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สารสกดัจากรากของหนอนตายหยากดอกสัน้ (Stemona collinsiae Craib) มีคุณสมบตัิในการรกัษาโรค

และก าจดัแมลงศตัรูพืชจึงมีการปรบัปรุงพนัธุเ์พื่อใหไ้ดผ้ลผลิตตามความตอ้งการอย่างต่อเน่ือง  แต่กลบัพบว่าสารสกัดท่ี
ไดไ้ม่เสถียร และมีโครงสรา้งเปลี่ยนแปลงไดง้่าย งานวิจัยนีจ้ึงมีวตัถปุระสงค ์คือ 1)  ศกึษาสตูรอาหารท่ีเหมาะสมต่อการ
ชกัน ายอดและรากของหนอนตายหยากดอกสัน้ในหลอดทดลอง 2) ศึกษาความเขม้ขน้และระยะเวลาในการแช่สาร EMS 
ท่ีเหมาะสมต่อการชกัน าใหเ้กิดการตาย 50 เปอรเ์ซ็นต ์และ 3) วิเคราะหค์วามแปรปรวนทางพนัธุกรรมระหว่างยอดกลาย
พนัธุก์ับตน้แม่ของหนอนตายหยากดอกสัน้โดยใชเ้ครื่องหมายโมเลกุล  ผลการศึกษาพบว่าการชักน าการเกิดยอดโดยใช้
อาหารสตูร Murashige and Skoog (MS) ท่ีเติมสารควบคุมการเจริญเติบโต 6-benzyadenine (BA) ความเขม้ขน้ 0, 1, 
3, 5 และ 7 มิลลิกรมัต่อลิตร พบว่าอาหารสตูร MS ท่ีเติมสารควบคุมการเจริญเติบโตในทุกระดบัความเขม้ขน้ใหจ้ านวน
ยอดเฉลี่ยแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคญั (P<0.05) และการชักน าการเกิดรากโดยใชอ้าหารสตูร MS ท่ีเติมสารควบคมุการ
เจริญเติบโต indole-3- butyric acid (IBA)1 มิลลิกรมัต่อลิตร ใหจ้ านวนรากเฉลี่ยมากท่ีสุดคือ 0.90±0.44 ราก และเมื่อ
น ายอดมาแช่ในสารละลาย EMS ท่ีระดับความเขม้ขน้ต่าง ๆ กัน ไดแ้ก่ 0, 0.25, 0.50, 0.75 และ 1.00 เปอรเ์ซ็นต ์นาน 
60 และ 90 นาที พบว่าท่ีความเขม้ข้น 0.9 เปอรเ์ซ็นต ์นาน 60 นาที ใหอ้ัตราการตาย 50 เปอรเ์ซ็นต  ์(LC50) หลังจาก
เพาะเลีย้ง 8 สปัดาหพ์บว่ายอดท่ีแช่สารละลาย EMS ความเขม้ขน้ 0.75 เปอรเ์ซ็นต ์ใหจ้ านวนยอดเฉลี่ยต่อชิน้ส่วนสงูสดุ
คือ 5 ยอดต่อชิน้ส่วน ในขณะท่ียอดท่ีไม่แช่สารละลาย EMS ใหเ้ปอรเ์ซ็นตก์ารสรา้งยอดต ่าสุด คือ 47.37 เมื่อประเมิน
ความแปรปรวนทางพันธุกรรมจากยอดท่ีแช่สารละลาย EMS ความเขม้ขน้ 0.9 เปอรเ์ซ็นต ์(LC50) เทียบกับตน้ควบคุม
โดยใชเ้ครื่องหมาย RAPD 2 ไพรเมอร ์คือ OPA-11 และ OPA-13 และเครื่องหมาย SCoT 6 ไพรเมอร ์คือ S6, S17, S26, 
S32, S34 และ S35 พบว่าทกุไพรเมอรแ์สดงความหลากหลายของแถบดีเอ็นเอจ านวน 47 แถบจากทัง้หมด 52 แถบ คิด
เป็น 90.40 เปอรเ์ซ็นต ์และผลการวิเคราะหจ์ากขอ้มูลเดนโดรแกรมสามารถแบ่งกลุ่มหนอนตายหยากดอกสัน้ไดเ้ป็น  2 
กลุ่ม สามารถใชใ้นการตรวจสอบความแปรปรวนทางพนัธุกรรมจากการใชส้าร EMS ของหนอนตายหยากดอกสัน้ได ้ 

 
ค าส าคญั : หนอนตายหยากดอกสัน้ การเพาะเลีย้งเนือ้เยื่อพืช การกลาย เอธิลมีเทนซลัโฟเนต 
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The root extracts of Stemona collinsiae Craib can be used in the treatment of various 

diseases and can also be effective in eliminating pests. Therefore, this species has been developed and 
selected to improve yields. However, it was found that the improved forms were unstable. The purposes of 
this research are as follows: (1) to optimize the shoot and root induction medium (2) to determine the 
concentration of ethyl methanesulphonate (EMS), as well as the length of time it took, for this to be lethal to 
50% of shoots; and (3) to analyze the genetic variation between mutated plants and the mother plant of S. 
collinsiae Craib using molecular markers. The results revealed that adventitious shoots developed on MS 
medium supplemented with 0, 1, 3, 5 and 7 mg/l BA, and that all concentrations showed significant 
differences (P<0.05). MS supplemented with 1 mg/l IBA gave the highest average number of roots 
0.90±1.44. When shoots were immersed in EMS at concentrations of 0, 0.25, 0.5, 0.75 and 1% for 60 and 90 
min., the results revealed that the lethal concentration of EMS for 50 percent of shoots (LC50) is 0.90%, when 
treated for 60 minutes. After culturing for eight weeks, the highest shoot formation was obtained with EMS at 
a concentration of 0.75 (5 shoots/explant), while shoots in EMS-free medium gave the lowest shoot formation 
percentage (47.37). Analysis of the genetic variation in EMS induced shoots treated at LC50 concentration 
compared with control plants using two RAPD primers (OPA-11 and OPA-13) and six SCoT markers (S6, 
S17, S26, S32, S34 and S35) showed that mutation could induce high polymorphism. From a total score of 
52 bands, 47 were polymorphic (90.40%). Analysis of the polymorphic bands using MeGA11 yielded a 
dendrogram with two groups of samples which revealed distinctive genetic variation of S. collinsiae after 
treated with EMS. 
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ยิ่งตลอดจนการใหค้ าแนะน า และขอ้คิดเห็นที่เป็นประโยชนอ์ย่างยิ่งส  าหรบัการปรบัแกไ้ขขอ้บกพรอ่ง
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ผูช้่วยศาสตราจารย ์ดร.รกัชนก โคโต ที่ไดก้รุณาเป็นที่ปรกึษาและใหค้วามช่วยเหลือชีแ้นะ
แนวทางในสิ่งที่เป็นประโยชนต่์อการศึกษาและการท าปริญญานิพนธ์นีด้ว้ยความเอาใจใส่ตลอดมา  
ท าให้ปริญญานิพนธ์ฉบับนีม้ีความสมบูรณ์ยิ่งขึน้  ผู้วิจัยขอกราบขอบพระคุณเป็นอย่างสูงไว้ ณ 
โอกาสนี ้
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สาขาวิชาชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร ์มหาวิทยาลัยศรีนครินทรวิโรฒทุกท่าน ท่ีไดก้รุณาประสิทธิ์

ประสาทความรูต่้าง ๆ ใหแ้ก่ผูว้ิจยั ตลอดจนใหค้วามช่วยเหลือในการท าวิจยัครัง้นี ้
ขอขอบคณุทุนอดุหนุนการวิจยัจากบณัฑิตวิทยาลยั มหาวิทยาลยัศรีนครนิทรวิโรฒ ที่ท าให้

งานวิจยัส าเรจ็ลลุว่งไปไดด้ว้ยดี 
ขอขอบคุณ  เจ้าหน้าที่ เพื่อนร่วมงาน ที่บัณฑิตวิทยาลัย ส าหรับข้อมูลตัวอย่างที่ใช้ใน

งานวิจยัครัง้นี ้รวมถึงความช่วยเหลือและก าลงัใจใหก้บัผูว้ิจยัตลอดมา 
ขอขอบคุณพี่ ๆ และเพื่อน ๆ หลักสูตรการศึกษามหาบัณฑิต สาขาวิชาชีววิทยา รวมถึง

บคุคลอีกหลายท่านที่ไม่ไดก้ล่าวนามไว ้ณ ที่นี ้ที่ไดใ้หค้วามช่วยเหลือและเป็นก าลงัใจใหก้บัผูว้ิจยัมา
โดยตลอด 

สดุทา้ยนีผู้ว้ิจยัขอนอ้มร  าลกึถึงคณุของบิดามารดาและครูอาจารยท์ี่อบรมสั่งสอนใหค้วามรู้
เป็นก าลงัใจและใหก้ารสนบัสนนุผูว้ิจยัดว้ยดีตลอดมา 
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บทที ่1 
บทน า 

ภูมิหลัง  
พืชสกุล Stemona หรือหนอนตายหยาก อยู่ในวงศ ์Stemonaceae กระจายพันธุ์อยู่ใน

แถบเอเชียตะวันออกเฉียงใต ้มีจ านวน 25 ชนิด ในประเทศไทยส ารวจพบจ านวน 14 ชนิด (Bob 
and chayamarit, 2011; Inthachub, 2008) ส าหรบัประเทศไทยพบหนอนตายหยากไดท้ั่วทุกภาค
และมีชื่อเรียกแตกต่างกนัตามทอ้งถิ่น เช่น พญารอ้ยหวั กระเพียดหนู ตน้สามสิบกลีบ โป่งมดง่าม 
สลอดเชียงค า เป็นตน้ หนอนตายหยากเป็นพืชสมุนไพรที่นิยมน ามาใชป้ระโยชนใ์นการรกัษาโรค
ไดห้ลากหลาย เช่น โรคผิวหนัง น า้เหลืองเสีย ผื่นคันตามร่างกาย ฆ่าเชือ้โรค มะเร็งตับ ลดระดับ
น า้ตาลส าหรบัโรคเบาหวาน รวมทัง้โรคริดสีดวง ปวดฟัน ปวดเมื่อย นอกจากนีใ้นประเทศจีนมีการ
น ารากสะสมอาหารมาใชร้กัษาอาการไอและวณัโรค โดยใชร้่วมกบัสมุนไพรชนิดอ่ืน ๆ นอกจากนี ้
ยังพบว่าสารสกัดจากราก Stemona มีสารออกฤทธิ์ซึ่งเป็นสารทุติยภูมิในกลุ่มอัลคาลอยด์ท่ี 
เรียกว่า Stemona alkaloids ซึ่งมีมากกว่า 80 ชนิด มีประสิทธิภาพในการก าจดัแมลงศตัรูพืชและ
จุลินทรียท์ี่เป็นสาเหตุของโรคพืชไดห้ลายชนิด เช่น หนอนกัดกินใบ และเพลีย้อ่อน รวมทัง้ก าจัด
ลูกน า้ยุง (Burkil, 1935; Pilli and de, 2000; มณฑา วงศม์ณีโรจน์, สุรตันว์ดี จิวะจินดา, ริวรรณ 
บุรีค  า, และ รงรอง หอมหวล, 2548) ซึ่งเป็นอีกทางเลือกหนึ่งส าหรบัใหเ้กษตรกรใชใ้นการก าจัด
ศตัรูพืชทดแทนการใชส้ารเคมีสงัเคราะห ์นอกจากนีย้งัพบสาร 1′,2′-didehydrostemofoline และ
สาร stemofoline ซึ่งเป็นสารที่น่าสนใจและมีความส าคัญทางการแพทย ์ซึ่งสารทั้งสองชนิดนีม้ี
ฤทธิ์ป้องกันการเกิดโรคอัลไซเมอร ์(Sastraruji, 2011) โดยมีคุณสมบัติยับยั้งการท างานของ
เอนไซม ์acetylcholinesterase ซึ่งเป็นสาเหตุหนึ่งของโรคอัลไซเมอรไ์ด ้(Baird and Morwenna, 
2009) แต่มีปัญหาที่พบไดคื้อ สารสกัดที่ไดจ้าก Stemona ไม่เสถียร มีโครงสรา้งเปลี่ยนแปลงได้
ง่าย โดยเฉพาะเมื่อพืชเกิดบาดแผลจากการเก็บในธรรมชาติและมีเชือ้โรคเข้าท าลาย (สรญัญา วชั
โรทยั, 2551) 

การชักน าให้เกิดการกลายเป็นวิธีหนึ่งที่ใช้ในการปรับปรุงพันธุ์พืช หากลักษณะที่
เปลี่ยนแปลงไปนัน้คงอยู่และสามารถถ่ายทอดไปยงัลกูหลานรุ่นต่อ ๆ ไปได ้โดยกระบวนการชกัน า
ใหเ้กิดการกลายโดยวิธีการเหนี่ยวน ามีอยู่ 2 วิธีคือ (1) physical mutation ซึ่งประกอบดว้ยหลาย
วิธีเช่น insertional mutagenesis, x-rays และ gamma rays และ (2) chemical mutation เช่น 
di-(2-chroloethyl) sulfide, ethyl methane sulfonate (EMS), ethyl ethane sulfonate (EES) 
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และ colchicine ซึ่งทัง้สองวิธีการนีจ้ะส่งผลใหเ้กิดการเปลี่ยนแปลงทางสรีรวิทยาที่เกิดการกลาย
ในระดบัยีนและท าใหเ้กิดความผิดปกติในโครโมโซม  (Bashir, 2013) 

สารเคมีที่ใชใ้นการก่อกลายที่นิยมใชม้ากที่สดุในการเหนี่ยวน าใหเ้กิดการกลายในพืช คือ 
เอธิลมี เทนซัลโฟเนต (ethyl methane sulfonate, EMS) ซึ่งเป็นสารเคมีในกลุ่ม alkylating มี
ประสิทธิภาพสูงในการเหนี่ยวน าใหเ้กิดกลาย และใชไ้ดผ้ลดีกับพืชหลายชนิดทัง้สภาพในหลอด
ทดลองและนอกหลอดทดลอง และมีผลกระทบต่อความความเปลี่ยนแปลงระดบัยีนของการกลาย
ที่เกิดจากสาร EMS จะก่อให้เกิดการกลายของกลุ่มเบสพิวรีนและไพริมิดีน ซึ่งจะเติมหมู่ alkyl 
ใหแ้ก่เบสท าใหก้ารจบัคู่เบสผิดปกติไป โดยมกัท าใหเ้กิดการเปลี่ยนแปลงแบบ transition คือท าให้
เกิดการเปลี่ยนแปลงที่เบสกวันีนและไทมีน โดยเปลี่ยนใหเ้บส G จบักบั T (ชานนท ์ลาภจิตร และ 
เมิง-เจียว เจิง, 2560) ซึ่งเป็นกรณีที่พบบ่อยในการใชส้ารกลุม่นี ้ ตวัอย่างการใช ้EMS ในการชกัน า
การกลาย เช่น ในมันส าปะหลัง (วิลาวรรณ ทิมทอง, 2562) และในเบญจมาศ (อนันต ์เลิศสุทธิ
ชวาล, 2563) 

การน าเทคนิคเพาะเลีย้งเนือ้เยื่อพืชซึ่งเป็นวิธีที่จะสามารถขยายพันธุไ์ดเ้ป็นจ านวนมาก
ในระยะเวลาอนัสัน้และคณุภาพของพืชที่ไดจ้ะมีความสม ่าเสมอ มาใชร้ว่มกบัการชกัน าใหเ้กิดการ
กลายจะเป็นวิธีที่สามารถช่วยสรา้งพันธุ์ใหม่ ๆ แตกต่างจากลักษณะเดิมในระยะเวลาอันสั้น         
(ศิรญิญา ม่วงสอน และ สมปอง เตชะโต, 2551) เช่น ลกัษณะทางสณัฐาน และความหลากหลาย
พนัธุกรรม เพื่อส่งเสรมิการแปรผนัทางพนัธุกรรมในพืช เป็นการเพิ่มความส าเร็จในการคดัเลือกพืช
ให้ได้ลักษณะตามต้องการ ช่วยให้สามารถปรบัปรุงพันธุ์ได้สะดวกและรวดเร็วยิ่งขึน้ โดยการ
ตรวจสอบการกลายของพืชที่ ได้จากาการชักน าให้เกิดการกลายโดยใช้สาร EMS สามารถ
ตรวจสอบไดจ้ากลกัษณะทางสณัฐานและการใชเ้ทคนิคทางโมเลกลุ  

ดังนั้นงานวิจัยนีจ้ึงมีวัตถุประสงค์เพื่อหาสภาวะที่เหมาะสมต่อการชักน ายอดและราก
ของหนอนตายหยากดอกสัน้ในหลอดทดลอง หาความเขม้ขน้และระยะเวลาที่เหมาะสมในการแช่
สาร EMS ที่ชักน าใหเ้กิดการการกลาย และตรวจสอบผลการกลายจากลกัษณะทางสณัฐานและ
ความแปรปรวนทางพันธุกรรมในหนอนตายหยากดอกสัน้ (S. collinsiae) เพื่อเป็นแนวทางการใช้
ประโยชนใ์นการพฒันาและประยุกตใ์ชก้ารปรบัปรุงพนัธุ์หนอนตายหยากและสมนุไพรไทยชนิดอ่ืน
ต่อไป 
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ความมุ่งหมายของการวิจัย 
ในการวิจยัครัง้นีผู้ว้ิจยัไดต้ัง้ความมุ่งหมายไวด้งันี ้

1)  หาสภาวะที่เหมาะสมส าหรบัการชกัน ายอดและรากของหนอนตายหยากดอกสัน้
ในหลอดทดลอง 

2)  หาความเขม้ขน้และระยะเวลาที่เหมาะสมในการแช่สาร EMS ที่ชกัน าใหเ้กิดการ
การกลายในหนอนตายหยากดอกสัน้  

3)  ตรวจสอบหลงัจากชกัน าใหเ้กิดการกลายจากความแปรปรวนทางพันธุกรรมของ
หนอนตายหยากดอกสัน้ 

ขอบเขตของการวิจัย 
ศึกษาวิธีการที่เหมาะสมในการชักน ายอด โดยน าชิน้ส่วนยอดและตาขา้งหนอนตายห

ยากดอกสัน้มาเลีย้งบนอาหารสังเคราะหส์ูตร BA ที่ความเขม้ขน้ 0, 1, 3, 5 และ 7 มิลลิกรมัต่อ
ลิตร และการชักน ารากบนอาหารสูตร IBA ที่ความเขม้ขน้ 0, 0.5, 1, 1.5 และ 2 มิลลิกรมัต่อลิตร 
เป็นระยะเวลา 2 เดือนในหลอดทดลอง และศึกษาความเข้มข้นของสาร EMS ตั้งแต่ 0, 0.25, 
0.50, 0.75 และ 1.00 เปอรเ์ซ็นต ์ระยะเวลา  60 และ 90 นาที ที่มีผลต่อการชักน าการตายที่ 50 
เปอรเ์ซ็นตเ์พื่อชกัน าการกลายในตน้หนอนตายหยากดอกสัน้ในหลอดทดลอง รวมทัง้ตรวจสอบผล
การกลาย ได้แก่ ลักษณะทางสัณฐานและความแปรปรวนทางพันธุกรรมโดยเครื่องหมาย 
Random Ampified Poiymorphic Rapid (RAPD) และ Start Codon Targeted (SCoT)  

สถานที่ท าการวิจัย  
หอ้งปฏิบติัการเพาะเลีย้งเนือ้เยื่อพืช ตึก 10 ชัน้ 5 และหอ้งปฏิบติัการชีววิทยา ตึก 19 ชัน้ 

11 คณะวิทยาศาสตรม์หาวิทยาลยัศรีนครนิทรว์ิโรฒ 

ระยะเวลาทีศ่ึกษา  
เริ่มท าการวิจยัและศกึษาตัง้แต่เดือนกนัยายน พ.ศ. 2565 ถึงเดือนกุมภาพนัธ ์พ.ศ. 2567 

เป็นระยะเวลา 6 เดือน  
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บทที ่2 
ทบทวนวรรณกรรม 

1. ลักษณะพฤกษศาสตรแ์ละการน าไปใช้ประโยชนข์องหนอนตายหยาก 
Division Embryophyta 

 Subdivision Angiospermae 
  Class  Monocotyledoneae 

   Order  Liliales 
    Family  Stemonaceae 

     Genus  Stemona  
พืชสกุล Stemona หรือหนอนตายหยาก อยู่ในวงศ ์Stemonaceae รากมีลักษณะเด่น

และมีความคล้ายคลึงกันในแต่ละชนิดภายในสกุลเดียวกัน หรือแม้แต่ในพืชสกุลอ่ืนที่พบใน
ทอ้งตลาด มีการน ารากของพืชชนิดอ่ืนที่มีลกัษณะคลา้ยกบัรากของหนอนตายหยากมาขาย แลว้
เรียกชื่อเป็นหนอนตายหยาก เช่น รากสามสิบ (Asparagas recemosus Willd.) ในสกุลหนอน
ตายหยากจึงไดม้ีการใชล้ักษณะของดอก ที่มีความแตกต่างอย่างเห็นได้ชัดน ามาใชจ้ัดจ าแนก
หนอนตายหยากแต่ละชนิด (ภาพประกอบที่ 1) หนอนตายหยากเป็นพืชใบเลีย้งเด่ียว มีลกัษณะ
เป็นไมเ้ถาเนือ้แข็ง ใบเด่ียวรูปหัวใจ ปลายแหลม เสน้ใบตามตามยาวมีหลายเสน้เห็นชัดเจนใน
แนวขนานกบัขอบใบ ระหว่างเสน้ใบจะมีเสน้ใบย่อยออกตามแนวขวางกลีบดอก มีสีขาว ขา้งในสี
ม่วงแดง ฝักเล็กปลายแหลมสีน ้าตาล ล าต้นใต้ดินมีรากเป็นพวงสีขาวรูปกระสวย (เต็ม สมิติ
นันทน์, 2523; นันทวัน บุณยะประภัศร และ อรนุช โชคชัยเจริญพร, 2543; พยอม ตันติวัฒน์, 
2521) (ภาพประกอบที่ 2)  
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ภาพประกอบ 1 ลกัษณะดอกของหนอนตายหยากชนิดต่าง ๆ 

ที่มา: สรญัญา วชัโรทยั (2551) 

 

  
 

 

 

 

 

 

 

ภาพประกอบ 2 ลกัษณะทางพฤกษศาสตรข์องหนอนตายหยาก  

(ก) ล าตน้และราก (ข) ใบ และ (ค) ดอก 

ที่มา: นนัทวนั บณุยะประภศัร และ อรนชุ โชคชยัเจรญิพร (2543) 

สกุลหนอนตายหยาก (Stemona) มีการกระจายพนัธุอ์ยู่ในแถบเอเชียตะวนัออกเฉียงใต ้
มีจ านวน 25 ชนิด ในประเทศไทยที่ส  ารวจพบมีจ านวน 14 ชนิด (Bob and Chayamarit, 2011; 
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Inthachub, 2008) ส  าหรบัประเทศไทยพบหนอนตายหยากไดท้ั่วทุกภาคและมีชื่อเรียกแตกต่างกนั
ตามทอ้งถิ่น (ตารางที่ 1)  

ตาราง 1 ชนิดของพืชในสกลุ Stemona ที่พบในประเทศไทย 

ชนิด ชื่อท้องถ่ิน จังหวัดทีพ่บ 
S. aphylly Craib เครือปงุ แพร,่ ล  าปาง 
S. asperula J.J.Sm ไม่มีรายงานชื่อไทย ไม่ระบจุงัหวดั 
S. burkillii Prain. ปงมดง่าม เชียงใหม่ 

S. collinsiae Craib หนอนตายหยากดอกสัน้ 
เชียงใหม่ และจงัหวดัในภาค
กลาง 

S. curtisii Hook. f. รากลิง พทัลงุ จนัทบรุี 
S. griffithiana Kurz. ไม่มีรายงานชื่อไทย แพร ่
S. kerrii Craib เครือปงุขน เชียงใหม่ 
S. hutanguriana W.sp.nov. ไม่มีรายงานชื่อไทย อบุลราชธานี 
S. phyllantha Gagnep. สามสิบกีบ เพชรบรุี ภเูก็ต 

S. tuberosa Lour.  หนอนตายหยากเล็ก 
แม่ฮ่องสอน นครสวรรค ์ 
ประจวบคีรีขนัธ ์

S. cochichinensis Gagnep. สามสิบกีบ สลอดเชียงค า ภาคเหนือและภาคอีสาน 

 
พืชในสกุล Stemona มีสรรพคุณที่น ามาใชป้ระโยชนใ์นทางพฤษศาสตรเ์ป็นสารก าจัด

แมลงศตัรูพืชจากธรรมชาติและใชร้กัษาบรรเทาอาการโรคต่าง ๆ ไดอ้ย่างหลากหลาย ดงัตวัอย่าง
พืชในสกลุ Stemona 4 ชนิดต่อไปนี ้

1.1 รากลิง (S. curtisii Hook. f.)  
1.1.1 ลกัษณะพฤกษศาสตร ์

ตน้เป็นไม้ล้มลุก ล าต้นเลือ้ยพันได้ถึง 5 เมตร รากออกเป็นกระจุกยาว 10-60 
เซนติเมตร ขนาดเสน้ผ่านศนูยก์ลาง 1-1.5 เซนติเมตร ใบเดี่ยวแบบเรียงสลบั ดอกออกตามซอกใบ 
ก้านใบยาว 4-12 เซนติเมตร ช่อดอกออกตามซอกใบมี 1 ถึงหลายดอก ก้านช่อดอกยาว 1-11 
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เซนติเมตร ดอกมีกลีบรวม 4 กลีบ เกสรเพศผู ้4 อนั สีน า้ตาลแดง ส่วนปลายสีเหลือง รงัไข่เหนือวง
กลีบ มี 5 - 11 เมล็ด (นิจศิร ิเรืองรงัสี, 2547) 

1.1.2   สรรพคณุในการน าไปใช ้
ควบคุมทั้งแมลงและเชื ้อโรคศัตรูพืช และมีรายงานการน าสารสกัดจาก S. 

curtisii มาใช้ยับยั้งเชือ้รา Collectotrichhum musae บนอาหาร Potato Dextrose Agar (PDA) 
พบว่าที่ความเขม้ขน้ 800 มิลลิกรมัต่อลิตร สามารถควบคุมการเจริญของเชือ้ได ้100 เปอรเ์ซ็นต ์
(นิติยา สขุวรรณา และ สภุาพร ภสัสร, 2559) 

1.2 ปงมดง่าม (S. burkillii Prain.) 
1.2.1 ลกัษณะพฤกษศาสตร ์

ตน้เป็นไมเ้ถาลม้ลกุ ล าตน้เลือ้ยพนัไดย้าวประมาณ 1 เมตร รากออกเป็นกระจุก
ยาว 10-30 เซนติเมตร ใบเด่ียวเรียงสลับแบบรูปไข่กวา้ง 5-11 เซนติเมตร ยาว 9-17 เซนติเมตร 
ปลายใบแหลมโคนรูปหัวใจ กา้นใบยาว 4-17 เซนติเมตร ดอกออกเป็นช่อมี 1-4 ดอก ออกที่ซอก
ใบ กลีบรวม 4 กลีบ สีขมพหูรือสีชมพแูกมเหลือง เกสรเพศผู ้4 อนัสีชมพ ูรงัไข่รูปคนโทขนาดเล็ก มี 
3-5 เมล็ด (เต็ม สมิตินนัทน,์ 2523; สง่ศรี พิพิธกลุ, 2551) 

1.2.2 สรรพคณุในการน าไปใช ้
รากสด บดละเอียดใชฆ้่าแมลง 

1.3 หนอนตายหยากดอกส้ัน (S. collinsiae Craib)  

1.3.1 ลกัษณะพฤกษศาสตร ์
เป็นพืชลม้ลุกที่มีอายุหลายปี ลกัษณะล าตน้ตัง้ตรงสงู 20-40 เซนติเมตร แตกกิ่ง

กา้นจ านวนมาก  มีรากใตดิ้นจ านวนมากยาว 10-30 เซนติเมตร ใบเป็นใบเด่ียวเรียงแบบสลับรูป
หัวใจ ยาว 9-15 เซนติเมตร กวา้ง 6-10 เซนติเมตรปลายใบแหลม ขอบใบเรียบ ผิวใบเกลีย้งทั้ง
ด้านบนและล่าง เส้นใบมี 10-15 เส้นขนานกัน ดอกช่อออกที่ซอกใบ ก้านดอกย่อยยาว 2-3 
เซนติเมตร กลีบรวมมี 4 กลีบ สีเหลืองแกมชมพู ขนาดไม่เท่ากันเรียง 2 ชั้น เกสรเพศผู้มี 4 อัน 
ขนาดเท่ากนั เกสรเพศเมียมีรงัไข่เหนือวงกลีบ  ผลค่อนขา้งแข็งสีน า้ตาลขนาดเล็ก พบตามป่าดิบ
แลง้ เมื่อถึงฤดูแลง้ตน้เหนือดินจะโทรมหมดเหลือแต่รากใตดิ้น เมื่อเขา้สู่ฤดูฝนใหม่ใบจึงจะงอก
ออกมาพรอ้มทัง้ออกดอก ลกัษณะส าคญัคือพบว่ารากมีพิษ รบัประทานเขา้ไปท าใหม้ึนเมาและถึง
ตายได ้(ภาพประกอบที่ 3) (นนัทวนั บณุยะประภศัร และ อรนชุ โชคชยัเจริญพร, 2543; พยอม ตนั
ติวฒันน,์ 2521; สง่ศรี พิพิธกลุ, 2551) 
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1.3.2 สรรพคณุในการน าไปใชป้ระโยชน ์ 
1.3.2.1 รากต าผสมน ้าฆ่าแมลงหนอนและศัตรูพืชหรือใช้รากประมาณ 1 

