
 

  

  

     ใบรับรองวทิยานิพนธ์ 
     บัณฑิตวทิยาลยั  มหาวทิยาลยัเกษตรศาสตร์ 

   

ปริญญา 
   

สาขา  ภาควชิา 
  

เรืÉอง การประเมินผลทางอลัลีโลพาทีของกลว้ยไมส้กลุหวายดดัแปลงพนัธุกรรมทีÉไดรั้บ 
 การถ่ายยนี antisense CPACO 
  
 Allelopathic Assessment of Transgenic Dendrobium Possessed Antisense CPACO Gene 
  

นามผู้วจัิย นางสาวชมภูนุช  ลิÊมประสาท 

ได้พจิารณาเห็นชอบโดย  

อาจารย์ทีÉปรึกษาวทิยานิพนธ์หลกั  

 (  ) 
อาจารย์ทีÉปรึกษาวทิยานิพนธ์ร่วม  

 (  ) 
อาจารย์ทีÉปรึกษาวทิยานิพนธ์ร่วม  

 (  ) 
ประธานสาขาวชิา  

 (  ) 
  
  

 บัณฑติวทิยาลยั  มหาวทิยาลยัเกษตรศาสตร์รับรองแล้ว 

  

 (  ) 
 คณบดบีัณฑติวทิยาลยั 

 วนัทีÉ  เดือน  พ.ศ.   

 

 

เทคโนโลยชีีวภาพเกษตร โครงการสหวิทยาการระดบับณัฑิตศึกษา 

ผูช่้วยศาสตราจารยเ์สริมศิริ  จนัทร์เปรม, Ph.D. 

รองศาสตราจารยส์นธิชยั  จนัทร์เปรม, Ph.D. 

ผูช่้วยศาสตราจารยพ์รศิริ  เลีÊยงสกลุ, Ph.D. 

รองศาสตราจารยก์ญัจนา  ธีระกลุ, D.Agr. 

ผูช่้วยศาสตราจารยเ์สริมศิริ  จนัทร์เปรม, Ph.D. 

วิทยาศาสตรมหาบณัฑิต (เทคโนโลยชีีวภาพเกษตร) 



วทิยานิพนธ์ 
 

เร่ือง 
 

การประเมินผลทางอลัลีโลพาทีของกลว้ยไมส้กุลหวายดดัแปลงพนัธุกรรม 

ท่ีไดรั้บการถ่ายยนี antisense CPACO 
 

Allelopathic Assessment of Transgenic Dendrobium Possessed Antisense CPACO Gene 

 
 
 
 
 
 
 

โดย 
 

นางสาวชมภูนุช  ล้ิมประสาท 

 
 
 
 
 
 
 

เสนอ 
 

บณัฑิตวทิยาลยั  มหาวทิยาลยัเกษตรศาสตร์ 
เพื่อความสมบูรณ์แห่งปริญญาวทิยาศาสตรมหาบณัฑิต (เทคโนโลยชีีวภาพเกษตร) 

พ.ศ. 2557 



 ชมภูนุช  ล้ิมประสาท  2557: การประเมินผลทางอลัลีโลพาทีของกลว้ยไมส้กุลหวาย
ดดัแปลงพนัธุกรรมท่ีไดรั้บการถ่ายยนี antisense CPACO ปริญญาวทิยาศาสตร
มหาบณัฑิต (เทคโนโลยชีีวภาพเกษตร) สาขาวชิาเทคโนโลยชีีวภาพเกษตร โครงการ   
สหวทิยาการระดบับณัฑิตศึกษา  อาจารยท่ี์ปรึกษาวทิยานิพนธ์หลกั: ผูช่้วยศาสตราจารย ์
เสริมศิริ  จนัทร์เปรม, Ph.D.  77 หนา้ 

 
 

การประเมินผลทางอลัลีโลพาทีของพืชดดัแปลงพนัธุกรรมเป็นวธีิการหน่ึงในการ
ประเมินความปลอดภยัทางชีวภาพ การประเมินผลดงักล่าวน้ีมีความส าคญัส าหรับการพิจารณาหา
แนวทางการปลูกพืชดดัแปลงพนัธุกรรมในสภาพธรรมชาติ การศึกษาน้ีมีวตัถุประสงคเ์พื่อ
ประเมินกิจกรรมทางอลัลีโลพาทีของกลว้ยไมส้กุลหวายดดัแปลงพนัธุกรรม คือ Dendrobium 
Sonia ‘Bom 17’ และ Dendrobium Sonia ‘Earsakul’ ท่ีไดรั้บการถ่ายยนี antisense 1-
aminocyclopropane-1-carboxylic acid oxidase (CPACO) ซ่ึงไดม้าจากมะละกอ โดยประเมิน 
ผลกระทบท่ีอาจมีผลต่อพืชปลูกตามหลงัและจุลินทรียร์อบราก ดว้ย 4 เทคนิค คือ 1) เทคนิค 
sandwich method และ 2) เทคนิค soil germination เพื่อประเมินผลทางอลัลีโลพาทีต่อการ
เจริญเติบโตของผกักาดหอม 3) เทคนิค plate cultivation  เพื่อประเมินผลทางอลัลีโลพาทีต่อกลุ่ม
ประชากรจุลินทรียร์อบราก ทั้งแบคทีเรีย แอคติโนมยัซีท และเช้ือรา และ 4) เทคนิค high 
performance liquid chromatography เพื่อเปรียบเทียบรูปแบบโครมาโทแกรมของสารประกอบ 
ฟีนอลิกระหวา่งกลว้ยไมท่ี้ไดรั้บการถ่ายยนีและไม่ไดรั้บการถ่ายยนี ผลการทดลองพบวา่ กลว้ยไม้
สกุลหวายมีผลทางอลัลีโลพาทียบัย ั้งการเจริญเติบโตของผกักาดหอม แต่เม่ือเปรียบเทียบผล
ทางอลัลีโลพาทีระหวา่งกลว้ยไมท่ี้ไดรั้บการถ่ายยนีและไม่ไดรั้บการถ่ายยนีพบวา่ไม่มีความ
แตกต่างทางสถิติ และเม่ือตรวจสอบประชากรจุลินทรียใ์นกาบมะพร้าวท่ีใชเ้ป็นวสัดุปลูกกลว้ยไม ้
พบวา่ กลว้ยไมท่ี้ไดรั้บการถ่ายยนีไม่ส่งผลกระทบต่อกลุ่มประชากรจุลินทรียเ์ม่ือเปรียบเทียบกบั
กลว้ยไมป้กติท่ีไม่ไดรั้บการถ่ายยนี นอกจากน้ีรูปแบบโครมาโทแกรมของสารประกอบฟีนอลิก
ในส่วนของใบและดอกของกลว้ยไมท่ี้ไดรั้บการถ่ายยนีมีความคลา้ยคลึงกนักบัในกลว้ยไมป้กติท่ี
ไม่ไดรั้บการถ่ายยนีเช่นกนั 
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Allelopathic assessment on transgenic plants is one of the key elements in 
environmental biosafety assessments. It is important to consider how the transgenic plants are 
deliberately released to the environment. This study is aimed to evaluate allelopathic activity of 
transgenic orchids, Dendrobium Sonia ‘Bom 17’ and Dendrobium Sonia ‘Earsakul’ that were 
transformed with antisense papaya 1-aminocyclopropane-1-carboxylic acid oxidase (CPACO) 
from papaya. The allelopathic effects on sequential crop and surrounding microorganisms were 
assessed based on 4 techniques including; i) sandwich method and ii) soil germination method 
to determine allelopathy on growth of lettuce, iii) plate cultivation technique to determine 
allelopathy effects on the surrounding microorganisms including bacteria, actinomycetes and 
fungi, and finally, iv) high performance liquid chromatography technique to compare 
chromatogram pattern of phenolic compounds between transgenic and non-transgenic orchids. 
The result revealed that Dendrobium orchid had allelopathic activity on lettuce but there was no 
significantly different in allelopathy between transgenic and non-transgenic orchids. The 
evaluation of microorganism population in orchid planting material, which is coconut husk, 
confirmed that transgenic orchids had no impact on microorganism, compared with the non-
transgenic orchid. The chromatogram pattern of phenolic compounds from leaf and flower of 
transgenic and non transgenic orchid lines are also similar. 
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          และ 50 มิลลิกรัม ในการศึกษา 3 คร้ัง 51 
 9      การประเมินเปอร์เซ็นตก์ารงอก และการเจริญเติบโตของตน้ผกักาดหอม 

        เม่ือปลูกทดสอบในดินปลูกท่ีมีส่วนผสมของกาบมะพร้าวเก่าท่ีใชป้ลูก 
        กลว้ยไมส้ายพนัธ์ุเอียสกุล และบอม 17 ทั้งท่ีดดัแปลงพนัธุกรรมและ 

         กลว้ยไมป้กติมาแลว้เป็นเวลา 1 ปี 53 
   
 

(3) 



สารบัญตาราง (ต่อ)

      

 
ตารางที่                        หน้า  
 
   10     ปริมาณจุลินทรียใ์นน ้ าสกดัวสัดุปลูกกลว้ยไมส้กุลหวายสายพนัธ์ุเอียสกุลและ 
            บอม 17 ท่ีไดรั้บการถ่ายยนี antisense CPACO และกลว้ยไมส้กลุหวายปกติท่ีไม่ได ้
            รับการถ่ายยนี (AEC และ ABC) เม่ือตรวจสอบดว้ยวธีิ plate cultivation method   56 
 
ตารางผนวกที่ 
 
     1     องคป์ระกอบของอาหารสูตร Peptone Tryptone Yeast Extract Glucose (PTYG)  

ส าหรับการเพาะเล้ียงแบคทีเรียและแอคติโนมยัซีท       75 
       2     องคป์ระกอบของอาหารสูตร Oxytetracycline Glucose Yeast Extract (OGYE)  

ส าหรับการเพาะเล้ียงเช้ือรา         75 
       3     องคป์ระกอบของสารละลาย phosphate buffer ความเขม้ขน้ 15 มิลลิโมลาร์    76 

(4) 



สารบัญภาพ 
 

ภาพที ่  หน้า 
 
1        กลไกการสังเคราะห์และการควบคุมการสร้างเอทิลีน                                                        7 
2        การทดสอบผลทางอลัลีโลพาทีโดยวธีิ sandwich method    29 
3          โครมาโทแกรมของสารประกอบฟีนอลิกมาตรฐานในสารสกดักลว้ยไม ้
           สกุลหวายจากการวเิคราะห์ดว้ยเทคนิค HPLC–DAD ท่ีความยาวคล่ืน 280 นาโนเมตร   60 

4         โครมาโทแกรมของสารประกอบฟีนอลิก (phenolic compound) ในสารสกดั 
           ส่วนใบ และดอกของกลว้ยไมส้กลุหวายสายพนัธ์ุ เอียสกุล (AE) จากตน้กลว้ยไม ้
           ท่ีไม่ไดรั้บการถ่ายยนี (AEC) และตน้กลว้ยไมท่ี้ไดรั้บการถ่ายยนี antisense CPACO  
           จ  านวน 4 สายตน้ คือ AE1 AE2 AE3 และ AE4 61 
5        โครมาโทแกรมของสารประกอบฟีนอลิก (phenolic compound) ในสารสกดั 
           จากส่วนใบ และดอกของกลว้ยไมส้กุลหวายสายพนัธ์ุ บอม 17 (AB) จากตน้กลว้ยไม ้
           ท่ีไม่ไดรั้บการถ่ายยนี (ABC) และตน้กลว้ยไมท่ี้ไดรั้บการถ่ายยนี antisense CPACO  
           จ  านวน 4 สายตน้ คือ AB1 AB2 AB3 และ AB4  62 
 
 

 

 

(5) 



ค าอธิบายสัญลกัษณ์และค าย่อ 
 

CFU  = colony forming units 
DMRT  = Duncant’s New Multiple Range Tests 
GMOs  = genetically modified organisms  
HPLC  = high performance liquid chromatography 
MΩ  = mega ohm 

OGYE  = oxytetracycline glucose yeast extract  
PTYG  = peptone tryptone yeast extract glucose 
 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

(6) 
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การประเมนิผลทางอลัลโีลพาทขีองกล้วยไม้สกุลหวายดดัแปลงพนัธุกรรม 

ทีไ่ด้รับการถ่ายยนี antisense CPACO 
 

Allelopathic Assessment of Transgenic Dendrobium  

Possessed Antisense CPACO Gene 
 

ค าน า 
 

 ปัจจุบนัความกา้วหนา้ทางวิทยาศาสตร์มีการพฒันาอยา่งรวดเร็ว โดยเฉพาะดา้น
เทคโนโลยชีีวภาพในการศึกษาการแสดงออกของยนีและการถ่ายทอดลกัษณะทางพนัธุกรรมของยนี
ท่ีเป็นเป้าหมาย เพื่อน าความรู้ดงักล่าวมาประยกุตใ์ชใ้นการคดัเลือกและปรับปรุงพนัธ์ุดว้ยเทคนิค
ทางพนัธุวศิวกรรม พืชดดัแปลงพนัธุกรรม (Genetically Modified Plant: Transgenic plant) หมายถึง 
พืชท่ีผา่นกระบวนการตดัแต่งสารพนัธุกรรมโดยมนุษย ์ดว้ยวธีิการใหย้นีท่ีตอ้งการ สอดแทรกเขา้สู่
พนัธุกรรมพืช เพื่อการเปล่ียนแปลงลกัษณะบางอยา่ง ปัจจุบนัมีการพฒันาพืชดดัแปลงพนัธุกรรม
เพือ่ผลิตเชิงเกษตรกรรมในประเทศต่างๆ ทัว่โลก แต่การท่ีพืชดดัแปลงพนัธุกรรมยงัไม่ไดรั้บการ
ยอมรับจากผูบ้ริโภคบางกลุ่ม รวมทั้งขอ้กงัวลถึงผลกระทบทางสภาพแวดลอ้มท่ีอาจเกิดข้ึน ท าให้
ประเทศไทยยงัไม่อนุญาตให้มีการเพาะปลูกพืชดดัแปลงพนัธุกรรมในเชิงพาณิชย ์ 
(ศูนยพ์นัธุวศิวกรรมและเทคโนโลยชีีวภาพแห่งชาติ, 2551) ดงันั้น ในการด าเนินการเพื่อใหเ้กิด
ความเช่ือมัน่วา่ พืชดดัแปลงพนัธุกรรมท่ีจะน าออกปลูกจะไม่สร้างผลกระทบใดๆ เกินระดบัท่ี
ยอมรับไดน้ั้น การตรวจสอบความปลอดภยัทางชีวภาพอยา่งสมบูรณ์และมีประสิทธิภาพ เช่น การ
ประเมินผลในระดบัหอ้งปฏิบติัการและโรงเรือนระบบปิดท่ีมีการตรวจวเิคราะห์ในเร่ืองต่างๆ การ
ประเมินผลกระทบต่อส่ิงแวดลอ้มจนมัน่ใจวา่ พืชดดัเเปลงพนัธุกรรมนั้นปลอดภยัต่อมนุษยแ์ละ
ส่ิงแวดลอ้มจึงเป็นกระบวนการท่ีส าคญั 

 
การทดสอบอลัลีโลพาที เป็นวธีิการประเมินความปลอดภยัทางชีวภาพในระดบั

หอ้งปฏิบติัการวธีิการหน่ึง โดยใชว้ธีิการทดสอบเพื่อศึกษาความสัมพนัธ์ของพืชดดัแปลงพนัธุกรรม
ท่ีอาจมีต่อพืชปกติ หรือความสัมพนัธ์ระหวา่งพืชและจุลินทรีย ์เพื่อตอบโจทยท่ี์มีขอ้กงัวลวา่  
พืชดดัแปลงพนัธุกรรมอาจมีการสังเคราะห์สารเคมีบางชนิดท่ีต่างไปจากเดิม หรืออาจมีสาร
ประเภทอลัลีโลพาทิค ซ่ึงสามารถสร้างผลกระทบต่อการด ารงชีวิตของส่ิงมีชีวิตอ่ืนในระบบนิเวศ
เดียวกนั และมีศกัยภาพท่ีจะท าใหเ้กิดผลกระทบวงกวา้งไดห้ลายรูปแบบ  
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นอกจากน้ี การทดสอบอลัลีโลพาทียงัเป็นประเด็นท่ีน่าสนใจและมีการศึกษาทดลองกนั
อยา่งกวา้งขวางในปัจจุบนั จากประเด็นน้ีงานวจิยัน้ีจึงมีการประยกุตใ์ชก้ารประเมินผลทาง 
อลัลีโลพาทีเพื่อเป็นส่วนหน่ึงในการประเมินความปลอดภยัทางชีวภาพของกลว้ยไมส้กุลหวาย
ดดัแปลงพนัธุกรรมท่ีไดรั้บการถ่ายยนี 1-aminocyclopropane-1-carboxylic acid oxidase จาก
มะละกอ (CPACO) ดว้ยเทคนิค antisense โดยศึกษาในระดบัหอ้งปฏิบติัการและโรงเรือนชีวนิรภยั 
เพือ่ประเมินผลกระทบของพืชดดัแปลงพนัธุกรรมต่อความหลากหลายทางชีวภาพของจุลินทรียแ์ละ
พืชปลูกท่ีอยูร่่วมกนัในสภาพแวดลอ้มเดียวกนักบักลว้ยไมด้ดัแปลงพนัธุกรรม ซ่ึงจะช่วยท าใหเ้ขา้ใจ
ผลของการถ่ายยนีต่อการเกิดกิจกรรมทางอลัลีโลพาที โดยการประเมินกิจกรรมทางอลัลีโลพาทีใน
กลว้ยไมส้กลุหวายดดัแปลงพนัธุกรรมเทียบกบักลว้ยไมส้กุลหวายปกติ 
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วตัถุประสงค์ 
 

1.  เพื่อศึกษาเปรียบเทียบผลของกิจกรรมทางอลัลีโลพาทีของกลว้ยไมส้กุลหวายท่ีไดรั้บ
การถ่ายยนี CPACO โดยเทคนิค antisense ท่ีมีต่อพืชปลูกตามหลงัและท่ีมีต่อประชากรจุลินทรียร์อบ
ราก เปรียบเทียบกบัผลการศึกษาในกลว้ยไมท่ี้ไม่ไดรั้บการถ่ายยนี 

 
2.  เพื่อศึกษาเปรียบเทียบรูปแบบโครมาโทแกรมสารประกอบฟีนอลิกในกลว้ยไมส้กุล

หวายท่ีไดรั้บการถ่ายยนี CPACO โดยเทคนิค antisense เปรียบเทียบกบัผลการศึกษาในกลว้ยไมท่ี้
ไม่ไดรั้บการถ่ายยนี 
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การตรวจเอกสาร 
 

1.  พชืดัดแปลงพนัธุกรรม (GM plant) 
 

ส่ิงมีชีวติดดัแปลงพนัธุกรรม หมายถึง ส่ิงมีชีวติท่ีมีการเปล่ียนแปลงลกัษณะทางพนัธุกรรม
ท่ีเรียกวา่ ดีเอน็เอ ซ่ึงไม่ไดเ้กิดข้ึนตามธรรมชาติ แต่เป็นฝีมือมนุษยท่ี์ไดใ้ชเ้ทคโนโลยีชีวภาพ
สมยัใหม่ไปเลือกยนี (genes) ท่ีมีคุณสมบติัท่ีตอ้งการจากส่ิงมีชีวติชนิดอ่ืน แลว้น ามาใส่เขา้ไปใน
ส่ิงมีชีวติอีกชนิดหน่ึง โดยท่ีส่ิงมีชีวติทั้งสองอยา่งน้ีไม่จ  าเป็นตอ้งเป็นชนิดเดียวกนั (ประธาน, 2543) 
ซ่ึงพืชดดัแปลงพนัธุกรรม หรือพืชจีเอม็ (Genetically Modified Plant: GM plant) คือ พืชท่ีไดรั้บการ
ดดัแปลงหรือการตดัต่อยนีท่ีมาจากส่ิงมีชีวติต่างสายพนัธ์ุหรือใกลเ้คียงกนัเขา้สู่พืชดว้ยกระบวนการ
พนัธุวศิวกรรม เพื่อใหไ้ดพ้ืชท่ีมีลกัษณะตรงตามความตอ้งการหรือมีลกัษณะพิเศษ  
(สมาคมพนัธุศาสตร์แห่งประเทศไทย และ สถาบนัส่งเสริมการสอนวทิยาศาสตร์และเทคโนโลย,ี 
2548) เช่น ขา้วโพดตา้นทานหนอนเจาะล าตน้ ถัว่เหลืองตา้นทานสารก าจดัวชัพืช ฝ้ายตา้นทาน
หนอนเจาะสมอฝ้าย ขา้วสีทองวติามินเอสูง เป็นตน้ 

 
พืชดดัแปลงพนัธุกรรมมีการผลิตเชิงพาณิชยค์ร้ังแรกเม่ือปี ค.ศ. 1996 และ James (2013)  

ผูก่้อตั้งและประธานคณะกรรมการบริหารองคก์รไอซ่า (International Service for the Acquisition of 
Agri-Biotech Applications: ISAAA) รายงานวา่ ปัจจุบนัมีจ านวนพื้นท่ีปลูกและชนิดของพืช
ดดัแปลงพนัธุกรรมเพิ่มข้ึนอยา่งต่อเน่ือง สะทอ้นใหเ้ห็นถึงความกา้วหนา้และประโยชน์ของพืช
ดดัแปลงพนัธุกรรมท่ีมีต่อประสิทธิภาพการผลิต ส่ิงแวดลอ้ม สุขภาพ และสังคม ท่ีไดรั้บการยอมรับ
จากเกษตรกร ผูบ้ริโภคและสังคม ทั้งในประเทศอุตสาหกรรมและประเทศก าลงัพฒันา การเพิ่มข้ึน
ของพื้นท่ีปลูกดงักล่าวน้ีจะเป็นแนวทางส าคญัท่ีมีผลต่อการใชแ้ละการยอมรับพืชดดัแปลง
พนัธุกรรมทัว่โลกในอนาคต อยา่งไรก็ตาม การใชป้ระโยชน์จากพืชดดัแปลงพนัธุกรรมน้ี ผูบ้ริโภค
บางส่วนยงัคงมีความกงัวลถึงความปลอดภยัของพืชดงักล่าว ส่งผลใหเ้กิดงานวจิยัจ  านวนมาก  เพื่อ
พิสูจน์ความปลอดภยัของพืชดดัแปลงพนัธุกรรม 

 
ในปัจจุบนัไดมี้การดดัแปลงพนัธุกรรมของพืชหลายชนิด ซ่ึงมีทั้งท่ีเป็นพืชอาหารและไม่ใช่

อาหาร เช่น การสร้างพืชท่ีผลิตผลสุกแก่ชา้ ซ่ึงพืชดดัแปลงพนัธุกรรมท่ีสร้างข้ึนจะมีกระบวนการ
ทางชีวเคมีท่ีเก่ียวขอ้งกบัขั้นตอนใดขั้นตอนหน่ึงของกระบวนการสุกแก่เกิดข้ึนชา้ลง หยดุลง หรือมี
การสังเคราะห์สารเคมีบางชนิดมาชะลอกระบวนการสุกแก่ ท าใหผ้ลไมสุ้กชา้ลง ดอกไมเ้ห่ียวชา้ลง 
หรือผลไมสุ้กแต่ไม่น่ิม ลกัษณะผลิตผลดงักล่าวท าใหเ้กษตรกรหรือผูค้า้สามารถควบคุมปริมาณ
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ผลผลิตท่ีจะออกสู่ตลาด ซ่ึงท าใหร้าคาผลิตผลมีเสถียรภาพมากข้ึน ตวัอยา่งของพืชดดัแปลง
พนัธุกรรมท่ีวางตลาดแลว้ ไดแ้ก่ คาร์เนชนั เมลอน มะเขือเทศ  (สมจินต,์ ม.ป.ป.) เป็นตน้  

 
2.  กล้วยไม้สกุลหวายดัดแปลงพนัธุกรรม 
 

กลว้ยไมจ้ดัเป็นพืชท่ีมีความส าคญัอนัดบัหน่ึงของสินคา้ประเภทไมด้อกไมป้ระดบัของไทย 
ประเทศไทยเป็นแหล่งผลิตกลว้ยไมเ้มืองร้อนท่ีใหญ่ท่ีสุดในทวปีเอเชีย ซ่ึงประกอบดว้ยกลว้ยไม้
สกุลหวาย แวนดา้ แคทลียา มอ็คคารา รองเทา้นารี ตลอดจนกลว้ยไมพ้ื้นเมืองชนิดต่างๆ ทั้งท่ีมีการ
คา้ขายและการส่งออกกลว้ยไมใ้นรูปกลว้ยไมต้ดัดอก ตน้และตน้กลา้ในสภาพปลอดเช้ือ และ
ผลิตภณัฑจ์ากดอกกลว้ยไม ้โดยมีแนวโนม้การส่งออกเพิ่มข้ึนน ารายไดเ้ขา้ประเทศเป็นอยา่งมาก ท า
ใหมี้การพฒันาพนัธ์ุใหไ้ดพ้นัธ์ุใหม่ท่ีหลากหลายเป็นท่ีพอใจของผูบ้ริโภค ปัจจุบนัจึงมีการ
สนบัสนุนการวจิยักลว้ยไมใ้นดา้นต่างๆ เพื่อแกปั้ญหาการปลูกเล้ียงและพฒันาเทคโนโลยกีารผลิต
เพื่อใหไ้ดก้ลว้ยไมท่ี้มีคุณภาพและมาตรฐานตรงกบัความตอ้งการของตลาด 

