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การชักนําให้เกดิต้นแฮพลอยด์โดยการเพาะเลีย้งรังไข่ของข้าว
สายพนัธ์ุลูกผสมกลับ Rathu Heenati/KDML105//Chai Nat 1 
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Abstract: Callus induction from the rice ovaries of 2 backcross lines (BC4F3) of a cross Rathu Heenati/KDML 105 
//Chai Nat 1 was performed on the N6 medium supplemented with different auxin and cytokinins combinations.  
Results showed that N6 medium supplemented with 2 mg/L of NAA, 2 mg/L of 2,4-D, 1 mg/L of kinetin, 500 
mg/L of CH and 40 g/L of maltose gave the best result  for the ovary callus induction, 11.00 and 6.60 % of CH75 
and CH71 lines, respectively.  Green plantlet regeneration from ovary calli successfully generated at  the rate of 
7.46 %,  when culturing on MS medium supplemented with 2 mg/L of BAP, 0.5 mg/L of NAA, 500 mg/L of CH 
and 30 g/L of sucrose.  Plants derived from ovary showed haploid characteristics.  Chromosome number 
counting and microscopic observation on epidermal peels of expanded leaf confirmed that these plants were 
haploids. 
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คาํนํา 

 
ข้าวเป็นแหล่งอาหารหลกัของประชากรมากกว่า

คร่ึงโลก และมีพืน้ท่ีปลูกข้าวในประเทศต่าง ๆ มากกว่า 
100 ประเทศ ยกเว้นในทวีปแอนตาร์กติกา (antarctica)  
สําหรับในทวีปเอเชียปลกูและบริโภคข้าวถึง 91 เปอร์เซ็นต์
ของปริมาณข้าวทัง้หมดที่ผลิตได้ทัว่โลก (Bindeshwar et 
al., 2007) การปรับปรุงพนัธุ์ข้าวส่วนมากยงัคงใช้วิธีการ
ปรับปรุงพนัธุ์ แบบดัง้เดิม (conventional breeding) ซึ่ง
ยังคงมีบทบาทสําคัญในการเพิ่มผลผลิตและคุณภาพ 
ในขณะที่เทคโนโลยีชีวภาพทางด้านพืชมีส่วนช่วยในการ
พฒันาสายพันธุ์ ข้าว เพ่ือให้มีผลผลิตสงู ต้านทานต่อโรค
และความเครียดจากสิ่งมีชีวิต (biotic stress) และไม่มีชีวิต 
(abiotic stress) (Chen et al., 2006)  การนํา
เทคโนโลยีชีวภาพ เช่น วิธีการเพาะเลีย้งรังไข่ (ovary 
culture) สามารถช่วยลดขัน้ตอนและเพิ่มประสิทธิภาพใน
การปรับปรุ งพันธุ์ ใ ห้ ไ ด้ รวดเ ร็ วและ   เ ป็นไปตาม
วัตถุประสงค์  เน่ืองจากสามารถผลิตต้นพืช double 
haploid  (2n=2x) เพ่ือใช้ในการสร้างสายพนัธุ์พืชท่ีมีความ
คงตวัทางพนัธุกรรม โดยการเพาะเลีย้ง haploid cell ท่ีเกิด
จากการแบง่เซลล์แบบไมโอซิส (meiosis) ของเซลล์สืบพนัธุ์  
ซึง่มีการจดัเรียงของยีนหรือโครโมโซมในหลายรูปแบบ จึง
ทําให้เกิดการกระจายตวัของยีน ออกมาในรูปแบบต่าง ๆ 
กนั และไม่มีผลต่อการข่มของยีน เม่ือมีการชกันําให้เกิด
การเพิ่มขึน้ของชดุโครโมโซม (double haploid) จะทําให้ได้
สายพันธุ์ แท้ ท่ี ไม่ มีการกระจายตัวของลักษณะทาง
พนัธุกรรม (fixed recombination) (Raina, 1989) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
การชกันําให้เกิดต้นแฮพลอยด์จาก megaspore 

