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เพาะเล้ียงกา้นดอกอ่อนและกา้นใบอ่อนสบู่ด าพนัธ์ุโคราชบนอาหารแข็งสูตร MS ท่ีมี TDZ 
ร่วมกบั NAA ความเขม้ขน้ต่าง ๆ เพื่อชกัน าใหเ้กิดแคลลสั พบวา่ ส่วนของกา้นใบอ่อนพฒันาเกิดเป็น 
compact callus ไดดี้กวา่กา้นดอกอ่อน โดยสูตรอาหารท่ีเหมาะสม คือ อาหารแข็งสูตร MS ท่ีมี TDZ 
ความเขม้ขน้ 0.4 มิลลิกรัมต่อลิตร ชกัน าให้เกิด compact callus 84.38 % มีน ้าหนกัแคลลสัเท่ากบั 1.16 
กรัม น าแคลลสัท่ีไดไ้ปทดสอบต่อเพื่อหาสูตรอาหารท่ีเหมาะสมในการชกัน าให้เกิดยอดบนอาหาร
แขง็สูตร MS ท่ีมี BA ความเขม้ขน้ 0  1  2  3 และ 4 มิลลิกรัมต่อลิตร พบวา่ อาหารแขง็สูตร MS ท่ีมี 
BA ความเขม้ขน้ 2 มิลลิกรัมต่อลิตร สามารถชกัน าใหแ้คลลสัเกิดเป็นยอดดีท่ีสุดเฉล่ีย 6.62 ยอด 

 

เพื่อชกัน าใหเ้กิดการความแปรปรวนทางพนัธุกรรมกบัสบู่ด า น าแคลลสัท่ีเพาะเล้ียงบน
อาหารแขง็ MS ท่ีมี TDZ ความเขม้ขน้ 0.4 มิลลิกรัมต่อลิตร ไปฉายรังสีแกมมาแบบเฉียบพลนัท่ีระดบั
ความเขม้ขน้ของรังสี 0  10  20  30 และ 40 เกรย ์พบวา่ เม่ือระดบัรังสีสูงข้ึน เปอร์เซ็นตค์วามอยูร่อด
จะลดลง โดยท่ีระดบั 10 และ 20 เกรย ์แคลลสัสามารถพฒันาเป็นตน้ได ้ยอดท่ีเกิดมีความสมบูรณ์ 
ส่วนท่ีระดบั 30 และ 40 เกรย ์ยอดมีลกัษณะแคระแกร็น และมีการเจริญเติบโตท่ีชา้  

 

ชกัน าให้เกิดการความแปรปรวนทางพนัธุกรรมกบัก่ิงปักช าสบู่ด า แบ่งการฉายรังสีแกมมา
เป็น 2 แบบ คือ แบบเร้ือรังคร้ังเดียว ท่ีระดบั 0  10  15 และ 20 เกรย ์และฉายซ ้ าบางตวัอยา่งท่ีระดบั 50  
100 และ 150 เกรย ์พบวา่ รังสีทุกระดบัไม่ท าใหก่ิ้งปักช าตาย แต่ส่งผลเกิดการเปล่ียนแปลงลกัษณะ
ทางสัณฐานวทิยา ไดแ้ก่ ใบด่าง กา้นแดง รูปร่างใบผิดปกติ ความยาวของก่ิงเกิดใหม่เพิ่มข้ึนหรือ
ลดลง และพบวา่ ก่ิงปักช าท่ีผา่นการฉายรังสีท่ีระดบั 20 เกรย ์เพียงคร้ังเดียว มีระยะเวลาการออกดอก
ท่ีเร็วท่ีสุด และเร็วกวา่ชุดควบคุม 11 วนั เม่ือน าตน้สบู่ด าท่ีไดรั้บการฉายรังสีทั้งท่ีไดจ้ากแคลลสัและ
ก่ิงปักช า มาตรวจสอบความแปรปรวนทางพนัธุกรรมดว้ยเทคนิค AFLP ดว้ยไพรเมอร์ทั้งหมด 10 คู่
ไพรเมอร์ พบวา่ เกิดแถบดีเอ็นเอจ านวนทั้งหมด 1,227 และ 550 แถบ ตามล าดบั โดยทุกคู่ไพรเมอร์
เกิดโพลีมอร์ฟิซึม แสดงวา่ มีความแปรปรวนทางพนัธุกรรมเกิดข้ึน 
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Young peduncle and young petiole of physic nut cv. Korat were cultured in vitro on 
solid MS medium supplemented with various concentrations of TDZ and NAA in combination 
for callus induction. It was found tha  theyoung petiole has higer ability to develop  compact 
callus than that of the young peduncle when was cultured on MS solid medium supplemented 
with 0.4 mg/l TDZ. This medium resulted 84.38% compact callus production with 1.16 g. 
average weight of callus. The calli were cultured on MS medium with 0 1 2 3 and 4 mg /l  BA 
for multiple shoot induction. It was found that MS medium with 2 mg/l BA gave the highest 
average shoot number of 6.62. 

 

To induce genetic variation, the calli induced on MS medium supplemented with 0.4 
mg/l TDZ were acuted gamma irradiation at 0 10 20 30 and 40 Gray. When higher doses of 
gamma ray were applied, lower percentages of shoot survial were obtained. At 10 and 20 Gray, 
elongated and normal shoots were obtained. At 30 and 40 Gray, dwarft and slow growth shoot 
with yellow leave were obtained.  

 

The induction of genetic variation in cutting was also done. Two gamma irradiation 
procedures were carried out, single-exposure chronic gamma irradiation at 0 10 15 and 20 Gray. 
The second procedure, an experimental subset of cutting underwent a second exposure at 50, 100 
and 150 Gray. It was found that all cuttings survival irradiation. However, some mophological 
changes were noticed i.e. leaf mosaic, stem discoloration, deformed leaf shape and shorter or 
longer branch length. One physic nut cutting that received single exposure irradiation at 20  Gray 
showed 11 days earlier of flowering than in control. AFLP with 10 primer pairs was applied for 
detecting genetic variation. The irradiated calli and cutting  yielded 1,227 and 550  DNA 
fragments, respectively. Every pair of primer generated polymorphic band of DNA. 
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2 แคลลสัสบู่ด าพนัธ์ุโคราชจากการเพาะเล้ียงส่วนของกา้นใบอ่อน บนอาหารแขง็ 

สูตร MS ท่ีมี TDZ ร่วมกบั NAA เพาะเล้ียงเป็นระยะเวลา 30 วนั 46 
3 แคลลสัสบู่ด าพนัธ์ุโคราชจากการเพาะเล้ียงส่วนของกา้นใบอ่อน บนอาหารแขง็ 

สูตร MS ท่ีมี TDZ ความเขม้ขน้ต่าง ๆ เพาะเล้ียงเป็นระยะเวลา 30 วนั      49 
4 การเกิดยอดของสบู่ด าพนัธ์ุโคราชจากการเพาะเล้ียงแคลลสัท่ีไดจ้ากกา้นใบอ่อน 

 บนอาหารแขง็สูตร MS ท่ีมี BA ความเขม้ขน้ต่าง ๆ เพาะเล้ียงเป็นระยะเวลา 
 30 วนั            51 

5 ยอดสบู่ด าหลงัจากไดรั้บการฉายรังสีแกมมาแบบเฉียบพลนัท่ีระดบัความเขม้ขน้  
0  10  20  30  และ 40 เกรย ์เม่ือเพาะเล้ียงนาน 60 วนั หลงัไดรั้บรังสี     53 

6 ลกัษณะใบด่างท่ีเกิดข้ึนหลงัการฉายรังสีแกมมาแบบเร้ือรัง จ  านวน 2 คร้ัง  
ท่ีระดบั 10 เกรย ์และ 50 เกรย ์ตามล าดบั        55 

7 ลกัษณะกา้นแดงท่ีเกิดข้ึนหลงัการฉายรังสีแกมมาแบบเร้ือรัง จ  านวน 2 คร้ัง  
ท่ีระดบั 10 เกรย ์และ 100 เกรย ์ตามล าดบั        55 

8 ตน้สบู่ด าท่ี 60 วนัหลงัไดรั้บรังสีแบบเร้ือรัง 2 คร้ัง คร้ังแรกท่ี 10 เกรย ์ 
คร้ังท่ี 2 ท่ี 100 เกรย ์          56 

 
      



  
(5) 

ค าอธิบายสัญลกัษณ์และค าย่อ 
 

AFLP = Amplified Fragment Length Polymorphism 
BA = 6-benzylaminopurine 
DNA = Deoxyribose Nucleic Acid 
IBA = ndole-3-butyric acid 
kn = kinetin 
NAA  = Naphthalene-1-Acetic Acid  
PCR  = Polymerase Chain Reaction  
TDZ = Thidiazuron 
 
 
 



 

 

 

การชักน าให้เกดิการกลายพนัธ์ุในสบู่ด า (Jatropha curcas L.) โดยใช้รังสีแกมมา 

 

Induce Mutation in Jatropha curcas L. Using Gamma Irradiation. 
 

ค าน า 
 

สบู่ด าเป็นพืชน ้ามนัชนิดหน่ึงท่ีพบไดท้ัว่ไปในทุกภูมิภาคของประเทศไทย และมีการน าสบู่
ด ามาใชเ้ป็นสมุนไพรรักษาโรค แต่ท่ีส าคญัคือ น ้ามนัท่ีสกดัไดจ้ากเมล็ดสบู่ด าสามารถใชก้บั
เคร่ืองยนตดี์เซลทางการเกษตรได ้และเน่ืองจากน ้ามนัเมล็ดสบู่ด าประกอบดว้ยกรดไขมนัชนิดไม่
อ่ิมตวัสูงประมาณ 78.72 เปอร์เซ็นต ์(ระพีพนัธ์, 2525) สบู่ด าจึงเป็นพืชท่ีน่าสนใจในการน ามาใช้
เป็นพืชพลงังานทดแทนในสภาวะท่ีน ้ามนัดีเซลมีราคาสูง ปัจจุบนัสบู่ด าท่ีพบมีพนัธุกรรมท่ียงัไม่
เป็นท่ีตอ้งการเช่น การมีสารพิษ ผลผลิตต ่า ผลมีขนาดเล็ก ปริมาณน ้ามนัท่ีสกดัไดน้อ้ยเม่ือเทียบกบั
พืชน ้ามนัชนิดอ่ืน และปัญหาท่ีส าคญัคือ ลกัษณะการทยอยสุกแก่ของผล ท าใหค้่าจา้งแรงงานใน
การเก็บเก่ียวสูงเป็นการเพิ่มตน้ทุนในการผลิต (ทวศีกัด์ิ, 2548; Heller, 1996) 
 

ฐานพนัธุกรรมท่ีแคบของสบู่ด าเป็นปัญหาหลกัดา้นความกา้วหนา้ในการปรับปรุงพนัธ์ุ 
การพฒันาพนัธ์ุสบู่ด าเพื่อเพิ่มผลผลิตหรือปรับปรุงลกัษณะอ่ืน ๆ ใหดี้ข้ึน จ าเป็นตอ้งเพิ่มความ
แปรปรวนทางพนัธุกรรมให้มากข้ึน เป็นการสร้างลกัษณะใหม่ ๆ ท่ีพึงประสงคใ์หก้บัสบู่ด า 
นอกจากการขยายพนัธ์ุสบู่ด าดว้ยวธีิการปกติแลว้ยงัมีการน าเทคนิคการเพาะเล้ียงเน้ือเยื่อพืชและ
การชกัน าใหเ้กิดการกลายพนัธ์ุโดยใชส่ิ้งก่อกลายพนัธ์ุชนิดต่าง ๆ ซ่ึงรังสีแกมมาเป็นส่ิงก่อกลาย
พนัธ์ุชนิดหน่ึงท่ีมกัเป็นทางเลือกในล าดบัตน้ ๆ ท่ีน ามาใชเ้พื่อเพิ่มความแปรปรวนทางพนัธุกรรม
ในพืชท่ีมีฐานพนัธุกรรมแคบ เป็นการเพิ่มโอกาสการคดัเลือกลกัษณะทางพนัธุกรรมท่ีดีและเป็นท่ี
ตอ้งการ เช่น ผลผลิตสูง ผลมีขนาดใหญ่ (Datta, 2009) จึงเป็นท่ีมาของการท าวทิยานิพนธ์เร่ืองน้ีเพื่อ
ชกัน าใหเ้กิดการกลายพนัธ์ุในลกัษณะต่าง ๆ ของสบู่ด า เช่น ล าตน้เต้ีย การออกดอกเร็วข้ึน เป็นตน้ 
เพื่อประโยชน์ในการคดัเลือกและปรับปรุงพนัธ์ุสบู่ด าในอนาคต  

 



 

 

 

วตัถุประสงค์ 

 
1.  หาสูตรอาหารท่ีเหมาะสมในการชกัน าใหเ้กิดแคลลสัและชกัน าแคลลสัใหพ้ฒันาเป็น

ตน้ในการเพาะเล้ียงเน้ือเยือ่สบู่ด า  
 
2.  ชกัน าใหเ้กิดการกลายพนัธ์ุในสบู่ด าในลกัษณะต่าง ๆ เช่น ลกัษณะออกดอกเร็ว ตน้เต้ีย

ในสบู่ด า โดยใชรั้งสีแกมมา

 



 

 

 

การตรวจเอกสาร 

 
สบู่ด า 

 
สบู่ด า (physic nut) มีช่ือวทิยาศาสตร์วา่ Jatropha curcas L. เป็นพืชน ้ามนัชนิดหน่ึง โดยมี

ถ่ินก าเนิดท่ีอเมริกากลาง (Latin America) แพร่กระจายทัว่ไปในแอฟริกาและเอเชีย สบู่ด าเป็นพืชท่ี
เหมาะสมส าหรับบริเวณพื้นท่ีก่ึงแหง้แลง้ เพราะตน้สบู่ด าชอบข้ึนในบริเวณท่ีมีอากาศร้อน สภาพ
ดินไม่ค่อยอุดมสมบูรณ์ ซ่ึงเหมาะสมกบัดินฟ้าอากาศในประเทศไทย ท าให้มีการปลูกสบู่ด า
แพร่กระจายทัว่ไปในทุกภูมิภาค สบู่ด ามีความเป็นพิษ โดยล าตน้ ผล และเมล็ดมีกรด               
ไฮโดรไซยานิค (hydrocyanic) นอกจากน้ีในเมล็ดสบู่ด ามีสาร curcin หรือ curcasin ซ่ึงเป็นพิษกบั
มนุษยแ์ละสัตว ์(ทวศีกัด์ิ, 2548) น ้ามนัท่ีสกดัไดจ้ากเมล็ดสบู่ด าสามารถใชเ้ป็นเช้ือเพลิงทดแทน
น ้ามนัดีเซลกบัคร่ืองจกัรกลทางการเกษตรได ้เมล็ดสบู่ด ามีปริมาณน ้ามนัร้อยละ 35 ของน ้าหนกั
เมล็ด เมล็ดจ านวน 4 กิโลกรัม น ามาสกดัน ้ามนัได ้1 ลิตร และเหลือเป็นกาก จ านวน 3 กิโลกรัม 
โดยพบวา่ น ้ามนัท่ีสกดัไดมี้กรดไขมนัไม่อ่ิมตวัสูง ซ่ึงจะท าใหน้ ้ามนัมีคุณสมบติัท่ีไม่แขง็ตวัเม่ือ
อุณหภูมิต ่า โดยน ้ามนัจากเมล็ดสบู่ด าจะแขง็ตวัท่ีอุณหภูมิ -7 อาศาเซลเซียส ซ่ึงเหมาะในการน ามา
ผลิตเป็นไบโอดีเซล (สุขสันตแ์ละระพีพนัธ์, 2544) 
 

ลกัษณะทางพฤษศาสตร์ ทวศีกัด์ิ (2548) และ Heller (1996) รายงานถึงลกัษณะทาง
พฤกษศาสตร์ของสบู่ด าโดยแบ่งออกเป็นส่วนต่าง ๆ ดงัน้ี 

 
ราก (root) ตน้สบู่ด าท่ีเพาะจากเมล็ดจะมีรากแกว้ โดยมีการเจริญเติบโตในทางลึก 

แนวด่ิงลงดิน หลงัจากนั้นจะมีการแตกรากแขนง เม่ือตน้สบู่ด ามีอายมุากข้ึนจะมีรากฝอยกระจาย
ทัว่ไป  

 
ล าตน้ (stem) สบู่ด าเป็นไมเ้น้ืออ่อน ไม่มีแก่น ล าตน้อวบเกล้ียง ไม่มีขน ล าตน้อ่อน

มีสีเขียว เม่ือแก่จะเปล่ียนเป็นสีน ้าตาลปนเขียว ล าตน้และก่ิงจะมียาง (latex) 
 
ใบ (leaf) สบู่ด าเป็นพืชใบเล้ียงคู่ ใบเป็นใบเด่ียว (simple leaf) โดยมีการเรียงตวั

ของเส้นใบแบบร่างแห (palmately netted venation) เส้นใบเรียงขนานกนัออกจากฐานใบไปทาง

 



 

 

4 
 

ปลายใบ และมีเส้นใบยอ่ยระหวา่งเส้นใบน้ีแตกแขนงหรือคลา้ยประสานกนัเป็นร่างแห ใบเรียงตวั
แบบสลบั (alternate) รูปร่างใบคลา้ยใบฝ้าย ใบพุดตาล หรือใบละหุ่ง แต่หนากวา่ เพราะมีไข (cutin) 
เคลือบอยูท่ี่ผวิ แผน่ใบเรียบ ขอบใบหยกัเป็นพู มี 5-7 แฉก พขูา้งปลายมน พปูลายหรือพกูลางรูป
หวัใจ ปลายใบมีขนาดกวา้งประมาณ 6-10 เซนติเมตร และยาวประมาณ 15 เซนติเมตร ยอดและใบ
อ่อนมีสีม่วงแกมเขียว 

 
ดอก (flower) ดอกจะออกบริเวณซอกใบเป็นช่อกระจุกบริเวณปลายของยอด 

ลกัษณะเป็นช่อพวง ช่อยาวไดถึ้ง 12 เซนติเมตร กา้นช่อยาวประมาณ 6 เซนติเมตร ดอกมีขนาดเล็ก 
สีเหลือง มีกล่ินหอมอ่อน ๆ โดยดอกจะเร่ิมบานจากล่างข้ึนบน เป็นดอกไม่สมบูรณ์เพศ (imperfect) 
ในตน้เดียวกนัมีทั้งดอกเพศผูแ้ละดอกเพศเมีย (monoecious plant) อยูภ่ายในช่อเดียวกนั ดอกเพศผูมี้
ประมาณร้อยละ 70 และดอกเพศเมียมีประมาณร้อยละ 30 โดยดอกเพศผูมี้กลีบเล้ียงเช่ือมติดกนั 
ปลายแยกเป็นแฉกรูปไข่ มีต่อมน ้าหวานท่ีโคนกลีบดา้นใน เกสรเพศผูมี้ 10 อนั แบ่งออกเป็น 2 วง 
วงนอกแยกจากกนั วงในเช่ือมติดกนั อบัเรณูมีสีเหลืองยาว 1.5 มิลลิเมตร ดอกเพศเมียมีขนาดใหญ่
กวา่ดอกเพศผู ้อยูก่ลางของช่อยอ่ย กลีบเล้ียงเช่ือมติดกนั ปลายแยกเป็นแฉกยาวประมาณ 4 
มิลลิเมตร ลกัษณะอ่ืนคลา้ยดอกเพศผู ้มีรังไข่รูปกระสวย มี 3 พ ูปลายกา้นมียอดเกสรเพศเมียแยก
เป็น 2 แฉก  

 
ผล (fruit) ผลมีรูปร่างค่อนขา้งป้อมคลา้ยกระสวย ลกัษณะเป็นแบบเปลือกแขง็ 

(capsule) เป็นพ ู(lobes) เกล้ียงเกลา กวา้ง 2-3 เซนติเมตร ยาว 2.5-3.5 เซนติเมตร ผลอ่อนมีสีเขียว
อ่อน ผลแก่จดัหรือสุกจะมีสีเหลืองและเปล่ียนเป็นสีด า หน่ึงผลมี 2-3 เมล็ด ส่วนใหญ่มีจ านวน 3 
เมล็ด ผลสดหน่ึงผลมีน ้าหนกัประมาณ 15 กรัม ผลแหง้น ้ าหนกัจะลดลงเหลือ 2.6 กรัม ระยะเวลา
ตั้งแต่ออกดอกจนผลแก่ใชเ้วลาประมาณ 60-90 วนั 

 
เมล็ด (seed) เมล็ดจากผลแก่มีสีด าผวิเรียบเป็นมนั แต่เม่ือเมล็ดแหง้ผวิจะหยาบไม่

เรียบ มีขนาดประมาณ 1.0x2.0 เซนติเมตร เปลือกสีด าแขง็หนาหุม้ เม่ือกะเทาะเปลือกออกจะพบ
เน้ือในสีขาว (kernel) ซ่ึงเป็นส่วนท่ีจะน าไปสกดัน ้ามนั โดยมีน ้ามนัเป็นส่วนประกอบประมาณ 33-
60 เปอร์เซ็นตต่์อน ้าหนกัเมล็ดแหง้ โดยในเมล็ดมีสารพิษหลายชนิดเช่น เคอร์ซิน (curcin) กรด    
ไซยานิค (cyanic acid) และโพโบเอสเตอร์ (phorbolester) 
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ประโยชน์ของสบู่ด า สบู่ด ามีประโยชน์หลายประการ โดยเกือบทุกส่วนของสบู่ด าสามารถ
น ามาใชป้ระโยชน์ได ้(สุขสนัตแ์ละระพีพนัธ์, 2544; ทวศีกัด์ิ, 2548; Heller, 1996; Reinhard, 2005) 
ตวัอยา่งประโยชน์จากสบู่ด า ไดแ้ก่ 
 

การปลูกสบู่ด าเพื่อใชเ้ป็นร้ัวลอ้มรอบพื้นท่ีท่ีปลูกพืชเศรษฐกิจท่ีส าคญัเน่ืองจากสบู่ 
ด ามีกรดไฮโดรไซยานิค (hydrocyanic) มีกล่ินเหมน็เขียว สารเคมีจากตน้สบู่ด าท่ีปล่อยออกมาจะ
ขบัไล่แมลงศตัรูของพืชท่ีอยูใ่กลเ้คียง และยงัสามารถป้องกนัสัตวเ์ล้ียงเขา้มาก่อความเสียหายต่อพืช 
นอกจากน้ีรากของสบู่ด าช่วยยดึเกาะผวิดิน เป็นการช่วยลดการกดัเซาะหนา้ดินจากลมและน ้า  

 
การใชเ้ป็นอาหารของคนและสัตว ์โดยส่วนของใบอ่อนหรือยอดอ่อนสามารถ

รับประทานได ้โดยน าไปน่ึงดว้ยไอน ้าร้อน เพื่อท าลายกรดไฮโดรไซยานิคซ่ึงเป็นสารพิษ ในบาง
พื้นท่ีของประเทศเมก็ซิโกมีการน าเมล็ดสบู่ด ามาตม้และคัว่ดว้ยความร้อนเพื่อน ารับประทาน 
นอกจากน้ีกากสบู่ด า (press cake) ท่ีเหลือจากการสกดัน ้ามนัมีคุณค่าทางอาหารสูง การใชเ้ป็น
อาหารสัตวน์ั้นจ าเป็นตอ้งน ากากสบู่ด ามาผา่นความร้อนร่วมกบัการสกดัดว้ยสารเคมี หรือการหมกั
กากสบู่ด าดว้ยเช้ือรา Rhizopus oryzae เพื่อท าลายพิษของสบู่ด าก่อนน าไปผสมเป็นอาหารสัตว ์
เน่ืองจากกากสบู่ด าประกอบไปดว้ยสารพิษมากมายเช่น เคอร์ซิน (curcin) โฟโบลิค เอสเตอร์ 
(phorbolic ester) แซฟโพนิน(saponin) โปทิเอส (protease) และไฟเทท (phytates)  

 
การใชเ้ป็นยาสมุนไพรในการรักษาโรค มีการน าส่วนต่าง ๆ ของสบู่ด ามาใชเ้ป็นยา

รักษาโรค เช่น ล าตน้ใชเ้ป็นยาถ่าย และเป็นยารักษาโรคซางหรือตาลขโมย เปลือกใชเ้ป็นยาถ่าย ขบั
พยาธิ แกป้วดทอ้ง ก่ิงกา้นใชห้า้มเลือด รักษาโรคฟัน โรคผวิหนงั ใบใชเ้ป็นยารักษาอาการไอและมี
ฤทธ์ิเป็นสารตา้นจุลินทรีย ์แกพ้ิษตานซาง แกป้ากและล้ินพุพอง แกล้ิ้นเป็นฝ้าละออง ถอนพิษท่ีท า
ใหต้วัร้อน เมล็ดใชเ้ป็นยาระบาย ยาถ่ายชนิดรุนแรง แกป้วดตามขอ้ แกโ้รคผวิหนงั น ้ามนัใชเ้ป็นยา
รักษาโรคผวิหนงั บรรเทาอาการเจบ็ปวดจากโรคไขขอ้หรือโรคปวดกลา้มเน้ือ และใชเ้ป็นยาถ่ายซ่ึง
มีฤทธ์ิรุนแรง น ้ายางใชเ้ป็นยารักษาอาการของโรคปากนกกระจอก หา้มเลือด ต่อตา้นการติดเช้ือ แก้
ปากเป่ือย พุพอง และผสมกบัน ้านมมารดากวาดป้ายล้ินเด็กท่ีมีฝ้าขาวหรือคอเป็นตุ่ม 

 
การใชส้ารสกดัในการก าจดัโรค แมลงศตัรูพืช และหอย ใชส้ารสกดัจากเมล็ดสบู่

ด าในการใชเ้ป็นยาฆ่าแมลง สารสกดัจากใบสบู่ด าสามารถควบคุมโรคพืชของ Azolla ท่ีมีสาเหตุจาก
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เช้ือรา Sclerotium sp. และในประเทศฟิลิปปินส์ใชส้ารสกดัจากสบู่ด าก าจดัหอยท่ีเป็นพาหะของ
พยาธิในตบั (liver fluke) และใชก้ าจดัหอยท่ีเป็นพาหะของพยาธิ Fasciola gigantean  

 
การใชเ้ป็นปุ๋ยอินทรีย ์ส่วนต่าง ๆ ของสบู่ด าสามารถน ามาท าเป็นปุ๋ยพืชสดได ้และ

กากของสบู่ด าท่ีเหลือจากการสกดัน ้ามนัสามารถน ามาท าปุ๋ยอินทรียส์ าหรับบ ารุงดินโดยพบวา่ กาก
สบู่ด ามีอินทรียวตัถุสูงกวา่ปุ๋ยชนิดอ่ืน ๆ เช่น มูลเป็ด มูลกระบือ ปุ๋ยหมกัจากฟางขา้ว โดยมี
ไนโตรเจน 4.44 เปอร์เซ็นต ์ฟอสฟอรัส 2.09 เปอร์เซ็นต ์โพแทสเซียม 1.68เปอร์เซ็นต ์และเม่ือ
เปรียบเทียบกบัมูลไก่จะพบวา่ กากสบู่ด าแมจ้ะมีฟอสฟอรัสและโพแทสเซียมนอ้ยกวา่ แต่กากสบู่ด า
มีปริมาณไนโตรเจนมากกวา่มูลไก่ 

 
การใชเ้ป็นแหล่งพลงังานทดแทน โดยน ้ามนัท่ีสกดัไดจ้ากเมล็ดของสบู่ด าสามารถ

ใชท้ดแทนน ้ามนัดีเซลกบัเคร่ืองยนตดี์เซลรอบต ่า และเคร่ืองยนตท์างการเกษตรไดโ้ดยไม่ตอ้งผสม
กบัน ้ามนัดีเซล น ้ามนัสบู่ด ามีค่าออกซิเจนสูงและมีสารหล่อล่ืนใหเ้คร่ืองยนตท์ างานไดมี้
ประสิทธิภาพเพิ่มข้ึนและมีราคาไม่แพง ต่างจากน ้ามนัชีวภาพอ่ืน ๆ เช่น น ้ามนัมะพร้าว น ้ามนั
ปาลม์ จะตอ้งผสมกบัน ้ามนัดีเซลในอตัราส่วนท่ีเหมาะสมก่อนน าไปใช ้นอกจากน้ีการใชน้ ้ามนัสบู่
ด ากบัเคร่ืองยนตดี์เซลยงัใหผ้ลดีไม่มียางเหนียวติดท่ีลูกสูบ 

 
แอนนา และคณะ (2546) ไดศึ้กษาแหล่งพนัธุกรรมสบู่ด าและรวบรวมพนัธ์ุจากทั้ง 4 ภาค

ของประเทศไทย สามารถรวบรวมพนัธุกรรมสบู่ด าไดท้ั้งหมด 83 accession น ามาปลูกเพื่อศึกษา
ลกัษณะต่าง ๆ ของแต่ละพนัธ์ุสบู่ด าจากแหล่งต่าง ๆ ท่ีพบสามารถแบ่งออกไดเ้ป็น 3 กลุ่ม (ทวศีกัด์ิ, 
2548)  

