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บทที ่2 

ตรวจเอกสาร 

 ข้าวจดัเป็นพืชในตระกูล (family) Poaceae สกุล (genus) Oryza ซ่ึงประกอบด้วย ข้าวป่า 20 
ชนิด และขา้วปลูก  2 ชนิด คือ ขา้วท่ีปลูกในแถบเอเชียท่ีเป็น Oryza sativa L. และขา้วท่ีปลูกในแถบ
แอฟริกาท่ีเป็น O. glaberrima Steud. (จ ารัส, 2534) ข้าวเป็นพืชชนิดดิพลอยด์ (diploid) มีจ านวน
โครโมโซม 2n=2x=24 เป็นพืชผสมตวัเอง (self-pollinated crop) เกือบ 100 เปอร์เซ็นต ์ดงันั้นพนัธ์ุขา้ว
ต่าง ๆ ท่ีปลูกอยู่ทัว่ไปจึงมีความคงตวัทางพนัธุกรรม (homogenity) สูง (ประพาส, 2531) O.sativa 
แบ่งออกเป็น 3 จ าพวก โดยอาศยัความแตกต่างของลกัษณะทางสัณฐานวิทยาของตน้ เมล็ด และการ
แพร่กระจายของแหล่งปลูก คือ จาโปนิกา (japonica) เป็นขา้วท่ีมีลกัษณะเต้ีย ใบแคบสีเขียวแก่ เมล็ด
สั้นกลม ปลูกในเขตอบอุ่น เช่น ญ่ีปุ่น จีน เกาหลี เป็นตน้ อินดิคา (indica) เป็นขา้วท่ีมีลกัษณะตน้สูง
เมล็ดเรียวยาว ปลูกในเขตร้อน เช่น อินเดีย ไทย พม่า เป็นตน้ และ จาวานิกา (javanica) เป็นขา้วท่ีมี
ลกัษณะตน้สูง ใบกวา้งสีเขียวอ่อน เมล็ดป้อมใหญ่ ปลูกในอินโดนีเซีย (สถาบนัวจิยัขา้ว, 2529)  

 การเพาะเล้ียงอับเรณูเป็นการน าอับเรณูท่ียงัเจริญเติบโตไม่เต็มท่ี ซ่ึงภายในมีละอองเรณู 
(microspore) พัฒนาอยู่ในระยะท่ีมีนิวเคลียสเพียงหน่ึงอัน  (uninucleate) มาเพาะเล้ียงบนอาหาร
สังเคราะห์ในสภาพปลอดเช้ือท่ีสามารถควบคุมอุณหภูมิ ความช้ืน และแสงได้ (ประศาสตร์, 2536) 
เพื่อชกัน าให้ไมโครสปอร์ท่ีอยูภ่ายในอบัเรณูพฒันาไปเป็นตน้ท่ีสมบูรณ์  ตน้ท่ีไดจ้ะมีชุดโครโมโซม
คร่ึงหน่ึงของต้นปกติ (haploid) ท่ีสามารถแสดงลักษณะต่าง ๆ ออกมาตามสภาพยีนเด่ียวท่ีมีอยู่
ถึงแมว้่าลกัษณะนั้นจะถูกควบคุมดว้ยยีนด้อยก็ตาม (Raina, 1989 และ Lynch et al., 1991) เน่ืองจาก
ไม่มีการข่มของยีนเด่น และเม่ือมีการชกัน าให้ตน้พืชท่ีมีโครโมโซมชุดเดียวน้ีเพิ่มจ านวนโครโมโซม
ข้ึนอีกเท่าหน่ึงก็จะได้ต้นพืชท่ีมีจ านวนโครโมโซม 2 ชุด (doubled haploid) และเป็นสายพนัธ์ุแท้
เน่ืองจากยนีทุกตวัเขา้สู่สภาพท่ีเหมือนกนัหรือเป็น homozygous (Raina, 1989) 

 การเกิดตน้แฮพลอยดมี์สาเหตุมาจากการท่ีละอองเรณูซ่ึงน ามาเพาะเล้ียงในสภาพท่ีเหมาะสมถูก
ชักน าให้พฒันาไปเป็นต้นโดยผ่านกระบวนการ direct embryogenesis หรือ indirect organogenesis 
โดยกระบวนการ direct embryogenesis พบการแบ่งเซลล์ของละอองเรณูเกิดเป็นกลุ่มเซลล์ท่ีมีการ
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เปล่ียนแปลงรูปร่างไปในรูปแบบเดียวกนักบัการพฒันาของไซโกติคเอ็มบริโอ (zygotic embryo) ท่ีมี
การพฒันาของยอดและรากไปพร้อมๆ กัน ส่วนการพฒันาเป็นต้นอ่อนด้วยกระบวนการ indirect 
organogenesis พบการแบ่งเซลล์ของละอองเรณูเกิดเป็นแคลลสั (callus) แลว้จึงมีการพฒันาของยอด
และรากท่ีสมบูรณ์ในภายหลงั (Genovesi and Magill, 1982) เรียกกระบวนการพฒันาของละอองเรณู
ไ ป เป็ น ต้ น อ่ อ น น้ี ว่ า  microspore androgenesis (Foroughi-Wehr and Wenzel, 1993) ก า ร เกิ ด 
microspore androgenesis เร่ิมตน้จากการแบ่งเซลล์ของละอองเรณูซ่ึงพบว่ามีวิถี (path-way)  เกิดข้ึน
ไดส้องวิถี คือ pathway A และ pathway B ใน pathway A นั้นละอองเรณูท่ีเพาะเล้ียงจะแบ่งเซลล์คร้ัง
แรกแบบไม่สมมาตร (asymmetric division) ไดเ้ซลล์ท่ีมี vegetative และ generative nuclei ซ่ึงมีขนาด
ไม่เท่ากนั จากนั้น vegetative nucleus จะแบ่งตวัต่อไปในขณะท่ี generative nucleus จะสลายไป ส่วน
ใน pathway B พบว่าละอองเรณูจะมีการแบ่งตัวแบบสมมาตร (symmetric division) ได้เซลล์ท่ีมี
นิวเคลียสขนาดเท่ากนัสองนิวเคลียสซ่ึงจะแบ่งตวัต่อไปจนเป็นแคลลสัท่ีสามารถชกัน าให้เกิดเป็นตน้
ท่ีสมบูรณ์ไดใ้นภายหลงั (Wei and Hong, 1991) 

