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1.การศึกษาการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ

1.1 การศึกษาผลของสูตรอาหารตอการชักนําแคลลัสของหนาวัว
         จากการเพาะเลี้ยงชิ้นสวนใบและขอของหนาวัวพันธุโซเน็ต บนอาหารสูตรตางๆ นาน 8

สัปดาห พบวา ช้ินสวนใบบนอาหารสูตร MS และ MMS สามารถชักนําแคลลัสไดสูงสุดเทากัน
86.6% รองลงมา คือ สูตรอาหาร WPM (66.67%) และ NN (40%) (ตารางที่ 2) สําหรับชิ้นสวนขอ
นั้น พบวา สูตร MMS สามารถชักนําแคลลัสไดสูงสุด คือ 100% รองลงมา คือ สูตรอาหาร MS
(70%) WPM (60%) และ NN (20%) แคลลัสที่เกิดบนอาหารสูตร WPM และ MS มีลักษณะคลาย
เอ็มบริโอเจนิซิส (embryogenesis-like structure) ในขณะที่แคลลัสที่เพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร NN
สีเหลืองปนแดงเปนแบบโนดูลาแคลลัส ทํานองเดียวกับแคลลัสที่เพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร MMS
(ภาพที่ 3)

ตารางที่ 2. การชักนําแคลลัสในอาหารสูตรตางๆ เติม BA 0.5 มก/ล รวมกับ TDZ 0.5 มก/ล
จํานวนชิ้นสวนที่เล้ียง เปอรเซ็นตการเกิดแคลลัส ลักษณะแคลลัสสูตรอาหาร
ใบ ขอ ใบ ขอ

MMS 15 10 86.6 100 โนดูลาแคลลัส
สีเหลือง

MS 15 10 86.6 70 คลายเอ็มบริโอเจนิค
แคลลัส

WPM 15 10 66.67 60 คลายเอ็มบริโอเจนิค
แคลลัสสีเหลืองใส

NN 15 10 40 20 โนดูลาแคลลัสสีเหลือง
ปนแดงขนาดเล็ก



1.2   การศึกษาผลของสายพันธุและชนิดของชิ้นสวนตอการชักนําแคลลัสของหนาวัว 3 สายพันธุ
          จากการเพาะเลี้ยงชิ้นสวนใบ ปลอง และขอ ของหนาวัว 3 สายพันธุ เปนเวลา 8 สัปดาห

พบวา ช้ินสวนที่ชักนําแคลลัสไดดีที่สุด คือ ปลอง (72.63%) รองลงมาคือ ใบ (68.57%) และขอ
(66.8%) แตไมแตกตางทางสถิติ นอกจากนี้ยัง พบวา ระยะเวลาในการชักนําแคลลัสก็แตกตางกัน
โดยช้ินสวนขอและใบสามารถชักนําแคลลัสไดชวงสัปดาหที่ 4-5 ซ่ึงเร็วกวาชิ้นสวนปลองและ พบ
วา สายพันธุก็มีอิทธิพลตอการชักนําแคลลัสเชนกัน คือ พันธุวาเลนติโนชักนําแคลลัสไดสูงสุด
83.73% รองลงมา คือ พันธุโซเน็ต และเปลวเทียนภูเก็ต คือ 78.73% และ 45.66% ตามลําดับ ซ่ึงมี
ความแตกตางกันทางสถิติอยางมีนัยสําคัญยิ่ง (ตารางที่ 3) นอกจากนี้ลักษณะแคลลัสในแตละสาย
พันธุก็มีลักษณะที่แตกตางกัน โดยแคลลัสของหนาวัวสายพันธุโซเน็ตสีเหลืองขุนใส  พันธุวาเลนติ
โนคอนขางมีสีเขียวจับตัวกันแนน และพันธุเปลวเทียนภูเก็ตสีเหลืองปนขาวทึบ (ภาพที่ 4)