รายงานครัง้แรกโดย Uchimiya et al. (1971)  โดย
เพาะเลีย้งรังไข่ ท่ีไม่ได้รับการผสมของข้าวโพด (Zea 
mays) และรังไข่ของ Solanum melongena เขาสงัเกต
การแบ่งเซลล์แฮพลอยด์ในแคลลสัและตัง้สมมุติฐานว่า 
สามารถท่ีจะชักนําให้เกิดต้นแฮพลอยด์ในสภาพปลอด
เชือ้จาก angiosperm megagametophyte ได้  ในข้าวมี
รายงานการชกันําให้เกิดต้นแฮพลอยด์จากรังไข่ท่ีไม่ได้รับ
การผสม (unpollinated ovary culture) จากนกัวิจยัหลาย
คน (De Beauville, 1980; Zhou and Yang, 1980, 
1981a,b,c; Kuo, 1982; Yang and Zhou, 1982)  ซึง่ถือ
เป็นรากฐานของงานวิจยัทางด้านนี ้

การวิจัยนีมี้วตัถปุระสงค์เพ่ือศึกษาและพฒันา
วิธีการชกันําให้เกิดต้นแฮพลอยด์โดยการเพาะเลีย้งรังไข่
ของข้าวสายพนัธุ์ลกูผสมกลบัรุ่นท่ี BC4F3 ท่ีได้จาก Rathu 
Heenati/KDML 105//Chai Nat 1 เพ่ือใช้ในการสร้างข้าว
สายพนัธุ์แท้  
 

อุปกรณ์และวิธีการ 
 

พนัธุ์ข้าวท่ีใช้ในการทดลองคือ สายพนัธุ์ลกูผสม
กลบั BC4F3 (Rathu Heenati/KDML 105//Chai Nat 1) 
จํานวน 2 สายพันธุ์ คือ สายพันธุ์ CH71 และ CH75  
ขยายพันธุ์ ข้าวในสภาพปลอดเชือ้บนอาหารสูตร MS 
(Murashige and Skoog, 1962) ท่ีไม่เติมฮอร์โมน  เพิ่ม
ปริมาณต้นข้าวด้วยวิธีการ sub culture บนอาหารสตูร 
MS ท่ีเติมฮอร์โมน BAP (benzylaminopurine)                 

บทคัดย่อ: จากการชกันําให้เกิดแคลลสัจากรังไข่ของข้าวลกูผสมกลบัรุ่นท่ี BC4F3 ท่ีได้จาก Rathu Heenati/KDML105 
//Chai Nat 1 จํานวน 2 สายพนัธุ์  บนอาหาร N6 ท่ีเติมออกซินและไซโทไคนินร่วมกนั พบว่าบนอาหารสตูร N6 ท่ีเติม NAA 
2 มิลลกิรัมตอ่ลติร, 2,4-D 2 มิลลกิรัมตอ่ลติร, ไคนีทิน 1 มิลลกิรัมตอ่ลติร, CH 500 มิลลกิรัมตอ่ลติร  และมอลโทส 40 กรัม
ต่อลิตร เหมาะสมต่อการชักนําให้เกิดแคลลัสของรังไข่มากท่ีสุด  โดยให้เปอร์เซ็นต์การเกิดแคลลัส 11.00 และ 6.60 
เปอร์เซน็ต์ในข้าวสายพนัธุ์ CH75 และ CH71 ตามลําดบั อตัราการเกิดต้นสีเขียวจากรังไข่ 7.46 เปอร์เซ็นต์ บนอาหารสตูร  
MS ท่ีเติม BAP 2 มิลลิกรัมต่อลิตร, NAA  0.5 มิลลิกรัมต่อลิตร, CH  500 มิลลิกรัมต่อลิตร และซูโครส  30 กรัมต่อลิตร 
โดยต้นสีเขียวท่ีได้จากเพาะเลีย้งรังไข่ทัง้หมดแสดงลกัษณะท่ีเป็นต้นแฮพลอยด์ มีจํานวนโครโมโซมเพียงชุดเดียว ซึ่ง
สามารถยืนยนัจากการนบัจํานวนโครโมโซมและการตรวจสอบชัน้เอพิเดอร์มิสของใบ 
 