กิโลกรมั ต าละเอียดแลว้แช่ในน า้มนัมะพรา้วหรือน า้ 1 ป๊ีบ ทิง้ไว ้1 คืน น าน า้หมกัมาฉีดพ่นเพื่อฆ่า
แมลงและหนอนต่าง ๆ ไดดี้  

1.3.2.2 รากตม้น า้ด่ืม ถ่ายพยาธิตัวจี๊ด น ารากผสมกับหวายนาและชะอม 
ตม้น า้ด่ืมจะถ่ายพยาธิตวัจี๊ด และคัน้น า้พอกแกห้ิดเหา หรือน ารากมาโขลกบีบเอาน า้หยอดแผลววั
ควายซึ่งมีหนอนไช หนอนจะตายหมด 

1.3.2.3 รากปรุงยารับประทาน แก้โรคผิวหนังผื่นคันน ้าเหลืองเสีย หัว
ริดสีดวงใหฝ่้อแหง้ไป พอกทาแก้โรคผิวหนัง ฆ่าหิดเหา ฆ่าเชือ้พยาธิภายในมะเร็งตับ (สุดารตัน ์
หอมหวล, 2553) 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพประกอบ 3 ตน้หนอนตายหยากชนิด S. collinsiae Craib  

ที่มา: Bob and Chayamarit, (2011) 

1.4 หนอนตายหยากเล็ก (S. tuberosa Lour.) 
  1.4.1 ลกัษณะพฤกษศาสตร ์

  ล  าตน้เป็นไมเ้ถาเลือ้ยลม้ลุก มีรากออกเป็นพวงหลายสิบราก ลกัษณะเป็นรูป
กระสวยออกเป็นกระจุกคลา้ยรากกระชาย ยาวไดถ้ึง 10-30 เซนติเมตร ใบเป็นใบเด่ียว ดอกเป็น
ดอกเด่ียวออกที่ซอกใบ กลีบดอก 4 กลีบ เกสรเพศผูม้ี 4 อัน อับเรณูสีแดง เกสรเพศเมียมีรงัไข่
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เหนือวงกลีบ ผลเป็นผลแห้งแตกได ้พบขึน้ใตร้่มเงาในป่าเบญจพรรณและป่าดิบแลง้ทั่วไป บน
พื ้นที่ ใกล้ระดับน ้าทะเลจนถึงระดับสูงประมาณ 1,200 เมตร ออกดอกราวเดือนมีนาคมถึง
พฤษภาคม (วาสนา สอนเพ็ง, สภาณี พิมพส์มาน, และ ฉันทนา อารมณดี์, 2552; ส่งศรี พิพิธกุล, 
2551) 

1.4.2 สรรพคณุในการน าไปใชป้ระโยชน ์ 
รกัษาริดสีดวงทวารหนกั รากแหง้ใชเ้ป็นยาแกไ้อ ขบัเสมหะ รกัษาวณัโรค แกโ้รค

ผิวหนงั ยาขบัเบ่ือพยาธิ และรากสดใชร้กัษาพยาธิจี๊ด หิด เหา แกป้วดฟัน 
พืชที่ใช้ส  าหรบัการวิจัยคือหนอนตายหยากดอกสั้น (S. collinsiae Craib) เนื่องจากมี

สรรพคณุในการน ามาใชป้ระโยชนใ์นทางพฤกษศาสตรพ์ืน้บา้นและจ าหน่ายในทอ้งตลาด ใชเ้ป็น
สารก าจัดแมลงศัตรูพืชจากธรรมชาติและใช้รักษาบรรเทาอาการโรคต่าง ๆ เช่น โรคผิวหนัง 
น า้เหลืองเสีย ผื่นคันตามร่างกาย ฆ่าเชือ้โรค มะเร็งตับ ลดระดับน ้าตาลส าหรบัโรคเบาหวาน 
รวมทัง้โรคริดสีดวง ปวดฟัน ปวดเมื่อย นอกจากนีใ้นประเทศจีนมีการน ารากสะสมอาหารที่มีการ
แตกออกเป็นเหงา้เป็นกระจุกของหนอนตายหยากมาใชร้กัษาอาการไอและวณัโรค (antitussive) 
โดยใชร้ว่มกบัสมนุไพรชนิดอ่ืน ๆ ในประเทศไทยมีรายงานว่ามีการใชร้ากหนอนตายหยากดอกสัน้ 
(S. collinsiae Craib) เป็นสารก าจดัแมลง ยาทาภายนอกส าหรบัแผลที่เกิดจากหนอนหรือตวัอ่อน
ของแมลงบางชนิด ท ายาตม้รบัประทานแกโ้รคผื่นคันหรือใชร้ากสดทุบใส่ไหปลารา้ทิง้ไวข้า้มคืน
เพื่อฆ่าหนอน (Burkill, 1935; วีรพล จันทรส์วรรค,์ สถาพร จิตตปาลพงศ์, และ นงนุช จันทรราช, 
2536) ใชร้ากแห้งของหนอนตายหยากตม้กับน า้ด่ืมเพื่อแก้ไอและขับเสมหะ นอกจากนีย้ับพบ
สารพฤกษเคมีที่เป็นองคป์ระกอบที่มีความส าคญัต่อการน าไปใชป้ระโยชนไ์ด ้

2. สารส าคัญในหนอนตายหยาก 
สารส าคัญในหนอนตายหยากพบว่าอยู่ในลุ่ม polycyclic alkaloids ที่มี โครงสร้าง

ซบัซอ้น อลัคาลอยด ์(alkaloids) เป็นสารอินทรียท์ี่เป็นด่าง และมีไนโตรเจนเป็นสว่นประกอบ มีรส
ขม ไม่ละลายน า้ แต่ละลายไดดี้ในตัวท าละลายอินทรีย ์(organic solvent) เป็นสารที่พบมากใน
พืชสมุนไพร แต่ปริมาณสารจะต่างกันไปตามฤดูกาล อัลคาลอยดม์ีประโยชนอ์ย่างมากในการ
รกัษาโรคต่าง ๆ เช่น ใชเ้ป็นยาระงบัความปวด ยาชาเฉพาะที่ แกห้อบหืด ยารกัษาแผลในกระเพาะ
และล าไส ้ยาลดความดนั นอกจากประโยชนใ์นการรกัษาแลว้ อลัคาลอยดจ์ านวนไม่นอ้ยที่เป็นพิษ
ต่อร่างกาย ใชเ้ป็นยาพิษและใชใ้นการล่าสตัว์ (สาโรช เจริญศกัดิ์, กาญจนา ชินส าราญ, และ ดวง
สรุีย ์แสนสีระ, 2560) 
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อัลคาลอยด์แบ่งได้เป็น 6 กลุ่ม คือ stenine, stemoamide, tuberostemospironine, 
stemonamine, tuberostemonamide (Kaltenegger et al., 2003; Pilli, 2000) (ภาพประกอบที่ 
4) และกลุม่อื่น ๆ (ตารางที่ 2)  

2.1.1 stenine alkaloids สารส าคญัในกลุม่นีไ้ดแ้ก่ stenine, tuberostemonine, 
tuberstemonine A, tuberostemonol, tuberostemospironine, bisdehydroneo 
tuberostemospironine, neotuberostemonine และ oxotuberostemospironine 

2.1.2 stemoamide alkaloids สารส าคญัในกลุม่นีไ้ดแ้ก่ stemoamide, stemonine, 
neostemonine, bisdehydroneostemonine, protostemonine, didehydroprotostemonine, 
isoprotostemonine, tuberostemonamide, stemoninine และ neostemodiol 

2.1.3 tuberostemospirnonine alkaloids สารส าคญัในกลุม่นีไ้ดแ้ก่ 
tuberostemospironine croomine, stemospironine, stemotinine, isostemtinine, 
stemonidine และ didehydrocroomine 

2.1.4 stemonamine alkaloids มีโครงสรา้งหลกัเป็น pyrrolo [1,2-a] azepine และ
pyrido [1,2-a] azepine สารส าคญัในกลุม่นีไ้ดแ้ก่ stemonamine, isostemonamine, 
stemonamide, isostemonamide, maistemonine และ oxymaistemonine 

2.1.5 parvistemoline alkaloids สารส าคญัไดแ้ก่ parvistemoline, 
parvistemonine และ didehydroparvistemonine 

2.1.6 กลุม่อื่น ๆ ไดแ้ก่ stemofoline, oxystemofoline, methoxymofoline, 
parvistemoninine และ parvistemonamide 

 
 
  

  
 
 
 
 
 

 ภาพประกอบ 4 Stemona alkaloid groups.  

ที่มา: Kaltenegger et al. (2003) 
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ตาราง 2 Stemona alkaloids ในพืชสกลุหนอนตายหยากบางชนิด 

Stemona species Stemona alkaloids 

S. tuberosa stemofoline 

 tuberostemonol 

 didehydrotuberostemonine 

 bisdehydrotuberostemonine 

 1′,2′-didehydrostemofoline 

 tuberodtemonone 

S. japonica stemonine 

 neostemonine 

S. sessilifolia tuberostemonine 

 stemoninine 

 protostemotinine 

S. mairei protostemonine 

S. collinsiae 1′,2′-didehydrostemofoline 

 stemofoline 

 16,17-didehydro-16(E)-stemofoline 

  
สารสกัดจากราก Stemona มีสารออกฤทธิ์ซึ่งเป็นสารทุติยภูมิในกลุ่มอลัคาลอยดท่ี์

เรียกว่า Stemona alkaloids โดยสารเหลา่นีม้ีประสิทธิภาพในการก าจดัแมลงศตัรูพืชและจุลินทรีย์
ที่เป็นสาเหตุของโรคพืชไดห้ลายชนิด เช่น หนอนกัดกินใบ และเพลีย้อ่อน รวมทั้งก าจัดลูกน า้ยุง 
(Burikam, Jiwajinda, Wongmaneeroj, and Homhaul, 2005; Pilli and de, 2000; มณฑา วงศ์
มณีโรจน ์และคณะ, 2548) ซึ่งเป็นอีกทางเลือกหนึ่งส าหรบัเกษตรกรในการก าจดัศัตรูพืชทดแทน
การใชส้ารเคมีสังเคราะห ์จากการศึกษาตัวอย่างหนอนตายหยากที่เก็บไดจ้ากแหล่งต่าง ๆ มา

ตรวจวิเคราะห์พบว่ามีสาร stemofoline และ 1′,2′-didehydrostemofoline (ภาพประกอบที่ 5) 

ซึ่งพบปริมาณสารนีม้ากในหนอนตายหยาก โดยเฉพาะในหนอนตายหยากชนิด S. collinsiae 

Craib  นอกจากนี ้ยังพบสาร 1′,2′-didehydrostemofoline และสาร stemofoline ในรากของ
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หนอนตายหยากเป็นสารที่น่าสนใจและมีความส าคัญทางการแพทย์ (Sastraruji, Chaiyong, 
Jatisatienr, Pyne, and Ung, 2011) โดยพบสารทัง้สองชนิดนีม้ีฤทธิ์ปอ้งกนัการเกิดโรคอลัไซเมอร ์
โดยมีคุณสมบัติยับยั้งการท างานของเอนไซม์ acetylcholinesterase ซึ่งเป็นสาเหตุส  าคัญของ
โรคอลัไซเมอร ์(Baird and Morwenna, 2009)  

 
 

                

 

   

 

  S = stemofoline                              DS = 1′,2′-didehydrostemofoline 

ภาพประกอบ 5 โครงสรา้งทางเคมีของสารออกฤทธิ์ท่ีตรวจพบในตน้หนอนตายหยาก 

ที่มา: Kaltenegger et al. (2003) 

สารสกัดที่ ได้จาก Stemona พบว่าไม่ เสถียร มีโครงสร้างเปลี่ยนแปลงได้ง่าย 
โดยเฉพาะเมื่อพืชเกิดบาดแผลจากการเก็บในธรรมชาติและมีเชือ้โรคเขา้ท าลาย เช่น เชือ้รา แมแ้ต่
สารอัลคาลอยดท่ี์เป็นสารบริสุทธิ์ท่ีแยกไดจ้าก Stemona เมื่อเก็บไวช้ั่วขณะหนึ่งในรูปผลึก เมื่อ
น ามาวิเคราะหซ์  า้ดว้ยเทคนิค thin layer chromatography ผลที่ไดพ้บว่าเกิดเป็นสารอ่ืนเพิ่มขึน้
จากเดิม ปัญหาดังกล่าวจึงมีความส าคัญในแง่การน าสารสกัดจาก Stemona มาใช้ในระดับ
อตุสาหกรรม (สรญัญา วชัโรทยั, 2551)  

3. การปรับปรุงพันธุพ์ืชโดยการก่อกลายพันธุ ์
การกลายคือการเปลี่ยนแปลงลักษณะทางพันธุกรรมของสิ่งมีชีวิต เกิดจากการ

เปลี่ยนแปลงของยีนจากสภาพหนึ่งไปอีกสภาพหนึ่งหรือการเปลี่ยนแปลงของโครโมโซมในลกัษณะ

ต่าง ๆ (สิรนุช ลามศรีจันทร, 2540) และยังสามารถถ่ายทอดการเปลี่ยนแปลงไปยังเซลลล์ูกได้

ดว้ยกระบวนการแบ่งเซลล ์การกลายมี 2 ระดับคือการกลายระดับยีน เป็นการเปลี่ยนแปลงที่
เกิดขึน้ภายในยีน เป็นการสญูหายหรือเพิ่มเขา้มาของสว่นของยีน หรือเกิดการเปลี่ยนแปลงในสว่น
โครงสรา้งของยีน และการกลายระดบัโครโมโซมเป็นการเปลี่ยนแปลงที่เกิดในโครงสรา้งโครโมโซม 
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อาจเกิดจากการขาดหายไปของส่วนโครโมโซม ท าใหย้ีนจ านวนหนึ่งขาดหายไปหรือเกิดจากการที่
ส่วนของโครโมโซมเพิ่มมากกว่าปกติ หรือเกิดการเปลี่ยนแปลงจ านวนโครโมโซม ส่งผลต่อการ
เปลี่ยนแปลงโครงสรา้งสารพันธุกรรมของสิ่งมีชีวิต อาจมีผลท าใหเ้กิดการเปลี่ยนแปลงลกัษณะ
ของสิ่งมีชีวิตที่เป็นลักษณะใหม่  ๆ แตกต่างจากลักษณะเดิม ซึ่งเป็นตัวการส าคัญที่ท าให้เกิด
วิวัฒนาการของสิ่งมีชีวิต มีประโยชน์ในการช่วยเพิ่มความแปรปรวนในพืช เป็นการเพิ่ม
ความส าเร็จในการคดัเลือกพืชใหไ้ดล้กัษณะตามที่ตอ้งการ การกลายที่เกิดขึน้ในพืชแบ่งออกเป็น 
2 ลกัษณะ คือ 

3.1 การกลายทีเ่กิดขึน้เองตามธรรมชาติ (spontaneous mutation) 

มีบทบาทต่อการเปลี่ยนแปลงของสิ่งมีชีวิต พืชที่ เกิดการเปลี่ยนแปลงเป็นเวลา
ยาวนานเช่นเดียวกับสิ่ งมีชีวิต อ่ืน ๆ เป็นปัจจัยหลักที่ ช่วยให้พืชสามารถปรับตัวเข้ากับ
สภาพแวดลอ้มที่เปลี่ยนแปลงตลอดเวลาไดคื้อ ความแปรปรวนทางพนัธุกรรมที่เกิดขึน้และสะสม
อยู่ในพืช พืชไดร้บัความแปรปรวนทางพันธุกรรมส่วนหนึ่งมาจากการกลายตามธรรมชาติ และ
สามารถมีโอกาสกลายไดต้ลอดเวลา ไดทุ้กเซลลแ์ละทุกระยะของการเจรญิเติบโต (อรุณี วงศปิ์ยะ

สถิต, 2554) นอกจากนีพ้ืชยังไดร้บัความแปรปรวนทางพันธุกรรมเพิ่มมาจากการอพยพของพืช

ชนิดใหม่เขา้มาในกลุ่มของประชากรเดิม หรือการผสมพันธุ์ระหว่างพืชที่กลายท าใหเ้กิดลกัษณะ
ใหม่ ๆ ขึน้มาจากการรวมกนัของยีนที่ต่างชนิดกนั ความแปรปรวนทางพนัธุกรรมและการสะสมอยู่
ในประชากรของพืชมีประโยชนอ์ย่างมากต่อวิธีที่ใชใ้นการปรบัปรุงพันธุ์เพื่อสรา้งพืชพันธุ์ใหม่ที่มี
คณุลกัษณะตามตอ้งการ  

3.2 การกลายทีเ่กิดจากการชักน า (induced mutation)  

การกลายโดยการชกัน า เป็นการกลายที่เกิดขึน้จากการกระท าของมนุษยซ์ึ่งมีอัตรา
การการกลายสูงกว่าการกลายตามธรรมชาติ สิ่งที่ ใช้ในการชักน าเรียกว่า สิ่งก่อการกลาย 
(mutagen) ซึ่งมี 2 ประเภท  

3.2.1 สิ่งก่อกลายทางกายภาพ (physical mutagen) ไดแ้ก่ รงัสีต่าง ๆ ซึ่งแบ่งตาม
ความสามารถในการท าใหต้วักลางแตกตวัเป็นไอออน ไดเ้ป็น 2 ประเภท คือ 

3.2.1.1 รังสีไม่ก่อให้เกิดไอออน (non-ionizing radiation) หมายถึง รังสีที่มี
พลังงานต ่า เมื่อผ่านเข้าไปในตัวกลางใด  ๆ จะไม่สามารถท าให้ตัวกลางนั้นแตกเป็นไอออน 
เนื่องจากมีพลังงานไม่มากพอที่จะผลักอิเล็กตรอนให้หลุดออกจากอะตอมได ้รงัสีประเภทนีม้ี
พลงังานอยู่ในช่วง 10-2 – 102 eV เช่น รงัสีอลัตราไวโอเลต (ultraviolet, UV) อินฟราเรด (infrared) 
และแสงสว่าง (visible light) (อรุณี ม่วงแกว้งาม, 2561) 
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3.2.1.2  รงัสีที่ก่อใหเ้กิดไอออน (ionizing radiation) หมายถึงรงัสีที่มีพลงังานสงู
โดยรงัสีชนิดนีเ้มื่อผ่านเขา้ไปในตัวกลางใด ๆ ส่งผลใหอ้ะตอมของตัวกลางเกิดการแตกตัวเป็น
ไอออน โดยที่พลงังานจากรงัสีจะผลกัใหอิ้เล็กตรอนในอะตอมตวักลางหลดุออก เกิดเป็นคู่ไอออน 
สองชนิด คือ อิเล็กตรอนอิสระที่มีประจุลบ และไอออนบวกที่มีอะตอมขาดอิเล็กตรอน เช่น รงัสี
เอ็กซ ์(X-rays) รงัสีแกมมา (gamma rays) อนุภาคแอลฟา (alpha particle) อนุภาคบีตา (beta 
particle) (อรุณี ม่วงแกว้งาม, 2561) 

รงัสีที่ไดผ้ลดีสามารถน ามาใชป้ระโยชนใ์นการเหนี่ยวน าพืชใหเ้กิดการกลาย คือ รงัสี
ไอออน ไดแ้ก่ รงัสีเอ็กซ ์รงัสีแกมมา รงัสีนิวตรอน และไอออนบีม 

3.2.2 สิ่งก่อกลายทางเคมี (chemical mutagen) แบ่งเป็น 4 กลุม่ คือ 
3.2.2.1 แอลคิเลติงเอเจนต ์(alkylating agent) เป็นกลุม่ส าคญัที่สดุในการชกัน า

ใหพ้ืชเกิดการกลาย สารเคมีในกลุ่มนีม้ีหมู่แอลคิล 1 หมู่หรือมากกว่า ซึ่งไวต่อการท าปฏิกริยากับ
โมเลกุลดีเอ็นเอ โดยจะเขา้ท าปฏิกริยากับดีเอ็นเอที่เบสพิวรีนและเบสไพริมิดีน เกิดเป็นปฏิกริยา
แอลคิเลชันซึ่งจะเกิดมากที่สุดบริเวณ  N-7 ของเบสกัวนีน  โดยสารเคมีที่ จัดอยู่ ในกลุ่มนี ้
ป ร ะ ก อ บ ด้ ว ย  ethyl methanesulfonate (EMS), methyl methanesulfonate (MMS), ethyl 
ethanesulfonate (EES), diethyl sulfate (dES) และ dimethyl sulfate (dMS) สามารถชกัน าการ
กลายในพืชได ้(ไพศาล เหลา่สวุรรณ และ ปิยะดา ทิพยผ่อง, 2550) 

3.2.2.2 เบสแอนาลอก (base analogue) เป็นกลุ่มของสารเคมีและโครงสรา้ง
คลา้ยคลึงกบัเบสต่าง ๆ ของดีเอ็นเอ ดงันัน้เบสแอนาลอกจึงเขา้ไปแทนที่เบสจรงิในดีเอ็นเอได ้และ
ยงัสามารถท าหนา้ที่เป็นแม่แบบของการจ าลองดีเอ็นเอ ตวัอย่างของเบสแอนาลอก เช่น 5-bromo-
uracil (BU) และ 5-bromo-deoxy uridine (BUdR) (ไพศาล เหล่าสวุรรณ และ ปิยะดา ทิพยผ่อง, 
2550) 

3.2.2.3 แอน ติ ไบ โอ ติก  (antibiotic) เป็ น สารปฏิ ชี วนะ  ยกตั วอย่ าง เช่ น 
azaserine, mitomycin C, streptonigrin และ actinomycin D สามารถชักน าให้โครโมโซมเกิด
การแตกหกั (ไพศาล เหลา่สวุรรณ และ ปิยะดา ทิพยผ่อง, 2550) 

3.2.2.4 อ่ืน ๆ ที่นอกจาก 3 กลุม่ดงักลา่วซึ่งไม่จดัเขา้ในกลุม่ใด ไดแ้ก่  
1)  อะคริดีน (acridine) สารที่จัดอยู่ในกลุ่มนีไ้ดแ้ก่ proflavine, acriflavine, 

acridine orange, ICR-170, ethydium bromide (EB) และ  9-aminoacridine มี สมบั ติ ท า ให้
โครโมโซมแตกหกั โดยท าใหเ้บสในดีเอ็นเอเกิดการขาดหายหรือเพิ่มขึน้มา ส่งผลใหเ้กิดการกลาย
แบบเฟรมชิพท ์(frameshift mutation)  
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2)  เอไซด ์(azide) จัดอยู่ในรูปของโซเดียมเอไซด ์(sodium azide : NaN3 ) 
หรือโปแทสเซียมเอไซด์ (potassium azide : KN3 ) มีคุณสมบัติในการชักน าใหเ้กิดการกลายใน
ระดับยีนและใชไ้ดอ้ย่างปลอดภัยเพราะไม่มีสมบติัเป็นสารก่อมะเร็ง รวมทัง้ราคาถูก แต่พบว่าใช้
ไดผ้ลดีกับพืชบางชนิดเท่านัน้ เช่น ขา้วบารเ์ลย ์และถั่วเขียว โดยจากการศึกษาพบว่าเกิดรูปแบบ
การกลายโดยการแทนที่เบส (base substitution)  

3)  ไฮดรอกซิลามีน (hydroxylamine, NH2OH) มีคุณสมบติัท าใหโ้ครโมโซม
เกิดการเปลี่ยนแปลง โดยเกิดจากไฮดรอกซิลามีนเขา้จะท าปฏิกรยิากบัเบสไซโทซีนและกวันีนภาย
ในดีเอ็นเอ 

4)  กรดไนตรสั (nitrous acid, HNO2) จะเกิดการเคลื่อนยา้ยหมู่อะมิโนจาก
เบสไพริมิดีนและพิวรีน ส่งผลใหเ้กิดการจับคู่ของเบสผิดปกติ นอกจากนีพ้บว่าสามารถชักน าให้
เกิดการกลายไดดี้กบัไวรสัและจลุินทรีย ์(อารกัษ ์ธีรอ าพน, 2557) 

3.3 ผลการกลายทีส่่งผลต่อพันธุกรรมพืช  
การเปลี่ยนแปลงของสารพนัธุกรรมที่เกิดขึน้กบัโมเลกุลของดีเอนเอ ซึ่งไม่ไดเ้กิดจาก

การรวมตัว (recombination) หรือการแยกตัว (segregation) ของสารพันธุกรรมตามปกติและ
สามารถถ่ายทอดลักษณะการเปลี่ยนแปลงนั้นจากเซลลท์ี่เกิดการเปลี่ยนแปลงไปยังเซลลล์ูกได้

ดว้ยกระบวนการแบ่งเซลล ์(วรวฒุิ จฬุาลกัษณานกุลู, 2554) การกลายแบ่งไดเ้ป็น 2 ระดบัคือ 

3.3.1 ก า รก ล าย ระ ดั บ ยี น  (gene mutation ห รื อ  point mutation) เป็ น ก า ร
เปลี่ยนแปลงที่เกิดขึน้ภายในยีน เก่ียวขอ้งกับการสูญหายไปหรือเพิ่มเขา้มาของส่วนของยีนหรือ
การเปลี่ยนแปลงโครงสรา้งภายในยีน การเปลี่ยนแปลงของยีนแบ่งตามลกัษณะการเกิดได้ 2 ชนิด 
คือ 

3.3.1.1  การกลายแบบเฟรมชิพท์ (frameshift mutation) รูปแบบการกลายที่
เกิดเนื่องจากการเพิ่มหรือหลุดของเบสจากดีเอ็นเอของพืช พบว่าล าดับของเบสบน mRNA 
เปลี่ยนแปลงโดยเบสมีการเพิ่มหรือหลดุเพียง 1 เบส ก็สามารถท าใหก้ารอ่านรหสัพนัธุกรรมทีละ 3 
เบส (triplet code) เปลี่ยนแปลงได ้ส่งผลใหล้  าดบัของกรดอะมิโนเปลี่ยนแปลงไป (ประดิษฐ์ พงศ์
ทองค า, สุรินทร ์ปิยะโชคณากุล, และ สมศักดิ์ อภิสิทธิวาณิช, 2554) ท าใหโ้ปรตีนที่สรา้งขึน้มา
จากยีนไม่สามารถท างานไดเ้หมือนเดิมหรือมีประสิทธิภาพไม่เหมือนเดิม หรือท างานไม่ไดเ้ลย  

3.3.1.2   การกลายเนื่องจากการเขา้แทนที่ของคู่เบส (base substitution) คือ 
การ เปลี่ยนแปลงในสารพันธุกรรมเนื่องจากการเขา้แทนที่ของคู่เบส การกลายแบบนีเ้กิดขึน้ได้ 2 
ลกัษณะ คือ  
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1)  ทรานซิชัน (transition) เป็นการแทนที่ของคู่เบสในกลุ่มเดียวกัน เช่น 
เบสอะดินีน (adenine, A) ซึ่งเป็นเบสในกลุ่มพิวรีน (purine) เขา้แทนที่เบสกัวนีน (guanine, G) 
ซึ่งเป็นเบสกลุ่มพิวรีนเช่นเดียวกัน หรือเบสไซโตซีน (cytosine, C) เขา้แทนที่เบสไทมีน (thymine, 
T) ซึ่งทัง้สองต่างเป็นกลุม่เบสไพรมิิดีน (pyrimidine) 

2)  ทรานสเวอรช์นั (transversion) เป็นการเปลี่ยนแปลงแบบสลบัคู่ของเบส 
คือ เบสพิวรีน (A หรือ G) เขา้ไปแทนที่เบสไพรมิิดีน (C หรือ T) หรือในทางตรงขา้มเบสไพรมิิดีน (C 
หรือ T) เขา้ไปแทนที่เบสพิวรีน (A หรือ G)  

การเปลี่ยนแปลงที่เกิดจากการแทนที่คู่เบสใดคู่เบสหนึ่ง ท า ให้เกิดการสรา้ง
กรดอะมิโนตัวอ่ืนขึน้แทนที่โดยสรา้งกรดอะมิโนตัวใหม่ที่ต่างไปจากเดิม เกิดเป็นโปรตีนตัวใหม่ที่
อาจท าหน้าที่ไม่เหมือนเดิม หรือมีประสิทธิภาพในการท างานน้อยกว่าเดิม หรือไม่สามารถท า
หนา้ที่ใด ๆ ไดเ้ลย การกลายเนื่องจากการเขา้แทนที่คู่เบสเป็นการเปลี่ยนแปลงเฉพาะเบสตวัใดตวั
หนึ่ง จึงมีชื่อเรียกอีกอย่างหนึ่งว่า การกลายเฉพาะจุด (point mutation) (วรวฒุิ จฬุาลกัษณานุกลู, 
2554) 

