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 ในการศึกษาปริมาณรังสีแกมมาที่เหมาะสมส าหรับกํอกลายพันธุ์ทานตะวัน และศึกษาความ
แปรปรวนทางพันธุกรรมที่เกิดขึ้นหลังจากการฉายรังสีรํวมกับวิธีการเพาะเลี้ยงเน้ือเยื่อโดยตรวจสอบ
ด๎วยเทคนิคเอเอฟแอลพี ท าการทดลองโดยใช๎ทานตะวันลูกผสมชั่วที่ 1 พันธุ์โอเปรา โดยชักน าให๎
เกิดยอดจ านวนมาก (multiple shoot) ด๎วยสารควบคุมการเจริญเติบโต 2 ชนิด คือ  BA และ TDZ  
ความเข๎มข๎นตําง ๆ กํอนน าไปฉายรังสีแกมมาในสภาพปลอดเชื้อ พบวํา อาหารสูตรที่เหมาะสมใน
การเพิ่มจ านวนยอดทานตะวันพันธุ์โอเปราคือสูตร MS ที่เติม BA 1 มิลลิกรัมตํอลิตร เพิ่มจ านวนยอด
ได๎เฉลี่ย 6.67 ยอด น ายอดเหลํานี้ไปฉายรังสีแกมมาแบบเฉียบพลันปริมาณรังสี 0  1 2  3 และ 4 กิโล
แรด และได๎ทดลองฉายรังสีแกมมาแบบเฉียบพลันให๎กับเมล็ดที่ปริมาณรังสี 0  12  13 และ 14 กิโล
แรด แล๎วน าเมล็ดมาเพาะในสภาพปลอดเชื้อในอาหารสูตร MS ที่ไมํเติมสารควบคุมการเจริญเติบโต 
พบวําเมล็ดทานตะวันพันธุ์โอเปราที่ได๎รับปริมาณรังสี 13 กิโลแรด  มีการตาย 50 เปอร์เซ็นต์ (LD 50) 
สํวนปริมาณรังสีที่ท าให๎ยอดทานตะวันตาย 50 เปอร์เซ็นต์ เมื่อผํานการฉายรังสีมาแล๎ว 60 วันคือ 
2.69 กิโลแรด ผลการศึกษาความแปรปรวนทางพันธุกรรมด๎วยเทคนิคเอเอฟแอลพี  โดยใช๎ไพรเมอร์
จ านวน 10 คู ํพบเพียง 5 คูํที่ให๎แถบดีเอ็นเอที่มีขนาดตํางกัน โดยคูํไพรเมอร์ EcoRI (ACC) และ MseI 
(CAT) โดยให๎จ านวนแถบดีเอ็นเอที่แสดงโพลีมอร์ฟิซึมสูงที่สุด 6.51% 
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 The objectives of this research were to determine the suitable doses of gamma rays for 

induced mutation in F1 hybrid sunflower ‘Opera’ and to study the genetic variation occurred after 

irradiation of the cultured tissue using  AFLP technique. Multiple shoots induction of ‘Opera’ (F1) 

hybrid  was done in MS medium supplemented with various concentrations of BA or TDZ. It was 

found that the suitable medium for multiple shoots induction was MS plus 1 mg/l BA. The medium 

produced the average of 6.67 shoots. These shoots were subjected to acute irradiation at the doses 

of 0, 1, 2, 3 and 4 Krad. Seeds of this cultivar were also irradiated at 0, 12, 13 and 14 Krad prior to 

in vitro germination in MS medium. The results showed that LD50(60 ds)of Opera seed was 13 Krad 

while LD50(60 ds) of cultured shoot was 2.69 Krad. Genetic variation study using AFLP technique 

revealed that 5 out of 10 primer pairs gave polymorphic bands of DNA. The EcoRI (ACC) and 

MseI (CAT) yielded the highest percentage of polymorphism of 6.51% 
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การชักน าให้เกิดการกลายในทานตะวันลูกผสม (Helianthus anuus L.) โดยการฉายรังสี
แกมมาร่วมกับการเพาะเล้ียงเนื้อเยื่อ 

 

Induced Mutation on Hybrid Sunflower (Helianthus annuus L.) by Gamma 
Irradiation through Tissue Culture. 

 

ค าน า 

 

 ทานตะวันเป็นพืชน้ ามันที่ส าคัญทางเศรษฐกิจรองจากถั่วเหลือง และปาล์มน้ ามัน 

ทานตะวันทนแล๎งได๎คํอนข๎างดีเมื่อเปรียบเทียบกับพืชไรํชนิดอ่ืนเชํน ข๎าวโพด ถั่วเหลือง และถั่ว

เขียว เมล็ดทานตะวันมีคุณคําทางโภชนาการสูง สํวนกากที่ได๎หลังจากสกัดน้ ามันแล๎วมีโปรตีน 40 - 

50 เปอร์เซ็นต์ น้ ามันทานตะวันมีกรดไขมันไมํอิ่มตัวประมาณ 88 เปอร์เซ็นต์ สูงกวําถั่วเหลือง และ

น้ ามันปาล์ม และมีสาร antioxidants กันหืนได๎ดี สามารถเก็บไว๎ได๎นานกวําน้ ามันพืชชนิดอ่ืน 

เน่ืองจากน้ ามันทานตะวันมีคุณคําสูง จึงเป็นที่ต๎องการของตลาดทั้งในและตํางประเทศเพื่อการ

บริโภค และใช๎ในอุตสาหกรรมเชํน น้ ามันชักเงา น้ ามันหลํอลื่น สีทาบ๎าน สํวนล าต๎นทานตะวัน

สามารถน าไปท ากระดาษคุณภาพดี 

 

 ทานตะวัน เป็นพืชน้ ามันที่มีความส าคัญทางเศรษฐกิจที่ส าคัญพืชหนึ่งของโลก  ในบรรดา

พืชไรํที่เป็นพืชน้ ามัน ได๎แกํ ถั่วเหลือง ปาล์มน้ ามัน ฝ้าย เรพสีด ถั่วลิสง และมะพร๎าว เป็นต๎น (สุข

เกษม, 2543) ในปีเพาะปลูก 2551 ประเทศไทยมีพื้นที่เพาะปลูกทานตะวันทั้งประเทศรวมประมาณ 

168,332 ไรํ คิดเป็นเนื้อที่เก็บเกี่ยวผลผลิต 162,679 ไรํ ผลผลิตทานตะวันทั้งประเทศ 19,346 ตัน 

(ส านักงานเศรษฐกิจเกษตร, 2554) การสํงออกผลิตภัณฑ์ทานตะวันสํวนใหญํในรูปน้ ามัน และ

อุตสาหกรรมอาหาร สํวนที่เหลือใช๎ในประเทศในรูปน้ ามัน และอาหารขบเคี้ยว การใช๎ประโยชน์

สํวนใหญํร๎อยละ 88 เข๎าโรงงานสกัดน้ ามันซึ่งน้ ามันสํวนใหญํสํงเข๎าสูํอุตสาหกรรมอาหารกระป๋อง 

อาหารแปรรูป มีบางสํวนใช๎บริโภคน้ ามัน และสํวนประกอบเคร่ืองส าอาง ร๎อยละ 12 ใช๎ผลผลิตท า

ขนม อาหารขบเคี้ยว  



  
                                                                                              
                                                                           

      

 เน่ืองจากการปลูกทานตะวันในประเทศไทยที่ให๎ผลผลิตสูง และเปอร์เซ็นต์น้ ามันสูงยังต๎อง

มีการใช๎เมล็ดพันธุ์น าเข๎าจากตํางประเทศซึ่งเมล็ดพันธุ์มีราคาสูง ท าให๎เกษตรกรมีต๎นทุนการผลิตที่

สูงขึ้น ดังนั้นจึงได๎มีการปรับปรุงพันธุ์ทานตะวันขึ้นเพื่อให๎ได๎ทานตะวันพันธุ์ดี ซึ่งเป็นประโยชน์

ให๎กับเกษตรกร เพื่อลดต๎นทุนโดยการซื้อเมล็ดพันธุ์ที่ราคาถูกและมีคุณภาพ (ส านักงานสํงเสริม

และจัดการสินค๎าเกษตร, 2554) 

 

  ดังนั้นในงานวิจัยนี้สนใจศึกษาการชักน าให๎เกิดความแปรปรวนทางพันธุกรรมใน

ทานตะวันลูกผสม (Helianthus annuus L.) โดยใช๎เทคนิคการฉายรังสีรํวมกับการเพาะเลี้ยงเน้ือเยื่อ 

เพื่อหาแนวทางในการสร๎างความแปรปรวนทางพันธุกรรมที่เกิดจากการกลายพันธุ์ ซึ่งอาจใช๎เป็น

แหลํงพันธุกรรมในการปรับปรุงพันธุ์ตํอไป 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2 



  
                                                                                              
                                                                           

      

วัตถุประสงค ์

 

1. ได๎ปริมาณของรังสีที่ท าให๎เกิดการตายร๎อยละ 50 (LD50) และปริมาณรังสีที่เหมาะสมใน

การฉายรังสีให๎กับทานตะวันเพื่อกํอการกลายพันธุ์ 

 

2. ตรวจสอบความแปรปรวนทางพันธุกรรมที่เกิดขึ้นหลังจากการฉายรังสีรํวมกับวิธีการ

เพาะเลี้ยงเน้ือเยื่อโดยใช๎เทคนิคเอเอฟแอลพี 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



  
                                                                                              
                                                                           

      

การตรวจเอกสาร 

 
1.  ทานตะวัน 
 
 ทานตะวัน (sunflower) มีชื่อวิทยาศาสตร์วํา Helianthus annuus L. เป็นพืชที่ออกดอกปีละ
หนึ่งคร้ัง (annual plant) อยูํในแฟมิลี Asteraceae มีการงอกแบบ epigeal germination และระบบราก
แก๎ว (tap root system) ในระยะแรกการงอกแรดิเคิล (radicle) แทงทะลุออกมาจากเมล็ด และเจริญ
เป็นรากแก๎ว (primary root) ตํอมามีรากแตกมาจากรากแก๎ว เรียกวํา รากแขนง (secondary root หรือ 
lateral root) รากแก๎วสามารถหยั่งลึกได๎ถึง 150-270 เซนติเมตร สํวนรากแขนงจะเจริญได๎ดีในระดับ
ผิวดินลึก 10-30 เซนติเมตร และแผํไปตามแนวนอนได๎กว๎าง 60-150 เซนติเมตร  
 
 ทานตะวันมีล าต๎นตั้งตรง เป็นไม๎เนื้ออํอน (herbaceous stem) มีขนอํอน  (trichome) ปก
คลุมอยูํทั่วไป ในระยะแรกต๎นจะอวบน้ าเปราะแตกหักงําย ตํอมาจะเร่ิมแข็งแรงขึ้น มีความสูง 0.5  – 
5.0 เมตร ขนาดเส๎นผํานศูนย์กลาง 1-10 เซนติเมตร บางพันธุ์สูง 12 เมตร พันธุ์ที่ใช๎ปลูกเพื่อการค๎า
ปัจจุบันมีความสูง 1.5-2.5 เมตร เมื่อทานตะวันมีใบจริง 2-3 คู ํมีความสูงประมาณ 10-15 เซนติเมตร 
ล าต๎นสํวนใหญํจะไมํแตกกิ่งแตํบางพันธุ์อาจแตกกิ่งได๎โดยเฉพาะพันธุ์ป่า เมื่อทานตะวันงอกโผลํ
พ๎นผิวดินจะเห็นใบเลี้ยง (cotyledon) ซึ่งมีรูปรํางกลมยาว เมื่อใบเลี้ยงเติบโตเต็มที่ใบจะขยายแผํ
กว๎างออกจะเห็นใบจริงคูํแรกอยูํตรงสํวนยอด และเมื่อเจริญเติบโตเต็มที่ใบจะอยูํแบบตรงกันข๎าม
ประมาณ 5 คูํ ท ามุม 90 องศา กับคูํที่เกิดมากํอน ใบจริงคูํแรกมีรูปรํางเรียวยาว (lanceolate) และมี
ขนปกคลุม สํวนใบที่เกิดมาเป็นใบเด่ียวเวียนรอบล าต๎น การจัดเรียงตัวของใบ (phyllotaxy) เทํากับ 
8/13 โดยทั่วไปมีใบขนาดใหญํประมาณ 10-15  เซนติเมตร มีขนหยาบปกคลุมทั่วใบ จ านวนใบตํอ
ต๎นประมาณ 8-70 ใบ ทั้งนี้ขึ้นอยูํกับพันธุ์ และสภาพแวดล๎อม ชํอดอกเป็นแบบ head หรือ 
capitulum รูปรํางตําง ๆ เชํน เรียบ โค๎งแบบ concave หรือ convex  
 
 ทานตะวันพันธุ์ที่ใช๎สกัดน้ ามันชํอดอกจะมีดอกยํอย (floret) ประมาณ 600 -1,200 ดอก 
ดอกยํอยมี 2 ชนิด คือ ray flower และ disk flower อยูํบนฐานรองดอก (receptacle) ซึ่งมีสํวนของใบ
ที่เปลี่ยนรูปรําง และหน๎าที่ไปเป็น bract ที่มีขนาดใหญํ และปลายแหลม bract มี 2 ชั้นคือ ชั้นนอก 
และชั้นใน มีชื่อเรียกรวมกันวํา involucral bract หรือ phyllaris ก๎านชํอดอก (peduncle) จะท าหน๎าที่
ยึดชํอดอกและล าต๎น ray flower หรือ ligulate flower เป็นดอกยํอยที่อยูํบริเวณขอบดอกของชํอดอก 
กลีบดอกเชื่อมเป็นแผํนเดียวกัน ขนาดใหญํและยาว มีสีตําง ๆ เชํน เหลืองทอง หรือเหลืองส๎ม บาง

http://th.wikipedia.org/wiki/%E0%B8%9E%E0%B8%B7%E0%B8%8A
http://th.wikipedia.org/w/index.php?title=Annual_plant&action=edit&redlink=1
http://th.wikipedia.org/w/index.php?title=Asteraceae&action=edit&redlink=1


  
                                                                                              
                                                                           

      

พันธุ์สีขาว มีก๎านเกสรตัวเมีย (style) แตํยอดเกสรตัวเมีย (stigma) เล็กลีบ และไมํมีอับละอองเกสร
ตัวผู๎จึงเป็นหมัน disk flower เป็นดอกยํอยที่มีจ านวนมากบนชํอดอกอยูํเป็นวงถัดจาก ray flower  
เข๎าไปข๎างในจนถึงกลางดอก เป็นดอกสมบูรณ์เพศ (perfect flower) แตํละดอกยํอยรองรับด๎วย 
flower bract  1 อัน ที่มีรูปรํางคล๎ายเรือ ซึ่งเกิดมาจากใบที่เปลี่ยนรูป ถัดเข๎าไปเป็นวงของกลีบเลี้ยง 
(calyx) มีกลีบเลี้ยง (sepal หรือ pappus) 2 กลีบ และกลีบดอก (petal) 5 กลีบ ที่โคนเชื่อมติดกัน 
(corolla tube) และปลายกลีบดอกแยกกัน มีรังไขํเป็นแบบ inferior ovary ภายในมี 1 ออวุล (ovule) 
มีเกสรตัวผู๎ (anther) จะเชื่อมติดกันแตํก๎านเกสรตัวผู๎ทั้ง 5 อันแยกกัน ซึ่งเรียกลักษณะการเกิดเกสร
แบบนี้วํา syngenesious อับละอองเกสรตัวผู๎ที่เชื่อมติดกันน้ันจะหุ๎มก๎านเกสรตัวเมียไว๎ ยอดเกสรตัว
เมียจะโผลํออกมา เมื่อเกสรตัวเมียพร๎อมผสมพันธุ์ยอดเกสรจะแตกออกเป็นสองแฉก ภายในดอก
ยํอยเดียวกันความพร๎อมที่จะผสมพันธุ์ของเกสรตัวผู๎เกิดกํอนที่เกสรตัวเมียจะพร๎อม (protandry) ผล
เป็นแบบ achene มี 1 เมล็ด แตํละผลมี pericarp หรือ hull เชื่อมติดเพียงบางสํวนกับเยื่อหุ๎มเมล็ด 
(seed coat หรือ testa) เมล็ดประกอบด๎วยเยื่อหุ๎มเมล็ด เอนโดสเปิร์ม (endosperm) และคัพภะที่มีใบ
เลี้ยง (cotyledon หรือ seed embryo) ขนาดใหญํ สีผลจะแตกตํางกัน เชํน สีด า ด าแถบเทา ด าแถบ
ขาว ขาวแถบเทา และขาว เป็นต๎น เมล็ดมีขนาดกว๎าง 4-13 มิลลิเมตร น้ าหนัก 1,000  เมล็ด ประมาณ 
40-60 กรัม (ชูศักดิ์, 2542) 
 
2.  ระยะการเจริญเติบโตของทานตะวัน 
 

การจ าแนกระยะกา รเจริญเติบโตของทานตะวันที่เป็นพืชปลูกโดยวิธีของ  Schneiter and 
Miller (1981) แบํงเป็น 2 ระยะใหญํ ๆ คือ 

 
2.1  ระยะการเจริญเติบโตทางด๎านล าต๎นและใบ (vegetative, V) 
 
       ระยะนี้เร่ิมจากการงอกของต๎นกล๎าและสิ้นสุดเมื่อเร่ิมมองเห็นดอกเกิดขึ้น อาศัยการนับ

จ านวนใบเป็นเกณฑ์ ระยะการเจริญเติบโตของต๎นและใบ จะมีจ านวนวันแตกตํางกันไปตามพันธุ์
และปัจจัยทางสภาพแวดล๎อม ซึ่งแบํงยํอยได๎ดังนี้ 

 
       ระยะ vegetative emergence (VE) เร่ิมจากต๎นกล๎าชูใบเลี้ยงโผลํพ๎นผิวดิน และมีความ

ยาวของใบจริงใบแรกยาวน๎อยกวํา 4 เซนติเมตร 
 

5 



  
                                                                                              
                                                                           

      

