
 

 

 
 

 

ใบรับรองวิทยานิพนธ 
บัณฑิตวิทยาลัย  มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร 

 

                                      วิทยาศาสตรมหาบัณฑิต (เทคโนโลยีชีวภาพเกษตร) 
                                                                       ปริญญา 
 

           สาขา          ภาควิชา 
 

เร่ือง  การชักนําความแปรปรวนทางพันธุกรรมใหกับวานชักมดลูกโดยวิธีเพิม่ชุดโครโมโซม            
และกอกลายพันธุ 

 
    Induction of Genetic Variation in Curcuma xanthorrhiza Roxb. by Polyploidy and  

Mutagenesis 
  
นามผูวิจัย นางสาวจุรีภรณ  ศรีใหม 
ไดพิจารณาเห็นชอบโดย  

อาจารยท่ีปรึกษาวิทยานิพนธหลัก  

 (  ) 
อาจารยท่ีปรึกษาวิทยานิพนธรวม  

 (  ) 
                         ประธานสาขาวิชา  

 (  ) 
  

บัณฑิตวิทยาลัย  มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตรรับรองแลว 
  

 (  ) 
 คณบดีบัณฑติวิทยาลัย 

 วันท่ี  เดือน  พ.ศ.   
 

เทคโนโลยีชีวภาพเกษตร โครงการสหวิทยาการระดับบัณฑิตศึกษา 

 รองศาสตราจารยสนธิชัย  จนัทรเปรม, Ph.D. 

รองศาสตราจารยกัญจนา  ธีระกุล, D.Agr. 

 ผูชวยศาสตราจารยเสริมศิริ  จันทรเปรม, Ph.D. 

รองศาสตราจารยพงศเทพ  อัครธนกุล, Ph.D. 



 

 

1 

วทิยานิพนธ์ 
 

เร่ือง 
 

การชกัน าความแปรปรวนทางพนัธุกรรมใหก้บัวา่นชกัมดลูกโดยวธีิเพิ่มชุดโครโมโซม 
และก่อกลายพนัธ์ุ 

 
Induction of Genetic Variation in Curcuma  xanthorrhiza Roxb. by Polyploidy and Mutagenesis 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

โดย 
 

นางสาวจุรีภรณ์  ศรีใหม่ 
 
 
 
 
 
 
 

เสนอ 
 

บณัฑิตวทิยาลยั  มหาวทิยาลยัเกษตรศาสตร์ 
เพื่อความสมบูรณ์แห่งปริญญาวทิยาศาสตรมหาบณัฑิต (เทคโนโลยชีีวภาพเกษตร) 

พ.ศ.2554



 

 

1 

 จุรีภรณ์  ศรีใหม่  2554: การชกัน าความแปรปรวนทางพนัธุกรรมใหก้บัวา่นชกัมดลูกโดย
วธีิเพิ่มชุดโครโมโซมและก่อกลายพนัธ์ุ  ปริญญาวทิยาศาสตรมหาบณัฑิต 
(เทคโนโลยชีีวภาพเกษตร) สาขาเทคโนโลยชีีวภาพเกษตร โครงการสหวทิยาการระดบั
บณัฑิตศึกษา  อาจารยท่ี์ปรึกษาวทิยานิพนธ์หลกั: รองศาสตราจารยส์นธิชยั  จนัทร์เปรม, 
Ph.D.  59 หนา้ 

 
 

เพื่อชกัน าใหเ้กิดการความแปรปรวนทางพนัธุกรรมกบัวา่นชกัมดลูก ไดน้ าตน้วา่นชกั
มดลูกท่ีเพาะเล้ียงในสภาพปลอดเช้ือบนอาหารแขง็สูตร MS ท่ีเติม BA ความเขม้ขน้ 5 มิลลิกรัม
ต่อลิตร ไปฉายรังสีแกมมาแบบเฉียบพลนัท่ีระดบัความเขม้ขน้ของรังสี 0  1  2  3  4  5  6  7 และ 8   
กิโลแรด พบวา่ ปริมาณรังสีท่ีระดบัความเขม้ขน้ 5.13 กิโลแรด ท าใหต้น้วา่นชกัมดลูกตาย 50% 
หลงัไดรั้บการฉายรังสีแกมมาแบบเฉียบพลนั 60 วนั จากนั้นน าตน้วา่นชกัมดลูกออกปลูกใน
กระถางพบวา่ ท่ีปริมาณรังสี 3 กิโลแรด ล าตน้ของตน้วา่นชกัมดลูกเปล่ียนเป็นสีแดงจ านวน 2 ตน้ 
ในการทดลองใหส้ารโคลชิซินนั้นตน้วา่นชกัมดลูกท่ีไดรั้บสารโคลชิซินท่ีความเขม้ขน้ 0  0.1% 
และ 0.2% นาน 24 ชัว่โมง หรือ 48 ชัว่โมง พบวา่ มีจ  านวนปากใบเฉล่ียเท่ากบั 8.56  7.00  6.56  
6.56 และ 6.56 ต่อหน่วยพื้นท่ีตามล าดบั และตน้วา่นชกัมดลูกท่ีไดรั้บสารโคลชิซินมีขนาดของ
ปากใบใหญ่ข้ึน จากนั้นเม่ือน าตน้วา่นชกัมดลูกเหล่าน้ีไปตรวจ nuclear content โดยเคร่ือง flow 
cytometer พบวา่ มีทั้งตน้ท่ีเป็นดิพพลอยด ์และตน้ท่ีเป็น mixoploid คือตน้ท่ีเป็นทั้งดิพพลอยด์
และเตตราพลอยดใ์นตน้เดียวกนั จากการตรวจสอบความแปรปรวนทางพนัธุกรรมของตน้วา่นชกั
มดลูกท่ีไดรั้บการฉายรังสีดว้ยเทคนิคเอเอฟแอลพี โดยใชคู้่ไพรเมอร์ทั้งหมด 10 คู่ไพรเมอร์พบวา่
เกิดแถบดีเอน็เอจ านวนทั้งหมด 122 แถบ ท่ีระดบัปริมาณรังสี 2 กิโลแรด ใหแ้ถบดีเอน็เอท่ีเป็น                  
โพลีมอร์ฟิซึมมากท่ีสุด คือ 29 แถบ ส่วนท่ีรังสี 6 กิโลแรด ใหแ้ถบดีเอ็นเอท่ีเป็นโพลีมอร์ฟิซึม
นอ้ยท่ีสุด คือ 12  แถบ  ส่วนตน้ท่ีไดรั้บสารโคลชิซินไม่พบแถบดีเอ็นเอท่ีเป็นโพลีมอร์ฟิซึม 
แสดงวา่ตน้วา่นชกัมดลูกท่ีไดรั้บการฉายรังสีแกมมาแบบเฉียบพลนัมีความแปรปรวนทาง
พนัธุกรรมเกิดข้ึน  ส่วนตน้วา่นชกัมดลูกท่ีไดรั้บสารโคลชิซินไม่เกิดความแปรปรวนทาง
พนัธุกรรม เม่ือน าหวัจากตน้อาย ุ1 ปีมาวเิคราะห์ปริมาณสารส าคญัในวา่นชกัมดลูก ดว้ยวธีิ HPLC 
พบวา่หวัของตน้วา่นชกัมดลูกท่ีไดรั้บการฉายรังสีและโคลชิซิน มีปริมาณของสารส าคญับางชนิด
มากข้ึน ยกเวน้ตน้ท่ีไดรั้บปริมาณรังสี 6 และ 7 กิโลแรด และตน้ท่ีไดรั้บสารโคลชิซิน 0.2 % นาน 
24 ชัว่โมง  ท่ีมีปริมาณของสารเฉล่ียนอ้ยกวา่ตน้ควบคุม โดยตน้ท่ีไดรั้บปริมาณรังสี 3 krad มี
ปริมาณสารเฉล่ียมากท่ีสุด 
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Induction of genetic variation in Curcuma xanthorrhiza Roxb. was carried out. C. 
xanthorrhiza Roxb. was cultured in vitro on solid MS medium supplemented with 5 mg/l BA. 
The cultures were subjected to acute irradiation with gamma rays at  0,  1,  2,  3,  4,  5,  6,  7 and 
8 krad. It was found that LD(50,60d) was 5.13 krad. The irradiated plants were then transferred to 
pots. At 3 krad of irradiation, the color of leaf sheath of 2 plants turn to red color. In the 
experiment of colchicine treatment, the plants were treated with 0.1 or 0.2 % colchicine for 24 
or 48 hr. It was found that the average number of stomata per unit area were 8.56,  7.00,  6.56,  
6.56 and 6.56 for 0, 0.1 or 0.2 % colchicine for 24 hr and 0.1 or 0.2 % colchicine for 48 hr, 
respectively. The stomatal size of colchicine treated plants was also larger than the normal plant. 
Then, nuclear content was measured by flow cytometry technique, it revealed that some plants 
were diploid and some were mixoploid. To determine genetic variation induced by irradiation 
and colchicine treatment, AFLP technique with 10 primer pairs was applied. The total of 122 
DNA bands were amplified. The most polymorphic of 29 DNA bands were received from 2 
krad-plant. The least polymorphic of 12 DNA bands were received from 6 krad-plant. Whereas 
the plants treated with colchicine showed no polymorphism. It was indicated that colchicine 
treatment could not induce genetic variation in C. xanthorrhiza. To determine secondary 
metabolite from one-year-old rhizomes of irradiation and colchicine treated plants, HPLC 
technique was used. It was found that the amount of substance was increased except the 6 and 7 
krad and 0.2 % colchicines for 24 hr treated plant which possessed lower amount of the 
substance than that of the control. The highest average amount of substance was obtained from 
3 krad-plant. 
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DNA    deoxyribose nucleic acid 
HPLC High Performance Liquid Chromatography  
krad กิโลแรด 
PCR     polymerase chain reaction 
 
 



 

 

 

การชักน าความแปรปรวนทางพนัธุกรรมให้กบัว่านชักมดลูกโดยวธีิเพิม่ชุดโครโมโซม
และก่อกลายพนัธ์ุ 

 

Induction of Genetic Variation in Curcuma  xanthorrhiza  Roxb. by Polyploidy 
and Mutagenesis 

 
ค าน า 

 
เน่ืองจากในปัจจุบนัความตอ้งการใชย้ารักษาโรคมีมากข้ึน ซ่ึงเป็นผลมาจากการเพิ่มจ านวน

ประชากรอยา่งมาก ท าใหก้ารรักษาทางดา้นอ่ืน ๆ มีบทบาทมากยิง่ข้ึน นอกเหนือจากการแพทยแ์ผน
ปัจจุบนั ไดแ้ก่การแพทยท์างเลือกอ่ืน ๆ เช่น การฝังเขม็ การกดจุด รวมถึงการแพทยแ์ผนไทยท่ีมี
การใชส้มุนไพร และในปัจจุบนัยงัมีกลุ่มคนท่ีหนัมาใหค้วามส าคญักบัการดูแลสุขภาพดว้ยวธีิทาง
ธรรมชาติมากข้ึน ท าใหส้มุนไพรมีบทบาทเพิ่มข้ึนทั้งในและต่างประเทศ  

วา่นชกัมดลูกเป็นพืชสมุนไพรพื้นบา้นท่ีอยูใ่นสกุลเดียวกบัขมิ้นชนั ส่วนของรากใชแ้ก้
อาการทอ้งอืดทอ้งเฟ้อ หวัหรือเหงา้ใชรั้กษาและบ ารุงอาการต่าง ๆ ในสตรี เช่น ช่วยใหม้ดลูกเขา้อู่ 
แกป้วดมดลูก แกป้ระจ าเดือนมาไม่ปกติ (สมาคมโรงเรียนแพทยแ์ผนโบราณ ส านกัวดัพระเชตุพน
วมิลมงัคลาราม, 2520; เล่ือน, 2523; สุนทรี, 2535; บุญค ้า, 2544) แกริ้ดสีดวงทวาร (เล่ือน, 2523; 
บุญค ้า, 2544; อภิชาติ, 2550) เป็นตน้ ดว้ยคุณสมบติัดงักล่าวจึงมีการใชว้า่นชกัมดลูกเป็น
องคป์ระกอบส าคญัในยาน ้าสตรีชนิดต่าง ๆ ท่ีใชก้นัอยา่งแพร่หลาย นอกจากน้ีวา่นชกัมดลูกยงัมี
ฤทธ์ิคลา้ยฮอร์โมนเอสโตรเจน แต่มีฤทธ์ิอ่อนกวา่ ช่วยกระตุน้การแบ่งตวัของเซลลเ์ยือ่บุช่องคลอด 
เยือ่บุมดลูก และช่วยเสริมสร้างความหนาแน่นของกระดูก (Piyachaturawat et  al., 1995b, 1995c, 
1998, 1999a; Suksamrarn et al, 2008) ตา้นอนุมูลอิสระ (Niumsakul et  al., 2007) ลด
คอเลสเตอรอล กระตุน้การหลัง่น ้าดี (Piyachaturawat et  al., 1995a, 1999b; Suksamrarn et  al., 
1997) ลดการอกัเสบ (Jantaratnotai et al, 2006; Sodsai et al, 2007) เป็นตน้ วา่นชกัมดลูกจึงเป็น
สมุนไพรท่ีมีศกัยภาพสูงและน่าสนใจอีกชนิดหน่ึง และยงัเป็นวตัถุดิบท่ีส าคญัส่วนหน่ึงในการผลิต
ยาทางการแพทยแ์ผนไทย และนิยมใชอ้ยูท่ ัว่ทุกภาคของประเทศไทย ดงันั้นการปรับปรุงพนัธ์ุเพื่อ
เพิ่มคุณภาพและปริมาณสารท่ีมีฤทธ์ิทางยาใหม้ากข้ึนจึงเป็นส่ิงจ าเป็น เพื่อช่วยตอบสนองความ
ตอ้งการท่ีมีมากข้ึนตลอดเวลา และเพื่อลดระยะเวลาในการปรับปรุงพนัธ์ุลง การใช้
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เทคโนโลยชีีวภาพร่วมกบัการก่อกลายพนัธ์ุและการเพิ่มชุดโครโมโซมเป็นแนวทางหน่ึงท่ีมีโอกาส
ประสบความส าเร็จสูง 



 

 

 

วตัถุประสงค์ 

 
1. ชกัน าความแปรปรวนทางพนัธุกรรมใหแ้ก่วา่นชกัมดลูกโดยใชส้ารโคลชิซินและการ

ก่อกลายพนัธ์ุโดยใชรั้งสีแกมมา 

2. ศึกษาผลของการเพิ่มจ านวนชุดโครโมโซมโดยใชส้ารโคลชิซินและการก่อกลายพนัธ์ุ
โดยใชรั้งสีในวา่นชกัมดลูก ท่ีมีต่อปริมาณสารส าคญัในหวัวา่นชกัมดลูก 

 



 

 

 

การตรวจเอกสาร 

 
1.ว่านชักมดลูก 
 

1.1 ลกัษณะทางพฤษศาสตร์ 
 

     วา่นชกัมดลูก (Curcuma  xanthorrhiza Roxb.) จดัอยูใ่นวงศ ์Zingiberaceae สกุล 
Curcuma ชนิด xanthorrhiza  Roxb. มีช่ือพื้นเมือง ไดแ้ก่ ทรหด (กรุงเทพฯ) วา่นพระยาหวัศึก วา่น
การบูรเลือด เป็นไมล้ม้ลุก ประเภทปีเดียว (annual herb) หวัเป็นแง่งลกัษณะกลมใหญ่ เน้ือในหวัสี
ขาว ตน้และใบเหมือนขมิ้นแต่ใหญ่กวา่หลายเท่า กา้นใบสีเขียว ยาว 30-40 เซนติเมตร ลกัษณะดา้น
ในเป็นร่อง ดา้นนอกกลมนูน บริเวณของกา้นใบแผอ่อกเป็นกาบโอบหุม้กนัเป็นล าสูง 40-50 
เซนติเมตร ใบรูปรียาว ขนาดกวา้ง 12-15 เซนติเมตร ยาว 40-60 เซนติเมตร ปลายใบแหลมเป็นต่ิง 
โคนใบสอบ เส้นกลางใบดา้นบนเป็นร่อง สีเขียว แดง ใบสีเขียว ดา้นล่างนูนสีเขียวเขม้ แผน่ใบ
ดา้นบนมีสีเขียวเขม้กวา่ทางดา้นล่าง (เสง่ียม, 2519; สมาคมวา่นแห่งประเทศไทย, 2525; บุญค ้า, 
2544) วา่นชกัมดลูกสามารถเจริญเติบโตไดดี้ในดินทุกประเภท แต่จะเจริญเติบโตไดดี้ในดินร่วน
หรือดินร่วนปนทราย (ชมรมวา่นมหาเศรษฐี, 2549; โชติอนนัต,์ 2550) 

1.2  ประโยชน์และฤทธ์ิทางเภสัชวทิยา 

      วา่นชกัมดลูกเป็นพืชสมุนไพรพื้นบา้นท่ีใชห้วัหรือเหงา้รักษาและบ ารุงอาการต่าง ๆ ใน
สตรี อาจใชว้า่นชกัมดลูกเพียงชนิดเดียว หรือใชร่้วมกบัสมุนไพรตวัอ่ืนในรูปต าหรับยาในการรักษา 
วา่นชกัมดลูกมีสรรพคุณช่วยลดการอกัเสบ อาการปวดมดลูก ปวดประจ าเดือน ชกัมดลูกเขา้อู่ และ
แกม้ดลูกพิการ วธีิใชใ้หน้ าหวัวา่นชกัมดลูกมาฝานแลว้ยา่งไฟ จากนั้นน าไปดองเหลา้กิน (สมาคม
โรงเรียนแพทยแ์ผนโบราณ ส านกัวดัพระเชตุพนวมิลมงัคลาราม, 2520; เล่ือน, 2523; สุนทรี, 2535; 
บุญค ้า, 2544) หรือจะน าวา่นมาต าเป็นผงกินกบัน ้าร้อน หรือผสมกบัน ้าผึ้งป้ันลูกกลอน หรือกินสด
ช่วยรักษาโรคริดสีดวงทวารและโรคล าไส้ (เล่ือน, 2523; บุญค ้า, 2544; อภิชาติ, 2550) น าหวัวา่นมา
โขลกกบัเหลา้ขาว กรองเอาแต่น ้าด่ืมรักษาโรคไส้เล่ือน และกระบงัลมเคล่ือนในผูช้ายได ้(สมาคม
โรงเรียนแพทยแ์ผนโบราณ ส านกัวดัพระเชตุพนวมิลมงัคลาราม, 2520; บุญค ้า, 2544) นอกจากน้ียงั
มีการศึกษาองคป์ระกอบทางเคมีและฤทธ์ิทางเภสัชวทิยาของวา่นชกัมดลูก พบวา่ในหวัของวา่นชกั
มดลูกมีสารส าคญัหลายชนิด เช่น phloracetophenone glucoside ซ่ืงมีฤทธ์ิช่วยลดคอเลสเตอรอล 
กระตุน้การหลัง่น ้าดี (Piyachaturawat et  al., 1995a, 1999b; Suksamrarn et  al., 1997) สาร 
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diarylheptanoids ซ่ืงเป็น phytoestrogen ชนิดหน่ึงท่ีมีฤทธ์ิคลา้ยฮอร์โมนเอสโตรเจน แต่มีฤทธ์ิอ่อน
กวา่ ช่วยกระตุน้การแบ่งตวัของเซลลเ์ยือ่บุช่องคลอด เยือ่บุช่องมดลูก และช่วยเสริมสร้างความ
หนาแน่นของกระดูก (Piyachaturawat et  al., 1995b, 1995c, 1998, 1999a; Suksamrarn, 2008) สาร 
5-hydroxy-7-(4-hydroxyphenyl)-1-1-phenyl-(1E)-1-heptene และ 7-(3,4-dihydroxyphenyl)-5-
hydroxy-1-phenyl-(1E)-1-heptene ช่วยลดการอกัเสบ (Jantaratnotai et al, 2006; Sodsai et al, 2007) 
สาร diarylheptanoids ท่ีแยกไดจ้ากสารสกดัส่วนท่ีมีขั้วนอ้ยมีฤทธ์ิฆ่าไส้เดือนตวักลม (nematodes) 
(Jurgens et al, 1994) สารในกลุ่ม curcuminoids ช่วยตา้นอนุมูลอิสระ (สนัน่และฉตัรชยั, 2546; 
Niumsakul et  al., 2007) เป็นตน้ 
 