3.3.2 การกลายระดบัโครโมโซม (chromosome mutation) การกลายของโครโมโซม
เป็นการเปลี่ยนแปลงที่เกิดในโครงสรา้งหรือจ านวนโครโมโซม ซึ่งเก่ียวขอ้งกับยีนหลายยีน การ
กลายของโครโมโซมเกิดไดใ้น 2 ลกัษณะ คือ 

3.3.2.1 การเปลี่ยนแปลงโครงสรา้งโครโมโซม อาจเกิดจากการขาดหายไปของ
สว่นของโครโมโซม (deletion) ท าใหย้ีนจ านวนหนึ่งขาดหายไป หรือเกิดจากการที่ยีนหรือส่วนของ
โครโมโซมเพิ่มเขา้มามากกว่าปกติ (duplication) หรือเกิดจากการเปลี่ยนแปลงกลับทิศทางของ
ส่วนของโครโมโซม (inversion) หรือเกิดการยา้ยสลบัที่ระหว่างส่วนของโครโมโซม 2 โครโมโซม 
(translocation) หรือชิน้ส่วนของโครโมโซมยา้ยไปอยู่ต  าแหน่งใหม่ภายในโครโมโซมเดียวกัน หรือ
ต่างโครโมโซมโดยไม่มีการแลกเปลี่ยนส่วนกนัเกิดขึน้ (transposition) (อนรรฆอร วรรณจินดาพร, 
2558) 

3.3.2.2 การเปลี่ยนแปลงจ านวนโครโมโซม ได้แก่  การเพิ่มหรือลดจ านวน
โครโมโซมลงจากปกติ โดยทั่วไปสิ่งมีชีวิตอยู่จะมีจ านวนโครโมโซมแบบโซมาติกเซลลเ์ป็นดิพ
พลอยด์ คือ 2n แต่อาจมีการเพิ่มหรือลดจ านวนในบางโครโมโซม เรียกว่า แอนนิวพลอยด์ 
(aneuploidy) เช่น เป็น 2n+1 หรือ 2n-1 เป็นต้น หรือมีการเพิ่มหรือลดของโครโมโซมเป็นชุด
เรียกว่า โพลีพลอยด ์(polyploidy) เช่น 3n หรือ 4n (อนรรฆอร วรรณจินดาพร, 2558) 
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การกลายที่เกิดขึน้ในระดบัยีนหรือโครโมโซม หากตอ้งการทราบว่ามีการกลายเกิดขึน้
แลว้ตอ้งเกิดการเปลี่ยนแปลงทางฟีโนไทป์ โดยพบว่าบางลกัษณะที่เปลี่ยนแปลงอาจชัดเจนจน
สามารถแยกไดด้ว้ยตาเปล่า เช่น มีการเปลี่ยนแปลงในรูปทรงของตน้ สีดอก จ านวนหรือขนาดของ
ผล ซึ่งสามารถน ามาใชป้ระโยชนไ์ดดี้ แต่พบว่าการกลายบางรูปแบบเกิดการเปลี่ยนแปลงทางฟีโน
ไทป์เล็กนอ้ยเท่านัน้จนไม่ปรากฏเห็นไดช้ดั ตอ้งใชว้ิธีการเฉพาะในการแยกพนัธุ์กลาย ไดแ้ก่ การ
เปลี่ยนแปลงเชิงปริมาณ เช่น องคป์ระกอบทางเคมีต่าง ๆ ของพืช ปริมาณโปรตีน ไขมัน น า้ตาล 
กรดอะมิโน ประสิทธิภาพในการสงัเคราะหแ์สง การเก็บสะสมอาหารของพืช เป็นตน้ นอกจากนีย้งั
มีการน าเทคนิคทางโมเลกลุ (molecular techniques) มาช่วยในการตรวจสอบพนัธุก์ลายที่เกิดขึน้ 

3.4 การน าพันธุก์ลายจากการชักน าไปใช้ประโยชน ์ 
3.4.1  การใชป้ระโยชนพ์ันธุ์กลายโดยตรง (direct use) พันธุ์กลายที่ เกิดขึน้และมี

ลกัษณะตามความตอ้งการของการปรบัปรุงพันธุ์ รวมถึงลักษณะเดิมสามารถคงอยู่ได ้สามารถ
น าไปใชเ้ป็นพนัธุใ์หม่ไดโ้ดยตรง คือน ามาขยายพนัธุแ์ละปรบัปรุงใหเ้ป็นพนัธุป์ลกูส าหรบัเกษตรกร
ได้ทันที หลังจากผ่านการทดสอบพันธุ์และรบัรองพันธุ์ของหน่วยงานที่เก่ียวข้องแล้ว เช่น ขา้ว
เหนียวพนัธุ ์กข 6 และ กข 10 ขา้วเจา้พนัธุ ์กข 15 เป็นตน้ (อารกัษ ์ธีรอ าพน, 2557) 

3.4.2 การใชป้ระโยชนพ์นัธุก์ลายทางออ้ม (indirect use) เนื่องจากพนัธุก์ลายที่ไดม้ี
ลกัษณะที่น่าสนใจแต่พบว่ายังไม่ดีพอจนสามารถน ามาขยายพันธุ์และส่งเสริมเป็นพันธุ์ใหม่ได้
โดยตรง เนื่องจากยงัมีลกัษณะที่ไม่ตอ้งการร่วมอยู่ดว้ย โดยจะน าพนัธุก์ลายลกัษณะเช่นนีไ้ปใชใ้น
การผสมเพื่อถ่ายทอดลกัษณะที่ตอ้งการจากพนัธุ์กลายเขา้ไปยังพืชที่ตอ้งการปรบัปรุง  ซึ่งยงัขาด
ลกัษณะนีอ้ยู่ เทคนิคนีไ้ดม้ีการน าเอาไปใชใ้นธัญพืช เช่น ขา้วบารเ์ลย ์ท าใหไ้ดพ้นัธุใ์หม่ ๆ ออกมา
หลายพนัธุ ์(อรุณี วงศปิ์ยะสถิต, 2554; อารกัษ ์ธีรอ าพน, 2557) 

4. การเพาะเลีย้งเนือ้เย่ือ 
การเพาะเลีย้งเนือ้เยื่อพืชเป็นเทคนิคที่น ามาใชใ้นการขยายพนัธุพ์ืชเพื่อใหไ้ดต้น้พนัธุ์

จ  านวนมากในระยะเวลาอันรวดเร็ว และได้สายพันธุ์ที่มีความสม ่าเสมอตามความต้องการ ซึ่ง
สามารถขยายพนัธุไ์ดใ้นทุกฤดกูาลโดยไม่ขึน้กบัสภาวะแวดลอ้ม โดยการน าชิน้ส่วนต่าง ๆ ของพืช 
เช่น ยอด ล าตน้ ตาขา้ง กลีบดอก มาเพาะเลีย้งในอาหารสังเคราะหภ์ายใตส้ภาวะควบคุมและ
ปลอดเชือ้ จากนัน้ชิน้ส่วนที่น ามาเพาะเลีย้งจะมีการเจริญพัฒนาเป็นตน้ที่สมบูรณ์จนน าไปออก
ปลูกในสภาพธรรมชาติได้ (กรมส่งเสริมเกษตร, 2559) ซึ่งการเพาะเลีย้งเนือ้เยื่อสามารถท าได้
ตัง้แต่การเพาะเลีย้งเซลลเ์ดียวที่ไม่มีผนัง เรียกว่า โพรโตพลาสต์ (protoplast) หรือเนือ้เยื่อพืชชิน้
เล็ก ๆ การชักน าใหม้ีการพัฒนาเกิดเป็นอวัยวะส่วนต่าง ๆ เช่น เกิดเป็นยอด ราก เอมบริโอ หรือ
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กลุ่มเซลลท์ี่ เรียกว่า แคลลสั (callus) จนกระทั่งพัฒนากลายเป็นตน้ที่สมบูรณ์ ซึ่งการเพาะเลีย้ง
เนือ้เยื่อสามารถน ามาประยุกตใ์ชก้ับงานต่าง ๆ ใหเ้กิดประโยชนม์ากมาย เช่น การปรบัปรุงพันธุ์
พืชร่วมกบั เทคโนโลยีทางพนัธุศาสตรโ์มเลกุลเพื่อการตดัต่อยีนใหไ้ดต้น้พืชที่มีลกัษณะที่ตอ้งการ 
การเพาะเลีย้งเพื่อผลิตสารทุติยภูมิ การเพาะเลีย้งเพื่อสรา้งความแปรปรวนทางพันธุกรรม การ
เพาะเลีย้งเพื่อคัดเลือกสายพันธุก์ลาย (รงรอง, 2542; สมพร, 2552; สิริภัทร,์ 2558) โดยอาหารที่
ใชส้  าหรบัเพาะเลีย้งเนือ้เยื่อพืชมีหลายสตูร จะเลือกใชส้ตูรใดขึน้อยู่กบัพนัธุพ์ืช ชนิดและสภาพของ
ชิน้ส่วนพืชที่จะน ามาเพาะเลีย้ง รวมทั้งวัตถุประสงค์ของการเพาะเลีย้งเนือ้เยื่อพืชนั้น ส าหรบั
อาหารที่นิยมใช้มากที่สุดคือ อาหารดัดแปลงที่ประกอบด้วยเกลือของธาตุ อาหารที่ต้องการ
ครบถว้น คือ สารประกอบอนินทรีย ์และสารประกอบอินทรียใ์นปริมาณที่ค่อนขา้งสงู คือ ตอ้งการ
ทัง้ธาตุอาหารหลกั (macroelements/nutrients) และธาตุอาหารรอง (micro-elements/nutrients 
นอกจากนีย้งัตอ้งการธาตอุาหารอ่ืน ๆ เช่น แหล่งของธาตคุารบ์อน และวิตามินอย่างมาก โดยสตูร
อาหารที่นิยมส าหรบัการเพาะเลีย้งเนือ้เยื่อพืชมีหลากหลายชนิด เช่น สตูร VW (Vacin and Went, 
1949) ใช้กับการเพาะเลี ้ยงเนื ้อเยื่อกล้วยไม้ สูตร MS (Murashige and Skoog) สามารถใช้
เพาะเลีย้งเนือ้เยื่อพืชไดเ้กือบทกุชนิด (ตารางภาคผนวก 1) สตูร Hidebrandt (1962) ใชเ้พาะเลีย้ง
แคลลสัยาสบู สตูร White (1963) ใชเ้พาะเลีย้งสว่นราก สตูร Miller (1963) ใชเ้พาะเลีย้งอบัละออง
เกสรของขา้ว สูตร Y 3 (Eeuwens; 1967) ใชเ้พาะเลีย้งเนือ้เยื่อตระกูลปาลม์ เช่น มะพรา้วกะทิ 
อินทผาลัม ปาลม์น า้มัน สูตร B5 (Gamborg; 1970) ใชเ้พาะเลีย้งพืชส าคัญทางเศรษฐกิจหลาย
ชนิด เช่น ถั่ วเหลือง เป็นต้น โดยมีการใส่ควบคู่กับสารควบคุมการเจริญเติบโตของพืช (plant 
growth regulators) (ณฏัฐากร, 2552) 

4.1 สูตรอาหารส าหรับการเพาะเลีย้งเนือ้เย่ือหนอนตายหยาก 
การขยายพันธุ์ตน้หนอนตายหยากโดยทั่วไปใชว้ิธีการแยกเหงา้และเพาะเมล็ด โดย

ต้นหนึ่งจะมีผลประมาณ 2-5 ผล ภายในผลจะมีเมล็ดประมาณ 2-7 เมล็ด ซึ่งไม่เพียงต่อการ
ขยายพันธุเ์ป็นจ านวนมากเพื่อทดแทนส่วนที่ถูกขุดออกมาจากป่าและการปลูกในเชิงการคา้ยังมี
นอ้ย ดังนัน้การน าหนอนตายหยากมาใชป้ระโยชน ์อย่างการใชเ้ป็นยาสมุนไพรหรือสารควบคุม
แมลงศัตรูพืช วัตถุดิบที่ไดส้่วนใหญ่มีที่มาจากป่าทัง้สิน้ ประกอบกับสภาพอากาศในปัจจุบันที่มี
ความแปรปรวนอย่างรุนแรงทัง้แหง้แลง้และน า้ท่วมท าใหเ้ริ่มหายากมากขึน้ และยงัเป็นที่ตอ้งการ
ของตลาดสูง ท าใหม้ีการเก็บมาขายโดยไม่ไดป้ลูกทดแทน นอกจากนีก้ารขุดรากจ านวนมากยัง
สง่ผลต่อระบบนิเวศวิทยาของป่า จึงสมควรที่จะหาทางอนุรกัษพ์ืชเหล่านีไ้วโ้ดยวิธีการขยายพนัธุท์ี่
มีศกัยภาพสงูคือ การ เพาะเลีย้งเนือ้เยื่อพืช (รงัสฤษดิ,์ 2540; อารีย,์ 2541) 
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หนอนตายหยากที่นิยมน ามาใชป้ระโยชนคื์อหนอนตายหยากชนิด S. collinsae โดย
มีรายงานการศกึษาการขยายพนัธุห์นอนตายหยาก เช่น ศิริวรรณ และคณะ (2547) พบว่าการเพิ่ม
ปริมาณตน้ใหม่ใหม้ีจ านวนมากดว้ยการน าเอาเนือ้เยื่อตายอดและตาขา้งมาเพาะเลีย้งในอาหาร
สตูร MS ซึ่ง เติมฮอรโ์มน BA 2 มิลลิกรมัต่อลิตร สามารถเพิ่มปริมาณตน้ไดม้ากกว่าเดิม 2-3 เท่า 
ยุพาและคณะ (2543) ชักน ายอดหนอนตายหยากในอาหาร MS ที่เติมสาร BA ความเขม้ขน้ 5 
มิลลิกรมัต่อลิตร และชกัน ารากในอาหาร MS ที่ไม่เติมสารควบคมุการเจริญเติบโต สามารถชกัน า
รากจากยอดไดเ้พียง 55 เปอรเ์ซ็นต ์Montri et al. (2006) ไดท้ าการเพาะเลีย้งเนือ้เยื่อหนอนตายห
ยากชนิด S. curtisii พบว่าสามารชกัน าการเกิดยอดหลายยอดจากตาขา้งในอาหาร MS ที่เติมสาร 
BAP ความเข้มข้น 20 ไมโครลิตร และการชักน ารากจากยอดพบว่าอาหาร MS ที่เติมสาร IAA 
ความเขม้ขน้ 10 ไมโครลิตร สามารถชกัน ารากไดดี้ที่สดุ กาญจนา และอรยิาภรณ ์(2551) ทดลอง
ขยายพนัธุห์นอนตายหยาก (S. collinsae Craib) ในสภาพปลอดเชือ้ โดยน ายอดหนอนตายหยาก
มาฟอกฆ่าเชือ้ดว้ยสารละลายโซเดียมไฮโปคลอไรด ์ความเข้มขน้ 1.2 1.8 และ 2.4 เปอรเ์ซ็นต ์
นาน 15 นาที เพาะเลีย้งบนอาหารสงัเคราะหส์ูตร MS ที่เติม BA ความเขม้ขน้ 0 2.5 5.0 7.5 และ 
10.0 มิลลิกรมัต่อลิตร จากนัน้จึงน าไปชกัน าใหเ้กิดรากโดยใชอ้าหารสงัเคราะหส์ตูร MS ที่เติม IBA 
ความเขม้ขน้ 0 1 2 3 5 7 และ 9 มิลลิกรมัต่อลิตร พบว่าสารละลายโซเดียมไฮโปคลอไรดร์ะดับ
ความเขม้ขน้ 1.2 เปอรเ์ซ็นต ์มีประสิทธิภาพส าหรบัการฟอกฆ่าเชือ้จุลินทรียไ์ดดี้ท าใหย้อดมีการ
เจริญเติบโตและมีการพัฒนาได้ ถึง 83.3 เปอรเ์ซ็นต์ สูตรอาหารที่ เติม BA ความเข้มข้น 5 
มิลลิกรมัต่อลิตร สามารถชกัน าใหเ้กิดยอดใหม่ไดดี้ที่สดุ 7 ยอดต่อชิน้ สว่นการชกัน าใหเ้กิดรากใน
อาหารสังเคราะหท์ี่เติม IBA ระดับต่าง ๆ พบว่า ที่ ระดับความเขม้ขน้ 1 และ 2 มิลลิกรมัต่อลิตร 
สามารถชกัน าใหเ้กิดรากได ้100 เปอรเ์ซ็นต ์

5. การปรับปรุงพันธุพ์ืชโดยการชักน าให้กลายด้วย EMS 
5.1 คุณลักษณะของ EMS  

EMS จัดเป็นสารเคมีอยู่ในกลุ่ม alkylating agent นิยมใช้มากในการชักน าให้เกิด
การกลายในพืช เพราะมีประสิทธิภาพสงูในการท าใหเ้กิดการกลาย สามารถใชไ้ดผ้ลดีกบัพืชหลาย
ชนิด โดยมีคณุสมบติัดงันี ้

สตูรทางเคมี  CH3SO2OC2H5 เป็นของเหลวใส ไม่มีสี 
มวลโมเลกลุ             124 
ความหนาแน่น  1.203 กรมัต่อมิลลิลิตรที่ 25 องศาเซลเซียส 
จดุเดือด  85-86 องศาเซลเซียส 10 มิลลิเมตรปรอท 
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การละลายน า้  ประมาณ 8 เปอรเ์ซ็นต ์
EMS ประกอบดว้ยหมู่เอทิล (C2H5: ethyl group) 1 หมู่ โดยจะเกิดการเติมหมู่เอทิล

เข้าที่ เบสกัวนีน ได้เป็น 7- ethyguanine ซึ่งจะจับกับเบสไทมีน (T) ส่งผลให้เกิดการจับคู่เบสที่
เปลี่ยนแปลงไปจากเดิม ซึ่งจะน าไปสู่การกลายรูปแบบ transition และเกิดการหลดุของเบสพิวรีน
จากดีเอ็นเอเพราะมีหมู่เอทิลเขา้ไปจบัในต าแหน่งต่าง ๆ ในเบสพิวรีน สง่ผลใหเ้กิดการตดัขาดของ
พนัธะที่เชื่อมระหว่างน า้ตาลกบัเบสและเกิดช่องว่างขึน้ ต่อมาเมื่อเซลลม์ีกระบวนการซ่อมแซมดี
เอ็นเออาจเกิดความผิดพลาดได้ และนอกจากนีก้ารตดัขาดของหมู่ฟอสเฟตและน า้ตาลอาจท าให้
เกิดดีเอ็นเอสายเด่ียวและสายคู่ขาดจากกนัได ้น าไปสู่การหลดุหายไปของชิน้ส่วนดีเอ็นเอและเกิด
การกลายในต่อมา (ชญานีย ์สงัวาลย,์ 2557; ชานนท ์ลาภจิตร และ เมิง-เจียว เจิง, 2560) 

5.2 การใช้ EMS เพ่ือการปรับปรุงพันธุพื์ช 
การใช ้EMS ในการชกัน าใหเ้กิดการกลายในพืช มีรายละเอียดแตกต่างกนัไปขึน้อยู่

กบัชนิดและสว่นของพืชที่น ามาใช ้ส่วนของพืชที่นิยมใชม้ากที่สดุคือ เมล็ด เนื่องจากสามารถท าได้
ในปรมิาณมาก ง่าย สะดวก ใหผ้ลดี และสามารถควบคมุความปลอดภยัไดง้่าย และพบในชิน้สว่น
อ่ืน ๆ ของพืชก็สามารถน ามาใหส้าร EMS ไดเ้หมือนกัน เช่น พืชทัง้ตน้ บริเวณใดบริเวณหนึ่งของ
ตน้ ละอองเรณ ูหรือราก  

5.2.1 การให ้EMS กบัเมล็ดพืช (seed plant)  
เมล็ดที่จะน ามาท าทรีตเมนตค์วรเป็นเมล็ดที่สะอาดปราศจากสิ่งเจือปน เมล็ด

สมบูรณ์ มีความงอกดี ส าหรบัการเตรียมเมล็ดและการแช่เมล็ดก่อนใหส้าร EMS (pre-soaking) 
โดยการเตรียมเมล็ดจะเริ่มจากการน าเมล็ดที่คัดเลือกใส่ในถุงผา้ เปิดน า้ประปาใหไ้หลเขา้ออก
ตลอดเวลาเพื่อชะล้างสารต่าง ๆ จากเมล็ด เช่น สารในกระบวนการสร้างและสลาย ( free 
metabolites) หรือสารที่ยับยัง้การงอกของเมล็ด ท าใหผ้นังเซลล์เปิดใหใ้หส้ารเคมีต่าง ๆ เขา้และ
ออกได ้และเพื่อแยกเมล็ดดีออกจากเมล็ดเสียโดยอาศยัขนาดการพองตวัของเมล็ด ตามระยะเวลา
ที่แช่แลว้น าถุงบรรจุเมล็ด ซบัเพื่อซบัน า้ส่วนเกินออกโดยกระดาษ (วิลาวรรณ ทิมทอง, 2562; อรุณี 
ม่วงแกว้งาม, 2561) ซึ่งวิธีการนีจ้ะท าคลา้ยกนัทัง้ในล าตน้และรากพืช  

5.2.2 การใช ้EMS กบัพืชทัง้ตน้ (whole plant) สามารถให ้EMS ได ้2 วิธีการ คือ  
5.2.2.1 สามารถให้สารละลาย EMS ซึมเขา้ไปในตน้พืชโดยผ่านทางแผล โดย

การท ารอยบากตืน้ ๆ ที่ล  าตน้ของพืช ใชส้  าลีจุ่มสารละลาย EMS แลว้จึงน าไปวางไวต้รงรอยบาก  
5.2.2.2 ใช้เข็มฉีดยาฉีดสารละลาย EMS เข้าไปยังส่วนของพืชที่ต้องการได้

โดยตรง 
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5.2.3 การให ้EMS ทางรากของพืช  
 ใส่สารละลาย EMS ที่ระดบัความเขม้ขน้ต่าง ๆ ลงในอาหารเพาะเลีย้งเนือ้เยื่อพืช 

เพื่อใหพ้ืชดดูสารละลาย EMS เขา้ไปทางราก ตามระยะเวลาที่ท าการศกึษาในพืชแต่ละชนิด  
5.2.4 การให ้EMS ต่อพืชในหลอดทดลอง   
 สาร EMS สามารถก่อกลายกับพืชหลายชนิดทัง้สภาพในหลอดทดลองและนอก

หลอดทดลอง โดยความถ่ีของการกลายที่ถูกชกัน าดว้ยการใชส้าร EMS มีค่าสงูกว่าการกลายตาม
ธรรมชาติหลายเท่า ดังนัน้จึงมีการน าเทคนิคเพาะเลีย้งเนือ้เยื่อมาใชร้่วมกับการชักน าใหเ้กิดการ
กลาย เพื่อส่งเสริมการแปรผันทางพันธุกรรมและการผลิตพืชใหไ้ดล้กัษณะตามตอ้งการ ช่วยให้
สามารถปรบัปรุงพันธุ์ไดส้ะดวกและรวดเร็วยิ่งขึน้  (ชานนท ์ลาภจิตร และ เมิง-เจียว เจิง, 2560) 
ชิน้สว่นพืชที่น ามาใชใ้นการศกึษามีไดห้ลากหลาย ไดแ้ก่  

5.2.4.1 Kumar, Gill, Kaur, Choudhary, and Gosal (2010) ศึ ก ษ า ก า ร น า
แคลลสัของลฟัเลมอน (Citrus limon) มาแช่ EMS เขม้ขน้ 0.1, 0.2, 0.3 และ 0.4 เปอรเ์ซ็นต ์

5.2.4.2 Qin (2011) น าคัพภะของ loquat แช่ในสารละลาย EMS เขม้ขน้ 0.1 - 
0.9 เปอรเ์ซ็นต ์เป็นเวลา 0.5, 1 และ 2  ชั่วโมง 

5.2.4.3 Menendez (1973) น า เม ล็ ด ก ล้ ว ย  (Musa acuminata subsp. 
malaccensis) แช่สารละลาย EMS ความเขม้ขน้ 0.20 โมลาร ์และ George และ Rao (1980) น า
เมล็ด Brassica juncea แช่สารละลาย EMS ความเข้มขน้ 2.5 เปอรเ์ซ็นต์ เป็นเวลา 30 นาที 1 
และ 2 ชั่วโมง 

5.2.4.4 มนสรุีย ์ก่องตาวงศ ์และ ทิพยม์ณี ภะระตะศิลปินส ์(2527) ไดท้ดลองแช่
อับเรณูของยาสูบพันธุ์ Coker 347 ในสารละลาย EMS ความเข้มข้น 0.002, 0.004, 0.01 และ 
0.02 เปอรเ์ซ็นต ์เป็นเวลา 12 และ 18 ชั่วโมง  

5.2.4.5 Kang and Kameya (1993) ได้ทดลองแช่ฝักข้าวโพดพันธุ์ Danggin 
หลังจากการที่มีการผสมเกสร 3,  6 และ 9 ชั่ วโมง ในสารละลาย EMS ความเข้มข้น 0.2 
เปอรเ์ซ็นต ์เป็นเวลา 15 นาท ี

1) รูปแบบในการให ้EMS  
การให ้EMS กบัพืชหรือชิน้สว่นของพืช สามารถท าได ้2 วิธีการ คือ 

- การให ้EMS แบบเฉียบพลัน (acute or short - term) เป็นรูปแบบ
ของการให้ EMS ในปริมาณสูง ๆ และสิน้สุดในระยะเวลาไม่นาน เพื่อไม่ใหช้ิน้ส่วนพืชมีโอกาส
ซ่อมแซมความผิดปกติในช่วงที่ไดร้บั EMS  โดยสามารถใชไ้ดก้ับการให ้EMS กับเมล็ด ส่วนของ
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พืชที่ขยายพันธุ์ดว้ยเนือ้เยื่อ รวมถึงการเพาะเลีย้งเนือ้เยื่อในห้องปฏิบัติการ โดยรูปแบบการให ้
EMS จะเป็นการใหเ้ฉพาะต าแหน่งของพืชส่วนใดก็ได ้ไม่ก าหนดระยะของการพัฒนา นอกจากนี ้
พบว่าอัตราการกลายที่ไดค่้อนข้างสูง ขนาดของส่วนที่ เกิดการกลายใหญ่ ท าให้ง่ายต่อการคัด
ลักษณะที่ตอ้งการออกมาได ้ขอ้เสียที่พบได ้คือ จะมีความผิดปกติของโครโมโซมสูง เกิดความ
เสียหายต่อชิน้ส่วนพืชค่อนขา้งมาก ส่งผลใหเ้กิดการลดความสมบูรณเ์พศลง นอกจากนีพ้ืชแต่ละ
ชนิดจะมีความไวต่อ EMS ที่แตกต่างกนัซึ่งจะขึน้อยู่กบัปัจจยัหลายประการที่ต่างกนั ดงันัน้การหา
ปริมาณ EMS ที่เหมาะสมของแต่ละพืชจึงเป็นสิ่งส าคัญและจ าเป็น โดยสามารถค้นควา้จาก
ผลงานของผู้อ่ืนหรือจัดท าการขึน้มาเพื่อหาค่า LC50 (50% lethality) หรือ GR50 (50% growth 
reduction) ที่ได ้

- การให้ EMS แบบสะสมหรือเรือ้รงั (chronic or long - term) เป็น
การเพิ่มระยะเวลาที่ ให ้EMS ระยะนาน เช่น หลายสปัดาห ์หลายเดือน หรือเป็นปี โดยเป็นรูปแบบ
การใหป้ริมาณ EMS ต่อหน่วยเวลาต่าง ๆ ท าใหทุ้กระยะของการเจริญเติบโต และการแบ่งเซลล์
ได้รับสาร EMS ส่วนของพืชที่ เหมาะในการน ามาใหส้าร EMS รูปแบบนี ้ คือ พืชทั้งต้นที่ก าลัง
เจริญเติบโต หรือพืชที่อยู่ในสภาพเพาะเลีย้ง (in vitro culture) การไดร้บั EMS รูปแบบนีพ้บว่าพืช
จะเสียหายนอ้ยกว่าการไดร้บัแบบเฉียบพลนัหากเทียบในกรณีที่ไดร้บั EMS เป็นปริมาณที่เท่ากัน 
การกลายที่เกิดขึน้จะเกิดการกลายในยีนมากกว่าการกลายในโครโมโซม ท าใหเ้กิดความเสียหาย
ต่อชิน้ส่วนพืชไม่รุนแรงมากนัก แต่มีขอ้เสียของการให ้EMS รุปแบบนีคื้อ ส่วนกลายที่พบไดจ้ะมี
ขนาดเล็ก จึงยากต่อการคน้หาและแยกสว่นที่เกิดดารกลายออกมาใช ้(อรุณี วงศปิ์ยะสถิต, 2554) 

2) ปัจจยัในการให ้EMS ของพืชในหลอดทดลอง 
- ชิน้สว่นพืช  

ชนิดและส่วนของพืชที่น ามาใชเ้พื่อชกัน าใหเ้กิดการกลายในพืช จะมี
ความแตกต่างกันไปขึน้อยู่กับชิน้ส่วนของพืช โดยชิน้ส่วนที่นิยมใชม้ากที่สุดคือ เมล็ด เนื่องจาก
สามารถท าไดใ้นปริมาณมาก ง่าย สะดวก ใหผ้ลดี และปลอดภยั ซึ่งส่วนอ่ืน ๆ ของพืชยงัสามารถ
น ามาใหส้าร EMS ไดเ้ช่นเดียวกนั เช่น พืชทัง้ตน้ บริเวณใดบริเวณหนึ่งของตน้ ละอองเรณหูรือราก 
และควรเป็นชิน้ส่วนของพืชผ่านการท าความสะอาด ปราศจากสิ่งเจือปน และมีความสมบูรณ์
สามารถงอกไดดี้ (พีรนชุ จอมพกุ, 2553) 