       ระยะ V (n) โดยที่ V คือการเจริญเติบโตของต๎นและใบ (vegetative growth) n 
หมายถึงจ านวนใบจริง (number of leaf) ที่มีความยาวต้ังแตํ 4 เซนติเมตรขึ้นไป เชํน V1, V2, V3 
และV4 จะหมายถึงการเจริญเติบโตทางล าต๎น ใบที่มีใบจริงที่มีความยาวตั้งแตํฐานใบที่ติดกับก๎าน
ไปจนถึงปลายสุดของยอดใบยาวมากกวํา 4 เซนติเมตร จ านวน 1 ใบ 2 ใบ 3 ใบ และ 4 ใบ ที่ระยะ V 
ใด ๆ (V(n)) ตามล าดับ การเรียงตัวของใบในชํวงแรกจะอยูํแบบตรงกันข๎าม ตํอมาจะมีการเวียน
แบบสลับเมื่ออายุการเจริญเติบโตมากขึ้น ใบลําง ๆ จะเร่ิมแกํ ซึ่งอาจจะเนื่องมาจากความแห๎งแล๎ง 
โรคหรือปัจจัยอื่น ๆ เข๎ามาเกี่ยวข๎อง เมื่อใบแกํรํวงไปจะเกิดรอยแผลบนล าต๎น (แตํทั้งนี้จะไมํนับ
รอยแผลที่เกิดจากการรํวงของใบเลี้ยง) เพิ่มมากขึ้นท าให๎สามารถใช๎เป็นเคร่ืองหมายก าหนดระยะ
การเจริญเติบโตของพืชได๎ดังที่  Siddiqui et al. (1975) ได๎ใช๎การแกํของใบลําง (leaf senescence) 
เป็นสิ่งบอกอายุการแกํ (physiological maturity) ของทานตะวัน แตํทั้งนี้อาจจะมีความผันแปรการ
แกํของใบลํางตั้งแตํระยะแรกของการเจริญเติบโต ตั้งแตํระยะการเจริญเติบโตทางต๎นและใบจนถึง
ระยะการถํายละอองเกสร 

 
2.2  ระยะเจริญพันธุ์ (reproductive, R) 

 
       ระยะเจริญพันธุ์ (R) จะเร่ิมเมื่อทานตะวันเร่ิมมีดอกเล็ก ๆ เกิดขึ้น (floral initiation) 

จนถึงระยะต๎นแกํเต็มที่ทางสรีรวิทยา (physiology maturity) ระยะนี้ (R) จะแตกตํางจากระยะ 
vegetative ดังนี ้คือ 

 
       ระยะ R1 เป็นระยะที่สามารถมองเห็นดอก (head) ที่หุ๎มด๎วยใบประดับอํอนๆ (young 

bract) ซึ่งหากมองตรงจากด๎านบน (top view) ลงมาบนยอดจะเห็นกลีบเลี้ยงอํอนๆ มากมายเป็นจุด
คล๎ายดาว (star like) ปรากฎขึ้นมา ระยะนี้จะมีความสัมพันธ์กับจ านวนใบซึ่งจะแตกตํางกันไปตาม
พันธุ์ 
        ระยะ R2 จะมีชํวงความยาวของข๎อบริเวณใต๎ฐานรองดอกยาว 0.5 ถึง 2 เซนติเมตร ซึ่ง
ข๎อดังกลําวจะอยูํระหวํางใบสุดท๎ายกับฐานรองดอก (receptacle) ในบางคร้ังอาจจะพบใบประดับ
พิเศษ (adventitious bracts) ตรงระหวํางชํวงข๎อดังกลําวแตํจะไมํน ามาพิจารณา 
 

       ระยะ R3 ความยาวข๎อตรงใต๎ฐานรองดอกกับใบสุดท๎ายจะยืดตัวอยํางรวดเร็วยกจาน
ดอกให๎สูงขึ้น ท าให๎ข๎อตรงชํวงดังกลําวยาวมากกวํา 2 เซนติเมตร 

 
       ระยะ R4 ดอกเร่ิมบานกลีบดอก (ray flower) เล็ก ๆ คลี่ตัวออกมา 
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      ระยะ R5 ระยะนี้เร่ิมมีการถํายละอองเกสร (anthesis) เกิดขึ้น กลีบดอกบานเต็มที่และ
สามารถมองเห็นดอกยํอย (disk flower) ระยะ R5 สามารถแบํงยํอยได๎อีกโดยอาศัย เปอร์เซ็นต์ของ
พื้นที่ดอกยํอยที่ถํายละอองเกสรแล๎ว การถํายละอองเกสรจะเร่ิมจากดอกยํอย ที่อยูํวงรอบนอกเข๎ามา
สูํใจกลางดอก เชํนหากเกิดการถํายละอองเกสรเกิดขึ้นแล๎วร๎อยละ 50 ระยะนี้จะเป็นระยะ R5.5 หาก
ผสมแล๎วร๎อยละ 80 จะเทํากับระยะ R5.8 การก าหนดระยะดังกลําวอาศัยการประมาณจากพื้นที่ที่มี
ดอกยํอยเทํานั้น (ไมํได๎รวมจากสํวนของกลีบดอก ในการประมาณพื้นที่) และดอกยํอยดังกลําวต๎อง
บานแล๎ว 

 
        ระยะ R6 การถํายละอองเกสรเกิดขึ้นสมบูรณ์ และกลีบดอก (ray flower) สูญเสียความ

เตํง และเร่ิมแสดงอาการเหี่ยว แตํทั้งนี้การเหี่ยวและการรํวงของกลีบดอก อาจจะเกิดขึ้นหรือไมํเกิด
ก็ได๎ 

 
        ระยะ R7 ด๎านหลังจานดอกจะเร่ิมเปลี่ยนเป็นสีเหลืองเร่ือ ๆ การเหลืองจะเร่ิมเกิดตรง

บริเวณสํวนกลางของจานดอกใกล๎กับฐานของจานดอก และรอยตํอของก๎านชูดอก (penduncle) 
 
        ระยะ R8 ด๎านหลังของจานดอกมีสีเหลือง แตํสํวนของใบประดับ (bract) ยังมีสีเขียว

อยูํบางครั้งจะพบหรือไมํพบจุดสีน้ าตาลบนหลังจานดอก 
 
        ระยะ R9 สํวนของใบประดับ กลายเป็นสีเหลืองและสีน้ าตาล จุดสีน้ าตาลหลังจาน

ดอกขยายใหญํขึ้นเป็นสีน้ าตาลเกือบทั้งหมด ระยะนี้เป็นระยะที่มีการแกํทางสรีรวิทยา  
 
การประมาณระยะการเจริญเติบโตตั้งแตํระยะ R7 ถึง R8 จะต๎องพิจารณาเฉพาะจานดอกที่

สมบูรณ์ปราศจากโรคเทํานั้น แตํทั้งนี้จ านวนระยะการเจริญเติบโตและชํวงระยะ (stage) จะขึ้นกับ
สายพันธุ์และสภาพแวดล๎อม 

 
3.  สภาพแวดล้อมที่เหมาะสมในการปลูก 
 
 ทานตะวันชอบอากาศอบอํุนในเวลากลางวันและอากาศเย็นในเวลากลางคืน อุณหภูมิที่
เหมาะสมอยูํระหวําง 18-35 องศาเซลเซียส สภาพความเป็นกรด-ดําง ของดินประมาณ 5.7-8 
สามารถขึ้นได๎ในดินแทบทุกประเภท แตํที่ขึ้นได๎ดีคือดินที่มีหน๎าดินลึกที่อุ๎มน้ าได๎ดี แตํไมํชอบน้ า
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ขังและไมํชอบดินที่มีลักษณะเป็นกรด ปริมาณน้ าฝนประมาณ 800 - 1,200 มิลลิเมตรตํอปี หากดินที่
ปลูกมีความชื้นต่ า ผลผลิตของเมล็ดจะต่ าลงมาก 
 
4. สภาพพื้นที่ท่ีเหมาะสมส าหรับการปลูกทานตะวัน 
 
 ทานตะวันเจริญเติบโตได๎ดีในพื้นที่แบบที่ราบเชิงเขา  และที่ดอน พื้นที่ที่มีการระบายน้ าดี
ไมมํมีน้ าทํวมขัง ความลาดเอียงพื้นที่ไมํเกิน 5 % ความสูงจากระดับน้ าทะเลประมาณ  500  เมตร 
ดินที่เหมาะสมในการปลูกทานตะวันเป็นดินเน้ือหยาบหรือเน้ือละเอียดปานกลาง ระบายอากาศ 
ระบายน้ า และอ๎ุมน้ าได๎ดี โครงสร๎างดินไมแนนํทึบ และไมํเกิดแผนํแข็งบนผิวหน๎าดิน (surface 
crust) เมื่อดินเปียก และแห๎ง  มีปรมิาณอินทรีย์วัตถุในดินไมํน๎อยกวําร๎อยละ 1.5  (ศรีสุดา, 2549) 

 
5.  ฤดูปลูก   
  
 ทานตะวันเป็นพืชที่สามารถเจริญเติบโตได๎ในทุกฤดูกาล เพราะเป็นพืชที่ไมํไวตํอชํวงแสง
การปลูกในบางท๎องที่อาจไมํมีความเหมาะสม เชํน ในที่ลุํมภาคกลาง ในฤดูฝนจะมีน้ าขังแฉะเกินไป 
หรือที่ดินในฤดูแล๎งที่ไมํมีน้ าชลประทาน ดังนั้นฤดูที่เหมาะสมที่สุดมี 2 ฤดูคือ 
  

1.  ปลายฤดูฝน ในสภาพพื้นที่ที่เป็นดินรํวนเหนียว ควรปลูกทานตะวันในปลายฤดูฝน คือ 
ตั้งแตํเดือนกันยายน-พฤศจิกายน แตํถ๎าสภาพพื้นที่ที่ปลูกเป็นดินรํวนทราย ควรปลูกในเดือน
สิงหาคม-ตุลาคม ซึ่งเป็นชํวงกลางฤดูฝน 

  
2.  ฤดูแล๎ง ถ๎าในแหลํงปลูกนั้นสามารถใช๎น้ าจากชลประทานได๎ก็สามารถปลูกเป็นพืชเสริม

ได๎ โดยปลูกในชํวงเดือนพฤศจิกายน - กุมภาพันธ์ ซึ่งเป็นชํวงหลังจากเก็บเกี่ยวข๎าวแล๎ว  
เน่ืองจากพันธุ์ลูกผสมนี้ ดอกคํอนข๎างใหญํ เวลาเมล็ดแกํจานดอกจะห๎อยลงมาและด๎านหลังของจาน
ดอกจะมีลักษณะเป็นแอํงเหมือนกระทะก๎นแบน เมื่อฝนตกลงมาน้ าฝนจะขังในแอํงดังกลําว จะท า
ให๎เกิดโรคเนําได๎มากและท าให๎เมล็ดเนําเสียหาย ดังนั้นจึงควรปลูกในปลายฤดูฝน หรือในฤดูแล๎ง 
และถ๎ามีฝนตกน้ าขังในแอํงของจานดอก ให๎เขยําต๎นเพื่อท าให๎น้ าไหลออกให๎หมด (ศรีสุดา, 2549)  
 
 
 
 

8 



  
                                                                                              
                                                                           

      

6.  การเก็บเกี่ยว  
 
 ทานตะวันจะมีอายุการเก็บเกี่ยวแตกตํางกันไป ทั้งนี้ขึ้นอยูํกับพันธุ์ที่ปลูก (พันธุ์ลูกผสม 
อายุเก็บเกี่ยว 90-100 วัน) วิธีการเก็บเกี่ยวนั้นให๎สังเกตจากด๎านหลังของจานดอกจะเปลี่ยนเป็นสี
เหลืองซึ่งเป็นชํวงการสร๎างน้ ามันในเมล็ดจะเร่ิมลดลง และจะหยุดสร๎างน้ ามันเมื่อจานดอก
เปลี่ยนเป็นสีน้ าตาลก็เร่ิมเก็บเกี่ยวได๎ หลังจากนั้นให๎น าไปผึ่งแดดจัด ๆ 1-2 แดด โดยแขวนให๎หัว
ห๎อยลงและหมั่นกลับชํอดอก เพื่อให๎ดอกแห๎งอยํางสม่ าเสมอ ถ๎าเก็บเกี่ยวในชํวงที่ยังมีฝนชุกให๎
น ามาผึ่งในรํมหลาย ๆ วันจนแห๎งสนิท แล๎วจึงรวบรวมไปนวด อาจใช๎แรงคนหรือสัตว์ หรือใช๎
เคร่ืองนวดเมล็ดถั่วเหลืองหรือถั่วลิสงก็ได๎ เสร็จแล๎วน าไปท าความสะอาดแล๎วเก็บไว๎ในยุ๎งฉางที่
ป้องกันแดด-ฝน และแมลงศัตรูได๎ เพื่อรอจ าหนําย (ความชื้นของเมล็ดที่จะเก็บรักษาไว๎ ควรไมํเกิน 
10%)  (ศรีสุดา, 2549) 
 
7.  การเพาะเลี้ยงเนื้อเย่ือพืช 

 
การเพาะเลี้ยงเน้ือเยื่อพืชเร่ิมแรกเมื่อปี ค.ศ. 1902 โดย Gottieb Haberlandt นักพฤกษศาสตร์

ชาวเยอรมัน แตํยังไมํคํอยประสบความส าเร็จเนื่องจากยังไมํมีการน าฮอร์โมนพืชมาใช๎  ในปี 1930 
สามารถพัฒนาการเพาะเลี้ยงเซลล์ที่แยกจากรากพืชหลายชนิดในสภาพปลอดเชื้อ ตํอมาในปี 1938 
สามารถเพาะเลี้ยงชิ้นสํวนตําง ๆ และแคลลัสของพืชได๎หลายชนิด และหลังจากนั้นก็ได๎มีการค๎นพบ
เทคนิคใหมํ ๆ ขึ้นมากมาย (ประศาสตร์, 2538) 
 

การใช๎เทคนิคเพาะเลี้ยงเน้ือเยื่อปัจจุบันมีความส าคัญและมีประโยชน์อยํางมากในการ
ขยายพันธุ์และการปรับปรุงพันธุ์พืช ในกรณีที่ใช๎เทคนิคการเพาะเลี้ยงเน้ือเยื่อเพื่อการขยายพันธุ์พืช
นิยมเรียกวํา micropropagation ต๎นพืชที่ได๎รับการขยายพันธุ์ถูกเรียกวํา clone ดังนั้นในพืชสํวนใหญํ
นิยมขยายพันธุ์ด๎วยสํวนของล าต๎นเพื่อสร๎าง clone ตําง ๆ  โดยทั่วไปประกอบด๎วยขั้นตอนหลัก 4 
ขั้นตอนดังน้ี (รังสฤษดิ์, 2540) 

 
 1. เทคนิคการท าให๎ชิ้นสํวนพืชปลอดเชื้อ และน ามาเพาะเลี้ยง 
 2. การชักน าให๎เพิ่มจ านวนหนํอมากขึ้น 
 3. การชักน าให๎เกิดราก 
 4. การย๎ายปลูกต๎นที่ชักน าได๎  
 

9 



  
                                                                                              
                                                                           

      

 การเพาะเลี้ยงเน้ือเยื่อจะประสบความส าเร็จมากน๎อยขึ้นอยูํกับปัจจัยหลายอยํางที่มีบทบาท
ควบคุมการเจริญเติบโต และการเปลี่ยนแปลงของเนื้อเยื่อพืช (ไพบูลย,์ 2524)  สรุปได๎ ดังนี้ 

 
1.  ปัจจัยภายในพืช (endogenous factors) 
 
 1.1  ลักษณะทางพันธุกรรม (genotype) คือ การเจริญเติบโตของเนื้อเยื่อไปเป็น

ยอดหรือรากนั้นขึ้นอยูํกับชนิดพืช พืชบางชนิดอาจเกิดเป็นยอดหรือรากได๎งําย ในขณะที่พืชอีกชนิด
หนึ่งเกิดได๎ยาก แม๎จะเลี้ยงในอาหารที่เหมาะสม ซึ่งแสดงให๎เห็นถึงอิทธิพลของพันธุกรรม 

 
  1.2  สารควบคุมการเจริญเติบโตของพืช (phytohormone) ในชิ้นสํวนพืช ฮอร์โมน
บางชนิดอาจจะชํวยสํงเสริมให๎มีการเจริญเติบโตของเนื้อเยื่อพืช และฮอร์โมนบางชนิดก็สามารถ
ยับยั้งการเจริญเติบโตได๎เชํนกัน 
 

2.  ปัจจัยภายนอก 
 
 2.1  แสง (light)  แสงไมํมีสํวนเกี่ยวข๎องกับการปรุงอาหารของเนื้อเยื่อที่เพาะเลี้ยง   

แตํแสงชํวยให๎เนื้อเยื่อมีการพัฒนาไปเป็นสํวนตําง ๆ ของพืชได๎ ซึ่งการให๎แสงควรพิจารณาถึง 
คุณภาพของแสง ความเข๎มของแสง และระยะเวลาในการให๎แสง 

 
 2.2  อุณหภูมิ (temperature) โดยทั่วไปอุณหภูมิที่เหมาะสมตํอการเจริญเติบโตของ

เน้ือเยื่อจะประมาณ 25 องศาเซลเซียส 
 

2.3  สารควบคุมการเจริญเติบโต (plant growth regulators) การเกิดเป็นต๎นราก
หรือแคลลัสของพืชแตํละชนิดขึ้นอยูํกับความสมดุลของปริมาณออกซินและไซโตไคนินในอาหาร 

 
3.  ปัจจัยอื่น ๆ  ได๎แกํ ชิ้นสํวนของเน้ือเยื่อพืชที่น ามาเลี้ยง สภาพการเพาะเลี้ยงเน้ือเยื่อและ

สํวนประกอบของพืช 
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8.  การเพาะเลี้ยงเนื้อเย่ือร่วมกับการเหนี่ยวน าให้เกิดการกลาย 
 

การเพาะเลี้ยงเน้ือเยื่อรํวมกับการเหนี่ยวน าให๎เกิดการกลาย สามารถน าไปใช๎ได๎ทั้งพืชที่
ขยายพันธุ์โดยเมล็ดและพืชที่ขยายพันธุ์โดยเนื้อเยื่อต๎นพืช ส าหรับพืชที่ขยายพันธุ์โดยเนื้อเยื่อจะมี
ข๎อได๎เปรียบคํอนข๎างมาก เพราะเป็นการปฏิบัติกับพืชจ านวนมาก แตํใช๎พื้นที่น๎อย และสามารถลด
เวลาในการปรับปรุงพันธุ์ 

