกิดตนจากแคลลัสได ซึ่งระยะเวลาที่เหมาะสมอยูในชวง 24-72 ช่ัวโมง ท ําใหอัตรา
การเกิดตนเพ่ิมข้ึนถึง 47% และคงที่อยูเชนนั้น แคลลัสมีคา water content 49% ผลการทดลองนี้ได
ยืนยันถึงคา water content ของแคลลัสที่ 50% เปนคาที่เหมาะสมที่สุดในการชักนํ าใหเกิดตน ถามี
คาสูงกวาน้ีจะทํ าใหแคลลัสตาย นอกจากน้ียังไดศึกษาถึงผลของ abcissic acid (ABA) และ
mannitol ที่มีตออัตราการเกิดตนในอาหารสูตรชักนํ า แตไมพบความแตกตาง ถึงแมจะมีรายงานวา 
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พืชที่ไดรับความเครียดเน่ืองจากการขาดน้ํ าจะมกีจิกรรมการสงัเคราะห ABA สูง แตการศึกษานี้ชี้
ใหเห็นวา ABA ที่เน้ือเยื่อขาวไดรับจากภายนอกไมสามารถใชแทนการทํ าใหแหงได สวน
mannitol นั้นถึงแมจะไปลดปริมาณนํ ้าของแคลลัสลง 50.8% ก็ตาม แตก็ลดอัตราการเกิดตนลงดวย

ในขาวกลุม Indica ไดมีผูศึกษาถึงการชักน ําตนจากแคลลัส ประภา ศรีพิจิตต และพรทิพย
ชีวเศรษฐธรรม (2537) ไดศึกษาการพัฒนาเปนตนของแคลลัสที่เจริญมาจากคัพภะขาวพันธุขาว
ดอกมะล ิ105 ดวยการชักนํ าแคลลัสจากอาหารสูตร MS ที่ม ี2,4-D 2 mg/l และsucrose 3% ในที่มี
แสง นาน 1 เดือน ไดแคลลัสจํ านวนมาก แตถาใชอาหารชักน ําสูตร MS ที่ม ี2,4-D 2 mg/l, casein 
hyrolysate 300 mg/l และsucrose 3% จะไดแคลลัสที่มีขนาดใหญถึงแมอัตราการเกิดแคลลัสจะลด
ลงเล็กนอยก็ตาม จากนั้นจึงศึกษาเปรียบเทียบการชักน ําตนจากแคลลัสที่ผานการท ําใหแหงและไม
ทํ าแหงในสูตรอาหารตาง ๆ แคลลัสขาวที่ไมผานการทํ าใหแหง จะมีอัตราการเกิดตนต่ํ ามาก
ประมาณ 2-3% ในอาหารสูตร MS ที่ม ีIAA 1 mg/l, BA 1 mg/l หรือ kinetin 4 mg/l สวนแคลลัสที่
ผานการทํ าใหแหงสามารถพัฒนาเปนยอดไดในอาหารชักน ําตนทุกสูตร แตที่ดีที่สุดคือ MS ที่ม ี
IAA 1 mg/l และBA 4 mg/l ซึ่งจะใหจ ํานวนยอดตอแคลลัสสูงที่สุด แลวจึงทดลองหาสูตรอาหาร
เพื่อเพิ่มอัตราการเกิดยอด ไดสูตรที่ดีที่สุด 2 สูตร คือ MS ที่ม ีIAA 1 mg/l และBA 4 mg/l และ MS 
ที่ม ี IAA 1 mg/l, BA 4 mg/l และ Yeast extract 1000 mg/l จากนั้นไดยายตนลงบนอาหารชักนํ า
รากสูตร MS ท่ีปราศจากสารควบคุมการเจริญเติบโต

Rance et al. (1994) ไดรายงานผลการศึกษาที่คลายคลึงกันในขาวพันธุ TN 1, IR 64 และ
IR 72 ดวยการชักนํ าแคลลัสในอาหารสูตร NB ท่ีประกอบดวย N6 inorganic salts, B5 micro 
elements และวิตามิน, casein hydrolysate 300 mg/l, proline 300 mg/l, glutamine 300 mg/l, 
sucrose 30 g/l, agarose 4 g/l, 2,4-D 2 mg/l, NAA 1 mg/l และBAP 1 mg/l แลวจึงน ําแคลลัสวาง
ตากบนกระดาษ Whatmann ฆาเชื้อในจานแกว เก็บในที่มืด เปนเวลา 1-99 ช่ัวโมง จากนั้นจึงยาย
ลงอาหารชักนํ าตนท่ีประกอบดวย NB กับ NAA 1 mg/l และBAP 3 mg/l เปนเวลา 12 วัน ในที่มี
แสง 16 ช่ัวโมง อุณหภูมิ 25๐C แลวจึงเปลี่ยนลงอาหาร ! MS ที่ม ีNAA 1 mg/l และBAP 1 mg/l
เมื่อเกิดใบและรากจึงยายลงเลี้ยงในกลอง Magenta ท่ีมอีาหารสูตร MS ที่ปราศจากสารควบคุมการ
เจริญเติบโต แลวสุมตนไปปลูกเพื่อศึกษาลักษณะภายนอก และความสมบูรณพันธุของตนที่ชักนํ า
ได พบวาการท ําใหแหงที่ 10-70% เปนเวลา 1-76 ช่ัวโมง จะมีอัตราการเกิดตน 45-78% อัตราการ
เกิดตนสูงสุด 78% ไดจากการท ําใหแหง 40% ใชเวลา 22 ช่ัวโมง จากน้ันไดเปรียบเทียบการเกิดตน
ระหวางแคลลัสจากเมล็ดโดยตรงและแคลลัสที่ผานการ subculture (โดยการวางเลี้ยงแคลลัสบน
อาหารสูตร NB เปลี่ยนอาหารทุก 20 วัน และเก็บในที่มืด แคลลัสกอนแมจะถูกแยกออกจากกอน
เกิดใหมและเลี้ยงแยกกัน) พบวาแคลลัสที่ผานการ subculture เมื่อนํ ามาตากใหแหงจะมีการเกิดตน
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ไดดีกวา แตใหอัตราการเกิดตนนอยกวาแคลลัสจากเมล็ด และแคลลัสที่ผานการ subculture มีตน
เผือกเกิดขึ้นดวย ในขณะที่แคลลัสจากเมล็ดไมพบวามีตนเผือกเกิดขึ้น

ในป 1996 Jain et al. ไดศึกษาถึงปจจัยที่สงเสริมการเกิดตนจากการขาดนํ ้าของขาวทั้ง
กลุม Indica และ Japonica พันธุ IR 43, Pusa Basmati 1, Basmati 385 และTaipei 309  โดยการชัก
นํ าแคลลัสจากอาหารแข็งสูตร LS ท่ีเติม 2,4-D 2.5 mg/l และagarose  0.5% จากน้ันนํ าไปเลี้ยงใน
อาหารเหลว 2 สูตร ไดแก สูตร LS ท่ีเติม 2,4-D 2 mg/l ส ําหรับพันธุ Taipei 309 และสูตร LS ที่มี
maltose 3% และL-proline 560 mg/l เลี้ยงในที่มืด อุณหภูมิ 26๐C เปลี่ยนอาหารทุก 3 วัน สัปดาหที ่
8 จึงนํ าแคลลัสแขวนลอยมา กรองดวยตะแกรงไนลอนขนาด 500 ไมโครเมตร แลวนํ ามาเลี้ยงตอ
ในอาหารเหลว หลังจากนั้น 4 วันจึงนํ าแคลลัสแขวนลอยปริมาตร 0.5 ml มาเกล่ียบนผิวหนาของ
อาหารแข็ง LS เก็บในที่มืด อุณหภูมิ 26๐C ประมาณ 2-3 สัปดาห จะไดแคลลัสขนาดประมาณ 1.0 
มม. และน ําไปใชในการศึกษาผลของ agarose และmannitol ความเขมขนตาง ๆ และการท ําใหแคล
ลัสแหง โดยวางตากแคลลัสบน กระดาษ Whatmann ฆาเชื้อและเก็บในที่มืด 24 ช่ัวโมง อุณหภูมิ 
26๐C ที่มีผลตอการเกิดยอดของแคลลัส ยายแคลลัสลงอาหารสูตร MS ที่ม ีmaltose 3%, kinetin 2 
mg/l, NAA 0.5% และagarose 0.5% นํ าแคลลัสทั้ง 3 กลุมเก็บไวในที่มืด 2 สัปดาห อุณหภูมิ 26๐C
จึงยายไปเลี้ยงในที่มีแสง 16 ช่ัวโมงอีก 2 สัปดาห ตนขาวที่ไดจะถูกชักนํ ารากในอาหาร MS ที่ม ี
NAA 1.5 mg/l และphytagel 0.2% ในกลอง Magentaในที่มีแสง อุณหภูมิ 26๐C นาน 3 สัปดาห จึง
ยายปลูกในเรือนเพาะช ําและปลูกลงดินหลังจากนั้น 1 สัปดาห ผลการทดลองพบวาทั้ง 3 ปจจัยมี
ผลในการลดปริมาณน้ํ าของแคลลัสลง 3-19% การท ําใหแคลลัสแหงโดยใชเวลา 24 ช่ัวโมง จะชวย
เพ่ิมการเกิดตนจากเดิม 1 เทาในขาวทั้ง 2 กลุม เม่ือเพ่ิมความเขมขนของ agarose ในอาหารจาก 
0.5% เปน 1.0% จะไดจ ํานวนยอดเกิดเพิ่มขึ้นจากขาวทุกพันธุ สวน mannitol อัตรา 0.1-0.2 M เพ่ิม
การเกิดยอดของขาว Pusa Basmati  1 เพียงพันธุเดียว แตท่ีความเขมขน 0.4 M จะลดการเกิดยอด
ของขาวทุกพันธุ แตเมื่อยายแคลลัสออกจากอาหารที่ม ีmannitol ลงในอาหารท่ีปราศจาก mannitol
จะมียอดเกิดมากขึ้น ตนขาวที่ไดจากการทดลองนี ้ เม่ือนํ าไปปลูกในเรือนเพาะช ํามีอัตราการรอด
ชีวิต 100% และมีลักษณะภายนอกปกติ ออกดอกและติดเมล็ด 125-160 วันหลังยายปลูก

Chand and Sahrawat (2001) ศึกษาการชักน ําตนดวยวิธีการเดียวกันในขาวกลุม Indica 
พันธุ Safari 17 และKasturi แตไดชักนํ าแคลลัสจากชอดอกออนในอาหารสตูร MS รวมกับกรดอะ
มิโนและวิตามินของ Gamborg, BAP 4.4 µM, sucrose 3%, agar 0.8% และ 2,4-D ความเขมขน
ตาง ๆ เลี้ยงในที่มีแสง 16 ช่ัวโมง อุณหภูมิ 24๐C นาน 9 สัปดาห จากน้ันนํ าแคลลัสที่ไดมาท ําให
แหงโดยวางบนกระดาษ Whatmann ฆาเชื้อ เก็บในที่มืด อุณหภูมิ 28๐C เปนเวลา 12, 24, 48 และ 
72 ช่ัวโมง แลวยายลงอาหารชักนํ าตน MS ที่ม ีBAP 17.6 µM และ2,4-D 1.12 µM ในที่มีแสง 16 
ช่ัวโมง อุณหภูมิ 24๐C นาน 8 สัปดาห จึงยายตนลงอาหารชักนํ าราก MS ที่ม ี IBA 4.9 µM ไดตน
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สมบูรณที่พรอมยายปลูกใน 3 สัปดาห จากการศึกษาพบวาสูตรอาหารที่เหมาะสมในการชักน ํา
แคลลัสจากชอดอกออนของขาวพนัธุ Safari 17 คือ MS ที่ม ีBAP 4.4 µM และ2,4-D 9.0 µM ได
แคลลัส 72.2% สวนพันธุ Kasturi  คือ MS ที่ม ีBAP 4.4 µM และ2,4-D 11.25 µM ได 84.7% เม่ือ
ทํ าใหแคลลัสแหงกอนยายลงอาหารชักนํ าตน พบวาจะเกิดจุดสีเขียวบนกอนแคลลัสภายใน
สัปดาหแรก และภายใน 4 สัปดาหจะมียอดจํ านวนมากเกิดบนกอนแคลลัส แตแคลลัสที่ไมไดท ํา
ใหแหงจะเห็นการเปลี่ยนแปลงในสัปดาหที่สองและไดยอดจ ํานวนนอย ขาวพันธุ Safari 17 ให
อัตราการเกิดยอดสูงสุด 80%เม่ือทํ าใหแหงนาน 24 ช่ัวโมง มีคา water content 51.7% แตหลังจาก
ทํ าใหแหงนาน 42 ช่ัวโมงจะลดอัตราการเกิดยอด สวนพันธุ Kasturi ใหอัตราการเกิดยอดสูงสุด 
93.3% เม่ือทํ าใหแหงนาน 48 ช่ัวโมง มีคา water content 51.4% และหลังจาก 72 ชั่วโมงจะลดการ
เกิดยอด

7. ผลของโซเดียมคลอไรดตอการสะสมสารตาง ๆ ของพืช
ไดมีการศึกษาผลของโซเดียมคลอไรดตอการสะสมปริมาณโพรลีนในพืชที่ทนเค็ม Lin 

and Kao(1996) พบวาปริมาณของโซเดียมคลอไรดท่ีเพ่ิมข้ึนมีผลตอการเจริญเติบโตของรากขาว 
โดยทํ าใหรากขาวชะงักการเจริญเติบโต และมีการสะสมปริมาณของโพรลีนในรากขาวเพิ่มขึ้น 
นอกจากน้ี Martinez et al. (1996) ก็พบวามันฝรั่งที่มีปริมาณของโซเดียมคลอไรดเพิ่มขึ้น มีผลตอ
การสะสมโพรลีนในใบมันฝรั่ง 4 ชนิด ไดแก Solanum acaule, S. andigena, S. curtilobum และ S. 
juzepezuckii 

นอกจากการศึกษาการสะสมโพรลีนที่เกิดจากปริมาณโซเดียมคลอไรดที่เพิ่มขึ้นแลว ยัง
ไดมีผูศึกษาถึงการสะสมธาตุตาง ๆ ซึ่งสัมพันธกับการเพิ่มปริมาณของโซเดียมคลอไรด Kumar
and Sharma(1989) และ Gulati and Jaiwal (1993) ไดคัดเลือกแคลลัสถั่วเขียวทนเค็มจากอาหาร
สูตร PC-L2 ท่ีผสมโพรลนี แลวเลี้ยงแคลลัสในอาหารที่เพิ่มความเค็มขึ้นเรื่อย ๆ พบวาสายพันธุที่
คัดเลือกไดสามารถทนเค็มไดมากกวาพันธุเดิม และยังพบอีกวาสายพันธุที่คัดเลือกนี้มีการสะสม
ของโพรลีนอิสระ(free proline) สูง นอกจากนี้ปริมาณความเค็มก็มีผลตอการสะสมของโซเดียม
และโพแทสเซียม โดยพบวาถาความเค็มเพิ่มขึ้นพืชจะมีการสะสมโพแทสเซียมลดลง แตมีการ
สะสมโซเดียมเพิ่มขึ้น Chaudhary et al. (1996 และ 1997) ไดคัดเลือกถ่ัวอาหารสัตว (lucerne) ทน
เค็ม โดยเลี้ยงเซลลแขวนลอยของเนื้อเยื่อใบ ในอาหารท่ีมีความเค็มของเกลือระดับตาง ๆ แลวเพิ่ม
ความเค็มข้ึนเร่ือย ๆ ในอาหารคัดเลือก ไดสายพันธุที่ทนเค็มไดมากกวาเดิม จากนั้นไดศึกษาถึงการ
สะสมปริมาณของโพรลีนและไอออนของธาตุตาง ๆ ของสายพันธุทนเค็ม พบวาปริมาณของ
โซเดียมคลอไรดที่เพิ่มขึ้นจะสงผลใหเกิดการสะสมปริมาณโพรลีนและโซเดียมเพิ่มขึ้น แตมีการ
สะสมโพแทสเซียมลดลง
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Garcia-Agustin and Primo-Millo (1995) ไดคัดเลือกสมที่สามารถทนเค็มไดมากกวาปกติ 
โดยการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อของ nucellus tissue แลวท ําใหเกิดการกลายพันธุโดยใชสารเอทิลมีเทน
ซัลโฟเนท (EMS) จากนั้นจึงคัดเลือกบนอาหารที่มีเกลือ พืชที่คัดเลือกไดมีการเจริญเติบโตเร็ว 
และมีปริมาณโซเดียมและคลอไรดในใบนอยเม่ือเพ่ิมความเค็มในอาหาร นอกจากนี้พืชที่คัดเลือก
ไดยังมีการสะสมของโซเดียมในยอดและรากมาก แตมีการสะสมโพแทสเซียมลดลง ซึ่งสอดคลอง
กับ Cano et al. (1996 และ1998) ที่ไดท ําการศึกษาผลของโซเดียมคลอไรดในมะเขือเทศพันธุปา 
(Lycopersicon pennellii) พันธุปลูก (L. esculentum Mill) และลูกผสมของทั้งสองพันธุนี้ พบวา
มะเขือเทศทั้ง 3 พันธุมีการตอบสนองตอปริมาณโซเดียมคลอไรดท่ีเพ่ิมข้ึน โดยมกีารสะสมโพรลี
น โซเดียมและคลอไรดเพิ่มขึ้น แตมีปริมาณของโพแทสเซียมลดลง สวน Morabito et al. (1996) 
ไดศกึษาการตอบสนองทางสรีระวิทยาของยูคาลิปตัส 2 สายพันธุที่ไดจากการคัดเลือกการทนเค็ม 
พบวาความเค็มทํ าใหการเจริญเติบโตชาลงและยับยั้งการยืดยาวของยอด นอกจากนี้ความเค็มยังมี
ผลตอการสะสมแรธาตุในพืช โดยพบวามีการสะสมโพรลีนและโซเดียมมากขึ้นในทั้ง 2 สายพันธุ 
สวนปริมาณของโพแทสเซียมและแคลเซียมในรากของสายพันธุที่ 42 มากขึ้นแตสายพันธุที ่43 ลด
ลง

นอกจากน้ี พบวาพืชมีการสะสมและสรางโปรตีนหลายชนิดเพ่ือตอบสนองตอสภาพดิน
เค็ม Ashwani et al. (1998a และ1998b) ศึกษาการสรางโปรตีนหลายชนิดที่เปนผลมาจากสภาพ
เครียดตาง ๆ (abiotic stress) ไดแก ความเค็ม ความแลง อุณหภูมิสูงและต่ํ าโดยการใช SDS-PAGE
พบกลุมของ stress protein ขนาด 100, 91, 87, 85 และ78 กิโลดาลตัน (kDa)  ซ่ึงโปรตีนเหลาน้ีมี
การสะสมเมื่อขาวอยูในสภาพเครียดที่กลาวแลวขางตน แตพบโปรตีนที่จํ าเพาะตอความเค็มของ
เกลือโซเดียมคลอไรดขนาด 15 และ 13 กิโลดาลตันในยอดของขาวพันธุ Lal nakanda  ส ําหรับขาว
พันธุ Pusa 169 พบโปรตีนขนาด 29 และ 15 กิโลดาลตัน ในยอดและราก ตามล ําดับ เม่ือทดลอง
เปรียบเทียบระหวางขาวพันธุทนทาน (CSR 10 และCSR 19) กับพันธุไมทนทาน (Basmati 370 
และPusa 169) โดยใชเทคนิค Western blotting พบโปรตีนที่จ ําเพาะตอความเค็มขนาด 104 กิโล
ดาลตัน ซึ่งสามารถชักน ําใหมีการสะสมไดเมื่อเลี้ยงในสารละลายเกลือในขาวพันธุ CSR 10, Pusa 
169 และBasmati 370 แตไมพบวามีการสะสมโปรตีนนี้ในพันธุ CSR 19 สํ าหรับโปรตีนขนาด 90 
กิโลดาลตันนั้นมีการสะสมในปริมาณนอยเมื่อขาวทั้ง 3 พันธุนี้อยูในสภาพปกต ิ แตจะมีปริมาณ
มากข้ึนเม่ือชักนํ าโดยการเลี้ยงในสารละลายเกลือ ตอมา Dubey (1999) ศึกษาและรวบรวมขอมูล
เกี่ยวกับการสังเคราะหโปรตีนของพืชภายใตสภาพเครียดตาง ๆ พบวา สภาพเครียดที่ตางกัน ระยะ
เวลาที่พืชเผชิญกับสภาพเครียด และความรุนแรงของสภาพเครียด ท ําใหเกิดความแตกตางของการ
แสดงออกของขอมูลทางพันธุกรรม ซึ่งมีผลตอการเปลี่ยนแปลงของ gene production  รวมท้ัง 
mRNAและโปรตีน โปรตีนที่ถูกสังเคราะหขึ้นมาน้ีจํ าเพาะเจาะจงตอสภาพเครียด เพื่อใหพืช
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สามารถอยูรอดไดในสภาพเครียดน้ัน พืชที่อยูภายใตสภาพความเค็มของเกลือโซเดียมคลอไรด 
พบวามีการสรางและสะสมโปรตีนหลายขนาด ส ําหรับขาวพันธุทนทานพบโปรตีนขนาด 28 กิโล
ดาลตันในยอด แตไมพบในพันธุไมทนทาน และปริมาณของโปรตีนนี้มีการสะสมมากขึ้นเมื่อเลี้ยง
ตนกลาในสารละลายเกลือ สวนพันธุไมทนเค็มจะมีการหายไปของโปรตีนบางชนิด แตมีโปรตีน
ชนิดใหมเกิดขึ้นเมื่อเลี้ยงในสารละลายเกลือ กัลยา กองเงิน และคณะ (2544) ศึกษาการเปลี่ยน
แปลงของโปรตีนที่ถูกชักนํ าดวยเกลือโซเดียมคลอไรด ในเน้ือเยื่อรากขาวโดยใชเทคนิค SDS-
PAGE พบโปรตีนขนาด 90 กิโลดาลตัน ถูกชักนํ าใหสรางมากขึ้นในรากเมื่อไดรับความเค็มในขาว
พันธุเหลืองใหญ, เหลืองอนันต, ขาวเม็ดเล็ก และพอกคาล ีแตไมพบในขาวพันธุขาวดอกมะล ิ105



