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พืชอาหารสัตว เปนอาหารหลักที่สําคัญสําหรับสัตวกระเพาะรวม (ruminant) เชน โคเนื้อ 
โคนม และกระบือ จากขอมูลในป พ.ศ. 2545 กรมปศุสัตวไดสํารวจการปลูกพืชอาหารสัตวใน
ประเทศไทยพบวามีพื้นที่ทั้งหมด 1,195,564 ไร ซ่ึงมีปริมาณเพิ่มขึ้นมากกวา 374,564 ไร เมื่อเทียบ
กับปริมาณพื้นที่การปลูกในป พ.ศ. 2538 ที่มีพื้นที่รวม 821,000 ไร (จันทกานต, 2544) เนื่องจาก
ปจจุบันประเทศไทยมีความตองการผลผลิตจากโคเนื้อ และโคนมเพิ่มขึ้น ดังนั้นการศึกษาพัฒนา
ปรับปรุงพันธุพืชอาหารสัตวที่ดีมีคุณภาพ และปริมาณการผลิตสูงจึงมีบทบาทสําคัญมากยิ่งขึ้น และ
หญาแพงโกลาเปนพืชอาหารสัตวชนิดหนึ่งที่นาสนใจมากในปจจุบัน เนื่องจากความสามารถในการ
เจริญเติบโตไดดีในดินหลายชนิด ตั้งแตดินทรายจนถึงดินเหนียว ดินเลว หรือดินที่มีความอุดม
สมบูรณต่ํา รวมถึงในบริเวณพื้นที่ช้ืนแฉะและน้ําทวมขังก็สามารถเจริญเติบโตไดดี นอกจากนี้หญา
แพงโกลายังมีคุณสมบัติทนแลงและทนตอสภาพอากาศรอนไดดีมาก ซ่ึงเหมาะสมกับสภาพ
ภูมิอากาศในประเทศไทยเปนอยางยิ่ง 
 

ในอดีตไมปรากฏหลักฐานวามีการปรับปรุงพันธุหญาแพงโกลาในประเทศไทยมากอน จึง
ทําใหขอมูลสําหรับการปรับปรุงพันธุหญาชนิดนี้มีไมเพียงพอ เนื่องจากหญาแพงโกลามีจํานวน
โครโมโซมเปนทริพลอยดซ่ึงยากตอการปรับปรุงพันธุดวยวิธีการผสมพันธุแบบธรรมดา นอกจากนี้
หญาแพงโกลายังจัดเปนพืชวันยาว จะออกดอกเมื่อไดรับแสง 14 ช่ัวโมงตอวันโดยประมาณ สงผล
ใหหญาแพงโกลาในประเทศไทยไมสามารถออกดอกไดตามตองการ ดังนั้นการใชเทคนิคการ
เพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อรวมกับการใชรังสีเพื่อชักนําใหเกิดการกลายพันธุจึงเปนวิธีที่นาสนใจ และ
เหมาะสม เนื่องจากใชระยะเวลานอย และไดจํานวนตนในปริมาณมากในเวลาอันรวดเร็ว ในการ
ทดลองครั้งนี้เปนการศึกษาครั้งแรกเกี่ยวกับการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อหญาแพงโกลาพันธุ 258A ที่นําเขา
มาโดยบริษัท ซี.พี. โดยชักนําใหเกิดการกลายพันธุโดยรังสีแกมมาเพื่อใหไดหญาแพงโกลาสาย
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พันธุใหมที่มีลักษณะพึงประสงค เชน มีขนาดใบใหญขึ้นจากสายพันธุเดิม สามารถใหผลผลิตตอป
เพิ่มขึ้น เปนตน 
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วัตถุประสงค 

  
1. ศึกษาสูตรอาหารที่เหมาะสมในการชักนําขอใหเกดิยอดหลายยอด (multiple shoot) 

เพื่อใหไดยอดจํานวนมาก 
2. ศึกษาผลของรังสีแกมมา 6 ระดับ 0, 20, 40, 60, 80 และ 100 เกรย (gray) เพื่อหาคา 

LD50 
3. ศึกษาสูตรอาหารที่เหมาะสมในการชักนํายอดใหเกดิรากเพื่อนําออกปลูกในสภาพ

ธรรมชาติใหมีจํานวนตนที่รอดตายไดมากขึ้น 
4. เพื่อคัดเลือกสายพันธุกลายทีม่ีลักษณะดีเดนตางๆ เชน มขีนาดใบใหญขึ้น สามารถให

ผลผลิตตอปสูงขึ้น เปนตน
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การตรวจเอกสาร 

 
1. หญาแพงโกลา (Digitaria eriantha) ชื่อเดิม D. decumbens 
 

 หญาแพงโกลาจัดอยูในวงศ Gramineae สกุล Digitaria ซ่ึงหญาในสกลุ Digitaria นีม้ี
ประมาณ 80 ชนิด ขึ้นกระจัดกระจายอยูในเขตรอน อาจจะมีอายุเพียงฤดูกาลเดยีวในเขตอบอุน 
ลักษณะเดนของหญากลุมนีค้ือ มีชอดอกแบบ panicle ที่มีกิ่งแขนงของชอดอกแบบ spike-like 
raceme และมกีลุมของดอก (spikelet) เรียงตัวแบบหลวมหรือเกาะกันแนน หญาในสกุล Digitaria 
ที่นิยมปลูกเพือ่ใชเล้ียงสัตวและนํามาทดสอบในประเทศไทยไดแก Digitaria eriantha มีอยู 2-3 
สายพันธุ และที่ปลูกเปนการคาเพื่อทําหญาแหงไดแก พันธุ 258A ซ่ึงบริษัท ซี.พี. เปนผูนําเขามาจาก
ไตหวนั ปจจุบนัเรียกวา พันธุ ซีพี-1 (สายัณห, 2546) 
 

1. ลักษณะทางสัณฐาน หญาแพงโกลาจัดเปนหญาประเภท stoloniferous  มีลําตนทอด
นอนไปตามพืน้ดิน มีรากเจรญิออกมาจากขอ และสวนของหนอออนเจริญไปดานบน ซ่ึงอาจจะตั้ง
ตรงหรือกึ่งตั้ง มีใบมากและเมื่อมีชอดอกอาจจะสูงถึง 70-120 เซนติเมตร ลําตนไมมีขน มีขอจํานวน
มาก ชอดอกแบบ digitate panicle ซ่ึงมีการออกดอกเฉพาะบางสายพันธุเทานั้น 
 

2. แหลงที่ปลูก มเีฉพาะในสถานีวิจยัของรัฐ ยกเวนสายพันธุบางสายพันธุที่บริษัท ซี.พี. 
ไดนํามาจากไตหวนั และปลกูเพื่อทําหญาแหง โดยมีพืน้ทีป่ลูกประมาณ 2,000 ไร 
 

3. การปรับตัวเขากับสภาพแวดลอม เหมาะกับบริเวณที่มฝีนตกเฉลี่ย 1,000 มิลลิเมตร ขึ้น
ไดดีในดินหลายชนิดตั้งแตดนิทรายจนถึงดนิเหนยีว ในบริเวณที่ช้ืนแฉะและน้ําทวมเปนครั้งคราวก็
สามารถเจริญเติบโตได แมวาอาจจะไมดีเทาใดนกั ขึ้นไดในดินเลว หรือมีความอุดมสมบูรณต่ํา 
ตอบสนองตอปุยไนโตรเจนไดดี อุณหภูมทิี่เหมาะสมอยูระหวาง 19-24 องศาเซลเซียส แตใน
ประเทศไทยอณุหภูมิสูงระหวาง 25-35 องศาเซลเซียสก็ยงัขึ้นไดดีมาก ทนแลงไดดีมาก และ
เจริญเติบโตไดดีในชวงฤดูรอน ถามีการใหน้ําเต็มที่ จัดเปนพืชวนัยาว ออกดอกเมื่อไดรับแสง 14 
ช่ัวโมง 
 

4. ผลผลิตและคุณคาทางอาหาร รายงานของบริษัท ซี.พี. ซ่ึงปลูกที่กําแพงเพชรใหผลผลิต
ระหวาง 600-800 กิโลกรัมตอไร จากการตดัทุกๆ 45-55 วัน มีระดับโปรตีน 8.5-11.2% โดยใชปุยยู



 

5 

เรีย 45 กิโลกรัมตอไรตอการตัดหนึ่งครั้ง (สายัณห และคณะ, 2539ก) จากการศึกษาของไพโรจน
(2507) ในบริเวณแปลงทดลองของมหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร ตลอดระยะเวลาหนึ่งป พบวาให
ผลผลิตน้ําหนักแหงได 3,236 กิโลกรัมตอไรตอป และในสภาพที่มีการใชปุยไนโตรเจน 70 
กิโลกรัมตอไร ใหผลผลิตน้ําหนักแหง 4,060 กิโลกรัมตอไรตอป เนื่องจากหญาแพงโกลามีลักษณะ
การเจริญเติบโตแบบเลื้อย ดงันั้นการปลอยใหหญามีอายมุากกวา 60 วนั จะทําใหเกิดใบตายเพิ่มขึ้น 
ทําใหคุณภาพของหญาลดต่ําลงได (สายณัห และคณะ, 2539ก) นอกจากนี้ระดับความสูงของการตัด
มีผลกระทบตอผลผลิตของหญาแพงโกลาอยางเดนชดั แตมีผลตอระดับโปรตีนเพียงเล็กนอย ความ
สูงที่ควรตัดอยูที่ระดับ 5 เซนติเมตรเหนือพืน้ดิน (สายัณหและคณะ, 2539ข) 
 
2. การเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ 
 
 การสรางความแปรปรวนทางพันธุกรรม (genetic variation) มีความสําคัญอยางยิ่งในการ
ปรับปรุงพันธุ วิธีการสรางความแปรปรวนทางพันธุกรรมสามารถทําไดหลายวิธี เชน การชักนําให
เกิดการกลายพันธุรวมกับการเพาะเลี้ยงเนือ้เยื่อ และการคัดเลือกสายพนัธุบนอาหารทดสอบจัดเปน
วิธีการหนึ่งทีส่ามารถสรางพันธุใหมที่มีลักษณะตามตองการได สําหรับการเพาะเลีย้งเนื้อเยื่อของ
พืชวงศหญาในสภาพปลอดเชื้อ เร่ิมมีการศึกษามาประมาณ 60 ปแลว โดยประสบความสําเร็จเมื่อป 
1960 (รังสฤษฏ, 2541) 
 

การเพาะเลีย้งเนื้อเยื่อ คือ การนําเอาสวนหนึ่งสวนใดของพืชไมวาจะเปนอวัยวะ เนือ้เยื่อ 
เซลล หรือเซลลไรผนังมาเลี้ยงในอาหารสังเคราะหซ่ึงประกอบดวยแรธาตุ น้ําตาล วติามิน และสาร
ควบคุมการเจริญเติบโตในสภาพปลอดเชื้อจุลินทรียและควบคุมสภาพแวดลอม เชน อุณหภูมิ แสง 
และความชืน้ ช้ินสวนของพชืเหลานี้มีการเจริญเติบโตและพัฒนาไดหลายรูปแบบ เชน สามารถ
พัฒนาเปนแคลลัส (callus formation) แลวพัฒนาเปนตนที่สมบูรณ หรือช้ินสวนพืชที่นํามาเพาะ 
เล้ียงพัฒนาเปนอวัยวะ (organogenesis) จากนั้นจึงพัฒนาเปนตนที่สมบรูณ หรือมีการพัฒนาเปน
เอ็มบริโอกอน (embryogenesis)แลวพัฒนาเปนตนที่สมบรูณ ช้ินสวนทีเ่พาะเลี้ยงเนื้อเยื่อเมื่อตัด
แบงเปนชิ้นๆแลวทําการเปลี่ยนอาหาร เนือ้เยื่อดังกลาวยงัคงมีความสามารถในการเพิ่มปริมาณได
อยางไมมีที่ส้ินสุด สุดทายจะไดตนที่มีลักษณะเหมือนกนัทุกประการเปนจํานวนมาก (อรด,ี 2539) 
สําหรับความสําเร็จของการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อนั้นขึ้นอยูกบัปจจัยหลายประการที่มีบทบาทควบคุม
การเจริญเติบโตและการเปลีย่นแปลงของเนื้อเยื่อ 
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 โดยปกตแิลวเซลล เนื้อเยื่อ และอวยัวะตางๆของพืชที่นํามาเพาะเลีย้งเนื้อเยื่อนัน้ไดผาน
กระบวนการเปลี่ยนสภาพเปนโครงสรางที่สมบูรณ และ ทําหนาทีเ่ฉพาะอยางตามที่ถูกกําหนด
มาแลว การจะชักนําชิ้นสวนเหลานี้ใหมกีารเปลี่ยนแปลงทางสัณฐานและมีพัฒนาการจนเกิดเปนพืช
ตนใหมไดจะตองผานขั้นตอนการเปลี่ยนแปลงสภาพเพือ่ปรับเปลี่ยนสภาวะของเซลล 2 ขั้นตอน 
คือ 

1. Dedifferentiation เพื่อเปลี่ยนสถานะของเซลล เนื้อเยื่อ หรืออวัยวะตางๆใหมาอยูใน
สภาพที่เปนเซลลที่ยังไมมีการเปลี่ยนสภาพ แตมีการเติบโตและเพิ่มจํานวนโดยการแบงเซลลแบบ 
proliferative division ที่อาจอยูในรูปของกลุมเซลลหรือแคลลัส(callus) หรืออยูในรูปของเซลลเดี่ยว
หรือเซลลแขวนลอย ซ่ึงจะเปนเซลลที่ยังไมถูกกําหนดใหมีการเปลี่ยนสภาพ (undetermined cell) 

2. Redifferentiation เพื่อเปลี่ยนสถานะของกลุมเซลลหรือแคลลัสใหกลับมีการ
กําหนดการเปลี่ยนแปลงสภาพ (determined cell) เพื่อพรอมเขาสูกระบวนการชกันําใหเกิดเปนตน
ใหมซ่ึงอาจเกดิได 2 ทาง คือ 1. Embryogenesis หมายถึง การกาํเนดิเอม็บริโอจากเซลลรางกายที่
เรียกวา somatic embryo และ 2. Organogenesis หมายถึง การกําเนดิเปนอวัยวะของสวนตน (shoot) 
หรือราก (root) 
 

การเพาะเลี้ยงแคลลัส 
 

แคลลัส หมายถึงเซลลที่อยูรวมกันและยังไมมีการพัฒนาไปเปนเนื้อเยื่อหรืออวัยวะชนิด
ตางๆ ประกอบดวยเซลลพาเรนไคมา มีขนาดไมแนนอน ภายในเซลลมีแวควิโอลจํานวนมาก สวน
ใหญไมมีรงควัตถุแตบางสวนอาจมีสีเขียวของคลอโรฟลล สีเหลืองของแคโรทีนอยดและฟลาโว
นอยด หรือมสีีมวงจากแอนโทไซยานิน ปริมาณและชนิดของรงควัตถุเหลานี้ขึ้นอยูกบัชนิดของพืช 
ธาตุอาหารและปจจยัสภาพแวดลอมในการเพาะเลี้ยง เชน แสง ลักษณะของแคลลัสที่มีกลุมเซลล
เกาะกันหนาแนน (compact callus) สีเหลืองออนหรือขาวจะพัฒนาเปนเอ็มบริโอได เรียกวา 
embryogenic callus สวนแคลลัสที่มีการเจริญเติบโตชาในระยะแรก ในบางครั้งอาจพบวามีลักษณะ
ออนนุม (non-embryogenic callus) เกิดขึ้นอยางรวดเรว็กอนแลวจึงพัฒนาไปเปน embryogenic 
callus เรียกแคลลัสแบบนี้วา แคลลสั type II สวนแคลลัสที่เกาะกันอยางหลวมๆเรียกวา friable 
callus (Vasil, 1987) 
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การเจริญของแคลลัสจากสวนตางๆของพืชสามารถแบงออกไดเปน 3 ระยะ คือ 
 
1. การชักนํา (induction) 
2. การแบงเซลล (cell division) 
3. การเปลี่ยนแปลง (differentiation) 

 
ในระยะแรกของการชักนําใหเกิดแคลลัสจะมีการกระตุนใหเกิดกจิกรรมการแบงเซลลแบบ

ไมโทซิส ซ่ึงจะเกดิขึ้นนานเทาใดนัน้ขึ้นอยูกับสภาพทางสรีรวิทยาของเซลลพืชและสภาพการ
เพาะเลี้ยง จากนั้นจะเปนระยะของการแบงเซลล โดยเซลลของพืชจะเปลี่ยนกลับไปเปนเซลล
เนื้อเยื่อเจริญและมีการเปลี่ยนแปลงของเซลลพืชเกิดขึ้นตอไป (Dodds and Roberts, 1995) ตนใหม
ที่เกิดขึ้นจากการเพาะเลี้ยงแคลลัสตองอาศัยปจจยัรวมกันกําหนดรูปแบบของการเกิดตน เชน ปจจัย
ที่เกี่ยวของกับพืช สารเคมีที่เปนองคประกอบของอาหาร สารควบคุมการเจริญเติบโต ซ่ึงการ
เปลี่ยนแปลงของเนื้อเยื่อที่เพาะเลี้ยงมี 2 แบบ คือ embryogenesis และ organogenesis 

 
1. Embryogenesis เปนกระบวนการที่เซลลรางกายเปลี่ยนรูปไปเปนโครงสรางที่มีสวน

ยอดและราก (bipolar structure) ซ่ึงมีการเจริญเติบโตระยะตางๆเหมือนเอ็มบริโอที่เกิดจากการ
รวมตัวของเซลลสืบพันธุ เรียกวา somatic embryo หรือ embryoid เนื่องจากเปนโครงสรางที่มีทั้ง
สวน shoot primodia และ root primodia ที่เจริญมาจากจดุกําเนดิเดยีวกนั การเกดิ embryoid เกิดได 
2 ลักษณะ คือ 

- direct embryogenesis เกิด embryoid โดยตรงจากเซลลหรือกลุมเซลลโดยไมผานการ
เกิดแคลลัสมากอน 

- indirect embryogenesis เกิด embryoid จากแคลลัสโดยชักนําสวนทีใ่ชเพาะเลี้ยงให
เกิดเปนแคลลัสที่พรอมจะเจริญเปน embryoid เรียกวา embryogenic callus 

2. Organogenesis เปนกระบวนการเกดิอวยัวะจากกลุมเซลลที่มีลักษณะเหมือนเซลลแคม
เบยีม คือ เซลลที่มีขนาดเล็กมีแวควิโอลนอย ไซโทพลาซึมเขมขน มีเม็ดแปงขนาดใหญ มีการแบง
เซลลอยางรวดเร็ว เรียกวา meristemoid จากจุดกําเนิดนี้จะมีการเจริญเปนอวัยวะเพยีงชนิดเดยีว คือ
ยอดหรือราก เรียก monopolar structure เกิดขึ้น 2 ลักษณะ คือ 

- direct organogenesis อวัยวะเกิดโดยตรง จากเซลลเนื้อเยื่อหรือตายอดหรือตาขางที่
นํามาเพาะเลี้ยงโดยไมเกิดจากแคลลัสมากอน 

- indirect organogenesis อวัยวะเกิดจากแคลลสับนชิ้นเนื้อเยื่อที่เพาะเลีย้ง (สุมล, 2546) 
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ในปจจุบนัการเพาะเลี้ยงเนือ้เยื่อพืชวงศหญาเปนวิธีที่นยิมใชในการปรับปรุงคุณภาพของ
พืชวงศหญาเพือ่ใหไดลักษณะที่ตองการทั้งทางดานผลผลิตและคุณคาทางอาหาร ซ่ึงอาหาร
สังเคราะหที่นยิมใชเล้ียง ไดแก อาหารสูตร MS (Murashige and Skoog, 1962) ที่เติมสารควบคุม
การเจริญเติบโตพวกไซโตไคนิน (cytokinin) ออกซิน (auxin) หรือสารควบคุมการเจริญเติบโตอื่นๆ 
จากรายงานการทดลองมีทั้งการชักนําใหเกิดยอดหลายยอด การชักนําใหเกิดแคลลัสและพัฒนาเปน
ตนใหมที่สมบรูณ 
 

การชักนําใหเกิดยอดหลายยอดในพืชวงศหญาที่ผานมา พบวามีการใชช้ินสวนของหญาที่
แตกตางกัน เชน ใชสวนปลายยอดของหญา Lolium multiflorum ชักนําใหเกิดหนอใหมโดยนําสวน
ปลายยอดไปเลี้ยงบนอาหารสูตร MS ที่เติม BAP ความเขมขน 1 มก.ตอลิตร สามารถสรางหนอ
ใหมในอัตราการขยาย 40 หนอตอเดือน (Dalton and Dale, 1981) และ Sairam et al.(2002) นํา 
ปลายยอดของหญา Tripsacum dactyloides (L.) ไปเลี้ยงบนอาหารที่มี 6-benzyladenine (BA) 5-10  
มิลลิกรัมตอลิตร สามารถชักนําใหเกดิยอด 6-10 ยอดในเวลา 4-6 สัปดาห กมลพรรณ และคณะ 
(2535) ใชสวนขอของหญาแฝกหอม (Vetiveria zizanioides Nash) มาเลี้ยงบนอาหารสูตร MS ที่เติม 
6-benzylaminopurine (BAP) 10 ไมโครโมลตอลิตร สามารถชักนําใหเกิดหนอใหม 10 หนอตอตน 
ในเวลา 4 สัปดาห 

