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บทคัดย่อ 

 การชกัน าใหเ้กิดการกลายพนัธ์ุ โดยน าแคลลสัเบญจมาศสายพนัธ์ุววิคิ (ดอกประเภท single 
สีขาว) มาแช่ในสารละลาย EMS ความเข้มข้น 0, 0.5, 1, 1.5 และ 2 เปอร์เซ็นต์ นาน 60 และ  
120 นาที จากนั้ นน ามาเล้ียงบนอาหารสูตร MS ท่ีเติม NAA 2 มิลลิกรัมต่อลิตร และ kinetin  
4 มิลลิกรัมต่อลิตร หลังจากย้ายเล้ียงเป็นเวลา 4 สัปดาห์พบว่าค่า LD50 (60 นาที) และ LD50  
(120 นาที) คือ 1.15 เปอร์เซ็นต ์และ 0.72 เปอร์เซ็นต ์ตามล าดบั แคลลสัท่ีไม่ไดรั้บสารละลาย EMS 
มีขนาดแคลลสั เปอร์เซ็นตก์ารเกิดยอด และจ านวนยอดต่อแคลลสัมากท่ีสุด เม่ือเร่ิมเจริญเติบโตเป็น
ล าตน้ พบวา่ตน้ท่ีไดรั้บสารละลาย EMS 0.5 เปอร์เซ็นต ์นาน 60 นาที มีขนาดปากใบ จ านวนคลอโร 
พลาสต์ ปริมาณคลอโรฟิลล์เอและบีมากท่ีสุด เม่ือน าออกปลูกทั้งหมด 120 ตน้ พบว่าไดต้น้กลาย
พนัธ์ุทั้งหมด 9 แบบ ดงัน้ีตน้ท่ีไม่ไดรั้บสารละลาย EMS พบลกัษณะของดอกประเภท single  และ
อีกลกัษณะเป็นดอกประเภท pompon  ซ่ึงคาดว่าเกิดจาก somaclonal variation มีกลีบดอกมีสีขาว 
ตน้ท่ีได้รับสารละลาย EMS 0.5 เปอร์เซ็นต์ นาน 60 นาที พบลกัษณะของดอก 2 ประเภทได้แก่ 
single และ pompon มีกลีบดอกมีสีขาว ตน้ท่ีไดรั้บสารละลาย EMS 1 เปอร์เซ็นต ์นาน 60 นาที พบ
ดอกประเภท single 2 แบบ มีกลีบดอกสีขาวและสีเหลืองในดอกเดียวกนั, กลีบดอกมีสีเหลือง และ
ดอกประเภท pompon 2 แบบ มีกลีบดอกสีขาว ตน้ท่ีได้รับสารละลาย EMS 0.5 เปอร์เซ็นต์ นาน  
120 นาที พบดอกประเภท single มีกลีบดอกสีขาว จากการศึกษาความแปรปรวนทางพนัธุกรรมดว้ย
เทคนิค RAPD โดยใชไ้พรเมอร์จ านวน 28 ไพรเมอร์ พบวา่มี 8 ไพรเมอร์ท่ีสามารถใหค้วามแตกต่าง
ของแถบดีเอ็นเอ และเม่ือน ามาจดักลุ่มดว้ยโปรแกรม NTSYS 2.10m สามารถจดักลุ่มเบญจมาศได้
ทั้งหมด 5 กลุ่ม และผลท่ีไดจ้ากการวิเคราะห์ค่า PCoA สอดคลอ้งกบัการวิเคราะห์การจดักลุ่มดว้ย
เดนโดรแกรม 
 การชกัน าให้เกิดการกลายพนัธ์ุ โดยน ากลีบดอกเบญจมาศสายพนัธ์ุซีรีเบรท (ดอกประเภท 
single สีเหลือง) และสายพนัธ์ุแคนเทอร์ (ดอกประเภท single สีม่วง) มาแช่ในสารละลายโคลชิซิน 
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ความเขม้ขน้ 0, 0.05, 0.1, 0.15 และ 0.2 เปอร์เซ็นต์ นาน 12 และ 24 ชัว่โมง หลงัจากยา้ยเล้ียงเป็น
เวลา 12 สัปดาห์พบว่าค่า LD50 (12 ชั่วโมง) และ LD50 (24 ชั่วโมง) ของสายพนัธ์ุซีรีเบรท คือ  
0.21 และ 0.19 เปอร์เซ็นต ์ตามล าดบั และสายพนัธ์ุแคนเทอร์ คือ 0.2 และ 0.19 เปอร์เซ็นต ์ตามล าดบั 
กลีบดอกทั้งสองพนัธ์ุท่ีไม่ไดรั้บสารละลายโคลชิซิน มีขนาดแคลลสั เปอร์เซ็นตก์ารเกิดยอด และ
จ านวนยอดต่อแคลลสัมากท่ีสุด เม่ือเร่ิมเจริญเติบโตเป็นล าตน้ พบว่าขนาดปากใบ และจ านวน 
คลอโรพลาสต์ต่อปากใบไม่แตกต่างกนัทางสถิติ พนัธ์ุซีรีเบรท ตน้ท่ีได้รับสารละลายโคลชิซิน  
0.1 เปอร์เซ็นต ์นาน 12 ชัว่โมง มีปริมาณคลอโรฟิลล์เอและบีมากท่ีสุด แต่พนัธ์ุแคนเทอร์มีปริมาณ
คลอโรฟิลลเ์อและบีไม่แตกต่างกนัทางสถิติ และพบวา่มี 1 ตน้จากทั้งหมด 30 ตน้ ท่ีไดรั้บสารละลาย
โคลชิซิน 0.15 เปอร์เซ็นต์ นาน 24 ชัว่โมง มีล าตน้สีขาว และใบด่าง คิดเป็น 3.33 เปอร์เซ็นต์การ
ตรวจสอบปริมาณดีเอ็นเอโดยใชเ้คร่ือง Flow cytometer พบวา่ พนัธ์ุซีรีเบรท ตน้ท่ีไดรั้บสารละลาย
โคลชิซิน 0.05 เปอร์เซ็นต ์นาน  12 ชัว่โมง จากทั้งหมด 30 ตน้ มีเพียง 1 ตน้ ท่ีมีจ  านวนปริมาณดีเอ็น
เอลดลงจาก 2n ลดลงเหลือ n คิดเป็น 3.33 เปอร์เซ็นต์ พนัธ์ุแคนเทอร์พบว่าตน้ท่ีไดรั้บสารละลาย
โคลชิซิน 0.2 เปอร์เซ็นต ์นาน  24 ชัว่โมง จากทั้งหมด 30 ตน้ มีเพียง 1 ตน้ ท่ีพบวา่มีปริมาณดีเอ็นเอ
เพิ่มข้ึนเป็น 2 เท่า คิดเป็น 3.33 เปอร์เซ็นต์ เม่ือน าออกปลูกทั้งหมด 200 ตน้ พนัธ์ุซีรีเบรท ไดด้อก
ประเภท single กลีบดอกสีเหลือง ซ่ึงไม่แตกต่างจากตน้ควบคุม พนัธ์ุแคนเทอร์ ไดด้อกประเภท 
single และมีลกัษณะแตกต่างจากตน้ควบคุมโดยชดัเจน 5 ตน้ ไดแ้ก่ ตน้เบญจมาศท่ีไดรั้บสารละลาย
โคลชิซินความเข้มข้น 0.05 เปอร์เซ็นต์ ระยะเวลา 24 ชั่วโมง มีกลีบดอกสีชมพูอมส้มอ่อนๆ  
ต้นเบญจมาศท่ีได้รับสารละลายโคลชิซินความเข้มข้น 0.1 เปอร์เซ็นต์ ระยะเวลา 24 ชั่วโมง  
มีกลีบดอกสีชมพูอมส้มอ่อนๆ กลีบดอกบานชั้นเดียว ตน้เบญจมาศท่ีได้รับสารละลายโคลชิซิน 
ความเขม้ขน้ 0.15 เปอร์เซ็นต ์ระยะเวลา 24 ชัว่โมง มีกลีบดอกสีม่วงอ่อน และสีขาว และอีกลกัษณะ
ท่ีพบในความเข้มข้น และเวลาท่ีเท่ากัน คือมีกลีบดอกสีชมพูอ่อน และมีสีขาวบริเวณขอบๆ  
กลีบดอก และตน้เบญจมาศท่ีได้รับสารละลายโคลชิซินความเขม้ขน้ 0.2 เปอร์เซ็นต์ ระยะเวลา  
24 ชั่วโมง มีกลีบดอกสีม่วง และมีสีขาวบริเวณขอบๆ กลีบดอก และเป็นตน้ท่ีมีปริมาณดีเอ็นเอ
เพิ่มข้ึนเป็น 2 เท่า (4n)  
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ABSTRACT 

 Mutation induction of chrysanthemum cv.vivic (single type) was induced using 
ethylmethanesulfonate (EMS). The callus was soaked in 0, 0.5, 1.0, 1.5 and 2% for 60 and 120 
minutes. The calli were cultured on Murashige and Skoogs (MS) medium supplemented with  
2 mg/l NAA and 4 mg/l kinetin. The lethal dose (LD50) value for callus survival has 1.15 and 0.72% 
for 60 and 120 minutes. In control showed the most of callus size highest percentage of shoot 
induction and number of shoot/callus. Plantlets were treated with 0.5% EMS for 60 minutes showed 
the most of stomata size highest chloroplast number and chlorophyll a and b contents. One hundred 
and twenty plantlets were transferred to pot plant. There were 9 characteristic mutation. Two 
characters were found in control, single type and pompon type.There was expected from 
somaclonal variation and white petals. Plantlets were treated with 0.5% EMS for 60 minutes 
showed two-characters mutation, white petals single type and pompon type. Plantlets were treated 
with 1% EMS for 60 minutes showed two characteristics of single type has white and yellow petals, 
yellow petals and pompon type has white petals. The last mutation character was found in 0.5% 
EMS for 120 minutes showed characteristics of white petals single type. The evaluation was carried 
out using 28 RAPD primers. The results obtained showed 8 primers were identified 5 groups of 
chrysanthemum and the results from analysis of PCoA values in accordance with the analysis of 
grouping with dendrogram.  

Mutation induction of chrysanthemum cv.celebrate and cv.canter (single type) was 
induced using colchicine. The petal was soaked in 0, 0.05, 0.10, 0.15 and 0.20% for 12 and 24 
hours. The petal was cultured on MS medium supplemented with 2 mg/l NAA and 4 mg/l kinetin. 
The lethal dose (LD50) value for callus survival has to 0.21 and 0.19% for 12 and 24 hours in  
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cv. celebrate and the lethal dose (LD50) value for callus survival has to 0.2 and 0.19% for 12 and 24 
hours in cv. canter. In control showed the most of callus size highest percentage of shoot induction 
and number of shoot/callus. There was no statistically significant different in stomata size and 
number of chloroplast in cv. celebrate and cv. canter. For cv.celebrate were treated with 0.1% 
colchicine for 12 hours showed highest chlorophyll a and b contents. But cv.canter chlorophyll a 
and b contents no statistically significant difference. The plantlets were treated with 0.15% 
colchicine for 24 hours showed white stem and chimera accounted for 3.33% of the total  
30 trunks. Flow cytometer analysis showed plantlets were treated with 0.05% colchicine for  
12 hours had the number of chromosome reduced from 2n to n accounted for 3.33% of the total  
30 trunks in cv. celebrate. The chrysanthemum cv. canter plantlets treated with 0.2% colchicine for 
24 hours had the doubled chromosome accounted for 3.33% of the total 30 trunks. Two hundred 
plantlets were transferred to pot plant. There were characteristic not different from the control in  
cv. celebrate. But the chrysanthemum cv. canter had single type and 5 characteristic mutation.  
The plantlets were treated with 0.05% colchicine for 24 hours showed pink and light orange petals. 
The plantlets were treated with 0.1% colchicine for 24 hours showed pink and light orange petals 
and single layer petal. The plantlets were treated with 0.15% colchicine for 24 hours showed 
two-characters mutation, light purple and white petals and light pink and white edge petals.  
The last mutation character was found in 0.2% colchicine for 24 hours purple and white edge petals 
and this plantlet has DNA doubled. 
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บทที ่1  

บทน ำ 

1.1  ควำมเป็นมำและควำมส ำคญัของงำนวจิยั 

 เบญจมาศ (Dendranthema grandiflora) เป็นไมด้อกเศรษฐกิจท่ีมีความส าคญัชนิดหน่ึง

ของโลก เป็นไมต้ดัดอกเมืองหนาว มีถ่ินก าเนิดในประเทศจีนและตอนเหนือของประเทศญ่ีปุ่น เป็น 

ไมด้อกท่ีมีความสวยงามมาก มีสีสันสดใส และมีหลายสายพนัธ์ุ (อดิศร กระแสชยั. 2535) ปัจจุบนั

ประเทศไทยมีพื้นท่ีปลูกเบญจมาศประมาณ 2,000 ไร่ ผลผลิตของประเทศไทยประมาณ 150 ลา้น

ช่อ/ปี แหล่งผลิตเบญจมาศท่ีส าคญั ไดแ้ก่ เชียงใหม่ เชียงราย เพชรบูรณ์ สระบุรี หนองคาย อุดรธานี 

ขอนแก่น นครราชสีมา อุบลราชธานี และยะลา เบญจมาศสามารถผลิตได้ดีในพื้นท่ีราบสูง 

ของภาคเหนือ และภาคตะวนัออกเฉียงเหนือในช่วงฤดูหนาว ซ่ึงจะใหผ้ลผลิตในช่วงเดือนกนัยายน

ถึงเดือนมีนาคม ส่วนพื้นท่ีท่ีมีการผลิตทั้งปีจะผลิตภายในโรงเรือนพลาสติกบนท่ีสูง แหล่งผลิต

เบญจมาศท่ีส าคญัส่วนใหญ่อยู่ท่ีจงัหวดัเชียงใหม่ และเชียงราย (มณฑกาฬ ลีลา. 2555) ในการ

ปรับปรุงพนัธ์ุเบญจมาศมุ่งเน้นการปรับปรุงทางด้านคุณภาพของดอก สี ขนาด เพื่อให้ดอกมี

คุณภาพดี มีสีสันท่ีสวยงาม อายุการปักแจกันท่ีนานข้ึน รวมถึงการต้านทานต่อโรค แมลง 

และสภาพแวดลอ้มท่ีไม่เหมาะสม จะสามารถผลิตดอกเบญจมาศเพื่อบริโภคภายในประเทศแข่งขนั

กบัตลาดต่างประเทศท าเงินรายได้เขา้ประเทศมูลค่าประมาณ 8,007,118 บาท (สถิติการส่งออก

เบญจมาศ. 2559)  ดงันั้นจึงมีการใช้เทคนิคทางดา้นเทคโนโลยีชีวภาพเขา้มาช่วยในการปรับปรุง

พนัธ์ุร่วมกบัการเพาะเล้ียงเน้ือเยื่อ นอกจากจะสามารถเพิ่มจ านวนตน้ได้รวดเร็วแล้ว ยงัสามารถ 

ชกัน าให้การกลายพนัธ์ุในหลอดทดลองโดยการใชก้ลีบดอก ขอ้ และตาในการขยายพนัธ์ุ (Teixeira 

da Silva et al. 2015)  

การกลายพันธ์ุ  เป็นการเปล่ียนแปลงลักษณะของส่ิงมีชีวิต อันเน่ืองมาจากการ

เปล่ียนแปลงของสารพนัธุกรรม และลกัษณะท่ีเปล่ียนแปลงสามารถถ่ายทอดสู่ลูกหลานได ้ยงัเป็น

ตวัการส าคญัท่ีท าใหเ้กิดววิฒันาการของส่ิงมีชีวิต มีประโยชน์ในการช่วยเพิ่มความแปรปรวนในพืช 

ซ่ึงเพิ่มความส าเร็จ กลายพนัธ์ุ สามารถท าได้โดยกระบวนการทางกายภาพ และทางเคมี ในทาง

กายภาพ ไดแ้ก่ การใชรั้งสีต่างๆ เช่น รังสีเอก็ซ์ รังสีแกมมา รังสีอลัตาไวโอเลต เป็นตน้ ส่วนทางเคมี 

ไดแ้ก่ เอทิลซัลเฟต (dES: diethy1 sulphate) 5 – โบรโมยูเรซิล (5-bromouracil) สารละลายเอทิล

มีเทนซลัโฟเนต (EMS :ethyl methanesulphonate) และสารละลายโคลชิซิน (Colchicine) เป็นตน้ 
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การชักน าการกลายพนัธ์ุโดยใช้สารละลาย EMS และ สารละลายโคลชิซินเป็นท่ีนิยมใช้ในการ

ปรับปรุงพนัธ์ุ เน่ืองจากก่อให้เกิดการกลายพนัธ์ุในระดบัยีน ส่งผลให้มีการเปล่ียนแปลงลกัษณะ

ทางสัณฐานวทิยา ซ่ึงน ามาสู่การใชส้ารละลาย EMS และสารละลายโคลชิซินกบัตน้เบญจมาศ 

1.2  ควำมมุ่งหมำยและวตัถุประสงค์ของกำรศึกษำ 

1.2.1  เพื่อศึกษาความเขม้ขน้และระยะเวลาท่ีเหมาะสมของสารละลายเอทิลมีเทนซัลโฟเนต 
(EMS) และสารละลายโคลชิซิน (Colchicine) ต่อการกลายพนัธ์ุของเบญจมาศ ในสภาพปลอดเช้ือ 

1.2.2  เพื่อศึกษาลกัษณะทางสัณฐานวทิยาของเบญจมาศท่ีเปล่ียนแปลงไปและตรวจสอบการ

กลายพนัธ์ุในระดบัดีเอน็เอ และโครโมโซม 

1.3  ขอบเขตของกำรวจิัย 

       1.3.1  ท าการศึกษาการกลายพันธ์ุของเบญจมาศสายพันธ์ุวิวิค โดยน าแคลลัสมาแช่ใน

สารละลาย EMS ท่ีความเข้มข้นและระยะเวลาของสารท่ีแตกต่างกัน และศึกษาการกลายพนัธ์ุ

เบญจมาศสายพนัธ์ุซีรีเบรทและสายพนัธ์ุแคนเทอร์ โดยน ากลีบดอกมาแช่ในสารละลายโคลชิซิน  

ท่ีความเขม้ขน้และระยะเวลาของสารท่ีแตกต่างกนั 

1.4  ผลทีค่ำดว่ำจะได้รับ 

1.4.1  ทราบความเข้มข้นและเวลาท่ีใช้ในการแช่ช้ินส่วนพืชของสารละลาย EMS และ
สารละลาย Colchicine ท่ีเหมาะสมต่อการกลายพนัธ์ุของเบญจมาศ 

1.4.2  ไดต้น้เบญจมาศท่ีมีลกัษณะใหม่ท่ีเกิดจากการกลายพนัธ์ุ 

 



 

    

บทที ่2 

ทฤษฎแีละงำนวจิัยทีเ่กีย่วข้อง 

2.1  ลกัษณะทำงพฤกษศำสตร์ของเบญจมำศ 

เบญจมาศมี ช่ือวิทยาศาสตร์  Dendranthema grandi f lora  วงศ์  Composi ta e  

ช่ือสามญั Chrysanthemum และเป็นไมด้อกมีถ่ินก าเนิดอยูใ่นประเทศจีนและญ่ีปุ่น โดยจะผลิตเป็น

ไมต้ดัดอก หรือไมก้ระถางข้ึนอยู่กบัชนิดของเบญจมาศ ซ่ึงในปัจจุบนัมีการพฒันาพนัธ์ุเบญจมาศ

กระถางมากมาย นอกจากจะมีความหลากหลายของสีสันแล้วยงัมีความหลากหลายในเร่ืองของ

รูปทรงดอก ลักษณะการเจริญเติบโตและการแตกพุ่ม เบญจมาศเป็นไม้ขนาดเล็กสูงประมาณ  

1-3 ฟุต ตามก่ิงกา้นและล าตน้มีขนละเอียด ใบเป็นใบเด่ียวเรียวรี ขอบใบหยกัมีสีเขียวอ่อนนุ่มมีขน

อ่อนๆ ทัว่ทั้งใบ แตกก่ิงมาก การเรียงตวัของใบเป็นแบบ spiral หรือ vacates สามารถแตกหน่อใหม่

ได ้ดอกกลม กลีบดอกจะซอ้นกนัมีหลากหลายสี เช่น สีแดง สีบานเยน็ สีขาว สีม่วง สีชมพู สีเหลือง 

สีส้ม และอ่ืนๆ ดอกเบญจมาศเป็นดอกชนิด inflorescence ซ่ึงแต่ละดอกในช่อ ประกอบดว้ยดอก

ยอ่ย (floret) 2 ชนิด คือ  ชนิดแรก ดอกยอ่ยชั้นนอกของฐานรองดอก (ray floret) เป็นดอกเพศเมีย 

ซ่ึงจ านวนชั้นของดอกเพศเมียข้ึนอยู่กับชนิดของดอกว่าเป็นดอกชั้นเดียว (single) ดอกซ้อน 

(double) หรือชนิดอ่ืนๆ และชนิดท่ีสองดอกยอ่ยชั้นใน (disc floret) ท่ีอยูถ่ดัจากดอกยอ่ยชั้นนอกเขา้

มาครอบคลุมพื้นท่ีส่วนกลางของฐานรองดอก เป็นดอกสมบูรณ์เพศ (perfect flower) มีทั้งเกสรตวัผู ้

(stamen) ซ่ึงมีส่วนท่ีอยูบ่นสุดเรียกวา่ อบัละอองเรณู (anther) และเกสรตวัเมีย (carpel) มีส่วนท่ีอยู่

บนสุดเรียกวา่ ยอดเกสรตวัเมีย (stigma) ซ่ึงจ านวนชั้นของดอกจะสัมพนัธ์กบัดอกเพศเมีย เช่น ดอก

ชั้นเดียว (single) จะมีชั้นของกลีบดอกยอ่ยชั้นนอก 2-5 ชั้น พื้นท่ีส่วนใหญ่ของฐานรองดอกจะถูก

คลุมไปดว้ยดอกย่อยชั้นใน ส่วนในดอกซ้อน (double) จะมีดอกย่อยชั้นนอกเป็นจ านวนน้อยมาก 

เม่ือเปรียบเทียบกบัดอกยอ่ยชั้นในท่ีมีอยู ่ เป็นตน้ ทั้งดอกยอ่ยชั้นนอกและชั้นในแบ่งเป็น 2 ส่วน คือ 

กลีบดอก (corolla) และกลีบใบหุ้มดอก (calyx) เบญจมาศมีทั้งท่ีเป็น พืชลม้ลุก (annual) พืชสองปี 

(biennial) และพืชยืนตน้ (perennial) แต่นิยมปลูกเป็นพืชปีเดียว เพราะตน้เบญจมาศจะโทรมเร็ว  

มีอายุ 90-150 วนั และเป็นพืชไวต่อความยาวของวนัหรือช่วงแสง โรคและแมลงเขา้ท าลายง่ายเม่ือ

อยู่ในพื้นท่ีปลูกเป็นระยะเวลานาน สามารถขยายพันธ์ุโดยการเพาะเมล็ด การปักช า และ  

การเพาะเล้ียงเน้ือเยือ่ (อดิศร กระแสชยั. 2535) 
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       2.1.1  การจ าแนกลกัษณะของดอกเบญจมาศ 

ลักษณะของดอกเบญจมาศ ซ่ึงแบ่งโดย “National Chrysanthemum Society, USA” 

จ าแนกออกไดเ้ป็น 12 ชนิด ดงัน้ี 

2.1.1.1  Irregular incurve เป็นดอกท่ีมีขนาดใหญ่ ความกวา้งและความสูงของดอกมีขนาด

ใกลเ้คียงกนั กลีบดอกยอ่ยวงนอกกวา้ง และโคง้งุม้เขา้หาใจกลางดอกอยา่งมีระเบียบ และสวยงาม 

กลีบดอกยอ่ยวงนอกเรียงแบบหลวมๆ และหอ้ยลงมาดา้นล่าง (ภาพท่ี 2.1A) 

2.1.1.2  Regular incurve ลกัษณะดอกคล้ายแบบ Irregular incurve เพียงแต่กลีบดอกวง

นอกมีลักษณะแคบถึงกว้าง กลีบดอกย่อยวงนอกจัดเป็นระเบียบและไม่ห้อยลงด้านล่าง  

(ภาพท่ี 2.1B) 

2.1.1.3  Intermediate incurve กลีบดอกยอ่ยวงนอกมีขนาดแคบถึงกวา้งคลา้ยกบั Regular 

incurve แต่ขนาดจะสั้นกวา่และกลีบดอกโคง้เขา้ เฉพาะส่วนปลายกลีบเท่านั้น (ภาพท่ี 2.1C) 

2.1.1.4  Decorative ดอกมีขนาดตั้ งแต่ดอกใหญ่ถึงขนาดดอกเล็ก กลีบดอกของดอก 

ยอ่ยวงนอกสั้น และกวา้งกวา่ประเภท incurve กลีบดอกวงนอกมกัห้อยลงมาดา้นปลายกลีบแต่กลีบ

ดอกวงในโคง้เขา้ จึงท าใหรู้ปทรงของดอกแบน (ภาพท่ี 2.1D) 

2.1.1.5  Reflex กลีบดอกของดอกยอ่ยวงนอกมีขนาดตั้งแต่แคบจนถึงกวา้ง และยาวคลา้ย

แบบ incurve กลีบดอกไม่งุม้เขา้หาใจกลางดอก แต่หอ้ยลงดา้นล่าง (ภาพท่ี 2.1E) 

2.1.1.6  Pompon กลีบดอกของดอกย่อยวงนอกสั้นและกวา้ง โคง้เขา้หาใจกลางดอกทั้ง

แบบท่ีเป็นระเบียบและไม่เป็นระเบียบ เม่ือดอกบานจะไม่เห็นดอกยอ่ยวงใน จึงท าใหด้อกมีลกัษณะ

กลมนูนสวยงาม (ภาพท่ี 2.1F) 

2.1.1.7  Single กลีบดอกของดอกย่อยวงนอก มีเพียง 1-5 ชั้นเท่านั้น และเรียงตวัท ามุม

ฉากกบัก้านดอก กลีบดอกของดอกย่อยวงในไม่พฒันา แต่รวมกนัเป็นกระจุกตรงใจกลางดอก  

(ภาพท่ี 2.1G) 

2.1.1.8  Anemone กลีบดอกยอ่ยวงนอกและวงในมีการจดัเรียงตวัของกลีบดอกคลา้ยกบั 

Single และรวมตวักนัเป็นกระจุกเห็นเด่นชดั (ภาพท่ี 2.1H) 
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2.1.1.9  Spoon กลีบดอกของดอกยอ่ยวงนอก มีลกัษณะเป็นหลอดและตรงแต่ปลายกลีบ

จะคล่ีแผอ่อกท าให้มองดูคลา้ยชอ้น การเรียงตวัเป็นระเบียบ ขนาดใกลเ้คียงกนั กลีบดอกยอ่ยวงใน

ไม่พฒันา รวมตวัเป็นกระจุกอยูต่รงกลางดอก (ภาพท่ี 2.1I) 

2.1.1.10  Spider รอบนอกของกลีบดอกย่อยวงนอกยาวมาก และมีลักษณะเป็นหลอด

ขนาดเล็กห้อยลงมาดา้นล่าง ส่วนรอบในมีขนาดสั้น และยาว ปลายกลีบดอกมว้นงอแบบคอดกลม

หรือเป็นตะขอ (ภาพท่ี 2.1J) 

2.1.1.11  Quill กลีบดอกของดอกย่อยวงนอกเป็นหลอดตรงและสั้ นกว่าแบบ Spider 

ปลายกลีบดอกเปิดออกเป็นรูกลวง (ภาพท่ี 2.1K) 

2.1.1.12  Brush and Thistle ดอกมีขนาดเล็กกลีบดอกของดอกยอ่ยวงนอกเป็นแบบหลอด

ขนาดเล็ก การจดัเรียงตวัของกลีบดอกตั้งตรงขนานกบักา้นดอก (ภาพท่ี 2.1L) 

 

    

    

    
ภำพที ่2.1 ลกัษณะดอกเบญจมาศ 12 ชนิด (A) Irregular incurve  (B) Regular incurve  (C) Intermediate incurve 

(D) Decorative  (E) Reflex (F) Pompon (G) Single  (H) Anemone (I) Spoon  (J) Spider (K) Quill และ 
(L)  Brush and Thistle  
ท่ีมา: National Chrysanthemum Society, USA 
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2.2  กำรเพำะเลีย้งเน้ือเย่ือพืช  

ปัจจุบนัการเพาะเล้ียงเน้ือเยื่อพืชเป็นเทคโนโลยท่ีีมีประโยชน์อยา่งมาก ในการขยายพนัธ์ุ
พืช หรือปรับปรุงพนัธ์ุพืช การเพาะเล้ียงเน้ือเยื่อ คือ การเอาส่วนใดส่วนหน่ึงของพืช ไม่ว่าจะเป็น
อวยัวะ เน้ือเยือ่เซลลห์รือเซลลท่ี์ไม่มีผนงั (protoplast) มาเล้ียงในอาหารสังเคราะห์ ซ่ึงประกอบดว้ย 
แร่ธาตุ น ้ าตาล วิตามิน และสารควบคุมการเจริญเติบโตในสภาพปลอดเช้ือจุลินทรีย ์และอยู่ใน
สภาวะควบคุมส่ิงแวดลอ้ม ส่วนของพืชเหล่าน้ีมีการเจริญเติบโตและพฒันาไดห้ลายรูปแบบ คือ 
เป็นตน้โดยตรง หรือเกิดเป็นกลุ่มของเซลล์ เรียกว่าแคลลสั (callus) หรือ เกิดเป็นคพัภะ เรียกว่า  
โซมาติกเอมบริโอ (somatic embryo) และเม่ือตดัเป็นช้ินๆ แลว้เปล่ียนอาหารก็สามารถเพิ่มปริมาณ
ไดไ้ม่มีท่ีส้ินสุด จะไดต้น้จ านวนมากท่ีลกัษณะเหมือนกนัทุกประการ (รังสฤษด์ิ  กาวตีะ๊. 2541) 

การเพาะเล้ียงเน้ือเยื่อจะประสบความส าเร็จมากนอ้ยข้ึนอยูก่บัปัจจยัหลายอยา่งท่ีมีบทบาท
ควบคุมการเจริญเติบโต และการเปล่ียนแปลงของเน้ือเยือ่พืช สรุปได ้ดงัน้ี 

       2.2.1  ปัจจยัภายในพืช (endogenous factors)  
                 2.2.1.1  ลกัษณะทางพนัธุกรรม (genotype) คือ การเจริญเติบโตของเน้ือเยือ่ไปเป็นยอด
หรือรากนั้นข้ึนอยูก่บัชนิดพืช พืชบางชนิดอาจเกิดเป็นยอดหรือรากไดง่้าย ในขณะท่ีพืชอีกชนิด
หน่ึงเกิดไดย้าก แมจ้ะเล้ียงในอาหารท่ีเหมาะสม ซ่ึงแสดงใหเ้ห็นถึงอิทธิพลของพนัธุกรรม 

 2.2.1.2  สารควบคุมการเจริญเติบโตของพืช (phytohormone) ในช้ินส่วนพืช ฮอร์โมน
บางชนิดอาจจะช่วยส่งเสริมให้มีการเจริญเติบโตของเน้ือเยื่อพืชและฮอร์โมนบางชนิดก็สามารถ
ยบัย ั้งการเจริญเติบโตไดเ้ช่นกนั 

       2.2.2  ปัจจยัภายนอก (exogenous factors) 

                 2.2.2.1  แสง (light) แสงไม่มีส่วนเก่ียวขอ้งกบัการปรุงอาหารของเน้ือเยื่อท่ีเพาะเล้ียงแต่
แสงช่วยให้เน้ือเยื่อมีการพฒันาไปเป็นส่วนต่างๆ ของพืชได้ ซ่ึงการให้แสงควรพิจารณา ดังน้ี 
คุณภาพของแสง ความเขม้ขน้ของแสง และระยะเวลาในการใหแ้สง 

                  2.2.2.2  อุณหภูมิ (temperature) โดยทัว่ไปอุณหภูมิท่ีเหมาะสมต่อการเจริญเติบโตของ
เน้ือเยือ่จะประมาณ 25 องศาเซลเซียส 

                 2.2.2.3  สารควบคุมการเจริญเติบโต (plant growth regulators) การเกิดเป็นตน้ รากหรือ
แคลลสัของพืชแต่ละชนิดข้ึนอยูก่บัความสมดุลของปริมาณออกซินและไซโตไคนินในอาหาร 

       2.2.3  ปัจจยัอ่ืนๆ ไดแ้ก่ ช้ินส่วนของเน้ือเยื่อพืชท่ีน ามาเล้ียง สภาพการเพาะเล้ียงเน้ือเยื่อและ

ส่วนประกอบของอาหาร (รังสฤษด์ิ กาวตีะ๊. 2541) 
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2.3  กำรปรับปรุงพนัธ์ุพืช 

การปรับปรุงพนัธ์ุพืชเป็นวิทยาศาสตร์ประยุกต์สาขาหน่ึง ท่ีตอ้งการความรู้ในสาขาวิชา

อ่ืนๆ มาประยุต์ใช้ให้เกิดความส าเร็จตามวตัถุประสงค์ เช่น พนัธุศาสตร์ เซลล์พนัธุศาสตร์  

การจ าแนกพืช พืชไร่นา นิเวศวิทยา เคมี ปฐพีวิทยา สถิติ สรีรวิทยาของพืช เป็นตน้ การปรับปรุง

พนัธ์ุพืชเร่ิมมาตั้งแต่เม่ือมนุษยรู้์จกัปลูกพืชเป็นอาหาร ในสมยันั้นการปรับปรุงพนัธ์ุถูกจดัว่าเป็น

ศิลปะอยา่งหน่ึงท่ีตอ้งอาศยัการสังเกตและความช านาญของเกษตรกร เน่ืองจากเกิดการสังเกตความ

เปล่ียนแปลงท่ีเกิดข้ึนในประชากรพืช ท าให้ทราบว่าความเปล่ียนแปลงดงักล่าวเกิดจากการกลาย

พนัธ์ุตามธรรมชาติโดยลกัษณะใหม่ท่ีเป็นประโยชน์จะถูกคดัเลือกไวท้  าพนัธ์ุต่อไป วิธีคดัเลือก

ลกัษณะน้ีท ามาชา้นานแลว้ แต่เน่ืองจากลกัษณะท่ีเกิดใหม่มีโอกาสเกิดข้ึนเองไดน้อ้ยมาก ส่งผลท า

ให้การปรับปรุงพนัธ์ุเป็นไปไดช้า้ ในระยะต่อมาจึงมีวิธีการใหม่ๆ เพื่อการปรับปรุงพนัธ์ุพืช ไดแ้ก่ 

การฉายรังสี การเพิ่มชุดโครโมโซม การผสมพืชข้ามชนิด หรือข้ามสกุล การใช้เทคนิคทาง

เทคโนโลยีชีวภาพท าการถ่ายยีนท่ีตอ้งการเขา้สู่พืช และการเพาะเล้ียงเน้ือเยื่อพืช ซ่ึงวิธีการดงักล่าว

ช่วยให้ปรับปรุงพนัธ์ุพืชตามวตัถุประสงค์ไดผ้ลดีและรวดเร็วข้ึน (กฤษฎา สัมพนัธารักษ์. 2546;  

นพพร คล้ายพงษ์พันธ์ุ. 2546) ในการปรับปรุงพันธ์ุพืชใดๆ หรือการปรับปรุงพันธ์ุพืชเพื่อ

วตัถุประสงคใ์ดๆ จะมีกระบวนการท่ีเป็นแบบแผนเดียวกนัคือ 

       2.3.1  การรวบรวมพนัธ์ุพืช คือการเก็บรวบรวมแหล่งพนัธุกรรมของลักษณะท่ีต้องการ

ปรับปรุงพนัธ์ุ ไดแ้ก่ แหล่งพนัธุกรรมท่ีได้จากพนัธ์ุปลูก พนัธ์ุป่า พนัธ์ุพืชท่ีอยู่ในชนิดหรือสกุล

เดียวกนั ทั้งท่ีหาไดใ้นประเทศและต่างประเทศ เป็นตน้ 

       2.3.2  การคดัเลือก ท าการคดัเลือกพืชท่ีมีลกัษณะท่ีตอ้งการจากพนัธ์ุ และประชากรท่ีรวบรวม

ไดโ้ดยปลูกแลว้คดัเลือก 

       2.3.3  การผสมพนัธ์ุ คือการน าสายพนัธ์ุหรือประชากรท่ีน ามาคดัเลือกวา่มีลกัษณะท่ีดีมาท าการ

ผสมกนั เพื่อใหเ้กิดการกระจายตวัและรวมตวัใหม่ของยนีในชัว่ลูกหลาน 

       2.3.4  การท าให้กลายพนัธ์ุ และการเพิ่มชุดโครโมโซม เป็นวิธีท่ีท  าให้เกิดลกัษณะใหม่โดยใช้

สารเคมีหรือรังสี สารเคมีท่ีใช ้เช่น โคลชิซิน และ EMS เป็นตน้ ส่วนรังสีท่ีมีความสามารถในการ

เปล่ียนแปลงระดบัยนีได ้เช่น รังสีนิวตรอน รังสีเบตา้ และรังสีแกมมา เป็นตน้ 

       2.3.5  การใชเ้ทคโนโลยีชีวภาพ คือการน ายีนควบคุมลกัษณะท่ีตอ้งการเขา้สู่เซลล์พืชโดยตรง 

จากนั้นน าเซลลพ์ืชมาเพาะเล้ียงจนไดต้น้ท่ีสมบูรณ์ 
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2.4  กำรกลำยพนัธ์ุ 

การกลายพนัธ์ุ คือ การเปล่ียนแปลงของสารพนัธุกรรมภายในเซลล์ การกลายพนัธ์ุอาจ
เก่ียวขอ้งกบัการสูญหายไปของส่วนของยีน หรือการเปล่ียนแปลงโครงสร้างภายในยีน เรียกว่า  
การกลายพนัธ์ุของยีน (gene mutation) ส่วนการกลายพนัธ์ุท่ีเก่ียวขอ้งกบัการแลกเปล่ียนส่วนของ
โครโมโซม การสูญหายไปหรือการเพิ่มเขา้มาของส่วนโครโมโซมท่ีครอบคลุมมากกว่าหน่ึงยีน 
เรียกวา่ การกลายพนัธ์ุของโครโมโซม (chromosome mutation) (สิรนุช  ลามศรีจนัทร์. 2540) 

       2.4.1  การกลายพนัธ์ุของยีนเป็นการเปล่ียนแปลงทางเคมีของยีนท่ีเก่ียวขอ้งกบันิวคลีโอไทด์ 
(nucleotide base) เพียงไม่ก่ีโมเลกุล ในยีนหน่ึงๆ สามารถท าให้สารทางพนัธุกรรมของยีนนั้นต่าง
ไปจากเดิม การกลายพนัธ์ุของยนีแบ่งตามการเกิดได ้2 ชนิด คือ 

                  2.4.1.1  frameshift mutation การเพิ่มหรือขาดหายไปของนิวคลีโอไทดจ์ากโมเลกุลดีเอ็น
เอเพียง 1 โมเลกุล สามารถท าให้กรอบการอ่านของรหสัทีละ 3 โมเลกุล เปล่ียนไปจากเดิม เป็นผล
ให้โปรตีนท่ีสร้างจากยีนดงักล่าวผิดไปจากเดิม ท าให้ไม่สามารถท างานไดเ้หมือนเดิม หรือท างาน
ไม่ไดเ้ลย 

    2.4.1.2  base substitution การเปล่ียนแปลงท่ีเกิดข้ึนจากการแทนท่ีคู่เบส มีการเขา้แทนท่ี
คู่เบสดว้ยเบสอ่ืนในกลุ่มเดียวกนั เรียกวา่ ทรานซิชนั (transition) ส่วนการเปล่ียนแปลงแบบสลบัคู่
ของเบสท่ีต่างกลุ่มกนั เรียกวา่ ทรานสเวอร์ชนั (transvertion) การกลายพนัธ์ุของยนีแบบเบสซบัสติ
ติวชนั มีช่ือเรียกอีกอยา่งหน่ึงวา่ การกลายพนัธ์ุเฉพาะจุด (point mutation) 

       2.4.2  การกลายพันธ์ุของโครโมโซม คือการเปล่ียนแปลงจ านวนหรือโครงสร้างของ
โครโมโซม แบ่งเป็น 2 ประเภท ไดแ้ก่ 

     2.4.2.1  การเปล่ียนแปลงโครงสร้างของโครโมโซม (changes in the structure of 
chromosome) คือการขาดหายไปของส่วนของโครโมโซม (deletion หรือ deficiency) ท าให้ยีน
จ านวนหน่ึงขาดหายไปด้วย หรือการท่ีมียีนหรือส่วนของโครโมโซมเพิ่มเข้ามามากกว่าปกติ 
(duplication) หรือเกิดการเปล่ียนแปลงกลบัทิศทางของส่วนของโครโมโซม (inversion) หรือเกิด
การยา้ยสลบัท่ีระหวา่งส่วนของโครโมโซมท่ีต่างคู่กนั (translocation) การเปล่ียนแปลงดงักล่าวน้ีมี
ผลมากนอ้ยต่างกนัไปข้ึนอยูก่บัชนิดของยนี และจ านวนยนีท่ีเก่ียวขอ้ง 

     2.4.2.2  การเปล่ียนแปลงจ านวนโครโมโซม (changes in the number of chromosome) 
เกิดจากความผิดปกติในกระบวนการแบ่งเซลล์แบบไมโอซิส (meiosis) โดยท่ีโครโมโซมท่ีเป็นคู่
กนัคู่ใดคู่หน่ึงไม่แยกจากกนั เรียกวา่ นอนดิสจงัชนั (nondisjunction) หรืออาจเกิดจากการยบัย ั้งการ
เคล่ือนท่ีของโครโมโซมไปยงัขั้วของเซลล์ในระยะแอนาเฟส (anaphase) ท าให้เซลล์สืบพนัธ์ุบาง
เซลล์มีจ  านวนโครโมโซมเพิ่มข้ึน และบางเซลล์มีจ  านวนโครโมโซมน้อยกว่าปกติเม่ือมีการผสม
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พนัธ์ุระหวา่งเซลล์สืบพนัธ์ุปกติหรือผิดปกติดว้ยกนัก็ตาม ท าให้ไดต้น้ลูกท่ีเกิดใหม่มีความผิดปกติ
ในจ านวนโครโมโซม 

       2.4.3  สาเหตุของการกลายพนัธ์ุมี 2 ประการ คือ 

   2.4.3.1  การกลายพนัธ์ุท่ีเกิดข้ึนเองตามธรรมชาติ คือเกิดข้ึนเองตามธรรมชาติโดยมนุษย์
ไม่มีส่วนเก่ียวขอ้ง สาเหตุของการกลายตามธรรมชาติไม่เป็นท่ีแน่ชดัไม่สามารถบอกไดว้า่มาจาก
ปัจจยัใดปัจจยัหน่ึง หรือหลายๆ ปัจจยัร่วมกนั อาจเป็นผลของปัจจยัภายในเซลลข์องพืชเองหรืออาจ
เกิดจากส่ิงแวดลอ้มซ่ึงเป็นปัจจยัภายนอกและเกิดข้ึนในอตัราค่อนขา้งต ่า 

