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ศึกษาสูตรอาหารที่เหมาะสมตอการเพาะเลี้ยงกลุมเซลลแขวนลอยของเจตมูลเพลิงแดง
และเจตมูลเพลิงขาว พบวา กลุมเซลลแขวนลอยสามารถเจริญเติบโตไดดีในอาหารเหลวสูตร    
MS-B5 ที่เติม 2,4-D 0.2 มิลลิกรัมตอลิตร BA 0.5 มิลลิกรัมตอลิตร และ NAA 1 มิลลิกรัมตอลิตร 
และอาหารแข็งสูตร MS-B5 ที่เติม BA 4 มิลลิกรัมตอลิตร และ NAA 0.1 มิลลิกรัมตอลิตร 
สามารถชักนําตนจากแคลลัสและกลุมเซลลแขวนลอยของเจตมูลเพลิงแดงไดมากสุด แตไม
สามารถชักนําตนจากแคลลัสและกลุมเซลลแขวนลอยของเจตมูลเพลิงขาวได และเมื่อใหสาร 
EMS ความเขมขน 0-2 % เปนเวลา 60 และ 90 นาที พบวา การเพิ่มปริมาณของแคลลัสและ            
กลุมเซลลแขวนลอยลดลงเมื่อความเขมขนของสาร EMS สูงขึ้นและระยะเวลาการใหสารนานขึ้น 
และสามารถชักนําตนใหมจากแคลลัสและกลุมเซลลแขวนลอยของเจตมูลเพลิงแดงที่ไดรับ           
สาร EMS ไดจํานวนมาก และตนใหมบางตนมีลักษณะแตกตางกับตนปกติ แตไมสามารถชักนํา
ตนจากแคลลัสและกลุมเซลลแขวนลอยของเจตมูลเพลิงขาวที่ไดรับสาร EMS ได

ศึกษาความแปรปรวนของปริมาณสาร plumbagin จากรากของตนเจตมูลเพลิงแดง             
ดวยวิธี HPLC พบวา ตนเจตมูลเพลิงแดงที่ชักนําไดจากแคลลัสและกลุมเซลลแขวนลอยที่ไมได
รับสาร EMS มีปริมาณสาร plumbagin สูงกวาตนควบคุม เทากับ 25 และ 13 ตน และต่ํากวาตน
ควบคุม เทากับ 5 และ 17 ตน ตามลําดับ ตนเจตมูลเพลิงแดงที่ชักนําไดจากแคลลัสและกลุมเซลล
แขวนลอยที่ไดรับสาร EMS มีปริมาณสาร plumbagin สูงกวาตนควบคุม เทากับ 49 และ 59 ตน 
และต่ํากวาตนควบคุม เทากับ 11 และ 1 ตน ตามลําดับ และตรวจสอบความแปรปรวนทาง
พันธุกรรมดวยเทคนิค AFLP โดยใชคูไพรเมอรทั้งหมด 8 คูไพรเมอร พบวา เกิดแถบดีเอ็นเอ           
ที่เปนโพลีมอรฟซึม แสดงวาตนเจตมูลเพลิงแดงที่พัฒนามาจากการใชเทคนิคเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ  
และการใชสิ่งกอกลายพันธุมีความแปรปรวนทางพันธุกรรมเกิดขึ้น
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Saijai  Choorattana  2008: Mutation Induction of Plumbago indica L. and                               
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The suitable medium for suspension culture of Plumbago indica L. and P. zeylanica L. 
was studied. It was found that cell suspension proliferated well in MS-B5 supplemented with 
0.5 mg/l BA and 1 mg/l NAA. While MS-B5 supplemented with 4 mg/l BA and 0.1 mg/l NAA 
could be used for plant regeneration from callus and cell suspension of P. indica L. It was not 
able to regenerate the plantlets from callus and cell suspension of P. zeylanica L. When 0-2% 
EMS were applied to callus and cell suspension for 60 and 90 min, it was found that the growth 
rate of them was decreased when the concentrations and the application time of EMS were 
increased. Many plantlets were regenerated from treated callus and cell suspension of               
P. indica L. and some of them were abnormal. There was no plantlets regenerated from treated 
callus and suspension of P. zeylanica L.

The variation of plumbagin content from root of P. indica L. using HPLC was studied. 
It was found that untreated callus or cell suspension derived plants had plumbagin content
higher than that of the control were 25 and 13 plants and plumbagin content lower than that of 
the control were 5 and 17 plants, respectively. The treated callus or cell suspension derived 
plants had plumbagin content higher than that of the control were 49 and 59 plants and 
plumbagin content lower than that of the control were 11 and 1 plants, respectively. Genetic 
variation determination using AFLP technique with 8 pairs of primer indicated that P. indica L. 
plants derived from tissue culture and mutagen treatment were induced genetic variation.
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แขวนลอย ที่ไดรับสาร EMS ในสภาพออกปลูกในกระถาง เมื่ออายุ 
6 เดือน   58

  13 ลักษณะรากของตนเจตมูลเพลิงแดงที่พัฒนาจากแคลลัสและกลุมเซลล
แขวนลอย ที่ไดรับสาร EMS ในสภาพออกปลูกในกระถาง เมื่ออายุ 
6 เดือน     59

  14 calibration curve ของ plumbagin standard reference 61
  15 Chromatogram ของ plumbagin standard reference   61
  16 Chromatogram ของ plumbagin จากตนเจตมูลเพลิงแดง   62
  17 ลายพิมพดีเอ็นเอของตนเจตมูลเพลิงแดงที่พัฒนาจากแคลลัส                                             

โดยใชเทคนิคเอเอฟแอลพี คูไพรเมอร E-GCA/M-GTA                                          
(M คือ Øx174 DNA/HinfI marker, C คือ ชุดควบคุม)   75

  18 ลายพิมพดีเอ็นเอของตนเจตมูลเพลิงแดงที่พัฒนาจากกลุมเซลล
แขวนลอย โดยใชเทคนิคเอเอฟแอลพี คูไพรเมอร E-GCA/M-GTA                                               
(M คือ Øx174 DNA/HinfI marker, C คือ ชุดควบคุม)   76

  19 ลายพิมพดีเอ็นเอของตนเจตมูลเพลิงแดงที่พัฒนาจากแคลลัส ที่ไดรับ
สาร EMS โดยใชเทคนิคเอเอฟแอลพี คูไพรเมอร E-GCA/M-GTA                                         
(M คือ Øx174 DNA/HinfI marker, C คือ ชุดควบคุม) 78

  20 ลายพิมพดีเอ็นเอของตนเจตมูลเพลิงแดงที่พัฒนาจากกลุมเซลล
แขวนลอย ที่ไดรับสาร EMS โดยใชเทคนิคเอเอฟแอลพี คูไพรเมอร
 E-GCA/M-GTA (M คือ Øx174 DNA/HinfI marker, C คือ ชุดควบคุม)   79
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การชักนําใหเกิดการกลายพันธุในเจตมูลเพลิงแดงและเจตมูลเพลิงขาว
โดยการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อและการใชสิ่งกอกลายพันธุ

Mutation Induction of Plumbago indica L. and P.  zeylanica L.                                            
by Tissue Culture and Mutagen

คํานํา

เจตมูลเพลิงแดง (Plumbago indica Linn.) และเจตมูลเพลิงขาว (Plumbago zeylanica
Linn.) เปนพืชสมุนไพรที่จัดอยูในวงศ Plumbaginaceae มีสารออกฤทธิ์ในกลุมของ 
naphthoquinone ชื่อ พลัมบาจิน (plumbagin) คุณสมบัติของสาร plumbagin ออกฤทธิ์คลายกับ
ฮอรโมนเอสโตรเจน มีการนําไปใชประโยชนดานสมุนไพรเพื่อรักษาอาการตาง ๆ ได โดยระบุ
สรรพคุณใชเปนยาขับประจําเดือน ชวยขับน้ํายอย ระงับการปวดฟน ลดอาการเหงือกอักเสบ และ         
มีฤทธิ์ในการกระตุนและบีบมดลูก (บุษบา และ นิวัติ, 2519) ซึ่งสาร plumbagin มีฤทธิ์ทางเภสัช
วิทยาหลายประการ เชน ตานเชื้อรา แบคทีเรีย และยีสต (Paiva et al., 2003) ยับยั้งเซลลมะเร็ง และ
ใชในการคุมกําเนิด (นันทวัน และ อรนุช, 2539) รวมทั้งมีผลตอการยับยั้งการลอกคราบของแมลง              
(สุทธิชัย, 2543) 

ในปจจุบันมีผูสนใจและนิยมใชผลิตภัณฑจากธรรมชาติโดยเฉพาะพืชสมุนไพรในการ
ปองกันและรักษาสุขภาพ สงผลใหความตองการของตลาดสูงขึ้น ทําใหเกิดปญหาการขาดแคลน
วัตถุดิบซึ่งมีแหลงที่มาจากธรรมชาติ สําหรับเจตมูลเพลิงแดงและเจตมูลเพลิงขาวก็มีการนํามาใช
ประโยชนทางยากันมาก แตเนื่องจากมีปริมาณสารสําคัญตอตนนอยและตองใชเวลานานในการ
ปลูกเพื่อใหไดรากที่สมบูรณและมีคุณภาพดี ทําใหมีการขุดรากออกมาจากปาจํานวนมาก                    
(วิทย, 2538) และจากปญหาการผสมติดยากและใหเมล็ดนอยก็เปนปญหาสําคัญในการขยายพันธุ 
โดยอาจสงผลใหเกิดการสูญพันธุไดในอนาคต จากปญหาดังกลาวทําใหการปรับปรุงพันธุ
เจตมูลเพลิงแดงและเจตมูลเพลิงขาว โดยวิธี convention method ทําไดยากและประสบผลสําเร็จ
นอย เนื่องจากมีความหลากหลายทางพันธุกรรมนอย ดังนั้นจึงควรใชเทคโนโลยีชีวภาพโดยเฉพาะ
การเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพืชเขามาชวยในการขยายพันธุ ซึ่งสามารถควบคุมไดทั้งปริมาณและคุณภาพ
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เทคนิคการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพืชเกี่ยวของกับการเพาะเลี้ยงเซลล เนื้อเยื่อ และชิ้นสวนของ
พืชในสภาพปลอดเชื้อ โดยการเพาะเลี้ยงในอาหารและสภาพที่เหมาะสม ทําใหเกิดการเพิ่มจํานวน
เซลล เซลลมีการพัฒนาตอไปเปนเนื้อเยื่อ และเกิดเปนตนพืชไดในที่สุด โดยเฉพาะอยางยิ่งการ
เพาะเลี้ยงแคลลัสและเซลลแขวนลอย เมื่อชักนําใหเกิดตนอาจไดตนพืชที่เกิดการผันแปรทาง
พันธุกรรม ที่เรียกวา somaclonal variation และการใชเทคนิคเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพืชรวมกับการให
สารกอกลายพันธุนั้น ก็เปนอีกวิธีการหนึ่งที่มีประสิทธิภาพในการเพิ่มความหลากหลายทาง
พันธุกรรมใหกับพืชได

สารเอทิลมีเทนซัลโฟเนต เปนสารเคมีในกลุม alkylating agent สามารถทําใหเกิดการกลาย
พันธุโดยปฏิกิริยา alkylation และ hydrolysis สงผลใหมีการเคลื่อนยายหมู alkyl group ระหวางสาร
กอกลายพันธุและสวนประกอบภายในนิวคลีโอไทดของพืชที่ไดรับสาร ทําใหเกิดการเปลี่ยนแปลง
ของเบส เกิดการกลายพันธุที่เรียกวา point mutation และการกลายพันธุจะเกิดขึ้นโดยสุม ซึ่งทําให
ไดพืชพันธุใหมเร็วขึ้นและลักษณะที่กลายพันธุนั้นสามารถถายทอดไปยังลูกในชั่วตอไปได (สิรนุช, 
2540) ลักษณะการกลายพันธุนี้มีความสําคัญกับเจตมูลเพลิงแดงและเจตมูลเพลิงขาว เนื่องจาก
เจตมูลเพลิงแดงและเจตมูลเพลิงขาวมีความหลากหลายทางพันธุกรรมนอยมาก จึงเปนขอจํากัดใน
การปรับปรุงพันธุเพื่อใหไดสายพันธุใหมที่มีลักษณะที่ดีขึ้น เชน ผลิตสาร plumbagin ไดมากขึ้น 
ตานทานตอโรคและแมลงบางชนิดได เปนตน

ดังนั้นในงานวิจัยนี้สนใจศึกษาการชักนําใหเกิดความแปรปรวนทางพันธุกรรมใน
เจตมูลเพลิงแดงและเจตมูลเพลิงขาว โดยใชเทคนิคการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อและการใชสิ่งกอกลายพันธุ 
ที่มีผลตอความแปรปรวนทางพันธุกรรม เพื่อใชเปนแหลงพันธุกรรมสําหรับการปรับปรุงพันธุ
ตอไป
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วัตถุประสงค

เพื่อสรางความแปรปรวนทางพันธุกรรมใหกับเจตมูลเพลิงแดงและเจตมูลเพลิงขาว        
โดยใชเทคนิคการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อและการใชสิ่งกอกลายพันธุ และตรวจสอบการเปลี่ยนแปลงทาง
พันธุกรรมที่เกิดขึ้นโดยการวิเคราะหปริมาณสาร plumbagin โดยใช HPLC รวมกับการตรวจสอบ
การเปลี่ยนแปลงในระดับดีเอ็นเอ โดยใชเทคนิค AFLP เพื่อใชเปนแหลงพันธุกรรมสําหรับการ
ปรับปรุงพันธุ
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การตรวจเอกสาร

1.  เจตมูลเพลิงแดง  

เจตมูลเพลิงแดง (Plumbago indica Linn. หรือ Plumbago rosea Linn.)  มีชื่อสามัญ คือ rose 
coloured leadwort, indian leadwort, official leadwort, fire plant นอกจากนี้มีชื่อสามัญอื่น ๆ ใน
ภาษาถิ่นของไทย เชน ตั้งชูโว (กะเหรี่ยง-แมฮองสอน) ปดปวแดง (อีสาน) คุยวู (กะเหรี่ยง-
กาญจนบุรี) ไฟใตดิน (ใต) อุบะกุจะ (มาเลเซีย, ปตตานี) เจตมูลเพลิงแดง (ภาคกลาง) (พเยาว, 2539) 
จัดอยูในวงศ Plumbaginaceae มีแหลงกําเนิดในเขตรอนของทวีปเอเชียและพบแพรหลายในหลาย
ประเทศ เชน ไทย อินเดีย ฟลิปปนส มาเลเซีย เปนตน สําหรับประเทศไทยพบตามปาดงดิบและปา
เบญจพรรณทั่วไป (สมสุข, 2542)

1.1  ลักษณะทางพฤกษศาสตรของเจตมูลเพลิงแดง             

เจตมูลเพลิงแดงเปนไมพุมขนาดเล็ก แตกกิ่งกานสาขารอบ ๆ ตน สูงประมาณ 2-3 เมตร     
ลําตนสีเขียวออกแดงเขม ยอดออนและยอดบริเวณขอจะมีสีแดง ใบเดี่ยวเรียงสลับกันไปตามขอตน 
ใบมีลักษณะรูปไขแกมวงรี ขอบใบหยักเปนคลื่นเล็กนอย ปลายใบแหลม โคนใบมนเวา ดูคลายกับ
ใบมะลิแตโตกวาใบมะลิเล็กนอย (ภูมิพิชญ และ ปรีชา, 2536; วุฒิ, 2540) ใบมีสีเขียวอมแดง ออก
ดอกเปนชอที่ปลายกิ่งหรือสวนยอดของตน ดอกบานจากดานลางขึ้นไปดานบน กลีบดอกสีแดง              
มี 5 กลีบ กลีบเลี้ยงสีเขียว 5 กลีบ มีขนขึ้นปกคลุมอยู ซึ่งบริเวณขนจะมีตอมสรางสารเหนียวติดมือ 
โคนดอกเปนหลอดเล็ก ๆ มีขนสั้น มีอับละอองเรณู 5 อัน ติดอยูกับกลีบดอก มีรังไขแบบ superior 
ovary ซึ่งมี 5 logules ผลเปนฝกกลม จะแตกออกเมื่อแก รากสีน้ําตาลดํา เปนเสน ๆ (วิทย, 2542)
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           ตนเจตมูลเพลิงแดง                      ดอกเจตมูลเพลิงแดง

                                         

                          

         รากแหงของเจตมูลเพลิงแดง

ภาพที่ 1  ลักษณะ ตน ดอก และรากแหงของเจตมูลเพลิงแดง (Plumbago indica Linn.)
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2.  เจตมูลเพลิงขาว

เจตมูลเพลิงขาว (Plumbago zeylanica Linn.) มีชื่อสามัญ คือ white leadwort,                     
ceylon leadwort นอกจากนี้มีชื่อสามัญอื่น ๆ ในภาษาถิ่นของไทย เชน ปปขาว (อีสาน) ปดปวขาว
(เหนือ) ตอชูวา ตั้งชูฮวย (กะเหรี่ยง-แมฮองสอน) แปะฮวยตัง (แตจิ๋ว) ปายฮัวตาน (จีนกลาง)            
(สุมิตรา, 2544) จัดอยูในวงศ Plumbaginaceae มีแหลงกําเนิดในเขตรอนของทวีปเอเชีย และพบ
แพรหลายในหลายประเทศ เชน ไทย อินเดีย ฟลิปปนส มาเลเซีย เปนตน สําหรับประเทศไทยพบ
ตามปาดงดิบและปาเบญจพรรณทั่วไป (สมสุข, 2542)

2.1  ลักษณะทางพฤกษศาสตรของเจตมูลเพลิงขาว

ลักษณะเปนไมพุมขนาดเล็กแตมีขนาดสูงกวาเจตมูลเพลิงแดง แตกกิ่งกานสาขารอบ ๆ 
ตน ซึ่งกิ่งออนหรือกิ่งที่เล็กจะมีรองเหลี่ยม ลําตนสูงประมาณ 2-3 เมตร ลําตนสีเขียว ใบเดี่ยวเรียง
สลับกันไปตามขอตน ใบมีลักษณะรูปหอก ขอบใบหยักเปนคลื่นเล็กนอย ปลายใบแหลม โคนใบมน
เวา ใบมีสีเขียวเขม ลักษณะของใบคลายกับใบมะลิ แตมีขนาดใหญกวา กวางประมาณ 1.5-2 นิ้ว ยาว 
2-3.5 นิ้ว ออกดอกเปนชอที่ปลายกิ่งหรือสวนยอดของตน ชอดอกยาวประมาณ 4-10 นิ้ว (นิรนาม, 
2551ก) ดอกบานจากดานลางขึ้นไปดานบน กลีบดอกสีขาวมี 5 กลีบ กลีบเลี้ยงสีเขียว 5 กลีบ มีขน
ขึ้นปกคลุมอยูซึ่งบริเวณขนจะมีตอมสรางสารเหนียวติดมือ โคนดอกเปนหลอดเล็ก ๆ มีขนสั้น มีอับ
ละอองเรณู 5 อัน ติดอยูกับกลีบดอก มีรังไขแบบ superior ovary ซึ่งมี 5 logules ผลเปนฝกกลมจะ
แตกออกเมื่อแก รากสีน้ําตาลดํา เปนเสน ๆ (วิทย, 2542)
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              ตนเจตมูลเพลิงขาว                   ดอกเจตมูลเพลิงขาว

        

       

  
                                              รากแหงของเจตมูลเพลิงขาว

ภาพที่ 2  ลักษณะ ตน ดอก และรากแหงของเจตมูลเพลิงขาว (Plumbago zeylanica Linn.)



8

3.  การขยายพันธุและการเก็บเกี่ยว

การขยายพันธุดวยวิธีทางธรรมชาติสามารถทําได 2 วิธี คือ การปกชําและการเพาะเมล็ด 
สําหรับการปกชํานั้นมักประสบปญหาสารประกอบฟนอลิก (phenolic compound) ที่ขับออกมาจาก
ลําตน ทําใหกิ่งปกชําตายได และการเพาะเมล็ดมีปญหาการเจริญเติบโตชาและอัตราการรอดชีวิตต่ํา               
(วิทย, 2542; Chuakul et al., 1994) การเก็บเกี่ยวเพื่อนํารากไปใชประโยชนนั้นตองใชระยะเวลา         
การปลูกนาน 3-4 ป และเจตมูลเพลิงแดงจัดเปนพืชสมุนไพรที่มีรสรอน จึงพบวาบริเวณพื้นที่ที่ปลูก
เจตมูลเพลิงแดงมักจะไมมีพืชอื่นขึ้น เนื่องจากรากเจตมูลเพลิงแดงจะปลอยสารบางชนิดออกมาทํา
ใหเมล็ดของพืชอื่นไมสามารถงอกได (บุษบา และ นิวัติ, 2519)

4.  สรรพคุณของเจตมูลเพลิงแดงและเจตมูลเพลิงขาว

ทางการแพทยแผนไทยระบุวา เจตมูลเพลิงแดงและเจตมูลเพลิงขาวเปนสมุนไพรที่จัดอยูใน
กลุมที่มีฤทธิ์รอน แตฤทธิ์ของเจตมูลเพลิงขาวจะออนกวาเจตมูลเพลิงแดง (นิรนาม, 2551ก) หามใช
ในหญิงทองเนื่องจากมีฤทธิ์รอนและบีบมดลูก (สุนทรี, 2540) ในตํารายาไทยมีการใชรากแหงรักษา
ริดสีดวงทวาร กระตุนความอยากอาหาร (สมสุข, 2542) เปนยาขับประจําเดือน แกปวดขอ ระงับ
อาการปวดฟน ขับพยาธิ แกไข แกทองรวง บํารุงรางกาย บํารุงโลหิต ขับน้ําคาวปลา (กองกานดา, 
2536; วิทย, 2538) แกโรคผิวหนัง กลากเกลื้อน แกเกลื้อนชาง แกคุดทะราด แกขี้เรื้อนกวาง ขี้เรื้อน
น้ําเตา แกรังแค (นันทวัน และ อรนุช, 2539; วุฒ,ิ 2540) 

ทางการแพทยแผนปจจุบันมีรายงานวา สาร plumbagin ที่พบในเจตมูลเพลิงแดงและ
เจตมูลเพลิงขาว มีประโยชนตาง ๆ มากมาย และมีรายงานการออกฤทธิ์ทางเภสัชวิทยา พบวา                   
มีฤทธิ์ในการตานเชื้อรา เชน Candida albicans (ภูมิพิชญ และ ปรีชา, 2536; สุปรานี และ สุพัตรา, 
2542) และเชื้อราที่เปนสาเหตุโรคพืช เชน Colletotrichum capsici และสามารถยับยั้งการเจริญเติบโต
ของเชื้อแบคทีเรียและยีสต เชน Staphylococcus aureus (Paiva et al., 2003) Bacillus mycoides, B. 
pumilus, B. subtilis, Salmonella typi, S. paratyphi, Sarcina lutea, Staphylococcus citreus, S. Albus 
and S. Dublin (Mukharya and Dahia, 1977; Krishnaswamy and Purushothaman, 1980; Durga et 
al., 1990; Didry et al., 1994) Helicobacter pylori (Wang and Huang, 2005) ยับยั้งเซลลมะเร็ง        
(สุมิตรา, 2544; Nguyen et al., 2004) ตานมาลาเรีย (Paiva et al., 2003) รวมทั้งมีผลตอการยับยั้งการ
ลอกคราบของแมลง (สุทธิชัย, 2543)
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ตารางที่ 1  สารประกอบทางเคมีของเจตมูลเพลิงแดงและเจตมูลเพลิงขาว (นิรนาม, 2551ข)

สวนของพืช กลุมของสารที่พบ สารที่พบ
benzenoid benzene, meta-dinitro
carbohydrate fructose , glucose
flavonoid leucodelphidinin
quinoid 1,4-naphthoquinone    

root

plumbagin
alkane arechidyl alcohol
carbohydrate glucose
lipid lignoceric acid, linoleic acid, oleic acid
quinoid plumbagin

root bark

steroid beta-sitosterol, 
steroid campesterol, stigmasterol

beta-sitosterol
quinoid plumbagin

6-hydroxyplumbagin 

aerial parts

flavonoid plumbaginol
cyanidin-3-0-alpha-L-rhamnoside
delphidinine-3-0-alpha-L-rhamnoside
kaempferol-3-0-alpha-L-rhamnoside

flower flavonoid

pelargonidin-3-0-alpha-L-rhamnoside
flovonoid cyanidin-3-rhamnoside

delphidinin-3-rhamnoside
kaempferol-3-rhamnoside
pelargonidin-3-rhamnoside

petal

benzenoid digalloyl-glucose, galloyl-glucose
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5.  สูตรโครงสรางทางเคมีของสาร plumbagin

