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(1) 

สารบัญ 

 
   หนา 
 
สารบัญ (1) 
สารบัญตาราง (2) 
สารบัญภาพ (4) 
คํานํา   1 
วัตถุประสงค   3 
การตรวจเอกสาร   4 
อุปกรณและวธีิการ  21 
ผลและวิจารณ  24 
สรุปผลการทดลอง  63 
เอกสารและสิ่งอางอิง  65 
ภาคผนวก  75 
 



 

(2) 

สารบัญตาราง 

 

ตารางที่ หนา 
  

1 จํานวนยอดทั้งหมด และจํานวนยอดเฉลี่ยตอขอ จากการนําขอของหญาแพง
โกลามาเพาะเลี้ยงในอาหารสูตร MS ที่เติม BAP ในระดับความเขมขนที่
ตางๆกัน 24 

2 เปอรเซ็นตการรอดชีวิตของตนหญาแพงโกลาหลังจากไดรับการฉายรงัสี
แกมมาแบบเฉยีบพลันในปริมาณ 0, 20, 40, 60, 80 และ 100 เกรย แลว
เพาะเลี้ยงบนอาหารสูตรชักนาํยอดหลายยอด เปนเวลา 4 สัปดาห 27 

3 รายละเอียดของตัวอยางหญาแพงโกลาทั้งหมด 20 ตัวอยาง 32 
4 คาเฉลี่ยจํานวนตน และน้ําหนักสดภายในกรอบสุมขนาด 25x25 เซนติเมตร 

ความสูงของลําตน ขนาดของใบของตนหญาแพงโกลาที่พัฒนาจากขอที่ผาน 
การฉายรังสีแกมมาปริมาณตางๆ หลังจากนําออกปลูกทีศู่นยวิจัยและพัฒนา 
พืชอาหารสัตวชัยนาท  เปนเวลา 30 วัน 38 

5 คาเฉลี่ยของความสูง จํานวนตน และน้ําหนักสดภายในกรอบสุมขนาด 25x25 
เซนติเมตร ขนาดขอบใบของหญาแพงโกลาที่เจริญจากยอดที่ไมผานและผาน
การฉายรังสีแกมมาปริมาณตางๆ ที่ปลูกในสภาพธรรมชาติเปนเวลา 30 วัน 43 

6 รายละเอียดตัวอยางหญาแพงโกลา 11 ตัวอยางที่คัดเลือกเพื่อนําไปทําการ
ทดสอบตอ 44 

7 คาเฉลี่ยของความสูง จํานวนตน และน้ําหนักสดภายในกรอบสุมขนาด 25x25 
เซนติเมตร ขนาดของใบของหญาแพงโกลาที่คัดเลือกไว 10 ตัวอยาง ทีป่ลูก
ในสภาพธรรมชาติเปน เวลา 30 วัน 45 

8 คูไพรเมอรตางๆที่ใชในการตรวจสอบ AFLP 46 
9 แสดงการจําแนกตัวอยางของคูไพรเมอรทั้งหมด 11 คู 60 

 
 
 
 



 

(3) 

สารบัญตาราง (ตอ) 

 

ตารางผนวกที่ หนา 
  

1 การวิเคราะหความแปรปรวนของ BAP ในระดับความเขมขนที่ตางกัน ทีม่ีผล
ตอการใหจาํนวนยอดเฉลี่ยตอขอ เมื่อเพาะเลี้ยงเปนเวลา 6 สัปดาห 76 

2 การวิเคราะหความแปรปรวนของความสูง จํานวนตนและน้ําหนักสดในกรอบ
สุม ขนาด 25x25 เซนติเมตร ขนาดของใบของตนหญาแพงโกลาที่เจริญจาก
ยอดที่ไมผานและผานการฉายรังสีแกมมาในปริมาณตางๆ ในสภาพธรรมชาติ 
เปนเวลา30 วนั 76 

3 การวิเคราะหผลของรังสีแกมมาที่มีตอความแปรปรวนของความสูง จํานวน
ตนและน้ําหนกัสดภายในกรอบสุมขนาด 25x25 เซนติเมตร ขนาดของใบของ
ตนหญาแพงโกลาที่เจริญจากยอดทีไ่มผานและผานการฉายรังสีแกมมาใน
ปริมาณตางๆในสภาพธรรมชาติ เปนเวลา 30 วัน 77 

4 วิเคราะหความแปรปรวนของความสูง จํานวนตนและน้ําหนักสดในกรอบสุม 
ขนาด 25x25 เซนติเมตร ขนาดของใบของตนหญาแพงโกลาที่คัดเลือกไว 10 
ตัวอยาง ในสภาพธรรมชาติ เปนเวลา 30 วนั 78 

5 ปริมาตรสารสําหรับการตัดดเีอ็นเอดวยเอนไซมตัดจําเพาะ 2 ชนิด 82 
6 สารที่ใชในการทําปฏิกิริยาเชื่อมตอดีเอ็นเอกับ adapter 83 
7 สารที่ใชในการทําปฏิกิริยาพซีีอารในขั้น preselective amplification 84 
8 สารที่ใชในการทําปฏิกิริยาพซีีอารในขั้น selective amplification 86 
9 ปริมาณสารที่ใชสําหรับเตรยีมเจลเขมขน 6 เปอรเซ็นต สําหรับขนาดกระจก  

15x17เซนติเมตร ปริมาตรรวม 30 มิลลิลิตร 87 
 
 
 
 

 
 



 

(4) 

สารบัญภาพ 

 

ภาพที ่ หนา 
  

1 แสดงลักษณะตนหญาแพงโกลาที่ไดจากการเพาะเลี้ยงขอบนอาหารสูตร MS ที่ไม
เติม BAP (A) และที่เติมBAP 2 มิลลิกรัมตอลิตร (B)  4 มิลลิกรัมตอลิตร (C) 6 
มิลลิกรัมตอลิตร (D)  8 มิลลิกรัมตอลิตร (E)  10 มิลลิกรัมตอลิตร (F) เปนเวลา 4 
สัปดาห 26 

2 เปอรเซ็นตการอยูรอดของยอดที่ไดรับการฉายรังสีแกมมาปริมาณตางๆ 28 
3 แสดงลักษณะรากของหญาแพงโกลาที่เพาะเลี้ยงในอาหารสูตร MS (A)  MS ที่ใส

ถาน (B) และ MS ที่เติม 2,4-D 0.5 มิลลิกรัมตอลิตร (C) เมื่อเพาะเลี้ยงเปนเวลา 4 
สัปดาห 29 

4 แสดงลักษณะของตนหญาแพงโกลาที่เพาะเลี้ยงในอาหารสูตร MS (A)  MS ที่ใส
ถาน (B) และ MS ที่เติม 2,4-D 0.5 มิลลิกรัมตอลิตร (C) เมื่อเพาะเลี้ยงเปนเวลา 4 
สัปดาห 29 

5 ภาพหญาแพงโกลาที่ปลูกที่ศูนยวิจัยและพัฒนาพืชอาหารสัตวชัยนาท 31 
6 ลักษณะตนหญาแพงโกลาที่ผานการฉายรงัสีแลวมีลักษณะทีแ่ตกตางจากหญาแพง

โกลาปกติอยางชัดเจน A. control  B. ตัวอยางที่ผานการฉายรังสีแกมมาในปริมาณ 
80 เกรย (ตวัอยางที่ 15-D703/01) 33 

7 ลักษณะตนหญาแพงโกลาที่ผานการฉายรงัสีแลวมีลักษณะทีแ่ตกตางจากหญาแพง
โกลาปกติอยางชัดเจน A. control  B. ตัวอยางที่ผานการฉายรังสีแกมมาในปริมาณ 
100 เกรย (ตัวอยางที1่9-E701/02) 33 

8 ลักษณะตนหญาแพงโกลาที่ผานการฉายรงัสีแลวมีลักษณะทีแ่ตกตางจากหญาแพง
โกลาปกติอยางชัดเจน A. control  B. ตัวอยางที่ผานการฉายรังสีแกมมาในปริมาณ 
100 เกรย (ตัวอยางที ่20-E702/04) 34 

9 เปรียบเทียบลักษณะใบและไหลของหญาแพงโกลาตัวอยางที่ 1 กับตัวอยางที่ผาน
การฉายรังสีแกมมาในปริมาณ 80 เกรย (ตัวอยางที่ 15-D703/01) A. ลักษณะใบ  B. 
ลักษณะไหล 35 



 

(5) 

สารบัญภาพ (ตอ) 

 

ภาพที ่ หนา 
  

10 เปรียบเทียบลักษณะใบและไหลของหญาแพงโกลาตัวอยางที่ 1 กับตัวอยางที่ผาน
การฉายรังสีแกมมาในปริมาณ 100 เกรย  (ตัวอยางที ่19-E701/02) A. ลักษณะใบ B. 
ลักษณะไหล 36 

11 เปรียบเทียบลักษณะใบและไหลของหญาแพงโกลาตัวอยางที่ 1 กับตัวอยางที่ผาน
การฉายรังสีแกมมาในปริมาณ 100 เกรย (ตัวอยางที ่20-E702/04) A. ลักษณะใบ  B. 
ลักษณะไหล 37 

12 แสดงลักษณะการวัดความสูงของตนหญาแพงโกลา 41 
13 แสดงลักษณะการวัดความกวาง (A) ความยาวใบ (B) 41 
14 แสดงลักษณะการใชกรอบสุม (quadrat) ขนาด 25x25 เซนติเมตร 42 
15 ลายพิมพเอเอฟแอลพีของหญาที่ไดจากคูไพรเมอร E-AAC กับ M-CAA 47 
16 ลายพิมพเอเอฟแอลพีของหญาที่ไดจากคูไพรเมอร E-AAC กับ M-CAT 48 
17 ลายพิมพเอเอฟแอลพีของหญาที่ไดจากคูไพรเมอร E-AAC กับ M-CAC 49 
18 ลายพิมพเอเอฟแอลพีของหญาที่ไดจากคูไพรเมอร E-AAC กับ M-CTC 50 
19 ลายพิมพเอเอฟแอลพีของหญาที่ไดจากคูไพรเมอร E-ACA กับ M-CTA 51 
20 ลายพิมพเอเอฟแอลพีของหญาที่ไดจากคูไพรเมอร E-ACA กับ M-CTT 52 
21 ลายพิมพเอเอฟแอลพีของหญาที่ไดจากคูไพรเมอร E-ACC กับ M-CTG 53 
22 ลายพิมพเอเอฟแอลพีของหญาที่ไดจากคูไพรเมอร E-AGC กบั M-CAC 54 
23 ลายพิมพเอเอฟแอลพีของหญาที่ไดจากคูไพรเมอร E-AGG กับ M-CAG 55 
24 ลายพิมพเอเอฟแอลพีของหญาที่ไดจากคูไพรเมอร E-AGG กับ M-CTA 56 
25 ลายพิมพเอเอฟแอลพีของหญาที่ไดจากคูไพรเมอร E-AGG กับ M-CTT 57 

 
 
 
 
 



 

คําอธิบายสัญลักษณและคํายอ 
 

2,4-D 2,4-dichlorophenoxyacetic acid 
AFLP amplified fragment length polymorphism 
BAP 6-benzylaminopurine 
PCR polymerase chain reaction 
RFLP restriction fragment length polymorphism  
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การชักนําใหเกิดการกลายพันธุในหญาแพงโกลาโดยรังสีแกมมารวมกับ 
การเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ 

 

Induced Mutation in Pangola Grass (Digitaria eriantha cv. 258A) by Gamma 
Irradiation Through Tissue Culture 

 

คํานํา 
 

พืชอาหารสัตว เปนอาหารหลักที่สําคัญสําหรับสัตวกระเพาะรวม (ruminant) เชน โคเนื้อ 
โคนม และกระบือ จากขอมูลในป พ.ศ. 2545 กรมปศุสัตวไดสํารวจการปลูกพืชอาหารสัตวใน
ประเทศไทยพบวามีพื้นที่ทั้งหมด 1,195,564 ไร ซ่ึงมีปริมาณเพิ่มขึ้นมากกวา 374,564 ไร เมื่อเทียบ
กับปริมาณพื้นที่การปลูกในป พ.ศ. 2538 ที่มีพื้นที่รวม 821,000 ไร (จันทกานต, 2544) เนื่องจาก
ปจจุบันประเทศไทยมีความตองการผลผลิตจากโคเนื้อ และโคนมเพิ่มขึ้น ดังนั้นการศึกษาพัฒนา
ปรับปรุงพันธุพืชอาหารสัตวที่ดีมีคุณภาพ และปริมาณการผลิตสูงจึงมีบทบาทสําคัญมากยิ่งขึ้น และ
หญาแพงโกลาเปนพืชอาหารสัตวชนิดหนึ่งที่นาสนใจมากในปจจุบัน เนื่องจากความสามารถในการ
เจริญเติบโตไดดีในดินหลายชนิด ตั้งแตดินทรายจนถึงดินเหนียว ดินเลว หรือดินที่มีความอุดม
สมบูรณต่ํา รวมถึงในบริเวณพื้นที่ช้ืนแฉะและน้ําทวมขังก็สามารถเจริญเติบโตไดดี นอกจากนี้หญา
แพงโกลายังมีคุณสมบัติทนแลงและทนตอสภาพอากาศรอนไดดีมาก ซ่ึงเหมาะสมกับสภาพ
ภูมิอากาศในประเทศไทยเปนอยางยิ่ง 
 

ในอดีตไมปรากฏหลักฐานวามีการปรับปรุงพันธุหญาแพงโกลาในประเทศไทยมากอน จึง
ทําใหขอมูลสําหรับการปรับปรุงพันธุหญาชนิดนี้มีไมเพียงพอ เนื่องจากหญาแพงโกลามีจํานวน
โครโมโซมเปนทริพลอยดซ่ึงยากตอการปรับปรุงพันธุดวยวิธีการผสมพันธุแบบธรรมดา นอกจากนี้
หญาแพงโกลายังจัดเปนพืชวันยาว จะออกดอกเมื่อไดรับแสง 14 ช่ัวโมงตอวันโดยประมาณ สงผล
ใหหญาแพงโกลาในประเทศไทยไมสามารถออกดอกไดตามตองการ ดังนั้นการใชเทคนิคการ
เพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อรวมกับการใชรังสีเพื่อชักนําใหเกิดการกลายพันธุจึงเปนวิธีที่นาสนใจ และ
เหมาะสม เนื่องจากใชระยะเวลานอย และไดจํานวนตนในปริมาณมากในเวลาอันรวดเร็ว ในการ
ทดลองครั้งนี้เปนการศึกษาครั้งแรกเกี่ยวกับการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อหญาแพงโกลาพันธุ 258A ที่นําเขา
มาโดยบริษัท ซี.พี. โดยชักนําใหเกิดการกลายพันธุโดยรังสีแกมมาเพื่อใหไดหญาแพงโกลาสาย
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พันธุใหมที่มีลักษณะพึงประสงค เชน มีขนาดใบใหญขึ้นจากสายพันธุเดิม สามารถใหผลผลิตตอป
เพิ่มขึ้น เปนตน 



 

3 

วัตถุประสงค 

  
1. ศึกษาสูตรอาหารที่เหมาะสมในการชักนําขอใหเกดิยอดหลายยอด (multiple shoot) 

เพื่อใหไดยอดจํานวนมาก 
2. ศึกษาผลของรังสีแกมมา 6 ระดับ 0, 20, 40, 60, 80 และ 100 เกรย (gray) เพื่อหาคา 

LD50 
3. ศึกษาสูตรอาหารที่เหมาะสมในการชักนํายอดใหเกดิรากเพื่อนําออกปลูกในสภาพ

ธรรมชาติใหมีจํานวนตนที่รอดตายไดมากขึ้น 
4. เพื่อคัดเลือกสายพันธุกลายทีม่ีลักษณะดีเดนตางๆ เชน มขีนาดใบใหญขึ้น สามารถให

ผลผลิตตอปสูงขึ้น เปนตน
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การตรวจเอกสาร 

 
1. หญาแพงโกลา (Digitaria eriantha) ชื่อเดิม D. decumbens 
 

 หญาแพงโกลาจัดอยูในวงศ Gramineae สกุล Digitaria ซ่ึงหญาในสกลุ Digitaria นีม้ี
ประมาณ 80 ชนิด ขึ้นกระจัดกระจายอยูในเขตรอน อาจจะมีอายุเพียงฤดูกาลเดยีวในเขตอบอุน 
ลักษณะเดนของหญากลุมนีค้ือ มีชอดอกแบบ panicle ที่มีกิ่งแขนงของชอดอกแบบ spike-like 
raceme และมกีลุมของดอก (spikelet) เรียงตัวแบบหลวมหรือเกาะกันแนน หญาในสกุล Digitaria 
ที่นิยมปลูกเพือ่ใชเล้ียงสัตวและนํามาทดสอบในประเทศไทยไดแก Digitaria eriantha มีอยู 2-3 
สายพันธุ และที่ปลูกเปนการคาเพื่อทําหญาแหงไดแก พันธุ 258A ซ่ึงบริษัท ซี.พี. เปนผูนําเขามาจาก
ไตหวนั ปจจุบนัเรียกวา พันธุ ซีพี-1 (สายัณห, 2546) 
 

1. ลักษณะทางสัณฐาน หญาแพงโกลาจัดเปนหญาประเภท stoloniferous  มีลําตนทอด
นอนไปตามพืน้ดิน มีรากเจรญิออกมาจากขอ และสวนของหนอออนเจริญไปดานบน ซ่ึงอาจจะตั้ง
ตรงหรือกึ่งตั้ง มีใบมากและเมื่อมีชอดอกอาจจะสูงถึง 70-120 เซนติเมตร ลําตนไมมีขน มีขอจํานวน
มาก ชอดอกแบบ digitate panicle ซ่ึงมีการออกดอกเฉพาะบางสายพันธุเทานั้น 
 

2. แหลงที่ปลูก มเีฉพาะในสถานีวิจยัของรัฐ ยกเวนสายพันธุบางสายพันธุที่บริษัท ซี.พี. 
ไดนํามาจากไตหวนั และปลกูเพื่อทําหญาแหง โดยมีพืน้ทีป่ลูกประมาณ 2,000 ไร 
 

3. การปรับตัวเขากับสภาพแวดลอม เหมาะกับบริเวณที่มฝีนตกเฉลี่ย 1,000 มิลลิเมตร ขึ้น
ไดดีในดินหลายชนิดตั้งแตดนิทรายจนถึงดนิเหนยีว ในบริเวณที่ช้ืนแฉะและน้ําทวมเปนครั้งคราวก็
สามารถเจริญเติบโตได แมวาอาจจะไมดีเทาใดนกั ขึ้นไดในดินเลว หรือมีความอุดมสมบูรณต่ํา 
ตอบสนองตอปุยไนโตรเจนไดดี อุณหภูมทิี่เหมาะสมอยูระหวาง 19-24 องศาเซลเซียส แตใน
ประเทศไทยอณุหภูมิสูงระหวาง 25-35 องศาเซลเซียสก็ยงัขึ้นไดดีมาก ทนแลงไดดีมาก และ
เจริญเติบโตไดดีในชวงฤดูรอน ถามีการใหน้ําเต็มที่ จัดเปนพืชวนัยาว ออกดอกเมื่อไดรับแสง 14 
ช่ัวโมง 
 

4. ผลผลิตและคุณคาทางอาหาร รายงานของบริษัท ซี.พี. ซ่ึงปลูกที่กําแพงเพชรใหผลผลิต
ระหวาง 600-800 กิโลกรัมตอไร จากการตดัทุกๆ 45-55 วัน มีระดับโปรตีน 8.5-11.2% โดยใชปุยยู
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เรีย 45 กิโลกรัมตอไรตอการตัดหนึ่งครั้ง (สายัณห และคณะ, 2539ก) จากการศึกษาของไพโรจน
(2507) ในบริเวณแปลงทดลองของมหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร ตลอดระยะเวลาหนึ่งป พบวาให
ผลผลิตน้ําหนักแหงได 3,236 กิโลกรัมตอไรตอป และในสภาพที่มีการใชปุยไนโตรเจน 70 
กิโลกรัมตอไร ใหผลผลิตน้ําหนักแหง 4,060 กิโลกรัมตอไรตอป เนื่องจากหญาแพงโกลามีลักษณะ
การเจริญเติบโตแบบเลื้อย ดงันั้นการปลอยใหหญามีอายมุากกวา 60 วนั จะทําใหเกิดใบตายเพิ่มขึ้น 
ทําใหคุณภาพของหญาลดต่ําลงได (สายณัห และคณะ, 2539ก) นอกจากนี้ระดับความสูงของการตัด
มีผลกระทบตอผลผลิตของหญาแพงโกลาอยางเดนชดั แตมีผลตอระดับโปรตีนเพียงเล็กนอย ความ
สูงที่ควรตัดอยูที่ระดับ 5 เซนติเมตรเหนือพืน้ดิน (สายัณหและคณะ, 2539ข) 
 
2. การเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ 
 
 การสรางความแปรปรวนทางพันธุกรรม (genetic variation) มีความสําคัญอยางยิ่งในการ
ปรับปรุงพันธุ วิธีการสรางความแปรปรวนทางพันธุกรรมสามารถทําไดหลายวิธี เชน การชักนําให
เกิดการกลายพันธุรวมกับการเพาะเลี้ยงเนือ้เยื่อ และการคัดเลือกสายพนัธุบนอาหารทดสอบจัดเปน
วิธีการหนึ่งทีส่ามารถสรางพันธุใหมที่มีลักษณะตามตองการได สําหรับการเพาะเลีย้งเนื้อเยื่อของ
พืชวงศหญาในสภาพปลอดเชื้อ เร่ิมมีการศึกษามาประมาณ 60 ปแลว โดยประสบความสําเร็จเมื่อป 
1960 (รังสฤษฏ, 2541) 
 

การเพาะเลีย้งเนื้อเยื่อ คือ การนําเอาสวนหนึ่งสวนใดของพืชไมวาจะเปนอวัยวะ เนือ้เยื่อ 
เซลล หรือเซลลไรผนังมาเลี้ยงในอาหารสังเคราะหซ่ึงประกอบดวยแรธาตุ น้ําตาล วติามิน และสาร
ควบคุมการเจริญเติบโตในสภาพปลอดเชื้อจุลินทรียและควบคุมสภาพแวดลอม เชน อุณหภูมิ แสง 
และความชืน้ ช้ินสวนของพชืเหลานี้มีการเจริญเติบโตและพัฒนาไดหลายรูปแบบ เชน สามารถ
พัฒนาเปนแคลลัส (callus formation) แลวพัฒนาเปนตนที่สมบูรณ หรือช้ินสวนพืชที่นํามาเพาะ 
เล้ียงพัฒนาเปนอวัยวะ (organogenesis) จากนั้นจึงพัฒนาเปนตนที่สมบรูณ หรือมีการพัฒนาเปน
เอ็มบริโอกอน (embryogenesis)แลวพัฒนาเปนตนที่สมบรูณ ช้ินสวนทีเ่พาะเลี้ยงเนื้อเยื่อเมื่อตัด
แบงเปนชิ้นๆแลวทําการเปลี่ยนอาหาร เนือ้เยื่อดังกลาวยงัคงมีความสามารถในการเพิ่มปริมาณได
อยางไมมีที่ส้ินสุด สุดทายจะไดตนที่มีลักษณะเหมือนกนัทุกประการเปนจํานวนมาก (อรด,ี 2539) 
สําหรับความสําเร็จของการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อนั้นขึ้นอยูกบัปจจัยหลายประการที่มีบทบาทควบคุม
การเจริญเติบโตและการเปลีย่นแปลงของเนื้อเยื่อ 
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 โดยปกตแิลวเซลล เนื้อเยื่อ และอวยัวะตางๆของพืชที่นํามาเพาะเลีย้งเนื้อเยื่อนัน้ไดผาน
กระบวนการเปลี่ยนสภาพเปนโครงสรางที่สมบูรณ และ ทําหนาทีเ่ฉพาะอยางตามที่ถูกกําหนด
มาแลว การจะชักนําชิ้นสวนเหลานี้ใหมกีารเปลี่ยนแปลงทางสัณฐานและมีพัฒนาการจนเกิดเปนพืช
ตนใหมไดจะตองผานขั้นตอนการเปลี่ยนแปลงสภาพเพือ่ปรับเปลี่ยนสภาวะของเซลล 2 ขั้นตอน 
คือ 

1. Dedifferentiation เพื่อเปลี่ยนสถานะของเซลล เนื้อเยื่อ หรืออวัยวะตางๆใหมาอยูใน
สภาพที่เปนเซลลที่ยังไมมีการเปลี่ยนสภาพ แตมีการเติบโตและเพิ่มจํานวนโดยการแบงเซลลแบบ 
proliferative division ที่อาจอยูในรูปของกลุมเซลลหรือแคลลัส(callus) หรืออยูในรูปของเซลลเดี่ยว
หรือเซลลแขวนลอย ซ่ึงจะเปนเซลลที่ยังไมถูกกําหนดใหมีการเปลี่ยนสภาพ (undetermined cell) 

2. Redifferentiation เพื่อเปลี่ยนสถานะของกลุมเซลลหรือแคลลัสใหกลับมีการ
กําหนดการเปลี่ยนแปลงสภาพ (determined cell) เพื่อพรอมเขาสูกระบวนการชกันําใหเกิดเปนตน
ใหมซ่ึงอาจเกดิได 2 ทาง คือ 1. Embryogenesis หมายถึง การกาํเนดิเอม็บริโอจากเซลลรางกายที่
เรียกวา somatic embryo และ 2. Organogenesis หมายถึง การกําเนดิเปนอวัยวะของสวนตน (shoot) 
หรือราก (root) 
 

การเพาะเลี้ยงแคลลัส 
 

แคลลัส หมายถึงเซลลที่อยูรวมกันและยังไมมีการพัฒนาไปเปนเนื้อเยื่อหรืออวัยวะชนิด
ตางๆ ประกอบดวยเซลลพาเรนไคมา มีขนาดไมแนนอน ภายในเซลลมีแวควิโอลจํานวนมาก สวน
ใหญไมมีรงควัตถุแตบางสวนอาจมีสีเขียวของคลอโรฟลล สีเหลืองของแคโรทีนอยดและฟลาโว
นอยด หรือมสีีมวงจากแอนโทไซยานิน ปริมาณและชนิดของรงควัตถุเหลานี้ขึ้นอยูกบัชนิดของพืช 
ธาตุอาหารและปจจยัสภาพแวดลอมในการเพาะเลี้ยง เชน แสง ลักษณะของแคลลัสที่มีกลุมเซลล
เกาะกันหนาแนน (compact callus) สีเหลืองออนหรือขาวจะพัฒนาเปนเอ็มบริโอได เรียกวา 
embryogenic callus สวนแคลลัสที่มีการเจริญเติบโตชาในระยะแรก ในบางครั้งอาจพบวามีลักษณะ
ออนนุม (non-embryogenic callus) เกิดขึ้นอยางรวดเรว็กอนแลวจึงพัฒนาไปเปน embryogenic 
callus เรียกแคลลัสแบบนี้วา แคลลสั type II สวนแคลลัสที่เกาะกันอยางหลวมๆเรียกวา friable 
callus (Vasil, 1987) 
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การเจริญของแคลลัสจากสวนตางๆของพืชสามารถแบงออกไดเปน 3 ระยะ คือ 
 
1. การชักนํา (induction) 
2. การแบงเซลล (cell division) 
3. การเปลี่ยนแปลง (differentiation) 

 
ในระยะแรกของการชักนําใหเกิดแคลลัสจะมีการกระตุนใหเกิดกจิกรรมการแบงเซลลแบบ

ไมโทซิส ซ่ึงจะเกดิขึ้นนานเทาใดนัน้ขึ้นอยูกับสภาพทางสรีรวิทยาของเซลลพืชและสภาพการ
เพาะเลี้ยง จากนั้นจะเปนระยะของการแบงเซลล โดยเซลลของพืชจะเปลี่ยนกลับไปเปนเซลล
เนื้อเยื่อเจริญและมีการเปลี่ยนแปลงของเซลลพืชเกิดขึ้นตอไป (Dodds and Roberts, 1995) ตนใหม
ที่เกิดขึ้นจากการเพาะเลี้ยงแคลลัสตองอาศัยปจจยัรวมกันกําหนดรูปแบบของการเกิดตน เชน ปจจัย
ที่เกี่ยวของกับพืช สารเคมีที่เปนองคประกอบของอาหาร สารควบคุมการเจริญเติบโต ซ่ึงการ
เปลี่ยนแปลงของเนื้อเยื่อที่เพาะเลี้ยงมี 2 แบบ คือ embryogenesis และ organogenesis 

 
1. Embryogenesis เปนกระบวนการที่เซลลรางกายเปลี่ยนรูปไปเปนโครงสรางที่มีสวน

ยอดและราก (bipolar structure) ซ่ึงมีการเจริญเติบโตระยะตางๆเหมือนเอ็มบริโอที่เกิดจากการ
รวมตัวของเซลลสืบพันธุ เรียกวา somatic embryo หรือ embryoid เนื่องจากเปนโครงสรางที่มีทั้ง
สวน shoot primodia และ root primodia ที่เจริญมาจากจดุกําเนดิเดยีวกนั การเกดิ embryoid เกิดได 
2 ลักษณะ คือ 

- direct embryogenesis เกิด embryoid โดยตรงจากเซลลหรือกลุมเซลลโดยไมผานการ
เกิดแคลลัสมากอน 

- indirect embryogenesis เกิด embryoid จากแคลลัสโดยชักนําสวนทีใ่ชเพาะเลี้ยงให
เกิดเปนแคลลัสที่พรอมจะเจริญเปน embryoid เรียกวา embryogenic callus 

2. Organogenesis เปนกระบวนการเกดิอวยัวะจากกลุมเซลลที่มีลักษณะเหมือนเซลลแคม
เบยีม คือ เซลลที่มีขนาดเล็กมีแวควิโอลนอย ไซโทพลาซึมเขมขน มีเม็ดแปงขนาดใหญ มีการแบง
เซลลอยางรวดเร็ว เรียกวา meristemoid จากจุดกําเนิดนี้จะมีการเจริญเปนอวัยวะเพยีงชนิดเดยีว คือ
ยอดหรือราก เรียก monopolar structure เกิดขึ้น 2 ลักษณะ คือ 

- direct organogenesis อวัยวะเกิดโดยตรง จากเซลลเนื้อเยื่อหรือตายอดหรือตาขางที่
นํามาเพาะเลี้ยงโดยไมเกิดจากแคลลัสมากอน 

- indirect organogenesis อวัยวะเกิดจากแคลลสับนชิ้นเนื้อเยื่อที่เพาะเลีย้ง (สุมล, 2546) 
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ในปจจุบนัการเพาะเลี้ยงเนือ้เยื่อพืชวงศหญาเปนวิธีที่นยิมใชในการปรับปรุงคุณภาพของ
พืชวงศหญาเพือ่ใหไดลักษณะที่ตองการทั้งทางดานผลผลิตและคุณคาทางอาหาร ซ่ึงอาหาร
สังเคราะหที่นยิมใชเล้ียง ไดแก อาหารสูตร MS (Murashige and Skoog, 1962) ที่เติมสารควบคุม
การเจริญเติบโตพวกไซโตไคนิน (cytokinin) ออกซิน (auxin) หรือสารควบคุมการเจริญเติบโตอื่นๆ 
จากรายงานการทดลองมีทั้งการชักนําใหเกิดยอดหลายยอด การชักนําใหเกิดแคลลัสและพัฒนาเปน
ตนใหมที่สมบรูณ 
 

การชักนําใหเกิดยอดหลายยอดในพืชวงศหญาที่ผานมา พบวามีการใชช้ินสวนของหญาที่
แตกตางกัน เชน ใชสวนปลายยอดของหญา Lolium multiflorum ชักนําใหเกิดหนอใหมโดยนําสวน
ปลายยอดไปเลี้ยงบนอาหารสูตร MS ที่เติม BAP ความเขมขน 1 มก.ตอลิตร สามารถสรางหนอ
ใหมในอัตราการขยาย 40 หนอตอเดือน (Dalton and Dale, 1981) และ Sairam et al.(2002) นํา 
ปลายยอดของหญา Tripsacum dactyloides (L.) ไปเลี้ยงบนอาหารที่มี 6-benzyladenine (BA) 5-10  
มิลลิกรัมตอลิตร สามารถชักนําใหเกดิยอด 6-10 ยอดในเวลา 4-6 สัปดาห กมลพรรณ และคณะ 
(2535) ใชสวนขอของหญาแฝกหอม (Vetiveria zizanioides Nash) มาเลี้ยงบนอาหารสูตร MS ที่เติม 
6-benzylaminopurine (BAP) 10 ไมโครโมลตอลิตร สามารถชักนําใหเกิดหนอใหม 10 หนอตอตน 
ในเวลา 4 สัปดาห 

 
นอกจากสวนขอและปลายยอดแลวยังมีผูที่ใชเมล็ดในการชักนําใหเกดิยอดหลายยอด โดย 

ธนภักษ(2545)  ใชเมล็ดของหญาอะตราตมั (Paspalum atratum) เพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร MS ที่
เติม BAP 2 มิลลิกรัมตอลิตร และ NAA 0.5 มิลลิกรัมตอลิตร ดิริฎา (2545) เพาะเลี้ยงเมล็ดของหญา
รูซ่ี (Brachiaria ruziziensis Germain and Everard) บนอาหารสังเคราะหสูตร MS ที่เติม BAP 10 
มิลลิกรัมตอลิตร สามารถชักนําใหเกดิยอดจํานวนมากเฉลี่ย 7.49 ยอด นอกจากนั้น วิภาสิริ(2546) 
ยังใชเมล็ดของหญาซิกแนลนอน (Brachiaria decumbens Stapf) เพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร MS ที่เติม 
BAP 6 มก.ตอลิตรสามารถชักนําใหเกดิยอดไดสูงสุด 71.37 เปอรเซ็นต และสุมล(2546) ทดลองโดย
เพาะเลี้ยงเมล็ดของหญากินนีสีมวง (Panicum maximum TD 58) บนอาหารสูตร MS ที่เติมน้ํา
มะพราว 15 เปอรเซ็นต ไคเนติน 5 มิลลิกรัมตอลิตร และcasein hydrolysate 100 มิลลิกรัมตอลิตร 
สามารถชักนําใหเกิดยอดเฉลี่ยเทากับ 5.75 ยอด  
 

นอกจากการชกันําใหเกดิยอดแลวในพืชวงศหญายังมีรายงานการชักนําใหช้ินสวนของ
หญาเกิดเปนแคลลัส โดยสามารถเพาะเลี้ยงจากชิ้นสวนของหญาที่แตกตางกันไดหลายสวน เชน ใช
สวนตาดอกของหญา Weeping Love (Eragrostis curvula) (Echenque et al.,1996) ใชเมล็ดของ
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หญา switchgrass (Panicum virgatum) (Denchev and Conger, 1994) หญา buffle (Cenchrus 
ciliaris) (Ross et al.,1995) หญาซิกแนลนอน (Brachiaria decumbens Stapf) (วิภาสิริ, 2546) และ
หญากินนีสีมวง (Panicum maximum TD58) (สุมล, 2546) นอกจากนี้ยังมีผูใชสวนใบมาชักนําให
เกิดแคลลัส เชน ใชฐานใบของหญาบาเฮียร (Paspalum notatum Fluegge L.) (Shatters et al., 1994) 
ใชใบออนในหญาเนเปยร (Pennisetum purpureum Schum) (Wan and Vasil, 1996) หญา Paspalum 
scrobiculatum (Vikrant and Rashid, A., 2003) และหญากินนีสีมวง (สุมล, 2546) และยังสามารถนาํ
ตนออนมาใชในการชักนาํแคลลัส เชน ใชตนออนของหญา switchgrass (Panicum virgatum) 
(Denchev and Conger, 1994) และใชตนกลาในหญา blue gamma (Aguado-Santacruz et al., 2001) 
การใชยอดออนของหญา P. maximum Jacq. cv. Likoni (Lajonchare et al., 1993) และใชสวน 
mesocotyl ของหญา Bromus inermis Leyss. (Vikrant and Rashid, 2003)  

 
การนําชอดอกมาใชในการเพาะเลี้ยงและชักนําใหเกิดแคลลัสไดแก ใชชอดอกออนของ

หญา Echinochloa colonum (L.) Link. (Tyagi et al., 1985) หญาเนเปยร (Pennisetum purpureum 
Schum) (Bajaj, 1988) หญาเบอรมิวดา [Cynodon dactylon (L.) Pres.] (Ahn et al., 1988) หญา 
Paspalum intermedium และ P. virgatum (Bobo et al., 1988) หญา dallisgrass (Paspalum diltatum 
Poir.) (Akashi and Adachi, 1992) ในหญา Cenchrus ciliaris cv.75 (Ross et al., 1995) หญา
แฝกหอม (Vetiveria zizanioides Nash) (มโนชย,2539) ลูกผสมของหญา bermudagrass cv. 
Tifgreen และ Mukesh (Chaudhury and Rongda, 2000) ลูกผสมของหญา bermudagrass cv. Tifton 
85 (Jain et al, 2005) เปนตน 

3. การกลายพันธุ 
 
 การกลายพันธุ หมายถึง การเปลี่ยนแปลงลักษณะพนัธุกรรม และลักษณะที่เปลี่ยนแปลงไป
นี้สามารถจะถายทอดจากชั่วอายุหนึ่งไปยังอีกชั่วอายหุนึ่ง ซ่ึงการกลายพนัธุที่เกิดจากการ
เปลี่ยนแปลงโครโมโซม ทั้งที่เกิดจากการเปลี่ยนแปลงโครงสรางและการเปลี่ยนแปลงทางจํานวน
ของโครโมโซมเรียกวา การกลายพันธุระดบัโครโมโซม (chromosome mutation) แตถาเปนการ
กลายพันธุที่เกดิจากการเปลี่ยนแปลงรูปแบบของยีนเรียกวา การกลายพนัธุระดับยนี (gene 
mutation) (ประดิษฐ, 2546)  
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การเกิดการกลายพันธุ แบงออกไดเปน 2 แบบ คือ การกลายพันธุที่เกดิขึน้เองในธรรมชาติ 
(spontaneous mutation) ซ่ึงเปนผลมาจาก รังสี สารเคมี อุณหภูมิ ที่มีอยูในธรรมชาต ิกระตุนใหเกดิ
การกลายพันธุ และการกลายพันธุที่เกิดจากการชักนํา (induced mutation) เปนการกลายพันธุที่เกดิ
จากมนษุยใชส่ิงกอกลายพนัธุ (mutagen) ชักนําใหเกดิขึ้น (ประดิษฐ, 2546) 

 
 การชักนําใหเกิดการกลายพนัธุในพืช (induced mutation) เปนวิธีการทีท่ําใหเกิดการ
เปลี่ยนแปลงทางพันธุกรรมไดเร็วขึ้น และสามารถถายทอดไปยังชัว่ตอไปได ปกตแิลวการกลาย
พันธุนั้นสามารถเกิดขึ้นเองไดตามธรรมชาติแตมีอัตราต่ํา จึงตองมีการกระตุนเพื่อใหเกิดการกลาย
พันธุในอัตราที่สูงและในระยะเวลาที่รวดเร็วข้ึน ซ่ึงกอใหเกิดความแปรปรวนของลักษณะ
พันธุกรรมที่เปนประโยชนในการคัดเลือกตอไป การปรับปรุงพันธุพืชโดยชักนําใหเกิดการกลาย
พันธุไดมีการใชอยางแพรหลายในประเทศตางๆทั่วโลก เชน จีน อินเดีย คิวบา เนเธอรแลนด และ
ญ่ีปุน เปนตน ทําใหไดพันธุพืชใหมๆที่มีลักษณะดี เชน ทนตอโรคและแมลง ทนตอสภาพแวดลอม
ที่ไมเหมาะสม ทนดินเค็ม ดนิเปรี้ยวและทนแลง เปนตน ปจจุบันเทคนคิการเพาะเลีย้งเนื้อเยื่อมี
ประโยชนตอการปรับปรุงพันธุพืชมาก โดยเฉพาะการชกันําใหเกดิการกลายพันธุในสวนของ
เนื้อเยื่อทีน่ํามาเพาะเลี้ยงหรือในสวนของแคลลัส ทําใหไดลักษณะที่เปลี่ยนแปลงไปเปนจํานวนมาก 
ซ่ึงชวยใหมีโอกาสในการคัดเลือกลักษณะที่พึงประสงคไดมากขึ้น อีกทั้งชวยประหยดัคาใชจาย 
แรงงาน เวลาและพื้นที่ในการเพาะปลูกดวย 
 

ส่ิงกอกลายพนัธุที่นํามาใชรวมกับการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อนั้น สามารถแบงออกไดเปน 2 พวก
ใหญๆ คือ ส่ิงกอกลายพนัธุทางเคมี (chemical mutagen) เชน ethylmethane sulphonate (EMS) 
diethyl sulphate (dES) เปนตน และสิ่งกอกลายพันธุทางกายภาพ (physical mutagen) เชน อุณหภูมิ 
และรังสีตางๆ เปนตน 
 