   2.4.3.2  การชกัน าใหเ้กิดการกลายพนัธ์ุโดยส่ิงก่อกลายพนัธ์ุ คือส่ิงก่อกลายพนัธ์ุแบ่งเป็น 
2 กลุ่ม คือส่ิงก่อกลายพนัธ์ุทางเคมี กบัส่ิงก่อกลายพนัธ์ุทางกายภาพ ส าหรับส่ิงก่อกลายพนัธ์ุทางเคมี 
คือสารเคมีหลายชนิดท่ีสามารถชักน าให้เกิดการกลายพันธ์ุได้ในส่ิงมีชีวิต โดยท าให้เกิด 
การเปล่ียนแปลงโครงสร้างของยีน หรือจ านวนชุดโครโมโซมสารเคมีท่ีมีการศึกษาและนิยมใช้
อย่างกวา้งขวางในการท าให้เปล่ียนแปลงท่ีมียีนมี 4 กลุ่ม คือ กลุ่มแรก คือสารเคมีท่ีมีโครงสร้าง
โมเลกุลคลา้ยกบัเบสในดีเอ็นเอ กลุ่มสอง คือกลุ่มท่ีท าปฏิกิริยาโดยตรงกบัเบสในดีเอ็นเอ กลุ่มสาม 
คือสารท่ีสามารถเขา้แทนท่ีเบส purine ในสายดีเอ็นเอได ้เช่น พวก alkylating agents และ กลุ่มส่ี  
คือสารท่ีมีคุณสมบติัในการลดหรือเพิ่มเบสในดีเอ็นเอ เช่น acridine ส าหรับสารเคมีท่ีนิยมใช้ใน 
การชักน าให้เกิดการกลายพนัธ์ุเพื่อให้เกิดการเพิ่มจ านวนชุดโครโมโซมหรือพอลิพลอยด์ คือ  
โคลชิซิน (อรุณี วงศปิ์ยะสถิตย.์ 2550) ส่วนส่ิงก่อกลายพนัธ์ุทางกายภาพท่ีนิยมใชใ้นการปรับปรุง
พันธ์ุพืช ได้แก่ รังสีเอ็กซ์ รังสีแกมมา รังสีอุลตร้าไวโอเลต และอนุภาคนิวตรอน รังสีมีผล 
ต่อส่ิงมีชีวิตทั้งทางตรงและทางอ้อม โดยมีผลตั้งแต่ระดับโมเลกุลไปจนกระทัง่ถึงระดบัเซลล์ 
เน้ือเยื่อและอวยัวะ ผลทางตรงไดแ้ก่ การท่ีรังสีท่ีเกิดจากการแตกตวัของประจุ ท าลายโมเลกุลของ
สารต่างๆ ท่ีอยู่ภายในเซลล์ หรือเป็นองค์ประกอบของเซลล์ เช่น ไขมนั โปรตีน คาร์โบไฮเดรต  
กรดนิวคลิอิก โดยเฉพาะดีเอ็นเอ ซ่ึงเป็นสารท่ีเก็บขอ้มูลและถ่ายทอดลกัษณะทางพนัธุกรรม ส่วน
ผลทางออ้ม คือ รังสีจะท าให้น ้ าซ่ึงเป็นองค์ประกอบส่วนใหญ่ของเซลล์ส่ิงมีชีวิตถูกไอออไนซ์ 
ท าให้เกิดอนุมูลอิสระข้ึน ซ่ึงอนุมูลอิสระท่ีเกิดข้ึนอาจรวมตวักบัโมเลกุลอ่ืนๆ ท่ีเป็นองคป์ระกอบ
ของเซลลอ์ยูภ่ายในเซลล ์ท าใหโ้ครงสร้างทางเคมีของสารนั้นเปล่ียนแปลงไป หรืออนุมูลอิสระอาจ
รวมตวักนัใหม่กลายเป็นสารอ่ืนๆ ท่ีเป็นอนัตรายต่อเซลล์หรือสารต่างๆ ภายในเซลล์ จากผลของ
อนุมูลอิสระดงักล่าว อาจท าให้กระบวนการเมแทบอลิซึมภายในเซลล์เปล่ียนแปลงไป ซ่ึงอาจมี  
ผลต่อการเจริญเติบโตของส่ิงมีชีวติ จนกระทัง่ถึงตายได ้(อรุณี วงศปิ์ยะสถิตย.์ 2550) 

       2.4.4  การกลายพนัธ์ุเน่ืองจาก การเพาะเล้ียงเซลล์และเน้ือเยื่อ มกัท าให้ไดพ้ืชท่ีกลายพนัธ์ุใน
ระดบัต่างๆ กนั อตัราการกลายพนัธ์ุเม่ือเพาะเล้ียงเซลล์และเน้ือเยื่อในสารอาหาร ข้ึนอยูก่บัลกัษณะ
ของเซลลแ์ละเน้ือเยือ่ท่ีใชเ้พาะเล้ียง ระยะเวลาในการเพาะเล้ียง โดยปกติเน้ือเยื่อจากตาขา้ง (axillary 
bud) ปลายยอด (shoot tip) และเน้ือเยือ่ท่ีมีการเจริญเติบโตอยา่งรวดเร็ว (meristem) อ่ืนๆ มีอตัราการ
กลายพนัธ์ุต ่า อยา่งไรก็ตาม เม่ือมีการแยกเน้ือเยื่อดงักล่าว และเพาะเล้ียงต่อไป เพื่อการขยายพนัธ์ุ 
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หรือแยกเน้ือเยื่อออกจากกันเพื่อให้ได้เซลล์อิสระ หรือย่อยผนังเซลล์เพื่อให้ได้เซลล์ไร้ผนัง 
(protoplast) พืชท่ีไดจ้ากเน้ือเยือ่เซลลเ์หล่าน้ี มกัมีอตัราการกลายพนัธ์ุสูง และอตัราการกลายพนัธ์ุจะ
เพิ่มมากยิง่ข้ึน เม่ือเล้ียงเซลลใ์นสารอาหารนานข้ึน ก่อนท่ีจะกระตุน้ให้เซลล์หรือเน้ือเยื่อพฒันาเป็น
ตน้พืช เรียกความแปรปรวนทางพนัธุกรรม ท่ีเกิดจากกลุ่มของเซลล ์(callus) ท่ีเล้ียงในสารอาหารวา่ 
somaclonal variation ถา้เกิดจากการเพาะเล้ียงเซลลไ์ร้ผนงั เรียกวา่ protoclonal variation ถา้เกิดจาก
การเพาะเล้ียงเช้ือสืบพนัธ์ุ เรียกวา่ gametoclonal variation สภาพแวดลอ้มในสารอาหารประกอบกบั
กระบวนการพฒันายอ้นกลับ (dedifferentiation) และกลับมาพฒันาใหม่ (redifferentiation)  
ของเซลล์ เป็นสาเหตุให้เกิดการกลายพนัธ์ุ ในบางกรณีการกลายพนัธ์ุ เน่ืองจากการเพาะเล้ียงเซลล์
และเน้ือเยื่อ อาจเป็นประโยชน์ต่อการปรับปรุงพนัธ์ุ แต่กลบัเป็นผลเสียต่อการขยายพนัธ์ุ อยา่งไร 
ก็ตาม การเพาะเล้ียงเซลล์อิสระ (single cell) ก่อนหรือหลงัการเหน่ียวน าให้กลายพนัธ์ุ ช่วยให้
หลีกเล่ียงปัญหา การเกิดเซลลผ์ดิปกติปนอยูก่บัเซลลป์กติ (chimera) และช่วยใหก้ารคน้หาพืชกลาย
พนัธ์ุท่ีมีเซลล์ผิดปกติล้วนๆ (uniform mutant) สะดวกยิ่งข้ึน จ านวนของเซลล์ในสารอาหาร 
สามารถเพิ่มปริมาณได้นับล้านอย่างรวดเร็ว ช่วยเพิ่มโอกาสท่ีจะได้เซลล์กลายพนัธ์ุมากยิ่งข้ึน 
(รังสฤษด์ิ  กาวตีะ๊. 2541) 

2.5  คุณสมบัติของสำรละลำย ethyl methanesulphonate (EMS) 

สารละลาย  ethyl   methanesulphonate   (EMS)    มีสูตรโครงสร้างทางเคมี  คือ

CH3SO2OC2H5    เป็นของเหลวใสไม่มีสี มีความหนาแน่น เท่ากบั 1.203 (g/ml) มีจุดเดือดเท่ากบั  

85-86  องศาเซลเซียส ท่ีความดนั 10 มิลลิเมตรของปรอท มีน ้าหนกัโมเลกุลเท่ากบั 124 ละลายน ้าได้

ประมาณ 8 เปอร์เซ็นต์ เป็นสารเคมีท่ีนิยมใช้มากท่ีสุดในการเหน่ียวน าให้เกิดการกลายพนัธ์ุ และ

ใชไ้ดผ้ลดีกบัพืชหลายชนิด EMS ประกอบดว้ยหมู่เอทิล (C2H5: ethyl group) 1 หมู่ จะถูกถ่ายใหก้บั

โมเลกุลของดีเอน็เอในปฏิกริยาแอลคิเลชนั (alkylation) สามารถเขา้ท าปฏิกริยากบัเบสเพียวรีนและ

ไพริมิดีน รวมทั้งหมู่ฟอสเฟตของดีเอ็นเอ โดยปฏิกริยาแอลคิเลชนัจะเกิดมากท่ีสุดในต าแหน่ง N-7 

ของเบสกวันิน (G) ภายหลงัท าปฏิกริยาแลว้กลายเป็น 7-เอทิลกวันิน (7-ethylguanine) หรือท่ีเรียกวา่ 

แอลคิเลเตตกวันิน (alkylated guanine)วิธีการท่ีสาร EMS ท าให้เกิดการกลายพนัธ์ุซ่ึงรายงานโดย 

Iaea et.al. (1977) มีดงัต่อไปน้ี เช่น ท าให้เกิดการเขา้แทนท่ีคู่เบส โดยการท่ีมีหมู่เอทิลมาอยู่ใน

โมเลกุลของ guanine ท าให้คุณสมบติัในการเกิด ionization ท่ีแตกต่างไปจากปกติ จึงเกิดการจบัคู่

เบสท่ีผิดปกติไปจากเดิมได้ เช่น กรณีท่ี 7-ethylguanine สามารถจบัคู่กบัเบส thymine (T) ซ่ึงจะ

น าไปสู่การกลายพนัธ์ุชนิด transition สารละลาย EMS ยงัท าใหเ้กิดการหลุดหายไปของเบสเพียวรีน

จากสายดีเอ็นเอ เพราะการท่ีมีหมู่เอทิลเขา้ไปจบัอยูใ่นต าแหน่งต่างๆ ในเบสเพียวรีน ท าให้เกิดการ

ตดัขาดของพนัธะท่ีเช่ือมระหว่างน ้ าตาลกบัเบส จึงเกิดการหลุดออกไปของเบสเพียวรีนและเกิด

ช่องว่างข้ึน ต่อมาเม่ือเซลล์มีกระบวนการซ่อมแซมดีเอ็นเออาจจะเกิดความผิดพลาดได้ท่ีเบสท่ี
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แตกต่างไปจากเดิม ซ่ึงน าไปสู่การกลายพนัธ์ุแบบ transition และ transversion ได ้และนอกจากน้ี

การตดัขาดของหมู่ฟอสเฟตและน ้าตาล อาจท าใหเ้กิดการขาดจากกนัของดีเอน็เอสายเด่ียวและสายคู่ 

ซ่ึงน าไปสู่การหลุดหายไปของส่วนดีเอน็เอและเกิดการกลายพนัธ์ุในท่ีสุด 

       2.5.1  รายงานผลการวจิยัของสารละลาย EMS ท่ีเก่ียวขอ้ง 

  การชักน าให้เกิดการกลายพนัธ์ุโดยใช้สารละลาย EMS นั้นสามารถท าได้ในพืชดอก

หลายชนิดทั้งในประเทศและต่างประเทศ ดงัน้ี ยุพาภรณ์ ศิริโสม และสมปอง เตชะโต (2551) น า

ช้ินส่วนใบกล็อกซี เนียในหลอดทดลองมา จุ่มแช่สารละลาย  EMS ท่ีระดับความเข้มข้น  

0-1 เปอร์เซ็นต์ นาน 60 และ 90 นาที พบว่าค่า LD50 ของสาร EMS ท่ีใช้จุ่มแช่ช้ินส่วนใบ  

เป็นระยะเวลา 60 นาที คือ 0.88 เปอร์เซ็นต ์ส่วน 90 นาที คือ 0.73 เปอร์เซ็นต ์และพบลกัษณะยอด

รวมท่ีผิดปกติ เช่น ยอดรวมมีขนาดเล็ก ใบสีเขียวอ่อน และใบซีด ศิริญญา ม่วงสอน และสมปอง  

เตชะโต (2551) น า PLBs (Protocom-likebodies) กลว้ยไมเ้หลืองจนัทบูรมาแช่ในสารละลาย EMS 

ท่ีระดบัความขม้ขน้ต่างๆ กนัคือ 0, 0.25, 0.5, 0.75 และ 1 เปอร์เซ็นต์ นาน 60 และ 90 นาที พบว่า 

ทรีทเมนต์ท่ีแช่ในสารละลาย EMS ความเขม้ขน้ 1 เปอร์เซ็นต์ นาน 60 นาที เกิดลกัษณะตน้เผือก

เป็นจ านวน 10 เปอร์เซ็นต ์และท่ี EMS ความเขม้ขน้ 1 เปอร์เซ็นต ์นาน 90 นาที พบใบด่าง และเม่ือ

น ามาตรวจสอบการกลายพนัธ์ุดว้ยเทคนิคไอโซไซม ์พบว่าให้แถบเอนไซม์ท่ีแตกต่างกนัระหวา่ง 

ทรีทเมนตท่ี์แช่และไม่แช่สารละลาย EMS เช่นเดียวกบั ชานนท ์ลาภจิตร และเมิง-เจียว เจิง (2560) 

ได้น า PLBs (Protocom-likebodies) ของ กล้วยไม ้Erycina pusilla มาแช่สาร EMS ท่ีระดบัความ

เขม้ขน้ท่ีแตกต่างกนัคือ 0, 0.1, 0.2, 0.4 และ 0.8 เปอร์เซ็นต์ ท่ีเวลาในการแช่สารแตกต่างกนัคือ  

1 และ 2 ชั่วโมง พบว่าเม่ือเวลาผ่านไป 1 เดือน ช้ินส่วนของ PLBs เร่ิมเปล่ียนเป็นสีน ้ าตาลอ่อน 

สารละลาย EMS ท่ีระดบัความเขม้ขน้ 0.1 เปอร์เซ็นต ์เวลา 1 ชัว่โมง มีอตัราการรอดชีวิตของ PLBs 

สูงท่ีสุด และมีการเจริญเติบโตหลังได้รับสารดีท่ีสุด และ ไซนีย๊ะ สะมะลา และคณะ ( 2557)  

น าช้ินส่วนขอ้เบญจมาศในขวดทดลองมาแช่สารละลาย EMS ท่ีระดบัความเขม้ขน้ 0, 0.5, 1 และ  

2 เปอร์เซ็นต ์นาน 60 และ 90 นาที พบวา่ค่า LD50 ท่ีเวลา 60 นาที คือความเขม้ขน้ 1.01 เปอร์เซ็นต์ 

ส่วนท่ีเวลา 90 นาที คือความเขม้ขน้ 0.44 เปอร์เซ็นต์ และความเขม้ขน้สาร EMS 0.5 เปอร์เซ็นต์ 

เป็นระยะเวลา 60 นาที ส่งผลให้เกิดรูของปากใบ 2 รู ต่อปากใบ ดังนั้ นการแช่ช้ินส่วนข้อใน

สารละลาย EMS เขม้ขน้ 0.5 เปอร์เซ็นต ์นาน 60 นาที และ 2 เปอร์เซ็นต ์นาน 60 นาที ส่งผลใหป้าก

ใบมีการเปล่ียนแปลง นอกจากน้ียงัพบวา่มีการชกัน าให้เกิดการกลายพนัธ์ุในเบญจมาศโดยท าการ

ทดลองท่ีต่างประเทศ เช่น Latado et al.  (2004) ศึกษาการกลายพนัธ์ุของเบญจมาศสายพนัธ์ุท่ีมีดอก

สีชมพู เข้ม  โดยใช้สารละลาย  EMS น าก้านดอกอ่อนแช่สารละลาย EMS ความเข้มข้น  
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0.77 เปอร์เซ็นต์ เป็นระยะเวลา 1 ชัว่โมง 45 นาที พบว่าเกิดการกลายพนัธ์ุทั้งหมด 5.2 เปอร์เซ็นต์ 

ท าให้กลีบดอกเปล่ียนสีจากดอกสีชมพูเขม้เป็น สีชมพูส้ม สีชมพูอ่อนบรอนซ์ สีขาว สีเหลือง และ 

สีส้ม Kapadiya et al. (2016) ท าการศึกษาสารก่อกลายพนัธ์ุ (EMS, DES (Diethylstilbestrol)) และ

รังสีแกมมา ในการชกัน าให้เกิดความแปรปรวนในเบญจมาศสายพนัธ์ุ “Maghi” ซ่ึงเป็นเบญจมาศ

สายพนัธ์ุการค้าในประเทศอินเดีย โดยการน าก่ิงท่ีมีรากแล้วขนาด 6-7 เซนติเมตร มาแช่ใน

สารละลาย EMS และ DES ท่ีความเขม้ขน้ 0.02, 0.03 และ 0.04 เปอร์เซ็นต ์เป็นระยะเวลา 4 ชัว่โมง 

จากนั้นน าไปแช่ในสารละลาย Silver thiosulphate (STS) 0.3 เปอร์เซ็นต์ เพื่อลา้ง EMS และ DES 

ออก และน าไปลา้งดว้ยน ้ าสะอาดอีก 20 นาที และน าก่ิงช าท่ีมีขนาด 6-7 เซนติเมตร ท่ีเกิดรากแลว้

ไปฉายรังสีแกมมา ท่ีมีความยาวคล่ืนแสง 0.5, 1.0, 1.5, 2.0 และ 2.5 kR ในแกมมาเซลล ์200 (Cobalt-

60 ปล่อยรังสี 3,600 rads) จากนั้นน าไปปลูกลงในแปลงโดยวางแผนการทดลองแบบ RCBD และ

ตน้ท่ีไม่ไดรั้บสารเป็นตน้ควบคุม สังเกตการเปล่ียนแปลงลกัษณะทางสัณฐานวิทยา เช่น สีดอก 

ลกัษณะของดอก ผลการทดลองสรุปวา่ก่ิงช าท่ีถูกฉายดว้ยรังสีแกมมา 0.5 และ 1.0 kR มีเปอร์เซ็นต์

การรอดชีวิตท่ีสูงกว่าการใช้สารเคมี เพราะรังสีแกมมาจะไปยบัย ั้งฮอร์โมนในกลุ่มของออกซินท่ี

ส่งผลต่อการแบ่งเซลล์พืช ก่ิงช าท่ีได้รับสารละลาย EMS 0.03 เปอร์เซ็นต์ และก่ิงช าท่ีฉายรังสี

แกมมา 1.0 kR ให้ผลผลิตท่ีสูงกว่าตน้ควบคุม แต่ยงัคงให้ดอกสีเหลืองเหมือนเดิม และยงัพบวา่มี

พืชดอกท่ีอยูใ่นวงศเ์ดียวกบัเบญจมาศ เช่น เยอร์บีร่า ก็มีการปรับปรุงพนัธ์ุโดยใชส้ารก่อกลายพนัธ์ุ

เช่นเดียวกับเบญจมาศอีกด้วย Ghani et al. (2013) ศึกษาการชักน าให้เกิดความแปรปรวนทาง

กายภาพและการใชส้ารก่อกลายพนัธ์ุในเยอร์บีร่า ท าการฉายรังสีแกมมาท่ี 0, 1.5, 2, 2.5, 5, 10, 15, 

20 และ 30 เกรย์ น ายอดมาทรีทด้วยสารละลาย EMS ความเข้มข้น 0, 0.1, 0.2, 0.5, 0.8 และ  

1 เปอร์เซ็นต ์เวลา 10  และ 20 นาที พบวา่ตน้ควบคุม มีอตัราการรอดชีวติ 100 เปอร์เซ็นต ์ส่วนตน้ท่ี

โดนฉายรังสีแกมมา 1.5 เกรย ์มีอตัราการรอดชีวิต 89.10 เปอร์เซ็นต ์และตน้ท่ีโดนฉายรังสีแกมมา 

15 เกรย ์มีอตัราการรอดชีวิตต ่าสุด 8.75 เปอร์เซ็นต์ ยอดเยอร์บีร่าท่ีได้รับสารละลาย EMS ความ

เขม้ขน้ 0.1 เปอร์เซ็นต ์เวลา 10 นาที มีอตัราการรอดชีวติสูงสุด 87.64 เปอร์เซ็นต ์ส่วนยอดเยอร์บีร่า

ท่ีไดรั้บสารละลาย EMS ความเขม้ขน้ 0.5 เปอร์เซ็นต์ เวลา 20 นาที มีอตัราการรอดชีวิตน้อยท่ีสุด 

10.89 เปอร์เซ็นต ์เม่ือผา่นไป 4 สัปดาห์ ไดน้ าออกปลูกพบวา่มีอตัราการรอดชีวติ 92.27 เปอร์เซ็นต ์

ในขณะท่ีตน้ท่ีไดรั้บการฉายรังสีแกมมา 5 เกรย ์มีอตัราการรอดชีวิตนอ้ยสุด 54.90 เปอร์เซ็นต ์ตน้ท่ี

ได้รับสารละลาย EMS ความเข้มข้น 0.1 เปอร์เซ็นต์ เวลา 10 นาที มีอัตราการรอดชีวิตสูงสุด  

72.89 เปอร์เซ็นต ์และตน้ท่ีไดรั้บสารละลาย EMS ความเขม้ขน้ 0.1 เปอร์เซ็นต ์นาน 20 นาที มีอตัรา

การรอดชีวตินอ้ยสุด ความยาวและขนาดของดอกเฉล่ียของตน้ท่ีไดรั้บการฉายรังสี 53.02 เซนติเมตร 
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และมีเส้นผา่นศูนยก์ลางดอกเฉล่ีย 5.94 เซนติเมตร ส่วนความยาวและขนาดของดอกเฉล่ียของตน้ท่ี

ไดรั้บสารละลาย EMS มีขนาด 60.03 เซนติเมตร และมีเส้นผา่นศูนยก์ลางดอกเฉล่ีย 6.02 เซนติเมตร 

ซ่ึงมีขนาดใหญ่กว่าชุดควบคุม ต่อมา Fang (2011) ศึกษาการชักน าให้เกิดการกลายพนัธ์ุในตน้ 

แอฟริกนัไวโอเลตโดยใชส้ารละลาย EMS 4 ความเขม้ขน้ ไดแ้ก่ 0, 0.2, 0.4 และ 0.6 เปอร์เซ็นต ์และ

เวลาท่ีแช่สาร 5 เวลาไดแ้ก่ 0, 30, 60, 120 และ 240 นาที พบวา่ท่ีความเขม้ขน้ 0.2 เปอร์เซ็นต ์เวลา 

30 นาที มีเปอร์เซ็นตก์ารเกิดยอด 80 เปอร์เซ็นต ์และจากการศึกษาลกัษณะทางสัณฐานวิทยาพบวา่ 

ความเข้มข้นของสารละลาย EMS ความเข้มข้น 0.4 เปอร์เซ็นต์ เวลา 30 นาที และ 120 นาที  

มีลกัษณะของดอกท่ีแตกต่างไปจากตน้ท่ีไม่ไดรั้บสารละลาย EMS  

2.6  คุณสมบัติของสำรละลำยโคลชิซิน (colchicine) 

สารละลายโคลชิซินเป็นสารประกอบอโรมาติก เรียกว่า อลัคาลอยด์ มีสูตรโมเลกุล 
C22H25NO6 น ้ าหนักโมเลกุลเท่ากับ 399.43 สามารถสกัดจากต้นโคลคสั (Colchicum autumnal) 
(Sharma and Sharma. 1999) หรือจากส่วนหัวและเมล็ดของตน้ดองดึง (Gloriosa superba) (วิเชียร 
ตั้งธนานุวฒัน์. 2546) สารโคลชิซินบริสุทธ์ิมีลกัษณะเป็นเกล็ดหรือเป็นผงสีเหลืองอ่อน เม่ือถูกแสง
จะมีสีเขม้มากข้ึน ละลายไดดี้ในแอลกอฮอล์ คลอโรฟอร์ม และน ้ าเยน็ (รังสฤษด์ิ กาวิต๊ะ. 2541) แต่
ละลายไดน้อ้ยในอีเทอร์ หรือปิโตรเลียม (ดวงสุรีย ์แสนสีระ. 2546) สารละลายโคลชิซินเป็นสารท่ีมี
ความเป็นพิษสูงมาก เม่ือทดสอบกับหนูทดลองพบว่ามีค่า LD50 ท่ี 0.125 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม 
สารละลายโคลชิซินมีคุณสมบติัเป็นสารท่ีจบักบัเบตา้ทูบูลิน (Bai et al. 2000) ซ่ึงเป็นโครงสร้างท่ี
พฒันาไปเป็นไมโครทูบูล ส่งผลท าให้เกิดการยบัย ั้งการสร้างเส้นใยสปินเดิล ท าให้การแบ่งเซลล์
แบบไมโทซิสไม่มีการดึงโครโมโซมไปยงัขั้วเซลล์ จึงท าให้เกิดการเพิ่มชุดโครโมโซมข้ึนมา 
(Watson. 1977) โคลชิซินเป็นสารท่ีใช้ไดผ้ลดีท่ีสุดและเป็นอนัตรายน้อยมากกบัพืชท่ีใช้เกือบทุก
ชนิด (กฤษฎา สัมพนัธารักษ์. 2546) แมจ้ะใช้ในอตัราสูง เพราะเป็นสารท่ีสกดัมาจากพืช สามารถ
เคล่ือนยา้ยไปตามส่วนต่างๆ ของพืชโดยยงัรักษารูปเดิม และท าหนา้ท่ีชกัน าใหเ้กิดการกลายพนัธ์ุได้
เป็นระยะเวลานาน นอกจากน้ียงัไม่มีคุณสมบติัท่ีท าใหเ้กิดการเปล่ียนแปลงกบัโครงสร้างของยีนอีก
ดว้ย (นพพร คลา้ยพงษพ์นัธ์ุ. 2546) 

       2.6.1  รายงานผลการวจิยัของสารละลายโคลชิซินท่ีเก่ียวขอ้ง 

        การชกัน าใหเ้กิดการกลายพนัธ์ุโดยใชส้ารละลายโคลชิซิน นั้นสามารถท าไดใ้นพืช
ดอกหลายชนิดทั้งในประเทศและต่างประเทศ ดงัน้ี อุษา เพชรบา้นนา และคณะ (2552) โดยน าตน้
กลา้กลว้ยไมดิ้นใบหมากอายุ 3 เดือน หลงัจากเพาะเมล็ดในสภาพปลอดเช้ือมาแช่ในสารละลาย 
โคลชิซินความเข้มข้น 0,  0.05,  0.1 และ 0.2 เปอร์เซ็นต์ เป็นระยะเวลา 24 และ 48 ชั่วโมง  
ความเข้มข้น 0.2 เปอร์เซ็นต์ เวลา 48 ชั่วโมง ให้อัตราการรอดชีวิตของต้นกล้าน้อยท่ีสุด คือ  
66.25 เปอร์เซ็นต์ จ  านวนคลอโรพลาสต์ต่อปากใบ ขนาดของปากใบ และจ านวนปากใบต่อพื้นท่ี  
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ไม่มีความแตกต่างกนัในแต่ละหน่วยการทดลอง ในปี 2558 ศตปพร เกิดสุวรรณ และคณะ ศึกษาผล
ของโคลชิซินต่อการชักน าโพลีพลอยด์ในแววมยุราในหลอดทดลอง พบว่าปลายยอดท่ีแช่ใน
สารละลายโคลชิซินความเขม้ขน้ 0.15 เปอร์เซ็นต ์เป็นระยะเวลา 36 ชัว่โมง ท าใหอ้ตัราการรอดชีวิต
ลดลงคร่ึงหน่ึง (LD50) จากการตรวจสอบจ านวนโครโมโซมเซลลป์ลายราก พบวา่ สามารถชกัน าตน้
มิกโซพลอยด์ (2n=2x=18 และ 2n=4x=36) ไดสู้งสุด 40 เปอร์เซ็นต ์จากการตรวจสอบลกัษณะทาง
สัณฐานวิทยาตน้มิกโซพลอยด์ พบวา่ กลีบดอกล่างมีขนาดใหญ่ข้ึน ดอกมีสีม่วงอมชมพู สีดอกเขม้
ข้ึน ใบ และรังไข่ขนาดใหญ่กว่าชุดควบคุม ในต่างประเทศมีการน าสารละลายโคลชิซินมาใช้ใน
กลายพนัธ์ุกบัพืช เช่น He et al. (2016) ศึกษาการชักน าให้เกิดตน้โพลิพลอยด์โดยใช้สารละลาย 
โคลชิซินในตน้เบญจมาศ โดยใชช้ิ้นส่วนเร่ิมตน้ทั้งหมด 3 ชนิด ไดแ้ก่ ยอด เมล็ดท่ียงัไม่งอก และ
เมล็ดท่ีงอกแล้ว น ามาแช่ในสารละลายโคลชิซินท่ีความเขม้ขน้ 100, 200, 500, 1,000 และ 2,000 
มิลลิกรัมต่อลิตร ระยะเวลาท่ีใชใ้นการแช่สาร 12, 24 และ 48 ชัว่โมง พบวา่เมล็ดท่ีงอกแลว้ท่ีถูกแช่
ท่ีความเข้มข้น 1,000 มิลลิกรัมต่อลิตร ระยะเวลา 24 ชั่วโมง มีอตัราการกลายพนัธ์ุสูงสุด 14.5 
เปอร์เซ็นต์ เมล็ดท่ียงัไม่งอกท่ีถูกแช่ท่ีความเขม้ขน้ 2,000 มิลลิกรัมต่อลิตร ระยะเวลา 48 ชัว่โมง 
ชัว่โมง มีอตัราการกลายพนัธ์ุสูงสุด 11 เปอร์เซ็นต ์และยอดถูกแช่ท่ีความเขม้ขน้ 1,000 มิลลิกรัมต่อ
ลิตร หลงัจาก 7 วนัพบวา่มีอตัราการกลายพนัธ์ุสูงสุด 40 เปอร์เซ็นต ์และเม่ือตน้เบญจมาศออกดอก
พบว่าตน้เททราพลอยด์มีลกัษณะของใบ ดอก  และปากใบใหญ่กว่าตน้ดิพลอยด์ และเยอร์บีร่าซ่ึง
เป็นพืชวงศ์เดียวกับเบญจมาศ โดย Miyoshi et al. (1996) ท าการศึกษาในต้นเยอร์บีร่า Gerbera 
jamesonii โดยเล้ียงตน้อ่อนจากการเพาะเล้ียงเน้ือเยื่อท่ีเป็นแฮพลอยด์ มีใบ 4-6 ใบ และมีระบบราก
ท่ีแข็งแรงแล้วในอาหารท่ีมีส่วนผสมของสารละลายโคลชิซิน ความเข้มข้น 0.05 เปอร์เซ็นต์  
เป็นระยะเวลา 2-6 วนั ท่ีอุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส พบว่าสามารถชักน าให้เกิดเป็นต้นเททรา
พลอยด์ไดถึ้ง 24.2-34.1 เปอร์เซ็นต ์และ Gantait et al. (2011) ศึกษาการเพิ่มชุดโครโมโซมของตน้
เยอร์บีราโดยใชส้ารละลายโคลชิซินในสภาพปลอดเช้ือ โดยใชส่้วนยอดท่ีเพาะไดใ้นสภาพปลอด
เช้ือไปแช่สารละลายโคลชิซินความเข้มข้น 0.01, 0.05, 0.10, 0.50 และ 1.00 เปอร์เซ็นต์ เป็น
ระยะเวลา 2, 4 และ 8 ชัว่โมง พบวา่ ความเขม้ขน้ 0.1 เปอร์เซ็นต ์เป็นระยะเวลา 8 ชัว่โมง สามารถ
ชกัน าให้เกิดการกลายพนัธ์ุแบบเททราพลอยด์ไดดี้ท่ีสุด โดยสามารถชกัน าให้เกิดการกลายพนัธ์ุได้
ถึง 64 เปอร์เซ็นต์ เม่ือท าการยา้ยปลูกพบว่า ตน้เยอร์บีราท่ีเป็นเททราพลอยด์มีการเจริญเติบโตช้า
กว่า เม่ือเปรียบเทียบกบัตน้เยอร์บีราท่ีเป็นดิพลอยด์ นอกจากน้ียงัพบว่า ตน้เยอร์บีราท่ีเป็นเททรา
พลอยด์มีขนาดใบ ดอกท่ีใหญ่ข้ึน และมีก้านชูดอกยาวข้ึนและแข็งกว่าต้นเยอร์บีราท่ีเป็นต้น 
ดิพลอยด์ นอกจากน้ียงัมีงานทดลองในพืชชนิดอ่ืนๆ อีกมากท่ีใช้สารละลายโคลชิซิน เช่น 
Seneviratne et al. (2007) ศึกษาการเหน่ียวน าตน้แอฟริกนัไวโอเล็ตใหเ้กิดการกลายพนัธ์ุดว้ยการใช้
สารละลายโคลชิซิน ความเขม้ขน้ 0, 0.04, 0.06 และ 0.09 เปอร์เซ็นต์ และแช่เป็นระยะเวลา 21.5, 
22.5, 23.5 และ 48 ชั่วโมง แล้วน าใบท่ีแช่ในสารละลายโคลชิซินมาปักช าในวสัดุเพาะช า พบว่า
สารละลายโคลชิซิน ความเขม้ขน้ 0.06 เปอร์เซ็นต์ เวลา 22.5 ชัว่โมง ท าให้ดอกมีสีขาวขอบกลีบ
ดอกสีม่วง ซ่ึงหลงัจากดอกบานได ้7 วนั ดอกแอฟริกนัไวโอเล็ตจะมีสีม่วงเหมือนเดิม  Hamidou et 
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al. (2009) ศึกษาผลของสารละลายโคลชิซินต่อ Oranamental ginger (Hedychium muluense R.M. 
Smith) ในสภาพปลอดเช้ือ โดยน า somatic embryo มาใส่สารละลายโคลชิซินความเขม้ขน้ 0.1, 0.2 
และ 0.4 เปอร์เซ็นต์ ระยะเวลา 24, 48 และ 72 ชั่วโมง พบว่าสารละลายโคลชิซินความเขม้ขน้  
0.1 เปอร์เซ็นต์ นาน 24 ชัว่โมง สามารถชกัน าให้เกิดเททราพลอยด์ได้ดีท่ีสุด โดยตน้ท่ีไดรั้บสาร
โคลชิซินมีปริมาณโครโมโซมเพิ่มข้ึน และมีขนาดปากใบใหญ่ข้ึน Nilanthi et al. (2009) ศึกษาการ
ชักน าของต้นเททราพลอยด์ จากช้ินส่วนก้านใบโดยใช้สารละลายโคลชิซินในต้น Echinacea 
purpurea L. น ามาแช่สารละลายโคลชิซินท่ีแตกต่างกนั 5 ความเขม้ขน้ คือ 0, 30, 60, 120 และ 240 
มิลลิกรัมต่อลิตร เป็นระยะเวลา 30 วนั และความเขม้ขน้ของสารละลายโคลชิซิน 120 มิลลิกรัมต่อ
ลิตร เวลาท่ีแตกต่างกนัคือ 7, 14, 21 และ 28 วนั พบวา่ ความเขม้ขน้ของสารละลายโคลชิซินท่ี 120 
มิลลิกรัมต่อลิตร เวลา 7 วนั มีเปอร์เซ็นตก์ารเกิดยอดสูงสุดและท่ีเวลา 28 วนั ชกัน าใหเ้กิดตน้เททรา
พลอยด์มากท่ีสุด ลกัษณะทางสัณฐานวิทยา พบว่าปากใบของตน้เททราพลอยด์ มีขนาดใหญ่กว่า
ตน้ดิพลอยด ์และเม่ือน าออกปลูกพบวา่มีกา้นดอกท่ีสั้นเม่ือเจริญเติบโตเตม็ท่ี  

2.7  ค่ำ median lethal dose (LD50) 

ในการศึกษาความสัมพนัธ์ระหว่างปริมาณสารท่ีร่างกายไดรั้บ กบัอาการตอบสนองต่อ

พิษนั้น ท าโดยน าสัตวม์าทดลองกบัสารพิษเพื่อดูว่าสัตวท์ดลองมีอาการตอบสอนองต่อสารพิษ

อย่างไร การศึกษามกัเร่ิมตน้ดว้ยการหาค่า median lethal dose (LD50) (มลิวรรณ บุญเสนอ. 2544) 

โดยค่า LD50 หมายถึง ปริมาณของสารพิษหรือวตัถุเคมีหน่วยเป็นมิลลิกรัม เทียบกบัน ้ าหนักของ

สัตวท์ดลองหน่วยเป็นกิโลกรัม ท่ีสามารถท าใหส้ัตวท์ดลองตายลงคร่ึงหน่ึงของจ านวนสัตวท์ดลอง

ทั้งหมด (สมชยั ภทัรธนานนัท.์ 2539; อรุณี คงศกัด์ิไพศาลและคณะ. 2557) ส่วนในการทดลองหา

ค่า LD50 ในพืชสามารถศึกษาได้จากการให้สารพิษหรือวตัถุเคมีปริมาณหน่ึง แล้วท าให้พืชตาย  

50 เปอร์เซ็นตข์องชุดควบคุม เม่ือตรวจสอบตน้พืชท่ีระยะใดระยะหน่ึงหลงัจากการให้สารพิษหรือ

วตัถุเคมี เช่น 30 วนั (LD50(30)) หรือ 60 วนั (LD50(60)) เป็นตน้ (อรุณี วงศปิ์ยะสถิตย.์ 2550) 

2.8  กำรตรวจสอบกำรกลำยพนัธ์ุในพืช 

วิธีการตรวจสอบการกลายพนัธ์ุของพืช ท่ีไดจ้ากการชกัน าให้เกิดการกลายพนัธ์ุโดยใช้
สารละลาย EMS และสารละลายโคลชิซิน สามารถตรวจสอบลกัษณะทางสัณฐานวิทยา และการ
ตรวจสอบการเปล่ียนแปลงในระดบัดีเอน็เอ 

       2.8.1  การตรวจสอบลกัษณะทางสัณฐานวทิยา 
  ความแปรปรวนจากการกลายพนัธ์ุ สามารถตรวจสอบไดจ้ากลกัษณะทางสัณฐานวิทยา 
เน่ืองจากสามารถตรวจสอบไดง่้าย จากการสังเกตลกัษณะท่ีเกิดข้ึน มีการถ่ายทอดทางพนัธุกรรม
ผา่นยีนบนโครโมโซม ภายหลงัการชกัน าให้เกิดการกลายพนัธ์ุ ซ่ึงลกัษณะท่ีปรากฏ เป็นผลมาจาก
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การเปล่ียนแปลงขอ้มูลท่ีเป็นองค์ประกอบทางจีโนไทป์ และส่ิงแวดลอ้มส่งผลให้แสดงลกัษณะ
นั้นๆ ออกมา  เช่น ลกัษณะการเจริญเติบโต ล าตน้ ใบ ดอก ผล ราก เป็นตน้   
       2.8.2  การตรวจสอบปริมาณดีเอน็เอโดยใชเ้ทคนิคโฟลไซโทมิเตอร์ 
  โฟลไซโทมิเตอร์เป็นเคร่ืองมือส าหรับวเิคราะห์ปริมาณดีเอ็นเอ โดยอ่านค่านิวเคลียสของ
เซลล์พืชท่ีตอ้งการศึกษาด้วยแสงเลเซอร์ ท าให้สามารถประมาณดีเอ็นเอท่ีเป็นองค์ประกอบใน
นิวเคลียสและขนาดของจีโนมพืชท่ีต้องการศึกษาได้ นอกจากน้ียงัสามารถบ่งช้ีถึงระดับการ
เปล่ียนแปลงเพิ่มหรือลดของจ านวนชุดโครโมโซม รวมทั้งสามารถยืนยนัถึงความเสถียรของ
โครโมโซมพืชท่ีเพาะเล้ียงภายใต้สภาวะปลอดเช้ือเป็นระยะเวลานาน การวิเคราะห์ปริมาณ 
ดีเอ็นเอสามารถปฏิบติัได้อย่างรวดเร็ว และให้ผลท่ีแม่นย  า ปัจจุบนัเทคนิคดังกล่าวเป็นท่ีนิยม
เน่ืองจากการตรวจสอบการเกิดพอลิพลอยด์ โดยการนบัจ านวนโครโมโซมนั้นมีขั้นตอนท่ียุ่งยาก 
สารเคมีท่ีใช้ในการศึกษามีความจ าเพาะและต้องใช้ความช านาญของผูป้ฏิบติัการสูง การศึกษา
ปริมาณดีเอ็นเอโดยใช้โฟลไซโทเมทรีจากเน้ือเยื่อเจริญของพืช เช่น แคลลสั ยอด ใบอ่อน และ
เอ็มบริโอ ไดรั้บความนิยมสูง วิธีการ คือการเตรียมเซลล์พืชให้เป็นเซลล์เด่ียวดว้ยการสับเน้ือเยื่อ
ด้วยใบมีด หรือการตีด้วยเม็ดบีท ในสารละลายบัฟเฟอร์ และยอ้มนิวเคลียสด้วยสารละลาย 
propidium iodide (PI) หรือ 4: 6 – diamino – 2 – phenylindole (DAPI) หลงัจากนั้นวิเคราะห์ระดบั
พลอยดี (ploidy) ด้วยเคร่ืองโฟลไซโทมิเตอร์ ซ่ึงเคร่ืองจะวิเคราะห์ขณะท่ีเซลล์เคล่ือนท่ีผ่าน
ล าแสงเลเซอร์เป็นเซลล์เด่ียวๆ โดยการตรวจจบันิวเคลียส และสามารถนบัไดเ้ป็นพนัเซลล์ และ
เคร่ืองดงักล่าวจะวิเคราะห์ปริมาณดีเอ็นเอจากนิวเคลียส ซ่ึงปริมาณดีเอ็นเอมีความสัมพนัธ์โดยตรง
กบัระดบัระดบัพลอยดี (ploidy) จึงสามารถตรวจสอบระดบัพลอยดี (ploidy) ของพืชไดป้ริมาณมาก
ในระยะเวลาอนัสั้น ซ่ึงสอดคลอ้งกบังานวิจยัของ Sun et al.  (2009) ศึกษาการชกัน าตน้ polyploidy 
ในหลอดทดลองโดยใชส้ารละลายโคลชิซิน และการเกิดตน้ใหม่จากช้ินส่วนใบของตน้ diploid ของ
ลูกแพร์ เม่ือน าพืชท่ีไดรั้บสารละลายโคลชิซินแลว้มาตรวจสอบปริมาณดีเอ็นเอโดยเทคนิคโฟลไซ
โทมิเตอร์พบว่าตน้ท่ีไม่ไดรั้บสารละลายโคลชิซินมี peak อยูท่ี่ 200 ซ่ึงเป็นพืช diploid ตน้ท่ีไดรั้บ
สารละลายโคลชิซินมี peak อยูท่ี่ 300 เป็นพืชทริพพลอยด ์peak อยูท่ี่ 400 เป็นพืชเททราพลอยด ์และ 
peak อยูท่ี่ 200-400 เป็นพืชมิกซ์โซพลอยด ์เช่นเดียวกบัการศึกษาของ Rodrigues et al. (2011) ไดใ้ช้
สารละลายโคลชิซิน และ amiprophos-methyl (APM) ในการเพิ่มชุดโครโมโซมในกล้วย แล้ว
ตรวจสอบดว้ยเทคนิคโฟลไซโทมิเตอร์พบวา่สามารถชกัน ากลว้ยไดเ้ป็นตน้มิกโซพลอยด์ (2C, 4C 
และ 8C) และตน้เททราพลอยด ์(4C) 