บทที ่3
วสัดุ อุปกรณ และวิธีการ

1. วัสด ุอุปกรณ
1.1 เมล็ดขาวเปลือก ไดแก พันธุกข 27  ขาวดอกมะลิ 105  น้ํ าสะกุย19  เหลืองประทวิ 123 
       หอมคลองหลวง 1 และหอมสุพรรณบุรี ซึ่งไดรับความอนุเคราะหจาก ศูนยวิจัยขาวพิมาย 
       อ. พิมาย จ. นครราชสมีา
1.2! สารเคมี

-! สารเคมีชนิดตาง ๆ ท่ีใชในการเตรียมอาหารสูตร Murashige and Skoog (1962)
-! สารควบคุมการเจริญเติบโตของพืช ไดแก 2,4-dichlorophenoxyacetic acid (2,4-D), 

indole acetic acid (IAA), kinetin, casein hydrolysate ฯลฯ
-! เอทิลแอลกอฮอล 70 และ 95%
-! สารฟอกฆาเช้ือท่ีผิว ไดแก สารละลายคลอรอกซ (Clorox) , สารจับใบ Tween-20
-! น้ํ ากลั่นนึ่งฆาเชื้อ
-! สารเคมีท่ีใชในการสกัดโปรตีน ไดแก homogenization buffer (0.2 M Tris-HCl  pH 

6.8, 1% Triton X-100, 5%(v/v) β -mercaptoethnol, 100 mM KClและ10 mM 
EDTA), ไนโตรเจนเหลว, bovine serum albumin standard (BSA) และ protein 
assay dye reagent concentrate(Bradford reagent)

-! สารเคมีที่ใช ในการท ํา SDS-PAGE ไดแก molecular weight standard, acrylamide 
solution, 4x lower buffer, 4x upper buffer, 5x running buffer, สารละลาย SDS, 
สารละลายammonium persulfate (APS), deionized distilled water (dH2O), สาร
ละลายTEMED, Tris-base pH6.8และ8.8, gluteraldehyde, silver nitrate, acetic acid, 
เมทิลแอลกอฮอล 95%

-! สารเคมีที่ใชวิเคราะหปริมาณธาตุ ไดแก กรดไนตริก กรดไฮโดรฟลูโอริก สาร
ละลายมาตรฐานของโซเดียม  โพแทสเซียม  และแคลเซียม กรดอะซีติก 
โพแทสเซียมโครเมต โซเดียมคลอไรด ซิลเวอรไนเทรตมาตรฐาน โซเดียม
ไฮโดรเจนคารบอเนต แคลเซียมออกไซด



16

1.3!เคร่ืองมือ อุปกรณท่ีใชในการเตรียมอาหารและถายเน้ือเย่ือ
-! เครื่องมือที่ใชในการเตรียมอาหารไดแก หมอน่ึงความดันไอน้ํ า, เตาแกส, เคร่ืองช่ัง
ไฟฟาแบบหยาบ (ทศนิยม 2 ตํ าแหนง) และแบบละเอียด (4 ตํ าแหนง), เคร่ืองวัด    
พีเอช (pH meter)

-! เคร่ืองแกวที่ใชเตรียมอาหารเพาะเลี้ยง เชน กระบอกตวง, บีกเกอร, ขวดปรับ
ปริมาตรฯลฯ

-! เครื่องมือที่ใชในการถายเนื้อเยื่อ ไดแก ตูปลอดเช้ือ, มีดผาตัดและปากคีบ, จานแกว,
ตะเกียงแอลกอฮอล

1.4!หองเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ ปรับอุณหภูมิประมาณ 26°ซ.
-! อุปกรณภายในหองประกอบดวย ช้ันวางที่ ติดต้ังหลอดไฟฟลูออเรสเซนต

(fluorescent), เคร่ืองควบคุมเวลา (timer), กลองกระดาษปดดวยผาด ําแทนหองมืด 
และเคร่ืองปรับอากาศ

-! สภาพแวดลอมภายในหอง มีอุณหภูมิประมาณ 26± 2 Oซ มีแสงสวาง 16 ชั่วโมงและ
มืด 8 ช่ัวโมง

1.5!วัสดุและภาชนะที่ใชส ําหรับปลูกตนออน ไดแก ดินนา, กระถางพลาสติกขนาด 6 น้ิว, ถัง
พลาสติกดํ าขนาดเสนผานศูนยกลาง 16 น้ิว, ปุยเคมีสูตร 15-15-15

1.6!เคร่ืองมือ อุปกรณท่ีใชในการสกัดโปรตีน ไดแก โกรงบด, ชอนตักสเตนเลส, น้ํ าแข็งและ
ถังนํ้ าแข็ง, ถังส ําหรับแชไนโตรเจนเหลว, เคร่ืองปนเหว่ียง, หลอด microfuge tube, เครื่อง
ผสม(vortex), ชุด pipetteman และtip, เครื่อง microtiterplate reader, แผน microtiterplate

1.7!เครื่องมือ อุปกรณที่ใชในการท ํา SDS-PAGE (sodium dodesyl sulfate-polyacrylamide gel 
electrophoresis) ไดแก แผนกระจก, floating rack, SDS-PAGE apparatus, power supply 
และชุดเคร่ืองมือ electrophoresis ยี่หอ BIO-RAD

1.8!เคร่ือง Atomic Absorption Spectrophotometer รุน AAS model analyst 100, เคร่ือง
Microwave Accerelated Reaction System ยี่หอ CEM, ตูอบความรอน (hot air oven),
เครื่องบดตัวอยางพืชและตะแกรงกรอง, บิวเรต, เตาเผาไฟฟา, เตาไฟฟา, กระดาษกรอง
เบอร 42 และกรวยกรอง
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2. วิธีการทดลอง
2.1  การทดลองท่ี 1  การชักนํ าแคลลัสจากเมล็ดขาวในอาหารชักน ําสูตรตาง ๆ

                (1) แกะเปลือกขาวออกใหเหลือเมล็ดขาวที่สมบูรณ ซึ่งจะมีสวนที่เปนเอ็มบริโอ 
(embryo) และ เอนโดสเปรม (endosperm) อยูครบ
                (2) นํ าเมล็ดขาวที่แกะเปลือกแลวมาฟอกฆาเชื้อดวยแอลกอฮอล 70% 1 นาท ี และสาร
ละลายคลอรอกซ 20% ที่ใสสาร Tween-20 1-2 หยดตอน้ํ า 100 มล. กวนตลอดเวลานาน 30 นาท ี
แลวจึงลางดวยนํ ้ากลั่นนึ่งฆาเชื้อ 3 คร้ัง
                 (3)นํ าเมล็ดขาวที่ฟอกฆาเชื้อแลววางเลี้ยงบนอาหารสูตรชักน ําแคลลัส ทั้งในสภาพที่มี
แสงและไมมีแสง ประมาณ 3 สัปดาห จึงแยกกอนแคลลัสออกจากยอดและเมลด็ แลววางเลี้ยงบน
อาหารสูตรเดิมอีก 1 สัปดาห สูตรอาหารชักนํ าแคลลัส ไดแก

MS + 2,4-D 2 mg/l + casein hydrolysate 0.3 g/l + sucrose 3% (2D)
MS + 2,4-D 1 mg/l + NAA 1 mg/l + kinetin 0.1 mg/l + sucrose 3% (1D1N)
MS + 2,4-D 1 mg/l + NAA 1 mg/l + kinetin 1 mg/l + sucrose 3% (1D1K)
MS + 2,4-D 2.5 mg/l + sucrose 3% (2.5D)
MS + 2,4-D 0.5 mg/l + NAA 2.5 mg/l + kinetin 0.5 mg/l + sucrose 3% (0.5D)
MS + 2,4-D 2 mg/l + myo-inositol 0.9 g/l + casein hydrolysate 0.03 g/l + maltose 3% (MCH)

ปรับคาความเปนกรด-ดางของอาหารใหมีคาประมาณ 5.7 และใสวุน 7.5 กรัม/ลิตร กอนท่ีจะนํ า 
ไปน่ึงในหมอน่ึงความดันไอน้ํ า ใชความดัน 15 ปอนด/ตารางนิ้ว นาน 15 นาที

(4) ท ําการ subculture เพื่อเพิ่มจํ านวนทุก 2 สัปดาหในอาหารสูตร MS + 2,4-D 2 mg/l + 
NAA 1 mg/l + casein hydrolysate 0.1 g/l + proline 1 g/l + sucrose 2%

(5) วัดการพัฒนาของแคลลัสโดยการนับจํ านวนแคลลัสที่เกิดขึ้น และวัดขนาดดวยการวา
ดวงกลมบนกระดาษใหมีขนาดเสนผานศูนยกลาง 2.0-15.0 มิลลิเมตร เพ่ือนํ าแคลลัสวางเทียบ
ขนาด  และคิดอัตราการเกิดแคลลัสจากสูตร

(6) วา
จํ านวน 5 ซํ ้า
อาหารวิเคราะ
เทียบคาเฉลี่ย
คณิตศาสตร (

ัส

อัตราการเกิดแคลลัส (%)  =
งแผนการทดลองแบบ split-s
 โดยที่ main plot คือ พันธุข
หความแตกตางทางสถิติโดย
โดยใช DMRT (Duncan’s N
ไพศาล เหลาสวุรรณ, 2540) 
จํ านวนเมล็ดขาวที่เกิดแคลล
plit plot in RCB (randomized c
าว sub plot คือ สภาพแสง และ
ใชโปรแกรม IRRISTAT Vers
ew Multiple Range Test) การท
ดังน้ี

จํ านวนเมล็ดขาวที่เลี้ยง

X 100
omplete block design) 
 sub-sub plot คือ สูตร
ion 3/93 และเปรียบ
ดลองมีแบบจํ าลองทาง
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-! แบบจํ าลองทางคณิตศาสตรของแผนการทดลองแบบ split-split plot ที่ม ี 3 แฟก
เตอร ดังน้ี

                    Xijk = µ + Bi + αj + δij +βk + (αβ)jk +γijk +λ l +(αλ )jl + (βλ)k l + (αβλ)jkl +εijkl

เม่ือให i = 1,2,3,……,t (t = จํ านวน block)
j = 1,2,3,……,n (n = จํ านวน main plot)
k = 1,2,3,……,r (r = จํ านวน sub plot)
l =1,2,3,……,s (s = จํ านวน sub-sub plot)
Xijk = คาสังเกตที่ไดจากสิ่งทดลอง
µ = คาเฉลี่ยทั้งหมดในการทดลอง
B,α,β, = ผลของ block, main plot, sub plot และ sub-sub plot ตามล ําดับ
αβ = ปฏิกิริยาระหวาง main plot และsub plot
αλ = ปฏิกิริยาระหวาง main plot และsub-sub plot
βλ = ปฏิกิริยาระหวาง sub plot และsub-sub plot
αβλ = ปฏิกิริยาระหวาง main plot  sub plot และsub-sub plot
δij ,γijk , εijkl = error ใน main plot  sub plot และsub-sub plot ตามล ําดับ

2.2  การทดลองท่ี 2  การคัดเลือกแคลลัสขาวทนเค็มในอาหารที่มีเกลือความเขมขนระดับตาง ๆ
          (1) นํ าแคลลัสที่ผานการ subculture ขนาดเสนผานศูนยกลางประมาณ 0.5 ซม. วางเลี้ยงบน
อาหารสูตรเดิมที่เติมเกลือโซเดียมคลอไรดในระดับตาง ๆ ไดแก 0, 0.5, 1.0, 1.5 และ 2.0 
เปอรเซ็นต
           (2) ท ําการคัดเลือก 4 รอบโดยเปล่ียนอาหารทุก 2 สัปดาห หลังจากคัดเลือกครบ 4 รอบจึง
ยายแคลลสัท่ียังเจริญเติบโตไดลงบนอาหารท่ีไมมีเกลือเพ่ือเพ่ิมปริมาณของแคลลัสทนเค็ม วัดการ
เจริญเติบโตโดยการนับจํ านวนแคลลัสที่รอดชีวิตบนอาหารที่มีเกลือ และใหคะแนนการพัฒนา
ของแคลลัสบนอาหารคัดเลือก คะแนนน้ีไดมาจากการสังเกตการเปลี่ยนแปลงของแคลลัสบน
อาหารคัดเลือกซึ่งมีลักษณะการเปลี่ยนแปลง 6 แบบ จึงไดก ําหนดใหแตละแบบแทนระดับคะแนน 
(ภาพผนวกที่ 1) ดังน้ี

6 = แคลลัสมีสีเหลืองครีมทั้งกอน
5 = แคลลัสมีสีเหลืองครีมคลํ้ ากวาปกติหรือไมสดใส
4 = แคลลัสมีสีเหลืองครีมแตมีบางสวนที่เปนสีนํ ้าตาลหรือดํ านอยกวา 50 เปอรเซ็นต
3 = แคลลัสมีสีเหลืองครีมแตมีบางสวนที่เปนสีนํ ้าตาลหรือดํ า 50 เปอรเซ็นต
2 = แคลลัสมีสีเหลืองครีมแตมีบางสวนที่เปนสีนํ ้าตาลหรือดํ ามากกวา 50 เปอรเซ็นต
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1 = แคลลัสตาย
(3) วางแผนการทดลองแบบ split split plot in RCB (randomized complete block design) 

จํ านวน 5 ซํ ้า โดยที่ main plot คือ พันธุขาว sub plot คือ ระยะเวลาที่ใชคัดเลือก และ sub-sub plot 
คือ ความเขมขนเกลือ วิเคราะหความแตกตางทางสถิติโดยใชโปรแกรม IRRISTAT Version 3/93 
และเปรียบเทียบคาเฉลี่ยโดยใช DMRT (Duncan’s New Multiple Range Test) การทดลองมีแบบ
จํ าลองทางคณิตศาสตร (ไพศาล เหลาสวุรรณ, 2540) ดังน้ี

-! แบบจํ าลองทางคณิตศาสตรของแผนการทดลองแบบ split-split plot ที่ม ี 3 แฟก
เตอร ดังน้ี

                    Xijk = µ + Bi + αj + δij +βk + (αβ)jk +γijk +λ l +(αλ )jl + (βλ)k l + (αβλ)jkl +εijkl

เม่ือให i = 1,2,3,……,t (t = จํ านวน block)
j = 1,2,3,……,n (n = จํ านวน main plot)
k = 1,2,3,……,r (r = จํ านวน sub plot)
l =1,2,3,……,s (s = จํ านวน sub-sub plot)
Xijk = คาสังเกตที่ไดจากสิ่งทดลอง
µ = คาเฉลี่ยทั้งหมดในการทดลอง
B,α,β,λ = ผลของ block, main plot, sub plot และsub-sub plot ตามล ําดับ
αβ = ปฏิกิริยาระหวาง main plot และsub plot
αλ = ปฏิกิริยาระหวาง main plot และsub-sub plot
βλ = ปฏิกิริยาระหวาง sub plot และsub-sub plot
αβλ = ปฏิกิริยาระหวาง main plot  sub plot และsub-sub plot
δij ,γijk , εijkl = error ใน main plot  sub plot และsub-sub plot ตามล ําดับ

2.3 การทดลองท่ี 3  การหาสูตรอาหารท่ีเหมาะสมในการชกันํ าแคลลัสใหเกิดตน
      1. การชักนํ าตนจากแคลลัส
          (1) นํ าแคลลัสวางในจานแกวเพื่อท ําใหแหง (dehydration) เปนเวลา 24 ช่ัวโมง ท่ีอุณหภูมิ
หอง ในที่มืด แลวยายลงอาหารชักนํ าตน วางเลี้ยงในที่มีแสง 16 ช่ัวโมง อาหารชักนํ าตน ไดแก

MS + BA 2 mg/l + NAA 2 mg/l + sucrose 3% (A)
MS + BA 4 mg/l + NAA 1 mg/l + sucrose 3% (B)
MS + BA 1 mg/l + IAA 0.01 mg/l + sucrose 3% (C)
MS + kinetin 2 mg/l + NAA 0.5 mg/l + sucrose 3% (D)
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ปรับคาความเปนกรด-ดางของอาหารใหมีคาประมาณ 5.7 และใสวุน 7.5 กรัม/ลิตร กอนนํ าไปนึ่ง
ในหมอน่ึงความดันไอน้ํ าที่มีความดัน 15 ปอนด/ตารางนิ้ว นาน 15 นาที
           (2) เปลี่ยนอาหารใหมทุก 2 สัปดาห บันทึกผลโดยการนับจํ านวนยอดท่ีเกิดข้ึนตอกอนแคล
ลัส จํ านวนแคลลัสที่พัฒนาไปเปนยอด ราก และจุดสีเขียว

   (3) วางแผนการทดลองแบบ split plot in RCB จํ านวน 3 ซํ ้า โดยที ่main plot คือ พันธุขาว 
และ sub plot คือ สูตรอาหาร วิเคราะหความแตกตางทางสถิติโดยใชโปรแกรม IRRISTAT 
Version 3/93 และเปรียบเทียบคาเฉลี่ยโดยใช DMRT (Duncan’s New Multiple Range Test) การ
ทดลองมีแบบจํ าลองทางคณิตศาสตร (ไพศาล เหลาสวุรรณ, 2540) ดังน้ี

  -    แบบจํ าลองทางคณิตศาสตรของแผนการทดลองแบบ split plot in RCB ที่มี 2     
        แฟกเตอร ดังน้ี

                    Xijk = µ + Bi + αj + δij + βk + (αβ)jk + εijk

เม่ือให i = 1,2,3,……,t (t = จํ านวน block)
j = 1,2,3,……,n (n = จํ านวน main plot)
k = 1,2,3,……,r (r = จํ านวน sub plot)
Xijk = คาสังเกตที่ไดจากสิ่งทดลอง
µ = คาเฉลี่ยทั้งหมดในการทดลอง
B,α,β = ผลของ block, main plot และ sub plot ตามล ําดับ
αβ = ปฏิกิริยาระหวาง main plot และsub plot
δij และ εijk = errorใน main plot และ sub plot ตามล ําดับ

    (4) ชักนํ าแคลลัสที่ผานการคัดเลือกทนเค็มใหเปนตนขาวบนอาหารสูตรที่เหมาะสม แลวจึง
ยายตนขาวที่ไดออกปลูกในกระถางพลาสติกที่บรรจุดินอบฆาเชื้อ กอนที่จะยายปลูกลงในถังพลาสติก
ท่ีบรรจุดินนา

     (5) ปลูกเลี้ยงตนขาวตอไปจนกระทั่ง ขาวติดเมล็ดและเก็บเมล็ดไวใชทดสอบในขั้นตอไป
     (6) นํ ารากขาวจากทุกตนมาวิเคราะหปริมาณโปรตีนรวม
     (7) นํ าใบขาวแตละตนมาวิเคราะหปริมาณโซเดียม โพแทสเซียม แคลเซียม และคลอไรด
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    2. การวิเคราะหโปรตนีรวมในรากขาวพันธุขาวดอกมะลิ 105
(1)! การสกัดโปรตีน

(1.1)!นํ ารากจากตนขาวที่ปลูกในสภาพธรรมดา และปลูกในสารละลายเกลือที่มีคาการ
นํ าไฟฟา 12 dS/m นาน 2 สัปดาห ตนละประมาณ 300 mg บดในไนโตรเจนเหลว
ดวยโกรงที่แชเย็น แลวตักใสในหลอด microfuge และแชไวในไนโตรเจนเหลว 
จากน้ันเติม homogenization buffer หลอดละ 1 ml และวางบนนํ ้าแข็ง