 
กลุ่มท่ี 1 พนัธ์ุของสบู่ด าท่ีมีผลทรงกลม ขนาดของผลปานกลาง มีเปลือกหนาปาน

กลาง  
 

กลุ่มท่ี 2 พนัธ์ุของสบู่ด าท่ีมีผลทรงกลมหรือรูปทรงของผลยาวกวา่กลุ่มแรก
เล็กนอ้ย ขนาดของผลปานกลาง และมีเปลือกหนากวา่กลุ่มแรก 

 
กลุ่มท่ี 3 พนัธ์ุของสบู่ด าท่ีมีผลทรงกลมแต่มีขนาดเล็กกวา่สองกลุ่มแรก 
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การขยายพนัธ์ุสบู่ด า สามารถแบ่งออกเป็น 3 วธีิ ดงัน้ี (ทวีศกัด์ิ, 2548; สมบติั, 2548)  
  

การเพาะเมล็ด เน่ืองจากเมล็ดสบู่ด าไม่มีระยะพกัตวั จึงควรเพาะเมล็ดทนัทีหลงั
เก็บเมล็ดมา ซ่ึงการเก็บเมล็ดควรเก็บขณะท่ีผลมีสีเหลืองแก่แกมน ้าตาล น าเมล็ดมาเพาะในถุงเพาะ
หรือกระบะทราย อยา่งนอ้ย 45-60 วนั จึงยา้ยปลูก ส าหรับตน้ท่ีไดจ้ากการเพาะเมล็ดจะให้ผลผลิต
หลงัการยา้ยปลูกประมาณ 8-10 เดือน 

 
การเพาะเมล็ด เน่ืองจากเมล็ดสบู่ด าไม่มีระยะพกัตวั จึงควรเพาะเมล็ดทนัทีหลงั

เก็บเมล็ดมา ซ่ึงการเก็บเมล็ดควรเก็บขณะท่ีผลมีสีเหลืองแก่แกมน ้าตาล น าเมล็ดมาเพาะในถุงเพาะ
หรือกระบะทราย อยา่งนอ้ย 45-60 วนั จึงยา้ยปลูก ส าหรับตน้ท่ีไดจ้ากการเพาะเมล็ดจะให้ผลผลิต
หลงัการยา้ยปลูกประมาณ 8-10 เดือน 

 
การปักช า คดัเลือกท่อนพนัธ์ุท่ีมีสีน ้าตาลปนเขียว ไม่อ่อนหรือแก่เกินไป  

ตดัเป็นท่อนยาวประมาณ 15-20 เซนติเมตร เพาะในถุงด า หรือ 45-50 เซนติเมตร ส าหรับเพาะใน
แปลง ใชเ้วลาปักช าประมาณ 2 เดือน จึงน าไปปลูก โดยจะใหผ้ลผลิตหลงัการยา้ยปลูกประมาณ 6-8 
เดือน 
 

การเพาะเล้ียงเน้ือเยือ่พืช โดยน าส่วนต่าง ๆ ของสบู่ด าเช่น ใบ กา้น ขอ้ และ 
ยอด มาเพาะเล้ียงบนอาหารสังเคราะห์ในสภาพปลอดเช้ือ และมีการควบคุมสภาพแวดลอ้มต่าง ๆ ให้
เหมาะสม  

 
การเพาะเลีย้งเนื้อเยือ่ 

 
การเพาะเล้ียงเน้ือเยือ่ คือ การน าเอาส่วนใดส่วนหน่ึงของพืชไม่วา่จะเป็นอวยัวะ เน้ือเยือ่ 

หรือเซลล ์มาเล้ียงในอาหารสังเคราะห์ ซ่ึงประกอบดว้ยแร่ธาตุ น ้าตาล วติามินและสารควบคุมการ
เจริญเติบโตในสภาพปลอดเช้ือจุลินทรีย ์และอยูใ่นสภาวะควบคุมส่ิงแวดลอ้ม ไดแ้ก่ อุณหภูมิ แสง
และความช้ืน โดยส่วนของพืชเหล่าน้ีมีการเจริญเติบโตและพฒันาไดห้ลายรูปแบบ คือ การพฒันา
เป็นตน้โดยตรง การเกิดเป็นโซมาติกเอมบริโอ (somatic embryo) หรือการเกิดเป็นเอมบริออยด ์
(embryoid) และเม่ือตดัแบ่งเป็นช้ิน ๆ แลว้เปล่ียนอาหารก็สามารถเพิ่มปริมาณไดไ้ม่มีท่ีส้ินสุด และ
ตน้พืชท่ีไดจ้ะมีลกัษณะเหมือนกนัทุกประการ (อรดี, 2539)  
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การเพาะเล้ียงเน้ือเยือ่จะประสบความส าเร็จมากนอ้ยข้ึนอยูก่บัปัจจยัหลายอยา่งท่ีมีบทบาท
ควบคุมการเจริญเติบโต และการเปล่ียนแปลงของเน้ือเยือ่พืช ไดแ้ก่ ปัจจยัภายในพืช (endogenous 
factors) เช่น ลกัษณะทางพนัธุกรรม (genotype) สารควบคุมการเจริญเติบโตของพืช 
(phytohormone) และปัจจยัภายนอก เช่น แสง (light) อุณหภูมิ (temperature) สารควบคุมการ
เจริญเติบโต (plant growth regulators) รวมถึงปัจจยัอ่ืน ๆ เช่น ช้ินส่วนของเน้ือเยือ่พืชท่ีน ามา
เพาะเล้ียง สภาพการเพาะเล้ียงเน้ือเยือ่และส่วนประกอบของพืช (ไพบูลย,์ 2524; สิรนุช, 2536) 

 
มีงานวจิยัท่ีน าเอาเทคโนโลยกีารเพาะเล้ียงเน้ือเยือ่พืชมาใชเ้พื่อพฒันาตน้สบู่ด า (Jatropha 

curcas L.) และพืชในสกุล Jatropha โดยมีการทดสอบร่วมกบัสารควบคุมการเจริญเติบโตหลาย
ชนิด ซ่ึงฮอร์โมน Thidiazuron (TDZ) และ 6-benzyladenine (BA) เป็นฮอร์โมนท่ีนิยมน ามาใชใ้น
การเพาะเล้ียงเน้ือเยือ่สบู่ด าเช่นกนั โดย TDZ และ BA เป็นฮอร์โมนท่ีอยูใ่นกลุ่มไซโตไคนิน ซ่ึง
เก่ียวขอ้งกบัการแบ่งและการยดืตวัของเซลล ์ส่งเสริมการเปล่ียนแปลงพฒันาของตาในการ
เพาะเล้ียงเน้ือเยื่อ จากคุณสมบติัขา้งตน้ มีการใชป้ระโยชน์จากฮอร์โมน TDZ และ BA ในการ
เพาะเล้ียงเน้ือเยื่อพืช โดยใชเ้ติมในสูตรอาหารเพื่อส่งเสริมการเจริญเติบโตของแคลลสัและกระตุน้
ใหแ้คลลสัพฒันาเป็นยอดและตน้ นอกจากน้ียงัมีการน าไปใชใ้นการเร่งการแตกตาของพืช ซ่ึงมี
ประโยชน์ในดา้นการควบคุมทรงพุม่และเป็นประโยชน์ในการขยายพนัธ์ุพืชดว้ยการติดตา (พีรเดช, 
2537) งานวจิยัเก่ียวกบักบัสบู่ด าและพืชในสกุล Jatropha โดยใชเ้ทคนิคการเพาะเล้ียงเน้ือเยื่อ
ร่วมกบัฮอร์โมน TDZ และ BA และฮอร์โมนชนิดอ่ืน ไดแ้ก่ 

 
Sujatha and Dhingra (1993) ศึกษาสูตรอาหารท่ีเหมาะสมในการชกัน าใหเ้กิดตา

ยอดจากช้ินส่วนของ hypocotyls กา้นช่อดอกและใบในเข็มปัตตาเวยี (J. integerrima Jacq.) โดย
ทดสอบในอาหารแขง็สูตร MS ท่ีมี BA และ IBA ท่ีความเขม้ขน้ระดบัต่าง ๆ พบวา่ สูตรอาหารท่ี
เหมาะสมท่ีสุดในการชกัน าใหช้ิ้นส่วนต่าง ๆ ของเขม็ปัตตาเวยีเกิดเป็นตายอด คือ อาหารแขง็สูตร 
MS ท่ีมี BA ความเขม้ขน้ 0.5 มิลลิกรัมต่อลิตร ร่วมกบั IBA ความเขม้ขน้ 1.0 มิลลิกรัมต่อลิตร 

 
Sujatha and Mukta (1996) ทดสอบสูตรอาหารเพื่อชกัน าใหเ้กิดยอดจ านวนมาก

จากส่วนของ hypocotyl และกา้นใบของสบู่ด า พบวา่ อาหารแขง็สูตร MS ท่ีมี BA ความเขม้ขน้ 
2.22 ไมโครโมลาร์ ร่วมกบั IBA ความเขม้ขน้ 4.90 ไมโครโมลาร์ สามารถชกัน าใหเ้กิดตายอดได ้
100 เปอร์เซ็นต ์ในระยะเวลา 6 สัปดาห์ และสูตรอาหารท่ีสามารถชกัน าใหแ้คลลสัจาก hypocotyl 
เกิดเป็นยอดไดดี้ท่ีสุด คือ 43 เปอร์เซ็นต ์พบในอาหารแขง็สูตร MS ท่ีมี BA ความเขม้ขน้ 2.22       
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ไมโครโมลาร์ ร่วมกบั IBA ความเขม้ขน้ 0.49 ไมโครโมลาร์ และอาหารแขง็สูตร MS ท่ีมี BA ความ
เขม้ขน้ 0.44 ไมโครโมลาร์ ร่วมกบั IBA ความเขม้ขน้ 0.49 ไมโครโมลาร์ สามารถชกัน าใหเ้กิด
ยอดจากแคลลสัท่ีชกัน าไดจ้ากส่วนของกา้นใบดีท่ีสุด คือ 67 เปอร์เซ็นต ์ 

 
Sardana and Batra (2000) ทดลองหาสูตรอาหารท่ีเหมาะสมในการชกัน าการเกิด 

somatic embryos ในสบู่ด า โดยน าส่วนของใบมาเพาะเล้ียงบนอาหารแขง็สูตร MS-Gamborg’s ท่ีมี 
BA ร่วมกบั IAA ท่ีระดบัความเขม้ขน้ต่าง ๆ พบวา่ สูตรอาหารท่ีเหมาะสมในการชกัน าใบใหเ้กิด
เป็น embryogenic callus และ globular embryos คือ อาหารแขง็สูตร MS-Gamborg’s ท่ีมี BA ความ
เขม้ขน้ 3 มิลลิกรัมต่อลิตร ร่วมกบั IAA ความเขม้ขน้ 3 มิลลิกรัมต่อลิตร 

 
Sujatra and Reddy (2000) ศึกษาการตอบสนองของเน้ือเยื่อส่วนต่าง ๆ ในเขม็

ปัตตาเวยี (J. integerrima Jacq.) ไดแ้ก่ ส่วนของล าตน้ กา้นช่อดอก ใบ และ hypocotyl ท่ีมีต่อสาร
ควบคุมการเจริญเติบโตในกลุ่มไซโตไคนิน โดยทดสอบบนอาหารแขง็สูตร MS ท่ีมี BA, Kn และ 
zeatin พบวา่ สารควบคุมการเจริญเติบโตในกลุ่มไซโตไคนินประเภท BA ใหผ้ลดีท่ีสุดในการชกัน า
ใหส่้วนของล าตน้ กา้นช่อดอก ใบ และ hypocotyl เกิดยอดมากท่ีสุด มีเปอร์เซ็นตก์ารเกิดยอดเท่ากบั 
19 ถึง 100 เปอร์เซ็นต ์โดยส่วนท่ีเกิดยอดมากท่ีสุดคือส่วนของล าตน้และใบ 

 
Rajore et al. (2002) ศึกษาการเพิ่มจ านวนยอดของสบู่ด าโดยใชส่้วนของขอ้ (node) 

พบวา่ สูตรอาหารท่ีเหมาะสมในการชกัน าใหเ้กิดยอดมากท่ีสุด คือ อาหารแขง็สูตรดดัแปลงของ 
MS ท่ีมี Kn ความเขม้ขน้ 2 มิลลิกรัมต่อลิตรร่วมกบั IBA ความเขม้ขน้ 1.5 มิลลิกรัมต่อลิตร ร่วมกบั
การให ้ascorbic acid ความเขม้ขน้ 10 มิลลิกรัมต่อลิตร citric acid ความเขม้ขน้ 50 มิลลิกรัมต่อลิตร 
adenine sulphate ความเขม้ขน้ 25 มิลลิกรัมต่อลิตร และ glutamine ความเขม้ขน้ 0.5 มิลลิกรัมต่อ
ลิตร 

 
Qin et al. (2004) ศึกษาการเพิ่มจ านวนยอดของสบู่ด า โดยการชกัน าใหเ้กิดยอด

จ านวนมากจากช้ินส่วนของ epicotyl บนอาหารแขง็สูตร MS ท่ีมี BA ร่วมกบั IBA พบวา่ อาหาร
แขง็ MS ท่ีมี BA ความเขม้ขน้ 0.5 มิลลิกรัมต่อลิตร ร่วมกบั IBA ความเขม้ขน้ 1.0 มิลลิกรัมต่อลิตร 
เป็นสูตรอาหารท่ีเหมาะสมในการชกัน าใหส่้วนของ epicotyl เกิดยอดดีท่ีสุด 
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Rajore and Batra (2005) ศึกษาการเพิ่มจ านวนตน้ของสบู่ด าโดยใชส่้วนปลายยอด 
(shoot tip) เพาะเล้ียงบนอาหารแขง็สูตรดดัแปลงของ MS ท่ีมี BA, Kinetin และ indole-3-aceticacid 
(IAA) ความเขม้ขน้ระดบัต่าง ๆ พบวา่ สูตรอาหารท่ีเหมาะสมในการชกัน าปลายยอดใหเ้กิดยอด คือ 
อาหารแขง็สูตรดดัแปลงของ MS ท่ีมี BA ความเขม้ขน้ 2 มิลลิกรัมต่อลิตรร่วมกบั IAA ความเขม้ขน้ 
0.5 มิลลิกรัมต่อลิตร และสูตรอาหารท่ีเหมาะสมในการชกัน ายอดใหเ้กิดรากคือ อาหารแขง็คร่ึงสูตร
ของ MS ท่ีมี IBA ความเขม้ขน้ 3 มิลลิกรัมต่อลิตร หลงัจากนั้นน าตน้ท่ีไดม้าปลูกในแปลงทดลอง
พบวา่ มีอตัราการรอดชีวติสูงถึง 90 เปอร์เซ็นต ์

 
Sujatha et al. (2005) ศึกษาการเพิ่มจ านวนตน้สบู่ด าในหลอดทดลอง โดยใช้

ช้ินส่วนตาขา้ง (axillary bud) และใบของสบู่ด าพนัธ์ุไม่มีพิษ น ามาเพาะเล้ียงบนอาหารแขง็สูตร MS 
ดดัแปลง ท่ีมีเกลือ ร่วมกบั BA kinetin และ TDZ ท่ีระดบัความเขม้ขน้ต่าง ๆ จากนั้นจึงยา้ยมา
เพาะเล้ียงบนอาหารท่ีมี BA ความเขม้ขน้ตั้งแต่ 4.4-8.9 ไมโครโมลาร์ ซ่ึงเม่ือไม่ค  านึงถึงความ
เขม้ขน้ของ BA ท่ีใช ้พบวา่ อตัราการชกัน าใหเ้กิดยอดจ านวนมากท่ีเหมาะสม (เฉล่ีย 10-12.30 ยอด) 
พบในการเพาะเล้ียงบนอาหารเร่ิมตน้ท่ีมี TDZ ความเขม้ขน้ 2.3-4.5 ไมโครโมลาร์ และ
ประสิทธิภาพของการชกัน าใหเ้กิดยอดจากส่วนใบ พบในการเพาะเล้ียงบนอาหารท่ีมี BA ความ
เขม้ขน้ 8.9-44.4 ไมโครโมลาร์ ร่วมกบั IBA ความเขม้ขน้ 4.9 ไมโครโมลาร์ จากนั้นยา้ยมา
เพาะเล้ียงบนอาหารท่ีมี BA ความเขม้ขน้ 8.9 ไมโครโมลาร์ ร่วมกบั IBA ความเขม้ขน้ 2.5 ไมโคร
โมลาร์ 

 
นนัทน์ภสั (2549) ศึกษาการชกัน าใหเ้กิดยอดทวคูีณของสบู่ด าจากช้ินส่วนยอดท่ี

เกิดจากตาขา้ง กา้นใบ และใบของสบู่ด าในหลอดทดลอง โดยเพาะเล้ียงบนอาหารสูตร MS ท่ีมี BA 
เพียงชนิดเดียวหรือร่วมกบั indole-3-butyric acid (IBA) ความเขม้ขน้ต่าง ๆ โดยแบ่งการเพาะเล้ียง
เป็นสองรอบคือ รอบท่ี 1 ชกัน าการเกิดแคลลสั และการชกัน าใหเ้กิดยอดในรอบการเพาะเล้ียงท่ี 2 
โดยแต่ละรอบจะใชเ้วลาในการเพาะเล้ียง 30 วนั สูตรอาหารท่ีสามารถชกัน าใหเ้กิดยอดท่ีดีท่ีสุดจาก
ส่วนของตาขา้งคือ อาหารแข็งสูตร MS ท่ีมี BA ความเขม้ขน้ 2.22 ไมโครโมลาร์ ร่วมกบั IBA ความ
เขม้ขน้ 0.049 ไมโครโมลาร์ และอาหารสูตรท่ีเหมาะสมในการชกัน าใหเ้กิดแคลลสัและยอดจาก
ช้ินส่วนกา้นใบและใบคือ อาหารแขง็สูตร MS ท่ีมี BA ความเขม้ขน้ 4.44       ไมโครโมลาร์ ร่วมกบั 
IBA ความเขม้ขน้ 2.46 ไมโครโมลาร์ และ BA ความเขม้ขน้ 8.88 ไมโครโมลาร์ ร่วมกบั IBA ความ
เขม้ขน้ 4.90 ไมโครโมลาร์ ตามล าดบั โดยมีเปอร์เซ็นตก์ารเกิดยอดจากช้ินส่วนกา้นใบและช้ินส่วน
ใบเท่ากบั 70 และ 83.3 เปอร์เซ็นต ์ตามล าดบั 
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ศิริวรรณ และ รุ่งทิพย ์(2550) น าเน้ือเยือ่จากส่วนต่าง ๆ ของตน้สบู่ด าพนัธ์ุ FBR2-
2 A16 A20 และ A21 ซ่ึงเป็นพนัธ์ุท่ีผา่นการฉายรังสีแกมมาและไดรั้บการคดัเลือกมาแลว้ ไดแ้ก่ 
ส่วนของตายอด ตาขา้ง ใบอ่อน กา้นใบ และ hypocotyl เพาะเล้ียงบนอาหารแขง็สูตร MS ท่ีมี
ฮอร์โมน kinetin, BA, NAA, 2,4-D, IBA, TDZ, putrescine และ picloram ท่ีความเขม้ขน้ต่าง ๆ 
พบวา่ เน้ือเยือ่ส่วนต่าง ๆ ของตน้สบู่ด าท่ีน ามาใชท้ดลอง มีการตอบสนองต่ออาหารท่ีใชเ้พาะเล้ียง
ไดอ้ยา่งรวดเร็ว เน้ือเยื่อพฒันาเป็นแคลลสัไดง่้าย แคลลสัท่ีมีลกัษณะดีเป็นแคลลสัท่ีไดจ้ากการ
เพาะเล้ียงบนอาหารแขง็สูตร MS ท่ีมี TDZ ความเขม้ขน้ตั้งแต่ 0.01-1 มิลลิกรัมต่อลิตร แคลลสัท่ีได้
เป็นชนิด embryogenic callus ซ่ึงสามารถพฒันาเป็นตน้จ านวนมากได ้ 
 
การกลายพนัธ์ุของพชื 

 
การกลายพนัธ์ุ (mutation) คือ การเปล่ียนแปลงของสารพนัธุกรรมของเซลล ์และหากมีการ

เปล่ียนแปลงของโครงสร้างภายในยนี เรียกวา่ การกลายพนัธ์ุของยนี (gene mutation) แต่หากมีการ
แลกเปล่ียน การสูญหาย หรือการเพิ่มข้ึนของส่วนของโครโมโซม เรียกวา่ การกลายพนัธ์ุของ
โครโมโซม (chromosome mutation) ซ่ึงการชกัน าใหเ้กิดการกลายพนัธ์ุ (induced mutation) ในพืช
เป็นวธีิการท่ีท าใหเ้กิดการเปล่ียนแปลงทางพนัธุกรรมไดเ้ร็วข้ึนและสามารถถ่ายทอดไปยงัรุ่นต่อไป
ได ้โดยทัว่ไปแลว้การกลายพนัธ์ุสามารถเกิดข้ึนเองตามธรรมชาติมีอตัราการเกิดต ่า จึงตอ้งมีการ
กระตุน้เพื่อใหเ้กิดการกลายพนัธ์ุในอตัราท่ีสูงและเกิดข้ึนในระยะเวลาท่ีรวดเร็ว ก่อให้เกิดความ
แปรปรวนของลกัษณะพนัธุกรรมท่ีเป็นประโยชน์ในการคดัเลือกต่อไป การปรับปรุงพนัธ์ุจะท าให้
ไดพ้ืชพนัธ์ุใหม่ท่ีมีลกัษณะดีข้ึน เช่น ทนต่อโรคและแมลง ทนต่อสภาวะท่ีไม่เหมาะสม ทนต่อดิน
เคม็และทนแลง้ การชกัน าการกลายพนัธ์ุเป็นท่ีนิยมไปทัว่โลก ปัจจุบนัเทคนิคการเพาะเล้ียงเน้ือเยื่อ
มีประโยชน์ต่อการปรับปรุงพนัธ์ุพืช การชกัน าใหเ้กิดการกลายพนัธ์ุของเน้ือเยื่อท่ีน ามาเพาะเล้ียง
หรือแคลลสั ท าใหไ้ดล้กัษณะท่ีเปล่ียนแปลงไปช่วยเพิ่มโอกาสในการคดัเลือกลกัษณะท่ีพึงประสงค์
ไดม้ากข้ึน ทั้งยงัช่วยประหยดัค่าใชจ่้าย แรงงาน เวลาและประหยดัพื้นท่ีในการเพาะเล้ียง ส่ิงก่อ
กลายพนัธ์ุท่ีน ามาใชร่้วมกบัการเพาะเล้ียงเน้ือเยือ่ สามารถแบ่งไดเ้ป็น 2 ประเภทคือ (สิรนุช, 2536) 
Physical mutagen เช่น อุณหภูมิ และรังสีต่าง ๆ และ Chemical mutagen เช่น ethylmethane 
sulphonate (EMS), diethyl sulphate (dES) 
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รังสีท่ีใชเ้หน่ียวน าให้เกิดการกลายพนัธ์ุ 
 

รังสี (radiation) หมายถึง พลงังานท่ีออกมาในรูปของคล่ืนแม่เหล็กไฟฟ้า 
(electromagnetic wave) หรือโฟตรอน (photon) หรือออกมาในรูปของอนุภาคท่ีมีขนาดเล็ก 
(particulate radiation) ซ่ึงสามารถแบ่งรังสีตามพลงังานท่ีมีอยูใ่นตวัออกเป็น 2 ประเภทคือ รังสีท่ีไม่
ก่อใหเ้กิดไอออน (non-ionizing radiation) และรังสีท่ีก่อใหเ้กิดไอออน (ionizing radiation) (สิรนุช, 
2536) 

1.  รังสีท่ีไม่ก่อใหเ้กิดไอออน คือ รังสีท่ีมีพลงังานไม่มากพอท่ีจะท าให้
เกิดไอออน แต่สามารถท าให้อะตอมหรือโมเลกุลอยูใ่นสภาวะท่ีเรียกวา่ excitation ท าใหมี้การก าจดั
พลงังานออกจากอะตอมหรือโมเลกุลดงักล่าวต่อไป โมเลกุลหรืออะตอมเหล่านั้นจะเกิดการ
เปล่ียนแปลงทางเคมีหรือชีวเคมี รังสีท่ีไม่ก่อใหเ้กิดไอออนไดแ้ก่ รังสี UV (ultraviolet light) แสง
สวา่ง อินฟาเรด รังสีเลเซอร์ และไมโครเวฟ เป็นตน้ รังสี UV มีพลงังานต ่าไม่สามารถท าใหเ้กิด 
ionization ได ้แต่สามารถท าใหส่ิ้งมีชีวติตายหรือเกิดการกลายพนัธ์ุไดโ้ดยเฉพาะในส่ิงมีชีวติชั้นต ่า
ท่ีมีลกัษณะเป็นเซลลเ์ด่ียว เช่น แบคทีเรีย ราหรือเซลลเ์น้ือเยือ่ท่ีถูกเพาะเล้ียง (สิรนุช, 2536) 

 
2.  รังสีท่ีก่อใหเ้กิดไอออน คือ รังสีท่ีมีพลงัสูงพอทีจะท าใหเ้กิด ion pair 

ในตวักลางท่ีรังสีผา่นไป ซ่ึงจะท าใหอ้ะตอมหรือโมเลกุล เกิดการสูญเสียอิเล็กตรอนหรือได้
อิเล็กตรอนเพิ่มข้ึนมา หากเกิดการสูญเสียอิเล็กตรอนจะกลายเป็นอะตอมหรือโมเลกุลท่ีมีประจุบวก
และหากไดอิ้เล็กตรอนเพิ่มข้ึนมาจะมีประจุลบจึงเรียกอะตอมหรือโมเลกุลท่ีมีประจุบวกหรือลบ
ดงักล่าววา่ไอออน กระบวนการก่อใหเ้กิดไอออน เรียกวา่ ไอออไนเซชนั (ionization) รังสีท่ี
ก่อใหเ้กิดไอออนจดัเป็นรังสีประเภทอนุภาค ไดแ้ก่ รังสีแอลฟา (alpha) รังสีบีตา (beta) รังสี
นิวตรอน (neutron) ส่วนรังสีท่ีก่อใหเ้กิดไอออนและเป็นรังสีในรูปโฟตอนหรือคล่ืนแม่เหล็กไฟฟ้า
ไดแ้ก่ รังสีแกมมา (gamma) รังสีเอกซ์ (x-ray) (สิรนุช, 2536) 

 
รังสีแกมมา เป็นรังสีคล่ืนแม่เหล็กไฟฟ้าท่ีมีความยาวคล่ืนสั้ นมาก มีอ านาจใน

การทะลุทะลวงสูง เกิดจากการสลายตวั (decay) ของนิวเคลียสของสารกมัมนัตรังสี (radioactive 
substance) สารกมัมนัตรังสีท่ีสลายตวัใหรั้งสีแกมมา ไดแ้ก่ Cobalt-60 (Co-60), Cesium-137 (Cs-
137) และ Manganess-56 (Mn-56) เป็นตน้ รังสีแกมมาไดรั้บความนิยมในการใช้เพื่อเหน่ียวน า
ให้เกิดการกลายพนัธ์ุในพืช การฉายรังสีสามารถท าได ้2 แบบ คือ การฉายรังสีแบบเฉียบพลนั 
(acute irradiation) เป็นการฉายรังสีให้เสร็จส้ินในระยะเวลาอนัสั้นโดยใชรั้งสีปริมาณท่ีสูง นิยม
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ฉายรังสีกบัเมล็ด ละอองเกสรตวัผู ้และเน้ือเยือ่ท่ีน ามาเพาะเล้ียง โอกาสท่ีเซลลห์รือเน้ือเยือ่ท่ีไดรั้บ
รังสีจะเกิดการกลายพนัธ์ุมีสูง แบบท่ี 2 เป็นการฉายรังสีแบบเร้ือรัง (chronic irradiation) เป็นการ
ฉายรังสีโดยใชร้ะยะเวลานานและใชรั้งสีในปริมาณท่ีต ่า นิยมใชฉ้ายรังสีกบัพืชทั้งตน้ หน่อ ก่ิงตอน
และก่ิงปักช า เซลลแ์ละเน้ือเยื่อจะมีโอกาสไดรั้บรังสีอยา่งทัว่ถึง นอกจากน้ีเคร่ืองฉายรังแกมมายงัมี
หลายรูปแบบแบ่งตามวตัถุประสงค์ของการใชง้าน เช่น ไร่รังสีแกมมา เร่ือนรุกขรังสี เคร่ืองฉาย
รังสีแกมมาแบบปิด และหอ้งรังสีแกมมา เป็นตน้ (สิรนุช, 2536) 

