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บทนํา

บทนําตนเรื่อง

   หนาวัว (Anthurium spp.) เปนพืชตระกูล Araceae หรือ Arum family เปนพืชที่มีความ
สําคัญทางเศรษฐกิจอยางหนึ่ง ในปจจุบันมีการปลูกเปนการคาเพิ่มขึ้นเปนจํานวนมาก หนาวัวมีทั้ง
ชนิดไมตัดดอก เชน พันธุทรอปฟกานา ทรอปคอล พันธุผกามาศ พันธุจักรพรรดิ์ พันธุเปลวเทียน
ภูเก็ต พันธุดวงสมร และชนิดไมกระถาง เชน พันธุวาเลนติโน พันธุโซเน็ต เปนตน (วชิรพงศ,
2545) ในสายพันธุไทยดอกมีความสวยงามและมีอายุการใชงานไดนานไมแพสายพันธุตางประเทศ
อีกทั้งยังเหมาะกับสภาพภูมิอากาศในประเทศ การดูแลไมยุงยาก นับเปนทางเลือกหนึ่งที่นาสนใจ
ไมแพกัน การขยายพันธุหนาวัวทําไดทั้งวิธีการใชเมล็ด การแยกหนอหรือตัดหนอ การใชสวน
ตางๆ ของลําตนไปขยายพันธุ (วิชิต, 2535) รวมถึงการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อซ่ึงเปนวิธีที่สามารถผลิต
ตนไดจํานวนมากในระยะเวลาสั้น วิธีนี้มักจะใชกับพันธุที่ผลิตเพื่อการคา นอกจากนี้เทคนิคการ
เพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพืชยังเขามามีบทบาทอยางมากในดานตางๆ เชน การผลิตพืชปลอดโรค การปรับ
ปรุงพันธุพืช การผลิตยาและสารเคมีจากพืช การเก็บรักษาพันธุพืช เปนตน จากประโยชนเหลานี้
หากสามารถนําเทคนิคการเพาะเลี้ยงเนื่อเยื่อเพื่อการขยายพันธุมาประยุกตใชเพื่อประโยชนดานอื่น 
จะสามารถพัฒนาอาชีพดานเกษตรกรรมในประเทศไดอยางมาก Pierik และคณะ (1974) ไดราย
งานการขยายพันธุหนาวัวดวยวิธีการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ โดยใชเอ็มบริโอ และสวนตางๆของหนาวัว
ที่ยังออนอยู คือ ใบ กานใบ จานรองดอก และกานชอดอก มาเพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร MS ใชธาตุ
อาหารหลักที่มีความเขมขนเพียงครึ่งหนึ่ง และเติม BAP (6-(benzylamino)-9-(2-
tetrahydropyranyl)-9H-purine) ความเขมขน 1 มก/ล เล้ียงในที่มืด 12-16 สัปดาห สามารถชักนําให
เกิดแคลลัสไดดี แลวจึงยายไปเพาะเลี้ยงบนอาหารสูตรเดิม แตเติม BAP ความเขมขน 0.1-1 มก/ล
เล้ียงในสภาพที่มีแสงและควบคุมอุณหภูมิ สามารถชักนําใหเกิดตนได Teng (1997) รายงานวา
ปจจัยที่สําคัญในการชักนําใหเกิดแคลลัสไดดีในการเพาะเลี้ยงหนาวัว คือ แอมโมเนียมไนเตรท
(NH4NO3) หากใชระดับความเขมขนสูง 825 มก/ล จะชักนําใหเกิดแคลลัสไดดี แตใชความเขมขน
ระดับต่ํา 206 มก/ล จะชักนําใหเกิดตน ตอมา Pierik และคณะ (1979) ไดรายงานวา การใชใบออน
ที่ยังไมคล่ีของหนาวัวเปนสวนดีที่สุดในการเพาะเลี้ยง และเนื้อเยื่อจากบริเวณเสนกลางใบ