       2.8.3  เทคนิค Random amplified polymorphic DNA (RAPD) 

    RAPD เป็นวิธีการตรวจลายพิมพดี์เอ็นเอโดยใช้เทคนิค PCR แบบหน่ึงท่ีไม่จ  าเป็นตอ้ง
ทราบขอ้มูลเก่ียวกบัล าดบัเบสของดีเอ็นเอเป้าหมาย เน่ืองจากไพรเมอร์ท่ีใช้ไม่จ  าเพาะเจาะจงกบั 
ดีเอ็นเอบริเวณใด (arbitrary primers) วิธีการน้ีมีการเรียกช่ือแบบอ่ืนได้อีก เช่น arbitrarily primed 
PCR (AP-PCR) , DNA amplification fingerprinting (DAF)  ห รื อ  multiple arbitrary amplicon 
profiling (MAAP) ซ่ึงแต่ละวธีิท่ีเรียกน้ีมีขอ้แตกต่างกนับา้ง คือขนาดของไพรเมอร์ท่ีใช ้แต่หลกัการ
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ไม่แตกต่างกันโดยจะใช้ไพรเมอร์ท่ีมีขนาดสั้ นเพียงชนิดเดียวเพื่อเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอแบบสุ่ม  
มีนกัวิจยับางกลุ่มใช้ไพรเมอร์ 2 ชนิดพร้อมกนั ซ่ึงก็ใช้ไดเ้ช่นเดียวกนั แต่ท่ีนิยม คือใช้ไพรเมอร์
เพียงชนิดเดียวและใช้วิธีแบบท่ีเรียกว่า RAPD ซ่ึงตั้ งข้ึนโดย William และคณะในปี ค.ศ. 1990  
โดยใชไ้พรเมอร์ขนาด 10 นิวคลีโอไทด์เพียงชนิดเดียวเพื่อเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ แลว้แยกขนาดของ 
ดีเอ็นเอท่ีได้โดยการท าอิเล็กโทรโฟรีสิสในเจลอะกาโรส และยอ้มแถบดีเอ็นเอด้วยเอธิลเดียม  
โบรไมด ์(สุรินทร์ ปิยะโชคณากุล. 2552)  

หลกัการท า RAPD (Principle of RAPD ใช้ไพรเมอร์ขนาด 10 นิวคลีโอไทด์ ซ่ึงจะเขา้ไป
เกาะกบัดีเอ็นเอเป้าหมายในบริเวณท่ีมีเบสคู่สมกนั โดยไม่จ  าเป็นตอ้งทราบว่าไพรเมอร์จะเขา้ไป
เกาะกบัดีเอ็นเอส่วนใดบนโครโมโซมใด โอกาสท่ีจะพบล าดบัเบสท่ีเป็นคู่สมกบัไพรเมอร์คือ 1 ใน 
4 โดยประมาณ ถา้ไพรเมอร์เขา้ไปเกาะกบัดีเอน็เอโดยเกิดคู่สมได ้100 เปอร์เซ็นต ์และนิวคลีโอไทด์
แต่ละชนิดมีสัดส่วนเท่าๆ กนัในจีโนม สามารถประมาณค่าของจ านวนแถบดีเอ็นเอท่ีจะเกิดข้ึนจาก
ไพรเมอร์ 1 ชนิดไดจ้ากสมการ b = (2,000 x 42n) x C เม่ือ b คือจ านวนแถบดีเอ็นเอท่ีคาดหมายใน
หน่ึงไพรเมอร์ n คือความยาวของไพรเมอร์ คิดเป็นจ านวนนิวคลีโอไทด์ และ C คือค่าของขนาด
จีโนมหรือค่า C value ตวัอย่างเช่น ขา้วโพดมีจีโนมขนาด 6 x 109 คู่เบส น ามาท า RAPD โดยใช ้
ไพรเมอร์ขนาด 10 นิวคลีโอไทด ์(10-mer) จะไดแ้ถบดีเอน็เอประมาณ 10.9 แถบ แต่จากการทดลอง
ของนกัวิจยัหลายท่านพบวา่จ านวนแถบดีเอ็นเอท่ีเกิดข้ึนอยูก่บัขนาดของจีโนม พืชท่ีมีจีโนมขนาด
ใหญ่อาจเกิดแถบดีเอ็นเอน้อยกว่าพืชท่ีมีจีโนมขนาดเล็กก็ได้ การเกิดแถบดีเอ็นเอเป็นผลมาจาก 
ไพรเมอร์เขา้ไปเกาะไดห้ลายบริเวณ ถา้ไพรเมอร์ไปเกาะกบัดีเอ็นเอ 2 บริเวณท่ีอยู่ไม่ไกลกนัมาก 
โดยเกาะกบัดีเอ็นเอคนละสายในทิศทางเขา้กนั (5’ ไป 3’) จะสามารถเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอในช่วง
ดงักล่าวได้ แต่ถ้าไพรเมอร์เกาะกบัดีเอ็นเอสายเดียวกนัในทิศทางเดียวกนั หรือเกาะกบัดีเอ็นเอ 
คนละสาย แต่ทิศทางแยกออกจากกนั หรือเกาะไดใ้น 2 สายท่ีห่างไกลกนัมากแมทิ้ศทางจะเขา้หา
กันก็ไม่สามารถจะเกิดผลผลิตได้ ความแตกต่างของแถบ RAPD หรือพอลิมอร์ฟิซึมท่ีเกิดข้ึน
ระหว่างแต่ละตัวอย่างอาจเกิดจาก การมีช้ินส่วนดีเอ็นเอขนาดใหญ่มาสอดแทรกในระหว่าง
ต าแหน่ง 2 ต  าแหน่งท่ีไพรเมอร์เกาะท าให้ไพรเมอร์ทั้งสองโมเลกุลอยู่ห่างกนัเกินกว่าท่ีจะเพิ่ม
ปริมาณดีเอ็นเอได้ จึงไม่เกิดแถบดีเอ็นเอ ช้ินส่วนดีเอ็นเอท่ีเป็นท่ีเกาะกบัไพรเมอร์หายไปหน่ึง
ต าแหน่งหรือทั้ ง 2 ต  าแหน่งท าให้ไม่เกิดแถบดีเอ็นเอจากบริเวณดังกล่าว มีการแทนท่ีหรือ
เปล่ียนแปลงบริเวณท่ีเป็นท่ีเกาะของไพรเมอร์ท าให้ไพรเมอร์เกาะกบัดีเอ็นเอเป้าหมายไม่ได้จึงไม่
เกิดแถบดีเอ็นเอ มีช้ินส่วนดีเอน็เอขนาดเล็กสอดแทรกเขา้มาหรือหายไป ท าใหข้นาดของแถบดีเอ็น
เอท่ีเกิดข้ึนเปล่ียนแปลงไป อย่างไรก็ดีพอลิมอร์ฟิซึมของ RAPD มกัเกิดข้ึนในลกัษณะการมีและ
การไม่มีแถบดีเอ็นเอท่ีต าแหน่งหน่ึงๆ มากกวา่การเปล่ียนขนาดของแถบดีเอ็นเอ เน่ืองจากดีเอ็นเอ
ของพืชท่ีพบทั้งจากนิวเคลียส คลอโรพลาสต์ และไมโทรคอนเดรีย ในการสกดัดีเอ็นเอจากเซลล์
ทั้งหมดน ามาวิเคราะห์ RAPD พบว่าแถบดีเอ็นเอบางส่วนประมาณ 5 เปอร์เซ็นต์ เกิดจากการเพิ่ม
ปริมาณดีเอ็นเอในส่วนของไมโทคอนเดรีย และน้อยกว่า 5 เปอร์เซ็นต์มาจากดีเอ็นเอในคลอโรพ
ลาสต์ ดงันั้นแถบดีเอ็นเอของเคร่ืองหมาย RAPD (RAPD marker) ส่วนใหญ่จึงมาจากดีเอ็นเอใน
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นิวเคลียส ซ่ึงมีการถ่ายทอดมาจากทั้งฝ่ายพ่อและฝ่ายแม่ แมว้า่เทคนิค RAPD จะท าไดง่้าย รวดเร็ว
และให้ข้อมูลได้มาก แต่ก็มีข้อเสียในเร่ืองการทดลองซ ้ า บางคร้ังได้ผลท่ีต่างจากเดิมเน่ืองจาก 
RAPD มีความไวต่อการเปล่ียนสภาวะต่างๆ จึงตอ้งระมดัระวงัและควบคุมสภาพการทดลองให้คงท่ี 
นอกจากน้ีแถบดีเอ็นเอท่ีเกิดจาก RAPD ยงัแสดงการข่ม (dominance) ต่อการไม่เกิดแถบดีเอน็เอ ซ่ึง
ท าให้ไม่สามารถบอกความแตกต่างระหว่างโฮโมไซกสัและเฮตเทอโรไซกสัได้ (สุรินทร์ ปิยะ
โชคณากุล. 2552)  

เน่ืองจาก RAPD เป็นวิธีการท่ีไม่ซับซ้อน สามารถท าได้ง่าย สะดวก และรวดเร็ว แต่ก็มี
ขอ้เสียในเร่ืองการท าซ ้ า ทั้งน้ีงานวิจยัของ Rajput et al. 2006 ไดท้  าการศึกษาและพบว่าประมาณ  
80 เปอร์เซ็นต์ ของการท าซ ้ าดว้ยเทคนิคRAPD จะให้ผลท่ีเหมือนเดิม โดยงานวิจยัน้ีใช้ไพรเมอร์  
60 ไพรเมอร์ ในมะเขือเทศป่า (Lycopersicon hirsutum) นอกจากน้ีเทคนิค RAPD ยงัถูกน ามาใชใ้น
การศึกษาความหลากหลายทางพนัธุกรรม ความสัมพนัธ์ทางพนัธุกรรม และลกัษณะทางพนัธุกรรม
ในพืชหลายชนิดดว้ย เช่น อมรรัตน์ พรหมบุญ และคณะ (2552) ศึกษาการจ าแนกหม่อน (Morus 
species) พนัธ์ุพื้นเมืองโดยใช้เทคนิค RAPD พบวา่ไพรเมอร์ 62 ชนิดให้แถบดีเอ็นเอท่ีแตกต่างกนั
ในหม่อน 3 พนัธ์ุ และในการจ าแนกหม่อนพนัธ์ุพื้นเมืองนั้น ไดเ้ลือกใชไ้พรเมอร์จ านวน 33 ชนิด 
เพื่อท าการวิเคราะห์ในตวัอย่าง 2 ชุด รวม 25 พนัธ์ุ พบว่าแถบดีเอ็นเอ ท่ีสังเคราะห์ไดมี้ 543 แถบ  
มีขนาดระหวา่ง 160-2,720 คู่เบส ทุกไพรเมอร์ใหล้กัษณะแถบดีเอน็เอท่ีมีความแตกต่างกนั  

ส าหรับเบญจมาศนั้นก็นิยมใชเ้ทคนิค RAPD ในการจ าแนกความแตกต่างลกัษณะของตน้
เบญจมาศท่ีได้รับสารก่อกลายพันธ์ุกับต้นท่ีไม่ได้รับสารก่อกลายพันธ์ุ Padmadevi (2011) 
ท าการศึกษาลกัษณะของตน้เบญจมาศท่ีไดรั้บสารก่อกลายพนัธ์ุร่วมกบัรังสีแกรมมาโดยใชเ้ทคนิค 
RAPD โดยใช้ ไพรเมอร์ ทั้งหมด 28 ไพรเมอร์ ในการตรวจสอบ พบว่า ไพรเมอร์ OPF-14 และ 
OPF-15 สามารถจ าแนกความแตกต่างลกัษณะของตน้เบญจมาศท่ีไดรั้บสารก่อกลายพนัธ์ุกบัตน้ท่ี
ไม่ไดรั้บสารก่อกลายพนัธ์ุได ้ 

 

 

 

 



 

    

บทที ่3 

วธีิด ำเนินกำรวจิัย 

3.1  เคร่ืองมือและวธิีกำร 
       3.1.1  พืชทดลอง เบญจมาศประเภท single 

3.1.1.1  เบญจมาศ สายพนัธ์ุววิคิ (สีขาว) กลีบดอกของดอกยอ่ยวงนอกมีสีขาว บานเรียง

ซ้อนกนั 2-3 ชั้น กลีบดอกของดอกย่อยวงในมีสีเขียวไม่มีการพฒันา แต่รวมกนัเป็นกระจุกตรงใจ

กลางดอก (ภาพท่ี 3.1A) 

3.1.1.2  เบญจมาศ สายพนัธ์ุซีรีเบรท (สีเหลือง) กลีบดอกของดอกยอ่ยวงนอกมีสีเหลือง 

บานเรียงซอ้นกนั 2-3 ชั้น กลีบดอกของดอกยอ่ยวงในมีสีเขียวไม่มีการพฒันา แต่รวมกนัเป็นกระจุก

ตรงใจกลางดอก (ภาพท่ี 3.1B) 

3.1.1.3  เบญจมาศ สายพนัธ์ุแคนเทอร์ (สีม่วง) กลีบดอกของดอกย่อยวงนอกมีสีม่วง 

บานเรียงซ้อนกนั 2-3 ชั้น กลีบดอกของดอกยอ่ยวงในมีสีเหลืองอมเขียวไม่มีการพฒันา แต่รวมกนั

เป็นกระจุกตรงใจกลางดอก (ภาพท่ี 3.1C) 

 

   
ภำพที ่3.1 เบญจมาศทั้ง 3 สายพนัธ์ุท่ีใชใ้นการทดลอง 

       3.1.2  สำรเคมี 

  3.1.2.1  สารควบคุมการเจริญเติบโตของพืช  

         1. NAA (1-Napthalene acetic acid) 

         2. kinetin (N6-furfuryladenine) 

3.1.2.2  สารเคมีส าหรับฟอกฆ่าเช้ือกลีบดอกเบญจมาศ 

           1. สารละลายเอทานอล 70 เปอร์เซ็นต ์ 

               2. สารละลายคลอรอกซ์ (Clorox) 50 เปอร์เซ็นต ์มีโซเดียมไฮโปคลอไรด ์

(NaOCl) 2.63 เปอร์เซ็นต ์โดยมวลต่อปริมาตร 

A 

 

B C 
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            3. สาร Tween-20 (Polyoxyethylene (20) sorbitam monolaurate) 

                4. น ้ากลัน่ท่ีผา่นการฆ่าเช้ือ 

3.1.2.3  สารก่อกลายพนัธ์ุ 

   1. สารละลาย Ethyl methanesulphonate (EMS) 

   2. สารละลายโคลชิซิน (Colchicine) 

3.1.2.4  สารเคมีส าหรับศึกษาพลอยดีโดยใชเ้คร่ือง Flow cytometer 

      - สารละลาย CyStain UV Ploidy 

3.1.2.5  สารละลายบฟัเฟอร์ CTAB (Doyle and Doyle. 1987) 

3.1.2.6  agarose gel ส าหรับท า gel electrophoresis (invitrogen, USA)  

3.1.2.7  chloroform (Merck, Germany) 

3.1.2.8  ethidium bromide (Vivantis, Malaysia) 

3.1.2.9  ethylenediaminetetraacetic acid disodium salt (EDTA, Univar, Australia) 

3.1.2.10  isoamyl alcohol (Merck, Germany) 

3.1.2.11  isopropanal (Merck, Germany) 

3.1.2.12  sodium dodecyl sulfate (SDS) (Bio Basic Ins., USA) 

3.1.2.13  sodium chloride (Ajax Finechem, Australia) 

                3.1.2.14  สารเคมีส าหรับท าพีซีอาร์ 

     1.  dNTP (dATP, dTTP, dCTP และ dGTP) (Biotechrabbit, Germany)  

                        2.  Taq DNA polymerase (Apsalagen, Germany) 

                    3. 10X Taq buffer (Apsalagen, Germany) 

4.  Mgcl2 (Apsalagen, Germany) 

                        5.  28 Primers 

       3.1.3  ดีเอน็เอมำตรฐำน 

-  1 Kb DNA ladder (Gene Direx, USA) 

       3.1.4  อุปกรณ์ เคร่ืองแก้ว และเคร่ืองมือต่ำงๆ 

3.1.4.1  ตูป้ลอดเช้ือ (Laminar flow) 

3.1.4.2  เคร่ืองชัง่ไฟฟ้าทศนิยม 2 ต  าแหน่ง (Sartorius, BSA2202s-CW, Germany) 

3.1.4.3  เคร่ืองชัง่ไฟฟ้าทศนิยม 4 ต  าแหน่ง (Sartorius, BP221S, Germany) 

3.1.4.4  เคร่ืองถ่ายภาพเจล (Syngene, Genegenius, Japan) 
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3.1.4.5  เคร่ืองป่ันเหวีย่งแบบตั้งโตะ๊ (Eppendrof, Model 5418, USA) 

3.1.3.6  เคร่ือง PCR (Biometra, T1 thermocycler, Germany) 

3.1.4.7  เคร่ืองวดัค่าดูดกลืนแสง (Eppendrof, Model 6132, Germany) 

3.1.4.8  เคร่ืองวดัค่าความเป็นกรด-ด่าง (Schott, CG 842, Germany) 

3.1.4.9  ตูแ้ช่แขง็ -20 องศาเซลเซียส (Sanden Intercool, SNH0303D11A, Thailand) 

3.1.4.10  หมอ้น่ึงฆ่าเช้ือ (Hirayama, HEV-50, Japan) 

3.1.4.11  ไมโครปิเปต (Labnet, USA) 

3.1.4.12  เคร่ืองมือส าหรับยา้ยเน้ือเยื่อพืช ไดแ้ก่ ปากคีบ และมีดผา่ตดัท่ีผา่นการฆ่าเช้ือ 

ตะเกียงแอลกอฮอล ์ขวดใส่แอลกอฮอล ์จานแกว้ และกระดาษส าหรับซบัของเหลวท่ีผา่นการฆ่าเช้ือ 

3.1.4.13  อุปกรณ์เคร่ืองแกว้ ไดแ้ก่ กระบอกตวง บีกเกอร์ ปิเปต แท่งแกว้คนสาร กรวย 

ขวดเล้ียงเน้ือเยือ่ ขวดรูปชมพู ่ขวด Duran ขนาด 100, 250, 500 และ 1,000 มิลลิลิตร 

3.1.4.14  อุปกรณ์อ่ืนๆ ไดแ้ก่ ปากกา ดินสอ ไมบ้รรทดั สมุดบนัทึก กลอ้งถ่ายภาพ  

3.1.4.15  อุปกรณ์ส าหรับยา้ยปลูก ได้แก่ ดินปลูก มะพร้าวสับ ข้ีเถ้าแกลบ ถาดหลุม 

กระถาง 6 น้ิว ถุงพลาสติก 

3.2  สถำนทีด่ ำเนินงำน 

  ห้องปฏิบัติการเพาะเล้ียงเน้ือเยื่อหลักสูตรพืชสวน คณะเทคโนโลยีการเกษตร สถาบัน
เทคโนโลยพีระจอมเกลา้เจา้คุณทหารลาดกระบงั กรุงเทพฯ 

  ห้องปฏิบติัการโครงการย่อยบณัฑิตศึกษาและวิจยัสาขาเทคโนโลยีชีวภาพการเกษตร คณะ
เทคโนโลยกีารเกษตร สถาบนัเทคโนโลยพีระจอมเกลา้เจา้คุณทหารลาดกระบงั กรุงเทพฯ 

3.3  ระยะเวลำทีท่ ำกำรทดลอง 

  ท  าการทดลองระหวา่ง พฤษภาคม 2558 – ธนัวาคม 2561 

3.4  วธิีกำรด ำเนินงำน 

       3.4.1 กำรทดลองที่ 1 กำรชักน ำให้เกิดกำรกลำยพันธ์ุในแคลลัสของเบญจมำศสำยพันธ์ุวิวิค  
(ดอกประเภท single สีขำว) โดยใช้สำรละลำย Ethyl methanesulphonate (EMS) 

 3.4.1.1  การเตรียมอาหารพื้นฐานท่ีใชใ้นการเพาะเล้ียงเน้ือเยื่อเบญจมาศในสภาพปลอด
เช้ือใชว้ิธีเล้ียงบนอาหารแข็ง MS (1962) (Murashige and Skoog. 1962) ร่วมดว้ย NAA 2 มิลลิกรัม
ต่อลิตร และ kinetin 4 มิลลิกรัมต่อลิตร (สุเม อรัญนารถ. 2524) 
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 3.4.1.2  การเตรียมช้ินส่วนพืชเร่ิมต้นโดยการน ากลีบดอกเบญจมาศมาผ่านน ้ าไหล  

20 นาที และฟอกฆ่าเช้ือดว้ยแอลกอฮอล์ 70 เปอร์เซ็นต์ 1 นาที คลอร็อกซ์ 30 เปอร์เซ็นต์ 30 นาที 

และลา้งดว้ยน ้ากลัน่น่ึงฆ่าเช้ือ 3 คร้ัง คร้ังละ 5 นาที 

 3.4.1.3  น ากลีบดอกเบญจมาศท่ีผา่นการฟอกฆ่าเช้ือแลว้มาชกัน าให้เกิดแคลลสัโดยการ

เล้ียงกลีบดอกขนาด 0.5 เซนติเมตร บนอาหารแข็ง MS (1962) (Murashige and Skoog. 1962)  

ร่วมดว้ย NAA 2 มิลลิกรัมต่อลิตร และ Kinetin 4 มิลลิกรัมต่อลิตร 

 
ภำพที ่3.2 แสดงการตดักลีบดอกเบญจมาศขนาด 0.5 เซนติเมตร ท่ีน าไปใชใ้นการทดลอง 

  3.4.1.4  น าแคลลสั (compact callus) อาย ุ8 สัปดาห์ ท่ีไดจ้ากการชกัน าในสภาพปลอดเช้ือ
มาตัดให้มีขนาด 0.5×0.5 เซนติเมตร มาแช่ในสารละลาย EMS ท่ีระดับความเข้มข้นและช่วง
ระยะเวลาต่างๆ ตามแผนการทดลอง และน าไปเขยา่ในท่ีมืดความเร็วรอบ 80 รอบต่อนาที จากนั้น
ยา้ยลงเล้ียงในอาหารแข็ง MS (1962) (Murashige and Skoog. 1962) ร่วมดว้ย NAA 2 มิลลิกรัมต่อ
ลิตร และ kinetin 4 มิลลิกรัมต่อลิตร เล้ียงในห้องเพาะเล้ียงท่ีมีสภาพแสง 16 ชั่วโมงต่อว ัน  
วางแผนการทดลองแบบ factorial in completely randomized design มี 3 ซ ้ า ซ ้ าละ 10 ขวด ต่อ 
ทรีทเมนต ์ปัจจยัการทดลองมี 2 ปัจจยั ดงัน้ี 

  ปัจจยั a คือ ความเขม้ขน้ของ EMS มี 5 ระดบัคือ 

    a1 = 0 เปอร์เซ็นต ์
  a2 = 0.5 เปอร์เซ็นต ์
  a3 =  1.0 เปอร์เซ็นต ์
  a4 = 1.5 เปอร์เซ็นต ์
  a5 = 2.0 เปอร์เซ็นต ์
                             ปัจจยั b คือ ระยะเวลาท่ีใชใ้นการแช่สาร มี 2 ระดบั คือ 
  b1 = 60   นาที 
  b2 = 120 นาที 
  

กลีบดอกท่ีน าไปใช ้
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3.4.1.5  ศึกษาการเจริญเติบโตของแคลลสัเบญจมาศ 

ก. การเจริญเติบโตของแคลลสัโดยท าการวดัความกวา้งและความยาวของแคลลสั 

ข. อตัราการรอดชีวติของแคลลสั และการหาค่า LD50 

ค. เปอร์เซ็นตก์ารเกิดยอด 

ง. จ  านวนยอดต่อแคลลสั 

  3.4.1.6  ศึกษาการเจริญเติบโตของตน้เบญจมาศในสภาพปลอดเช้ือ 

ก. การเจริญเติบโตของต้นเบญจมาศโดยท าการวดัความสูงและจ านวนใบของตน้เบญจมาศใน  
ตน้รุ่น M1 และ M2 

ข. วดัปริมาณคลอโรฟิลลเ์อและบีของใบเบญจมาศระยะ 8 สัปดาห์ 

ค. วดัขนาดความกวา้งและความยาวของปากใบ และนบัจ านวนเมด็คลอโรพลาสต์ 

 3.4.1.7  ตรวจสอบลักษณะการกลายพันธ์ุโดยใช้เคร่ืองหมายโมเลกุล RAPD กับ 
ตน้เบญจมาศท่ีไดรั้บสารละลาย EMS เทียบกบัตน้ควบคุม 

  3.4.1.8  ตรวจสอบลกัษณะทางสัณฐานวิทยาของตน้เบญจมาศท่ีไดรั้บสารละลาย EMS 
เทียบกบัตน้ควบคุม 

       3.4.2  กำรทดลองที่ 2 กำรชักน ำให้เกิดกำรกลำยพันธ์ุในกลีบดอกของเบญจมำศโดยใช้
สำรละลำยโคลชิซิน 

 การทดลองท่ี 2.1 เบญจมาศสายพนัธ์ุซีรีเบรท (ดอกประเภท single สีเหลือง)  

 การทดลองท่ี 2.2 เบญจมาศสายพนัธ์ุแคนเทอร์ (ดอกประเภท single สีม่วง) 

 3.4.2.1  การเตรียมอาหารพื้นฐานท่ีใช้ในการเพาะเล้ียงเน้ือเยื่อเบญจมาศในสภาพ 
ปลอดเช้ือใช้วิธีเล้ียงบนอาหารแข็ง MS (1962) (Murashige and Skoog. 1962) ร่วมด้วย NAA  
2 มิลลิกรัมต่อลิตร และ kinetin 4 มิลลิกรัมต่อลิตร (สุเม อรัญนารถ. 2524) 

 3.4.2.2  การเตรียมช้ินส่วนเร่ิมต้นโดยการน ากลีบดอกเบญจมาศมาผ่านน ้ าไหล  
20 นาที และฟอกฆ่าเช้ือดว้ยแอลกอฮอล์ 70 เปอร์เซ็นต์ 1 นาที คลอร็อกซ์ 30 เปอร์เซ็นต์ 30 นาที 
และลา้งดว้ยน ้ากลัน่น่ึงฆ่าเช้ือ 3 คร้ัง คร้ังละ 5 นาที          

 3.4.2.3  น ากลีบดอกท่ีผ่านการฆ่าเช้ือแล้วมาแช่ในสารละลายโคลชิซินในระดบัความ
เขม้ขน้และช่วงระยะเวลาต่างๆ ตามแผนการทดลอง และน าไปเขยา่ความเร็วรอบ 80 รอบต่อนาที 
จากนั้นยา้ยเล้ียงในอาหารแขง็ MS (1962) (Murashige and Skoog. 1962) ร่วมดว้ย NAA 2 มิลลิกรัม
ต่อลิตร และ kinetin 4 มิลลิกรัมต่อลิตร เล้ียงในห้องเพาะเล้ียงท่ีมีสภาพแสง 16 ชั่วโมงต่อวนั  
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วางแผนการทดลองแบบ factorial in completely randomized design มี 3 ซ ้ า ซ ้ าละ 10 ขวด ต่อ 
ทรีทเมนต ์ปัจจยัการทดลองมี 2 ปัจจยั ดงัน้ี 

     ปัจจยั  a คือ ความเขม้ขน้ของโคลชิซินมี 5 ระดบัคือ 

    a1 = 0 เปอร์เซ็นต ์
  a2 = 0.05 เปอร์เซ็นต ์
  a3 =  0.10 เปอร์เซ็นต ์
  a4 = 0.15 เปอร์เซ็นต ์
  a5 = 0.20 เปอร์เซ็นต ์
                           ปัจจยั b คือ ระยะเวลาท่ีใชใ้นการแช่สาร มี 2 ระดบั คือ 
  b1 = 12 ชัว่โมง 

b2 = 24 ชัว่โมง 
 3.4.2.4  ศึกษาการเจริญเติบโตของแคลลสัเบญจมาศ 

ก. การเจริญเติบโตของแคลลสัโดยท าการวดัความกวา้งและความยาวของแคลลสั 

ข. อตัราการรอดชีวติของแคลลสั และการหาค่า LD50 

ค. เปอร์เซ็นตก์ารเกิดยอด 

ง. จ  านวนยอดต่อแคลลสั 

 3.4.2.5  ศึกษาการเจริญเติบโตของตน้เบญจมาศในสภาพปลอดเช้ือ 

ก. การเจริญเติบโตของตน้เบญจมาศโดยท าการวดัความสูงและจ านวนใบของตน้เบญจมาศในตน้
รุ่น M1 และ M2 

ข. วดัปริมาณคลอโรฟิลลเ์อและบีของใบเบญจมาศระยะ 8 สัปดาห์ 

ค. วดัขนาดความกวา้งและความยาวของปากใบ และนบัจ านวนเมด็คลอโรพลาสต์ 

       3.4.3  ศึกษำลักษณะทำงสัณฐำนวิทยำ (Morphological) ที่เปลี่ยนแปลงไปของต้นเบญจมำศที่
ย้ำยออกปลูกในสภำพโรงเรือน มีขั้นตอนดังนี ้

 3.4.3.1  น าต้นเบญจมาศท่ีได้จากการเพาะเล้ียงเน้ือเยื่อท่ีได้รับสารละลาย EMS และ
สารละลายโคลชิซิน ออกปลูกในสภาพแปลง โดยใชว้สัดุปลูก (ดินปลูกและมะพร้าวสับ อตัราส่วน 
1:1) 

 3.4.3.2  ศึกษาการเจริญเติบโตของตน้เบญจมาศ โดยท าการศึกษาดงัต่อไปน้ี  

ก. จ านวนตน้รอดชีวติของตน้เบญจมาศ 
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ข. นบัจ านวนใบ และศึกษาลกัษณะท่ีเปล่ียนแปลงไปของใบ  

ค. นบัจ านวนดอก ศึกษาลกัษณะของดอกท่ีเปล่ียนแปลงไป สีดอก และกลีบดอก 

ง. วดัความสูงของล าตน้เบญจมาศ 

       3.4.4  ตรวจสอบลกัษณะกำรกลำยพนัธ์ุของต้นเบญจมำศ มีข้ันตอนดังนี ้

 3.4.4.1  ศึกษาปริมาณคลอโรฟิลล์ (mg/gFW) ของตน้เบญจมาศท่ีไดรั้บสารละลาย EMS 
และสารละลายโคลชิซิน ดัดแปลงวิธีการของ Dere et al. (1998) โดยชั่งน ้ าหนักตัวอย่างใบ
เบญจมาศมา 1 กรัม สกัดด้วย methanol ความเข้มข้น 96 เปอร์เซ็นต์ ปริมาตร 10 มิลลิลิตรต่อ
ตวัอย่าง 1 กรัม จากนั้นน าใบมาบดดว้ยโกร่งเป็นระยะเวลา 5 นาที แลว้กรองดว้ยผา้ขาวบางและ
น าไปป่ันเหวีย่งดว้ยเคร่ือง centrifuge เป็นระยะเวลา 10 นาที จากนั้นน าส่วนใสไปวดัค่าดูดกลืนแสง
ท่ีความยาวคล่ืน 666 และ 653 นาโนเมตร 

คลอโรฟิลล ์A  = 15.65A666-7.340A653……………………..(1) 

คลอโรฟิลล ์B  = 27.05A653-11.21A666……………………..(2) 

 3.4.4.2  ศึกษาความกวา้ง ความยาว และการนบัจ านวนคลอโรพลาสตข์องปากใบ โดยการ

น าใบมาลอกผิวใบดา้น upper epidermis ดว้ยใบมีดโกน จนไดช้ั้นเน้ือเยื่อ lower epidermis จากนั้น

ท าการตดัส่วนของเน้ือเยื่อไปวางบนสไลด์ หยดน ้ าสะอาด 1 หยด และปิดดว้ยกระจกสไลด์ ศึกษา

ลกัษณะของปากใบดว้ยกลอ้งจุลทรรศน์ 

  3.4.4.3  ตรวจสอบโพลิพลอยดโ์ดยการใชเ้คร่ือง Flow cytometer กบัตน้เบญจมาศท่ีไดรั้บ
สารละลายโคลชิซิน ท าการสกดัสารพนัธุกรรมจากใบของตน้เบญจมาศ โดยการบดใบเบญจมาศ
ประมาณ 50 มิลลิกรัม ด้วยใบมีดให้ละเอียดในสารละลาย CyStain UV Ploidy ปริมาตร 0.5 
มิลลิลิตร หลังจากนั้ นเติมสารละลาย CyStain UV Ploidy ปริมาตร 1.5 มิลลิลิตร แล้วทิ้งไวท่ี้
อุณหภูมิห้องประมาณ 5 นาที หลงัจากนั้นกรองใส่หลอด และน าวิเคราะห์ระดบัพลอยดีดว้ยเคร่ือง 
Flow cytometer ซ่ึงเคร่ืองจะวิเคราะห์ขณะท่ีเซลล์เคล่ือนท่ีผ่านล าแสงเลเซอร์เป็นเซลล์เด่ียวๆ โดย
การตรวจจบันิวเคลียส และสามารถนบัไดเ้ป็นพนัเซลล ์และวเิคราะห์ปริมาณดีเอน็เอจากนิวเคลียส  

 3.4.4.4  ตรวจสอบลักษณะการกลายพนัธ์ุโดยใช้เคร่ืองหมายโมเลกุล RAPD กับต้น
เบญจมาศท่ีไดรั้บสารละลาย EMS (ดดัแปลงวธีิของ Padmadevi et al. 2011) โดยมีรายละเอียดดงัน้ี  

 3.4.4.4.1 วิ ธีการสกัดดี เอ็น เอ เบญจมาศ ด้วยการดัดแปลงวิ ธีการของ
CTAB/Chloroform- Isoamyl Alcohol DNA Extraction Protocol (Doyle and Doyle 1987)  น า ใบ
เบญจมาศท่ีบดเป็นผงดว้ยไนโตรเจนเหลว ปริมาณ  2 กรัม แลว้ตกัผงใบเบญจมาศใส่ในหลอดไม
โครเซนทริฟิวส์ 1.5 มิลลิลิตร เติมสารละลาย CTAB extraction buffer [CTAB 0.2 กรัม, NaCl  
1 มิลลิโมลาร์, PVP 0.1 กรัม, Sodium metabisulfate 0.01 กรัม, Tris-HCl (pH 8.0) 100 มิลลิโมลาร์, 
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EDTA 20 มิลลิโมลาร์] ปริมาตร 500 ไมโครลิตร และเติม 2-mercaptoethanol ปริมาตร 3 ไมโครลิตร 
บ่มท่ีอุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส นาน 60 นาที กลบัหลอดทุกๆ 10 นาที จากนั้นเติม Chlorofrom : 
isoamy alcohol (24:1) ปริมาตร 500 ไมโครลิตร ผสมสารละลายให้เขา้กนัโดยกลบัหลอดไปมา
ประมาณ 10-15 นาที น าไปป่ันเหวี่ยง 14,000 รอบต่อนาที เป็นระยะเวลา 15 นาที ดูดสารละลาย
ส่วนใสดา้นบนปริมาณ 350 ไมโครลิตร ใส่ในหลอดไมโครเซนทริฟิวส์ใหม่ จากนั้นเติมสารละลาย 
potassium acetate ความเขม้ขน้ 7.5 โมลาร์ ท่ีแช่เยน็ปริมาตร 0.08 เท่าของสารละลาย (ประมาณ 28 
ไมโครลิตร) และสาร iso-propanal ท่ีแช่เยน็ปริมาตร 0.5 เท่าของสารละลาย ผสมสารทั้งหมดให้เขา้
กันโดยการกลับหลอดไปมาเบาๆ 10 คร้ัง จากนั้นน าหลอดไปบ่มในตู้ -20 องศาเซลเซียสเพื่อ
ตกตะกอนดีเอ็นเอเป็นระยะเวลา 1 ชัว่โมง แลว้น าไปป่ันเหวี่ยง 14,000 รอบต่อนาที เป็นระยะเวลา 
15 นาที ดีเอ็นเอท่ีสกดัไดจ้ะตกตะกอนอยูท่ี่กน้หลอดไมโครเซนทริฟิวส์ ใช้ไมโครปิเปตค่อยๆ ดูด
สารละลายออกจากนั้ นล้างตะกอนดีเอ็นเอด้วยเอทานอล 70 เปอร์เซ็นต์ ท่ีแช่เย็น ปริมาตร  
700 ไมโครลิตร กลบัหลอดไปมาเบาๆ 10 คร้ัง เพื่อล้างตะกอนดีเอ็นเอ จากนั้นน าไปป่ันเหวี่ยง 
13,000 รอบต่อนาที เป็นระยะเวลา 5 นาที ใช้ไมโครปิเปตค่อยๆ ดูดสารละลายออก จากนั้นล้าง
ตะกอนดีเอ็นเออีกคร้ังดว้ยเอทานอล 95 เปอร์เซ็นต ์ท่ีแช่เยน็ปริมาตร 700 ไมโครลิตร กลบัหลอด
ไปมาเบาๆ 10 คร้ัง เพื่อล้างตะกอนดีเอ็นเอ จากนั้นน าไปป่ันเหวี่ยง 14,000 รอบต่อนาที เป็น
ระยะเวลา 5 นาที ใชไ้มโครปิเปตค่อยๆ ดูดสารละลายออก ปล่อยใหต้ะกอนดีเอน็เอแหง้ แลว้ละลาย
ตะกอนดีเอ็นเอดว้ย TE buffer 30 ไมโครลิตร เขยา่เบาๆ ใหต้ะกอนดีเอ็นเอละลาย จากนั้นก าจดัอาร์
เอ็นเอโดยเติมเอนไซม์ RNase A (Fermentas, USA) วดัปริมาณ และคุณภาพดีเอ็นเอท่ีได้ด้วย
เคร่ืองวดัค่าดูดกลืนแสง (Eppendrof, Model 6132, Germany) โดยเกณฑ์ค่า OD 260/280 ท่ีเลือกใช้
อยูร่ะหวา่ง 1.65-2.00  เพราะดีเอ็นเอจะมีความบริสุทธ์ิสูง ถา้ต ่ากวา่น้ีจะมีการปนเป้ือนของโปรตีน 
ถ้าสูงกว่าน้ีจะมีการปนเป้ือนของคลอโรฟอร์ม และท าการตรวจสอบคุณภาพดีเอ็นเอ ด้วยวิธี
เจลอิเล็กโทรโพรีซิส บนอะกาโรสเจล 0.8 เปอร์เซ็นต์ ใช้กระแสไฟฟ้าคงท่ี 100 โวลต์ เป็น
ระยะเวลา 40 นาที เปรียบเทียบขนาดและความเขม้ขน้ดีเอ็นเอกบัแถบดีเอน็เอมาตรฐาน 1 Kb DNA 
ladder (Gene Direx, USA) เก็บดีเอน็เอไวท่ี้อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส 

      3.4.4.4.2 การตรวจสอบความแปรปรวนทางพันธุกรรมด้วยเคร่ืองหมาย 

อาร์เอพีดีใชไ้พรเมอร์จ านวน 28 ไพรเมอร์ ท่ีมีการรายงานการใชต้รวจสอบในเบญจมาศ Padmadevi 

et al. (2011) คือ OPA01 OPA05 OPA07 OPA08 OPA13 OPA15 OPB04 OPB07 OPF01 OPF02 

OPF03 OPF04 OPF05 OPF06 OPF07 OPF08 OPF09 OPF10 OPF11 OPF12 OPF13 OPF14 OPF15 

OPF16 OPF17 OPF18 OPF19 และ OPF20 มาเพิ่มปริมาณ DNA ดว้ยปฎิกริยาพีซีอาร์ (polymerase 

chain reaction; PCR) จากปริมาตรรวม 12.5 ไมโครลิตร ซ่ึงประกอบดว้ยน ้ ากลัน่น่ึงฆ่าเช้ือปริมาตร 

6.4 ไมโครลิตร ดีเอ็นเอแม่พิมพ์ 50 นาโนกรัม ปริมาตร 1.5 ไมโครลิตร ไพรเมอร์ความเข้มข้น  

10 ไมโครโมลาร์ ปริมาตร 1 ไมโครลิตร 10x Taq buffer 1.2 ไมโครลิตร MgCl2 ความเข้มข้น  

25 มิลลิโมลาร์ ปริมาตร 1 ไมโครลิตร dNTP ความเขม้ขน้ 2.5 มิลลิโมลาร์ ปริมาตร 1.2 ไมโครลิตร 



27 

และ Taq DNA polymerase ความเขม้ขน้ 5 ยูนิต ปริมาตร 0.2 ไมโครลิตร ตั้งอุณหภูมิเคร่ืองพีซีอาร์ 

ดงัน้ี Pre-denaturation ใช้อุณหภูมิเร่ิมตน้ 94 องศาเซลเซียส นาน 2 นาที Denaturation ใช้อุณหภูมิ 

94 องศาเซลเซียส นาน 30 วนิาที Annealing ใชอุ้ณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 30 วนิาที Extention 

ใช้อุณภูมิ 72 องศาเซลเซียส นาน 1 นาที ขั้นตอน Denaturation, Annealing และ Extention ท  าซ ้ า  

35 รอบ Final-extention ใช้อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส นาน 7 นาที จากนั้นน าผลิตภัณฑ์ PCR  

มาตรวจสอบขนาดของช้ินดีเอ็นเอด้วยวิธี อิ เล็กโตรโฟรีซิสบน Agarose gel ความเข้มข้น  

1.5 เปอร์เซ็นต ์ละลายใน TAE  บฟัเฟอร์ ใชแ้รงเคล่ือนไฟฟ้า 100 โวลต ์40 นาที ยอ้มแถบดีเอ็นเอ

ดว้ยเอธิเดียมโบรไมด์ความเขม้ขน้ 0.5 ไมโครกรัมต่อลิตรเป็นระยะเวลา 15 นาที และลา้งน ้ ากลัน่  

5 นาที ตรวจดูแถบดีเอ็นเอภายใต้แสงอัลตราไวโอเลต 260 นาโนเมตร ด้วยเคร่ือง Gel 

documentation เปรียบเทียบความแตกต่างของแถบดีเอ็นเอระหว่างตน้ท่ีไม่ไดรั้บสารละลาย EMS 

กบัตน้ท่ีไดรั้บสารละลาย EMS โดยขั้นตอนการการตรวจสอบความแปรปรวนทางพนัธุกรรมดว้ย

เคร่ืองหมายอาร์เอพีดีท าซ ้ า 2 รอบ 

3.5  กำรวเิครำะห์ข้อมูล 

       3.5.1  น าข้อมูลท่ีได้จากการทดลองมาวิเคราะห์ค่าทางสถิติโดยวิธี Analysis of Variance 
(ANOVA) เปรียบเทียบค่าเฉล่ียแบบ Duncan’s New Multiple Test (DMRT) ท่ีระดบัความเช่ือมัน่ 
95 เปอร์เซ็นต ์

