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บทที ่5 

วจิารณ์ผลการทดลอง 

 การเพาะเล้ียงอบัเรณู และรังไข่ของข้าวมีปัจจยัหลายอย่างท่ีเก่ียวข้อง ระยะการพฒันาของ
ละอองเรณู เป็นปัจจยัหน่ึงท่ีมีส่วนส าคญัท าให้การเพาะเล้ียงประสบความส าเร็จ ระยะท่ีเหมาะสม คือ 
ระยะการพฒันาในช่วงกลางถึงช่วงทา้ยของการเกิดนิวเคลียสเดียว ซ่ึงการทดลองของ Chung (1992) 
และ Zhang (1992) พบวา่ท่ีระยะน้ีการตอบสนองต่อการเพาะเล้ียงอบัเรณูดีท่ีสุด ทั้งในดา้นการพฒันา
เป็นแคลลสัและพฒันาเป็นยอดหรือตน้ ถา้หากละอองเรณูอยูใ่นระยะท่ีนิวเคลียสมีการแบ่งเซลลจ์นได ้
2 นิวเคลียส ละอองเรณูจะมีการสะสมแป้งมากข้ึน ความสมดุลของฮอร์โมนภายในเซลล์เปล่ียนแปลง
ไป องคป์ระกอบของเซลล์ท่ีจ  าเป็นต่อการพฒันาถูกดึงไปใชจ้นเกือบหมด ท าให้ยากต่อการชกัน าให้
เกิดกลไกการพฒันาละอองเรณูไปเป็นตน้ (Chen, 1983; Zapata et al., 1983 และ Raina; 1989) 

 จากการทดสอบสูตรอาหารส าหรับการชักน าให้เกิดแคลลสัจากอบัเรณู เม่ือน าอบัเรณูท่ีเกิด
แคลลสัมาตรวจดูดว้ยกลอ้งสเตอริโอไมโครสโคป พบวา่ภายในอบัเรณูหน่ึง ๆ อาจมีแคลลสัเกิดข้ึนได้
หลายต าแหน่ง ซ่ึงคาดวา่เกิดจากละอองเรณูต่างอนักนัและในการทดลองน้ีพบการเกิดแคลลสัจากทั้ง
อบัเรณูท่ีเปล่ียนเป็นสีน ้ าตาลหรือด าและจากอบัเรณูท่ีไม่เปล่ียนสี แต่ส่วนใหญ่เกิดจากอบัเรณูท่ี
เปล่ียนเป็นสีน ้ าตาล ซ่ึงต่างจากทดลองของ รัตน์ดา (2538)  ภทัรพร (2540)  จนัทร์วิภา (2547) และ 
Guzmam and Zapata-Arias (2000) ซ่ึงไม่พบการเกิดแคลลัสในอบัเรณูไม่เปล่ียนสี จากนั้นแคลลัส
เหล่าน้ีจะมีการแบ่งตวัขยายใหญ่ข้ึนและมกัอยูชิ่ดกนัจนไม่สามารถแยกไดช้ดัเจนวา่แคลลสัท่ีเกิดข้ึน
นั้นเป็นแคลลสัท่ีเกิดจากจุดเร่ิมตน้เดียวกนัหรือไม่ 

 จากทดลองเพาะเล้ียงรังไข่ของข้าวบนอาหารสูตรต่างๆ พบว่าอาหารสูตรพื้นฐาน N6 มี

ประสิทธิภาพสูงสุดในการชกัน าให้เกิดแคลลสัจากรังไข่ของขา้ว อาหารสูตรพื้นฐาน N6 ท่ีดดัแปลง

โดย Chu และคณะ (1975) เพื่อใชใ้นการเพาะเล้ียงไมโครสปอร์ของขา้วโดยอาศยัหลกัการท่ีวา่ปริมาณ

ของ  NH4
+  ในอาหารมีผลต่อการชกัน าไมโครสปอร์ของขา้วให้เกิดการแบ่งตวัเป็นแคลลสั และการ

ลดปริมาณ NH4
+  ส่งผลต่อการเกิดแคลลสัในขา้วอินดิกาไดดี้มากข้ึนซ่ึง Zhou and Yang (1980, 1981) 
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และ Kuo (1981) ไดป้ระสบความส าเร็จในการชกัน าให้เกิดแคลลสัจากรังไข่ของขา้วอินดิกา้เม่ือเล้ียง

บนอาหารสูตรพื้นฐาน N6  

 อาหารมีความส าคญัต่อการชกัน าให้เกิดแคลลสัจากรังไข่ของขา้ว โดยเฉพาะการเลือกใช้ชนิด

และความเขม้ขน้ของสารเร่งการเจริญเติบโตของพืชอนัเป็นส่วนประกอบของอาหารท่ีตอ้งเหมาะสม

ทั้งต่อชนิดของพนัธ์ุข้าวท่ีใช้ทดลองและระยะของการพฒันาของรังไข่ ในการทดลองน้ีประสบ