- ความเขม้ขน้ของสารละลายที่ใช ้
ขึน้ขึน้อยู่กบัชนิดของพืช และระยะเวลาที่ให ้EMS โดยความเขม้ขน้ที่

ใชศ้ึกษาโดยทั่วไป คือ 0.05 – 0.30 โมลาร ์หรือ 0.3 – 1.5 เปอรเ์ซ็นต ์(โดยปริมาตร) โดยจะตอ้งมี
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การทดลองเพื่อหาความเขม้ขน้ที่เหมาะสมเบือ้งตน้ก่อน คือหาค่า LC50 (ความเขม้ขน้ของสารเคมี
ที่ท าใหพ้ืชตาย 50 เปอรเ์ซ็นตข์องชุดควบคุม) หรือ GR50 (ความเขม้ขน้ของสารเคมีที่ไปลดการ
เติบโตของพืชลง 50 เปอรเ์ซ็นต์ของชุดควบคุม) โดยทดลองแช่ชิน้ส่วนพืชในสารละลาย EMS 
ความเข้มข้นต่าง ๆ กัน ที่ ส่งผลท าให้ต้นกล้าตายหรือลดการเจริญเติบโตของต้นกล้าลง 50 
เปอรเ์ซ็นต์ของชุดควบคุม เป็นค่า LC50 หรือความเข้มข้นที่ลดการเติบโตของต้นกล้าลง 50 
เปอรเ์ซ็นตเ์ป็นค่า GR50 (พีรนชุ จอมพกุ, 2553) 

- ปรมิาตรของสารละลายที่ใช ้
ปรมิาตรของสารละลาย EMS ต่อชิน้สว่นพืชมีผลlส าคญัต่ออตัราการ

กลายที่เกิดขึน้ ส  าหรบัการเตรียมสารละลาย EMS จึงตอ้งเตรียมใหไ้ดป้ริมาณที่เหมาะสม เช่น ถา้
เมล็ดพืชมีขนาดเล็ก เช่น เมล็ดถั่ วเขียว ข้าว ข้าวฟ่าง ปริมาตรที่แนะน าคือใช้สารละลาย 1 
มิลลิลิตรต่อเมล็ดพืช 1 เมล็ด ถ้าตอ้งการให้ EMS กับเมล็ดขา้วจ านวน 1,000 เมล็ด ควรเตรียม
สารละลาย EMS จ านวน 1,000 มิลลิลิตร ส่วนเมล็ดที่มีขนาดใหญ่ เช่น เมล็ดถั่ วแดงหลวง 
ปรมิาตรของสารละลายที่แนะน าคือ 2.0 – 2.5 มิลลิลิตรต่อ 1 เมล็ด (พีรนชุ จอมพกุ, 2553) 

- ระยะเวลาในการแช่สารเคมี 
ระยะเวลาในการแช่ชิน้ส่วนพืชควรนานพอที่สาร EMS จะแทรกซึม

เข้าไปถึงเนื ้อเยื่อเป้าหมาย ระยะเวลาที่ ใช้แช่ จึงขึน้อยู่กับ ขนาด ความหนาของชิ ้นส่วนพืช 
องคป์ระกอบของเซลลท์ี่ เฉพาะกันในแต่ละชนิดของพืช โดยส าหรบัชิน้ส่วนพืชที่มีขนาดเล็ก เช่น 
ขา้ว ขา้วโพด ถั่วเขียว ควรใชเ้วลาในการแช่ประมาณ 3-5 ชั่วโมง แลว้เพิ่มระยะใหน้านขึน้เมื่อพืชมี
ขนาดใหญ่กว่า ขอ้แนะน าในการเตรียมสารละลาย EMS และการแช่ชิน้ส่วนพืชในสารละลายควร
ท าในตูค้วนัเพื่อความปลอดภยั (พีรนชุ จอมพกุ, 2553) 

5.3 การตรวจสอบการกลายของพืชทีไ่ด้จากการชักน าให้เกิดการกลายโดย EMS 

การตรวจสอบการกลายของพืชที่ไดจ้ากการชักน าใหเ้กิดการกลายโดยการใช ้EMS 
สามารถตรวจสอบไดจ้ากลกัษณะทางสณัฐาน และการใชเ้ทคนิคทางโมเลกลุ 

5.3.1 การตรวจสอบลกัษณะทางสณัฐาน  
ความแปรปรวนจากการกลายสามารถตรวจสอบไดจ้ากลกัษณะทางสณัฐาน ซึ่ง

เป็นลกัษณะที่สามารถตรวจสอบไดง้่ายจากการสงัเกตลกัษณะที่เกิดขึน้ โดยลกัษณะที่ปรากฏเป็น
ผลมาจากการเปลี่ยนแปลงจีโนไทป์และลกัษณะสิ่งแวดลอ้มที่ส่งผลใหล้กัษณะต่าง ๆ แสดงออก
มาก เช่น ลกัษณะของการเจริญเติบโตทางล าตน้ ใบ ดอก ขนาดคลอโรฟิลล ์รวมถึงลกัษณะของ
ผลหรือเมล็ด ตวัอย่างการตรวจสอบการชกัน าการกลายของพืชจากการให ้EMS ดว้ยลกัษณะทาง
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สัณฐาน เช่น ปวีณา (2541) ได้ศึกษาความแปรปรวนจากของค าฝอยที่ผ่านการชักน าดว้ยสาร 
EMS ในช่วงความเขม้ขน้ 0.2 – 1 เปอรเ์ซ็นต ์ผลที่ไดคื้อตน้ค าฝอยที่พัฒนาจากแคลลสัที่ผ่านการ
ให้สาร EMS มีลักษณะทางสัณฐานที่แตกต่างจากต้นควบคุม คือ ปริมาณยอดเพิ่มขึน้ แสดง
ลกัษณะการยืดยาวของล าตน้ การอวบน า้ของใบ รูปร่างใบ ที่แตกต่างจากตน้ที่ไม่ผ่านการแช่สาร 
EMS Bidabadi และคณะ (2012) ศึกษาลักษณะทางสัณฐานของยอดกล้วยที่ผ่านการแช่สาร 
EMS พบว่าชิน้ส่วนที่ผ่านการจุ่มแช่สาร EMS เขม้ขน้ 250 มิลลิโมลาร ์เป็นเวลา 30 นาที ส่งผลให้
ชิน้ส่วนที่มีความผิดปกติมากที่สุด คือ สีของใบที่เปลี่ยนไป ระยะห่างของใบสั้นลง ใบแกระเกร็น
และชิน้สว่นมีอาการฉ ่าน า้  

 ลกัษณะทางสณัฐานที่ปรากฏออกมานอกจากเป็นผลของจีโนไทป์ บางลกัษณะที่
แสดงออกมาอาจเป็นผลรว่มกนัระหว่างจีโนไทป์กบัสภาพแวดลอ้มดว้ย นอกจากนีย้งัพบว่าพืชบาง
ชนิดพันธุ์มีลกัษณะต่าง ๆ ใกลเ้คียงกันมากจนไม่สามารถแยกความแตกต่างไดโ้ดยสายตา บาง
ลักษณะอาจตอ้งรอระยะออกดอกหรือติดผลจึงสามารถตรวจสอบได้ ดังนั้นจึงมีการตรวจสอบ
ความแปรปรวนทางพันธุกรรมดว้ยวิธีอ่ืนควบคู่ไปดว้ยเพื่อเป็นการยืนยัน และร่นระยะเวลาการ
ตรวจสอบความแปรผนัใหส้ัน้ลง 

5.3.2 การตรวจสอบความแปรปรวนโดยการใชเ้ครื่องหมายโมเลกลุ 
ในการตรวจสอบความแปรปรวนทางพนัธุกรรมที่ไดน้ัน้ ท าไดโ้ดยการสงัเกตจาก

ลกัษณะภายนอกหรือลกัษณะทางสณัฐานวิทยา ซึ่งลกัษณะที่ปรากฏออกมานัน้มกัผนัแปรไปตาม
สภาพแวดล้อมที่เปลี่ยนแปลงไปอีกทั้งพืชบางชนิดมีลักษณะต่าง ๆ ใกล้เคียงกันมาก จึงไม่
สามารถแยกความแตกต่างไดอ้ย่างถูกตอ้งและแม่นย า ปัจจุบนัไดม้ีการน าเทคนิคทางโมเลกุลมา
ใชเ้พื่อตรวจสอบความแปรปรวนทางพันธุกรรมของพืช หรืออาจใชเ้พื่อจ าแนกและตรวจสอบพนัธุ์
พืช ซึ่งถือเป็นเทคนิคที่มีความแม่นย าและมีประสิทธิภาพสงู สามารถบอกถึงลกัษณะหรือตวับ่งชีท้ี่
มีความเฉพาะเจาะจงที่น ามาใชแ้ยกความแตกต่างทางพันธุกรรมได ้อีกทัง้เป็นวิธีที่สามารถลด
อิทธิพลที่เกิดมาจากสิ่งแวดลอ้มไดอี้กดว้ย (ธีราพร ทองดีนอก, 2559) 

ชนิดของเครื่องหมายโมเลกุลแบ่งออกเป็น 2 ระดบั คือ ระดบัโปรตีนและระดับดีเอ็น
เอ ซึ่งการตรวจสอบระดบัดีเอ็นเอมีขอ้ดีกว่าการตรวจสอบระดบัโปรตีน เนื่องจากโมเลกลุของดีเอ็น
เอมีความเสถียรกว่าจึงเก็บไวไ้ดน้าน สามารถวิเคราะหจ์ากตวัอย่างที่ถูกจดัเก็บไวเ้ป็นเวลานานได ้
และดีเอ็นเอเป็นองคป์ระกอบที่มีอยู่ในทุกเซลล ์สามารถตรวจสอบดีเอ็นเอไดทุ้กระยะเวลาการ
เจริญเติบโตของพืช โดยไม่ถูกควบคุมการแสดงออกโดยสภาพแวดลอ้ม เครื่องหมายโมเลกุลใน
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ระดับดีเอ็นเออาจท าได้หลายวิ ธี  เช่น  simple sequence repeat (SSR), random amplified 
polymorphic DNA (RAPD) และ start codon targeted (SCoT) เป็นตน้  

5.3.2.1 simple sequence repeat (SSR) เป็นกลุ่มดีเอ็นเอที่มีล  าดับเบสซ า้กัน 
(repetitive DNA) เรียงต่อเนื่องกันที่ต  าแหน่งหนึ่ง ๆ ในจีโนม พบมากในจีโนมของสิ่งมีชีวิตขัน้สูง 
ความแตกต่างของสิ่งมีชีวิตที่เกิดขึน้เป็นผลเนื่องมาจากจ านวนครัง้ของเบสซ า้ของไมโครแซทเทล
ไลทใ์นโลกัสหนึ่ง ๆ โดยทั่วไปไมโครแซทเทลไลทป์ระกอบดว้ยเบสซ า้ต่อเนื่อง (tandem repeat) 
ตัง้แต่ 1-6 เบส เช่น เบสซ า้หนึ่งเบส เรียกว่า mono-nucleotide repeat เช่น (A)n เบสซ า้สองเบส 
เรียกว่า di- nucleotide repeat เช่น (CA) เบสซ ้าสามเบส เรียกว่า Tri- nucleotide repeat ซึ่ง 
SSR เป็นเทคนิคที่อาศยัความแตกต่างของขนาดดีเอ็นเอที่ไดจ้ากการเพิ่มปริมาณดว้ยปฏิกิรยิาพีซี
อาร ์(polymerase chain reaction; PCR) เนื่องจากจ านวนชุดซ ้าที่มีในไมโครแซทเทลไลท์ที่
ต  าแหน่งเดียวกนัในตวัอย่างแต่ละตวัอย่างที่ไม่เท่ากนั สามารถตรวจสอบไดโ้ดยแยกขนาดโดยใช้
วิ ธีการ denaturing polyacrylamide gel electrophoresis และการแสดงจ านวนเบสซ ้าที่ ไม่
เท่ากัน เป็นคุณสมบัติที่น ามาบ่งบอกความแตกต่างของสิ่งมีชีวิตได้ โดยจะพบภายในยีนหรือ
ระหว่างยีน โดยไพรเ์มอร ์(primer) ที่สรา้งขึน้มานัน้จะมีความจ าเพาะเจาะจงส าหรบัในแต่ละชนิด
ของพืช จึงท าใหม้ีเป็นหนึ่งในวิธรที่นิยมน ามาใชใ้นการคดัเลือกและการตรวจสอบความแปรปรวน
ทางพนัธุกรรมพืช และสามารถประยกุตใ์ชใ้นดา้นต่าง ๆ ไดอี้กมากมาย (สรุีพร เกตงุาม, 2003) 

ชญานีย ์สังวาลย ์(2557) ไดช้ักน าการกลายโซมาติกเอมบริโอปาลม์น า้มันโดย 
EMS ความเขม้ขน้ 0 - 1 เปอรเ์ซ็นต ์และตรวจสอบความแปรปรวนทางพนัธุกรรมดว้ยเทคนิค SSR 
โดยใช้ไพรเมอร์ 9 คู่  คือ คือ EgCIR0008 EgCIR0243 EgCIR0337 EgCIR0409 EgCIR0446 
EgCIR0465 EgCIR0781 EgCIR0905 และ EgCIR1772 พบว่ามีเพียงไพรเมอร ์EgClR0465 ที่
ใหแ้ถบดีเอ็นเอลักษณะพอลีมอรฟิ์ก ของตน้ควบคุมและตน้ที่ผ่านแช่สารละลาย EMS เขม้ขน้ 1 
เปอรเ์ซ็นต ์และส าหรบัไพรเมอรอ่ื์น ๆ ใหรู้ปแบบดีเอ็นเอที่เหมือนกันในทุกตัวอย่าง จึงสรุปไดว้่า 
EMS ที่ความเขม้ขน้สูงส่งผลต่อการท าใหรู้ปแบบของดีเอ็นเอเปลี่ยนแปลงไปเมื่อตรวจสอบดว้ย
เทคนิค SSR 

5.3.2.2 random amplified polymorphic DNA (RAPD) เป็นการเพิ่มปริมาณดี
เอ็นเอแบบสุ่มโดยใชไ้พรเมอรส์ายสัน้ ความยาวประมาณ 8-10 นิวคลีโอไทด ์คณุสมบติัส าคญัคือ
สะดวก รวดเร็ว ไม่จ าเป็นตอ้งใชข้อ้มูลจากล าดับเบส และใชป้ริมาณดีเอ็นเอตั้งต้น แต่ดีเอ็นเอ
เครื่องหมายจากเทคนิคนีจ้ะเป็นแบบ dominant marker คืออาจสงัเคราะหแ์ถบดีเอ็นเอไดเ้ฉพาะ
บางอลัลีลเท่านัน้ แสดงผลในรูปของการเกิดหรือไม่เกิดแถบดีเอ็นเอในต าแหน่งหนึ่ง ๆ 
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หลักการของ RAPD โดยทั่ วไปเป็นการท าปฏิกริยา PCR (polymerase chain 
reaction) คือ การท าใหเ้สน้ดีเอ็นเอเป้าหมายแยกเป็นสายเด่ียว แลว้ใหไ้พรเมอรเ์ขา้จับบริเวณที่
เป็นคู่สมกัน (complementary) และเอนไซม ์DNA polymerase จะน า nucleotide ที่เป็นคู่สมกับ
เสน้แม่พิมพ ์(template) มาต่อจากไพรเมอรจ์นเป็นเสน้ยาว เกิดเป็นเสน้ดีเอ็นเอเส้นใหม่ขึน้มา 
ต่อจากนัน้ก็จะเกิดปฏิกริยาเหมือนขัน้ตอนแรกเป็นปฏิกรยิาซ า้หลาย ๆ รอบ เป็นการจ าลองดีเอ็น
เอเสน้ใหม่ขึน้มาในปริมาณมาก แต่ RAPD ใชไ้พรเมอรเ์พียงขา้งเดียวที่มีขนาดสัน้ที่เขา้ไปจับใน
บริเวณที่มีล  าดบัเบสที่เป็นคู่สมกนัเท่านัน้ โดยไม่ค านึงถึงทิศทางของไพรเมอรท์ี่จบักบัเสน้แม่พิมพ์
ขณะที่เกิดการแยกเสน้เป็นเสน้เดียว ดังนัน้ในขัน้ตอน annealing ของปฏิกริยา RAPD จึงตอ้งใช้
อณุหภูมิต ่า เพื่อใหเ้สน้ไพรเมอรส์ามารถจับแบบสุ่มไดม้ากที่สุดและสามารถเพิ่มขยายชิน้สวนดี
เอ็นเอในต าแหน่งที่ตอ้งการที่เกิดขึน้ในขัน้ตอน extension แต่เนื่องจากทิศทางการจบัของไพรเมอร ์
ไม่แน่นอน แต่รูปแบบของเอนไซมท์ี่น าเบสมาต่อกบัไพรเมอรใ์หไ้ดดี้เอ็นเอเสน้ใหม่ จะท าไดเ้ฉพาะ
ในทิศทางบริเวณปลาย 3’ ของไพรเมอรเ์ท่านัน้ ดังนัน้ทิศทางที่ไพรเมอรจ์บักับเสน้แม่พิมพแ์ต่ละ
เสน้จึงอยู่ในลกัษณะตรงกันข้ามแบบสวนทางกันแลว้ได้เป็นเสน้ดีเอ็นเอเสน้ใหม่ และเนื่องจาก 
ไพรเมอรม์ีขนาดสัน้ท าใหจ้บัไดห้ลายต าแหน่งและหลายทิศทาง ส่งผลให ้RAPD สามารถสรา้งดี
เอ็นเอผลผลิตไดห้ลายชิน้ (Welsh และ McClean, 1990; William et al., 1990) 

ข้อดีของการใช้วิธี RAPD ในการจ าแนกพันธุ์พืช คือ สะดวก รวดเร็ว และใช้
ตวัอย่างที่จะน ามาตรวจสอบในปริมาณที่นอ้ยมาก โดยเฉพาะพืชผสมตวัเองซึ่งถา้พืชนัน้มีความ
สม ่าเสมออยู่แล้ว ใช้ใบอ่อนเพียง 2-3 ใบ ก็เพียงพอที่จะน ามาสกัดดีเอ็นเอ รวมถึงผลการ
ตรวจสอบสามารถทราบผลได้ทันที โดยไม่ต้องเสียเวลารอถึงขั้นตอนที่พืชเจริญเต็มที่  และ
สภาพแวดล้อมไม่มีอิทธิพลต่อดีเอ็นเอของพืช การวิเคราะหผ์ลพิจารณาจากการปรากฏหรือไม่
ปรากฏของแถบดีเอ็นเอเป็นวิธีที่สามารถท าการตรวจสอบได้อย่างไม่จ ากัด โดยเพียงแค่ต้อง
เปลี่ยนไพรเมอรท์ี่เหมาะสม นอกจากนีย้ังเป็นวิธีการทางที่ไม่ใชส้ารกมัมันตภาพรงัสีซึ่งปลอดภัย
ส าหรบัผูท้ดลอง (สรุนิทร ์ปิยะโชคณากลุ, 2545) 

Wahyudi, Hapsari, และ Sundari (2020) ตรวจสอบการกลายของถั่วเหลืองจาก
การได้รับ EMS ที่ความเข้มข้น 0.5 และ 1.0 เปอรเ์ซ็นต์ ในระยะเวลา 4 6 และ 8 ชั่วโมง และ
ตรวจสอบความแปรปรวนทางพนัธุกรรมดว้ยเทคนิค RAPD พบว่า EMS 0.5 เปอรเ์ซ็นต ์ระยะเวลา 
6 ชั่ วโมง ได้ชักน าให้ถั่ วเหลืองกลายแสดงความคล้ายคลึงกันทางพันธุกรรมต ่าที่สุด  เมื่อ
เปรียบเทียบกับต้นควบคุม การศึกษานี ้จึงเป็นแนวทางใหม่ในการชักน าความแปรปรวนทาง
พนัธุกรรมในถั่วเหลืองและช่วยในการปรบัปรุงพนัธุถ์ั่วเหลืองต่อไป  
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Chauhan, Patel, Rajkumar, Parmar, and Patel (2018) ชั ก น า ก า ร

กลายของฝ้าย 2 สายพันธุ์ คือ  Gossypium hirsutum (GSHV-01/1338) และ G. arboreum 

(G.27) ที่ชักน าดว้ย EMS ความเขม้ขน้ 0.75, 1.50 และ 2.25 เปอรเ์ซ็นต ์พบว่าเมื่อความเขม้ขน้
ของ EMS เพิ่มขึน้ เปอรเ์ซ็นตก์ารงอก ความยาวราก และความยาวยอดลดลง เมื่อตรวจสอบความ
แปรปรวนทางพนัธุกรรมดว้ยเทคนิค RAPD แสดงว่า EMS ชกัน าการเปลี่ยนแปลงทางพนัธุกรรม 2 

เปอรเ์ซ็นต์ในฝ้าย G.27 และ 1 เปอรเ์ซ็นต์ในฝ้าย GSHV-01/1338 เมื่อเปรียบเทียบกับต้น
ควบคมุ  

5.3.2.3 เครื่องหมายสก๊อต (SCoT, start codon targeted) เป็นเครื่องหมายทาง
โมเลกุลแบบหนึ่งพัฒนาขึน้โดย Collard และ Mackill (2009) โดยใชไ้พรเมอรข์นาด 18 นิวคลีโอ
ไทดเ์พียงชนิดเดียวที่มีล  าดับเบส ATG เริ่มตน้ในสายนิวคลีโอไทดด์ว้ยวิธีปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอ
เรส ใช้อุณหภูมิส  าหรับ annealing 50 องศาเซลเซียส แล้วแยกขนาดดีเอ็นเอโดยวิธีอะกาโรส
เจลอิเล็กโตรโฟเรซิส เครื่องหมายสก๊อตสามารถใชใ้นการศกึษาความหลากหลายทางพนัธุกรรมได้
หลกัการของเครื่องหมายสก๊อตคือ ใชไ้พรเมอรข์นาด 18 นิวคลีโอไทดเ์พียงชนิดเดียวที่มีล  าดบัเบส 
ATG เริ่มตน้ในสายนิวคลีโอไทด ์ไพรเมอรส์ามารถเขา้จับกับดีเอ็นเอบริเวณที่มีเบสเป็นคู่สมกัน
ตรวจสอบหลายต าแหน่งพรอ้มกนั หากการเขา้คู่นัน้เกิดขึน้ในทิศทางที่เหมาะสมจะท าใหเ้กิดการ
เพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ ดังนั้นถ้าตัวอย่างที่น ามาตรวจสอบมีความแตกต่างของสารพันธุกรรม
ความสามารถในการเพิ่มปรมิาณดีเอ็นเอจะไดจ้ านวนและชิน้ของดีเอ็นเอที่แตกต่างกนั คณุสมบติั
ของเครื่องหมายสก๊อตเป็นเครื่องหมายที่ท าไดง้่าย ค่าใชจ้่ายไม่สงูมากนกัผลการตรวจสอบมีความ
น่าเชื่อถือและมีประสิทธิภาพต่อการระบุความแตกต่างทางพันธุกรรมของพืชได้ (จุฑามาศ เจียม
เจือจนัทร,์ 2016) 

Paliwal และคณะ (2013) ศึกษาวิเคราะหค์วามหลากหลายทางพันธุกรรมของ
พืชกลุ่มบอระเพ็ดจ านวน 21 ตัวอย่าง โดยใชเ้ครื่องหมายสก๊อต พบไพรเมอรท์ี่มีความเหมาะสม
จ านวน 19 ไพรเมอรจ์าก 35 ไพรเมอร ์สามารถใหแ้ถบดีเอ็นเอทั้งหมด 102 แถบ มีค่าเฉลี่ย 5.3 
แถบต่อไพรเมอร ์พบว่าค่า polymorphic information content มีค่าเท่ากบั 87.2  
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6. งานวิจัยทีเ่กี่ยวข้อง 
6.1 การเพาะเลีย้งเนือ้เย่ือหนอนตายหยาก  

กาญจนา รุ่งรชักานนท และ อริยาภรณ์ พงษ์รตัน์ (2551) ทดลองขยายพันธุ์หนอน

ตายหยาก (S. collinsiae Craib) เพาะเลีย้งบนอาหารสงัเคราะหส์ตูร MS ที่เติม BA ความเขม้ขน้ 
0, 2.5, 5.0, 7.5 และ 10.0 มิลลิกรมัต่อลิตร แลว้น าไปชักน าให้เกิดรากโดยใชอ้าหารสังเคราะห์
สูตร MS ที่เติม IBA ความเขม้ข้น 0, 1, 2, 3, 5, 7 และ 9 มิลลิกรมัต่อลิตร ผลการทดลองพบว่า 
สูตรอาหารที่เติม BA ความเขม้ขน้ 5 มิลลิกรมัต่อลิตร สามารถชักน าใหเ้กิดยอดใหม่ไดดี้ที่สุด 7 
ยอดต่อชิน้ แต่ไม่มีความแตกต่างกันทางสถิติกับอาหารสูตรที่เติม BA ความเขม้ขน้ 2.5 และ 7.5 
มิลลิกรมัต่อลิตร (ใหจ้ านวนยอดต่อชิน้เท่ากบั 6 และ 5 ยอด ตามล าดบั) ส่วนการชกัน าใหเ้กิดราก
ในอาหารสงัเคราะหท์ี่เติม IBA ระดับต่าง ๆ พบว่าที่ระดับความเขม้ขน้ 1 และ 2 มิลลิกรมัต่อลิตร 
สามารถชกัน าใหเ้กิดรากได ้100 เปอรเ์ซ็นต ์

มณฑา วงศ์มณีโรจน ์และคณะ (2551) ศึกษาการชักน ารากหนอนตายหยาก (S. 
colinsae Craib) ในสภาพปลอดเชื ้อ พบว่าการเพิ่มประสิทธิภาพการชักน ารากโดยการลด 
NH4NO3 ให้เหลือเพียง 412.5 มิลลิกรัมต่อลิตร เพิ่ม KNO3 เป็น 2,375 มิลลิกรัมต่อลิตร เพิ่ม
น า้ตาล 60 มิลลิกรมัต่อลิตร และเติม IBA 1 มิลลิกรมัต่อลิตร ในสตูรอาหารพืน้ฐาน MS สามารถ
ชกัน าหนอนตายหยากใหอ้อกรากได ้100 เปอรเ์ซ็นต ์และท าใหม้ีอัตราการรอดชีวิตหลงัการยา้ย
ปลูกสูงโดยการใชก้ลไกการลดไนโตรเจน เพิ่มโพแทสเซียมและน า้ตาล เติม IBA ในสูตรอาหาร
พืน้ฐาน MS ควบคู่กบัการใชว้ิธีการปรบัสภาพและวสัดปุลกูที่เหมาะสม  

ยุพา มงคลสขุ และคณะ (2543) น าชิน้ส่วนยอดหนอนตายหยากมาเลีย้งบนอาหาร
สูตร MS ที่เติม BA ความเข้มข้น 0, 1, 3, 5, 7 และ 9 มิลลิกรมัต่อลิตร นาน 45 วัน พบว่าสูตร
อาหารที่เหมาะสมในการเพิ่มปริมาณยอดหนอนตายหยากคือ สตูร MS ที่เติม BA ความเขม้ขน้ 5 
มิลลิกรมัต่อลิตร ซึ่งมีจ านวนยอดเฉลี่ยสงูสดุ 17.5 ยอด มีความยาวยอดเฉลี่ยเป็น 0.44 เซนติเมตร 
และเมื่อน ายอดหนอนตายหยากมาชกัน าใหเ้กิดรากบนอาหารสตูร MS ที่เติม IBA ความเขม้ขน้ 0, 
1, 2, 4 และ 8 มิลลิกรมัต่อลิตร นาน 90 วัน พบว่าสูตรอาหารที่เหมาะสมในการชักน าให้ยอด
หนอนตายหยากมีเปอรเ์ซ็นตก์ารเกิดรากสงูสดุ 55 เปอรเ์ซ็นต ์คือ สตูร MS ที่ไม่เติม IBA มีจ านวน
รากเฉลี่ยสูงสุด 3.3 รากต่อยอด รากมีความยาวเฉลี่ย 5.7 เซนติเมตร ส าหรบัการยา้ยปลูกต้น
หนอนตายหยากในวสัดปุลกูที่มีส่วนผสมของ ขุยมะพรา้ว : ทราย : แกลบ อัตราส่วน 1:1:1 มีการ
ควบคมุความชืน้ 7 วนั มีอตัราการรอดชีวิต 100 เปอรเ์ซ็นต ์เมื่ออาย ุ30 วนั 
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Animesh และคณะ (2011) ทดลองการชกัน าส่วนขอ้ตน้หนอนตายหยาก (Stemona 
tuberosa Lour.) ที่มีตาข้างติดอยู่ เพาะเลี ้ยงบนอาหารสูตร MS ที่ เติม BAP ความเข้มข้น 3 
มิลลิกรมัต่อลิตร ร่วมกบั NAA ความเขม้ขน้ 0.5 มิลลิกรมัต่อลิตร เพาะเลีย้งในสภาพมืดเป็นเวลา 
20 วัน แล้วจึงยา้ยออกมาเพาะเลีย้งไวภ้ายใต้แสงสว่างจากหลอดฟลูออเรสเซนต์เป็นเวลา 16 
ชั่วโมงต่อวนั สลบักบัสภาพมืด 8 ชั่วโมงต่อวนั พบว่าสามารถกระตุน้ใหเ้กิดยอดใหม่ไดจ้ านวนมาก
ถึง 12.7 ยอดต่อชิน้ จากนัน้จึงยา้ยไปเพาะเลีย้งบนอาหารสตูร MS ที่เติม BAP (0.1-1.5 มิลลิกรมั
ต่อลิตร) รว่มกบั IBA (0.1- 1.0 มิลลิกรมัต่อลิตร) เพื่อกระตุน้ใหย้อดที่เกิดยืดยาวเพิ่มขึน้ แลว้จึงชกั
น าใหเ้กิดรากบนอาหารสูตร half strength MS ที่เติม NAA ความเขม้ขน้ 1 มิลลิกรมัต่อลิตร ตน้
หนอนตายหยากที่สมบรูณส์ามารถยา้ยออกปลกูในกระถางไดส้  าเรจ็ 