2. การเพาะเลีย้งเนือ้เยือ่ 

ปัจจุบนันิยมใชเ้ทคนิคการเพาะเล้ียงเน้ือเยือ่พืชในการปรับปรุงพนัธ์ุพืช เน่ืองจากช่วยลด
ระยะเวลาในการปฏิบติังาน และช่วยแกไ้ขเร่ืองความไม่สามารถรวมตวัของลกัษณะพนัธุกรรม 
(incompatible) ในขบวนการถ่ายละอองเกสร หรือการปฏิสนธิ จากการผสมขา้มระหวา่งชนิดได ้
โดยการใชเ้ทคนิคการผสมพนัธ์ุในหลอดทดลอง (in vitro fertilization) และการกูชี้พคพัภะ 
(embryo rescue) 

 การเพาะเล้ียงเน้ือเยือ่ คือ การเอาส่วนใดส่วนหน่ึงของพืช ไม่วา่จะเป็นอวยัวะ เน้ือเยือ่ เซลล์
หรือเซลลท่ี์ไม่มีผนงั (protoplast) มาเพาะเล้ียงในอาหารสังเคราะห์ ซ่ึงประกอบดว้ย แร่ธาตุ น ้าตาล 
วติามินและสารควบคุมการเจริญเติบโตในสภาพปลอดเช้ือจุลินทรีย ์และอยูใ่นสภาวะควบคุม
ส่ิงแวดลอ้ม ส่วนของพืชเหล่าน้ีมีการเจริญเติบโตและพฒันาไดห้ลายรูปแบบ คือ เป็นตน้โดยตรง 
หรือเกิดเป็นกลุ่มของเซลล ์เรียกวา่ แคลลสั  (callus) หรือ เกิดเป็นคพัภะ เรียกวา่ โซมาติกเอมบริโอ 
(somatic embryo) และเม่ือตดัเป็นช้ิน ๆ แลว้เปล่ียนอาหารก็สามารถเพิ่มปริมาณไดไ้ม่มีท่ีส้ินสุด  
ผลสุดทา้ยก็จะไดต้น้จ านวนมาก ท่ีมีลกัษณะเหมือนกนัทุกประการ (อรดี, 2539) 

การเพาะเล้ียงเน้ือเยือ่จะประสบความส าเร็จมากนอ้ยข้ึนอยูก่บัปัจจยัหลายอยา่งท่ีมีบทบาท
ควบคุมการเจริญเติบโต และการเปล่ียนแปลงของเน้ือเยือ่พืช (ไพบูลย,์ 2524) สรุปได ้ดงัน้ี 

1. ปัจจยัภายในพืช (endogenous factors) 

    1.1 ลกัษณะทางพนัธุกรรม (genotype) คือ การเจริญเติบโตของเน้ือเยื่อไปเป็นยอดหรือ
รากนั้นข้ึนอยูก่บัชนิดพืช พืชบางชนิดอาจเกิดเป็นยอดหรือรากไดง่้าย ในขณะท่ีพืชอีกชนิดหน่ึงเกิด
ไดย้าก แมจ้ะเล้ียงในอาหารท่ีเหมาะสม ซ่ึงแสดงใหเ้ห็นถึงอิทธิพลของพนัธุกรรม 



 

 

6 

6 

      1.2 สารควบคุมการเจริญเติบโตของพืช (phytohormone) ในช้ินส่วนพืช ฮอร์โมนบาง
ชนิดอาจจะช่วยส่งเสริมใหมี้การเจริญเติบโตของเน้ือเยือ่พืช และฮอร์โมนบางชนิดก็สามารถยบัย ั้ง
การเจริญเติบโตไดเ้ช่นกนั 

2.  ปัจจยัภายนอก 

2.1 แสง (light) แสงไม่มีส่วนเก่ียวขอ้งกบัการปรุงอาหารของเน้ือเยือ่ท่ีเพาะเล้ียง แต่แสง
ช่วยใหเ้น้ือเยือ่มีการพฒันาไปเป็นส่วนต่าง ๆ ของพืชได ้ซ่ึงการใหแ้สงควรพิจารณา ถึงคุณภาพของ
แสง ความเขม้ของแสง และระยะเวลาในการใหแ้สง 

2.2 อุณหภูมิ (temperature) โดยทัว่ไปอุณหภูมิท่ีเหมาะสมต่อการเจริญเติบโตของ
เน้ือเยือ่จะประมาณ 25 องศาเซลเซียส 

2.3 สารควบคุมการเจริญเติบโต (plant growth regulators) การเกิดเป็นตน้รากหรือ
แคลลสัของพืชแต่ละชนิดข้ึนอยูก่บัความสมดุลของปริมาณออกซินและไซโตไคนินในอาหาร 

3. ปัจจยัอ่ืน ๆ ไดแ้ก่ ช้ินส่วนของเน้ือเยื่อพืชท่ีน ามาเพาะเล้ียง สภาพการเพาะเล้ียงเน้ือเยื่อ
และส่วนประกอบของพืช 

ไดมี้การศึกษาวจิยัเพาะเล้ียงเน้ือเยื่อของพืชวงศขิ์ง (Zingiberaceae) โดย สิรินทร์ (2532) 
ไดท้ดลองเพิ่มปริมาณตน้ขิงในสภาพปลอดเช้ือโดยใชห้น่อจากเหงา้ของขิง พบวา่ อาหารเหลวสูตร 
MS ท่ีเติม BA 5 มิลลิกรัมต่อลิตร อุณหภูมิเพาะเล้ียง 25 ± 2 องศาเซลเซียส สามารถเพิ่มปริมาณขิง
ไดม้ากท่ีสุด 5.6 ตน้ ภายในเวลา 3 สัปดาห์ และเม่ือใชอ้าหารเหลวสูตร ปุ๋ยบีคอม (20-20-20 
ปริมาณ 3-5 กรัมต่อลิตร) ท าใหขิ้งมีอตัราการเจริญเติบโตไดใ้กลเ้คียงกนั แต่เกิดจ านวนใบนอ้ยกวา่
อาหารสูตร MS โดยการเพาะเล้ียงขิงบนอาหารเหลวไม่จ  าเป็นตอ้งใชเ้คร่ืองเขยา่ 

Malamug et al. (1991) ชกัน าใหเ้กิดแคลลสัโดยใชห้น่อขิง (Zingiber officinale Rosc.) 
พนัธ์ุ Kintoki ขนาด 1.0-1.5 เซนติเมตร ในอาหารสูตรท่ีมีธาตุอาหารหลกัของ MS และธาตุอาหาร
รองของ Ring และ Nitsh ร่วมกบัน ้าตาลทราย 20 กรัมต่อลิตร และวุน้ 8 กรัมต่อลิตร โดยใชค้วาม
เขม้ขน้ของ 2,4-dichlorophenoxy acetic acid (2,4-D) และความเขม้ขน้ของ BA แตกต่างกนั พบวา่ 
สูตรอาหารท่ีสามารถชกัน าใหเ้กิดแคลลสัจากปลายยอดไดม้ากท่ีสุดคือสูตรท่ีเติม 2,4-D 0.5 
มิลลิกรัมต่อลิตร ร่วมกบั BA 1 มิลลิกรัมต่อลิตร แคลลสัท่ีมีลกัษณะนุ่มจะถูกแบ่งแยกออกไป และ
เพิ่มปริมาณแคลลสัในอาหารสูตรเดิม  ยอดจะพฒันาข้ึนจากแคลลสัไดดี้บนอาหารสูตรท่ีเติม BA 1 



 

 

7 

7 

และ 3 มิลลิกรัมต่อลิตร และสามารถเพิ่มจ านวนยอดไดสู้งท่ีสุดในอาหารท่ีใช ้NAA 1 มิลลิกรัมต่อ
ลิตร ร่วมกบั BA 5 มิลลิกรัมต่อลิตร แต่พบวา่อตัราการเกิดของตน้ใหม่ลดลงในคร้ังท่ี 3 ของการ
เปล่ียนอาหาร การสร้างรากจะไม่ข้ึนอยูก่บัชนิดอาหารท่ีใชเ้พาะเล้ียง 
 

จุฑารัตน์ (2535) ศึกษาผลของ BA และน ้าตาลซูโครสในอาหารสูตร MS ท่ีมีผลต่อการเกิด
ยอดของขมิ้นชนั (Curcuma longa) โดยใชต้าจากเหงา้ พบวา่ อาหารสูตร MS ท่ีเติม BA 3 มิลลิกรัม
ต่อลิตร ร่วมกบัน ้าตาลซูโครส 45 กรัมต่อลิตร  ท าใหข้มิ้นชนั accession no. 06068801 มีจ านวน
ยอดเฉล่ียสูงสุดเท่ากบั 2.2 ยอดต่อตน้  และมีการเจริญเติบโตดีท่ีสุด และอาหารสูตร MS ท่ีเติม BA 
3 มิลลิกรัมต่อลิตร ร่วมกบัน ้าตาลซูโครส 30 กรัมต่อลิตร ท าใหข้มิ้นชนั accession no. 15038802 มี
จ านวนยอดเฉล่ียสูงสุดเท่ากบั 2.9 ยอดต่อตน้ และมีการเจริญเติบโตดีท่ีสุด หลงัจากเพาะเล้ียง
เน้ือเยือ่เป็นเวลา 2 เดือน 

ช่อแกว้ (2548) ศึกษาชนิดและความเขม้ขน้ของฮอร์โมนท่ีเหมาะสมในการขยายพนัธ์ุของ
ขมิ้นชนัและวา่นนางค าในสภาพปลอดเช้ือ โดยน าส่วนของล าตน้ของขมิ้นชนัและวา่นนางค าใน
สภาพปลอดเช้ือมาเพาะเล้ียงบนอาหารสูตร Murashige และ Skoog (1962)  ท่ีเติม kinetin หรือ BA 
ท่ีระดบัความเขม้ขน้ต่าง ๆ และ kinetin หรือ BA ท่ีระดบัความเขม้ขน้ต่าง ๆ ร่วมกบั NAA 0.5 
มิลลิกรัมต่อลิตร พบวา่ ในขมิ้นชนัท่ีเพาะเล้ียงในอาหารสูตร MS ท่ีเติม kinetin 5 มิลลิกรัมต่อลิตร 
หรือ BA 6 มิลลิกรัมต่อลิตร และอาหารสูตร MS ท่ีเติม NAA 0.5 มิลลิกรัมต่อลิตรร่วมกบั kinetin 4 
มิลลิกรัมต่อลิตร หรือ BA 2 มิลลิกรัมต่อลิตร ใหค้วามสูงตน้โดยเฉล่ียมากท่ีสุด คือ 3.3, 3.0, 3.2, 
3.15 เซนติเมตรตามล าดบั และปริมาณรากเฉล่ียมากท่ีสุดคือ 8, 7.4, 6, 7.6 รากต่อตน้ตามล าดบั 
ปริมาณหน่อเฉล่ีย 0.25, 2.2, 1, 0.8 หน่อ ส่วนวา่นนางค าท่ีเพาะเล้ียงในอาหารสูตร MS ท่ีเติม 
kinetin 4 มิลลิกรัมต่อลิตร หรือ BA 5 มิลลิกรัมต่อลิตร และอาหารสูตร MS ท่ีเติม NAA 0.5 
มิลลิกรัมต่อลิตรร่วมกบั kinetin 1 มิลลิกรัมต่อลิตร หรือ BA 1 มิลลิกรัมต่อลิตร ใหค้วามสูงตน้โดย
เฉล่ียมากท่ีสุด คือ 3.25, 3.1, 3, 3.1 เซนติเมตรตามล าดบั และปริมาณรากเฉล่ียมากท่ีสุดคือ 7.6, 7.2, 
9, 7.5 รากต่อตน้ตามล าดบั ปริมาณหน่อเฉล่ีย 1, 1.2, 0.8, 0.4 หน่อ ตามล าดบั 

3. การกลายพนัธ์ุของพชื 

 การกลายพนัธ์ุ คือ การเปล่ียนแปลงของสารพนัธุกรรมภายในเซลล ์การกลายพนัธ์ุอาจ
เก่ียวขอ้งกบัการสูญหายไปของส่วนของยนี หรือการเปล่ียนแปลงโครงสร้างภายในยนี เรียกวา่ การ
กลายพนัธ์ุของยนี (gene mutation) ส่วนการกลายพนัธ์ุท่ีเก่ียวขอ้งกบัการแลกเปล่ียนส่วนของ
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โครโมโซม การสูญหายไปหรือการเพิ่มเขา้มาของส่วนของโครโมโซมท่ีครอบคลุมมากกวา่หน่ึงยนี 
เรียกวา่ การกลายพนัธ์ุของโครโมโซม (chromosome mutation) (สิรนุช, 2540) 

3.1 การกลายพนัธ์ุของยนี 

   เป็นการเปล่ียนแปลงทางเคมีของยนีท่ีเก่ียวขอ้งกบันิวคลีโอไทด ์(nucleotide base) เพียง
ไม่ก่ีโมเลกุล ในยนีหน่ึง ๆ สามารถท าใหข้่าวสารทางพนัธุกรรมของยนีนั้นต่างไปจากเดิม การกลาย
พนัธ์ุของยนีแบ่งตามการเกิดได ้2 ชนิด คือ  

3.1.1 การกลายพนัธ์ุแบบเฟรมชิพต ์(frameshift mutation)  

   การเพิ่มหรือขาดหายไปของนิวคลีโอไทดจ์ากโมเลกุลดีเอน็เอเพียง 1 โมเลกุล 
ท าใหก้รอบการอ่านของรหสัท่ีละ 3 โมเลกุล เปล่ียนไปจากเดิม เป็นผลให้โปรตีนท่ีสร้างจากยนี
ดงักล่าวผดิไปจากเดิม ท าให้ไม่สามารถท างานไดเ้หมือนเดิม หรือท างานไม่ไดเ้ลย 

3.1.2 เบสซบัสติติวชนั (base substitution) 

     การเปล่ียนแปลงท่ีเกิดข้ึนจากการแทนท่ีคู่เบส มีการเขา้แทนท่ีคู่ของเบสดว้ยเบส
อ่ืนในกลุ่มเดียวกนั เรียกวา่ ทรานซิชนั (transition) ส่วนการเปล่ียนแปลงแบบสลบัคู่ของเบสท่ีต่าง
กลุ่มกนั เรียกวา่ ทรานสเวอร์ชนั (transversion) การกลายพนัธ์ุของยนีแบบเบสซบัสติติวชนั มีช่ือ
เรียกอีกอยา่งหน่ึงวา่ การกลายพนัธ์ุเฉพาะจุด (point mutation)  

3.2 การกลายพนัธ์ุของโครโมโซม คือ การเปล่ียนแปลงจ านวนหรือโครงสร้างของ
โครโมโซม  

3.2.1 การเปล่ียนแปลงโครงสร้างของโครโมโซม (changes in the structure of  
chromosome)  

   ไดแ้ก่ การขาดหายไปของส่วนของโครโมโซม (deletion หรือ deficiency) ท าให้
ยนีจ านวนหน่ึงขาดหายไปดว้ย หรือการท่ีมียนีหรือส่วนของโครโมโซมเพิ่มเขา้มามากกวา่ปกติ 
(duplication) หรือเกิดการเปล่ียนแปลงกลบัทิศทางของส่วนของโครโมโซม (inversion) หรือเกิด
การยา้ยสลบัท่ีระหวา่งส่วนของโครโมโซมท่ีต่างคู่กนั (translocation) การเปล่ียนแปลงดงักล่าวน้ี มี
ผลมากนอ้ยต่างกนัไปข้ึนอยูก่บัชนิดของยนี และจ านวนยีนท่ีเก่ียวขอ้ง    
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3.2.2  การเปล่ียนแปลงจ านวนโครโมโซม (changes in the number of chromosomes) 

    เกิดจากความผดิปกติในกระบวนการแบ่งเซลลแ์บบไมโอซิส (meiosis) โดยท่ี
โครโมโซมท่ีเป็นคู่กนัคู่ใดคู่หน่ึงไม่แยกจากกนั เรียกวา่ นอนดิสจงัชนั (nondisjunction) หรืออาจ
เกิดจากการยบัย ั้งการเคล่ือนท่ีของโครโมโซมไปยงัขั้วของเซลลใ์นระยะแอนาเฟส (anaphase) ท า
ใหเ้ซลลสื์บพนัธ์ุบางเซลลมี์จ านวนโครโมโซมเพิ่มข้ึน และบางเซลลมี์จ านวนโครโมโซมนอ้ยกวา่
ปกติ เม่ือมีการผสมพนัธ์ุระหวา่งเซลลสื์บพนัธ์ุปกติหรือผิดปกติดว้ยกนัก็ตาม ท าใหไ้ดต้น้ลูกท่ีเกิด
ใหม่มีความผดิปกติในจ านวนโครโมโซม  (สิรนุช, 2540) 

การชกัน าใหเ้กิดการกลายพนัธ์ุในพืชเป็นวธีิการท่ีท าใหเ้กิดการเปล่ียนแปลง
ทางพนัธุกรรมและไดพ้ืชพนัธ์ุใหม่เร็วข้ึน และสามารถถ่ายทอดไปยงัชัว่ต่อไปได ้ปกติแลว้การ
กลายพนัธ์ุสามารถเกิดข้ึนเองตามธรรมชาติไดแ้ต่มีอตัราต ่า จึงมีการกระตุน้เพื่อใหเ้กิดการกลาย
พนัธ์ุในอตัราสูงและในระยะเวลาท่ีรวดเร็วข้ึน ซ่ึงท าไดโ้ดยการใชรั้งสีหรือสารเคมี (ไพบูลย,์ 2524) 
พนัธ์ุกลายท่ีไดจ้ากการเหน่ียวน าท่ีเกิดข้ึนในพืชนั้นสามารถน ามาใชป้ระโยชน์ได ้2 ทาง คือ 

1. การใชป้ระโยชน์โดยตรง (direct use) พนัธ์ุกลายท่ีมีลกัษณะดี สามารถน ามา
ขยายพนัธ์ุส่งเสริมไดท้นัที เหมาะสมกบัพืชท่ีมีการปรับปรุงพนัธ์ุยงัไม่ไดร้ะดบัสูงสุด ในการใช้
รังสีหรือสารเคมีเหน่ียวน าให้เกิดการกลายพนัธ์ุสามารถเพิ่มความแปรปรวนทางพนัธุกรรมไดง่้าย 
ท าใหไ้ด ้จีโนไทดใ์หม่ ๆ ออกมาและน าไปใชเ้ป็นพนัธ์ุใหม่ไดโ้ดยตรง ในระยะเวลาค่อนขา้งสั้น 

2. การใชป้ระโยชน์ทางออ้ม (indirect use) พนัธ์ุกลายท่ีมีลกัษณะท่ีสนใจ แต่ยงั
ไม่ดีพอท่ีจะน ามาขยายเป็นพนัธ์ุโดยตรง เน่ืองจากยงัมีลกัษณะอ่ืน ๆ ท่ีไม่ตอ้งการอยูด่ว้ย อาจน า
พนัธ์ุกลายน้ีไปใชใ้นการปรับปรุงพนัธ์ุโดยการผสมพนัธ์ุ (cross breeding) เพื่อถ่ายทอดลกัษณะท่ี
ตอ้งการเขา้ไปยงัพืชท่ีจะปรับปรุง เน่ืองจากขาดลกัษณะท่ีดีบางอยา่ง 

