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ศกึษาผลของอะลมูิเนียมตอ่การเจริญเติบโตของข้าว (Oryza sativa L.) พนัธุ์ กข31 

ในระยะต้นกล้าและชกันําให้เกิดการกลายพนัธุ์ด้วยรังสีเพ่ือคดัเลือกต้นข้าวท่ีทนอะลมูิเนียม 

ปลกูต้นกล้าในสารละลายธาตอุาหารท่ีเติมอะลมูิเนียมความเข้มข้น 0 - 100 mg/l ในรูปของ 

AlCl3 ท่ี pH 3.9 พบว่าอะลมูิเนียมแสดงผลเดน่ชดัในราก อะลมูิเนียม 25 mg/l มีผลกระตุ้น

ความยาวราก แตท่ี่ 50 – 100 mg/l มีผลยบัยัง้ความยาวราก จึงใช้อะลมูิเนียมท่ีความเข้มข้น 

50 และ 100 mg/l ในการคดัเลือกต้นข้าวท่ีทนอะลมูิเนียม ฉายรังสีแกมมา 0, 35 และ 50 Gy 

แก่แคลลสัจากคพัภะข้าว แล้วย้ายเลีย้งในอาหารเหลวท่ีมีอะลมูิเนียมเป็นเวลา 10 วนั ก่อน

ชักนําให้เป็นต้น พบว่าเม่ือปริมาณรังสีและอะลูมิเนียมเพิ่มขึน้ เปอร์เซ็นต์แคลลัสตายจะ

เพิ่มขึน้ ในขณะท่ีเปอร์เซ็นต์แคลลสัท่ีไม่มีการพฒันา แคลลสัท่ีพฒันาเป็นราก และแคลลสัท่ี

เกิดกลุม่เซลล์สีเขียวลดลง เม่ือย้ายแคลลสัลงอาหารใหม่ พบว่าแคลลสั ท่ีฉายรังสี 35 Gy ใน

อาหารท่ีเตมิอะลมูิเนียม 50 mg/l สามารถพฒันาเป็นต้นได้ จึงนําออกปลกูเพ่ือทดสอบความ

ทนตอ่อะลมูิเนียมตอ่ไป และได้ศกึษาการแสดงออกของยีน SR (sulphur reductase) และ 

LRR (leucien rich repeat) ในตวัอยา่งแคลลสัข้าวท่ีใช้คดัเลือกข้าวทนอะลมูิเนียม พบว่ายีน 

SR มีการแสดงออกท่ีลดลงเม่ือปริมาณรังสีและความเข้มข้นของอะลมูิเนียมเพิ่มขึน้ 
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The effects of aluminum (Al) on the growth of rice seedlings (Oryza sativa L.) 

were studied, and radiation-induced Al-tolerant mutants were screened. RD31 rice 

seedlings were grown in the nutrient solution with 0 - 100 mg/l Al supplemented as 

AlCl3 at pH 3.9. Al effects on growth were most prominent in the roots. 25 mg/l Al 

stimulated root elongation, while 50 – 100 mg/l Al inhibited it. 50 and 100 mg/l Al were 

chosen for the Al-tolerance screen. Embryogenic calli were gamma irradiated at 0, 35 

and 50 Gy and were exposed to the Al stress at pH 3.9 for 10 days prior to plantlet 

regeneration. The percentage of senesced calli increased with the increasing 

gamma-ray dose and Al stress, while the percentage of white calli, roots and green-

spots calli decreased. A green plantlet was obtained from 35 Gy irradiated calli with 

50 mg/l Al treatment; it will be further tested for Al tolerance. Gene expression studies 

among embryogenic calli indicated a reduction in the expression of SR gene 

encoding sulphur reductase, with the increasing gamma-ray dose and Al stress. 
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บทที่  1 

บทนํา 

1.1 ความเป็นมาและความสาํคัญของปัญหา 

ข้าวเป็นสินค้าทางการเกษตรท่ีมีมลูคา่การส่งออกเป็นอนัดบัต้นของประเทศ อีกทัง้ยงัเป็น

ท่ีนิยมบริโภคในประเทศเป็นอย่างมาก ทําให้เกษตรกรยงันิยมปลูกข้าวเพ่ือผลิตเป็นสินค้าทาง

การเกษตร แตใ่นปัจจบุนัเกิดปัญหาในภาคการผลิตทําให้ผลผลิตตอ่ไร่ต่ํา จากการระบาดของโรค

และแมลง ในไม่ก่ีปีท่ีผ่านมาเกษตรกรประสบปัญหาการระบาดของเพลีย้กระโดดหลงัขาวและ

เพลีย้กระโดดสีนํา้ตาลเข้าทําลายต้นข้าวเป็นอย่างมาก จึงมีการพฒันาพนัธุ์ข้าว กข31 ท่ีทนทาน

ตอ่การเข้าทําลายของเพลีย้กระโดดได้ [1] แต่สาเหตท่ีุสําคญัอีกประการหนึ่งของปัญหาในภาค

การผลิตคือการเพาะปลกูข้าวในสภาพดินกรด ซึ่งประเทศไทยมีการกระจายตวัของดินกรดอยู่ทัว่

ประเทศ เป็นพืน้ท่ีประมาณ 44 เปอร์เซ็นต์ของพืน้ท่ีทัง้ประเทศ หรือประมาณ 143 ล้านไร่ [2] ใน

สภาวะท่ีดินเป็นกรด (pH < 5) นีจ้ะทําให้อะลูมิเนียม (Aluminium, Al) ซึ่งเป็นธาตท่ีุพบมาก

บริเวณเปลือกโลกและอยู่ในรูป insoluble-silicate หรือ alumina [3] ซึ่งโดยปกติแล้วจะไม่เป็นพิษ

ต่อพืชเปล่ียนมาอยู่ในรูปไอออนซึ่งเป็นอันตรายต่อเซลล์สิ่งมีชีวิต [4] โดยอะลูมิเนียมจะทํา

อนัตรายต่อรากเป็นอนัดบัแรก [5] ยบัยัง้การเจริญเติบโตของรากและรากแขนง [6] ขดัขวางการ

ดูดธาตุอาหาร และการเคล่ือนย้ายธาตุอาหารในพืช [5,7,8,9] วิธีแก้ไขปัญหาดินกรดจาก

อะลมูิเนียมให้อยูใ่นสภาพท่ีสามารถทําการเพาะปลกูได้นัน้ต้องใช้คา่ใช้จ่ายคอ่นข้างสงู ใช้แรงงาน 

และเวลามาก อาจจะไม่คุ้มต่อการลงทุน ทําให้เกษตรกรปล่อยท่ีดินรกร้างว่างเปล่า หรือทําการ

จดัสรรท่ีดนิไปในทางอ่ืน 

ดงันัน้แนวทางหนึง่ท่ีมีประสิทธิภาพจะชว่ยให้ผลผลิตข้าวเพิ่มขึน้ คือการพฒันาพนัธุ์ข้าวท่ี

มีความทนทานตอ่การเข้าทําลายของแมลงอยู่แล้วได้แก่ข้าวพนัธุ์ กข31 ให้สามารถเจริญเติบโตได้

ดีในดนิกรด และทนตอ่ความเป็นพิษของอะลมูิเนียมได้ ส่วนวิธีการคดัเลือกเพ่ือให้ได้พนัธุ์ใด ๆ นัน้

มกัจะใช้เวลานาน จงึได้นําเทคนิคการเพาะเลีย้งเนือ้เย่ือพืชมาช่วยร่นระยะเวลา [10] มีรายงานว่า

เทคนิคนีส้ามารถใช้คดัเลือกพืชหลายชนิดให้ทนทานตอ่โลหะหนกัได้ [11,12,13] ร่วมกบัการชกันํา

ให้เกิดการกลายพนัธุ์ด้วยรังสีแกมมา [14] มาใช้ในการคดัเลือกข้าวท่ีสามารถเจริญเติบโตได้ใน

สภาพกรดจดัจากอะลูมิเนียมในระดบัห้องปฏิบตัิการ ซึ่งจะเป็นแนวทางเบือ้งต้นในการคดัเลือก

พนัธุ์ท่ีจะสามารถผลิตเป็นสายพนัธุ์ใหมแ่ละสามารถเผยแพร่แก่เกษตรกรได้ตอ่ไป 
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ในขัน้ตอนของการคดัเลือกพนัธุ์ข้าวในระดบัห้องปฏิบตัิการได้ทําการศกึษายีนท่ีเก่ียวข้อง

กบัความทนตอ่อะลูมิเนียมในเนือ้เย่ือท่ีใช้ทดลองด้วยเทคนิค Real time RT-PCR ซึ่งเป็นวิธีการ

ใหม่ท่ีพัฒนาขึน้ สามารถนํามาประยุกต์ใช้เพ่ือสังเกตการตอบสนองของยีนในสภาวะท่ีมี

อะลมูิเนียมในปริมาณตา่งๆ ร่วมด้วย 

1.2 วัตถุประสงค์ของการวิจัย 

1. เพ่ือคดัเลือกข้าว (Oryza sativa L.) ให้ทนตอ่อะลมูิเนียมโดยการฉายแคลลสัจากเมล็ด

ข้าวด้วยรังสีแกมมา 

2. เพ่ือศกึษาการแสดงออกของยีนของข้าว (Oryza sativa L.) ท่ีได้จากการคดัเลือก 

1.3 ขอบเขตของการวิจัย 

1. คดัเลือกแคลลสัจากเมล็ดข้าว (Oryza sativa L.)ท่ีผ่านการฉายด้วยรังสีแกมมา และ

สามารถเจริญได้ในอาหารเพาะเลีย้งท่ีมีอะลมูิเนียม และมีสภาวะเป็นกรดจดัมาก  

    (pH < 4) 

2. ชกันําให้แคลลสัจากเมล็ดข้าวท่ีผา่นการคดัเลือกแล้วพฒันาไปเป็นต้นกล้าในระดบั  

    ห้องปฏิบตักิาร 

3. เปรียบเทียบการแสดงออกของยีนในกลุม่ของแคลลสัจากเมล็ดข้าวปกต ิและกลุม่ทน 

    อะลมูิเนียม 

1.4 ขัน้ตอนและวิธีดาํเนินการวิจัย 

1. ศกึษาและค้นคว้างานวิจยัท่ีเก่ียวข้อง 

2. เพาะเลีย้งเมล็ดข้าวท่ีในสตูรอาหารเพาะเลีย้งเพ่ือชกันําให้คพัภะ (embryo) ของเมล็ด 

    ข้าวสามารถสร้างแคลลสัได้  

3. ฉายรังสีแคลลสัจากเมล็ดข้าว 

4. เพาะเลีย้งแคลลสัจากเมล็ดข้าวในสตูรอาหารเพ่ือการคดัเลือก (selective media) ท่ีมี     

    อะลมูิเนียมความเข้มข้นตา่งๆในสภาวะเป็นกรดจดัมาก (pH < 4) 

5. ชกันําให้แคลลสัจากเมล็ดข้าวท่ีผา่นการคดัเลือกจากข้อ 4 แล้วพฒันาไปเป็นต้นใน   

    ระดบัห้องปฏิบตักิาร 

6. เปรียบเทียบการแสดงออกของยีนในกลุม่ของแคลลสัจากเมล็ดข้าวปกต ิและกลุม่ทน      

    อะลมูิเนียม 
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7. วิเคราะห์ข้อมลูและสรุปผลการทดลอง 

8. เขียนวิทยานิพนธ์ 

1.5 ประโยชน์ท่ีคาดว่าจะได้รับ 

เพ่ือเป็นแนวทางในการปรับปรุงพนัธุ์ข้าวท่ีสามารถทนตอ่ดนิกรดจดัจากอะลมูิเนียม 

(pH < 4) และได้องค์ความรู้ด้านการแสดงออกของยีนของแคลลสัจากเมล็ดข้าวปกติ และกลุ่มทน

อะลมูิเนียมซึ่งสามารถเผยแพร่แก่เกษตรกรเพ่ือการนําไปเพาะปลูกในสภาพดินกรด ในธรรมชาติ

ต่อไปได้ เช่น ในเขต จงัหวดัปทุมธานี นครนายก และยงัช่วยให้คนในระดบัรากหญ้ามองเห็นถึง

ข้อดีของเทคโนโลยีนิวเคลียร์ 

1.6 เอกสารและงานวิจัยท่ีเก่ียวข้อง 

 Jianijun zhang [15] ศึกษาถึงการแสดงออกของยีนท่ีควบคมุความต้านทานต่อ

อะลูมิเนียมในข้าวโดยทดลองนําข้าวสายพนัธุ์  Xiangnuo 1(XN1) ซึ่งเป็นพันธุ์ ท่ีต้านทานต่อ

อะลูมิเนียม และสายพนัธุ์ Xiangzhongxian(XX2) ซึ่งอ่อนแอต่ออะลูมิเนียม ปลูกในสารละลาย

อาหาร ท่ีเติม AlCl3 ความเข้มข้น 100 µM ปรับ pH 4.2 ส่วน control จะไม่เติม AlCl3 จากนัน้ทํา

การเก็บตวัอยา่งรากความยาวประมาณ 3-4 เซนติเมตร ท่ีเวลา 6, 12 และ 24 ชัว่โมง หลงัจากเติม 

AlCl3 นํามาสกดั RNA วิเคราะห์ด้วยวิธี DDRT-PCR (differential display reverse transcription 

PCR) ใน northern bloting  เปรียบเทียบกับ control โดยใช้ยีนท่ีเก่ียวข้องกับ sulphur 

metabolism pathway ได้แก่ SR (sulphite reductase) พบว่ายีนมีการแสดงออกมากในข้าวสาย

พนัธุ์ XN1 แตใ่นพนัธุ์ XX2 มีการแสดงออกท่ีน้อยกวา่ 

 

Minocha Rakesh., et al [16] ทดลองเลีย้งเซลล์ของ red spruce (Picea rubens) ใน

อาหารท่ีเติมอะลูมิเนียมในรูป AlCl3 ความเข้มข้น 0-1 mM พบว่าหลังจากเซลล์สัมผัสกับ

อะลมูิเนียมเป็นเวลา 24-48 ชัว่โมง ทําให้เซลล์สญูเสียความมีชีวิต ยบัยัง้การเจริญเติบโต และลด

การทํางานของไมโทคอนเดรียของเซลล์  โครงสร้างของไซโทพลาสมิด หรือผนงัเซลล์ถกูทําลาย ใน

เซลล์มีปริมาณโปรตีนท่ีละลายได้เพิ่มขึน้  ปริมาตรของแวคิลโอล และเซลล์เพิ่มขึน้ โดยปริมาตร

ของนิวเคลียร์ไมเ่ปล่ียนแปลง 
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Hossain  M.F and M.S. Alam [14] ศกึษาผลของรังสีแกมมาตอ่การเจริญเติบโตของ

แคลลสัจากเมล็ดข้าวในข้าว (Oryza sativa) ด้วยการฉายรังสีแกมมาปริมาณ 0-6 Gy พบว่าเม่ือ

ปริมาณรังสีเพิ่มขึน้จะทําแคลลสัมีการพฒันาไปเป็นต้นลดลง โดยระดบั LD50 อยู่ท่ีปริมาณรังสี 5 

Gy 

 

 Hiroyuki koyama., et al [17] ศึกษาผลของอะลูมิเนียมท่ีระดบั pH 5.5 ต่อการ

เจริญเติบโตของราก Arabidopsis thaliana. ในสารละลายธาตอุาหาร พบว่าอะลูมิเนียมยบัยัง้

การยืดยาวของราก 

  

Claudio Sanzonowicz and Thomas Jot Smyth [18] ศกึษาผลของไฮโดรเจนตอ่การ

เจริญเติบโตของรากต้นถัว่เหลืองท่ีปลกูในสารละลายธาตอุาหารท่ีมีระดบั pH 3.7-5.5 พบว่าท่ี

ระดบั pH< 4.3 เป็นต้นไปจะยบัยัง้การเกิดรากแขนง 

 

 ประภา ศรีพิจิตต์ และพรทิพย์ ชีวเศรษฐธรรม [19] ศึกษาถึงผลของสารควบคุมการ

เจริญเติบโต สารอินทรีย์และปัจจยับางอย่างทีมีผลตอ่การชกันําให้คพัภะข้าวหอม (Oryza sativa 

L.) พนัธุ์ขาวดอกมะลิ 105 สร้างแคลลสัและพฒันาไปเป็นต้น พบว่าคพัภะท่ีเพาะเลีย้งบนอาหาร

วุ้นสตูร Murashige และ Skoog (MS) ท่ีเติม 2,4-dichorophenoxyacetic acid 2 มก./ล. ร่วมกบั 

Casein hybrolysate 300 มก./ล. ในสภาพท่ีมีแสง สามารถสร้างแคลลสัได้ในอตัราสงู (96.3%) 

แคลลสัเม่ือถกูทําให้แห้งโดยการพกัไว้ในจานแก้วท่ีมีฝาปิดเป็นเวลา 7 วนั จงึย้ายไปเลีย้งในอาหาร

สตูรชกันําให้แคลลสัพฒันาเป็นต้น พบว่าแคลลสัสามารถพฒันาไปเป็นยอดได้ในอตัราท่ีสูงกว่า

แคลลสัท่ีย้ายไปเลีย้งบนอาหารสตูรชกันําให้แคลลสัพฒันาเป็นต้นโดยทนัทีโดยไม่ได้ทําให้แคลลสั

แห้งก่อน 

 

 Howeler R.H. and L.F. Cadavid [20] ทดลองคดัเลือกข้าวพนัธุ์ปลกูท่ีทนทานตอ่ความ

เป็นพิษของอะลมูิเนียมในสารละลายธาตอุาหาร เปรียบเทียบกบัการคดัเลือกในแปลง พบว่ามีข้าว

พนัธุ์ปลูกท่ีทนทานต่ออะลูมิเนียมจํานวนไม่น้อยท่ีสามารถผ่านการคดัเลือกในสารละลายธาตุ

อาหาร โดยใช้ค่าความยาวรากสมัพทัธ์ (relative rootlength (RRL) ) ซึ่งเป็นอตัราส่วนระหว่าง

ความยาวเฉล่ียของรากท่ีเจริญในอาหารท่ีเติมอะลมูิเนียม 30 ppm และความยาวเฉล่ียของรากท่ี
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เจริญในอาหารท่ีเตมิอะลมูิเนียม 3 ppm นอกจากนีย้งัพบอีกว่าระดบัของอะลมูิเนียมความเข้มข้น

ต่ําๆ สามารถกระตุ้นการเจริญเตบิโตในข้าวได้ 

  

Dameria Hutabarat [21] ศกึษาผลของรังสีแกมมาตอ่การพฒันาของแคลลสัในอาหาร

เพาะเลีย้งท่ีเติมอะลมูิเนียม โดยการฉายรังสีแกมมาท่ีปริมาณ 0-20 Gy กบัแคลลสัจากอบัละออง

เรณู แล้วนํามาเลีย้งตอ่ในอาหารท่ีเติมอะลมูิเนียมความเข้มข้น 8, 11 และ 14 ppm pH 4.1 เป็น

เวลา 4 สปัดาห์ จึงย้ายลงอาหารสตูรชกันําให้เกิดต้น พบว่าท่ีอะลมูิเนียมความเข้มข้น 8 และ 11 

ppm จะกระตุ้นการเกิดต้น ส่วนท่ีความเข้มข้น 14 ppm จะยบัยัง้การเกิดต้น ในส่วนปริมาณรังสี

แกมมาท่ี 20 และ 10+10 Gy สามารถกระตุ้นการเกิดต้นได้ ในขณะท่ีปริมาณรังสี 40 และ 20+20 

Gy แคลลสัไม่สามารถพฒันาเป็นต้นได้เลย โดยแคลลสัท่ีผ่านการฉายรังสีปริมาณ 20 Gy ใน

อาหารท่ีมีอะลมูิเนียมปริมาณ 11 ppm สามารถพฒันาเป็นต้นได้มากท่ีสดุ 

 

 



บทที่  2 

ทฤษฎี 

2.1 ข้าว (Oryza sativa L.)  