 
นอกจากสวนขอและปลายยอดแลวยังมีผูที่ใชเมล็ดในการชักนําใหเกดิยอดหลายยอด โดย 

ธนภักษ(2545)  ใชเมล็ดของหญาอะตราตมั (Paspalum atratum) เพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร MS ที่
เติม BAP 2 มิลลิกรัมตอลิตร และ NAA 0.5 มิลลิกรัมตอลิตร ดิริฎา (2545) เพาะเลี้ยงเมล็ดของหญา
รูซ่ี (Brachiaria ruziziensis Germain and Everard) บนอาหารสังเคราะหสูตร MS ที่เติม BAP 10 
มิลลิกรัมตอลิตร สามารถชักนําใหเกดิยอดจํานวนมากเฉลี่ย 7.49 ยอด นอกจากนั้น วิภาสิริ(2546) 
ยังใชเมล็ดของหญาซิกแนลนอน (Brachiaria decumbens Stapf) เพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร MS ที่เติม 
BAP 6 มก.ตอลิตรสามารถชักนําใหเกดิยอดไดสูงสุด 71.37 เปอรเซ็นต และสุมล(2546) ทดลองโดย
เพาะเลี้ยงเมล็ดของหญากินนีสีมวง (Panicum maximum TD 58) บนอาหารสูตร MS ที่เติมน้ํา
มะพราว 15 เปอรเซ็นต ไคเนติน 5 มิลลิกรัมตอลิตร และcasein hydrolysate 100 มิลลิกรัมตอลิตร 
สามารถชักนําใหเกิดยอดเฉลี่ยเทากับ 5.75 ยอด  
 

นอกจากการชกันําใหเกดิยอดแลวในพืชวงศหญายังมีรายงานการชักนําใหช้ินสวนของ
หญาเกิดเปนแคลลัส โดยสามารถเพาะเลี้ยงจากชิ้นสวนของหญาที่แตกตางกันไดหลายสวน เชน ใช
สวนตาดอกของหญา Weeping Love (Eragrostis curvula) (Echenque et al.,1996) ใชเมล็ดของ
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หญา switchgrass (Panicum virgatum) (Denchev and Conger, 1994) หญา buffle (Cenchrus 
ciliaris) (Ross et al.,1995) หญาซิกแนลนอน (Brachiaria decumbens Stapf) (วิภาสิริ, 2546) และ
หญากินนีสีมวง (Panicum maximum TD58) (สุมล, 2546) นอกจากนี้ยังมีผูใชสวนใบมาชักนําให
เกิดแคลลัส เชน ใชฐานใบของหญาบาเฮียร (Paspalum notatum Fluegge L.) (Shatters et al., 1994) 
ใชใบออนในหญาเนเปยร (Pennisetum purpureum Schum) (Wan and Vasil, 1996) หญา Paspalum 
scrobiculatum (Vikrant and Rashid, A., 2003) และหญากินนีสีมวง (สุมล, 2546) และยังสามารถนาํ
ตนออนมาใชในการชักนาํแคลลัส เชน ใชตนออนของหญา switchgrass (Panicum virgatum) 
(Denchev and Conger, 1994) และใชตนกลาในหญา blue gamma (Aguado-Santacruz et al., 2001) 
การใชยอดออนของหญา P. maximum Jacq. cv. Likoni (Lajonchare et al., 1993) และใชสวน 
mesocotyl ของหญา Bromus inermis Leyss. (Vikrant and Rashid, 2003)  

 
การนําชอดอกมาใชในการเพาะเลี้ยงและชักนําใหเกิดแคลลัสไดแก ใชชอดอกออนของ

หญา Echinochloa colonum (L.) Link. (Tyagi et al., 1985) หญาเนเปยร (Pennisetum purpureum 
Schum) (Bajaj, 1988) หญาเบอรมิวดา [Cynodon dactylon (L.) Pres.] (Ahn et al., 1988) หญา 
Paspalum intermedium และ P. virgatum (Bobo et al., 1988) หญา dallisgrass (Paspalum diltatum 
Poir.) (Akashi and Adachi, 1992) ในหญา Cenchrus ciliaris cv.75 (Ross et al., 1995) หญา
แฝกหอม (Vetiveria zizanioides Nash) (มโนชย,2539) ลูกผสมของหญา bermudagrass cv. 
Tifgreen และ Mukesh (Chaudhury and Rongda, 2000) ลูกผสมของหญา bermudagrass cv. Tifton 
85 (Jain et al, 2005) เปนตน 

3. การกลายพันธุ 
 
 การกลายพันธุ หมายถึง การเปลี่ยนแปลงลักษณะพนัธุกรรม และลักษณะที่เปลี่ยนแปลงไป
นี้สามารถจะถายทอดจากชั่วอายุหนึ่งไปยังอีกชั่วอายหุนึ่ง ซ่ึงการกลายพนัธุที่เกิดจากการ
เปลี่ยนแปลงโครโมโซม ทั้งที่เกิดจากการเปลี่ยนแปลงโครงสรางและการเปลี่ยนแปลงทางจํานวน
ของโครโมโซมเรียกวา การกลายพันธุระดบัโครโมโซม (chromosome mutation) แตถาเปนการ
กลายพันธุที่เกดิจากการเปลี่ยนแปลงรูปแบบของยีนเรียกวา การกลายพนัธุระดับยนี (gene 
mutation) (ประดิษฐ, 2546)  
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การเกิดการกลายพันธุ แบงออกไดเปน 2 แบบ คือ การกลายพันธุที่เกดิขึน้เองในธรรมชาติ 
(spontaneous mutation) ซ่ึงเปนผลมาจาก รังสี สารเคมี อุณหภูมิ ที่มีอยูในธรรมชาต ิกระตุนใหเกดิ
การกลายพันธุ และการกลายพันธุที่เกิดจากการชักนํา (induced mutation) เปนการกลายพันธุที่เกดิ
จากมนษุยใชส่ิงกอกลายพนัธุ (mutagen) ชักนําใหเกดิขึ้น (ประดิษฐ, 2546) 

 
 การชักนําใหเกิดการกลายพนัธุในพืช (induced mutation) เปนวิธีการทีท่ําใหเกิดการ
เปลี่ยนแปลงทางพันธุกรรมไดเร็วขึ้น และสามารถถายทอดไปยังชัว่ตอไปได ปกตแิลวการกลาย
พันธุนั้นสามารถเกิดขึ้นเองไดตามธรรมชาติแตมีอัตราต่ํา จึงตองมีการกระตุนเพื่อใหเกิดการกลาย
พันธุในอัตราที่สูงและในระยะเวลาที่รวดเร็วข้ึน ซ่ึงกอใหเกิดความแปรปรวนของลักษณะ
พันธุกรรมที่เปนประโยชนในการคัดเลือกตอไป การปรับปรุงพันธุพืชโดยชักนําใหเกิดการกลาย
พันธุไดมีการใชอยางแพรหลายในประเทศตางๆทั่วโลก เชน จีน อินเดีย คิวบา เนเธอรแลนด และ
ญ่ีปุน เปนตน ทําใหไดพันธุพืชใหมๆที่มีลักษณะดี เชน ทนตอโรคและแมลง ทนตอสภาพแวดลอม
ที่ไมเหมาะสม ทนดินเค็ม ดนิเปรี้ยวและทนแลง เปนตน ปจจุบันเทคนคิการเพาะเลีย้งเนื้อเยื่อมี
ประโยชนตอการปรับปรุงพันธุพืชมาก โดยเฉพาะการชกันําใหเกดิการกลายพันธุในสวนของ
เนื้อเยื่อทีน่ํามาเพาะเลี้ยงหรือในสวนของแคลลัส ทําใหไดลักษณะที่เปลี่ยนแปลงไปเปนจํานวนมาก 
ซ่ึงชวยใหมีโอกาสในการคัดเลือกลักษณะที่พึงประสงคไดมากขึ้น อีกทั้งชวยประหยดัคาใชจาย 
แรงงาน เวลาและพื้นที่ในการเพาะปลูกดวย 
 

ส่ิงกอกลายพนัธุที่นํามาใชรวมกับการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อนั้น สามารถแบงออกไดเปน 2 พวก
ใหญๆ คือ ส่ิงกอกลายพนัธุทางเคมี (chemical mutagen) เชน ethylmethane sulphonate (EMS) 
diethyl sulphate (dES) เปนตน และสิ่งกอกลายพันธุทางกายภาพ (physical mutagen) เชน อุณหภูมิ 
และรังสีตางๆ เปนตน 
 

การใชรังสีเหนี่ยวนําใหเกดิการกลายพันธุ 
 
 รังสี (radiation) หมายถึง พลังงานที่ออกมาในรูปของคลื่นแมเหล็กไฟฟา (electromagnetic 
wave) หรือโฟตอน (photon) หรือออกมาในรูปของอนุภาคที่มีขนาดเล็ก (particulate radiation) ซ่ึง
สามารถแบงรังสีตามพลังงานที่มีอยูในตัวเองไดเปน 2 พวก คือ รังสีที่กอใหเกดิไอออน (ionizing 
radiation) และรังสีที่ไมกอใหเกิดไอออน (non-ionizing radiation) (สิรนุช, 2541) 
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 รังสีแกมมา (gamma) เปนรังสีคล่ืนแมเหล็กไฟฟาที่มีความยาวคลื่นสัน้มาก มีอํานาจในการ
ทะลุทะลวงสูง เกิดจากการสลายตัว (decay) ของนิวเคลียสของสารกัมมันตรังสี (radioactive 
substance) เชน Cobalt-60 (Co-60), Cesium-137 (Cs-137), Manganese-56 (Mn-56) เปนตน  
(สิรนุช, 2541) 
 
 รังสีแกมมา (gamma) ไดรับความนิยมเปนอยางมากในการใชเพื่อเหนี่ยวนําใหเกดิการกลาย
พันธุในพืช เนือ่งจากสามารถฉายรังสีได 2 แบบ คือ การฉายรังสีแบบเฉียบพลัน (acute irradiation) 
เปนการใหรังสีในปริมาณสงูและใหเสรจ็สิ้นในระยะเวลาอันสั้น นิยมใชฉายรังสีกับเมล็ด ละออง
เรณู และเนื้อเยื่อที่นํามาเพาะเลี้ยง โอกาสที่เซลลหรือเนื้อเยื่อที่ไดรับรังสีจะเกดิการกลายพันธุมีสูง 
และการฉายรงัสีแบบเรื้อรัง (chronic irradiation) เปนการฉายรังสีโดยใชระยะเวลานาน และใชรังสี
ปริมาณต่ํา เชน เปนสัปดาหหรือเปนเดือน นิยมใชฉายรังสีกับพืชทั้งตน หนอ กิ่งตอนและกิ่งชํา 
เซลลหรือเนื้อเยื่อจะมโีอกาสไดรับรังสีอยางทั่วถึง  นอกจากนี้เครื่องฉายรังสีแกมมายังมีหลาย
รูปแบบแบงตามวัตถุประสงคของการใชงาน เชน ไรรังสีแกมมา เรือนรุกขรังสี เครื่องฉายรังสี
แกมมาแบบปด และหองรังสีแกมมา เปนตน (สิรนุช, 2540) 
  

ปจจุบันการปรับปรุงพันธุพืชโดยการฉายรังสีทําไดทั้งพืชที่ผานและไมผานการเพาะเลี้ยง
เนื้อเยื่อ มีรายงานการทดลองการฉายรังสีในเมล็ดโดย Shivashilanker et al.(1988) ใชเมล็ดของหญา
กรีนแพนิค (Panicum maximum var. trichoglume) ฉายรังสีแกมมาที่ปริมาณตางๆคือ 40, 50 และ 60 
กิโลแรด ผลปรากฏวาไดหญากรีนแพนิคที่เกิดการกลายพนัธุหลายลักษณะ เชน ไมมีการออกดอก 
เพิ่มผลผลิตน้ําหนักสด มจีํานวนกอและมนี้ําหนกัตอกอเพิ่มขึ้น และจากการวิเคราะหคุณคาทาง
โภชนาการของใบ พบวาพืชที่ไมออกดอกมีโปรตีนสูงกวาพืชที่ออกดอกถึง 100 เปอรเซ็นต เปนตน 
ตอมา Hussin et al. (2002) ไดศึกษากระบวนการ mutagenesis ของเมล็ดหญาซิกแนลนอน 
(Brachiaria decumbens) โดยนําเมล็ดไปฉายรังสีแกมมาที่ระดับ 0, 100, 200, 300, 400, 500, 600, 
700 และ 800 เกรย พบวาหญามีความไวตอรังสีแกมมาต่ํา ดังนั้นปริมาณรังสีที่เหมาะสมในการชัก
นําใหเกิดกระบวนการ mutagenesis คือ 700-900 เกรย 
 

การฉายรังสีรวมกับการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ สามารถทําไดโดยนําพืชมาเพาะเลี้ยงใหเกดิเปน
แคลลัสหรือยอดจํานวนมากหรือเซลลแขวนลอย บางครั้งอาจนําพืชมาฉายรังสีกอนนํามาเพาะเลี้ยง 
เมื่อทําการฉายรังสีแลวจึงนําพืชมาเพาะเลี้ยงตอในอาหารคัดเลือกที่ใสสารชวยในการคัดเลือกพืชที่
ตองการไว เชน กรด เกลือ ดาง เปนตน หลังจากนั้นนําพืชที่คัดเลือกไดจากอาหารคัดเลือกออกปลกู
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ทดสอบและประเมินผลการทดสอบและคดัเลือกลักษณะที่ตองการ เชน วราพร (2543) ทําการ
ทดลองเพื่อทดสอบความสามารถในการทนเค็มของแคลลัส โดยนําแคลลัสของหญาแฝกที่ไดรับ
การฉายรังสีปริมาณ 0, 50, 100 และ 200 เกรย ไปเพาะเลี้ยงบนอาหาร MS ที่เติม 2,4-D 5 ไมโครโม
ลารที่เติมเกลือโซเดียมคลอไรดความเขมขน 0, 1, 2, 3 และ 4 % นาน 8 สัปดาหพบวาหญาแฝกที่ได
จากแหลงพันธุกรรมกําแพงเพชร 1 ที่ไดรับรังสี 50 เกรยสามารถทนเค็มไดสูงถึง 4 % นอกจากนี้ 
จันทกานต (2544) ยังสามารถคัดเลือกตนหญาเนเปยรแคระทนเค็มจากแคลลัสที่ผานการฉายรังสี
แกมมาปริมาณ 0-5 กิโลแรด แลวยายมาเลี้ยงบนอาหารสูตรชักนําใหเกิดตนที่เติมเกลือโซเดียมคลอ
ไรดระดับตางๆตั้งแต 0-2% ไดตนหญาเนเปยรแคระมีลักษณะทนเค็มทีร่ะดับ 0.5% 25 ตน และตน
ทนเค็มที่ระดบั 1% 6 ตน นอกเหนือจากการนําแคลลัสไปฉายรังสีแลวยังสามารถนํายอดของหญาที่
เกิดจากการชักนําในการเพาะเลี้ยงไปฉายรังสีแกมมาได เชน สุมล (2546) ทดลองโดยการชักนํา
เมล็ดของหญากินนีสีมวงใหเกิดยอดหลายยอดบนอาหารสูตร MS ที่เติมน้ํามะพราว 15% kinetin 5 
มก.ตอลิตร และ casein hydrolysate 100 มก.ตอลิตร จากนั้นนํายอดที่ไดไปฉายรังสีแกมมาที่
ปริมาณ 0, 10, 20 และ 30 เกรย แลวยายลงอาหารคัดเลือกที่เติมเกลือโซเดียมคลอไรด 0, 0.5, 1.0, 
1.5 และ 2.0% หลังจากนําหญาออกปลูกในสภาพธรรมชาติพบวาตนหญามีอัตราการรอดชีวิต
เทากับ 26.92% และพบตนหญากินนีสีมวงที่คาดวาจะเปนตนที่มีลักษณะทนเค็มที่ระดับความ
เขมขนเกลือ 2.0% จํานวน 4 โคลน 

 
รังสทีําอันตรายตอเซลลไดอยางไร 

 
 รังสีทําใหอะตอมตางๆภายในเซลลเกิดการแตกตัวเปนไอออน โดยเฉพาะเกดิ chemical 
radicals ที่ไวตอการทําปฏิกิริยาและกอใหเกิดการเปลี่ยนแปลงทางเคมีขึ้นภายในเซลล การ
เปลี่ยนแปลงดงักลาว อาจทําใหเกิดความเสียหายตอการทาํหนาที่ตางๆของเซลล สามารถฆาเซลล
ได หรือขัดขวางการแบงเซลล 
 
 เซลลพืชที่เปนเปาหมายของรังสีและเกิดการเปลี่ยนแปลงของขอมูลทางพันธุกรรมได คือ 
เซลลเนื้อเยื่อเจริญ (meristematic cells) ที่อยูในสวนตางๆของพืช ภายในเซลลจะมีชีวโมเลกุลที่
สําคัญ คือ ดีเอ็นเอ ซ่ึงผลจากการไดรับรังสีทําใหโมเลกุลของดีเอ็นเอเกดิการเปลี่ยนแปลงที่สามารถ
ตรวจสอบได ไดแก เกิดการสลายตัวของพนัธะไฮโดรเจน (hydrogen bond) ที่เชื่อมระหวางคูเบส
ในโมเลกุลของดีเอ็นเอ เกิดการตัดขาดพันธะที่เชื่อมระหวางน้ําตาลกับฟอสเฟต (phosphodiester 
bond) ทําใหเกดิ single strand break และ double strand break เกิดการแตกหักทีพ่ันธะโควาเลนท 
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(covalent bond) อ่ืนๆของดีเอ็นเอ เกิดการเชื่อมกันระหวางสายและภายในสายของดเีอ็นเอ (cross-
linkage) เกิด dimer ระหวาง pyrimidine base ภายในสายของดีเอ็นเอสายใดสายหนึ่ง และเกดิการ
เชื่อมกันระหวางดีเอ็นเอและโปรตีน (DNA-protein crosslink) ซ่ึงเปนการเชื่อมตอระหวางเบสและ
กรดอะมิโนดวย sulfide linkage (SH) (สิรนุช, 2541) 
 
 เมื่อเซลลไดรับรังสีแลว จะสงผลกระทบตอโครงสรางและหนาที่ของเซลล เชน อาจมีผล
ตอเยื่อหุมตางๆภายในเซลล กระบวนการเมแทบอลิซึม กระบวนการสงัเคราะหภายในเซลล ซ่ึง
สงผลกระทบตอการแบงเซลลดวย การเปลี่ยนแปลงจะเกิดมากหรือนอยข้ึนอยูกับปริมาณรังสีที่
ไดรับ อัตรารังสี และชนิดของเซลล เปนตน ในสวนของการแบงเซลลอาจเกิดปรากฏการณอยางใด
อยางหนึ่ง หรือหลายอยางพรอมกันไดดงันี้ 
 

1. เซลลตายทันทีในขณะไดรับรังสี 
2. เซลลที่ไดรับรังสีอาจมีการแบงเซลลได 2-3 คร้ัง หรือไมมีการแบงเซลลเลยแตมีชีวิต

อยูไดระยะหนึ่งหลังจากไดรับรังสีแลวตาย 
3. เซลลมีชีวิตอยูตอไปไดแตไมมีการแบงเซลลตอไปไดอีก 
4. เซลลมีชีวิตอยูและสามารถแบงเซลลตอไปได แตการแบงเซลลในระยะแรกๆหลังจาก

ไดรับรังสีแลวจะลาชาไปบาง (อรุณี, 2541) 
 
4. เคร่ืองหมายดีเอ็นเอ (DNA marker) 
 

ในปจจุบันสามารถแบงเครื่องหมายทางโมเลกุลได 2 ระดับ คือ ระดับโปรตีนเปนการ
ตรวจสอบโมเลกุลของโปรตีนชนิดตางๆ และระดับดีเอ็นเอ ซ่ึงเปนการตรวจสอบความแตกตาง
ของลําดับนิวคลีโอไทดในโมเลกุลของดีเอ็นเอ (สุรินทร, 2545) 
 

เครื่องหมายดีเอ็นเอ (DNA marker) หมายถึง ดีเอ็นเอที่ใชเปนเครื่องหมายบงชี้ความจําเพาะ
ของสิ่งมีชีวิตตัวหนึ่ง สายพนัธุหนึ่ง สปชีสหนึ่ง หรือในระดับตางสปชีส เปนดีเอ็นเอที่มีตําแหนง
บนโครโมโซม (nuclear DNA) หรือดีเอน็เอในออรแกเนลล (mitochondrial DNA หรือ chloroplast 
DNA) ความแตกตางที่เกดิขึน้เนื่องจากความแปรปรวน (variation) ของนิวคลีโอไทดในโมเลกุล
ของดีเอ็นเอหรือเกิดโพลีมอรฟซึม (polymorphism) ของลําดับเบสในโมเลกุลของดีเอ็นเอ (สุรินทร, 
2545) โดยทัว่ไปเครื่องหมายดีเอ็นเอจะมแีบบแผนของการถายทอดตามกฎเมนเดล และมีการพัฒนา
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เครื่องหมายดีเอ็นเอแบบตางๆ เพื่อนํามาใชประโยชนในการศึกษาทางพันธุศาสตร รวมถึงการนํามา
ประยุกตใชในการปรับปรุงพันธุพืช เชน เครื่องหมาย Restriction Fragment Length Polymorphism 
หรือ RFLP marker, Random Amplified Polymorphic DNA หรือ RAPD marker (Williams et al., 
1990), Amplified Fragment Length Polymorphism หรือ AFLP marker (Vos et al., 1995) และ 
Sequence Tag Site หรือ STS marker เปนตน 
 