คาํสาํคัญ: ข้าว   การเพาะเลีย้งรังไข่   การชกันําให้เกิดแคลลสั   การชกันําให้เกิดต้น   ต้นแฮพลอยด์ 
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ความเข้มข้น 5 มิลลิกรัมต่อลิตร  จากนัน้ประมาณ 4 
สปัดาห์ เลือกต้นข้าวท่ีแข็งแรงย้ายลงบนอาหาร MS ท่ี
เติมฮอร์โมน IAA (indole-3-acetic acid) ความเข้มข้น 2 
มิลลิกรัมต่อลิตรเพ่ือเพิ่มการเกิดราก ประมาณ 3-4 
สปัดาห์จงึนําออกปลกูในกระถางขนาดเส้นผา่นศนูย์กลาง 
12 นิว้  โดยผ่านการปรับสภาพก่อนปลกูลงกระถาง ใสปุ่๋ ย
สตูร 46-0-0 หลงัปลกู 7 วนั  เม่ือต้นข้าวเข้าสูร่ะยะตัง้ท้อง 
(booting stage) เลือกเก็บช่อดอกจากต้นหลกั (main 
stem) ท่ีปราศจากโรคและแมลง มีระยะห่างระหว่างข้อใบ
ธงกบัข้อใบท่ีอยูถ่ดัลงมาประมาณ 12-16 เซนติเมตร  โดย
ตัดดอกในช่วงเวลา 08.00-10.00 นาฬิกา  ทําความ
สะอาดช่อดอกด้วยการฉีดพ่นด้วยเอทานอล  70 
เปอร์เซ็นต์ท่ีกาบใบในขณะเก็บดอก เม่ือนําช่อดอกมาใช้
ฉีกกาบใบออกแล้วฉีดพ่นด้วยเอทานอล 70 เปอร์เซ็นต์ท่ี
ช่อดอกอีกครัง้จนชุ่ม จากนัน้ตดัแยกดอกข้าวออกจากช่อ
ดอกแล้วใช้มีดตดัแยกเปลือกดอกข้าว (lemma and 
palea) ออกจากกนั  ตดัแยกอบัเรณแูละรังไข่ออกจากขัว้
ดอก (rachilla)  จากนัน้จึงตดัแยกรังไข่ออกจากอบัเรณู
และนํารังไข่ไปใช้ในการทดลอง ซึ่งขัน้ตอนนีทํ้าใต้กล้อง
จลุทรรศน์แบบสามมิติ ภายในตู้ปลอดเชือ้ 
 
การชักนําให้เกดิแคลลัสจากรังไข่ 

ใช้อาหารสตูร MS, N6 (Chu,1978) และ Chu-2 
(Chu et al., 1977) เป็นอาหารสตูรพืน้ฐาน อาหารทกุสตูร
เติม phytagel 2.5 กรัมต่อลิตร, CH (casein 
hydrolysate) 500 กรัมต่อลิตร และปรับระดบั pH ให้ได้ 
5.8 โดยแบง่อาหารออกเป็นทัง้หมด 8 สตูร ดงันี ้1) A1 คือ 
N6 ท่ีเติม NAA (1-naphthalene acetic acid) 2 มิลลิกรัม
ต่อลิตร, ไคนีทิน 1 มิลลิกรัมต่อลิตร และมอลโทส 50 กรัม
ต่อลิตร, 2) A2 คือ N6 ท่ีเติม NAA 2 มิลลิกรัมต่อลิตร, 
2,4-D (2,4-dichlorophenoxy acetic acid)  2 มิลลิกรัม
ต่อลิตร, ไคนีทิน 3 มิลลิกรัมต่อลิตร และมอลโทส 50 กรัม
ต่อลิตร, 3) A3 คือ N6 ท่ีเติม NAA 2 มิลลิกรัมต่อลิตร, 
2,4-D 2 มิลลกิรัมตอ่ลติร, ไคนีทิน 1 มิลลกิรัมตอ่ลติร และ
มอลโทส 40 กรัมต่อลิตร, 4) A4 คือ MS ท่ีเติม NAA 2 
มิลลิกรัมต่อลิตร, 2,4-D  2 มิลลิกรัมต่อลิตร, ไคนีทิน 3 
มิลลิกรัมต่อลิตร และมอลโทส 50 กรัมต่อลิตร, 5) A5 คือ 
Chu-2 ท่ีเติม NAA 2 มิลลิกรัมต่อลิตร, 2,4-D  2 มิลลิกรัม

ต่อลิตร, ไคนีทิน 3 มิลลิกรัมต่อลิตร และมอลโทส 50 กรัม
ต่อลิตร, 6) A6 คือ N6 ท่ีเติม 2,4-D  2 มิลลิกรัมต่อลิตร, 
ซอบิทอล 20 มิลลกิรัมตอ่ลติร และซูโครส 40 กรัมต่อลิตร, 
7) O1 คือ N6 ท่ีเติม BAP 1 มิลลิกรัมต่อลิตร, NAA 3 
มิลลิกรัมต่อลิตร และซูโครส 40 กรัมต่อลิตร และ 8) O2 
คือ N6 ท่ีเติม 2,4-D  2 มิลลิกรัมต่อลิตร และซูโครส 40 
กรัมตอ่ลติร 
 