 Niizeki and Oono (1968) เป็นกลุ่มแรกท่ีประสบความส าเร็จในการสร้างต้นข้าวแฮพลอยด ์ 
จากการเพาะเล้ียงอบัเรณูขา้ว japonica โดยใชอ้าหารสูตร Blaydes (1966) ท่ีเติม α –Naphthaleneacetic 
acid (NAA) kinetin  2,4-Dichlorophenoxyacetic acid (2,4-D) และ yeast extract แต่อัตราการเกิดต้น
แฮพลอยด์ ค่อนข้างต ่า ต่อมา Chu (1975) ได้พบว่าสูตรอาหาร  N6 (Nitsch and Nitsch, 1969) เป็น
สูตรอาหารท่ีเหมาะสมในการเพาะเล้ียงอบัเรณูขา้ว เน่ืองจากสามารถท าให้เปอร์เซ็นตก์ารเกิดแคลลสั
เพิ่มข้ึน เม่ือเปรียบเทียบกบัสูตร Miller ท่ีใช้กนัอยู่เดิม การคน้พบสูตรอาหารในคร้ังน้ีท าให้เทคนิค
การเพาะเล้ียงอบัละอองเกสรขา้วพฒันามากข้ึน  

 การชักน าให้เกิดต้นแฮพลอยด์จาก megaspore รายงานคร้ังแรกโดย Uchimiya และคณะ  
(1971) โดยเพาะเล้ียงรังไข่ท่ีไม่ได้รับการผสมของขา้วโพด (Zea mays L.) และรังไข่ของ Solamum 
melongna L. ซ่ึงไดส้ังเกตการแบ่งเซลล์แฮพลอยดใ์นแคลลสัและวางสมมุติฐานวา่ สามารถท่ีจะชกัน า
ให้เกิดตน้แฮพอยด์ในสภาพปลอดเช้ือจาก angiosperm megagametophyte ได้ ต่อมามีพฒันาการใน
การผลิตพืชแฮพลอยด์โดยการเพาะเล้ียงรังไข่จากนกัวิทยาศาสตร์หลายคน (De Beauville, 1980; San 
Noeum and Ahmadi, 1980; Kuo, 1981; Zhou and Yang, 1981a,b,c; Yang and Zhou, 1982) 

 ในปี ค.ศ. 1980 มีห้องปฏิบติัการ 2 แห่ง รายงานการชักน าให้เกิดขา้วแฮพลอยด์ จากรังไข่ท่ี
ไม่ ได้ รับการผสม  (unpollinated ovaries culture) คื อ   De Beauville (1980) และ Zhou and Yang 
(1980, 1981a) เป็นผลส าเร็จ ซ่ึง Kuo (1981) ไดผ้ลการทดลองท่ีคลา้ยกนั  และไดถื้อเป็นรากฐานของ
งานวิจยัทางด้านน้ี หลงัจากนั้นในปี 1998 Rongbai และคณะ พบว่าอาหารสูตร N6  ท่ีเติม  NAA 2 
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มิลลิกรัมต่อลิตร และ  DMSO 0.6-0.8 เปอร์เซ็นต์ ให้ค่าเฉล่ียเปอร์เซ็นต์การชกัน าให้เกิดแคลลสัจาก
รังไข่ของขา้วท่ี 3.8 เปอร์เซ็นต์ และอาหารสูตร N6 ท่ีเติม 2,4,5-Trichlorophenoxyacetic acid (2,4,5-
T) หรือ 2,4-D ร่วมกับ NAA ให้ผลท่ีดีและเหมาะสมต่อการชักน าให้เกิดแคลลัส ส่วนอาหารท่ี
เหมาะสมต่อการชกัน าให้เกิดตน้สีเขียว (green plant regeneration) คือ อาหารสูตร N6 หรือ MS ท่ีเติม 
NAA 0.25 มิล ลิก รัม ต่อ ลิตร Indole-3-acetic acid (IAA) 0.5 มิล ลิก รัม ต่อ ลิตร และ  kinetin 2.0 
มิลลิกรัมต่อลิตร โดยสามารถชกัน าใหเ้กิดตน้สีเขียวไดถึ้ง 77.3 เปอร์เซ็นต ์Rongbai  และคณะ (1999)  
ยงัพบว่าตน้ขา้วท่ีไดจ้ากการเพาะเล้ียงรังไข่จาก 10 สายพนัธ์ุ มีลกัษณะทางการเกษตรท่ีแตกต่างกนั 
โดยประชากรจากการเพาะเล้ียงรังไข่รุ่นท่ี 1 (H1) ได้ต้น แฮพลอยด์  ดับเบิลแฮพลอยด์ หรือ แฮ
พลอยด์-ดบัเบิลแฮพลอยด์รวมกนั โดยตน้ท่ีเป็นแฮพลอยด์พบว่า ความสูงตน้ ความยาวของช่อดอก  
ความยาวของเมล็ด  ความกวา้งของดอก จ านวนดอก และจ านวนดอกท่ีผสมติด จะลดลงอย่างมาก 
ส่วนตน้ท่ีเป็นดบัเบิลแฮพลอยด์จากลูกผสมระหวา่ง UPRI 95-121 x UPRI 95-165 ตน้เป็นปกติ อตัรา
การผสมติดอยูใ่นช่วง 69.6 ถึง 97.7 เปอร์เซ็นต ์อตัราการกระจายตวัทางพนัธุกรรมในประชากรรุ่นท่ี 1 
(H1) อยูท่ี่ 1:1 โดยดูจากลกัษณะสีของเยือ่หุม้ผล (pericarp) 5 ลกัษณะ  