 
การใช๎เทคนิคเพาะเลี้ยงเน้ือเยื่อรํวมกับการฉายรังสี ท าให๎เกิดการกลายและสามารถคัดพันธุ์

ได๎หลายชนิด เพราะเทคนิคดังกลําว  สามารถชํวยในการแยกสํวนกลาย (mutated sector) ออกจาก
สํวนปกติ ในกรณีที่เกิดไคเมอรา แล๎วน าไปขยายพันธุ์ตํอไปได๎ ดังน้ันจึงเป็นวิธีการที่ชํวยรักษาสํวน
กลายมิให๎มีการสูญเสียไป (อรุณี, 2550) 

 
การชักน าให๎เกิดการกลายพันธุ์ในพืชเป็นวิธีการที่ท าให๎เกิดการเปลี่ยนแปลงทางพันธุกรรม

และได๎พืชพันธุ์ใหมํเร็วขึ้น และสามารถถํายทอดไปยังชั่วตํอไปได๎  ปกติแล๎วการกลายพันธุ์สามารถ
เกิดขึ้นเองตามธรรมชาติได๎แตํมีอัตราต่ า จึงมีการกระตุ๎นเพื่อให๎เกิดการกลายพันธุ์ในอัตราสูงและ
ในระยะเวลาที่รวดเร็วขึ้น ซึ่งท าได๎โดยการใช๎รังสีหรือสารเคมี (ไพบูลย์, 2524) พันธุ์กลายที่ได๎จาก
การเหนี่ยวน าที่เกิดขึ้นในพืชนั้นสามารถน ามาใช๎ประโยชน์ได๎ 2 ทาง คือ 

 
1.  การใช๎ประโยชน์โดยตรง (direct use) พันธุ์กลายที่มีลักษณะดี สามารถน ามาขยายพันธุ์

สํงเสริมได๎ทันที เหมาะสมกับพืชที่มีการปรับปรุงพันธุ์ยังไมํได๎ระดับสูงสุด ในการใช๎รังสีหรือ
สารเคมีเหน่ียวน าให๎เกิดการกลายพันธุ์สามารถเพิ่มความแปรปรวนทางพันธุกรรมได๎งําย     ท าให๎
ได๎จีโนไทป์ใหมํ ๆ ออกมาและน าไปใช๎เป็นพันธุ์ใหมํได๎โดยตรง ในระยะเวลาคํอนข๎างสั้น 

 
2.  การใช๎ประโยชน์ทางอ๎อม (indirect use) พันธุ์กลายที่มีลักษณะที่สนใจ แตํยังไมํดี

พอที่จะน ามาขยายเป็นพันธุ์โดยตรง เนื่องจากยังมีลักษณะอื่น ๆ ที่ไมํต๎องการอยูํด๎วย อาจน าพันธุ์
กลายนี้ไปใช๎ในการปรับปรุงพันธุ์โดยการผสมพันธุ์ (cross breeding) เพื่อถํายทอดลักษณะที่
ต๎องการเข๎าไปยังพืชที่จะปรับปรุง เน่ืองจากขาดลักษณะที่ดีบางอยําง 
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9.  การแปรผันทางพันธุกรรมที่เกิดจากกการเพาะเลี้ยงเนื้อเย่ือ 
 
 การเปลี่ยนแปลงทางพันธุกรรมอยํางฉับพลันหรือที่เรียกวํา การกลาย ที่เกิดกับเน้ือเยื่อหรือ
เซลล์รํางกาย ที่อยูํระหวํางการเพาะเลี้ยงกํอนการชักน าให๎เกิดเป็นต๎นพืชที่สมบูรณ์ เป็นสาเหตุการ
เปลี่ยนแปลงทางพันธุกรรม หรือจีโนไทป์ ซึ่งหมายถึงการเปลี่ยนแปลงของสารพันธุกรรม คือ ยีน 
หรือ ดีเอนเอ และเป็นผลของการเกิดโซมาโคลนอลวาริเอชัน โดยแสดงออกมาทางจีโนไทป์  (อรุณี, 
2550) 
 
 ตามหลักการในการเพาะเลี้ยงเน้ือเยื่อเพื่อขยายพันธุ์ ต๎นใหมํที่ได๎ควรมีจีโนไทป์ที่เหมือน
ต๎นแมํทุกประการ แตํทางปฏิบัติมักพบต๎นที่มีฟีโนไทป์แตกตํางจากต๎นแมํเกิดขึ้นในขั้นตอนการ
เพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ โดยเซลล์หรือเน้ือเยื่อเหลํานี้จะมีการแบํงเซลล์หรือเพิ่มจ านวนสามารถ
เจริญเติบโตเป็นต๎นที่สมบูรณ์ นอกจากนี้ลักษณะทางฟีโนไทป์สามารถถํายทอดไปยังลูกหลานได๎ 
แสดงวํามีการเปลี่ยนแปลงทางพันธุกรรมหรือจีโนไทป์ พบวําบางลักษณะมีความส าคัญทาง
เศรษฐกิจ เรียกลักษณะพืชเหลํานี้วํา clonal variation ความแปรผันทางพันธุกรรมที่เกิดจากการ
เพาะเลี้ยงเน้ือเยื่อ เป็นแหลํงความแปรผันทางพันธุกรรมของพืช และอาจมีผลตํอวิวัฒนาการของพืช
ได๎ 
  
10.  รังสีท่ีนิยมเหนี่ยวน าให้เกิดการกลายพันธุ์  
 

1.  รังสีเอกซ์ (X-rays) 
 
       รังสีเอกซ์ผลิตจากเคร่ืองก าเนิดรังสีเอกซ์ ที่ประกอบด๎วยหลอดสุญญากาศ ภายในมีเป้า
ที่ท าจากวัสดุที่มีจุดหลอมเหลวสูง เชํน ทังสเตน โมลิบดินัม ท าหน๎าที่เป็นขั้วบวก (anode) และไส๎
หลอด (filament) ที่ท าจากทังสเตน ซึ่งสามารถทนความร๎อนได๎สูง ท าหน๎าที่เป็นขั้วลบ (cathode) 
เป้าและไส๎หลอดตํอเข๎ากับแหลํงจํายไฟแรงดันสูง เมื่อไส๎หลอดร๎อนจะปลดปลํอยอิเล็คตรอนให๎
เคลื่อนที่ไปปะทะเป้า แล๎วให๎รังสีเอกซ์ออกมา รังสีเอกซ์เกิดนอกนิวเคลียสจึงไมํจัดเป็นรังสี
นิวเคลียร์ 
 

2.  รังสีแกมมา (gamma-rays) 
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       รังสีแกมมาเป็นรังสีไฟฟ้าที่มีความถี่สูง ไมํมีมวล ไมํมีประจุ มีอ านาจทะลุทะลวงสูง 
เกิดจากการปลํอยพลังงานของนิวไคล์กัมมันตรังสี (radionuclide หรือ radioactive nuclide) ที่
สลายตัวให๎รังสีชนิดอ่ืนแล๎ว แตํมีพลังงานเหลืออยูํ จึงปลดปลํอยออกมาในรูปของรังสีแกมมา รังสี
แกมมาจัดเป็นรังสีนิวเคลียร์ เน่ืองจากเกิดจากนิวเคลียสของนิวไคลด์กัมมันตรังสี ตัวอยํางนิวไคด์
ของกัมมันตรังสีคือ โคบอลต์-60 และ ซีเซียม-137 

 
3.  รังสีนิวตรอน (neutron) 
 

       รังสีนิวตรอนเป็นอนุภาคที่ไมํมีประจุไฟฟ้า จึงสามารถผํานเข๎าไปในตัวกลางได๎ดี 
รวมทั้งเซลล์ของสิ่งมีชีวิต นิวตรอนจัดเป็นรังสีนิวเคลียร์ แตํแตกตํางจากรังสีนิวเคลียร์ชนิดอ่ืนที่มัก
ไมํเกิดการสลายตัวของธาตุกัมมันตรังสี ในปริมาณรังสีที่เทํากัน นิวตรอนมีความรุนแรงมากกวํา
รังสีเอกซ์และรังสีแกมมา โดยเกิดอันตรายมากกวํารังสีเอกซ์และรังสีแกมมาถึง 10 เทํา มีความ
ยุํงยากจึงไมํคํอยนิยมวิธีนี้ 
 

4.  ไอออนบีม (ion beams) 
 

        เป็นล าอนุภาคที่มีประจุ เชํน อิเล็คตรอน หรือ ไอออนอ่ืนๆ ได๎แกํ คาร์บอนไอออน 
ไนโตรเจนไอออน นีออนไอออน เคลื่อนที่ไปในทิศทางเดียวกันและมุํงเข๎าสูํเป้าหมายเดียวกัน 
หลังจากมีการน าเอารังสีแกมมา รังสีเอกซ์ และรังสีนิวตรอนมาใช๎เป็นสิ่งกํอกลายพันธุ์เป็นเวลานาน
จึงได๎มีการค๎นคิดสิ่งกลายพันธุ์ใหมํเกิดขึ้น ไอออนบีมจึงเข๎ามามามีบทบาทในชํวงศตวรรษที่ 20 จึง
เรียกการปรับปรุงพันธุ์ซึ่งใช๎ไอออนบีมวํา ‚ ion beam breeding‛  (อรุณี, 2550) 
 
11.  การเพาะเลี้ยงเนื้อเย่ือและการฉายรังสีแกมมา 
 

ชุตินทร (2532) ได๎ศึกษาการชักน าเบญจมาศให๎กลายพันธุ์โดยการฉายรังสีรํวมกับการ
เพาะเลี้ยงเน้ือเยื่อ โดยน าเบญจมาศที่อยูํในสภาพปลอดเชื้อมาอาบรังสีที่อัตรา 0  1  2  3  4  5  6  7  8 
9 และ 10 กิโลแรด พบวําปริมาณรังสีที่เหมาะสมที่ท าให๎เกิดการกลายพันธุ์คือ 1 กิโลแรด ปริมาณ
รังสีที่เพิ่มขึ้นมีผลท าให๎เปอร์เซ็นต์การเจริญเติบโตลดลง และกํอให๎เกิดลักษณะผิดปกติ เชํน ข๎อถี่
สั้น ใบดําง ปริมาณรังสีตั้งแตํ 4 กิโลแรด ขี้นไปท าให๎การเจริญเติบโตเบญจมาศหยุดชะงักและตาย
ไปในที่สุด 
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โกศล (2533) ได๎ศึกษาการฉายรังสีที่มีผลตํอเมล็ดทานตะวันพันธุ์แปซิฟิก 33 ที่ปริมาณรังสี
แกมมาที่ระดับ 21.29 กิโลแรด ท าให๎เปอร์เซ็นต์ความงอกลดลง 50 เปอร์เซ็นต์ ปริมาณรังสีที่ 12 
กิโลแรด ท าให๎ความยาว hypocotyl ลดลง 50 เปอร์เซ็นต์ ปริมาณรังสีที่ 25 กิโลแรด ท าให๎ความยาว
รากลดลง 35 เปอร์เซ็นต์ และปริมาณรังสีที่ 14.44 กิโลแรด มีผลท าให๎ทานตะวันพันธุ์แปซิฟิก 33 
ตายไป 50 เปอร์เซ็นต์ (LD 50) และปริมาณรังสีที่เหมาะสมในการชักน าให๎เกิดการกลายพันธุ์ใน
ทานตะวันพันธุ์แปซิฟิค 33 เทํากับ 10 กิโลแรด ซึ่งมีผลให๎เกิดลักษณะทางคุณภาพเปลี่ยนแปลง คือ 
ความสูง ขนาดดอก และจ านวนเมล็ดตํอดอกลดลง สํวนเปอร์เซ็นต์น้ ามันไมํแตกตํางทางสถิติ 

 
อุไร (2542) ศึกษาการเพาะเลี้ยงเน้ือเยื่อและการชักน าให๎เกิดการกลายในต๎นอเมซอนด๎วย

รังสีแกมมาโดยศึกษาอิทธิพลของรังสีแกมมาตํอการตายของต๎นอเมซอน 30 เปอร์เซ็นต์ และ 50 
เปอร์เซ็นต์   ในระยะเวลา 4 เดือน ได๎คํา LD30 และ LD50 ประมาณ 335 และ 550 แรด จากการศึกษา
อิทธิพลของรังสีแกมมาในชํวงคํา LD30-LD50  ที่มีผลตํอการตายของต๎นอํอนอเมซอน พบวํารังสีไมํมี
ผลตํอเปอร์เซ็นต์การตาย จ านวนหนํอ การจัดเรียงของใบ และสีของใบ รังสีแกมมามีผลท าให๎ต๎น
อํอนอเมซอนที่ได๎รับการฉายรังสีทุกปริมาณเจริญเติบโตช๎ากวําต๎นอํอนที่ไมํได๎รับการฉายรังสี
แกมมาทุกปริมาณมีจ านวนโครโมโซมผิดปกติเมื่อเปรียบเทียบกับต๎นที่ไมํได๎รับการฉายรังสีซึ่งมี
โครโมโซม 2n=22 

 
ศิริรัตน์ (2546) ศึกษาผลของการฉายรังสีแกมมาที่มีตํอเมล็ดทานตะวัน 3 ลักษณะคือ เมล็ด

ที่ไมํแกะเปลือก เมล็ดไมํแกะเปลือกแชํน้ า 8 ชั่วโมง และเมล็ดที่แกะเปลือก โดยน าเมล็ดทั้ง 3 
ลักษณะมาฉายรังสีแกมมาปริมาณ 0  5  10  15  20 และ 25 กิโลแรด พบวํา ควรเลือกใช๎ปริมาณรังสี
ในเมล็ดไมํแกะเปลือกที่ 14.86-16.85 กิโลแรด เมล็ดไมํแกะเปลือกแตํแชํน้ า 8 ชั่วโมง 9.57-10.75 
กิโลแรด เมล็ดที่แกะเปลือก 14.67-16.70 กิโลแรด  

 
Bowen (1962) รายงานถึงผลของรังสีแกมมาที่มีตํอกิ่งปักช าเบญจมาศ 7 พันธุ์ วํามีคํา LD50

อยูํในชํวงระหวําง 3.0-4.3 กิโลแรด และมีผลท าให๎ออกดอกช๎า ต๎นที่ผํานการฉายรังสีจะมีการ
เปลี่ยนแปลงสีดอกประมาณ 40 เปอร์เซ็นต์ การเปลี่ยนสีดอก และรูปรํางของดอกขึ้นอยุํกับพันธุ์ 
และจากลักษณะที่เปลี่ยนแปลงไปในพันธุ์หนึ่ง ๆ นั้น อาจเกิดขึ้นจาก periclinal chimera มีการต้ัง
สมมุติฐานวํา การใช๎รังสีชักน าให๎เกิดการเปลี่ยนแปลงท าให๎จ านวนโครโมโซม เพิ่มขึ้นมากกวําจะ
ท าให๎ลดลง 
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Kirenmai and Devi (1995) ทดลองชักน าให๎เกิดการกลายในเมล็ดทานตะวัน (Helianthus 
annuas cv. SS56) ผลที่ได๎มีดังนี้คือ เมื่อใช๎ Hydroxylamine 1 เปอร์เซ็นต์ ได๎พันธุ์กลายเมล็ดกลม 
เมื่อใช๎ N-methyl-N-nitrosourea 0.04 เปอร์เซ็นต์ ได๎พันธุ์กลายเมล็ดที่มีความหนาขึ้น สํวนการใช๎
รังสีแกมมาปริมาณ 20 กิโลแรด ได๎พันธุ์กลายเมล็ดลาย จากนั้นได๎ศึกษาความแตกตํางของฮอร์โมน
พืชจากแคลลัสและความสามารถในการเจริญเติบโตของพันธุ์กลายเหลํานี้โดยการเพาะเลี้ยงใบเลี้ยง
(cotyledon) การตรวจสอบพันธุ์กลายเปรียบเทียบกับพันธุ์ปกติ พบวําชิ้นสํวนใบเลี้ยงที่มาจากพันธุ์
ปกติ มีความสามารถในการเกิดแคลลัสได๎ดีกวําชิ้นสํวนใบเลี้ยงที่มาจากพันธุ์กลาย 

 
 Ozyigit and Semiz (2006) ได๎ศึกษาการเพาะเลี้ยงเน้ือเยื่อทานตะวัน 5 สายพันธุ์จากเมล็ด 

ได๎แกํ Trakya 80, Trakya 129, Trakya 259, Trakya 2098 และ Viniimk 8931 บนสูตรอาหาร
พื้นฐาน MS (Murashige and Skoog, 1962)  พบวําอาหารสูตร MS ที่เติม 2,4-D สามารถชักน าให๎
เกิดแคลลัสได๎ สํวนสูตรอาหาร MS ที่เติม BA 1 มิลลิกรัมตํอลิตรรํวมกับ NAA  0.5 มิลลิกรัมตํอ
ลิตร สามารถชักน าให๎เกิดยอดได๎ ซึ่งการเกิดแคลลัสจากอาหารสูตรชักน าแคลลัสเกิด 80-92 % ทั้ง 5 
พันธุ์ สามารถชักน าให๎เกิดรากได๎ในอาหารสูตร MS รํวมกับ IBA 1 มิลลิกรัมตํอลิตร และสูตร
อาหาร MS ที่ปราศจากฮอร์โมนก็สามารถชักน าให๎เกิดรากได๎เชํนเดียวกันทั้ง 5 สายพันธุ ์

 
12.  การตรวจสอบสายพันธุ์พืชโดยใช้เทคนิคเอเอฟแอลพี 
 

เอเอฟแอลพี (amplified fragment length polymorphism, AFLP) เป็นเทคนิคของ
เคร่ืองหมายดีเอ็นเอ (DNA marker) แบบหนึ่ง พื้นฐานของเอเอฟแอลพี คือการตรวจสอบชิ้นดีเอ็น
เอที่ตัดด๎วยเอ็นไซม์ตัดจ าเพาะ โดยการเพิ่มปริมาณด๎วยวิธีพีซีอาร์ (polymerase chain reaction, 
PCR) ซึ่งรวมเอาความนําเชื่อถือของเทคนิคอาร์เอฟแอลพี  (restriction fragment length 
polymorphism, RFLP) และประสิทธิภาพของพีซีอาร์เข๎าด๎วยกัน เทคนิคนี้พัฒนาขึ้นโดย Vos  และ 
Zabeau นักวิจัยของบริษัท Keygene N.V. ประเทศเนเธอร์แลนด์ (Vos et al., 1995) 