  ความผดิปกติต่าง ๆ ท่ีเกิดข้ึนภายในเซลลเ์ม่ือไดรั้บการก่อกลายพนัธ์ุแลว้ 
จะส่งผลกระทบต่อโครงสร้างและหนา้ท่ีของเซลล ์การเปล่ียนแปลงจะเกิดข้ึนมากหรือนอ้ยข้ึนอยู่
กบัปริมาณของการก่อกลายพนัธ์ุท่ีไดรั้บและชนิดของเซลล ์เป็นตน้ 

3.3 การเหน่ียวน าใหพ้ืชกลายพนัธ์ุดว้ยสารเคมีก่อกลายพนัธ์ุ  

     สารก่อกลายพนัธ์ุ (mutagens) คือ สารเคมีท่ีสามารถเหน่ียวน าใหเ้กิดการกลายพนัธ์ุใน
ส่ิงมีชีวติได ้ซ่ึงสารโคลชิซินใชใ้นการเพิ่มจ านวนโครโมโซม การปรับปรุงพนัธ์ุพืชโดยการชกัน า
ใหเ้พิ่มจ านวนโครโมโซม เป็นวธีิการท่ีท าใหเ้กิดการเปล่ียนแปลงลกัษณะท่ีตอ้งการเพียง 1-2 
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ลกัษณะกบัพืชท่ีเป็นพืชปลูกเดิม สารเคมีหลายชนิดท่ีใชใ้นการเพิ่มจ านวนโครโมโซมเม่ือเซลล์
ไดรั้บสารเหล่านั้นมากกวา่ 1 ชีพจกัร (cell cycle) แลว้จ านวนโครโมโซมอาจเพิ่มข้ึนไดโ้ดยไม่เกิด
การแบ่งเซลล ์(Griesbach, 1987) สารเคมีท่ีนิยมใชก้นัอยา่งกวา้งขวางคือ โคลชิซิน (colchicine) ซ่ึง
พบในดองดึง (Gloriosa superba) และโคลชิคมั (Colchicum autumnale) จดัอยูใ่นวงศ ์Lilliaceae 
ซ่ึง Popovic and Gasic (1993) รายงานวา่โคลชิคมัเป็นพืชป่าในแถบทะเลเมดิเตอเรเน่ียน มีสารอลั
คาลอยด ์28 ชนิด พบในส่วนของหวัและเมล็ด สารอลัคาลอยดส่์วนใหญ่คือสารโคลชิซินซ่ึงมี
ลกัษณะเป็นผลึกรูปเขม็สีเหลืองอ่อน โคลชิซินบริสุทธ์ิซ่ึงมีสูตรโครงสร้างทางเคมี C22H25NO6 จะมี
ลกัษณะเป็นผลึกรูปเขม็ไม่มีสี สามารถละลายไดง่้ายในแอลกอฮอล ์คลอโรฟอร์ม และน ้าเยน็ มี
ประโยชน์ทางการแพทยใ์ชใ้นการรักษาโรคเก๊าท ์

 สารโคลชิซิน มีคุณสมบติัในการยบัย ั้งการสร้างสายสปินเดิล (spindle fiber) ในระยะท่ีมี
การแบ่งเซลลแ์บบไมโตซีส เรียกวา่ C-mitotic agent โดยสารโคลชิซินจะไปรวมกบัองคป์ระกอบท่ี
เป็นโปรตีนของไมโครทิวบูล (microtubule) ภายในเซลล ์ท าใหไ้มโครทิวบูลไม่สามารถต่อกนัเป็น
สายสปินเดิลท่ีจะช่วยดึงโครโมโซมใหแ้ยกออกจากกนัในระยะเมตาเฟส (metaphase) ได ้
โครโมโซมจึงไม่เคล่ือนท่ีเขา้สู่ขั้วเซลล ์ท าใหมี้จ านวนเพิ่มข้ึนอีกเท่าตวั (สิรนุช, 2536; อมรา, 2536) 

 มีรายงานการวิจยั การใชโ้คลชิซินในการชกัน าใหเ้กิดการกลายพนัธ์ุของพืช เพื่อใหมี้
จ านวนชุดโครโมโซมเพิ่มข้ึนได ้เช่น 
 

 Chen and Coeden-kallemeyn (1979) ศึกษาการชกัน าแคลลสัของ Daylily ใหเ้พิ่มจ านวน
โครโมโซมดว้ยโคลชิซิน เพื่อใหไ้ดต้น้เตตราพลอยดโ์ดยเพาะเล้ียงแคลลสับนอาหารสูตร MS ท่ีเติม 
2,4-D 1 มิลลิกรัมต่อลิตร ในสภาพมืด อุณหภูมิ 12 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 3 วนั พบวา่เกิดตน้      
เตตราพลอยดท่ี์สมบูรณ์ไดม้ากกวา่ 50 เปอร์เซ็นต ์เม่ือใชโ้คลชิซินความเขม้ขน้ 20 มิลลิกรัมต่อลิตร 
ซ่ึงมีความเหมาะสมในการชกัน าใหเ้กิดการกลายพนัธ์ุ  

ปิยะดา และ อรดี (2532) ศึกษาผลของโคลชิซินต่อขิงท่ีเพาะเล้ียงในสภาพปลอดเช้ือโดยแช่
ตน้ขิงในสายละลายโคลชิซิน ความเขม้ขน้ 0-1 เปอร์เซ็นต ์เป็นเวลา 1-4 วนั พบวา่ การเพิ่มระดบั
ความเขม้ขน้และระยะเวลาในการแช่สารละลายโคลชิซิน ท าใหก้ารเจริญเติบโต และอตัราการรอด
ชีวติลดลง และท าใหเ้กิดลกัษณะผดิปกติ เช่นล าตน้อว้น ใบหนาและกวา้ง บางตน้มีลกัษณะใบด่าง
เป็นร้ิว และการแช่ตน้ขิงในสารละลายโคลชิซิน ความเขม้ขน้ 0.25 เปอร์เซ็นต ์เป็นเวลา 1 วนั และ 
0.50 เปอร์เซ็นต ์เป็นเวลา 2 วนั สามารถชกัน าใหต้น้ VM2 เป็นเตตราพลอยด ์50.0 และ 33.33 
เปอร์เซ็นต ์ตามล าดบั ส่วนตน้ VM3 ท่ีแยกจากตน้ VM2 ท่ีเป็นเตตราพลอยด ์พบวา่ เป็นตน้เตตรา
พลอยด ์60 เปอร์เซ็นต ์และเป็นตน้ดิพลอยด ์40 เปอร์เซ็นต ์
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ภาสันต ์(2540) ชกัน าตน้อ่อนกลว้ยไข่ใหก้ลายพนัธ์ุในสภาพปลอดเช้ือ โดยใชส้ารโคล
ชิซินเขม้ขน้ 0  0.5  0.75 และ 1.0 เปอร์เซ็นต ์เป็นเวลา 2.5  5.0 และ 7.5 ชัว่โมง พบวา่ เม่ือความ
เขม้ขน้ของสารเพิ่มข้ึน และระยะเวลาท่ีไดรั้บสารนานข้ึน ท าใหอ้ตัราการรอดชีวติลดลง การใชโ้คล
ชิซิน 0.5-0.75 เปอร์เซ็นต ์เป็นเวลา 7.5 ชัว่โมง ท าใหส้ามารถคดัเลือกตน้เตตราพลอยด์ (2n=4x=44) 
ได ้พบวา่มีลกัษณะผดิปกติแบบ chimera ใบหนาและมุมการกางของใบกวา้ง ปากใบมีขนาดใหญ่
แต่จ านวนปากใบต่อพื้นท่ีนอ้ยลง 

วรียทุธ (2548) ทดลองสร้างไพลท่ีมีจ านวนชุดโครโมโซมเพิ่มข้ึนโดยใชส้ารโคลชิซิน และ
หาระยะเวลาท่ีเหมาะสมท่ีสุดส าหรับการแช่หน่อไพลในสารดงักล่าว โดยการแช่หน่อไพลใน            
สารละลายโคลชิซินความเขม้ขน้ 0.2 เปอร์เซ็นต ์(w/v) ในสภาพปลอดเช้ือ นาน 24  48 และ 72 
ชัว่โมง พบวา่ ระยะเวลาท่ีใชแ้ช่สารนานข้ึนมีผลท าใหล้กัษณะใบสีเขียวเขม้กวา่ปกติ ความหนาใบ
เพิ่มข้ึน ปากใบมีขนาดใหญ่ข้ึน จ านวนปากใบต่อพื้นท่ีนอ้ยลง และจ านวนโครโมโซมเพิ่มข้ึนจาก  
ดิพลอยด ์เป็นเตตราพลอยด ์และการแช่หน่อไพลในสารละลายโคลชิซินความเขม้ขน้ 0.2 
เปอร์เซ็นต ์นาน 72 ชัว่โมง เกิดเป็นตน้โพลีพลอยดสู์งสุด  

กรภพ (2549) ศึกษาการเพิ่มชุดโครโมโซมในกระแจะจนัทร์โดยใชส้ารโคลชิซิน โดยแช่
หน่อกระแจะจนัทร์ในอาหารเหลวสูตร MS ท่ีมีสารละลายโคลชิซิน 0.2 เปอร์เซ็นต ์นาน 24  48 
และ 72 ชัว่โมง และเพาะเล้ียงในอาหาร MS ท่ีมี BA 5 มิลลิกรัมต่อลิตรในสภาพปลอดเช้ิอ จากนั้น
ยา้ยลงปลูกในกระถาง พบวา่ ตน้กระแจะจนัทร์ท่ีเป็นโพลีพลอยดมี์ลกัษณะแคระแกร็น ใบด่างหรือ
มีสีเขียวเขม้กวา่ปกติ จ านวนปากใบต่อพื้นท่ีนอ้ยลงแต่ปากใบมีขนาดใหญ่ข้ึน และมีจ านวน
โครโมโซมเพิ่มข้ึนจากดิพพลอยด ์เป็นเตตราพลอยด ์ระยะเวลาท่ี 72 ชัว่โมง ชกัน าใหเ้กิดตน้โพลี
พลอยดสู์งสุด คือ 12.5 เปอร์เซ็นต ์

สุพตัรา (2550) ศึกษาการใชส้ารโคลชิซินในวา่นชกัมดลูก พบวา่ สารโคลชิซินท าให้
ลกัษณะของวา่นชกัมดลูกเปล่ียนไป ใบมีขนาดเล็กลง สีเขียวเขม้ ใบหนาข้ึน จ านวนปากใบต่อพื้นท่ี
นอ้ยลง และความเขม้ขน้ของสารโคลชิซินท่ีเหมาะสมท่ีสุดต่อการเพิ่มชุดโครโมโซมในวา่นชกั
มดลูกในสภาพปลอดเช้ือ คือ 0.2 เปอร์เซ็นต ์นาน 24 ชัว่โมง จะสามารชกัน าใหว้า่นชกัมดลูกเกิด
เป็นโพลีพลอยดไ์ดม้ากท่ีสุด 

3.4   การเหน่ียวน าใหพ้ืชกลายพนัธ์ุดว้ยการฉายรังสี 

      คุณสมบติัท่ีรังสีสามารถชกัน าใหเ้กิดการกลายพนัธ์ุเป็นท่ีทราบกนัมานานแลว้
ตั้งแต่ปี ค.ศ.1900 โดยเร่ิมศึกษาผลของรังสีท่ีมีต่อพืช จนกระทัง่ปี ค.ศ. 1920 การศึกษาส่วนใหญ่จะ
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เนน้ผลของรังสีท่ีมีต่อลกัษณะทางสัณฐานวทิยาและทางสรีรวทิยา (Smith, 1958) จนกระทัง่ปี ค.ศ. 
1925 Muller ไดน้ ารังสีเอก็ซ์ (X-ray) มาทดลองกบัแมลงหวี ่พบวา่รังสีเอก็ซ์สามารถชกัน าใหเ้กิด
การกลายพนัธ์ุในอตัราท่ีสูงกวา่การเกิดข้ึนเองตามธรรมชาติ หลงัจากนั้นไดมี้ผูน้ ารังสีเอ็กซ์และรังสี
อ่ืน ๆ เขา้มาใชใ้นการปรับปรุงพนัธ์ุพืชกนัอยา่งแพร่หลาย  และปัจจุบนันกัปรับปรุงพนัธ์ุใหค้วาม
สนใจการปรับปรุงพนัธ์ุพืชดว้ยวธีิการชกัน าใหเ้กิดการกลายพนัธ์ุ (mutation breeding) โดยวธีิการ
ฉายรังสีเพิ่มมากข้ึนเร่ือย ๆ (Smith, 1958) 

รังสีท่ีนิยมใชใ้นการปรับปรุงพนัธ์ุพืช ไดแ้ก่ รังสีเอกซ์ และรังสีแกมมา รังสีทั้งสองชนิดมี
คุณสมบติัทางรังสีเหมือนกนั คือ เป็นรังสีคล่ืนแม่เหล็กไฟฟ้า และถูกจดัไวใ้นกลุ่มของ ionizing 
radiation แต่ต่างกนัท่ีตน้ก าเนิดของรังสีเท่านั้น รังสีแกมมามีก าเนิดจากนิวเคลียสของอะตอมใน
ขณะท่ีรังสีเอกซ์มีก าเนิดจากนอกนิวเคลียสของอะตอม (สิรนุช, 2540) นอกจากน้ีการฉายรังสีใหก้บั
ช้ินส่วนของพืช จะไม่พบรังสีท่ีเป็นอนัตรายตกคา้งอยูใ่นพืช ท าใหป้ลอดภยัต่อผูท่ี้น าพืชไปปลูก
และปฏิบติัดูแลรักษา อยา่งไรก็ตามรังสีแกมมาเป็นรังสีท่ีไดรั้บความนิยมในการน ามาใชเ้พื่อการ
กลายพนัธ์ุในพืชมากกวา่รังสีเอกซ์ เน่ืองจากรังสีแกมมามีความยาวคล่ืนต ่ากวา่จึงมีอ านาจในการ
ทะลุทะลวงผา่นวตัถุไดสู้งกวา่รังสีเอกซ์ (Wood, 1983) 

 รังสีแกมมาเป็นรังสีประเภทแม่เหล็กไฟฟ้า ท าใหเ้กิด ionization ได ้รังสีแกมมา
เกิดจากการสลายตวัของนิวเคลียสของราดิโอนิวไคลด ์ในปฏิกิริยาการสลายตวั นิวเคลียสของราดิ
โอนิวไคลด ์ ซ่ึงมีสภาพไม่เสถียร (unstable) พยายามปรับตวัใหเ้ขา้สู่สภาพเสถียร (stable) โดยการ
ปลดปล่อยพลงังานส่วนเกินออกมาในรูปรังสีแอลฟา หรือรังสีบีตา และติดตามดว้ยการสลายตวัให้
รังสีแกมมา ราดิโอนิวไคลด์ท่ีนิยมใชเ้พื่อใหรั้งสีแกมมา คือ โคบอลท์-60 (cobalt-60) และซีเซียม-
137 (cesium-137) (สิรนุช, 2540) 

 การฉายรังสีใหก้บัพืชหรือช้ินส่วนของพืชสามารถท าได ้2 วธีิ (อรุณี, 2539) คือ 

1. การฉายรังสีแบบเฉียบพลนั (acute irradiation) เป็นการใหรั้งสีปริมาณสูง ๆ 
และส้ินสุดในระยะเวลาอนัสั้น เพื่อไม่ใหพ้ืชหรือช้ินส่วนของพืชมีโอกาสซ่อมแซมความเสียหาย
ในช่วงท่ีไดรั้บรังสี  การใหรั้งสีแบบน้ีจะใหเ้ฉพาะส่วนใดส่วนหน่ึงของพืชก็ได ้ท าให้อตัราการ
กลายพนัธ์ุโดยทัว่ไปค่อนขา้งสูง ขนาดของส่วนท่ีกลาย (mutated sector) ใหญ่ ง่ายต่อการคดัเอา
ลกัษณะนั้น ๆ ออกมาได ้ตวัอยา่งเช่น การฉายรังสีเมล็ดขา้วในปริมาณรังสี 20 กิโลแรด ในเคร่ือง
ฉายรังสีแกมมาท่ีใหป้ริมาณรังสี 1 กิโลแรดต่อนาที ก็จะฉายเสร็จส้ินโดยใชร้ะยะเวลาเพียง 20 นาที 
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2. การฉายรังสีแบบโครนิก (chronic irradiation) เป็นการผอ่นระยะเวลาท่ีไดรั้บ
รังสีใหน้านออกไป โดยใหไ้ดรั้บรังสีต่อหน่วยเวลาต ่า เพื่อใหทุ้กระยะของการเจริญเติบโต หรือการ
แบ่งเซลลไ์ดรั้บรังสี การไดรั้บรังสีแบบน้ีจะเสียหายนอ้ยกวา่การไดรั้บรังสีแบบเฉียบพลนัในกรณีท่ี
ไดรั้บรังสีเป็นปริมาณท่ีเท่ากนั และส่วนกลายท่ีไดจ้ะมีขนาดเล็ก จึงเป็นการยากท่ีจะคน้หา และแยก
ส่วนท่ีกลายออกมา ตวัอยา่งเช่น การฉายรังสีเน้ือเยื่อขิงแดงในปริมาณรังสี 11 กิโลแรด ใชเ้วลาฉาย
รังสีประมาณ 3 สัปดาห์ 

รังสีแกมมาจะท าใหเ้กิดการกลายโดยรังสีจะถ่ายเทพลงังานใหก้บัเซลลพ์ืชเกิดการ
เปล่ียนแปลงทางชีวเคมีข้ึนกบัองคป์ระกอบต่าง ๆ ภายในเซลล ์โดยเฉพาะอยา่งยิง่สารพนัธุกรรม
หรือท่ีเรียกกนัวา่ยนี ซ่ึงเป็นตวัก าหนดลกัษณะต่าง ๆ ของพืช ควบคุมกิจกรรมต่าง ๆ ของเซลลพ์ืช 
เม่ือสารพนัธุกรรมเปล่ียนแปลงเน่ืองจากไดรั้บพลงังานจากรังสีแกมมา ก็จะท าใหห้นา้ท่ีท่ีสาร
พนัธุกรรมนั้นท าอยูห่รือควบคุมอยูเ่ปล่ียนแปลงไปดว้ย เม่ือเซลลน์ั้นแบ่งตวัพฒันาเป็นตน้พืชก็จะ
ไดล้กัษณะท่ีต่างไปจากเดิมเรียกวา่เกิดการกลาย  พืชท่ีมีการกลายเกิดข้ึนเรียกวา่พนัธ์ุกลาย ซ่ึง
สามารถขยายเป็นพืชพนัธ์ุใหม่ได ้เม่ือมีการกลายเกิดข้ึนเราจะทราบไดเ้ม่ือมีการเปล่ียนแปลงท่ี
ปรากฏใหเ้ห็น หรือท่ีเรียกกนัวา่เปล่ียนแปลงทางฟีโนไทป์ของพืช ลกัษณะท่ีปรากฏอาจเห็นไดด้ว้ย
ตาเปล่า เช่นการเปล่ียนแปลงของสีดอก สีใบ รูปทรงดอก รูปทรงใบ ความสูงของตน้ มีอายกุารออก
ดอกติดผลเร็วข้ึนหรือชา้ลง สามารถปรับตวัเขา้กบัสภาพแวดลอ้มบางอยา่งได ้เป็นตน้ (อรุณี, 2541) 