 ส าหรับขา้ว พบว่าเฉพาะเกสรตวัเมียและเกสรตวัผูท่ี้สามารถตอบสนองต่อการเพาะเล้ียงบน
อาหารเหลวไดสู้งโดยเฉพาะเม่ือเล้ียงอวยัวะทั้ง 2 ชนิดร่วมกนั แต่การตอบสนองต่อการเพาะเล้ียงจะ
ต ่าลงมากเม่ือน าเกสรตวัผูอ้อกและเกสรตวัเมียท่ีเล้ียงแยกกนั (Zhou and Yang, 1981a,c)  นอกจากน้ี 
Zhou and Yang (1981b) ยงัไดพ้บความแตกต่างทาง genotype ของแคลลสัจากไข่ท่ีไม่ไดรั้บการผสม 
ท่ีข้ึนกบัระยะการพฒันาของรังไข่ โดยพบว่าระยะ uninucleate ถึง mature embryo sag stages (Zhou 
and Yang,1981a; Kuo, 1981; Huang et al.,1982) เป็นระยะท่ีมีการตอบสนองต่อการเล้ียงได้ดีกว่า
ระยะอ่ืน ๆ  และ ระยะ mature embryo sag เป็นระยะท่ีเหมาะสมท่ีสุดในการเล้ียงไข่ของขา้ว (San 
Noeum, 1976, 1979; De Beauville, 1980; Wang and Kuang, 1981) 

 การศึกษาสารควบคุมการเจริญเติบโตมีผลต่อการขยายของเซลล์สืบพนัธ์ุโดยไม่มีผลท่ีจะ
กระตุน้การแบ่งตวัของเซลล์อ่ืน เป็นจุดท่ีตอ้งน ามาพิจารณาในการเพาะเล้ียงรังไข่ (Cagnet-Sitbon, 
1980; Huang et al.,1982; Kuo, 1981;  Zhou et al., 1983) Zhou and Yang (1981b,c) ศึ ก ษ าค ว าม
ต้องการ สารควบคุมการเจ ริญ เติบโตของ gynogenesis และรายงานว่าถ้าขาด  2-methyl, 4-
chlorophenoxyacetic acid (MCPA) รังไข่จะไม่ขยายและไม่เกิดแคลลสั แต่หากเพิ่ม MCPA จาก 0.125 
มิลลิกรัมต่อลิตร  เป็น 8.0 มิลลิกรัมต่อลิตร  ท าใหรั้งไข่บวมและขยายขนาด (swelling) และระดบัของ 
auxin ท่ีสูงมากกว่า 2 มิลลิกรัมต่อลิตร กระตุน้ให้เกิดแคลลสัจากผนังรังไข่มากกว่าเกิดจาก embryo 
sac นอกจากน้ีความเขม้ขน้ของน ้าตาลท่ี 3-6 เปอร์เซ็นต ์เหมาะส าหรับการเพาะเล้ียงรังไข่ของขา้ว แต่
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ถา้มากถึง 9 เปอร์เซ็นต์จะไม่เหมะสมกบัการเล้ียงรังไข่ของขา้ว (Zhou et al.,1983)  เม่ือเทียบกบัการ
เล้ียงอบัเรณู การเล้ียงรังไข่มีขอ้จ ากดัในแง่ของจ านวนรังไข่ท่ีมีเพียง 1 อนั เท่านั้น ขณะท่ีอบัเรณูมี
จ านวน microspore จ  านวนมากกวา่มาก 