(1.2)!ใชเครื่องผสมเพื่อใหตัวอยางพืชที่บดผสมกับ homogenization buffer ไดทั่วถึง
แลวจึงวางบนน้ํ าแข็ง

(1.3)!นํ าไปปนเหว่ียงโดยเคร่ืองปนเหว่ียงท่ีมีความเร็วรอบ 12000 rpm. ท่ีอุณหภูม ิ 7-8 °C
นาน 30 นาที

(1.4)!ใช pipetteman ดูดของเหลวใสดานบน (supernatant) ใสในหลอด microfuge อัน
ใหม เก็บไวในตูเย็นหรือแชไวในน้ํ าแข็งจนกวาจะใช

(2)! การหาปริมาณโปรตีนรวมโดยวิธ ีBradford assay
(2.1) ดูด supernatant 5 และ 10 µl ใสหลอด microfuge อันใหมอยางละ 1 หลอด ซึ่ง

หลอดท่ีมีตัวอยาง 5 µl ตองใส homogenization buffer 5 µl และdH2O 990 µl
สวนหลอดที่มีตัวอยาง 10 µl ใสเพียง dH2O 990 µl เทาน้ัน ไดปริมาตร 
homogenate 1000 µl ตอหลอดและวางบนนํ ้าแข็ง

(2.2) ดูดสารละลายที่เตรียมในขอ 2.1 มาอยางละ 400 µl. และเติม Bradford reagent 
100 µl ไดปริมาตรสุทธิ 500 µl ตอหลอด แลวจึงวางทิ้งไวที่อุณหภูมิหอง
ประมาณ 10 นาท ี(ไมควรเกิน 1 ช่ัวโมง)

(2.3)! ดูดสารละลายจากขอ 2.2 ใสใน microtiterplate หลุมละ 200 µl อยางละ 2 หลุม
เพื่อใชหาคาเฉลี่ย นํ าไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่ 590 นาโนเมตร ดวยเคร่ือง 
microtiterplate reader เปรียบเทียบกับ BSA standard ความเขมขน 0, 1, 2, 5, 10, 
15และ 20 µg/ml

(2.4)! วาดกราฟของ BSA standard โดยใหแกน y เปนคาความเขมขนของ BSA 
standard และแกน x เปนคาการดูดกลืนแสงที่วัดได

(2.5)! คํ านวณ linear regression equation แทนคาหาความเขมขนของโปรตีนที่ละลาย
ใน buffer  จากน้ันนํ าคาที่ไดมาค ํานวณหาปริมาณโปรตีนตอกรัมของตัวอยางพืช

(3)!การท ํา electrophoresis โดยใชเทคนิค SDS-PAGE
(3.1) ใชปริมาณโปรตีนท่ีทราบจากการทํ า Bradford assay ใชอัตราสวนของโปรตีนตอ

loading buffer เปน 4 :1 โดยดูด homogenate 16 µl ผสมกับ loading buffer 4 µl 
ในหลอด microfuge แลววางบนน้ํ าแข็ง
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(3.2) ผสม protein standard (broad length) กับ loading buffer และ BSA กับ loading 
buffer ในอัตราสวน 1 : 20 แลววางบนน้ํ าแข็ง

(3.3)! นํ าตัวอยางท่ีเตรียมจากขอ 3.1 และ 3.2 ใสใน floating rack นํ าไปตมในนํ ้าเดือด
นาน 5 นาท ี แลวจึงวางบนนํ ้าแข็งทันท ี กอนท่ีจะนํ าไป run เจล ตองผสมสาร
ละลายในหลอดอีกครั้งดวยเครื่องผสม

(3.4)! นํ าตัวอยางแตละหลอด มา run เจลดวยเครื่อง electrophoresis ยี่หอ BIO-RAD 
โดยการ load ตัวอยางแตละหลอดใสในแผนเจล ที่อยูระหวางแผนกระจกชองละ 
20 µl  เทียบกับ protein standard และ BSA โดยใชไฟฟา 180 V นาน 1 ช่ัวโมง

(3.5)! นํ าแผนกระจกที ่ run เสร็จแลวออกจาก SDS-PAGE apparatus และแกะแผน
กระจกที่ประกบอยูออกจากกันใตสารละลาย running buffer นํ าแผนเจลที่ไดมา
ยอมดวยสารละลาย silver nitrate ตามวิธีการของ Racker, E.’s lab.

(3.6)! ทํ าเจลใหแหงโดยนํ าแผน cellophane ที่ชุบนํ ้ามาประกบแผนเจลทั้งสองดาน แลว
ขึงใหตึงบนแผนกระจก

(4)!การหาน้ํ าหนักโมเลกุลของโปรตีนจากแผนเจล
(4.1)! วัดระยะทางที่ molecular weight standard แตละ sub unit เคลื่อนที่ไดบนแผนเจล

เปนมิลลิเมตร นํ าคาที่ไดมาเขียน standard curve เทียบกับคา log ของน้ํ าหนัก
โมเลกุลของ standard โดยใหแกน x เปนคาของระยะทางที่โปรตีนเคลื่อนที่ได
บนแผนเจล และแกน y เปนคา log ของ molecular weight standard และไดสม
การ linear regression

(4.2)! วัดระยะทางของ band ที่สนใจ ท่ีเคล่ือนท่ีไดบนแผนเจล แทนคา x ในสมการ 
linear regression ไดคา y นํ าไปค ํานวณคา antilog จะไดคานํ ้าหนักโมเลกุลของ
band ที่สนใจ

3. การวิเคราะหปริมาณธาต ุโซเดียม โพแทสเซียม แคลเซียม และคลอไรดในใบขาว
การวิเคราะหปริมาณโซเดียม โพแทสเซียม และแคลเซียม

(1.1)! อบตัวอยางใบพืชที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ช่ัวโมงหรือจน
กระทั่งแหง นํ าตัวอยางที่ไดมาบดใหมีขนาดเล็กที่สุด หรือรอนดวยตะแกรงใหมี
ขนาด 20-60 เมช(mesh)

(1.2)! ชั่งตัวอยางพืช อยางละ 0.5000 กรัม ใสในหลอดส ําหรับยอยตัวอยาง แลวเติมกรด
ไนตริกหลอดละ 10 มิลลิลิตร และกรดไฮโดรฟลูโอริก 3 มิลลิลิตร จากนั้นใสใน
เคร่ือง Microwave Accerelated Reaction System เพื่อยอยตัวอยาง โดยใชความ
ดัน 170 psi อุณหภูมิ 210 องศาเซลเซียส นาน 30 นาที
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(1.3)! ไดสารละลายตัวอยางพืชที่เปนนํ้ าใส ปรับปริมาตรใหเปน 100 มิลลิลิตรดวยนํ ้า
กลั่นและเขยา  แลวจึงดูดของเหลวใสจากตัวอยาง 5 มิลลิลิตร ปรับปริมาตรให
เปน 100 มิลลิลิตรดวยนํ ้ากลั่น

(1.4)! นํ าไปวัดคาการดูดกลืนแสงดวยเครื่อง Atomic Absorption Spectrophotometer 
เปรียบเทียบกับสารละลายมาตรฐานของโซเดียม (0.5, 1.0, 1.5, 2.0 ppm.)
โพแทสเซียม (2, 4, 6, 8 ppm.) และแคลเซียม (5, 10, 15, 20 ppm.) และน ํามา
คํ านวณเปนเปอรเซ็นตของธาตุ

การวิเคราะหปริมาณคลอไรด
(2.1)   ชั่งนํ ้าหนักตัวอยางพืชที่อบแหงและบดละเอียด ตัวอยางละ 2.000 กรัม ใสลงใน

ถวยกระเบื้องทนไฟ และเติมแคลเซียมออกไซด 0.3 กรัม ผสมใหเขากัน เติมน้ํ า
กลั่น 1 มิลลิลิตรและคนใหเขากัน

(2.2)! เผาตัวอยางในเตาไฟฟา อุณหภูมิ 500 องศาเซลเซียส เปนเวลา 3 ช่ัวโมง แลวทิ้ง
ไวใหเย็น

(2.3)! เติมน้ํ ารอน 10 มิลลิลิตร และอุนบนเตาไฟฟา อุณหภูมิประมาณ 50 องศา
เซลเซียส นาน 15 นาท ีคนสารละลายดวยแทงแกว จากนั้นกรองสารละลายที่ได
ดวยกระดาษกรองเบอร 42 ลงในขวดลูกชมพูขนาด 50 มิลลิลิตร ลางตะกอนดวย
น้ํ ากล่ันรอน และปรับปริมาตรใหเปน 50 มิลลิลิตร

(2.4)! ทํ าการวิเคราะหดวยวิธีไทเทรต (Mohr’s method) โดยการหยดสารละลายกรดอะ
ซีติกเขมขน 10 เปอรเซ็นต ลงในสารละลายตัวอยางพืช จนกระทั่งสารละลายมีพี
เอชประมาณ 7 (ถาปรับพีเอชแลวเปนกรดมากเกินไปใหใชโซเดียมไฮโดรเจน
คารบอเนต ปรับใหไดพีเอชประมาณ 7)

(2.5)! หยดสารละลายโพแทสเซียมโครเมตความเขมขน 1 เปอรเซ็นต 5 หยด และ
ไทเทรตดวยสารละลายซิลเวอรไนเทรตมาตรฐานความเขมขน 0.02 นอรมอล จน
กระทั่งเกิดตะกอนสีนํ ้าตาลแดง แลวค ํานวณปริมาณคลอไรดจากสูตร

W

ปริมาณคลอไรดใน
ตัวอยางพืช(%)
=
 V x N x 0.0355 x 100
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V =ปริมาณสารละลายซิลเวอร ไนเทรตมาตรฐานที่ใช ไทเทรตตัวอย าง       
(มิลลิลิตร)

N = ความเขมขนของสารละลายซิลเวอรไนเทรตมาตรฐานที่ใชไทเทรตตัวอยาง
      (มิลลิลิตร)

W = น้ํ าหนักตัวอยางพืช(กรัม)

2.4 สถานท่ีทํ าการทดลอง
หองปฏิบัติการศูนยเคร่ืองมือวิทยาศาสตรและเทคโนโลยี (F1และF3) มหาวิทยาลัย

เทคโนโลยีสุรนารี



บทที ่4
ผลและวิจารณผลการทดลอง

4.1 ผลการทดลองท่ี 1   การชักนํ าแคลลัสจากเมล็ดขาวในอาหารชักนํ าสูตรตาง ๆ

1. จ ํานวนแคลลัส
จากผลการทดลองเพาะเลี้ยงเมล็ดขาวในอาหารสูตรชักน ําแคลลัส ประมาณ 4 วันจะเร่ิม

สังเกตเห็นความเปลี่ยนแปลงบริเวณคัพภะและเริ่มเกิดแคลลัสในสัปดาหแรกของการเพาะเลี้ยง ตา
รางที่ 4.1.1 แสดงจํ านวนแคลลัสที่ชักนํ าไดจากขาว 5 พันธุ ในจํ านวนพันธุขาวที่ใชในการทดลอง
ทั้งสิ้น 6 พันธุ ทั้งในสภาพที่มีแสงและไมมีแสง ขาวพันธุขาวดอกมะล ิ105 มีปริมาณการเกิดแคล
ลัสสูงที่สุด (58.37%) รองลงมาไดแก พันธุเหลืองประทิว 123 (54.64%) และกข 27 (52.70%) 
พันธุนํ ้าสะกุย 19 มีปริมาณการเกิดแคลลัสปานกลาง (30.57%) พันธุหอมคลองหลวง 1 มีปริมาณ
การเกิดแคลลัสต่ํ าที่สุดเพียง 12.70% สวนพันธุหอมสุพรรณบุรีนั้นไมสามารถชักน ําใหเกิดแคลลัส
ไดจากอาหารทุกสูตร จากการวิเคราะหทางสถิติ พบวา พันธุขาว สูตรอาหาร และสภาพการให
แสง มีผลตอการเกิดแคลลัสของขาวอยางมีนัยส ําคัญยิ่ง (P<0.01) โดยพบวาขาวแตละพันธุ อาหาร
เพาะเลี้ยงแตละสูตร และสภาพการใหแสงมีอิทธิพลตอปริมาณการเกิดแคลลัสที่แตกตางกันของ
ขาวทุกพันธุ  (ตารางผนวกท่ี 1)

เมื่อศึกษาปฏิกิริยาระหวางพันธุขาวและสูตรอาหารที่มีผลตอปริมาณการเกิดแคลลัส 
(ตา-รางที่ 4.1.2) แสดงวา ขาวพันธุขาวดอกมะล ิ 105 ตอบสนองดีท่ีสุดตออาหารชักนํ าสูตร 
1D1N, 1D1K และ2D พันธุเหลืองประทิว 123 และกข 27 ตอบสนองดีท่ีสุดตออาหารสูตร 1D1N
สวนพันธุนํ้ าสะกุย 19 ตอบสนองดีท่ีสุดตออาหารสูตร 0.5D และMCH และพันธุหอมคลอง
หลวง 1 ตอบสนองดีท่ีสุดตออาหารสูตร 0.5D

ตารางที ่ 4.1.3 แสดงปฏิกิริยาระหวางพันธุขาวและสภาพการใหแสง เม่ือทํ าการเพาะ
เลี้ยงในที่มืด พันธุขาวดอกมะล ิ 105 ใหปริมาณแคลลัสมากที่สุด(57.07%) รองลงมาไดแก พันธุ
เหลืองประทิว 123(49.80%), กข 27(47.33%), น้ํ าสะกุย 19(29.13%) และหอมคลองหลวง 1
(15.53%) ตามล ําดับ แตในสภาพที่มีแสงนั้น ขาวพันธุขาวดอกมะล ิ 105(59.67%), เหลืองประทวิ 
123(59.47%) และกข 27 (58.07%)  ใหปริมาณแคลลัสมากใกลเคียงกัน รองลงมาคือพันธุนํ้ าสะกุย 
19 สวนพันธุหอมคลองหลวง 1 นั้นใหปริมาณแคลลัสนอยที่สุด (9.87%) จากคาเฉลี่ยของจํ านวน
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แคลลัสขาวที่ชักนํ าในอาหารสูตรตาง ๆ ทั้งในสภาพที่มีแสงและไมมีแสง (ตารางท่ี 4.1.4) พบวา
ขาวพันธุขาวดอกมะล ิ105 ใหจ ํานวนแคลลัสเฉลี่ยสูงที่สุดในอาหารสูตร 1D1N และ1D1K ทั้งสอง
สภาพการเพาะเลี้ยง คือ 34.80-37.40 กอน พันธุเหลืองประทิว 123 และกข 27 ใหคาเฉลี่ยจํ านวน
แคลลัสสูงที่สุดในอาหารสูตร 1D1N ทั้งในสภาพมีและไมมีแสงคือ 33.40-40.00 กอน และ34.80-
39.40 กอน ตามล ําดับ สวนขาวพันธุนํ้ าสะกุย 19 มีคาเฉลี่ยจํ านวนแคลลัสสูงที่สุดในอาหารสูตร 
0.5D และMCH ทั้งสองสภาพการใหแสงคือ 18.40-21.20 กอน และพันธุหอมคลองหลวง 1 มีคา
เฉลี่ยจํ านวนแคลลัสสูงที่สุดทั้งสองสภาพการเพาะเลี้ยงในอาหารสูตร 0.5D แคลลัสที่ชักนํ าไดจาก
ขาวทุกพันธุมีสีเหลืองครีม แตแคลลัสที่ชักนํ าไดจากอาหารสูตร 1D1K และ0.5D มีจุดสีเขียวเกิด
ขึ้นบนกอนแคลลัสดวย (ภาพผนวกที่ 2)

เมื่อเปรียบเทียบสูตรอาหารที่ใหเปอรเซ็นตการเกิดแคลลัสของขาวพันธุขาวดอกมะลิ 
105 กับของสุรินทร ปยะโชคณากุล และคณะ (2537) ที่ชักนํ าแคลลัสจากเมล็ดขาวพันธุเดียวกัน 
สูตรอาหารใกลเคียงกัน ไดปริมาณแคลลัสมากที่สุด 62.50 เปอรเซ็นต บนอาหารสูตร MS ที่มีนํ้ า
มะพราว 15 เปอรเซ็นต เคซีนไฮโดรไลเซท 1 กรัมตอลิตร 2,4-D 1 มิลลิกรัมตอลิตร NAA 1 
มิลลิกรัมตอลิตร และ kinetin 1 มิลลิกรัมตอลิตร แตสูตรอาหารท่ีผูวิจัยทดลองน้ีมี 2,4-D 1 
มิลลิกรัมตอลิตร รวมกับ NAA 1 มิลลิกรัมตอลิตร และ kinetin 0.1-1.0 มิลลิกรัมตอลิตร (ตาราง
ที่ 4.1.1) ใหอัตราการเกิดแคลลัสดีประมาณ 72 เปอรเซ็นต ซึ่งใหผลดีกวา และสูตรที่พัฒนาขึ้น
ใหมนี้ใชไดดีกับขาว 3 พันธุ ไดแก เหลืองประทวิ 123, กข 27 และนํ้ าสะกุย 19

เมื่อเปรียบเทียบการชักนํ าแคลลัสในสภาพแสง พบวา สอดคลองกับงานวิจัยของเผดิม 
ระติสุนทร และคณะ (2536) ตรงที่วาอัตราการเกิดแคลลัสของขาวทุกสายพันธุเจริญไดดีในสภาพ
ที่มีแสง โดยเฉพาะขาวขาวดอกมะล ิ105 มีอัตราการเกิดแคลลัส 100 เปอรเซ็นต แตใชสูตรอาหาร
ตางกันกับการทดลองนี ้แตพันธุหอมคลองหลวง 1 มีอัตราการเกิดแคลลัสไดดีในที่มืด สอดคลอง
กับงานวิจัยของสุริยันต ฉะอุม และคณะ (2540) ที่ศึกษาพบวาขาวพันธุนางมลเอส-4 มีอัตราการ
เกิดแคลลัสไดดีในที่มืด ดังน้ันอัตราการเกิดแคลลัสไดดี นาจะขึ้นกับชนิดของพันธุขาว สูตร
อาหารและสภาพแสง

จากการทดลองคร้ังน้ี ชนิดของแคลลัสที่ได พบ 2 ชนิด ซึ่งใหผลเชนเดียวกับประดิษฐ 
พงศทองค ํา และคณะ (2537), พรทิพย ชีวะเศรษฐธรรม (2537) และ สุรินทร ปยะโชคณากุล 
และคณะ (2537) ไดแก ชนิด compact callus และ friable callus ซึ่ง friable callus เกิดขึ้นเมื่อเลี้ยง
แคลลัสเปนเวลานานหรือผานการเปล่ียนอาหารหลายคร้ัง

จากการศึกษางานวิจัยที่ผานมาแลว การทดลองน้ีไดนํ าสูตรอาหารเหลาน้ันมาทดลอง 
พบวา ใหผลไมสอดคลองตามงานวิจัยที่ไดกลาวอาง อาจเนื่องมาจากสภาพแวดลอมที่ท ําใหพันธุ
ขาวตางกันในแตละป ในดานโรคและแมลง ความสมบูรณของดิน และสภาพอากาศ ดวยเหตุผล
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ดังกลาวขางตน ท ําใหงานวิจัยน้ีตองการพัฒนาสูตรอาหารใหม เพื่อใหเหมาะสมกับสภาพปจจุบัน 
นอกจากน้ี สูตรอาหารท่ีใชในการชักนํ าแคลลัสไมคงที ่ ขึ้นอยูกับชนิดของสารที่เติมลงในอาหาร 
ไดแก กรดอะมิโน สารควบคุมการเจริญเติบโต แหลงของคารบอนและไนโตรเจน สารสกัด
อินทรีย เปนตน



              ตารางที่ 4.1.1  จ ํานวนกอนแคลลัสทั้งหมดและเปอรเซ็นตการเกิดแคลลัส(ตัวเลขในวงเล็บ) ที่ชักนํ าจากอาหารสูตรตาง ๆ ในสภาพที่มีแสงและไมมีแสง
พันธุ สภาพ จํ านวนเมล็ด สูตรอาหาร คาเฉลี่ย
ขาว แสง เริ่มตน 2D1/ 1D1N 1D1K 2.5D 0.5D MCH ของพันธุ(%)

KDML2/ ไมมีแสง 250 148 (59.2) 177 (70.8) 187 (74.8) 137 (54.8) 100 (40.0) 107 (42.8) 57.07
มีแสง 250 182 (72.8) 185 (74.0) 174 (69.6) 141 (56.4) 111 (44.4) 102 (40.8) 59.67

LPT ไมมีแสง 250 145 (58.0) 167 (66.8) 143 (57.2) 130 (52.0) 93 (37.2) 69 (27.6) 49.80
มีแสง 250 172 (68.8) 200 (80.0) 167 (66.8) 166 (66.4) 87 (34.8) 100 (40.0) 59.47

RD ไมมีแสง 250 125 (50.0) 174 (69.6) 133 (53.2) 130 (52.0) 75 (30.0) 73 (29.2) 47.33
มีแสง 250 149 (59.6) 199 (79.6) 189 (75.6) 167 (66.8) 86 (34.4) 81 (32.4) 58.07

