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การศึกษาสูตรอาหารที่เหมาะสมในการเพาะเลี้ยงเมล็ดถั่วอาหารสัตว์เพ่ือชักนำให้เกิดยอดจำนวน
มาก พบว่าเมล็ดถั่วท่าพระสไตโล CIAT 184 (Stylosanthes guianensis CIAT 184) สามารถชัก 
นำให้เกิดยอดได้ดีที่สุดคือร้อยละ 100 บนอาหารสังเคราะห์สูตร MS ที่ประกอบด้วยสารควบคุมการ
เจริญเติบโต TDZ ความเข้มข้น 3 มิลลิกรัมต่อลิตร จำนวนยอดและความยาวยอดเฉลี่ยคือ 36.80 ยอดต่อ
เมล็ด และ 0.76 เซนติเมตร ตามลำดับ และเมล็ดถั่วฮามาต้า (Stylosanthes hamata cv. Verano) 
สามารถชักนำให้เกิดยอดได้ดีที่สุดร้อยละ 88.33 บนอาหารสังเคราะห์สูตร MS ที่ประกอบด้วยสาร
ควบคุมการเจริญเติบโต mT ความเข้มข้น 3 มิลลิกรัมต่อลิตร จำนวนยอดและความยาวยอดเฉลี่ย 7.00 
ยอดต่อเมล็ด และ 4.54 เซนติเมตร ตามลำดับ เมื่อนำต้นมาชักนำให้เกิดราก พบว่าต้นถั่วท่าพระสไตโล 
CIAT 184 สามารถชักนำให้เกิดรากได้ร้อยละ 40 บนอาหารสังเคราะห์สูตร MS ที่ประกอบด้วยสาร
ควบคุมการเจริญเติบโต IAA ความเข้มข้น 0.3 มิลลิกรัมต่อลิตร จำนวนรากเฉลี่ย 6.50 รากต่อต้น และต้น
ถั่วฮามาต้าสามารถชักนำให้เกิดรากได้ดีที่สุดร้อยละ 90.00 บนอาหารสังเคราะห์สูตร MS ที่ประกอบด้วย
สารควบคุมการเจริญเติบโต IBA ความเข้มข้น 0.3 มิลลิกรัมต่อลิตร จำนวนรากเฉลี่ย 7.50 รากต่อต้น 
การศึกษาหาสูตรอาหารสังเคราะห์ที่เหมาะสมในการชักนำข้อให้เกิดแคลลัสและยอด  พบว่าชิ้นส่วนถั่ว 
ท่าพระสไตโล CIAT 184 และถั่วฮามาต้าสามารถชักนำให้เกิดต้นร้อยละ 100 บนอาหารสังเคราะห์สูตร 
MS ที่ประกอบด้วยสารควบคุมการเจริญเติบโต IBA ความเข้มข้น 0.5 มิลลิกรัมต่อลิตร ร่วมกับ TDZ 
ความเข้มข้น 3 มิลลิกรัมต่อลิตร จำนวนยอดเฉลี่ยคือ 6.67 และ 13.50 ยอดต่อข้อ ตามลำดับ และความ
ยาวยอดเฉลี่ยคือ 0.52 และ 1.03 เซนติเมตร ตามลำดับ ส่วนการศึกษาการเจริญเติบโตของเซลล์
แขวนลอยจากการนำแคลลัสจากชิ้นส่วนใบเลี้ยงถั่วท่าพระสไตโล CIAT 184 เพาะเลี้ยงในอาหารเหลว
สังเคราะห์สูตร MS ที่ประกอบด้วยสารควบคุมการเจริญเติบโต 2 ,4-D ความเข้มข้น 1 มิลลิกรัมต่อลิตร 
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พบค่าน้ำหนักสดและน้ำหนักแห้งเฉลี่ยสูงสุดอยู่ที่ 18-21 วัน ถั่วฮามาต้าเพาะเลี้ยงในอาหารเหลว
สังเคราะห์สูตร MS ที่ประกอบด้วยสารควบคุมการเจริญเติบโต IBA ความเข้มข้น 0.5 มิลลิกรัมต่อลิตร 
ร่วมกับ TDZ ความเข้มข้น 3 มิลลิกรัมต่อลิตร พบค่าน้ำหนักสดและน้ำหนักแห้งเฉลี่ยสูงสุดอยู่ที่ 15-18 
วัน และสามารถพัฒนาเป็นต้นใหม่ได้ดีที่สุดร้อยละ 100 บนอาหารสังเคราะห์สูตร MS ที่ประกอบด้วย
สารควบคุมการเจริญเติบโต mT ความเข้มข้น 3 มิลลิกรัมต่อลิตร  

การศึกษาผลของปริมาณรังสีแกมมาแบบเฉียบพลันต่อการเจริญของเมล็ดที่ปริมาณ 0 5 10 15 20 
25 30 และ 50 กิโลแรด พบว่าเมล็ดถั่วท่าพระสไตโล CIAT 184 มีค่า GR50(30) และ LD50(30) เท่ากับ 
44.38 และ 38.06 กิโลแรด และเมล็ดถั่วฮามาต้า มีค่า GR50(30) และ LD50(30) มีค่าเท่ากับ 34.95 และ 
28.38 กิโลแรด ส่วนการศึกษาผลของปริมาณรังสีแกมมาต่อการเจริญของแคลลัสที่ปริมาณ 0 2 4 6 8 
และ 10 กิโลแรด แคลลัสถั่วท่าพระสไตโล CIAT 184 เมือ่เพาะเลี้ยงเป็นระยะเวลา 8 สัปดาห์ พบว่า LD50 
เท่ากับ 6.91 กิโลแรดและแคลลัสถั่วฮามาต้าพบว่า LD50 เท่ากับ 5.8 กิโลแรด ตามลำดับ จากนั้น
ตรวจสอบความแปรผันทางพันธุกรรมระหว่างต้นควบคุมกับต้นที่กลายพันธุ์ โดยเครื่องหมายโมเลกุล 
อาร์เอพีดี พบว่าถั่วท่าพระสไตโล CIAT 184 หลังจากตรวจสอบลักษณะแถบดีเอ็นเอด้วยวิธีอะกาโรส
เจลอิเล็กโทรโฟรีซิส พบว่าจำนวนแถบดีเอ็นเอที่แตกต่างไปจากต้นควบคุมคือไพร์เมอร์ OPC02 และ 
OPD02 และถั่วฮามาต้าพบว่าจำนวนแถบดีเอ็นเอที่แตกต่างไปจากต้นควบคุม คือไพร์เมอร์ OPV03 และ 
OPY15 

การศึกษาความสามารถในการทนแล้งของเมล็ดประกอบด้วย PEG(6000) ความเข้มข้น 0 5 10 15 
และ 20 เปอร์เซ็นต์ พบว่าเมล็ดถั่วท่าพระสไตโล CIAT 184 มีค่า GR50(2) เท่ากับ 17.73 เปอร์เซ็นต์ เมื่อ
เพาะเลี้ยงเป็นระยะเวลา 4 สัปดาห์ พบว่า LD50(30) มีค่าเท่ากับ 14.83 เปอร์เซ็นต์ และเมล็ดถั่วฮามาต้ามี
ค่า GR50(2) เท่ากับ 17.88 เปอร์เซ็นต์ เมื่อเพาะเลี้ยงเป็นระยะเวลา 4 สัปดาห์ พบว่า LD50(30) มีค่าเท่ากับ 
15.28 เปอร์เซ็นต์ และการศึกษาความสามารถในการทนแล้งของแคลลัสเพาะเลี้ยงบนอาหารสังเคราะห์
สูตร MS ที่ประกอบด้วยสารควบคุมการเจริญเติบโต IBA ความเข้มข้น 0.5 มิลลิกรัมต่อลิตร ร่วมกับ TDZ 
ความเข้มข้น 3 มิลลิกรัมต่อลิตร ประกอบด้วย PEG ความเข้มข้น 0 2 4 6 8 และ 10 เปอร์เซ็นต์ พบว่า
เมื่อเพาะเลี้ยงเป็นระยะเวลา 16 สัปดาห์ แคลลัสถั่วท่าพระสไตโล CIAT 184 มีค่า LD50(16) เท่ากับ 6.09 
เปอร์เซ็นต์ และแคลลัสถั่วฮามาต้า LD50(16) เท่ากับ 4.31 เปอร์เซ็นต์ 

คำสำคัญ การเจริญเป็นต้นใหม่ การทนแล้ง การกลายพันธุ์ ถั่วท่าพระสไตโล CIAT 184 ถั่วฮามาต้า 
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Abstract 
 

 This study was optimized media to shoots induction from seeds of Pasture  
Legume. The results for multiple shoots induction of Stylosanthes guianensis CIAT 184,  
seeds were cultured on MS medium supplemented with 3 mg/L TDZ. The percentage of  
shoot induction was 100%, the average shoots were 36.80 per seed and the average high  
shoots were 0.76 cm respectively, Stylosanthes hamata cv. Verano on MS medium  
supplemented with 3 mg/L mT. The percentage of shoots induction was 88.33%, the  
average shoots were 7.00 per seed and the average high shoots were 4.54 cm  
respectively, The shoots of Stylosanthes guianensis CIAT 184 were transferred to rooting 
on MS medium supplemented with 0.3 mg/L IAA. The percentage of root induction was 
40% and average root was 6.50 per shoot. Stylosanthes hamata cv. Verano was cultured 
on MS medium supplemented with 0.3 mg/L IBA, percentage of roots induction was 90% 
and average roots was 7.50 per shoot. Callus and shoots were induced from node on MS 
medium supplemented with 0.5 mg/L IBA combined with 3 mg/L TDZ. The result 
showed percentage of embryogenic callus induction was 100%. The average shoot of 
Stylosanthes guianensis CIAT 184 was 6.67 shoots per node and Stylosanthes hamata 
cv. Verano were 13.50 shoots per node respectively, the average high of shoots were 
0.52 and 1.03 cm, respectively. Cell suspension culture of callus that developed from 
cotyledon of Stylosanthes guianensis CIAT 184 and transferred to liquid MS medium 
supplemented with 1 mg/L 2,4-D. The result showed the highest average fresh and dry 
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weight were 18-21 days of culture. Cell suspension of Stylosanthes hamata cv. Verano 
on MS medium supplemented with 0.5 mg/L IBA combined with 3 mg/L TDZ, the 
highest average fresh and dry weight were 15-18 days of culture. The highest percentage 
of shoots regeneration was 100% on MS medium supplemented with 3 mg/L mT. 
 The effective of gamma irradiation to induced mutant seed were irradiated with  
0 5 10 15 20 25 30 and 50 Krad. The results showed that Stylosanthes guianensis  
CIAT 184 were GR50(30) at 44.38 Krad and LD50(30) were 38.06 Krad. The GR50(30) values of 
Stylosanthes hamata cv. Verano was 34.95 Krad and LD50(30) was 28.38 Krad. And callus 
was treated with 0 2 4 6 8 and 10 Krad of gamma ray. The LD50 values of Stylosanthes 
guianensis CIAT 184 and Stylosanthes hamata cv. Verano to acute irradiation were  
6.91 and 5.8 Krad, respectively after 8 weeks. RAPD analysis was used to determine 
polymorphism of mutate and control plant. These results suggest that RAPD markers 
were useful in detecting mutation of Stylosanthes guianensis CIAT 184 by gel 
electrophoresis, primer OPC02 and OPD02 were shown polymorphism band while primer 
OPV03 and OPY15 were shown polymorphism band in Stylosanthes hamata cv. Verano. 
 Drought tolerance of seeds supplemented with 0 5 10 15 and 20% of PEG-6000. 
The GR50 (2) of Stylosanthes guianensis CIAT 184 was 17.73% and LD50(30) was 14.83% after 
4 weeks. And Stylosanthes hamata cv. Verano had GR50 (2) and LD50(30) were 17.88% and 
15.28% after 4 weeks. The drought tolerance callus was cultured on MS medium 
supplemented with 0.5 mg/L IBA combined with 3 mg/L TDZ. and supplemented with 0 
2 4  6  8  and 10% of PEG. It was found that after culturing for 16  weeks, Stylosanthes 
guianensis CIAT 184 had LD5 0  as 6 .0 9 % and Stylosanthes hamata cv. Verano LD5 0  as 
4.31%. 

Keywords : Drought tolerance Mutation Regeneration Stylosanthes guianensis CIAT 184  
                 Stylosanthes hamata cv. Verano 
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ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกท้ังห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกคร้ังที่มีการนำไปใช้ 



ฐ 

 

สารบัญตาราง (ต่อ) 
ตารางท่ี หน้า 
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สารควบคุมการเจริญเติบโต TDZ ความเข้มข้น 3 มิลลิกรัมต่อลิตร (ก) เมื่อเพาะเลี้ยงเป็น 
เวลา 5-7 วัน (ข) การเกิดแคลลัสจากส่วนของราก (ค) การเกิดต้นใหม่จากแคลลัสเมื่อ 
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4.2 การเพาะเลี้ยงถั่วท่าพระสไตโล CIAT 184 บนอาหารสังเคราะห์สูตร MS (ก-ค) BA  
ความข้มข้น 0.5 1 และ 3 มิลลิกรัมต่อลิตร (ง-ฉ) mT ความเข้มข้น 0.5 1 และ 3  
มิลลิกรัมต่อลิตร (ช-ญ) และ TDZ ความเข้มข้น 0.5 1 และ 3 มิลลิกรัมต่อลิตร และ 
อาหารสังเคราะห์ที่ปราศจากสารควบคุมการเจริญเติบโต (ฎ) ตามลำดับ เมื่อเพาะเลี้ยง 
เป็นระยะเวลา 8 สัปดาห์……………….………………….……………………………………………………. 
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4.3 การเพาะเลี้ยงถั่วฮามาต้า (ก) บนอาหารสังเคราะห์สูตร MS ที่ปราศจากสารควบคุม 
การเจริญ เติบโต  (ข) การเกิดแคลลัสจากส่วนของราก (radicle) ที่ เพาะเลี้ยงบน 
สารควบคุมการเจริญเติบโต TDZ ความเข้มข้น 3 มิลลิกรัมต่อลิตร (ค) การเกิดต้นใหม่ 
จากแคลลัส เมื่อเพาะเลี้ยงบน mT ความเข้มข้น 3 มิลลิกรัมต่อลิตร เป็นระยะเวลา  
12 สัปดาห์ ……………………………………………………………………………………………………………. 
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4.4 การเพาะเลี้ยงถั่วฮามาต้าบนอาหารสังเคราะห์สูตร MS (ก-ค) BA ความเข้มข้น 0.5 1  
และ 3 มิลลิกรัมต่อลิตร (ง-ฉ) mT ความเข้มข้น 0.5 1 และ 3 มิลลิกรัมต่อลิตร (ช-ญ)  
และ TDZ ความเข้มข้น 0.5 1 และ 3 มิลลิกรัมต่อลิตร และอาหารสังเคราะห์ที่ปราศจาก 
สารควบคุมการเจริญเติบโต (ฎ) ตามลำดับ เมื่อเพาะเลี้ยงเป็นระยะเวลา 8 สัปดาห์.......... 
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4.5 แสดงลักษณะการเจริญเติบโตของรากถั่วท่าพระสไตโล CIAT 184 ที่ เพาะเลี้ยงบน 
อาหารสังเคราะห์สูตร MS (ก-ค) IAA ความเข้มข้น 0.1 0.3 และ 0.5 มิลลิกรัมต่อลิตร  
(ง-ฉ) IBA ความเข้มข้น 0.1 0.3 และ 0.5 มิลลิกรัมต่อลิตร (ช-ญ) และ NAA ความเข้มข้น 
 0.1 0.3 และ 0.5 มิลลิกรัมต่อลิตร เมื่อเพาะเลี้ยงเป็นระยะเวลา 8 สัปดาห์....................... 
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เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพ่ือการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกท้ังห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกคร้ังที่มีการนำไปใช้ 
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สารบัญรูป (ต่อ) 
รูปที่ หน้า 
4.6 แสดงลักษณะการเจริญเติบโตของรากถั่วฮามาต้าเพาะเลี้ยงบนอาหารสังเคราะห์สูตร MS  

(ก-ค) IAA ความเข้มข้น 0.1 0.3 และ 0.5 มิลลิกรัมต่อลิตร (ง-ฉ) IBA ความเข้มข้น 0.1 
0.3 และ 0.5 มิลลิกรัมต่อลิตร (ช-ญ) และ NAA ความเข้มข้น 0.1 0.3 และ 0.5 มิลลิกรัม 
ต่อลิตร เมื่อเพาะเลี้ยงเป็นระยะเวลา 12 สัปดาห์…………………………………….……………… 

 
 
 
53 

4.7 ข้อถั่วท่าพระสไตโล CIAT 184 เพาะเลี้ยงบนอาหารสังเคราะห์สูตร MS ที่ ปราศจาก 
สารควบคุมการเจริญเติบโต (ก) เมื่อเพาะเลี้ยง 1 สัปดาห์ (ข) IBA ความเข้มข้น 0.5 
มิลลิกรัมต่อลิตร ร่วมกับ TDZ ความเข้มข้น 1 มิลลิกรัมต่อลิตร (ค) IBA ความเข้มข้น 0.5 
มิลลิกรัมต่อลิตร ร่วมกับ TDZ ความเข้มข้น 3 มิลลิกรัมต่อลิตร (ง) IBA ความเข้มข้น 0.5 
มิลลิกรัมต่อลิตร ร่วมกับ TDZ ความเข้มข้น 5 มิลลิกรัมต่อลิตร ตามลำดับ เมื่อเพาะเลี้ยง
เป็นระยะเวลา 4 สัปดาห์...................................................................................................... 
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4.8 ข้อถั่ วฮามาต้าเพาะเลี้ ยงบนอาหารสังเคราะห์สูตร MS ที่ปราศจากสารควบคุม 
การเจริญเติบโต (ก) เมื่อเพาะเลี้ยง 1 สัปดาห์ (ข) IBA ความเข้มข้น 0.5 มิลลิกรัมต่อลิตร 
ร่วมกับ TDZ ความเข้มข้น 1 มิลลิกรัมต่อลิตร (ค) IBA ความเข้มข้น 0.5 มิลลิกรัมต่อลิตร 
ร่วมกับ TDZ ความเข้มข้น 3 มิลลิกรัมต่อลิตร (ง) IBA ความเข้มข้น 0.5 มิลลิกรัมต่อลิตร 
ร่วมกับ TDZ ความเข้มข้น 5 มิลลิกรัมต่อลิตรตามลำดับ เมื่อเพาะเลี้ยงเป็นระยะเวลา  
4 สัปดาห์…………………………………………………………………………………………………….…… 
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4.9 การชักนำแคลลัสจากส่วนของใบเลี้ยง (ก) ใบเลี้ยงถั่วท่าพระสไตโล CIAT 184 เมื่อ 
เพาะเลี้ยงเป็นระยะเวลา 7 วัน บนอาหารสังเคราะห์สูตร MS ที่ปราศจากสารควบคุมการ 
เจริญเติบโต (ข) ลักษณะของแคลลัสสีน้ำตาลใส ฉ่ำน้ำ บนอาหารสังเคราะห์สูตร MS ที่ 
ประกอบด้วยสารควบคุมการเจริญเติบโต 2 ,4-D ความเข้มข้น 1 มิลลิกรัมต่อลิตร เมื่อ 
เพาะเลี้ยงเป็นระยะเวลา 8 สัปดาห์ (ค) ลักษณะของแคลลัสสีน้ำตาล  แคลลัสที่เกาะกัน 
แน่น เมื่อเพาะเลี้ยงเป็นระยะเวลา 12 สัปดาห์............................................................... 
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4.10 ใบเลี้ยงถั่วท่าพระสไตโล CIAT 184 อายุ 7 วัน เพาะเลี้ยงบนอาหารสังเคราะห์สูตร MS ที่
ประกอบด้วยสารควบคุมการเจริญเติบโต 2,4-D (ก) ความเข้มข้น 0.5 มิลลิกรัมต่อลิตร 
(ข) ความเข้มข้น 1 มิลลิกรัมต่อลิตร (ค) ความเข้มข้น 3 มิลลิกรัมต่อลิตร (ง) ความเข้มข้น 
5 มิลลิกรัมต่อลิตร เมื่อเพาะเลี้ยงเป็นเวลา 4 สัปดาห์……………………………....…………………. 
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เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพ่ือการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกท้ังห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกคร้ังที่มีการนำไปใช้ 
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สารบัญรูป (ต่อ) 
รูปที ่ หน้า 
4.11 การเจริญเติบโตของเซลล์แขวนลอยของถั่วท่าพระสไตโล CIAT 184 ในสูตรอาหารเหลว 

สังเคราะห์สูตร MS ที่ประกอบด้วยสารควบคุมการเจริญเติบโต 2,4-D ความเข้มข้น 1 
มิลลิกรัมต่อลิตร (ก) ลักษณะเซลล์แขวนลอยในขวดเพาะเลี้ยง (ข) ลักษณะของเซลล์ 
แขวนลอยภายใต้กล้องจุลทรรศน์ที่กำลังขยาย 400 เท่า เซลล์มีลักษณะ ยาว เป็นรูปท่อน 
(ค) เซลล์แขวนลอยภายใต้กล้องจุลทรรศน์ฟลู โอเรสเซนต์ที่กำลังขยาย 400 เท่า  
เซลล์ที่มีชีวิตเกิดสีเขียวเรืองแสงเมื่อย้อมด้วยสีฟลูออเรสซีนไดอะซิเตต เซลล์ที่มีชีวิตเกิด 
สีเขียวเรืองแสงเมื่อย้อมด้วยสีฟลูออเรสซีนไดอะซิเตต……………………….……..…………………. 
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4.12 การเจริญเติบโตของเซลล์แขวนลอยของถั่วท่าพระสไตโล CIAT 184 ในสูตรอาหารเหลว 
สังเคราะห์สูตร MS ที่ประกอบด้วยสารควบคุมการเจริญเติบโต 2 ,4-D ความเข้มข้น 1  
มิลลิกรัมต่อลิตร (ก) น้ำหนักสด (ข) น้ำหนักแห้ง………………………………………………………… 
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4.13 การเจริญเติบโตของเซลล์แขวนลอยของถั่วฮามาต้าในสูตรอาหารเหลวสังเคราะห์สูตร MS 
ประกอบด้วยสารควบคุมการเจริญเติบโต IBA ความเข้มข้น 0.5 มิลลิกรัมต่อลิตร ร่วมกับ
TDZ 3 มิลลิกรัมต่อลิตร (ก) ลักษณะเซลล์แขวนลอยในขวดเพาะเลี้ยง (ข) ลักษณะของ
เซลล์แขวนลอยภายใต้กล้องจุลทรรศน์ที่กำลังขยาย 400 เท่า เซลล์มีลักษณะกลม ยาว 
เป็นรูปท่อน (ค) เซลล์แขวนลอยภายใต้กล้องจุลทรรศน์ฟลูโอเรสเซนต์ที่กำลังขยาย 400
เท่า เซลล์ที่มีชีวิตเกิดสีเขียวเรืองแสงเมื่อย้อมด้วยสีฟลูออเรสซีนไดอะซิเตต...................... 
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4.14 การเจริญเติบโตของเซลล์แขวนลอยของถั่วฮามาต้าในสูตรอาหารเหลวสังเคราะห์สูตร MS
ที่ประกอบด้วยสารควบคุมการเจริญเติบโต IBA ความเข้มข้น 0.5 มิลลิกรัมต่อลิตร 
ร่วมกับ TDZ ความเข้มข้น 3 มิลลิกรัมต่อลิตร (ก) น้ำหนักสด (ข) น้ำหนักแห้ง………………. 
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4.15 แคลลัสของถั่วฮามาต้าเพาะเลี้ยงบนอาหารสังเคราะห์สูตร MS ทีป่ระกอบด้วยสารควบคุม
การเจริญเติบโต mT ความเข้มข้น 3 มิลลิกรัมต่อลิตร (ก) เมื่อเพาะเลี้ยงเป็นระยะเวลา  
2 สัปดาห์ (ข) เมื่อเพาะเลี้ยงเป็นระยะเวลา 4 สัปดาห์ (ค) เมื่อเพาะเลี้ยงเป็นระยะเวลา  
8 สัปดาห์ และ (ง) เมื่อเพาะเลี้ยงเป็นระยะเวลา 12 สัปดาห์............................................... 
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4.16 แคลลัสของถั่วฮามาต้าเพาะเลี้ยงบนอาหารสังเคราะห์สูตร MS (ก-ค) mT ความเข้มข้น
0.5 1 และ 3 มิลลิกรัมต่อลิตร (ง-ฉ) และ TDZ ความเข้มข้น 0.5 1 และ 3 มิลลิกรัมต่อ
ลิตร ตามลำดับ เมื่อเพาะเลี้ยงเป็นระยะเวลา 8 สัปดาห์...................................................... 
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4.17 ถั่วฮามาต้าที่เพาะเลี้ยงบนอาหารสังเคราะห์สูตร MS ที่ประกอบด้วยสารควบคุมการ
เจริญเติบโต IBA ความเข้มข้น 0.3 มิลลิกรัมต่อลิตร ลักษณะรากมีสีขาว รากยาวแตก
แขนง เมื่อเพาะเลี้ยงเป็นระยะเวลา 12 สัปดาห์…………………………………………………………. 
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เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพ่ือการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกท้ังห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกคร้ังที่มีการนำไปใช้ 
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สารบัญรูป (ต่อ) 
รูปที่ หน้า 
4.18 ความสัมพันธ์ระหว่างรังสีกับการงอก และความอยู่รอดของเมล็ดถั่วท่าพระสไตโล  

CIAT 184 ที่ผ่านการฉายรังสีแกมมาปริมาณต่างๆ เพาะเลี้ยงบนอาหารสังเคราะห์สูตร 
MS ที ่ปราศจากสารควบคุมการเจริญเติบโต เมื่อเพาะเลี้ยงเป็นระยะเวลา 30 วัน….......... 
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4.19 การเจริญเป็นต้นจากเมล็ดของถั่วท่าพระสไตโล CIAT 184 หลังจากฉายรังสีแกมมาใน  
ปริมาณต่างๆ เพาะเลี้ ยงบนอาหารสังเคราะห์สูตร MS ที่ปราศจากสารควบคุม 
การเจริญเติบโต เมื่อเพาะเลี้ยงเป็นระยะเวลา 30 วัน………………………………………………….. 
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4.20 แสดงความยาวยอดจากเมล็ดของถั่วท่าพระสไตโล CIAT 184 หลังจากฉายรังสีแกมมาใน
ปริมาณรังสีต่างๆ เพาะเลี้ยงบนอาหารสังเคราะห์สูตร MS ที่ปราศจากสารควบคุม 
การเจริญเติบโต และที่ประกอบด้วยสารควบคุมการเจริญเติบโต TDZ ความเข้มข้น 3  
มิลลิกรัมตอ่ลิตร เมือ่เพาะเลี้ยงเป็นระยะเวลา 60 วัน…………………………………………………. 
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4.21 แสดงความยาวรากจากเมล็ดของถั่วท่าพระสไตโล CIAT 184 หลังจากฉายรังสีแกมมาใน  
ปริมาณรังสีต่างๆ เพาะเลี้ยงบนอาหารสังเคราะห์สูตร MS ที่ปราศจากสารควบคุม 
การเจริญเติบโต และที่ประกอบด้วยสารควบคุมการเจริญเติบโต TDZ ความเข้มข้น 3  
มิลลิกรัมต่อลิตร เมื่อเพาะเลี้ยงเป็นระยะเวลา 60 วัน…………………………………………………. 
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4.22 การเจริญเป็นต้นจากเมล็ดของถั่วท่าพระสไตโล CIAT 184 หลังจากฉายรังสีแกมมาใน  
ปริมาณรังสีต่างๆ เพาะเลี้ยงบนอาหารสังเคราะห์สูตร MS ที่ ประกอบด้วยสารควบคุม  
การเจริญเติบโต TDZ ความเข้มข้น 3 มิลลิกรัมต่อลิตร เมื่อเพาะเลี้ยงเป็นระยะเวลา  
60 วัน........................................................... ........................................................................  
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4.23 ความสัมพันธ์ระหว่างรังสีกับการงอก และความอยู่รอดของเมล็ดถั่วฮามาต้าที่ผ่านการฉาย
รังสีแกมมาปริมาณรังสีต่างๆ เพาะเลี้ยงบนอาหารสังเคราะห์สูตร MS ที่ปราศจาก 
สารควบคุมการเจริญเติบโต เมื่อเพาะเลี้ยงเป็นระยะเวลา 30 วัน……………………….………… 
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4.24 การเจริญเป็นต้นจากเมล็ดของถั่วฮามาต้าหลังจากฉายรังสีแกมมาในปริมาณรังสีต่างๆ  
เพาะเลี้ยงบนอาหารสังเคราะห์สูตร MS ที่ปราศจากสารควบคุมการเจริญเติบโต  
เมื่อเพาะเลี้ยงเป็นระยะเวลา 30 วัน……………………..………….……………………………………….. 
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4.25 แสดงความยาวยอดจากเมล็ดของถั่วฮามาต้า หลังจากฉายรังสีแกมมาในปริมาณรังสีต่างๆ 
เพาะเลี้ยงบนอาหารสังเคราะห์สูตร MS ที่ปราศจากสารควบคุมการเจริญเติบโต และที่
ประกอบด้วยสารควบคุมการเจริญ เติบโต mT ความเข้มข้น 3 มิลลิกรัมต่อลิตร 
เมือ่เพาะเลี้ยงเป็นระยะเวลา 30 วัน…………………………..…………….……………………………….. 

 
 
 
80 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพ่ือการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกท้ังห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกคร้ังที่มีการนำไปใช้ 



ถ 

 

สารบัญรูป (ต่อ) 
รูปที่ หน้า 
4.26 แสดงความยาวรากเมล็ดของถั่วฮามาต้า หลังจากฉายรังสีแกมมาในปริมาณรังสี ต่างๆ   

เพาะเลี้ยงบนอาหารสังเคราะห์สูตร MS ที่ปราศจากสารควบคุมการเจริญเติบโต และที่   
ประกอบด้วยสารควบคุมการเจริญ เติบโต mT ความเข้มข้น 3 มิลลิกรัมต่อลิตร  
เมื่อเพาะเลี้ยงเป็นระยะเวลา 30 วัน.................................................................... ................. 
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4.27 การเจริญเป็นต้นจากเมล็ดของถั่วฮามาต้าหลังจากฉายรังสีแกมมาในปริมาณรังสีต่างๆ   
เพาะเลี้ยงบนอาหารสังเคราะห์สูตร MS ที่ประกอบด้วยสารควบคุมการเจริญเติบโต mT  
ความเข้มข้น 3 มิลลิกรัมต่อลิตร เมื่อเพาะเลี้ยงเป็นระยะเวลา 30 วัน………………………….… 
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4.28 (ก) ลักษณะแคลลัสที่รอดชีวิตหลังจากผ่านการฉายรังสี (ข) ลักษณะแคลลัสที่ตาย  
หลังจากการผ่านฉายรังสี........................................................... ........................................... 
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4.29 การรอดชีวิตของแคลลัสถั่วท่าพระสไตโล CIAT 184 หลังได้รับรังสีแกมมาปริมาณรังสี
ต่างๆ เมื่อเพาะเลี้ยงเป็นระยะเวลา 4 8 และ 12 สัปดาห์.................................................... 

 
84 

4.30 
 
 
 
 
 
4.31 
 
 
 
 
4.32 

การเกดิยอดจากแคลลัสของถั่วท่าพระสไตโล CIAT 184 ที่เพาะเลี้ยงบนอาหารสังเคราะห์
สูตร MS ที่ประกอบด้วยสารควบคุมการเจริญเติบโต IBA ความเข้มข้น 0.5 มิลลิกรัมต่อ
ลิตร ร่วมกับ TDZ ความเข้มข้น 3 มิลลิกรัมต่อลิตร หลังจากที่ผ่านการฉายรังสีปริมาณ
รังสีที่ต่างกัน เมื่อเพาะเลี้ยงเป็นเวลา 12 สัปดาห์ (ก) ไม่ผ่านการฉายรังสี (ต้นควบคุม) (ข) 
การฉายรังสี 2 กิโลแรด (ค) การฉายรังสี 4 กิโลแรด (ง) การฉายรังสี 6 กิโลแรด (จ) การ
ฉายรังสี 8 กิโลแรด และ (ฉ) ผ่านการฉายรังสี 10 กิโลแรด……….……………………………….... 
ต้นถั่วท่าพระสไตโล CIAT 184 ที่พัฒนามาจากแคลลัส (ก) การฉายรังสี 2 กิโลแรด (ข) 
การฉายรังสี 4 กิโลแรด และ (ค) การฉายรังสี 6 กิโลแรด นำมาชักนำให้เกิดรากเพาะเลี้ยง
บนอาหารสังเคราะห์สูตร MS ที่ประกอบด้วยสารควบคุมการเจริญเติบโต IAA ความ
เข้มข้น 0.3 มิลลิกรัมต่อลิตร ลักษณะรากมีสีขาว ราก สั้น เมื่อเพาะเลี้ยงเป็นระยะเวลา 
12 สัปดาห์……………………………………….……………………………………………………..………….. 
ผลการเปรียบเทียบไพรเมอร์ 3 ไพรเมอร์ OPA09 OPC02 และ OPD02 จากตัวอย่าง 
ต้นควบคุมและฉายรังสี 6 กิโลแรด........................................................................ ............... 
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87 

4.33 (ก) ลักษณะแคลลัสที่รอดชีวิตหลังจากผ่านการฉายรั งสี (ข) ลักษณะแคลลัสที่ตาย  
หลังจากการผ่านฉายรังสี……………..……………………….………………….…………………………..…. 
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4.34 การรอดชีวิตของแคลลัสถั่วฮามาต้าหลังได้รับรังสีปริมาณรังสีต่างๆ เมื่อเพาะเลี้ยงเป็น  
ระยะเวลา 4 8 และ 12 สัปดาห์…………..…………………………………………………………………… 
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เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพ่ือการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกท้ังห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกคร้ังที่มีการนำไปใช้ 



ท 

 

สารบัญรูป (ต่อ) 
รูปที่ หน้า 
4.35 การเกิดยอดจากแคลลัสของถั่วฮามาต้าที่เพาะเลี้ยงบนอาหารสังเคราะห์สูตร MS ที่

ประกอบด้วยสารควบคุมการเจริญเติบโต IBA ความเข้มข้น 0.5 มิลลิกรัมต่อลิตร ร่วมกับ 
TDZ ความเข้มข้น 3 มิลลิกรัมต่อลิตร หลังจากที่ผ่านการฉายรังสีปริมาณรังสีที่ต่างกัน 
เมื่อเพาะเลี้ยงเป็นเวลา 12 สัปดาห์ (ก) ไม่ผ่านการฉายรังสี (ต้นควบคุม) (ข) การฉายรังสี 
2 กิโลแรด (ค) การฉายรังสี 4 กิโลแรด (ง) การฉายรังสี 6 กิโลแรด (จ) การฉายรังสี  8 
กิโลแรด และ (ฉ) ผ่านการฉายรังสี 10 กิโลแรด........................................ ........................ 
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4.36 ต้นถั่วฮามาต้าที่พัฒนามาจากแคลลัสที่ผ่านการฉายรังสี 4 กิโลแรด ชักนำให้เกิดราก  
เพาะเลี้ยงบนอาหารสังเคราะห์สูตร MS ที่ประกอบด้วยสารควบคุมการเจริญเติบโต IBA 
ความเข้มข้น 0.3 มิลลิกรัมต่อลิตร ลักษณะรากมีสีขาว ราก สั้น เมื่อเพาะเลี้ยงเป็น   
ระยะเวลา 12 สัปดาห์..........................................................................................................  
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4.37 ผลการเปรียบเทียบไพรเมอร์ 6 ไพรเมอร์ OPV02 OPV03 OPH05 OPN15 OPY15   
และ OPZ04 จากตัวอย่างต้นควบคุมและฉายรังสี 6 กิโลแรด………..……….………………….... 

 
93 

4.38 ความสัมพันธ์ระหว่าง PEG กับการงอก และความอยู่รอดของเมล็ดถั่วท่าพระสไตโล  
CIAT 184 ที่เพาะเลี้ยงใน PEG ความเข้มข้นในระดับต่างๆ เพาะเลี้ยงบนอาหารสังเคราะห์
สูตร MS ที่ปราศจากสารควบคุมการเจริญเติบโต  เมื่อเพาะเลี้ยงเป็น ระยะเวลา  
30 วัน……………………………………………………………………………………….…………………………… 
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4.39 การเพาะเลี้ยงเมล็ดถั่วท่าพระสไตโล CIAT 184 บนอาหารสังเคราะห์สูตร MS ที่
ประกอบด้วย PEG ความเข้มข้นในระดับต่างๆ เมื่อเพาะเลี้ยงเป็นเวลา 2 สัปดาห์....…….... 
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4.40 
 
4.41 

การเพาะเลี้ยงเมล็ดถั่วท่าพระสไตโล CIAT 184 บนอาหารสังเคราะห์สูตร MS ที่  
ประกอบด้วย PEG ความเข้มข้นในระดับต่างๆ เมื่อเพาะเลี้ยงเป็นเวลา 4 สัปดาห์.............. 
การเพาะเลี้ยงเมล็ดถั่วท่าพระสไตโล CIAT 184 บนอาหารสังเคราะห์สูตร MS ที่  
ประกอบด้วย PEG ความเข้มข้นในระดับต่างๆ เมื่อเพาะเลี้ยงเป็นเวลา 12 สัปดาห์............ 
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4.42 ความสัมพันธ์ระหว่าง PEG กับการงอก และความอยู่รอดของเมล็ดถั่วฮามาต้า ที่  
เพาะเลี้ยงใน PEG ความเข้มข้นในระดับต่างๆ เพาะเลี้ยงบนอาหารสังเคราะห์สูตร MS ที่
ปราศจากสารควบคุมการเจริญเติบโต เมือ่เพาะเลี้ยงเป็นระยะเวลา 30 วัน………..…………. 

 
 
100 

4.43 การเพาะเลี้ยงเมล็ดถั่วฮามาต้าบนอาหารสังเคราะห์สูตร MS ที่ประกอบด้วย PEG  
ความเข้มข้นในระดับต่างๆ เมื่อเพาะเลี้ยงเป็นเวลา 2 สัปดาห์...............…………………….…… 

 
100 

4.44 การเพาะเลี้ยงเมล็ดถั่วฮามาต้าบนอาหารสังเคราะห์สูตร MS ที่ประกอบด้วย PEG  
ความเข้มข้นในระดับต่างๆ เมื่อเพาะเลี้ยงเป็นเวลา 4 สัปดาห์………………………………………. 

 
101 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพ่ือการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกท้ังห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกคร้ังที่มีการนำไปใช้ 



ธ 

 

สารบัญรูป (ต่อ) 
รูปที่ หน้า 
4.45 การเพาะเลี้ยงเมล็ดถั่วฮามาต้าบนอาหารสังเคราะห์สูตร MS ที่ประกอบด้วย PEG  

ความเข้มข้นในระดับต่างๆ เมื่อเพาะเลี้ยงเป็นเวลา 12 สัปดาห์...........................................  
 
101 

4.46 การรอดชีวิตของแคลลัสถั่วท่าพระสไตโล CIAT 184 บนอาหารสังเคราะห์สูตร MS ที่
ประกอบด้วย PEG ที่ระดับความเข้มข้นต่างๆ และสารควบคุมการเจริญเติบโต IBA  
ความเข้มข้น 0.5 มิลลิกรัมต่อลิตร TDZ ความเข้มข้น 3 มิลลิกรัมต่อลิตร เมื่อระยะเวลา
ผ่านไป 16 สัปดาห์…………………………………………………………………..……………………………... 
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4.47 การรอดชีวิตของแคลลัสของถั่วท่าพระสไตโล CIAT 184 ที่เพาะเลี้ยงบนอาหารสังเคราะห์
สูตร MS ที่ประกอบด้วยสารควบคุมการเจริญเติบโต IBA ความเข้มข้น 0.5 มิลลิกรัมต่อ
ลิตร ร่วมกับ TDZ ความเข้มข้น 3 มิลลิกรัมต่อลิตร และมีสภาวะความเข้มข้นของ PEG 
ต่างกัน เมื่อเพาะเลี้ยงเป็นเวลา 16 สัปดาห์ (ก) ไม่เติม PEG (ข) PEG 2 เปอร์เซ็นต์ (ค) 
PEG 4 เปอร์เซ็นต์ (ง) PEG 6 เปอร์เซ็นต์ (จ) PEG 8 เปอร์เซ็นต์ และ (ฉ) PEG 10 
เปอร์เซ็นต์............................................................. ......................................................… 
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4.48 การรอดชีวิตของแคลลัสของถั่วท่าพระสไตโล CIAT 184 หลังฉายรังสี 6 กิโลแรด ที่
เพาะเลี้ยงบนอาหารสังเคราะห์สูตร MS ที่ประกอบด้วยสารควบคุมการเจริญเติบโต IBA 
ความเข้มข้น 0.5 มิลลิกรัมต่อลิตร ร่วมกับ TDZ ความเข้มข้น 3 มิลลิกรัมต่อลิตร (ก) PEG  
เปอร์เซ็นต์ เพาะเลี้ยง 4 สัปดาห์ (ข) เพาะเลี้ยง 8 สัปดาห์  (ค) PEG 6 เปอร์เซ็นต์
เพาะเลี้ยง 4 สัปดาห์ (ง) เพาะเลี้ยง 8 สัปดาห์.................................................................. 
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4.49 
 
 
 
4.50 

การรอดชีวิตของแคลลัสถั่วฮามาต้าบนอาหารสังเคราะห์สูตร MS ที่ประกอบด้วย PEG ที่
ระดับความเข้มข้นต่างๆ และสารควบคุมการเจริญเติบโต IBA ความเข้มข้น 0.5 มิลลิกรัม
ต่อลิตร ร่วมกับ TDZ ความเข้มข้น 3 มิลลิกรัมต่อลิตร เมื่อระยะเวลาผ่านไป 16 
สัปดาห์………………….………………………..…………………………………………….…………………... 
การรอดชีวิตของแคลลัสของถั่วฮามาต้าที่เพาะเลี้ยงบนอาหารสั งเคราะห์สูตร MS ที่
ประกอบด้วยสารควบคุมการเจริญเติบโต IBA ความเข้มข้น 0.5 มิลลิกรัมต่อลิตร ร่วมกับ
TDZ ความเข้มข้น 3 มิลลิกรัมต่อลิตรและมีสภาวะความเข้มข้นของ  PEG ต่างกัน
เพาะเลี้ยงเป็นเวลา 16 สัปดาห์ (ก) ไม่เติม PEG (ข) PEG 2 เปอร์เซ็นต์ (ค) PEG 4
เป อร์ เซ็ น ต์  (ง ) PEG 6  เป อร์ เซ็ น ต์  (จ ) PEG 8  เป อร์ เซ็ น ต์  แ ล ะ  (ฉ ) PEG 10
เปอร์เซ็นต…์……………………..……………………………………………………………….…………............. 
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เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพ่ือการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกท้ังห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกคร้ังที่มีการนำไปใช้ 



ท 

 

สารบัญรูป (ต่อ) 
รูปที่ หน้า 
4.51 การรอดชีวิตของแคลลัสของถั่วฮามาต้า หลังฉายรังสี 6 กิโลแรด ที่เพาะเลี้ยงบนอาหาร 

สังเคราะห์สูตร MS ที่ประกอบด้วยสารควบคุมการเจริญเติบโต IBA ความเข้มข้น 0.5 
มิลลิกรัมต่อลิตร ร่วมกับ TDZ ความเข้มข้น 3 มิลลิกรัมต่อลิตร (ก) PEG 4 เปอร์เซ็นต์ 
เพาะเลี้ยง 4 สัปดาห์ (ข) เพาะเลี้ยง 8 สัปดาห์ (ค) PEG 6 เปอร์เซ็นต์ เพาะเลี้ยง 4  
สัปดาห์ (ง) เพาะเลี้ยง 8 สัปดาห์..................................................................... ..................... 

 
 
 
 
109 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพ่ือการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกท้ังห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกคร้ังที่มีการนำไปใช้ 



ธ 

 

คำย่อ/สัญลักษณ ์

คำย่อ สัญลักษณ์ 
2,4-D 2,4-dichlorophenoxyacetic acid 
BA 6-benzlyaminopurine 
GR50 Growth reduction 
IAA Indole-3-acetic acid 
IBA Indole-3-butyric acid 
LD50 50% lethal dose 
mt meta-Topolin 
MS อาหารสังเคราะห์สูตร Murashige และ Skoog 
NAA α-Naphthaleneacetic acid 
PEG Polyethylene glycol 
RAPD Random Amplifird Polymorphic DNA 
TBE Tris-borate EDTA buffer 
TDZ Thidiazuron 
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บทท่ี 1 

บทนำ 

1.1 ความเป็นมาและความสำคัญของปัญหา 
ประเทศไทยเป็นประเทศเกษตรกรรมซึ่งประชากรส่วนใหญ่ในประเทศล้วนมีอาชีพหลักทาง 

การเกษตร เช่น การเลี้ยงสัตว์ และเพาะปลูกพืช โดยสัตว์ที่มีความสำคัญทางเศรษฐกิจที่นิยมเลี้ยงกันมาก 
ได้แก่ โค (ทั้งโคเนื้อ และโคนม) กระบือ และ สุกร เป็นต้น โดยการพัฒนาทางการเกษตรมีทรัพยากรน้ำ 
เป็นปัจจัยหนึ่งที่สำคัญ ซึ่งปัญหาหลักที่พบเป็นส่วนมากของไทยคือ ปัญหาการขาดแคลนน้ำ และสภาพ
แห้งแล้ง 

ภาวะแห้งแล้งจะเกิดข้ึนในหน้าแล้งและหน้าร้อน มีสาเหตุมาจากฝนทิ้งช่วงเป็นเวลานาน ทำให้แหล่ง 
น้ำตามธรรมชาติแห้ง ไม่เพียงพอต่อการอุปโภคบริโภคของประชาชน สภาพแห้งแล้งนี้มีผลกระทบต่อการ 
ทำเกษตรของไทยอย่างยิ่ง (สำนักงานนโยบายและแผนทรัพยากรธรรมชาติและสิ่งแวดล้อม, 2560) ทั้งใน 
ด้านการปลูกพืชเศรษฐกิจและยังรวมไปถึงด้านปศุสัตว์ โดยเฉพาะโคกระบือ ที่อาจจะได้รับผลกระทบมาก  
เนื่องมาจากการขาดแคลนพืชอาหารสัตว์หรืออาหารสัตว์มีคุณภาพต่ำ ปริมาณไม่เพียงพอสำหรับการ 
บริโภคโดยเฉพาะเกษตรกรรายย่อยที่ปล่อยให้สัตว์เลี้ยงหาอาหารกินเองตามธรรมชาติ ส่วนการเลี้ยงสุกร 
และสัตว์ปีกต่างๆ จะมีผลกระทบไม่มากนักเนื่องจากผู้เลี้ยงสามารถที่จะเตรียมการดูแลได้ ซึ่งจะส่งผล 
เสียหายโดยรวมต่อประเทศ 

ในปัจจุบันสถานการณ์ภัยแล้งของประเทศไทยมีแนวโน้มที่จะทวีความรุนแรงขึ้นทุกปี (สำนักงาน 
นโยบายและแผนทรัพยากรธรรมชาติและสิ่งแวดล้อม , 2560) การศึกษาเกี่ยวกับพันธุ์พืชอาหารสัตว์ทน 
แล้งจึงเป็นเรื่องสำคัญ เพ่ือช่วยให้เกษตรกรมีพืชอาหารสัตว์ให้สัตว์ได้กินตลอดปี และสามารถให้ผลผลิต 
ในฤดูแล้งที่ขาดแคลนน้ำได้ ผลที่ตามมาคือจะทำให้วงจรการเจริญเติบโตและการให้ผลิตของโค กระบือ มี 
ความต่อเนื่องไม่มีหยุดชะงัก กรมปศุสัตว์จึงได้ทำการพัฒนาพันธุ์พืชอาหารสัตว์ และส่งเสริมให้เกษตรกร 
ใช้หญ้าและถั่วเป็นอาหารหลักในการเลี้ยงสัตว์ให้มากขึ้น โดยเพ่ิมปริมาณการผลิตเมล็ดพันธุ์พืชให้ 
เพียงพอกับความต้องการของเกษตรกร พร้อมทั้งพัฒนาเทคโนโลยีด้านพืช อาหารสัตว์ และถ่ายทอด 
ความรู้สู่เกษตรกร เช่น การปลูก การจัดการแปลงหญ้า การใช้ประโยชน์ และการผลิตเมล็ดพันธุ์ เป็นต้น  
(กรมปศุสัตว์, 2551) 

จากการศึกษาวิจัยพบว่าถั่วท่าพระสไตโล CIAT 184 (Stylosanthes guianensis CIAT 184) เป็น
ถั่วอาหารสัตว์ที่มีโปรตีนสูงชนิดหนึ่งให้ผลผลิตน้ำหนักแห้ง 2,096 กิโลกรัมต่อไร่ (ศูนย์วิจัยอาหารสัตว์
ขอนแก่น, 2541) พบว่าทนทานต่อโรคแอนแทรกโนสได้ดีกว่าพันธุ์แกรมสไตโล ไม่ทนดินเค็มและดินด่าง 
(pH มากกว่า 8.5) ไม่ทนต่อการแทะเล็มการเหยียบย่ำของสัตว์หรือการตัดบ่อย ผลผลิตน้ำหนักแห้ง 1.5 
ถึง 2.5 ตันต่อไร่ต่อปี โปรตีน 14-18 เปอร์เซ็นต์ ส่วนประกอบทางเคมีของถั่วท่าพระสไตโล CIAT 184 
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ตัดอายุ 45 วัน จะมีวัตถุแห้ง 18.30 เปอร์เซ็นต์ มีโปรตีน 17.57 เปอร์เซ็นต์ ไขมัน 1.36 เปอร์เซ็นต์ NDF 
51.43 เปอร์เซ็นต์ ADF 41.43 เปอร์เซ็นต์ Ca และ P เท่ากับ 1.2 เปอร์เซ็นต์ และ 0.27 เปอร์เซ็นต์ 
ตามลำดับ (วารุณี และวลัยกานต์, 2541) เป็นถั่วอาหารสัตว์ที่มีคุณค่าทางโภชนาสูงชนิดหนึ่ง จึงได้นำถั่ว
ท่าพระสไตโล CIAT 184 ที่เป็นพืชมีโปรตีนสูงมาเสริมอาหารหยาบคุณภาพต่ำเพ่ือใช้เลี้ยงโคนม ซึ่งเป็นวิธี
หนึ่งในการเพ่ิมผลผลิตและลดต้นทุนค่าอาหาร ถั่วฮามาต้าสามารถปลูกได้ดีในสภาพดินฟ้าอากาศทั่วๆ  
ไปในภาคตะวันออกเฉียงเหนือมีปริมาณโปรตีนค่อนข้างสูง ทนต่อการแทะเล็มของสัตว์ ไม่มีรายงานว่าทำ
ให้โคกระบือท้องอืดเหมือนถั่วบางชนิดและให้ผลผลิตเมล็ดที่มีคุณภาพสูง (จินดา, 2525) ในการทดสอบ
เปรียบเทียบพันธุ์ที่มหาวิทยาลัยขอนแก่น บุญฤา (2522) พบว่าถั่วฮามาต้าให้ผลผลิตสูงกว่าถั่วพืชอาหาร
สัตว์หลายชนิด เมื่อเปรียบเทียบกับถั่วสไตโลชนิดอ่ืนๆ ซึ่งสอดคล้องกับรายงานของ Topark-Ngarm  
et al. (1979) สำหรับในการผลิตเมล็ดมีการทดลองหาวิธีการต่างๆเพ่ือที่จะทำให้ได้ผลผลิตของเมล็ด
สูงสุด เช่น ระยะเวลาที่เหมาะในการปล่อยแกะหรือโคแทะเล็มก่อนที่จะเก็บเมล็ด  (Wilaipon and 
Humphreys 1976; Wilaipon and Humphreys, 1981) หรือระยะเวลาการตัดต้นถั่วก่อนที่จะเก็บ
เกี่ยวเมล็ด (Wilaipon et.al., 1979) ในปัจจุบันเทคโนโลยีการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อมีบทบาทอย่างมากต่อ
การปรับปรุงพันธุ์พืช โดยอาจใช้เทคนิคการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อร่วมกับการชักนำให้เกิดการกลายพันธุ์ โดย
การใช้รังสีหรือสารเคมี ซึ่งการชักนำให้เกิดการกลายพันธุ์ด้วยรังสีแกมมาเป็นที่นิยมใช้กันอย่างกว้างขวาง
ในพืช เนื่องจากรังสีแกมมามีคุณสมบัติเป็นคลื่นแม่เหล็กไฟฟ้า มีอำนาจทะลุทะลวงสูง วิธีการฉายรังสีไม่
ยุ่งยากและไม่มีรังสีตกค้างอยู่ในพืช (สิรินุช, 2536)  

งานวิจัยนี้มีวัตถุประสงค์เพ่ือทำการศึกษาการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ และศึกษาเทคนิคการปรับปรุงสาย
พันธุ์ในถั่วท่าพระสไตโล CIAT 184 และถั่วฮามาต้าด้วยวิธีการฉายรังสีแกมมาแบบเฉียบพลันโดย
ทำการศึกษาตั้งแต่การชักนำให้เกิดต้น การชักนำให้เกิดราก การชักนำให้เกิดแคลลัส การหาค่าการรอด
ชีวิตลดลงร้อยละ 50 เปอร์เซ็นต์ (LD50) และปริมาณรังสีที่ทำให้การเจริญของเมล็ดและแคลลัสลดลง 50 
เปอร์เซ็นต์ (GR50) ศึกษาความสามารถในการทนแล้งของเมล็ด และแคลลัส รวมถึงความสามารถในการ
เจริญเป็นต้นใหม่ภายใต้สภาวะแล้ง และการตรวจสอบต้นกลายพันธุ์ด้วยเครื่องหมายโมเลกุล Random 
Amplification of Polymorphic DNA (RAPD) เพ่ือเป็นพ้ืนฐานของการปรับปรุงพันธุ์ถั่วอาหารสัตว์เพ่ือ
เป็นอาหารหลักในการเลี้ยงสัตว์มากขึ้น  
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1.2 วัตถุประสงค์ของงานวิจัย 
1.2.1 ศึกษาสูตรอาหารที่เหมาะสมในการเพาะเลี้ยงเมล็ดถั่วท่าพระสไตโล CIAT 184 และฮามาต้า

ให้เกิดเป็นยอดหลายยอด และชักนำให้กลายเป็นต้นที่สมบูรณ์ 
1.2.2 ศึกษาสูตรอาหารที่เหมาะสมในการเพาะเลี้ยงข้อถั่วท่าพระสไตโล CIAT 184 และฮามาต้าให้

เจริญเป็นแคลลัส 
1.2.3 ศึกษาสูตรอาหารที่เหมาะสมในการเพาะเลี้ยงเซลล์แขวนลอยของถั่วท่าพระสไตโล CIAT 184 

และฮามาต้า 
1.2.4 ศึกษาสูตรอาหารที่เหมาะสมในการเพาะเลี้ยงถั่วท่าพระสไตโล CIAT 184 และฮามาต้าให้เกิด

รากที่สมบูรณ์ 
1.2.5 ศึกษาปริมาณรังสีแกมมาที่ทำให้เมล็ด และแคลลัสของถั่วท่าพระสไตโล CIAT 184 และ 