 
ผลของรังสีต่อเซลล์ 

 
รังสีท าใหอ้ะตอมต่าง ๆ ภายในเซลลเ์กิดแตกตวัเป็นไอออน โดยเฉพาะการเกิด chemical 

radicals ท่ีไวต่อการท าปฏิกริยาและก่อใหเ้กิดการเปล่ียนแปลงทางเคมีข้ึนภายในเซลล ์การ
เปล่ียนแปลงดงักล่าว อาจท าใหเ้กิดความเสียหายต่อการท าหนา้ท่ีต่าง ๆ ของเซลล ์อาจท าใหเ้ซลล์
ถูกท าลายหรือเกิดการแบ่งเซลลท่ี์ผดิปกติ (สิรนุช, 2536) 

 
สิรนุช (2536) ไดก้ล่าวถึงผลของรังสีท่ีมีต่อเน้ือเยือ่เจริญ (meristematic cells) ซ่ึงท าใหเ้กิด

การเปล่ียนแปลงของขอ้มูลทางพนัธุกรรม เม่ือเน้ือเยื่อไดรั้บรังสีจะท าใหโ้มเลกุลของดีเอน็เอเกิด
การเปล่ียนแปลงท่ีสามารถตรวจสอบไดด้งัน้ี 

 
1.  เกิดการสลายตวัของพนัธะไฮโดรเจน (hydrogen bond) ท่ีเช่ือมระหวา่งคู่เบสใน

โมเลกุลของดีเอน็เอ 
 

2.  เกิดการตดัขาดระหวา่งพนัธะท่ีเช่ือมระหวา่งฟอสเฟต ท่ีท าหนา้ท่ีเป็นสายหลกั 
(backbone) ของดีเอน็เอ (phosphate diester bond) ท าใหเ้กิด single strand break และ double strand 
break 
 

3.  เกิดการแตกหกับริเวณพนัธะโควาเลนท ์(covalent bond) อ่ืน ๆ ของดีเอน็เอ 
 

4.  เกิด cross-linkage ระหวา่งสายภายในสายของดีเอน็เอ 
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5.  เกิด dimer ระหวา่ง pyrimidine base ภายในสายดีเอน็เอสายใดสายหน่ึง เช่น 
เกิด TT หรือ CC เป็นตน้ 
 

6.  เกิด DNA – protein crosslink เป็นการเช่ือมต่อระหวา่งเบสและกรดอะมิโนดว้ย 
sulfide linkage (SH)  

 
การเปลีย่นแปลงทีเ่กดิขึน้กบัดีเอน็เอ  

 
หลงัจากท่ีโมเลกุลของดีเอน็เอไดรั้บรังสีแลว้ เซลลจ์ะมีคุณสมบติัเฉพาะในการซ่อมแซม

ความเสียหายท่ีเกิดข้ึนกบัดีเอ็นเอได ้กระบวนการซ่อมดีเอ็นเอมีหลายชนิดทั้งน้ีข้ึนอยูก่บัความ
เสียหายของดีเอน็เอวา่เกิดข้ึนมากนอ้ยเพียงใด หากมีความเสียหายเล็กนอ้ย เซลลจ์ะสามารถ
ซ่อมแซมใหคื้นสู่สภาพปกติได ้แต่หากเกิดความเสียหายมากการซ่อมแซมตอ้งใชว้ธีิพิเศษ
ประกอบดว้ยเอนไซมห์ลายชนิดท่ีเก่ียวขอ้ง และบางคร้ังไม่สามารถซ่อมแซมใหก้ลบัเป็นปกติได ้
แต่กลบัท าใหเ้กิดความเสียหายมากข้ึน ถา้ความเสียหายนั้นยงัคงอยูแ่ละสามารถส่งความเสียหาย
ต่อไปยงัรุ่นลูกหลานไดจ้ะเรียกวา่ การกลายพนัธ์ุ (สิรนุช, 2536; อรุณี, 2550) 
 
การเปลีย่นแปลงทีเ่กดิขึน้กบัโครโมโซม 

 
รังสีท าใหเ้กิดการเปล่ียนแปลงจ านวนหรือโครงสร้างของโครโมโซมได ้การเปล่ียนแปลง

ดงักล่าว เรียกวา่ การกลายพนัธ์ุของโครโมโซม ลกัษณะท่ีเปล่ียนแปลงเกิดจากการท่ีโครโมโซม
แตกหกัเน่ืองจากรังสี และมีการเช่ือมต่อกนัหรืออาจท าให้ช้ินส่วนขาดหายไป (deletion) การขาด
หายไปของโครโมโซมท าให้ยนีจ านวนหน่ึงหายไปดว้ย ส าหรับการเช่ือมต่อกนัถา้เช่ือมต่อกนั
เหมือนเดิมก็ไม่มีการเปล่ียนแปลงเกิดข้ึนกบัส่ิงมีชีวตินั้น ๆ แต่การเช่ือมอยา่งผดิปกติ เช่น มี
ช้ินส่วนโครโมโซมเพิ่มข้ึนมา (duplication) การเช่ือมแบบกลบัทิศ (inversion) หรือเกิดการเช่ือม
สลบัคู่ระหวา่งโครโมโซมต่างคู่กนั (translocation) จะเป็นผลใหส่ิ้งมีชีวตินั้น ๆ เกิดการ
เปล่ียนแปลงไปได ้การเปล่ียนแปลงน้ีจะมีผลมากนอ้ยเพียงใดข้ึนอยูก่บัชนิดของยนีและจ านวนยนี
ท่ีเก่ียวขอ้ง (สิรนุช, 2536; อรุณี, 2550) 
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การฉายรังสีแกมมาเพือ่ชักน าการกลายพนัธ์ุในสบู่ด าและพชืชนิดอืน่  
 
มีรายงานเก่ียวกบัการชกัน าการกลายพนัธ์ุในสบู่ด าเพื่อปรับปรุงลกัษณะและคุณภาพของ

พืช ในการผลิตและสร้างเมล็ด ปริมาณน ้ามนัในเมล็ดรวมถึงการเร่งการสุกแก่ของสบู่ด า โดย
เป้าหมายหลกัคือ ความตอ้งการไบโอดีเซล โดยใชก่ิ้งของสบู่ด าขนาดยาวประมาณ 30 เซนติเมตร 
น าไปฉายรังสีแกมมาท่ีระดบั 1.0  1.5  2.0 และ 2.5 กิโลแรด การคดัเลือกลกัษณะจะเร่ิมท าในในรุ่น 
M1V2 พบวา่ ปริมาณรังสีแกมมา 2.0 และ 2.5 กิโลแรด ส่งผลใหเ้กิดความเสียหายกบัยนีท่ีควบคุม
การเจริญเติบโตและการพฒันาของสบู่ด า ซ่ึงจะแสดงลกัษณะเต้ียแคระ ผลผลิตนอ้ยและมีการ
เจริญเติบโตท่ีดอ้ยกวา่เม่ือเทียบกบัชุดควบคุม แต่อตัรารังสีท่ีระดบั 1.0 กิโลแรด พบวา่ สบู่ด ามีการ
เจริญและน ้าหนกัร้อยเมล็ดมากกวา่ชุดควบคุม 30 เปอร์เซ็นต ์นอกจากนั้นสบู่ด าท่ีสภาวะดงักล่าวยงั
มีระยะเวลาในการสุกแก่เร็วกวา่ชุดควบคุมอีกดว้ย ซ่ึงปริมาณรังสีท่ีระดบั 1.0 ถึง 2.5 กิโลแรด 
เพียงพอต่อการชกัน าใหเ้กิดการกลายในก่ิงปักช าสบู่ด า (Dwimahyani and Ishak, 2004)  

 
นพรัตน์ (2552) ฉายรังสีแกมมาในก่ิงปักช าบานช่ืนเล้ือยใบด่างท่ีระดบั 10 ถึง 100 เกรย ์

หลงัฉายรังสี 60 วนั พบวา่ รังสีแกมมามีผลต่อการเจริญเติบโตของบานช่ืนเล้ือยใบด่าง ซ่ึงเม่ือ
ปริมาณรังสีสูงข้ึนมีผลให้อตัราการเจริญเติบโตในลกัษณะความสูง ความกวา้งทรงพุม่และจ านวน
ก่ิงแขนงลดลง โดยค่า LD50 มีค่าเท่ากบั 31.5 เกรย ์และปริมาณรังสีท่ี 19.02 เกรย ์ส่งผลให้
เปอร์เซ็นตก์ารเจริญเติบโตดา้นความสูงลดลง 50 เปอร์เซ็นต ์(GR50)  

 
Wang et al. (2009) ฉายรังสีแกมมาใหเ้มล็ดสบู่ด าจากจีนและอินเดียท่ีระดบั 0  100  150  

200  250 และ 300 เกรย ์พบวา่ LD50 ของระดบัปริมาณรังสีแกมมาท่ีใชก้บัเมล็ดสบู่ด าจากจีน
ค่อนขา้งต ่าคือ อยูท่ี่ระดบั 178 เกรย ์ส าหรับเมล็ดสบู่ด าจาก Guangdong และ 132 เกรย ์ส าหรับ
เมล็ดสบู่ด าจาก Hainan ส าหรับเมล็ดสบู่ด าจากประเทศอินเดียอยูท่ี่ระดบั 198 เกรย ์และยงัพบวา่ 
ปริมาณรังสีท่ีเพิ่มข้ึนแปรผนัตรงกบัลกัษณะของรูปร่างใบท่ีเปล่ียนแปลงในตน้กลา้ M1  

 
Dhakshanamoorthy et al. (2010) ฉายรังสีแกมมากบัเมล็ดสบู่ด า โดยปริมาณรังสีแกมมาท่ี

เหมาะสมในการชกัน าใหเ้กิดการกลายพนัธ์ุจะอยูใ่นช่วง 50 ถึง 250 เกรย ์โดย พบวา่ ปริมาณรังสี
แกมมาท่ีระดบั 50 เกรย ์ไม่มีผลในการกระตุน้การงอก ขณะท่ี 250 เกรย ์มีผลยบัย ั้งการงอก 
เน่ืองจากเกิดความเสียหายในเน้ือเยือ่เมล็ดและความรุนแรงจะข้ึนอยูก่บัปริมาณระดบัรังสีท่ีไดรั้บ 
โดยค่า LD50 คือ 425 เกรย ์และไม่แตกต่างกนัในสบู่ด าแต่ละพนัธ์ุ และยงัพบวา่ ลกัษณะการออก
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ดอกและอายกุารเก็บเก่ียวของประชากรท่ีผา่นการฉายรังสีมีแนวโนม้ท่ีเร็วข้ึน วนัออกดอกวนัแรก
จะอยูใ่นช่วง 255 ถึง 306 วนั โดยปริมาณรังสีแกมมาท่ี 50 เกรย ์มีการออกดอกท่ีเร็วท่ีสุด และทุก
ระดบัท่ีฉายรังสีมีการออกดอกท่ีเร็วกวา่ชุดควบคุม 

 
Songsri et al. (2011) ชกัน าใหเ้กิดการกลายพนัธ์ุในสบู่ด าโดยการฉายรังสีแกมมา เพื่อหา

ระดบัของปริมาณรังสีแกมมาท่ีเหมาะสมในการชกัน าใหเ้กิดการกลายและเป็นการเพิ่มลกัษณะทาง
พนัธุกรรมเพื่อใชป้ระโยชน์จากลกัษณะท่ีเปล่ียนแปลงไปในการปรับปรุงพนัธ์ุสบู่ด าใหดี้ข้ึน โดย
น าเมล็ดสบู่ด ามาฉายรังสีแกมมาแบบเฉียบพลนัท่ีระดบั 0  20  40  60  80 และ100 กิโลแรด พบวา่ 
เม่ือปริมาณรังสีแกมมาสูงข้ึนท่ีระดบั 20 ถึง 40 กิโลแรด ส่งผลใหก้ารงอกของเมล็ดสบู่ด าลดลง ซ่ึง
ระดบัท่ีเหมาะสมในการชกัน าใหเ้กิดการกลายพนัธ์ุในเมล็ดสบู่ด าจะอยูใ่นช่วง 42.5 ถึง 43.0       
กิโลแรด ส่วนท่ีระดบั 60 ถึง 100 กิโลแรด จะส่งผลใหเ้กิดการตายทั้งหมด โดย LD50 อยูท่ี่ 60      
กิโลแรด และตน้ M1 ท่ีไดมี้ความสูงลดลง  
 
การชักน าการกลายพันธ์ุโดยการฉายรังสีแกมมาร่วมกบัการเพาะเลีย้งเนือ้เยือ่พชื 

 
ธญัญา (2532) ศึกษาผลของรังสีแกมมาต่อเน้ือเยื่อบุกในสภาพปลอดเช้ือโดยการฉายรังสี

แกมมาแบบเฉียบพลนัปริมาณ 5  10  15  20  25  30  35  40 และ 50 เกรย ์พบวา่ ปริมาณรังสีท่ีสูงข้ึน
มีผลท าใหก้ารรอดชีวติของแคลลสัลดลง และการอาบรังสีช้ินส่วนของพืชท่ีอาย ุ1  7  14  21 และ 
28 วนั พบวา่ เม่ือช้ินส่วนพืชมีอายมุากข้ึนท าใหก้ารรอดชีวติสูงข้ึน และพบวา่ รังสีมีผลต่อสัณฐาน
วทิยาโดยท าใหจ้  านวนใบและความยาวกา้นใบของใบท่ี 1 และ 2 ลดลงเม่ือแคลลสัไดรั้บรังสี
ปริมาณสูงข้ึน 

 
สิรนุช และคณะ (2534) ฉายรังสีแกมมาในเมล็ดถัว่เขียวท่ีระดบั 20  40  60 และ 80        

กิโลแรด หลงัจากนั้นน าเมล็ดท่ีผา่นการฉายรังสีมาเพาะและตดัใบเล้ียงจากตน้อ่อนอาย ุ3 วนั น าไป
เพาะเล้ียงบนอาหารสูตร B5 ท่ีมี BA ความเขม้ขน้ 4 มิลลิกรัมต่อลิตร พบวา่ ปริมาณรังสีท่ีระดบั 80 
กิโลแรด มีผลในการยบัย ั้งการเกิดยอด และยอดท่ีไดจ้ากการฉายรังสีแกมมาในเมล็ดท่ีระดบั 40 
กิโลแรด สามารถเกิดรากไดเ้ม่ือน าไปเพาะเล้ียงบนอาหารชกัน าราก 

 
ชาญวทิย ์(2537) ชกัน าการกลายพนัธ์ุในออ้ยเพื่อใหไ้ดพ้นัธ์ุออ้ยท่ีมีลกัษณะทนเคม็โดย น า

มว้นใบอ่อนของออ้ยพนัธ์ุ Q83 มาเพาะเล้ียงบนอาหารแข็งสูตร MS ท่ีมี 2, 4-D 3 มิลลิกรัมต่อลิตร 
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น ้ามะพร้าว 10 เปอร์เซ็นต ์และเกลือโซเดียมคลอไรด ์0  0.5  1.0  1.5  2.0  2.5 และ 3.0 เปอร์เซ็นต ์
เพื่อศึกษาการรอดชีวิตและการเจริญพฒันาเป็นตน้อ่อนของแคลลสัท่ีได ้ท าการฉายรังสีแกมมา ท่ี
อตัรา 0  10  20  30  40  50 และ 60 เกรย ์น าไปเพาะเล้ียงบนอาหารสูตรชกัน าใหเ้กิดตน้ท่ีมีเกลือ
โซเดียมคลอ ไรด ์0  0.5  1.0  1.5  2.0  2.5 และ 3.0 เปอร์เซ็นต ์แคลลสัท่ีสามารถพฒันาเป็นตน้อ่อน
ไดสู้งสุด เป็นแคลลสัท่ีไดจ้ากการฉายรังสีรังสี 1 กิโลแรด ท่ีเพาะเล้ียงบนอาหารแขง็สูตร MS ท่ีมี
โซเดียมคลอไรด ์0.5 เปอร์เซ็นต ์รวมทั้งมีอตัราการอยูร่อดสูงสุด ซ่ึงมีอตัราการอยูร่อดถึง 100 
เปอร์เซ็นต ์ 

 
วชิชุตา (2537) ศึกษาผลของรังสีแกมมาท่ีมีต่อการกลายพนัธ์ุของหนา้ววัพนัธ์ุ Double 

Spathe ท่ีเพาะเล้ียงในสภาพปลอดเช้ือ โดยฉายรังสีแกมมากบัขอ้และแคลลสัท่ีระดบั 0  1  2  3  4 
และ 5 เกรย ์พบวา่ อตัราการรอดชีวติ การเกิดยอดใหม่และความสูงมีแนวโนม้ลดลงเม่ือปริมาณรังสี
สูงข้ึน รังสีท าใหล้กัษณะใบ การเรียงตวัของใบ ความยาวปลอ้ง การแตกก่ิงขา้งผดิปกติ และบางตน้
เกิดลกัษณะใบด่าง รังสีท่ีระดบั 5 เกรย ์ท าใหเ้กิดลกัษณะผิดปกติมากท่ีสุด ความยาวของปากใบของ
ตน้ท่ีไดรั้บรังสี เม่ือเปรียบเทียบกบัตน้ท่ีไม่ไดรั้บรังสีไม่มีความแตกต่างกนั และจ านวนโครโมโซม
ไม่เปล่ียนแปลง  

 
นงลกัษณ์ (2541) ท าการศึกษาการเพาะเล้ียงเน้ือเยือ่บีโกเนียเร็กซ์ในสภาพปลอดเช้ือและ

ผลของรังสีแกมมาต่อการเจริญเติบโตและการกลายพนัธ์ุ ปริมาณรังสีท่ีใชอ้ยูใ่นช่วง 0-10 กิโลแรด 
หลงัจากฉายรังสีแลว้ตดัแบ่งส่วนแผน่ใบและกา้นใบไปเพาะเล้ียงบนอาหารแขง็สูตร MS ท่ีมี BA 1 
มิลลิกรัมต่อลิตร และ NAA 0.1 มิลลิกรัมต่อลิตร พบวา่ เปอร์เซ็นตค์วามอยูร่อดและการเจริญ 
เติบโตลดลงเม่ือปริมาณรังสีท่ีใหเ้พิ่มข้ึน แต่การให้รังสีตั้งแต่ 4 กิโลแรด ข้ึนไปท าใหก้ารตายเกิดข้ึน 
100 เปอร์เซ็นต ์เม่ือเปรียบเทียบการเจริญเติบโตในรุ่น M1V1 พบวา่ แผน่ใบและกา้นใบจากตน้ท่ี
ผา่นการฉายรังสีมีการเปล่ียนแปลงและพฒันาเป็นยอดและจ านวนยอดเฉล่ียนอ้ยกวา่ตน้ควบคุม  

 
วทิยา และสมปอง (2541) น าแคลลสัท่ีชกัน าจากใบอ่อนสีแดงของมงัคุด มาฉายรังสีแกมมา 

ท่ีระดบั 0  5  10  20 และ 40 เกรย ์เพาะเล้ียงเป็นเวลา 3 สัปดาห์ พบวา่ รังสีแกมมาท่ีระดบั 20 และ 
40 เกรย ์ท าใหมี้อตัราการรอดชีวติของแคลสัลดลง เม่ือศึกษาลกัษณะทางสัณฐานบางประการของ
ตน้ชัว่ท่ี 1 M1R1 พบวา่ ตน้ท่ีไดห้ลงัจากการฉายรังสีแกมมา 10  20 และ 40 เกรย ์มีขนาดเต้ียลง และ
ตน้ท่ีไดมี้อตัราการรอดชีวติหลงัยา้ยปลูกนอ้ยกวา่ตน้ในชุดเปรียบเทียบ และลกัษณะผดิปกติทาง
สัณฐานท่ีพบเห็น คือ ปลายใบสองแฉก ขอใบมีรอยหยกั การจดัเรียงตวัของใบผดิปกติ เกิดมงัคุด
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สามใบและเกิดก่ิงแขนง แสดงวา่การฉายรังสีในความเขม้ขน้ต่าง ๆ อาจชกัน าใหเ้กิดการกลายพนัธ์ุ
ได ้

 
ธิดากุล (2542) ชกัน าการกลายพนัธ์ุในละหุ่ง โดยใชเ้ทคนิคการเพาะเล้ียงเน้ือเยือ่ร่วมกบั

การใชรั้งสีแกมมา โดยใชส่้วนต่าง ๆ ของละหุ่ง ไดแ้ก่ ยอด ใบเล้ียง และ hypocotyl ของละหุ่ง 2 
พนัธ์ุ พบวา่ พนัธ์ุและส่วนท่ีใชเ้พาะเล้ียง มีผลต่อลกัษณะสีและขนาดของแคลลสั โดยพบวา่ 
ปริมาณรังสีท่ีท าให้ตน้กลา้ตาย 30 และ 50 เปอร์เซ็นต ์(LD30 และ LD50 ตามล าดบั) เท่ากบั 43 และ 
61 กิโลแรด และท่ีท าใหค้วามสูงลดลง 30 และ 50 เปอร์เซ็นต ์(GR30 และ GR50 ตามล าดบั) เท่ากบั 
57 และ 82 กิโลแรด เม่ือศึกษาผลของรังสีต่อลกัษณะของละหุ่งในลูกชัว่ท่ีหน่ึง (M1) พบลกัษณะใบ
ด่าง บิดเบ้ียว ในละหุ่งบางพนัธ์ุ และในลูกชัว่ท่ีสอง (M2) พบวา่ มีผลต่อจ านวนขอ้ต่อตน้ และความ
สูงของตน้ มากกวา่ความยาวช่อดอกและน ้าหนกั 100 เมล็ด แต่ทั้ง 4 ลกัษณะมีการเปล่ียนแปลงไม่
มากนกั และไม่พบการเปล่ียนแปลงในลกัษณะสีของตน้ การมีไข และลกัษณะใบ 

 
อญัชุลี (2546) ศึกษาสูตรอาหารท่ีเหมาะสมและผลของรังสีแกมมาท่ีมีต่อลกัษณะทาง

สัณฐานวทิยาของกลว้ยบวัสีส้ม พบวา่ กลว้ยบวัสีส้มท่ีเพาะเล้ียงบนอาหารแขง็สูตร MS ท่ีมี BA 2.5 
และ 10 ppm จะมีการพฒันาของหน่อมากกวา่ และเม่ือน าปลายยอดกลว้ยบวัมาฉายรังสีแกมมาท่ี
ปริมาณรังสี 0  5  10  15  20  25 และ 30 เกรย ์เม่ือปริมาณรังสีเพิ่มข้ึน การรอดชีวติและการแตก
หน่อจะลดลง โดยมีเปอร์เซ็นตก์ารรอดท่ี 30 และ 50 (LD30 และ LD50) เท่ากบั 25.5 และ 28.5 เกรย ์
ตามล าดบั และกลว้ยบวัสีส้มเม่ือไดรั้บรังสีแกมมา 30 เกรย ์จะใชเ้วลาในการปลูกจนออกดอกสั้น
สุด 197.14 วนั นอกจากนั้นสีของใบประดบัจางลงจากเดิม ส่วนกลว้ยบวัสีส้มท่ีไดรั้บรังสีปริมาณ
สูงข้ึนจะมีลกัษณะท่ีผดิปกติไป เช่น ใบประดบัเช่ือมติดกนั กา้นเกสรตวัเมียและเกสรตวัเมียหยกั
เป็นคล่ืน 

 
สุมน (2546) ศึกษาการเจริญของหญา้กินน่ีสีม่วงในอาหารชกัน าใหเ้กิดแคลลลัสูตรต่าง ๆ 

พบวา่ อาหารแขง็สูตร MS ท่ีมี 2,4-D ความเขม้ขน้ 5 มิลลิกรัมต่อลิตร เป็นอาหารสูตรท่ีเหมาะกบั
การชกัน าฐานใบอ่อนใหเ้กิดแคลลสั และอาหารแขง็สูตร MS ท่ีมี kinetin 0.5 มิลลิกรัมต่อลิตร 
NAA 1 มิลลิกรัมต่อลิตร และ casine hydrolysate 100 มิลลิกรัมต่อลิตร เป็นอาหารสูตรท่ีเหมาะกบั
การชกัน าเมล็ดใหเ้กิดแคลลสั และสูตรอาหารท่ีเหมาะสมในการชกัน าเมล็ดให้เกิดยอดหลายยอด
คือ MS ท่ีมีน ้ามะพร้าว 15 เปอร์เซ็นต ์kinetin 5 มิลลิกรัมต่อลิตร และ casine hydrolysate 100 
มิลลิกรัมต่อลิตร สามารถชกัน าใหเ้กิดยอดมากท่ีสุด คือ 5.75 ยอด เม่ือน ายอดไปฉายรังสีท่ีปริมาณ 
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0  10  20 และ 30 เกรย ์แลว้น ามาเพาะบนอาหารคดัเลือกท่ีมีเกลือโซเดียมคลอไรด ์พบวา่ตน้หญา้ท่ี
ฉายรังสี 20 เกรย ์สามารถปรับตวัใหเ้จริญในอาหารท่ีมีโซเดียมคลอไรดไ์ดแ้ละเม่ือน าตน้หญา้ไป
ปลูกในสภาพธรรมชาติ พบวา่ มีอตัราการรอด 26.92 เปอร์เซ็นตซ่ึ์งปริมาณรังสีและปริมาณโซเดียม
คลอไรดท์ าใหก้ารรอดชีวิตของหญา้ลดลง 

 
เจริญ (2549) ศึกษาผลของการใชรั้งสีแกมมาแบบเฉียบพลนัท่ีมีต่อการเปล่ียนแปลง

ลกัษณะทางสัณฐานวทิยาของบอนสีพนัธ์ุอปัสรสวรรค ์(Caladium bicolor Vent.) จากการทดลอง
หาปริมาณรังสีท่ีท าใหเ้น้ือเยื่อเพาะเล้ียงของบอนสีมีอตัราการตายร้อยละ 50 (LD50) มีค่าเท่ากบั 32.5 
เกรย ์และเม่ือยา้ยบอนสีออกปลูกในสภาพแวดลอ้มธรรมชาติเป็นเวลา 180 วนั เปรียบเทียบกบัชุด
ควบคุม พบวา่ ปริมาณรังสี 0 กบั 5 เกรย ์ท าใหบ้อนสีมีความสูงของตน้และความยาวของใบเฉล่ีย
มากกวา่บอนสีท่ีไดรั้บปริมาณรังสี 20  30  40 และ 50 เกรย ์อยา่งมีนยัส าคญั และมีการเปล่ียนแปลง
ลกัษณะและรูปร่างของใบ สีของใบและสีของกา้นใบ โดยเฉพาะปริมาณรังสี 30 เกรย ์สามารถท า
ใหเ้กิดการเปล่ียนแปลงลกัษณะของบอนสีเป็นอยา่งมากซ่ึงจะเป็นประโยชน์ต่อการปรับปรุงพนัธ์ุ
ของบอนสี 

 
กาญจนรี และคณะ (2550) ปรับปรุงพนัธ์ุอนูเบียส Anubias nana Engler และ Anubias 

congensis N.E. Brawn โดยการหาปริมาณรังสีท่ีเหมาะสมในการชกัน าใหเ้กิดการกลายพนัธ์ุ โดยน า
ตน้อ่อนอนูเบียสอายุ 4 สัปดาห์ ท่ีไดจ้ากการเพาะเล้ียงเน้ือเยือ่ ไปฉายรังสีแกมมาแบบเฉียบพลนัใน
ปริมาณท่ีแตกต่างกนั 7 ระดบัคือ 0  20  40  60  80  100 และ 120 เกรย ์หลงัจากฉายรังสีเป็นเวลา 8 
สัปดาห์ พบวา่ ปริมาณรังสีท่ีเหมาะสมส าหรับชกัน าให้ A. nana และ A. congensis  มีการ
เจริญเติบโตลดลง 30 เปอร์เซ็นต ์(GR30) เท่ากบั 34.56 เกรย ์และ 28.30 เกรย ์ตามล าดบั รังสียงัมีผล
ใหค้วามสูง จ านวนยอดและจ านวนรากลดลง ศึกษาลกัษณะการกลายพนัธ์ุโดยน าตน้อ่อนอนูเบียส 
ไปฉายรังสีแกมมาในระดบั 0-GR 30 คดัเลือกพนัธ์ุกลายในสภาพปลอดเช้ือรุ่นท่ี 6 (M1V6) พบวา่ 
ตน้อนูเบียสท่ีเกิดการกลายมีลกัษณะตน้เต้ียลง หรือตน้แคระ มีการเปล่ียนแปลงขนาด รูปร่าง และสี
ของใบ 
 
การตรวจสอบพนัธุกรรมพชืโดยใช้เทคนิคเอเอฟแอลพี 

 
สุรินทร์ (2545) กล่าววา่เคร่ืองหมายทางโมเลกุล (molecular markers) สามารถน าไปใชใ้น