NSK ไมมีแสง 250 57 (22.8) 53 (21.2) 83 (33.2) 59 (23.6) 92 (36.8) 93 (37.2) 29.13
มีแสง 250 86 (34.4) 69 (27.6) 61 (24.4) 61 (24.4) 106 (42.4) 97 (38.8) 32.00

HKL ไมมีแสง 250 44 (17.6) 34 (13.6) 32 (12.8) 22 (8.8) 74 (29.6) 27 (10.8) 15.53
มีแสง 250 20 (8.0) 19 (7.6) 21 (8.4) 18 (7.2) 43 (17.2) 27 (10.8)  9.87

                          1/สูตรอาหาร 2D =  MS + 2,4-D 2 mg/l + casein hydrolysate 0.3 g/l + sucrose 3% 2/พันธุขาว KDML =  ขาวดอกมะล ิ105
                 1D1N = MS + 2,4-D 1 mg/l + NAA 1 mg/l + kinetin 0.1 mg/l + sucrose 3%      LPT    =  เหลืองประทวิ 123
                 1D1K = MS + 2,4-D 1 mg/l + NAA 1 mg/l + kinetin 1 mg/l + sucrose 3%                   RD      =  กข 27
                   2.5D = MS + 2,4-D 2.5 mg/l + sucrose 3%     NSK    = นํ้ าสะกุย 19
                   0.5D =  MS + 2,4-D 0.5 mg/l + NAA 2.5 mg/l + kinetin 0.5 mg/l + sucrose 3%     HKL    = หอมคลองหลวง 1
                  MCH = MS + 2,4-D 2 mg/l + myo-inositol 0.9 g/l + casein hydrolysate 0.03 g/l + maltose 3%



ตารางท่ี 4.1.2  ปฏิกิริยาระหวางพันธุขาวและสูตรอาหารตอปริมาณการเกิดแคลลัส

พันธุขาว zสูตร
อาหาร KDML LPT RD NSK HKL

2D
1D1N
1D1K
2.5D
0.5D
MCH

      66.00 a 1/

      72.40 a
      72.20 a
      55.60 b
      42.20 c
      41.80 c

63.40 b
73.40 a
62.00 b
59.20 b
36.00 c
33.80 c

เปอรเซ็นต
      54.80 c

 74.60 a
       64.40 b
       59.40 bc
       32.20 d
       30.80 d

28.60 b
24.40 b
28.80 b
24.00 b
39.60 a
38.00 a

12.80 b
10.60 b
10.60 b

        8.00 b
23.40 a
10.80 b

เฉลี่ย       58.37     54.63  52.70      30.57      12.70
 1/ ตัวเลขจํ านวนแคลลัสที่ชักนํ าจากเมล็ดขาวเร่ิมตน 500 เมล็ด จํ านวน 5 ซํ ้า
z คาเฉลี่ยในแนวตั้งที่ตามดวยอักษรที่ตางกันมีความแตกตางทางสถิติในระดับ 0.05 จากการ
เปรียบเทียบโดยวิธ ีDMRT (Duncan’s New Multiple Range Test)  

ตารางท่ี 4.1.3  ปฏิกิริยาระหวางพันธุขาวและสภาพแสงท่ีมีตอปริมาณการเกิดแคลลัส(ชิ้น)และ
           เปอรเซ็นตการเกิดแคลลัส (คาในวงเล็บ)

สภาพแสง z
พันธุขาว ไมมีแสง มีแสง เฉลี่ย

KDML
LPT
RD
NSK
HKL

       171.20 a 1/ (57.07)
       149.40 b (49.80)
       142.00 b (47.33)
         87.40 c (29.13)
         46.60 d (15.53)

      179.00 a (59.67)
      178.40 a (59.47)
      174.20 a (58.07)
        96.00 b (32.00)
        29.60 c (9.87)

175.10
163.90
158.10

           91.70
           38.10

เฉลี่ย 119.32 131.44          125.38
1/ ตัวเลขจํ านวนแคลลัสที่ชักนํ าจากเมล็ดขาวเร่ิมตน 1500 เมล็ด
z คาเฉลี่ยในแนวตั้งที่ตามดวยอักษรที่ตางกันมีความแตกตางทางสถิติในระดับ 0.05 จากการ
เปรียบเทียบโดยวิธ ีDMRT  



ตารางที่ 4.1.4  คาเฉลี่ยของจํ านวนแคลลัสขาว(ชิ้น) ที่ชักนํ าในอาหารสูตรตางๆ ทั้งในสภาพที่มี
           แสงและไมมีแสง (คาในวงเล็บเปนเปอรเซ็นต)

สภาพแสงz
พันธุขาว/สูตรอาหาร ไมมีแสง มีแสง เฉลี่ย
KDML

2D
1D1N
1D1K
2.5D
0.5D
MCH

29.60 b1/ (59.2)
35.40 a (70.8)
37.40 a (74.8)
27.40 b (54.8)
20.00 c (40.0)
21.40 c (42.8)

36.40 a (72.8)
37.00 a (74.0)
34.80 a (69.6)
28.20 b (56.4)
22.20 c (44.4)
20.40 c (40.8)

33.00 a
36.20 a
36.10 a
27.80 b
21.10 c
20.90 c

LPT
2D
1D1N
1D1K
2.5D
0.5D
MCH

   29.00 ab (58.0)
   33.40 a (66.8)
   28.60 ab (57.2)
   26.00 b (52.0)
   18.60 c (37.2)
   13.80 c (27.6)

   34.40ab (68.8)
   40.00 a (80.0)
   33.40 b (66.8)
   33.20 b (66.4)
   17.40 c (34.8)
   20.00 c (40.0)

31.70 b
36.70 a
31.00 b
29.60 b
18.00 c
16.90 c

RD
2D
1D1N
1D1K
2.5D
0.5D
MCH

25.00 b (50.0)
34.80 a (69.6)
26.60 b (53.2)
26.00 b (52.0)
15.00 c (30.0)
14.60 c (29.2)

   29.80 c (59.6)
   39.80 a (79.6)
   37.80ab (75.6)
   33.40bc (66.8)
   17.20 d (34.4)
   16.20 d (32.4)

              27.40 c
              37.30 a
              32.20 b
              29.70 bc
              16.10 d
              15.40 d

1/ คาเฉลี่ยจํ านวนแคลลัสที่ชักนํ าจากเมล็ดขาวเร่ิมตน 250 เมล็ด จํ านวน 5 ซํ ้า
z คาเฉลี่ยในแนวตั้งที่ตามดวยอักษรที่ตางกันมีความแตกตางทางสถิติในระดับ 0.05 จากการ
เปรียบเทียบโดยวิธ ีDMRT



ตารางท่ี 4.1.4 (ตอ)  คาเฉลี่ยของจํ านวนแคลลัสขาว(ชิ้น) ท่ีชักนํ าในอาหารสูตรตางๆ ทั้งในสภาพที่
                มีแสงและไมมีแสง (คาในวงเล็บเปนเปอรเซ็นต)

สภาพแสง z
พันธุขาว/สูตรอาหาร ไมมีแสง มีแสง เฉลี่ย
NSK

2D
1D1N
1D1K
2.5D
0.5D
MCH

    11.40 b1/ (22.8)
    10.60 b (21.2)
    16.60 ab (33.2)
    11.80 b (23.6)
    18.40 a (36.8)
    18.60 a (37.2)

   17.20abc (34.4)
   13.80bc (27.6)
   12.20 c (24.4)
   12.20 c (24.4)
   21.20 a (42.4)
   19.40ab (38.8)

14.30 b
12.20 b
14.40 b
12.00 b
19.80 a
19.00 a

HKL
2D
1D1N
1D1K
2.5D
0.5D
MCH

      8.80 b (17.6)
      6.80 b (13.6)
      6.40 b (12.8)
      4.40 b (8.8)
    14.80 a (29.6)
      5.40 b (10.8)

       4.00 a (8.0)
       3.80 a (10.6)
       4.20 a (8.4)
       3.60 a (7.2)
       8.60 a (17.2)
       5.40 a (10.8)

               6.40 b
               5.30 b
               5.30 b
               4.00 b
             11.70 a
               5.40 b

เฉลี่ย 19.89 21.91                20.90

1/ คาเฉลี่ยจํ านวนแคลลัสที่ชักนํ าจากเมล็ดขาวเร่ิมตน 250 เมล็ด จํ านวน 5 ซํ ้า
z คาเฉลี่ยในแนวตั้งที่ตามดวยอักษรที่ตางกันมีความแตกตางทางสถิติในระดับ 0.05 จากการ
เปรียบเทียบโดยวิธ ีDMRT   
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2. ขนาดแคลลัส
การทดลองน้ีไดเลือกศึกษาการเจริญเติบโตของแคลลัสจากการวัดขนาดแทนการชั่งน้ํ า

หนัก ซึ่งตางจากการวิจัยของผูอื่นที่ไดศึกษาไวแลว ท้ังน้ีเพ่ือปองกันปญหาการปนเปอนของเช้ือ
โรคตอกอนแคลลัส เน่ืองจากการวัดน้ํ าหนักน้ันอุปกรณทุกช้ินตองควบคุมในหองปลอดเช้ือท้ัง
หมด และขณะโยกยายแคลลัสมีโอกาสปนเปอนเชื้อโรคไดสูง ถึงแมวาการวัดการเจริญเติบโต
สามารถทํ าไดทั้งการวัดขนาดและน้ํ าหนักก็ตาม แตการวัดขนาดน้ันมีโอกาสปนเปอนเชื้อโรค
นอยกวาเพราะไมตองโยกยายแคลลัส

ขนาดของแคลลัสที่ชักนํ าในอาหารแตละสูตรทั้งในสภาพที่มีแสงและไมมีแสงมีความ
แตกตางเมื่ออาย ุ 2 และ4 สัปดาห (ตารางผนวกท่ี 2, ภาพผนวกที่ 5) ซึ่งพบวา พันธุขาว สูตร
อาหาร และสภาพแสง มีอิทธิพลตอขนาดของแคลลัสขาวอายุ 2 และ 4 สัปดาหอยางมีนัยส ําคัญ
ยิ่ง (P<0.01) (ตารางผนวกท่ี 1) โดยขาวทุกพันธุตอบสนองตอสภาพแสงไมแตกตางกัน คือมี
ขนาดแคลลัสใหญเมื่อเพาะเลี้ยงในสภาพที่มีแสง (ตารางท่ี 4.1.5 และ4.1.6) พันธุที่มีขนาดแคล
ลัสใหญที่สุดเมื่ออาย ุ2 สัปดาห คือขาวดอกมะล ิ105 รองลงมา ไดแก พันธุกข 27, น้ํ าสะกุย 19, 
เหลืองประทิว 123 และหอมคลองหลวง 1 แตเม่ืออายุ 4 สัปดาห พันธุที่มีขนาดแคลลัสใหญที่สุด 
คือขาวดอกมะล ิ 105 รองลงมา ไดแก พันธุกข 27, เหลืองประทวิ 123, น้ํ าสะกุย 19 และหอม
คลองหลวง 1 ตามล ําดับ  กลาวโดยรวมแลว การเพาะเลี้ยงแคลลัสขาวทุกพันธุควรเลี้ยงในที่มืด 
เพราะไมสิ้นเปลืองไฟฟา แมวาในสภาพที่มีแสงท ําใหแคลลัสมีขนาดใหญกวาในที่มืดเล็กนอยก็
ตาม

เมื่อพิจารณาปฏิกิริยาระหวางพันธุขาวและสูตรอาหาร ตอขนาดแคลลัสขาวอายุ 2 และ 4 
สัปดาห (ตารางท่ี 4.1.7 และ 4.1.8) พบวาขาวแตละพันธุตอบสนองตอสูตรอาหารไมเหมือนกัน 
โดยที่พันธุขาวดอกมะล ิ105 ตอบสนองไดดีท่ีสุดตออาหารสูตร 1D1N และ 2D พันธุเหลืองประ
ทิว 123 ตอบสนองไดดีตออาหารสตูร 1D1N และ 2D เม่ืออายุ 2 สัปดาห และสูตร1D1N, 1D1K 
และ 2D เมื่ออายุ 4 สัปดาห พันธุกข 27 ตอบสนองไดดีตออาหารสตูร 1D1N, 2.5D และ 2D เม่ือ
อายุ 2 สัปดาห และสูตร1D1N และ 2D เมื่ออาย ุ 4 สัปดาห พันธุนํ ้าสะกุย 19 ตอบสนองไดดีตอ
อาหารสูตร 1D1N, 2D, 1D1K และ MCH เมือ่อายุ 2 สัปดาห และสูตร 2D, 1D1N, และ1D1K
เม่ืออายุ 4 สัปดาห และพันธุหอมคลองหลวง 1 ตอบสนองไดดีตออาหารสตูร 1D1N, 2D และ 
1D1K เม่ืออายุ 2 สัปดาห และสูตร 1D1N เมือ่อายุ 4 สัปดาห โดยรวมแลวอาหารสูตร 1D1N และ
2D เหมาะที่สุดส ําหรับพันธุขาวสวนใหญ และทั้งสองสูตรนี้ท ําใหขนาดของแคลลัสของแตละ
พันธุไมตางกัน ดังนั้นในการเพาะเลี้ยงแคลลัสขาวพันธุดังกลาว จึงสามารถใชสตูรใดสตูรหน่ึงได

จากปฏิกิริยารวมระหวางพันธุขาว สภาพแสง และสูตรอาหาร ตอขนาดแคลลัสขาวอายุ
2 และ 4 สัปดาห (ตารางผนวกท่ี 1) พบวา ทุกปจจัยมีผลตอขนาดแคลลัสอายุ 2 สัปดาหอยางมีนัย
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ส ําคัญทางสถิติ (P<0.05) แตไมมีความแตกตางเมื่อแคลลัสอาย ุ4 สัปดาห อาจเน่ืองมาจาก ที่อาย ุ
2 สัปดาห เปนชวงที่แคลลัสก ําลังเจริญเติบโต จึงตอบสนองตอปจจัยตาง ๆ ไดมาก แตเม่ืออายุ 4
สัปดาห เปนชวงท่ีอัตราการเจริญเติบโตเร่ิมคงท่ีแลว จึงท ําใหปจจัยตาง ๆ ที่กลาวมาแลวขางตน 
ไมมีผลเทาที่ควรตอขนาดแคลลัสอาย ุ 4 สัปดาห ตารางท่ี 4.1.9 แสดงปฏิกิริยารวมระหวางพันธุ
ขาว สภาพแสง และสูตรอาหารตอขนาดแคลลัสอายุ 2 สัปดาห พบวา พันธุขาวดอกมะล ิ 105, 
พันธุเหลืองประทิว 123, น้ํ าสะกุย 19 และ หอมคลองหลวง 1 มีขนาดแคลลัสใหญที่สุดเมื่อเลี้ยง
บนอาหารสูตร 1D1N และ 2D ทั้งสองสภาพแสง สวนพันธุกข 27 น้ัน มีแคลลัสขนาดใหญเมื่อ
เลี้ยงบนอาหารสูตร 1D1N และ 2.5D ทั้งสองสภาพแสง ส ําหรับขนาดแคลลัสอาย ุ4 สัปดาห พบ
วา พันธุขาว สภาพแสง และสูตรอาหาร มีผลตอขนาดแคลลัส ดังน้ี พันธุขาวดอกมะล ิ105 และ
น้ํ าสะกุย 19 มีแคลลัสขนาดใหญเมื่อเลี้ยงบนอาหารสูตร 1D1N และ 2D ทั้งสองสภาพแสง สวน
พันธุเหลืองประทิว 123, กข 27 และหอมคลองหลวง 1 มีขนาดแคลลัสใหญเมื่อเลี้ยงบนอาหาร
สูตร 1D1N ทั้งสองสภาพแสง (ตารางท่ี 4.1.10)

เมื่อพิจารณาทั้งสองปจจัยกับขนาดของแคลลัส ไมวาเมื่ออาย ุ2 หรือ 4 สัปดาห กลาวได
วาสูตรอาหารที่เหมาะสมตอการเพาะเลี้ยงแคลลัสขาวทุกพันธุ คือ 1D1N และ 2D ซึ่งขาวแตละ
พันธุใหขนาดของแคลลัสใกลเคียงกันไมวาจะมีแสงหรือไมมีแสงก็ตาม (ตารางผนวกท่ี 2) แต
อยางไรก็ตาม ขนาดแคลลัสพันธุหอมคลองหลวง 1 มีขนาดเล็กมากเกินกวาที่จะนํ ามาเพิ่ม
จํ านวนแคลลัสสํ าหรับการคัดเลือกแคลลัสทนเค็ม ดังน้ันการคัดเลือกแคลลัสทนเค็มจึงเหลือ
เพียง 4 พันธุที่ใชในการทดลองตอไป



ตารางท่ี 4.1.5  ปฏิกิริยาระหวางพันธุขาวและสภาพแสงที่มีตอขนาดเฉลี่ยของแคลลัสขาวอายุ 
                      2 สัปดาห (มิลลิเมตร)

สภาพแสง z
พันธุขาว ไมมีแสง มีแสง เฉลี่ย

KDML
LPT
RD
NSK
HKL

5.69
5.05
5.57
5.31
2.03

5.95
5.43
5.91
5.57
2.63

5.82
5.24
5.74
5.44
2.33

เฉลี่ย                  4.73                5.10           4.91

ตารางท่ี 4.1.6  ปฏิกิริยาระหวางพันธุขาวและสภาพแสงที่มีตอขนาดเฉลี่ยของแคลลัสขาวอายุ 
                      4 สัปดาห (มิลลิเมตร)

สภาพแสง z
พันธุขาว ไมมีแสง มีแสง เฉลี่ย

KDML
LPT
RD
NSK
HKL

   7.16 a
   6.72 b

     6.93 ab
   6.83 b
   3.17 c

 7.52 a
   7.10 bc
  7.15 b
  6.86 c
  3.83 d

7.34
6.91
7.04
6.85
3.50

เฉลี่ย 6.16 6.49           6.33
z คาเฉลี่ยในแนวตั้งที่ตามดวยอักษรที่ตางกันมีความแตกตางทางสถิติในระดับ 0.05 จากการ
เปรียบเทียบโดยวิธ ีDMRT   



ตารางท่ี 4.1.7  ปฏิกิริยาระหวางพันธุขาวและสูตรอาหารตอขนาดแคลลัสขาวอายุ 2 สัปดาห 
                      (มิลลิเมตร)

พันธุขาว zสูตร
อาหาร KDML LPT RD NSK HKL

2D
1D1N
1D1K
2.5D
0.5D
MCH

 6.09 ab
6.42 a

 5.50 bc
 5.74 bc
 5.73 bc
5.43 c

 5.55 ab
6.00 a

 5.15 bc
4.65 c
4.90 c

  5.20 bc

 5.75 ab
6.33 a
5.13 c
6.26 a

 5.66 bc
 5.31 bc

5.89 a
 5.96 a

   5.61 ab
  4.69 c

   5.04 bc
   5.44 ab

 2.60 ab
2.90 a

   2.40 abc
 2.20 bc
 2.00 bc
1.90 c

เฉลี่ย       5.82       5.24       5.74        5.44       2.33
z คาเฉลี่ยในแนวตั้งที่ตามดวยอักษรที่ตางกันมีความแตกตางทางสถิติในระดับ 0.05 จากการ
เปรียบเทียบโดยวิธ ีDMRT   

ตารางท่ี 4.1.8  ปฏิกิริยาระหวางพันธุขาวและสูตรอาหารตอขนาดแคลลัสขาวอายุ 4 สัปดาห 
                      (มิลลิเมตร)

พันธุขาว zสูตร
อาหาร KDML LPT RD NSK HKL

2D
1D1N
1D1K
2.5D
0.5D
MCH

8.25 a
8.19 a
7.31 b
7.65 b
6.45 c
6.18 c

  7.06 ab
7.52 a

  7.12 ab
7.01 b
6.37 c
6.39 c

 7.39 ab
7.77 a
6.46 c
7.23 b
6.67 c
6.70 c

7.22 a
  7.18 ab

    6.84 abc
6.42 c

  6.70 bc
  6.72 bc

3.50 b
4.10 a
3.40 b
3.40 b
3.50 b
3.10 b

เฉลี่ย       7.34       6.91       7.04       6.85       3.50
z คาเฉลี่ยในแนวตั้งที่ตามดวยอักษรที่ตางกันมีความแตกตางทางสถิติในระดับ 0.05 จากการ
เปรียบเทียบโดยวิธ ีDMRT  



ตารางท่ี 4.1.9  คาเฉลี่ยของขนาดแคลลัสขาวอาย ุ2 สัปดาห (มิลลิเมตร) ท่ีชักนํ าในอาหารสูตรตาง ๆ
                     ทั้งในสภาพที่มีแสงและไมมีแสง