 
กลว้ยไมส้กลุหวาย (Dendrobium) เป็นไมต้ดัดอกท่ีส าคญัทางเศรษฐกิจของประเทศไทย 

แหล่งปลูกเล้ียงท่ีส าคญั ไดแ้ก่ กรุงเทพมหานคร สมุทรสาคร นครปฐม นนทบุรี และราชบุรี เป็นตน้ 
ในธุรกิจการคา้ขายไมด้อกไมป้ระดบัในตลาดโลกนั้น มาตรฐานและคุณภาพของดอกไมเ้ป็นส่ิง
ส าคญัท่ีจะตอ้งพิจารณาเป็นอนัดบัแรก เพราะเปรียบเสมือนเคร่ืองหมายรับประกนัสินคา้ท่ีสร้าง
ความพึงพอใจและความมัน่ใจแก่ผูบ้ริโภค ซ่ึงขอ้ส าคญัคือ อายกุารใชง้าน หรืออายกุารปักแจกนัท่ี
เหมาะสม ซ่ึงรักชนก (2549) ไดถ่้ายยนี ACC oxidase (ACO) โดยเทคนิค antisense โดยใชย้นี ACO 
ท่ีไดจ้ากมะละกอ เขา้สู่กลว้ยไมส้กุลหวายตดัดอกสายพนัธ์ุท่ีนิยมทางการคา้ 2 สายพนัธ์ุ คือ โซเนีย 
‘บอม 17’ และ โซเนีย  ‘เอียสกุล’ โดยยนี ACO น้ีเป็นยนีท่ีควบคุมการสร้างเอนไซม ์ACC oxidase ท่ี
ใชใ้นการผลิตเอทิลีน (ภาพท่ี 1) ซ่ึงเป็นฮอร์โมนท่ีมีบทบาทส าคญัต่อคุณภาพดอกไม ้ผลของ
ฮอร์โมนมีส่วนส าคญัท่ีเร่งใหด้อกไมเ้ส่ือมสภาพเร็ว การถ่ายยนี ACO แบบ antisense มีผลท าให้
กลว้ยไมท้ั้ง 2 สายพนัธ์ุท่ีไดรั้บการถ่ายยนีมีการผลิตเอทิลีนลดลง เน่ืองจากมีกิจกรรมของเอนไซม ์
ACC oxidase ต ่ากวา่กลว้ยไมป้กติ  

 
ต่อมา ปิยนุช (2553) ไดศึ้กษาต่อเน่ืองถึงการคงอยูข่องยนีและลกัษณะทางสรีระของ

กลว้ยไมส้กลุหวาย 2 สายพนัธ์ุดงักล่าว เปรียบเทียบกบักลว้ยไมท่ี้ไม่ไดรั้บการถ่ายยนีในระดบั
หอ้งปฏิบติัการ พบวา่ จากการใชเ้ทคนิค polymerase chain reaction แสดงผลการคงอยูข่องยนี 
antisense CPACO ในสายตน้ต่างๆ จ านวน 90 เปอร์เซ็นต ์และเม่ือสุ่มบางสายตน้มาตรวจสอบดว้ย
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เทคนิค Southern hybridization สามารถยนืยนัผลการคงอยูข่องยนีได ้และจากการศึกษาในเบ้ืองตน้
ถึงการแสดงออกของยนีดงักล่าว พบวา่มีผลยบัย ั้งกิจกรรมของเอนไซม ์ACO และกลว้ยไมมี้การ
สร้างเอทิลีนต ่ากวา่ปกติ   ท าใหด้อกกลว้ยไมส้กุลหวายท่ีไดรั้บการถ่ายยนี antisense CPACO มีอายุ
การปักแจกนันานข้ึนประมาณ 30 เปอร์เซ็นต ์เม่ือเปรียบเทียบกบักลว้ยไมส้กุลหวายท่ีไม่ไดรั้บการ
ถ่ายยนี ส าหรับลกัษณะทางสรีระพบวา่ กลว้ยไมส้กุลหวายท่ีไดรั้บการถ่ายยนี antisense CPACO มี
การเจริญเติบโตในภาพรวมทั้งทางดา้น จ านวนใบ ความสูงล าลูกกลว้ย ความกวา้งล าลูกกลว้ย และ
จ านวนล าต่อกอใกลเ้คียงกบักลว้ยไมส้กลุหวายท่ีไม่ไดรั้บการถ่ายยนี จากงานวจิยัท่ีต่อเน่ืองจากรัก
ชนก (2549) และปิยนุช (2553) หอ้งปฏิบติัการเพาะเล้ียงเซลล ์เน้ือเยือ่พืช และการถ่ายยนี  
ศูนยเ์ทคโนโลยชีีวภาพเกษตร สามารถคดัเลือกสายตน้กลว้ยไมส้กุลหวายทั้ง 2 สายพนัธ์ุ ท่ีไดรั้บการ
ถ่ายยนีจ านวนสายพนัธ์ุละ 4 สายตน้ เพื่อน าออกปลูกในโรงเรือนชีวนิรภยั ซ่ึงเป็นสายตน้ท่ีน ามาใช้
ในการประเมินอลัลีโลพาทีในงานวจิยัน้ี 
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ภาพที ่1  กลไกการสังเคราะห์และการควบคุมการสร้างเอทิลีน 
 
ทีม่า: Kevin et al. (2002) 
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3.  ความปลอดภัยทางชีวภาพ (Biosafety) 
 

ปัจจุบนั เทคโนโลยกีารดดัแปลงพนัธุกรรมมีบทบาทในการวจิยัและพฒันาอยา่งมาก 
หน่วยงานหลายแห่งทั้งภาครัฐและเอกชน มีการด าเนินงานเก่ียวกบัการวจิยัและการพฒันา
เทคโนโลยชีีวภาพสมยัใหม่หรือพนัธุวศิวกรรม เพื่อใชป้ระโยชน์ทั้งดา้นเกษตรกรรม การแพทยแ์ละ
สาธารณสุข การอนุรักษส่ิ์งแวดลอ้ม และการพฒันาอุตสาหกรรม เพื่อเพิ่มประสิทธิภาพในการผลิต
ใหมี้ตน้ทุนการผลิตต ่าลง ขณะท่ีผลผลิตสูง หรือเกิดประโยชน์คุม้ค่ามากข้ึน 

 
ความกา้วหนา้ของเทคโนโลยชีีวภาพเก่ียวกบัการตดัต่อยีนในส่ิงมีชีวติ ไดก่้อให้เกิด

ประโยชน์แก่มนุษยอ์ยา่งมาก แต่ก็อาจส่งผลกระทบต่อมนุษย ์สัตว ์พืช และส่ิงแวดลอ้มโดยรวมได้
ดว้ย ผูบ้ริโภคจึงเกิดความกงัวลต่อการใชป้ระโยชน์ส่ิงมีชีวติตดัต่อพนัธุกรรม ขอ้กงัวลท่ีมี เช่น 
เสถียรภาพของยนี แหล่งยนีท่ีน ามาจากจุลินทรียท่ี์อาจมีโอกาสกลายพนัธ์ุเป็นยนีก่อโรค ยนีท่ีมี
โอกาสหลุดไปสู่พืชหรือจุลินทรียช์นิดอ่ืนๆ ซ่ึงอาจจะก่อใหเ้กิดปัญหาต่อสุขภาพของมนุษยแ์ละสัตว์
ได ้ดว้ยเหตุน้ี มาตรการท่ีใชใ้นการดูแลความปลอดภยัในการด าเนินงานดา้นพนัธุวศิวกรรม หรือ 
มาตรการดา้นความปลอดภยัทางชีวภาพ (biosafety) จึงเป็นส่ิงส าคญั  

 
การประเมินความปลอดภยัทางชีวภาพของพืชดดัแปลงพนัธุกรรมจึงเป็นแนวความคิดใน

การพิจารณาผลกระทบและประเมินความเส่ียง หรืออนัตรายต่อความปลอดภยัของสุขภาพมนุษย ์ 
และความหลากหลายทางชีวภาพอนัอาจเกิดในการวจิยัและพฒันา การเคล่ือนยา้ย การจดัการ และ
การใชป้ระโยชน์ส่ิงมีชีวิตท่ีไดรั้บการปรับปรุงเปล่ียนแปลงพนัธ์ุโดยใชเ้ทคโนโลยพีนัธุวศิวกรรม 
(genetically modified organisms: GMOs) (สุทศัน์, 2542) 

 
ดงันั้น งานวจิยัทางพนัธุวศิวกรรมและส่ิงมีชีวติท่ีมีการตดัต่อยนี จึงตอ้งผา่นการทดสอบ

ความปลอดภยัทางชีวภาพ ทั้งในระดบัห้องปฏิบติัการและระดบัภาคสนามอยา่งละเอียดถ่ีถว้น เพื่อ
สร้างความเขา้ใจท่ีถูกตอ้งตามหลกัวทิยาศาสตร์และสามารถอธิบายใหส้าธารณชนยอมรับได ้ก่อนท่ี
จะมีการอนุญาตให้น ามาใชป้ระโยชน์ได ้โดยเฉพาะการประเมินความปลอดภยัท่ีเก่ียวกบัสุขภาพ
อนามยัของมนุษยแ์ละสัตวท่ี์ใชผ้ลิตภณัฑท่ี์ไดจ้ากส่ิงมีชีวิตดดัแปลงพนัธุกรรม (คณะกรรมการ
เทคนิคดา้นความปลอดภยัทางชีวภาพ, 2556) 
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ในกรณีของการประเมินผลกระทบของพืชดดัแปลงพนัธุกรรมต่อส่ิงแวดลอ้มนั้น ในการ
ผลิตพืชดดัแปลงพนัธุกรรม มกัมีขอ้กงัวลถึงความปลอดภยัและผลท่ีจะเกิดกบัส่ิงแวดลอ้ม รวมทั้ง
ผูบ้ริโภคบางกลุ่มมีความเช่ือวา่เป็นส่ิงอนัตราย ท าใหมี้กลุ่มต่อตา้นการผลิตพืชดดัแปลงพนัธุกรรม 
ส าหรับประเทศไทยนั้นมีการศึกษาเก่ียวกบัพืชดดัแปลงพนัธุกรรมหลายชนิด แต่ในขณะน้ีมีเพยีง
นโยบายใหท้ าการทดลองในระดบัโรงเรือนไดแ้ต่ยงัไม่อนุญาตใหป้ลูกเป็นการคา้ และหากน าเขา้
เมล็ดพนัธ์ุตอ้งมีการรับรองเร่ืองสุขภาพ แต่ในอนาคตประเทศไทยอาจไม่สามารถหลีกเล่ียงพืช
ดดัแปลงพนัธุกรรมได ้ซ่ึงแรงกดดนัระหวา่งประเทศจะท าใหป้ระเทศไทยตอ้งตดัสินใจ แต่ก่อนท่ีจะ
ถึงจุดนั้นตอ้งมีความชดัเจนในเร่ืองของศกัยภาพบุคลากรภาครัฐและภาคเอกชนท่ีจะคุม้ครองสุขภาพ
และส่ิงแวดลอ้มในเร่ืองท่ีเก่ียวกบัพืชดดัแปลงพนัธุกรรม ศกัยภาพของไทยในการพฒันาพืช
ดดัแปลงพนัธุกรรม ระบบการคุม้ครองทรัพยสิ์นทางปัญญาท่ีไม่ท าใหเ้กิดการผกูขาดพนัธ์ุพืช
ดดัแปลงพนัธุกรรม และระบบคุม้กนัการแพร่กระจายของพืชดดัแปลงพนัธุกรรมตามธรรมชาติ 
ดงันั้นจึงจ าเป็นตอ้งค านึงถึงความปลอดภยัทางชีวภาพ ซ่ึงหมายรวมถึงการประเมินและบริหาร
จดัการพืชดดัแปลงพนัธุกรรมไม่ใหเ้กิดความเสียหายต่อระบบเกษตรกรรม (ศิริลกัษณ์, 2552) 

 
Rieger et al. (1999) ไดเ้สนอแนวทาง การประเมินความเส่ียงอนัเกิดข้ึนไดจ้ากพืชดดัแปลง

พนัธุกรรม โดยมุ่งไปท่ีความเส่ียงหลกั 4 ประการ ไดแ้ก่ 
 
1. การท่ีพืชดดัแปลงพนัธุกรรมอาจกลายเป็นวชัพืชท่ีสามารถบุกรุกพืชอ่ืนท่ีข้ึนตาม    
    ธรรมชาติ 
 
2. การถ่ายเทของยนีขา้มระหวา่งพืชดดัแปลงพนัธุกรรมกบัพืชธรรมชาติ 
 
3. ความเสถียรในการแสดงออกของยนีในพืชดดัแปลงพนัธุกรรม 
 
4. การท่ีผลิตภณัฑจ์ากพืชดดัแปลงพนัธุกรรมอาจก่อให้เกิดพิษหรืออาการแพใ้นมนุษยแ์ละ 
    สัตวไ์ด ้
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Kowalchuk et al. (2003) ไดใ้หค้วามเห็นวา่ ผลกระทบของพืชดดัแปลงพนัธุกรรมท่ีอาจมี
ต่อจุลินทรียใ์นดินนั้น อาจเกิดข้ึนใน 2 ลกัษณะ คือ 

 
1. พืชดดัแปลงพนัธุกรรมอาจสร้างสารผลิตภณัฑ์ ซ่ึงอาจซึมผา่นทางราก แลว้ส่งผลต่อ

จุลินทรียใ์นดิน 
 
2. การดดัแปลงพนัธุกรรมอาจส่งผลต่อคุณภาพของเน้ือเยื่อพืช ซ่ึงอาจมีผลกระทบต่อ

จุลินทรียใ์นดิน 
 
 ปัจจุบนัในต่างประเทศมีการอนุญาตใหมี้การปลูกพืชดดัแปลงพนัธุกรรมอยา่งแพร่หลาย จึง
มีผูใ้หค้วามสนใจศึกษาเก่ียวกบัผลกระทบจากการปลูกพืชดดัแปลงพนัธุกรรมต่อส่ิงแวดลอ้ม 
โดยเฉพาะการถ่ายทอดยนีสู่ส่ิงแวดลอ้มหรือผลกระทบอ่ืนท่ีมีต่อระบบนิเวศ และความหลากหลาย
ของส่ิงมีชีวติในระบบนิเวศ โดยเปรียบเทียบกบัพืชปลูกสายพนัธ์ุปกติทัว่ไป (Conner et al., 2003) 
การประเมินโอกาสท่ีจะเกิดความเส่ียง เพื่อน าไปใชใ้นการจดัการป้องกนัผลกระทบทั้งสองดา้น ซ่ึง
การประเมินความเส่ียงท่ีเกิดข้ึนควรท าการประเมินในหลายๆ ดา้น (Kaplan and Garrick, 1981) ซ่ึงมี
รายงานการศึกษาวจิยัเพื่อประเมินวา่ พืชดดัแปลงพนัธุกรรมไม่ส่งผลกระทบต่อส่ิงแวดลอ้ม โดย
เทคนิคการประเมินอลัลีโลพาที เช่น งานวิจยัในยคูาลิปตสั (Kikuchi et al., 2009) และกุหลาบ 
(Nakamura et al., 2011) 
 
4.  อลัลโีลพาที (Allelopathy) 
 

ค าวา่ อลัลีโลพาที (allelopathy) มาจากรากศพัทภ์าษากรีก 2 ค า คือ alleon หมายถึงซ่ึงกนั
และกนั และ pathos หมายถึงเดือดร้อนหรือท าใหเ้กิดอนัตราย ปรากฏการณ์อลัลีโลพาที เป็น
ปฏิกิริยาทางชีวเคมีของพืชและจุลินทรีย ์มีผลทั้งในดา้นการยบัย ั้งและการกระตุน้ปฏิกิริยาทางเคมี 
ท าใหเ้กิดผลกระทบต่อการเจริญเติบโตและพฒันาการของพืชและจุลินทรีย ์(Rice, 1984) Putnam 
(1985) ไดอ้ธิบายความหมายของอลัลีโลพาทีวา่เป็นผลกระทบของพืชชั้นสูงชนิดหน่ึงท่ีมีผลต่อการ
งอก การเจริญเติบโตและพฒันาการของพืชอีกชนิดหน่ึง ซ่ึงอาจจะส่งผลดีในดา้นการกระตุน้หรือ
ส่งผลเสียในดา้นการยบัย ั้งการเจริญเติบโตและพฒันาการของพืชชนิดอ่ืน รวมทั้งจุลินทรีย ์และ 
Joung and Chung (2000) เรียกสารเคมีท่ีพืชปลดปล่อยออกมาและแสดงฤทธ์ิอลัลีโลพาทีวา่  
สารอลัลีโลเคมิคอล (allelochemical) หรือ สารอลัลีโลพาทิค (allelopathic compound) ต่อมา Fitter 
(2003) และ Inderjit and Duke (2003) ไดเ้พิ่มความหมายของอลัลีโลพาทีวา่ คือ กลไกรบกวนการอยู่
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รอดหรือการตาย โดยสารอลัลีโลพาทิคท่ีปลดปล่อยออกมาจากพืชมีผลต่อสังคมพืช และมีบทบาท
ส าคญัในธรรมชาติและการจดัการระบบนิเวศ  และสมาคมอลัลีโลพาทีนานาชาติ (International 
Allelopathy Society: IAS) ใหค้วามหมายของอลัลีโลพาทีวา่ เป็นกระบวนการท่ีเก่ียวขอ้งกบัการ
สร้างสารทุติยภูมิ (secondary metabolite) ท่ีพืช สาหร่าย รา และแบคทีเรียสร้างข้ึน แลว้สารเหล่านั้น
มีผลต่อระบบชีววทิยาและการเกษตร (จรรยา, 2544)  

 
สมชาติ (2542) รายงานวา่ ในพืชต่างชนิดกนัจะสร้างสารอลัลีโลพาทิคท่ีแตกต่างกนั 

นอกจากน้ีในเน้ือเยือ่พืชและส่วนของพืชท่ีต่างกนั จะสร้างสารอลัลีโลพาทิคในปริมาณท่ีต่างกนั 
ทั้งน้ีข้ึนอยูก่บัปัจจยัทางดา้นพืช ดิน และสภาพแวดลอ้ม ปรากฏการณ์อลัลีโลพาทีสามารถพบได้
ทัว่ไปโดยเฉพาะระบบนิเวศการเกษตร ซ่ึงเป็นระบบนิเวศท่ีมีการศึกษาถึงผลทางอลัลีโลพาทีกนั
อยา่งกวา้งขวาง เช่น อลัลีโลพาทีต่อพืชปลูก วชัพืช และจุลินทรีย ์เพื่อเป็นแนวทางในการจดัการ
ระบบการเกษตร ช่วยใหไ้ดผ้ลิตผลมากข้ึน ไม่เป็นอนัตรายต่อส่ิงแวดลอ้ม และน าไปสู่การพฒันา
ทางดา้นการเกษตรแบบยัง่ยืนต่อไป (Duke and Lydon, 1993) 
 
5.  การปลดปล่อยสารอลัลโีลพาทคิจากพชื 
 

การปลดปล่อยสารอลัลีโลพาทิคจากพืชออกสู่ส่ิงแวดลอ้มมีหลายวธีิการ ไดแ้ก่ 
 
5.1  การระเหย (volatilization) สารอลัลีโลพาทิคท่ีพืชสร้างข้ึนจะระเหยออกมาจากส่วน

ต่างๆ ของพืชสู่บรรยากาศ แลว้ไปมีผลกระทบต่อพืชอ่ืนๆ เช่น สารกลุ่มเทอร์พีน (terpene) จาก 
Salvia leucophylla และสารเทอร์พีนอยดจ์าก Artemisia califormia ซ่ึงพบวา่สามารถยบัย ั้งการ
เจริญเติบโตของพืชไดห้ลายชนิด (Rice, 1984) และจากการศึกษาในพืชบลูฮาวาย (Otacanthus spp.) 
พบวา่ น ้ามนัหอมระเหยท่ีไดจ้ากพืชน้ีประกอบดว้ยสารในกลุ่ม monoterpenoids และ 
sesquiterpenoids ซ่ึงอยูใ่นกลุ่มสาร terpenoid ท่ีจดัเป็นกลุ่มของสารอลัลีโลพาทิคนั้น ส่งผลต่อการ
เปล่ียนแปลงทางสัณฐานวทิยาของพืช (Ronse et al., 1997) 
 

5.2  การปลดปล่อยทางราก (exudation from roots) พชืสามารถปลดปล่อยสารอลัลีโลพาทิค 
ออกจากรากสู่ส่ิงแวดลอ้ม และสารเหล่าน้ีอาจไปมีผลต่อการเจริญเติบโตของพืชชนิดอ่ืน เช่น ขา้ว 
(Oryza sativa) สามารถปลดปล่อยสาร momilactone B ออกมาทางรากและส่งผลใหเ้กิดการยบัย ั้ง
การเจริญเติบโตของรากและล าตน้ของเมล็ด cress (Lepidium sativum L.) นอกจากน้ีสาร 
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momilactone B ยงัส่งผลต่อการพกัตวัของเมล็ด ยบัย ั้งการงอกและการเจริญเติบโตของตน้กลา้พืชท่ี
อยูใ่กลเ้คียงอีกดว้ย (Kato-Noguchi, 2003) 

 
5.3  การชะลา้ง (leaching ) เกิดจากผลการชะลา้งโดยหมอก น ้าฝนหรือน ้าคา้ง ท าใหส้ารท่ี

ละลายน ้าไดจ้ากส่วนของตน้พืชละลายลงดิน การชะลา้งเกิดไดจ้ากหลายส่วน เช่น ใบสด ราก หรือ
แมก้ระทัง่ส่วนของซากท่ีอยูใ่นดิน เช่น มีรายงานวา่น ้าชะลา้งจากใบ Chenopodium murale ท่ีสะสม
อยูบ่ริเวณดินมีผลยบัย ั้งการเจริญเติบโตของล าตน้ขา้ว (Inderjit and Duke, 2003) 
 

5.4  การสลายตวัของซากพืช (decomposition of plant residue) เป็นการปลดปล่อยสารออก
จากส่วนต่างๆ ของพืชท่ีร่วงหล่นลงบนพื้นดิน หรือทบัถมในดินจนเกิดการเน่าเป่ือยตามธรรมชาติ 
หรือถูกยอ่ยสลายโดยจุลินทรียใ์นดินในสภาพท่ีมีออกซิเจน ท าใหป้ลดปล่อยสารอลัลีโลพาทิค 
ออกมาหลายชนิด  และส่งผลกระทบต่อพืชชนิดอ่ืนทั้งทางตรงและทางออ้ม เช่น การสลายตวัของ
รากอลัฟัลฟา (Medicago sativa L.) มีผลท าใหก้ารพฒันาของเมล็ดหญา้คาลดลง (Abdul-Rahman 
and Habib, 2005) 
 
6.  ผลกระทบของสารอลัลีโลพาทคิ 
 

ผลของสารอลัลีโลพาทิคนั้นอาจเกิดจากผลรวมของสารหลายชนิดท าปฏิกิริยาร่วมกนั มี
ผลกระทบต่อกระบวนการหน่ึง หรือหลายกระบวนการในลกัษณะพร้อมๆ หรือต่อเน่ืองกนั ซ่ึง
ส่งผลกระทบต่อกระบวนการต่างๆ ในพืช ไดแ้ก่ การแบ่งตวัและการขยายขนาดของเซลล ์การ
ท างานของฮอร์โมน การดูดซึมธาตุอาหารของพืช การสังเคราะห์แสงและกระบวนการท่ีเก่ียวขอ้ง 
การหายใจ การสังเคราะห์โปรตีน ความสามารถในการยอมใหส้ารซึมผา่นเยือ่หุม้เซลล ์
(permeability) การสังเคราะห์ leghaemoglobin และการตรึงไนโตรเจน (Rizvi and Rizvi, 1992) 

 
เม่ือสารอลัลีโลพาทิคถูกปลดปล่อยออกสู่ส่ิงแวดลอ้ม จะมีผลกระทบต่อการเจริญเติบโต

ของพืชอ่ืนไดท้ั้งทางตรงและทางออ้ม ผลกระทบทางตรงจะเก่ียวขอ้งกบักระบวนการต่างๆ ของการ
เจริญเติบโตและเมแทบอลิซึม (metabolism) ของพืช ส่วนผลกระทบทางออ้มจะเป็นผลท่ีมีต่อการ
เปล่ียนแปลงคุณสมบติัของดิน ความเป็นประโยชน์ของธาตุอาหาร การเปล่ียนแปลงประชากรและ
กิจกรรมของส่ิงมีชีวติในดิน ทั้งท่ีเป็นอนัตรายและเป็นประโยชน์ (Rizvi and Rizvi, 1992) 
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ดวงพร (2543) อธิบายถึงผลกระทบของอลัลีโลพาทีวา่มี 2 ระดบั คือ 
 
1. ระดบัปฐมภูมิ เกิดจากเศษซากพืชท่ีมีสารพิษถูกยอ่ยสลายหรือถูกน ้าฝนชะ รวมทั้ง

สารพิษท่ีจุลินทรียส์ร้างระหวา่งการยอ่ยสลายเศษซากพืช แลว้มีผลต่อการเจริญของพืชอีกชนิดท่ีอยู่
ในดินนั้น เช่น terpenes และ flavonoids ในตน้ Teucrium royleanum (Baruah et al., 1994) และ 
mycotoxins ซ่ึงเป็นกลุ่มสารพิษท่ีสร้างข้ึนจากเช้ือรา (Mizutani, 1989) เป็นตน้ 

 
2. ระดบัทุติยภูมิ เกิดจากการท่ีพืชสร้างและปลดปล่อยสารพิษออกมาขณะท่ียงัมีชีวิตอยู ่ไม่

รุนแรงเท่ากบัสารพิษจากเศษซากพืช ผลกระทบท่ีเห็นชดัเจน เช่น การปล่อยสารพิษจากตน้  
Juglans nigra จะมีสารพิษท่ีท าลายมะเขือเทศได ้(ชาญ, 2536) และดาวเรือง (Tagetes erecta L.) ซ่ึง
มีสารประกอบทางเคมีหลายชนิดท่ีแตกต่างกนัตามส่วนต่างๆ ของพืช (Lorenzo et al., 2002; Parejo 
et al., 2005) และส่วนท่ีเป็นน ้ามนัหอมระเหย (essential oil) ซ่ึงพบมากท่ีบริเวณใบและดอก (Soule, 
1993) การสกดัสารจากส่วนต่างๆ ของดาวเรือง หรือการใชส่้วนต่างๆ ของดาวเรืองโดยตรงสามารถ
น ามาใชป้ระโยชน์ดว้ยกนัหลายดา้น เช่น ยบัย ั้งการเจริญเติบโตของจุลินทรีย ์(Tereschuk et al., 
1997) ใชเ้ป็นสารก าจดัแมลง (จรงศกัด์ิ และ มณทินี, 2555; Dharmagadda et al., 2005) รวมถึงก าจดั
วชัพืช จากการศึกษาของ Batish et al. (2007) พบวา่ การใชใ้บแหง้ของดาวเรือง (T. minuta) มีผลท า
ใหก้ารงอกและการเติบโตของวชัพืชในแปลงนาขา้วลดลง เป็นตน้ 

 
7.  วธีิการทีใ่ช้ในการศึกษาผลทางอลัลโีลพาที 
 

การศึกษาผลทางอลัลีโลพาทีในระดบัห้องปฏิบติัการ มกัใชว้ธีิการทดสอบทางชีวภาพท่ีมี
วตัถุประสงคห์ลกัในการทดสอบต่างกนั ดงัน้ี 