 
การเพิ่มปริมาณชิ้นดีเอ็นเอที่มาจากการตัดด๎วยเอ็นไซม์ตัดจ าเพาะท าได๎โดยการเชื่อมตํอ 

adapter เขา๎ที่ปลายของชิ้นดีเอ็นเอตํอจากต าแหนํงตัดจ าเพาะของเอ็นไซม์โดย adapter เป็นดีเอ็นเอ
สายคูํชิ้นสั้น ๆ ที่มีปลายด๎านหน่ึงเป็นปลายเหนียวเหมือนกับปลายโมเลกุลของดีเอ็นเอที่ตัดด๎วย
เอ็นไซม์ที่เลือกใช๎จึงสามารถเชื่อมตํอกับชิ้นดีเอ็นเอที่ตัดไว๎โดยใช๎ปลายเหนียว (sticky end ligation) 
และท าหน๎าที่เป็นต าแหนํงที่จับของไพรเมอร์ในการท าพีซีอาร์ตํอไป ด๎วยวิธีการดังกลําวนี้ชิ้น         
ดีเอ็นเอที่ได๎จากการตัดด๎วยเอนไซม์ จะสามารถเพิ่มปริมาณขึ้นได๎โดยใช๎ไพรเมอร์ซึ่งมีล าดับเบส
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ตรงกับสํวนของ adapter รํวมกับสํวนของเบสที่ต าแหนํงตัดจ าเพาะของเอ็นไซม์ อยํางไรก็ตาม
จ านวนชิ้นดีเอ็นเอที่สามารถเพิ่มปริมาณได๎คราวเดียวกันมีมาก และไมํสามารถจะแยกจากกัน หรือ
ตรวจสอบโดยวิธีทั่ว ๆไป เชํน การท าอิเล็กโตรโฟรีซีส ดังนั้นการสังเคราะห์ไพรเมอร์ ในการท าเอ
เอฟแอลพีจึงเพิ่มเบสเพื่อคัดเลือกเข๎าที่ปลาย 3’ ตํอจากเบสที่ต าแหนํงตัดจ าเพาะของเอ็นไซม์ เพื่อให๎
เลือกจับกับชิ้นดีเอ็นเอที่มีล าดับเบสสํวนที่อยูํตํอจากบริเวณตัดจ าเพาะสอดคล๎องกับเบสที่เพิ่มเข๎าไป
ที่ปลาย 3’ ของไพรเมอร์นั้น ท าให๎เกิดการเพิ่มปริมาณชิ้นดีเอ็นเอเพียงบางสํวน และสามารถ
ก าหนดจ านวนชิ้นดีเอ็นเอที่ต๎องการเพิ่มปริมาณได๎โดยจ านวนเบสที่เพิ่มเข๎าไปนั้นเอง ถ๎าดีเอ็นเอ
ของสิ่งมีชีวิตหรือจีโนมที่ศึกษามีสํวนประกอบของเบสทั้ง 4 ชนิด (G, A, C, T) ในสัดสํวนเทํากัน 
การเพิ่มเบสที่ปลาย 3’ ของไพร์เมอร์เพื่อคัดเลือก 1 เบสจะชํวยลดจ านวนชิ้นดีเอ็นเอที่จะเพิ่ม
ปริมาณเหลือเพียง 1 ใน 4 ของทั้งหมด ถ๎าเพิ่มเบสเพื่อคัดเลือก 2 เบส จ านวนชิ้นดีเอ็นเอที่ตรวจสอบ
ได๎ก็จะลดลงเหลือ (1/4)2 หรือ 1ใน 16 ของชิ้นสํวนดีเอ็นเอที่ตัดได๎ทั้งหมด ดังน้ัน จึงสามารถ
ควบคุมให๎เกิดการเพิ่มปริมาณชิ้นดีเอ็นเอในจ านวนที่เหมาะสมได๎ โดยจ านวนเบสที่เพิ่มเข๎าไปแตํ
ละเบสจะลดปริมาณชิ้นดีเอ็นเอลงเหลือ (1/4)n ของทั้งหมดซึ่ง n คือจ านวนเบสส าหรับคัดเลือกที่
เพิ่มขึ้น ในทางปฏิบัติ ต๎องการให๎มีจ านวนชิ้นดีเอ็นเอในชํวง 50-100 แถบ ซึ่งเป็นชํวงที่สามารถ
ตรวจสอบได๎โดยวิธีอีเล็กโตรโฟรีซิสใน denaturing polyacrylamide gel ในสิ่งมีชีวิตที่มีจีโนม
ขนาดเล็กจะใช๎ไพร์เมอร์ที่มีการเพิ่มเบสเพื่อคัดเลือกจ านวนน๎อย ในขณะท าการตรวจสอบดีเอ็นเอ
ของสิ่งมีชีวิตที่มีจีโนมขนาดใหญํหรือมีความซับซ๎อนมาก ต๎องใช๎ไพรเมอร์ที่มีการเพิ่มเบสเพื่อ
คัดเลือกจ านวนมากขึ้น เพื่อปรับจ านวนชิ้นดีเอ็นเอที่จะเพิ่มปริมาณให๎มีจ านวนพอเหมาะ  (สุรินทร์, 
2552) 

 
หลักการท า เอเอฟแอลพี (สุรินทร์, 2552) 

 
 ขั้นแรก คือ การน าดีเอ็นเอมาตัดด๎วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะ 2 ชนิด นิยมใช๎เอนไซม์ที่มี
ต าแหนํงจดจ า 6 คูํเบส ซึ่งตัดดีเอ็นเอหํางกันประมาณ 46 (=4,096) คูเํบส เรียกวํา rare cutter  รํวมกับ
เอ็นไซม์ที่มีต าแหนํงจดจ า 4 คูเํบส ซึ่งตัดดีเอ็นเอหํางกันประมาณ 44 (=256) คูํเบส เรียกวํา frequent 
cutter แล๎วเชื่อมตํอชิ้นดีเอ็นเอกับ adapter ของเอ็นไซม์ทั้งสองชนิด เพื่อให๎เป็นที่จับของไพรเมอร์
ในการเพิ่มปริมาณโดยวิธีพีซีอาร์ โดยเอ็นไซม์ที่ใช๎ได๎มีหลายชนิด เชํน EcoRI, HindIII, PstI, BglII, 
XbaI (6-cutter) หรือ Sse8387I (8-cutter) รํวมกับ MseI หรือ TaqI ซึ่งเป็น 4-cutter เอ็นไซม์ MseI มี
ต าแหนํงจดจ า คือ 5’-TTAA-3’ และเอ็นไซม์ TaqI มีต าแหนํงจดจ า คือ 5’-TCGA-3’ ปัจจุบันนิยม
ใช๎เอนไซม์ MseI มากกวํา เพราะตัดดีเอ็นเอได๎ขนาดพอเหมาะส าหรับการเพิ่มปริมาณโดยวิธีพีซี
อาร์  และการแยกโดยใช๎ denaturing polyacylamind gel สํวนเอ็นไซม์ที่ใช๎เป็นคูํกันมักใช๎เอนไซม์ 
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EcoRI เน่ืองจากมีราคาถูกและการตัดดีเอ็นเอมีประสิทธิภาพดี โดยมีโอกาสพบการตัดไมํสมบูรณ์
ได๎น๎อย 
 
 ขั้นที่สอง คือ การเพิ่มปริมาณชิ้นดีเอ็นเอบางสํวนโดยใช๎ไพรเมอร์ที่จ าเพาะ ไพรเมอร์ที่ใช๎มี
ล าดับเบสทางปลาย 5’ เหมือนกับล าดับเบสของ adapter ตํอด๎วยล าดับเบสบริเวณจดจ า หรือบริเวณ
ตัดจ าเพาะของเอนไซม์ และเพิ่มเบสเข๎าไปที่ปลาย 3’ อีกสํวนหน่ึงเพื่อให๎เกิดการคัดเลือกเพิ่ม
ปริมาณดีเอ็นเอบางชิ้น สํวนของไพรเมอร์ที่ เหมือนกับ adapter และบริเวณจดจ าของเอนไซม์
เรียกวํา common part สํวนเบสที่เพิ่มเข๎าไปที่ปลาย 3’ เรียกวํา selective part จ านวนเบสที่เพิ่มเข๎าไป
ที่ปลาย 3’ จะชํวยลดจ านวนชิ้นดีเอ็นเอที่จะเพิ่มปริมาณลง โดยชิ้นดีเอ็นเอที่จะเพิ่มปริมาณได๎ต๎องมี
ล าดับเบสที่อยูํตํอกับต าแหนํงตัดจ าเพาะของเอ็นไซม์สอดคล๎องกับเบสที่เพิ่มเข๎าไป ถ๎าเพิ่มเบสเพื่อ
คัดเลือกมากขึ้นจ านวนชิ้นดีเอ็นเอที่จะเพิ่มปริมาณลดลงประมาณ 4 เทําตํอทุก ๆ เบสที่เพิ่มขึ้น 
การศึกษาจีโนมขนาดเล็ก หรือโคลนที่อยูํในพลาสมิด คอสมิด หรือ bacterial artificial chromosome 
(BAC) ไมํจ าเป็นต๎องเพิ่มเบสเพื่อคัดเลือก เนื่องจากจ านวนชิ้นดีเอ็นเอที่เกิดจากการตัดโดยเอนไซม์
ตัดจ าเพาะมีจ านวนน๎อยอยูํแล๎ว และสิ่งมีชีวิตที่มีจีโนมขนาดไมํใหญํมาก เชํน แบคทีเรีย หรือเชื้อรา
จะเพิ่มเบสเพื่อคัดเลือก 1-2 เบส จึงท าปฏิกิริยาเพิ่มปริมาณเพียงครั้งเดียว สํวนพวกที่มีจีโนมขนาด
ใหญํจะเพิ่มเบสมากกวํา 2 เบสที่ไพรเมอร์ทั้งสองชนิด และจะท าปฏิกิริยาเพิ่มประมาณ 2 คร้ัง ครั้ง
แรก เรียกวํา preselective amplification และการท าพีซีอาร์คร้ังที่ 2 เรียกวํา selective amplification 
โดยไพร์เมอร์ที่เพิ่มเบสเพื่อคัดเลือกที่ปลาย 3’ จะเรียกเป็นไพรเมอร์ +1, +2, +3, +4 ตามล าดับ เชํน 
ไพรเมอร์ทางปลาย EcoRI adapter จะเรียกวํา EcoRI+1, EcoRI+2, EcoRI+3 และ EcoRI+4 เป็นต๎น
  
 ขั้นสุดท๎าย คือการวิเคราะห์ลายพิมพ์ดีเอ็นเอที่ได๎โดยท าอิเล็กโทรโฟรีซีสใน denaturing 
polyacrylamind gel แถบดีเอ็นเอที่เหมาะสมที่แยกได๎อยูํในชํวง 50-100 แถบ การตรวจสอบแถบดี
เอ็นเอที่เกิดขึ้นโดยการย๎อมเจลด๎วยซิลเวอร์ไนเตรท การท าออโตเรดิโอกราฟ หรืออาจใช๎วิธีติด
ฉลากด๎วยสารเรืองแสง (fluorescent dye) แล๎วตรวจสอบผลโดยใช๎เคร่ืองหาล าดับเบสแบบอัตโนมัติ 
หรือวิธีการตรวสอบแบบประยุกต์ใช๎วิธีการตรวสอบด๎วยวิธีการไฮบริไดเซชันโดยการใช๎โพรบ 
(probe) ที่ติดฉลากด๎วยสารปลอดรังสี (non radioactive label) หรือวิธีย๎อมเจลด๎วยซิลเวอร์ไนเตรต 
(silver staining) ซึ่งสามารถท าในห๎องปฎิบัติการทั่ว ๆไป (สุรินทร์, 2552) 
  

กฤษณา (2546) ศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรมของหญ๎าเนเปียร์ (Pennisetum sp.) 
หญ๎ารูซี่ (Brachiaria ruziziensis) และหญ๎ากินนีสีมํวง (Panicum maximum TD58) และตรวจสอบ
หญ๎าเนเปียร์แคระที่ผํานการฉายรังสีเปรียบเทียบกับหญ๎าเนเปียร์แคระที่ไมํได๎ฉายรังสีโดยใช๎เทคนิค
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เอเอฟแอลพี พบวําการศึกษาหญ๎าในสกุล Pennisetum โดยใช๎ไพรเมอร์ 15 คูํ ได๎แถบดีเอ็นเอ
ทั้งหมด 930 แถบ ผลการวิเคราะห์ดีเอ็นเอของหญ๎าเนเปียร์สอดคล๎องกับลักษณะภายนอก คือหญ๎า
ชนิดที่มีล าต๎นเต้ียและชนิดที่มีล าต๎นสูงจัดอยูํคนละกลุํมกัน และเมื่อน าหญ๎าเนเปียร์แคระที่ได๎จาก
การเพาะเลี้ยงเน้ือเยื่อแตํไมํได๎ฉายรังสีแกมมาเปรียบเทียบกับหญ๎าเนเปียร์แคระที่ได๎จากการ
เพาะเลี้ยงเน้ือเยื่อรํวมกับการฉายรังสี และหญ๎าเนเปียร์แคระที่เพาะจากเมล็ด โดยใช๎ไพรเมอร์ 11 คูํ 
พบวํา หญ๎าเนเปียร์แคระที่ผํานการฉายรังสีมีการกลายพันธุ์เกิดขึ้นเมื่อดูจากแถบดีเอ็นเอที่มีขนาด
ของแถบแตกตํางไปจากหญ๎าเนเปียร์แคระดั้งเดิมที่ไมํได๎ผํานการฉายรังสี และเมื่อน ามาจัดกลุํม
ความสัมพันธ์พบวําหญ๎าเนเปียร์แคระดั้งเดิมที่ไมํได๎ผํานการฉายรังสีแยกตัวออกจากกลุํมที่ฉายรังสี
อยํางชัดเจน และในการศึกษาหญ๎ารูซี่ โดยใช๎ไพรเมอร์ 10 คูํ ได๎แถบดีเอ็นเอ 862 แถบ พบวํา มี
ความแปรปรวนสูงในแตํละกลุํมประชากร ยกเว๎นตัวอยํางจากจังหวัดล าปางมีความแตกตํางในกลุํม
ประชากรต่ า และจัดอยูํในกลุํมเดียวกัน สํวนการศึกษาหญ๎ากินนีสีมํวง โดยใช๎ไพรเมอร์ 10 คูํ พบวํา 
ลายพิมพ์ดีเอ็นเอเหมือนกันทั้งหมด แสดงวําหญ๎ากินนีสีมํวงมีความแปรปรวนในสายพันธุ์น๎อย
เน่ืองจากเป็นพืช apomixis จากผลการทดลองทั้งหมดแสดงให๎เห็นวําเทคนิคเอเอฟแอลพี เป็น
เทคนิคที่มีประสิทธิภาพมีความเหมาะสมในการตรวจสอบความหลากหลายทางพันธุกรรม และยัง
สามารถตรวจสอบการกลายพันธุ์ที่เกิดขึ้นได๎ 
 
 ลลิดา (2552) ศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรมของทานตะวันสายพันธุ์แท๎ 56 สาย
พันธุ์ และพันธุ์ตรวจสอบเป็นพันธุ์การค๎า 3 พันธุ์ (Hybrid I, Hybrid II, และ Hybrid III) โดยใช๎
เคร่ืองหมายเอเอฟแอลพี จ านวน 59 คูํไพรเมอร์ พบวํา มีเพียง 23 คูํไพรเมอร์ ที่ให๎แถบดีเอ็นเอ
ตํางกัน (polymorphic bands) เมื่อศึกษาลายพิมพ์ดีเอ็นเอที่เกิดขึ้น พบวํา เกิดแถบดีเอ็นเอทั้งหมด 
1,963 แถบ (เฉลี่ย 85.35 แถบ/ไพรเมอร์) เป็นแถบดีเอ็นเอที่มีความแตกตํางกัน 1,278 แถบ 
(64.85%) คํา Polymorphic Information Contents (PICs) มีคําอยูํในชํวง 0.00-0.50 โดยมีคํา PICs 
เฉลี่ย 0.293 และพบ 247 แถบ มีคําอยูใํนชํวง 0.45-0.50 คิดเป็น 12.58 % ของจ านวนแถบดีเอ็นเอ
ทั้งหมด เมื่อศึกษาความสัมพันธ์ทางพันธุกรรม พบวํา มีคําสัมประสิทธิ์ความเหมือนทางพันธุกรรม
อยูํในชํวง 0.37-1.00 และ สามารถจัดกลุํมแบํงทานตะวันสายพันธุ์แท๎ออกจากกันได๎อยํางชัดเจนได๎
ทั้งหมด 2 กลุํมโดยใชวิธี UPGMA คือ ทานตะวันกลุํม restorer (R) line และกลุํม maintainer (B) 
line ซึ่งแบํงยํอยเป็น 2 กลุํมยํอย คือ ทานตะวันชนิดน้ ามัน และชนิดบริโภคเมล็ด  
  

จักรพันธ์ และ สุจิตรา (2547) ศึกษาลายพิมพ์ดีเอ็นเอของกล๎วยไม๎รองเท๎านารีเหลืองกระบี่ 
(Paphiopedilum exul (Ridl.) Rolfe)  โดยใช๎เทคนิคเอเอฟแอลพี โดยรวบรวมพันธุ์กล๎วยไม๎รองเท๎า
นารีเหลืองกระบี่จาก 6 แหลํงในบริเวณจังหวัดตรัง กระบี่ และพังงา จากการสกัดดีเอ็นเอโดยใช๎วิธี
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ของ CTAB ในใบอํอนพบวํามีปริมาณดีเอ็นเอมากและบริสุทธิ์กวําการสกัดจากใบแกํ การคัดเลือกคูํ
ไพรเมอร์ที่เหมาะสมตํอการศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรมกล๎วยไม๎รองเท๎านารีเหลืองกระบี่
ทั้งหมด 64 คู ํพบวํา มีจ านวนคูํไพรเมอร์ 13 คูํ สามารถท าให๎เกิดแถบดีเอ็นเอที่มีความแตกตําง
ระหวํางตัวอยํางที่ศึกษา โดยให๎จ านวนแถบดีเอ็นเอจ านวนมากและลายพิมพ์ดีเอ็นเอที่คมชัด  
 