สาร plumbagin มีสูตรโครงสราง คือ C11H8O3 มีชื่อทางเคมีวา 5-hydroxy-2-methyl-1,             
4-naphthalenedione หรือ 5-hydroxy-2-methyl-1,4-naphthoquinone มีน้ําหนักโมเลกุล 188.17        
ดาลตัน เปนสารประกอบประเภท quinone จัดอยูในกลุม naphthoquinone มีโครงสรางประกอบ      
ดวย 2-benzene ring พบไดเกือบทุกสวนของพืช (Budavari, 1996) ดังแสดงในภาพที่ 3

ภาพที่ 3  โครงสรางทางเคมีของสาร plumbagin (Paiva et al., 2004)

สาร plumbagin มีลักษณะทางกายภาพเปนผลึกรูปเข็ม มีสีเหลืองเขม สามารถระเหิดได          
เมื่อไดรับความรอน 78-79 องศาเซลเซียส สามารถละลายไดเล็กนอยในน้ํารอนและละลายไดดี             
ในตัวทําละลายชนิดที่มีขั้ว เชน แอลกอฮอล อะซีโตน คลอโรฟอรม เบนซีน และอะซีติก แอซิด           
เปนตน (Budavari, 1996; Maryadele and Smith, 1996)

6.  การเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพืช

ปจจุบันการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพืชเปนเทคโนโลยีที่มีประโยชนอยางมาก ไมวาจะเปนการ
ขยายพันธุพืชหรือปรับปรุงพันธุพืช การเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ คือ การเอาสวนใดสวนหนึ่งของพืช ไมวา
จะเปนอวัยวะ เนื้อเยื่อ เซลลหรือเซลลที่ไมมีผนัง (protoplast) มาเลี้ยงในอาหารสังเคราะห ซึ่ง
ประกอบดวย แรธาตุ น้ําตาล วิตามินและสารควบคุมการเจริญเติบโตในสภาพปลอดเชื้อจุลินทรีย 
และอยูในสภาวะควบคุมสิ่งแวดลอม สวนของพืชเหลานี้มีการเจริญเติบโตและพัฒนาไดหลาย
รูปแบบ คือ เปนตนโดยตรง หรือเกิดเปนกลุมของเซลล เรียกวา แคลลัส (callus) หรือ เกิดเปนคัพภะ 
เรียกวา โซมาติกเอมบริโอ (somatic embryo) และเมื่อตัดเปน ชิ้น ๆ แลวเปลี่ยนอาหารก็สามารถเพิ่ม
ปริมาณไดไมมีที่สิ้นสุด ผลสุดทายก็จะไดตนจํานวนมากที่มีลักษณะเหมือนกันทุกประการ (อรดี, 
2539)
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การเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อจะประสบความสําเร็จมากนอยขึ้นอยูกับปจจัยหลายอยางที่มีบทบาท
ควบคุมการเจริญเติบโต และการเปลี่ยนแปลงของเนื้อเยื่อพืช (ไพบูลย, 2524) สรุปได ดังนี้

1.  ปจจัยภายในพืช (endogenous factors)

     1.1  ลักษณะทางพันธุกรรม (genotype) คือ การเจริญเติบโตของเนื้อเยื่อไปเปนยอดหรือ
รากนั้นขึ้นอยูกับชนิดพืช พืชบางชนิดอาจเกิดเปนยอดหรือรากไดงาย ในขณะที่พืชอีกชนิดหนึ่งเกิด
ไดยาก แมจะเลี้ยงในอาหารที่เหมาะสม ซึ่งแสดงใหเห็นถึงอิทธิพลของพันธุกรรม

     1.2  สารควบคุมการเจริญเติบโตของพืช (phytohormone) ในชิ้นสวนพืช ฮอรโมนบาง
ชนิดอาจจะชวยสงเสริมใหมีการเจริญเติบโตของเนื้อเยื่อพืช และฮอรโมนบางชนิดก็สามารถยับยั้ง
การเจริญเติบโตไดเชนกัน

2.  ปจจัยภายนอก (exogenous factors)

     2.1  แสง (light) แสงไมมีสวนเกี่ยวของกับการปรุงอาหารของเนื้อเยื่อที่เพาะเลี้ยง         
แตแสงชวยใหเนื้อเยื่อมีการพัฒนาไปเปนสวนตาง ๆ ของพืชได ซึ่งการใหแสงควรพิจารณา ดังนี้ 
คุณภาพของแสง ความเขมของแสง และระยะเวลาในการใหแสง

     2.2  อุณหภูมิ (temperature) โดยทั่วไปอุณหภูมิที่เหมาะสมตอการเจริญเติบโตของ
เนื้อเยื่อจะประมาณ 25 องศาเซลเซียส

     2.3  สารควบคุมการเจริญเติบโต (plant growth regulators) การเกิดเปนตน รากหรือ
แคลลัสของพืชแตละชนิดขึ้นอยูกับความสมดุลของปริมาณออกซินและไซโตไคนินในอาหาร

3.  ปจจัยอื่น ๆ ไดแก ชิ้นสวนของเนื้อเยื่อพืชที่นํามาเลี้ยง สภาพการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อและ
สวนประกอบของอาหาร
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7.  การเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อเจตมูลเพลิงแดงและเจตมูลเพลิงขาว

อรสา (2543) ศึกษาการผลิตสาร plumbagin จากเซลลแขวนลอยของเจตมูลเพลิงขาว         
พบวา จากการเพาะเลี้ยงสวนของใบออน ในอาหารสูตร LS ที่เติม NAA และ 2,4-D ความเขมขน        
2 มิลลิกรัมตอลิตร และเติมน้ําตาล 30 กรัมตอลิตร สามารถชักนําใหเกิดเนื้อเยื่อเพาะเลี้ยงและเซลล
แขวนลอยได และเมื่อวิเคราะหปริมาณสาร plumbagin พบวา เซลลแขวนลอยสามารถผลิตสาร 
plumbagin ไดมาก ในอาหารสูตร MS ที่เติม 2,4-D หรือ BA 

สุภาภรณ (2547) ทดลองเพาะเลี้ยง hairy root ของเจตมูลเพลิงแดงที่ไดจากการปลูกเชื้อ     
Rhizobium  rhizogenes สายพันธุ K599 และ ATCC13332 ในอาหารแข็งและเหลวสูตร MS, B5, ½  
MS และ ½  B5 ในสภาพที่มีแสงและมืด เปนเวลานาน 1 เดือน  พบวา hairy root ที่เกิดจากการปลูก
เชื้อทั้ง 2 สายพันธุ ที่เลี้ยงในอาหารสูตร B5 สภาพอาหารเหลวและที่มืด ใหคา Fresh Growth Index 
และ Dry Growth Index สูงสุด และเมื่อวิเคราะหปริมาณสาร plumbagin ดวยวิธี HPLC พบวา ราก 
hairy root ใหปริมาณสารสูงกวารากปกติที่ไดจากการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ

Komaraiah et al. (2002) เพาะเลี้ยงเซลลแขวนลอยของเจตมูลเพลิงแดง ในอาหารเหลวสูตร 
MS ที่เติม IAA ความเขมขน 1 มิลลิกรัมตอลิตร รวมกับ NAA ความเขมขน 0.5 มิลลิกรัมตอลิตร
และ BA ความเขมขน 0.3 มิลลิกรัมตอลิตร เพื่อใชในการกระตุนการสรางสาร plumbagin ดวย
ตัวกระตุนที่แตกตางกัน คือ เชื้อรา แบคทีเรีย ยีสต และสารไคโตซาน พบวา การใชไคโตซานที่ความ
เขมขน 150 มิลลิกรัมตอลิตร สามารถกระตุนใหเซลลแขวนลอยของเจตมูลเพลิงแดงสรางสาร 
plumbagin ไดสูงสุด เมื่อเทียบกับตัวกระตุนอื่น ๆ

Panichayupakaranant and Tewtrakul (2002) ทดลองชักนํารากจากชิ้นสวนใบของ
เจตมูลเพลิงแดง ในอาหารเหลวสูตร B5 ที่เติม NAA และ kinetin ที่ความเขมขน 0.5-2.0 มิลลิกรัมตอ
ลิตร และ 0.1-0.5 มิลลิกรัมตอลิตร ตามลําดับ หลังจากการเพาะเลี้ยง 2 สัปดาห พบวา อาหารเหลว
สูตร B5 ที่เติม NAA ที่ความเขมขน 1 มิลลิกรัมตอลิตร รวมกับ kinetin ที่ความเขมขน 1 มิลลิกรัมตอ
ลิตร สามารถชักนําใหสวนของใบเกิดรากไดดีที่สุด
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Chuntaratin (2006) ทดลองเปรียบเทียบสูตรอาหารที่สามารถกระตุนให hairy root แคลลัส
และเซลลแขวนลอยของเจตมูลเพลิงแดงสรางสาร plumbagin มากขึ้น ผลการทดลองพบวา อาหาร
เหลวสูตร ½  MS ที่เติมน้ําตาล 20 กรัม สามารถกระตุนให hairy root สรางสาร plumbagin มากที่สุด 
และอาหารแข็งและเหลวสูตร MS-B5 ที่เติม NAA และ 2,4-D ความเขมขน 0.2 มิลลิกรัมตอลิตร 
รวมกับ kinetin ความเขมขน 0.5 มิลลิกรัมตอลิตร สามารถกระตุนใหแคลลัสและเซลลแขวนลอย 
สรางสาร plumbagin มากที่สุด จากนั้นทดลองกระตุนการสรางสาร plumbagin จาก hairy root และ
เซลลแขวนลอย ดวยตัวกระตุนที่แตกตางกัน ไดแก ไคติน ไคโตซาน เชื้อรา ยีสต และกรดอะซีติก 
จากผลการทดลองพบวา ไคตินและไคโตซานสามารถกระตุนให hairy root และเซลลแขวนลอย 
สรางสาร plumbagin ไดมากสุด

Rout (2002) ทดลองเปรียบเทียบสูตรอาหารเพื่อชักนํายอดจากชิ้นสวนใบของเจตมูลเพลิง
แดงและเจตมูลเพลิงขาว พบวา อาหารแข็งสูตร MS ที่เติม BA ความเขมขน 1.5 มิลลิกรัมตอลิตร 
รวมกับ IAA ความเขมขน 0.25 มิลลิกรัมตอลิตร และ adenine sulfate ความเขมขน 50 มิลลิกรัมตอ
ลิตร สามารถชักนําการเกิดยอดไดประมาณ 85% ภายในเวลา 4 สัปดาห และไมพบความแตกตางทาง
พันธุกรรมเมื่อตรวจสอบความแปรปรวนทางพันธุกรรมของตนใหมที่ไดดวยเทคนิค RAPD

8.  การกลายพันธุของพืช

การกลายพันธุ คือ การเปลี่ยนแปลงของสารพันธุกรรมภายในเซลล การกลายพันธุอาจ
เกี่ยวของกับการสูญหายไปของสวนของยีน หรือการเปลี่ยนแปลงโครงสรางภายในยีน เรียกวา     
การกลายพันธุของยีน (gene mutation) สวนการกลายพันธุที่เกี่ยวของกับการแลกเปลี่ยนสวนของ
โครโมโซม การสูญหายไปหรือการเพิ่มเขามาของสวนของโครโมโซมที่ครอบคลุมมากกวาหนึ่งยีน 
เรียกวา การกลายพันธุของโครโมโซม (chromosome mutation) (สิรนุช, 2540)

8.1.  การกลายพันธุของยีน

      เปนการเปลี่ยนแปลงทางเคมีของยีนที่เกี่ยวของกับนิวคลีโอไทด (nucleotide base)         
เพียงไมกี่โมเลกุล ในยีนหนึ่ง ๆ สามารถทําใหขาวสารทางพันธุกรรมของยีนนั้นตางไปจากเดิม     
การกลายพันธุของยีนแบงตามการเกิดได 2 ชนิด คือ           
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 8.1.1  การกลายพันธุแบบเฟรมชิพต (frameshift mutation) 

            การเพิ่มหรือขาดหายไปของนิวคลีโอไทดจากโมเลกุลดีเอ็นเอเพียง 1 โมเลกุล            
สามารถทําใหกรอบการอานของรหัสที่ละ 3 โมเลกุล เปลี่ยนไปจากเดิม เปนผลใหโปรตีนที่สรางจาก
ยีนดังกลาวผิดไปจากเดิม ทําใหไมสามารถทํางานไดเหมือนเดิม หรือทํางานไมไดเลย

 8.1.2  เบสซับสติติวชัน (base substitution) 

การเปลี่ยนแปลงที่เกิดขึ้นจากการแทนที่คูเบส มีการเขาแทนที่คูของเบสดวยเบส
อื่นในกลุมเดียวกัน เรียกวา ทรานซิชัน (transition) สวนการเปลี่ยนแปลงแบบสลับคูของเบสที่ตาง
กลุมกัน เรียกวา ทรานสเวอรชัน (transversion) การกลายพันธุของยีนแบบเบสซับสติติวชัน มีชื่อ
เรียกอีกอยางหนึ่งวา การกลายพันธุเฉพาะจุด (point mutation) 

8.2.  การกลายพันธุของโครโมโซม

        คือ การเปลี่ยนแปลงจํานวนหรือโครงสรางของโครโมโซม

 8.2.1  การเปลี่ยนแปลงโครงสรางของโครโมโซม (changes in the structure of 
chromosome)

            การขาดหายไปของสวนของโครโมโซม (deletion หรือ deficiency) ทําให             
ยีนจํานวนหนึ่งขาดหายไปดวย หรือการที่มียีนหรือสวนของโครโมโซมเพิ่มเขามามากกวาปกติ 
(duplication) หรือเกิดการเปลี่ยนแปลงกลับทิศทางของสวนของโครโมโซม (inversion) หรือเกิดการ
ยายสลับที่ระหวางสวนของโครโมโซมที่ตางคูกัน (translocation) การเปลี่ยนแปลงดังกลาวนี้มีผล
มากนอยตางกันไปขึ้นอยูกับชนิดของยีน และจํานวนยีนที่เกี่ยวของ
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8.2.2  การเปลี่ยนแปลงจํานวนโครโมโซม (changes in the number of chromosomes)  

           เกิดจากความผิดปกติในกระบวนการแบงเซลลแบบไมโอซิส (meiosis) โดยที่
โครโมโซมที่เปนคูกันคูใดคูหนึ่งไมแยกจากกัน เรียกวา นอนดิสจังชัน (nondisjunction) หรืออาจเกิด
จากการยับยั้งการเคลื่อนที่ของโครโมโซมไปยังขั้วของเซลลในระยะแอนาเฟส (anaphase) ทําให
เซลลสืบพันธุบางเซลลมีจํานวนโครโมโซมเพิ่มขึ้น และบางเซลลมีจํานวนโครโมโซมนอยกวาปกติ 
เมื่อมีการผสมพันธุระหวางเซลลสืบพันธุปกติหรือผิดปกติดวยกันก็ตาม ทําใหไดตนลูกที่เกิดใหมมี
ความผิดปกติในจํานวนโครโมโซม

การชักนําใหเกิดการกลายพันธุในพืชเปนวิธีการที่ทําใหเกิดการเปลี่ยนแปลงทางพันธุกรรม
และไดพืชพันธุใหมเร็วขึ้น และสามารถถายทอดไปยังชั่วตอไปได ปกติแลวการกลายพันธุสามารถ
เกิดขึ้นเองตามธรรมชาติไดแตมีอัตราต่ํา จึงมีการกระตุนเพื่อใหเกิดการกลายพันธุในอัตราสูงและใน
ระยะเวลาที่รวดเร็วขึ้น ซึ่งทําไดโดยการใชรังสีหรือสารเคมี (ไพบูลย, 2524) พันธุกลายที่ไดจากการ
เหนี่ยวนําใหเกิดขึ้นในพืชนั้นสามารถนํามาใชประโยชนได 2 ทาง คือ

1.  การใชประโยชนโดยตรง (direct use) พันธุกลายที่มีลักษณะดี สามารถนํามาขยายพันธุ
สงเสริมไดทันที เหมาะสมกับพืชที่มีการปรับปรุงพันธุยังไมไดระดับสูงสุด ในการใชรังสีหรือ
สารเคมีเหนี่ยวนําใหเกิดการกลายพันธุสามารถเพิ่มความแปรปรวนทางพันธุกรรมไดงาย               
ทําใหไดจีโนไทปใหม ๆ ออกมาและนําไปใชเปนพันธุใหมไดโดยตรง ในระยะเวลาคอนขางสั้น  
(สิรนุช, 2540)

2.  การใชประโยชนทางออม (indirect use) พันธุกลายที่มีลักษณะที่สนใจ แตยังไมดีพอที่จะ
นํามาขยายเปนพันธุโดยตรง เนื่องจากยังมีลักษณะอื่น ๆ ที่ไมตองการอยูดวย อาจนําพันธุกลายนี้ไป
ใชในการปรับปรุงพันธุโดยการผสมพันธุ (cross breeding) เพื่อถายทอดลักษณะที่ตองการเขาไปยัง
พืชที่จะปรับปรุง เนื่องจากขาดลักษณะที่ดีบางอยาง (สิรนุช, 2540)

ความผิดปกติตาง ๆ ที่เกิดขึ้นภายในเซลลเมื่อไดรับการกอกลายพันธุแลว จะสงผลกระทบ
ตอโครงสรางและหนาที่ของเซลล การเปลี่ยนแปลงจะเกิดขึ้นมากหรือนอยขึ้นอยูกับปริมาณของสาร
กอกลายพันธุที่ไดรับ และชนิดของเซลล เปนตน
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9.  การชักนําใหเกิดการกลายพันธุในเนื้อเยื่อเพาะเลี้ยง

การเปลี่ยนแปลงทางพันธุกรรมที่เกิดขึ้นเองของเซลลราง (somatic cells) หรือเนื้อเยื่อที่ 
กําลังเพาะเลี้ยงกอนการชักนําใหเกิดเปนตน เปนสาเหตุสําคัญของการเปลี่ยนแปลงทางพันธุกรรม           
(ยีโนไทป) และสงผลใหเกิดความแปรปรวนที่แสดงออกมาใหเห็นทางฟโนไทป และเกี่ยวของกับ
การเปลี่ยนแปลงของสารพันธุกรรม (genetic materials) นั่นก็คือยีนหรือดีเอนเอ และการ
เปลี่ยนแปลงกลไกการถายทอดลักษณะทางพันธุกรรม (mode of inheritance) ซึ่งลักษณะที่
เปลี่ยนแปลงไปเหลานี้สามารถถายทอดไปสูรุนลูก โดยการสืบพันธุแบบมีเพศ (sexual transmission) 
ผานกระบวนการไมโอซิส แตถาการเปลี่ยนแปลงฟโนไทปของพืชนั้น ๆ ไมไดเกี่ยวของกับการ
เปลี่ยนแปลงของสารพันธุกรรม และไมสามารถถายทอดไปยังรุนลูก การเปลี่ยนแปลงนั้นเรียกวา 
epigenetic change ซึ่งหมายถึงการเปลี่ยนแปลงที่มีกลไกบางอยางทําใหเซลลพืชที่เพาะเลี้ยงผิดปกติ
ไป แตมีลักษณะไมคงที่เมื่อเทียบกับการกลายพันธุ ดังนั้นบางครั้งเมื่อชักนําใหเกิดเปนตนแลว
ลักษณะดังกลาวจะสูญหายไปในที่สุด (นิรนาม, 2551ค)

การเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อโดยเฉพาะการเพาะเลี้ยงแคลลัสและเซลลแขวนลอย เมื่อนํามาชักนําให
เกิดตนใหม พบวา พืชที่เกิดใหมนี้จะมีลักษณะแตกตางไปจากเดิม ซึ่งการแปรผันทางพันธุกรรมใน
เนื้อเยื่อที่เพาะเลี้ยง อาจเกิดมากหรือนอยขึ้นอยูกับวิธีการเพาะเลี้ยง และระยะเวลาในการเพาะเลี้ยง 
โดยลักษณะความแปรปรวนทางพันธุกรรมที่เกิดขึ้นจากการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ เรียกวา somaclonal 
variation ซึ่งการเปลี่ยนแปลงทางพันธุกรรมที่เกิดขึ้นอาจเปนผลมาจาก การเปลี่ยนแปลงการ
แสดงออกโดยรวมของคาริโอไทป (gross karyotypic changes) การจัดเรียงตัวใหมของโครโมโซม 
(cryptic chromosomal rearrangements) การแลกเปลี่ยนชิ้นสวนของโครมาติก (sister chromatids 
exchange) อิทธิพลของชิ้นสวนพันธุกรรมที่สามารถเคลื่อนยายได (transposable elements) การเพิ่ม
จํานวนตัวเอง (amplification) และการลดจํานวนตัวเอง (diminution) (สิรนุช, 2540)
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10.  การเหนี่ยวนําใหพืชกลายพันธุดวยสารเคมีกอกลายพันธุ                                                                            

สารกอกลายพันธุ (mutagens) คือ สารเคมีที่สามารถเหนี่ยวนําใหเกิดการกลายพันธุใน
สิ่งมีชีวิตได สารเคมีที่มีประสิทธิภาพสูงในการเหนี่ยวนําใหเกิดการกลายพันธุในพืชสวนใหญจัดอยู
ในกลุมของพวก แอลคิเลติง เอเจนต (alkylating agent) ซึ่งไดแก EMS (ethyl methanesulphonate) 
dES (Diethyl sulphate) EI (Ethyleneimine) เปนตน 

สาร EMS (ethyl methanesulphonate) มีสูตรโครงสรางทางเคมี คือ CH3SO2OC2H5               
เปนของเหลวใส ไมมีสี มีความหนาแนน (g/ml) เทากับ 1.203 มีจุดเดือดเทากับ 85-86 องศาเซลเซียส           
ที่ความดัน 10 มิลลิเมตรของปรอท มีน้ําหนักโมเลกุลเทากับ 124 ละลายในน้ําไดประมาณ                     
8 เปอรเซ็นต เปนสารเคมีที่นิยมใชมากที่สุดในการเหนี่ยวนําใหเกิดกลายพันธุในพืช มีประสิทธิภาพ
สูงในการเหนี่ยวนําใหเกิดการกลายพันธุ และใชไดผลดีกับพืชทุกชนิด (สิรนุช, 2540) เชน ปาน 
(Linum usitissimum L.) (Tejklova, 2002) มะเขือเทศ (Watanabe et al., 2007)  sugar beet (Hohmann 
et al., 2005) ถั่วเหลือง (Hofmann et al., 2004) เปนตน

                 

ภาพที่ 4 โครงสรางทางเคมีของสาร ethyl methanesulfonate (EMS) (Anonymous, 1983)

สาร EMS มีหมูเอทิล คือ C2H5  ซึ่งจะถูกถายใหกับโมเลกุลของดีเอ็นเอ ในปฏิกิริยา         
แอลคิเลชัน (alkylation) โดยสาร EMS สามารถเขาทําปฏิกิริยาแอลคิเลชันกับเบสพิวรินและ               
ไพริมิดิน รวมทั้งหมูฟอสเฟตของดีเอ็นเอดวย และปฏิกิริยาแอลคิเลชันจะเกิดมากที่สุดในตําแหนง 
N-7 ของเบสกัวนิน (G) หลังจากทําปฏิกิริยาแลวกลายเปน 7-เอทิลกัวนิน (7-ethylguanine) หรือ
เรียกวา แอลคิเลเตดกัวนิน (alkylated guanine) การกลายพันธุที่เกิดจากสาร EMS อาจเกิดจากการ        
เขาแทนที่คูเบส (single base substitution) การหลุดหายไปของเบสพิวรินจากสายดีเอ็นเอ
(depurination) และการตัดขาดของเสนเดี่ยวและเสนคูของดีเอ็นเอ (single strand or double strand 
break) (สิรนุช, 2540)
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สมปอง และ ธัญญาพร (2548) ทดลองใหสารละลาย EMS ความเขมขนตาง ๆ กับเมอริส 
เต็มมาติคโนดูลาแคลลัสของหนาวัวพันธุวาเลนติโน เปนเวลา 90 นาที เพื่อตรวจหาความเขมขนที่
เหมาะสม จากนั้นชักนําใหเกิดตนใหมแลวนําไปปลูกตรวจสอบลักษณะการออกดอกในแปลงปลูก 
พบวา EMS ความเขมขน 0.5 และ 0.75% ใหอัตราการรอดชีวิต 60 และ 34% ตามลําดับ                 
(LD50 = 0.62%) EMS เขมขน 0.75% ใหดอกขนาดเล็กกวาชุดควบคุม และใหปลีดอกสีเหลือง 14.2% 
สวน EMS เขมขน 1.0% ใหลักษณะดังกลาว 60% ในขณะที่ชุดควบคุมมีปลีดอกสีชมพู