ฮามาต้ารอดชีวิตลดลง 50 เปอร์เซ็นต์ (LD50) และปริมาณรังสีที่ทำให้การเจริญของเมล็ดและ
แคลลัสลดลง 50 เปอร์เซ็นต์ (GR50) 

1.2.6 ศึกษาความสามารถในการทนแล้งของเมล็ด และแคลลัส รวมถึงความสามารถในการเจริญเป็น
ต้นใหม่ภายใต้สภาวะแล้ง 

1.2.7 ตรวจสอบความแปรปรวนทางพันธุกรรมในระดับดีเอ็นเอด้วยเครื่องหมายโมเลกุล RAPD 

1.3 ขอบเขตของงานวิจัย 
ศึกษาสูตรอาหาร และสารควบคุมการเจริญเติบโตในสูตรที่เหมาะสมต่อการชักนำเมล็ดให้เกิดยอด 

หลายยอด การชักนำให้เกิดแคลลัส การชักนำให้เกิดราก ความสามารถในการทนแล้งของเมล็ด และ 
แคลลัสรวมถึงการเจริญเป็นต้นใหม่ภายใต้สภาวะแล้งของถั่วอาหารสัตว์ เพ่ือการปรับปรุงพันธุ์ถั่วอาหาร 
สัตว์ ให้ ทนต่อสภาวะแล้ งหลั งจากผ่ านการฉายรั งสี แกมมา  แล้ ว พัฒ นาให้ เกิดต้น  และการ 
ตรวจสอบการกลายพันธุ์ของต้นถั่วด้วยเครื่องหมายทางโมเลกุล 

1.4 ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับ 
1.4.1 ทราบสูตรอาหารที่เหมาะสมต่อการชักนำให้เกิดยอดหลายยอด การชักนำให้เกิดเป็นแคลลัส  

และชักนำให้กลายเป็นต้นที่สมบูรณ์ 

1.4.2 ได้ข้อมูลพ้ืนฐานในการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อและการฉายรังสีแกมมา เพ่ือใช้ในการปรับปรุงพันธุ์ 
ถัว่ท่าพระสไตโล CIAT 184 และถั่วฮามาต้าต่อไป 

1.4.3 ทราบความสามารถในการทนแล้งของเมล็ดและแคลลัส รวมถึงความสามารถในการเจริญเป็น 

ต้นใหม่ภายใต้สภาวะแล้ง 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพ่ือการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกท้ังห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกคร้ังที่มีการนำไปใช้ 
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บทท่ี 2 

ทฤษฎีและหลักการ 
 

2.1 ถั่วท่าพระสไตโล CIAT 184 
ถั่วท่าพระสไตโล CIAT 184 เป็นพืชพ้ืนเมืองของอเมริกากลางพบที่ประเทศเบลีซ คอสตาริกา  

(ตะวันออกเฉียงเหนือ ) กัวเตมาลา ฮอนดูรัส เมกซิโก (ใต้) นิคารากัว (ตะวันออก) และปานามา  
ทวีปอเมริกาใต้ พบที่ประเทศ โบลิเวีย (เหนือ) บราซิล โคลัมเบีย French Guiana, Guyana, Suriname 
เปรู และ เวเนซุเอลา ถั่วพันธุ์ท่าพระสไตโล CIAT 184 (CPI 133548, ILCA-00164 ATF 493 ATF 
2755) ได้มาจาก Valle del Cauca ในโคลัมเบีย นำเข้าประเทศไทยครั้งแรกในปี 1995 โดย Werner 
Stur (กองอาหารสัตว์, 2544)  

ถั่วพันธุ์ท่าพระสไตโล (Stylosanthes guianensis CIAT 184) ได้ปลูกทดสอบที่ศูนย์วิจัยและพัฒนา
อาหารสัตว์ขอนแก่น พบว่าทนทานต่อโรคแอนแทรกโนสได้ดีกว่าพันธุ์แกรมสไตโล จึงคัดเลือกจนได้ 
สายพันธุ์ที่ เหมาะสมสำหรับประเทศไทย กองอาหารสัตว์จึงได้นำออกเผยแพร่ในปี  พ .ศ . 2541  
กรมปศุสัตว์ (2549) อธิบายลักษณะทางพฤกษศาสตร์ของถั่วท่าพระสไตโล CIAT 184 ดังนี้ เป็นพืชหลาย
ฤดู(perennial) อายุ 2 ถึง 3 ปี ต้นสูงประมาณ 1 เมตร มีกิ่งแขนงหนาแน่น ลำต้นมีขน ทรงต้นมีทั้งแบบ
ตั้งตรงและแผ่ราบ ใบเป็นแบบ trifoliate ใบย่อยจะคล้ายแบบ elliptic คือ มีส่วนที่กว้างที่สุดอยู่กึ่งกลาง
ใบ แต่จะมีความกว้างของใบน้อยกว่าครึ่งหนึ่งของความยาวใบ ใบย่อยกว้าง 6 ถึง 9 มิลลิเมตร ยาว 35 
ถึง 50 มิลลิเมตร (รูปที่ 2.1 ก) ช่อดอกมีขนและอยู่รวมกันเป็นกระจุกดอกสีเหลือง (รูปที่ 2.1 ข) เริ่มออก
ดอกประมาณต้นเดือนตุลาคมไปจนถึงปลายเดือนพฤศจิกายน ฝักมีลักษณะโค้งงอ สั้นกว่า 1 มิลลิเมตร 
ใน 1 ฝักมี 1 เมล็ด เมล็ดสีเหลืองจนถึงสีน้ำตาลและอาจพบเมล็ดสีดำ (รูปที่ 2.2) 

อนุกรมวิธาน 
Kingdom: Plantae  

Division: Magnoliophyta  
Class: Magnoliopsida  

Order: Fabales  
Family: Fabaceae  

Genus: Stylosanthes 
Species: guianensis  

ทีม่า : http https://www.feedipedia.org/node/251 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพ่ือการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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รูปที่ 2.1 (ก) ลักษณะของถั่วท่าพระสไตโล CIAT 184 (Stylosanthes guianensis CIAT 184)  
            (ข)ลักษณะดอก 
ทีม่า : http://trungtambocobavi.com/san-pham/co-stylo-stylosanthes-guianensis-ciat-184/ 
 

 

 
รูปที่ 2.2 ลักษณะของเมล็ดถั่วท่าพระสไตโล (Stylosanthes guianensis CIAT 184) 

ที่มา : ภาพจากผู้จัดทำ 
 

2.2 ถั่วฮามาต้า (บุญฤา, 2533) 
ถั่วฮามาต้า (Stylosanthes hamata cv. Verano) เป็นพืชตระกูลถั่วที่เกษตรกรผู้ปลูกหญ้าเลี้ยง

สัตว์เรียกกันติดปากหรือมีชื่อเรียกทางราชการว่า ถั่วเวอราโนสไตโล ซึ่งเป็นถั่วพ้ืนเมืองของประเทศเวเน
ซูเอลล่า ซึ่งอยู่ในแถบอเมริกาใต้ถูกนำเข้ามาประเทศไทยเพ่ือทดสอบครั้งแรก ที่มหาวิทยาลัยขอนแก่น ใน
ปี พ.ศ.2513 โดยได้รับเมล็ดพันธุ์จาก Dr. HM. Shelton และ Dr. LR Humpherys แห่งมหาวิทยาลัย 
ควีนสแลนด์ ประเทศออสเตรเลีย ลักษณะทางพฤกษศาสตร์ของถั่วฮามาต้าคือ เป็นไม้ล้มลุก อายุฤดูเดียว
หรือหลายฤดู สูงได้ถึง 75 เซนติเมตร กิ่งแผ่ออกด้านข้างเป็นคู่ ลำต้นมีขนขาวละเอียด ใบประกอบมี 3 ใบ
ย่อย รูปแถบกว้าง 0.5 ถึง 1 เซนติเมตร ยาว 4 ถึง 10 เซนติเมตร หูใบ ยาว 4 ถึง 6 เซนติเมตร คล้ายซี่

ข 
ก ข 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพ่ือการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกท้ังห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกคร้ังที่มีการนำไปใช้ 
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ฟัน มีขน ดอกเป็นแบบช่อกระจายยาว 2 เซนติเมตร (รูปที่ 2.3 ก) ดอกย่อย 8 ถึง 14 ดอกสีเหลือง ใบ
ประดับ มีขน กลีบเลี้ยงเชื่อมติดกันเป็นถ้วย ปลายแยกเป็น 4 ถึง 5 แฉก กลีบดอกรูปดอกถั่วสีเหลือง 
เกสรเพศผู้ 10 อัน เชื่อมติด 2 กลุ่ม รังไข่เหนือวงกลีบ (รูปที่ 2.3 ข) ผลมีลักษณะแบบฝักถั่ว ฝักเดียว
เมล็ดเดียว โค้งงอฝักแก่สีน้ำตาลดำ เมล็ดถั่วฮามาต้ามีขนาดเล็ก เปลือกมีขน สีน้ำตาลปนดำ (รูปที่ 2.4) 

อนุกรมวิธาน 
Kingdom: Plantae  

Division: Magnoliophyta  
Class: Magnoliopsida  

Order: Fabales  
Family: Fabaceae  

Genus: Stylosanthes 
Species: hamata  

ที่มา : https://www.feedipedia.org/node/7740 

 
รูปที่ 2.3 (ก) ลำต้นของถั่วฮามาต้า (Stylosanthes hamata cv. Verano) (ข) ลักษณะดอก 
ที่มา : https://fezzgator.deviantart.com/art/Stylosanthes-hamata-Cheesytoes-369039502 

ก 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพ่ือการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกท้ังห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกคร้ังที่มีการนำไปใช้ 
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รูปที่ 2.4 ลักษณะเมล็ดของฮามาต้า (Stylosanthes hamata cv. Verano) 

ที่มา : ภาพจากผู้จัดทำ 

2.3 การเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพืช (อนุรักษ์, 2540) 
การเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพืชสามารถเพาะเลี้ยงได้จากทุกๆ ส่วนของเนื้อเยื่อที่ประกอบด้วยกลุ่มเซลล์ที่ 

ยังมีชีวิตอยู่ การเพาะเลี้ยงจะประสบความสำเร็จหรือไม่นั้น อาจจะต้องทดลองนำส่วนต่างๆของพืช 
เหล่านั้นมาเพาะเลี้ยงบนอาหารสังเคราะห์ ซึ่งในส่วนของเนื้อเยื่อพืชแต่ละชนิดมีการเจริญเติบโตที่  
แตกต่างกัน เพราะเซลล์แต่ละชนิดมีความสามารถในการเจริญเติบโตไม่เท่ากัน โดยส่วนมากนิยมใช้ส่วน 
ของเนื้อเยื่อเจริญ เนื่องจากมีความสามารถในการเจริญเติบโตได้ดีที่สุด 

2.3.1 การเพาะเลี้ยงแคลลัส (Callus culture) 
แคลลัส (Callus) หมายถึง กลุ่มเซลล์พาเรงไคมา (Parenchyma) ที่อยู่รวมกันเป็นกลุ่ม โดยที่ 

ยังไม่มีการเปลี่ยนแปลงไปเป็นอวัยวะหรือเนื้อเยื่อต่างๆ แคลลัสมีขนาดต่างๆ กันหลายรูปแบบ มีรูปร่างไม่ 
แน่นอน ภายในเซลล์มีส่วนประกอบของแวคคิวโอลสูง แคลลัสสามารถแบ่งออกเป็นสองประเภทได้แก่ 
แคลลัสที่มีกลุ่มเซลล์เกาะกันแน่น มีความแข็ง เรียกว่า Compact callus และแคลลัสที่มีกลุ่มเซลล์เกาะ 
กันอย่างหลวมๆ ฉ่ำน้ำ คล้ายกับฟองน้ำ เรียกว่า Friable callus ในบางครั้งอาจพบแคลลัสทั้งสองแบบ
อยู่ในก้อนหรือชิ้นเนื้อเยื่อเดียวกัน เนื้อเยื่อทุกส่วนที่ยังมีชีวิต สามารถท่ีจะชักนำให้พัฒนาเกิดเป็นแคลลัส
ได้ยกตัวอย่างเช่น ส่วนของเอ็มบริโอ ยอด ใบเลี้ยง ลำต้น ราก ใบอ่อน ดอกอ่อน เมล็ด เรณู อับเรณู  
แคมเบียม คอร์เทกซ์ และท่อลำเลียงอาหาร เป็นต้น 

2.3.2 การเพาะเลี้ยงเซลล์แขวนลอย (Suspension culture) 
การเพาะเลี้ยงเซลล์แขวนลอยนั้น อาจเริ่มต้นได้จากการชักนำให้เกิดแคลลัสจากชิ้นส่ วนของ 

เนื้อเยื่อพืช โดยนำเอาชิ้นส่วนต่างๆ ของพืช ได้แก่ เนื้อเยื่อเจริญปลายยอด ปลายราก ใบ เมล็ด เอ็มบริโอ 
อับเรณู รังไข่ ตาข้าง ดอก และผล มาเพาะเลี้ยงบนอาหารสังเคราะห์ เช่น สูตร Murashige และ Skoog 
ซึ่งเติมสารควบคุมการเจริญเติบโตในกลุ่มออกซินในอัตราส่วนค่อนข้างสูง โดยสารที่นิยมใช้ได้แก่ 2,4-D 
NAA และ 2,4,5-T เป็นต้น เมื่อเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพืชบนอาหารสังเคราะห์จะทำให้เกิดการเปลี่ยนแปลง 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพ่ือการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกท้ังห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกคร้ังที่มีการนำไปใช้ 
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ของเนื้อเยื่อพืชไปเป็นแคลลัสซึ่งกลุ่มเซลล์จะเกาะกันอย่างหลวมๆ จากนั้นนำแคลลัสมาเพาะเลี้ยงใน 
อาหารเหลวบนเครื่องเขย่า ซึ่งมีผลทำให้กลุ่มเซลล์ที่เกาะกันหลวมๆ สามารถหลุดแยกออกจากกันมา 
แขวนลอยอยู่ในอาหาร ในบางกรณีอาจใช้แท่งแก้วหรือช้อนตักสารเคมีช่วยกวนอย่างเบาๆ เพ่ือให้เซลล์ 
หลุดจากก้อนแคลลัสก็ได้ เซลล์แขวนลอยที่ดีนั้นควรประกอบด้วยกลุ่มเซลล์ขนาดเล็ก และมีลักษณะเป็น 
เซลล์เดี่ยวๆ ที่มีความสม่ำเสมอในการเจริญเติบโต 

2.4 อาหารเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพืช (รังสฤษฎ์, 2540) 

อาหารเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพืชมีหลายชนิด ทั้งนี้ขึ้นอยู่กับความเหมาะสมต่อชนิดของพืชพันธุ์ตลอดจน
ชนิดและสภาพของชิ้นส่วนพืช (Explants) ที่จะนำมาเลี้ยง อย่างไรก็ตามอาหารที่นิยมใช้ในการเลี้ยง
เนื้อเยื่อพืชมากที่สุดคืออาหารที่ดัดแปลงมาจากอาหารที่ใช้เลี้ยงกลุ่มเซลล์หรือแคลลัส ซึ่งเป็นกลุ่มของ
เซลล์ที่ เริ่มมีการเปลี่ยนแปลงพัฒนา (Differentiated) มีช่องว่างในเซลล์จำนวนมากและเซลล์  
ยังไม่มีการจัดรูปแบบที่แน่นอน ทั้งนี้เนื่องจากการเลี้ยงแคลลัส (Callus culture) และเซลล์แขวนลอย 
(Suspension culture) ของพืชส่วนใหญ่เกือบทุกชนิดทำได้ง่ายกว่าการเลี้ยงจากส่วนอื่นๆ แคลลัสเหล่านี้
ได้จากการเลี้ยงชิ้นส่วนพืชในอาหารกึ่งแข็ง (Semi-solid medium) ที่อย่างน้อยประกอบด้วยเกลือของ
ธาตุอาหารที่ต้องการคือ ส่วนประกอบอนินทรีย์หรือสารประกอบอินทรีย์ในปริมาณค่อนข้างสูง 

แม้พืชจะมีความต้องการขั้นพ้ืนฐานในการเจริญเติบโตไม่ซับซ้อนก็ตาม แต่การนำชิ้นส่วนของพืช 
มาเลี้ยงในอาหารสังเคราะห์นั้น  มีความต้องการธาตุอาหารและสารอาหารบางอย่างที่จำเป็นที่มี  
ความซับซ้อนมากกว่าและมีลักษณะเป็น Seldom autotrophic กล่าวคือ ต้องการทั้งธาตุอาหารหลัก 
(Macro-element/nutrients) และธาตุอาหารรอง (Micro-element/nutrients) ที่ใช้กันตามปกติใน 
การเลี้ยงพืชในสารละลาย นอกจากนั้นยังต้องการธาตุอาหารอ่ืนๆ เช่น แหล่งของคาร์บอนและวิตามิน 
อย่างมาก ปกติแล้วเซลล์หรือเนื้อเยื่อพืชที่แยกออกมาเลี้ยงจะต้องการวิตามินและสารควบคุมการ 
เจริญเติบโตต่างๆ ซึ่งปกติสังเคราะห์ได้เองจากส่วนหนึ่งของต้นเพ่ือไปสะสมไว้ยังอีกส่วนหนึ่งของต้นพืช 
แล้วเคลื่อนย้ายไปยังส่วนอ่ืนๆ เพ่ือใช้ในกระบวนการเมแทบอลิซึม อย่างไรก็ตามผลของแต่ละ 
สารประกอบที่จำเป็นนี้ยังไม่ เป็นที่ทราบชัดสมบูรณ์  โดยเฉพาะอย่างยิ่งในกรณีของสารที่ได้จาก 
กระบวนการเมแทบอลิซึม เนื่องจากองค์ประกอบทางเคมีของสูตรอาหารที่ใช้มักถูกดัดแปลงไปตามความ 
มุ่งหมายเพ่ือปรับปรุงประสิทธิภาพการเจริญเติบโตของเซลล์และการเปลี่ยนแปลงพัฒนาเพ่ือกำเนิด  
อวัยวะ (Organogenesis) และ การกำเนิดคัพภะ (Embryogenesis) จึงทำให้ยากต่อการหาข้อสรุป 
พ้ืนฐานที่สอดคล้องไปในทางเดียวกันได้โดยง่าย อย่างไรก็ตามโดยทั่วๆ ไปแล้วสามารถจำแนกสารเหล่านี้ 
เป็นกลุ่มๆ ได้ดังนี้ 

สารควบคุมการเจริญเติบโตของพืชเหล่านี้มีคุณสมบัติที่แตกต่างกัน จำเป็นต้องใช้ตัวทำละลายและ 
เก็บรักษาไว้ในสภาวะที่เหมาะสม เพ่ือป้องกันการเสื่อมสภาพ ดังแสดงไว้ในตารางที่ 2.1 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพ่ือการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกท้ังห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกคร้ังที่มีการนำไปใช้ 
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ตารางท่ี 2.1 การเตรียมสารควบคุมการเจริญเติบโตจากตัวทำละลายและสภาวะเก็บรักษา 

กลุ่มสาร ชื่อสาร ตัวทำละลาย การเก็บ 

ออกซิน 
(auxins) 

Indole-3-acetic acid (IAA) 
Indole-3-butyric acid (IBA) 
α-Naphthaleneacetic acid (NAA) 
2,4-dichlorophenoxyacetic acid (2,4-D) 
2,4,5-trichlorophenoxyacetic acid (2,4,5-T) 

1N NaOH 
1N NaOH 
1N NaOH 
50%EtOH 
50%EtOH 

0 °C 
0-5°C 

อุณหภูมิห้อง 
อุณหภูมิห้อง 
อุณหภูมิห้อง 

กลุ่มไซโตไคนิน 
(cytokinins) 

N6-Benzyladenine (BA) 
Kinetin 
Zeatin 
N6-isopentenyl adenine (2iP) 

1N NaOH 
1N NaOH 
1N NaOH 
1N NaOH 

อุณหภูมิห้อง 
0 °C 
0 °C 
0 °C 

สารควบคุมการ
เจริญเติบโตอ่ืนๆ 

Paclobutrazol, abscissic acid (ABA) 
Gibeberellic acid (GA3) 
Picloram 
 

1N NaOH 
50%EtOH 
0.2M KOH 

0 °C 
อุณหภูมิห้อง 

0 °C 
 

หมายเหตุ 
EtOH = Ethanol alcohol 
NaOH = Sodium hydroxide 
KOH = Potassium hydroxide 
N = Normality 
M = Molarity 

2.5 เทคนิคการฟอกฆ่าเชื้อจุลินทรีย์ในเนื้อเยื่อพืช (อนุรักษ,์ 2540) 
การฟอกฆ่าเชื้อจุลินทรีย์ในเนื้อเยื่อพืชถือว่าเป็นขั้นตอนที่มีความสำคัญมาก การเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ

พืชจะประสบความสำเร็จหรือไม่ขึ้นอยู่กับขั้นตอนนี้ ชิ้นส่วนของเนื้อเยื่อพืชที่สามารถนำมาฟอกฆ่าเชื้อ
ได้แก่ เนื้อเยื่อเจริญ ปลายยอด ปลายราก ใบ เมล็ด เอ็มบริโอ อับเรณู รังไข่ ตาข้าง และดอก เป็นต้น โดย
จะต้องทำเนื้อเยื่อพืชเหล่านั้นปราศจากเชื้อจุลินทรีย์ก่อนที่จะนำมาเพาะเลี้ยงในอาหารสังเคราะห์
เพราะว่าในสภาพธรรมชาติทั้งในดิน น้ำ อากาศ จะมีเชื้อจุลินทรีย์ต่างๆ เช่น แบคทีเรีย รา และไวรัส
แพร่กระจายอยู่ทั่วไป ซึ่งเชื้อเหล่านี้เป็นสาเหตุสำคัญของการปนเปื้อน (Contamination) ในอาหาร
เพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพืช และเชื้อจุลินทรีย์มีความสามารถในการเจริญเติบโตได้รวดเร็วกว่าเนื้อเยื่อพืชใน
อาหารสังเคราะห์ ซึ่งเป็นสาเหตุสำคัญที่ทำให้อาหารเน่าเสีย และทำให้ชิ้นส่วนเนื้อเยื่อพืชไม่สามารถ
เจริญเติบโตได้ และจะตายในที่สุด ซึ่งการปนเปื้อนของเชื้ อจุลินทรีย์นี้เป็นสาเหตุสำคัญที่สุดที่ทำให้ 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพ่ือการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกท้ังห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกคร้ังที่มีการนำไปใช้ 
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การเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อไม่ประสบความสำเร็จ การฟอกฆ่าเชื้อจุลินทรีย์เป็นการทำให้ชิ้นส่วนของเนื้อเยื่อพืช
ปลอดจากเชื้อจุลินทรีย์โดยสารเคมีจะมีผลทำให้เชื้อจุลินทรีย์นั้นตายได้โดยการเข้าทำลายเยื่อหุ้มเซลล์ ทำ
ให้ระบบการควบคุมสารผ่านเข้าออกเสียไป พร้อมทั้งกรดอะมิโน น้ำ และแร่ธาตุต่างๆ ภายในจะสูญเสีย
ไปด้วย สารเคมีสามารถทำปฏิกิริยากับสารในไซโตพลาสซึม จะมีผลทำให้เกิดการขัดขวางการทำงานของ
เอนไซม์ หรือสารเคมีสามารถจับกับโปรตีนทำให้เอนไซม์ และโปรตีนเสียสภาพไม่สามารถทำงานได้  
ตามปกติ สารเคมีที่ใช้สำหรับการฟอกฆ่าเชื้อมีจำนวนมากหลายชนิด ซึ่งมีความแตกต่างกัน ดังนั้นจึง 
จะต้องใช้ดุลยพินิจในการเลือกใช้สารเคมีให้เกิดความเหมาะสมกับเนื้อเยื่อพืชที่ต้องการ โดยมีแนวทางใน 
การเลือกใช้ดังต่อไปนี้ 

2.5.1 มีประสิทธิภาพในการเข้าทำลายเชื้อจุลินทรีย์ได้หลายชนิด และมีเปอร์เซน็ต์  
        ความปลอดจากเชื้อจุลินทรีย์สูง 
2.5.2 สารเคมีสามารถออกฤทธิ์ได้รวดเร็ว 
2.5.3 สามารถละลายหรือผสมกับน้ำได้ง่าย และคงสภาพหลังจากการละลายแล้ว 
2.5.4 ไม่ควรมีสี และกลิ่นอันไม่พึงประสงค์ 
2.5.5 ราคาไม่แพง และหาซื้อได้ง่าย 
2.5.6 ไม่เป็นอันตรายต่อมนุษย์ และไม่เป็นอันตรายต่อชิ้นส่วนของเนื้อเยื่อพืช 

2.6 การกลายพันธุ์ (สิริณชุ, 2540) 

การกลายพันธุ์ คือ การเปลี่ยนแปลงของสารพันธุกรรมของเซลล์ การกลายพันธุ์อาจเกี่ยวข้องกับ 
การสูญหายไปของส่วนของยีน หรือการเปลี่ยนแปลงโครงสร้างภายในยีน เรียกว่า การกลายพันธุ์ของยีน  
(Gene mutation) ส่วนของการกลายพันธุ์ที่เกี่ยวข้องกับการแลกเปลี่ยนส่วนของโครโมโซม การสูญ 
หายไปหรือการเพิ่มเข้ามาของส่วนของโครโมโซมที่ครอบคลุมมากกว่าหนึ่งยีน เรียกว่า การกลายพันธุ์ของ 
โครโมโซม (Chromosome mutation) 

2.6.1 การกลายจากการเหนี่ยวนำ (Induced หรือ Man-made mutation) 
หมายถึง การกลายที่เกิดจากการกระทำของมนุษย์ การกลายนอกจากจะเกิดได้เองตาม 

ธรรมชาติแล้ว ยังสามารถใช้วิธีการเหนี่ยวนำให้เกิดการกลายได้ด้วย โดยจะได้อัตราการกลายสูงกว่าที่เกิด 
เองตามธรรมชาติอีกหลายเท่า ทั้งนี้ขึ้นอยู่กับชนิดของพืชที่นำมาเหนี่ยวนำให้เกิดการกลาย สำหรับสิ่งที่ใช้ 
ในการเหนี่ยวนำให้เกิดการกลาย โดยทั่วไปเรียกว่าสิ่งก่อการกลาย (Mutagen) ซึ่งแบ่งออกเป็น 2 ชนิด  

2.6.1.1. สิ่งก่อการกลายประเภทกายภาพ (Physical mutagen) ได้แก่ รังสีประเภทต่างๆ  
เช่น รังสีเอกซ์ รังสีแกมมา หรือรังสีนิวตรอน 

2.6.1.2 สิ่งก่อการกลายประเภทสารเคมี (Chemical mutagen) ได้แก่ Ethyl Methane- 
Sulphonate (EMS), Ethyleneimine (EI) หรือ di Ethyl Sulphate (dES) 
 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพ่ือการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกท้ังห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกคร้ังที่มีการนำไปใช้ 
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2.6.2 การเหนี่ยวนำให้พืชเกิดการกลายโดยรังสี 
รังสีที่นำมาใช้ในการเหนี่ยวนำให้เกิดการกลายในพืช ควรเป็นรังสีก่อไอออน ได้แก่ รังสีเอกซ์  

รังสีแกมมา และรังสีนิวตรอน เพราะมีสมบัติทำให้อะตอมหรือโมเลกุลที่ได้รับรังสีแตกตัวเป็นไอออนได้   
อนุภาคบีตาหรืออิเล็กตรอน ซึ่งเป็นรังสีก่อไอออนเช่นกัน จะมีผลต่อเนื้อเยื่อคล้ายกับผลของรังสีเอกซ์และ 
รังสีแกมมา แต่ความสามารถในการทะลุทะลวงผ่านตัวกลางต่ำกว่ารังสีเอกซ์และรังสีแกมมา จึงไม่ค่อย 
นิยมนำมาใช้ในด้านการปรับปรุงพันธุ์โดยการกลายพันธุ์ในพืช ส่วนรังสีอัลตราไวโอเลตไม่จัดเป็นรังสีก่อ 
ไอออน เนื่องจากพลังงานไม่สูงพอที่จะทำให้อะตอมหรือโมเลกุลแตกตัว นอกจากนี้ยังมีความสามารถใน 
การทะลุทะลวงผ่านตัวกลางได้ต่ำ จึงไม่นิยมนำมาใช้กับพืช แต่อย่างไรก็ตามรังสีอัลตราไวโอเลตในช่วง 
คลื่นประมาณ 260 นาโนเมตร เป็นช่วงคลื่นที่กรดนิวคลีอิกดูดกลืนพลังงานจากรังสีอัลตราไวโอเลตได้ดี  
จึงเหนี่ยวนำให้เกิดการกลายของยีนได้ แต่การใช้กับพืชมีข้อจำกัด ต้องเลือกใช้เฉพาะกับละอองเรณู หรือ 
เซลล์เพาะเลี้ยงของพืช ซึ่งเป็นเซลล์เดี่ยวๆ 

2.6.3 ผลของเซลล์พืชเมื่อได้รับรังส ี
เมื่อเซลล์พืชได้รับรังสี หรืออนุภาคนิวตรอน รังสีหรืออนุภาคถ่ายทอดพลังงานให้กับโมเลกุล 

ต่างๆ ของเซลล์ ในกระบวนการถ่ายทอดพลังงาน ทำให้โมเลกุลที่ได้รับพลังงานแตกตัวเป็นไอออน (ion)  
และฟรีเรดิคอล (Free radical) ต่างๆ จะมีการจัดเรียงตัวของโมเลกุลใหม่ มีการทำปฏิกิริยาทางเคมี 
ระหว่างกัน เกิดเป็นโมเลกุลที่มีคุณสมบัติทางชีวเคมีต่างไปจากเดิม รังสีทำให้อะตอมต่างๆ ภายในเซลล์  
เกิดการแตกตัวเป็นไอออน โดยเฉพาะการเกิด Chemical radicals ที่ไวต่อการทำปฏิกิริยาและก่อให้เกิด 
การเปลี่ยนแปลงทางเคมีขึ้นมาในเซลล์ ทำให้เกิดความเสียหายต่อการทำหน้าที่ต่างๆ ของเซลล์ เซลล์พืชที่ 
ได้รับความเสียหายจากรังสีและเกิดการเปลี่ยนแปลงของข้อมูลทางพันธุกรรมได้คือ เซลล์เนื้อเยื่อเจริญ  
(Meristematic cells) ที่อยู่ส่วนต่างๆ ของพืช มีความสามารถในการแบ่งเซลล์เพ่ิมจำนวนได้ ซึ่งภายใน 
เซลล์จะมีชีวโมเลกุลที่สำคัญคือ ดีเอ็นเอ (Deoxyribonucleic : DNA) โดยผลของรังสีจะทำให้โมเลกุล 
ของดีเอ็นเอเปลี่ยนแปลงไปดังนี้ 

2.6.3.1 เกิดการสลายตัวของพันธะไฮโดรเจน (Hydrogen bond) ที่เชื่อมระหว่างคู่เบสใน 
โมเลกุลของดีเอ็นเอ 

2.6.3.2 เกิดการตัดขาดระหว่างพันธะที่ เชื่อมระหว่างน้ำตาลฟอสเฟต ที่ทำหน้าที่เป็น  
backbone ของดี เอ็นเอ (Phosphate diester bond) ทำให้ เกิด single strand  
break และ double strand break 

2.6.3.3 เกิดการแตกหักที่พันธะโควาเลนท์ (Covalent bond) อ่ืนๆ ของดีเอ็นเอ 
2.6.3.4 เกิด cross linkage ระหว่างสายและภายในสายของดีเอ็นเอ 
2.6.3.5 เกิด dimer ระหว่าง pyrimidine base ภายในสายของดีเอ็นเอสายใดสายหนึ่ง เช่น 

เกิด TT หรือ CC เป็นต้น 
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2.6.3.6 เกิด DNA-protein crosslink เป็นการเชื่อมต่อระหว่างเบสและกรดอะมิโนด้วย  
           sulfide linkage (SH) 

2.6.4 การเหนี่ยวนำให้พืชเกิดการกลายโดยสารเคมี  
สารเคมีหลายชนิดมีสมบัติเป็นสิ่งก่อการกลายในสิ่งมีชีวิตได้เช่นเดียวกับรังสีสารเคมีก่อการ 

กลายที่มีประสิทธิภาพสูงในการเหนี่ยวนำให้เกิดการกลาย ส่วนใหญ่ทำงานโดยเข้าทำปฏิกิริยากับเบสของ 
ดีเอ็นเอโดยตรง หรืออาจแทรกเข้าไปอยู่ในโมเลกุลของดีเอ็นเอ สารเคมีก่อการกลายบางชนิด มีโครงสร้าง 
ทางเคมีคล้ายกับเบสของดีเอ็นเอ จึงสามารถเข้าแทนที่คู่เบสในดีเอ็นเอได้ ทั้งก่อนและหลังการจำลอง  
ตัวเองของดีเอ็นเอ นอกจากนี้ ยังสามารถจับคู่กับเบสที่ไม่ใช่คู่ปกติเป็นสาเหตุให้เกิดการกลายได้ สารเคมี 
ก่อการกลายในกลุ่มนี้นิยมใช้ EMS (Ethyl Methane Sulfonate) ในการเหนี่ยวนำให้เกิดการกลายกับ 
พืชมากที่สุด นอกจากจะเป็นสารเคมีก่อการกลายแล้ว EMS ยังเป็นสารก่อมะเร็ง (Carcinogen) อีกด้วย  
สารเคมีอีกชนิดหนึ่งคือ เอไซด์ (Azide) ที่อยู่ในรูปของโซเดียมเอไซด์ (Sodium azide) หรือโปแทสเซียม 
เอไซด์ (Potassium azide) ก็เป็นสารเคมีที่มีสมบัติเป็นสิ่งก่อกลายที่ดีที่สุดชนิดหนึ่ง สามารถนำมาใช้ได้ 
อย่างปลอดภัย แต่ก็มีข้อจำกัดคือใช้ได้ผลดีกับพืชบางชนิดเท่านั้น เช่น ในข้าวบาร์เลย์ จะทำให้เกิดการ 
กลายในอัตราที่สูงมาก โดยไม่กระทบกระเทือนกับความอยู่รอดและการติดเมล็ดของข้าวบาร์เลย์  
นอกจากนี้เอไซด์ยังใช้ได้ผลดีกับข้าวและถั่วเขียว 
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ตารางท่ี 2.2 พันธุ์กลายของประเทศไทยที่ส่งไปขึ้นทะเบียนไว้ใน Mutant Varieties Database of the  
Joint FAO/IAEA Division of Nuclear Techniques in Food and Agriculture. 

List 
Number 

Scientific Name Common 
name 

Mutant Variety 
Name 

Registration 

1 Oryza sativa L. rice RD 6 1997 
2 Oryza sativa L. rice RD 15 1978 
3 Oryza sativa L. rice RD 10 1981 
4 Oryza sativa L. rice Khao Jao 

Hawm 
Pitsanulok 1 

1998 

5 Dianthus caryophyllus L. carnation Chaichoompon 1983 
6 Musa sp. banana Klue Hom 

Thong KU 1 
1985 

7 Glycine max L. soybean Doi kham 1986 
8 Glycine max L soybean Chiang Mai 5 2006 
9 Chrysanthemum sp. Chrysanthemum Golden 

Cremon 
1987 

10 Vigna radiata (L.) Wil Mung bean Chai Nat 72 1999 

11 Canna indica L. Canna lilies Cream 

Prapanpong 

1999 

12 Canna indica L. Canna lilies Orange Siranut 1999 

13 Canna indica L. Canna lilies Pink Peeranuch 1999 

14 Portulaca grandiflora L. Portulaca/moss 
rose 

KU 1 1999 

15 Portulaca grandiflora L. Portulaca/moss 
rose 

Chompoo 
Praparat 

2000 

 
 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพ่ือการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกท้ังห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกคร้ังที่มีการนำไปใช้ 



14 

 

2.7 รังสีที่นิยมใช้ในการเหนี่ยวนำให้พืชกลายพันธุ์ (อรุณี, 2546) 
2.7.1 รังสีแกมมา 

รังสีแกมมา (Gamma rays) เป็นรังสีแม่เหล็กไฟฟ้าที่มีความถี่สูง ไม่มีมวล ไม่มีประจุ มี
อำนาจทะลุทะลวงสูง เกิดจากการปล่อยพลังงานของนิวไคลด์กัมมันตรังสี (Adionuclide หรือ
Radioactive nuclide) ที่สลายตัวให้รังสีชนิดอ่ืนแล้ว แต่ยังมีพลังงานเหลืออยู่ จึงปล่อยพลังงานออกมา
ในรูปของรังสีแกมมา รังสีแกมมาจัดเป็นรังสีนิวเคลียร์ เนื่องจากเกิดจากนิวเคลียสของนิวไคลด์
กัมมันตรังสี ตัวอย่างของนิวไคลด์กัมมันตรังสีคือ โคบอลต์-60 (Cobalt-60, 60Co) และ ซีเซียม-137)  
ซึ่งนิยมนำมาใช้เป็นต้นกำเนิดรังสีแกมมาในการกำเนิดให้เกิดการกลายในพืช รังสีแกมมามีพลังงานอยู่
ในช่วงkeV-MeV สำหรับความสามารถในการทะลุทะลวงผ่านตัวกลางใดๆ ขึ้นอยู่กับพลังงานและชนิดของ
ตัวกลาง นักปรับปรุงพันธุ์พืชนิยมใช้รังสีแกมมาในการเหนี่ยวนำให้พืชเกิดการกลายมากกว่ารังสีเอกซ์ 
เนื่องจากสามารถฉายรังสีตัวอย่างพืชได้ 2 แบบ คือ การฉายรังสีแบบเฉียบพลัน (Acute irradiation) คือ
ให้อัตรา (Dose rate) และปริมาณ (Total dose) รังสีสูง ใช้ระยะเวลาในการฉายรังสีสั้น เช่น นาทีหรือ
ชั่วโมง ส่วนของพืชที่ฉายรังสีด้วยวิธีนี้ มักเป็น เมล็ด หรือเนื้อเยื่อเพาะเลี้ ยง และการฉายรังสี  
แบบโครนิก (Chronic irradiation) โดยฉายในอัตราและปริมาณรังสีต่ำแต่ให้ตัวอย่างพืชได้รับรังสีเป็น
ระยะเวลานานๆ เช่น สัปดาห์ เดือน หรือปี นิยมใช้กับพืชที่กำลังเติบโต ทั้งนี้ เพ่ือให้พืชได้รับรังสีตลอด
ระยะเวลาในการเติบโต หรือ เลือกให้เฉพาะช่วงใดช่วงหนึ่งของการเติบโตก็ได้ เครื่องฉายรังสีทั้งแบบ
เฉียบพลันและโครนิกมีหลายรูปแบบขึ้นอยู่กับวัตถุประสงค์ของการใช้งาน 

2.8 หน่วยวัดรังสี (อรุณี, 2546) 

หน่วยวัดรังสี (radiation unit) มีหลายประเภทขึ้นอยู่กับวัตถุประสงค์ในการวัด เช่น วัดอัตราการ 
สลายตัวของธาตุกัมมันตรังสี วัดปริมาณการแตกตัวเป็นไอออนของตัวกลาง วัดการดูดกลืนพลังงานจาก 
รังสีของตัวกลาง วัดผลทางชีววิทยาที่เกิดขึ้นเมื่อได้รับรังสี หน่วยงานที่กำหนดการวัดรังสีและหน่วยวัดรังสี 
คือ International Commission on Radiation Units and Measurement (ICRU) 

สำหรับการใช้รังสีในการเหนี่ยวนำให้พืชกลายพันธุ์นั้นจะเกี่ยวข้องกับการวัดการดูดกลืนพลังงานจาก 
รังสีของตัวกลาง หรือเรียกว่าปริมาณรังสีดูดกลืน (Absorbed dose) เป็นส่วนใหญ่ ดังนั้นในที่นี้จะขอ 
กล่าวเฉพาะหน่วยวัดปริมาณรังสีดูดกลืนเท่านั้น 

ใน ค.ศ. 1953 ICRU ได้ให้ข้อกำหนดของปริมาณรังสีดูดกลืนเป็นครั้งแรก โดยเน้นถึงพลังงานรังสีที่ 
ตัวกลางใดๆ ดูดกลืนไว้ต่อหน่วยน้ำหนักของตัวกลางนั้นเมื่อได้รับรังสี 

หน่วยวัดปริมาณรังสีดูดกลืน คือ แรด (rad, Radiation absorbed dose) โดยที่ปริมาณรังสี 1 แรด 
หมายถึง ปริมาณรังสีที่ตัวกลางสามารถดูดกลืนพลังงานไว้ได้ 100 เอิร์กต่อกรัมของตัวกลาง 

สำหรับหน่วยสากล (The International System of Unit, SI unit) จะใช้หน่วย เกรย์ (Gray, Gy) 
แทน แรด โดยมีความสัมพันธ์ดังนี้ 
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1 Gy        =    100 rad 

หรือ   1 rad  =     10-2 

ตารางที่ 2.3 การเปลี่ยนแปลงหน่วยวัดของรังสี 
การเปลี่ยนแปลงหน่วยวัดของรังสี 

1 eV           = 1.6x10-19 

106 eV        = 1 MeV 

1 Gy           = 1 J/kg = 107 erg/kg 

1 Gy           = 6.242x1018 eV/kg = 0.24 gram-calorie/kg=100 rad 

1 kGy         = 100 krad 

10 kGy       = 1 Mrad 

1 rem        = 0.001Sv 

ทีม่า : ดัดแปลงจาก Rosenthai (1992) 

2.9 ปริมาณและอัตรารังสี (อรุณี, 2546) 
2.9.1 ปริมาณรังสี จะใช้ปริมาณรังสีเท่าใดข้ึนอยู่กับชนิดของพืช และส่วนของพืชที่ใช้ในการฉายรังสี 

ตลอดจนวิธีฉายรังสี พืชแต่ละชนิดมีความไวต่อรังสีแตกต่างกันออกไป ลักษณะต้านทานต่อรังสีหรือไวต่อ 
รังสี ส่วนหนึ่งควบคุมด้วยยีน สามารถถ่ายทอดทางพันธุกรรมได้ สำหรับปริมาณรังสีที่เหมาะสมของพืชแต่ 
ละชนิด นักวิจัยอาจค้นคว้าจากผลงานวิจัยที่ผู้อื่นทำไว้ หรือแนะนำโดยทบวงการพลังงานปรมาณูระหว่าง 
ประเทศ (IAEA, 1977) ในการฉายรังสีแบบเฉียบพลัน นักปรับปรุงพันธุ์พืชสามารถคาดคะเนปริมาณรังสีที่ 
เหมาะสม โดยทำการทดลองหาค่า LD50 (50% Lethal Dose) ซึ่งหมายถึงปริมาณรังสีที่ทำให้พืชตาย คิด 
เป็นร้อยละ 50 ของชุดควบคุม เมื่อตรวจสอบต้นพืชที่ระยะใดระยะหนึ่งหลังจากการฉายรังสี เช่น 30 วัน 
(LD50(30)) หรือ 60 วัน (LD50(60)) ปริมาณรังสีที่เหมาะสมควรอยู่ระหว่าง LD30  ถึง LD50 หรือ ค่าร้อยละ
การเจริญเติบโตที่อยู่ในช่วงปริมาณรังสีที่ทำให้การเจริญเติบโตลดลงร้อยละ 30 ถึง 50 หรือ GR50 (50% 
Growth Reduction) สำหรับการฉายรังสีแบบโครนิกนั้น ไม่ค่อยมีรายงานการวิจัยเกี่ยวกับปริมาณรังสีที่
เหมาะสมไว้มากนั้น เนื่องจากมีความหลากหลายในเรื่องของอัตรารังสี และระยะเวลาในการฉาย 
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2.9.2 อัตรารังสี อัตรารังสีที่ปริมาณรังสีใดๆ จะมีผลต่อพืชทั้งในด้านปริมาณและคุณภาพดังนั้นการ 
เลือกใช้อัตรารังสีควรต้องพิจารณาให้ดี และในการทดลองทุกครั้งนอกจากจะบันทึกเรื่องปริมาณรังสีแล้ว 
ควรบันทึกอัตรารังสีด้วย การศึกษาส่วนใหญ่แสดงให้เห็นว่าการเหนี่ยวนำให้เกิดการกลาย จะมี  
ประสิทธิภาพสูงเมื่อใช้อัตรารังสีสูงมากกว่าอัตรารังสีต่ำ แต่ก็มีหลายการทดลองที่อัตรารังสีไม่มีผลต่อการ 
เปลี่ยนแปลงที่เกิดขึ้นเมื่อให้ได้รับปริมาณรังสีเท่ากัน 

2.10 พืชกับการเกิดความเครียดน้ำ (Plant and Water Stress) (เฉลิมพล, 2535) 
พืชเกิดความเครียดน้ำ (Water tress) หมายถึง พืชมีน้ำในระบบในลำต้นไม่เพียงพอ ซึ่งอาจเกิดขึ้น

ได้ 2 กรณีด้วยกัน คือ เกิดจากการที่พืชขาดน้ำ (Water deficit) หรือเกิดจากการที่พืชได้รับน้ำมากเกินไป 
(Water excess) เช่น เมื่อพืชมีน้ำขัง ถ้าพืชเกิดความเครียดน้ำอันเนื่องมาจากพืชขาดน้ำหรือมีความแห้ง
แล้งเรียกว่า Water deficit stress หรือ Drought stress  

ความเครียดน้ำจะส่งผลกระทบต่อการเจริญเติบโตและผลผลิตของพืช แต่ผลกระทบจะมาก 
หรือน้อยขึ้นอยู่กับชนิดของพืช ระดับความรุนแรง และเวลาที่เกิดความเครียดน้ำ พืชแต่ละชนิดจะ 
ตอบสนองต่อการเกิดความเครียดน้ำไม่เหมือนกัน แม้แต่พืชต้นเดียวกันแต่อวัยวะคนละส่วนก็มีความ  
ทนทานต่อความเครียดน้ำไม่เท่ากัน การเจริญของเซลล์จะไวต่อความเครียดน้ำมากที่สุด คือ เมื่อพืชขาด 
น้ำการเจริญของเซลล์จะได้รับผลกระทบก่อน เมื่อขาดน้ำรุนแรงขึ้นอีกจะนำไปสู่การสังเคราะห์โปรตีน  
ปฏิกิริยาของเอนไซม์ การสร้างคลอโรฟิลล์ และการแบ่งตัวขยายเซลล์ลดลง เป็นต้น 

2.11 กลไกการปรับตัวของพืชต่อสภาพแห้งแล้ง (นิมิตร, 2544) 

เมื่อพืชมีการเจริญเติบโตภายใต้สภาพแห้งแล้งซึ่งเกิดจากสภาวะที่ฝนไม่ตกติดต่อกันหลายวันหรือ 
หลายสัปดาห์ จนทำให้น้ำในดินซึ่งถูกใช้ไปโดยกระบวนการคายระเหยน้ำ (Evapotranspiration) ลด 
ต่ำลง สภาพเช่นนี้พืชบางชนิดสามารถดำรงชีวิตและให้ผลผลิตได้ โดยการปรับอวัยวะบางส่วนที่เป็นกลไก 
ให้ทนต่อสภาพแห้งแล้งนั้นได้แตกต่างกันไปตามชนิดและพันธุ์ของพืช รวมทั้งความรุนแรงความแห้งแล้งที่ 
เกิดข้ึน ซึ่ง Turner (1986) ได้จำแนกกลไกการปรับตัวของพืชต่อสภาพแห้งแล้งไว้เป็น 3 ประเภทดังนี้ 

2.11.1. การหนีแล้ง (Drought escape)  
เป็นลักษณะของพืชที่มีความสามารถหลีกเลี่ยงต่อสภาพแห้งแล้งที่เกิดขึ้นเนื่องจากมีช่วง 

ฤดูฝนสั้น พืชมีกลไกการปรับตัวที่สำคัญอยู่ 2 ประการ คือ การพัฒนาการเจริญเติบโตที่รวดเร็ว (rapid  
phenological development) เช่น ในถั่วลิสง พบว่า ถั่วลิสงพันธุ์ VB และ Q18801 เมื่อประสบความ 
แห้งแล้งในช่วงปลายแล้วจะมีอายุสั้นสามารถเก็บเกี่ยวผลผลิตได้ก่อนกำหนดถึง 11 วัน (Wright et.al., 
1991) และประการที่สอง พืชจะมีการยืดหยุ่นทางการพัฒนา (development plasticity) โดยพืชจะ 
ปรับตัวในแต่ละช่วงของการเจริญเติบโตให้ เหมาะสม เพราะฉะนั้นพืชกลุ่มนี้จึ งจะเหมาะสมกับ 
สภาพแวดล้อมที่มีช่วงฤดูแล้ง 8 ถึง 9 เดือน เช่น ประเทศไทยและออสเตรเลียตอนเหนือ 

 เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพ่ือการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกท้ังห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกคร้ังที่มีการนำไปใช้ 
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2.11.2 การทนทานต่อการขาดน้ำ (Drought tolerance)  
หมายถึงความสามารถของพืชในการที่จะทนต่อการลดลงของน้ำภายในพืชได้ คือ 

มีDehydration tolerance ดังนั้นพืชที่มีกลไกแบบนี้จะยังคงสามารถเจริญเติบโตและให้ผลผลิตได้ที่
ระดับWater potential ต่ำๆ ได้ โดยกระบวนการต่างๆ ภายในของพืชเหล่านี้ยังคงดำเนินต่อไปได้โดย
การรักษาความเต่งของเซลล์ได้ ขณะที่ Water potential ลดลง มีการปรับตัวของ Osmotic potential 
พืชเหล่านี้จะมีการสะสมของ solute เกิดขึ้นเมื่อพืชขาดน้ำ ซึ่งจะมีผลต่อการลดลงของ Osmotic 
potential ในขณะที่ potential รวมลดลง ผลที่ได้รับจากการปรับตัวนี้ คือ ช่วยให้พืชยังคงรักษาความ
เต่ง (turgor) ให้คงที่ ซึ่งการรักษาความเต่งของเซลล์มีความจำเป็นต่อการเจริญเติบโตของต้นและราก 
การปิด-เปิดของปากใบและกระบวนการทาง metabolic 

2.11.3 การเลี่ยงการขาดน้ำ (Drought avoidance)  
หมายถึงความสามารถของพืชในการป้องกันหรือลดการสูญเสียน้ำภายในพืชหรือลดการ 

คายน้ำโดยมีกลไก Dehydration postponement 

2.12 การคัดเลือกพืชที่ทนทานต่อสภาพแล้ง (สายัญห์, 2547) 

การคัดเลือกพืชที่ทนทานต่อสภาพแล้งภายใต้สภาพธรรมชาติ เป็นกระบวนการที่ใช้เวลานาน และ 
ขึ้นอยู่กับสภาพภูมิอากาศ ดังนั้นจึงมีการพัฒนากระบวนการคัดเลือกพืชที่ทนแล้งภายใต้สภาวะที่สามารถ 
ควบคุมได้ (Georgieva et.al., 2004) เช่น อาศัยเทคนิคการเพาะเลี้ยงเซลล์และเนื้อเยื่อ ซึ่งสามารถทำได้ 
โดยการเพาะเลี้ยงเซลล์หรือกลุ่มเซลล์บนอาหารที่เติมสารออสโมติคัมบางชนิด เช่น โพลีเอทธีลีนไกลคอล 
(polyethylene glycol, PEG) น้ำตาลแมนนิทอล (Mannitol) ซูโครส (Sucrose) และกลูโคส (Glucose) 
เป็นต้น ซึ่งสารเหล่านี้จะไปลด Osmotic potential ของสารละลายที่อยู่ล้อมรอบเซลล์ทำให้เซลล์ อยู่ใน
สภาวะที่ขาดน้ำ (Bressan et.al., 1981) PEG ถูกนำมาใช้เพ่ือทำให้เกิดภาวะเครียดจากการขาดน้ำ
มากกว่าสารละลายอ่ืนๆ เพราะเป็นสารเฉื่อยเมื่อละลายน้ำไม่มีสีไม่มีกลิ่น ไม่มีพิษต่อคน และสัตว์รวมทั้ง
ไม่ดูดซึมเข้าไปในเซลล์พืช (Satvir et.al., 1998) ในขณะที่ซอร์บิทอล และแมนนิอลสามารถผ่านเข้าไป
เซลล์พืชและยังทำให้ค่า osmotic potential ของเซลล์ลดลง เช่น การศึกษาความแตกต่างของสารที่ใช้
ชักนำให้เกิดความเครียดจากการขาดน้ำระหว่าง PEG และซอร์บิทอล ที่ -1.5 เมกะปาสคาล ในข้าว
(Oryza sativa c.v. Taichung Native 1) พบว่า PEG สามารถชักนำให้ใบข้าวเกิดความเครียดจากการ
ขาดน้ำได้มากกว่าซอร์บิทอล (Hsu and Kao, 2003) และการเปรียบเทียบผลของแมนนิทอล และ PEG 
ที่ -0.8 และ -1.8 เมกะปาสคาล ต่อการเจริญของผักเบี้ยทะเลลดลงมากกว่าแมนนิทอลอย่างมีนัยสำคัญ
(Slama et.al., 2007) การใช้ PEG ชักนำให้เกิดภาวะเครียดจากการขาดน้ำกับต้นพืช เพ่ือทดสอบและ
คัดเลือกพืชทนแล้งในห้องปฏิบัติการ เช่น การคัดเลือกพันธุ์ข้าวทนแล้งจากแคลลัส ที่ชักนำจากเมล็ด ซึ่ง
เพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร MS ที่เติม 2,4-D ความเข้มข้น 2.10 มิลลิกรัมต่อลิตร และ PEG ความเข้มข้น

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพ่ือการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกท้ังห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกคร้ังที่มีการนำไปใช้ 



18 

 

100 และ 200 กรัมต่อลิตร โดยพิจารณาการงอก การชักนำให้เกิดแคลลัส และการเกิดต้นใหม่พบว่าพันธุ์
ข้าว C 14-8 เป็นพันธุ์ที่สามารถทนแล้งได้ดีท่ีสุด 

2.13 เครื่องหมายโมเลกุล (สุรีพร, 2546) 
เครื่องหมายโมเลกุลสามารถถ่ายทอดทางพันธุกรรมและสามารถใช้ ในการตรวจวัดความ 

หลากหลายทางพันธุกรรม (Genetic diversity) ของสิ่งมีชีวิตทั้งทางปริมาณและคุณภาพ ซึ่งเป็นการแยก 
ความแตกต่างทางพันธุกรรมของสิ่งมีชีวิตในกลุ่มประชากรเดียวกัน หรือสิ่งมีชีวิตต่างกลุ่มกัน หรือใช้แยก 
ความแตกต่างของสิ่งมีชีวิตแต่ละชนิด แต่ละตัวได้อีกด้วย เครื่องหมายทางพันธุกรรมที่มีการใช้กันมานาน 
แล้วในงานปรับปรุงพันธุ์พืช ได้แก่ การใช้ลักษณะรูปพรรณสัณฐานพืชที่มีความแตกต่างกันมาใช้เป็น 
เครื่องหมาย เช่น ความสูง ลักษณะทรงพุ่ม สีของลำต้น ขนาดรูปร่างและสีของเมล็ด อายุวันออกดอก  
และวัน เก็บ เกี่ ยว เป็ นต้น  โดยเรียกเครื่องหมายบ่ งชี้ นี้ ว่ า  “เครื่องหมายทางสัณ ฐานวิทยา” 
(morphological markers) อย่างไรก็ตาม พบว่าลักษณะดังกล่าวมักผันแปรไปตามสภาพแวดล้อมที่ 
เปลี่ยนแปลงไป ทำให้เกิดความผิดพลาดในการแยกความแตกต่างของสายพันธุ์ได้ นอกจากนั้นแล้ว การ  
เปรียบเทียบลักษณะภายนอกนี้ ยังไม่สามารถแยกความแตกต่างของสายพันธุ์พืชบางชนิดที่มีความใกล้ชิด 
ทางพันธุกรรมได้ ดังนั้นจึงจำเป็นต้องหาเครื่องบ่งชี้ชนิดอ่ืนมาประกอบ เพ่ือช่วยให้การจำแนกความ 
แตกต่างของสายพันธุ์มีความถูกต้อง  