ความส าเร็จในการชกัน าให้เกิดแคลลสัจากรังไข่ของขา้วบนอาหารสูตร N6 ท่ีเติม  NAA 2 มิลลิกรัม

ต่อลิตร, 2,4-D 2 มิลลิกรัมต่อลิตร, kinetin 1 มิลลิกรัมต่อลิตร ซ่ึงสอดคลอ้งกบัรายงานของ Rongbai 

และคณะ (1998) ท่ีพบวา่การใชฮ้อร์โมน  2,4-D (0.2-0.5 มิลลิกรัมต่อลิตร) ร่วมกบั NAA (2 มิลลิกรัม

ต่อลิตร) และ kinetin (1 มิลลิกรัมต่อลิตร)  ให้ผลท่ีดีและเหมาะสมต่อการชกัน าให้เกิดแคลลสัจากรัง

ไข่ของขา้ว จากการทดลองช้ีให้เห็นว่าอาหารท่ีมีอตัราส่วนของออกซิน (auxins) สูงกว่าไซโคไคนิน

(cytokinins) ให้ผลดีในการชักน าให้เกิดแคลลัสจากรังไข่ กล่าวคือเม่ือลดความเขม้ข้นของ kinetin 

จาก 3 มิลลิกรัมต่อลิตร ให้เหลือเพียง 1 มิลลิกรัมต่อลิตร มีผลท าให้เปอร์เซ็นตก์ารเกิดแคลลสัเพิ่มข้ึน

จาก 6.23 เป็น 8.80 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดบั การเลือกใช้ BAP ร่วมกบั NAA  หรือการใช้ 2,4-D เพียง

ชนิดเดียวบนอาหารสูตร N6 ไม่สามารถชกัน าใหเ้กิดแคลลสัจากรังไข่ของขา้วได ้ 

 การชกัน าใหเ้กิดตน้สีเขียว จากแคลลสัของรังไข่ พบวา่ความสมดุลของออกซินและไซโตไนนิ

นมีความส าคญัต่อการยืดตวัและการพฒันาไปเป็นยอดหรือรากของแคลลัสเป็นอย่างมาก (Raina, 

1989)  ถา้อตัราส่วนของไซโตไคนินสูงกว่าออกซินแคลลสัจะพฒันาไปเป็นยอดมากกว่ารากแต่ถ้า

อตัราส่วนของออกซินสูงกว่าไซโตไคนินแคลลสัจะมีการพฒันาไปเป็นรากมากกว่ายอด (ไพบูลย,์ 

2524)   ในการทดลองน้ีประสบความส าเร็จในการชกัน าให้เกิดตน้สีเขียวบนอาหารสูตร  MS ท่ีเติม 

BAP  2 มิลลิกรัมต่อลิตร และ NAA  0.5 มิลลิกรัมต่อลิตร ซ่ึงมีอตัราส่วนอตัราส่วนของไซโตไคนิน 

สูงกวา่ออกซิน แต่เม่ือทดลองเปล่ียนชนิดของไซโตไคนินจาก BAP มาเป็น kinetin ไม่พบการเกิดตน้

จากแคลลสัของรังไข่แต่อย่างใด  การชักน าให้เป็นตน้ท่ีสมบูรณ์พบว่า แคลลสัท่ีมีลกัษณะเกาะตวั

แน่นจะให้ผลดีกว่าแคลลสัท่ีมีลักษณะการเกาะตวัแบบหลวม ๆ ซ่ึงตรงกบัรายงานของ Toriyama 

(1986)  
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 การนับจ านวนโครโมโซม และตรวจสอบเซลล์ชั้นผิวของใบข้าว พบว่าต้นท่ีเกิดจากการ

เพาะเล้ียงรังไข่ทั้งหมดมีลกัษณะเป็นตน้แฮพลอยด์ แสดงให้เห็นวา่แคลลสัท่ีไดจ้ากรังไข่นั้นเกิดจาก

การแบ่งตวัของ haploid cell ภายในรังไข่ของขา้ว สอดคล้องกบัรายงานของ Zhou and Yang (1981 

a,b) ซ่ึงกล่าวไวว้า่การแบ่งเซลล์สืบพนัธ์ุเพศเมีย ภายในรังไข่ของขา้วขณะเพาะเล้ียงเกิดข้ึนเม่ือรังไข่

เขา้สู่ระยะแกมีโทไพตอ์ยา่งสมบูรณ์พวกเขาพบการเกิด proembryos จากการแบ่งเซลล์ของไข่บริเวณ

ส่วนปลายของไมโครไพล์โดยการตดัเน้ือเยื่อรังไข่ของขา้วด้วยการฝังเน้ือเยื่อใน paraffin ในขณะ

เพาะเล้ียงมาศึกษา ซ่ึงตรงกบัรายงานของ Kuo (1981) และ ผลการทดลองได้ผลเช่นเดียวกบั Huang 