 เมื่อศึกษาอิทธิพลของการสรางบาดแผลตอการชักนําแคลลัสในชิ้นสวนใบ พบวา การ
สรางบาดแผลสามารถกระตุนการชักนําแคลลัสไดถึง 58.86% ในขณะที่ไมสรางบาดแผลชักนํา

ภาพที่ 3. ลักษณะของแคลลัสที่ชักนําจากชิ้นสวนขอของพันธุโซเน็ตที่เพาะเลี้ยงบน (ก) อาหารสูตร
WPM อายุ 6 สัปดาห (ข) อาหารสูตร MS อายุ 5 สัปดาห (ค) อาหารสูตร MMS อายุ 6 สัปดาห
(ง) อาหารสูตร NN อายุ 8 สัปดาห (บาร = 1 ซม.)
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แคลลัสไดเพียง 44.03% แตไมมีความแตกตางกันทางสถิติ (ตารางที่ 4) มีลักษณะตําแหนงเกิดที่
แตกตางกัน ช้ินสวนใบที่ไมสรางบาดแผลแคลลัสเกิดตําแหนงกานใบและหากสรางบาดแผลเกิด
แคลลัสในตําแหนงที่สรางบาดแผลโดยตรง (ภาพที่ 5)

ตารางที่ 3.  ผลของการชักนําแคลลัสจากชิ้นสวนตางๆ ของหนาวัว 3 สายพันธุบนอาหารสูตร
MMS เติม TDZ รวมกับ BA ความเขมขนเทากัน 0.5 มก/ล

เปอรเซ็นตเกิดแคลลัส
จากชิ้นสวน

พันธุ

ใบ ปลอง ขอ

คาเฉลี่ย
(พันธุ)

F-Test
(พันธุ)

C.V. (%)
(พันธุ)

ลักษณะ
อ่ืนๆ

เปลวเทียนภูเก็ต 45.3 50.3 41.2 45.6B ** 4.31 สีเหลือง
โซเนท 77.6 83.6 74.8 78.67A     สีเหลืองครีม
วาเลนติโน 82.8 84.0 84.4 83.73A สีเหลืองขุน
คาเฉลี่ย  (ช้ินสวน) 68.57 72.63 66.8
F-Test (ช้ินสวน) ns
C.V. (%) (ช้ินสวน) 30.01

C.V. (%) พันธุxช้ินสวน = 14.94
** : มีความแตกตางทางสถิติอยางมีนัยสําคัญยิ่ง
ns : ไมมีความแตกตางทางสถิติอยางมีนัยสําคัญ
คาเฉลี่ยที่กํากับดวยอักษรที่ตางกันมีความแตกตางกันทางสถิติ



ตารางที่ 4.  ผลของการสรางบาดแผลบนชิ้นสวนใบตอการสรางแคลลัสของหนาวัวบนอาหาร
 สูตร MMS เติม TDZ รวมกับ BA ความเขมขนเทากัน 0.5 มก/ล

เปอรเซ็นตเกิด
แคลลัสในชิ้นสวนใบ

พันธุ

สราง
บาดแผล

ไมสราง
บาดแผล

คาเฉลี่ย
(พันธุ)

F-Test
(พันธุ)

C.V. (%)
(พันธุ)

ลักษณะอื่นๆ

เปลวเทียนภูเก็ต 78.6a 36.8c 57.70 ns 38.08     เกิดสีน้ําตาล
โซเน็ต 50.8b 37.6c 44.2     เกิดสีน้ําตาล
วาเลนติโน 47.2b 37.6c 42.4     เกิดสีน้ําตาล
คาเฉลี่ย(ช้ินสวน) 58.86 44.03
F-Test (การสราง/ไมสรางบาดแผล) ns
C.V. (%)(การสราง/ไมสรางบาดแผล) 25.67

C.V. (%) พันธุxการสรางบาดแผล= 8.83
ns : ไมมีความแตกตางกันทางสถิติ
คาเฉลี่ยที่กํากับดวยอักษรที่ตางกันมีความแตกตางกันทางสถิติ