การใชรังสีเหนี่ยวนําใหเกดิการกลายพันธุ 
 
 รังสี (radiation) หมายถึง พลังงานที่ออกมาในรูปของคลื่นแมเหล็กไฟฟา (electromagnetic 
wave) หรือโฟตอน (photon) หรือออกมาในรูปของอนุภาคที่มีขนาดเล็ก (particulate radiation) ซ่ึง
สามารถแบงรังสีตามพลังงานที่มีอยูในตัวเองไดเปน 2 พวก คือ รังสีที่กอใหเกดิไอออน (ionizing 
radiation) และรังสีที่ไมกอใหเกิดไอออน (non-ionizing radiation) (สิรนุช, 2541) 
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 รังสีแกมมา (gamma) เปนรังสีคล่ืนแมเหล็กไฟฟาที่มีความยาวคลื่นสัน้มาก มีอํานาจในการ
ทะลุทะลวงสูง เกิดจากการสลายตัว (decay) ของนิวเคลียสของสารกัมมันตรังสี (radioactive 
substance) เชน Cobalt-60 (Co-60), Cesium-137 (Cs-137), Manganese-56 (Mn-56) เปนตน  
(สิรนุช, 2541) 
 
 รังสีแกมมา (gamma) ไดรับความนิยมเปนอยางมากในการใชเพื่อเหนี่ยวนําใหเกดิการกลาย
พันธุในพืช เนือ่งจากสามารถฉายรังสีได 2 แบบ คือ การฉายรังสีแบบเฉียบพลัน (acute irradiation) 
เปนการใหรังสีในปริมาณสงูและใหเสรจ็สิ้นในระยะเวลาอันสั้น นิยมใชฉายรังสีกับเมล็ด ละออง
เรณู และเนื้อเยื่อที่นํามาเพาะเลี้ยง โอกาสที่เซลลหรือเนื้อเยื่อที่ไดรับรังสีจะเกดิการกลายพันธุมีสูง 
และการฉายรงัสีแบบเรื้อรัง (chronic irradiation) เปนการฉายรังสีโดยใชระยะเวลานาน และใชรังสี
ปริมาณต่ํา เชน เปนสัปดาหหรือเปนเดือน นิยมใชฉายรังสีกับพืชทั้งตน หนอ กิ่งตอนและกิ่งชํา 
เซลลหรือเนื้อเยื่อจะมโีอกาสไดรับรังสีอยางทั่วถึง  นอกจากนี้เครื่องฉายรังสีแกมมายังมีหลาย
รูปแบบแบงตามวัตถุประสงคของการใชงาน เชน ไรรังสีแกมมา เรือนรุกขรังสี เครื่องฉายรังสี
แกมมาแบบปด และหองรังสีแกมมา เปนตน (สิรนุช, 2540) 
  

ปจจุบันการปรับปรุงพันธุพืชโดยการฉายรังสีทําไดทั้งพืชที่ผานและไมผานการเพาะเลี้ยง
เนื้อเยื่อ มีรายงานการทดลองการฉายรังสีในเมล็ดโดย Shivashilanker et al.(1988) ใชเมล็ดของหญา
กรีนแพนิค (Panicum maximum var. trichoglume) ฉายรังสีแกมมาที่ปริมาณตางๆคือ 40, 50 และ 60 
กิโลแรด ผลปรากฏวาไดหญากรีนแพนิคที่เกิดการกลายพนัธุหลายลักษณะ เชน ไมมีการออกดอก 
เพิ่มผลผลิตน้ําหนักสด มจีํานวนกอและมนี้ําหนกัตอกอเพิ่มขึ้น และจากการวิเคราะหคุณคาทาง
โภชนาการของใบ พบวาพืชที่ไมออกดอกมีโปรตีนสูงกวาพืชที่ออกดอกถึง 100 เปอรเซ็นต เปนตน 
ตอมา Hussin et al. (2002) ไดศึกษากระบวนการ mutagenesis ของเมล็ดหญาซิกแนลนอน 
(Brachiaria decumbens) โดยนําเมล็ดไปฉายรังสีแกมมาที่ระดับ 0, 100, 200, 300, 400, 500, 600, 
700 และ 800 เกรย พบวาหญามีความไวตอรังสีแกมมาต่ํา ดังนั้นปริมาณรังสีที่เหมาะสมในการชัก
นําใหเกิดกระบวนการ mutagenesis คือ 700-900 เกรย 
 

การฉายรังสีรวมกับการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ สามารถทําไดโดยนําพืชมาเพาะเลี้ยงใหเกดิเปน
แคลลัสหรือยอดจํานวนมากหรือเซลลแขวนลอย บางครั้งอาจนําพืชมาฉายรังสีกอนนํามาเพาะเลี้ยง 
เมื่อทําการฉายรังสีแลวจึงนําพืชมาเพาะเลี้ยงตอในอาหารคัดเลือกที่ใสสารชวยในการคัดเลือกพืชที่
ตองการไว เชน กรด เกลือ ดาง เปนตน หลังจากนั้นนําพืชที่คัดเลือกไดจากอาหารคัดเลือกออกปลกู



 

12 

ทดสอบและประเมินผลการทดสอบและคดัเลือกลักษณะที่ตองการ เชน วราพร (2543) ทําการ
ทดลองเพื่อทดสอบความสามารถในการทนเค็มของแคลลัส โดยนําแคลลัสของหญาแฝกที่ไดรับ
การฉายรังสีปริมาณ 0, 50, 100 และ 200 เกรย ไปเพาะเลี้ยงบนอาหาร MS ที่เติม 2,4-D 5 ไมโครโม
ลารที่เติมเกลือโซเดียมคลอไรดความเขมขน 0, 1, 2, 3 และ 4 % นาน 8 สัปดาหพบวาหญาแฝกที่ได
จากแหลงพันธุกรรมกําแพงเพชร 1 ที่ไดรับรังสี 50 เกรยสามารถทนเค็มไดสูงถึง 4 % นอกจากนี้ 
จันทกานต (2544) ยังสามารถคัดเลือกตนหญาเนเปยรแคระทนเค็มจากแคลลัสที่ผานการฉายรังสี
แกมมาปริมาณ 0-5 กิโลแรด แลวยายมาเลี้ยงบนอาหารสูตรชักนําใหเกิดตนที่เติมเกลือโซเดียมคลอ
ไรดระดับตางๆตั้งแต 0-2% ไดตนหญาเนเปยรแคระมีลักษณะทนเค็มทีร่ะดับ 0.5% 25 ตน และตน
ทนเค็มที่ระดบั 1% 6 ตน นอกเหนือจากการนําแคลลัสไปฉายรังสีแลวยังสามารถนํายอดของหญาที่
เกิดจากการชักนําในการเพาะเลี้ยงไปฉายรังสีแกมมาได เชน สุมล (2546) ทดลองโดยการชักนํา
เมล็ดของหญากินนีสีมวงใหเกิดยอดหลายยอดบนอาหารสูตร MS ที่เติมน้ํามะพราว 15% kinetin 5 
มก.ตอลิตร และ casein hydrolysate 100 มก.ตอลิตร จากนั้นนํายอดที่ไดไปฉายรังสีแกมมาที่
ปริมาณ 0, 10, 20 และ 30 เกรย แลวยายลงอาหารคัดเลือกที่เติมเกลือโซเดียมคลอไรด 0, 0.5, 1.0, 
1.5 และ 2.0% หลังจากนําหญาออกปลูกในสภาพธรรมชาติพบวาตนหญามีอัตราการรอดชีวิต
เทากับ 26.92% และพบตนหญากินนีสีมวงที่คาดวาจะเปนตนที่มีลักษณะทนเค็มที่ระดับความ
เขมขนเกลือ 2.0% จํานวน 4 โคลน 

 
รังสทีําอันตรายตอเซลลไดอยางไร 

 
 รังสีทําใหอะตอมตางๆภายในเซลลเกิดการแตกตัวเปนไอออน โดยเฉพาะเกดิ chemical 
radicals ที่ไวตอการทําปฏิกิริยาและกอใหเกิดการเปลี่ยนแปลงทางเคมีขึ้นภายในเซลล การ
เปลี่ยนแปลงดงักลาว อาจทําใหเกิดความเสียหายตอการทาํหนาที่ตางๆของเซลล สามารถฆาเซลล
ได หรือขัดขวางการแบงเซลล 
 
 เซลลพืชที่เปนเปาหมายของรังสีและเกิดการเปลี่ยนแปลงของขอมูลทางพันธุกรรมได คือ 
เซลลเนื้อเยื่อเจริญ (meristematic cells) ที่อยูในสวนตางๆของพืช ภายในเซลลจะมีชีวโมเลกุลที่
สําคัญ คือ ดีเอ็นเอ ซ่ึงผลจากการไดรับรังสีทําใหโมเลกุลของดีเอ็นเอเกดิการเปลี่ยนแปลงที่สามารถ
ตรวจสอบได ไดแก เกิดการสลายตัวของพนัธะไฮโดรเจน (hydrogen bond) ที่เชื่อมระหวางคูเบส
ในโมเลกุลของดีเอ็นเอ เกิดการตัดขาดพันธะที่เชื่อมระหวางน้ําตาลกับฟอสเฟต (phosphodiester 
bond) ทําใหเกดิ single strand break และ double strand break เกิดการแตกหักทีพ่ันธะโควาเลนท 
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(covalent bond) อ่ืนๆของดีเอ็นเอ เกิดการเชื่อมกันระหวางสายและภายในสายของดเีอ็นเอ (cross-
linkage) เกิด dimer ระหวาง pyrimidine base ภายในสายของดีเอ็นเอสายใดสายหนึ่ง และเกดิการ
เชื่อมกันระหวางดีเอ็นเอและโปรตีน (DNA-protein crosslink) ซ่ึงเปนการเชื่อมตอระหวางเบสและ
กรดอะมิโนดวย sulfide linkage (SH) (สิรนุช, 2541) 
 
 เมื่อเซลลไดรับรังสีแลว จะสงผลกระทบตอโครงสรางและหนาที่ของเซลล เชน อาจมีผล
ตอเยื่อหุมตางๆภายในเซลล กระบวนการเมแทบอลิซึม กระบวนการสงัเคราะหภายในเซลล ซ่ึง
สงผลกระทบตอการแบงเซลลดวย การเปลี่ยนแปลงจะเกิดมากหรือนอยข้ึนอยูกับปริมาณรังสีที่
ไดรับ อัตรารังสี และชนิดของเซลล เปนตน ในสวนของการแบงเซลลอาจเกิดปรากฏการณอยางใด
อยางหนึ่ง หรือหลายอยางพรอมกันไดดงันี้ 
 

1. เซลลตายทันทีในขณะไดรับรังสี 
2. เซลลที่ไดรับรังสีอาจมีการแบงเซลลได 2-3 คร้ัง หรือไมมีการแบงเซลลเลยแตมีชีวิต

อยูไดระยะหนึ่งหลังจากไดรับรังสีแลวตาย 
3. เซลลมีชีวิตอยูตอไปไดแตไมมีการแบงเซลลตอไปไดอีก 
4. เซลลมีชีวิตอยูและสามารถแบงเซลลตอไปได แตการแบงเซลลในระยะแรกๆหลังจาก

ไดรับรังสีแลวจะลาชาไปบาง (อรุณี, 2541) 
 
4. เคร่ืองหมายดีเอ็นเอ (DNA marker) 
 

ในปจจุบันสามารถแบงเครื่องหมายทางโมเลกุลได 2 ระดับ คือ ระดับโปรตีนเปนการ
ตรวจสอบโมเลกุลของโปรตีนชนิดตางๆ และระดับดีเอ็นเอ ซ่ึงเปนการตรวจสอบความแตกตาง
ของลําดับนิวคลีโอไทดในโมเลกุลของดีเอ็นเอ (สุรินทร, 2545) 
 

เครื่องหมายดีเอ็นเอ (DNA marker) หมายถึง ดีเอ็นเอที่ใชเปนเครื่องหมายบงชี้ความจําเพาะ
ของสิ่งมีชีวิตตัวหนึ่ง สายพนัธุหนึ่ง สปชีสหนึ่ง หรือในระดับตางสปชีส เปนดีเอ็นเอที่มีตําแหนง
บนโครโมโซม (nuclear DNA) หรือดีเอน็เอในออรแกเนลล (mitochondrial DNA หรือ chloroplast 
DNA) ความแตกตางที่เกดิขึน้เนื่องจากความแปรปรวน (variation) ของนิวคลีโอไทดในโมเลกุล
ของดีเอ็นเอหรือเกิดโพลีมอรฟซึม (polymorphism) ของลําดับเบสในโมเลกุลของดีเอ็นเอ (สุรินทร, 
2545) โดยทัว่ไปเครื่องหมายดีเอ็นเอจะมแีบบแผนของการถายทอดตามกฎเมนเดล และมีการพัฒนา
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เครื่องหมายดีเอ็นเอแบบตางๆ เพื่อนํามาใชประโยชนในการศึกษาทางพันธุศาสตร รวมถึงการนํามา
ประยุกตใชในการปรับปรุงพันธุพืช เชน 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 เปนตน 
 

Karp and Edward, 1997 แบงเครื่องหมายดีเอ็นเอออกเปน 3 กลุม คือ 
 

1. Hybridization based marker ไดแก RFLP (Restriction Fragment Length 
Polymorphism) เปนการไฮบริไดเซชันระหวางตวัตรวจสอบ (probe) กับดีเอ็นเอซึ่งถูกตัดดวย
เอนไซมตัดจําเพาะ (restriction enzyme) ที่ถูกตรึงอยูบนแผนเมมเบรนโดยการทํา Southern blotting 

2. Multilocus PCR based marker เปนเครื่องหมายดเีอ็นเอ ที่ไดจากการทาํพีซีอาร (PCR : 
Polymerase Chain Reaction) ซ่ึงใชไพรเมอรที่เปน arbitrary หรือ semi-arbitrary โดยเครื่องหมาย 
ดีเอ็นเอชนดินีไ้มจําเปนตองรูลําดับเบสภายในจีโนมกอน แบงเปนสองกลุมตามประเภทของไพร
เมอรที่ใชคือ 

2.1 ไพรเมอรที่เปน single arbitrary โดยไพรเมอรชนิดนี้สามารถเริ่มตนการสังเคราะห
สายดีเอ็นเอไดแมวาจะจับกับดีเอ็นเอตนแบบไดไมสมบูรณ marker ในกลุมนี้ไดแก RAPD 
(Random Amplified Polymorphic DNA), MAAP (Multiple Arbitrary Amplicon Profilling), AP-
PCR (Arbitrarily Primed PCR) 

2.2 ไพรเมอรที่เปน semi-arbitrary เปนไพรเมอรที่ไดจากตําแหนงตดัของเอนไซมตัด
จําเพาะหรือลําดับเบสที่กระจายทั่วไปในจีโนม เชน ไมโครแซทเทลไลท และทรานสโพซอน 
เครื่องหมายดีเอ็นเอในกลุมนี้ไดแก AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism) และ MP-
PCR (Microsatellite-Primed PCR) 

3. Singlelocus PCR based marker เปนเครื่องหมายที่ตรวจสอบดีเอ็นเอทีต่ําแหนงเดยีว 
ไดแก Simple Sequence Repeat (SSR) หรือ microsatellite marker 
 

เครื่องหมายดีเอ็นเอ สามารถนํามาประยกุตใชไดอยางกวางขวาง เชน การศึกษาแผนทีข่อง
ยีน ในระยะ 20 ปที่ผานมาแผนที่ทางพันธุศาสตร (genetic map) จะประกอบดวยเครื่องหมาย 
(marker) ที่เปนเครื่องหมายทางสัณฐาน (morphological marker) และไอโซไซม (isozyme) ซ่ึงแผน
ที่เหลานี้จะมีจาํนวนเพียง 2-3 ตําแหนงตอโครโมโซมเทานั้น แตในปจจุบันดวยความกาวหนา



 

15 

ทางดานเทคโนโลยีของเครื่องหมายดเีอ็นเอ และชนิดของเครื่องหมายที่มีมากมาย ทาํใหแผนที่ทาง
พันธุศาสตรทุกวันนี้มีจํานวนเครื่องหมายหลายรอยตําแหนง นอกจากนี้เครื่องหมายดีเอ็นเอ ยังชวย
ในการคัดเลือกที่เรียกวา marker assisted selection โดยอาศัยขอมูลของยีนที่ใหลักษณะที่สนใจ ซ่ึง
เชื่อมโยงกับเครื่องหมายดีเอน็เอ นอกจากประโยชนในการทําแผนที่ยนีและใชในการคัดเลือกแลว 
เครื่องหมายดีเอ็นเอยังเปนตวับงชี้ความหลากหลายของสิ่งมีชีวิต ทั้งในระดับสปชีส และในระดับ
ประชากร โดยเครื่องหมายดีเอ็นเอใหขอมูลที่ชวยในการระบุลักษณะเฉพาะของแตละสปชีส การ
จัดกลุมตามลําดับของความคลายคลึงกัน เครื่องหมายดีเอน็เอชวยบอกความแตกตางและความ
คลายคลึงกันไดวาความหลากหลายที่ปรากฏมีความสัมพันธทางวิวัฒนาการอยางไร ตลอดจนบอก
ถึงการกระจายของประชากร ความหลากหลายทางพันธุกรรม gene flow และการอพยพระหวาง
ประชากร สวนการศึกษาภายในประชากร เครื่องหมายดเีอ็นเอสามารถบอกที่มาของความ
หลากหลายทางพันธุกรรมที่กระจายภายในประชากร (Karp and Edward, 1997) 
 
5. การตรวจสอบพันธุพืชโดยใชเทคนิคเอเอฟแอลพี 
 
 เทคนิค Amplified fragment length polymorphism (AFLP) เปนเทคนิคทีพั่ฒนามาจาก
เทคนิคอารเอฟแอลพี (Restriction fragment length polymorphism) รวมกับเทคนิคการเพิ่มปริมาณดี
เอ็นเอดวย PCR (polymerase chain reaction) โดย Zabeau และ Vos นักวิจยัประเทศเนเธอรแลนด
ในป ค.ศ. 1993 ซ่ึงเทคนิคเอเอฟแอลพีนี้ใชเอนไซมตัดจําเพาะ 2 ชนิด คือเอนไซมที่มีตําแหนงจดจาํ 
6 คูเบส (EcoRI) รวมกับเอนไซมที่มีตําแหนงจดจํา 4 คูเบส (MseI) ทําใหไดขนาดของชิ้นดีเอ็นเอ
พอเหมาะแลวเชื่อมตอกับ adapter เพื่อเปนตําแหนงทีจ่ับของไพรเมอรในการเพิ่มปรมิาณดีเอน็เอ
ดวย PCR 2 คร้ัง โดยครั้งแรกใชไพรเมอรที่เพิ่มเบสเพียง 1-2 เบส และครั้งที่ 2 ใชไพรเมอรที่เพิ่ม
เบสตอจากไพรเมอรแรกอีก 1-2 เบส เพื่อใหการคัดเลือกเพิ่มปริมาณชิ้นดีเอ็นเอมีประสิทธภาพและ
ถูกตองยิ่งขึ้น การใชเอนไซมตัดจําเพาะ 2 ชนิด ทําใหมีขอดีหลายประการคือ ช้ินดีเอ็นเอที่ตัดไดมี
ขนาดพอเหมาะสําหรับการเพิ่มปริมาณไดดีในการทํา PCR และยังสามารถปรับจํานวนชิ้นดีเอ็นเอที่
จะเพิ่มปริมาณไดโดยปรับจาํนวนเบสเพื่อคัดเลือกที่ไพรเมอรทั้ง 2 ชนิดรวมกนัซึ่งการใชไพรเมอร
คูผสมทั้ง 2 ชนิดจํานวนนอยก็สามารถทําใหเกิดลายพิมพดีเอ็นเอทีแ่ตกตางกันไดจํานวนมาก เชนมี
ไพรเมอรชนิดละ 5 แบบ จากการเพิ่มเบสเพื่อคัดเลือกสามารถสรางลายพิมพดเีอ็นเอไดถึง 25 แบบ 
เปนตน นอกจากนี้การใชไพรเมอร 2 ชนิดทําใหสามารถเลือกติดฉลากที่ไพรเมอรชนดิใดชนดิเหนึ่ง 
และเมื่อนําไปแยกขนาดโดย denaturing polyacrylamide gel จะตรวจพบแถบดีเอน็เอเพียงแถบเดียว
ทําใหวิเคราะหผลงาย ดังนัน้เทคนิคเอเอฟแอลพี จึงเปนเทคนิคหนึ่งที่มีประสิทธิภาพสูงสําหรับการ
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ตรวจลายพิมพดีเอ็นเอ มีลักษณะเปนลายพมิพแบบสุม (random fingerprint) ซ่ึงใชกบัดีเอ็นเอใดๆก็
ได โดยไมจําเปนตองรูลําดับเบสของดีเอ็นเอนั้น นอกจากนี้ยังไมขึ้นกบัขนาดและความซับซอน
ของจีโนม สามารถทําไดรวดเร็วและทําซ้ําไดผลคงเดิม (reproducible) มีคูผสมของไพรเมอรหลาย
แบบทําใหเกิดลายพิมพที่แตกตางกันจํานวนมาก และในการทําปฏิกิริยาครั้งหนึ่งสามารถตรวจสอบ
ดีเอ็นเอไดหลายตําแหนงพรอมกันคือ multiplex ratio สูง มีโพลีมอรฟซึมสูง (Nicola and Valeria, 
2002) ซ่ึงสามารถปรับใหเกดิลายพิมพที่เหมาะสมโดยปรับจํานวนเบสคัดเลือกที่ปลาย 3´ ของไพร
เมอรที่ใช AFLP marker มีทั้งแบบที่แสดงลักษณะขม (dominance) และแบบที่แสดงลักษณะขม
รวมกัน (codominance) โดยทั่วไปจะพบ AFLP marker แบบที่เปนลักษณะขมมากกวาคือ ไม
สามารถใชแยกความแตกตางของแถบดีเอน็เอแบบโฮโมไซกัสที่ทั้งสองแอลลีลใหแถบดีเอ็นเอและ
เฮเทอโรไซกัสที่หนึ่งแอลลีลใหแถบดีเอน็เอและอีกหนึ่งแอลลีลไมใหแถบดีเอ็นเอ ซ่ึงทําให
วิเคราะหผลยากกวา marker แบบที่เปน codominance และบางครั้งอาจมีดีเอ็นเอที่มีขนาดเทากนั
ที่มาจากชิ้นดีเอ็นเอคนละตําแหนงซอนกันอยูในแถบดีเอน็เอแตละแถบเนื่องจากการทําปฏิกิริยา
คร้ังหนึ่งๆ เกดิแถบดีเอ็นเอจํานวนมาก ซ่ึงทําใหการวิเคราะหผลผิดพลาดได และยังพบวาเทคนิคเอ
เอฟแอลพีไมเหมาะสําหรับใชเปรียบเทียบสิ่งมีชีวิตที่มีความแตกตางกนัมากๆเพราะจะมีแถบดเีอ็น
เอที่เหมือนกัน (common band) จํานวนนอย ทําใหการหาความสัมพันธทางวิวัฒนาการผิดพลาดได 
ขณะเดียวกนัเทคนคิเอเอฟแอลพีก็ไมเหมาะสําหรับสิ่งมีชีวิตที่มีลําดับเบสใกลเคียงกนัมากเพราะจะ
พบแถบดีเอ็นเอที่แตกตางกนัจํานวนนอย ซ่ึงจะเหน็ไดวาเทคนิคเอเอฟแอลพีมีทั้งขอดีและขอดอย
เมื่อเปรียบเทียบกับเทคนิคเครื่องหมายดีเอน็เออื่นๆ (วภิา,2544)  
 