หลงัจากท่ีเล้ียงอบัเรณูของขา้วไดส้ าเร็จไดมี้รายงานความส าเร็จของการเพาะเล้ียงอบัเรณูของ
พืชชนิดอ่ืน ๆ ไดอี้กเป็นจ านวนมาก (Nizeki and Oono, 1968)  การศึกษาผลการเพาะเล้ียงอบัเรณูของ
ขา้วลูกผสมระหว่างจาปอนิกาและขา้วอินดิกาในเวลาต่อมาพบวา่ความสามารถในการเพาะเล้ียงอบั
เรณู ท่ีพิจารณาจากตัวแปร 4 ชนิด ได้แก่ ความถ่ีในการชักน าให้ เกิดแคลลัส (callus induction 
frequency, CI) ความ ถ่ีในการพัฒนาเป็นต้น สี เขียวของแคลลัส  (green plantlet differentiation 
frequency, GPD) ความถ่ีในการพัฒนาเป็นต้นเผือกของแคลลัส (albino plantlet differentiation 
frequency, APD) และความถ่ีของการได้ต้นสีเขียวในการเพาะเล้ียงต่อจ านวนอับเรณูทั้ งหมดท่ี
เพาะเล้ียง (green plantlet yield frequency, GPY) เป็นลกัษณะท่ีถูกควบคุมจากยีนหลายต าแหน่ง โดย
พบวา่ลกัษณะการเกิดแคลลสัเป็นผลจากการท างานร่วมกนัของยีนในแบบบวกสะสม (additive gene 
effect) มากกว่าแบบไม่ใช่ผลบวกสะสม (non-additive gene effect) ในขณะท่ีการพฒันาเป็นต้นมี
สาเหตุหลกัมาจากการท างานร่วมกนัของยีนในแบบบวกสะสมเป็นส่วนใหญ่ (Zhang and Qifeng, 
1993; He et al., 1998; Kwon et al., 2001; Kwon et al., 2002) ดว้ยเหตุน้ีความส าเร็จในการเพาะเล้ียง
อบัละลองเรณูในขา้วพนัธ์ุหน่ึงๆ จึงมีผลเน่ืองมาจากจีโนไทป์ของพนัธ์ุขา้วเอง  ตลอดจนวิธีการและ
สภาพแวดล้อมในการเพาะเล้ียงซ่ึงมีผลต่อการแสดงออกของยีนท่ีควบคุมลักษณะปริมาณต่างๆ 
ดงักล่าวขา้งตน้ (Henry et al., 1994) ดงัรายงานของ Sugimoto and Takeoka (1998) ซ่ึงพบว่าผลของ
การแสดงออกของยีนในการชกัน าให้แคลลสัของข้าวพฒันาไปเป็นตน้มีความผนัแปรตามชนิดของ
อาหารท่ีใชใ้นการเพาะเล้ียง (อา้งจาก สุพรรณญิกา, 2549) 

2.1 ปัจจัยทีม่ีผลต่อการเพาะเลีย้งอบัเรณูและรังไข่ของข้าว 

 2.1.1 ปัจจัยทางด้านพนัธุกรรม 

 การพฒันาเป็นยอด และ/หรือ ราก จากการเพาะเล้ียงเน้ือเยื่อข้ึนอยูก่บัชนิดของพืช พืชบางชนิด
อาจจะเกิดเป็นรากหรือยอดไดง่้าย ในขณะเดียวกนัพืชอีกชนิดหน่ึงเกิดข้ึนไดย้ากแมจ้ะเล้ียงในอาหาร
ท่ีเหมาะสม อีกทั้งกระบวนการเกิดเป็นยอด และ/หรือ ราก จะผ่านกระบวนการ organogenesis หรือ 
embryogenesis ข้ึนอยู่กบัชนิดของพืชด้วย (ไพบูลย,์ 2524) การเพาะเล้ียงอบัเรณูพนัธุกรรมของตน้
ตวัอยา่ง (donor plant) มีความส าคญัต่อการตอบสนองต่อการเพาะเล้ียงอบัเรณูและรังไข่ ปัจจยัอ่ืนท่ีมี
อิทธิพลต่อการเพาะเล้ียงอับเรณูและรังไข่มากอีกอย่างหน่ึง คือ ความอุดมสมบูรณ์ของต้นท่ีให้
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โดยเฉพาะอยา่งยิง่  ตน้ท่ีให้ท่ีมีลกัษณะไวต่อช่วงแสง  พบวา่การปลูกในช่วงแสงท่ีแตกต่างกนัมีผลต่อ
การเจริญเติบโตมาก  นอกจากน้ีตน้ท่ีให้อบัเรณูและรังไข่ควรมีความสมบูรณ์มากท่ีสุด ดงัการทดลอง
ของ Zhang และคณะ (1995) ซ่ึงรายงานว่า สภาพทางสรีรวิทยาของต้นตัวอย่างมีอิทธิพลต่อการ
เพาะเล้ียงอบัเรณู นอกเหนือปัจจยัทางพนัธุกรรม ซ่ึง Meifang, (1992) เห็นว่าการเพาะเล้ียงอบัเรณู 
ของขา้วควรเลือกตน้ท่ีให้จากแปลงท่ีมีความสมบูรณ์เตม็ท่ีซ่ึงท าใหต้อบสนองต่อการเพาะเล้ียงอบัเรณู
ไดสู้ง 