ภาพที่ 4. ลักษณะของแคลลัสจากชิ้นสวนใบแตละสายพันธุ อายุ 5 สัปดาห ที่เพาะเลี้ยงบนอาหาร
สูตร MMS เติม BA รวมกับ TDZ ความเขมขน 0.5 มก/ล (ก) พันธุโซเน็ต  (ข) พันธุ
วาเลนติโน (ค) พันธุเปลวเทียนภูเก็ต (บาร = 1 ซม)
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1.3 การศึกษาผลของสารควบคุมการเจริญเติบโตตอการสรางแคลลัส
  จากการเพาะเลี้ยงหนาวัวพันธุวาเลนติโนโดยใชช้ินสวนใบและขอ บนอาหารสูตร MMS

เติมสารควบคุมการเจริญเติบโตชนิดตางๆ เปนเวลา 10 สัปดาห พบวา แคลลัสไดดีที่สุดเมื่อเติม
TDZ และ BA ความเขมขนเทากัน 0.5 มก/ล ช้ินสวนใบและขอใหการสรางแคลลัส 91% และ 76%
ตามลําดับ แคลลัสที่สรางมีลักษณะแบบโนดูลาแคลลัส สําหรับ NAA 1 มก/ล รวมกับ BA 0.5
มก/ล ชักนําแคลลัสได 32% และ 52% จากชิ้นสวนใบและขอตามลําดับ และพบวา ช้ินสวนใบและ
ขอใหการสรางแคลลัสเมื่อเติม NAA 0.5 มก/ล, Picloram 0.5 มก/ล, Picloram 1 มก/ล รวมกับ
2,4-D 0.5 มก/ล และ Dicamba 1 มก/ล รวมกับ NAA 0.5 มก/ล ไดลดลงตามลําดับ (ตารางที่ 5)
อยางไรก็ตามเมื่อเติมสารควบคุมการเจริญเติบโตที่แตกตางกันจะสงผลใหอัตราการสรางแคลลัส
แตกตางกัน (ภาพที่ 6) และในการเติมสารควบคุมการเจริญเติบโตบางชนิด เชน Dicamba,
Picloram, 2, 4-D, NAA ทั้งที่ใชควบคูกันและใชเดี่ยวๆ นอกจากจะไมสงเสริมการชักนําแคลลัส
แลวยังมีผลใหช้ินสวนพืชที่เพาะเลี้ยงสีน้ําตาลทั้งชิ้นสวนอีกดวย
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ภาพที่ 5. ลักษณะตําแหนงที่เกิดแคลลัสในชิ้นสวนใบของหนาวัวพันธุวาเลนติโน เนื่องจากอิทธิพล
(ก) การไมสรางบาดแผล (อายุ 7 สัปดาห) (ข) การสรางบาดแผล (อายุ 6 สัปดาห) (บาร = 1 ซม)



ตารางที่ 5. ผลของสารควบคุมการเจริญเติบโตชนิดตางๆ ตอการสรางแคลลัสและลักษณะแคลลัส
จํานวนชิ้นสวนที่

วางเลี้ยง
เปอรเซ็นตการ
เกิดแคลลัส

สารควบคุม
การเจริญเติบโต

ใบ ขอ ใบ ขอ

หมายเหตุ

0.5 TDZ, 0.5 BA 50 50 911 (45)2 76 (38) แคลลัสแบบโนดูลา
0.5 NAA 50 50 32 (16) 50.2 (25) แคลลัสพัฒนาชามาก
1 NAA, 0.5 BA 50 50 32.4 (16) 52.0 (26) แคลลัสแบบโนดูลา
1 NAA, 0.5 Dicamba 50 50 0 0 สีน้ําตาลทั้งชิ้นสวน
1 NAA, 0.5 Picloram 50 50 0 0 สีน้ําตาลทั้งชิ้นสวน
1 NAA, 0.5 2, 4-D 50 50 0 0 สีน้ําตาลทั้งชิ้นสวน
0.5 Picloram 50 50 6.6d (3) 0 เกิดบริเวณขอบใบหลัง