การศึกษาเพื่อจ าแนกความแตกต่างของส่ิงมีชีวติโดยใชเ้คร่ืองหมาย (marker) เพื่อบ่งช้ีความแตกต่าง
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และความหลากหลายทางพนัธุกรรม (genetic diversity) ของส่ิงมีชีวติทั้งทางปริมาณและคุณภาพ 
ทั้งระหวา่งสปีชีส์และภายในสปีชีส์ (inter and intra-species) ระหวา่งประชากรและภายใน
ประชากร (inter and intra-populations) หรือระหวา่งแต่ละตวั (inter and intra-individuals) 
เคร่ืองหมายท่ีใชจ้  าแนกความแตกต่างมี 2 ประเภท คือ 

 
1.  เคร่ืองหมายทางสันฐานวิทยา (morphological marker) การบอกความแตกต่าง

ของส่ิงมีชีวติดว้ยวธีิการเปรียบเทียบลกัษณะภายนอกทางสัณฐานวทิยาหรือทางสรีรวิทยา ซ่ึง
ลกัษณะท่ีตรวจสอบน้ีมกัข้ึนกบัสภาพแวดลอ้มท าใหต้รวจสอบผลผดิพลาดได ้บางคร้ังตอ้งใชผู้ท่ี้มี
ความช านาญเป็นพิเศษ อยา่งไรก็ตามการตรวจสอบลกัษณะทางสัณฐานวทิยายงัมีความจ าเป็นตอ้ง
ท าเป็นอนัดบัแรก แลว้จึงใชว้ิธีอ่ืนประกอบเพื่อใหไ้ดข้อ้มูลท่ีสมบูรณ์ หรือแกปั้ญหาในกรณีทีไม่
สามารถใชล้กัษณะทางสัณฐานวทิยาเพียงอยา่งเดียว 

 
2.  เคร่ืองหมายทางโมเลกุล (molecular marker) เคร่ืองหมายทางโมเลกุลมี 2 ระดบั 

คือ ระดบัโปรตีนเป็นการตรวจสอบท่ีโมเลกุลของโปรตีนชนิดต่าง ๆ และระดบัดีเอ็นเอ ซ่ึง
ตรวจสอบความแตกต่างของล าดบันิวคลีโอไทดใ์นโมเลกุลของดีเอน็เอ ซ่ึงมีรายละเอียดดงัน้ี 
 

2.1  เคร่ืองหมายโปรตีน (protein marker) เป็นการตรวจสอบส่ิงมีชีวติโดย
ใชค้วามแตกต่างของโมเลกุลของโปรตีน ใชว้ธีิแยกโมเลกุลของโปรตีนดว้ยเทคนิค             
อิเล็กโทรโฟรีซิส แลว้จึงยอ้มดูแถบของโปรตีนจ าเพาะ เช่น การตรวจสอบรูปแบบของโปรตีนใน
เลือด โปรตีนสะสมในเมล็ดพืช เป็นตน้ นอกจากน้ียงันิยมตรวจสอบรูปแบบของเอนไซมบ์างชนิด
หรือไอโซไซมต่์าง ๆ ขอ้ดีของการตรวจสอบโปรตีน คือ สามารถตรวจไดห้ลายต าแหน่ง ค่าใชจ่้าย
ไม่สูงมากนกั และแถบของโปรตีนหรือไอโซไซมน้ี์ยงัมีการข่มร่วมกบัแบบ codominant ช่วยให้
แยกความแตกต่างระหวา่งแถบโปรตีนแบบโฮโมไซกสัและเฮเทอโรไซกสัได ้

 
2.2  เคร่ืองหมายดีเอน็เอ (DNA marker) หมายถึง ดีเอน็เอท่ีใชเ้ป็น

เคร่ืองหมายบ่งช้ีความจ าเพาะของส่ิงมีชีวติตวัหน่ึง สายพนัธ์ุหน่ึง สปีชีส์หน่ึง หรือในระดบัต่างสปี
ชีส์ เป็นดีเอน็เอท่ีอยูต่  าแหน่งหน่ึง ๆ บนโครโมโซม (nuclear DNA) หรือ ดีเอน็เอในออร์แกเนลล ์
(mitochondrial DNA หรือ Chloroplast DNA) การท่ีสามารถใชดี้เอ็นเอเป็นเคร่ืองหมายไดเ้น่ืองจาก
เกิดความแปรปรวน (variation) ของนิวคลีโอไทดใ์นโมเลกุลของดีเอ็นเอ หรือเกิดโพลีมอร์ฟิซึม 
(polymorphism) ของล าดบัเบสในโมเลกุลของดีเอน็เอ การตรวจสอบในระดบัดีเอ็นเอมีขอ้ดีกวา่
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การตรวจสอบโปรตีน คือ โมเลกุลของดีเอ็นเอมีความเสถียรกวา่จึงเก็บไวไ้ดน้าน สามารถวเิคราะห์
จากตวัอยา่งท่ีถูกเก็บไวเ้ป็นระยะเวลายาวนานได ้และเน่ืองจากดีเอ็นเอเป็นองคป์ระกอบท่ีมีอยูใ่น
เซลลใ์นปริมาณเท่ากนั จึงสามารถตรวจสอบดีเอ็นเอจากเน้ือเยื่อใด ๆ ระยะการเจริญเติบโตหรือ
สภาพทางสรีรวทิยาใดก็ไดโ้ดยไม่ข้ึนกบัสภาพแวดลอ้ม ตรวจสอบดีเอน็เอจากส่วนท่ีเป็นยนีหรือ
ไม่ใช่ยนีก็ได ้จะมีการแสดงออกหรือไม่ก็ได ้จึงตรวจสอบไดโ้ดยไม่จ  ากดั ครอบคลุมทั้งจีโนม 
ประกอบกบัมีวธีิตรวจสอบเคร่ืองหมายดีเอ็นเอแบบต่าง ๆ ใหเ้ลือกมากมาย ท าใหก้ารใชดี้เอน็เอ
เป็นเคร่ืองหมายท าไดอ้ยา่งกวา้งขวาง ประยกุตใ์ชใ้นดา้นต่าง ๆ ไดไ้ม่จ  ากดั 
 

เอเอฟแอลพี (AFLP, Amplified Fragment Length Polymorphism) เป็นเทคนิคของ
เคร่ืองหมายดีเอน็เอแบบหน่ึง ไดรั้บการพฒันาโดย Vos et al. (1995) พื้นฐานของเอเอฟแอลพี คือ 
การตรวจสอบช้ินดีเอน็เอท่ีตดัดว้ยเอนไซมต์ดัจ าเพาะโดยการเพิ่มปริมาณดว้ยปฎิกิริยาพีซีอาร์ 
(PCR, Polymerase Chain Reaction) ดงันั้น จึงรวมเอาความน่าเช่ือถือของเทคนิคอาร์เอฟแอลพี 
(RFLP, Restriction Fragment Length Polymorphism) และประสิทธิภาพของพีซีอาร์เขา้ดว้ยกนั แต่
เทคนิคเอเอฟแอลพีไม่เหมาะส าหรับใชเ้ปรียบเทียบส่ิงมีชีวติท่ีมีความแตกต่างกนัมาก ๆ เน่ืองจาก
จะมีแถบดีเอ็นเอท่ีเหมือนกนั (common band) ค่อนขา้งนอ้ย และไม่เหมาะกบัส่ิงมีชีวติท่ีมีล าดบัเบส
ใกลเ้คียงกนัมาก เน่ืองจากจะพบแถบดีเอน็เอท่ีแตกต่างกนัค่อนขา้งนอ้ยอาจเกิดการผดิพลาดในการ
หาความสัมพนัธ์ทางววิฒันาการของส่ิงมีชีวติเหล่านั้นได ้(วภิา, 2544) 
 

ขั้นท่ี 1 หลกัการท าเอเอฟแอลพี (สุรินทร์, 2545) คือ การน าดีเอน็เอมาตดัดว้ย
เอนไซมต์ดัจ าเพาะ 2 ชนิด นิยมใชเ้อนไซมท่ี์มีต าแหน่งจดจ า 6 คู่เบส ซ่ึงจะตดัดีเอ็นเอท่ีต าแหน่ง
ห่างกนัประมาณ 46 (=4,096) คู่เบส เรียกวา่ rare cutter ร่วมกบัเอนไซมท่ี์มีต าแหน่งจดจ า 4 คู่เบส ซ่ึง
จะตดัดีเอน็เอท่ีต าแหน่งห่างกนัประมาณ 44 (=256) คู่เบส เรียกวา่ frequent cutter แลว้เช่ือมต่อช้ินดี
เอน็เอกบั adapter ของเอนไซมท์ั้งสองชนิดเพื่อใหเ้ป็นท่ีจบัของไพรเมอร์ในการเพิ่มปริมาณโดยวธีิ
พีซีอาร์ในขั้นต่อไป การตดัดีเอน็เอดว้ยเอนไซมต์ดัจ าเพาะ 2 ชนิด จะท าใหข้นาดของช้ินดีเอน็เอ
พอเหมาะและมีขอ้ดีอีกหลายประการดงัน้ี 
 

1.  เอนไซมต์ดัจ าเพาะท่ีเป็น frequent cutter จะตดัดีเอน็เอไดช้ิ้นขนาดเล็ก
ซ่ึงจะเพิ่มปริมาณไดดี้ในการท าพีซีอาร์และอยูใ่นช่วงท่ีเหมาะสมส าหรับแยกดว้ยวธีิ        อิเล็กโทร
โฟรีซิสโดยใช ้denaturing polyacrylamide gel 
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2.  เอนไซมต์ดัจ าเพาะท่ีเป็น rare cutter มีต าแหน่งท่ีจะตดัดีเอ็นเอไดน้อ้ย 
จึงช่วยลดจ านวนช้ินดีเอน็เอท่ีจะเพิ่มปริมาณจากการท าพีซีอาร์ลง เน่ืองจากช้ินดีเอ็นเอท่ีเพิ่มปริมาณ
ไดท้ั้งหมดหรือเกือบทั้งหมดเป็นช้ินดีเอน็เอท่ีมีปลายดา้นหน่ึงเป็นต าแหน่งตดัของเอนไซมท่ี์เป็น 
rare cutter และอีกดา้นหน่ึงเป็น frequent cutter ช้ินดีเอน็เอท่ีมี ปลายทั้ง 2 ดา้นเป็นต าแหน่งของ
เอนไซมแ์บบ frequent cutter เม่ือเช่ือมต่อกบั adapter แลว้จะมีลกัษณะเป็นล าดบัเบสซ ้ า ( inverted 
repeat) เม่ือถูกท าใหเ้สียสภาพเป็นสายเด่ียว สามารถกลบัมาจบักนัเองโดยเบสคู่สม เกิดเป็น
โครงสร้างแบบ stem-loop ท าใหไ้พรเมอร์ไม่สามารถเขา้มาจบัได ้ส่วนช้ินดีเอ็นเอท่ีถูกตดัโดย
เอนไซมท่ี์เป็น rare cutter ทั้ง 2 ดา้นมกัจะมีขนาดใหญ่มาก จึงไม่สามารถเพิ่มปริมาณไดใ้นสภาวะท่ี
ใชท้ดลอง 

 
3.  การใชเ้อนไซมต์ดัจ าเพาะ 2 ชนิดในการท าพีซีอาร์ จะใชไ้พรเมอร์ 2 

ชนิดเช่นเดียวกนัท าใหส้ามารถเลือกติดฉลากเพียงสายเดียว เม่ือน าไปแยกขนาดโดย denaturing 
polyacrylamide gel ดีเอ็นเอทั้ง 2 สายอาจจะเคล่ือนท่ีไปไดร้ะยะทางไม่เท่ากนั เกิดเป็นแถบดีเอ็นเอ 
2 แถบคู่กนั (double) การวเิคราะห์ผลจึงยุง่ยาก ในกรณีท่ีมีการติดฉลากเพียงสายเดียว จะตรวจพบ
แถบดีเอ็นเอเพียงแถบเดียวท าใหว้เิคราะห์ไดง่้ายข้ึน 

 
4.  การใชเ้อนไซมต์ดัจ าเพาะ 2 ชนิด ช่วยใหก้ารปรับจ านวนช้ินดีเอน็เอท่ี

จะเพิ่มปริมาณมีความยดืหยุน่ดี โดยปรับจ านวนเบสเพื่อคดัเลือกท่ีไพรเมอร์ทั้ง 2 ชนิดร่วมกนั 
 

5.  สามารถท าใหเ้กิดลายพิมพดี์เอน็เอท่ีแตกต่างกนัไดจ้  านวนมาก โดยใช้
คู่ผสมของไพรเมอร์ทั้ง 2 ชนิดจ านวนนอ้ย เช่น มีไพรเมอร์ชนิดละ 5 แบบ จากการเพิ่มเบสเพื่อ
คดัเลือก สามารถสร้างลายพิมพดี์เอน็เอไดถึ้ง 25 แบบ 

 
ขั้นท่ี 2 คือ การเพิ่มปริมาณช้ินดีเอน็เอบางส่วนโดยใชไ้พรเมอร์ท่ีจ  าเพาะ ไพรเมอร์

ท่ีใชมี้ล าดบัเบสทางปลาย 5’ เหมือนกบัล าดบัเบสของ adapter ต่อดว้ยล าดบัเบสบริเวณจดจ าหรือ
บริเวณตดัจ าเพาะของเอนไซม ์และเพิ่มเบสเขา้ไปท่ีปลาย 3’ อีกส่วนหน่ึงเพื่อให้เกิดการคดัเลือก
เพิ่มปริมาณดีเอ็นเอบางช้ิน ส่วนไพรเมอร์ท่ีเหมือนกนั adapter และบริเวณจดจ าของเอนไซม ์
เรียกวา่ common part ส่วนเบสท่ีเพิ่มเขา้ท่ีปลาย 3’ เรียกวา่ selective part จ  านวนเบสท่ีเพิ่มเขา้ไปท่ี
ปลาย 3’ จะช่วยลดจ านวนช้ินดีเอน็เอท่ีจะเพิ่มปริมาณลง โดยช้ินดีเอ็นเอท่ีจะเพิ่มปริมาณไดต้อ้งมี
ล าดบัเบสท่ีอยูต่่อกบัต าแหน่งจ าเพาะของเอนไซมส์อดคลอ้งกบัเบสท่ีเพิ่มเขา้ไป ถา้เพิ่มเบสเพื่อ
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คดัเลือกมากข้ึน จ านวนช้ินดีเอน็เอท่ีจะเพิ่มปริมาณจะลดลงประมาณ 4 เท่าต่อทุก ๆ เบสท่ีเพิ่มข้ึน 
ในการศึกษาจีโนมขนาดเล็กหรือโคลนท่ีอยูใ่นพลาสมิด คอสมิดหรือ BAC ( Bacterial Artificial 
Chromosome) ไม่จ  าเป็นตอ้งเพิ่มเบสเพื่อคดัเลือก เน่ืองจากจ านวนช้ินดีเอน็เอท่ีเกิดจากการตดัโดย
เอนไซมต์ดัจ าเพาะมีจ านวนนอ้ยอยูแ่ลว้ ส่ิงมีชีวติท่ีมีจีโนมขนาดไม่ใหญ่มาก เช่น แบคทีเรีย หรือ
เช้ือราจะเพิ่มเบสเพื่อคดัเลือก 1-2 เบส ส่วนพวกท่ีมีจีโนมขนาดใหญ่จะเพิ่มเบสมากกวา่ 2 เบสท่ี
ไพรเมอร์ทั้งสองชนิด ไพรเมอร์ท่ีเพิ่มเบสเพื่อคดัเลือกท่ีปลาย 3’ จะเรียกวา่ไพรเมอร์ +1, +2, +3 
และ +4 ตามล าดบั เช่น ไพรเมอร์ปลาย EcoRI adapter จะเรียกวา่ EcoRI +1, EcoRI +2, EcoRI +3, 
EcoRI +4 เป็นตน้ 

 
การท าพีซีอาร์โดยใชไ้พรเมอร์ท่ีเพิ่มเบสท่ีปลาย 3’ มากกวา่ 2 เบส จะท า

ปฎิกิริยาเพิ่มปริมาณ 2 คร้ัง คร้ังแรกเรียกวา่ preselective amplification เป็นการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ
ตน้แบบใหม้ากข้ึนและช่วยใหเ้กิดการคดัเลือกเพิ่มปริมาณช้ินดีเอน็เอท่ีถูกตอ้ง มีการทดลองเพิ่ม
ปริมาณดีเอน็เอเพียงคร้ังเดียวโดยใชไ้พรเมอร์ท่ีเพิ่มเบสเพื่อคดัเลือก +1, +2, +3 และ +4 เบส
ตามล าดบั พบวา่ จ  านวนช้ินดีเอ็นเอท่ีเพิ่มปริมาณไดล้ดลงเป็นล าดบัจากการใชไ้พรเมอร์แบบ +1, 
+2, +3 แสดงถึงประสิทธิภาพในการคดัเลือกท่ีถูกตอ้ง แต่ไพรเมอร์ +4 ใหผ้ลไม่สอดคลอ้งกนั 
สามารถตรวจพบแถบดีเอน็เอจ านวนมากท่ีไม่ตรงกบัแถบดีเอ็นเอท่ีเกิดจากการเพิ่มปริมาณโดย 
ไพรเมอร์(mismatch) ในต าแหน่งท่ีอยูห่่างจากปลาย 3’ 3 เบส หรือเบสคดัเลือกคร้ังเดียว 3 เบส ก็ท า
ใหเ้กิดการจบัคู่ไม่จ  าเพาะของเบสท่ีเพิ่มข้ึนตวัแรกสุดไดเ้ช่นเดียวกนั แต่เกิดในความถ่ีต ่า ดงันั้นถา้
ตอ้งการเพิ่มเบสเพื่อคดัเลือกตั้งแต่ 3 เบสข้ึนไป จึงตอ้งใชว้ธีิเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ 2 คร้ังโดยคร้ังแรก
ใชไ้พรเมอร์ท่ีเพิ่มเบสคดัเลือกเพียง 1-2 เบส และคร้ังท่ี 2 จึงใชไ้พรเมอร์ท่ีเพิ่มเบสคดัเลือกต่อจาก
ไพรเมอร์ท่ีใชเ้พิ่มปริมาณดีเอน็เอในคร้ังแรกอีก 1-2 เบส รวมเบสท่ีเพิ่มเพื่อการคดัเลือก 3-4 เบส
ตามท่ีตอ้งการ 

 
การท าปฎิกิริยาเพิ่มปริมาณดีเอน็เอเป็น 2 ขั้นนอกจากเป็นการประกนัวา่

การคดัเลือกเพิ่มปริมาณช้ินดีเอน็เอของไพรเมอร์ท่ีใชเ้ป็นไปอยา่งถูกตอ้งและมีประสิทธิภาพสูงสุด 
นอกจากนั้นยงัช่วยลด background ท่ีเป็นพื้นด าในลายพิมพดี์เอน็เอ อาจท า preselective 
amplification โดยใชไ้พรเมอร์ท่ีไม่มีเบสคดัเลือก ไดใ้นกรณีการวเิคราะห์จีโนมขนาดเล็กท่ีตอ้งใช้
ไพรเมอร์ท่ีเพิ่มเบสคดัเลือกจ านวนนอ้ย เพื่อท าใหป้ริมาณดีเอ็นเอเพิ่มมากข้ึนและสามารถ
ตรวจสอบแถบดีเอน็เอไดช้ดัเจนข้ึน 
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ขั้นท่ี 3 คือ การวเิคราะห์ลายพิมพดี์เอน็เอท่ีไดโ้ดยท าอิเล็กโทรโฟรีซีสใน 
denaturing polyacrylamide gel แบบเดียวกบัท่ีใชห้าล าดบัเบสของดีเอน็เอ แถบดีเอน็เอท่ีเหมาะสม
ในการแยกโดยวธีิน้ีอยูใ่นช่วง 50-100 แถบ การตรวจสอบแถบดีเอ็นเอท่ีเกิดข้ึนใชว้ธีิติดฉลาก   
ไพรเมอร์ ชนิดใดชนิดหน่ึงดว้ยสารกมัมนัตรังสี หลงัจากท าอิเล็กโทรโฟรีซีสเสร็จแลว้ ตรวจสอบ
โดยใชเ้คร่ืองหาล าดบัเบสแบบอตัโนมติั (automated sequencer) ก็ได ้จากการท่ีตอ้งตรวจสอบผล
การท าเอเอฟแอลพีโดยใชส้ารกมัมนัตรังสีหรือใชเ้คร่ืองหาล าดบัเบสแบบอตัโนมติั ท าใหเ้กิด
ขอ้จ ากดัในห้องปฎิบติัการหลายแห่ง เน่ืองจากขาดประสบการณ์และระบบปฎิบติังานท่ีใชส้าร
กมัมนัตรังสี มีการใชว้ธีิตรวจสอบเอเอฟแอลพีดว้ยการไฮบริไดเซชนัโดยใช ้probe ท่ีติดฉลากดว้ย
สารปลอดรังสี (non radioactive label) หรือ วธีิยอ้มเจลดว้ยซิลเวอร์ไนเตรท (silver staining) ซ่ึง
ใหผ้ลดีและสามารถท าไดใ้นหอ้งปฎิบติัการ 
 
การน าเทคนิคเอเอฟแอลพมีาใช้ในการศึกษาลายพมิพ์ดีเอ็นเอ 

 
เทคนิคเอเอฟแอลพีสามารถบอกความแตกต่างของส่ิงมีชีวติท่ีเป็นชนิดเดียวกนัแต่ต่างสาย

พนัธ์ุและยงัสามารถจ าแนกลกัษณะท่ีเกิดจากการกลายพนัธ์ุได ้(Liscum and Briggs, 1995) 
 
กฤษณา (2546) ศึกษาความหลากหลายทางพนัธุกรรมของหญา้เนเปียร์ (Pennisetum sp.), 

หญา้รูซ่ี (Brachiaria ruziziensis) และหญา้กินนีสีม่วง (Panicum maximum TD58) และตรวจสอบ
หญา้เนเปียร์แคระท่ีผา่นการฉายรังสีเปรียบเทียบกบัหญา้เนเปียร์แคระท่ีไม่ไดฉ้ายรังสีโดยใชเ้ทคนิค
เอเอฟแอลพี พบวา่ การศึกษาหญา้ในสกุล Pennisetum โดยใชไ้พรเมอร์ 15 คู่ ไดแ้ถบดีเอน็เอ
ทั้งหมด 930 แถบ ผลการวเิคราะห์ดีเอน็เอของหญา้เนเปียร์สอดคลอ้งกบัลกัษณะภายนอก คือ หญา้
ชนิดท่ีมีล าตน้เต้ียและชนิดท่ีมีล าตน้สูงจดัอยูค่นละกลุ่ม และเม่ือน าหญา้เนเปียร์แคระท่ีไดจ้ากการ
เพาะเล้ียงเน้ือเยื่อและไม่ไดฉ้ายรังสีมาเปรียบเทียบกบัหญา้เนเปียร์แคระท่ีไดจ้ากการเพาะเล้ียง
เน้ือเยือ่ร่วมกบัการฉายรังสี และหญา้เนเปียร์แคระท่ีเพาะจากเมล็ด โดยใชไ้พรเมอร์ 11 คู่ พบวา่ 
หญา้เนเปียร์แคระท่ีผา่นการฉายรังสีมีการกลายพนัธ์ุเกิดข้ึนเม่ือดูจากแถบดีเอน็เอท่ีมีขนาดของแถบ
แตกต่างไปจากหญา้เนเปียร์แคระดั้งเดิมท่ีไม่ไดผ้า่นการฉายรังสี และเม่ือน ามาจดักลุ่ม
ความสัมพนัธ์ พบวา่ หญา้เนเปียร์แคระดั้งเดิมท่ีไม่ไดผ้า่นการฉายรังสี แยกตวัออกจากกลุ่มท่ีฉาย
รังสีอยา่งชดัเจน และในการศึกษาหญา้รูซ่ี โดยใชไ้พรเมอร์ 10 คู่ ไดแ้ถบดีเอน็เอทั้งหมด 862 แถบ 
พบวา่ มีความแปรปรวนสูงในแต่ละกลุ่มประชากร และมีการกระจายตวัของตวัอยา่งจากแต่ละ
จงัหวดัปะปนกนั ยกเวน้ตวัอยา่งจากจงัหวดัล าปางท่ีมีความแปรปรวนภายในกลุ่มประชากรต ่าและ

http://dcms.thailis.or.th/dcms/basic.php?query=กฤษณา%20โกวิทวณิช%20&field=1003&institute_code=0&option=showindex_creator&doc_type=0
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จดัอยูใ่นกลุ่มเดียวกนั ส่วนการศึกษาหญา้กินนีสีม่วง โดยใชไ้พรเมอร์ 10 คู่ พบวา่ ลายพิมพดี์เอน็เอ
เหมือนกนัเกือบทั้งหมด แสดงวา่หญา้กินนีสีม่วงมีความแปรปรวนในสายพนัธ์ุนอ้ยเน่ืองจากเป็น
พืช apomixis จากผลการทดลองทั้งหมดท่ีไดน้ี้แสดงใหเ้ห็นวา่ เทคนิคเอเอฟแอลพีเป็นเทคนิคท่ีมี
ประสิทธิภาพมีความเหมาะสมในการใชศึ้กษาความหลากหลายทางพนัธุกรรมของพืชอาหารสัตว ์
และยงัสามารถใชต้รวจสอบการกลายพนัธ์ุท่ีเกิดข้ึนได ้

 
รังสัน (2549) ศึกษาการจดัจ าแนกชนิดพนัธ์ุโดยใชล้กัษณะทางสันฐานวทิยาของไผ ่พบวา่ 

ยงัมีขอ้ จ  ากดัไม่สามารถจ าแนกชนิดพนัธ์ุของไผบ่างชนิดไดอ้ยา่งชดัเจน เน่ืองจากปัญหาความ
แปรปรวนของลกัษณะทางสณัฐานวทิยาและการขาดดอกในการจ าแนก งานวจิยัน้ีไดป้ระยกุตเ์อา
เทคนิคเอเอฟแอลพีมาใชใ้นการศึกษาลายพิมพดี์เอน็เอของไผจ่  านวนทั้งหมด 26 ชนิด โดยเก็บ
รวบรวมจากแปลงรวบรวมพนัธ์ุไผ ่สถานีทดลองปลูกพรรณไม ้หินลบั อ. บอ่พลอย จ. กาญจนบุรี 
โดยไดท้ าการพฒันา และคดัเลือกหาคู่ไพรเมอร์ท่ีเหมาะสมจากทั้งหมด 64 คู่ไพรเมอร์ท่ีไดจ้ากการ 
combinations พบวา่ มี 14 คู่ไพรเมอร์ ท่ีแสดงความแตกต่างและมีความเป็น polymorphism สามารถ
น ามาศึกษารูปแบบลายพิมพดี์เอ็นเอของไผแ่ละชนิดได ้
 

Qi-Bao et al. (2008) ศึกษาความหลากหลายของพนัธ์ุสบู่ด าท่ีเก็บรวบรวมไดใ้นประเทศ
จีนและมาเลเซีย 58 accessions โดยใชเ้ทคนิคเอเอฟแอลพีในการจดัจ าแนกพนัธุกรรมและเพื่อ
น าไปใชป้ระโยชน์ วิเคราะห์โดยใชไ้พรเมอร์ทั้งหมด 17 คู่ พบความแตกต่าง (polymorphic) 70 
ต าแหน่ง คิดเป็น 14.3 เปอร์เซ็นต ์ของความแตกต่างทั้งหมด การจดัจ าแนกความแตกต่างดว้ย
เทคนิคเอเอฟแอลพีแสดงให้เห็นถึงความหลากหลายทางพนัธุกรรมของสบู่ด าท่ีรวบรวมได ้ 

 
Sudheer et al. (2008) จ  าแนกความแตกต่างในสบู่ด าโดยใช ้polymorphic markers ในการ

จ าแนกระหวา่งพนัธ์ุสบู่ด าท่ีมีพิษและไม่มีพิษดว้ยเทคนิคเอเอฟแอลพี ใชไ้พรเมอร์ทั้งหมด 1,442 
ไพรเมอร์ พบวา่ มี 238 ไพรเมอร์ ท่ีใหค้วามแตกต่าง คิดเป็น 16.49 เปอร์เซ็นต ์จากทั้งหมด แสดง
ใหเ้ห็นวา่พนัธ์ุทั้งสองมีพนัธุกรรมท่ีใกลเ้คียงกนั 