Karp and Edward, 1997 แบงเครื่องหมายดีเอ็นเอออกเปน 3 กลุม คือ 
 

1. Hybridization based marker ไดแก RFLP (Restriction Fragment Length 
Polymorphism) เปนการไฮบริไดเซชันระหวางตวัตรวจสอบ (probe) กับดีเอ็นเอซึ่งถูกตัดดวย
เอนไซมตัดจําเพาะ (restriction enzyme) ที่ถูกตรึงอยูบนแผนเมมเบรนโดยการทํา Southern blotting 

2. Multilocus PCR based marker เปนเครื่องหมายดเีอ็นเอ ที่ไดจากการทาํพีซีอาร (PCR : 
Polymerase Chain Reaction) ซ่ึงใชไพรเมอรที่เปน arbitrary หรือ semi-arbitrary โดยเครื่องหมาย 
ดีเอ็นเอชนดินีไ้มจําเปนตองรูลําดับเบสภายในจีโนมกอน แบงเปนสองกลุมตามประเภทของไพร
เมอรที่ใชคือ 

2.1 ไพรเมอรที่เปน single arbitrary โดยไพรเมอรชนิดนี้สามารถเริ่มตนการสังเคราะห
สายดีเอ็นเอไดแมวาจะจับกับดีเอ็นเอตนแบบไดไมสมบูรณ marker ในกลุมนี้ไดแก RAPD 
(Random Amplified Polymorphic DNA), MAAP (Multiple Arbitrary Amplicon Profilling), AP-
PCR (Arbitrarily Primed PCR) 

2.2 ไพรเมอรที่เปน semi-arbitrary เปนไพรเมอรที่ไดจากตําแหนงตดัของเอนไซมตัด
จําเพาะหรือลําดับเบสที่กระจายทั่วไปในจีโนม เชน ไมโครแซทเทลไลท และทรานสโพซอน 
เครื่องหมายดีเอ็นเอในกลุมนี้ไดแก AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism) และ MP-
PCR (Microsatellite-Primed PCR) 

3. Singlelocus PCR based marker เปนเครื่องหมายที่ตรวจสอบดีเอ็นเอทีต่ําแหนงเดยีว 
ไดแก Simple Sequence Repeat (SSR) หรือ microsatellite marker 
 

เครื่องหมายดีเอ็นเอ สามารถนํามาประยกุตใชไดอยางกวางขวาง เชน การศึกษาแผนทีข่อง
ยีน ในระยะ 20 ปที่ผานมาแผนที่ทางพันธุศาสตร (genetic map) จะประกอบดวยเครื่องหมาย 
(marker) ที่เปนเครื่องหมายทางสัณฐาน (morphological marker) และไอโซไซม (isozyme) ซ่ึงแผน
ที่เหลานี้จะมีจาํนวนเพียง 2-3 ตําแหนงตอโครโมโซมเทานั้น แตในปจจุบันดวยความกาวหนา
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ทางดานเทคโนโลยีของเครื่องหมายดเีอ็นเอ และชนิดของเครื่องหมายที่มีมากมาย ทาํใหแผนที่ทาง
พันธุศาสตรทุกวันนี้มีจํานวนเครื่องหมายหลายรอยตําแหนง นอกจากนี้เครื่องหมายดีเอ็นเอ ยังชวย
ในการคัดเลือกที่เรียกวา marker assisted selection โดยอาศัยขอมูลของยีนที่ใหลักษณะที่สนใจ ซ่ึง
เชื่อมโยงกับเครื่องหมายดีเอน็เอ นอกจากประโยชนในการทําแผนที่ยนีและใชในการคัดเลือกแลว 
เครื่องหมายดีเอ็นเอยังเปนตวับงชี้ความหลากหลายของสิ่งมีชีวิต ทั้งในระดับสปชีส และในระดับ
ประชากร โดยเครื่องหมายดีเอ็นเอใหขอมูลที่ชวยในการระบุลักษณะเฉพาะของแตละสปชีส การ
จัดกลุมตามลําดับของความคลายคลึงกัน เครื่องหมายดีเอน็เอชวยบอกความแตกตางและความ
คลายคลึงกันไดวาความหลากหลายที่ปรากฏมีความสัมพันธทางวิวัฒนาการอยางไร ตลอดจนบอก
ถึงการกระจายของประชากร ความหลากหลายทางพันธุกรรม gene flow และการอพยพระหวาง
ประชากร สวนการศึกษาภายในประชากร เครื่องหมายดเีอ็นเอสามารถบอกที่มาของความ
หลากหลายทางพันธุกรรมที่กระจายภายในประชากร (Karp and Edward, 1997) 
 
5. การตรวจสอบพันธุพืชโดยใชเทคนิคเอเอฟแอลพี 
 
 เทคนิค Amplified fragment length polymorphism (AFLP) เปนเทคนิคทีพั่ฒนามาจาก
เทคนิคอารเอฟแอลพี (Restriction fragment length polymorphism) รวมกับเทคนิคการเพิ่มปริมาณดี
เอ็นเอดวย PCR (polymerase chain reaction) โดย Zabeau และ Vos นักวิจยัประเทศเนเธอรแลนด
ในป ค.ศ. 1993 ซ่ึงเทคนิคเอเอฟแอลพีนี้ใชเอนไซมตัดจําเพาะ 2 ชนิด คือเอนไซมที่มีตําแหนงจดจาํ 
6 คูเบส (EcoRI) รวมกับเอนไซมที่มีตําแหนงจดจํา 4 คูเบส (MseI) ทําใหไดขนาดของชิ้นดีเอ็นเอ
พอเหมาะแลวเชื่อมตอกับ adapter เพื่อเปนตําแหนงทีจ่ับของไพรเมอรในการเพิ่มปรมิาณดีเอน็เอ
ดวย PCR 2 คร้ัง โดยครั้งแรกใชไพรเมอรที่เพิ่มเบสเพียง 1-2 เบส และครั้งที่ 2 ใชไพรเมอรที่เพิ่ม
เบสตอจากไพรเมอรแรกอีก 1-2 เบส เพื่อใหการคัดเลือกเพิ่มปริมาณชิ้นดีเอ็นเอมีประสิทธภาพและ
ถูกตองยิ่งขึ้น การใชเอนไซมตัดจําเพาะ 2 ชนิด ทําใหมีขอดีหลายประการคือ ช้ินดีเอ็นเอที่ตัดไดมี
ขนาดพอเหมาะสําหรับการเพิ่มปริมาณไดดีในการทํา PCR และยังสามารถปรับจํานวนชิ้นดีเอ็นเอที่
จะเพิ่มปริมาณไดโดยปรับจาํนวนเบสเพื่อคัดเลือกที่ไพรเมอรทั้ง 2 ชนิดรวมกนัซึ่งการใชไพรเมอร
คูผสมทั้ง 2 ชนิดจํานวนนอยก็สามารถทําใหเกิดลายพิมพดีเอ็นเอทีแ่ตกตางกันไดจํานวนมาก เชนมี
ไพรเมอรชนิดละ 5 แบบ จากการเพิ่มเบสเพื่อคัดเลือกสามารถสรางลายพิมพดเีอ็นเอไดถึง 25 แบบ 
เปนตน นอกจากนี้การใชไพรเมอร 2 ชนิดทําใหสามารถเลือกติดฉลากที่ไพรเมอรชนดิใดชนดิเหนึ่ง 
และเมื่อนําไปแยกขนาดโดย denaturing polyacrylamide gel จะตรวจพบแถบดีเอน็เอเพียงแถบเดียว
ทําใหวิเคราะหผลงาย ดังนัน้เทคนิคเอเอฟแอลพี จึงเปนเทคนิคหนึ่งที่มีประสิทธิภาพสูงสําหรับการ
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ตรวจลายพิมพดีเอ็นเอ มีลักษณะเปนลายพมิพแบบสุม (random fingerprint) ซ่ึงใชกบัดีเอ็นเอใดๆก็
ได โดยไมจําเปนตองรูลําดับเบสของดีเอ็นเอนั้น นอกจากนี้ยังไมขึ้นกบัขนาดและความซับซอน
ของจีโนม สามารถทําไดรวดเร็วและทําซ้ําไดผลคงเดิม (reproducible) มีคูผสมของไพรเมอรหลาย
แบบทําใหเกิดลายพิมพที่แตกตางกันจํานวนมาก และในการทําปฏิกิริยาครั้งหนึ่งสามารถตรวจสอบ
ดีเอ็นเอไดหลายตําแหนงพรอมกันคือ multiplex ratio สูง มีโพลีมอรฟซึมสูง (Nicola and Valeria, 
2002) ซ่ึงสามารถปรับใหเกดิลายพิมพที่เหมาะสมโดยปรับจํานวนเบสคัดเลือกที่ปลาย 3´ ของไพร
เมอรที่ใช AFLP marker มีทั้งแบบที่แสดงลักษณะขม (dominance) และแบบที่แสดงลักษณะขม
รวมกัน (codominance) โดยทั่วไปจะพบ AFLP marker แบบที่เปนลักษณะขมมากกวาคือ ไม
สามารถใชแยกความแตกตางของแถบดีเอน็เอแบบโฮโมไซกัสที่ทั้งสองแอลลีลใหแถบดีเอ็นเอและ
เฮเทอโรไซกัสที่หนึ่งแอลลีลใหแถบดีเอน็เอและอีกหนึ่งแอลลีลไมใหแถบดีเอ็นเอ ซ่ึงทําให
วิเคราะหผลยากกวา marker แบบที่เปน codominance และบางครั้งอาจมีดีเอ็นเอที่มีขนาดเทากนั
ที่มาจากชิ้นดีเอ็นเอคนละตําแหนงซอนกันอยูในแถบดีเอน็เอแตละแถบเนื่องจากการทําปฏิกิริยา
คร้ังหนึ่งๆ เกดิแถบดีเอ็นเอจํานวนมาก ซ่ึงทําใหการวิเคราะหผลผิดพลาดได และยังพบวาเทคนิคเอ
เอฟแอลพีไมเหมาะสําหรับใชเปรียบเทียบสิ่งมีชีวิตที่มีความแตกตางกนัมากๆเพราะจะมีแถบดเีอ็น
เอที่เหมือนกัน (common band) จํานวนนอย ทําใหการหาความสัมพันธทางวิวัฒนาการผิดพลาดได 
ขณะเดียวกนัเทคนคิเอเอฟแอลพีก็ไมเหมาะสําหรับสิ่งมีชีวิตที่มีลําดับเบสใกลเคียงกนัมากเพราะจะ
พบแถบดีเอ็นเอที่แตกตางกนัจํานวนนอย ซ่ึงจะเหน็ไดวาเทคนิคเอเอฟแอลพีมีทั้งขอดีและขอดอย
เมื่อเปรียบเทียบกับเทคนิคเครื่องหมายดีเอน็เออื่นๆ (วภิา,2544)  
 

5.1 หลักการทําเอเอฟแอลพี 
 

ขั้นแรก คือ การนําดีเอ็นเอมาตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ 2 ชนิดที่มีจํานวนเบสของ
ตําแหนงจดจาํตางกัน เอนไซมตัดจําเพาะทีใ่ชไดมหีลายชนิด เชน EcoRI, HindIII, PstI, BglII, XbaI 
(6-cutter) และ Sse 8387I (8-cutter) รวมกบั MseI หรือ TaqI ซ่ึงเปน 4-cutter เอนไซม MseI มี
ตําแหนงจดจาํเปน 5´-TTAA-3´ และ TaqI มีตําแหนงจดจําเปน 5´-TCGA-3´ ปจจบุันนิยมใช
เอนไซม MseI มากกวา เพราะตัดดเีอ็นเอไดขนาดพอเหมาะสําหรับการเพิ่มปริมาณโดยวิธี PCR 
และการแยกโดยใช denaturing polyacrylamide gel สวนเอนไซมที่ใชเปนคูกันมักใชเอนไซม 
EcoRI เนื่องจากมีราคาถูกและการตัดดีเอ็นเอมีประสิทธิภาพดีพบการตดัไมสมบูรณไดนอย แตกย็ัง
มีงานวิจยัอ่ืนๆที่ใชเอนไซม PstI คูกับ MseI ในการศึกษาความหลากหลายของขาวโพด 
(Lubberstedt et al., 2000) หรือ Van et al. (2001) ใชเอนไซม Tru9I ซ่ึงเปน isochizomer กับ
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เอนไซม MseI คูกับเอนไซม PstI ในการศึกษาถั่วในสกุล Vicia สวนการใชเอนไซมตัดจําเพาะเพียง
ชนิดเดยีวจะทาํใหไดช้ินดีเอน็เอที่ปลายทั้ง 2 ดานมีลักษณะเปนลําดับเบสซ้ํา (inverted repeat) เมื่อ
ถูกทําใหเสียสภาพเปนสายเดี่ยวจะสามารถกลับมาจับกนัเองเกิดโครงสรางแบบ stem-loop ทําให
ไพรเมอรไมสามารถเขามาจับได หรืออาจทําใหตรวจพบชิ้นดีเอ็นเอไดจํานวนนอย เฉพาะชิ้นที่มี
ขนาดเล็กเทานั้น เพราะชิ้นดีเอ็นเอที่มีขนาดเล็กจะเพิ่มปริมาณไดดกีวาจึงไมคอยนยิม 
 

เมื่อไดขนาดของชิ้นดีเอ็นเอพอเหมาะแลวจึงเชื่อมตอกับ adapter เพื่อเปนตําแหนงทีจ่ับ
ของไพรเมอรในการเพิ่มปรมิาณดีเอน็เอ ซ่ึง adapter จะออกแบบใหมีปลายที่เปนดีเอน็เอสายเดีย่วมี
ลําดับเบสเปนคูสมกับปลายเหนียวของดีเอน็เอที่ตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะที่เลือกใช แตเบสคูที่อยู
ในตําแหนงถัดมาเปนเบสคนละชนิดกับเบสที่บริเวณจดจําของเอนไซม ดังนั้นเมื่อ adapter เขาไป
เชื่อมตอกับชิน้ดีเอ็นเอแลว เอนไซมตัดจําเพาะนัน้จะไมสามารถตัดไดอีก 
 

ขั้นที่สอง คือ การเพิ่มปริมาณชิ้นดเีอ็นเอบางสวน โดยใชไพรเมอรที่จําเพาะมีลําดับ
เบสทางปลาย 5´ เหมือนกับลําดับเบสของ adapter ตอดวยลําดับเบสบริเวณจดจาํหรือบริเวณตดั
จําเพาะของเอนไซม และเพิม่เบสเขาไปที่ปลาย 3´ อีกสวนหนึ่งเพื่อใหเกิดการคัดเลอืกเพิ่มปริมาณดี
เอ็นเอบางชิ้น สวนของไพรเมอรที่เหมือนกับ adapter และบริเวณจดจาํของเอนไซมเรียกวา 
common part สวนเบสที่เพิ่มเขาไปที่ปลาย 3´ เรียกวา selective part จํานวนเบสที่เพิ่มเขาไปที่ปลาย 
3´จะชวยลดจาํนวนชิน้ดีเอน็เอที่จะเพิ่มปริมาณลง โดยชิ้นดีเอ็นเอทีจ่ะเพิ่มปริมาณไดตองมีลําดับ
เบสที่อยูตอกบัตําแหนงตัดจําเพาะของเอนไซมสอดคลองกับเบสที่เพิม่เขาไป ถาเพิม่เบสเพื่อ
คัดเลือกมากขึน้จํานวนชิ้นดีเอ็นเอที่จะเพิ่มปริมาณจะลดลงประมาณ 4 เทาตอทุกๆเบสที่เพิ่มขึ้นซึ่ง
การใชไพรเมอรที่เพิ่มเบสที่ปลาย 3´ มากกวา 2 เบส จะทําปฏิกิริยาเพิม่ปริมาณ 2 คร้ัง คร้ังแรก
เรียกวา preselective amplification และการทํา PCR คร้ังที่ 2 เรียกวา selective amplification 
(สุรินทร, 2545; Vos et al., 1995) ดังนั้นในการศึกษาจีโนมขนาดเล็ก หรือโคลนที่อยูในพลาสมิด 
คอสมิด หรือ Bacterial artificial chromosome (BAC) ไมจําเปนตองเพิม่เบสเพื่อคัดเลือก เนื่องจาก
จํานวนชิ้นดเีอน็เอที่เกิดจากการตัดโดยเอนไซมตัดจาํเพาะมีจํานวนนอยอยูแลว และสิ่งมีชีวิตที่มี
จีโนมขนาดไมใหญมาก เชน แบคทีเรียหรือเชื้อราจะเพิม่เบสเพื่อคัดเลือก 1-2 เบส จึงทําปฏิกิริยา
เพิ่มปริมาณเพยีงครั้งเดียว สวนพวกที่มจีีโนมขนาดใหญจะเพิ่มเบสมากกวา 2 เบสที่ไพรเมอรทั้ง
สองชนิดจึงทําปฏิกิริยาเพิ่มปริมาณ 2 คร้ัง ดังตัวอยางแสดงในตารางผนวก ไพรเมอรที่เพิ่มเบสเพือ่
คัดเลือกที่ปลาย 3´ จะเรียกวาเปนไพรเมอร +1, +2, +3, +4 ตามลําดับ เชนไพรเมอรทางปลาย 
EcoRI adapter จะเรียกวา EcoRI+1, EcoRI+2, EcoRI+3 เปนตน 
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ขั้นสุดทาย คือ การวิเคราะหลายพิมพดีเอน็เอโดยทําอิเล็กโทรโฟรีซิสใน denaturing 
polyacrylamide gel แถบดีเอ็นเอที่เหมาะสมที่แยกไดอยูในชวง 50-100 แถบ การตรวจสอบแถบดี
เอ็นเอที่เกดิขึน้โดยการยอมเจลดวยซิลเวอรไนเตรท หรืออาจตรวจสอบโดยการทําออโตเรดิโอ 
กราฟหรือตรวจสอบผลดวยการไฮบริไดเซชันกับโพรบที่ติดฉลากดวยสารปลอดรังสี 
(nonradioactive label) หรือตรวจสอบการเรืองแสงโดยใชเครื่องหาลําดับเบสอัตโนมัติ (automatic 
sequencer) 
 

5.2 การประยกุตใชเทคนิคเอเอฟแอลพ ี
 

เนื่องจากเทคนิคเอเอฟแอลพีทําใหเกิดโพลีมอรฟซึมไดจํานวนมาก จงึใชในการศึกษา
ความหลากหลายทางพันธุกรรมที่จะนําไปสูความสัมพันธทางวิวัฒนาการ ใชในการศกึษา
เอกลักษณของสิ่งมีชีวิตเพื่อบอกความแตกตางของสิ่งมีชีวิตแตละตวัอยาง การจดทะเบยีนพันธุ การ
ตรวจสอบความเปนลูกผสม การติดตามยนีและการทําแผนที่จีโนม 
 

5.2.1 การติดตามยนีและการทําแผนที่จีโนม 
 

การติดตามยนีสามารถทําไดหลายวิธีซ่ึงเอเอฟแอลพีก็เปนวิธีหนึ่งที่สะดวกและ
รวดเร็วในการคนหาเครื่องหมายดีเอ็นเอทีอ่ยูชิดกบัยีน ซ่ึงมักใชรวมกับวิธีการ Bulked Segregant 
Analysis (BSA) ยีนที่ทําการศึกษาสวนใหญมักเปนยีนที่ควบคุมลักษณะที่สําคัญทางเศรษฐกิจ เชน 
ยีนตานทานโรค stem rot (Sclerotium oryzae) ในขาว (Ni et al., 2001) ยีนตานทานแมลง brown 
plant hopper (BPH) (Murai et al., 2001) ยนีตานทานตอโรคขอบใบแหง (สุพรรณญิกา, 2549) 
นอกจากการตดิตามยีนยังสามารถนําไปใชในการทําแผนที่จีโนม (Genetic linkage map และ QTL 
mapping) ซ่ึงจะเปนประโยชนตอการปรับปรุงพันธุและการคัดเลือกพนัธุที่ดี ทนตอสภาพแวดลอม
ที่ไมเหมาะสม เชน สามารถคัดเลือกพันธุทนเค็มในสภาพดินทัว่ไป โดยอาศัยเครื่องหมายที่อยูชิด
กับยีนควบคุมลักษณะทนเคม็ หรือทนตอดินที่มีอลูมิเนยีมสูง เชนการศึกษาของ Miftahudin et al. 
(2002) ศึกษายนีที่ทนตออลูมิเนียม Alt3 ในขาวไรยโดยใชเทคนิคเอเอฟแอลพ ี
 

ในป 1996 Cervera et al. ไดวิเคราะหหาเครื่องหมายเอเอฟแอลพีที่มีตําแหนง
ใกลกับยนีตานทานโรคราสนิม (Mer) พบวามีเครื่องหมายเอเอฟแอลพี 3 เครื่องหมายที่มีตําแหนง
ใกลกับยนี Mer ซ่ึงสามารถนําไปใชประโยชนในการปรับปรังพันธุตอไปได และในปเดียวกัน 
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Cnop et al. ทํา Chromosome landing โดยใชเครื่องหมายเอเอฟแอลพีในการศึกษาการกลายพันธุ
ของยีน trn1 (tonado1) ใน Arbidopsis ซ่ึงอยูบนโครโมโซมแทงที่ 5 พบวามีเครื่องหมายเอเอฟแอล
พี 17 เครื่องหมายที่อยูใกลกบัยีน trn1 ตอมา Schierholt et al. (2000) ใชเทคนิคเอเอฟแอลพีในการ
ติดตามยนีที่เกีย่วของกับการมีปริมาณกรดโอลีอิก (HO) สูงกวาปกตใิน winter oilseed rape 
(Brassica napus L.) ที่กลายพันธุ พบวามีเครื่องหมายเอเอฟแอลพี 3 เครื่องหมายที่อยูใกลกับยนี 
fad2 ที่กลายพนัธุคือ E32M61-141, E38M62-358 และ E35M62-256  
 