Wongsawad et al. (2005) ชักนําการกลายพันธุในชวนชม โดยแชเมล็ดในสารละลาย EMS 
ความเขมขน 0.3% นาน 1, 2 และ 3 ชั่วโมง ผลการทดลองพบวา การแชเมล็ดในสารละลาย EMS 
นาน 2 ชั่วโมง ทําใหเกิดลักษณะทางสัณฐานของใบผิดปกติ โดยมีรูปรางผิดปกติและมีเสนกลางใบ
สองเสน เมื่อนําไปตรวจสอบการเปลี่ยนแปลงในระดับดีเอ็นเอ โดยใชเทคนิค HAT-RAPD ซึ่งใช
ไพรเมอร 10 ไพรเมอร ซึ่งมี 1 ไพรเมอร สามารถบงชี้ความแตกตางของรูปแบบแถบดีเอ็นเอที่ศึกษา
ได

Till et al. (2003) ชักนําการกลายพันธุใน Arabidopsis โดยการแชเมล็ดพันธุ ประมาณ 50 
มิลลิกรัม ในสารละลาย EMS ที่ความเขมขน 20 mM – 45 mM นาน 17 ชั่วโมง ซึ่งเมื่อตรวจสอบการ
เปลี่ยนแปลงในระดับดีเอ็นเอ โดยใชเทคนิค PCR พบวา ประชากรรุน M1 เกิดการกลายพันธุ
มากกวา 1,000 จุด ในสวนของยีนมากกวา 100 ยีน และเมื่อตรวจสอบดวยวิธี Arabidopsis TILLING 
Project (ATP) พบวา 98% ของการกลายพันธุเกิดจากการเปลี่ยนแปลงของเบส แบบ transition         
จาก G/C เปน A/T

Till et al. (2004) ชักนําการกลายพันธุในขาวโพด โดยการใหสาร EMS ผานทางละออง
เกสร และเมื่อตรวจสอบการเปลี่ยนแปลงในระดับดีเอ็นเอ ในประชากรรุน M2 โดยใชเทคนิค PCR 
พบวา สามารถชักนําใหขาวโพดเกิดการกลายพันธุได โดยเกิดการกลายพันธุหลายจุดในสวนของยีน
หลายยีน

Lyakh et al. (2005) ชักนําการกลายพันธุในทานตะวัน โดยการใหสาร EMS กับ mature 
seeds 3 พันธุ และ immature seeds 2 พันธุ ที่ระดับความเขมขนของสาร EMS เทากับ 0.01% 0.1% 
และ 0.5% นาน 60 และ 90 นาที และที่ระดับความเขมขนของสาร EMS เทากับ 0.01% และ 0.1% 
นาน 60 และ 90 นาที ตามลําดับ จากผลการทดลองสามารถคัดเลือกลักษณะการกลายพันธุได
ทั้งหมด 18 ตน คือ การสราง chlorophyll ลดลง 6 ตน ลักษณะใบผิดปกติ 5 ตน รูปรางของตนและ
ดอกเปลี่ยนแปลง 4 ตน และสีของดอกเปลี่ยนแปลง 3 ตน
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11.  การสกัดและตรวจสอบปริมาณสาร plumbagin

การแยกและการวิเคราะหสารดวยวิธี High Performance Liquid Chromatography (HPLC)   
เปนเทคนิคที่มีประสิทธิภาพสูง มีความไวสูง งายตอการวิเคราะหหาปริมาณ ใชเวลานอย ใหผล
ถูกตองและเที่ยงตรง อาศัยความแตกตางของการกระจายตัวของสารตัวอยางระหวาง 2 เฟสที่ไมผสม
เปนเนื้อเดียวกัน คือ เฟสเคลื่อนที่ (mobile phase) กับอีกเฟสหนึ่งซึ่งเปนเฟสที่อยูกับที่ (stationary 
phase) ทําหนาที่ในการแยกสารหรือองคประกอบของสารตัวอยางออกจากกัน ขึ้นอยูกับ
ความจําเพาะเจาะจงของสารตัวอยางที่มีตอเฟสอยูกับที่ โดยเฟสเคลื่อนที่ทําหนาที่ในการชะลางหรือ
พาสารเคลื่อนที่ผานเฟสอยูกับที่ ขณะที่เฟสเคลื่อนที่ผานเฟสอยูกับที่องคประกอบในสารตัวอยางจะ
มีการเคลื่อนที่ผานเขาและออกระหวางเฟสทั้งสองและมีการหนวงเหนี่ยว (retention) ในเฟสอยูกับที่ 
ทั้งนี้ขึ้นอยูกับคุณสมบัติทางกายภาพและเคมีของสารแตละชนิด จากความแตกตางนี้ทําใหสารแตละ
ชนิดเคลื่อนที่ผานเฟสที่อยูกับที่ในอัตราที่แตกตางกัน ทําใหมีการแยกเกิดขึ้น ระยะเวลาที่สารแตละ
ชนิดใชในการเคลื่อนที่ผานเฟสอยูกับที่จะแสดงออกมาในรูปของตําแหนง พีก (peak) บนโครมาโท
แกรม (chromatogram) สามารถนํามาใชประโยชนดานการวิเคราะหเชิงคุณภาพและเชิงปริมาณได 
(รัตนา, 2547) และตรวจสอบสารละลายที่ออกจากเฟสอยูกับที่ทําโดยอาศัยการวัดการดูดแสง
ในชวงอัลตราไวโอเล็ตดรรชนีหักเห (refractive index) หรือการวัดฟลูออเรสเซนซ (อาภัสสรา, 
2537) ซึ่งปจจุบันไดมีการนําเอาเครื่อง HPLC มาใชวิเคราะหสารอยางกวางขวาง เพราะมี
ประสิทธิภาพสูง สะดวก รวดเร็ว สามารถแยกสารไดภายในเวลานอยกวา 1 ชั่วโมง และตรวจสอบ
ปริมาณสารที่นอยกวา picomole ได (สุรพจน, 2538; อาภัสสรา, 2537)

อรสา (2543) ศึกษาการผลิตสาร plumbagin ในเซลลแขวนลอยของเจตมูลเพลิงขาว โดยการ
สกัดสาร plumbagin จากเซลลแขวนลอยและสวนตาง ๆ ของตนเจตมูลเพลิงขาว แลวนําไปวิเคราะห
หาปริมาณสาร plumbagin โดยใชเครื่อง HPLC คอลัมนของ Merk 50943 LiChroCART® 125-4 
LiChroCART®100PR-18 (ไมโครเมตร) ตัวทําละลาย คือ เมทานอล 0.6% กับกรดอะซีติก 0.4% 
(60:40 v/v) ปริมาณที่ใชฉีด 10 มิลลิลิตร อัตราการไหล 1 มิลลิลิตรตอนาที ที่อุณหภูมิ 25-30 องศา
เซลเซียส ใชแสงอัลตราไวโอเล็ตที่ความยาวคลื่น 270 นาโนเมตร พบวา การสกัดสาร plumbagin 
จากสวนตาง ๆ ของตนเจตมูลเพลิงขาว ในสวนของรากใหปริมาณสาร plumbagin มากกวาสวน         
อื่น ๆ ของตน 0.226 เปอรเซ็นตของน้ําหนักแหง
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Wang and Huang (2005) สกัดสาร plumbagin จากรากของเจตมูลเพลิงขาว และวิเคราะห
ปริมาณสาร plumbagin ดวยวิธี HPLC โดยใชสภาวะของเครื่องรุน Hewlett-Packard Model 1100 
system (Darmstadt, Germany) คอลัมนของ LiChrospher® 100RP18e (4.0 x 250 นาโนเมตร : 5 
ไมโครเมตร) สารละลายตัวพา คือ น้ํา กับ เมทานอล อัตราการไหล 1 มิลลิลิตรตอนาที ที่
อุณหภูมิหอง ใชแสงอัลตราไวโอเล็ตที่ความยาวคลื่น 254 นาโนเมตร 

Chuntaratin (2006) ศึกษาการสรางสาร plumbagin จากราก hairy root แคลลัสและเซลล
แขวนลอยของเจตมูลเพลิงแดง โดยวิเคราะหปริมาณสาร plumbagin ดวยวิธี HPLC คอลัมนของ 
Agilent Zorbex SB-C18 (4.6 x 250 นาโนเมตร : 5 ไมโครเมตร) สารละลายตัวพา คือ เมทานอล กับ 
0.4% กรดอะซีติก (60:40 v /v) ปริมาณที่ใชฉีด 10 มิลลิลิตร อัตราการไหล 1 มิลลิลิตรตอนาที ที่
อุณหภูมิ 25-30 องศาเซลเซียส ใชแสงอัลตราไวโอเล็ตที่ความยาวคลื่น 270 นาโนเมตร พบวา ราก 
hairy root ที่เพาะเลี้ยงในอาหารเหลวสูตร ½  MS ที่เติมน้ําตาล 20 กรัม สามารถสรางสาร plumbagin 
มากที่สุด คือ 78.71 มิลลิกรัมตอลิตร และ อาหารแข็งและเหลวสูตร MS-B5 ที่เติม NAA และ 2,4-D 
ความเขมขน 0.2 มิลลิกรัมตอลิตร รวมกับ kinetin ความเขมขน 0.5 มิลลิกรัมตอลิตร สามารถกระตุน
ใหแคลลัสและเซลลแขวนลอย สรางสาร plumbagin มากที่สุด 

12.  การตรวจสอบสายพันธุพืชโดยใชเทคนิคเอเอฟแอลพี

การตรวจสอบสิ่งมีชีวิตในระดับดีเอ็นเอตองอาศัยเทคนิคการสรางลายพิมพดีเอ็นเอ (DNA 
fingerprint) ซึ่งเปนวิธีการที่ทําใหเกิดลายพิมพหรือแบบแผนของดีเอ็นเอที่จําเพาะ ลายพิมพดีเอ็นเอ
เปนเอกลักษณทางพันธุกรรมที่แตกตางกันในสิ่งมีชีวิตแตละชนิด นอกจากนี้ดีเอ็นเอที่อยูบน
โครโมโซมที่ใชในการตรวจสอบลายพิมพดีเอ็นเอนั้น มีการถายทอดตามกฎของเมนเดล จึงสามารถ
ประยุกตใชในการศึกษาวิวัฒนาการของสิ่งมีชีวิตได (สุรินทร, 2545)

เทคนิค ampliflied fragment length polymorphism (AFLP) เปนเทคนิคของเครื่องหมาย      
ดีเอ็นเอแบบหนึ่ง พื้นฐานของเอเอฟแอลพี คือ การตรวจสอบชิ้นดีเอ็นเอที่ตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ 
โดยการเพิ่มปริมาณดวยปฏิกิริยาพีซีอาร ดังนั้นจึงรวมเอาความนาเชื่อถือของเทคนิคอารเอฟแอลพี 
(restriction fragment length polymorphism) และประสิทธิภาพของเทคนิคพีซีอารเขาดวยกัน
(สุรินทร, 2545) ซึ่งคิดคนโดย Zabeau และ Vos นักวิจัยประเทศเนเธอรแลนดในป ค.ศ.1993 เทคนิค
เอเอฟแอลพีนี้ใชเอนไซมตัดจําเพาะ 2 ชนิด คือ เอนไซมที่มีตําแหนงจดจํา 6 คูเบส (EcoRI) รวมกับ
เอนไซมที่มีตําแหนงจดจํา 4 คูเบส (MseI) ทําใหไดขนาดของชิ้นดีเอ็นเอพอเหมาะแลวเชื่อมตอกับ 
adapter เพื่อเปนตําแหนงที่จับของไพรเมอรในการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอดวยพีซีอาร 2 ครั้ง โดยครั้ง
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แรกใชไพรเมอรที่เพิ่มเบสเพียง 1-2 เบส และครั้งที่สอง ใชไพรเมอรที่เพิ่มเบสตอจากไพรเมอรแรก
อีก 1-2 เบส เพื่อใหการคัดเลือกเพิ่มปริมาณชิ้นดีเอ็นเอมีประสิทธิภาพและถูกตองมากยิ่งขึ้น 

เทคนิคเอเอฟแอลพีเปนเทคนิคหนึ่งที่มีประสิทธิภาพสูงสําหรับการตรวจลายพิมพดีเอ็นเอ 
มีลักษณะเปนลายพิมพแบบสุม (random fingerprint) ซึ่งใชกับดีเอ็นเอใด ๆ ก็ได โดยไมจําเปนตองรู
ลําดับเบสของดีเอ็นเอนั้น นอกจากนี้ยังไมขึ้นกับขนาดและความซับซอนของจีโนม สามารถทําได
รวดเร็วและทําซ้ําไดผลคงเดิม (reproducible) มีคูผสมของไพรเมอรหลายแบบทําใหเกิดลายพิมพที่
แตกตางกันจํานวนมาก และในการทําปฏิกิริยาครั้งหนึ่งสามารถตรวจสอบดีเอ็นเอ ไดหลายตําแหนง
พรอมกัน คือ multiplex ratio สูง มีโพลีมอรฟซึมสูง (Nicola and Valeria, 2002) ในบางกรณีพบวา
เทคนิคเอเอฟแอลพีไมเหมาะสําหรับใชเปรียบเทียบสิ่งมีชีวิตที่มีความแตกตางกันมาก ๆ เพราะจะมี
แถบดีเอ็นเอที่เหมือนกัน (common band) จํานวนนอยทําใหการหาความสัมพันธทางวิวัฒนาการ
ผิดพลาดได ขณะเดียวกันเทคนิคเอเอฟแอลพีก็ไมเหมาะสําหรับสิ่งมีชีวิตที่มีลําดับเบสใกลเคียงกัน
มากเพราะจะพบแถบดีเอ็นเอที่แตกตางกันจํานวนนอย (วิภา, 2544)

เทคนิคเอเอฟแอลพีสามารถบอกความแตกตางของสิ่งมีชีวิตที่เปนชนิดเดียวกันแตตาง     
สายพันธุกันได เชน ศึกษาในถั่ว cowpea พันธุพื้นเมือง (Vigna unguiculata spp. unguiculata)    
(Nicola and Valeria, 2002) รวมถึงสิ่งมีชีวิตที่อยูในสกุลเดียวกันแตตางชนิดกัน เชน ในการศึกษา
ความสัมพันธของพืชในสกุล Berberis ที่พบใน Patagonia และ Argentina มะละกอที่พบในฮาวาย
และออสเตรเลีย และสามารถบอกความแตกตางระหวางสิ่งมีชีวิตที่อยูในวงศเดียวกันได เชน 
Aggarwal et al. (1999) ไดศึกษาความสัมพันธระหวางพืชตางชนิดในสกุล Oryza รวมทั้ง ขาวโพด 
ออย และถั่วเหลือง โดยสามารถอธิบายวิวัฒนาการของพืชในสกุลนี้วามีบรรพบุรุษรวมกันหรือมี
ความสัมพันธใกลชิดกัน นอกจากนี้ยังพบวาเทคนิคเอเฟแอลพีสามารถที่จะจําแนกลักษณะที่เกิดจาก
การกลายพันธุได  



                                                                             

65

อุปกรณและวิธีการ

อุปกรณ

1.  พืชที่ใชในการทดลอง ไดแก ตนเจตมูลเพลิงแดงและตนเจตมูลเพลิงขาว จากแปลง
ทดลองภาควิชาพืชไรนา คณะเกษตร กําแพงแสน มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร วิทยาเขตกําแพงแสน 
จังหวัดนครปฐม

2.  วัสดุและอุปกรณในการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพืชและใหสารกอกลายพันธุ
     2.1  เครื่องแกวตาง ๆ เชน ขวดแกวขนาด 4 ออนซ บีกเกอร กระบอกตวง
     2.2  หมอนึ่งความดันไอ (autoclave)
     2.3  ตูอบ (hot air oven)
     2.4  เครื่องวัดความเปนกรดเปนดาง (pH meter)
     2.5  เครื่องชั่งน้ําหนัก
     2.6  เตาไมโครเวฟ (microwave oven)
     2.7  ตูยายเนื้อเยื่อ (laminar air flow cabinet)
     2.8  มีดผาตัด ปากคีบ จานแกว (Pretri dish) และตะเกียงแอลกอฮอล
     2.9  ชั้นวางขวดเนื้อเยื่อพืช และเครื่องเขยา

3.  วัสดุและอุปกรณสําหรับการวิเคราะหสารดวย HPLC
     3.1  เครื่อง sonicator
     3.2  เครื่อง evaporator
     3.3  เครื่อง HPLC รุน HP 1100 ของบริษัท Agillent Technologies
     3.4  ตูดูดควัน (fume hood)
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4.  วัสดุและอุปกรณสําหรับการวิเคราะหเอเอฟแอลพี
     4.1  โกรงบดตัวอยาง
     4.2  เครื่องปนเหวี่ยง (centifuge) และเครื่อง vortex
     4.3  เครื่อง Thermal Cycler สําหรับทําปฏิกิริยาพีซีอาร
     4.4  เครื่องอิเล็กโทรโฟรีซิส (electrophoreis)
     4.5  อุปกรณเตรียมเจล (gel caster)
     4.6  เครื่องถายรูปเจล (gel document)
     4.7  เครื่อง denaturing polyacrylamide gel electrophoresis

5.  สารเคมี

     5.1  สารเคมีที่ใชในการเตรียมอาหารสําหรับการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อสูตร MS             
(Murashige and Skoog, 1962) (ตารางภาคผนวกที่ 1) และสูตร B5 (Gamborg et al., 1968)            
(ตารางภาคผนวกที่ 1)

     5.2  สารควบคุมการเจริญเติบโต ไดแก α-naphthalene acetic acid (NAA),                              
6-benzyladenine (BA) และ 2,4-dichlorophenoxy acetic acid (2,4-D)

     5.3  สารเคมีที่ใชในการฟอกฆาเชื้อ ไดแก Haiter® และ Tween 20
     5.4  สารเอทิลมีเทนซัลโฟเนต (ethyl methanesulfonate) 
     5.5  สารเคมีที่ใชในการสกัดดีเอ็นเอจากพืช เชน CTAB (cetytrimethyl ammonium 

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

     5.6  สารเคมีที่ใชในการทํา AFLP
      5.6.1  สารเคมีในปฏิกิริยาการตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะและการตอดวย adapter 

เชน เอนไซม EcoRI, MseI, T4 ligase, EcoRI adapter, MseI adapter และ ATP เปนตน

      5.6.2  สารเคมีในปฏิกิริยาการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอโดยเทคนิคพีซีอาร เชน EcoRI 
primer, MseI primer, MgCl2, dNTP และ Taq polymerase เปนตน
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      5.6.3  สารเคมีในการวิเคราะหดีเอ็นเอโดย agarose gel เชน agarose gel
electrophoresis, loading dye และ 1x TBE เปนตน

      5.6.4  สารเคมีในการแยกดีเอ็นเอโดย denaturing polyacrylamide gel
electrophoresis เชน polyacrylamide gel, ammonium persulfate, TEMED, acetic acid, silver 
nitrate, sodium carbonate, sodiumthiosulfate, formaldehyde, sequencing dye, 5x TBE และ 0.5x 
TBE เปนตน

     5.7  สารเคมีที่ใชในการวิเคราะหปริมาณสาร plumbagin ดวยวิธี HPLC เชน methanol, 
petroleum ether, acetic acid และ น้ํา 18 โอหม เปนตน

6.  ไพรเมอรสําหรับการทําเอเอฟแอลพี ดังตารางที่ 2

7.  อุปกรณสําหรับปลูกพืชในสภาพธรรมชาติ ไดแก กระบะปลูก กระถางพลาสติกขนาด
เสนผาศูนยกลาง 8 นิ้ว ทรายผสมขุยมะพราว ในสัดสวน 1 : 1 สําหรับปลูกในถาดหลุม และ ดิน : 
แกลบเผา : แกลบ : ปุยคอก ในสัดสวน 1 : 1 : 1 : 1 สําหรับลงปลูกในกระถางขนาด 8 นิ้ว

วิธีการ

1.  การเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อเจตมูลเพลิงแดงและเจตมูลเพลิงขาว

ฟอกฆาเชื้อสวนยอดที่มีตาขางของเจตมูลเพลิงแดงและเจตมูลเพลิงขาว ดวยการแช
แอลกอฮอล เขมขน 70% เปนเวลา 1 นาที และฟอกฆาเชื้อดวย สารละลาย Haiter®   20% ที่เติม 
Tween 20 จํานวน 2-3 หยด เขยานาน 20 นาที ยายลงสารละลาย Haiter®15% ที่เติม Tween 20 
จํานวน 2-3 หยด เขยา 10 นาที แลวลางดวยน้ําที่นึ่งฆาเชื้อแลว 3 ครั้ง ๆ ละ 5 นาที จากนั้นนํา
ชิ้นสวนที่ฟอกฆาเชื้อแลวไปเลี้ยงบนอาหารแข็งสูตร MS (ตารางผนวกที่ 1) ที่ปรับคาความเปนกรด
เปนดาง เปน 5.6-5.8 และนึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที แลวนําไป
เพาะเลี้ยงภายใตสภาวะที่มีความเขมแสง 55 ไมโครโมลตอตารางเมตรตอวินาที เปนเวลา 16 ชั่วโมง
ตอวัน อุณหภูมิ 25±2 องศาเซลเซียส เปนเวลา 45 วัน เพื่อใหไดตนที่สมบูรณ 
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2.  การชักนําใหเกิดแคลลัสในเจตมูลเพลิงแดงและเจตมูลเพลิงขาว

นําสวนขอที่มีตาขางของเจตมูลเพลิงแดงและเจตมูลเพลิงขาวในสภาพปลอดเชื้อ              
โดยคัดเลือกเอาเฉพาะเนื้อเยื่อสวนขอที่ยังออน เนื่องจากมีสวนของเนื้อเยื่อเจริญที่สามารถเจริญและ
ตอบสนองตอสารควบคุมการเจริญเติบโตไดดีกวาเนื้อเยื่อสวนที่แกแลว นํามาเพาะเลี้ยงบนอาหาร
แข็งสูตรชักนําแคลลัส ซึ่งประกอบดวย อาหารแข็งสูตร MS-B5 ที่เติม BA ความเขมขน 3 มิลลิกรัม
ตอลิตร และ NAA ความเขมขน 1 มิลลิกรัมตอลิตร เติมน้ําตาล 30 กรัมตอลิตร วุน 7 กรัมตอลิตร
และปรับคาความเปนกรดเปนดาง เปน 5.6-5.8 และนึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปน
เวลา 15 นาที แลวนําไป เพาะเลี้ยงในสภาพมืด อุณหภูมิ 25±2 องศาเซลเซียส เปนเวลา 6 สัปดาห

3.  ศึกษาสูตรอาหารที่เหมาะสมสําหรับการเพาะเลี้ยงกลุมเซลลแขวนลอยของเจตมูลเพลิงแดงและ
เจตมูลเพลิงขาว

3.1  การเตรียมเนื้อเยื่อ

       เตรียมแคลลัสโดยการเพาะเลี้ยงสวนขอที่มีตาขางของเจตมูลเพลิงแดงและเจตมูลเพลิง
ขาวในสภาพปลอดเชื้อ บนอาหารแข็งสูตรชักนําแคลลัสเชนเดียวกับการทดลองที่ 2

3.2  การเพาะเลี้ยงกลุมเซลลแขวนลอย

       ยายแคลลัส หนักประมาณ 0.5 กรัม มาเพาะเลี้ยงในอาหารเหลวสูตร MS-B5 ที่เติม 
2,4-D ความเขมขน 0.2 มิลลิกรัมตอลิตร รวมกับ BA ความเขมขน 3 ระดับ คือ 0.5, 1.0 และ 1.5 
มิลลิกรัมตอลิตร และ NAA ความเขมขน 2 ระดับ คือ 0.5 และ 1.0 มิลลิกรัมตอลิตร เติมน้ําตาล 30 
กรัมตอลิตร ปรับคาความเปนกรดเปนดางเปน 5.7-5.8 เพาะเลี้ยงในสภาพมืด เขยา 100 รอบตอนาที 
และเปลี่ยนอาหารทุก ๆ 2 สัปดาห เปนเวลา 3 เดือน 