ข้าวเป็นพืชอาหารหลักท่ีนิยมบริโภคของคนทั่วโลก ประเทศไทยมีการบริโภคข้าว

ภายในประเทศปีละประมาณ 13.6-15.0 ล้านตนัข้าวเปลือกหรือร้อยละ 56 ของผลผลิตข้าว

ทัง้หมดโดยมีการใช้เพ่ือบริโภค 10.0-10.5 ล้านตนัข้าวเปลือก ใช้ทําพนัธุ์ 1.1-1.2 ล้านตนั

ข้าวเปลือก และใช้ในโรงงานอตุสาหกรรมอาหารสตัว์ และแปรรูปผลิตภณัฑ์อ่ืน ๆ  2.2-3.7 ล้านตนั

ข้าวเปลือก ซึง่การเพิ่มขึน้ของประชากรส่งผลให้ความต้องการบริโภคข้าวของประเทศเพิ่มขึน้ [22] 

ซึง่ข้าวท่ีนิยมปลกูเป็นอาหารในประเทศนัน้ คือ ข้าวสปีชีส์ (species) Oryza sativa L. ส่วนพนัธุ์ท่ี

นิยมปลกูนัน้มีอยูห่ลายพนัธุ์ เชน่ ขาวดอกมะลิ 105 ปทมุธานี 60 เป็นต้น แตเ่ม่ือไม่นานมานีมี้การ

ปรับปรุงพนัธุ์ข้าวขึน้มาใหม่พนัธุ์หนึ่ง คือ ข้าวเจ้าพนัธุ์ กข31 (ปทมุธานี 80) ซึ่งได้ปรับปรุงพนัธุ์ขึน้

ให้มีลกัษณะท่ีดีขึน้ ดงันี ้

2.1.1 ลกัษณะประจําพนัธุ์  

1)  เป็นข้าวเจ้าไมไ่วตอ่ช่วงแสง 

          2)  กอตัง้ ต้นแข็ง ไมล้่มง่าย ต้นสงูเฉล่ีย 117 เซนตเิมตร  

          3)  ใบสีเขียว กาบใบสีเขียว ใบธงตัง้ตรง 

4)  เปลือกเมล็ดสีฟาง เมล็ดไมมี่หาง ท้องไขน้่อย รูปร่างเรียว ระยะพกัตวัของ    

     เมล็ด 5 สปัดาห์ 

5) อายเุก็บเก่ียว 118 วนั เม่ือปลกูโดยวิธีปักดํา และ 111 วนั เม่ือปลกูโดยวิธี 

     หวา่นนํา้ตม  

          6) ปริมาณแอมิโลสสงู (27.3-29.8%) ข้าวสขุคอ่นข้างแข็งไมห่อม 

2.1.2 ผลผลิต 

1) เฉล่ีย 745 กิโลกรัม/ไร่ (ปักดํา) 

2) เฉล่ีย 738 กิโลกรัม/ไร่ (นาหวา่นนํา้ตม) 

2.1.3 ลกัษณะเดน่ 

1) คณุภาพเมล็ดทางกายภาพสม่ําเสมอกวา่พนัธ์สพุรรณบรีุ 1 คณุภาพการสีดี 

2) ต้านทานเพลีย้กระโดดหลงัขาว คอ่นข้างต้านทานเพลีย้กระโดดสีนํา้ตาล โรค 

    ขอบใบแห้ง โรคใบจดุสีนํา้ตาล และโรคเมล็ดดา่ง 

3) กอตัง้ ต้นแข็ง ไมล้่มง่าย ให้ผลผลิตสงูกวา่พนัธุ์สพุรรณบรีุ 1 [23] 
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 2.2. บทบาทของอะลูมิเนียมต่อการเจริญเตบิโตของพืช 

 

2.2.1 ความสัมพันธ์ระหว่างดนิกรดกับอะลูมิเนียม 

ประเทศไทยมีการกระจาย (distribution) ของดินกรดอยู่ทั่วทัง้ประเทศ และมีพืน้ท่ีถึง

ประมาณ 44 เปอร์เซ็นต์ของพืน้ท่ีทัง้ประเทศ คือประมาณ 228,098 ตารางกิโลเมตร หรือประมาณ 

143 ล้านไร่ ดินกรดส่วนใหญ่จะอยู่ในภาคตะวนัออกเฉียงเหนือ ซึ่งครอบคลุมพืน้ท่ีประมาณ 65 

ล้านไร่ ภาคใต้ประมาณ 27 ล้านไร่ ภาคเหนือและภาคตะวนัตกประมาณ 19 ล้านไร่ ภาคกลาง

ประมาณ 25 ล้านไร่ และภาคตะวนัออกประมาณ 7 ล้านไร่ [2] โดยความเป็นกรดของดินวดัได้

จากปฏิกิริยาดิน (soil pH) ใช้บอกระดบัความเป็นกรดเป็นดา่งของดินโดยวดัจากคา่ความเข้มข้น

ของ H+  ท่ีแตกตวัได้ในสารละลายดนิ ดินท่ีมี pH ตา่งกนัจะมีระดบัความเป็นกรดเป็นดา่งแตกตา่ง

กนัดงัแสดงในตารางท่ี 2.1 [24]  ซึ่งมีผลตอ่การเจริญเติบโตของพืชอย่างมาก เพราะพืชส่วนใหญ่

เจริญเตบิโตได้เป็นปกตใินสภาพดนิเป็นกรดออ่นถึงปานกลางคือ pH ระหวา่ง 6.0-7.0 [24] 

 

ตารางท่ี 2.1 ระดบั pH และระดบัความเป็นกรดเป็นดา่งของดนิ  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

จากการศกึษาและตรวจสอบสภาพความเป็นกรดของดินท่ีใช้ทําการเกษตร ท่ีระดบัความ

ลึก 0-30 เซนติเมตร ระหว่างปี 2535-2536 จํานวน 9,940 ตวัอย่างทัว่ทัง้ประเทศ พบว่า สภาพ

ความเป็นกรดของดินโดยรวมในประเทศไทย จัดอยู่ในระดับกรดรุนแรง (pH ต่ํากว่า 4.5)         

18.6 เปอร์เซ็นต์ และระดบักรดจดั (pH ระหว่าง 4.5- 5.4) 32.4 เปอร์เซ็นต์ แสดงว่าดินของ

pH ของดนิ ระดบัความเป็นกรดเป็นด่างของ

 <4.0 กรดจดัมาก 
4.0-4.5 กรดจดั 
4.5-5.0 กรดแก่มาก 
5.0-5.5 กรดแก่ 
5.5-6.0 กรดปานกลาง 
6.0-6.5 กรดเล็กน้อย 
6.5-7.0 ปานกลาง 
7.0-7.5 ดา่งเล็กน้อย 
7.5-8.0 ดา่งปานกลาง 
8.0-8.5 ดา่งแก่ 
8.5-9.0 ดา่งแก่มาก 
9.0-9.5 ดา่งจดั 
>9.5 ดา่งจดัมาก 
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ประเทศไทยมากกวา่คร่ึงหนึง่ของดนิท่ีใช้ทําการเกษตร (51 เปอร์เซ็นต์) มี pH ต่ํากว่า 5.5 ดงัแสดง

ในตารางท่ี 2.2 

 

ตารางท่ี 2.2 ปริมาณตวัอยา่งดนิ (%ของตวัอยา่ง) ท่ีใช้ประโยชน์ในการเกษตรของประเทศไทยท่ี 

มีความเป็นกรด-ดา่ง ระดบัตา่ง ๆ [2]  

 

จํานวนตวัอย่างดินท่ีระดบัความเป็นกรด-ดา่งตา่งๆ(%) 

ภาค กรดรุนแรง กรดจดั 

กรดปาน

กลาง กรดเลก็น้อย กลาง ดา่ง 

  <4.5 4.5-5.4 5.5-6.4 6.5-6.9 7.0 >7.0 

ภาคเหนือ 17.52 44.83 27.19 7.16 0.76 2.53 

ภาคกลาง 13.49 20.26 17.89 22.39 1.43 24.53 

ภาคตะวนัออก 23.58 46.51 14.02 20.21 0 5.67 

เฉียงเหนือ 

      ภาคตะวนัออก 47.98 32.88 12.13 5.39 0 1.62 

ภาคใต้ 35.12 25.78 7.44 21.62 0 10.03 

ผลรวมทัง้ประเทศ 18.6 32.4 19.7 15.2 0.9 13.2 

 

ปัจจัยท่ีมีผลต่อการเจริญเติบโตของข้าวในดินกรด อาจแตกต่างกันในแต่ละแห่งเม่ือมี

ปัจจยัอ่ืนมากระทบซึง่มีการรวบรวมรายงานและผลการทดลองของนกัวิจยัหลายทา่นได้ดงันี ้[25] 

          1) อนัตรายจากไฮโดรเจนไอออน (H+) โดยตรง 

      2) มี base status ต่ําอาจทําให้ข้าวขาดธาตอุาหารพวกแมกนีเซียม และโปแตสเซียม 

3) ปัญหาความเป็นกรดจดัท่ี pH ต่ํากว่า 5 มีผลตอ่การเจริญ และการแผ่ขยายของราก

ข้าว คือรากข้าวจะชะงักการเจริญเติบโต ทําให้การดดูธาตุอาหารถูกจํากัด ต้นข้าวไม่สามารถ

เจริญเตบิโตจนถึงระยะให้ผลผลิตได้ และตายในท่ีสดุ 

 4) สภาพความเป็นกรดจดัจะทําให้มีสารพิษของเหล็ก และอะลูมิเนียมละลายออกมา

มากจนเป็นพิษตอ่ข้าวท่ีปลกู  

5) ขาดธาตอุาหารหลกัไนโตรเจน และฟอสฟอรัส เน่ืองจากความเป็นกรดจดัของดินทําให้

จลุินทรีย์ในดิน ไม่สามารถดําเนินกิจกรรมย่อยสลายอินทรียวตัถทํุาให้มีไนโตรเจนไม่เพียงพอต่อ
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ความต้องการของพืชท่ีปลกู สําหรับฟอสฟอรัส สภาพความเป็นกรดของดินทําให้ฟอสฟอรัสตรึงอยู่

ในรูปของเหล็กและอะลมูิเนียมทําให้พืชไมส่ามารถนํามาใช้ได้ 

6)  อนัตรายจากพิษของไฮโดรเจนซลัไฟด์ เม่ือยกระดบั pH ของดนิกรดให้สงูขึน้ 

7) อาจทําให้ปัจจยัทางชีวภาพเกิดผิดปกติ เช่น วฎัจกัรไนโตรเจนและกิจกรรมของไมคอร์

ไรซา (mycorrhiza) ไมส่มบรูณ์ และอาจเพิ่มความรุนแรงของโรคท่ีเกิดจากเชือ้ราบางชนิด 

 

ต่อมาได้มีการศึกษาพบว่าปัญหาความเป็นกรดของดินไม่ได้เกิดจากไฮโดรเจนไอออน 

(H+) ท่ีแลกเปล่ียนได้ แตค่วามเป็นกรดของดินสมัพนัธ์เดน่ชดักบัอะลมูิเนียมท่ีแลกเปล่ียนได้เป็น

ประจบุวก โดยไฮโดรเจนไอออนเหลา่นีจ้ะไมเ่สถียรในดนิอนินทรีย์ ไฮโดรเจนไอออนจะทําปฏิกิริยา

กบัแร่ดนิเหนียว เกิดการปลดปลอ่ยอะลมูิเนียมท่ีแลกเปล่ียนได้และกรด siliceous ในดนิกรด  

อนินทรีย์จะพบไฮโดรเจนไอออนท่ีแลกเปล่ียนได้ในปริมาณเล็กน้อยเทา่นัน้ [2]  

  

 ความเข้มข้นของอะลูมิเนียมไอออนในสารละลายดินมีผลกระทบต่อพืชมากกว่าความ

เข้มข้นของไฮโดรเจนไอออน [26] มีการศกึษาความสมัพนัธ์ระหว่างคา่ pH ของดินกบัค่าความ

อ่ิมตวัด้วยอะลูมิเนียม ในดินอนัดบัอลุติโซลส์ และออกซิโซลส์ จากเปอร์โตริโก พบว่าคา่ pH ของ

สารละลายดินลดลงคา่ความอ่ิมตวัด้วยอะลมูิเนียมจะเพิ่มขึน้ดงัแสดงในรูปท่ี 2.1 [27] โดยค่า

วิกฤตของความอ่ิมตวัด้วยอะลมูิเนียมมีปริมาณระหว่าง 45-50 เปอร์เซ็นต์ ซึ่งทําให้พืชส่วนใหญ่มี

ผลผลิตต่ํากวา่ 50 เปอร์เซ็นต์ของผลผลิตสงูสดุ [28]    

 

ในสภาพดนิกรด pH ของสารละลายดนิจะบง่บอกถึงปริมาณอะลมูิเนียมในสารละลายดนิ

ได้เป็นอยา่งดี โดยอะลมูิเนียมจะละลายออกมาในรูปของโมโนเมอริกอะลมูิเนียม (monomeric Al) 

รูปของอะลมูิเนียมจะเปล่ียนแปลงไปตาม pH ของสารละลายดนิ [29] ดงันี ้

สารละลายดินมี pH < 4.7 จะพบอะลมูิเนียมในรูป Al3+ และ Al(OH)2+ 

สารละลายดินมี pH 4.7 - 6.5 จะพบอะลมูิเนียมในรูป Al(OH)2+ 

สารละลายดินมี pH 6.5 – 8.0 จะพบอะลมูิเนียมในรูป Al(OH)3
0 

สารละลายดินมี pH > 8.0  จะพบอะลมูิเนียมในรูป  Al(OH)4
1-  

โดยเฉพาะท่ี pH ต่ํากว่า 4.4 ลงไป ปริมาณอะลูมิเนียมไอออนจะเพิ่มขึน้อย่างมากใน

สารละลายดนิสง่ผลตอ่การเจริญเตบิโตของข้าว [30]  
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รูปท่ี 2.1 ความสมัพนัธ์ระหว่างคา่ pH ของดนิกบัคา่ความอ่ิมตวัด้วยอะลมูิเนียม ในดิน

อนัดบัอลุตโิซลส์ และออกซิโซลส์ จากเปอร์โตริโก 

 

2.2.2 อิทธิพลของอะลูมิเนียมต่อการเจริญเตบิโตของพืช 

ในสภาวะท่ี pH ต่ําอะลูมิเนียมจะอยู่ในรูปท่ีเป็นพิษต่อเซลล์สิ่งมีชีวิต คืออยู่ในรูป 

trivalent (Al3+) [4]  ซึ่งลกัษณะอาการท่ีพืชแสดงออกเม่ือได้รับอะลมูิเนียมในปริมาณท่ีมากเกินไป

แตกตา่งกนัตามชนิดของพืช แตล่กัษณะท่ีเหมือนกนัทกุพืชก็คือ ลกัษณะอาการท่ีเกิดกบัราก [31] 

ดงันัน้ลกัษณะท่ีพืชแสดงอาการท่ีใบไม่สามารถบอกได้ว่าเกิดจากความเป็นพิษของอะลูมิเนียม 

หรือขาดธาตอุาหารโดยตรงยกเว้นต้องขดุรากขึน้มาด ู[32]  

 

การแสดงออกของพืชเม่ือได้รับพิษจากอะลูมิเนียมจะสังเกตได้ในรากเป็นอันดับแรก 

เน่ืองจากเป็นส่วนท่ีสมัผสักับอะลูมิเนียม โดยเฉพาะส่วนของผนงัเซลล์ (cell wall) [4] พบว่า      

85-99.9% ของอะลูมิเนียมจะสะสมอยู่บริเวณของผนังเซลล์ของรากพืช เช่น บาร์เลย์ Chara 

coralline [33, 34] ซึ่งอะลมูิเนียมจะมีผลตอ่การเจริญเติบโตของพืชทางด้าน สณัฐาน สรีระ และ

ชีวเคมีของพืช ดงันี ้

1)  อะลมูิเนียมยบัยัง้การยืดยาวของเซลล์ และการแบง่เซลล์ของราก [35] จึงทําให้ดดูธาตุ

อาหารลดลง [36] 

2)  อะลมูิเนียมทําให้การหายใจของเซลล์ลดลง จงึขดัขวางการดงึดดูไอออนทกุชนิด [36] 
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3)  อะลมูิเนียมไปเพิ่มความหนืด (viscosity) ของโพรโทพลาซมึในเซลล์ของรากพืช ทําให้ 

permeability ตอ่เกลือทกุชนิดลดลง [36] 

    4) อะลมูิเนียมไป blocks, neutralize หรือเปล่ียน (reverse) พวกไอออนประจุลบในรู 

(pore) ในช่องว่างอิสระ (free space) ระหว่างเซลล์พืชทําให้ความสามารถในการเกาะ (binding 

ability) กบัแคลเซียม ของรูเหลา่นัน้ลดลง [36] 

5) อะลมูิเนียมไปแย่งท่ีใน binding sites ทัว่ ๆ ไปท่ีผิวราก หรือใกล้ ๆ ผิวราก ทําให้การ

ดงึดดูโพแทสเซียมแคลเซียม แมกนีเซียม และทองแดงลดลง [36]  

6) อะลูมิเนียมรบกวนการทําหน้าท่ีของเอนไซม์บางชนิดท่ีเก่ียวข้องกับการสะสม 

polysaccharides ในผนังเซลล์ ลดความแข็งแกร่งของผนังเซลล์โดยอะลูมิเนียมไปเกาะ            

กบัเพคตนิ [36] 

7) อะลมูิเนียมขดัขวางการดงึดดูธาตอุาหาร P Ca Mg K Zn Cu Fe และ Mn ทําให้พืช

ขาดธาตอุาหารดงักลา่ว [8] 

8) อะลมูิเนียมจะไปเกาะจบักบั DNA (deoxyribonucleic acid) ซึ่งเป็นสารพนัธุกรรมทํา

ให้เกิดการยบัยัง้การแยกตวัของ DNA สายคู ่(double helix) มีผลตอ่การแบง่เซลล์ของพืช [37] 

 

จากความเป็นพิษของอะลูมิเนียมในดินกรดทําให้การปลูกพืชโดยทัว่ไปนัน้เกิดปัญหาจึง

ต้องยกระดบั pH ให้สูงขึน้เพ่ือลดปริมาณอะลูมิเนียมท่ีจะละลายออกมาในสารละลายดิน ซึ่ง

โดยทัว่ไปจะมี 2 กรรมวิธีใหญ่ ๆ ได้แก่ 

 

1) การจดัการด้านนํา้ การใช้นํา้ชะล้างความเป็นกรด เป็นการใช้นํา้ชะล้างดินเพ่ือล้างกรด

ทําให้คา่ pH เพิ่มขึน้โดยวิธีการปล่อยนํา้ให้ท่วมขงัแปลงแล้วระบายออกประมาณ 2-3 ครัง้โดยทิง้

ช่วงการระบายนํา้ประมาณ 1-2 สปัดาห์ตอ่ครัง้ ดินจะเป็นกรดจดัในช่วงดินแห้งหรือฤดแูล้งดงันัน้

การชะล้างควรเร่ิมในฤดฝูนเพ่ือลดปริมาณการใช้นํา้ในชลประทานการใช้นํา้ชะล้างความเป็นกรด

ต้องกระทําต่อเน่ืองและต้องหวังผลในระยะยาวมิใช่กระทําเพียง 1-2 ครัง้เท่านัน้วิธีการนีเ้ป็น

วิธีการท่ีง่ายท่ีสดุ แตจํ่าเป็นต้องมีนํา้มากพอท่ีจะใช้ชะล้างดินควบคูไ่ปกบัการควบคมุระดบันํา้ใต้