2.13.1 เครื่องหมายโมเลกุลอาร์เอพีดี (Random Amplified Polymorphic DNA หรือ RAPD)  
                (สุชาดา, 2553) 

เป็นการใช้ไพรเมอร์ขนาดสั้นที่มีลำดับเบสแบบสุ่มประมาณ 10-12 นิวคลีโอไทด์เพียงชนิด 
เดียวในการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอด้วยวิธีพีซีอาร์  และใช้อุณหภูมิในขั้นตอน Annealing ค่อนข้างต่ำ 
(ประมาณ 37-40 องศาเซลเซียส) จึงสามารถเพ่ิมการเกิด PCR product ขนาดต่างๆ โดยเป็นการตรวจดี 
เอ็นเอหลายตำแหน่งพร้อมกัน (Multi-locus) จำนวนผลผลิตของแถบดีเอ็นเออยู่ในช่วง 1-10 แถบ โดย 
ความแตกต่างจะเป็นการเกิดหรือไม่เกิดแถบดีเอ็นเอที่ตำแหน่งหนึ่งๆ โดยแถบดีเอ็นเอที่เกิดขึ้นจะแสดง  
การข่มต่อการไม่เกิดแถบดีเอ็นเอ เครื่องหมายโมเลกุลอาร์เอพีดีจึงไม่สามารถแยกสภาพเฮเทอโรไซกัส 
ออกจากโฮโมไซกัส และข้อดีของเครื่องหมายโมเลกุลอาร์เอพีดี สามารถทำได้ง่าย เนื่องจากไม่จำเป็นต้อง
ทราบข้อมูลลำดับนิวคลีโอไทด์มาก่อนเพ่ือใช้ออกแบบไพรเมอร์ แต่มีข้อจัดในเรื่องการทดลองซ้ำ 
เนื่องจากเทคนิคอาร์เอพีดีมีความไวต่อสภาวะต่างๆ บางครั้งผลที่ได้จะแตกต่างไปจากเดิม จึงต้อง
ระมัดระวังและควบคุมสภาพการทดลองให้คงที่เสมอ  

2.14 การสกัดดีเอ็นเอ  
ดีเอ็นเอไม่ได้อยู่เป็นเกลียวคู่อิสระในเซลล์แต่จะรวมตัวอยู่กับฮีสโตน (Histone) เกิดเป็นโครงสร้าง 

เชิงซ้อนของโครมาติน (Chromatin) นอกจากนี้ในเซลล์ยังประกอบด้วยสารอ่ืนๆ อีก เช่น โปรตีน 
คาร์โบไฮเดรต และอาร์เอ็นเอ ดังนั้นการสกัดดีเอ็นเอจึงมีหลายขั้นตอนเพื่อแยกให้ได้ ดีเอ็นเอท่ีมีคุณภาพ เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพ่ือการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกท้ังห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกคร้ังที่มีการนำไปใช้ 
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การสกัดดีเอ็นเอจากพืชมีขั้นตอนมากกว่าการสกัดดีเอ็นเอจากจุลินทรีย์ เนื่องจากเซลล์พืชมีผนัง  
เซลล์เป็นพอลิแซคคาไรด์และมีสารทุติยภูมิเป็นองค์ประกอบรวมอยู่ด้วย ซึ่งสารทั้งสองอาจรบกวนการ  
สกัดดีเอ็นเอ ทำให้ได้ดีเอ็นเอคุณภาพต่ำลง 

สิ่งที่ควรระมัดระวัง ได้แก่เอนไซม์นิวคลีเอส (Nuclease) ที่มีอยู่ในเซลล์พืชเองสามารถทำลายดี
เอ็นเอได้ จึงต้องหยุดยั้งการทำงานของเอนไซม์นี้ด้วยสารละลาย Ethylenediamine Tetraacetate 
(EDTA)นอกจากนี้การปนเปื้อนด้วยสารประกอบพอลิแซคคาไรด์จากผนังเซลล์ การปะปนของสารกลุ่มฟี
นอลและสารประกอบทุติยภูมิของพืชเองอาจทำลายโมเลกุลดีเอ็นเอหรือขัดขวางการทำงานของเอนไซม์
ตัดจำเพาะหรือเอนไซม์ Taq polymerase ได้ ในกรณีที่จะนำดีเอ็นเอที่ได้เข้าสู่การเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอ
ด้วยปฏิกิริยาพีซีอาร์ 

สารกลุ่มพอลิฟีนอล (Polyphenol) และสารที่เกิดจากกระบวนการออกซิเดชันของพอลิฟีนอล ซึ่ง 
ทำให้ดีเอ็นเอมีสีน้ำตาล อาจรบกวนการทำหน้าที่ของเอนไซม์ตัดจำเพาะ ดังนั้นต้องกำจัดออกโดย 

1) การใช้สารดูดซับ Polyvinylpyrrolidone (PVP) หรือ Bovine Serum Albumin (BSA) 
2) การใช้สารต้ านออกซิ เดชัน เช่น  Ascorbic acid Cysteine sodium bisulfite หรือ 

ß-mercaptoethanol  
3) การใช้ตัวยับยั้งเอนไซม์ Phenoloxidase เช่น Diethyldithiocarbamic Acid (DIECA)  

เตมิลงไปในบัฟเฟอร์ที่ใช้สกัดดีเอ็นเอ 
การสกัดจีโนมิกดีเอ็นเอจากพืชมีหลายวิธี วิธีที่นิยมใช้ได้แก่การสกัดโดยใช้ Cetyltrimethyl 

Ammonium Bromide (CTAB) ซึ่ งเป็นสารประกอบในกลุ่มซักฟอก (Detergent) ที่มีประจุบวก 
สามารถสลายเยื่อหุ้มเซลล์และจับกับกรดนิวคลีอิคในสารละลายบัฟเฟอร์ที่อุณหภูมิเหมาะสม เกิดเป็น
สารประกอบเชิงซ้อน CTAB-DNA สามารถตกตะกอนได้ด้วยไอโซโพรพานอลหรือเอทานอล วิธีนี้มีต้นทุน 
ต่ำ ทำได้สะดวก รวดเร็ว ดีเอ็นเอที่ได้มีคุณภาพดี  

2.15 งานวจิัยที่เกี่ยวข้อง 
2.15.1 การศึกษาการชักนำให้เกิดต้น 

กิริยา (2547) ทำการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อถั่วฮามาต้า โดยชักนำให้เกิดแคลลัสจากส่วนใบ
เลี้ยง (Cotyledon) และลำต้นใต้ใบเลี้ยง (Hypocotyl) เพ่ือใช้ศึกษาการถ่ายโอนยีนส์ โดยทำการ
เพาะเลี้ยงบนอาหารสังเคราะห์สูตร MS ที่ประกอบด้วยสารควบคุมการเจริญเติบโต 2,4-D และ NAA 
ความเข้มข้น 0 5 10 15 และ 20 มิลลิกรัมต่อลิตร พบว่าจากการใช้เนื้อเยื่อส่วนใบเลี้ยง เพาะเลี้ยงบน
อาหารสังเคราะห์สูตร MS ที่ประกอบด้วยสารควบคุมการเจริญเติบโต 2,4-D ความเข้มข้น 5 มิลลิกรัมต่อ
ลิตร สามารถชักนำให้เกิดแคลลัสมากที่สุด มีค่าน้ำหนักสดเฉลี่ย 0.26 กรัมต่อชิ้น และจากการศึกษาการ
เจริญเป็นต้นใหม่บนอาหารสังเคราะห์สูตร MS ที่ประกอบด้วยสารควบคุมการเจริญเติบโต BA และ 
Kinetin ที่ความเข้มข้นต่างๆ เป็นเวลาระยะเวลา 45 วัน พบว่าอาหารสังเคราะห์สูตร MS ที่ประกอบด้วย

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพ่ือการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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สารควบคุมการเจริญเติบโต BA ความเข้มข้น 15 มิลลิกรัมต่อลิตร สามารถชักนำให้เกิดยอดได้มากที่สุด 
เฉลี่ย 9.0 ยอดต่อชิ้นแคลลัส และเมื่อนำยอดมาชักนำให้ เกิดรากบนอาหารสังเคราะห์สูตร MS  
ที่ประกอบด้วยสารควบคุมการเจริญเติบโต IBA ความเข้มข้น 0.5 มิลลิกรัมต่อลิตร สามารถชักนำให้เกิด
รากร้อยละ 40  

ขนิษฐา (2547) ทำการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อของถั่วฮามาต้า โดยทำการเพาะเลี้ยงลำต้นใต้ใบ
เลี้ยง และใบเลี้ยง เพ่ือชักนำให้เกิดแคลลัส พบว่าอาหารสังเคราะห์สูตร MS ที่ประกอบด้วยสารควบคุม
การเจริญเติบโต 2,4-D ที่มีความเข้มข้น 4 มิลลิกรัมต่อลิตร เพาะเลี้ยงเป็นระยะเวลา 6 สัปดาห์ มีการเกิด
แคลลัสมากที่สุดคือร้อยละ 90 ลักษณะของแคลลัสเป็นกลุ่มก้อน (Compact callus) มีสีเขียว เมื่อนำ
แคลลัสที่ได้มาชักนำให้เจริญเป็นเซลล์แขวนลอยพบว่า อาหารสังเคราะห์สูตร MS ที่ประกอบด้วยเคซีน
ไฮโดรไลเซท (Casein hydrolysate) ความเข้มข้น 1 กรัมต่อลิตร และสารควบคุมการเจริญเติบโต 2,4-D 
ความเข้มข้น 2 มิลลิกรัมต่อลิตร สามารถชักนำให้เกิดเซลล์แขวนลอยได้ และนำเซลล์แขวนลอยที่ได้มาชัก
นำให้เกิดยอดบนอาหารสังเคราะห์สูตร MS ที่ประกอบด้วยสารควบคุมการเจริญเติบโต BA ความเข้มข้น 
5 มิลลิกรัมต่อลิตร มีร้อยละการเกิดยอด 96.66 และเมื่อนำยอดมาชักนำให้เกิดราก พบว่าเมื่อเพาะเลี้ยง
เป็นระยะเวลา 4 สัปดาห์ สามารถชักนำให้เกิดรากได้บนอาหารสังเคราะห์สูตร MS ที่ประกอบด้วยสาร
ควบคุมการเจริญเติบโต IBA ความเข้มข้น 0.5 มิลลิกรัมต่อลิตร  

อนุรักษ์ และคณะ (2551) ศึกษาสูตรอาหารที่เหมาะสมต่อการชักนำการเกิดแคลลัส และ
การเจริญเป็นต้นใหม่โดยใช้ส่วนของลำต้นใต้ใบเลี้ยงของถั่วคาวาลเคด โดยนำลำต้นใต้ใบเลี้ยงเพาะเลี้ยง
บนอาหารสังเคราะห์สูตร MS ที่ประกอบด้วยสารควบคุมการเจริญเติบโต 2,4-D ความเข้มข้น 0.5 1 3 
และ 5 มิลลิกรัมต่อลิตร เพาะเลี้ยงเป็นระยะเวลา 8 สัปดาห์ พบว่าลำต้นใต้ใบเลี้ยงสามารถพัฒนาเกิดเป็น
แคลลัสได้ในทุกสูตรอาหาร แต่สูตรอาหารที่สามารถชักนำการเกิดแคลลัสได้ดีที่สุดคือ 2,4-D ความเข้มข้น 
0.5 มิลลิกรัมต่อลิตร โดยมีพ้ืนที่เฉลี่ยของแคลลัสมากที่สุดเท่ากับ 57.09 ตารางมิลลิเมตร จากนั้นน ำ
แคลลัสที่ ได้มาชักนำให้ เจริญ เป็นต้นใหม่  โดยนำมาเพาะเลี้ ยงบนอาหารสังเคราะห์สูตร MS  
ที่ประกอบด้วยสารควบคุมการเจริญเติบโต BA ความเข้มข้น 0 0.5 1 3และ 5 มิลลิกรัมต่อลิตร เมื่อ
เพาะเลี้ยงเป็นเวลา 8 สัปดาห์ พบว่าสารควบคุมการเจริญเติบโต BA ความเข้มข้น 3 มิลลิกรัมต่อลิตร 
สามารถชักนำให้เกิดยอดโดยมีจำนวนยอดเฉลี่ยต่อแคลลัสคือ 3.5 ยอดต่อแคลลัส และนำยอดมาชักนำให้
เกิดรากโดยเพาะเลี้ยงบนอาหารสังเคราะห์สูตร MS ประกอบด้วยสารควบคุมการเจริญเติบโต IBA ความ
เข้มข้น 3 มิลลิกรัมต่อลิตร เมื่อเพาะเลี้ยงเป็นเวลา 6 สัปดาห์ พบว่าสารควบคุมการเจริญเติบโต IBA 
ความเข้มข้น 3 มิลลิกรัมต่อลิตร สามารถชักนำให้เกดิรากได้มากท่ีสุด โดยมีการพัฒนาเป็นรากร้อยละ 70
จำนวนรากเฉลี่ยต่อต้นเท่ากับ 13.71 ราก และสามารถย้ายออกปลูกลงดินเป็นผลสำเร็จ 

Suresh. et al. (2010) ศึกษาสูตรอาหารที่เหมาะสมต่อการชักนำการเกิดแคลลัสและ 
การเจริญเป็นต้นใหม่โดยใช้ส่วนของใบเลี้ยงและลำต้นใต้ใบของถั่วฮามาต้า เพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร MS 
ที่ประกอบด้วยสารควบคุมการเจริญเติบโต BA ความเข้มข้น 1 2 3 4 และ 5 มิลลิกรัมต่อลิตร ร่วมกับเอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพ่ือการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกท้ังห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกคร้ังที่มีการนำไปใช้ 
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สารควบคุมการเจริญเติบโต NAA ความเข้มข้น 0.5 1 1.5 และ 2 มิลลิกรัมต่อลิตร เพาะเลี้ยงเป็นเวลา 4 
สัปดาห์ พบว่าสามารถพัฒนาเกิดเป็นแคลลัสได้ในทุกสูตรอาหาร แต่พบว่าอาหารสังเคราะห์สูตร MS ที่
ประกอบด้วยสารควบคุมการเจริญเติบโต BA ความเข้มข้น 3 มิลลิกรัมต่อลิตร ร่วมกับ NAA ความเข้มข้น 
1 มิลลิกรัมต่อลิตร มีร้อยละการชักนำแคลลัสมากที่สุดเท่ากับ 90 และ 75 จากนั้นนำแคลลัสที่ได้มาชักนำ
ให้ เจริญ เป็นต้นใหม่  นำมาเพาะเลี้ยงบนอาหารสังเคราะห์สูตร MS ประกอบด้วยสารควบคุม 
การเจริญเติบโต BA ความเข้มข้น 2 3 และ 4 มิลลิกรัมต่อลิตร ร่วมกับ NAA ความเข้มข้น 0.5 1 1.5 2 
มิลลิกรัมต่อลิตร เมื่อเพาะเลี้ยงเป็นเวลา 4 สัปดาห์ พบว่าสารควบคุมการเจริญเติบโต BA ความเข้มข้น 3 
มิลลิกรัมต่อลิตร ร่วมกับ NAA ความเข้มข้น 1 มิลลิกรัมต่อลิตร มีร้อยละการชักนำให้เกิดยอดมากที่สุด
เท่ากับ 67 เมื่อนำยอดมาเพาะเลี้ยงบนอาหารสังเคราะห์สูตร MS ที่ประกอบด้วยสารควบคุมการ
เจริญเติบโต IBA ความเข้มข้น 1 2 และ 3 มิลลิกรัมต่อลิตร และสารควบคุมการเจริญเติบโต IAA ความ
เข้มข้น 1 2 และ 3 มิลลิกรัมต่อลิตร พบว่า สารควบคุมการเจริญเติบโต IAA ความเข้มข้น 2 มิลลิกรัมต่อ
ลิตร สามารถชักนำให้เกิดรากได้มากที่สุด โดยมีการพัฒนาเป็นรากร้อยละ 82.33 และสามารถย้ายออก
ปลูกลงดินเป็นผลสำเร็จ 

รัตนภรณ์ และคณะ (2555) ศึกษาการเจริญเป็นต้นใหม่ของถั่วฮามาต้าจากเมล็ด โดย
เพาะเลี้ยงเมล็ดที่สมบูรณ์บนอาหารสังเคราะห์สูตร MS ที่ประกอบด้วยสารควบคุมการเจริญเติบโต BA 
ความเข้มข้น 0.5 1 3 และ 5 มิลลิกรัมต่อลิตร พบว่าเมื่อเพาะเลี้ยงเป็นระยะเวลา 6 ถึง 8 สัปดาห์ อาหาร
สังเคราะห์สูตร MS ที่ประกอบด้วยสารควบคุมการเจริญเติบโต BA ความเข้มข้น 1 มิลลิกรัมต่อลิตร 
สามารถชักนําให้เกิดยอดเฉลี่ย 2.57 และ 5.06 ยอดต่อเมล็ด ที่ระยะเวลา 4 และ 8 สัปดาห์ ตามลำดับ 
เมื่อพิจารณาด้านความสูง พบว่าอาหารสังเคราะห์สูตร MS ที่ประกอบด้วยสารควบคุมการเจริญเติบโต 
BA ความเข้มข้น 1 มิลลิกรัมต่อลิตร ให้ความสูงเฉลี่ย 45.84 และ 54.29 มิลลิเมตรต่อยอด เมื่อเพาะเลี้ยง
เป็นเวลา เวลา 4 และ 8 สัปดาห์ ตามลําดับ และสามารถชักนําให้เกิดรากเม่ือย้ายมาเพาะเลี้ยงบนอาหาร
สังเคราะห์สูตร MS ที่ประกอบด้วยสารควบคุมการเจริญเติบโต IBA ความเข้มข้น 0.5 มิลลิกรัมต่อลิตร 

2.15.2 การศึกษาการทนทานต่อสภาพแล้ง 
Dhole and Reddy (2010) ศึกษาการดูดซึมน้ ำของถั่ วเขียว (Vigna radiata L. 

Wilczek) ที่ถูกชักนำให้กลายพันธุ์ด้วยรังสีแกมมา โดยนำเมล็ดถั่วเขียว 2 สายพันธุ์ คือ Samrat และ 
Long root mutant (LRM) เป็นสายพันธุ์ที่ฉายรังสีแกมมาที่ระดับรังสี 450 เกรย์ เมื่อนำเมล็ดในรุ่นที่ 5 
มาจุ่มใน PEG 6000 ความเข้มข้น 15 20 25 30 และ 35 เปอร์เซ็นต์ เป็นเวลา 12 24 และ 36 ชั่วโมง 
ล้างด้วยน้ำกลั่นทันที จากนั้นนำไปเพาะเลี้ยงในห้องควบคุมอุณหภูมิ พบว่าเมื่อความเข้มข้น PEG สูงขึ้น 
การดูดซึมน้ำ การงอก และความยาวรากและยอดลดลงอย่างมีนัยสำคัญ แต่พบว่าสายพันธุ์ LMR มีการ 
ดูดซึมน้ำ และมีความยอดและรากที่ดีกว่า เมื่อเปรียบเทียบกับสายพันธุ์ Samrat เมื่อนำออกปลูกสู่สภาวะ 
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ภายนอกพบว่าสายพันธุ์ LMR ให้ผลผลิตที่ดีกว่า ซึ่งผลการทดลองนี้ชี้ให้เห็นว่าเมื่อพืชมีระบบรากที่ 
แข็งแรงก็สามารถปรับตัวให้อยู่รอดได้ในสภาวะแล้ง 

Yin. et al. (2015) ศึกษาการตอบสนองทางสรีรวิทยาของถั่วเขียวในการออกดอกใน 
สภาวะแล้ง โดยนำเมล็ดถั่วเขียว 4 สายพันธุ์ มาจุ่มใน PEG 6000 ความเข้มข้น 5 10 และ 20 เปอร์เซ็นต์ 
พบว่าเมื่อระยะเวลาผ่านไป 6 วัน พืชมีมีการสร้างเอนไซม์ superoxide dismutase (S.O.D.) ที่ PEG 
ความเข้มข้น 5 เปอร์เซ็นต์ และวันที่ 6 ที่ PEG ความเข้มข้น 10 เปอร์เซ็นต์ พืชมีการผลิตกรดแอบไซซิค 
(abscisic acid) และสร้างเอนไซม์ Peroxidase (POD) ซึ่งเป็นเอนไซม์ที่เหนี่ยวนำการป้องกันตัวเองของ 
พืช สำหรับการออกดอกและความทนแล้งของถั่วเขียวสามารถระบุได้จากการวิเคราะห์ดัชนีทางสรีรวิทยา 
ทั้งสี่แบบ ซ่ึงแสดงให้เห็นลำดับความสัมพันธ์เป็นลำดับกิจกรรมดังนี้ คือ การสร้างเอนไซม์ SOD 0.8589 
> กรดแอบไซซิค 0.8290 > การนำไฟฟ้า 0.7160 > การสร้างเอนไซม์ POD 0.6637 ซ่ึงดัชนีดังกล่าวต้อง 
ศึกษาในเชิงลึกต่อไป 

2.15.3 การศึกษาการชักนำให้เกิดการกลายพันธุ์โดยรังสีแกมมา 

Fiki. et al. (2005) ทำการทดลองโดยใช้เมล็ดพันธุ์ถั่วอัลฟัลฟา 2 ชนิด คือ cv. AL-Wadi 
และ cv. Siwa ทำการฉายรังสีแกมมาที่ ระดับ 0 4 8 และ 12 กิโลแรด และนำมาเลี้ยงในอาหาร 
สังเคราะห์สูตร MS ที่เติม NAA 1.0 และ 1.5 มิลลิกรัม ร่วมกับ BA 0.5 มิลลิกรัม พบว่าชักนำให้เกิด 
แคลลัสในสายพันธุ์ cv. AL-wadi ดีกว่า cv. Siwa และเกิดความผิดปกติของใบที่มีขนาดใบเล็กและหนา 
มีจำนวนรากน้อย 

จิติมา และคณะ (2552) ทำการศึกษาถั่วเหลืองสายพันธุ์กลายโปรตีนสูงโดยการฉายรังสี 
เพ่ือให้ได้สายพันธุ์ที่มีปริมาณโปรตีนในเมล็ดสูง โดยนำเมล็ดถั่วเหลืองพันธุ์เชียงใหม่ไปฉายรังสีแกมมา 
ปริมาณ 20 กิโลแรด คัดเลือกสายพันธุ์กลายโปรตีนสูงในรุ่น M2-M4 พบว่าถั่วเหลืองสายพันธุ์กลาย 4 
สายพันธุ์มีโปรตีนเฉลี่ย 42.8 เปอร์เซ็นต์ ขณะที่ พันธุ์ตรวจสอบที่ไม่ฉายรังสีมีโปรตีนเฉลี่ย 41.2 
เปอร์เซ็นต์ และมีผลผลิตเฉลี่ย 352-387 กิโลกรัมต่อไร่ ซ่ึงสูงกว่าพันธุ์ตรวจสอบเชียงใหม่ 60 ระหว่าง 
10-20 เปอร์เซ็นต์ จึงนำถั่วเหลืองสายพันธุ์กลายที่ให้ผลผลิตและโปรตีนสูง ทั้ง 4 สายพันธุ์นี้ไปทดสอบ 
การปรับตวัและประเมินผลผลิตโปรตีนในศูนย์วิจัยและในไร่เกษตรกรต่อไป 

Sema and Ayse (2011) ศึกษาผลของรังสีแกมมาต่อการเจริญเติบโต ปัจจัยทางชีวเคมี
และการสะสมแร่ธาตุในถั่วเหลือง (Glycine max L. Merrill) โดยนําเมล็ดไปฉายรังสีแกมมาแบบ
เฉียบพลันที่ระดับรังสี 0 10 20 30 40 และ 50 กิโลแรด หลังจากเพาะเลี้ยงเป็นระยะเลา 14 วัน พบว่า
พืชมีอัตราการเจริญเติบโตลดลงแสดงด้วยค่า GR50 มีค่าเท่ากับ 25 กิโลแรด เมื่อปริมาณรังสีสูงขึ้น ความ
สูงพืชน้ำหนักสด และปริมาณคลอโรฟิลล์ลดลง และยังพบว่าเมื่อปริมาณรังสีสูงขึ้นปริมาณของ ธาตุเหล็ก
ทองแดง โปรตีนและ malondialdehyde ก็สูงขึ้นตามไปด้วย แต่กิจกรรมของเอนไซม์ superoxide 
dismutase และ เอนไซม์ peroxidase ลดลงอย่างมีนัยสำคัญ  

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพ่ือการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกท้ังห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกคร้ังที่มีการนำไปใช้ 



23 

 

ชุมพล (2556) ศึกษาการชักนำให้เกิดการกลายพันธุ์ในถั่วอัลฟัลฟา โดยนำเมล็ดไปฉาย  
รังสีแกมมาแบบเฉียบพลันที่ระดับรังสี 0 10 20 30 40 50 60 70 80 และ 90 กิโลแรด การปลูกในรุ่นที่ 
1 (M1) นำเมล็ดไปเพาะ พบว่าที่ปริมาณรังสี 10 กิโลแรด ทำให้ร้อยละความงอกลดลงเป็น 39 ในขณะที่ 
เมล็ดทีไม่ได้รับรังสีจะมีร้อยละความงอก 94 และพบว่าระดับรังสีที่เหมาะสมต่อการกลายพันธุ์ แสดงด้วย 
ค่า LD30 และ LD50 มีค่าเท่ากับ 100 เกรย์ และระดับรังสีที่เพ่ิมสูงขึ้นส่งผลให้ต้นอ่อนมีอัตราการตาย 
เพ่ิมข้ึน 

Horn and Shimelis (2013) ศึกษาการตอบสนองต่อรังสีแกมมาของถั่วฝักยาว โดยนํา
เมล็ดถั่วฝักยาว 3 สายพันธุ์คือ Nakare Shindimba และ Bira ไปฉายรังสีแกมมาแบบเฉียบพลันที่ระดับ
รังสี 0 10 20 30 40 50 และ 60 กิโลแรด หลังจากเพาะเลี้ยงเป็นระยะเลา 14 วัน พบว่าที่ปริมาณรังสี 
20 กิโลแรด สายพันธุ์ Nakare มีร้อยละการงอกเท่ากับ 43 สายพันธุ์ Nakare และ Shindimba ไม่
สามารถงอกได้ที่ปริมาณรังสีสูงกว่า 40 กิโลแรด ส่วนสายพันธุ์ Bira สามารถงอกได้ที่ระดับรังสี 60 กิโล
แรด และพบว่าสายพันธุ์ Nakare and Shindimba ระดับรังสีที่เหมาะสมต่อการกลายพันธุ์ แสดงด้วยค่า 
LD50 มีค่าเท่ากับ 15 และ 20 กิโลแรด ตามลำดับ ในขณะที่สายพันธุ์ Bira สามารถเจริญเติบได้ในปริมาณ
รังสีที่สูงกว่า 60 กิโลแรด  

2.15.4 การตรวจสอบการกลายพันธุ์ของพืชท่ีเกิดจากการชักนำด้วยรังสีโดยใช้เครื่องหมาย 
 โมเลกุลอาร์เอพีดี 

Arulbalachandran. et al. (2010) ศึกษาการกลายพันธุ์ด้วยรังสีแกมมาและสารเคมี
เอทิลมีซัลฟอเนตเพ่ือการเปลี่ยนแปลงทางพันธุกรรมในการกลายพันธุ์ของถั่วสีดำ (Vigna mungo) โดย
ใช้เครื่องหมายโมเลกุล RAPD ใช้ไพรเมอร์จำนวน 20 ชนิด พบว่าแสดงแถบดีเอ็นเอได้ทั้งหมด 202 แถบ
ไพรเมอร์ OPA14 และ OPI ที่ใหแ้ถบดีเอ็นเอแตกต่างจากต้นควบคุม 

รัตนาภรณ์ (2556) ศึกษาการปรับปรุงพันธุ์ถั่วอาหารสัตว์โดยการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อร่วมกับ
การฉายรังสีแกมมาที่ระดับปริมาณรังสีที่ทำให้ถั่วคาวาลเคดตาย 50 เปอร์เซ็นต์ (LD50) คือ 8.3 กิโลแรด
หลังจากการเพาะเลี้ยงเป็นเวลา 12 สัปดาห์ พบลักษณะผิดปกติคือ ยอดเจริญเติบโตช้า แตกกอเป็น
กระจุก ตรวจสอบความแปรปรวนทางพันธุกรรมโดยใช้เครื่องหมายโมเลกุล RAPD พบว่าไพรเมอร์จำนวน 
6 ชนิด คือ OPV02 OPV03 OPH05 OPN15 OPY15 และ OPZ04 สามารถแยกความแตกต่างระหว่าง
ต้นที่ผ่านการฉายรังสีแกมมา และไม่ผ่านการฉายรังสีแกมมาได้ และในถั่วฮามาต้า LD50 คือ 5.89  
กิโลแรด พบว่าไพรเมอร์จำนวน 6 ชนิด คือ OPV02 OPV03 OPH05 OPN15 OPY15 และ OPZ04 
สามารถแยกความแตกต่างระหว่างต้นที่ผ่านการฉายรังสีแกมมา และไม่ผ่านการฉายรังสีแกมมาได้ 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพ่ือการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกท้ังห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกคร้ังที่มีการนำไปใช้ 



24 

 

บทท่ี 3 
วิธีการดำเนินงานวจิัย 

 

3.1 วัสดุและอุปกรณ์  
3.1.1 พันธุ์ถั่วอาหารสัตว์  

-ถั่ว Stylosanthes guianensis CIAT 184 
-ถั่วฮามาต้า Stylosanthes hamata cv. Verano  
 ซึ่งได้รับความอนุเคราะห์จากกลุ่มวิเคราะห์อาหารสัตว์และพืชอาหารสัตว์ กองอาหารสัตว์  
 กรมปศุสัตว์ จังหวัดปทุมธานี 

3.1.2 ภาชนะและอุปกรณ์  
-บีกเกอร์ (Beaker); Kartell  
-ขวดรูปชมพู่ (Erlenmeyer flask)  
-ปิเปต (Pipet)  
-แท่งแก้วคนสาร (Glass Rod) 
-จานแก้ว (Petri dish); ANUMBRA 
-กระบอกตวง (Cylinder); Vit Lab 
-มีดผ่าตัด (Knives); Dura  
-ปากคีบ (Forceps); AMICO Germany stainless 
-อลูมิเนียมฟอยล์ (Alumenium Foil)  
-ตะเกียงแอลกอฮอล์ (Alcohol burner) 
-ช้อนตักสารเคมี (Spectula) 
-หลอดทดลอง (Microcentrifuge tube) ขนาด 0.2 0.5 และ 1.5 มิลลิลิตร ; Quality 

Scientific Plastics 
-ขวดเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ (Bottle) 
-กระดาษกรองแบคทีเรียขนาด 1 มิลลิเมตร; Whatman 

3.1.3 เครื่องมือวิทยาศาสตร์  
-เครื่องชั่งไฟฟ้าแบบละเอียดและหยาบ (Balance); AG204, Metler Toledo 
-เครื่องวัดความเป็นกรด-ด่าง (pH meter)  
-หม้อนึ่งฆา่เชื้อความดันสูง (Autoclave) ; SX-500, Tomy kogyo Co.Ltd 
-ไมโครเวฟ (Microwave oven)  
-ตู้เย็น (Refrigerator)  
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-เครื่องเขย่า (Shaker); Innova 2000, New Brunswick Scientific 
-ตู้ปลอดเชื้อ (Laminar air flow); Faster BHA 48 
-กล้องถ่ายภาพ (Camera)  
-ตู้อบลมร้อน (Hot air oven)  
-เครื่องแยกดีเอ็นเอด้วยกระแสไฟฟ้า (Agarose gel electrophoresis) 
-เวอร์เนียร์คาลิปเปอร์ (Vernier calipers14); Labnet 
-ไมโครปิเปตต์ (Micropipette) 
-ทิปขนาดต่างๆ (Tip); Quality Scientific Plastics 
-อ่างควบคุมอุณหภูมิ (Water bath); Heto CBN 28-30 
-เครื่องปั่นเหวี่ยง (Centrifuge); Hettich Mikro 22R 
-เครื่องวัดค่าการดูดกลืนแสง (Spectrophotometer); Eppendorf 
-เครื่องเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอ (DNA thermal cycle); Eppendorf 
-เครื่องเขย่าผสมสารละลาย (Vortex mixer); Scientific Industries 
-ตู้เย็น 4 และ -20 องศาเซลเซียส (Refrigerator) 
-โกร่งบดยา (Mortar and pestle) 
-ตะแกรงขนาดขนาด 1 มิลลิเมตร 

3.1.4 สารเคมี  
3.1.4.1 สารเคมีฟอกฆ่าเชื้อ  

-สารละลายโซเดียมไฮเปอคลอไรต์ (Chlorox)  
-แอลกอฮฮล์ 90 เปอร์เซ็นต์ และ 70 เปอร์เซ็นต ์
-สารลดแรงตึงผิว Tween-20  

3.1.4.2 สารเคมีทีใ่ช้ในการปรับความเป็นกรดด่าง  
-โซเดียมไฮดรอกไซด์ (NaOH)  
-ไฮโดรคลอริกซ์ (HCL)  

3.1.4.3 อาหารเพาะเลี้ยงพืช 
-อาหารสังเคราะห์สูตร Murashige และ Skoog (MS, 1962)  
-น้ำตาลซูโครส (Sucrose) 
-เจลแลนกัม (Gellan gum)  

3.1.4.4 สารควบคุมการเจริญเติบโตของพืช 
3.1.4.4.1 สารในกลุ่มออกซิน (auxins) 

-2,4-dichlorophenoxyacetic acid (2,4-D); Phytotech 
- Indole-3-butyric acid (IBA); Phytotech เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพ่ือการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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- α-Naphthaleneacetic acid (NAA); Phytotech 
-Indole-3-acetic acid (IAA); Phytotech 

3.1.4.4.2. สารในกลุ่มไซโตไคนิน (cytokinins) 
-6-benzlyaminopurine (BAP หรือ BA) ; Phytotech 
-Thidiazuron (TDZ); Phytotech 
-meta-Topolin (mT); Phytotech 

3.1.4.4.3 Polyethylene glycol (PEG)  
3.1.4.4.4 สีฟลูออเรสซีนไดอะซีนไดอะซิเทต (Fluorescence diacetate) 

3.1.4.5 สารเคมีที่ใช้ในการสกัด DNA โดยวิธี CTAB 
-ไนโตรเจนเหลว (liquid nitrogen) 
-CTAB buffer 
-chloroform isoamyl alcohol 
-ß - mercaptoethanol; GE Healthcare Bio-science AB 
-10% CTAB 
-Isopropanol 
-RNase A; Vivantis 
-สารละลายบัฟเฟอร์ TBE (TBE buffer); Biolabs 
-น้ำปราศจากไอออน (deionize H2O) 
-สารละลาย ethylene diamine tetraacetate (EDTA); Vivantis 

3.1.4.6 สารเคมีที่ใช้ในเทคนิคอาร์เอพีดี 
-Mix dNTPs; Vivantis 
-MgCl2 ; Biolabs 
-Tri-borate-EDTA (TBE buffer) ความเข้มข้น 1X; Biolabs 
-เอนไซม์ Tag DNA polymerase; Biolabs 
-Tris-HCl; United States Biological 

3.1.4.7 สารเคมีที่ใช้ในเทคนิคการทำอะกาโรสเจลอเิล็กโตรโฟริซิส 
-อะกาโรสเจล (Agarose gel) 
-สารละลายบัฟเฟอร์ TBE (TBE buffer) 
-สีย้อม (Loading dye); Vivantis 
-สารละลายเอทธิเดียมโบรไมด์ (Ethidium bromide); Vivantis 
-ดีเอ็นเอมาตรฐาน (DNA ladder) ขนาด 100 คู่เบส; Vivantis 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพ่ือการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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3.2 วิธีการดำเนินการทดลอง 
3.2.1 การศึกษาสูตรอาหารที่เหมาะสมในการเพาะเลี้ยงเมล็ดเพื่อชักนำให้เกิดยอดจำนวนมาก 

3.2.1.1 ถั่วท่าพระสไตโล CIAT 184 
คัดเลือกเมล็ดถั่วท่าพระสไตโล CIAT 184 ที่มีความสมบูรณ์ นำมาทำการฟอกฆ่าเชื้อ 

ด้วยแอลกอฮอล์ 70 เปอร์เซ็นต์ นาน 2 นาที หลังจากนั้นย้ายลงในน้ำกลั่นที่ปราศจากเชื้อที่เติมสาร ลด 
แรงตึงผิว 1-2 หยด และสารละลายคลอรอกซ์ 15 เปอร์เซ็นต์ เขย่าอย่างต่อเนื่อง 15 นาที และย้ายเมล็ด 
ลงในน้ำกลั่นที่ปราศจากเชื้อ 3 ครั้ง เขย่าอย่างต่อเนื่องครั้งละ 5 นาที ผึ่งเมล็ดถั่วให้แห้ง จากนั้นย้ายลง 
อาหารสังเคราะห์สูตร MS ทีป่ระกอบไปด้วย เจลแลนกัม 2.6 กรัมต่อลิตร น้ำตาลซูโครส 30 กรัมต่อลิตร 
ค่าพีเอช 5.8 และสารควบคุมการเจริญเติบโต BA mT และ TDZ ความเข้มข้น 0.5 1 และ 3 มิลลิกรัมต่อ 
ลิตร ตามลำดับ เพาะเลี้ยงในสภาวะที่มีแสง 16 ชั่วโมงต่อวัน และควบคุมอุณหภูมิที่ 25±2 องศาเซลเซียส  
เปลี่ยนอาหารทุกๆ 4 สัปดาห์ เก็บผล และบันทึกผลการทดลองทุกๆ 2 สัปดาห์ นำผลที่ได้มาคำนวณร้อย 
ละการเกิดยอด บันทึกจำนวนยอด วัดความยาวของยอดด้วยเวอร์เนียร์คาลิปเปอร์ วางแผนการทดลอง 
แบบสุ่มสมบูรณ์  (Completely Randomized Design) CRD ทำการทดลอง 3 ซ้ำ ซ้ำละ 20 เมล็ด  
วิเคราะห์ทางสถิติด้วยวิธี Analysis of Variance (ANOVA) และทำการเปรียบเทียบค่าเฉลี่ยด้วยวิธี  
Duncan, s ที่ระดับนัยสำคัญ 0.05 ด้วยโปรแกรม IBM SPSS Statistics 21.0 

       จำนวนเมล็ดที่เกิดยอดหลายยอด 
                         จำนวนเมล็ดทั้งหมด 

3.2.1.2 ถ่ัวฮามาต้า 
คัดเลือกเมล็ดถั่วฮามาต้าที่มีความสมบูรณ์ นำมาทำการฟอกฆ่าเชื้อด้วยแอลกอฮอล์  

70 เปอร์เซ็นต์ นาน 2 นาที หลังจากนั้นย้ายลงในน้ำกลั่นที่ปราศจากเชื้อที่เติมสารลดแรงตึงผิว 1-2 หยด  
และสารละลายคลอรอกซ์ 15 เปอร์เซ็นต์ เขย่าอย่างต่อเนื่อง 15 นาที และย้ายเมล็ดลงในน้ำกลั่นที่ 
ปราศจากเชื้อ 3 ครั้ง เขย่าอย่างต่อเนื่องครั้งละ 5 นาทผีึ่งเมล็ดถั่วให้แห้ง จากนั้นย้ายลงอาหารสังเคราะห์ 
สูตร MS ทีประกอบไปด้วย เจลแลนกัม 2.6 กรัมต่อลิตร น้ำตาลซูโครส 30 กรัมต่อลิตร ค่าพีเอช 5.8 
และสารควบคุมการเจริญเติบโต BA mT และ TDZ ความเข้มข้น 0.5 1 และ 3 มิลลิกรัมต่อลิตร 
ตามลำดับ เพาะเลี้ยงในสภาวะที่มีแสง 16 ชั่วโมงต่อวัน และควบคุมอุณหภูมิที่ 25±2 องศาเซลเซียส 
เปลี่ยนอาหารทุกๆ 4 สัปดาห์ เก็บผล และบันทึกผลการทดลองทุกๆ 2 สัปดาห์ นำผลที่ได้มาคำนวณร้อย 
ละการเกิดยอด บันทึกจำนวนยอด วัดความยาวของยอดด้วยเวอร์เนียร์คาลิปเปอร์ วางแผนการทดลอง 
แบบสุ่มสมบูรณ์ CRD ทำการทดลอง 3 ซ้ำ ซ้ำละ 20 เมล็ดวิเคราะห์ทางสถิติด้วยวิธี ANOVA และทำการ
เปรียบเทียบค่าเฉลี่ยด้วยวิธี Duncan, s ที่ระดับนัยสำคัญ 0.05 ด้วยโปรแกรม IBM SPSS Statistics 
21.0 

 

x 100 ร้อยละการเกิดยอด  =

  

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพ่ือการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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จำนวนเมล็ดที่เกิดยอดหลายยอด 
                      จำนวนเมล็ดทั้งหมด 

3.2.2 การศึกษาสูตรอาหารที่เหมาะสมในการชักนำราก 
3.2.2 1 ถั่วท่าพระสไตโล CIAT 184 

ย้ายต้นถั่วท่าพระสไตโล CIAT 184 ที่ได้จากการเพาะเลี้ยงยอดจากเมล็ด เพาะเลี้ยง 
บนอาหารสังเคราะห์สูตร MS ที่ประกอบด้วยเจลแลนกัม 2.6 กรัมต่อลิตร น้ำตาลซูโครส 30 กรัมต่อลิตร  
ค่าพีเอช 5.8 และสารควบคุมการเจริญเติบโต IAA IBA และ NAA ความเข้มข้น 0.1 0.3 และ 0.5  
มิลลิกรัมต่อลิตร เพาะเลี้ยงในสภาวะที่มีแสง 16 ชั่วโมงต่อวัน และควบคุมอุณหภูมิที่ 25±2 องศา 
เซลเซียส เปลี่ยนอาหารทุกๆ 4 สัปดาห์ บันทึกผลการทดลอง นำผลที่ได้มาคำนวณร้อยละการเกิดราก  
บันทึกการเจริญเติบโตของราก ความยาวของรากทุกสูตรอาหาร จำนวนและลักษณะของรากที่เกิดขึ้น 
ทุกๆ 2 สัปดาห์ วางแผนการทดลองแบบ CRD ทำการทดลอง 2 ซ้ำ ซ้ำละ 15 ต้น วิเคราะห์ทางสถิติด้วย 
วิธี ANOVA และเปรียบเทียบค่าเฉลี่ยด้วยวิธี Duncan, s ที่ระดับนัยสำคัญ 0.05 ด้วยโปรแกรม IBM  
SPSS Statistics 21.0 

จำนวนยอดท่ีเกิดราก 
                            จำนวนชิ้นส่วนยอดท้ังหมด 

3.2.2.2 ถั่วฮามาต้า 
ย้ายต้นถั่วฮามาต้าที่ ได้จากการเพาะเลี้ยงยอดจากเมล็ด เพาะเลี้ยงบนอาหาร

สังเคราะห์สูตร MS ที่ประกอบด้วยเจลแลนกัม 2.6 กรัมต่อลิตร น้ำตาลซูโครส 30 กรัมต่อลิตร ค่าพีเอช 
5.8 และสารควบคุมการเจริญเติบโต IAA IBA และ NAA ความเข้มข้น 0.1 0.3 และ 0.5 มิลลิกรัมต่อลิตร 
เพาะเลี้ยงในสภาวะที่มีแสง 16 ชั่วโมงต่อวัน และควบคุมอุณหภูมิที่ 25±2 องศาเซลเซียส เปลี่ยนอาหาร
ทุกๆ 4 สัปดาห์ บันทึกผลการทดลอง นำผลที่ได้มาคำนวณร้อยละการเกิดราก บันทึกการเจริญเติบโตของ
ราก ความยาวของรากทุกสูตรอาหาร จำนวนและลักษณะของรากที่เกิดขึ้นทุกๆ 2 สัปดาห์ วางแผนการ
ทดลองแบบ CRD ทำการทดลอง 2 ซ้ำ ซ้ำละ 5 ต้น วิเคราะห์ทางสถิติด้วยวิธี ANOVA และเปรียบเทียบ
ค่าเฉลี่ยด้วยวิธี Duncan, s ที่ระดับนัยสำคัญ 0.05 ด้วยโปรแกรม IBM SPSS Statistics 21.0 

จำนวนยอดท่ีเกิดราก 
                            จำนวนชิ้นส่วนยอดท้ังหมด 

 
 
 
 

x 100 ร้อยละการเกิดราก  =

  

x 100 ร้อยละการเกิดยอด  =

  

x 100 ร้อยละการเกิดราก  =

  

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพ่ือการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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3.2.3 การศึกษาหาสูตรอาหารที่เหมาะสมในการชักนำข้อให้เกิดแคลลัสและยอด 
3.2.3.1 ถั่วท่าพระสไตโล CIAT 184 

ย้ายต้นถั่วท่าพระสไตโล CIAT 184 ที่ได้จากการเพาะเลี้ยงเมล็ดที่เกิดยอดแล้ว นำแต่
ละต้นมาตัดเฉพาะส่วนข้อ (Node) ยาวประมาณ 1 เซนติเมตร แล้วนำมาเพาะเลี้ยงในอาหารสังเคราะห์
สูตร MS ที่ประกอบไปด้วย เจลแลนกัม 2.6 กรัมต่อลิตร น้ำตาลซูโครส 30 กรัมต่อลิตร ค่าพีเอช 5.8 
และสารควบคุมการเจริญเติบโต IBA ความเข้มข้น 0.5 มิลลิกรัมต่อลิตร ร่วมกับ TDZ ความเข้มข้น 0.5 1 
และ 3 มิลลิกรัมต่อลิตร เพาะเลี้ยงในสภาวะที่มีแสง 16 ชั่วโมงต่อวัน และควบคุมอุณหภูมิที่ 25±2 องศา
เซลเซียส เพ่ือนำแคลลัสที่ได้ไปฉายรังสีแกมมาดูการเจริญของแคลลัส เปลี่ยนอาหารทุกๆ 4 สัปดาห์ เก็บ
ผล และบันทึกผลการทดลองทุกๆ 2 สัปดาห์ นำผลที่ได้มาคำนวณร้อยละการเกิดแคลลัสและยอด วัด
ความยาวของยอดด้วยเวอร์เนียร์คาลิปเปอร์ วางแผนการทดลองแบบ CRD ทำการทดลอง 2 ซ้ำ ซ้ำละ 
20 ชิ้น วิเคราะห์ทางสถิติด้วยวิธี ANOVA และเปรียบเทียบค่าเฉลี่ยด้วยวิธี Duncan, s ที่ระดับนัยสำคัญ 
0.05 ด้วยโปรแกรม IBM SPSS Statistics 21.0 

              จำนวนชิ้นส่วนข้อที่เกิดแคลลัส 
                             จำนวนชิ้นส่วนข้อทั้งหมด 

 
3.2.3.2 ถ่ัวฮามาต้า 

ย้ายต้นถั่วฮามาต้าที่ได้จากการเพาะเลี้ยงเมล็ดที่เกิดยอดแล้ว นำแต่ละต้นมาตัด
เฉพาะส่วนข้อ ยาวประมาณ 1 เซนติเมตร แล้วนำมาเพาะเลี้ยงบนอาหารสังเคราะห์สูตร MS ที่ประกอบ
ไปด้วย เจลแลนกัม 2.6 กรัมต่อลิตร น้ำตาลซูโครส 30 กรัมต่อลิตร ค่าพีเอช 5.8 และสารควบคุมการ
เจริญเติบโต IBA ความเข้มข้น 0.5 มิลลิกรัมต่อลิตร ร่วมกับ TDZ ความเข้มข้น 0.5 1 และ 3 มิลลิกรัมต่อ
ลิตร เพาะเลี้ยงในสภาวะที่มีแสง 16 ชั่วโมงต่อวัน และควบคุมอุณหภูมิ 25±2 องศาเซลเซียส เพ่ือนำ
แคลลัสที่ได้ไปฉายรังสีแกมมาดูการเจริญของแคลลัส เปลี่ยนอาหารทุกๆ 4 สัปดาห์ เก็บผล และบันทึกผล
การทดลองทุกๆ 2 สัปดาห์ นำผลที่ได้มาคำนวณร้อยละการเกิดแคลลัสและยอด วัดความยาวของยอด
ด้วยเวอร์เนียร์คาลิปเปอร์ วางแผนการทดลองแบบ CRD ทาการทดลอง 2 ซ้ำ ซ้ำละ 20 ชิ้น วิเคราะห์
ทางสถิติด้วยวิธี  NOVA และเปรียบเทียบค่าเฉลี่ยด้วยวิธี  Duncan, s ที่ระดับนัยสำคัญ 0.05 ด้วย
โปรแกรม IBM SPSS Statistics 21.0 

3.2.4 การศึกษาการเจริญเติบโตของเซลล์แขวนลอย 
3.2.4.1 ถั่วท่าพระสไตโล CIAT 184 

นำเมล็ดที่สมบูรณ์มาเพาะเลี้ยงในอาหารสังเคราะห์สูตร MS เป็นระยะเวลา 1-2  
สัปดาห์ คัดเลือกใบเลี้ยง (cotyledon) ที่มีความสมบูรณ์มาเพาะเลี้ยงบนอาหารสังเคราะห์สูตร MS  
และสารควบคุมการเจริญเติบโต 2,4-D ความเข้มข้น 0.5 1 3 และ 5 มิลลิกรัมต่อลิตร ที่ประกอบไปด้วย  

x 100 ร้อยละการเกิดแคลลัส   =

  

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพ่ือการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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30 

 

น้ำตาลซูโครส 30 กรัมต่อลิตร ค่าพีเอช 5.8 เพาะเลี้ยงในสภาวะที่มีแสง 16 ชั่วโมงต่อวัน และควบคุม 
อุณหภูมิที่ 25±2 องศาเซลเซียส เป็นระยะเวลา 8 สัปดาห์ จากการทดลองพบว่าสูตรอาหารที่เหมาะสม 
ในการเจริญเติบโตแคลลัส คือ เพาะเลี้ยงบนอาหารสังเคราะห์สูตร MS ที่ประกอบด้วยสารควบคุม 
การเจริญเติบโต 2,4-D ความเข้มข้น 1 มิลลิกรัมต่อลิตร นำแคลลัสชั่งน้ำหนักสด 0.4 กรัม ทำการแยก 
แคลลัสโดยตะแกรงขนาด 1 มิลลิเมตร เซลล์จะหลุดออกเป็นกลุ่มเซลล์เล็กๆ เพาะเลี้ยงในขวดรูปชมพู่ 
ขนาด 50 มิลลิลิตร ปริมาตรอาหาร 20 มิลลิลิตร บนเครื่องเขย่าที่มีความเร็วรอบ 120 รอบต่อนาที ที่ 
อุณหภูมิที ่25±2 องศาเซลเซียส เพ่ือศึกษาระยะการเจริญเติบโตของเซลล์แขวนลอยทุก 3 วัน ในช่วง 0- 
30 วัน ทำการทดลอง 3 ซ้ำ ในแต่ละช่วงเวลา เมื่อเพาะเลี้ยงถึงเวลาตามกำหนด นำเซลล์แขวนลอยมาหา 
น้ำหนักสด โดยการกรองด้วยกระดาษกรอง Whatman เบอร์ 1 (ที่ผ่านการหาน้ำหนักของกระดาษที่ 
แท้จริงโดยการอบ 105 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 3 ชั่วโมง แล้วทำให้เย็นลงในโถดูดความชื้น บันทึก 
น้ำหนักของกระดาษกรอง) กรองด้วยกรวยกรองบุชเนอร์ และต่อเครื่องดูดอากาศเป็นเวลา 1 นาที นำ 
เซลล์ที่กรองได้ชั่งน้ำหนักสด (คำนวณได้จาก : น้ำหนักสดที่ชั่งได้ - น้ำหนักกระดาษกรอง) จากนั้นนำ 
เซลล์มาอบที่ 60 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 12 ชั่วโมง ทำให้เย็นในโถดูดความชื้น ชั่งกระดาษกรองที่มี 
เซลล์ที่อบแห้ง บันทึกน้ำหนักแห้ง ชั่งหาน้ำหนักแห้ง (คำนวณได้จาก : น้ำหนักแห้งที่ชั่งได้- น้ำหนัก 
กระดาษกรอง) และจดบันทึก นำค่าเฉลี่ยของเซลล์ทั้ง 3 ขวดที่ได้มาเขียนกราฟของน้ำหนักสด และ 
น้ำหนักแห้งกับระยะเวลา และตรวจสอบการมีชีวิตของเซลล์แขวนลอยด้วยสีฟลูออเรสซีนไดอะซิเทต 
จากนั้นนำเซลล์แขวนลอยมาตรวจดูภายใต้กล้องจุลทรรศน์ที่มีแหล่งกำเนิดแสงฟลูออเรสเซนซ์ (อนุรักษ์, 
2550) และวิเคราะห์ทางสถิติด้วยวิธี ANOVA และเปรียบเทียบค่าเฉลี่ยด้วยวิธี Duncan, s ที่ระดับ 
นัยสำคัญ 0.05 ด้วยโปรแกรม IBM SPSS Statistics 21.0 

3.2.4.2 ถั่วฮามาต้า 
นำแคลลัสถั่วฮามาต้าที่ได้จากการทดลองที่ (4.3.2) ชั่งน้ำหนักสด 0.5 กรัม ทำการ 