ทําการทดลองโดยวางแผนการทดลองแบบ completely randomized design (CRD)              
มีทั้งหมด 7 ทรีทเมนต ทําการทดลองทรีทเมนตละ 4 ซ้ํา โดยใชแคลลัสหนัก 0.5 กรัมตอซ้ํา
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บันทึกผลโดยการวัดปริมาณกลุมเซลลแขวนลอยที่เพิ่มขึ้นและลักษณะกลุมเซลล
แขวนลอยที่แตกตางกันในแตละสูตรโดยเปรียบเทียบกับชุดควบคุม เพื่อคัดเลือกสูตรอาหารที่
สามารถเพาะเลี้ยงกลุมเซลลแขวนลอยไดดีที่สุดสําหรับใชเปนสูตรเพาะเลี้ยงกลุมเซลลแขวนลอย
ในการทดลองตอไป

4.  ศึกษาสูตรอาหารที่เหมาะสมตอการชักนําใหเกิดตนใหมจากแคลลัสและกลุมเซลลแขวนลอยของ
เจตมูลเพลิงแดงและเจตมูลเพลิงขาว

4.1  การเตรียมเนื้อเยื่อ

       เตรียมแคลลัสโดยการเพาะเลี้ยงขอที่มีตาขางของเจตมูลเพลิงแดงและเจตมูลเพลิงขาว
ในสภาพปลอดเชื้อบนอาหารแข็งสูตรชักนําแคลลัสเชนเดียวกับการทดลองที่ 2 และเตรียมกลุม
เซลลแขวนลอยโดยเพาะเลี้ยงแคลลัสในอาหารเหลวสูตรที่คัดเลือกไดจากการทดลองที่ 3

4.2  การชักนําใหเกิดตนใหมจากแคลลัสของเจตมูลเพลิงแดง

       ทดลองสูตรอาหารโดยการเพาะเลี้ยงแคลลัสบนอาหารแข็งสูตรชักนําใหเกิดตน ซึ่ง
ประกอบดวย อาหารแข็งสูตร MS-B5 ที่เติม BA ความเขมขน 5 ระดับ คือ 0, 1, 2, 3 และ 4 มิลลิกรัม
ตอลิตร รวมกับ NAA ความเขมขน 0.1 มิลลิกรัมตอลิตร เติมน้ําตาล 30 กรัมตอลิตร วุน 7 กรัมตอ
ลิตร ปรับคาความเปนกรดเปนดางเปน 5.7-5.8 แลวนําไปเพาะเลี้ยงภายใตสภาวะที่มีความเขมแสง 
55 ไมโครโมลตอตารางเมตรตอวินาที เปนเวลา 16 ชั่วโมงตอวัน อุณหภูมิ 25±2 องศาเซลเซียส 
นานประมาณ 5 เดือน โดยเปลี่ยนอาหารทุก ๆ 1 เดือน 

ทําการทดลองโดยวางแผนการทดลองแบบ completely randomized design (CRD)              
มีทั้งหมด 5 ทรีทเมนต ทําการทดลองทรีทเมนตละ 4 ซ้ํา โดยใชแคลลัสหนัก 0.5 กรัมตอซ้ํา

บันทึกผลโดยการนับจํานวนตนใหม จากนั้นนําผลการชักนําตนของแตละสูตรมาคิดเปน
เปอรเซ็นตการเกิดตนเปรียบเทียบกับชุดควบคุม เพื่อคัดเลือกสูตรอาหารที่สามารถชักนําตนได
สูงสุดสําหรับใชเปนสูตรชักนําตนจากแคลลัสและกลุมเซลลแขวนลอยของทั้งเจตมูลเพลิงแดงและ
เจตมูลเพลิงขาวในการทดลองตอไป
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4.3  การชักนําใหตนใหมเกิดราก

       ยายตนใหมที่ไดจากการทดลองที่ 4.2 และ 4.3 มาเพาะเลี้ยงบนอาหารแข็งสูตร MS              
ที่ปราศจากสารควบคุมการเจริญเติบโต เติมน้ําตาล 30 กรัมตอลิตร วุน 7 กรัมตอลิตร ปรับคาความ
เปนกรดเปนดางเปน 5.7-5.8 แลวนําไปเพาะเลี้ยงภายใตสภาวะที่มีความเขมแสง 55 ไมโครโมลตอ
ตารางเมตรตอวินาที เปนเวลา 16 ชั่วโมงตอวัน อุณหภูมิ 25±2 องศาเซลเซียส เพื่อชักนําใหเกิดราก 
นานประมาณ 6 สัปดาห 

4.4  การนําตนใหมออกปลูกในกระถาง

       นําตนเจตมูลเพลิงแดงและเจตมูลเพลิงขาวที่ชักนําตนใหมไดจากการทดลองที่ 4.2 
และ 4.3 ที่อยูในสภาพปลอดเชื้อและผานการชักนําใหเกิดรากแลว ที่อายุ 6 สัปดาห มาปรับสภาพที่
อุณภูมิหองเปนเวลา 7 วัน แลวยายตนที่สมบูรณออกปลูกในถาดหลุม โดยใชทรายผสมขุยมะพราว 
ในสัดสวน 1 : 1 เปนวัสดุปลูก รดน้ําและคลุมดวยถุงพลาสติกเพื่อรักษาความชื้น เปนเวลา 7 วัน 
จากนั้นเปดปากถุงเล็กนอยเพื่อเพิ่มการถายเทอากาศ เปนเวลา 5 วัน และหลังจากนั้นยายตน
เจตมูลเพลิงแดงและเจตมูลเพลิงขาวไปปลูกในกระถางขนาด 8 นิ้ว โดยใช ดิน : แกลบเผา : แกลบ : 
ปุยคอก ในสัดสวน 1 : 1 : 1 : 1 เปนวัสดุปลูก ปลูกนานประมาณ 6 เดือน เก็บรากไปสกัดสาร 
plumbagin เพื่อเปรียบเทียบปริมาณสารจากตนที่ไดจากการทดลองเปรียบเทียบกับตนควบคุม

5.  ศึกษาผลของสารเอทิลมีเทนซัลโฟเนตที่มีผลตอแคลลัสและกลุมเซลลแขวนลอยของ
เจตมูลเพลิงแดงและเจตมูลเพลิงขาว

5.1  การเตรียมเนื้อเยื่อ

       เตรียมแคลลัสโดยการเพาะเลี้ยงขอที่มีตาขางของเจตมูลเพลิงแดงและเจตมูลเพลิงขาว
ในสภาพปลอดเชื้อบนอาหารแข็งสูตรชักนําแคลลัสเชนเดียวกับการทดลองที่ 2 และเตรียมกลุม
เซลลแขวนลอย โดยเพาะเลี้ยงแคลลัสในอาหารเหลวสูตรที่คัดเลือกไดจากการทดลองที่ 3
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5.2  เตรียมสารละลายเอทิลมีเทนซัลโฟเนต (EMS)

       กรองสาร EMS (ความเขมขน 100%) ดวยแผนกรองแบคทีเรีย ขนาด 0.22 ไมครอน 
จากนั้นเตรียมสารละลาย EMS ความเขมขนตาง ๆ ตั้งแต 0-2% (โดยปริมาตร) ละลายในอาหาร
เหลวสังเคราะหสูตร MS-B5 ที่ปราศจากสารควบคุมการเจริญเติบโต

5.3  การใหสารกอกลายพันธุ

       เพื่อศึกษาผลของสาร EMS ที่มีตอความแปรปรวนทางพันธุกรรมของเจตมูลเพลิงแดง
และเจตมูลเพลิงขาว โดยนําแคลลัสและกลุมเซลลแขวนลอยของเจตมูลเพลิงแดงและเจตมูลเพลิง
ขาว มาแชในสารละลาย EMS ที่ความเขมขนตาง ๆ ตั้งแต 0-2% ในสัดสวน แคลลัสและกลุมเซลล
แขวนลอย หนักประมาณ 0.5 กรัม ตอ สารละลาย EMS ปริมาตร 5 มิลลิลิตร จากนั้นนําไปวางบน
เครื่องเขยา ความเร็วรอบ 100 รอบตอนาที ระยะเวลานาน 60 และ 90 นาที ในสภาพมืด หลังจากนั้น
ยายแคลลัสและกลุมเซลลแขวนลอยออกจากสารละลาย EMS และลางแคลลัสและกลุมเซลล
แขวนลอยดวยอาหารเหลวสูตร MS-B5 ที่ปราศจากสารควบคุมการเจริญเติบโต และนําไปวางบน
เครื่องเขยา ความเร็วรอบ 100 รอบตอนาที นาน 20 นาที โดยลางซ้ํา 3 ครั้ง ซับใหแหงดวยกระดาษ
ซับที่ผานการนึ่งฆาเชื้อแลว จากนั้นนําไปเพาะเลี้ยงบนอาหารแข็งสูตรชักนําใหเกิดตน บันทึกผล
โดยชั่งน้ําหนักแคลลัสหรือกลุมเซลลแขวนลอยที่ระยะเวลา 20 วันหลังจากการเพาะเลี้ยง และนับ
จํานวนตนใหมที่ไดในแตละระดับความเขมขนของสาร EMS โดยเปรียบเทียบผลกับชุดควบคุมที่
ไมไดรับสาร EMS

ทําการทดลองโดยวางแผนการทดลองแบบ 11 x 2 factorial in CRD 
มีปจจัยที่ศึกษา 3 ปจจัย คือ

ปจจัยที่ 1 คือ ระดับความเขมขนของสาร EMS 11 ระดับ
ปจจัยที่ 2 คือ ระยะเวลาการใหสารนาน 60 และ 90 นาที

ทําการทดลองทรีทเมนตละ 4 ซ้ํา โดยใชแคลลัสและกลุมเซลลแขวนลอยหนัก 0.5 กรัม           
ตอซ้ํา
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5.4  การชักนําใหตนใหมเกิดราก

       ยายตนใหมที่ไดจากการทดลองที่ 5.3 มาเพาะเลี้ยงบนอาหารแข็งสูตร MS ที่ปราศจาก
สารควบคุมการเจริญเติบโต เติมน้ําตาล 30 รัมตอลิตร วุน 7 กรัมตอลิตร และปรับคาความเปนกรด
เปนดางเปน 5.7-5.8 แลวนําไปเพาะเลี้ยงภายใตสภาวะที่มีความเขมแสง 55 ไมโครโมลตอตาราง
เมตรตอวินาที เปนเวลา 16 ชั่วโมงตอวัน อุณหภูมิ 25±2 องศาเซลเซียส เพื่อชักนําใหเกิดราก นาน
ประมาณ 6 สัปดาห 

5.5  การนําตนใหมออกปลูกในกระถาง

       นําตนใหมที่ชักนําไดจากการทดลองที่ 5.3 ออกปลูกในกระถาง โดยทําการทดลอง
เชนเดียวกับการทดลองที่ 4.5 และหลังจากปลูกนานประมาณ 6 เดือน เก็บรากไปสกัดสาร 
plumbagin เพื่อเปรียบเทียบปริมาณสารจากตนที่ไดจากการทดลองเปรียบเทียบกับตนควบคุม

6.  การวิเคราะหปริมาณสาร plumbagin จากรากของเจตมูลเพลิงแดงและเจตมูลเพลิงขาว                                  
โดยวิธี High Performance Liquid Chromatography (HPLC)

6.1  การสกัดแยกสาร plumbagin (ดัดแปลงจาก Chuntaratin, 2006)

6.1.1  สุมเก็บตัวอยางรากของตนเจตมูลเพลิงแดงและเจตมูลเพลิงขาว ที่ไดจากการ
ทดลองที่ 4.2 4.3 และ 5.3 ที่ปลูกในสภาพกระถางจนมีอายุ 6 เดือน และมีขนาดเสนผาศูนยกลาง
ประมาณ 0.2-0.3 เซ็นติเมตร โดยแบงกลุมตัวอยางออกเปน

                              6.1.1.1  รากจากตนเจตมูลเพลิงแดงและเจตมูลเพลิงขาวที่ไดจากการเพาะเลี้ยง
ขอ โดยไมผานแคลลัส กําหนดใหเปนชุดควบคุม

          6.1.1.2  รากจากตนเจตมูลเพลิงแดงและเจตมูลเพลิงขาวที่พัฒนาจากแคลลัส

          6.1.1.3  รากจากตนเจตมูลเพลิงแดงและเจตมูลเพลิงขาวที่พัฒนาจากกลุมเซลล
แขวนลอย
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 6.1.1.4  รากจากตนเจตมูลเพลิงแดงและเจตมูลเพลิงขาวที่พัฒนาจากแคลลัส     
ที่ไดรับสาร EMS

 6.1.1.5  รากจากตนเจตมูลเพลิงแดงและเจตมูลเพลิงขาวที่พัฒนาจากกลุมเซลล
แขวนลอย ที่ไดรับสาร EMS

6.1.2  อบรากใหแหงในตูอบที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส นาน 3 วัน เพื่อระงับบทบาท
ของเอนไซมที่มีอยูในสวนของพืชทําใหสารสําคัญในพืชไมสลายตัว 

6.1.3  บดตัวอยางใหละเอียดและชั่งตัวอยางราก หนัก 100 มิลลิกรัม ใสในฟลาสค
ขนาด 50 มิลลิลิตร เติมเมทานอล ปริมาตร 20 มิลลิลิตร แลวปดฟลาสคใหสนิท นําไป sonicate ดวย
เครื่อง sonicator เปนเวลานาน 10 นาที

6.1.4  นําสารแขวนลอยในขอ 6.1.3 มากรองดวยกระดาษกรอง Whatman เบอร 1 เพื่อ
ขจัดเอาสวนกากออก ไดสารละลายสีเหลืองออนถึงเขมตามระดับความเขมขนของสาร plumbagin 
จากนั้นนําสารละลายที่ไดไปกลั่นแยกดวยเครื่องระเหยสุญญากาศแบบหมุน (rotary evaporator) ที่
อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส จนสารละลายแหง

6.1.5  ละลายตะกอน ดวยเมทานอล 2-3 มิลลิลิตร แลวยายสารละลายที่ไดใสขวดสีชา
และนําไปวางในตูดูดควันจนกระทั่งเมทานอลที่เหลือระเหยหมดไดตะกอนที่เหนียวขน (crude 
extract)

6.1.6  ละลายตะกอนสาร plumbagin ของแตละตัวอยางดวยปโตรเลียมอีเทอร ปริมาตร         
1 มิลลิลิตร แลวกรองผานแผนกรอง cellulose acetate ที่มีชองขนาด 0.45 ไมครอน ใสลงใน insert 
vial ประมาณ 100 ไมโครลิตร แลวนําไปวิเคราะหปริมาณสาร plumbagin ดวยเครื่อง HPLC รุน HP 
1100 ของบริษัท Agillent Technologies
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6.2  การวิเคราะหปริมาณสาร plumbagin ดวยวิธี HPLC 

6.2.1  สภาวะที่ใชในการวิเคราะหปริมาณสาร plumbagin ดวยเครื่อง HPLC                  
ตามวิธีการของ Chuntaratin (2006)  คือ 

คอลัมน   : Agilent Zorbex SB-C18 (4.6 x 250 นาโนเมตร : ไมโครเมตร)
สารละลายตัวพา   : 0.4 เปอรเซ็นตของกรดอะซิติก : 0.6 เปอรเซ็นตของเมทานอล                       
                                 (40 : 60 โดยปริมาตร)
อัตราการไหลของตัวพา  : 1 มิลลิลิตรตอนาที
ตรวจวิเคราะหดวยแสง UV : 270 ไมโครเมตร
ปริมาตรที่ใชในการวิเคราะห : 10 ไมโครเมตร
ความดัน : 230-260 กิโลกรัมตอตารางเซ็นติเมตร

6.2.2  การเตรียมสารที่เปนของเหลวซึ่งจะเขาสูระบบสงตัวทําละลายของเครื่อง HPLC 
ตองผานการกรอง ซึ่งทําไดโดย

   6.2.2.1  น้ํากลั่นและกรดอะซิติก 0.4 เปอรเซ็นต กรองโดยใชแผนกรอง 
cellulose ที่มีขนาดชอง 0.45 ไมโครเมตร

   6.2.2.2  เมทานอล กรองโดยใชแผนกรอง Teflon ที่มีขนาดชอง                     
0.45 ไมโครเมตร

6.2.3  บันทึกผลและคํานวณหาปริมาณสาร plumbagin จากความเขมขนของสาร 
plumbagin ที่ใชเปนมาตรฐาน (Sigma : catalog number P7262 a.i. 98 เปอรเซ็นต) โดยคํานวณ     
ไดจากสมการ linear regression และหาคาพื้นที่ใตกราฟที่ไดจากการวิเคราะหดวยโปรแกรม          
Agilent Chemstation (Agilent Technologies, 2001)
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7.  ศึกษาความแปรปรวนทางพันธุกรรมของตนเจตมูลเพลิงแดงและเจตมูลเพลิงขาว                            
โดยวิธีเอเอฟแอลพี (Amplified Fragment Length Polymorphism, AFLP)

7.1  สกัดดีเอ็นเอจากใบของเจตมูลเพลิงแดงและเจตมูลเพลิงขาวที่คัดเลือกมาจากแตละ 
การทดลองที่ออกปลูกในกระถาง โดยแบงกลุมตัวอยางออกเปน

7.1.1  ตนเจตมูลเพลิงแดงและเจตมูลเพลิงขาวที่ไดจากการเพาะเลี้ยงขอ โดยไมผาน
แคลลัส กําหนดใหเปนชุดควบคุม

7.1.2  ตนเจตมูลเพลิงแดงและเจตมูลเพลิงขาวที่พัฒนาจากแคลลัส

7.1.3  ตนเจตมูลเพลิงแดงและเจตมูลเพลิงขาวที่พัฒนาจากกลุมเซลลแขวนลอย

7.1.4  ตนเจตมูลเพลิงแดงและเจตมูลเพลิงขาวที่พัฒนาจากแคลลัสที่ไดรับสาร EMS 

7.1.5  ตนเจตมูลเพลิงแดงและเจตมูลเพลิงขาวที่พัฒนาจากกลุมเซลลแขวนลอย                              
ที่ไดรับสาร EMS 

การเก็บตัวอยางพืชเพื่อใชในการสกัดดีเอ็นเอ ดีเอ็นเอที่มีคุณภาพดีและความเขมขน 
สูงนั้นขึ้นอยูกับคุณภาพของเนื้อเยื่อที่ใช ดังนั้นจึงควรนําเอาเนื้อเยื่อสดมาสกัดโดยทันที แตถา
จําเปนตองเก็บตัวอยางไวเปนเวลานาน ก็ควรเก็บรักษาอยางถูกตอง ซึ่งถาเก็บตัวอยางของพืช
มาแลวยังไมไดนํามาสกัดดีแอ็นเอโดยทันที ควรเก็บในถุงพลาสติกแลวนําไปแชตูเย็นหรือกลอง
น้ําแข็ง สวนของพืชที่นิยมนํามาใชในการสกัดดีเอ็นเอ คือ ใบออน 

7.2  การสกัดดีเอ็นเอโดยใชวิธี CTAB ซึ่งดัดแปลงมาจาก Aldrich and Cullis (1993)

7.2.1  นําใบออนของเจตมูลเพลิงแดงและเจตมูลเพลิงขาวที่ไดจากแตละการทดลอง 
จํานวน 2-3 ใบ บดในโกรงที่เย็น โดยเติมไนโตรเจนเหลวแลวบดใหละเอียดจนเปนผง

7.2.2  ยายตัวอยางที่บดแลวใสในหลอดไมโครเซนตริฟวจ ขนาด 1.5 มิลลิลิตร                
เติม CTAB extraction buffer (2% CTAB, 2% PVP, 1.4 M NaCl, 20 mM EDTA pH 8.0,                   
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100 mM Tris-HCl pH 8.0, 0.2% (v/v) α-mercaptoethanol) ปริมาตร 500 ไมโครลิตร บมที่     
อุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30-60 นาที โดยกลับหลอดไปมา 2-3 ครั้ง ทุก 15 นาที

7.2.3  นําไปปนเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 13,000 รอบตอนาที เปนเวลา 10 นาที                   
ดูดสารละลายใสยายใสหลอดใหม เติมสารละลาย chroloform : isoamyl alcohol (24:1) ปริมาตร              
500 ไมโครลิตร ผสมใหเปนเนื้อเดียวกันโดยกลับหลอดไปมา ประมาณ 5-6 ครั้ง นําไปปนเหวี่ยง           
ที่ความเร็วรอบ 13,000 รอบตอนาที เปนเวลา 10-15 นาที 

7.2.4  ดูดสารละลายใสชั้นบนยายใสหลอดใหม เติม Rnase (DNAse-free)                         
(US Biological, USA) 20 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร นําไปบมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส                           
เปนเวลา 15-20 นาที 

7.2.5  เติมสารละลาย chroloform : isoamyl alcohol (24:1) ปริมาตร 400 ไมโครลิตร 
นําไปปนเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 13,000 รอบตอนาที เปนเวลา 10-15 นาที 

7.2.6  ดูดสารละลายใสใสหลอดใหม เติม 3M sodium acetate (NaOAc pH 5.2) 
ปริมาตร 0.1 เทาของสวนใส และเติม isopropanol ซึ่งผานการแชเย็น ปริมาตร 2 เทาของสารละลาย
ใส ผสมใหเขากันโดยการเขยา บมที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 ชั่วโมง นําไปปนเหวี่ยง
ที่ความเร็วรอบ 13,000 รอบตอนาที เปนเวลา 10-15 นาที 

7.2.7  เทสารละลายสวนบนทิ้ง ลางตะกอนดีเอ็นเอดวยเอทานอล 70% ปริมาตร 1 
มิลลิลิตร แลวนําไปปนเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 13,000 รอบตอนาที เปนเวลา 5 นาที เทสารละลาย
สวนบนทิ้ง ทําซ้ําขั้นตอนนี้ 2 ครั้ง จากนั้นตากตะกอนดีเอ็นเอใหแหงที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส

7.2.8  ละลายตะกอนดีเอ็นเอ ดวย TE buffer (1mM Tris-HCl pH 8.0, 0.1 mM EDTA 
pH 8.0) ปริมาตร 20-30 ไมโครลิตร เก็บดีเอ็นเอไวที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส 
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7.3  การตรวจสอบคุณภาพและความเขมขนของดีเอ็นเอ

       ทําโดยนําดีเอ็นเอตัวอยางที่เตรียมไวมาทําอิเล็คโทรโฟรีซีสในอะกาโรสเจล แลวยอม
ดวยเอธิเดียมโบรไมด ซึ่งโมเลกุลของเอธิเดียมโบรไมดจะเขาไปแทรกในเกลียวคูของดีเอ็นเอ และ
เมื่อนําไปสองภายใตแสงอัลตราไวโอเลตจะเกิดการเรืองแสง โดยที่ความเขมของแสงเปนสัดสวน
โดยตรงกับปริมาณของดีเอ็นเอ เมื่อเปรียบเทียบกับดีเอ็นเอมาตรฐานที่ทราบความเขมขนจะ
สามารถบอกปริมาณดีเอ็นเอตัวอยางโดยประมาณได ซึ่งปริมาณที่ตรวจสอบไดเปนระดับ                      
นาโนกรัม นอกจากนี้ยังสามารถบอกคุณภาพดีเอ็นเอไดดวยวามีการปนเปอนของอารเอ็นเอหรือไม 
ถาหากมีอารเอ็นเอปนอยูจะเห็นเปนแถบเคลื่อนที่ไปเร็วกวาดีเอ็นเอ โดยมีขั้นตอนการตรวจสอบ 
ดังนี้

7.3.1  เตรียมอะกาโรสเจล เขมขน 1% ในบัฟเฟอร 1x TBE จากนั้นหลอมอะกาโรส    
เจลจนละลายหมด ตั้งไวใหเย็นลงจนมีอุณหภูมิประมาณ 45 องศาเซลเซียส เทลงในถาดที่เตรียมไว
ใหเจลมีความหนา ประมาณ 5 มิลลิเมตร และรอใหเจลแข็งที่อุณหภูมิหอง

7.3.2  สารละลายดีเอ็นเอตัวอยางปริมาตร 1 มิลลิลิตร ผสมกับ loading dye 
(bromophenol blue 0.25%, glycerol 30%) ปริมาตร 5 ไมโครลิตร แลวหยอดลงไปในแผนเจล 
พรอมกับหยอดดีเอ็นเอมาตรฐานที่บอกความเขมขนระดับตาง ๆ เชน 50 100 และ 200 นาโนกรัม 

7.3.4  ตอกระแสไฟฟาเขากับเครื่องอิเล็คโทรโฟริซีส ปรับกระแสไฟฟา 100 โวลต 
เปนเวลานาน 30 นาที

7.3.5  นําแผนเจลมายอมดวยเอธิเดียมโบรไมด เขมขน 0.5 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 
เปนเวลานาน 10 นาที จากนั้นลางเอธิเดียมโบรไมดโดยการแชแผนเจลในน้ําสะอาด เปนเวลานาน 
10 นาที 