Montri และคณะ (2009) ศกึษาการขยายพนัธุห์นอนตายหยาก (S. tuberosa Lour.) 
ในสภาพหลอดทดลองโดยน าปลายยอดและขอ้ มาเพาะเลีย้งบนอาหารสงัเคราะห์ MS ที่เติมสาร
ควบคุมการเจริญเติบโต BAP ความเข้มข้น 20 µM กระตุ้นให้เกิดยอดใหม่ จากนั้นจึงน ามา
ทดสอบความเหมาะสมของสูตรอาหารที่ใช้เพาะเลีย้งในสภาพหลอดทดลองระหว่าง สูตร B5 
เปรียบเทียบกบัสตูร MS โดยใชค้วามเขม้ขน้ของธาตอุาหารที่แตกต่างกนั พบว่า สตูร full-strength 
MS เป็นสูตรที่ เหมาะสมมากที่สุด ในขั้นตอนการชักน าให้เกิดยอดจ านวนมากเลือกใช้อาหาร
สงัเคราะหส์ูตร MS โดยเติมสารควบคุมการเจริญเติบโต BAP (0-20 µM) ร่วมกับ IBA (0-5 µM) 
พบว่าสตูรอาหาร MS ที่เติม BAP ความเขม้ขน้ 20 µM ใหจ้ านวนยอดสงูที่สดุ  

Singlaw, Kongbangkerd, Promthep, และ  Saenpote (2008) พบว่าการเลี ้ย ง
ปลายยอดหนอนตายหยากในอาหารสตูร Murashige and Skoog (MS) ที่ เติมฮอรโ์มน 2iP, BA, 
Kinetin, Zeatin และ TDZ ความเขม้ขน้ 1, 5, 10 และ 15 มิลลิกรมัต่อลิตรเป็นเวลา 30 วนั พบว่า
การเติม TDZ ความเขม้ขน้ 1 มิลลิกรมัต่อลิตร สามารถชักน าใหป้ลายยอดหนอนตายหยาก เกิด
ยอดใหม่ไดสู้งสุด 3.1±0.52 ยอดรองลงมาคือการใช ้BA 5 และ 10 มิลลิกรมัต่อลิตร สามารถชัก
น าใหเ้กิดยอดใหม่ได ้2.62±0.12 และ 2.6±0.76 ยอดต่อชิน้สว่นตามล าดบั  

6.2 การชักน าการกลายโดยใช้สารเคมีในหลอดทดลอง 
George และ Rao (1980) น าเมล็ด Brassica juncea แช่สารละลาย EMS ความ

เขม้ขน้ 2.5 เปอรเ์ซ็นต ์เป็นเวลา 30 นาที 1 และ 2 ชั่วโมง ไม่มีผลต่อเปอรเ์ซ็นตก์ารงอกของต้น
กล้า แต่ต้นกล้าที่ได้รบัการแช่เมล็ดด้วยสารละลาย EMS นาน 30 นาที พบใบเลีย้งมีลักษณะ
เหลืองซีด (chlorosis) ส่วนการแช่นาน 2 ชั่ วโมง ให้ต้นกล้าที่งอกหลังการเพาะ 2 สัปดาห์ มี
ลกัษณะสีเหลืองซีด และใบแรกมีลกัษณะผิดปกติ เมื่อตัดใบเลีย้งจากตน้กลา้ในหลอดทดลองซึ่ง
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ไดจ้ากการแช่เมล็ดในสารละลาย EMS เป็นเวลา 30 นาที มาเลีย้งบนอาหารสูตร MS เติม NAA 
ความเขม้ขน้ 1 มิลลิกรมัต่อลิตร และ BA ความเขม้ขน้ 1 มิลลิกรมัต่อลิตร พบว่าชักน าการสรา้ง
ยอดได้เพียง 28 เปอรเ์ซ็นต์ เมื่อเปรียบเทียบกับชุดเปรียบเทียบซึ่งให้การสรา้งยอดได้ถึง 96 
เปอรเ์ซ็นต ์

Qin และคณะ (2011) ไดใ้ชใ้ช้คัพภะของ loquat แช่ในสารละลาย EMS เขม้ข้น 

0.1- 0.9 เปอรเ์ซ็นต ์เป็นเวลา 0.5, 1 และ 2 ชั่วโมง พบว่าที่ความเขม้ขน้ 0.3 เปอรเ์ซ็นต ์นาน 0.5 
ชั่วโมง คพัภะมีอตัราการรอดชีวิตสูงสดุ 48.8 เปอรเ์ซ็นต ์และสามารถสรา้งเอ็มบริโอใหม่ไดส้งูสุด 
46.2 เปอรเ์ซ็นต ์ 

Menendez (1973) พบว่าหลังจากการน าเมล็ดกล้วย (Musa acuminata subsp. 
malaccensis) มาแช่สารละลาย EMS ความเข้มข้น 0.20 โมลาร ์ท าให้เกิดการเจริญเติบโต
ผิดปกติมากขึน้ และหลงัจากจุ่ม EMS ความเขม้ขน้ 0.10 โมลาร ์ระยะเวลา 48 ชั่วโมง ท าใหก้าร
งอกของตน้กลา้ลดลง 50 เปอรเ์ซ็นต ์  

มนสุรีย ์ก่องตาวงศ ์และ ทิพยม์ณี ภะระตะศิลปินส ์(2527) ไดท้ดลองแช่อบัละออง

เกสรของยาสบู พนัธุ ์Coker 347ในสารละลาย EMS ความเขม้ขน้ 0.002, 0.004, 0.01 และ 0.02 
เปอรเ์ซ็นต ์เป็นเวลา 12 และ 18 ชั่วโมง ส่งผลใหล้ะอองเกสรงอกชา้ ยบัยัง้การเกิดรากของตน้ ตน้
ที่ไดม้ีลกัษณะใบด่าง มีสีเขียว สีขาว และสีเหลืองบางส่วน ซึ่งเป็นการกลายในเม็ดสีและใหด้อกมี
ลกัษณะผิดปกติ  

Kang และ Kameya (1993) ไดท้ดลองแช่ฝักขา้วโพดพันธุ์ Danggin หลงัจากการที่
มีการผสมเกสร 3, 6 และ 9 ชั่วโมง ในสารละลาย EMS ความเขม้ขน้ 0.2 เปอรเ์ซ็นต ์เป็นเวลา 15 
นาที พบว่าตน้ขา้วโพดที่ไดเ้กิดการกลายเพียงบางส่วน คลอโรฟิลลล์ดลง และมีการเปลี่ยนแปลง
ทางสรีระวิทยาบางลกัษณะ และการแช่สารหลงัจากที่มีการผสมเกสร 6 ชั่วโมง ใหต้น้ขา้วโพดมี
ความตา้นทานต่อ 5-methyltryptophan (5-MT) ทัง้ในสภาพประกอบที่เป็นแคลลสัและตน้กลา้  

Kumar และคณะ (2010) ไดน้  าแคลลสัของลฟัเลมอนมาทรีต EMS เขม้ขน้ 0.1, 0.2, 
0.3 และ 0.4 เปอรเ์ซ็นต์ แล้วจึงน ามาเพาะเลีย้งบนอาหาร พบว่าเมื่อความเข้มข้นของ EMS 
เพิ่มขึน้อัตราการรอดชีวิตของแคลลัสลดลง โดยที่ความเข้มข้นของ EMS 0.4 เปอรเ์ซ็นต ์
ส่งผลใหแ้คลลสัตายทัง้หมด และยงัพบว่ามีเพียงแคลลสักลุ่ม ควบคมุและแคลลสัที่ผ่านการทรีต 
EMS 0.1 เปอรเ์ซ็นตเ์ท่านัน้ ที่สามารถพฒันาต่อไปได ้คิดเป็น 9 และ 5.6 เปอรเ์ซ็นต ์ตามล าดบั 

Luan, Zhang, Gao, และ An (2007) ไดช้กัน าการกลายในแคลลสัของมันเทศเพื่อให้
ไดส้ายพนัธุท์ี่สามารถตา้นทานต่อความเค็ม โดยใช ้EMS เขม้ขน้ 0.5 เปอรเ์ซ็นต ์นาน 0, 1, 1.5, 2 
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2.5 และ 3 ชั่วโมง พบว่าแคลลัสที่แช่สาร EMS เขม้ข้น 0.5 เปอรเซ็นต์ นาน 2 และ 2.5 ชั่วโมง 
สามารถเจรญิและพฒันาต่อไปไดใ้นอาหารท่ีเติมโซเดียมคลอไรดเ์ขม้ขน้ 200 มิลลิโมลาร ์

Dhakshanamoorthy, Selvaraj และ Chidambaram (2010) ไดช้กัน าการกลายของ
สบู่ด  า โดยการน าเมล็ดมาแช่สาร EMS ความเขม้ขน้ต่าง ๆ พบว่าตน้ที่เจริญจากเมล็ดที่ผ่านการ
แช่สาร EMS เขม้ขน้ 1 เปอรเ์ซ็นต ์มีการผลิตจ านวนช่อผลต่อตน้และจ านวนผลต่อช่อสงูที่สดุเฉลี่ย 
14.66 ช่อ และ 11.00 ผล ซึ่งมากกว่าตน้ที่เจรญิจากเมล็ดที่ไม่ผ่านการแช่สาร EMS  

6.3 การศึกษาความแปรปรวนทางพันธุกรรมของพืชทีไ่ด้รับการกลาย 

ชญานีย ์สงัวาลย ์(2557) ไดช้กัน าการกลายโซมาติกเอมบริโอปาลม์น า้มนัโดย EMS 
ความเขม้ขน้ 0 – 1 เปอรเ์ซ็นต ์และตรวจสอบความแปรปรวนทางพนัธุกรรมดว้ยเทคนิค SSR โดย

ใช้ไพรเมอร์ 9 คู่  คือ คือ EgCIR0008, EgCIR0243, EgCIR0337, EgCIR0409, EgCIR0446, 

EgCIR0465, EgCIR0781, EgCIR0905 แ ล ะ  EgCIR1772 พ บ ว่ า มี เ พี ย ง ไ พ ร เม อ ร ์

EgClR0465 ที่ใหแ้ถบดีเอ็นเอที่มีลักษณะ polymorphism และใหแ้ถบดีเอ็นเอที่จ  าเพาะขนาด 

275 bp ระหว่าง ตน้กลา้ปกติกบัตน้กลา้ที่มีการสรา้งช่อดอกที่เจรญิจากโซมาติกเอ็มบริโอและผ่าน
แช่สารละลาย EMS เขม้ขน้ 1 เปอรเ์ซ็นต ์ส าหรบัไพรเมอรอ่ื์น ๆ ใหรู้ปแบบดีเอ็นเอที่เหมือนกันใน
ทกุตวัอย่าง สรุปไดว้่า EMS ที่ความเขม้ขน้สงูส่งผลต่อการออกดอกของตน้กลา้ และท าใหรู้ปแบบ
ของดีเอ็นเปลี่ยนแปลงไปเมื่อตรวจสอบดว้ยเทคนิค SSR 

Paliwal และคณะ (2013) ศึกษาวิเคราะหค์วามหลากหลายทางพันธุกรรมของพืช
กลุ่มบอระเพ็ดจ านวน 21 ตัวอย่าง โดยใช้เครื่องหมายสก๊อต พบไพรเมอรท์ี่มีความเหมาะสม
จ านวน 19 ไพรเมอรจ์าก 35 ไพรเมอร ์สามารถใหแ้ถบดีเอ็นเอทั้งหมด 102 แถบ มีค่าเฉลี่ย 5.3 
แถบต่อไพรเมอร ์พบว่าค่า polymorphic information content มีค่าเท่ากบั 87.2 

Wahyudi et al. (2020) ตรวจสอบการกลายของถั่วเหลืองจาก EMS ที่ความเข้มข้น 

0.5 และ 1.0 เปอร์เซ็นต์ ในระยะเวลา 4, 6 และ 8 ชั่วโมง และตรวจสอบความแปรปรวนทาง

พันธุกรรมด้วยเทคนิค RAPD พบว่า EMS 0.5 เปอร์เซ็นต์ ระยะเวลา 6 ชั่วโมง ได้ชักนำให้ถั่วเหลือง
กลายแสดงความคล้ายคลึงกันทางพันธุกรรมต่ำที่สุด เมื่อเปรียบเทียบกับต้นควบคุม การศึกษานี้จึง
เป็นแนวทางใหม่ในการชักนำความแปรปรวนทางพันธุกรรมในถั่วเหลืองและช่วยในการปรับปรุงพันธุ์
ถั่วเหลืองต่อไป  

Chauhan et al. (2018) ชักนำการกลายของฝ้ าย 2 สายพันธุ์  คือ  G. hirsutum 
(GSHV-01/1338) และ G. arboreum (G.27) ในสาร EMS ความเข้มข้น 0.75, 1.50 และ 2.25 
เปอร์เซ็นต์ พบว่าเมื่อความเข้มข้นของ EMS เพ่ิมข้ึน เปอร์เซ็นต์การงอก ความยาวราก และความยาว
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ยอดลดลง เมื่อตรวจสอบความแปรปรวนทางพันธุกรรมด้วยเทคนิค RAPD แสดงว่า EMS ชักนำการ

เปลี่ยนแปลงทางพันธุกรรม 2 เปอร์เซ็นต์ในฝ้าย G.27 และ 1 เปอร์เซ็นต์ในฝ้าย GSHV-01/1338 
เมื่อเปรียบเทียบกับต้นควบคุม  

ปวีณา นวมเจริญ (2541) ไดศ้ึกษาความแปรปรวนของค าฝอยที่ผ่านการชกัน าดว้ย
สาร EMS ในช่วงความเขม้ขน้ 0.2 – 1 เปอรเ์ซ็นต ์พบว่าตน้ค าฝอยที่พัฒนาจากแคลลสัที่ผ่านการ
แช่สาร EMS มีลกัษณะทางสณัฐานที่แตกต่างจากตน้ปกติ คือ ปรมิาณยอดเพิ่มขึน้ มีลกัษณะการ
ยืดยาวของล าตน้ การอวบน า้ของใบ รูปร่างใบ ความยาวหนามที่ใบ แตกต่างจากที่ไม่ผ่านการแช่
สาร EMS  

Singh, Raghava, and kalia (2000) ศึกษาสีของดอกคารเ์นชั่นที่ผ่านการชกัน าการ
กลายโดยการใช ้EMS ที่ความเขม้ขน้ต่าง ๆ ซึ่งเติมในอาหารแข็งและในอาหารเหลวในสภาพเขย่า
เลีย้ง 3 ชั่วโมง พบว่าเขม้ขน้ 0, 025 และ 0.05 เปอรเ์ซ็นต ์ในอาหารแข็ง และ 0.025 เปอรเ์ซ็นต ์ใน
อาหารเหลวสามารถชักน าใหเ้กิดยอดและดอกมากที่สดุ โดยยอดมีลกัษณะสีขาวสลบัแดง และสี
ชมพสูลบัขาว  

 Javed Ansari (2012) ศึกษาลกัษณะของตน้ขา้วสาลี (Triticum monococcum L.) 
พบว่าตน้ขา้วสาลีที่ผ่านการชักน าการกลายโดยใช ้EMS ที่ความเขม้ขน้ต่าง ๆ มีลกัษณะของใบ 
กอ และรากที่เปราะบาง มีความสงูของล าตน้ และจ านวนกอนอ้ยกว่าเมื่อเปรียบเทียบกับตน้ที่ไม่
ผ่านการทรีตดว้ย EMS  

ยวุดี มานะ และ ศจุิรตัน ์สงวนศิรกิุล (2553) ตรวจสอบความแตกต่างทางพนัธุกรรม
ของกวาวเครือขาว พบว่ามี ขนาดของแถบ ดี เอ็น เอประมาณ  280 bp ถึ ง  1,550 bp ใน
จ านวนนีม้ีแถบดีเอ็นเอที่ใหค้วามแตกต่าง (polymorphic band) คิดเป็น 82.54 เปอรเ์ซ็นต ์ของ
ทั้งหมดและเป็นต ่าแหน่งที่ไม่แตกต่างกัน (monomorphic) จ านวน 62 ต าแหน่ง คิดเป็น 17.46 
เปอรเ์ซ็นต ์

Malik, Li, Shuxia, and Jin-feng (2011) ใช้เครื่องหมาย SSR ตรวจสอบความ
แปรป รวนทางพั น ธุก รรมของ เม ลอน  (Cucumis melo L.) ที่ เจ ริญ จาก ก าร เพ าะ เลี ้ย ง

ไข่ที่ ไม่ ได้รับการผสม โดยใช้ไพรเมอร์จ านวน 23 ไพรเมอร์ พบว่าไพรเมอร์ CMGA172 
สามารถแยกความแตกต่างออกจากพ่อแม่ได ้ 

Thawaro and Te-chato (2010) ตรวจสอบความแปรรวนทางพันธุกรรมของปาลม์
น า้มันลูกผสมด้วยเครื่องหมาย SSR พบว่าไพรเมอร ์EgClR0008 สามารถแยกความแตกต่าง
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ระหว่างลูกผสมกับพ่อพันธุ์และพันธุ์ได ้นอกจากนีย้ังบอกความตรงตามพันธุ์ของตน้กลา้ปาลม์
น า้มนัที่ไดจ้ากการขยายพนัธุด์ว้ยวิธีการเพาะเลีย้งเอมบรโิอ  

สกุลรตัน ์แสนปตุะวงษ์ (2553) ท าการตรวจสอบความแปรปรวนทางพันธุกรรมของ
ปาลม์น า้มันทุกระยะ คือ แคลลัส โซมาติกเอบริโอ และต้นกล้าที่ได้จากการเพาะเลีย้งเนือ้เยื่อ 
พบว่าไม่มีความแปรปรวนจากการขยายพนัธุด์ว้ยการเพาะเลีย้งเนือ้เยื่อของทัง้ 3 ระยะ  

จากงานวิจยัขา้งตน้จะเห็นว่า สตูรอาหารที่เติม BA ความเขม้ขน้ 5 มิลลิกรมัต่อลิตร สตูร
อาหาร MS ที่เติม BAP ความเขม้ขน้ 20 µM และ TDZ ความเขม้ขน้ 1 มิลลิกรมัต่อลิตร สามารถ
ชกัน าใหป้ลายยอดหนอนตายหยากเกิดยอดใหม่ไดสู้งสุด และสตูรอาหาร MS ที่ไม่เติม IBA และ
สตูรอาหารที่เติม IBA 1 มิลลิกรมัต่อลิตร ระยะเวลา 2 เดือน สามารถชกัน าหนอนตายหยากให้มี
การเจริญของรากได ้ซึ่งสามารถน าสูตรอาหาร ความเขม้ขน้ และระยะเวลาดังกล่าวไปปรบัใชใ้น
การเพาะเลี ้ยงยอดและรากของหนอนตายหยากดอกสั้นในการทดลองครั้งนี ้ได้  และพบว่า
สารละลาย EMS เป็นสารก่อกลายที่นิยมน ามาใชใ้นพืชหลายชนิด พบว่าเมื่อใชท้ี่ความเขม้ขน้ 0 – 
1 เปอรเ์ซ็นต ์ระยะเวลา 30 นาที – 2  ชั่วโมง แตกต่างกนัในแต่ละชนิดของพืช สามารถชกัน าการ
กลายในพืชไดดี้และความถ่ีของการกลายที่สูงกว่าการกลายในธรรมชาติ จึงคาดว่าสารละลาย 
EMS สามารถชักน าใหเ้กิดการการกลายในหนอนตายหยากดอกสั้นไดเ้ช่นกัน และสามารถใช้
เทคนิคทางโมเลกลุ เพื่อตรวจสอบความแปรปรวนทางพนัธุกรรมของตน้หนอนตายหยากดอกสัน้ที่
ผ่านการแช่สารละลาย EMS ได ้ซึ่งถือเป็นเทคนิคที่มีความแม่นย าและมีประสิทธิภาพสงู สามารถ
น ามาใชแ้ยกความแตกต่างทางพนัธุกรรมได ้โดยจากงานวิจยัขา้งตน้จะพบว่าเครื่องหมายโมเลกุล
ในระดับดีเอ็นเออาจท าไดห้ลายวิธี เช่น เครื่องหมาย simple sequence repeat (SSR) Random 
Amplified Polymorphic DNA (RAPD) และStart Codon Targeted (SCoT)   
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บทที ่3 
วิธีด าเนินการวิจัย 

1. พืชทีใ่ช้ในการวิจัย 
หนอนตายหยากชนิด S. collinsiae Craib ที่อยู่ ในขวดเพาะเลี ้ยงอาหารสูตร MS 

ระยะเวลา 4 เดือน ซึ่งไดร้บัความอนเุคราะหจ์ากโครงการวิจยัการศกึษาและพฒันาเทคนิคการเก็บ
รกัษาเชือ้พนัธุกรรมพืช กรมวิชาการเกษตร กระทรวงเกษตรและสหกรณ ์ 

2. วัสดุและอุปกรณ ์
2.1 เครื่องมือและอปุกรณท์ี่ใชใ้นการเตรียมอาหาร 

2.1.1  ขวดแกว้ (bottle) ขนาด 4 ออนซ ์และ 8 ออนซ ์พรอ้มฝาปิด 
2.1.2  ขวดวดัปรมิาตรขนาด (Volumetric flask) 500, 1000 และ 2000 มิลลิลิตร 
2.1.3  ปิเปตต ์(pipette) 
2.1.4  ชอ้นตกัสาร (spatula) 
2.1.5  แท่งแกว้คนสาร (stirring rod) 
2.1.6  เครื่องมือวดัความเป็นกรด-ด่าง (pH meter) 
2.1.7  เครื่องชั่งไฟฟ้าทศนิยม 2 และ 4 ต าแหน่ง (balance) 
2.1.10  หมอ้นึ่งความดนัไอน า้ (autoclave) 
2.1.11  ตูอ้บไมโครเวฟ (microwave) 

2.2 เครื่องมือและอปุกรณท์ี่ใชใ้นตูเ้พาะเลีย้งเนือ้เยื่อ 
2.2.1  ตูย้า้ยเนือ้เยื่อ (lamina air-flow cabinet) 
2.2.2  มีด (surgical knife)  
2.2.3  ปากคีบ (forceps) 
2.2.4  ตะเกียงแอลกอฮอล ์(alcohol burner) 
2.2.5  ตะแกรงโลหะ (metal rack) 
2.2.6  จานแกว้ (petri dish) 

2.3 เครื่องมือและอปุกรณท์ี่ใชใ้นหอ้งเพาะเลีย้งเนือ้เยื่อ 
2.3.1  ชัน้วางเลีย้งเนือ้เยื่อ (culture shelf) 
2.3.2  เครื่องควบคมุอณุหภมูิ (air condition) 
2.3.3  เครื่องควบคมุเวลา (timer) 
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2.3.4  หลอดฟลอูอเรสเซนต ์(fluorescent lamp) 
2.4 อุปกรณ์ที่ใชใ้นการตรวจสอบลักษณะความแปรปรวนทางพันธุกรรมโดยเทคนิค 

RAPD และ SCoT 
2.4.1  เครื่องชั่งสาร  
2.4.2  ไมโครปิเปต 
2.4.3  เครื่องป่ันเหวี่ยง 
2.4.4  เครื่องเพิ่มปรมิาณ DNA 
2.4.5  ชดุอิเล็กโตรโฟรซิิส 
2.4.6  คอมพิวเตอร ์
2.4.7  โปรแกรมส าเรจ็รูป MEGA 11 
2.4.8  แท่งบดส าหรบับดพืช 

3. สารเคมี  

3.1 สารเคมีที่ใชใ้นการเพาะเลีย้งเนือ้เยื่อพืช 
3.1.1  อาหารเพาะเลี ้ยงเนื ้อเยื่อแบบส าเร็จรูป MS ใช้ 4.74 กรัมต่อลิตร Stock 

solution (Murashige; and Skoog, 1962) ซึ่งประกอบด้วย ธาตุอาหารหลัก ธาตุอาหารรอง 
กรดอะมิโน และวิตามิน 

3.1.2  สารเคมีใชใ้นการปรบัความเป็นกรด-ด่าง (pH) ไดแ้ก่ 1 N NaOH 
3.1.3  น า้กลั่นปลอดเชือ้ (sterile distilled water) 
3.1.4  อาหารเพาะเลีย้งเนือ้เยื่อ BA จาก stock 100 ppm. 
3.1.5  อาหารเพาะเลีย้งเนือ้เยื่อ IBA จาก stock 100 ppm. 
3.1.6  น า้ตาล sucrose ใช ้30 กรมัต่อลิตร 
3.1.7  วุน้ (agar) ใช ้8 กรมัต่อลิตร 
3.1.8  ผงถ่าน (activated charcoal) ใช ้1 กรมัต่อลิตร 
3.1.9  แอลกอฮอล ์(alcohol) 70เปอรเ์ซ็นต ์และ 95 เปอรเ์ซ็นต ์

3.2 สารเคมีที่ใชใ้นการชกัน าการกลาย 
3.2.1   Ethyl methane sulfonate (EMS)  

3.3 สารเคมีที่ใช้ในการตรวจสอบลักษณะความแปรปรวนทางพันธุกรรมโดยเทคนิค 
RAPD และ SCoT 

3.3.1  Taq DNA polymerase 
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3.3.2  agarose 

3.3.3  ethidium bromide 

3.3.4   primer 
3.3.5 CTAB buffer 
3.3.6 chloroform 
3.3.7 dNTP 

4. ขั้นตอนการด าเนินการ 
4.1 การเพาะเลีย้งเพื่อการขยายใหไ้ดย้อดมาทดลอง 

ตัดแบ่งเนือ้เยื่อส่วนขอ้ที่มีตาขา้งติดอยู่ของหนอนตายหยากขนาด 1-2 เซนติเมตร
ของหนอนตายหยากไปเพาะเลีย้งบนหารสูตร Murashige and Skoog (MS) เลีย้งในสภาพที่ให้
แสงจากหลอดฟลูออเรสเซนต ์เป็นเวลา 16 ชั่วโมงต่อวัน อุณหภูมิ 25±2 ℃ เป็นเวลา 8 สัปดาห ์
เพื่อเพิ่มปรมิาณจ านวนยอดไวใ้ชส้  าหรบัการทดลองต่อไป 

4.2 ภาวะที่เหมาะสมต่อการชกัน ายอดและราก 
4.2.1 การชกัน าการเกิดยอดหลายยอด (multiple shoot) 

น าชิน้สว่นยอดและตาขา้งหนอนตายหยากดอกสัน้จากการทดลอง 4.1 ขนาด1-2 
เซนติเมตรมาเลีย้งและเพิ่มปริมาณยอดบนอาหารสงัเคราะหส์ตูร MS ที่เติม BA ที่ความเขม้ขน้ 0, 
1, 3, 5 และ 7 มิลลิกรมัต่อลิตร ท า 3 ซ  า้ ซ  า้ละ 10 ขวด เพื่อหาความเขม้ขน้ที่สามารถเพิ่มจ านวน
ยอดไดดี้ที่สดุ จากนัน้บนัทกึผลของสารควบคมุการเจรญิเติบโต BA ที่ระดบัความเขม้ขน้ต่าง ๆ ต่อ
การเกิดจ านวนยอด และความยาวยอด ภายหลงัการเพาะเลีย้งเป็นเวลา 2 เดือน  

4.2.2 การชกัน าการเกิดราก 
น าชิน้สว่นยอดและตาขา้งหนอนตายหยากดอกสัน้จากการทดลอง 4.1 ขนาด 1-

2 เซนติเมตรมาเลีย้งและชกัน ารากบนอาหารสงัเคราะหส์ตูร MS ที่เติม IBA ที่ความเขม้ขน้ 0, 0.5, 
1, 1.5 และ 2 มิลลิกรมัต่อลิตร ท า 3 ซ  า้ ซ  า้ละ 10 ขวด บนัทึกผลของสารควบคมุการเจริญเติบโต 
IBA ที่ระดับความเข้มข้นต่าง ๆ ที่มีต่อการเกิดจ านวนราก และความยาวราก ภายหลังการ
เพาะเลีย้งเป็นเวลา 2 เดือน  