สภาพแสง z
พันธุขาว/สูตรอาหาร ไมมีแสง มีแสง

KDML
2D
1D1N
1D1K
2.5D
0.5D
MCH

  6.00 ab
6.44 a
5.10 c

  5.62 bc
  5.36 bc
  5.60 bc

6.18 a
6.40 a

  5.90 ab
  5.86 ab

6.10 a
5.26 b

LPT
2D
1D1N
1D1K
2.5D
0.5D
MCH

  5.50 ab
5.60 a
4.70 c

   5.00 abc
 4.80 bc
4.70 c

5.60 b
6.40 a
5.60 b
4.30 c
5.00 b
5.70 b

RD
2D
1D1N
1D1K
2.5D
0.5D
MCH

5.70 a
5.76 a
4.70 b
6.16 a
5.66 a
5.46 a

  5.80 bc
6.90 a
5.56 c

  6.36 ab
  5.66 bc

5.16 c

z คาเฉลี่ยในแนวตั้งที่ตามดวยอักษรที่ตางกันมีความแตกตางทางสถิติในระดับ 0.05 จากการ
เปรียบเทียบโดยวิธ ีDMRT  



ตารางท่ี 4.1.9(ตอ)  คาเฉลี่ยของขนาดแคลลัสขาวอายุ 2 สัปดาห(มิลลิเมตร) ท่ีชักนํ าในอาหาร
               สูตรตางๆ ทั้งในสภาพที่มีแสงและไมมีแสง

สภาพแสง z
พันธุขาว/สูตรอาหาร ไมมีแสง มีแสง

NSK
2D
1D1N
1D1K
2.5D
0.5D
MCH

5.76 a
5.76 a
5.60 a
4.72 b
4.70 b

 5.32 ab

  6.02 ab
6.16 a

  5.62 ab
4.66 c
5.38 b

  5.56 ab
HKL

2D
1D1N
1D1K
2.5D
0.5D
MCH

  2.00 ab
2.40 a

  2.20 ab
  2.00 ab
  2.00 ab
1.60 b

  3.20 ab
3.40 a

  2.60 bc
2.40 c
2.00 c
2.20 c

z คาเฉลี่ยในแนวตั้งที่ตามดวยอักษรที่ตางกันมีความแตกตางทางสถิติในระดับ 0.05 จากการ
เปรียบเทียบโดยวิธ ีDMRT   



ตารางท่ี 4.1.10  คาเฉลี่ยของขนาดแคลลัสขาวอายุ 4 สัปดาห (มิลลิเมตร) ท่ีชักนํ าในอาหารสูตร   
                       ตางๆ ทั้งในสภาพที่มีแสงและไมมีแสง

สภาพแสง z
พันธุขาว/สูตรอาหาร ไมมีแสง มีแสง

KDML
2D
1D1N
1D1K
2.5D
0.5D
MCH

8.10 a
7.76 a

 7.02 bc
 7.50 ab
 6.40 cd
6.16 d

  8.40 ab
8.62 a
7.60 c

  7.80 bc
6.50 d
6.20 d

LPT
2D
1D1N
1D1K
2.5D
0.5D
MCH

7.10 a
7.12 a

 6.92 ab
 6.86 ab
 6.32 bc
6.00 c

 7.02 bc
7.92 a

 7.32 ab
7.16 b
6.42 c

 6.78 bc
RD

2D
1D1N
1D1K
2.5D
0.5D
MCH

7.46 a
7.48 a
6.26 c

 7.00 ab
 6.72 bc
 6.64 bc

 7.32 bc
8.06 a
6.66 c

 7.46 ab
6.62 c
6.76 c

z คาเฉลี่ยในแนวตั้งที่ตามดวยอักษรที่ตางกันมีความแตกตางทางสถิติในระดับ 0.05 จากการ
เปรียบเทียบโดยวิธ ีDMRT   



ตารางท่ี 4.1.10(ตอ)  คาเฉลี่ยของขนาดแคลลัสขาวอายุ 4 สัปดาห (มิลลิเมตร) ท่ีชักนํ าในอาหาร
                  สูตรตางๆ ทั้งในสภาพที่มีแสงและไมมีแสง

สภาพแสง z
พันธุขาว/สูตรอาหาร ไมมีแสง มีแสง

NSK
2D
1D1N
1D1K
2.5D
0.5D
MCH

7.06 a
6.98 a
7.02 a
6.62 a
6.58 a
6.72 a

7.38 a
7.38 a
6.66 b
6.22 b

 6.82 ab
 6.72 ab

HKL
2D
1D1N
1D1K
2.5D
0.5D
MCH

 3.20 ab
3.60 a

 3.20 ab
 3.00 ab
3.40 a
2.60 b

3.80 b
4.60 a
3.60 b
3.80 b
3.60 b
3.60 b

z คาเฉลี่ยในแนวตั้งที่ตามดวยอักษรที่ตางกันมีความแตกตางทางสถิติในระดับ 0.05 จากการ
เปรียบเทียบโดยวิธ ีDMRT   
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4.2 ผลการทดลองท่ี 2   การคัดเลือกแคลลัสขาวทนเค็มในอาหารท่ีมีเกลือความเขมขน
 ระดับตาง ๆ
เม่ือทํ าการ subculture แคลลัสขาวบนอาหารสูตร MS + 2,4-D 2 mg/l + NAA 1 mg/l + 

casein hydrolysate 0.1 g/l + proline 1 g/l + sucrose 2% เพื่อเพิ่มจํ านวนและขนาดของแคลลัสให
เหมาะสมตอการคัดเลือกแคลลัสทนเค็ม ในระหวางการคัดเลือกแคลลัสทนเค็ม ขาวพันธุเหลือง
ประทิว 123 และกข 27 ไมสามารถพัฒนาบนอาหารคัดเลือกไดจนครบจํ านวนวันท่ีทดลอง ดังน้ัน
จึงเหลือขาว 2 พันธุ ไดแก พันธุขาวดอกมะล ิ105 และนํ้ าสะกุย 19 ไดผลดังนี้

1.! จํ านวนแคลลัสบนอาหารคัดเลือก
จํ านวนแคลลัสขาวพันธุขาวดอกมะล ิ105 ที่วางเลี้ยงบนอาหารคัดเลือกที่มีปริมาณเกลือ 5 

ระดับ เปนเวลา 15, 30, 45 และ60 วัน ปรากฏผลดังตารางที ่ 4.2.1 และตารางผนวกที่ 4 ซึ่งพบวา 
ในระยะ 15 วันแรก อาหารที่มีเกลือ 0 และ 0.5% มีจํ านวนแคลลัสเหลือรอดมากที่สุด ที ่2.0% รอง
ลงมา สวนที ่1.0 และ1.5% มีแคลลัสเหลือนอยที่สุด  ส ําหรับขาวพันธุนํ ้าสะกุย 19 น้ัน 15 วันแรก
มีจํ านวนแคลลัสเฉลี่ยมากที่สุดบนอาหารที่มีเกลือทุกความเขมขน แตเม่ือคัดเลือกนาน 30, 45 และ
60 วัน เหลือแคลลัสนอยที่สุดบนอาหารคัดเลือกที่มีเกลือ 2.0% ในแตละวันคัดเลือก (ตารางท่ี 
4.2.1 และตารางผนวกที่ 5) จากการวิเคราะหทางสถิติ (ตารางผนวกท่ี 3) พบวา ไมมีความแตกตาง
ทางสถิติระหวางพันธุขาว แตมีความแตกตางอยางมีนัยส ําคัญยิ่ง(P<0.01) ของจํ านวนวันที่ใชใน
การคัดเลือกและความเขมขนเกลือในอาหารคัดเลือก โดยเฉลี่ยขาวทั้งสองพันธุมีจํ านวนแคลลัส
เหลือรอดชีวิตมากที่สุดบนอาหารคัดเลือกที่มีเกลือ 0 และ 0.5% รองลงมาคือ 1.0, 1.5 และ2.0% 
ตามลํ าดับ ซึ่งใหผลเชนเดียวกับจ ํานวนวันท่ีใชในการคัดเลือก โดยคัดเลือกนาน 15 วันจะเหลือ
จํ านวนแคลลัสรอดชีวิตมากที่สุด และเหลือแคลลัสรอดชีวิตนอยที่สุดเมื่อคัดเลือกนาน 60 วัน (ตา
รางที่ 4.2.2 และ 4.2.3) สวนแคลลัสขาวพันธุเหลืองประทิว 123 และ กข 27 นั้นไมสามารถมีชีวิต
รอดไดบนอาหารคัดเลือกที่มีเกลือทุกระดับเมื่อเพาะเลี้ยงได 30 วัน และขาวพันธุหอมคลอง  
หลวง 1 นั้นมีแคลลัสขนาดเล็กมากจึงไมนํ ามาใชในการคัดเลือกแคลลัสทนเค็ม การวิจัยคร้ังน้ีได
ผลใกลเคียงกับ Chanprame (1985), Hanning and Nabors (1989), Vajrabhaya et al. (1989) และ 
Krishnaraj and Sreerangasamy (1993)

2.! พัฒนาการของแคลลัสขาวบนอาหารคัดเลือก
ในระหวางการคัดเลือกมีการสังเกตการเปลี่ยนแปลงของแคลลัสโดยการใหเปนคะแนน 

ซึ่งพบวา แคลลัสขาวพันธุขาวดอกมะล ิ 105 มีระดับคะแนนการพัฒนาของแคลลัสบนอาหารคัด
เลือก ดังแสดงในตารางผนวกที ่ 6 กลาวคือ อาหารที่ไมมีเกลือ จะมีคะแนนการพัฒนาของแคลลัส
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สูงที่สุดไมวาจะคัดเลือกนานเทาใด เม่ือคัดเลือกนาน 30 วันบนอาหารท่ีมีเกลือ 0.5-2.0% มีระดับ
คะแนนการพัฒนาใกลเคียงกัน ซ่ึงแสดงวาความเค็มของเกลือยังไมแสดงผลตอการเจริญเติบโตใน
ชวง 1 เดือนแรก แตเม่ือคัดเลือกนาน 45 และ 60 วัน พบวาแคลลัสบนอาหารที่มีเกลือ 0.5% มี
คะแนนสูงกวาแคลลัสบนอาหารที่มีเกลือ 1.0-2.0% สวนขาวพันธุนํ้ าสะกุย 19 (ตารางผนวกท่ี 7) มี
ระดับคะแนนการพัฒนาของแคลลัสบนอาหารคัดเลือกที่มีเกลือทุกระดับความเขมขนไมแตกตาง
กันมากเมื่อคัดเลือกนาน 15 วัน และมีคะแนนสูงที่สุดในอาหารที่มีเกลือ 0% ไมวาจะวางเลี้ยงนาน
เทาใด แตมีคะแนนลดลงเมื่อคัดเลือกได 30, 45 และ 60 วัน บนอาหารที่มีเกลือ 0.5, 1.0, 1.5 และ 
2.0% ตามล ําดับ แคลลัสที่อยูบนอาหารคัดเลือกจะมีลักษณะของเนื้อเยื่อที่ถูกเกลือทํ าลาย ซึ่งมีสี
คลํ้ าจนถึงสีนํ ้าตาลตรงบริเวณที่สัมผัสกับอาหาร หรือมีสีขาวและตาย แตมีบางกอนท่ีเหลือบริเวณ
ที่ไมถูกเกลือท ําลาย และอาจพัฒนาไปเปนกลุมเซลลที่ทนเค็มได เมื่อเปรียบเทียบขาวทั้งสองพันธุ 
ขาวขาวดอกมะลิ 105 สามารถทนเค็มไดมากกวาพันธุนํ ้าสะกุย 19 ดังน้ันการทนเค็มของขาวข้ึนอยู
กับพันธุขาว ความเขมขนของเกลือและระยะเวลาของการคัดเลือก ซึง่สอดคลองกับงานวิจัยของ 
Chanprame (1985)

3.! ระดับคะแนนการพัฒนาของแคลลัสที่ผานการคัดเลือกและที่ไมไดผานการคัดเลือก
เมื่อนํ าแคลลัสที่ผานการคัดเลือกมาทํ าการคัดเลือกซํ้ าอีกรอบ เพื่อเปรียบเทียบกับแคล

ลัสที่ไมไดคัดเลือกบนอาหารที่มีเกลือ 5 ระดับ นาน 1 เดือน ไดผลดังตารางผนวกที ่8 และ 9 แคล-
ลัสของขาวพันธุขาวดอกมะล ิ 105 ท่ีผานการคัดเลือก เมื่อวางเลี้ยงบนอาหารที่มีเกลือ 0.5% มี
ระดับคะแนนการพัฒนาสูงกวาแคลลัสที่ไมไดผานการคัดเลือก แตคะแนนการพัฒนาของแคลลัส
ที่ผานการคัดเลือกที่ 1.0% ไมแตกตางกันมากกับพวกที่ไมผานการคัดเลือก และไดผลเชนเดียวกับ
แคลลัสที่วางเลี้ยงบนอาหารที่มีเกลือ 1.5 และ2.0 % ส ําหรับแคลลัสขาวพันธุนํ ้าสะกุย 19 ที่ผาน
การคัดเลือกบนอาหารที่มีเกลือ 0.5% เทานั้นที่มีคะแนนนอยกวาแคลลัสที่ไมผานการคัดเลือก แต
แคลลัสที่ผานการคัดเลือกบนอาหารที่มีเกลือ 1.0-2.0% มีระดับคะแนนสูงกวาแคลลัสที่ไมผานการ
คัดเลือก ซึ่งแสดงวามีการเปลี่ยนแปลงของแคลลัสใหเกิดความทนเค็ม จึงสามารถเจริญเติบโตไดดี
กวาน่ันเอง

แคลลัสขาวพันธุขาวดอกมะล ิ 105 ท่ีผานการคัดเลือก เมื่อยายลงเลี้ยงบนอาหารที่ไมมี
เกลือนาน 1 เดือน ท ําใหแคลลัสไดมีการปรับสภาพใหเทียบเคียงกับแคลลัสที่ไมไดผานการคัด
เลือก เม่ือทํ าการทดลองซํ้ าจึงไดผลไมแตกตางกัน สวนพันธุนํ ้าสะกุย 19 ใหผลตรงขามกับพันธุ
ขาวดอกมะลิ 105 ดังนั้นการศึกษาครั้งนี้จึงนาจะขึ้นอยูกับพันธุขาว
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ตารางท่ี 4.2.1  คาเฉลี่ยของจํ านวนแคลลัสขาว 2 พันธุ(ชิ้น) ที่คัดเลือกบนอาหารที่มีความเขมขน   
        เกลือโซเดียมคลอไรด 5 ระดับและวางเลี้ยงเปนเวลา 15, 30, 45 และ 60 วัน (คาใน
        วงเล็บเปนเปอรเซ็นต)

พันธุขาว z พันธุขาว z

ความเขม
ขนเกลือ

(%)
KDML NSK

ความเขม
ขนเกลือ

(%)
KDML NSK

15 วัน
0.0
0.5
1.0
1.5
2.0

29.75a1/(59.5 )
29.50 a (59.0)
24.50 b(49.0)
24.50 b (49.0)
27.00ab (54.0)

28.50 a (57.0)
29.00 a  (58.0)
27.00 a (54.0)
27.25 a (54.5)
24.25 b (48.5)

45 วัน
0.0
0.5
1.0
1.5
2.0

20.75 a (41.5)
21.25 a (42.5)
15.00 b (30.0)
14.75 b (29.5)
16.25 b (32.5)

24.75 a (49.5)
22.00 b (44.0)
21.25 b (42.5)
18.00 c (36.0)

   9.75 d (19.5)
30 วัน

0.0
0.5
1.0
1.5
2.0

27.00 a (54.0)
26.75 a (53.5)
20.50 c (41.0)
17.75 d (35.5)
22.50 b (45.0)

  27.25 a (54.5)
 26.00ab (52.0)
  25.75ab (51.5)
  24.00 b (48.0)
 19.50 c (39.0)

60 วัน
0.0
0.5
1.0
1.5
2.0

19.00 a (38.0)
18.25 a (36.5)
13.50 b (27.0)
11.75 b (23.5)

   7.25 c (14.5)

23.00 a (46.0)
 19.75 b (39.5)
 17.75 c (35.5)
 13.50 d (27.0)
   7.00 e (14.0)

1/ คาเฉลี่ยจํ านวนแคลลัสที่คัดเลือกจากจํ านวนเร่ิมตน 200 ชิ้น จํ านวน 5 ซํ ้า
z คาเฉลี่ยในแนวตั้งที่ตามดวยอักษรที่ตางกันมีความแตกตางทางสถิติในระดับ 0.05 จากการ
เปรียบเทียบโดยวิธ ีDMRT   
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ตารางท่ี 4.2.2  ปฏิกิริยาระหวางพันธุขาวและความเขมขนเกลือ (%) ที่มีตอจ ํานวนแคลลัสขาว 
                      2 พันธุ (ชิ้น) บนอาหารคัดเลือก (คาในวงเล็บเปนเปอรเซ็นต)

พันธุขาว z

ความเขมขนเกลือ
(%)

KDML NSK เฉลี่ย

0.0
0.5
1.0
1.5
2.0

      96.50 a1/ (48.25)
95.00 a (47.50)
73.50 b (36.75)
68.75 b (34.38)
73.00 b (36.50)

    103.50 a (51.75)
96.75 ab (48.38)
91.75 ab (45.88)

      82.75 b (41.38)
      60.50 c (30.25)

       100.00 a
         95.88 a
         82.63 b

    75.75 bc
         66.75 c

เฉลี่ย  81.35 87.05 84.20
1/ ตัวเลขจํ านวนแคลลัสที่คัดเลือกจากจํ านวนเร่ิมตน 200 ชิ้น จํ านวน 5 ซํ ้า
z คาเฉลี่ยในแนวตั้งที่ตามดวยอักษรที่ตางกันมีความแตกตางทางสถิติในระดับ 0.05 จากการ
เปรียบเทียบโดยวิธ ีDMRT   

ตารางท่ี 4.2.3  ปฏิกิริยาระหวางพันธุขาวและจ ํานวนวันที่ใชคัดเลือกที่มีผลตอจ ํานวนแคลลัสขาว 
                      2 พันธุ (ชิ้น) บนอาหารคัดเลือก (คาในวงเล็บเปนเปอรเซ็นต)

พันธุขาว z

จํ านวนวัน KDML NSK เฉลี่ย
15
30
45
60

     135.25 a1/ (54.10)
114.50 b (45.80)

       88.00 c (35.20)
       69.75 d (27.90)

 136.00 a (54.40)
       122.50 b (49.00)
         95.75 c (38.30)
         81.00 d (32.40)

135.63 a
118.50 b

         91.88 c
         75.38 d

เฉลี่ย  101.88 108.81        105.34
1/ ตัวเลขผลรวมของคาเฉล่ียจํ านวนแคลลัสที่คัดเลือกจากจํ านวนเร่ิมตน 1000 ชิ้น จํ านวน 5 ซํ ้า
z คาเแลี่ยในแนวตั้งที่ตามดวยอักษรที่ตางกันมีความแตกตางทางสถิติในระดับ 0.05 จากการ
เปรียบเทียบโดยวิธ ีDMRT   
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4.3 ผลการทดลองท่ี 3 การหาสูตรอาหารท่ีเหมาะสมในการชักนํ าแคลลัสใหเกิดตน
นํ าแคลลัสขาวอายุ 3 เดือนนับจากเริ่มเพาะเลี้ยงจากเมล็ดและที่ผานการ subculture มาท ํา

ใหแหงโดยวางบนจานแกวปดฝา นาน 24 ช่ัวโมง ท่ีอุณหภูมิหอง ในที่มืด แลวจึงวางเลี้ยงบน
อาหารชักนํ าตน 4 สูตร ๆ ละ 3 ซํ ้า นาน 6 สัปดาห ในที่มีแสง 16 ช่ัวโมงตอวัน บันทึกลักษณะการ
เปลี่ยนแปลงของแคลลัสขาว ไดแก จํ านวนแคลลัสที่เกิดจุดสีเขียว จํ านวนแคลลัสที่เกิดราก 
จํ านวนแคลลัสที่เกิดยอด จํ านวนยอดท้ังหมด จํ านวนยอดเฉลี่ยตอกอนแคลลัส และเปอรเซ็นตการ
เกิดตน จากการทดลองพบวา เมื่อวางเลี้ยงแคลลัสไดประมาณ 4 สัปดาห แคลลัสบางกอนเริ่มมีการ
เปลี่ยนแปลง คือมีจุดสีเขียวเกิดขึ้นบนกอนแคลลัสกอนที่จะพัฒนาไปเปนยอด บางแคลลัสเกิด
เฉพาะราก หรือมีรากและจุดสีเขียวบนกอนเดียวกัน และมีเพียงสวนนอยที่มีทั้งยอดและรากบน
กอนแคลลัสเดียวกัน(ภาพผนวกที่ 14) อยางไรก็ตาม เม่ือแยกตนขาวเหลาน้ีเปนตนเด่ียวและเพาะ
เลี้ยงบนอาหารสูตรเดิม ตนขาวสามารถเกิดรากไดเองโดยไมตองเปลีย่นชนิดของอาหาร ลักษณะ
การเปลี่ยนแปลงของแคลลัสขาวบนอาหารชักน ําตนมีดังน้ี