5.1 หลักการทําเอเอฟแอลพี 
 

ขั้นแรก คือ การนําดีเอ็นเอมาตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ 2 ชนิดที่มีจํานวนเบสของ
ตําแหนงจดจาํตางกัน เอนไซมตัดจําเพาะทีใ่ชไดมหีลายชนิด เชน EcoRI, HindIII, PstI, BglII, XbaI 
(6-cutter) และ Sse 8387I (8-cutter) รวมกบั MseI หรือ TaqI ซ่ึงเปน 4-cutter เอนไซม MseI มี
ตําแหนงจดจาํเปน 5´-TTAA-3´ และ TaqI มีตําแหนงจดจําเปน 5´-TCGA-3´ ปจจบุันนิยมใช
เอนไซม MseI มากกวา เพราะตัดดเีอ็นเอไดขนาดพอเหมาะสําหรับการเพิ่มปริมาณโดยวิธี PCR 
และการแยกโดยใช denaturing polyacrylamide gel สวนเอนไซมที่ใชเปนคูกันมักใชเอนไซม 
EcoRI เนื่องจากมีราคาถูกและการตัดดีเอ็นเอมีประสิทธิภาพดีพบการตดัไมสมบูรณไดนอย แตกย็ัง
มีงานวิจยัอ่ืนๆที่ใชเอนไซม PstI คูกับ MseI ในการศึกษาความหลากหลายของขาวโพด 
(Lubberstedt et al., 2000) หรือ Van et al. (2001) ใชเอนไซม Tru9I ซ่ึงเปน isochizomer กับ



 

17 

เอนไซม MseI คูกับเอนไซม PstI ในการศึกษาถั่วในสกุล Vicia สวนการใชเอนไซมตัดจําเพาะเพียง
ชนิดเดยีวจะทาํใหไดช้ินดีเอน็เอที่ปลายทั้ง 2 ดานมีลักษณะเปนลําดับเบสซ้ํา (inverted repeat) เมื่อ
ถูกทําใหเสียสภาพเปนสายเดี่ยวจะสามารถกลับมาจับกนัเองเกิดโครงสรางแบบ stem-loop ทําให
ไพรเมอรไมสามารถเขามาจับได หรืออาจทําใหตรวจพบชิ้นดีเอ็นเอไดจํานวนนอย เฉพาะชิ้นที่มี
ขนาดเล็กเทานั้น เพราะชิ้นดีเอ็นเอที่มีขนาดเล็กจะเพิ่มปริมาณไดดกีวาจึงไมคอยนยิม 
 

เมื่อไดขนาดของชิ้นดีเอ็นเอพอเหมาะแลวจึงเชื่อมตอกับ adapter เพื่อเปนตําแหนงทีจ่ับ
ของไพรเมอรในการเพิ่มปรมิาณดีเอน็เอ ซ่ึง adapter จะออกแบบใหมีปลายที่เปนดีเอน็เอสายเดีย่วมี
ลําดับเบสเปนคูสมกับปลายเหนียวของดีเอน็เอที่ตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะที่เลือกใช แตเบสคูที่อยู
ในตําแหนงถัดมาเปนเบสคนละชนิดกับเบสที่บริเวณจดจําของเอนไซม ดังนั้นเมื่อ adapter เขาไป
เชื่อมตอกับชิน้ดีเอ็นเอแลว เอนไซมตัดจําเพาะนัน้จะไมสามารถตัดไดอีก 
 

ขั้นที่สอง คือ การเพิ่มปริมาณชิ้นดเีอ็นเอบางสวน โดยใชไพรเมอรที่จําเพาะมีลําดับ
เบสทางปลาย 5´ เหมือนกับลําดับเบสของ adapter ตอดวยลําดับเบสบริเวณจดจาํหรือบริเวณตดั
จําเพาะของเอนไซม และเพิม่เบสเขาไปที่ปลาย 3´ อีกสวนหนึ่งเพื่อใหเกิดการคัดเลอืกเพิ่มปริมาณดี
เอ็นเอบางชิ้น สวนของไพรเมอรที่เหมือนกับ adapter และบริเวณจดจาํของเอนไซมเรียกวา 
common part สวนเบสที่เพิ่มเขาไปที่ปลาย 3´ เรียกวา selective part จํานวนเบสที่เพิ่มเขาไปที่ปลาย 
3´จะชวยลดจาํนวนชิน้ดีเอน็เอที่จะเพิ่มปริมาณลง โดยชิ้นดีเอ็นเอทีจ่ะเพิ่มปริมาณไดตองมีลําดับ
เบสที่อยูตอกบัตําแหนงตัดจําเพาะของเอนไซมสอดคลองกับเบสที่เพิม่เขาไป ถาเพิม่เบสเพื่อ
คัดเลือกมากขึน้จํานวนชิ้นดีเอ็นเอที่จะเพิ่มปริมาณจะลดลงประมาณ 4 เทาตอทุกๆเบสที่เพิ่มขึ้นซึ่ง
การใชไพรเมอรที่เพิ่มเบสที่ปลาย 3´ มากกวา 2 เบส จะทําปฏิกิริยาเพิม่ปริมาณ 2 คร้ัง คร้ังแรก
เรียกวา preselective amplification และการทํา PCR คร้ังที่ 2 เรียกวา selective amplification 
(สุรินทร, 2545; Vos et al., 1995) ดังนั้นในการศึกษาจีโนมขนาดเล็ก หรือโคลนที่อยูในพลาสมิด 
คอสมิด หรือ Bacterial artificial chromosome (BAC) ไมจําเปนตองเพิม่เบสเพื่อคัดเลือก เนื่องจาก
จํานวนชิ้นดเีอน็เอที่เกิดจากการตัดโดยเอนไซมตัดจาํเพาะมีจํานวนนอยอยูแลว และสิ่งมีชีวิตที่มี
จีโนมขนาดไมใหญมาก เชน แบคทีเรียหรือเชื้อราจะเพิม่เบสเพื่อคัดเลือก 1-2 เบส จึงทําปฏิกิริยา
เพิ่มปริมาณเพยีงครั้งเดียว สวนพวกที่มจีีโนมขนาดใหญจะเพิ่มเบสมากกวา 2 เบสที่ไพรเมอรทั้ง
สองชนิดจึงทําปฏิกิริยาเพิ่มปริมาณ 2 คร้ัง ดังตัวอยางแสดงในตารางผนวก ไพรเมอรที่เพิ่มเบสเพือ่
คัดเลือกที่ปลาย 3´ จะเรียกวาเปนไพรเมอร +1, +2, +3, +4 ตามลําดับ เชนไพรเมอรทางปลาย 
EcoRI adapter จะเรียกวา EcoRI+1, EcoRI+2, EcoRI+3 เปนตน 
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ขั้นสุดทาย คือ การวิเคราะหลายพิมพดีเอน็เอโดยทําอิเล็กโทรโฟรีซิสใน denaturing 
polyacrylamide gel แถบดีเอ็นเอที่เหมาะสมที่แยกไดอยูในชวง 50-100 แถบ การตรวจสอบแถบดี
เอ็นเอที่เกดิขึน้โดยการยอมเจลดวยซิลเวอรไนเตรท หรืออาจตรวจสอบโดยการทําออโตเรดิโอ 
กราฟหรือตรวจสอบผลดวยการไฮบริไดเซชันกับโพรบที่ติดฉลากดวยสารปลอดรังสี 
(nonradioactive label) หรือตรวจสอบการเรืองแสงโดยใชเครื่องหาลําดับเบสอัตโนมัติ (automatic 
sequencer) 
 

5.2 การประยกุตใชเทคนิคเอเอฟแอลพ ี
 

เนื่องจากเทคนิคเอเอฟแอลพีทําใหเกิดโพลีมอรฟซึมไดจํานวนมาก จงึใชในการศึกษา
ความหลากหลายทางพันธุกรรมที่จะนําไปสูความสัมพันธทางวิวัฒนาการ ใชในการศกึษา
เอกลักษณของสิ่งมีชีวิตเพื่อบอกความแตกตางของสิ่งมีชีวิตแตละตวัอยาง การจดทะเบยีนพันธุ การ
ตรวจสอบความเปนลูกผสม การติดตามยนีและการทําแผนที่จีโนม 
 

5.2.1 การติดตามยนีและการทําแผนที่จีโนม 
 

การติดตามยนีสามารถทําไดหลายวิธีซ่ึงเอเอฟแอลพีก็เปนวิธีหนึ่งที่สะดวกและ
รวดเร็วในการคนหาเครื่องหมายดีเอ็นเอทีอ่ยูชิดกบัยีน ซ่ึงมักใชรวมกับวิธีการ Bulked Segregant 
Analysis (BSA) ยีนที่ทําการศึกษาสวนใหญมักเปนยีนที่ควบคุมลักษณะที่สําคัญทางเศรษฐกิจ เชน 
ยีนตานทานโรค stem rot (Sclerotium oryzae) ในขาว (Ni et al., 2001) ยีนตานทานแมลง brown 
plant hopper (BPH) (Murai et al., 2001) ยนีตานทานตอโรคขอบใบแหง (สุพรรณญิกา, 2549) 
นอกจากการตดิตามยีนยังสามารถนําไปใชในการทําแผนที่จีโนม (Genetic linkage map และ QTL 
mapping) ซ่ึงจะเปนประโยชนตอการปรับปรุงพันธุและการคัดเลือกพนัธุที่ดี ทนตอสภาพแวดลอม
ที่ไมเหมาะสม เชน สามารถคัดเลือกพันธุทนเค็มในสภาพดินทัว่ไป โดยอาศัยเครื่องหมายที่อยูชิด
กับยีนควบคุมลักษณะทนเคม็ หรือทนตอดินที่มีอลูมิเนยีมสูง เชนการศึกษาของ Miftahudin et al. 
(2002) ศึกษายนีที่ทนตออลูมิเนียม Alt3 ในขาวไรยโดยใชเทคนิคเอเอฟแอลพ ี
 

ในป 1996 Cervera et al. ไดวิเคราะหหาเครื่องหมายเอเอฟแอลพีที่มีตําแหนง
ใกลกับยนีตานทานโรคราสนิม (Mer) พบวามีเครื่องหมายเอเอฟแอลพี 3 เครื่องหมายที่มีตําแหนง
ใกลกับยนี Mer ซ่ึงสามารถนําไปใชประโยชนในการปรับปรังพันธุตอไปได และในปเดียวกัน 
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Cnop et al. ทํา Chromosome landing โดยใชเครื่องหมายเอเอฟแอลพีในการศึกษาการกลายพันธุ
ของยีน trn1 (tonado1) ใน Arbidopsis ซ่ึงอยูบนโครโมโซมแทงที่ 5 พบวามีเครื่องหมายเอเอฟแอล
พี 17 เครื่องหมายที่อยูใกลกบัยีน trn1 ตอมา Schierholt et al. (2000) ใชเทคนิคเอเอฟแอลพีในการ
ติดตามยนีที่เกีย่วของกับการมีปริมาณกรดโอลีอิก (HO) สูงกวาปกตใิน winter oilseed rape 
(Brassica napus L.) ที่กลายพันธุ พบวามีเครื่องหมายเอเอฟแอลพี 3 เครื่องหมายที่อยูใกลกับยนี 
fad2 ที่กลายพนัธุคือ E32M61-141, E38M62-358 และ E35M62-256  
 

5.2.2 การศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรม (Genetic variation and/or Genetic 
diversity) 
 

เทคนิคเอเอฟแอลพีสามารถบอกความแตกตางของสิ่งมีชีวิตที่เปนชนดิเดียวกนั
แตตางสายพนัธุได เชน ศึกษาใน daylily (Hemerocallis spp.) (Tomkins et al., 2001) ถ่ัว azuki (Xu 
and Baughan, 2002) ถ่ัว cowpea พันธุพื้นเมือง (Vigna unguiculata ssp. unguiculata) (Nicola and 
Valeria, 2002) ขาวสาลี Triticum turgidum L. ssp. durum (Soleimani et al., 2002)  Lolium 
temulentum (Senda et al., 2004) รวมถึงสิ่งมีชีวิตที่อยูในสกุลเดียวกันแตตางชนิดกนั เชน การศกึษา
ความสัมพันธของ Lolium sp. จากโปรตุเกส (Cresswell et al., 2001) ศึกษาความหลากหลายทาง
พันธุกรรมของ Bromus catharticus Vahl. (Debora I et al., 2001) ความสัมพันธของพืชในสกุล 
Berberis ที่พบใน Patagnia และ Argentina (Bottini et al., 2002) มะละกอที่พบในฮาวายและ
ออสเตรเลีย ถ่ัวสกุล Mucuna spp., ออย (Saccharum spp.) หญา 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) และสามารถบอกความแตกตางระหวางสิ่งมีชีวิตที่
อยูในวงศเดยีวกันได เชน Aggarwal et al. (1999) ไดศกึษาความสัมพันธระหวางพืชตางชนิดใน
สกุล Oryza รวมทั้ง ขาวโพด ออย และถ่ัวเหลือง โดยใชเทคนิคเอเอฟแอลพีทําใหสามารถอธิบาย
วิวัฒนาการของพืชในสกุลนีไ้ดวามีบรรพบุรุษรวมกันหรือมีความสัมพันธใกลชิดกนั แตถูกแยก
ออกจากกนัในชวงแรกของกระบวนการววิัฒนาการ เกิดเปนพืชหลายชนิดที่มีความแตกตางกัน 
นอกจากนี้ยังพบวาเทคนิคเอเอฟแอลพีสามารถที่จะจําแนกลักษณะทีเ่กิดจากการกลายพันธุได 
(Liscum and Briggs, 1995) เชน การตรวจสอบสอบการกลายพนัธุ somaclonal variant ในกลวย 
Musa spp., Arabidopsis thaliana, Taxus canadensis Marsh. (Engelborghs et al., 1998; Corradini 
et al., 2002; Polanco et al., 2001) เปนตน 
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ในป 1999 Mulu et al. ไดศึกษาลักษณะทางพันธุกรรมของ Eragrostis 2 สปชีส 
คือ Eragrostis tef (Zucc.) Trotter กับ Eragrostis pilosa โดยใชเทคนิคเอเอฟแอลพี พบวา มีจํานวน
แถบดีเอ็นเอทัง้หมด 897 แถบ แถบที่เปนโพลีมอรฟซึมทั้งหมด 395 แถบจากจํานวนคูไพรเมอร 11 
คู ผลการทํา cluster analysis พบวา E. pilosa มีความสัมพันธใกลเคียงกบั E. tef  ตอมา กฤษณาและ
คณะ (2544) ไดศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรมของพืชอาหารสัตว 3 ชนิดคือ หญาเนเปยร 
(Pennisetum purpureum), หญากินนีสีมวง (Panicum maximum TD58) และหญารูซ่ี (Brachiaria 
ruziziensis) โดยใชเทคนิคเอเอฟแอลพี พบวาผลการวิเคราะหดีเอน็เอของหญาเนเปยรสอดคลองกับ
ลักษณะภายนอก คือ หญาที่มีลักษณะลําตนเตี้ยและชนดิที่มีลําตนสูงจัดอยูคนละกลุม สวนในหญา
กินนีสีมวงพบวา ลายพิมพดีเอ็นเอที่ไดเหมอืนกันเกือบทัง้หมด ทั้งตวัอยางที่อยูในจังหวดัเดยีวกัน
และอยูคนละจงัหวัด ซ่ึงตรงขามกันกับหญารูซ่ีที่พบวามีความแปรปรวนของประชากรสูงมาก 
แมแตตวัอยางที่นํามาจากจังหวัดเดยีวกัน จากนั้นในป 2002 Yasas et al. ไดทําการศกึษา
ความสัมพันธระหวาง bromograss 2 สปชีส คือ smooth bromegrass (Bromus inermis Leyss.) กับ  
meadow bromegrass (Bromus riparius Rehmann) รวมทั้งลูกผสมของทั้ง 2 สปชีสนี้ โดยใชเทคนิค
อารเอพีดีกับเอเอฟแอลพี ในการทดลองครั้งนี้ ผลปรากฏวามีความแปรปรวนสูงในลูกผสม และ
ระหวาง smooth กับ meadow bromegrass แตมีความแปรปรวนทางพนัธุกรรมต่ําระหวาง smooth 
กับ hybrid bromegrass ผลจากการศึกษาครั้งนี้ สามารถนําเทคนิคอารเอพีดีและเอเอฟแอลพีไปใช
ในการปรับปรงุพันธุ bromegrass ไดในอนาคต แตถาตองการใหไดจํานวนโพลีมอรฟซึมสูงควร
เลือกใชเทคนคิเอเอฟแอลพดีีกวา 
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อุปกรณและวิธีการ 

 
ตัวอยางพืช 
 

ตนหญาแพงโกลา พันธุ 258A ไดรับจาก ศูนยวิจัยและพัฒนาพืชอาหารสัตวชัยนาท 
 
การเตรียมชิ้นสวนพืชปลอดเชื้อ 
  

1. เลือกลําตนของหญาแพงโกลาที่ไมแกจนเกินไป โดยบรเิวณทีต่ัดควรอยูสูงจากพืน้ดนิ
ประมาณ 3-4 ขอ หรือดูจากขอของหญาที่มีตนออนงอกออกมาเพียงเล็กนอย ในการทดลองนี้สวนที่
นํามาใชจะเปนบริเวณของยอดออน ขอ และ หนอ 

2. ลางทําความสะอาดผิวภายนอกดวยน้ําสบูและน้ําใหสะอาด จากนัน้นาํลําตนมาตัดใบ
แกออกและตดัเปนชิ้นเลก็ๆ โดยการตัดใหบริเวณขอของหญาอยูตรงกลางของชิ้นสวนและตัดใหมี
ความยาวประมาณ 2 เซนติเมตร 