7.3.6  นําแผนเจลไปสองดูภายใตแสงอัลตราไวโอเลต ดวยเครื่อง Gel document 
ถายรูปบันทึกผล และประมาณความเขมขนดีเอ็นเอตัวอยางโดยเปรียบเทียบกับความเขมขนของ              
ดีเอ็นเอมาตรฐาน
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7.4  การวิเคราะหเอเอฟแอลพี

       นําดีเอ็นเอที่ตองการตรวจสอบมาทําปฏิกิริยาตามขั้นตอน ดังนี้

7.4.1  การตัดดีเอ็นเอดวยเอนไซมตัดจําเพาะและตอกับ adapter

          นําดีเอ็นเอตนแบบที่ตองการตรวจสอบ ตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ 2 ชนิด  
พรอมกัน คือ EcoRI 1 ไมโครลิตร (10 ยูนิตตอไมโครลิตร, บริษัท Fermentas) ซึ่งเปนเอนไซมตัด
จําเพาะที่มีความถี่ในการตัดต่ํา มีตําแหนงจดจํา 6 เบส และเอนไซม MseI 1 ไมโครลิตร (10 ยูนิตตอ
ไมโครลิตร, บริษัท Fermentas) ซึ่งเปนเอนไซมตัดจําเพาะที่มีความถี่ในการตัดสูง มีตําแหนงจดจํา  
4 เบส จากนั้นนํา EcoRI adapter และ MseI adapter ซึ่งเปนชิ้นดีเอ็นเอสายคูเสนสั้น ๆ มีความ 
จําเพาะกับปลายของดีเอ็นเอสายคูที่ผานการตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ EcoRI และ MseI โดย
adapter จะเขามาตอกับปลายทั้งสองดานของชิ้นดีเอ็นเอ เพื่อใชเปนตําแหนงจับของไพรเมอรใน
ปฏิกิริยาการสังเคราะหดีเอ็นเอ 

การตัดดีเอ็นเอดวยเอนไซมตัดจําเพาะและตอกับ adapter ทําโดยนําดีเอ็นเอตนแบบ 
200 นาโนกรัม มาตัดสวนปลายดวยเอนไซม EcoRI 1 ไมโครลิตร (10 ยูนิตตอไมโครลิตร, บริษัท 
Fermentas) และเอนไซม MseI 1 ไมโครลิตร (10 ยูนิตตอไมโครลิตร, บริษัท Fermentas) พรอมกับ 
10x บับเฟอร A (บริษัท  Roche Diagnostics Corporation) 3 ไมโครลิตร พรอมทั้งเติมเอนไซม      
T4 DNA ligase 1 ไมโครลิตร ATP (10 มิลลิโมลาร) 1.5 ไมโครลิตร รวมกับ EcoRI adapter             
(5 พิโคโมลตอไมโครลิตร) 1 ไมโครลิตร และ MseI adapter (50 พิโคโมลตอไมโครลิตร)                     
1 ไมโครลิตร จากนั้นปรับปริมาตรใหได 30 ไมโครลิตร ดวยน้ํา deionized นําไปบมที่อุณหภูมิ            
37 องศาเซลเซียส นานขามคืน

ตําแหนงจดจําและจุดตัดของเอนไซม EcoRI และเอนไซม MseI เปนดังนี้ คือ

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

เอนไซม MseI 5’-T TAA-3’
3’-AAT T-3’



36

ลําดับเบสของ EcoRI adapter และ MseI adapter  เปนดังนี้ คือ

EcoRI adapter 5’-CTCGTAGACTGCGTACC-3’
              3’-CATCTGACGCATGGTTAA-5’

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

7.4.2  การทําพีซีอาร I หรือ preselective amplification 

          เพื่อเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอเฉพาะสวนที่ตองการ ทําโดยนําดีเอ็นเอที่ผานการตัดดวย
เอนไซมตัดจําเพาะและตอกับ adapter เรียบรอยแลวมาเจือจางลง 30 เทา ดวยน้ํา deionize เพื่อใช
เปนดีเอ็นเอตนแบบในการทําปฏิกิริยา โดยใชดีเอ็นเอที่เจือจางแลว ปริมาตร 1 ไมโครลิตร ทํา
ปฏิกิริยาพีซีอารกับไพรเมอร EcoRI และไพรเมอร MseI ที่เพิ่มเบสคัดเลือกที่ปลาย 3’ จํานวน         
1 เบส เพื่อเพิ่มความจําเพาะในการคัดเลือกชิ้นดีเอ็นเอ ชนิดละ 0.5 ไมโครลิตร (5 ไมโครโมลตอ
ไมโครลิตร) พรอมกับ 10x บับเฟอร (10 mM Tris HCl pH 8.0, 50 mM KCl) 1 ไมโครลิตร 1.5 mM 
MgCl2 0.6 ไมโครลิตร dNTP 2 ไมโครลิตร (1 ไมโครโมลตอไมโครลิตร) และเอนไซม Taq 
polymerase 0.2 ไมโครลิตร (5 ยูนิตตอไมโครลิตร) ปรับปริมาตรสุทธิเปน 10 ไมโครลิตร ดวยน้ํา 
deionize แลวนําไปทําปฏิกิริยาในเครื่อง Thermal Cycler โดยกําหนดโปแกรมในการทําฏิกิริยา       
พีซีอาร I ดังนี้

pre-denature  ที่อุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส 5 นาที
25 รอบ   :    denature ที่อุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส 30 วินาที

annealing ที่อุณหภูมิ 56 องศาเซลเซียส 30 วินาที
extension ที่อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส 1 นาที

1 รอบ     :     final extension ที่อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส 5 นาที

ไพรเมอรที่ใชในขั้นตอนนี้ ประกอบดวยลําดับเบส 3 สวน คือ เบสหลัก (core base) 
ลําดับเบสของเอนไซม (enzyme base) และเบสคัดเลือกที่ตอดานปลาย 3’ (extension base)             
ซึ่งแตละไพรเมอรมีองคประกอบ คือ 
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           core base         enzyme base           extension base
EcoRI primer 5’-GACTGCGTACC            AATTC     NNN-3’
MseI primer 5’-GATGAGTCCTGAG              TAA     NNN-3’

ผลที่ไดจากการทํา preselective amplification คือ การเพิ่มชิ้นดีเอ็นเอเฉพาะสวนที่มี
ปลายดานหนึ่งถูกตัดดวย EcoRI และปลายอีกดานหนึ่งถูกตัดดวย MseI ซึ่งในขั้นตอนนี้จะชวยลด
จํานวนชิ้นดีเอ็นเอที่ตองการคัดเลือก โดยดีเอ็นเอที่ไดจากขั้นตอนนี้จะใชเปนตนแบบในการทํา 
selective amplification 

7.4.3  การทําพีซีอาร II หรือ selective amplification

          นําผลผลิตที่ไดจากการทําพีซีอาร I มาเจือจางลง 30 เทา ดวยน้ํา deionize เปน
ตนแบบในการทําปฏิกิริยา โดยใชดีเอ็นเอที่เจือจางแลวปริมาตร 2 ไมโครลิตร เปนดีเอ็นเอตนแบบ                    
ทําปฏิกิริยากับ EcoRI ไพรเมอร และ MseI ไพรเมอร ที่เพิ่มเบสคัดเลือกที่ปลาย 3’ จํานวน 3 เบส 
(ตารางที่ 2) เพื่อเพิ่มความจําเพาะเจาะจงในการคัดเลือกชิ้นดีเอ็นเอ ชนิดละ 0.5 ไมโครลิตร                       
(5 ไมโครโมลตอไมโครลิตร) พรอมกับ 10x บับเฟอร (10 mM Tris HCl pH 8.0, 50 mM KCl)             
1 ไมโครลิตร 1.5 mM MgCl2 0.6 ไมโครลิตร dNTP 2 ไมโครลิตร (1 ไมโครโมลตอไมโครลิตร) 
และเอนไซม Taq polymerase 0.2 ไมโครลิตร (5 ยูนิตตอไมโครลิตร) ปรับปริมาตรสุทธิเปน             
20 ไมโครลิตร ดวยน้ํา deionize แลวนําไปทําปฏิกิริยาในเครื่อง Thermal Cycler โดยกําหนด
โปรแกรมในการทําฏิกิริยาพีซีอาร II ดังนี้

pre-denature  ที่อุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส 5 นาที
13 รอบ   :    denature ที่อุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส 30 วินาที

annealing ที่อุณหภูมิ 56 องศาเซลเซียส 30 วินาที (ลดอุณหภูมิลง 
0.7 องศาเซลเซียสตอรอบหลังจากเสร็จรอบแรก)

extension ที่อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส 1 นาที
25 รอบ   :    denature ที่อุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส 30 วินาที

annealing ที่อุณหภูมิ 56 องศาเซลเซียส 30 วินาที
extension ที่อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส 1 นาที                                   

(เพิ่มเวลารอบละ 1 วินาที)
1 รอบ     :     final extension ที่อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส 5 นาที
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ตารางที่ 2  คูไพรเมอรที่เพิ่มเบสคัดเลือกที่ปลาย 3’ สําหรับการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ ในการทํา                
                  พีซีอาร II

   คูที่                                       EcoRI primer                                        MseI primer
1                                            E-GCA                                                  M-GTC
2                                            E-GCA                                                  M-GCC
3                                            E-GCA                                                  M-GTA
4                                            E-GTC                                                  M-GCC
5                                            E-GCC                                                  M-GCC
6                                            E-GA                                                     M-GCC
7                                            E-GA                                                     M-GTC
8                                            E-GA                                                     M-GTA

หมายเหต ุ E คือ EcoRI primer  M คือ MseI primer                   

7.4.4  การตรวจสอบแถบดีเอ็นเอโดยอิเล็คโทรโฟรีซิส

7.4.4.1  นําดีเอ็นเอตัวอยางที่ไดจากการทําพีซีอาร II มาใสสี sequencing dye 
(98% formamide, 10 mM EDTA, 0.01% (w/v) bromophenol blue, 0.01 (w/v) xylene cyanal)      
10 ไมโครลิตร 

7.4.4.2  ตรวจสอบผลโดยการทําอิเล็คโทรโฟรีซิสบน denaturing 
polyacrylamide gel ความเขมขน 4.5% ในบัฟเฟอร 0.5x TBE แยกขนาดดีเอ็นเอ โดยใชกําลังไฟฟา
คงที่ 95 วัตต เปนเวลา 100 นาที หรือจนกวาสีของ xylene cyanal (สีที่อยูดานบน) เคลื่อนที่ลงมา
ประมาณ 2 ใน 3 ของเจล                                                                                         

7.4.4.3  ยอมเจลดวยวิธี silver staining โดยนําแผนกระจกเจลมาเขยาใน
สารละลายอะซิติก เขมขน 10% เปนเวลา 20 นาที และลางดวยน้ํา deionize 2 ครั้ง ๆ ละ 3 นาที 
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                 7.4.4.4  นําแผนกระจกเจลไปยอมดวยสารละลายซิลเวอรไนเตรท (1% silver 
nitrate, 0.56% formaldehyde) บนเครื่องเขยานาน 30 นาที ยายแผนกระจกไปลางดวยน้ํา deionize 
อยางรวดเร็วเพื่อลางซิลเวอรไนเตรทสวนเกินออก                                                                                                           

                               7.4.4.5  นําแผนกระจกเจลไปแชในสารละลาย develop (30% sodium 
carbonate, 0.1% sodium thiosulfate, 0.56% formaldehyde) ที่แชเย็น เขยาอยางสม่ําเสมอ              
นานประมาณ 5-10 นาที หรือจนกวาจะเห็นแถบของดีเอ็นเอปรากฎขึ้นมาอยางชัดเจน                                                                                                                

                               7.4.4.6  หยุดปฏิกิริยาโดยนําแผนกระจกเจลไปแชในสารละลายอะซิติกเขมขน 
10% เปนเวลา 3-5 นาที และลางดวยน้ํา deionize นาน 10 นาที นําไปผึ่งใหแหงในตูดูดควัน

7.4.5  การอานผลจากการทําเอเอฟแอลพี

           เปรียบเทียบแถบดีเอ็นเอที่ตําแหนงเดียวกันของทุกตัวอยาง แถบดีเอ็นเอที่
ปรากฎใหสัญลักษณ “1” และแถบดีเอ็นเอที่ไมปรากฎใหสัญลักษณ “0” แลวนําขอมูลที่ไดมา
เปรียบเทียบหาความเหมือนและความแตกตางทางพันธุกรรม

8.  สถานที่ทําการทดลอง

หองปฏิบัติการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพืชและถายยีน และหองปฏิบัติการชีววิทยาโมเลกุล     
ศูนยความเปนเลิศดานเทคโนโลยีชีวภาพเกษตร มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร วิทยาเขตกําแพงแสน 
จังหวัดนครปฐม

9.  ระยะเวลาที่ใชในการทดลอง

เดือนมิถุนายน 2548 ถึง เดือน กันยายน 2551
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ผลและวิจารณ

1.  การศึกษาสูตรอาหารที่เหมาะสมสําหรับการเพาะเลี้ยงกลุมเซลลแขวนลอยของเจตมูลเพลิงแดง            
และเจตมูลเพลิงขาว

ศึกษาสูตรอาหารที่เหมาะสมสําหรับการเพาะเลี้ยงกลุมเซลลแขวนลอยของเจตมูลเพลิงแดง
และเจตมูลเพลิงขาว ในขั้นตอนแรกไดทําการทดลองเฉพาะการเพาะเลี้ยงกลุมเซลลแขวนลอยของ
เจตมูลเพลิงแดง เพื่อหาสูตรอาหารที่เหมาะสมสําหรับใชในการทดลองตอไป จากการเพาะเลี้ยง
สวนขอที่มีตาขางของเจตมูลเพลิงแดงบนอาหารแข็งสูตรชักนําแคลลัส นาน 6 สัปดาห สามารถชัก
นําใหเกิด compact callus มีลักษณะกลม ผิวเรียบ แข็ง สีเทา (ภาพที่ 5A) และเมื่อนําแคลลัส 
ประมาณ 0.5 กรัม มาเพาะเลี้ยงในอาหารเหลวสูตร MS-B5 ที่เติม 2,4-D ความเขมขน 0.2 มิลลิกรัม
ตอลิตร รวมกับ BA ความเขมขน 3 ระดับ คือ 0.5, 1.0 และ 1.5 มิลลิกรัมตอลิตร และ NAA ความ
เขมขน 2 ระดับ คือ 0.5 และ 1.0 มิลลิกรัมตอลิตร ปริมาตร 20 มิลลิลิตร และเมื่อวิเคราะหผลทาง
สถิติ พบวา การเจริญเติบโตของกลุมเซลลแขวนลอยใหผลที่มีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญยิ่ง
ทางสถิติ (P<0.01) (ตารางที่ 3) ซึ่งอาหารเหลวสูตร MS-B5 ที่เติม 2,4-D ความเขมขน 0.2 มิลลิกรัม
ตอลิตร BA ความเขมขน 0.5 และ NAA ความเขมขน 1.0 มิลลิกรัมตอลิตร สามารถชักนําใหกลุม
เซลลแขวนลอยเพิ่มปริมาณไดมากที่สุด เทากับ 10.95 กรัม หลังจากเพาะเลี้ยงเปนเวลา 3 เดือน ซึ่ง
กลุมเซลลแขวนลอยที่ไดนั้น ประกอบดวยเซลล 2 ลักษณะ คือ แบบที่เปนเซลลเดี่ยว ๆ และแบบที่มี
ลักษณะเปนกลุมเซลลชนิด compact callus และมีสีขาว (ภาพที่ 5C) แตที่ระดับความเขมขนของ 
BA และ NAA ที่ระดับอื่น ๆ พบวา สามารถเพิ่มปริมาณกลุมเซลลแขวนลอยไดปริมาณนอยกวา 
และกลุมเซลลแขวนลอยมีสีเทาปนขาว ในขณะที่ชุดควบคุม คือ อาหารเหลวสูตร MS-B5 รวมกับ 
2,4-D ความเขมขน 0.2 มิลลิกรัมตอลิตร มีปริมาณการเพิ่มของกลุมเซลลแขวนลอยนอยที่สุด 
เทากับ 7.8 กรัม 
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ตารางที่ 3 ผลการทดสอบสูตรอาหารที่เหมาะสมตอการเพาะเลี้ยงกลุมเซลลแขวนลอยของ     
                  เจตมูลเพลิงแดง หลังจากการเพาะเลี้ยงนาน 3 เดือน

สูตรอาหาร น้ําหนักของกลุมเซลลแชวนลอย (กรัม)
ซ้ําที่ 1 ซ้ําที่ 2 ซ้ําที่ 3 ซ้ําที่ 4 เฉลี่ย

MS-B5 + 0.2 mg/l 2,4-D 7.8 8 7.8 7.6 7.8d1/

MS-B5 + 0.2 mg/l 2,4-D + 0.5 mg/l BA + 0.5 mg/l NAA 8.4 9.3 8.9 10.25 9.2c
MS-B5 + 0.2 mg/l 2,4-D + 1.0 mg/l BA + 0.5 mg/l NAA 9.2 8.5 8.7 10.3 8.85c
MS-B5 + 0.2 mg/l 2,4-D + 1.5 mg/l BA + 0.5 mg/l NAA 8.6 10.2 10 9 10.15b
MS-B5 + 0.2 mg/l 2,4-D + 0.5 mg/l BA + 1.0 mg/l NAA 11.7 9.5 9 9.1 10.95a
MS-B5 + 0.2 mg/l 2,4-D + 1.0 mg/l BA + 1.0 mg/l NAA 9.5 9.7 10.2 10.3 9.93b

  MS-B5 + 0.2 mg/l 2,4-D + 1.5 mg/l BA + 1.0 mg/l NAA 10.1 10.2 10.8 11.1 9.05c

CV(%) = 4.79
1/ คาเฉลี่ยในคอลัมนที่ตามดวยอักษรเดียวกันไมมีความแตกตางกันในทางสถิติ ตามวิธีการวิเคราะห
แบบ Duncan’s New Multiple Range Test (DMRT) ที่ระดับความเชื่อมั่น 99%

จากนั้นจึงไดเพาะเลี้ยงกลุมเซลลแขวนลอยของเจตมูลเพลิงขาว ในอาหารเหลวสังเคราะห
สูตร MS-B5 รวมกับ 2,4-D ความเขมขน 0.2 มิลลิกรัมตอลิตร ที่เติม BA ความเขมขน 0.5 มิลลิกรัม
ตอลิตร และ NAA ความเขมขน 1.0 มิลลิกรัมตอลิตร ซึ่งเปนสูตรอาหารที่สามารถเพาะเลี้ยงกลุม
เซลลแขวนลอยของเจตมูลเพลิงแดงไดดีที่สุด ผลการทดลองพบวา กลุมเซลลแขวนลอยของ
เจตมูลเพลิงขาวสามารถเจริญและเพิ่มปริมาณไดดี แตลักษณะของกลุมเซลลแขวนลอยมีขนาดไม
สม่ําเสมอ คือ บางกลุมมีขนาดใหญและมีสีเทาปนสีขาว (ภาพที่ 5D)

จากผลการทดลองที่ระดับความเขมขนของสารควบคุมการเจิญเติบโตแตกตางกันมีผลทํา
ใหความสามารถและประสิทธิภาพในการเพิ่มปริมาณกลุมเซลลแขวนลอยไดแตกตางกัน มีรายงาน
วา NAA ชึ่งเปนสารควบคุมการเจิญเติบโตในกลุมของออกซินจะไปกระตุนทําใหเซลลของพืช
ขยายตัวและชวยใหเกิดการแบงเซลล และการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพืชมักใชออกซินรวมกับ                       
ไซโตไคนิน เพื่อเพิ่มปริมาณแคลลัสและเซลลแขวนลอย (Minocha,1987) ซึ่ง Skoog and Miller 
(1967) กลาววา การพัฒนาของเนื้อเยื่อพืชนั้นขึ้นอยูกับความสมดุลของออกซินและไซโตไคนิน 
โดยพบวาถาอัตราสวนของออกซินตอไซโตไคนินสูงกวาอัตราสมดุล เนื้อเยื่อพืชจะเจริญและพัฒนา
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เปนแคลลัสและสามารถเพิ่มปริมาณได ซึ่งการเติมออกซินและไซโตไคนินในสัดสวนที่เหมาะสม
กับพืชจะทําใหการเจริญเติบโตและเพิ่มปริมาณดีกวาการใชออกซินหรือไซโตไคนินอยางใดอยาง
หนึ่งเพียงอยางเดียว

                          

                  

ภาพที่ 5  ลักษณะของแคลลัสที่พัฒนามาจากสวนขอที่มีตาขางเมื่อเพาะเลี้ยงบนอาหารแข็งสูตร 
MS-B5 และเติม BA 3 มิลลิกรัมตอลิตร และ NAA 0.1 มิลลิกรัมตอลิตร เปน เวลา 45 วัน   

 และลักษณะของกลุมเซลลแขวนลอยเมื่อเพาะเลี้ยงในอาหารเหลวสูตร MS-B5 ที่เติม         
2,4-D 0.2 มิลลิกรัมตอลิตร BA 0.5 มิลลิกรัมตอลิตร และ NAA 1 มิลลิกรัมตอลิตร เปน 

 เวลา 45 วัน
 A : ลักษณะแคลลัสของเจตมูลเพลิงแดง (Plumbago indica L.)
 B : ลักษณะแคลลัสของเจตมูลเพลิงขาว (P. zeylanica L.)
 C : ลักษณะกลุมเซลลแขวนลอยของเจตมูลเพลิงแดง 
 D : ลักษณะกลุมเซลลแขวนลอยของเจตมูลเพลิงขาว

B

C D

A B



43

2.  การศึกษาสูตรอาหารที่เหมาะสมตอการชักนําใหเกิดตนใหมจากแคลลัสและกลุมเซลลแขวนลอย
ของเจตมูลเพลิงแดงและเจตมูลเพลิงขาว

2.1  การศึกษาการชักนําใหเกิดตนใหมจากแคลลัสและกลุมเซลลแขวนลอยของ 
เจตมูลเพลิงแดง

       การทดลองศึกษาสูตรอาหารที่เหมาะสมสําหรับการชักนําตนใหมจากแคลลัสและ 
กลุมเซลลแขวนลอยของเจตมูลเพลิงแดงและเจตมูลเพลิงขาวนั้น ในขั้นตอนแรกไดทําการทดลอง
เฉพาะในสวนของแคลลัสของเจตมูลเพลิงแดง เพื่อหาสูตรอาหารที่เหมาะสมสําหรับใชในการ
ทดลองตอไป จากการเพาะเลี้ยงสวนขอที่มีตาขางของเจตมูลเพลิงแดงบนอาหารแข็งสูตรชักนํา
แคลลัส นาน 6 สัปดาห สามารถชักนําใหเกิด compact callus มีลักษณะกลม ผิวเรียบ แข็ง สีเทา 
แลวยายแคลลัส ประมาณ 0.5 กรัม มาเพาะเลี้ยงบนอาหารแข็งสูตร MS-B5 ที่เติม BA ความเขมขน 
5 ระดับ คือ 0, 1, 2, 3 และ 4 มิลลิกรัมตอลิตร รวมกับ NAA ความเขมขน 0.1 มิลลิกรัมตอลิตร 
ปริมาตร 20 มิลลิลิตร 

เมื่อวิเคราะหผลทางสถิติของการพัฒนาของแคลลัสเจตมูลเพลิงแดงเปนตนใหม พบวา    
แตละสูตรอาหารใหผลการเกิดตนใหมที่มีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญยิ่งทางสถิติ (P<0.01) 
(ตารางที่ 4) โดยที่ระดับความเขมขนของ BA ที่ 2, 3 และ 4 มิลลิกรัมตอลิตร แคลลัสจะเริ่มเกิดตน
ใหมหลังจากการเพาะเลี้ยงนาน 3 เดือน โดยแคลลัสจะเปลี่ยนจากสีเทาเปนสีเขียว หลังจาก
เพาะเลี้ยงนาน 1 เดือน (ภาพที่ 6A) จากนั้นพัฒนาเปนตายอดสีแดง หลังจากเพาะเลี้ยง นาน 2 เดือน 
(ภาพที่ 6B) ตายอดจะเริ่มพัฒนาเปนตนใหม ภายหลังจากการเพาะเลี้ยงนาน 3 เดือน (ภาพที่ 6C) 
และหลังจากการเพาะเลี้ยงนาน 5 เดือน สามารถชักนําตนใหมเฉลี่ยเทากับ 0.25, 10 และ 14.75 ตน 
ตามลําดับ (ตารางที่ 4) ดังนั้นในการทดลองตอ ๆ ไป จึงใชระดับความเขมขนของ  BA 4 มิลลิกรัม
ตอลิตร รวมกับ NAA 0.1 มิลลิกรัมตอลิตร เปนสูตรอาหารสําหรับการชักนําตนใหม สวนที่ระดับ
ความเขมขนของ BA 0 และ 1 มิลลิกรัมตอลิตร ไมสามารถชักนําใหเกิดตนใหมไดแตแคลลัสมีการ
พัฒนาเกิดเปนราก