การทดลองการชักน ายอดและรากนี ้  ใช้แผนการทดลองแบบสุ่มสมบูรณ ์
(Completely Randomized Design) ท า 3 ซ  า้ ซ  า้ละ 10 ขวด โดยแสดงผลการวิจัยเป็นค่าเฉลี่ย
และค่าคลาดเคลื่อนมาตรฐาน น ามาวิเคราะห์ความแปรปรวนแบบทางเดียว หรือ one-way 
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ANOVA จากนัน้ทดสอบความแตกต่างของค่าเฉลี่ยโดยวิธี Tukey-Kramer method ที่ระดบัความ
เชื่อมั่น 95 เปอรเ์ซ็นต ์ดว้ยโปรแกรมส าเรจ็รูป SPSS statistics 20 

4.3 การปรบัปรุงพนัธุพ์ืชโดยการเหนี่ยวน าใหก้ลายดว้ย EMS 
น าชิ ้นส่วนยอดหนอนตายหยากขนาด 1 เซนติเมตร ใส่ขวดรูปชมพู่ ซึ่ งบรรจุ

สารละลาย EMS 5 ระดบัความเขม้ขน้ ไดแ้ก่ 0, 0.25, 0.50, 0.75 และ 1.00 เปอรเ์ซ็นต ์ขวดละ 10 

ยอด ปิดผนึกดว้ยอะลูมินัมฟอยลน์ าไปวางบนเครื่องเขย่า เขย่าที่ความเร็ว 40-50 รอบต่อนาที 
ระยะเวลาแช่ในสารละลายต่างกัน 2 ช่วงเวลา คือ 60 และ 90 นาที เมื่อครบเวลาตามที่ก าหนด
แลว้ แยกชิน้ส่วนพืชออกสารละลาย EMS  ลา้งในอาหารเหลวสูตร MS ที่ปราศจากสารควบคุม

การเจริญเติบโต 3 ครั้ง แล้วจึงซับด้วยกระดาษช าระที่ผ่านการฆ่าเชือ้จนแห้ง จากนั้นน าไป
เพาะเลีย้งอาหารแข็งสตูร MS ที่เติม BA เขม้ขน้ 5 มิลลิกรมัต่อลิตร หลงัจากเพาะเลีย้งเป็นเวลา 4 
สัปดาห์ แล้วยอดที่เกิดขึน้ใส่สูตรอาหารเดิมอีก 1 ครั้ง เพาะเลีย้งต่อไปอีก 4 สัปดาห์ บันทึก
เปอรเ์ซ็นตก์ารรอดชีวิตของชิน้ส่วนพืชที่ผ่านการแช่สารรว่มกบัสารละลาย EMS ความเขม้ขน้ต่าง 
ๆ และจ านวนยอดใหม่ที่เกิดขึน้ จากนัน้หาความเขม้ขน้ของสาร EMS ที่ยับยัง้การรอดชีวิตได ้50 
เปอรเ์ซ็นต ์(LC50)  

เนื่องจากเกิดปัญหาระหว่างการทดลอง คือ ตน้หนอนตายหยากในขัน้ตอนที่ไดร้บัสาร 
EMS แต่ละความเขม้ขน้ขา้งตน้ เมื่อเพาะเลีย้งไประยะเวลาหนึ่งพบว่ายอดที่เพาะเลีย้งไวจ้ะค่อย ๆ 
มีการเปลี่ยนเป็นสีเหลืองอ่อนจนถึงขาว และบางสว่นเปลี่ยนเป็นสีน า้ตาลและตายในที่สดุ จึงท าให้
ยอดที่จะน าไปใชท้ดลองในขัน้ตอนต่อไปไม่เพียงพอ จึงมีความจ าเป็นตอ้งไปขอความอนุเคราะห์
จากกรมวิชาการเกษตรอีกครัง้เพื่อน าตน้แม่พนัธุม์าใชท้ าการทดลองต่อ การทดลองหลงัจากนี ้คือ
การใหส้าร EMS แก่หนอนตายหยากดว้ยความเขม้ขน้ LC50 เพื่อตรวจสอบความแปรปรวนทาง
พนัธุกรรม ซึ่งจะเป็นตน้พนัธุร์อบใหม่ที่เป็นชนิดเดียวกนัในขวดเพาะเลีย้งอาหารสตูร MS  

ต่อมาน าชิน้ส่วนยอดของหนอนตายหยากดอกสัน้ขนาด 1 เซนติเมตร ใส่ขวดรูปชมพู่ซึ่ง
บรรจุสารละลาย EMS ที่ยับยั้งการรอดชีวิตได้ 50 เปอรเ์ซ็นต์ (LC 50) คือความเข้มข้น 0.9 
เปอรเ์ซ็นต ์เปรียบเทียบกับตน้แม่ ท า 2 ซ  า้ ซ  า้ละ 10 ขวด ปิดผนึกดว้ยอะลูมินัมฟอยลน์ าไปวาง

บนเครื่องเขย่า เขย่าที่ความเร็ว 40-50 รอบต่อนาที ระยะเวลาแช่ในสารละลาย 60 นาที เมื่อครบ

เวลาตามที่ก าหนดแล้ว แยกชิน้ส่วนพืชออกสารละลาย EMS  ล้างในอาหารเหลวสูตร MS ที่

ปราศจากสารควบคมุการเจริญเติบโต 3 ครัง้ แลว้จึงซบัดว้ยกระดาษช าระที่ผ่านการฆ่าเชือ้จนแหง้ 
จากนั้นน าไปเพาะเลี ้ยงอาหารแข็งสูตร MS ที่ เติม BA เข้มข้น 5 มิลลิกรัมต่อลิตร หลังจาก
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เพาะเลีย้งเป็นเวลา 4 สปัดาห ์แลว้ยา้ยยอดที่เกิดขึน้ใส่สตูรอาหารเดิมอีก 1 ครัง้ เพาะเลีย้งต่อไป
อีก 4 สปัดาห ์บนัทกึการเปลี่ยนแปลงทางสณัฐาน 

น าขอ้มลูดงักลา่วมาวิเคราะหห์าค่าความแปรปรวนและเปรียบเทียบค่าเฉลี่ย โดยใชส้ถิติ
นอนพาราเมตริก  (Nonparametric Statistics) วิ ธีทดสอบแบบ Mann-Whitney U test ด้วย
โปรแกรมส าเรจ็รูป SPSS statistics 20 

น าชิน้ส่วนยอดที่รอดชีวิตมาเพาะเลีย้งบนอาหารสังเคราะหส์ูตร BA ที่ความเขม้ขน้ 5 
มิลลิกรมัต่อลิตร เป็นระยะเวลา 8 สัปดาห์ เพื่อใหม้ีการเจริญพัฒนาเป็นตน้หรือกิ่งเป็นตน้ใหม่
เดี่ยว ๆ ที่มีลกัษณะค่อนขา้งสม ่าเสมอ ช่วยใหส้ามารถคน้พบส่วนที่เกิดการกลายไดดี้ขึน้ หลงัจาก
ครบระยะเวลา 8 สัปดาห ์จึงน ามาชักน ารากต่อ โดยเพาะเลีย้งบนอาหารสังเคราะหส์ูตร IBA ที่
ความเขม้ขน้ 1 มิลลิกรมัต่อลิตร ระยะเวลา 8 สัปดาหอี์กครัง้เพื่อใชใ้นการตรวจสอบการกลาย
ต่อไป 

4.3 การตรวจสอบการกลายของพืชที่ไดจ้ากการชกัน าโดย EMS 
4.3.1 การตรวจสอบลกัษณะทางสณัฐาน  

ตรวจสอบอัตราการเจริญเติบโตของต้นกล้าในแต่ละความเข้มข้นของ EMS 
เปรียบเทียบกนั โดยวดัความสงูของตน้ จ านวนยอด ความยาวยอด จ านวนราก และความยาวราก 
บนัทกึขอ้มลูและหาค่าเฉลี่ยในแต่ละชดุการทดลอง 

4.3.2 การตรวจสอบลกัษณะความแปรปรวนทางพันธุกรรมโดยเทคนิค RAPD และ 
SCoT 

4.3.2.1 สกดัดีเอ็นเอจากใบของหนอนตายหยากที่ไดจ้ากชักน าใหเ้กิดการกลาย
โดย EMS ในหลอดทดลอง  

ในขัน้ตอนนีย้อดของหนอนหตายหยากที่ไม่ไดร้บัสาร EMS หรือตน้แม่ตาย
ลง เนื่องจากปัญหาเดียวกนักบัที่เจอก่อนหนา้นี ้จึงท าใหใ้บของตน้แม่ที่จะน าไปใชส้กดัดีเอ็นเอเพื่อ
เปรียบเทียบกับตน้ที่ไดร้บัสาร EMS ไม่เพียงพอ จึงมีความจ าเป็นตอ้งไปขอความอนุเคราะหจ์าก
กรมวิชาการเกษตรเป็นครัง้ที่สามเพื่อน าใบของตน้แม่ที่เป็นชนิดเดียวกันในขวดเพาะเลีย้งอาหาร
สูตร MS มาท าการสกัดดีเอ็นเอ ในขณะที่ยอดที่ไดร้บัสาร EMS ยังเป็นยอดเดิมจากการทดลอง
ก่อนหนา้นี ้โดยยอดของหนอนตายหยากที่คาดว่าจะเกิดการกลายหลงัจากไดร้บัสาร EMS ที่ระดบั 
LC50 คือ ความเขม้ขน้ 0.90 เปอรเ์ซ็นต ์ระยะเวลา 60 นาที มี 8 ยอด โดยไดใ้หร้หสัแต่ละยอดคือ 
C1A, C1B, C2, C3, C4, C5A, C5B และ C6 (1-6 คือจ านวนยอดที่ไดค้าดว่าจะกลายจากการ
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ไดร้บัสาร EMS, A และ B คือ หนอนตายหยากจากยอดเดียวกนัแลว้ท าการ subculture แยกขวด) 
ท าการเปรียบเทียบกบัตน้แม่ โดยใหร้หสัเป็น M0 

วิธีการคือน าใบของหนอนตายหยากดังกล่าวมาตัดเป็นชิน้ขนาดประมาณ 
1×1 เซนติเมตร ใส่ในหลอดทดลอง เติม CTAB 200 มิลลิลิตร แล้วบดให้ละเอียด เติม CTAB 
buffer 800 มิลลิลิตร และบ่มที่ 65 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 - 60 นาที แลว้ทิง้ใหส้่วนผสมเย็น
ลงที่อุณหภูมิหอ้ง เติม "wet" chloroform 200 ไมโครลิตร และกลบัหลอด ไมโครเซนติฟิวกข์ึน้-ลง
เบา ๆ 3 - 4  ครัง้ตามด้วยการป่ันเหวี่ยงที่ 13,000 rpm เป็นเวลา 2 นาที น า aqueous (upper) 
phase ใส่ลงใน microcentrifuge tube อันใหม่  และ re-extract ด้วย "wet" chloroform 200 
ไมโครลิตร น า aqueous (upper) phase ใส่ลงใน microcentrifuge tube อันใหม่  และเติม 
isopropanol (ที่เย็นจัด) 600 ไมโครลิตร ผสมเบา ๆ ใหเ้ขา้กัน และทิง้ไว ้15 นาที หลงัจากนั้นจึง
ป่ันเหวี่ยงที่ 13,0000 rpm เป็นเวลา 2 นาที ทิง้ supernatant และเติม wash buffer 1 มิลลิลิตร 
ทิง้ไวป้ระมาณ 30 นาที ป่ันเหวี่ยงที่ 13,000 rpm เป็นเวลา 5 นาที และทิง้ supernatant ลา้งดว้ย 
70% alcohol 1,000 มิลลิตร โดยเติมลงในหลอดที่มีตะกอนดีเอ็นเอทิง้ไว ้15 นาที แลว้น าไปป่ัน
เหวี่ยง  แลว้เท supernatant ทิง้ไป ละลาย DNA pellet ใน sterile distilled water 50 ไมโครลิตร 
จากนัน้เก็บในอณุหภมูิ 4 เซลเซียส 

น าดีเอ็นเอที่ไดม้าท าการตรวจสอบปรมิาณดว้ย spectrophotometer โดยน า
ดีเอ็นเอที่สกัดไดม้าเจือจางดว้ยน า้ที่ผ่านการฆ่าเชือ้ วัดค่าของ blank (น า้กลั่น) ปรบัค่าอยู่ที่ 0 
จากนัน้วัดค่าการดูดกลืนแสง (OD) ที่ 260 นาโนเมตร ท าการบนัทึกขอ้มูลและปรบัความเขม้ขน้
ปริมาณดีเอ็นเอที่ได้ในแต่ละตัวอย่างใหใ้กลเ้คียงกันก่อนน าไปเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอโดยการท า 
PCR 

4.3.2.2 การทดสอบไพรเ์มอรโ์ดยการท า PCR โดยการน า DNA ที่สกัดได้มา
ตรวจสอบโดยไพรเมอร์ RAPD 7 ชนิด และทดสอบโดยเครื่องหมาย SCoT 22 ชนิด และ
ด าเนินการในปรมิาตรรวม 25 ไมโครลิตร ประกอบดว้ย  

Distilled water          16.875 ไมโครลิตร 
10x buffer           2.5 ไมโครลิตร 
dNTP(2.5 mM)           2  ไมโครลิตร 
Primer                    0.5  ไมโครลิตร 
Mg2+(25 mM)             2   ไมโครลิตร 
Taq Enzyme              0.125  ไมโครลิตร 
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DNA Template          1              ไมโครลิตร 
น าเขา้เครื่อง thermal cycler โดยตัง้โปรแกรมการท างานดงันี ้

       -  Primer RAPD  
 

                   -  Primer SCoT 
 

  ขัน้ตอนที่ 1 Initial denaturation อุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส
เวลา 3 นาท ี

  ขัน้ตอนที่ 2 Denaturation อุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส 
เวลา 30 วินาที 

  ขัน้ตอนที่ 3 Annealing อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส 
เวลา 1 นาท ี

  ขัน้ตอนที่ 4 Extension อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส 
เวลา 2 นาท ี

  ขัน้ตอนที่ 5 Final Extension 
                 

อุณหภูมิ 72องศาเซลเซียส 
เวลา 3 นาท ี

  ขัน้ตอนที่ 1 Initial denaturation อุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส 
เวลา 3 นาท ี

  ขัน้ตอนที่ 2 Denaturation อุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส 
เวลา 30 วินาที 

  ขัน้ตอนที่ 3 Annealing อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส  
เวลา 1 นาท ี

  ขัน้ตอนที่ 4 Extension อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส 
เวลา 2 นาท ี

  ขัน้ตอนที่ 5 Final Extension 
 
 
 
 
 
 

อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส 
เวลา 3 นาท ี
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4.3.2.3 น า  PCR product ที่ ได้มาท าการตรวจสอบลายพิมพ์  DNA ด้วยวิ ธี  agarose gel 
electrophoresis 0.8 กรัม ใน 1X TAE buffer 80 มิลลิลิตร และย้อมด้วยสี  ethidium bromide 
1.5 มิลลิลิตร แลว้ตรวจสอบการปรากฏของแถบ DNA จากนั้นท าการเลือก ไพรเมอรท์ี่ใหแ้ถบดี
เอ็นเอที่ชดัเจน เพื่อน าไปใชใ้นการทดสอบความแปรปรวนทางพนัธุกรรมต่อไป 

4.3.2.4 การทดสอบความแปรปรวนทางพนัธุกรรมโดยการท า PCR โดยน าดีเอ็น
เอที่สกัดได้มาเพิ่มปริมาณ DNA ดว้ยเทคนิค PCR โดยใช้ไพรเ์มอรท์ี่ผ่านการทดสอบแล้ว และ
ด าเนินการในปรมิาตรรวม 250 ไมโครลิตร ประกอบดว้ย 

Distilled water         183.75 ไมโครลิตร 
10x buffer          25 ไมโครลิตร 
dNTP(2.5 mM)         5              ไมโครลิตร 
Primer                      5   ไมโครลิตร 
Mg2+(25 mM)           10  ไมโครลิตร 
Taq Enzyme            1.25 ไมโครลิตร 
DNA Template         2              ไมโครลิตร 
น าเขา้เครื่อง thermal cycler โดยตัง้โปรแกรมการท างานดงันี ้

        -  Primer RAPD 
   ขัน้ตอนที่ 1 Initial denaturation อุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส

เวลา 3 นาท ี
  ขัน้ตอนที่ 2 Denaturation อุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส 

เวลา 30 วินาที 
  ขัน้ตอนที่ 3 Annealing อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส 

เวลา 1 นาท ี
  ขัน้ตอนที่ 4 Extension อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส 

เวลา 2 นาท ี
  ขัน้ตอนที่ 5 Final Extension 
 

 

อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส 
เวลา 3 นาท ี
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                   -  Primer SCoT 
 

                         4.3.2.4 น าผลิตภัณฑ์พีซีอารท์ี่ได้มาท าการตรวจสอบลายพิมพ์ DNA ด้วยวิธี 
agarose gel electrophoresis 1 เป อ ร์เซ็ น ต์  ใน  1X TAE buffer และย้อมด้วยสี  ethidium 
bromide 1.5 มิลลิลิตร ท าการเปรียบเทียบแถบดีเอ็นเอที่ปรากฏระหว่างแถบดีเอ็นเอที่ไดจ้ากตน้ที่
ได้จากการเพาะชักน าการกลายด้วย EMS กับต้นควบคุม เพื่อประเมินความแปรปรวนทาง
พนัธุกรรม โดยน าขอ้มูลมาวิเคราะหค์วามเหมือนและความแตกต่างของแถบดีเอ็นเอที่ไดท้ัง้หมด 
โดยวิธี Unweighted Pair Group Method with Arithmetic Mean (UPGMA) เพื่อสรา้งเดนโดร 
แกรม (dendrogram) 

วิธีการด าเนินการดงัภาพประกอบที่ 6  
 
 
 
 
 
 
 
 
 

  ขัน้ตอนที่ 1 Initial denaturation อุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส 
เวลา 3 นาท ี

  ขัน้ตอนที่ 2 Denaturation อุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส 
เวลา 30 วินาที 

  ขัน้ตอนที่ 3 Annealing อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส
เวลา 1 นาท ี

  ขัน้ตอนที่ 4 Extension อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส
เวลา 2 นาท ี

  ขัน้ตอนที่ 5 Final Extension 
 

 

อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส
เวลา 3 นาท ี
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ภาพประกอบ 6 แผนผงัการด าเนินการ 

การวิเคราะหท์างสถิติ (Statistical analysis) 

Xanalysis) 
 

น าชิน้สว่นยอดและตาขา้งมาเลีย้งบน
อาหารสงัเคราะหส์ตูร BA ที่ความ
เขม้ขน้ 0, 1, 3,  5 และ 7 mg/L 

ระยะเวลา 2 เดือน  

น าชิน้สว่นยอดและตาขา้งมาเลีย้งบน
อาหารสตูร IBA ที่ความเขม้ขน้ 0,  0.5, 

1, 1.5 และ 2 mg/L เดือน 

การชกัน าใหเ้กิดการกลายของหนอนตายหยากดว้ย EMS ในหลอดทดลอง 

ภาวะที่เหมาะสมต่อการชกัน ายอดและราก  

ยอด ราก 

น าสว่นยอดและตาขา้งมาแช่สารละลาย EMS ที่ความเขม้ขน้ต่างกนั คือ ไดแ้ก่ 0, 0.25, 0.50,  
0.75 และ 1.00 เปอรเ์ซ็นต ์เป็นเวลา 60 และ 90 นาที แต่ละทรีตเมนตท์ า 3 ซ  า้ ซ  า้ละ 10 ตน้ 
แลว้ท าการชกัน าการกลายอีกครัง้ดว้ยค่า LC50 ที่ค  านวณได ้ท าการบนัทกึผลการทดลอง 

 

             การตรวจสอบลกัษณะความแปรปรวนทางพนัธุกรรมโดยเทคนิค RAPD และ SCoT 

 

การเหนี่ยวน าใหก้ลายดว้ย EMS 

การตรวจสอบการกลายของพืชที่ไดจ้ากการชกัน าใหเ้กิดการกลายโดย EMS 

 

ลกัษณะทางสณัฐานวิทยา โดยวดัจ านวนยอด ความยาวยอด  

ตน้หนอนตายหยากเกิดการกลาย 
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บทที ่4 
ผลการด าเนินงานวิจัย 

1. ภาวะทีเ่หมาะสมต่อการชักน ายอดและราก 
1.1 การชกัน าการเกิดยอดหลายยอด (multiple shoot) 

 การชักน าการเกิดยอดของหนอนตายหยากดอกสั้น (S. collinsiae Craib) ภายใต้
สภาพปลอดเชือ้โดยใชอ้าหารสตูร MS ที่เติมสารควบคมุการเจริญเติบโต BA ที่ระดบัความเขม้ขน้ 
0, 1, 3, 5 และ 7 มิลลิกรมัต่อลิตร พบว่าอาหารสตูร MS ที่เติมสารควบคุมการเจริญเติบโตในทุก
ระดบัความเขม้ขน้ใหจ้ านวนยอดเฉลี่ยแตกต่างกนัอย่างมีนยัส าคญั (P<0.05) โดยอาหารสตูร MS 
ที่เติม BA 5 มิลลิกรมัต่อลิตร ใหจ้ านวนยอดเฉลี่ยมากที่สดุและมีความแตกต่างจากชุดควบคมุคือ
7.13±2.75 ยอดต่อตน้ โดยชุดควบคุมใหจ้ านวนยอดเฉลี่ย 2.80±1.75 ยอดต่อตน้ รองลงมาคือ
อาหารสตูร MS ที่เติม BA ความเขม้ขน้  3 มิลลิกรมัต่อลิตร ใหจ้ านวนยอดเท่ากบั 6.00±3.84 ยอด
ต่อตน้ (ตารางที่ 3) ในขณะที่อาหารสูตร MS ที่เติม BA ความเขม้ขน้ 1 มิลลิกรมัต่อลิตร ใหค้วาม
ยาวยอดเฉลี่ยสูงสุดคือ 1.46±0.62 เซนติเมตร รองลงมาคืออาหารสูตร MS ที่ไม่ได้เติม BA ให้
ความยาวยอดเฉลี่ย 1.10±0.78 เซนติเมตร (ตารางที่ 3) (ภาพที่ 7) 

1.2 การชกัน าการเกิดราก 
การชักน าการเกิดรากของหนอนตายหยากดอกสั้นภายใต้สภาพปลอดเชือ้โดยใช้

อาหารสตูร MS ที่เติมสารควบคุมการเจริญเติบโต IBA ที่ระดบัความเขม้ขน้ 0, 0.5, 1, 1.5 และ 2 
มิลลิกรมัต่อลิตร พบว่าอาหารสูตร MS ที่เติมสารควบคุมการเจริญเติบโตในแต่ละระดับความ
เขม้ขน้ใหจ้ านวนรากเฉลี่ยไม่แตกต่างกัน โดยอาหารสูตร MS ที่เติม IBA 1 มิลลิกรมัต่อลิตร ให้
จ านวนรากเฉลี่ยมากที่สดุคือ 0.90±0.40 รากต่อตน้ รองลงมาคืออาหารสตูร MS ที่เติม IBA ความ
เขม้ขน้ 0.5 และ 2 มิลลิกรมัต่อลิตร ใหจ้ านวนราก 0.33±0.21 รากต่อตน้ โดยอาหารสตูร MS ที่ไม่
เติม IBA ใหจ้ านวนรากเฉลี่ย 0.20±0.22 รากต่อตน้ (ตารางที่ 4) ในขณะที่อาหารสูตร MS ที่เติม 
IBA ความเข้มข้น 1 มิลลิกรมัต่อลิตร ให้ความยาวรากเฉลี่ยสูงสุดเช่นเดียวกันคือ 1.44±0.46 
เซนติเมตร รองลงมาคืออาหารสูตร MS ที่เติม IBA 0.5 มิลลิกรมัต่อลิตร ใหค้วามยาวรากเฉลี่ย 
0.74±0.43 เซนติเมตร (ตารางที่ 4) (ภาพที่ 8) 

 

 



  45 

                            
  MS                                           MS+BA 1 mg/L                                MS+BA 3 mg/L 

                                       
                                          MS+BA 5 mg/L                                               MS+BA 7 mg/L 

   ภาพประกอบ 7 ลกัษณะการเกิดยอดของหนอนตายหยากดอกสัน้ที่เพาะเลีย้งบนอาหารสตูร 
MS โดยเติม BA ที่ระดบัความเขม้ขน้ต่าง ๆ ระยะเวลา 8 สปัดาห ์

             
 

    

   

                     

                       MS                                          MS+IBA 0.5 mg/L                          MS+IBA 1 mg/L 
 

 

   

   

   

 

 

 

   MS+IBA 1.5 mg/L                              MS+IBA 2 mg/L 

ภาพประกอบ 8  ลกัษณะการเกิดรากของหนอนตายหยากดอกสัน้ที่เพาะเลีย้งบนอาหารสตูร MS 
โดยเติม IBA ที่ระดบัความเขม้ขน้ต่าง ๆ ระยะเวลา 8 สปัดาห ์
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ตาราง 3 ผลของ BA ที่ระดบัความเขม้ขน้ต่าง ๆ ที่มีต่อการเกิดจ านวนยอด และความยาวยอด 
ภายหลงัการเพาะเลีย้งเป็นเวลา 8 สปัดาห ์

ระดบัความเขม้ขน้ BA 
(มิลลิกรมัต่อลิตร) 

การชกัน ายอด 
จ านวนยอด / ตน้ (ยอด) ความยาวยอด (เซนติเมตร) 

0 2.80±1.75a 1.10±0.78 
1 5.22±2.33ab 1.46±0.62 
3 6.00±3.84ab 1.03±0.45 
5 7.13±2.75b 1.00±0.70 
7 4.11±3.07ab 0.90±0.59 

F-test * ns 
หมายเหต ุ* มีความแตกต่างอย่างมีนยัส าคญัทางสถิติที่ระดบัความเชื่อมั่นรอ้ยละ 95 (P<0.05) 
  ns หมายถึง ไม่มีความแตกต่างทางสถิติที่ระดบัความเชื่อมั่นรอ้ยละ 95 (P>0.05) 

ตาราง 4 ผลของ IBA ที่ระดบัความเขม้ขน้ต่าง ๆ ที่มีต่อการเกิดจ านวนราก และความยาวราก 
ภายหลงัการเพาะเลีย้งเป็นเวลา 8 สปัดาห ์

หมายเหต ุ* มีความแตกต่างอย่างมีนยัส าคญัทางสถิติที่ระดบัความเชื่อมั่นรอ้ยละ 95 (P<0.05) 

 ns หมายถึง ไม่มีความแตกต่างทางสถิติที่ระดบัความเชื่อมั่นรอ้ยละ 95  (P>0.05) 
 

ระดบัความเขม้ขน้ IBA 
(มิลลิกรมัต่อลิตร) 

การชกัน าราก 
จ านวน
ยอด / ตน้ 
(ยอด) 

ความยาวยอด 
(เซนติเมตร) 

จ านวนราก / ตน้ 
(ราก) 

ความยาวราก 
(เซนติเมตร) 

0 2.10±1.66 1.54±0.96b 0.20±0.22 0.06±0.13 
0.5 6.78±4.12 3.63±1.54ab 0.33±0.20 0.74±0.43 
1 5.50±3.44 3.53±1.76ab 0.90±0.44 1.44±0.46 

1.5 4.88±3.83 4.08±2.53a 0.13±0.08 0.29±0.81 
2 5.67±4.27 4.07±1.12a 0.33±0.21 0.46±0.48 

F-test ns * ns ns 
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2. การปรับปรุงพันธุพ์ืชโดยการชักน าให้เกิดการกลายด้วย EMS 
เมื่อน ายอดของหนอนตายหยากดอกสัน้แช่ในการละลาย EMS ที่ระดบัความเขม้ขน้ต่าง 

ๆ กันคือ ได้แก่ 0, 0.25, 0.50, 0.75 และ 1.00 เปอรเ์ซ็นต์ นาน 60 และ 90 นาที เมื่อเพาะเลีย้ง
นาน 8 สปัดาห ์ยอดของหนอนตายหยากดอกสัน้ที่แช่ในสารละลาย EMS ทุกระดับความเขม้ขน้ 
นาน 60 นาที มีอัตราการตาย 20.83, 20.83, 29.17, 37.50 และ 62.50 เปอรเ์ซ็นต์ ตามล าดับ 
และนาน 90 นาที มีอตัราการตาย 20.83, 25.00, 33.33, 41.67 และ 54.17 เปอรเ์ซ็นต ์ตามล าดบั 
(ตารางที่ 5) และเมื่อน ามาเขียนกราฟพบว่าที่ความเขม้ขน้ของ EMS 0.90 เปอรเ์ซ็นต ์ใหอ้ตัราการ
ตายลดลงครึ่งหนึ่ง (ภาพที่ 9) เมื่อค านวณเปอรเ์ซ็นต์การสรา้งยอดพบว่ายอดที่แช่สารละลาย 
EMS ความเขม้ขน้ 0.75 เปอรเ์ซ็นต ์นาน 60 นาที ใหก้ารสรา้งยอดสงูสดุ 100 เปอรเ์ซ็นต ์ในขณะที่
ยอดที่ไม่แช่สารละลาย EMS (ชุดควบคุม) นาน 90 นาที ให้เปอรเ์ซ็นตก์ารสรา้งยอดต ่าสุด คือ 
47.37 เปอรเ์ซ็นต์ และเมื่อพิจารณาในด้านจ านวนยอดเฉลี่ยต่อชิ ้นส่วนพบว่า ยอดที่แช่ใน
สารละลาย EMS ความเขม้ขน้ 0.75 เปอรเ์ซ็นต ์นาน 90 นาที ใหจ้ านวนยอดเฉลี่ยต่อชิน้สว่นสงูสดุ
คือ 5 ยอดต่อชิน้ส่วน รองลงมาคือยอดที่แช่สารละลาย EMS ความเขม้ขน้ 0.75 เปอรเ์ซ็นต ์นาน 
60 นาที ใหจ้ านวนยอดเฉลี่ยต่อชิน้สว่นคือ 4.13 ยอดต่อชิน้สว่น (ตารางที่ 6)  