3. นําชิ้นสวนของหญาไปแชในสารละลายไฮเตอร เขมขน 15 เปอรเซ็นต ที่เติมสารจับใบ 
(tween 20) 2-3 หยด เขยาเปนครั้งคราว เปนเวลา 10 นาที นํามาแชตอในสารละลายไฮเตอร เขมขน 
10 เปอรเซน็ต ที่เติมสารจับใบ 2-3 หยด เขยาเปนครั้งคราว เปนเวลา 5 นาที ลางออกดวยน้ํากลั่นที่
นึ่งฆาเชื้อแลว 3 คร้ังๆละ ประมาณ 1 นาท ี
 
การทดลองแบงออกเปน 4 การทดลอง ดงันี้ 
 

การทดลองที่ 1 การหาสูตรอาหารที่เหมาะสมในการชักนําขอของหญาแพงโกลาใหเกิด
ยอดหลายยอด 

 
1. นําชิ้นสวนที่ฟอกฆาเชื้อแลวมาตกแตงโดยลอกกาบใบและเยื่อช้ันนอกสุดออก ตัด

บริเวณหัวทายที่ชํ้าออกใหเหลือบริเวณขอที่อยูตรงกลางของชิ้นสวนหญา ใหมีความยาวประมาณ 
0.3 เซนติเมตร 

2. นําชิ้นสวนแตละชิ้นไปเพาะเลี้ยงบนอาหารสังเคราะหสูตร MS ที่ใสสารควบคุมการ
เจริญเติบโต 6-benzylaminopurine (BAP) ในปริมาณ 0, 2, 4, 6, 8 และ 10 มิลลิกรัมตอลิตร โดย
อาหารทุกสูตรปรับคาความเปนกรดดางเทากับ 5.8  นึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความ
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ดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลา 15 นาที โดยเพาะเลี้ยง 4 ช้ินตอขวด การวางชิ้นสวนของหญา
ใหวางในแนวตั้งใหปลายสัมผัสกับอาหาร กดลงเบาๆใหช้ินสวนจมในอาหารเล็กนอย นําไป
เพาะเลี้ยงในสภาพที่มีแสง 16 ช่ัวโมง มืด 8 ช่ัวโมง อุณหภูมิ 25±2 องศาเซลเซียส เปนเวลา 6 
สัปดาห บันทึกผลการทดลอง 
 

การทดลองที่ 2 ศึกษาผลของรังสีแกมมาปริมาณตางๆตอการเจริญเติบโตของยอดที่ผาน
การฉายรังสี เมื่อเล้ียงบนอาหารสูตรชักนําใหเกิดยอดหลายยอด  เพื่อหาคาปริมาณรังสีที่ทําใหเกดิ
การตายที่ 50 เปอรเซ็นต 
 

1. เพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อของหญาแพงโกลาบนอาหารสูตรเหมาะสมในการชักนําใหเกิดยอด
หลายยอดจากการทดลองที่ 1 เมื่ออายุครบ 6 สัปดาห ใหนํายอดหลายยอด ที่ไดไปฉายรังสีแกมมา
ในปริมาณตางๆ 6 ระดับ คือ 0, 20, 40, 60, 80 และ 100 เกรย(gray) 

2. นํายอดที่ฉายรังสีแลว ไปเพาะเลี้ยงบนอาหารสูตรเดิม ในสภาพที่มีแสงสวาง 16 

ช่ัวโมงตอวัน อุณหภูมิ 25±2 องศาเซลเซียส บันทึกจํานวนยอดที่รอดชีวิตในอาหารแตละขวด และ
หาเปอรเซ็นตการตาย 50 เปอรเซ็นต(LD50) 

3. นํายอดไปฉายรังสีไมเกินคา LD50 แลวไปเพาะเลี้ยงบนอาหารสูตรเดิม แลวนํายอดที่
รอดตายไปชักนําใหเกิดราก เมื่อไดตนที่สมบูรณ นําออกปลูกในสภาพธรรมชาติเพื่อคัดเลือกตนที่มี
ลักษณะพึงประสงค 
 

การทดลองที่ 3 การหาสูตรอาหารที่เหมาะสมในการชักนํายอดของหญาแพงโกลาใหเกิด
รากเพื่อนํายอดหลายยอดที่ไดจากการฉายรังสีออกปลูกในสภาพธรรมชาติ 
 

นํายอดที่รอดตายจากการฉายรังสีแลวไปเพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร MS ที่ไมใสและใสสาร
ควบคุมการเจริญเติบโต 2,4-D 0.5 มิลลิกรัมตอลิตร และ MS ที่ใสถาน 1 กรัมตอลิตร  
 

การทดลองที่ 4 ศึกษาลายพิมพดีเอ็นเอของหญาแพงโกลาที่ผานการฉายรังสี 
 
 คัดเลือกตนหญาแพงโกลาที่มีลักษณะที่พึงประสงคมาสกัดดีเอน็เอ จากนั้นทําการตรวจ 
สอบคุณภาพและวัดปริมาณดีเอ็นเอโดยใช spectrophotometer และการวัดการเรืองแสงของดีเอ็นเอ



 

23 

รวมกับเอธิเดยีมโบรไมด เมือ่ไดดีเอ็นเอทีม่ีคุณภาพดีแลว นํามาตรวจสอบลายพิมพดีเอ็นเอโดย
เทคนิคเอเอฟแอลพี (ภาคผนวก) 
 

สถานที่และเวลาทําการวิจัย 
 
1. สถานที่ 
 

1.1 หนวยเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ ภาควิชาพันธุศาสตร คณะวิทยาศาสตร 
มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร 

1.2 ศูนยบริการฉายรังสีแกมมาและวิจยันวิเคลียรเทคโนโลยี 
มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร 

1.3 ศูนยปลูกพืชทดลอง ภาควิชาพืชไรนา คณะเกษตร มหาวทิยาลัยเกษตรศาสตร 
1.4 ศูนยวิจัยและพัฒนาพืชอาหารสัตวชัยนาท 

 
2. ระยะเวลาในการทําการวิจัย 
 
เร่ิมทําการทดลองเดือนมกราคม 2548 ส้ินสุดการทดลองเดือนมกราคม 2551 
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ผลและวิจารณ 
 
การทดลองที่ 1 การหาสูตรอาหารที่เหมาะสมในการชักนาํขอของหญาแพงโกลาใหเกิดยอดหลาย
ยอด 
 

 จากการนําขอของหญาแพงโกลามาเพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร MS ที่เติม BAP ในระดับ
ความเขมขน 0, 2, 4, 6, 8 และ 10 มิลลิกรัมตอลิตร ที่อุณหภูมิ 25 ± 2 องศาเซลเซียส ในสภาพที่รับ
แสง 16 ช่ัวโมงตอวัน เปนเวลา 6 สัปดาห ผลปรากฏวาขอของหญาแพงโกลาตอบสนองตอ BAP 
โดยแสดงใหเห็นความแตกตางจากจํานวนยอดที่เกิดขึน้ในจํานวนทีต่างๆกัน โดยอาหารสูตร MS ที่
เติม BAP ในระดับความเขมขน 0, 2, 4, 6, 8 และ 10 มิลลิกรัมตอลิตร สามารถชักนําใหเกิดยอด
หลายยอดไดจาํนวนยอดเฉลีย่ตอขอเทากับ 2.375, 7.725, 8.8, 13.05 และ 13.10 ตามลําดับ (ตารางที่ 
1) 
 
ตารางที่ 1  จํานวนยอดทั้งหมด และจาํนวนยอดเฉลี่ยตอขอ จากการนําขอของหญาแพงโกลามา

เพาะเลี้ยงในอาหารสูตร MS ที่เติม BAP ในระดับความเขมขนที่ตางกนั เปนเวลา 6 
สัปดาห 

 
อาหารสูตรที่ จํานวนขอเร่ิมตน จํานวนยอดทั้งหมด จํานวนยอดเฉลี่ยตอขอ 

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 ตัวเลขในคอลัมนเดียวกันที่กํากับดวยอักษรตางกันมีความแตกตางกันทางสถิติ (P<0.05)  

 เมื่อเปรียบเทียบคาเฉลี่ยดวยวิธี Duncan Multiple Test 
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 อาหารสูตรที่ 1 อาหารสูตร MS 
   2 อาหารสูตร MS + BAP 2 มิลลิกรัมตอลิตร 
    3 อาหารสูตร MS + BAP 4 มิลลิกรัมตอลิตร 
   4 อาหารสูตร MS + BAP 6 มิลลิกรัมตอลิตร 
   5 อาหารสูตร MS + BAP 8 มิลลิกรัมตอลิตร 
   6 อาหารสูตร MS + BAP 10 มิลลิกรัมตอลิตร 
 

เมื่อนําขอมูลไปวิเคราะหผลทางสถิติ พบวา อาหารสูตรตางๆจะใหจํานวนยอดเฉลี่ยตอขอ
แตกตางกันทางสถิติ (ตารางผนวกที่ 1) โดยอาหารสูตร MS ที่เติม BAP 8 และ 10 มิลลิกรัมตอลิตร 
(อาหารสูตรที่ 5 และ 6) ใหจาํนวนยอดเฉลีย่ตอขอไมแตกตางกัน แตแตกตางจากอาหารสูตรที่ไม
เติม BAP (อาหารสูตรที่ 1) และที่เติม BAP 2, 4 และ 6 มิลลิกรัมตอลิตร (อาหารสูตรที่ 2, 3 และ 4) 
อยางมีนัยสําคญัทางสถิติ ที่ระดับความเชื่อมั่น 95% สําหรับอาหารสูตรที่ 3 และ 4 ใหจํานวนยอด
เฉลี่ยตอขอไมแตกตางกัน แตแตกตางจากอาหารสูตรที่ 1 และ 2 อยางมีนยัสําคัญทางสถิติ ที่ระดับ
ความเชื่อมั่น 95% (ตารางที่ 1) อาหารสูตรชักนําใหเกดิยอดหลายยอดที่ใหผลดี คือ อาหารสูตร MS 
ที่เติม BAP 8 และ 10 มิลลิกรัมตอลิตร โดยจํานวนยอดที่ไดเฉลี่ยตอขอเทากับ 13.05 และ 13.10 
ยอดตอขอ แตจากการทดลอง พบวา อาหารสูตรที่ 5 ซ่ึงเปนอาหารสูตร MS ที่เติม BAP 8 มิลลิกรัม
ตอลิตร สามารถชักนํายอดใหมีลักษณะสมบูรณ มีการเจริญเติบโตดี ไมแคระแกร็น (ภาพที่ 1E) 
ในขณะที่อาหารสูตรที่ 6 ที่เติม BAP 10 มิลลิกรัมตอลิตร พบวา ยอดทีเ่กิดขึ้นมามีลักษณะแคระ
แกร็น ตนเตี้ย การเจริญเติบโตไมคอยดี (ภาพที่ 1F) ในการทดลองครั้งนี้จึงเลือกใชอาหารสูตร MS 
ที่เติม BAP 8 มิลลิกรัมตอลิตร 
 

จากผลการทดลองพบวาจํานวนยอดเฉลี่ยตอขอจะมีจํานวนเพิ่มขึ้นเมื่อความเขมขนของ 
BAP เพิ่มขึ้น เมื่อเปรียบเทียบกับขอที่เพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร MS ที่เติม BAP ในระดับความ
เขมขนที่ตางๆกัน (อาหารสูตรที่ 2-6) กับอาหารสูตร MS ที่ไมเติม BAP (อาหารสูตรที่ 1) ปรากฏวา
อาหารสูตรที่ 1 เกิดยอดเฉลี่ย 1 ยอดตอขอเทานั้น ในขณะที่อาหารสูตรที่ 2-6 ใหจํานวนยอดเฉลีย่ตอ
ขอเทากับ 2.375, 7.725, 8.8, 13.05 และ 13.10 ตามลําดับ ซึ่งสอดคลองกับ Hisajima et al. (1987) ที่
ไดเพาะเลี้ยงเมล็ดขาวบนอาหารสูตร MS ที่เติมสารควบคุมการเจริญเติบโตในกลุมไซโตไคนิน 
ไดแก BAP, kinetin และ 2-iP เปนเวลา 4 สัปดาห พบวา BAP เทานั้นที่สามารถชักนําใหเกิดยอด
จํานวนมากได  ตอมา กมลพรรณ และคณะ(2535) สามารถชักนําสวนขอของแฝกหอม Ventiveria 
zizaniodes Linn. ใหเกิดยอดหลายยอดไดโดยเพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร MS ที่เติม BAP 10 ไมโคร
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โมลตอลิตร จากนั้นในป 2539 มโนชย ไดเพาะเลี้ยงหนอของหญาแฝก (Vetiveria zizanioides 
Linn.) บนอาหาร 4 สูตร คือ สูตร MS, MoMS, ½ MS และ N6 โดยในแตละสูตรเติม BAP ในระดับ
ความเขมขน 0, 5, 10 และ 50 ไมโครโมลตอลิตร พบวาในอาหารทุกสูตรที่เติม BAP ในระดับความ
เขมขน 50 ไมโครโมลตอลิตร สามารถชักนําใหเกิดยอดหลายยอดไดดีกวาอาหารทุกสูตรที่เติม 
BAP ในระดับความเขมขนที่ต่ํากวา นอกจากนี้ วิภาสิริ (2546) ไดทําการทดลองโดยใชเมล็ดของ
หญาซิกแนลนอนมาเพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร MS ที่เติม BAP ในระดับความเขมขนตางๆเพื่อชักนํา
ใหเกิดยอดหลายยอด พบวาสูตรอาหารที่เหมาะสมที่สุดคือ อาหารสูตร MS ที่เติม BAP 6 มิลลิกรัม
ตอลิตร สามารถชักนําใหเกิดยอดหลายเฉลี่ย 3.82 ยอดตอเมล็ด ทั้งนี้เนื่องมาจาก BAP เปนสาร
สังเคราะหที่เปนอนุพันธของ 6-amino-purine ซ่ึงทําหนาที่เปนไซโตไคนินที่มีผลโดยตรงตอการชัก
นําเนื้อเยื่อใหเกิดยอดโดยจะไปกระตุนใหเกิดการแบงเซลลและเกิดตา (Krishnamoorthy, 1981) 
และมีประสิทธิภาพสูงในการกระตุนใหเกิดการเพิ่มจํานวนยอด (Vijaya and Satyanarayana, 1991) 
 

   
 

   
 
ภาพที่ 1   แสดงลักษณะตนหญาแพงโกลาที่ไดจากการเพาะเลี้ยงขอบนอาหารสูตร MS ที่ไมเติม  

BAP (A) และที่เติม BAP 2 มิลลิกรัมตอลิตร(B)  4 มิลลิกรัมตอลิตร(C)  6 มิลลิกรัมตอ 
ลิตร (D)  8 มิลลิกรัมตอลิตร (E)  10 มิลลิกรัมตอลิตร (F) เปนเวลา 6 สัปดาห 

C B 

D 

A 

E F 
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การทดลองที่ 2 ศึกษาผลของรังสีแกมมาตอการเจริญเติบโตของยอด เม่ือเล้ียงบนอาหารสูตรชักนาํ
ใหเกิดยอดหลายยอด เพื่อหาคาปริมาณรังสท่ีีทําใหเกิดการตายที่ 50 เปอรเซ็นต (LD50)  
 

จากการนํายอดหลายยอดที่ไดไปฉายรังสีแกมมาแบบเฉียบพลันในปริมาณตางๆ 6 ระดับ
คือ 0, 20, 40, 60, 80 และ 100 เกรย แลวนําไปเลี้ยงบนอาหารสูตรเดิมเปนเวลา 4 สัปดาห พบวา เมื่อ
ปริมาณรังสีเพิ่มขึ้น อัตราการรอดชีวิตของหญาแพงโกลาลดลง โดยที่ปริมาณรังสี 0, 20, 40, 60, 80 
และ 100 เกรย มีเปอรเซ็นตการรอดชีวิต 100, 94.21, 89.56, 85.71, 76.47 และ 39.34 เปอรเซ็นต 
ตามลําดับ (ตารางที่ 2)  ทําใหสามารถหาคาปริมาณรังสีที่ทําใหเกิดการตายที่ 50 เปอรเซ็นต (LD50) 
โดย Regression Analysis ซ่ึงมีคา linear regression คือ y =  -0.514x + 106.6, R = 0.777 ดังนั้น
ปริมาณรังสีที่ทําใหเกิดการตายที่ 50 เปอรเซ็นต คือ ที่ปริมาณรังสี 80.9 เกรย (ภาพที่ 2) สวนคา 
LD50 ของพืชตระกูลหญาชนิดอื่นๆที่ทําการศึกษามีความแตกตางกัน เชน คา LD50 ของหญาอะ
ตราตั้มเทากับ 42.35 เกรย(ธนภักษ, 2545) หญารูซ่ีเทากับ 67.87 เกรย (ดิริฎา, 2545) หญาซิกแน
ลนอนเทากับ 43.47 เกรย (วิภาสิริ, 2546) สวนหญากินนีสีมวงเทากับ 28.60 เกรย (สุมล, 2546) จะ
เห็นไดวาคา LD50 ของหญาแตละชนิดมีคาแตกตางกันไป ขึ้นอยูกับการตอบสนองตอรังสีของหญา
ที่แตกตางกัน โดยคา LD50 ของหญาแพงโกลามีคามากกวา LD50 ของหญาที่ไดยกตัวอยางไป แสดง
ใหเห็นวาหญาแพงโกลาอาจมีการตอบสนองตอรังสีที่ชากวาหรือทนตอรังสีไดมากกวาหญาทั้ง 4 
ชนิด ซ่ึงขอมูลของคา LD50 นี้สามารถนําไปเปนขอมูลเบื้องตนเพื่อนํามาคาดคะเนปริมาณรังสีที่
เหมาะสมในการปรับปรุงพันธุตอไป 
 
ตารางที่ 2  เปอรเซ็นตการรอดชีวิตของตนหญาแพงโกลาหลังจากไดรับการฉายรังสีแกมมาแบบ

เฉียบพลันในปริมาณ 0, 20, 40, 60, 80 และ 100 เกรย แลวเพาะเลี้ยงบนอาหารสูตรชัก
นํายอดหลายยอด เปนเวลา 4 สัปดาห 

 
ปริมาณรังสี (เกรย) จํานวนตนเริ่มตน จํานวนตนที่รอดชีวิต เปอรเซ็นตการรอดชีวิต 

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  เปอรเซ็นตการรอดชีวิตของยอดที่ไดรับการฉายรังสีแกมมาปริมาณตางๆ  

  
การทดลองที่ 3 การหาสูตรอาหารท่ีเหมาะสมในการชักนํายอดของหญาแพงโกลาใหเกิดรากเพื่อนํา
ยอดหลายยอดที่ไดจากการฉายรังสีออกปลูก 
 

จากการทดลองที่ 2 จะไดยอดของหญาแพงโกลาที่ไมมีรากหรือมีรากนอย ทําใหยากตอการ
นําออกปลูกในสภาพธรรมชาติ ดังนั้นจึงนํายอดหลายยอดที่ไดไปเพาะเลี้ยงในอาหารสูตร MS, MS 
ที่เติมถานปริมาณ 1 กรัมตอลิตร และ MS ที่เติม 2,4-D 0.5 มิลลิกรัมตอลิตร ผลปรากฏวาตนของ
หญาแพงโกลาที่เพาะเลี้ยงในอาหาร MS ที่ใสถานทุกตนมีรากจํานวนมาก และรากที่ไดมีลักษณะสี
ขาว แข็งแรง (ภาพที่ 3B)  แตตนของหญาแพงโกลาที่เพาะเลี้ยงในอาหารสูตร MS และ MS ที่เติม 
2,4-D 0.5 มิลลิกรัมตอลิตรมีรากนอย และรากที่ไดมีสีเหลืองเปนสวนมาก (ภาพที่ 3A และ 3C)  

 
 
 

y = -0.514x + 106.6 
R2 = 0.777 
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ภาพที่ 3  แสดงลักษณะรากของหญาแพงโกลาที่เพาะเลีย้งในอาหารสูตร MS (A)  MS ที่ใสถาน (B)  
 และ MS ที่เตมิ 2,4-D 0.5 มิลลิกรัมตอลิตร (C)  เมื่อเพาะเลี้ยงเปนเวลา 4 สัปดาห 

 

 
 
ภาพที่ 4  แสดงลักษณะของตนหญาแพงโกลาที่เพาะเลีย้งในอาหารสูตร MS (A)  MS ที่ใสถาน (B)  