 2.1.2  สภาพแวดล้อมในการปลูก 

 สภาพแวดลอ้มในการปลูก เช่น ปริมาณน ้ า อุณหภูมิ โดยเฉพาะอยา่งยิ่งความเขม้ของแสงและ
ความยาวนานของแสง มีผลมากต่อความสมบูรณ์ของตน้ตวัอยา่ง ซ่ึงสอดคลอ้งกบัรายงานของ Zhang 
และคณะ (1995) ท่ีกล่าวว่าการเพาะเล้ียงอบัเรณูจากตน้ตวัอย่างท่ีปลูกในแสงท่ีมีความเขม้ต ่า อตัรา
การเกิดตน้เผือกจะไม่เพิ่มข้ึน แต่กระตุน้ให้เกิดความแตกต่างในการพฒันาเป็นตน้แทน ซ่ึงรายงาน
ของ Oldeman และคณะ(1987) ไดก้ล่าวไวว้า่ การท่ีตน้ท่ีให้ไดรั้บความเขม้แสงสูงในช่วงการยา้ยปลูก 
และมีการเจริญทางดา้นล าตน้ (vegetative growth) ท่ียาวนานมีผลต่อความสมบูรณ์ของตน้ โดยเฉพาะ
ในช่วงการเจริญทางดา้นเซลลสื์บพนัธ์ุท าใหมี้จ านวนช่อดอกต่อตารางเมตรมากข้ึน แสดงวา่ระดบัของ
แสงท่ีขา้วไดรั้บในระยะการเจริญเติบโตทางดา้นล าตน้มีความส าคญัมากในระยะการเจริญทางดา้น
สืบพนัธ์ุ (อา้งจากยีโ่ถ, 2540) 

 จากการทดลอง พนัธ์ุ CT9993 ซ่ึงเป็นพนัธ์ุขา้วไร่ท่ีมีลกัษณะไม่ตอบสนองต่อช่วงแสง พบว่า
การปลูกในช่วงวนัสั้นหรือช่วงวนัยาว  เปอร์เซ็นต์การชกัน าให้เกิดแคลลสัไม่ต่างกนัมาก  ซ่ึงเท่ากบั 
21.09  และ 19.23 เปอร์เซ็นตต์ามล าดบั  ส่วนในพนัธ์ุ KDML105 ซ่ึงเป็นขา้วท่ีไวต่อช่วงแสงสั้น  ออก
ดอกก็ต่อเม่ือไดรั้บแสงต ่ากวา่ 11 ชัว่โมง 52 นาที (วาสนา, 2523)  ดงันั้นเม่ือท าการทดลองปลูกในวนั
ปลูกท่ีต่างกนั  พบวา่  จ  านวนวนัออกดอกในแต่ละวนัปลูกและจ านวนชัว่โมงสะสมของแสงแดดจา้มี
ความแตกต่างจากวนัปลูกท่ีเป็นชุดเปรียบเทียบอีกด้วย  ซ่ึงทั้งสองลกัษณะเป็นไปในทางเดียวกับ
เปอร์เซ็นตก์ารชกัน าให้เกิดแคลลสัในพนัธ์ุ KDML105 น้ี  ดงัไดเ้ห็นจากวนัปลูกก่อนช่วงแสงสั้น (1 
ตุลาคม) 6  5  4 และ 2 เดือน  มีจ านวนวนัออกรวง 50 เปอร์เซ็นต์ เท่ากบั 188  156  130 และ 115 วนั 
ตามล าดับ  และจ านวนชั่วโมงสะสมของแสงแดดเท่ากับ 1037.7  741.0  559.5 และ 485.1 ชม. 
ตามล าดบั  ซ่ึงมีแนวโน้มไปในทางเดียวกบั  เปอร์เซ็นตก์ารชกัน าให้เกิดแคลลสั  ซ่ึงจะเท่ากบั 84.44 
81.25  73.33 และ 0 เปอร์เซ็นต ์ตามล าดบั (ยีโ่ถ, 2540) 
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 2.1.3 การเตรียมอบัเรณูและรังไข่โดยผ่านความเยน็ก่อนการเพาะเลีย้ง 

 การน าดอกขา้วมาผา่นความเยน็ช่วงเวลาหน่ึงก่อนน าอบัเรณูมาเพาะเล้ียง  เป็นวธีิการท่ีช่วยเพิ่ม
ประสิทธิภาพการเพาะเล้ียงใหสู้งข้ึนได ้ ซ่ึงอุณหภูมิต ่ามีผลต่อการพฒันาของอบัเรณูดงัน้ี 

  1.  ท าให้การท างานของ  spindle fiber ในระหว่างการแบ่ งเซลล์แบบไมโตซีส
เปล่ียนแปลงไป  มีผลท าให้ได้นิวเคลียส 2 อันท่ีมีขนาดเท่ากัน (identical nuclei) แทนท่ีจะเป็น 
vegetative nucleus และ generative nucleus ซ่ึงมีขนาดไม่ เท่ากัน (Zapata et al., 1983; Chen, 1986; 
Raina, 1989) 

  2. ท าให้อตัราการหายใจ การเผาผลาญสารอาหารภายในอบัเรณู รวมทั้งการเส่ือมของ 
somatic cell ของผนงัอบัเรณู (anther wall) ลดลง ส่งผลให้เปอร์เซ็นตก์ารมีชีวติของละอองเรณูเพิ่มข้ึน 
(Zhou et al., 1983; Rout and Sarma, 1991) 