ผลท่ีเกิดข้ึนกบัเซลลภ์ายหลงัไดรั้บรังสี 

  ความผดิปกติท่ีเกิดข้ึนภายในเซลลเ์ม่ือไดรั้บรังสีแลว้ จะส่งผลกระทบต่อ
โครงสร้างและหนา้ท่ีของเซลล ์เช่น อาจมีผลต่อเยือ่หุม้ต่าง ๆ ภายในเซลล ์กระบวนการเมแทบอลิ
ซึม กระบวนการสังเคราะห์ภายในเซลล ์ซ่ึงจะส่งผลกระทบต่อการแบ่งเซลลด์ว้ย การเปล่ียนแปลง
จะเกิดข้ึนมากหรือนอ้ยข้ึนอยูก่บัปริมาณรังสีท่ีไดรั้บ อตัรารังสี ชนิดของเซลล ์เป็นตน้ (อรุณี,  
2541)  ผลของรังสีในระดบัเซลล ์แบ่งออกไดเ้ป็น 2 ชนิด คือ ผลต่อการแบ่งตวัของเซลล ์และผลต่อ
กระบวนการเมแทบอลิซึมของเซลล ์(สิรนุช, 2527) 

1. ผลต่อการแบ่งตวัของเซลล ์

การท่ีเซลลไ์ดรั้บรังสีปริมาณนอ้ย ๆ จะท าใหเ้กิดความล่าชา้ในการแบ่งตวัของ
เซลล ์รังสีไปท าใหมี้การลดจ านวนเซลลท่ี์ก าลงัแบ่งตวัลง เรียกวา่ ไมโตติก ดีเลย ์(mitotic delay) ซ่ึง
จะเป็นอยูใ่นช่วงหน่ึงภายหลงัเซลลไ์ดรั้บรังสี หลงัจากนั้นเซลลจ์ะเร่ิมกิจกรรมมีการแบ่งตวัใหม่
เพิ่มจ านวนเซลลโ์ดยการแบ่งตวัแบบไมโตซิสข้ึน เรียกวา่ ไมโตติก โอเวอร์ชูต (mitotic overshoot) 
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ความล่าชา้ในการแบ่งตวัของเซลล ์มีสาเหตุหลายประการ เช่น สารเคมีท่ี
เก่ียวขอ้งในการแบ่งเซลลถู์กกระทบกระเทือนโดยรังสี กระบวนการสร้างโปรตีนอาจหยดุชะงกั ไม่
มีการสร้างโปรตีนข้ึนมาใชใ้นการแบ่งเซลล ์กระบวนการเขา้มารวมกลุ่มกนัของโครโมโซม 
(chromosome assembly) ล่าชา้ลง หรือเพิ่มความเหนียว (stickiness) ใหก้บัโครโมโซม ท าให้
โครโมโซมมีความยากล าบากในการแยกจากกนัเพื่อไปสู่เซลลท่ี์เกิดใหม่ (daughter cells) อยา่งไรก็
ตามความล่าชา้ของเซลลใ์นการเขา้สู่ไมโตซิส ข้ึนอยูก่บัปริมาณรังสีทีเซลลไ์ดรั้บ และระยะของ
เซลล ์(stage of cell cycle) ในขณะไดรั้บรังสีบางระยะจะไวต่อรังสีมากกวา่ระยะอ่ืน ๆ 

รังสีในปริมาณสูง ท าใหเ้ซลลห์ยดุชะงกัการแบ่งตวัอยา่งถาวร และไม่มีการฟ้ืน
คืนกลบัมาท าหนา้ท่ีไดอ้ยา่งเดิม ในท่ีสุดเซลลจ์ะตาย เซลลอ่ื์นท่ีไม่ตายอาจแบ่งตวัเพิ่มจ านวนเขา้มา
แทนท่ีเซลลท่ี์ตายได ้ในบางกรณีพบวา่ เซลลท่ี์ผา่นการฉายรังสีสามารถแบ่งตวัตามปกติไดห้ลาย
คร้ัง หลงัจากนั้นเซลลจึ์งจะตาย 

2. ผลต่อกระบวนการเมแทบอลิซึมของเซลล์ 

การท่ีรังสีท าใหเ้กิดการเปล่ียนแปลงในกระบวนการเมแทบอลิซึมของเซลล์
น่าจะเป็นผลอนัเน่ืองจากการท่ีรังสีท าอนัตรายต่อเยื่อหุม้ต่าง ๆ ภายในเซลล ์และเอนไซม ์
ตวัอยา่งเช่น รังสีท าอนัตรายกบัเอนไซมท่ี์เก่ียวขอ้งในกระบวนการหายใจ อนัเป็นผลเน่ืองมาจาก
รังสีท าอนัตรายต่อเยื่อหุม้ไมโทคอนเดรีย ซ่ึงเอนไซมเ์กาะติดอยู ่ท  าให้เอนไซมไ์ดรั้บความ
กระทบกระเทือนดว้ย การควบคุมการเขา้ออกของสารผา่นเซลลโ์ดยวธีิแอกทีพทรานสปอร์ต 
เป็นไปอยา่งยากล าบาก เช่น เม่ือเซลลร์ากพืชไดรั้บรังสี เซลลร์ากพืชจะดูดซึมไอออนไดน้อ้ยลง 

รังสีท าใหเ้กิดการเปล่ียนแปลงโครงสร้างของโครโมโซมไดง่้าย ลกัษณะท่ี
เปล่ียนแปลงเกิดจากการท่ีโครโมโซมถูกท าใหแ้ตกหกัเน่ืองจากรังสี แลว้มีการเช่ือมต่อกนั หรืออาจ
ท าใหช้ิ้นส่วนขาดหายไป (deletion) ก็ได ้การขาดหายไปของโครโมโซมท าใหย้นีจ านวนหน่ึงขาด
หายไปดว้ย ส าหรับการเช่ือมต่อกนั ถา้เช่ือมต่อกนัเหมือนเดิมก็ไม่มีการเปล่ียนแปลงเกิดข้ึนกบั
ส่ิงมีชีวตินั้น ๆ แต่การเช่ือมอยา่งผดิปกติเช่น มีช้ินส่วนโครโมโซมเพิ่มข้ึนมา (duplication) การ
เช่ือมแบบกลบัทิศทาง (inversion) หรือเกิดการเช่ือมต่อสลบัคู่ระหวา่งโครโมโซมต่างคู่กนั 
(translocation) จะเป็นผลให้ส่ิงมีชีวตินั้น ๆ เกิดการเปล่ียนแปลงได ้การเปล่ียนแปลงน้ีจะมีผลมาก
นอ้ยต่างกนัไปข้ึนอยูก่บัชนิดของยนี และจ านวนยนีท่ีเก่ียวขอ้ง 

การใชรั้งสีกบัพืชท่ีก าลงัเจริญเติบโตอยูน่ั้นจะท าใหเ้กิดผลไดห้ลายอยา่ง คือ เกิด
การเปล่ียนแปลงทางสัณฐานวทิยา (morphological abnormalities) หรือเกิดการกลายพนัธ์ุ ท าให้
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กระบวนการ   เมแทบอลิซึมผดิปกติหรือเปล่ียนแปลงไป ยบัย ั้งการเจริญเติบโตของพืช หรือเกิดการ
ตาย ทั้งน้ีข้ึนอยูก่บัความรุนแรงของรังสีท่ีไดรั้บ ชนิดของรังสี ชนิดของพืช และอายขุองพืช เป็นตน้ 

การใหรั้งสีกบัพืชไม่วา่จะเป็นแบบโครนิกหรือแบบเฉียบพลนักบัส่วนใดส่วนหน่ึง
ของพืชหรือกบัพืชท่ีก าลงัเจริญเติบโต จะท าใหเ้กิดความผิดปกติอยา่งใดอยา่งหน่ึงหรือหลายอยา่ง
พร้อมกนัได ้ ความผดิปกติดงักล่าวอาจเป็นไปไดท้ั้งผลดีหรือผลเสีย ซ่ึงอาจเป็นประโยชน์หรือไม่
เป็นประโยชน์ในดา้นการปรับปรุงพนัธ์ุก็ได ้ความผดิปกติดงักล่าวพอแบ่งออกไดด้งัน้ี (อรุณี,  
2530) 

1. ผลของรังสีท่ีมีต่อสัณฐานวทิยาของพืช (morphological effects of radiation) 

   ความผดิปกติท่ีเกิดกบัรูปร่างลกัษณะของพืชท่ีไดรั้บรังสีอาจเกิดข้ึนกบัราก ล า
ตน้ ใบ ดอก ผล เช่น รังสีไปยบัย ั้งการแบ่งเซลลใ์นบริเวณยอด และยบัย ั้งการยดืตวัของเซลล์
บริเวณปลอ้ง ท าใหต้น้แคระแกรน 

2. ผลของรังสีท่ีมีต่อการเปล่ียนแปลงสี (color change) 

    พืชท่ีไดรั้บรังสีเอกซ์หรือรังสีแกมมามกัเกิดการเปล่ียนแปลงเก่ียวกบัสี  
โดยเฉพาะอยา่งยิง่สีใบ  เกิดปรากฏการณ์ท่ีเรียกวา่ mosaic ส่วนใหญ่เกิดข้ึนเน่ืองจากการกระจายตวั
ของคลอโรฟิลลไ์ม่สม ่าเสมอ  นอกจากน้ีอาจพบวา่ใบเปล่ียนจากสีเขียวไปเป็นสีอ่ืน ๆ เช่น  สี
เหลือง  หรือ  สีขาว เป็นตน้  การฉายรังสีกบัพืชตระกลูถัว่หรือพวกธญัพืช  มกัพบลกัษณะการกลาย
ของคลอโรฟิลลไ์ดห้ลายชนิด  นอกจากสีของใบเปล่ียนแลว้  สีของตน้และสีของดอกก็เกิดการ
เปล่ียนแปลงไดเ้ช่นเดียวกนั  การทดลองในตน้คาร์เนชัน่พบความผดิปกติในสีของดอกมากมาย
หลายชนิด 

3. ยบัย ั้งการเจริญเติบโตของพืช (growth inhibition) 

    รังสีไปยบัย ั้งการเจริญเติบโตของพืชเป็นผลจากเน้ือเยือ่เจริญถูกท าลายโดยตรง   

4. เร่งการเจริญเติบโต (growth stimulation) 

    มีรายงานวา่รังสีปริมาณต ่า ๆ สามารถไปเร่งการเจริญเติบโตของพืชได ้ ปริมาณ
รังสีท่ีไปเร่งการเจริญเติบโตไดคื้อ ปริมาณรังสีท่ีต ่ากวา่ 5000 เรินตเ์กน การแสดงออกถึงการเร่งการ
เจริญเติบโตอาจแสดงออกมาในลกัษณะต่าง ๆ เช่น ตน้พืชสูงข้ึน มีรากยาว งอกเร็ว ออกดอกเร็ว 
ผลผลิตสูง หรืออายเุก็บเก่ียวสั้นลง เป็นตน้ 
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ปริมาณรังสีท่ีเหมาะสม 

พืชแต่ละชนิดมีความไวต่อรังสีแตกต่างกนั ลกัษณะความไวต่อรังสี หรือความทนทานต่อ
รังสีข้ึนอยูก่บัปัจจยัหลายประการ นอกเหนือจากวธีิการฉายรังสี ยงัข้ึนอยูก่บัปริมาณรังสีท่ีใช ้ส่วน
ของพืชท่ีใชฉ้ายรังสี และความช้ืนของส่วนของพืชนั้น การหาปริมาณรังสีท่ีเหมาะสมของแต่พืช
เป็นส่ิงส าคญัและจ าเป็น สามารถหาปริมาณรังสีท่ีเหมาะสมไดโ้ดยท าการทดลองหาค่า LD50 (50% 
lethality) หรือ GR50 (50% growth reduction) หาเปอร์เซ็นตค์วามอยูร่อดของตน้กลา้ท่ีอาย ุ30 วนั 
หรือเปอร์เซ็นตก์ารเจริญเติบโตของตน้กลา้ท่ีอาย ุ15 วนั เปรียบเทียบเป็นเปอร์เซ็นตข์องพืชท่ีไม่
ฉายรังสี ปริมาณรังสีท่ีเหมาะสมท่ีแนะน าใชใ้นการปรับปรุงพนัธ์ุ คือ ปริมาณรังสีท่ีท าใหเ้กิดการ
ตายของตน้พืชอยูใ่นช่วง 30-50 เปอร์เซ็นต ์(LD30-LD50) หรือค่าความเจริญเติบโตอยูใ่นช่วง GR50 
(อรุณี,  2539) 

มีรายงานการวิจยัการใชรั้งสีในการปรับปรุงพนัธ์ุพืช เช่น Nagatomi et al. (1996) ศึกษา
การชกัน ากลว้ยในกลุ่ม genome AAA สายพนัธ์ุ Sanjakushu ใหเ้กิดการกลายพนัธ์ุในสภาพปลอด
เช้ือท่ีเพาะเล้ียงในอาหารสูตร MS ท่ีเติม BA 5 มิลลิกรัมต่อลิตร และ NAA 2 มิลลิกรัมต่อลิตร โดย
การฉายรังสีแกมมาท่ีปริมาณรังสี 5-480 เกรยพ์บวา่มีการกลายพนัธ์ุ ร้อยละ 34.5 และการกลายพนัธ์ุ
จะเกิดหลงัจากไดรั้บปริมาณรังสีแลว้ 4 เดือน ลกัษณะท่ีเปล่ียนแปลงคือ ใบยาวกวา่ปกติ 

Lamseejan et al (2000) น าเบญจมาศชนิด Spray พนัธ์ุ Taihei ดอกสีม่วงมาศึกษาผลของ
รังสีแกมมาร่วมกบัการเพาะเล้ียงเน้ือเยือ่ โดยเพาะเล้ียงบนอาหาร MS+BA 10 มิลลิกรัมต่อลิตร  
แลว้น ายอด (multiple shoot) ท่ีไดจ้ากการเพาะเล้ียงเน้ือเยือ่มาฉายรังสีท่ีปริมาณ 0 10 30 50 70 90 
และ 110 เกรย ์จากนั้นตดัแยกและเปล่ียนอาหารเพาะเล้ียง  จากรุ่น M1V1 ถึง M1V4  พบวา่ ยอดท่ี
ไดรั้บรังสี 50 เกรย ์จะตายภายใน 25-30 วนั  หาค่า LD50 ไดท่ี้ 14 เกรย ์และมีเพียงยอดท่ีไม่ไดรั้บ
รังสี  และไดรั้บรังสี 10 เกรยเ์ท่านั้นท่ีสามารถรอดชีวิตและเจริญเติบโตเป็นตน้ท่ีสมบูรณ์ นอกจากน้ี
ยงัพบวา่ลกัษณะสีดอกของเบญจมาศมีความผนัแปรมาก และไดสี้ใหม่ คือ สีเหลืองอ่อน 

ปรียานนัท ์(2540) ศึกษาการปรับปรุงพนัธ์ุกลว้ยน ้าวา้โดยวธีิการเพาะเล้ียงเน้ือเยือ่ร่วมกบั
การใชรั้งสีแกมมา พบวา่ปริมาณรังสีแกมมา 30 และ 40 เกรย ์จะท าใหก้ารเจริญเติบโตของตน้กลว้ย
น ้าวา้ เช่น ความสูง จ านวนใบ จ านวนราก และ จ านวนหน่อลดลง ซ่ึงอาจจะเป็นผลมาจากรังสี
แกมมาไปท าใหก้ารท างานและการแบ่งเซลลบ์ริเวณจุดเจริญผิดปกติ  รังสีปริมาณ 20 และ 30 เกรย ์
ท าใหไ้ดใ้บด่าง ล าตน้อวบ 
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สิรนุชและอรุณี (2544) น าหน่อหรือเหงา้พุทธรักษาพนัธ์ุต่าง ๆ มาฉายรังสีแกมมาแบบ
เฉียบพลนั  ปริมาณรังสีท่ีใชอ้ยูร่ะหวา่ง 15-30 เกรย ์และฉายรังสีแกมมาแบบโครนิกใหก้บั
พุทธรักษาท่ีปลูกในกระถางใชป้ริมาณรังสี 250 เกรย ์ ผลการศึกษาพบวา่ไดพ้นัธ์ุกลาย จ านวน 22 
พนัธ์ุและไดข้ึ้นทะเบียนพนัธ์ุไวก้บัมหาวทิยาลยัเกษตรศาสตร์ ซ่ึงพนัธ์ุท่ีกลายทั้ง 22 พนัธ์ุไดรั้บ
ความสนใจจากเกษตรกรเป็นอยา่งมาก โดยเกษตรกรไดน้ าไปขยายพนัธ์ุเพื่อจ าหน่ายสร้างรายได้
ต่อไป 

รุ่งนภา (2548) ทดลองชกัน าใหเ้กิดการกลายพนัธ์ุในกลว้ยไมห้วายตดัดอกพนัธ์ุเอียสกุล 
ดว้ยการฉายรังสีแกมมา โดยการน าโปรโตคอร์มท่ีเพาะเล้ียงในอาหารเหลวสูตร VW ท่ีเติมน ้า
มะพร้าว 15 เปอร์เซ็นต ์ฉายรังสีแกมมาแบบเฉียบพลนั โดยท าการฉาย 3 คร้ัง คร้ังท่ี 1 ใชป้ริมาณ
รังสีท่ี 0.5  1.0  1.5 และ 2.0 กิโลแรด คร้ังท่ี 2 ใชป้ริมาณรังสีท่ี 2  4  6  8  10  12 และ 14 กิโลแรด 
และคร้ังท่ี 3 ใชป้ริมาณรังสีท่ี 1  2  3  4  5 และ 6 กิโลแรด ผลการทดลองพบวา่ ปริมาณรังสีท่ีท าให้
โปรโตคอร์มตายเป็นจ านวน 50 เปอร์เซ็นต ์(LD50) คือปริมาณรังสีท่ี 2-3 กิโลแรด และท่ีปริมาณ
รังสีนอ้ย ๆ ไดแ้ก่ 0.5-1.0 กิโลแรด พบวา่ ตน้กลว้ยไมมี้อตัราการเจริญเติบโตสูงกวา่ตน้ปกติท่ีไม่ได้
รังสี ส่วนโปรโตคอร์มกลว้ยไมท่ี้ไดรั้บปริมาณรังสีท่ีเพิ่มสูงข้ึนมีการเจริญเติบโตท่ีลดลง และเม่ือ
น าออกปลูกในสภาพโรงเรือนและตรวจสอบตน้กลว้ยไมอ้าย ุ12 เดือนไดพ้บลกัษณะ ล าตน้อว้น
ป้อม มีสีค่อนขา้งแดง ใบมีลายเป็นร้ิวสีแดง โดยลกัษณะเหล่าน้ีปรากฏชดัในกลว้ยไมท่ี้ไดรั้บ
ปริมาณรังสีสูง ๆ ตั้งแต่ 3 กิโลแรด ข้ึนไป 

4. การตรวจสอบสายพนัธ์ุพืชโดยใช้เทคนิคเอเอฟแอลพี 

เทคนิค ampliflied fragment length polymorphism (AFLP) เป็นเทคนิคของเคร่ืองหมายดี
เอน็เอแบบหน่ึง พื้นฐานของเอเอฟแอลพี คือ การตรวจสอบช้ินดีเอน็เอท่ีตดัดว้ยเอนไซมต์ดัจ าเพาะ
โดยการเพิ่มปริมาณดว้ยปฏิกิริยาพีซีอาร์ ดงันั้นจึงรวมเอาความน่าเช่ือถือของเทคนิค อาร์เอฟแอลพี 
(restriction fragment length polymorphism) และประสิทธิภาพของเทคนิคพีซีอาร์เขา้ดว้ยกนั 
(สุรินทร์, 2545) 