แยกแคลลัสโดยตะแกรงขนาด 1 มิลลิเมตร เซลล์จะหลุดออกเป็นกลุ่มเซลล์เล็กๆ เพาะเลี้ยงบนอาหาร 
เหลวสังเคราะห์สูตร MS ที่ประกอบด้วยสารควบคุมการเจริญเติบโต IBA ความเข้มข้น 0.5 มิลลิกรัมต่อ 
ลิตร ร่วมกับ สารควบคุมการเจริญเติบโต TDZ ความเข้มข้น 3 มิลลิกรัมต่อลิตร น้ำตาลซูโครส 30 กรัม 
ต่อลิตร จากการทดลองพบว่าเป็นสูตรอาหารที่เหมาะสมในการเจริญเติบโตของแคลลัส ทำการแยก 
แคลลัสโดยตะแกรงขนาด 1 มิลลิเมตร เซลล์จะหลุดออกเป็นกลุ่มเซลล์เล็กๆ เพาะเลี้ยงในขวดรูปชมพู่ 
ขนาด 125 มิลลิลิตร ปริมาตรอาหาร 25 มิลลิลิตร บนเครื่องเขย่าที่มีความเร็วรอบ 120 รอบต่อนาที  
ที่อุณหภูมิ 25±2 องศาเซลเซียส เพ่ือศึกษาระยะการเจริญเติบโตของเซลล์แขวนลอยทุก 3 วัน ในช่วง 0 
ถึง 30 วัน ทำการทดลอง 3 ซ้ำ ในแต่ละช่วงเวลา เมื่อเพาะเลี้ยงถึงเวลาตามกำหนด นำเซลล์แขวนลอย 
มาหาน้ำหนักสด โดยการกรองด้วยกระดาษกรองด้วยกระดาษกรอง Whatman เบอร์ 1 (ที่ผ่านการหา
น้ำหนักของกระดาษที่แท้จริงโดยการอบ 105 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 3 ชั่วโมง แล้วทำให้เย็นลงใน
โถดูดความชื้น บันทึกน้ำหนักของกระดาษกรอง) กรองด้วยกรวยกรองบุชเนอร์ และต่อเครื่องดูดอากาศเอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพ่ือการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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เป็นเวลา 1 นาที นำเซลล์ที่กรองได้ชั่งน้ำหนักสด (คำนวณได้จาก : น้ำหนักสดที่ชั่งได้ – น้ำหนักกระดาษ
กรอง) จากนั้นนำเซลล์ มาอบที่ 60 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 12 ชั่วโมง ทำให้เย็นใน โถดูดความชื้น ชั่ง
กระดาษกรองที่มีเซลล์ที่อบแห้ง บันทึกน้ำหนักแห้ง ชั่งหาน้ำหนักแห้ง (คำนวณได้จาก : น้ำหนักแห้งที่ชั่ง
ได้- น้ำหนักกระดาษกรอง) และจดบันทึก นำค่าเฉลี่ยของเซลล์ทั้ง 3 ขวดที่ได้มาเขียนกราฟของน้ำหนัก
สด และน้ำหนักแห้งกับระยะเวลา และตรวจสอบการมีชีวิตของเซลล์แขวนลอยด้วยสีฟลูออเรสซีนไดอะซิ
เทต จากนั้นนำเซลล์แขวนลอยมาตรวจดูภายใต้กล้องจุลทรรศน์ที่มีแหล่งกำเนิดแสงฟลูออเรสเซนซ์
(อนุรักษ์, 2550) และวิเคราะห์ทางสถิติด้วยวิธี ANOVA และเปรียบเทียบค่าเฉลี่ยด้วยวิธี Duncan, s ที่
ระดับนัยสำคัญ 0.05 ด้วยโปรแกรม IBM SPSS Statistics 21.0 

ค่าเฉลี่ยของน้ำหนักสด คำนวณได้จาก : ค่าน้ำหนักสดบวกกันตามจำนวนซ้ำ 
จำนวนซ้ำ 

ค่าเฉลี่ยของน้ำหนักแห้ง คำนวณได้จาก : ค่าน้ำหนักแห้งบวกกันตามจำนวนซ้ำ 
จำนวนซ้ำ 

3.2.5 การศึกษาหาสูตรอาหารที่เหมาะสมในการชักนำแคลลัสจากการเลี้ยงเซลล์แขวนลอยให้  
              เจริญเป็นต้นใหม่ 

3.2.5.1 ถั่วฮามาต้า 
นำแคลลัสของถั่วฮามาต้าที่ได้จากการทดลองที่ 4.4 .2 มาเพาะเลี้ยงบนอาหาร 

สังเคราะห์สูตร MS ประกอบด้วยสารควบคุมการเจริญเติบโต mT และ TDZ ความเข้มข้น 0.5 1 และ 3 
มิลลิกรัมต่อลิตร เจลแลนกัม 2.6 กรัมต่อลิตร น้ำตาลซูโครส 30 กรัมต่อลิตร ค่าพีเอช 5.8 เพาะเลี้ยงใน 
สภาวะที่มีแสง 16 ชั่วโมงต่อวัน และควบคุมอุณหภูมิที่ 25±2 องศาเซลเซียส เปลี่ยนอาหารทุกๆ 4 
สัปดาห์ เก็บผลและบันทึกผลการทดลองทุกๆ 2 สัปดาห์ นำผลที่ได้มาคำนวณร้อยละการเกิดยอด วัด 
ความยาวยอดด้วยเวอร์เนียร์คาลิปเปอร์ วางแผนการทดลองแบบ CRD ทำการทดลอง 2 ซ้ำ ซ้ำละ 10 
ชิ้นแคลลัส และยอดที่ได้จากเซลล์แขวนลอยนำมาเพาะเลี้ยงบนอาหารสังเคราะห์สูตร MS ที่ประกอบด้วย 
สารควบคุมการเจริญเติบโต IBA ความเข้มข้น 0.3 มิลลิกรัมต่อลิตร เพ่ือชักนำให้เกิดรากและได้ต้นที่ 
สมบูรณ์ วิเคราะห์ทางสถิติด้วยวิธี ANOVA และเปรียบเทียบค่าเฉลี่ยด้วยวิธี Duncan, s ที่ระดับนัยสำคัญ 
0.05 ด้วยโปรแกรม IBM SPSS Statistics 21.0 
 
ร้อยละการพัฒนาเป็นต้นของแคลลัส  = จำนวนแคลลัสที่พัฒนาเป็นต้นใหม ่
                                                            จำนวนแคลลัสทั้งหมด 

 
 

x 100 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพ่ือการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกท้ังห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกคร้ังที่มีการนำไปใช้ 



32 

 

3.2.6 การศึกษาผลของปริมาณรังสีแกมมาต่อการเจริญของเมล็ด 
  3.2.6.1 ถั่วท่าพระสไตโล CIAT 184 

นำเมล็ดถั่วท่าพระสไตโล CIAT 184 ฉายรังสีแกมมาแบบเฉียบพลันในปริมาณ 
ต่างๆ คือ 0 5 10 15 20 30 และ 50 กิโลแรด โดยใช้เครื่องฉายรังสีแกมมา (รุ่น Mark I มีซีเซียม 137 
เป็นต้นกำเนิดรังสีของศูนย์บริการฉายรังสีแกมมาและวิจัยนิวเคลียร์เทคโนโลยีมหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร์ 
กรุงเทพฯ) เพาะเลี้ยงบนอาหารสังเคราะห์สูตร MS ที่ไม่เติมสารควบคุมการเจริญเติบโต ที่ประกอบไป 
ด้วย เจลแลนกรัม 2.6 กรัมต่อลิตร น้ำตาลซูโครส 30 กรัมต่อลิตร ค่าพีเอช 5.8 เพาะเลี้ยงในสภาวะที่มี 
แสง 16 ชั่วโมงต่อวัน และควบคุมอุณหภูมิที่ 25±2 องศาเซลเซียส หลังเพาะเลี้ยง เปลี่ยนอาหารทุกๆ 4  
สัปดาห์ บันทึกผลการทดลองทุกๆ 2 สัปดาห์ นำผลที่ได้คำนวณหาร้อยละการงอกของเมล็ด วัดความยาว 
ยอดและรากด้วยเวอร์เนียร์คาลิปเปอร์ โดยคิดเทียบเป็นร้อยละของเมล็ดที่ไม่ฉายรังสี เพ่ือหาปริมาณ 
รังสีที่ทำให้ถั่วอยู่รอด 50 เปอร์เซ็นต์ (LD50) เมื่อเพาะเลี้ยงเป็นระยะเวลา 30 วัน โดยดูจากสัณฐานวิทยา
ของต้นถั่ว คือต้นถั่วมีชีวิตจะมีสีเขียว เกิดยอดและรากที่สมบูรณ์ และต้นถั่วที่ไม่รอดชีวิตจะมีสีเหลืองและ
ตายในที่สุด และปริมาณรังสีที่ลดการเจริญเติบโตของถั่ว 50 เปอร์เซ็นต์ (GR50) เมื่อเพาะเลี้ยงเป็น
ระยะเวลา 30 วัน ดูการงอกของเมล็ด โดยเมล็ดต้องเกิดยอดและราก ถ้าเกิดยอดหรือรากเพียงอย่างเดียว 
จะไม่ทำการตรวจวัดและเปรียบเทียบการเจริญเติบโตของเมล็ดถั่วโดยเพาะเลี้ยงบนอาหารสังเคราะห์สูตร 
MS ที่ประกอบด้วยสารควบคุมการเจริญเติบโต TDZ ความเข้มข้น 3 มิลลิกรัมต่อลิตร วางแผนการ
ทดลองแบบ  CRD ทำการทดลอง 2 ซ้ำ ซ้ำละ 30 เมล็ด วิเคราะห์ทางสถิติด้วยวิธี ANOVA และ
เปรียบเทียบค่าเฉลี่ยด้วยวิธี Duncan, s ที่ระดับนัยสำคัญ 0.05 ด้วยโปรแกรม IBM SPSS Statistics  
21.0 โดยการคำนวณค่า LD50 และ GR50 จากโปรแกรม GraphPad Prism 8  

จำนวนเมล็ดที่งอกหลังจากฉายรังสีผ่านไป 30 วัน  
จำนวนเมล็ดทั้งหมด 

 
จำนวนต้นที่รอดชีวิต 

                      จำนวนต้นทั้งหมด 

3.2.6.2 ถั่วฮามาต้า 
นำเมล็ดถั่วฮามาต้าฉายรังสีแกมมาแบบเฉียบพลันในปริมาณต่างๆ คือ 0 5 10 15 

25 30 และ 45 กิโลแรด เพาะเลี้ยงบนอาหารสังเคราะห์สูตร MS ที่ไม่เติมสารควบคุมการเจริญเติบโต ที่
ประกอบไปด้วย เจลแลนกรัม 2.6 กรัมต่อลิตร น้ำตาลซูโครส 30 กรัมต่อลิตร ค่าพีเอช 5.8 เพาะเลี้ยงใน
สภาวะที่มีแสง 16 ชั่วโมงต่อวัน และควบคุมอุณหภูมิที่  25±2 องศาเซลเซียส หลังเพาะเลี้ยงเปลี่ยน
อาหารทุกๆ 4 สัปดาห์ บันทึกผลการทดลองทุกๆ 2 สัปดาห์ นำผลที่ได้คำนวณหาร้อยละการงอกของ
เมล็ด วัดความยาวยอดและรากด้วยเวอร์เนียร์คาลิปเปอร์ โดยคิดเทียบเป็นร้อยละของเมล็ดที่ไม่ฉายรังสี

x 100 

 

ร้อยละการงอก   = 

ร้อยละความอยู่รอดชีวิต  = x 100 

 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพ่ือการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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เพ่ือหาปริมาณรังสีที่ทำให้ถั่วอยู่รอด 50 เปอร์เซ็นต์ (LD50)  เมื่อเพาะเลี้ยงเป็นระยะเวลา 30 วัน โดยดู
จากสัณฐานวิทยาของต้นถั่ว คือต้นถั่วมีชีวิตจะมีสีเขียว เกิดยอดและรากที่ สมบูรณ์ และต้นถั่วที่ไม่รอด
ชีวิตจะมีสีเหลืองและตายในที่สุด และปริมาณรังสีที่ลดการเจริญเติบโตของถั่ว 50 เปอร์เซ็นต์ (GR50) เมื่อ
เพาะเลี้ยงเป็นระยะเวลา 30 วัน ดูการงอกของเมล็ด โดยเมล็ดต้องเกิดยอดและราก ถ้าเกิดยอดหรือราก
เพียงอย่างเดียว จะไม่ทำการตรวจวัดและเปรียบเทียบการเจริญเติบโตของเมล็ดถั่วโดยเพาะเลี้ยงบน
อาหารสังเคราะห์สูตร MS ที่ประกอบด้วยสารควบคุมการเจริญเติบโต mT ความเข้มข้น 3 มิลลิกรัมต่อ
ลิตร วางแผนการทดลองแบบ  CRD ทำการทดลอง 2 ซ้ำ ซ้ำละ 30 เมล็ด วิเคราะห์ทางสถิติด้วย
วิธีANOVA และเปรียบเทียบค่าเฉลี่ยด้วยวิธี Duncan, s ที่ระดับนัยสำคัญ 0.05 ด้วยโปรแกรม IBM SPSS 
Statistics 21.0 โดยการคำนวณค่า LD50 และ GR50 จากโปรแกรม GraphPad Prism 8 

3.2.7 การศึกษาผลของปริมาณรังสีแกมมาต่อการเจริญของแคลลัส 

3.2.7.1 ถั่วท่าพระสไตโล CIAT 184 
นำแคลลัสถั่วท่าพระสไตโล CIAT 184 (4.3.1) มาฉายรังสีแกมมาแบบเฉียบพลันใน

ปริมาณต่างๆ คือ 0 2 4 6 8 และ 10 กิโลแรด จากนั้นนำไปพัฒนาเป็น ต้น เพาะเลี้ยงบนอาหาร
สังเคราะห์สูตรอาหาร MS ที่ประกอบไปด้วย เจลแลนกรัม 2.6 กรัมต่อลิตร น้ำตาลซูโครส 30 กรัมต่อ
ลิตร ค่าพีเอช 5.8 และสารควบคุมการเจริญเติบโต IBA ความเข้มข้น 0.5 มิลลิกรัมต่อลิต ร่วมกับ TDZ
ความเข้มข้น 3 มิลลิกรัมต่อลิตร เพาะเลี้ยงในสภาวะที่มีแสง 16 ชั่วโมงต่อวัน และควบคุมอุณหภูมิ
ที่25±2 องศาเซลเซียส เปลี่ยนอาหารทุกๆ 4 สัปดาห์ หลังเพาะเลี้ยงบันทึกผลการทดลองโดยนับจำนวน
แคลลัสที่รอดชีวิตโดยแคลลัสที่มีชีวิตจะมีสีเขียว และแคลลัสที่ตายจะมีสีน้ำตาล แต่ละปริมาณรังสี เพ่ือ
หา LD50 ที่ระยะเวลา 4 8 และ 12 สัปดาห์ วางแผนการทดลองแบบ CRD ทำการทดลอง 2 ซ้ำ ซ้ำละ 15
ชิ้น วิเคราะห์ทางสถิติด้วยวิธี ANOVA และเปรียบเทียบค่าเฉลี่ยด้วยวิธี Duncan, s ที่ระดับนัยสำคัญ 
0.05 เปอร์เซ็นต์ด้วยโปรแกรม IBM SPSS Statistics 21.0 โดยการคำนวณค่า LD50 จากโปรแกรม 
GraphPad Prism 8 

3.2.7.2 ถั่วฮามาต้า 
นำแคลลัสถั่วฮามาต้า (4.3.2) มาฉายรังสีแกมมาแบบเฉียบพลันในปริมาณต่างๆ คือ 

0 2 4 6 8 และ 10 กิโลแรด จากนั้นนำไปพัฒนาเป็นต้น เพาะเลี้ยงบนสูตรอาหารสังเคราะห์สูตร MS ที่
ประกอบไปด้วย เจลแลนกรัม 2.6 กรัมต่อลิตร น้ำตาลซูโครส 30 กรัมต่อลิตร ค่าพีเอช 5.8 และสาร
ควบคุมการเจริญเติบโต IBA ความเข้มข้น 0.5 มิลลิกรัมต่อลิต ร่วมกับ TDZ ความเข้มข้น 3 มิลลิกรัมต่อ
ลิตร เพาะเลี้ยงในสภาวะที่มีแสง 16 ชั่วโมงต่อวัน และควบคุมอุณหภูมิที่ 25±2 องศาเซลเซียส เปลี่ยน
อาหารทุกๆ 4 สัปดาห์ หลังเพาะเลี้ยงบันทึกผลการทดลองโดยนับจำนวนแคลลัสที่รอดชีวิตโดยแคลลัสที่มี
ชีวิตจะมีสีเขียว และแคลลัสที่ตายจะมีสีน้ำตาล แต่ละปริมาณรังสี เพ่ือหา LD50  ที่ระยะเวลา 4 8 และ 
12 สัปดาห์ วางแผนการทดลองแบบ CRD ทำการทดลอง 2 ซ้ำ ซ้ำละ 60 ชิ้น วิเคราะห์ทางสถิติด้วย

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพ่ือการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกท้ังห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกคร้ังที่มีการนำไปใช้ 



34 

 

วิธีANOVA และเปรียบเทียบค่าเฉลี่ยด้วยวิธี Duncan, s ทีร่ะดับนัยสำคัญ 0.05 เปอร์เซ็นต์ด้วยโปรแกรม
IBM SPSS Statistics 21.0 โดยการคำนวณค่า LD50 จากโปรแกรม GraphPad Prism 8 

3.2.8 การศึกษาความสามารถในการทนแล้งของเมล็ด 
3.2.8.1 ถ่ัวท่าพระสไตโล CIAT 184 

คัดเลือกเมล็ดถั่วท่าพระสไตโล CIAT 184 ที่มีความสมบูรณ์ ทำการฟอกฆ่าเชื้อด้วย
แอลกอฮอล์ 70 เปอร์เซ็นต์ นาน 2 นาที หลังจากนั้นย้ายลงในน้ำกลั่นที่ปราศจากเชื้อที่เติมสารลดแรง 
ตึงผิว 1-2 หยด และสารละลายคลอรอกซ์ 15 เปอร์เซ็นต์ เขย่าอย่างต่อเนื่อง 15 นาที และย้ายเมล็ดลง
ในน้ำกลั่นที่ปราศจากเชื้อ 3 ครั้ง เขย่าอย่างต่อเนื่องครั้งละ 5 นาที ผึ่งเมล็ดถั่วให้แห้ง จากนั้นย้ายลง
อาหารสังเคราะห์สูตรMS ที่ประกอบไปด้วย Polyethylene glycol (PEG)6000 ที่มีความเข้มข้น 0 5 10 
15และ 20 เปอร์เซ็นต์ น้ำตาลซูโครส 30 กรัมต่อลิตร ใช้สำลีเพ่ือการค้ำจุนต้นถั่ว พีเอช 5.8 เพาะเลี้ยงใน
สภาวะที่มีแสง 16 ชั่วโมงต่อวัน และควบคุมอุณหภูมิที่ 25±2 องศาเซลเซียส หลังเพาะเลี้ยง เปลี่ยน
อาหารทุกๆ 4สัปดาห์ บันทึกผลการทดลอง นำผลที่ได้คำนวณหาร้อยละการงอกของเมล็ด วัดความยาว
ยอดและรากด้วยเวอร์เนียร์คาลิปเปอร์ โดยคิดเทียบเป็นร้อยละของเมล็ดที่เพาะเลี้ยงโดยไม่เติม PEG  
เพ่ือหา LD50 เมื่อเพาะเลี้ยงเป็นระยะเวลา 4 สัปดาห์ และ 12 สัปดาห์ โดยดูจากสัณฐานวิทยาของต้นถั่ว 
คือต้นถั่วมีชีวิตจะมีสีเขียว เกิดยอดและรากที่สมบูรณ์ และต้นถั่วที่ไม่รอดชีวิตจะมีสีเหลืองและตายในที่สุด
และหาค่า GR50 เมื่อเพาะเลี้ยงเป็นระยะเวลา 2 สัปดาห์ ดูการงอกของเมล็ด โดยเมล็ดต้องเกิดยอด 
และราก ถ้าเกิดยอดหรือรากเพียงอย่างเดียว จะไม่ทำการตรวจวัด โดยดูร้อยละการงอกของเมล็ด และ
ศึกษาว่าถั่วสามารถทนสภาวะแล้งได้มากสุดที่ PEG ความเข้มข้นเท่าใด วางแผนการทดลองแบบ CRD ทำ
การทดลอง 2 ซ้ำ ซ้ำละ 25 ต้น วิเคราะห์ทางสถิติด้วยวิธี ANOVA และเปรียบเทียบค่าเฉลี่ยด้วยวิธี 
Duncan, s ที่ระดับนัยสำคัญ 0.05 ด้วยโปรแกรม IBM SPSS Statistics 21.0 โดยการคำนวณค่า LD50 
และ GR50 จากโปรแกรม GraphPad Prism 8 

3.2.8.2 ถั่วฮามาต้า 
คัดเลือกเมล็ดถั่วฮามาต้าที่มีความสมบูรณ์ ทำการฟอกฆ่าเชื้อด้วยแอลกอฮอล์ 70

เปอร์เซ็นต์ นาน 2 นาที หลังจากนั้นย้ายลงในน้ำกลั่นที่ปราศจากเชื้อที่เติมสารลดแรงตึงผิว 1-2 หยดและ
สารละลายคลอรอกซ์ 15 เปอร์เซ็นต์ เขย่าอย่างต่อเนื่อง 15 นาที และย้ายเมล็ดลงในน้ำกลั่นที่ปราศจาก
เชื้อ 3 ครั้ง เขย่าอย่างต่อเนื่องครั้งละ 5 นาที ผึ่งเมล็ดถั่วให้แห้ง จากนั้นย้ายลงอาหารสังเคราะห์สูตร MS 
ที่ประกอบไปด้วย Polyethylene glycol (PEG)6000 ที่มีความเข้มข้น 0 5 10 15 และ 20 เปอร์เซ็นต์
น้ำตาลซูโครส 30 กรัมต่อลิตร ใช้สำลีเพ่ือการค้ำจุนต้นถั่ว พีเอช 5.8 เพาะเลี้ยงในสภาวะที่มีแสง 16
ชั่วโมงต่อวัน และควบคุมอุณหภูมิที่ 25±2 องศาเซลเซียส หลังเพาะเลี้ยง เปลี่ยนอาหารทุกๆ 4 สัปดาห์
บันทึกผลการทดลอง นำผลที่ได้คำนวณหาร้อยละการงอกของเมล็ด วัดความยาวยอดและรากด้วยเวอร์
เนียร์คาลิปเปอร์ โดยคิดเทียบเป็นร้อยละของเมล็ดที่ เพาะเลี้ ยงโดยไม่ เติม PEG เพ่ือหา LD50  เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพ่ือการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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เมื่อเพาะเลี้ยงเป็นระยะเวลา 4 สัปดาห์ และ 12 สัปดาห์ โดยดูจากสัณฐานวิทยาของต้นถั่ว คือต้นถั่วมี
ชีวิตจะมีสีเขียว เกิดยอดและรากที่สมบูรณ์ และต้นถั่วที่ไม่รอดชีวิตจะมีสีเหลืองและตายในที่สุดและหาค่า 
GR50 เมื่อเพาะเลี้ยงเป็นระยะเวลา 2 สัปดาห์ ดูการงอกของเมล็ด โดยเมล็ดต้องเกิดยอดและราก ถ้าเกิด
ยอดหรือรากเพียงอย่างเดียว จะไม่ทำการตรวจวัด โดยดูร้อยละการงอกของเมล็ด และศึกษาว่าถั่ว
สามารถทนสภาวะแล้งได้มากสุดที่ PEG ความเข้มข้นเท่าใด วางแผนการทดลองแบบ CRD ทำการทดลอง 
2 ซ้ำ ซ้ำละ 25 ต้น วิเคราะห์ทางสถิติด้วยวิธี ANOVA และเปรียบเทียบค่าเฉลี่ยด้วยวิธี Duncan, s ที่
ระดับนัยสำคัญ 0.05 ด้วยโปรแกรม IBM SPSS Statistics 21.0 โดยการคำนวณค่า LD50 และ GR50 จาก
โปรแกรม GraphPad Prism 8 

3.2.9 การศึกษาความสามารถในการทนแล้งของแคลลัส  
3.2.9.1 ถ่ัวท่าพระสไตโล CIAT 184 

คัดเลือกแคลลัสถั่วท่าพระสไตโล CIAT 184 จากการทดลอง (4.3.1) ที่มีความ
สมบูรณ์ และเป็นชนิด compact callus ย้ายลงอาหารสังเคราะห์สูตร MS ที่ประกอบไปด้วย PEG ที่
ความเข้มข้น 0 2 4 6 8 และ 10 เปอร์เซ็นต์ น้ำตาลซูโครส 30 กรัมต่อลิตร ใช้สำลีเพ่ือการค้ำจุนต้นถั่ว 
พีเอช 5.8 และสารควบคุมการเจริญเติบโต IBA ความเข้มข้น 0.5 มิลลิกรัมต่อลิตร ร่วมกับ สารควบคุม
การเจริญเติบโต TDZ ความเข้มข้น 3 มิลลิกรัมต่อลิตร เพาะเลี้ยงในสภาวะที่มีแสง 16 ชั่วโมงต่อวัน และ
ควบคุมอุณหภูมิ 25±2 องศาเซลเซียส หลังเพาะเลี้ยงบันทึกผลการทดลองโดยนับจำนวนแคลลัสที่รอด
ชีวิตโดยแคลลัสที่มีชีวิตจะมีสีเขียว และแคลลัสที่ตายจะมีสีน้ำตาล แต่ละปริมาณรังสี เพ่ือหา LD50 ที่
ระยะเวลา 16 สัปดาห์ และศึกษาว่าแคลลัสของถั่วสามารถทนสภาวะแล้งได้มากสุดที่ PEG ความเข้มข้น
เท่าใด วางแผนการทดลองแบบ CRD ทำการทดลอง 2 ซ้ำ ซ้ำละ 20 ชิ้นแคลลัส วิเคราะห์ทางสถิติด้วยวิธี 
ANOVA และเปรียบเทียบค่าเฉลี่ยด้วยวิธี Duncan, s ที่ระดับนัยสำคัญ 0.05 ด้วยโปรแกรม IBM SPSS 
Statistics 21.0 โดยการคำนวณค่า LD50 จากโปรแกรม GraphPad Prism 8 

3.2.9.2 ถั่วฮามาต้า 
คัดเลือกแคลลัสถั่วฮามาต้าจากการทดลอง (4.3.2) ที่มีความสมบูรณ์ และเป็นชนิด

compact callus ย้ายลงอาหารสังเคราะห์สูตร MS ที่ประกอบไปด้วย PEG ที่ความเข้มข้น 0 2 4 6  
8 และ 10 เปอร์เซ็นต์ น้ำตาลซูโครส 30 กรัมต่อลิตร ใช้สำลีเพ่ือการค้ำจุนต้นถั่ว พีเอช 5.8 และ 
สารควบคุมการเจริญเติบโต IBA ความเข้มข้น 0.5 มิลลิกรัมต่อลิตร ร่วมกับสารควบคุมการเจริญเติบโต 
TDZ ความเข้มข้น 3 มิลลิกรัมต่อลิตร เพาะเลี้ยงในสภาวะที่มีแสง 16 ชั่วโมงต่อวัน และควบคุมอุณหภูมิที่ 
25±2 องศาเซลเซียส หลังเพาะเลี้ยงบันทึกผลการทดลองโดยนับจำนวนแคลลัสที่รอดชีวิตโดยแคลลัสที่มี
ชีวิตจะมีสีเขียว และแคลลัสที่ตายจะมีสีน้ำตาล แต่ละปริมาณรังสี เพื่อหา LD50  ที่ระยะเวลา 16 สัปดาห์ 
และศึกษาว่าแคลลัสของถั่วสามารถทนสภาวะแล้งได้มากสุดที่ PEG ความเข้มข้นเท่าใด วางแผนการ
ทดลองแบบ CRD ทำการทดลอง 2 ซ้ำ ซ้ำละ 20 ชิ้นแคลลัส วิเคราะห์ทางสถิติด้วยวิธี ANOVA และ

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพ่ือการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกท้ังห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกคร้ังที่มีการนำไปใช้ 



36 

 

เปรียบเทียบค่าเฉลี่ยด้วยวิธี Duncan, s ที่ระดับนัยสำคัญ 0.05 ด้วยโปรแกรม IBM SPSS Statistics 
21.0 โดยการคำนวณค่า LD50 จากโปรแกรม GraphPad Prism 8 

3.2.10 การตรวจสอบลายพิมพ์ดีเอ็นเอด้วยเครื่องหมายโมเลกุลอาร์เอพีดี (RAPD) 
คัดเลือกโคลนที่มีลักษณะแตกต่างไปจากต้นควบคุม สกัดดี เอ็นเอโดยใช้วิธี  CTAB 

ภาคผนวก ข นำดีเอ็นเอที่สกัดได้มาเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอด้วยเครื่องหมายโมเลกุลอาร์พีดี ทำการเตรียม
สารละลายที่เป็นส่วนประกอบในเทคนิคปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรส (PCR) ได้แก่ ไพรเมอร์ ความเข้มข้น
20 พิโคโมลต่อไมโครลิตร จีโนมิคดีเอ็นเอ (Genomic DNA) ความเข้มข้น 100 นาโนกรัม สารละลาย
dNTPs ความเข้มข้น 1.25 มิลลิโมลาร์ พีซีอาร์บัฟเฟอร์ (PCR buffer) ความเข้มข้น 1 เท่า น้ำกลั่น
ปราศจากไอออน (Deionized H20) เอนไซม์ Tag DNA polymerase ความเข้มข้น 0.2 มิลลิลิตร โดยให้
มีปริมาตรรวมเท่ากับ 25 ไมโครลิตร (ตารางที่ 3.3) แล้วนำเข้าเครื่อง DNA thermal cycle เพ่ือเพ่ิม
ปริมาณผลผลิตพีซีอาร์ (PCR product) (ตารางที่ 3.4) ตรวจสอบผลผลิตพีซีอาร์ด้วยวิธีเจลอิเล็กโทรฟอรี
ซิส 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพ่ือการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกท้ังห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกคร้ังที่มีการนำไปใช้ 



37 

 

ตารางที่ 3.1 ชื่อไพรเมอร์และลำดับนิวคลีโอไทด์ของไพรเมอร์เครื่องหมายโมเลกุลอาร์เอพีดีสำหรับ 
                 ถั่วท่าพระสไตโล CIAT 184 

ชื่อไพรเมอร์ ลำดับนิวคลีโอไทด ์

OPA04 5'-AATCGGGCTG-3' 
OPA07 5'-GAAACGGGTG-3' 
OPA09 5'-GGGTAACGCC-3' 
OPA11 5'-CAATCGCCGT-3' 
OPA13 5'-CAGCACCCAC-3' 
OPA14 5'-TCTGTGCTGG-3' 
OPA16 5'-AGCCAGCGAA-3' 
OPA17 5'-GACCGCTTGT-3' 
OPA19 5'-CAAACGTCGG-3' 
OPA20 5'-GTTGCGATCC-3' 
OPC02 5'-GTGAGGCGTC-3' 
OPC05 5'-GATGACCGCC-3' 
OPC08 5'-TGGACCGCTG-3' 
OPD02 5'-TCGGACGTGA-3' 
OPG02 5'-GGCACTGAGG-3' 
OPG04 5'-AGCGTGTCTG-3' 
OPG05 5'-CTGAGACGGA-3' 
OPG08 5'-TCACGTCCAC-3' 
OPG11 5'-TGCCCGTCGT-3' 
OPG12 5'-CAGCTCACGA-3' 
OPG17 5'-ACGACCGACA-3' 
OPG19 5'-GTCAGGGCAA-3' 
OPN04 5'-GACCGACCCA-3' 
OPN06 5'-GAGACGCACA-3' 
OPN07 5'-CAGCCCAGAG-3' 
OPN09 5'-TGCCGGCTTG-3' 
OPN11 5'-TCGCCGCAAA-3' 
OPK11 5'-AATGCCCCAG-3' 
OPK15 5'-CTCCTGCCAA-3' 
OPU03 5'-CTATGCCGAC-3' 
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ตารางท่ี 3.2 ชื่อไพรเมอร์และลำดับนิวคลีโอไทด์ของไพรเมอร์เครื่องหมายโมเลกุลอาร์เอพีดีสำหรับ 
ถั่วฮามาต้า (รัตนภรณ์, 2556) 

ชื่อไพรเมอร์ ลำดับนิวคลีโอไทด ์

OPV02 5’-AGTCACTCC3’ 
OPV03 5’-CTCCCTGCA3’ 
OPH05 5'AGTCGTCCCC3' 
OPN15 5'-CAGCGACTGT3' 
OPY15 5'-AGTCGCCCTT-3' 
OPZ04 5'-AGGCTGTGCT-3' 

ตารางท่ี 3.3 ส่วนประกอบสารเคมีในเครื่องหมายโมเลกุลอาร์เอพีดี ต่อ 1 ตัวอย่าง  
                (รัตนภรณ์, 2556) 

สารเคมี ความเข้มข้นเริ่มต้น ความเข้มข้นสุดท้าย ปริมาตร
(ไมโครลิตร) 

DI water - - 10.6 
dNTPs 1.25 mM 0.16mM 3.2 
Standing Taq buffer 10X 1x 2.5 
Primer 100 µM 1.6 µM 2 
Taq DNA polymerase 5000 U/ml 1 U 0.2 
Magnesium chloride 50 mM 3 mM 1.5 
DNA template - 100 ng 5 
ปริมาตรรวม   25 

ตารางท่ี 3.4 แสดงอุณหภูมิ เวลา และจำนวนรอบในแต่ละขั้นตอนที่ใช้ในเทคนิค PCR 

ขั้นตอน อุณหภูมิ 
(องศาเซลเซียส) 

เวลา 
(นาที) 

จำนวนรอบ 

Pre Denaturing 94 4 1 รอบ 
Denature 94 1  

45 รอบ Annealing 37 1 
Extension 72 1 
Final extension 72 5 1 รอบ 
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บทท่ี 4 
ผลการวิจัยและการอภิปรายผล 

 
4.1 การศึกษาสูตรอาหารสังเคราะห์ท่ีเหมาะสมในการเพาะเลี้ยงเมล็ดเพื่อชักนำให้เกิดยอด 

จำนวนมาก 
4.1.1 ถั่วท่าพระสไตโล CIAT 184 

จากการศึกษาสูตรอาหารสังเคราะห์ที่เหมาะสม ในการเพาะเลี้ยงเมล็ดถั่วท่าพระสไตโล CIAT 
184 ให้เกิดยอดจำนวนมากบนอาหารสังเคราะห์สูตร MS ที่ประกอบไปด้วยเจลแลนกัม 2.6 กรัมต่อลิตร 
น้ำตาลซูโครส 30 กรัมต่อลิตร ค่าพีเอช 5.8 และสารควบคุมการเจริญเติบโตกลุ่มไซโตไคนินคือ BA mT 
และ TDZ ความเข้มข้น 0.5 1 และ 3 มิลลิกรัมต่อลิตร พบว่าหลังจากการเพาะเลี้ยง 5-7 วันเริ่มมีการ 
งอกเจริญ เป็นต้น อ่อน และการใช้สารควบคุมการเจริญ เติบ โตทั้ งสามชนิดให้ผลที่ แตกต่าง 
กันในสัปดาห์ที่ 2 อาหารสังเคราะห์สูตร MS ที่ประกอบด้วยสารควบคุมการเจริญเติบโต BA และ mT 
ความเข้มข้น 0.5 1 และ 3 มิลลิกรัมต่อลิตร มีลักษณะลำต้นผอมและยืดยาว เกิดแคลลัสที่บริเวณราก 
(radicle) ส่วนอาหารสังเคราะห์สูตร MS ที่ประกอบด้วยสารควบคุมการเจริญเติบโต TDZ ทุกความ 
เข้มข้นเกิดต้นใหม่บริเวณราก ในสัปดาห์ที่ 4 (ตารางที่ 4.1) และ (รูปที่ 4.1 ก-ง ) ซึ่ง Rizvi and Singh,  
2000; Parveena et.al. (2012) รายงานว่า TDZ มีประสิทธิภาพในการชักนำให้เกิด organogenesis  
และ somaticem bryogenesis ในถั่วลูกไก่ ( Chick Pea ) ลักษณะการเจริญมีลักษณะลำต้นอวบและ
ต้นเตี้ย (รูปที่ 4.1ข-ง) เนื่องจาก TDZ สามารถช่วยกระตุ้นให้เกิดแคลลัส somatic embryogenesis 
และยอดจำนวนมากโดยใช้ที่ระดับความเข้มข้นต่ำ เมื่อเทียบกับไซโตไคนินตัวอ่ืน ๆ แต่ที่ระดับความ
เข้มข้นสูงอาจส่งผลให้ความแข็งแรงของยอดและพัฒนาการที่เป็นปกติของเอ็มบริโอลดลง (วราภรณ์, 
2552) 

จากการทดลองเมื่อเพาะเลี้ยงเป็นระยะเวลา 8 สัปดาห์ บนอาหารสังเคราะห์สูตร MS ที่ 
ประกอบด้วยสารควบคุมการเจริญเติบโต TDZ พบว่าทุกความเข้มข้นมีการเกิดยอดร้อยละ 100 โดย 
ความเข้มข้น 3 มิลลิกรัมต่อลิตร จำนวนยอด และความยาวยอดเฉลี่ ยมากที่สุดคือ 36.80 ยอดต่อเมล็ด 
และความยาวยอดเฉลี่ย 4.24 เซนติเมตร (ตารางที่ 4.2) (รูปที่ 4.2 ญ) สอดคล้องกับ Basalma. et al. 
(2008) ทำการศึกษาการชักนำเมล็ดให้เกิดยอดในถั่ว (Astragalus cicer L.) โดยเพาะเลี้ยงบนอาหาร 
สังเคราะห์สูตร MS ที่ประกอบด้วยสารควบคุมการเจริญเติบโต TDZ พบว่ามีร้อยละการเกิดยอดสูงสุด 
วราภรณ์ (2552) รายงานว่า TDZ สามารถชักนำให้เกิดยอดได้ในจำนวนที่มากกว่า BA ที่ความเข้มข้น 
เท่ากันในพืชหลายชนิด โดยเฉพาะพืชใบเลี้ยงคู่ ซึ่ง Mok et al. (2000) พบว่าสารที่มีสมบัติคล้ายคลึงกับ 
ไซโตไคนินมาก และสามารถใช้ทดแทน BA ได้ คือ ซีเอทิน (zeatin) หรือ TDZ เป็นอนุพันธ์ของฟีนิลยูเรีย 
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(phenyl urea) มีหมู่  phenyl urea มาแทนที่หมู่  adenine ในไซโตไคนิน  และเป็น non-purine 
cytokinin ที่มีประสิทธิภาพสูงมาก เช่นเดียวกับไซโตไคนินในกลุ่มพิวรีน (purine)  

ตารางที่ 4.1 ผลการชักนำเมล็ดของถั่วท่าพระสไตโล CIAT 184 ให้เกิดยอดบนอาหารสังเคราะห์สูตร MS  
                ที่ประกอบด้วยสารควบคุมการเจริญเติบโต BA mT และ TDZ ที่ความเข้มข้นต่างๆ  
                เมือ่เพาะเลี้ยงเป็นเวลา 4 สัปดาห์ 

BA 
(มก./ล.) 

mT 
(มก./ล.) 

TDZ 
(มก./ล.) 

จำนวน 
เมล็ด 

จำนวน 
และร้อยละ 
การเกิดยอด 

 

ค่าเฉลี่ย
จำนวน 

ยอด/เมล็ด 

ค่าเฉลี่ย
ความยาว
ยอด/เมล็ด 

(ซม.) 

0.5 0 0 60 46 (76.67) 2.80f+0.48 1.54de+0.23 
1 0 0 60 47 (78.33) 2.40f+0.40 3.23ab+0.15 
3 0 0 60 48 (80.00) 7.00e+0.00 3.80a+0.45 
0 0.5 0 60 31 (51.67) 10.00d+0.00 3.46ab+0.47 
0 1 0 60 38 (63.33) 14.00c+0.70 2.34cd+0.12 
0 
0 
0 
0 

3 
0 
0 
0 

0 
0.5 
1 
3 

60 
60  
60 
60 

39 (65.00) 
60 (100) 
60 (100) 
60 (100) 

23.40b+1.43 
25.80b+1.39 
34.80a+0.96 
35.40a+1.07 

2.87ab+0.75 
1.76e+0.14 
0.88e+0.09 
0.76e+0.14 

*หมายเหตุ 1/ ค่าเฉลี่ย + SE แสดงจากการนับ 5 ซ้ำ 
2/ตัวอักษรเหมือนกันในคอลัมน์เดียวกันแสดงว่าค่าเฉลี่ยที่ ได้ไม่มีความแตกต่างกันที่ระดับ    
  นัยสำคัญ 0.05 ซึ่งได้จากการเปรียบเทียบด้วยวิธี Duncan, s 

 

 

 

 

 

 

 

 เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพ่ือการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกท้ังห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกคร้ังที่มีการนำไปใช้ 
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ตารางที่ 4.2 ผลการชักนำเมล็ดของถั่วท่าพระสไตโล CIAT 184 ให้เกิดยอดบนอาหารสังเคราะห์สูตร MS  
                ที่ประกอบด้วยสารควบคุมการเจริญเติบโต BA mT และ TDZ ที่ความเข้มข้นต่างๆ  
                เมื่อเพาะเลี้ยงเป็นเวลา 8 สัปดาห์ 

BA 
(มก./ล.) 

mT 
(มก./ล.) 

TDZ 
(มก./ล.) 

จำนวน 
เมล็ด 

จำนวน 
และร้อยละ 
การเกิดยอด 

 

ค่าเฉลี่ย
จำนวน 

ยอด/เมล็ด 

ค่าเฉลี่ย
ความยาว
ยอด/เมล็ด 

(ซม.) 

0.5 0 0 60 46 (76.67) 3.00f±0.31 2.71c±0.30 
1 0 0 60 47 (78.33) 2.60f±0.24 4.17a±0.10 
3 0 0 60 48 (80.00) 7.20e±0.20 4.16a±0.094 
0 0.5 0 60 31 (51.67) 10.60d±0.40 3.84ab±0.21 
0 1 0 60 38 (63.33) 17.80c±1.24 3.38b±0.13 
0 
0 
0 
0 

3 
0 
0 
0 

0 
0.5 
1 
3 

60 
60  
60 
60 

39 (65.00) 
60 (100) 
60 (100) 
60 (100) 

23.40b±3.20 
25.80b±3.11 
34.80a±1.87 
36.80a±0.83 

4.24a±0.06 
2.73c±0.15 
3.86ab±0.10 
4.24a±0.11 

*หมายเหตุ 1/ ค่าเฉลี่ย + SE แสดงจากการนับ 5 ซ้ำ 
2/ตัวอักษรเหมือนกันในคอลัมน์เดียวกันแสดงว่าค่าเฉลี่ยที่ได้ไม่มีความแตกต่างกันที่ระดับ    
  นัยสำคัญ 0.05 ซึ่งได้จากการเปรียบเทียบด้วยวิธี Duncan, s 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพ่ือการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกท้ังห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกคร้ังที่มีการนำไปใช้ 
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รูปที่ 4.1 การเพาะเลี้ยงถั่วท่าพระสไตโล CIAT 184 บนอาหารสังเคราะห์สูตร MS ที่ประกอบด้วยสาร 
            ควบคุมการเจริญเติบโต TDZ ความเข้มข้น 3 มิลลิกรัมต่อลิตร (ก) เมื่อเพาะเลี้ยงเป็นเวลา 5-7  
            วัน (ข) การเกิดแคลลัสจากส่วนของราก (radicle) (ค) การเกิดต้นใหม่จากแคลลัส เมื่อ 
            เพาะเลี้ยงเป็นระยะเวลา 2 สัปดาห์ (ง) เมื่อเพาะเลี้ยงเป็นระยะเวลา 8 สัปดาห ์

 

 

 

 

 

 

 

 
เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพ่ือการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกท้ังห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกคร้ังที่มีการนำไปใช้ 
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รูปที่ 4.2 การเพาะเลี้ยงถั่วท่าพระสไตโล CIAT 184 บนอาหารสังเคราะห์สูตร MS (ก-ค) BA ความ 

เข้มข้น 0.5 1 และ 3 มิลลิกรัมต่อลิตร (ง-ฉ) mT ความเข้มข้น 0.5 1 และ 3 มิลลิกรัมต่อ 
ลิตร (ช-ญ) และ TDZ ความเข้มข้น 0.5 1 และ 3 มิลลิกรัมต่อลิตร และอาหารสังเคราะห์ที่ 
ปราศจากสารควบคุมการเจริญเติบโต (ฎ) ตามลำดับ เมื่อเพาะเลี้ยงเป็นระยะเวลา 
8 สัปดาห์ 

 

 

 

 

 

 

 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพ่ือการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกท้ังห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกคร้ังที่มีการนำไปใช้ 
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4.1.2 ถั่วฮามาต้า 
จากการศึกษาหาสูตรอาหารสังเคราะห์ที่เหมาะสม ในการเพาะเลี้ยงเมล็ดถั่วฮามาต้าให้เกิด 

ยอดจำนวนมากบนอาหารสังเคราะห์สูตร MS ที่ประกอบด้วยสารควบคุมการเจริญเติบโต BA mT 
และ TDZ ความเข้มข้น 0.5 1 และ 3 มิลลิกรัมต่อลิตร พบว่าหลังจากเพาะเลี้ยง 7 วัน ถั่วฮามาต้า 
เริ่มมีการงอกเจริญเป็นต้นใหม่  (รูปที่  4.3 ก) และเมื่อเพาะเลี้ยงเป็นระยะเวลา 4 สัปดาห์  
(ตารางที่ 4.3) พบว่าทุกสูตรอาหารเมล็ดเริ่มมีการชักนำให้เกิดยอด ซึ่งจะสังเกตว่าสูตรอาหารที่ 
ประกอบด้วย TDZ เกิดแคลลัสที่บริเวณราก ลักษณะแคลลัสสีเขียวแข็ง (รูปที่ 4.3 ข) ซึ่งสอดคล้อง 
กับการเกิด organogenesis บริเวณรากของถั่วฮามาต้า (Scowcroft and Adamson, 1976) 

เมื่อเพาะเลี้ยงเป็นระยะเวลา 8 สัปดาห์ อาหารสังเคราะห์สูตร MS ที่ประกอบด้วยสาร 
ควบคุมการเจริญเติบโต BA และ mT ต้นมีลักษณะผอมและบาง ความสูงใกล้เคียงกันไม่แตกต่างกัน 
มาก อาหารสังเคราะห์สูตร MS ที่ประกอบด้วยสารควบคุมการเจริญเติบโต mT ความเข้มข้น 3 
มิลลิกรัมต่อลิตร สามารถชักนำให้เกิดยอดร้อยละ 88.33 เกิดยอดเฉลี่ยสูงสุด 7.00 ยอดต่อเมล็ด 
ความยาวยอดเฉลี่ย 4.54 เซนติเมตร (ตารางที่ 4.4) (รูปที่ 4.4 ฉ) โดยสูตรอาหารที่ประกอบด้วย BA 
และ mT เกิดแคลลัสบริเวณเนื้อเยื่อรากแคลลัสมีลักษณะสีเหลืองแข็ง (compact callus) เป็น
จำนวนมาก  

สำหรับสูตรอาหารสังเคราะห์สูตร MS ที่ประกอบด้วยสารควบคุมการเจริญเติบโต BA ความ
เข้มข้น 3 มิลลิกรัมต่อลิตร สามารถชักนำให้เกิดยอดร้อยละ 53.33 เกิดยอดเฉลี่ย 3.20 ยอดต่อเมล็ด
ความยาวยอดเฉลี่ย 4.68 เซนติเมตร เมื่อเพาะเลี้ยงเป็นระยะเวลา 8 สัปดาห์ ซึ่งสอดคล้องกับงานวิจัย
ของ รัตนภรณ์ (2556) ทำการเพาะเลี้ยงเมล็ดถั่วฮามาต้าบนอาหารสังเคราะห์สูตร MS ที่ประกอบด้วย 
สารควบคุมการเจริญเติบโต BA ความเข้มข้น 3 มิลลิกรัมต่อลิตร สามารถชักนำให้เกิดยอดเฉลี่ย 4.63 
ยอดต่อเมล็ด ความยาวยอดเฉลี่ย 4.91 เซนติเมตร และสามารถเกิดยอดได้ร้อยละ 75 เมื่อเพาะเลี้ยง  
เป็นระยะเวลา 8 สัปดาห์ โดย Kiran et al. (2010) กล่าวว่าการเกิด somatic embryo และการ 
เจริญต้นใหม่จากเมล็ดถั่วลูกไก่ สามารถชักนำให้เกิดต้นร้อยละ 60 บนอาหารสังเคราะห์สูตร MS ที่
ประกอบด้วยสารควบคุมการเจริญเติบโต BA ความเข้มข้น 2 มิลลิกรัมต่อลิตรร่วมกับกรดแอบซิสิค 
0.5 มิลลิกรัมต่อลิตร 

และสูตรอาหารสังเคราะห์สูตร MS ที่ประกอบด้วยสารควบคุมการเจริญเติบโต TDZ ทุก 
ความเข้มข้น จะมีการชักนำให้เกิดแคลลัสมากกว่าการชักนำให้เกิดราก พบว่าสารควบคุมการ  
เจริญเติบโต TDZ ความเข้มข้น 3 มิลลิกรัมต่อลิตร สามารถชักนำให้เกิดยอดเฉลี่ย 3.40 ยอดต่อเมล็ด 
และความยาวยอดเฉลี่ย 3.39 เมื่อเพาะเลี้ยงเป็นระยะเวลา 8 สัปดาห์ 

จากผลการทดลองพบว่าสารควบคุมการเจริญเติบโต mT สามารถชักนำให้เกิดยอดเฉลี่ย 
สูงสุด ซึ่งมีงายวิจัยหลายการทดลองพบว่า mT เป็นไซโทไคนินชนิดใหม่มีคุณสมบัติช่วยชักนำให้เกิด 
ยอดให้ได้จำนวนมากและสามารถกระตุ้นการเกิดรากได้เช่นกัน (Mala et.al, 2013) โดยสามารถชัก เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพ่ือการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกท้ังห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกคร้ังที่มีการนำไปใช้ 
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นำให้เกิดยอดได้ดีกว่า BA ใน กล้วย (Musa spp.) (Escalona et.al. 2003; Bairu et.al., 2008), 
ขมิ้น (Curcuma longa) (Salvi et.al., 2002) และ กระบองเพชร (Huernia hystrix) (Amoo and 
Staden, 2013) โดยยังไม่มีรายงานในถั่ว 

ตารางที่ 4.3 ผลการชักนำเมล็ดของถั่วฮามาต้าให้เกิดยอดบนอาหารสังเคราะห์สูตร MS ที่ประกอบด้วย 
                สารควบคุมการเจริญเติบโต BA mT และ TDZ ที่ความเข้มข้นต่างๆ เมื่อเพาะเลี้ยงเป็นเวลา  
                4 สัปดาห์ 

BA 
(มก./ล.) 

mT 
(มก./ล.) 

TDZ 
(มก./ล.) 

จำนวน 
เมล็ด 

จำนวน 
และร้อยละ 

การเกิด
ยอด 

ค่าเฉลี่ย
จำนวน 

ยอด/เมล็ด 

ค่าเฉลี่ย
ความยาว
ยอด/เมล็ด 

(ซม.) 

การเกิด
แคลลัส 

0.5 0 0 60 23 (38.33) 2.00cd±0.31 3.51c±0.07 + 
1 0 0 60 35 (58.33) 1.60d±0.2 3.80b±0.20 + 
3 0 0 60 32 (53.33) 2.80bc±0.2 4.28a±0.07 + 
0 0.5 0 60 43 (71.67) 3.40b±0.2 4.32a±0.35 + 
0 1 0 60 46 (76.67) 5.00a±0.31 4.13a±0.04 + 
0 
0 
0 
0 

3 
0 
0 
0 

0 
0.5 
1 
3 

60 
60  
60 
60 

53 (88.33) 
39 (65.00) 
47 (78.33) 
49 (81.67) 

5.80a±0.37 
1.40d±0.24 
1.60d±0.40 
1.80d±0.20 

4.37a±0.05 
2.49e±0.06 
2.69e±0.08 
3.19d±0.05 

+ 
+ 
+ 
+ 

*หมายเหตุ 1/ - ไม่เกิดแคลลัส 
 + เกดิแคลลัส 

2/ ตัวอักษรเหมือนกันในคอลัมน์เดียวกันแสดงว่าค่าเฉลี่ยที่ได้ไม่มีความแตกต่างกันที่ระดับ  
                    นัยสำคัญ 0.05 ซึ่งได้จากการเปรียบเทียบด้วยวิธี Duncan, s 

 
 
 
 

 

 

 
เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพ่ือการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกท้ังห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกคร้ังที่มีการนำไปใช้ 
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ตารางที่ 4.4 ผลการชักนำเมล็ดของถั่วฮามาต้าให้เกิดยอดบนอาหารสังเคราะห์สูตร MS ที่ประกอบด้วย 
                สารควบคุมการเจริญเติบโต BA mT และ TDZ ที่ความเข้มข้นต่างๆ เมื่อเพาะเลี้ยงเป็นเวลา  
                8 สัปดาห์ 

BA 
(มก./ล.) 

mT 
(มก./ล.) 

TDZ 
(มก./ล.) 

จำนวน 
เมล็ด 

จำนวน 
และร้อยละ 

การเกิด
ยอด 

ค่าเฉลี่ย
จำนวน 

ยอด/เมล็ด 

ค่าเฉลี่ย
ความยาว
ยอด/เมล็ด 

(ซม.) 