 
 7.1  การตรวจสอบผลทางอลัลีโลพาทีต่อพืชอ่ืน 
 

       7.1.1  การตรวจสอบโดยเทคนิค sandwich method 
 
                  เทคนิค sandwich method เป็นวธีิท่ีพฒันาข้ึนโดย Fujii (1994) เทคนิคน้ีเป็นการ

ทดสอบผลทางชีวภาพ เพื่อทดสอบกิจกรรมทางอลัลีโลพาทีของพืชในระดบัหอ้งปฏิบติัการ โดยการ
ใชส้ารสกดัจากตวัอยา่งพืชหรือการใชช้ิ้นส่วนพืชอบแหง้วางแทรกตรงกลางระหวา่งชั้นอาหารวุน้ 
และวางเมล็ดพืชทดสอบ เช่น ผกักาดหอม บนผิวหนา้อาหารวุน้ บ่มไวใ้นสภาพมืด แลว้ตรวจสอบ

http://th.wikipedia.org/wiki/%E0%B8%88%E0%B8%B8%E0%B8%A5%E0%B8%B4%E0%B8%99%E0%B8%97%E0%B8%A3%E0%B8%B5%E0%B8%A2%E0%B9%8C
http://th.wikipedia.org/w/index.php?title=%E0%B8%81%E0%B8%B2%E0%B8%A3%E0%B8%A2%E0%B9%88%E0%B8%AD%E0%B8%A2%E0%B8%AA%E0%B8%A5%E0%B8%B2%E0%B8%A2&action=edit&redlink=1
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ผลการปลดปล่อยสารระเหยจากตวัอยา่งพืชอยา่งชา้ๆ โดยเปรียบเทียบผลการเจริญเติบโตของตน้
กลา้พืชทดสอบ ซ่ึงอาจเป็นไปไดท้ั้งดา้นการยบัย ั้งหรือการส่งเสริมการเจริญเติบโต เทคนิค 
sandwich method น้ีสามารถน ามาใชต้รวจสอบตวัอยา่งพืชจ านวนมากไดภ้ายในระยะเวลาอนัสั้น มี
รายงานการทดสอบดว้ยวธีิน้ี เช่น การทดสอบใน Juglans nigra L. (Jose and Gillespie, 1998) ใน 
Eucalyptus camaldulensis (Shiraishi et al., 2002; Fujii et al., 2003, 2004) และใน Cucurbita pepo 
L. cv. Scarlette (Qasem and Issa, 2010) เป็นตน้ 

 
        7.1.2  การตรวจสอบโดยวธีิ soil germination method 
 

      เทคนิค soil germination method เป็นวธีิการหน่ึงท่ีนิยมใชใ้นการประเมินผล
ทางอลัลีโลพาทีท่ีมีการปลดปล่อยออกจากรากพืช ซ่ึงสามารถใชส้ าหรับการประเมินความปลอดภยั
ทางชีวภาพของพืชดดัแปลงพนัธุกรรมต่อการประเมินความเส่ียงอนัอาจเกิดข้ึนไดต่้อพืชปลูก
ตามหลงัภายใตส้ภาพโรงเรือน ซ่ึงมีรายงานการตรวจสอบดว้ยวธีิน้ี เช่น การตรวจสอบใน 
Eucalyptus camaldulensis (Kikuchi et al., 2009) 
 

7.2  การตรวจสอบผลทางอลัลีโลพาทีต่อจุลินทรียร์อบราก 
 
       เทคนิคการเพาะเช้ือและการนบัจ านวนเซลลใ์นจานเพาะเช้ือ (plate cultivation method 

หรือ plate count method) เป็นวธีิการหน่ึงท่ีใชต้รวจสอบปริมาณประชากรจุลินทรียท่ี์อาจเกิดการ
เปล่ียนแปลงเน่ืองจากผลทางอลัลีโลพาที วธีิน้ีใชก้นัแพร่หลายส าหรับการนบัเซลลท่ี์ยงัมีชีวติ
โดยเฉพาะแบคทีเรีย ท าโดยการเพาะเช้ือแบบเซลลแ์ขวนลอยลงในจานอาหารวุน้เพาะเล้ียงเช้ือ 
จากนั้นน าจานเพาะเล้ียงเช้ือจุลินทรียไ์ปบ่มท่ีสภาพแวดลอ้มและระยะเวลาท่ีเหมาะสมเพื่อ
ตรวจสอบจ านวนโคโลนีจุลินทรียท่ี์เกิดข้ึน วธีิการท่ีนิยมใชใ้นหอ้งปฏิบติัการ เช่น เทคนิค pour 
plate ท าโดยการท าเช้ือให้เจือจางลงเร่ือยๆ และน าไปผสมกบัวุน้ท่ีหลอมเหลวและเยน็ลงประมาณ 
50 องศาเซลเซียส ในจานอาหารท่ีผา่นการฆ่าเช้ือแลว้ และเทคนิค spread plate  ซ่ึงท าโดยน าเช้ือท่ี
เจือจางเหมาะสมแลว้มากระจายบนผวิอาหารแขง็ดว้ย spreader รูปตวั L เป็นตน้ ปกติการนบัจ านวน
เซลลม์กัรายงานผลเป็นจ านวนโคโลนีท่ีเกิดข้ึน (Colony Forming Units: CFU) ต่อมิลลิลิตร มากกวา่
ท่ีจะบอกเป็นจ านวนเซลลต่์อมิลลิลิตร (ดวงพร, 2545) 

 
 



15 

       วธีิการนบัจ านวนจุลินทรียโ์ดยการนบัจ านวนโคโลนี มีพื้นฐานจากขอ้สมมติ 3 อยา่ง 
คือ เซลลจุ์ลินทรียห์น่ึงเซลลเ์จริญและแบ่งตวัเพื่อสร้างโคโลนีเด่ียว เช้ือจุลินทรียเ์ร่ิมตน้ (original 
inoculum) มีลกัษณะเป็นเน้ือเดียวกนั (homogeneous) และไม่มีเซลลใ์ดๆ ท่ีอยูร่วมกนั (no 
aggregate) วธีิน้ีท าง่าย นบัจ านวนไดดี้แมว้า่จะมีจ านวนเช้ือจุลินทรียน์อ้ย และนิยมใชก้นัอยา่ง
กวา้งขวางทั้งจากตวัอยา่งน ้าและดิน แต่ขอ้จ ากดัในการใช ้plate count method คือ ตอ้งค านึงถึง
อาหารท่ีใช ้และสภาพแวดลอ้มการบ่ม (นงลกัษณ์ และ ปรีชา, 2548) 
 

       การนบัเซลลจุ์ลินทรียด์ว้ยวธีิน้ีจ  านวนโคโลนีท่ีเจริญบนจานอาหารมีความส าคญัต่อ
ความส าเร็จมาก คือ ตอ้งมีจ านวนจุลินทรียไ์ม่มากหรือนอ้ยเกินไป  โดยทัว่ไปจะนบัเฉพาะจาน
อาหารท่ีมีจ านวนโคโลนีระหวา่ง 20-200 โคโลนีเท่านั้น  ดงันั้น เพื่อใหจ้  านวนโคโลนีท่ีเจริญบน
จานอาหารอยูใ่นช่วงดงักล่าว ควรท าการเจือจางเช้ือเร่ิมตน้หลายๆ คร้ัง  โดยทัว่ไปนิยมเจือจางโดย
ท าเป็นล าดบั (serial dilution) ล าดบัละ 10 เท่า แลว้ท าการเพาะเช้ือจุลินทรียท่ี์แต่ละระดบัการเจือจาง
ลงบนจานอาหาร เม่ือเช้ือจุลินทรียเ์จริญบนจานอาหารแลว้ นบัจ านวน และสามารถน าผลมา
ค านวณหาจุลินทรียต่์อกรัมหรือมิลลิลิตรของตวัอยา่งได ้ทั้งน้ี การนบัจ านวนเซลลจ์ะไดผ้ลดีเพียงใด 
ข้ึนอยูก่บัปัจจยัหลายอยา่ง เช่น การสุ่มเก็บตวัอยา่ง ชนิดของแบคทีเรียและความสามารถท่ีจะเจริญ
บนอาหารเล้ียงเช้ือ อุณหภูมิและระยะเวลาในการบ่มเช้ือ จ านวนซ ้ าของการทดลอง และความ
ละเอียดรอบคอบในการตรวจนบั เป็นตน้ (ศิริพรรณ, 2550) 
 

       ส าหรับรายงานการตรวจสอบปริมาณจุลินทรียใ์นดินนั้น สายพิณ (2547) อธิบายวา่ 
จุลินทรียเ์ป็นส่ิงมีชีวิตขนาดเล็กท่ีมองไม่เห็นดว้ยตาเปล่า เม่ือเจริญรวมกนัเป็นกลุ่มเป็นกอ้นหรือ
โคโลนีบนอาหารแขง็จึงจะสามารถมองเห็นได ้โดยหลกัการถือวา่ 1 โคโลนี เจริญมาจากจุลินทรีย ์ 
1 เซลล ์การนบัจ านวนโคโลนีของจุลินทรียท่ี์เจริญในอาหารแขง็ เรียกวา่ agar plate count method 
เป็นวธีิหน่ึงท่ีนิยมใชใ้นการหาปริมาณจุลินทรียใ์นดิน โดยน าสารสกดัจากดินตวัอยา่งท่ีเป็นแหล่ง
อาศยัท่ีเหมาะสมในการเจริญของจุลินทรียดิ์นมาเพาะเล้ียงในปัจจยัต่างๆ ท่ีเหมาะสม เช่น ชนิด
อาหารเล้ียงเช้ือ สภาพแวดลอ้มและระยะเวลาในการบ่มเช้ือ เป็นตน้ 

 
       จุลินทรียใ์นดินมีปริมาณมาก ส่วนใหญ่มกัจะเกาะอยูก่บัอนุภาคดิน และมีหลายชนิด

ปะปนกนั จึงมกัจะตอ้งท าให้ดินตวัอยา่งเจือจางเป็นสารแขวนลอยและเกล่ียใหก้ระจายอยา่ง
สม ่าเสมอบนผวิหนา้อาหารแขง็เพาะเล้ียงเช้ือจุลินทรีย ์เรียกวา่ dilution plate method ชนิดและ
จ านวนโคโลนีของจุลินทรียท่ี์นบัไดจ้ะแตกต่างกนัไปตามปัจจยัท่ีใชใ้นการเล้ียงเช้ือ ปริมาณ
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จุลินทรียท่ี์นบัไดม้กัจะต ่ากวา่ท่ีเป็นจริง แต่วธีิน้ีเป็นวธีิท่ีสะดวกและเหมาะสมกบัจุลินทรียท่ี์เจริญ
เป็นโคโลนีบนอาหารเล้ียงเช้ือในหอ้งปฏิบติัการ เช่น แบคทีเรีย เช้ือรา และแอคติโนมยัซีท เป็นตน้ 

 
       แบคทีเรียในดินเป็นจุลินทรียพ์วกโปรคาริโอติคเซลล ์มีลกัษณะเป็นเซลลเ์ด่ียวขนาด  

0.001 - 0.005 มิลลิเมตร ขยายพนัธ์ุไดร้วดเร็ว ในดินท่ีเหมาะสมต่อการเจริญของแบคทีเรียอาจพบถึง 
107 เซลลต่์อดินแหง้ 1 กรัม การหาปริมาณแบคทีเรียในดินท าไดโ้ดยวธีิ dilution plate method จาก
สารสกดัดินท่ีมีความเจือจางเหมาะสม แลว้เกล่ียใหก้ระจายบนอาหารเพาะเล้ียงแบคทีเรีย และบ่มใน
สภาพแวดลอ้มท่ีเหมาะสมต่อการเจริญของแบคทีเรียดิน นบัปริมาณโคโลนีแบคทีเรียท่ีตรวจสอบ
ได ้(สายพิณ, 2547) 
 

       ส่วนการตรวจสอบปริมาณเช้ือราในดิน ซ่ึงจดัเป็นจุลินทรียพ์วกยคูาริโอติคเซลล์ มี
ความแตกต่างกนัมากในดา้นรูปร่าง ขนาดโครงสร้างและการสืบพนัธ์ุ มีทั้งเป็นเซลลเ์ด่ียวและหลาย
เซลล ์เช้ือราในดินพบทั้งท่ีเป็นสาย (mycelium) และในรูปของสปอร์ (spore) การหาปริมาณของ 
เช้ือราใชว้ธีิเช่นเดียวกบัแบคทีเรีย โดยใชเ้ทคนิค dilution plate method แต่ความตอ้งการปัจจยัใน
การเล้ียงเช้ือจะแตกต่างกนั คือ โคโลนีของเช้ือรามีขนาดใหญ่เจริญแผก่วา้งไดร้วดเร็วมาก และ
ตอ้งการความช้ืนมากกวา่แบคทีเรีย (สายพิณ, 2547) 

 
       ส าหรับการตรวจสอบปริมาณแอคติโนมยัซีทในดิน ซ่ึงจดัเป็นจุลินทรียก์ลุ่มท่ีมี

ลกัษณะร่วมของแบคทีเรียและเช้ือรา เน่ืองจากคุณสมบติัท่ีเป็นโปรคาริโอติคเซลลข์นาดเล็ก  
เส้นผา่นศูนยก์ลาง 0.5 - 1 ไมครอน ขนาดโคโลนีใกลเ้คียงกบัแบคทีเรีย เส้นใยบางส่วนฝังอยูใ่น
อาหารเล้ียงเช้ือ เกาะกนัแน่น สร้างสปอร์แหง้เป็นฝุ่ นคลา้ยแป้งอยูบ่นโคโลนี ส าหรับการตรวจสอบ
ปริมาณของแอคติโนมยัซีทสามารถใชว้ธีิเช่นเดียวกบัแบคทีเรีย โดยใชเ้ทคนิค dilution plate method 
ดงัท่ีกล่าวไวแ้ลว้ขา้งตน้ (สายพิณ, 2547) 

 
       การตรวจสอบปริมาณจุลินทรียดิ์นในกรณีของการปลูกพืชดดัแปลงพนัธุกรรมนั้น 

ส่วนใหญ่แลว้การประเมินความเส่ียงของการปลูกพืชดดัแปลงพนัธุกรรมท่ีมีต่อโครงสร้างและ
หนา้ท่ีของประชากรจุลินทรียดิ์นเปรียบเทียบกบัพืชปกติ มกัจะเก่ียวขอ้งกบัจุลินทรียร์อบรากพืช 
(rhizosphere microbes) ซ่ึงอาจไดรั้บผลกระทบจากรากพืชโดยตรง โดยสารประกอบอินทรียต่์างๆ 
จากรากพืช มีผลต่อการเจริญเติบโต โครงสร้างประชากรจุลินทรียดิ์น ชนิดและปริมาณจุลินทรียดิ์น 
แสดงใหเ้ห็นวา่ สารประกอบอินทรียท่ี์พืชปลดปล่อยออกมานั้นมีปฏิสัมพนัธ์ระหวา่งรากพืชและ
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จุลินทรียร์อบรากพืช จากหลกัการน้ีจึงไดมี้การน ามาใชศึ้กษาวเิคราะห์กลุ่มประชากรจุลินทรียใ์นดิน
ท่ีมีการปลูกพืชดดัแปลงพนัธุกรรมหลายรายงาน เช่น 
 
 Germida (n.d.) ทดสอบอิทธิพลของคาโนลาดดัแปลงพนัธุกรรมท่ีอาจมีผลเก่ียวขอ้งกบั
ปริมาณประชากรจุลินทรียดิ์นและจุลินทรียใ์นรากพืช และส่งผลกระทบต่อความหลากหลายทาง
ชีวภาพของจุลินทรียดิ์น ซ่ึงผลการทดลอง พบวา่ คาโนลาดดัแปลงพนัธุกรรมน้ีมีผลเปล่ียนแปลง
ความหลากหลายของประชากรจุลินทรียท่ี์เกิดข้ึนไดใ้นระยะเวลาชัว่คราวและมีความผนัแปรได ้
ทั้งน้ี ประชากรจุลินทรียท่ี์เก่ียวขอ้งกบัดินและพืชน้ีไม่เพียงแต่ไดรั้บอิทธิพลจากชนิดพนัธ์ุพืชและ
การสอดแทรกยนีเขา้สู่ตน้พืช แต่ยงัเกิดไดจ้ากปัจจยัสภาพแวดลอ้ม เช่น สภาพพื้นท่ีแปลงปลูก และ
วนัท่ีเก็บตวัอยา่ง เป็นตน้ 
 

Siciliano and Germida (1999) แยกเช้ือและจ าแนกลกัษณะของแบคทีเรียในดินปลูก 
คาโนลา (Brassica napus) พบวา่ องคป์ระกอบของประชากรจุลินทรียท่ี์อยูบ่ริเวณรอบรากคาโนลา
พนัธ์ุ Quest ซ่ึงเป็นคาโนลาดดัแปลงพนัธุกรรมใหมี้ลกัษณะตา้นทานสารก าจดัวชัพืช basta มีความ 
แตกต่างอยา่งมีนยัส าคญัเม่ือเปรียบเทียบกบัพนัธ์ุดั้งเดิม คือ B. napus พนัธ์ุ Excel และ B. rapa พนัธ์ุ 
Parkland และพบวา่มีการเปล่ียนแปลงความหลากหลายทางอนุกรมวธิานของประชากรจุลินทรียดิ์น
รอบรากพืชดว้ย 

 
Dunfield and Germida (2001) ศึกษากลุ่มประชากรแบคทีเรียในรากคาโนลาดดัแปลง

พนัธุกรรม เพื่อยนืยนัผลการศึกษาของ Siciliano and Germida อีกคร้ัง พบวา่ ประชากรแบคทีเรียใน
รากคาโนลาดดัแปลงพนัธุกรรมตา้นทานสารก าจดัวชัพืช basta ยงัคงมีความแตกต่างกบัประชากร
แบคทีเรียในรากคาโนลาพนัธ์ุดั้งเดิมทั้ง 2 สายพนัธ์ุ คือ B. napus พนัธ์ุ Excel และ B. rapa พนัธ์ุ 
Parkland 

 
ส าหรับการทดลองในประเทศไทย กษมา (2550) ศึกษาผลกระทบของมะละกอดดัแปลง

พนัธุกรรมสายพนัธ์ุแขกนวลท่ีตา้นทานโรคใบด่างวงแหวน ต่อกลุ่มประชากรแบคทีเรียรอบรากใน
สภาวะโรงเรือน พบวา่ ปริมาณและชนิดของเช้ือแบคทีเรียรอบรากมะละกอดดัแปลงพนัธุกรรมและ
มะละกอปกติไม่มีความแตกต่างกนั และเม่ือวิเคราะห์เปรียบเทียบโครงสร้างกลุ่มประชากรรอบราก
ตามคุณสมบติัทางสรีรวทิยา พบวา่ กลุ่มประชากรแบคทีเรียท่ีอาศยัอยูร่อบรากมะละกอดดัแปลง
พนัธุกรรมและมะละกอปกติในแต่ละเดือนจดัอยูใ่นกลุ่มเดียวกนั 
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8.  การศึกษารูปแบบการสร้างสารอลัลโีลพาทคิโดยเทคนิค HPLC 
 
เทคนิค high performance liquid chromatography (HPLC) เป็นวธีิการหน่ึงในการศึกษาสาร

ออกฤทธ์ิทางชีวภาพเบ้ืองตน้ เพือ่ทดสอบกิจกรรมทางอลัลีโลพาทีของพืชในระดบัห้องปฏิบติัการ 
โดยอาศยัการเปรียบเทียบลกัษณะโครมาโทแกรมของสารในตวัอยา่งพืช ซ่ึงวธีิน้ีสามารถแสดงผล
การตรวจสอบไดดี้ มีความไวสูง มีความน่าเช่ือถือทั้งดา้นการประเมินเชิงคุณภาพและการวเิคราะห์
เชิงปริมาณของสารท่ีสนใจ โดยการเปรียบเทียบกบัสารมาตรฐาน 

 
เบญจา (2553) อธิบายวา่ โดยหลกัการแลว้ เคร่ือง HPLC เป็นเคร่ืองมือท่ีใชส้ าหรับการแยก

สารประกอบท่ีสนใจท่ีผสมอยูใ่นตวัอยา่ง โดยกระบวนการแยกสารประกอบท่ีสนใจจะเกิดข้ึน
ระหวา่งเฟส 2 เฟส คือ เฟสอยูก่บัท่ี (stationary phase) กบั เฟสเคล่ือนท่ี (mobile phase) ซ่ึงสารจะ
ถูกแยกออกมาในเวลาท่ีต่างกนั โดยสารผสมท่ีอยูใ่นตวัอยา่งสามารถถูกแยกออกจากกนัไดน้ั้น 
ข้ึนอยูก่บัความสามารถในการเขา้กนัไดดี้ของสารนั้นกบั mobile phase หรือ stationary phase 
สารประกอบตวัใดท่ีสามารถเขา้กนัไดดี้กบั mobile phase จะเคล่ือนท่ีผา่น column ไดเ้ร็ว สารนั้นก็
จะถูกแยกออกมาก่อน ส่วนสารท่ีเขา้กนัไดไ้ม่ดีกบั mobile phase หรือเขา้กนัไดดี้กบั stationary 
phase จะเคล่ือนท่ีผา่น column ไดช้า้ ก็จะถูกแยกออกมาทีหลงั สารท่ีถูกแยกออกมาไดน้ี้จะถูก
ตรวจวดัสัญญาณดว้ยตวัตรวจวดั สัญญาณท่ีบนัทึกไดจ้ากตวัตรวจวดัจะมีลกัษณะเป็นพีค ซ่ึงจะ
เรียกวา่ โครมาโทแกรม  
 

เบญจา (2553) อธิบายวา่ ส่วนประกอบหลกัของเคร่ือง HPLC ประกอบดว้ย  
 

1.  mobile phase/solvent ตวัท าละลายท่ีใชใ้นการชะหรือแยกตวัอยา่ง เป็นเฟสเคล่ือนท่ี  
มีลกัษณะเป็นของเหลว ท าหนา้ท่ีในการน าสารตวัอยา่งและตวัท าละลายเขา้สู่เฟสอยูก่บัท่ีท่ีบรรจุอยู่
ในคอลมัน์ ซ่ึงกระบวนการแยกจะเกิดข้ึนภายในคอลมัน์  
 

2.  pump ท าหนา้ท่ี ดึงตวัท าละลายซ่ึงท าหนา้ท่ีเป็นเฟสเคล่ือนท่ีเขา้สู่ระบบ HPLC  
 

3.  injector/auto-sampler ท าหนา้ท่ีในการฉีดสารตวัอยา่งเขา้ระบบ HPLC  
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4.  column ภายในบรรจุดว้ยเฟสอยูก่บัท่ี มีลกัษณะเป็นของแขง็หรือเจล ท าใหเ้กิด
กระบวนการแยกองคป์ระกอบของสารท่ีสนใจ โดยกระบวนการแยกเกิดข้ึนระหวา่งเฟสท่ีเคล่ือนท่ี
กบัเฟสอยูก่บัท่ี  
 

5.  detector เป็นตวัตรวจวดัสัญญาณ ท าหนา้ท่ีในการตรวจวดัสัญญาณของสารท่ีสนใจท่ีได้
จากกระบวนการแยก  

 
     ส าหรับรายงานการทดสอบสารออกฤทธ์ิทางชีวภาพเบ้ืองตน้โดยวธีิ HPLC น้ี ใน

กลว้ยไม ้Tatsuzawa et al. (2005) ศึกษาการจ าแนกและการกระจายสารกลุ่ม anthocyanins ใน
กลว้ยไมส้กลุหวายชนิดต่างๆ (Dendrobium spp.) ดว้ยเทคนิค HPLC และตรวจสอบท่ีค่าการดูดกลืน
แสง 530 นาโนเมตร พบการกระจายของรงควตัถุ anthocyanins เฉพาะในบางชนิด แต่ไม่พบใน 
Den. affine  

 
     Zhang et al. (2006) พฒันาวธีิการวเิคราะห์สาร metabolite ท่ีอยูใ่นกลุ่มอนุพนัธ์ของ 

coumarin 3 ชนิด ใน Dendrobium thyrsiflorum โดยใชเ้ทคนิค HPLC-DAD ระบบ gradient ของ 
0.5% acetic acid และ acetonitrile ซ่ึงวเิคราะห์โดยเทียบค่า retention time และ spectrum กบัสาร
มาตรฐาน พบวา่ คุณภาพสารตวัอยา่งข้ึนอยูก่บัชนิดของส่วนท่ีน ามาตรวจสอบและการเก็บตวัอยา่งท่ี
ต่างกนัจากสถานท่ีต่างกนั ซ่ึงพบวา่ดอกมีปริมาณสารสูงสุด 94.8 มิลลิกรัมต่อกรัม รองลงมาคือ ใบ 
32.7 มิลลิกรัมต่อกรัม ล าตน้ 29.3 มิลลิกรัมต่อกรัม และราก 1.47 มิลลิกรัมต่อกรัม ดงันั้น  
ความแตกต่างดงักล่าวอาจเกิดจากสภาพแวดลอ้มท่ีต่างกนั สภาพการปลูก และระยะเวลาการเก็บ
ตวัอยา่งเช่นกนั  

 
     Yang et al. (2006) วเิคราะห์สารประกอบฟีนอล 11 ชนิด ซ่ึงประกอบดว้ย bibenzyls 5 

ชนิด phenanthrenes 3 ชนิด และ fluorenenes 3 ชนิด ท่ีเป็นองคป์ระกอบหลกัในกลว้ยไมส้กุล 
Dendrobium โดยใช ้HPLC-DAD ดว้ยระบบ gradient ของ acetonitrile และ 0.01% trifluoroacetic 
acid พบวา่ วธีิการน้ีสามารถแยกสารไดดี้ท่ีค่า retention time นาน 45 นาที จึงน ามาใชใ้นการ
ตรวจสอบปริมาณสารประกอบฟีนอลในกลว้ยไม ้Dendrobium อีก 31 ชนิดท่ีมีสรรพคุณทางยา 
พบวา่มีความแตกต่างการกระจายฟีนอลและปริมาณความเขม้ขน้ในชนิดพนัธ์ุท่ีทดสอบ 

 