การชักนําให้เกดิต้นจากแคลลัสจากรังไข่ 

ใช้อาหารสูตร MS เป็นอาหารสูตรพืน้ฐาน 
อาหารทกุสตูรเติม phytagel  2.5 กรัมต่อลิตร  และปรับ 
pH ให้ได้ 5.8 โดยใช้แคลลสัท่ีมีขนาด 2-3 มิลลิเมตร และ
แคลลัสท่ีมีขนาดใหญ่กว่า 3 มิลลิเมตรขึน้ไปวางลงบน
อาหารเพาะเลีย้งในตู้ควบคุมแสงและอุณหภูมิ ให้ได้รับ
แสง 16 ชัว่โมงและความมืด 8 ชัว่โมง อณุหภูมิ 26 ±2 
องศาเซลเซียส อาหารสําหรับการชักนําให้เกิดต้นจาก
แคลลสัมีทัง้หมด 4 สตูรดงันี ้1) AR1 คือ MS ท่ีเติม BAP  
2 มิลลิกรัมต่อลิตร, NAA  0.5 มิลลิกรัมต่อลิตร, CH 500 
มิลลิกรัมต่อลิตร และซูโครส  30 กรัมต่อลิตร, 2) AR2 คือ 
MS ท่ีเติม NAA  1 มิลลิกรัมต่อลิตร, ไคนีทิน 4 มิลลิกรัม
ต่อลิตร และซูโครส 30 กรัมต่อลิตร, 3) AR3 คือ N6 ท่ีเติม 
NAA 0.25 มิลลิกรัมต่อลิตร, IAA 0.5 มิลลิกรัมต่อ ลิตร, 
ไคนีทิน 2.0 มิลลิกรัมต่อลิตร และซูโครส 30 กรัมต่อลิตร 
และ 4) AR4 คือ N6 ท่ีเติม NAA 0.5 มิลลิกรัมต่อลิตร, 
IAA 0.5 มิลลิกรัมต่อลิตร, BAP 1.5 มิลลิกรัมต่อลิตร,  
ไคนีทิน 2.0 มิลลกิรัมตอ่ลติร และซโูครส 30 กรัมตอ่ลติร  
 
การศึกษาจํานวนโครโมโซม และการตรวจสอบชัน้
เอพเิดอร์มสิ 

ตดัปลายรากข้าว (root tips) ยาว 1 เซนติเมตร 
แช่สารละลายโคลชิซิน (colchicine) ความเข้มข้น 0.2 
เปอร์เซ็นต์ (w/v) นาน 2-3 ชัว่โมง ท่ีอณุหภมิู 18-20 องศา
เซลเซียสในท่ีมืด จากนัน้นํามาแช่ในสารละลาย KCl 
ความเข้มข้น 0.075 โมลาร์ (hypotonic solution) ท่ี
อุณหภู มิ ห้องเ ป็นเวลา  20 นาที  แล้วนํามาแช่ ใน
สารละลายเอนไซม์ (6% (w/v) cellulase and 6% (w/v) 
pectolyase, pH 4.0) ท่ีอณุหภมิู 37 องศาเซลเซียสเป็น
เวลา 40 นาที นําเนือ้เย่ือเจริญบริเวณปลายรากวางบน

การชักนําให้เกดิต้นแฮพลอยด์โดยการเพาะเลีย้งรังไข่ของข้าวสายพนัธ์ุลูกผสมกลับ  
Rathu Heenati/KDML105//Chai Nat 1 
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สไลด์ ทําให้เนือ้เย่ือแตก แล้วปิดด้วยกระจกปิดสไลด์ 
(cover-slips) กดให้เซลล์อยู่ระนาบเดียวกนั ปลอ่ยให้แห้ง 
(air-drying) แล้วย้อมด้วยสี Giemsa Stain (4 percent 
(w/v)  giemsa solution, pH 6.8) เป็นเวลา 30 นาที ตรวจ
นับจํานวนโครโมโซมในระยะเมทาเฟสภายใต้กล้อง
จุลทรรศน์กําลังขยาย 1,000 เท่า ดัดแปลงจาก 
Kharabian and Darabi (2005) 