 Dong et al. (2007) ศึกษาความหลากหลายของทานตะวันบริโภคเมล็ด 70 สายพันธุ์ด๎วย
เคร่ืองหมายเอเอฟแอลพี โดยใช๎ไพรเมอร์ 8 คูํ พบวํา คูํไพรเมอร์ทั้ง 8 คูํแสดงแถบดีเอ็นเอมีสัดสํวน
คําโพลีมอร์ฟิซึมเทํากับ 78.50 เปอร์เซ็นต์ พบวําสายพันธุ์ทานตะวันที่แตกตํางกัน และการใช๎
จ านวนไพรเมอร์ที่แตกตํางกัน ท าให๎คําโพลีมอร์ฟิซึมแตกตํางกัน 
 
 Oliveira et al. (2004) ซึ่งศึกษาผลของการฉายรังสีแกมมาให๎เมล็ดทานตะวันพันธุ์ HA BR 
104 เพื่อให๎ต๎านทานโรคใบจุด (Alternaria leaf spot) โดยน าเมล็ดฉายรังสีแกมมาที่ปริมาณรังสี 150 
และ 165 เกรย์  พบวํา ทานตะวันพันธุ์ HA BR 104 ที่ผํานการฉายรังสีสามารถต๎านทานโรคใบจุดใน
ระดับที่ไมํเกิดโรค หรือ ในระดับที่เกิดโรคน๎อยกวํา 5% 
 
 Rashid et al. (2009) ศึกษาผลของรังสีแกมมาที่มีตํอเมล็ดข๎าวพันธุ์ Basmati-370 และพันธุ์ 

Basmati-Pak โดยน าเมล็ดไปฉายรังสีแกมมาที่ปริมาณรังสี 150  200  250 และ 300 เกรย์ แล๎ว

ตรวจสอบการกลายด๎วยเคร่ืองหมายเอแอฟแอลพี โดยใช๎ไพรเมอร์ Pst I รํวมกับ Mse I จ านวน 16 คูํ 

พบวํา คูํไพรเมอร์ทั้ง 16 คูํแสดงแถบดีเอ็นเอมีสัดสํวนคําโพลีมอร์ฟิซึมเทํากับ 37.8 เปอร์เซ็นต์ ซึ่ง

เป็นสิ่งบํงชี้วําอาจเกิดการกลายพันธุ์ขึ้นในข๎าวภายหลังการฉายรังสีในปริมาณตําง ๆ 
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อุปกรณ์และวิธีการ 

 

อุปกรณ์ 
 

 1. พืชที่ใช๎ในการทดลอง ได๎แกํ เมล็ดทานตะวันพันธุ์โอเปรา ของบริษัท Syngenta 
 
 2. วัสดุและอุปกรณ์ในการเพาะเลี้ยงเน้ือเยื่อพืชและอุปกรณ์กํอกลายพันธุ์ 
   

2.1  เคร่ืองแก๎วตําง ๆ เชํน ขวดแก๎วขนาด 8 ออนซ์ 4 ออนซ์ บีกเกอร์ กระบอกตวง
 2.2  หม๎อน่ึงความดันไอ (autoclave) 

  2.3  ตู๎อบ (hot air oven) 
  2.4  เคร่ืองวัดความเป็นกรดเป็นดําง (pH meter) 
  2.5  เคร่ืองชั่งน้ าหนัก 
  2.6  เตาไมโครเวฟ (microwave oven) 
  2.7  ตู๎ย๎ายเน้ือเยื่อ (laminar air flow cabinet) 
  2.8  มีดผําตัด ปากคีบ จานแก๎ว (Pretri dish) และตะเกียงแอลกอฮอล์ 
  2.9  ชั้นวางขวดเนื้อเยื่อพืช และเครื่องเขยํา 
  2.10 เคร่ืองฉายรังสีแกมมา มาร์ค วัน รํุน Mark I 30 (Serial Number 1116) 
 
 3. โรงเรือนปลูกทานตะวัน 
 
 4.  วัสดุและอุปกรณ์ส าหรับการวิเคราะห์เอเอฟแอลพี 
   

4.1  โกรํงบดตัวอยําง 
  4.2  เคร่ืองปั่นเหว่ียง (centifuge) และเคร่ือง vortex 
  4.3  เคร่ือง Thermal Cycler ส าหรับท าปฏิกิริยาพีซีอาร์ 
  4.4  เคร่ืองอิเล็กโทรโฟรีซิส (electrophoreis) 
  4.5  อุปกรณ์เตรียมเจล (gel caster) 
  4.6  เคร่ืองถํายรูปเจล (gel document) 
  4.7  เคร่ือง denaturing polyacrylamide gel electrophoresis 



  
                                                                                              
                                                                           

      

5. สารเคมี 
   

5.1  สารเคมีที่ใช๎ในการเตรียมอาหารส าหรับการเพาะเลี้ยงเน้ือเยื่อสูตร MS 
(Murashige and Skoog, 1962) 
  5.2  สารควบคุมการเจริญเติบโต ได๎แกํ 6-benzyladenine (BA) และ TDZ 
  5.3  สารเคมีที่ใช๎ในการฟอกฆําเชื้อ ได๎แกํ Haiter® และ Tween 20 
  5.4  สารเคมีที่ใช๎ในการสกัดดีเอ็นเอจากพืช เชํน CTAB (cetytrimethyl 
ammoniumbromide), PVP (polyvinylpyrrolidone), α-mercaptoethanol, liquid nitrogen, EDTA, 
Tris HCl, chloroform, isoamyl alcohol, isopropanol และ 70% ethanol เป็นต๎น 
 
  5.5  สารเคมีที่ใช๎ในการท าเอเอฟแอลพี 
  
         5.5.1  สารเคมีในปฏิกิริยาการตัดด๎วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะและการตํอด๎วย 
adapter เชํน เอ็นไซม์ EcoRI, MseI, T4 ligase, EcoRI adapter, MseI adapter และ ATP เป็นต๎น 
    
         5.5.2  สารเคมีในปฏิกิริยาการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอโดยเทคนิคพีซีอาร์ เชํน 
EcoRI primer, MseI primer, MgCl2, dNTP และ Taq polymerase เป็นต๎น 
    
         5.5.3  สารเคมีในการวิเคราะห์ดีเอ็นเอโดย agarose gel เชํน agarose 
gelelectrophoresis, loading dye และ 1x TBE เป็นต๎น 
    
         5.5.4  สารเคมีในการแยกดีเอ็นเอโดย denaturing polyacrylamide gel 
electrophoresis เชํน polyacrylamide gel, ammonium persulfate, TEMED, acetic acid, silver 
nitrate, sodium carbonate, sodiumthiosulfate, formaldehyde, sequencing dye, 5x TBE และ 0.5x 
TBE เป็นต๎น 
 
 6. ไพรเมอร์ส าหรับการท าเอเอฟแอลพี ดังตารางที่ 2 
 
 7.    อุปกรณ์ส าหรับปลูกพืชในสภาพธรรมชาติ ได๎แกํ กระถางพลาสติกขนาด
เส๎นผําศูนย์กลาง 8 นิ้ว และ ดิน : แกลบเผา : แกลบ : ปุ๋ยคอก ในสัดสํวน 1 : 1 : 1 : 1 ส าหรับลงปลูก
ในกระถางขนาด 8 นิ้ว 
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วิธีการ 
 

1.  การเพาะเลี้ยงทานตะวันพันธุ์โอเปราในสภาพปลอดเชื้อ 

 

 1.1  น าเมล็ดทานตะวันพันธุ์โอเปรามาฟอกฆําเชื้อที่ผิวเมล็ดด๎วยสารละลาย Haiter ® 20 

เปอร์เซ็นต์  เติม Tween 20 1-2 หยด เขยํานาน 20 นาที หลังจากนั้นฟอกฆําเชื้อที่ผิวเมล็ดด๎วย

สารละลาย Haiter ®10 เปอร์เซ็นต์ เป็นเวลา 10 นาที แล๎วล๎างด๎วยน้ ากลั่นที่นึ่งฆําเชื้อแล๎ว 3 คร้ัง 

 

 1.2  น าเมล็ดทานตะวันเพาะเลี้ยงลงบนอาหารสูตร MS ที่มีคํา pH 5.7 เพาะเลี้ยงในห๎อง

เพาะเลี้ยงเน้ือเยื่อที่ควบคุมอุณหภูมิ 25±2 องศาเซลเซียส โดยให๎แสงเป็นเวลา 16 ชั่งโมงตํอวัน เป็น

เวลา 14 -21 วัน 

 

2.  ศึกษาสูตรอาหารส าหรับเพิ่มจ านวนทานตะวันโดยใช้เทคนิคการเพาะเลี้ยงเนื้อเย่ือ  

  

2.1 การเตรียมเน้ือเยื่อ 

 

      เพาะต๎นทานตะวันในสภาพปลอดเชื้อจนเกิดใบจริง 2-3 คูํใบ ท าการตัดจากบริเวณยอด

ลงมาประมาณ 0.5-1 เซนติเมตร 

  

2.2  การเพิ่มยอดทานตะวัน 

 

       น ายอดไปเลี้ยงในสูตรอาหาร MS ที่ประกอบด๎วยฮอร์โมนที่ชํวยในการเพิ่มจ านวน

ยอด โดยทดลองสารควบคุมการเจริญเติบโต 2 ชนิดได๎แกํ BA ที่มีความเข๎มข๎นของสาร 0  1  2  3  4 

และ 5 มิลลิกรัมตํอลิตร  TDZ ที่มีความเข๎มข๎นของสาร 0.2  0.4  0.6  0.8 และ 1 มิลลิกรัมตํอลิตร ที่ 

pH 5.7 เพาะเลี้ยงในห๎องที่ควบคุมอุณหภูมิ 25±2 องศาเซลเซียส โดยให๎แสงเป็นเวลา 16 ชั่วโมงตํอ

วัน 

 



  
                                                                                              
                                                                           

      

3.  การชักน าให้เกิดการกลายพันธุ์โดยฉายรังสีแบบเฉียบพลัน 

 

 น าเมล็ดทานตะวันพันธุ์โอเปรามาฉายรังสีแกมมาแบบเฉียบพลัน   ในปริมาณตําง ๆ คือ 0 

12  13 และ 14 กิโลแรด และ สํวนยอดทานตะวันที่ได๎จากการเพาะเมล็ดให๎งอกในสภาพปลอดเชื้อ

อายุประมาณ  2 อาทิตย์แล๎วตัดสํวนยอดความยาวประมาณ 0.5 เซนติเมตร น าไปฉายรังสีที่ระดับ

ปริมาณ 1  2  3 และ 4 กิโลแรด จากนั้นน ามาเพาะเลี้ยงบนอาหารแข็งสังเคราะห์สูตร MS 

(Murashige and Skoog, 1962) ที่ปราศจากสารควบคุมการเจริญเติบโต และเปลี่ยนอาหารทุก ๆ 1 

เดือน  วางแผนการทดลองแบบ completely  randomized  design (CRD) สิ่งทดลองละ 10 ซ้ า 

บันทึกเปอร์เซ็นต์การงอก จ านวนยอด  อัตราการรอดชีวิต  

 

4.  ตรวจสอบความแปรปรวนของต้นทานตะวันพันธุ์โอเปราหลังจากฉายรังสีแกมมาโดยการ 

     ตรวจสอบลายพิมพ์ดีเอ็นด้วยเทคนิคเอเอฟแอลพี 

 

  4.1  การสกัดดีเอ็นเอจากตัวอยํางพืช (DNA extraction) 

 

        4.1.1  สกัดดีเอ็นเอโดยวิธี  CTAB ซึ่งดัดแปลงมาจาก Aldrich and Cullis (1993) โดย

น าใบอํอนทานตะวันประมาณ 0.3-0.5 กรัม มาบดในโกรํงที่เย็นด๎วยไนโตรเจนเหลว (liquid 

nitrogen) ให๎ทํวมและบดจนกลายเป็นผงแป้ง รอจนไนโตรเจนเหลวระเหยจนหมด  

   

        4.1.2  ย๎ายตัวอยํางผงใบลงในหลอดไมโครเซนติฟิวซ์ปริมาตร 1.5 มิลลิลิตร ที่เย็นจัด

โดยน าหลอดไปแชํไนโตรเจนเหลวกํอน เติม DNA extraction buffer ปริมาตร 500 ไมโครลิตรที่

ประกอบด๎วย 2 % CTAB, 2% PVP, 1.4 M NaCl, 20 mM EDTA pH 8.0, 100 mM Tris-HCl pH 

8.0, 0.2 % (V/V)  α-mercaptoethanol  ผสมให๎เข๎ากันโดยการเขยํา น าไปบํมในอํางน้ าร๎อน (water 

bath) ที่อุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 60 นาที  

 

       4.1.3  น าไปปั่นด๎วยเครื่องปั่นเหว่ียงที่ความเร็ว 10,000 รอบตํอนาที เป็นเวลา 10 นาที 

ดูดสารละลายใสสํวนบนปริมาตร 500 ไมโครลิตร ย๎ายใสํหลอดใหมํ เติม chloroform : isoamyl 
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alchohol อัตราสํวน 24:1 ; v:v  ปริมาตร 500 ไมโครลิตร ผสมให๎เข๎ากัน น าไปปั่นด๎วยเคร่ืองปั่น

เหวี่ยงความเร็วรอบ 10,000 รอบ นาน 10-15 นาที  

 

        4.1.4  ดูดสํวนใสชั้นบนใสํหลอดใหมํปริมาตร 400 ไมโครลิตร ย๎ายใสํหลอดใหมํ  เติม 

chloroform : isoamyl alchohol ปริมาตร 500 ไมโครลิตร ผสมให๎เข๎ากัน น าไปปั่นด๎วยเครื่องปั่น

เหวี่ยงความเร็วรอบ 10,000 รอบ นาน 10-15 นาที อีกหนึ่งคร้ัง ดูดสํวนใสชั้นบนใสํหลอดใหมํ

ปริมาตร 400 ไมโครลิตร ย๎ายใสํหลอดใหมํ เติม 3 M sodium acetate (NaOAC pH 5.2 ) โดยเติม 0.1 

เทําของปริมาตรของสํวนใสที่ดูดมา (เทํากับปริมาตร 40 ไมโครลิตร)  เติมเอทานอลแอลกอฮอล์   

95 %  2  เทําของสํวนใส (เทํากับปริมาตร 800 ไมโครลิตร) ผสมให๎เป็นเน้ือเดียวกันโดยกลับหลอด

ไปมาน าไปบํมที่ -20 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 ชั่วโมง หรือข๎ามคืน  

 

        4.1.5  น ามาปั่นเหว่ียง 15 นาที เทสํวนใสทิ้งล๎างตะกอนด๎วยเอทานอล 70 % ปริมาตร 

500 ไมโครลิตร และน าไปปั่นเหวี่ยงความเร็วรอบ 10,000 รอบ นาน 10-15 นาที แล๎วเทสํวนใสทิ้ง 

ท าซ้ า 2 รอบ ตากตะกอนให๎แห๎งโดยเปิดฝาหลอด แล๎วละลายตะกอนดีเอ็นเอและก าจัดอาร์เอ็นเอ

ด๎วย TE buffer 30 ไมโครลิตร รํวมกับ Rnase 2 ไมโครลิตร บํมที่ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 

นาที เพื่อให๎ Rnase ยํอยสลาย RNA ของพืช แล๎วเก็บไว๎ที่ -20 องศาเซลเซียสเพื่อน าไปใช๎ในขั้น

ตํอไป 

 

4.2  การตรวจสอบคุณภาพและปริมาณของดีเอ็นเอ 

  

4.2.1  วัดคุณภาพและปริมาณของดีเอ็นเอด๎วยวิธีการอะกาโรสเจลอิเล็คโทรโพรีซิส 

โดยเตรียมอะกาโรสเจลที่มีความเข๎มข๎น 0.8 %  ใช๎ 0.5 X TBE buffer (50 mM Tris-HCl pH 8.0, 50 

mM Boric acid, 1 mM EDTA) ผสมกับเจลอะกาโรส แล๎วน าไปอุํนให๎เดือดในเตาไมโครเวฟ ทิ้งให๎

อํุนแล๎วเทลงในพิมพ์ของเจลอะกาโรสให๎มีความหนาประมาณ 5 มิลลิเมตร 

           

        4.2.2  เตรียมสารละลายดีเอ็นเอจากการสกัดดีเอ็นเอข๎างต๎นผสมกับโหลดด้ิงดาย 

(brommophenal blue 0.25%, glycerol 30%) ในอัตราสํวน 5 ตํอ 1 แล๎วหยอดลงในชํองแผํนพิมพ์
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เจล โดยมีดีเอ็นเอมาตรฐานที่ทราบความเข๎มข๎น 50 และ 100 นาโนกรัมตํอไมโครลิตร ใช๎เป็นตัว

เปรียบเทียบความเข๎มข๎น  

 

        4.2.3  ตํอกระแสไฟฟ้าเข๎าเคร่ืองอิเล็คโทรโฟริซีส โดยใช๎กระแสไฟฟ้าที่ความตํางศักย์ 

100 โวลล์ ใช๎ระยะเวลาให๎ดีเอ็นเอเคลื่อนที่ 30 นาที  

 

        4.2.4  น าแผํนเจลไปย๎อมในสารละลายเอธิเดียมโบรไมด์เข๎มข๎น 0.5 ไมโครกรัมตํอ

ไมโครลิตรนาน 10 นาที แล๎วล๎างด๎วยน้ า 10 นาที  

 

        4.2.5  น าไปสํองดูภายใต๎แสงอัลตราไวโอเลต ถํายภาพด๎วยเคร่ือง gel documentation 

system เปรียบเทียบความเข๎มข๎นกับดีเอ็นเอมาตรฐาน 

 

4.3  การตัดดีเอ็นเอด๎วยเอ็นไซม์ตัดจ าเพาะและเชื่อมตํอกับ adapter 

 

การตัดดีเอ็นเอด๎วยเอ็นไซม์ตัดจ าเพาะ 2 ชนิดพร๎อมกัน คือ EcoRI และ MseI 

เพื่อให๎ได๎ชิ้นดีเอ็นเอขนาดพอเหมาะส าหรับการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอในการท าพีซีอาร์ และมีขนาดที่

เหมาะสมในการแยกบน denaturing polyacraylamide gel จากนั้นน าดีเอ็นเอไปเชื่อมตํอกับ adapter 