5.2.2 การศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรม (Genetic variation and/or Genetic 
diversity) 
 

เทคนิคเอเอฟแอลพีสามารถบอกความแตกตางของสิ่งมีชีวิตที่เปนชนดิเดียวกนั
แตตางสายพนัธุได เชน ศึกษาใน daylily (Hemerocallis spp.) (Tomkins et al., 2001) ถ่ัว azuki (Xu 
and Baughan, 2002) ถ่ัว cowpea พันธุพื้นเมือง (Vigna unguiculata ssp. unguiculata) (Nicola and 
Valeria, 2002) ขาวสาลี Triticum turgidum L. ssp. durum (Soleimani et al., 2002)  Lolium 
temulentum (Senda et al., 2004) รวมถึงสิ่งมีชีวิตที่อยูในสกุลเดียวกันแตตางชนิดกนั เชน การศกึษา
ความสัมพันธของ Lolium sp. จากโปรตุเกส (Cresswell et al., 2001) ศึกษาความหลากหลายทาง
พันธุกรรมของ Bromus catharticus Vahl. (Debora I et al., 2001) ความสัมพันธของพืชในสกุล 
Berberis ที่พบใน Patagnia และ Argentina (Bottini et al., 2002) มะละกอที่พบในฮาวายและ
ออสเตรเลีย ถ่ัวสกุล Mucuna spp., ออย (Saccharum spp.) หญา Tall fescue (Festuca arundinacea 
Schreb.) และ Bermudagrass (Cynodon spp.) (Kim et al., 2002; Capo-chichi et al., 2001; Lima et 
al., 2002; Rouf et al., 2002; Zhang et al., 1999) และสามารถบอกความแตกตางระหวางสิ่งมีชีวิตที่
อยูในวงศเดยีวกันได เชน Aggarwal et al. (1999) ไดศกึษาความสัมพันธระหวางพืชตางชนิดใน
สกุล Oryza รวมทั้ง ขาวโพด ออย และถ่ัวเหลือง โดยใชเทคนิคเอเอฟแอลพีทําใหสามารถอธิบาย
วิวัฒนาการของพืชในสกุลนีไ้ดวามีบรรพบุรุษรวมกันหรือมีความสัมพันธใกลชิดกนั แตถูกแยก
ออกจากกนัในชวงแรกของกระบวนการววิัฒนาการ เกิดเปนพืชหลายชนิดที่มีความแตกตางกัน 
นอกจากนี้ยังพบวาเทคนิคเอเอฟแอลพีสามารถที่จะจําแนกลักษณะทีเ่กิดจากการกลายพันธุได 
(Liscum and Briggs, 1995) เชน การตรวจสอบสอบการกลายพนัธุ somaclonal variant ในกลวย 
Musa spp., Arabidopsis thaliana, Taxus canadensis Marsh. (Engelborghs et al., 1998; Corradini 
et al., 2002; Polanco et al., 2001) เปนตน 
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ในป 1999 Mulu et al. ไดศึกษาลักษณะทางพันธุกรรมของ Eragrostis 2 สปชีส 
คือ Eragrostis tef (Zucc.) Trotter กับ Eragrostis pilosa โดยใชเทคนิคเอเอฟแอลพี พบวา มีจํานวน
แถบดีเอ็นเอทัง้หมด 897 แถบ แถบที่เปนโพลีมอรฟซึมทั้งหมด 395 แถบจากจํานวนคูไพรเมอร 11 
คู ผลการทํา cluster analysis พบวา E. pilosa มีความสัมพันธใกลเคียงกบั E. tef  ตอมา กฤษณาและ
คณะ (2544) ไดศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรมของพืชอาหารสัตว 3 ชนิดคือ หญาเนเปยร 
(Pennisetum purpureum), หญากินนีสีมวง (Panicum maximum TD58) และหญารูซ่ี (Brachiaria 
ruziziensis) โดยใชเทคนิคเอเอฟแอลพี พบวาผลการวิเคราะหดีเอน็เอของหญาเนเปยรสอดคลองกับ
ลักษณะภายนอก คือ หญาที่มีลักษณะลําตนเตี้ยและชนดิที่มีลําตนสูงจัดอยูคนละกลุม สวนในหญา
กินนีสีมวงพบวา ลายพิมพดีเอ็นเอที่ไดเหมอืนกันเกือบทัง้หมด ทั้งตวัอยางที่อยูในจังหวดัเดยีวกัน
และอยูคนละจงัหวัด ซ่ึงตรงขามกันกับหญารูซ่ีที่พบวามีความแปรปรวนของประชากรสูงมาก 
แมแตตวัอยางที่นํามาจากจังหวัดเดยีวกัน จากนั้นในป 2002 Yasas et al. ไดทําการศกึษา
ความสัมพันธระหวาง bromograss 2 สปชีส คือ smooth bromegrass (Bromus inermis Leyss.) กับ  
meadow bromegrass (Bromus riparius Rehmann) รวมทั้งลูกผสมของทั้ง 2 สปชีสนี้ โดยใชเทคนิค
อารเอพีดีกับเอเอฟแอลพี ในการทดลองครั้งนี้ ผลปรากฏวามีความแปรปรวนสูงในลูกผสม และ
ระหวาง smooth กับ meadow bromegrass แตมีความแปรปรวนทางพนัธุกรรมต่ําระหวาง smooth 
กับ hybrid bromegrass ผลจากการศึกษาครั้งนี้ สามารถนําเทคนิคอารเอพีดีและเอเอฟแอลพีไปใช
ในการปรับปรงุพันธุ bromegrass ไดในอนาคต แตถาตองการใหไดจํานวนโพลีมอรฟซึมสูงควร
เลือกใชเทคนคิเอเอฟแอลพดีีกวา 
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อุปกรณและวิธีการ 

 
ตัวอยางพืช 
 

ตนหญาแพงโกลา พันธุ 258A ไดรับจาก ศูนยวิจัยและพัฒนาพืชอาหารสัตวชัยนาท 
 
การเตรียมชิ้นสวนพืชปลอดเชื้อ 
  

1. เลือกลําตนของหญาแพงโกลาที่ไมแกจนเกินไป โดยบรเิวณทีต่ัดควรอยูสูงจากพืน้ดนิ
ประมาณ 3-4 ขอ หรือดูจากขอของหญาที่มีตนออนงอกออกมาเพียงเล็กนอย ในการทดลองนี้สวนที่
นํามาใชจะเปนบริเวณของยอดออน ขอ และ หนอ 

2. ลางทําความสะอาดผิวภายนอกดวยน้ําสบูและน้ําใหสะอาด จากนัน้นาํลําตนมาตัดใบ
แกออกและตดัเปนชิ้นเลก็ๆ โดยการตัดใหบริเวณขอของหญาอยูตรงกลางของชิ้นสวนและตัดใหมี
ความยาวประมาณ 2 เซนติเมตร 

3. นําชิ้นสวนของหญาไปแชในสารละลายไฮเตอร เขมขน 15 เปอรเซ็นต ที่เติมสารจับใบ 
(tween 20) 2-3 หยด เขยาเปนครั้งคราว เปนเวลา 10 นาที นํามาแชตอในสารละลายไฮเตอร เขมขน 
10 เปอรเซน็ต ที่เติมสารจับใบ 2-3 หยด เขยาเปนครั้งคราว เปนเวลา 5 นาที ลางออกดวยน้ํากลั่นที่
นึ่งฆาเชื้อแลว 3 คร้ังๆละ ประมาณ 1 นาท ี
 
การทดลองแบงออกเปน 4 การทดลอง ดงันี้ 
 

การทดลองที่ 1 การหาสูตรอาหารที่เหมาะสมในการชักนําขอของหญาแพงโกลาใหเกิด
ยอดหลายยอด 

 
1. นําชิ้นสวนที่ฟอกฆาเชื้อแลวมาตกแตงโดยลอกกาบใบและเยื่อช้ันนอกสุดออก ตัด

บริเวณหัวทายที่ชํ้าออกใหเหลือบริเวณขอที่อยูตรงกลางของชิ้นสวนหญา ใหมีความยาวประมาณ 
0.3 เซนติเมตร 

2. นําชิ้นสวนแตละชิ้นไปเพาะเลี้ยงบนอาหารสังเคราะหสูตร MS ที่ใสสารควบคุมการ
เจริญเติบโต 6-benzylaminopurine (BAP) ในปริมาณ 0, 2, 4, 6, 8 และ 10 มิลลิกรัมตอลิตร โดย
อาหารทุกสูตรปรับคาความเปนกรดดางเทากับ 5.8  นึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความ
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ดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลา 15 นาที โดยเพาะเลี้ยง 4 ช้ินตอขวด การวางชิ้นสวนของหญา
ใหวางในแนวตั้งใหปลายสัมผัสกับอาหาร กดลงเบาๆใหช้ินสวนจมในอาหารเล็กนอย นําไป
เพาะเลี้ยงในสภาพที่มีแสง 16 ช่ัวโมง มืด 8 ช่ัวโมง อุณหภูมิ 25±2 องศาเซลเซียส เปนเวลา 6 
สัปดาห บันทึกผลการทดลอง 
 

การทดลองที่ 2 ศึกษาผลของรังสีแกมมาปริมาณตางๆตอการเจริญเติบโตของยอดที่ผาน
การฉายรังสี เมื่อเล้ียงบนอาหารสูตรชักนําใหเกิดยอดหลายยอด  เพื่อหาคาปริมาณรังสีที่ทําใหเกดิ
การตายที่ 50 เปอรเซ็นต 
 

1. เพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อของหญาแพงโกลาบนอาหารสูตรเหมาะสมในการชักนําใหเกิดยอด
หลายยอดจากการทดลองที่ 1 เมื่ออายุครบ 6 สัปดาห ใหนํายอดหลายยอด ที่ไดไปฉายรังสีแกมมา
ในปริมาณตางๆ 6 ระดับ คือ 0, 20, 40, 60, 80 และ 100 เกรย(gray) 

2. นํายอดที่ฉายรังสีแลว ไปเพาะเลี้ยงบนอาหารสูตรเดิม ในสภาพที่มีแสงสวาง 16 

ช่ัวโมงตอวัน อุณหภูมิ 25±2 องศาเซลเซียส บันทึกจํานวนยอดที่รอดชีวิตในอาหารแตละขวด และ
หาเปอรเซ็นตการตาย 50 เปอรเซ็นต(LD50) 

3. นํายอดไปฉายรังสีไมเกินคา LD50 แลวไปเพาะเลี้ยงบนอาหารสูตรเดิม แลวนํายอดที่
รอดตายไปชักนําใหเกิดราก เมื่อไดตนที่สมบูรณ นําออกปลูกในสภาพธรรมชาติเพื่อคัดเลือกตนที่มี
ลักษณะพึงประสงค 
 

การทดลองที่ 3 การหาสูตรอาหารที่เหมาะสมในการชักนํายอดของหญาแพงโกลาใหเกิด
รากเพื่อนํายอดหลายยอดที่ไดจากการฉายรังสีออกปลูกในสภาพธรรมชาติ 
 

นํายอดที่รอดตายจากการฉายรังสีแลวไปเพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร MS ที่ไมใสและใสสาร
ควบคุมการเจริญเติบโต 2,4-D 0.5 มิลลิกรัมตอลิตร และ MS ที่ใสถาน 1 กรัมตอลิตร  
 

การทดลองที่ 4 ศึกษาลายพิมพดีเอ็นเอของหญาแพงโกลาที่ผานการฉายรังสี 
 
 คัดเลือกตนหญาแพงโกลาที่มีลักษณะที่พึงประสงคมาสกัดดีเอน็เอ จากนั้นทําการตรวจ 
สอบคุณภาพและวัดปริมาณดีเอ็นเอโดยใช spectrophotometer และการวัดการเรืองแสงของดีเอ็นเอ
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รวมกับเอธิเดยีมโบรไมด เมือ่ไดดีเอ็นเอทีม่ีคุณภาพดีแลว นํามาตรวจสอบลายพิมพดีเอ็นเอโดย
เทคนิคเอเอฟแอลพี (ภาคผนวก) 
 

สถานที่และเวลาทําการวิจัย 
 
1. สถานที่ 
 

1.1 หนวยเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ ภาควิชาพันธุศาสตร คณะวิทยาศาสตร 
มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร 

1.2 ศูนยบริการฉายรังสีแกมมาและวิจยันวิเคลียรเทคโนโลยี 
มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร 

1.3 ศูนยปลูกพืชทดลอง ภาควิชาพืชไรนา คณะเกษตร มหาวทิยาลัยเกษตรศาสตร 
1.4 ศูนยวิจัยและพัฒนาพืชอาหารสัตวชัยนาท 

 
2. ระยะเวลาในการทําการวิจัย 
 
เร่ิมทําการทดลองเดือนมกราคม 2548 ส้ินสุดการทดลองเดือนมกราคม 2551 
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ผลและวิจารณ 
 
การทดลองที่ 1 การหาสูตรอาหารที่เหมาะสมในการชักนาํขอของหญาแพงโกลาใหเกิดยอดหลาย
ยอด 
 

 จากการนําขอของหญาแพงโกลามาเพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร MS ที่เติม BAP ในระดับ
ความเขมขน 0, 2, 4, 6, 8 และ 10 มิลลิกรัมตอลิตร ที่อุณหภูมิ 25 ± 2 องศาเซลเซียส ในสภาพที่รับ
แสง 16 ช่ัวโมงตอวัน เปนเวลา 6 สัปดาห ผลปรากฏวาขอของหญาแพงโกลาตอบสนองตอ BAP 
โดยแสดงใหเห็นความแตกตางจากจํานวนยอดที่เกิดขึน้ในจํานวนทีต่างๆกัน โดยอาหารสูตร MS ที่
เติม BAP ในระดับความเขมขน 0, 2, 4, 6, 8 และ 10 มิลลิกรัมตอลิตร สามารถชักนําใหเกิดยอด
หลายยอดไดจาํนวนยอดเฉลีย่ตอขอเทากับ 2.375, 7.725, 8.8, 13.05 และ 13.10 ตามลําดับ (ตารางที่ 
1) 
 
ตารางที่ 1  จํานวนยอดทั้งหมด และจาํนวนยอดเฉลี่ยตอขอ จากการนําขอของหญาแพงโกลามา

เพาะเลี้ยงในอาหารสูตร MS ที่เติม BAP ในระดับความเขมขนที่ตางกนั เปนเวลา 6 
สัปดาห 

 
อาหารสูตรที่ จํานวนขอเร่ิมตน จํานวนยอดทั้งหมด จํานวนยอดเฉลี่ยตอขอ 

1 40 41 1.025 c 
2 40 95 2.375 c 
3 40 309 7.725 b 
4 40 352 8.80 b 
5 40 522 13.05 a 
6 40 524 13.10 a 

 
หมายเหตุ ตัวเลขในคอลัมนเดียวกันที่กํากับดวยอักษรตางกันมีความแตกตางกันทางสถิติ (P<0.05)  

 เมื่อเปรียบเทียบคาเฉลี่ยดวยวิธี Duncan Multiple Test 
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 อาหารสูตรที่ 1 อาหารสูตร MS 
   2 อาหารสูตร MS + BAP 2 มิลลิกรัมตอลิตร 
    3 อาหารสูตร MS + BAP 4 มิลลิกรัมตอลิตร 
   4 อาหารสูตร MS + BAP 6 มิลลิกรัมตอลิตร 
   5 อาหารสูตร MS + BAP 8 มิลลิกรัมตอลิตร 
   6 อาหารสูตร MS + BAP 10 มิลลิกรัมตอลิตร 
 

เมื่อนําขอมูลไปวิเคราะหผลทางสถิติ พบวา อาหารสูตรตางๆจะใหจํานวนยอดเฉลี่ยตอขอ
แตกตางกันทางสถิติ (ตารางผนวกที่ 1) โดยอาหารสูตร MS ที่เติม BAP 8 และ 10 มิลลิกรัมตอลิตร 
(อาหารสูตรที่ 5 และ 6) ใหจาํนวนยอดเฉลีย่ตอขอไมแตกตางกัน แตแตกตางจากอาหารสูตรที่ไม
เติม BAP (อาหารสูตรที่ 1) และที่เติม BAP 2, 4 และ 6 มิลลิกรัมตอลิตร (อาหารสูตรที่ 2, 3 และ 4) 
อยางมีนัยสําคญัทางสถิติ ที่ระดับความเชื่อมั่น 95% สําหรับอาหารสูตรที่ 3 และ 4 ใหจํานวนยอด
เฉลี่ยตอขอไมแตกตางกัน แตแตกตางจากอาหารสูตรที่ 1 และ 2 อยางมีนยัสําคัญทางสถิติ ที่ระดับ
ความเชื่อมั่น 95% (ตารางที่ 1) อาหารสูตรชักนําใหเกดิยอดหลายยอดที่ใหผลดี คือ อาหารสูตร MS 
ที่เติม BAP 8 และ 10 มิลลิกรัมตอลิตร โดยจํานวนยอดที่ไดเฉลี่ยตอขอเทากับ 13.05 และ 13.10 
ยอดตอขอ แตจากการทดลอง พบวา อาหารสูตรที่ 5 ซ่ึงเปนอาหารสูตร MS ที่เติม BAP 8 มิลลิกรัม
ตอลิตร สามารถชักนํายอดใหมีลักษณะสมบูรณ มีการเจริญเติบโตดี ไมแคระแกร็น (ภาพที่ 1E) 
ในขณะที่อาหารสูตรที่ 6 ที่เติม BAP 10 มิลลิกรัมตอลิตร พบวา ยอดทีเ่กิดขึ้นมามีลักษณะแคระ
แกร็น ตนเตี้ย การเจริญเติบโตไมคอยดี (ภาพที่ 1F) ในการทดลองครั้งนี้จึงเลือกใชอาหารสูตร MS 
ที่เติม BAP 8 มิลลิกรัมตอลิตร 
 

จากผลการทดลองพบวาจํานวนยอดเฉลี่ยตอขอจะมีจํานวนเพิ่มขึ้นเมื่อความเขมขนของ 
BAP เพิ่มขึ้น เมื่อเปรียบเทียบกับขอที่เพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร MS ที่เติม BAP ในระดับความ
เขมขนที่ตางๆกัน (อาหารสูตรที่ 2-6) กับอาหารสูตร MS ที่ไมเติม BAP (อาหารสูตรที่ 1) ปรากฏวา
อาหารสูตรที่ 1 เกิดยอดเฉลี่ย 1 ยอดตอขอเทานั้น ในขณะที่อาหารสูตรที่ 2-6 ใหจํานวนยอดเฉลีย่ตอ
ขอเทากับ 2.375, 7.725, 8.8, 13.05 และ 13.10 ตามลําดับ ซึ่งสอดคลองกับ Hisajima et al. (1987) ที่
ไดเพาะเลี้ยงเมล็ดขาวบนอาหารสูตร MS ที่เติมสารควบคุมการเจริญเติบโตในกลุมไซโตไคนิน 
ไดแก BAP, kinetin และ 2-iP เปนเวลา 4 สัปดาห พบวา BAP เทานั้นที่สามารถชักนําใหเกิดยอด
จํานวนมากได  ตอมา กมลพรรณ และคณะ(2535) สามารถชักนําสวนขอของแฝกหอม Ventiveria 
zizaniodes Linn. ใหเกิดยอดหลายยอดไดโดยเพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร MS ที่เติม BAP 10 ไมโคร
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โมลตอลิตร จากนั้นในป 2539 มโนชย ไดเพาะเลี้ยงหนอของหญาแฝก (Vetiveria zizanioides 
Linn.) บนอาหาร 4 สูตร คือ สูตร MS, MoMS, ½ MS และ N6 โดยในแตละสูตรเติม BAP ในระดับ
ความเขมขน 0, 5, 10 และ 50 ไมโครโมลตอลิตร พบวาในอาหารทุกสูตรที่เติม BAP ในระดับความ
เขมขน 50 ไมโครโมลตอลิตร สามารถชักนําใหเกิดยอดหลายยอดไดดีกวาอาหารทุกสูตรที่เติม 
BAP ในระดับความเขมขนที่ต่ํากวา นอกจากนี้ วิภาสิริ (2546) ไดทําการทดลองโดยใชเมล็ดของ
หญาซิกแนลนอนมาเพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร MS ที่เติม BAP ในระดับความเขมขนตางๆเพื่อชักนํา
ใหเกิดยอดหลายยอด พบวาสูตรอาหารที่เหมาะสมที่สุดคือ อาหารสูตร MS ที่เติม BAP 6 มิลลิกรัม
ตอลิตร สามารถชักนําใหเกิดยอดหลายเฉลี่ย 3.82 ยอดตอเมล็ด ทั้งนี้เนื่องมาจาก BAP เปนสาร
สังเคราะหที่เปนอนุพันธของ 6-amino-purine ซ่ึงทําหนาที่เปนไซโตไคนินที่มีผลโดยตรงตอการชัก
นําเนื้อเยื่อใหเกิดยอดโดยจะไปกระตุนใหเกิดการแบงเซลลและเกิดตา (Krishnamoorthy, 1981) 
และมีประสิทธิภาพสูงในการกระตุนใหเกิดการเพิ่มจํานวนยอด (Vijaya and Satyanarayana, 1991) 
 

   
 

   
 
ภาพที่ 1   แสดงลักษณะตนหญาแพงโกลาที่ไดจากการเพาะเลี้ยงขอบนอาหารสูตร MS ที่ไมเติม  

BAP (A) และที่เติม BAP 2 มิลลิกรัมตอลิตร(B)  4 มิลลิกรัมตอลิตร(C)  6 มิลลิกรัมตอ 
ลิตร (D)  8 มิลลิกรัมตอลิตร (E)  10 มิลลิกรัมตอลิตร (F) เปนเวลา 6 สัปดาห 