     นอกจากน้ียงัมีรายงานการใชเ้ทคนิค HPLC ช่วยในการศึกษาองคป์ระกอบของสารใน
พืชปกติเทียบกบัพืชดดัแปลงพนัธุกรรม เช่น Diogo et al. (2009) วเิคราะห์สารสกดัจากกระเมง็ 
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(Eclipta alba) โดยศึกษาสารสกดัจากกระเมง็ตามธรรมชาติและกระเมง็ดดัแปลงพนัธุกรรมท่ี
ไดรั้บการถ่ายยนีโดยใช ้Agrobacterium rhizogenes สายพนัธ์ุ LBA 9402 เพื่อใชใ้นการผลิตยาตา้น
เอนไซม ์phospholipases A2ในพิษงู และตา้นความเป็นพิษต่อกลา้มเน้ือของพิษงู สารสกดัจากส่วน
เหนือดินและส่วนรากกระเม็งตามธรรมชาติ และกระเมง็ดดัแปลงพนัธุกรรมถูกวิเคราะห์ดว้ย
เคร่ือง HPLC จากการวเิคราะห์กระเมง็ตามธรรมชาติ พบวา่ส่วนเหนือดินมีสาร coumestan 
wedelolactone เขม้ขน้สูง ขณะท่ีส่วนรากพบสาร demethylwedelolactone เขม้ขน้สูง ส าหรับใน
ตน้ดดัแปลงพนัธุกรรม ส่วนรากของ clone ท่ี 19 มีความเขม้ขน้ของ coumestan สูงกวา่ส่วนอ่ืน  
 
9.  งานวจัิยทีเ่กี่ยวข้องกบัการศึกษาผลทางอลัลีโลพาที 
 

แมว้า่การศึกษาผลทางอลัลีโลพาทีในระดบัหอ้งปฏิบติัการโดยใชว้ธีิการทดสอบต่างๆ กนั 
จะมีความยากในการตรวจสอบหรือศึกษา เน่ืองจากพืชตอ้งเจริญเติบโตดว้ยกนั และยากท่ีจะแยก
ระหวา่งการตอบสนองท่ีเกิดจากการแข่งขนัและการตอบสนองท่ีเกิดโดยอลัลีโลพาทีได ้แต่ก็เป็นส่ิง
ท่ีน่าสนใจและมีผลการศึกษาทดลองกนัอยา่งกวา้งขวาง เช่น 

 
 Fujii et al. (2003) ตรวจสอบผลของกิจกรรมทางอลัลีโลพาทีในตวัอยา่งพืชท่ีมีสรรพคุณ
ทางยา 239 ชนิด โดยใชว้ธีิ sandwich method ซ่ึงวธีิน้ีมีประโยชน์ส าหรับการตรวจสอบตวัอยา่งพืช
จ านวนมากในระดบัห้องปฏิบติัการ ผลการทดลองพบวา่ สารสกดัจากพืชมีผลต่อการเจริญเติบโต
ของพืชทดสอบ คือ ผกักาดหอม (Lactuca sativa L. Great Lakes 366) โดยสารสกดัจากพืช 223 
ชนิด มีผลยบัย ั้งการเจริญเติบโตของรากผกักาดหอม ซ่ึงพืชวงศ ์Annonaceae Euphorbiaceae 
Guttiferae Leguminosae และ Myrtaceae สามารถยบัย ั้งการเจริญของรากผกักาดหอมมากกวา่ 80 
เปอร์เซ็นต ์ขณะท่ีสารสกดัจากพืช 17 ชนิด กลบัมีผลส่งเสริมการเจริญเติบโตของรากผกักาดหอม 
และเม่ือใชส้ารสกดัจากตวัอยา่งพืชน ้าหนกั 50 มิลลิกรัม พบวา่พืชวงศ ์Leguminosae และ 
Myrtaceae ยบัย ั้งการเจริญของรากผกักาดหอมไดสู้งสุด 100 เปอร์เซ็นต ์
 
 Anjum et al. (2010) ไดท้  าการประเมินกิจกรรมทางอลัลีโลพาทีของพืชท่ีใชท้างการแพทย ์
โดยใชเ้ทคนิค sandwich method และใชผ้กักาดหอมเป็นพืชทดสอบ ซ่ึงมีการประเมินผลทั้งดา้นการ
ยบัย ั้งและการกระตุน้อตัราการงอกของเมล็ด การเจริญเติบโตทางยอดและราก ผลการทดลองพบวา่ 
ส่วนของใบมีผลยบัย ั้งและกระตุน้การเจริญของผกักาดหอมไดแ้ตกต่างกนัข้ึนอยูก่บัชนิดของพืชท่ี
น ามาตรวจสอบ โดยเฉพาะ Albizia lebbeck และ Broussonetia papyrifera พบวา่ มีผลยบัย ั้งการ
เจริญทางยอดและรากของผกักาดหอมไดม้ากกวา่พืชชนิดอ่ืนๆ  



21 

Pukclai and Kato-Noguchi (2010) ศึกษาผลทางอลัลีโลพาทีของพืชท่ีมีสรรพคุณเป็น
สมุนไพรไทย 11 ชนิดต่อการเจริญของตน้กลา้พืชทดสอบ 5 ชนิด คือ cress (Lepidium sativum L.) 
ผกักาดหอม (Lactuca sativa L.) ถัว่ alfalfa (Medicago sativa L.) หญา้ timothy (Phleum pratense 
L.) และหญา้ปลอ้งขา้วนก (Digitaria sanguinalis L.) โดยใชเ้ทคนิค bioassay พบวา่ น ้าสกดัจากพืช
นั้นมีผลยบัย ั้งการเจริญดา้นความยาวของรากและยอดตน้กลา้พืชทดสอบทุกชนิดแตกต่างกนั โดย
กระเจ๊ียบแดง (Hibiscus sabdariffa) มีผลการยบัย ั้งการเจริญของตน้กลา้ cress และถัว่ alfalfa สูงสุด 
ส่วนชะพลู (Piper samentosum) ทองพนัชัง่ (Rhinacanthus nasutus) และบอระเพด็ (Tinospora 
tuberculata) มีแนวโนม้ทางอลัลีโลพาทียบัย ั้งการเจริญของผกักาดหอมสูงสุด รองลงมาคือ ยบัย ั้ง
การเจริญของหญา้ timothy และหญา้ปลอ้งขา้วนก ตามล าดบั ดงันั้น ผลการยบัย ั้งทางอลัลีโลพาที
ของพืชสมุนไพรไทยจึงข้ึนอยูก่บัชนิดของพนัธ์ุพืชทดสอบ ซ่ึงมีผลดีส าหรับการแยกและการจดั
จ าแนกชนิดสารอลัลีโลพาทิคต่อไป 

 
Ahmad et al. (2011) ไดท้  าการศึกษาผลทางอลัลีโลพาทีของ Teucrium royleanum โดย

ทดสอบการยบัย ั้งการเจริญของเมล็ดผกักาดหอมดว้ยเทคนิค sandwich method และใชเ้ทคนิค  
dish pack method เพื่อการประเมินน ้ามนัหอมระเหย ผลการทดลองพบวา่ สารทุติยภูมิจากตน้         
T. royleanum มีคุณสมบติัทางอลัลีโลพาที มีความเป็นพิษต่อพืช และสามารถใชป้ระโยชน์ในการ
พฒันาสารก าจดัวชัพืชได ้

 
Morikawa et al. (2012) ไดศึ้กษากิจกรรมทางอลัลีโลพาทีของพืชพื้นเมืองในประเทศเปรู 

170 ชนิด โดยใชว้ธีิ sandwich method พบวา่ พืชบางชนิดมีผลการยบัย ั้งการเจริญเติบโตสูง เช่น 
Aristeguietia ballii, Diplostephium foliosissimum (Asteraceae) และ Spondias mombin 
(Anacardiaceae) โดยมีผลยบัย ั้งการเจริญของรากตน้กลา้ผกักาดหอมมากกวา่ 90 เปอร์เซ็นต ์

 
ส าหรับการศึกษาผลทางอลัลีโลพาทีในพืชดดัแปลงพนัธุกรรมนั้นมีรายงานค่อนขา้งนอ้ย 

โดย Taniguchi et al. (2008) ท าการประเมินความปลอดภยัทางชีวภาพของตน้ปอปลาร์ 
(Liriodendron tulipifera) ดดัแปลงพนัธุกรรมเพื่อเพิ่มปริมาณเซลลูโลสในล าตน้ พบวา่ ตน้ปอปลาร์
ดดัแปลงพนัธุกรรมมีการเจริญเติบโตเร็วกวา่ตน้ปอปลาร์พนัธ์ุปกติ แต่ไม่มีความแตกต่างอยา่ง
ชดัเจน ส่วนการประเมินกิจกรรมทางอลัลีโลพาที พบวา่ ตน้ปอปลาร์ดดัแปลงพนัธุกรรมไม่มีการ
ผลิตสารอลัลีโลพาทิคท่ีเป็นอนัตราย และจากการประเมินความปลอดภยัทางชีวภาพทั้งหมด 
สรุปไดว้า่ ตน้ปอปลาร์ดดัแปลงพนัธุกรรมไม่มีผลกระทบต่อความหลากหลายทางชีวภาพ 
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Kikuchi et al. (2009) ท าการทดสอบผลทางอลัลีโลพาทีในยคูาลิปตสัท่ีไดรั้บการถ่ายยนี 
CodA เพื่อตรวจสอบความปลอดภยัทางชีวภาพ โดย 4 วธีิการ คือ sandwich bioassay,  
soil germination, gas chromatography เพื่อศึกษาสารระเหยในพืช และ high performance liquid 
chromatography (HPLC) เพื่อศึกษา phenolic compounds จากใบพืช ผลจากการตรวจสอบทั้ง 4 วธีิ
พบวา่ ไม่มีความแตกต่างระหวา่งพืชดดัแปลงพนัธุกรรมและพืชปกติ  
 

นอกจากน้ี Nakamura et al. (2011) ท าการประเมินความเส่ียงดา้นส่ิงแวดลอ้มของกุหลาบ 
ดดัแปลงพนัธุกรรม เพื่อการผลิต delphinidin เปรียบเทียบกบักุหลาบพนัธ์ุปกติท่ีไม่ไดรั้บการ
ดดัแปลงพนัธุกรรม โดยศึกษาในกุหลาบ (Rosa hybrida) 2 สายตน้ ท่ีมีอยูท่ ั้งในประเทศญ่ีปุ่นและ
ออสเตรเลีย ซ่ึงมีการปรับเปล่ียนสีดอกใหมี้แอนโทไซยานินสูงดว้ยยนี flavonoid 3’,5’-hydroxylase 
จากตน้ไวโอเล็ต (Viola tricolor) และยนี anthocyanin 5-acyltransferase จากตน้แววมยุรา (Torenia 
fournieri) ผลการทดลองตรวจสอบการผลิตสารอลัลีโลพาทิคในกุหลาบดดัแปลงพนัธุกรรมดว้ยวธีิ
ทางชีวภาพ คือ ทดสอบฤทธ์ิทางชีวภาพเบ้ืองตน้ท่ีอาจส่งผลกระทบต่อส่ิงมีชีวติบริเวณใกลเ้คียง อาจ
โดยการยบัย ั้งการงอกของเมล็ดพืช หรือมีผลเปล่ียนแปลงจ านวนประชากรจุลินทรีย ์ซ่ึงการศึกษา
เปรียบเทียบน้ีท าโดยการศึกษาประชากรจุลินทรียดิ์น และการเจริญของพืชทดสอบ พบวา่  
ตน้กุหลาบดดัแปลงพนัธุกรรมไม่มีการผลิตสารอลัลีโลพาทิค และพบวา่ตน้กุหลาบป่าพนัธ์ุพื้นเมือง
ของประเทศญ่ีปุ่นมีการเจริญเติบโตใกลเ้คียงกบักุหลาบดดัแปลงพนัธุกรรม  
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อปุกรณ์และวธีิการ 
 

อุปกรณ์ 
 

1.  พชืทีใ่ช้ในการทดลอง 
 

1.1  กลว้ยไมส้กลุหวายท่ีไม่ไดรั้บการถ่ายยนี 2 สายพนัธ์ุ ซ่ึงใชเ้ป็นสายพนัธ์ุควบคุม คือ 
 
       กลว้ยไมส้กลุหวาย โซเนีย ‘บอม17’ (Dendrobium Sonia ‘Bom 17’) 
 
       กลว้ยไมส้กลุหวาย โซเนีย ‘เอียสกุล’ (Dendrobium Sonia ‘Earsakul’)  

  
1.2  กลว้ยไมส้กลุหวายดดัแปลงพนัธุกรรม 2 สายพนัธ์ุ ซ่ึงเกิดจากการถ่ายยนี antisense 

CPACO จากมะละกอ โดยใช ้Agrobacterium tumefaciens สายพนัธ์ุ AGL-1 เป็นพาหะ ท่ีไดจ้าก
งานวจิยัของรักชนก (2549) สายพนัธ์ุละ 4 สายตน้ คือ  
 

        กลว้ยไมส้กลุหวาย โซเนีย ‘บอม17’ (Dendrobium Sonia ‘Bom 17’) จ านวน 4 สายตน้ 
ซ่ึงไดรั้บการถ่ายยนี ดงัน้ี 

 
        - สายตน้ AB1 และ สายตน้ AB2 ไดรั้บการถ่ายยนีโดยใช ้pCAMBIA 1301aACO1 ท่ีมี

ยนี ACO1 วางตวัแบบ antisense 
 
        - สายตน้ AB3 และ สายตน้ AB4 ไดรั้บการถ่ายยนีโดยใช ้pCAMBIA 13121aACO2 ท่ี

มียนี ACO2 วางตวัแบบ antisense 
 
        กลว้ยไมส้กลุหวาย โซเนีย ‘เอียสกุล’ (Dendrobium Sonia ‘Earsakul’) จ  านวน 4 สาย

ตน้ ซ่ึงไดรั้บการถ่ายยนี คือ AE1 AE2 AE3 และ AE4 โดยใช ้pCAMBIA 1301aACO1 ท่ีมียนี ACO1 
วางตวัแบบ antisense 

 
1.3  ผกักาดหอมท่ีใชใ้นการทดสอบ คือ เมล็ดพนัธ์ุผกักาดหอม พนัธ์ุ แกรนด ์แรปิด 954 

ของ บริษทั เพื่อนเกษตรกร จ ากดั 
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2.  เคร่ืองมือและวสัดุอุปกรณ์ในการเตรียมตัวอย่างพชื 
 

2.1  อุปกรณ์เก็บตวัอยา่งพืช ไดแ้ก่ ตะกร้า ถุงพลาสติก กรรไกร เป็นตน้ 
 
2.2  เคร่ืองชัง่ไฟฟ้าทศนิยม 4 ต าแหน่ง 
 
2.3  ตูอ้บความร้อน (Hot air oven, Memmert) 
 

3.  เคร่ืองมือและวสัดุอุปกรณ์ในการเตรียมอาหารเพาะเมลด็และอาหารเลีย้งจุลนิทรีย์ 
 

3.1  เคร่ืองแกว้ต่างๆ เช่น บีกเกอร์ กระบอกตวง แท่งแกว้คนสาร ปิเปต ขวดแกว้ขนาด 4 
ออนซ์ เป็นตน้  

 
3.2  ตูอ้บความร้อน (Hot air oven, Memmert) 
 
3.3  เคร่ืองวดัความเป็นกรด-ด่าง (pH-meter) 
 
3.4  หมอ้น่ึงความดนัไอน ้า (Autoclave machine) 
 
3.5  เคร่ืองกวนสารเคมี (Magnetic stirrer) พร้อมแท่งแม่เหล็ก 
 
3.6  เตาไมโครเวฟ 
 
3.7  จานอาหารพลาสติกส าหรับเล้ียงจุลินทรีย ์ขนาด 9 x 1.5 ตารางเซนติเมตร (Plastic 

Petri-dish, Sterilin)  
 
3.8  จานเพาะเมล็ดชนิด multi-dish plate ขนาดหลุม 3.5 x 1.5 ตารางเซนติเมตร (Multi-dish 

plate, Costar) 
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4.  เคร่ืองมือและอุปกรณ์ส าหรับห้องปฏิบัติการเพาะเลีย้งเนือ้เยือ่พชื 
 
 4.1  ตูย้า้ยเน้ือเยือ่ (Laminar flow cabinet)  
 
 4.2  มีดผา่ตดั ปากคีบ จานแกว้ แท่งแกว้งอเกล่ียสาร และตะเกียงแอลกอฮอล ์
 
 4.3  ชั้นวางจานอาหารเพาะเช้ือและช้ินส่วนพืช 
 
 4.4  เคร่ืองควบคุมอุณหภูมิ (Air–conditioner) 
 
 4.5  ไมโครปิเปต ขนาดต่างๆ 
 
5.  เคร่ืองมือและอุปกรณ์ทีใ่ช้ในการเพาะเมลด็ 
 
              5.1  จานเพาะเมล็ดชนิด multi-dish plate ขนาดหลุม 3.5 x 1.5 ตารางเซนติเมตร (Multi-dish 
plate, Costar)  
 
              5.2  กระถางพลาสติกทรงมาตรฐาน ขนาดเส้นผา่นศูนยก์ลาง 8 น้ิว ส าหรับการเพาะเมล็ด
ในโรงเรือนชีวนิรภยั 
 
              5.3  วสัดุปลูกกลว้ยไม ้คือ กาบมะพร้าวท่ีผา่นการใชป้ลูกกลว้ยไมส้กลุหวายแต่ละสายพนัธ์ุ
มาแลว้เป็นระยะเวลานาน 1 ปี 
 
              5.4  วสัดุปลูกผกักาดหอม ไดแ้ก่ ดินผสม ทรายละเอียด เป็นตน้ 
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6.  เคร่ืองมือและอุปกรณ์ทีใ่ช้ในการสกดัและวเิคราะห์สารอลัลโีลพาทคิ 
 

6.1  อุปกรณ์ต่างๆ ท่ีใชใ้นการสกดัสารอลัลีโลพาทิค ไดแ้ก่ 
 

- อุปกรณ์บดตวัอยา่งพืช ไดแ้ก่ โกร่ง ชอ้นตกัสาร เป็นตน้ 
 
- เคร่ืองแกว้ต่างๆ ไดแ้ก่ บีกเกอร์ กรวยแกว้ กระบอกตวงสาร ขวดแกว้สีชาขนาด 

10 มิลลิลิตร เป็นตน้ 
 
- เคร่ือง sonicators (Ultra-sonic bath, Elma รุ่น Transsonic 460/H) 

 
- เคร่ืองป่ันเหวีย่ง (Centrifuge)  

 
- เคร่ืองกวนตะกอน (Vortex)  

 
- ตูบ้่ม (Incubater Shaker)  
 
- ไมโครปิเปตขนาดต่างๆ 

 
6.2  อุปกรณ์ต่างๆ ท่ีใชใ้นการวเิคราะห์สารอลัลีโลพาทิค ไดแ้ก่ แผน่กรองชนิด nylon 

ขนาดช่อง 0.45 ไมโครเมตร เส้นผา่นศูนยก์ลาง 47 มิลลิเมตร (ส าหรับกรอง 0.01% trifluoroacetic 
acid) แผน่กรองชนิด PTFE ขนาดช่อง 0.45 ไมโครเมตร เส้นผา่นศูนยก์ลาง 13 และ 47 มิลลิเมตร 
(ส าหรับกรองสารสกดัตวัอยา่งและ methanol ตามล าดบั), syringe holder, หลอดฉีดยา, ขวดแกว้เล็ก 
(vial) ขนาด 1.5 มิลลิลิตร พร้อม septum และฝาปิด, insert vial ขนาด 1 มิลลิลิตร, ไมโครปิเปต
ขนาด 1000 ไมโครลิตร ชุดเคร่ืองกรองสารละลายแบบสุญญากาศ 
 

6.3  เคร่ือง High performance liquid chromatography (HPLC) รุ่น Waters (Waters 2998 
Photodiode Array Detector, Waters 600 Controller, Waters 717 Autosampler, Waters Associates, 
Harrow, UK USA) พร้อมขวดใส่สารละลายตวัพา และคอลมัน์ชนิด Luna 5U C18 (เส้นผา่น
ศูนยก์ลาง 4.6 มิลลิเมตร ยาว 250 มิลลิเมตร และขนาดอนุภาคท่ีบรรจุ 5 ไมโครเมตร)  
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7.  สารเคมี 
 
            7.1  สารเคมีส าหรับการเตรียมอาหารเพาะเมล็ดในการทดลอง sandwich method 
 
            7.2  สารเคมีและสารปฏิชีวนะส าหรับเตรียมอาหารเล้ียงเช้ือจุลินทรีย ์ไดแ้ก่ อาหาร PTYG 
(ส าหรับการเพาะเล้ียงแบคทีเรียและแอคติโนมยัซีท) อาหาร OGYE (ส าหรับการเพาะเล้ียงเช้ือรา) 
(ภาคผนวก) สารปฏิชีวนะ Tetracycline 
 
            7.3  สารเคมีส าหรับการสกดัและการวเิคราะห์สารอลัลีโลพาทิค ไดแ้ก่ น ้ากลัน่ 18 เมกะ
โอห์ม (18 MΩ distilled water), 0.01% trifluoroacetic acid, acetonitrile (HPLC grade), methanol 
(HPLC grade)  
 
            7.4  สารละลาย phosphate buffer ความเขม้ขน้ 15 มิลลิโมลาร์ (pH 7.0) (ภาคผนวก) 
 
            7.5  สารเคมีส าหรับปรับค่าความเป็นกรด-ด่าง ไดแ้ก่ hydrochloric acid (HCl)  และ sodium 
hydroxide (NaOH)  
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วธีิการ 
 

การทดลองที ่1  การศึกษาผลทางอลัลโีลพาทขีองกล้วยไม้สกุลหวายดัดแปลงพนัธุกรรมต่อการ
เจริญเติบโตของผกักาดหอม ด้วยวธีิ sandwich method 
 

ศึกษาผลทางอลัลีโลพาทีต่อการเจริญเติบโตของพืชปลูกตามหลงั (sequencial crop) ใน
กลว้ยไมส้กลุหวายท่ีไดรั้บการถ่ายยนีเปรียบเทียบกบักลว้ยไมส้กุลหวายท่ีไม่ไดรั้บการถ่ายยนี 
สายพนัธ์ุเอียสกุลและบอม 17 ในการทดลองน้ีสุ่มตวัอยา่งกลว้ยไมส้ายตน้ละ 5 ตน้ โดยใชต้วัอยา่ง
ใบแก่ใบล่างสุดในล าท่ีมีอายมุากท่ีสุด และตวัอยา่งดอกบานโดยสุ่มคละจากดอกท่ีบาน 5 ดอกใน 
แต่ละช่อ น ามาอบแหง้ในตูอ้บท่ีอุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เป็นระยะเวลา 3 วนั  

 
ใส่ตวัอยา่งพืชอบแหง้ท่ีบดใหมี้ขนาดเล็กลงประมาณ 2 ตารางมิลลิเมตร ลงใน multi-dish 

plate ชนิด 6 หลุม โดยแต่ละตวัอยา่งทดสอบน ้าหนกั 10 และ 50 มิลลิกรัมต่อหลุม ตวงสารละลาย
วุน้ชั้นแรก ความเขม้ขน้ 0.5% ปริมาตร 5 มิลลิลิตร เติมลงใน multi-dish plate ชนิด 6 หลุม ปล่อยทิ้ง
ไวจ้นวุน้แขง็ตวั จากนั้นเติมสารละลายวุน้ชั้นท่ีสอง ปริมาตร 5 มิลลิลิตร ปิดทบับนตวัอยา่งพืช 
ปล่อยทิ้งไวจ้นวุน้แขง็ตวั  วางเมล็ดผกักาดหอม 5 เมล็ดต่อหลุมบนผวิหนา้วุน้ ปิดฝา plate และเก็บ
ในท่ีมืด อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส เป็นระยะเวลา 3 วนั ดงัภาพท่ี 2 และเปรียบเทียบกบัชุดการ
ทดลองควบคุม (external control) คือ การเพาะเมล็ดผกักาดหอมบนอาหารวุน้ท่ีไม่เติมตวัอยา่ง
กลว้ยไม ้โดยวางแผนการทดลองแบบ Completely Randomized Design (CRD) ชุดการทดลองละ  
3 ซ ้ า ซ ้ าละ 3 หลุม และบนัทึกเปอร์เซ็นตก์ารงอกของเมล็ด ความยาวของ radicle และ hypocotyls 
ท าการทดลอง 3 คร้ัง คือ คร้ังท่ี 1 เดือนตุลาคม พ.ศ. 2555 คร้ังท่ี 2 เดือนมิถุนายน พ.ศ. 2556 และ
คร้ังท่ี 3 เดือนตุลาคม 2556 แลว้วเิคราะห์ขอ้มูลทางสถิติดว้ยโปรแกรม SPSS โดยวเิคราะห์ความ
แปรปรวนดว้ยวธีิ Analysis of variance (ANOVA) และเปรียบเทียบความแตกต่างของค่าเฉล่ียของ
ชุดทดลองดว้ยวธีิ Duncan’s New Multiple Range Test (DMRT) 
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ภาพที ่2  การทดสอบผลทางอลัลีโลพาทีโดยวธีิ sandwich method: (A) multi-dish plate ชนิด 6  
               หลุม (B) ใส่ตวัอยา่งพืชน ้าหนกั 10 และ 50 มิลลิกรัมต่อหลุม (C) ตวงสารละลายวุน้ชั้น 
               แรก และชั้นท่ีสอง ชั้นละ 5 มิลลิลิตร เติมลงใน multi-dish plate ชนิด 6 หลุม ปิดทบับน 
               ตวัอยา่งพืช (D) วางเมล็ดผกักาดหอม 5 เมล็ดต่อหลุมบนผวิหนา้วุน้ (E) ปิดฝา plate และ 
               เก็บในท่ีมืด อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส เป็นระยะเวลา 3 วนั 
 
ทีม่า: Fujii et al. (2003) 
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การทดลองที ่2  การศึกษาผลทางอลัลโีลพาทขีองวสัดุปลูกกล้วยไม้สกุลหวายดัดแปลงพนัธุกรรมต่อ
การเจริญเติบโตของผักกาดหอม ด้วยวธีิ soil germination method 
 
 สุ่มตวัอยา่งกาบมะพร้าวเก่าท่ีใชป้ลูกกลว้ยไมส้กุลหวายดดัแปลงพนัธุกรรมและจาก
กลว้ยไมป้กติท่ีไม่ไดรั้บการถ่ายยนีทั้ง 2 สายพนัธ์ุ ซ่ึงใชป้ลูกกลว้ยไมม้าแลว้เป็นเวลา 1 ปี สายตน้ละ 
5 กระถาง น ามาผสมในวสัดุเพาะเมล็ดผกักาดหอม โดยใชอ้ตัราส่วนดินผสม ทรายและกาบมะพร้าว 
5 : 1 : 1 โดยปริมาตร ผสมใหเ้ขา้กนัและใส่ในกระถางพลาสติกทรงมาตรฐานขนาดเส้นผา่น
ศูนยก์ลาง 8 น้ิว เพาะเมล็ดผกักาดหอมกระถางละ 5 เมล็ด   
 