ตรวจสอบชัน้เอพิเดอร์มิสของใบ โดยการลอก
ผิวใบด้านบนออกให้เป็นเนือ้เย่ือบาง ๆ วางบนสไลด์ หยด
นํา้กลั่นลงบนชิน้ส่วนใบ และปิดด้วยกระจกปิดสไลด์ 
นํามาศกึษาภายใต้กล้องจลุทรรศน์กําลงัขยาย 400 เทา่ 
 

ผลการทดลอง 
 
ผลการชักนําให้เกดิแคลลัสจากรังไข่ 

จากการเพาะเลีย้งรังไข่บนอาหารสูตรต่าง ๆ 
พบว่าเปอร์เซ็นต์การเกิดแคลลัสบนอาหารแต่ละสูตรมี
ความแตกต่างกนัอย่างมีนยัสําคญัทางสถิติ อาหารสตูรท่ี
มีประสิทธิภาพมากที่สดุคือ อาหารสตูร  A3 (N6 ท่ีเติม 
NAA 2 มิลลกิรัมต่อ  ลิตร, 2,4-D 2 มิลลิกรัมต่อลิตร, ไคนี
ทิน 1 มิลลิกรัมต่อลิตร, CH 500 มิลลิกรัมต่อลิตร และ 
มอลโทส 40 กรัมต่อลิตร) สามารถชกันําให้เกิดแคลลสัสงู
ท่ีสดุ 11.00 เปอร์เซ็นต์ในข้าวสายพนัธุ์ CH75 และ 6.60 
เปอร์เซ็นต์ในข้าวสายพันธุ์ CH71 รองลงมาคือสูตร A2          
.               

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

(N6 ท่ีเติม NAA 2 มิลลิกรัมต่อลิตร,  2,4-D  2 มิลลิกรัม
ตอ่ลติร, ไคนีทิน 3 มิลลกิรัมตอ่ลติร, CH 500 มิลลิกรัมต่อ
ลิตร และ มอลโทส 50 กรัมต่อลิตร) สามารถชกันําให้เกิด
แคลลสั 7.41 เปอร์เซ็นต์ในข้าวสายพนัธุ์ CH75 และ 5.33 
เปอร์เซน็ต์ในข้าวสายพนัธุ์ CH71 (ตารางที่ 1) โดยพบการ
เกิดแคลลสัจากรังไข่ทัง้ท่ีเป็นสีเขียว สีขาว และสีนํา้ตาล 
(ภาพที่ 1) รังไข่สร้างแคลลสัหลงัจากเพาะเลีย้งประมาณ 
10 ถงึ 45 วนั แคลลสัท่ีเกิดจากรังไข่สว่นใหญ่เป็นสีเหลือง
อ่อน มีลักษณะแคลลัสเป็นกลุ่มเซลล์ท่ีเกาะตัวกันแน่น 
(compact callus)  มีบางสว่นเท่านัน้ท่ีเป็นสีขาว และเป็น
กลุม่เซลล์ท่ีเกาะตวักนัอยา่งหลวม ๆ (friable callus)  
 
ผลการชักนําให้เกดิต้นจากแคลลัสของรังไข่  

จ า กก า ร ทดลอ งพบ ว่ า สู ต ร อ าห า ร ที่ มี
ประสิทธิภาพสําหรับการชกันําให้เกิดต้นจากแคลลสัของ
รังไข่คือ อาหารสตูร AR1 (MS ท่ีเติม BAP  2 มิลลิกรัมต่อ
ลิตร, NAA  0.5 มิลลิกรัมต่อลิตร, CH 500 มิลลิกรัมต่อ
ลิตร และ ซูโครส  30 กรัมต่อลิตร) ให้เปอร์เซ็นต์การขยาย
ขนาดของแคลลสัสงูสดุ 74.63 เปอร์เซ็นต์ สามารถชกันํา
ให้เกิดต้นสีเขียว 7.46 เปอร์เซ็นต์  และเกิดต้นเผือก 1.49 
เปอร์เซน็ต์ ในขณะเดียวกนัก็สง่ผลให้แคลลสัเปล่ียนเป็นสี
นํา้ตาล (browning) 32.16 เปอร์เซ็นต์ (ตารางที่ 2) 
แคลลสัใช้เวลาในการพฒันาเป็นยอดหลงัจากเพาะเลีย้ง 
4-7 วัน ซึ่งส่วนใหญ่เป็นการพัฒนาจากแคลลัสท่ีมี                  
. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Table 1 Callus formation percentage from ovaries of backcross lines (BC4F3) of a cross Rathu 
Heenati/KDML 105//Chai Nat 1 lines CH71 and CH75 cultured on induction media 