เกิด 3-4วันจะมีสีน้ําตาล
1 Picloram, 0.5 BA 50 50 0 0 สีน้ําตาลทั้งชิ้นสวน
1 Picloram, 0.5 Dicamba 50 50 0 0 สีน้ําตาลทั้งชิ้นสวน
1 Picloram, 0.5 NAA 50 50 0 0 สีน้ําตาลทั้งชิ้นสวน
1 Picloram, 0.5 2, 4-D 50 50 0 28 (14) เกิดรากสีแดงจํานวนมาก
0.5 2, 4-D 50 50 0 0 สีน้ําตาลทั้งชิ้นสวน
1 2, 4-D, 0.5 BA 50 50 0 0 สีน้ําตาลทั้งชิ้นสวน
1 2, 4-D, 0.5 Dicamba 50 50 0 0 สีน้ําตาลทั้งชิ้นสวน
1 2, 4-D, 0.5 Picloram 50 50 0 0 สีน้ําตาลทั้งชิ้นสวน
1 2,4-D, 0.5 NAA, 50 50 0 0 สีน้ําตาลทั้งชิ้นสวน
0.5 Dicamba 50 50 0 0 สีน้ําตาลทั้งชิ้นสวน
1 Dicamba, 0.5 BA 50 50 0 0 สีน้ําตาลทั้งชิ้นสวน
1 Dicamba, 0.5 NAA 50 50 46.2 (23) 40(20) เกิดบริเวณขอบใบหลัง

เกิด 2-3 วันจะมีสีน้ําตาล
1 Dicamba, 0.5 Picloram 50 50 0 0 สีน้ําตาลทั้งชิ้นสวน
1 Dicamba, 0.5 2, 4-D 50 50 0 0 สีน้ําตาลทั้งชิ้นสวน
1 : เปอรเซ็นตการเกิดแคลลัส      2: จํานวนชิ้นสวนที่เกิดแคลลัส



1.4  การศึกษาการชักนํายอดจากโนดูลาแคลลัสของหนาวัว
 ในการศึกษาการชักนํายอดจากโนดูลาแคลลัสหนาวัวพันธุวาเลนติโนในอาหารแข็งและ

อาหารเหลวสูตร MMS เติมสารควบคุมการเจริญเติบโตชนิดและความเขมขนตางๆ หลังเพาะเลี้ยง
นาน 8 สัปดาห พบวา การชักนํายอดจากโนดูลาแคลลัสหนาวัวในอาหารเหลวใหผลดีกวาการชัก
นํายอดในอาหารแข็ง มีความแตกตางกันทางสถิติอยางมีนัยสําคัญยิ่ง โดยเพาะเลี้ยงในอาหารเหลว
เติม TDZ รวมกับ BA ความเขมขนเทากัน 0.5 มก/ล สามารถชักนํายอดไดสูงสุดเฉลี่ย 23.0 ยอดตอ
ช้ินสวน ลักษณะของยอดมีสีเขียว รองลงมาคือ เติม NAA รวมกับ BA ความเขมขนเทากัน 1 มก/ล
ใหยอดเฉลี่ย 18.8 ยอดตอช้ินสวน สวนในการเพาะเลี้ยงบนอาหารแข็งที่เติม TDZ และ BA ความ
เขมขนเทากัน 0.5 มก/ล รวมกับ CH ความเขมขน 500 มก/ล ใหการสรางยอดเฉลี่ย 12.48 ยอดตอ
ช้ินสวน และการเติม CH ความเขมขน 500 มก/ล, TDZ และ BA ความเขมขนเทากัน 0.5 มก/ล,
NAA รวมกับ BA ความเขมขนเทากัน 1 มก/ล รวมกับ CH ความเขมขน 500 มก/ล และ NAA รวม
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ภาพที่ 6. ลักษณะแคลลัสหนาวัวพันธุวาเลนติโนบนอาหาร MMS (ก) ชักนําแคลลัสจากขอ เติม NAA 1
มก/ล รวมกับ BA 0.5 มก/ล (ข) ชักนําแคลลัสจากขอ เติม Picloram 1 มก/ล รวมกับ BA 0.5
มก/ล (ค) ชักนําแคลลัสจากใบเติม TDZ รวมกับ BA อยางละ 0.5 มก/ล (ง) ชักนําแคลลัสจากใบ
ลักษณะชิ้นสวนที่เกิดสีน้ําตาล (บาร = 1 ซม)