1.! จํ านวนแคลลัสที่เกิดจุดสีเขียวและแคลลัสที่เกิดเฉพาะราก
แคลลัสขาวทั้ง 4 พันธุมีการเปลี่ยนแปลงกอนที่จะพัฒนาไปเปนยอด โดยมีจุดสีเขียวเกิด

ขึ้นบนกอนแคลลัสกอน ซึ่งลักษณะเชนน้ีพบวาเกิดไดกับแคลลัสที่เพาะเลี้ยงบนอาหารชักนํ าตน
ทุกสูตร และการพัฒนาไปเปนเฉพาะรากเกิดไดกับอาหารทุกสูตรเชนเดียวกัน (ตารางท่ี 4.3.1) 
ลักษณะการพัฒนาของแคลลัสทั้งสองแบบน้ีไมมีความแตกตางกันทางสถิติของสูตรอาหารและ
พันธุขาวที่ใช (ตารางผนวกท่ี 10)

2.! จํ านวนแคลลัสท่ีเกิดยอด จ ํานวนยอด และเปอรเซน็ตการเกิดตน
จํ านวนกอนแคลลัสทีเ่กิดยอด จํ านวนยอดรวม จํ านวนยอดเฉลี่ยตอกอนแคลลัส และ

เปอรเซ็นตการเกิดตน แสดงในตารางที ่ 4.3.1 ขาวพันธุขาวดอกมะล ิ 105 และนํ้ าสะกุย 19 มีการ
เกิดยอดมากที่สุดในอาหารสูตร MS ที่ม ีBA 1 mg/l  IAA 0.01 mg/l และ sucrose 3% (สูตร C) คือ
26กอน (63.42%)และ 31 กอน (67.39%) ตามล ําดับ สวนขาวพันธุเหลืองประทิว 123 และ กข 27
ไดจํ านวนแคลลัสที่เกิดยอดมากที่สุดในอาหารสูตร MS ที่ม ีBA 4 mg/l  NAA 1 mg/l และ sucrose
3%(สูตร B) 25 กอน (60.98%) และ 23 กอน (53.49%) ตามล ําดับ ซึ่งจากการวิเคราะหทางสถิติพบ
วา ความแตกตางของพันธุขาวและสูตรอาหารมีผลตอการเกิดยอดบนกอนแคลลัส โดยที่พันธุขาว
มีความแตกตางทางสถิติอยางมีนัยส ําคัญ (P<0.05) และสูตรอาหารชักนํ าตนมีความแตกตางทาง
สถิติอยางมีนัยส ําคัญยิ่ง (P<0.01) ดังตารางผนวกท่ี 10 เมื่อพิจารณาปฏิกิริยาระหวางพันธุขาวและ
สูตรอาหาร (ตารางท่ี 4.3.2) พบวา พันธุขาวดอกมะล ิ105 ตอบสนองไดดีตออาหารชักนํ าตนสูตร
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MS ที่ม ีBA 2 mg/l  NAA 2 mg/l และ sucrose 3% (สูตร A), สูตร MS ที่ม ีBA 4 mg/l  NAA 1
mg/l และ sucrose 3% (สูตร B) และสูตร MS ที่ม ีBA 1 mg/l  IAA 0.01 mg/l และ sucrose 3%
(สูตร C) สวนพันธุเหลืองประทิว 123, กข 27 และนํ้ าสะกุย 19 ตอบสนองไดดีตออาหารชักนํ าตน
สูตร B และC จะเห็นไดวาอาหารชักนํ าตนที่มีประสิทธิภาพในการท ําใหแคลลัสขาวทั้ง 4 พันธุเกิด
ยอดไดดีคืออาหารสตูร B และC อาหารทั้งสองสูตรนี ้ท ําใหแคลลัสมีจํ านวนยอดรวมและจํ านวน
ยอดเฉลี่ยตอกอนแคลลัสของขาวทั้ง 4 พันธุสูงที่สุดดวย พันธุขาวและสูตรอาหารชักนํ าตนท่ีตาง
กันมีผลตอเปอรเซ็นตการเกิดตนอยางมีนัยสํ าคัญยิ่ง (P<0.01) (ตารางผนวกท่ี 10 ) พบวา ขาวพันธุ
ขาวดอกมะลิ 105 มีเปอรเซ็นตการเกิดตนสูงท่ีสุด 63.42% เมื่อเพาะเลี้ยงบนอาหารชักน ําตนสูตร C
รองลงมา 58.97 และ 55.00% ในอาหารสูตร B และA ตามล ําดับ สวนขาวพันธุเหลืองประทิว 123,
กข 27 และนํ้ าสะกุย 19 มีเปอรเซ็นตการเกิดตนสูงท่ีสุดในอาหารสูตร B, C และA ตามล ําดับ และ
ขาวทุกพนัธุมีเปอรเซ็นตการเกิดตนต่ํ าที่สุดในอาหารสูตร MS ที่ม ีkinetin 2 mg/l  NAA 0.5 mg/l
และ sucrose 3% (D) (ตารางที ่4.3.1) เมื่อพิจารณาปฏิกิริยาระหวางพันธุขาวกับสูตรอาหาร (ตาราง
ที่ 4.3.2)  พบวาขาวพันธุขาวดอกมะล ิ105 และนํ้ าสะกุย 19 ตอบสนองตออาหารสูตร A, B และ C
ไดดี สวนขาวพันธุเหลืองประทิว 123 และกข 27 ตอบสนองตออาหารสูตร B และ C ไดดี แต
อาหารชักนํ าตนสูตรที่ดีที่สุดที่ท ําใหขาวทั้ง 4 พันธุมีเปอรเซ็นตการเกิดตนสูงท่ีสุดคืออาหารสูตร
B (ตารางที ่ 4.3.3) ซึง่สอดคลองกับงานวิจัยของประภา ศรีพิจิตต และพรทิพย ชีวะเศรษฐธรรม
(2537) อยางไรก็ตาม การพัฒนาเปนตนจากแคลลัสมีปจจัยตาง ๆ ควบคุม เชน อายุของแคลลัส ซึ่ง
ประดิษฐ พงศทองค ํา และคณะ (2537) พบวาแคลลัสที่มีอายุนอยมีความสามารถในการพัฒนาไป
เปนตนไดดีกวาแคลลัสที่มีอายุมาก หรือเปอรเซ็นตในการเกิดตนจะลดลงเม่ือมีการเปล่ียนอาหาร
หลายคร้ัง นอกจากน้ี สุรินทร ปยะโชคณากุล และคณะ (2537) พบวาชนิดของแคลลัสมีผลตอการ
พัฒนาไปเปนตนเชนเดียวกัน ซึ่งแคลลัสที่ประกอบไปดวยเซลลที่เกาะกันแนน จะสามารถพัฒนา
ไปเปนตนออนไดดีกวาแคลลัสที่เกาะกัน แบบหลวม ๆ (friable cllus) ดังภาพผนวกที่ 4

3.! จํ านวนตนท่ีชักนํ าไดจากแคลลัสที่ผานการคัดเลือกทนเค็ม
นํ าแคลลัสขาวที่ผานการเพาะเลี้ยงบนอาหารที่มีเกลือความเขมขนตาง ๆ เปนเวลา 60 วัน 

มาวางเล้ียงบนอาหารสูตร MS ท่ีไมเติมสารควบคุมการเจริญเติบโตเปนเวลาประมาณ 2 สัปดาห 
จากน้ันจึงนํ ามาท ําใหแหงโดยวางบนจานแกวมีฝาปด นาน 24 ช่ัวโมง ท่ีอุณหภูมิหอง ในที่มืด 
กอนที่จะน ํามาชักนํ าตนในอาหารสูตร MS ที่ม ีBA 4 mg/l  IAA 1 mg/l และ sucrose 3% (สูตร B)
จากตารางที่ 4.3.4 ไดตนขาวจากแคลลัสที่ผานการคัดเลือกทนเค็มของขาวพันธุขาวดอกมะล ิ 105 
ที่ความเขมขน 0.5 และ1.0 % จํ านวน 3 และ 19 ยอด และมีเปอรเซ็นตการเกิดยอด 4.11 และ 
35.19% ตามล ําดับ และตนจากแคลลัสที่เลี้ยงบนอาหารไมมีเกลือ 16 ตน (21.05%) ตนขาวท่ีชักนํ า
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ไดจากแคลลัสทนเค็ม 1.0% มี 1 ตนท่ีเปนตนเผือก (1.85%) เมื่อยายออกปลูกในกระถาง เหลือตน
ขาวท่ีรอดชีวิต 2 และ 15 ตนจากแคลลัสทนเค็ม 0.5 และ1.0% ตามล ําดับ สวนแคลลัสที่ทนเค็ม 1.5 
และ 2.0% ไมมีตนเกิดขึ้น ขาวพันธุนํ ้าสะกุย 19 สามารถชักน ําใหเกิดตนไดจากแคลลัสที่เพาะเลี้ยง
บนอาหารที่ไมมีเกลือ 38 ตน (41.30%) ซึ่งในจํ านวนน้ีเปนตนเผือก 27 ตน (29.35%) และไม
สามารถชักนํ าตนจากแคลลัสที่ผานการคัดเลือกทนเค็มที่ความเขมขนเกลือทุกระดับได ถึงแมแคล
ลัสที่ทนเค็ม 0.5% จะมีจุดสีเขียวเกิดขึ้นบนกอนแคลลัส แตไมมีการพัฒนาไปเปนยอด ตนขาวท่ี
ชักนํ าไดทั้งหมดเหลาน้ีมีรากเกิดขึ้นเองเมื่อเพาะเลี้ยงไประยะหน่ึงโดยไมตองเปลี่ยนชนิดอาหาร 
(ภาพผนวกที่ 6)

จากการศึกษางานวิจัยของ Vajrabhaya et al. (1989) ใหผลเทียบเคียงกับการวิจัยครั้งนี ้
โดยความเค็มมีผลตอการชักนํ าใหเกิดตนไดนอย การชักนํ าตนครั้งนี้ไดพันธุขาวดอกมะล ิ 105 ที่
เปนตนเผือกจากแคลลัสทนเค็ม 1.0% และไดตนเผือกทั้งตนจากแคลลัสพันธุนํ ้าสะกุย 19 ที่ไมทน
เค็มเปนจํ านวนมาก (29.35%) ซึ่งไดผลเหมือนกับงานวิจัยของ Chanprame(1985) ท่ีไดตนเผือกท้ัง
ตนจากพันธุขาวดอกมะล ิ105

จากตารางที ่ 4.3.5 (ภาพผนวกที่ 7-8) ตนจากแคลลัสขาวพันธุขาวดอกมะลิ 105 ที่ไมทน
เค็ม ตนที่เพาะจากเมล็ด และที่ทนเค็ม 0.5 และ 1.0 เปอรเซ็นต ตามล ําดับ ผลจากการทดลองปลูก
เมื่อวันที่ 25 พฤษภาคม 2545 มีลักษณะการเจริญเติบโตและใหผลผลิตโดยเฉลี่ยของจํ านวนตนท้ัง
หมด ของแตละกลุม พบวา ทุกกลุมมีจํ านวนหนอตอตนเฉล่ียเทากับ 14 หนอ จํ านวนรวงเฉล่ียของ
แตละกลุมมีคา 13, 12, 9, 12 รวง ความสูงของตน 156, 155, 145, 152 เซนติเมตร น้ํ าหนัก 100
เมล็ดเทากับ 2.47, 2.36, 1.98, 2.40 กรัม น้ํ าหนักเมล็ดทั้งหมดเฉลี่ย 30.95, 31.53, 13.69, 27.42
กรัม และมีการออกดอกในชวง 27 กันยายน-4 ตุลาคม, 27 กันยายน-5 ตุลาคม, 11-15 ตุลาคม,
24 กันยายน-13 ตุลาคม 2545 ตามล ําดับ

พบการเขาท ําลายของแมลงศัตรูพืช คือ หนอนกอแถบลาย (Chilo suppressalis) ในระยะ
แรกของการปลูก และโรคที่เขาท ําลาย คือ โรคเมล็ดดาง ที่เกิดจากเชื้อ Trochoconis padwickii, 
Helminthosporium oryzae, Curvularia lunata, Fusarium semitectum และ Sarocladium oryzae 
ซึ่งพบในชวงที่ขาวเร่ิมออกรวงจนถึงเก็บเกี่ยว จากการทดลองน้ี พบการเขาทํ าลายท่ีรุนแรงของ
โรคในชวงเดือนตุลาคมเปนตนไป ดังน้ันรวงใดที่เกิดในชวงน้ี จะมีอาการจุดแผลสีน้ํ าตาลที่
เปลือกเมล็ด และรุนแรงมากถึงขั้นเมล็ดลีบทั้งรวง สมคิด ดิสถาพร (2532) รายงานวา โรคเมล็ด
ดางเกิดจากเชื้อราหลายชนิดเขาท ําลาย มักจะเกิดในชวงที่ดอกขาวผสมแลว อยูในชวงเปนน้ํ านม
และกํ าลังสุก หลังจากน้ันประมาณเกือบเดือน (ใกลเก็บเกี่ยว) อาการเมลด็ดางจะปรากฏเดนชัด ซึ่ง
จะเปนแผลจุดสีน้ํ าตาลถึงด ําบนเมล็ดเต็มสวนใหญ และท ําใหเกดิเมล็ดลบีดวย ซึ่งตนขาวในการ
ทดลองน้ี ตนที่ประสบปญหาการเขาท ําลายของโรคท่ีรุนแรง ไดแก ตนจากแคลลัสทนเค็ม 0.5 



55

เปอรเซ็นตทั้ง 2 ตน (ตนท่ี 16 และ17) และตนจากแคลลัสทนเค็ม 1.0 เปอรเซ็นต ตนท่ี 4, 8, 10 
และ 13

สํ าหรับลักษณะนํ ้าหนัก 100 เมล็ด ตนท่ีมีน้ํ าหนักเมล็ดมากที่สุดคือ ตนท่ี 14 (2.85 กรัม)
และมีน้ํ าหนักเมล็ดทั้งหมดมาก (48.16 กรัม) สวนตนอ่ืน ๆ มีน้ํ าหนัก 100 เมล็ดใกลเคียงกัน ยก
เวนตนที่ 8 และ16 ซึ่งมีนํ้ าหนัก 100 เมล็ดนอย คือ 1.95 และ1.85 กรัม ตามล ําดับ สวนตนที ่13
และ16 เปนตนท่ีใหน้ํ าหนักเมล็ดตอตนนอย มีน้ํ าหนัก 9.37 และ11.23 กรัม ตามล ําดับ เน่ืองจาก
ตนขาวเหลาน้ี มีดอกที่ไมไดรับการผสมพันธุจ ํานวนมาก หรือถูกโรคเมล็ดดางเขาทํ าลาย และ
สภาพแวดลอมอาจไมเหมาะสมส ําหรับการผสมพันธุ จึงท ําใหมีนํ ้าหนัก 100 เมล็ดนอย (ตารางท่ี
4.3.5)



ตารางท่ี 4.3.1  จ ํานวนแคลลัสรวมของขาว 4 พันธุที่เกิดการเปลี่ยนแปลงเมื่อเพาะเลี้ยงบนอาหาร
        ชักนํ าตนสูตรตาง ๆ นาน 6 สัปดาห

จํ านวนแคลลัสที่เกิดการเปลี่ยน
แปลง (กอน)พันธุ

ขาว
สูตร
อาหาร

จํ านวน
แคลลัส
เริ่มตน
(กอน) จุดสเีขียว ราก ยอด

จํ านวนยอด
รวม

(จํ านวน
เฉลี่ย/กอน)

เปอรเซ็นต
การเกิดตน

KDML A
B
C
D

40
39
41
39

22
24
27
19

11
17
14
23

22
23
26
12

66 (3.00)
70 (3.04)
92 (3.54)
33 (2.75)

55.00
58.97
63.42
30.77

LPT A
B
C
D

38
41
43
37

13
27
23
19

11
13
8
19

11
25
23
8

34 (3.09)
95 (3.80)
83 (3.61)
13 (1.63)

28.95
60.98
53.49
21.62

RD A
B
C
D

37
39
41
40

16
23
25
16

13
5
12
20

13
23
20
7

19 (1.46)
57 (2.48)
64 (3.20)
16 (2.29)

35.14
58.97
48.78
17.50

NSK A
B
C
D

32
32
46
38

21
30
33
24

13
16
7
19

19
27
31
18

60 (3.16)
106 (3.93)
99 (3.19)
44 (2.44)

59.38
84.38
67.39
47.37

หมายเหตุ      A = MS + BA 2 mg/l + NAA 2 mg/l + sucrose 3%
        B = MS + BA 4 mg/l + IAA 1 mg/l + sucrose 3%
        C = MS + BA 1 mg/l + IAA 0.01 mg/l + sucrose 3%
        D = MS + kinetin 2 mg/l + NAA 0.5 mg/l + sucrose 3%



ตารางท่ี 4.3.2  ปฏิกิริยาระหวางพันธุขาวและสูตรอาหารตอจ ํานวนการเกิดยอดจากแคลลัสของ
        ขาว 4 พันธุ บนอาหารชกันํ าตน 4 สูตร เมื่อเพาะเลี้ยงได 6 สัปดาห(คาในวงเล็บเปน

                       เปอรเซ็นต)

พันธุขาวz

สูตร
อาหาร

KDML LPT RD NSK เฉลี่ย

A
B
C
D

 7.33a (55.00)
 7.67a (58.97)
 8.67a (63.42)
 4.00b (30.77)

 3.67b (28.95)
 8.33a (60.98)
 7.67a (53.49)
 2.67b (21.62)

 4.33bc (35.14)
 7.67a (58.97)
 6.67ab (48.78)
 2.33c (17.50)

  6.33b (59.38)
  9.00ab(84.38)
10.33a (67.39)
  6.00b (47.37)

5.42b
8.17a
8.33a
3.75c

เฉลี่ย        6.92        5.58       5.25        7.92 6.42
หมายเหตุ ดูคํ าอธิบายใตตารางที ่4.3.1
z  คาเฉลี่ยในแนวตั้งที่ตามดวยอักษรที่ตางกันมีความแตกตางทางสถิติในระดับ 0.05 จากการ
เปรียบเทียบโดยวิธ ีDMRT

ตารางท่ี 4.3.3  ปฏิกิริยาระหวางพันธุขาวและสูตรอาหารตอเปอรเซ็นตการเกิดตนจากแคลลัสของ
                      ขาว 4 พันธุ บนอาหารชกันํ าตน 4 สูตร เมื่อเพาะเลี้ยงได 6 สัปดาห

พันธุขาวz
สูตร
อาหาร

KDML LPT RD NSK เฉลี่ย

A
B
C
D

     54.44 ab
     60.47 a
     64.26 a
     32.95 b

      30.57 bc
      60.69 a
      54.13 ab
      21.67 c

     32.78 bc
     60.35 a
     48.90 ab
     16.67 c

     60.00 ab
     84.87 a
     68.15 ab
     48.33 b

44.44 b
66.60 a
58.87 a
29.91 c

เฉลี่ย      53.03       41.77      39.68      65.34 6.42
หมายเหตุ ดูคํ าอธิบายใตตารางที ่4.3.1
z  คาเฉลี่ยในแนวตั้งที่ตามดวยอักษรที่ตางกันมีความแตกตางทางสถิติในระดับ 0.05 จากการ
เปรียบเทียบโดยวิธ ีDMRT



ตารางท่ี 4.3.4 ลักษณะการเปลี่ยนแปลงของแคลลัสขาวพันธุขาวดอกมะล ิ105 และน้ํ าสะกุย 
             19 ที่ผานการคัดเลือกทนเค็มบนอาหารชักน ําตนสูตร MS+ BA 4 mg/l + IAA 
             1 mg/l + sucrose 3% เมื่อเพาะเลี้ยงได 6 สัปดาห

จํ านวนแคลลัสที่เกิดการเปลี่ยน
แปลง (กอน)พันธุ

ขาว
%
เกลือ

จํ านวนแคล
ลัสเริ่มตน

(ชิ้น) จุดสเีขียว ราก ยอด
% การ
เกิดตน

หมายเหตุ

KDML 0.0
0.5
1.0
1.5
2.0

76
73
54
47
25

18
10
6
4
0

1
5
11
18
0

16
3
19
0
0

21.05
4.11

35.19
0
0

ไดตนเผือก
1 ตน

(1.85%)จาก
แคลลัสทน
เค็ม 1.0%

NSK 0.0
0.5
1.0
1.5
2.0

92
79
71
54
28

20
37
4
0
0

5
19
0
2
0

38
0
0
0
0

41.30
0
0
0
0

ไดตนเผือก
27 ตน

(29.35%)
จากแคลลัส
ไมทนเค็ม



ตารางท่ี 4.3.5 ลักษณะการเจริญเติบโตและพัฒนาของตนขาวพันธุขาวดอกมะล ิ105 ที่ไดจาก
              แคลลัสไมทนเค็มและแคลลัสทนเค็ม 0.5 และ 1.0 เปอรเซ็นต ในกระถางปลูก