 
Tatikonda et al. (2009) น าเทคนิคเอเอฟแอลพีมาใชเ้พื่อประเมินความหลากหลายในการ

เก็บรวบรวมเช้ือพนัธุกรรมของสบู่ด า 48 accessions จากท่ีต่าง ๆ 6 รัฐในประเทศอินเดีย ใช ้      
ไพรเมอร์ทั้งหมด 7 ไพรเมอร์ แบบ combination พบวา่ 88% แสดงผลเป็น polymorphism ซ่ึง
accessions ท่ีไดม้าจากรัฐ Andhra Pradesh พบความหลากหลายท่ีกระจดักระจายซ่ึงจดัอยูใ่นกลุ่มท่ี

http://intanin.lib.ku.ac.th/search/a%7b707%7d%7b721%7d%7b679%7d%7b714%7d%7b721%7d%7b697%7d+%7b715%7d%7b709%7d%7b745%7d/a|c3d1a7cad1b9+cbc5e9d2bec3cbc1/-3,-1,0,B/browse
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ต่างจากกลุ่มอ่ืน ในขณะท่ี accessions ท่ีไดม้าจากรัฐ Chhattisgarh พบวา่ มีช้ินส่วนท่ีแตกต่างและ
ไม่พบในพนัธ์ุอ่ืน ๆ จ านวนมาก  ความหลากหลายทางโมเลกุลท่ีไดเ้หล่าน้ีรวมถึงขอ้มูลลกัษณะทาง
สัณฐานวทิยาและทางการเกษตรอ่ืน ๆ สามารถน าไปใชป้ระโยชน์ในการคาดคะเนส าหรับการเลือก 
accessions ท่ีเหมาะสมในการปรับปรุงพนัธ์ุพืช โดยใชว้ธีิการปรับปรุงพนัธ์ุพืชแบบมาตรฐาน
รวมทั้งวธีิการปรับปรุงพนัธ์ุในระดบัโมเลกุล 
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อปุกรณ์และวธีิการ 
 

อุปกรณ์ 
 

1.  พชืทดลอง  
 
สบู่ด า (Jatropha curcas L.) พนัธ์ุโคราช ซ่ึงเป็นพนัธ์ุแนะน าใหเ้กษตรกรน าไปปลูกและ

เป็นพนัธ์ุท่ีไดรั้บคดัเลือก มีความสามารถในการปรับตวัเขา้กบัสภาพแวดลอ้มต่าง ๆ ไดดี้และใหผ้ล
ผลิตสูง โดยใชช้ิ้นส่วนกา้นดอกอ่อนและกา้นใบอ่อนเพื่อใชใ้นขั้นตอนการเพาะเล้ียงเน้ือเยือ่และก่ิง
ปักช าเพื่อใชใ้นการฉายรังสีโดยตรง 
 
2.  วสัดุและอุปกรณ์ในการเพาะเลีย้งเนือ้เยือ่และให้ส่ิงก่อกลายพนัธ์ุ 

 
2.1  เคร่ืองแกว้ต่าง ๆ เช่น ขวดแกว้ขนาด 4 ออนซ์ บีกเกอร์ กระบอกตวง ปิเปต 
2.2  หมอ้น่ึงความดนัไอ (autoclave) 
2.3  (hot air oven) 
2.4  เคร่ืองวดัความเป็นกรดเป็นด่าง (pH meter) 
2.5  เคร่ืองชัง่น ้าหนกั 
2.6  เตาไมโครเวฟ (microwave oven) 
2.7  ตูย้า้ยเน้ือเยือ่ (laminar air flow cabinet) 
2.8  มีดผา่ตดั ปากคีบ จานแกว้ (Pretri dish) และตะเกียงแอลกอฮอล ์
2.9  ชั้นวางขวดเน้ือเยือ่พืช 
2.10  เคร่ืองฉายรังสีเคร่ืองแกมมาเตอร์ ส าหรับฉายรังสี โดยมีธาตุซีเซียม-137  

เป็นแหล่งก าเนิดรังสีแกมมา 
 
3.  วสัดุและอุปกรณ์ส าหรับการวเิคราะห์เอเอฟแอลพี 

 
3.1  โกร่งบดตวัอยา่ง 
3.2  เคร่ืองป่ันเหวีย่ง (centifuge)  และเคร่ือง vortex 
3.3  เคร่ือง Thermal Cycler ส าหรับท าปฏิกิริยาพีซีอาร์ 
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3.4  เคร่ืองอิเล็กโทรโฟรีซิส (electrophoresis) 
3.5  อุปกรณ์เตรียมเจล (gel caster) 
3.6  เคร่ืองถ่ายรูปเจล (gel document) 
3.7  เคร่ือง denaturing polyacrylamide gel electrophoresis 

 
4.  สารควบคุมการเจริญเติบโตและสารเคมี 

 
4.1  สารเคมีท่ีใชใ้นการเตรียมอาหารส าหรับการเพาะเล้ียงเน้ือเยือ่สูตร MS  

(Murashige and Skoog, 1962) (ตารางภาคผนวกท่ี 1) 
4.2  สารควบคุมการเจริญเติบโต naphthalene-1-acetic acid (NAA), Thidiazuron (TDZ) 

และ 6-benzylaminopurine (BA) 
4.3  สารเคมีปรับความเป็นกรด-ด่าง คือ 1N HCl และ 1N NaOH  
4.4  สารเคมีท่ีใชใ้นการฟอกฆ่าเช้ือ ไดแ้ก่ ไฮเตอร์ และ Tween 20®  
4.5  สารเคมีท่ีใชใ้นการสกดัดีเอ็นเอจากพืช เช่น CTAB (cetytrimethyl 

ammoniumbromide), PVP (polyvinylpyrrolidone), α-mercaptoethanol, ไนโตรเจนเหลว, EDTA, 
Tris HCl, chloroform, isoamyl alcohol, isopropanol และ 70% ethanol เป็นตน้ 

4.6  สารเคมีท่ีใชใ้นการท าเอเอฟแอลพี 
 

4.6.1  สารเคมีในปฏิกิริยาการตดัดว้ยเอนไซมต์ดัจ าเพาะและการต่อ 
ดว้ย adapter  เช่น เอนไซม ์EcoRI, MseI, T4 ligase, EcoRI adapter, MseI adapter และ ATP เป็นตน้ 

4.6.2  สารเคมีในปฏิกิริยาการเพิ่มปริมาณดีเอน็เอโดยเทคนิคพีซีอาร์ เช่น EcoRI  
primer, MseI primer, MgCl2, dNTP และ Taq polymerase เป็นตน้ 

4.6.3  สารเคมีในการวเิคราะห์ดีเอน็เอโดย agarose gel เช่น agarose gel  
electrophoresis, loading dye และ 0.5x TBE เป็นตน้ 

4.6.4  สารเคมีในการแยกดีเอ็นเอโดย denaturing polyacrylamide gel  
electrophoresis เช่น polyacrylamide gel, ammonium persulfate, TEMED, acetic acid, silvernitrate, 
sodium carbonate, sodiumthiosulfate, formaldehyde, sequencing dye, 5x TBE และ 0.5xTBE เป็น
ตน้ 
 
5.  ไพรเมอร์ส าหรับการท าเอเอฟแอลพดีังตารางที่ 2 และ 3 
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6.  อุปกรณ์และวสัดุส าหรับปลูกพชืในกระถาง ได้แก่  
 

ถุงเพาะช าขนาด 15 x 20 เซนติเมตรกระถางพลาสติกขนาดเส้นผา่นศูนยก์ลาง 12 น้ิว วสัดุ
ปลูกท่ีมีส่วนผสมของ ดิน:ข้ีเถา้แกลบ:ปุ๋ยหมกั ในสัดส่วน 1 : 1 : 1 และปุ๋ยสูตร 15-15-15 
 

วธีิการ 
 

1.  หาสูตรอาหารที่เหมาะสมในการชักน าให้เกดิแคลลสัและชักน าแคลลสัให้พฒันาเป็นต้นโดยใช้
เทคนิคการเพาะเลีย้งเนือ้เยือ่ 

 
1.1  น าส่วนกา้นดอกอ่อนท่ีมีความยาวประมาณ 2.0-2.5 เซนติเมตร และกา้นใบอ่อนล าดบัท่ี 

2 และ 3 นบัจากยอดของสบู่ด าพนัธ์ุโคราชแช่ในแอลกอฮอล ์70% 1 นาที หลงัจากนั้นน ามาฟอกฆ่า
เช้ือดว้ยสารละลายไฮเตอร์ 20% (ไฮเตอร์20 มิลลิลิตร+น ้ากลัน่ 80 มิลลิลิตร) และ 10% (ไฮเตอร์10 
มิลลิลิตร+น ้ากลัน่ 90 มิลลิลิตร) คร้ังละ 10 นาที ตามล าดบั แลว้ลา้งดว้ยน ้าท่ีน่ึงฆ่าเช้ือแลว้ 3 คร้ัง 
คร้ังละ 5 นาทีท าในสภาพปลอดเช้ือ ตดัแต่งช้ินส่วนดว้ยมีดผา่ตดัท่ีปลอดเช้ือใหมี้ขนาดประมาณ 0.5 
เซนติเมตร น าช้ินส่วนท่ีไดไ้ปวางบนอาหารแขง็สูตร MS ท่ีมี TDZ ในระดบัความเขม้ขน้ 0  0.2   
0.4 และ 0.6 มิลลิกรัมต่อลิตร ร่วมกบั NAA ในระดบัความเขม้ขน้ 0  0.01  0.02 และ 0.03 มิลลิกรัม
ต่อลิตร (ตารางท่ี 1) หลงัจากนั้นท าการทดลองเพิ่มเติมโดยน าช้ินส่วนของกา้นใบอ่อนสบู่ด าเล้ียง
บนอาหารแขง็สูตร MS ท่ีมีเฉพาะ TDZ ในระดบัความเขม้ขน้ 0  0.2  0.4  0.6  0.8 และ 1.0 
มิลลิกรัมต่อลิตร เพียงอยา่งเดียว วางแผนการทดลองแบบ CRD ท าการทดลอง 8 ซ ้ า ซ ้ าละ2 ช้ินต่อ
หน่ึงขวด เพาะเล้ียงเป็นเวลา 30 วนั สังเกตและบนัทึกขอ้มูลจ านวนช้ินท่ีเกิดแคลลสั น ้าหนกัแคลลสั
ท่ีเพิ่มข้ึน ลกัษณะและเปอร์เซ็นตก์ารเกิด compact callus โดยคิดจากพื้นท่ีการเกิด compact callus 
ต่อพื้นท่ีทั้งหมดของเน้ือเยือ่ วเิคราะห์ความแตกต่างของค่าเฉล่ียดว้ย DMRT (Duncan's Multiple 
Range Test) 
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ตารางที ่1  ความเขม้ขน้ของสารควบคุมการเจริญเติบโต TDZ และ NAA ในอาหารแขง็สูตร MS  
  ส าหรับการชกัน าการเกิดแคลลสัจากกา้นดอกอ่อนและกา้นใบอ่อนสบู่ด าพนัธ์ุโคราช 

 

สูตร MS 
ความเขม้ขน้ของสารควบคุมการเจริญเติบโต (มิลลิกรัมต่อลิตร) 

TDZ NAA 
1 0  0 . 0 0  
2 0  0 . 0 1  
3 0  0 . 0 2  
4 0  0 . 0 3  
5 0 . 2  0 . 0 0  
6 0 . 2  0 . 0 1  
7 0 . 2  0 . 0 2  
8 0 . 2  0 . 0 3  
9 0 . 4  0 . 0 0  

10 0 . 4  0 . 0 1  
11 0 . 4  0 . 0 2  
12 0 . 4  0 . 0 3  
13 0 . 6  0 . 0 0  
14 0 . 6  0 . 0 1  
15 0 . 6  0 . 0 2  
16 0 . 6  0 . 0 3  
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1.2  หาสูตรอาหารท่ีสามารถชกัน าใหเ้กิดยอดสูงสุด โดยคดัเลือกแคลลสัท่ีดีท่ีสุดท่ีเกิด
จากสูตรอาหารจากการทดลองขา้งตน้ (วธีิการท่ี 1.1) ไปเพาะเล้ียงบนสูตรอาหาร MS ท่ีมี
ฮอร์โมน BA ท่ีระดบัความเขม้ขน้ 0  1  2  3 และ 4 มิลลิกรัมต่อลิตร ท าการทดลอง 13 ซ ้ า โดยวาง 
1 ช้ินต่อหน่ึงขวด เพาะเล้ียงเป็นเวลา 30 วนั สังเกตและบนัทึกจ านวนยอดท่ีเกิดข้ึน อาหารท่ีน ามา
ทดสอบมีการปรับค่าความเป็นกรดเป็นด่างเป็น 5.6-5.8 และน่ึงฆ่าเช้ือท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส 
เป็นเวลา 15 นาที แลว้น าไปเพาะเล้ียงในหอ้งเล้ียงเน้ือเยือ่ อุณหภูมิ 25±2 องศาเซลเซียส ความเขม้
แสง 55 ไมโครโมลต่อตารางเมตรต่อวนิาที เป็นเวลา 16 ชัว่โมงต่อวนัและเปล่ียนอาหารทุก ๆ 2 
อาทิตย ์
 
2.  หาระดับทีเ่หมาะสมของปริมาณรังสีแกมมาในการชักน าการกลายพนัธ์ุในแคลลสัที่ได้จากการ
เพาะเลีย้งเนือ้เยือ่และกิง่ปักช าของสบู่ด า 
 

2.1  น าแคลลสัท่ีได้จากการเพาะเล้ียงบนอาหารแข็งสูตร MS ท่ีมีฮอร์โมน TDZ หรือ 
TDZ ร่วมกบั NAA ในระดบัความเขม้ขน้ท่ีมีเปอร์เซ็นตก์ารเกิดแคลลสัสูงท่ีสุด (วิธีการท่ี 1.1) ไป
ฉายรังสีแกมมาแบบเฉียบพลนัท่ีระดบั 0  10  20  30  และ 40 เกรย ์น าแคลลสัท่ีผา่นการฉายรังสี
แกมมาเพาะเล้ียงบนอาหารแขง็สูตร MS ท่ีมีฮอร์โมน BA ในระดบัความเขม้ขน้ท่ีมีเปอร์เซ็นตก์าร
เกิดยอดสูงท่ีสุดเพื่อกระตุน้ใหเ้กิดยอด (วิธีการท่ี 1.2) เพาะเล้ียงเป็นระยะเวลา 60 วนั หาค่าอตัรา
การตายร้อยละ 50 (LD50) จากนั้นฉายรังสีกบัแคลลสัชุดใหม่ท่ีระดบันอ้ยกวา่ค่า LD50  บนัทึกอตัรา
การรอดชีวิตและลกัษณะท่ีผดิปกติ 
 

2.2  ปักช าก่ิงสบู่ด าโดยเลือกท่อนพนัธ์ุสบู่ด าท่ีมีลกัษณะสีเขียวปนน ้าตาลเล็กนอ้ย (ไม่
อ่อนและแก่เกินไป) ขนาดเส้นผา่นศูนยก์ลางประมาณ 0.5 น้ิว ตดัใหมี้ความยาวท่อนละประมาณ 
20-25 เซนติเมตร ปักลงในถุงเพาะช าขนาด 15 x 20 เซนติเมตร ซ่ึงใส่ดินผสมท่ีประกอบดว้ย ดิน:
ข้ีเถา้แกลบ:ปุ๋ยหมกั ในอตัรา 1:1:1 ปักช าจนออกรากและแตกใบ 5-6 ใบ ซ่ึงใชเ้วลาประมาณ 45 วนั 
น าก่ิงปักช าสบู่ด ามาฉายรังสีแกมมาแบบเร้ือรัง โดยแบ่งการฉายเป็น 2 แบบ คือ ฉายรังสีแกมมา
แบบเร้ือรังคร้ังเดียว ท่ีระดบั 0  10  15 และ 20 เกรย ์และฉายรังสีแกมมาแบบเร้ือรัง 2 คร้ัง โดยคร้ัง
ท่ี 1 ฉายท่ีระดบั 0  10  15 และ 20 เกรย ์และฉายซ ้ าท่ีระดบั 50  100  และ 150 เกรย ์ในคร้ังท่ี 2 
ภายหลงัการฉายรังสีทั้งสองแบบ ยา้ยก่ิงปักช าลงกระถางขนาดเส้นผา่นศูนยก์ลาง 12 น้ิว ท่ีบรรจุดิน
ผสม ท่ีประกอบดว้ย ดิน:ข้ีเถา้แกลบ:ปุ๋ยหมกั ในอตัรา 1:1:1  น าก่ิงช ามาดูแลในเรือนเพาะ โดยให้
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น ้าทุกวนั วนัละหน่ึงคร้ัง และใหปุ๋้ยสูตร 15-15-15 กระถางละ 10 กรัม ทุก 30 วนั สังเกตและบนัทึก
การเจริญเติบโตและลกัษณะผดิปกติต่าง ๆ 
 
3.  ตรวจสอบการกลายพนัธ์ุโดยใช้เทคนิคเอเอฟแอลพ ี(Amplified Fragment Length 
Polymorphism, AFLP) 
 

3.1  ตรวจหาการกลายพนัธ์ุดว้ยเทคนิคเอเอฟแอลพี เพื่อดูการเปล่ียนแปลงท่ีเกิดข้ึนใน
ระดบัดีเอน็เอ ขั้นตอนแรกสกดัดีเอ็นเอจากใบของตน้สบู่ด าพนัธ์ุโคราชท่ีผา่นการฉายรังสีแกมมา
ทั้งจากยอดท่ีเกิดจากแคลลสัและจากก่ิงปักช า โดยใชว้ธีิ CTAB ซ่ึงดดัแปลงมาจาก Aldrich and 
Cullis (1993)ซ่ึงมีขั้นตอนดงัน้ี 
 

3.1.1  น าช้ินส่วนใบสบู่ด า 2-3 ใบ บดในโกร่งท่ีเยน็ โดยเติมไนโตรเจน เหลวแลว้
บดใหล้ะเอียดจนเป็นผง แลว้ถ่ายใส่หลอดเซ็นตริฟิวจข์นาด 1.5 มิลลิลิตร และเติม CTAB 
extraction buffer (2% CTAB, 2% PVP, 1.4 M NaCl, 20 mM EDTA pH 8.0, 100 mM Tris-HCl pH 
8.0, 0.2% (v/v) α-mercaptoethanol) ปริมาตร 500 ไมโครลิตร บ่มท่ีอุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส เป็น
เวลา 30-60 นาที โดยกลบัหลอดไปมา 2-3 คร้ัง ทุก 15 นาที 

 
3.1.2  น าไปป่ันเหวีย่งท่ีความเร็วรอบ 13,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 10 นาที ดูด

สารละลายใสยา้ยใส่หลอดใหม่ เติมสารละลาย chroloform : isoamyl alcohol (24:1) ปริมาตร 500 
ไมโครลิตร ผสมใหเ้ป็นเน้ือเดียวกนัโดยกลบัหลอดไปมา ประมาณ 5-6 คร้ัง น าไปป่ันเหวีย่ง ท่ี
ความเร็วรอบ 13,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 10-15 นาที 

 
3.1.3  ดูดสารละลายใสชั้นบนยา้ยใส่หลอดใหม่ เติม Rnase (DNAse-free)  (US 

Biological, USA) 20 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร น าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส  เป็นเวลา 15-
20 นาที 

 
3.1.4  เติมสารละลาย chroloform : isoamyl alcohol (24:1) ปริมาตร 400 

ไมโครลิตร น าไปป่ันเหวีย่งท่ีความเร็วรอบ 13,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 10-15 นาที 
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3.1.5  ดูดสารละลายใสใส่หลอดใหม่ เติม 5M NaCl 0.2 เท่าและ Isopropanol 1 เท่า
ของสารละลายใส ผสมใหเ้ขา้กนัโดยการกลบัหลอดไปมาอยา่งเบา ๆ บ่มท่ีอุณหภูมิ -20             
องศาเซลเซียส เป็นเวลาอยา่งนอ้ย 2 ชัว่โมง น าไปป่ันเหวีย่งท่ีความเร็วรอบ 13,000 รอบต่อนาที 
เป็นเวลา 10-15 นาที 

 
3.1.6  เทสารละลายส่วนบนทิ้ง ลา้งตะกอนดีเอน็เอดว้ยเอทานอล 70% ปริมาตร 1 

มิลลิลิตร แลว้น าไปป่ันเหวีย่งท่ีความเร็วรอบ 13,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 5 นาที เทสารละลาย
ส่วนบนทิ้ง ท าซ ้ าขั้นตอนน้ี 2 คร้ัง จากนั้นตากตะกอนดีเอ็นเอให้แหง้ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 

 
3.1.7  ละลายตะกอนดีเอน็เอ ดว้ย TE buffer (1mM Tris-HCl pH 8.0, 0.1 mM 

EDTA  pH 8.0) ปริมาตร 20-30 ไมโครลิตร เก็บดีเอ็นเอไวท่ี้อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส 
 

3.2  การตรวจสอบคุณภาพและความเขม้ขน้ของดีเอ็นเอท าโดยน าดีเอ็นเอท่ีเตรียมไวม้าท า
อิเล็คโทรโฟรีซีสในอะกาโรสเจล แลว้ยอ้มดว้ยเอธิเดียมโบรไมด์ ซ่ึงโมเลกุลของเอธิเดียมโบรไมด์
จะเขา้ไปแทรกในเกลียวคู่ของดีเอ็นเอ และเม่ือน าไปส่องภายใตแ้สงอลัตราไวโอเลตจะเกิดการเรือง
แสง โดยท่ีความเขม้ของแสงเป็นสัดส่วนโดยตรงกบัปริมาณของดีเอน็เอ เม่ือเปรียบเทียบกบัดีเอน็เอ
มาตรฐานท่ีทราบความเขม้ขน้จะสามารถบอกปริมาณดีเอ็นเอตวัอยา่งโดยประมาณได ้ซ่ึงปริมาณท่ี
ตรวจสอบไดเ้ป็นระดบันาโนกรัม นอกจากน้ียงัสามารถบอกคุณภาพ ดีเอน็เอไดด้ว้ยวา่มีการ
ปนเป้ือนของอาร์เอ็นเอหรือไม่ ถา้หากมีอาร์เอน็เอปนอยูจ่ะเห็นเป็นแถบเคล่ือนท่ีไปเร็วกวา่ดีเอ็นเอ 
โดยมีขั้นตอนการตรวจสอบดงัน้ี 
 

3.2.1  เตรียมอะกาโรสเจลเขม้ขน้ 0.8% ในบฟัเฟอร์ 0.5x TBE จากนั้นหลอม       
อะกาโรสจนละลายหมด วางทิ้งไวใ้หเ้ยน็ลงจนมีอุณหภูมิประมาณ 45 องศาเซลเซียส เทลงในถาดท่ี
เตรียมไวใ้ห้เจลมีความหนาประมาณ 5 มิลลิลิตร และรอใหเ้จลแขง็ท่ีอุณหภูมิหอ้ง 

 
3.2.2  น าสารละลายดีเอน็เอตวัอยา่งปริมาตร 2 ไมโครลิตร ผสมกบั loading dye 

(bromophenol blue 0.25%, glycerol 30%) ปริมาตร 2 ไมโครลิตร หยอดลงไปในแผน่เจล พร้อมกบั
หยอดดีเอน็เอมาตรฐานท่ีบอกความเขม้ขน้ระดบัต่าง ๆ เช่น 50, 100 และ 200 นาโนกรัม 
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3.2.3  ต่อกระแสไฟฟ้าเขา้กบัเคร่ืองอิเล็คโทรโฟริซีส ปรับกระแสไฟฟ้า 100 โวลต์
เป็นเวลานาน 30 นาที 

 
3.2.4  น าแผน่เจลมายอ้มดว้ยเอธิเดียมโบรไมด์ เขม้ขน้ 0.5 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 

เป็นเวลานาน 10 นาที จากนั้นลา้งเอธิเดียมโบรไมด์โดยการแช่แผน่เจลในน ้า deionized เป็น
เวลานาน 10 นาที 

 
3.2.5.  น าแผน่เจลไปส่องดูภายใตแ้สงอลัตราไวโอเลต ดว้ยเคร่ือง gel document  

ถ่ายรูปบนัทึกผล และบนัทึกปริมาณความเขม้ขน้ดีเอน็เอตวัอยา่ง โดยเปรียบเทียบกบัความเขม้ขน้
ของดีเอน็เอมาตรฐาน 
 

3.3  การวเิคราะห์เอเอฟแอลพี น าดีเอ็นเอท่ีตอ้งการตรวจสอบมาท าปฏิกิริยาตาม 
ขั้นตอน ดงัน้ี 
 

3.3.1  การตดัดีเอน็เอดว้ยเอนไซมต์ดัจ าเพาะและต่อกบั adapter น าดีเอ็นเอ 
ตน้แบบท่ีตอ้งการตรวจสอบ ตดัดว้ยเอนไซมต์ดัจ าเพาะ 2 ชนิด พร้อมกนั คือ EcoRI ซ่ึงเป็น
เอนไซมต์ดัจ าเพาะท่ีมีความถ่ีในการตดัต ่า มีต าแหน่งจดจ า 6 เบส และเอนไซม ์MseI ซ่ึงเป็น
เอนไซมต์ดัจ าเพาะท่ีมีความถ่ีในการตดัสูง มีต าแหน่งจดจ า 4 เบส จากนั้นน า EcoRI adapter และ 
MseI adapter ซ่ึงเป็นช้ินดีเอ็นเอสายคู่เส้นสั้น ๆ มีความจ าเพาะกบัปลายของดีเอน็เอสายคู่ท่ีผา่นการ
ตดัดว้ยเอนไซมต์ดัจ าเพาะ EcoRI และ MseI โดย adapter จะเขา้มาต่อกบัปลายทั้งสองดา้นของช้ินดี
เอน็เอ เพื่อใชเ้ป็นต าแหน่งจบัของไพรเมอร์ในปฏิกิริยาการสังเคราะห์ดีเอน็เอ การตดัดีเอน็เอดว้ย
เอนไซมต์ดัจ าเพาะและต่อกบั adapter ท าโดยน าดีเอ็นเอตน้แบบ 200 นาโนกรัม มาตดัส่วนปลาย
ดว้ยเอนไซม ์EcoRI 1 ไมโครลิตร (10 ยนิูตต่อไมโครลิตร, บริษทั  Fermentas) และเอนไซม ์MseI 1 
ไมโครลิตร (10 ยนิูตต่อไมโครลิตร, บริษทั Fermentas) พร้อมกบั 10x บบัเฟอร์ A (บริษทั Roche 
Diagnostics Corporation) 3 ไมโครลิตร พร้อมทั้งเติมเอนไซม ์T4 DNA ligase 1 ไมโครลิตร ATP 
(10 มิลลิโมลาร์) 1.5 ไมโครลิตร ร่วมกบั EcoRI adapter (5 พิโคโมลต่อไมโครลิตร) 1 ไมโครลิตร 
และ MseI adapter (50 พิโคโมลต่อไมโครลิตร) 1 ไมโครลิตร จากนั้นปรับปริมาตรให้ได ้30 
ไมโครลิตร ดว้ยน ้า deionized น าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นานขา้มคืน 
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ต าแหน่งจดจ าและจุดตดัของเอนไซม ์EcoRI และเอนไซม ์MseI เป็นดงัน้ี คือ 
 

เอนไซม ์EcoRI 5’-G AATTC-3’ 
         3’-CTTAA G-5’ 

 
เอนไซม ์MseI   5’-T TAA-3’ 

         3’-AAT T-5’ 
 

ล าดบัเบสของ EcoRI adapter และ MseI adapter เป็นดงัน้ี คือ 
 
EcoRI adapter   5’-CTCGTAGACTGCGTACC-3’ 

         3’-CATCTGACGCATGGTTAA-5’ 
 

MseI adapter     5’-GACGATGAGTCCTGAG-3’ 
         3’-TACTCAGGACTCAT-5’ 

 
3.3.2  การท าพีซีอาร์ I หรือ preselective amplification เพื่อเพิ่มปริมาณดีเอน็เอ

เฉพาะส่วนท่ีตอ้งการ ท าโดยน าดีเอน็เอท่ีผา่นการตดัดว้ยเอนไซมต์ดัจ าเพาะและต่อกบั adapter 
เรียบร้อยแลว้มาเจือจางลง 30 เท่า ดว้ยน ้า deionize เพื่อใชเ้ป็นดีเอน็เอตน้แบบในการท าปฏิกิริยา  
โดยใช ้ดีเอน็เอท่ีเจือจางแลว้ ปริมาตร 1 ไมโครลิตร ท าปฏิกิริยาพีซีอาร์กบัไพรเมอร์ EcoRI และ 
ไพรเมอร์ MseI ท่ีเพิ่มเบสคดัเลือกท่ีปลาย 3’ จ านวน1 เบส เพื่อเพิ่มความจ าเพาะในการคดัเลือกช้ิน      
ดีเอ็นเอ ชนิดละ 0.5 ไมโครลิตร (5 ไมโครโมลต่อไมโครลิตร) พร้อมกบั 10x บบัเฟอร์ (10 mM Tris 
HCl pH 8.0, 50 mM KCl) 1 ไมโครลิตร 1.5 mM  MgCl2 0.6 ไมโครลิตร dNTP 2 ไมโครลิตร (1  
ไมโครโมลต่อไมโครลิตร) และเอนไซม ์Taq  polymerase 0.2 ไมโครลิตร (5 ยนิูตต่อไมโครลิตร) 
ปรับปริมาตรสุทธิเป็น 10 ไมโครลิตร ดว้ยน ้า deionize แลว้น าไปท าปฏิกิริยาในเคร่ือง Thermal 
Cycler โดยก าหนดโปแกรมในการท าฏิกิริยาพีซีอาร์ I ดงัน้ี 

 
pre-denature      ท่ีอุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส 5 นาที 