ดินให้อยู่เหนือดินเลนท่ีมีไพไรต์มากจากกระบวนการสร้างดิน เม่ือล้างดินกรดให้คลายลงแล้วดิน
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จะมีคา่ pH เพิ่มขึน้อีกทัง้สารละลายเหล็กและอะลมูิเนียมท่ีเป็นพิษเจือจางลงจนทําให้พืชสามารถ

เจริญเตบิโตได้ดี [38] 

 

2) การจดัการด้านดิน โดยทัว่ไปจะทําการปรับปรุงดินให้อยู่ในช่วง pH 6.0-6.5 ซึ่งเหมาะ

แก่การเจริญเติบโตของพืช โดยการเติมปนูเป็นวสัดปุรับปรุงดิน [2] ซึ่งเป็นวิธีการท่ีสามารถแก้ไข

ปัญหาดินกรดท่ีรวดเร็วท่ีสุด โดยชนิดของปูนท่ีใช้ในการปรับปรุงดินในทางเกษตรท่ีนิยม ได้แก่ 

หินปนู (limestone) โดโลไมท์ (dolomite) ปนูมารล์ (marl) ยิปซมั (Gypsume) [39] 

เม่ือใส่วสัดปุนูลงไปในดินท่ีมีความชืน้จะแตกตวัให้ OH- หรือ CO3
2- แล้วแต่วสัดปุนูท่ีใส ่

ทําปฏิกิริยากบั H+ ในสารละลายดินกรดเพ่ือให้เป็นกลางส่วน Ca2+ จะเข้าไปแทนท่ีพวกท่ีกรดท่ีถกู

ดดูซบัท่ีคอลลอยด์ดิน ทัง้ Al3+ และ H+ เพ่ือให้ออกมาทําปฏิกิริยากบั OH- จนกระทัง่ปริมาณของ 

Al3+ และ H+  ลดลงตามปริมาณปนูท่ีใช้ ทําให้ pH ของดินเพิ่มขึน้ [32] แต่การใช้วิธีดงักล่าว

เกษตรกรต้องรู้สภาพปัญหาของดินว่าอยู่ในระดบัใหน จึงจะทราบว่าต้องใส่ปนูชนิดใหน ปริมาณ

เท่าใด เพ่ือป้องกนัสภาพปัญหาเกินปนู (over liming) ทําให้ดินมีสภาพเป็นดา่ง ต้องใส่ปนูก่อน

ปลกูพืชประมาณ 2 สปัดาห์เพ่ือป้องกนัความร้อนจากปฏิกิริยาปนูกบัดนิ [39] 

วสัดปุนูสามารถเคล่ือนท่ีได้น้อยในระยะชัน้ไถพรวน (15 เซนติเมตร) เท่านัน้ไม่สามารถ

เคล่ือนท่ีลงสู่ดินล่างได้ทําให้รากพืชไม่สามารถแผ่ขยายได้ [40] มีการศกึษาผลการใช้วสัดปุนูใน

การทํานา พบว่าเกษตรกรมีการยอมรับการใช้ปนูว่าสามารถเพิ่มผลผลิตข้าว แตไ่ม่สามารถลงทนุ

ด้วยตวัเองได้ เน่ืองจากไมมี่เงินลงทนุเพียงพอและมีความเส่ียงในการปลกูข้าวแตล่ะปีสงู [41] 

 

2.3 เทคโนโลยีการเพาะเลีย้งเนือ้เย่ือร่วมกับการฉายรังสีเพ่ือการปรับปรุงพันธ์ุพืช  

 

2.3.1 เทคโนโลยีการเพาะเลีย้งเนือ้เย่ือ 

การเพาะเลีย้งเนือ้เย่ือพืช คือ การนําเอาส่วนใดส่วนหนึ่งของพืช เช่น ใบ ตายอด ตาข้าง 

เนือ้เย่ือ หรือเซลล์ มาเพาะเลีย้งในอาหารสงัเคราะห์ซึ่งประกอบด้วย แร่ธาต ุนํา้ตาล วิตามิน และ

สารควบคมุการเจริญเติบโตนอกจากนีย้งัต้องทําการเพาะเลีย้งในสภาพท่ีปราศจากเชือ้จลุินทรีย์ 

และในสภาวะท่ีสามารถควบคมุสิ่งแวดล้อมได้ ได้แก่ อณุหภูมิ แสง และความชืน้ ซึ่งชิน้ส่วนของ

พืชดงักล่าวจะมีการเจริญเติบโตและพฒันาในรูปแบบต่างๆ เช่น เกิดเป็นยอด เกิดเป็นราก เกิด

เป็นเอมบริโอ หรือเกิดเป็นกลุ่มเซลล์ท่ีเรียกว่า “แคลลสั” ซึ่งเป็นเซลล์พืน้ฐานท่ีอยู่รวมกนัเป็นกลุ่ม 

ยงัไม่กําหนดทิศทางการเปล่ียนแปลงหรือพฒันาไปเป็นเนือ้เย่ือหรืออวยัวะใด ท่ีสามารถชกันําให้

เกิดเป็นพืชต้นใหม่ท่ีสมบรูณ์จํานวนมากได้ [42]การนําเทคโนโลยีการเพาะเลีย้งเนือ้เย่ือพืชไปใช้
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ประโยชน์ในการปรับปรุงพนัธุ์พืช (plant improvement) สามารถสร้างพนัธุ์ตา่ง ๆ ได้ตามต้องการ 

เน่ืองจากการเพาะเลีย้งเนือ้เย่ือสามารถสร้างการแปรผนั (variation) ได้ ทําให้เราสามารถได้รับพืช

สายพนัธุ์ใหม่ท่ีมีลกัษณะบางประการตามต้องการด้วยเทคโนโลยีนี ้ [43] ซึ่งเรียกการแปรผนัของ

พืชท่ีเกิดขึน้จากการเพาะเลีย้งเซลล์และเนือ้เย่ือโดยเฉพาะว่า “การแปรผนัของเซลล์ร่างกาย 

(somaclonal variation)”  เน่ืองจากเป็นการแปรผนัท่ีเกิดขึน้ในเซลล์ร่างกาย (somatic cell) ของ

พืชจากการเพาะเลีย้งเซลล์ หรือแคลลสั (callus) [44] ซึ่งในปัจจบุนันีคํ้าว่า “การแปรผนัของเซลล์

ร่างกาย” ได้ถกูนํามาใช้กนัโดยทัว่ไปในความหมายสําหรับสายพนัธุ์แปรผนัหรือผลจากการแปรผนั 

(variant) ท่ีเกิดจากการเพาะเลีย้งเนือ้เย่ือในทกุรูปแบบ [45]  โดยปัจจยัท่ีมีอิทธิพลตอ่การแปรผนั

ของเซลล์ร่างกาย พบว่าการเพาะเลีย้งเนือ้เย่ือซึ่งยังไม่มีการจัดระบบ เช่น โพรโทพลาสต์ 

(protoplast) หรือแคลลสั จะพบการแปรผนัมากกว่าการเพาะเลีย้งเนือ้เย่ือซึ่งมีการจดัระบบแล้ว 

(รูปท่ี 2.2) และพบวา่ความเค้น (stress) เชน่ ความเคม็ และสภาวะกรด ในขณะเพาะเลีย้งเนือ้เย่ือ

สามารถชกันําให้เกิดการแปรผนัของเซลล์ร่างกายได้ [45, 46] 

                                                                   

 
 

  รูปท่ี 2.2 การเกิดโซมาโคลนอลแวริเอชนั (somaclonal variation ) จากการเพาะเลีย้ง 

 เนือ้เย่ือ [47] 
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การเพาะเลีย้งเนือ้เย่ือโดยการชกันําผ่านสภาพการเป็นแคลลสัมาก่อน เป็นวิธีการท่ีมีการ

นํามาใช้ในการคดัเลือกพืชให้ทนทานตอ่สภาวะตา่ง ๆ อยา่งกว้างขวาง ได้แก่                             

Hossain Zahed., et al [48] การคดัเลือก Chrysanthemum morifolium. ให้ทนตอ่ความ

เคม็ โดยการคดัเลือกแคลลสัในอาหารท่ีเตมิ NaCl  

สริุยนัต์ ฉะอุม่ และคณะ [49] การคดัเลือกพนัธุ์ข้าวพนัธุ์ขาวดอกมะลิ105 ทนทานตอ่สาร

กําจดัวชัพืชไกลโฟเสทโดยการเลีย้งแคลลสัในอาหารท่ีเตมิไกลโฟเสทความเข้มข้น 10-4 โมลาร์ เป็น

เวลา 4-8 สปัดาห์ สามารถชกันําให้แคลลสัท่ีรอดเป็นต้นได้  

  

การใช้เทคโนโลยีเพาะเลีย้งเนือ้เ ย่ือในการปรับปรุงพันธุ์ พืชให้ทนทานต่อพิษของ

อะลมูิเนียมในสภาวะท่ีเป็นกรดนัน้ มีรายงานว่าเทคนิคนีมี้หลกัการใช้อยู่ 3 อย่าง คือ เพ่ือคดัเลือก

ต้นท่ีมีจีโนไทป์ท่ีทนทานต่ออะลูมิเนียม เพ่ือระบผุลของการแปรผนัของเซลล์ร่างกายเม่ือความ

ทนทานเพิ่มขึน้ และเพ่ือตรวจสอบการตอบสนองของเซลล์ต่อความเป็นพิษของอะลูมิเนียม [50] 

ได้มีการนําเทคนิคนีม้าใช้ในการคดัเลือกพืชหลายชนิดให้ทนอะลมูิเนียม ได้แก่  

 

Srinives P., et al [51] การคดัเลือกถัว่เหลืองโดยการเพาะเลีย้งแคลลสัในอาหารท่ีเติม

อะลมูิเนียมในรูป AlCl3 พบวา่แคลลสัของถัว่เหลืองพนัธุ์ สจ.4 และ สจ.5 สามารถทนตอ่ความเป็น

พิษของอะลมูิเนียมได้ท่ีระดบัความเข้มข้น 40 และ 60 mg/l  

 

Parrot W.A. and Bouton J.H. [52] การคดัเลือกแคลลสัพนัธุ์อลัฟัลฟาท่ีมีความทนทาน

ตอ่อะลูมิเนียมในอาหารสูตรท่ีเติมอะลูมิเนียมในรูป AlCl3 ระดบัความเข้มข้น 400 ไมโครโมลาร์ 

ลดความเป็นกรด-ดา่งของอาหารลงเหลือ pH 4.0 เป็นเวลา 8 สปัดาห์ พบว่าสามารถแยกแคลลสั

ท่ีทนทานตอ่อะลมูิเนียมได้โดยไมต้่องเสียเวลาคดัเลือกนาน  

  

 2.3.2 การฉายรังสีเพ่ือชักนําให้เกิดการกลายพันธ์ุ 

 การปรับปรุงพนัธุ์พืชเพ่ือให้ได้พนัธุ์ทนทาน/ต้านทานตอ่สภาพแวดล้อมตา่ง ๆ ด้วยเทคนิค

การเพาะเลีย้งเนือ้เย่ือพืชในสภาวะท่ีสามารถควบคมุสภาวะแวดล้อมให้สม่ําเสมอได้ เช่น ต้องการ

สร้างสายพันธุ์ พืชทนทานต่อสภาพดินเค็มสามารถทําได้โดยเติมโซเดียมคลอร์ไรด์ในอาหาร

เพาะเลีย้งแล้วทําการคดัเลือกเซลล์ท่ีมีการรอดชีวิตซึ่งก็คือเซลล์ท่ีมีความแปรผนัทางพนัธุ์กรรม 

(variant cell) ถ้านํามาเพาะเลีย้งตอ่ไปแล้วเซลล์นัน้ยงัคงลกัษณะทนทานไว้ได้แสดงว่าเป็นเซลล์ท่ี
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เกิดการกลายพนัธุ์ (mutated cell) จะได้พืชพนัธุ์ใหม่ ซึ่งนําไปใช้ประโยชน์ต่อไปได้ [53] แต่

เน่ืองจากอตัราการกลายเกิดเอง (spontaneous mutation) มีค่าต่ํามาก จึงได้มีการชักนําการ

กลาย (induced mutation) เพ่ือเพิ่มทัง้อตัรา และความถ่ีของการกลาย [44 ,54]  

สิ่งชกันําการกลาย แบง่เป็น 2 ประเภท คือ สิ่งชกันําการกลายทางกายภาพ (physical 

mutagen) เชน่ รังสีแกมมา รังสีอลัตราไวโอเลต และอนภุาคนิวตรอน โดยจะก่อให้เกิดการแตกหกั

ของโครโมโซม [55] และสิ่งชกันําการกลายทางเคมี (chemical mutagen) ซึ่งแบง่ตามปฏิกิริยาท่ี

เข้าทําอนัตรายตอ่ DNA ได้เป็น 7 ชนิดใหญ่ ๆ และยงัมีสารเคมีอีกหลายชนิดท่ีไม่สามารถจดัเข้า

ไว้ในหมวดหมูใ่ด ๆ ได้ เชน่ ethylmethansulphonate (EMS), aflatoxin B1, actinomycin D,  

5-bromouracil (5-Bu), nitrous acid (HNO2), caffeine (56) แตเ่น่ืองจากสิ่งก่อกลายพนัธุ์เคมี

หลายชนิดเป็นสารก่อมะเร็ง ดงันัน้ในปัจจบุนัจึงหนัมาใช้สิ่งก่อกลายพนัธุ์กายภาพโดยเฉพาะรังสี

เพิ่มสงูขึน้  

 รังสีแกมมา (gamma ray)ได้รับความนิยมในการนํามาใช้เพ่ือการกลายพันธุ์ในพืช 

เน่ืองจากรังสีแกมมามีความยาวคล่ืนต่ําจึงมีอํานาจในการทะลุทะลวงผ่านวัตถุได้สูง [57]            

ในรูปแบบเฉียบพลนั (acute) หรือเรือ้รัง (chronic) ซึ่งจะส่งผลให้เกิดการแปรผนัทางพนัธุกรรม 

ทําให้สามารถคดัเลือกลกัษณะตามต้องการได้ การชกันําการกลายจึงช่วยเพิ่มความเป็นไปได้ของ

ลักษณะสืบสายพันธุ์ ท่ีมีความสําคัญเชิงเศรษฐกิจซึ่งไม่อาจพบได้ตามธรรมชาติหรืออาจสูญ

หายไประหวา่งวิวฒันาการ [58]  นอกจากนีย้งัพบวา่การใช้รังสีมีข้อได้เปรียบกว่าการใช้สารเคมีใน

แง่ของการท่ีไมต้่องขจดัหรือล้างสิ่งก่อการกลายออกไป [59]   

 

2.3.2.1 ปฏิกิริยาระหว่างรังสีกับเซลล์ 

รังสีแกมมาจดัอยู่ในกลุ่มของ ionizing radiation เน่ืองจากมีคณุสมบตัิเบือ้งต้นในการทํา

ให้เกิด ionization แก่อะตอม หรือโมเลกลุท่ีได้รับรังสี [60] รังสีแกมมาเป็นคล่ืนท่ีมีพลงังาน  ดงันัน้

เม่ือเคล่ือนท่ีผ่านตวักลางจะถ่ายเทพลงังานให้กับตวักลางนัน้ โดยในส่วนของพืชนัน้ตําแหน่งท่ี

สําคญั คือ เซลล์แต่ละเซลล์ของพืชโดยเฉพาะอย่างย่ิงในเซลล์ท่ีกําลงัมีการแบ่งตวั  และภายใน

เซลล์พืชโครโมโซมจะเป็นเป้าท่ีสําคญั  นอกจากนีใ้นส่วนประกอบอ่ืน ๆ ท่ีประกอบขึน้เป็นเซลล์พืช

ก็จะได้รับพลงังานของรังสีไว้ด้วย ซึง่ทําให้เกิดการเปล่ียนแปลงได้  2 ลกัษณะ  [61] ดงัแสดงในรูป

ท่ี 2.3 [62] คือ 

1) ปฏิกิริยาจากรังสีโดยตรง คือ ผลกระทบจากรังสีท่ีเกิดเม่ือรังสีทําให้เกิด ionization และ

ถกูดดูกลืนใน macromolecule ภายในเซลล์ (เช่น DNA, RNA, โปรตีน, เอนไซม์ เป็นต้น) ทําให้
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โครงสร้าง ของ macromolecules เกิดความผิดปกติ ชักนําและเป็นจุดเร่ิมต้นให้เกิดการ

เปล่ียนแปลงทางชีววิทยา  

 

2) ปฏิกิริยาจากรังสีโดยอ้อม คือ ผลกระทบเม่ือรังสีทําให้โมเลกลุโปรตีนและนํา้ในเซลล์

เกิด ionization   โมเลกุลท่ีเกิดปฏิกิริยาทางอ้อมนีม้ากท่ีสุดคือนํา้ ทําให้เกิดปฏิกิริยาเคมีเป็น

อนมุลูอิสระ (free radicals) และเกิดสารประกอบ peroxide เม่ือมีปฏิกิริยาจํานวนมากจะเกิดการ

ทําลายตอ่เซลล์เม่ือสารประกอบ peroxide (H2O2 ) มีมากเกินไป [62] ตวัอย่างของการเกิดอนมุลู

อิสระในเซลล์ของพืช [61] เชน่ 

 
 

2.3.3.2 ผลกระทบของรังสีในระดับเซลล์ 

ผลของรังสีในระดบัเซลล์ แบง่ออกได้เป็น 2 ชนิด คือ ผลตอ่การแบง่ตวัของเซลล์ และผล

ตอ่กระบวนการเมตาบอลิซมึของเซลล์ [56]  

 

1)   ผลตอ่การแบง่ตวัของเซลล์  

การท่ีเซลล์ได้รับรังสีปริมาณน้อยๆ จะทําให้เซลล์เกิดความล่าช้าในการแบง่ตวัของเซลล์ 

โดยรังสีไปทําให้มีการลดจํานวนเซลล์ท่ีกําลงัแบง่ตวัลง เรียกว่า ไมโตติกดีเลย์ (mitotic delay) ซึ่ง

จะเป็นอยูใ่นชว่งหนึง่ภายหลงัเซลล์ได้รับรังสี หลงัจากนัน้เซลล์จะเร่ิมกิจกรรมมีการแบง่ตวัใหม่เพิ่ม

จํานวนเซลล์โดยการแบ่งตวัแบบไมโตซิสขึน้ เรียกว่า ไมโตติคโอเวอร์ชูต (mitotic overshoot) 

ความลา่ช้าในการแบง่ตวัของเซลล์ มีสาเหตหุลายประการ เชน่ สารเคมีท่ีเก่ียวข้องในการแบง่เซลล์

ถกูกระทบกระเทือน โดยรังสีอาจไปทําให้กระบวนการสร้างโปรตีนหยุดชะงกัไม่มีการสร้างโปรตีน

ขึน้มาใช้ในการแบ่งเซลล์ กระบวนการเข้ามารวมกลุ่มกันของโครโมโซม (chromosome 

assembly) ล่าช้าลงหรือเพิ่มความเหนียว (stickiness) ให้กบัโครโมโซมทําให้โครโมโซมมีความ

ยากลําบากในการแยกจากกนัเพ่ือไปสูเ่ซลล์ท่ีเกิดใหม ่(daughter cells) อย่างไรก็ตาม ความล่าช้า
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ของเซลล์ในการเข้าสู่ไมโตซิสขึน้อยู่กบัปริมาณรังสีท่ีเซลล์ได้รับ และระยะของเซลล์ในขณะได้รับ

รังสีบางระยะ (stage of cell cycle) จะไวตอ่รังสีมากกว่าระยะอ่ืน ๆ อย่างใดอย่างหนึ่ง รังสีใน

ปริมาณสูงทําให้เซลล์หยุดชะงักการแบ่งตวัอย่างถาวร และไม่มีการฟืน้คืนกลบัมาทําหน้าท่ีได้

อยา่งเดมิ ในท่ีสดุเซลล์จะตาย เซลล์อ่ืนท่ีไม่ตายอาจแบง่ตวัเพิ่มจํานวนเข้ามาแทนท่ีเซลล์ท่ีตายได้