วางแผนการทดลองแบบ Completely Randomized Design (CRD) ชุดการทดลองละ 5 ซ ้ า 
ซ ้ าละ 5 ตน้ บนัทึกผลเปอร์เซ็นตก์ารงอกของเมล็ด และลกัษณะของตน้ผกักาดหอม หลงัการปลูก  
1 เดือน วเิคราะห์ขอ้มูลทางสถิติดว้ยโปรแกรม SPSS โดยวเิคราะห์ความแปรปรวนดว้ยวธีิ Analysis 
of variance (ANOVA) และเปรียบเทียบความแตกต่างระหวา่งค่าเฉล่ียของชุดทดลองดว้ยวธีิ 
Duncan’s New Multiple Range Test (DMRT) 
 
การทดลองที ่3  การตรวจสอบผลของวสัดุปลูกกล้วยไม้สกุลหวายดัดแปลงพนัธุกรรมทีม่ีต่อกลุ่ม
ประชากรจุลนิทรีย์ คือ เช้ือรา แบคทเีรีย และแอคติโนมัยซีท ในน า้สกดักาบมะพร้าว ด้วยวธีิ  
plate cultivation method 
 

ท าการตรวจสอบผลของกลว้ยไมส้กุลหวายดดัแปลงพนัธุกรรมท่ีมีต่อกลุ่มประชากร
จุลินทรียใ์นน ้าสกดักาบมะพร้าว เทียบกบักลว้ยไมส้กุลหวายท่ีไม่ไดรั้บการถ่ายยนีดว้ยวธีิการ
ดดัแปลงจากวธีิของYu et al. (2013) โดยสุ่มตวัอยา่งกาบมะพร้าวท่ีใชป้ลูกกลว้ยไมส้กลุหวาย
ดดัแปลงพนัธุกรรมและกลว้ยไมส้กุลหวายท่ีไม่ไดรั้บการถ่ายยนี ท่ีผา่นการใชง้านมาแลว้ประมาณ 
1 ปี สายตน้ละ 5 กระถาง แยกเช้ือจุลินทรียจ์ากวสัดุปลูกโดยน าตวัอยา่งกาบมะพร้าว 30 กรัม ละลาย
ในสารละลาย phosphate buffer ความเขม้ขน้ 15 มิลลิโมลาร์ ปริมาตร 270 มิลลิลิตร เขยา่ท่ี
อุณหภูมิหอ้ง ความเร็ว 160 รอบต่อนาที นาน 10 นาที ตั้งทิ้งไวใ้หต้กตะกอน น าส่วนใสมาเจือจาง
สารแขวนลอยลงคร้ังละ 10 เท่า (serial dilution) ใหไ้ดค้วามเขม้ขน้ 10-1-10-5 ดูดสารละลายท่ีได้
ปริมาตร 0.1 มิลลิลิตร หยดลงตรงกลางจานอาหารวุน้สูตร Peptone Tryptone Yeast Extract Glucose 
(PTYG) ส าหรับเล้ียงเช้ือแบคทีเรียและแอคติโนมยัซีท และอาหารสูตร Oxytetracycline Glucose 
Yeast Extract (OGYE) ส าหรับเล้ียงเช้ือรา แลว้เกล่ียใหท้ัว่บนจานอาหารดว้ยแท่งแกว้งอท่ีฆ่าเช้ือ
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แลว้ ทิ้งไวใ้หแ้หง้ บ่มเช้ือท่ีอุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส โดยเช้ือราใชร้ะยะเวลาบ่ม 3 วนั ส่วนเช้ือ
แบคทีเรียและแอคติโนมยัซีทใชร้ะยะเวลาบ่ม 7 วนั  

 
วางแผนการทดลองแบบ Completely Randomized Design (CRD) ชุดการทดลองละ 3 ซ ้ า 

ซ ้ าละ 3 จานอาหารเพาะเช้ือ บนัทึกผลการทดลองโดยนบัจ านวนโคโลนีของเช้ือรา แบคทีเรีย และ
แอคติโนมยัซีท แลว้รายงานผลเป็น colony forming unit (CFU) ต่อมิลลิลิตร โดยท่ีจ านวนโคโลนีท่ี
นบัไดบ้นอาหารเล้ียงเช้ือตอ้งอยูร่ะหวา่ง 20-200 โคโลนีต่อหน่ึงจานเล้ียงเช้ือ การค านวณจ านวน
โคโลนีต่อมิลลิลิตร ท าโดยใชสู้ตร 

 

จ านวนเช้ือจุลินทรียต่์อ 1 มิลลิลิตร = 
จ านวนโคโลนีบนจานอาหาร

ความเจือจางของตวัอยา่งท่ีน ามาทดสอบ
 

 
 วเิคราะห์ขอ้มูลทางสถิติเพื่อเปรียบเทียบกลุ่มประชากรจุลินทรียร์อบรากกลว้ยไมส้กุลหวาย
ดดัแปลงพนัธุกรรมดว้ยโปรแกรม SPSS โดยวเิคราะห์ความแปรปรวนดว้ยวธีิ Analysis of variance 
(ANOVA) และเปรียบเทียบความแตกต่างระหวา่งค่าเฉล่ียของชุดทดลองดว้ยวธีิ Duncan’s New 
Multiple Range Test (DMRT) 
 
การทดลองที ่4  การศึกษารูปแบบของโครมาโทแกรมสารสกดัจากกล้วยไม้สกุลหวายดัดแปลง
พนัธุกรรมและกล้วยไม้สกุลหวายปกติทีไ่ม่ได้รับการถ่ายยนี ด้วยวธีิ high performance liquid 
chromatography (HPLC) 
  

ศึกษาในกลว้ยไมส้กุลหวายท่ีไดรั้บการถ่ายยนีเปรียบเทียบกบักลว้ยไมส้กลุหวายท่ีไม่ไดรั้บ
การถ่ายยนี ทั้ง 2 สายพนัธ์ุ โดยใชต้วัอยา่งใบแก่ใบล่างสุดในล าท่ีมีอายมุากท่ีสุด และตวัอยา่งดอก
บานโดยสุ่มคละจากดอกท่ีบาน 5 ดอกในแต่ละช่อ สุ่มตวัอยา่งกลว้ยไมส้ายพนัธ์ุละ 5 ตน้ 

 
การวเิคราะห์สารประกอบฟีนอลิก (phenolic compound) จากกลว้ยไมส้กุลหวายท่ีไดรั้บ

การถ่ายยนี antisense CPACO และจากตน้กลว้ยไมส้กุลหวายปกติท่ีไม่ไดรั้บการถ่ายยนี ท่ีมีอายุ
ประมาณ 1 ปี ดว้ยวธีิการดดัแปลงจากวธีิของ Yang et al. (2006) โดยน าใบและดอกกลว้ยไมอ้บแหง้
ในตูอ้บท่ีอุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เป็นระยะเวลา 3 วนั (จนกระทัง่แหง้ น ้าหนกัคงท่ี) บนัทึก
น ้าหนกัแหง้ แลว้บดส่วนของใบและดอกกลว้ยไมป้ระมาณ 0.25 กรัม ใหล้ะเอียดแลว้ใส่ลงใน 
centrifuge tube ขนาด 50 มิลลิลิตร เติมสารละลายเมทานอลต่อน ้าอตัราส่วน 8 : 2 โดยปริมาตร 
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ปริมาตร 10 มิลลิลิตร ผสมใหเ้ขา้กนัดว้ยเคร่ือง vortex เป็นเวลา 5 นาที บ่มท่ีอุณหภูมิ 50 องศา-
เซลเซียส เป็นเวลา 60 นาที น าไปแช่ในเคร่ือง sonicator เป็นเวลา 45 นาที แลว้น าไปป่ันเหวีย่งดว้ย
ความเร็ว 10,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 10 นาที กรองสารสกดัตวัอยา่งผา่นแผน่กรองขนาด 0.45 
ไมโครเมตร ใส่ลงในขวดสีชาขนาดเล็ก จากนั้นกรองสารสกดัตวัอยา่งผา่นแผน่กรองท่ีมีช่องขนาด 
0.45 ไมโครเมตร ซ ้ าอีกคร้ัง แลว้ยา้ยใส่ลงใน insert vial เพื่อน าไปวเิคราะห์ผลดว้ยวธีิ HPLC โดยใช ้
detector ชนิด photodiode array detector และคอลมัน์ชนิด Luna 5U C18 ใช ้acetonitrile และ 0.01% 
trifluoroacetic acid ในอตัราส่วน 32 : 68 เป็นสารละลายตวัพา ก าหนดอตัราการไหลของสารละลาย
ตวัพาเป็น 1 มิลลิลิตรต่อนาที ปริมาตรท่ีใชใ้นการวิเคราะห์ 10 ไมโครลิตร ตรวจวดัโดยใชค้วามยาว
คล่ืน 280 นาโนเมตร เพื่อวเิคราะห์เปรียบ เทียบโครมาโทแกรมจากกลว้ยไมท่ี้ไดรั้บการถ่ายยนี
เปรียบเทียบกบักลว้ยไมท่ี้ไม่ไดรั้บการถ่ายยนี 
 
สถานทีท่ าการทดลอง 
 
 การศึกษาผลทางอลัลีโลพาทีของกลว้ยไมส้กุลหวายดดัแปลงพนัธุกรรมต่อการเจริญเติบโต
ของผกักาดหอม ท าการทดลอง ณ ห้องปฏิบติัการเพาะเล้ียงเซลล ์เน้ือเยือ่พืช และการถ่ายยนี และ
โรงเรือนชีวนิรภยั ศูนยเ์ทคโนโลยชีีวภาพเกษตร มหาวทิยาลยัเกษตรศาสตร์ วทิยาเขตก าแพงแสน 
จงัหวดันครปฐม 
 

การตรวจสอบผลของกลว้ยไมส้กุลหวายดดัแปลงพนัธุกรรมท่ีมีต่อกลุ่มประชากรจุลินทรีย ์
ท าการทดลอง ณ ห้องปฏิบติัการเพาะเล้ียงเซลล ์เน้ือเยื่อพืช และการถ่ายยนี ศูนยเ์ทคโนโลยชีีวภาพ
เกษตร มหาวทิยาลยัเกษตรศาสตร์ วทิยาเขตก าแพงแสน จงัหวดันครปฐม 

 
ส่วนการศึกษารูปแบบของโครมาโทแกรมสารสกดัจากกลว้ยไมส้กุลหวายดดัแปลง

พนัธุกรรมและกลว้ยไมส้กุลหวายปกติท่ีไม่ไดรั้บการถ่ายยนี ดว้ยวธีิ high performance liquid 
chromatography (HPLC) ท าการทดลอง ณ หน่วยวเิคราะห์วจิยัพฤกษเคมี ฝ่ายปฏิบติัการวจิยัและ
เรือนปลูกพืชทดลอง สถาบนัวจิยัและพฒันา ก าแพงแสน มหาวทิยาลยัเกษตรศาสตร์ วิทยาเขต
ก าแพงแสน จงัหวดันครปฐม 
 
ระยะเวลาการทดลอง 
 
 เร่ิมการทดลองตั้งแต่ เดือนตุลาคม พ.ศ. 2555 ส้ินสุดการทดลอง เดือนมีนาคม พ.ศ. 2557 
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ผลและวจิารณ์ 
 

การทดลองที ่1  การศึกษาผลทางอลัลโีลพาทขีองกล้วยไม้สกุลหวายดัดแปลงพนัธุกรรมต่อการ
เจริญเติบโตของผกักาดหอม ด้วยวธีิ  sandwich  method 
 

การศึกษาผลทางอลัลีโลพาทีของกลว้ยไมส้กุลหวายดดัแปลงพนัธุกรรมท่ีไดรั้บการถ่ายยนี 
antisense CPACO ทั้ง 2 สายพนัธ์ุ คือ พนัธ์ุเอียสกุล จ านวน 4 สายตน้ คือ AE1 AE2 AE3 และ AE4 
และพนัธ์ุบอม 17 จ านวน 4 สายตน้ คือ AB1 AB2 AB3 และ AB4 เปรียบเทียบกบักลว้ยไมส้กุล
หวายท่ีไม่ไดรั้บการถ่ายยนี (AEC และ ABC) โดยศึกษาทั้งในส่วนของใบและดอกกลว้ยไมซ่ึ้งน ามา
อบแหง้แลว้ทดสอบผลท่ีมีต่อการงอกของเมล็ดผกักาดหอม ดว้ยวธีิ sandwich method ตามวธีิการท่ี
ดดัแปลงจาก Fujii et al. (2003) โดยเปรียบเทียบผลทางอลัลีโลพาทีของกลว้ยไมส้กุลหวายดดัแปลง
พนัธุกรรมท่ีไดรั้บการถ่ายยนีกบักลว้ยไมส้กลุหวายท่ีไม่ไดรั้บการถ่ายยนีท่ีมีต่อพืชทดสอบ คือ 
ผกักาดหอม พนัธ์ุ แกรนด ์แรปิด 954 ท าการศึกษา 3 คร้ัง คือ คร้ังท่ี 1 เดือนตุลาคม พ.ศ. 2555 คร้ังท่ี 
2 เดือนมิถุนายน พ.ศ. 2556 และคร้ังท่ี 3 เดือนตุลาคม 2556 โดยศึกษาผลเปอร์เซ็นตก์ารงอก การ
เจริญเติบโตของ radicle และ hypocotyl ของตน้กลา้ผกักาดหอมบนอาหารวุน้ โดยมีผลการทดลอง
แสดงในตารางท่ี 1-6  

 
1.1  การศึกษาในกลว้ยไมส้ายพนัธ์ุเอียสกุล ผลการทดลองแสดงในตารางท่ี 1 และ 2 
 
       ผลการศึกษาคร้ังท่ี 1 
 
       เม่ือทดสอบผลทางอลัลีโลพาทีของใบและดอกของกลว้ยไมส้กุลหวายดดัแปลง

พนัธุกรรมสายพนัธ์ุ ‘เอียสกุล’ 4 สายตน้ คือ AE1 AE2 AE3 และ AE4 ต่อการเจริญเติบโตของ
ผกักาดหอม พนัธ์ุ แกรนด ์แรปิด 954 โดยวธีิ sandwich method ท่ีน ้าหนกัตวัอยา่ง 10 และ 50 
มิลลิกรัม คร้ังท่ี 1 เดือนตุลาคม พ.ศ. 2555 พบวา่ การใชต้วัอยา่งกลว้ยไมส้กุลหวายสายพนัธ์ุเอียสกุล
ทั้งท่ีไดรั้บการถ่ายยนีและไม่ไดรั้บการถ่ายยนี น ้าหนกั 10 มิลลิกรัม ส่งผลยบัย ั้งการเจริญเติบโตของ
ตน้กลา้ผกักาดหอม โดยท าใหผ้กักาดหอมมีเปอร์เซ็นตก์ารงอก ความยาวของ radicle และความยาว
ของ hypocotyl ลดลงอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติเม่ือเทียบกบัการเพาะในวุน้เปล่า 
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       อยา่งไรก็ตาม เม่ือวิเคราะห์เปรียบเทียบเฉพาะกรณีของการใชต้วัอยา่งใบและดอก
กลว้ยไมเ้ติมลงในอาหารวุน้ท่ีเพาะเมล็ดผกักาดหอมนั้น พบวา่ ในกรณีกลว้ยไมด้ดัแปลงพนัธุกรรม 
สายตน้ AE1-AE4 นั้น การใชต้วัอยา่งดอกส่งผลใหเ้ปอร์เซ็นตก์ารงอกของเมล็ดผกักาดหอมลดลง 
โดยสายตน้ AE3 และ AE4 ส่งผลกระทบมากท่ีสุด 

 
       ส าหรับผลต่อความยาวของ  radicle และ hypocotyl นั้น ส่วนของใบกลว้ยไมมี้ผลท าให้

มีการเจริญเติบโตลดลงมากกวา่การใชส่้วนของดอก อยา่งไรก็ตาม ในกรณีใบและดอกของกลว้ยไม้
ท่ีไม่ไดรั้บการถ่ายยนีก็พบวา่ มีผลท าใหค้วามยาวของ radicle และ hypocotyl ลดลงเม่ือเปรียบเทียบ
กบัความยาว radicle และ hypocotyl ของเมล็ดผกักาดหอมบนอาหารวุน้ไม่มีการเติมตวัอยา่ง
กลว้ยไม ้(external control) ดว้ยเช่นกนั ในท านองเดียวกนัท่ีกล่าวแลว้ขา้งตน้น้ีเห็นไดช้ดัเจนมากข้ึน
เม่ือใชต้วัอยา่งน ้าหนกัแหง้มากข้ึนเป็น 50 มิลลิกรัม ส่งผลยบัย ั้งการเจริญเติบโตของตน้กลา้
ผกักาดหอมมากข้ึน  

 
       ผลการศึกษาคร้ังท่ี 2  
 
       เม่ือทดสอบผลทางอลัลีโลพาทีของใบและดอกของกลว้ยไมส้กุลหวายดดัแปลง

พนัธุกรรมสายพนัธ์ุ ‘เอียสกุล’ 4 สายตน้ คือ AE1 AE2 AE3 และ AE4 ต่อการเจริญเติบโตของ
ผกักาดหอม พนัธ์ุ แกรนด ์แรปิด 954 โดยวธีิ sandwich method ในการทดลองคร้ังท่ี 2 ซ่ึงตรวจสอบ
ผลในเดือนมิถุนายน พ.ศ. 2556 มีผลการทดลองเป็นไปในท านองเดียวกบัการตรวจสอบคร้ังแรก 
กล่าวคือ ทั้งใบและดอกของกลว้ยไมทุ้กสายตน้มีผลต่อการยบัย ั้งการเจริญเติบโตของตน้กลา้
ผกักาดหอม โดยส่วนใบส่งผลเชิงลบมากกวา่การใชส่้วนดอก และกลว้ยไมทุ้กสายตน้ ไม่วา่จะเป็น
ตน้ปกติหรือตน้ท่ีไดรั้บการถ่ายยนีใหผ้ลในท านองเดียวกนั และมีผลการยบัย ั้งใกลเ้คียงกนั 

 
       ผลการศึกษาคร้ังท่ี 3  
 
       จากการทดสอบผลทางอลัลีโลพาทีของใบและดอกของกลว้ยไมส้กุลหวายดดัแปลง

พนัธุกรรมสายพนัธ์ุ ‘เอียสกุล’ 4 สายตน้ คือ AE1 AE2 AE3 และ AE4 ต่อการเจริญเติบโตของ
ผกักาดหอม พนัธ์ุ แกรนด ์แรปิด 954 โดยวธีิ sandwich method ซ่ึงการศึกษาในคร้ังแรกและคร้ังท่ี 2 
แมว้า่จะมีแนวโนม้ในภาพรวมเป็นไปในท านองเดียวกนั แต่ยงัมีความแตกต่างอยูบ่า้ง จึงไดท้  าการ 
ศึกษาคร้ังท่ี 3 เพื่อยนืยนัซ ้ าผลการทดลอง โดยในการศึกษาคร้ังท่ี 3 น้ี ท าในเดือนตุลาคม พ.ศ. 2556  
ซ่ึงผลการทดลองแสดงในตารางท่ี 1 และตารางท่ี 2 
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ผลการทดลองในภาพรวมเป็นไปในท านองเดียวกนักบัการศึกษาคร้ังท่ี 1 และ 2 แต่ผลการ
ยบัย ั้งการเจริญเติบโตนอ้ยกวา่การศึกษาในคร้ังท่ี 2 แต่ใกลเ้คียงกบัการศึกษาในคร้ังท่ี 1 ซ่ึงสรุปผล
ไดด้งัตารางท่ี 3 

 
จากการศึกษาทั้ง 3 คร้ังน้ีมีขอ้ควรพิจารณาคือ การศึกษาคร้ังท่ี 1 และ 3 ท าในช่วงเดือน

ตุลาคม ซ่ึงเป็นช่วงตน้ฤดูหนาว ในขณะท่ีการตรวจสอบคร้ังท่ี 2 ท าในเดือนมิถุนายน ซ่ึงเป็นช่วง
กลางฤดูฝนท่ีมีสภาพอากาศช้ืน ท าใหมี้ปัญหาเร่ืองการควบคุมโรคในกลว้ยไมม้ากกวา่ในช่วงตน้ฤดู
หนาว จึงมีการฉีดพน่สารป้องกนัก าจดัโรคพืชหลายชนิดในระยะเวลาถ่ีข้ึน คือ ฉีดพ่นทุกสัปดาห์ 
ในขณะท่ีช่วงตน้ฤดูหนาว ใชส้ารเคมีป้องกนัก าจดัโรคพืชทุก 2 สัปดาห์เท่านั้น ดงันั้นผลการยบัย ั้ง
การเจริญเติบโตตน้กลา้ผกักาดหอมท่ีพบวา่มีการยบัย ั้งมากในการศึกษาคร้ังท่ี 2 นั้น อาจเป็นผล
ยบัย ั้งท่ีเกิดเน่ืองมาจากสารก าจดัศตัรูพืชท่ีใชม้ากข้ึน และมีผลตกคา้งอยูท่ี่ส่วนใบและดอกของ
กลว้ยไมท่ี้น ามาใชท้ดสอบ 
 
 
 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

ตารางที ่1  ผลทางอลัลีโลพาทีจากส่วนของใบและดอกของกลว้ยไมส้กุลหวายสายพนัธ์ุ ‘เอียสกุล’ ตน้ปกติ (AEC) และสายตน้ดดัแปลงพนัธุกรรม 4 สายตน้  
    คือ AE1 AE2 AE3 และ AE4 ต่อการเจริญเติบโตของผกักาดหอมพนัธ์ุ แกรนด ์แรปิด 954 ทดสอบโดยวธีิ sandwich method ใชน้ ้าหนกัตวัอยา่ง   
    แหง้ของกลว้ยไม ้10 มิลลิกรัม ในการศึกษาคร้ังท่ี 1 ตุลาคม 2555 คร้ังท่ี 2 มิถุนายน 2556 และคร้ังท่ี 3 ตุลาคม 2556 

  

 
 

สายตน้ 

ผลจากส่วนของใบ  ผลจากส่วนของดอก 

การงอก (%) ความยาว Radicle (%)1/ ความยาว Hypocotyl (%)2/  การงอก (%) ความยาว Radicle (%)1/ ความยาว Hypocotyl 
(%)2/ 

คร้ังท่ี คร้ังท่ี คร้ังท่ี  คร้ังท่ี คร้ังท่ี คร้ังท่ี 
1 2 3 1 2 3 1 2 3  1 2 3 1 2 3 1 2 3 

AEC 93.3a/a 68.9 91.1 50.7bc/cd 15.3/c 23.3/c 71.3bc/c 31.0/b 70.5bc/b  84.4a/a 66.7 93.3 80.7 29.3b/cd 55.0/b 82.3/bc 44.0/bc 87.5 

AE1 93.3a/a 62.2 97.8 43.3c/d 16.0/c 40.3/b 68.7c/c 33.3/b 92.2a/a  86.7a/a 68.9 97.8 82.0 39.3a/bc 55.0/b 83.0/bc 46.0/bc 82.3 

AE2 68.9ab/ab 57.8 93.3 60.0ab/bc 21.3/b 34.7/bc 77.7ab/bc 35.0/b 92.6a/a  97.8a/a 60.0 97.8 100.0 25.7b/d 67.0/b 86.3/b 39.0/c 91.7 

AE3 51.1b/b 80.0 95.6 59.7ab/bc 15.0/c 32.3/bc 70.7bc/c 31.0/b 85.4ab/ab  51.1b/b 53.3 95.6 90.3 21.7b/d 58.0/b 74.7/c 34.3/c 96.1 

AE4 77.8ab/ab 55.6 95.6 73.3a/b 14.0/c 28.0/bc 82.7a/b 36.7/b 69.1c/b  46.7b/b 68.9 100.0 87.2 43.7a/b 56.3/b 73.3/c 55.3/b 92.4 

F-test (1) * ns ns * ns ns ** ns *  ** ns ns ns ** ns ns ns ns 

C.V. (%) 20.9 20.7 7.3 14.6 16.0 19.9 4.6 14.3 10.2  13.5 16.7 5.3 9.7 17.9 8.9 9.9 16.9 7.9 

Ext. Ctr. 93.3/a 82.2 91.1 100.0/a 100.0/a 100.0/a 100.0/a 100.0/a 100.0/a  93.3/a 82.2 91.1 100.0 100.0/a 100.0/a 100.0/a 100.0/a 100.0 

F-test (2) * ns ns ** ** ** ** ** *  ** ns ns ns ** ** ** ** ns 

C.V. (%) 18.4 18.3 6.9 11.6 8.2 17.9 6.6 9.5 11.4  11.8 14.7 5.2 10.9 13.9 14.7 7.9 12.8 11.4 
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ตารางที ่1 (ต่อ) 
 
1/ เปอร์เซ็นตค์วามยาวของ radicle และ 2/ เปอร์เซ็นตค์วามยาวของ hypocotyl ของผกักาดหอม เม่ือเทียบกบัชุดควบคุม  
ns ค่าเฉล่ียไม่มีความแตกต่างอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติท่ีระดบัความเช่ือมัน่ 95 เปอร์เซ็นต ์
ค่าเฉล่ียท่ีตามดว้ยอกัษรท่ีเหมือนกนัตามแนวตั้งไม่มีความแตกต่างกนัทางสถิติท่ีระดบัความเช่ือมัน่ 95 เปอร์เซ็นต ์เปรียบเทียบโดยวธีิ DMRT 
* ค่าเฉล่ียมีความแตกต่างอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติท่ีระดบัความเช่ือมัน่ 95 เปอร์เซ็นต ์
** ค่าเฉล่ียมีความแตกต่างอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติท่ีระดบัความเช่ือมัน่ 99 เปอร์เซ็นต ์
_/_ ผลการเปรียบเทียบค่าเฉล่ีย F-test (1) ซ่ึงไม่คิดรวมชุดการทดลองควบคุม (external control: Ext. Ctr.) คือ อาหารวุน้ท่ีไม่เติมตวัอยา่งกลว้ยไม ้ 
      และ F-test (2)  ซ่ึงคิดรวมชุดการทดลองควบคุม  
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ตารางที ่2  ผลทางอลัลีโลพาทีจากส่วนของใบและดอกของกลว้ยไมส้กุลหวายสายพนัธ์ุ ‘เอียสกุล’ ตน้ปกติ (AEC) และสายตน้ดดัแปลงพนัธุกรรม 4 สายตน้  
    คือ AE1 AE2 AE3 และ AE4 ต่อการเจริญเติบโตของผกักาดหอมพนัธ์ุ แกรนด ์แรปิด 954 ทดสอบโดยวธีิ sandwich method ใชน้ ้าหนกัตวัอยา่ง  
    แหง้ของกลว้ยไม ้50 มิลลิกรัม ในการศึกษาคร้ังท่ี 1 ตุลาคม 2555 คร้ังท่ี 2 มิถุนายน 2556 และคร้ังท่ี 3 ตุลาคม 2556 