การเพิ่มปริมาณช้ินดีเอน็เอดว้ยพีซีอาร์ (polymerase chain reaction ; PCR) คิดคน้โดย 
Zabeau และ Vos นกัวจิยัประเทศเนเธอร์แลนดใ์นปี ค.ศ.1993 ซ่ึงเทคนิคเอเอฟแอลพีน้ีใชเ้อนไซม์
ตดัจ าเพาะ  2 ชนิด คือ เอนไซมท่ี์มีต าแหน่งจดจ า 6 คู่เบส (EcoRI) ร่วมกบัเอนไซมท่ี์มีต าแหน่ง
จดจ า 4 คู่เบส (MseI) ท าใหไ้ดข้นาดของช้ินดีเอ็นเอพอเหมาะแลว้เช่ือมต่อกบั adapter เพื่อเป็น
ต าแหน่งท่ีจบัของไพรเมอร์ในการเพิ่มปริมาณดีเอน็เอดว้ยพีซีอาร์ 2 คร้ัง โดยคร้ังแรกใชไ้พรเมอร์ท่ี
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เพิ่มเบสเพียง 1-2 เบส และคร้ังท่ีสองใชไ้พรเมอร์ท่ีเพิ่มเบสต่อจากไพรเมอร์แรกอีก 1-2 เบส เพื่อใช้
ในการคดัเลือกเพิ่มปริมาณช้ินดีเอน็เอมีประสิทธิภาพและถูกตอ้งมากยิง่ข้ึน ดงันั้นเทคนิคเอเอฟแอล
พีจึงเป็นเทคนิคหน่ึงท่ีมีประสิทธิภาพสูงส าหรับการตรวจลายพิมพดี์เอน็เอ มีลกัษณะเป็นลายพิมพ์
แบบสุ่ม (random fingerprint) ซ่ึงใชก้บัดีเอน็เอใด ๆ ก็ได ้โดยไม่จ  าเป็นตอ้งรู้ล าดบัเบสของดีเอน็เอ
นั้น นอกจากน้ี ยงัไม่ข้ึนกบัขนาดและความซบัซอ้นของจีโนม สามารถท าไดร้วดเร็วและท าซ ้ า
ไดผ้ลคงเดิม (reproducible) มีคู่ผสมของไพรเมอร์หลายแบบท าใหเ้กิดลายพิมพท่ี์แตกต่างกนั
จ านวนมาก และในการท าปฏิกิริยาคร้ังหน่ึงสามารถตรวจสอบดีเอน็เอไดห้ลายต าแหน่งพร้อมกนั 
คือ multiplex ratio สูง มีโพลีมอร์ฟิซึมสูง (Nicola and Valeria, 2002) ในบางกรณีพบวา่เทคนิค            
เอเอฟแอลพีไม่เหมาะส าหรับใชเ้ปรียบเทียบส่ิงมีชีวติท่ีมีความแตกต่างกนัมาก ๆ เพราะจะมีแถบดี
เอน็เอท่ีเหมือนกนั (common band) จ านวนนอ้ยท าใหก้ารหาความสัมพนัธ์ทางววิฒันาการผดิพลาด
ได ้ขณะเดียวกนัเทคนิคเอเอฟแอลพีก็ไม่เหมาะส าหรับส่ิงมีชีวติท่ีมีล าดบัเบสใกลเ้คียงกนัมากเพราะ 
จะพบแถบดีเอน็เอท่ีแตกต่างกนัจ านวนนอ้ย (วิภา, 2544) 

เทคนิคเอเอฟแอลพีสามารถบอกความแตกต่างของส่ิงมีชีวติท่ีเป็นชนิดเดียวกนัแต่ต่างสาย
พนัธ์ุกนัได ้เช่น ศึกษาในถัว่พุม่ (cowpea) พนัธ์ุพื้นเมือง (Vigna unguiculata  unguiculata) (Nicola 
and Valeria, 2002) รวมถึงส่ิงมีชีวติท่ีอยูใ่นสกุลเดียวกนัแต่ต่างชนิดกนั เช่น ในการศึกษา
ความสัมพนัธ์ของพืชในสกุล Berberis ท่ีพบใน Patagonia และ Argentina มะละกอท่ีพบในฮาวาย
และออสเตรเลีย และสามารถบอกความแตกต่างระหวา่งส่ิงมีชีวติท่ีอยูใ่นวงศเ์ดียวกนัได ้เช่น 
Aggarwal et al. (1999) ไดศึ้กษาความสัมพนัธ์ระหวา่งพืชต่างชนิดในสกุล Oryza  รวมทั้ง ขา้วโพด 
ออ้ย และถัว่เหลือง โดยสามารถอธิบายววิฒันาการของพืชในสกุลน้ีวา่มีบรรพบุรุษร่วมกนัหรือมี
ความสัมพนัธ์ใกลชิ้ดกนั นอกจากน้ียงัพบวา่เทคนิคเอเฟแอลพีสามารถท่ีจะจ าแนกลกัษณะท่ีเกิด
จากการกลายพนัธ์ุได ้เช่น ตรวจสอบการกลายพนัธ์ุ และ somaclonal variation ในกลว้ย (Liscum 
and Briggs, 1995) 
 



 

 

 

อปุกรณ์และวธีิการ 

 

อุปกรณ์ 

 
1. ตน้วา่นชกัมดลูกท่ีเพาะเล้ียงในสภาพปลอดเช้ือ 

2. วสัดุและอุปกรณ์ในการเพาะเล้ียงเน้ือเยือ่และใหส้ารก่อกลายพนัธ์ุ 

2.1 เคร่ืองแกว้ต่าง ๆ  เช่น  ขวดแกว้ขนาด 4 ออนซ์  บีกเกอร์  กระบอกตวง 

2.2 หมอ้น่ึงความดนัไอ (autoclave) 

2.3 ตูอ้บ (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 และเคร่ืองเขยา่ 

2.10 เคร่ืองฉายรังสี 
 

3. วสัดุและอุปกรณ์ส าหรับการวเิคราะห์เอเอฟแอลพี 

3.1 โกร่งบดตวัอยา่ง 

3.2 เคร่ืองป่ันเหวีย่ง (centifuge)  และเคร่ือง vortex 

3.3 เคร่ือง Thermal Cycler ส าหรับท าปฏิกิริยาพีซีอาร์ 

3.4 เคร่ืองอิเล็กโทรโฟรีซิส (electrophoreis) 

3.5 อุปกรณ์เตรียมเจล (gel caster) 

3.6 เคร่ืองถ่ายรูปเจล (gel document) 

3.7 เคร่ือง denaturing polyacrylamide gel electrophoresis 
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4. วสัดุและอุปกรณ์ส าหรับการวเิคราะห์สารดว้ย HPLC 

4.1 ชุดสกดัสาร 
4.2 เคร่ือง HPLC รุ่น HP 1100 ของบริษทั Agillent Technologies 
4.3 ตูดู้ดควนั (fume hood) 

5. สารเคมี 

5.1  สารเคมีท่ีใชใ้นการเตรียมอาหารส าหรับการเพาะเล้ียงเน้ือเยือ่สูตร MS (Murashige and 
Skoog, 1962) (ตารางภาคผนวกท่ี 1)  

5.2  สารควบคุมการเจริญเติบโต 6-benzylaminopurine (BA) 
5.3  สารเคมีท่ีใชส้ าหรับก่อกลายพนัธ์ุ คือ สารโคลชิซิน (colchicine) 
5.4  สารเคมีท่ีใชใ้นการสกดัดีเอ็นเอจากพืช เช่น CTAB (cetytrimethyl 

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

5.5  สารเคมีท่ีใชใ้นการท า AFLP 

           5.5.1  สารเคมีในปฏิกิริยาการตดัดว้ยเอนไซมต์ดัจ าเพาะและการต่อดว้ย adapter  เช่น 
เอนไซม ์EcoRI, MseI, T4 ligase, EcoRI adapter, MseI adapter และ ATP เป็นตน้ 
        5.5.2  สารเคมีในปฏิกิริยาการเพิ่มปริมาณดีเอน็เอโดยเทคนิคพีซีอาร์ เช่น EcoRI  
primer, MseI primer, MgCl2, dNTP และ Taq polymerase เป็นตน้ 
        5.5.3  สารเคมีในการวเิคราะห์ดีเอน็เอโดย agarose gel เช่น agarose gel  
electrophoresis, loading dye และ 1x TBE เป็นตน้ 
        5.5.4  สารเคมีในการแยกดีเอน็เอโดย denaturing polyacrylamide gel  electrophoresis 
เช่น polyacrylamide gel, ammonium persulfate, TEMED, acetic acid, silvernitrate, sodium 
carbonate, sodiumthiosulfate, formaldehyde, sequencing dye, 5x TBE และ 0.5xTBE เป็นตน้ 

5.5.5 สารเคมีท่ีใชใ้นการวิเคราะห์ปริมาณสาร curcuminoid ดว้ยวธีิ HPLC เช่น 
methanol, acetic acid, acetonitrile, hexane  และน ้า 18 โอห์ม เป็นตน้ 

 

 

 



 

 

21 

21 

6.  ไพรเมอร์ส าหรับการท าเอเอฟแอลพีดงัตารางท่ี 1 

7.  อุปกรณ์ส าหรับปลูกพืชในสภาพธรรมชาติ ไดแ้ก่ กระบะปลูก กระถางพลาสติกขนาด
เส้นผา่นศูนยก์ลาง 8 น้ิว ทรายผสมขยุมะพร้าว ในสัดส่วน 1 : 1 ส าหรับปลูกในถาดหลุม และ ดิน :
แกลบเผา : แกลบ : ปุ๋ยคอก ในสัดส่วน 1 : 1 : 1 : 1 ส าหรับลงปลูกในกระถางขนาด 8 น้ิว 

 
วธีิการ 

1. การเพิ่มจ านวนวา่นชกัมดลูกในสภาพปลอดเช้ือ 

น าตน้วา่นชกัมดลูกในสภาพปลอดเช้ือ ตดัแยกเป็นเหงา้เพาะเล้ียงบนอาหารแขง็
สังเคราะห์สูตร MS โดยใชว้ติามินของอาหารสูตร B5 ท่ีเติม BA 5 มิลลิกรัมต่อลิตร ท่ีปรับค่าความ
เป็นกรดเป็นด่างเป็น 5.6-5.8 และน่ึงฆ่าเช้ือท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที แลว้
น าไปเพาะเล้ียงในหอ้งเล้ียงเน้ือเยื่อ อุณหภูมิ 25±2 องศาเซลเซียส และเปล่ียนอาหารทุก ๆ 1 เดือน 

 

2. การชกัน าใหเ้กิดการกลายพนัธ์ุ 

2.1   การชกัน าใหเ้กิดการกลายพนัธ์ุโดยใชรั้งสี  

ศึกษาผลของรังสีแกมมาท่ีมีต่อวา่นชกัมดลูกท่ีเล้ียงในสภาพปลอดเช้ือบนอาหาร
แขง็สังเคราะห์สูตร MS โดยใชว้ติามินของอาหารสูตร B5 ท่ีเติม BA 5 มิลลิกรัมต่อลิตร อาย ุ1 
เดือน โดยน าตน้วา่นชกัมดลูกมาฉายรังสีแกมมาแบบเฉียบพลนั ในปริมาณต่าง ๆ คือ 0  1  2  3  4  5  
6  7 และ 8 กิโลแรด แลว้น ามาเพาะเล้ียงบนอาหารแขง็สังเคราะห์สูตร MS โดยใชว้ติามินของ
อาหารสูตร B5   ท่ีเติม BA 5 มิลลิกรัมต่อลิตร ท่ีปรับค่าความเป็นกรดเป็นด่างเป็น 5.6-5.8 และน่ึง
ฆ่าเช้ือท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที แลว้น าไปเพาะเล้ียงในหอ้งเล้ียงเน้ือเยือ่ 
อุณหภูมิ 25±2 องศาเซลเซียส และเปล่ียนอาหารทุก ๆ 1 เดือน หาค่าอตัราการตายท่ี 50% (LD50) 
จากนั้นฉายรังสีท่ีระดบั นอ้ยกวา่ค่า LD50 , LD50 และมากกวา่ค่า LD50  

บนัทึกอตัราการรอดชีวติ จ านวนยอด ความสูง อตัราการรอดชีวติหลงัยา้ยปลูก 
จ านวนตน้ท่ีมีลกัษณะผดิปกติ 
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2.2 การชกัน าใหเ้กิดการกลายพนัธ์ุโดยใชส้ารโคลชิซิน 

ศึกษาผลของสารโคลชิซินท่ีมีต่อวา่นชกัมดลูก  โดยตดัตน้วา่นชกัมดลูกออกเป็น
เหงา้  ความยาวประมาณ 2 เซนติเมตร  แช่ในสารละลายโคลชิซินท่ีกรองเช้ือแลว้  ความเขม้ขน้ 0  
0.1  และ 0.2 เปอร์เซ็นต ์ เป็นเวลา 24 และ 48 ชัว่โมง  บนเคร่ืองเขยา่ความเร็ว 120 รอบต่อนาที  
เม่ือครบเวลาแลว้ลา้งท่อนพนัธ์ุดว้ยน ้าสะอาดท่ีฆ่าเช้ือแลว้  น าไปเพาะเล้ียงบนอาหารแขง็
สังเคราะห์สูตร MS โดยใชว้ติามินของอาหารสูตร B5   ท่ีเติม BA 5 มิลลิกรัมต่อลิตร ท่ีปรับค่าความ
เป็นกรดเป็นด่างเป็น 5.6-5.8 และน่ึงฆ่าเช้ือท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที แลว้
น าไปเพาะเล้ียงในหอ้งเล้ียงเน้ือเยื่อ อุณหภูมิ 25±2 องศาเซลเซียส และเปล่ียนอาหารทุก ๆ 1 เดือน 
วางแผนการทดลองแบบ 3x2 Factorial Experiment in CRD มี 20 ซ ้ า ประกอบดว้ย 2 ปัจจยั คือ 

ปัจจยัท่ี 1 ความเขม้ขน้ของสารละลายโคลชิซิน 3 ระดบั คือ 0  0.1 และ 0.2 
เปอร์เซ็นต ์

ปัจจยัท่ี 2 ระยะเวลาในการแช่สาร 2 ระดบั คือ 24 และ 48 ชัว่โมง   

บนัทึกอตัราการรอดชีวติ จ านวนยอด ความสูง อตัราการรอดชีวติหลงัยา้ยปลูก 
จ านวนตน้ท่ีมีลกัษณะผดิปกติ จ านวนปากใบและ nuclear content 

3.3  การยา้ยปลูกในสภาพกระถาง 

น าตน้วา่นชกัมดลูกท่ีไดก้ารฉายรังสีและสารโคลชิซิน ท่ีอยูใ่นสภาพปลอดเช้ือ มา
ปรับสภาพท่ี   อุณภูมิหอ้งเป็นเวลา 7 วนั แลว้ยา้ยตน้ท่ีสมบูรณ์ออกปลูกในถาดหลุม โดยใชท้ราย
ผสมขยุมะพร้าวในสัดส่วน   1 : 1 เป็นวสัดุปลูก รดน ้าและคลุมดว้ยถุงพลาสติกเพื่อรักษาความช้ืน 
เป็นเวลา 7 วนัจากนั้นเปิดปากถุงเล็กนอ้ยเพื่อเพิ่มการถ่ายเทอากาศ เป็นเวลา 5 วนั แลว้จึงยา้ยตน้
วา่นชกัมดลูกไปปลูกในกระถางขนาด 8 น้ิว โดยใช ้ดิน : แกลบเผา : แกลบ : ปุ๋ยคอก ในสัดส่วน 1 : 
1 : 1 : 1 เป็นวสัดุปลูก  

 

3.  ศึกษาความแปรปรวนทางพนัธุกรรมของตน้วา่นชกัมดลูกโดยวธีิเอเอฟแอลพี 
(Amplified Fragment Length Polymorphism, AFLP)  

3.1 สกดัดีเอน็เอจากใบของตน้วา่นชกัมดลูกท่ีไดรั้บการฉายรังสีและสารโคลชิซิน ท่ี
ออกปลูกในกระถางโดยใชว้ิธี CTAB ซ่ึงดดัแปลงมาจาก Aldrich and Cullis (1993) 
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3.1.1  น าช้ินส่วนใบวา่นชกัมดลูกประมาณ 0.1 กรัมมาบดใหล้ะเอียดใน
ไนโตรเจนเหลว  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 เป็นเวลา 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 

3.1.5  ดูดสารละลายใสใส่หลอดใหม่ เติม 3M sodium acetate (NaOAc pH 5.2)  
ปริมาตร 0.1 เท่าของส่วนใส และเติม isopropanol ซ่ึงผา่นการแช่เยน็ ปริมาตร 2 เท่าของสารละลาย
ใส ผสมใหเ้ขา้กนัโดยการเขยา่ บ่มท่ีอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 ชัว่โมง น าไปป่ันเหวีย่ง
ท่ีความเร็วรอบ 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 การตรวจสอบคุณภาพและความเขม้ขน้ของดีเอน็เอ 

ท าโดยน าดีเอ็นเอตวัอยา่งท่ีเตรียมไวม้าท าอิเล็คโทรโฟรีซีสในอะกาโรสเจล แลว้
ยอ้มดว้ยเอธิเดียมโบรไมด์ ซ่ึงโมเลกุลของเอธิเดียมโบรไมดจ์ะเขา้ไปแทรกในเกลียวคู่ของดีเอน็เอ 
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และเม่ือน าไปส่องภายใตแ้สงอลัตราไวโอเลตจะเกิดการเรืองแสง โดยท่ีความเขม้ของแสงเป็น
สัดส่วนโดยตรงกบัปริมาณของดีเอน็เอ เม่ือเปรียบเทียบกบัดีเอ็นเอมาตรฐานท่ีทราบความเขม้ขน้จะ
สามารถบอกปริมาณดีเอ็นเอตวัอยา่งโดยประมาณได ้ซ่ึงปริมาณท่ีตรวจสอบไดเ้ป็นระดบันาโนกรัม 
นอกจากน้ียงัสามารถบอกคุณภาพดีเอน็เอไดด้ว้ยวา่มีการปนเป้ือนของอาร์เอ็นเอหรือไม่  ถา้หากมี
อาร์เอน็เอปนอยูจ่ะเห็นเป็นแถบเคล่ือนท่ีไปเร็วกวา่ดีเอน็เอ โดยมีขั้นตอนการตรวจสอบดงัน้ี 

3.2.1  เตรียมอะกาโรสเจล เขม้ขน้ 1% ในบฟัเฟอร์ 1x TBE จากนั้นหลอมอะกาโรส
เจลจนละลายหมด ตั้งไวใ้หเ้ยน็ลงจนมีอุณหภูมิประมาณ 45 องศาเซลเซียส เทลงในถาดท่ีเตรียมไว้
ใหเ้จลมีความหนา ประมาณ 5 มิลลิเมตร และรอใหเ้จลแข็งท่ีอุณหภูมิห้อง 

3.2.2  สารละลายดีเอน็เอตวัอยา่งปริมาตร 1 ไมโครลิตร ผสมกบั loading dye 
(bromophenol blue 0.25%, glycerol 30%) ปริมาตร 5 ไมโครลิตร แลว้หยอดลงไปในแผน่เจล 
พร้อมกบัหยอดดีเอน็เอมาตรฐานท่ีบอกความเขม้ขน้ระดบัต่าง ๆ เช่น 50  100 และ 200 นาโนกรัม 

3.2.3  ต่อกระแสไฟฟ้าเขา้กบัเคร่ืองอิเล็คโทรโฟริซีส ปรับกระแสไฟฟ้า 100 โวลต์
เป็นเวลานาน 30 นาที 

3.3.4  น าแผน่เจลมายอ้มดว้ยเอธิเดียมโบรไมด์ เขม้ขน้ 0.5 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 
เป็นเวลานาน 10 นาที จากนั้นลา้งเอธิเดียมโบรไมด์โดยการแช่แผน่เจลในน ้าสะอาด เป็นเวลานาน 
10 นาที 