การเกิด
แคลลัส 

0.5 0 0 60 23 (38.33) 3.75cd+0.75 4.13c±0.01 + 
1 0 0 60 35 (58.33) 2.40cde+0.50 4.42b±0.09 + 
3 0 0 60 32 (53.33) 3.20cde+1.01 4.68a±0.01 + 
0 0.5 0 60 43 (71.67) 4.20bc+0.37a 4.43b±0.06 + 
0 1 0 60 46 (76.67) 5.80ab+0.37 4.39b±0.06 + 
0 
0 
0 
0 

3 
0 
0 
0 

0 
0.5 
1 
3 

60 
60  
60 
60 

53 (88.33) 
39 (65.00) 
47 (78.33) 
49 (81.67) 

7.00a+0.31 
1.60f+0.40 
2.20de+0.73 
3.40cde+0.67 

4.54a±0.06 
3.17e±0.08 
3.48d±0.13 
3.39d±0.05 

+ 
+ 
+ 
+ 

*หมายเหตุ 1/ - ไมเ่กิดแคลลัส 
 + เกิดแคลลัส 

2/ ตัวอักษรเหมือนกันในคอลัมน์เดียวกันแสดงว่าค่าเฉลี่ยที่ได้ไม่มีความแตกต่างกันที่ระดับ 
                    นัยสำคัญ 0.05 ซึ่งได้จากการเปรียบเทียบด้วยวิธี Duncan, s 

 

รูปที่ 4.3 การเพาะเลี้ยงถั่วฮามาต้า (ก) บนอาหารสังเคราะห์สูตร MS ที่ปราศจากสารควบคุมการ 
            เจริญเติบโต (ข) การเกิดแคลลัสจากส่วนของราก ที่เพาะเลี้ยงบนสารควบคุม การเจริญเติบโต  
            TDZ ความเข้มข้น 3 มิลลิกรัมต่อลิตร (ค) การเกิดต้นใหม่จากแคลลัส เมื่อเพาะเลี้ยงบน mT  
            ความเข้มข้น 3 มิลลิกรัมต่อลิตร เป็นระยะเวลา 12 สัปดาห์  
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รูปที่ 4.4 การเพาะเลี้ยงถั่วฮามาต้าบนอาหารสังเคราะห์สูตร MS (ก-ค) BA ความเข้มข้น 0.5 1 และ 3 
            มิลลิกรัมต่อลิตร (ง-ฉ) mT ความเข้มข้น 0.5 1 และ 3 มิลลิกรัมต่อลิตร (ช-ญ) และ TDZ  
            ความเข้มข้น 0.5 1 และ 3 มิลลิกรัมต่อลิตร และอาหารสังเคราะห์ที่ปราศจากสารควบคุม 
            การเจริญเติบโต (ฎ) ตามลำดับ เมื่อเพาะเลี้ยงเป็นระยะเวลา 8 สัปดาห์ 
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4.2 การศึกษาสูตรอาหารที่เหมาะสมในการชักนำราก 
4.2.1 ถั่วท่าพระสไตโล CIAT 184 

จากการเพาะเลี้ยงต้นอ่อนเพ่ือชักนำให้เกิดรากบนอาหารสังเคราะห์สูตร MS ที่ประกอบด้วย
สารควบคุมการเจริญเติบโตกลุ่มออกซินคือ IAA IBA และ NAA ความเข้มข้น 0.1 0.3 และ 0.5 มิลลิกรัม
ต่อลิตร พบว่าเมื่อเพาะเลี้ยงเป็นระยะเวลา 8 สัปดาห์ อาหารสังเคราะห์สูตร MS ที่ประกอบด้วยสาร
ควบคุมการเจริญเติบโต IAA IBA หรือ NAA ทุกความเข้มข้นสามารถชักนำให้เกิดรากได้ทุกสูตรอาหาร
(ตารางที่ 4.5) สารควบคุมการเจริญเติบโต IAA ความเข้มข้น 0.3 มิลลิกรัมต่อลิตร ชักนำรากยาวที่มี
ลักษณะสีขาวปนน้ำตาล (รูปที่ 4.5 ข) สามารถชักนำรากได้ร้อยละ 40 จำนวนรากเฉลี่ยได้มากที่สุด 6.5
รากต่อต้น และความยาวรากเฉลี่ย 1.18 เซนติเมตร ในทำนองเดียวกัน Barik et.al. (2006) ได้ทำการชัก
นำรากในถั่วลูกไก่ เพาะเลี้ยงบนอาหารสังเคราะห์ครึ่ง MS ที่ประกอบด้วยสารควบคุมการเจริญเติบโต 
IAA ความเข้มข้น 0.5 มิลลิกรัมต่อลิตร จากการทดลองพบว่าสามารถชักนำให้เกิดรากเฉลี่ย 3.6 รากต่อ
ต้น ความยาวรากเฉลี่ย 3.90 เซนติเมตร สารควบคุมการเจริญเติบโต IBA ความเข้มข้น 0.5 มิลลิกรัมต่อ
ลิตร สามารถชักนำรากท่ีมีลักษณะยาวสีขาว สามารถชักนำรากได้ร้อยละ 36.67 จำนวนรากเฉลี่ยได้ 5.5 
รากต่อต้นและความยาวรากเฉลี่ย 1.12 เซนติเมตร (รูปที่ 4.5 ฉ) และสารควบคุมการเจริญเติบโต NAA 
ความเข้มข้น 0.3 มิลลิกรัมต่อลิตร สามารถชักนำรากที่มีลักษณะสั้นสีน้ำตาลสามารถชักนำรากได้ร้อยละ 
33.33 จำนวนรากเฉลี่ยได้ 4.40 รากต่อต้นและความยาวรากเฉลี่ย 0.89 เซนติเมตร (รูปที่ 4.5 ฌ) 
Graves et.al. (1978) รายงานว่าจำนวนรากลดลง เมื่อสารควบควบคุมการเจริญเติบโต NAA มีความ
เข้มข้นเพ่ิมขึ้นนั้นเนื่องจากความเข้มข้นของออกซินสูงมีผลยับยั้งการเจริญเติบโตของเนื้ อเยื่อราก มี
รายงานการวิจัยของ Norton and Skiruin (2001) พบว่าความเข้มข้นของสารควบควบคุมการ
เจริญเติบโต NAA ที่มากกว่า 1 มิลลิกรัมต่อลิตร ทำให้รากขององุ่นสายพันธุ์ Norton เกิดรากอ้วนสั้น 
เปราะหักง่าย เมื่อย้ายปลูกลงดิน อีกทั้ งสารควบควบคุมการเจริญเติบโต NAA เป็นออกซินที่มี
ประสิทธิภาพสูงสามารถเคลื่อนย้ายภายในพืชได้ดีและสลายตัวช้าจึงทำให้เป็นพิษต่อชิ้นส่วนพืช 
(Zaerrand Mapes, 1982) และ Hansen and Grossmann (2000) กล่าวว่าความเข้มข้นออกซินสูงจะ
ทำให้การพัฒนาของรากช้าลงและพืชจะผลิตเอทิลีนมากขึ้น 

เมื่อเพาะเลี้ยงเป็นระยะเวลา 4 สัปดาห์ จากการทดลองสังเกตว่าพืชสามารถสร้างยอดใหม่
ร่วมกับการสร้างราก วันทนี (2542) กล่าวว่า สารกลุ่มออกซินเมื่อใช้ในระดับความเข้มข้นที่ ต่ำจะมีผล
กระตุ้นให้เนื้อเยื่อพืชมีการแบ่งเซลล์มากขึ้น ช่วยให้มีการสร้างรากหรือยอดใหม่ขึ้นมาพร้อมกัน ซึ่งมีการ
นำมาใช้ในการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพืชได้สำเร็จ 
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ตารางที่ 4.5 ผลการชักนำยอดของถั่วท่าพระสไตโล CIAT 184 ให้เกิดรากบนอาหารสังเคราะห์สูตร MS 
                 ที่ประกอบด้วยสารควบคุมการเจริญเติบโต IAA IBA และ NAA ที่ความเข้มข้นต่างๆ  
                 เมื่อเพาะเลี้ยงเป็นเวลา 8 สัปดาห์ 

IAA 
(มก./ล.) 

IBA 
(มก./ล.) 

NAA 
(มก./ล.) 

จำนวน 
ต้นที่

เพาะเลี้ยง 

จำนวน 
และร้อยละ 
การเกิดราก 

 

ค่าเฉลี่ย
จำนวน 
ราก/ต้น 

ค่าเฉลี่ย
ความยาว
ราก/ต้น 
(ซม.) 

0.1 0 0 30 4 (13.33) 0.60e+0.84 0.47c+0.20 
0.3 0 0 30 12 (40.00) 6.50a+6.38 1.18ab+0.21 
0.5 0 0 30 12 (40.00) 2.80bcde+2.20 0.88bc+0.05 
0 0.1 0 30 11 (36.67) 4.80abc+0.38 1.12ab+0.14 
0 0.3 0 30 13 (43.33) 3.70bcd+0.59 1.33ab+0.21 
0 0.5 0 30 13 (36.67) 5.50ab+0.70 1.12ab+0.12 
0 0 0.1 30 14 (46.67) 2.70cde+0.57 1.54a+0.32 
0 0 0.3 30 10 (33.33) 4.40abcd+0.45 0.89bc+0.09 
0 0 0.5 30 13 (43.33) 4.00abcd+0.81 1.10ab+0.05 

*หมายเหตุ ตัวอักษรเหมือนกันในคอลัมน์เดียวกันแสดงว่าค่าเฉลี่ยที่ได้ไม่มีความแตกต่างกันที่ระดับ  
  นัยสำคัญ 0.05 ซ่ึงได้จากการเปรียบเทียบด้วยวิธี Duncan, s 
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รูปที่ 4.5 แสดงลักษณะการเจริญเติบโตของรากถั่วท่าพระสไตโล CIAT 184 ที่เพาะเลี้ยงบนอาหารสังเคราะห์สูตร MS (ก-ค) IAA ความเข้มข้น 0.1 0.3 และ  
            0.5 มิลลิกรัมต่อลิตร (ง-ฉ) IBA ความเข้มข้น 0.1 0.3 และ 0.5 มิลลิกรัมต่อลิตร (ช-ญ) และ NAA ความเข้มข้น 0.1 0.3 และ 0.5 มิลลิกรัมต่อลิตร  
            เมื่อเพาะเลี้ยงเป็นระยะเวลา 8 สัปดาห์ 
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4.2.2 ถั่วฮามาต้า  
จากการเพาะเลี้ยงต้นอ่อนเพ่ือชักนำให้เกิดรากบนอาหารสังเคราะห์สูตร MS ที่ประกอบด้วย 

สารควบคุมการเจริญเติบโต IAA IBA และ NAA ความเข้มข้น 0.1 0.3 และ 0.5 มิลลิกรัมต่อลิตร พบว่า 
เมื่อเพาะเลี้ยงเป็นระยะเวลา 8 สัปดาห์ อาหารสังเคราะห์สูตร MS ที่ประกอบด้วยสารควบคุมการ 
เจริญเติบโต IBA ความเข้มข้น 0.3 มิลลิกรัมต่อลิตร สามารถชักนำให้เกิดรากร้อยละ 90 มากที่สุดเฉลี่ย  
7.5 รากต่อต้น ความยาวรากเฉลี่ย 1.20 เซนติเมตรต่อราก (ตารางที่ 4.6 รูปที่ 4.6 จ) เนื่องจาก IBA เป็น 
สารที่แสดงผลของออกซินค่อนข้างต่ำ เคลื่อนย้ายได้ช้ามาก แต่สลายตัวได้รวดเร็ว ซึ่งเป็นลักษณะที่  
เหมาะสมในการชักนำให้เกิดราก (พีรเดช, 2537) และผลเป็นไปในทางเดียวกับ Ahmad et.al. (2012) 
ทำการชักนำให้เกิดรากในกัว (Cyamopsis tetragonoloba) โดยทำการเพาะเลี้ยงในอาหารสังเคราะห์ 
สูตร MS ที่ประกอบด้วยสารควบคุมการเจริญเติบโต IBA ความเข้มข้น 0.62 มิลลิกรัมต่อลิตร สามารถชัก 
นำให้เกิดรากได้มากสุดเฉลี่ย 3 รากต่อต้น และความยาวรากเฉลี่ย 2.5 เซนติเมตรต่อราก เช่นเดียวกับ 
Sheikh et.al. (2015) ทำการชักนำให้เกิดรากในกัวโดยทำการเพาะเลี้ยงในอาหารสังเคราะห์สูตร MS ที่ 
ประกอบด้วยสารควบคุมการเจริญเติบโต IBA ความเข้มข้น 3 มิลลิกรัมต่อลิตร ร่วมกับ BA ความเข้มข้น 
2 มิลลิกรัมต่อลิตร และ GA3 สามารถชักนำให้เกิดรากร้อยละ 72 ส่วนสารควบคุมการเจริญเติบโต NAA 
จากการทดลองสามารถชักนำให้เกิดรากร้อยละ 70 จำนวนรากเฉลี่ย 6.80 รากต่อต้นและความยาวราก  
เฉลี่ย 1.12 เซนติเมตร ที่ความเข้มข้น 0.3 มิลลิกรัมต่อลิตร (รูปที่ 4.6 ญ) และส่วนสารควบคุมการ 
เจริญเติบโต IAA สามารถชักนำให้เกิดรากร้อยละ 40 จำนวนรากเฉลี่ยได้ 3.1 รากต่อต้นและความยาว
รากเฉลี่ย 1.01 เซนติเมตร ที่ระดับความเข้มข้น 0.5 มิลลิกรัมต่อลิตร (รูปที่ 4.6 ค) อย่างไรก็ตาม ความ
เข้มข้นของออกซินที่เหมาะสมจะแตกต่างกันไปตามชนิดพืชโดยต้องไม่สูงเกินไป เพราะถ้าใช้สารที่ มี 
ความเข้มข้นสูงเกินไปจะยับยั้งการเจริญของตา ทำให้ใบเหลือง ร่วง และตายในที่สุด (ปิยะณัฏฐ์  
และคณะ, 2555)  

Bhojwani and Razdan (1996) และรังสฤษฏ์ (2540) แนะนำว่าการเกิดรากจากยอดที่ชัก 
นำได้ในพืชหลายชนิดสามารถเกิดขึ้นได้ดีเมื่อเพาะเลี้ยงบนอาหารสังเคราะห์สูตร MS ที่ลดความเข้มข้น 
ของธาตุอาหารลงครึ่งหนึ่ง หรือ 1/4 ของความเข้มข้น ทั้งนี้เนื่องจากการลดความเข้มข้นของธาตุอาหาร 
ลงเป็นการลดความเข้มข้นของไนโตรเจนที่มีอยู่ในสูตรอาหาร ซึ่งการที่พืชได้รับไนโตรเจนมากเกินไป จะมี 
การเจริญทางด้านลำต้นมาก ในขณะที่รากมีการเจริญน้อย (Hopkin and Huner, 2004) ส่วนความยาว 
รากในทางปฏิบัตินิยมรากที่สั้น มีความยาวไม่เกิน 0.5 เซนติเมตร ทั้งนี้เนื่องจากรากท่ียาวเกินไปอาจขาด 
ระหว่างการย้ายปลูกและทำให้ต้นตายได้ในภายหลัง (Bhojwani and Razdan, 1996) ซึ่งจาการทดลอง 
ยอดที่เพาะเลี้ยงบนอาหารที่เติม IBA มีความยาวรากเพียง 1-2 เซนติเมตร เละไม่มีปัญหารากเปราะหรือ 
ขาดเม่ือนำออกปลูก 
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ตารางที่ 4.6 ผลการชักนำยอดถั่วฮามาต้าให้เกิดรากบนอาหารสังเคราะห์สูตร MS ที่ประกอบด้วย 
                  สารควบคุมการเจริญเติบโต IAA IBA และ NAA ที่ความเข้มข้นต่างๆ เมื่อเพาะเลี้ยงเป็น 
                  เวลา 8 สัปดาห์ 

IAA 
(มก./ล.) 

IBA 
(มก./ล.) 

NAA 
(มก./ล.) 

จำนวน 
ต้นที่

เพาะเลี้ยง 

จำนวน 
และร้อยละ 
การเกิดราก 

 

ค่าเฉลี่ย
จำนวน 
ราก/ต้น 

ค่าเฉลี่ยความ
ยาวราก/ต้น 

(ซม.) 

การเกิด
แคลลัส 

0.1 0 0 10 6 (60.00) 2.70bc+1.39 0.96bc+3.32 - 
0.3 0 0 10 5 (50.00) 3.00bc+2.22 1.28abc+3.07 + 
0.5 0 0 10 4 (40.00) 3.10bc+1.79 1.01bc+2.33 + 
0 0.1 0 10 8 (80.00) 6.00ab+1.36 2.02a+3.38 + 
0 0.3 0 10 9 (90.00) 7.50a+1.34 1.20bc+2.15 - 
0 
0 
0 
0 

0.5 
0 
0 
0 

0 
0.1 
0.3 
0.5 

10 
10 
10 
10 

5 (50.00) 
5 (50.00) 
7 (70.00) 
7 (70.00) 

4.50abc+0.54 
6.10ab+1.08 
6.80ab+0.78 
1.10c+0.97 

0.93bc+3.25 
1.56ab+1.05 
1.12bc+1.77 
0.46c+2.03 

- 
+ 
+ 
+ 

*หมายเหตุ 1/ - ไม่เกิดแคลลัส 
 + เกิดแคลลัส 

2/ ตัวอักษรเหมือนกันในคอลัมน์เดียวกันแสดงว่าค่าเฉลี่ยที่ได้ไม่มีความแตกต่างกันที่ระดับ 
                    นัยสำคัญ 0.05 ซึ่งได้จากการเปรียบเทียบด้วยวิธี Duncan, s 
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รูปที่ 4.6 แสดงลักษณะการเจริญเติบโตของรากถ่ัวฮามาต้าเพาะเลี้ยงบนอาหารสังเคราะห์สูตร MS (ก-ค) IAA ความเข้มข้น 0.1 0.3 และ 0.5 มิลลิกรัมต่อลิตร  
            (ง-ฉ) IBA ความเข้มข้น 0.1 0.3 และ 0.5 มิลลิกรัมต่อลิตร (ช-ญ) และ NAA ความเข้มข้น 0.1 0.3 และ 0.5 มิลลิกรัมต่อลิตร เมื่อเพาะเลี้ยงเป็น 
            ระยะเวลา 12 สัปดาห์ 
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4.3 การศึกษาหาสูตรอาหารสังเคราะห์ท่ีเหมาะสมในการชักนำข้อให้เกิดแคลลัสและยอด 
4.3.1 ถั่วทา่พระสไตโล CIAT 184 

             จากการเพาะเลี้ยงเมล็ดที่เกิดยอดแล้ว นำแต่ละต้นมาตัดเฉพาะส่วนข้อ ยาวประมาณ 1 
เซนติเมตร (รูปที่ 4.7 ก) เมื่อนำชิ้นส่วนข้อมาเพาะเลี้ยงบนอาหารสังเคราะห์สูตร MS ที่ประกอบด้วย
สารควบคุมการเจริญเติบโต IBA ความเข้มข้น 0.5 มิลลิกรัมต่อลิตร ร่วมกับ TDZ ความเข้มข้น 1 3
และ 5 มิลลิกรัมต่อลิตร พบว่าชิ้นส่วนข้อสามารถพัฒนาเกิดเป็นแคลลัสและพัฒนาการเป็นต้นใหม่  
ได้ทุกระดับความเข้มข้น จากการรายงานพบว่าเมื่อสารควบคุมการเจริญเติบโต IBA ใช้ร่วมกับ TDZ
พบว่าสามารถชักนำให้เกิดยอดหลายยอดจากข้อในถั่วหัวช้าง (Cicer arietinum L.) ได้ดีกว่าการใช้
สารควบคุมการเจริญเติบโต TDZ เพียงอย่างเดียว (Sharma and Amla, 1998) จากการทดลอง
หลังจากเพาะเลี้ยงเป็นระยะเวลา 8 สัปดาห์ พบว่าข้อสามารถชักนำให้เกิดแคลลัสและยอด โดยสาร
ควบคุมการเจริญ เติบโต  IBA ความเข้มข้น  0.5 มิลลิกรัมต่อลิตร ร่วมกับ TDZ ความเข้มข้น  
3 มิลลิกรัมต่อลิตร มีร้อยละการเกิดยอดร้อยละ 100 จำนวนยอดและความยาวยอดเฉลี่ยมากที่สุด 
คือ 6.67 ยอดต่อข้อ และความยาวยอดเฉลี่ย 0.52 เซนติเมตร (ตารางที่ 4.7) (รูปที่ 4.7 ค ) ลำต้น  
มีลักษณะเตี้ย โดยสาเหตุที่ความยาวของยอดลดลงน่าจะเกิดจาก TDZ ไปกระตุ้นการทํางานของ 
ไซโตไคนินในชิ้นเนื้อเยื่อมากเกินไปจนส่งผลต่อการยับยั้ งความยาวของยอด ซึ่ง TDZ มีผลต่อ 
เมตาลิซึมของ cytokinin ในเซลล์พืช โดยพบว่าสารควบคุมการเจริญเติบโต TDZ เปลี่ยนสภาพของ
เนื้อเยื่อที่ต้องการ cytokinin มาเป็นสภาวะที่สร้าง cytokinin ได้ด้วยตัวเอง (Huetteman and 
Preece, 1993) และผลยังไปในทางเดียวกับ วราภรณ์ (2552) ทำการเพาะเลี้ยงแคลลัสของถั่วลิมา 
(Phaseoluslunatus) เพาะเลี้ยงบนอาหารที่ประกอบด้วยสารควบคุมการเจริญเติบโต TDZ พบว่า 
สารควบคุมการเจริญเติบโต TDZ สามารถยับยั้งการสลายตัวของ cytokinin และทำให้แคลลัสของถั่ว
ลิมาเจริญเติบโตในอาหารที่ไม่มี cytokinin และสอดคล้องกับรายงานของ Bui van Le (1999)  
ทำการติดตาม TDZ ที่ติดฉลากด้วยสารกัมมันตภาพรังสีในเนื้อเยื่อพบว่า TDZ สามารถอยู่ในสภาพ
เดิมนานถึง 48 ชั่วโมง เมตาบอไลต์ที่สำคัญของ TDZ ในเซลล์พืชคือ อนุพันธุ์ของกลูโคซิล (glucosyl) 
ซึ่งแสดงว่าการทำงานที่คล้าย cytokinin ของ TDZ นั้น ไม่ได้ถูกเปลี่ยนไปเป็น cytokinin ที่เป็น
อนุพันธ์ของอะดีนีน และการที่ยอดที่ได้จากการชักนำของ TDZ มักไม่ยืดตัว จึงเป็นไปได้ว่า TDZ เข้า
ไปรบกวนเมตาบอลิซึมของจิบเบอเรลลินด้วย (Murthy et.al., 1998) เช่นเดียวกับการทดลองเลี้ยง
ส่วนข้อของหญ้าหวานบนอาหารสังเคราะห์สูตร MS ทีป่ระกอบด้วยสารควบคุมการเจริญเติบโต TDZ
ความเข้มข้น 0.2 มิลลิกรัมต่อลิตร สามารถชักนำให้เกิดยอดเฉลี่ยได้สูงสุด 3.8 ยอด มีความสูงเฉลี่ย
3.96 เซนติเมตร และยอดที่ได้จากการชักนำของสารควบคุมการเจริญเติบโต TDZ มักไม่ยืดตัว 
(ไตรรัตน์, 2555)  
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ตารางที่ 4.7 ผลการชักนำข้อของถั่วท่าพระสไตโล CIAT 184 ให้เกิดแคลลัสและยอดบนอาหาร 
                 สังเคราะห์สูตร MS ที่ประกอบด้วยสารควบคุมการเจริญเติบโต IBA ความเข้มเข้น 0.5  
                 มิลลิกรัมต่อลิตร ร่วมกับ TDZ ที่ความเข้มข้นต่างๆ เมื่อเพาะเลี้ยงเป็นเวลา 8 สัปดาห์ 

IBA 
(มก./ล.) 

TDZ 
(มก./ล.) 

จำนวน
ข้อ 

จำนวน 
และร้อยละ 

การเกิดแคลลัส 

จำนวนยอด 
เฉลี่ย/ข้อ 

ค่าเฉลี่ย 
ความยาวยอด 

      (ซม.) 

0.5 
0.5 
0.5 

1 
3 
5 

40 
40 
40 

40 (100) 
40 (100) 
40 (100) 

4.00b±0.19 
6.67a±0.55 
3.06b±0.24 

0.55a±0.36 
0.52a±0.33 
0.49a±0.29 

*หมายเหตุ ตัวอักษรเหมือนกันในคอลัมน์เดียวกันแสดงว่าค่าเฉลี่ยที่ได้ไม่มีความแตกต่างกันที่ระดับ   
 นัยสำคัญ 0.05 ซึ่งได้จากการเปรียบเทียบด้วยวิธี Duncan, s. 
 

 
รูปที่ 4.7 ข้อถั่วท่าพระสไตโล CIAT 184 เพาะเลี้ยงบนอาหารสังเคราะห์สูตร MS ที่ ปราศจาก 
             สารควบคุมการเจริญเติบโต (ก) เมื่อเพาะเลี้ยง 1 สัปดาห์ (ข) IBAความเข้มข้น 0.5 
             มิลลิกรัมต่อลิตร ร่วมกับ TDZ ความเข้มข้น 1 มิลลิกรัมต่อลิตร (ค) IBA ความเข้มข้น 0.5  
             มิลลิกรัมต่อลิตร ร่วมกับ TDZ ความเข้มข้น 3 มิลลิกรัมต่อลิตร (ง) IBA ความเข้มข้น 0.5  
             มิลลิกรัมต่อลิตร ร่วมกับ TDZ ความเข้มข้น 5 มิลลิกรัมต่อลิตร ตามลำดับ เมื่อเพาะเลี้ยง 
             เป็นระยะเวลา 4 สัปดาห์ 
 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพ่ือการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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4.3.2 ถั่วฮามาต้า 
จากการเพาะเลี้ยงเมล็ดที่เกิดยอดแล้ว นำแต่ละต้นมาตัดเฉพาะส่วนข้อ ยาวประมาณ 1

เซนติเมตร (รูปที่ 4.8 ก) เมื่อนำชิ้นส่วนข้อมาเพาะเลี้ยงบนอาหารสังเคราะห์สูตร MS ที่ประกอบด้วย
สารควบคุมการเจริญเติบโต IBA ความเข้มข้น 0.5 มิลลิกรัมต่อลิตร ร่วมกับ TDZ ความเข้มข้น 1 3
และ 5 มิลลิกรัมต่อลิตร พบว่าชิ้นส่วนข้อสามารถพัฒนาเกิดเป็นแคลลัสและพัฒนาการเป็นต้นใหม่ได้
ทุกระดับความเข้มข้น หลักจากเพาะเลี้ยงเป็นระยะเวลา 2 สัปดาห์ ข้อมีการพัฒนาเป็นแคลลัส มี
ลักษณะแข็ง เกาะกันเป็นกลุ่มก้อน กลุ่มเซลล์มีสีเขียว และเป็นแคลลัสได้สมบูรณ์ทั้งชิ้น เมื่อ
เพาะเลี้ยงเป็นระยะเวลา 4 สัปดาห์ สุพรรณี (2532) กล่าวว่าเซลล์ที่ประกอบกันเป็นแคลลัสชนิดที่
เป็น compact callus นี้ มักจะเป็นเซลล์ที่มีไซโตพลาสซึมเข้มข้น และมีออร์แกเนลหนาแน่น และ
แคลลัสชนิดนี้มักจะสามารถพัฒนาเป็นต้นใหม่ได้ง่าย โดยทั่วไปถ้าใช้สารควบคุมการเจริญเติบโต TDZ
ความเข้มข้นต่ำจะได้แคลลัสที่แน่น สีเขียว โดยในรานงานของ Hong (1995) เมื่อใช้สารควบคุมการ
เจริญเติบโต TDZ ความเข้มข้นสูงจะได้แคลลัสที่มีสีเขียว แต่เมื่อเกิดเอ็มบริโอยอดของเอ็มบริโอจะมี
ขนาดเล็กและมีลักษณะชุ่มน้ำ จากการทดลองเมื่อเพาะเลี้ยงเป็นระยะเวลา 8 สัปดาห์ บนอาหาร
สังเคราะห์สูตร MS ที่ประกอบด้วยสารควบคุมการเจริญเติบโต IBA ความเข้มข้น 0.5 มิลลิกรัมต่อ
ลิตร ร่วมกับ TDZ ความเข้มข้น 3 มิลลิกรัมต่อลิตร สามารถชักนำให้เกิดแคลลัสร้อยละ 100 เกิดยอด
เฉลี่ยได้มากที่สุด คือ 13.5 ยอดต่อข้อ ความยาวยอดเฉลี่ย 1.03 เซนติเมตร (ตารางที่ 4.8) (รูปที่ 4.8 
ค) สอดคล้องกับ Lata et al. (2013) ทำการเพาะเลี้ยงชิ้นส่วนข้อของหญ้าหวานบนอาหารสูตร MS 
ทีป่ระกอบด้วยสารควบคุมการเจริญเติบโต TDZ ความเข้มข้น 1 3 5 7 และ 9 มิลลิกรัมต่อลิตร เป็น
เวลา 4 สัปดาห์ พบว่าสารควบคุมการเจริญเติบโต TDZ ความเข้มข้นตํ่าจะชักนําให้เกิดยอดใหม่ได้
จํานวนมากกว่าความเข้มข้นสูงโดยเฉพาะอย่างยิ่งสารควบคุมการเจริญเติบโต TDZ ความเข้มข้นตํ่า
ที่สุดคือ 1 มิลลิกรัมต่อลิตรสามารถชักนําให้เกิดยอดจํานวนมากที่สุดคือ 60.31 ยอดต่อชิ้ น และ
งานวิจัยของ Knyazev et al. (2018) ได้ศึกษาการพัฒนาเป็นต้นใหม่จากแคลลัสที่ พัฒนามาจากใบ
ของ Parasponia andersoniiplanch โดยเพาะเลี้ยงบนอาหารสังเคราะห์สูตร MS ที่ประกอบด้วย
สารควบคุมการเจริญเติบโต IBA ความเข้มข้น 0.05 มิลลิกรัมต่อลิตร ร่วมกับ TDZ ความเข้มข้น 0.2 
มิลลิกรัมต่อลิตร สามารถพัฒนาเป็นยอดเฉลี่ย 3.43 ยอดต่อชิ้น เมื่อเพาะเลี้ยงเป็นระยะเวลา 4 
สัปดาห์ 
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ตารางที่ 4.8 ผลการชักนำข้อของถั่วฮามาต้าให้เกิดแคลลัสและยอดบนอาหารสังเคราะห์สูตร MS  
                 ที่ประกอบด้วยสารควบคุมการเจริญเติบโต IBA ความเข้มเข้น 0.5 มิลลิกรัมต่อลิตร 
                 ร่วมกับ TDZ ที่ความเข้มข้นต่างๆ เมื่อเพาะเลี้ยงเป็นเวลา 8 สัปดาห์ 

IBA 
(มก./ล.) 

TDZ 
(มก./ล.) 

จำนวน 
ข้อ 

จำนวน 
และร้อยละ 

การเกิดแคลลัส 

จำนวนยอด
เฉลี่ย/ข้อ 

ค่าเฉลี่ย 
ความยาวยอด 

(ซม.) 

0.5 
0.5 
0.5 

1 
3 
5 

40 
40 
40 

40 (100) 
40 (100) 

24 (60.00) 

2.25c±0.19 
13.5a±0.14 
6.50b±0.06 

0.58bc±0.04 
1.03a±0.40 
0.71b±0.04 

*หมายเหตุ ตัวอักษรเหมือนกันในคอลัมน์เดียวกันแสดงว่าค่าเฉลี่ยที่ได้ไม่มีความแตกต่างกันที่ระดับ  
 นัยสำคัญ 0.05 ซึ่งได้จากการเปรียบเทียบด้วยวิธี Duncan, s 

 

 
รูปที่ 4.8 ข้อถั่วฮามาต้าเพาะเลี้ยงบนอาหารสังเคราะห์สูตร MS ที่ปราศจากสารควบคุมสารการ 
             เจริญเติบโต (ก) เมื่อเพาะเลี้ยง 1 สัปดาห์ (ข) IBA ความเข้มข้น 0.5 มิลลิกรัมต่อลิตร  
             ร่วมกับ TDZ ความเข้มข้น 1 มิลลิกรัมต่อลิตร (ค) IBA ความเข้มข้น 0.5 มิลลิกรัมต่อลิตร  
             ร่วมกับ TDZ ความเข้มข้น 3 มิลลิกรัมต่อลิตร (ง) IBA ความเข้มข้น 0.5 มิลลิกรัมต่อลิตร  
             ร่วมกับ TDZ ความเข้มข้น 5 มิลลิกรัมต่อลิตร ตามลำดับ เมื่อเพาะเลี้ยงเป็นระยะเวลา  
             4 สัปดาห์ 
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4.4 การศึกษาการเจริญเติบโตของเซลล์แขวนลอย 
4.4.1 ถั่วทา่พระสไตโล CIAT 184 

จากการนำเมล็ดของถั่วท่าพระสไตโล CIAT 184 ที่ผ่านการฟอกฆ่าเชื้อมาเพาะเลี้ยงบน 
อาหารสังเคราะห์สูตร MS ที่ปราศจากสารควบคุมการเจริญเติบโต พบว่าเมื่อเพาะเลี้ยงเป็นระยะเวลา 
7 วัน เมล็ดสามารถเจริญเป็นต้นอ่อนและมีใบเลี้ยงคู่ เมื่อนำใบเลี้ยงมาเพาะเลี้ยงบนอาหารสังเคราะห์ 
สูตร MS ที่ประกอบด้วยสารควบคุมการเจริญเติบโต 2,4-D ความเข้มข้น 0.5 1 3 และ 5 มิลลิกรัมต่อ 
ลิตร (รูปที่ 4.9 ก) ใบเลี้ยงสามารถพัฒนาเกิดเป็นแคลลัสได้ทุกระดับความเข้มข้น โดยสารควบคุมการ 
เจริญเติบโต 2,4-D สามารถชักนำแคลลัสหรือร่วมกับไซโตไคนินได้ (Castillo. et.al., 1998) และ 
Evan et.al. (1981) รายงานว่า 2,4-D เป็นสารควบคุมการเจริญเติบโตในกลุ่มออกซินที่สำคัญในการ 
เพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพืชเพ่ือใช้ในการชักนำให้เกิดแคลลัส โดยจะกระตุ้นกระบวนการแบ่งเซลล์ทำให้  
เซลล์ขยายขนาดจนเกิดเป็นก้อนแคลลัส  

หลังจากเพาะเลี้ยงเป็นระยะเวลา 2 สัปดาห์ ใบเลี้ยงมีการพัฒนาเป็นแคลลัส ที่เกาะกัน
หลวม กลุ่มเซลล์มีสีเหลือง ฉ่ำน้ำ (Friable callus) และเป็นแคลลัสสมบูรณ์ได้ทั้งชิ้นเมื่อเพาะเลี้ยง
เป็นระยะเวลา 8 สัปดาห์ (รูปที่ 4.10 ก-ง) สูตรอาหารที่ประกอบด้วยสารควบคุมการเจริญเติบโต 
2,4-D ความเข้มข้น 1 มิลลิกรัมต่อลิตร มีร้อยละการเกิดแคลลัส 96.67 และน้ำหนักสดมากที่สุด 0.63 
กรัม และสามารถชักนำให้เกิดแคลลัสได้ร้อยละ 97 (ตารางที่4.9) (รูปที่ 10 ข) ซึ่งสอดคล้องกับ
งานวิจัยของ (รัตนาภรณ์, 2554) ได้ศึกษาการเจริญของเซลล์แขวนลอยจากแคลลัสที่เพาะเลี้ยงจาก
ส่วนของใบเลี้ยงของถั่วท่าพระสไตโล CIAT 184 พบว่าสูตรอาหารที่สามารถชักนำให้เกิดแคลลัสได้ดี
ที่สุดคือบนอาหารสังเคราะห์สูตร MS ที่ประกอบด้วยสารควบคุมการเจริญเติบโต 2,4-D ความเข้มข้น 
1 มิลลิกรัมต่อลิตร และงานวิจัยของ Yuan et.al. (2011) ทำการชักนำใบเลี้ยงให้เกิดแคลลัสของ 
Stylosanthes guianensissw.cv. 'Reyan 2 ' บนอาหารสังเคราะห์สูตร MS ที่ประกอบด้วยสาร
ควบคุมการเจริญเติบโต 2,4-D ความเข้มข้น 3 มิลลิกรัมต่อลิตร มีร้อยละการเกิดแคลลัส 74 แคลลัส
มีลักษณะเป็นก้อนสีเหลือง (yellow granule) และ Godwin et. al. (1987) สามารถชักนำให้เกิด
แคลลัสของถั่ว (Stylosanthes scabra Vog) จากส่วนใบโดยเพาะเลี้ยงบนอาหารสังเคราะห์สูตร MS 
ทีป่ระกอบด้วยสารควบคุมการเจริญเติบโต 2,4-D ความเข้มข้น 0.5-2มิลลิกรัมต่อลิตร 
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ตารางที่ 4.9 ผลการชักนำให้เกิดแคลลัสจากใบเลี้ยงของถั่วท่าพระสไตโล CIAT 184 บนอาหาร 
                 สังเคราะห์สูตร MS ที่ประกอบด้วยสารควบคุมการเจริญเติบโต 2,4-D ที่ระดับความ 
                 เข้มข้นต่างๆ เมื่อเพาะเลี้ยงเป็นระยะเวลา 8 สัปดาห์ 

2,4-D 
(มก./ล.) 

จำนวน 
ใบเลี้ยง 

จำนวนและร้อยละ 
การเกิดแคลลัส 

น้ำหนักสดของแคลลัส 
(กรัม) 

0.5 30 27 (90.00) 0.55ab+0.04 
1 30 29 (96.67) 0.63a+0.05 
3 30 28 (93.33) 0.62a+0.18 
5 30 28 (93.33) 0.43c+0.06 

*หมายเหตุ ตัวอักษรเหมือนกันในคอลัมน์เดียวกันแสดงว่าค่าเฉลี่ยที่ได้ไม่มีความแตกต่างกันที่ระดับ 
นัยสำคัญ 0.05 ซึ่งได้จากการเปรียบเทียบด้วยวิธี Ducan, s 

 
 
 

 

รูปที่  4.9 การชักนำแคลลัสจากส่วนของใบเลี้ยง (ก) ใบเลี้ยงถั่วท่าพระสไตโล CIAT 184 เมื่อ 
             เพาะเลี้ยงเป็นระยะเวลา 7 วัน บนอาหารสังเคราะห์สูตร MS ที่ปราศจากสารควบคุมการ 
             เจริญเติบโต (ข) ลักษณะของแคลลัสสีน้ำตาลใส ฉ่ำน้ำ บนอาหารสังเคราะห์สูตร MS ที่ 
             ประกอบด้วยสารควบคุมการเจริญเติบโต 2,4-D ความเข้มข้น 1 มิลลิกรัมต่อลิตร เมื่อ 
             เพาะเลี้ยงเป็นระยะเวลา 8 สัปดาห์ (ค) ลักษณะของแคลลัสสีน้ำตาล แคลลัสที่เกาะกัน  
             แน่น เมื่อเพาะเลี้ยงเป็นระยะเวลา 12 สัปดาห์ 
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รูปที่ 4.10 ใบเลี้ยงถั่วท่าพระสไตโล CIAT 184 อายุ 7 วัน เพาะเลี้ยงบนอาหารสังเคราะห์สูตร MS ที่ 
              ประกอบด้วยสารควบคุมการเจริญเติบโต 2,4-D (ก) ความเข้มข้น 0.5 มิลลิกรัมต่อลิตร  
              (ข) ความเข้มข้น 1 มิลลิกรัมต่อลิตร (ค) ความเข้มข้น 3 มิลลิกรัมต่อลิตร (ง) ความเข้มข้น  
              5 มิลลิกรัมต่อลิตร เมื่อเพาะเลี้ยงเป็นเวลา 4 สัปดาห์ 
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นำแคลลัสจากส่วนใบของถั่วท่าพระสไตโล CIAT 184 จากการทดลอง 4.4.1 เมื่อเพาะเลี้ยง
เป็นระยะเวลา 4 สัปดาห์ ชั่งน้ำหนักสด 0.4 กรัม ทำการแยกแคลลัสโดยตะแกรงขนาด 1 มิลลิเมตร
เซลล์จะหลุดออกเป็นกลุ่มเซลล์เล็กๆ เพาะเลี้ยงในอาหารเหลวสังเคราะห์สูตร MS ที่ประกอบด้วย 
สารควบคุมการเจริญเติบโต 2,4-D ความเข้มข้น 1 มิลลิกรัมต่อลิตร น้ำตาลซูโครส 30 กรัมต่อลิตร
ปริมาตรอาหาร 20 มิลลิลิตร เพาะเลี้ยงบนเครื่องเขย่าที่มีความเร็วรอบ 120 รอบต่อนาที ที่อุณหภูมิ
25±2 องศาเซลเซียส เพ่ือศึกษาระยะการเจริญเติบโตของเซลล์แขวนลอยของถั่ว (ตารางที่ 4.10) 
และ (รูปที่ 4.11 ก) เซลล์จะเกาะกันเป็นกลุ่มขนาดเล็ก และเมื่อเพาะเลี้ยงต่อไปลักษณะของเซลล์
แขวนลอยจะเกาะกันเป็นกลุ่มขนาดใหญ่ขึ้น แยกออกจากกันได้ง่าย และจากการหาค่าน้ำหนักสด 
(รูปที่ 4.12 ก) และค่าน้ำหนักแห้ง (รูปที่ 4.12 ข) ของเซลล์จากการเพาะเลี้ยงที่ระยะเวลาต่างๆ 
พบว่าเซลล์แขวนลอยของถั่วมีการเจริญอย่างรวดเร็วในช่วง 9 -21 วัน น้ำหนักสดเซลล์เพ่ิมมากขึ้น  
ซ่ึงในระยะนี้เป็นช่วง log phase ซ่ึงให้ผลไปในทางเดียวกับงานวิจัยของ Poeaim et al. (1996) 
รายงานว่าการศึกษาระยะการเจริญเติบโตของเซลล์แขวนลอยของข้าวสายพันธุ์ขาวดอกมะลิ 105 ที่
เพาะเลี้ยงในอาหารสูตร N6 ที่ประกอบด้วย 2,4-D ความเข้มข้น 2 มิลลิกรัมต่อลิตร โดยวิธีหาน้ำหนัก
สด และน้ำหนักแห้ง พบว่าระยะ log phase อยู่ที่ช่วงเวลา 6-16 วัน ซึ่งเป็นช่วงที่เซลล์แขวนลอย
เจริญเติบโตอย่างรวดเร็วเหมาะสำหรับนำเซลล์ไปเลี้ยงเป็นต้นใหม่และการแยกโพรโทพลาส จากการ
ทดลองจะเข้าสู่ stationary phase 21-24 วัน และ death phase 27-30 วัน ในวันที่ 21 มีน้ำหนัก
สดและน้ำหนักแห้งสูงสุด 1.0691 กรัมต่อ 20 มิลลิลิตรของอาหาร และ 0.1148 กรัมต่อ 20 
มิลลิลิตรของอาหาร ตามลำดับ อนุรักษ์ (2550) กล่าวว่าเซลล์ที่อยู่ในระยะ log phase เป็นช่วงที่
เซลล์เจริญเติบโตได้อย่างรวดเร็ว เหมาะสำหรับนำไปใช้ในกิจกรรมต่างๆ เช่น เปลี่ยนอาหารใหม่ หรือ
นำไปชักนำให้พัฒนาเป็นต้นใหม่ เมื่อศึกษาเซลล์แขวนลอยที่อายุ 21 วัน ด้วยกล้องจุลทรรศน์แบบ 
Bright-field microscope จะเห็นเซลล์แขวนลอยมีรูปร่างกลมรี และเป็นท่อนยาวอยู่ปะปนกัน 
ลักษณะสีดำและสีใส เนื่องจากการทึบแสงของเซลล์แขวนลอยที่รวมกลุ่มซ้อนทับกัน (รูปที่ 4.11 ข) 
เซลล์แขวนลอยที่เห็นไม่สามารถบอกได้ชัดเจนว่ามีชีวิตหรือไม่จึงตรวจสอบการมีชีวิตของเซลล์
แขวนลอยด้วยสีฟลูออเรสซีนไดอะซิเทต พบว่าจำนวนเซลล์แขวนลอยที่มีชีวิตยังพบได้อยู่ในอาหาร 
แล้วมีเซลล์แขวนลอยที่ตายแล้วอยู่ปะปนในอาหาร เนื่องจากปกติเซลล์ที่มีชีวิตจะมีเอนไซม์เอสเตอร์
เรส(esterase) อยู่ภายในเซลล์ ดังนั้นเมื่อนำเซลล์แขวนลอยมาย้อมด้วยสีฟลูออเรสซีนไดอะซิเทต สีนี้
จะทำปฎิกิริยากับเอนไซม์เอสเตอร์เรสที่อยู่ภายในเซลล์แขวนลอย จากนั้นนำเซลล์แขวนลอยมา
ตรวจดูภายใต้กล้องจุลทรรศน์ที่มีแหล่งกำเนิดแสงฟลูออเรสเซนซ์ เซลล์แขวนลอยที่มีการเรืองแสงจะ
มีสีเหลือง-เขียว แสดงว่าเซลล์นั้นยังมีชีวิตอยู่ (รูปที่ 4.11 ค) แต่ถ้าเซลล์แขวนลอยไม่ติดสีแสดงว่าเป็น
เซลล์แขวนลอยที่ไม่มีชีวิต  
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ตารางท่ี 4.10 ค่าน้ำหนักสด และน้ำหนักแห้งเฉลี่ยของเซลล์แขวนลอยในถั่วท่าพระสไตโล CIAT 184  
                  ที่ เพาะเลี้ยงในอาหารเหลวสังเคราะห์สูตร MS ที่ประกอบด้วยสารควบคุมการ 
                  เจริญเติบโต 2,4-D ความเข้มข้น 1 มิลลิกรัมต่อลิตร เป็นระยะเวลา 30 วัน 

วัน น้ำหนักสดเฉลี่ย 

(0.4 กรัม/ 20 มิลลิลิตร) 

น้ำหนักแห้งเฉลี่ย 

(กรัม/ 20 มิลลิลิตร) 

0 0.40000e±0.00 0.0349e±0.01 

3 0.4494de±0.17 0.0358e±0.00 

6 0.4604de±0.08 0.0366e±0.02 

9 0.5935d±0.07 0.0593c±0.02 

12 0.6099d±0.03 0.0599c±0.03 

15 0.7786c±0.09 0.0934ab±0.01 

18 0.8927bc±0.37 0.0949ab±0.03 

21 1.0691a±0.14 0.1148a±0.01 

24 0.9944ab±0.81 0.0997ab±0.04 

27 0.5642de±0.00 0.0475d±0.02 

30 0.5341de±0.01 0.0444d±0.01 

*หมายเหตุ ตัวอักษรเหมือนกันในคอลัมน์เดียวกันแสดงว่าค่าเฉลี่ยที่ได้ไม่มีความแตกต่างกันที่ระดับ 
 นัยสำคัญ 0.05 ซึ่งได้จากการเปรียบเทียบด้วยวิธี Duncan, s 
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รูปที่ 4.11 การเจริญเติบโตของเซลล์แขวนลอยของถั่วท่าพระสไตโล CIAT 184 ในสูตรอาหารเหลว 
             สังเคราะห์สูตร MS ที่ประกอบด้วยสารควบคุมการเจริญเติบโต 2,4-D ความเข้มข้น 1 
             มิลลิกรัมต่อลิตร (ก) ลักษณะเซลล์แขวนลอยในขวดเพาะเลี้ยง (ข) ลักษณะของเซลล์  
             แขวนลอยภายใต้กล้องจุลทรรศน์ที่กำลังขยาย 400 เท่า เซลล์มีลักษณะ ยาว เป็นรูปท่อน 
             (ค) เซลล์แขวนลอยภายใต้กล้องจุลทรรศน์ฟลูโอเรสเซนต์ที่กำลังขยาย 400 เท่า เซลล์ที่มี 
             ชีวิตเกิดสีเขียวเรืองแสงเมื่อย้อมด้วยสีฟลูออเรสซีนไดอะซิเตต 

 

 

 
รูปที่ 4.12 การเจริญเติบโตของเซลล์แขวนลอยของถั่วท่าพระสไตโล CIAT 184 ในสูตรอาหารเหลว 
              สังเคราะห์สูตร MS ที่ประกอบด้วยสารควบคุมการเจริญเติบโต 2 ,4-D ความเข้มข้น 1  
              มิลลิกรัมต่อลิตร (ก) น้ำหนักสด (ข) น้ำหนักแห้ง 
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4.4.2 ถั่วฮามาต้า 
นำแคลลัสจากส่วนข้อของถั่วฮามาต้าจากการทดลอง 4.3.2 เมื่อเพาะเลี้ยงเป็นระยะเวลา

4 สัปดาห์ ชั่งน้ำหนักสด 0.5 กรัม ทำการแยกแคลลัสโดยตะแกรงขนาด 1 มิลลิเมตร เซลล์จะหลุด
ออกเป็นกลุ่มเซลล์เล็กๆ เพาะเลี้ยงในอาหารเหลวสังเคราะห์สูตร MS ที่ประกอบด้วยสารควบคุมการ
เจริญเติบโต IBA ความเข้มข้น 0.5 มิลลิกรัมต่อลิตร ร่วมกับ TDZ ความเข้มข้น 3 มิลลิกรัมต่อลิตร
น้ำตาลซูโครส 30 กรัมต่อลิตร ปริมาตรอาหาร 25 มิลลิลิตร เพาะเลี้ยงบนเครื่องเขย่าที่มีความเร็ว
รอบ 120 รอบต่อนาที ที่อุณหภูมิ 25±2 องศาเซลเซียส เพ่ือศึกษาระยะการเจริญเติบโตของเซลล์
แขวนลอยของถั่ว พบว่าลักษณะของเซลล์แขวนลอยจะเปลี่ยนแปลงจากสีเหลืองเป็นสีเขียว เซลล์มี
ลักษณะกลม เกาะกันเป็นกลุ่มใหญ่ (รูปที่ 4.13 ก) และจากการหาค่าน้ำสด (ตารางที่ 4.11) และ (รูป
ที่ 4.14 ก) และค่าน้ำหนักแห้ง (รูปที่ 4.14 ข) ของเซลล์จากการเพาะเลี้ยงที่ระยะเวลาต่างๆ ในช่วง 
0-9 วัน เซลล์แขวนลอยอยู่ในระยะ lag phase เมื่อเวลาผ่านไปเซลล์แขวนลอยมีการเจริญต่อเนื่อง 
และมีการเจริญอย่างรวดเร็วในช่วง 15-18 วัน ในระยะนี้เป็นช่วง log phase จากนั้นจะเข้าสู่ระยะ 
stationary phase 18-21 วัน และ death phase 27-30 วัน ในวันที่ 18 มีน้ำหนักสดและน้ำหนัก
แห้งสูงสุด 2.9469 กรัมต่อ 25 มิลลิลิตรของอาหาร และ 0.2742 กรัมต่อ 25 มิลลิลิตรของอาหาร 
ตามลำดับ จากการศึกษาการมีชีวิตของเซลล์แขวนลอย โดยนำเซลล์แขวนลอยอายุ 18 วัน ส่องดูด้วย
กล้องจุลทรรศน์แบบ bright-field microscope จะเห็นเซลล์แขวนลอยมีรูปร่างกลม กลมรี และเป็น
ท่อนยาวอยู่ปะปนกัน ลักษณะสีดำ (รูปที่ 4.13 ข) เซลล์ที่มีชีวิตเกิดสีเขียวเรืองแสงเมื่อย้อมด้วยสี
ฟลูออเรสซีนไดอะซิเตต (รูปที่ 4.13 ค) Steward. et al. (1999) ทำการศึกษาการมีชีวิตของเซลล์
จากเอนไซม์เอสเตอเรสในเซลล์ พบว่าในถั่ว อัลฟัลฟ่า (Medicago sativa L.) มีกิจกรรมเอนไซม์
เอสเตอเรสภายในไซโตพลาสซึมท่ีจะสามารถย่อยสีฟลูออเรสซีนไดอะซิเตตทำให้เกิดสีเขียวเรืองแสง 
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ตารางที่  4 .11 ค่ าน้ ำหนั กสด และน้ ำหนักแห้ งเฉลี่ ยของเซลล์แขวนลอยในถั่ วฮามาต้ า 
                     ของเซลล์ที่เพาะเลี้ยงในอาหารเหลวสังเคราะห์สูตร MS ที่ประกอบด้วยสารควบคุม  
                     การเจริญเติบโต IBA ความเข้มข้น 0.5 มิลลิกรัมต่อลิตร ร่วมกับ TDZ ความเข้มข้น  
                     3 มิลลิกรัมต่อลิตร เป็นระยะเวลา 30 วัน 

วัน น้ำหนักสดเฉลี่ย 

(0.5 กรัม/ 25 มิลลิลิตร) 

น้ำหนักแห้งเฉลี่ย 

(กรัม/ 25 มิลลิลติร) 

0 0.5000g+0.000 0.0544g+0.00 

3 0.559fg+0.25 0.0553g+0.00 

6 0.7193fg+0.34 0.0758f+0.00 

9 0.8455f+0.08 0.0948e+0.00 

12 1.6329e+0.16 0.1798d+0.00 

15 2.4107bc+0.84 0.2592ab+0.00 

18 2.9469a+0.13 0.2742a+0.00 

21 2.5525b+0.13 0.2635ab+0.00 

24 2.1457cd+0.20 0.2524b+0.00 

27 2.1343c+0.13 0.2491b+0.01 

30 1.9400d+0.04 0.2160c+0.00 

*หมายเหตุ ตัวอักษรเหมือนกันในคอลัมน์เดียวกันแสดงว่าค่าเฉลี่ยที่ได้ไม่มีความแตกต่างกันที่ระดับ  
 นัยสำคัญ 0.05 ซึ่งได้จากการเปรียบเทียบด้วยวิธี Duncan, s 
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รูปที่ 4.13 การเจริญเติบโตของเซลล์แขวนลอยของถั่วฮามาต้าในสูตรอาหารเหลวสังเคราะห์สูตร MS 
             ที่ประกอบด้วยสารควบคุมการเจริญเติบโต IBA ความเข้มข้น 0.5 มิลลิกรัมต่อลิตร ร่วมกับ 
             TDZ 3 มิลลิกรัมต่อลิตร (ก) ลักษณะเซลล์แขวนลอยในขวดเพาะเลี้ยง (ข) ลักษณะของ 
             เซลล์แขวนลอยภายใต้กล้องจุลทรรศน์ที่กำลังขยาย 400 เท่า เซลล์มีลักษณะกลม ยาว 
             เป็นรูปท่อน (ค) เซลล์แขวนลอยภายใต้กล้องจุลทรรศน์ฟลูโอเรสเซนต์ที่กำลังขยาย 400 
             เท่า เซลล์ที่มีชีวิตเกิดสีเขียวเรืองแสงเมื่อย้อมด้วยสีฟลูออเรสซีนไดอะซิเตต 

 

 
 

 
รูปที ่4.14 การเจริญเติบโตของเซลล์แขวนลอยของถั่วฮามาต้าในสูตรอาหารเหลวสังเคราะห์สูตร MS 
             ที่ประกอบด้วยสารควบคุมการเจริญเติบโต IBA ความเข้มข้น 0.5 มิลลิกรัมต่อลิตร ร่วมกับ 
             TDZ ความเข้มข้น 3 มิลลิกรัมต่อลิตร (ก) น้ำหนักสด (ข) น้ำหนักแห้ง 
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4.5 การศึกษาหาสูตรอาหารที่เหมาะสมในการชักนำแคลลัสจากการเลี้ยงเซลล์แขวนลอยให้เจริญ 
เป็นต้นใหม่ 
4.5.1 ถั่วฮามาต้า 

จากการนำแคลลัสถั่วฮามาต้าที่ได้จากการทดลอง 4.4.2 ให้พัฒนาเป็นต้นบนอาหาร
สังเคราะห์สูตร MS ที่ประกอบด้วยสารควบคุมการเจริญเติบโต mT และ TDZ ความเข้มข้น 0.5 1
และ 3 มิลลิกรัมต่อลิตร พบว่าลักษณะการเจริญเติบโตของยอดจากแคลลัส 2 สัปดาห์แรก แคลลัสมี
การขยายตัวและมีขนาดใหญ่ (รูปที่ 4.15 ก) เมื่อเพาะเลี้ยงเป็นเวลา 4 สัปดาห์ แคลลัสสีเหลืองอ่อนมี
การพัฒนาเกิดเป็นเซลล์สีเขียว (รูปที่ 4.15 ข) เมื่อเพาะเลี้ยงเป็นระยะเวลา 8 สัปดาห์ (รูปที่ 4.15 ค)
พบว่าการใช้สารควบคุมการเจริญเติบโต mT แคลลัสสามารถพัฒนาเป็นต้นได้บนอาหารทุกสูตรโดย
แคลลัสเริ่มมีการพัฒนาเกิดเป็นยอดจำนวนมากเมื่อเพาะเลี้ยงเป็นระยะเวลา 12 สัปดาห์ (รูปที่ 4.15
ง) สูตรอาหารที่สามารถชักนำให้เกิดยอดได้มากที่สุดคือ อาหารสังเคราะห์สูตร MS ที่ ประกอบด้วย
สารควบคุมการเจริญเติบโต mT ความเข้มข้น 3 มิลลิกรัมต่อลิตร สามารถชักนำให้เกิดยอดร้อยละ
100 เกิดยอดเฉลี่ยได้สูงสุด 5.35 ยอดต่อแคลลัส ความยาวยอดเฉลี่ย 0.85 เซนติเมตรต่อยอด (ตาราง
ที่ 4.12 และ รูปที่ 4.16 ค) และยอดที่ได้จากการเลี้ยงเซลล์แขวนลอย นำมาเพาะเลี้ยงอาหารแข็งสูตร 
MS ที่ประกอบด้วยสารควบคุมการเจริญเติบโต IBA ความเข้มข้น 0.3 มิลลิกรัมต่อลิตร พบว่าสามารถ
ชักนำให้เกิดรากได้ (รูปที่ 4.17 ก-ข) ซึ่งมีรายงานก่อนหน้านี้สำหรับการชักนำเซลล์แขวนลอยในถั่ว 
ฮามาต้าให้กลายเป็นยอด ทำการเพาะเลี้ยงบนอาหารสังเคราะห์สูตร MS ที่ประกอบด้วยสารควบคุม
การเจริญเติบโต BA ความเข้มข้น 1 มิลลิกรัมต่อลิตร สามารถชักนำให้เกิดยอดได้ 7.33 ยอดต่อ
แคลลัส ยอดมีความสูงเฉลี่ย 0.49 เซนติเมตรต่อยอด (รัตนาภรณ์, 2556) และขนิษฐา (2547) ชักนำ
เซลล์แขวนลอยในถั่วฮามาต้าให้กลายเป็นยอด ทำการเพาะเลี้ยงบนอาหารสังเคราะห์สูตร MS  
ที่ประกอบด้วยสารควบคุมการเจริญเติบโต BA ความเข้มข้น 5 มิลลิกรัมต่อลิตร สามารถชักนำให้เกิด
ยอดได้ร้อยละ 96 โดย mT เป็นไซโทไคนินชนิดใหม่มีคุณสมบัติช่วยชักนำให้เกิดยอดให้ได้จำนวนมาก
และสามารถกระตุ้นการเกิดรากได้เช่นกัน (Mala. et.al., 2013) โดยยังไม่มีรายงานในถั่ว 

ส่วนสูตรอาหารที่เพาะเลี้ยงบนอาหารสังเคราะห์สูตร MS ที่ประกอบด้วยสารควบคุมการ
เจริญเติบโต TDZ พบว่าสารควบคุมการเจริญเติบโต TDZ ความเข้มข้น 1 มิลลิกรัมต่อลิตร แคลลัส
สามารถชักนำให้เกิดยอดได้ร้อยละ 85 เกิดยอดเฉลี่ย 0.50 ยอดต่อแคลลัส และความยาวยอดเฉลี่ย
0.06 เซนติเมตร และพบว่าสารควบคุมการเจริญเติบโต TDZ ความเข้มข้น 3 มิลลิกรัมต่อลิตร 
แคลลัสไม่สามารถชักนำให้เกิดยอดได้ 
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ตารางที่ 4.12 ผลการชักนำให้เกิดยอดอ่อนจากแคลลัสจากข้อของถั่วฮามาต้าบนอาหารสังเคราะห์ 
                   สูตร MS ที่ประกอบด้วยสารควบคุมการเจริญเติบโต mT และ TDZ ที่ระดับความ 
                   เข้มข้นต่างๆ เมื่อเพาะเลี้ยงเป็นระยะเวลา 8 สัปดาห์ 

mT 
(มก./ล.) 