กับ BA ความเขมขนเทากัน 1 มก/ล สามารถชักนํายอดไดลดลงตามลําดับ (ตารางที่ 6) นอกจากนี้
ยังพบวา การเติม CH เพื่อชักนํายอดทําใหตนของหนาวัวที่ไดมีลําตนเล็กและยืดยาวกวาตนที่ไมมี
การเติม แตหากเติม NAA จะสงผลทําใหใบของหนาวัวที่ไดจากการชักนํายอดมีขนาดเล็กไม
สมบรูณ แตกตางจากยอดในอาหารเติม TDZ ซ่ึงมีลําตนที่สมบรูณ

ตารางที่ 6. ผลของการชักนํายอดจากโนดูลาแคลลัสของในอาหารแข็งและอาหารเหลวสูตร MMS
อาหาร สารควบคุมการเจริญเติบโต จํานวนยอดเฉลี่ย/

ช้ินสวน
ความยาวยอด
เฉลี่ย(ซม.)

หมายเหตุ

เหลว 500 CH 0d - ไมมีการพัฒนาของยอดเปน
สีดําในเวลาตอมา

0.5 TDZ, 0.5 BA 23.0a (18-27) 1 2.5 ยอดสีเขียวออนสมบูรณ
1 NAA,1BA 18.8b (16-21) 2.3 เกิดยอดสีแดงเปนตุมกอนจึง

พัฒนาเปนยอดตอไป
0.5 TDZ, 0.5 BA, 500 CH 0d - ไมมีการพัฒนา เปนสีดํา
1 NAA, 1 BA, 500 CH 0d - ไมมีการพัฒนา เปนสีดํา

แข็ง 500 CH 12.0c (9-11) 1.6 เกิดยอดสีแดงปนน้ําตาล
ยอดยาวเล็ก

0.5 TDZ, 0.5BA 11.22c (6-16) 2.6 เกิดยอดสีแดงยอดยาวเล็ก
1 NAA, 1BA 9.24c (6-13) 2.3 เกิดยอดสีแดงยอดขนาดเล็ก
0.5 TDZ, 0.5BA, 500 l CH 12.48c (8-21) 1.5 เกิดยอดสีแดงเปนตนที่

ลักษณะสมบรูณ
1 NAA, 1BA, 500 CH 9.88c (5-13) 1.4 เกิดยอดสีแดง ใบมีขนาดเล็ก

F - test **
C.V.(%) 29.9

1จํานวนต่ําสุด-สูงสุด
** = มีความแตกตางทางสถิติอยางมีนัยสําคัญยิ่ง
คาเฉลี่ยที่กํากับดวยตัวอักษรที่ตางกันมีความแตกตางทางสถิติ