  3. ชกัน าให้เกิดกลไกการพฒันาไปเป็นตน้ของละอองเรณูเน่ืองจากอุณหภูมิต ่ามีผลต่อ
การแสดงออกของยีนและยบัย ั้งการท างานของเอนไซมท่ี์เก่ียวขอ้งกบักระบวนการสร้างเซลสืบพนัธ์ุ 
(gametogenesis) จึงท าให้เกิดการเปล่ียนแปลงการพฒันาของละอองเรณูจาก gametophyte ไปเป็น 
sporophyte (Chen, 1986; Raina, 1989) 

  4. กระตุน้ใหล้ะอองเรณูเกิดการแบ่งเซลลไ์ดร้วดเร็วภายหลงัจากการเพาะเล้ียง และเซลล์
มีการพฒันาไปพร้อม ๆ กนั (Zapata et al., 1983; Raina, 1989; Rout et al., 1991) ซ่ึงช่วยชกัน าให้เกิด 
proembryo เร็วข้ึน (Zapata et al., 1983) 

 2.1.4 องค์ประกอบของสูตรอาหารพืน้ฐาน 

 Chu และคณะ (1975) ได้พฒันาสูตรอาหารพื้นฐาน N6 โดยอาศยัหลักการท่ีว่าปริมาณของ 
NH4

+ ในการเพาะเล้ียงมีผลต่อการชกัน าไมโครสปอร์ของขา้วให้เกิดการแบ่งตวัเป็นแคลลสั และการ
ลดปริมาณ NH4

+ จะส่งเสริมการเกิดแคลลสัในขา้วอินดิกาได้ดี ต่อมามีการดดัแปลงอาหารสูตร N6 
โดยปรับความเขม้ขน้ของ NH4

+ และสารอนินทรียบ์างชนิดท าให้การเพาะเล้ียงอบัเรณูของขา้วพนัธ์ุ
ต่างๆ มีความถ่ีในการเกิดแคลลสัเพิ่มข้ึน เช่น สูตร SK-1 (Raina et al., 1989) และสูตร Chu (Chu et 
al., 1977) เป็นตน้ ส่วนการชกัน าให้แคลลสัเกิดการพฒันาไปเป็นตน้นิยมใช้สูตรอาหารพื้นฐาน MS 
ดดัแปลงท่ีเติมแร่ธาตุต่างๆ ท่ีส่งเสริมการพฒันาไปเป็นตน้ของแคลลสั (Nizeki, 1997) จีโนไทป์มีผล
ต่อการตอบสนองต่อสูตรอาหารพื้นฐานดงัการทดลองของ Mandal and Gupta, (1977) ซ่ึงเพาะเล้ียง
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อบัเรณูของขา้วลูกผสมระหวา่ง Oryza sativa L. cv pankaj กบั O. rufipogon Grift. บนอาหารสูตร N6 
He2  He5  R3 และสูตร N6 ดดัแปลง พบว่าอบัเรณูท่ีเพาะเล้ียงตอบสนองต่อสูตร He2 มากท่ีสุดและ
ตอบสนองต่อสูตร R3 นอ้ยท่ีสุด 
 
 2.1.5 สารควบคุมการเจริญเติบโต 

 ในการเพาะเล้ียงเน้ือเยื่อพืชทัว่ไป สารควบคุมการเจริญเติบโต (hormone) ในพืชมีบทบาทอยา่ง
มากกบักระบวนการ morphogenesis ซ่ึงอาจเกิดจาก morphogenesis ถูกควบคุมด้วยระดบัและชนิด
ของฮอร์โมนท่ีอยูภ่ายในช้ินส่วนพืช ซ่ึงฮอร์โมนในช้ินส่วนพืชมีความแตกต่างกนัทั้งชนิดและปริมาณ 
ข้ึนกบัชนิดพืช ชนิดของเน้ือเยื่อ และสภาพของเน้ือเยื่อ แมใ้นตน้พืชเดียวกนั เน้ือเยื่อต่างชนิดกนัยงัมี
ระดบัและชนิดของฮอร์โมนแตกต่างกนัออกไป เช่น ในรังไข่ หรืออบัเรณู จะมีปริมาณ auxin ค่อนขา้ง
สูง ถา้ในเน้ือเยือ่มีปริมาณฮอร์โมนสูงอยูแ่ลว้ ในอาหารอาจตอ้งลดปริมาณฮอร์โมนให้นอ้ยลง เพื่อให้
การเจริญของเน้ือเยือ่เป็นไปอยา่งสมบูรณ์ (ไพบูลย,์ 2524) 

 ในการเพาะเล้ียงอบัเรณูของขา้ว Sohn และคณะ (1987) รายงานวา่การใช ้NAA   kinetin  2,4-D 
และ ABA ร่วมกนัในอาหารสูตรชักน าให้เกิดแคลลสั และสูตรชกัน าให้เกิดตน้ ให้ผลดีกว่าการใช ้ 
2,4-D เพียงอยา่งเดียว Choi และคณะ (1986) กล่าวว่า ไม่เพียงการ auxin จะมีผลต่อการเพาะเล้ียงอบั
เรณูในช่วงการชกัน าใหเ้กิดแคลลสัเท่านั้น ยงัมีผลต่อการชกัน าให้เกิดตน้ดว้ย ซ่ึงโดยทัว่ไป 2,4-D จะ
กระตุน้ให้อบัเรณูตอบสนองมากกวา่การใช ้NAA แต่ในบางพนัธ์ุจะแสดงถึงการตอบสนองท่ีจ าเพาะ
กบั NAA ( NAA specific reaction) Ball และคณะ (1993) กล่าว่าการเติม IAA จะชักน าให้เกิด direct 
embryogenesis ในขณะท่ี 2,4-D จะส่งเสริมการเกิดและการแบ่งตวัของแคลลสั ส่วนการเติม  NAA 
มกักระตุน้ใหแ้คลลสัพฒันาเป็นตน้ไดใ้นอาหารสูตรชกัน าใหเ้กิดแคลลสั  