TDZ 
(มก./ล.) 

จำนวนชิ้น
แคลลัส 

จำนวนและ
ร้อยละ 

การเกิดยอด 
 

จำนวนยอด
เฉลี่ยต่อ
แคลลัส 

ค่าเฉลี่ยความ
ยาวยอด 
(ซม.) 

0.5 0 20 16 (80.00) 1.70b±1.01 0.15b±0.72 
1 0 20 13 (65.00) 0.45b±0.35 0.10bc±0.06 
3 0 20 20 (100) 5.35a±0.94 0.85a±0.05 
0 0.5 20 6 (30.00) 0.10b±0.10 0.03bc±0.03 
0 1 20 15 (85.00) 0.50b±0.31 0.06bc±0.03 
0 3 20 0 0.00b±0.00 0.00±0.00 

*หมายเหตุ ตัวอักษรเหมือนกันในคอลัมน์เดียวกันแสดงว่าค่าเฉลี่ยที่ได้ไม่มีความแตกต่างกันที่ระดับ 
  นัยสำคัญ 0.05 ซึ่งได้จากการเปรียบเทียบด้วยวิธี Duncan, s 
 
 

 
รูปที่ 4.15 แคลลัสของถั่วฮามาต้าเพาะเลี้ยงบนอาหารสังเคราะห์สูตร MS ที่ประกอบด้วยสารควบคุม 
              การเจริญเติบโต mT ความเข้มข้น 3 มิลลิกรัมต่อลิตร (ก) เมื่อเพาะเลี้ยงเป็นระยะเวลา 2 
              สัปดาห์ (ข) เมื่อเพาะเลี้ยงเป็นระยะเวลา 4 สัปดาห์ (ค) เมื่อเพาะเลี้ยงเป็นระยะเวลา 8 
              สัปดาห์ และ (ง) เมื่อเพาะเลี้ยงเป็นระยะเวลา 12 สัปดาห์ 
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รูปที่ 4.16 แคลลัสของถั่วฮามาต้าเพาะเลี้ยงบนอาหารสังเคราะห์สูตร MS (ก-ค) mT ความเข้มข้น 
              0.5 1 และ 3 มิลลิกรัมต่อลิตร (ง-ฉ) และ TDZ ความเข้มข้น 0.5 1 และ 3 มิลลิกรัมต่อ 
              ลิตร ตามลำดับ เมื่อเพาะเลี้ยงเป็นระยะเวลา 8 สัปดาห์ 
 

 
รูปที่  4.17 ถั่วฮามาต้าที่ เพาะเลี้ยงบนอาหารสังเคราะห์สูตร MS ที่ประกอบด้วยสารควบคุม  
              การเจริญเติบโต IBA ความเข้มข้น 0.3 มิลลิกรัมต่อลิตร ลักษณะรากมีสีขาว รากยาว แตก 
              แขนง เมื่อเพาะเลี้ยงเป็นระยะเวลา 12 สัปดาห์ 
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4.6 การศึกษาผลของปริมาณรังสีแกมมาต่อการเจริญของเมล็ด 
4.6.1 ถั่วท่าพระสไตโล CIAT 184 

จากการนำเมล็ดฉายรังสีแกมมาแบบเฉียบพลันในปริมาณต่างๆ คือ  0 5 10 15 20 30
และ 50 กิโลแรด เพาะเลี้ยงบนอาหารสังเคราะห์สูตร MS ที่ปราศจากสารควบคุมการเจริญเติบโต
หลังจากเพาะเลี้ยงเป็นระยะเวลา 30 วัน พบว่าปริมาณรังสีที่ไปลดการเจริญเติบโตของพืช GR50(30)

และความอยู่รอด LD50(30) มีค่าเท่ากับ 44.38 กิโลแรด และ 38.06 กิโลแรด (ตารางที่ 4.13) (รูปที่
4.18) ซึ่งผลแนวโน้มไปในทางเดียวกับ สุระ (2547) ทำการฉายรังสีแกมมาเมล็ดถั่วเขียวพันธุ์
กำแพงแสน 1 ที่ 0 10 20 30 40 50 60 70 80 และ 100 กิโลแรด พบว่าปริมาณรังสีที่ไปลดการ
เจริญเติบโตของพืช GR50(15) และความอยู่รอด LD50(30) มีค่าเท่ากับ 46 กิโลแรด และ 45 กิโลแรด
ดังนั้นปริมาณรังสีที่เหมาะสมสำหรับใช้ในการปรับปรุงพันธุ์ถั่วเขียวพันธุ์กำแพงแสน 1 ควรอยู่ในช่วง
ไม่เกิน 45-46 กิโลแรด และจากการทดลองยังพบว่าปริมาณรังสี 20 กิโลแรด มีค่าเฉลี่ยความยาวยอด
สูงที่สุดคือ 12.67 เซนติเมตร ซึ่งผลไปทางเดียวกับงานวิจัยของ Beyaz et.al. (2016) ทำการศึกษา
ถั่ว Lathyrus chrysanthus โดยนำเมล็ดฉายรังสีแกมมา 0 5 10 15 20 และ 25 กิโลแรด พบว่า
เมื่อเวลาผ่านไป 14 วัน รังสี 15 กิโลแรด มีร้อยละการงอก การเกิดยอด และการเกิดรากดีที่สุด ซึ่งผล
ของปริมาณรังสีต่ำอาจช่วยกระตุ้นกิจกรรมการสังเคราะห์โปรตีน (Abdel-Hady et.al., 2008) 

เมื่อระยะเวลาผ่านไป 30 วัน ปริมาณรังสี 30 กิโลแรด มีการงอกร้อยละ 71.67 มีค่าเฉลี่ย
ความยาวยอดและความยาวราก คือ 10.50 และ 10.27 เซนติเมตร ตามลำดับ โดยปริมาณรังสี 50
กิโลแรด มีการงอกร้อยละ 46.67 ค่าเฉลี่ยความยาวต้นและความยาวราก คือ 6.29 และ 8.46
เซนติเมตร ตามลำดับ (รูปที่ 4.19) ซึ่ง Chaomei and Yanlin (1993) รายงานว่า ปริมาณรังสีที่
เพ่ิมขึ้นการเจริญเติบโตของพืชจะลดลง มีรายงานว่าการฉายรังสีเมล็ดที่ปริมาณสูง รังสีแกมมาจะ
รบกวนการสังเคราะห์โปรตีน (Xiuzher, 1994) การลำเลียงน้ำในพืช การเปลี่ยนแปลงและการ
สังเคราะห์เอนไซม์ (Rabie et.al., 1996) การผลิตฮอร์โมนที่ใช้ในการเจริญเติบโต และกรดอะซิติก
อินโดลหรือ IAA (Chandorkar and Clark, 1986) 

เมื่อทำการเปรียบเทียบเมล็ดที่ฉายรังสีในปริมาณต่างๆ เพาะเลี้ยงบนอาหารสังเคราะห์
สูตร MS ที่ปราศจากสารควบคุมการเจริญเติบโตและอาหารสังเคราะห์สูตร MS ที่ประกอบด้วยสาร
ควบคุมการเจริญเติบโต TDZ ความเข้มข้น 3 มิลลิกรัมต่อลิตร (ตารางที่ 4.14) พบว่าเมื่อเพาะเลี้ยง
เป็นระยะเวลา 30 วัน เมล็ดที่ปริมาณรังสี 30 กิโลแรด ที่เพาะเลี้ยงใน TDZ (รูปที่ 4.20 และ รูปที่
4.21) สามารถรอดชีวิตได้มากกว่าอาหารที่ปราศจากสารควบคุมการเจริญเติบโต และ TDZ ชักนำให้
เกิดยอดหลายยอดบริเวณราก ทั้งนี้เป็นเพราะ TDZ เป็นสารควบคุมการเติบโตที่มีประสิทธิภาพใน
การชักนำให้เกิดยอดในพืชหลายชนิดรวมทั้งพืชตระกูลถั่ว (Wang et.al., 2008) และ TDZ ยังช่วยให้
ปริมาณรังสี 50 กิโลแรดที่เพาะเลี้ยงบนอาหารสังเคราะห์สูตร MS สามารถรอดชีวิตได้มากขึ้น (รูปที่
4.22) พืชมีร้อยละการรอดชีวิตคือ 92.45 
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ตารางที่ 4.13 ผลของจำนวนรอดชีวิตของเมล็ดถั่วท่าพระสไตโล CIAT 184 ร้อยละการงอก ร้อยละการเกิดยอดและราก และ ค่าเฉลี่ยความยาวยอดและรากหลังจากฉาย 
                  รังสีแกมมาทีป่ริมาณรังสีต่างๆ เพาะเลี้ยงบนอาหารสังเคราะห์สูตร MS ที่ปราศจากสารควบคุมการเจริญเติบโต เมื่อเพาะเลี้ยงเป็นระยะเวลา 30 วัน 

ปริมาณรังสี 
(Krad) 

จำนวน
เมล็ด 

จำนวนและ
ร้อยละ 
การงอก 

จำนวนและ
ร้อยละการ
รอดชีวิต 

จำนวนและ
ร้อยละ 

การเกิดยอด 

ค่าเฉลี่ย 
ความยาวยอด 

(ซม.) 

จำนวนและ
ร้อยละ 

การเกิดราก 

ค่าเฉลี่ย 
ความยาวราก 

(ซม.) 

0(control) 60 60 (100) 60 (100) 60 (100) 11.32b±0.17 60 (100) 11.09a±0.12 

5 60 60 (100) 60 (100) 54 (90.00) 11.15b±0.14 60 (100) 10.81ab±0.07 

10 60 60 (100) 60 (100) 50 (83.33) 11.10b±0.19 60 (100) 10.54bc±0.14 

15 60 57 (95.00) 54 (94.73) 47 (82.45) 11.04bc±0.11 55 (96.49) 10.53bc±0.25 

20 60 57 (95.00) 47 (82.45) 44 (77.19) 12.67a±0.22 55 (96.49) 10.40bc±0.05 

30 60 43 (71.67) 27 (62.79) 30 (69.76) 10.50d±0.14 25 (58.13) 10.27c±0.07 

50 60 28 (46.67) 9 (32.14) 13 (46.42) 6.29e±0.26 12 (42.85) 8.46d±0.18 

*หมายเหตุ 1/ ค่าเฉลี่ย + SE แสดงจากการนับ 10 ซ้ำ 
2/ตัวอักษรเหมือนกันในคอลัมน์เดียวกันแสดงว่าค่าเฉลี่ยที่ได้ไม่มีความแตกต่างกันที่ระดับนัยสำคัญ 0.05 ซึ่งได้จากการเปรียบเทียบด้วยวิธี Duncan, s 
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รูปที่ 4.18 ความสัมพันธ์ระหว่างรังสีกับการงอก และความอยู่รอดของเมล็ดถั่วท่าพระสไตโล CIAT 
              184 ที่ผ่านการฉายรังสีแกมมาปริมาณต่างๆ เพาะเลี้ยงบนอาหารสังเคราะห์สูตร MS  
              ที่ปราศจากสารควบคุมการเจริญเติบโต เมื่อเพาะเลี้ยงเป็นระยะเวลา 30 วัน 

 

รูปที่ 4.19 การเจริญเป็นต้นจากเมล็ดของถั่วท่าพระสไตโล CIAT 184 หลังจากฉายรังสีแกมมาใน 
              ปริมาณต่างๆ เพาะเลี้ยงบนอาหารสังเคราะห์สูตร MS ที่ปราศจากสารควบคุม 
              การเจริญเติบโต เมื่อเพาะเลี้ยงเป็นระยะเวลา 30 วัน 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพ่ือการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกท้ังห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกคร้ังที่มีการนำไปใช้ 



 

 

ตารางที่ 4.14 ผลของจำนวนรอดชีวิตของเมล็ดถั่วท่าพระสไตโล CIAT 184 ร้อยละการงอก ร้อยละการเกิดยอดและราก และ ค่าเฉลี่ยความยาวยอดและรากหลังจากฉาย 
                  รังสีแกมมาที่ปริมาณรังสีต่างๆ เพาะเลี้ยงบนอาหารสังเคราะห์สูตร MS ที่ประกอบด้วยสารควบคุมการเจริญเติบโต TDZ ความเข้มข้น 3 มิลลิกรัมต่อลิตร 
                  เมื่อเพาะเลี้ยงเป็นระยะเวลา 60 วัน 

ปริมาณรังสี 
(Krad) 

จำนวน
เมล็ด 

จำนวนและ
ร้อยละ 
การงอก 

 

จำนวน
และร้อยละ
การรอด

ชีวิต 
 

จำนวนและ
ร้อยละ 

การเกิดยอด 
 

ค่าเฉลี่ย 
ความยาวยอด 

(ซม.) 

จำนวนและ
ร้อยละ 

การเกิดราก 
 

ค่าเฉลี่ย 
ความยาวราก 

(ซม.) 

TDZ3 (control) 60 60 (100) 60 (100) 60 (100) 3.66b±0.75 60 (100) 1.78a±0.05 

5 60 60 (100) 60 (100) 60 (100) 3.74b±0.92 60 (100) 1.74a±0.41 

10 60 60 (100) 60 (100) 60 (100) 3.71b±1.01 60 (100) 1.72a±1.40 

15 60 60 (100) 60 (100) 60 (100) 4.49a±1.42 60 (100) 1.63ab±0.50 

20 60 57 (95.00) 60 (100) 57 (100) 3.58ab±0.81 57 (100) 1.47bc±1.05 

30 60 57 (95.00) 60 (100) 57 (100) 3.28c±1.64 57 (100) 1.35c±0.45 

50 60 53 (88.33) 49 (92.45) 53 (100) 2.75d±1.23 53 (100) 1.28c±0.29 

*หมายเหตุ 1/ ค่าเฉลี่ย + SE แสดงจากการนับ 10 ซ้ำ 
2/ตัวอักษรเหมือนกันในคอลัมน์เดียวกันแสดงว่าค่าเฉลี่ยที่ได้ไม่มีความแตกต่างกันที่ระดับนัยสำคัญ 0.05 ซึ่งได้จากการเปรียบเทียบด้วยวิธี 

Duncan, s 
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เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพ่ือการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกท้ังห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกคร้ังที่มีการนำไปใช้ 
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รูปที่ 4.20 แสดงความยาวยอดจากเมล็ดของถั่วท่าพระสไตโล CIAT 184 หลังจากฉายรังสีแกมมาใน 
              ปริมาณรังสีต่างๆ เพาะเลี้ยงบนอาหารสังเคราะห์สูตร MS ที่ปราศจากสารควบคุมการ 
              เจริญเติบโต และที่ประกอบด้วยสารควบคุมการเจริญเติบโต TDZ ความเข้มข้น 3 
              มิลลิกรัมต่อลิตร เมื่อเพาะเลี้ยงเป็นระยะเวลา 60 วัน 

 
รูปที่ 4.21 แสดงความยาวรากจากเมล็ดของถั่วท่าพระสไตโล CIAT 184 หลังจากฉายรังสีแกมมาใน 
             ปริมาณรังสีต่างๆ เพาะเลี้ยงบนอาหารสังเคราะห์สูตร MS ที่ปราศจากสารควบคุมการ 
             เจริญเติบโต และที่ประกอบด้วยสารควบคุมการเจริญเติบโต TDZ ความเข้มข้น 3 
             มิลลิกรัมต่อลิตร เมื่อเพาะเลี้ยงเป็นระยะเวลา 60 วัน 

 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพ่ือการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกท้ังห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกคร้ังที่มีการนำไปใช้ 
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รูปที่ 4.22 การเจริญเป็นต้นจากเมล็ดของถั่วท่าพระสไตโล CIAT 184 หลังจากฉายรังสีแกมมาใน 
              ปริมาณรังสีต่างๆ เพาะเลี้ยงบนอาหารสังเคราะห์สูตร MS ที่ ประกอบด้วยสารควบคุม 
              การเจริญเติบโต TDZ ความเข้มข้น 3 มิลลิกรัมต่อลิตร เมื่อเพาะเลี้ยงเป็นระยะเวลา  
              60 วัน 

4.6.2 ถั่วฮามาต้า 
จากการนำเมล็ดฉายรังสีแกมมาแบบเฉียบพลันในปริมาณต่างๆ คือ 0 5 10 15 20 

25 30 และ 45 กิโลแรด เพาะเลี้ยงบนอาหารสังเคราะห์สูตร MS ที่ปราศจากสารควบคุมการ
เจริญเติบโตหลังจากเพาะเลี้ยงเป็นระยะเวลา 30 วัน พบว่าเมล็ดที่ได้รับปริมาณรังสี 34.95 กิโลแรดมี
การงอกลดลง 50 เปอร์เซ็นต์ (GR50) (ตารางที่ 4.15) (รูปที่ 4.23) ซึ่งสอดคล้องกับ Kimno and 
Chepkoech (2014) ได้ทำการปรับปรุงพันธุ์ข้าวฟ่าง (Sorghum bicolar L.) โดยนำเมล็ดฉายรังสี
แกมมาที่ 0 20 40 และ 60 กิโลแรด พบว่าเมื่อเวลาผ่านไป 2 สัปดาห์ เมล็ดข้าวฟ่างที่ได้รับปริมาณ
รังสี 40 กิโลแรด การงอกลดลง 50 เปอร์เซ็นต์ และจากการศึกษาของ Beyaz et.al. (2016) 
ทำการศึกษาถั่ว (Lathyrus chrysanthus) โดยนำเมล็ดฉายรังสีแกมมา 0 5 10 15 20 และ 25 กิโล
แรด พบว่าเมื่อเวลาผ่านไป 2 สัปดาห์ เมล็ดที่ได้รับรังสี 25 กิโลแรด ทำให้ร้อยละการงอก ความยาว
ต้น และความยาวรากลดลงและยังส่งผลให้ปริมาณคลอโรฟิลล์ลดลงด้วย Chaomei and Yanlin 
(1993) กล่าวว่าร้อยละการงอกของเมล็ดจะลดลงเมื่อปริมาณรังสีเพ่ิมขึ้น โดยทั่วไปค่าร้อยละการอยู่
รอดลดลงเมื่อได้รับปริมาณรังสีเพ่ิมขึ้น ความทนทานต่อปริมาณรังสียังขึ้นอยู่กับสายพันธุ์ เช่นในเมล็ด
ลำไยที่ได้รับรังสีแกมมาปริมาณ 6 กิโลแรด พบว่าต้นกล้าในแปลงอายุ 16 เดือนของพันธุ์ดอและพันธุ์
ชมพูมีร้อยละการอยู่รอดน้อยกว่าพันธุ์แห้วและพันธุ์เบี้ยวเขียว (ประภาพร, 2538) ต้นกล้าถั่วเขียว
พันธุ์ กพส 1 มีร้อยละการอยู่รอดสูงกว่าต้นกล้าพันธุ์ มทส 1 และพันธุ์ชัยนาท 1 เมื่อเมล็ดได้รับรังสี
แกมมาปริมาณ 60 กิโลแรด (บัณฑิต, 2545) 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพ่ือการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกท้ังห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกคร้ังที่มีการนำไปใช้ 
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เมื่อเพาะเลี้ยงเป็นระยะเวลา 30 วัน ค่า LD50(30) มีค่าเท่ากับ 28.38 กิโลแรด (รูป
ที่ 4.23 และ รูป 4.24) พบว่าเมื่อปริมาณรังสีเพิ่มข้ึนคือ รังสี 30 และ 45 กิโลแรด ความยาวยอดและ
ความยาวรากลดลงอย่างเห็นได้ชัด ซึ่งผลเป็นไปในทางเดียวกับ Cheema and Atta (2003) ทำการ
เพาะเลี้ยงข้าว 3 สายพันธุ์ คือ Basmati 370 Basmati Pak และ Super Basmati ฉายรังสีเมล็ด 15 
20 25 และ 30 กิโลแรด พบว่าความอยู่รอด LD50 มีค่าเท่ากับ 24 23 และ 22 กิโลแรด ตามลำดับ
พบว่าปริมาณรังสี 20 และ 25 กิโลแรด ซึ่งเป็นปริมาณรังสีที่สูงที่ ให้ ให้ค่ากลายพันธุ์สูงสุด 
เช่นเดียวกับ สุมนา และคณะ (2555) ปรับปรุงถั่วเขียวพันธุ์ชัยนาท 84-1 ที่ผ่านการฉายรังสีแกมมา
ปริมาณรังสี 50 กิโลแรด ทำให้ถั่วเขียวให้มีผลผลิตสูง ขนาดเมล็ดใหญ่เหมาะสำหรับการแปรรูปเป็น
วุ้นเส้นและถั่วงอก และ Rajarajanc et.al. (2016) ทำการปรับปรุงพันธุ์ข้าวโดยการนำเมล็ดข้าวฉาย
รังสี 0 15 20 25 30 และ 35 กิโลแรด หลังจากเพาะเลี้ยงเป็นระยะเวลา  2 สัปดาห์ LD50(2) มีค่า
เทา่กับ 30 กิโลแรด  

เมื่ อทำการเปรียบ เที ยบ เมล็ดที่ ฉายรังสี ในปริมาณ ต่ างๆ เพาะเลี้ ยงบน 
อาหารสังเคราะห์สูตร MS ที่ปราศจากสารควบคุมการเจริญเติบโตและอาหารสังเคราะห์สูตร MS  
ที่ประกอบด้วยสารควบคุมการเจริญเติบโต mT ความเข้มข้น 3 มิลลิกรัมต่อลิตร พบว่าเมื่อเพาะเลี้ยง
เป็นระยะเวลา 60 วัน เมล็ดในปริมาณรังสี 25 30 และ 50 กิโลแรด ที่เพาะเลี้ยงใน mT (ตารางที่
4.16) สามารถเจริญเติบโตได้ดีกว่าอาหารที่ปราศจากสารควบคุมการเจริญเติบโต และ เมื่อเพาะ 
เลี้ยงบนอาหารสังเคราะห์สูตร MS ที่ประกอบด้วยสารควบคุมการเจริญเติบโต mT ความเข้มข้น 3
มิลลิกรัมต่อลิตร ให้ค่าเฉลี่ยความยาวยอด (รูปที่ 4.25) และค่าเฉลี่ยความยาวราก (รูปที่ 4.26) เพ่ิม
มากขึ้น ทำให้ให้พืชสามารถรอดชีวิตได้มากขึ้นถึงแม้พืชจะถูกฉายรังสีในปริมารรังสีที่สูง (รูปที่ 4.27) 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพ่ือการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกท้ังห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกคร้ังที่มีการนำไปใช้ 



 

 

ตารางที่ 4.15 ผลของจำนวนรอดชีวิตของเมล็ดถั่วฮามาต้า ร้อยละการงอก ร้อยละการเกิดยอดและรากเฉลี่ย และ ค่าเฉลี่ยความยาวยอดและรากหลังจากฉายรังสีแกมมา 
                  ทีป่ริมาณรังสีต่างๆ เพาะเลี้ยงบนอาหารสังเคราะห์สูตร MS ที่ปราศจากสารควบคุมการเจริญเติบโต เมื่อเพาะเลี้ยงเป็นระยะเวลา 30 วัน 

ปริมาณรังสี 
(Krad) 

จำนวน
เมล็ด 

จำนวนและ
ร้อยละ 
การงอก 

 

จำนวนและ
ร้อยละ 

การรอดชวิีต 
 

จำนวนและ
ร้อยละ 

การเกิดยอด 
 

ค่าเฉลี่ย 
ความยาวยอด 

(ซม.) 

จำนวนและ
ร้อยละ 

การเกิดราก 
 

ค่าเฉลี่ยความ
ยาวราก 
(ซม.) 

0(control) 60 60 (100) 60 (100) 60 (100) 6.80a±0.70 60 (100) 5.46a±0.10 

5 60 60 (100) 60 (100) 55 (91.67) 6.25b±0.66 38 (63.33) 3.44b±0.35 

10 60 59 (98.33) 56 (93.91) 37 (62.71) 4.23c±0.40 37 (62.71) 3.48b±0.15 

15 60 58 (96.67) 48 (82.75) 31 (53.44) 3.67d±0.52 33 (56.89) 3.11b±0.75 

20 60 54 (90.00) 44 (81.48) 28 (51.85) 3.53de±0.50 25 (46.29) 2.57c±1.27 

25 60 51 (85.00) 34 (66.67) 23 (45.09) 3.10e±1.10 11 (21.56) 1.14d±0.65 

30 60 40 (66.67) 17 (42.50) 13 (32.50) 2.14f±1.45 8 (20.00) 1.12d±0.64 

45 60 17 (28.33) 4 (23.52) 3 (17.64) 1.14g±0.57 2 (11.76) 0.50e±0.56 

*หมายเหตุ ตัวอักษรเหมือนกันในคอลัมน์เดียวกันแสดงว่าค่าเฉลี่ยที่ได้ไม่มีความแตกต่างกันที่ระดับนัยสำคัญ 0.05 ซึ่งได้จากการเปรียบเทียบ 
ด้วยวิธี Duncan, s 
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เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพ่ือการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกท้ังห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกคร้ังที่มีการนำไปใช้ 
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รูปที่ 4.23 ความสัมพันธ์ระหว่างรังสีกับการงอก และความอยู่รอดของเมล็ดถั่วฮามาต้าที่ผ่านการฉายรังสี  
              แกมมาปริมาณรังสีต่างๆ เพาะเลี้ยงบนอาหารสังเคราะห์สูตร MS ที่ปราศจากสารควบคุมการ 
              เจริญเติบโต เมื่อเพาะเลี้ยงเป็นระยะเวลา 30 วัน 

 

 
รูปที่ 4.24 การเจริญเป็นต้นจากเมล็ดของถั่วฮามาต้าหลังจากฉายรังสีแกมมาในปริมาณรังสีต่างๆ เพาะเลี้ยง 
             บนอาหารสังเคราะห์สูตร MS ที่ปราศจากสารควบคุมการเจริญเติบโตเมื่อเพาะเลี้ยงเป็นระยะเวลา 
             30 วัน 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพ่ือการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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ตารางที่ 4.16. ผลของจำนวนรอดชีวิตของเมล็ดถั่วฮามาต้า ร้อยละการงอก ร้อยละการเกิดยอดและรากเฉลี่ย และ ค่าเฉลี่ยความยาวยอดและรากหลังจากฉายรังสี 
                 แกมมาที่ปริมาณรังสีต่างๆ เพาะเลี้ยงบนอาหารสังเคราะห์สูตร MS ที่ประกอบด้วยสารควบคุมการเจริญเติบโต mT ความเข้มข้น 3 มิลลิกรัมต่อลิตร เมื่อ 
                 เพาะเลี้ยงเป็นระยะเวลา 30 วัน 

ปริมาณรังสี 
(Krad) 

จำนวน
เมล็ด 

จำนวนและ
ร้อยละ 
การงอก 

 

จำนวนและ
รอ้ยละการ
รอดชวิีต 

 

จำนวนและ
ร้อยละ 

การเกิดยอด 
 

ค่าเฉลี่ยความ
ยาวยอด 
(ซม.) 

จำนวนและ
ร้อยละ 

การเกิดราก 
 

ค่าเฉลี่ย
ความยาว

ราก 
(ซม.) 

mT3(control) 60 60 (100) 60 (100) 60 (100) 8.80a±1.44 60 (100) 3.51a±1.15 

5 60 60 (100) 60 (100) 56 (93.33) 8.29a±0.05 35 (58.33) 2.06b±0.35 

10 60 59 (98.33) 59 (98) 46 (77.96) 6.95b±0.60 38 (64.40) 2.25b±1.12 

15 60 58 (96.67) 51 (85) 37 (63.79) 5.55c±1.27 40 (68.96) 2.43b±0.75 

20 60 59 (98.33) 48 (80) 28 (47.45) 4.14d±1.25 40 (67.79) 2.36b±1.52 

25 60 57 (95.00) 47 (78) 30 (52.63) 4.64d±0.70 38 (66.67) 2.32b±0.11 

30 60 49 (81.66) 31 (52) 28 (57.14) 5.95c ±0.50 45 (91.83) 3.26a±0.30 

45 60 34 (56.67) 30 (50) 21 (61.72) 5.52c±0.26c 22 (64.40) 3.21b±0.35 

*หมายเหตุ 1/ ค่าเฉลี่ย + SD แสดงจากการนับ 10 ซ้ำ 
2/ตัวอักษรเหมือนกันในคอลัมน์เดียวกันแสดงว่าค่าเฉลี่ยที่ได้ไม่มีความแตกต่างกันที่ระดับนัยสำคัญ 0.05 ซึ่งได้จากการเปรียบเทียบด้วยวิธี  

                   Duncan, s 
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รูปที่ 4.25 แสดงความยาวยอดจากเมล็ดของถั่วฮามาต้า หลังจากฉายรังสีแกมมาในปริมาณรังสีต่างๆ 
             เพาะเลี้ยงบนอาหารสังเคราะห์สูตร MS ที่ปราศจากสารควบคุมการเจริญเติบโต และที่ 
             ประกอบด้วยสารควบคุมการเจริญเติบโต mT ความเข้มข้น 3 มิลลิกรัมต่อลิตร เมื่อ 
             เพาะเลี้ยงเป็นระยะเวลา 30 วัน 

 
รูปที่ 4.26 แสดงความยาวรากเมล็ดของถั่วฮามาต้า หลังจากฉายรังสีแกมมาในปริมาณรังสีต่างๆ 
              เพาะเลี้ยงบนอาหารสังเคราะห์สูตร MS ที่ปราศจากสารควบคุมการเจริญเติบโต และที่ 
              ประกอบด้วยสารควบคุมการเจริญ เติบโต mT ความเข้มข้น 3 มิลลิกรัมต่อลิตร  
              เมื่อเพาะเลี้ยงเป็นระยะเวลา 30 วัน 
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รูปที่ 4.27 การเจริญเป็นต้นจากเมล็ดของถั่วฮามาต้าหลังจากฉายรังสีแกมมาในปริมาณรังสีต่างๆ 
              เพาะเลี้ยงบนอาหารสังเคราะห์สูตร MS ที่ประกอบด้วยสารควบคุมการเจริญเติบโต mT 
              ความเข้มข้น 3 มิลลิกรัมต่อลิตร เมื่อเพาะเลี้ยงเป็นระยะเวลา 30 วัน 
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4.7 การศึกษาผลของปริมาณรังสีแกมมาต่อการเจริญของแคลลัส 

 4.7.1 ถั่วท่าพระสไตโล CIAT 184 
 จาการนำแคลลัสฉายรังสีแกมมาแบบเฉียบพลันในปริมาณต่างๆ คือ 0 2 4 6 8 และ 10 

กิโลแรด แล้วย้ายมาเพาะเลี้ยงบนอาหารสังเคราะห์สูตร MS ที่ประกอบด้วยสารควบคุมการ 
เจริญเติบโต IBA ความเข้มข้น 0.5 มิลลิกรัมต่อลิตร ร่วมกับสารควบคุมการเจริญเติบโต TDZ ความ 
เข้มข้น 3 มิลลิกรัมต่อลิตร หลังจากเพาะเลี้ยงเป็นระยะเวลา 4 8 และ 12 สัปดาห์ พบว่าแคลลัสที่  
ได้รับปริมาณรังสี 8.0 6.91 และ 6.12 กิโลแรด มีการรอดชีวิตลดลง 50 เปอร์เซ็นต์ (LD50) ตามลำดับ 
(ตารางที่ 4.17) และ (รูปที่ 4.29) ร้อยละการรอดชีวิตของแคลลัสจะลดลงเมื่อปริมาณรังสีเพ่ิมขึ้น ซึ่ง 
สอดคล้องกับ รัตน์ภรณ์ (2556) ได้ศึกษาการปรับปรุงพันธุ์ถั่วอาหารสัตว์โดยการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ  
ร่วมกับการฉายรังสีแกมมา นำแคลลัสถั่วคาวาเคดฉายรังสี ในปริมาณต่างๆ คือ 0 2 4 6 8 10 
กิโลแรด พบว่า เมื่อเพาะเลี้ยงเป็นระยะเวลา 4 8 และ 12 สัปดาห์ แคลลัสมีการรอดชีวิตลดลง 50 
เปอร์เซ็นต์ ที่ปริมาณรังสี 8 6 และ 5 กิโลแรด โดยร้อยละการรอดชีวิตของแคลลัสจะลดลงเมื่อ  
ปริมาณรังสีเพ่ิมขึ้น จากการทดลองแคลลัสที่ไม่สามารถอยู่รอดได้จะเปลี่ยนเป็นสีดำและตายในที่สุด 
(รูปที่ 4.28 ข) ค่า LD50 ที่ได้จากการทดลองนี้มีค่าค่อนข้างสูง เมื่อเทียบกับผลของการฉายรังสีแกมมา 
แบบเฉียบพลันและเรื้อรังต่อเนื้อเยื่อเพาะเลี้ยงแฝก มีค่า LD50(60) เท่ากับ 4.1 กิโลแรด (สิรินธร, 
2556) และหญ้าอ่ืนๆ เช่น แคลลัสของหญ้าเนเปียร์แคระ (Pennisetum purpureum) มีค่า LD50 
เท่ากับ 1.06 กิโลแรด (จันทกานต์, 2544) หรือในแคลลัสของหญ้าอะตราตั้ม (Aspalum atratum. 
Swallen) มีค่า LD50 เท่ากับ 2.2 กิโลแรด (ธนภักษ์, 2545) ที่เป็นเช่นนี้ อาจเนื่องจากปริมาณรังสีมี 
ผลทำให้พืชมีร้อยละการรอดชีวิต 50 เปอร์เซ็นต์ ขึ้นอยู่กับปัจจัยหลายอย่างเช่น ขนาดของนิวเคลียส 
จำนวนและขนาดของโครโมโซม ปริมาณดีเอ็นเอทั้งหมดของเซลล์ เป็นต้น (Sparrow et.al., 1963) 
โดยแคลลัสที่ ได้รับรังสีปริมาณ 10 กิโลแรด จะไม่สามารถพัฒนาเป็นต้นได้  สอดคล้องกับ 
Gaul (1977) ที่พบว่าแคลลัสที่ได้รับรังสีในปริมาณที่สูง เซลล์จะหยุดการเจริญเติบโต จากการทดลอง 
แคลลัสที่ได้รับรังสีปริมาณ 6 กิโลแรด เมื่อเพาะเลี้ยงเป็นระยะเวลา 12 สัปดาห์ แคลลัสจะสามารถ 
พัฒนาเกิดยอดเฉลี่ยมากที่สุด 7.60 ยอดต่อแคลลัส (ตารางที่ 4.17) (รูปที่ 4.30 ง) ยอดที่พัฒนามา 
จากแคลลัสที่รอดชีวิตจากการฉายรังสีแกมมานี้ สามารถพบความแปรปรวนในลักษณะสัณฐานวิทยา 
ได้แก่ ต้นเตี้ยแคระแกรน (รูปที่ 4.30 ข-ค) และยอดที่ได้จากการฉายรังสีแกมมา นำมาเพาะเลี้ยงบน 
อาหารสังเคราะห์สูตร MS ที่ประกอบด้วยสารควบคุมการเจริญเติบโต IAA ความเข้มข้น 0.3 
มิลลิกรัมต่อลิตร พบว่ายอดที่พัฒนาจากแคลลัสที่ฉายรังสีที่ปริมาณรังสี 2 4 และ 6 กิโลแรด สามารถ 
ชักนำให้เกิดรากได้ ลักษณะรากมีสีขาว รากสั้น (รูปที่ 4.31) ซึ่ง Kovalchuk et.al. (2007) กล่าวว่า 
รังสีมีผลต่อการเจริญเติบโตและการพัฒนา ถ้าให้รังสีในปริมาณต่ำก็จะกระตุ้นการเจริญเติบโตและ 
การพัฒนาแต่ถ้าได้รับปริมาณรังสีสูงขึ้นจะเกิดความเสียหายได้  
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ตารางที่ 4.17 ผลของจำนวนรอดชีวิตของแคลลัสของถั่วท่าพระสไตโล CIAT 184 ร้อยละการเกิดยอด จำนวนยอดเฉลี่ย และ ค่าเฉลี่ยความยาวยอดหลังจากฉายรังสีแกมมาที่ 
                  ปริมาณรังสีต่างๆ เมือ่เพาะเลี้ยงเป็นระยะเวลา 12 สัปดาห์ 

ปริมาณรังสี 
(Krad) 

 
 

จำนวนและร้อยละ 
การรอดชีวิต 

 

จำนวนและร้อยละ 
การเกิดยอด 

 

จำนวนยอดเฉลี่ย/แคลลัส ค่าเฉลี่ยความยาวยอด 
            (ซม.) 

0 
สัปดาห์ 

12 
สัปดาห์ 

 
 

8 
สัปดาห์ 

12 
สัปดาห์ 

 
 

8 
สัปดาห์ 

12 
สัปดาห์ 

 
 

8 
สัปดาห์ 

12 
สัปดาห์ 

0 30 30 (100)  30 (100) 30 (100)  6.40a±0.87 7.80a±0.83  0.41a±0.06 1.14a±0.05 

2 30 28 (93.33)  18 (64.28) 26 (92.85)  3.20b±0.58 1.20c±0.20  0.46a±0.49 0.85b±0.13 

4 30 27 (90.00)  16 (59.25) 25 (92.59)  4.20b±0.73 5.80b±0.48  0.51a±0.49 0.65b±0.05 

6 30 16 (53.33)  3 (18.78) 10 (62.50)  0.40c±0.40 7.60a±0.50  0.10b±0.10 0.84b±0.08 

8 30 4 (13.33)  0 1 (25.00)  0.0c±0.00 0.40c±0.40  0.00b±0.00 0.10c±0.10 

10 30 2 (6.67)  0 1 (50.00)  0.0c±0.00 0.80c±0.80  0.00b±0.00 0.11c±0.11 

*หมายเหตุ ตัวอักษรเหมือนกันในคอลัมน์เดียวกันแสดงว่าค่าเฉลี่ยที่ได้ไม่มีความแตกต่างกันที่ระดับนัยสำคัญ 0.05 ซึ่งได้จากการเปรียบเทียบด้วยวิธี Duncan, s 
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รูปที่ 4.28 (ก) ลักษณะแคลลัสที่รอดชีวิตหลังจากผ่านการฉายรังสี (ข) ลักษณะแคลลัสที่ตายหลังจาก 
              การผ่านฉายรังสี 

 

 
รูปที่ 4.29 การรอดชีวิตของแคลลัสถั่วท่าพระสไตโล CIAT 184 หลังได้รับรังสีแกมมาปริมาณ 
              รังสีต่างๆ เมื่อเพาะเลี้ยงเป็นระยะเวลา 4 8 และ 12 สัปดาห์ 
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รูปที่ 4.30 การเกิดยอดจากแคลลัสของถั่วท่าพระสไตโล CIAT 184 ที่เพาะเลี้ยงบนอาหารสังเคราะห์ 
             สูตร MS ที่ประกอบด้วยสารควบคุมการเจริญเติบโต IBA ความเข้มข้น 0.5 มิลลิกรัมต่อ 
             ลิตร ร่วมกับ TDZ ความเข้มข้น 3 มิลลิกรัมต่อลิตร หลังจากที่ผ่านการฉายรังสีปรืมาณรังสี 
             ที่ต่างกัน เมื่อเพาะเลี้ยงเป็นเวลา 12 สัปดาห์ (ก) ไม่ผ่านการฉายรังสี (ต้นควบคุม) (ข) การ 
             ฉายรังสี 2 กิโลแรด (ค) การฉายรังสี 4 กิโลแรด (ง) การฉายรังสี 6 กิโลแรด (จ) การฉาย 
             รังสี 8 กิโลแรด และ (ฉ) ผ่านการฉายรังสี 10 กิโลแรด 

 

 

รูปที่ 4.31 ต้นถั่วท่าพระสไตโล CIAT 184 ที่พัฒนามาจากแคลลัส (ก) การฉายรังสี 2 กิโลแรด (ข) 
             การฉายรังสี 4 กิโลแรด และ (ค) การฉายรังสี 6 กิโลแรด นำมาชักนำให้เกิดรากเพาะเลี้ยง 
             บนอาหารสังเคราะห์สูตร MS ที่ประกอบด้วยสารควบคุมการเจริญเติบโต IAA ความ 
             เข้มข้น 0.3 มิลลิกรัมต่อลิตร ลักษณะรากมีสีขาว ราก สั้น เมื่อเพาะเลี้ยงเป็นระยะเวลา  
             12 สัปดาห์ 
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ผลการตรวจสอบลายพิมพ์ดีเอ็นเอด้วยเครื่องหมายโมเลกุลอาร์เอพีดีถั่วท่าพระสไตโล  
CIAT 184 จากการคัดเลือกคู่ไพรเมอร์ที่เหมาะสมสำหรับใช้ในการการคัดเลือกโคลนต้นถั่วท่าพระ 
สไตโล CIAT 184 ที่ผ่านการฉายรังสีที่มีลักษณะแตกต่างจากต้นที่ไม่ผ่านการฉายรังสีหรือต้นควบคุม 
(Control) จำนวน 1 ต้น คือที่ปริมาณรังสี 6 กิโลแรด เมื่อนำโคลนที่มีลักษณะแตกต่างจากต้นควบคุม 
และต้นควบคุมมาสกัดดีเอ็นเอ ใช้ไพรเมอร์จำนวน 30 คู่ไพรเมอร์ (ตารางที่ 3.1) หลังการตรวจสอบ 
ลักษณะแถบดีเอ็นเอด้วยวิธีอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟรีซิส พบว่าจำนวนแถบดีเอ็นเอที่แตกต่างไปจาก 
ต้นควบคุมมีไพรเมอร์จำนวน 2 ชนิด คือ OPC02 และ OPD02 (ตารางที่ 4.18) แต่ละคู่ไพรเมอร์ 
สามารถเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอได้ ปรากฏแถบดีเอ็นเอหลายลักษณะ เช่น คู่ไพรเมอร์ OPA09 แสดงแถบ 
ดีเอ็นเอที่ไม่แตกต่าง (monomorphic bands) ระหว่างต้นที่ไม่ผ่านการฉายรังสีและต้นที่ผ่านการ 
ฉายรังสี (รูปที่ 4.32) คู่ไพรเมอร์ OPC02 แสดงความแตกต่างของแถบดีเอ็นเอในตำแหน่งขนาดชิ้นดี 
เอ็นเอประมาณ 400 คู่เบส โดยต้นที่ไม่ได้รับการฉายรังสีไม่ปรากฏแถบดีเอ็นเอ ในขณะที่ตำแหน่ง 
ขนาดชิ้นดีเอ็นเอประมาณ 900 คู่เบส มีเพียงต้นที่ได้รับรังสีปรากฏแถบดีเอ็นเอ และคู่ไพรเมอร์ 
OPD02 แสดงความแตกต่างของแถบดีเอ็นเอในตำแหน่งขนาดชิ้นดีเอ็นเอประมาณ 700 คู่เบส โดย  
ต้นที่ไม่ได้รับการฉายรังสีไม่ปรากฏแถบดีเอ็นเอ ในขณะที่ตำแหน่งขนาดชิ้นดีเอ็นเอประมาณ 2000 คู่ 
เบส มีเพียงต้นที่ได้รับรังสีปรากฏแถบดีเอ็นเอ ดังนั้นจึงมี 2 คู่ไพรเมอร์ ได้แก่ OPC02 และ OPD02 
ที่ให้แถบดีเอ็นเอชัดเจน มีแถบดีเอ็นเอที่ให้ความเข้ม สามารถแยกและนับจำนวนแถบดีเอ็นเอได้ 
รวมทั้งให้แถบดีเอ็นเอที่แตกต่าง (polymorphic bands) ในแต่ละตำแหน่ง ให้จำนวนแถบดีเอ็นเอ 
ทั้งหมด 19 แถบ เฉลี่ยเท่ากับ 6.3 แถบต่อคู่ไพรเมอร์ เป็นแถบที่แสดงความแตกต่างจำนวน 9 แถบ 
คิดเป็นร้อยละความแตกต่างของแถบดีเอ็นเอร้อยละ 3 โดยคู่ไพรเมอร์ OPC02 และ OPD02 ให้ 
จำนวนแถบดีเอ็นเอมากที่สุดคือ 5 แถบ จะเห็นได้ว่าไพรเมอร์จำนวน 2 ชนิด คือ OPC02 และ 
OPD02 สามารถแยกความแตกต่างระหว่างต้นที่ผ่านการฉายรังสีแกมมา และไม่ผ่านการฉายรังสี 
แกมมาได้ และไพร์เมอร์อีก 27 คู่ไม่สามารถเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอได้ จึงไม่ปรากฏแถบดีเอ็นเอข้ึน 
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ตารางที่ 4.18 ผลการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอของคู่ไพรเมอร์จำนวน 3 คู่ ด้วยเครื่องหมายโมเลกุล 
                อาร์เอพีดี 

คู่ไพรเมอร์ จำนวนแถบดีเอ็นเอ
ทั้งหมด 

จำนวนแถบดีเอ็นเอ 
ที่แสดงความแตกต่าง 

ร้อยละของแถบดีเอ็น
เอที่แสดงความ

แตกต่าง 

OPA09 4 0 0 
OPC02 9 5 55.55 
OPD02 6 4 66.67 

รวม 19 9 122.22 
จำนวนเฉลี่ย 6.3 3 40.74 

 
 
 

 
รูปที่ 4.32 ผลการเปรียบเทียบไพรเมอร์ 3 ไพรเมอร์ OPA09 OPC02 และ OPD02 จากตัวอย่าง 
              ต้นควบคุมและฉายรังสี 6 กิโลแรด 
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4.7.2 ถั่วฮามาต้า 
 หลังจากนำแคลลัสถั่วฮามาต้าที่ผ่านการฉายรังสีแกมมาแบบเฉียบพลันในปริมาณ

ต่างๆ คือ 0 2 4 6 8 และ 10 กิ โลแรด ทำการเพาะเลี้ ยงบนอาหารสั งเคราะห์สูตร MS  
ที่ประกอบด้วยสารควบคุมการเจริญเติบโต IBA ความเข้มข้น 0.5 มิลลิกรัมต่อลิตร ร่วมกับ TDZ 
ความเข้มข้น 3 มิลลิกรัมต่อลิตร หลังจากการเพาะเลี้ยงเป็นระยะเวลา 4 8 และ 12 สัปดาห์   
พบว่าปริมาณรังสีที่ทำให้แคลลัสรอดชีวิตร้อยละ 50 (LD50) เท่ากับ 6.71 5.8 และ 2.8 กิโลแรด  
(รูปที่ 4. 34) เมื่อพิจารณาลักษณะของแคลลัสพบว่าแคลลัสที่ได้รับการฉายรังสีที่ความเข้มข้นสูง
แคลลัสมีการเปลี่ยนเป็นสีน้ำตาล และตายลงในที่สุด (ตารางที่ 4.19 ) และ (รูปที่ 4 33 ข) การที่รังสี
แกมมาส่งผลให้ถั่วฮามาต้าเจริญเติบโตช้า เซลล์มีการเปลี่ยนแปลงเป็นกลุ่มของแคลลัส หรือเกิดความ
แตกต่างจากต้นที่ไม่ได้รับรังสีแกมมา เนื่องจากรังสีแกมมาทำให้อะตอมต่างๆ ภายในเซลล์เกิดการ
แตกตัวเป็นไอออนที่ไวต่อปฏิกิริยา ก่อให้เกิดการเปลี่ยนแปลงทางเคมีภายในเซลล์ ทำให้กระบวน 
การสร้าง RNA และโปรตีนลดต่ำลง องค์ประกอบภายในไซโตพลาสซึมเกิดความเสียหาย และส่งผลให้
โครโมโซมเกิดความผิดปกติจึงทำให้เซลล์เกิดการแบ่งตัวอย่างล่าช้า หรือไม่เกิดการแบ่งเซลล์ และตาย
ในที่สุด (สิรินุช, 2540;สุชาดา, 2550) หากใช้ปริมาณรังสีที่สูงเกินไปอาจไม่พบการกลายพันธุ์ แต่จะ
ทำให้เซลล์หยุดการเจริญเติบโต และส่งผลให้เนื้อเยื่อตายลงในที่สุด จากการทดลองต้นที่พัฒนาจาก
แคลลัสที่ฉายรังสีแกมมา 6 กิโลแรด มีการกลายพันธุ์เกิดขึ้น โดยเป็นการกลายพันธุ์จากลักษณะต้นสูง
เป็นลักษณะต้นเตี้ย ใบมีลักษณะกว้างขึ้น เมื่อเพาะเลี้ยงเป็นระยะเวลา 12 สัปดาห์ แคลลัสจะ
สามารถพัฒนาเกิดยอดเฉลี่ยจำนวน 4.30 ยอดต่อแคลลัส และความยาวยอดเฉลี่ย 0.43 เซนติเมตร 
(รูปที่ 4. 33 ง) การฉายรังสีแกมมามีผลทำให้ความสูงลดลงเมื่อเปรียบเทียบแคลลัสที่ไม่ได้ผ่านการ
ฉายรังสี (control) ผลของรังสีที่มีต่อสัณฐานวิทยาเกิดขึ้นได้กับรูปร่างลักษณะของพืช อาจเกิดขึ้นกับ
ลำต้น ใบ รากและดอกอาจทำให้ต้นแคระแกรน (dwarf) หรือมีใบที่ผิดปกติ เช่น ใบเล็กหรือใบกว้าง
ขึ้น เนื่องจากรังสีไปทำลายออกซินซึ่งเป็นฮอร์โมนที่เร่งการเจริญเติบโต (อรุณี, 2530) หรือรังสีไปมีผล
ในการยับยั้งกระบวนการสร้างจิบเบอเรลลิน (GA biosynthesis) ซึ่งจะมีผลต่อการยืดยาวของลำต้น 
การกลายพันธุ์ในลักษณะการเปลี่ยนแปลงทางสัณฐานวิทยาได้มีรายงาน เช่น รังสีทุกระดับไม่ทำให้กิ่ง
ปักชำสบู่ดำตาย พบการเปลี่ยนแปลงลักษณะทางสัณฐานวิทยาจากกิ่งปักชำที่ได้รับการฉายรังสีซ้ำ 
ได้แก่ ใบด่าง ก้านใบแดง รูปร่างใบผิดปกติ ความยาวของกิ่งเกิดใหม่ กิ่งปักชำที่ผ่านการฉายรังสีที่
ระดับ 2 กิโลแรดเพียงครั้งเดียว พบว่ามีระยะเวลาการออกดอกเร็วกว่าชุดควบคุม 11 วัน (นงลักษณ์ 
และ อัญชิสา,2558) จากการทดลองยอดที่ได้จากการฉายรังสีแกมมา นำมาเพาะเลี้ยงบนอาหาร
สังเคราะห์สูตร MS ที่ประกอบด้วยสารควบคุมการเจริญเติบโต IBA ความเข้มข้น 0.3 มิลลิกรัมต่อ
ลิตร พบว่ายอดที่พัฒนาจากแคลลัสที่ฉายรังสีที่ปริมาณรังสี 2 และ 4 สามารถชักนำให้เกิดรากได้ 
ลักษณะรากมีสีขาวรากสั้น (รูปที่ 4. 36) แต่ยอดที่ได้จากการฉายรังสีแกมมาที่ปริมาณรังสี 6 กิโลแรด 
ไม่สามารถชักนำให้เกิดรากได้ 
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ตารางที่ 4.19 ผลของจำนวนรอดชีวิตของแคลลัสของถั่วฮามาต้า ร้อยละการเกิดยอด จำนวนยอดเฉลี่ย และค่าเฉลี่ยความยาวยอดหลังจากฉายรังสีแกมมาที่ปริมาณรังสีต่างๆ 
                 เมื่อเพาะเลี้ยงเป็นระยะเวลา 12 สัปดาห์ 

ปริมาณรังสี 
(กิโลแรด ) 

 
 

ร้อยละการรอดชีวิต 
 

ร้อยละการเกิดยอด 
 

จำนวนยอดเฉลี่ย/แคลลัส ค่าเฉลี่ยความยาวยอด 
       (ซม.) 