3.3.5.  น าแผน่เจลไปส่องดูภายใตแ้สงอลัตราไวโอเลต ดว้ยเคร่ือง Gel document  
ถ่ายรูปบนัทึกผล และประมาณความเขม้ขน้ดีเอน็เอตวัอยา่งโดยเปรียบเทียบกบัความเขม้ขน้ของ    
ดีเอ็นเอมาตรฐาน 

3.3  การวเิคราะห์เอเอฟแอลพี 

น าดีเอน็เอท่ีตอ้งการตรวจสอบมาท าปฏิกิริยาตามขั้นตอน ดงัน้ี 

3.3.1  การตดัดีเอน็เอดว้ยเอนไซมต์ดัจ าเพาะและต่อกบั adapter 

น าดีเอน็เอตน้แบบท่ีตอ้งการตรวจสอบ  ตดัดว้ยเอนไซมต์ดัจ าเพาะ 2 ชนิด  
พร้อมกนั คือ EcoRI  ซ่ึงเป็นเอนไซมต์ดัจ าเพาะท่ีมีความถ่ีในการตดัต ่า  มีต าแหน่งจดจ า  6  เบส  
และเอนไซม ์ MseI  ซ่ึงเป็นเอนไซมต์ดัจ าเพาะท่ีมีความถ่ีในการตดัสูง มีต าแหน่งจดจ า  4  เบส  
จากนั้นน า EcoRI adapter และ MseI adapter ซ่ึงเป็นช้ินดีเอน็เอสายคู่เส้นสั้น ๆ มีความจ าเพาะกบั
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ปลายของดีเอ็นเอสายคู่ท่ีผา่นการตดัดว้ยเอนไซมต์ดัจ าเพาะ EcoRI และ MseI โดย adapter จะเขา้มา
ต่อกบัปลายทั้งสองดา้นของช้ินดีเอน็เอ เพื่อใชเ้ป็นต าแหน่งจบัของไพรเมอร์ในปฏิกิริยาการ
สังเคราะห์ดีเอน็เอ 

การตดัดีเอ็นเอดว้ยเอนไซมต์ดัจ าเพาะและต่อกบั adapter ท าโดยน าดีเอ็นเอ
ตน้แบบ  200 นาโนกรัม มาตดัส่วนปลายดว้ยเอนไซม ์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 พร้อมทั้งเติม
เอนไซม ์ 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  จากนั้นปรับปริมาตรใหไ้ด ้30 ไมโครลิตร ดว้ยน ้า deionized น าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ  37 
องศาเซลเซียส  นานขา้มคืน 

ต าแหน่งจดจ าและจุดตดัของเอนไซม ์EcoRI และเอนไซม ์MseI เป็นดงัน้ี คือ 

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

เอนไซม ์MseI   5’-T TAA-3’ 
         3’-AAT T-3’ 

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 

เพื่อเพิ่มปริมาณดีเอน็เอเฉพาะส่วนท่ีตอ้งการ  ท าโดยน าดีเอน็เอท่ีผา่นการตดั
ดว้ยเอนไซมต์ดัจ าเพาะและต่อกบั  adapter  เรียบร้อยแลว้มาเจือจางลง  30  เท่า  ดว้ยน ้า  deionize  
เพื่อใชเ้ป็นดีเอน็เอตน้แบบในการท าปฏิกิริยา  โดยใชดี้เอ็นเอท่ีเจือจางแลว้  ปริมาตร 1 ไมโครลิตร  
ท าปฏิกิริยาพีซีอาร์กบัไพรเมอร์  EcoRI  และ ไพรเมอร์ MseI  ท่ีเพิ่มเบสคดัเลือกท่ีปลาย 3’ จ านวน1 
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เบส  เพื่อเพิ่มความจ าเพาะในการคดัเลือกช้ินดีเอน็เอ  ชนิดละ 0.5 ไมโครลิตร (5 ไมโครโมลต่อ
ไมโครลิตร) 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 าฏิกิริยาพีซี
อาร์ I ดงัน้ี 

pre-denature      ท่ีอุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส 5 นาที 

25 รอบ : denature              ท่ีอุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส 30 วนิาที 

annealing           ท่ีอุณหภูมิ 56 องศาเซลเซียส 30 วนิาที 

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’ 

ผลท่ีไดจ้ากการท า preselective amplification คือ การเพิ่มช้ินดีเอน็เอเฉพาะ
ส่วนท่ีมีปลายดา้นหน่ึงถูกตดัดว้ย EcoRI และปลายอีกดา้นหน่ึงถูกตดัดว้ย MseI ซ่ึงในขั้นตอนน้ีจะ
ช่วยลดจ านวนช้ินดีเอน็เอท่ีตอ้งการคดัเลือก โดยดีเอน็เอท่ีไดจ้ากขั้นตอนน้ีจะใชเ้ป็นตน้แบบในการ
ท า  selective amplification 

3.3.3  การท าพีซีอาร์ II หรือ selective amplification 

น าผลผลิตท่ีไดจ้ากการท าพีซีอาร์ I มาเจือจางลง 30 เท่า  ดว้ยน ้า deionize  เป็น
ตน้แบบในการท าปฏิกิริยา  โดยใชดี้เอน็เอท่ีเจือจางแลว้ปริมาตร 2 ไมโครลิตร  เป็นดีเอน็เอตน้แบบ
ท าปฏิกิริยากบั EcoRI ไพรเมอร์ และ MseI ไพรเมอร์  ท่ีเพิ่มเบสคดัเลือกท่ีปลาย 3’ จ านวน 3 เบส 
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(ตารางท่ี 1) เพื่อเพิ่มความจ าเพาะเจาะจงในการคดัเลือกช้ินดีเอน็เอ  ชนิดละ 0.5 ไมโครลิตร (5 ไม
โครโมลต่อไมโครลิตร) 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)  และ
เอนไซม ์Taq polymerase 0.2 ไมโครลิตร (5 ยนิูตต่อไมโครลิตร) ปรับปริมาตรสุทธิเป็น  20 
ไมโครลิตร  ดว้ยน ้า deionize แลว้น าไปท าปฏิกิริยาในเคร่ือง 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 (ลดอุณหภูมิ
ลง  0.7 องศาเซลเซียสต่อรอบหลงัจากเสร็จรอบแรก) 

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 
                                (เพิ่มเวลารอบละ 1 วนิาที) 

 1 รอบ :  final extension ท่ีอุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส 5 นาที 
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ตารางที่ 1  คู่ไพรเมอร์ท่ีเพิ่มเบสคดัเลือกท่ีปลาย 3’ ส าหรับการเพิ่มปริมาณดีเอน็เอ ในการท า 
    พีซีอาร์ II 

คู่ท่ี EcoRI  primer MseI  primer 

1 E-CGT M-CTG 
2 E-CTG M-CAG 

3 E-TAC M-TAC 

4 E-TCG M-TGA 

5 E-TAC M-TGA 
6 E-GCA M-GTA 

7 E-GCA M-GTC 

8 E-GCC M-GTA 

9 E-GCA M-GTC 
10 E-GTC 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 

3.3.4.3  ยอ้มเจลดว้ยวธีิ silver staining โดยน าแผน่กระจกเจลมาเขยา่ใน
สารละลายอะซิติก เขม้ขน้ 10% เป็นเวลา 20 นาที และลา้งดว้ยน ้า deionize 2 คร้ัง ๆ ละ 3 นาที 
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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 าไปผึ่งให้แหง้ในตูดู้ดควนั 

3.3.5 การอ่านผลจากการท าเอเอฟแอลพี   

 เปรียบเทียบแถบดีเอน็เอท่ีต าแหน่งเดียวกนัของทุกตวัอยา่ง แถบดีเอ็นเอ
ท่ีปรากฎใหส้ัญลกัษณ์ “1” และแถบดีเอน็เอท่ีไม่ปรากฎใหส้ัญลกัษณ์ “0” แลว้น าขอ้มูลท่ีไดม้า
เปรียบเทียบหาความเหมือนและความแตกต่างทางพนัธุกรรม 

4. ศึกษาปริมาณสาร Curcuminoid ในหวัของวา่นชกัมดลูกท่ีไดรั้บการฉายรังสีและ      โคล
ชิซิน 

4.1 การเตรียมสารละลายตวัอยา่ง 

4.1.1 เตรียมหวัวา่นชกัมดลูกท่ีไดรั้บการฉายรังสีและโคลชิซินท่ีมีอาย ุ1 ปี หัน่เป็น
ช้ินบาง ๆ อบท่ีอุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 20 ชัว่โมง 

4.1.2 บดตวัอยา่งดว้ยเคร่ืองบด และชัง่ตวัอยา่งตวัอยา่งละ 0.058 กรัม ใส่ใน 
Thimble extraction  

4.1.3 น าตวัอยา่งท่ีเตรียมใน Thimble extraction มาสกดัดว้ยตวัท าละลายเฮกเซน 
(hexane) ปริมาตร 200 มิลลิลิตร เพื่อก าจดัไขมนัออก เป็นเวลา 60 นาที และสกดัต่อดว้ยตวัท า
ละลายเมธานอล (methanol) ปริมาตร 200 มิลลิลิตร เป็นเวลา 90 นาที ดว้ยชุดสกดัสาร 

4.1.4 น าสารละลายท่ีสกดัได ้มาท าใหเ้ขม้ขน้ดว้ยเคร่ืองระเหยแหง้ (evaporator) 
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4.1.5 น าสารท่ีไดล้ะลายดว้ยเมธานอลชนิดส าหรับเคร่ือง HPLC (HPLC grade) ใส่
ในขวดปรับใหมี้ปริมาตร 25 มิลลิลิตร กรองสารสกดัท่ีไดด้ว้ยกระดาษกรองขนาดอนุภาคเส้นผา่น
ศูนยก์ลาง 0.45 ไมครอน ปริมาตร 1 มิลลิลิตร 

4.1.6 น าสารสกดัท่ีไดจ้ากการกรองปริมาตร 1 มิลลิลิตร ตรวจวิเคราะห์ปริมาณสาร
เคอร์คูมินอยดด์ว้ยเคร่ือง HPLC และค านวณเทียบกบักราฟมาตรฐาน 

4.2 การเตรียมสารละลายมาตรฐาน 

4.2.1 น าสารละลายมาตรฐานเคอร์คูมิน 95 เปอร์เซ็นต ์ ปริมาตร  25 มิลลิกรัม  
ละลายดว้ย  เมธานอล HPLC  grade  ปริมาตร 5 มิลลิลิตร  ในขวดปรับปริมาตรขนาด  5 มิลลิลิตร  
ไดส้ารละลายมาตรฐานความเขม้ขน้  5 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร  เป็นสารละลายมาตรฐาน (Stock  
solution) 

4.2.2 ดูดสารละลายมาตรฐานใน Stock  solution ปริมาตร 200  400  600  และ 800  
ไมโครลิตร  ใส่ในขวดเก็บสาร (Vial)  ปรับปริมาตรใหเ้ป็น 1,000 ไมโครลิตร  โดยดูดสารละลาย
เมธานอล HPLC  grade  ปริมาตร  800  600  400  และ  200  ไมโครลิตร  ใส่ในขวดเก็บสาร  จะได้
สารละลายมาตรฐานความเขม้ขน้ 1 2 3  และ 4 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร 

4.2.3 การวเิคราะห์ปริมาณเคอร์คูมินอยดด์ว้ยเคร่ือง HPLC น าสารละลายตวัอยา่งท่ี
ตอ้งการวเิคราะห์ปริมาณสารเคอร์คูมินอยด ์ เทียบกบักราฟมาตรฐานโดยมีสภาวะท่ีส าคญัดงัน้ี 

- อตัราการไหลของสาร (Flow rate) 1.0 มิลลิลิตร/นาที 

- สารตวัพาสารละลายใหเ้คล่ือนท่ี (Mobile phase) ประกอบดว้ย 1% Acetic acid 
: Acetonitrile อตัรา 45 : 55  

- คอลมัน์ท่ีใชคื้อ Zorbax SB-C18 Column (4.6x150 nm) 

- ตวัตรวจสอบท่ีใชคื้อ UV-Vis Detector ความยาวคล่ืน 425 นาโนเมตร 

- ฉีดสารละลายปริมาตร 20 ไมโครลิตร 
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4. สถานท่ีท าการทดลอง 

หอ้งปฏิบติัการเพาะเล้ียงเซลลเ์น้ือเยื่อพืชและถ่ายยนี และหอ้งปฏิบติัการชีววทิยาโมเลกุล 
ศูนยค์วามเป็นเลิศดา้นเทคโนโลยชีีวภาพเกษตร มหาวทิยาลยัเกษตรศาสตร์ วทิยาเขตก าแพงแสน 
จงัหวดันครปฐม 

5. ระยะเวลาท่ีใชใ้นการทดลอง 

เดือน พฤษภาคม 2550 ถึง เดือน พฤศจิกายน 2553 
 

 



 

 

 

ผลและวจิารณ์ 

 
1. ผลจากการชักน าให้เกดิการกลายพนัธ์ุโดยใช้รังสี 

 
หลงัจากน าตน้วา่นชกัมดลูกมาฉายรังสีแกมมาแบบเฉียบพลนั ในปริมาณต่าง ๆ คือ 0 1 2 3 

4 5 6 7 และ 8 กิโลแรด และน ากลบัมาเพาะเล้ียงบนอาหารแขง็สังเคราะห์สูตร MS โดยใชว้ติามิน
ของอาหารสูตร B5 ท่ีเติม BA 5 มิลลิกรัมต่อลิตร พบวา่เม่ือปริมาณรังสีเพิ่มมากข้ึนการเจริญเติบโต
ของตน้วา่นชกัมดลูกจะลดนอ้ยลง โดยตน้ท่ีไดรั้บปริมาณรังสีสูงกวา่ 2 กิโลแรด การแตกหน่อ การ
ยดืตวัของล าตน้ การแตกใบ จะลดนอ้ยลงเม่ือปริมาณรังสีสูงข้ึน ลกัษณะของตน้วา่นชกัมดลูกเม่ือ
ผา่นไป 7 วนัท่ีปริมาณรังสี 7-8 กิโลแรด ใบของตน้วา่นชกัมดลูกจะมีสีเหลือง และเม่ือผา่นไป 14 
วนัตน้วา่นชกัมดลูกท่ีไดรั้บปริมาณรังสีตั้งแต่ 5-8 กิโลแรด จะเร่ิมตาย และเม่ือผา่นไป 60 วนั
ปริมาณรังสีมากกวา่ 1 กิโลแรด จะท าใหต้น้วา่นชกัมดลูกตายโดยปริมาณรังสีท่ี 8 กิโลแรด ท าให้
ตน้วา่นชกัมดลูกตายมากท่ีสุด ดงัตารางท่ี 2 สาเหตุท่ีตน้วา่นชกัมดลูกตายเม่ือไดรั้บรังสีโดยเฉพาะ
รังสีในปริมาณสูงนั้น เน่ืองจากรังสีปริมาณสูงท าใหเ้ซลลห์ยดุชะงกัการแบ่งตวัอยา่งถาวร และไม่มี
การฟ้ืนคืนกลบัมาท าหนา้ท่ีไดอ้ยา่งเดิม ในท่ีสุดเซลลจ์ะตาย เซลลอ่ื์นท่ีไม่ตายอาจแบ่งตวัเพิ่ม
จ านวนเขา้มาแทนท่ีเซลลท่ี์ตายได ้ในบางกรณีพบวา่ เซลลท่ี์ผา่นการฉายรังสีสามารถแบ่งตวั
ตามปกติไดห้ลายคร้ัง หลงัจากนั้นเซลลจึ์งจะตาย (สิรนุช,  2527) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 



 

 

33 

33 

ตารางที ่2 จ  านวนตน้ท่ีรอดชีวติของตน้วา่นชกัมดลูกท่ีไดรั้บรังสีแกมมาแบบเฉียบพลนัในสภาพ
เพาะเล้ียงเน้ือเยื่อ ในปริมาณรังสีต่าง ๆ ท่ีระยะเวลา 60 วนั หลงัจากฉายรังสี 

 

ปริมาณรังสี 
(กิโลแรด) 

จ านวนตน้ท่ีใชใ้นการ
ทดลอง 

จ านวนตน้ท่ีรอดชีวติ
ทั้งหมด 

เปอร์เซ็นตค์วามอยู่
รอด 

0 20 20 100 
1 20 20 100 
2 20 18 90 
3 20 19 95 
4 20 14 70 
5 20 13 65 
6 20 8 40 
7 20 3 15 
8 20 1 5 

 

จากนั้นน าค่าท่ีไดม้าเขียนกราฟหาค่า LD50 ไดด้งักราฟ   

 

ภาพที ่1  ความสัมพนัธ์ระหวา่งปริมาณรังสี (กิโลแรด) กบัเปอร์เซ็นตค์วามอยูร่อดของ                   
ตน้วา่นชกัมดลูกท่ีระยะเวลา 60 วนั หลงัไดรั้บการฉายรังสีแกมมาแบบเฉียบพลนั 

 

LD50=5.13 กิโลแรด 

ปริมาณรังสี (กิโลแรด) 

เป
อร์
เซ็
นต์

คว
าม
อยู่

รอ
ด 



 

 

34 

34 

การหาค่า LD50(60) สามารถหาไดจ้ากสมการถดถอย  เพื่อท านายค่า LD50(60) ดงัแสดงในภาพท่ี 1 และ
วธีิลากเส้นตรงตดักราฟ ค่า LD50(60) ท่ีไดคื้อ 5.13 กิโลแรด 
 

      

 Control      1 krad   2 krad             3 krad           4 krad         5 krad 

     

6 krad     7 krad       8 krad 
 

ภาพที ่2  ตน้วา่นชกัมดลูกหลงัจากไดรั้บการฉายรังสีแกมมาแบบเฉียบพลนัท่ีระดบัความเขม้ขน้ 0   
1  2  3  4  5  6  7  และ  8 กิโลแรด เม่ือเพาะเล้ียงนาน 3 สัปดาห์ หลงัไดรั้บรังสี 