ในบางกรณีพบว่าเซลล์ท่ีผ่านการฉายรังสีสามารถแบง่ตวัตามปกติได้ หลายครัง้หลงัจากนัน้เซลล์

จงึจะตาย 

 

2)  ผลตอ่กระบวนการเมตาบอลิซมึของเซลล์  

การท่ีรังสีทําให้เกิดการเปล่ียนแปลงในกระบวนการเมตตาบอลิซึมของเซลล์น่าจะเป็นผล

ตอ่เน่ืองจากการท่ีรังสีทําอนัตรายตอ่เย่ือหุ้มตา่ง ๆ ภายในเซลล์และเอนไซม์ ตวัอย่าง เช่น รังสีทํา

อนัตรายกบัเอนไซม์ท่ีเก่ียวข้องในกระบวนการหายใจ อนัเป็นผลเน่ืองมาจากรังสีทําอนัตรายต่อ

เย่ือหุ้มไมโทคอนเดรียซึ่งมีเอนไซม์เกาะติดอยู่ทําให้เอนไซม์ได้รับความกระทบกระเทือนด้วยการ

ควบคมุการเข้าออกของสารผ่านเซลล์โดยวิธีแอกทีพทรานสปอร์ตเป็นไปอย่างยากลําบาก เช่น 

เม่ือเซลล์รากพืชได้รับรังสีเซลล์รากพืชจะดดูซมึไอออนได้น้อยลง [63] 

 

งานวิจยัท่ีใช้รังสีแกมมาในการปรับปรุงพนัธุ์พืชท่ีมีประโยชน์อยา่งเห็นได้ชดั ได้แก่ 

ข้าวพนัธุ์ กข6 ได้จากการนําข้าวขาวดอกมะลิ 105 ฉายรังสีแกมมาขนาด 200 เกรย์ 

คดัเลือกจนได้พนัธุ์ข้าวเหนียวท่ีผลผลิตสงูกว่าพนัธุ์เดมิถึงร้อยละ 23 มีความต้านทานตอ่โรคไหม้

และโรคใบจดุสีนํา้ตาล [64] 

ข้าวพนัธุ์ กข15 ได้จากการนําข้าวขาวดอกมะลิ 105 ฉายรังสีแกมมาขนาด 150 เกรย์ 

คัดเลือกจนได้พันธุ์ ข้าวเจ้าหอมเหมือนพันธุ์ เดิม ต้นเตีย้กว่า ผลผลิตเพิ่มขึน้ร้อยละ 4.6               

ทนแล้งได้ดี [64] 

ลักษณะท่ีเกิดจากการเพาะเลีย้งเนือ้เย่ือร่วมกับการเหน่ียวนําให้กลายพันธุ์ ด้วยรังสี

แกมมา ได้นําไปใช้ในการปรับปรุงพนัธุ์พืชอย่างกว้างขวาง อย่างไรก็ตามการแปรผนัท่ีเกิดขึน้จาก

การเพาะเลีย้งเนือ้เย่ือ และการเหน่ียวนําให้เกิดการกลายพันธุ์เป็นลักษณะท่ีเกิดอย่างอิสระ ไม่

สามารถควบคมุบงัคบัให้ได้ลกัษณะท่ีต้องการโดยจําเพาะเจาะจงได้  
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อย่างไรก็ตามได้มีผู้ประสบความสําเร็จในการชกันําให้เกิดการกลายพนัธุ์ของพืชจาการ

เพาะเลีย้งเนือ้เย่ือร่วมกบัการฉายรังสี ได้แก่ การชกันําข้าวพนัธ์ปลกู (cultivar) Basmati 370 ให้

ทนตอ่ความเคม็ด้วยการฉายรังสีแกมมาปริมาณ 50 เกรย์ กบัแคลลสั [65]  

 

 
 

 รูปท่ี 2.3 การเกิดปฏิกิริยารังสีโดยตรงและโดยอ้อมตอ่เซลล์ 
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2.4 การแสดงออกของยีน (gene expression) ท่ีระดับโมเลกุล   

2.4.1 การแสดงออกของยีน (gene expression)  

การแสดงออกของยีน หมายถึง การถอดรหสัพนัธุกรรมของยีนจาก DNA เป็น mRNA แล้ว

เกิดการแปลรหัสเป็นโปรตีน รหัสพันธุกรรมของยีนในดีเอ็นเอ เป็นตวักําหนดชนิดของโปรตีนท่ี

เซลล์สร้างโดยเร่ิมจากการถอดรหสัพนัธุกรรมท่ีอยู่ในดีเอ็นเอเป็น mRNA ในนิวเคลียสและแปล

รหสัเป็นโปรตีนในไซโตพลาสซมึซึง่โปรตีนนีมี้ความเก่ียวข้องในทกุกระบวนการของสิ่งมีชีวิต [66] 

ยีน (gene) คือส่วนของ DNA ท่ีบรรจขุ้อมลูทางพนัธุกรรม (genetic information) สําหรับ

การสงัเคราะห์  RNA ชนิดใดชนิดหนึ่ง  DNA ทัง้หมดในเซลล์เรียกว่าจีโนม (genome)  DNA และ 

RNA เป็นพอลีนิวคลิโอไทด์ทัง้คู่แต่มีหน้าท่ีและวิธีการสังเคราะห์แตกต่างกันโดย DNA 

เปรียบเสมือนเป็นคลงัของข้อมลูทางพนัธุกรรมซึ่งต้องเก็บรักษาไว้อย่างดี การสงัเคราะห์เพ่ือส่งไป

ยงัเซลล์ใหมต้่องถอดแบบออกให้ครบชดุเรียกว่า DNA replication เพ่ือให้เซลล์ใหม่นัน้ได้รับข้อมลู 

ทางพนัธุกรรมครบถ้วนสําหรับการดํารงชีวิตส่วน RNA นัน้เป็นข้อมลูทางพนัธุกรรมเพียงส่วนหนึ่ง

ของ DNA ท่ีสงัเคราะห์ขึน้มาเพ่ือใช้ในการสงัเคราะห์โปรตีนบางอย่างท่ีจําเป็นตอ่การเจริญเติบโต

หรือการดํารงชีวิตของเซลล์ในระยะใดระยะหนึ่งเม่ือหมดหน้าท่ีแล้ว RNA นัน้ ๆ ก็จะสลายไปและ

ถ้ามีความจําเป็นก็สงัเคราะห์ขึน้มาใหมไ่ด้อีก [67] 

 

โครงสร้างหลกัของยีน ประกอบด้วยสว่นหลกั 2 สว่น คือ [68] 

เอ็กซอน (exon) หมายถึงลําดบัเบสบนโมเลกลุ DNA ท่ีสามารถถอดรหสัเป็น mRNA ได้ 

อินทรอน (intron) หมายถึงลําดบัเบสท่ีแทรกอยู่ระหว่างเอ็กซอนซึ่งจะถูกตดัออกจาก 

RNA หลงัการถอดรหสั และไมเ่ป็นสว่นหนึง่ของ mature mRNA 

 

ยีนมีการแสดงออกท่ีระดบัโมเลกลุเป็น 2 ขัน้ตอน คือ  

1) การถอดรหสั (transcription) เป็นกระบวนการคดัลอกรหสัพนัธุกรรมจาก DNA ไปยงั 

messenger RNA (mRNA) ซึง่เกิดในนิวเคลียสของเซลล์ ประกอบด้วย 3 ขัน้ตอนหลกั คือ 

                  - กระบวนการเร่ิมต้น (initiation) เร่ิมการคลายเกลียวของสาย DNA จากนัน้สาย 

DNA 3’        5' จะถกูใช้เป็นสายต้นแบบในการถอดรหสัพนัธุกรรมเพ่ือสงัเคราะห์สาย RNA เรียก

สาย DNA สายต้นแบบนีว้า่ sense strand DNA   
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      -  กระบวนการตอ่สายยาว (elongation) RNA polymerase มาจบัท่ีจดุเร่ิมต้นของยีน

ท่ีด้าน 5' ท่ีตําแหน่งโปรโมเตอร์ของ DNA และเร่ิมถอดรหสัท่ีโคดอนเร่ิมต้น RNA polymerase    

จะเคล่ือนท่ีและเติมนิวคลีโอไทด์ตอ่ไป แต่ใน RNA จะมีการทดแทนเบส T (thymine) ใน DNA 

ด้วยเบส U (uracil) โดยลําดบัเบสของ RNA เป็นเบสคูส่ม (complementary) กบั DNA แม่แบบท่ี

ถกูใช้คดัลอกรหสั 

      - กระบวนการสิน้สดุการสงัเคราะห์ (termination) RNA polymerase จะแยกจาก 

DNA และ DNA จะกลบัมาพนัเกลียวกนัใหมจ่ะได้สาย RNA ท่ีสงัเคราะห์ขึน้เป็นสายเด่ียว  

 การสังเคราะห์ RNA นัน้จะได้ polynucleotide ซึ่งยังทําหน้าท่ีไม่ได้ต้องมีการ

เปล่ียนแปลงบางประการจะมีการดดัแปลงรูปร่างของสาย  RNA เพ่ือเพิ่มความคงตวัและไม่ให้ถกู

ยอ่ยสลายด้วยเอนไซม์นิวคลีเอสนอกจากนีย้งัส่งผลให้สาย  RNA เคล่ือนท่ีออกจากนิวเคลียสไปสู่

ไซโตพลาสซึมได้ง่ายขึน้ผ่านกระบวนการ RNA processing โดยตดัเอาอินทรอนออกไปและ

นําเอ็กซอนมาเช่ือมต่อกนั เติม polyadenylation เป็นการเติมเบส A หลายตวั (poly A) tail ท่ี

ปลาย 3' RNA ท่ีได้เรียกช่ือใหม่ว่า mRNA และพร้อมท่ีจะออกนอกนิวเคลียสโดยผ่านทาง

นิวเคลียร์พอร์ (nuclear pore) เพ่ือออกไปสูไ่ซโตพลาสซมึ 

 2) การแปลรหสั (translation)  เป็นกระบวนการแปลรหสัจาก mRNA เป็นโปรตีน ซึ่ง

กระบวนการท่ีเกิดขึน้ท่ีไรโบโซมในไซโตพลาสซึมของเซลล์ โดยมีทรานสเฟอร์ อาร์เอ็นเอ (transfer 

RNA, tRNA) จะอ่านเบสของ mRNA จากจดุท่ีเป็นรหสัเร่ิมต้น (initiation codon) คือ AUG แล้ว

อ่านไปทีละ 3 เบส โดยทกุ ๆ 3 เบส จะมีรหสัตรงกบั tRNA 1 ชนิด และ tRNA แตล่ะชนิดก็จะนํา

กรดอะมิโน (amino acid) จําเพาะมาต่อเป็นสายโปรตีน การสงัเคราะห์โปรตีนจะดําเนินการไป

เร่ือย ๆ จนกระทัง่ tRNA อ่านมาถึงโคดอน UGA, UAA, UAG ซึ่งเป็นโคดอนหยดุ (stop codon) ท่ี

จะไมมี่กรดอะมิโนจบัอยู่ กระบวนการแปลรหสัก็จะหยดุและการสร้างสาย polypeptide ก็จะเสร็จ

สิน้ 

 สาย polypeptide ท่ีสร้างเสร็จจะออกมาในไซโตพลาสซึม และถูกปรับปรุงเพิ่มเติมใน

ท่ีสดุก็จะได้เป็นโปรตีนท่ีสามารถทําหน้าท่ีได้อยา่งสมบรูณ์ ดงัแสดงใน รูปท่ี 2.4 [69] 
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 รูปท่ี 2.4 กระบวนการสงัเคราะห์สาย polypeptide 

 

 2.4.2 การศึกษายีนท่ีตอบสนองต่ออะลูมิเนียม (aluminium responsive genes) 

 การแสดงออกของยีนในพืชท่ีสามารถเจริญเตบิโตได้ในสภาวะท่ีดนิมีปริมาณอะลมูิเนียมท่ี

เป็นพิษต่อพืชสูงมากนัน้ย่อมมีกลไกภายในแตกต่างจากการเจริญเติบโตของพืชในสภาวะปกต ิ

เน่ืองจากในธรรมชาติเม่ือเซลล์ได้รับการกระตุ้นด้วยปัจจยัตา่ง ๆ จะมีการตอบสนองตอ่สิ่งกระตุ้น

ในระดับโมเลกุล เช่น การเปล่ียนแปลงโครงสร้างของโปรตีน ปริมาณโปรตีน และระดับการ

แสดงออกของยีน เป็นต้น ซึ่งผลของการเปล่ียนแปลงระดบัโมเลกุลนีก่้อให้เกิดการเปล่ียนแปลง

ระดับเซลล์ท่ีสังเกต และวัดได้ง่าย เช่น การเปล่ียนแปลงขนาด รูปร่าง ความสูง และการ

เจริญเตบิโต เป็นต้น แตก่ารวดัการเปล่ียนแปลงระดบัโมเลกลุยุ่งยาก และมีเทคนิคซบัซ้อน จึงได้มี

การพฒันาเทคนิค Polymerase Chain Reaction (PCR) ขึน้มาใช้เพิ่มปริมาณสารพนัธุกรรมหรือดี

เอ็นเอในหลอดทดลอง จากปริมาณดีเอ็นเอท่ีใช้เป็นแม่แบบ (DNA template) เพียงเล็กน้อย จนได้

ผลผลิตเป็นพนัล้านโมเลกลุ [68] อย่างไรก็ดี PCR แบบดัง้เดิม (conventional PCR) มีข้อจํากดัใน

การใช้อยูห่ลายประการ ได้แก่  

1) เทคนิค PCR แบบดัง้เดิม ต้องใช้เวลาหลายชัว่โมงในการเพิ่มปริมาณสารพนัธุกรรมใน

หลอดทดลองด้วยเคร่ือง Thermal Cycler และต้องใช้เวลาในการวิเคราะห์ดีเอ็นเอด้วยเทคนิค 

Agarose Gel Electrophoresis ทําให้รู้ผลช้าเกินกว่าท่ีจะนํามาประยกุต์ใช้ในการตรวจวินิจฉัยใน



 22 

ห้องปฏิบตักิารท่ีต้องการผลเร่งดว่นได้ นอกจากนีเ้ทคนิค Agarose Gel Electrophoresis ยงัทําให้

เกิดการฟุ้ งกระจายและการปนเปื้อนของดีเอ็นเอท่ีเพิ่มปริมาณแล้วไปทั่วบริเวณ (carry over 

contamination) ซึง่เป็นสาเหตใุห้เกิดผลบวกปลอม (false positive) ได้ [70] 

2) การตรวจสอบความแม่นยําและถกูต้องของกระบวนการ PCR ทําโดยใช้วิธี dot blot 

เช่น Southern blot hybridization วิธีนีต้้องใช้ดีเอ็นเอตรวจตาม (DNA probe) ท่ีติดฉลากด้วย

สารรังสี เข้า hybridize กบั ดีเอ็นเอท่ีเพิ่มจํานวนแล้ว ซึ่งต้องใช้เวลานานประมาณ 2-3 วนั ทําให้

เกิดการฟุ้ งกระจายและปนเปือ้นของดีเอ็นเอท่ีเพิ่มปริมาณแล้ว [70] 

3) กระบวนการ PCR แบบดัง้เดิมสามารถบอกได้เพียงว่ามีดีเอ็นเอเป้าหมายอยู่ในสิ่งส่ง

ตรวจหรือไมเ่ทา่นัน้ ไมส่ามารถบอกปริมาณดีเอ็นเอเร่ิมต้นได้ 

 

 จากข้อจํากดัข้างต้นจึงได้พฒันาเทคนิค real time PCR ขึน้ ความสําเร็จของ real time 

PCR เกิดจากการพฒันาเทคโนโลยี 2 ส่วนใหญ่ ๆ คือ การพฒันาเทคโนโลยีการตรวจหา PCR 

product ในสารละลายโดยการใช้สารเรืองแสง (fluorescence reporters) ตา่ง ๆ และการพฒันา

เคร่ือง thermocycler ซึ่งแต่เดิมเป็นแค่เคร่ืองควบคมุอุณหภูมิขึน้ลงตามระยะเวลาท่ีกําหนด มา

เป็นเคร่ือง real time thermocycler โดยเพิ่มส่วนท่ีเป็นแหล่งกําเนิดของแสงเพ่ือไปก่อให้เกิดการ

เรืองของแสง PCR product และส่วนตรวจวดัการเรืองแสงท่ีเกิดจาก PCR product ในหลอด

ปฏิกิริยา ดงันัน้การทํา real time PCR จึงเป็นการทําการเพิ่มขยายปริมาณดีเอ็นเอ โดยท่ีเรา

สามารถตรวจวดัปริมาณ PCR product ท่ีเกิดขึน้จริง ณ เวลานัน้ ๆ [71]   

         

การแสดงออกของยีนเม่ือเซลล์ได้รับการกระตุ้ นจากปัจจัยท่ีศึกษาทําให้ยีนเกิดการ

สงัเคราะห์ mRNA เพ่ือใช้ในการสงัเคราะห์โปรตีนท่ีจําเป็นตอ่การดํารงชีวิตในช่วงนัน้ เช่น เซลล์ท่ี

ตกอยูภ่ายใต้สภาวะเค็มจากดินท่ีมีเกลือ จะทําให้พืชสร้างสารอนมุลูอิสระออกมาเป็นจํานวนมาก 

สารประกอบนีจ้ะสร้างความเสียหายตอ่ระบบตา่ง ๆ ภายในเซลล์ของพืชอย่างรุนแรง พืชจึงมีกลไก

ตอบสนองตอ่สภาวะนีโ้ดยการควบคมุแสดงออกของยีนท่ีมีบทบาทในการกําจดัสสารอนมุลูอิสระ

ได้แก่ SOD, CAT APX และ DHAR ยีนเหล่านีจ้ะกระตุ้นให้เกิดการสงัเคราะห์เอนไซม์ต้านอนมุลู

อิสระเพ่ือเข้าจบัหรือทําลายสารอนมุลูอิสระ ช่วยให้พืชรักษาสมดลุในเซลล์เอาไว้ได้ [72]  ดงันัน้

เทคนิค RT-PCR (reverse transcription-polymerase chain reaction) ซึ่งวดัการแสดงออกของ

ยีนจากปริมาณ mRNA ในเซลล์จงึนิยมนํามาใช้ในการศกึษาการแสดงออกของยีนในสภาวะตา่ง ๆ  

โดยมีสองขัน้ตอนหลกั คือ [73] 
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1. การถอดรหสัผนักลบั (reverse transcription) เป็นการเปล่ียน mRNA ท่ีสกดัได้

จากเซลล์ เป็น cDNA (complementary DNA) ด้วยเอนไซม์ reverse transcriptase  

2. ปฏิกิริยาลูกโซ่โพลีเมอเรส (polymerase chain reaction) เพ่ือเพิ่มปริมาณ

ชิน้ส่วน DNA บริเวณท่ีสนใจจาก cDNA ให้มากพอท่ีจะวดัปริมาณได้ ซึ่งประกอบด้วย 3 ขัน้ตอน

หลกั คือ  

1) Denaturation step เป็นการทําลายพนัธะระหวา่ง nucleotides ทําให้สาย 

DNA ท่ีม้วนเกลียวอยู่เป็นคูแ่ยกออกจากกนัเป็นเส้นตรง 2 เส้น โดยใช้อณุหภูมิ 90-96 °C และท่ี

อณุหภมูินีป้ฏิกิริยาตา่ง ๆ จากเอนไซม์ในรอบก่อนหน้านัน้จะหยดุลงหมด 

2)  Annealing step การจบักนัอยา่งจําเพาะระหว่างไพรเมอร์ (primer) กบั DNA 

แม่แบบ(DNA template) โดยในกรณีนี ้คือ cDNA ท่ีได้จากการถอดรหัสผนักลบั ท่ีอุณหภูมิ