25 รอบ : denature              ท่ีอุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส 30 วนิาที 
annealing           ท่ีอุณหภูมิ 56 องศาเซลเซียส 30 วนิาที 
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extension             ท่ีอุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส 1 นาที 
   1 รอบ : final extension      ท่ีอุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส 5 นาที 
 

ไพรเมอร์ท่ีใชใ้นขั้นตอนน้ี ประกอบดว้ยล าดบัเบส 3 ส่วน คือ เบสหลกั 
(core base) ล าดบัเบสของเอนไซม ์(enzyme base) และเบสคดัเลือกท่ีต่อดา้นปลาย 3’ (extension 
base) ซ่ึงแต่ละไพรเมอร์มีองคป์ระกอบ คือ 

 
core base  enzyme base  extension base 

EcoRI primer  5’-GACTGCGTACC   AATTC   NNN-3’ 
MseI primer  5’-GATGAGTCCTGAG  TAA    NNN-3’ 
 

3.3.3  การท าพีซีอาร์ II หรือ selective amplification น าผลผลิตท่ีไดจ้ากการท าพีซี
อาร์ I มาเจือจางลง 30 เท่า ดว้ยน ้า deionize เป็นตน้แบบในการท าปฏิกิริยา โดยใชดี้เอน็เอท่ีเจือจาง
แลว้ปริมาตร 2 ไมโครลิตร เป็นดีเอน็เอตน้แบบท าปฏิกิริยากบั EcoRI ไพรเมอร์ และ MseI          
ไพรเมอร์ท่ีเพิ่มเบสคดัเลือกท่ีปลาย 3’ จ านวน 3 เบส (ตารางท่ี 2) เพื่อเพิ่มความจ าเพาะเจาะจงใน
การคดัเลือกช้ินดีเอน็เอ ชนิดละ 0.5 ไมโครลิตร (5 ไมโครโมลต่อไมโครลิตร) พร้อมกบั 10x 
บบัเฟอร์ (10 mM Tris HCl pH 8.0, 50 mM KCl)1 ไมโครลิตร 1.5 mM MgCl2 0.6 ไมโครลิตร 
dNTP 2 ไมโครลิตร (1 ไมโครโมลต่อไมโครลิตร) และเอนไซม ์Taq polymerase 0.2 ไมโครลิตร (5 
ยนิูตต่อไมโครลิตร) ปรับปริมาตรสุทธิเป็น 20 ไมโครลิตร ดว้ยน ้า deionize แลว้น าไปท าปฏิกิริยา
ในเคร่ือง Thermal Cycler โดยก าหนด โปรแกรมในการท าฏิกิริยาพีซีอาร์ II ดงัน้ี 

 
pre-denature      ท่ีอุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส 5 นาที 

13 รอบ : denature             ท่ีอุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส 30 วนิาที 
annealing             ท่ีอุณหภูมิ 56 องศาเซลเซียส 30 วนิาที              

  (ลดอุณหภูมิลง 0.7 องศาเซลเซียสต่อรอบ 
  หลงัจากเสร็จรอบแรก) 

extension           ท่ีอุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส 1 นาที 
25 รอบ : denature              ท่ีอุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส 30 วนิาที 

annealing           ท่ีอุณหภูมิ 56 องศาเซลเซียส 30 วนิาที 
extension            ท่ีอุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส 1 นาที 
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                                  (เพิ่มเวลารอบละ 1 วนิาที) 
1 รอบ : final extension   ท่ีอุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส 5 นาที 
 

ตารางที ่2  คู่ไพรเมอร์ส าหรับดีเอ็นเอท่ีสกดัไดจ้ากยอดสบู่ด าพนัธ์ุโคราชท่ีเกิดจากการเพาะเล้ียง 
  เน้ือเยือ่แคลลสัท่ีผา่นการฉายรังสีแกมมาแบบเฉียบพลนั โดยเพิ่มเบสคดัเลือกท่ีปลาย 3’  
  ส าหรับการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอในการท าพีซีอาร์ II  

 
คู่ท่ี EcoRI  primer MseI  primer 
1 E-TCG M-GCC 
2 E-TCG M-GTA 
3 E-TCG M-GTC 
4 E-TAC M-GCC 
5 E-TAC M-GTA 
6 E-TAC M-GTC 
7 E-CGT M-GTA 
8 E-CGT M- GTC 
9 E-CAG M-GTA 

10 E-CAG M-GTC 
 
หมายเหตุ E คือ EcoRI primer 

 M คือ MseI primer 
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ตารางที ่3  คู่ไพรเมอร์ส าหรับดีเอ็นเอท่ีสกดัไดจ้ากยอดของก่ิงปักช าสบู่ด าพนัธ์ุโคราชท่ีผา่นการ 
  ฉายรังสีแกมมาแบบเร้ือรัง โดยเพิ่มเบสคดัเลือกท่ีปลาย 3’ ส าหรับการเพิ่มปริมาณ            
  ดีเอ็นเอในการท าพีซีอาร์ II  

 
คู่ท่ี EcoRI  primer MseI  primer 

1 E-AAA M-CTG 

2 E-AAA M-CAT 

3 E-ACG M-CAT 

4 E-ACG M-CAG 

5 E-AAA M-TGA 

6 E-ACA M-TGA 
7 E-TCG M-GTA 

8 E-TCG M-GTC 

9 E-TAC M-GCC 
10 E-TAG M-GCC 

 
หมายเหตุ E คือ EcoRI primer      

 M คือ MseI primer 
 

3.3.4  การตรวจสอบแถบดีเอ็นเอโดยอิเล็คโทรโฟรีซิส 
 

3.3.4.1  น าดีเอน็เอตวัอยา่งท่ีไดจ้ากการท าพีซีอาร์ II มาใส่สี sequencing 
dye (98% formamide, 10 mM EDTA, 0.01% (w/v) bromophenol blue, 0.01 (w/v) xylene cyanal) 
10 ไมโครลิตร 

 
3.3.4.2  ตรวจสอบผลโดยการท าอิเล็คโทรโฟรีซิสบน denaturing  

polyacrylamide gel ความเขม้ขน้ 4.5% ในบฟัเฟอร์ 0.5x TBE แยกขนาดดีเอน็เอ โดยใชก้ าลงัไฟฟ้า
คงท่ี 95 วตัต ์เป็นเวลา 100 นาที หรือจนกวา่สีของ xylene cyanal (สีท่ีอยูด่า้นบน) เคล่ือนท่ีลงมา
ประมาณ 2 ใน 3 ของเจล 
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3.3.4.3  ยอ้มเจลดว้ยวธีิ silver staining โดยน าแผน่กระจกเจลมาเขยา่ใน
สารละลายอะซิติก เขม้ขน้ 10% เป็นเวลา 20 นาที และลา้งดว้ยน ้า deionize 2 คร้ัง ๆ ละ 3 นาที 

 
3.3.4.4  น าแผน่กระจกเจลไปยอ้มดว้ยสารละลายซิลเวอร์ไนเตรท (1% 

silvernitrate, 0.56% formaldehyde) บนเคร่ืองเขยา่นาน 30 นาที ยา้ยแผน่กระจกไปลา้งดว้ยน ้า 
deionize อยา่งรวดเร็วเพื่อลา้งซิลเวอร์ไนเตรทส่วนเกินออก 

 
3.3.4.5  น าแผน่กระจกเจลไปแช่ในสารละลาย develop (30% sodium  

carbonate, 0.1% sodium thiosulfate, 0.56% formaldehyde) ท่ีแช่เยน็ เขยา่อยา่งสม ่าเสมอนาน
ประมาณ 5-10 นาที หรือจนกวา่จะเห็นแถบของดีเอน็เอปรากฎข้ึนมาอยา่งชดัเจน 

 
3.3.4.6  หยดุปฏิกิริยาโดยน าแผน่กระจกเจลไปแช่ในสารละลายอะซิติก

เขม้ขน้ 10% เป็นเวลา 3-5 นาที และลา้งดว้ยน ้า deionize นาน 10 นาที น าไปผึ่งใหแ้หง้ในตูดู้ดควนั 
 

3.3.5  การอ่านผลจากการท าเอเอฟแอลพี  
 

เปรียบเทียบแถบดีเอน็เอท่ีต าแหน่งเดียวกนัของทุกตวัอยา่ง แถบดีเอ็นเอท่ี
ปรากฎใหส้ัญลกัษณ์ “1” และแถบดีเอน็เอท่ีไม่ปรากฎให้สัญลกัษณ์ “0” แลว้น าขอ้มูลท่ีไดม้า
เปรียบเทียบหาความเหมือนและความแตกต่างทางพนัธุกรรม 
 
4.  สถานที่ท าการทดลอง  

 
หอ้งปฏิบติัการเพาะเล้ียงเซลลเ์น้ือเยื่อพืชและถ่ายยนี และหอ้งปฏิบติัการชีววทิยา 

โมเลกุล ศูนยค์วามเป็นเลิศดา้นเทคโนโลยชีีวภาพเกษตร มหาวทิยาลยัเกษตรศาสตร์ วทิยาเขต
ก าแพงแสน จงัหวดันครปฐม 

 
5.  ระยะเวลาทีใ่ช้ในการทดลอง 

 
เดือน พฤษภาคม 2550 ถึง เดือน ตุลาคม 2555 
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ผลและวจิารณ์ 
 
1.  ศึกษาสูตรอาหารที่เหมาะสมในการชักน าให้เกดิแคลลัสและชักน าแคลลสัให้พฒันาเป็นต้นของ
สบู่ด าพนัธ์ุโคราชโดยใช้เทคนิคการเพาะเลีย้งเนือ้เยือ่ 

 
ในขั้นตอนแรกไดท้  าการทดลองเฉพาะการเพาะเล้ียงส่วนของกา้นดอกอ่อนและกา้นใบ

อ่อนของสบู่ด าพนัธ์ุโคราช เพื่อหาสูตรอาหารท่ีเหมาะสมในการชกัน าใหเ้กิดแคลลสัและส าหรับใช้
ในการทดลองต่อไป ช้ินส่วนแรกท่ีใชท้ดสอบคือ ส่วนของกา้นดอกอ่อนสบู่ด า เพาะเล้ียงบนอาหาร
แขง็สูตร MS ท่ีมี TDZ ร่วมกบั NAA ท่ีระดบัความเขม้ขน้ต่าง ๆ (ตารางท่ี 1) พบวา่ เน้ือเยือ่มีการ
แบ่งเซลลแ์ละขยายขนาดเกิดเป็นแคลลสัภายใน 1-2 สัปดาห์ โดยพบแคลลสัทั้งชนิด friable callus 
และ compact callus แต่แคลลสัท่ีเกิดข้ึนส่วนใหญ่จะเป็น friable callus ท่ีมีลกัษณะเป็นกลุ่มเซลล์
เกาะกนัแบบหลวม ๆ สีขาว แคลลสัท่ีมีลกัษณะแบบ friable callus น้ีจะไม่สามารถชกัน าให้
กลายเป็นตน้ได ้และจะเร่ิมเปล่ียนเป็นสีน ้าตาลในสัปดาห์ท่ี 3 ส่งผลใหเ้กิดการตายของช้ินส่วนใน
ท่ีสุดในสัปดาห์ท่ี 4 (ภาพท่ี 1) การตายของช้ินส่วนอาจเน่ืองจากการออกดอกของไมผ้ลหลายชนิด
ถูกควบคุมโดยปริมาณจิบเบอเรลินและเอทิลีนท่ีพืชสร้างข้ึน ในช่วงท่ีมีการออกดอก พบวา่          
จิบเบอเรลลินซ่ึงเป็นฮอร์โมนท่ีส่งเสริมใหพ้ืชเติบโตทางดา้นก่ิงใบจะมีปริมาณท่ีลดระดบัลง และ
ขณะ เดียวกนัจะมีการสร้างเอทิลีนท่ีมากข้ึน (สมบุญ, 2544) ปริมาณเอทิลีนท่ีมีอยูสู่งในช้ินส่วนกา้น
ดอกเร่ิมตน้อาจส่งผลใหเ้กิดการแบ่งเซลลร์วมทั้งการเจริญเติบโตในระดบัท่ีค่อนขา้งต ่าและชา้ และ
อาจส่งผลใหเ้กิดการตายท่ีเร็วข้ึนของเน้ือเยือ่เม่ือน ามาเพาะเล้ียง ทั้งน้ีการพฒันาของกา้นดอกอ่อน
ไปเป็น compact callus จะพบเฉพาะช้ินส่วนท่ีเพาะเล้ียงบนอาหารแขง็สูตร MS ท่ีมีฮอร์โมนร่วมกนั
ทั้งสองชนิดเท่านั้น และจะมีปริมาณท่ีแตกต่างกนัในแต่ละสูตรอาหารท่ีใชท้ดสอบ เน่ืองจากการ
เกิดดอกของพืชจะตอ้งอาศยัการกระตุน้จากฮอร์โมนกลุ่มออกซิน และยงักระตุน้การโตข้ึนของรัง
ไข่เพื่อพฒันาเป็นผล ดงันั้นออกซินท่ีพืชสร้างข้ึนจะถูกล าเลียงเพื่อน าไปใชใ้นการเกิดเป็นดอกและ
พฒันาเป็นผล อาจท าใหป้ริมาณของออกซินบริเวณส่วนกา้นดอกลดต ่าลงมาก นอกจากน้ีฮอร์โมน
กลุ่มออกซินจะไปกระตุน้การเกิดเอทิลีนอีกดว้ย (สมบุญ, 2544) เม่ือน าส่วนของกา้นดอกอ่อนมา
เพาะเล้ียงจึงมีอตัราการเจริญท่ีค่อนขา้งต ่าและเกิดการตายอยา่งรวดเร็ว ดงันั้นถา้ตอ้งการชกัน าให้
เกิดแคลลสัจึงตอ้งใชป้ริมาณของ NAA และ TDZ ท่ีค่อนขา้งสูงจึงจะสามารถชกัน าใหเ้กิดแคลลสั
ได ้โดยสูตรอาหารท่ีเหมาะสมท่ีสุดในการชกัน าใหเ้กิด compact callus จากส่วนของกา้นดอกอ่อน
สบู่ด าคือ อาหารแขง็สูตร MS ท่ีมี TDZ ความเขม้ขน้ 0.4 มิลลิกรัมต่อลิตร ร่วมกบั NAA ความ
เขม้ขน้ 0.03 มิลลิกรัมต่อลิตร สามารถชกัน าใหเ้กิด compact callus ดีท่ีสุด มีคะแนนเปอร์เซ็นตก์าร
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เกิด compact callus 64.16 เปอร์เซ็นต ์และมีค่าเฉล่ียน ้าหนกัแคลลสัเท่ากบั 4.87 กรัม (ตารางท่ี 4) 
โดยแคลลสัท่ีมีลกัษณะแบบ compact callus เป็นลกัษณะของแคลลสัท่ีตอ้งการเน่ืองจากสามารถ 
ชกัน าใหเ้กิดยอดได ้และเม่ือน าแคลลสัจากทุกสูตรอาหารไปเพาะเล้ียงบนสูตรชกัน ายอด พบวา่ 
แคลลสัท่ีมีลกัษณะแบบ compact callus สามารถพฒันาเป็นยอดได ้แต่ยอดท่ีเกิดข้ึนมีจ านวนนอ้ย
มาก มีลกัษณะเป็นยอดสั้น ๆ ไม่ยดืยาวมีการเจริญเติบโตชา้ ยอดสีเขียวใสฉ ่าน ้า ส่วนแคลลสัท่ีมี
ลกัษณะแบบ friable callus จะไม่สามารถชกัน ายอดไดเ้ลย โดยช้ินส่วนจะเร่ิมเปล่ียนเป็นสีน ้าตาล
ซ่ึงจะส่งผลใหย้อดท่ีพฒันาจาก compact callus ในบริเวณใกลเ้คียงตายในท่ีสุด 

 
การเพาะเล้ียงกา้นใบอ่อนสบู่ด าบนอาหารแขง็สูตร MS ท่ีมี TDZ ร่วมกบั NAA ท่ีระดบั

ความเขม้ขน้ต่าง ๆ พบวา่ อาหารเพาะเล้ียงทุกสูตรสามารถชกัน าใหเ้กิดแคลลสัได ้โดยแคลลสัท่ี
เกิดข้ึนมีทั้งชนิด friable callus และ compact callus เช่นเดียวกบัส่วนของกา้นดอกอ่อน โดยแคลลสั
ท่ีเกิดข้ึนส่วนใหญ่มีลกัษณะเป็น compact callus มีลกัษณะเป็นกลุ่มเซลลเ์กาะกนัแน่น สีขาวปน
เขียว โดย compact callus จะเกิดไดดี้เม่ือเพาะเล้ียงบนอาหารสูตร MS ท่ีมี TDZ เพียงชนิดเดียวซ่ึง
ไดแ้ก่อาหารสูตร MS ท่ีมี TDZ ความเขม้ขน้ 0.2  0.4 และ 0.6 มิลลิกรัมต่อลิตร (สูตรท่ี 5, 9 และ 13 
ตามล าดบั) (ตารางท่ี 5) อาจเน่ืองจากส่วนของกา้นใบอ่อนมกัมีระดบัของฮอร์โมนออกซินท่ีค่อน 
ขา้งสูง ซ่ึงเป็นฮอร์โมนท่ีพืชสามารถสร้างไดเ้องตามธรรมชาติ ส่วนท่ีมีการสร้างออกซิน ไดแ้ก่ 
บริเวณเน้ือเยือ่เจริญ โดยเฉพาะบริเวณปลายยอด ซ่ึงออกซินมีคุณสมบติัเป็นสารเร่งการเจริญเติบโต 
กระตุน้การขยายขนาดและการยดืตวัของเซลล ์(สมบุญ, 2544) ดงันั้นในการชกัน าใหเ้กิดแคลลสั
จากส่วนของกา้นใบอ่อนจึงตอ้งการปริมาณออกซินท่ีค่อนขา้งต ่า เน่ืองจากเน้ือเยือ่เร่ิมตน้มีออกซิน
สะสมอยูม่าก จึงตอ้งการเฉพาะฮอร์โมนไซโตไคนิน ทั้งน้ีการชกัน าใหเ้กิดแคลลสั การเจริญเติบโต
ของแคลลสั รวมทั้งลกัษณะของแคลลสัยงัข้ึนอยูก่บัชนิดพืช ชนิดของเน้ือเยือ่ แสง และสารควบคุม
การเจริญเติบโตของพืช โดยเฉพาะออกซิน และไซโตไคนินท่ีนิยมน ามาใชช้กัน าใหเ้กิดการพฒันา
ของแคลลสั (Afshari et al. 2011) การทดลองน้ี อาหารสูตร MS ท่ีมี TDZ สามารถการชกัน าใหเ้กิด 
compact callus แคลลสัไดดี้ และยงัพบวา่ อาหารท่ีใช ้TDZ ร่วมกบั NAA ในปริมาณท่ีสูงจะส่งผล
ใหเ้กิดแคลลสัท่ีมีลกัษณะเป็น friable callus ซ่ึงไม่สามารถชกัน าใหเ้ป็นยอดได ้(ภาพท่ี 2) 

 
จากผลการทดลองขา้งตน้ กา้นดอกอ่อนและกา้นใบอ่อนสบู่ด ามีความสามารถในการเกิด

เป็นแคลลสัไดต่้างกนัในแต่ละสูตรอาหาร การเพาะเล้ียงพืชชนิดเดียวกนัแต่ใชส้ารควบคุมการ
เจริญเติบโตแตกต่างกนัอาจเน่ืองมาจากพืชท่ีน ามาทดลองเจริญเติบโตในสภาวะท่ีแตกต่างกนั
รวมถึงต าแหน่งของช้ินส่วนท่ีใชต่้างกนั เม่ือน ามาเพาะเล้ียงเน้ือเยื่อท าใหมี้ผลต่อการเจริญเติบโต 
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ซ่ึงอาจเก่ียวขอ้งกบัพนัธุกรรมภายในพืช ปัจจยัของฮอร์โมนในช้ินส่วนพืชเร่ิมตน้ท่ีแตกต่างกนั 
โดยเฉพาะสารในกลุ่มออกซินและไซโตไคนินท่ีมีอิทธิพลโดยตรงต่อการเกิดแคลลสัของช้ินส่วนท่ี
น ามาทดสอบ (สมพร, 2549) ในการทดลองคร้ังน้ีส่วนของกา้นใบอ่อนมีความ สามารถในการ     
ชกัน าใหเ้กิดแคลลสัไดดี้กวา่ส่วนของกา้นดอกอ่อน โดยแคลลสัท่ีไดส่้วนใหญ่มีลกัษณะเป็น 
compact callus ซ่ึงสามารถชกัน าใหพ้ฒันาเป็นยอดไดดี้กวา่แคลลสัท่ีมีลกัษณะเป็น friable callus  
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ตารางที ่4  ผลของสารควบคุมการเจริญเติบโต TDZ และ NAA ในการเพาะเล้ียงเน่ือเยื้อกา้นดอก 
  อ่อนสบู่ด าพนัธ์ุโคราช เป็นระยะเวลา 30 วนั 

 

สูตร 
สารควบคุมการเจริญเติบโต 

(มก./ล) 
การเกิด
แคลลสั 

(%) 

น ้าหนกัแคลลสั 
(ก./ช้ิน) 

compact callus 
(%) 

TDZ NAA 

1 0 0 25 0.09 c1/ 0 c2/ 
2 0 0.01 25 0.03 c 0 c 

3 0 0.02 75 0.04 c 0 c 

4 0 0.03 75 0.04 c 0 c 

5 0.2 0 12.5 0.04 c 0 c 

6 0.2 0.01 100 3.09 b 51.65 ab 

7 0.2 0.02 100 4.97 a 43.80 ab 

8 0.2 0.03 100 4.78 a 35.13 b 

9 0.4 0 25 0.05 c 0 c 

10 0.4 0.01 100 2.55 b 56.97 ab 

11 0.4 0.02 100 4.64 a 57.37 ab 

12 0.4 0.03 100 4.87 a 64.16 a 

13 0.6 0 12.5 0.04 c 0 c 

14 0.6 0.01 100 2.26 b 65.18 a 

15 0.6 0.02 100 2.96 b 57.44 ab 

16 0.6 0.03 100 3.63 ab 53.29 ab 

F-test ** ** 

CV (%) 62.58 68.46 
 
1/, 2/ค่าเฉล่ียท่ีตามดว้ยอกัษรท่ีแตกต่างกนัในแนวตั้งมีความแตกต่างกนัทางสถิติท่ีระดบัความเช่ือมัน่ 
99% วเิคราะห์ความแตกต่างของค่าเฉล่ียโดยวธีิ DMRT (Duncan's Multiple Range Test) 
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NAA 
(มก./ล) 

ความเขม้ขน้ TDZ (มก./ล) 
0  0.2 0.4 0.6 

0 

 

0.01 

0.02 

0.03 

 
ภาพที ่1  แคลลสัสบู่ด าพนัธ์ุโคราชจากการเพาะเล้ียงส่วนของกา้นดอกอ่อน บนอาหารแขง็สูตร  

  MS ท่ีมี TDZ ร่วมกบั NAA เล้ียงเป็นระยะเวลา 30 วนั 
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ตารางที ่5  ผลของสารควบคุมการเจริญเติบโต TDZ และ NAA ในการเพาะเล้ียงเน่ือเยื้อกา้นใบอ่อน 
  สบู่ด าพนัธ์ุโคราช เป็นระยะเวลา 30 วนั 

 

สูตร 
สารควบคุมการ

เจริญเติบโต (มก./ล) 
การเกิด
แคลลสั 

(%) 

น ้าหนกัแคลลสั 
(ก./ล) 

compact callus 
(%) 

TDZ NAA 

1 0 0 87.5 0.09 e1/ 39.17 e 2/ 
2 0 0.01 100 0.15 e 75.83 abc 

3 0 0.02 100 0.37 e 74.17 abc 

4 0 0.03 100 0.37 e 67.81 bc 

5 0.2 0 100 1.37 de 89.85 ab 

6 0.2 0.01 100 3.83 c 89.69 ab 

7 0.2 0.02 100 5.60 b 69.81 bc 

8 0.2 0.03 100 5.50 b 79.88 abc 

9 0.4 0 100 2.33 d 95.70 a 

10 0.4 0.01 100 5.38 b 67.88 bc 

11 0.4 0.02 100 5.63 b 64.04 cd 

12 0.4 0.03 100 10.03 a 37.35 e 

13 0.6 0 100 2.05 d 94.33 a 

14 0.6 0.01 100 6.04 b 81.12 abc 

15 0.6 0.02 100 5.02 bc 90.00 ab 

16 0.6 0.03 100 8.93 a 45.83 de 

F-test ** ** 

CV (%) 34.64 26.38 
 

1/, 2/ค่าเฉล่ียท่ีตามดว้ยอกัษรท่ีแตกต่างกนัในแนวตั้งมีความแตกต่างกนัทางสถิติท่ีระดบัความเช่ือมัน่ 
99% วเิคราะห์ความแตกต่างของค่าเฉล่ียโดยวธีิ DMRT (Duncan's Multiple Range Test) 
 



 

 

46 
 

NAA 
(มก./ล) 

ความเขม้ขน้ TDZ (มก./ล) 
0  0.2 0.4 0.6 

0 

 

0.01 

0.02 

0.03 

 
ภาพที ่2  แคลลสัสบู่ด าพนัธ์ุโคราชจากการเพาะเล้ียงส่วนของกา้นใบอ่อน บนอาหารแขง็สูตร MS  