ตน
ที่
จํ านวน
หนอ
ตอตน

จํ านวน
รวง

จํ านวนรวง
ยอยเฉลี่ยตอ
รวง

ความสูงตน
(เซนติเมตร)

วันออก
ดอกแรก

น้ํ าหนัก
100
เมล็ด
(กรัม)

น้ํ าหนัก
เมล็ดทั้ง
หมด
(กรัม)

1
2
3
4
5
6
7
8
9
10
11
12
13
14
15
16
17

14
14
14
16
16
13
12
16
16
15
13
18
8
19
12
14
14

14
12
11
14
11
11
10
11
14
14
13
16
6
18
10
10
9

9.57
9.75
9.00
9.21
9.82
10.27
10.00
10.45
10.86
10.14
11.82
11.13
9.33
9.17
8.40
8.90
9.78

147
142
138
157
158
145
155
157
150
160
159
158
157
159
148
142
148

27/9/45
27/9/45
24/9/45
8/10/45
29/9/45
20/9/45
4/10/45
9/10/45
11/10/45
21/9/45
25/9/45
13/10/45
5/10/45
25/9/45
29/9/45
15/10/45
11/10/45

2.45
2.54
2.43
2.09
2.22
2.58
2.44
1.95
2.36
2.09
2.59
2.33
2.37
2.85
2.60
1.85
2.10

37.87
25.53
17.39
23.86
17.23
27.25
21.05
20.28
39.28
26.99
32.47
42.57
9.37

48.16
22.02
11.23
16.14

หมายเหตุ   ตนที่ 1-15 เปนตนจากแคลลัสทนเค็ม 1.0 เปอรเซ็นต
     ตนท่ี 16-17 เปนตนจากแคลลัสทนเค็ม 0.5 เปอรเซ็นต



ตารางท่ี 4.3.5(ตอ)   ลักษณะการเจริญเติบโตและพัฒนาของตนขาวพันธุขาวดอกมะลิ 105 ที่ได
           จากแคลลัสไมทนเค็มและแคลลัสทนเค็ม 0.5 และ 1.0 เปอรเซ็นต ในกระถางปลูก

ตน
ที่
จํ านวน
หนอ
ตอตน

จํ านวน
รวง

จํ านวนรวง
ยอยเฉลี่ยตอ
รวง

ความสูงตน
(เซนติเมตร)

วันออก
ดอกแรก

น้ํ าหนัก
100
เมล็ด
(กรัม)

น้ํ าหนัก
เมล็ดทั้ง
หมด
(กรัม)

N1
N2
N3
C1
C2
C3

16
12
14
16
13
14

15
11
12
11
12
13

10.82
9.57
11.00
10.45
8.58
10.38

157
155
156
158
155
152

4/10/45
4/10/45
27/9/45
27/9/45
5/10/45
29/9/45

2.47
2.34
2.59
2.24
2.30
2.54

35.23
29.87
27.74
26.47
29.87
38.24

หมายเหตุ   ตน N1-N3 เปนตนที่เพาะจากเมล็ด
     ตน C1-C3 เปนตนจากแคลลัสไมทนเค็ม
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4.  การวิเคราะหโปรตนีรวมในรากขาวพันธุขาวดอกมะลิ 105
จากการวิเคราะหปริมาณโปรตีนรวมในรากขาวพันธุขาวดอกมะลิ 105 โดยวิธีของ 

Bradford assay แบงเปนสองกลุม กลุมแรก ไดแก ตนไมทนเค็ม 3 ตน ตนที่เพาะจากเมล็ด 3 ตน 
ตนจากแคลลัสทนเค็ม 0.5 เปอรเซ็นต จํ านวน 2 ตน และ 1.0 เปอรเซ็นต จํ านวน 15 ตน ซึ่งปลูกใน
สภาพปกติ สวนอีกกลุมเปนตนชนิดเดียวกันกับกลุมแรก แตปลูกในสารละลายเกลือ ที่มีคาการน ํา
ไฟฟา 12 เดซิซีเมนตอเมตร เปนเวลา 2 สัปดาห จากน้ันนํ ารากมาสกัดหาปริมาณโปรตีน พบวา 
ตนจากแคลลัสทนเค็มสวนใหญ เมื่อปลูกในสารละลายเกลือ มีปริมาณโปรตีนเพ่ิมข้ึนอยางมาก 
รวมทั้งจากแคลลัสที่ไมผานการคัดเลือก ในขณะที่ตนจากแคลลัสทนเค็มตนที ่2, 4, 5, 12, 14 และ 
17 รวมทั้งตนที่เพาะจากเมล็ด มีเพ่ิมข้ึนเล็กนอย (ตารางท่ี 4.3.6)  ส ําหรับบางตนที่ปลูกในสาร
ละลายเกลือพบปริมาณโปรตีนมาก อาจเปน stress protein ที่ขาวสรางขึ้นเมื่อพบกับสภาพที่มี
ความเค็ม แตตนที่ไดจากแคลลัสที่ไมผานการคัดเลือก มีปริมาณโปรตีนเพ่ิมข้ึนดวยน้ัน อาจเปน
โปรตีนอ่ืน ๆ ที่ไมใช stress protein เพราะโปรตีนท่ีไดจากการทดลองเปนโปรตีนรวม สวนบาง
ตนที่พบวามีปริมาณโปรตีนเพิ่มขึ้นเล็กนอย อาจเปนเพราะผลจากการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ ที่ท ําให
บางตนตอบสนองตอสภาพเครียดไดนอยจึงพบ stress protein ไดนอย จากน้ันนํ าโปรตีนมา
ทดลองหาขนาดโดยใชเทคนิค SDS-PAGE เปรียบเทียบกับ molecular weight standard ขนาด 
97.4, 66.2, 45, 31, 21.5 และ 14.4 กิโลดาลตัน ผลการทดลองพบวา มีเฉพาะรากจากตนทนเค็ม 1.0 
เปอรเซ็นต ตนท่ี 1 มีโปรตีนขนาด 89.33 กิโลดาลตัน(ภาพที่ 4.3.1)จากตนที่ปลูกในสภาพธรรมดา 
และขนาด 90.22 และ96.27 กิโลดาลตันจากตนที่ปลูกในสารละลายเกลือ(ภาพที่ 4.3.2) แตกัลยา 
กองเงินและคณะ (2544) ไดทดลองกับขาวหลายพันธุที่ปลูกจากเมล็ด พบโปรตีนขนาด 90 กิโล
ดาลตัน ในรากของขาวพันธุทนทาน (พอกคาล)ี และพันธุทนทานปานกลาง แตไมพบในพันธุขาว
ดอกมะล ิ105 ซ่ึงเปนพันธุออนแอตอความเค็ม สวนขาวพันธุขาวดอกมะล ิ105 ที่ผูวิจัยใชศึกษานี้
ไดจากการเพาะเล้ียงเน้ือเย่ือ อาจเกิดการแปรปรวนทางพนัธุกรรม จึงท ําใหไดผลแตกตางจากกัลยา 
กองเงินและคณะ (2544)



ตารางท่ี 4.3.6   ปริมาณโปรตีนรวม (มิลลิกรัมตอกรัม) จากรากขาวพันธุขาวดอกมะลิ 105 ท่ีปลูก
         ในสภาพธรรมดาและปลูกในสารละลายเกลือ

ปริมาณโปรตีน (มิลลิกรัมตอกรัม) ปริมาณโปรตีน (มิลลิกรัมตอกรัม)ตนท่ี
สภาพธรรมดา สารละลายเกลือ

ตนท่ี
สภาพธรรมดา สารละลายเกลือ

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

0.273
0.477
0.693
0.746
0.273
1.942
0.468
1.822
1.147
0.719
0.271
3.256

1.500
0.797
1.676
1.265
0.469
2.629
1.735
3.022
3.178
2.142
0.776
3.400

13
14
15
16
17
N1
N2
N3
C1
C2
C3

0.941
0.561
1.050
0.352
0.909
0.313
2.842
0.703
0.438
0.250
0.231

3.703
0.767
2.328
1.573
1.303
0.710
3.397
0.942
2.006
0.874
1.523

หมายเหตุ   ตนที่ 1-15 เปนตนจากแคลลัสทนเค็ม 1.0 เปอรเซ็นต
      ตนท่ี 16-17 เปนตนจากแคลลัสทนเค็ม 0.5 เปอรเซ็นต
      ตน N1-N3 เปนตนที่เพาะจากเมล็ด
      ตน C1-C3 เปนตนจากแคลลัสไมทนเค็ม
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ภาพท่ี 4.3.1   เจ
          ใ
97.4

66.2
ล
น

5
4
31
21.5

14.4
kDa
ท่ียอมดวยเทคนิค silver stain
สภาพธรรมดา
ST   :   Molecular weight stan
B     :   BSA standard
N     :   รากจากตนที่เพาะเมล็ด
C     :   รากจากตนไมทนเคม็
S1    :   รากจากตนทนเค็ม 1.0 
S2    :   รากจากตนทนเค็ม 1.0 
S4    :   รากจากตนทนเค็ม 1.0 
S6    :   รากจากตนทนเค็ม 1.0 
S8    :   รากจากตนทนเค็ม 1.0 

B NC
 แสด

dar

เปอร
เปอร
เปอร
เปอร
เปอร
ST
ง band

d

เซ็นต 
เซ็นต 
เซ็นต 
เซ็นต 
เซ็นต 
S1
 ของโปรตีนในรากขาวท่ีปลูก

ตนท่ี 1
ตนท่ี 2
ตนท่ี 4
ตนท่ี 6
ตนท่ี 8
S6
S8
 S2
89.33
S4
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ภาพท่ี 4.3.2   เจลท่ียอมดวยเทคนิค silver stain แสดง band ของโปรตีนในร
         ในสารละลายเกลือ

ST   :   Molecular weight standard
B     :   BSA standard
N     :   รากจากตนที่เพาะเมล็ด
C     :   รากจากตนไมทนเคม็
S1    :   รากจากตนทนเค็ม 1.0 เปอรเซ็นต ตนท่ี 1
S2    :   รากจากตนทนเค็ม 1.0 เปอรเซ็นต ตนท่ี 2
S4    :   รากจากตนทนเค็ม 1.0 เปอรเซ็นต ตนท่ี 4
S6    :   รากจากตนทนเค็ม 1.0 เปอรเซ็นต ตนท่ี 6
S8    :   รากจากตนทนเค็ม 1.0 เปอรเซ็นต ตนท่ี 8

N B ST S1 CS2 S4 S6 S8

kDa
97.4
66.2

4531

21.5
   14.4
96.27
90.22
ากขาวท่ีปลูก
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5.  การวิเคราะหปริมาณธาต ุโซเดียม โพแทสเซียม แคลเซียม และคลอไรด ในใบขาวพันธุขาวดอก
มะลิ 105

ทํ าการวิเคราะหหาปริมาณ โซเดียม โพแทสเซียม และแคลเซียม ในใบขาวโดยวิธ ี atomic 
absorption ดวยเคร่ือง Atomic Absorption Spectrophotometer และวิเคราะหปริมาณคลอไรด ตาม
วิธีการของ Mohr (ศรีสม สุวรรณวงศ, 2542) ผลการวิเคราะหสามารถแบงพืชเปน 2 กลุม กลุมที่
สะสมโซเดียมมากกวาโพแทสเซียม ไดแก ตนที่เพาะจากเมล็ด ตนจากแคลลัสทนเค็ม 1.0 
เปอรเซ็นต ตนท่ี 1, 5, 6, 7, 8, 10, 12 และ 14 และตนจากแคลลัสทนเค็ม 0.5 เปอรเซ็นต ตนท่ี 17  
สวนอีกกลุม มีการสะสมโพแทสเซียมมากกวาโซเดียม ไดแก ตนจากการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อที่ไมทน
เค็ม ตนจากแคลลัสทนเค็ม 1.0 เปอรเซ็นต ตนท่ี 2, 3, 4, 9, 11, 13 และ 15 ตนจากแคลลัสทนเค็ม 
0.5 เปอรเซ็นต ตนท่ี 16 และตนจากแคลลัสทนเค็ม 1.0 เปอรเซ็นตที่ปลูกในสารละลายเกลือ ซึ่งท ํา
ใหอัตราสวนระหวางโซเดียมตอโพแทสเซียม(Na/K ratio) ของขาวกลุมแรกมีคามากกวา 1 แต
กลุมที ่2 มีคานอยกวา 1 สวนปริมาณคลอไรดในขาวทั้งสองกลุมนั้น มีการสะสมในปริมาณที่ใกล
เคียงกัน ยกเวนตนจากแคลลัสทนเค็ม 0.5 เปอรเซ็นตท้ังสองตน และตนไมทนเค็มที่มีปริมาณคลอ
ไรดนอยกวาตนอ่ืน ๆ ส ําหรับแคลเซียมนั้น พบตนที่มีการสะสมตํ ่ากวาตนอ่ืน ๆ ไดแก ตนจาก
แคลลัสทนเค็ม 1.0 เปอรเซ็นต ตนท่ี 6, 7, 8, 9, 12, 13, 14 ตนจากแคลลัสทนเค็ม 0.5 เปอรเซ็นต 
ตนที ่16 ตนไมทนเค็ม และตนที่เพาะจากเมล็ด ดังตารางท่ี 4.3.7

Yeo and Flowers (1986), Gregorio and Senadhira (1993) และกัลยา กองเงินและคณะ
(2544) ไดรายงานเกี่ยวกับการสะสมโซเดียมนอยกวาโพแทสเซียม ในขาวที่ปลูกในสภาพที่มีสาร
ละลายเกลือและขาวพันธุพอกคาล ี (พันธุทนทาน) เพ่ือเปนการรักษา Na/K ratio ใหต่ํ า ปองกัน
ความเปนพิษของโซเดียมไอออนที่จะมีตอพืช และสรุปวาขาวมีกลไกการทนเค็มแบบไมดูด
โซเดียม (Na exclusion) นอกจากน้ี Gregorio and Senadhira  (1993) รายงานอีกวา ขาวพันธุทน
ทานจะรักษาความเขมขนของโซเดียมและคลอไรดใหต่ํ า แตมีความเขมขนของโพแทสเซียมและ
สังกะสีสูง มีอัตราสวนของโซเดียม-โพแทสเซียม และอัตราสวนสังกะสี-ฟอสฟอรัสในยอดต่ํ า 
เมื่อเปรียบเทียบกับพันธุออนแอ และสรุปวาพืชไมดูด (exclusion) โซเดียมและคลอไรดในสวน
ยอด และมีการเพิ่มความเขมขนของโพแทสเซียมในเนื้อเยื่อ เปนกลไกที่ส ําคัญในการทนเค็มของ
ขาว Lauchli and Schubert (1989) พบอีกวา การที่มีความเขมขนของแคลเซียมสูง จะชวยยับยั้งการ
สะสมโซเดียม และชวยรักษาอัตราสวนโซเดียม-โพแทสเซียมใหต่ํ าดวย

สํ าหรับการวิจัยคร้ังน้ี ตนขาวที่ใชทดลองเปนตนที่เกิดจากแคลลัสทนเค็ม 0.5 และ1.0 
เปอรเซ็นต และน ํามาปลูกในสารละลายเกลือ ดังน้ัน มีความแปรปรวนทางพนัธุกรรม (genetic 
variation) เกิดขึ้น ตนขาวที่ไดจากแคลลัสจึงมีความแตกตางกันในการดูดธาตุอาหาร ซึ่งท ําใหผล
การวิเคราะหเนื้อเยื่อพืชมีผลตางกันในปริมาณธาตุโซเดียม โพแทสเซียมและคลอไรด



ตารางท่ี 4.3.7   ปริมาณโซเดียม โพแทสเซียม แคลเซียม และคลอไรดเปนเปอรเซ็นตโดยน้ํ าหนัก
                         แหง(%Wt) ในใบขาวพันธุขาวดอกมะลิ 105 และคาอัตราสวนโซเดียมตอ

           โพแทสเซียม (Na/K ratio)

ตนที่ โซเดียม โพแทสเซียม แคลเซียม คลอไรด โซเดียม/โพแทสเซียม
1
2
3
4
5
6
7
8
9
10
11
12
13
14
15
16
17
N
C
S

3.05
1.29
2.13
2.04
3.76
3.15
3.28
4.29
1.25
4.30
1.21
3.27
1.34
3.55
1.89
0.71
2.53
2.65
0.57
1.68

2.40
2.73
2.77
2.67
2.49
1.95
2.68
2.32
2.01
2.10
2.45
1.78
2.57
2.34
2.22
1.55
1.94
2.04
1.45
1.89

0.347
0.124
0.132
0.124
0.184
0.026
0.065
0.054
0.090
0.372
0.363
0.019
0.061
0.060
0.102
0.021
0.116
0.027
0.078
0.323

0.123
0.148
0.133
0.140
0.112
0.111
0.107
0.147
0.133
0.112
0.107
0.133
0.149
0.154
0.158
0.088
0.089
0.112
0.073
0.140

1.27
0.47
0.77
0.76
1.51
1.61
1.22
1.85
0.62
2.05
0.49
1.84
0.52
1.52
0.85
0.46
1.30
1.30
0.39
0.88

หมายเหตุ   ตนที่ 1-15 เปนตนจากแคลลัสทนเค็ม 1.0 เปอรเซ็นต
      ตนท่ี 16-17 เปนตนจากแคลลัสทนเค็ม 0.5 เปอรเซ็นต
      ตน N เปนตนที่เพาะจากเมล็ด
      ตน C เปนตนจากแคลลัสไมทนเค็ม

         ตน S เปนตนจากแคลลัสทนเค็ม 1.0 เปอรเซ็นตตนท่ี 1 ที่ปลูกในสารละลายเกลือ



บทที ่5
สรุปผลการทดลอง

1. ปจจัยที่มีผลตอการชักนํ าใหเกิดแคลลัสขาวจากคัพภะ ไดแก พันธุขาว สูตรอาหาร และ
สภาพการใหแสง ซึ่งมีผลตอจ ํานวนแคลลัสที่เกิดขึ้นและขนาดของแคลลัส

2. ขาวพันธุขาวดอกมะล ิ105 สามารถเกิดแคลลัสไดดีกวาขาวพันธุอื่นๆ ในอาหารสตูรชักนํ า
แคลลัสทุกสูตร ทั้งในสภาพการเพาะเลี้ยงที่มีแสงและไมมีแสง และแคลลัสที่ไดมีขนาดใหญ ซึ่ง
สังเกตไดจากคาเฉลี่ยของพันธุ (ตารางท่ี 4.1.1)  สวนพันธุขาวที่ใหจํ านวนแคลลัสและขนาดแคล-   
ลัสรองลงมา ไดแก พันธุเหลืองประทิว 123 กข 27 และนํ้ าสะกุย 19 พันธุหอมคลองหลวง 1 ให
จํ านวนแคลลัสและขนาดแคลลัสนอยที่สุด สวนพันธุหอมสุพรรณบุรีไมสามารถชักนํ าแคลลัสได
ในสภาพการเพาะเลี้ยงเหลานี้

3. สูตรอาหารที่สามารถชักน ําใหขาวสวนใหญเกิดแคลลัสไดดีที่สุด คือสูตร MS + 2,4-D 1 
mg/l + NAA 1 mg/l + kinetin 0.1 mg/l + sucrose 3% (1D1N) และสภาพการเพาะเลี้ยงที่สามารถ
ชักนํ าใหขาวเกิดแคลลัสมากที่สุด คือสภาพการเพาะเลี้ยงใหไดรับแสง 16 ช่ัวโมง มืด 8 ช่ัวโมง

4. แคลลัสที่ชักนํ าไดมีลักษณะเปน compact callus ซึ่งมีลักษณะเซลลเกาะกันแนนเปนกอน
แข็ง และมีสีเหลืองครีม หากท ําใหเกิดบาดแผลโดยการ subculture แคลลัสสวนใหญจะเปลี่ยนสี
เริ่มจากบริเวณบาดแผลจนกระทั่งเปนสีนํ ้าตาลทั้งกอน (browning) แตถาหากเปลี่ยนอาหารหลัง
จาก subculture จะลดปญหาน้ีได และจะเกิดนอยลงในการ subculture คร้ังตอไป

5.ความเขมขนของเกลือและจํ านวนวันที่ใชในการคัดเลือกมีผลตอการเจริญเติบโตของแคล
ลัสขาวพันธุขาวดอกมะล ิ105 และพันธุนํ้ าสะกุย 19 ซ่ึงการเจริญเติบโตของแคลลัสขาวบนอาหาร
คัดเลือกจะลดลงตามระดับความเขมขนของเกลือในอาหารที่เพิ่มขึ้นและระยะเวลาการคัดเลือกที่
นานข้ึน