       3.5.2  การวิ เคราะห์ผลใช้โปรแกรม NTSYS pc 2.10m (Numerical Taxonomy and Multuvariate 
Analysis System) เปรียบเทียบแถบดีเอ็นเอท่ีไดจ้ากการท า RAPD แลว้บนัทึกแถบดีเอ็นเอท่ีปรากฏ
จากไพรเมอร์แต่ละคู่ โดยก าหนดสัญลกัษณ์ 1 คือการเกิดแถบดีเอ็นเอ และสัญลกัษณ์ 0 คือการไม่
เกิดแถบดีเอน็เอในต าแหน่งเดียวกนั ค านวณค่า Polymorphic Information Contents (PICs) เป็นค่าท่ี
บอกถึงโอกาสท่ีจะพบตวัอย่างท่ีเลือกแบบสุ่ม 2 ตวัอย่างท่ีมีความแตกต่างกัน (polymorphism)  
จากสูตร H = 1–Pi2 เม่ือ Pi คือ ความถ่ีของแอลลีลท่ี i ซ่ึง Pi ประกอบด้วย ความถ่ีของจ านวน
ตวัอยา่งท่ีไม่พบแถบดีเอ็นเอ PA (absent allele) และความถ่ีของจ านวนตวัอยา่งพบแถบดีเอ็นเอ Pp 
(Present allele)  (Otto. 1990) วิเคราะห์ความสัมพนัธ์แถบดีเอ็นเอของพนัธ์ุต่างๆ ทีละคู่ ในรูปของ 
Jaccard similarity coefficient (Jaccard. 1908) พร้อมทั้งสร้างแผนภูมิความสัมพนัธ์ทางพนัธุกรรม
ในรูปแบบ phylogenetic tree โดยวิ ธี  Unweighted Pair Group Method with Arithemetic Mean 
(UPGMA) วิเคราะห์หาความสัมพนัธ์โดยวิเคราะห์ค่า genetic similarity ใช้ค่าสัมประสิทธ์ิของ 
Jaccard และค านวณค่า Cophenetic correlation (r) ซ่ึงเป็นตัวบ่งช้ีว่าการจัดกลุ่มท่ีได้ยอมรับได้
หรือไม่ และวเิคราะห์ค่า Principal Coordinates Analysis (PCoA)



 

    

บทที ่4 

ผลกำรทดลอง 

4.1  กำรชักน ำให้เกดิกำรกลำยพนัธ์ุในแคลลสัของเบญจมำศสำยพนัธ์ุววิคิ (ดอกประเภท 
single สีขำว) โดยใช้สำรละลำย EMS 

       4.1.1  อตัรำกำรรอดชีวติของแคลลสั 

                  หลงัจากการเขย่าเล้ียงแคลลสัขนาด 0.5×0.5 เซนติเมตร ของเบญจมาศสายพนัธ์ุวิวิค  

ท่ีระดบัความเขม้ขน้ 0, 0.5, 1, 1.5 และ 2 เปอร์เซ็นต ์ระยะเวลา 60 และ 120 นาที และน ามาเล้ียงบน

อาหารสูตร MS ท่ี เ ติมสารควบคุมการเจริญเติบโต NAA 2 มิลลิกรัมต่อลิตร และ kinetin  

4 มิลลิกรัมต่อลิตรเป็นระยะเวลา 12 สัปดาห์ พบว่าสัปดาห์ท่ี 4 เป็นตน้ไป ตน้ท่ีไดรั้บสารละลาย 

EMS ความเข้มข้น 1.5 เปอร์เซ็นต์ ระยะเวลา 120 นาที และความเข้มข้นของสารละลาย EMS  

2 เปอร์เซ็นต ์ระยะเวลา 60 และ 120 นาที มีอตัราการรอดชีวิตของแคลลสัเพียง 6.67 เปอร์เซ็นต ์เม่ือ

เข้าสู่สัปดาห์ท่ี 8 ความเข้มข้นของสารละลาย EMS 1.5 และ 2 เปอร์เซ็นต์ ระยะเวลา 60 และ  

120 นาที พบวา่แคลลสัไม่สามารถรอดชีวิตได ้สีของแคลลสัเปล่ียนเป็นสีน ้ าตาลเขม้และด า ท าให้

เหลือแคลลัสเพียง 3 ความเข้มข้น ได้แก่ 0, 0.5 และ 1 เปอร์เซ็นต์ ระยะเวลา 60 และ 120 นาที 

(ตารางท่ี 4.1) ภายหลงัจากการเพาะเล้ียงเป็นระยะเวลา 4 สัปดาห์ ความเขม้ขน้ของสารละลาย EMS 

ระยะเวลา 60 นาที มีค่า LD50 เท่ากบั 1.15 เปอร์เซ็นต์ และระยะเวลา 120 นาที มีค่า LD50 เท่ากบั  

0.72 เปอร์เซ็นต ์(ภาพท่ี 4.1) 

       4.1.2  ขนำดของแคลลสั 

     หลงัจากการเขย่าเล้ียงแคลลสัขนาด 0.5×0.5 เซนติเมตร ของเบญจมาศสายพนัธ์ุวิวิค  

ท่ีระดบัความเขม้ขน้ 0, 0.5, 1, 1.5 และ 2 เปอร์เซ็นต ์ระยะเวลา 60 และ 120 นาที และน ามาเล้ียงบน

อาหารสูตร MS ท่ีเติมสารควบคุมการเจริญเติบโต NAA 2 มิลลิกรัมต่อลิตร และ kinetin 4 มิลลิกรัม

ต่อลิตร เม่ืออาย ุ2 สัปดาห์ พบวา่แคลลสั มีแนวโนม้ท่ีจะใหญ่ข้ึนเม่ือมีอายเุพิ่มมากข้ึน โดยแคลลสัมี

ลกัษณะเกาะกนัแน่น มีสีเขียวอ่อนเกิดข้ึนท่ีผิวนอกและรอยตดัของช้ินส่วน เม่ือเล้ียงแคลลสัมาเป็น

ระยะเวลา 12 สัปดาห์พบวา่แคลลสัท่ีมีขนาดความกวา้ง และความยาวมากท่ีสุด คือ 1.45 และ 1.51 

เซนติ เมตร  ตามล าดับ  ท่ีความ เข้มข้นของสารละลาย  EMS 0 เปอ ร์ เ ซ็นต์  ระยะ เวลา  

60 นาที (ต้นควบคุม) ส่วนแคลลัสท่ีมีขนาดความกวา้ง และความยาวน้อยท่ีสุด คือ 0.40 และ  

0.40 เซนติเมตร ตามล าดบั ท่ีความเขม้ขน้ของสารละลาย EMS 1 เปอร์เซ็นต์ ระยะเวลา 120 นาที 
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(ตารางท่ี 4.2) ซ่ึงมีขนาดความกวา้ง และความยาวของแคลลสันอ้ยกวา่ตน้ควบคุม 27.58 และ 26.50 

เปอร์เซ็นต ์ตามล าดบั 

       4.1.3  เปอร์เซ็นต์กำรเกดิยอดและจ ำนวนยอดต่อแคลลสั 

หลงัจากการแช่แคลลสัของเบญจมาศสายพนัธ์ุวิวิค ท่ีระดบัความเขม้ขน้ 0, 0.5, 1, 1.5 

และ 2 เปอร์เซ็นต์ ระยะเวลา 60 และ 120 นาที และน ามาเ ล้ียงบนอาหารสูตร MS ท่ี เ ติม 

สารควบคุมการเจริญเติบโต NAA 2 มิลลิกรัมต่อลิตร และ kinetin 4 มิลลิกรัมต่อลิตร เม่ืออายุ  

4 สัปดาห์ ช้ินส่วนเร่ิมตน้มีการพฒันามาจากกลุ่มแคลลสัหรือกอ้นเน้ือเยื่อท่ีพฒันาข้ึนมา โดยการ

พฒันาไปเป็นแคลลสัท่ีมีลกัษณะเป็นกลุ่มกอ้น ผิวขรุขระ มีสีเขียวอ่อน หรือสีเหลืองบริเวณรอยตดั 

และการพฒันาไปเป็นส่วนยอดโดยผ่านการเกิดแคลลัส โดยแคลลัสมีลักษณะเกาะกันแน่น 

(compact callus) เ ม่ืออายุ 12 สัปดาห์พบว่าความเข้มข้นของสารละลาย EMS 0 เปอร์เซ็นต์ 

ระยะเวลา 60 นาที (ตน้ควบคุม) มีเปอร์เซ็นตก์ารเกิดยอดมากท่ีสุด 76.67 เปอร์เซ็นต ์และมีจ านวน

ยอดต่อแคลลสัมากท่ีสุด 1.73 ยอด ส่วนความเขม้ขน้ของสารละลาย EMS 1 เปอร์เซ็นต ์ระยะเวลา  

120 นาที มีเปอร์เซ็นต์การเกิดยอดน้อยท่ีสุด 43.33 เปอร์เซ็นต์ และมีจ านวนยอดต่อแคลลสัน้อย

ท่ีสุด 1.06 ยอด (ตารางท่ี 4.2) 

 

ภำพที่ 4.1 กราฟอตัราการรอดชีวิตของแคลลสัท่ีเล้ียงบนอาหาร MS ท่ีเติม NAA 2 มิลลิกรัมต่อลิตร และ kinetin 
4 มิลลิกรัมต่อลิตร เป็นระยะเวลา 4 สปัดาห์  

y = -60x + 119.33
R² = 0.7664

y = -54x + 89.334
R² = 0.8377
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EMS 60 นาที มีค่า LD50 = 1.15% 

EMS 120 นาที มีค่า LD50 = 0.72% 



 

    

ตำรำงที ่4.1 ผลของความเขม้ขน้และระยะเวลาการแช่สารละลาย EMS ต่ออตัราการรอดชีวติของแคลลสัเบญจมาศสายพนัธ์ุววิคิ ภายหลงัการเล้ียงเป็นระยะเวลา 12 สปัดาห์ 
อตัราการรอดชีวิต (เปอร์เซ็นต)์  (±SE)1/ 

อายุ (สปัดาห์) 
  2 4 6 8 10 12 

EMS (%) 0 100.00±0.00a 100.00±0.00a 100.00±0.00a 100.00±0.00a 100.00±0.00a 100.00±0.00a 
 0.5 100.00±0.00a 100.00±0.00a 85.00±17.60b 85.00±17.60b 85.00±17.60b 85.00±17.60b 
 1.0 100.00±0.00a 56.67±44.12b 56.67±44.12c 51.66±49.56c 51.66±49.56c 51.66±49.56c 
 1.5 96.67±5.16a 8.33±5.16c 0.00±0.00d 0.00±0.00d 0.00±0.00d 0.00±0.00d 
 2.0 90.00±10.95b 6.67±5.16c 0.00±0.00d 0.00±0.00d 0.00±0.00d 0.00±0.00d 

F-test  ** ** ** ** ** ** 
ระยะเวลา (นาที) 60 98.67±5.16 62.66±46.93a 60.00±49.42a 59.33±50.20a 59.33±50.20a 59.33±50.20a 

120 96.00±7.36 46.00±45.95b 37.33±42.16b 35.33±43.40b 35.33±43.40b 35.33±43.40b 
F-test  ns ** ** ** ** ** 

EMS (%) ระยะเวลา (นาที)       

0 60 
120 

100.00±0.00a 
100.00±0.00a 

100.00±0.00a 
100.00±0.00a 

100.00±0.00a 
100.00±0.00a 

100.00±0.00a 
100.00±0.00a 

100.00±0.00a 
100.00±0.00a 

100.00±0.00a 
100.00±0.00a 

0.5 60 
120 

100.00±0.00a 
100.00±0.00a 

100.00±0.00a 
100.00±0.00a 

100.00±0.00a 
70.00±10.00b 

100.00±0.00a 
70.00±10.00b 

100.00±0.00a 
70.00±10.00b 

100.00±0.00a 
70.00±10.00b 

1.0 60 
120 

100.00±0.00a 
100.00±0.00a 

96.67±5.77a 
16.67±5.77b 

96.67±5.77a  
16.67±5.77c 

96.67±5.77a  
6.67±5.77c 

96.67±5.77ab  
6.67±5.77c 

96.67±5.77ab  
6.67±5.77c 

1.5 60 
120 

100.00±0.00a 
93.33±5.77ab 

10.00±5.77bc 
6.67±5.77c 

3.33±5.77d 
0.00±0.00d 

0.00±0.00c 
0.00±0.00c 

0.00±0.00c 
0.00±0.00c 

0.00±0.00c 
0.00±0.00c 

2.0 60 
120 

93.33±11.54ab 
86.67±11.54b 

6.67±5.77c 
6.67±5.77c 

0.00±0.00d 
0.00±0.00d 

0.00±0.00c 
0.00±0.00c 

0.00±0.00c 
0.00±0.00c 

0.00±0.00c 
0.00±0.00c 

F-test  ** ** ** ** ** ** 
CV%  5.62 7.51 9.18 8.62 8.62 8.62 

1/ค่าเฉล่ียท่ีมีอกัษรก ากบัต่างกนัในแนวตั้ง มีความแตกต่างกนัอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ เม่ือเปรียบเทียบโดยวิธี Duncan’s New Multiple Test ท่ีระดบัความเช่ือมัน่ 95% 
ns ไม่มีความแตกต่างอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ **มีความแตกต่างอยา่งมีนยัส าคญัยิง่ทางสถิติ

30 
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ตำรำงที่ 4.2 ผลของความเขม้ขน้และระยะเวลาการแช่สารละลาย EMS ของเบญจมาศสายพนัธ์ุวิวิคต่อความกวา้ง   
ความยาวของแคลลสั เปอร์เซ็นตก์ารเกิดยอด จ านวนยอด/แคลลสั ภายหลงัการเล้ียงเป็นระยะเวลา  
12 สปัดาห์ 

    ขนาดแคลลสั   
  ความกวา้ง 

(ซม.) (±SE)1/ 
ความยาว 

(ซม.) (±SE)1/ 
เปอร์เซ็นตก์ารเกิด

ยอด (±SE)1/ 
จ านวนยอด/

แคลลสั (±SE)1/ 
EMS (%) 0 1.31±0.17a 1.31±0.17a 71.66±11.69a 1.70±0.16a 

 0.5 1.17±0.23a 1.17±0.23a 55.00±5.47b 1.35±0.12b 
 1.0 0.86±0.56b 0.86±0.56b 46.67±5.16c 1.10±0.10c 
 1.5 0.00±0.00c 0.00±0.00c 0.00±0.00d 0.00±0.00d 
 2.0 0.00±0.00c 0.00±0.00c 0.00±0.00d 0.00±0.00d 

F-test  ** ** ** ** 
ระยะเวลา 
(นาที) 

60 0.90±0.61a 0.90±0.61a 36.67±32.87a 0.84±0.74 
120 0.51±0.53b 0.51±0.53b 32.67±28.90b 0.81±0.72 

F-test  ** ** ** ns 
EMS (%) ระยะเวลา 

(นาที) 
    

0 60 
120 

1.45±0.12a 
1.17±0.07bc 

1.51±0.13a 
1.23±0.10ab 

76.67±15.27a 
66.67±5.77ab 

1.73±0.20a 
1.66±0.15a 

0.5 60 
120 

1.34±0.03ab 
1.01±0.23c 

1.39±0.03a 
1.06±0.26b 

56.67±5.77bc 
53.33±5.77cd 

1.36±0.11b 
1.33±0.15b 

1.0 60 
120 

1.32±0.12ab 
0.40±0.36d 

1.41±0.09a 
0.40±0.36c 

50.00±0.00cd 
43.33±5.77d 

1.13±0.05c 
1.06±0.15c 

1.5 60 
120 

0.00±0.00e 
0.00±0.00e 

0.00±0.00d 
0.00±0.00d 

0.00±0.00d 
0.00±0.00d 

0.00±0.00d 
0.00±0.00d 

2.0 60 
120 

0.00±0.00e 
0.00±0.00e 

0.00±0.00d 
0.00±0.00d 

0.00±0.00d 
0.00±0.00d 

0.00±0.00d 
0.00±0.00d 

F-test  ** ** ** ** 
CV%  21.30 20.99 17.46 13.73 

1/ค่าเฉล่ียท่ีมีอกัษรก ากบัต่างกนัในแนวตั้ง มีความแตกต่างกนัอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ เม่ือเปรียบเทียบโดยวิธี Duncan’s New 
Multiple Test ท่ีระดบัความเช่ือมัน่ 95%  
ns ไม่มีความแตกต่างอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ **มีความแตกต่างอยา่งมีนยัส าคญัยิง่ทางสถิติ 
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       4.1.4  ควำมสูงต้น และจ ำนวนใบเบญจมำศในสภำพปลอดเช้ือ รุ่น M1 และ M2 

                  หลงัจากการแช่แคลลสัของเบญจมาศสายพนัธ์ุวิวิค ท่ีระดบัความเขม้ขน้ 0, 0.5, 1, 1.5 

และ 2 เปอร์เซ็นต ์ระยะเวลา 60 และ 120 นาที และน ามาเล้ียงบนอาหารสูตร MS ท่ีเติมสารควบคุม

การเจริญเติบโต NAA 2 มิลลิกรัมต่อลิตร และ kinetin 4 มิลลิกรัมต่อลิตร เม่ือเวลาผา่นไป 1 เดือน 

ยอดจะพฒันาไปเป็นตน้ น าตน้ท่ีไดม้าตดับริเวณขอ้ และน าไปเล้ียงบนอาหารสูตร MS ท่ีปราศจาก

สารควบคุมการเจริญเติบโต จะได้ต้นในรุ่น M1 พบว่าต้นเบญจมาศท่ีได้รับความเข้มข้นของ

สารละลาย EMS 0, 0.5 และ 1 เปอร์เซ็นต ์ระยะเวลา 60 และ 120 นาที มีลกัษณะของล าตน้ และใบ

ไม่แตกต่างกัน โดยความสูงของต้น และใบพบว่ามีความแตกต่างกนัทางสถิติ และมีแนวโน้ม

เพิ่มข้ึนทุกๆ สัปดาห์ ล าตน้และใบมีสีเขียว ในสัปดาห์ท่ี 4 ก่อนท าการเปล่ียนอาหารพบวา่ความสูง

ตน้เฉล่ียสูงสุด 3.99 เซนติเมตร และจ านวนใบมากท่ีสุด 7.43 ใบ คือตน้เบญจมาศท่ีได้รับความ

เขม้ขน้ของสารละลาย EMS 0.5 เปอร์เซ็นต ์ระยะเวลา 60 นาที (ภาพท่ี 4.2B), (ตารางท่ี 4.3) เม่ือตน้

รุ่น M1 เจริญเติบโตเป็นระยะเวลา 1 เดือนท าการเปล่ียนอาหารโดยการตดัส่วนขอ้และน าไปเล้ียง

บนอาหารสูตร MS ท่ีปราศจากสารควบคุมการเจริญเติบโต จะได้ตน้ในรุ่น M2 ซ่ึงจะพบว่าต้น

เบญจมาศท่ีได้รับความเข้มข้นของสารละลาย EMS 0, 0.5 และ 1 เปอร์เซ็นต์ ระยะเวลา 60  

และ 120 นาที มีลกัษณะของตน้ และใบไม่แตกต่างกนั โดยความสูงของตน้และใบพบวา่มีแนวโนม้

เพิ่มข้ึนทุกๆ สัปดาห์ ล าต้นและใบมีสีเขียว ในสัปดาห์ท่ี 4 พบว่าความสูงต้นเฉล่ียสูงสุด  

3.94 เซนติเมตร และจ านวนใบมากท่ีสุด 7.46 ใบ คือต้นเบญจมาศท่ีได้รับความเข้มข้นของ

สารละลาย EMS 0.5 เปอร์เซ็นต ์ระยะเวลา 60 นาที (ภาพท่ี 4.2H), (ตารางท่ี 4.3) 
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ภำพที ่4.2 ตน้เบญจมาศพนัธ์ุววิคิรุ่น M1 (A-F) และ M2 (G-L) ตามล าดบั ในสภาพปลอดเช้ือท่ีเล้ียงบนอาหาร MS 
เป็นระยะเวลา 4 สัปดาห์ ท่ีระดบัความเขม้ของสารละลาย EMS และระยะเวลาในการแช่สาร (A),(G)  
ตน้ควบคุม 0% 60 นาที (B),(H) 0.5% 60 นาที (C),(I) 1% 60 นาที (D),(J) ตน้ควบคุม 0% 120 นาที 
(E),(K) 0.5% 120 นาที และ (F),(L) 1% 120 นาที  
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ตำรำงที่ 4.3 แสดงความสูงตน้ และจ านวนใบ ของเบญจมาศสายพนัธ์ุวิวิครุ่น M1 และรุ่น M2 ท่ีเล้ียงบนอาหาร 
MS เป็นระยะเวลา  4 สปัดาห์ 

1/ค่าเฉล่ียท่ีมีอกัษรก ากบัต่างกนัในแนวตั้ง มีความแตกต่างกนัอย่างมีนัยส าคญัทางสถิติ เม่ือเปรียบเทียบโดยวิธี Duncan’s New 
Multiple Test ท่ีระดบัความเช่ือมัน่ 95% 
ns ไม่มีความแตกต่างอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ *มีความแตกต่างอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ  
**มีความแตกต่างอยา่งมีนยัส าคญัยิง่ทางสถิติ 
  

  ตน้เบญจมาศรุ่น M1 (±SE)1/ ตน้เบญจมาศรุ่น M2 (±SE)1/ 

  ความสูงตน้ (ซม.)  จ านวนใบ  ความสูงตน้ (ซม.)  จ านวนใบ  

EMS (%) 0 3.80±0.11 7.00±0.58 2.80±0.05b 5.23±0.08b 
 0.5 3.88±0.13 7.00±0.12 3.92±0.06a 7.03±0.45a 
 1.0 3.84±0.13 7.05±0.12 3.92±0.05a 7.41±0.19a 

F-test  ns ns ** ** 
ระยะเวลา 
(นาที) 

60 3.93±0.10a 7.71±0.25a 3.57±0.54 6.68±1.00 
120 3.75±0.07b 6.85±0.33b 3.53±0.57 6.53±1.08 

F-test  ** ** ns ns 
EMS (%) ระยะเวลา 

(นาที) 
    

0 60 
120 

3.87±0.14abc 
3.74±0.00c 

7.00±0.20ab 
6.56±0.51b 

2.84±0.01b 
2.77±0.06b 

5.26±0.05b 
5.20±0.10b 

0.5 60 
120 

3.99±0.05a 
3.78±0.09bc 

7.43±0.20a 
7.00±0.00ab 

3.94±0.08a 
3.91±0.03a 

7.46±0.25a 
7.36±0.15a 

1.0 60 
120 

3.93±0.08ab 
3.74±0.09c 

7.10±0.17a 
7.00±0.00ab 

3.93±0.03a 
3.91±0.08a 

7.13±0.20a 
6.93±0.66a 

F-test  * * ** * 
CV%  2.33 3.57 1.64 4.76 
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       4.1.5  ควำมกว้ำง ควำมยำว จ ำนวนคลอโรพลำสต์ของปำกใบ และปริมำณคลอโรฟิลล์ 

     น าใบท่ีอยู่ในสภาพปลอดเช้ืออายุ 8 สัปดาห์มาวดัขนาดความกวา้งของปากใบต้น

เบญจมาศท่ีไดรั้บสารละลาย EMS ความเขม้ขน้ 0, 0.5 และ 1 เปอร์เซ็นต์ ระยะเวลา 60 และ 120 

นาที พบวา่ขนาดความกวา้งของปากใบไม่มีความแตกต่างกนัทางสถิติส่วนใหญ่จะมีความกวา้งโดย

เฉล่ียประมาณ 25-28 ไมโครเมตร และตน้ท่ีได้รับสารละลาย EMS ความเขม้ขน้ 0.5 เปอร์เซ็นต์ 

ระยะเวลา 60 นาที มีความกวา้งของปากใบมากท่ีสุด 28.70 ไมโครเมตร แต่ขนาดความยาวของปาก

ใบมีความแตกต่างกันทางสถิติโดยต้นท่ีได้รับสารละลาย EMS ความเข้มข้น 0.5 เปอร์เซ็นต์ 

ระยะเวลา 60 นาที มีขนาดความยาวของปากใบมากท่ีสุด 60.70 ไมโครเมตร (ภาพท่ี 4.3B), (ตาราง

ท่ี 4.4) จ  านวนคลอโรพลาสต์ต่อปากใบไม่มีความแตกต่างกนัทางสถิติส่วนใหญ่จะมีปริมาณเม็ด

คลอโรพลาสต์โดยเฉล่ียประมาณ 26-29 เม็ดต่อปากใบ  แต่จะพบว่าจ านวนคลอโรพลาสต์มีมาก

ท่ีสุด 29.25 เม็ดต่อปากใบ คือตน้ท่ีไดรั้บสารละลาย EMS ความเขม้ขน้ 0.5 เปอร์เซ็นต์ ระยะเวลา  

60 นาที (ภาพท่ี 4.3B), (ตารางท่ี 4.4) จากการศึกษาปริมาณคลอโรฟิลล์เอและบี พบว่าปริมาณ

คลอโรฟิลล์เอมีความแตกต่างกนัทางสถิติโดยตน้เบญจมาศท่ีไดรั้บสารละลาย EMS ความเขม้ขน้ 

0.5 เปอร์เซ็นต์ ระยะเวลา 60 นาที มีปริมาณคลอโรฟิลล์เอมากท่ีสุด 118.50 มิลลิกรัม/น ้ าหนกัสด  

และต้นเบญจมาศท่ีได้รับสารละลาย EMS ความเข้มข้น 0 เปอร์เซ็นต์ ระยะเวลา 120 นาที  

(ตน้ควบคุม) มีปริมาณคลอโรฟิลล์เอน้อยท่ีสุด 33.10 มิลลิกรัม/น ้ าหนักสด ส่วนคลอโรฟิลล์บีมี

ความแตกต่างกนัทางสถิติโดยตน้เบญจมาศท่ีไดรั้บสารละลาย EMS ความเขม้ขน้ 0.5 เปอร์เซ็นต์ 

ระยะเวลา 60 นาที มีปริมาณคลอโรฟิลล์บีมากท่ีสุด 50.57 มิลลิกรัม/น ้ าหนกัสด  และตน้เบญจมาศ

ท่ีไดรั้บสารละลาย EMS ความเขม้ขน้ 0.5 เปอร์เซ็นต ์ระยะเวลา 120 นาที มีปริมาณคลอโรฟิลล์บี

นอ้ยท่ีสุด 9.90 มิลลิกรัม/น ้าหนกัสด (ตารางท่ี 4.5) 
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ภำพที่ 4.3 ขนาดของปากใบและจ านวนคลอโรพลาสต์ของตน้เบญจมาศสายพนัธ์ุวิวิคในสภาพปลอดเช้ือท่ีเล้ียง
บนอาหาร MS เป็นระยะเวลา 8 สัปดาห์ ท่ีระดบัความเขม้ของสารละลาย EMS และระยะเวลาในการ
แช่สาร (A) ตน้ควบคุม 0% 60 นาที (B) 0.5% 60 นาที (C) 1% 60 นาที (D) ตน้ควบคุม 0% 120 นาที 
(E) 0.5% 120 นาที และ (F) 1% 120 นาที (bar = 10 µm) 

  

A

1 

         

10 µm B

1 

 

10 µm 

C 

 

10 µm D 

 

10 µm 

E 

 

10 µm F 

 

10 µm 
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ตำรำงที ่4.4 ผลของความเขม้ขน้และระยะเวลาการแช่สารละลาย EMS ต่อขนาดของปากใบ และจ านวน 
                    คลอโรพลาสตเ์บญจมาศสายพนัธ์ุววิคิ ภายหลงัการเล้ียงเป็นระยะเวลา 8 สปัดาห์ 

  ขนาดปากใบ (±SE)1/ จ านวนคลอโร 
พลาสต/์ปากใบ 

(±SE)1/ 
  ความกวา้ง (µM) ความยาว (µM) 

EMS (%) 0 26.95±3.39 47.08±4.80b 28.01±3.45 
 0.5 27.88±1.89 56.43±5.86a 27.73±1.86 
 1.0 27.10±2.15 49.76±7.83b 29.01±0.96 

F-test  ns ** ns 
ระยะเวลา 
(นาที) 

60 
120 

27.84±1.23 
26.78±3.24 

55.05±6.85a 
47.13±5.18b 

29.03±2.72 
27.47±1.44 

F-test  ns ** ns 
EMS (%) ระยะเวลา 

(นาที) 
   

0 60 
120 

27.39±1.62 
26.51±5.05 

48.99±3.85bc 
45.17±5.64c 

28.55±2.33 
26.83±1.64 

0.5 60 
120 

28.70±0.93 
28.33±2.72 

60.70±4.34a 
52.17±3.54abc 

29.25±4.78 
26.76±0.65 

1.0 60 
120 

27.43±0.95 
25.50±1.73 

55.47±7.13ab 
44.05±2.20c 

29.20±1.03 
28.83±1.06 

F-test  ns ** ns 
CV%  9.49 9.24 8.38 

1/ค่าเฉล่ียท่ีมีอกัษรก ากบัต่างกนัในแนวตั้ง มีความแตกต่างกนัอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ เม่ือเปรียบเทียบโดยวิธี Duncan’s New 
Multiple Test ท่ีระดบัความเช่ือมัน่ 95% 
ns ไม่มีความแตกต่างอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ **มีความแตกต่างอยา่งมีนยัส าคญัยิง่ทางสถิติ 
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ตำรำงที ่4.5 ผลของความเขม้ขน้และระยะเวลาการแช่สารละลาย EMS ต่อปริมาณคลอโรฟิลลเ์บญจมาศสายพนัธ์ุ 
                    วิวคิภายหลงัการเล้ียงเป็นระยะเวลา 8 สปัดาห์ 

ปริมาณคลอโรฟิลล ์(มิลลิกรัม/น ้ าหนกัสด) (±SE)1/ 

  คลอโรฟิลลเ์อ คลอโรฟิลลบี์ 
EMS (%) 0 60.47±30.13a 30.23±13.33a 

 0.5 78.95±43.34ab 30.24±22.62ab 
 1.0 54.98±22.90b 21.37±15.85b 

F-test  * * 
ระยะเวลา  
(นาที) 

60 
120 

67.82±39.17 
61.78±27.42 

30.20±20.60 
24.36±13.54 

F-test  ns ns 
EMS (%) ระยะเวลา (นาที)   

0 60 
120 

87.84±4.45b 
33.10±1.81c 

29.51±20.98ab 
30.96±1.47ab 

0.5 60 
120 

118.50±2.56a 
39.40±2.15b 

50.57±6.14a 
9.90±0.98b 

1.0 60 
120 

51.87±8.30c 
58.10±34.83c 

10.52±3.94b 
32.23±16.10a 

F-test  ** ** 
CV%  22.86 41.15 

1/ค่าเฉล่ียท่ีมีอกัษรก ากบัต่างกนัในแนวตั้ง มีความแตกต่างกนัอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ เม่ือเปรียบเทียบโดยวิธี Duncan’s New 
Multiple Test ท่ีระดบัความเช่ือมัน่ 95% 
ns ไม่มีความแตกต่างอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ  *มีความแตกต่างอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ  
**มีความแตกต่างอยา่งมีนยัส าคญัยิง่ทางสถิติ 
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       4.1.6  กำรย้ำยปลูกเบญจมำศสำยพนัธ์ุววิคินอกสภำพปลอดเช้ือ 

        การยา้ยปลูกเบญจมาศนอกสภาพปลอดเช้ือโดยน าตน้เบญจมาศในสภาพปลอดเช้ือ 

รุ่น M2 ย ้ายออกปลูกจ านวน 20 ต้นต่อ 1 ทรีทเมนต์ท าได้โดยน าต้นเบญจมาศท่ีมีรากและ

เจริญเติบโตประมาณ 4-5 สัปดาห์ในสภาพปลอดเช้ือน ามาปรับตวัให้เขา้กบัสภาพแวดล้อมทาง

ธรรมชาติ 2-3 วนั โดยการยา้ยมาเล้ียงท่ีอุณหภูมิห้อง หลงัจากนั้นให้ยา้ยตน้เบญจมาศออกจากขวด 

ท าการลา้งวุน้ท่ีติดกบัรากให้สะอาดเตรียมมะพร้าวสับเพื่อใชเ้ป็นวสัดุปลูก และน าตน้เบญจมาศท่ี

ลา้งวุน้สะอาดแลว้ปลูกลงในวสัดุท่ีเตรียมไว ้รดน ้ าให้ชุ่ม ใช้ถุงพลาสติกคลุมกระถาง เพื่อให้ตน้

เบญจมาศค่อยๆ ปรับตวั น าไปวางในท่ีมีแสง แต่ไม่ตอ้งโดนแดดเพราะจะท าให้ตน้เบญจมาศตาย 

เม่ือผา่นไป 1 สัปดาห์ใหเ้จาะรูท่ีถุงพลาสติกเพื่อใหต้น้เบญจมาศมีอากาศถ่ายเท พอตน้เบญจมาศเร่ิม

สร้างใบใหม่ให้เตรียมยา้ยปลูกในดินผสมมะพร้าวสับ อตัราส่วน 1:1 เร่ิมใส่ปุ๋ยสูตร 16-16-16 ใน

สัปดาห์ท่ี 2 หลงัจากเล้ียงตน้เบญจมาศเป็นระยะเวลา 1 สัปดาห์ พบว่าอตัราการรอดชีวิตของตน้

เบญจมาศโดยส่วนใหญ่มีอตัราการรอดชีวิต 100 เปอร์เซ็นต์ จะมีตน้เบญจมาศท่ีตาย เน่ืองจากมี

แมลงศตัรูพืชเขา้ท าลาย และบางกระถางมีน ้ าขงั ท าให้ราก และล าตน้เน่าตายท าให้มีอตัราการรอด

ชีวิต 95.23 เปอร์เซ็นต ์(ตารางท่ี 4.6) ภายหลงัจากการเล้ียงเป็นระยะเวลา 7 สัปดาห์ ตน้เบญจมาศท่ี

ไดรั้บสารละลาย EMS ความเขม้ขน้ 0, 0.5 และ 1 เปอร์เซ็นต ์ระยะเวลา 60 และ 120 นาที ความสูง

ตน้ และจ านวนใบ มีแนวโนม้เพิ่มข้ึนในทุกๆ สัปดาห์ แต่ไม่มีความแตกต่างทางสถิติ ลกัษณะล าตน้

มีสีเขียว (ภาพท่ี 4.4) ใบเป็นรูปใบหอกปลายแหลมหรือบางใบค่อนขา้งกลม เส้นกลางใบและเส้น

แขนงใบสีเขียวอ่อนเห็นไดช้ดั ผิวใบดา้นบนมีสีเขียวเขม้ ผิวใบดา้นล่างสีเขียวอ่อน (ภาพท่ี 4.5) ใน

สัปดาห์ท่ี 7 ตน้เบญจมาศเร่ิมมีการออกดอก พบวา่จ านวนดอกของแต่ละตน้ไม่แตกต่างกนัทางสถิติ 

โดยเฉล่ียแลว้มีจ านวนดอก 6-8 ดอกต่อตน้ เม่ือถึงสัปดาห์ท่ี 11 ดอกจะมีลกัษณะบานเต็มท่ี มีขนาด

ดอกไม่แตกต่างกนัทางสถิติ โดยขนาดของดอกโดยเฉล่ีย 2 เซนติเมตรวดัจากเส้นผา่นศูนยก์ลางของ

ดอก (ตารางท่ี 4.7)  ส าหรับตน้ท่ีไดรั้บความเขม้ขน้ของสารละลาย EMS 0.5 เปอร์เซ็นต ์ระยะเวลา 

60 นาที มีความสูงตน้ จ านวนใบ จ านวนดอก และขนาดดอกมากท่ีสุด 22.69 เซนติเมตร, 18.38 ใบ, 

8.14 ดอก และ 2.16 เซนติเมตร ตามล าดับ และต้นท่ีได้รับความเข้มข้นของสารละลาย EMS  

0 เปอร์เซ็นต ์ระยะเวลา 60 นาที (ตน้ควบคุม) มีความสูงตน้ จ านวนใบ จ านวนดอก และขนาดดอก

น้อยท่ีสุด 20.01 เซนติเมตร, 17.09 ใบ, 6.66 ดอก และ 1.82 เซนติเมตร ตามล าดบั (ตารางท่ี 4.7) 

สุดทา้ยพบว่าลกัษณะของดอกในทรีทเมนต์ท่ีไดรั้บสารสารละลาย EMS ระยะเวลา 60 นาที และ 

120 นาที มีลกัษณะแตกต่างจากตน้ท่ีไม่ไดรั้บสารละลาย EMS ดงัน้ี ตน้ท่ีไม่ไดรั้บสารละลาย EMS  

ลกัษณะของดอกเป็นประเภท single โดยมีกลีบดอกของดอกย่อยวงนอกสีขาว บานเรียงซ้อนกนั  
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2-3 ชั้น กลีบดอกของดอกยอ่ยวงในมีสีเขียว ไม่มีการพฒันา แต่รวมกนัเป็นกระจุกตรงใจกลางดอก 

(ภาพท่ี 4.6A) ตน้ท่ีไดรั้บสารละลาย EMS ความเขม้ขน้ 0.5 เปอร์เซ็นต ์ระยะเวลา 60 นาที ลกัษณะ

ของดอกเป็นประเภท single โดยมีกลีบดอกของดอกย่อยวงนอกสีขาว บานเรียงซ้อนกนั 2 ชั้น  

กลีบดอกของดอกยอ่ยวงในมีสีเขียว มีลกัษณะกลม ไม่มีการพฒันา อยู่ตรงใจกลางดอก พบ 1 ตน้ 

จากทั้งหมด 20 ตน้ คิดเป็น 5 เปอร์เซ็นต์ (ภาพท่ี 4.6B) ตน้ท่ีไดรั้บสารละลาย EMS ความเขม้ขน้  

1 เปอร์เซ็นต์ ระยะเวลา 60 นาที ลักษณะของดอกเป็นประเภท single โดยมีกลีบดอกของดอก 

ยอ่ยวงนอกสีขาว และสีเหลืองบานเรียงซอ้นกนั 2 ชั้น กลีบดอกของดอกยอ่ยวงในมีสีเขียว ไม่มีการ

พฒันา แต่รวมกนัเป็นกระจุกตรงใจกลางดอก (ภาพท่ี 4.6C)  และมีกลีบดอกของดอกย่อยวงนอก 

สีเหลืองบานเรียงซอ้นกนั 2 ชั้น กลีบดอกของดอกยอ่ยวงในมีสีเขียว ไม่มีการพฒันา แต่รวมกนัเป็น

กระจุกตรงใจกลางดอก พบ 1 ตน้ จากทั้งหมด 20 ตน้ คิดเป็น 5 เปอร์เซ็นต ์(ภาพท่ี 4.6D) และตน้ท่ี

ได้รับสารละลาย EMS ความเข้มข้น 0.5 เปอร์เซ็นต์ ระยะเวลา 120 นาที ลักษณะของดอกเป็น

ประเภท single โดยมีกลีบดอกของดอกย่อยวงนอกสีขาว บานเรียงซ้อนกัน 2 ชั้น กลีบดอกมี

ลกัษณะเรียวยาวบริเวณปลายกลีบ กลีบดอกของดอกยอ่ยวงในมีสีเขียว ไม่มีการรพฒันา แต่รวมกนั

เป็นกระจุกตรงใจกลางดอก พบ 1 ตน้ จากทั้งหมด 20 ตน้ คิดเป็น 5 เปอร์เซ็นต์ (ภาพท่ี 4.6E และ 

4.6F) 

หลงัจากยา้ยปลูกเบญจมาศสายพนัธ์ุวิวิคนอกสภาพปลอดเช้ือท่ีจงัหวดัเชียงใหม่พบว่าดอก

เบญจมาศท่ีไม่ได้รับสารละลาย EMS ในบางตน้ท่ีสุ่มเลือกมาปลูกนั้นมีลกัษณะแตกต่างกนั คือ 

ลกัษณะของดอกเป็นประเภท single โดยมีกลีบดอกของดอกย่อยวงนอกสีขาว บานเรียงซ้อนกนั  

2-3 ชั้น กลีบดอกของดอกยอ่ยวงในมีสีเขียว ไม่มีการพฒันา แต่รวมกนัเป็นกระจุกตรงใจกลางดอก 

(ภาพท่ี 4.7A)  และมีการเปล่ียนแปลงลกัษณะของดอกจากประเภท single เป็นประเภท pompon 

โดยกลีบดอกของดอกยอ่ยวงนอกมีสีขาว มีลกัษณะสั้น และกวา้ง โคง้เขา้หาใจกลางดอก กลีบดอก

บานเรียงซ้อนกันเป็นชั้ นๆ เม่ือดอกบานจะไม่เห็นดอกย่อยวงใน ท าให้ดอกมีลักษณะกลม  

พบ 1 ตน้ จากทั้งหมด 20 ตน้ คิดเป็น 5 เปอร์เซ็นต์ (ภาพท่ี 4.7B) ตน้เบญจมาศท่ีไดรั้บสารละลาย 

EMS ความเขม้ขน้ 0.5 เปอร์เซ็นต์ท่ีระยะเวลา 60 นาที มีการเปล่ียนแปลงลกัษณะของดอกจาก

ประเภท single เป็นประเภท pompon โดยกลีบดอกของดอกย่อยวงนอกมีสีขาว มีลกัษณะสั้น และ

กวา้ง โคง้เขา้หาใจกลางดอก กลีบดอกบานเรียงซอ้นกนัเป็นชั้นๆ เม่ือดอกบานจะไม่เห็นดอกยอ่ยวง

ใน ท าให้ดอกมีลักษณะกลม ตรงใจกลางดอกพบเกสรสีเหลือง พบ 1 ต้น จากทั้งหมด 20 ต้น  

คิดเป็น 5 เปอร์เซ็นต ์(ภาพท่ี 4.7C) ตน้เบญจมาศท่ีไดรั้บสารละลาย EMS ความเขม้ขน้ 1 เปอร์เซ็นต ์

ท่ีระยะเวลา 60 นาที มีการเปล่ียนแปลงลกัษณะของดอกจากประเภท single เป็นประเภท pompon 
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โดยกลีบดอกของดอกยอ่ยวงนอกมีสีขาว มีลกัษณะสั้น และกวา้ง โคง้เขา้หาใจกลางดอก กลีบดอก

บานเรียงซ้อนกนัเป็นชั้นๆ กลีบดอกของดอกย่อยวงในมีสีเขียว ไม่มีการพฒันา แต่รวมกนัเป็น

กระจุกตรงใจกลางดอก พบ 1 ตน้ จากทั้งหมด 20 ตน้ คิดเป็น 5 เปอร์เซ็นต ์(ภาพท่ี 4.7D ) และอีก

หน่ึงลกัษณะท่ีพบคือกลีบดอกของดอกยอ่ยวงนอกมีสีขาว ลกัษณะสั้น และกวา้ง โคง้เขา้หาใจกลาง

ดอก กลีบดอกบานเรียงซอ้นกนัเป็นชั้นๆ เม่ือดอกบานจะไม่เห็นดอกยอ่ยวงใน ท าใหด้อกมีลกัษณะ

กลม ตรงใจกลางดอกพบเกสรสีเหลือง  พบ 1 ต้น จากทั้ งหมด 20 ต้น คิดเป็น 5 เปอร์เซ็นต ์

(ภาพท่ี 4.7E) 

 

     

     

ภำพที่ 4.4 ต้นเบญจมาศพันธ์ุวิวิค รุ่น M2 หลังจากยา้ยปลูกเป็นระยะเวลา 4 สัปดาห์ ท่ีระดับความเข้มข้น
สารละลาย EMS และระยะเวลาในการแช่สาร (A) ตน้ควบคุม 0% 60 นาที (B) 0.5% 60 นาที (C) 1% 
60 นาที (D) ตน้ควบคุม 0% 120 นาที  (E) 0.5% 120 นาที และ (F) 1% 120 นาที  

  

A 

 

D 

 

B 

 

E 

 

C 

 

F 
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ภำพที ่4.5 ลกัษณะของใบเบญจมาศสายพนัธ์ุวิวคิหลงัจากยา้ยปลูกเป็นระยะเวลา 4 สปัดาห์ ท่ีระดบัความเขม้ของ
สารละลาย EMS และระยะเวลาในการแช่สาร (A) ตน้ควบคุม 0% 60 นาที (B) 0.5% 60 นาที (C) 1% 
60 นาที (D) ตน้ควบคุม 0% 120 นาที (E) 0.5% 120 นาที และ (F) 1% 120 นาที 