ประมาณ 50-60 °C  

3)  Extension step เป็นการสร้างสาย DNA จากปลาย 3' ของไพรเมอร์ด้วย

เอนไซม์ DNA polymerase ทําให้มีการนํา base ต่าง ๆ มาต่อโดยให้ complementary กับ 

sequence บน template ท่ีไพรเมอร์มาเกาะไว้แล้วโดยใช้อณุหภูมิ 72 °C ทําให้เกิดการสร้างสาย 

DNA ท่ีตอ่เน่ือง 

จากปฏิกิริยาข้างต้นก็จะสามารถเพิ่มจํานวน DNA บริเวณท่ีสนใจจาก cDNA ได้จํานวน

มากพอท่ีจะวดัปริมาณได้  

 

จากข้อได้เปรียบของ real time PCR และ RT-PCR จึงได้มีการประยกุต์ใช้ทัง้สองเทคนิค

ร่วมกัน นัน่คือเทคนิค real time RT-PCR  โดยค่าแสงท่ีวดัได้จะใช้ในการคํานวณปริมาณของ      

ดีเอ็นเอท่ีเพิ่มจํานวนได้จากการใช้ cDNA ต้นแบบ ซึ่งสะท้อนถึงการแสดงออกของยีนในตวัอย่าง

นัน้ ๆ ซึ่งคา่ท่ีวดัได้จําเป็นต้องมีการปรับคา่ท่ีวดัได้ (normalization) ของตวัอย่างนัน้ ๆ กบัคา่ท่ีวดั

ได้จากการแสดงออกของ house-keeping gene ของตวัอย่างนัน้ ๆ เสมอ ตวัอย่างของ house-

keeping gene ได้แก่ เบต้าแอคติน (ß-actin) ไรโบโซมอลอาร์เอ็นเอ (ribosomal RNA) เป็นต้น 

โดยมีสมมตุิฐานว่าในเซลล์หรือเนือ้เย่ือตา่งชนิดกนั การแสดงออกของ house-keeping gene มี

ค่าคงท่ี และการแสดงออกของยีนดงักล่าวจะไม่เปล่ียนแปลงเม่ือได้รับการกระตุ้นจากปัจจยัท่ี

ศึกษา ดงันัน้การปรับค่าท่ีวดัด้วยค่าการแสดงออกของ ของ house-keeping gene จึงเป็นการ
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ปรับค่าคลาดเคล่ือนอันเกิดมาจากความแตกต่างของปริมาณอาร์เอ็นเอ และประสิทธิภาพของ

ปฏิกิริยาถอดรหสัผนักลบัของแตล่ะตวัอย่าง ทําให้การเปรียบเทียบการแสดงออกของยีนระหว่าง

ตวัอยา่งมีคา่ท่ีถกูต้องขึน้ได้ [73] 

 

 จากหลายรายงานการวิจยัพบว่ามียีนหลายตวัท่ีเก่ียวข้องกับการทนทานต่ออะลูมิเนียม 

ซึ่งยีนท่ีเห็นสมควรท่ีจะนํามาศึกษาถึงระดบัการแสดงออกในแคลลัสข้าวระหว่างขัน้ตอนการ

คดัเลือกข้าวท่ีทนทานอะลมูิเนียม ได้แก่ ยีน SR (sulphite reductase) ซึ่งเป็นยีนท่ีเก่ียวข้องกับ 

sulphur metabolism pathway โดยเป็นกระบวนการสําคญัในเซลล์ท่ีมีชีวิต ทําให้เกิดโมเลกุล

อินทรีย์ ท่ีสําคญัหลายชนิด ได้แก่ cysteine, methionin, coenzyme ท่ีมีความจําเป็นตอ่ใน

กระบวนการสังเคราะห์โปรตีน กระบวนการถ่ายทอดอิเล็กตรอน เป็นต้น ถ้าการทํางานของยีน

ดงักลา่วผิดปกตไิป ก็อาจจะสง่ผลตอ่ความมีชีวิตของเซลล์ได้   

 

 ยีน LRR (leucine-rich repeat family protein) เป็นยีนท่ีทําหน้าท่ีเก่ียวข้องกบัการเกิด 

protein-protein interaction ท่ีเกิดขึน้ในกระบวนการตา่ง ๆ ของเซลล์ ตวัอย่างเช่น DNA repair, 

cell adhesion, signal transduction, development, transcription และ RNA processing  

เป็นต้น ซึง่หากยีนดงักล่าวตอบสนองตอ่ระดบัการทนทานตอ่อะลมูิเนียมก็น่าจะมีการแสดงออกท่ี

เปล่ียนแปลงให้เห็นอยา่งเดน่ชดั [74] 

 

ยงัมีรายงานการศกึษาการแสดงออกของยีนในสภาวะท่ีมีความเป็นพิษของอะลมูิเนียมใน

พืชหลายชนิด ได้แก่ 

Riede CR. and Anderson JA [75] รายงานว่ามียีน AltBH ท่ีอยู่บนโครโมโซม 4DL ท่ี

ควบคมุความทนทานตอ่อะลมูิเนียมในข้าวสาลีพนัธุ์ BH1146  

Kimberley C Snowden and Richard C. Cardner [76] รายงานว่ามีการค้นพบยีน wali 

(wheat aluminum induced) ในปลายรากข้าวสาลี ซึ่งจะแสดงออกมากขึน้เม่ืออยู่ในสภาวะท่ีมี

อะลมูิเนียม โดยจะแสดงออกหลงัจากรากสมัผสักบัอะลมูิเนียมในชว่ง 24-96 ชัว่โมง  

Sasaki T., et al [77] รายงานว่ายีน ALMT1 มีความสมัพนัธ์กบัการปลดปล่อย malate ท่ี

มีอะลมูิเนียมเป็นตวักระตุ้น และยงัสมัพนัธ์กบัการทนทานตอ่อะลมูิเนียมในเซลล์ต้นยาสบู 
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Nguyen VT., et al [78] รายงานว่ามีบริเวณบนจีโนมอย่างน้อย 9 ตําแหน่งจาก 8 

โครโมโซม ท่ีมีความเก่ียวข้องกับความทนทานตอ่อะลูมิเนียมในข้าว (Oryza sativa subsp. 

Indica) โดยการปลกูข้าวทดสอบอะลมูิเนียมในสารละลายธาตอุาหาร   
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บทที่ 3 

อุปกรณ์และวิธีการทดลอง 

 

3.1 การศึกษาผลของอะลูมิเนียมต่อการเจริญเตบิโตของข้าวในระยะต้นกล้า 

  

  3.1.1 เคร่ืองมือและอุปกรณ์ในการทดลอง 

    1) เมล็ดข้าวเปลือกพนัธุ์ กข31 

    2) ทอ่ PVC ขนาดเส้นผา่นศนูย์กลาง 2.5 ซม. สงู 7.5 ซม.   

    3) แผน่โฟมเจาะรู หนา 1.5 นิว้ 

    4) ตาขา่ยไนลอน 

    5) กระบะพลาสตกิ ขนาด 25 x32 ซม.     

    6) เคร่ืองวดัพีเอช (pH meter) 

    7) เคร่ืองเขยา่ (Shaker) 

    8) เคร่ืองชัง่นํา้หนกั (2 และ 3 ตําแหนง่) 

    9) บีกเกอร์ (100 200 500 และ 1,000 ml) 

              10) กระบอกตวง (50 และ 100ml) 

              11) ถงุมือ 

              12) ไม้บรรทดั 

              13) ช้อนตกัสาร 

 

   3.1.2 สารเคมีในการทดลอง 

    1) 1N HCl   

    2) 1N NaOH 

    3)  AlCl3 

    4) Yoshida stock solution 

 

  3.1.3 วิธีการทดลอง 

  1) เพาะต้นกล้าจากเมล็ดข้าวพนัธุ์ กข31 บนกระดาษทิชชจูนมีอาย ุ7 วนั  

(รูปท่ี 3.1 A) 
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  2) ย้ายปลกูในท่อ PVC ขนาดเส้นผ่านศนูย์กลาง 2.5 ซม. สงู 7.5 ซม. ซึ่งปลายด้าน

หนึง่หุ้มด้วยตาขา่ยไนลอ่นเพ่ือใช้สําหรับพยงุรากต้นกล้า (รูปท่ี 3.1 B) 

  3) เตรียมสารละลายธาตอุาหารสตูร Yoshida [9] ท่ีเติมอะลมูิเนียม 5 ระดบัความ

เข้มข้น คือ อะลมูิเนียม  0 mg/l pH 6.0 และ pH 3.9 และอะลมูิเนียม 0, 25, 50, 75, 100 mg/l 

pH 3.9 ในรูปของ AlCl3 ซึ่งเตรียมไว้ในกระบะพลาสติก โดยให้ปริมาตรสารละลายในแตล่ะกลุ่ม

ทดลองเป็น 3 ลิตร 

  4) วางท่อ PVC บนแผ่นโฟมเจาะรูเพ่ือประคองไม่ให้ล้ม นําแผ่นโฟมไปแช่ใน

สารละลายธาตอุาหารท่ีเตรียมไว้ (รูปท่ี 3.1 C) 

  5) ปรับ pH ในสารละลายธาตอุาหารให้คงท่ีวนัเว้นวนัโดยใช้ 1N HCl หรือ 1N 

NaOH และเตมิสารละลายธาตอุาหารให้เป็น 3 ลิตรทกุสปัดาห์ โดยไมเ่ตมิอะลมูิเนียมเพิ่ม  

  6) วดัความยาวของรากและลําต้นเม่ือต้นกล้าอาย ุ14, 21 และ 28 วนั โดยสุ่มเก็บต้น

กล้ามาครัง้ละ 10 ต้น 

 

 
 

รูปท่ี 3.1 การประกอบอปุกรณ์ในการทดลองท่ี 1 (A = ต้นข้าวอาย ุ7 วนั) (B = การบรรจตุ้นกล้าลง

ในทอ่ PVC) (C = การวางทอ่ PVC ในกระบะบรรจสุารละลายธาตอุาหาร) 

 

3.2 การคัดเลือกข้าวให้ทนต่ออะลูมิเนียมโดยการฉายรังสีแกมมากับแคลลัสของข้าว    

 

 3.2.1 เคร่ืองมือและอุปกรณ์ในการทดลอง     

   1) ตู้ปลอดเชือ้ (larminarflow) 

    2) เคร่ืองฉายรังสี GIC Multipurpose Irradiator 
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    3) เคร่ืองวดัพีเอช (pH meter) 

    4) ห้องควบคมุอณุหภมูิ และแสง 

    5) เคร่ืองวดัความเข้มแสง (lux meter) 

    6) ปากคีบ (forceps) 

    7) ถงุมือ 

    8) ตู้นึง่ฆา่เชือ้ (autoclave) 

               9) บีกเกอร์ (100 200 500 และ 1,000 ml) 

               10) กระบอกตวง (50 และ 100ml) 

              11) ช้อนตกัสาร 

     12) จานแก้ว (petri-dish) 

 

3.2.2 สารเคมีในการทดลอง 

   1) Marashige and Skoog (MS) stock 

    2) sucrose 

    3) casein hydrolysate 

    4) L-proline 

    5) 2, 4-Dichlorophenoxyacetic (2, 4-D)   

    6) phytagel 

    7) เอทานอล (70 และ 95%) 

    8) 1-Naphathaleneacetic acid (NAA) 

               9) kinetin  

              10) agarose 

              11) AlCl3  

 

  3.2.3 วิธีการทดลอง 

  1) นําเมล็ดข้าวพนัธุ์ กข31 ท่ีแกะเปลือกแล้วมาฟอกฆ่าเชือ้ท่ีผิวด้วยเอทานอล 95% 

นาน 2 นาที แล้วแช่ในสารละลายคลอรอกซ์ 30 % ผสมสารจบัใบ 2 หยด เป็นเวลา 15 นาที จึง

ล้างคลอรอกซ์ออกด้วยนํา้กลัน่นึง่ฆา่เชือ้จนไมมี่ฟองอากาศจบับนเมล็ดข้าว  
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  2) นําเมล็ดท่ีผ่านการฟอกฆ่าเชือ้แล้วมาเลีย้งบนอาหารสงัเคราะห์สตูร Murashige 

and Skoog (MS)  ท่ีเติม sucrose 20 mg/l casein hydrolysate 1 mg/l L- proline 1 mg/l 2,4-

Dichlorophenoxyacetic (2, 4-D)  2 mg/l และ phytagel 0.25 g/l เพ่ือชกันําให้เมล็ดสร้าง

แคลลสั (รูปท่ี 3.2 A) 

  3) เก็บขวดเพาะเลีย้งเมล็ดข้าวไว้ในสภาพท่ีมีแสง 2,000 ลกัซ์ ให้ได้รับแสง  

12 ชัว่โมง/วนั อณุหภมูิ 25±2 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 14 วนั นบัจํานวนแคลลสัท่ีเกิดขึน้  

  4) นําแคลลสัอาย ุ14 วนั ย้ายเลีย้งในอาหารเหลวสตูรเดิม ท่ีเติมอะลมูิเนียม 5 mg/l 

pH 3.9 เป็นเวลา 1 คืน บนเคร่ืองเขยา่ นําแคลลสัออกและซบัให้แห้งบนกระดาษทิชชปูลอดเชือ้  

  5) นําแคลลสัไปฉายรังสีแกมมาด้วยเคร่ืองฉายรังสี GIC Multipurpose Irradiator 

อตัราปริมาณรังสี 3.52 Gy/min ท่ีปริมาณรังสี 0, 35 และ 50 Gy  

  6) ย้ายแคลลสัลงเลีย้งในอาหารเหลวสตูรเดิมท่ีเติม Al ในรูปของ AlCl3 ความเข้มข้น 

0, 50, และ 100 mg/l ท่ี pH 3.9 บนเคร่ืองเขย่าเป็นเวลา 10 วนั (รูปท่ี 3.2 B) จึงนําแคลลสัออกมา

ซบัให้แห้งด้วยกระดาษทิชชปูลอดเชือ้ แล้วพกัให้แห้งในเป็นเวลา 5 วนั  

 7) ย้ายแคลลสัมาเลีย้งในอาหารสตูร MS ท่ีเตมิ sucrose 30 mg/l  

1-Naphathaleneacetic acid (NAA) 0.5 mg/l kinetin 3 mg/l agarose 6.5 g/l เพ่ือชกันําให้

แคลลสัพฒันาไปเป็นต้น  

 8) เก็บรักษาขวดเพาะเลีย้งแคลลสัไว้ในสภาพเดิมเป็นเวลา 4 สปัดาห์ นบัจํานวน

แคลลสัตาย แคลลสัท่ีไม่มีการพฒันา แคลลสัท่ีพฒันาเป็นราก และแคลลสัท่ีเกิดกลุ่มเซลล์สีเขียว 

และแคลลสัท่ีพฒันาไปเป็นยอด 

 

 
 

รูปท่ี 3.2 เมล็ดข้าวท่ีเพาะเลีย้งในอาหารสตูรชกันําให้เกิดแคลลสั (A) และแคลลสัเพาะเลีย้งใน

อาหารเหลว (B) 
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3.3 การศึกษาการแสดงออกของยีน 

 

 3.3.1 เคร่ืองมือและอุปกรณ์ในการทดลอง 

   1) เคร่ืองป่ันเหว่ียง (microcentrifuge) 

    2) เคร่ืองวดัคา่การดดูกลืนแสง (spectrophotometer) 

    3) เคร่ือง Real-Time PCR  

    4) ตู้แชอ่ณุหภมูิ -20 

    5) ตู้แชอ่ณุหภมูิ -70 

    6) ตู้เย็นอณุหภมูิ 4 ⁰c 

    7) เคร่ืองดดูสารละลายแบบอตัโนมตั ิ(autopipete) 

    8) Filter-tranfer tip (10, 100, 200, 1000 µl) 

               9) microcentrifuge tube (0.5, 1.5 ml) 

              10) strip tube 0.2 ml 

             11) ถงุมือ 

    12) ไนโตรเจนเหลว 

    13) ไม้บด 

 

3.3.2 สารเคมีในการทดลอง 

   1) NanoPure H2O 

    2) Revert AidTM Frist Starand cDNA Synthesis Kit (Fermentas) 

    3) DNase I (Fermentas) 

    4) DNase I buffer (Fermentas) 

    5) 25 mM EDTA (Fermentas)     

    6) oligo (dT)18 

    7) SR primers and probe (Gene plus) 

    8) LRR primers and probe (Gene plus) 

               9) 2x Taqman Mix 

              10) OsACTIN1 (PN 4331348)             

     11) Total RNA Mini Kit (plants) (Geneaid) 
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3.3.3 วิธีการทดลอง 

  เก็บตวัอยา่งแคลลสัข้าวในขัน้ตอนท่ี 6.) จากการทดลองท่ี 3.2 การคดัเลือกข้าวให้ทน

ต่ออะลูมิเนียมโดยการฉายรังสีแกมมากับแคลลัสของข้าวท่ีเวลา 1 วันหลังจากเลีย้งในอาหาร

คดัเลือก เก็บตวัอยา่งแคลลสัไว้ท่ีอณุหภมู ิ-70 องศาเซลเซียสจนกวา่จะใช้งาน 

 3.3.3.1 การสกดั total RNA 

 สกดั total RNA โดยใช้ชดุสกดั Total RNA Mini Kit (plants) (Geneaid, สาธารณรัฐ

ประชาชนจีน) โดยมีขัน้ตอนดงันี ้

1) เตรียม PRB Buffer ปริมาตร 500 µl เติม β-mercaptoethanol ปริมาตร 5 µl ตอ่

ตวัอยา่งแคลลสั 100 mg 

2) เตมิ PRB Buffer (β-mercaptoethanol) แล้วบดตวัอยา่งให้ละเอียดด้วยไม้บด 

vortex ให้เข้ากนั 

3) บม่ท่ีอณุหภมูิห้อง 5 นาที เพ่ือทําให้เซลล์แตก 

4) ย้ายตวัอย่างทัง้หมดลงใน Filter Column ป่ันเหว่ียง 1 นาที ท่ีความเร็ว 5,000 

รอบตอ่นาที เพ่ือกรองเศษผนงัเซลล์ออก 

5) ดดูตวัอย่างสารละลาย ใน collection tube ใสใ่น microcentrifuge tube หลอด

ใหม่ เติม absolute ethanol 0.5 เท่าของปริมาตรลงในสารละลายผสมกันอย่างรวดเร็วโดยใช้ 

pipette ดดูขึน้ลง 

6) ย้ายสารละลายทัง้หมดลงใน  RB column ป่ันเหว่ียง 2 นาทีท่ีความเร็ว 12,000 

รอบตอ่นาที RNA จะจบัอยูท่ี่ membrane ของ RB column 

7) เทสารละลายท่ีอยู่ใน collection tube ทิง้ เติม W1 Buffer ปริมาตร 400 µl ป่ัน

เหว่ียง 1 นาทีท่ีความเร็ว 12,000 รอบตอ่นาที 

8) เทสารละลายท่ีอยู่ใน collection tube ทิง้ เติม Wash Buffer ปริมาตร 600 µl ป่ัน

เหว่ียง 1 นาทีท่ีความเร็ว 12,000 รอบตอ่นาที แล้วเทสารละลายท่ีอยู่ใน collection tube ทิง้ (ทํา

ขัน้ตอนนี ้ 2 ครัง้เพ่ือล้าง RNA ให้สะอาด) 

9) ย้าย RB column ลงใน collection tube อนัใหม่ ป่ันเหว่ียง 3 นาทีท่ีความเร็วรอบ 

12,000 รอบตอ่นาที เพ่ือกําจดั Buffer ท่ียงัตกค้างอยูใ่น RB column membrane 



32 

 

10) ย้าย RB column ลงใน microcentrifuge tube อนัใหม่ เติม RNase - free 

water 30 µl ลงบน RB column membrane รอจนนํา้จะซึมใน membrane จนหมดประมาณ 3 

นาที ป่ันเหว่ียง 1 นาที ท่ีความเร็ว 12,000 รอบตอ่นาที เพ่ือชะ RNA ออก 

11) เติม RNase-free water ปริมาตร 20 µl  ลงบน RB column membrane รอจน

นํา้จะซึมใน membrane จนหมดประมาณ 3 นาที ป่ันเหว่ียง 1 นาทีท่ีความเร็ว 12,000 รอบตอ่

นาที เพ่ือชะ RNA ออกเพิ่มเตมิ 

 12) วดัความเข้มข้นของ RNA ท่ีสกดัได้ โดยวดัการดดูกลืนแสงท่ี 260 nm ด้วยเคร่ือง 

UV spectrophotometer 

      13) เก็บสารละลาย RNA เก็บไว้ท่ีอณุหภมูิ -70 องศาเซลเซียส สําหรับใช้งานตอ่ไป 

 

 
 

รูปท่ี 3.3 ขัน้ตอนการสกดั RNA ประกอบด้วย (A= ก้อนแคลลสัท่ีแช่แข็ง) (B= ก้อนแคลลสัท่ีบด

แล้วในบฟัเฟอร์) (C = เศษผนงัเซลล์และสารละลายท่ีกรองโดย filter column) (D= RB column 

ซึง่ RNA ถกูจบัไว้ท่ี membrane และสารละลายถกูกรองผา่นลงมาท่ี collection tube) 
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 3.3.3.2 การสืบค้นข้อมลูลําดบันิวคลีโอไทด์และการออกแบบ primers และ probe  

  

 1) สืบค้นข้อมูลลําดบันิวคลีโอไทด์ของยีน SR (sulphite reductase) และ LRR 

(leucine-rich repeat family protein) จากฐานข้อมูล GeneBank ของ NCBI 

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) 

 2) ออกแบบ primers และ probe ท่ีจําเพาะกบัยีน SR และ LRR โดยใช้โปรแกรม 

Primer Express 3.0 (Applied Biosystems, สหรัฐอเมริกา) 

 

ตารางท่ี 3.1 accession number และSequences ของ primers SR และ LRR  

Gene 

Genebank 

accession 

no. 