2. การชักนําการกลายพันธุ

2.1 ศึกษาผลของความเขมขนและระยะเวลาจุมแชโนดูลาแคลลัสใน EMS ตออัตรารอดชีวิต
                ภายหลังจุมแชโนดูลาแคลลัสพันธุโซเน็ตดวยสารละลาย EMS ที่ระดับความเขมขนตาง
กัน คือ 0, 0.25, 0.50, 0.75 และ 1.0% นาน 60 และ 90 นาที พบวา ในการจุมแชโนดูลาแคลลัส
นาน 60 นาที ที่ระดับความเขมขน EMS 1.0% มีผลใหลักษณะโนดูลาแคลลัสมีสีซีดลงเล็กนอยจาก
เดิมและในความเขมขนอื่นไมพบลักษณะเปลี่ยนแปลงไปจากเดิม แตเมื่อจุมแชโนดูลาแคลลัส
นาน 90 นาที พบวา โนดูลาแคลลัสหนาวัวในทุกทรีตเมนตซ่ึงเดิมมีสีเขียวเขมเริ่มมีสีซีดลงและ
บางชิ้นที่จุมแชในสารละลาย EMS ที่ความเขมขน 1.0% พบวาโนดูลาแคลลัสมีสีขาวซีด จากนั้นจึง
กรองแยกโนดูลาแคลลัสหนาวัวไปเพาะเลี้ยงในอาหารเหลวสูตร MMS เติม BA และ TDZ ความ
เขมขนเทากัน 0.5 มก/ล ภายหลังการเพาะเลี้ยงนาน 14 วัน จึงเริ่มบันทึกอัตรารอดชีวิต พบวา การ
จุมแช EMS  ทุกระดับความเขมขน นาน 60 นาที โนดูลาแคลลัสมีอัตรารอดชีวิตสูงเกิน 50% การ
จุมแชในสารละลาย EMS เขมขน 0, 0.25, 0.50 0.75% และ 1.0% มีอัตรารอดชีวิต 100, 97.3, 85.5
80.3% และ 60.4%  ตามลําดับ แตเมื่อจุมแชนาน 90 นาที พบวา ที่ระดับ EMS  เขมขน 0, 0.25,
0.50, 0.75 และ 1.0% มีอัตรารอดชีวิต 100, 80.3, 71.3, 51.26 และ 2.36% ตามลําดับ ซ่ึงมีความแตก
ตางกันทางสถิติอยางมีนัยสําคัญยิ่งในทุกทรีตเมนต (ตารางที่ 7) และเมื่อนํามาเขียนกราฟ พบวา
EMS เขมขน 0.725% ใหอัตรารอดชีวิตลดลงครึ่ง (ภาพที่ 7)

ตารางที่ 7. ผลของการอัตราการรอดชีวิตของโนดูลาแคลลัสที่จุมแชในสารละลาย EMS
อัตราการรอดชีวิต (%)ความเขมขนของสารละลาย EMS (%)

60 นาที 90 นาที
0.0 100a 100a
0.25 97.3b 80.3b
0.50 85.5b 71.3c
0.75 80.3b 51.26d
1.00 60.4c 2.36e

F-test ** **
C.V. (%) 5.59 9.70

** : มีความแตกตางทางสถิติอยางมีนัยสําคัญยิ่ง
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ภาพที่  7. อัตราการรอดชีวิตของโนดูลาแคลลัสหนาวัวภายหลังการชักนําการกลายพันธุดวย EMS
นาน 90 นาที

คาเฉลี่ยที่กํากับดวยตัวอักษรที่ตางกันมีความแตกตางทางสถิติ

2.2 การตรวจสอบความแปรผันทางพันธุกรรมของตนท่ีไดจากการจุมแช EMS
1.1.1 ลักษณะทางสัณฐาน