สรางแคลลัสไดดีกวาบริเวณริมใบ เนื้อเยื่อจากปลายยอดของใบสรางแคลลัสดีกวาฐานใบ จากตัว
อยางการศึกษาเหลานี้พบวา มีการพัฒนาเทคนิคการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อเพื่อใหเหมาะสมตอการผลิต
พืชแตละชนิดเรื่อยมาจนถึงปจจุบัน จึงนับไดวาเปนเทคนิคทางเทคโนโลยีชีวภาพที่นาสนใจวิธี
หนึ่ง หากนําการใชเทคโนโลยีการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพืชนี้มารวมกับกระบวนการชักนําการกลาย
พันธุในพืชเพื่อสงเสริมความแปรผันและการผลิตพืชใหไดตามลักษณะที่ตองการก็จะชวยให
สามารถปรับปรุงพันธุไดสะดวกและรวดเร็วยิ่งขึ้น โดยกระบวนการชักนําการกลายพันธุมีหลัก
การ คือ การนําเอาเซลล  แคลลัส หรือพืชที่ตองการปรับปรุงพันธุ มาชักนําใหเกิดการเปลี่ยนแปลง
ลักษณะไปจากเดิมอยางฉับพลันโดยใชส่ิงกอกลายพันธุ (mutagens) เชน รังสีแกมมา รังสีเอ็กซ ใช
สาร EMS (ethyl methanesulphonate) ไดเอทิลซัลเฟต (dES: diethyl sulphate) 5-โบรโมยูเรซิล (5-
bromouracil) เปนตน การใชสารเคมีที่มีประสิทธิภาพสูงในการชักนําการกลายพันธุที่นิยมใชมาก
ที่สุด คือ EMS ตัวอยางการใช EMS ในการชักนําการกลายพันธุในไมดอกไมประดับ เชน คารเนชั่
น (Singh et al., 2000) กุหลาบ (Heslot, 1966 อางโดย Gottschaik and Wolff, 1983) ไมผล เชน
มังคุด (สมปอง และวิทยา, 2542) กลวย (Bhagwat and Duncan, 1998; Omar et al., 1989) และพืช
อ่ืนๆ เชน บารเลย (Zhu et al., 2003) Camelina satina (L.) (Nothdurft et al., 1998) เปนตน
 ในการทดลองนี้ไดศึกษาการพัฒนาเทคนิคการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื้อเพื่อใหสามารถผลิต
หนาวัวไดเปนจํานวนมาก โดยเริ่มศึกษาตั้งแตสูตรอาหาร สารควบคุมการเจริญเติบโต ช้ินสวนเริ่ม
ตนในการเพาะเลี้ยง การชักนํายอดใหไดปริมาณมาก ในหนาวัว 3 สายพันธุ คือ พันธุเปลวเทียน
ภูเก็ต พันธุวาเลนติโน และพันธุโซเน็ต และการชักนําการกลายพันธุโดยใช EMS ในหนาวัวพันธุ
โซเน็ต ควบคูกับการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อเพื่อความสะดวกและรวดเร็ว ตลอดจนมีการตรวจสอบผล
ของการกลายพันธุโดยใชเทคนิคไอโซไซม เพื่อนําขอมูลที่ไดไปใชประโยชนไดจริงในอนาคต
และยังเปนความรูเบื้องตนในการพัฒนาและประยุกตการปรับปรุงพันธุในหนาวัวและพืชอ่ืนๆ ตอ
ไป

ตรวจเอกสาร
   หนาวัว (Anthurium andraeanum L.) เปนพืชที่อยูในสกุล Anthurium. วงศ Araceae

(Arum family) ช่ือภาษาอังกฤษคือ Flamingo flower หรือ Tailflower แตสวนใหญนิยมเรียกกันวา
Anthurium. (วชิรพงศ, 2545)    หนาวัวเปนพืชใบเลี้ยงเดี่ยว ไมมีเนื้อไม มีอายุหลายป เปนตนเดี่ยว
หรือแตกกอ ลําตนสั้น หรือยืดยาวคลายเปนไมเล้ือย มีทั้งชนิดหนาวัวดอก และหนาวัวใบ (วิชิต,