 

 
ภำพที่ 4.6 ลกัษณะของดอกเบญจมาศพนัธ์ุวิวิคหลงัจากยา้ยปลูกเป็นระยะเวลา 11 สัปดาห์ ท่ีระดบัความเขม้ของ

สารละลาย EMS และระยะเวลาในการแช่สาร (A) ตน้ควบคุม 0% 60 และ 120 นาที (B) 0.5% 60 นาที 
(C,D) 1% 60 นาที และ (E,F)  0.5% 120 นาที 

A 

 

B 

 

C 

 

D 

 

E 

 

F 

 

A 

 

D 

 

E 

 

B 

 

C 

 

F 

 

1 CM 

1 CM 1 CM 

1 CM 1 CM 

1 CM 



43 

 

 

 

 

 

             

             

ภำพที่ 4.7 ลกัษณะของดอกเบญจมาศพนัธ์ุวิวิคหลงัจากยา้ยปลูกเป็นระยะเวลา 11 สัปดาห์ ท่ีจังหวดั
เชียงใหม่ ท่ีระดบัความเขม้ของสารละลาย EMS และระยะเวลาในการช่สาร (A) ตน้ควบคุม 
0% 60 นาที (B) 0% 60 นาที (C) 0.5% 60 นาที และ (D, E) 1%  60 นาที  

 

B 

 

C 

 

D 

D

D 

 

 

1 CM 1 CM 

1 CM 1 CM 

1 CM 
A 

 

E 

 



 

    

 ตำรำงที ่4.6 แสดงอตัราการรอดชีวติหลงัจากยา้ยปลูกเบญจมาศสายพนัธ์ุววิคิ เป็นระยะเวลา 7 สปัดาห์    
อตัราการรอดชีวติ (เปอร์เซ็นต)์  (±SE)1/ 

อาย ุ(สปัดาห์) 
  1 2 3 4 5 6 7 

EMS (%) 0 100.00±0.00 97.61±15.43 97.61±15.43 97.61±15.43 97.61±15.43 97.61±21.55 97.61±21.55 
 0.5 100.00±0.00 98.41±12.59 100.00±0.00 100.00±0.00 100.00±0.00 100.00±0.00 100.00±0.00 
 1.0 100.00±0.00 100.00±0.00 100.00±0.00 100.00±0.00 100.00±0.00 100.00±0.00 97.61±0.00 

F-test  ns ns ns ns ns ns ns 
ระยะเวลา
(นาที) 

60 100.00±0.00 98.41±12.59 98.41±12.59 98.41±12.59 100.00±0.00 96.82±17.67 96.82±17.67 
120 100.00±0.00 100.00±0.00 100.00±0.00 100.00±0.00 100.00±0.00 100.00±0.00 100.00±0.00 

F-test  ns ns ns ns ns ns ns 
EMS (%) ระยะเวลา 

(นาที) 

       

0 60 
120 

100.00±0.00 
100.00±0.00 

95.23±21.82 
100.00±0.00 

95.23±21.82 
100.00±0.00 

95.23±21.82 
100.00±0.00 

95.23±21.82 
100.00±0.00 

95.23±17.67 
100.00±0.00 

95.23±17.67 
100.00±0.00 

0.5 60 
120 

100.00±0.00 
100.00±0.00 

100.00±0.00 
100.00±0.00 

100.00±0.00 
100.00±0.00 

100.00±0.00 
100.00±0.00 

100.00±0.00 
100.00±0.00 

100.00±0.00 
100.00±0.00 

100.00±0.00 
100.00±0.00 

1.0 60 
120 

100.00±0.00 
100.00±0.00 

100.00±0.00 
100.00±0.00 

100.00±0.00 
100.00±0.00 

100.00±0.00 
100.00±0.00 

100.00±0.00 
100.00±0.00 

100.00±0.00 
100.00±0.00 

95.23±0.00 
100.00±0.00 

F-test  ns ns ns ns ns ns ns 
CV%  0.00 8.97 8.97 8.97 8.97 12.80 12.80 

 1/ค่าเฉล่ียท่ีมีอกัษรก ากบัต่างกนัในแนวตั้ง มีความแตกต่างกนัอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ เม่ือเปรียบเทียบโดยวิธี Duncan’s New Multiple Test ท่ีระดบัความเช่ือมัน่ 95% 
        ns ไม่มีความแตกต่างอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ. 
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ตำรำงที่ 4.7 แสดงความสูง จ านวนใบ จ านวนดอก และขนาดของดอกเบญจมาศสายพนัธ์ุวิวิค หลงัจากยา้ยปลูก 
เป็นระยะเวลา 7 สปัดาห์   

  ความสูงตน้ 
(ซม.) (±SE)1/ 

จ านวนใบ
(±SE)1/ 

จ านวนดอก 
 (±SE)1/ 

ขนาดของดอก
(ซม.) (±SE)1/ 

EMS (%) 0 20.61±6.31 17.26±4.67 6.88±3.58 1.99±0.49 
0.5 21.56±3.12 17.83±1.69 7.40±2.54 2.12±0.36 

 1.0 21.63±4.59 17.78±3.51 7.45±2.74 1.99±0.34 
F-test  ns ns ns ns 

ระยะเวลา 
(นาที) 

60 21.43±6.45 17.52±4.53 7.42±3.09 1.97±0.48 
120 21.10±4.25 17.73±2.38 7.06±2.82 2.09±0.30 

F-test  ns ns ns ns 
EMS (%) ระยะเวลา 

(นาที) 
    

0 60 
120 

20.01±7.96 
21.21±3.86 

17.09±2.16 
17.42±6.12 

6.66±2.50  
6.80±2.47 

1.82±0.50 
2.12±0.49 

0.5 60 
120 

22.69±2.85 
20.43±2.90 

18.38±1.46 
17.71±1.53 

8.14±2.38  
6.95±3.98 

2.16±0.49 
2.13±0.18 

1.0 60 
120 

21.61±5.65 
21.66±3.15 

17.19±4.78 
17.95±1.78 

7.19±2.22  
7.71±2.74 

1.99±0.47 
1.99±0.14 

F-test  ns ns ns ns 
CV%  26.33 20.74 41.18 19.52 

1/ค่าเฉล่ียท่ีมีอกัษรก ากบัต่างกนัในแนวตั้ง มีความแตกต่างกนัอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ เม่ือเปรียบเทียบโดยวิธี Duncan’s New 
Multiple Test ท่ีระดบัความเช่ือมัน่ 95%  
ns ไม่มีความแตกต่างอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ 
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       4.1.7  กำรศึกษำควำมแปรปรวนทำงพันธุกรรมของเบญจมำศสำยพันธ์ุววิคิ ทีไ่ด้รับสำรละลำย 

EMS ทีค่วำมเข้มข้นและระยะเวลำทีแ่ตกต่ำงกนั ด้วยเทคนิค RAPD 

      จากการวิเคราะห์ความแปรปรวนทางพนัธุกรรมของเบญจมาศสายพนัธ์ุวิวิค ท่ีไดรั้บ
สารละลาย EMS ท่ีความเขม้ขน้และระยะเวลาท่ีแตกต่างกนัจ านวน 26 ตวัอยา่งท่ีมาจากทรีทเมนตท่ี์
ได้รับการคดัเลือกจากลักษณะทางสัณฐานวิทยาว่ามีความแตกต่างจากต้นควบคุม ดังต่อไปน้ี  
ต้นควบคุมท่ีชักน าให้เกิดต้นโดยผ่านการเกิดแคลลัสและไม่ได้ผ่านการแช่สารละลาย EMS,  
ตน้ควบคุมท่ีชกัน าให้เกิดตน้โดยไม่ไดผ้า่นการเกิดแคลลสัและไม่ไดผ้่านการแช่สารละลาย EMS 
และตน้ท่ีได้รับสารละลาย EMS ความเขม้ขน้ 0.5 และ 1 เปอร์เซ็นต์ ระยะเวลา 60 นาที  โดยน า 
ดีเอน็เอท่ีสกดัไดจ้ากตวัอยา่งทั้งหมดมาทดสอบดว้ยความแปรปรวนทางพนัธุกรรมโดยใชไ้พรเมอร์ 
RAPD จ านวน 28 ไพรเมอร์ (ตารางท่ี 4.8) พบว่ามีไพรเมอร์ท่ีสามารถให้ความแตกต่างของแถบ 
ดีเอ็นเอ 8 ไพรเมอร์ คือ OPA-07, OPA-08, OPB-07, OPF-06, OPF-08, OPF-13, OPF-14 และ  
OPF-18 ให้แถบดีเอ็นเอชดัเจนจ านวน 11, 10, 10, 11, 10, 8, 8 และ 8 แถบ ตามล าดบั ขนาดตั้งแต่  
250-2,000 คู่เบส (ภาพท่ี 4.8-4.15) โดยขนาดของแถบดีเอ็นเอต ่าสุด 250 bp ในไพรเมอร์ OPF-14 
(ภาพท่ี 4.14) และขนาดของแถบดีเอ็นเอสูงสุด 2,000 bp ในไพรเมอร์ OPF-06 (ภาพท่ี 4.11)  ให้
จ  านวนแถบดีเอน็เอทั้งหมด 78 แถบ และใหจ้  านวนแถบดีเอน็ท่ีมีความต่าง (Polymorphism) ทั้งหมด 
34 แถบ คิดเป็น 23.44 เปอร์เซ็นต ์มีค่าเฉล่ียของแถบดีเอ็นเอท่ีมีความต่างทั้งหมดเท่ากบั 4.25 แถบ
ต่อไพรเมอร์ โดยไพรเมอร์ท่ีใหแ้ถบดีเอน็เอท่ีมีความต่างมากท่ีสุดคือไพรเมอร์ OPF-13 8 แถบ ส่วน
ไพรเมอร์ท่ีใหแ้ถบดีเอน็เอท่ีมีความต่างนอ้ยท่ีสุด OPF-14 1 แถบ (ตารางท่ี 4.9)  
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ตำรำงที ่4.8 ชนิดและล าดบัเบสของไพรเมอร์อาร์เอพีดีท่ีใชต้รวจสอบความแปรปรวนของเบญจมาศสายพนัธ์ุววิคิ     
ท่ีไดรั้บสารละลาย EMS ท่ีความเขม้ขน้และระยะเวลาท่ีแตกต่างกนั 

Primer Sequence 
OPA-01 CAGGCCCTTC 
OPA-05 AGGGGTCTTG 
OPA-07 GAAACGGGTG 
OPA-08 GTGACGTAGG 
OPA-13 CAGCACCCAC 
OPA-15 TTCCGAACCC 
OPB-04 GGACTGGAGT 
OPB-07 GGTGACGCAG 
OPF-01 ACGGATCCTG 
OPF-02 GAGGATCCCT 
OPF-03 CCTGATCACC 
OPF-04 GGTGATCAGG 
OPF-05 CCGAATTCCC 
OPF-06 GGGAATTCGG 
OPF-07 CCGATATCCC 
OPF-08 GGGATATCGG 
OPF-09 CCAAGCTTCC 
OPF-10 GGAAGCTTGG 
OPF-11 TTGGTACCCC 
OPF-12 ACGGTACCAG 
OPF-13 GGCTGCAGAA 
OPF-14 TGCTGCAGGT 
OPF-15 CCAGTACTCC 
OPF-16 GGAGTACTGG 
OPF-17 AACCCGGGAA 
OPF-18 TTCCCGGGTT 
OPF-19 CCTCTAGACC 
OPF-20 GGTCTAGAGG 
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ภำพที ่4.8 จ านวนแถบดีเอน็เอท่ีเพ่ิมจ านวนไดจ้ากการใชไ้พรเมอร์ OPA-07 

 

 

ภำพที ่4.9 จ านวนแถบดีเอน็เอท่ีเพ่ิมจ านวนไดจ้ากการใชไ้พรเมอร์ OPA-08 

                 ช่อง M = 1Kb DNA Ladder 
                 ช่อง 1 และ 18 = Negative control 
                 ช่อง 2-5, 19-21 = EMS 0% 60 นาที 
                 ช่อง 6-13, 22, 23 = EMS 0.5% 60 นาที 
                 ช่อง 14-17, 24-25 = EMS 1% 60 นาที 
                 ช่อง 26 = ตน้ควบคุมท่ีผา่นการชกัน าใหเ้กิดแคลลสั 
                 ช่อง 27-28 = ตน้ควบคุมท่ีไม่ไดผ้า่นการชกัน าใหเ้กิดแคลลสั 
  

    M     1     2      3     4      5     6      7      8     9    10    11    12   13   14    15    16    17     M    18    19    20    21    22    23     24   25    26   27    28 

  

1,500 bp 
1,000 bp 

   500 bp 
   250 bp 

    M     1     2     3      4     5      6       7    8      9    10   11    12   13    14   15    16    17       M    18   19    20    21   22    23    24   25   26    27   28 

  

 
1,500 bp 

1,000 bp 
   500 bp 
   250 bp 
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ภำพที ่4.10 จ านวนแถบดีเอน็เอท่ีเพ่ิมจ านวนไดจ้ากการใชไ้พรเมอร์ OPB-07 
 

 

ภำพที ่4.11 จ านวนแถบดีเอน็เอท่ีเพ่ิมจ านวนไดจ้ากการใชไ้พรเมอร์ OPF-06 

                    ช่อง M = 1Kb DNA Ladder 
       ช่อง 1 และ 18 = Negative control 
       ช่อง 2-5, 19-21 = EMS 0% 60 นาที 
       ช่อง 6-13, 22, 23 = EMS 0.5% 60 นาที 
       ช่อง 14-17, 24-25 = EMS 1% 60 นาที 
       ช่อง 26 = ตน้ควบคุมท่ีผา่นการชกัน าใหเ้กิดแคลลสั 
       ช่อง 27-28 = ตน้ควบคุมท่ีไม่ไดผ้า่นการชกัน าใหเ้กิดแคลลสั 

  

1,500 bp 
1,000 bp 
   500 bp 
   250 bp 

    M     1     2      3      4      5      6      7      8     9     10     11    12   13    14    15     16     17     M    18    19    20    21    22   23  24   25    26   27    28 

  

1,500 bp 
1,000 bp 

   500 bp 
   250 bp 

    M     1     2      3      4      5      6      7      8     9     10     11    12   13    14    15     16     17     M    18    19    20    21    22   23   24   25   26    27    28 
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ภำพที ่4.12 จ านวนแถบดีเอน็เอท่ีเพ่ิมจ านวนไดจ้ากการใชไ้พรเมอร์ OPF-08 

 

 

ภำพที ่4.13 จ านวนแถบดีเอน็เอท่ีเพ่ิมจ านวนไดจ้ากการใชไ้พรเมอร์ OPF-13 
 
                   ช่อง M = 1Kb DNA Ladder 
                   ช่อง 1 และ 18 = Negative control 
                   ช่อง 2-5, 19-21 = EMS 0% 60 นาที 
                   ช่อง 6-13, 22, 23 = EMS 0.5% 60 นาที 
                   ช่อง 14-17, 24-25 = EMS 1% 60 นาที 
                   ช่อง 26 = ตน้ควบคุมท่ีผา่นการชกัน าใหเ้กิดแคลลสั 
                   ช่อง 27-28 = ตน้ควบคุมท่ีไม่ไดผ้า่นการชกัน าใหเ้กิดแคลลสั 

  

    M     1      2      3     4      5      6      7      8       9     10    11    12    13    14    15     16     17    M    18    19    20    21    22   23   24    25    26    27    28 

  

1,500 bp 
1,000 bp 

   500 bp 
   250 bp 

    M     1      2      3     4      5      6      7      8       9     10    11    12    13    14    15     16     17    M     18     19    20    21    22    23    24    25    26    27    28 
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ภำพที ่4.14 จ านวนแถบดีเอน็เอท่ีเพ่ิมจ านวนไดจ้ากการใชไ้พรเมอร์ OPF-14 
 

 
 

ภำพที ่4.15 จ านวนแถบดีเอน็เอท่ีเพ่ิมจ านวนไดจ้ากการใชไ้พรเมอร์ OPF-18 

                ช่อง M = 1Kb DNA Ladder 

                ช่อง 1 และ 18 = Negative control 

                ช่อง 2-5, 19-21 = EMS 0% 60 นาที 

                ช่อง 6-13, 22, 23 = EMS 0.5% 60 นาที 

                ช่อง 14-17, 24-25 = EMS 1% 60 นาที 

                ช่อง 26 = ตน้ควบคุมท่ีผา่นการชกัน าใหเ้กิดแคลลสั 

                ช่อง 27-28 = ตน้ควบคุมท่ีไม่ไดผ้า่นการชกัน าใหเ้กิดแคลลสั 

 

 

 

 

 

  

    M      1      2       3      4       5       6       7       8       9     10     11     12     13    14     15     16     17       M     18     19     20     21    22     23     24     25     26     27    28 

  

 M     1      2       3      4       5      6      7      8       9     10    11    12    13    14    15     16     17    M      18      19     20     21    22     23     24     25     26     27    28 
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          4.1.7.1  จ ำนวนแถบดีเอน็เอทีใ่ห้ polymorphism และค่ำ PICs จำกแต่ละคู่ไพรเมอร์ 
          การศึกษาความแปรปรวนทางพันธุกรรมของของเบญจมาศสายพันธ์ุวิวิค  

ท่ีได้รับสารละลาย EMS ท่ีความเข้มข้นและระยะเวลาท่ีแตกต่างกัน โดยเทคนิค RAPD พบ 
ไพรเมอร์ท่ีให้ความแตกต่างจ านวนทั้ งหมด 8 ไพรเมอร์ และให้จ  านวนแถบดีเอ็นเอท่ีมีความ
แตกต่าง (polymorphism) 1-8 แถบ เฉล่ีย 4.25 แถบต่อไพรเมอร์ และมีค่าเฉล่ีย polymorphic bands 
44.2 เปอร์เซ็นต์ โดยไพรเมอร์ท่ีให้เปอร์เซ็นต์ polymorphic bands สูงสุดคือ OPF18  ซ่ึงให้ความ
ต่างของแถบดีเอ็นเอถึง 87.5 เปอร์เซ็นต ์ในส่วนของค่า Polymorphic Information Contents (PICs) 
ซ่ึงแต่ละไพรเมอร์มีค่า PICs ดงัน้ี OPA-07 มีค่า PICs 0.05, OPA-08 มีค่า PICs 0.12, OPB-07 มีค่า 
PICs 0.13, OPF-06 มีค่า PICs 0.02, OPF-08 มีค่า PICs 0.13, OPF-13 มีค่า PICs 0.07, OPF-14 มีค่า 
PICs 0.02 และ OPF-18 มีค่า PICs 0.08 ใหค้่าเฉล่ียทั้งหมดเท่ากบั 0.07 (ตารางท่ี 4.9) 
 
ตำรำงที่ 4.9 จ านวนแถบดีเอ็นเอจากลายพิมพดี์เอ็นเอของเบญจมาศสายพนัธ์ุวิวิคท่ีไดรั้บสารละลาย EMS ท่ีความ 

เขม้ขน้และระยะเวลาท่ีแตกต่างกนั โดยเทคนิค RAPD  จ านวน 8 ไพรเมอร์ และจ านวนแถบดีเอ็นเอท่ี
ให ้polymorphism จากแต่ละไพรเมอร์ 

 
ล าดบั 

 
ชนิดไพรเมอร์ 

จ านวนแถบ 
ดีเอ็นเอทั้งหมด 

จ านวนแถบ 
ดีเอ็นเอท่ี
แตกต่าง 

% 
polymorphic 

bands 

 
PICs 

1 OPA07 11 3 27.27 0.05 
2 OPA08 10 6 60 0.12 
3 OPB07 10 3 30 0.13 
4 OPF06 10 2 20 0.02 
5 OPF08 11 4 36.33 0.13 
6 OPF13 10 8 80 0.07 
7 OPF14 8 1 12.5 0.02 
8 OPF18 8 7 87.5 0.08 

รวมทั้งหมด 78 34 353.60 0.62 
เฉล่ีย 9.75 4.25 44.2 0.07 
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          4.1.7.2  กำรจัดกลุ่มเบญจมำศสำยพันธ์ุวิวิคที่ได้รับสำรละลำย EMS ที่ควำมเข้มข้นและ
ระยะเวลำทีแ่ตกต่ำงกนัด้วยโปรแกรม NTSYS 2.10m 

          จากการวิเคราะห์การจดักลุ่ม (cluster analysis) โดยน าแมทริกซ์ความเหมือนตวัแทน
สัมประสิทธ์ิแจค คาร์ด (Jaccard’s coefficient) เพื่อจดักลุ่มขอ้มูลโดยวิธี UPGMA ดว้ยโปรแกรม 
NTSYS 2.10m (ตารางท่ี 4.10) มีค่าความเหมือนทางพันธุกรรมเท่ากับ 0.95 สามารถจ าแนก
ความสัมพนัธ์ทางพนัธุกรรมของเบญจมาศสายพนัธ์ุวิวิคได้ 5 กลุ่ม จากทั้ งหมด 26 ตัวอย่าง  
(ภาพท่ี 4.16) และ (ตารางท่ี 4.11) และมีค่า cophenetic correlation coefficient (r) เท่ากบั 0.97 ซ่ึง
เป็นการจดักลุ่มท่ีดีมาก และเน่ืองจากมีค่าเป็นบวก หมายความวา่ค่า correlation coefficient และค่า 
similarity coefficient มีความสัมพนัธ์แบบทางเดียว (วสันต์ จันทราทิตย์ และคณะ.  2547) และ
สอดคลอ้งกบัการจ าแนกกลุ่มโดยอาศยัลกัษณะทางสัณฐานวทิยา  

ผลการจ าแนกการจดักลุ่มดว้ยการวเิคราะห์องคป์ระกอบหลกั (Principle Coordinates 
Analysis; PCoA) โดยดูจากจ านวนแถบดีเอ็นเอท่ีเกิดข้ึนทั้ งหมด 78 แถบ เม่ือพิจารณาค่าการ 
กระจ่ายตวัของเบญจมาศสายพนัธ์ุวิวิคทั้งหมด 26 ตวัอย่าง ซ่ึงแสดงผลของการกระจายตวัใน
รูปแบบสองมิติ (ภาพท่ี 4.17) มีค่า PCoA ล าดบัท่ี 1, 2 และ 3 ครอบคลุมระดบัความแปรปรวนอยูท่ี่ 
80.00, 5.39 และ 4.52 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดับ ซ่ึงเห็นได้ว่าสอดคล้องกับผลการจัดกลุ่มความ
หลากหลายทางพนัธุกรรมของเบญจมาศสายพนัธ์ุวิวิคจ านวน 26 ตวัอยา่ง ดว้ยวิธีการจดักลุ่มขอ้มูล
จากค่าสัมประสิทธ์ิของความเหมือน (similarity coefficient) 
 

  



 

    

ตำรำงที ่4.10 ค่าสมัประสิทธ์ิความคลา้ยคลึงทางพนัธุกรรมของเบญจมาศสายพนัธ์ุววิคิ 26 ตวัอยา่ง จากการค านวณดว้ยวธีิ Jaccard’s coefficient โดยใชโ้ปรแกรม NTSYSpc  

        version 2.10m 

 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 
1 1.00                          
2 0.99 1.00                         
3 0.99 1.00 1.00                        
4 0.98 0.99 0.99 1.00                       
5 0.91 0.92 0.92 0.93 1.00                      
6 0.92 0.93 0.93 0.93 0.99 1.00                     
7 0.94 0.95 0.95 0.94 0.97 0.97 1.00                    
8 1.00 0.99 0.99 0.98 0.91 0.92 0.94 1.00                   
9 1.00 0.99 0.99 0.98 0.91 0.92 0.94 1.00 1.00                  

10 1.00 0.99 0.99 0.98 0.91 0.92 0.94 1.00 1.00 1.00                 
11 0.98 0.97 0.97 0.97 0.90 0.91 0.93 0.98 0.98 0.98 1.00                
12 1.00 0.99 0.99 0.98 0.91 0.92 0.94 1.00 1.00 1.00 0.98 1.00               
13 0.99 0.98 0.98 0.97 0.91 0.91 0.93 0.99 0.99 0.99 0.97 0.99 1.00              
14 0.90 0.90 0.90 0.90 0.89 0.89 0.90 0.90 0.90 0.90 0.91 0.90 0.90 1.00             
15 0.99 0.98 0.98 0.97 0.92 0.93 0.93 0.99 0.99 0.99 0.97 0.99 0.98 0.90 1.00            
16 0.96 0.95 0.95 0.95 0.92 0.92 0.95 0.96 0.96 0.96 0.95 0.96 0.97 0.92 0.95 1.00           
17 0.95 0.95 0.95 0.94 0.92 0.93 0.95 0.95 0.95 0.95 0.94 0.95 0.95 0.90 0.95 0.96 1.00          
18 0.88 0.89 0.89 0.88 0.91 0.90 0.91 0.88 0.88 0.88 0.87 0.88 0.88 0.85 0.88 0.89 0.90 1.00         
19 0.99 0.98 0.98 0.97 0.91 0.91 0.93 0.99 0.99 0.99 0.97 0.99 0.98 0.89 0.98 0.95 0.96 0.88 1.00        
20 1.00 0.99 0.99 0.98 0.91 0.92 0.94 1.00 1.00 1.00 0.98 1.00 0.99 0.90 0.99 0.96 0.95 0.88 0.99 1.00       
21 1.00 0.99 0.99 0.98 0.91 0.92 0.94 1.00 1.00 1.00 0.98 1.00 0.99 0.90 0.99 0.96 0.95 0.88 0.99 1.00 1.00      
22 1.00 0.99 0.99 0.98 0.91 0.92 0.94 1.00 1.00 1.00 0.98 1.00 0.99 0.90 0.99 0.96 0.95 0.88 0.99 1.00 1.00 1.00     
23 0.98 0.99 0.99 0.98 0.93 0.93 0.95 0.98 0.98 0.98 0.97 0.98 0.97 0.90 0.97 0.95 0.94 0.9 0.97 0.98 0.98 0.98 1.00    
24 0.99 0.98 0.98 0.97 0.91 0.91 0.93 0.99 0.99 0.99 0.97 0.99 0.98 0.89 0.98 0.95 0.96 0.88 1.00 0.99 0.99 0.99 0.97 1.00   
25 0.91 0.92 0.92 0.91 0.92 0.93 0.94 0.91 0.91 0.91 0.9 0.91 0.91 0.88 0.92 0.92 0.94 0.89 0.91 0.91 0.91 0.91 0.93 0.91 1.00  
26 0.91 0.92 0.92 0.91 0.92 0.93 0.94 0.91 0.91 0.91 0.9 0.91 0.91 0.88 0.92 0.92 0.94 0.89 0.91 0.91 0.91 0.91 0.93 0.91 1.00 1.00 
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ภำพที ่4.16 Phylogenetic tree ของเบญจมาศสายพนัธ์ุววิคิท่ีไดรั้บสารละลาย EMS ท่ีความเขม้ขน้และระยะเวลาท่ี
แตกต่างกนั และน าไปวเิคราะห์ดว้ยโปรแกรม NTSYSpc 2.10m โดยอาศยัขอ้มูลจากเทคนิค RAPD 

  

EMS 0% 60 min 

EMS 0.5% 60 min 

EMS 1% 60 min 
EMS 0.5% 60 min 

EMS 0% 60 min 

ตน้ control ผา่นแคลลสั 

EMS 1% 60 min 

EMS 0% 60 min 

EMS 1% 60 min 
EMS 0.5% 60 min 

EMS 1% 60 min 
EMS 0% 60 min 

EMS 0.5% 60 min 

ตน้ control ไม่ผา่นแคลลสั 

EMS 1% 60 min 

EMS 0% 60 min 

กลุ่มท่ี 1 

กลุ่มท่ี 2 

กลุ่มท่ี 3 

กลุ่มท่ี 4 

กลุ่มท่ี 5 

0.95 
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ตำรำงที่ 4.11 แสดงการจัดกลุ่มของตน้เบญจมาศสายพนัธ์ุวิวิคท่ีได้รับสารละลาย EMS ท่ีความเขม้ขน้ 
 และระยะเวลาท่ีแตกต่างกนัท่ีไดจ้าก Phylogenetic tree  

ตน้เบญจมาศท่ีไดรั้บสารละลาย EMS ท่ี 
ความเขม้ขน้และระยะเวลาท่ีแตกต่างกนั 

ดอกเบญจมาศท่ีไดรั้บสารละลาย EMS ท่ี 
ความเขม้ขน้และระยะเวลาท่ีแตกต่างกนั 

 
 

ตน้ควบคุมท่ีไม่ไดผ้า่นแคลลสั 

 
 
 

 
 

 

 
 

ตน้ท่ีไม่ไดรั้บสารละลาย EMS 60 นาที 

 

 

 

  
 

 
 

 
ตน้ท่ีไดรั้บสารละลาย EMS 0.5% 60นาที 

 

 

 

  

 

 

 
 

ตน้ท่ีไดรั้บสารละลาย EMS 1% 60นาที 

 

 

 

  
 
 

 
 

 

  

กลุ่มท่ี 3 

กลุ่มท่ี 1 กลุ่มท่ี 5 

กลุ่มท่ี 1 กลุ่มท่ี 2 

กลุ่มท่ี 1 กลุ่มท่ี 4 
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              ภำพที ่4.17 การกระจายตวัของเบญจมาศสายพนัธ์ุววิคิ 26 ตวัอยา่งแบบ 2 มิติ ท่ีไดจ้ากการวเิคราะห์   

Principal Coordinates Analysis (PCoA) โดยเคร่ืองหมาย RAPD    
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4.2  กำรชักน ำให้ เกิดกำรกลำยพัน ธ์ุในกลีบดอกเบญจมำศสำยพัน ธ์ุ ซี รี เบรท  
(ดอกประเภท single สีเหลือง) โดยใช้สำรละลำยโคลชิซิน 

       4.2.1  อตัรำกำรรอดชีวติของแคลลสั 

     หลงัจากการแช่กลีบดอกเบญจมาศสายพนัธ์ุซีรีเบรท ท่ีระดบัความเขม้ขน้ 0, 0.05, 0.1, 
0.15 และ 0.2 เปอร์เซ็นต ์ระยะเวลา 12 และ 24 ชัว่โมง และน ามาเล้ียงบนอาหารสูตร MS ท่ีเติมสาร
ควบคุมการเจริญเติบโต NAA 2 มิลลิกรัมต่อลิตร และ kinetin 4 มิลลิกรัมต่อลิตรเป็นระยะเวลา  
12 สัปดาห์ พบวา่สัปดาห์ท่ี 2 กลีบดอกมีอตัราการรอดชีวิต 100 เปอร์เซ็นต ์แต่ในสัปดาห์ท่ี 4 จนถึง
สัปดาห์ท่ี 12 กลีบดอกมีอตัราการรอดชีวิตท่ีนอ้ยลงเม่ือความเขม้ขน้ของสารละลายโคลชิซินสูงข้ึน 
อตัราการรอดชีวิตลดลงถึง 50 เปอร์เซ็นต์ท่ีความเขม้ขน้ของสารละลายโคลชิซิน 0.2 เปอร์เซ็นต์ 
ระยะเวลา 24 ชัว่โมง (ตารางท่ี 4.12)  ภายหลงัจากการเพาะเล้ียงกลีบดอกเป็นระยะเวลา 12 สัปดาห์ 
ความเขม้ขน้ของสารละลายโคลชิซิน ระยะเวลา 12 ชัว่โมง มีค่า LD50 เท่ากบั 0.21 เปอร์เซ็นต ์และ
ระยะเวลา 24 ชัว่โมง มีค่า LD50 เท่ากบั 0.19 เปอร์เซ็นต ์(ภาพท่ี 4.18)  

       4.2.2  ขนำดของแคลลสั 

     หลงัจากการแช่กลีบดอกเบญจมาศสายพนัธ์ุซีรีเบรท ท่ีระดบัความเขม้ขน้ 0, 0.05, 0.1, 

0.15 และ 0.2 เปอร์เซ็นต ์ระยะเวลา 12 และ 24 ชัว่โมง และน ามาเล้ียงบนอาหารสูตร MS ท่ีเติมสาร

ควบคุมการเจริญเติบโต NAA 2 มิลลิกรัมต่อลิตร และ kinetin 4 มิลลิกรัมต่อลิตร เม่ืออายุ  

2 สัปดาห์ พบว่าช้ินส่วนเร่ิมตน้เร่ิมมีแคลลสัเกิดข้ึน และแคลลสัมีแนวโน้มท่ีจะใหญ่ข้ึนเม่ือมีอายุ

เพิ่มมากข้ึน โดยแคลลัสมีลักษณะเกาะกันแน่น มีสีเขียวอ่อนเกิดข้ึนท่ีผิวนอกและรอยตดัของ

ช้ินส่วน เม่ือเล้ียงแคลลสัมาเป็นระยะ 12 สัปดาห์ พบวา่แคลลสัท่ีมีขนาดความกวา้ง และความยาว

มากท่ีสุด คือ 1.66 และ 1.83 เซนติเมตร ตามล าดับ ท่ีความเข้มข้นของสารละลายโคลชิซิน  

0 เปอร์เซ็นต ์ระยะเวลา 12 ชัว่โมง (ตน้ควบคุม) ส่วนแคลลสัท่ีมีขนาดความกวา้ง และความยาวนอ้ย

ท่ีสุด คือ 1.11 และ 1.06 เซนติเมตร ตามล าดับ ท่ีความเข้มข้นของสารละลายโคลชิซิน  

0.2 เปอร์เซ็นต ์ระยะเวลา 24 ชัว่โมง (ตารางท่ี 4.13) ซ่ึงมีขนาดความกวา้ง และความยาวของแคลลสั

นอ้ยกวา่ตน้ควบคุม 66.87 และ 57.93 เปอร์เซ็นต ์ตามล าดบั 

       4.2.3  เปอร์เซ็นต์กำรเกดิยอดและจ ำนวนยอดต่อแคลลสั 

     หลงัจากการแช่กลีบดอกเบญจมาศสายพนัธ์ุซีรีเบรท ท่ีระดบัความเขม้ขน้ 0, 0.05, 0.1, 

0.15 และ 0.2 เปอร์เซ็นต ์ระยะเวลา 12 และ 24 ชัว่โมง และน ามาเล้ียงบนอาหารสูตร MS ท่ีเติมสาร

ควบคุมการเจริญเติบโต NAA 2 มิลลิกรัมต่อลิตร และ kinetin 4 มิลลิกรัมต่อลิตร เม่ืออายุ  

4 สัปดาห์ ช้ินส่วนเร่ิมตน้มีการพฒันามาจากกลุ่มแคลลสัหรือกอ้นเน้ือเยื่อท่ีพฒันาข้ึนมา โดยการ
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พฒันาไปเป็นแคลลสัท่ีมีลกัษณะเป็นกลุ่มกอ้น ผิวขรุขระ มีเขียวอ่อนหรือสีเหลืองบริเวณรอยตดั 

และการพฒันาไปเป็นส่วนยอดโดยผ่านการเกิดแคลลัส โดยแคลลัสมีลักษณะเกาะกันแน่น 

(compact callus) เม่ืออายุ 12 สัปดาห์พบว่าความเข้มข้นของสารละลายโคลชิซิน 0 เปอร์เซ็นต์ 

ระยะเวลา 12 ชั่วโมง (ต้นควบคุม) มีเปอร์เซ็นต์การเกิดยอดมากท่ีสุด 90.00 เปอร์เซ็นต์ และ 

มีจ  านวนยอดต่อแคลลัสมากท่ีสุด 2.20 ยอด ส่วนความเข้มข้นของสารละลายโคลชิซิน  

0.2 เปอร์เซ็นต์ ระยะเวลา 24 ชั่วโมง มีเปอร์เซ็นต์การเกิดยอดน้อยท่ีสุด 43.33 เปอร์เซ็นต์ และ 

มีจ  านวนยอดต่อแคลลสันอ้ยท่ีสุด 1.20 ยอด (ตารางท่ี 4.13)  

 

 

ภำพที ่4.18 กราฟอตัราการรอดชีวติของแคลลสัท่ีเล้ียงบนอาหาร MS ท่ีเติม NAA 2 มิลลิกรัมต่อลิตร และ kinetin 
4 มิลลิกรัมต่อลิตร เป็นระยะเวลา 12 สปัดาห์

y = -246.68x + 102
R² = 0.9325

y = -213.34x + 92.666
R² = 0.8889
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ตำรำงที ่4.12 ผลของความเขม้ขน้และระยะเวลาการแช่สารละลายโคลชิซินต่ออตัราการรอดชีวติของแคลลสั  เบญจมาศสายพนัธ์ุซีรีเบรท ภายหลงัการเล้ียงเป็นระยะเวลา 12 สปัดาห์ 
อตัราการรอดชีวิต (เปอร์เซ็นต)์  (±SE)1/ 

อายุ (สปัดาห์) 
  2 4 6 8 10 12 

โคลชิซิน (%) 0 100.00±0.00 100.00±0.00 100.00±0.00 100.00±0.00a 100.00±0.00a 100.00±0.00a 
0.05 100.00±0.00 100.00±0.00 98.33±0.00 95.00±5.47b 90.00±8.94b 85.00±13.78b 
0.10 100.00±0.00 100.00±0.00 95.00±5.47 85.00±5.47c 76.67±5.16c 70.00±0.00c 
0.15 100.00±0.00 96.67±5.16 91.67±4.08 78.33±4.08d 71.67±4.08cd 63.33±5.16d 
0.20 100.00±0.00 93.33±5.16 90.00±0.00 76.67±5.16d 66.67±5.16d 53.33±5.16e 

F-test  ns ns ns ** ** ** 
ระยะเวลา (ชัว่โมง) 12 100.00±0.00 98.00±4.14 96.00±5.07 88.67±10.60 82.67±14.37 77.33±19.07a 

24 100.00±0.00 98.00±4.14 93.33±4.87 85.33±9.90 79.33±12.79 71.33±16.84b 
F-test  ns ns ns ns ns ** 

โคลชิซิน (%) ระยะเวลา (ชัว่โมง)       

0 12 
24 

100.00±0.00 
 100.00±0.00 

100.00±0.00  
100.00±0.00 

100.00±0.00a 
100.00±0.00a 

100.00±0.00a 
100.00±0.00a 

100.00±0.00a 
100.00±0.00a 

100.00±0.00a 
100.00±0.00a 

0.05 12 
24 

100.00±0.00  
100.00±0.00 

100.00±0.00  
100.00±0.00 

100.00±0.00a 
96.67±5.77ab 

100.00±0.00a 
90.00±0.00b 

96.67±5.77a 
83.33±5.77b 

96.67±5.77a 
73.33±5.77b 

0.10 12 
24 

100.00±0.00  
100.00±0.00 

100.00±0.00 
100.00±0.00 

96.67±5.77ab 
93.33±5.77ab 

86.67±5.77bc 
83.33±5.77bcd 

76.67±5.77bc 
76.67±5.77bc 

70.00±0.00b 
70.00±0.00b 

0.15 12 
24 

100.00±0.00  
100.00±0.00 

96.67±5.77 
96.67±5.77 

93.33±5.77ab 
90.00±0.00b 

80.00±0.00d  
76.67±5.77d 

73.33±5.77cd 
70.00±0.00cd 

66.67±5.77bc 
60.00±0.00cd 

0.20 12 
24 

100.00±0.00  
100.00±0.00 

93.33±5.77 
93.33±5.77 

90.00±0.00b 
90.00±0.00b 

76.67±5.77d  
76.67±5.77d 

66.67±5.77d 
66.67±5.77d 

53.33±5.77d 
50.00±0.00d 

F-test  ns ns ** ** ** ** 
CV%  0.00 3.72 3.34 4.69 5.96 5.49 

1/ค่าเฉล่ียท่ีมีอกัษรก ากบัต่างกนัในแนวตั้ง มีความแตกต่างกนัอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ เม่ือเปรียบเทียบโดยวิธี Duncan’s New Multiple Test ท่ีระดบัความเช่ือมัน่ 95% 
ns ไม่มีความแตกต่างอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ  **มีความแตกต่างอยา่งมีนยัส าคญัยิง่ทางสถิติ

60 
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ตำรำงที่ 4.13 ผลของความเขม้ขน้และระยะเวลาการแช่สารละลายโคลชิซิน ของเบญจมาศสายพนัธ์ุซีรีเบรทต่อ
ความกวา้ง ความยาวของแคลลสั เปอร์เซ็นตก์ารเกิดยอด จ านวนยอด/แคลลสั ภายหลงัการเล้ียงเป็น
ระยะเวลา 12 สปัดาห์ 

  ขนาดแคลลสั   
  ความกวา้ง 

(ซม.) (±SE)1/ 
ความยาว 

(ซม.) (±SE)1/ 
เปอร์เซ็นตก์ารเกิด

ยอด (±SE)1/ 
จ านวนยอด/

แคลลสั (±SE)1/ 
โคลชิซิน (%) 0 1.59±0.08a 1.67±0.17a 86.67±5.16a 2.13±0.08a 

 0.05 1.24±0.05b 1.31±0.13b 60.00±6.32b 1.61±0.07b 
 0.10 1.22±0.06b 1.31±0.16b 51.66±4.08c 1.45±0.05c 
 0.15 1.16±0.08c 1.13±0.03c 45.00±5.16c 1.30±0.08d 
 0.20 1.12±0.01c 1.09±0.03c 43.00±5.47d 1.20±0.06e 

F-test  ** ** ** ** 
ระยะเวลา 
(ชัว่โมง) 

12 1.31±0.19a 1.39±0.26a 59.33±17.91a 1.56±0.36 
24 1.22±0.16b 1.21±0.17b 55.33±15.97b 1.52±0.32 

F-test  ** ** ** ns 
โคลชิซิน (%) ระยะเวลา

(ชัว่โมง) 
    

0 12 
24 

1.66±0.04a 
1.52±0.02b 

1.83±0.02a 
1.52±0.01b 

90.00±0.00a 
83.33±5.77a 

2.20±0.00a 
2.06±0.05a 

0.05 12 
24 

1.29±0.01c 
1.19±0.0ef 

1.42±0.01c 
1.20±0.09d 

63.33±5.77b 
56.67±5.77bc 

1.63±0.05b 
1.60±0.10b 

0.10 12 
24 

1.28±0.02cd 
1.17±0.02efg 

1.45±0.07bc 
1.16±0.01de 

53.33±5.77cd 
50.00±0.00cde 

1.46±0.05c 
1.43±0.05cd 

0.15 12 
24 

1.21±0.01de 
1.13±0.09g 

1.14±0.03de 
1.12±0.01ef 

46.67±5.77e 
46.67±5.77e 

1.30±0.10de 
1.30±0.10de 

0.20 12 
24 

1.12±0.01g 
1.11±0.09g 

1.11±0.01ef 
1.06±0.01f 

46.33±5.77de 
43.33±5.77e 

1.22±0.10e 
1.20±0.00e 

F-test  ** ** ** ** 
CV%  2.97 3.13 9.00 4.74 

1/ค่าเฉล่ียท่ีมีอกัษรก ากบัต่างกนัในแนวตั้ง มีความแตกต่างกนัอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ เม่ือเปรียบเทียบโดยวิธี Duncan’s New 
Multiple Test ท่ีระดบัความเช่ือมัน่ 95%  
ns ไม่มีความแตกต่างอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ **มีความแตกต่างอยา่งมีนยัส าคญัยิง่ทางสถิติ 
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       4.2.4  ควำมสูงต้น และจ ำนวนใบเบญจมำศในสภำพปลอดเช้ือ รุ่น M1 และ M2 