44

ตารางที่ 4 ผลการทดสอบสูตรอาหารที่เหมาะสมตอการชักนําใหแคลลัสของเจตมูลเพลิงแดง  
                  พัฒนาเปนตน หลังจากการเพาะเลี้ยงนาน 5 เดือน

สูตรอาหาร จํานวนตนใหมของเจตมูลเพลิงแดง (ตน)
ซ้ําที่ 1 ซ้ําที่ 2 ซ้ําที่ 3 ซ้ําที่ 4 เฉลี่ย

MS-B5 + 0 mg/l BA + 0.1 mg/l NAA 0 0 0 0 0c1/

MS-B5 + 1.0 mg/l BA + 0.1 mg/l NAA 0 0 0 0 0c
MS-B5 + 2.0 mg/l BA + 0.1 mg/l NAA 1 0 0 0 0.25c
MS-B5 + 3.0 mg/l BA + 0.1 mg/l NAA 10 9 10 11 10b
MS-B5 +4.0 mg/l BA + 0.1 mg/l NAA 16 14 13 16 14.75a

CV(%) = 15.91
1/ คาเฉลี่ยในคอลัมนที่ตามดวยอักษรเดียวกันไมมีความแตกตางกันในทางสถิติ ตามวิธีการวิเคราะห
แบบ Duncan’s New Multiple Range Test (DMRT) ที่ระดับความเชื่อมั่น 99%

แคลลัสจัดเปนเซลลที่เปน non-differentiated และเปน non-organized เมื่อมีการปรับเปลี่ยน
สมดุลและสัดสวนในอาหารเพาะเลี้ยงใหเหมาะสม ทําใหแคลลัสกลับสภาพไปเปนโครงสรางหรือ
สวนตาง ๆ ของพืชได และพบวาตนใหมที่ไดไมมีรากจึงตองยายไปเพาะเลี้ยงบนอาหารแข็งสูตร 
MS ที่ปราศจากสารควบคุมการเจริญเติบโต เพื่อใหเกิดรากและพัฒนาเปนตนที่สมบูรณ (ภาพที่ 6E) 
เนื่องจากการพัฒนาของเซลลไปเปนตนนั้นเปนไปในแบบออรแกโนเจเนซิส (organogenesis) ซึ่ง
เปนการเจริญและพัฒนาของเนื้อเยื่อไปในทิศทางเดียว (unipolar) (สิรนุช, 2540) การใชระดับความ
เขมขนของสารควบคุมการเจริญเติบโตในกลุมของไซโตไคนินในระดับที่สูงขึ้นจะกระตุนการ
เจริญเติบโตของพืชในสวนของการแบงเซลลและการเปลี่ยนแปลงรูปราง กระตุนการเกิดยอดและ
แตกตาขางแตจะมีผลยับยั้งการเกิดราก (Hu and Wang, 1983) เชนเดียวกับการทดลองอื่น ๆ เชน 
การชักนําใหเกิดตนจากแคลลัสของเจตมูลเพลิงแดงและเจตมูลเพลิงขาว (Kumar and 
Bhavanandan, 1988; Rout, 2002; Sivanesan, 2007) และการชักนําใหเกิดตนจากใบของเจตมูลเพลิง
แดงและเจตมูลเพลิงขาว (Das and Rout, 2002) พืชที่ไดรับสารควบคุมการเจริญเติบโตในกลุมของ
ไซโตไคนินในปริมาณที่สูงอาจมีผลกระตุนสมดุลของสารควบคุมการเจริญเติบโตที่ใสลงไปใน
อาหารเพาะเลี้ยง ซึ่งจะสัมพันธกับปริมาณสารควบคุมการเจริญเติบโตภายในเนื้อเยื่อ โดยเนื้อเยื่อที่
มีปริมาณสารควบคุมการเจริญเติบโตชนิดหนึ่งสูงก็มีความตองการสารควบคุมการเจริญเติบโตชนิด
นั้นต่ํา เพื่อใหเกิดความสมดุลของสารควบคุมการเจริญเติบโตภายในชิ้นของเนื้อเยื่อ (ไพบูลย, 
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2524) และการใช NAA รวมกับ BA มีผลตอการเกิดยอดดีกวาการใช NAA หรือ BA เพียงอยางเดียว
Miller and Skoog (1953) กลาววา การพัฒนาของเนื้อเยื่อพืชเปนตนหรือรากนั้นขึ้นอยูกับความ
สมดุลของสารควบคุมการเจริญเติบโต 2 กลุม คือ ออกซินและไซโตไคนิน โดยพบวาถาอัตราสวน
ของออกซินตอไซโตไคนินสูงกวาอัตราสมดุลเนื้อเยื่อพืชจะเจริญและพัฒนาเปนแคลลัส แตถา
อัตราสวนของออกซินตอไซโตไคนินต่ํากวาอัตราสมดุลเนื้อเยื่อพืชจะพัฒนาเปนยอด แตถา
อัตราสวนของออกซินและไซโตไคนินสมดุลกันเนื้อเยื่อพืชจะเจริญและพัฒนาเปนยอดและราก 

การชักนําใหเกิดตนใหมจากกลุมเซลลแขวนลอยของเจตมูลเพลิงแดง ทําโดยการเพาะเลี้ยง
กลุมเซลลแขวนลอยบนอาหารแข็งสูตรชักนําตน ที่ประกอบดวยอาหารแข็งสังเคราะหสูตร MS-B5 
ที่เติม BA ความเขมขน 4 มิลลิกรัมตอลิตร และ NAA ความเขมขน 0.1 มิลลิกรัมตอลิตร ซึ่งเปนสูตร
อาหารที่สามารถชักนําตนใหมจากแคลลัสของเจตมูลเพลิงแดงไดดีที่สุด ผลการทดลองพบวา กลุม
เซลลแขวนลอยของเจตมูลเพลิงแดงสามารถเจริญและพัฒนาเปนตนใหมไดจํานวนมาก โดยการ
เจริญและพัฒนาของกลุมเซลลแขวนลอยไปเปนตนใหมนั้น มีการเจริญและพัฒนาเชนเดียวกับการ
ทดลองในสวนของแคลลัส
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ภาพที่ 6  การพัฒนาของแคลลัสและกลุมเซลลแขวนลอยของเจตมูลเพลิงแดง (Plumbago indica L.)
 ที่เพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร MS-B5 ที่เติม BA 4 มิลลิกรัมตอลิตร และ NAA 0.1 มิลลิกรัม  
 ตอลิตร
 A : แคลลัสและกลุมเซลลแขวนลอยเปลี่ยนจากสีเทาเปนสีเขียว หลังเพาะเลี้ยงนาน            
      1 เดือน 
 B : แคลลัสและกลุมเซลลแขวนลอยพัฒนาเปนตายอดสีแดง หลังเพาะเลี้ยงนาน 2 เดือน
 C : ตายอดจะเริ่มพัฒนาเปนตนใหม หลังเพาะเลี้ยงนาน 3 เดือน              
 D : ตนใหมของเจตมูลเพลิงแดง หลังเพาะเลี้ยงนาน 5 เดือน 
 E : ตนเจตมูลเพลิงแดงที่เพาะเลี้ยงบนสูตร MS ที่ปราศจากสารควบคุมการเจริญเติบโต       
       นาน 45 วัน เพื่อชักนําใหเกิดราก

A B
C

C D E
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จากการศึกษาลักษณะของตนใหมที่พัฒนาจากแคลลัสและกลุมเซลลแขวนลอยของ
เจตมูลเพลิงแดงที่อยูในสภาพเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ (ภาพที่ 7) พบวา ตนที่พัฒนาจากแคลลัสและกลุม
เซลลแขวนลอยของเจตมูลเพลิงแดงมีลักษณะของรูปรางใบ สีใบ และลําตน ไมแตกตางจากตน
ปกติที่ไดจากการเพาะเลี้ยงสวนขอโดยไมผานแคลลัส

           

ภาพที่ 7  ลักษณะของตนเจตมูลเพลิงแดงที่พัฒนาจากแคลลัสและกลุมเซลลแขวนลอย
 A : ตนควบคุม
 B : ตนเจตมูลเพลิงแดงที่พัฒนามาจากแคลลัส
 C : ตนเจตมูลเพลิงแดงที่พัฒนามาจากกลุมเซลลแขวนลอย 

A B C
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จากการศึกษาลักษณะของตนใหมที่พัฒนาจากแคลลัสและกลุมเซลลแขวนลอยของ
เจตมูลเพลิงแดงที่ออกปลูกในกระถางนาน 6 เดือน (ภาพที่ 8) พบวา ตนที่พัฒนาจากแคลลัสและ
กลุมเซลลแขวนลอยของเจตมูลเพลิงแดงมีลักษณะของรูปรางใบ ขนาดใบ สีใบ ลักษณะลําตน และ
การแตกกอ ไมแตกตางจากตนปกติที่ไดจากการเพาะเลี้ยงสวนขอโดยไมผานแคลลัส

ภาพที่ 8  ลักษณะของตนเจตมูลเพลิงแดงที่พัฒนาจากแคลลัสและกลุมเซลลแขวนลอย                        
               ในสภาพออกปลูกในกระถาง เมื่ออายุ 6 เดือน

 A : ตนควบคุม
 B : ตนเจตมูลเพลิงแดงที่พัฒนามาจากแคลลัส
 C : ตนเจตมูลเพลิงแดงที่พัฒนามาจากกลุมเซลลแขวนลอย 

A CB
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จากการศึกษาลักษณะของรากจากตนใหมที่พัฒนาจากแคลลัสและกลุมเซลลแขวนลอยของ
เจตมูลเพลิงแดงที่ออกปลูกในกระถางนาน 6 เดือน (ภาพที่ 9) พบวา รากจากตนที่พัฒนาจากแคลลัส
และกลุมเซลลแขวนลอยของเจตมูลเพลิงแดงมีลักษณะของรากเปนสีน้ําตาล ขนาดของรากหลักมี
เสนผาศูนยกลางประมาณ 0.2-0.3 เซ็นติเมตร และจํานวนของรากหลักมากกวารากฝอย ซึ่งมี
ลักษณะไมแตกตางจากตนปกติที่ไดจากการเพาะเลี้ยงสวนขอโดยไมผานแคลลัส

ภาพที่ 9  ลักษณะของรากของตนเจตมูลเพลิงแดงที่พัฒนาจากแคลลัสและกลุมเซลลแขวนลอย            
               ในสภาพออกปลูกในกระถาง เมื่ออายุ 6 เดือน

 A : รากของตนควบคุม
 B : รากของตนเจตมูลเพลิงแดงที่พัฒนามาจากแคลลัส
 C : รากของตนเจตมูลเพลิงแดงที่พัฒนามาจากกลุมเซลลแขวนลอย

CA B



50

2.2  การศึกษาการชักนําใหเกิดตนใหมจากแคลลัสและกลุมเซลลแขวนลอยของ     
เจตมูลเพลิงขาว

       การชักนําใหเกิดตนใหมจากแคลลัสและกลุมเซลลแขวนลอยของเจตมูลเพลิงขาว          
ทําโดยการเพาะเลี้ยงแคลลัสและกลุมเซลลแขวนลอยบนอาหารแข็งสูตรชักนําตน ที่ประกอบดวย
อาหารแข็งสูตร MS-B5 ที่เติม BA ความเขมขน 4 มิลลิกรัมตอลิตร และ NAA ความเขมขน 0.1 
มิลลิกรัมตอลิตร ซึ่งเปนสูตรอาหารที่สามารถชักนําตนใหมจากแคลลัสของเจตมูลเพลิงแดงไดมาก
ที่สุด ผลการทดลองพบวา แคลลัสและกลุมเซลลแขวนลอยของเจตมูลเพลิงขาวไมสามารถเจริญ
และพัฒนาเปนตนใหมได แตแคลลัสและกลุมเซลลแขวนลอยมีการพัฒนาเปลี่ยนจากสีเทาเปนสี
เขียว หลังจากเพาะเลี้ยงนาน 1 เดือน (ภาพที่ 10) และไมสามารถพัฒนาตอเปนกลุมของตายอดได 
ซึ่งการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพืชตางชนิดกันอาจมีการตอบสนองตอชนิดและระดับความเขมขนของสาร
ควบคุมการเจริญเติบโตที่แตกตางกัน (ศิวพงศ, 2546) สงผลใหแคลลัสและกลุมเซลลแขวนลอยมี
การพัฒนาที่ตางกัน ดังนั้นจึงไมสามารถทําการศึกษาปริมาณสาร plumbagin และการศึกษาความ
แปรปรวนทางพันธุกรรมดวยเทคนิคเอเอฟแอลพีของเจตมูลเพลิงขาวในการทดลองตอไปได

ภาพที่ 10  การพัฒนาของแคลลัสและกลุมเซลลแขวนลอยของเจตมูลเพลิงขาว                                                       
( Plumbago zeylanica L.) ที่เพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร MS-B5 ที่เติม BA 4 มิลลิกรัมตอ   
ลิตร และ NAA 0.1 มิลลิกรัมตอลิตร

    A : แคลลัสเปลี่ยนจากสีเทาเปนสีเขียว หลังเพาะเลี้ยงนาน 1 เดือน
    B : กลุมเซลลแขวนลอยเปลี่ยนจากสีเทาเปนสีเขียว หลังเพาะเลี้ยงนาน 1 เดือน

A B
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3.  ศึกษาผลของสารเอทิลมีเทนซัลโฟเนต (EMS) ที่มีผลตอแคลลัสและกลุมเซลลแขวนลอยของ          
เจตมูลเพลิงแดงและเจตมูลเพลิงขาว

3.1  ศึกษาผลของสารเอทิลมีเทนซัลโฟเนต (EMS) ที่มีผลตอการเพิ่มปริมาณของแคลลัส                 
และกลุมเซลลแขวนลอยของเจตมูลเพลิงแดงและเจตมูลเพลิงขาว

       จากการทดลองใหสารละลาย EMS ความเขมขน 0-2% (โดยปริมาตร) ปริมาตร 5 
มิลลิลิตร ตอแคลลัสและกลุมเซลลแขวนลอย 0.5 กรัม จากนั้นเพาะเลี้ยงบนอาหารสูตรชักนําตน
ใหมเปนเวลา 20 วัน วัดการเพิ่มปริมาณโดยการชั่งน้ําหนักของแคลลัสและกลุมเซลลแขวนลอย          
ในแตละหนวยทดลองเปรียบเทียบกับชุดควบคุม และเมื่อวิเคราะหผลทางสถิติ พบวา ระดับความ
เขมขนของสาร EMS และระยะเวลาการใหสาร มีผลตอการเพิ่มปริมาณของแคลลัสและกลุมเซลล
แขวนลอยของทั้งเจตมูลเพลิงแดงและเจตมูลเพลิงขาวโดยใหผลที่มีความแตกตางกันอยางมี
นัยสําคัญยิ่งทางสถิติ (P<0.01) (ตารางที่ 5-8) ซึ่งแคลลัสและกลุมเซลลแขวนลอยของทั้งเจตมูลเพลิง
แดงและเจตมูลเพลิงขาว มีการเพิ่มปริมาณที่ลดต่ําลงเมื่อระดับความเขมขนของสาร EMS และ
ระยะเวลาการใหสารนานขึ้น ซึ่งการใหสารละลาย EMS กับสวนของแคลลัสและกลุมเซลล
แขวนลอยในสภาพเขยาสงผลใหแคลลัสและกลุมเซลลแขวนลอยสามารถดูดซึมสารละลาย EMS 
ไดทั่วทั้งผิวเซลล 

สมปอง และวิทยา (2542) รายงานวาภายในกอนโนดูลาแคลลัสของมังคุดประกอบดวย
เนื้อเยื่อเจริญที่ยังมีกิจกรรมการแบงเซลลที่สูง ดังนั้นเมื่อผานการใหสารละลาย EMS จึงทําใหโดน
ทําลายเปนจํานวนมาก สอดคลองกับการทดลองใหสารละลาย EMS กับเมอริสเต็มมาติคโนดูลา
แคลลัสของหนาวัว พบวาที่ความเขมขนของสาร EMS 1.0% และ 0.75% ทําใหกอนแคลลัสโดน
ทําลายและมีลักษณะซีดขาวมากกวาที่ความเขมขน 0.5% และ 0.25% ดังนั้นเมื่อนําไปเพาะเลี้ยงจึงมี
อัตราการรอดชีวิตต่ํา (สมปอง และธัญญาพร, 2548) และระยะเวลาในการใหสารก็มีสวนสําคัญตอ
การรอดชีวิตของเนื้อเยื่อทดลองเชนกัน ดังรายงานของ Lee and Lee (2002) ที่ชักนําการกลายพันธุ
ของขาวโพด โดยใชแคลลัสที่ชักนําจากละอองเกสร และใหสาร EMS ที่ความเขมขน 0.5% นาน 10 
และ 20 วัน พบวามีอาการ chlorosis ที่รุนแรงและไดแคลลัสที่มีลักษณะเผือกมากขึ้น เชนเดียวกับ 
Luan et al. (2007) ที่ไดทดลองใหสาร EMS กับแคลลัสของมันเทศ (sweet potato) ที่ระดับความ
เขมขน 0.5% นาน 0, 1.0, 1.5, 2.0, 2.5 และ 3.0 ชั่วโมง พบวา ที่ระยะเวลานาน 3.0 ชั่วโมง สาร 
EMS แสดงความเปนพิษกับเซลลมากที่สุด
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ตารางที่ 5 การเพิ่มปริมาณโดยเฉลี่ยของแคลลัสเจตมูลเพลิงแดงที่ไดรับสาร EMS                     
                  ความเขมขน 0-2% รวมกับระยะเวลาการใหสารนาน 60 และ 90 นาที

น้ําหนักแคลลัส (กรัม) น้ําหนักแคลลัส (กรัม)ความเขมขน 
EMS (%) 60 นาที               90 นาที

ความเขมขน 
EMS (%)       60 นาที                90 นาที

0 0.78a1/ 0.78a 1.2 0.65de 0.58g
0.2 0.73bf 0.73bf 1.4 0.53i 0.63e
0.4 0.85c 0.68df 1.6 0.75ab 0.70df
0.6 0.63de 0.73bf 1.8 0.70df 0.63e
0.8 0.63e 0.70f 2.0 0.65de 0.43j
1.0 0.58g 0.48h

CV (%) = 4.65
1/ คาเฉลี่ยในคอลัมนที่ตามดวยอักษรเดียวกันไมมีความแตกตางกันในทางสถิติ ตามวิธีการวิเคราะห
แบบ Duncan’s New Multiple Range Test (DMRT) ที่ระดับความเชื่อมั่น 99%

ตารางที่ 6 การเพิ่มปริมาณโดยเฉลี่ยของกลุมเซลลแขวนลอยเจตมูลเพลิงแดงที่ไดรับสาร              
                 EMS ความเขมขน 0-2% รวมกับระยะเวลาการใหสารนาน 60 และ 90 นาที

น้ําหนักกลุมเซลลแขวนลอย
(กรัม)

น้ําหนักกลุมเซลลแขวนลอย 
(กรัม)

ความเขมขน 
EMS (%)

     60 นาที                 90 นาที

ความเขมขน 
EMS (%)

     60 นาที               90 นาที
0 0.70af1/ 0.50b 1.2 0.63d 0.58g

0.2 0.78c 0.60dg 1.4 0.63d 0.40h
0.4 0.85e 0.78c 1.6 0.43h 0.50b
0.6 0.70a 0.50b 1.8 0.40h 0.30i
0.8 0.78c 0.78c 2.0 0.40h 0.30i
1.0 0.68a 0.73f

CV (%) = 4.52
1/ คาเฉลี่ยในคอลัมนที่ตามดวยอักษรเดียวกันไมมีความแตกตางกันในทางสถิติ ตามวิธีการวิเคราะห
แบบ Duncan’s New Multiple Range Test (DMRT) ที่ระดับความเชื่อมั่น 99%
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ตารางที่ 7 การเพิ่มปริมาณโดยเฉลี่ยของแคลลัสเจตมูลเพลิงขาวที่ไดรับสาร EMS                     
                  ความเขมขน 0-2% รวมกับระยะเวลาการใหสารนาน 60 และ 90 นาที

น้ําหนักแคลลัส (กรัม) น้ําหนักแคลลัส (กรัม)ความเขมขน 
EMS (%)      60 นาที                90 นาที

ความเขมขน 
EMS (%)       60 นาที                90 นาที

0 0.70af1/ 0.50b 1.2 0.63d 0.58g
0.2 0.78c 0.60dg 1.4 0.63d 0.40h
0.4 0.85e 0.78c 1.6 0.43h 0.50b
0.6 0.70af 0.50b 1.8 0.40h 0.30i
0.8 0.78c 0.78c 2.0 0.40h 0.30i
1.0 0.68a 0.73f

CV (%) = 3.63
1/ คาเฉลี่ยในคอลัมนที่ตามดวยอักษรเดียวกันไมมีความแตกตางกันในทางสถิติ ตามวิธีการวิเคราะห
แบบ Duncan’s New Multiple Range Test (DMRT) ที่ระดับความเชื่อมั่น 99%

ตารางที่ 8 การเพิ่มปริมาณโดยเฉลี่ยของกลุมเซลลแขวนลอยเจตมูลเพลิงขาวที่ไดรับสาร              
                  EMS ความเขมขน 0-2% รวมกับระยะเวลาการใหสารนาน 60 และ 90 นาที

น้ําหนักกลุมเซลลแขวนลอย
(กรัม)

น้ําหนักกลุมเซลลแขวนลอย
(กรัม)

ความเขมขน 
EMS (%)

     60 นาที                 90 นาที

ความเขมขน 
EMS (%)

   60 นาที               90 นาที
0 0.68ac1/ 0.60b 1.2 0.60b 0.56bf

0.2 0.70ae 0.67ac 1.4 0.58bf 0.55f
0.4 0.75de 0.70ae 1.6 0.50gh 0.50gh
0.6 0.76de 0.65ce 1.8 0.48hj 0.43ik
0.8 0.68ac 0.60b 2.0 0.45ij 0.40k
1.0 0.73de 0.70ae

CV (%) = 4.77
1/ คาเฉลี่ยในคอลัมนที่ตามดวยอักษรเดียวกันไมมีความแตกตางกันในทางสถิติ ตามวิธีการวิเคราะห
แบบ Duncan’s New Multiple Range Test (DMRT) ที่ระดับความเชื่อมั่น 99%
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3.3  ศึกษาผลของสารเอทิลมีเทนซัลโฟเนต (EMS) ที่มีผลตอการเกิดตนใหมของแคลลัส
และกลุมเซลลแขวนลอยของเจตมูลเพลิงแดงและเจตมูลเพลิงขาว

        การศึกษาผลของสาร (EMS) ที่มีตอการเกิดตนใหมจากแคลลัสและกลุมเซลล
แขวนลอยของเจตมูลเพลิงแดงและเจตมูลเพลิงขาว จากการใหสารละลาย EMS เขมขน 0-2%         
(โดยปริมาตร) ปริมาตร 5 มิลลิลิตรตอแคลลัสและกลุมเซลลแขวนลอย หนักประมาณ 0.5 กรัม 
เพาะเลี้ยงบนอาหารแข็งสูตรชักนําตน ที่ประกอบดวยอาหารแข็งสูตร MS-B5 ที่เติม BA ความ
เขมขน 4 มิลลิกรัมตอลิตร และ NAA ความเขมขน 0.1 มิลลิกรัมตอลิตร ซึ่งเปนสูตรอาหารที่
สามารถชักนําตนใหมจากแคลลัสของเจตมูลเพลิงแดงไดมากที่สุด 