2535) ปรานอม (2517) รายงานจากการศึกษาพฤติกรรมของโครโมโซมในการแบงเซลลแบบ
ไมโอซีสของหนาวัว 11 สายพันธุ พบวาหนาวัวทั้ง 11 สายพันธุนี้มีโครโมโซม 2n =2x = 30   ดัง
นั้นจึงอาจคาดไดวาหนาวัวสายพันธุอ่ืนๆ นาจะมีจํานวนโครโมโซมเชนเดียวกัน จากการที่หนาวัว
แตละสายพันธุมีจํานวนโครโมโซมเทากัน จึงสามารถทําการผสมระหวางพันธุตางๆไดอยางกวาง
ขวาง ดังนั้นจึงไดหนาวัวลูกผสมพันธุตางๆ มากมายในปจจุบัน การปลูกหนาวัวไดแพรกระจายเขา
มาในประเทศไทยสมัยรัชกาลที่ 5 ดอกหนาวัวมีลักษณะพิเศษดีเดนกวาไมดอกหลายชนิด คือ ออก
ดอกไดตลอดป บานทน มีอายุการใชงานนาน สีสันสวยงาม บางครั้งเรียกวา “ดอกไมพลาสติก”
นอกจากนี้ยังเปนไมดอกที่ทํารายไดใหแกประเทศไทยไดเทาเทียมกลวยไม ปจจุบันเกษตรกรผู
ปลูกหนาวัว สามารถสรางรายไดจากการปลูกไดเกือบ 1 ลานบาท/ไร/ป ดอกมีราคาตั้งแต 5–20
บาท/ดอก ใบมีราคา 2–5 บาท/ใบ (องคการเกษตรกรในอนาคตแหงประเทศไทย หนวยเพชรบูรณ,
2545) การขยายพันธุหนาวัวทําไดทั้งวิธีการใชเมล็ด การแยกหนอ และการใชสวนตางๆไปขยาย
พันธุ รวมไปถึงการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อซ่ึงเปนวิธีที่สามารถผลิตตนไดเปนจํานวนมาก ในระยะเวลา
ส้ัน นิยมใชผลิตกันเพื่อการคา (วชิรพงศ, 2545)

1. การเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ
  Pierik และคณะ(1974) เร่ิมศึกษาการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อของหนาวัวโดยใชเอ็มบริโอ และ

สวนตางๆ ที่ยังออนอยู เชน ใบ กานใบ จานรองดอก และกานชอดอก บนอาหารสูตรดัดแปลง MS
เติม BAP ความเขมขน 1 มก/ล พบวา สามารถชักนําใหเกิดแคลลัสไดดี และการใชใบออนที่ยังไม
คล่ี ในตําแหนงบริเวณเสนกลางใบจะสรางแคลลัสไดดีกวาบริเวณขอบใบ Teng (1997) รายงานวา
แอมโมเนียมไนเตรทเปนปจจัยที่สําคัญในการชักนําใหเกิดการแตกหนอจากแคลลัสของหนาวัว 
หากใชแอมโมเนียมไนเตรท ความเขมขน 825 มก/ล สามารถชักนําใหเกิดแคลลัสไดดีและใช
แอมโมเนียมไนเตรท ความเขมขน 206 มก/ล สามารถชักนําใหเกิดตนไดดี สมปอง และคณะ
(2545) ศึกษาการเพาะเลี้ยงชิ้นสวนตางๆ คือ กานใบ ใบ จานรองดอก และปลีดอกของหนาวัว 3
สายพันธุ คือ พันธุทรอปฟกานา พันธุแชมเปญ และพันธุดวงสมร บนอาหารเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อสูตร
MMS เติม BA รวมกับ TDZ ความเขมขนเทากัน 0.5 มก/ล พบวา สายพันธุทรอปฟกานาสามารถ
ชักนําแคลลัสในทุกชิ้นสวนเฉลี่ยไดดีที่สุด 82% จากการเพาะเลี้ยงชิ้นสวนตางๆ เพื่อชักนําแคลลัส
พบวา ช้ินสวนกานใบใหเปอรเซ็นตการสรางแคลลัสไดสูงสุดคือ 82% รองลงมาคือ แผนใบ (57%)
ปลีดอก (55%) และจานรองดอก (18%) นอกจากนี้สารควบคุมการเจริญเติบโตยังมีผลตอลักษณะ