Forward 

(5’      3’) 

Reverse 

(5’      3’) 

SR AK073969 CCACTCGCTTCGACACTCTCT GCCTTGGCTCGAGGTTTTCT 

LRR AK240876 GCAGAACATGACCATTGTGCAT CCATAAGAGCAGCTATCAGTCCATT 

 

 Probe ท่ีจําเพาะกบัยีน SR ได้แก่ 5’ CCCCTTCTTCTCCC 3’ และ  LRR  ได้แก่ 

5’TAGCGGGTGTTACGCC 3’ 

 

 3.3.3.3 การทํา RNA ให้บริสทุธ์ิ 

 ในตวัอย่างสารละลาย RNA ท่ีสกดัได้นัน้จะยงัคงมี genomic DNA ปนเปือ้นอยู่ จึง

ต้องมีการกําจดัออกไปโดยใช้เอนไซม์ DNase I ในการยอ่ย genomic DNA โดยมีกรรมวิธี ดงันี ้

 DNaseI treatment protocol 

   8 µl total RNA (1.25 µg) + nanoPure H2O 

   1 µl 10x DNase I buffer 

   1 µl DNase I 

  ผสมให้เข้ากนัแล้วบม่ท่ีอณุหภมูิ 37 ⁰C เป็นเวลา 30 นาที เพ่ือยอ่ยดีเอ็นเอ 

  เตมิ  1 µl 25 mM EDTA 

  บม่ท่ีอณุหภมูิ 65 ⁰C เป็นเวลา 10 นาที เพ่ือทําลายเอนไซม์ 
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 3.3.3.4 การสงัเคราะห์ First-strand cDNA 

 ทําการสงัเคราะห์ complementary DNA (cDNA) จากสาย RNA ต้นแบบ ท่ีผ่านการ

กําจดั genomic DNA ออกแล้ว 

 First-strand cDNA synthesis protocol 

   8 µl DNaseI-treated RNA 

   3 µl nanoPure H2O 

   1 µl oligo (dT)18 

 ผสมให้เข้ากนัแล้ว บม่ท่ีอณุหภมูิ 65 ⁰C เป็นเวลา 3 นาที เพ่ือทําลายพนัธะไฮโดรเจน

ระหวา่งเบสของ RNA เป็นการเตรียมพร้อมสําหรับปฏิกิริยา transcription 

 แชใ่นนํา้แข็ง เป็นเวลา 2-3 นาที 

  เตมิ  8 µl reaction mix  

 บม่ท่ีอณุหภมูิ 42 ⁰C เป็นเวลา 60 นาที เพ่ือให้เกิดปฏิกิริยา transcription 

 บม่ท่ีอณุหภมูิ 70 ⁰C เป็นเวลา 5 นาที เพ่ือทําลายเอนไซม์ 

 เก็บท่ีอณุหภมูิ -20 ⁰C จนกวา่จะใช้งาน  

 

 3.3.3.5 การทํา Real-time PCR 

 เป็นการทําปฏิกิริยาเพ่ือเปรียบเทียบปริมาณ cDNA จากยีน SR และ LRR ในสภาวะท่ี

แคลลสัข้าวได้รับอะลมูิเนียมท่ีปริมาณตา่ง ๆ 

 Real-time PCR protocol 

   1 µl cDNA 

   8 µl primers+ probe+ H2O 

             10 µl 2x TaqMan Mix (Applied Biosystems) 

 โดยมีขัน้ตอนการทําปฏิกิริยา ดงันี ้

 ขัน้ท่ี 1 บม่ท่ี 95 ⁰C 20 วินาที เพ่ือแยกสาย cDNA ออกจากกนัในครัง้แรก 

 ขัน้ท่ี 2 บม่ท่ี 95 ⁰C   3 วินาที เพ่ือแยกสาย cDNA ออกจากกนั 

 ขัน้ท่ี 3 บม่ท่ี 60 ⁰C 30 วินาที เพ่ือให้ไพรเมอร์เกาะกบัสาย cDNA และเกิดปฏิกิริยา

พอลิเมอไรเซชนั 

 ทําขัน้ตอนท่ี 2 และ 3 ซํา้จํานวน 40 รอบ 

 ทําการเก็บสญัญาณ Fluorescence ท่ีอณุหภมูิ 60 ⁰C ของแตล่ะรอบปฏิกิริยา 
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  วิเคราะห์ระดบัการแสดงออกของยีน 

  ค่าความเข้มแสงท่ีวัดได้ จะนําไปใช้วิเคราะห์ถึงปริมาณ cDNA ท่ีเพิ่มขึน้ โดยวัด

ปริมาณเชิงเปรียบเทียบ (relative quantification) โดย  

1) normalize ปริมาณ cDNA จากยีน SR และ LRR ด้วยปริมาณ cDNA จากยีน

ACTIN1 ซึง่มีระดบัการแสดงออกท่ีคงท่ีภายใต้สภาวะการเจริญตา่ง ๆ 

2) เปรียบเทียบปริมาณ cDNA จากยีน SR และ LRR ในสภาวะท่ีแคลลสัได้รับ

อะลมูิเนียมท่ีความเข้มข้น 50 และ 100 mg/l ท่ีปริมาณรังสีตา่ง ๆ กบัสภาวะท่ีได้รับอะลมูิเนียม

ความเข้มข้น 0 mg/l และได้รับรังสี 0 Gy 

 

3.4 การศึกษาปริมาณอะลูมิเนียมในแคลลัสข้าว 

  

  3.4.1 เคร่ืองมือและอุปกรณ์ในการทดลอง 

    1) เคร่ืองปฏิกรณ์ปรมาณวิูจยั-1/1 (ปปว-1/1) 

    2) ระบบ pneumatic 

    3) เคร่ืองตรวจวดัรังสีแกมมาพร้อมหวัวดัรังสีชนิด GMX Series HPGe (High-

Purity Germanium) Coaxial Detector System ของบริษทั ORTEC รุ่น GMX60P4-83 

     - Resolution (FWHM) ท่ี 1.33 MeV (60Co) เป็น 2.3 keV 

     - Relative Efficiency ท่ี 1.33 MeV (60Co) เป็น 67%  

    4) หลอดพอลีเอทิลีน 

    5) เตารีด 

    6) ตู้อบความร้อน (hot air oven) 

    7) นาฬิกาจบัเวลา 

    8) ตู้ดดูความชืน้ 

    9) โกร่งบดตวัอยา่ง 

              10) ถงุมือ 

              11) ช้อนตกัสาร 
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  3.4.2 สารเคมีในการทดลอง 

    1) สารมาตรฐานเปรียบเทียบ NIST 1550a (spinach leaves) 

    2) สารมาตรฐานเปรียบเทียบ NIST 1573a (tomato leaves)   

  3.4.3 วิธีการทดลอง 

   1) นําตวัอยา่งแคลลสัมาบดให้ละเอียดด้วยโกร่ง 

   2) อบตวัอยา่งท่ีอณุหภมูิ 50 ⁰C เป็นเวลา 12 ชัว่โมง  

   3) นําตวัอย่างท่ีผ่านการอบแห้งประมาณ 0.05 g บรรจใุนหลอดพอลิเอทิลีน ปิด

ผนกึด้วยความร้อน 

   4) บรรจหุลอดพอลิเอทิลีนในวสัดสํุาหรับอาบรังสี 

   5) นําตวัอยา่งท่ีได้ไปอาบรังสีด้วยระบบ pneumatic ใช้เวลาอาบรังสี 8 วินาที 

   6) ใช้เวลาในการนบัวดั 100 วินาที  

    7) อา่นคา่ net area ท่ีพลงังาน 1779 KeV แล้วคํานวณหาปริมาณอะลมูิเนียมใน

ตวัอยา่งแคลลสัข้าวโดยใช้สตูร 

 

                                 
 

เม่ือ  Ws    คือ   ความเข้มข้นของธาตใุนสารตวัอยา่ง 

  Wstd  คือ    ความเข้มข้นของธาตใุนสารตวัอยา่ง 

  M1     คือ   นํา้หนกัของสารตวัอยา่ง 

  M2    คือ   นํา้หนกัของสารมาตรฐาน 
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 บทที่ 4  

ผลการทดลอง 

 

4.1 การศึกษาผลของอะลูมิเนียมต่อการเจริญเตบิโตของข้าวในระยะต้นกล้า 

 

จากการทดลองเม่ือเปรียบเทียบความยาวเฉล่ียของยอดและรากในสารละลายธาตอุาหาร

ท่ีไม่เติมอะลมูิเนียม pH 6.0 และ pH 3.9 ในช่วงอายตุ้นข้าว 14 21 และ 28 วนั พบว่าเม่ือ pH 

ของสารละลายธาตอุาหารลดลงส่งผลให้ความยาวยอดและรากของต้นกล้ามีแนวโน้มลดลงแตไ่ม่

แตกตา่งทางสถิตใินทกุชว่งอาย ุ(รูปท่ี 4.2 และ 4.3) 

 

เม่ือต้นกล้าอายุ 14 วัน เปรียบเทียบความยาวเฉล่ียของยอดระหว่างต้นกล้าท่ีได้รับ

อะลูมิเนียมความเข้มข้นตา่ง ๆ ในสารละลายธาตอุาหาร (รูปท่ี 4.1A) พบว่าความยาวเฉล่ียของ

ยอดในสารละลายธาตอุาหารท่ีมีอะลมูิเนียมทัง้ 5 ระดบัความความเข้มข้นไม่แตกตา่งกนัทางสถิต ิ

โดยความเข้มข้นของอะลูมิเนียมท่ีสูงขึน้มีแนวโน้มทําให้ความยาวเฉล่ียของยอดลดลง เว้นแต่

ความยาวเฉล่ียของยอดท่ีระดบัอะลมูิเนียมความเข้มข้น 25 mg/l ซึ่งมีความยาวเฉล่ียยอดยาวกว่า

ในอะลมูิเนียมความเข้มข้น   0 mg/l pH 3.9 ในส่วนของรากพบว่าความยาวเฉล่ียของรากใน

สารละลายธาตอุาหารท่ีมีอะลมูิเนียมความเข้มข้นเพิ่มขึน้ทําให้ความยาวเฉล่ียของรากลดลง (รูปท่ี

4.1B)  ยกเว้นความยาวเฉล่ียของรากในสารละลายธาตอุาหารท่ีมีอะลูมิเนียมความเข้มข้น 25 

mg/l พบว่าความยาวเฉล่ียของรากยาวกว่าความยาวเฉล่ียของรากในอะลูมิเนียมความเข้มข้น 0 

mg/l pH 3.9 ซึง่เป็นความแตกตา่งอยา่งมีนยัสําคญัทางสถิต ิ(p < 0.01)  

 

เม่ือต้นกล้าอายุ 21 วนั พบว่าความเข้มข้นของอะลมูิเนียมในสารละลายธาตอุาหารท่ี

สงูขึน้ทําให้ความยาวเฉล่ียของยอดลดลงตามลําดบั ในส่วนของความยาวเฉล่ียของรากพบว่าเม่ือ

ความเข้มข้นของอะลมูิเนียมในสารละลายธาตอุาหารเพิ่มขึน้ทําให้ความยาวเฉล่ียของรากลดลง

อยา่งตอ่เน่ือง ยกเว้นความยาวเฉล่ียของรากในสารละลายธาตอุาหารท่ีมีอะลมูิเนียมความเข้มข้น 

25 mg/l พบวา่ความยาวเฉล่ียของรากยาวกว่าความยาวเฉล่ียของรากในอะลมูิเนียมความเข้มข้น 

0 mg/l pH 3.9 
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เม่ือต้นกล้าอายุ 28 วัน พบว่าความเข้มข้นของอะลูมิเนียมในสารละลายธาตอุาหารท่ี

เพิ่มขึน้ทําให้ความยาวเฉล่ียของยอดลดลงอย่างต่อเน่ือง ในส่วนความยาวเฉล่ียของรากให้ผล

เช่นเดียวกนั คือเม่ือระดบัความเข้มข้นของอะลูมิเนียมในสารละลายเพิ่มขึน้ ความยาวเฉล่ียของ

รากจะลดลงอยา่งตอ่เน่ือง 

 

 โดยเฉพาะเม่ือเปรียบเทียบระหว่างความยาวเฉล่ียของรากในสารละลายธาตุอาหาร

อะลมูิเนียมความเข้มข้น 0 mg/l pH 3.9 กบัอะลมูิเนียมความเข้มข้น 100 mg/l pH 3.9 พบว่า

แตกตา่งกนัอยา่งมีนยัสําคญัทางสถิต ิ(p < 0.01) 

 

 
 

รูปท่ี  4.1 การเจริญเติบโตของต้นกล้าพนัธุ์ กข31 ในสารละลายธาตอุาหารท่ีเติมอะลมูิเนียม 5 

ระดบัความเข้มข้น คือ อะลมูิเนียม 0 mg/l ท่ี pH 6.0 และ pH 3.9 และอะลมูิเนียม 25, 50, 75, 

100 mg/l pH 3.9 ตามลําดบัจากซ้ายไปขวา (A = ท่ีอาย ุ14 วนั) (B = ท่ีอาย ุ28 วนั ) 

 

จึงได้คดัเลือกความเข้มข้นของอะลูมิเนียมในสารละลายธาตอุาหารระดบั 50 และ 100 

mg/l pH 3.9 ใช้ในการคดัเลือกข้าวทนอะลมูิเนียมในการทดลองท่ี 2 
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รูปท่ี 4.2 ความยาวเฉล่ียของยอดข้าว (shoot length) (cm) ในสารละลายธาตอุาหารท่ี

ประกอบด้วยอะลมูิเนียมท่ีความเข้มข้นตา่ง ๆ เม่ืออาย ุ14, 21 และ 28 วนั (* = แตกตา่งจากความ

ยาวของยอดท่ีปริมาณรังสีแกมมา 0 Gy อะลมูิเนียม 0 mg/l อยา่งมีนยัสําคญั (p < 0.05)) 

 

 
 

รูปท่ี 4.3 ความยาวเฉล่ียของรากข้าว (root length) (cm) ในสารละลายธาตอุาหารท่ีประกอบด้วย

อะลมูิเนียมท่ีความเข้มข้นตา่ง ๆ เม่ืออาย ุ14, 21 และ 28 วนั (* = แตกตา่งจากความยาวของราก

ท่ีปริมาณรังสีแกมมา 0 Gy อะลมูิเนียม 0 mg/l อยา่งมีนยัสําคญั (p < 0.05)) 
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4.2 การคัดเลือกข้าวให้ทนต่ออะลูมิเนียมโดยการฉายรังสีแกมมากับแคลลัสของข้าว 

 

นําเมล็ดข้าวพนัธุ์ กข31 ท่ีเพาะเลีย้งในอาหารสตูรชกันําให้เกิดแคลลสัเป็นเวลา 2 สปัดาห์ 

มาตรวจดกูารเกิดแคลลสั พบวา่เปอร์เซ็นต์เมล็ดท่ีสร้างแคลลสัเทา่กบั 52.70 เปอร์เซ็นต์ 

 

เม่ือนําแคลลัสลงเลีย้งในอาหารสูตรคัดเลือกท่ีเติมอะลูมิเนียมในระดับต่าง ๆ พบว่า

แคลลสัมีการเปล่ียนแปลงของสีของก้อนแคลลสัในเบือ้งต้น ดงัรูปท่ี 4.4, 4.5 และ 4.6 

 

 
 

รูปท่ี 4.4 ก้อนแคลลสัท่ีไมฉ่ายรังสีแกมมาเลีย้งในอาหารทดสอบอะลมูิเนียม (A = แคลลสัเจริญใน

อาหารท่ีเตมิอะลมูิเนียม 0 mg/l) (B = 50 mg/l) (C = 100 mg/l) เป็นเวลา 10 วนั 

 

 
 

รูปท่ี 4.5 ก้อนแคลลสัท่ีผา่นการฉายรังสีแกมมา 35 Gy เลีย้งในอาหารทดสอบอะลมูิเนียม (A = 

แคลลสัเจริญในอาหารท่ีเตมิอะลมูิเนียม 0 mg/l) (B = 50 mg/l) (C = 100 mg/l) เป็นเวลา 10 วนั 
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รูปท่ี 4.6 ก้อนแคลลสัท่ีผา่นการฉายรังสีแกมมา 50 Gy เลีย้งในอาหารทดสอบอะลมูิเนียม (A = 

แคลลสัเจริญในอาหารท่ีเตมิอะลมูิเนียม 0 mg/l) (B = 50 mg/l) (C = 100 mg/l) เป็นเวลา 10 วนั 

 

หลงัจากเพาะเลีย้งแคลลสัในอาหารสูตรชกันําต้นเป็นเวลา 4 สปัดาห์ เปรียบเทียบการ

พฒันาของแคลลสั (callus formation) (รูปท่ี 4.7) ระหว่างแคลลสัท่ีไม่ฉายรังสี และผ่านการฉาย

รังสีปริมาณ 35 และ 50 Gy พบว่าแคลลสัท่ีไม่ผ่านการฉายรังสีมีเปอร์เซ็นต์แคลลสัตาย 24.20 

เปอร์เซ็นต์ แคลลสัท่ีไม่มีการพฒันา 44.40 เปอร์เซ็นต์ แคลลสัท่ีพฒันาเป็นราก 25.00 เปอร์เซ็นต์ 

แคลลสัท่ีเกิดกลุม่เซลล์สีเขียว 6.50 เปอร์เซ็นต์ (ตารางท่ี 4.1) 

 

แคลลสัท่ีผ่านการฉายรังสีปริมาณ 35 และ 50 Gy มีเปอร์เซ็นต์แคลลสัตายเพิ่มขึน้เป็น 

42.50 และ 42.10 เปอร์เซ็นต์ตามลําดบั ท่ีปริมาณรังสี 35 Gy แคลลัสท่ีไม่มีการพัฒนามี