     หลงัจากการแช่กลีบดอกเบญจมาศสายพนัธ์ุซีรีเบรท ท่ีระดบัความเขม้ขน้ 0, 0.05, 0.1, 

0.15 และ 0.2 เปอร์เซ็นต ์ระยะเวลา 12 และ 24 ชัว่โมง และน ามาเล้ียงบนอาหารสูตร MS ท่ีเติมสาร

ควบคุมการเจริญเติบโต NAA 2 มิลลิกรัมต่อลิตร และ kinetin 4 มิลลิกรัมต่อลิตร เม่ือเวลาผา่นไป  

1 เดือนยอดจะพฒันาไปเป็นตน้ น าตน้ท่ีได้มาตดับริเวณข้อ และน าไปเล้ียงบนอาหารสูตร MS  

ท่ีปราศจากสารควบคุมการเจริญเติบโต จะไดต้น้ในรุ่น M1 พบวา่ตน้เบญจมาศท่ีไดรั้บความเขม้ขน้

ของสารละลายโคลชิซิน 0, 0.05, 0.1, 0.15 และ 0.2 เปอร์เซ็นต์ ระยะเวลา 12 และ 24 ชั่วโมง  

มีลกัษณะของตน้ และใบไม่แตกต่างกนั โดยความสูงของตน้และใบพบวา่มีแนวโนม้เพิ่มข้ึนทุกๆ 

สัปดาห์ ล าตน้และใบมีสีเขียว ในสัปดาห์ท่ี 4 ก่อนท าการเปล่ียนอาหารพบว่าความสูงตน้เฉล่ีย  

4 เซนติเมตร และจ านวนใบเฉล่ีย 7 ใบ (ภาพท่ี 4.19), (ตารางท่ี 4.14) เม่ือตน้รุ่น M1 เจริญเติบโตเป็น

ระยะเวลา 1 เดือนท าการเปล่ียนอาหารโดยการตดัส่วนข้อและน าไปเล้ียงบนอาหารสูตร MS ท่ี

ปราศจากสารควบคุมการเจริญเติบโต จะไดต้น้ในรุ่น M2 ซ่ึงจะพบว่าตน้เบญจมาศท่ีไดรั้บความ

เข้มข้นของสารละลายโคลชิซิน 0,  0.05,  0.1,  0.15 และ 0.2 เปอร์เซ็นต์ ระยะเวลา 12 และ  

24 ชัว่โมง มีลกัษณะของตน้ และใบไม่แตกต่างกนั โดยความสูงของตน้และใบพบว่ามีแนวโน้ม

เพิ่มข้ึนทุกๆ สัปดาห์ ล าตน้และใบมีสีเขียว ในสัปดาห์ท่ี 4 พบวา่ความสูงตน้เฉล่ีย 4 เซนติเมตร และ

จ านวนใบเฉล่ีย 7 ใบ (ภาพท่ี 4.20), (ตารางท่ี 4.14) 

  



63 

       

       

       

    

ภำพที ่4.19 ตน้เบญจมาศสายพนัธ์ุซีรีเบรทรุ่น M1 ท่ีไดรั้บสารละลายโคลชิซิน 12 ชัว่โมง (A)-(E) และ 24 ชัว่โมง 
(F)-(J) ในสภาพปลอดเช้ือท่ีเล้ียงบนอาหาร MS เป็นระยะเวลา 4 สัปดาห์ (A) ตน้ควบคุม โคลชิซิน 
0% (B)  โคลชิซิน 0.05% (C)  โคลชิซิน 0.1% (D)  โคลชิซิน 0.15% (E)  โคลชิซิน  0.2% (F)  
ตน้ควบคุม โคลชิซิน 0% (G) โคลชิซิน 0.05% (H) โคลชิซิน 0.10% (I) โคลชิซิน 0.15% (J) โคลชิซิน 
0.2% และ (K) โคลชิซิน 0.05% 12 ชัว่โมง 

A 

 

B 

 

C 

 

D 

 

E 

 

F 

 

G 

 

H 

 

I 

 

J 

 

K 

 



64 

       

       

        

    

ภำพที ่4.20 ตน้เบญจมาศสายพนัธ์ุซีรีเบรทรุ่น M2 ท่ีไดรั้บสารละลายโคลชิซิน 12 ชัว่โมง (A)-(E) และ 24 ชัว่โมง 
(F)-(J) ในสภาพปลอดเช้ือท่ีเล้ียงบนอาหาร MS เป็นระยะเวลา 4 สัปดาห์ (A) ตน้ควบคุม โคลชิซิน 
0% (B)  โคลชิซิน 0.05% (C)  โคลชิซิน 0.1% (D)  โคลชิซิน 0.15% (E)  โคลชิซิน  0.2% (F)  
ตน้ควบคุม โคลชิซิน 0% (G) โคลชิซิน 0.05% (H) โคลชิซิน 0.1% (I) โคลชิซิน 0.15% (J) โคลชิซิน 
0.2% และ (K) โคลชิซิน 0.05% 12 ชัว่โมง 

A 

 

D 

 

G 

 

J 

 

B 

 

E 

 

H 

 

I 

 

F 

 

C 

 

K 
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 ตำรำงที ่4.14 แสดงความสูงตน้ และจ านวนใบ ของเบญจมาศสายพนัธ์ุซีรีเบรทรุ่น M1 และรุ่น M2 ท่ีเล้ียงบน 
อาหาร MS เป็นระยะเวลา  4 สปัดาห์ 

1/ค่าเฉล่ียท่ีมีอกัษรก ากบัต่างกนัในแนวตั้ง มีความแตกต่างกนัอย่างมีนัยส าคญัทางสถิติ เม่ือเปรียบเทียบโดยวิธี Duncan’s New 
Multiple Test ทีระดบัความเช่ือมัน่ 95%  
ns ไม่มีความแตกต่างอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ 
  

  ตน้เบญจมาศรุ่น M1(±SE)1/ ตน้เบญจมาศรุ่น M2 (±SE)1/ 

  ความสูงตน้ (ซม.)  จ านวนใบ  ความสูงตน้ (ซม.)  จ านวนใบ  

โคลชิซิน (%) 0 4.15±0.04 7.11±0.11 4.14±0.03 7.05±0.08 
 0.05 4.14±0.06 7.10±0.08 4.11±0.03 7.10±0.06 
 0.10 4.12±0.06 7.10±0.08 4.09±0.02 7.10±0.08 
 0.15 4.12±0.07 7.15±0.12 4.10±0.02 7.11±0.09 
 0.20 4.10±0.09 7.10±0.08 4.10±0.04 7.10±0.12 

F-test  ns ns ns ns 
ระยะเวลา 
(ชัว่โมง) 

12 4.14±0.05 7.11±0.09 4.10±0.03 7.09±0.10 
24 4.12±0.07 7.11±0.09 4.12±0.03 7.09±0.07 

F-test  ns ns ns ns 
โคลชิซิน (%) ระยะเวลา 

(ชัว่โมง) 
    

0 12 
24 

4.15±0.04 
4.15±0.05 

7.13±0.15 
7.10±0.10 

4.15±0.03 
4.15±0.04 

7.06±0.11 
7.03±0.05 

0.05 12 
24 

4.17±0.02 
4.11±0.07 

7.10±0.10 
7.10±0.10 

4.17±0.03 
4.11±0.05 

7.13±0.05 
7.06±0.05 

0.10 12 
24 

4.13±0.07 
4.12±0.06 

7.10±0.10 
7.10±0.10 

4.13±0.02 
4.12±0.03 

7.06±0.11 
7.13±0.05 

0.15 12 
24 

4.11±0.90 
4.14±0.06 

7.13±0.11 
7.16±0.15 

4.11±0.02 
4.14±0.02 

7.10±0.10 
7.13±0.11 

0.20 12 
24 

4.13±0.07 
4.07±0.11 

7.10±0.10 
7.10±0.10 

4.13±0.06 
4.07±0.04 

7.10±0.17 
7.10±0.10 

F-test  ns ns ns ns 
CV%  1.74 1.60 1.21 1.43 



66 

       4.2.5  ควำมกว้ำง ควำมยำว จ ำนวนคลอโรพลำสต์ของปำกใบ และปริมำณคลอโรฟิลล์ 

     น าใบท่ีอยู่ในสภาพปลอดเช้ืออายุ 8 สัปดาห์มาวดัขนาดความกวา้งของปากใบต้น

เบญจมาศท่ีไดรั้บสารละลายโคลชิซิน ความเขม้ขน้ 0, 0.05, 0.1, 0.15 และ 0.2 เปอร์เซ็นต ์ระยะเวลา 

12 และ 24 ชัว่โมง พบวา่ขนาดความกวา้งและความยาวของปากใบไม่มีความแตกต่างกนัทางสถิติ

ส่วนใหญ่จะมีความกวา้งของปากใบเฉล่ียประมาณ 21-24 ไมโครเมตร และมีความยาวเฉล่ีย

ประมาณ 44-56 ไมโครเมตรโดยความกวา้งของปากใบมากท่ีสุด 24.67 ไมโครเมตร ความยาวปาก

ใบมากท่ีสุด 56.95 ไมโครเมตร และจ านวนคลอโรพลาสตต่์อปากใบไม่มีความแตกต่างกนัทางสถิติ

ส่วนใหญ่จะมีปริมาณเม็ดคลอโรพลาสตโ์ดยเฉล่ียประมาณ 27-30 เม็ดต่อปากใบ และพบวา่จ านวน

คลอโรพลาสต์มากท่ีสุด 30.73 เม็ดต่อปากใบ คือต้นท่ีได้รับสารละลายโคลชิซินความเข้มข้น  

0.2 เปอร์เซ็นต์ ระยะเวลา 12 ชั่วโมง (ภาพท่ี 4.21E), (ตารางท่ี 4.15) จากการศึกษาปริมาณ

คลอโรฟิลล์เอและบี พบวา่ปริมาณคลอโรฟิลล์เอมีความแตกต่างกนัทางสถิติ แต่คลอโรฟิลล์บีไมมี่

ความแตกต่างกันทางสถิติโดยต้น เบญจมาศท่ีได้ รับสารละลายโคลชิซินความเข้มข้น  

0.1 เปอร์เซ็นต ์ระยะเวลา 12 ชัว่โมง มีปริมาณคลอโรฟิลลเ์อมากท่ีสุด 263.95 มิลลิกรัม/น ้ าหนกัสด 

ปริมาณคลอโรฟิลล์บีมากท่ีสุด 250.71 มิลลิกรัม/น ้ าหนกัสด  และตน้เบญจมาศท่ีไดรั้บสารละลาย

โคลชิซินความเขม้ขน้ 0.20 เปอร์เซ็นต์ ระยะเวลา 24 ชั่วโมง มีปริมาณคลอโรฟิลล์เอน้อยท่ีสุด 

209.75 มิลลิกรัม/น ้ าหนักสด ปริมาณคลอโรฟิลล์บีน้อยท่ีสุด 217.37 มิลลิกรัม/น ้ าหนักสด  

(ตารางท่ี 4.16) 
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ภำพที่ 4.21 ขนาดของปากใบและจ านวนคลอโรพลาสตข์องตน้เบญจมาศสายพนัธ์ุซีรีเบรทในสภาพปลอดเช้ือท่ี
เล้ียงบนอาหาร MS เป็นระยะเวลา 8 สัปดาห์ (A) ตน้ควบคุม โคลชิซิน 0% 12 ชัว่โมง (B) โคลชิซิน 
0.05% 12 ชัว่โมง (C) โคลชิซิน 0.1% 12 ชัว่โมง (D) โคลชิซิน 0.15% 12 ชัว่โมง (E) โคลชิซิน 0.2% 
12 ชั่วโมง (F)  ต้นควบคุม โคลชิซิน 0% 24 ชั่วโมง (G)  โคลชิซิน 0.05% 12 ชั่วโมง (H)  
โคลชิซิน 0.1% 12 ชั่วโมง (I) โคลชิซิน 0.15% 12 ชั่วโมง (J) โคลชิซิน 0.2% 12 ชั่วโมง และ  
(K) โคลชิซิน 0.05% 12 ชัว่โมง (bar = 10 µm) 
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ตำรำงที ่4.15 ผลของความเขม้ขน้และระยะเวลาการแช่สารละลายโคลชิซิน ต่อขนาดของปากใบ และจ านวน 
คลอโรพลาสตเ์บญจมาศสายพนัธ์ุซีรีเบรท ภายหลงัการเล้ียงเป็นระยะเวลา 8 สปัดาห์ 

  ขนาดปากใบ (±SE)1/ จ านวนคลอโร 
พลาสต/์ปากใบ 

(±SE)1/ 
  ความกวา้ง (µM) ความยาว (µM) 

โคลชิซิน (%) 0 23.45±1.79 52.90±6.27 28.33±1.57 
0.05 21.76±1.21 54.23±6.77 29.35±1.28 
0.10 21.48±2.67 46.50±6.76 29.13±1.98 
0.15 22.55±0.91 50.81±4.22 27.96±1.29 
0.20 23.92±1.33 56.12±6.02 26.93±2.99 

F-test  ns ns ns 
ระยะเวลา 
(ชัว่โมง) 

12 
24 

23.04±1.45 
22.22±2.14 

53.13±5.72 
55.09±7.18 

29.93±2.32 
28.83±1.45 

F-test  ns ns ns 
โคลชิซิน (%) ระยะเวลา 

(ชัว่โมง) 
   

0 12 
24 

23.69±0.27 
23.21±2.78 

56.17±6.07 
55.36±6.83 

27.10±0.55 
29.56±1.15 

0.05 12 
24 

22.15±1.08 
21.17±0.97 

50.44±5.79 
56.06±7.34 

29.13±1.00 
29.56±1.72 

0.10 12 
24 

21.55±1.62 
21.42±3.90 

48.97±2.29 
44.02±9.53 

30.36±0.30 
27.90±2.28 

0.15 12 
24 

23.13±0.09 
21.96±1.02 

53.12±1.95 
48.51±4.96 

27.33±1.22 
28.60±1.21 

0.20 12 
24 

24.67±1.33 
23.37±0.97 

56.95±9.14 
51.50±2.94 

30.73±4.25 
28.53±0.83 

F-test  ns ns ns 
CV%  8.00 11.95 6.26 

1/ค่าเฉล่ียท่ีมีอกัษรก ากบัต่างกนัในแนวตั้ง มีความแตกต่างกนัอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ เม่ือเปรียบเทียบโดยวิธี Duncan’s New 
Multiple Test ท่ีระดบัความเช่ือมัน่ 95%  
ns ไม่มีความแตกต่างอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ  
 



69 

ตำรำงที ่4.16 ผลของความเขม้ขน้และระยะเวลาการแช่สารละลายโคลชิซิน ต่อปริมาณคลอโรฟิลลเ์บญจมาศ 
สายพนัธ์ุซีรีเบรทภายหลงัการเล้ียงเป็นระยะเวลา 8 สปัดาห์ 

  ปริมาณคลอโรฟิลล ์(มิลลิกรัม/น ้ าหนกัสด) (±SE)1/ 

  คลอโรฟิลลเ์อ คลอโรฟิลลบี์ 
โคลชิซิน (%) 0 241.68±15.61 222.39±12.13 

 0.05 238.85±21.77 229.98±17.43 
 0.10 242.92±26.46 237.72±16.49 
 0.15 247.31±20.09 239.24±18.39 
 0.20 235.33±28.70 229.32±13.63 

F-test  ns ns 
ระยะเวลา 
(ชัว่โมง) 

12 
24 

256.84±9.12a 
225.35±19.08b 

238.13±15.31 
225.33±13.63 

F-test  ** ns 
โคลชิซิน (%) ระยะเวลา 

(ชัว่โมง) 
  

0 12 
24 

249.98±6.22abc 
233.40±19.09bcd 

221.42±4.09 
223.37±18.67 

0.05 12 
24 

251.19±5.07abc 
226.56±26.51cd 

221.42±13.60 
230.49±25.04 

0.10 12 
24 

263.95±13.40a 
220.63±12.79d 

250.71±9.77 
224.73±8.83 

0.15 12 
24 

258.17±8.29ab 
263.45±24.22abcd 

247.80±8.88 
230.69±23.40 

0.20 12 
24 

260.92±6.89ab 
209.75±6.97d 

228.15±17.04 
217.37±9.88 

F-test  ** ns 
CV%  6.19 6.64 

1/ค่าเฉล่ียท่ีมีอกัษรก ากบัต่างกนัในแนวตั้ง มีความแตกต่างกนัอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ เม่ือเปรียบเทียบโดยวิธี Duncan’s New 
Multiple Test ท่ีระดบัความเช่ือมัน่ 95%  
ns ไม่มีความแตกต่างอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ **มีความแตกต่างอยา่งมีนยัส าคญัยิง่ทางสถิติ 
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       4.2.6  กำรตรวจสอบปริมำณดีเอน็เอโดยใช้เคร่ือง Flow cytometer 

      หลงัจากการแช่กลีบดอกเบญจมาศสายพนัธ์ุซีรีเบรท ท่ีระดบัความเขม้ขน้ 0, 0.05, 0.1, 

0.15 และ 0.2 เปอร์เซ็นต ์ระยะเวลา 12 และ 24 ชัว่โมง และน ามาเล้ียงบนอาหารสูตร MS ท่ีเติมสาร

ควบคุมการเจริญเติบโต NAA 2 มิลลิกรัมต่อลิตร และ kinetin 4 มิลลิกรัมต่อลิตรเม่ือเวลาผ่านไป  

1 เดือนยอดจะพฒันาไปเป็นตน้ น าตน้ท่ีได้มาตดับริเวณข้อ และน าไปเล้ียงบนอาหารสูตร MS  

ท่ีปราศจากสารควบคุมการเจริญเติบโต ท าการเปล่ียนอาหารทุกๆ 1 เดือน เม่ือครบ 8 สัปดาห์ 

ไดน้ าใบมาตรวจสอบปริมาณดีเอ็นเอโดยใชเ้คร่ือง Flow cytometer ทั้งน้ีไดน้ าใบเบญจมาศท่ีไดรั้บ

สารละลายโคลชิซินทุกความเขม้ขน้ และทุกระยะเวลามาตรวจสอบปริมาณดีเอ็นเอ พบว่าความ

เข้มข้นของสารละลายโคลชิซิน 0.05, 0.1, 0.15 และ 0.2 เปอร์เซ็นต์ ระยะเวลา 12 ชั่วโมง  

(ภาพท่ี 4.22B, 4.22C, 4.22D และ 4.22E) และความเขม้ขน้ของสารละลายโคลชิซิน 0.1, 0.05, 0.15 

และ 0.2 เปอร์เซ็นต์ ระยะเวลา 24 ชั่วโมง (ภาพท่ี 4.22G, 4.22H, 4.22I  และ 4.22J) ไม่มีการ

เปล่ียนแปลงปริมาณดีเอ็นเอ โดยยงัคงมีปริมาณดีเอ็นเอเท่ากับต้นเบญจมาศท่ีไม่ได้รับการแช่

สารละลายโคลชิซิน (ภาพท่ี 4.22A และ 4.22F) แต่ความเข้มข้นของสารละลายโคลชิซิน  

0.05 เปอร์เซ็นต์ ระยะเวลา 12 ชัว่โมง มีการเปล่ียนแปลงปริมาณดีเอ็นเอไปจากเดิม คือจากตน้ท่ี

ไม่ไดรั้บสารละลายโคลชิซิน จาก 2n ลดลงเหลือ n ทั้งน้ีพบจ านวน 1 ตน้ จากทั้งหมด 30 ตน้ใน

ทรีทเมนตด์งักล่าว คิดเป็น 3.33 เปอร์เซ็นต ์(ภาพท่ี 4.22K) 
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ภำพที่  4.22 ลักษณะกราฟแสดงปริมาณดีเอ็นเอของต้นเบญจมาศสายพันธ์ุซีรีเบรทท่ีได้รับสารละลาย 
โคลชิซิน 12 ชัว่โมง (A)-(E) และ 24 ชัว่โมง (F)-(J) ในสภาพปลอดเช้ือท่ีเล้ียงบนอาหาร MS เป็น
ระยะเวลา 4 สัปดาห์ (A) ตน้ควบคุม โคลชิซิน 0% (B) โคลชิซิน 0.05% (C) โคลชิซิน 0.1% (D)  
โคลชิซิน 0.15%  (E) โคลชิซิน  0.2% (F) ต้นควบคุม โคลชิซิน 0% (G) โคลชิซิน  0.05% (H)  
โคลชิซิน 0.1% (I) โคลชิซิน 0.15% (J) โคลชิซิน 0.2% และ (K) โคลชิซิน 0.05% 12 ชัว่โมง 
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File: 600179.FCS   Date: 24-04-2017  Time: 09:52:24    Particles: 2027   Acq.-Time: 82 s
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File: 600178-1.FCS   Date: 24-04-2017  Time: 10:30:37    Particles: 2113   Acq.-Time: 47 s
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       4.2.7  กำรย้ำยปลูกเบญจมำศสำยพนัธ์ุซีรีเบรทนอกสภำพปลอดเช้ือ 

     การยา้ยปลูกเบญจมาศนอกสภาพปลอดเช้ือ โดยน าตน้เบญจมาศในสภาพปลอดเช้ือรุ่น 

M2 ยา้ยออกปลูกจ านวน 20 ตน้ต่อ 1 ทรีทเมนตท์ าไดโ้ดยน าตน้เบญจมาศท่ีมีรากและเจริญเติบโต

ประมาณ 4-5 สัปดาห์ในสภาพปลอดเช้ือน ามาปรับตวัให้เข้ากับสภาพแวดล้อมทางธรรมชาติ  

2-3 วนั โดยการยา้ยมาเล้ียงท่ีอุณหภูมิห้อง หลงัจากนั้นใหย้า้ยตน้เบญจมาศออกจากขวด ท าการลา้ง

วุน้ท่ีติดกบัรากให้สะอาดเตรียมมะพร้าวสับเพื่อใช้เป็นวสัดุปลูก และน าตน้เบญจมาศท่ีล้างวุน้

สะอาดแลว้ปลูกลงในวสัดุท่ีเตรียมไว ้รดน ้ าให้ชุ่ม ใชถุ้งพลาสติกคลุมกระถาง เพื่อให้ตน้เบญจมาศ

ค่อยๆ ปรับตวั น าไปวางในท่ีมีแสงแต่ไม่ตอ้งโดนแดดเพราะจะท าให้ตน้เบญจมาศตายเม่ือผ่านไป  

1 สัปดาห์ให้เจาะรูท่ีถุงพลาสติกเพื่อให้ตน้เบญจมาศมีอากาศถ่ายเท พอตน้เบญจมาศเร่ิมสร้างใบ

ใหม่ให้เตรียมยา้ยปลูกในดินผสมมะพร้าวสับ อตัราส่วน 1:1 เร่ิมใส่ปุ๋ยสูตร 16-16-16 ในสัปดาห์ท่ี 

2 หลงัจากเล้ียงตน้เบญจมาศเป็นระยะเวลา 1-7 สัปดาห์ พบวา่อตัราการรอดชีวิตของตน้เบญจมาศ

โดยเฉล่ีย 85-90 เปอร์เซ็นต ์เพราะมีตน้เบญจมาศท่ีตายบา้ง เน่ืองจากมีแมลงศตัรูพืชเขา้ท าลาย และ

บางกระถางมีน ้ าขงั ท าให้รากและล าตน้เน่าตาย (ตารางท่ี 4.17) ภายหลงัจากการเล้ียงเป็นระยะเวลา 

7 สัปดาห์ ต้นเบญจมาศท่ีได้รับสารละลายโคลชิซินความเข้มข้น 0,  0.05,  0.1,  0.15 และ  

0.2 เปอร์เซ็นต ์ระยะเวลา 12 และ 24 ชัว่โมง ความสูงตน้ และจ านวนใบ มีแนวโนม้เพิ่มข้ึนในทุกๆ 

สัปดาห์ แต่ไม่มีความแตกต่างทางสถิติ ลกัษณะล าตน้มีสีเขียว (ภาพท่ี 4.23) ใบเป็นรูปใบหอกปลาย

แหลมหรือบางใบค่อนขา้งกลม เส้นกลางใบและเส้นแขนงใบสีเขียวอ่อนเห็นไดช้ดั ผวิใบดา้นบนมี

สีเขียวเขม้ ผิวใบดา้นล่างสีเขียวอ่อน (ภาพท่ี 4.24) ในสัปดาห์ท่ี 7 ตน้เบญจมาศเร่ิมมีการออกดอก 

พบวา่จ านวนดอกของแต่ละตน้ไม่แตกต่างกนัทางสถิติ โดยเฉล่ียแลว้มีจ านวนดอก 7-10 ดอกต่อตน้ 

ส าหรับต้นเบญจมาศท่ีได้รับความเข้มข้นของสารละลายโคลชิซิน 0 เปอร์เซ็นต์ ระยะเวลา  

12 ชัว่โมง (ตน้ควบคุม) พบวา่มีความสูงตน้ จ านวนใบ และจ านวนดอกมากท่ีสุด 31.40 เซนติเมตร, 

19.65 ใบ และ10.90 ดอก ตามล าดบั และส าหรับตน้เบญจมาศท่ีไดรั้บความเขม้ขน้ของสารละลาย

โคลชิซิน 0.2 เปอร์เซ็นต ์ระยะเวลา 24 ชัว่โมง พบวา่มีความสูงตน้ จ านวนใบ และจ านวนดอกนอ้ย

ท่ีสุด 25.58 เซนติเมตร, 13.35 ใบ และ 7.65 ดอก ตามล าดบั (ตารางท่ี 4.18) เม่ือถึงสัปดาห์ท่ี 11 ดอก

จะมีลักษณะบานเต็มท่ี มีขนาดดอกไม่แตกต่างกันทางสถิติ โดยขนาดของดอกโดยเฉล่ีย  

2 เซนติเมตรวดัจากเส้นผา่นศูนยก์ลางของดอก โดยขนาดของดอกใหญ่ท่ีสุด 2.49 เซนติเมตร คือตน้

เบญจมาศท่ีไดรั้บความเขม้ขน้ของสารละลายโคลชิซิน 0.05 เปอร์เซ็นต ์ระยะเวลา 12 ชัว่โมง ขนาด

ของดอกเล็กท่ีสุด 1.88 เซนติเมตร คือตน้เบญจมาศท่ีไดรั้บความเขม้ขน้ของสารละลายโคลชิซิน  

0 เปอร์เซ็นต ์ระยะเวลา 12 ชัว่โมง (ตน้ควบคุม) (ตารางท่ี 4.18) ลกัษณะของดอกเบญจมาศสายพนัธ์ุ
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ซีรีเบรทหลงัจากยา้ยออกปลูก พบวา่ลกัษณะของดอกเป็นประเภท single กลีบดอกของดอกยอ่ยวง

นอกมีสีเหลือง บานเรียงซ้อนกนั 2-3 ชั้น กลีบดอกของดอกยอ่ยวงในมีสีเขียว ไม่มีการพฒันา แต่

รวมกนัเป็นกระจุกตรงใจกลางดอก ซ่ึงตน้ท่ีได้รับสารละลายโคลชิซิน ความเขม้ขน้ต่างๆ และ

ระยะเวลาท่ีแตกต่างกนันั้น รวมถึงตน้มีปริมาณดีเอ็นเอลดลง มีลกัษณะของดอกและการบานของ

ดอกไม่แตกต่างกนัจากตน้ท่ีไม่ไดรั้บสารละลายโคลชิซิน (ภาพท่ี 4.25) 

 

       

       

       
ภำพที ่4.23 ตน้เบญจมาศสายพนัธ์ุซีรีเบรทหลงัจากยา้ยปลูกเป็นระยะเวลา 4 สปัดาห์ ท่ีไดรั้บสารละลายโคลชิซิน  

12 ชั่วโมง (A)-(E) และ 24 ชั่วโมง (F)-(J)  (A) ต้นควบคุม โคลชิซิน 0% (B) โคลชิซิน 0.05%  
(C) โคลชิซิน 0.1% (D) โคลชิซิน 0.15%  (E) โคลชิซิน  0.2% (F) ต้นควบคุม โคลชิซิน 0%  
(G) โคลชิซิน 0.05% (H) โคลชิซิน 0.1% (I) โคลชิซิน 0.15% (J) โคลชิซิน 0.2% และ (K) โคลชิซิน 
0.05% 12 ชัว่โมง 

A 

 

B 

 

C 

 

D 

 

E 
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G 

 

H 

 

I 

 

J 

 

K 
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ภำพที่ 4.24 ลกัษณะของใบเบญจมาศสายพนัธ์ุซีรีเบรทหลงัจากยา้ยปลูกเป็นระยะเวลา 4 สัปดาห์ (A) ตน้ควบคุม  
โคลชิซิน 0% 12 ชัว่โมง (B) โคลชิซิน 0.05% 12 ชัว่โมง (C) โคลชิซิน 0.1% 12 ชัว่โมง (D) โคลชิซิน 
0.15% 12 ชั่วโมง (E) โคลชิซิน 0.2% 12 ชั่วโมง (F) ต้นควบคุม โคลชิซิน 0% 24 ชั่วโมง (G)  
โคลชิซิน 0.05% 24 ชั่วโมง (H) โคลชิซิน 0.1% 24 ชั่วโมง (I) โคลชิซิน 0.15% 24 ชั่วโมง และ  
(J) โคลชิซิน 0.2% 24 ชัว่โมง 
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ภำพที่ 4.25 ลกัษณะของดอกเบญจมาศพนัธ์ุซีรีเบรท หลงัจากยา้ยปลูกเป็นระยะเวลา 11 สัปดาห์ (A) ตน้ควบคุม  
โคลชิซิน 0% 12 ชัว่โมง (B) โคลชิซิน 0.05% 12 ชัว่โมง (C) โคลชิซิน 0.1% 12 ชัว่โมง (D) โคลชิซิน 
0.15% 12 ชั่วโมง (E) โคลชิซิน 0.2% 12 ชั่วโมง (F) ต้นควบคุม โคลชิซิน 0% 24 ชั่วโมง (G)  
โคลชิซิน 0.05% 24 ชั่วโมง (H)  โคลชิซิน 0.1% 24 ชั่วโมง (I)  โคลชิซิน 0.15% 24 ชั่วโมง  
(J) โคลชิซิน 0.2% 24 ชัว่โมง และ (K),(L) โคลชิซิน 0.05% 12 ชัว่โมง 

  

1 CM 1 CM 1 CM 

1 CM 

1 CM 

1 CM 1 CM 1 CM 

1 CM 1 CM 

1 CM 1 CM 
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ตำรำงที ่4.17 แสดงอตัราการรอดชีวติหลงัจากยา้ยปลูกเบญจมาศสายพนัธ์ุซีรีเบรท เป็นระยะเวลา 7 สปัดาห์ 
อตัราการรอดชีวิต (เปอร์เซ็นต)์  (±SE)1/ 

อายุ (สปัดาห์) 
  1 2 3 4 5 6 7 

โคลชิซิน (%) 0 85.00±26.67 82.50±33.49 80.00±33.49 80.00±33.49 80.00±33.49 80.00±33.49 80.00±33.49 
0.05 92.50±33.49 92.50±33.49 92.50±36.16 92.50±36.16 92.50±36.16 92.50±36.16 92.50±36.16 

0.10 87.50±26.67 85.00±30.38 82.50±33.49 82.50±33.49 82.50±33.49 82.50±33.49 82.50±33.49 

0.15 87.50±36.16 85.00±36.16 85.00±36.16 85.00±36.16 85.00±36.16 85.00±36.16 85.00±36.16 

0.20 90.00±36.16 90.00±36.16 90.00±36.16 90.00±36.16 90.00±36.16 90.00±36.16 90.00±36.16 
F-test  ns ns ns ns ns ns ns 

ระยะเวลา (ชัว่โมง) 12 
24 

89.00±32.65 
88.00±31.44 

89.00±34.87 
85.00±32.65 

89.00±35.88 
83.00±33.79 

89.00±35.88 
83.00±17.14 

89.00±35.88 
83.00±17.14 

89.00±35.88 
83.00±17.14 

89.00±35.88 
83.00±17.14 

F-test  ns ns ns ns ns ns ns 
โคลชิซิน (%) ระยะเวลา (ชัว่โมง)        

0 12 
24 

90.00±30.77 
95.00±22.36 

85.00±36.63 
90.00±30.77 

85.00±36.63 
90.00±30.77 

85.00±36.63 
90.00±30.77 

85.00±36.63 
90.00±30.77 

85.00±36.63 
90.00±30.77 

85.00±36.63 
90.00±30.77 

0.05 12 
24 

85.00±36.63 
90.00±30.77 

85.00±36.63 
90.00±30.77 

85.00±36.63 
85.00±36.63 

85.00±36.63 
85.00±36.63 

85.00±36.63 
85.00±36.63 

85.00±36.63 
85.00±36.63 

85.00±36.63 
85.00±36.63 

0.10 12 
24 

95.00±22.36 
90.00±30.77 

90.00±30.77 
90.00±30.77 

85.00±30.77 
90.00±36.63 

85.00±30.77 
90.00±36.63 

85.00±30.77 
90.00±36.63 

85.00±30.77 
90.00±36.63 

85.00±30.77 
90.00±36.63 

0.15 12 
24 

85.00±36.63 
85.00±36.63 

85.00±36.63 
85.00±36.63 

85.00±36.63 
85.00±36.63 

85.00±36.63 
85.00±36.63 

85.00±36.63 
85.00±36.63 

85.00±36.63 
85.00±36.63 

85.00±36.63 
85.00±36.63 

0.20 12 
24 

95.00±36.63 
85.00±36.63 

85.00±36.63 
85.00±36.63 

85.00±36.63 
85.00±36.63 

85.00±36.63 
85.00±36.63 

85.00±36.63 
85.00±36.63 

85.00±36.63 
85.00±36.63 

85.00±36.63 
85.00±36.63 

F-test  ns ns ns ns ns ns ns 
CV%  36.70 39.20 40.63 40.63 40.63 40.63 40.63 

1/ค่าเฉล่ียท่ีมีอกัษรก ากบัต่างกนัในแนวตั้ง มีความแตกต่างกนัอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ เม่ือเปรียบเทียบโดยวิธี Duncan’s New Multiple Test ท่ีระดบัความเช่ือมัน่ 95% 
ns ไม่มีความแตกต่างอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ
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ตำรำงที่ 4.18 แสดงความสูง จ านวนใบ จ านวนดอก และขนาดของดอกเบญจมาศสายพนัธ์ุซีรีเบรท หลงัจากยา้ย
ปลูกเป็นระยะเวลา 7 สปัดาห์   

  ความสูงตน้ (ซม.) 
(±SE)1/ 

จ านวนใบ
(±SE)1/ 

จ านวนดอก 
 (±SE)1/ 

ขนาดของดอก
(ซม.) (±SE)1/ 

 โคลชิซิน (%) 0 25.60±13.51 15.62±7.19 9.27±3.51 2.05±0.72 
0.05 28.20±14.53 17.82±7.90 10.15±2.83 2.38±0.84 
0.10 27.22±13.33 16.42±7.20 10.15±3.21 2.11±0.77 
0.15 29.14±12.96 18.20±7.89 10.32±2.36 2.10±0.93 
0.20 28.50±11.49 19.52±7.30 9.57±1.87 2.22±0.94 

F-test  ns ns ns ns 
ระยะเวลา 
(ชัว่โมง) 

12 
24 

29.10±13.74 
26.36±12.60 

17.80±7.73 
17.24±7.15 

9.78±2.48 
9.67±3.10 

2.25±0.84 
2.09±0.84 

F-test  ns ns ns ns 
โคลชิซิน (%) ระยะเวลา 

(ชัว่โมง) 
    

0 12 
24 

31.40±15.09 
26.00±11.52 

19.65±7.46 
19.40±7.33 

10.90±3.15 
9.20±3.65 

1.88±0.78 
2.00±0.92 

0.05 12 
24 

27.85±14.71 
28.54±14.69 

17.55±7.33 
18.10±8.57 

9.95±2.37 
10.35±3.30 

2.49±0.75 
2.26±0.94 

0.10 12 
24 

26.39±14.67 
28.06±12.19 

16.45±8.24 
16.40±6.18 

10.70±3.24 
9.60±3.26 

2.08±0.87 
2.01±0.54 

0.15 12 
24 

28.88±13.17 
29.40±13.09 

17.70±8.29 
18.70±7.61 

9.75±0.86 
9.85±2.51 

2.01±0.93 
2.10±0.96 

0.20 12 
24 

31.01±11.75 
25.58±11.73 

17.90±8.11 
13.35±6.34 

9.30±0.88 
7.65±3.44 

2.25±0.94 
2.20±0.97 

F-test  ns ns ns ns 
CV%  47.14 42.55 28.17 38.86 

1/ค่าเฉล่ียท่ีมีอกัษรก ากบัต่างกนัในแนวตั้ง มีความแตกต่างกนัอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ เม่ือเปรียบเทียบโดยวิธี Duncan’s New 
Multiple Test ท่ีระดบัความเช่ือมัน่ 95%  
ns ไม่มีความแตกต่างอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ 
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4.3  กำรชักน ำให้เกิดกำรกลำยพันธ์ุในกลีบดอกเบญจมำศสำยพันธ์ุแคนเทอร์  
(ดอกประเภท single สีม่วง) โดยใช้สำรละลำยโคลชิซิน 

       4.3.1  อตัรำกำรรอดชีวติของแคลลสั 

     หลงัจากการแช่กลีบดอกเบญจมาศสายพนัธ์ุแคนเทอร์ ท่ีระดบัความเขม้ขน้ 0, 0.05, 0.1, 

0.15 และ 0.2 เปอร์เซ็นต ์ระยะเวลา 12 และ 24 ชัว่โมง และน ามาเล้ียงบนอาหารสูตร MS ท่ีเติมสาร

ควบคุมการเจริญเติบโต NAA 2 มิลลิกรัมต่อลิตร และ kinetin 4 มิลลิกรัมต่อลิตรเป็นระยะเวลา 12 

สัปดาห์ พบว่าสัปดาห์ท่ี 2 กลีบดอกมีอตัราการรอดชีวิต 100 เปอร์เซ็นต์ แต่ในสัปดาห์ท่ี 4 จนถึง

สัปดาห์ท่ี 12 กลีบดอกมีอตัราการรอดชีวิตท่ีนอ้ยลงเม่ือความเขม้ขน้ของสารละลายโคลชิซินสูงข้ึน 

อตัราการรอดชีวติลดลงถึง 50.00 เปอร์เซ็นตท่ี์ความเขม้ขน้ของสารละลายโคลชิซิน 0.20 เปอร์เซ็นต ์

ระยะเวลา 24 ชัว่โมง (ตารางท่ี 4.19)  ภายหลงัจากการเพาะเล้ียงกลีบดอกเป็นระยะเวลา 12 สัปดาห์ 

ความเขม้ขน้ของสารละลายโคลชิซิน ระยะเวลา 12 ชัว่โมง มีค่า LD50 เท่ากบั 0.20 เปอร์เซ็นต ์และ

ระยะเวลา 24 ชัว่โมง มีค่า LD50 เท่ากบั 0.19 เปอร์เซ็นต ์(ภาพท่ี 4.26)  

       4.3.2  ขนำดของแคลลสั 

     หลงัจากการแช่กลีบดอกเบญจมาศสายพนัธ์ุแคนเทอร์ ท่ีระดบัความเขม้ขน้ 0, 0.05, 0.1, 

0.15 และ 0.2 เปอร์เซ็นต์ ระยะเวลา 12 และ 24 ชั่วโมง และน ามาเล้ียงบนอาหารสูตร MS  

ท่ีเติมสารควบคุมการเจริญเติบโต NAA 2 มิลลิกรัมต่อลิตร และ kinetin 4 มิลลิกรัมต่อลิตร เม่ืออายุ  

2 สัปดาห์ พบว่าช้ินส่วนเร่ิมตน้เร่ิมมีแคลลสัเกิดข้ึน และแคลลสัมีแนวโน้มท่ีจะใหญ่ข้ึนเม่ือมีอายุ

เพิ่มมากข้ึน โดยแคลลัสมีลักษณะเกาะกันแน่น มีสีเขียวอ่อนเกิดข้ึนท่ีผิวนอกและรอยตดัของ

ช้ินส่วน เม่ือเล้ียงแคลลสัมาเป็นระยะ 12 สัปดาห์พบวา่ แคลลสัท่ีมีขนาดความกวา้งและความยาว

มากท่ีสุด คือ 1.65 และ 1.74 เซนติเมตร ตามล าดับ ท่ีความเข้มข้นของสารละลายโคลชิซิน  

0 เปอร์เซ็นต ์ระยะเวลา 12 ชัว่โมง (ตน้ควบคุม) ส่วนแคลลสัท่ีมีขนาดความกวา้งและความยาวน้อย

ท่ีสุด คือ 1.07 และ 1.06 เซนติเมตร ตามล าดับ ท่ีความเข้มข้นของสารละลายโคลชิซิน  

0.2 เปอร์เซ็นต ์ระยะเวลา 24 ชัว่โมง (ตารางท่ี 4.20) ซ่ึงมีขนาดความกวา้ง และความยาวของแคลลสั 

เล็กกวา่ตน้ควบคุม 64.84 และ 60.91 เปอร์เซ็นต ์ตามล าดบั 

       4.3.3  เปอร์เซ็นต์กำรเกดิยอดและจ ำนวนยอดต่อแคลลสั 

     หลงัจากการแช่กลีบดอกเบญจมาศสายพนัธ์ุแคนเทอร์ ท่ีระดบัความเขม้ขน้ 0, 0.05, 0.1, 

0.15 และ 0.2 เปอร์เซ็นต ์ระยะเวลา 12 และ 24 ชัว่โมง และน ามาเล้ียงบนอาหารสูตร MS ท่ีเติมสาร

ควบคุมการเจริญเติบโต NAA 2 มิลลิกรัมต่อลิตร และ kinetin 4 มิลลิกรัมต่อลิตร เม่ืออายุ  
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4 สัปดาห์ ช้ินส่วนเร่ิมตน้มีการพฒันามาจากกลุ่มแคลลสัหรือกอ้นเน้ือเยื่อท่ีพฒันาข้ึนมา โดยการ

พฒันาไปเป็นแคลลสัท่ีมีลกัษณะเป็นกลุ่มกอ้น ผิวขรุขระ มีเขียวอ่อนหรือสีเหลืองบริเวณรอยตดั 

และการพฒันาไปเป็นส่วนยอดโดยผ่านการเกิดแคลลัส โดยแคลลัสมีลักษณะเกาะกันแน่น 

(compact callus) เม่ืออายุ 12 สัปดาห์พบว่าความเข้มข้นของสารละลายโคลชิซิน 0 เปอร์เซ็นต์ 

ระยะเวลา 12 ชั่วโมง (ต้นควบคุม) มีเปอร์เซ็นต์การเกิดยอดมากท่ีสุด 83.33 เปอร์เซ็นต์ และ 

มีจ  านวนยอดต่อแคลลัสมากท่ีสุด 2.16 ยอด ส่วนความเข้มข้นของสารละลายโคลชิซิน  

0.2 เปอร์เซ็นต์ ระยะเวลา 24 ชัว่โมง มีเปอร์เซ็นต์การเกิดยอดน้อยท่ีสุด 40.33 เปอร์เซ็นต์ และมี

จ านวนยอดต่อแคลลสันอ้ยท่ีสุด 1.20 ยอด (ตารางท่ี 4.20) 

 

 

ภำพที ่4.26 กราฟอตัราการรอดชีวติของแคลลสัท่ีเล้ียงบนอาหาร MS ท่ีเติม NAA 2 มิลลิกรัมต่อลิตร และ kinetin 
4 มิลลิกรัมต่อลิตร เป็นระยะเวลา 12 สปัดาห์  

y = -246.66x + 102
R² = 0.9326

y = -226.66x + 93.332
R² = 0.9116
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ตำรำงที ่4.19  ผลของความเขม้ขน้และระยะเวลาการแช่สารละลายโคลชิซินต่ออตัราการรอดชีวติของแคลลสัเบญจมาศสายพนัธ์ุแคนเทอร์ ภายหลงัการเล้ียงเป็นระยะเวลา  
12 สปัดาห์ 

อตัราการรอดชีวิต (เปอร์เซ็นต)์  (±SE)1/ 
อายุ (สปัดาห์) 

  2 4 6 8 10 12 
โคลชิซิน (%) 0 100.00±0.00 100.00±0.00a 100.00±0.00a 100.00±0.00a 100.00±0.00a 100.00±0.00a 

0.05 100.00±0.00 100.00±0.00a 98.33±0.00a 95.00±5.47b 90.00±8.94b 85.00±13.78b 
0.10 100.00±0.00 96.67±5.16ab 91.67±4.08b 81.67±4.08c 75.00±5.47c 70.00±0.00c 
0.15 100.00±0.00 96.67±5.16ab 11.67±4.08c 78.33±4.08cd 71.67±4.08cd 63.33±5.16d 
0.20 100.00±0.00 93.33±5.16b 90.00±0.00b 76.67±5.16d 6667±5.16d 51.67±4.08e 

F-test  ns ** ** ** ** ** 
ระยะเวลา (ชัว่โมง) 12 100.00±0.00 97.33±4.57 96.00±5.07a 88.00±10.82a 82.67±14.37a 77.33±19.07a 

24 100.00±0.00 97.33±4.57 93.33±4.87b 84.67±9.90b 78.67±13.02b 70.67±17.51b 
F-test  ns ns * * * ** 

โคลชิซิน (%) ระยะเวลา (ชัว่โมง)       
0 12 

24 
100.00±0.00 
100.00±0.00 

100.00±0.00 
100.00±0.00 

100.00±0.00a 
100.00±0.00a 

100.00±0.00a 
100.00±0.00a 

100.00±0.00a 
100.00±0.00a 

100.00±0.00a 
100.00±0.00a 

0.05 12 
24 

100.00±0.00 
100.00±0.00 

100.00±0.00 
100.00±0.00 

100.00±0.00a 
96.67±5.77ab 

100.00±0.00a 
90.00±0.00b 

96.67±5.77a 
83.33±5.77b 

96.67±5.77a 
73.33±5.77b 

0.10 12 
24 

100.00±0.00 
100.00±0.00 

96.67±5.77 
96.67±5.77 

96.67±5.77ab 
90.00±0.00c 

83.33±5.77c 
80.00±0.00c 

76.67±5.77bc 
73.33±5.77cd 

70.00±0.00b 
70.00±0.00b 

0.15 12 
24 

100.00±0.00 
100.00±0.00 

96.67±5.77 
96.67±5.77 

93.33±5.77bc 
90.00±0.00c 

80.00±0.00c 
76.67±5.77c 

73.33±0.00cd 
70.00±5.77cd 

66.67±5.77b 
60.00±0.00c 

0.20 12 
24 

100.00±0.00 
100.00±0.00 

93.33±5.77 
93.33±5.77 

90.00±0.00c 
90.00±0.00c 

76.67±5.77c 
76.67±5.77c 

66.67±5.77d 
66.67±5.77d 

53.33±5.77d 
50.00±0.00d 

F-test  ns ns ** ** ** ** 
CV%  0.00 4.59 3.34 4.22 5.98 4.93 

1/ค่าเฉล่ียท่ีมีอกัษรก ากบัต่างกนัในแนวตั้ง มีความแตกต่างกนัอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ เม่ือเปรียบเทียบโดยวิธี Duncan’s New Multiple Test ท่ีระดบัความเช่ือมัน่ 95% 
ns ไม่มีความแตกต่างอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ *มีความแตกต่างอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ **มีความแตกต่างอยา่งมีนยัส าคญัยิ่งทางสถิติ

80 



81 

ตำรำงที่ 4.20 ผลของความเขม้ขน้และระยะเวลาการแช่สารละลายโคลชิซิน ของเบญจมาศสายพนัธ์ุแคนเทอร์ต่อ
ความกวา้ง ความยาวของแคลลสั เปอร์เซ็นตก์ารเกิดยอด จ านวนยอด/แคลลสั ภายหลงัการเล้ียงเป็น
ระยะเวลา 12 สปัดาห์ 

  ขนาดแคลลสั (±SE)1/   
  ความกวา้ง 

(ซม.) 
ความยาว 
(ซม.)  