แคลลัสดวยเชนกัน ชะออน (2531) อางโดย สมปอง และคณะ (2545) รายงานวา การเพาะเลี้ยง
เนื้อเยื่อของหนาวัวโดยใชใบออนที่ยังไมคล่ีของหนาวัวพันธุ double spathe บนอาหารเพาะเลี้ยง
สูตร MS เติม NAA (α-Naphthaleneacetic acid) และ BA ที่ความเขมขนตางๆ เปนเวลา 4 เดือน
พบวา แคลลัสพัฒนาแตกตางกันคือ การเพาะเลี้ยงในอาหารที่เติม NAA ไดแคลลัสชนิดรวน
(friable callus) หากเปนอาหารที่เติม BA แคลลัสจะมีลักษณะแข็งและมีแนวโนมพัฒนาเปนยอด
ตอไป อรพินและกิตติภัฏ (2543) รายงานจากการศึกษาการเพาะเลี้ยงใบของหนาวัวบนอาหารสูตร
MS ที่เติม BA ความเขมขน 1 มก/ล สามารถชักนํายอดไดดี และหากมีการเติม BA Zeatin และ
Kinetin อยางใดอยางหนึ่งหรือทั้ง 3 ควบคูกันในอาหารสูตร MS ที่ระดับความเขมขน 1 มก/ล จะ
สงเสริมใหเกิดหนอจากแคลลัสไดดี หากเติม NAA อยางเดียวที่ระดับความเขมขน 3 มก/ล
สามารถชักนําใหเกิดแคลลัสชนิดรวน Kuehnle และ Sugii (1991) พบวา การเพาะเลี้ยงชิ้นสวนใบ
จานรองดอก และปลีของหนาวัวบนอาหารที่มีสารควบคุมการเจริญเติบโตคือ 2,4-D และ BA ชัก
นําใหเกิดกระบวนการโซมาติกเอ็มบริโอเจนีซิส Teng (1997) พบวา การขยายพันธุหนาวัวโดยการ
เขยาเล้ียงในอาหารเหลว ชักนําใหเกิดตนใหมไดดีกวาการเลี้ยงบนอาหารแข็ง

2. การชักนําใหเกิดการกลายพันธุโดยใช EMS
    การชักนําการกลายพันธุมีหลักการ คือ การนําเอาเซลล  แคลลัสหรือตนที่ตองการปรับ

ปรุงพันธุมาชักนําใหเกิดการเปลี่ยนแปลงลักษณะไปจากเดิมอยางฉับพลันโดยใชส่ิงกอกลายพันธุ
(mutagens) ไมวาจะเปนวิธีทางฟสิกส  หรือการใชสารเคมี โดยวิธีทางฟสิกส เชน การใชรังสี
แกมมา รังสีเอ็กซ การใชความรอน เปนตน หากเปนการใชสารเคมี ไดแก EMS ไดเอทิลซัลเฟต
โบรโมยูเรซิล เปนตน การใชสารเคมีที่มีประสิทธิภาพสูงในการเหนี่ยวนําการกลายพันธุก็สามารถ
ชักนําการกลายพันธุไดหลากหลายเชนกัน โดยสารเคมีที่นิยมใชมากที่สุด คือ EMS

EMS จัดอยูในสารพวก alkylating agents เปนสารที่มีความเปนพิษนอยที่สุดมีสูตรทาง
เคมี คือ CH3SO4OCH5 (ภาพที่ 1) (Sega, 1984) ประกอบดวยหมูเอทิล 1 กลุม (C2H5; ethyl group)
เปนของเหลวใส ไมมีสี มีความหนาแนน (ก/มล) 1.203 มีจุดเดือด 85-86°C ที่ความดัน 10 มม ของ
ปรอทมีน้ําหนักโมเลกุลเทากับ 124.4 ละลายน้ําประมาณ 8% (สิรนุช, 2540)



ภาพที่ 1 โครงสรางทางเคมีของ EMS
                   ที่มา : สิรนุช (2540)