  และ MS เติม 2,4-D 0.5 มิลลิกรัมตอลิตร (C) เมื่อเพาะเลี้ยงเปนเวลา 4 สัปดาห 
 

A C B 

A C B 
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 จากภาพ 3B จะเหน็ไดชัดวาหญาแพงโกลาที่เล้ียงในอาหาร MS เติมถานมีปริมาณราก
มากกวา และรากที่ไดมีสีขาว สวนในภาพที ่4 ลักษณะตนของหญาแพงโกลาที่เล้ียงในอาหาร MS 
(ภาพที่ 4A) และ MS ที่เติม 2,4-D 0.5 มิลลิกรัมตอลิตร (ภาพที่ 4C) ที่บริเวณโคนตนเริ่มมีใบสี
เหลืองเกิดขึ้นมากกวาตนหญาแพงโกลาที่เล้ียงในอาหาร MS ที่เติมถาน อาจเนื่องมาจาก activated 
charcoal (AC) มีผลชวยในการดูดซับสารพิษพวก phenolic compounds ที่เกิดขึน้จากการเพาะเลี้ยง
เนื้อเยื่อหญาแพงโกลา ทําใหตนหญาแพงโกลามีอัตราการเจริญเติบโตดี และรากทีไ่ดแข็งแรง มีสี
ขาว  และมีปริมาณมาก ซ่ึงใหผลสอดคลองกับการทดลองของ Gunnar et al (1978) ทีศ่ึกษาผลของ 
AC ในการเพาะเลี้ยง Daucus carota, Haplopappus gracilis และ Allium cepa var. proliferum โดย
เพาะเลี้ยงในอาหารที่เติม และไมเติม AC ในอาหาร ปรากฏวาในอาหารที่เติม AC ไมเกิดสารพวก 
phenolic compound ตางกับอาหารที่ไมเตมิ AC ที่เกิดสารพวก phenylacetic acid (Daucus), 2,6-
OH-benzoic acid (Allium) และ benzoic acid (Haplopappus) ในปริมาณสูง ตอมา Phongyuth 
(1995) ไดศึกษาการยับยั้งการเกิดสารพวก phenolic compound ในการเพาะเลี้ยงปอสาญี่ปุน 
(Broussonetia kazinoki) โดยใช AC ใสลงในอาหารที่ใชในการเพาะเลี้ยง ผลปรากฏวา สามารถใช
ในการยับยั้งการเกิดพืชที่มีสีน้ําตาลได (explants browning) นอกจากนัน้ในป 2002 Van Staden ยัง
ศึกษาผลของ AC ที่มีตอการเกิดรากใน Daucus carota  และในปเดียวกนั Gallardo-Williams et al. 
ยังศึกษาการดดูซับสารพิษของ AC ใน cattails (Typha domingensis) จากงานทดลองที่กลาวมาผล
ของ AC ที่ไดเปนไปในทิศทางเดียวกนั คือ ชวยในการดดูซับสารพิษ และมีผลตอการเจริญเติบโต
ทั้งของรากและลําตน ทําใหตนพืชที่เล้ียงในอาหารที่เติม AC มีรากที่แข็งแรงและปริมาณรากที่ไดมี
มาก และพืชทีไ่ดไมเกิดสีน้ําตาล 
 

จากการทดลองนี้พบวาเมื่อใส AC ลงในอาหารที่เติมสารเรงการเจริญเติบโต BAP 8 
มิลลิกรัมตอลิตร จะทําใหหญาแพงโกลาไมแตกกอดังทีร่ายงานไวในการทดลองที่ 1 ซ่ึงใหผลตรง
กับ Gallardo-Williams et al. (2007) ที่ศึกษาในยาสูบโดยใส AC ลงในอาหารที่เตมิสารเรงการ
เจริญเติบโตประเภทออกซิน และไซโตไคนินเพื่อเรงใหเกิดแคลลัส และการเกดิยอด ผลที่ไดปรากฏ
วา AC ยับยั้งการเจริญเติบโตของแคลลัส และการพัฒนาเปนยอดของยาสูบ 
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 หลังจากไดตนหญาแพงโกลาที่ผานการฉายรังสีและผานการชักนําใหเกิดรากจนไดเปนตน
ที่แข็งแรงและเจริญเติบโตเตม็ที่แลวในสภาพธรรมชาติ จึงนําออกปลกูที่ศูนยวิจยัและพัฒนาพืช
อาหารสัตวชัยนาท (ภาพที่ 5) เปนเวลา 45 วัน หลังจากนัน้จึงทําการคัดเลือกโคลนที่ตองการเพื่อ
นํามาศึกษาลายพิมพดเีอ็นเอ โดยคัดเลือกจากลักษณะภายนอก (morphology) และยังคํานึงถึงการนาํ
พืชอาหารสัตวมาใชประโยชน คือ การตดัสด และการนาํมาทําหญาแหง ดังนัน้การคัดเลือกตัวอยาง
จึงคัดเลือกทั้งตัวอยางที่มีลักษณะเดนกวา control และ ตวัอยางที่มีลักษณะดอยกวา control ไว
เพราะคาดวาตวัอยางที่มีลักษณะดอยกวา control สามารถนํามาทําหญาแหงไดดี เนื่องจากอาจมี
ลักษณะตนที่เล็กกวา ทําใหแหงงายกวาตนที่มีลําตนหนา หรืออาจมีลักษณะใบทีเ่ล็กกวาแต
ระยะหางระหวางขอปลองนอยกวา จึงทําใหสัดสวนของใบมีมากกวา โดยลักษณะที่คัดเลือก คือ 
ขนาดใบ, ลักษณะตนตั้งตรง, การแตกกอ และปริมาณของไหล ไดทั้งหมด 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 (ตวัอยางที่ 2-20 
ตามลําดับ) (ตารางที่ 3) และตัวอยางที่ 1 คือ control หรือหญาแพงโกลาปกต ิ 
 

 
 
ภาพที ่5  ภาพหญาแพงโกลาที่ปลูกที่ศูนยวิจัยและพฒันาพืชอาหารสัตวชัยนาท 
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ตารางที่ 3  รายละเอียดตัวอยางหญาแพงโกลาทั้งหมด 20 ตัวอยาง 
 

ตัวอยางที ่  ตัวอยางที ่  
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 หญาแพงโกลาที่ไมผานการฉายรังสี 
  A, B, C, D, E ปริมาณรังสีแกมมา 20, 40, 60, 80 และ 100 เกรย 
  -x--/-- ตนที่ 
   --xx/-- หนอที ่
  ----/xx โคลนที่ 
 

จากภาพที่ 6-8 แสดงใหเห็นความแตกตางของตัวอยางหญาที่ผานการฉายรังสีกับตัวอยาง
หญาปกติ (control) และภาพที่ 9-11 เปนภาพที่แสดงใหเห็นความแตกตางของใบและไหล ของ
ตัวอยางที่คัดเลือกมาบางตัวอยางเทานั้น 
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ภาพที่ 6   ลักษณะตนหญาแพงโกลาที่ผานการฉายรังสแีลวมีลักษณะที่แตกตางจากหญาแพงโกลา 

ปกติอยางชัดเจน A. control  B. ตัวอยางทีผ่านการฉายรงัสีแกมมาในปริมาณ 80 เกรย  
(ตัวอยางที่ 15-D703/01) 

 

 
 

ภาพที่ 7  ลักษณะตนหญาแพงโกลาที่ผานการฉายรังสีแลวมีลักษณะทีแ่ตกตางจากหญาแพงโกลา 
 ปกติอยางชัดเจน A. control  B. ตัวอยางทีผ่านการฉายรงัสีแกมมาในปริมาณ 100 เกรย  
 (ตัวอยางที1่9-E701/02) 

A B 

B A 
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ภาพที่ 8  ลักษณะตนหญาแพงโกลาที่ผานการฉายรังสีแลวมีลักษณะทีแ่ตกตางจากหญาแพงโกลา 
 ปกติอยางชัดเจน A. control  B. ตัวอยางทีผ่านการฉายรงัสีแกมมาในปริมาณ 100 เกรย  
 (ตัวอยางที ่20-E702/04) 

A B 
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ภาพที่ 9  เปรียบเทียบลักษณะใบและไหลของหญาแพงโกลาตัวอยางที่ 1 กับตัวอยางที่ผานการฉาย 

 รังสีแกมมาในปริมาณ 80 เกรย (ตัวอยางที่ 15-D703/01) A. ลักษณะใบ  B. ลักษณะไหล 
 
 
 

 

B 

A 

D703/01 control 

D703/01 control 
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ภาพที่ 10  เปรียบเทียบลักษณะใบและไหลของหญาแพงโกลาตัวอยางที่ 1 กับตัวอยางที่ผานการฉาย 
   รังสีแกมมาในปริมาณ 100 เกรย  (ตัวอยางที่ 19-E701/02) A. ลักษณะใบ B. ลักษณะไหล 

 
 
 

 

A 

B 

E701/02 control 

E701/02 control 
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ภาพที่ 11  เปรียบเทียบลักษณะใบและไหลของหญาแพงโกลาตัวอยางที่ 1 กับตัวอยางที่ผานการฉาย 
   รังสีแกมมาในปริมาณ 100 เกรย (ตัวอยางที่ 20-E702/04) A. ลักษณะใบ  B. ลักษณะไหล 

 
 
 
 
 
 

A 

B 

E702/04 control 

E702/04 control 
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หลังจากการคดัเลือกดวยลักษณะทางภายนอกแลว จึงทาํการตัดหญาทกุตัวอยางเพื่อให
หญาเจริญเติบโตใหม หลังจากนั้นประมาณ  30 วัน จึงทาํการเก็บขอมลูโดยการวดัความสูง (ภาพที ่
12) วัดขนาดความกวาง ความยาวของใบ (ภาพที่ 13) การนับจํานวนตนและน้ําหนกัสดภายใน
กรอบสุม (quadrat) ขนาด 25x25 เซนติเมตร (ภาพที่ 14) ดังแสดงในตารางที่ 4 
 
ตารางที่ 4  คาเฉลี่ยจํานวนตน และน้ําหนกัสดภายในกรอบสุมขนาด 25x25 เซนติเมตร ความสงู

ของลําตน ขนาดของใบของตนหญาแพงโกลาที่พัฒนาจากขอที่ผานการฉายรังสีแกมมา
ปริมาณตางๆ หลังจากนําออกปลูกที่ศูนยวจิัยและพัฒนาพืชอาหารสัตวชัยนาท  เปนเวลา 
30 วัน 

 

ตัวอยาง ความสูง(cm) น้ําหนกั (kg) จํานวนตน ขนาดของใบ (cm) 

    กวาง 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 (ตอ) 
 

ตัวอยาง ความสูง(cm) น้ําหนกั (kg) จํานวนตน ขนาดของใบ (cm) 

    กวาง 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 (ตอ) 
 

ตัวอยาง ความสูง (cm) น้ําหนกัสด (kg) จํานวนตน ขนาดของใบ (cm) 

    กวาง 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 หญาแพงโกลาที่ไมผานการฉายรังสี 
    A, B, C, D, E ปริมาณรังสีแกมมา 20, 40, 60, 80 และ 100 เกรย 
   -x--/-- ตนที่ 
   --xx/-- หนอที ่
  ----/xx โคลนที่ 
  ตัวอยางที่ขีดเสนใต คือ ตัวอยางที่คัดเลือกเพื่อนํามาศกึษาลายพิมพดีเอ็นเอ 

 * = ตัวอยางทีค่ัดเลือกไว 10 ตัวอยางเพื่อใชในการทดลองตอไป 
 ตัวอักษรในคอลัมนน้ําหนกัสด คือ ตัวอยางที่มีคาเฉลี่ยน้าํหนักสดสูงสดุ  
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ภาพที่ 12 แสดงลักษณะการวัดความสูงตนหญาแพงโกลา 
 

  
 
ภาพที่ 13  แสดงลักษณะการวัดความกวางใบ (A) ความยาวใบ (B) 
 

A B 
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ภาพที่ 14  แสดงลักษณะการใชกรอบสุม (quadrat) ขนาด 25x25 เซนติเมตร 
 
 จากตารางที่ 4 เมื่อนําไปวเิคราะหทางสถิติ (ตารางผนวกที ่2) พบวา ตวัอยางทั้ง 50 ตัวอยาง 
รวมทั้ง control มีคาเฉลี่ยความสูงของตน จํานวนตน และ น้ําหนกัสดภายในกรอบสุมขนาด 25x25 
เซนติเมตร และขนาดของใบ มีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติที่ระดับความเชื่อมั่น 95% 
และจากการวเิคราะหทางสถิติ (ตารางผนวกที่ 3) พบวา ปริมาณรังสีแกมมาตางๆกัน มีผลตอขนาด
ของใบอยางมนีัยสําคัญทางสถิติ ขณะที่ความสูง จํานวนตนและน้ําหนักสดภายในกรอบสุมไมมี
ความแตกตางทางสถิติ ดังแสดงในตารางที่ 5 
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ตารางที่ 5 คาเฉลี่ยของความสูง จํานวนตน และน้ําหนักสดภายในกรอบสุมขนาด 25x25 เซนติเมตร 
    ขนาดของใบของหญาแพงโกลาที่เจริญจากยอดที่ไมผานและผานการฉายรังสีแกมมา 

   ปริมาณตางๆ ที่ปลูกในสภาพธรรมชาติเปนเวลา 30 วนั 
 
ปริมาณรังสี 

(เกรย) 
ความสูงของลําตน 

(เซนติเมตร) 
จํานวนตน น้ําหนักสด

(กิโลกรัม) 
ความกวางใบ
(เซนติเมตร) 

ความยาวใบ
(เซนติเมตร) 

จํานวนตน
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 ตัวเลขในคอลัมนเดียวกันที่กํากับดวยอักษรตางกันมีความแตกตางกันทางสถิติ (P<0.05)  

 เมื่อเปรียบเทียบคาเฉลี่ยดวยวิธี Duncan Multiple Test 
 
 จากตารางที่ 4 และตารางผนวกที่ 2 ตองการคัดเลือกตัวอยางจํานวน 10 ตัวอยาง เพื่อนําไป
ทดสอบตอทางดานโภชนะ โดย 10 ตัวอยางที่คัดเลือกได (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 ตัวอยาง
แรกคัดเลือกจากน้ําหนักสดที่ไดภายในกรอบสุม เรียงลําดับจากมากไปนอย คือ B501/03, C708/08, 
D111/02, D704/06, D115/03 และ B114/01 มีคาเทากับ 0.71, 0.63, 0.62, 0.62, 0.58 และ 0.58 
กิโลกรัม สวนตัวอยาง A102/05 และ C107/01 มีคาเฉลี่ยน้ําหนกัสดเทากับ 0.51 กิโลกรัม ซ่ึงมีคา
รองลงมาจาก 6 ตัวอยางแรก อีก 2 ตัวอยางที่เหลือคือ D703/01 และ E107/02 มีคาเฉลี่ยน้ําหนักสด
เทากับ 0.55 และ 0.44 กิโลกรัม แตเนื่องจากลักษณะภายนอก (morphology) มีลักษณะตนเล็ก มี
ระยะหางระหวางขอนอย ทาํใหมีจํานวนใบเฉลี่ยตอขอมาก ถึงแมลักษณะภายนอกจะมีลักษณะที่
ดอยกวา control แตคาดวาทัง้ 2 ตัวอยางนีส้ามารถนําไปใชประโยชนทางดานการทาํหญาแหงได
ดีกวา control หรือตัวอยางทีไ่มผานการฉายรังสีแกมมา 
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ตารางที่ 6 รายละเอียดตวัอยางหญาแพงโกลา 11 ตัวอยางที่คัดเลือกเพื่อนําไปทําการทดสอบตอ 
 

ตัวอยางที ่  ตัวอยางที ่  
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 หญาแพงโกลาที่ไมผานการฉายรังสี 
  A, B, C, D, E ปริมาณรังสีแกมมา 20, 40, 60, 80 และ 100 เกรย 
  -x--/-- ตนที่ 
   --xx/-- หนอที ่
  ----/xx โคลนที่ 
 
 จากที่กลาวมาแลวขางตนวาการคัดเลือกตัวอยางทั้ง 10 ตัวอยางคัดเลือกจากคาเฉลี่ยน้ําหนัก
สดภายในกรอบสุม ดังนั้นเมื่อนําขอมูลตางๆของตัวอยางจากตารางที่ 6 ไปทําการวิเคราะหทางสถิติ 
(ตารางผนวกที่ 4) พบวา ตัวอยางทั้ง 11 ตัวอยางมีคาเฉลี่ยความสูงของลําตน จํานวนตนภายใน
กรอบสุมขนาด 25x25 เซนติเมตร ขนาดของใบของตนหญาแพงโกลา มีความแตกตางอยางมี
นัยสําคัญทางสถิติที่ระดับความเชื่อมั่น 95% ขณะที่คาเฉลี่ยน้ําหนักสดของตัวอยางทั้งหมดไมมี
ความแตกตางทางสถิติ และสามารถแยกคาเฉลี่ยน้ําหนักสดของ control ออกจากกลุมไดอยาง
ชัดเจน (ตารางที่ 7)  
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ตารางที่ 7 คาเฉลี่ยของความสูง จํานวนตน และน้ําหนักสดภายในกรอบสุมขนาด 25x25 เซนติเมตร 
   ขนาดของใบของหญาแพงโกลาที่คัดเลือกไว 10 ตัวอยาง ที่ปลูกในสภาพธรรมชาติเปน 
   เวลา 30 วัน 

 
ปริมาณรังสี 

(เกรย) 
ความสูงของตน 

(เซนติเมตร) 
จํานวนตน น้ําหนกัสด

(กิโลกรัม) 
ความกวางใบ
(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 ตัวเลขในคอลัมนเดียวกันที่กํากับดวยอักษรตางกันมีความแตกตางกันทางสถิติ (P<0.05)  

 เมื่อเปรียบเทียบคาเฉลี่ยดวยวิธี Duncan Multiple Test 
 
การทดลองที่ 4 การศึกษาลายพิมพดีเอ็นเอของหญาแพงโกลาท่ีผานการฉายรังสี 
 

เมื่อนําดีเอ็นเอจากหญาแพงโกลาที่คัดเลือกจากการทดลองที่ 3 มาวิเคราะหดวยเทคนิคเอ
เอฟแอลพีเพื่อเปรียบเทียบดคูวามแตกตางระหวางหญาแพงโกลาปกติ กับหญาแพงโกลาที่รอดจาก
การฉายรังสีแบบเฉียบพลัน พบวาจากไพรเมอรที่ทดลองใชจํานวน 64 คู มีไพรเมอร 11 คู ไดแก  
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) ที่สามารถแสดงความแตกตางของแถบดี
เอ็นเอในตําแหนงเดยีวกันเมื่อเปรียบเทียบระหวางตนปกติกับตนพนัธุกลาย โดยตัวอยางที่ 1 คือ
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หญาแพงโกลาปกติ และตวัอยางที่ 2-20 คือหญาแพงโกลาที่ผานการฉายรังสีแกมมาแบบเฉียบพลัน 
ซ่ึงคัดเลือกมาจากศูนยวจิัยและพัฒนาพืชอาหารสัตวชัยนาท (ภาพที่ 15-25) 
 
ตารางที่ 8  คูไพรเมอรตางๆที่ใชในการตรวจสอบเอเอฟแอลพี 
 
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   ลายพิมพเอเอฟแอลพีของหญาที่ไดจากคูไพรเมอร E-AAC กับ M-CAA 
ตัวอยางที ่1 เปนดีเอ็นเอจากหญาแพงโกลาปกต ิ
ตัวอยางที่ 2-20 เปนดีเอ็นเอจากหญาแพงโกลาที่ฉายรังสีแกมมาในปรมิาณตางๆกัน 
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   ลายพิมพเอเอฟแอลพีของหญาที่ไดจากคูไพรเมอร E-AAC กับ M-CAT 
ตัวอยางที ่1 เปนดีเอ็นเอจากหญาแพงโกลาปกต ิ
ตัวอยางที่ 2-20 เปนดีเอ็นเอจากหญาแพงโกลาที่ฉายรังสีแกมมาในปรมิาณตางๆกัน 
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   ลายพิมพเอเอฟแอลพีของหญาที่ไดจากคูไพรเมอร E-AAC กับ M-CAC 
ตัวอยางที ่1 เปนดีเอ็นเอจากหญาแพงโกลาปกต ิ
ตัวอยางที่ 2-20 เปนดีเอ็นเอจากหญาแพงโกลาที่ฉายรังสีแกมมาในปรมิาณตางๆกัน 
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   ลายพิมพเอเอฟแอลพีของหญาที่ไดจากคูไพรเมอร E-AAC กับ M-CTC 
ตัวอยางที ่1 เปนดีเอ็นเอจากหญาแพงโกลาปกต ิ
ตัวอยางที่ 2-20 เปนดีเอ็นเอจากหญาแพงโกลาที่ฉายรังสีแกมมาในปรมิาณตางๆกัน 
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   ลายพิมพเอเอฟแอลพีของหญาที่ไดจากคูไพรเมอร E-ACA กับ M-CTA 
ตัวอยางที ่1 เปนดีเอ็นเอจากหญาแพงโกลาปกต ิ
ตัวอยางที่ 2-20 เปนดีเอ็นเอจากหญาแพงโกลาที่ฉายรังสีแกมมาในปรมิาณตางๆกัน 
M คือ ดีเอ็นเอมาตรฐาน 25 base pair ladder 