  ท่ีมี TDZ ร่วมกบั NAA เล้ียงเป็นระยะเวลา 30 วนั 
 

ดงันั้นเพื่อยนืยนัถึงผลของสารควบคุมการเจริญเติบโต TDZ ในการเพาะเล้ียงเน้ือเยือ่กา้น
ใบอ่อนของสบู่ด า จึงคดัเลือกส่วนของกา้นใบอ่อนสบู่ด า ล าดบัท่ี 2 และ 3 นบัจากยอดและอาหาร
สูตร MS ท่ีมี TDZ ความเขม้ขน้ต่าง ๆ โดยน าส่วนของกา้นใบอ่อนท่ีผา่นการฟอกฆ่าเช้ือ เพาะเล้ียง
บนอาหารแขง็สูตร MS ท่ีมี TDZ เพียงชนิดเดียว ซ่ึง TDZ เป็นฮอร์โมนท่ีอยูใ่นกลุ่มไซโตไคนิน 
(cytokinins) เก่ียวขอ้งกบัการแบ่งและการยดืตวัของเซลล ์ส่งเสริมการเปล่ียนแปลงพฒันาของตาใน
การเพาะเล้ียงเน้ือเยือ่ (พีรเดช, 2537) โดยเพิ่มระดบัความเขม้ขน้ของ TDZ ใหสู้งข้ึนกวา่การทดลอง
ขา้งตน้ ระดบัความเขม้ขน้ของ TDZ ท่ีใช ้ไดแ้ก่ 0  0.2  0.4  0.6  0.8 และ 1.0 มิลลิกรัมต่อลิตร 
เพาะเล้ียงเป็นระยะเวลา 30 วนั เพื่อหาสูตรอาหารท่ีเหมาะสมในการชกัน าใหเ้กิด compact callus 
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จากการทดลอง พบวา่ ทุกสูตรอาหารท่ีทดสอบสามารถชกัน าใหเ้กิดแคลลสัได ้เม่ือพิจารณา
ลกัษณะและการเจริญเติบโตของแคลลสั พบวา่ เม่ือเพาะเล้ียงช้ินส่วนกา้นใบอ่อนบนอาหาร
ทดสอบประมาณ 1 สัปดาห์ ช้ินส่วนของกา้นใบมีลกัษณะบวมและมีแคลลสัเกิดข้ึน โดยแคลลสัจะ
เกิดบริเวณรอยตดัทั้ง 2 ขา้งก่อน เน่ืองจากกลไกการท างานของพืช เม่ือพืชเกิดบาดแผลจะมีการ   
ชกัน าใหเ้กิดการแบ่งเซลล ์ซ่ึงถูกกระตุน้โดยมีฮอร์โมนภายในเน้ือเยือ่พืช (endogenous hormone) 
และสารควบคุมการเจริญเติบโตในกลุ่มไซโตไคนินท่ีเติมลงในสูตรอาหารเพาะเล้ียงเน้ือเยือ่        
(บุษราภรณ์, 2548) แคลลสัท่ีเกิดข้ึนบริเวณรอยตดัมีขนาดไม่เท่ากนัคือ บริเวณรอยตดัของกา้นดา้น
ท่ีติดกบัก่ิงสามารถเจริญเป็นแคลลสัไดดี้กวา่ดา้นท่ีติดกบัแผน่ใบ แคลลสัท่ีเกิดข้ึนมีลกัษณะเป็น
กลุ่มเซลลท่ี์เกาะกนัแน่น (compact callus) สีเขียวปนขาว และมีกลุ่มเซลลท่ี์เกาะกนัหลวม ๆ (friable 
callus) สีขาวใสเพียงเล็กนอ้ย โดยพบวา่ อาหารแขง็สูตร MS ท่ีมี TDZ ความเขม้ขน้ 0.2  0.4 และ 
0.6 มิลลิกรัมต่อลิตร สามารถชกัน าใหเ้กิดแคลลสัไดดี้ แคลลสัท่ีเกิดข้ึนเกือบทั้งหมดมีลกัษณะเป็น 
compact callus ซ่ึงแคลลสัท่ีสภาวะดงักล่าวสามารถกระตุน้ใหเ้กิดตายอดไดดี้เช่นกนั แต่เม่ือ
พิจารณาน ้าหนกัแคลลสัท่ีไดจ้ากสูตร MS ท่ีมี TDZ ความเขม้ขน้ 0.2 มิลลิกรัมต่อลิตร พบวา่ มีค่า
นอ้ยรวมทั้งปริมาณการเกิดเป็น compact callus ก็นอ้ยกวา่เช่นกนั เม่ือเปรียบเทียบกบัอาหารแขง็
สูตร MS ท่ีมี TDZ ความเขม้ขน้ 0.4 และ 0.6 มิลลิกรัมต่อลิตร ขณะท่ีน ้าหนกัแคลลสัและคะแนน
เปอร์เซ็นตก์ารเกิด compact callus จากอาหารแขง็สูตร MS ท่ีมี TDZ ความเขม้ขน้ 0.4 และ 0.6 
มิลลิกรัมต่อลิตร มีค่าใกลเ้คียงกนั ส าหรับอาหารแขง็สูตร MS ท่ีมี TDZ ความเขม้ขน้ 0.8 และ 1.0 
มิลลิกรัมต่อลิตร แคลลสัท่ีเกิดข้ึนส่วนใหญ่มีลกัษณะแบบ friable callus (ภาพท่ี 3) ซ่ึงไม่สามารถ
ชกัน าใหก้ลายเป็นยอดได ้โดยจะกลายเป็นสีน ้าตาลและตายในท่ีสุด ขณะท่ีช้ินส่วนกา้นใบอ่อนของ
สบู่ด าท่ีเพาะเล้ียงบนอาหารแขง็สูตร MS โดยไม่มีการเติมฮอร์โมน TDZ สามารถชกัน าใหเ้กิด
แคลลสัไดเ้พียงเล็กนอ้ย แคลลสัท่ีเกิดข้ึนมีลกัษณะเป็น friable callus ซ่ึงแคลลสัท่ีเกิดข้ึนรวมถึง
ช้ินส่วนของกา้นใบจะกลายเป็นสีน ้าตาลในสัปดาห์ท่ี 3 ของการเพาะเล้ียงและตายในท่ีสุด เม่ือน า
ขอ้มูลของน ้าหนกัแคลลสั จากสูตรอาหารต่าง ๆ ท่ีทดสอบไปวเิคราะห์ผลทางสถิติ โดยพบวา่ 
อาหารแขง็สูตร MS ท่ีมีการเติม TDZ ความเขม้ขน้ 0.2 ถึง 1.0 มิลลิกรัมต่อลิตร ใหผ้ลท่ีไม่มีความ
แตกต่างกนัทางสถิติ (P>0.01) แต่เปอร์เซ็นตล์กัษณะการเกิด compact callus ในสูตรท่ีมี TDZ 0.4 
มิลลิกรัมต่อลิตร มีค่าสูงสุดและมีความแตกต่างอยา่งมีนยัส าคญัยิง่ทางสถิติ (P>0.01) (ตารางท่ี 6) 
แสดงวา่อาหารแขง็สูตร MS ท่ีมีการเติมฮอร์โมน TDZ ความเขม้ขน้ 0.4 มิลลิกรัมต่อลิตรเพียง
พอท่ีจะสามารถชกัน าใหเ้กิด compact callus จากช้ินส่วนของกา้นใบอ่อนสบู่ด าพนัธ์ุโคราช โดย
น ้าหนกัเฉล่ียของแคลลสัท่ีไดมี้ค่าเท่ากบั 1.16 กรัม และมีคะแนนการเกิดเปอร์เซ็นต ์compact callus 
เท่ากบั 84.38 ซ่ึงสอดคลอ้งกบัการทดลองของศิริวรรณและรุ่งทิพย ์(2550) ท่ีรายงานวา่ การชกัน า
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ใหเ้กิดแคลลสัจากการเพาะเล้ียงช้ินส่วนของสบู่ด าไดแ้ก่ ส่วนของตายอด ตาขา้ง ใบอ่อน               
ไฮโปคอทิลและกา้นใบ จะสามารถชกัน าใหเ้กิดแคลลสัไดดี้บนอาหารแขง็สูตร MS ท่ีมีฮอร์โมน 
TDZ ความเขม้ขน้ 0.01-1.0 มิลลิกรัมต่อลิตร ซ่ึงแคลลสัท่ีไดส้ามารถพฒันาเป็นตน้จ านวนมาก
ต่อไปได ้
 
ตารางที ่6  ผลของสารควบคุมการเจริญเติบโต TDZ ในการเพาะเล้ียงเน่ือเยื้อกา้นใบอ่อนสบู่ด าพนัธ์ุ 

  โคราช เป็นระยะเวลา 30 วนั 
 

ความเขม้ขน้ TDZ 
(มก./ล) 

การเกิดแคลลสั 
(%) 

น ้าหนกัแคลลสั 
(ก./ช้ิน) 

compact callus 
(%) 

0.0 87.5 0.08 b1/ 2.25 e2/ 
0.2 100 0.74 ab 52.50 c 
0.4 100 1.16 a 84.38 a 
0.6 100 0.89 a 64.38 b 
0.8 100 1.44 a 49.38 c 
1.0 100 1.25 a 37.50 d 

F-test ** ** 
CV (%) 72.99 21.82 

 

1/, 2/ค่าเฉล่ียท่ีตามดว้ยอกัษรท่ีแตกต่างกนัในแนวตั้งมีความแตกต่างกนัทางสถิติท่ีระดบัความเช่ือมัน่ 
99% วเิคราะห์ความแตกต่างของค่าเฉล่ียโดยวธีิ DMRT (Duncan's Multiple Range Test) 
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ภาพที ่3  แคลลสัสบู่ด าพนัธ์ุโคราชจากการเพาะเล้ียงส่วนของกา้นใบอ่อน บนอาหารแขง็สูตร MS  

  ท่ีมี TDZ ความเขม้ขน้ต่าง ๆ เพาะเล้ียงเป็นระยะเวลา 30 วนั 
 
การทดลองต่อมา คือ หาสูตรอาหารท่ีเหมาะสมต่อการชกัน าใหเ้กิดยอดจ านวนมากจาก

แคลลสัท่ีเกิดจากการเพาะเล้ียงกา้นใบอ่อนของสบู่ด า ในการทดลองชกัน าให้เกิดยอดจ านวนมาก
คร้ังน้ีไดท้ดสอบโดยใชฮ้อร์โมนกลุ่มไซโตไคนินเพียงชนิดเดียว ซ่ึงสารควบคุมการเจริญเติบโตท่ี
ใชใ้นการทดลองไดแ้ก่ BA น าแคลลสัสบู่ด าพนัธ์ุโคราชท่ีไดจ้ากการเพาะเล้ียงบนอาหารแขง็สูตร 
MS ท่ีมี TDZ ความเขม้ขน้ 0.4 มิลลิกรัมต่อลิตร นาน 4 สัปดาห์ มาเพาะเล้ียงบนอาหารแขง็สูตร MS 
ท่ีมีสารควบคุมการเจริญเติบโต BA ความเขม้ขน้ 0  1  2  3 และ 4 มิลลิกรัมต่อลิตร เป็นระยะเวลา 4 
สัปดาห์ พบวา่ อาหารสูตรท่ีมี BA ทุกความเขม้ขน้สามารถชกัน าใหเ้กิดยอดได ้(ภาพท่ี 4) โดยยอด
ท่ีไดจ้ากการเพาะเล้ียงบนอาหารท่ีมี BA ความเขม้ขน้ 0 และ 1 มิลลิกรัมต่อลิตร มีลกัษณะเป็นยอด
เล็ก ๆ ยอดท่ีไดมี้ลกัษณะไมย่ดืยาว ไม่สามารถตดัแยกออกมาเป็นยอดเด่ียว ๆ ไดอ้ยา่งชดัเจน อาจ
เน่ืองจากอาหารแขง็สูตร MS มีธาตุอาหารท่ีเหมาะสมต่อการเจริญเติบโตของพืช แต่ถา้ไม่เติมสาร
ควบคุมการเจริญเติบโตลงในอาหารเพาะเล้ียงเน้ือเยือ่หรือเติมในปริมาณท่ีนอ้ยเกินไป ยอดใหม่ท่ี
เกิดข้ึนจะไม่มีการเจริญเติบโตเพิ่มข้ึน จึงจ าเป็นตอ้งเติมสารควบคุมการเจริญเติบโตในปริมาณท่ี
เหมาะสมลงในอาหารเพาะเล้ียงเน้ือเยื่อ เพื่อกระตุน้การเจริญเติบโตของพืช (สมบุญ 2544; ค านูญ 
2544) ส่วนยอดท่ีไดจ้ากการเพาะเล้ียงบนอาหารสูตรท่ีมี BA ความเขม้ขน้ 2-4 มิลลิกรัมต่อลิตร ยอด
มีลกัษณะสมบูรณ์และยดืยาวกวา่สามารถตดัแยกออกมาเป็นยอดเด่ียว ๆ ไดอ้ยา่งชดัเจน โดยการ
เพาะเล้ียงแคลลสับนอาหารสูตรท่ีมี BA ความเขม้ขน้ 2 มิลลิกรัมต่อลิตร สามารถชกัน าใหเ้กิดยอด
เฉล่ียมากท่ีสุด 6.62 ยอด (ตารางท่ี 7) และยอดท่ีเกิดข้ึนมีลกัษณะท่ีสมบูรณ์ ซ่ึงสอดคลอ้งกบั
งานวจิยัของ Sujatha and Reddy (2000) พบวา่ การใช ้BA สามารถชกัน าใหแ้คลลสัจากช้ินส่วนใบ
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ของ Jatropha integerrima เกิดยอดไดดี้ท่ีสุด ยอดท่ีเกิดจากแคลลสัจากช้ินส่วนกา้นใบมกัจะเกิด
บริเวณดา้นในขอบริมของรอยตดั โดยเกิดเป็นตายอดขนาดเล็กประมาณ 0.5-1.0 มิลลิเมตร และ
สอดคลอ้งกบังานวจิยัของ Rajore and Batra (2005) ท่ีพบวา่ การใชอ้าหารแขง็สูตร MS ท่ีมีการเติม
ฮอร์โมน BA ความเขม้ขน้ 2.0 มิลลิกรัมต่อลิตร ร่วมกบั IAA ความเขม้ขน้ 0.5 มิลลิกรัมต่อลิตร 
สามารถชกัน าใหเ้กิดยอดจ านวนมากจากส่วนของปลายยอดสบู่ด า (shoot tip) และเม่ือเปรียบเทียบ
กบังานวจิยัอ่ืน ๆ ท่ีผา่นมา พบวา่ จ  านวนยอดท่ีดีท่ีสุดท่ีเกิดข้ึนในการทดลองคร้ังน้ี คือ 6.62 ยอด 
ซ่ึงไดม้าจากการเพาะเล้ียงช้ินส่วนกา้นใบอ่อนของสบู่ด าบนอาหารแขง็สูตร MS ท่ีมีฮอร์โมน BA 2 
มิลลิกรัมต่อลิตร เพียงชนิดเดียวสามารถชกัน าใหเ้กิดยอดไดม้ากกวา่งานทดลองอ่ืน ๆ ท่ีมีการ
ทดสอบโดยใชฮ้อร์โมนหลายชนิดร่วมกนัเพื่อชกัน าให้เกิดยอดจากช้ินส่วนของสบู่ด า ไดแ้ก่ การ
ทดลองของนนัทน์ภสัและคณะ (2549) ชกัน าใหเ้กิดยอดทวคูีณในหลอดทดลอง จากช้ินส่วนของ
ยอดท่ีไดจ้ากตาขา้งสบู่ด า พบวา่ อาหารแขง็สูตร MS ท่ีมี BA ความเขม้ขน้ 0.5 มิลลิกรัมต่อลิตร 
ร่วมกบั IBA ความเขม้ขน้ 0.01 มิลลิกรัมต่อลิตร ส่งผลใหเ้กิดยอดสูงสุด 5.9 ยอดและชกัน าการเกิด
แคลลสัและยอดทวคูีณจากช้ินส่วนกา้นของใบท่ี 2  3 และ 4 ของสบู่ด า พบวา่ สูตรอาหารท่ี
เหมาะสมในการชกัน าแคลลสัใหเ้กิดยอดทวคูีณคือ อาหารแขง็สูตร MS ท่ีมี BA ความเขม้ขน้ 10 
มิลลิกรัมต่อลิตร ร่วมกบั IBA ความเขม้ขน้ 0.5 มิลลิกรัมต่อลิตร สามารถชกัน าใหเ้กิดยอดทวคูีณได้
ดีท่ีสุดคือ 5.4  4.1 และ 2.2 ยอด ตามล าดบั  

 
สารควบคุมการเจริญเติโต TDZ และ BA เป็นฮอร์โมนท่ีอยูใ่นกลุ่มไซโตไคนิน ซ่ึง

เก่ียวขอ้งกบัการแบ่งและการยดืตวัของเซลล ์ส่งเสริมการเปล่ียนแปลงพฒันาของตาในการ
เพาะเล้ียงเน้ือเยื่อ จากคุณสมบติัขา้งตน้ มีการใชป้ระโยชน์จากฮอร์โมน TDZ และ BA ในการ
เพาะเล้ียงเน้ือเยื่อพืช โดยใชผ้สมในสูตรอาหารเพื่อส่งเสริมการเจริญเติบโตของแคลลสัและกระตุน้
ใหแ้คลลสัพฒันาเป็นตน้ ชกัน าการเกิดยอด และยงัช่วยส่งเสริมการสร้าง RNA และเอนไซมท่ี์
จ าเป็นต่อขบวนการแบ่งเซลลแ์บบไมโตซิส (meitosis) ส่งผลใหเ้กิดการแบ่งและการขยายตวัของ
เซลล ์พร้อมกบัส่งเสริมการสร้างและการเจริญของตาขา้ง ร่วมทั้งช่วยในการควบคุมวงจรเซลล ์(cell 
cycle) ในระยะ G1/M, G2/M และระยะ S นอกจากน้ียงัพบวา่ BA เป็นสารในกลุ่มไซโตไคนินท่ีให้
ผลดีท่ีสุดในการเกิดยอด (พีรเดช, 2537; นพดล, 2537; ค านูญ, 2544) 
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ตารางที ่7  จ  านวนยอดท่ีพฒันาจากแคลลสัท่ีไดจ้าการเพาะเล้ียงกา้นใบอ่อนสบู่ด าพนัธ์ุโคราชใน 
  อาหารสูตร MS ท่ีมี TDZ 0.4 มิลลิกรัมต่อลิตร โดยทดสอบบนอาหารแขง็สูตร MS ท่ีมี  
  BA ความเขม้ขน้ต่าง ๆ เพาะเล้ียงเป็นระยะเวลา 30 วนั 

 
ความเขม้ขน้ BA 

(มก./ล) 
จ านวนยอด (ยอด/ช้ิน) 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 เฉล่ีย 
0 6 2 3 8 2 3 2 4 9 4 2 4 3 4.0 
1 3 3 7 5 3 10 9 4 4 6 7 3 8 5.54 
2 3 12 7 3 7 14 4 7 6 7 3 6 7 6.62 
3 9 2 3 5 3 6 8 4 5 1 8 6 7 5.25 
4 6 4 4 6 1 1 3 7 9 7 2 3 0 4.42 

F-test 1.  2.   3.  4.       5.  6.  7.  ns 
CV (%) 8.  9.   10.  11.       12.  13.  14.  53.88 

 
ns : ไม่มีความแตกต่างทางสถิติ 

 

 
 
ภาพที ่4  การเกิดยอดของสบู่ด าพนัธ์ุโคราชจากการเพาะเล้ียงแคลลสัท่ีไดจ้ากกา้นใบอ่อน บน 

  อาหารแขง็สูตร MS ท่ีมี BA ความเขม้ขน้ต่าง ๆ เพาะเล้ียงเป็นระยะเวลา 30 วนั 
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2.  ผลจากการชักน าให้เกดิการกลายพนัธ์ุโดยใช้รังสีแกมมาแบบเฉียบพลนัในแคลลสัทีไ่ด้จากการ
เพาะเลีย้งเนือ้เยือ่และแบบเร้ือรังในกิง่ปักช าของสบู่ด าพนัธ์ุโคราช 

 

2.1  ปริมาณรังสีแกมมาท่ีเหมาะสมต่อการชกัน าการกลายพนัธ์ุในแคลลสัสบู่ด าพนัธ์ุ
โคราช โดยแคลลสัท่ีใชฉ้ายรังสีเป็นแคลลสัสบู่ด าอาย ุ30 วนั ท่ีไดจ้ากการทดลองขา้งตน้ (การ
เพาะเล้ียงบนอาหารแขง็สูตร MS ท่ีมีการเติม TDZ ความเขม้ขน้ 0.4 มิลลิกรัมต่อลิตร) หลงัจากฉาย
รังสีแกมมาแบบเฉียบพลนัใหก้บัแคลลสัในปริมาณต่าง ๆ คือ 0  10  20  30 และ 40 เกรย ์และน า
กลบัมาเพาะเล้ียงบนอาหารแขง็สูตร MS ท่ีมีการเติม TDZ ความเขม้ขน้ 0.4 มิลลิกรัมต่อลิตร 7 วนั 
หลงัจากนั้นน าไปเพาะเล้ียงบนอาหารสูตร MS ท่ีมี BA 2 มิลลิกรัมต่อลิตร เป็นเวลา 53 วนั พบวา่ 
หลงัฉายรังสีเป็นระยะเวลา 30 วนั รังสีแกมมามีผลท าใหต้น้สบู่ด าตายเม่ือไดรั้บปริมาณรังสีตั้งแต่ 
10 เกรย ์ข้ึนไป และเม่ือเพาะเล้ียงต่อเป็นระยะเวลา 60 วนัหลงัฉายรังสี พบวา่ ตน้สบู่ด ามีการ
เจริญเติบโตแตกต่างกนัตามระดบัรังสีแกมมาท่ีฉาย (ภาพท่ี 5) โดยปริมาณรังสีแปรผกผนักบัอตัรา
การเจริญเติบโต คือ เม่ือใหป้ริมาณรังสีท่ีสูงข้ึนกบัแคลลสัส่งผลใหก้ารเจริญเติบโตของแคลลสัสบู่
ด าลดนอ้ยลง โดยปริมาณรังสีท่ีระดบั 0  10 และ 20 เกรย ์แคลลสัมีการแบ่งเซลลแ์ละพฒันาเป็น
ยอดจ านวนมาก ยอดท่ีเกิดข้ึนมีลกัษณะเป็นยอดท่ีสมบูรณ์ ยดืยาวสามารถตดัยอดท่ีเกิดข้ึนออกจาก
แคลลสัเพื่อน ามาเพาะเล้ียงต่อได ้และเม่ือเวลาผา่นไป 60 วนัหลงัการฉายรังสี ยอดท่ีไดส้ามารถ
เจริญเติมโตไดดี้ตามปกติ และแคลลสัท่ีไดรั้บปริมาณรังสี 30 และ 40 เกรย ์แคลลสัมีการ
เจริญเติบโตแบ่งเซลล ์มีการพฒันาเป็นยอดและการแตกใบท่ีลดลง บางใบมีสีเหลืองและบางใบมี
รูปร่างท่ีผิดปกติ ยอดท่ีไดแ้คระแกร็นและเจริญเติบโตชา้ โดยเฉพาะปริมาณรังสีท่ี 40 เกรย ์ยอด
แคระแกร็นและเจริญเติบโตชา้มาก รวมตวักนัเป็นกลุ่มแยกออกจากกนัไดไ้ม่ชดัเจน และเม่ือ
ระยะเวลาผา่นไป 30 วนั ยอดสบู่ด าท่ีไดจ้ากแคลลสัท่ีผา่นการฉายรังสีท่ีระดบักวา่ 30 และ 40 เกรย ์
เร่ิมมีการตายเกิดข้ึน (ตารางท่ี 8) สาเหตุท่ีตน้สบู่ด าตายเม่ือไดรั้บรังสีโดยเฉพาะรังสีในปริมาณท่ีสูง
นั้น เน่ืองจากรังสีปริมาณสูงท าใหเ้ซลลห์ยดุชะงกัการแบ่งตวัอยา่งถาวร และไม่มีการฟ้ืนคืนกลบัมา
ท าหนา้ท่ีไดอ้ยา่งเดิม ในท่ีสุดเซลลจ์ะตาย เซลลอ่ื์นท่ีไม่ตายอาจแบ่งตวัเพิ่มจ านวนเขา้มาแทนท่ี
เซลลท่ี์ตายได ้ในบางกรณี พบวา่ เซลลท่ี์ผา่นการฉายรังสีสามารถแบ่งตวัตามปกติไดห้ลายคร้ัง 
หลงัจากนั้นเซลลจึ์งจะตาย (สิรนุช, 2527) ผลการทดลองน้ี สอดคลอ้งกบังานทดลองของ 
Lamseejan et al. (2003) ท่ีฉายรังสีแกมมาแบบเฉียบพลนักบัเบญจมาศในสภาพเพาะเล้ียงเน้ือเยื่อ ท่ี
ปริมาณ 0-40 เกรย ์พบวา่ เม่ือปริมาณรังสีสูงข้ึนอตัราการรอดชีวติและการเจริญเติบโตจะลดลง ผล
ของรังสีจะท าใหล้กัษณะทางสัณฐานวทิยาของพืช ผดิปกติจะเกิดกบัรูปร่างลกัษณะของพืชท่ีไดรั้บ
รังสี อาจเกิดข้ึนกบัราก ล าตน้ ใบ ดอก ผล เช่น รังสีไปยบัย ั้งการแบ่งเซลลใ์นบริเวณยอด และยบัย ั้ง
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การยดืตวัของเซลลบ์ริเวณปลอ้ง ท าใหต้น้แคระแกร็น และรังสียงัไปยบัย ั้งการเจริญเติบโตของพืช
เป็นผลจากเน้ือเยื่อเจริญถูกท าลายโดยตรง (อรุณี, 2530) 
 
ตารางที ่8  จ านวนตน้สบู่ด าพนัธ์ุโคราชท่ีพฒันาและรอดชีวติจากแคลลสัท่ีไดรั้บรังสีแกมมาแบบ 

  เฉียบพลนัในสภาพเพาะเล้ียงเน้ือเยือ่ ในปริมาณรังสีต่าง ๆ ท่ีระยะเวลา 60 วนั หลงัจาก  
  ฉายรังสี 

 
ปริมาณรังสี 
(เกรย)์ 

จ  านวนตน้ท่ีไดห้ลงัการชกัน า
ยอด 

จ านวนตน้ท่ีรอดชีวติ
ทั้งหมด 

% ความอยูร่อด 

0 20 20 100 
10 20 19 95 
20 20 18 90 
30 20 15 75 
40 20 11 55 

 

     
 

ภาพที ่5  ยอดสบู่ด าหลงัจากไดรั้บการฉายรังสีแกมมาแบบเฉียบพลนัท่ีระดบัความเขม้ขน้ 0  10  2 0  
  30 และ 40 เกรย ์เม่ือเพาะเล้ียงนาน 60 วนั หลงัไดรั้บรังสี 
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2.2  ปริมาณรังสีแกมมาแบบเร้ือรังท่ีเหมาะสมต่อการชกัน าการกลายพนัธ์ุในก่ิงปักช าสบู่ด า
พนัธ์ุโคราช ก่ิงสบู่ด าทั้งหมดท่ีผา่นการฉายรังสีแกมมาท่ีระดบัต่าง ๆ สามารถเจริญเติบโตไดใ้นทุก
ระดบัท่ีฉายรังสี และยงัพบการเปล่ียนแปลงลกัษณะทางสัณฐานบางลกัษณะ โดยมีหลายรูปแบบ 
ไดแ้ก่ ลกัษณะใบด่าง กา้นแดง รูปร่างลกัษณะของใบท่ีเปล่ียนแปลง โดยเฉพาะอยา่งยิง่ลกัษณะการ
ออกดอกท่ีเร็วข้ึน และจ านวนคร้ังในการออกดอกท่ีมากข้ึน รวมถึงความยาวก่ิงท่ีเพิ่มข้ึนหรือสั้นลง
เม่ือเปรียบเทียบกบัชุดควบคุม ลกัษณะทางสัณฐานท่ีเปล่ียนแปลงไปน้ีบางชนิดตอ้งตรวจสอบทาง
เซลลว์ทิยา บางชนิดสามารถตรวจวดัในทางปริมาณได ้เช่น ความสูงของตน้ ความยาวก่ิง ความยาว
ของราก ความกวา้งของใบ บางชนิดก่อใหเ้กิดปฎิกิริยากบัพืชทั้งตน้ เช่น ลกัษณะแคระแกร็น 
รูปร่างใบผดิปกติบิดเบ้ียว เกิดลกัษณะใบด่างหรือจุด ซ่ึงการเปล่ียนแปลงทางสรีระ อาจมีสาเหตุมา
จากการเปล่ียนแปลงโครโมโซม หรือไม่เก่ียวขอ้งกบัโครโมโซมก็ได ้(อรุณี, 2550) ลกัษณะใบด่าง 
(ภาพท่ี 6) ท่ีเกิดข้ึนพบในตน้สบู่ด าท่ีไดรั้บการฉายรังสีแกมมาแบบเร้ือรัง 2 คร้ัง คือฉายคร้ังท่ี 1 ท่ี
ระดบั 10 เกรย ์และฉายซ ้ าคร้ังท่ี 2 ท่ีระดบั 50 เกรย ์ลกัษณะใบด่างน้ีจะหายไปเม่ือมีการแตกยอด
ใหม่ แสดงวา่ลกัษณะใบด่างหรือจุด เกิดเน่ืองจากคลอโรฟิลลบ์างส่วนถูกท าลาย ซ่ึงเป็นความ
เสียหายทางสรีระวทิยา (physiological damage) จากการฉายรังสีแกมมาแบบเร้ือรัง และจะปรากฎ
ใหเ้ห็นก่อนความเสียหายแบบอ่ืน ซ่ึงเกิดจากกระบวนการเมแทบอลิซึมถูกขดัขวาง ท าใหกิ้จกรรม
ต่าง ๆ ของเซลลไ์ม่สามารถด าเนินไปไดต้ามปกติหรืออาจมีประสิทธิภาพลดลง แต่ลกัษณะท่ีเกิดข้ึน
ไม่สามารถถ่ายทอดไปยงัรุ่นต่อไปได ้(สิรนุช, 2540) ส่วนลกัษณะกา้นแดงนั้น (ภาพท่ี 7) พบวา่ 
ยอดท่ีแตกออกมาใหม่ในชุดท่ี 2 หรือชุดหลงัจากนั้น ยงัคงปรากฎลกัษณะกา้นแดงในก่ิงใหม่ท่ี
เกิดข้ึน รวมถึงลกัษณะของรูปร่างใบท่ีเปล่ียนแปลงไปจากการไดรั้บรังสีแกมมา (ภาพท่ี 8) พบแผน่
ใบไม่มีหยกัเกิดข้ึน ซ่ึงมีผลดีต่อทรงพุม่ของตน้ ลดการบดบงัแสงแดดกบัใบอ่ืน ๆ ภายในตน้และ
ตน้อ่ืน ๆ ท าใหส้ามารถรับแสงแดดไดอ้ยา่งทัว่ถึงส่งผลใหก้ารสังเคราะห์แสงมีประสิทธิภาพ และ
ลกัษณะรูปร่างใบท่ีเปล่ียนแปลงยงัคงปรากฎใหเ้ห็นในใบของยอดท่ีแตกใหม่เช่นกนั แสดงใหเ้ห็น
วา่รังสีแกมมาส่งผลใหเ้กิดการกลายข้ึน อาจเกิดจากการกลายท่ีต าแหน่งของยนีหรือโครโมโซมก็ได ้
(อรุณี, 2550) 
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ภาพที ่6  ลกัษณะใบด่างท่ีเกิดข้ึนหลงัการฉายรังสีแกมมาแบบเร้ือรัง จ  านวน 2 คร้ัง ท่ีระดบั 10 เกรย ์ 