      การเกิดปฏิกิริยา alkylation ของ EMS เกิดโดยหมูเอทิลของ EMS แลกเปลี่ยนไอออน
กับโมเลกุลของนิวคลีโอไทด ซ่ึงทําปฏิกิริยากับเบสพิวรินและเบสไพริมิดิน ตลอดทั้งหมูฟอสเฟต
แตเกิดปฏิกิริยามากที่สุดในตําแหนงของ N-7 ของเบสกัวนีน หลังทําปฏิกิริยาแลวกลายเปน 7-
เอทิลกัวนิน (7- ethylguanine) หรือเรียกวา แอลคิเลเตดกัวนิน (alkylated guanine)  นอกจากนี้
EMS ยังกอใหเกิดความเสียหายตอนิวคลีโอไทด (DNA) ในตําแหนงตางๆ ดังตารางที่ 1

ตารางที่ 1 ผลของการใช EMS ตอความเสียหายของ DNA ภายหลังการชักนําใหเกิดการกลายพันธุ

ตําแหนงที่เกิดกระบวนการ Ethylation การเปลี่ยนแปลงไปของ DNA (%)
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ตารางที่ 1 (ตอ)
ตําแหนงที่เกิดกระบวนการ Ethylation การเปลี่ยนแปลงไปของ DNA (%)
เบสไซโทซีน

N-3
O2

หมูฟอสเฟต

0.6
ไมทําลาย
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ที่มา : Sega (1984)

3. การตรวจสอบทางลักษณะทางสัณฐาน
  ในการตรวจสอบความแปรผันจากการกลายพันธุ สามารถตรวจสอบไดจากลักษณะทาง

สัณฐาน (morphology) ซ่ึงเปนขอมูลแรกที่สามารถสังเกตไดงายและเห็นไดชัดเจน โดยลักษณะ
เหลานี้ถูกถายทอดทางพันธุกรรมผานยีนบนโครโมโซมตามกฏของเมนเดลภายหลังการชักนํา
การกลายพันธุ ลักษณะที่ปรากฏเปนผลที่มาจากการเปลี่ยนแปลงขอมูลที่เปนองคประกอบทางจีโน
ไทป (genotype) ที่ควบคุมลักษณะนั้นๆ เชน ลักษณะของลําตน ใบ ดอก การขาดคลอโรฟลล และ
ลักษณะของผลหรือเมล็ด เปนตน Koh และ Davies (2001) ศึกษาลักษณะทางสัณฐานของ
Tillandsia fasciculate ที่ผานการชักนําการกลายพันธุโดยใช  EMS พบวา ภายหลังตรวจสอบความ
แปรผันแสดงอาการดางทั้งชนิดดางเปนบางสวน (sectorial chimera) และดางกระจายทั่วใบ
(mericlinal)  ในหนวยทดลองที่จุมแชเมล็ดดวย EMS เขมขน 1.2% นาน 22 ช่ัวโมง สงผลให
ปริมาณคลอโรฟลลเอและคลอโรฟลลบีลดลง นอกจากนี้ในการศึกษาของ Latado และคณะ
(2004) พบวา ภายหลังการนําชิ้นสวนกานดอกที่ยังออนของดอกเบญจมาศมาจุมแชในสารละลาย
EMS เขมขน 0.77% (ปริมาตร/ปริมาตร) นาน 1 ช่ัวโมง แลวนําไปเพาะเลี้ยงตอมาพบวา สีของดอก
เบญจมาศที่ไดมีอาการดางและบางดอกมีสีที่เปลี่ยนแปลงไป

  ลักษณะทางสัณฐานที่ปรากฏออกมานอกจากเปนผลของจีโนไทป บางลักษณะที่แสดง
ออกมาอาจเปนผลรวมกันระหวางจีโนไทปกับสภาพแวดลอมดวย นอกจากนี้การใชวิธีการดัง
กลาวในการตรวจสอบตองใชเวลานานอาจตองรอถึงระยะออกดอกหรือติดผล ดังนั้นจึงมีการ
ตรวจสอบความแปรผันดวยวิธีการอื่นควบคูไปดวยเพื่อเปนการยืนยัน และรนระยะเวลาการตรวจ
สอบความแปรผันใหส้ันลง



4. การตรวจสอบความแปรผันทางพันธุกรรมโดยใชเทคนิคไอโซไซม
   การตรวจสอบทางชีวเคมีหรือการตรวจสอบความแปรผันของโปรตีนและเอนไซม โดย