125 bp 

175 bp 

275 bp 



 

52 

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

 
 

ภาพที่ 20   ลายพิมพเอเอฟแอลพีของหญาที่ไดจากคูไพรเมอร E-ACA กับ M-CTT 
ตัวอยางที ่1 เปนดีเอ็นเอจากหญาแพงโกลาปกต ิ
ตัวอยางที่ 2-20 เปนดีเอ็นเอจากหญาแพงโกลาที่ฉายรังสีแกมมาในปรมิาณตางๆกัน 
M คือ ดีเอ็นเอมาตรฐาน 25 base pair ladder 

125 bp 

200 bp 

225 bp 

300 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 21   ลายพิมพเอเอฟแอลพีของหญาที่ไดจากคูไพรเมอร E-ACC กับ M-CTG 

ตัวอยางที ่1 เปนดีเอ็นเอจากหญาแพงโกลาปกต ิ
ตัวอยางที่ 2-20 เปนดีเอ็นเอจากหญาแพงโกลาที่ฉายรังสีแกมมาในปรมิาณตางๆกัน 
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   ลายพิมพเอเอฟแอลพีของหญาที่ไดจากคูไพรเมอร E-AGC กับ M-CAC 

ตัวอยางที ่1 เปนดีเอ็นเอจากหญาแพงโกลาปกต ิ
ตัวอยางที่ 2-20 เปนดีเอ็นเอจากหญาแพงโกลาที่ฉายรังสีแกมมาในปรมิาณตางๆกัน 
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   ลายพิมพเอเอฟแอลพีของหญาที่ไดจากคูไพรเมอร E-AGG กับ M-CAG 

ตัวอยางที ่1 เปนดีเอ็นเอจากหญาแพงโกลาปกต ิ
ตัวอยางที่ 2-20 เปนดีเอ็นเอจากหญาแพงโกลาที่ฉายรังสีแกมมาในปรมิาณตางๆกัน 
M คือ ดีเอ็นเอมาตรฐาน 25 base pair ladder 
 

125 bp 

100 bp 

75 bp 

200 bp 



 

56 

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

 
 

ภาพที่ 24   ลายพิมพเอเอฟแอลพีของหญาที่ไดจากคูไพรเมอร E-AGG กับ M-CTA 
ตัวอยางที ่1 เปนดีเอ็นเอจากหญาแพงโกลาปกต ิ
ตัวอยางที่ 2-20 เปนดีเอ็นเอจากหญาแพงโกลาที่ฉายรังสีแกมมาในปรมิาณตางๆกัน 
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   ลายพิมพเอเอฟแอลพีของหญาที่ไดจากคูไพรเมอร E-AGG กับ M-CTT 
ตัวอยางที ่1 เปนดีเอ็นเอจากหญาแพงโกลาปกต ิ
ตัวอยางที่ 2-20 เปนดีเอ็นเอจากหญาแพงโกลาที่ฉายรังสีแกมมาในปรมิาณตางๆกัน 
M คือ ดีเอ็นเอมาตรฐาน 25 base pair ladder 

125 bp 

100 bp 

75 bp 

300 bp 
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จากภาพที่ 15-25 เปนภาพลายพิมพดเีอ็นเอของคูไพรเมอรทั้งหมด 11 คูที่ใชในการหาความ
แตกตางระหวางหญาแพงโกลาปกติ (ตัวอยางที่ 1) กับหญาแพงโกลาที่รอดชีวิตจากการฉายรังสี
แกมมาแบบเฉยีบพลัน (ตัวอยางที่ 2-20)  
 

คูไพรเมอร E-AAC กับ M-CAA (ภาพที่ 15) สามารถจําแนกได 4 ตัวอยาง คือ ตัวอยางที่ 10 
และ 12 มีแถบดีเอ็นเอขนาด 225 คูเบส เพิ่มขึ้นมา สวนตวัอยางที่ 15 และ 16 มีแถบดีเอ็นเอขนาด 
330 คูเบส และ 210 คูเบสหายไปตามลําดบั 
 
 คูไพรเมอร E-AAC กับ M-CAT (ภาพที ่16) สามารถจําแนกได 3 ตัวอยาง คือ ตัวอยางที่ 15 
มีแถบดีเอ็นเอขนาด 140 คูเบส เพิ่มขึ้นมา สวนตัวอยางที ่16 กับ 17 แถบดีเอ็นเอที่มีขนาดใหญกวา 
475 คูเบส ขาดหายไปทั้ง 2 ตัวอยาง 
 
 คูไพรเมอร E-AAC กับ M-CAC (ภาพที่ 17) สามารถจําแนกได 3 ตัวอยาง คือ ตัวอยางที่ 7, 
13 และ 14 มีแถบดีเอ็นเอขนาด 375 คูเบส, 195 คูเบส และ 80 คูเบส ขาดหายไป ตามลําดับ สวนใน
ตัวอยางที่ 15 มีตําแหนงที่ขาดหายไปทั้งหมด 3 ขนาดคือ ขนาด 110 คูเบส, 112 คูเบส และ 160 คู
เบส   
 
 คูไพรเมอร E-AAC กับ M-CTC (ภาพที ่18) สามารถจําแนกได 2 ตัวอยาง คือ ตัวอยางที่ 14 
มีแถบดีเอ็นเอขนาด 140 คูเบส ขาดหายไป และแถบดีเอ็นเอขนาด 80 คูเบส ของตัวอยางที่ 15 ขาด
หายไป 
 

คูไพรเมอร E-ACA กับ M-CTA (ภาพที่ 19) จําแนกตวัอยางที่ 5 ไดเพยีงตัวอยางเดียวโดยมี
แถบดีเอ็นเอทีข่าดหายไป 2 แถบคือ แถบดีเอ็นเอขนาด 170 คูเบส และ 290 คูเบส 
 
 คูไพรเมอร E-ACA กับ M-CTT (ภาพที่ 20) สามารถจําแนกได 3 ตัวอยางคือ ตัวอยางที่ 14, 
15 และ 17 โดย ตัวอยางที่ 14 พบวามีแถบดีเอ็นเอขนาด 220 คูเบส ขาดหายไป ในขณะที่ตวัอยางที่ 
15 มีแถบขนาด 185 คูเบสเพิม่ขึ้นมา และมแีถบดีเอ็นเอขาดหายไป 3 ตําแหนง คือ 205 คูเบส, 290 คู
เบส และ 480 คูเบส ซ่ึงตําแหนงที่ 480 คูเบส ของตัวอยางที่ 15 ที่ขาดหายไปเปนตําแหนงเดียวกนั
กับในตวัอยางที่ 17 
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คูไพรเมอร E-ACC กับ M-CTG (ภาพที่ 21) สามารถจําแนกไดเพียงตาํแหนงเดียวของ
ตัวอยางที่ 4  คือ แถบดีเอ็นเอขนาด 410 คูเบส ขาดหายไป 
 

คูไพรเมอร E-AGC กับ M-CAC (ภาพที่ 22) สามารถจําแนกได 3 ตัวอยาง คือ ตัวอยางที่ 7, 
9 และ 14 โดย ในตัวอยางที่ 7 มีตําแหนงของแถบดีเอ็นเอที่ขาดหายไป 2 ขนาด คือ 110 คูเบส กับ 
115 คูเบส ในสวนของตัวอยางที่ 9 และ 14 มีขนาดของแถบดีเอ็นเอทีข่าดหายไปเหมือนกันคือ 112 
คูเบส 
 

คูไพรเมอร E-AGG กับ M-CAG (ภาพที่ 23) ไพรเมอรคูนี้เปนคูที่จําแนกตัวอยางไดมาก
ที่สุดจากทั้งหมด 11 คู โดยสามารถจําแนกตัวอยางไดทัง้หมด 8 ตัวอยาง ซ่ึงมีทั้งแถบดีเอ็นเอที่ขาด
หายไปและแถบดีเอ็นเอที่เพิม่ขึ้นมา โดยตวัอยางที่ 2 พบวามีแถบดีเอน็เอที่ขาดหายไปในตําแนงที่ 
210 คูเบส ในขณะที่ตวัอยางที่ 7 และ 8 มีแถบดีเอ็นเอตําแหนงที่ 90 คูเบส และ 160 คูเบส ขาด
หายไปตามลําดับ สวนในตัวอยางที่ 11 และ 13 มีตําแหนงที่ 80 คูเบส เพิ่มขึ้นมาเหมอืนกัน แตใน
ตัวอยางที่ 13 มีเพิ่มขึ้นมาอีก 1 ตําแหนงคือ แถบดีเอ็นเอขนาด 160 คูเบส  นอกจากนีย้ังพบอีกวาใน
ตัวอยางที่ 15 และ 17 มีแถบดีเอ็นเอขนาด 165 และ 215 คูเบส ขาดหายไปเหมือนกัน และสุดทาย
ตัวอยางที่ 20 พบวามีตําแหนงของแถบดีเอ็นเอขนาด 160 คูเบส เพิ่มขึ้นมา 
 

คูไพรเมอร E-AGG กับ M-CTA (ภาพที่ 24) สามารถจําแนกได 6 ตัวอยาง คือ ตัวอยางที่ 7, 
13, 15, 16, 17 และ 18 โดยตัวอยางที่ 7 พบวาแถบดีเอน็เอในตําแหนงที่ 225 คูเบส ขาดหายไป 
ตัวอยางที่ 13, 15 และ 17 พบวาแถบดีเอน็เอในตําแหนงเดียวกันที่มีขนาด 215 คูเบส ขาดหายไป 
ตัวอยางที่ 16 พบวาแถบดเีอน็เอขนาด 200 คูเบส ขาดหายไป  และตัวอยางที่ 18 พบการขาดหายไป
ของแถบดีเอ็นเอขนาด 195 คูเบส 
  
 คูไพรเมอร E-AGG กับ M-CTT (ภาพที่ 25) สามารถจําแนกตวัอยางได 7 ตัวอยาง คือ 
ตัวอยางที่ 5, 6, 7, 8, 15, 16 และ 20 โดยตัวอยางที่ 5 พบวามีแถบดีเอน็เอในตําแหนงที่ 290 คูเบส 
เพิ่มขึ้นมา ตัวอยางที ่6, 8 และ 20 พบวามแีถบดีเอ็นเอขนาด 230 คูเบส เพิ่มขึ้นมาเหมือนกนัทั้ง 3 
ตัวอยาง ในสวนของตัวอยางที่ 20 ยังพบการขาดหายไปของแถบดีเอ็นเอในตําแหนงที่ 90 คูเบส 
และ 125 คูเบส เหมอืนกันกบัในตัวอยางที ่7 โดยในตัวอยางที่ 7 ยังพบการขาดหายไปของแถบดี
เอ็นเอขนาด 110 คูเบส นอกจากนีใ้นตวัอยางที่ 20 ยังพบวาเกดิการขาดหายไปของแถบดีเอ็นเอ
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ขนาด 96 คูเบส และยังพบการขาดหายไปของแถบดีเอ็นเอในตําแหนงที่ 340 คูเบส ของตัวอยางที่ 
15 และ 80 คูเบส กับ 195 คูเบส ของตัวอยางที่ 16 โดยสรุปผลรวมทั้งหมดไดดังตารางที่ 9 
 
ตารางที่ 9  แสดงการจําแนกตัวอยางของคูไพรเมอรทั้งหมด 11 คู 
 
คูไพรเมอร ตัวอยางทีแ่ยกได แถบดีเอ็นเอที่เพิ่มขึ้น(bp) แถบดีเอ็นเอทีห่ายไป(bp) 
E-AAC/M-CAA 10,12 225  
 15  330 
 16  210 
E-AAC/M-CAT 15 140  
 16  ขนาดใหญกวา 475 
 17  ขนาดใหญกวา 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  (ตอ) 
 
คูไพรเมอร ตัวอยางทีแ่ยกได 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 พบวา คูไพรเมอรทั้งหมด 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 เรียงลําดับจากคูไพรเมอรที่จําแนกตวัอยางไดตั้งแตมากทีสุ่ดจนถึงจําแนกตัวอยางได
นอยที่สุด โดยคูไพรเมอรทั้งหมด 11 คูนี้สามารถจําแนกความแตกตางของหญาแพงโกลาได 18 
ตัวอยางจากจํานวน 20 ตัวอยาง โดยมี 2 ตัวอยาง คือ ตัวอยางที่ 3 และ 19 ที่ไมสามารถจําแนกความ
แตกตางได โดยพันธุกลายบางตัวอยางสามารถจําแนกไดดวยไพรเมอรเพยีงคูเดยีว แตบางตัวอยาง
ตองใชไพรเมอรหลายคูรวมดวยจึงสามารถจําแนกได  
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จากผลการทดลอง (ตารางที่ 9) แสดงใหเหน็วาตวัอยางของหญาแพงโกลาที่นํามาทําการ
วิเคราะหดวยเทคนิคเอเอฟแอลพีมีความแตกตางกันนอยมาก แสดงวาเกิดการกลายพันธุในหญา
แพงโกลาที่ผานการฉายรังสแีกมมาจริง แตอัตราการเกิดอาจจะนอย ซ่ึงสอดคลองกับการทดลองที่ 
2 ที่พบวาเปอรเซ็นตการตาย (LD50) ของหญาแพงโกลามีคาสูง หมายความวา หญาแพงโกลา
สามารถทนตอรังสีไดสูง จึงทําใหอัตราการกลายพันธุต่ํา แตถาใชรังสีแกมมาในปริมาณสูงอาจทํา
ใหเกิดการกลายพันธุมาก แตอัตราการรอดชีวิตของหญาจะลดต่ําลง และจากผลการทดลองดังกลาว 
ยังพบวามตีัวอยาง 2 ตัวอยาง คือ ตัวอยางที่ 3 และ 19 ที่ยังไมสามารถจําแนกไดดวยไพรเมอรทั้ง 11 
คู อาจเกิดจากการที่ตัวอยางดังกลาวเกิดการกลายพันธุนอยมาก จึงยังไมสามารถตรวจพบได อาจ
ตองใชจํานวนคูไพรเมอรเพิม่มากขึ้น  
 
 ผลการทดลองนี้แตกตางจากของ Cruz et al. (1991) ที่ทําการเพาะเลีย้งเนื้อเยื่อหญาเนเปยร
ยักษรวมกับการฉายรังสีแกมมา เมื่อนํามาสกัดดีเอน็เอและวิเคราะหดวยวิธีอิเล็กโทรโฟรีซิสพบวา 
หญาแตละตนมีจํานวนและแถบดีเอ็นเอทีแ่ตกตางกัน แสดงวามีการกลายพันธุเกิดขึน้ ตอมา 
กฤษณา (2546) รายงานวาการวิเคราะหความสัมพนัธระหวางหญาเนเปยรปกติ กับหญาเนเปยรที่
ผานการฉายรงัสีแกมมา พบวาตัวอยางที่ไดจากการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อมคีวามแตกตางกันมาก และ
แตกตางจากตวัอยางที่ไมผานการฉายรังสอียางชัดเจน แสดงวาเกดิการกลายพันธุของพืชตัวอยาง
เปนอยางมาก 
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สรุปผลการทดลอง 
 

1. อาหารสูตรที่เหมาะสมในการชักนําขอของหญาแพงโกลาใหเกิดยอดหลายยอดคือ 
อาหารสูตร MS ที่เติม BAP 8 มิลลิกรัมตอลิตร ที่ใหจํานวนยอดเฉลี่ยตอขอเทากับ 13.05 ซ่ึงมี
จํานวนยอดเฉลี่ยตอขอใกลเคียงกับอาหารสูตร MS ที่เติม BAP 10 มิลลิกรัมตอลิตร และยอดที่ได
จากอาหารสูตรนี้มีลักษณะด ี
 

2. ปริมาณรังสีที่ทําใหเกิดการตายที่ 50 เปอรเซ็นต (LD50) ไดเทากับ 80.9 เกรย โดย
วิเคราะหจากการหาคา Regression Analysis ซ่ึงมีคา linear regression คือ y =  -0.514x + 106.6,  
R = 0.777  
 

3. อาหารสูตรที่เหมาะสมที่สุดในการชักนําใหตนหญาแพงโกลาเกิดรากไดมากที่สุด คือ 
อาหารสูตร MS ที่เติมถานปริมาณ 1 กรัมตอลิตร 
 

4. จากการนําหญาแพงโกลาออกปลูกที่ศูนยวจิัยและพัฒนาพืชอาหารสัตวชัยนาท เปนเวลา 
45 วัน สามารถคัดเลือกหญาแพงโกลาที่คาดวาจะเกิดการกลายพันธุและมีลักษณะที่ตองการได
ทั้งหมด 19 โคลน โดยในจํานวนที่คดัเลือกมา มีทั้งหมด 6 ตัวอยาง คือ ตัวอยางที่ 2, 3, 6, 10, 11 
และ 12 ที่มีลักษณะภายนอกดีกวา control ทุกลักษณะ คอื มีขนาดใบใหญกวา มีปริมาณไหลและมี
การแตกกอดีกวา ลักษณะลําตนตั้งตรงมากกวา control สวนตวัอยางที่มลัีกษณะเพยีง 1-2 ลักษณะ
ดีกวา control เชน ตัวอยางที่ 15, 19 หรือไมมีลักษณะที่ดกีวา control เลย ตัวอยางที่ 14 ที่คัดเลือกไว
เพราะคาดวาลักษณะที่กลายที่แตกตางจาก control สามารถนําไปใชประโยชนในการทาํหญาแหง
ไดดีกวาหญาแพงโกลาปกต ิ
 

5. จากการนําดีเอน็เอของหญาแพงโกลาปกติ และหญาแพงโกลาที่ผานการฉายรังสีแกมมา
มาตรวจสอบโดยเทคนิคเอเอฟแอลพีปรากฏวา สามารถจําแนกตวัอยางได 18 ตัวอยางจากจํานวน
ตัวอยางทั้งหมด 20 ตัวอยาง จากคูไพรเมอร 11 คูโดยแตละคูพบวามแีถบดีเอ็นเอที่เหมือนกนั
จํานวนมาก โดยคูไพรเมอรที่สามารถจําแนกตัวอยางไดมากที่สุด คือ คู E-AGG กับ M-CAG ที่
สามารถจําแนกตัวอยางไดทัง้หมด 8 ตัวอยาง คือ ตัวอยางที่ 2, 7, 8, 11 ,13, 15, 17 และ 20 โดยพบ
ทั้งแถบดีเอ็นเอที่เพิ่มขึ้นมา และแถบดีเอน็เอที่ขาดหายไป สวนคูไพรเมอรที่ใหความแตกตางของ
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ตัวอยางนอยทีสุ่ดคือ คู E-ACC กับ M-CTG ใหความแตกตางเพยีงตําแหนงเดยีวคือ แถบดีเอ็นเอ
ขนาด 410 คูเบส ของตัวอยางที่ 4 ที่ขาดหายไป 
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ตารางผนวกที่ 1 การวิเคราะหความแปรปรวนของ BAP ในระดบัความเขมขนที่ตางกัน ที่มีผลตอ 
การใหจํานวนยอดเฉลี่ยตอขอ เมื่อเพาะเลีย้งเปนเวลา 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 * = มีความแตกตางกันทางสถิติ (P<0.05) 
 

ตารางผนวกที่ 2 การวิเคราะหความแปรปรวนของความสูง จํานวนตนและน้ําหนักสดในกรอบสุม 
ขนาด 25x25 เซนติเมตร ขนาดของใบของตนหญาแพงโกลาที่เจริญจากยอดทีไ่ม 
ผานและผานการฉายรังสีแกมมาในปริมาณตางๆ ในสภาพธรรมชาติ เปนเวลา 
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      
จํานวนตน 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      
ความกวางใบ 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 * = มีความแตกตางกันทางสถิติ (P<0.05) 
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ตารางผนวกที่ 3 การวิเคราะหผลของรังสีแกมมาที่มีตอความแปรปรวนของความสูง จํานวนตนและ 
น้ําหนกัสดภายในกรอบสุมขนาด 25x25 เซนติเมตร ขนาดของใบของตนหญา 
แพงโกลาที่เจริญจากยอดที่ไมผานและผานการฉายรังสีแกมมาในปริมาณตางๆ 
ในสภาพธรรมชาติ เปนเวลา 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       
จํานวนตน 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       
ความกวางใบ 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  *   = มีความแตกตางกันทางสถิติ (p<0.05) 

ns = ไมมีความแตกตางกันทางสถิติ (p>0.05) 
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ตารางผนวกที่ 4 วิเคราะหความแปรปรวนของความสูง จํานวนตนและน้ําหนักสดในกรอบสุม 
ขนาด 25x25 เซนติเมตร ขนาดของใบของตนหญาแพงโกลาที่คัดเลือกไว 10  
ตัวอยาง ในสภาพธรรมชาติ เปนเวลา 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       
จํานวนตน 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       
ความกวางใบ 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  *   = มีความแตกตางกันทางสถิติ (p<0.05) 

ns = ไมมีความแตกตางกันทางสถิติ (p>0.05) 
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1. การเตรียมดีเอ็นเอ  
 