เพื่อใช๎เป็นดีเอ็นเอต๎นแบบ ส าหรับการเพิ่มปริมาณ โดย adapter ที่ตํอเข๎าที่ปลายของชิ้นดีเอ็นเอจะ

ท าหน๎าที่เป็นต าแหนํงจับของไพรเมอร์ในการท าพีซีอาร์ ซึ่ง adapter ที่ใช๎คือ EcoRI  adapter และ 

MseI adapter         

  

       การตัดดีเอ็นเอด๎วยเอ็นไซม์ตัดจ าเพาะและเชื่อมตํอกับ adapter ท าโดยเติมดีเอ็นเอ  

และสารละลายแตํละชนิดในหลอดขนาด 1.5 มิลลิลิตร ซึ่งประกอบด๎วยสารละลายดีเอ็นเอเข๎มข๎น  

100 นาโนกรัมตํอไมโครลิตร ปริมาตร 2.50 ไมโครลิตร สารละลายบัฟเฟอร์ SuRE/Cut Buffer A  

(Roche Diagnostics Corporation, U.S.A.) เข๎มข๎น 10 เทํา ปริมาตร 3 ไมโครลิตร เอ็นไซม์ตัด 

จ าเพาะ EcoRI (10 ยูนิตตํอไมโครลิตร, Fermentas, U.S.A.) ปริมาตร 1 ไมโครลิตร และ MseI (10        
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ยูนิตตํอไมโครลิตร, Fermentas, U.S.A.) ปริมาตร 1 ไมโครลิตร รํวมกับสารละลาย EcoRI adpter (5  

พิโคโมล) ปริมาตร 2 ไมโครลิตร และ MseI adapter (5 พิโคโมล) ปริมาตร 2.5 ไมโครลิตร จากนั้น

เติมสารละลาย ATP (100 มิลลิโมลาร)์ ปริมาตร 1.5 ไมโครลิตร และเอ็นไซม์ T4 DNA ligase (5 ยูนิ

ตตํอไมโครลิตร) ปริมาตร 1 ไมโครลิตร ปรับปริมาตรด๎วยน้ ากลั่นที่นึ่งฆําเชื้อแล๎วให๎ได๎ 30

ไมโครลิตร ผสมให๎เข๎ากันแล๎วน าไปปั่นเหวี่ยงเป็นเวลา 60 วินาที เพื่อป้องกันสารละลายติดค๎างที่

ข๎างผนังหลอด บํมที่อุณหภมิ 37 องศาเซลเซียส นานข๎ามคืน หลังจากนั้นแบํงดีเอ็นเอ 10 

ไมโครลิตรมาเจือจาง 10 เทําด๎วยสารละลาย TE เพื่อใช๎เป็นต๎นแบบในการเพิ่มปริมาณขั้นตํอไป 

สํวนที่เหลือเก็บไว๎ที่ -20 องศาเซลเซียส  

 

4.4  การเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอโดยวิธีพีซีอาร์ในขั้น preselective amplification 

 

การเพิ่มปริมาณชิ้นดีเอ็นเอในขั้นตอนนี้จะใช๎ไพรเมอร์ที่เพิ่มนิวคลีโอไทด์  

 1 ตัวที่ปลาย 3’ ของไพรเมอร์เพื่อลดจ านวนชิ้นดีเอ็นเอที่เพิ่มปริมาณได๎และให๎มีความเฉพาะใน

ชั้นหนึ่งกํอนไพรเมอร์ที่ใช๎ มีดังนี้ 

 

EcoRI  primer +1 (E-A)   5’-GACTGCGTACCAATTCA-3’ 

MseI   primer +1  (M-C)   5’-GATGAGTCCTGAGTAAC-3’ 
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ตารางท่ี 1  สารที่ใช๎ในการท าปฏิกิริยาพีซีอาร์ในขั้น preselective amplification 

 

              สารที่ใช๎                                                                                ปริมาตร (ไมโครลิตร) 

1.  สารละลายดีเอ็นเอที่ผํานการตัดด๎วยเอนไซม์จ าเพาะ 

     และเชื่อมตํอกับ adapter แล๎ว                                                                      4.0 

2.  primer E-A หรือ E-C  (5 pmole)                                                                1.0 

3.  primer M-C หรือ M-A (5 pmole)                                                               1.0 

4.  dNTP mix (2mM)                                                                                       4.0 

5.  10X PCR buffer                                                                                          2.0                                           

6.  MgCl2                                                                                                          1.2 

7.  Taq polymerase (5 U/µl)                                                                             0.4  

8.  น้ ากลั่น                                                                                                        6.4 

  ปริมาตรรวม                                                                         20.0 

 

เตรียมสารละลายส าหรับท าพีซีอาร์ตามตารางที่ผสมให๎เข๎ากันน าเข๎าเคร่ืองพีซีอาร์โดยใช๎

อุณหภูมิและเวลาของแตํละขั้นตอน ดังนี้  

          

pre denaturation    ที่อุณหภูมิ   94 องศาเซลเซียส  2 นาที  

denaturation          ที่อุณหภูมิ   94 องศาเซลเซียส 30 วินาที  

annealing              ที่อุณหภูมิ   56 องศาเซลเซียส 30 วินาที           จ านวน 20 รอบ 

extention               ที่อุณหภูมิ   72 องศาเซลเซียส 60 วินาที  

post extention        ที่อุณหภูมิ   72  องศาเซลเซียส 5 นาที  
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น าผลผลิตที่ได๎จากการท าพีซีอาร์ขั้นแรกมาเจือจางลง 20 เทําด๎วย deionize เพื่อใช๎เป็น

ต๎นแบบในการเพิ่มปริมาณขั้นตํอไป โดยใช๎ปริมาณดีเอ็นเอที่เจือจางปริมาณ 2 ไมโครลิตร สํวน

ปริมาณดีเอ็นเอที่เหลือเก็บไว๎ที่ -20 องศาเซลเซียส    

 

4.5  การเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอโดยวิธีพีซีอาร์ในขั้น selective amplification 

 

       การเพิ่มปริมาณชิ้นดีเอ็นเอในขั้นตอนนี้จะใช๎ไพรเมอร์ที่เพิ่มนิวคลีโอไทด์  3 ตัวที่

ปลาย 3’ ของไพรเมอร์เพื่อให๎เกิดการคัดเลือกการเพิ่มปริมาณชิ้นดีเอ็นเอบางสํวน คูํผสมของไพร

เมอร์ทั้ง 2 ชนิด ดังตารางที่ 2 

 

ตารางท่ี 2  คูํไพรเมอร์ที่เพิ่มเบสคัดเลือกที่ปลาย 3’ ส าหรับการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ ในการท า 

     selective amplification 

 

             คูํที่                                               EcoRI primer                                MseI primer 

 1    E-AAC    M-CAT 

 2    E-AAC    M-CTG 

 3    E-ACC    M-CAT 

             4    E- ACC    M-CAC 

 5                                             E- ACC    M-CTG 

 6                                             E- ACC    M-CTA 

 7                                             E-ACG    M-CAT 

 8                                             E-CAG    M-ACT 

 9                                             E-CAG    M-AGC 

 10                                           E-CGT    M-ATT 

 

หมายเหตุ  E คือ EcoRI primer  M คือ MseI primer                    
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ตารางท่ี 3  สารทีใ่ช๎ในการท าปฏิกิริยาพีซีอาร์ในขั้น selective amplification 

 

 สารที่ใช๎ปริมาตร            ปริมาตร (ไมโครลิตร) 

1.  สารละลายดีเอ็นเอ จาก preselective amplification   2.00 

2.  primer E-ANN หรือ E-CNN  (5 pmole/µl)    1.00   

3.  primer M-CNN หรือ M-ANN (5 pmole/µl)     1.00 

4.  dNTP mix (2mM)       4.00 

5.  10X PCR buffer       2.00 

6.  MgCl2 (50mM)       1.20 

7.  Taq polymerase (1 U/µl)                                                                              0.40 

8.  น้ ากลั่น         8.40 

    ปริมาตรรวม                                              20.00 

 

ท าปฏิกิริยาเพิ่มปริมาณจ านวน 36 รอบ โดยใช๎โปรแกรม touch down PCR ดังนี้ 

 

pre-denaturation  ที่อุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส 2 นาที (รอบแรก) 

denaturation        ที่อุณหภูมิ 94 องศาเซลเซยส 30 วินาที 

annealing            ที่อุณหภูมิ 65 องศาเซลเซยส 30 วินาที               จ านวน 12 รอบ 

extension             ที่อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซยส 60 วินาที  

โดยจะลดอุณหภูมิในขั้น annealing (65 องศาเซลเซียส) ลงรอบละ 0.7 องศาเซลเซียส

จ านวน 12 รอบ และท าปฏิกิริยาตํอ ดังนี้ 

denaturation      ที่อุณหภูมิ  94 องศาเซลเซียส 30 วินาที 

annealing          ที่อุณหภูมิ 56 องศาเซลเซียส  30 วินาที                 จ านวน 23 รอบ 

extension           ที่อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส  60 วินาที 

post extension    ที่อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส     5 นาที 
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4.6  การวิเคราะห์สารละลายดีเอ็นเอโดย denaturing polyacrylamide gel 

          

                                  4.6.1  การเตรียมกระจกส าหรับเทเจล 

 

    4.6.1.1  น าแผํนกระจกส าหรับเตรียมเจลมาล๎างให๎สะอาด แล๎วเช็ดด๎วย

เอธานอล 95 เปอร์เซ็นต์  3 คร้ัง ให๎สะอาดทั้ง 2 แผํน  

 

   4.6.1.2   เช็ดกระจกแผํนหลังด๎วย bind silane (bind silane 1 มิลลิลิตร, 

glacial acetic acid 1  มิลลิลิตร และเอธานอล 95  เปอร์เซ็นต์ 1 มิลลิลิตร)  เพื่อให๎เจลเกาะติดกับ

กระจก 

 

       4.6.1.3  กระจกแผํนที่ใช๎เป็น chamber เช็ดให๎ทั่วด๎วย clearview  

เพื่อไมํให๎เจลเกาะติด chamber ปลํอยให๎แห๎งประมาณ 5-10 นาที 

 

    4.6.1.4  น ากระจกทั้ง 2 แผํนมาประกอบเข๎าชุด  โดยวาง spacer ไว๎ทั้ง

สองข๎างเพื่อให๎เกิดชํองวํางระหวํางกระจกทั้งสอง โดยหันด๎านที่เช็ดด๎วย bind silane และ clearview 

เข๎าหากันใช๎คลิปหนีบยึดให๎อยูํคงที่ 

      

           4.6.2  เตรียม polyacrylamide gel  ความเข๎มข๎น 5 เปอร์เซ็นต์ โดยใช๎

อัตราสํวนของacrylamide:bisacrylamide 19:1 และยูเรีย (urea) เข๎มข๎น 7 โมลาร์ มีสํวนผสมดัง

ตารางที่ 4 
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ตารางท่ี 4  ปริมาณสารที่ใช๎ส าหรับเตรียมเจลเข๎มข๎น 5 เปอร์เซ็นต์ส าหรับขนาดกระจก 38 x 50 
     เซนติเมตร ปริมาตรรวม 2,000 มิลลิลิตร 
 

 
        สารที่ใช๎       ปริมาตรรวม 

40% acrylamide (19:1)     250   มิลลิลิตร 

5x TBE       200   มิลลิลิตร 

ยูเรีย       840   กรมั 

10% APS      90  ไมโครลิตร           เติม 

TEMED      56   ไมโครลิตร      ภายหลัง 

น้ ากลั่น                                                                        ปรับปริมาตรภายหลังจนครบ 2 ลิตร 

 

เขยําให๎ผสมเป็นเนื้อเดียวกันอยํางรวดเร็ว อยําให๎เกิดฟองอากาศ เทเจลใสลงในชํองวําง

ระหวํางกระจกจนเต็ม แล๎วเสียบหวีด๎านที่เรียบเป็นเส๎นตรง ลงไปด๎านบน ปลํอยให๎เจลแข็งตัว

ประมาณ 2 ชั่วโมง  

 

4.6.3  การท า pre- run อิเล็คโทรโฟรซีส 

 

                        เมื่อเจลแข็งตัวดีแล๎ว ดึงหวีออก และใช๎น้ าล๎างกระจกด๎านนอกให๎สะอาด 

เพื่อล๎างเศษเจลโพลีอะคริลาไมด์ แล๎วประกอบกระจกเข๎ากับชุดอิเล็คโทรโฟรีซิส เติมบัฟเฟอร์ 0.5x 

TBE ลงในชํองส าหรับใสํบัฟเฟอร์ทั้งด๎านบนและด๎านลําง ตํอสายไฟเข๎ากับเคร่ืองอิเล็คโทรโฟรีซิส 

ท า pre- run ใช๎ความตํางศักย์ 3000 โวลต์  70 วัตต์ เป็นเวลา 60 นาที                                                         
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4.6.4  การท าอิเล็คโทรโฟรีซิส 

 

                         ปิดเคร่ืองจากการท า pre- run ใช๎เข็มฉีดยาฉีดบัฟเฟอร์ลงในชํองหวีเพื่อล๎าง

ยูเรียที่อยูํในชํองหวีแตํละชํองให๎หมด ดูดสารละลายดีเอ็นเอที่ผํานการท าพีซีอาร์มา 5 ไมโครลิตร 

ผสมกับ sequencing dye (98% formamide, 10 mM EDTA, 0.01% (w/v) bromophenol blue, 0.01% 

(w/v) xylene cyanal) 10 ไมโครลิตร แล๎วหยอดตัวอยํางดีเอ็นเอลงในชํองแตํละชํองของเวล พร๎อม

กับหยอดดีเอ็นเอมาตรฐาน (ØX174 DNA/HinfI) หลังจากนั้นเปิดเคร่ืองโดยใช๎ความตํางศักย์ 70 

โวลต์ เป็นเวลา 2 ชั่วโมง หรือจนกวํา loading buffer จะเคลื่อนที่ลงมาประมาณ 2 ใน 3 สํวนของเจล 

ปิดเคร่ือง น ากระจกออกจากเคร่ือง แยกกระจกทั้ง 2 แผํนออกจากกัน 

 

 4.6.5  การย๎อมเจลด๎วยซิลเวอร์ไนเตรท  

 

          4.6.5.1  น าแผํนกระจกที่มีเจลติดอยูํมาแชํในสารละลาย fixative (10% acetic acid) 

นาน 20 นาที เขยําเบา ๆ บนเคร่ืองเขยํา แล๎วล๎างในน้ า deionized 3 นาที เปลี่ยนน้ าล๎างใหมํ และล๎าง

ตํออีก 3 นาที โดยเขยําตลอดเวลา  

 

          4.6.5.2  น าแผํนเจลใสํในสารละลายซิลเวอร์ไนเตรท (1% silver strain, 0.56% 

formaldehyde) เพื่อย๎อมเจลเป็นเวลา 30 นาที เขยําอยํางสม่ าเสมอ แล๎วน าแผํนเจลออกมาจุํมในน้ า 

deionized อยํางรวดเร็ว ไมํเกิน 5 วินาที เพราะถ๎าล๎างนานซิลเวอร์ไนเตรจจะหลุดหมดแล๎วต๎องย๎อม

ใหมํ  

 

          4.6.5.3  น าแผํนเจลมาใสํในสารละลาย developer (30% sodium carbonate, 0.1% 

sodium thiosulfate, 0.56% formaldehyde) ที่เตรียมใหมํ ๆ และแชํเย็นเก็บไว๎ที่อุณหภูมิ 4 องศา

เซลเซียส เขยําอยํางสม่ าเสมอ 5-10 นาที หรือจนกวําจะปรากฏแถบดีเอ็นเอชัดเจน  

 

          4.6.5.4  หยุดปฏิกิริยาโดยน าแผํนเจลมาใสํในสารละลายอะซิติกเข๎มข๎น 10 % นาน 

3-5 นาที แล๎วจึงน าแผํนเจลมาแชํในน้ า deionized นาน 10 นาที แล๎วผึ่งให๎แห๎งในอากาศ                                                    
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4.6.6  การอํานผลจากการท าเอเอฟแอลพี 

 

           เปรียบเทียบแถบดีเอ็นเอที่ต าแหนํงเดียวกันของทุกตัวอยําง แถบดีเอ็นเอที่ปรากฎขึ้น

ให๎สัญลักษณ์ ‚1‛ และแถบดีเอ็นเอที่ไมํปรากฎให๎สัญลักษณ์ ‚0‛ แล๎วน าข๎อมูลที่ได๎มาเปรียบเทียบ

ความเหมือนและความแตกตํางทางพันธุกรรม 

 

5. สถานท่ีท าการทดลอง 

 

 ห๎องปฏิบัติการเพาะเลี้ยงเน้ือเยื่อพืชและถํายยีน และห๎องปฎิบัติการชีววิทยาโมเลกุล ศูนย์

เทคโนโลยีชีวภาพเกษตร มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร์ วิทยาเขตก าแพงแสน ศูนย์ความเป็นเลิศ

เทคโนโลยีชีวภาพเกษตร ส านักพัฒนาบัณฑิตศึกษาและวิจัยด๎านวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยี สกอ.  