เปอร์เซ็นต์ลดลงคือ 17.50 เปอร์เซ็นต์ แต่ในส่วนแคลลสัท่ีพฒันาเป็นรากจะเพิ่มขึน้เป็น 38.80 

เปอร์เซ็นต์ และท่ีปริมาณรังสี 50 Gy เปอร์เซ็นต์แคลลสัท่ีไม่มีการพฒันาจะเพิ่มขึน้สงูกว่าท่ีระดบั

รังสี 35 Gy เป็น 39.50 เปอร์เซ็นต์ แตเ่ปอร์เซ็นต์แคลลสัท่ีพฒันาเป็นรากจะน้อยกว่าท่ีปริมาณรังสี 

35 Gy ท่ี 13.2 เปอร์เซ็นต์ ในส่วนแคลลสัท่ีเกิดกลุ่มเซลล์สีเขียวจะลดลงจาก 0 Gy อยู่ท่ี 1.3 

เปอร์เซ็นต์ สําหรับทัง้ปริมาณรังสี 35 และ 50 Gy  
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ตารางท่ี 4.1 ผลของปริมาณรังสีแกมมาและความเข้มข้นของอะลมูิเนียมในอาหารเพาะเลีย้งต่อ

การพฒันาของแคลลสั (callus formation) 

 

เม่ือเปรียบเทียบผลของอะลูมิเนียมต่อการพฒันาของแคลลสั (percentage of callus 

formation)  ท่ีไมผ่า่นการฉายรังสี พบว่าเม่ือปริมาณอะลมูิเนียมเพิ่มขึน้เป็น 50 และ 100 mg/l ทํา

ให้เปอร์เซ็นต์แคลลสัตายเพิ่มขึน้เป็น 65.30 และ 76.80 เปอร์เซ็นต์ ตามลําดบั แคลลสัท่ีไม่มีการ

พฒันา ลดลงเป็น 3.10 และ 7.30 เปอร์เซ็นต์ ตามลําดบั แคลลสัท่ีเกิดกลุ่มเซลล์สีเขียวลดลงเป็น 

3.10 และ 3.70 เปอร์เซ็นต์ ตามลําดบั แคลลสัท่ีพฒันาเป็นรากเพิ่มขึน้เป็น 28.60 และลดลงเป็น 

12.20 เปอร์เซ็นต์ ตามลําดบั  

 

การพฒันาของแคลลสัท่ีปริมาณรังสี 35 Gy พบว่าเม่ือปริมาณอะลมูิเนียมเพิ่มขึน้เป็น 50 

และ 100 mg/l ทําให้เปอร์เซ็นต์แคลลสัตายเพิ่มขึน้เป็น 60.30 และ 86.20 เปอร์เซ็นต์ ตามลําดบั 

แคลลสัท่ีไม่มีการพฒันา ลดลงเป็น 11.50 และ 9.20 เปอร์เซ็นต์ ตามลําดบั แคลลสัท่ีพฒันาเป็น

รากลดลงเป็น 11.50 และ 4.60 เปอร์เซ็นต์ ตามลําดบั แคลลสัท่ีเกิดกลุ่มเซลล์สีเขียวท่ีปริมาณ

อะลมูิเนียม 100 mg/l ลดลงเป็น 0.00 เปอร์เซ็นต์ ตามลําดบั  

  

Gamma-

ray dose 

(Gy) 

Al3+ 

dose 

(mg/l) 

No. of 

calli 

cultured  

% calli 

Plantlet 
Black White Root 

Green-

spots 

0 

0 124 24.20 44.40 25.00 6.50 0 

50 98 65.30 3.10 28.60 3.10 0 

100 82 76.80 7.30 12.20 3.70 0 

35 

0 80 42.50 17.50 38.80 1.30 0 

50 78 60.30 11.50 11.50 1.30 1 

100 87 86.20 9.20 4.60 0.00 0 

50 

0 76 42.10 39.50 13.20 1.30 0 

50 73 72.60 21.90 5.50 0.00 0 

100 104 90.40 9.60 0.00 0.00 0 
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การพฒันาของแคลลสัท่ีปริมาณรังสี 50 Gy พบว่าเม่ือปริมาณอะลมูิเนียมเพิ่มขึน้เป็น 50 

และ 100 mg/l ทําให้เปอร์เซ็นต์แคลลสัตายเพิ่มขึน้เป็น 72.60 และ 90.40 เปอร์เซ็นต์ ตามลําดบั 

แคลลสัท่ีไม่มีการพฒันาลดลงเป็น 21.90 และ 9.60 เปอร์เซ็นต์ ตามลําดบั แคลลสัท่ีพฒันาเป็น

รากลดลงเป็น 5.50 และ 0.00 เปอร์เซ็นต์ ตามลําดบั และไม่พบการพฒันาของแคลลสัท่ีเกิดกลุ่ม

เซลล์สีเขียวท่ีปริมาณอะลมูิเนียม 50 และ 100 mg/l เลย 

 

เม่ือเปรียบเทียบความสัมพันธ์ระหว่างปริมาณรังสีกับความเข้มข้นของอะลูมิเนียมใน

สารละลายธาตุอาหารต่อการพัฒนาของแคลลัสพบว่า เม่ือปริมาณรังสีและความเข้มข้นของ

อะลมูิเนียมเพิ่มขึน้ทําให้เปอร์เซ็นต์แคลลสัตายเพิ่มขึน้อยา่งตอ่เน่ือง แตใ่นทางตรงกนัข้ามจะทําให้

เปอร์เซ็นต์แคลลสัท่ีพัฒนาเป็นราก แคลลัสท่ีไม่มีการพฒันา และแคลลสัท่ีเกิดกลุ่มเซลล์สีเขียว

ลดลง โดยเฉพาะการพัฒาของแคลลัสท่ีฉายรังสีแกมมาปริมาณรังสี 50 Gy ในอาหารท่ีมี

อะลมูิเนียมปริมาณ 100 mg/l จะไมพ่บแคลลสัท่ีมีสญัญาณบง่บอกถึงการพฒันาไปเป็นต้นได้เลย 

 

 
 

รูปท่ี 4.7 ลกัษณะการพฒันาของแคลลสับนอาหารชกันําต้น เม่ืออาย ุ4 สปัดาห์ (A= แคลลสั     

อาย ุ2 สปัดาห์) (B= แคลลสัตาย) (C = แคลลสัท่ีไม่มีการพฒันา) (D=แคลลสัท่ีพฒันาเป็นราก) 

(E = แคลลสัท่ีเกิดกลุม่เซลล์สีเขียว) (F= แคลลสัท่ีพฒันาเป็นยอด) 
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ในกรณีของแคลลัสท่ีเกิดกลุ่มเซลล์สีเขียวพบว่า แคลลัสจะพัฒนาไปจนถึงระยะหนึ่ง 

ประมาณสปัดาห์ท่ี 3 ก็จะหยดุการเจริญเติบโต เร่ิมเปล่ียนเป็นจดุสีนํา้ตาลและตายในท่ีสดุ (รูปท่ี 

4.8) 

 

 
 

 รูปท่ี 4.8 การพฒันาของแคลลสัเม่ือมีการสร้างยอดแตมี่การหยดุพฒันา (ในวงกลม) 

 

อย่างไรก็ตามเม่ือนําแคลลสัท่ีไม่มีการพฒันาออกมาทําให้แห้งอีกครัง้ในสภาพปลอดเชือ้

เป็นเวลา 3 วนั และย้ายลงเลีย้งในอาหารสตูรชกันําต้นอีกครัง้เพ่ือชกันําให้เกิดต้น พบว่าแคลลสัท่ี

ปริมาณรังสี 35 Gy ความเข้มข้นอะลูมิเนียม 50 mg/l สามารถพฒันาไปเป็นต้นได้ แตต้่นมี

ลกัษณะไมแ่ข็งแรง บริเวณปลายใบมีลกัษณะเป็นรอยไหม้เล็กน้อย (รูปท่ี 4.9) 
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 รูปท่ี 4.9 ต้นกล้าอายุ 2 เดือน ท่ีพฒันามาจากแคลลสัท่ีผ่านการฉายรังสีปริมาณ 35 Gy 

 ความเข้มข้นอะลมูิเนียม 50 mg/l  

 

4.3 การศึกษาการแสดงออกของยีน 

 

 ระดบัการแสดงออกของยีนดไูด้จากคา่ความเข้มแสงท่ีวดัได้จากเคร่ือง Real-Time PCR 

แล้วคํานวณกลบัไปเป็นปริมาณของ DNA ท่ีเพิ่มจํานวนได้จากการใช้ cDNA ต้นแบบ โดยแสดงใน

รูปคา่ Relative quantification (RQ) พบวา่ ในกลุม่ท่ีไม่ผา่นการฉายรังสี ยีน SR เม่ืออยูใ่นสภาวะ

ปกตมีิการแสดงออกสงู แตเ่ม่ืออยูใ่นสภาวะท่ีมีอะลมูิเนียมการแสดงออกของยีน SR จะลดลงเม่ือ

ปริมาณของอะลมูิเนียมเพิ่มขึน้ (รูปท่ี 4.10)  

 ในกลุม่ท่ีผา่นการฉายรังสีปริมาณ 35 Gy พบวา่ยีนมีการแสดงออกท่ีลดลงเม่ือปริมาณ

อะลมูิเนียมเพิ่มขึน้เชน่กนั  

เม่ือเปรียบเทียบกับกลุ่มท่ีไม่ฉายรังสีกับกลุ่มท่ีฉายรังสีปริมาณ 35 Gy พบว่าการ

แสดงออกของยีนลดลงเม่ือปริมาณอะลมูิเนียมเทา่กนั 
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ในกลุ่มท่ีผ่านการฉายรังสีปริมาณ 50 Gy พบว่ายีนมีการแสดงออกท่ีสงูมากกว่าในกลุ่ม

อ่ืน ยกเว้นท่ีปริมาณอะลมูิเนียม 50 mg/l ท่ีมีการแสดงออกน้อยท่ีสดุ 

 

 
 

รูปท่ี 4.10 ระดบัการแสดงออกของยีน SR เม่ืออยูใ่นสภาวะตา่ง ๆ 

  

 ในสว่นของยีน LRR ไมส่ามารถแสดงการแสดงออกของยีนได้ เน่ืองจากเคร่ืองไมส่ามารถ

เก็บสญัญาณได้  

 

4.4 การศึกษาปริมาณอะลูมิเนียมในแคลลัสข้าว 

   

   จากการวดัปริมาณอะลูมิเนียมในตวัอย่างแคลลสัข้าว พบว่าเม่ือปริมาณอะลูมิเนียมใน

อาหารสูตรคดัเลือกเพิ่มขึน้ ทําให้ปริมาณอะลูมิเนียมในตวัอย่างแคลลสัข้าวเพิ่มขึน้ด้วย (รูปท่ี 

4.11) 

   เม่ือเปรียบเทียบในกลุ่มแคลลสัข้าวท่ีไม่ผ่านการฉายรังสี กลุ่มท่ีผ่านการฉายรังสี 35 และ 

50 Gy ท่ีปริมาณอะลมูิเนียมเทา่กนั พบวา่รังสีไมมี่ผลตอ่ปริมาณของอะลมูิเนียมในแคลลสัข้าว  

(p > 0.05) โดยค่าเฉล่ียของปริมาณอะลูมิเนียมในแคลลสัท่ีปริมาณรังสีต่าง ๆ มีค่า 3431.18 

±71.78 และ 2697.19 ± 857.50 ไมโครกรัมตอ่กรัมนํา้หนกัแห้ง เม่ือได้รับอะลมูิเนียม 50 mg/lใน
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อาหารเพาะเลีย้ง และ 4349.28±1300.89 และ  6022.74±871.26  ไมโครกรัมตอ่กรัมนํา้หนกัแห้ง 

เม่ือได้รับอะลมูิเนียม 100 mg/l ในอาหารเพาะเลีย้ง (รูปท่ี4.11) 

 

 
 

     รูปท่ี 4.11 ความเข้มข้นของอะลมูิเนียมในแคลลสัข้าวจาการวดัด้วยเทคนิค Neutron       

Activation  Analysis (NAA) (* = แตกตา่งจากปริมาณอะลมูิเนียมท่ี 0 Gy 0 mg/l 

อะลมูิเนียม อยา่งมีนยัสําคญั (p < 0.05)) 
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บทที่ 5 

วิจารณ์และสรุปผลการทดลอง 

 

5.1 วิจารณ์ผลการทดลอง 

 

5.1.1 การศึกษาผลของอะลูมิเนียมต่อการเจริญเตบิโตของข้าวในระยะต้นกล้า 

 

เม่ือศึกษาการเจริญของต้นกล้าข้าวท่ีได้รับสารละลายธาตอุาหาร pH 6.0 และ 3.9 โดย

ปราศจากอะลูมิเนียม พบว่าความยาวเฉล่ียของยอดและรากของต้นกล้าข้าวลดลงเม่ือระดบั pH 

ลดลง ซึง่เป็นผลมาจากเม่ือระดบั pH ลดลงทําให้ในสารละลายมีปริมาณของ H+ เพิ่มขึน้ ซึ่งความ

เป็นพิษของ H+  จะยบัยัง้การเจริญเติบโตของรากและรากแขนง [16] และยบัยัง้การดดูซึมประจุ

บวกและลบของราก [78] ทําให้ประสิทธิภาพในการดูดซึมสารอาหารน้อยลง ส่งผลต่อการ

เจริญเติบโตของยอดข้าวเช่นกนั ผลกระทบตอ่การเจริญเติบโตของพืชจากความเข้มข้นของ H+  มี

ผลน้อยกวา่ความเข้มข้นของอะลมูิเนียมในสภาวะ pH ต่ํา [26] 

 

ผลของอะลมูิเนียมตอ่การเจริญเติบโตของยอดและรากของต้นกล้าข้าวในช่วงแรกพบว่า

อะลมูิเนียมมีผลตอ่ความยาวของรากเดน่ชดักว่าในยอด และส่วนอ่ืน ๆ ของพืช [79] บริเวณราก

จะมีการสะสมของอะลมูิเนียมสูงมากกว่าในยอด [15] นัน่เพราะรากจะสมัผสักบัอะลูมิเนียมใน

สารละลายธาตอุาหารโดยตรงทําให้ได้รับพิษจากอะลมูิเนียมเป็นอนัดบัแรก [80] โดยอะลมูิเนียมมี

ผลยบัยัง้การแบง่ตวัของเซลล์ (cell division) และการยืดยาวของเซลล์ (cell elongation) [35] ทํา

ให้รากมีลกัษณะกดุ หยาบ และรากเปล่ียนเป็นสีนํา้ตาลถึงนํา้ตาลเข้ม [32] ในกรณีท่ีความยาว

เฉล่ียของรากท่ีระดบัอะลมูิเนียมความเข้มข้น 25 mg/l มีความยาวเฉล่ียยาวกว่ารากในสารละลาย

ธาตอุาหารท่ีไม่เติมอะลมูิเนียม pH 3.9 นัน้ มีรายงานว่าความเข้มข้นของอะลมูิเนียมในระดบัต่ํา

จะกระตุ้นการเจริญเติบโตของรากข้าวได้ [15] ในระยะยาวพบว่าความยาวเฉล่ียของรากลดลง

เน่ืองจากเม่ือข้าวอายเุพิ่มขึน้รากจะมีความหนาแน่นเพิ่มขึน้สามารถยึดเกาะกับวสัดปุลูกได้มาก

ย่ิงขึน้ซึง่อาจทําให้เกิดการฉีกขาดของปลายรากขณะเก็บตวัอยา่งได้ อะลมูิเนียมมีผลน้อยตอ่ความ

ยาวของรากอาจเกิดจากต้นข้าวมีการปรับตวัให้เข้ากับสภาพแวดล้อมได้ดีขึน้ แตค่วามยาวรากท่ี

อะลูมิเนียมความเข้มข้น 100 mg/l มีผลลดลงอย่างเด่นชัดอาจเป็นเพราะระดบัความเข้มข้น

ดงักล่าวเป็นระดบัวิกฤติของอะลมูิเนียมของข้าวพนัธุ์ กข31 ซึ่งข้าวพนัธุ์ ITRAT2 ก็มีระดบัวิกฤติ
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ของอะลูมิเนียมท่ี 100 mg/l เช่นเดียวกนั [36] จากการทดลองนี ้ ได้คดัเลือกความเข้มข้นของ

อะลมูิเนียมท่ีระดบั 50 และ100 mg/l มาใช้ในการทดลองท่ี 2 เน่ืองจากท่ีระดบั 25 mg/l พบการ

กระตุ้นการเจริญเตบิโตของยอดและราก 

 

5.1.2 การคัดเลือกข้าวให้ทนต่ออะลูมิเนียมโดยการฉายรังสีแกมมากับแคลลัสของข้าว 

 

แคลลัสท่ีใช้เมล็ดในการเพาะเลีย้งจะเจริญมาจากเนือ้เย่ือส่วน scutellum และ 

mesocotyl โดยเซลล์ของเนือ้เย่ือทัง้สองมีการขยายขนาดและแบ่งตวัอย่างรวดเร็วเกิดขึน้ตรง

บริเวณคพัภะใกล้กบัสว่นโคนของยอดท่ีงอกออกมา [18] 

 

เม่ือนําแคลลัสไปฉายรังสีพบว่ารังสีแกมมามีผลต่อการพัฒนาของแคลลัสในลักษณะ

ต่างๆ ได้แก่ แคลลัสตาย แคลลัสท่ีไม่มีการพัฒนา และแคลลัสท่ีเกิดกลุ่มเซลล์สีเขียว สําหรับ

แคลลัสท่ีตาย มีรายงานว่ารังสีแกมมาจะช่วยเร่งประสิทธิภาพการทํางานของเอนไซม์ 

polygalacturonase และ pectin methyl esterase [81] ซึ่งเอนไซม์ดงักล่าวมีหน้าท่ีหลกัท่ี

เก่ียวข้องกบัการย่อยสลายของเพกทิน (pectin) ซึ่งเป็นส่วนประกอบของผนงัเซลล์พืช [82] ทําให้

เซลล์อ่อนน่ิมลง โดยเฉพาะเอนไซม์ pectin methyl esterase จะย่อยสลายเพกทินได้เป็นเมทา

นอล (methanol) ขึน้ภายในเซลล์และอาจทําความเสียหายให้กบัเซลล์ได้  สําหรับแคลลสัท่ีไม่มี

การพัฒนา มีรายงานว่าแคลลัสท่ีได้รับรังสีในปริมาณท่ีสูงเซลล์จะหยุดการเจริญเติบโต [83] 

สําหรับแคลลัสท่ีเกิดกลุ่มเซลล์สีเขียว มีรายงานว่า คลอโรพลาสต์ (chloroplast) ซึ่งเป็นออร์

แกเนลล์ (organelle) ท่ีทําหน้าท่ีสงัเคราะห์แสงภายในเซลล์ จะเป็นออร์แกเนลล์ท่ีไวต่อรังสีมาก

เม่ือเทียบกบัออร์แกเนลล์อ่ืน ๆ โดยเฉพาะส่วนของไทลาคอยด์ (thylakoid) จะเกิดการบวมเป็น

อย่างมาก นอกจากนีบ้างส่วนของไมโทคอนเดรีย (mitochondria) และ เอนโดพลาสมิกเรติคิวลมั 

(endoplasmic reticulum) เกิดการบิดตวัและบวมนํา้อีกด้วย [84] โดยรวมแล้วการพฒันาของพืช

จากการได้รับรังสีนัน้ขึน้อยูก่บัธรรมชาตแิละความเสียหายท่ีเกิดขึน้กบัโครโมโซม โดยเม่ือระดบัรังสี

เพิ่มขึน้ก็จะเพิ่มความถ่ีท่ีจะเกิดความเสียหายกบัโครโมโซมซึ่งอาจส่งผลตอ่การตอบสนองต่อการ

เจริญเติบโตและการอยู่รอดของพืช และก่อให้เกิดการกลายพนัธุ์ได้ [85] มีรายงานการใช้รังสี