 เม่ือฉายรังสีแกมมาแบบเฉียบพลนัท่ีปริมาณรังสี  0  1  2  3  4  5  6  7 และ 8 กิโลแรด และ
น าไปเพาะเล้ียงบนอาหารสูตร MS ท่ีเติม BA 5 มิลลิกรัมต่อลิตร เป็นเวลา 6 สัปดาห์ ตน้วา่นชกั
มดลูกมีการเจริญเติบโตแตกต่างกนัไปตามระดบัรังสี โดยท่ีปริมาณรังสี 0  1  2  3  4  และ 5 กิโล
แรด ตน้วา่นชกัมดลูกสูงประมาณ 7-9 เซนติเมตร มีหน่อ 3-5 ตน้ มีใบ 5-6 ใบ มีรากยาวเห็นชดัเจน 
ส่วนตน้วา่นชกัมดลูกท่ีไดรั้บปริมาณรังสี 6 และ 7 กิโลแรด ตน้วา่นชกัมดลูกสูงประมาณ 6-8 
เซนติเมตร มีหน่อ 2-3 ตน้ มีใบ 3-5 ใบ มีรากยาวเห็นชดัเจนแต่จะมีจ านวนนอ้ยกวา่ตน้ท่ีไดรั้บ
ปริมาณรังสีท่ีระดบั 0  1  2  3  4  และ 5 กิโลแรด ส่วนตน้วา่นชกัมดลูกท่ีไดรั้บปริมาณรังสีท่ี 8 กิโล
แรด เม่ือน ามาเพาะเล้ียงบนอาหารสูตร MS ท่ีเติม BA 5 มิลลิกรัมต่อลิตร เป็นเวลา 6 สปัดาห์  ตน้
วา่นชกัมดลูกจะตายในท่ีสุด 
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เม่ือเพาะเล้ียงตน้วา่นชกัมดลูกท่ีไดรั้บปริมาณรังสีท่ีระดบั 0  1  2  3  4  5  6 และ 7 กิโลแรด 
บนอาหารเพาะเล้ียงสูตร MS ท่ีเติม BA 5 มิลลิกรัมต่อลิตร ครบ 6 สัปดาห์ จึงตดัแยกใหเ้ป็น         
ตน้เด่ียว ๆ แลว้ยา้ยตน้วา่นชกัมดลูกลงเพาะเล้ียงบนอาหารสูตร MS ท่ีเติม BA 0.1 มิลลิกรัมต่อลิตร
เป็นเวลา 6 สัปดาห์ ตน้วา่นชกัมดลูกมีการตอบสนองดงัน้ี ตน้วา่นชกัมดลูกสูงข้ึนเป็น 8-9 
เซนติเมตร การแตกหน่อจะลดลงโดยท่ีปริมาณรังสี 0-4 กิโลแรด จะยงัมีการแตกหน่อของตน้วา่น
ชกัมดลูกอยูบ่า้ง 1-2 ตน้ ส่วนท่ีปริมาณรังสี 5-7 กิโลแรด มีการแตกหน่อบา้งเล็กนอ้ย ในบางตน้ก็
ไม่มีการแตกหน่อเลย มีใบ 3-5 ใบ มีรากยาวเห็นชดัเจน ผลการทดลองน้ี สอดคลอ้งกบังานทดลอง
ของ Lamseejan et al. (2003) ท่ีฉายรังสีแกมมาแบบเฉียบพลนักบัปทุมมาในสภาพเพาะเล้ียงเน้ือเยือ่ 
(0-30 เกรย)์ พบวา่เม่ือปริมาณรังสีสูงข้ึนอตัราการรอดชีวิตและการเจริญเติบโตลดลง ผลของรังสีจะ
ท าใหล้กัษณะทางสัณฐานวทิยาของพืช ผดิปกติจะเกิดกบัรูปร่างลกัษณะของพืชท่ีไดรั้บรังสีอาจเกิด
ข้ึนกบัราก ล าตน้ ใบ ดอก ผล เช่น รังสีไปยบัย ั้งการแบ่งเซลลใ์นบริเวณยอด และยบัย ั้งการยดืตวั
ของเซลลบ์ริเวณปลอ้ง ท าให้ตน้แคระแกรน และรังสียงัไปยบัย ั้งการเจริญเติบโตของพืชเป็นผลจาก
เน้ือเยือ่เจริญถูกท าลายโดยตรง (อรุณี,  2530) 

เม่ือเพาะเล้ียงตน้วา่นชกัมดลูกท่ีไดรั้บปริมาณรังสี 0  1  2  3  4  5  6 และ 7 กิโลแรด บน
อาหารเพาะเล้ียงสูตร MS ท่ีเติม BA 0.1 มิลลิกรัมต่อลิตรครบ 6 สัปดาห์แลว้ จากนั้นน าตน้วา่นชกั
มดลูกออกปลูกในสภาพกระถาง โดยน าตน้วา่นชกัมดลูกท่ีอยูใ่นสภาพปลอดเช้ือมาปรับสภาพท่ี
อุณหภูมิหอ้งเป็นเวลา 7 วนั แลว้ยา้ยตน้วา่นชกัมดลูกออกปลูกในถาดหลุม โดยใช ้ดิน : แกลบ : 
แกลบเผา : ปุ๋ยคอก ในสัดส่วน 1 : 1 : 1 : 1 เป็นวสัดุปลูก  รดน ้าและคลุมดว้ยถุงพลาสติกเพื่อรักษา
ความช้ืน  เป็นเวลา 10 วนั จากนั้นเปิดปากถุงเล็กนอ้ยเพื่อเพิ่มการถ่ายเทอากาศ เป็นเวลา 7 วนัและ
จากนั้นยา้ยตน้วา่นชกัมดลูกไปปลูกในกระถาง 8 น้ิว โดยใชว้สัดุปลูกเหมือนเดิม พบวา่ลกัษะทาง
สัณฐานวทิยาของตน้วา่นชกัมดลูกจะคลา้ยคลึงกนั แต่ในตน้วา่นชกัมดลูกท่ีไดรั้บปริมาณรังสี 3 
Krad ล าตน้เทียมเหนือดินของตน้วา่นชกัมดลูกเปล่ียนเป็นสีแดง ดงัภาพท่ี 3 เช่นเดียวกบัการทดลอง
ของธนวฒัน์ และเตือนใจ (2549) ท่ีฉายรังสีแกมมาปริมาณ 60 เกรยใ์หก้ล็อกซิเนีย แลว้ท าใหสี้ของ
ล าตน้เปล่ียนเป็นสีแดง รังสีมีผลต่อการเปล่ียนแปลงสี (color change) พืชท่ีไดรั้บรังสีเอกซ์หรือรังสี
แกมมามกัเกิดการเปล่ียนแปลงเก่ียวกบัสี โดยเฉพาะอยา่งยิง่สีใบ เกิดปรากฏการณ์ท่ีเรียกวา่ mosaic 
ส่วนใหญ่เกิดข้ึนเน่ืองจากการกระจายตวัของคลอโรฟิลลไ์ม่สม ่าเสมอ นอกจากน้ีอาจพบวา่ใบ
เปล่ียนจากสีเขียวไปเป็นสีอ่ืน ๆ เช่น สีเหลือง หรือ สีขาว เป็นตน้ การฉายรังสีกบัพืชตระกลูถัว่หรือ
พวกธญัพืช มกัพบลกัษณะการกลายของคลอโรฟิลลไ์ดห้ลายชนิด นอกจากสีของใบเปล่ียนแลว้ สี
ของตน้และสีของดอกก็เกิดการเปล่ียนแปลงไดเ้ช่นเดียวกนั การทดลองในตน้คาร์เนชัน่พบความ
ผดิปกติในสีของดอกมากมายหลายชนิด (อรุณี, 2530) 
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Control              1 krad            2 krad                  3 krad               4 krad 

     

                 5 krad                   6 krad       7 krad 

ภาพที ่3  ตน้วา่นชกัมดลูกท่ีไดรั้บการฉายรังสีแกมมาแบบเฉียบพลนัท่ีปริมาณ 0  ถึง 7 กิโลแรด 
หลงัยา้ยปลูกในสภาพกระถางเป็นเวลา 10 สัปดาห์ 

2. ผลจากการชักน าให้เกดิการกลายพนัธ์ุโดยใช้สารโคลชิซิน 

เม่ือใหส้ารโคลชิซินความเขม้ขน้ 0.1 และ 0.2% นาน 24 และ 48 ชัว่โมง แก่วา่นชกัมดลูก
และน าไปเพาะเล้ียงบนอาหารสูตร MS ท่ีเติม BA 5 มิลลิกรัมต่อลิตรเป็นเวลา 6 สัปดาห์ ตน้วา่นชกั
มดลูกมีความสูงประมาณ 8-9 เซนติเมตร มีการแตกหน่อ 4-5 ตน้ มีใบ 4-6 ใบ มีรากยาวเห็นชดัเจน   

เม่ือเพาะเล้ียงตน้วา่นชกัมดลูกบนอาหารเพาะเล้ียงสูตร MS ท่ีเติม BA 5 มิลลิกรัมต่อลิตร
ครบ 6 สัปดาห์  แลว้จึงตดัแยกใหเ้ป็นตน้เด่ียว ๆ แลว้ยา้ยตน้วา่นชกัมดลูกลงเพาะเล้ียงบนอาหาร
สูตร MS ท่ีเติม BA 0.1 มิลลิกรัมต่อลิตรเป็นเวลา 6 สัปดาห์ ตน้วา่นชกัมดลูกมีการตอบสนองโดย
ตน้วา่นชกัมดลูกสูงข้ึน 9-10 เซนติเมตร การแตกหน่อลดลง มีใบ 3-5 ใบ มีรากยาวเห็นชดัเจน  

จากนั้นน าตน้วา่นชกัมดลูกออกปลูกในสภาพกระถาง โดยน าตน้วา่นชกัมดลูกท่ีอยูใ่น
สภาพปลอดเช้ือมาปรับสภาพท่ีอุณหภูมิห้องเป็นเวลา 7 วนั แลว้ยา้ยตน้วา่นชกัมดลูกออกปลูกใน
ถาดหลุม โดยใช ้ดิน : แกลบ : แกลบเผา : ปุ๋ยคอก ในสัดส่วน 1 : 1 : 1 : 1 เป็นวสัดุปลูก  รดน ้าและ
คลุมดว้ยถุงพลาสติกเพื่อรักษาความช้ืน เป็นเวลา 10 วนั จากนั้นเปิดปากถุงเล็กนอ้ยเพื่อเพิ่มการ
ถ่ายเทอากาศ เป็นเวลา 7 วนัและจากนั้นยา้ยตน้วา่นชกัมดลูกไปปลูกในกระถาง 8 น้ิว โดยใชว้สัดุ
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ปลูกเหมือนเดิม เม่ือตน้วา่นชกัมดลูกท่ียา้ยออกปลูกจากทรีทเมนตต่์าง ๆ ในกระถางตั้งตวัไดดี้จึง
ตรวจนบัปากใบโดยใชย้าทาเล็บทาท่ีผวิใบดา้นใตท้อ้งใบ ลอกออกแลว้ส่องดูภายใตก้ลอ้ง
จุลทรรศน์เพื่อนบัจ านวนปากใบโดยตรวจสอบบริเวณกลางใบเหมือนกนัหมดทุกใบ จากการ
วเิคราะห์ผลทางสถิติของจ านวนปากใบ พบวา่ ความเขม้ขน้ของโคลชิซินมีผลท าใหจ้  านวนปากใบ
เฉล่ียมีความแตกต่างกนัอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (P<0.05) โดยโคลชิซิน 0.1 และ 0.2 % มีผลท าให้
จ  านวนปากใบลดลงเม่ือเทียบกบัชุดควบคุม แต่โคลชิซินทั้งสองความเขม้ขน้ไม่ท าให้จ  านวนปาก
ใบแตกต่างกนัทางสถิติ ส่วนระยะเวลาท่ีวา่นชกัมดลูกไดรั้บสารโคลชิซิน และปฏิสัมพนัธ์ระหวา่ง
ความเขม้ขน้กบัระยะเวลาไม่ท าใหจ้  านวนปากใบมีความแตกต่างทางสถิติ ดงัตารางท่ี 3 

ตารางที ่3  จ  านวนปากใบเฉล่ียของตน้วา่นชกัมดลูกท่ีไดรั้บสารโคลชิซิน 3 ระดบัความเขม้ขน้ และ 
2 ระยะเวลา 

 

ความเขม้ขน้ (%) 
เวลา (ชัว่โมง) 

ค่าเฉล่ีย (ความเขม้ขน้) 
24 48 

0 8.6 9.1 8.8 a 1/ 

0.1 7 6.6 6.8 b 

0.2 6.6 6.9 6.8 b 

ค่าเฉล่ียเวลา 7.4 7.5     

CV (%) 20.9     
 

1/ ค่าเฉล่ียท่ีตามดว้ยตวัอกัษรท่ีต่างกนัในแนวตั้งมีความแตกต่างกนัทางสถิติท่ีระดบัความ
เช่ือมัน่  95% เปรียบเทียบโดยวธีิ LSD 
 
และเม่ือน าตน้วา่นชกัมดลูกเหล่าน้ีไปตรวจหาปริมาณ nuclear content โดยเคร่ือง flow 

cytometer พบวา่  มีทั้งตน้ท่ีเป็นดิพพลอยด ์และตน้ท่ีเป็น mixoploid คือตน้ท่ีเป็นทั้งดิพพลอยดแ์ละ
เตตราพลอยดใ์นตน้เดียวกนัโดยตน้วา่นชกัมดลูกท่ีไดรั้บสารโคลชิซิน 0.1 % นาน 48 ชัว่โมงบาง
ตน้ท่ีเป็น mixoploid (ภาพท่ี 4) การเพิ่มจ านวนชุดโครโมโซม จะมีผลส าเร็จต่อเม่ือเซลลอ์ยูใ่น
ขั้นตอนของการแบ่งเซลล ์ประกอบกบัการใหส้ารเคมีท่ีเหมาะสม เช่น ชนิดและความเขม้ขน้ของ
สาร การเพาะเล้ียงเน้ือเยือ่ร่วมกบัการใชส้ารเคมีเป็นวธีิท่ีสะดวกในการเพิ่มจ านวนชุดของ



 

 

38 

38 

โครโมโซม และใหผ้ลส าเร็จสูงเน่ืองจากเซลลมี์การแบ่งตวัตลอดเวลา โดยเฉพาะเม่ือมีการผา่หรือ
ตดัใหเ้ป็นแผล (ชยานิจ และคณะ, 2551) ดงันั้นการเกิด mixoploid ในตน้วา่นชกัมดลูกอาจเกิดจาก
การใหส้ารโคลชิซินในหน่อของตน้วา่นชกัมดลูกซ่ึงประกอบดว้ยเซลลเ์ป็นจ านวนมาก ซ่ึงแต่ละ
เซลลอ์ยูใ่นระยะการแบ่งเซลลท่ี์แตกต่างกนั และตน้ท่ีไดพ้ฒันามาจากเซลลม์ากกวา่ 1 เซลล ์

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

 

39 

39 

File: 530172.FCS   Date: 17-06-2010  Time: 10:34:21    Particles: 2129   Acq.-Time: 99 s
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File: 530177.FCS   Date: 17-06-2010  Time: 10:49:06    Particles: 2283   Acq.-Time: 121 s
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ภาพที ่4   nuclear content ของวา่นชดัมดลูกท่ีตรวจสอบโดยใชเ้คร่ือง flow cytometor ของวา่นชกั
มดลูกปกติ (ภาพ ก)  และตน้ท่ีไดรั้บสารโคลชิซินท่ีไดรั้บสารโคลชิซินความเขม้ขน้ 
0.1% นาน  48 ชัว่โมง (ภาพ ข) 
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3. ผลการศึกษาความแปรปรวนทางพนัธุกรรมของต้นว่านชักมดลูกทีไ่ด้รับการฉายรังสีและ       
โคลชิซิน 

 เพื่อตรวจสอบความเปล่ียนแปลงทางพนัธุกรรมของตน้วา่นชกัมดลูกท่ีไดรั้บรังสีและสาร
โคลชิซิน จึงตรวจสอบความแปรปรวนทางพนัธุกรรมดว้ยเทคนิคเอเอฟแอลพี โดยใชคู้่ไพรเมอร์
ทั้งหมด 10 คู่ไพรเมอร์ พบวา่ ในตน้ท่ีไดรั้บรังสีเกิดแถบดีเอน็เอจ านวนทั้งหมด 122 แถบ ท่ีระดบั
ปริมาณรังสี 2 Krad ใหแ้ถบดีเอน็เอท่ีเป็นโพลีมอร์ฟิซึมมากท่ีสุด คือ 29 แถบ ส่วนท่ีรังสี 6 Krad ให้
แถบดีเอ็นเอท่ีเป็นโพลีมอร์ฟิซึมนอ้ยท่ีสุด คือ 12 แถบ (ตารางท่ี 4) การเกิดโพลีมอร์ฟิซึมนอ้ย เม่ือ
ปริมาณรังสีสูงข้ึน อาจเน่ืองมาจากตน้วา่นชกัมดลูกท่ีอยูร่อดจากการไดรั้บรังสีมกัเป็นตน้ท่ีไดรั้บ
ปริมาณรังสีในปริมาณนอ้ยซ่ึงอาจเกิดการเปล่ียนแปลงทางพนัธุกรรมนอ้ย ส่วนตน้ท่ีไดรั้บปริมาณ
รังสีมาก ๆ มกัตายไป ซ่ึงตน้เหล่าน้ีอาจมีการเปล่ียนแปลงทางพนัธุกรรมมากกวา่ก็ได ้ ดงันั้นตน้ท่ี
รอดเม่ือไดรั้บปริมาณรังสีสูง ๆ จึงเป็นตน้ท่ีค่อนขา้งปกติ จึงเกิดโพลีมอร์ฟิซึมนอ้ย ประกอบกบั
จ านวนตน้รอดชีวติลดลงเม่ือเพิ่มปริมาณรังสี ส่วนตน้วา่นชกัมดลูกท่ีไดรั้บสารโคลชิซินเม่ือน ามา
ตรวจสอบโดยใชเ้ทคนิคเอเอฟแอลพี พบวา่ ไม่เกิดโพลีมอร์ฟิซึม เพราะสารโคลชิซินมีคุณสมบติั
ในการยบัย ั้งการสร้างสายสปินเดิล (spindle fiber) ในระยะท่ีมีการแบ่งเซลลแ์บบไมโตซีสท าใหไ้ม่
มีการดึงโครโมโซมใหแ้ยกออกจากกนัในระยะเมตาเฟส (metaphase) โครโมโซมจึงไม่เคล่ือนท่ีเขา้
สู่ขั้วเซลล ์ ท าใหมี้จ านวนเพิ่มข้ึนอีกเท่าตวั (สิรนุช, 2536; อมรา, 2536) แต่สารโคลชิซินไม่มีผลใน
การเปล่ียนแปลงล าดบัเบส ท าใหเ้ม่ือตรวจสอบความเปล่ียนแปลงทางพนัธุกรรมจึงไม่เกิดโพลีมอร์     
ฟิซึม แสดงวา่ตน้วา่นชกัมดลูกท่ีไดรั้บการฉายรังสีมีความแปรปรวนทางพนัธุกรรม เกิดการ
เปล่ียนแปลงเบสอนัเน่ืองมาจากรังสีแกมมา ในต าแหน่งท่ีเป็นต าแหน่งจดจ าของเอนไซม ์ท าให้
สามารถหรือไม่สามารถเพิ่มปริมาณช้ินดีเอ็นเอ มีผลท าใหข้นาดของช้ินดีเอ็นเอท่ีสังเคราะห์ได้
เปล่ียนแปลงไป (สุรินทร์, 2545 ; Kokotovic et al., 1999)  การชกัน าใหเ้กิดการกลายพนัธ์ุโดย ใช้
รังสีเม่ือยนีหรือโมเลกุลของดีเอ็นเอ ไดรั้บรังสีประเภท ionizing radiation ไดแ้ก่ รังสี X  รังสี 
gamma  รังสี alpha  รังสี beta  รังสี proton และ รังสี neutron จะเกิดการเปล่ียนแปลงทางเคมี ซ่ึง
เป็นผลใหเ้กิดการกลายพนัธ์ุได ้เม่ือยนีหรือโมเลกุลของ ดีเอ็นเอ ไดรั้บรังสีประเภท nonionizing 
radiation ไดแ้ก่รังสี ultraviolet ดีเอน็เอจะดูดซบัพลงังานจากรังสี ultraviolet ไว ้ท าใหโ้มเลกุลของ
ดีเอ็นเอเปล่ียนไปอยูใ่นสภาวะท่ีสามารถเกิดปฏิกิริยาทางเคมีไดสู้ง จึงท าใหเ้กิดการเปล่ียนแปลง
ทางโครงสร้างของโมเลกุลได ้ซ่ึงการเกิดการกลายพนัธ์ุอาจเกิดการกลายพนัธ์ุของยนี ซ่ึงเป็นการ
เปล่ียนแปลงทางเคมีท่ีเก่ียวขอ้งกบันิวคลีโอไทดเ์พียงไม่ก่ีโมเลกุลในยนีหน่ึง ๆ และการกลายพนัธ์
ของโครโมโซม คือ การเปล่ียนแปลงจ านวนหรือโครงสร้างของโครโมโซม (อรุณี, 2530) 
เช่นเดียวกบัการตรวจสอบความแปรปรวนทางพนัธุกรรม ในตน้เจตมูลเพลิงแดงท่ีเกิดจากแคลลสั
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และเซลลแ์ขวนลอยท่ีไดรั้บสาร ethylmethanesulphonate เพื่อชกัน าใหเ้กิดการกลายพนัธ์ุ ดว้ย
เทคนิคเอเอฟแอลพี โดยใชไ้พรเมอร์ทั้งหมด 8 คู่ ท่ีสามารถตรวจสอบความแปรปรวนทาง
พนัธุกรรมท่ีเกิดข้ึนได ้โดยตรวจสอบการเกิดโพลีมอร์ฟิซึม (สายใจ, 2551)    