0 
สัปดาห์ 

12 
สัปดาห์ 

 
 

8 
สัปดาห์ 

12 
สัปดาห์ 

 
 

8 
สัปดาห์ 

12 
สัปดาห์ 

 
 

8 
สัปดาห์ 

12 
สัปดาห์ 

0 120 118 (98.33)  120 (100) 120 (100)  3.80a+0.37 6.00a+0.66  0.43a+0.05 0.61a+0.04 

2 120 72 (60.00)  69 (90.78) 70 (97.22)  2.60ab+0.60 3.20b+0.32  0.35a+0.13 0.42b+0.03 

4 120 48 (40.00)  35 (72.91) 38 (791.6)  2.40ab+0.40 3.70b+0.70  0.41a+0.08 0.59a+0.04 

6 120 26 (21.67)  17 (65.38) 18 (69.23)  2.20ab+0.80 4.30ab+1.08  0.38a+0.06 0.43b+0.08 

8 120 18 (15.00)  2 (11.11) 4 (22.22)  1.20bc+0.58 0.50c+0.34  0.04b+0.11 0.80c+0.05 

10 120 6 (5.00)  0 0  0.00c+0.00 0.00c+0.00  0.00b+0.00 0.00c+0.00 

*หมายเหตุ ตัวอักษรเหมือนกันในคอลัมน์เดียวกันแสดงว่าค่าเฉลี่ยที่ได้ไม่มีความแตกต่างกันที่ระดับนัยสำคัญ 0.05 ซึ่งได้จากการเปรียบเทียบด้วยวิธี Duncan, s 
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รปูท่ี 4.33 (ก) ลักษณะแคลลัสที่รอดชีวิตหลังจากผ่านการฉายรังสี (ข) ลักษณะแคลลัสที่ตายหลังจาก 
              การผ่านฉายรังสี 
 

 
รูปที่ 4.34 การรอดชีวิตของแคลลัสถัว่ฮามาต้าหลังได้รับรังสีปริมาณรังสีต่างๆ เมื่อเพาะเลี้ยงเป็น 
              ระยะเวลา 4 8 และ 12 สัปดาห์ 
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รูปที่  4.35 การเกิดยอดจากแคลลัสของถั่วฮามาต้าที่เพาะเลี้ยงบนอาหารสังเคราะห์สูตร MS  
             ทีป่ระกอบด้วยสารควบคุมการเจริญเติบโต IBA ความเขม้ข้น 0.5 มิลลิกรัมต่อลิตร ร่วมกับ  
             TDZ ความเข้มข้น 3 มิลลิกรัมต่อลิตร หลังจากท่ีผ่านการฉายรังสีปริมาณรังสีที่ต่างกัน เมื่อ 
             เพาะเลี้ยงเป็นเวลา 12 สัปดาห์ (ก) ไม่ผ่านการฉายรังสี (ต้นควบคุม) (ข) การฉายรังสี 2  
             กิโลแรด (ค) การฉายรังสี 4 กิโลแรด (ง) การฉายรังสี 6 กิโลแรด (จ) การฉายรังสี 8  
             กิโลแรด และ (ฉ) ผ่านการฉายรังสี 10โลแรด 
 

 
รูปที่ 4.36 ต้นถั่วฮามาต้าที่พัฒนามาจากแคลลัสที่ผ่านการฉายรังสี 4 กิโลแรด ชักนำให้เกิดราก 
              เพาะเลี้ยงบนอาหารสังเคราะห์สูตร MS ที่ประกอบด้วยสารควบคุมการเจริญเติบโต IBA 
              ความเข้มข้น 0.3 มิลลิกรัมต่อลิตร ลักษณะรากมีสีขาว รากสั้น เมื่อเพาะเลี้ยงเป็น 
              ระยะเวลา 12 สัปดาห์ 
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จากการใช้ไพรเมอร์ไพร์จำนวน 6 ชนิด คือ OPV02 OPV03 OPH05 OPN15 OPY15 และ 
OPZ04 (ตารางที่ 3.2) คัดเลือกโคลนต้นถั่วฮามาต้าที่ผ่านการฉายรังสีที่มีลักษณะแตกต่างจากต้นทีไ่ม่ 
ผ่านการฉายรังสีหรือต้นควบคุม (Control) จำนวน 1 ต้น คือที่ปริมาณรังสี 6 กิโลแรด เมื่อนำโคลนที่ 
มีลักษณะแตกต่างจากต้นควบคุมและต้นควบคุมมาสกัดดีเอ็นเอ หลังจากการตรวจสอบลักษณะแถบดี 
เอ็นเอด้วยวิธีอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟรีซิส พบว่าจำนวนแถบดีเอ็นเอที่แตกต่างไปจากต้นควบคุมมี 
ไพรเมอร์จำนวน 2 ชนิด คือ OPV03 และ OPY15 (รูปที่ 4.37) พบว่าคู่ไพรเมอร์มีรูปแบบของแถบดี 
เอ็นเอที่ต่างกัน ปรากฏขนาดแถบดีเอ็นเออยู่ระหว่าง 300 ถึง 2500 คู่เบส ให้จำนวนแถบดีเอ็นเอ 
ทั้งหมด 35 แถบ เฉลี่ยเท่ากับ 5.8 แถบต่อคู่ไพรเมอร์ เป็นแถบที่แสดงความแตกต่างจำนวน 7 แถบ 
คิดเป็นร้อยละความแตกต่างของแถบดีเอ็นเอเท่ากับ 23.61 โดยคู่ไพรเมอร์ OPH05 และ OPN15 ให้ 
จำนวนแถบดีเอ็นเอมากท่ีสุดคือ 8 แถบ และคู่ไพรเมอร์ที่ให้จำนวนแถบดีเอ็นเอที่ต่างกันมากท่ีสุด คือ 
OPV03 มีจำนวน 4 แถบ คิดเป็นร้อยละ 66.67 และ OPY 15 มีจำนวน 1 แถบ คิดเป็นร้อยละ 50 
(ตารางที่ 4.20) โดยคู่ไพรเมอร์ที่แสดงเปอร์เซ็นต์ความแตกต่างของดีเอ็นเอสูง แสดงให้เห็นว่าสามารถ 
ใช้ในการตรวจสอบความแปรปรวนและบอกความแตกต่างทางพันธุกรรมได้ดี สอดคล้องกับ 
รัตนาภรณ์ (2556) ศึกษาการปรับปรุงพันธุ์ถั่วอาหารสัตว์โดยการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อร่วมกับการฉาย 
รังสีแกมมาที่ระดับปริมาณรังสีที่ทำให้ถั่วคาวาลเคดตาย 50 เปอร์เซ็นต์ (LD50) คือ 8.3 กิโลแรด 
หลังจากการเพาะเลี้ยงเป็นเวลา 12 สัปดาห์ พบลักษณะผิดปกติคือ ยอดเจริญเติบโตช้า แตกกอเป็น 
กระจุก ตรวจสอบความแปรปรวนทางพันธุกรรมโดยใช้เทคนิค RAPD พบว่า ไพรเมอร์จำนวน 6 ชนิด 
คือ OPV02 OPV03 OPH05 OPN15 OPY15 และ OPZ04 สามารถแยกความแตกต่างระหว่างต้นที่ 
ผ่านการฉายรังสีแกมมา และไม่ผ่านการฉายรังสีแกมมาได้ และในถั่วฮามาต้า LD50 คือ 5.89 กิโลแรด 
พบว่าไพรเมอร์จำนวน 6 ชนิด คือ OPV02 OPV03 OPH05 OPN15 OPY15 และ OPZ04 สามารถ 
แยกความแตกต่างระหว่างต้นที่ผ่านการฉายรังสีแกมมา และไม่ผ่านการฉายรังสีแกมมาได้ 
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ตารางที่ 4.20 ผลการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอของคู่ไพรเมอร์จำนวน 6 คู่ ด้วยเครื่องหมายโมเลกุล 
                    อาร์เอพีดี 

คู่ไพรเมอร์ จำนวนแถบดีเอ็นเอ
ทั้งหมด 

จำนวนแถบดีเอ็นเอ 
ที่แสดงความแตกต่าง 

ร้อยละของแถบดีเอ็น
เอที่แสดงความ

แตกต่าง 

OPV02 5 0 0 
OPV03 6 4 66.67 
OPH05 8 2 25 
OPN15 8 0 0 
OPY15 2 1 50 
OPZ04 6 0 0 

รวม 35 7 141.67 
จำนวนเฉลี่ย 5.8 1.17 23.61 

 
 
 

 
รูปที ่4.37 ผลการเปรียบเทียบไพรเมอร์ 6 ไพรเมอร์ OPV02 OPV03 OPH05 OPN15 OPY15 และ  

 OPZ04 จากตัวอย่างต้นควบคุมและฉายรังสี 6 กิโลแรด 
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4.8 การศึกษาความสามารถในการทนแล้งของเมล็ด 
4.8.1 ถั่วท่าพระสไตโล CIAT 184 

จากการศึกษาความสามารถในการทนแล้งของเมล็ด โดยทำการเพาะเลี้ยงถั่วบนอาหาร
สังเคราะห์สูตร MS ที่ไม่เติมสารควบคุมการเจริญเติบโต ประกอบไปด้วย PEG ที่ระดับความเข้มข้น 0 
5 10 15 และ 20 เปอร์เซ็นต์ น้ำตาลซูโครส 30 กรัมต่อลิตร เพ่ือเป็นการปรับแรงดันออสโมติก
(osmotic potential) ของอาหารให้ลดลง ทำให้เมล็ดที่นำมาคัดเลือกอยู่ ในสภาพขาดน้ำ ซ่ึง 
Bressan et.al. (1981) กล่าวว่า PEG เป็นสารในกลุ่ม ออสโมติคัมชนิดที่ไม่แตกตัวเป็นไออน ทำ
หน้าที่ลดแรงดันออสโมซิส ของสารละลายที่อยู่ล้อมรอบเซลล์ เซลล์จะดูดซึมน้ำได้น้อยลงทำให้อยู่
สภาพขาดน้ำ โดยนิยมนำ PEG มาใช้ในการจำลองในสภาพหลอดทดลองเพ่ือคัดเลือกเซลล์หรือพืชที่
ทนต่อสภาวะแล้งได้ จากการทดลองพบว่า ร้อยละการงอกของเมล็ดนั้นลดลงเมื่อระดับความเข้มข้น
PEG สูงขึ้น เมล็ดงอกเกิดเป็นต้นอ่อนเมื่อเวลาผ่านไป 1 สัปดาห์ จากการทดลองเมื่อเพาะเลี้ยงเป็น
เวลา 2 สัปดาห์ พบว่าเมล็ดที่เพาะเลี้ยงใน PEG 17.73 เปอร์เซ็นต์ มีการงอกลดลง 50 เปอร์เซ็นต์
(GR50) (ตารางที่ 4.21) และ (รูปที่ 4.38 และ รูป 4.39) และเมื่อเพาะเลี้ยงเป็นระยะเวลา 4 สัปดาห์
พบว่าอาหารสังเคราะห์สูตร MS ที่ประกอบด้วย PEG 5 และ 10 เปอร์เซ็นต์ มีร้อยละการงอกสูงสุด
96 และ 94 ตามลำดับ และค่าเฉลี่ยความยาวยอดสูงสุด 5.31 และ 3.67 เซนติเมตร และค่าเฉลี่ย
ความยาวราก 3.61 และ 1.71 เซนติเมตร ตามลำดับ และที่ความเข้มข้นของ PEG 20 เปอร์เซ็นต์
พบว่า ความยาวยอดและความยาวรากลดลงอย่างเห็นได้ชัด พบว่าค่าเฉลี่ยความยอดและราก 
คือ 0.94 และ 0.63 เซนติเมตร และสอดคล้องกับ Bheemesh et.al. (2018) ปรับปรุงพันธุ์ข้าวฟ่าง
หางหมา (Setaria italic) 6 สายพันธุ์ ซึ่งเป็นพืชในตระกูลหญ้าให้อยู่ในสภาพความเครียดเกิด 
จากแห้งแล้งโดยเพาะเลี้ยงเมล็ด ใน PEG ความเข้มข้น 0 15 20 25 และ 30 เปอร์เซ็นต์ พบว่า  
PEG 25 และ 30 เปอร์เซ็นต์ ข้าวฟ่างทั้ง 6 สายพันธุ์มีร้อยละการงอก ความยาวยอด และความยาว
รากต่ำที่สุด เมื่อระยะเวลาผ่านไป 4 และ12 สัปดาห์ ค่า LD50 ก็จะลดลงเมื่อความเข้มข้น PEG  
สูงขึ้น โดยต้นอ่อนที่ไม่สามารถรอดชีวิตจะเปลี่ยนเป็นสีเหลืองและตายในที่สุด จากการทดลอง 
พบว่าเมล็ดที่เพาะเลี้ยงบนอาหารที่เติม PEG ความเข้มข้นมากกว่า 15 เปอร์เซ็นต์ ร้อยละการรอด
ชีวิตจะลดลง และจะตายหมดเมื่อความเข้มข้นของ PEG เพ่ิมเป็น 20 เปอร์เซ็นต์ (รูปที่ 4.40 และ  
รูปที่ 4.41) โดยความเข้มข้นของ PEG ที่ทำให้ร้อยละการรอดชีวิตของเมล็ดลดลง 50 เปอร์เซ็นต์  
เมื่อเพาะเลี้ยงเป็นระยะเวลา 4 สัปดาห์ และ 12 สัปดาห์คือ คือ ค่า LD50 เท่ากับ 14.86 และ 11.83 
เปอร์เซ็นต์ ตามลำดับ สอดคล้องกับ Sani and Boureima (2014) ศึกษาการปรับปรุงพันธุ์หญ้า
ไข่มุก (Pennisetumglaucum) ให้อยู่ในสภาพทนแล้ง ทำการเพาะเลี้ยงเมล็ดใน PEG 0 10 20 30 
32.5 35 37.5 และ40 เปอร์เซ็นต์ พบว่าค่า LD50 เท่ากับ 26.2 เปอร์เซ็นต์ และ (GR50) เท่ากับ 24.2 
เปอร์เซ็นต ์
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ตารางที่ 4.21 ผลของการเพาะเลี้ยงเมล็ดถั่วท่าพระสไตโล CIAT 184 ร้อยละการงอก ร้อยละการรอดชีวิต และ ค่าเฉลี่ยความยาวยอด ความยาวรากบนอาหาร 
                 สังเคราะห์สูตร MS ที่ประกอบด้วย PEG ความเขม้ข้นในระดับต่างๆ เมื่อเพาะเลี้ยงเป็นระยะเวลา 12 สัปดาห์ 

ความเข้มข้น  
PEG  
(%) 

 
 

จำนวน 
เมล็ด 

 
 

 

ร้อยละการงอก 
 

ร้อยละ 
การรอดชีวิต 

 

ค่าเฉลี่ย 
ความยาวยอด 

(ซม.) 

ค่าเฉลี่ย 
ความยาวราก 

(ซม.) 

2 
สัปดาห์ 

4 
สัปดาห์ 

12 
สัปดาห ์

4 
สัปดาห์ 

12 
สัปดาห์ 

4 
สัปดาห์ 

12 
สัปดาห์ 

0 50 50 (100) 
48 (96.00) 
47 (94.00) 
36 (72.00) 
13 (26.00) 

50 (100) 
48 (96.00) 
32 (68.08) 
19 (52.77) 
4 (30.76) 

50 (100) 6.81a+0.11 
5.31b+0.14 
3.67c+0.10 
1.57d+0.59 
0.94e+0.01 

13.93a+0.13 5.09a+0.42 
3.61b+0.15 
1.71c+0.09 
1.33c+0.81 
0.63d+0.06 

11.09a+0.95 
5 50 48 (100) 9.77b+0.31 8.33a+2.37 
10 50 32 (68.08) 6.89c+0.14 2.74b+0.17 
15 50 10 (27.77) 4.69d+0.16 1.92b+0.28 
20 50 3 (23.07) 2.44e+0.07 0.66b+0.11 

*หมายเหตุ ตัวอักษรเหมือนกันในคอลัมน์เดียวกันแสดงว่าค่าเฉลี่ยที่ได้ไม่มีความแตกต่างกันที่ระดับนัยสำคัญ 0.05 ซึ่งได้จากการเปรียบเทียบด้วยวิธี Duncan, s 
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รูปที่ 4.38 ความสัมพันธ์ระหว่าง PEG กับการงอก และความอยู่รอดของเมล็ดถั่วท่าพระสไตโล CIAT 
             184 ที่เพาะเลี้ยงใน PEG ความเข้มข้นในระดับต่างๆ เพาะเลี้ยงบนอาหารสังเคราะห์สูตร 
             MS ที่ปราศจากสารควบคุมการเจริญเติบโต เมื่อเพาะเลี้ยงเป็นระยะเวลา 30 วัน 

 

 
รูปที ่4.39 การเพาะเลี้ยงเมล็ดถั่วท่าพระสไตโล CIAT 184 บนอาหารสังเคราะห์สูตร MS ที ่

 ประกอบด้วย PEG ความเข้มข้นในระดับต่างๆ เมื่อเพาะเลี้ยงเป็นเวลา 2 สัปดาห์ 
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รูปที่  4.40 การเพาะเลี้ยงเมล็ดถั่วท่าพระสไตโล CIAT 184 บนอาหารสังเคราะห์สูตร MS ที่ 
               ประกอบด้วย PEG ความเข้มข้นในระดับต่างๆ เมื่อเพาะเลี้ยงเป็นเวลา 4 สัปดาห์ 
 

 
 

 
 

รูปที่  4.41 การเพาะเลี้ยงเมล็ดถั่วท่าพระสไตโล CIAT 184 บนอาหารสังเคราะห์สูตร MS ที่ 
               ประกอบด้วย PEG ความเข้มข้นในระดับต่างๆ เมื่อเพาะเลี้ยงเป็นเวลา 12 สัปดาห์ 
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4.8.2 ถ่ัวฮามาต้า 
จากการศึกษาความสามารถในการทนแล้งของเมล็ด โดยทำการเพาะเลี้ยงเมล็ดบนอาหาร 

สังเคราะห์สูตร MS ที่ไม่เติมสารควบคุมการเจริญเติบโต ประกอบไปด้วย PEG ที่ระดับความเข้มข้น 0 
5 10 15 และ 20 เปอร์เซ็นต์ น้ำตาลซูโครส 30 กรัมต่อลิตร จากการทดลองพบว่า ร้อยละการงอก  
ของเมล็ดนั้นลดลงเมื่อระดับความเข้มข้น PEG สูงขึ้น เมล็ดงอกเกิดเป็นต้นอ่อนเมื่อเวลาผ่านไป 10 
วัน จากการทดลองเมื่อเพาะเลี้ยงเป็นเวลา 2 สัปดาห์  พบว่าเมล็ดที่ เพาะเลี้ยงใน PEG 17.88 
เปอร์เซ็นต์ มีการงอกลดลง 50 เปอร์เซ็นต์ (GR50) (ตารางที่ 4.22) และเมื่อเพาะเลี้ยงเป็นระยะเวลา 
4 สัปดาห์ พบว่าอาหารสังเคราะห์สูตร MS ที่ประกอบด้วย PEG 5 และ 10 เปอร์เซ็นต์ มีร้อยละการ 
งอกสงูสุด 94 และ 80 ตามลำดับ (รูปที่ 4.42 และ รปูที่ 4.43) ค่าเฉลี่ยความยอดคือ 3.75 และ 2.84 
เซนติเมตร ตามลำดับ และที่ความเข้มข้นของ PEG 20 เปอร์เซ็นต์ พบว่า ความยาวยอดและความ 
ยาวรากลดลงอย่างเห็นได้ชัด พบว่าค่าเฉลี่ยความยอดและรากคือ 0.90 และ 0.38 เซนติเมตร  
               เมื่อระยะเวลาผ่านไป 4 และ 12 สัปดาห์ ค่า LD50 ก็จะลดลงเมื่อความเข้มข้น PEG 
สูงขึ้น โดยต้นอ่อนที่ไม่สามารถรอดชีวิตจะเปลี่ยนเปลี่ยนเป็นสีเหลืองและตายในที่สุด จากการทดลอง 
พบว่าเมล็ดที่เพาะเลี้ยงบนอาหารที่เติม PEG ความเข้มข้นมากกว่า 10 เปอร์เซ็นต์ ร้อยละการรอด 
ชีวิตจะลดลง (รูปที่ 4.44) และจะตายหมดเมื่อความเข้มข้นของ PEG เพ่ิมเป็น 20 เปอร์เซ็นต์ (รูปที่ 
4.45) โดยความเข้มข้นของ PEG ที่ทำให้ร้อยละการรอดชีวิตของเมล็ดลดลง 50 เปอร์เซ็นต์เมื่อ 
เพาะเลี้ยงเป็นระยะเวลา 4 สัปดาห์ และ 12 สัปดาห์คือ คือ ค่า LD50 เท่ากับ 15.28 และ 14.73 
เปอร์เซ็นต์ ตามลำดับ  

Hadas (1977) รายงานว่าการทดสอบการงอกของเมล็ดข้าวฟ่าง (Sorghum bicolor L.) 
ถั่วลันเตา (Pea) ถั่วลูกไก่ (Chickpea) และ Vetch เมื่อเพาะเลี้ยงใช้สารละลายของ PEG 6000 
ควบคุม water potential และเมื่อเพาะในแปลงทดลองที่ควบคุมระดับ water potential ระดับ 
ต่างๆ พบว่าการงอกเมื่อเพาะโดยใช้สารละลาย PEG และเมื่อเพาะในแปลงทดลองมีความสัมพันธ์กัน 
ดังนั้นเราสามารถที่จะทดสอบความงอกโดยใช้เพาะในสารละลาย PEG ควบคุม water potential 
แทนการทดสอบในไร่นาได้ และควรจะได้ผลดีกว่าการทดสอบในไร่นาโดยตรง เพราะในไร่นาเรา 
ควบคุมปัจจัยเกี่ยวกับความชื้นในดินได้ยากกว่าการทดสอบในห้องปฏิบัติการ 
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ตารางที่ 4.22 ผลของการเพาะเลี้ยงเมล็ดถั่วฮามาต้า ร้อยละการงอก ร้อยละการรอดชีวิต และค่าเฉลี่ยความยาวยอด ความยาวรากบนอาหารสังเคราะห์สูตร MS ที่ 
                 ประกอบด้วย PEG ความเข้มข้นในระดับต่างๆ เมื่อเพาะเลี้ยงเป็นระยะเวลา 12 สัปดาห์ 

ความเข้มข้น  
PEG  
(%) 

 
 

จำนวน 
เมล็ด 

 
 

 

ร้อยละการงอก 
 

ร้อยละ 
การรอดชีวิต 

 

ค่าเฉลี่ย 
ความยาวยอด 

(ซม.) 

ค่าเฉลี่ย 
ความยาวราก 

(ซม.) 

2 
สัปดาห์ 

4 
สัปดาห์ 

12 
สัปดาห์ 

4 
สัปดาห์ 

12 
สัปดาห์ 

4 
สัปดาห์ 

12 
สัปดาห์ 

0 50       50 (100) 
47 (94.00) 
40 (80.00) 
29 (58.00) 
23 (46.00) 

50 (100) 
47 (100) 

30 (75.00) 
15 (51.72) 
3 (13.04) 

50 (100) 5.89a+0.15 
3.75b+0.20 
2.84c+0.18 
2.14d+0.29 
0.90e+0.08 

13.14a+0.40 6.30a+0.17 
5.20b+0.20 
2.36c+0.27 
1.57d+0.08 
0.38e+0.06 

13.72a+2.16 
5 50 43 (91.48) 10.78b+0.31 5.60b+0.47 
10 50 29 (72.50) 4.18c+0.11 3.88bc+0.48 
15 50 14 (48.27) 3.28d+0.16 2.63bc+0.09 
20 50 1 (4.34) 2.51e+0.60 1.88c+0.12 

*หมายเหตุ ตัวอักษรเหมือนกันในคอลัมน์เดียวกันแสดงว่าค่าเฉลี่ยที่ได้ไม่มีความแตกต่างกันที่ระดับนัยสำคัญ 0.05 ซึ่งได้จากการเปรียบเทียบด้วยวิธี Duncan, s 

 
 
 
 
 

99 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพ่ือการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกท้ังห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกคร้ังที่มีการนำไปใช้ 



100 

 

 
รูปที่ 4.42 ความสัมพันธ์ระหว่าง PEG กับการงอก และความอยู่รอดของเมล็ดถั่วฮามาต้าที่เพาะเลี้ยง 
              ใน PEG ความเข้มข้นในระดับต่างๆ เพาะเลี้ยงบนอาหารสังเคราะห์สูตร MS ที่ปราศจาก 
              สารควบคุมการเจริญเติบโต เมื่อเพาะเลี้ยงเป็นระยะเวลา 30 วัน 

 

 
รูปที ่4.43 การเพาะเลี้ยงเมล็ดถั่วฮามาต้าบนอาหารสังเคราะห์สูตร MS ที่ประกอบด้วย PEG  

 ความเข้มข้นในระดับต่างๆ เมื่อเพาะเลี้ยงเป็นเวลา 2 สัปดาห์ 
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รูปที่ 4.44 การเพาะเลี้ยงเมล็ดถั่วฮามาต้าบนอาหารสังเคราะห์สูตร MS ที่ประกอบด้วย PEG  
               ความเข้มข้นในระดับต่างๆ เมื่อเพาะเลี้ยงเป็นเวลา 4 สัปดาห์ 

 
 
 

 
 

รูปที่ 4.45 การเพาะเลี้ยงเมล็ดถั่วฮามาต้าบนอาหารสังเคราะห์สูตร MS ที่ประกอบด้วย PEG  
               ความเข้มข้นในระดับต่างๆ เมื่อเพาะเลี้ยงเป็นเวลา 12 สัปดาห์ 
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4.9 การศึกษาความสามารถในการทนแล้งของแคลลัส 
4.9.1 ถั่วท่าพระสไตโล CIAT 184 

จากการศึกษาความสามารถในการทนแล้งจากการเพาะเลี้ยงแคลลัส โดยการเพาะเลี้ยง
บนอาหารสังเคราะห์สูตร MS ที่ประกอบไปด้วยสารควบคุมการเจริญเติบโต IBA ความเข้มข้น 0.5
มิลลิกรัมต่อลิตร ร่วมกับ TDZ ความเข้มข้น 3 มิลลิกรัมต่อลิตร ประกอบด้วย PEG ที่ระดับความ
เข้มข้นต่างๆ คือ 0 2 4 6 8 และ 10 เปอร์เซ็นต์ เพ่ือเป็นการปรับแรงดันออสโมติกของอาหารให้
ลดลง ทำให้เซลล์ที่นำมาคัดเลือกอยู่ในสภาพขาดน้ำ จากการทดลองพบว่าเมื่อเพาะเลี้ยงเป็นระยะ
เวลานาน 4 สัปดาห์ พบว่าไม่พบการตายของแคลลัส และที่ความเข้มข้น PEG 2 เปอร์เซ็นต์ พบว่ามี
แคลลัสสามารถชักนำให้เกิดเป็นต้นได้มากที่สุด ลักษณะของแคลลัสที่พบเป็น compact callus  
สีของแคลลัสที่พบมีทั้งสีเหลืองและสีเขียว ซึ่งแสดงถึงการมีชีวิตรอดอยู่ได้ ในอาหารที่มีการเติม PEG
หลังจากการเพาะเลี้ยงเป็นระยะเวลา 16 สัปดาห์ พบว่าที่ระดับความเข้มข้นของ PEG 8 (รูปที่ 4.47 
จ) และ 10 เปอร์เซ็นต์ (รูปที่ 4.47 ฉ) แคลลัสไม่สามารถเจริญเติบโตได้ แคลลัสมีลักษณะสีน้ำตาลปน
ดำ แสดงว่าเนื้อเยื่อถูกทำลายหรือถูกยับยั้งการเจริญเติบโตของเนื้อเยื่อและตายลงในที่สุด ซึ่งระดับ
ความเข้มข้นของ PEG มากขึ้น พบว่ามีร้อยละการรอดชีวิตลดลงอย่างเห็นได้ชัด ซึ่งสอดคล้องกับ
งานวิจัยที่ศึกษาถึงผลของ PEG-6000 โดยพบว่าเมื่อนำแคลลัสมาเพาะเลี้ยงบนอาหารที่ความเข้มข้น
ของ PEG ที่สูงขึ้นก็ทำให้แคลลัสเจริญเติบโตช้าลง และเกิดการตายได้ (มัทนภรณ์ และคณะ 2010) 
และสอดคล้องกับ ศรัณย์ (2552) พบว่าร้อยละการรอดชีวิตเซลล์แขวนลอยของหญ้าไนล์นั้น 
ก็จะลดลงเมื่อความเข้มข้นของ PEG สูงขึ้น จากการทดลองพบว่าแคลลัสที่เพาะเลี้ยงบนอาหารที่เติม 
PEG ความเข้มข้นมากกว่า 6 เปอร์เซ็นต์ ร้อยละการรอดชีวิตจะลดลงอย่างมาก และจะตายหมด  
เมื่อความเข้มข้นของ PEG เพ่ิมขึ้นเป็น 10 เปอร์เซ็นต์ โดยความเข้มข้นของ PEG ที่ทำให้ร้อยละการ
รอดชีวิตแคลลัสของถั่วลดลง 50 เปอร์เซ็นต์ (LD50) มีค่าเท่ากับ 6.09 เปอร์เซ็นต์ (ตารางที่ 4.23)  
(รูปที่ 4.46) หลังจากเพาะเลี้ยงเป็นระยะเวลา 16 สัปดาห์ ให้ผลไปในทางเดียวกับการทดลองของ 
Galovic. et al. (2005) รายงานว่า PEG ความเข้มข้น 5 เปอร์เซ็นต์ จะทำให้แคลลัสของข้าวสาลีสาย
พันธุ์ NS55/25 และ Pesma มีร้อยละการรอดชีวิตลดลง 50 เปอร์เซ็นต์ และ Wahid et.al. (2007) 
กล่าวว่า การใช้เทคนิคการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพืชสามารถนำมาใช้ในการคัดเลือกลักษณะทาง
พันธุกรรมของพืชได้ เช่น ลักษณะที่ทนต่อสภาพแวดล้อม (ทนร้อนหรือทนแล้ง) หลังจากนั้นนำ
แคลลัสที่ทราบค่า LD50 แล้ว คือแคลลัสที่ฉายรังสี 6 กิโลแรด มาเพาะเลี้ยงบนอาหารสังเคราะห์สูตร 
MS ที่ประกอบไปด้วยสารควบคุมการเจริญเติบโต IBA ความเข้มข้น 0.5 มิลลิกรัมต่อลิตร ร่วมกับ 
TDZ ความเข้มข้น 3 มิลลิกรัมต่อลิตร ประกอบด้วย PEG ที่ระดับความเข้มข้นต่างๆ คือ 4 และ 6 
เปอร์เซ็นต์ เพื่อคัดเลือกถั่วทนแล้ง พบว่าเมื่อระยะเวลาผ่านไป 8 สัปดาห์ พบว่าแคลลัสสามารถชักนำ
ให้เกิดยอดได้ (รูปที่ 4.48) และยอดที่ได้จากการคัดเลือกทนแล้ง นำมาชักนำให้เกิดรากบนอาหาร
สังเคราะห์สูตร MS ที่ประกอบด้วยสารควบคุมการเจริญเติบโต IAA ความเข้มข้น 0.3 มิลลิกรัมต่อ
ลิตร พบว่าไม่สามารถชักนำให้เกิดรากได้ เช่นเดียวกับการทดลองของ Wang. et al. (2003) ทำการ
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คัดเลือกมันเทศทนแล้ง โดยนำแคลลัสมาเพาะเลี้ยงบนอาหารที่เติม PEG ความเข้มข้น 0 ถึง 35 
เปอร์เซ็นต์ พบว่ามีมันเทศ 3 ต้น ที่สามารถทนต่อสภาวะแล้งได้มากกว่าต้นควบคุม หรืองานวิจัยที่ทำ
การคัดเลือกข้าวทนแล้ง โดยนำแคลลัสมาเพาะเลี้ยงที่เติม PEG ความเข้มข้น 10 และ 18 เปอร์เซ็นต์ 
จากการทดลองพบว่าแคลลัสที่รอดชีวิตมีปริมาณโพลีนเพ่ิมขึ้น ซึ่งจะทำให้ทนต่อสภาวะแล้งมากขึ้น
(Muhammad et.al., 2007)  

ตารางที่ 4.23 ผลของการเพาะเลี้ยงแคลลัสของถั่วท่าพระสไตโล CIAT 184 บนอาหารสังเคราะห์ 
                 สูตร MS ที่ประกอบด้วย PEG ที่ระดับความเข้มข้นต่างๆ และสารควบคุมการ 
                 เจริญเติบโต IBA ความเข้มข้น 0.5 มิลลิกรัมต่อลิตร TDZ ความเข้มข้น 3 มิลลิกรัม 
                 ต่อลิตร เมื่อระยะเวลาผ่านไป 16 สัปดาห์ 

สารควบคุม 
การเจริญเติบโต 

(มก./ล.) 

 
จำนวนแคลลัส 

 
ความเข้มข้น PEG 

(%) 

 
ร้อยละการรอดชีวิต 

 

 
 

IBA 0.5+TDZ 3 

40 0 (control)         40 (100) 
40 2         40 (100) 
40 4 36 (90.00) 
40 6 21 (52.50) 
40 8 0 
40 10 0 

*หมายเหตุ ตัวอักษรเหมือนกันในคอลัมน์เดียวกันแสดงว่าค่าเฉลี่ยที่ได้ไม่มีความแตกต่างกันที่ระดับ 
นัยสำคัญ 0.05 ซึ่งได้จากการเปรียบเทียบด้วยวิธี Duncan, s 

 
รูปที่ 4.46 การรอดชีวิตของแคลลัสถั่วท่าพระสไตโล CIAT 184 บนอาหารสังเคราะห์สูตร MS ที่ 
              ประกอบด้วย PEG ที่ระดับความเข้มข้นต่างๆ และสารควบคุมการเจริญเติบโต IBA ความ 
              เข้มข้น 0.5 มิลลิกรัมต่อลิตร TDZ ความเข้มข้น 3 มิลลิกรัมต่อลิตร เมื่อระยะเวลาผ่านไป 
              16 สัปดาห์ 
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รูปที่ 4.47 การรอดชีวิตของแคลลัสของถั่วท่าพระสไตโล CIAT 184 ที่เพาะเลี้ยงบนอาหารสังเคราะห์ 
              สูตร MS ที่ประกอบด้วยสารควบคุมการเจริญเติบโต IBA ความเข้มข้น 0.5 มิลลิกรัมต่อ 
              ลิตร ร่วมกับ TDZ ความเข้มข้น 3 มิลลิกรัมต่อลิตร และมีสภาวะความเข้มข้นของ PEG  
              ต่างกัน เมื่อเพาะเลี้ยงเป็นเวลา 16 สัปดาห์ (ก) ไม่เติม PEG (ข) PEG 2 เปอร์เซ็นต์ (ค)  
              PEG 4 เปอร์เซ็นต์ (ง) PEG 6 เปอร์เซ็นต์ (จ) PEG 8 เปอร์เซ็นต์ และ (ฉ) PEG 10  
              เปอร์เซ็นต์ 
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รูปที่ 4.48 การรอดชีวิตของแคลลัสของถั่วท่าพระสไตโล CIAT 184 หลังฉายรังสี 6 กิโลแรด ที่ 
              เพาะเลี้ยงบนอาหารสังเคราะห์สูตร MS ที่ประกอบด้วยสารควบคุมการเจริญเติบโต IBA  
              ความเข้มข้น 0.5 มิลลิกรัมต่อลิตร ร่วมกับ TDZ ความเข้มข้น 3 มิลลิกรัมต่อลิตร (ก)  
              PEG 4 เปอร์เซ็นต์ เพาะเลี้ยง 4 สัปดาห์ (ข) เพาะเลี้ยง 8 สัปดาห์ (ค) PEG 6 เปอร์เซ็นต์  
              เพาะเลี้ยง 4 สัปดาห์ (ง) เพาะเลี้ยง 8 สัปดาห์ 
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4.9.2 ถั่วฮามาต้า 
  จากการศึกษาความสามารถในการทนแล้งจากการเพาะเลี้ยงแคลลัส โดยการเพาะเลี้ยง

บนอาหารสังเคราะห์สูตร MS ที่ประกอบไปด้วยสารควบคุมการเจริญเติบโต IBA ความเข้มข้น 0.5
มิลลิกรัมต่อลิตร ร่วมกับ TDZ ความเข้มข้น 3 มิลลิกรัมต่อลิตร ประกอบด้วย PEG ที่ระดับความ
เข้มข้นต่างๆ คือ 0 2 4 6 8 และ 10 เปอร์เซ็นต์ พบว่าเมื่อเพาะเลี้ยงเป็นระยะเวลา 4 สัปดาห์  
แคลลัสถั่วในอาหารที่เติม PEG 2 และ 4 เปอร์เซ็นต์ มีการขยายขนาดและแคลลัสสามารถชักนำให้
เกิดเป็นต้นได้ แคลลัสที่พบจะมีลักษณะสีเขียวและสีเหลือง แต่ยังไม่พบการตายของแคลลัส เมื่อ
เพาะเลี้ยงเป็นระยะเวลา 16 สัปดาห์ สำหรับอาหารที่เติม PEG 6 เปอร์เซ็นต์ แคลลัสไม่สามารถชักนำ
ให้เกิดเป็นต้นได้ แสดงว่าการใช้สาร PEG มีผลต่อการยับยั้งหรือชะลอการเจริญเติบโตของเนื้อเยื่อทำ
ให้ไมสามารถชักนำให้แคลลัสเกิดต้นจำนวนมากเหมือนแคลลัสปกติ สอดคลองกับการทดลองของ
Islam et al. (2009) รายงานว่าเมื่อนำแคลลัสอ้อยจากที่เพาะเลี้ยงในอาหารที่มีสาร PEG ความ
เข้มข้น  5-10 เปอร์ เซ็นต์  มาเพาะเลี้ ยงต่อในอาหารเพ่ือศึกษาลักษณะอ้อยทนแลง พบว่า
ความสามารถของแคลลัสในการชักนำให้เกิดเป็นต้นหรือยอดลดลง และจากการทดลองเมื่อเพาะเลี้ยง
เป็นระยะเวลา 16 สัปดาห์ อาหารที่เติม PEG 8 และ 10 เปอร์เซ็นต์ พบว่าแคลลัสเปลี่ยนจากสี
เหลืองเป็นสีน้ำตาล ไมมีการขยายขนาดและตายในที่สุด ไม่พบแคลลัสที่รอดชีวิต (รูปที่ 4.50 จ-ฉ) 
เมื่อพิจารณาร้อยละการรอดชีวิตของแคลลัสจากการใช้ PEG โดยใช้ LD50 เป็นเกณฑ์ พบว่า LD50 
เมื่อเพาะเลี้ยงเป็นระยะเวลา 16 สัปดาห์ คือ 4.31 เปอร์เซ็นต์ (ตารางที่ 4.24) (รูปที่ 4.49) ซึ่งสภาวะ
แล้งส่งผลให้การเจริญเติบโตของถั่วลดลง เห็นได้จากจำนวนต้นและความยาวต้น ทั้งนี้เนื่องจากเมื่อ
พืชอยู่ในสภาวะแล้งจะมีปริมาณน้ำในเซลล์ลดลง ส่งผลให้แรงดันเต่งของเซลล์ลดลง ซึ่งทำให้เซลล์ไม่
สามารถขยายตัวและเจริญเติบโตได้เต็มที่ นอกจากนี้สภาวะแล้งอาจส่งผลให้เกิดการปิดปากใบ ทำให้
แก๊สคาร์บอนไดออกไซด์ไม่สามารถแพร่เข้าสู่เนื้อเยื่อของใบ ส่งผลให้อัตราการสังเคราะห์ด้วยแสงลด
ต่ำลง ซึ่งทำให้การเจริญเติบโตรวมลดลง (ปาริชาต และ วัฒนา, 2559) หลังจากนั้นนำแคลลัสที่ทราบ
ค่า LD50 แล้ว คือแคลลัสที่ฉายรังสี 6 กิโลแรด มาเพาะเลี้ยงบนอาหารสังเคราะห์สูตร MS ที่ประกอบ
ไปด้วยสารควบคุมการเจริญเติบโต IBA ความเข้มข้น 0.5 มิลลิกรัมต่อลิตร ร่วมกับ TDZ ความเข้มข้น 
3 มิลลิกรัมต่อลิตร ประกอบด้วย PEG ที่ระดับความเข้มข้นต่างๆ คือ 4 และ 6 เปอร์เซ็นต์ เพ่ือ
คัดเลือกถั่วทนแล้ง พบว่าเมื่อระยะเวลาผ่านไป 8 สัปดาห์ พบว่าแคลลัสสามารถชักนำให้เกิดตันได้ ซึ่ง
ลักษณะต้นที่พบไม่มีความแข็งแรง ต้นเล็ก และอ่อนแอ (รูปที่  4 51) ซึ่ง Hung et.al. (2008)  
กล่าวว่าเมื่อเซลล์อยู่ในสภาพขาดน้ำแรงดันเต่งภายในเซลล์ลดลงทำให้การแบ่งเซลล์และการขยายตัว
ของเซลล์ลดลง ส่งผลให้เซลล์มีขนาดเล็กกว่าปกติ เมื่อเซลล์มีขนาดเล็กลงทำให้รูปแบบการเจริญของ
พืชทั้งต้นผิดปกติโดยขึ้นอยู่กับระยะเจริญเติบโตของพืช เช่น ถ้าพืชขาดน้ำช่วงที่มีการแบ่งเซลล์ และ
ขยายตัวของเซลล์จะทำให้พ้ืนที่ใบลดลง ส่งผลให้ปริมาณคาร์บอนไดออกไซด์ที่จะเข้ามาน้อยลง
เนื่องจากใบมีขนาดเล็ก 
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ตารางที่  4.24 ผลของการเพาะเลี้ยงแคลลัสของถั่ วฮามาต้าบนอาหารสังเคราะห์สูตร MS ที่ 
                    ประกอบด้วย PEG ที่ระดับความเข้มข้นต่างๆ และสารควบคุมการเจริญเติบโต IBA 
                    ความเข้มข้น 0.5 มิลลิกรัมต่อลิตร ร่วมกับ TDZ ความเข้มข้น 3 มิลลิกรัมต่อลิตร 
                    เมื่อระยะเวลาผ่านไป 16 สัปดาห์ 

สารควบคุม 
การเจริญเติบโต 

(มก./ล.) 

 
จำนวนแคลลัส 

 
ความเข้มข้น PEG 

(%) 
 

 
รอ้ยละการรอดชีวิต 

 

 
 

IBA 0.5+TDZ 3 

40 0 (control)          40(100) 
40 2          40(100) 
40 4 22(55.00) 
40 6 13(32.50) 
40 8 0 
40 10 0 

*หมายเหตุ ตัวอักษรเหมือนกันในคอลัมน์เดียวกันแสดงว่าค่าเฉลี่ยที่ได้ไม่มีความแตกต่างกันที่ระดับ 
นัยสำคัญ 0.05 ซ่ึงได้จากการเปรียบเทียบด้วยวิธี Duncan, s 

 

 
รูปที่ 4. 49 การรอดชีวิตของแคลลัสถั่วฮามาต้าบนอาหารสังเคราะห์สูตร MS ที่ประกอบด้วย PEG  
               ที่ระดับความเข้มข้นต่างๆ และสารควบคุมการเจริญเติบโต  IBA ความเข้มข้น 0.5  
               มิลลิกรัมต่อลิตร ร่วมกับ TDZ ความเข้มข้น 3 มิลลิกรัมต่อลิตร เมื่อระยะเวลาผ่านไป 16  
               สัปดาห์ 
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รูปที่ 4.50 การรอดชีวิตของแคลลัสของถั่วฮามาต้าที่เพาะเลี้ยงบนอาหารสังเคราะห์สูตร MS ที่ 
             ประกอบด้วยสารควบคุมการเจริญเติบโต IBA ความเข้มข้น 0.5 มิลลิกรัมต่อลิตร ร่วมกับ 
             TDZ ความเข้มข้น 3 มิลลิกรัมต่อลิตร และมีสภาวะความเข้มข้นของ PEG ต่างกัน 
             เมื่อเพาะเลี้ยงเป็นเวลา 16 สัปดาห์ (ก) ไม่เติม PEG (ข) PEG 2 เปอร์เซ็นต์ (ค) PEG 4 
             เปอร์เซ็นต์ (ง) PEG 6 เปอร์เซ็นต์ (จ) PEG 8 เปอร์เซ็นต์ และ (ฉ) PEG 10 เปอร์เซ็นต์ 
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รูปที่ 4.51 การรอดชีวิตของแคลลัสของถั่วฮามาต้า หลังฉายรังสี 6 กิโลแรด ที่เพาะเลี้ยงบนอาหาร  
             สังเคราะห์สูตร MS ที่ประกอบด้วยสารควบคุมการเจริญเติบโต IBA ความเข้มข้น 0.5  
             มิลลิกรัมต่อลิตร ร่วมกับ TDZ ความเข้มข้น 3 มิลลิกรัมต่อลิตร (ก) PEG 4 เปอร์เซ็นต์  
             เพาะเลี้ยง 4 สัปดาห์ (ข) เพาะเลี้ยง 8 สัปดาห์ (ค) PEG 6 เปอร์เซ็นต์ เพาะเลี้ยง 4  
             สัปดาห์ (ง) เพาะเลี้ยง 8 สัปดาห์ 
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บทที่ 5 

สรุปผลการวิจัยและข้อเสนอแนะ 

5.1 สรุปผลการวิจัย 
การศึกษาสูตรอาหารที่เหมาะสมในการเพาะเลี้ยงเมล็ดเพ่ือชักนำให้เกิดยอดจำนวนมาก โดยการ

เพาะเลี้ยงเมล็ดถั่วท่าพระสไตโล CIAT 184 และถั่วฮามาต้า ในอาหารสังเคราะห์สูตร MS ที่ประกอบ
ไปด้วย เจลแลนกรัม 2.6 กรัมต่อลิตร น้ำตาลซูโครส 30 กรัมต่อลิตร ค่าพีเอช 5.8 และสารควบคุม
การเจริญเติบโตกลุ่มไซโตไคนินทั้ง 3 ชนิด คือ BA mT และ TDZ ความเข้มข้น 0.5 1 และ 3
มิลลิกรัมต่อลิตร เป็นระยะเวลา 8 สัปดาห์ พบว่าเมล็ดถั่วท่าพระสไตโล CIAT 184 สามารถชักนำให้
เกิดยอดได้ดีที่ร้อยละ 100 บนอาหารสังเคราะห์สูตร MS ที่ประกอบด้วยสารควบคุมการเจริญเติบโต
TDZ ความเข้มข้น 3 มิลลิกรัมต่อลิตร จำนวนยอดและความยาวยอดเฉลี่ยคือ 36.80 ยอดต่อเมล็ด
และความยาวยอดเฉลี่ย 4.24 เซนติเมตร และเมล็ดถั่วฮามาต้าสามารถชักนำให้เกิดยอดได้ดีที่สุดร้อย
ละ 88.33 บนอาหารสังเคราะห์สูตร MS ที่ประกอบด้วยสารควบคุมการเจริญเติบโต mT ความ
เข้มข้น 3 มิลลิกรัมต่อลิตร จำนวนยอดและความยาวยอดเฉลี่ยคือ 7.00 ยอดต่อเมล็ด และความยาว
ยอดเฉลี่ย 4.39 เซนติเมตร 

การชักนำต้นถั่วท่าพระสไตโล CIAT 184 และถั่วฮามาต้าที่ได้จากเมล็ดให้เกิดรากหลังจาก
เพาะเลี้ยงบนอาหารสังเคราะห์สูตร MS ที่ประกอบไปด้วยสารควบคุมการเจริญเติบโตกลุ่มออกซินทั้ง 
3 ชนิด คือ IAA IBA และ NAA ความเข้มข้น 0.1 0.3 และ 0.5 มิลลิกรัมต่อลิตร เป็นระยะเวลา 8 
สัปดาห์ พบว่าต้นถั่วท่าพระสไตโล CIAT 184 สามารถชักนำให้เกิดรากร้อยละ 40 บนอาหาร
สังเคราะห์สูตร MS ที่ประกอบด้วยสารควบคุมการเจริญเติบโต IAA ความเข้มข้น 0.3 มิลลิกรัมต่อ
ลิตร จำนวนรากและความยาวรากเฉลี่ยคือ 6.50 รากต่อต้น และความยาวรากเฉลี่ย 1.18 เซนติเมตร 
และต้นถั่วฮามาต้าสามารถชักนำให้เกิดรากได้ดีที่สุดร้อยละ 90.00 บนอาหารสังเคราะห์สูตร MS ที่
ประกอบด้วยสารควบคุมการเจริญเติบโต IBA ความเข้มข้น 0.3 มิลลิกรัมต่อลิตร จำนวนรากและ
ความยาวรากเฉลี่ยคือ 7.50 รากต่อต้น และความยาวรากเฉลี่ย 1.20 เซนติเมตร 

การศึกษาสูตรอาหารที่เหมาะสมในการชักนำข้อให้เกิดแคลลัสและยอด เพาะเลี้ยงบนอาหาร
สังเคราะห์สูตร MS ที่ประกอบไปด้วยสารควบคุมการเจริญเติบโต IBA ความเข้มข้น 0.5 มิลลิกรัมต่อ
ลิตร ร่วมกับ TDZ ความเข้มข้น 1 3 และ 5 มิลลิกรัมต่อลิตร เป็นระยะเวลา 8 สัปดาห์ พบว่าชิ้นส่วน
ข้อถั่วท่าพระสไตโล CIAT 184 และถั่วฮามาต้าสามารถชักนำให้เกิดแคลลัสได้ร้อยละ 100 บนอาหาร
สังเคราะห์สูตร MS ที่ประกอบด้วยสารควบคุมการเจริญเติบโต IBA ความเข้มข้น 0.5 มิลลิกรัมต่อ
ลิตร ร่วมกับ TDZ ความเข้มข้น 3 มิลลิกรัมต่อลิตร และชักนำให้เกิดยอดไดจ้ำนวนยอดและความยาว
ยอดเฉลี่ยคือ 6.67 และ 13.50 ยอดต่อข้อ และความยาวยอดเฉลี่ย 0.52 และ 1.03 เซนติเมตร
ตามลำดับ 
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การศึกษาการเจริญเติบโตของเซลล์แขวนลอยจากการนำแคลลัสที่ ได้ในถั่วทั้ง 2 สายพันธุ์มา
ศึกษา โดยถั่วท่าพระสไตโล CIAT 184 เพาะเลี้ยงในอาหารเหลวสังเคราะห์สูตร MS ที่ประกอบด้วย
สารควบคุมการเจริญเติบโต 2,4-D ความเข้มข้น 1 มิลลิกรัมต่อลิตร พบค่าน้ำหนักเฉลี่ยสูงสุดในวันที่
21 ซึ่งมีนำ้หนักสดเฉลี่ย 1.0691 กรัมต่อ 20 มิลลิลิตรของอาหาร และน้ำหนักแห้งเฉลี่ย 0.1148 กรัม
ต่อ 20 มิลลิลิตรของอาหาร ถั่วฮามาต้าเพาะเลี้ยงในอาหารเหลวสังเคราะห์สูตร MS ที่ประกอบด้วย
สารควบคุมการเจริญเติบโต IBA ความเข้มข้น 0.5 มิลลิกรัมต่อลิตร ร่วมกับ TDZ ความเข้มข้น 3
มิลลิกรัมต่อลิตร พบค่าน้ำหนักเฉลี่ยสูงสุดในวันที่ 18 ซึ่งมีน้ำหนักสดเฉลี่ย 2.9469 กรัมต่อ 25
มิลลิลิตรของอาหาร และน้ำหนักแห้งเฉลี่ย 0.2742 กรัมต่อ 25 มิลลิลิตรของอาหาร 

การศึกษาสูตรอาหารที่เหมาะสมในการชักนำแคลลัสจากการเลี้ยงเซลล์แขวนลอยให้เจริญเป็น
ต้นใหม่ เพาะเลี้ยงบนอาหารสังเคราะห์สูตร MS ที่ประกอบด้วยสารควบคุมการเจริญเติบโต mT และ
TDZ ความเข้มข้น 0.5 1 และ 3 มิลลิกรัมต่อลิตร เป็นระยะเวลา 8 สัปดาห์ พบว่าแคลลัสสามารถชัก
นำให้เกิดยอดได้ดีที่สุดร้อยละ 100 บนอาหารสังเคราะห์สูตร MS ที่ประกอบด้วยสารควบคุมการ
เจริญเติบโต mT ความเข้มข้น 3 มิลลิกรัมต่อลิตร จำนวนยอดและความยาวยอดเฉลี่ยคือ 5.35 ยอด
ต่อแคลลัส และความยาวยอดเฉลี่ย 0.85 เซนติเมตร 

การศึกษาผลของปริมาณรังสีแกมมาต่อการเจริญของเมล็ด ฉายปริมาณรังสีต่างๆ คือ 0 5 10 
15 20 25 30 40 และ 50 กิโลแรด เพาะเลี้ยงบนอาหารสังเคราะห์สูตร MS ที่ปราศจากสารควบคุม 
การเจริญเติบโต เมล็ดถั่วท่าพระสไตโล CIAT 184 พบว่าปริมาณรังสีที่ไปลดการเจริญเติบโตของถั่ว 
GR50(30) และการรอดชีวิตของเมล็ดถั่วลดลง 50 เปอร์เซ็นต์ LD50(30 มีค่าเท่ากับ 44.38 และ 38.06 
กิโลแรด และเมล็ดถั่วฮามาต้า พบว่าปริมาณรังสีที่ไปลดการเจริญเติบโตของถั่ว GR50(30) และการรอด 
ชีวิตของเมล็ดถั่ วลดลง 50 เปอร์ เซ็นต์  LD50(30) มีค่าเท่ ากับ  34.95 และ 28.38 กิ โลแรด 
     การศึกษาผลของปริมาณรังสีแกมมาต่อการเจริญของแคลลัส ฉายปริมาณรังสีต่างๆ คือ 0 2 4 
6 8 และ 10 กิโลแรด เพาะเลี้ยงบนอาหารสังเคราะห์สูตร MS ที่ประกอบด้วยสารควบคุมการ 
เจริญเติบโต IBA ความเข้มข้น 0.5 มิลลิกรัมต่อลิตร ร่วมกับ TDZ ความเข้มข้น 3 มิลลิกรัมต่อลิตร 
แคลลัสถั่วท่าพระสไตโล CIAT 184 เมื่อเพาะเลี้ยงเป็นระยะเวลา 4 8 และ 12 สัปดาห์ พบว่า LD50 
เท่ากับ 8.0 6.91 และ 6.12 กิโลแรด และแคลลัสถั่วฮามาต้า พบว่า LD50 เท่ากับ 6.71 5.8 และ 2.8 
กิโลแรด จากนั้นนำเครื่องหมายโมเลกุลอาร์เอพีดีมาใช้ในการตรวจสอบความแปรผันทางพันธุกรรม 
ระหว่างต้นควบคุมกับต้นที่กลายพันธุ์ จากการทดลองพบว่าถั่วท่าพระสไตโล CIAT 184 หลังจาก 
ตรวจสอบลักษณะแถบดีเอ็นเอด้วยวิธีอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟรีซิส พบว่าจำนวนแถบดีเอ็นเอที่ 
แตกต่างไปจากต้นควบคุมมีไพรเมอร์จำนวน 2 ชนิด คือ OPC02 และ OPD02 และถั่วฮามาต้าพบว่า 
จำนวนแถบดีเอ็นเอที่แตกต่างไปจากต้นควบคุมมีไพรเมอร์จำนวน 2 ชนิด คือ OPV03 และ OPY15 
      การศึกษาความสามรถในการทนแล้งของเมล็ด เพาะเลี้ยงบนอาหารสังเคราะห์สูตร MS ที่ไม่เติม 
สารควบคุมการเจริญเติบโต ประกอบด้วย PEG ความเข้มข้น 0 5 10 15 และ 20 เปอร์เซ็นต์ พบว่า 
เมล็ดถั่วท่าพระสไตโล CIAT 184 ความเข้มข้น PEG ที่ไปลดการเจริญเติบโตของถั่ว GR50(2) เท่ากับ 
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17.73 เปอร์เซ็นต์ เมื่อเพาะเลี้ยงเป็นระยะเวลา 4 และ 12 สัปดาห์ พบว่า LD50(30) มีค่าเท่ากับ 14.83 
และ 11.83 เปอร์เซ็นต์ และเมล็ดถั่วฮามาต้า ความเข้มข้น PEG ที่ไปลดการเจริญเติบโตของถั่ว 
GR50(2) เท่ากับ 17.88 เปอร์เซ็นต์ เมื่อเพาะเลี้ยงเป็นระยะเวลา 4 และ 12 สัปดาห์ พบว่า LD50(30) มี 
ค่าเท่ากับ 15.28 และ 14.73 เปอร์เซ็นต์ 