สังเกตจากลักษณะของชนิด ตําแหนง และโครงสรางของสารประกอบโปรตีนและเอนไซมในพืช
นั้น (สมปองและราตรี, 2542) เปนการตรวจสอบเพื่อยืนยันผลจากการตรวจสอบลักษณะทาง
สัณฐาน เชนใบ ดอก ผล รูปรางลําตน ขนาดและรูปรางของปากใบ เปนตน ซ่ึงลักษณะโครงสราง
ดังกลาวอาจแปรผันไปเนื่องจากปฏิกิริยารวมระหวางพันธุกรรมของพืชกับสิ่งแวดลอม (เกศิณี,
2528) Markert และ Moller (1959) ศึกษารูปแบบของเอนไซมในสิ่งมีชีวิตหลายชนิดพบวา ในสิ่งมี
ชีวิตแตละชนิด แตละเนื้อเยื่อหรือแตละเซลลนั้นมีรูปแบบของเอนไซมที่จําเพาะซึ่งเปนที่มาของคํา
วา ไอโซไซม

   ไอโซไซม (isozyme) คือ เอนไซม (enzyme) ที่มีความจําเพาะตอสารตั้งตน (subtrate)
ตัวเดียวกันจึงเรงปฏิกิริยาเดียวกัน ในสิ่งมีชีวิตเดียวกัน แตมีรูปแบบของโมเลกุล และคุณสมบัติ
บางประการที่ตางกันโดยมีสาเหตุสําคัญมาจากพันธุกรรมที่แตกตางกัน (วิไลวรรณและอมรรัตน,
2533; มนตรีและคณะ, 2542)  ความแตกตางของโมเลกุลในเอนไซมนี้มีความสัมพันธกับประสิทธิ
ภาพการทํางานของไอโซไซมหรือเอนไซมดวย (Freeling, 1983) ไอโซไซมเปนตัวบงชี้ตัวหนึ่งที่
ใชในการศึกษาทางพันธุกรรม วิวัฒนาการ และกระบวนการเมแทบอลิซึม (metabolism) ในสิ่งมี
ชีวิต โดยดานพืชสามารถใชเทคนิคไอโซไซมเปนดัชนีระบุความแปรผันทางพันธุกรรม สายพันธุ
การตรวจสอบเมล็ดพันธุ และการวินิจฉัยโรคพืชตางๆ (พรรณี, 2543) ในการตรวจสอบความแปร
ผันทางพันธุกรรมโดยเทคนิคไอโซไซมตองอาศัยการทําอิเลคโตรโฟริซีสซึ่งอาศัยหลักการที่สําคัญ 
คือ ไอโซไซมเปนโพลีเพพไทดซ่ึงประกอบดวยกรดอะมิโนที่เรียงลําดับกัน โดยลําดับอะมิโนนี้ถูก
แปลรหัสมาจากหนวยพันธุกรรมบนสายนิวคลีโอไทดที่ถูกชักนําใหเกิดความแปรผันจากการชัก
นําการกลายพันธุเปนผลใหไอโซไซมประกอบดวยกรดอะมิโนแตกตางกันเชน ขนาดประจุสุทธิ
และรูปรางของโมเลกุล ดังนั้นเมื่อนําไอโซไซมมาแยกบนตัวกลางที่เหมาะสมภายในสนามไฟฟา
โมเลกุลของ ไอโซไซมจึงเคลื่อนที่ในอัตราที่ตางกัน โดยไอโซไซมที่มีประจุสุทธิมากกวาเคลื่อนที่
ไดเร็วกวาไอโซไซมที่มีประจุนอยกวา (Doehlert and Duke, 1983) หลังจากนั้นจึงยอมสีดวย
ปฏิกิริยาจําเพาะสําหรับไอโซไซมแตละชนิด ปรากฏแถบสีของเอนไซมรูปแบบตางๆ (Russell,
1994) แถบสีที่ปรากฏนี้เรียกวา รูปแบบของไอโซไซม (isozyme petterns) สามารถนํามาเขียนเปน
แผนภาพที่เรียกวา แถบเอนไซม (zymogram) ที่แยกความแตกตางของพืชนั้นได (เพิ่มพงษ, 2530
อางโดย ปราโมทยและเกศิณี, 2543)
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