ผลการทดลองพบวา สามารถชักนําตนใหมจากแคลลัสของเจตมูลเพลิงแดงที่ไดรับสาร 
EMS จํานวนทั้งหมด 95 ตน (ตารางที่ 9) และจากกลุมเซลลแขวนลอยของเจตมูลเพลิงแดง จํานวน
ทั้งหมด 99 ตน (ตารางที่ 10) แตไมสามารถชักนําตนใหมจากแคลลัสและกลุมเซลลแขวนลอยของ
เจตมูลเพลิงขาวได ซึ่งอาจเปนผลตอเนื่องมาจากการทดลองชักนําตนจากแคลลัสและกลุมเซลล
แขวนลอยที่ไมไดรับสาร EMS และมีบางหนวยทดลองของเจตมูลเพลิงแดงไมสามารถชักนําตน
ใหมได อาจเกิดจากการสุมตัวอยางเนื้อเยื่อมาทําการทดลองซึ่งไดสวนของ friable callus มากกวา 
compact callus ทําใหไมสามารถชักนําใหเกิดตนใหมได โดย Liu et al. (1998) กลาววา ขนาดของ
กลุมเซลลสงผลตอการชักนําใหเกิดตน โดยกลุมเซลลเมื่อมีขนาดเล็กลงจะสงผลใหประสิทธิภาพ
ในการเกิด somatic embryo ลดลง และการใหสาร EMS กับแคลลัสและกลุมเซลลแขวนลอยที่
ระดับความเขมขนหนึ่งนั้น ผลของสาร EMS อาจกระตุนใหแคลลัสและกลุมเซลลแขวนลอยมีการ
พัฒนาเปนตนใหมไดดีขึ้น เชนเดียวกับผลของสาร 2,4-D ซึ่งทางการเกษตรใชเปนสารปราบวัชพืช 
แตในการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพืชใชเปนสารควบคุมการเจริญเติบโตในกลุมของออกซิน ซึ่งเมื่อใชใน
ระดับความเขมขนที่เหมาะสมกับพืชชนิดนั้นก็สามารถกระตุนใหมีการเพิ่มปริมาณของเซลลหรือ
ถาใชรวมกับสารควบคุมการเจริญเติบโตในกลุมของไซโตไคนินก็สามารถกระตุนใหมีการพัฒนา
เปนตนหรือรากได
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ตารางที่ 9 จํานวนตนใหมที่พัฒนาจากแคลลัสของเจตมูลเพลิงแดงที่ไดรับสาร EMS                       
                  ความเขมขน 0-2% ระยะเวลาการใหสารนาน 60 และ 90 นาที

จํานวนตนใหม (ตน) จํานวนตนใหม (ตน)ความเขมขน 
EMS (%)   60 นาที                90 นาที

ความเขมขน 
EMS (%) 60 นาที                90 นาที

0 0 0 1.2 4 0
0.2 0 0 1.4 0 31
0.4 2 4 1.6 9 13
0.6 0 0 1.8 7 7
0.8 0 0 2.0 19 11
1.0 0 0

ตารางที่ 10  จํานวนตนใหมที่พัฒนาจากกลุมเซลลแขวนลอยของเจตมูลเพลิงแดงที่ไดรับสาร EMS        
                    ความเขมขน 0-2% ระยะเวลาการใหสารนาน 60 และ 90 นาที

จํานวนตนใหม (ตน) จํานวนตนใหม (ตน)ความเขมขน 
EMS (%)       60 นาที                90 นาที

ความเขมขน 
EMS (%) 60 นาที               90 นาที

0 0 0 1.2 0 0
0.2 0 4 1.4 0 0
0.4 23 0 1.6 3 2
0.6 0 14 1.8 3 8
0.8 2 28 2.0 12 0
1.0 0 0
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จากการศึกษาลักษณะของตนเจตมูลเพลิงแดงที่พัฒนาจากแคลลัสและกลุมเซลลแขวนลอย
ที่ไดรับสาร EMS พบวาตนใหมที่อยูในสภาพเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อมีลักษณะใบดางเหลืองจํานวนมาก 
(ภาพที่ 11B) และมีลักษณะใบหงิกจํานวน 1 ตน พัฒนามาจากแคลลัสที่ไดรับสาร EMS (ภาพที่ 
11C) ซึ่งเปนลักษณะที่แตกตางจากตนปกติ (ภาพที่ 11A) ลักษณะเหลานี้อาจเกิดจากการเปลี่ยน 
แปลงในระดับเบส โดยเบสตัวใดตัวหนึ่งอาจเปลี่ยนแปลงไปในรูปแบบที่เรียกวา point mutation 
และเบสดังกลาวเกี่ยวของกับการควบคุมการสรางกรดอะมิโนหรือเอนไซมที่เกี่ยวของกับการสราง
รงควัตถุ ซึ่งเปนลักษณะคุณภาพ ควบคุมดวยยีนนอยคู และไมมีความซับซอนในการแสดงออก 
(สมปอง และ ธัญญาพร, 2548) หรืออาจเกิดจากความเสียหายอันเปนผลมาจากพิษของสาร EMS ที่
เรียกวา physiological damage ก็ได

ภาพที่ 11  ลักษณะของตนเจตมูลเพลิงแดงที่พัฒนาจากแคลลัสและกลุมเซลลแขวนลอย                     
ที่ไดรับสาร EMS ในสภาพการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ

           A : ตนควบคุม  
  B และ C : ตนที่พัฒนามาจากแคลลัสและกลุมเซลลแขวนลอยที่ไดรับสาร EMS แสดง   
                    ลักษณะใบดางเหลือง และใบหงิก ตามลําดับ

A

A B C
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จากการศึกษาลักษณะของตนเจตมูลเพลิงแดงที่พัฒนามาจากแคลลัสและกลุมเซลล
แขวนลอยที่ไดรับสาร EMS จํานวน 60 ตน ที่ออกปลูกในกระถาง พบลักษณะใบหงิก 1 ตน พัฒนา
มาจากแคลลัสที่ไดรับสาร EMS (ภาพที่ 12B) ใบมวนเปนกรวย 1 ตน พัฒนามาจากกลุมเซลล
แขวนลอยที่ไดรับสาร EMS (ภาพที่ 12C) ใบขนาดใหญและไมแตกกอ 5 ตน พัฒนามาจากกลุม
เซลลแขวนลอยที่ไดรับสาร EMS (ภาพที่ 12D) ลักษณะการเปลี่ยนแปลงที่เกิดขึ้นนั้นคลายกับการ
ทดลองอื่น ๆ ซึ่งมีรายงานวา ตนมะเขือเทศที่พัฒนามาจากเมล็ดที่ผานการใหสาร EMS มีลักษณะ
ทางสัณฐานวิทยาที่เปลี่ยนแปลงไป เชน ดอกมีสีเหลืองเขม แตกกิ่งกานมาก ผลมีขนาดเล็ก ลักษณะ
ผลยาว ใบมีสีเขียวเขมหรือออนกวาปกติ และไดตนเผือก (Watanabe et al, 2007) การพบลักษณะ
ใบของตนชวนชมที่พัฒนามาจากเมล็ดที่ไดรับสาร EMS มีรูปรางผิดปกติ และมีเสนกลางใบสอง
เสน (Wongsawad et al. 2005) หรือพบลักษณะใบดาง ทั้งที่ดางเปนบางสวน ดางทั้งใบ ดางกระจาย
ทั่วใบ ใบติดกันเปนจีบและบิดเบี้ยว ของตนหนาวัวพันธุโซเนตในรุนที่ 1 ซึ่งลักษณะผิดปกติเหลานี้
เกิดขึ้นเพียงรุนเดียว (ธัญญาพร และ สมปอง, 2547)
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ภาพที่ 12  ลักษณะของตนเจตมูลเพลิงแดงที่พัฒนาจากแคลลัสและกลุมเซลลแขวนลอย                           
                 ที่ไดรับสาร EMS ในสภาพออกปลูกในกระถาง เมื่ออายุ 6 เดือน

          A : ตนควบคุม  
                 B : ตนที่พัฒนามาจากแคลลัสที่ไดรับสาร EMS แสดงลักษณะใบหงิก

 C และ D : ตนที่พัฒนามาจากกลุมเซลลแขวนลอยที่ไดรับสาร EMS แสดงลักษณะ                
                  ใบมวนเปนกรวยและใบใหญ ไมแตกกอ ตามลําดับ

A B

C D
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จากการศึกษาลักษณะของรากจากตนใหมของเจตมูลเพลิงแดงที่พัฒนาจากแคลลัสและ
กลุมเซลลแขวนลอยที่ไดรับสาร EMS ที่ออกปลูกในกระถางนาน 6 เดือน (ภาพที่ 13) พบวา        
รากจากตนที่พัฒนาจากแคลลัสและกลุมเซลลแขวนลอยของเจตมูลเพลิงแดงที่ไดรับสาร EMS        
มีลักษณะของรากเปนสีน้ําตาล ขนาดของรากหลักมีเสนผาศูนยกลางประมาณ 0.2-0.3 เซ็นติเมตร 
และจํานวนของรากหลักมากกวารากฝอย ซึ่งมีลักษณะไมแตกตางจากตนปกติที่ไดจากการ
เพาะเลี้ยงสวนขอโดยไมผานแคลลัส

ภาพที่ 13  ลักษณะรากของตนเจตมูลเพลิงแดงที่พัฒนาจากแคลลัสและกลุมเซลลแขวนลอย  
         ที่ไดรับสาร EMS ในสภาพออกปลูกในกระถาง เมื่ออายุ 6 เดือน

          A : รากของตนควบคุม  
                 B : รากของตนที่พัฒนามาจากแคลลัสที่ไดรับสาร EMS
                 C : รากของตนที่พัฒนามาจากกลุมเซลลแขวนลอยที่ไดรับสาร EMS

A
A C

A B C
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4.  ศึกษาปริมาณสาร plumbagin จากรากของเจตมูลเพลิงแดงที่ชักนําไดจากแคลลัส

4.1  การทํา calibration curve ของ standard reference

       การทํา calibration curve ของสารที่ตองการวิเคราะหปริมาณ นับวามีความสําคัญเปน
อยางยิ่ง เนื่องจากจะทําใหสามารถแปลผลของพื้นที่ใตกราฟที่ไดจากการวิเคราะห HPLC มาเปน
ปริมาณสาร plumbagin ไดในที่สุด โดยใชสาร plumbagin มาตรฐาน (Sigma : catalog number 
P7262 a.i. 98 เปอรเซ็นต) ความเขมขน 0.5 1  2  4  8  16  32  64  125  250  500 และ 1,000 
มิลลิกรัมตอลิตร ใหคาพื้นที่ใตกราฟ ซึ่งใชเปน calibration curve ของ plumbagin standard 
reference โดยมีสมการ linear regression  คือ y = mx + b โดย y คือ คาพื้นที่ใตกราฟ (ตารางหนวย) 
และ x คือ คาความเขมขนของสาร plumbagin (มิลลิกรัมตอลิตร) ที่เวลา plumbagin standard 
reference เฉลี่ยประมาณ 15 นาที ตรวจสอบที่ความยาวคลื่น 270 นาโนเมตร ซึ่งจากการทดลอง
สามารถแทนคาในสมการ linear regression ไดดังนี้ y = 53.2855x + (-18.87717) (correlation 
coefficient = 0.99997)  ดังนั้นเมื่อทราบพื้นที่ใตกราฟและเวลาของสารที่ไดจากการวิเคราะห HPLC 
ก็จะสามารถทราบถึงปริมาณสาร plumbagin จากการทดลองได (ภาพที่ 14 และ 15)
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ภาพที่ 14  calibration curve ของ plumbagin standard reference (Sigma catalog number P7262           
                  a.i. 98%)

            
            
ภาพที่ 15  Chromatogram ของ plumbagin standard reference 

    A คือ peak ของสาร plumbagin
    mAU  คือ milli absorbent unit
    min     คือ นาที              
              

    พื้นที่ใตกราฟที่ความยาวคลื่น 270 นาโนเมตร

    ความเขมขนของสาร plumbagin (มิลลิกรัมตอลิตร)

mAU

min

A
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ภาพที่ 16  Chromatogram ของ plumbagin จากตนเจตมูลเพลิงแดง
    A คือ peak ของสาร plumbagin
    mAU  คือ milli absorbent unit
    min  คือ นาท ี                

                
4.2  การวิเคราะหปริมาณสาร plumbagin ดวยวิธี HPLC 

       การวิเคราะหปริมาณสาร plumbagin ไดนําเสนอผลเฉพาะสวนการทดลองของ
เจตมูลเพลิงแดงเทานั้น เพราะเจตมูลเพลิงขาวไมสามารถชักนําใหเกิดตนได และไดทําการทดลอง
เปรียบเทียบผลกับชุดควบคุม 2 ชุด เนื่องจากในขั้นตอนของการออกปลูกในกระถางไดทําการ
ทดลองตางชวงเวลา ซึ่งสามารถแบงการทดลอง ไดดังนี้

ตนเจตมูลเพลิงแดงที่ชักนําไดจากแคลลัส เปรียบเทียบกับชุดควบคุมชุด A ออกปลูก              
ในกระถาง ตั้งแต กลางเดือนเมษายน – กลางเดือนตุลาคม 2550

ตนเจตมูลเพลิงแดงที่ชักนําไดจากกลุมเซลลแขวนลอย แคลลัสและกลุมเซลลแขวนลอย             
ที่ไดรับสาร EMS เปรียบเทียบกับชุดควบคุมชุด B ออกปลูกในกระถาง ตั้งแต กลางเดือนมกราคม –
กลางเดือนกรกฎาคม 2551

mAU

min

A
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                     4.2.1  การวิเคราะหปริมาณสาร plumbagin จากรากของตนเจตมูลเพลิงแดงที่พัฒนา 
จากแคลลัส ดวยวิธี HPLC 

           จากผลการวิเคราะหปริมาณสาร plumbagin ของตนที่ชักนําไดจากแคลลัส 
ทั้งหมด 30 ตน เปรียบเทียบผลกับชุดควบคุมชุด A ซึ่งเปนตนที่ไดจากการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อสวนขอ
โดยไมผานแคลลัส ผลการทดลองพบวา ปริมาณสาร plumbagin มีปริมาณแตกตางกัน (ตารางที่ 11) 
โดยตนที่ชักนําไดจากแคลลัสมีปริมาณสาร plumbagin สูงกวาตนควบคุม (control) ทั้งหมด 25 ตน 
และตนที่มีปริมาณสาร plumbagin ต่ํากวาตนควบคุม (control) ทั้งหมด 5 ตน ตนหมายเลข 8 มี
ปริมาณสารสูงสุด เทากับ 10.47 มิลลิกรัมตอกรัมน้ําหนักแหง และตนหมายเลข 56 มีปริมาณสาร
ต่ําสุด เทากับ 0.028 มิลลิกรัมตอกรัมน้ําหนักแหง ในขณะที่ตนควบคุมมีปริมาณสาร เทากับ 2.71 
มิลลิกรัมตอกรัมน้ําหนักแหง



64

64

ตารางที่ 11  ปริมาณสาร plumbagin จากรากของตนเจตมูลเพลิงแดงที่พัฒนาจากแคลลัส

ตนที่ ปริมาณสาร plumbagin ตนที่ ปริมาณสาร plumbagin ตนที่ ปริมาณสาร plumbagin
มิลลิกรัมตอกรัมน้ําหนักแหง (%)1/ มิลลิกรัมตอกรัมน้ําหนักแหง (%) มิลลิกรัมตอกรัมน้ําหนักแหง (%)

control 2.712 100 C18 6.374 235.03 C55 2.634 97.12
C2 6.419 236.69 C20 6.467 238.46 C56 0.028 1.03
C4 7.273 268.18 C21 3.299 121.64 C57 2.82 103.98
C6 9.202 339.31 C39 4.145 152.84 C59 3.184 117.40
C8 10.465 385.88 C42 7.349 270.98 C62 3.083 113.68
C11 8.568 315.93 C43 7.652 282.15 C68 1.517 55.94
C12 6.739 248.49 C45 3.624 133.63 C70 1.427 52.62
C13 7.278 268.36 C47 4.281 157.85 C79 5.216 192.33
C14 6.231 229.76 C48 7.245 267.15 C82 1.593 58.734
C15 3.674 135.47 C49 3.693 136.17
C17 3.966 146.24 C52 3.02 111.36

1/ ปริมาณสาร plumbagin เมื่อเทียบกับตนควบคุม (control) โดยใหตนควบคุมเปน 100%
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4.2.2  การวิเคราะหปริมาณสาร plumbagin จากรากของตนเจตมูลเพลิงแดงที่พัฒนาได
จากกลุมเซลลแขวนลอย ดวยวิธี HPLC 

          จากผลการวิเคราะหปริมาณสาร plumbagin ของตนที่ชักนําไดจากกลุมเซลล
แขวนลอย ทั้งหมด 30 ตน เปรียบเทียบผลกับชุดควบคุมชุด B ซึ่งเปนตนที่ไดจากการเพาะเลี้ยง
เนื้อเยื่อสวนขอ ผลการทดลองพบวา ปริมาณสาร plumbagin มีปริมาณแตกตางกัน (ตารางที่ 12) 
โดยตนที่ชักนําไดจากกลุมเซลลแขวนลอยมีปริมาณสาร plumbagin สูงกวาตนควบคุม (control) 
ทั้งหมด 13 ตน และตนที่มีปริมาณสาร plumbagin ต่ํากวาตนควบคุม (control) ทั้งหมด 17 ตน ซึ่ง
ตนหมายเลข 15 มีปริมาณสารสูงสุด เทากับ 1.044 มิลลิกรัมตอกรัมน้ําหนักแหง และตนหมายเลข 
47 มีปริมาณสารต่ําสุด เทากับ 0.31 มิลลิกรัมตอกรัมน้ําหนักแหง ในขณะที่ตนควบคุมมีปริมาณสาร 
เทากับ 0.493 มิลลิกรัมตอกรัมน้ําหนักแหง
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ตารางที่ 12  ปริมาณสาร plumbagin จากรากของตนเจตมูลเพลิงแดงที่พัฒนาจากกลุมเซลลแขวนลอย

ตนที่ ปริมาณสาร plumbagin ตนที่ ปริมาณสาร plumbagin ตนที่ ปริมาณสาร plumbagin
มิลลิกรัมตอกรัมน้ําหนักแหง (%)1/ มิลลิกรัมตอกรัมน้ําหนักแหง (%) มิลลิกรัมตอกรัมน้ําหนักแหง (%)

control 0.493 100 S19 0.533 108.11 S35 0.368 74.65
S4 0.661 134.08 S21 0.385 78.09 S36 0.453 91.89
S5 0.368 74.65 S24 0.32 64.91 S38 0.631 127.99
S8 0.47 95.33 S25 0.429 87.02 S39 0.875 177.48
S9 0.535 108.52 S26 0.539 109.33 S40 1.04 210.95
S10 0.461 93.51 S27 0.419 84.99 S41 0.31 62.880
S11 0.492 99.80 S28 0.466 94.52 S42 0.455 92.29
S12 0.321 65.11 S29 0.457 92.70 S45 0.595 120.69
S14 0.551 111.769 S30 0.512 103.85 S46 0.479 97.16
S15 1.044 211.76 S31 0.372 75.46
S16 0.568 115.21 S32 0.323 65.52

1/ ปริมาณสาร plumbagin เมื่อเทียบกับตนควบคุม (control) โดยใหตนควบคุมเปน 100%
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4.2.3  การวิเคราะหปริมาณสาร plumbagin จากรากของตนเจตมูลเพลิงแดงที่พัฒนา
จากแคลลัสที่ไดรับสาร EMS ดวยวิธี HPLC 

          จากผลการวิเคราะหปริมาณสาร plumbagin ของตนที่ชักนําไดจากแคลลัสที่
ไดรับสาร EMS ทั้งหมด 60 ตน เปรียบเทียบผลกับชุดควบคุมชุด B ซึ่งเปนตนที่ไดจากการ
เพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อสวนขอ ผลการทดลองพบวา ปริมาณสาร plumbagin มีปริมาณแตกตางกัน  
(ตารางที่ 13) โดยตนที่ชักนําไดจากแคลลัสมีปริมาณสาร plumbagin สูงกวาตนควบคุม (control) 
ทั้งหมด 49 ตน และตนที่มีปริมาณสาร plumbagin ต่ํากวาตนควบคุม (control) ทั้งหมด 11 ตน ซึ่ง
ตนหมายเลข 69 มีปริมาณสารสูงสุด เทากับ 3.155 มิลลิกรัมตอกรัมน้ําหนักแหง และตนหมายเลข 
29 มีปริมาณสารต่ําสุด เทากับ 0.136 มิลลิกรัมตอกรัมน้ําหนักแหง ในขณะที่ตนควบคุมมีปริมาณ
สาร เทากับ 0.493 มิลลิกรัมตอกรัมน้ําหนักแหง
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ตารางที่ 13  ปริมาณสาร plumbagin จากรากของตนเจตมูลเพลิงแดงที่พัฒนาจากแคลลัสที่ไดรับสาร EMS

ตนที่ ปริมาณสาร plumbagin ตนที่ ปริมาณสาร plumbagin ตนที่ ปริมาณสาร plumbagin
มิลลิกรัมตอกรัมน้ําหนักแหง (%)1/ มิลลิกรัมตอกรัมน้ําหนักแหง (%) มิลลิกรัมตอกรัมน้ําหนักแหง (%)

control 0.493 100 MC20 0.584 118.46 MC49 0.341 69.17
MC1 2.784 564.71 MC22 0.363 73.63 MC50 1.71 346.86
MC2 2.924 593.10 MC26 0.569 115.42 MC51 0.472 95.74
MC3 1.472 298.58 MC28 0.245 MC28 MC52 1.953 396.15
MC4 0.542 109.94 MC29 0.136 MC29 MC53 0.412 83.57
MC5 0.264 53.55 MC31 1.089 MC31 MC54 0.698 141.58
MC6 0.957 194.12 MC33 1.171 MC33 MC56 1.344 272.62
MC7 1.782 361.46 MC34 0.405 MC34 MC57 0.603 122.31
MC8 0.697 141.38 MC35 0.651 MC35 MC58 1.215 246.45
MC10 1.294 262.47 MC36 0.382 MC36 MC59 0.651 132.05
MC11 0.654 132.66 MC38 1.027 MC38 MC60 0.824 167.14
MC12 0.842 170.79 MC40 0.721 MC40 MC61 1.313 266.33
MC13 2.012 408.11 MC41 1.993 MC41 MC62 0.844 171.20
MC14 0.588 119.27 MC42 1.037 MC42 MC64 3.108 630.43
MC15 0.904 183.37 MC43 1.953 MC43 MC65 0.492 99.80
MC16 0.463 93.91 MC44 0.731 MC44 MC66 2.298 466.13
MC18 0.285 57.81 MC45 0.695 MC45 MC69 3.155 639.96
MC19 0.663 134.48 MC47 1.199 MC47 MC70 2.466 500.20
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ตารางที่ 13  (ตอ)

ตนที่ ปริมาณสาร plumbagin ตนที่ ปริมาณสาร plumbagin ตนที่ ปริมาณสาร plumbagin
มิลลิกรัมตอกรัมน้ําหนักแหง (%)1/ มิลลิกรัมตอกรัมน้ําหนักแหง (%) มิลลิกรัมตอกรัมน้ําหนักแหง (%)

MC72 2.146 435.29 MC76 2.736 554.97 MC79 0.746 151.32
MC73 0.763 154.77 MC77 3.1 628.80
MC75 0.759 153.96 MC78 1.292 262.07

1/ ปริมาณสาร plumbagin เมื่อเทียบกับตนควบคุม (control) โดยใหตนควบคุมเปน 100%



70

4.2.4  การวิเคราะหปริมาณสาร plumbagin จากรากของตนเจตมูลเพลิงแดงที่พัฒนา 
ไดจากกลุมเซลลแขวนลอยที่ไดรับสาร EMS ดวยวิธี HPLC 

          จากผลการวิเคราะหปริมาณสาร plumbagin ของตนที่ชักนําไดจากกลุมเซลล
แขวนลอยที่ไดรับสาร EMS ทั้งหมด 60 ตน เปรียบเทียบผลกับชุดควบคุมชุด B ซึ่งเปนตนที่ไดจาก
การเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อสวนขอ ผลการทดลองพบวา ปริมาณสาร plumbagin มีปริมาณแตกตางกัน    
(ตารางที่ 14) โดยตนที่ชักนําไดจากกลุมเซลลแขวนลอยมีปริมาณสาร plumbagin สูงกวาตน
ควบคุม (control) ทั้งหมด 59 ตน และตนที่มีปริมาณสาร plumbagin ต่ํากวาตนควบคุม (control) 
ทั้งหมด 1 ตน ซึ่งตนหมายเลข 25 มีปริมาณสารสูงสุด เทากับ 5.057 มิลลิกรัมตอกรัมน้ําหนักแหง
และตนหมายเลข 53 มีปริมาณสารต่ําสุด เทากับ 0.466 มิลลิกรัมตอกรัมน้ําหนักแหง ในขณะที่ตน
ควบคุม มีปริมาณสาร เทากับ 0.493 มิลลิกรัมตอกรัมน้ําหนักแหง
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ตารางที่ 14  ปริมาณสาร plumbagin จากรากของตนเจตมูลเพลิงแดงที่พัฒนาจากกลุมเซลลแขวนลอยที่ไดรับสาร EMS