ร่วมกบัเทคนิคเพาะเลีย้งเนือ้เย่ือในการปรับปรุงพนัธุ์ขิงแดง โดยการฉายรังสีแกมมาในปริมาณ  

0-90 Gy กบักลุ่มหน่อขนาดเล็กของขิงแดง พบว่าสามารถแยกพนัธุ์กลายท่ีมีลกัษณะแตกตา่งไป

จากเดมิออกมาได้ 2 แบบท่ีปริมาณรังสี 10 Gy [86] 
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อะลมูิเนียมมีผลตอ่การพฒันาของแคลลสัเน่ืองจากมีรายงานวา่อะลมูิเนียมจะสะสมอยู่ใน

ส่วนของผนงัเซลล์ (cell wall) ไซโทพลาซึม (cytoplasm) พลาสติด (plastids) และ แวคิวโอล 

(vacuoles) ทําให้เซลล์สูญเสียความมีชีวิต ยบัยัง้การเจริญเติบโต และลดการทํางานของไมโท

คอนเดรีย  ภายในเซลล์มีปริมาณ soluble protein เพิ่มขึน้ พืน้ท่ีของกอลจิเมมเบรน (gogi 

membranes) และเอนโดพลาสมิกเรติคิวลมัเพิ่มขึน้ เพิ่มปริมาตรของแวคิวโอล และปริมาตรของ

เซลล์ โดยท่ีปริมาตรของนิวเคลียสไม่เปล่ียนแปลง [81] จากสาเหตดุงักล่าวจึงทําให้แคลลสัเกิด

ความเสียหายและมีการพฒันาท่ีผิดไปจากปกติ มีรายงานการคดัเลือกอลัฟัลฟาซึ่งเป็นพืชอาหาร

สัตว์ให้ทนทานต่ออะลูมิเนียมผ่านแคลลัสท่ีเลีย้งในอาหารท่ีเติมไอออนของอะลูมิเนียมในรูป 

hydrated AlSO4 ปริมาณ 150 ไมโครโมลาร์ สามารถแยกพนัธุ์อลัฟัลฟาได้ เม่ือนําไปปลูกใน

สภาพดนิกรดก็ไมแ่สดงอาการจากความเป็นพิษของอะลมูิเนียม [82] 

 

ในแคลลัสท่ีผ่านการฉายรังสี และทดสอบในอาหารท่ีเติมอะลูมิเนียมมีการพฒันาไปใน

แนวทางต่าง ๆ นัน้ก็เกิดจากผลของรังสีแกมมา และความเป็นพิษของอะลูมิเนียม ในกรณีของ

แคลลัสท่ีสามารถพัฒนาเป็นต้นได้ก็อาจจะเกิดจากการกลายพันธุ์  โดยรังสีก่อให้เกิดการ

เปล่ียนแปลงในระดับดีเอ็นเอ ก่อให้เกิดพันธุกรรมท่ีทนต่ออะลูมิเนียมดังเช่นในอัลฟัลฟาท่ีได้

ยกตวัอย่างไว้  และการนําแคลลสัออกมาทําให้แห้งในจานแก้วอีกครัง้ในระหว่างชกันําให้เกิดต้น 

เป็นการช่วยกระตุ้นให้แคลลัสสามารถตอบสนองต่ออาหารสูตรชักนําให้เกิดต้นได้มากขึน้ มี

รายงานวา่ความชืน้สมัพทัธ์ภายในจานแก้วต่ํากวา่ความชืน้ภายในเซลล์ของแคลลสั จะทําให้เซลล์

มีการคายนํา้ ปริมาณนํา้ภายในเซลล์จึงลดลง และพร้อมจะรับนํา้หรือสารอ่ืน ๆ จากภายนอกเข้า

ไปในเซลล์ได้อีกครัง้หนึง่ เม่ือย้ายแคลลสัไปเลีย้งบนอาหารสตูรชกันําให้เกิดต้น แคลลสัจึงสามารถ

ดดูซึมสารอาหารและฮอร์โมนได้ดีและสามารถพฒันาไปเป็นต้นได้มากขึน้ [18] ในการปรับปรุง

พนัธุ์ข้าวให้ทนต่อความเป็นพิษของอะลมูิเนียมโดยใช้เทคนิคเพาะเลีย้งเนือ้เย่ือร่วมกบัการใช้รังสี

แกมมานัน้ พบว่ามีการปรับปรุงข้าวพนัธุ์ sentani ผ่านการฉายรังสีแกมมาปริมาณ 0-40 Gy กบั

แคลลสัจากอบัละอองเรณใูห้ทนตอ่ความเป็นพิษของอะลมูิเนียมในสภาวะท่ีเป็นกรดได้สําเร็จ [20] 
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5.1.3 การศึกษาการแสดงออกของยีน 

   

 ยีน SR เป็นยีนท่ีเก่ียวข้องในกระบวนการ sulphur metabolism pathway เม่ือทดสอบ

ระดบัการแสดงออกของยีน SR ในแคลลสัข้าว แสดงให้เห็นว่าในสภาวะปกติระดบัการแสดงออก

ของยีนจะอยู่ในระดบัสูง แตเ่ม่ือได้รับสภาวะเครียดจากอะลมูิเนียม และรังสีแกมมาจะยบัยัง้การ

แสดงออกของยีนเอาไว้ทําให้มีการแสดงออกลดลง แตก่ารแสดงออกในกลุ่มของแคลลสัท่ีผ่านการ

ฉายรังสีปริมาณ 50 Gy มีการแสดงออกท่ีเพิ่มขึน้ มีรายงานการทดลองปลกูข้าวพนัธุ์ท่ีทนทานตอ่

อะลูมิเนียม และอ่อนแอต่ออะลูมิเนียมเพ่ือเปรียบเทียบการแสดงออกของยีน SR พบว่ายีน

ดงักล่าวจะมีการแสดงออกอย่างสม่ําเสมอในพนัธุ์ ท่ีทนทาน แต่ในพันธุ์ ท่ีอ่อนแอต่ออะลูมิเนียม 

การแสดงออกจะลดลงเม่ือระยะเวลาท่ีรากสมัผสักับอะลมูิเนียมเพิ่มขึน้ [12] อาจจะเป็นไปได้ว่า

รังสีแกมมาท่ีปริมาณ 50 Gy จะกระตุ้นการแสดงออกของยีน SR ในแคลลสัทําให้มีระดบัความ

ทนทานตอ่อะลมูิเนียมเพิ่มขึน้  

 

5.1.4 การศึกษาปริมาณอะลูมิเนียมในแคลลัสข้าว 

 

 แคลลสัข้าวสามารถดดูซมึและสะสมอะลมูิเนียมจากอาหารสตูรคดัเลือกไว้ภายในเซลล์ได้ 

โดยเม่ืออะลมูิเนียมในอาหารมีปริมาณเพิ่มขึน้ เซลล์ก็จะดดูซึมและสะสมไว้มากขึน้ ซึ่งมีรายงาน

ว่าเม่ือปริมาณอะลูมิเนียมในสารละลายธาตุอาหารเพิ่มขึน้ จะทําให้พืชหลายชนิดมีการสะสม

อะลมูิเนียมเพิ่มขึน้ด้วย [90] โดยอะลมูิเนียมจะสะสมในส่วนของผนงัเซลล์พืช ทําให้ออร์แกเนลล์

ในเซลล์ทํางานผิดปกต ิ[81] และรังสีไมมี่ผลตอ่การดดูซมึและสะสมอะลมูิเนียมภายในเซลล์  

  

 ปริมาณของอะลมูิเนียมท่ีตรวจวดัได้ในแคลลสัมีปริมาณท่ีสูงกว่าในอาหารเพาะเลีย้งอยู่

มากอาจเกิดจากสารเคมีท่ีใช้ในการทดลองในส่วนของอาหารสังเคราะห์ตัง้แต่ท่ีใช้เพาะเลีย้ง

แคลลสัจนกระทัง่ถึงอาหารสตูรคดัเลือกนัน้เป็นสารเคมีในลกัษณะท่ีเป็น commercial grade และ 

laboratory reagent grade ซึ่งยงัมีสารตวัอ่ืนปะปนอยู่บ้างอาจจะทําปฏิกิริยากนัในขัน้ตอนการ

ทดลอง ส่งผลรบกวนต่อการวัดได้ แต่ในเบือ้งต้นก็เป็นข้อมูลทําให้ทราบว่าเทคนิค Neutron 

Activation Analysis (NAA) มีขีดความสามารถท่ีจะใช้วัดปริมาณธาตุในตวัอย่างเซลล์ของ

สิ่งมีชีวิตได้ และปริมาณอะลูมิเนียมในอาหารสูตรคัดเลือกท่ีเพิ่มขึน้ เซลล์ก็สามารถดูดซึม

อะลมูิเนียมได้เพิ่มขึน้เชน่กนั  
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5.2 สรุปผลการทดลอง 

 

5.2.1 ความเข้มข้นของอะลมูิเนียมท่ีระดบัต่ํา ๆ สามารถกระตุ้นการเจริญเติบโตของต้น

ข้าวพนัธุ์ กข31 ได้ ในขณะท่ีความเข้มข้นของอะลมูิเนียมท่ีระดบัสงูจะเป็นพิษตอ่ข้าวส่งผลตอ่การ

เจริญเตบิโต โดยจะแสดงความเป็นพิษอยา่งเดน่ชดัในราก  

5.2.2 อะลมูิเนียมและรังสีมีผลตอ่พฒันาการของแคลลสัข้าวพนัธุ์ กข31 ในด้านตา่ง ๆ 

5.2.3 สามารถประยกุต์ใช้เทคโนโลยีด้านเพาะเลีย้งเนือ้เย่ือพืชร่วมกบัรังสีเพ่ือชกันําให้เกิด

การกลายพนัธุ์ในพืชได้ 

5.2.4 ในสภาวะปกติยีน SR จะมีระดบัการแสดงออกของยีนอยู่ในระดบัสงู แตเ่ม่ืออยู่ใน

สภาวะท่ีมีความเครียดจากอะลมูิเนียมจะมีการแสดงออกท่ีลดลง 

 5.2.5 แคลลัสข้าวสามารถดูดซึมและสะสมปริมาณอะลูมิเนียมเพิ่มขึน้ เม่ือปริมาณ

อะลูมิเนียมในอาหารสูตรคดัเลือกเพิ่มขึน้ และสามารถใช้เทคนิค NAA (Neutron Activation 

Analysis) ในการวดัปริมาณธาตใุนตวัอยา่งท่ีมีชีวิตได้ 

 

5.3 ข้อเสนอแนะ 

 

1. ในการทดลองท่ี1 วิธีท่ีใช้วดัการเจริญเติบโตของต้นข้าวควรจะใช้การวดันํา้หนกัแห้ง 

เพราะเม่ือต้นข้าวเจริญเตบิโตมากขึน้ในชว่ง 28 วนัพบวา่รากเกาะตดิกบัวสัดปุลกูมากทําให้รากใน

บางต้นฉีกขาด 

2. ในการทดลองท่ี2 หลงัจากเพาะเลีย้งแคลลสัในอาหารทดสอบอะลมูิเนียมแล้วก่อนจะ

ทําให้แคลลสัแห้งในจานแก้วควรจะย้ายแคลลสัเลีย้งในอาหารสตูรชกันําให้เกิดแคลลสัก่อนเพ่ือ

เพิ่มโอกาสให้เซลล์ท่ีรอด หรือเกิดการกลายพันธุ์ เพิ่มจํานวน ก่อนย้ายแคลลสัลงเลีย้งในอาหาร

สตูรชกันําต้น  

3. ในการทดลองท่ี 3 ควรจะมีการตรวจสอบยีนท่ีมีความสัมพันธ์กับความทนต่อ

อะลมูิเนียมเพิ่มเตมิ เพ่ือนําไปใช้ประโยชน์ในงานการปรับปรุงพนัธุ์พืช 
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5.4 แนวทางการทดลองในอนาคต 

 

 จากการทดลองท่ีได้ทําไปแล้ว พบวา่การฉายรังสี 35 Gy ช่วยให้สามารถคดัเลือกต้นข้าวท่ี

สามารถเจริญจากแคลลสัท่ีประสบกบัสภาวะอะลมูิเนียมในอาหารสงู 50 mg/l ท่ี pH 3.9 ได้  จึงมี

ความจําเป็นต้องทดสอบความทนตอ่อะลเูมิเนียมและการถ่ายทอดลกัษณะทนตอ่อะลมูิเนียม ของ

สายพนัธุ์ข้าวท่ีจะเกิดขึน้จากข้าวต้นนีต้อ่ไป  ซึง่สามารถทําได้โดยปลกูเลีย้งข้าวต้นนี ้(เรียกกว่าต้น 

M1) จนออกรวง  แล้วนําเมล็ดท่ีได้ไปเพาะพนัธุ์ (เป็นต้นข้าวรุ่น M2) นําต้นข้าวท่ีได้จํานวนหนึ่งไป

ทดสอบความทนต่ออะลูมิเนียม โดยเพาะเลีย้งในอาหารเหลวท่ีประกอบด้วยอะลูมิเนียมความ

เข้มข้นต่าง ๆ ตัง้แต ่0 – 100 mg/l  และทดสอบการแสดงออกของยีน SR ในสภาวะดงักลา่ว

เปรียบเทียบกบัต้นข้าวพนัธุ์เดมิท่ีไมเ่คยผา่นการอาบรังสีเพ่ือปรับปรุงพนัธุ์ 

  

 หากสายพนัธุ์ข้าวท่ีคดัเลือกได้สามารถทนตอ่อะลมูิเนียมอย่างสม่ําเสมอได้อย่างน้อยสาม

ชัว่รุ่น จะสามารถสรุปได้ว่ารังสีก่อให้เกิดการเปล่ียนแปลงทางพนัธุกรรมอย่างถาวร ก่อให้เกิดการ

กลายพนัธุ์ ท่ีสามารถถ่ายทอดได้ทางพนัธุกรรม ได้ข้าวสายพนัธุ์กลายท่ีมีความทนต่ออะลูมิเนียม

ในสภาวะกรดจดั 
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Days 

ตารางท่ี ก.1 ความยาวของยอดและรากของต้นกล้าข้าวพนัธุ์ RD31 ท่ีอายตุา่งๆ (Mean±SE) 

 

Length 

 

 

Shoot (cm) 

0 mg/l Al 

pH 6.0 

0 mg/l Al 

pH 3.9 

25 mg/l Al 

pH 3.9 

50 mg/l Al 

pH 3.9 

75 mg/l Al 

pH 3.9 

100 mg/l  

Al pH 3.9 

14 day 23.34±0.98 20.41±1.73 22.32±0.51 18.55±1.58 16.83±1.24 16.85±0.57 

21 day 24.21±0.76 22.67±0.96 22.85±0.77 21.73±0.82 18.80±0.86 16.86±0.65 

28 day 25.40±1.29 23.93±0.48 22.28±1.07 21.86±0.75 20.64±0.50 18.51±0.73 

Root (cm) 

14 day 7.47±0.54 5.78±0.60 8.83±0.63 4.65±0.53 5.56±0.44 4.99±0.56 

21 day 7.32±0.38 6.74±0.23 8.28±0.49 5.35±0.25 5.06±0.54 4.15±0.47 

28 day 6.58±0.31 6.82±0.36 6.56±0.61 6.06±0.54 5.34±0.23 3.33±0.38 
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ตารางท่ี ก.2 การเตรียมสารละลายธาตอุาหาร Yoshida stock solution  

 

Chemical 

compound 

ปริมาณสารท่ี

ใช ้

g/l 

ความเขม้ขน้

ของ stock 

solท่ีได ้

ปริมาณ stock sol 

ท่ีใชเ้พื่อเตรียม

สารละลายธาตุ

อาหาร 8 ลิตร 

ความเขม้ขน้ของ

ธาตุในสารละลาย

ธาตุอาหาร(mg/l) 

(NH4)2 SO4 75.42 16,000 20 40 mg/l N 

KH2PO4 7.02 1,600 20 4 mg/l P 

K2SO4 35.69 16,000 20 40 mg/l K 

CaCl2 .2H2o 44.00 16,000 20 40 mg/l Ca 

MgSO47H2O 164.00 16,000 20 40 mg/l Mg 

MnSO44H2O 2.46 800 5 0.50 mg/l Mn 

Na2MoO42H2O 0.20 80 5 0.05 mg/l Mo 

Na2B4 O710H2O 2.82 320 5 0.20 mg/l B 

ZnSO47H2O 0.07 16 5 0.01 mg/l Zn 

CuSO45H2O 0.063 16 5 0.01 mg/l Cu 

FeSO47H2O 15.92 3,200 5 2.00 mg/l Fe 
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ตารางท่ี ข.1 การเตรียม Stock solution ของ MS Stock (100x) & Working Dilution (1x) 

 

Stock No. Chemical compound Mg/l 

1 NH4No3 1650 

 KNO3 1900 

2 CaCl32H2o 440 

3 KH2PO4 170 

 H3BO3 6.2 

 Na2MoO42H2O 0.25 

 KI 0.83 

 COCl26H2O 0.025 

4 MgSO47H2O 370 

 MnSO44H2O 22.3 

 ZnSO47H2O 8.6 

 CuSO45H2O 0.025 

5 FeSO47H2O 27.8 

 Na2-EDTA 37.3 

6 My-onositol 100 

 Nicotinic Acid (B3) 0.5 

 Glycine 2.0 

 Pyridoxine-HCl (B6) 0.5 

 Thiamine-HCl (B1) 0.1 
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ตารางท่ี ค.1 ความเข้มข้นของ RNA จากตวัอยา่งแคลลสัข้าว 

 

Sample OD 260nm Conc(ng/ul) 
Total volumn (8 ul) 

1250 (ng/ ul) dH2O 

0,0 0.32 804.48 1.55 6.45 

0,50 0.197 495.26 2.52 5.48 

0,100 0.267 671.24 1.86 6.14 

35,0 0.135 339.39 3.68 4.32 

35,50 0.194 487.72 2.56 5.44 

35,100 0.23 578.22 2.16 5.84 

50,0 0.08 201.12 6.22 1.78 

50,50 0.102 256.43 4.87 3.13 

50,100 0.265 666.21 1.88 6.12 

 

RNA Concentrations (ng/ul) = OD260 x 50.28 x dilution factor (50) 
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ประวัตผู้ิเขียนวิทยานิพนธ์ 

 

นางสาวศิริลกัษณ์ ชแูก้ว เกิดเม่ือวนัท่ี 1 เมษายน พ.ศ. 2525 ท่ีโรงพยาบาลรัตภูมิ สําเร็จ

การศึกษาในระดับมัธยมศึกษาตอนปลายจากโรงเรียนรัตภูมิวิทยา และสําเร็จการศึกษาใน

หลักสูตรวิทยาศาสตรบัณฑิต สาขาเทคโนโลยีการผลิตพืช สํานักวิชาเทคโนโลยีการเกษตร 

มหาวิทยาลยัวลยัลกัษณ์ เม่ือปีการศึกษา 2548 จากนัน้เข้าศึกษาตอ่หลกัสูตรวิศวกรรมศาสตร

มหาบัณฑิต ภาควิชาเทคโนโลยีนิวเคลียร์ คณะวิศวกรรมศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลยั ปี

การศึกษา 2552 และสําเร็จการศึกษาในปีการศึกษา 2555 โดยได้รับทุนการศึกษาจากสถาบนั

เทคโนโลยีนิวเคลียร์แหง่ชาต ิ(องค์การมหาชน)  

ประวตัิการทํางานตัง้แต ่ปี พ.ศ.2548 ตําแหน่งนกัวิทยาศาสตร์ ของสํานกังานปรมณูเพ่ือ

สนัต ิ

พ.ศ. 2551-ปัจจบุนั ตําแหน่งนกัวิทยาศาสตร์ ของสถาบนัเทคโนโลยีนิวเคลียร์แหง่ชาต ิ(องค์การ

มหาชน) 
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