นําตัวอยางหญาแพงโกลาที่คดัเลือกแลวจากการทดลองที ่1-3 มาสกัดดีเอ็นเอโดยใชวธีิที่
ประยุกตจาก Agrawal และคณะ (1992) ดังนี้ 

1.1 นําตัวอยางประมาณ 2 กรัมตดักานใบออก แลวตัดเปนชิน้เล็กๆบดในไนโตรเจน 
เหลวใหละเอยีด ควรรีบบดในไนโตรเจนเหลวอยาทิ้งไวนานเพราะเอนไซมของพืชจะทําลายดีเอน็
เอ 

1.2 นําตัวอยางที่บดแลวใสลงในหลอดเซนตรฟิวจขนาด 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 จึงตองนาํไปอุนไวที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียสกอนเพื่อสะดวกในการดดูวดัปริมาณ) 

1.3 นํามาบมที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เปนเวลา 60 นาที กลับหลอดไปมาทุกๆ 10 
นาที 

1.4 นํามาไวที่อุณหภูมหิอง 5 นาที 
1.5 เติมคลอโรฟอรม : ไอโซเอมิลแอลกอฮอล (24:1) 7 มิลลิลิตร ผสมใหเปนเนื้อเดยีวกนั 

โดยกลบัหลอดไปมาเบาๆ 
1.6 นําไปปนเหวีย่งที่ความเร็ว 15,000 g ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 5 นาทีเพือ่

แยกชัน้น้ําและคลอโรฟอรมออกจากกนั 
1.7 ใชไมโครปเปตดูดสารละลายที่อยูสวนบนใสหลอดใหม เติม linear polyacrylamide 

140 ไมโครลิตรและเติมไอโซโพรพานอล 2 ใน 3 เทาของปริมาตรสารละลายทั้งหมดที่มีอยู 
1.8 นําไปบมไวทีอุ่ณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 นาที 
1.9 นําไปปนเหวีย่งที่ความเร็ว 15,000 g ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาท ี
1.10 ใชไมโครปเปตดูดสารละลายออกใหหมดแลวลางตะกอนดวย Wash buffer 500 

มิลลิลิตร [10 mM sodium acetate, 70% ethanol] 
1.11 นําไปปนเหวีย่งที่ความเร็ว 15,000 g ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 5 นาท ี
1.12 เทสารละลายออก ปลอยไวใหแหงที่อุณหภูมิหอง ประมาณ 10 นาที 
1.13 ละลายตะกอนใน RNase buffer 500 ไมโครลิตร [10mM Tris-HCl pH 8.0, 15 mM 

NaCl] เปนเวลา 10 นาที ที่อุณหภูมิหอง ถายสารละลายใสในหลอดเซนตริฟวจขนาดเล็ก 1.5 
มิลลิลิตร 

1.14 ใส RNase A 10 ไมโครลิตร (10 mg/ml) บมไว 30 นาที ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 
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1.15 สกัดดวย ฟนอล : คลอโรฟอรม : ไอโซเอมิลแอลกอฮอล (25:24:1) 500 ไมโครลิตร 
พลิกหลอดกลบัไปกลับมา 4 คร้ังเบาๆแลวนําไปปนเหวีย่งที่ความเร็ว 15,000 g ที่อุณหภูมิ 4 องศา
เซลเซียส เปนเวลา 10 นาท ี

1.16 ใชไมโครปเปตดูดสารละลายชั้นบนมาสกดัซ้ําดวยคลอโรฟอรม : ไอโซเอมิล
แอลกอฮอล (24:1) 450 ไมโครลิตร นําไปปนเหวี่ยงที่ความเร็ว 15,000 g ที่อุณหภูมิ 4 องศา
เซลเซียส เปนเวลา 5 นาท ี

1.17 ใชไมโครปเปตดูดสารละลายชั้นบนมาใสหลอดใหม แลวเติม linear polyacrylamide 
70 ไมโครลิตร และเติมโซเดยีมอะซิเตทเขมขน 3 โมลาร ปริมาณ 1 ใน 10 เทาของปริมาตร
สารละลายที่ดูดมา และเติมเอธานอลปริมาณ 2 เทาของสารละลายที่ดูดมา 

1.18 นําไปบมไวทีอุ่ณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30-60 นาที เพื่อใหการตกตะกอน
เร็วยิ่งขึ้น 

1.19 นําไปปนเหวีย่งที่ความเร็ว 15,000 g ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 นาที 
จากนั้นลางตะกอนดวยเอธานอล 70% นําไปปนเหวี่ยงใหตกตะกอน แลวเทสารละลายทิ้ง ตั้งไวให
แหง 

1.20 นําตะกอนไปละลายใน TE buffer [10 mM Tris-HCl pH 8.0, 1 mM EDTA] เก็บดี
เอ็นเอไวที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส จนกวาจะใชตอไป
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2. การวิเคราะหสารละลายดีเอ็นเอ 
 

2.1 การตรวจสอบคุณภาพและวดัปริมาณดีเอน็เอโดยใช spectrophotometer 
วิธีนี้ใชในการตรวจสอบความบริสุทธิ์ของดีเอ็นเอและวดัปริมาณดีเอน็เอ เมื่อไดสารละลาย

ดีเอ็นเอแลวนาํไปวัดคา optical density (OD) ซ่ึงเปนคาการดูดแสงที่ความยาวชวงคลื่น 260 นาโน
เมตร หรือ OD260 เพื่อหาความเขมขนของ DNA ไดดังนี ้
 
 ความเขมขนของสารละลายดีเอ็นเอ (µg/ml) = OD260 x 50 µg/ml  x dilution factor 
 
 การวัดคาการดูดแสงของดีเอ็นเอจะวัดที่ความยาวชวงคลื่น 280 นาโนเมตร (OD280) ดวย 
เพื่อใชในการคํานวณอตัราสวนความบรสุิทธิ์ของดีเอ็นเอ ถาคา OD260/OD280 อยูระหวาง 1.7-1.8 
แสดงวาดีเอ็นเอที่สกัดไดเปนเกลียวคูบริสุทธิ์แตถาอัตราสวนสูงกวา 1.8 แสดงวามีอารเอ็นเอเจือปน 
 

2.2 การแยกขนาดดีเอ็นเอและตรวจสอบคุณภาพดีเอ็นเอโดยวิธีการวัดการเรืองแสงของดี
เอ็นเอรวมกับเอธิเดียมโบรไมดเปรียบเทยีบความเรืองแสงของแถบดีเอ็นเอกับดีเอน็เอมาตรฐาน 
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3. ตรวจสอบลายพิมพดีเอ็นเอโดยเทคนิคเอเอฟแอลพี 
 

3.1 การตัดดีเอน็เอดวยเอนไซมตดัจําเพาะและการเชื่อมตอดีเอ็นเอกับ adapter 
3.1.1 นําสารละลายดีเอ็นเอตวัอยางมาตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ 2 ชนิดในหลอด

ขนาด 1.5 มิลลิลิตร โดยใชปริมาตรของสารในการทําปฏิกิริยาตามตารางผนวกที่ 5  
 
ตารางผนวกที่ 5  ปริมาตรสารสําหรับการตัดดีเอ็นเอดวยเอนไซมตัดจําเพาะ 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 นํามาบมไวทีอุ่ณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 2 ช่ัวโมง [1X reaction 
buffer ประกอบดวย 10 mM Tris-HCl pH 7.5, 10 mM magnesium acetate และ 50 mM potassium 
acetate] 

3.1.3 นําสารละลายดีเอ็นเอที่ไดจากขอ 3.1.2 มาเติมสารที่ใชในการทําปฏิกิริยา
เชื่อมตอดีเอ็นเอกับ adapter ตามตารางผนวกที ่6 
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ตารางผนวกที่ 6  สารที่ใชในการทําปฏิกิริยาเชื่อมตอดีเอน็เอกับ 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 นํามาบมไวทีอุ่ณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 ช่ัวโมง และบมตอที่
อุณหภูมิ 20 องศาเซลเซียส เปนเวลา  2 ช่ัวโมง ลําดับเบสของ adapter แตละชนิดมีดังนี้ 
 

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

               3´ -TACTCAGGACTCAT- 5´ 
 

3.2 การเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอโดยวิธีพีซีอาร ในขั้น preselective amplification 
 

การเพิ่มปริมาณชิ้นดเีอ็นเอในขั้นตอนนีจ้ะใชไพรเมอรที่เพิ่มนิวคลีโอไทด 1 ตัวที่ปลาย 
3´ ของไพรเมอรเพื่อลดจํานวนชิ้นดีเอ็นเอที่เพิ่มปริมาณไดและใหมีความเฉพาะในชัน้หนึ่งกอน 
ไพรเมอรที่ใช มีดังนี ้

 
EcoRI primer +1 (E-A)  5´ -GACTGCGTACCAATTCA - 3´ 
MseI  primer +1 (M-C)  5´ -GATGAGTCCTGAGTAAC- 3´ 
 
เตรียมสารที่ใชในการทําปฏกิิริยาตามตารางผนวกที่ 7 ในหลอดขนาด 0.2 มิลลิลิตร 
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ตารางผนวกที่ 7  สารที่ใชในการทําปฏิกิริยาพีซีอารในขั้น 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 
 

เมื่อเตรียมสารละลายสําหรับทําพีซีอารเรียบรอยแลว ผสมใหเขากนันําเขาเครื่องพีซีอาร
โดยใชอุณหภมูิและเวลาในการทําปฏิกิริยา ดังนี ้

 
Denaturation ที่อุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 วนิาที 
Annealing ที่อุณหภูมิ 56 องศาเซลเซียส เปนเวลา 60 วนิาที จํานวน 30 รอบ 
Extension ที่อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส เปนเวลา 60 วนิาที 

 
 แบงสารละลายดีเอ็นเอมาทาํอิเล็กโทรโฟรีซิสโดยใชอะกาโรสเจลความเขมขน 1.5 
เปอรเซ็นต สวนที่เหลือเก็บไวที่อุณหภูม ิ4 องศาเซลเซียส เมื่อตรวจสอบผลโดยยอมเจลดวยเอธิ  
เดียมโบรไมดจะพบรอยยาว (smear) ในชวงขนาดไมเกนิ 1 กิโลเบส นําตัวอยางที่เก็บไวที่อุณหภมูิ 
4 องศาเซลเซียส แบงบางสวนมาทําใหเจือจาง 20 เทาดวยสารละลาย TE สําหรับเปนตนแบบในการ
เพิ่มปริมาณขัน้ตอไป สวนที่เหลือเก็บไวที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส 
 

3.3 การเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอโดยวิธีพีซีอาร ในขั้น selective amplification 
 

การเพิ่มปริมาณชิ้นดเีอ็นเอในขั้นตอนนีจ้ะใชไพรเมอรที่เพิ่มนิวคลีโอไทด 3 ตัวที่ปลาย 
3´ ของไพรเมอรเพื่อใหเกิดการคัดเลือกการเพิ่มปริมาณชิ้นดีเอ็นเอบางสวน คูผสมของไพรเมอรทั้ง 
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) 

 
 เตรียมสารที่ใชในการทําปฏกิิริยาตามตารางผนวกที่ 8 ในหลอดขนาด 0.2 มิลลิลิตร 
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ตารางผนวกที่ 8  สารที่ใชในการทําปฏิกิริยาพีซีอารในขั้น selective amplification 
 

สารที่ใช ปริมาตร (ไมโครลิตร) 
1. สารละลายดีเอ็นเอ จากขอ 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 
 

เมื่อเตรียมสารละลายสําหรับทําพีซีอารเรียบรอยแลว ผสมใหเขากนันําเขาเครื่องพีซีอาร
เพื่อทําปฏิกิริยาเพิ่มปริมาณชิน้สวนดเีอ็นเอโดยโปรแกรม touch down ซ่ึงใชอุณหภูมแิละเวลาใน
การทําปฏิกิริยา ดังนี ้

 
Denaturation ที่อุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 วนิาที 
Annealing ที่อุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 วนิาที จํานวน 1 รอบ 
Extension ที่อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส เปนเวลา 60 วนิาที 

 
 โดยจะลดอุณหภูมใินขั้น annealing (65 องศาเซลเซียส) ลงรอบละ 0.7 องศาเซลเซียส 
จํานวน 12 รอบ และทําปฏิกริิยาตอ ดังนี ้

Denaturation ที่อุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 วนิาที 
Annealing ที่อุณหภูมิ 56 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 วนิาที จํานวน 23 รอบ 
Extension ที่อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส เปนเวลา 60 วนิาที 
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3.4 การวิเคราะหสารละลายดีเอ็นเอโดย denaturing polyacrylamide gel 
 

3.4.1 การเตรียมกระจกสําหรับเทเจล 
3.4.1.1 เตรียมกระจกสําหรับเทเจลโพลีอะคริลาไมด โดยนํากระจกมาลางให

สะอาด ปลอยใหกระจกแหง แลวเช็ดดวยเอธานอล 95 เปอรเซ็นต ใหสะอาดทั้ง 2 แผน 
3.4.1.2 เช็ดกระจกแผนหลังดวย bind silane (bind silane 1 ไมโครลิตร, glacial 

acetic 2.5 ไมโครลิตร และเอธานอล 95 เปอรเซ็นต 500 ไมโครลิตร) เพื่อใหเจลเกาะติดกระจก 
3.4.1.3 กระจกแผนหนาที่มีลักษณะเปนหูกระตายเช็ดดวย repel silane ใหทั่ว 

ปลอยใหแหงประมาณ 5-10 นาที 
3.4.1.4 นํากระจกทั้ง 2 แผนมาประกอบเขาชุด โดยวาง spacer ไวทั้งสองขาง

เพื่อใหเกิดชองวางระหวางกระจกทั้งสอง โดยหันดานทีท่า bind silane และ repel silane เขาหากัน 
ใชคลิปหนีบยดึใหคงที่ และใชเทปกาวติดกระจก 3 ดานเพื่อไมใหเจลรั่วซึมออกมา 
 

3.4.2 การเตรียม polyacrylamide gel ความเขมขน 6 เปอรเซ็นต  
 
ตารางผนวกที่ 9  ปริมาณสารที่ใชสําหรับเตรียมเจลเขมขน 6 เปอรเซ็นต 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 ในบกีเกอรที่ปดดวย
แผนใสหออาหารเพื่อปองกนัการระเหยของน้ําซึ่งจะทําใหความเขมขนของสารละลายเปลี่ยน 

3.4.2.2 เขยาเบาๆในอางน้ําอุนอุณหภูมิประมาณ 50 องศาเซลเซียสใหยูเรีย
ละลายหมด รอจนอุณหภูมิลดลงประมาณเทาอุณหภูมิหอง 

3.4.2.3 เติม 10% APS และ TEMED เขยาใหผสมเปนเนื้อเดยีวกนัอยางรวดเร็ว
ระวังอยาใหเกดิฟองอากาศ 

3.4.2.4 เทเจลใสลงในชองระหวางกระจกจนเต็ม ใสหวีลงไปดานบน วาง
กระจกใหดานบนเอียงทํามุมกับแนวระดับประมาณ 30 องศา เพื่อปองกนัการไหลซึมของเจล 

3.4.2.5 ปลอยใหเจลแข็งตัว ประมาณ 2 ช่ัวโมง ถาจะปลอยเจลไวขามคืนควร
ใชแผนใสหออาหารปดดานบนของเจลไวเพื่อใหมีความชื้น 
 

3.4.3 การทําอิเล็กโทรโฟรีซีสใน denaturing polyacrylamide gel และยอมดวย       
ซิลเวอรไนเตรท 

3.4.3.1 เมื่อเจลแข็งตัวดีแลวใชน้ําลางกระจกดานนอกใหสะอาด แกะเทปกาว 
และหวีออก และประกอบกระจกเขากับชดุอิเล็กโทรโฟรีซิส เติมบัฟเฟอร 0.5X TBE ลงในชอง
ดานบนและดานลางระวังอยาใหมฟีองอากาศอยูใตกระจก 

3.4.3.2 ตอสายไฟเขากับเครื่องทํา pre-run 20-30 นาที โดยใชความตางศักย
คงที่ 300 โวลต 

3.4.3.3 ปดเครื่อง ใชเข็มฉีดยาดูดบฟัเฟอรลางยูเรียที่อยูในชองหวแีตละชองให
หมด 

3.4.3.4 เตรียมตัวอยางสารละลายดีเอ็นเอผสมกับ loading buffer (loading 
buffer; 80% formamide, 0.1% xylene cyanol, 0.1%bromphenol blue, 10 mM EDTA pH 8.0) ใน
อัตราสวนสารละลายดีเอ็นเอ 5.5 ไมโครลิตร ตอ loading buffer 1.5 ไมโครลิตรนําไปตมในน้ําเดอืด
นาน 5 นาที เพื่อทําใหดเีอ็นเอเสียสภาพ และทําลาย secondary structure ของดีเอ็นเอ จากนั้นนําไป
แชในน้ําแข็งทนัที 

3.4.3.5 หยอดตวัอยางลงในชองแตละชอง และหยอดสารละลายดีเอ็นเอ
มาตรฐาน 25 bp DNA ladder (Invitrogen Life Technology, USA) เพื่อใชสําหรับเปรียบเทียบขนาด
ดีเอ็นเอ 
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3.4.3.6 เปดเครื่องโดยใชความตางศกัยเทาเดิม เปนเวลา 2-3 ช่ัวโมง หรือ
จนกวาสี xylene cyanol (สีที่อยูดานบน) จะเคลื่อนที่ลงมาประมาณ 2 ใน 3 สวนของเจล จึงปด
เครื่อง 

3.4.3.7 ดูดบัฟเฟอรออกจากชองดานบน นํากระจกออกจากเครื่อง แยกกระจก
ทั้ง 2 ออกจากกัน ซ่ึงเจลจะตดิกับกระจกแผนหลังที่ทาดวย bind silane 

3.4.3.8 นําแผนกระจกที่มีเจลติดอยูมาลางในน้ํากลัน่นาน 20 นาที เขยาเบาๆ
บนเครื่องเขยา 

3.4.3.9 แชแผนเจลในสารละลาย CTAB ความเขมขน 0.1 เปอรเซ็นต (หรือใช
น้ํากลั่นก็ได) นาน 30 นาที เขยาตลอดเวลา 

3.4.3.10 นําแผนเจลใสในสารละลายแอมโมเนียความเขมขน 0.3 เปอรเซ็นต 
นาน 15 นาที โดยเขยาตลอดเวลา 

3.4.3.11 นําแผนเจลมายอมในสารละลายซิลเวอรที่เตรียมใหม เปนเวลา 20 นาที
โดยเขยาตลอดเวลา 

3.4.3.12 นําแผนเจลออกมาจุมลงในน้าํกลั่นอยางรวดเร็ว ไมเกิน 5 วินาที เพราะ
ถาลางนานซิลเวอรจะหลุดหมด ตองยอมใหม 

3.4.3.13 ยายแผนเจลมาใสในสารละลาย developer ที่เตรียมใหมๆ และแชเย็นที่
อุณหภูมิ 10 องศาเซลเซียส เขยาอยางสม่ําเสมอ 5-25 นาที หรือจนกวาจะเห็นแถบดเีอ็นเอชัดเจน
(developer; 2% sodium carbonate, 0.02% formaldehyde) 

3.4.3.14 นําแผนเจลมาจุมน้ําอยางรวดเร็ว และหยุดปฏิกิริยาโดยนาํแผนเจลมา
ใสในสารละลายกลีเซอรอล 3 เปอรเซ็นต นาน 30 นาที แลวผ่ึงใหแหงในอากาศ 
 
วิธีเตรียมสารละลายซิลเวอร ( 1 ลิตร) 
 

ช่ังซิลเวอรไนเตรท 1.6 กรัม เติมน้ํา 994 มิลลิลิตร และโซเดียมไฮดรอกไซดเขมขน 1 M  
4 มิลลิลิตร คนใหละลายจะไดสารละลายขุนสีน้ําตาล เติม liquid ammonia ความเขมขน 25 
เปอรเซ็นต 2-2.4 มิลลิลิตร โดยคอยๆเติมทีละหยด จนสารละลายใสจึงใสเพิ่มอีก 2 หยด 
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