ตาราง 5 อตัราการตายของ S. collinsiae Craib หลงัจากแช่สารละลาย EMS ที่ความเขม้ขน้ต่าง 
ๆ  

 
 

 
 
 
 

EMS (%) 
อตัราการตาย (%) 

60 นาท ี 90 นาท ี

0 
0.25 
0.50 
0.75 
1.00 

20.83 
20.83 
29.17 
37.50 
62.50 

20.83 
25.00 
33.33 
41.67 
54.17 
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ตาราง 6 การสรา้งยอดและจ านวนยอดเฉลี่ยต่อชิน้สว่นของ S. collinsiae หลงัจากแช่สารละลาย 
EMS ที่ความเขม้ขน้ต่าง ๆ 

 
 

 
 

ภาพประกอบ 9 อตัราการตาย (Mortality) ของ S. collinsiae หลงัจากจากแช่สารละลาย EMS ที่
ระดบัความเขม้ขน้ต่าง ๆ โดยลกูศรชีต้  าแหน่งอตัราการตาย 50 เปอรเ์ซ็นต ์(แกน Y) และความ

เขม้ขน้ของสารละลาย EMS ที่ได ้(แกน X)  

EMS (%) 
การสรา้งยอด (%) จ านวนยอดเฉลี่ยต่อชิน้สว่น 

60 นาท ี 90 นาท ี 60 นาท ี 90 นาท ี

0.00 73.68 47.37 3.80 3.22 

0.25 84.21 55.56 3.31 3.30 

0.50 70.60 68.75 3.08 2.82 

0.75 100.00 64.30 4.13 5.00 

1.00 77.78 63.64 3.00 2.14 
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ภาพประกอบ 10 ลกัษณะการเกิดยอดและราก หลงัเพาะเลีย้งระยะเวลา 8 สปัดาห ์ก) MS ที่เติม 
BA 5 มิลลิกรมัต่อลิตร ข) MS ที่เติม IBA 1 มิลลิกรมัต่อลิตร ค) ยอดเปลี่ยนเป็นสีน า้ตาลและตาย
ในที่สดุหลงัจากแช่สารละลาย EMS 

3. การตรวจสอบลักษณะความแปรปรวนทางพันธุกรรมโดยเทคนิค Random Ampified 
Poiymorphic Rapid (RAPD) และ Start Codon Targeted (SCoT) 

จากการตรวจสอบไพรเมอรโ์ดยท าการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอโดยวิธีพีซีอาร์ พบว่า
เครื่องหมายดีเอ็นเอแบบ RAPD ทัง้หมด 7 ไพรเมอร ์มี 2 ไพรเมอรท์ี่ปรากฏแถบดีเอ็นเอ คือ OPA-
11 และ OPA-13 และเครื่องหมาย SCoT ทัง้หมด 22 ไพรเมอร ์มี 11 ไพรเมอรท์ี่ปรากฏแถบดีเอ็น
เอ คือ ME2, S5, S6, S7, S9, S17, S26, S23, S32, S34 และ S35 (ภาพที่  11) และลายพิมพ์ดี
เอ็นเอที่ใชใ้นการทดลองครัง้นีไ้ดจ้ากการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอดว้ยปฏิกิรยิาพีซีอาร ์โดยใชอ้ณุหภูมิ
ในขัน้ annealing stage ที่ 30 องศาเซลเซียส ที่ทดสอบกบัเครื่องหมายดีเอ็นเอแบบ RAPD 2 ไพร
เมอร ์คือ OPA-11 และ OPA-13 และทดสอบโดยเครื่องหมาย SCoT ที่ไดจ้ากการเพิ่มปริมาณดี
เอ็นเอดว้ยปฏิกิริยาพีซีอาร ์โดยใชอุ้ณหภูมิในขัน้ annealing stage ที่ 50 องศาเซลเซียส พบไพร
เมอรท์ี่มีความเหมาะสมจ านวน 6 ไพรเมอร ์คือ S6, S17, S26, S32, S34 และ S35 (ภาพที่ 12-
19) ที่ปรากฏแถบดีเอ็นเอและสามารถใชร้ะบุความแตกต่างทางพันธุกรรมระหว่างหนอนตายห
ยากดอกสั้นต้นแม่ (M0) รวมเป็น 33 แถบดีเอ็นเอ และหนอนตายหยากดอกสั้นที่ผ่านการแช่
สารละลาย EMS ความเข้มขน้ 0.90 เปอรเ์ซ็นต์ของตัวอย่างทั้งหมด (C1A, C1B, C2, C3, C4, 
C5A, C5B และ C6) รวมเป็น 32, 16, 31, 35, 33,30, 21 และ 28 แถบดีเอ็นเอตามล าดบั (ตาราง
ที่ 7) โดยแสดงแถบดีเอ็นเอทัง้หมด 52 แถบ ซึ่งเป็นแถบที่มีความหลากหลายจ านวน 47 แถบ คิด
เป็น 90.40 เปอรเ์ซ็นต ์โดยจ านวนแถบดีเอ็นเอที่พบมี 4 - 9 แถบต่อไพรเมอร ์ซึ่งแตกต่างกนัไปใน
แต่ละไพรเมอร ์โดยคิดเป็นค่าเฉลี่ยของแถบดีเอ็นเอต่อไพรเมอรเ์ท่ากบั 6 แถบในจ านวนแถบดีเอ็น
เอทัง้หมด พบว่าดีเอ็นเอแตกต่างกนัตัง้แต่ 3 – 9 แถบต่อไพรเมอร ์คิดเป็นค่าเฉลี่ย 5.88 พบว่าทุก
ไพรเมอรแ์สดงเปอรเ์ซ็นตค์วามหลากหลายของแถบดีเอ็นเอ คือ เครื่องหมาย OPA-11, OPA-13, 

ก ข ค 
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S26, S34 และ S35 มีเปอรเ์ซ็นต์ความหลากหลายของแถบดีเอ็นเอสูงสุด 100 เปอร์เซ็นต ์
รองลงมาคือ S6 (85.72), S17 (75.00) และ S32 (62.50) ตามล าดบั (ตารางที่ 8) 

ผลจากการใชเ้ครื่องหมาย RAPD 2 ไพรเมอรแ์ละ SCoT 6 ไพรเมอร ์แสดงแถบดีเอ็นเอ
ทัง้หมด 52 แถบ ซึ่งเป็นแบบพอลิมอรฟิ์กจ านวน 47 แถบ และมอนอมอรฟิ์ก 5 แถบ โดยน าขอ้มูล
ทัง้ 52 แถบดีเอ็นเอมาวิเคราะหด์ว้ยโปรแกรม MEGA 11 ดว้ยการวิเคราะหค่์า pairwise distance 
สรา้งแผนภูมิความสมัพนัธท์างพนัธุกรรม (UPGMA tree) (ภาพที่ 20) เมื่อพิจารณาความสมัพนัธ์
พบว่าหนอนตายหยาก C3 และ C4 ใกลช้ิดกันมากที่สุด (pairwise distance = 0.132) และเมื่อ
เปรียบเทียบกับตน้แม่พบว่าหนอนตายหยาก C6 มีค่า pairwise distance น้อยที่สุด คือ 0.226 
และ C2 มีค่า pairwise distance มากที่สุด คือ 0.528 (ตารางที่ 9) สามารถจัดกลุ่มออกเป็น 2 
กลุ่ม คือ กลุ่มที่ 1 ประกอบดว้ย C6 ที่มีความใกลเ้คียงกบัตน้แม่ และกลุ่มที่ 2 ประกอบดว้ย C1A, 
C1B, C2, C3, C4, C5A และ C5B ที่มีความแตกต่างกบัตน้แม่และ C6 มากกว่า  
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ภาพประกอบ 11 ลายพิมพดี์เอ็นเอที่ไดจ้ากการเพิ่มปรมิาณดีเอ็นเอเพื่อตรวจสอบไพรเมอรข์อง
เครื่องหมาย RAPD 7 ชนิด (บน) และ SCoT 22 ชนิด (ลา่ง) 
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ภาพประกอบ 12 ลายพิมพดี์เอ็นเอที่ไดจ้ากการเพิ่มปรมิาณดีเอ็นเอ โดยใชไ้พรเมอร ์OPA-11 

 
 

 
 

 
 
 
 
 
 
 

ภาพประกอบ 13 ลายพิมพดี์เอ็นเอที่ไดจ้ากการเพิ่มปรมิาณดีเอ็นเอ โดยใชไ้พรเมอร ์OPA-13 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพประกอบ 14 ลายพิมพดี์เอ็นเอที่ไดจ้ากการเพิ่มปรมิาณดีเอ็นเอ โดยใชไ้พรเมอร ์S6 
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ภาพประกอบ 15 ลายพิมพดี์เอ็นเอที่ไดจ้ากการเพิ่มปรมิาณดีเอ็นเอ โดยใชไ้พรเมอร ์S17 

 
 

 

 

 

 
 
 
 
 

ภาพประกอบ 16 ลายพิมพดี์เอ็นเอที่ไดจ้ากการเพิ่มปรมิาณดีเอ็นเอ โดยใชไ้พรเมอร ์S26 

 
 

 

 

 

 

 

 

ภาพประกอบ 17 ลายพิมพดี์เอ็นเอที่ไดจ้ากการเพิ่มปรมิาณดีเอ็นเอ โดยใชไ้พรเมอร ์S32 
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 ภาพประกอบ 18 ลายพิมพดี์เอ็นเอที่ไดจ้ากการเพิ่มปรมิาณดีเอ็นเอ โดยใชไ้พรเมอร ์S34 

 
 

 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

ภาพประกอบ 19 ลายพิมพดี์เอ็นเอที่ไดจ้ากการเพิ่มปรมิาณดีเอ็นเอ โดยใชไ้พรเมอร ์S35 
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ตาราง 7 จ านวน amplicons ที่สรา้งโดยเครื่องหมายโมเลกลุ 

Treatment RAPD SCoT Total 
M0 7 26 33 

C1A 7 25 32 
C1B 2 14 16 
C2 11 20 31 
C3 11 24 35 
C4 12 21 33 

C5A 10 20 30 
C5B 7 14 21 
C6 8 20 28 

ตาราง 8 ผลการตรวจความแปรปรวนทางพนัธุกรรมของหนอนตายหยากดอกสัน้ โดยใชไ้พรเมอร ์
RAPD 2 ไพรเมอร ์และ SCoT 6 ไพรเมอร ์โดยแสดงจ านวนแถบดีเอ็นเอที่เหมือนและแตกต่างกนั 

Primer Primer sequence 
Total  

bands  
amplified 

Mono 
morphic  
bands 

Poly 
morphic  
bands 

Poly 
morphic 

(%) 
OPA-11 CAATCGCCGT 5 0 5 100.00 
OPA-13 CAGCACCCAC 9 0 9 100.00 

S6 CAACAATGGCTACCACGC 7 1 6 85.72 
S17 ACCATGGCTACCACCGAC 4 1 3 75.00 
S26 ACCATGGCTACCACCGTC 7 0 7 100.00 
S32 CCATGGCTACCACCGCCT 8 3 5 62.50 
S34 ACCATGGCTACCACCGCA 4 0 4 100.00 
S35 CATGGCTACCACCCGCCC 8 0 8 100.00 

 

Minimum 4 0 3 62.50 

Maximum 9 3 9 100.00 
Total 52.00 5.00 47.00 723.22 
Mean 6.50 0.63 5.88 90.40 
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ตาราง 9 Pairwise distances แสดงค่าความห่างทางพนัธุกรรมของหนอนตายหยากดอกสัน้ตน้
แม่ (M0) และหนอนตายหยากดอกสัน้ที่ผ่านการแช่สารละลาย EMS ความเขม้ขน้ 0.90 
เปอรเ์ซ็นต ์(C1A, C1B, C2, C3, C4, C5A, C5B และ C6) 

 
 

 

 

 M0 C1A C1B C2 C3 C4 C5A C5B C6 
M0          

C1A 0.509         

C1B 0.491 0.358        

C2 0.528 0.245 0.377       

C3 0.453 0.283 0.340 0.226      

C4 0.472 0.340 0.396 0.245 0.132     

C5A 0.472 0.226 0.245 0.208 0.208 0.151    

C5B 0.491 0.245 0.340 0.340 0.264 0.321 0.208   

C6 0.226 0.396 0.415 0.377 0.415 0.434 0.358 0.340  
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ภาพประกอบ 20 แผนภมูิความสมัพนัธท์างพนัธุกรรมของหนอนตายหยากดอกสัน้ตน้แม่ (M0) 
และหนอนตายหยากดอกสัน้ที่ผ่านการแช่สารละลาย EMS ความเขม้ขน้ 0.90 เปอรเ์ซ็นต ์(C1A, 

C1B, C2, C3, C4, C5A, C5B และ C6)  
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บทที ่5 
สรุป อภปิรายผล และข้อเสนอแนะ  

การชกัน าการเกิดยอดของหนอนตายหยากดอกสัน้ภายใตส้ภาพปลอดเชือ้ พบว่าอาหาร
สูตร MS ที่เติมสารควบคุมการเจริญเติบโต BA ในทุกระดับความเข้มข้นให้จ านวนยอดเฉลี่ย
แตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญ (P<0.05) โดยอาหารสูตร MS ที่ เติม BA 5 มิลลิกรัมต่อลิตร ให้
จ านวนยอดเฉลี่ยมากที่สดุและมีความแตกต่างจากชุดควบคมุคือ 7.13±2.75 ยอดต่อตน้ ในขณะ
ที่ความยาวยอดเฉลี่ยของทุกสูตรอาหารมีขนาดไม่แตกต่างกัน (ตารางที่ 3) (ภาพที่ 7) ซึ่งเป็น
ความเขม้ขน้ที่เหมาะต่อการน าไปใชพ้ัฒนาเป็นตน้ใหม่เดี่ยว ๆ ที่มีลกัษณะสม ่าเสมอ เพื่อช่วยให้
สามารถคน้พบส่วนที่เกิดการกลายที่สม ่าเสมอขึน้ สอดคลอ้งกบังานทดลองของ กาญจนาและอริ
ยาภรณ ์(2551) ที่พบว่าอาหารสตูร MS เติม BA ที่ระดบัความเขม้ขน้ 5 มิลลิกรมัต่อลิตร สามารถ
ชักน ายอดได้จ านวนมากที่สุดเฉลี่ย 7 ยอดต่อชิน้ ในระยะเวลา 2 เดือน และสอดคลอ้งกับการ
ทดลองของ ยุพา มงคลสขุ (2543) พบว่าสตูรอาหารที่เหมาะสมในการเพิ่มปรมิาณยอดของหนอน
ตายหยากคือ สูตร MS ที่เติม BA ความเขม้ขน้ 5 มิลลิกรมัต่อลิตร ซึ่งมีจ านวนยอดเฉลี่ยสูงสุด 
17.5 ยอด ในระยะเวลา 45 วนั โดยการพฒันาของชิน้ส่วนพืชไปเป็นยอดในหลอดทดลอง เป็นผล
มาจากทัง้ปัจจัยภายในของพืชและปัจจยัภายนอก ไดแ้ก่ อาหารและสารควบคุมการเจริญเติบโต
พืช โดยพบว่า BA เป็นไซโตไคนินที่ชกัน าใหเ้กิดออรแ์กโนเจเนซีสที่จ  าเป็นต่อการกระตุน้ใหเ้กิดตา
ยอดและการเพิ่มจ านวนยอดรวมจากชิน้ส่วนขอ้ (Rathore et al., 2007) โดยกระตุน้ผ่านการแบ่ง
เซลลข์องเนือ้เยื่อเจริญ โดยส่งเสริมการสงัเคราะห ์RNA และโปรตีน ซึ่งเป็นสาเหตุหลกัของการ
เพิ่มจ านวนยอดรวมในหลอดทดลอง แสดงใหเ้ห็นว่า BA เป็นสารควบคมุการเจรญิเติบโตชนิดหนึ่ง
ในกลุม่ไซโทไคนินที่เหมาะสมต่อการเพิ่มจ านวนยอดของพืชในสกลุนี ้

การชกัน าการเกิดรากของหนอนตายหยากดอกสัน้ภายใตส้ภาพปลอดเชือ้ พบว่าอาหาร
สูตร MS ที่เติมสารควบคุมการเจริญเติบโตในแต่ละระดับความเข้มข้นให้จ านวนรากเฉลี่ยไม่
แตกต่างกัน ส าหรบัการทดลองนีค่้าเฉลี่ยของอาหารสูตร MS ที่เติม IBA 1 มิลลิกรมัต่อลิตร ให้
จ านวนรากเฉลี่ยมากที่สุดคือ 0.90±0.44 รากต่อตน้ (ตารางที่ 4) ในขณะที่อาหารสูตร MS ที่เติม 
IBA ความเข้มข้น 1 มิลลิกรมัต่อลิตร ให้ความยาวยอดเฉลี่ยสูงสุดเช่นเดียวกันคือ 1.44±0.46 
เซนติเมตร (ตารางที่ 4) (ภาพที่  8) ซึ่งถือได้ว่าสามารถชักน าการเกิดรากได้น้อยมากในสภาพ
ปลอดเชือ้ ขัดแยง้กันกับการรายงานของ Animesh และคณะ (2011) สามารถชักน าหนอนตาย 
หยากใหเ้กิดรากไดเ้ฉลี่ย 4.7 ราก เมื่อเพาะเลีย้งบนอาหารสตูร half strength MS ที่เติม naphthyl 
acetic Acid (NAA) ความเข้มข้น 0.5 มิลลิกรัมต่อลิตร เป็นเวลา 2 สัปดาห์ และรายงานของ 
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กาญจนาและอริยาภรณ ์(2551) พบว่าสตูรอาหารที่เหมาะสมในการชกัน าใหห้นอนตายหยากเกิด
ราก คือ สูตร MS ที่เติม IBA ความเขม้ขน้ 1 มิลลิกรมัต่อลิตร สามารถชักน าการเกิดรากได ้100 
เปอรเ์ซ็นต ์ในระยะเวลา 2 เดือน  อย่างไรก็ตาม การชกัน าใหพ้ืชในสภาพปลอดเชือ้เกิดรากขึน้ได้
ขึน้อยู่กับชนิดของพืชที่น ามาใชเ้พาะเลีย้งดว้ยเช่นกัน เช่น หนอนตายหยาก (S. tuberosa Lour.) 
สามารถเกิดรากไดบ้นอาหารเพาะเลีย้งสตูร MS ที่ไม่เติมสารควบคมุการเจริญเติบโตในกลุ่มออก
ซิน โดยใชเ้วลาเพาะเลีย้ง 2 เดือน (Montri และคณะ, 2009) เป็นตน้ นอกจากนีช้นิดและความ
เขม้ขน้ของออกซินที่ใช ้หากใชช้นิดหรือความเขม้ขน้ที่ไม่เหมาะสมกบัพืชและชิน้ส่วนนัน้ ๆ ก็ท าให้
ไม่สามารถชักน าให้เกิดรากได้ (Geogre, 1980) เช่นรายงานของ อรพิน  (2557) พบว่าการ
เพาะเลีย้งตน้ผักหวานป่าบนอาหารสูตร MS ที่เติม IBA ความเขม้ขน้ 0 0.5 และ 1 มิลลิกรมัต่อ
ลิตร เป็น เวลา 60 วนั ไม่สามารถชกัน าใหเ้กิดรากใหม่ได ้ในขณะที่อาหารสตูร MS ที่เติม IBA ให้
ค่าเฉลี่ยความยาวยอดแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญ (P<0.05) คืออาหารสูตร MS ที่เติม IBA 
ความเข้มข้น 1 มิลลิกรมัต่อลิตร ให้ความยาวยอดเฉลี่ยสูงสุดคือ 1.44±0.46 เซนติเมตร การ
เลือกใชอ้าหารสูตร MS ที่เติม IBA จากการทดลองพบว่าอาหารทุกสูตรสามารถชักน าการเกิด
จ านวนรากและความยาวรากไดไ้ม่แตกต่างกนั  

เมื่อน ายอดของหนอนตายหยากดอกสั้นแช่ในการละลาย EMS ที่ระดับความเข้มข้น  
ต่าง ๆ กัน ไดแ้ก่ 0, 0.25, 0.50, 0.75 และ 1.00 เปอรเ์ซ็นต ์นาน 60 และ 90 นาที โดยเพาะเลีย้ง
นาน 8 สปัดาห ์พบว่ายอดของหนอนตายหยากดอกสั้นที่แช่ในการละลาย EMS นาน 60 นาที มี
อัตราการตาย 20.83, 20.83, 29.17, 37.50 และ 62.50 เปอรเ์ซ็นต ์ตามล าดับ ในขณะที่แช่นาน 
90 นาที มีอัตราการตาย 20.83, 25.00, 33.33, 41.67 และ 54.17 เปอรเ์ซ็นต์ ตามล าดับ พบว่า
ยอดที่แช่ในสารละลาย EMS ที่มีความเขม้ขน้สงูช่วง 1.5 – 2 เปอรเ์ซ็นต ์และระยะเวลาในการแช่
สารนานกว่า มีอัตราการตายเพิ่มขึน้ มีการเปลี่ยนเป็นสีเหลืองอ่อนจนถึงขาว และบางส่วน
เปลี่ยนเป็นสีน า้ตาลและตายในที่สดุ (ภาพที่ 10ค) เนื่องจากผลของสารประกอบฟีนอลที่พืชปล่อย
ออกมาอนัเนื่องมาจากความเป็นพิษของสารละลาย EMS เช่นเดียวกบัการศกึษาของ ชานนท ์และ 
เมิง-เจียว เจิง (2560) ที่ศึกษาในกลว้ยไม้ Erycina pussila พบว่าอัตราตน้ที่ตายจะเพิ่มขึน้เมื่อ
เพิ่มระดับความเขม้ขน้ของสารและระยะเวลา อีกทัง้ยงัแสดงลกัษณะทางสณัฐานวิทยาของตน้ที่
เลี ้ยงในสภาพปลอดเชื ้อที่ผิดปกติ คือ ใบซีด เป็นต้น ในทางตรงกันข้ามพบว่ายอดที่แช่ใน
สารละลาย EMS ที่มีความเขม้ขน้ต ่าและระยะเวลาในการแช่สารนอ้ยกว่าส่งผลใหพ้ืชมีอตัราการ
ตายของชิน้ส่วนต ่าลง ซึ่งสอดคลอ้งกบัการศึกษาของ Fang (2011) พบว่าการใชส้ารละลาย EMS 
กบัตน้แอฟริกันไวโอเลตที่ระดับความเข็มขน้ต ่า 0.2 - 0.4 เปอรเ์ซ็นต ์ส่งผลใหพ้ืชมีอตัราการรอด
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ชีวิตสงู 100 เปอรเ์ซ็นต ์และชิน้ส่วนพืชที่แช่ในสารละลาย EMS ระยะเวลา 0.5 ชั่วโมง มีอตัราการ
ตายน้อยกว่าระยะเวลา 1 ชั่วโมง และ 2 ชั่วโมง ตามล าดับ เนื่องจากการใชส้าร EMS ที่มีความ
เขม้ขน้ต ่าส่งผลเพียงเล็กนอ้ยเท่านัน้หรือไม่สง่ผลเลยที่ท าใหเ้กิดความเสียหายในระดบัเซลล ์แสดง
ความสอดคลอ้งของความเขม้ขน้ของสารละลาย EMS และระยะเวลาในการแช่สารมีผลต่ออตัรา
การตายของหนอนตายหยากดอกสัน้ในหลอดทดลอง 

เมื่อน ามาเขียนกราฟพบว่าที่ความเขม้ขน้ของ EMS 0.90 เปอรเ์ซ็นต ์ท าใหอ้ตัราการตาย 
50 เปอรเ์ซ็นต ์(ภาพที่ 9) ซึ่งสอดคลอ้งกับการศึกษาของศิริญญา ม่วงสอน และ สมปอง เตชะโต 
(2551) ที่ไดน้ า PLBs กลว้ยไมเ้หลืองจนัทบูรมาแช่ในสารละลาย EMS ที่ระดบัความเขม้ขน้ต่าง ๆ 
กัน คือ 0, 0.25, 0.5, 0.75 และ 1 เปอรเ์ซ็นต ์เป็นเวลา 60 และ 90 นาที ภายหลงัเพาะเลีย้งนาน 
14 วนั พบว่า EMS ที่ความเขม้ขน้ 0.90 เปอรเ์ซ็นต ์นาน 90 นาที ใหอ้ตัราการตาย 50 เปอรเ์ซ็นต ์
และ Nuamjaroen (1998) ซึ่งได้ศึกษาหาสภาวะที่เหมาะสมของการใชส้าร EMS เพื่อชักน าให้
ดอกค าฝอยเกิดการกลายในสภาพเพาะเลีย้งเนือ้เยื่อ โดยน าใบมาแช่ในสารละลาย EMS พบว่า 
สภาวะที่เหมาะสมคือการใชส้าร EMS ที่ความเขม้ขน้ 0.90 เปอรเ์ซ็นต ์นาน 3 ชั่วโมง ใหอ้ตัราการ
ตาย 50 เปอรเ์ซ็นต ์เนื่องจากชิน้ส่วนที่มีกิจกรรมของเนือ้เยื่อเจริญเมื่อผ่านการแช่ในสารละลาย 
EMS เนื ้อเยื่อจะถูกท าลายเป็นจ านวนมาก ดังนั้นเมื่อน าไปเพาะเลีย้งจึงมีอัตราการตาย 50 
เปอรเ์ซ็นต ์(LC50) และสามารถเหนี่ยวน าใหเ้กิดการกลายพันธุ์ได ้ความเขม้ขน้ของสิ่งก่อกลาย
พันธุ์ท าใหเ้กิดการตายไดจ้ านวนครึ่งหนึ่งถือว่าเป็นค่าในการประเมินความเขม้ขน้ที่เหนี่ยวน าให้
เกิดการกลาย เพราะความเขม้ขน้ดงักล่าวสรา้งความเสียหายและก่อใหเ้กิดการเปลี่ยนแปลงทาง
พนัธุกรรม และยงัมีตน้พืชที่เหลือในการทดสอบการแปรปรวนทางพนัธุกรรมต่อไปได ้โดยในพืชแต่
ละชนิดจะมีค่า LC50 แตกต่างกนัขึน้อยู่กบัชิน้ส่วน อายุของชิน้ส่วน ระยะเวลาในการแช่สาร และ
ความเขม้ขน้ของสารเคมีที่ใช ้เมื่อค านวณเปอรเ์ซ็นตก์ารสรา้งยอดพบว่ายอดที่แช่สารละลาย EMS 
ความเขม้ขน้ 0.75 เปอรเ์ซ็นต ์นาน 60 นาที ใหก้ารสรา้งยอดสงูสดุ 100 เปอรเ์ซ็นต ์ในขณะที่ยอด
ที่ไม่แช่สารละลาย EMS (ชุดควบคุม) นาน 90 นาที ใหเ้ปอรเ์ซ็นตก์ารสรา้งยอดต ่าสุด คือ 47.37 
เปอรเ์ซ็นต ์และเมื่อพิจารณาในดา้นจ านวนยอดเฉลี่ยต่อชิน้ส่วนพบว่า ยอดที่แช่ในสารละลาย 
EMS ความเขม้ขน้ 0.75 เปอรเ์ซ็นต ์นาน 90 นาที ใหจ้ านวนยอดเฉลี่ยต่อชิน้ส่วนสงูสุดคือ 5 ยอด
ต่อชิน้ส่วน (ตารางที่  6) เช่นเดียวกับการศึกษาของธัญญาพร (2547) พบว่า ภายหลังการแช่
แคลลัสของหน้าวัวพันธุ์โซเนตด้วยสารละลาย EMS ที่ความเขม้ข้น 0.725 เปอรเ์ซ็นต ์นาน 90 
นาที ให้อัตราการตาย 50 เปอรเ์ซ็นต์และสามารถเหนี่ยวน าให้เกิดการกลายพันธุ์ได้โดยเกิด
ลกัษณะผิดปกติคือด่างบางส่วน ด่างกระจาย และด่างทัง้ใบ และวชัรินทรแ์ละกณัยารตัน ์(2548) 
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ศึกษาการชกัน าการกลายของกลว้ยไม ้Dendrobium พบว่า EMS ที่ความเขม้ขน้ 1 เปอรเ์ซ็นต ์ให้
อัตราการตายครึ่งหนึ่ง สามารถชักน าใหเ้กิดลกัษณะผิดปกติ และมีผลท าใหก้ารเจริญเติบโตใน
ดา้นต่าง ๆ ชา้ลง เมื่อเทียบกบัชดุควบคมุ 