Callus induction media Number of culture 
Number of callus 

formation 
Percent of callus 

formation* 
 CH71 CH75 CH71 CH75 CH71 CH75 

A1 124 129 5 4 4.08 ab   3.16 c 
A2 131 128 7 9 5.33 a   7.14 b 
A3 137 129 9 14 6.60 a  11.00 a 
A4 133 130 0 0 0.00 c   0.00 c 
A5 133 125 5 4 3.81 ab   3.16 c 
A6 135 126 3 2 2.15 bc   1.48 c 
O1 143 136 0 0 0.00 c   0.00 c 
O2 130 135 0 0 0.00 c   0.00 c 

*Means within the same column followed by different letters were significantly different at P<0.05 by LSD 

วารสารเกษตร 31(2): 145 - 153 (2558) 



 

 149 

การแบ่งตวัจนมีขนาดประมาณ 5 มิลลิเมตรขึน้ไป และมี
การพัฒนาของยอดจากหลายจุดบนแคลลสัชิน้เดียวกัน         
(ภาพท่ี 2) ยอดท่ีเกิดสามารถพัฒนาเป็นต้นท่ีสมบูรณ์
ภายในเวลา 15 วนั ในการทดลองนีส้ามารถชกันําให้เกิด          
. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ต้นจากแคลลัสได้ทัง้หมดจํานวน 5 ต้น ต้นท่ีได้นํามา
เพาะเลีย้งบนอาหารสตูร MS ท่ีไม่เติมฮอร์โมนเพื่อเลีย้งให้
ต้นเจริญเติบโตและนําไปใช้ในการศกึษาขัน้ตอ่ไป 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figure 1 The development of callus generated from various shapes of ovary of backcross lines (BC4F3) 
of a cross Rathu Heenati/KDML 105//Chai Nat 1 after culture on callus induction medium for 
10-45 days from; a) green, b) white and c) brown ovaries 

Table 2 Development of calli from ovaries of backcross lines (BC4F3) of a cross Rathu Heenati/KDML 
105//Chai Nat 1 line CH75 on regeneration media 

Regeneration 
media 

Number of 
culture ovaries 

Browning calli 
(%) 

Proliferated calli 
(%) 

Plant formation (%) 
Green plantlets Albino plantlets 

AR1 67 32.16 74.63 7.46 1.49 
AR2 84 52.08 52.38 0 0 
AR3 72 40.32 31.94 0 0 
AR4 65 22.10 52.31 0 1.54 

Figure 2 Shoot development from callus of ovary cultured on plant regeneration medium for; a) 4 days 
and b) 7 days 
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การศึกษาจํานวนโครโมโซม และตรวจสอบชั ้น          
เอพเิดอร์มสิของใบ 

จากการตรวจสอบจํานวนโครโมโซม และชัน้เอพิ
เดอร์มิสของใบข้าว พบว่าต้นข้าวท่ีพฒันามาจากแคลลสั
จากการเพาะเลีย้งรังไข่ของข้าวมีลักษณะเป็นต้นแฮ
พลอยด์ (haploid plant)  ซึง่ต้นแฮพลอยด์ท่ีได้มีจํานวน
โครโมโซมลดลงคร่ึงหนึ่งจากต้นปกติ (donor plant)  โดย
ต้นแฮพลอยด์มีจํานวนโครโมโซม 2n=12 ส่วนต้นปกติมี
จํานวนโครโมโซม 2n=24 ขนาดของเซลล์คมุ (guard cell) 
ของต้นแฮพลอยด์เล็กกว่าเม่ือเปรียบเทียบกับต้นปกติ  
และมีจํานวนเซลล์คมุตอ่พืน้ท่ีมากกวา่ต้นปกติ (ภาพที่ 3) 
 

วิจารณ์ 
 

จากทดลองเพาะเลีย้งรังไข่ของข้าวบนอาหาร
สตูรต่าง ๆ พบว่าอาหารสตูรพืน้ฐาน N6 มีประสิทธิภาพ
สงูสดุในการชกันําให้เกิดแคลลสัจากรังไข่ของข้าว อาหาร
สตูรพืน้ฐาน N6 ถกูพฒันาขึน้โดย Chu et al. (1975) เพ่ือ
ใช้ในการเพาะเลีย้งไมโครสปอร์ของข้าวโดยอาศยัหลกัการ
ท่ีวา่ปริมาณของ  NH4