C B 

D 

A 

E F 
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การทดลองที่ 2 ศึกษาผลของรังสีแกมมาตอการเจริญเติบโตของยอด เม่ือเล้ียงบนอาหารสูตรชักนาํ
ใหเกิดยอดหลายยอด เพื่อหาคาปริมาณรังสท่ีีทําใหเกิดการตายที่ 50 เปอรเซ็นต (LD50)  
 

จากการนํายอดหลายยอดที่ไดไปฉายรังสีแกมมาแบบเฉียบพลันในปริมาณตางๆ 6 ระดับ
คือ 0, 20, 40, 60, 80 และ 100 เกรย แลวนําไปเลี้ยงบนอาหารสูตรเดิมเปนเวลา 4 สัปดาห พบวา เมื่อ
ปริมาณรังสีเพิ่มขึ้น อัตราการรอดชีวิตของหญาแพงโกลาลดลง โดยที่ปริมาณรังสี 0, 20, 40, 60, 80 
และ 100 เกรย มีเปอรเซ็นตการรอดชีวิต 100, 94.21, 89.56, 85.71, 76.47 และ 39.34 เปอรเซ็นต 
ตามลําดับ (ตารางที่ 2)  ทําใหสามารถหาคาปริมาณรังสีที่ทําใหเกิดการตายที่ 50 เปอรเซ็นต (LD50) 
โดย Regression Analysis ซ่ึงมีคา linear regression คือ y =  -0.514x + 106.6, R = 0.777 ดังนั้น
ปริมาณรังสีที่ทําใหเกิดการตายที่ 50 เปอรเซ็นต คือ ที่ปริมาณรังสี 80.9 เกรย (ภาพที่ 2) สวนคา 
LD50 ของพืชตระกูลหญาชนิดอื่นๆที่ทําการศึกษามีความแตกตางกัน เชน คา LD50 ของหญาอะ
ตราตั้มเทากับ 42.35 เกรย(ธนภักษ, 2545) หญารูซ่ีเทากับ 67.87 เกรย (ดิริฎา, 2545) หญาซิกแน
ลนอนเทากับ 43.47 เกรย (วิภาสิริ, 2546) สวนหญากินนีสีมวงเทากับ 28.60 เกรย (สุมล, 2546) จะ
เห็นไดวาคา LD50 ของหญาแตละชนิดมีคาแตกตางกันไป ขึ้นอยูกับการตอบสนองตอรังสีของหญา
ที่แตกตางกัน โดยคา LD50 ของหญาแพงโกลามีคามากกวา LD50 ของหญาที่ไดยกตัวอยางไป แสดง
ใหเห็นวาหญาแพงโกลาอาจมีการตอบสนองตอรังสีที่ชากวาหรือทนตอรังสีไดมากกวาหญาทั้ง 4 
ชนิด ซ่ึงขอมูลของคา LD50 นี้สามารถนําไปเปนขอมูลเบื้องตนเพื่อนํามาคาดคะเนปริมาณรังสีที่
เหมาะสมในการปรับปรุงพันธุตอไป 
 
ตารางที่ 2  เปอรเซ็นตการรอดชีวิตของตนหญาแพงโกลาหลังจากไดรับการฉายรังสีแกมมาแบบ

เฉียบพลันในปริมาณ 0, 20, 40, 60, 80 และ 100 เกรย แลวเพาะเลี้ยงบนอาหารสูตรชัก
นํายอดหลายยอด เปนเวลา 4 สัปดาห 

 
ปริมาณรังสี (เกรย) จํานวนตนเริ่มตน จํานวนตนที่รอดชีวิต เปอรเซ็นตการรอดชีวิต 

0 100 100.00 100.00 
20 100 94.21 94.21 
40 100 89.56 89.56 
60 100 85.71 85.71 
80 100 76.47 76.47 
100 100 39.34 39.34 
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ภาพที่ 2  เปอรเซ็นตการรอดชีวิตของยอดที่ไดรับการฉายรังสีแกมมาปริมาณตางๆ  

  
การทดลองที่ 3 การหาสูตรอาหารท่ีเหมาะสมในการชักนํายอดของหญาแพงโกลาใหเกิดรากเพื่อนํา
ยอดหลายยอดที่ไดจากการฉายรังสีออกปลูก 
 

จากการทดลองที่ 2 จะไดยอดของหญาแพงโกลาที่ไมมีรากหรือมีรากนอย ทําใหยากตอการ
นําออกปลูกในสภาพธรรมชาติ ดังนั้นจึงนํายอดหลายยอดที่ไดไปเพาะเลี้ยงในอาหารสูตร MS, MS 
ที่เติมถานปริมาณ 1 กรัมตอลิตร และ MS ที่เติม 2,4-D 0.5 มิลลิกรัมตอลิตร ผลปรากฏวาตนของ
หญาแพงโกลาที่เพาะเลี้ยงในอาหาร MS ที่ใสถานทุกตนมีรากจํานวนมาก และรากที่ไดมีลักษณะสี
ขาว แข็งแรง (ภาพที่ 3B)  แตตนของหญาแพงโกลาที่เพาะเลี้ยงในอาหารสูตร MS และ MS ที่เติม 
2,4-D 0.5 มิลลิกรัมตอลิตรมีรากนอย และรากที่ไดมีสีเหลืองเปนสวนมาก (ภาพที่ 3A และ 3C)  

 
 
 

y = -0.514x + 106.6 
R2 = 0.777 



 

29 

 
 

ภาพที่ 3  แสดงลักษณะรากของหญาแพงโกลาที่เพาะเลีย้งในอาหารสูตร MS (A)  MS ที่ใสถาน (B)  
 และ MS ที่เตมิ 2,4-D 0.5 มิลลิกรัมตอลิตร (C)  เมื่อเพาะเลี้ยงเปนเวลา 4 สัปดาห 

 

 
 
ภาพที่ 4  แสดงลักษณะของตนหญาแพงโกลาที่เพาะเลีย้งในอาหารสูตร MS (A)  MS ที่ใสถาน (B)  

  และ MS เติม 2,4-D 0.5 มิลลิกรัมตอลิตร (C) เมื่อเพาะเลี้ยงเปนเวลา 4 สัปดาห 
 

A C B 

A C B 
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 จากภาพ 3B จะเหน็ไดชัดวาหญาแพงโกลาที่เล้ียงในอาหาร MS เติมถานมีปริมาณราก
มากกวา และรากที่ไดมีสีขาว สวนในภาพที ่4 ลักษณะตนของหญาแพงโกลาที่เล้ียงในอาหาร MS 
(ภาพที่ 4A) และ MS ที่เติม 2,4-D 0.5 มิลลิกรัมตอลิตร (ภาพที่ 4C) ที่บริเวณโคนตนเริ่มมีใบสี
เหลืองเกิดขึ้นมากกวาตนหญาแพงโกลาที่เล้ียงในอาหาร MS ที่เติมถาน อาจเนื่องมาจาก activated 
charcoal (AC) มีผลชวยในการดูดซับสารพิษพวก phenolic compounds ที่เกิดขึน้จากการเพาะเลี้ยง
เนื้อเยื่อหญาแพงโกลา ทําใหตนหญาแพงโกลามีอัตราการเจริญเติบโตดี และรากทีไ่ดแข็งแรง มีสี
ขาว  และมีปริมาณมาก ซ่ึงใหผลสอดคลองกับการทดลองของ Gunnar et al (1978) ทีศ่ึกษาผลของ 
AC ในการเพาะเลี้ยง Daucus carota, Haplopappus gracilis และ Allium cepa var. proliferum โดย
เพาะเลี้ยงในอาหารที่เติม และไมเติม AC ในอาหาร ปรากฏวาในอาหารที่เติม AC ไมเกิดสารพวก 
phenolic compound ตางกับอาหารที่ไมเตมิ AC ที่เกิดสารพวก phenylacetic acid (Daucus), 2,6-
OH-benzoic acid (Allium) และ benzoic acid (Haplopappus) ในปริมาณสูง ตอมา Phongyuth 
(1995) ไดศึกษาการยับยั้งการเกิดสารพวก phenolic compound ในการเพาะเลี้ยงปอสาญี่ปุน 
(Broussonetia kazinoki) โดยใช AC ใสลงในอาหารที่ใชในการเพาะเลี้ยง ผลปรากฏวา สามารถใช
ในการยับยั้งการเกิดพืชที่มีสีน้ําตาลได (explants browning) นอกจากนัน้ในป 2002 Van Staden ยัง
ศึกษาผลของ AC ที่มีตอการเกิดรากใน Daucus carota  และในปเดียวกนั Gallardo-Williams et al. 
ยังศึกษาการดดูซับสารพิษของ AC ใน cattails (Typha domingensis) จากงานทดลองที่กลาวมาผล
ของ AC ที่ไดเปนไปในทิศทางเดียวกนั คือ ชวยในการดดูซับสารพิษ และมีผลตอการเจริญเติบโต
ทั้งของรากและลําตน ทําใหตนพืชที่เล้ียงในอาหารที่เติม AC มีรากที่แข็งแรงและปริมาณรากที่ไดมี
มาก และพืชทีไ่ดไมเกิดสีน้ําตาล 
 

จากการทดลองนี้พบวาเมื่อใส AC ลงในอาหารที่เติมสารเรงการเจริญเติบโต BAP 8 
มิลลิกรัมตอลิตร จะทําใหหญาแพงโกลาไมแตกกอดังทีร่ายงานไวในการทดลองที่ 1 ซ่ึงใหผลตรง
กับ Gallardo-Williams et al. (2007) ที่ศึกษาในยาสูบโดยใส AC ลงในอาหารที่เตมิสารเรงการ
เจริญเติบโตประเภทออกซิน และไซโตไคนินเพื่อเรงใหเกิดแคลลัส และการเกดิยอด ผลที่ไดปรากฏ
วา AC ยับยั้งการเจริญเติบโตของแคลลัส และการพัฒนาเปนยอดของยาสูบ 
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 หลังจากไดตนหญาแพงโกลาที่ผานการฉายรังสีและผานการชักนําใหเกิดรากจนไดเปนตน
ที่แข็งแรงและเจริญเติบโตเตม็ที่แลวในสภาพธรรมชาติ จึงนําออกปลกูที่ศูนยวิจยัและพัฒนาพืช
อาหารสัตวชัยนาท (ภาพที่ 5) เปนเวลา 45 วัน หลังจากนัน้จึงทําการคัดเลือกโคลนที่ตองการเพื่อ
นํามาศึกษาลายพิมพดเีอ็นเอ โดยคัดเลือกจากลักษณะภายนอก (morphology) และยังคํานึงถึงการนาํ
พืชอาหารสัตวมาใชประโยชน คือ การตดัสด และการนาํมาทําหญาแหง ดังนัน้การคัดเลือกตัวอยาง
จึงคัดเลือกทั้งตัวอยางที่มีลักษณะเดนกวา control และ ตวัอยางที่มีลักษณะดอยกวา control ไว
เพราะคาดวาตวัอยางที่มีลักษณะดอยกวา control สามารถนํามาทําหญาแหงไดดี เนื่องจากอาจมี
ลักษณะตนที่เล็กกวา ทําใหแหงงายกวาตนที่มีลําตนหนา หรืออาจมีลักษณะใบทีเ่ล็กกวาแต
ระยะหางระหวางขอปลองนอยกวา จึงทําใหสัดสวนของใบมีมากกวา โดยลักษณะที่คัดเลือก คือ 
ขนาดใบ, ลักษณะตนตั้งตรง, การแตกกอ และปริมาณของไหล ไดทั้งหมด 19 โคลน คือ A308/01, 
A308/06, A309/03, B114/01, B204/01, B501/03, B511/03, B606/03, B609/03, C110/03, C402/01, 
D111/02, D115/04, D703/01, E107/02, E107/03, E108/01, E701/02 และ E702/04 (ตวัอยางที่ 2-20 
ตามลําดับ) (ตารางที่ 3) และตัวอยางที่ 1 คือ control หรือหญาแพงโกลาปกต ิ 
 

 
 
ภาพที ่5  ภาพหญาแพงโกลาที่ปลูกที่ศูนยวิจัยและพฒันาพืชอาหารสัตวชัยนาท 
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ตารางที่ 3  รายละเอียดตัวอยางหญาแพงโกลาทั้งหมด 20 ตัวอยาง 
 

ตัวอยางที ่  ตัวอยางที ่  
1 Control 11 C110/03 
2 A308/01 12 C402/01 
3 A308/06 13 D111/02 
4 A309/03 14 D115/04 
5 B114/01 15 D703/01 
6 B204/01 16 E107/02 
7 B501/03 17 E107/03 
8 B511/03 18 E108/01 
9 B606/03 19 E701/02 
10 B609/03 20 E702/04 

 
หมายเหตุ control หญาแพงโกลาที่ไมผานการฉายรังสี 
  A, B, C, D, E ปริมาณรังสีแกมมา 20, 40, 60, 80 และ 100 เกรย 
  -x--/-- ตนที่ 
   --xx/-- หนอที ่
  ----/xx โคลนที่ 
 

จากภาพที่ 6-8 แสดงใหเห็นความแตกตางของตัวอยางหญาที่ผานการฉายรังสีกับตัวอยาง
หญาปกติ (control) และภาพที่ 9-11 เปนภาพที่แสดงใหเห็นความแตกตางของใบและไหล ของ
ตัวอยางที่คัดเลือกมาบางตัวอยางเทานั้น 
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ภาพที่ 6   ลักษณะตนหญาแพงโกลาที่ผานการฉายรังสแีลวมีลักษณะที่แตกตางจากหญาแพงโกลา 

ปกติอยางชัดเจน A. control  B. ตัวอยางทีผ่านการฉายรงัสีแกมมาในปริมาณ 80 เกรย  
(ตัวอยางที่ 15-D703/01) 

 

 
 

ภาพที่ 7  ลักษณะตนหญาแพงโกลาที่ผานการฉายรังสีแลวมีลักษณะทีแ่ตกตางจากหญาแพงโกลา 
 ปกติอยางชัดเจน A. control  B. ตัวอยางทีผ่านการฉายรงัสีแกมมาในปริมาณ 100 เกรย  
 (ตัวอยางที1่9-E701/02) 

A B 

B A 
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ภาพที่ 8  ลักษณะตนหญาแพงโกลาที่ผานการฉายรังสีแลวมีลักษณะทีแ่ตกตางจากหญาแพงโกลา 
 ปกติอยางชัดเจน A. control  B. ตัวอยางทีผ่านการฉายรงัสีแกมมาในปริมาณ 100 เกรย  
 (ตัวอยางที ่20-E702/04) 

A B 
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ภาพที่ 9  เปรียบเทียบลักษณะใบและไหลของหญาแพงโกลาตัวอยางที่ 1 กับตัวอยางที่ผานการฉาย 

 รังสีแกมมาในปริมาณ 80 เกรย (ตัวอยางที่ 15-D703/01) A. ลักษณะใบ  B. ลักษณะไหล 
 
 
 

 

B 

A 

D703/01 control 

D703/01 control 
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ภาพที่ 10  เปรียบเทียบลักษณะใบและไหลของหญาแพงโกลาตัวอยางที่ 1 กับตัวอยางที่ผานการฉาย 
   รังสีแกมมาในปริมาณ 100 เกรย  (ตัวอยางที่ 19-E701/02) A. ลักษณะใบ B. ลักษณะไหล 

 
 
 

 

A 

B 

E701/02 control 

E701/02 control 
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ภาพที่ 11  เปรียบเทียบลักษณะใบและไหลของหญาแพงโกลาตัวอยางที่ 1 กับตัวอยางที่ผานการฉาย 
   รังสีแกมมาในปริมาณ 100 เกรย (ตัวอยางที่ 20-E702/04) A. ลักษณะใบ  B. ลักษณะไหล 

 
 
 
 
 
 

A 

B 

E702/04 control 

E702/04 control 
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หลังจากการคดัเลือกดวยลักษณะทางภายนอกแลว จึงทาํการตัดหญาทกุตัวอยางเพื่อให
หญาเจริญเติบโตใหม หลังจากนั้นประมาณ  30 วัน จึงทาํการเก็บขอมลูโดยการวดัความสูง (ภาพที ่
12) วัดขนาดความกวาง ความยาวของใบ (ภาพที่ 13) การนับจํานวนตนและน้ําหนกัสดภายใน
กรอบสุม (quadrat) ขนาด 25x25 เซนติเมตร (ภาพที่ 14) ดังแสดงในตารางที่ 4 
 
ตารางที่ 4  คาเฉลี่ยจํานวนตน และน้ําหนกัสดภายในกรอบสุมขนาด 25x25 เซนติเมตร ความสงู

ของลําตน ขนาดของใบของตนหญาแพงโกลาที่พัฒนาจากขอที่ผานการฉายรังสีแกมมา
ปริมาณตางๆ หลังจากนําออกปลูกที่ศูนยวจิัยและพัฒนาพืชอาหารสัตวชัยนาท  เปนเวลา 
30 วัน 

 

ตัวอยาง ความสูง(cm) น้ําหนกั (kg) จํานวนตน ขนาดของใบ (cm) 

    กวาง ยาว 

control* 61.10 0.41 394.75 0.54 20.4 

A102/05* 62.08 0.51 418.50 0.54 21.82 

A308/01 62.18 0.48 370.25 0.59 15.04 

A308/06 65.98 0.43 336.75 0.56 14.95 

A309/03 73.30 0.25 147.00 0.56 15.81 

A405/01 58.43 0.48 418.25 0.59 18.11 

A410/07 61.28 0.40 270.00 0.56 18.23 

A504/05 64.23 0.41 347.75 0.55 18.57 

B103/04 60.90 0.34 271.50 0.58 18.94 

B106/05 58.80 0.39 371.25 0.62 16.68 

B110/06 60.10 0.40 334.67 0.56 17.26 

B111/01 61.98 0.34 313.50 0.57 18.47 

B114/01* 67.05 0.58 a 458.75 0.63 15.83 

B204/01 62.43 0.43 345.75 0.53 17.72 

B207/01 61.53 0.43 380.50 0.53 18.43 

B401/01 61.38 0.48 392.25 0.56 17.03 
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ตารางที่ 4 (ตอ) 
 

ตัวอยาง ความสูง(cm) น้ําหนกั (kg) จํานวนตน ขนาดของใบ (cm) 

    กวาง ยาว 

B401/03 62.23 0.46 370.50 0.56 18.39 

B501/02 62.27 0.38 417.67 0.57 19.1 

B501/03* 65.50 0.71 a 335.25 0.62 18.39 

B509/01 65.25 0.35 351.50 0.58 17.88 

B511/03 66.63 0.50 279.25 0.56 12.96 

B606/03 64.00 0.38 324.67 0.53 17.1 

B609/01 62.53 0.40 213.33 0.57 14.49 

B609/03 64.23 0.43 316.75 0.59 17.37 

B702/03 59.05 0.46 413.75 0.59 17.05 

C107/01* 62.90 0.51 345.00 0.58 20.93 

C109/04 63.43 0.35 361.00 0.57 17.17 

C110/02 60.83 0.45 296.50 0.53 16.33 

C110/03 63.43 0.38 315.25 0.58 18.43 

C110/06 60.95 0.43 341.25 0.54 20.55 

C402/01 64.80 0.48 370.25 0.60 16.28 

C708/08* 69.07 0.63 a 515.67 0.61 13.41 

D106/02 63.43 0.30 310.25 0.56 14.83 

D110/02 59.23 0.38 416.67 0.46 14.66 

D111/02* 62.00 0.62 a 226.33 0.61 14.54 

D113/04 64.08 0.31 377.50 0.57 17.24 

D115/03* 66.37 0.58 a 457.33 0.53 19.16 

D115/04 56.90 0.43 249.00 0.32 10.74 

D406/03 61.58 0.45 341.75 0.52 16.96 

D703/01* 40.75 0.55 a 1409.00 0.32 7.53 
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ตารางที่ 4 (ตอ) 
 

ตัวอยาง ความสูง (cm) น้ําหนกัสด (kg) จํานวนตน ขนาดของใบ (cm) 

    กวาง ยาว 

D704/03 61.67 0.32 236.33 0.51 16.64 

D704/06* 69.97 0.62 a 453.00 0.58 17.73 

E107/02* 60.38 0.44  442.50 0.54 15.64 

E107/03 63.78 0.30 315.75 0.53 14.82 

E108/01 63.45 0.43 287.50 0.58 17.32 

E108/02 64.40 0.39 423.25 0.48 18.49 

E503/02 60.50 0.38 342.50 0.47 18.45 

E701/02 53.77 0.35 164.33 0.51 9.33 

E702/02 63.00 0.43 285.00 0.52 22.23 

E702/04 58.10 0.27 397.33 0.51 15.33 
 

หมายเหตุ control หญาแพงโกลาที่ไมผานการฉายรังสี 
    A, B, C, D, E ปริมาณรังสีแกมมา 20, 40, 60, 80 และ 100 เกรย 
   -x--/-- ตนที่ 
   --xx/-- หนอที ่
  ----/xx โคลนที่ 
  ตัวอยางที่ขีดเสนใต คือ ตัวอยางที่คัดเลือกเพื่อนํามาศกึษาลายพิมพดีเอ็นเอ 

 * = ตัวอยางทีค่ัดเลือกไว 10 ตัวอยางเพื่อใชในการทดลองตอไป 
 ตัวอักษรในคอลัมนน้ําหนกัสด คือ ตัวอยางที่มีคาเฉลี่ยน้าํหนักสดสูงสดุ  

 
 
 
 
 
 



 