6. สูตรอาหารสตูรชักนํ าตนท่ีทํ าใหขาวทุกพันธุมีเปอรเซ็นตการเกิดตนสูงที่สุด คือ สูตร MS 
ที่ม ีBA 4 mg/l, IAA 1 mg/l และsucrose 3%

7. สามารถชักน ําตนจากแคลลัสของขาวพันธุขาวดอกมะลิ 105 ที่ระดับเกลือ 0, 0.5 และ 1.0 
% ได 16(21.05%), 3 (4.11%) และ19 (35.19%) ตน ตามล ําดับ และไดตนเผือกจากแคลลัสทนเค็ม 
1.0% จํ านวน 1 ตน(1.85%) เมื่อยายตนขาวเหลานี้ออกปลูกในกระถาง เหลือตนท่ีรอดชีวิต 16, 2 
และ 15 ตน ตามล ําดับ สวนพนัธุน้ํ าสะกยุ 19 สามารถชกันํ าไดเฉพาะจากแคลลสัทีไ่มทนเคม็ 38 ตน
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(41.30%) ซ่ึงเปนตนเผือกถึง 27 ตน (29.35%)
8. ตนขาวที่ชักนํ าไดจากแคลลัสทนเค็ม 0.5 และ 1.0 เปอรเซ็นต สามารถเจริญเติบโตและให

ผลผลิตได
9. การหาโปรตีนรวมในรากขาว พบเฉพาะตนจากแคลลัสทนเค็ม 1.0 เปอรเซ็นต ตนท่ี 1 มี

โปรตีนขนาด 89.33 กิโลดาลตัน จากตนที่ปลูกในสภาพธรรมดา และขนาด 90.22 และ 96.27 กิโล
ดาลตัน จากตนที่ปลูกในสารละลายเกลือ

10. ตนขาวจากแคลลัสทนเค็มมีการสะสมธาตุโซเดียมและโพแทสเซียมแตกตางกันไป แบง
ไดเปน 2 กลุม คือกลุมที่มีการสะสมโซเดียมมากกวาโพแทสเซียม และกลุมที่สะสมโพแทสเซียม
มากกวาโซเดียม
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ขอเสนอแนะ

ควรศึกษาวิจัยในหัวขอตอไปน้ี
1. ศึกษาการงอกของเมล็ดขาวพันธุขาวดอกมะล ิ 105 ที่ไดจากการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ ในพื้นที่

ดินเค็มตามธรรมชาติ
2. ศึกษาคุณคาทางอาหาร ของขาวพันธุขาวดอกมะลิ 105 ที่ไดจากการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ



รายการอางอิง
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ภาคผนวก



           ตารางผนวกที่ 1  การวิเคราะหวาเรียนซของจ ํานวนและขนาดแคลลัสอายุ 2 สัปดาหและ 4 สัปดาหที่ชักนํ าในอาหารสูตรตางๆ ในสภาพ
            ที่มแีสงและไมมีแสง

Mean Squares
Source of variation df จํ านวนแคลลัส ขนาดแคลลัสอาย ุ2 สัปดาห ขนาดแคลลัสอาย ุ4 สัปดาห

Main plot (V = พันธุขาว ) 4 5741.09 ** 128.13 ** 151.95 **
Error a 16               18.31                    0.15                   0.12
Sub plot (L = สภาพแสง ) 1   306.03 **                  10.12 **                   8.33 **
V x L 4   163.25 **   0.29 ns                   0.82 ns
Error b 20 36.35                   0.30                   0.35
Sub sub plot (M = สูตรอาหาร ) 5   743.92 **  6.33 **                   9.39 **
V x M 20   340.91 **  0.90 **                   1.20 **
 L x M 5   22.05 ns                   0.70 ns                   0.58 ns
V x L x M 20  25.66 ns                   0.56 *    0.19 ns
Error c 200               20.73                   0.31                   0.27
CV (%) a
CV (%) b
CV (%) c

              20.5
              28.8
              21.8

                  8.0
                 11.1
                 11.4

                  5.5
                  9.3
                  8.2

** = แตกตางทางสถิติในระดับ 0.01 * = แตกตางทางสถิติในระดับ 0.05 ns = ไมแตกตางทางสถิติ



                 ตารางผนวกที่ 2  ขนาดเฉลี่ยของแคลลัสขาวพันธุตางๆ อายุ 2 สัปดาหและ 4 สัปดาห (มิลลิเมตร) ในสภาพที่มีแสงและไมมีแสง

สูตรอาหาร
พันธุขาว สภาพ 2D 1D1N 1D1K 2.5D 0.5D MCH

แสง 2 wk. 4 wk. 2 wk. 4 wk. 2 wk. 4 wk. 2 wk. 4 wk. 2 wk. 4 wk. 2 wk. 4 wk.
KDML ไมมีแสง 6.0 8.1 6.4 7.8 5.1 7.0 5.6 7.5 5.4 6.4 5.6 6.2

มีแสง 6.2 8.4 6.4 8.6 5.9 7.6 5.9 7.8 6.0 6.5 5.3 6.2
LPT ไมมีแสง 5.5 7.1 5.6 7.1 4.7 6.9 5.0 6.9 4.8 6.3 4.7 6.0

มีแสง 5.6 7.0 6.4 7.9 5.6 7.3 4.3 7.2 5.0 6.4 5.7 6.8
RD ไมมีแสง 5.7 7.5 5.8 7.5 4.7 6.3 6.1 7.0 5.7 6.7 5.5 6.6

มีแสง 5.8 7.3 6.9 8.1 5.6 6.7 6.4 7.5 5.7 6.6 5.2 6.8
NSK ไมมีแสง 5.8 7.0 5.8 7.0 5.6 7.0 4.7 6.7 4.7 6.6 5.3 6.7

มีแสง 6.0 7.4 6.2 7.4 5.6 6.7 4.7 6.2 5.4 6.8 5.6 6.7
HKL ไมมีแสง 2.0 3.2 2.4 3.6 2.2 3.2 2.0 3.0 2.0 3.4 1.6 2.6

มีแสง 3.2 3.8 3.4 4.6 2.6 3.6 2.4 3.8 2.0 3.6 2.2 3.6

    หมายเหตุ   ดูคํ าอธิบายใตตารางที ่4.1.1
                2 wk. = อายุ 2 สัปดาห     4 wk. = อายุ 4 สัปดาห
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ตารางผนวกท่ี 3  การวิเคราะหวาเรียนซของจ ํานวนแคลลัสที่คัดเลือกบนอาหารที่มีความเขมขน
                         เกลือ 5 ระดับและวางเลี้ยงเปนเวลา 15, 30, 45 และ 60 วัน

Source of variation df Mean square
Block (R= จํ านวนซํ ้า)
Main plot (V= พันธุขาว)
Error a
Sub plot(D= ระยะเวลาคัดเลือก)
V x D
Error b
Sub sub plot (S= ความเขมขนเกลือ)
V x S
D x S
V x D x S
Error c

3
1
3
3
3
18
4
4
12
12
96

                  70.77 ns
                  77.01 ns
                  30.42
              1157.11**
                    7.82 ns
                    5.20
                386.60**
                  72.66**
                  25.39*
                    8.63 ns
                  11.23

CV (%) b
CV (%) c

                  10.8
                  15.9

** = แตกตางทางสถิติในระดับ 0.01 * = แตกตางทางสถิติในระดับ 0.05
ns = ไมแตกตางทางสถิติ
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 ตารางผนวกท่ี 4   จํ านวนแคลลัสขาวพันธุขาวดอกมะลิ 105 บนอาหารคัดเลือกที่มีความเขมขน
                              เกลือ 5 ระดับ วางเล้ียงเปนเวลา 15, 30, 45 และ 60 วัน

ซํ ้าความ
เขมขน
เกลือ
(%)

จํ านวน
วันคัด
เลือก

จํ านวนแคล
ลัสเริ่มตน

(ชิ้น)
1 2 3 4 จํ านวน

รวม
จํ านวน
เฉลี่ย

0.0 15
30
45
60

32
32
32
32

32
30
21
20

30
27
20
17

27
23
20
20

30
28
22
19

119
108
83
76

29.75
27.00
20.75
19.00

0.5 15
30
45
60

32
32
32
32

32
26
21
18

29
26
20
18

29
27
22
20

28
28
22
17

118
107
85
73

29.50
26.75
21.25
18.25

1.0 15
30
45
60

32
32
32
32

24
21
12
8

25
21
16
15

21
17
13
12

28
23
19
19

98
82
60
54

24.50
20.50
15.00
13.50

1.5 15
30
45
60

32
32
32
32

15
9
8
8

26
18
17
15

28
20
19
14

29
24
15
10

98
71
59
47

24.50
17.75
14.75
11.75

2.0 15
30
45
60

32
32
32
32

24
19
8
4

24
18
13
7

30
29
24
12

30
24
20
6

108
90
65
29

27.00
22.50
16.25
7.25
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 ตารางผนวกท่ี 5 จํ านวนแคลลัสขาวพันธุน้ํ าสะกุย 19 บนอาหารคัดเลือกท่ีมีความเขมขนเกลือ 
                 5 ระดับ วางเล้ียงเปนเวลา 15, 30, 45 และ 60 วัน

ซํ ้าความ
เขมขน
เกลือ(%)

จํ านวน
วันคัด
เลือก

จํ านวน
แคลลัส
เริ่มตน
(ชิ้น)

1 2 3 4 จํ านวน
รวม

จํ านวน
เฉลี่ย

0.0 15
30
45
60

32
32
32
32

 29
26
20
19

30
29
28
28

27
26
24
19

28
28
27
26

 114
109
99
92

28.50
27.25
24.75
23.00

0.5 15
30
45
60

32
32
32
32

 27
23
15
10

32
29
29
28

27
25
22
21

30
27
22
20

 116
104
88
79

29.00
26.00
22.00
19.75

1.0 15
30
45
60

32
32
32
32

 28
25
20
17

27
26
24
24

24
23
20
16

29
29
21
14

 108
103
85
71

27.00
25.75
21.25
17.75

1.5 15
30
45
60

32
32
32
32

 27
23
18
16

26
22
18
14

 31
26
18
15

25
25
18
9

 109
96
72
54

27.25
24.00
18.00
13.50

2.0 15
30
45
60

32
32
32
32

 22
18
12
9

25
19
9
4

27
22
9
8

23
19
9
7

97
78
39
28

24.25
19.50
9.75
7.00
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 ตารางผนวกท่ี 6 คะแนนการพัฒนาของแคลลัสขาวพันธุขาวดอกมะล ิ105 บนอาหารคัดเลือกท่ี
                           มีความเขมขนเกลือ 5 ระดับ วางเล้ียงเปนเวลา 15, 30, 45 และ 60 วัน

ซํ ้าความ
เขมขน
เกลือ(%)

จํ านวน
วันคัด
เลือก

1 2 3 4 คะแนน
รวม

คาเฉลี่ย

0.0 15
30
45
60

96 z

88
82
74

84
83
76
66

91
88
77
66

92
87
73
69

363
346
308
275

90.75!4.99
86.50!2.38
77.00!3.74
68.75!3.78

0.5 15
30
45
60

66
64
54
54

68
63
54
51

83
71
62
61

89
77
59
50

306
275
229
216

76.50!11.27
68.75!6.55
57.25!3.95
54.00!4.97

1.0 15
30
45
60

83
72
44
34

75
62
49
44

73
47
36
32

89
79
54
51

320
260
183
161

80.00!7.39
65.00!13.88
45.75!7.61
40.25!8.88

1.5 15
30
45
60

 58
41
29
22

84
72
43
41

82
75
48
45

85
73
48
34

 309
261
168
142

77.25!12.89
65.25!14.75
42.00!8.98

35.50!10.08
2.0 15

30
45
60

 72
60
35
26

68
49
45
32

87
77
59
44

82
70
46
42

 309
256
185
144

77.25!8.77
64.00!12.19
46.25!9.84
36.00!8.49

z  คะแนนการพัฒนาของแคลลัสคิดจากระดับคะแนน 1-6 ของแคลลัสที่มีการเปลี่ยนแปลงเมื่อ
วางเล้ียงบนอาหารคัดเลือกนาน 15, 30, 45 และ60 วัน
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 ตารางผนวกท่ี 7 คะแนนการพัฒนาของแคลลัสขาวพันธุนํ ้าสะกุย 19 บนอาหารคัดเลือกที่มี
                           ความเขมขนเกลือ 5 ระดับ วางเล้ียงเปนเวลา 15, 30, 45 และ 60 วัน

ซํ ้าความ
เขมขน
เกลือ(%)

จํ านวน
วันคัด
เลือก

1 2 3 4 คะแนน
รวม

คาเฉลี่ย

0.0 15
30
45
60

 95 z

90
78
66

82
71
68
66

85
78
72
68

90
83
68
65

 352
322
286
265

88.00!5.72
80.50!8.02
71.50!4.73
66.25!1.26

0.5 15
30
45
60

 74
63
50
45

68
55
43
36

76
72
57
53

92
78
61
48

 310
268
211
182

77.50!10.25
67.00!10.10
52.75!7.93
45.50!7.14

1.0 15
30
45
60

 78
61
46
37

84
72
46
43

83
70
50
42

85
73
57
53

 330
276
199
175

82.50!3.11
69.00!5.48
49.75!5.19
43.75!6.70

1.5 15
30
45
60

 79
60
40
36

74
55
43
36

73
59
39
31

 78
49
30
28

 304
223
152
131

76.00!2.94
55.75!4.99
38.00!5.63
32.75!3.95

2.0 15
30
45
60

 85
36
29
28

79
45
27
25

79
36
31
25

82
47
31
24

325
164
118
102

81.25!2.87
41.00!5.83
29.50!1.91
25.50!1.73

z  คะแนนการพัฒนาของแคลลัสคิดจากระดับคะแนน 1-6 ของแคลลัสที่มีการเปลี่ยนแปลงเมื่อ
วางเล้ียงบนอาหารคัดเลือกนาน 15, 30, 45 และ60 วัน



          ตารางผนวกที่ 8  ระดับคะแนนการพัฒนาของแคลลัสขาวพันธุขาวดอกมะลิ 105 บนอาหารคัดเลือกเมื่อวางเลี้ยงเปนเวลา 1 เดือน เปรียบเทียบกับแคลลัสที่
            ไมไดผานการ คัดเลือกมากอน

Plate no.ความเขม
ขนเกลือ

(%)

ชนิดของ
แคลลัส 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 รวม เฉลี่ย

0.5

1.0

1.5

2.0

Control
Reselected
Control
Reselected
Control
Reselected
Control
reselected

88
96
80
92
64
68
26
29

79
67
72
52
64
64
26
45

88
73
72
60
64
88
56
22

67

76

64

38

118

81

64

120

72

64

96

96

64

86

90

54

95

69

80

96

80

96

64

81

76

110

80

88 88
255
1377
224
988
192
610
108
134

85.00
91.80
74.67
76.00
64.00
67.78
36.00
33.50

หมายเหตุ    control =  แคลลัสที่ไมเคยคัดเลือกทนเค็ม
     reselected = แคลลัสที่ผานการคัดเลือกทนเค็ม



                    ตารางผนวกที่ 9  ระดับคะแนนการพัฒนาของแคลลัสขาวพันธุนํ ้าสะกุย 19 บนอาหารคัดเลือกเมื่อวางเลี้ยงเปนเวลา 1 เดือน เปรียบเทียบกับ
        แคลลัสที่ไมไดผานการคัดเลือกมากอน

Plate no.ความเขมขน
เกลือ (%)

ชนิดของ
แคลลัส 1 2 3 4 5 6 7 รวม เฉลี่ย

0.5

1.0

1.5

2.0

Control
Reselected
Control
Reselected
Control
Reselected
Control
Reselected

90
84
56
54
96
96
31
96

73
84
64
90
41
60
26
100

78
71
64
90
100
74
78
70

74
54
71
96
44
86
76

92
80

96
76

80 96
407
549
255
426
357
316
211
266

81.40
78.43
63.75
85.20
71.40
79.00
52.75
88.67

                               หมายเหตุ    control =  แคลลัสที่ไมเคยคัดเลือกทนเค็ม
      reselected = แคลลัสที่ผานการคัดเลือกทนเค็ม



          
            ตารางผนวกที่ 10   การวิเคราะหวาเรียนซของจ ํานวนแคลลัสที่เกิดจุดสีเขียว ราก ยอด และเปอรเซ็นตการเกิดตนของขาว 4 พันธุ

  บนอาหารชกันํ าตน 4 สูตร

MS
Source of variation df จํ านวนแคลลัสที่เกิด

จุดสเีขียว(กอน)
จํ านวนแคลลัสที่เกิด
ราก(กอน)

จํ านวนแคลลัสที่เกิด
ยอด(กอน)

เปอรเซ็นตการเกิด
ตน

จํ านวนซํ ้า 2               1.08 ns               12.25 ns             4.33ns             116.42 ns
Main plot (V= พันธุขาว ) 3               7.74 ns                 3.17 ns            18.22*           1675.74**
Error a 6             63.22                 3.08              2.89               63.86

Sub plot ( M= สูตรอาหาร ) 3               8.74 ns               22.06 ns            59.39**           3155.21**
V x M 9               1.26 ns                3.48 ns              2.46 ns              89.84 ns
Error b 24               3.13                9.21              3.19            230.98
CV (%) a
              b

            44.5
            31.6

             37.0
             63.9

             26.5
             27.9

             16.0
             30.4

** = แตกตางทางสถิติในระดับ 0.01 * = แตกตางทางสถิติในระดับ 0.05 ns = ไมแตกตางทางสถิติ
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       ภาพผนวกท่ี 1    ภาพแสดงระดับคะแนนการพัฒนาของแคลลัสขาวบนอาหารคัดเลือก
6 =  แคลลัสมีสีเหลืองครีมทั้งกอน
5 = แคลลัสมีสีเหลืองครีมคลํ ้ากวาปกติหรือไมสดใส
2 = แคลลัสมีสีเหลืองครีมแตมีบางสวนที่เปนสีนํ้ าตาลหรือ

4 



1 = แคลลัสตาย
3 = แคลลัสมีสีเหลืองครีมแตมีบางสวนที่เปนสีนํ ้าตาลหรือ
      ด ํา 50 เปอรเซ็นต
= แคลลัสมีสีเหลืองครีมแตมีบางสวนที่เปนสีนํ ้าตาลหรือ
ด ํานอยกวา 50 เปอรเซ็นต
ดํ ามากกวา 50 เปอรเซ็นต
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ภาพผนวกท่ี 2   แคลลัสที่มีจุดสีเขียวเกิดขึ้นบนกอนแคลลัสเมื่อชักน ําบนอาหาร
สูตร 1D1K และ 0.5D

ภาพผนวกท่ี 3   แคลลัสที่มีขนาดที่เหมาะสมจะถูกแยกยอดและรากออกเพื่อนํ า
             ไปเพิ่มปริมาณและคัดเลือกแคลลัสทนเค็ม

ภาพผนวกท่ี 4   แสดงแคลลัสชนิด friable ที่เกิดจากการเพาะเลี้ยงเปนเวลานาน
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ภาพผ
5.1
นวกท่ี 5   ขนาด
      5.1  แคลล
      5.2  แคลล
      5.3  แคลล
5.2
5.3
ของแคลลัสขาวบนอาหารสูตรชักน ําแคลลัส
สัท่ีมีขนาดเสนผานศูนยกลางประมาณ 0.1, 0.2 และ 0.4 เซนติเมตร
ัสที่มีขนาดเสนผานศูนยกลางประมาณ 0.5-0.6 เซนติเมตร
ัสที่มีขนาดเสนผานศูนยกลางประมาณ 0.7-0.9 เซนติเมตร



83

ภาพผนวกท่ี 6   ตนขาวที่ช
       6.1  ตนขาวจา

 โซเดียมค
       6.2  ตนขาวจา

 มีเกลือโซ
6.3! ตนขาวจา
ดอกมะล
เปอรเซ็น

2
6.
6.3
6.1
ักนํ าไดจากแคลลัสทนเค็มและแคลลัสที่ไมไดคัดเลือกทนเค็ม
กแคลลัสขาวพันธุนํ ้าสะกุย 19 ที่คัดเลือกบนอาหารที่ไมมีเกลือ
ลอไรด ซึ่งสามารถชักน ําไดทั้งตนปกติและตนเผือก
กแคลลัสขาวพันธุขาวดอกมะลิ 105 ที่คัดเลือกบนอาหารที่ไม
เดียมคลอไรด
กแคลลัสทนเค็ม 0.5และ 1.0 เปอรเซ็นต ของขาวพันธุขาว 
ิ 105 และไดตนขาวเผือก 1 ตน จากแคลลัสทนเค็ม 1.0 
ต
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             ภาพผนวกท่ี  7   ตนขาวพันธุขาวดอกมะลิ 105 ท่ีชักนํ าไดจากแคลลัสทนเค็ม
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ภาพผนวกท่ี 8   ตนขาวที่เกิดจากแคลลัสทนเค็มสามารถสืบพันธุและติดเมล็ด
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