 

6.  ระยะเวลาท่ีใช้ในการทดลอง 

 

 เดือนมกราคม 2552 ถึง เดือน ธันวาคม 2553 
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ผลและวิจารณ์ 

 

1.  การศึกษาการเพาะเลี้ยงทานตะวันพันธุ์โอเปราในสภาพปลอดเชื้อ 

 

ศึกษาสูตรอาหารที่เหมาะสมในการเพิ่มจ านวนยอดทานตะวันพันธุ์โอเปราในสภาพปลอด

เชื้อ น าเมล็ดทานตะวันพันธุ์โอเปรามาฟอกฆําเชื้อที่ผิวเมล็ดด๎วยสารละลาย Haiter® 20 เปอร์เซ็นต์  

เติม Tween 20 1-2 หยด เขยํานาน 20 นาที หลังจากนั้นฟอกฆําเชื้อที่ผิวเมล็ดด๎วยสารละลาย Haiter® 

10 เปอร์เซ็นต์ เป็นเวลา 10 นาที แล๎วล๎างด๎วยน้ ากลั่นที่นึ่งฆําเชื้อแล๎ว 3 คร้ัง ท าการทดลองโดยการ

เพาะเมล็ดทานตะวันพันธุ์โอเปราให๎งอกในสภาพปลอดเชื้อเป็นเวลา 7-14 วัน มีใบจริง 2-3 คูํใบ ตัด

ปลายยอดขนาดประมาณ 0.5 – 1 เซนติเมตร เพาะเลี้ยงบนสูตรอาหารแข็ง MS รํวมกับสารควบคุม

การเจริญเติบโต BA ที่มีความเข๎มข๎นของสาร 0  1  2  3  4 และ 5 มิลลิกรัมตํอลิตร และสูตรอาหาร

แข็ง MS รํมกับสารควบคุมการเจริญเติบโต TDZ ที่มีความเข๎มข๎นของสาร 0.2  0.4  0.6  0.8  และ 1 

มิลลิกรัมตํอลิตร ที่ pH 5.7 เพาะเลี้ยงในห๎องที่ควบคุมอุณหภูมิ 25±2 องศาเซลเซียส โดยให๎แสงเป็น

เวลา 16 ชั่งโมงตํอวัน ท าการทดลองอยํางละ 10 ตัวอยําง จ านวน 3 ซ้ า เมื่อวิเคราะห์ผลทางสถิติ 

พบวํา ผลของสารควบคุมการเจริญเติบโตที่ตํางชนิดกัน มีเพียงอาหารสูตร MS ที่เติม BA 1 

มิลลิกรัมตํอลิตรเทํานั้นที่สามารถเพิ่มจ านวนยอดได๎ มีคําเฉลี่ยจ านวนยอดตํอชิ้นเน้ือเยื่อเร่ิมต๎น 6.67 

ยอด สํวนสูตรอาหารที่มีความเข๎มข๎น BA ที่มากกวํา 1 มิลลิกรัมตํอลิตร ยอดจะตายและเกิดเป็น

แคลลัสเกิดขึ้น (ภาพที่ 1) ส าหรับอาหารสูตร MS ที่เติม TDZ ความเข๎มข๎น 0  0.2  0.4  0.6  0.8 และ 

1 มิลลิกรัมตํอลิตร มีเพียงสูตรที่เติม TDZ ความเข๎มข๎น 0.2 มิลลิกรัมตํอลิตร และที่ไมํเติม TDZ 

เทํานั้นที่มีชีวิตรอดแตํก็ไมํสามารถเพิ่มปริมาณยอดได๎ อาหารสูตร MS ที่เติม TDZ ความเข๎นข๎น 0.4  

0.6  0.8 และ 1 มิลลิกรัมตํอลิตร เมื่อท าการเพาะเลี้ยงเป็นเวลา 30 วัน บริเวณโคนจะเกิดเแคลลัสที่

เกาะกันแบบหลวม ๆ (friable callus) สํวนยอดไมํมีการเจริญเติบโต (ภาพที่ 2) เมื่อเพาะเลี้ยงเป็น

เวลา 60 วัน ยอดก็จะเปลี่ยนเป็นสีน้ าตาลและตายไปในที่สุด  
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สูตรอาหาร จ านวนยอดที่เพิ่มขึ้น (ยอด) 
เฉลี่ย 

ยอดเกิดขึ้น ลักษณะเนื้อเยื่อ 

ซ้ าที่ 1 ซ้ าที่ 2 ซ้ าที่ 3 

MS + BA 0 มก./ล. 0 0 0 0b1/ single shoot ยอดมีการเจริญเติบโตปกติมีรากเมื่ออายุ 60 วัน 
MS + BA 1 มก./ล. 6.7 6.9 6.4 6.67a multiple shoot มียอดเพิ่มขึ้นบริเวณข๎อ 
MS + BA 2 มก./ล. 0 0 0 0b single shoot  ยอดเหลือง เกิด fiable callus บริเวณโคน 
MS + BA 3 มก./ล. 0 0 0 0b single shoot  ยอดไมํมีการเจริญเติบโต เกิด fiable callus บริเวณโคน 
MS + BA 4 มก./ล. 0 0 0 0b single shoot  ยอดตาย เกิด fiable callus บริเวณโคน 
MS + BA 5 มก./ล. 0 0 0 0b single shoot  ยอดตาย เกิด fiable callus บริเวณโคน 

 MS + TDZ 0 มก./ล. 0 0 0 0b single shoot ยอดมีการเจริญเติบโตปกติมีรากเมื่ออายุ 60 วัน 
MS + TDZ 0.2 มก./ล. 0 0 0 0b single shoot ยอดมีการเจริญเติบโตปกติ ไมํเกิดราก เกิด fiable callus บริเวณโคน 
MS + TDZ 0.4 มก./ล. 0 0 0 0b single shoot ยอดสีเขียวแคระแกรน เกิด fiable callus บริเวณโคน 
MS + TDZ 0.6 มก./ล. 0 0 0 0b single shoot ยอดสีเหลืองแคระแกรน เกิด fiable callus บริเวณโคน 
MS + TDZ 0.8 มก./ล. 0 0 0 0b single shoot ยอดตาย เกิด fiable callus บริเวณโคน 
MS + TDZ 1 มก./ล. 0 0 0 0b single shoot ยอดตาย เกิด fiable callus บริเวณโคน 

                      

CV (%)  =  75.73 

 

1/  คําเฉลี่ยในคอลัมน์ที่ตามด๎วยอักษรเดียวกันไมํมีความแตกตํางทางสถิติ ตามวิธีการวิเคราะห์แบบ LSD ที่ระดับความเชื่อมั่น 95 % 

ตารางท่ี 5  ผลของ BA และ TDZ ความเข๎มข๎นตํางๆ ที่มีตํอการเพิ่มจ านวนยอดทานตะวันพันธุ์โอเปราที่เพาะเลี้ยงบนอาหารแข็งสูตร MS  
 



  
                                                                                              
                                                                           

      

 

    

    
 

ภาพท่ี 1  การตอบสนองของยอดทานตะวันพันธุ์โอเปราเมื่อเพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร MS ที่เติมสาร   

  ควบคุมการเจริญเติบโต BA  0  1  2  3  4 และ 5 มิลลิกรัมตํอลิตร นาน 30 วัน 

 

 

 

 

Control BA 1 mg/l BA 2 mg/l 

BA 3 mg/l BA 4 mg/l BA 5 mg/l 
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ภาพท่ี 2  การตอบสนองของยอดทานตะวันพันธุ์โอเปราเมื่อเพาะเลี้ยงบนสูตร MS ที่เติมสาร  

  ควบคุมการเจริญเติบโต TDZ  0  0.2  0.4  0.6  0.8 และ 1 มิลลิกรัมตํอลิตร นาน 30 วัน 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

Control TDZ 0.2 mg/l 

mg/l 

TDZ 0.4 mg/l 

mg/l 

TDZ 0.6 mg/l 

mg/l 

TDZ 0.8 mg/l 

mg/l 

TDZ 1 mg/l 

mg/l 
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 การชักน าให๎เกิดยอดมีสามารถชักน าได๎จากเนื้อเยื่อหลายชนิด เชํน การชักน ายอดจาก 

hypocotyl  ใบเลี้ยง (cotyledon)  ใบ และเน้ือเยื่อเจริญ (meristematic tissue) ที่เป็นเนื้อเยื่อที่มีอายุ

น๎อย ซึ่งชนิดของเน้ือเยื่อที่ใช๎ในการเพาะเลี้ยงมีผลท าให๎การออกดอกซึ่งเป็นลักษณะแกํกํอนอายุ 

และชักน าให๎เกิดรากมีรากจ านวนน๎อย นอกจากนี้การชักน ายอดที่เกิดขึ้นที่มีลักษณะที่แตกตํางกัน 

หรือเกิดลักษณะที่ผิดปกติเกิดขึ้นนั้นขึ้นอยูํกับความสัมพันธ์ระหวํางพันธุกรรมของพืชกับสูตร

อาหารที่ใช๎ในการเพาะเลี้ยงเน้ือเยื่อ (Ozyigit  and Semiz, 2006) ความแตกตํางของพันธุกรรมของ

ทานตะวันและความแตกตํางของสารควบคุมการเจริญเติบโตสํงผลให๎เกิดการชักน าที่แตกตํางกัน  

ซึ่งมีคําใกล๎เคียงกับการทดลอง พบวํา พันธุกรรมของทานตะวันพันธุ์โอเปราที่ใช๎ในการทดลองชัก

น ายอดใช๎ชิ้นสํวนของเน้ือเยื่อในการทดลองเป็นเนื้อเยื่อเจริญ (meristematic tissue) ซึ่งเป็นเนื้อเยื่อที่

มีอายุน๎อยตอบสนองกับอาหารสูตร MS รํวมกับ BA 1 มิลลิกรัมตํอลิตรที่ชักน าให๎เกิดยอดเพิ่มขึ้น

เพียงสูตรเดียวเทํานั้น ซึ่งสูตรอาหารอ่ืน ๆ ไมํสามารถชักน าให๎เกิดยอดได๎ เนื่องจากผลของ

พันธุกรรมของทานตะวันกับสารควบคุมการเจริญเติบโตของสูตรอาหารที่ไมํเหมาะสมจึงไมํ

สามารถชักน ายอดได๎ 
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ผลของการฉายรังสีแกมมาแบบเฉียบพลันที่มีผลต่อความมีชีวิตของเมล็ด และยอดทานตะวัน   

พันธุ์โอเปรา 

 

 ศึกษาการฉายรังสีแกมมาแบบเฉียบพลันให๎กับเมล็ด และสํวนยอด แล๎วน ามาเพาะเลี้ยงใน

อาหารแข็งสูตร MS  ยอดผํานการฉายรังสีแกมมาแบบเฉียบพลันที่ปริมาณรังสี 0  1  2  3 และ 4 

กิโลแรด จ านวนอยํางละ 30 ยอด  เมล็ดที่ผํานการฉายรังสีแกมมาแบบเฉียบพลันที่ปริมาณรังสี 0  

12  13 และ 14 กิโลแรด โดยการฉายรังสีแตํละคร้ังแบํงเป็น 3 ซ้ า ซ้ าละ 100 เมล็ดพบวํา เมล็ด

ทานตะวันที่ได๎รับปริมาณรังสี 13 กิโลแรด  มีการตาย 50 เปอร์เซ็นต์ (LD 50) ในเวลา 60 วัน เมื่อ

ปริมาณรังสีที่เพิ่มมากขึ้นท าให๎เปอร์เซ็นต์การงอกของเมล็ดทานตะวันลดลง (ตารางที่ 6) ผลการ

ทดลองนี้สอดคล๎องกับ โกศล (2533) ที่ฉายรังสีแกมมาให๎กับเมล็ดทานตะวันพันธุ์ลูกผสมพันธุ์

แปซิฟิก 33 พบวําปริมาณรังสีที่ 14.44 กิโลแรด มีผลท าให๎ทานตะวันพันธุ์แปซิฟิก 33 ตายไป 50 

เปอร์เซ็นต์ และสอดคล๎องกับงานวิจัยของศิริรัตน์ (2546) ที่พบวํา ปริมาณรังสีที่เพิ่มมากขึ้นท าให๎

เปอร์เซ็นต์การงอกของเมล็ดทานตะวันลดลง สํวนปริมาณรังสีที่ท าให๎ยอดทานตะวันพันธุ์โอเปรามี

การตาย 50 เปอร์เซ็นต์คือ 2.69 กิโลแรด เมื่อผํานการฉายรังสีมาแล๎ว 60 วัน (ตารางที่ 7 และ  

ภาพที่ 3)  
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ตารางท่ี 6  ผลของปริมาณรังสีที่มีตํอการงอกของเมล็ดทานตะวันพันธุ์โอเปราหลังจากการฉายรังสี  

   แกมมาแบบเฉียบพลันที่ปริมาณรังสี 0  12  13 และ  14 กิโลแรด 

 

ปริมาณรังสี 

ฉายรังสีคร้ังที่ 1  ฉายรังสีคร้ังที่ 2  

คําเฉลี่ย 

 

ซ้ าที่ 1 ซ้ าที่ 2 ซ้ าที่ 3 ซ้ าที่ 1 ซ้ าที่ 2 ซ้ าที่ 3 
 

0 Krad 76.25 73.75 70 72.5 73.75 75 73.54a  

12 Krad 38.75 63.75 53.75 61.25 61.25 85 60.63b  

13 Krad 35 38.75 48.75 51.25 62.5 63.75 50c  

14 Krad 28.5 30 42.5 41.25 63.75 65 45.17d  

    CV (%) = 25.08               

ตัวอักษรที่แตกตํางกันแนวต้ังแสดงวํามีความแตกตํางทางสถิติที่ระดับความเชื่อมั่น 99 % 

 

ตารางท่ี 7  ผลการฉายรังสีแกมมาแบบเฉียบพลันที่ปริมาณรังสีตําง ๆ ที่มีตํอความอยูํรอดของยอด  

   ทานตะวันพันธุ์โอเปราในสภาพเพาะเลี้ยงเน้ือเยื่อภายหลังการฉายรังสี 60 วัน 

 

ปริมาณรังสี 

จ านวนยอดที่ใช๎

ใน 

จ านวนยอดที่

รอด เปอร์เซ็นต์ 

ความอยูํรอดเป็น

เปอร์เซ็นต์ 

(Krad) การทดลอง ชีวิตทั้งหมด ความอยูํรอด 

เทียบกับชุด

ควบคุม 

0 30 27 90 100 

1 30 23 76.67 85.19 

2 30 14 46.67 51.85 

3 30 11 36.67 40.74 

4 30 9 30 33.33 
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y = -17.779x + 97.78
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ภาพท่ี 3  เปอร์เซ็นต์การรอดตายเมื่อเทียบกับชุดคบคุมของยอดทานตะวันพันธุ์โอเปราเมื่ออายุ 60   

   วันหลังจากที่ได๎รับรังสีแกมมาแบบเฉียบพลันที่ปริมาณตําง ๆ 

 

 การชักน าให๎เกิดรากโดยน ายอดที่ผํานการฉายรังสีแกมมาแบบเฉียบพลันที่ปริมาณรังสี 0 1  

2  3  4 และ 5 กิโลแรด และยอดที่ได๎จากการฉายรังสีแกมมาแบบเฉียบพลันที่ปริมาณรังสี 0  12  13 

และ 14 กิโลแรด น ามาเพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร ½ MS ที่ปราศจากฮอร์โมนเมื่อน ายอดทานตะวัน

ผํานการฉายรังสีแกมมาแบบเฉียบพลันมาชักน าให๎เกิดรากในอาหารสูตร ½ MS ที่ปราศจาก

ฮอร์โมน พบวํา ทานตะวันพันธุ์โอเปรําที่ฉายรังสีแกมปริมาณ 0 และ 1 กิโลแรด เกิดราก (ภาพที่ 4) 

และสามารถน าออกปลูกได๎ในสภาพธรรมชาติ  สํวนยอดที่ฉายปริมาณรังสี 2  3  4 และ 5 กิโลแรด 

ไมํสามารถชักน าให๎เกิดรากได๎ และเมื่อเวลาผํานไป 60 วันยอดก็จะกลายเป็นสีน้ าตาลและตายไปใน

ที่สุด  

 

 ยอดที่เกิดจากเมล็ดที่ผํานการฉายรังสีแกมมาแบบเฉียบพลันที่ปริมาณรังสี 0  12  13 และ 

14 กิโลแรด เมื่อน ามาเพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร ½ MS ที่ปราศจากฮอร์โมน พบวํา สามารถชักน าให๎

เกิดรากได๎ทั้งหมด (ภาพที่ 5) และสามารถย๎ายปลูกตามธรรมชาติได๎ เชํนเดียวกับยอดที่ผํานการฉาย

รังสีแกมมาปริมาณรังสี 1 กิโลแรดที่สามารถชักน าราก และออกปลูกตามธรรมชาติได๎ มีล าต๎น

2.69 Krad 
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แคระสูงประมาณ 15-20 เซนติเมตร ล าต๎นมีสีแดง ดอกเล็ก ติดเมล็ดเพียง ประมาณ 8-10 เมล็ด สี

ดอกไมํมีความแตกตํางจากต๎นปกติ โดยปริมาณรังสีแกมมาที่เพิ่มขึ้นท าให๎ล าต๎นเต้ียลง (ภาพที่ 6) 

ผลการทดลองนี้สอดคล๎องใกล๎เคียงกับงานวิจัยของ ชุตินทร (2532) ที่ทดลองฉายรังสีแกมมาแบบ

เฉียบพลันกับเบญจมาศ พบวําปริมาณรังสีที่เหมาะสมที่ท าให๎เกิดการกลายพันธุ์คือ 1 กิโลแรด และ

ปริมาณรังสีที่เพิ่มขึ้นมีผลท าให๎เปอร์เซ็นต์การเจริญเติบโตลดลง ปริมาณรังสีตั้งแตํ  4 กิโลแรด ขี้น

ไปท าให๎การเจริญเติบโตของเบญจมาศหยุดชะงักและตายไปในที่สุด จึงน าต๎นที่ผํานการฉายรังสี

แกมมาแบบเฉียบพลันที่สามารถย๎ายปลูกในสภาพธรรมชาติได๎แกํ ต๎นที่เกิดจากการฉายรังสียอด

ปริมาณ 1 กิโลแรด ต๎นที่เกิดจากการฉายรังสีแกมมาเมล็ด 12  13  และ 14 กิโลแรด  น าไป

ตรวจสอบลายพิมพ์ดีเอ็นโดยเทคนิคเอเอฟแอลพีเพื่อหาความแตกตํางทางพันธุกรรมในขั้นตํอไป 
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ภาพท่ี 4  การตอบสนองของยอดทานตะวันพันธุ์โอเปราเมื่อเพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร ½ MS ที่  

  ปราศจากฮอร์โมน เพื่อชักน าให๎เกิดรากเมื่อเวลาผํานไป 30 วัน 

  A : รากที่เกิดขึ้นจากต๎นควบคุมทานตะวันพันธุ์โอเปรา 

  B : รากที่เกิดขึ้นจากต๎นทานตะวันพันธุ์โอเปราที่ผํานการฉายรังสี 1 กิโลแรด 

  C : รากที่เกิดขึ้นจากต๎นทานตะวันพันธุ์โอเปราที่ผํานการฉายรังสี 2 กิโลแรด 

  D : รากที่เกิดขึ้นจากต๎นทานตะวันพันธุ์โอเปราที่ผํานการฉายรังสี 3 กิโลแรด 

  E : รากที่เกิดขึ้นจากต๎นทานตะวันพันธุ์โอเปราที่ผํานการฉายรังสี 4 กิโลแรด 

  F : รากที่เกิดขึ้นจากต๎นทานตะวันพันธุ์โอเปราที่ผํานการฉายรังสี 5 กิโลแรด 

A B C 

D E F 
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ภาพท่ี 5  การตอบสนองของยอดทานตะวันพันธุ์โอเปราที่เกิดจากเมล็ดที่ผํานการฉายรังสีแกมมา   