การศึกษาความสามารถในการทนแล้งของแคลลัสเพาะเลี้ยงบนอาหารสังเคราะห์สูตร MS ที่ 
ประกอบด้วยสารควบคุมการเจริญเติบโต TDZ ความเข้มข้น 3 มิลลิกรัมต่อลิตร ประกอบด้วย PEG 
ความเข้มข้น 0 2 4 6 8 และ 10 เปอร์เซ็นต์ พบว่าเมื่อเพาะเลี้ยงเป็นระยะเวลา 16 สัปดาห์ แคลลัส 
ถั่วท่าพระสไตโล CIAT 184 ความเข้มข้น PEG ที่ทำให้ร้อยละการรอดชีวิตลดลง 50 เปอร์เซ็นต์ 
(LD50) เท่ากับ 6.09 เปอร์เซ็นต์ และแคลลัสถั่วฮามาต้า LD50 เท่ากับ 4.31 เปอร์เซ็นต์ และจากการ
คัดเลือกถั่วทนแล้ง พบว่าเมื่อระยะเวลาผ่านไป 8 สัปดาห์ แคลลัสถั่วท่าพระสไตโล CIAT 184 และ 
ถั่วฮามาต้าสามารถชักนำให้เกิดต้นได้ แต่ไม่สามารถชักนำให้เกิดราก 

5.2 ข้อเสนอแนะ 
 การศึกษาผลของรังสีแกมมาต่อการเจริญของเมล็ดและแคลลัส บางรังสีมีลักษณะที่จะเหมาะสม

ในการใช้ประโยชน์เป็นอาหารสัตว์ในด้านการทำถั่วแห้ง เพราะมีลักษณะลำต้นเล็กสามารถทำแห้งได้
ง่าย แต่ถ้ามีการศึกษาเพ่ิมเติมเช่น นำไปทดสอบผลผลิตในสภาวะแปลงปลูก หรือนำไปตรวจสอบ
คุณค่าทางโภชนาการของอาหารสัตว์ เช่น ค่า CP (crud protein), NDF (neutral detergent 
fiber), DMO (dry matter) จะทำให้สามารถคัดเลือกถั่วอาหารสัตว์ที่มีคุณภาพที่ดีมากขึ้นได้ ส่วน
การศึกษาความสามารถในการทนแล้งของแคลลัส ซึ่งจากการทดลองนี้สามารถคัดเลือกแคลลัสถั่วที่
สามารถพัฒนาเป็นต้นได้ แต่ไม่สามารถชักนำให้เกิดรากได้ ควรนำผลการทดลองไปปรับปรุงเพ่ือหา
สูตรที่เหมาะสมในการชักนำให้เกิดราก อาจนำต้นทนแล้งมาเลี้ยงในอาหารสังเคราะห์สูตร MS ที่
ปราศจากสารควบคุมการเจริญเติบโตเพ่ือปรับสภาพให้พืชก่อน แล้วจึงนำไปเพาะเลี้ยงบนสูตรอาหาร
ที่ชักนำให้เกิดราก จึงคาดว่าจะได้ต้นที่สามารถทนต่อสภาวะแล้งได้มากกว่าสายพันธุ์เดิม หากมี
การศึกษาเพ่ิมเติม เช่น การนำต้นที่คัดเลือกได้มาทดสอบภายใต้สภาวะแล้งเทียบกับต้นควบคุม แล้ว
ทำการวัดค่าต่างๆ เช่น ปริมาณโพลีน คลอโรฟิลล์ หรือปริมาณน้ำที่สะสมในพืช หรือทำการคัดเลือก
ในสภาพธรรมชาติต่อไป จะทำให้ช่วยคัดเลือกต้นที่สามารถทนต่อสภาวะแล้งได้ 
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ภาคผนวก ก 
 

ตารางสูตรอาหารเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพืช MS; Murashige and Skoog (1962); Phytotech 

องค์ประกอบ ความเข้มข้น (มิลลิกรัมต่อลิตร) 

Ammonium Nitrate 1,650 
Boric Acid 6.2 
Calcium Chloride, Anhydrous 332.2 
Cobalt Chloride Hexahydrate 0.025 
EDTA, Disodium Salt 37.26 
Ferrous Sulfate, Heptahydrate 27.8 
Magnesium Sulfate, Anhydrous 180.7 
Manganese Sulfate 16.9 
Potassium Iodide 0.83 
Potassium Nitrate 1,900 
Potassium Phosphate, Monobasic, Anhydrous 170 
Sodium Molybdate (VI), Dihydrate 0.25 
Zinc Sulfate, Heptahydrate 8.6 
Glycine 2.0 
Myo-Inositol 100 
Nicotinic Acid 0.5 
Phridoxine HCI 0.5 
Thiamine HCI 0.1 
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ภาคผนวก ข 
การเตรียมสารเคม ี

1. การเตรียมสารละลาย 
1.1 2X CTAB ปริมาตร 100 มิลลิลิตร 

ชั่ง CTAB 2 กรัม PVP 1 กรัม NaCl 0.4 กรัม จากนั้นปิเปต EDTA ความเข้มข้น 0.5 โมลาร์  
จำนวน 4 มิลลิลิตร และ 1 โมลาร์ Tris-HCl จำนวน 10 มิลลิลิตร ผสมสารทั้งหมดในบีกเกอร์ 
ขนาด 500 มิลลิลิตร โดยอาจใช้ความร้อนเพ่ือช่วยให้สารละลายได้ดีมากขึ้น แล้วปรับปริมาตร  
ด้วยน้ำกลั่นจนครบ 100 มิลลิลิตร 
1.2 10% CTAB (ใน 0.7M NaCl) ปริมาตร 50 มิลลิลิตร 

ปิเปต NaCl ความเข้มข้น 5 โมลาร์ (จาก stock) ปริมาตร 7 มิลลิลิตร เติมน้ำ 43 มิลลิลิตร  
ชั่งสาร CTAB 5 กรัม ผสมสารทั้งหมดให้เข้ากันโดยใช้ Magnetic bar คนจนสารละลายเป็นเนื้อ 
เดียวกัน เก็บไว้ที่อุณหภูมิห้อง 
1.3 0.5M EDTA (pH8) ปริมาตร 500 มิลลิลิตร 

ชั่ง EDTA 93.06 กรัม ลงในภาชนะ เติมน้ำกลั่นปริมาตร 300 มิลลิลิตร ผสมให้เข้ากันโดยใช้ 
Magnetic bar จนสารละลายเป็นเนื้อเดียวกัน ทำการปรับ pH ให้เท่ากับ 8 แล้วจึงปรับปริมาตร 
สุดท้ายให้เป็น 500 มิลลิลิตร จากนั้นนำไปฆ่าเชื้อด้วยหม้อนึ่งความดันไอน้ำ ความดันไอที่อุณหภูมิ  
121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที 
1.4 10X Tris-borate EDTA buffer (TBE buffer) ปริมาตร 1000 มิลลิลิตร 
      ชั่ง Tris base 108 กรัม ชั่ง Boric acid 61.83 กรัม และชั่ง EDTA 9.305 กรัม นำสารที่ชั่ง
มาละลายน้ำกลั่นปริมาตร 500 มิลลิลิตร ปรับ pH ให้เท่ากับ 8 แล้วปรับปริมาตรด้วยน้ำกลั่น 
จนครบ 1000 มิลลิลิตร จากนั้นนำไปฆ่าเชื้อด้วย Autoclave ความดันไอที่อุณหภูมิ 121 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที และถ้าต้องการเตรียม 1X TBE buffer ปริมาตร 500 มิลลิลิตร เพ่ือ
ใช้งาน ให้ดูดสารละลาย 10X TBE มา 50 มิลลิลิตร แล้วใช้น้ำกลั่นปริมาตรให้ได้ 500 มิลลิลิตร
1.5 1M Tris-HCl (pH8) ปริมาตร 1000 มิลลิลิตร 

ชั่ง Tris 121 กรัม ลงในบีกเกอร์ เติมน้ำกลั่น 500 มิลลิลิตร แล้วปรับ pH ให้เท่ากับ 8 ด้วย  
1 โมลาร์ HCI จากนั้นปรับปริมาตรสุดท้ายด้วยน้ำกลั่นให้เท่ากับ 1000 มิลลิลิตร นำไปฆา่เชื้อด้วย  
หม้อนึ่งความดันไอน้ำ ความดันไอที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที 
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1.6 10 mM TE buffer ปริมาตร 100 มิลลิลิตร 
ดูด 1 โมลาร์ Tris-HCl (pH8) มาปริมาตร 10 มิลลิลิตร และดูด 0.5 โมลาร์ EDTA (pH8) มา 

ปริมาตร 2 มิลลิลิตร ผสมให้เข้ากัน ปรับปริมาตรด้วยน้ำกลั่น 100 มิลลิลิตร นำไปฆ่าเชื้อด้วย  
หม้อนึ่งความดันไอน้ำ ความดันไอที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที และถ้า 
ต้องการเตรียม 0.1 มิลลิโมลาร์ TE Buffer ปริมาตร 40 มิลลิลิตร ต้องดูดสารจาก 10 มิลลิโมลาร์  
TE Buffer ปริมาตร 400 ไมโครลิตร แล้วเติมน้ำกลั่นเพ่ือปรับปริมาตรเป็น 40 มิลลิลิตร 
 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพ่ือการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกท้ังห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกคร้ังที่มีการนำไปใช้ 



128 

 

ภาคผนวก ข (ต่อ) 

 
1.7 20 mg/ml RNase A ปริมาตร 1 มิลลิลิตร 

ชั่ง RNase A ใส่หลอดขนาด 1.5 มิลลิลิตร ผสมกับ DI water (deionized water) ปริมาตร 
1 มิลลิลิตร จากนั้น Vortex จนสารละลายเป็นเนื้อเดียวกัน 

2. การเตรยีมสารในเทคนิคปฎิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอร์เรส (PCR) 
2.1 20 pmol/µl ไพรเมอร์ (ไพรเมอร์ RAPD) ปริมาตร 20 ไมโครลิตร 

ดูดแต่ละไพรเมอร์ที่มีความเข้มข้น 100 ไมโครโมลต่อลิตร ปริมาตร 4 ไมโครลิตร ปรับปริมาตรด้วย 
DI water เป็น 20 ไมโครลิตร 

2.2 1.25 mM Deoxynucleotide Triphosphate (dNTP) ปริมาตร 100 ไมโครลิตร 
จาก stock เบสแต่ละเบสประกอบด้วย dATP, dCTP, dGTP และ dTTP ความเข้มข้น 100 มิลลิ 

โมลาร์ ต้องปิเปต dNTPs (dATP, dCTP, dGTP และ dTTP) แต่ละเบส 1.25 ไมโครลิตร รวมเป็น 5 
ไมโครลิตร จากนั้นเติม DI water (deionized water) ปริมาตร 95 ไมโครลิตร จะได้ mix dNTPs ที่ 
มีความเข้มข้น 1.25 มิลลิโมลาร์ ปริมาตร 100 ไมโครลิตร เก็บท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส  

3. การเตรียมสารในวิธีอิเล็กโทรโฟรีซิส 
3.1 การเตรียมอะกาโรสเจล ความเข้มข้น 2 เปอร์เซ็นต์ (w/v) 
ชั่งอะกาโรส 0.8 กรัม ลงในฟลาสก์ เติม 1X TBE buffer ปริมาตร 40 มิลลิลิตร ผสมให้เข้ากัน 

นำไปให้ความร้อนเพ่ือให้ละลายเป็นเนื้อเดียวกัน แล้วเทใส่ถาดสำหรับเตรียมเจลที่มีหวี หลังจากนั้น
ตั้ง ทิ้งไว้ที่อุณหภูมิห้องเพ่ือให้เจลเกิดการแข็งตัว 

3.2 การเตรียม 3X Gel loading dye ปริมาตร 200 ไมโครลิตร 
ดูด 6X Gel loading dye ปริมาตร 100 ไมโครลิตร แล้วเติมน้ำ DI water (deionized water) 

ปริมาตร 100 ไมโครลิตร 

4. การเตรียมเอธิเดียมโบรไมด์ (EtBr) 
ดูดเอธิเดียมโบรไมด์ ความเข้มข้น 10 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร หรือ 500 

ไมโครลิตร ลงในภาชนะท่ีเตรียมไว้ เติม 1X TBE Buffer ปริมาตร 499.5 มิลลิลิตร แล้วผสมให้เข้ากัน 
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ภาคผนวก ข (ต่อ) 

 

5.การสกัด DNA โดยวิธี CTAB ดัดแปลงจาก Doyle and Doyle (1987) 

 สกัดดีเอ็นเอจากต้นถั่วโดยวิธี CTAB ซึ่งดัดแปลงมาจาก Aldrich and Cullis (Aldrich and  
Cullis, 1993) เริ่มจากบดต้นอ่อนด้วยไนโตรเจนเหลวในโกร่งที่เย็นให้ละเอียดเป็นผง ใส่ 2X CTAB  
buffer ปริมาตร 700 ไมโครลิตร บดต่อให้ละเอียด ย้ายตัวอย่างที่บดแล้วใส่ในหลอดขนาด 2.0  
มิลลิลิตร เติม ß-mercaptoethanol ปริมาตร 2 ไมโครลิตร ในตู้ดูดควัน นำไปบ่มที่อุณหภูมิ 65  
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2 ชั่วโมง โดยกลับหลอดไปมา 2-3 ครั้ง ทุก 15 นาที เติม chloroform :  
isoamyalcohol ในอัตรา 24:1 ปริมาตร 700 ไมโครลิตร ผสมให้เป็นเนื้อเดียวกันโดยกลับหลอดไป 
มา 5-6 ครั้ง ทำในตู้ดูดควัน นำไปปั่นเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 14,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 5 นาที จะ 
เห็นว่าตะกอนและส่วนใสถูกแยกออกจากกันอย่างชัดเจน ดูดสารละลายส่วนใส (300 ไมโครลิตร) ใส่  
ลงในหลอดใหม่ขนาด 1.5 มิลลิลิตร เติม RAase A ปริมาตร 2 ไมโครลิตร บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศา 
เซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที เติม 10 เปอร์เซ็นต์ CTAB ปริมาตร 50 ไมโครลิตร กลับหลอดไปมา 
เบาๆ เติม chloroform : isoamyalcohol ในอัตรา 24:1 ปริมาตร 700 ไมโครลิตรในอัตรา 24 :1  
ปริมาตร 700 ไมโครลิตร ผสมให้เป็นเนื้อเดียวกันโดยกลับหลอดไปมา 5-6 ครั้ง ทำในตู้ดูดควัน นำไป 
ปั่นเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 14 ,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 5 นาที ดูดสารละลายส่วนใส (300  
ไมโครลิตร) ควรระวังอย่าให้ตะกอนติดมาด้วย ใส่ลงในหลอดใหม่ขนาด 1.5 มิลลิลิตร จากนั้นเติม  
isopropanol 300 ไมโครลิตร บ่มที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส ข้ามคืน หลังจากนั้นนำไปปั่นเหวี่ยง 
ที่ความเร็วรอบ 14,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 30 นาที เทส่วนใสทิ้ง ล้างตะกอนดีเอ็นเอด้วยเอทา 
นอล 70% ปริมาตร 1 มิลลิลิตร แล้วนำไปปั่นเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 14 ,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา  
30 นาที เทส่วนใสทิ้ง ล้างตะกอนดีเอ็นเออีกครั้งด้วย absolute ethanol ปริมาตร 1 มิลลิลิตร นำไป 
ปั่นเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 14,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 30 นาท ีเทส่วนใสทิ้ง ตากตะกอนดีเอ็นเอให้ 
แห้งโดยบ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที (บ่มจนกว่าตะกอนจะแห้ ง) ละลาย 
ตะกอนดีเอ็นเอด้วย TE buffer ปริมาตร 20 ไมโครลิตร (ท่ีบ่มอุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส) นำไปบ่ม 
ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นระยะเวลา 1 ชั่วโมง เพ่ือให้ตะกอนดีเอ็นเอละลายหมด 
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ภาคผนวก ข (ต่อ) 

6. การวิเคราะห์คุณภาพและปริมาณของดีเอ็นเอด้วยวิธี spectrophotometry 
ดูดสารละลายดีเอ็นเอที่ต้องการตรวจสอบมาปริมาตร 3 ไมโครลิตร ใส่ในหลอดทดลองขนาด  

1.5 มิลลิลิตร ที่มีน้ำกลั่นปลอดเชื้อ 297 ไมโครลิตร (dilution factor = 100) และนำไปวัดค่าการ 
ดูดกลืนแสง (absorbance) ที่ความยาวคลื่น 260 และ 280 นาโนเมตร โดยมีน้ำกลั่นเป็น blank  
จากนั้นนำค่า absorbance ที่ได้ไปคำนวณหาความเข้มข้นของสารละลายดีเอ็นเอ  นำค่าที่ ได้ 
คำนวณหาอัตราส่วนระหว่างค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 260 ต่อ 280 นาโนเมตร เพ่ือ 
วิเคราะห์ความบริสุทธิ์ของดีเอ็นเอ นำมาหาค่า Ratio O.D. 260/280 = 1.8-2.0 แสดงว่าดีเอ็นเอ 
บริสุทธิ์ ถ้าได้ต่ำกว่านี้แสดงว่ามีการปนเปื้อนของโปรตีนมาก 
ความเข้มข้นของสารละลายดีเอ็นเอ (µg/ml) = A260 x 50 µg/ml x dilution factor 

7.การย้อมสี Fluorescein Diacetate (FDA) Stock 5mg/ml 
ชั่ง FDA 5 มิลลิกรัม ละลายด้วยอะซิโตน 1 มิลลิลิตร จากนั้นเตรียม FDA Solution 1 มิลลิกรัม

ต่อมิลลิลิตร โดยดูด FDA จาก Stock 5 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร 200 ไมโครลิตร เติมอะซิโตน 800 
ไมโครลิตร เก็บในขวดสีชาไว้ที่ -20 องศาเซลเซียส 
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Abstract Pasture legumes was developed by tissue culture technique using gamma 

irradiation. Seeds of Stylosanthes hamata cv. Verano were received 7 doses of radiation (5, 

10, 15, 20, 25, 30 and 45 Krad) and control (without irradiation) cultured on MS medium. 

Free Plant Growth Regulators (PGRs) and 30 g/L sucrose treatment found that 30 Krad 

decreased the percentage of shoot and root length of 31.7% and 20.51% respectively in 30 

days. While seeds without irradiation were 100% germination. The radiation doses was 

reduced the growth rate by half in 7 days GR50(30) at 39.82 Krad. The lethal dose (LD50) of 

Stylosanthes hamata cv. Verano was 26.14 Krad and the higher irradiation level increased 

death rate. Seeds on MS medium with 3 mg/L of meta-Topolin (mT) resulted at 60 days 

after irradiation which higher than 50 % in all treatments.  Moreover, every dose of gamma 

rays stimulated  shoots and roots after 60 days.  

 

Keywords: gamma irradiation, lethal dose (LD50), Stylosanthes hamata cv. Verano   

 

Introduction 

 

The most of livestock animals in Thailand are beef cattle and dairy 

cattle, fed by concentrate and rough food. Rough foods are grasses and 

beans. Dairy are fed cows by rough food up to 15% of their total daily 

intake. When the dairy cow receives lower coarse feed than 15%, the milk 

fat content will decrease, and it effects on digestion system in the rumen and 

animal health (Thadsri, 1997). Nowadays, Department of Livestock, 

Thailand has introduced 285 species of beans for study. However, there are 

only 4 species that produce seed as well are Centrosema pascuorum cv. 

Cavalcade, Desmanthus virgatus, Stylosanthes hamata cv. Verano and 

Stylosanthes guianensis, CIAT 184, which has a seed yield are 67.2, 39.0, 

39.7 and 33.0 tons, respectively.  

                                                           
 Corresponding Author: Poeaim, A., Email: anurug@hotmail.com 
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Hamata beans (Stylosanthes hamata cv. Verano), a native bean from 

Venezuela in South America, was been stuide by Khonkhean University 

since 1970 by Dr. H.M. Shelton and Dr. L.R. Humphreys, Queenlands 

University, Australia. (Boonruang et al., 2012). Hamata beans can be grown 

in a generally general, most cultivated in the Northeast, Thailand, protein 

content and seed yield are quite high, resistant to animals grazing and it is 

no report of cattle bloating (Bureau of Animal Nutrition Development, 

1982). Khon Kaen university reported the comparative test found that 

Hamata beans produced higher productivity more than.  Another bean in 

Stylosanthes type. This report is similar to (Topark-Ngarm, 1979) reported 

the various methods to develop the maximum product of seed. For example, 

the study of appropriate time to release sheep or goat for grazing before 

seeds harvesting (Wilaipon and Humphreys 1976; Wilaipon and Humphreys, 

1981) or period to truncate the bean before seeds harvesting (Wilaipon and 

Humphreys, 1979). 

The feeding beans was done by tissue culture technique with gamma 

irradiation. Makthong (2013) reported that induction to mutate in (Medicago 

sativa L.) beans by gamma ray. Seed were received doses of radiation of 

100, 200, 300, 400, 500, 600, 700, 800, and 900 Gy, the result showed that 

seeds with 100 Gy of gamma rays decreased the percentage of shoot at 39.2% 

while seed without gamma irradiation was percentage of shoot at 94.4%, 

and LD50 was 100 Gy of gamma rays which suitable for mutation. 

Benslimani and Khelif (2009) reported that induction of mutation in Arachis 

hypogaea L. by 
60

Coirradiation with doses were 50, 100, 150, 200, 300 and 

500 Gay. Seeds with 450 Gay of cobalt rays decreased percentage of shoot 

and root length about 46.5% and 59.0% respectively. Mba et al. (2010) 

suggested doses of gamma irradiation from 0 to 600 Gy should be using for 

genotype test to choose the optimal treatment condition. Horn and Shimelis. 

(2013) reported on the various doses of radiation at 0, 100, 200, 300, 400, 

500 and 600 Gy in Cowpea (Vigna unguiculata) by 
60

Co irradiation. The 

result showed that genotype of Nakard tolerated at 200 Gy, and provided 

percentage of germination at 43.33%. The optimum dose of 150 Gy made 

LD50 of Nakard. Tissue culture technology play a huge role to improve plant 

variety and combination with gamma irradiation to induce mutation. The 

aim of  experiment was to study the  effect of gamma irradiation and plant 

growth regulators of Hamata beans to induce drought tolerant and salt 

tolerant. 

 

Materials and methods  

 

Plant material 

 

Seeds of Hamata beans (Stylosanthes hamata cv.Verano) were 

supported by Feed and Forage Analysis Section,  Animal Nautrition 
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Division, Department of Livestock Development, Pathumthani Province, 

Thailand. 

 
 

Gamma Radiation 

 

The gamma radiation was carried out at the Gamma Irradiation 

Service and Nuclear Technology Research Center, Kasetsart University, 

Bangkok, Thailand. In acute irradiation, seeds were irradiated with gamma 

radiation from Cs-137 using a research irradiator (Mark I) at doses of 0 

(control) 5, 10, 15, 20, 25, 30, and 45 Krad. The 0 Gy using as a 

comparative control. The explants were surface sterilized by using 70% 

(v/v) ethanol for 2 min, 15%(w/v) sodium hypochlorite solution with 2 to 3 

drops of Tween 20 for 15 min, three times rinse in distilled water for 5 min 

per times. MS medium (Murashike and Skoog, 1962) is used as basal 

medium with salts and vitamins, added 30 g/L sucrose, 2.6 g/L phytagel, 

adjusted pH of the medium to 5.8 using 0.5 N NaCl, autoclaved at 121°C for 

15 min. The cultures were incubated at 25 ± 2 
◦
C under cool white 

fluorescent light (27 µmol m
-2

s
-1

) with 16 h light/8 h dark photoperiod. GR50 

(50% growth reduction), a dose can decrease 50% of seeding height. It was 

determined for all treatments by measuring the seedling height, shoots and 

root length after 30 days GR50(30). After 30 days, data were calculated the 

germination percentage (GP) using formula 1 (Dezfuli et al., 2008), the 

lethal dose 50 percentage (LD50) was used by the following formula 2 

(Bashir, 2012). 

GP = 
                                                     

                    
       

 

Survival % = 
                           

                        
       

 

Effect of growth regulators on the growth of bean seeds after irradiation 

 

Seeds with eight doses of radiation, 0 (control) 5, 10, 15, 20, 25, 30, 

and 45 Krad, were cultured on MS medium added 30 g/L sucrose, 2.6 g/L 

phytagel and 3 mg/L meta-Topolin (mT). The pH of the medium was 

adjusted to 5.8 using 0.5 N NaCl, autoclaved at 121°C for 15 min. The 

cultures were incubated at 25 ± 1 
◦
C under cool white fluorescent light (27 

µmol m
-2

s
-1

) with a 16 h light, 8 h dark photoperiod, and measured LD50 and 

GR50 after 30 days. 

 

Data analyses 

 

All treatments were repeated three times. ANOVA was computed 

using SPSS v17. The data for each stage of the experiment was analyzed 
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using one-way ANOVA and followed by Duncan’s multiple range test 

(DMRT) for mean comparison at p-values 0.05.  

 

Results 

 

Effects of gamma irradiation on germination 

 

The effect of gamma irradiation on Hamata seeds were irradiated 

with 0, 5, 10, 15, 20, 25, 30 and 40 Krad, surface sterilized seeds were 

cultured on MS agar without plant growth regulators. In general, increasing 

the gamma dose caused negative effect on plant development as it was 

indicated by the reduction height, shoot and root lengths at 30 days. The 

germination response of Hamata beans against irradiation doses were given 

the linear equations: y = -1.5723x + 112.61 (Fig 1). The highest of GR50(30) 

values based on the height of Hamata was 39.82 Krad. 

 

 
Figure 1. GR50 at 30 days of Stylosanthes hamata cv. Verano plants treated 

with different dose of gamma rays 

 

Seed germination, percentage of shoot initiation, percentage of survival, 

shoot and root lengths of 30 days seedings was shown in Table 1. The 

percentage of seed germination gradually decreased as gamma doses 

increased to 45 Krad in 30 days. The highest percentage of seed germination 

was 60% at 5 Krad. The highest percentage of shoot initiation shoot and root 

length at 5 Krad gamma dose of 100%, which were 0.625 cm and 0.344 cm, 

respectively. The 45 Krad was lowest of 28 %, which shoot and root lengths 

were 0.114 cm and 0.050 cm, respectively. Roots were stopped growing and 

cotyledon wilted (Table 1, Fig 2). 
 

 

y = -1.5723x + 112.61 
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Table 1. Total number of initial seeds, germination rate, survival rate, shoot and root lengths acutely exposed to different doses 

of gamma radiation on MS medium at 30 days 
Gamma Dose 

)Krad) 

The number of 

initial seeds 

Germination 

)%(
1/ 

Survival 

)%(
2/

 

Shoot length 

)cm( 

 shoot response 

% 

Root length 

)cm( 

 Root response 

% 

Control 60 60(100) 60(100) 0.680±0.70 
a
 100 0.546±0.10

a
 100 

5 60 60(100) 60(100) 0.625±0.66
b
 91.91 0.344±0.35

b
 63.00 

11 60 59(98) 56(93) 0.423±0.40
c
 62.21 0.348±0.15

b
 63.73 

15 60 58(97) 48(80) 0.367±0.52
d
 53.97 0.311±0.75

b
 56.95 

01 60 54(90) 44(73) 0.353±0.50
de

 51.91 0.257±1.27
c
 47.07 

05 60 51(85) 34(57) 0.310±1.10
e
 45.58 0.114±0.65

d
 20.88 

01 60 40(67) 17(28) 0.214±1.45
f
 31.47 0.112±0.64

d
 20.51 

55 60 17(28) 4(6) 0.114±0.57
g
 16.76 0.050±0.56

e
 9.15 

 
Table 2. Total number of initial seeds, germination rate, survival rate, shoot and root lengths acutely exposed to different doses 

of gamma radiation on MS medium with 3 mg/L of mT. The effects were investigated for 60 days 
Dose 

)Krad) 

The number       

of initial seeds 

Germination 

)%(
1/ 

Survival 

)%(
2/

 

Shoot length 

)cm( 
shoot response 

)%( 

Root length 

)cm( 

 Root response 

)%( 

mT3)control( 60 60(100)  60 (100) 0.880±1.44
a
 100 0.351±1.15

a
 100 

5 60 60(100) 60(100) 0.829±0.05
a
 94.20 0.206±0.35

b
 58.68 

10 60 59(98) 59(98) 0.695±0.60
b
 78.97 0.225±1.12

b
 64.10 

15 60 58(97) 51 )85(  0.555±1.27
c
 63.06 0.243±0.75

b
 69.23 

20 60 59(98) 48 )80(  0.414±1.25
d
 47.04 0.236±1.52

b
 67.23 

25 60 55(92) 47 )78(  0.464±0.70
d
 52.72 0.232±0.11

b
 66.09 

30 60 49(81) 31 )52(  0.595 ±0.50
c
 57.38 0.326±0.30

a
 92.87 

45 60 34(57) 30 )50(  0.552±0.26
c
 62.72 0.321±0.35

b
 65.81 

a-d 
Means in same column with different letters are significantly different at P < 0.5 according to DMRT using one-way ANOVA 

1/
 Seed germination means germinated seeds out of total seed number. 

2/ 
Shoot growth initiation means developed shoots out of total seed number
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Figure 2. In vitro seed germination, shoot and root length of Stylosanthes 

hamata cv. Verano seeds irradiated with 0, 5, 10, 15, 20, 25, 30 and 40 Krad 

on MS medium at 30 days 

 

The apical meristems were yellow, observed at 26 days death. The 

leaves cannot grow due to severe physical damage. The survival response of 

Hamata against irradiation doses was given the linear equations:  

 

y = -2.3151x + 110.53 (Fig 3), 

 

while LD50(30) was obtained at 26.14 Krad.  

 

 
Figure 3. LD50 at 30 days of Stylosanthes hamata cv. Verano plants treated 

with different dose of gamma rays 

 

Effect of gamma irradiation on meta-Topolin (mT) 

 

The irradiation activated in the MS medium added 3 mg/L meta-

Topolin (mT) for 60 days. Hamata showed a growth rate over 50 percent in 

all treatments (Table 2). The treatments of 0, 5, 10, 15, 20, 25, 30 and 45 

Krad were germinated at 100, 100, 98, 85, 80, 78, 52 and 50 percentage, 

y = -2.3151x + 110.53 
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respectively. Seeds obtained gamma rays at 30 and 40 Krad with an average 

shoot length were 0.595 and 0.552 cm, respectively. The mean length was 

higher than seeds without hormone which cultured on same medium. 

Average root length of the control plants and the 30 Krad were 0.351 and 

0.326 cm, respectively. All treatments caused calli around the roots (Fig 4). 

The results showed the survival percentages at 60 days after irradiation were 

higher than 50 % in all treatments.  

 

 
Figure 4. In vitro of seed germination shoot and root length of Stylosanthes 

hamata cv. Verano seeds irradiated with 0, 5, 10, 15, 20, 25, 30 and 40 Krad 

on MS medium added 3 mg/l of mT at 30 days 

 

 
Figure 5. Effects on the length of shoots of Stylosanthes hamata cv. Verano 

by gamma irradiation 
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Figure 6. Effects on the length of roots of Stylosanthes hamata cv. Verano 

by gamma irradiation 

 

A morphological investigation was conducted for 30 days to 

compare the heights of seeds on MS medium with 3 mg/L of mT and free 

PGRs. In general, the results enhanced the degree of seeds on MS medium 

with 3 mg/L of mT from 0 to 45 Krad with increased in seedling height 

when compared with those culture on MS medium without hormone (Fig 5). 

The root length of the plantlets significantly increased in the second week of 

culture. Plantlets irradiated at 30 and 45 Krad changed in height in all doses 

when compared with those culture on MS media without hormone (Fig 6). 

 

Discussion 

 

The effect of gamma irradiation on Hamata seeds were irradiated 

with 0, 5, 10, 15, 20, 25, 30 and 40 Krad .The higher of GR (50)30 values 

based on the plant height of Hamata were 39.82 Krad or around 400 Gy. 

These results are similar to Kimno and Chepkoech (2014) studied on the 

induction of mutation using gamma rays on Sorghum bicolar L. Seed beans 

were treated 200, 400 and 600 Gy. Dose of gamma rays at 406 Gy (40 Krad) 

decreased rate of germination. Ramazan et al. (2016) varied doses of 
60

Co 

irradiation at 0, 50 100 150 200 and 250 Gy on Lathyrus chrysanthus Boiss. 

After 14 days, 250 Gy (Krad) affected to seed germination of 14.3%, shoot 

and root length were 0.5 and 1.3 cm, respectively. Seed of Hamata beans 

irradiated at 45 Krad (450 Gy), seed germination was 28.0%, shoot and root 

length were 0.114 and 0.05 cm. From the result showed that low dose of 

irradiation had no effect on germination rate (IAEA, 1979). Survival, 

sprouting ability, height and the number of plant organs were affected by 

higher dose of gamma rays (Nwachukwu et al., 2009; Devi and 

Mullainathan, 2012). In high dose of gamma irradiation, the growth of root 

was stopped, cotyledon was wilted, characteristics of seed changed both in 
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morphology and genetic. Survival plant can repair itself after irradiated with 

gamma rays and survive depending on dose of irradiation (Ahloowalia, 

1998). These changes are the result of genetic was destroyed. It also creates 

free radicals that can change the structure of the plant cells, physiological 

and biochemical processes of the plant (Marcu et al., 2013). Hamata beans 

after 26 days cultivated, apical meristems were changed green to yellow and 

eventually die. The Leaf stop growing caused by physical damage, which 

usually resulted in halting of apical meristem or root. The changes in 

external genes of the nucleus, it can not transfer to next generation (Vos et 

al., 1995; Lee et al., 2002). 

The LD50 value of Hamata beans with gamma irradiation on MS 

basal agar medium without PGRs at 26.14 Krad  (260 Gy) was created. 

Rajarajan et al. (2016) reported on varied radiation doses of gamma rays at 

150, 200, 250, 300 and 350 Gy in rice cultivar ADT (R) 47. The result 

showed LD50 value after irradiated at 229 Gy. Gang et al. (2007) studied on 

Narcissus tazetta received the highest dose of radiation, survival rate of the 

plants was significantly reduced.  

Seeds of Stylosanthes hamata cv. Verano were received 8 doses of 

radiation on MS medium with 3 mg/L, meta-topolin (mT). The results 

showed the percentages of survival after 60 days with radiation higher than 

50 % in all treatments and GR50(60) higher than 50 %, while can not get the 

data of LD50. The reason for explaining that it was PRGs in medium, mT 

was a high performance for seed germination on Stylosanthes hamata cv. 

Verano.  The other studies were supported in high performance of mT 

which can help the seed growing although there were got the high radiation 

doses. Pdungsil et al. (2015)  reported the various radiation doses  of 0, 50, 

100, 100  and 200 Gy. The results showed that the survival percentages for 

30 days after irradiation were higher than 50 % in all treatments. Letham 

(1971)  reported to promote radish cotyledons using cytokinin  and explained 

by the promotion of cell  enlargement, mT as a most active aromatic 

cytokinin as reported by Strnad et al. (1997) and Chiancone et al. (2016) 

studied of the effect on caulogenesis by mT and BA, micro-cuttings were 

cultured with 3 concentrations of each types of cytokinin on Citrus tristeza 

virus. The mT showed the result better than BA, use a low concentration can 

be giving a comparable multiplication rate. Structure of mT is similar to 

BA, it has not been associated with hyperhydricity, heterogeneity of plant 

growth or rooting suppression (Amoo et al., 2011; Bairu et al., 2007). In 

future should study this part to find the answer of LD50  using the media 

without PGRs, taken the higher radiation doses and culture. 

It concluded that seeds of Stylosanthes hamata cv. Verano after 30 

days cultivation found that  30 Krad decreased the percentage of shoot and 

root length of 31.7% and 20.51% respectively. The radiation dose was 

reduced GR50(30) at 39.82 Krad. LD50(30) at 26.14 Krad. The higher 

irradiation level increased the death rate. Seeds with irradiation on MS 
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medium with 3 mg/L of mT after 60 days cultivation, the LD50 was higher 

than 50 % in all treatments and GR50 higher than 50 %. In the future, the 

improvement of Hamata bean would possible encounter the new 

characteristic by gamma irradiation in combination with PGRs to improve 

the growth rate. 
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Abstract The plant regeneration from seed of Hamata (Stylosanthes hamata cv. Verano) was 

found. Seeds were induced on MS medium (Murashige and Skoog, 1962) with different 

concentration of cytokinin were used 0.5, 1 and 3 mg/L 6-benzyladenine (BAP) meta-Topolin 

(mT) or Thidizuron (TDZ), respectively. The result showed that the highest percentage of seed 

induction was 65% and average shoots 8.66 shoots per seed on MS medium with 3 mg/L mT 

for 12 weeks cultivation. For node of hamata were study on callus and shoot induction on MS 

medium with 0.5 mg/L IBA combined with 0.5, 1 and 3 mg/L TDZ. The highest percentage of 

callus and shoot induction was 100% gave average areas of callus at 11192.84 mm
3
 and the 

number of shoots per callus was 13.50 shoots on MS medium with 0.5 mg/L IBA combined 3 

mg/L TDZ for 8 weeks cultivation Cell suspension culture of callus that developed from node 

of hamata. The friable callus was transferred to liquid MS medium with 0.5 mg/L IBA 

combined with 3 mg/L TDZ for 4 weeks cultivation After that transferred to MS medium with 

3 mg/L mT for shoots regeneration. The percentage of shoots generation from callus was shown 

on 90% and the number of shoots per callus was 14.00 shoots for 12 weeks cultivation. 

Transferred shoot to root medium containing of MS medium with Indole-3-butyric acid (IBA) 

Naphthaleneacetic acid (NAA) or Indole-3-acetic acid (IAA) at 0.1, 0.3 and 0.5 mg/L. The 

result showed that the highest percentage of root induction was 100% and gave averaged roots 

at 11.00
+
1.87 roots per shoot on MS medium with 0.3 mg/L NAA for 12 weeks cultivation. 

 

Keywords: Node, Plant Growth Regulators suspension, Stylosanthes hamata cv. Verano  

 

Introduction 

 

Legumes a large family of plants from the grass. It is important for 

human and animal food. The plants are high nutritious and protein. In addition 
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to food, Fabaceae plant has significant to economic because Fabaceae plant are 

special from other crops. It  can use nitrogen in the air to growth.  Rhizobium 

causes root-knot obtain food and energy from plant. while Fabaceae plant 

obtain compounds product from rhizobium use to growth.  So, legume plants 

are important role in maintaining soil fertility decrease soil erosion. In addition, 

legume used in "ley-farming" to increase the soil abundance. Some legume 

species play a role in forest and used in biofuel (Jones et al., 1997).  

Hamata (Stylosanthes hamata cv. Verano), a native bean from 

Venezuela in South America, was been studied by Khonkaen University since 

1970 by Dr. Shelton and Dr. Humphreys, Queenlands University, Australia. 

Hamata can be growth on normal weather in Northeast. High protein content 

and resistant to grazing animals. There are no reports that make beef cattle and 

dairy cattle flatulence like some beans. And high seed yield (Bureau of Animal 

Nutrition Development, 1982). In tests comparing varieties at KhonKaen 

University. Hamata produced the higher yield than forage variety. According to 

(Topark-Ngarm et al. (2979). Seed production has been tested to find the 

maximum yield of seed. For example, the optimal time which would release the 

beef cattle and dairy cattle before harvesting the seeds or harvest the seeds 

before cutting the bean (Wilaipon and Humphreys, 2976; Wilaipon et al., 1979; 

Wilaipon and Humphreys, 2982). 

The report is available on tissue culture of Stylosanthes spp. using 

cotyledon and hypocotyl induction callus on MS medium with BAP and NAA 

in different concentrations were used for callus induction and shoots 

regeneration. The percentage of cotyledon left and hypocotyl from callus of 

Stylosanthes spp. were 90.33% and 81.33%, respectively. on MS medium with 

3.0 mg/L BAP and 1 mg/LNAA (Kumar and Chandra (2010) According to, 

(Boonrung et al., 1022) studied of cell suspension of Stylobates guianesis 

CIAT 184 by using the callus derived from cotyledon callus induction on MS 

medium with 1 mg/L 2,4-D. The results showed fresh weight and dry weight of 

cell suspension with the best growth for 15 days of 0.6304 g/25mL and 0.0360 

g/25mL, respectively. 

The aims of this study were to investigated in vitro callus induction and 

cell suspension regeneration from node with optimum and concentration of 

plant growth regulators for Stylosanthes hamata cv. Verano. 
 

Materials and Methods 
 

Plant material and plant regeneration 
 

The used seeds of hamata (Stylosanthes hamata cv. Verano) were 

supported by Feed and Forage Analysis Section, Animal Nautrition Division, 
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Department of Livestock Development, Pathumthani Province, Thailand. Seeds 

of hamata were surface sterilized by 70% ethanol for 2 min and 15% sodium 

hypochlorite solution with few drops of tween 20 for 15 min and washed 3 

times in sterilized water. The seeds were placed on 3 different Murashige and 

Skoog (2961) media with various concentrations at 0.5, 1, and 3 mg/L, 6-

benzlyaminopurine (BAP), Thiazine (TDZ) and meta-Topolin (mT) Medium 

containing 30 g/L sucrose and 2.6 g/L phytagel (pH 5.8). The culture was 

incubated at 25 ±1 
◦
C under fluorescent light (27 µmol m

-2
s

-1
) for 16hrs and 

dark condition for 8 hrs. 

 

Callus induction  

 

Callus was derived from hamata node and obtained regeneration on MS 

medium containing combinations of 0.5 mg/L Indole-3-butyric acid (IBA) and 

TDZ (0.5, 1 and 5 mg/L). Callus was subculture on a new medium every 4 

weeks cultivation. Callus composition and structure was observed under Field 

Emission Scanning Electron Microscope and Energy Dispersive X-ray 

Spectrometer (FESEM-EDS (7610F)). 

 

Suspension culture 

 

The friable callus was transferred into liquid MS medium of 0.5 mg/L 

IBA combined with 3 mg/L TDZ for 12 weeks cultivation. The culture was 

maintained at 120 rpm 25±1°C. After suspension culture made shoots were on 

MS medium with 3 mg/L mT. 
 

Roots induction 
 

The shoots from 12 weeks cultivation regenerating callus were taken to 

the MS medium with Indole-3-butyric acid (IBA) Naphthaleneacetic acid 

(NAA) or Indole-3-acetic acid (IAA) at 0.1, 0.3 and 0.5 mg/L. 

 

Data analyses 

 

All treatments were repeated three replicates. ANOVA was involved 

using SPSS v25.The data was analyzed by one-way ANOVA followed by 

Duncan’s Multiple Range Test (DMRT) for mean comparison at p-values 0.05 

 

Results 
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Plant regeneration 

 

The seeds were regenerated to multiple shoots culture with 0.5, 1, and 3 

mg/L BAP, TDZ and mT, respectively. The percentage of germination was 

65%. The results for multiple shoots from cultured seeds with 3 mg/L mT were 

8.66 shoots per seed. After 8 weeks cultured, shoots length was 4.18+0.20 cm. 

(Figure 1A) The lowest of shoots regenerated was 1.00 shoots per seed and 

shoots length was 0.47 cm was recorded in 0.5 mg/L BA (Table 1). 

 

Callus induction from node 
 

The formatted callus could be observed from the node after 4 weeks 

cultivation seeding responded with 0.5 mg/L IBA combined with 1, 3 and 5 

mg/ml TDZ (Table 2). The formatted callus was compact, green (Figure 1B) 

and friable callus were yellow. (Figure 2A) However, the callus was friable on 

with 0.5 mg/L IBA combined with 3 mg/L TDZ. The maximum percentage of 

callus was 77% observed in 0.5 mg/L IBA combined with 3 mg/L were 

13.5±0.14 shoots per callus and shoots length was 2.30
±
0.24 cm for 8 weeks 

cultivation. However, the callus percentage was 55% on 0.5 mg/L IBA 

combined with 5 mg/L TDZ. The highest compact callus per callus was 

19712.08 mm
3
 (Table1). The callus structure from hamata node by SEM 

resolution 500 mm at 15 kv and magnification x15 (Figure 1C). 

 

Shoot regeneration from suspension 

 

The friable callus was transferred to liquid MS medium with 0.5 mg/L 

IBA combined with 3 mg/L TDZ. The callus was changed from yellow to green 

after 4 weeks cultivation (Figure 2B) The embryogenic callus initiated to 

multiple shoots for 8 weeks cultivation. (Figure 2C). After that transferred to 

MS medium with 3 mg/L mT for shoots regeneration. The percentage of shoots 

generation from callus was 90%. The shoots per callus was 14.00 shoots and 

shoots length were 1.24±0.08 cm for 8 weeks cultivation. (Figure 2D). 

 

Root induction from the regenerated shoots 

 

The roots were cultured with 0.1, 0.3, and 0.5 mg/L IBA, IAA and 

NAA, respectively (Table 3). The roots were initiated after 2 weeks cultivation. 

The roots per shoot, roots length was measured after 12 weeks cultivation. The 

maximum of roots formation in 0.3 mg/L NAA were 11.00±1.87 roots per root 

and roots length was 2.84±1.63
 
cm after 8 weeks cultivation  (Figure 2E). The 
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lowest of regenerated roots were 2.50
+
0.64 roots and roots length was 0.13

+
0.26 

cm with 0.1 mg/L IBA. 

Figure 1. Induction of shoots in Hamata (Stylosanthes hamata cv. Verano) 

culture (A) Multiple shoot induced from seed with 3 mg/L mT for 8 weeks (B) 

Compact callus induction from node with 0.5 mg/L IBA and combined with 5 

mg/mL TDZ for 8 weeks (C) The callus structure from hamata node by SEM 

resolution 500 mm at 15 kv and magnification x15 
 

 
 

Figure 2. Callus and suspension cultures of S. hamata cv. Verano (A) Friable 

callus induction from node with 0.5 mg/L IBA and combined with 3 mg/mL 

TDZ for 8 weeks (B-C) Cell suspension induction with 0.5 mg/L IBA and 

combined with 3 mg/mL for 4 and 8 weeks, respectively (D) Multiple shoots 

regenerated from suspension culture with 3 mg/L mT for 12 weeks (E) The 

roots induction with 0.3 mg/L NAA for 12 weeks 
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Figure 3. Step for shoots and roots induction of S. hamata cv. Verano (A) 

Multiple shoot induced from seed on MS medium with 3 mg/L mT for 8 weeks 

(B) The node with 2-3 cm (C) Callus induction from node with 0.5 mg/L IBA 

combined with 3 mg/mL TDZ for 8 weeks. (D-F) Cell suspension induction 

with 0.5 mg/L IBA and combined with 3 mg/mL for 4, 8 and 12 weeks, 

respectively. (G) Multiple shoots regenerated from suspension culture with 3 

mg/L mT for 12 weeks (H) The roots induction with 0.3 mg/L NAA for 12 

weeks 
 

Table 1. Effects of different concentrations of BAP, TDZ and mT in MS 

medium on multiple shoots induction from seed of Stylosanthes hamata cv. 

Verano 

Plant growth regulators 

(mg/L) 

 

The number 

of initial seeds 

Shoot  

formation  

(%)
1/ 

Shoot/seed 

explants
2/ 

Shoots 

length 

(cm) 

BAP TDZ mT 

control 80 0 0 0 

0.5 0 0 80 60.00 2.00±0.0
f
 0. 47±0 .13

b
 

1 0 0 80 57.50 4. 00± 0.23
b
 0. 72±0 .40

b
 

3 0 0 80 45.50 2. 03± 0.01
e
 0. 47±0 .06

b
 

0 0.5 0 80 56.25 2.33±0.01
e
 0. 32±0 .02

b
 

0 1 0 80 60.00 2.42±0.26
e
 0. 48±0 .20

b
 

0 3 0 80 51.25 4. 33± 0.01
b
 2. 40±0 .06

b
 

0 0 0.5 80 55.00 1.00±0.00
d
 0. 16±0 .30

b
 

0 0 1 80 63.75 4.00±0.00
c
 0. 03±2 .30

a
 

0 0 3 80 65.00 8. 66± 0.04
a
 4. 18±0 .20

a
 

 

a-f
  Means in same column with different letters are significantly different at P < 0.5 depending 

on DMRT using one-way ANOVA 
1/

 Seeds germination means germinated seeds out of total seeds number 
2/ 

Shoots growth initiation means developed shoots out of total seeds number 
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Table 2. Effects of different concentrations of IBA in combination with 

optimized concentrations of TDZ in MS medium on callus induction from node 

of Stylosanthes hamata cv. Verano 
Plant growth 

regulators 

(mg/L) 

 

The number 

of initial 

nodes 

Callus 

formation 

      (%)1/ 

Average 

callus 

number per 

node mm3 

Shoot/node 

explants2/ 
Average 

length 

of shoot (cm) 

IBA TDZ 
0.5 1 40 77 8222.99 1. 10± 0.19

c
 0.61 ±0 .29

c
 

0.5 3 40 100 11192.84 13.5±0.14
a
 2.30 ±0 .24

b
 

0.5 5 40 55 29721.08 6.00
 
±0.06

b
 0. 76±0 .06

a
 

a-b
  Means in same column with different letters are significantly different at P < 0.5 depending 

on DMRT using one-way ANOVA 
1/

 Callus germination means germinated node out of total node number. 
2/ 

Shoot growth initiation means developed shoots out of total node number 

 

Table 3. Effects of different concentrations of IBA, IAA and NAA in MS 

medium on roots induction from shoots of Stylosanthes hamata cv. Verano 

a-f
  Means in same column with different letters are significantly different at P < 0.5 depending 

on DMRT using one-way ANOVA 
1/

 Roots germination means germinated shoots out of total node number. 
2/ 

Roots growth initiation means developed shoots out of total node number 

 

Discussion  

 

Hamata seeds were induced with different concentration of cytokinin 

were 0.5, 1 and 3 mg/L BAP, mT and TDZ, respectively. The result showed the 

highest percentage of seed induction was 65% and shoots were 8.66 shoots per 

shoots with 3 mg/L mT after 12 weeks cultivation. The previous report of 

micropropagation from seeds (Boonruang et al., 2011) explained that 1 mg/L 

Plant growth 

regulators (mg L
-1

) 

                                               

The number 

of initial 

seeds 

Root formation 

developed 

(%)
1/ 

Roots/ 

explants
2/ 

Roots length 

(cm) 

IBA                 

 

IAA NAA 

control 0 0 10 0 0 0
g
 

0.1 0 0 10 40 2.50±0.64
de

 0.13±0.26d
e
 

0.3 0 0 10 50 4.25±0.25
cd

 0.15±0.33
c
 

0.5 0 0 10 80 10.25±2.13
a
 2.26±0.50

b
 

0 0.1 0 10 50 6.50±0.86
bc

 1.35±0.24
cd 

0 0.3 0 10 70 5.50±0.86
cd

 2.16±0.59
b 

0 0.5 0 10 30 2.75±1.18
de

 1.30±0.34
de

 

0 0 0.1 10 100 9.00±0.70
ab

 1.15±0.90
ef

 

0 0 0.3 10 100 11.00±1.87
a
 2.84±1.63

a
 

0 0 0.5 10 100 2.75±0.85
de

 1.07±0.29
f
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BAP shoots were 5.06 shoots per seed with 2 mg/L BAP for 8 weeks 

cultivation. In the present study, the best growth regulator was 3 mg/L. mT 

made seeds multiple induction were 8.66 shoots per seed and shoots length was 

4.28 cm after 8 weeks cultivation. mT was a high performance for seeds 

germination on Stylosanthes. hamata Amoo et al. (2010) reported that high 

concentration of mT had less toxic than higher concentrations of BA. 
 The callus was regenerated from node with 0.5 mg/L IBA combined with 

3 mg/mL TDZ was the best regeneration. Similar to Movahedi et al. (2015) 

studied on plant growth regulators, cotyledon and epicotyl cultured with 0.5 

mg/L IBA combined with 3 mg/L TDZ. The highest callus had fresh weight 

3.15 g and TDZ combined with IBA was the best treatment for callus induction, 

the results are like Mustafa et al. (2017) callus induction of Phaseolus vulgaris 

L. with 2.5 mg/L 2,4-D combined with 0.5 mg/L BAP. The shoots per callus 

was 3.00 shoots and shoots length were 16 cm. In the other hand, Hussaini et al, 

(2015) suggested that the callus induction and plant regeneration in potato 

(Arnova) with 0.22 mg/L TDZ combined with 0.49 mg/L NAA The Shoot 

formation completely failed after second and third subculture The TDZ and 

NAA were better response for cell division when higher concentration of auxin 

and cytokinin applied together.  

 Cell suspension culture was friable callus and developed to compact 

callus. The result was agreed with Gruel et al. (2001) in resulted that TDZ 

stimulated a compact-green callus from node. Al-Juboory et al. (1998) and 

Murthy et al. (2998) suggested MS medium with 2.20 mg/L TDZ combined 

with 0.44 mg/L IAA was more effective for callus production from gardenia. 

The efficacy of TDZ was strongly supported callus induction from shrub plant. 

More recently, TDZ induced shoots regeneration better than BAP in Arachis 

hypogaea because TDZ had the morpho-regulatory potential of the chemical 

that led to tissue and organ culture application (Victor et al., 1999).  

For roots induction use auxin (IBA, IAA and NAA) in MS medium. The 

result showed the highest percentage of roots induction was 100% and roots 

formation at 11.00+1.87 roots per shoot with 0.3 mg/L NAA for 12 weeks 

cultivation. Similar to Rey et al. (2000) studied on microshoots of Arachis 

pintoi. The best roots induction used with 0.02 mg/L NAA. Morever, Dolce et 

al. (1027) suggested that the root induction with 1 g/L of activated carbon 

(AC). In the field, Arachis pintoi was acclimatized and made 90% of roots 

induction. In the future of this study cell suspension of hamata can be new 

mutation by gamma irradiation for salt tolerant and drought tolerant. 

It concluded that seeds of Stylosanthes hamata cv. Verano were induced 

3 mg/L mT. The result showed the highest percentage of seed induction was 65% 

and average shoots 8.66 shoots per shoots at 12 weeks cultivation. The callus 
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induction with 0.5 mg/L IBA combined with 3 mg/L TDZ. The highest 

percentage of callus induction was 100% gave average areas of callus as 

11192.84 mm
3
. The percentage of shoots generation by cell suspension from 

callus was 90% and the shoots per callus was 14.00 shoots at 12 weeks 

cultivation. The roots induction with NAA 0.3 mg/L. The result showed the 

highest percentage of root induction was 100% and average of roots were 

11.00+1.87 roots per shoot. 
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ประวัติผู้เขียน 
 

ชื่อ นางสาว ลีลาวดี เงินงาม 
วัน เดือน ปีเกิด 26 กันยายน 2534  
ที่อยู่ปัจจุบัน  55/2 หมู่ที่ 6 ต. บางใหญ่ อ.บางใหญ่ จ.นนทบุรี 11140  
ประวัติการศึกษา  
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