41 

 
 
ภาพที่ 12 แสดงลักษณะการวัดความสูงตนหญาแพงโกลา 
 

  
 
ภาพที่ 13  แสดงลักษณะการวัดความกวางใบ (A) ความยาวใบ (B) 
 

A B 
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ภาพที่ 14  แสดงลักษณะการใชกรอบสุม (quadrat) ขนาด 25x25 เซนติเมตร 
 
 จากตารางที่ 4 เมื่อนําไปวเิคราะหทางสถิติ (ตารางผนวกที ่2) พบวา ตวัอยางทั้ง 50 ตัวอยาง 
รวมทั้ง control มีคาเฉลี่ยความสูงของตน จํานวนตน และ น้ําหนกัสดภายในกรอบสุมขนาด 25x25 
เซนติเมตร และขนาดของใบ มีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติที่ระดับความเชื่อมั่น 95% 
และจากการวเิคราะหทางสถิติ (ตารางผนวกที่ 3) พบวา ปริมาณรังสีแกมมาตางๆกัน มีผลตอขนาด
ของใบอยางมนีัยสําคัญทางสถิติ ขณะที่ความสูง จํานวนตนและน้ําหนักสดภายในกรอบสุมไมมี
ความแตกตางทางสถิติ ดังแสดงในตารางที่ 5 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

43 

ตารางที่ 5 คาเฉลี่ยของความสูง จํานวนตน และน้ําหนักสดภายในกรอบสุมขนาด 25x25 เซนติเมตร 
    ขนาดของใบของหญาแพงโกลาที่เจริญจากยอดที่ไมผานและผานการฉายรังสีแกมมา 

   ปริมาณตางๆ ที่ปลูกในสภาพธรรมชาติเปนเวลา 30 วนั 
 
ปริมาณรังสี 

(เกรย) 
ความสูงของลําตน 

(เซนติเมตร) 
จํานวนตน น้ําหนักสด

(กิโลกรัม) 
ความกวางใบ
(เซนติเมตร) 

ความยาวใบ
(เซนติเมตร) 

จํานวนตน
ที่บันทึกผล 

0 61.10a 339 a 0.41 a   0.56 a, b 20.40 a 4 

20 63.57 a 337 a 0.43 a 0.58 a 17.57 b 27 

40 62.74 a 348 a 0.44 a 0.58 a 17.22 b 64 

60 63.43 a 358 a 0.46 a 0.58 a 17.76 b 26 

80 61.44 a 408 a 0.44 a 0.51 c 15.36 b 32 

100 61.18 a 339 a 0.37 a    0.53 b, c 16.17 b 26 
 

 
หมายเหตุ ตัวเลขในคอลัมนเดียวกันที่กํากับดวยอักษรตางกันมีความแตกตางกันทางสถิติ (P<0.05)  

 เมื่อเปรียบเทียบคาเฉลี่ยดวยวิธี Duncan Multiple Test 
 
 จากตารางที่ 4 และตารางผนวกที่ 2 ตองการคัดเลือกตัวอยางจํานวน 10 ตัวอยาง เพื่อนําไป
ทดสอบตอทางดานโภชนะ โดย 10 ตัวอยางที่คัดเลือกได (ตารางที่ 6) คือ A102/05, B114/01, 
B501/03, C107/01, C708/08, D111/02, D115/03, D703/01, D704/06 และ E107/02 โดย 6 ตัวอยาง
แรกคัดเลือกจากน้ําหนักสดที่ไดภายในกรอบสุม เรียงลําดับจากมากไปนอย คือ B501/03, C708/08, 
D111/02, D704/06, D115/03 และ B114/01 มีคาเทากับ 0.71, 0.63, 0.62, 0.62, 0.58 และ 0.58 
กิโลกรัม สวนตัวอยาง A102/05 และ C107/01 มีคาเฉลี่ยน้ําหนกัสดเทากับ 0.51 กิโลกรัม ซ่ึงมีคา
รองลงมาจาก 6 ตัวอยางแรก อีก 2 ตัวอยางที่เหลือคือ D703/01 และ E107/02 มีคาเฉลี่ยน้ําหนักสด
เทากับ 0.55 และ 0.44 กิโลกรัม แตเนื่องจากลักษณะภายนอก (morphology) มีลักษณะตนเล็ก มี
ระยะหางระหวางขอนอย ทาํใหมีจํานวนใบเฉลี่ยตอขอมาก ถึงแมลักษณะภายนอกจะมีลักษณะที่
ดอยกวา control แตคาดวาทัง้ 2 ตัวอยางนีส้ามารถนําไปใชประโยชนทางดานการทาํหญาแหงได
ดีกวา control หรือตัวอยางทีไ่มผานการฉายรังสีแกมมา 
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ตารางที่ 6 รายละเอียดตวัอยางหญาแพงโกลา 11 ตัวอยางที่คัดเลือกเพื่อนําไปทําการทดสอบตอ 
 

ตัวอยางที ่  ตัวอยางที ่  
1 Control 7 D111/02 
2 A102/05 8 D115/03 
3 B114/01 9 D703/01 
4 B501/03 10 D704/06 
5 C107/01 11 E107/02 
6 C708/08   

 
หมายเหตุ control หญาแพงโกลาที่ไมผานการฉายรังสี 
  A, B, C, D, E ปริมาณรังสีแกมมา 20, 40, 60, 80 และ 100 เกรย 
  -x--/-- ตนที่ 
   --xx/-- หนอที ่
  ----/xx โคลนที่ 
 
 จากที่กลาวมาแลวขางตนวาการคัดเลือกตัวอยางทั้ง 10 ตัวอยางคัดเลือกจากคาเฉลี่ยน้ําหนัก
สดภายในกรอบสุม ดังนั้นเมื่อนําขอมูลตางๆของตัวอยางจากตารางที่ 6 ไปทําการวิเคราะหทางสถิติ 
(ตารางผนวกที่ 4) พบวา ตัวอยางทั้ง 11 ตัวอยางมีคาเฉลี่ยความสูงของลําตน จํานวนตนภายใน
กรอบสุมขนาด 25x25 เซนติเมตร ขนาดของใบของตนหญาแพงโกลา มีความแตกตางอยางมี
นัยสําคัญทางสถิติที่ระดับความเชื่อมั่น 95% ขณะที่คาเฉลี่ยน้ําหนักสดของตัวอยางทั้งหมดไมมี
ความแตกตางทางสถิติ และสามารถแยกคาเฉลี่ยน้ําหนักสดของ control ออกจากกลุมไดอยาง
ชัดเจน (ตารางที่ 7)  
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ตารางที่ 7 คาเฉลี่ยของความสูง จํานวนตน และน้ําหนักสดภายในกรอบสุมขนาด 25x25 เซนติเมตร 
   ขนาดของใบของหญาแพงโกลาที่คัดเลือกไว 10 ตัวอยาง ที่ปลูกในสภาพธรรมชาติเปน 
   เวลา 30 วัน 

 
ปริมาณรังสี 

(เกรย) 
ความสูงของตน 

(เซนติเมตร) 
จํานวนตน น้ําหนกัสด

(กิโลกรัม) 
ความกวางใบ
(เซนติเมตร) 

ความยาวใบ
(เซนติเมตร) 

control 61.10 c 395 b, c 0.41  0.56  b, c 20.40 a, b 
A102/05 62.08 b, c 419 b, c 0.51 0.56 b, c  21.82 a 
B114/01 67.05 a, b, c 459 b, c  0.58 0.65 a 15.83 b, c, d 
B501/03 65.50a, b, c 335 c, d 0.71 0.62  a, b 18.40 a, b, c 
C107/01 62.90 a, b, c 345 c, d 0.51 0.60 a, b, c 20.93 a 
C708/08 69.07 a, b 516 b 0.63 0.61 a, b, c 13.41 d 
D111/02 62.00 b, c 226 d 0.62 0.61 a, b, c 14.54 c, d 
D115/03 66.37 a, b, c 457 b, c 0.58 0.53 c 19.16 a, b, c, 
D703/01 40.75  d 1,409 a 0.55 0.32 d 7.54 e 
D704/06 69.97 a 453 b, c 0.62 0.58 a, b, c 17.73 a, b, c, d 
E107/02 60.38 c 443 b, c 0.44 0.55 b, c 15.64 c, d 

  

 
หมายเหตุ ตัวเลขในคอลัมนเดียวกันที่กํากับดวยอักษรตางกันมีความแตกตางกันทางสถิติ (P<0.05)  

 เมื่อเปรียบเทียบคาเฉลี่ยดวยวิธี Duncan Multiple Test 
 
การทดลองที่ 4 การศึกษาลายพิมพดีเอ็นเอของหญาแพงโกลาท่ีผานการฉายรังสี 
 

เมื่อนําดีเอ็นเอจากหญาแพงโกลาที่คัดเลือกจากการทดลองที่ 3 มาวิเคราะหดวยเทคนิคเอ
เอฟแอลพีเพื่อเปรียบเทียบดคูวามแตกตางระหวางหญาแพงโกลาปกติ กับหญาแพงโกลาที่รอดจาก
การฉายรังสีแบบเฉียบพลัน พบวาจากไพรเมอรที่ทดลองใชจํานวน 64 คู มีไพรเมอร 11 คู ไดแก  
E-AAC กับ M-CAA, E-AAC กับ M-CAT, E-AAC กับ M-CAC, E-AAC กับ M-CTC, E-ACA กับ 
M-CTA, E-ACA กับ M-CTT, E-ACC กับ M-CTG, E-AGC กับ M-CAC, E-AGG กับ M-CAG, E-
AGG กับ M-CTA และ E-AGG กับ M-CTT (ตารางที่ 8) ที่สามารถแสดงความแตกตางของแถบดี
เอ็นเอในตําแหนงเดยีวกันเมื่อเปรียบเทียบระหวางตนปกติกับตนพนัธุกลาย โดยตัวอยางที่ 1 คือ
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หญาแพงโกลาปกติ และตวัอยางที่ 2-20 คือหญาแพงโกลาที่ผานการฉายรังสีแกมมาแบบเฉียบพลัน 
ซ่ึงคัดเลือกมาจากศูนยวจิัยและพัฒนาพืชอาหารสัตวชัยนาท (ภาพที่ 15-25) 
 
ตารางที่ 8  คูไพรเมอรตางๆที่ใชในการตรวจสอบเอเอฟแอลพี 
 
primer E1 E2 E3 E4 E5 E6 E7 E8 

 AAC AAG ACA ACT ACC ACG AGC AGG 
M1        

CAA 
* 

       
M2        

CAT 
* 

       
M3       

CAC 
* 

     
* 

 
M4        

CAG        
* 

M5       
CTA   

* 
    

* 

M6       
CTT   

* 
    

* 

M7        
CTC 

* 
       

M8        
CTG     

* 
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   M    1     2     3     4     5     6      7     8     9    10    11  12   13   14   15    16   17   18   19  20    M   

 
 

ภาพที่ 15   ลายพิมพเอเอฟแอลพีของหญาที่ไดจากคูไพรเมอร E-AAC กับ M-CAA 
ตัวอยางที ่1 เปนดีเอ็นเอจากหญาแพงโกลาปกต ิ
ตัวอยางที่ 2-20 เปนดีเอ็นเอจากหญาแพงโกลาที่ฉายรังสีแกมมาในปรมิาณตางๆกัน 
M คือ ดีเอ็นเอมาตรฐาน 25 base pair ladder 

125 bp 

225 bp 

325 bp 
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   M     1     2     3     4     5     6     7      8     9    10   11   12   13   14    15   16   17   18   19   20   M   

 
 

ภาพที่ 16   ลายพิมพเอเอฟแอลพีของหญาที่ไดจากคูไพรเมอร E-AAC กับ M-CAT 
ตัวอยางที ่1 เปนดีเอ็นเอจากหญาแพงโกลาปกต ิ
ตัวอยางที่ 2-20 เปนดีเอ็นเอจากหญาแพงโกลาที่ฉายรังสีแกมมาในปรมิาณตางๆกัน 
M คือ ดีเอ็นเอมาตรฐาน 25 base pair ladder 

125 bp 

150 bp 

475 bp 
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  M     1     2     3     4      5     6     7     8     9    10   11   12    13   14   15    16   17   18   19  20    M   

 
 

ภาพที่ 17   ลายพิมพเอเอฟแอลพีของหญาที่ไดจากคูไพรเมอร E-AAC กับ M-CAC 
ตัวอยางที ่1 เปนดีเอ็นเอจากหญาแพงโกลาปกต ิ
ตัวอยางที่ 2-20 เปนดีเอ็นเอจากหญาแพงโกลาที่ฉายรังสีแกมมาในปรมิาณตางๆกัน 
M คือ ดีเอ็นเอมาตรฐาน 25 base pair ladder 

125 bp 

100 bp 

150bp 

200 bp 

375 bp 

 75 bp 
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  M     1     2    3     4     5     6     7     8     9     10   11   12    13   14    15   16   17   18  19   20    M   

 
 

ภาพที่ 18   ลายพิมพเอเอฟแอลพีของหญาที่ไดจากคูไพรเมอร E-AAC กับ M-CTC 
ตัวอยางที ่1 เปนดีเอ็นเอจากหญาแพงโกลาปกต ิ
ตัวอยางที่ 2-20 เปนดีเอ็นเอจากหญาแพงโกลาที่ฉายรังสีแกมมาในปรมิาณตางๆกัน 
M คือ ดีเอ็นเอมาตรฐาน 25 base pair ladder 

125 bp 

100 bp 

 75 bp 
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    M     1     2     3     4     5     6     7     8     9    10   11   12   13   14   15   16   17   18   19   20   M   

 
 

ภาพที่ 19   ลายพิมพเอเอฟแอลพีของหญาที่ไดจากคูไพรเมอร E-ACA กับ M-CTA 
ตัวอยางที ่1 เปนดีเอ็นเอจากหญาแพงโกลาปกต ิ
ตัวอยางที่ 2-20 เปนดีเอ็นเอจากหญาแพงโกลาที่ฉายรังสีแกมมาในปรมิาณตางๆกัน 
M คือ ดีเอ็นเอมาตรฐาน 25 base pair ladder 

125 bp 

175 bp 

275 bp 
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    M     1     2     3    4     5     6     7     8     9    10   11   12   13   14    15   16   17   18   19   20   M   

 
 

ภาพที่ 20   ลายพิมพเอเอฟแอลพีของหญาที่ไดจากคูไพรเมอร E-ACA กับ M-CTT 
ตัวอยางที ่1 เปนดีเอ็นเอจากหญาแพงโกลาปกต ิ
ตัวอยางที่ 2-20 เปนดีเอ็นเอจากหญาแพงโกลาที่ฉายรังสีแกมมาในปรมิาณตางๆกัน 
M คือ ดีเอ็นเอมาตรฐาน 25 base pair ladder 

125 bp 

200 bp 

225 bp 

300 bp 



 

53 

   M    1     2     3     4     5     6     7      8     9    10   11   12   13  14    15   16   17   18   19  20    M   

 
 
ภาพที่ 21   ลายพิมพเอเอฟแอลพีของหญาที่ไดจากคูไพรเมอร E-ACC กับ M-CTG 

ตัวอยางที ่1 เปนดีเอ็นเอจากหญาแพงโกลาปกต ิ
ตัวอยางที่ 2-20 เปนดีเอ็นเอจากหญาแพงโกลาที่ฉายรังสีแกมมาในปรมิาณตางๆกัน 
M คือ ดีเอ็นเอมาตรฐาน 25 base pair ladder 

125 bp 

400 bp 
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    M    1     2     3     4     5     6     7     8     9    10   11   12   13   14   15   16   17   18   19   20   M   

 
 
ภาพที่ 22   ลายพิมพเอเอฟแอลพีของหญาที่ไดจากคูไพรเมอร E-AGC กับ M-CAC 

ตัวอยางที ่1 เปนดีเอ็นเอจากหญาแพงโกลาปกต ิ
ตัวอยางที่ 2-20 เปนดีเอ็นเอจากหญาแพงโกลาที่ฉายรังสีแกมมาในปรมิาณตางๆกัน 
M คือ ดีเอ็นเอมาตรฐาน 25 base pair ladder 

125 bp 

100 bp 
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   M    1     2      3    4     5    6     7      8     9    10   11   12   13   14   15    16   17  18   19   20   M   

 
 
ภาพที่ 23   ลายพิมพเอเอฟแอลพีของหญาที่ไดจากคูไพรเมอร E-AGG กับ M-CAG 

ตัวอยางที ่1 เปนดีเอ็นเอจากหญาแพงโกลาปกต ิ
ตัวอยางที่ 2-20 เปนดีเอ็นเอจากหญาแพงโกลาที่ฉายรังสีแกมมาในปรมิาณตางๆกัน 
M คือ ดีเอ็นเอมาตรฐาน 25 base pair ladder 
 

125 bp 

100 bp 

75 bp 

200 bp 
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    M     1     2     3     4     5     6     7     8     9    10   11   12   13   14    15   16   17   18   19   20   M   

 
 

ภาพที่ 24   ลายพิมพเอเอฟแอลพีของหญาที่ไดจากคูไพรเมอร E-AGG กับ M-CTA 
ตัวอยางที ่1 เปนดีเอ็นเอจากหญาแพงโกลาปกต ิ
ตัวอยางที่ 2-20 เปนดีเอ็นเอจากหญาแพงโกลาที่ฉายรังสีแกมมาในปรมิาณตางๆกัน 
M คือ ดีเอ็นเอมาตรฐาน 25 base pair ladder 
 

125 bp 

200 bp 

175 bp 
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    M    1     2     3     4     5     6     7     8     9    10   11   12   13  14    15   16   17   18   19  20    M   

 
 

ภาพที่ 25   ลายพิมพเอเอฟแอลพีของหญาที่ไดจากคูไพรเมอร E-AGG กับ M-CTT 
ตัวอยางที ่1 เปนดีเอ็นเอจากหญาแพงโกลาปกต ิ
ตัวอยางที่ 2-20 เปนดีเอ็นเอจากหญาแพงโกลาที่ฉายรังสีแกมมาในปรมิาณตางๆกัน 
M คือ ดีเอ็นเอมาตรฐาน 25 base pair ladder 

125 bp 

100 bp 

75 bp 

300 bp 
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จากภาพที่ 15-25 เปนภาพลายพิมพดเีอ็นเอของคูไพรเมอรทั้งหมด 11 คูที่ใชในการหาความ
แตกตางระหวางหญาแพงโกลาปกติ (ตัวอยางที่ 1) กับหญาแพงโกลาที่รอดชีวิตจากการฉายรังสี
แกมมาแบบเฉยีบพลัน (ตัวอยางที่ 2-20)  
 

คูไพรเมอร E-AAC กับ M-CAA (ภาพที่ 15) สามารถจําแนกได 4 ตัวอยาง คือ ตัวอยางที่ 10 
และ 12 มีแถบดีเอ็นเอขนาด 225 คูเบส เพิ่มขึ้นมา สวนตวัอยางที่ 15 และ 16 มีแถบดีเอ็นเอขนาด 
330 คูเบส และ 210 คูเบสหายไปตามลําดบั 
 
 คูไพรเมอร E-AAC กับ M-CAT (ภาพที ่16) สามารถจําแนกได 3 ตัวอยาง คือ ตัวอยางที่ 15 
มีแถบดีเอ็นเอขนาด 140 คูเบส เพิ่มขึ้นมา สวนตัวอยางที ่16 กับ 17 แถบดีเอ็นเอที่มีขนาดใหญกวา 
475 คูเบส ขาดหายไปทั้ง 2 ตัวอยาง 
 
 คูไพรเมอร E-AAC กับ M-CAC (ภาพที่ 17) สามารถจําแนกได 3 ตัวอยาง คือ ตัวอยางที่ 7, 
13 และ 14 มีแถบดีเอ็นเอขนาด 375 คูเบส, 195 คูเบส และ 80 คูเบส ขาดหายไป ตามลําดับ สวนใน
ตัวอยางที่ 15 มีตําแหนงที่ขาดหายไปทั้งหมด 3 ขนาดคือ ขนาด 110 คูเบส, 112 คูเบส และ 160 คู
เบส   
 
 คูไพรเมอร E-AAC กับ M-CTC (ภาพที ่18) สามารถจําแนกได 2 ตัวอยาง คือ ตัวอยางที่ 14 
มีแถบดีเอ็นเอขนาด 140 คูเบส ขาดหายไป และแถบดีเอ็นเอขนาด 80 คูเบส ของตัวอยางที่ 15 ขาด
หายไป 
 

คูไพรเมอร E-ACA กับ M-CTA (ภาพที่ 19) จําแนกตวัอยางที่ 5 ไดเพยีงตัวอยางเดียวโดยมี
แถบดีเอ็นเอทีข่าดหายไป 2 แถบคือ แถบดีเอ็นเอขนาด 170 คูเบส และ 290 คูเบส 
 
 คูไพรเมอร E-ACA กับ M-CTT (ภาพที่ 20) สามารถจําแนกได 3 ตัวอยางคือ ตัวอยางที่ 14, 
15 และ 17 โดย ตัวอยางที่ 14 พบวามีแถบดีเอ็นเอขนาด 220 คูเบส ขาดหายไป ในขณะที่ตวัอยางที่ 
15 มีแถบขนาด 185 คูเบสเพิม่ขึ้นมา และมแีถบดีเอ็นเอขาดหายไป 3 ตําแหนง คือ 205 คูเบส, 290 คู
เบส และ 480 คูเบส ซ่ึงตําแหนงที่ 480 คูเบส ของตัวอยางที่ 15 ที่ขาดหายไปเปนตําแหนงเดียวกนั
กับในตวัอยางที่ 17 
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คูไพรเมอร E-ACC กับ M-CTG (ภาพที่ 21) สามารถจําแนกไดเพียงตาํแหนงเดียวของ
ตัวอยางที่ 4  คือ แถบดีเอ็นเอขนาด 410 คูเบส ขาดหายไป 
 