+  ในอาหารมีผลต่อการชกันําไมโคร 
สปอร์ของข้าวให้ เกิดการแบ่งตัวเป็นแคลลัส  และ                  
. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

การลดปริมาณ  NH4
+  ส่งผลต่อการเกิดแคลลัสในข้าว

อินดิกาได้ดีมากขึน้  ซึง่ต่อมา Zhou and Yang (1980, 
1981) และ Kuo (1982) ประสบความสําเร็จในการชกันํา
ให้เกิดแคลลสัจากรังไข่ของข้าวบนอาหารสตูรพืน้ฐาน N6 
นอกจากอาหารสตูรพืน้ฐานมีความสําคญัต่อการชกันําให้
เกิดแคลลัสจากรังไข่ของข้าวแล้วการเลือกใช้ชนิดและ
ความเข้มข้นของฮอร์โมนก็มีส่วนสําคญั ในการทดลองนี ้
ประสบความสําเร็จในการชักนําให้เกิดแคลลสัจากรังไข่
ของข้าวบนอาหารสตูร N6 ท่ีเติม  NAA 2 มิลลิกรัมต่อ
ลิตร, 2,4-D 2 มิลลิกรัมต่อลิตร, ไคนีทิน 1 มิลลิกรัมต่อ
ลิตร สอดคล้องกบัการทดลองของ Rongbai et al. (1998)  
ซึง่พบว่าการใช้ฮอร์โมน 2,4-D 0.2-0.5 มิลลิกรัมต่อลิตร 
ร่วมกบั NAA 2 มิลลิกรัมต่อลิตร และไคนีทิน 1 มิลลิกรัม
ต่อลิตร  ให้ผลท่ีดีและเหมาะสมต่อการชักนําให้เกิด
แคลลัสจากรังไข่ของข้าว จากการทดลองชีใ้ห้เห็นว่า
อาหารที่มีอตัราส่วนของออกซิน (auxins) สงูกว่าไซโทไค
นิน (cytokinin) ให้ผลดีในการชกันําให้เกิดแคลลสัจากรัง
ไข่ กล่าวคือเม่ือลดความเข้มข้นของ ไคนีทิน จาก 3 
มิลลกิรัมตอ่ลติร ให้เหลือเพียง 1 มิลลกิรัมตอ่ลติร มีผลทํา
ให้เปอร์เซ็นต์การเกิดแคลลสัเพิ่มขึน้จาก 5.33 เป็น 6.00 
เปอร์เซ็นต์ในข้าวสายพนัธุ์ CH71 และจาก 7.14 เป็น              
. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figure 3  Characteristics comparison of plant; a) donor plant backcross lines (BC4F3) of a cross Rathu 
Heenati/KDML 105//Chai Nat 1, b) haploid plant derived from ovary culture, chromosome 
number of; c) donor plant, d) haploid plant derived from ovary culture, guard cell number and 
size of; e) donor plant, f) haploid plant derived from ovary culture (bar = 40 μM) 
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11.00 เปอร์เซน็ต์ในข้าวสายพนัธุ์ CH75 การเลือกใช้ BAP 
ร่วมกบั NAA หรือการใช้ 2,4-D เพียงชนิดเดียวบนอาหาร
สตูร N6 ไม่สามารถชกันําให้เกิดแคลลสัจากรังไข่ของข้าว
ได้ 