  และ 50 เกรย ์ตามล าดบั 
 

    
 

ภาพที ่7  ลกัษณะกา้นแดงท่ีเกิดข้ึนหลงัการฉายรังสีแกมมาแบบเร้ือรัง 60 วนั จ านวน 2 คร้ัง ท่ี 
  ระดบั 10 เกรย ์และ 100 เกรย ์ตามล าดบั  

 

ก้านแดง ก้านปกต ิ
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ภาพที ่8  ตน้สบู่ด าท่ี 60 วนัหลงัไดรั้บรังสีแบบเร้ือรัง 2 คร้ัง คร้ังแรกท่ี 10 เกรย ์คร้ังท่ี 2 ท่ี 100 เกรย ์ 
 

รังสีแกมมานอกจากจะส่งผลใหเ้กิดการเปล่ียนแปลงในลกัษณะดงักล่าวขา้งตน้
แลว้ ยงัมีผลต่อความยาวก่ิง (ตารางท่ี 9) โดยตน้หมายเลขท่ี 8 แสดงลกัษณะเต้ียแคระอยา่งชดัเจน มี
ความยาวก่ิง 5.5 เซนติเมตร ซ่ึงมีความยาวก่ิงนอ้ยกวา่ชุดควบคุมท่ียาว 46 เซนติเมตร สอดคลอ้งกบั
การทดลองของ Songsri et al. (2011) ท่ีพบวา่ การฉายรังสีแกมมาแบบเฉียบพลนัในเมล็ดสบู่ด า ตน้ 
M1 ท่ีไดมี้ความสูงลดลง ลกัษณะความสูงท่ีลดลงจะส่งผลดีในขั้นตอนการเก็บเก่ียวท่ีง่ายและ
สะดวกข้ึนและสามารถเพิ่มจ านวนตน้ต่อพื้นท่ีปลูกไดม้ากข้ึน ส่วนตน้หมายเลขท่ี 6 มีความยาวก่ิง
สูงสุดคือ 80 เซนติเมตร ซ่ึงยาวกวา่ชุดควบคุมถึง 28.5 เซนติเมตร โดยก่ิงสบู่ด าทั้งสองเกิดจากตน้
สบู่ด าท่ีไดรั้บรังสีแกมมาในระดบัท่ีเท่ากนั คือ ฉายรังสีแกมมาแบบเร้ือรังจ านวน 2 คร้ัง คร้ังท่ี 1 ท่ี
ระดบั 10 เกรย ์และฉายซ ้ าท่ีระดบั 50 เกรย ์จากการทดลองคร้ังน้ีรังสีแกมมาส่งผลต่อการ
เปล่ียนแปลงลกัษณะทางสัณฐาน ไดแ้ก่ ลกัษณะใบด่าง กา้นแดง รูปร่างใบท่ีผดิปกติ และเกิดการ
เปล่ียนแปลงของความยาวก่ิง ซ่ึงลกัษณะดงักล่าวจะพบในการฉายรังสีแกมมาแบบเร้ือรัง 2 คร้ัง ซ่ึง
เป็นการฉายรังสีซ ้ าโดยการฉายรังสีกบัพืชท่ีเคยฉายรังสีมาแลว้ เพื่อสะสมความแปรปรวนทาง
พนัธุกรรมใหก้บัตวัอยา่งนั้น ๆ ลกัษณะทางสัณฐานท่ีเปล่ียนแปลงไปจึงมกัปรากฎใหเ้ห็นในการ
ฉายรังสีแกมมาแบบเร้ือรัง 2 คร้ังมากกวา่การฉายรังสีแกมมาแบบเร้ือรังเพียงคร้ังเดียว และลกัษณะ
ท่ีเกิดข้ึนจะแตกต่างกนั เน่ืองจากการฉายรังสีแกมมาเป็นการชกัน าใหเ้กิดการกลายพนัธ์ุแบบสุ่ม ไม่
สามารถคาดคะเนผลท่ีจะเกิดข้ึนได ้แมจ้ะฉายรังสีในระดบัท่ีสูงหรือต ่าหรือฉายท่ีระดบัเดียวกนัผล
ท่ีไดอ้าจไม่เหมือนกนั (อรุณี, 2550) 

 
 

ใบปกต ิ รูปร่างใบที่ผดิปกต ิ
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ตารางที ่9  ความยาวก่ิงสบู่ด าเม่ืออาย ุ60 วนั หลงัไดรั้บการฉายรังสีแบบเร้ือรังในปริมาณต่าง ๆ  
 

หมายเลข ตน้-ก่ิงท่ี 
ฉายรังสีแกมมาแบบเร้ือรัง (เกรย)์ ความยาวก่ิง 

(ซม.) คร้ังท่ี 1 คร้ังท่ี 2 
1 10-1 10 - 13 
2 16-1 15 - 64 
3 23-1 20 - 15.5 
4 25-1 20 - 23.5 
5 31-1 10 50 37 
6 33-1 10 50 80 
7 34-1 10 50 32 
8 34-2 10 50 5.5 
9 36-1 10 100 28 

10 40-1 10 100 56 
11 41-1 15 150 50 
12 42-1 15 150 57 
13 47-1 15 50 42 
14 52-1 20 100 25 
15 53-1 20 100 50 
16 53-2 20 100 65 
17 56-1 20 150 21 
18 57-1 20 150 7.5 
19 59-1 20 150 66 
20 C3-1 - - 51.5 

 
จากการทดลองคร้ังน้ียงัพบวา่ หลงัจากส้ินสุดการฉายรังสีแกมมาแบบเร้ือรังไป

แลว้ 60 วนั พบตน้สบู่ด าท่ีออกดอกเร็วข้ึนเม่ือเปรียบเทียบกบัชุดควบคุม โดยตน้สบู่ด าท่ีไดรั้บการ
ฉายรังสีแกมมาแบบเร้ือรัง ท่ีระดบั 20 เกรย ์เพียงคร้ังเดียวมีการออกดอกเร็วท่ีสุดและเร็วกวา่ชุด
ควบคุมตน้แรกท่ีออกดอก 11 วนั ซ่ึงดอกชุดแรกน้ีจะไม่ติดผลเน่ืองจากดอกร่วงทั้งหมดแต่จะติดผล
ในดอกอีกรุ่นถดัมา เม่ือน าตน้สบู่ด าท่ีผา่นการฉายรังสีแกมมาแบบเร้ือรังทั้งหมดไปปลูกเล้ียงต่อ
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พบวา่ ก่ิงสบู่ด าท่ีผา่นการฉายรังสีแกมมาแบบเร้ือรังมีการออกดอกเกือบทุกก่ิง และมีจ านวนคร้ังใน
การออกดอกท่ีถ่ีข้ึนเม่ือเทียบกบัชุดควบคุม ขณะท่ีการทดลองของ Dwimahyani and Ishak (2004) 
ไดศึ้กษาการกลายพนัธ์ุในสบูด่  าโดยการฉายรังสีแกมมาในก่ิงปักช า พบวา่ ระดบั 10 เกรย ์ส่งผลให้
สบู่ด ามีอายกุารสุกแก่ท่ีเร็วข้ึน น ้าหนกัร้อยเมล็ดมากกวา่ชุดควบคุม 30 เปอร์เซ็นต ์โดยปริมาณรังสี
ท่ีระดบั 10 ถึง 25 เกรย ์เพียงพอต่อการชกัน าใหเ้กิดการกลายในก่ิงปักช าสบู่ด า ขณะท่ี 
Dhakshanamoorthy et al. (2010) ฉายรังสีแกมมากบัเมล็ดสบู่ด า โดยปริมาณรังสีแกมมาท่ีเหมาะสม
ในการชกัน าใหเ้กิดการกลายพนัธ์ุจะอยูใ่นช่วง 50 ถึง 250 เกรย ์โดย พบวา่ ปริมาณรังสีแกมมาท่ี
ระดบั 50 เกรย ์ไม่มีผลในการกระตุน้การงอก ขณะท่ี 250 เกรย ์มีผลยบัย ั้งการงอก เน่ืองจากเกิด
ความเสียหายในเน้ือเยือ่เมล็ดและความรุนแรงจะข้ึนอยูก่บัปริมาณระดบัรังสีท่ีไดรั้บ โดยค่า LD50 

คือ 425 เกรย ์ซ่ึงไม่แตกต่างกนัในสบู่ด าแต่ละพนัธ์ุ และยงัพบวา่ ลกัษณะการออกดอกและอายกุาร
เก็บเก่ียวของประชากรท่ีผา่นการฉายรังสีมีแนวโนว้ท่ีเร็วข้ึน วนัออกดอกวนัแรกจะอยูใ่นช่วง 255 
ถึง 306 วนั โดยปริมาณรังสีแกมมาท่ี 50 เกรย ์มีการออกดอกท่ีเร็วท่ีสุด และทุกระดบัท่ีฉายรังสีมี
การออกดอกท่ีเร็วกวา่ชุดควบคุม ซ่ึงสอดคลอ้งกบั Songsri et al. (2011) ท่ีพบวา่ เม่ือปริมาณรังสี
แกมมาสูงข้ึนท่ีระดบั 200 ถึง 400 เกรย ์ส่งผลใหก้ารงอกของเมล็ดสบู่ด าลดลง ซ่ึงระดบัท่ีเหมาะสม
ในการชกัน าใหเ้กิดการกลายพนัธ์ุในเมล็ดสบู่ด าจะอยูใ่นช่วง 425 ถึง 430 เกรย ์ส่วนท่ีระดบั 600 ถึง 
1000 เกรย ์จะส่งผลใหเ้กิดการตายทั้งหมด โดย LD50 อยูท่ี่ 600 เกรย ์แต่จากการศึกษาของ        
Wang et al. (2009) พบวา่ LD50 ของระดบัปริมาณรังสีแกมมาท่ีใชก้บัเมล็ดสบู่ด าจากจีนและอินเดีย
ค่อนขา้งต ่ากวา่คืออยูท่ี่ระดบั 178 ถึง 198 เกรย ์ขณะท่ี นพรัตน์ (2552) ฉายรังสีแกมมาในก่ิงปักช า
บานช่ืนเล้ือยใบด่างท่ีระดบั 10 ถึง 100 เกรย ์หลงัฉายรังสี 60 วนั พบวา่ รังสีแกมมามีผลต่อการ
เจริญเติบโตของบานช่ืนเล้ือยใบด่าง ซ่ึงเม่ือปริมาณรังสีสูงข้ึนมีผลใหอ้ตัราการเจริญเติบโตใน
ลกัษณะความสูง ความกวา้งทรงพุม่และจ านวนก่ิงแขนงลดลง และปริมาณรังสีท่ี 19 เกรย ์ส่งผลให้
เปอร์เซ็นตก์ารเจริญเติบโตดา้นความสูงลดลง 50 เปอร์เซ็นต ์(GR50) ผลท่ีเกิดข้ึนจากการฉายรังสี
แกมมาในส่วนต่าง ๆ ของพืช และในพืชแต่ละชนิด ผลท่ีไดอ้าจมีความแตกแตกต่างกนัเน่ืองมาจาก
ความทนทานต่อรังสีของพืชชนิดต่าง ๆ หรือของส่วนต่าง ๆ ของพืชแตกต่างกนั และการฉายรังสี
แกมมาเป็นการชกัน าให้เกิดการกลายแบบสุ่ม โดยอาจมีผลต่อกระบวนการเมตาบอลิซึม รวมทั้ง
การสังเคราะห์ดีเอ็นเอดว้ย (Shah et al., 2008) 
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3.  ตรวจสอบความแปรปรวนทางพนัธุกรรมของต้นสบู่ด าจากการเพาะเลีย้งเนือ้เยือ่และกิง่ปักช า
หลงัการฉายรังสีแกมมาโดยใช้เทคนิคเอเอฟแอลพ ี(AFLP)  

 
3.1  ตรวจสอบความแปรปรวนทางพนัธุกรรมของตน้สบู่ด าท่ีพฒันาจากแคลลสัท่ีไดรั้บ

รังสีแกมมาแบบเฉียบพลนั 
 
ตรวจสอบความเปล่ียนแปลงทางพนัธุกรรมของตน้สบู่ด าท่ีไดรั้บรังสีดว้ยเทคนิค

เอเอฟแอลพี ใชคู้่ไพรเมอร์ทั้งหมด 35 คู่ โดยมี 10 คู่ไพรเมอร์ ท่ีใหแ้ถบดีเอ็นเอท่ีเป็นโพลีมอร์ฟิซึม 
พบวา่ ในตน้ท่ีไดรั้บรังสีเกิดแถบดีเอ็นเอจ านวนทั้งหมด 1,227 แถบ ท่ีระดบัปริมาณรังสี 20 เกรย ์
ใหแ้ถบดีเอ็นเอท่ีเป็นโพลีมอร์ฟิซึมมากท่ีสุด คือ 325 แถบ ส่วนท่ีรังสี 10 เกรย ์ใหแ้ถบดีเอ็นเอท่ีเป็น
โพลีมอร์ฟิซึมนอ้ยท่ีสุด คือ 273 แถบ ส่วนท่ี 30 และ 40 เกรย ์ใหแ้ถบดีเอน็เอท่ีเป็นโพลีมอร์ฟิซึม
เท่ากบั 316 และ 313 ตามล าดบั (ตารางท่ี 10) การเกิดโพลีมอร์ฟิซึมไม่ไดผ้นัแปรตรงตามปริมาณ
รังสีท่ีสูงข้ึน อาจเน่ืองจากเม่ือปริมาณรังสีท่ีสูงข้ึนจะท าใหเ้ปอร์เซ็นตค์วามอยูร่อดลดลง ตน้ท่ี
พฒันาข้ึนภายหลงัส่วนใหญ่จึงเป็นตน้ท่ีมีการเปล่ียนแปลงทางพนัธุกรรมนอ้ย ท าใหก้ารเกิด        
โพลีมอร์ฟิซึมเกิดนอ้ย แมจ้ะใชร้ะดบัรังสีท่ีสูงข้ึนก็ตาม   
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ตารางที ่10  จ  านวนแถบดีเอ็นเอท่ีเกิดจากยอดท่ีพฒันาจากแคลลสัท่ีไดรั้บการฉายรังสีระดบัต่าง ๆ แบบ 
 เฉียบพลนั โดยวเิคราะห์ดว้ยเทคนิคเอเอฟแอลพี 

 

คู่ไพรเมอร์ 
แถบ DNA ทั้งหมด 
ท่ีเป็นโพลีมอร์ฟิซึม 

จ านวนแถบดีเอ็นเอเป็นโพลีมอร์ฟิซึมท่ีปริมาณรังสี
ระดบัต่าง ๆ  

10 เกรย ์ 20 เกรย ์ 30 เกรย ์ 40 เกรย ์
CAG/GTA 146 34 36 39 37 
CAG/GTC 113 26 30 29 28 
CGT/GTA 77 17 21 21 18 
CGT/GTC 61 12 19 16 14 
TAC/GCC 173 38 41 50 44 
TAC/GTA 211 48 54 53 56 
TAC/GTC 120 32 31 28 29 
TCG/GCC 122 19 37 34 32 
TCG/GTA 117 27 34 28 28 
TCG/GTC 87 20 22 18 27 

รวม 1,227 273 325 316 313 
 

3.2  ตรวจสอบความแปรปรวนทางพนัธุกรรมของก่ิงปักช าหลงัไดรั้บรังสีแกมมาแบบ
เร้ือรัง  

 
ตรวจสอบความเปล่ียนแปลงทางพนัธุกรรมของก่ิงสบู่ด าท่ีไดรั้บรังสีแกมมาดว้ย

เทคนิคเอเอฟแอลพี โดยใชคู้่ไพรเมอร์ทั้งหมด 35 คู่ โดยมี 10 คู่ไพรเมอร์ ท่ีใหแ้ถบดีเอ็นเอท่ีเป็น  
โพลีมอร์ฟิซึม โดยตน้ท่ีไดรั้บรังสีทุกอตัราและทุกรูปแบบของการให้รังสีเกิดแถบดีเอ็นเอรวม
ทั้งส้ินจ านวน 550 แถบ ตน้ท่ีใหแ้ถบดีเอ็นเอท่ีเป็นโพลีมอร์ฟิซึมมากท่ีสุด ตน้หมายเลขท่ี 18 ซ่ึง
ไดรั้บรังสีแกมมาแบบเร้ือรังจ านวน 2 คร้ัง คือ ท่ีระดบั 20 เกรย ์และ 150 เกรย ์ตามล าดบั โดยให้
แถบดีเอ็นเอท่ีเป็นโพลีมอร์ฟิซึม 34 แถบ ส่วนตน้หมายเลขท่ี 7 ซ่ึงไดรั้บรังสีแกมมาแบบเร้ือรัง
จ านวน 2 คร้ัง คือ ท่ีระดบั 10 เกรย ์และ 50 เกรย ์ตามล าดบั ใหแ้ถบดีเอ็นเอท่ีเป็นโพลีมอร์ฟิซึมนอ้ย
ท่ีสุด คือ 21 แถบ (ตารางท่ี 11) การฉายรังสีแบบเร้ือรังในก่ิงปักช าสบู่ด าทั้งการฉายเพียงคร้ังเดียว 
และการฉาย  2 คร้ัง แบบฉายซ ้ า ไม่ท าใหเ้กิดการตายในก่ิงปักช า ทุกก่ิงสามารถเจริญเติบโตเป็นตน้
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ท่ีสมบูรณ์ได ้อาจเน่ืองจากปริมาณรังสีแกมมาท่ีใชมี้ระดบัท่ีต ่ากวา่ค่า LD50 ของก่ิงปักช าสบู่ด ามาก 
ดงันั้นจากการทดลองเม่ือให้ปริมาณรังสีท่ีสูงข้ึนกบัก่ิงปักช า พบวา่ โพลีมอร์ฟิซึมไมไ่ดเ้พิ่มข้ึนตาม 
โดยเฉพาะเม่ือฉายรังสีเพียงคร้ังเดียว แต่มีแนวโนม้เพิ่มข้ึนเม่ือปริมาณรังสีรวม (จากการฉายรังสี 2 
คร้ัง) เพิ่มข้ึน ก่ิงปักช าทุกก่ิงท่ีรอดชีวติมกัเป็นตน้ท่ีเกิดการเปล่ียนแปลงทางพนัธุกรรมนอ้ย ดงันั้น
ตน้ท่ีรอดจึงเป็นตน้ท่ีค่อนขา้งปกติ ซ่ึงถา้เพิ่มปริมาณรังสีใหสู้งข้ึนจนถึงระดบั LD50 อาจจะส่งผลให้
การกลายเกิดเพิ่มมากข้ึนและจะสามารถตรวจพบโพลีมอร์ฟิซึมเพิ่มมากข้ึนเช่นกนั  

 
ตารางที ่11  จ  านวนแถบดีเอ็นเอท่ีเกิดจากการวเิคราะห์ดีเอน็เอดว้ยเทคนิคเอเอฟแอลพีจากดีเอ็นเอ 

 ของก่ิงสบู่ด าพนัธ์ุโคราชท่ีไดรั้บการฉายรังสีแบบเร้ือรังท่ีปริมาณรังสีต่าง ๆ 
 

 
 
จากการตรวจสอบการเปล่ียนแปลงพนัธุกรรมของแคลลสัและก่ิงปักช าท่ีไดรั้บการฉายรังสี

แกมมาดว้ยเทคนิคเอเอฟแอลพี พบวา่ จ  านวนโพลีมอร์ฟิซึมท่ีเกิดข้ึนระหวา่งแคลลสัและก่ิงปักช าท่ี
ผา่นการฉายรังสีมีจ านวนต่างกนัมาก และใชคู้่ไพรเมอร์ในการตรวจสอบต่างกนั เน่ืองจากคุณภาพ
ของดีเอน็เอเร่ิมตน้ท่ีน ามาใชต่้างกนั โดยพบวา่ยอดท่ีพฒันามาจากแคลลสัมียางนอ้ยมาก และเม่ือ
น ามาสกดัดีเอ็นเอ จะไดดี้เอ็นเอท่ีมีความบริสุทธ์ิมากวา่ดีเอน็เอท่ีสกดัจากยอดของก่ิงปักช า
เน่ืองจากยอดของก่ิงปักช ามียางภายในเน้ือเยือ่เร่ิมตน้จ านวนมาก เม่ือยอดน ามาสกดัดีเอ็นเอ อาจมี
การปนเป้ือนของยาง ดีเอน็เอท่ีไดจึ้งมีความบริสุทธ์ินอ้ยกวา่ และเม่ือน าดีเอ็นเอท่ีไดม้าตรวจสอบ
ดว้ยเทคนิคเอเอฟแอลพีท าใหค้วามสามารถในการท าปฏิกิริยาของไพรเมอร์แต่ละคู่แตกต่างกนั 
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ชนิดของคู่ไพรเมอร์ท่ีเหมาะสมในการตรวจสอบการเปล่ียนแปลงทางพนัธุกรรมรวมทั้งจ  านวน   
โพลีมอร์ฟิซึมท่ีเกิดข้ึนจึงแตกต่างกนั 

 
การตรวจพบโพลีมอร์ฟิซึมนั้นแสดงวา่ตน้สบู่ด าท่ีไดรั้บการฉายรังสีมีความแปรปรวนทาง

พนัธุกรรมเกิดข้ึน อาจเกิดการเปล่ียนแปลงเบสอนัเน่ืองมาจากรังสีแกมมา ในต าแหน่งท่ีเป็น
ต าแหน่งจดจ าของเอนไซม ์ท าใหส้ามารถหรือไม่สามารถเพิ่มปริมาณช้ินดีเอ็นเอ มีผลท าใหข้นาด
ของช้ินดีเอ็นเอท่ีสังเคราะห์ไดเ้ปล่ียนแปลงไป (สุรินทร์, 2545 ; Kokotovic et al., 1999) การชกัน า
ใหเ้กิดการกลายพนัธ์ุโดยใชรั้งสีเม่ือยนีหรือโมเลกุลของดีเอน็เอไดรั้บรังสี จะเกิดการเปล่ียนแปลง
ทางเคมีรวมทั้งการเปล่ียนแปลงทางโครงสร้างของโมเลกุลได ้(อรุณี, 2530) 
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สรุปและข้อเสนอแนะ 
 

สรุป 
 

กา้นใบอ่อนมีความสามารถในการชกัน าใหเ้กิดเป็น compact callus ไดดี้กวา่กา้นดอกอ่อน 
โดยสูตรอาหารท่ีเหมาะสม คือ อาหารแขง็สูตร MS ท่ีมี TDZ 0.4 มิลลิกรัมต่อลิตร ชกัน าใหเ้กิด 
compact callus ได ้84.38% และแคลลสัท่ีสภาวะดงักล่าวสามารถชกัน าใหเ้กิดยอดจ านวนมากบน
อาหารแขง็สูตร MS ท่ีมี BA 2 มิลลิกรัมต่อลิตร ไดย้อดเฉล่ีย 6.62 ยอด 

 
จากการใหรั้งสีแกมมาแบบเฉียบพลนักบัแคลลสัสบู่ด าในสภาพปลอดเช้ือ มีผลท าใหต้น้

สบู่ด าตายเม่ือไดรั้บปริมาณรังสีตั้งแต่ 10 เกรย ์ข้ึนไป หลงัไดรั้บการฉายรังสีแกมมาแบบเฉียบพลนั 
เป็นระยะเวลา 60 วนั และปริมาณรังสี 30-40 เกรย ์ท าใหต้น้สบู่ด าบางตน้มีลกัษณะใบท่ีผดิปกติ
และใบมีสีเหลือง และจากการใหรั้งสีแกมมาแบบเร้ือรังกบัก่ิงปักช าสบู่ด า ท่ีระดบั 0-150 เกรย ์ไม่
ส่งผลใหเ้กิดการตาย แต่มีผลท าใหล้กัษณะทางสัณฐานบางลกัษณะท่ีเปล่ียนแปลงไป ไดแ้ก่ 
ลกัษณะใบด่าง กา้นแดง รูปร่างลกัษณะของใบท่ีเปล่ียนแปลง รวมถึงความยาวก่ิงท่ีเพิ่มข้ึนหรือสั้น
ลงเม่ือเปรียบเทียบกบัชุดควบคุมโดยเฉพาะอยา่งยิง่ลกัษณะการออกดอกท่ีเร็วข้ึน โดยตน้สบู่ด าท่ี
ไดรั้บการฉายรังสีแกมมาแบบเร้ือรัง ท่ีระดบั 20 เกรย ์เพียงคร้ังเดียวมีการออกดอกเร็วท่ีสุดและเร็ว
กวา่ชุดควบคุมตน้แรกท่ีออกดอก 11 วนั 

 
เม่ือตรวจสอบความแปรปรวนทางพนัธุกรรมของตน้สบู่ด าท่ีไดรั้บรังสีท่ีปริมาณต่าง ๆ  

ดว้ยเทคนิคเอเอฟแอลพีโดยใชคู้่ไพรเมอร์ทั้งหมด 35 คู่ไพรเมอร์ มีคู่ไพรเมอร์ 10 คู่ ท่ีใหแ้ถบดีเอ็น
เอท่ีเป็นโพลีมอร์ฟิซึม แสดงวา่ตน้สบู่ด าท่ีไดรั้บการฉายรังสีมีความแปรปรวนทางพนัธุกรรม
เกิดข้ึน  
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ข้อเสนอแนะ 
 

การฉายรังสีแกมมาแบบเฉียบพลนักบัแคลลสัสบู่ด าในระดบัท่ีสูงกวา่หรือใกลเ้คียงค่า LD50

มกัส่งผลใหย้อดท่ีไดมี้ลกัษณะแคระแกร็น ไม่สามารถชกัน าใหเ้ป็นตน้ได ้ดงันั้นถา้ตอ้งการไดต้น้
สบู่ด าท่ีผา่นการฉายรังสีและสามารถน าออกปลูกในสภาพธรรมชาติได ้ควรฉายรังสีใหก้บัแคลลสั
ในปริมาณรังสีท่ีต ่ากวา่ค่า LD50  

 

การฉายรังสีแกมมาแบบเร้ือรังใหก้บัก่ิงปักช าสบู่ด า ส่งผลใหเ้กิดการเปล่ียนแปลงลกัษณะ
ทางสัณฐานบางลกัษณะ เช่น ความยาวก่ิงท่ีสั้นลง ลกัษณะการออกดอกท่ีเร็วข้ึน ซ่ึงลกัษณะดงักล่าว
มีประโยชน์ในแง่ของการปรับปรุงพนัธ์ุ อาจใชล้กัษณะเหล่าน้ีเป็นพอ่แม่พนัธ์ุเพื่อปรับปรุงใหไ้ด้
พนัธ์ุสบู่ด าท่ีมีลกัษณะท่ีดีข้ึนต่อไป  
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ตารางผนวกที ่1  องคป์ระกอบของอาหารสังเคราะห์สูตร Murashige and Skoog (1962) 

 
ธาตุอาหาร ปริมาตร (มิลลิกรัมต่อลิตร) 
Macronutriens 
NH4NO3 
KNO3 
CaCl2.2H2O 
MgSO4.7H2O 
KH2PO4 

Micronutriens 
H3BO3 
MnSO4.H2O 
ZnSO4.7H2O 
KI 
Na2MoO4.2H2O 
CuSO4.5H2O 
CoCl2.6H2O 
Fe-EDTA solution 
Na2-EDTA 
FeSO4.7H2O 
Organic compounds 
Glycine 
Nicotinic acid 
Pyridoxine.HCl 
Thiamine.HCl 
Myo-inositol 
Other 
Sucrose 
pH 5.6-5.8 

 
1,650.000 
1,900.000 

440.000 
370.000 
170.000 

 
6.200 

22.300 
10.930 

0.830 
0.250 
0.025 
0.025 

 
37.250 
27.850 

 
2.000 
0.500 
0.500 
0.100 

100.000 
 

30,000.000 
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ประวตัิการศึกษาและการท างาน 
 
ช่ือ-นามสกุล นางสาวอญัชิสา  ปานแกว้ 
วนั เดือน ปี ทีเ่กดิ 6 ตุลาคม 2526 
สถานทีเ่กดิ จ.ยะลา 
ประวตัิการศึกษา จบการศึกษาระดบัปริญญาตรี ปีการศึกษา 2549  
 สาขาเทคโนโลยอุีตสาหกรรมเกษตร คณะวทิยาศาสตร์ประยกุต ์
 มหาวทิยาลยัเทคโนโลยพีระจอมเกลา้พระนครเหนือ 
ทุนการศึกษาทีไ่ด้รับ ทุนบณัฑิตผูช่้วยวจิยั โครงการพฒันาพนัธ์ุสบู่ด า ซ่ึงสนบัสนุนทุนวิจยัโดย  
 บริษทั โพรเทคเตอร์ นิวทริชัน่ (ประเทศไทย) จ ากดั 

 