                 ภายหลังทรีตสารละลาย EMS แลวนําโนดูลาแคลลัสมาชักนํายอดตั้งแตรุน M1R1-
M1R5 แลวนํายอดที่ไดในแตละรุนมาเพาะเลี้ยงบนอาหารแข็งสูตร MMS เติม BA และ TDZ ความ
เขมขนเทากัน 0.5 มก/ล พบวา ภายหลังการตัดยอดมาเพาะเลี้ยงนาน 2 สัปดาห หนาวัวในรุนที่
M1R2 ที่จุมแชสารละลาย EMS เขมขน 1.0% นาน 90 นาที ใบมีอาการดาง 3 ลักษณะ (ภาพที่ 8)
คือ ดางเปนบางสวนของใบ (ภาพ 8ก) ดางทั้งใบ (ภาพ 8ข) และดางกระจายทั่วใบ (ภาพ 8ค- 8จ)
นอกจากนี้ในใบหนาวัวที่ทรีตดวย EMS เขมขน 0.75% นาน 90 นาที มีรูปรางของใบแตกตางไป
จากลักษณะเดิม (ภาพที่ 9) คือ ใบติดกันเปนจีบ (9ก) และใบบิดเบี้ยว (9ข, 9ค) ซ่ึงลักษณะผิดปกติ
เหลาเกิดขึ้นในรุนที่ 2 (M1R2) เพียงรุนเดียว โดยลักษณะทางสัณฐานที่เปลี่ยนแปลงพบมากที่สุด
ในรุนที่ 2 ในทรีตเมนตที่จุมแช EMS เขมขน 0.75% (3.57%) รองลงมาคือ ในทรีตเมนตที่จุมแช
EMS เขมขน 1.0% (1.2%) (ดังตารางที่ 8)



ตารางที่  8  การเปลี่ยนแปลงทางสัณฐานในหนาวัวที่จุมแช EMS ความเขมขนตางๆ
ความเขมขน EMS (%) ลักษณะที่เปลี่ยนแปลง (%) หมายเหตุ

0.0 0 -
0.25 0.02 เกิดการเปลี่ยนแปลงรุน 2 รุนเดียว
0.50 0.31 เกิดการเปลี่ยนแปลงในรุน 2 รุนเดียว
0.75 3.57 สวนใหญเปลี่ยนแปลงในรุนที่ 2
1.0 1.2 เกิดการเปลี่ยนแปลงในรุนที่ 2

1.1.2 การตรวจสอบความแปรผันโดยใชไอโซไซม
                เมื่อยอมสีเจลโพลีอะคริลาไมดที่ผานการแยกเอนไซม ดวยระบบสียอมเอนไซม 7 ระบบ
คือ ระบบเอนไซม PER, EST, LDH, ACP, ADH, MDH และ SDH พบวา เมื่อยอมสีดวยระบบ
เอนไซม EST ACP และ MDH แผนเจลโพลีอะคริลาไมดติดสี แตหากยอมดวยระบบเอนไซม EST
ใหไซโมแกรมชัดที่สุด ซ่ึงสามารถแยกความแตกตางของรูปแบบเอนไซมที่เกิดขึ้นไดอยางชัดเจน
และเมื่อยอมสีดวยระบบเอนไซม ACP และ MDH พบวา ไมสามารถใชแยกความแตกตางของ
เอนไซมได ขณะที่ยอมสีดวยระบบเอนไซม PER, LDH, ADH และ SDH (ตารางที่ 9) พบวา เจล
ไมติดสี ดังนั้นจึงใชระบบเอนไซม EST ในการยอมสีเพื่อตรวจสอบความแปรผันของหนาวัว
โซเน็ตที่ผานการชักนําการกลายพันธุตั้งแตรุนที่ M1R1- M1R5



ภาพที่ 8. ลักษณะการเกิดอาการดางของใบหนาวัว อายุ 2 สัปดาหภายหลังชักนํารากในรุนที่ 2 ที่ผานการ
ใช EMS เขมขน 1.0% ชักนําการกลายพันธุ (ก) อาการดางชนิดบางสวนของใบ (ข) อาการดาง
ทั้งใบ (ค-ง) ดางกระจายทั่วใบ (บาร = 1 ซม.)
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จ



ตารางที่ 9. ผลการติดสียอมระบบตางๆ ของแผนอะคริลาไมดเจลที่ผานการแยกเอนไซมดวยเครื่อง
อิเลคโตรโฟริซิส

ระบบเอนไซมที่ยอมสี คะแนนการติดสี หมายเหตุ
PER -
EST +++ สามารถแยกความแตกตางของแถบเอนไซมได
LDH -
ACP + ไมสามารถแยกความแตกตางได
ADH -
MDH + ไมสามารถแยกความแตกตางได
SDH -