คูไพรเมอร E-AGC กับ M-CAC (ภาพที่ 22) สามารถจําแนกได 3 ตัวอยาง คือ ตัวอยางที่ 7, 
9 และ 14 โดย ในตัวอยางที่ 7 มีตําแหนงของแถบดีเอ็นเอที่ขาดหายไป 2 ขนาด คือ 110 คูเบส กับ 
115 คูเบส ในสวนของตัวอยางที่ 9 และ 14 มีขนาดของแถบดีเอ็นเอทีข่าดหายไปเหมือนกันคือ 112 
คูเบส 
 

คูไพรเมอร E-AGG กับ M-CAG (ภาพที่ 23) ไพรเมอรคูนี้เปนคูที่จําแนกตัวอยางไดมาก
ที่สุดจากทั้งหมด 11 คู โดยสามารถจําแนกตัวอยางไดทัง้หมด 8 ตัวอยาง ซ่ึงมีทั้งแถบดีเอ็นเอที่ขาด
หายไปและแถบดีเอ็นเอที่เพิม่ขึ้นมา โดยตวัอยางที่ 2 พบวามีแถบดีเอน็เอที่ขาดหายไปในตําแนงที่ 
210 คูเบส ในขณะที่ตวัอยางที่ 7 และ 8 มีแถบดีเอ็นเอตําแหนงที่ 90 คูเบส และ 160 คูเบส ขาด
หายไปตามลําดับ สวนในตัวอยางที่ 11 และ 13 มีตําแหนงที่ 80 คูเบส เพิ่มขึ้นมาเหมอืนกัน แตใน
ตัวอยางที่ 13 มีเพิ่มขึ้นมาอีก 1 ตําแหนงคือ แถบดีเอ็นเอขนาด 160 คูเบส  นอกจากนีย้ังพบอีกวาใน
ตัวอยางที่ 15 และ 17 มีแถบดีเอ็นเอขนาด 165 และ 215 คูเบส ขาดหายไปเหมือนกัน และสุดทาย
ตัวอยางที่ 20 พบวามีตําแหนงของแถบดีเอ็นเอขนาด 160 คูเบส เพิ่มขึ้นมา 
 

คูไพรเมอร E-AGG กับ M-CTA (ภาพที่ 24) สามารถจําแนกได 6 ตัวอยาง คือ ตัวอยางที่ 7, 
13, 15, 16, 17 และ 18 โดยตัวอยางที่ 7 พบวาแถบดีเอน็เอในตําแหนงที่ 225 คูเบส ขาดหายไป 
ตัวอยางที่ 13, 15 และ 17 พบวาแถบดีเอน็เอในตําแหนงเดียวกันที่มีขนาด 215 คูเบส ขาดหายไป 
ตัวอยางที่ 16 พบวาแถบดเีอน็เอขนาด 200 คูเบส ขาดหายไป  และตัวอยางที่ 18 พบการขาดหายไป
ของแถบดีเอ็นเอขนาด 195 คูเบส 
  
 คูไพรเมอร E-AGG กับ M-CTT (ภาพที่ 25) สามารถจําแนกตวัอยางได 7 ตัวอยาง คือ 
ตัวอยางที่ 5, 6, 7, 8, 15, 16 และ 20 โดยตัวอยางที่ 5 พบวามีแถบดีเอน็เอในตําแหนงที่ 290 คูเบส 
เพิ่มขึ้นมา ตัวอยางที ่6, 8 และ 20 พบวามแีถบดีเอ็นเอขนาด 230 คูเบส เพิ่มขึ้นมาเหมือนกนัทั้ง 3 
ตัวอยาง ในสวนของตัวอยางที่ 20 ยังพบการขาดหายไปของแถบดีเอ็นเอในตําแหนงที่ 90 คูเบส 
และ 125 คูเบส เหมอืนกันกบัในตัวอยางที ่7 โดยในตัวอยางที่ 7 ยังพบการขาดหายไปของแถบดี
เอ็นเอขนาด 110 คูเบส นอกจากนีใ้นตวัอยางที่ 20 ยังพบวาเกดิการขาดหายไปของแถบดีเอ็นเอ



 

60 

ขนาด 96 คูเบส และยังพบการขาดหายไปของแถบดีเอ็นเอในตําแหนงที่ 340 คูเบส ของตัวอยางที่ 
15 และ 80 คูเบส กับ 195 คูเบส ของตัวอยางที่ 16 โดยสรุปผลรวมทั้งหมดไดดังตารางที่ 9 
 
ตารางที่ 9  แสดงการจําแนกตัวอยางของคูไพรเมอรทั้งหมด 11 คู 
 
คูไพรเมอร ตัวอยางทีแ่ยกได แถบดีเอ็นเอที่เพิ่มขึ้น(bp) แถบดีเอ็นเอทีห่ายไป(bp) 
E-AAC/M-CAA 10,12 225  
 15  330 
 16  210 
E-AAC/M-CAT 15 140  
 16  ขนาดใหญกวา 475 
 17  ขนาดใหญกวา 475 
E-AAC/M-CAC 7  375 
 13  195 
 14  80 
 15  110, 112, 160 
E-AAC/M-CTC 14  140 
 15  80 
E-ACA/M-CTA 5  170, 290 
E-ACA/M-CTT 14  220 
 15 185 205, 290, 480 
 17  480 
E-ACC/M-CTG 4  410 
E-AGC/M-CAC 7  110, 115 
 9  112 
 14  112 
E-AGG/M-CAG 2  210 
 7  90 
 8 160  
 11 80  
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ตารางที่ 6  (ตอ) 
 
คูไพรเมอร ตัวอยางทีแ่ยกได แถบดีเอ็นเอที่เพิ่มขึ้น(bp) แถบดีเอ็นเอทีห่ายไป(bp) 
 13 80, 160  
 15  165, 215 
 17  165, 215 
 20 160  
E-AGG/M-CTA 7  225 
 13  215 
 15  215 
 16  200 
 17  215 
 18  195 
E-AGG/M-CTT 5 290  
 6 230  
 7   90, 110, 125 
 8 230  
 15  340 
 16  80, 195 
 20 230 90, 96, 125 
 
 จากตารางที่ 9 พบวา คูไพรเมอรทั้งหมด 11 คู คือ E-AGG กับ M-CAG,  E-AGG กับ M-
CTT, E-AGG กับ M-CTA, E-AAC กับ M-CAC, E-AAC กับ M-CAA, E-ACA กับ M-CTT, E-
AGC กับ M-CAC, E-AAC กับ M-CAT, E-AAC กับ M-CTC, E-ACA กับ M-CTA และ E-ACC 
กับ M-CTG เรียงลําดับจากคูไพรเมอรที่จําแนกตวัอยางไดตั้งแตมากทีสุ่ดจนถึงจําแนกตัวอยางได
นอยที่สุด โดยคูไพรเมอรทั้งหมด 11 คูนี้สามารถจําแนกความแตกตางของหญาแพงโกลาได 18 
ตัวอยางจากจํานวน 20 ตัวอยาง โดยมี 2 ตัวอยาง คือ ตัวอยางที่ 3 และ 19 ที่ไมสามารถจําแนกความ
แตกตางได โดยพันธุกลายบางตัวอยางสามารถจําแนกไดดวยไพรเมอรเพยีงคูเดยีว แตบางตัวอยาง
ตองใชไพรเมอรหลายคูรวมดวยจึงสามารถจําแนกได  
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จากผลการทดลอง (ตารางที่ 9) แสดงใหเหน็วาตวัอยางของหญาแพงโกลาที่นํามาทําการ
วิเคราะหดวยเทคนิคเอเอฟแอลพีมีความแตกตางกันนอยมาก แสดงวาเกิดการกลายพันธุในหญา
แพงโกลาที่ผานการฉายรังสแีกมมาจริง แตอัตราการเกิดอาจจะนอย ซ่ึงสอดคลองกับการทดลองที่ 
2 ที่พบวาเปอรเซ็นตการตาย (LD50) ของหญาแพงโกลามีคาสูง หมายความวา หญาแพงโกลา
สามารถทนตอรังสีไดสูง จึงทําใหอัตราการกลายพันธุต่ํา แตถาใชรังสีแกมมาในปริมาณสูงอาจทํา
ใหเกิดการกลายพันธุมาก แตอัตราการรอดชีวิตของหญาจะลดต่ําลง และจากผลการทดลองดังกลาว 
ยังพบวามตีัวอยาง 2 ตัวอยาง คือ ตัวอยางที่ 3 และ 19 ที่ยังไมสามารถจําแนกไดดวยไพรเมอรทั้ง 11 
คู อาจเกิดจากการที่ตัวอยางดังกลาวเกิดการกลายพันธุนอยมาก จึงยังไมสามารถตรวจพบได อาจ
ตองใชจํานวนคูไพรเมอรเพิม่มากขึ้น  
 
 ผลการทดลองนี้แตกตางจากของ Cruz et al. (1991) ที่ทําการเพาะเลีย้งเนื้อเยื่อหญาเนเปยร
ยักษรวมกับการฉายรังสีแกมมา เมื่อนํามาสกัดดีเอน็เอและวิเคราะหดวยวิธีอิเล็กโทรโฟรีซิสพบวา 
หญาแตละตนมีจํานวนและแถบดีเอ็นเอทีแ่ตกตางกัน แสดงวามีการกลายพันธุเกิดขึน้ ตอมา 
กฤษณา (2546) รายงานวาการวิเคราะหความสัมพนัธระหวางหญาเนเปยรปกติ กับหญาเนเปยรที่
ผานการฉายรงัสีแกมมา พบวาตัวอยางที่ไดจากการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อมคีวามแตกตางกันมาก และ
แตกตางจากตวัอยางที่ไมผานการฉายรังสอียางชัดเจน แสดงวาเกดิการกลายพันธุของพืชตัวอยาง
เปนอยางมาก 
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สรุปผลการทดลอง 
 

1. อาหารสูตรที่เหมาะสมในการชักนําขอของหญาแพงโกลาใหเกิดยอดหลายยอดคือ 
อาหารสูตร MS ที่เติม BAP 8 มิลลิกรัมตอลิตร ที่ใหจํานวนยอดเฉลี่ยตอขอเทากับ 13.05 ซ่ึงมี
จํานวนยอดเฉลี่ยตอขอใกลเคียงกับอาหารสูตร MS ที่เติม BAP 10 มิลลิกรัมตอลิตร และยอดที่ได
จากอาหารสูตรนี้มีลักษณะด ี
 

2. ปริมาณรังสีที่ทําใหเกิดการตายที่ 50 เปอรเซ็นต (LD50) ไดเทากับ 80.9 เกรย โดย
วิเคราะหจากการหาคา Regression Analysis ซ่ึงมีคา linear regression คือ y =  -0.514x + 106.6,  
R = 0.777  
 

3. อาหารสูตรที่เหมาะสมที่สุดในการชักนําใหตนหญาแพงโกลาเกิดรากไดมากที่สุด คือ 
อาหารสูตร MS ที่เติมถานปริมาณ 1 กรัมตอลิตร 
 

4. จากการนําหญาแพงโกลาออกปลูกที่ศูนยวจิัยและพัฒนาพืชอาหารสัตวชัยนาท เปนเวลา 
45 วัน สามารถคัดเลือกหญาแพงโกลาที่คาดวาจะเกิดการกลายพันธุและมีลักษณะที่ตองการได
ทั้งหมด 19 โคลน โดยในจํานวนที่คดัเลือกมา มีทั้งหมด 6 ตัวอยาง คือ ตัวอยางที่ 2, 3, 6, 10, 11 
และ 12 ที่มีลักษณะภายนอกดีกวา control ทุกลักษณะ คอื มีขนาดใบใหญกวา มีปริมาณไหลและมี
การแตกกอดีกวา ลักษณะลําตนตั้งตรงมากกวา control สวนตวัอยางที่มลัีกษณะเพยีง 1-2 ลักษณะ
ดีกวา control เชน ตัวอยางที่ 15, 19 หรือไมมีลักษณะที่ดกีวา control เลย ตัวอยางที่ 14 ที่คัดเลือกไว
เพราะคาดวาลักษณะที่กลายที่แตกตางจาก control สามารถนําไปใชประโยชนในการทาํหญาแหง
ไดดีกวาหญาแพงโกลาปกต ิ
 

5. จากการนําดีเอน็เอของหญาแพงโกลาปกติ และหญาแพงโกลาที่ผานการฉายรังสีแกมมา
มาตรวจสอบโดยเทคนิคเอเอฟแอลพีปรากฏวา สามารถจําแนกตวัอยางได 18 ตัวอยางจากจํานวน
ตัวอยางทั้งหมด 20 ตัวอยาง จากคูไพรเมอร 11 คูโดยแตละคูพบวามแีถบดีเอ็นเอที่เหมือนกนั
จํานวนมาก โดยคูไพรเมอรที่สามารถจําแนกตัวอยางไดมากที่สุด คือ คู E-AGG กับ M-CAG ที่
สามารถจําแนกตัวอยางไดทัง้หมด 8 ตัวอยาง คือ ตัวอยางที่ 2, 7, 8, 11 ,13, 15, 17 และ 20 โดยพบ
ทั้งแถบดีเอ็นเอที่เพิ่มขึ้นมา และแถบดีเอน็เอที่ขาดหายไป สวนคูไพรเมอรที่ใหความแตกตางของ
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ตัวอยางนอยทีสุ่ดคือ คู E-ACC กับ M-CTG ใหความแตกตางเพยีงตําแหนงเดยีวคือ แถบดีเอ็นเอ
ขนาด 410 คูเบส ของตัวอยางที่ 4 ที่ขาดหายไป 
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ตารางผนวกที่ 1 การวิเคราะหความแปรปรวนของ BAP ในระดบัความเขมขนที่ตางกัน ที่มีผลตอ 
การใหจํานวนยอดเฉลี่ยตอขอ เมื่อเพาะเลีย้งเปนเวลา 6 สัปดาห 

 

SV. SS DF MS F Sig. 
Between Groups 5276.071 5 1055.214 72.406* .000 
Within Groups 3410.225 234 14.574   
Total 8686.296 239    

 

หมายเหตุ * = มีความแตกตางกันทางสถิติ (P<0.05) 
 

ตารางผนวกที่ 2 การวิเคราะหความแปรปรวนของความสูง จํานวนตนและน้ําหนักสดในกรอบสุม 
ขนาด 25x25 เซนติเมตร ขนาดของใบของตนหญาแพงโกลาที่เจริญจากยอดทีไ่ม 
ผานและผานการฉายรังสีแกมมาในปริมาณตางๆ ในสภาพธรรมชาติ เปนเวลา 
30 วัน 

 

ลักษณะที่วิเคราะห SV. SS DF MS F Sig. 
ความสูง Between Groups 2690.376 49 54.906 3.275* .000 
 Within Groups 2162.565 129 16.764    
 Total 4852.941 178      
จํานวนตน Between Groups 3134052.787 49 63960.261 8.103* .000 
  Within Groups 1018284.833 129 7893.681    
  Total 4152337.620 178      
น้ําหนักสด Between Groups 1.557 49 .032 2.879* .000 
  Within Groups 1.424 129 .011    
  Total 2.980 178      
ความกวางใบ Between Groups .517 49 .011 5.119* .000 
  Within Groups .266 129 .002    
  Total .783 178      
ความยาวใบ Between Groups 1152.245 49 23.515 5.732* .000 
  Within Groups 529.200 129 4.102    
  Total 1681.445 178      

 

หมายเหตุ * = มีความแตกตางกันทางสถิติ (P<0.05) 
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ตารางผนวกที่ 3 การวิเคราะหผลของรังสีแกมมาที่มีตอความแปรปรวนของความสูง จํานวนตนและ 
น้ําหนกัสดภายในกรอบสุมขนาด 25x25 เซนติเมตร ขนาดของใบของตนหญา 
แพงโกลาที่เจริญจากยอดที่ไมผานและผานการฉายรังสีแกมมาในปริมาณตางๆ 
ในสภาพธรรมชาติ เปนเวลา 30 วัน 

 
ลักษณะที่วิเคราะห SV. SS DF MS F Sig. 
ความสูง Between Groups 145.983 5 29.197 1.073ns .377 
  Within Groups 4706.958 173 27.208     
  Total 4852.941 178       
จํานวนตน Between Groups 113105.834 5 22621.167 .969 ns .438 
  Within Groups 4039231.786 173 23348.161     
  Total 4152337.620 178       
น้ําหนักสด Between Groups .124 5 .025 1.507 ns .190 
  Within Groups 2.856 173 .017     
  Total 2.980 178       
ความกวางใบ Between Groups .153 5 .031 8.392* .000 
  Within Groups .630 173 .004     
  Total .783 178       
ความยาวใบ Between Groups 175.768 5 35.154 4.039* .002 
  Within Groups 1505.676 173 8.703     
  Total 1681.445 178       

 

 
หมายเหตุ  *   = มีความแตกตางกันทางสถิติ (p<0.05) 

ns = ไมมีความแตกตางกันทางสถิติ (p>0.05) 
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ตารางผนวกที่ 4 วิเคราะหความแปรปรวนของความสูง จํานวนตนและน้ําหนักสดในกรอบสุม 
ขนาด 25x25 เซนติเมตร ขนาดของใบของตนหญาแพงโกลาที่คัดเลือกไว 10  
ตัวอยาง ในสภาพธรรมชาติ เปนเวลา 30 วนั 

 
ลักษณะที่วิเคราะห SV. SS DF MS F Sig. 
ความสูง Between Groups 1418.365 10 141.837 8.289* .000 
  Within Groups 462.030 27 17.112     
  Total 1880.395 37       
จํานวนตน Between Groups 2114349.961 10 211434.996 25.956* .000 
  Within Groups 219940.250 27 8145.935     
  Total 2334290.211 37       
น้ําหนักสด Between Groups .295 10 .030 1.289ns .285 
  Within Groups .619 27 .023     
  Total .914 37       
ความกวางใบ Between Groups .186 10 .019 8.773* .000 
  Within Groups .057 27 .002     
  Total .243 37       
ความยาวใบ Between Groups 466.462 10 46.646 6.718* .000 
  Within Groups 187.467 27 6.943     
  Total 653.929 37       

 
หมายเหตุ  *   = มีความแตกตางกันทางสถิติ (p<0.05) 

ns = ไมมีความแตกตางกันทางสถิติ (p>0.05) 
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1. การเตรียมดีเอ็นเอ  
 

นําตัวอยางหญาแพงโกลาที่คดัเลือกแลวจากการทดลองที ่1-3 มาสกัดดีเอ็นเอโดยใชวธีิที่
ประยุกตจาก Agrawal และคณะ (1992) ดังนี้ 

1.1 นําตัวอยางประมาณ 2 กรัมตดักานใบออก แลวตัดเปนชิน้เล็กๆบดในไนโตรเจน 
เหลวใหละเอยีด ควรรีบบดในไนโตรเจนเหลวอยาทิ้งไวนานเพราะเอนไซมของพืชจะทําลายดีเอน็
เอ 

1.2 นําตัวอยางที่บดแลวใสลงในหลอดเซนตรฟิวจขนาด 15 มิลลิลิตร ที่มี 2x CTAB 
buffer 6 มิลลิลิตร [2% haxadecyltrimethyl ammonium bromide, 1.4 M NaCl, 10 mM Na2EDTA, 
100 mM Tris HCl, pH 8.0] และ 2-mercaptoethanol 20 ไมโครลิตร (CTAB buffer ชนิดนี้มีความ
หนืด จึงตองนาํไปอุนไวที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียสกอนเพื่อสะดวกในการดดูวดัปริมาณ) 

1.3 นํามาบมที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เปนเวลา 60 นาที กลับหลอดไปมาทุกๆ 10 
นาที 

1.4 นํามาไวที่อุณหภูมหิอง 5 นาที 
1.5 เติมคลอโรฟอรม : ไอโซเอมิลแอลกอฮอล (24:1) 7 มิลลิลิตร ผสมใหเปนเนื้อเดยีวกนั 

โดยกลบัหลอดไปมาเบาๆ 
1.6 นําไปปนเหวีย่งที่ความเร็ว 15,000 g ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 5 นาทีเพือ่

แยกชัน้น้ําและคลอโรฟอรมออกจากกนั 
1.7 ใชไมโครปเปตดูดสารละลายที่อยูสวนบนใสหลอดใหม เติม linear polyacrylamide 

140 ไมโครลิตรและเติมไอโซโพรพานอล 2 ใน 3 เทาของปริมาตรสารละลายทั้งหมดที่มีอยู 
1.8 นําไปบมไวทีอุ่ณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 นาที 
1.9 นําไปปนเหวีย่งที่ความเร็ว 15,000 g ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาท ี
1.10 ใชไมโครปเปตดูดสารละลายออกใหหมดแลวลางตะกอนดวย Wash buffer 500 

มิลลิลิตร [10 mM sodium acetate, 70% ethanol] 
1.11 นําไปปนเหวีย่งที่ความเร็ว 15,000 g ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 5 นาท ี
1.12 เทสารละลายออก ปลอยไวใหแหงที่อุณหภูมิหอง ประมาณ 10 นาที 
1.13 ละลายตะกอนใน RNase buffer 500 ไมโครลิตร [10mM Tris-HCl pH 8.0, 15 mM 

NaCl] เปนเวลา 10 นาที ที่อุณหภูมิหอง ถายสารละลายใสในหลอดเซนตริฟวจขนาดเล็ก 1.5 
มิลลิลิตร 