การชักนําให้เกิดต้นสีเขียว (green plant 
regeneration) จากแคลลัสของรังไข่ พบว่าความสมดุล
ของออกซินและไซโทไคนินมีความสําคญัต่อการขยายตวั
และการพฒันาไปเป็นยอดหรือรากจากแคลลสัเป็นอย่าง
มาก (Raina, 1989) ถ้าอตัราส่วนของไซโทไคนินสงูกว่า
ออกซินแคลลสัจะพัฒนาไปเป็นยอดมากกว่ารากแต่ถ้า
อตัราส่วนของออกซินสงูกว่าไซโทไคนิน แคลลสัจะมีการ
พฒันาไปเป็นรากมากกว่ายอด (ไพบลูย์, 2524) ในการ
ทดลองนีป้ระสบความสําเร็จในการชกันําให้เกิดต้นสีเขียว
บนอาหารสตูร  MS ท่ีเติม BAP 2 มิลลิกรัมต่อลิตร และ 
NAA  0.5 มิลลิกรัมต่อลิตร ซึง่มีอตัราสว่นอตัราสว่นของ
ไซโทไคนินสงูกว่าออกซิน แต่เม่ือทดลองเปลี่ยนชนิดของ
ไซโทไคนินจาก BAP มาเป็น ไคนีทิน ไม่พบการเกิดต้น
จากแคลลสัของรังไข่ นอกจากนีย้งัพบว่าแคลลสัจากรังไข่
ท่ีมีลักษณะเป็นกลุ่มเซลล์เกาะตัวกันแน่น มี
ความสามารถในการพัฒนาไปเป็นยอดและต้นสีเขียว
มากกว่าแคลลัสท่ีมีลักษณะเป็นกลุ่มเซลล์เกาะตัวกัน
อยา่งหลวม ๆ (Toriyama et al., 1986) 

จากการนบัจํานวนโครโมโซม และตรวจสอบชัน้
เอพิเดอร์มิสของใบข้าวพบว่าต้นท่ีเกิดจากการเพาะเลีย้ง
รังไข่ทัง้หมดมีลกัษณะเป็นต้นแฮพลอยด์ แสดงให้เห็นว่า
แคลลสัท่ีได้จากรังไข่นัน้เกิดจากการแบ่งตวัของ haploid 
cell ภายในรังไข่ของข้าว สอดคล้องกบัรายงานของ Zhou 
and Yang (1981 a, b) ซึ่งกล่าวไว้ว่าการแบ่งเซลล์
สืบพนัธุ์ เพศเมีย (gynogenesis) ภายในรังไข่ของข้าว
ขณะเพาะเลีย้งเกิดขึน้เม่ือรังไข่เข้าสู่ระยะแกมีโทไฟต์
อย่างสมบูรณ์ (mature gametophyte) พวกเขาพบการ
เกิด proembryos จากการแบ่งเซลล์ของไข่ (egg cell) 
บริเวณส่วนปลายของไมโครไพล์ (micropyle) โดยการตดั
เนือ้เย่ือรังไข่ของข้าวด้วยเทคนิค paraffin section ในขณะ
เพาะเลีย้งมาศกึษา การทดลองในข้าวนีถ้กูยืนยนัโดย Kuo 
(1982) และ Huang et al. (1982) ในข้าวบาร์เลย์ 
(Hordeum vulgare L.) 
 

สรุป 
 

อาหารสูตรท่ีมีประสิทธิภาพมากที่สุดในการ
เพาะเลีย้งรังไข่ คือ อาหารสตูร N6 ท่ีเติม NAA 2 มิลลกิรัม
ต่อลิตร, 2,4-D  2 มิลลิกรัมต่อลิตร, ไคนีทิน 1 มิลลิกรัม
ต่อลิตร, CH 500 มิลลิกรัมต่อลิตร และมอลโทส 40 กรัม
ต่อลิตร  แคลลสัจากรังไข่ของข้าวสายพนัธุ์ ท่ี CH75 
สามารถใช้ชกันําให้เกิดต้นสีเขียวบนอาหารสตูร MS ท่ี
เติม BAP 2 มิลลิกรัมต่อลิตร, NAA 0.3 มิลลิกรัมต่อลิตร, 
CH 500 มิลลิกรัมต่อลิตร และซูโครส 30 กรัมต่อลิตร  
และเม่ือนําต้นท่ี ได้จากรังไข่มาตรวจสอบจํานวน
โครโมโซม และชัน้เอพิเดอร์มิสของใบพบว่า ต้นท่ีได้จาก
การเพาะเลีย้งรังไข่ทัง้หมดมีลกัษณะเป็นต้น แฮพลอยด์ 
โดยมีจํานวนโครโมโซมลดลงคร่ึงหนึ่ง ขนาดของเซลล์คมุ
ลดลง และมีจํานวนเซลล์คุมต่อพืน้ท่ี น้อยกว่า เม่ือ
เปรียบเทียบกนัต้นแม่ ซึง่ต้นข้าวแฮพลอยด์ท่ีได้จากการ
เพาะเลีย้งรังไข่สามารถนําไปเพิ่มจํานวนชุดโครโมโซม 
(doubled haploid) ด้วยการใช้สารโคลชิซิน  เพ่ือสร้าง
ข้าวสายพนัธุ์แท้ตอ่ไป 
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