และคณะ (1982) ท่ีศึกษาในขา้วบาร์เลย ์ 

 ในการทดลองเพิ่มจ านวนโครโมโซมโดยการแช่ล าต้นส่วนท่ีเป็นข้อพบว่า  ล าต้นท่ีแช่ใน
สารละลายโคลชิชินท่ีความเข้มข้นสูงมากว่า 0.3 เปอร์เซ็นต์ ล าต้นส่วนใหญ่เปล่ียนเป็นสีน ้ าตาล 
หลังจากน ามาวางบนอาหารสูตร MS ท่ีไม่เติมฮอร์โมนเป็นเวลา 1 วนั หลงัจากนั้นบริเวณท่ีเป็นสี
น ้าตาลเปล่ียนเป็นสีด า และขยายออกไปจนเป็นสีด าทั้งหน่อ  ทั้งน้ีการตายของเซลลใ์นเน้ือเยื่อบริเวณ
ล าตน้ในส่วนท่ีสัมผสักบัสารละลายโคลชิชินโดยตรง เน่ืองจากความเป็นพิษของสารต่อเซลล์ ท าให้
เซลล์ท่ีตายขดัขวางการดูดซึมสารอาหารเขา้สู่ล าตน้ส่งผลให้เน้ือเยื่อบริเวณดงักล่าวไดรั้บสารอาหาร
น้อยลงจนเน้ือเยื่อตายไปในท่ีสุด  ประกอบกบั Morris (1983) ได้ตั้งสมมุติฐานว่า สาเหตุท่ีช้ินส่วน
ของพืชตายภายหลงัไดรั้บสารละลายโคลชิซิน อาจเป็นเพราะเซลลท่ี์ไดรั้บสารละลายโคลชิซิน ความ
เขม้ขน้สูงจะเกิดการเปล่ียนแปลงความหนืดของไซโทพลาสซึม และกระบวนการเมทาบอลิซึมภายใน
เซลล ์ซ่ึงมีผลท าใหเ้ซลลต์ายไปในท่ีสุด 

 เม่ือเปรียบเทียบการเพาะเล้ียงอับเรณูและการเพาะเล้ียงรังไข่  การเพาะเล้ียงอับเรณู มี
ประสิทธิภาพในการสร้างแคลสัสูงกวา่การเพาะเล้ียงไข่ เน่ืองจากรังไข่นั้นมีเพียง 1 ถุงเอมบริโอ ต่อ 1 
รังไข่ ขณะท่ีอบัเรณูมีไมโครสปอร์จ านวนมากใน 1 อบัเรณู (Gosal et al, 1997) ท าให้โอกาสท่ีจะ
พฒันาเป็นแคลลสัขนาดเล็กมีไดม้ากกวา่  แต่เม่ือน าแคลลสัมาเพาะเล้ียงบนอาหารสูตรชกัน าใหพ้ฒันา
เป็นตน้กลบัพบวา่อตัราการเกิดตน้สีเขียวจากแคลลสัท่ีไดจ้ากรังไข่สูงกวา่ท่ีไดแ้คลลสัจากอบัเรณู ซ่ึง
สอดคลอ้งกบัรายงานของ Gosal และคณะ (1997 ) ท่ีพบวา่อตัราการเกิดตน้สีเขียวจากการเพาะเล้ียงถุง
เอมบริโอสูงกวา่เม่ือเปรียบเทียบกบัการเพาะเล้ียงไมโครสปอร์ ทั้งน้ีอาจเน่ืองจากแคลลสัท่ีไดจ้ากการ
เพาะเล้ียงรังไข่ส่วนใหญ่เป็นแคลลสัท่ีมีกลุ่มเซลล์เกาะตวักนัแน่นมีความสามารถในการพฒันาเป็น
ตน้ได้มากกว่าแคลลัสท่ีเกาะตวักนัอย่างหลวมๆ (Toriyama, 1986)  โดยแคลลสัท่ีเกาะตวักันอย่าง
หลวมๆ เป็นลกัษณะท่ีพบไดม้ากในแคลลสัท่ีไดจ้ากการเพาะเล้ียงอบัเรณู  
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 นอกจากน้ีการตอบสนองในการชักน าให้เป็นต้นท่ีสมบูรณ์ยงัพบว่า ข้ึนกับลักษณะทาง
พนัธุกรรมของขา้วท่ีใชใ้นการทดลอง โดยพบวา่ขา้วท่ีให้ผลดีในการเล้ียงไดจ้ากลูกผสมกลบัระหวา่ง 
Rathu Heenati/KDML 105//Chainat 1 ในขณะท่ีขา้วลูกผสมกลบัระหวา่ง Rathu Heenati/KDML 105 
ท่ีไม่สามารถพฒันาเป็นตน้ท่ีสมบูรณ์ก่อนเกิดการเปล่ียนสีของแคลลสั ท าให้ไดต้น้ท่ีอ่อนแอมากจน
ไม่สามารถท่ีจะเจริญไดต่้อไป 