ตนที่ ปริมาณสาร plumbagin ตนที่ ปริมาณสาร plumbagin ตนที่ ปริมาณสาร plumbagin
มิลลิกรัมตอกรัมน้ําหนักแหง (%)1/ มิลลิกรัมตอกรัมน้ําหนักแหง (%) มิลลิกรัมตอกรัมน้ําหนักแหง (%)

control 0.493 100 MS24 1.466 297.36 MS44 1.513 306.9
MS3 4.22 855.98 MS25 5.057 1025.76 MS45 1.616 327.8
MS4 2.714 550.51 MS26 0.704 142.8 MS47 0.672 136.31
MS5 1.695 343.81 MS27 0.786 159.43 MS48 0.886 179.72
MS6 2.802 568.36 MS28 1.355 274.85 MS49 1.44 292.09
MS7 1.071 217.24 MS29 2.997 607.91 MS50 0.772 156.59
MS8 3.078 624.34 MS30 2.19 444.22 MS51 1.419 287.83
MS9 1.432 290.467 MS31 1.2 243.41 MS53 0.466 94.52
MS10 1.165 236.31 MS32 2.256 457.61 MS54 2.069 419.68
MS11 3.609 732.05 MS35 0.957 194.12 MS55 1.64 332.66
MS12 1.34 271.818 MS36 1.154 234.08 MS57 0.75 152.13
MS13 1.322 268.15 MS37 0.657 133.27 MS58 0.751 152.33
MS14 2.343 475.25 MS38 1.518 307.91 MS59 2.009 407.51
MS16 1.12 227.18 MS39 0.918 186.21 MS62 0.954 193.51
MS18 0.959 194.52 MS40 1.813 367.72 MS63 1.696 344.02
MS19 0.662 134.28 MS41 1.759 356.8 MS64 1.314 266.53
MS22 1.237 250.91 MS42 1.952 395.94 MS65 1.156 234.48
MS23 1.434 290.87 MS43 4.25 862.07 MS66 4.248 861.66
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ตารางที่ 14  (ตอ)

ตนที่ ปริมาณสาร plumbagin ตนที่ ปริมาณสาร plumbagin ตนที่ ปริมาณสาร plumbagin
มิลลิกรัมตอกรัมน้ําหนักแหง (%)1/ มิลลิกรัมตอกรัมน้ําหนักแหง (%) มิลลิกรัมตอกรัมน้ําหนักแหง (%)

MS67 0.683 138.54 MS70 1.65 334.69 MS73 1.328 269.37
MS68 1.38 279.92 MS71 1.7 344.83
MS69 1.327 269.17 MS72 1.81 367.14

1/ ปริมาณสาร plumbagin เมื่อเทียบกับตนควบคุม (control) โดยใหตนควบคุมเปน 100%
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จากการทดลอง พบวา ตนเจตมูลเพลิงแดงที่พัฒนามาจากแคลลัสขณะที่ออกปลูกใน
กระถางไดเกิดการระบาดของโรคแอนแทรคโนส ซึ่งเกิดจากเชื้อรา Collectotricum sp.ทําใหตน
เจตมูลเพลิงแดงทุกตนรวมทั้งตนควบคุมแสดงอาการเปนโรค และเมื่อวิเคราะหปริมาณสาร 
plumbagin พบวามีสาร plumbagin สูงกวาตนเจตมูลเพลิงแดงที่ไดจากการทดลองอื่น ๆ ซึ่งเปนไป
ไดวาเชื้อโรคที่เขาทําลายพืชมีผลตอกระบวนการสรางและสะสมสาร plumbagin ของตน
เจตมูลเพลิงแดง รัตนา (2547) กลาววา สารสําคัญในพืชสวนใหญเปนสารทุติยภูมิ โดยมีสารปฐม
ภูมิซึ่งเปนผลผลิตจากกระบวนการสังเคราะหแสงเปนสารตั้งตน และสารทุติยภูมิในพืชชนิดตาง ๆ 
ซึ่งเกิดจากกระบวนการ biosynthesis ที่มีเอนไซมเขารวมนั้นไมมีหนาที่ที่แนนอน และอาจจะไมมี
ผลตอการเจริญเติบโตของพืช แตพืชอาจสรางขึ้นมาเพื่อตอบสนองตอสิ่งกระตุนตาง ๆ เชน สภาพ 
stress ตาง ๆ และเชื้อโรคตาง ๆ ที่เขาทําลายพืช และปริมาณของสารสําคัญที่พบในพืชสมุนไพร
ขึ้นกับปจจัยตาง ๆ เชน สภาวะแวดลอมในการปลูก ฤดูกาลเก็บเกี่ยว ระยะเวลาที่เก็บพืช สภาพดิน 
สภาพอากาศ ปริมาณน้ํา ชนิดและปริมาณสัดสวนของปุยและธาตุอาหารเสริม เปนตน ซึ่งมีรายงาน
ที่เกี่ยวของกับการใชเชื้อราและสารกระตุนตาง ๆ เพื่อใหสรางสาร plumbagin ไดมากขึ้น เชน
Komaraiah et al. (2002) ทดลองใชตัวกระตุนชนิดตาง ๆ ไดแก เชื้อรา 2 สายพันธุ คือ Aspergillus 
niger และ Rhizopus oryzae แบคทีเรีย 2 สายพันธุ คือ Bacillus subtilis และ Pseudomonas 
aeruginosa ยีสต และไคโตซาน เพื่อกระตุนใหเซลลแขวนลอยของเจตมูลเพลิงแดงสรางสาร 
plumbagin จากผลการทดลองพบวา ไคโตซานสามารถกระตุนใหเซลลแขวนลอยสรางสาร 
plumbagin ไดสูงสุด ในขณะที่เชื้อรา แบคทีเรีย และยีสต ก็สามารถกระตุนใหเซลลแขวนลอยสราง
สาร plumbagin ไดเพิ่มขึ้นเชนกัน 

อีกสาเหตุหนึ่งที่ตนเจตมูลเพลิงแดงในแตละการทดลองมีปริมาณสาร plumbaigin   
แตกตางกัน อาจเกิดจากการเปลี่ยนแปลงของดีเอ็นเอที่มีสวนเกี่ยวของกับกระบวนการสรางและ
สังเคราะหสาร plumbagin ทําใหการสังเคราะหสารดังกลาวในแตละตนมีความแตกตางกัน ซึ่งดีเอ็น
เอเปนรหัสหรือแบบพิมพในการสราง และดีเอ็นเอเปนรหัสเฉพาะตัวจะมีความแตกตางกันมากหรือ
นอยแลวแตสายพันธุ จากความจําเพาะที่มีอยูในชุดดีเอ็นเอแตละหนวย เรียกวา ลายพิมพดีเอ็นเอ
(DNA fingerprint) (สํานักงานกองทุนสนับสนุนการวิจัย, 2551)
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5.  ศึกษาความแปรปรวนทางพันธุกรรมของตนเจตมูลเพลิงแดงที่ชักนําไดจากแคลลัส                    
และกลุมเซลลแขวนลอยทั้งที่ไดรับและไมไดรับสาร EMS 

เพื่อตรวจสอบความเปลี่ยนแปลงทางพันธุกรรมที่อาจเกิดจากการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อและ   
การพัฒนาเปนตนโดยผานแคลลัสและกลุมเซลลแขวนลอย หรืออาจเกิดจากการใหสาร EMS กับ
แคลลัสและกลุมเซลลแขวนลอย จึงตรวจสอบความแปรปรวนทางพันธุกรรมดวยเทคนิคเอเอฟแอล
พี โดยใชคูไพรเมอรทั้งหมด 8 คูไพรเมอร (ตารางที่ 2) เมื่อนําชิ้นดีเอ็นเอที่ไดจากการเพิ่มปริมาณ
จากขั้นตอน selective amplification มาแยกขนาดดวยการทําอิเล็กโทรโฟรีซีสใน denaturing 
polyacrylamide gel แลวยอมเจลดวยสารละลายซิลเวอรไนเตรท จนปรากฎเปนลายพิมพด ีเอ็นเอ 
โดยแยกดังนี้
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5.1 ศึกษาความแปรปรวนทางพันธุกรรมของตนเจตมูลเพลิงแดงที่พัฒนาจากแคลลัส

       เมื่อพิจารณาแถบดีเอ็นเอที่เกิดจาก 8 คูไพรเมอร พบวา เกิดแถบดีเอ็นเอที่เปนแถบหลัก 
ทั้งหมด 44 แถบ เปนแถบดีเอ็นเอที่เหมือนกัน 38 แถบ และแถบดีเอ็นเอที่เปนโพลีมอรฟซึมจํานวน
6 แถบ คิดเปน 13.64 เปอรเซ็นต แสดงวาตนเจตมูลเพลิงแดงที่ชักนําไดจากแคลลัสนั้นมีการ
เปลี่ยนแปลงชนิดหรือลําดับของนิวคลีโอไทดเกิดขึ้น (ภาพที่ 17)

               

ภาพที่ 17  ลายพิมพดีเอ็นเอของตนเจตมูลเพลิงแดงที่พัฒนาจากแคลลัส โดยใชเทคนิคเอเอฟแอลพี        
                 คูไพรเมอร E-GCA/M-GTA (M คือ Øx174 DNA/HinfI marker, C คือ ชุดควบคุม)

500 bp

413 bp

249 bp

311 bp

200 bp

M  C  2   4   6  8  11 12 13 14 15 17  18  20  21 39  42  43 45  47  48 49  52 55 56 57  59 62 68 70 79 82
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5.2  ศึกษาความแปรปรวนทางพันธุกรรมของตนเจตมูลเพลิงแดงที่พัฒนาจากกลุมเซลล
แขวนลอย

       เมื่อพิจารณาแถบดีเอ็นเอที่เกิดจาก 8 คูไพรเมอร พบวา เกิดแถบดีเอ็นเอที่เปนแถบหลัก 
ทั้งหมด 129 แถบ เปนแถบดีเอ็นเอที่เหมือนกัน 109 แถบ และแถบดีเอ็นเอที่เปนโพลีมอรฟซึม
จํานวน 20 แถบ คิดเปน 15.50 เปอรเซ็นต แสดงวาตนเจตมูลเพลิงแดงที่ชักนําไดจากกลุมเซลล
แขวนลอยนั้นมีการเปลี่ยนแปลงชนิดหรือลําดับของนิวคลีโอไทดเกิดขึ้น (ภาพที่ 18)

              

ภาพที่ 18  ลายพิมพดีเอ็นเอของตนเจตมูลเพลิงแดงที่พัฒนาจากกลุมเซลลแขวนลอย             
   โดยใชเทคนิคเอเอฟแอลพี คูไพรเมอร E-GCA/M-GTA                                 
   (M คือ Øx174 DNA/HinfI marker, C คือ ชุดควบคุม)

249 bp

311 bp

200 bp

413 bp

M  C   4    5   8   9  10 11 12 14 15 16  19 21 24  25 26 27 28 29 30 31  32 35 36 38 39 40 41 42 45 46
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จากผลการทดลองศึกษาความแปรปรวนทางพันธุกรรมของตนเจตมูลเพลิงแดงที่พัฒนา
จากแคลลัสและกลุมเซลลแขวนลอย พบวาการใชเทคนิคเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพืชสามารถชักนําใหได
ตนพืชตนใหมที่มีลักษณะของ somaclonal variation หรืออาจเกิดการกลายพันธุได เชนเดียวกับการ
ตรวจสอบ somaclonal variation ในตนมะเขือเทศที่พัฒนาไดจากแคลลัสดวยเทคนิค RAPD โดยใช
ไพรเมอร ทั้งหมด 20 คู ซึ่งมีไพรเมอร 10 คู ที่สามารถแยกความแตกตางได (Soniya et al., 2001)

5.3  ศึกษาความแปรปรวนทางพันธุกรรมของตนเจตมูลเพลิงแดงที่พัฒนาจากแคลลัสที่
ไดรับสาร EMS

       เมื่อพิจารณาแถบดีเอ็นเอที่เกิดจาก 8 คูไพรเมอร พบวาเกิดแถบดีเอ็นเอที่เปนแถบหลัก 
ทั้งหมด 64 แถบ เปนแถบดีเอ็นเอที่เหมือนกัน 55 แถบ และแถบดีเอ็นเอที่เปนโพลีมอรฟซึมจํานวน
9 แถบ คิดเปน 14.06 เปอรเซ็นต แสดงวาตนเจตมูลเพลิงแดงที่ชักนําไดจากแคลลัสที่ไดรับสาร 
EMS นั้นมีการเปลี่ยนแปลงชนิดหรือลําดับของนิวคลีโอไทดเกิดขึ้น (ภาพที่ 19)

5.4  ศึกษาความแปรปรวนทางพันธุกรรมของตนเจตมูลเพลิงแดงที่พัฒนาจากกลุมเซลล
แขวนลอยที่ไดรับสาร EMS

       เมื่อพิจารณาแถบดีเอ็นเอที่เกิดจาก 8 คูไพรเมอร พบวา เกิดแถบดีเอ็นเอที่เปนแถบหลัก 
ทั้งหมด 49 แถบ เปนแถบดีเอ็นเอที่เหมือนกัน 41 แถบ และแถบดีเอ็นเอที่เปน โพลีมอรฟซึมจํานวน
8 แถบ คิดเปน 16.33 เปอรเซ็นต แสดงวาตนเจตมูลเพลิงแดงที่ชักนําไดจากกลุมเซลลแขวนลอยที่
ไดรับสาร EMS นั้นมีการเปลี่ยนแปลงชนิดหรือลําดับของนิวคลีโอไทดเกิดขึ้น (ภาพที่ 20)
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ภาพที่ 19  ลายพิมพดีเอ็นเอของตนเจตมูลเพลิงแดงที่พัฒนาจากแคลลัสที่ไดรับสาร EMS โดยใชเทคนิคเอเอฟแอลพี คูไพรเมอร E-GCA/M-GTA                              
                 (M คือ Øx174 DNA/HinfI marker, C คือ ชุดควบคุม)

118 bp

249 bp

200 bp

311 bp

151 bp

  M  C   1   2   3  4    5   6  7   8  10 11 12 13 14 15 16 18 19 20 22 26 28 29 31 33 34 35  36 38 40 41 42 43 44 45 47 49 50 51 52 53 54 56 57 58 59 60 61 62 64 65 66 69 70 72 73 75 76 77 78 79 
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ภาพที่ 20  ลายพิมพดีเอ็นเอของตนเจตมูลเพลิงแดงที่พัฒนาจากกลุมเซลลแขวนลอยที่ไดรับสาร EMS โดยใชเทคนิคเอเอฟแอลพี                                                        
                 คูไพรเมอร E-GCA/M-GTA (M คือ Øx174 DNA/HinfI marker, C คือ ชุดควบคุม)

249 bp

200 bp

311 bp

151 bp

118 bp

M C    3  4    5    6   7    8   9   10 11  12 13 14  16  18 19  22 23 24  25  26 27  28  29  30 31 32  35  36 37 38  39 40 41 42  43  44  45  47  48 49 50  51 53  54  55 57 58 59 62 63 64 65 66  67 68 69 70 71 72 73
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จากผลการทดลองพบวา ตนเจตมูลเพลิงแดงที่พัฒนามาจากแคลลัสและกลุมเซลล
แขวนลอยที่ไดรับสาร EMS นั้นมีความแปรปรวนทางพันธุกรรมที่คอนขางสูงกวาตนที่พัฒนามา
จากแคลลัส ซึ่งเปนผลจากปจจัยรวมระหวางการเกิด somaclonal variation และผลของสาร EMS ที่
เปนสารกอกลายพันธุ ซึ่ง Wongsawad (2005) ไดทําการทดลองใหสาร EMS กับเมล็ดของชวนชม
และวิเคราะหความแปรปรวนทางพันธุกรรมดวย เทคนิค HAT-RAPD โดยใชไพรเมอรจํานวน 10 
ชนิด พบวา มี 1 ไพรเมอรที่สามารถบงชี้ความแตกตางของรูปแบบดีเอ็นเอที่ศึกษาได และ
Hofmann, et al. (2004) ทดลองใหสาร EMS แกเซลลแขวนลอยของถั่วเหลืองและตรวจสอบความ
แปรปรวนทางพันธุกรรมที่เกิดขึ้น ดวยเทคนิค RAPD ซึ่งไพรเมอร OPO-01/1150 สามารถแยก
ความแตกตางของเนื้อเยื่อที่ไดรับสาร EMS ความเขมขน 10 มิลลิโมลาร และไพรเมอร OPO-
05/1200 สามารถแยกความแตกตางของเนื้อเยื่อที่ไดรับสาร EMS ความเขมขน 1 และ 30 มิลลิโม
ลาร ได

ผลของสาร EMS สามารถชักนําใหเกิดการกลายพันธุที่เกิดจากการเปลี่ยนแปลงของเบส 
แบบ transition จาก G/C เปน A/T ไดสูงถึง 98% (Till et al., 2003) ซึ่งเอนไซม EcoRI มีตําแหนง
จดจํา คือ 5’-G AATTC-3’ และ 3’-CTTAA G-5’ ดังนั้นเมื่อเกิดการกลายพันธุกับ เบส G  ก็มีผลทํา
ใหตําแหนงจดจําของเอนไซม EcoRI เปลี่ยนแปลงไปดวย และผลจากการเปลี่ยนแปลงของเบสจาก 
G/C เปน A/T มีผลทําใหเกิดเบส T เพิ่มขึ้น ซึ่งเบส T ก็เปนตําแหนงตัดของเอนไซม MseI ซึ่ง
เอนไซม MseI มีตําแหนงจดจํา คือ 5’-T TAA-3’ และ 3’-AAT T-5’ ทําใหเกิดตําแหนงจดจําของ
เอนไซม MseI เพิ่มมากขึ้น สงผลใหตนเจตมูลเพลิงแดงที่ไดจากกการทดลองเกิดแถบลายพิมพ            
ดีเอ็นเอที่แตกตางกันเมื่อตรวจสอบดวยเทคนิคเอเอฟแอลพี

ลายพิมพดีเอ็นเอที่เกิดจากการทําเอเอฟแอลพีมีลักษณะเปนลายพิมพแบบสุม แบบของแถบ
ดีเอ็นเอที่แตกตางกันในแตละตัวอยางเปนโพลีมอรฟซึมที่เกิดขึ้นมาจากการเปลี่ยนแปลงของเบส 
(point mutation) ที่ตําแหนงจดจําของเอนไซม ทําใหตําแหนงจดจําของเอนไซมหายไป เกิดขึ้นใหม 
มีการจัดเรียงตัวใหมภายในตําแหนงจดจําหรือเกิดจากการเปลี่ยนแปลงของเบสที่ตําแหนงติดกับ
ตําแหนงจดจําของเอนไซมตรงสวนที่มีการเพิ่มเบสเพื่อคัดเลือกในไพรเมอรที่ใช ทําใหสามารถ
หรือไมสามารถเพิ่มปริมาณชิ้นดีเอ็นเอ มีผลทําใหขนาดของชิ้นดีเอ็นเอที่สังเคราะหไดเปลี่ยนแปลง
ไป (สุรินทร, 2545 ; Kokovic et al., 1999)
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การใชเทคนิคเอเอฟแอลพี เปนวิธีการที่ใชหาความแตกตางระหวางชนิด สายพันธุ หรือ
พันธุได (Rogowsky et al., 1993) จากผลการทดลองสามารถยืนยันไดวาตนเจตมูลเพลิงแดงที่พัฒนา
มาจากแคลลัสและกลุมเซลลแขวนลอยทั้งที่ไดรับและไมไดรับสาร EMS มีการกลายพันธุเกิดขึ้น
จริง และการกลายพันธุที่เกิดขึ้นอาจจะเกี่ยวของกับสวนของยีนที่ควบคุมกระบวนการสรางสาร 
plumbagin ดวย
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สรุปและขอเสนอแนะ

สรุป

1.  สูตรอาหารที่เหมาะสมสําหรับการเพาะเลี้ยงกลุมเซลลแขวนลอยของเจตมูลเพลิงแดง 
และเจตมูลเพลิงขาว คือ อาหารเหลวสูตร MS-B5 ที่เติม 2,4-D ความเขมขน 0.2 มิลลิกรัมตอลิตร 
BA ความเขมขน 0.5 มิลลิกรัมตอลิตร และ NAA ความเขมขน 1 มิลลิกรัมตอลิตร

2.  สูตรอาหารที่เหมาะสมสําหรับการชักนําตนใหมจากแคลลัสและกลุมเซลลแขวนลอย 
ของเจตมูลเพลิงแดง คือ อาหารแข็งสูตร MS-B5 ที่เติม BA ความเขมขน 4 มิลลิกรัมตอลิตร รวมกับ 
NAA 0.1 มิลลิกรัมตอลิตร และตนใหมที่พัฒนามาจากแคลลัสและกลุมเซลลแขวนลอยของ
เจตมูลเพลิงแดงมีลักษณะไมแตกตางจากตนปกติที่ไดจากการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อโดยไมผานแคลลัส 
แตไมสามารถชักนําตนใหมจากแคลลัสและกลุมเซลลแขวนลอยของเจตมูลเพลิงขาวได

3.  แคลลัสและกลุมเซลลแขวนลอยของเจตมูลเพลิงแดงและเจตมูลเพลิงขาวที่ไดรับสาร 
EMS มีแนวโนมอัตราการเจริญเติบโตลดต่ําลง เมื่อระดับความเขมขนและระยะเวลาการใหสารนาน
ขึ้น และตนใหมบางตนที่พัฒนามาจากแคลลัสและกลุมซลลแขวนลอยของเจตมูลเพลิงแดงที่ไดรับ
สาร EMS มีลักษณะแตกตางจากตนปกติที่ไดจากการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อโดยไมผานแคลลัส เชน ใบ
ดางเหลือง ใบหงิก  ใบมวนเปนกรวย และใบมีขนาดใหญและไมแตกกอ เปนตน แตไมสามารถชัก
นําตนใหมจากแคลลัสและกลุมเซลลแขวนลอยของเจตมูลเพลิงขาวได

4.  ตนเจตมูลเพลิงแดงที่พัฒนาจากแคลลัสและกลุมเซลลแขวนลอยทั้งที่ไดรับและไมไดรับ
สาร EMS มีความแปรปรวนในการสรางและสะสมสาร plumbagin เมื่อวิเคราะหดวยวิธี HPLC และ
เปรียบเทียบกับตนปกติที่ไดจากการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อสวนขอโดยไมผานแคลลัส

5.  ตนเจตมูลเพลิงแดงที่พัตนาจากแคลลัสและกลุมเซลลแขวนลอยทั้งที่ไดรับและไมไดรับ
สาร EMS มีการกลายพันธุเกิดขึ้น เมื่อตรวจสอบดวยเทคนิค AFLP ซึ่งสามารถนําไปใชเปนแหลง
พันธุกรรมในการปรับปรุงพันธุตอไป
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ขอเสนอแนะ

เพื่อใหไดผลการศึกษาความแปรปรวนทางพันธุกรรมที่ชัดเจนมากยิ่งขึ้นควรเพิ่มจํานวน           
คูไพรเมอรที่ใชในการศึกษาใหมากขึ้น ซึ่งเปนการเพิ่มความถูกตองของขอมูลในระดับดีเอ็นเอให
สูงขึ้น
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ตารางผนวกที่ 1  องคประกอบของอาหารสูตร MS (Murashige and Skoog, 1962)         
                            B5 (Gamborg et al., 1968) และ MS-B5

ความเขมขน (มิลลิกรัมตอลิตร)
สารเคมี

MS B5 MS-B5
Macroelements

(NH4)2SO4 - 134 -
NH4NO3 1,650 - 1,650
KNO3 1,900 2,500 1,900

CaCl2.2H2O 440 150 440
MgSO4.7H2O 370 250 370

KH2PO4 170 - 170
NaH2PO4.H2O - 150 -
Microelements

H3BO3 6.2 3 6.2
MnSO4.H2O 6.9 10 6.9
ZnSO4.7H2O 6.14 2 6.14

KI 0.83 0.75 0.83
Na2MoO4.2H2O 0.25 0.25 0.25

CuSO4.5H2O 0.025 0.025 0.025
CoCl2.6H2O 0.025 0.025 0.025
Na2EDTA 37.25 37.25 37.25

FeSO4.7H2O 27.85 27.85 27.85
Organic Compounds

Glycine 2 - -
Myo-inositol 100 100 100
Nicotinic acid 0.5 1 1

Pyridoxine.HCl 0.5 1 1
Thiamine.HCl 0.1 10 10

Sucrose 30,000 30,000 30,000
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