 การเพาะเล้ียงอบัเรณูของขา้วนิยมเติมสารควบคุมการเจริญเติบโตในกลุ่ม auxin ลงในอาหาร
สูตรชกัน าให้เกิดแคลลสั โดยอาจเติม 2,4-D  NAA หรือ 2,4,5-T เพียงชนิดใดชนิดหน่ึงหรือ 2 ชนิด
ร่วมกนั หรืออาจเติม auxin ร่วมกบั cytokinin ในอตัราส่วนท่ีเหมาะสมต่อการส่งเสริมให้เกิดแคลลสั
หรือกระบวนการ embryogenesis ของไมโครสปอร์ (Croughan and Chen, 1991; Wei and Hong, 
1991; Mori, 1997)  ในอาหารท่ีใช้ในการเพาะเล้ียงอบัเรณูของข้าวอินดิกามกัใช้ความเข้มข้นของ   
2,4-D หรือ NAA ต ่ากว่าการเพาะเล้ียงขา้วจาปอนิกา และการใช้ 2,4-D ความเขม้ขน้ต ่าร่วมกบั NAA 
และ kinetin ความเขม้ขน้สูงจะสามารถกระตุน้การพฒันาของไมโครสปอร์แบบให้เป็นตน้สมบูรณ์
โดยไม่ตอ้งผา่นระยะการเป็นแคลลสัได ้(Lynch et al., 1991) 
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 2.1.6 อายุและขนาดของแคลลสั 

 อายุและขนาดของแคลลสัท่ีไดอ้บัเรณูและรังไข่ของขา้วเป็นปัจจยัประการหน่ึงท่ีมีผลต่อการ
พฒันาจากแคลลสัไปเป็นตน้ โดยพบว่าความสมารถในการพฒันาไปเป็นตน้จะลดลงเม่ืออายุของ
แคลลสัเพิ่มข้ึน นอกจากน้ียงัพบวา่แคลลสัท่ีมีขนาดเล็กกวา่ 1 มิลลิเมตร ไม่สามารถพฒันาเป็นตน้ได ้
(Wei and Hong, 1991) Ching (1982) พบว่าแคลลัส ท่ีมีอายุ 10-15 ว ันสามารถพัฒนาเป็นต้นได้
มากกวา่ 50 เปอร์เซ็นต ์แต่ถา้แคลลสัมีอายุมากกวา่ 50 วนั จะพฒันาเป็นตน้ไดน้อ้ยหรือไม่พฒันาเป็น
ต้นเลย สอดคล้องกับการทดลองของ Chen และคณะ (2001) ซ่ึงพบว่าเม่ือน าแคลลัสท่ีมีขนาด 2 
มิลลิเมตร ท่ีมีอายุ 35  45 และ 55 วนั ไปเพาะเล้ียงบนอาหารสูตรชกัน าให้เกิดตน้สามารถพฒันาไป
เป็นตน้ได ้7.7  10.6 และ 16.7 เปอร์เซ็นต์ ส่วนแคลลสัลสัท่ีมีอายุมากกว่า 65 วนัข้ึนไปไม่สามารถ
พฒันาเป็นตน้ไดเ้ลย 

2.2 การเพิม่จ านวนโครโมโซมแบบทวคูีณ 

 การชักน าให้เกิดการเพิ่มจ านวนโครโมโซมนั้ น ท าได้โดยการเหน่ียวน าด้วยสารเคมีท่ีมี
คุณสมบัติ เป็น  antimitotic agent ชนิดต่างๆ  เช่น  colchicine nitrous oxide  podophyllin  oryzalin  
trifluralin และ amiprophosmethyl เช่น การทดลองของ Ramulu และคณะ (1991) ซ่ึงใช้ colchicines 
ความเข้มข้น 0.5-5.0 ไมโครโมล oryzalin และ amiprophosmethy ความเข้มข้น 15-31 ไมโครโมล   
ในการชกัน าให้เกิดการเพิ่มจ านวนโครโมโซมในการเพาะเล้ียงโปรโตพลาสตข์องมนัฝร่ัง นอกจากน้ี 
การเพิ่มจ านวนโครโมโซมยงัถูกเหน่ียวน าไดด้ว้ยสภาพทางกายภาพบางประการ เช่น อุณหภูมิ เป็น
ต้น อย่างไรก็ตามพบว่าโดยทั่วไปนิยมใช้สารโคลชิซิน (clochicine) ในการชักน าให้เกิดการเพิ่ม
จ านวนโครโมโซมของตน้แฮพพลอย ์(Rao and Suprasanna, 1996; Sopory and Munshi, 1996; Chen 
et al .,2001) 