 

สายตน้ 

ผลจากส่วนของใบ  ผลจากส่วนของดอก 
การงอก (%) ความยาว Radicle (%)1/ ความยาว Hypocotyl (%)2/  การงอก (%) ความยาว Radicle (%)1/ ความยาว Hypocotyl (%)2/ 

คร้ังท่ี คร้ังท่ี คร้ังท่ี  คร้ังท่ี คร้ังท่ี คร้ังท่ี 
1 2 3 1 2 3 1 2 3  1 2 3 1 2 3 1 2 3 

AEC 95.6a/a 64.4/ab 93.3 45.7/bc 13.7/b 15.0c/c 64.7a/b 22.7/b 42.0d/d  86.7a/a 57.8/b 95.6 74.0ab/b 19.3ab/bc 25.0b/c 72.0/bc 34.7ab/bc 61.0/b 

AE1 84.4ab/ab 60.0/ab 93.3 39.3/c 14.3/b 27.7a/b 52.7b/c 27.3/b 79.3a/b  80.0a/a 48.9/b 84.4 62.9bc/bc 26.0a/b 19.7b/c 71.0/bc 43.0a/b 59.3/b 

AE2 82.2ab/ab 53.3/b 86.7 52.0/b 10.7/b 25.3a/b 66.3a/b 23.7/b 69.7b/b  88.9a/a 62.2/b 93.3 92.6a/a 15.0b/c 40.7a/b 77.7/b 28.0b/c 73.0/b 

AE3 53.3c/c 40.0/b 97.8 46.0/bc 12.7/b 19.7b/c 65.7a/b 23.7/b 55.3c/c  53.3b/b 51.1/b 88.9 57.6bc/bc 12.3b/c 27.0b/c 50.7/d 25.7b/c 69.3/b 

AE4 66.7bc/bc 48.9/b 95.6 49.3/bc 13.0/b 19.7b/c 67.3a/b 24.0/b 57.0c/c  31.1c/c 66.7/ab 97.8 48.9c/c 27.3a/b 21.3b/c 63.3/c 46.0a/b 65.0/b 

F-test (1) * ns ns ns ns ** * ns **  ** ns ns ** ** ** ns * ns 

C.V. (%) 18.3 26.6 6.1 13.4 17.1 8.8 6.8 18.7 6.4  14.9 18.9 7.5 16.3 20.9 15.3 14.3 20.3 13.0 

Ext. Ctr. 93.3/a 82.2/a 91.1 100.0/a 100.0/a 100.0/a 100.0/a 100.0/a 100.0/a  93.3/a 82.2/a 91.1 100.0/a 100.0/a 100.0/a 100.0/a 100.0/a 100.0/a 

F-test (2) * * ns ** ** ** ** ** **  ** * ns ** ** ** ** ** ** 

C.V. (%) 16.1 22.4 5.9 11.3 7.9 8.7 7.9 11.4 9.0  12.9 16.4 7.1 14.3 13.2 12.8 10.2 15.7 13.0 
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ตารางที ่2 (ต่อ) 
 
1/ เปอร์เซ็นตค์วามยาวของ radicle และ 2/ เปอร์เซ็นตค์วามยาวของ hypocotyl ของผกักาดหอม เม่ือเทียบกบัชุดควบคุม  
ns ค่าเฉล่ียไม่มีความแตกต่างอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติท่ีระดบัความเช่ือมัน่ 95 เปอร์เซ็นต ์
ค่าเฉล่ียท่ีตามดว้ยอกัษรท่ีเหมือนกนัตามแนวตั้งไม่มีความแตกต่างกนัทางสถิติท่ีระดบัความเช่ือมัน่ 95 เปอร์เซ็นต ์เปรียบเทียบโดยวธีิ DMRT 
* ค่าเฉล่ียมีความแตกต่างอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติท่ีระดบัความเช่ือมัน่ 95 เปอร์เซ็นต ์
** ค่าเฉล่ียมีความแตกต่างอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติท่ีระดบัความเช่ือมัน่ 99 เปอร์เซ็นต ์
_/_ ผลการเปรียบเทียบค่าเฉล่ีย F-test (1) ซ่ึงไม่คิดรวมชุดการทดลองควบคุม (external control: Ext. Ctr.) คือ อาหารวุน้ท่ีไม่เติมตวัอยา่งกลว้ยไม ้ 
      และ F-test (2)  ซ่ึงคิดรวมชุดการทดลองควบคุม 
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ตารางที ่3  สรุปการศึกษาผลทางอลัลีโลพาทีของกลว้ยไมส้กุลหวายดดัแปลงพนัธุกรรม สายพนัธ์ุ 
     เอียสกุลท่ีมีต่อการเจริญเติบโตของผกักาดหอม ศึกษาดว้ยวธีิ sandwich method 

 

สายตน้ 
คร้ังท่ี
ทดสอบ 

ผลจากส่วนของใบ  ผลจากส่วนของดอก 
การงอก  Radicle  Hypocotyl   การงอก  Radicle  Hypocotyl  

AEC 1 E/E N/N N/N  E/E E/N N/N 
 2 E/E N/N N/N  E/E N/N N/N 
 3 E/E N/N N/N  E/E N/N E/N 

AE1 1 E/E N/N N/N  E/E E/N N/N 
 2 E/E N/N N/N  E/E N/N N/N 
 3 E/E N/N E/N  E/E N/N E/N 

AE2 1 E/E N/N N/N  E/E E/E N/N 
 2 E/N N/N N/N  E/N N/N N/N 
 3 E/E N/N E/N  E/E N/N E/N 

AE3 1 N/N N/N N/N  N/N E/N N/N 
 2 E/N N/N N/N  E/N N/N N/N 
 3 E/E N/N E/N  E/E N/N E/N 

AE4 1 E/N N/N N/N  N/N E/N N/N 
 2 E/N N/N N/N  E/N N/N N/N 
 3 E/E N/N N/N  E/E N/N E/N 

 
E ค่าเฉล่ียทางสถิติ (เทียบจากตวัอกัษรท่ีเหมือนกนัในแนวตั้งจากตารางท่ี 1 และ 2) ใกลเ้คียง 

กบัชุดการทดลองควบคุม (external control: Ext. Ctr.) คือ อาหารวุน้ท่ีไม่เติมตวัอยา่ง 
กลว้ยไม ้ 

N ค่าเฉล่ียทางสถิตินอ้ยกวา่ Ext. Ctr. 
_/_ ค่าเฉล่ียทางสถิติจากการใชต้วัอยา่งแหง้ 10 มิลลิกรัม/50 มิลลิกรัม 
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1.2  การศึกษาในกลว้ยไมส้ายพนัธ์ุ บอม 17 ผลการทดลองแสดงในตารางท่ี 4 และ 5 
 
        ผลการศึกษาคร้ังท่ี 1 
 
        เม่ือทดสอบผลทางอลัลีโลพาทีของใบและดอกของกลว้ยไมส้กุลหวายดดัแปลง

พนัธุกรรมสายพนัธ์ุ ‘บอม 17’ 4 สายตน้ คือ AB1 AB2 AB3 และ AB4 ต่อการเจริญเติบโตของ
ผกักาดหอม พนัธ์ุ แกรนด ์แรปิด 954 โดยวธีิ sandwich method ท่ีน ้าหนกัตวัอยา่ง 10 และ 50 
มิลลิกรัม คร้ังท่ี 1 เดือนตุลาคม พ.ศ. 2555 (ตารางท่ี 4 และ ตารางท่ี 5) พบวา่ การใชต้วัอยา่งกลว้ยไม้
สกุลหวายสายพนัธ์ุบอม 17 ทั้งท่ีไดรั้บการถ่ายยนีและไม่ไดรั้บการถ่ายยนี น ้าหนกั 10 มิลลิกรัม 
ส่งผลทั้งในดา้นการยบัย ั้งและการส่งเสริมการเจริญเติบโตของตน้กลา้ผกักาดหอม โดยท าให้
ผกักาดหอมมีเปอร์เซ็นตก์ารงอก และความยาวของ hypocotyl ลดลง แต่ความยาวของ radicle 
เพิ่มข้ึนอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติเม่ือเทียบกบัการเพาะในวุน้เปล่า  
 

        เม่ือวิเคราะห์เปรียบเทียบเฉพาะกรณีของการใชต้วัอยา่งใบและดอกกลว้ยไมเ้ติมลงใน
อาหารวุน้ท่ีเพาะเมล็ดผกักาดหอมนั้น พบวา่ ในกรณีกลว้ยไมด้ดัแปลงพนัธุกรรม สายตน้ AB1-AB4 
นั้น การใชต้วัอยา่งใบและดอกกลว้ยไมส่้งผลใหเ้ปอร์เซ็นตก์ารงอกของเมล็ดผกักาดหอมใกลเ้คียง
กบักลว้ยไมป้กติ และเม่ือใชต้วัอยา่งน ้าหนกัแหง้มากข้ึนเป็น 50 มิลลิกรัม ส่งผลยบัย ั้งการ
เจริญเติบโตของตน้กลา้ผกักาดหอมมากข้ึน ดงัตารางท่ี 5 
 

         ส่วนผลต่อความยาวของ  radicle และ hypocotyl นั้น ส่วนของใบกลว้ยไมมี้ผลท าใหมี้
การเจริญเติบโตลดลงมากกวา่การใชส่้วนของดอก อยา่งไรก็ตาม ในกรณีใบและดอกของกลว้ยไมท่ี้
ไม่ไดรั้บการถ่ายยนีก็พบวา่ มีผลท าใหค้วามยาวของ hypocotyl ลดลงเม่ือเปรียบเทียบกบัความยาว 
hypocotyl ของเมล็ดผกักาดหอมบนอาหารวุน้ไม่มีการเติมตวัอยา่งกลว้ยไม ้(external control) ใน
ท านองเดียวกนัท่ีกล่าวแลว้ขา้งตน้น้ีเห็นไดช้ดัเจนมากข้ึนเม่ือใชต้วัอยา่งน ้าหนกัแหง้มากข้ึนเป็น 50 
มิลลิกรัม ส่งผลยบัย ั้งการเจริญเติบโตของตน้กลา้ผกักาดหอมมากข้ึน แต่ท่ีน่าสนใจ คือ ในส่วนของ
ดอกกลว้ยไมทุ้กสายตน้มีแนวโนม้ในการส่งเสริมการเจริญเติบโตของผกักาดหอมดา้นความยาวของ 
radicle ทั้งการใชต้วัอยา่งกลว้ยไมป้กติและดดัแปลงพนัธุกรรม  
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         ผลการศึกษาคร้ังท่ี 2  
 
         เม่ือทดสอบผลทางอลัลีโลพาทีของใบและดอกของกลว้ยไมส้กุลหวายดดัแปลง

พนัธุกรรมสายพนัธ์ุ ‘บอม 17’ 4 สายตน้ คือ AB1 AB2 AB3 และ AB4 ต่อการเจริญเติบโตของ
ผกักาดหอม พนัธ์ุ แกรนด ์แรปิด 954 โดยวธีิ sandwich method ในการทดลองคร้ังท่ี 2 ซ่ึงตรวจสอบ
ผลในเดือนมิถุนายน พ.ศ. 2556 (ตารางท่ี 4 และ ตารางท่ี 5) พบวา่ ทั้งใบและดอกของกลว้ยไมทุ้ก
สายตน้ทั้งตน้ปกติและดดัแปลงพนัธุกรรมมีผลยบัย ั้งการเจริญเติบโตของตน้กลา้ผกักาดหอม
ใกลเ้คียงกนัโดยส่วนใบส่งผลเชิงลบมากกวา่การใชส่้วนดอก  

 
         ผลการศึกษาคร้ังท่ี 3  
 
         จากการทดสอบผลทางอลัลีโลพาทีของใบและดอกของกลว้ยไมส้กุลหวายดดัแปลง

พนัธุกรรมสายพนัธ์ุ ‘บอม 17’ 4 สายตน้ คือ AB1 AB2 AB3 และ AB4 ต่อการเจริญเติบโตของ
ผกักาดหอม พนัธ์ุ แกรนด ์แรปิด 954 โดยวธีิ sandwich method ซ่ึงการศึกษาในคร้ังแรกและคร้ังท่ี 2 
มีความแตกต่างกนัจึงท าการศึกษาคร้ังท่ี 3 เพือ่ยนืยนัซ ้ าผลการทดลอง ในเดือนตุลาคม พ.ศ. 2556 
ผลการทดลองในภาพรวมเป็นไปในท านองเดียวกนักบัการศึกษาคร้ังท่ี 2 คือ ทั้งใบและดอกของ
กลว้ยไมทุ้กสายตน้ทั้งตน้ปกติและดดัแปลงพนัธุกรรมมีผลยบัย ั้งการเจริญเติบโตของตน้กลา้
ผกักาดหอม  แต่ไม่ส่งผลกระทบต่อเปอร์เซ็นตก์ารงอกท่ีมีค่าใกลเ้คียงกบัเปอร์เซ็นตก์ารงอกของ
ผกักาดหอมบนอาหารวุน้ไม่มีการเติมตวัอยา่งกลว้ยไม ้(external control) 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

ตารางที ่4  ผลทางอลัลีโลพาทีจากส่วนของใบและดอกของกลว้ยไมส้กุลหวายสายพนัธ์ุ ‘บอม 17’ ตน้ปกติ (ABC) และสายตน้ดดัแปลงพนัธุกรรม 4 สายตน้  
คือ AB1 AB2 AB3 และ AB4 ต่อการเจริญเติบโตของผกักาดหอมพนัธ์ุ แกรนด ์แรปิด 954 ทดสอบโดยวธีิ sandwich method ใชน้ ้าหนกัตวัอยา่ง    
แหง้ของกลว้ยไม ้10 มิลลิกรัม ในการศึกษาคร้ังท่ี 1 ตุลาคม 2555 คร้ังท่ี 2 มิถุนายน 2556 และคร้ังท่ี 3 ตุลาคม 2556 

 

สายตน้ 

ผลจากส่วนของใบ  ผลจากส่วนของดอก 

การงอก (%) ความยาว Radicle (%)1/ ความยาว Hypocotyl (%)2/  การงอก (%) ความยาว Radicle (%)1/ ความยาว Hypocotyl 
(%)2/ 

คร้ังท่ี คร้ังท่ี คร้ังท่ี  คร้ังท่ี คร้ังท่ี คร้ังท่ี 
1 2 3 1 2 3 1 2 3  1 2 3 1 2 3 1 2 3 

ABC 90.7 53.3 97.8 98.6b/b 15.7/b 33.0/b 71.0/c 27.0/b 73.7/b  92.9 68.9 97.8 140.6/b 23.0b/c 67.3a/b 87.72/bc 28.3/c 86.0 

AB1 90.9 66.7 95.6 140.5a/a 18.0/b 29.7/b 89.7/ab 31.7/b 71.3/b  66.7 55.6 97.8 147.1/b 35.7a/b 62.3ab/bc 85.6/c 45.3/b 85.3 

AB2 84.2 66.7 93.3 114.1b/b 20.7/b 28.0/b 78.7/bc 37.3/b 69.3/b  75.1 75.6 93.3 174.5/ab 30.7ab/bc 39.7d/d 102.5/ab 40.3/bc 71.3 

AB3 91.1 64.4 95.6 106.5b/b 17.3/b 35.0/b 85.3/abc 33.7/b 72.0/b  95.3 73.3 93.3 194.1/a 39.3a/b 51.7c/cd 103.6/a 48.7/b 76.7 

AB4 95.1 62.2 95.6 102.8b/b 15.3/b 32.3/b 79.0/bc 30.3/b 83.0/b  86.7 71.1 97.8 145.7/b 31.0ab/bc 55.7bc/bc 88.3/bc 44.3/b 75.0 

F-test (1) ns ns ns * ns ns ns ns ns  ns ns ns ns * ** ns ns ns 

C.V. (%) 13.6 22.7 5.7 12.7 19.8 10.8 8.6 19.4 11.0  28.3 19.0 5.4 16.2 15.3 8.1 12.2 19.2 8.5 

Ext. Ctr. 93.3 82.2/a 91.1 100.0/b 100.0/a 100.0/a 100.0/a 100.0/a 100.0/a  93.3 82.2 91.1 100.0/c 100.0/a 100.0/a 100.0/abc 100.0/a 100.0 

F-test (2) ns ns ns * ** ** * ** *  ns ns ns ** ** ** * ** ns 

C.V. (%) 12.3 19.8 5.5 12.5 11.7 12.1 9.6 12.3 13.4  25.3 16.9 5.2 12.3 11.3 12.3 8.4 13.2 13.4 
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ตารางที ่4 (ต่อ) 
 
1/ เปอร์เซ็นตค์วามยาวของ radicle และ 2/ เปอร์เซ็นตค์วามยาวของ hypocotyl ของผกักาดหอม เม่ือเทียบกบัชุดควบคุม  
ns ค่าเฉล่ียไม่มีความแตกต่างอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติท่ีระดบัความเช่ือมัน่ 95 เปอร์เซ็นต ์
ค่าเฉล่ียท่ีตามดว้ยอกัษรท่ีเหมือนกนัตามแนวตั้งไม่มีความแตกต่างกนัทางสถิติท่ีระดบัความเช่ือมัน่ 95 เปอร์เซ็นต ์เปรียบเทียบโดยวธีิ DMRT 
* ค่าเฉล่ียมีความแตกต่างอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติท่ีระดบัความเช่ือมัน่ 95 เปอร์เซ็นต ์
** ค่าเฉล่ียมีความแตกต่างอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติท่ีระดบัความเช่ือมัน่ 99 เปอร์เซ็นต ์
_/_ ผลการเปรียบเทียบค่าเฉล่ีย F-test (1) ซ่ึงไม่คิดรวมชุดการทดลองควบคุม (external control: Ext. Ctr.) คือ อาหารวุน้ท่ีไม่เติมตวัอยา่งกลว้ยไม ้ 
      และ F-test (2)  ซ่ึงคิดรวมชุดการทดลองควบคุม 
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ตารางที ่5  ผลทางอลัลีโลพาทีจากส่วนของใบและดอกของกลว้ยไมส้กุลหวายสายพนัธ์ุ ‘บอม 17’ ตน้ปกติ (ABC) และสายตน้ดดัแปลงพนัธุกรรม 4 สายตน้  
คือ AB1 AB2 AB3 และ AB4 ต่อการเจริญเติบโตของผกักาดหอมพนัธ์ุ แกรนด ์แรปิด 954 ทดสอบโดยวธีิ sandwich method ใชน้ ้าหนกัตวัอยา่ง    
แหง้ของกลว้ยไม ้50 มิลลิกรัม ในการศึกษาคร้ังท่ี 1 ตุลาคม 2555 คร้ังท่ี 2 มิถุนายน 2556 และคร้ังท่ี 3 ตุลาคม 2556 

 

สายตน้ 

ผลจากส่วนของใบ  ผลจากส่วนของดอก 
การงอก (%) ความยาว Radicle (%)1/ ความยาว Hypocotyl (%)2/  การงอก (%) ความยาว Radicle (%)1/ ความยาว Hypocotyl (%)2/ 

คร้ังท่ี คร้ังท่ี คร้ังท่ี  คร้ังท่ี คร้ังท่ี คร้ังท่ี 
1 2 3 1 2 3 1 2 3  1 2 3 1 2 3 1 2 3 

ABC 75.6/abc 44.4/b 97.8 62.0/bc 12.0/c 23.0/b 56.0/bc 24.7/b 49.3/b  66.7/ab 62.2/b 93.3 81.7bc/bc 15.0/b 31.0a/b 69.0b/bc 29.0/b 56.7/b 

AB1 80.0/abc 53.3/b 95.5 65.7/b 18.0/b 20.3/b 70.0/bc 27.3/b 38.3/b  44.4/b 60.0/bc 93.3 71.7cd/d 26.0/b 27.7ab/bc 70.0b/bc 34.7/b 65.3/b 

AB2 60.0/c 48.9/b 93.3 67.3/b 11.7/c 21.0/b 73.3/b 22.0/b 48.0/b  62.2/ab 62.2/b 84.4 109.2ab/b 21.0/b 20.3b/c 79.7ab/b 32.7/b 54.0/b 

AB3 71.1/bc 53.3/b 88.9 45.7/cd 12.7/c 24.7/b 59.0/bc 23.7/b 54.0/b  68.9/ab 44.4/c 84.4 131.1a/a 14.3/b 32.7a/b 93.3a/a 22.3/b 65.0/b 

AB4 95.3/a 48.9/b 88.9 43.0/d 11.3/c 21.0/b 45.7/c 24.0/b 51.3/b  86.7/a 55.6/bc 88.9 56.7d/d 19.3/b 25.3ab/bc 64.7b/c 33.3/b 55.0/b 

F-test (1) ns ns ns ns ns ns ns ns ns  ns ns ns ** ns * * ns ns 

C.V. (%) 17.4 18.9 4.9 20.4 19.4 12.8 23.4 17.2 13.3  28.7 16.0 7.5 13.7 36.1 16.5 12.7 22.1 10.5 

Ext. Ctr. 93.3/ab 82.2/a 91.1 100.0/a 100.0/a 100.0/a 100.0/a 100.0/a 100.0/a  93.3/a 82.2/a 91.1 100.0/bc 100.0/a 100.0/a 100.0/a 100.0/a 100.0/a 

F-test (2) * ** ns ** ** ** ** ** **  * ** ns ** ** ** ** ** ** 

C.V. (%) 15.3 15.9 4.8 15.1 10.4 8.2 20.7 10.5 13.7  24.5 13.8 7.0 9.5 19.5 11.5 7.6 15.4 11.6 
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ตารางที ่5 (ต่อ) 
 

1/ เปอร์เซ็นตค์วามยาวของ radicle และ 2/ เปอร์เซ็นตค์วามยาวของ hypocotyl ของผกักาดหอม เม่ือเทียบกบัชุดควบคุม  
ns ค่าเฉล่ียไม่มีความแตกต่างอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติท่ีระดบัความเช่ือมัน่ 95 เปอร์เซ็นต ์
ค่าเฉล่ียท่ีตามดว้ยอกัษรท่ีเหมือนกนัตามแนวตั้งไม่มีความแตกต่างกนัทางสถิติท่ีระดบัความเช่ือมัน่ 95 เปอร์เซ็นต ์เปรียบเทียบโดยวธีิ DMRT 
* ค่าเฉล่ียมีความแตกต่างอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติท่ีระดบัความเช่ือมัน่ 95 เปอร์เซ็นต ์
** ค่าเฉล่ียมีความแตกต่างอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติท่ีระดบัความเช่ือมัน่ 99 เปอร์เซ็นต ์
_/_ ผลการเปรียบเทียบค่าเฉล่ีย F-test (1) ซ่ึงไม่คิดรวมชุดการทดลองควบคุม (external control: Ext. Ctr.) คือ อาหารวุน้ท่ีไม่เติมตวัอยา่งกลว้ยไม ้ 
      และ F-test (2)  ซ่ึงคิดรวมชุดการทดลองควบคุม  
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ตารางที ่6  สรุปการศึกษาผลทางอลัลีโลพาทีของกลว้ยไมส้กุลหวายดดัแปลงพนัธุกรรม สายพนัธ์ุ 
      บอม 17 ท่ีมีต่อการเจริญเติบโตของผกักาดหอม ศึกษาดว้ยวธีิ sandwich method 

 

 
E ค่าเฉล่ียทางสถิติ (เทียบจากตวัอกัษรท่ีเหมือนกนัในแนวตั้งจากตารางท่ี 4 และ 5) ใกลเ้คียง 

กบัชุดการทดลองควบคุม (external control: Ext. Ctr.) คือ อาหารวุน้ท่ีไม่เติมตวัอยา่ง 
กลว้ยไม ้ 

P ค่าเฉล่ียทางสถิติมากกวา่ Ext. Ctr. 
N ค่าเฉล่ียทางสถิตินอ้ยกวา่ Ext. Ctr. 
_/_ ค่าเฉล่ียทางสถิติจากการใชต้วัอยา่งแหง้ 10 มิลลิกรัม/50 มิลลิกรัม 
 
 
 

สายตน้ 
คร้ังท่ี
ทดสอบ 

ผลจากส่วนของใบ  ผลจากส่วนของดอก 
การงอก  Radicle  Hypocotyl   การงอก  Radicle  Hypocot

yl  
ABC 1 E/E E/N N/N  E/E P/E E/N 

 2 E/N N/N N/N  E/N N/N N/N 
 3 E/E N/N N/N  E/E N/N E/N 

AB1 1 E/E P/N E/N  E/N P/N E/N 
 2 E/N N/N N/N  E/N N/N N/N 
 3 E/E N/N N/N  E/E N/N E/N 

AB2 1 E/N E/N N/N  E/E P/E E/N 
 2 E/N N/N N/N  E/N N/N N/N 
 3 E/E N/N N/N  E/E N/N E/N 

AB3 1 E/E E/N E/N  E/E P/P E/E 
 2 E/N N/N N/N  E/N N/N N/N 
 3 E/E N/N N/N  E/E N/N E/N 

AB4 1 E/N E/N N/N  E/E P/N E/N 
 2 E/N N/N N/N  E/N N/N N/N 
 3 E/E N/N N/N  E/E N/N E/N 
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เม่ือพิจารณาในภาพรวมของผลทางอลัลีโลพาทีของกลว้ยไมส้กุลหวาย สายพนัธ์ุ เอียสกุล 
(ตารางท่ี 3) และสายพนัธ์ุ บอม 17 (ตารางท่ี 6) กลว้ยไมท้ั้งท่ีดดัแปลงพนัธุกรรมและกลว้ยไมป้กติท่ี
ไม่ไดรั้บการถ่ายยนีทุกสายตน้มีระดบัอลัลีโลพาทีส่งผลยบัย ั้งการเจริญเติบโตของผกักาดหอมใน
ระดบัใกลเ้คียงกนั  

 
รายงานผลการเป็นอลัลีโลพาทีเกิดข้ึนในกลว้ยไม ้แสดงในตารางท่ี 1-6 พบวา่ ในทรีทเมนต์