ตารางที ่4  จ านวนแถบดีเอ็นเอท่ีเกิดจากการวเิคราะห์ดีเอน็เอดว้ยเทคนิคเอเอฟแอลพี 
 

คู่ไพรเมอร์ 
แถบดี
เอน็เอ
ทั้งหมด 

จ านวนแถบดีเอ็นเอท่ีเป็นโพลีมอร์ฟิซึมท่ีปริมาณรังสีระดบัต่าง ๆ 

1 Krad 2 Krad 3 Krad 4 Krad 5 Krad 6 Krad 7 Krad 
CGT/CTG 16 3 1 1 2 4 1 1 
CTG/CAG 22 1 4 3 3 1 2 1 
TAC/TAC 6 1 5 1 3 2 1 1 
TCG/TGA 12 2 3 3 2 1 2 2 
TAC/TGA 10 1 4 2 1 1 1 1 
GCA/GTA 9 1 2 4 3 0 1 1 
GCA/GTC 5 2 2 2 3 2 1 1 
GCC/GTA 18 0 3 2 3 0 1 1 
GCA/GTC 11 2 2 4 4 4 1 2 
GTC/GCC 13 2 3 0 2 5 1 2 

รวม 122 15 29 22 26 20 12 13 
 

4. ผลการศึกษาปริมาณสาร curcuminoids ในหัวของว่านชักมดลูกทีไ่ด้รับการฉายรังสีและ        
โคลชิซินโดยวธีิ High Performance Liquid Chromatography (HPLC) 

Calibration curve ของ curcuminoids standard reference 

การท า calibration curve (ภาพท่ี 5) เพื่อแปรผลของพื้นท่ีใตก้ราฟท่ีไดจ้ากการวเิคราะห์ 
HPLC มาเป็นปริมาณสาร curcuminoids ตรวจสอบท่ีความยาวคล่ืน 425 นาโนเมตร โดยการใชส้าร 
curcuminoids มาตรฐาน ความเขม้ขน้ 400  200  100  50  25  และ 12.5 มิลลิกรัมต่อลิตร ใหค้่าพื้นท่ี
ใตก้ราฟ ซ่ึงใชเ้ป็น calibration curve ของ curcuminoids standard reference โดยมีสมการ linear 
regression คือ y = 20.10742x-43.97836 (r = 0.99975) โดย y คือ ค่าพื้นท่ีใตก้ราฟ (ตารางหน่วย) 
และ x คือ ค่าความเขม้ขน้ของสาร curcuminoids (มิลลิกรัมต่อลิตร) ท่ีค่าเฉล่ีย retention time ของ 
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curcuminoids standard reference ประมาณ 8 นาที (ภาพท่ี 6) ดงันั้นเม่ือทราบพื้นท่ีใตก้ราฟ และ
เวลาของสารท่ีไดจ้ากการวเิคราะห์ HPLC ก็สามารถทราบถึงปริมาณสาร curcuminoids ได ้

 

 
 

ภาพที ่5  Calibration curve ของ curcuminoids standard reference 
 

 
 

ภาพที ่6  Chromatogram ของ curcuminoids standard reference mAU = milli Absorbance Unit,  
min = นาที 
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ภาพที ่7  Chromatogram ของตวัอยา่งสารสกดัจากหวัของตน้วา่นชกัมดลูกตน้ปกติ 

 Chromatogram จะท าใหท้ราบแน่ชดัวา่ตวัอยา่งท่ีน ามาวเิคราะห์มีสาร curcuminoids 
หรือไม่ โดยการเปรียบเทียบผลวเิคราะห์และค่า retention time ของ curcuminoids standard 
reference กบัสารตวัอยา่ง  

 สารประกอบทางเคมีในวา่นชกัมดลูกพบสารประกอบในกลุ่มต่าง ๆ ต่อไปน้ี (สนัน่และ
ฉตัรชยั, 2546) 

 กลุ่ม curcuminoids เช่น curcumin, desmethoxycurcumin, bisdesmethoxycurcumin, 
hexahydrocurcumin, octahydrocurcumin เป็นตน้ 

 กลุ่ม diarylheptanoids เช่น trans-1,7-diphenylhepten-5-ol, trans, trans-1,7- 
diphenylheptadien-5-ol, trans, trans-1,7-diphenylheptadien-5-one, trans-1,7-diphenyl-1,3- 
heptadien-4-one, 5-hydroxy-7-(4-hydroxyphenyl)-1-phenyl-(1E)-1-heptene เป็นตน้ 

กลุ่ม sesquiterpenes เช่น xanthorrhizol, germacrone, curzerenone, alpha-curcumene, 
arturmerone, beta-atlantone เป็นตน้ 

เม่ือวิเคราะห์ปริมาณสาร curcuminoids โดยการสกดัสาร curcuminoids ในหวัของตน้วา่น
ชกัมดลูกท่ีไดรั้บการฉายรังสีและโคลชิซิน ท่ีออกปลูกในสภาพกระถางเป็นระยะเวลา 1 ปี ดว้ย
เทคนิค HPLC พบวา่ ไม่พบสาร curcuminoids ในสารสกดัท่ีสกดัจากหวัของวา่นชกัมดลูกเม่ือฉีด
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เทียบสารตวัอยา่งกบัสารละลายมาตรฐาน curcuminoids อาจเน่ืองมาจากหวัอาย ุ1 ปียงัไม่มีการ
สะสมสาร curcuminoids แต่พบสารบางชนิดในหวัของวา่นชกัมดลูกท่ีมีปริมาณมาก ซ่ึงคาดวา่สาร
อาจเป็นสารในกลุ่ม sesquiterpenes เพราะสารในกลุ่มน้ีประกอบดว้ยสาร xanthorrhizol ซ่ึงเป็นสาร
ท่ีมีฤทธ์ิในการยบัย ั้งเอน็ไซม ์cyclooxygenase (COX-2) ท่ีแรง โดยมีค่า IC50 = 0.2 ไมโครกรัมต่อ
มิลลิลิตร ซ่ึงเป็นการยบัย ั้งการสร้าง prostaglandin E2 (PGE2) (สนัน่และฉตัรชยั, 2546) ซ่ึงเป็น
สาเหตุของการเกิดกระบวนการอกัเสบต่างๆ เช่นการปวดอกัเสบของมดลูกขณะมีประจ าเดือน 
(Nakatani et al., 2002) โดยพบวา่ เม่ือตน้วา่นชกัมดลูกไดรั้บการฉายรังสีหรือสารโคลชิซิน ปริมาณ
ของสารชนิดน้ีจะมีมากข้ึน ยกเวน้ตน้ท่ีไดรั้บปริมาณรังสี 6 และ 7 กิโลแรด และตน้ท่ีไดรั้บสารโคล
ชิซิน 0.2 % นาน 24 ชัว่โมง  ท่ีมีปริมาณของสารเฉล่ียนอ้ยกวา่ตน้ควบคุม ดงัตารางท่ี 5 จากตาราง
แสดงใหเ้ห็นวา่ตน้วา่นชกัมดลูกท่ีไดรั้บปริมาณรังสี 3 krad มีปริมาณสารเฉล่ียมากท่ีสุด จากการ
วเิคราะห์ผลทางสถิติของปริมาณสารส าคญั พบวา่ ปริมาณสารส าคญัไม่มีความแตกต่างทางสถิติ มี
รายงานวา่รังสีปริมาณต ่า ๆ สามารถไปเร่งการเจริญเติบโตของพืชได ้ปริมาณรังสีท่ีไปเร่งการ
เจริญเติบโตไดคื้อ ปริมาณรังสีท่ีต ่ากวา่ 5000 เรินตเ์กน การแสดงออกถึงการเร่งการเจริญเติบโตอาจ
แสดงออกมาในลกัษณะต่าง ๆ เช่น ตน้พืชสูงข้ึน มีรากยาว งอกเร็ว ออกดอกเร็ว ผลผลิตสูง หรือ
อายเุก็บเก่ียวสั้นลง เป็นตน้ (อรุณี, 2530) ซ่ึงสอดคลอ้งกบั การก่อกลายพนัธ์ุในแกว้มงักรโดยใช้
รังสีแกมมาท าใหป้ริมาณ carotenoids, vitamin C และ total phenol เพิ่มมากข้ึน (อรพิน และคณะ, 
2550) 

รัชนี (2553) ใหส้ารโคลซิซินท่ีความเขม้ขน้ 0.10% ข้ึนไปกบักลว้ยไมเ้อ้ืองเงิน โดยให้สาร
นาน 4 วนั พบวา่ ขนาดและความยาวของปากใบเพิ่มข้ึน และสามารถชกัน าใหเ้กิดตน้เตตราพลอยด์
ได ้โดยยนืยนัการทดสอบระดบัพลอยดีดว้ยเคร่ือง flow cytometer ซ่ึงส่งผลใหเ้อ้ืองเงินมีดอกขนาด
ใหญ่ กลีบดอกมีความกวา้งยาวและหนามากกวา่ตน้ดิพลอยด ์และในฟ้าทะลายโจร พบวา่เม่ือแช่
ส่วนยอดของฟ้าทะลายโจรในสารโคลชิซิน ความเขม้ขน้ 0.2%  เป็นเวลา 16 ชัว่โมงท าใหป้ริมาณ
สาร andrographolide  ในใบและล าตน้เพิ่มข้ึน (วราภรณ์,  2543) ซ่ึงจากการทดลองแช่หน่อตน้วา่น
ชกัมดลูกในสารละลายโคลชิซิน แลว้ท าใหจ้  านวนปากใบของตน้วา่นชกัมดลูกมีขนาดใหญ่ข้ึน มี
ตน้ท่ีเป็นลกัษณะเป็น mixoploid คือ ตน้ท่ีเป็นทั้งดิพลอยด์และเตตราพลอยดใ์นตน้เดียวกนั จึงคาด
วา่ปริมาณสารในตน้วา่นชกัมดลูกท่ีไดรั้บสารโคลชิซินจะเพิ่มมากข้ึนดว้ย 
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ตารางที ่5  ปริมาณสารส าคญัของหวัวา่นชกัมดลูกอาย ุ1 ปี ท่ีไดจ้ากตน้วา่นชกัมดลูกท่ีไดรั้บการ
ฉายรังสีและโคลชิซิน 

Treatment 
ปริมาณสาร ปริมาณสาร

เฉล่ีย ตน้ท่ี 1 ตน้ท่ี 2 ตน้ท่ี 3 

control 4.9 0.96 1.48 2.45 

1 Krad 1.2 6 2.1 3.1 

2 Krad 1.04 4.8 3.5 3.11 

3 Krad 4.02 37 3.8 14.94 

4 Krad 9.3 3.5 1.95 4.92 

5 Krad 3.4 5.6 1.36 3.45 

6 Krad 2.1 1.37 3.4 2.29 

7 Krad 2.35 1.35 1.8 1.83 

Pr(>F=0.4602) ns 

control 4.9 0.96 1.48 2.45 

0.1/24 ชัว่โมง 4.5 3.1 3.5 3.7 

0.2/24 ชัว่โมง 2.1 2.8 2.3 2.4 

0.1/48 ชัว่โมง 2.2 3.4 2.2 2.6 

0.2/48 ชัว่โมง 1.48 4.8 1.9 2.73 

Pr(>F=0.1956) ns 
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ภาพที ่8 Chromatogram ของตวัอยา่งสารสกดัจากหวัของตน้วา่นชกัมดลูกท่ีไดรั้บสารโคลชิซิน  
0.1 % นาน 48 ชัว่โมง 

 

 
 

ภาพที ่9 Chromatogram ของตวัอยา่งสารสกดัจากหวัของตน้วา่นชกัมดลูกท่ีไดรั้บปริมาณรังสี 7 
Krad 
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สรุปและข้อเสนอแนะ 
 

สรุป 
 

1. จากการใหรั้งสีแกมมาแบบเฉียบพลนักบัตน้วา่นชกัมดลูกในสภาพปลอดเช้ือ มีผลท า

ใหต้น้วา่นชกัมดลูกตายเม่ือไดรั้บปริมาณรังสีตั้งแต่ 2 กิโลแรด และจากสมการถดถอย สามารถ

ท านายไดว้า่ปริมาณรังสี 5.13 กิโลแรด ท าใหต้น้วา่นชกัมดลูกตาย 50% หลงัไดรั้บการฉายรังสี

แกมมาแบบเฉียบพลนั เป็นระยะเวลา 60 วนั และปริมาณรังสี 3 กิโลแรด ท าใหต้น้วา่นชกัมดลูก

บางตน้มีสีของล าตน้เทียมเปล่ียนเป็นสีแดง 

2. จากการใหส้ารโคลชิซินแก่วา่นชกัมดลูกท่ีระดบัความเขม้ขน้ 0.1 และ 0.2% นาน 24 

และ 48 ชัว่โมง มีผลท าใหต้น้วา่นชกัมดลูกมีจ านวนปากใบเฉล่ียลดนอ้ยลง ท่ีระดบัความเขม้ขน้ 

0.1% นาน 48 ชัว่โมง และ 0.2% นาน 24 ชัว่โมงใหจ้  านวนปากใบต ่าสุด คือ 6.6 หน่วยต่อพื้นท่ี เม่ือ

น าตน้วา่นชกัมดลูกเหล่าน้ีไปตรวจ  nuclear content โดยเคร่ือง flow cytometer พบวา่ มีทั้งตน้ท่ี

เป็นดิพพลอยด ์และตน้ท่ีเป็น mixoploid คือตน้ท่ีเป็นทั้งดิพพลอยดแ์ละเตตราพลอยดใ์นตน้เดียวกนั 

โดยท่ีระดบัความเขม้ขน้ 0.1 % นาน 48 ชัว่โมงพบวา่บางตน้มีลกัษณะท่ีเป็น mixoploid  

3. เม่ือตรวจสอบความแปรปรวนทางพนัธุกรรมของตน้วา่นชกัมดลูกท่ีไดรั้บรังสีท่ีปริมาณ

ต่าง ๆ ดว้ยเทคนิคเอเอฟแอลพีโดยใชคู้่ไพรเมอร์ทั้งหมด 10 คู่ไพรเมอร์ พบวา่ทุกคู่ไพรเมอร์ท าให้

เกิดโพลีมอร์ฟิซึมไดใ้นขณะท่ีตน้วา่นชกัมดลูกท่ีไดรั้บสารโคลชิซินทั้ง 2 ความเขม้ขน้และ 2 

ระยะเวลาไม่เกิดโพลีมอร์ฟิซึม แสดงวา่ตน้วา่นชกัมดลูกท่ีไดรั้บการฉายรังสีมีความแปรปรวนทาง

พนัธุกรรมเกิดข้ึน ส่วนตน้วา่นชกัมดลูกท่ีไดรั้บสารโคลชิซิน แมไ้ม่มีการเปล่ียนแปลงชนิดของ     

นิวคลีโอไทด ์แต่ก็ยงัสามารถน าไปใชเ้ป็นแหล่งพนัธุกรรมในการคดัเลือก และปรับปรุงพนัธ์ุ

เพื่อใหไ้ดรั้บสายพนัธ์ุท่ีสามารถสะสมสารส าคญัไดสู้งต่อไป 

4. จากการวเิคราะห์ปริมาณสารดว้ยวธีิ HPLC พบวา่หวัของตน้วา่นชกัมดลูกท่ีไดรั้บการ
ฉายรังสีและโคลชิซิน มีปริมาณของสารบางชนิดมีมากข้ึน เม่ือตน้วา่นชกัมดลูกไดรั้บการฉายรังสี
หรือสารโคลชิซิน ปริมาณของสารชนิดน้ีจะมีมากข้ึน ยกเวน้ตน้ท่ีไดรั้บปริมาณรังสี 6 และ 7 กิโล
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แรด และตน้ท่ีไดรั้บสารโคลชิซิน 0.2 % นาน 24 ชัว่โมง  ท่ีมีปริมาณของสารเฉล่ียนอ้ยกวา่ตน้
ควบคุม โดยตน้วา่นชกัมดลูกท่ีไดรั้บปริมาณรังสี 3 krad มีปริมาณสารเฉล่ียมากท่ีสุด 
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ข้อเสนอแนะ 
 

การเพิ่มชุดโครโมโซมใหก้บัวา่นชกัมดลูกโดยใชส้ารโคลชิซิน พบลกัษณะเป็น mixoploid 
ซ่ึงเกิดจากการใหส้ารโคลชิซินในหน่อของตน้วา่นชกัมดลูกท่ีประกอบดว้ยเซลลเ์ป็นจ านวนมาก 
ซ่ึงแต่ละเซลลอ์ยูใ่นระยะการแบ่งเซลลท่ี์แตกต่างกนั ดงันั้นการท าใหไ้ม่เกิดลกัษณะ mixoploid ท า
ไดโ้ดยการใหส้ารโคลชิซินกบัเน้ือเยือ่ท่ีมีระยะการแบ่งเซลลใ์นระยะเดียวกนั หรือไม่ก็แยกเน้ือเยื่อ
เป็นเซลลเ์ด่ียว ๆ ส่วนตน้ท่ีมีลกัษณะเป็น mixoploid สามารถท าใหเ้ป็นตน้ tetraploid ไดด้ว้ยการน า
เน้ือเยือ่ท่ีมีลกัษณะเป็น mixoploid มาท าการตดัแยกและน าไปเพาะเล้ียงบนอาหารแขง็สังเคราะห์ 
เพื่อใหเ้น้ือเยือ่ส่วนท่ีเป็น tetraploid เจริญเติบโตเป็นตน้ท่ีมีลกัษณะเป็น tetraploid เพียงอยา่งเดียว 
ไม่เป็นลกัษณะ mixoploid  

ถึงแมว้า่การศึกษาในคร้ังน้ีจะไม่สามารถวเิคราะห์สารไดว้า่เป็นสารชนิดใด แต่อยา่งไรก็
ตาม ก็สามารถใชเ้ป็นขอ้มูลพื้นฐานในการวเิคราะห์ชนิดและปริมาณสารในวา่นชกัมดลูกต่อไป ซ่ึง
อาจท าไดโ้ดยการฉีดเทียบกบัสารละลายมาตรฐานอ่ืนท่ีคาดวา่เป็นสารชนิดนั้น หรือท าการหา
โครงสร้างของสารนั้น ๆ ดูวา่เป็นสารชนิดใด โดยใชเ้ทคนิคนิวเคลียร์แมกเนติกเรโซแนนซ์ สเปก
โตรสโคปี เรียกโดยยอ่วา่ เอ็นเอม็อาร์ (NMR) เพื่อดูวา่สารชนิดนั้นประกอบดว้ยสูตรโครงสร้าง
ชนิดใด และตรงกบัสารชนิดใด เพื่อทราบชนิดของสารท่ีไม่ทราบชนิดต่อไป 
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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 
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วนั เดือน ปี ทีเ่กดิ 20 ตุลาคม 2526 
สถานทีเ่กดิ  จ.นครศรีธรรมราช 
ประวตัิการศึกษา  จบการศึกษาระดบัปริญญาตรี ปีการศึกษา 2548  
   สาขาวชิาวทิยาศาสตร์ทัว่ไป (เคมี-ชีววทิยา) คณะวทิยาศาสตร์ 
   มหาวทิยาลยัสงขลานครินทร์ 
ทุนการศึกษาทีไ่ด้รับ ทุนบณัฑิตผูช่้วยวจิยั ศูนยค์วามเป็นเลิศดา้นเทคโนโลยชีีวภาพเกษตร  

ส านกัพฒันาบณัฑิตศึกษาและวจิยัดา้นวทิยาศาสตร์และเทคโนโลยี 
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