  เมื่อเพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร ½ MS ที่ปราศจากฮอร์โมน เพื่อชักน าให๎เกิดรากเมื่อเวลา   

               ผํานไป 30 วัน 

  A : รากที่เกิดขึ้นจากต๎นควบคุมทานตะวันพันธุ์โอเปรา 

  B : รากที่เกิดขึ้นจากต๎นทานตะวันพันธุ์โอเปราที่ผํานการฉายรังสี 12 กิโลแรด 

  C : รากที่เกิดขึ้นจากต๎นทานตะวันพันธุ์โอเปราที่ผํานการฉายรังสี 13 กิโลแรด 

  D : รากที่เกิดขึ้นจากต๎นทานตะวันพันธุ์โอเปราที่ผํานการฉายรังสี 14 กิโลแรด 

A B 

C D 
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 ภาพท่ี 6  ทานตะวันพันธุ์โอเปราที่ปลูกในกระถาง 

    A : ต๎นควบคุมที่ผํานการเพาะเลี้ยงในระบบเพาะเลี้ยงเน้ือเยื่อแล๎วออกปลูกในสภาพ   

        กระถาง  

    B : ต๎นที่ผํานการฉายรังสีที่เพาะเลี้ยงในระบบเพาะเลี้ยงเน้ือเยื่อแล๎วออกปลูกในสภาพ   

        กระถาง  

    C : ต๎นที่เกิดจากการปลูกในสภาพธรรมชาติจากเมล็ดที่ฉายรังสีแกมมาแบบเฉียบพลัน 

  

 

A B 

C 

Control 12 Krad 13 Krad 14 Krad 
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การตรวจสอบลายพิมพ์ดีเอ็นโดยเทคนิคเอเอฟแอลพี 

  

ผลการตรวจสอบลายพิมพ์ดีเอ็นเอของทานตะวันจากใบของเมล็ดที่ฉายรังสีที่ปริมาณ 12 

13  14 กิโลแรด สํวนยอดที่ผํานการฉายรังสี 1 กิโลแรด อยํางละ 10 ต๎น และ ต๎นควบคุม 2 ต๎นโดย

เทคนิคเอเอฟแอลพีโดยน าคูํไพรเมอร์มาเพิ่มจ านวนชิ้นดีเอ็นเอในขั้น selective amplification และ

แยกขนาดด๎วยวิธีการอิเล็กโทรโฟรีซีสในตัวกลาง denature polyacrylamide gel และคัดเลือกคูํไพร

เมอร์ที่สามารถเพิ่มชิ้นดีเอ็นเอได๎ 10 คูํไพรเมอร์ มีเพียง 5 คูํไพรเมอร์ที่สามารถให๎แถบดีเอ็นเอที่

แสดงความแตกตําง (polymorphism) โดยคูํไพรเมอร์ EcoR I (ACC) และ Mse I (CAT) แสดงร๎อย

ละของจ านวนแถบดีเอ็นเอที่แสดงโพลีมอร์ฟิซึม (percentage of polymorphism) สูงที่สุด 6.51% 

(ตารางที่ 8) เมื่อพิจารณาจ านวนแถบดีเอ็นเอแตํละปริมาณรังสี พบวํา  เมล็ดทานตะวันที่ผํานการ

ฉายรังสีแกมมาที่ปริมาณรังสี 13 กิโลแรด แสดงร๎อยละของจ านวนแถบดีเอ็นเอที่แสดงโพลีมอร์ฟิ

ซึมเฉลี่ย (percentage of polymorphism) สูงที่สุด 4.16 %  (ตารางที่ 10)  เมล็ดทานตะวันที่ผํานการ

ฉายรังสีแกมมาที่ปริมาณรังสี 12 กิโลแรด แสดงร๎อยละของจ านวนแถบดีเอ็นเอที่แสดงโพลีมอร์ฟิ

ซึมเฉลี่ย 2.56 %  (ตารางที่ 9) เมล็ดทานตะวันที่ผํานการฉายรังสีแกมมาที่ปริมาณรังสี 14 กิโลแรด 

แสดงร๎อยละของจ านวนแถบดีเอ็นเอที่แสดงโพลีมอร์ฟิซึมเฉลี่ย 3.29 %  (ตารางที่ 11) สํวนแถบ    

ดีเอ็นเอของยอดทานตะวันที่ผํานการฉายรังสี 1 กิโลแรด ไมํมีจ านวนแถบดีเอ็นเอที่แตกตํางกัน 

แสดงวํา การฉายรังสีแกมมาแบบเฉียบพลันให๎กับยอดทานตะวันที่ผํานการฉายรังสีแกมมา             

1 กิโลแรด ไมํมีความแตกตํางทางพันธุกรรมที่สามารถตรวจพบด๎วยวิธีเอเอฟแอลพี และเมล็ด

ทานตะวันที่ผํานการฉายรังสีแกมมาที่ปริมาณรังสี 12  13 และ 14 กิโลแรด มีผลท าให๎เกิดการ

เปลี่ยนแปลงในระดับดีเอ็นเอขึ้นเชํนเดียวกับการทดลอง Oliveira et al. (2004) ซึ่งศึกษาผลของการ

ฉายรังสีแกมมาให๎เมล็ดทานตะวันพันธุ์ HA BR 104 เพื่อให๎ต๎านทานโรคใบจุด (Alternaria leaf 

spot) โดยน าเมล็ดมาฉายรังสีแกมมาที่ปริมาณรังสี 150 และ 165 เกรย์  พบวํา ทานตะวันพันธุ์ HA 

BR 104 ที่ผํานการฉายรังสีสามารถต๎านทานโรคใบจุดในระดับที่ไมํเกิดโรค หรือ ในระดับที่เกิด

โรคน๎อยกวํา 5% และจากการทดลองของ Dong et al. (2007) ศึกษาความหลากหลายของทานตะวัน

บริโภคเมล็ด 70 สายพันธุ์ด๎วยเคร่ืองหมายเอเอฟแอลพี โดยใช๎ไพรเมอร์ 8 คูํ พบวํา คูํไพรเมอร์ทั้ง 8 

คูํแสดงแถบดีเอ็นเอมีสัดสํวนคําโพลีมอร์ฟิซึมเทํากับ 78.50 เปอร์เซ็นต์ ซึ่งสายพันธุ์ทานตะวันที่

แตกตํางกัน และการใช๎จ านวนไพรเมอร์ที่แตกตํางกัน ท าให๎คําโพลีมอร์ฟิซึมแตกตํางกัน และการ
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ทดลองของ Rashid et al. (2009) ศึกษาผลของรังสีแกมมาให๎กับเมล็ดข๎าวพันธุ์ Basmati-370 และ

พันธุ์ Basmati-Pak โดยน าเมล็ดไปฉายรังสีแกมมาที่ปริมาณรังสี 150, 200, 250 และ 300 เกรย์ แล๎ว

ตรวจสอบการกลายด๎วยเคร่ืองหมายเอแอฟแอลพี โดยใช๎ไพรเมอร์ Pst I รํวมกับ Mse I จ านวน 16 คูํ 

พบวํา คูํไพรเมอร์ทั้ง 16 คูํแสดงแถบดีเอ็นเอมีสัดสํวนคําโพลีมอร์ฟิซึมเทํากับ 37.8 เปอร์เซ็นต์ ซึ่ง

เป็นสิ่งบํงชี้วําอาจเกิดการกลายพันธุ์ขึ้นในข๎าวภายหลังการฉายรังสีในปริมาณตําง ๆ 
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ตารางท่ี 8  คูํไพรเมอร์ที่ให๎แถบดีเอ็นเอที่มีความแตกตําง (polymorphism) ในทานตะวัน  

     พันธุ์โอเปราที่ผํานการฉายรังสีแกมมาแบบเฉียบพลันที่ 12  13 และ 14 กิโลแรด เมื่อ

     ตรวจสอบด๎วยเทคนิคเอเอฟแอลพ ี

 

  
จ านวนแถบดีเอ็นเอ 

  
  

ไพรเมอร์ ที่แตกตําง ที่เหมือนกัน ทั้งหมด 
% Polymorphism 

ACC-CAT 14 201 215 6.51 

ACC-CTA 11 246 257 4.28 

    CAG-ACT 6 255 261 2.30 

CAG-AGC 3 183 186 1.61 

    CGT-ATT 3 141 144 2.08 

ผลรวม 37 1026 1063 31.22 

คําเฉลี่ย 7.4 64.4 212.6 6.24 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

48 



  
                                                                                              
                                                                           

      

ตารางท่ี 9  คูํไพรเมอร์ที่ให๎แถบดีเอ็นเอที่มีความแตกตําง (polymorphism) ในเมล็ดทานตะวัน  

     พันธุ์โอเปราที่ผํานการฉายรังสีแกมมาแบบเฉียบพลันที่ปริมาณรังสี 12 กิโลแรด แล๎ว

     น าไปเพาะเลี้ยงเน้ือเยื่อ เมื่อตรวจสอบด๎วยเทคนิคเอเอฟแอลพี 

 

    จ านวนแถบดีเอ็นเอ     

ไพรเมอร์ ที่แตกตําง ที่เหมือนกัน ทั้งหมด % Polymorphism 

ACC-CAT 4 67 71 5.63 

ACC-CTA 1 82 83 1.20 

CAG-ACT 2 85 87 2.30 

CAG-AGC 1 61 62 1.61 

CGT-ATT 1 47 48 2.08 

ผลรวม 9 342 351 12.82 

คําเฉลี่ย 1.8 68.4 70.2 2.56 
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ตารางท่ี 10  คูํไพรเมอร์ที่ให๎แถบดีเอ็นเอที่มีความแตกตําง (polymorphism) ในเมล็ดทานตะวัน 

       พันธุ์โอเปราที่ผํานการฉายรังสีแกมมาแบบเฉียบพลันเมล็ดที่ปริมาณ 13 กิโลแรด แล๎ว

       น าไปเพาะเลี้ยงเน้ือเยื่อ เมื่อตรวจสอบด๎วยเทคนิคเอเอฟแอลพี  

 

    จ านวนแถบดีเอ็นเอ     

ไพรเมอร์ ที่แตกตําง ที่เหมือนกัน ทั้งหมด % Polymorphism 

ACC-CAT 5 67 72 6.94 

ACC-CTA 7 82 89 7.87 

CAG-ACT 2 85 87 2.30 

CAG-AGC 1 61 62 1.61 

CGT-ATT 1 47 48 2.08 

ผลรวม 16 342 358 20.8 

คําเฉลี่ย 3.2 68.4 71.6 4.16 
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ตารางท่ี 11  คูํไพรเมอร์ที่ให๎แถบดีเอ็นเอที่มีความแตกตําง (polymorphism) ในเมล็ดทานตะวัน 

       พันธุ์โอเปราที่ผํานการฉายรังสีแกมมาแบบเฉียบพลันเมล็ดที่ปริมาณ 14 กิโลแรด แล๎ว

       น าไปเพาะเลี้ยงเน้ือเยื่อ เมื่อตรวจสอบด๎วยเทคนิคเอเอฟแอลพี  

 

    จ านวนแถบดีเอ็นเอ     

ไพรเมอร์ ที่แตกตําง ที่เหมือนกัน ทั้งหมด % Polymorphism 

ACC-CAT 5 67 72 6.94 

ACC-CTA 3 82 85 3.53 

CAG-ACT 2 85 87 2.30 

CAG-AGC 1 61 62 1.61 

CGT-ATT 1 47 48 2.08 

ผลรวม 12 342 354 16.46 

คําเฉลี่ย 2.4 68.4 70.8 3.29 
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 12 Krad                                               13 Krad 

          M         1   2   3   4  5   6  7  8   9 10 11 12          1  2   3  4   5   6   7  8  9  10 11 12    M 

 

 

ภาพท่ี 7  ลายพิมพ์ดีเอ็นเอทานตะวันพันธุ์โอเปราที่เกิดจากคูํไพรเมอร์ E-ACC/M-CTA แสดง  

  ต าแหนํงดีเอ็นเอที่บอกความแตกตําง (ลูกศรชี้) แถว M คือแถบดีเอ็นเอมาตรฐาน (ØX174 

  DNA/HinfI) 1-10 คือจ านวนต๎นทานตะวันผํานการฉายรังสีแกมมาที่สุํมมาตรวจสอบ,   

  11-12 คือ ต๎นควบคุม (Control) 

      

 

52 

311 bp 

249 bp 

151 bp 

553 bp 

500 bp 

140 bp 

200 bp 

427 bp 



  
                                                                                              
                                                                           

      

สรุปและเสนอแนะ 

 

สรุป 

 

 1. สูตรอาหารที่เหมาะสมในการเพิ่มยอดทานตะวันพันธุ์โอเปราคือ อาหารแข็งสูตร MS ที่

เติม BA 1 มิลลิกรัมตํอลิตร  

 

2. ปริมาณรังสีที่ท าให๎ยอดทานตะวันพันธุ์โอเปราที่ได๎จากการเพาะเลี้ยงเน้ือเยื่อตาย 50% 

(LD50) คือ 2.69 กิโลแรด แตํเมื่อน ายอดที่ผํานการฉายรังสีแกมมามาเพาะเลี้ยงบนสูตรอาหารชักน า

รากพบเพียงยอดที่ผํานการฉายรังสีแกมมาแบบเฉียบพลันที่ 1 กิโลแรด ที่ออกรากและน าออกปลูก

ในสภาพธรรมชาติได๎เทํานั้น สํวนยอดที่ผํานการฉายรังสีที่ระดับสูงกวํา 1 กิโลแรด ตายทั้งหมดเมื่อ

ในเวลา 90 วัน  

 

3. สูตรอาหารที่ใช๎ในการชักน าให๎เกิดรากของทานตะวันพันธุ์โอเปราที่ผํานการฉายรังสี

แกมมาแบบเฉียบพลันคือ อาหารแข็งสูตร MS ที่ปราศจากฮอร์โมน  

   

4. เมล็ดทานตะวันพันธุ์โอเปราที่ผํานการฉายรังสีแกมมาแบบเฉียบพลันที่ 13 กิโลแรด 

พบวํามีเปอร์เซ็นต์การงอกเหลือ  50 เปอร์เซ็นต์ (LD 50)  

 

5. เมล็ดทานตะวันพันธุ์โอเปราที่ผํานการฉายรังสีแกมมาที่ปริมาณรังสี 12  13  และ         

14 กิโลแรด แสดงร๎อยละของจ านวนแถบดีเอ็นเอที่แสดงโพลีมอร์ฟิซึมเฉลี่ย (percentage of 

polymorphism) สูงที่สุด  2.56  4.16  3.29 %  ตามล าดับ สํวนแถบดีเอ็นเอของยอดทานตะวันที่ผําน

การฉายรังสี 1 กิโลแรด ไมํมีจ านวนแถบดีเอ็นเอที่แตกตํางกัน 

 

 

 



  
                                                                                              
                                                                           

      

6. ผลการศึกษาความแปรปรวนทางพันธุกรรมโดยใช๎เคร่ืองหมายโมเลกุลด๎วยเทคนิคเอเอฟ

แอลพีโดยใช๎ไพรเมอร์จ านวน 10 คูํไพรเมอร์ พบเพียง 5 คูํไพรเมอร์ที่ให๎แถบดีเอ็นเอที่มีขนาด

ตํางกัน โดยคูํไพรเมอร์ EcoRI (ACC) และ MseI (CAT) แสดงคําร๎อยละของจ านวนแถบดีเอ็นเอที่

แสดงโพลีมอร์ฟิซึมสูงที่สุด 6.51%  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

54 



  
                                                                                              
                                                                           

      

ข้อเสนอแนะ 

 

 1.  เพื่อให๎ผลการศึกษาความแปรปรวนของทานตะวันที่ผํานการฉายรังสีแกมมาระดับ

ความเข๎มข๎นตําง ๆ ที่ชัดเจนมากยิ่งขึ้นควรเพิ่มระดับปริมาณรังสีแกมมา และคูํไพรเมอร์ที่ใช๎ใน

การศึกษาเพิ่มมากขึ้น ซึ่งเป็นการเพิ่มความถูกต๎องของข๎อมูลมากยิ่งขึ้น  

 

 2.  การทดลองครั้งนี้ก็ยังพบปัญหาทานตะวันออกดอกบางสํวนในขณะยังอยูํในขั้นตอน

การเพาะเลี้ยงเน้ือเยื่อ แตํการใช๎เทคนิคการฉายรังสีแล๎วน ามาเพาะเลี้ยงเน้ือเยื่อก็ยังมีความส าคัญ

เพราะเทคนิคน้ีสามารถแยกพันธุ์กลายจากต๎นที่ปกติซึ่งเซลล์กลายกับเซลล์ปกติเจริญอยูํด๎วยกันซึ่ง

เซลล์กลายจะไมํสามารถแขํงขันกับเซลล์ปกติได๎ ด๎วยเทคนิคเพาะเลี้ยงเน้ือเยื่อจึงสามารถแยกเซลล์

กลายออกมาเพาะเลี้ยงได๎ จึงเป็นที่มาของการทดลองคร้ังนี้   
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องค์ประกอบของอาหารสูตร MS (Murashige and Skoog, 1962) 

 
                มิลลกิรัม/ลิตร
NH4NO3          1,650 
KNO3           1,900 
CaCl2.2H2O          440 
MgSO4.7H2O          370 
KH2PO4          170 
H3BO3           6.2 
MnSO4.H2O          6.9 
ZnSO4.7H2O          6.14 
KI           0.83 
Na2MoO4.2H2O          0.25 
CuSO4.5H2O          0.025 
CoCl2.6H2O          0.025 
Na2EDTA          37.25 
FeSO4.7H2O          27.85 
Glycine          2 
Myo-inositol          100 
Nicotinic acid          0.5 
Pyridoxine.HCl          0.5 
Thiamine.HCl          0.1 
Sucrose          30,000 
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