ท่ีมีตวัอยา่งกลว้ยไมส่้งผลการยบัย ั้งการเจริญเติบโตของตน้กลา้ผกักาดหอมมากกวา่ทรีทเมนตท่ี์เป็น
อาหารวุน้ท่ีไม่มีตวัอยา่งกลว้ยไม ้(external control) โดยทรีทเมนตท่ี์มีตวัอยา่งกลว้ยไมส่้งผลให้
อตัราการงอกและการเจริญเติบโตของตน้กลา้ผกักาดหอมลดลง สอดคลอ้งกบัรายงานการตรวจสอบ
ผลทางอลัลีโลพาทีในพืชวงศ ์Orchidaceae คือ Vanilla fragrans ซ่ึงเป็นวงศเ์ดียวกบักลว้ยไม ้ 
(Fujii et al., 2003) ดงันั้น จึงสรุปไดว้า่ ตวัอยา่งส่วนของใบและดอกกลว้ยไมแ้สดงกิจกรรมทาง 
อลัลีโลพาที โดยพบวา่ มีความแปรปรวนของระดบัอลัลีโลพาทีระหวา่งสายตน้ และสายพนัธ์ุ
กลว้ยไมท้ั้ง 2 สายพนัธ์ุเล็กนอ้ย ซ่ึงความแปรปรวนของระดบัอลัลีโลพาทีดงักล่าว ไม่เพียงแต่อาจ
เกิดจากลกัษณะทางพนัธุกรรมท่ีต่างกนั ส่งผลใหเ้กิดผลของระดบัการผลิต metabolic substance ท่ี
ต่างกนั แต่อาจเกิดจากการถ่ายยนีท่ีแต่ละสายตน้มีจ านวนชุดยนีท่ีไดรั้บแตกต่างกนั หรืออาจเกิดจาก
ต าแหน่งของยนีท่ีถ่ายเขา้ไปในกลว้ยไมแ้ต่ละสายตน้ท่ีแตกต่างกนั ส่งผลใหมี้การแสดงออกไม่
เท่ากนั (Aida et al., 1998)  

 
เม่ือพิจารณาเปรียบเทียบผลทางอลัลีโลพาทีท่ีมีต่อการงอกและการเจริญเติบโตของตน้กลา้

ผกักาดหอม พบวา่ ใบและดอกกลว้ยไมไ้ม่วา่จะเป็นตน้ปกติหรือตน้ท่ีไดรั้บการถ่ายยนีส่งผลใหมี้
การยบัย ั้งการเจริญเติบโตของตน้กลา้ผกักาดหอม เม่ือเทียบกบัการเจริญเติบโตของตน้กลา้
ผกักาดหอมในอาหารวุน้เปล่า ทั้งน้ีอาจเป็นไปไดจ้าก 2 กรณี คือ การท่ีกลว้ยไมมี้การสร้างสารบาง
ชนิดออกมาส่งผลยบัย ั้งการเจริญของตน้กลา้ ซ่ึงมีความเป็นไปไดใ้นระดบัหน่ึง เพราะมีรายงานการ
ใชต้น้กลว้ยไมเ้ป็นยาสมุนไพร (Kong et al., 2003; Hu et al., 2012) รวมทั้งมีรายงานเก่ียวกบัการพบ
สารประกอบฟีนอลิกในกลว้ยไมส้กุลหวาย (Yang et al., 2006) แมว้า่จะต่างสายพนัธ์ุกบัท่ีใชใ้นการ
ทดลองน้ีก็ตาม  

 
อยา่งไรก็ตามกรณีของการยบัย ั้งการเจริญเติบโตของตน้กลา้ผกักาดหอมยงัอาจเกิดเน่ืองจาก

การใชส้ารเคมีป้องกนัก าจดัศตัรูพืช ซ่ึงอาจมีส่วนหลงเหลือติดมากบัใบและดอกกลว้ยไมท่ี้น ามา
ทดลอง และส่งผลยบัย ั้งการเจริญเติบโตของตน้กลา้ไดเ้ช่นกนั 
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เม่ือเปรียบเทียบปฏิสัมพนัธ์ของผลทางอลัลีโลพาทีของกลว้ยไมส้กุลหวายดดัแปลง
พนัธุกรรมสายพนัธ์ุเอียสกุล (ตารางท่ี 7) และสายพนัธ์ุบอม 17 (ตารางท่ี 8) ต่ออตัราการเจริญเติบโต
ของตน้กลา้ผกักาดหอมโดยวิธี sandwich method ท่ีระดบัความเขม้ขน้ตวัอยา่งใบและดอกของ
กลว้ยไม ้10 และ 50 มิลลิกรัม เปรียบเทียบกบักลว้ยไมป้กติ โดยวิเคราะห์จากผลรวมของการศึกษา
ทั้ง 3 คร้ัง พบวา่ ผลทาง อลัลีโลพาทีของกลว้ยไมส้กุลหวายทุกสายตน้ทั้งท่ีไดรั้บการถ่ายยนีและ
ไม่ไดรั้บการถ่ายยนีท่ีมีต่อค่าเฉล่ียการเจริญเติบโตของตน้กลา้ผกักาดหอมไม่มีความแตกต่างทาง
สถิติ ซ่ึงสอดคลอ้งกบัการตรวจสอบความปลอดภยัทางชีวภาพในยคูาลิปตสัทนเคม็ โดยวธีิ 
sandwich method ซ่ึงพบวา่การเจริญของยอดและรากผกักาดหอมไม่มีความแปรปรวนระหวา่งการ
ตรวจสอบผลทางอลัลีโลพาทีของสายตน้ยคูาลิปตสัดดัแปลงพนัธุกรรมและไม่ดดัแปลงพนัธุกรรม 
(Kikuchi et al., 2006, 2009)  

 
ปัจจุบนัมีรายงานการผลิต การประเมินความเส่ียง และการทดสอบในแปลงของพืช

ดดัแปลงพนัธุกรรม ซ่ึงมกัเกิดขอ้กงัวลวา่อาจมีผลกระทบต่อสภาพแวดลอ้ม (McLean and Charrest, 
2000) อลัลีโลพาทีซ่ึงเป็นผลกระทบทางส่ิงแวดลอ้มของพืชหน่ึงท่ีมีต่อพืชชนิดอ่ืนในบริเวณ
ใกลเ้คียง จึงมีความส าคญัเพื่อช่วยอธิบายใหเ้ขา้ใจผลของการถ่ายยนีต่อกิจกรรมทางอลัลีโลพาที 
โดยมีการรายงานการศึกษาผลทางอลัลีโลพาทีเพื่อตรวจสอบประสิทธิภาพการยบัย ั้งการเจริญเติบโต
ของพืชอ่ืน (Fujii et al., 2003; Golisz et al., 2007) การประเมินผลกิจกรรมทางอลัลีโลพาทีของพืช
ดดัแปลงพนัธุกรรม โดยทัว่ไปแลว้นิยมใชเ้ทคนิค sandwich method ในการประเมินความปลอดภยั
ทางชีวภาพ ประเมินผลทางอลัลีโลพาทีของการชะลา้งจากใบแหง้ (Fujii et al., 2003, 2004) โดยการ
ตรวจสอบการเจริญเติบโตของเมล็ดผกักาดหอมบนอาหารวุน้ ซ่ึงวธีิน้ีใชป้ระเมินผลทางอลัลีโลพาที
ของยคูาลิปตสัดดัแปลงพนัธุกรรมท่ีมียนี codA (Kikuchi et al., 2006, 2009) และยนี mangrin  
(Yu et al., 2013) 

 
ดงันั้น เทคนิค sandwich method น้ีจึงเหมาะส าหรับใชต้รวจสอบตวัอยา่งปริมาณมาก มี

ประโยชน์ต่อการประเมินความปลอดภยัทางชีวภาพของพืชและไมย้นืตน้ สามารถท าไดง่้าย มีความ
น่าเช่ือถือในการตรวจสอบพืชดดัแปลงพนัธุกรรม และผลการศึกษาน้ีสามารถใชป้ระกอบการ
สนบัสนุนการพฒันางานวจิยัในอนาคตไดด้ว้ย 
 
 



 

ตารางที ่7  สรุปผลปฏิสัมพนัธ์ของผลทางอลัลีโลพาทีจากส่วนของใบและดอกของกลว้ยไมส้กุลหวายสายพนัธ์ุ ‘เอียสกุล’ ตน้ปกติและสายตน้ดดัแปลง 
    พนัธุกรรม 4 สายตน้ คือ AE1 AE2 AE3 และ AE4 ต่อการเจริญเติบโตของผกักาดหอมพนัธ์ุ แกรนด ์แรปิด 954 ทดสอบโดยวธีิ sandwich method  
    ทดสอบโดยใชน้ ้าหนกัตวัอยา่งแหง้ของกลว้ยไม ้10 และ 50 มิลลิกรัม ในการศึกษา 3 คร้ัง 
 

น ้าหนกัตวัอยา่ง
(มิลลิกรัม) สายตน้ ผลจากส่วนของใบ  ผลจากส่วนของดอก 

การงอก (%)1/ Radicle (%)2/ Hypocotyl (%)3/  การงอก (%)1/ Radicle (%)2/ Hypocotyl (%)3/ 
10  AEC 94.6 29.8 57.6  92.2 55.0 71.3 

AE1 94.7 33.2 64.7  92.0 58.8 70.4 
AE2 82.2 38.7 68.4  94.5 64.2 72.3 
AE3 85.7 35.7 62.4  85.7 56.7 68.4 
AE4 85.3 38.8 62.8  75.8 49.4 73.7 

 F-test ns ns ns  ns ns ns 
50  AEC 94.4 24.8 43.1  92.0 39.4 55.9 

 AE1 88.6 27.1 53.1  83.8 36.2 57.8 
 AE2 82.7 29.3 53.2  87.5 49.4 59.6 
 AE3 71.1 26.1 48.2  67.8 32.3 48.6 
 AE4 78.6 27.3 49.4  66.8 32.5 58.1 
 F-test ns ns ns  ns ns ns 

 
1/ เปอร์เซ็นตก์ารงอกของผกักาดหอม, 2/ เปอร์เซ็นตค์วามยาวของ radicle ของผกักาดหอม, 3/ เปอร์เซ็นตค์วามยาวของ hypocotyl ของผกักาดหอม 
ค่าเฉล่ียท่ีตามดว้ยอกัษรท่ีต่างกนัตามแนวตั้งมีความแตกต่างกนัทางสถิติท่ีระดบัความเช่ือมัน่ 95 เปอร์เซ็นต ์เปรียบเทียบโดยวธีิ DMRT 
ns ค่าเฉล่ียไม่มีความแตกต่างอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติท่ีระดบัความเช่ือมัน่ 95 เปอร์เซ็นต ์
 50 



 

ตารางที ่8  สรุปผลปฏิสัมพนัธ์ของผลทางอลัลีโลพาทีจากส่วนของใบและดอกของกลว้ยไมส้กุลหวายสายพนัธ์ุ ‘บอม 17’ ตน้ปกติและสายตน้ดดัแปลง  
     พนัธุกรรม 4 สายตน้ คือ AB1 AB2 AB3 และ AB4 ต่อการเจริญเติบโตของผกักาดหอมพนัธ์ุ แกรนด ์แรปิด 954 ทดสอบโดยวธีิ sandwich  

    method ทดสอบโดยใชน้ ้าหนกัตวัอยา่งแหง้ของกลว้ยไม ้10 และ 50 มิลลิกรัม ในการศึกษา 3 คร้ัง 
 

น ้าหนกัตวัอยา่ง
(มิลลิกรัม) สายตน้ ผลจากส่วนของใบ  ผลจากส่วนของดอก 

การงอก (%)1/ Radicle (%)2/ Hypocotyl (%)3/  การงอก (%)1/ Radicle (%)2/ Hypocotyl (%)3/ 
10  ABC 89.8 49.1 57.2  96.9 77.0 67.3 

AB1 94.5 62.7 64.2  82.2 81.7 72.1 
AB2 91.2 54.3 61.8  91.6 81.6 71.4 
AB3 93.6 52.9 63.7  97.9 95.0 76.3 
AB4 94.2 50.1 64.1  95.6 77.5 69.2 

 F-test ns ns ns  ns ns ns 
50  ABC 80.8 32.3 43.3  83.2 42.6 51.6 

 AB1 85.1 34.7 45.2  74.4 41.8 56.7 
 AB2 74.5 33.3 47.8  78.3 50.2 55.5 
 AB3 79.5 27.7 45.6  73.5 59.4 60.2 
 AB4 86.4 25.1 40.3  86.0 33.8 51.0 
 F-test ns ns ns  ns ns ns 

 
1/ เปอร์เซ็นตก์ารงอกของผกักาดหอม, 2/ เปอร์เซ็นตค์วามยาวของ radicle ของผกักาดหอม, 3/ เปอร์เซ็นตค์วามยาวของ hypocotyl ของผกักาดหอม 
ค่าเฉล่ียท่ีตามดว้ยอกัษรท่ีต่างกนัตามแนวตั้งมีความแตกต่างกนัทางสถิติท่ีระดบัความเช่ือมัน่ 95 เปอร์เซ็นต ์เปรียบเทียบโดยวธีิ DMRT 
ns ค่าเฉล่ียไม่มีความแตกต่างอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติท่ีระดบัความเช่ือมัน่ 95 เปอร์เซ็นต ์
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การทดลองที ่2  การศึกษาผลทางอลัลโีลพาทขีองวสัดุปลูกกล้วยไม้สกุลหวายดัดแปลงพนัธุกรรม 
ต่อการเจริญเติบโตของผกักาดหอม ด้วยวธีิ soil germination method 
 

การประเมินความปลอดภยัทางชีวภาพของพืชดดัแปลงพนัธุกรรมภายใตส้ภาพโรงเรือน
เป็นส่ิงส าคญัต่อการประเมินความเส่ียงอนัอาจเกิดข้ึนไดต่้อพืชปลูกตามหลงั ซ่ึงในการทดลองน้ีพืช
ปลูกตามหลงัท่ีใชท้ดสอบ คือ ผกักาดหอม โดยตรวจสอบดว้ยวธีิ soil germination method ซ่ึงเป็น
วธีิการหน่ึงท่ีนิยมใชใ้นการประเมินผลทางอลัลีโลพาทีท่ีมีการปลดปล่อยออกจากรากพืช โดยเนน้
การศึกษาผลของวสัดุปลูกกลว้ยไมซ่ึ้งในประเทศไทยใชก้าบมะพร้าวเป็นหลกั ท่ีอาจส่งผลกระทบ
ต่อการเจริญเติบโตของตน้ผกักาดหอม  
 

จากการสุ่มตวัอยา่งกาบมะพร้าวเก่าท่ีใชป้ลูกกลว้ยไมส้กลุหวายดดัแปลงพนัธุกรรมและจาก
กลว้ยไมป้กติท่ีไม่ไดรั้บการถ่ายยนีทั้ง 2 สายพนัธ์ุ คือ สายพนัธ์ุเอียสกุล และสายพนัธ์ุบอม 17 ซ่ึงใช้
ปลูกกลว้ยไมม้าแลว้เป็นระยะเวลา 1 ปี น ามาผสมในวสัดุปลูกผกักาดหอม และศึกษาการเจริญ 
เติบโตของตน้ผกักาดหอม โดยบนัทึกผลเปอร์เซ็นตก์ารงอกของเมล็ด และลกัษณะของตน้
ผกักาดหอม ดงัตารางท่ี 9 แสดงค่าเฉล่ียเปอร์เซ็นตก์ารงอก ความสูง ความกวา้งใบ และน ้าหนกัสด
ของตน้ผกักาดหอม ซ่ึงปลูกดว้ยส่วนผสมของวสัดุปลูกกลว้ยไมด้ดัแปลงพนัธุกรรม (AE1-AE4 และ 
AB1-AB4) เปรียบเทียบกบักลว้ยไมป้กติท่ีไม่ไดรั้บการถ่ายยนี (AEC และ ABC) พบวา่ ผกักาดหอม
ท่ีปลูกโดยใชก้าบมะพร้าวเก่าท่ีใชป้ลูกตน้กลว้ยไมส้ายพนัธ์ุเอียสกุลมาเป็นเวลา 1 ปี มีเปอร์เซ็นต์
การงอกและการเจริญเติบโตไม่แตกต่างกนัทางสถิติ ส่วนผกักาดหอมท่ีปลูกโดยใชก้าบมะพร้าวเก่า
จากการปลูกกลว้ยไมส้ายพนัธ์ุบอม 17 มาเป็นเวลา 1 ปี เป็นส่วนผสมในวสัดุปลูกนั้นมีเปอร์เซ็นต์
การงอกไม่ต่างกนั แต่มีการเจริญเติบโตดา้นความสูงและน ้ าหนกัสดต่างกนัทางสถิติ และเป็นท่ี
น่าสนใจคือ ผกักาดหอมท่ีปลูกในวสัดุปลูกเก่าท่ีใชป้ลูกกลว้ยไมด้ดัแปลงพนัธุกรรมสายพนัธ์ุ 
บอม 17 ทุกสายตน้ มีการเจริญ เติบโตดีกวา่ท่ีปลูกโดยใชก้าบมะพร้าวจากตน้กลว้ยไมป้กติผสมใน
วสัดุปลูก 

 
ผลการทดลองคร้ังน้ีสอดคลอ้งกบัการศึกษาการงอกของเมล็ดผกักาดหอมในวสัดุปลูกท่ีมี

เศษซากตน้คาร์เนชนัดดัแปลงพนัธุกรรมท่ีมีการแสดงออกของยนี flavoniod 3’, 5’-hydroxylase เป็น
ส่วนผสม พบวา่ ผกักาดหอมท่ีปลูกดว้ยวสัดุปลูกทั้งท่ีมีซากตน้คาร์เนชนัปกติและดดัแปลง
พนัธุกรรมมีการเจริญเติบโตไม่แตกต่างกนั (Kikuchi et al., 2008) 
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ตารางที ่9  การประเมินเปอร์เซ็นตก์ารงอก และการเจริญเติบโตของตน้ผกักาดหอมเม่ือปลูก 
ทดสอบในดินปลูกท่ีมีส่วนผสมของกาบมะพร้าวเก่าท่ีใชป้ลูกกลว้ยไมส้ายพนัธ์ุเอียสกลุ 
และบอม 17 ทั้งท่ีดดัแปลงพนัธุกรรมและกลว้ยไมป้กติ มาแลว้เป็นเวลา 1 ปี 

 
1/ เปอร์เซ็นตก์ารงอก, 2/ ความสูงล าตน้วดัจากส่วนเหนือรากถึงปลายใบ, 3/ ความกวา้งใบโดยวดัจาก 
  บริเวณกลางใบ, 4/ น ้าหนกัสดทั้งตน้รวมราก 
ns ค่าเฉล่ียไม่มีความแตกต่างอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติท่ีระดบัความเช่ือมัน่ 95 เปอร์เซ็นต ์
ค่าเฉล่ียท่ีตามดว้ยอกัษรท่ีต่างกนัตามแนวตั้งมีความแตกต่างกนัทางสถิติท่ีระดบัความเช่ือมัน่ 95  
เปอร์เซ็นต ์เปรียบเทียบโดยวิธี DMRT 
* ค่าเฉล่ียมีความแตกต่างอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติท่ีระดบัความเช่ือมัน่ 95 เปอร์เซ็นต ์
** ค่าเฉล่ียมีความแตกต่างอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติท่ีระดบัความเช่ือมัน่ 99 เปอร์เซ็นต ์
 
 

สายพนัธ์ุ สายตน้ 
การงอก และ การเจริญเติบโตของผกักาดหอม 

การงอก (%)1/ ความสูง (ซม.)2/ ความกวา้งใบ (ซม.)3/ น ้าหนกัสด (ก.)4/ 
เอียสกลุ AEC 80.0 32.2 6.8 13.5 

 AE1 88.0 31.1 6.1 12.5 
 AE2 80.0 30.8 6.2 10.0 
 AE3 58.0 26.4 5.9 9.1 
 AE4 64.0 29.1 6.3 8.4 
 F-test ns ns ns ns 
 C.V. (%) 2.2 1.2 0.5 1.7 

บอม 17 ABC 88.0 18.5c 4.7 2.6d 
 AB1 74.0 23.9bc 5.8 5.2cd 
 AB2 76.0 29.0ab 6.2 5.5c 
 AB3 72.0 26.2ab 6.1 8.8b 
 AB4 72.0 32.1a 6.8 12.9a 
 F-test ns * ns ** 
 C.V. (%) 1.9 1.0 0.9 1.4 
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การทดลองที ่3  การตรวจสอบผลของวสัดุปลูกกล้วยไม้สกุลหวายดัดแปลงพนัธุกรรมทีม่ีต่อกลุ่ม
ประชากรจุลนิทรีย์ คือ เช้ือรา แบคทเีรีย และแอคติโนมัยซีท ด้วยวธีิ plate cultivation method 
 

การตรวจสอบปริมาณจุลินทรียร์อบรากกลว้ยไมส้กุลหวายดว้ยวธีิการเพาะเช้ือใน 
หอ้งปฏิบติัการ (plate cultivation method) เป็นวธีิวเิคราะห์ทางชีวภาพวธีิหน่ึงท่ีนิยมใชใ้นการ
ประเมินความปลอดภยัทางชีวภาพของพืชดดัแปลงพนัธุกรรม การทดลองน้ีไดท้ดลองกบักลว้ยไม ้ 
2 กลุ่ม คือ กลว้ยไมส้กุลหวายดดัแปลงพนัธุกรรมท่ีไดรั้บการถ่ายยนี antisense CPACO จ านวน 2 
สายพนัธ์ุ สายพนัธ์ุละ 4 สายตน้ และกลว้ยไมส้กุลหวายปกติท่ีไม่ไดรั้บการถ่ายยนี 2 สายพนัธ์ุ คือ 
เอียสกุล และ บอม 17 การทดลองท าโดยการสุ่มตวัอยา่งกาบมะพร้าวท่ีใชป้ลูกกลว้ยไมส้กุลหวายท่ี
ผา่นการใชง้านมาแลว้เป็นระยะเวลาประมาณ 1 ปี มาแยกเช้ือจุลินทรียโ์ดยการสกดัดว้ยสารละลาย 
phosphate buffer แลว้น าสารละลายท่ีไดม้าเกล่ียลงบนผวิหนา้อาหารวุน้สูตร Peptone Tryptone 
Yeast Extract Glucose (PTYG) เพื่อตรวจสอบเช้ือแบคทีเรีย และแอคติโนมยัซีท และอาหารสูตร 
Oxytetracycline Glucose Yeast Extract (OGYE) เพื่อตรวจสอบเช้ือรา  

 
การตรวจสอบปริมาณจุลินทรียใ์นน ้าสกดัวสัดุปลูกกลว้ยไมส้กุลหวายพนัธ์ุเอียสกุลและ

บอม 17 ท่ีไดรั้บการถ่ายยนี antisense CPACO และกลว้ยไมส้กุลหวายปกติท่ีไม่ไดรั้บการถ่ายยนี 
(AEC และ ABC) ภายในหอ้งปฏิบติัการ ซ่ึงแสดงดงัตารางท่ี 10 พบวา่ ในกลว้ยไมส้ายพนัธ์ุเอียสกุล 
ปริมาณแบคทีเรียรอบรากกลว้ยไมส้กุลหวายดดัแปลงพนัธุกรรมและกลว้ยไมป้กติ มีปริมาณเช้ือ
แบคทีเรียรอบรากอยูใ่นช่วง 25.3-60.0 x 104 เซลลต่์อมิลลิลิตร เช้ือรา 3.3-5.0 x 104 เซลลต่์อมิลลิลิตร 
และมีจ านวนแอคติโนมยัซีทอยูใ่นช่วง 2.3-21.0 x 104 เซลลต่์อมิลลิลิตร ซ่ึงเม่ือวเิคราะห์ทางสถิติ
แลว้พบวา่ ค่าเฉล่ียประชากรจุลินทรียไ์ม่มีความแตกต่างทางสถิติ 

 
ส่วนการประเมินผลกระทบของกลว้ยไมส้กุลหวายสายพนัธ์ุบอม 17 ท่ีไดรั้บการดดัแปลง

พนัธุกรรมต่อกลุ่มประชากรจุลินทรียร์อบราก เปรียบเทียบกบักลว้ยไมป้กติท่ีไม่ไดรั้บการถ่ายยนีผล
การวเิคราะห์ปริมาณเช้ือจุลินทรียร์อบรากกลว้ยไม ้พบวา่ มีปริมาณเช้ือรารอบรากอยูใ่นช่วง  
2.0-5.0 x 104 เซลลต่์อมิลลิลิตร ซ่ึงเม่ือวเิคราะห์ขอ้มูลทางสถิติ พบวา่ ไม่มีความแตกต่างทางสถิติ 
ส าหรับแบคทีเรียและแอคติโนมยัซีทนั้น พบวา่ มีจ านวนเช้ือแบคทีเรียรอบรากอยูใ่นช่วง  
16.0-101.7 x 104 เซลลต่์อมิลลิลิตร และแอคติโนมยัซีทตรวจพบ 1.0-10.0 x 104 เซลลต่์อมิลลิลิตร 
ซ่ึงแมว้า่ค่าเฉล่ียประชากรจุลินทรียจ์ะมีความแตกต่างอยา่งมีนยัส าคญัยิง่ทางสถิติในแต่ละสายตน้ 
แต่เม่ือพิจารณาโดยละเอียดจะพบวา่ สายตน้ท่ีไม่ไดรั้บการถ่ายยนีมีจ านวนประชากรจุลินทรียอ์ยู่



55 

ในช่วงค่ากลางของประชากรจุลินทรียใ์นสายตน้ต่างๆ ท่ีไดรั้บการถ่ายยนี และพบความแตกต่างน้ี
เฉพาะในกลว้ยไมส้ายพนัธ์ุ บอม 17 เท่านั้น  

 
เม่ือวิเคราะห์ในภาพรวมถึงผลของกลว้ยไมส้กุลหวายดดัแปลงพนัธุกรรมและกลว้ยไม ้

สกุลหวายปกติท่ีมีผลต่อประชากรจุลินทรียแ์ลว้อาจกล่าวไดว้า่ กลว้ยไมส้กุลหวายดดัแปลง
พนัธุกรรมและกลว้ยไมส้กุลหวายปกติในสายพนัธ์ุเอียสกุล ส่งผลกระทบต่อปริมาณจุลินทรียร์อบ
รากใกลเ้คียงกนั ทั้งน้ี จากผลปริมาณเช้ือจุลินทรียร์อบรากกลว้ยไมด้ดัแปลงพนัธุกรรมและกลว้ยไม้
ปกติท่ีไม่ไดรั้บการถ่ายยนีดงักล่าวน้ีสอดคลอ้งกบัรายงานการศึกษาท่ีไม่พบความแตกต่างของ
แบคทีเรียรอบรากพืชดดัแปลงพนัธุกรรมชนิดอ่ืนดว้ยเช่นกนั (Juraj and Faragova, 2010)  