เปอร์เซ็นตก์ารเกิด
ยอด (±SE)1/ 

จ านวนยอด/
แคลลสั (±SE)1/ 

โคลชิซิน (%) 0 1.58±0.08a 1.61±0.15a 76.67±10.32a 2.11±0.07a 
 0.05 1.21±0.09b 1.30±0.13b 60.00±6.32b 1.61±0.07b 
 0.10 1.20±0.08b 1.30±0.16b 51.67±4.08c 1.45±0.05c 
 0.15 1.09±0.04c 1.12±0.02c 45.00±5.47c 1.30±0.08d 
 0.20 1.11±0.01c 1.09±0.03c 45.00±5.47c 1.21±0.07d 

F-test  ** ** ** ** 
ระยะเวลา 
(ชัว่โมง) 

12 1.29±0.20a 1.37±0.24a 58.67±15.05a 1.55±0.35 
24 1.19±0.17b 1.20±0.13b 52.670±11.62b 1.52±0.31 

F-test  ** ** ** ns 
โคลชิซิน (%) ระยะเวลา 

(ชัว่โมง) 
    

0 12 
24 

1.65±0.05a 
1.51±0.01b 

1.74±0.04a 
1.48±0.05b 

83.33±5.77a 
70.00±10.00b 

2.16±0.05a 
2.06±0.05a 

0.05 12 
24 

1.28±0.01c 
1.14±0.08d 

1.41±0.01b 
1.19±0.09c 

63.33±5.77bc 
56.67±5.77cd 

1.63±0.05b 
1.60±0.10b 

0.10 12 
24 

1.28±0.02c 
1.12±0.02d 

1.44±0.08c 
1.16±0.01c 

53.33±5.77cde 
50.00±0.00de 

1.46±0.05c 
1.43±0.05cd 

0.15 12 
24 

1.16±0.01d 
1.11±0.01d 

1.13±0.03cd 
1.11±0.01cd 

46.67±5.77de 
43.33±5.77e 

1.30±0.10de 
1.30±0.10de 

0.20 12 
24 

1.12±0.01d 
1.07±0.06e 

1.11±0.01cd 
1.06±0.01d 

46.67±5.77de 
40.33±5.77e 

1.23±0.05e 
1.20±0.10e 

F-test  ** ** ** ** 
CV%  3.25 3.80 10.87 5.02 

1/ค่าเฉล่ียท่ีมีอกัษรก ากบัต่างกนัในแนวตั้ง มีความแตกต่างกนัอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ เม่ือเปรียบเทียบโดยวิธี Duncan’s New 
Multiple Test ท่ีระดบัความเช่ือมัน่ 95%  
ns ไม่มีความแตกต่างอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ **มีความแตกต่างอยา่งมีนยัส าคญัยิง่ทางสถิติ 
  



82 

       4.3.4  ควำมสูงต้น และจ ำนวนใบเบญจมำศในสภำพปลอดเช้ือ รุ่น M1 และ M2 

     หลงัจากการแช่กลีบดอกเบญจมาศสายพนัธ์ุแคนเทอร์ ท่ีระดบัความเขม้ขน้ 0, 0.05, 0.1, 

0.15 และ 0.2 เปอร์เซ็นต ์ระยะเวลา 12 และ 24 ชัว่โมง และน ามาเล้ียงบนอาหารสูตร MS ท่ีเติมสาร

ควบคุมการเจริญเติบโต NAA 2 มิลลิกรัมต่อลิตร และ kinetin 4 มิลลิกรัมต่อลิตร เม่ือเวลาผา่นไป  

1 เดือนยอดจะพฒันาไปเป็นตน้ น าตน้ท่ีไดม้าตดับริเวณขอ้ และน าไปเล้ียงบนอาหารสูตร MS ท่ี

ปราศจากสารควบคุมการเจริญเติบโต จะไดต้น้ในรุ่น M1 พบวา่ตน้เบญจมาศท่ีไดรั้บความเขม้ขน้

ของสารละลายโคลชิซิน 0, 0.05, 0.1, 0.15 และ 0.2 เปอร์เซ็นต์ ระยะเวลา 12 และ 24 ชั่วโมง มี

ลกัษณะของตน้ และใบไม่แตกต่างกนั โดยความสูงของตน้และใบพบว่ามีแนวโน้มเพิ่มข้ึนทุกๆ 

สัปดาห์ ล าต้นและใบมีสีเขียว แต่มีบางต้นท่ีได้รับความเข้มข้น 0.15 เปอร์เซ็นต์ ระยะเวลา  

24ชั่วโมง พบว่าตน้เบญจมาศมีล าตน้สีขาว ใบด่าง (ภาพท่ี 4.27I) พบจ านวนต้นด่าง 1 ตน้ จาก

ทั้งหมด 30 ตน้ คิดเป็น 3.33 เปอร์เซ็นต์ ของทรีทเมนต์ดงักล่าว โดยลกัษณะของล าตน้มีสีขาว ใบ

ด่าง เม่ือตน้รุ่น M1 เจริญเติบโตเป็นระยะเวลา 1 เดือนท าการเปล่ียนอาหารโดยการตดัส่วนขอ้และ

น าไปเล้ียงบนอาหารสูตร MS ท่ีปราศจากสารควบคุมการเจริญเติบโต จะไดต้น้ในรุ่น M2 พบวา่ตน้

เบญจมาศท่ีได้รับความเข้มข้นของสารละลายโคลชิซิน 0, 0.05, 0.1, 0.15 และ 0.2 เปอร์เซ็นต์ 

ระยะเวลา 12 และ 24 ชัว่โมง มีลกัษณะของตน้ และใบไม่แตกต่างกนั โดยความสูงของตน้และใบ

พบว่ามีแนวโน้มเพิ่มข้ึนทุกๆ สัปดาห์ ล าต้นและใบมีสีเขียว แต่มีบางต้นท่ีได้รับความเข้มข้น  

0.15 เปอร์เซ็นต์ ระยะเวลา 24 ชั่วโมง พบว่าต้นเบญจมาศมีล าต้นสีขาว ใบด่าง (ภาพท่ี 4.28I)  

พบจ านวนตน้ด่าง 1 ตน้ จากทั้งหมด 30 ตน้ คิดเป็น 3.33 เปอร์เซ็นต์ ของทรีทเมนตด์งักล่าว ซ่ึงตน้

ท่ีไดล้กัษณะแบบน้ีเป็นตน้เดียวกนักบัตน้ในรุ่น M1 ในสัปดาห์ท่ี 4 ก่อนท าการเปล่ียนอาหารพบวา่

ความสูงตน้เฉล่ีย 4 เซนติเมตร และจ านวนใบเฉล่ีย 7 ใบ (ตารางท่ี 4.21)  
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ภำพที่ 4.27 ตน้เบญจมาศพนัธ์ุแคนเทอร์รุ่น M1 ท่ีไดรั้บสารละลายโคลชิซิน 12 ชัว่โมง (A)-(E) และ 24 ชัว่โมง  
(F)-(K) ในสภาพปลอดเช้ือท่ีเล้ียงบนอาหาร MS เป็นระยะเวลา 4 สัปดาห์ (A) ตน้ควบคุม โคลชิซิน 
0% (B) โคลชิซิน 0.05% (C) โคลชิซิน 0.1% (D) โคลชิซิน 0.15%  (E) โคลชิซิน 0.2% (F) ตน้ควบคุม 
โคลชิซิน 0% (G) โคลชิซิน 0.05% (H) โคลชิซิน 0.1% (I) โคลชิซิน 0.15% (ด่าง) (J) โคลชิซิน 0.2% 
และ (K) โคลชิซิน 0.2% (4n) 

A 

 

B 

 

C 

 

D 

 

G 

 

J 

 

E 

 

H 

 

F 

 

I 

 

K 
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ภำพที่ 4.28 ตน้เบญจมาศพนัธ์ุแคนเทอร์รุ่น M2 ท่ีไดรั้บสารละลายโคลชิซิน 12 ชัว่โมง (A)-(E) และ 24 ชัว่โมง  
(F)-(K) ในสภาพปลอดเช้ือท่ีเล้ียงบนอาหาร MS เป็นระยะเวลา 4 สัปดาห์ (A) ตน้ควบคุม โคลชิซิน 
0% (B) โคลชิซิน 0.05% (C) โคลชิซิน 0.1% (D) โคลชิซิน 0.15%  (E) โคลชิซิน 0.2% (F) ตน้ควบคุม 
โคลชิซิน 0% (G) โคลชิซิน 0.05% (H) โคลชิซิน 0.1% (I) โคลชิซิน 0.15% (J) โคลชิซิน 0.2% (K) 
และ โคลชิซิน 0.2% (4n) 
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D 

 

G 

 

J 

 

B 
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H 

 

C 

 

F 

 

I 

 

K 
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 ตำรำงที่ 4.21 แสดงความสูงตน้ และจ านวนใบ ของเบญจมาศสายพนัธ์ุแคนเทอร์รุ่น M1 และรุ่น M2 ท่ีเล้ียงบน
อาหาร MS เป็นระยะเวลา  4 สปัดาห์ 

1/ค่าเฉล่ียท่ีมีอกัษรก ากบัต่างกนัในแนวตั้ง มีความแตกต่างกนัอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ เม่ือเปรียบเทียบโดยวิธี Duncan’s New 
Multiple Test ท่ีระดบัความเช่ือมัน่ 95%  
ns ไม่มีความแตกต่างอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ   

  ตน้เบญจมาศรุ่น M1 (±SE)1/ ตน้เบญจมาศรุ่น M2 (±SE)1/ 

  ความสูงตน้(ซม.)  จ านวนใบ  ความสูงตน้ (ซม.) จ านวนใบ  

โคลชิซิน (%) 0 4.11±0.02 7.81±0.21 4.08±0.01 7.83±0.15 
 0.05 4.11±0.01 7.86±0.13 4.09±0.02 7.85±0.20 
 0.10 4.10±0.02 7.81±0.21 4.09±0.02 7.81±0.21 
 0.15 4.10±0.02 7.85±0.18 4.09±0.03 7.85±0.23 
 0.20 4.10±0.01 7.81±0.23 4.09±0.02 7.80±0.12 

F-test  ns ns ns ns 
ระยะเวลา 
(ชัว่โมง) 

12 4.10±0.02 7.84±0.18 4.09±0.02 7.83±0.19 
24 4.10±0.01 7.82±0.19 4.09±0.02 7.82±0.17 

F-test  ns ns ns ns 
โคลชิซิน (%) ระยะเวลา 

(ชัว่โมง) 
    

0 12 
24 

4.10±0.03 
4.10±0.01 

7.83±0.15 
7.80±0.30 

4.09±0.01 
4.08±0.02 

7.86±0.20 
7.80±0.10 

0.05 12 
24 

4.12±0.01 
4.10±0.01 

7.86±0.15 
7.86±0.30 

4.09±0.02 
4.08±0.03 

7.86±0.25 
7.83±0.20 

0.10 12 
24 

4.11±0.02 
4.10±0.02 

7.80±0.15 
7.83±0.15 

4.09±0.02 
4.08±0.02 

7.80±0.26 
7.83±0.20 

0.15 12 
24 

4.10±0.03 
4.11±0.02 

7.86±0.15 
7.83±0.25 

4.09±0.03 
4.09±0.03 

7.86±0.20 
7.83±0.30 

0.20 12 
24 

4.10±0.01 
4.10±0.01 

7.83±0.25 
7.80±0.26 

4.09±0.03 
4.09±0.02 

7.76±0.15 
7.83±0.11 

F-test  ns ns ns ns 
CV%  0.54 2.83 0.66 2.69 
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       4.3.5  ควำมกว้ำง ควำมยำว จ ำนวนคลอโรพลำสต์ของปำกใบ และปริมำณคลอโรฟิลล์ 

      น าใบท่ีอยู่ในสภาพปลอดเช้ืออายุ 8 สัปดาห์มาวดัขนาดความกวา้งของปากใบต้น

เบญจมาศท่ีไดรั้บสารละลายโคลชิซิน ความเขม้ขน้ 0, 0.05, 0.1, 0.15 และ 0.2 เปอร์เซ็นต ์ระยะเวลา 

12 และ 24 ชัว่โมง พบวา่ขนาดความกวา้งและความยาวของปากใบไม่มีความแตกต่างกนัทางสถิติ

ส่วนใหญ่จะมีความกว้างเฉล่ียประมาณ 22-25 ไมโครเมตร และมีความยาวเฉล่ียประมาณ  

49-58 ไมโครเมตรโดยความกวา้งของปากใบมากท่ีสุด 25.48 ไมโครเมตร ความยาวปากใบมาก

ท่ีสุด 58.99 ไมโครเมตร คือตน้ท่ีไดรั้บสารละลายโคลชิซินความเขม้ขน้ 0.2 เปอร์เซ็นต ์ระยะเวลา 

24 ชัว่โมง  (ภาพท่ี 4.29K), (ตารางท่ี 4.22) จ  านวนคลอโรพลาสตต่์อปากใบไม่มีความแตกต่างกนั

ทางสถิติส่วนใหญ่จะมีปริมาณเม็ดคลอโรพลาสต์โดยเฉล่ียประมาณ 30-35 เม็ดต่อปากใบ และ

พบว่าจ านวนคลอโรพลาสต์มากท่ีสุด 35.90 เม็ดต่อปากใบ คือต้นท่ีได้รับสารละลายโคลชิซิน 

ความเขม้ขน้ 0.2 เปอร์เซ็นต์ ระยะเวลา 12 ชัว่โมง (ภาพท่ี 4.29E), (ตารางท่ี 4.22) จากการศึกษา

ปริมาณคลอโรฟิลล์เอและบี พบวา่ปริมาณคลอโรฟิลล์เอและบีไม่มีความแตกต่างกนัทางสถิติโดย

ต้นเบญจมาศท่ีได้รับสารละลายโคลชิซินความเข้มข้น 0 เปอร์เซ็นต์ ระยะเวลา 24 ชั่วโมง  

(ตน้ควบคุม) มีปริมาณคลอโรฟิลล์เอมากท่ีสุด 281.81 มิลลิกรัม/น ้ าหนกัสด ปริมาณคลอโรฟิลล์บี

มากท่ีสุด 262.52 มิลลิกรัม/น ้ าหนกัสด  และตน้เบญจมาศท่ีไดรั้บสารละลายโคลชิซิความเขม้ขน้  

0.05 เปอร์เซ็นต ์ระยะเวลา 24 ชัว่โมง มีปริมาณคลอโรฟิลล์เอน้อยท่ีสุด 190.68 มิลลิกรัม/น ้ าหนกั

สด ปริมาณคลอโรฟิลลบี์นอ้ยท่ีสุด 161.61 มิลลิกรัม/น ้าหนกัสด (ตารางท่ี 4.23) 
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ภำพที ่4.29 ขนาดของปากใบและจ านวนคลอโรพลาสตข์องตน้เบญจมาศสายพนัธ์ุแคนเทอร์ในสภาพปลอดเช้ือท่ี
เล้ียงบนอาหาร MS เป็นระยะเวลา 8 สัปดาห์ (A) ตน้ควบคุม โคลชิซิน 0% 12 ชัว่โมง (B) โคลชิซิน 
0.05% 12 ชัว่โมง (C) โคลชิซิน 0.1% 12 ชัว่โมง (D) โคลชิซิน 0.15% 12 ชัว่โมง (E) โคลชิซิน 0.2% 
12 ชั่ ว โมง  (F)  ต้นควบ คุม  โคล ชิ ซิน  0% 24 ชั่ ว โมง  (G)  โคล ชิ ซิน  0.05% 24 ชั่ ว โมง  
(H) โคลชิซิน 0.1% 24 ชั่วโมง (I) โคลชิซิน 0.15% 24 ชั่วโมง (J) โคลชิซิน 0.2% 24 ชั่วโมง  
และ (K) โคลชิซิน 0.2% 24 ชัว่โมง (4n) (bar = 10 µm) 

  

A 

 

B

 

 

D 

 

G 

 

J 

 

E 

 

H 

 

I 

 

F 

 

C 

 

10 µm 

10 µm 10 µm 10 µm 

10 µm 10 µm 10 µm 

10 µm 10 µm 10 µm 

K 

 

10 µm 
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ตำรำงที่ 4.22 ผลของความเขม้ขน้และระยะเวลาการแช่สารละลายโคลชิซินต่อขนาดของปากใบ และจ านวน 
 คลอโรพลาสตเ์บญจมาศสายพนัธ์ุแคนเทอร์ ภายหลงัการเล้ียงเป็นระยะเวลา 8 สปัดาห์ 

  ขนาดปากใบ (±SE)1/ จ านวนคลอโร 
พลาสต/์ปากใบ 

(±SE)1/ 
  ความกวา้ง (µM) ความยาว (µM) 

โคลชิซิน (%) 0 22.89±1.91 53.57±5.95 32.50±2.86 
 0.05 24.56±1.62 55.40±5.15 33.08±3.44 
 0.10 24.25±1.72 50.40±3.81 32.15±2.20 
 0.15 24.12±1.23 56.41±6.23 34.17±3.31 
 0.20 24.58±1.68 58.33±3.82 34.78±2.12 

F-test  ns ns ns 
ระยะเวลา 
(ชัว่โมง) 

12 
24 

24.12±1.25 
24.04±2.04 

53.81±5.15 
55.84±5.76 

32.99±3.07 
33.66±2.61 

F-test  ns ns ns 
โคลชิซิน (%) ระยะเวลา 

(ชัว่โมง) 
   

0 12 
24 

22.89±0.75 
22.90±2.93 

49.51±4.52 
51.30±3.67 

30.23±2.00 
34.76±1.04 

0.05 12 
24 

23.98±1.00 
25.14±2.14 

55.43±4.66 
55.38±6.68 

31.23±2.23 
34.93±3.78 

0.10 12 
24 

24.86±0.64 
23.64±2.33 

50.51±7.71 
56.64±0.93 

32.36±2.20 
31.93±3.45 

0.15 12 
24 

25.19±1.28 
23.04±0.70 

53.84±3.77 
58.70±3.89 

35.23±3.85 
33.00±2.98 

0.20 12 
24 

23.68±1.31 
25.48±1.72 

57.97±4.58 
58.99±7.93 

35.90±2.29 
33.67±1.50 

F-test  ns ns ns 
CV%  6.99 9.55 7.80 

1/ค่าเฉล่ียท่ีมีอกัษรก ากบัต่างกนัในแนวตั้ง มีความแตกต่างกนัอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ เม่ือเปรียบเทียบโดยวิธี Duncan’s New 
Multiple Test ท่ีระดบัความเช่ือมัน่ 95%  
ns ไม่มีความแตกต่างอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ 
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ตำรำงที่ 4.23 ผลของความเขม้ขน้และระยะเวลาการแช่สารละลายโคลชิซิน ต่อปริมาณคลอโรฟิลล์เบญจมาศ 
สายพนัธ์ุแคนเทอร์ภายหลงัการเล้ียงเป็นระยะเวลา 8 สปัดาห์ 

ปริมาณคลอโรฟิลล ์(มิลลิกรัม/น ้ าหนกัสด) (±SE)1/ 

  คลอโรฟิลลเ์อ คลอโรฟิลลบี์ 
โคลชิซิน (%) 0 257.32±36.32 252.10±71.28a 

 0.05 224.39±16.36 176.44±22.37b 
 0.10 239.01±31.20 174.995±38.11b 
 0.15 268.57±28.60 206.19±30.06ab 
 0.20 247.23±20.15 191.93±24.60b 

F-test  ns * 
ระยะเวลา 
(ชัว่โมง) 

12 
24 

254.35±29.47 
240.25±27.21 

198.84±31054 
201.80±61.37 

F-test  ns ns 
โคลชิซิน (%) ระยะเวลา 

(ชัว่โมง) 
  

0 12 
24 

272.50±38.99 
281.81±8.65 

241.69±42.61 
262.52±102.77 

0.05 12 
24 

258.10±22.58 
190.68±3.82 

186.55±26.10 
161.61±51.14 

0.10 12 
24 

249.90±11.11 
258.12±34.87 

188.29±21.97 
166.33±6.24 

0.15 12 
24 

242.14±32.98 
255.33±38.01 

192.73±13.77 
219.64±39.07 

0.20 12 
24 

239.45±9.66 
255.00±27.22 

184.96±17.36 
198.90±32.65 

F-test  ns ns 
CV%  20.91 22.04 

1/คา่เฉล่ียท่ีมีอกัษรก ากบัต่างกนัในแนวตั้ง มีความแตกต่างกนัอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ เม่ือเปรียบเทียบโดยวิธี Duncan’s New 
Multiple Test ท่ีระดบัความเช่ือมัน่ 95%  
ns ไม่มีความแตกต่างอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ *มีความแตกต่างอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ 
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       4.3.6  กำรตรวจสอบปริมำณดีเอน็เอโดยใช้เคร่ือง Flow cytometer 

     หลงัจากการแช่กลีบดอกเบญจมาศสายพนัธ์ุแคนเทอร์ ท่ีระดบัความเขม้ขน้ 0, 0.05, 0.1, 

0.15 และ 0.2 เปอร์เซ็นต ์ระยะเวลา 12 และ 24 ชัว่โมง และน ามาเล้ียงบนอาหารสูตร MS ท่ีเติมสาร

ควบคุมการเจริญเติบโต NAA 2 มิลลิกรัมต่อลิตร และ kinetin 4 มิลลิกรัมต่อลิตรเม่ือเวลาผ่านไป  

1 เดือนยอดจะพฒันาไปเป็นตน้ น าตน้ท่ีไดม้าตดับริเวณขอ้ และน าไปเล้ียงบนอาหารสูตร MS ท่ี

ปราศจากสารควบคุมการเจริญเติบโต ท าการเปล่ียนอาหารทุกๆ 1 เดือน เม่ือครบ 8 สัปดาห์ไดน้ าใบ

มาตรวจสอบปริมาณดีเอ็นเอโดยใชเ้คร่ือง Flow cytometer ทั้งน้ีไดน้ าใบเบญจมาศทุกความเขม้ขน้

และทุกระยะเวลามาตรวจสอบปริมาณดีเอ็นเอ พบวา่เบญจมาศท่ีไดรั้บความเขม้ขน้ 0.05, 0.1, 0.15 

และ 0.2 เปอร์เซ็นต์ ระยะเวลา 12 ชั่วโมง (ภาพท่ี 4.30B, 4.30C, 4.30D และ 4.30E)  และความ

เขม้ขน้ 0.05, 0.1 และ 0.15 เปอร์เซ็นต ์ระยะเวลา 24 ชัว่โมง (ภาพท่ี 4.30G, 4.30H, 4.30I และ 4.30J)   

ไม่มีการเปล่ียนแปลงปริมาณดีเอ็นเอโดยยงัคงมีปริมาณดีเอ็นเอเท่ากบัตน้เบญจมาศท่ีไม่ไดรั้บการ

แช่สารละลายโคลชิซิน (ภาพท่ี 4.30A และ 4.30F) แต่ตน้เบญจมาศท่ีไดรั้บสารละลายโคลชิซินค

วามเขม้ขน้ 0.2 เปอร์เซ็นต์ ระยะเวลา 24 ชัว่โมง  พบว่ามีปริมาณดีเอ็นเอเป็น 2 เท่า (4n) ของตน้

เบญจมาศท่ีไม่ได้ รับสารละลายโคลชิซิน และมีจ านวน 1 ต้นจากทั้ งหมด 30 ต้น ของ 

ทรีทเมนตด์งักล่าว (ภาพท่ี 4.30K) 
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ภำพที่ 4.30 ลกัษณะกราฟแสดงปริมาณดีเอ็นเอของตน้เบญจมาศสายพนัธ์ุแคนเทอร์ท่ีไดรั้บสารละลายโคลชิซิน 
12 ชัว่โมง (A)-(E) และ 24 ชัว่โมง (F)-(K) ในสภาพปลอดเช้ือท่ีเล้ียงบนอาหาร MS เป็นระยะเวลา  
4 สปัดาห์ (A) ตน้ควบคุม โคลชิซิน 0% (B) โคลชิซิน 0.05% (C) โคลชิซิน 0.1% (D) โคลชิซิน 0.15%  
(E) โคลชิซิน 0.2% (F) ต้นควบคุม โคลชิซิน 0% (G) โคลชิซิน 0.05% (H) โคลชิซิน 0.1% (I)  
โคลชิซิน 0.15% (J) โคลชิซิน 0.2% และ (K) โคลชิซิน 0.2% (4n) 

File: 600341.FCS   Date: 06-09-2017  Time: 10:24:46    Particles: 2029   Acq.-Time: 209 s
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partec PASFile: 600339.FCS   Date: 06-09-2017  Time: 10:02:27    Particles: 2028   Acq.-Time: 93 s
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File: 600340.FCS   Date: 06-09-2017  Time: 10:08:42    Particles: 2139   Acq.-Time: 40 s
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partec PASFile: 600342.FCS   Date: 06-09-2017  Time: 10:26:03    Particles: 2207   Acq.-Time: 24 s
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File: 600344.FCS   Date: 06-09-2017  Time: 10:29:25    Particles: 2241   Acq.-Time: 61 s
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partec PAS File: 600345.FCS   Date: 06-09-2017  Time: 10:31:56    Particles: 2012   Acq.-Time: 83 s
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File: 600351.FCS   Date: 06-09-2017  Time: 11:00:01    Particles: 2018   Acq.-Time: 274 s
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       4.3.7  กำรย้ำยปลูกเบญจมำศสำยพนัธ์ุแคนเทอร์นอกสภำพปลอดเช้ือ 

     การยา้ยปลูกเบญจมาศนอกสภาพปลอดเช้ือ โดยน าตน้เบญจมาศในสภาพปลอดเช้ือรุ่น 

M2 ยา้ยออกปลูกจ านวน 20 ตน้ ต่อ 1 ทรีทเมนตท์ าไดโ้ดยน าตน้เบญจมาศท่ีมีรากและเจริญเติบโต

ประมาณ 4-5 สัปดาห์ในสภาพปลอดเช้ือน ามาปรับตวัให้เขา้กบัสภาพแวดลอ้มทางธรรมชาติ 2-3 

วนั โดยการยา้ยมาเล้ียงท่ีอุณหภูมิหอ้ง หลงัจากนั้นใหย้า้ยตน้เบญจมาศออกจากขวด ท าการลา้งวุน้ท่ี

ติดกบัรากให้สะอาดเตรียมมะพร้าวสับเพื่อใช้เป็นวสัดุปลูก และน าตน้เบญจมาศท่ีลา้งวุน้สะอาด

แลว้ปลูกลงในวสัดุท่ีเตรียมไว ้รดน ้ าให้ชุ่ม ใชถุ้งพลาสติกคลุมกระถาง เพื่อให้ตน้เบญจมาศค่อยๆ 

ปรับตวั น าไปวางในท่ีมีแสง แต่ไม่ตอ้งโดนแดดเพราะจะท าให้ตน้เบญจมาศตาย เม่ือผ่านไป 1 

สัปดาห์ให้เจาะรูท่ีถุงพลาสติกเพื่อให้ตน้เบญจมาศมีอากาศถ่ายเท พอตน้เบญจมาศเร่ิมสร้างใบใหม่

ให้เตรียมยา้ยปลูกในดินผสมมะพร้าวสับ อตัราส่วน 1:1 เร่ิมใส่ปุ๋ยสูตร 16-16-16 ในสัปดาห์ท่ี 2 

หลงัจากเล้ียงตน้เบญจมาศเป็นระยะเวลา 1-2 สัปดาห์ พบว่า อตัราการรอดชีวิตของตน้เบญจมาศ

โดยส่วนใหญ่มีอตัราการรอดชีวิต 100 เปอร์เซ็นต ์หลงัจากสัปดาห์ท่ี 3 เป็นตน้ไป มีตน้เบญจมาศท่ี

ตาย เน่ืองจากมีแมลงศตัรูพืชเขา้ท าลาย และบางกระถางมีน ้าขงั ท าใหร้ากและล าตน้เน่าตาย ท าใหมี้

อตัราการรอดชีวิตเฉล่ีย 90-100 เปอร์เซ็นต์ (ตารางท่ี 4.24) ภายหลงัจากการเล้ียงเป็นระยะเวลา  

7 สัปดาห์ ต้นเบญจมาศท่ีได้รับสารละลายโคลชิซินความเข้มข้น 0,  0.05,  0.1,  0.15 และ  

0.2 เปอร์เซ็นต ์ระยะเวลา 12 และ 24 ชัว่โมง ความสูงตน้ และจ านวนใบ มีแนวโนม้เพิ่มข้ึนในทุกๆ 

สัปดาห์ แต่ไม่มีความแตกต่างทางสถิติ ลกัษณะล าตน้มีสีเขียว (ภาพท่ี 4.31) ใบเป็นรูปใบหอกปลาย

แหลมหรือบางใบค่อนขา้งกลม เส้นกลางใบเส้นแขนงใบสีเขียวอ่อนเห็นได้ชัด ผิวใบด้านบนมี 

สีเขียวเข้ม ผิวใบด้านล่างสีเขียวอ่อน (ภาพท่ี 4.33) แต่มีบางต้นท่ีได้รับสารละลายโคลชิซิน 

ความเข้มข้น 0.15 เปอร์เซ็นต์ ระยะเวลา 24 ชั่วโมง พบว่าต้นเบญจมาศมีล าต้นสีเขียวอ่อน ใบ

ค่อนขา้งกลม ผิวใบดา้นบนมีลกัษณะใบด่าง ผิวใบดา้นล่างมีสีเขียวอ่อน (ภาพท่ี 4.32) ในสัปดาห์ท่ี 

7 ตน้เบญจมาศเร่ิมมีการออกดอก พบวา่จ านวนดอกของแต่ละตน้ไม่แตกต่างกนัทางสถิติ โดยเฉล่ีย

แล้วมีจ านวนดอก 7-8 ดอกต่อต้น ส าหรับต้นเบญจมาศท่ีได้รับความเข้มข้นของสารละลาย 

โคลชิซิน 0 เปอร์เซ็นต์ ระยะเวลา 24 ชั่วโมง (ตน้ควบคุม) พบว่ามีความสูงตน้ จ านวนใบ และ

จ านวนดอกมากท่ีสุด 26.73 เซนติเมตร, 19.92 ใบ และ 8.70 ดอก ตามล าดับ และส าหรับต้น

เบญจมาศท่ีไดรั้บความเขม้ขน้ของสารละลายโคลชิซิน 0.10 เปอร์เซ็นต ์ระยะเวลา 12 ชัว่โมง พบวา่

มีความสูงตน้ จ านวนใบ และจ านวนดอกน้อยท่ีสุด 23.10 เซนติเมตร, 18.10 ใบ และ 7.70 ดอก 

ตามล าดบั เม่ือถึงสัปดาห์ท่ี 11 ดอกจะมีลกัษณะบานเต็มท่ี มีขนาดดอกไม่แตกต่างกนัทางสถิติ โดย

ขนาดของดอกโดยเฉล่ีย 2 เซนติเมตรวดัจากเส้นผ่านศูนยก์ลางของดอก โดยขนาดของดอกใหญ่
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ท่ีสุด 2.07 เซนติเมตร คือตน้เบญจมาศท่ีไดรั้บความเขม้ขน้ของสารละลายโคลชิซิน 0.05 เปอร์เซ็นต ์

ระยะเวลา 12 ชั่วโมง ขนาดของดอกท่ีเล็กท่ีสุด 2.00 เซนติเมตร คือต้นเบญจมาศท่ีได้รับความ

เขม้ขน้ของสารละลายโคลชิซิน 0 เปอร์เซ็นต์ ระยะเวลา 24 ชัว่โมง (ตน้ควบคุม) (ตารางท่ี 4.25)  

ลักษณะของดอกเบญจมาศสายพนัธ์ุแคนเทอร์หลังจากยา้ยออกปลูก พบว่าความเข้มข้นของ

สารละลายโคลชิซินทั้ง 5 ความเขม้ขน้ และ 2 ระยะเวลา ไดล้กัษณะของดอกประเภท single ท่ีมีสี

กลีบดอกของดอกย่อยวงนอกแตกต่างกนั แต่กลีบดอกของดอกย่อยวงในมีสีเหลืองอมเขียว ไม่มี

การพัฒนา แต่รวมกันเป็นกระจุกตรงใจกลางดอกท่ีเหมือนกัน ดังน้ี ต้นควบคุม ระยะเวลา  

12 ชั่วโมง กลีบดอกของดอกย่อยวงนอกสีม่วง บานเรียงซ้อนกัน 2-3 ชั้ น (ภาพท่ี 4.34A)  

ตน้เบญจมาศท่ีไดรั้บความเขม้ขน้ของสารละลายโคลชิซิน 0.05 เปอร์เซ็นต์ ระยะเวลา 12 ชัว่โมง 

กลีบดอกของดอกยอ่ยวงนอกสีม่วง และมีสีขาวบริเวณขอบๆ กลีบดอก บานเรียงซอ้นกนั 2 ชั้น พบ 

1 ตน้ จากทั้งหมด 20 ตน้ คิดเป็น 5 เปอร์เซ็นต ์(ภาพท่ี 4.34B) ตน้เบญจมาศท่ีไดรั้บความเขม้ขน้ของ

สารละลายโคลชิซิน 0.1 เปอร์เซ็นต์ ระยะเวลา 12 ชัว่โมง กลีบดอกของดอกย่อยวงนอกสีม่วงอม

ชมพู และมีสีขาวบริเวณขอบๆ กลีบดอก บานเรียงซ้อนกนั 2 ชั้น พบ 1 ตน้ จากทั้งหมด 20 ตน้  

คิดเป็น 5 เปอร์เซ็นต์ (ภาพท่ี 4.34C) ตน้เบญจมาศท่ีได้รับความเขม้ขน้ของสารละลายโคลชิซิน  

0.15 และ 0.2 เปอร์เซ็นต์ ระยะเวลา 12 ชั่วโมง กลีบดอกของดอกย่อยวงนอกสีม่วง และมีสีขาว

บริเวณขอบๆ กลีบดอก บานเรียงซ้อนกนั 2 ชั้น พบทรีทเมนตล์ะ 1 ตน้ จากทั้งหมด 20 ตน้ คิดเป็น  

5 เปอร์เซ็นต์ (ภาพท่ี 4.34D และ 4.34E) ต้นควบคุม ท่ีระยะเวลา 24 ชั่วโมง กลีบดอกของ 

ดอกย่อยวงนอกสีม่วง และมีสีขาวบริเวณขอบๆ กลีบดอกเล็กน้อย บานเรียงซ้อนกัน 2 ชั้ น  

(ภาพท่ี 4.34F) ต้นเบญจมาศท่ีได้รับความเข้มข้นของสารละลายโคลชิซิน 0.05 เปอร์เซ็นต์ 

ระยะเวลา 24 ชัว่โมง กลีบดอกของดอกยอ่ยวงนอกสีชมพูอมส้มอ่อนๆ บานเรียงซ้อนกนั 2 ชั้น พบ 

1 ตน้ จากทั้งหมด 20 ตน้ คิดเป็น 5 เปอร์เซ็นต ์(ภาพท่ี 4.34G) ตน้เบญจมาศท่ีไดรั้บความเขม้ขน้ของ

สารละลายโคลชิซิน 0.1 เปอร์เซ็นต ์ระยะเวลา 24 ชัว่โมง กลีบดอกของดอกย่อยวงนอกสีชมพูอม

ส้มอ่อนๆ กลีบดอกบานเรียงกันชั้ นเดียว พบ 1 ต้น จากทั้ งหมด 20 ต้น คิดเป็น 5 เปอร์เซ็นต์  

(ภาพท่ี 4.34H) ต้นเบญจมาศท่ีได้รับความเข้มข้นของสารละลายโคลชิซิน 0.15 เปอร์เซ็นต์ 

ระยะเวลา 24 ชัว่โมง กลีบดอกของดอกยอ่ยวงนอกสีม่วงอ่อน และสีขาวในกลีบดอกเดียวกนั บาน

เรียงซอ้นกนั 2 ชั้น พบ 1 ตน้ จากทั้งหมด 20 ตน้ คิดเป็น 5 เปอร์เซ็นต ์(ภาพท่ี 4.34I) ตน้เบญจมาศท่ี

ไดรั้บความเขม้ขน้ของสารละลายโคลชิซิน 0.2 เปอร์เซ็นต ์ระยะเวลา 24 ชัว่โมง กลีบดอกของดอก

ยอ่ยวงนอกสีม่วง และมีสีขาวบริเวณขอบๆ กลีบดอก บานเรียงซอ้นกนั 2 ชั้น พบ 1 ตน้ จากทั้งหมด 

20 ต้น คิดเป็น 5 เปอร์เซ็นต์ (ภาพท่ี 4.34J) ต้นเบญจมาศท่ีได้รับความเข้มข้นของสารละลาย 
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โคลชิซิน 0.15 เปอร์เซ็นต ์ระยะเวลา 24 ชัว่โมง (ตน้ด่าง) กลีบดอกของดอกยอ่ยวงนอกสีชมพูอ่อน 

และมีสีขาวบริเวณขอบๆ กลีบดอก บานเรียงซ้อนกนั 2 ชั้น พบ 1 ตน้ จากทั้งหมด 20 ตน้ คิดเป็น  

5 เปอร์เซ็นต์  (ภาพท่ี 4.34K) ต้นเบญจมาศท่ีได้รับความเข้มข้นของสารละลายโคลชิซิน  

0.2 เปอร์เซ็นต ์ระยะเวลา 24 ชัว่โมง (ตน้ท่ีมีปริมาณดีเอน็เอเพิ่มข้ึน 2 เท่า) กลีบดอกของดอกยอ่ยวง

นอกสีม่วง และมีสีขาวบริเวณขอบๆ กลีบดอก บานเรียงซอ้นกนั 2 ชั้น พบ 1 ตน้ จากทั้งหมด 20 ตน้ 

คิดเป็น 5 เปอร์เซ็นต ์(ภาพท่ี 4.34L) 

 

       

     

     
ภำพที ่4.31 ตน้เบญจมาศพนัธ์ุแคนเทอร์หลงัจากยา้ยปลูกเป็นระยะเวลา 4 สปัดาห์ ท่ีไดรั้บสารละลายโคลชิซิน 12 

ชั่วโมง (A)-(E) และ 24 ชั่วโมง (F)-(K)  (A) ตน้ควบคุม โคลชิซิน 0% (B) โคลชิซิน 0.05% (C)  
โคลชิซิน 0.1% (D) โคลชิซิน 0.15%  (E) โคลชิซิน 0.2% (F) ตน้ควบคุม โคลชิซิน 0% (G) โคลชิซิน 
0.05% (H) โคลชิซิน 0.1% (I) โคลชิซิน 0.15% (J) โคลชิซิน 0.2% และ (K) โคลชิซิน 0.2% (4n) 

 

A 

 

E 

 

I 

 

B 

 

C 

 

D 

 

F 

 

G 

 

H 

 

J 

 

K 

 



95 

 

ภำพที ่4.32 ตน้เบญจมาศพนัธ์ุแคนเทอร์หลงัจากยา้ยปลูกเป็นระยะเวลา 4 สปัดาห์ ท่ีไดรั้บสารละลายโคลชิซิน 

0.15% ระยะเวลา 24 ชัว่โมง ปรากฏลกัษณะด่าง 

 

 