  +++   :  คะแนนการติดสีชัดเจน     +   :  คะแนนการติดสีเล็กนอย        -  :  คะแนนการไมติดสี

ภาพที่ 9. ลักษณะของใบหนาวัวอายุ 3 สัปดาหภายหลังการชักนํารากในรุนที่ 2 ซ่ึงผานการชักนํา
การกลายพันธุโดยใช EMS เขมขน 0.75%  (ก-ค) ลักษณะใบที่มีรูปรางบิดเบี้ยวผิด
ปกติไปจากเดิม (บาร = 1 ซม.)
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    จากการยอมสีดวยระบบเอนไซม EST ในรุนที่ M1R1-M1R5 พบความแปรผันของ
ความเขมของสียอมในแตละรุน แตละทรีตเมนตเนื่องจากในการทดลองนี้ใชใบของหนาวัวภายใน
หลอดทดลองซึ่งเปนใบที่ 3-6 นับจากยอด แตจากการทดลองพบวา รูปแบบของเอนไซมที่ไดใน
แตละรุนมีความแตกตางกัน คือ

  ชุดควบคุม (ไมผานการจุมแช EMS) มีรูปแบบเอนไซม 1 โซน คือ EST1 ซ่ึงมี 2
แถบเอนไซม แตทรีตเมนตที่จุมแช EMS เขมขน 0.25, 0.50 และ 1.0% มีรูปแบบเอนไซม 2 โซน
คือ EST1 และ EST2 ซ่ึงทรีตเมนตที่จุมแช EMS เขมขน 0.25% พบวา EST1 มีแถบเอนไซมเพียง 1
แถบเอนไซม  และ EST2 มี 2 แถบเอนไซม ทํานองเดียวกับทรีตเมนตที่จุมแช EMS เขมขน 1.0%
พบวา EST1 มี 1 แถบเอนไซมและ EST2 มี 2 แถบเอนไซม และในทรีตเมนตที่จุมแช EMS เขมขน
0.5% พบวา EST1 และ EST2 มี 1 แถบเอนไซม สวนทรีตเมนตที่ทรีต EMS เขมขน 0.75% มีรูป
แบบเอนไซม 4 โซน คือ EST1 EST2 EST3 และ EST4  และทรีตเมนตที่ทรีต EMS เขมขน 1.0%
มีรูปแบบเอนไซม 3โซน คือ โดยพบวา EST1 EST2 และ EST3 มี 1 แถบเอนไซม (ภาพที่ 10)

ภายหลังการตรวจความแปรผันที่เกิดขึ้นดวยไอโซไซมในหนาวัวที่ผานการจุมแช EMS
ในรุนที่ 1 –5 โดยพบวา ตนหนาวัวที่จุมแช EMS เขมขน 0.25 0.5 0.75 และ 1.0% มีแถบเอนไซมที่
แตกตางจากชุดควบคุม 8.04, 5.38, 35.18 และ 33% ตามลําดับ (ตารางที่ 10)

ตารางที่ 10   การเปลี่ยนแปลงของไอโซไซมในหนาวัวที่ทรีต EMS ความเขมขนตางๆ ในรุนที่ 1-5
ความเขมขน EMS (%) จํานวนตนที่ตรวจสอบ แถบเอนไซมที่ตางจากชุด Control (%)

0.0 300                             0
0.25 224 8.04
0.50 130 5.38
0.75 54    35.18
1.0 15                              33



ภาพที่ 10.  รูปแบบเอนไซมในแตละทรีตเมนตในรุน M1R1 ภายหลังยอมสี 10% polyacrylamide gel
electrophoresis ดวยระบบ EST (ก) ทรีตเมนตชุด Control (ข) ทรีตเมนตที่จุมแช EMS เขมขน
0.25%  (ค) ทรีตเมนตที่จุมแช EMS เขมขน (ง) ทรีตเมนตที่จุมแช EMS เขมขน (จ) ทรีตเมนตที่
จุมแช EMS เขมขน 1.0%
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