 โคลชิซิน เป็นสารประเภทอลัคาลอยด์ (alkaloid) สกดัจากเมล็ด ดอก ใบ และหัว ของ autum 
crocus (Colchicum autummnale) ลกัษณะเป็นผลึกสีเหลือง มีคุณสมบติัเป็นเบสอ่อน ๆ หรือเป็นกลาง 
ละลายไดดี้ในคลอโรฟอร์ม แอลกอฮอล์ และน ้ าเยน็ (Hussein and Narsa, 1974) โคลชิซินมีคุณสมบติั
เป็นตวัยบัย ั้งการสร้างและกาท างานของเส้นใยสปินเดิล (spindle fibre inhibitor) โดยพบวา่โคลชิซิน
จะเขา้ไปจบักบัโปรตีนทูบูลิน (tubulin) ท าให้โปรตีนเหล่าน้ีไม่สามารถจดัเรียงตวัต่อกนัเป็นไมโคร
ทูบูล (microtubule) ได ้ส่งผลใหก้ารสร้างและการท างานของเส้นใยสปินเดิลถูกขดัขวาง  การเคล่ือนท่ี
ของโครโมโซมเขา้สู่ขั้วเซลล์จึงไม่สามารถเกิดข้ึนได้อย่างปกติ  เป็นผลท าให้มีการรวมตวักนัใหม่ 
(restitution) ของโครโมโซมเกิดเป็นนิวเคลียสท่ีมีจ านวนโครโมโซมเพิ่มข้ึนเท่าตวั  โดยทัว่ไปการใช้
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สารโคลชิซินเพื่อชักน าเพื่อให้เกิดการเพิ่มจ านวนโครโมโซมนิยมใช้ในรูปของสารละลายท่ีระดบั
ความเขม้ข้น  ตั้ งแต่ 0.006-3 เปอร์เซ็นต์  และมกัเติม dimethyl sulphoxide (DMOS) 1-4 เปอร์เซ็นต ์ 
เพื่อท าหน้าท่ีเป็น wetting agent ท่ีช่วยให้โคลชิซินถูกดูดซึมเขา้สู่เน้ือเยื่อพืชได้มากข้ึน (Arzari and 
Darvey, 2001) 

รัตน์ดา (2538) ทดลองน าหน่อของตน้ขา้วแฮพลอยท่ี์ไดจ้ากการเพาะเล้ียงอบัเรณูไปเล้ียงใน
อาหารก่ึงแขง็ท่ีเติมสารโคลชิซินความเขม้ขน้ 0.01 และ 0.03 เปอร์เซ็นต ์นาน 3 และ 5 วนั พบวา่หน่อ
ท่ีเล้ียงในอาหารท่ีมีโคลชิซิน 0.03 เปอร์เซ็นต์ นาน 3 วนั สามารถชักน าให้เกิดการเพิ่มจ านวน
โครโมโซมแบบทวคูีณไดสู้งสุด 50 เปอร์เซ็นต ์

 Chen และคณะ (2001) แบ่งหน่อของตน้ขา้วแฮพลอยด์ท่ีไดจ้ากการเพาะเล้ียงขา้วพนัธ์ุ Taipei 
309 เป็นสองกลุ่ม กลุ่มท่ีหน่ึงน าไปแช่ในสารละลายโคลชิซิน 0.05 เปอร์เซ็นต์ กลุ่มท่ีเหลือแช่ใน
สารละลาย oryzalin ความเขม้ขน้ 25 ไมโครโมล พบว่าเปอร์เซ็นต์การเกิดตน้ดบัเบิลแฮพลอยด์จาก
หน่อขา้วท่ีแช่สารละลาย oryzalin และหน่อขา้วท่ีแช่ในสารละลายโคลชิซิน มีค่าเท่ากบั 31.0 และ 
11.5 เปอร์เซ็นต ์ตามล าดบั 

 Morais  และคณะ (1991) เสนอว่าในการใช้สารโคลชิซินเพื่อชักน าให้เกิดการเพิ่มจ านวน
โครโมโซมแบบทวีคูณมีส่ิงท่ีตอ้งค านึง ไดแ้ก่ ชนิดของพืช ช้ินส่วนของพืชท่ีไดรั้บสาร ระดบัความ
เขม้ขน้ของสาร ระยะเวลาในการให้สาร และวิธีการให้ เน่ืองจากพืชแต่ละชนิด ตลอดจนส่วนต่างๆ 
ของพืชท่ีไดรั้บสารมีการตอบสนองต่อระดบัความเขม้ขน้ ระยะเวลาในการให้สาร และวิธีการให้สาร
ได้แตกต่างกัน สอดคล้องกับการทดลองของ Sun และคณะ (1994) ซ่ึงน าต้นกล้าของ Sorghum 
vesicolor มาแช่ในสารละลายโคลชิซินความเขม้ขน้ต่างๆ โดยเปรียบเทียบผลการแช่เฉพาะส่วนปลาย
ยอด ปลายราก และการแช่ทั้งตน้ พบวา่การแช่ตน้กลา้ทั้งตน้ในสารละลายโคลชิซินความเขม้ขน้ 0.01 
เปอร์เซ็นต ์มีการเกิดตน้พอลิพลอยดสู์งสุด 8.3 เปอร์เซ็นต ์ส่วนการแช่ปลายยอดหรือปลายรากในสาร
ท่ีมีความเขม้ขน้ 0.2 และ 0.05 เปอร์เซ็นต์ตามล าดบัมีเปอร์เซ็นต์การเกิดตน้พอลิพลอยด์สูงสุด 6.7 
เปอร์เซ็นต ์