1.14 ใส RNase A 10 ไมโครลิตร (10 mg/ml) บมไว 30 นาที ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 
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1.15 สกัดดวย ฟนอล : คลอโรฟอรม : ไอโซเอมิลแอลกอฮอล (25:24:1) 500 ไมโครลิตร 
พลิกหลอดกลบัไปกลับมา 4 คร้ังเบาๆแลวนําไปปนเหวีย่งที่ความเร็ว 15,000 g ที่อุณหภูมิ 4 องศา
เซลเซียส เปนเวลา 10 นาท ี

1.16 ใชไมโครปเปตดูดสารละลายชั้นบนมาสกดัซ้ําดวยคลอโรฟอรม : ไอโซเอมิล
แอลกอฮอล (24:1) 450 ไมโครลิตร นําไปปนเหวี่ยงที่ความเร็ว 15,000 g ที่อุณหภูมิ 4 องศา
เซลเซียส เปนเวลา 5 นาท ี

1.17 ใชไมโครปเปตดูดสารละลายชั้นบนมาใสหลอดใหม แลวเติม linear polyacrylamide 
70 ไมโครลิตร และเติมโซเดยีมอะซิเตทเขมขน 3 โมลาร ปริมาณ 1 ใน 10 เทาของปริมาตร
สารละลายที่ดูดมา และเติมเอธานอลปริมาณ 2 เทาของสารละลายที่ดูดมา 

1.18 นําไปบมไวทีอุ่ณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30-60 นาที เพื่อใหการตกตะกอน
เร็วยิ่งขึ้น 

1.19 นําไปปนเหวีย่งที่ความเร็ว 15,000 g ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 นาที 
จากนั้นลางตะกอนดวยเอธานอล 70% นําไปปนเหวี่ยงใหตกตะกอน แลวเทสารละลายทิ้ง ตั้งไวให
แหง 

1.20 นําตะกอนไปละลายใน TE buffer [10 mM Tris-HCl pH 8.0, 1 mM EDTA] เก็บดี
เอ็นเอไวที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส จนกวาจะใชตอไป
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2. การวิเคราะหสารละลายดีเอ็นเอ 
 

2.1 การตรวจสอบคุณภาพและวดัปริมาณดีเอน็เอโดยใช spectrophotometer 
วิธีนี้ใชในการตรวจสอบความบริสุทธิ์ของดีเอ็นเอและวดัปริมาณดีเอน็เอ เมื่อไดสารละลาย

ดีเอ็นเอแลวนาํไปวัดคา optical density (OD) ซ่ึงเปนคาการดูดแสงที่ความยาวชวงคลื่น 260 นาโน
เมตร หรือ OD260 เพื่อหาความเขมขนของ DNA ไดดังนี ้
 
 ความเขมขนของสารละลายดีเอ็นเอ (µg/ml) = OD260 x 50 µg/ml  x dilution factor 
 
 การวัดคาการดูดแสงของดีเอ็นเอจะวัดที่ความยาวชวงคลื่น 280 นาโนเมตร (OD280) ดวย 
เพื่อใชในการคํานวณอตัราสวนความบรสุิทธิ์ของดีเอ็นเอ ถาคา OD260/OD280 อยูระหวาง 1.7-1.8 
แสดงวาดีเอ็นเอที่สกัดไดเปนเกลียวคูบริสุทธิ์แตถาอัตราสวนสูงกวา 1.8 แสดงวามีอารเอ็นเอเจือปน 
 

2.2 การแยกขนาดดีเอ็นเอและตรวจสอบคุณภาพดีเอ็นเอโดยวิธีการวัดการเรืองแสงของดี
เอ็นเอรวมกับเอธิเดียมโบรไมดเปรียบเทยีบความเรืองแสงของแถบดีเอ็นเอกับดีเอน็เอมาตรฐาน 
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3. ตรวจสอบลายพิมพดีเอ็นเอโดยเทคนิคเอเอฟแอลพี 
 

3.1 การตัดดีเอน็เอดวยเอนไซมตดัจําเพาะและการเชื่อมตอดีเอ็นเอกับ adapter 
3.1.1 นําสารละลายดีเอ็นเอตวัอยางมาตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ 2 ชนิดในหลอด

ขนาด 1.5 มิลลิลิตร โดยใชปริมาตรของสารในการทําปฏิกิริยาตามตารางผนวกที่ 5  
 
ตารางผนวกที่ 5  ปริมาตรสารสําหรับการตัดดีเอ็นเอดวยเอนไซมตัดจําเพาะ 2 ชนดิ 
 

สารที่ใช ปริมาตร (ไมโครลิตร) 
1. สารละลายดีเอ็นเอ  (100 ng/µl) 2.50 
2. 5X Reaction buffer 5.00 
3. EcoRI (10U/µl) 0.25 
4. MseI (5U/µl) 0.50 
5.น้ํากลั่น 16.75 

ปริมาตรรวม 25 
 

3.1.2 นํามาบมไวทีอุ่ณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 2 ช่ัวโมง [1X reaction 
buffer ประกอบดวย 10 mM Tris-HCl pH 7.5, 10 mM magnesium acetate และ 50 mM potassium 
acetate] 

3.1.3 นําสารละลายดีเอ็นเอที่ไดจากขอ 3.1.2 มาเติมสารที่ใชในการทําปฏิกิริยา
เชื่อมตอดีเอ็นเอกับ adapter ตามตารางผนวกที ่6 
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ตารางผนวกที่ 6  สารที่ใชในการทําปฏิกิริยาเชื่อมตอดีเอน็เอกับ adapter 
 

สารที่ใช ปริมาตร (ไมโครลิตร) 
1. สารละลายดีเอ็นเอ 25.0 
2. EcoRI adapter (5 pmole/µl) 1.0 
3. MseI adapter (25 pmole/µl) 2.0 
4. 5X T4 ligase buffer 10.0 
5. T4 DNA ligase (1 U/µl) 1.0 
6. น้ํากลั่น 11.0 

ปริมาตรรวม 50 
 

3.1.4 นํามาบมไวทีอุ่ณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 ช่ัวโมง และบมตอที่
อุณหภูมิ 20 องศาเซลเซียส เปนเวลา  2 ช่ัวโมง ลําดับเบสของ adapter แตละชนิดมีดังนี้ 
 

EcoRI adapter 5´ -CTCGTAGACTGCGTACC- 3´ 
           3´ -CATCTGACGCATGGTTAA- 5´ 
 
MseI adapter 5´ -GACGATGAGTCCTGAG - 3´ 

               3´ -TACTCAGGACTCAT- 5´ 
 

3.2 การเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอโดยวิธีพีซีอาร ในขั้น preselective amplification 
 

การเพิ่มปริมาณชิ้นดเีอ็นเอในขั้นตอนนีจ้ะใชไพรเมอรที่เพิ่มนิวคลีโอไทด 1 ตัวที่ปลาย 
3´ ของไพรเมอรเพื่อลดจํานวนชิ้นดีเอ็นเอที่เพิ่มปริมาณไดและใหมีความเฉพาะในชัน้หนึ่งกอน 
ไพรเมอรที่ใช มีดังนี ้

 
EcoRI primer +1 (E-A)  5´ -GACTGCGTACCAATTCA - 3´ 
MseI  primer +1 (M-C)  5´ -GATGAGTCCTGAGTAAC- 3´ 
 
เตรียมสารที่ใชในการทําปฏกิิริยาตามตารางผนวกที่ 7 ในหลอดขนาด 0.2 มิลลิลิตร 
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ตารางผนวกที่ 7  สารที่ใชในการทําปฏิกิริยาพีซีอารในขั้น preselective amplification 
 

สารที่ใช ปริมาตร (ไมโครลิตร) 
1. สารละลายดีเอ็นเอ 2.00 
2. primer E-A (5 pmole/µl) 1.00 
3. primer M-C (5 pmole/µl) 1.00 
4. dNTP mix (2mM)  2.50 
5.10X PCR buffer 2.50 
6. MgCl2 (50mM) 0.75 
7.Taq polymerase (5 U/µl) 0.10 
8. น้ํากลั่น 15.15 

ปริมาตรรวม 25.00 
 

เมื่อเตรียมสารละลายสําหรับทําพีซีอารเรียบรอยแลว ผสมใหเขากนันําเขาเครื่องพีซีอาร
โดยใชอุณหภมูิและเวลาในการทําปฏิกิริยา ดังนี ้

 
Denaturation ที่อุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 วนิาที 
Annealing ที่อุณหภูมิ 56 องศาเซลเซียส เปนเวลา 60 วนิาที จํานวน 30 รอบ 
Extension ที่อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส เปนเวลา 60 วนิาที 

 
 แบงสารละลายดีเอ็นเอมาทาํอิเล็กโทรโฟรีซิสโดยใชอะกาโรสเจลความเขมขน 1.5 
เปอรเซ็นต สวนที่เหลือเก็บไวที่อุณหภูม ิ4 องศาเซลเซียส เมื่อตรวจสอบผลโดยยอมเจลดวยเอธิ  
เดียมโบรไมดจะพบรอยยาว (smear) ในชวงขนาดไมเกนิ 1 กิโลเบส นําตัวอยางที่เก็บไวที่อุณหภมูิ 
4 องศาเซลเซียส แบงบางสวนมาทําใหเจือจาง 20 เทาดวยสารละลาย TE สําหรับเปนตนแบบในการ
เพิ่มปริมาณขัน้ตอไป สวนที่เหลือเก็บไวที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส 
 

3.3 การเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอโดยวิธีพีซีอาร ในขั้น selective amplification 
 

การเพิ่มปริมาณชิ้นดเีอ็นเอในขั้นตอนนีจ้ะใชไพรเมอรที่เพิ่มนิวคลีโอไทด 3 ตัวที่ปลาย 
3´ ของไพรเมอรเพื่อใหเกิดการคัดเลือกการเพิ่มปริมาณชิ้นดีเอ็นเอบางสวน คูผสมของไพรเมอรทั้ง 
2 ชนิด มีชนิดละ 8 แบบ ดังนี้ 
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ชนิด EcoRI ไพรเมอร 8 แบบ 
5´ -GACTGCGTACCAATTCAAC - 3´ (E-AAC) 
5´ -GACTGCGTACCAATTCAAG - 3´ (E-AAG) 
5´ -GACTGCGTACCAATTCACA - 3´ (E-ACA) 
5´ -GACTGCGTACCAATTCACT - 3´ (E-ACT) 
5´ -GACTGCGTACCAATTCACC - 3´ (E-ACC) 
5´ -GACTGCGTACCAATTCACG - 3´ (E-ACG) 
5´ -GACTGCGTACCAATTCAGC - 3´ (E-AGC) 
5´ -GACTGCGTACCAATTCAGG - 3´ (E-AGG) 
 
ชนิด MseI ไพรเมอร 8 แบบ 
5´ -GATGAGTCCTGAGTAACAA- 3´ (M-CAA) 
5´ -GATGAGTCCTGAGTAACAC- 3´ (M-CAC) 
5´ -GATGAGTCCTGAGTAACAG- 3´ (M-CAG) 
5´ -GATGAGTCCTGAGTAACAT- 3´ (M-CAT) 
5´ -GATGAGTCCTGAGTAACTA- 3´ (M-CTA) 
5´ -GATGAGTCCTGAGTAACTC- 3´ (M-CTC) 
5´ -GATGAGTCCTGAGTAACTG- 3´ (M-CTG) 
5´ -GATGAGTCCTGAGTAACTT- 3´ (M-CTT) 

 
 เตรียมสารที่ใชในการทําปฏกิิริยาตามตารางผนวกที่ 8 ในหลอดขนาด 0.2 มิลลิลิตร 
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ตารางผนวกที่ 8  สารที่ใชในการทําปฏิกิริยาพีซีอารในขั้น selective amplification 
 

สารที่ใช ปริมาตร (ไมโครลิตร) 
1. สารละลายดีเอ็นเอ จากขอ 3.2 5.00 
2. primer E-ANN (5 pmole/µl) 1.00 
3. primer M-CNN (5 pmole/µl) 1.00 
4. dNTP mix (2mM) 2.00 
5. 10X PCR buffer 2.00 
6. MgCl2 (50mM) 0.60 
7. Taq polymerase (5 U/µl) 0.10 
8. น้ํากลั่น 8.30 

ปริมาตรรวม 20.00 
 

เมื่อเตรียมสารละลายสําหรับทําพีซีอารเรียบรอยแลว ผสมใหเขากนันําเขาเครื่องพีซีอาร
เพื่อทําปฏิกิริยาเพิ่มปริมาณชิน้สวนดเีอ็นเอโดยโปรแกรม touch down ซ่ึงใชอุณหภูมแิละเวลาใน
การทําปฏิกิริยา ดังนี ้

 
Denaturation ที่อุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 วนิาที 
Annealing ที่อุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 วนิาที จํานวน 1 รอบ 
Extension ที่อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส เปนเวลา 60 วนิาที 

 
 โดยจะลดอุณหภูมใินขั้น annealing (65 องศาเซลเซียส) ลงรอบละ 0.7 องศาเซลเซียส 
จํานวน 12 รอบ และทําปฏิกริิยาตอ ดังนี ้

Denaturation ที่อุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 วนิาที 
Annealing ที่อุณหภูมิ 56 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 วนิาที จํานวน 23 รอบ 
Extension ที่อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส เปนเวลา 60 วนิาที 
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3.4 การวิเคราะหสารละลายดีเอ็นเอโดย denaturing polyacrylamide gel 
 

3.4.1 การเตรียมกระจกสําหรับเทเจล 
3.4.1.1 เตรียมกระจกสําหรับเทเจลโพลีอะคริลาไมด โดยนํากระจกมาลางให

สะอาด ปลอยใหกระจกแหง แลวเช็ดดวยเอธานอล 95 เปอรเซ็นต ใหสะอาดทั้ง 2 แผน 
3.4.1.2 เช็ดกระจกแผนหลังดวย bind silane (bind silane 1 ไมโครลิตร, glacial 

acetic 2.5 ไมโครลิตร และเอธานอล 95 เปอรเซ็นต 500 ไมโครลิตร) เพื่อใหเจลเกาะติดกระจก 
3.4.1.3 กระจกแผนหนาที่มีลักษณะเปนหูกระตายเช็ดดวย repel silane ใหทั่ว 

ปลอยใหแหงประมาณ 5-10 นาที 
3.4.1.4 นํากระจกทั้ง 2 แผนมาประกอบเขาชุด โดยวาง spacer ไวทั้งสองขาง

เพื่อใหเกิดชองวางระหวางกระจกทั้งสอง โดยหันดานทีท่า bind silane และ repel silane เขาหากัน 
ใชคลิปหนีบยดึใหคงที่ และใชเทปกาวติดกระจก 3 ดานเพื่อไมใหเจลรั่วซึมออกมา 
 

3.4.2 การเตรียม polyacrylamide gel ความเขมขน 6 เปอรเซ็นต  
 
ตารางผนวกที่ 9  ปริมาณสารที่ใชสําหรับเตรียมเจลเขมขน 6 เปอรเซ็นต สําหรับกระจกขนาด  

15x17 เซนติเมตร ปริมาตรรวม 30 มิลลิลิตร 
 

สารที่ใช ปริมาตร 
30% acrylamide (19:1) 3.0 มิลลิลิตร 
5x TBE 3.0 มิลลิลิตร 
ยูเรีย 6.75 กรัม 
น้ํากลั่น 3.75 มิลลิลิตร 
10% APS 150 ไมโครลิตร 
TEMED 7.5 ไมโครลิตร 
TBE = 89 mM Tris-borate, 2.5 mM EDTA 
APS = ammonium persulfate 
TEMED = N,N,N´,N´ – tetramethylethylenediamine 
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3.4.2.1 ผสม acrylamide, บัฟเฟอร TBE, น้ํา และยูเรีย ในบกีเกอรที่ปดดวย
แผนใสหออาหารเพื่อปองกนัการระเหยของน้ําซึ่งจะทําใหความเขมขนของสารละลายเปลี่ยน 

3.4.2.2 เขยาเบาๆในอางน้ําอุนอุณหภูมิประมาณ 50 องศาเซลเซียสใหยูเรีย
ละลายหมด รอจนอุณหภูมิลดลงประมาณเทาอุณหภูมิหอง 

3.4.2.3 เติม 10% APS และ TEMED เขยาใหผสมเปนเนื้อเดยีวกนัอยางรวดเร็ว
ระวังอยาใหเกดิฟองอากาศ 

3.4.2.4 เทเจลใสลงในชองระหวางกระจกจนเต็ม ใสหวีลงไปดานบน วาง
กระจกใหดานบนเอียงทํามุมกับแนวระดับประมาณ 30 องศา เพื่อปองกนัการไหลซึมของเจล 

3.4.2.5 ปลอยใหเจลแข็งตัว ประมาณ 2 ช่ัวโมง ถาจะปลอยเจลไวขามคืนควร
ใชแผนใสหออาหารปดดานบนของเจลไวเพื่อใหมีความชื้น 
 

3.4.3 การทําอิเล็กโทรโฟรีซีสใน denaturing polyacrylamide gel และยอมดวย       
ซิลเวอรไนเตรท 

3.4.3.1 เมื่อเจลแข็งตัวดีแลวใชน้ําลางกระจกดานนอกใหสะอาด แกะเทปกาว 
และหวีออก และประกอบกระจกเขากับชดุอิเล็กโทรโฟรีซิส เติมบัฟเฟอร 0.5X TBE ลงในชอง
ดานบนและดานลางระวังอยาใหมฟีองอากาศอยูใตกระจก 

3.4.3.2 ตอสายไฟเขากับเครื่องทํา pre-run 20-30 นาที โดยใชความตางศักย
คงที่ 300 โวลต 

3.4.3.3 ปดเครื่อง ใชเข็มฉีดยาดูดบฟัเฟอรลางยูเรียที่อยูในชองหวแีตละชองให
หมด 

3.4.3.4 เตรียมตัวอยางสารละลายดีเอ็นเอผสมกับ loading buffer (loading 
buffer; 80% formamide, 0.1% xylene cyanol, 0.1%bromphenol blue, 10 mM EDTA pH 8.0) ใน
อัตราสวนสารละลายดีเอ็นเอ 5.5 ไมโครลิตร ตอ loading buffer 1.5 ไมโครลิตรนําไปตมในน้ําเดอืด
นาน 5 นาที เพื่อทําใหดเีอ็นเอเสียสภาพ และทําลาย secondary structure ของดีเอ็นเอ จากนั้นนําไป
แชในน้ําแข็งทนัที 

3.4.3.5 หยอดตวัอยางลงในชองแตละชอง และหยอดสารละลายดีเอ็นเอ
มาตรฐาน 25 bp DNA ladder (Invitrogen Life Technology, USA) เพื่อใชสําหรับเปรียบเทียบขนาด
ดีเอ็นเอ 
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3.4.3.6 เปดเครื่องโดยใชความตางศกัยเทาเดิม เปนเวลา 2-3 ช่ัวโมง หรือ
จนกวาสี xylene cyanol (สีที่อยูดานบน) จะเคลื่อนที่ลงมาประมาณ 2 ใน 3 สวนของเจล จึงปด
เครื่อง 

3.4.3.7 ดูดบัฟเฟอรออกจากชองดานบน นํากระจกออกจากเครื่อง แยกกระจก
ทั้ง 2 ออกจากกัน ซ่ึงเจลจะตดิกับกระจกแผนหลังที่ทาดวย bind silane 

3.4.3.8 นําแผนกระจกที่มีเจลติดอยูมาลางในน้ํากลัน่นาน 20 นาที เขยาเบาๆ
บนเครื่องเขยา 

3.4.3.9 แชแผนเจลในสารละลาย CTAB ความเขมขน 0.1 เปอรเซ็นต (หรือใช
น้ํากลั่นก็ได) นาน 30 นาที เขยาตลอดเวลา 

3.4.3.10 นําแผนเจลใสในสารละลายแอมโมเนียความเขมขน 0.3 เปอรเซ็นต 
นาน 15 นาที โดยเขยาตลอดเวลา 

3.4.3.11 นําแผนเจลมายอมในสารละลายซิลเวอรที่เตรียมใหม เปนเวลา 20 นาที
โดยเขยาตลอดเวลา 

3.4.3.12 นําแผนเจลออกมาจุมลงในน้าํกลั่นอยางรวดเร็ว ไมเกิน 5 วินาที เพราะ
ถาลางนานซิลเวอรจะหลุดหมด ตองยอมใหม 

3.4.3.13 ยายแผนเจลมาใสในสารละลาย developer ที่เตรียมใหมๆ และแชเย็นที่
อุณหภูมิ 10 องศาเซลเซียส เขยาอยางสม่ําเสมอ 5-25 นาที หรือจนกวาจะเห็นแถบดเีอ็นเอชัดเจน
(developer; 2% sodium carbonate, 0.02% formaldehyde) 

3.4.3.14 นําแผนเจลมาจุมน้ําอยางรวดเร็ว และหยุดปฏิกิริยาโดยนาํแผนเจลมา
ใสในสารละลายกลีเซอรอล 3 เปอรเซ็นต นาน 30 นาที แลวผ่ึงใหแหงในอากาศ 
 
วิธีเตรียมสารละลายซิลเวอร ( 1 ลิตร) 
 

ช่ังซิลเวอรไนเตรท 1.6 กรัม เติมน้ํา 994 มิลลิลิตร และโซเดียมไฮดรอกไซดเขมขน 1 M  
4 มิลลิลิตร คนใหละลายจะไดสารละลายขุนสีน้ําตาล เติม liquid ammonia ความเขมขน 25 
เปอรเซ็นต 2-2.4 มิลลิลิตร โดยคอยๆเติมทีละหยด จนสารละลายใสจึงใสเพิ่มอีก 2 หยด 
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