 
ส าหรับในกลว้ยไมส้กุลหวาย สายพนัธ์ุบอม 17 ซ่ึงพบปริมาณเช้ือจุลินทรียร์อบราก

กลว้ยไมด้ดัแปลงพนัธุกรรมและกลว้ยไมป้กติท่ีไม่ไดรั้บการถ่ายยนีมีความแตกต่างทางสถิติ แต่ 
สายตน้ท่ีไม่ไดรั้บการถ่ายยนีมีจ านวนประชากรจุลินทรียอ์ยูใ่นช่วงค่ากลางของประชากรจุลินทรีย์
ในสายตน้ต่างๆ ท่ีไดรั้บการถ่ายยนีนั้น ซ่ึงผลการศึกษาดงักล่าวน้ีเป็นไปในท านองเดียวกบังานวจิยั
ของ Griffiths et al. (2000) ซ่ึงพบวา่ มนัฝร่ังดดัแปลงพนัธุกรรมซ่ึงแมว้า่จะมีผลลดจ านวนประชากร
โปรโตซวั และแบคทีเรีย ต่างกนั ถึง 10 เปอร์เซ็นต ์แต่ไม่ส่งผลกระทบโดยตรงต่อประชากร
จุลินทรียใ์นภาพรวม และจากการศึกษาของ Griffiths et al. (2007) พบวา่ ระยะการเจริญเติบโตของ
ตน้ขา้วโพดส่งผลต่อประชากรและชนิดของแบคทีเรียรอบรากขา้วโพดดดัแปลงพนัธุกรรมมากกวา่
การดดัแปลงพนัธุกรรมขา้วโพดดว้ยยนี Bt  

 
อยา่งไรก็ตาม การเปล่ียนแปลงประชากรจุลินทรียร์อบรากพืชดดัแปลงพนัธุกรรมท่ีพบวา่มี

ความแตกต่างจากพืชปกติอยูบ่า้ง อาจเกิดไดจ้ากการท่ีพืชดดัแปลงพนัธุกรรมมีลกัษณะท่ีแสดงออก
และลกัษณะทางพนัธุกรรมบางประการท่ีมีผลทางออ้มท าใหโ้ครงสร้างและชนิดของแบคทีเรียรอบ
รากแตกต่างไปจากพืชปกติ ดงัเช่นการศึกษาของ Fang et al. (2007) ซ่ึงพบวา่ ตน้ขา้วโพดท่ีไดรั้บ
การถ่ายยนี Bt มีเปอร์เซ็นตลิ์กนินสูงกวา่ตน้ขา้วโพดปกติ มีผลท าใหอ้ตัราส่วนของลิกนินต่อ
ไนโตรเจนสูงข้ึน ส่งผลทางออ้มใหป้ระชากรแบคทีเรียรอบรากเพิ่มมากข้ึน และ Lupwayi et al. 
(2007) ยงัมีการรายงานไวว้า่ แนวโนม้การเปล่ียนแปลงโครงสร้างประชากรแบคทีเรียรอบรากพืช
น่าจะเกิดจากสถานท่ีปลูก ระยะผวิหนา้ดิน ชนิดพืชปลูก และการจดัการแมลงศตัรูพืชท่ีต่างกนั ซ่ึง
ส่งผลต่อการเปล่ียนแปลงประชากรจุลินทรียม์ากกวา่ผลจากการปลูกพืชดดัแปลงพนัธุกรรม  
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ตารางที ่10  ปริมาณจุลินทรียใ์นน ้าสกดัวสัดุปลูกกลว้ยไมส้กุลหวายพนัธ์ุ เอียสกุล และบอม 17 ท่ี 
                    ไดรั้บการถ่ายยนี antisense CPACO และกลว้ยไมส้กุลหวายปกติท่ีไม่ไดรั้บการถ่ายยนี     
                     (AEC และ ABC) เม่ือตรวจสอบดว้ยวธีิ plate cultivation method 

 
AEC และ ABC คือ สายตน้ท่ีไม่ไดรั้บการถ่ายยนี  
AE1-AE4 และ AB1-AB4 คือ สายตน้ท่ีไดรั้บการถ่ายยนี 
ns ค่าเฉล่ียไม่มีความแตกต่างอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ 
** ค่าเฉล่ียท่ีตามดว้ยอกัษรท่ีต่างกนัตามแนวตั้งมีความแตกต่างกนัทางสถิติท่ีระดบัความเช่ือมัน่  
     99 เปอร์เซ็นต ์เปรียบเทียบโดยวธีิ DMRT 
 
 
 
 
 

สายพนัธ์ุ สายตน้ จ านวนประชากรจุลินทรีย ์( x 104 เซลล/์มิลลิลิตร) 
 

 
แบคทีเรีย  เช้ือรา  แอคติโนมยัซีท  

เอียสกุล AEC 54.7 4.0 7.7 
 AE1 53.3 3.3 4.0 
 AE2 25.3 4.0 2.3 
 AE3 38.0 5.0 8.7 
 AE4 60.0 5.0 21.0 
 F-test ns ns ns 
 C.V. (%) 2.5 4.0 9.5 

บอม 17 ABC 30.7bc 2.0 4.3ab 
 AB1 16.0c 2.0 1.0b 
 AB2 70.3ab 2.0 1.3b 
 AB3 69.7ab 2.3 3.3b 
 AB4 101.7a 5.0 10.0a 
 F-test ** ns ** 
 C.V. (%) 2.5 6.1 5.4 
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  ในการศึกษาเพื่อประเมินการผลิตสารอลัลีโลพาทิคจากกลว้ยไมด้ดัแปลงพนัธุกรรม  
โดยการศึกษาในประเด็นหลกัคือ ผลทางอลัลีโลพาทีต่อการเจริญเติบโตของผกักาดหอมและกลุ่ม
ประชากรจุลินทรีย ์ซ่ึงเป็นการศึกษาท่ีมีความจ าเป็นในการประเมินความปลอดภยัทางชีวภาพในคร้ัง
น้ี อาจกล่าวไดว้า่ กลว้ยไมส้กุลหวายดดัแปลงพนัธุกรรมสายพนัธ์ุ เอียสกุล และ บอม17 ท่ีไดรั้บการ 
ถ่ายยนี antisense CPACO ไมผ่ลิตสารท่ีส่งผลกระทบต่อการเจริญเติบโตของผกักาดหอมและ
ประชากรจุลินทรียดิ์น แต่ยงัพบวา่ ในบางสายตน้ส่งผลใหมี้แนวโนม้การเพิ่มข้ึนของประชากร
จุลินทรียดิ์น ซ่ึงอาจเกิดเน่ืองจากกลว้ยไมด้ดัแปลงพนัธุกรรมบางสายตน้ ไม่มีการผลิตสารท่ีมีผลลด
จ านวนประชากรจุลินทรีย ์ผลดงักล่าวน้ีสอดคลอ้งกบังานวจิยัของ Kowalchuk et al. (2003) ท่ีได้
ประเมินการตอบสนองของจุลินทรียดิ์นต่อพืชดดัแปลงพนัธุกรรม สรุปวา่ ผลกระทบของพืช
ดดัแปลงพนัธุกรรมท่ีอาจมีต่อจุลินทรียน์ั้นเป็นไปไดน้อ้ยมาก  
 

การเกิดผลกระทบของพืชดดัแปลงพนัธุกรรมท่ีอาจมีต่อจุลินทรียน์ั้นหากจะเกิดข้ึนไดน่้าจะ
เกิดใน 2 ลกัษณะคือ พืชดดัแปลงพนัธุกรรมอาจสร้างสารบางชนิดข้ึนแลว้สารดงักล่าวซึมผา่น
ออกมาทางรากของพืช แลว้ส่งผลกระทบต่อจุลินทรียใ์นดิน ซ่ึงเกิดในกรณีท่ีพืชดดัแปลงพนัธุกรรม
นั้นถูกดดัแปลงใหมี้การสร้างสารท่ีเก่ียวขอ้งกบัการป้องกนัตวัเองของพืชจากการเขา้ท าลายของเช้ือ
สาเหตุโรคพืชเพิ่มมากข้ึน (Kowalchuk et al., 2003) หรืออาจเกิดจากกรณีท่ีการดดัแปลงพนัธุกรรม
ของพืชอาจส่งผลกระทบต่อคุณภาพเน้ือเยือ่พืช และการเปล่ียนแปลงของเน้ือเยือ่พืชดงักล่าวอาจ
ส่งผลกระทบต่อจุลินทรียดิ์นได ้(Escher et al., 2000) นอกจากน้ี ในปี 2004 Dunfield และ Germida 
ไดร้วบรวมงานวิจยัท่ีพิจารณาผลกระทบของพืชดดัแปลงพนัธุกรรมดว้ยวธีิการต่างๆ ท่ีมีต่อการ
เปล่ียนแปลงของจ านวนประชากรส่ิงมีชีวติบริเวณรอบรากพืชดดัแปลงพนัธุกรรม ซ่ึงผลสรุปไดว้า่ 
การศึกษาส่วนใหญ่ไม่แสดงใหเ้ห็นถึงการเปล่ียนแปลงของประชากรส่ิงมีชีวิตรอบรากของพืช
ดดัแปลงพนัธุกรรมท่ีแตกต่างจากพืชปกติ  

 
ดงันั้น ผลการศึกษาในคร้ังน้ีสรุปไดว้า่ กลว้ยไมส้กุลหวายสายพนัธ์ุเอียสกุล  และบอม 17 ท่ี

ไดรั้บการถ่ายยนี antisense CPACO ไม่น่าจะมีความเส่ียงต่อความหลากหลายทางชีวภาพ ทั้งในดา้น
ผลกระทบต่อพืชปลูกตามหลงัและประชากรจุลินทรียใ์นวสัดุปลูก  
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การทดลองที ่4  การศึกษารูปแบบของโครมาโทแกรมสารสกดัจากกล้วยไม้สกุลหวายดัดแปลง
พนัธุกรรมและกล้วยไม้สกุลหวายปกติทีไ่ม่ได้รับการถ่ายยนี ด้วยวธีิ high performance liquid 
chromatography (HPLC) 

 
การวเิคราะห์โครมาโทแกรมของสารสกดักลุ่มสารประกอบฟีนอลิก ท าโดยใชต้วัอยา่งใบ

แก่ใบล่างสุดในล าท่ีมีอายมุากท่ีสุด และจากดอกบานซ่ึงสุ่มคละจากดอกท่ีบานเตม็ท่ี 5 ดอกในแต่ละ
ช่อ จากกลว้ยไมส้กุลหวายท่ีไดรั้บการถ่ายยนี antisense CPACO และจากตน้กลว้ยไมส้กุลหวายปกติ
ท่ีไม่ไดรั้บการถ่ายยนี อายปุระมาณ 1 ปี ทั้ง 2 สายพนัธ์ุ คือ เอียสกุล และ บอม 17 ดว้ยวิธีการ
ดดัแปลงจากวธีิของ Yang et al. (2006) แลว้ท าการวเิคราะห์ผลดว้ยวธีิ high performance liquid 
chromatography โดยใช ้detector ชนิด photodiode array detector (HPLC-DAD) คอลมัน์ชนิด Luna 
5U C18 ใช ้acetonitrile และ 0.01% trifluoroacetic acid ในอตัราส่วน 32 : 68 เป็นสารละลายตวัพา 
ก าหนดอตัราการไหลของสารละลายตวัพาเป็น 1 มิลลิลิตรต่อนาที ตรวจวดัโดยใชค้วามยาวคล่ืน 
280 นาโนเมตร ซ่ึงองคป์ระกอบของ HPLC mobile phase ใชส่้วนผสมของ acetonitrile และ 0.01% 
trifluoroacetic acid ในน ้าเป็นสารละลายตวัพา ซ่ึงรายงานการใชพ้บวา่ กรดช่วยใหล้กัษณะของพีคมี
ความคมชดัมากข้ึน และช่วยส่งเสริมการแยกพีคสารทั้งหมดในกลว้ยไมส้กุลหวาย (Yang et al., 
2006) 
  

จากการทดลองน้ี สารสกดัจากส่วนใบและดอกของกลว้ยไมถู้กน ามาวเิคราะห์โดยวธีิ 
HPLC-DAD เพื่อวเิคราะห์รูปแบบโครมาโทแกรมของสารประกอบฟีนอลิก ซ่ึงมีรายงานในปี 2006 
โดย Yang et al. และ Zhang et al. วา่ กลว้ยไมส้กุลหวายมีอนุพนัธ์ของสารประกอบฟีนอลิก 
ประกอบดว้ย bibenzyls, phenanthrenes และ fluorenone เป็นองคป์ระกอบหลกั และพบวา่สารบาง
ชนิดมีสรรพคุณทางยา เช่น erianin และ moscatilin ซ่ึงมีฤทธ์ิในการตา้นเน้ืองอก การตกตะกอนของ
เกล็ดเลือด และช่วยควบคุมระบบภูมิคุม้กนัโรค ดงันั้นจึงสนใจศึกษาสารประกอบฟีนอลิกในส่วน
ใบและดอกของกลว้ยไมท่ี้ไดรั้บการถ่ายยนีเปรียบเทียบกบักลว้ยไมท่ี้ไม่ไดรั้บการถ่ายยนี ซ่ึงโครมา
โทแกรมของสารประกอบฟีนอลิก (phenolic compound) ในสารสกดัส่วนใบ และดอกของกลว้ยไม้
สกุลหวายสายพนัธ์ุ เอียสกลุ แสดงในภาพท่ี 4 ส่วนผลการตรวจสอบในสายพนัธ์ุ บอม 17 แสดงใน
ภาพท่ี 5 ซ่ึงเม่ือเปรียบเทียบกบัโครมาโทแกรมของกลุ่มสารประกอบฟีนอลิกมาตรฐานในสารสกดั
กลว้ยไมส้กลุหวาย จากการวเิคราะห์ดว้ยเทคนิค HPLC–DAD ท่ีความยาวคล่ืน 280 นาโนเมตร 
(ภาพท่ี 3) ซ่ึงอา้งอิงจากงานวิจยัของ Yang et al. (2006) พบวา่ กลว้ยไมส้กุลหวายทุกสายตน้แสดง
การกระจายพีคของสารในลกัษณะเดียวกนั ณ ค่า retention time ประมาณ 10 ถึง 35 นาที โดยสาร
สกดัจากใบแสดงพีคสารขนาดเล็กประมาณ 7 พีค ซ่ึงเม่ือเทียบเคียงกบังานวจิยัของ Yang et al. 
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(2006) ใหผ้ลใกลเ้คียงกบัสาร 5 ชนิด คือ denchrysan A, moscatilin, gigantol, dengibsin และ 
moscatin ส่วนในสารสกดัจากดอกแสดงพีคสารขนาดเล็กประมาณ 7 พีค และพีคสารหลกัอีก 3 พีค 
ท่ีมีค่าใกลเ้คียงกบัสาร 6 ชนิด คือ denchrysan A, erianthridin, moscatilin, confusarin, gigantol และ
dengibsin แสดงใหเ้ห็นวา่ ในส่วนของดอกมีสารประกอบฟีนอลิกปริมาณสูงกวา่ส่วนของใบ
กลว้ยไม ้อยา่งไรก็ตาม การระบุชนิดสารท่ีกล่าวแลว้น้ีเป็นเพียงการเทียบเคียงกบังานท่ีมีมาก่อนแลว้ 
แต่ไม่สามารถระบุปริมาณสารท่ีแน่นอนได ้เน่ืองจากการทดลองน้ีไม่มีค่าสารมาตรฐานท่ีชดัเจน  
 

เม่ือเปรียบเทียบลกัษณะโครมาโทแกรมของกลว้ยไมส้กุลหวายท่ีไดรั้บการถ่ายยนีและ
ไม่ไดรั้บการถ่ายยนีทั้ง 2 สายพนัธ์ุ พบวา่ ลกัษณะโครมาโทแกรมในแต่ละสายพนัธ์ุมีรูปแบบ
คลา้ยกนั แสดงวา่ มีองคป์ระกอบและปริมาณของสารในกลุ่มฟีนอลิกท่ีใกลเ้คียงกนั ซ่ึงผลการ
ทดลองดงักล่าวน้ีสนบัสนุนผลการทดลองท่ี 1-3 ท่ีพบวา่ เศษซากเน้ือเยือ่และวสัดุท่ีใชป้ลูกของ
กลว้ยไมส้กลุหวายดดัแปลงพนัธุกรรมท่ีมียนี antisense CPACO ไม่ส่งผลในการยบัย ั้งการ
เจริญเติบโตของผกักาดหอมซ่ึงใชเ้ป็นพืชปลูกตามหลงั และไม่ส่งผลกระทบเชิงลบต่อจุลินทรีย์
บริเวณรอบรากของกลว้ยไม ้
 
 อยา่งไรก็ตามในปัจจุบนัน้ี ประเทศไทยมีธุรกิจการคา้ตน้กลว้ยไมส้กลุหวายส่งออกไปยงั
ประเทศจีน (Kong et al., 2003; Hu et al., 2012) โดยส่งออกเฉพาะส่วนล าตน้เทียม (pseudobulb) 
หรือท่ีชาวสวนนิยมเรียกวา่ ล า เพื่อใชป้ระโยชน์ในการน าไปสกดัสารบางชนิดซ่ึงมีฤทธ์ิทางเภสัช 
ซ่ึงการสกดัสารเหล่าน้ียงัถูกปกปิดเป็นความลบัทางการคา้ แต่มีงานวิจยับางงานท่ีมีการตีพิมพ์
เผยแพร่ในกลว้ยไมส้กุลหวายชนิดอ่ืนๆ เช่น การศึกษาใน Dendrobium  aurantiacum var. 
dennaeanum (Yang et al., 2007)  พบวา่มีสารประกอบกลุ่มฟีนอล ซ่ึงเป็นองคป์ระกอบส าคญั ทั้งใน
พนัธ์ุป่าและพนัธ์ุปลูก ไดแ้ก่ moscatilin, gigantol, moscatin และ coumarin ดงันั้นในอนาคตหาก
สามารถวเิคราะห์รูปแบบโครมาโทแกรมจากส่วนของล าตน้เทียมได ้จะช่วยใหมี้ขอ้มูลท่ีสมบูรณ์ข้ึน 
ซ่ึงนอกเหนือจากจะยนืยนัวา่ กลว้ยไมด้ดัแปลงพนัธุกรรมท่ีทดสอบน้ีไม่ส่งผลดา้นลบในลกัษณะ
ของสารอลัลีโลพาทิคแลว้ ยงัเป็นขอ้มูลเพื่อสนบัสนุนการส่งออกตน้กลว้ยไมเ้พื่ออุตสาหกรรมยาอีก
ดว้ย 
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ภาพที ่3  โครมาโทแกรมของสารประกอบฟีนอลิกมาตรฐานในสารสกดักลว้ยไมส้กุลหวาย  
    จากการวเิคราะห์ดว้ยเทคนิค HPLC–DAD ท่ีความยาวคล่ืน 280 นาโนเมตร: 

   (1) denchrysan A, (2) erianthridin, (3) dendroflorin, (4) moscatilin, (5) confusarin,  
  (6) gigantol, (7) dengibsin, (8) chrysotoxin, (9) moscatin, (10) erianin,  
   (11) chrysotobibenzyl 

 
ทีม่า: Yang et al. (2006) 
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ภาพที ่4  โครมาโทแกรมของสารประกอบฟีนอลิก (phenolic compound) ในสารสกดัจากส่วน 

ใบ และดอกของกลว้ยไมส้กลุหวายสายพนัธ์ุ เอียสกุล (AE) จากตน้กลว้ยไมท่ี้ไม่ไดรั้บ      
การถ่ายยนี (AEC)  และตน้กลว้ยไมท่ี้ไดรั้บการถ่ายยนี antisense CPACO จ  านวน 4  
สายตน้ คือ AE1 AE2 AE3 และ AE4 
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ภาพที ่5  โครมาโทแกรมของสารประกอบฟีนอลิก (phenolic compound) ในสารสกดัจากส่วน 
   ใบ และดอกของกลว้ยไมส้กุลหวายสายพนัธ์ุ บอม 17 (AB) จากตน้กลว้ยไมท่ี้ไม่ไดรั้บ 

  การถ่ายยนี (ABC)  และตน้กลว้ยไมท่ี้ไดรั้บการถ่ายยนี antisense CPACO จ  านวน 4  
  สายตน้ คือ AB1 AB2 AB3 และ AB4 
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สรุปและข้อเสนอแนะ 

 

การประเมินผลทางอลัลีโลพาทีของกลว้ยไมส้กุลหวายดดัแปลงพนัธุกรรมเปรียบเทียบกบั
กลว้ยไมป้กติท่ีไม่ไดรั้บการถ่ายยนี antisense CPACO ทั้ง 2 สายพนัธ์ุ คือ เอียสกุล และบอม 17 ซ่ึง
เป็นวธีิการส าคญัประการหน่ึงของการตรวจสอบความปลอดภยัทางชีวภาพของพืชดดัแปลง
พนัธุกรรมท่ีอาจส่งผลกระทบต่อส่ิงแวดลอ้มทั้งพืชปลูกตามหลงั และจุลินทรียร์อบรากดว้ยวธีิทาง
ชีวภาพ พบวา่ ในภาพรวมกลว้ยไมส้กุลหวายมีผลทางอลัลีโลพาทียบัย ั้งการงอกและการเจริญเติบโต
ของผกักาดหอม แต่ไม่พบความแตกต่างทางสถิติ เม่ือเปรียบเทียบระหวา่งกลว้ยไมส้กุลหวายท่ี
ไดรั้บการถ่ายยนีและกลว้ยไมส้กุลหวายปกติ และปริมาณจุลินทรียร์อบรากท่ีตรวจนบัไดจ้ากทั้ง 
ทรีทเมนตท่ี์เป็นกลว้ยไมท่ี้ไดรั้บการถ่ายยนีและไม่ไดรั้บการถ่ายยนีไม่มีความแตกต่างกนั และเม่ือ
ตรวจสอบลกัษณะ 
โครมาโทแกรมของสารประกอบฟีนอลิก พบวา่มีรูปแบบคลา้ยกนัดว้ย ดงันั้น การถ่ายยนีไม่น่าจะมี
ผลต่อกิจกรรมทางอลัลีโลพาทีของกลว้ยไม ้การมียนีไม่มีผลเด่นชดัต่อส่ิงมีชีวิตรอบรากกลว้ยไม้
สกุลหวายดดัแปลงพนัธุกรรมทุกสายตน้  
 

การทดลองน้ีแสดงใหเ้ห็นวา่ กลว้ยไมส้กลุหวายดดัแปลงพนัธุกรรมสายพนัธ์ุ เอียสกุล และ 
บอม 17 ท่ีมียนี antisense CPACO นั้นมีระดบัผลกระทบทางอลัลีโลพาทีต่อส่ิงแวดลอ้มต ่ามาก  
อยา่งไรก็ตาม การน ากลว้ยไมด้ดัแปลงพนัธุกรรมออกปลูกในสภาพแวดลอ้ม จ าเป็นตอ้งมีการ
ประเมินความปลอดภยัในดา้นต่างๆ อีกหลายดา้น เพื่อให้ไดข้อ้มูลดา้นการประเมินความปลอดภยั
ของพืชดดัแปลงพนัธุกรรมท่ีครบถว้นสมบูรณ์ 
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เอกสารและส่ิงอ้างองิ 
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ตารางผนวกที ่1  องคป์ระกอบของอาหารสูตร Peptone Tryptone Yeast Extract Glucose (PTYG)  
ส าหรับการเพาะเล้ียงแบคทีเรียและแอคติโนมยัซีท 

 
องคป์ระกอบ กรัมต่อลิตร 
Bacto Peptone 0.25 
Bacto Tryptone 0.25 
Yeast Extract 0.50 
Glucose 0.50 
MgSO4 7H2O 30 mg/ml 
CaCl2 2H2O 3.5 mg/ml 
Bacto Agar 15 
 
ทีม่า: Yu et al. (2013) 
 
ตารางผนวกที ่2  องคป์ระกอบของอาหารสูตร Oxytetracycline Glucose Yeast Extract (OGYE)  
  ส าหรับการเพาะเล้ียงเช้ือรา 
 
องคป์ระกอบ กรัมต่อลิตร 
Yeast Extract 5 
Glucose 20 
Biotin 0.1 mg/ml 
Bacto Agar 12 
Tetracycline 50 mg/ml 
 
ทีม่า: Yu et al. (2013) 
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ตารางผนวกที ่3  การเตรียมสารละลาย phosphate buffer ความเขม้ขน้ 15 มิลลิโมลาร์  
 
องคป์ระกอบ ความเขม้ขน้สุดทา้ย 
NaH2PO4.2H2O (acidity) 15 mM 
Na2HPO4 15mM 
ปรับ pH เป็น 7.0 ดว้ย NaOH  
 
ทีม่า: Yu et al. (2013) 
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ประวตัิการศึกษาและการท างาน 
 

ช่ือ-นามสกุล  นางสาวชมภูนุช  ล้ิมประสาท 
วนั เดือน ปี ทีเ่กดิ 1 กนัยายน พ.ศ. 2532 
สถานทีเ่กดิ  จงัหวดันครปฐม 
ประวตัิการศึกษา  วทิยาศาสตรบณัฑิต (เทคโนโลยชีีวภาพทางการเกษตร)  

เกียรตินิยมอนัดบั 1 ปีการศึกษา 2553 
   สาขาเทคโนโลยชีีวภาพทางการเกษตร คณะเกษตร ก าแพงแสน 
   มหาวทิยาลยัเกษตรศาสตร์ วิทยาเขตก าแพงแสน 
 
ทุน/การสนับสนุนการศึกษาทีไ่ด้รับ  

 
บณัฑิตผูช่้วยวจิยั ระหวา่งเดือนพฤศจิกายน พ.ศ. 2553 ถึง เดือนตุลาคม  
พ.ศ. 2555 
ศูนยค์วามเป็นเลิศดา้นเทคโนโลยชีีวภาพเกษตร   
ส านกัพฒันาบณัฑิตศึกษาและวจิยัดา้นวทิยาศาสตร์และเทคโนโลย ี 
ส านกังานคณะกรรมการการอุดมศึกษา กระทรวงศึกษาธิการ 

 
 
 