ส าหรบัการตรวจสอบความแปรปรวนทางพันธุกรรมของพืชที่ ไดร้บัสาร EMS นั้น ส่วน
ใหญ่มีรายงานการตรวจสอบโดยการใช้เครื่องหมาย RAPD ในพืชหลายชนิด เช่น ถั่ วเหลือง 
(Hofmann et al., 2004) สบู่ ด  า  (Dhakshanamoorthy et al., 2010) กล้วย  (Bidabadi et al., 
2012) และโลควอต (Qin et al., 2011) เป็นตน้ หรือใชเ้ครื่องหมาย SCoT ในพืช เช่น กลว้ยใสกุล
ก้านก่อ (จุฑามาศ เจียมเจือจันทร์, 2016) และกระทอ้น (ธีรชัย ธนานันต์, ทีปกา มีเสงี่ยม และ 
สพุัตรา โพธิ์เอ่ียม, 2017) เป็นตน้ แต่ยงัไม่มีรายงานการตรวจสอบหนอนตายหยากที่ผ่านการให้
สาร EMS และจากการศึกษาแถบดีเอ็นเอโดยใชเ้ครื่องหมาย RAPD ไพรเ์มอรท์ี่ปรากฏแถบดีเอ็น
เอ 2 ชนิด คือ OPA-11 และ OPA-13 และเครื่องหมาย SCoT จ านวน 6 ไพรเมอร ์คือ S6, S17, 
S26, S32, S34 และ S35 สามารถใชร้ะบุความแตกต่างทางพันธุกรรมระหว่างหนอนตายหยาก
ดอกสัน้ตน้แม่ (M0) และหนอนตายหยากดอกสัน้ที่ผ่านการแช่สารละลาย EMS ความเขม้ขน้ 0.90 
เปอร์เซ็นต์ของตัวอย่างทั้งหมดได้ (C1A, C1B, C2, C3, S4, C5A, C5B และ C6) ซึ่ งจาก
การศกึษาครัง้นีพ้บว่าสามารถใชเ้ครื่องหมาย RAPD และ SCoT ในการตรวจสอบความแปรปรวน
ทางพนัธุกรรมของหนอนตายหยากในการทดลองได ้เนื่องจากทุกไพรเมอรแ์สดงความหลากหลาย
ของแถบดีเอ็นเอตั้งแต่ 62.50 – 100 เปอรเ์ซ็นต์ นั่นคือเกิดความแปรปรวนทางพันธุกรรมขึน้ 
สอดคล้องกับการศึกษาที่พบว่าไพรเมอรท์ี่แสดงแถบดีเอ็นเอแบบ polymorphism สามารถใช้
ตรวจสอบและแยกความแตกต่างของสายพันธุ์กลายที่เกิดจากการไดร้บัสาร EMS ได ้เช่น การใช้
ไพรเมอร ์mSSCiR47 และ SMC222CG ในกล้วยพันธุ์ Cp48-103 และ CP57-614 (Sodat and 
Hoveize, 2012) ไพรเมอร ์Xbarc37, Xberc113 และ  Xcfd62 ในขา้วสาลี (Ansari, 2012) และ
ไพรเมอร ์S36 และ S38 ในตน้ขา้ว (นฤมล ประคองรกัษ์ และ มณฑิรา มณฑาทอง, 2552) แสดง
ถึงความแปรปรวนทางพันธุกรรม เช่นเดียวกับรายงานของจันทรเ์พ็ญ ใจซื่อ (2563) ไดต้รวจสอบ
ความแปรปรวนทางพันธุกรรมของตน้หม้อขา้วหม้อแกงลิง Nepenthes khasiana ด้วยเทคนิค 
RAPD พบว่ามี 4 ไพรเมอรม์ีความแตกต่างของรูปแบบดีเอ็นเอ เนื่องจากความแปรปรวนทาง
พนัธุกรรมในตน้หมอ้ขา้วหมอ้แกงลิงรุน่ที่ 3 ที่ขยายพนัธุด์ว้ยการเพาะเลีย้งเนือ้เยื่อ  

เมื่อวิเคราะหค์วามเหมือนความแตกต่างโดยวิธี UPGMA สรา้งแผนภมูิความสมัพนัธท์าง
พันธุกรรม พบว่าสามารถจัดกลุ่มออกเป็น 2 กลุ่ม คือ กลุ่มที่  1 ประกอบด้วย C6 ที่มีความ
ใกลเ้คียงกบัตน้แม่ สอดคลอ้งกบัค่าความห่างทางพนัธุกรรม คือ ตน้แม่กบัหนอนตายหยาก C6 มี
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ค่า pairwise distance นอ้ยที่สดุ คือ 0.226 และกลุ่มที่ 2 ประกอบดว้ย C1A, C1B, C2, C3, C4, 
C5A และ C5B ที่มีความแตกต่างกบัตน้แม่และ C6 มากกว่า โดยตน้แม่กบัหนอนตายหยาก C2 มี
ค่า pairwise distance มากที่สุด คือ 0.528 ในทางเดียวกันคือ เมื่อเปรียบเทียบกับลักษณะ
สัณฐานที่พบว่ายอดที่แช่สารละลาย EMS ให้เปอรเ์ซ็นต์การสรา้งยอดมากกว่ายอดที่ไม่แช่
สารละลาย EMS (ตน้แม่) และเมื่อพิจารณาในดา้นจ านวนยอดเฉลี่ยต่อชิน้ส่วนพบว่ายอดที่แช่ใน
สารละลาย EMS ก็ให้จ านวนยอดเฉลี่ยต่อชิ ้นส่วนสูงกว่าต้นแม่ (ตารางที่  6) แต่ต้นที่แช่ใน
สารละลาย EMS  มีผลท าใหก้ารเจรญิเติบโตในดา้นต่าง ๆ ชา้ลง เมื่อเทียบกบัชดุควบคมุ แสดงถึง
การกลายของหนอนตายหยากดอกสัน้เบือ้งตน้ที่ไดร้บัสารละลาย EMS คือ มีลกัษณะทางสณัฐาน
และลกัษณะทางพันธุกรรมที่แตกต่างจากตน้แม่ และเพื่อเพิ่มประสิทธิภาพในการตรวจสอบการ
กลายในลักษณะอ่ืน ๆ ควรมีการหาไพรเมอรแ์ละลกัษณะทางสัณฐานอ่ืนเพิ่มเติม เพื่อใชใ้นการ
ตรวจสอบความแปรปรวนใหม้ากขึน้ เพื่อบ่งลกัษณะที่แปรปรวนที่เกิดจากการชกัน าการกลายโดย
ใช้สาร EMS ให้ชัดเจนมากขึน้ เช่นเดียวกับการศึกษาของ จุฑามาศ เจียมเจือจันทร ์(2559) ที่
สามารถประเมินความสมัพนัธท์ี่ไดจ้ากเครื่องหมาย SCoT และ RAPD พบว่าใหผ้ลไปทางเดียวกนั 
ซึ่งเครื่องหมายทั้งสองสามารถจ าแนกกล้วยไม้สกุลก้านก่อจากการชักน าให้เกิดการกลายโดย
สารเคมีและสอดคลอ้งกับลกัษณะสณัฐานโครงสรา้งของกลว้ยไมไ้ด้ เพื่อน าขอ้มูลที่ไดไ้ปสู่การ
ปรบัวิธีการเพาะเลีย้งเพื่อปรบัปรุงพนัธุจ์ากการกลายที่ไดต่้อไป 

ข้อเสนอแนะ  
การทดลองนี ้เป็นเพียงการทดลองเริ่มต้น ดังนั้นจึงอาจจะยังไม่เห็นความแตกต่าง

ทางด้านฟีโนไทป์ของหนอนตายหยากดอกสั้นอย่างชัดเจน และยังไม่มีเกณฑ์ในการคัดเลือก
ลักษณะอันพึงประสงค์ไปใช้ในการปรับปรุง ดังนั้นการทดลองในอนาคตควรท าการศึกษา
ลกัษณะฟีโนไทป์ที่มีประโยชน ์และใชเ้ป็นเกณฑใ์นการคดัเลือกเพิ่มเติมเพื่อใชใ้นการปรบัปรุงพนัธุ์
ต่อไปในอนาคต อีกทัง้ EMS มีความเป็นพิษสูงอาจท าใหพ้ืชตายไดง้่าย ตอ้งวางแผนการทดลอง
อย่างดี  
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ตารางภาคผนวก 1 ชนิดและปรมิาณสารละลายของอาหารสตูร MS (Murashige and Skoog, 

1962) 

สาร ปริมาณสารในสูตร MS (1962 (มก./ล.)) 
1. ธาตุอาหารหลัก 
NH4NO3 
KNO3 
CaCl·22H2O 
MgSO·47H2O 
KH2PO4 

 
1650 
1900 
440 
370 
170 

2. ธาตุอาหารรอง 
CuSo4· 5H2O  
KI  
ZnSO4·7H2O  
MnSO4·4H2O  
H3BO4  
NaMoO4· 2H2O  
CoCl2· 6H2O 
3. สารอินทรีย ์
Glycine  
Thiamine-HCl 
Pyridoxine-HCl 
Nicotinic acid 
Myo-inosotal 
4. สารละลายเหล็ก 
FeSO4·7H2O 
Na2EDTA· 2H2O 

 
0.025 
0.83 
8.60 
22.30 
6.20 
0.25 
0.025 

 
2.0 
0.1 
0.5 
0.5 
100 

 
27.8 
37.3 
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ตารางภาคผนวก 2 ผลของสารควบคมุการเจรญิเติบโต BA ที่ระดบัความเขม้ขน้ต่าง ๆ ที่มีต่อ

การเกิดจ านวนยอด และความยาวยอด ภายหลงัการเพาะเลีย้งเป็นเวลา 2 เดือน 

ระดบัความเขม้ขน้ BA 
(มิลลิกรมัต่อลิตร) 

ยอด 
การชกัน ายอด 

จ านวนยอด / ตน้ (ยอด) ความยาวยอด (ซม.) 

0 

1 2 1.20 
2 4 1.15 
3 4 1.63 
4 3 1.64 
5 2 2.20 
6 4 1.56 
7 4 0.15 
8 0 0.00 
9 5 1.48 
10 0 0.00 
11  3 1.5 
12 3 1.45 
13 5 0.8 
14 2 0.9 
15 2 2.15 
16 4 1 
17 4 1.1 
18 1 0.5 
19 4 1.7 
20 0 0 
21 2 1.04 
22 2 1.1 
23 0 0 
24 3 0.7 
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ระดบัความเขม้ขน้ BA 
(มิลลิกรมัต่อลิตร) 

ยอด 
การชกัน ายอด 

จ านวนยอด / ตน้ (ยอด) ความยาวยอด (ซม.) 

25 5 0.6 
26 6 2.15 
27 4 1.2 
28 3 0.9 
29 1 1.32 
30 2 1.4 

ค่าเฉลี่ย  2.80±1.75 1.10±0.78 

1 

1 3 1.10 
2 5 0.54 
3 7 1.50 
4 2 1.55 
5 6 1.50 
6 5 1.46 
7 4 2.88 
8 5 1.36 
9 10 1.27 
10 0 0 
11 4 0.55 
12 3 1.45 
13 6 1.5 
14 5 1.7 
15 8 2.3 
16 6 0.9 
17 5 0.6 
18 0 0 
19 6 1 
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ระดบัความเขม้ขน้ BA 
(มิลลิกรมัต่อลิตร) 

ยอด 
การชกัน ายอด 

จ านวนยอด / ตน้ (ยอด) ความยาวยอด (ซม.) 

 

20 5 1.75 
21 7 1.44 
22 3 2.65 
23 5 1.6 
24 5 2.2 
25 7 1.9 
26 11 1.45 
27 8 1.35 
28 6 2.82 
29 5 1.1 
30 7 1.54 

ค่าเฉลี่ย  5.22±2.33 1.46±0.62 

 
 
 
 
 

3 

1 0 0 
2 1 1.40 
3 2 0. 85 
4 5 1.08 
5 8 1.18 
6 9 1.17 
7 9 1.16 
8 14 1.42 
9 0 0 
10 0 0 
11 8 1.5 
12 6 2.1 
13 2 0.95 
14 13 1.25 
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ระดบัความเขม้ขน้ BA 
(มิลลิกรมัต่อลิตร) 

ยอด 
การชกัน ายอด 

จ านวนยอด / ตน้ (ยอด) ความยาวยอด (ซม.) 

15 6 1.31 
16 7 1.46 
17 8 0.7 
18 0 0 
19 6 0.85 
20 8 0.96 
21 9 1 
22 7 1.34 
23 11 0.85 
24 5 1.55 
25 8 2.1 
26 7 1.32 
27 5 1.6 
28 8 0.7 
29 0 0 
30 4 0.8 

ค่าเฉลี่ย  6.00±3.84 1.03±0.45 

5 

1 0 0.00 
2 0 0.00 
3 4 1.05 
4 1 2.10 
5 4 1.35 
6 13 1.18 
7 15 1.27 
8 20 1.02 
9 0 0 
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ระดบัความเขม้ขน้ BA 
(มิลลิกรมัต่อลิตร) 

ยอด 
การชกัน ายอด 

จ านวนยอด / ตน้ (ยอด) ความยาวยอด (ซม.) 

10 0 0 
11 4 0.55 
12 12 0.8 
13 4 1.1 
14 9 1.15 
15 10 2 
16 15 1.16 
17 1 1.2 
18 3 1.65 
19 15 1.11 
20 10 1.6 
21 6 2.3 
22 8 1.6 
23 3 1.4 
24 0 0 
25 0 0 
26 6 0.6 
27 7 0.8 
28 9 1.26 
29 12 1.35 
30 13 0.7 

ค่าเฉลี่ย  7.13±2.75 1.00±0.70 

7 

1 0 0.00 
2 2 1.70 
3 0 0.00 
4 3 0.77 
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ระดบัความเขม้ขน้ BA 
(มิลลิกรมัต่อลิตร) 

ยอด 
การชกัน ายอด 

จ านวนยอด / ตน้ (ยอด) ความยาวยอด (ซม.) 

5 1 1.50 
6 2 1.10 
7 2 1.00 
8 8 0.81 
9 19 1.21 
10 0 0 
11 0 0 
12 2 0 
13 0 1.36 
14 3 1.15 
15 1 1.1 
16 2 0.5 
17 2 0.96 
18 8 1.4 
19 19 2 
20 0 0 
21 0 1.1 
22 0 0.77 
23 6 1.38 
24 11 1.04 
25 13 2.23 
26 6 2.6 
27 7 0.92 
28 5 1.12 
29 2 0.3 
30 0 0 
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ระดบัความเขม้ขน้ BA 
(มิลลิกรมัต่อลิตร) 

ยอด 
การชกัน ายอด 

จ านวนยอด / ตน้ (ยอด) ความยาวยอด (ซม.) 

ค่าเฉลี่ย  4.11±3.07 0.90±0.59 
 

ตารางภาคผนวก 3 ผลของสารควบคมุการเจรญิเติบโต IBA ที่ระดบัความเขม้ขน้ต่าง ๆ ที่มีต่อ

การเกิดจ านวนราก และความยาวราก ภายหลงัการเพาะเลีย้งเป็นเวลา 2 เดือน 

ระดบัความเขม้ขน้ 
IBA  

(มิลลิกรมัต่อลิตร) 

การชกัน าราก 

ยอด 
จ านวนยอด / 
ตน้ (ยอด) 

ความยาวยอด 
(เซนติเมตร) 

จ านวนราก / 
ตน้ (ราก) 

ความยาวราก 
(เซนติเมตร) 

0 

1 0 0.00 0 0 

2 2 1.10 1 0.4 

3 2 3.00 0 0 

4 3 1.00 1 0.2 

5 2 1.00 0 0 

6 1 0.50 0 0 

7 1 2.50 0 0 

8 6 2.40 0 0 

9 2 2.00 0 0 

10 3 1.90 0 0 

11 1 1 1 0.3 

12 3 1.6 0 0 

13 4 0.4 0 0 

14 2 1.3 0 0 

15 1 1.65 0 0 

16 4 2.4 0 0 

17 1 1.7 0 0 
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ระดบัความเขม้ขน้ 
IBA  

(มิลลิกรมัต่อลิตร) 

การชกัน าราก 

ยอด 
จ านวนยอด / 
ตน้ (ยอด) 

ความยาวยอด 
(เซนติเมตร) 

จ านวนราก / 
ตน้ (ราก) 

ความยาวราก 
(เซนติเมตร) 

18 3 1.8 1 0.4 

19 2 0.9 0 0 

20 1 2.9 0 0 

21 0 0 0 0 

22 5 1.75 0 0 

23 2 3.2 0 0 

24 3 2.7 0 0 

25 1 2.4 0 0 

26 1 1.7 1 0.3 

27 0 0 0 0 

28 0 0 1 0.5 

29 3 2.8 0 0 

30 4 1.5 0 0 

ค่าเฉลี่ย  2.10±1.66 1.54±0.96 0.20±0.22 0.06±0.13 

0.5 

1 3 6.3 0 0 
2 4 3.2 0 0 
3 5 1.9 0 0 
4 5 5.6 0 0 
5 10 3 1 2.6 
6 2 4.5 0 0 
7 8 2.5 0 0 
8 15 3.6 1 3.7 
9 9 2.1 1 0.3 
10 0 0 0 0 
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ระดบัความเขม้ขน้ 
IBA  

(มิลลิกรมัต่อลิตร) 

การชกัน าราก 

ยอด 
จ านวนยอด / 
ตน้ (ยอด) 

ความยาวยอด 
(เซนติเมตร) 

จ านวนราก / 
ตน้ (ราก) 

ความยาวราก 
(เซนติเมตร) 

11 8 5.1 0 0 
12 9 4.3 1 0.6 
13 6 4.5 0 0 
14 13 5.8 0 0 
15 7 5.3 0 0 
16 9 0.8 1 1.8 
17 8 3.8 0 0 
18 14 3.1 0 0 
19 0 0 1 2.2 
20 0 0 0 0 
21 8 3.8 0 0 
22 13 4.8 0 0 
23 7 5.2 1 3.1 
24 6 4.6 1 1.2 
25 11 5.1 0 0 
26 8 5.7 0 0 
27 0 0 0 0 
28 9 4.9 1 3.4 
29 5 5.75 0 0 
30 8 7.3 1 4 

ค่าเฉลี่ย  6.78±4.12 3.63±1.54 0.33±0.20 0.74±0.43 

 
 
 
 
 

1 

1 1 3 0 0 
2 2 2.9 0 0 
3 5 1.6 0 0 
4 6 5.3 0 0 
5 0 0 0 0 
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ระดบัความเขม้ขน้ 
IBA  

(มิลลิกรมัต่อลิตร) 

การชกัน าราก 

ยอด 
จ านวนยอด / 
ตน้ (ยอด) 

ความยาวยอด 
(เซนติเมตร) 

จ านวนราก / 
ตน้ (ราก) 

ความยาวราก 
(เซนติเมตร) 

6 7 3.9 0 0 
7 8 4.6 3 3.6 
8 9 5.1 0 0 
9 10 5.6 3 6.8 
10 7 3.3 3 4 
11 4 2.3 2 5.5 
12 6 1.9 0 0 
13 3 6.5 0 0 
14 11 1.8 0 0 
15 5 4.3 0 0 
16 8 3.4 0 0 
17 2 5.1 0 0 
18 3 5.5 0 0 
19 7 4.8 0 0 
20 0 0 0 0 
21 0 0 0 0 
22 6 2.7 3 4.8 
23 12 5.7 4 5.3 
24 9 3.4 2 6.1 
25 8 4.9 0 0 
26 4 3.65 0 0 
27 5 3.6 0 0 
28 8 3.9 0 0 
29 9 4.7 0 0 
30 1 0.65 3 1.8 

ค่าเฉลี่ย  5.50±3.44 3.53±1.76 0.90±0.44 1.44±0.46 
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ระดบัความเขม้ขน้ 
IBA  

(มิลลิกรมัต่อลิตร) 

การชกัน าราก 

ยอด 
จ านวนยอด / 
ตน้ (ยอด) 

ความยาวยอด 
(เซนติเมตร) 

จ านวนราก / 
ตน้ (ราก) 

ความยาวราก 
(เซนติเมตร) 

1.5 

1 0 0.00 0 0 
2 2 4.20 0 0 
3 2 2.10 0 0 
4 8 3.40 0 0 
5 6 4.70 1 2.3 
6 2 8.00 0 0 
7 10 3.40 0 0 
8 9 6.80 0 0 
9 0 0 0 0 
10 0 0 0 0 
11 4 0 1 3.2 
12 6 8.2 0 0 
13 9 2.1 0 0 
14 7 3.8 0 0 
15 6 8.7 0 0 
16 13 10.2 0 0 
17 4 9.4 0 0 
18 6 7.8 0 0 
19 0 0 0 0 
20 0 0 0 0 
21 5 12.5 0 0 
22 3 8.7 1 2 
23 9 3.6 1 1.5 
24 7 5.8 0 0 
25 9 16.3 0 0 
26 10 7.2 0 0 



  87 

ระดบัความเขม้ขน้ 
IBA  

(มิลลิกรมัต่อลิตร) 

การชกัน าราก 

ยอด 
จ านวนยอด / 
ตน้ (ยอด) 

ความยาวยอด 
(เซนติเมตร) 

จ านวนราก / 
ตน้ (ราก) 

ความยาวราก 
(เซนติเมตร) 

27 1 8.6 0 0 
28 6 9.5 0 0 
29 0 0 0 0 
30 7 0 0 0 

ค่าเฉลี่ย  4.88±3.83 4.08±2.53 0.13±0.08 0.29±0.81 

 
 
 
 
 
 

2 

1 1 3.4 0 0 
2 2 5.3 0 0 
3 2 4.9 0 0 
4 3 2.7 0 0 
5 4 5.9 1 1.8 
6 6 4.4 0 0 
7 11 3.3 1 0.1 
8 10 2.9 0 0 
9 12 3.8 1 2.2 
10  0 0 0 0 
11 3 5.5 0 0 
12 4 6.2 0 0 
13 6 2.8 0 0 
14 8 0.8 0 0 
15 9 5.7 0 0 
16 6 2.9 1 0.5 
17 7 3.4 0 0 
18 16 4.4 1 1.1 
19 1 3.9 0 0 
20 5 4 1 1.3 
21 3 5.3 0 0 
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ระดบัความเขม้ขน้ 
IBA  

(มิลลิกรมัต่อลิตร) 

การชกัน าราก 

ยอด 
จ านวนยอด / 
ตน้ (ยอด) 

ความยาวยอด 
(เซนติเมตร) 

จ านวนราก / 
ตน้ (ราก) 

ความยาวราก 
(เซนติเมตร) 

22 0 0 1 1.6 
23 0 0 1 2.1 
24 8 6.1 1 3.1 
25 5 5.7 0 0 
26 10 2.5 0 0 
27 6 6.9 0 0 
28 4 7.2 0 0 
29 8 5.8 0 0 
30 7 4.1 1 0.4 

ค่าเฉลี่ย  5.67±4.27 4.07±1.12 0.33±0.21 0.46±0.48 

 

ตารางภาคผนวก 4 การ score band โดยใชไ้พรเมอร ์OPA-11 

ขนาด 
band (bp) 

M0 C1A C1B C2 C3 C4 C5A C5B C6 

400 0 0 0 1 1 1 0 0 0 
500 0 0 0 1 1 1 0 0 0 
600 0 0 1 1 1 1 1 0 0 
800 1 0 1 1 1 1 1 0 0 

10.0 kb 0 1 0 1 1 1 1 1 0 
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ตารางภาคผนวก 5 การ score band โดยใชไ้พรเมอร ์OPA-13 

ขนาด 
band (bp) 

M0 C1A C1B C2 C3 C4 C5A C5B C6 

500 0 1 0 1 1 1 1 1 1 
600 1 1 0 1 1 1 1 1 1 

800 
1 
1 

1 
1 

0 
0 

1 
1 

1 
1 

1 
1 

1 
1 

1 
1 

1 
1 

1.0 kb 1 0 0 0 0 0 0 0 1 

1.5 kb 
1 
1 

1 
1 

0 
0 

1 
1 

1 
1 

1 
1 

1 
1 

1 
1 

1 
1 

2.0 kb 0 0 0 0 0 0 0 0 1 
10.0 kb 0 0 0 0 0 1 1 0 0 

 

ตารางภาคผนวก 6 การ score band โดยใชไ้พรเมอร ์S6 

ขนาด 
band (bp) 

M0 C1A C1B C2 C3 C4 C5A C5B C6 

800 0 1 0 0 1 0 1 1 0 
1.0 kb 1 1 1 0 1 1 1 1 0 
1.5 kb 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

2.0 kb 
1 
1 

1 
1 

1 
0 

0 
0 

1 
1 

1 
0 

1 
0 

1 
1 

1 
1 

3.0 kb 1 0 0 0 0 0 0 0 1 
10.0 kb 0 1 0 1 0 1 1 0 0 
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ตารางภาคผนวก 7 การ score band โดยใชไ้พรเมอร ์S17 

ขนาด 
 band (bp) 

M0 C1A C1B C2 C3 C4 C5A C5B C6 

1.5 kb 1 1 0 0 1 1 0 0 0 
2.0 kb 1 0 0 0 1 0 0 0 0 
3.0 kb 0 0 0 0 1 1 0 0 0 
10.0 kb 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

 

ตารางภาคผนวก 8 การ score band โดยใชไ้พรเมอร ์S26 

ขนาด  
band (bp) 

M0 C1A C1B C2 C3 C4 C5A C5B C6 

500 0 1 0 0 0 0 0 0 0 
600 0 1 0 0 0 0 0 0 0 
800 0 1 0 1 0 0 0 0 0 

1.0 kb 0 1 0 1 0 0 0 0 0 
1.5 kb 1 1 1 1 1 1 1 0 1 
2.0 kb 1 1 0 1 0 0 0 0 1 
10.0 kb 0 1 0 1 1 1 1 1 0 
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ตารางภาคผนวก 9 การ score band โดยใชไ้พรเมอร ์S32 

ขนาด band 
(bp) 

M0 C1A C1B C2 C3 C4 C5A C5B C6 

500 0 1 0 0 0 0 0 0 0 
600 0 1 0 0 0 0 0 0 0 
800 0 1 0 1 0 0 0 0 0 

1.0 kb 0 1 0 1 0 0 0 0 0 
1.5 kb 1 1 1 1 1 1 1 0 1 
2.0 kb 1 1 0 1 0 0 0 0 1 
10.0 kb 0 1 0 1 1 1 1 1 0 

 

ตารางภาคผนวก 10 การ score band โดยใชไ้พรเมอร ์S32 

ขนาด 
band (bp) 

M0 C1A C1B C2 C3 C4 C5A C5B C6 

500 0 1 1 1 1 0 1 0 0 
600 0 1 1 1 1 1 1 1 0 
800 0 1 1 1 1 1 1 1 1 

1.0 kb 
1 
1 

1 
1 

1 
1 

1 
1 

1 
1 

1 
1 

1 
1 

1 
1 

1 
1 

1.5 kb 1 1 1 1 1 1 1 1 1 
2.0 kb 1 0 0 1 1 0 0 0 1 
10.0 kb 0 1 0 1 1 1 1 1 0 
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ตารางภาคผนวก 11 การ score band โดยใชไ้พรเมอร ์S34 

ขนาด 
band (bp) 

M0 C1A C1B C2 C3 C4 C5A C5B C6 

600 0 0 0 0 1 1 0 0 0 
800 1 0 0 0 0 1 1 0 1 

1.0 kb 1 0 0 1 1 1 1 1 1 
10.0 kb 1 1 1 1 1 1 1 0 1 

 

ตารางภาคผนวก 12 การ score band โดยใชไ้พรเมอร ์S35 

ขนาด 
band (bp) 

M0 C1A C1B C2 C3 C4 C5A C5B C6 

400 1 0 0 0 0 0 0 0 0 
500 1 0 0 0 0 0 0 0 0 
600 1 1 1 1 1 1 1 0 1 
800 1 1 1 1 1 1 1 0 1 

1.0 kb 
1 
1 

0 
0 

0 
0 

0 
0 

0 
0 

0 
0 

0 
0 

0 
0 

0 
0 

1.5 kb 
1 
1 

0 
0 

0 
0 

0 
0 

0 
0 

0 
0 

0 
0 

0 
0 

1 

2.0 kb 1 0 0 0 0 0 0 0 0 
 

 



 

ประวัติผู้เขียน 
 

ประวัติผู้เขียน 
 

ชื่อ-สกุล นางสาวเสาวลกัษณ ์เพชรคง 
วัน เดือน ปี เกิด 13 ธันวาคม 2539 
สถานทีเ่กิด พทัลงุ 
วุฒกิารศึกษา ระดบัปรญิญาตรี ภาควิชาชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร ์

มหาวิทยาลยัสงขลานครนิทร ์
ทีอ่ยู่ปัจจุบัน 87/1 หมู่ 10 ต าบลชมุพล อ าเภอศรีนครนิทร ์จงัหวดัพทัลงุ  93000   
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