ภำพที่ 4.33  ลกัษณะของใบเบญจมาศสายพนัธ์ุแคนเทอร์หลงัจากยา้ยปลูกเป็นระยะเวลา 4 สปัดาห์ (A) ตน้ควบคุม  
โคลชิซิน 0% 12 ชัว่โมง (B) โคลชิซิน 0.05% 12 ชัว่โมง (C) โคลชิซิน 0.1% 12 ชัว่โมง (D) โคลชิซิน 
0.15% 12 ชั่วโมง (E)  โคลชิซิน 0.2% 12 ชั่วโมง (F)  ต้นควบคุม โคลชิซิน 0% 24 ชั่วโมง  
(G) โคลชิซิน 0.05% 24 ชั่วโมง (H) โคลชิซิน 0.1% 24 ชั่วโมง (I) โคลชิซิน 0.15% 24 ชั่วโมง  
และ (J) โคลชิซิน 0.2% 24 ชัว่โมง 
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96 

   

   

     

   

ภำพที่ 4.34  ลกัษณะของดอกเบญจมาศพนัธ์ุแคนเทอร์ หลงัจากยา้ยปลูกเป็นระยะเวลา 11 สปัดาห์ (A) ตน้ควบคุม  
โคลชิซิน 0% 12 ชั่วโมง (B) โคลชิซิน 0.05% 12 ชั่วโมง (C) โคลชิซิน 0.1% 12 ชั่วโมง (D)  
โคลชิซิน 0.15% 12 ชัว่โมง (E) โคลชิซิน 0.2% 12 ชัว่โมง (F) ตน้ควบคุม โคลชิซิน 0% 24 ชัว่โมง 
(G) โคลชิซิน 0.05% 24 ชัว่โมง (H) โคลชิซิน 0.1% 24 ชัว่โมง (I) โคลชิซิน 0.15% 24 ชัว่โมง (J)  
โคลชิซิน 0.2% 24 ชัว่โมง (K) โคลชิซิน 0.15%  24 ชัว่โมง (ด่าง) และ (L) โคลชิซิน 0.2% (4n)

A 

 

B 

 

C 

 

D 

 

J 

 

E 

 

H 

 

I 

 

K 

 

L 

 

1 CM 1 CM 1 CM 

1 CM 

1 CM 

1 CM 1 CM 

1 CM 1 CM 

1 CM 1 CM 1 CM 

G 

 

F 

 



 

    

ตำรำงที ่4.24 แสดงอตัราการรอดชีวติหลงัจากยา้ยปลูกเบญจมาศสายพนัธ์ุแคนเทอร์ เป็นระยะเวลา 7 สปัดาห์   
อตัราการรอดชีวิต (เปอร์เซ็นต)์  (±SE)1/ 

อายุ (สปัดาห์) 
  1 2 3 4 5 6 7 

โคลชิซิน (%) 0 100.00±0.00 100.00±0.00 100.00±0.00 100.00±0.00 100.00±0.00 100.00±0.00 100.00±0.00 
0.05 100.00±0.00 100.00±0.00 100.00±0.00 100.00±0.00 100.00±0.00 100.00±0.00 100.00±0.00 
0.10 100.00±0.00 100.00±0.00 95.00±26.67 97.50±26.67 97.50±26.67 97.50±26.67 97.50±26.67 
0.15 100.00±0.00 100.00±0.00 100.00±0.00 100.00±0.00 100.00±0.00 100.00±0.00 100.00±0.00 
0.20 100.00±0.00 100.00±0.00 97.50±15.81 97.50±26.67 97.50±26.67 97.50±26.67 97.50±26.67 

F-test  ns ns ns ns ns ns ns 
ระยะเวลา (ชัว่โมง) 12 

24 
100.00±0.00 
100.00±0.00 

100.00±0.00 
100.00±0.00 

99.00±17.14 
97.00±10.00 

97.00±17.14 
97.00±17.14 

97.00±17.14 
97.00±17.14 

97.00±17.14 
97.00±17.14 

97.00±17.14 
97.00±17.14 

F-test  ns ns ns ns ns ns ns 
โคลชิซิน (%) ระยะเวลา (ชัว่โมง)        

0 12 
24 

100.00±0.00 
100.00±0.00 

100.00±0.00 
100.00±0.00 

100.00±0.00 
100.00±0.00 

100.00±0.00 
100.00±0.00 

100.00±0.00 
100.00±0.00 

100.00±0.00 
100.00±0.00 

100.00±0.00 
100.00±0.00 

0.05 12 
24 

100.00±0.00 
100.00±0.00 

100.00±0.00 
100.00±0.00 

100.00±0.00 
100.00±0.00 

100.00±0.00 
100.00±0.00 

100.00±0.00 
100.00±0.00 

100.00±0.00 
100.00±0.00 

100.00±0.00 
100.00±0.00 

0.10 12 
24 

100.00±0.00 
100.00±0.00 

100.00±0.00 
100.00±0.00 

90.00±30.17 
95.00±22.36 

90.00±30.77 
95.00±22.36 

90.00±30.77 
95.00±22.36 

90.00±30.77 
95.00±22.36 

90.00±30.77 
95.00±22.36 

0.15 12 
24 

100.00±0.00 
100.00±0.00 

100.00±0.00 
100.00±0.00 

100.00±0.00 
100.00±0.00 

100.00±0.00 
100.00±0.00 

100.00±0.00 
100.00±0.00 

100.00±0.00 
100.00±0.00 

100.00±0.00 
100.00±0.00 

0.20 12 
24 

100.00±0.00 
100.00±0.00 

100.00±0.00 
100.00±0.00 

95.00±22.36 
100.00±0.00 

95.00±22.36 
90.00±30.77 

95.00±22.36 
90.00±30.77 

95.00±22.36 
90.00±30.77 

95.00±22.36 
90.00±30.77 

F-test  ns ns ns ns ns ns ns 
CV%  0.00 0.00 14.23 17.54 17.54 17.54 17.54 

1/ค่าเฉล่ียท่ีมีอกัษรก ากบัต่างกนัในแนวตั้ง มีความแตกต่างกนัอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ เม่ือเปรียบเทียบโดยวิธี Duncan’s New Multiple Test ท่ีระดบัความเช่ือมัน่ 95% 
ns ไม่มีความแตกต่างอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ  

97 
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ตำรำงที ่4.25 แสดงความสูง จ านวนใบ จ านวนดอก และขนาดของดอกเบญจมาศสายพนัธ์ุแคนเทอร์ หลงัจากยา้ย
ปลูกเป็นระยะเวลา 7 สปัดาห์  

  ความสูงตน้ 
(ซม.) (±SE)1/ 

จ านวนใบ
(±SE)1/ 

จ านวนดอก 
 (±SE)1/ 

ขนาดของดอก
(ซม.) (±SE)1/ 

 โคลชิซิน (%) 0 26.48±1.37 19.82±0.90 8.67±0.85 2.01±0.59 
 0.05 24.40±2.21 19.72±0.75 8.22±1.02 2.07±0.11 
 0.10 24.17±6.97 18.55±5.40 7.97±2.40 2.01±0.58 
 0.15 26.40±1.02 19.85±0.83 8.45±0.78 2.04±0.09 
 0.20 24.63±7.03 18.62±5.14 8.00±2.43 2.06±0.12 

F-test  ns ns ns ns 
ระยะเวลา 
(ชัว่โมง) 

12 
24 

25.13±4.75 
25.30±4.68 

19.19±3.50 
19.06±3.51 

8.78±1.70 
8.67±1.67 

2.04±0.37 
2.03±0.38 

F-test  ns ns ns ns 
โคลชิซิน (%) ระยะเวลา 

(ชัว่โมง) 
    

0 12 
24 

26.61±1.57 
26.73±1.17 

19.75±0.91 
19.92±0.91 

8.65±0.67 
8.70±1.03 

2.02±0.48 
2.00±0.68 

0.05 12 
24 

26.16±2.41 
26.24±2.06 

19.70±0.73 
19.75±0.78 

7.80±1.05 
8.65±0.81 

2.07±0.11 
2.06±0.11 

0.10 12 
24 

23.10±8.09 
24.19±5.80 

18.10±6.22 
19.00±4.56 

7.70±2.77 
8.20±2.09 

2.02±0.48 
2.01±0.48 

0.15 12 
24 

25.38±0.84 
25.66±1.18 

19.80±0.89 
19.90±4.55 

8.55±0.75 
8.35±0.81 

2.06±0.09 
2.03±0.10 

0.20 12 
24 

24.63±5.93 
23.46±8.09 

19.10±4.55 
18.15±6.25 

8.30±2.07 
7.75±2.71 

2.06±0.09 
2.06±0.12 

F-test  ns ns ns ns 
CV%  18.38 18.06 28.17 38.86 

1/ค่าเฉล่ียท่ีมีอกัษรก ากบัต่างกนัในแนวตั้ง มีความแตกต่างกนัอย่างมีนัยส าคญัทางสถิติ เม่ือเปรียบเทียบโดยวิธี Duncan’s New 
Multiple Test ท่ีระดบัความเช่ือมัน่ 95%  
ns ไม่มีความแตกต่างอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ 



 

    

บทที ่5 

วจิำรณ์ผลกำรทดลอง 

5.1  กำรชักน ำให้เกดิกำรกลำยพนัธ์ุในแคลลสัของเบญจมำศเบญจมำศสำยพนัธ์ุววิคิ 

(ดอกประเภท single สีขำว) โดยใช้สำรละลำย Ethyl methanesulphonate (EMS) 

 สารละลาย EMS เป็นสารเคมีท่ีนิยมใชม้ากท่ีสุดในการเหน่ียวน าให้เกิดการกลายพนัธ์ุ และ

ใช้ไดผ้ลดีกบัพืชหลายชนิด อย่างไรก็ตาม ความส าเร็จของการก่อกลายพนัธ์ุข้ึนอยู่กบัปัจจยัต่างๆ 

เช่น ธรรมชาติของเน้ือเยื่อพืช ไดแ้ก่ ชนิดเน้ือเยื่อ ขนาดเน้ือเยื่อ และระยะการพฒันาของเน้ือเยื่อ 

หรือศักยภาพของสารก่อกลายพนัธ์ุ (ค่าความเป็นกรด-ด่าง (pH) และความเข้มข้นของสาร) 

นอกจากน้ีระยะเวลาท่ีใช้ในการแช่สารก็มีความส าคญัเป็นอย่างมาก ท่ีจะส่งผลต่อความส าเร็จใน

การก่อกลายพนัธ์ุ (Khan et al. 2009; Gruszka et al. 2012) ซ่ึงปัจจยัต่างๆ ท่ีได้กล่าวมานั้น เป็น

องคป์ระกอบส่งเสริมความมีประสิทธิภาพ และความเหมาะสมของการก่อกลายพนัธ์ุพืชชนิดต่างๆ  

ความเขม้ขน้ของสารเคมีก่อกลายพนัธ์ุท่ีเหมาะสม มีผลต่อการรอดชีวติของเน้ือเยือ่พืช โดย

การใช้สารก่อกลายพนัธ์ุความเขม้ขน้สูง จะส่งผลให้เกิดอตัราการกลายพนัธ์ุสูง แต่อตัราการรอด

ชีวิตของเน้ือเยื่อพืชจะลดลง ในทางตรงกนัขา้มการใช้สารก่อกลายพนัธ์ุความเขม้ขน้ต ่า ส่งผลให้

เกิดอตัราการกลายพนัธ์ุต ่า แต่การรอดชีวิตของเน้ือเยื่อจะสูงข้ึน ดงันั้นการใชค้วามเขม้ขน้ของสาร

ก่อกลายพนัธ์ุท่ีเหมาะสมจึงจ าเป็นอยา่งยิ่ง เน่ืองจากท าให้มีจ  านวนเน้ือเยื่อพืชท่ีรอดชีวิตในปริมาณ

ท่ีเหมาะสม และมีโอกาสพบตน้กลายพนัธ์ุท่ีตอ้งการ ส าหรับการทดลองน้ีพบวา่ ความเขม้ขน้ของ

สารละลาย EMS ท่ีความเข้มข้นตั้งแต่ 1.5-2 เปอร์เซ็นต์ ระยะเวลา 60 และ 120 นาที ส่งผลให้

แคลลสัมีสีน ้ าตาล และสีด า ท าให้ไม่สามารถพฒันาหรือเจริญเติบโตต่อไปได้ เน่ืองจากการใช้

สารเคมีก่อการกลายพนัธ์ุในหลอดทดลองท่ีมีความเข้มข้นท่ีสูงข้ึน หรือท่ีระดับความเข้มข้น

เดียวกันแต่ระยะเวลาท่ีได้รับสารเคมีนานข้ึนจะส่งผลให้เปอร์เซ็นต์การรอดชีวิตลดลง  และ 

ความเข้มข้นของสารละลาย EMS ในปริมาณท่ีสูงเข้าท าลายกลุ่มเน้ือเยื่อได้มากกว่า (Wu and 

Mooney. 2002; วิชชุตา รุ่งเรือง. 2537) นอกจากน้ีจากการทดลองไดแ้ช่แคลลสัภายใตส้ภาพเขย่า 

ท าให้สามารถดูดซึมสารละลาย EMS ได้ทัว่ถึง เม่ือพิจารณาถึงค่า LD50 พบว่าความเขม้ข้นของ

สารละลาย EMS ท่ีส่งผลใหอ้ตัราการรอดชีวิตของแคลลสัเบญจมาศลดลงคร่ึงหน่ึง คือความเขม้ขน้ 

1.15 เปอร์เซ็นต์ เม่ือแช่เป็นระยะเวลา 60 นาที และความเข้มข้น 0.72 เปอร์เซ็นต์ เม่ือแช่เป็น

ระยะเวลา 120 นาที โดยสมปอง เตชะโต และวิทยา พรหมมี (2542) รายงานวา่ LD50 ถือเป็นค่าใน
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การประเมินความเข้มข้นท่ีเหน่ียวน าการกลายพันธ์ุ ทั้ งน้ีเพราะความเข้มข้นดังกล่าวสร้าง 

ความเสียหายและก่อให้เกิดการเปล่ียนแปลงกบัหน่วยพนัธุกรรมอยา่งนอ้ย 50 เปอร์เซ็นต ์พืชแต่ละ

ชนิดมีค่า LD50 ท่ีแตกต่างกนัข้ึนอยู่กบัช้ินส่วนและอายุของช้ินส่วนพืชท่ีน ามาแช่ ระยะเวลาใน 

การแช่และความเขม้ขน้ของสารเคมีท่ีใช้ ซ่ึงสอดคล้องกบัการศึกษาของยุพาภรณ์ ศิริโสม และ

สมปอง เตชะโต (2551) ชกัน าการกลายพนัธ์ุจากใบกล็อกซีเนียในหลอดทดลอง มาแช่สารละลาย 

EMS ท่ีระดบัความเขม้ขน้ 0-1 เปอร์เซ็นต ์ระยะเวลา 60 และ 90 นาที พบวา่ลกัษณะยอดรวมผดิปกติ 

เช่น ยอดรวมมีขนาดเล็ก ใบสีเขียวอ่อน ใบซีด และงานวิจยัของ Kuma et. al. 2010 ไดน้ าแคลลสั

ของลฟัเลมอนมาแช่สารละลาย EMS ความเขม้ขน้ 0.1, 0.2, 0.3 และ 0.4 เปอร์เซ็นต ์และน ามาเล้ียง

บนอาหาร พบวา่เม่ือความเขม้ขน้ของสารละลาย EMS เพิ่มข้ึน อตัราการรอดชีวิตของแคลลสัลดลง 

โดยท่ีความเขม้ของสารละลาย EMS 0.4 เปอร์เซ็นต ์ส่งผลใหแ้คลลสัตายทั้งหมด แคลลสัท่ีรอดชีวิต

หลงัจากการแช่สารละลาย EMS เหลือเพียง 3 ความเขม้ไดแ้ก่ 0, 0.5 และ 1 เปอร์เซ็นตท่ี์ระยะเวลา 

60 และ 120 นาที ขนาดของแคลลสัมีแนวโน้มเพิ่มข้ึนทุกสัปดาห์ แคลลสัท่ีไดมี้ลกัษณะเกาะกนั

แน่น (compact callus) และเร่ิมมีการพฒันาไปเป็นยอด  

การวดัความกวา้ง ความยาว และจ านวนคลอโรพลาสตข์องปากใบ พบวา่ความกวา้ง และ

จ านวนคลอโรพลาสตข์องปากใบไม่แตกต่างกนักบัตน้ท่ีไม่ไดรั้บสารละลาย EMS แต่ความยาวของ

ปากใบมีลกัษณะท่ีแตกต่างกนักบัต้นท่ีได้รับสารละลาย EMS โดยต้นท่ีได้รับสารละลาย EMS 

ความเขม้ขน้ 0.5 เปอร์เซ็นต์ ระยะเวลา 60 นาที มีขนาดความยาวของปากใบมากท่ีสุด เน่ืองจาก

สารละลาย EMS ส่งผลใหเ้กิดการกลายพนัธ์ุในระดบัยีน ซ่ึงแสดงออกถึงลกัษณะทางสัณฐานวิทยา

และสรีรวิทยาท่ีแตกต่างจากตน้ท่ีไม่ไดรั้บสารละลาย EMS และเม่ือน ามาวดัปริมาณคลอโรฟิลล์เอ

และบี พบวา่มีปริมาณคลอโรฟิลลท่ี์แตกต่างกนักบัตน้ท่ีไม่ไดรั้บสารละลาย EMS โดยตน้เบญจมาศ

ท่ีไดรั้บสารละลาย EMS มีปริมาณคลอโรฟิลล์เอ และบีมากท่ีสุด แต่ก็พบวา่ตน้ท่ีไดรั้บสารละลาย 

EMS ความเขม้ขน้มากท่ีสุดก็มีปริมาณคลอโรฟิลล์เอและบีนอ้ยกวา่ตน้ท่ีไม่ไดรั้บสารละลาย EMS 

เน่ืองจากสารละลาย EMS ท  าให้เกิดการกระจายตัวท่ีไม่สม ่ าเสมอของปริมาณคลอโรฟิลล์  

(อรุณี วงศปิ์ยะสถิตย.์ 2550) และคลอโรฟิลล์เป็นรงควตัถุท่ีมีบทบาท และมีหนา้ท่ีส าคญัในการดูด

ซบัพลงังานแสงเพื่อน าไปใชใ้นกระบวนการสังเคราะห์แสง ดงันั้นปริมาณของคลอโรฟิลล์ท่ีมีอยู่

ในเน้ือเยื่อส่วนใบของพืชจึงสามารถใช้เป็นดัชนีบ่งบอกถึงความสามารถในการสร้างอาหาร  

เพื่อการเจริญเติบโตของพืช ตลอดจนการตอบสนองต่อปัจจัยต่างๆ ด้านสภาพแวดล้อม  

(วรัิตน์ ภูมิววิฒัน์. 2539) 
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หลงัจากยา้ยเบญจมาศสายพนัธ์ุวิวิคออกปลูกนอกสภาพปลอดเช้ือ พบวา่ การเจริญเติบโต

ของล าตน้ และใบมีแนวโนม้ท่ีเพิ่มข้ึน ลกัษณะของดอกแตกต่างจากตน้ท่ีไม่ไดรั้บสารละลาย EMS 

ทั้งหมด 9 แบบ โดยตน้ท่ีไม่ไดรั้บสารละลาย EMS พบลกัษณะของกลีบดอก 2 แบบ คือลกัษณะ

ของดอกเป็นประเภท single โดยมีกลีบดอกของดอกย่อยวงนอกสีขาว บานเรียงซ้อนกนั 2-3 ชั้น 

กลีบดอกของดอกยอ่ยวงในมีสีเขียว ไม่มีการพฒันาแต่รวมกนัเป็นกระจุกตรงใจกลางดอก และอีก

ลักษณะท่ีพบ คือมีการเปล่ียนแปลงลักษณะของดอกจากประเภท single เป็น pompon โดย 

กลีบดอกของดอกย่อยวงนอกสีขาว ลักษณะสั้ น และกวา้ง โค้งเข้าหาใจกลางดอก กลีบดอก 

บานเรียงซอ้นกนัเป็นชั้นๆ เม่ือดอกบานจะไม่เห็นดอกยอ่ยวงใน ท าใหด้อกมีลกัษณะกลม เน่ืองจาก

เกิดความแปรปรวนทางพนัธุกรรม ท่ีเกิดจากกลุ่มของเซลล์ (callus) ท่ีเล้ียงในอาหารเรียกว่า 

somaclonal variation (รังสฤษด์ิ กาวีต๊ะ. 2541) ส่วนตน้ท่ีไดรั้บความเขม้ขน้ของสารละลาย EMS 

และระยะเวลาท่ีแตกต่างกนั โดยประเภทของดอกจะมีทั้ง single และเปล่ียนจากประเภท single  

เป็น pompon และบางตน้มีสีของกลีบดอกท่ีเปล่ียนไปจากเดิม เน่ืองจากสารละลาย EMS ท  าให้เกิด

การเขา้แทนท่ีคู่เบส โดยการท่ีมีหมู่เอทิลมาอยูใ่นโมเลกุลของ guanine ท าให้คุณสมบติัในการเกิด 

ionization ท่ีแตกต่างไปจากปกติ จึงเกิดการจบัคู่เบสท่ีผิดปกติไปจากเดิมได ้สารละลาย EMS ยงัท า

ให้เกิดการหลุดหายไปของเบสเพียวรีนจากสายดีเอ็นเอ เพราะการท่ีมีหมู่เอทิลเขา้ไปจบัอยู่ใน

ต าแหน่งต่างๆ ในเบสเพียวรีน ท าให้เกิดการตดัขาดของพนัธะท่ีเช่ือมระหวา่งน ้ าตาลกบัเบส จึงเกิด

การหลุดออกไปของเบสเพียวรีนและเกิดช่องวา่งข้ึน ต่อมาเม่ือเซลลมี์กระบวนการซ่อมแซมดีเอ็นเอ

อาจจะเกิดความผิดพลาดได้ท่ีเบสท่ีแตกต่างไปจากเดิม ซ่ึงน าไปสู่การกลายพนัธ์ุแบบ transition 

และ transversion ได ้และนอกจากน้ีการตดัขาดของหมู่ฟอสเฟตและน ้ าตาล อาจท าให้เกิดการขาด

จากกนัของดีเอน็เอสายเด่ียวและสายคู่ ซ่ึงน าไปสู่การหลุดหายไปของส่วนดีเอ็นเอและเกิดการกลาย

พนัธ์ุในท่ีสุด จึงท าให้ตน้ท่ีไดรั้บสารละลาย EMS มีลกัษณะทางสัณฐานวิทยาแตกต่างกนัจากตน้ท่ี

ไม่ได้รับสารละลาย EMS (Iaea et.al. 1977) ซ่ึงสอดคล้องกับงานวิจยัของ Latado et al. (2004) 

ศึกษาการกลายพนัธ์ุของเบญจมาศสายพนัธ์ุท่ีมีดอกสีชมพูเข้ม โดยใชส้ารละลาย EMS น ากา้นดอก

อ่อนจุ่มแช่สารละลาย EMS ความเขม้ขน้ 0.77 เปอร์เซ็นต์ เป็นระยะเวลา 1 ชัว่โมง 45 นาที ท าให้

กลีบดอกเปล่ียนสีจากดอกสีชมพูเขม้ เป็นสีชมพูส้ม สีชมพูอ่อน สีบรอนซ์ สีขาว สีเหลือง และสีส้ม 

ส่วนลกัษณะภายนอกเหมือนดอกชุดควบคุม จากการศึกษาพบวา่สารละลาย EMS มีประสิทธิภาพ

ในการกลายพนัธ์ุของเบญจมาศในหลอดทดลอง เช่นเดียวกับงานวิจยัของ Fang (2011) ศึกษา 

การชกัน าให้เกิดการกลายพนัธ์ุในตน้แอฟริกนัไวโอเลต โดยใชส้ารละลาย EMS ท่ีความเขม้ขน้ 0, 

0.2, 0.4 และ 0.6 เปอร์เซ็นต ์และเวลาท่ีแช่สารแตกต่างกนั 5 เวลาไดแ้ก่ 0, 30, 60, 120 และ 240 นาที 
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พบว่าสีของดอกมีลกัษณะเปล่ียนไปจากตน้ท่ีไม่ไดรั้บสารละลาย EMS จากดอกสีม่วง เป็นดอกสี

ชมพูมีสีขาวบริเวณขอบดอก  

จากการวิเคราะห์ความแปรปรวนทางพนัธุกรรมของเบญจมาศสายพนัธ์ุวิวิค ท่ีไดรั้บความ

เขม้ขน้ของสารละลาย EMS และระยะเวลาท่ีแตกต่างกนั จ านวน 26 ตวัอยา่งดว้ยเทคนิค RAPD โดย

ใช้ไพรเมอร์จ านวน 28 ไพรเมอร์ จากการทดลองพบว่าเคร่ืองหมาย RAPD สามารถใช้ในการ

ตรวจสอบความแปรปรวนทางพนัธุกรรมของต้นเบญจมาศได้ ซ่ึงมีจ านวน 8 ไพรเมอร์ท่ีให้ 

ความแตกต่างของแถบดีเอ็นเอ โดยดูจากอัตราการเกิดโพลีมอร์ฟิซึม และสามารถจ าแนก

ความสัมพนัธ์ทางพนัธุกรรมของเบญจมาศสายพนัธ์ุวิวิคไดอ้อกเป็น 5 กลุ่ม เช่นเดียวกบัการศึกษา

ของ Hu et.al. (2008) พบว่าต้นบุก (Amorphophallus albus) ท่ีได้จากการเพาะเล้ียงเน้ือเยื่อมี 

ความแปรปรวนทางพนัธุกรรมหลงัจากตรวจสอบด้วยเคร่ืองหมาย RAPD อย่างไรก็ตาม ธนวดี  

พรหมจนัทร์ และคณะ (2552) รายงานการใชไ้พรเมอร์จ านวน 7 ไพรเมอร์ ในการตรวจสอบความ

แปรปรวนของตน้กลา้ปาล์มน ้ ามนัท่ีได้จากการเพาะเล้ียงใบอ่อน พบว่าไพรเมอร์ OPAB09 และ 

OPAB01 ใหแ้ถบดีเอน็เอชดัเจนท่ีสุด แต่ไพรเมอร์ดงักล่าวใหแ้ถบดีเอน็เอท่ีมีลกัษณะเป็นโมโนมอร์

ฟิซึม นอกจากน้ีเม่ือวิเคราะห์ลายพิมพดี์เอ็นเอพบว่า บางตวัอย่างมีลายพิมพดี์เอ็นเอแตกต่างกนั 

ซ่ึงลายพิมพ์ดีเอ็นเอท่ีได้จากเทคนิค RAPD น้ีเกิดจากไพรเมอร์เข้าจบักับดีเอ็นเอแบบสุ่มและ

กระจายทัว่จีโนม โดยโพลิมอร์ฟิซึม เกิดจากจ านวนของต าแหน่งท่ีไพรเมอร์ไปเกาะไม่เท่ากัน 

หรือบริเวณท่ีไพรเมอร์เกาะได้หายไปหรือเพิ่มข้ึนมาหรือมีการเปล่ียนแปลงเบสในบริเวณท่ี 

ไพรเมอร์เกาะ หรือเกิดการหายไปหรือเพิ่มข้ึนมาของดีเอ็นเอท่ีอยู่ระหว่างต าแหน่งเกาะของ 

ไพรเมอร์ (สุรีพร เกตุงาม. 2546) จากการรายงานของ Yu et al. (2012) ค่า PICs มีประสิทธิภาพสูง

เ ม่ือ  PICs > 0.5 ประสิทธิภาพปานกลาง  0.25 < PICs < 0.5 และมีประสิทธิภาพต ่ า  เ ม่ื อ  

PICs < 0.2 จากการศึกษาพบวา่ทั้ง 8 ไพรเมอร์ท่ีให้ความแตกต่างของแถบดีเอ็นเอ ให้ค่า PICs ท่ีมี

ประสิทธิภาพต ่า อยา่งไรก็ตามในการศึกษาคร้ังน้ีไดใ้ชจ้  านวนไพรเมอร์นอ้ย ซ่ึงอาจไม่ใช่ไพรเมอร์

ท่ีเหมาะสมในการแยกความแตกต่างของเบญจมาศสายพนัธ์ุวิวิค ขอ้มูลท่ีไดจ้ากการปรากฏแถบ 

ดีเอ็นเอจึงยงัไม่เพียงพอในการจ าแนก และจดักลุ่มเบญจมาศสายพนัธ์ุวิวิคใหส้อดคลอ้งกบัลกัษณะ

ทางสัณฐานวิทยาได ้จึงควรทดลองใชไ้พรเมอร์ชนิดอ่ืนในการศึกษาจดัท าลายพิมพดี์เอ็นเอในคร้ัง

ต่อไป 
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5.2  กำรชักน ำให้ เกิดกำรกลำยพัน ธ์ุในกลีบดอกเบญจมำศสำยพัน ธ์ุ ซี รี เบรท  

(ดอกประเภท single สีเหลือง) และกลบีดอกเบญจมำศสำยพนัธ์ุแคนเทอร์ (ดอกประเภท 

single สีม่วง) โดยใช้สำรละลำยโคลชิซิน 

 หลงัจากการน ากลีบดอกเบญจมาศสายพนัธ์ุซีรีเบรท และแคนเทอร์มาฟอกฆ่าเช้ือและ

น าไปแช่ในสารละลายโคลชิซินท่ีความเขม้ขน้ 0, 0.05, 0.1, 0.15 และ 0.2 เปอร์เซ็นต์ ระยะเวลา  

12 และ 24 ชั่วโมง และน ามาเล้ียงบนอาหารสูตร MS ท่ีเติมสารควบคุมการเจริญเติบโต NAA  

2 มิลลิกรัมต่อลิตร และ kinetin 4 มิลลิกรัมต่อลิตร ในสัปดาห์ท่ี  2 พบว่า ช้ินส่วนเ ร่ิมต้น  

มีการพฒันามาเป็นแคลลสั โดยแคลลสัจะเร่ิมเกิดข้ึนท่ีบริเวณรอยตดัเพราะบริเวณรอยตดัมีการ

ตอบสนองต่อสารต่างๆ ไดก่้อนบริเวณอ่ืน และมีการแลกเปล่ียนก๊าซไดดี้กวา่เซลล์ขา้งใน (ค านูญ 

กาญจนภูมิ. 2542) ภายหลงัจากการเพาะเล้ียงเป็นระยะเวลา 12 สัปดาห์ พบวา่เม่ือความเขม้ขน้ของ

สารละลายโคลชิซินและระยะเวลาการแช่สารท่ีนานข้ึน ส่งผลให้อตัราการรอดชีวิตของกลีบดอก

เบญจมาศสายพนัธ์ุซีรีเบรท และแคนเทอร์ลดลง เน่ืองมาจากสารละลายโคลชิซินมีความเป็นพิษสูง 

(Takamura and Miyajima. 1996) โดยสารละลายโคลชิซินส่งผลต่อความหนืดของไซโทพลาสซึม 

และการท างานของเซลลใ์หผ้ดิปกติไปจากเดิม (Cook and Loudon. 1952) นอกจากน้ีการเพิ่มจ านวน

โครโมโซมท าให้เซลล์เสียสมดุลและตายได้ (วิทยา บวัเจริญ. 2557) ดังนั้นการน าสารละลาย 

โคลชิซินมาใชป้ระโยชน์ในดา้นต่างๆ จึงจ าเป็นตอ้งหาระดบัความเขม้ขน้และระยะเวลาท่ีเหมาะสม 

(สุพตัรา สระธรรม และคณะ. 2551) เม่ือพิจารณาถึงค่า LD50 พบว่าความเขม้ขน้ของสารละลาย 

โคลชิซิน ท่ีส่งผลให้อตัราการรอดชีวิตของกลีบดอกเบญจมาศสายพนัธ์ุซีรีเบรทลดลงคร่ึงหน่ึง คือ

ความเขม้ขน้ 0.21 เปอร์เซ็นต์ เม่ือแช่เป็นระยะเวลา 12 ชัว่โมง และความเขม้ขน้ 0.19 เปอร์เซ็นต์ 

เม่ือแช่เป็นระยะเวลา 24 ชัว่โมง และความเขม้ขน้ของสารละลายโคลชิซิน ท่ีส่งผลใหอ้ตัราการรอด

ชีวติของกลีบดอกเบญจมาศสายพนัธ์ุแคนเทอร์ลดลงคร่ึงหน่ึง คือความเขม้ขน้ 0.20 เปอร์เซ็นต ์เม่ือ

แช่เป็นระยะเวลา 12 ชัว่โมง และความเขม้ขน้ 0.19 เปอร์เซ็นต ์เม่ือแช่เป็นระยะเวลา 24 ชัว่โมง  

 การวดัขนาดของแคลลสั พบว่าเม่ือกลีบดอกเบญจมาศสายพนัธ์ุซีรีเบรทและสายพนัธ์ุ 

แคนเทอร์ท่ีรอดชีวิตหลังจากการแช่สารละลายโคลชิซิน ขนาดของแคลลัสมีแนวโน้มเพิ่มข้ึน 

ทุกๆ สัปดาห์ แคลลสัท่ีไดมี้ลกัษณะเกาะกนัแน่น (compact callus) ซ่ึงแคลลสัท่ีไดน้ั้นมีลกัษณะท่ี

ไม่แตกต่างกัน และเร่ิมมีการพัฒนาไปเป็นยอด หลังจากท่ียอดพัฒนามาเป็นต้นจะพบว่า  

ตน้เบญจมาศสายพนัธ์ุซีรีเบรทท่ีเจริญเติบโตในสภาพปลอดเช้ือท่ีได้รับความเขม้ขน้ต่างๆ ของ

สารละลายโคลชิซิน ท่ีระยะเวลาแตกต่างกนั จะมีลกัษณะของล าตน้ และใบมีสีเขียว ความสูงของ 
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ล าตน้และใบมีลกัษณะท่ีไม่แตกต่างกัน แต่ตน้เบญจมาศสายพนัธ์ุแคนเทอร์ท่ีได้รับสารละลาย 

โคลชิซินความเขม้ขน้ 0.15 เปอร์เซ็นต์ ระยะเวลา 24 ชั่วโมงพบเพียง 1 ตน้ จากทั้งหมด 30 ตน้ 

ของทรีทเมนต์ดังกล่าว  มีลักษณะล าต้นสีขาว ใบด่าง ซ่ึงสอดคล้องกับงานวิจยัของปรางทิพย์  

มณีแสง (2552) ท่ีชักน าให้เกิดการกลายพันธ์ุในบัวหลวงโดยใช้สารละลายโคลชิซิน พบว่า

สารละลายโคลชิซินสามารถท าให้เกิดลกัษณะด่างของใบต้นบวัหลวงได้ เน่ืองจากสารละลาย 

โคลชิซินส่งผลต่อการเพิ่มจ านวนคลอโรฟิลล ์และมีการสะสมแป้งเพิ่มมากข้ึน ส่งผลท าใหล้กัษณะ

รูปร่างของแผน่ใบเปล่ียนไป เช่น ใบหนาข้ึน ผวิใบยน่ ใบด่าง ใบบิดเบ้ียว เป็นตน้ นอกจากน้ียงัเป็น

ลักษณะการเกิดไคเมอรา (chimera) เป็นลักษณะการกลายพนัธ์ุท่ีพบในส่วนของเซลล์ร่างกาย  

ซ่ึงตามปกติเป็นเหตุการณ์ท่ีเรียกวา่ “one cell event” คือ มกัเกิดในเซลล์ๆ  เดียวเท่านั้น แต่ในเน้ือเยื่อ

เจริญส่วนท่ีจะเจริญไปเป็นก่ิง (เช่น ตายอด ตาขา้ง) จะมีจ านวนเซลล์อยู่หลายเซลล์ (multicellular 

cell) และมีการเรียงตวักนัอยูเ่ป็นชั้นๆ ท่ีค่อนขา้งจะเป็นอิสระต่อกนั (อรุณี วงศปิ์ยะสถิตย.์ 2530) 

 การวดัขนาดของปากใบ และจ านวนคลอโรพลาสต์ พบว่าความกวา้งและจ านวนคลอโร 

พลาสตข์องปากใบของเบญจมาศสายพนัธ์ุซีรีเบรท และแคนเทอร์ไม่แตกต่างกนัทางสถิติกบัตน้ท่ี

ไม่ไดรั้บสารละลายโคลชิซิน โดย Allum et al. (2007) รายงานวา่ความสามารถในการล าเลียงสาร

ก่อกลายพนัธ์ุเขา้สู่เน้ือเยื่อพืช และลกัษณะพนัธุกรรมของพืชเป็นปัจจยัท่ีมีผลต่อเปอร์เซ็นตก์ารรอด

ชีวิต และการเพิ่มชุดจ านวนโครโมโซม และจากการศึกษาความกวา้ง ความยาว จ านวนคลอโร 

พลาสตข์องปากใบ พบวา่ไม่มีความแตกต่างกนัทางสถิติ เช่นเดียวกบัการศึกษาของอุษา เพชรบา้น

นา และคณะ (2552) ศึกษาการกลายพนัธ์ุในกลว้ยไมดิ้นใบหมากโดยการเพิ่มจ านวนโครโมโซม 

โดยการน าตน้กลา้กลว้ยไมดิ้นใบหมากอายุ 3 เดือน หลงัจากเพาะเมล็ดในสภาพปลอดเช้ือมาแช่ใน

สารละลายโคลชิซิน พบว่าเม่ือความเข้มข้นของสารเพิ่มข้ึนอตัราการรอดชีวิตจะลดลงอย่างมี

นยัส าคญัทางสถิติ และจ านวนคลอโรพลาสตต่์อปากใบ ขนาดของปากใบไม่มีความแตกต่างกนัใน

แต่ละหน่วยการทดลอง แต่เบญจมาศสายพนัธ์ุแคนเทอร์พบ 1 ตน้ท่ีปากใบมีขนาดความกวา้งและ

ความยาวมากท่ีสุด คือต้นเบญจมาศท่ีได้รับสารละลายโคลชิซินความเข้มข้น 0.2 เปอร์เซ็นต์ 

ระยะเวลา 24 ชั่วโมง มีความกวา้งและความยาวของปากใบมากท่ีสุด ทั้งน้ีเน่ืองจากสารละลาย 

โคลชิซินสามารถเพิ่มปริมาณสารพนัธุกรรม รงควตัถุ ภายในเซลลเ์พิ่มข้ึน ส่งผลท าใหเ้ซลลมี์ขนาด

ใหญ่ข้ึน (Dermen. 1940) จากลกัษณะการเปล่ียนแปลงปริมาณสารพนัธุกรรม ท าให้อวยัวะส่วน

ต่างๆ ของตน้พืชมีขนาดใหญ่ข้ึน (บุญหงส์ จงคิด. 2548) และเม่ือน าเบญจมาศสายพนัธ์ุซีรีเบรทมา

วดัปริมาณคลอโรฟิลล์เอและบี พบวา่ปริมาณคลอโรฟิลล์เอแตกต่างกนักบัตน้ท่ีไม่ไดรั้บสารละลาย

โคลชิซิน แต่ปริมาณคลอโรฟิลล์บีไม่แตกต่างกันกับต้นท่ีไม่ได้รับสารละลายโคลชิซิน ส่วน
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เบญจมาศสายพนัธ์ุแคนเทอร์พบว่าปริมาณคลอโรฟิลล์เอและบีไม่แตกต่างกนักบัตน้ท่ีไม่ได้รับ

สารละลายโคลชิซิน  ทั้งน้ีเน่ืองจากปริมาณคลอโรฟิลล์เอและบีของตน้ท่ีไดรั้บสารละลายโคลชิซิน

จะมีค่ามากกวา่ตน้ท่ีไม่ไดรั้บสารละลายโคลชิซิน เน่ืองจากตน้ท่ีไดรั้บสารละลายโคลชิซินมีจ านวน

เม็ดคลอโรพลาสตต่์อปากใบมากกว่าตน้ท่ีไม่ไดรั้บสารละลายโคลชิซิน (Shao et.al. 2003) ในทาง

ตรงกนัขา้ม Xu et. al. (2010) พบวา่ตน้ท่ีไดรั้บสารละลายโคลชิซิน มีปริมาณคลอโรฟิลล์เอและบี

นอ้ยกวา่ตน้ควบคุม สาเหตุอาจเน่ืองมาจากการไม่รวมกนัของระบบ thylakoid membrane อยา่งไรก็

ตาม Warner and Edwards (1989) รายงานวา่ปริมาณคลอโรฟิลล์ในตน้ท่ีไดรั้บสารละลายโคลชิซิน

ไม่แตกต่างกบัตน้ท่ีไม่ไดรั้บสารละลายโคลชิซิน  

 การตรวจสอบปริมาณดีเอ็นเอโดยใช้เคร่ือง Flow cytometer เบญจมาศสายพนัธ์ุซีรีเบรท 

และสายพนัธ์ุแคนเทอร์ พบวา่ไม่มีความแตกต่างกนัจากตน้ท่ีไม่ไดรั้บสารละลายโคลชิซิน เน่ืองจาก

ระบบการตรวจสอบปริมาณดีเอ็นเอโดยใช้ เคร่ือง Flow cytometer เป็นการตรวจสอบปริมาณ 

ดีเอ็นเอทุกเซลล์จากตวัอย่าง (Dolezel. et al. 2007) อธิบายไวว้่าการเปล่ียนแปลงขนาดปากใบ 

เกิดข้ึนในบางเซลล์ไม่ไดเ้กิดข้ึนในกลุ่มเซลลส่์วนใหญ่ภายในตน้พืช ดงันั้นเม่ือตรวจสอบปริมาณดี

เอ็นเอโดยใชเ้คร่ือง Flow cytometer จึงไม่พบการเปล่ียนแปลงปริมาณดีเอ็นเอ อรุณี วงศปิ์ยะสถิตย ์

(2550) อธิบายวา่การใชส้ารก่อกลายพนัธ์ุในบางกรณีอาจไม่ประสบความส าเร็จเท่าท่ีควร เน่ืองจาก

สารก่อกลายพนัธ์ุมีอ านาจในการทะลุทะลวงต ่าอาจไม่สามารถท าให้ทุกเซลลเ์ป้าหมายเกิดการกลาย

พนัธ์ุไดทุ้กเซลล์ โดยเฉพาะอย่างยิ่งกบัพืชท่ีมีจ  านวนเซลล์มาก มีตน้เบญจมาศสายพนัธ์ุซีรีเบรท

เพียง 1 ตน้ท่ีไดรั้บสารละลายโคลชิซินความเขม้ขน้ 0.05 เปอร์เซ็นต ์ระยะเวลา 12 ชัว่โมง เป็นตน้

เบญจมาศท่ีมีการเปล่ียนแปลงปริมาณดีเอ็นเอจาก 2n เหลือ n (ตน้ท่ีตรวจพบมีปริมาณดีเอ็นเอลดลง

คร่ึงหน่ึง) ทั้งน้ีเน่ืองจากสารละลายโคลชิซินจะสลายตวัเม่ือโดนความร้อนช้ืน ส่งผลให้การเพิ่มชุด

โครโมโซมลดลงหรือหายไป (Zhang et al. 2007) ดงันั้นจึงตอ้งกรองดว้ยกระดาษกรองมิลลิพอร์ 

ท าให้สะดวกในการชกัน าให้เกิดการเพิ่มชุดโครโมโซมภายใตส้ภาวะปลอดเช้ือ อย่างไรก็ตามใน

พืชบางชนิดโคลชิซินส่งผลให้พืชเป็นหมัน การเจริญเติบโตผิดปกติ และเกิดการขาดของ

โครโมโซมได้ (Luckett. 1989) และเบญจมาศสายพนัธ์ุแคนเทอร์ พบว่าต้นเบญจมาศท่ีได้รับ

สารละลายโคลชิซินความเขม้ขน้ 0.2 เปอร์เซ็นต์ ระยะเวลา 24 ชัว่โมงมีการเปล่ียนแปลงปริมาณ 

ดีเอน็เอจาก 2n เป็น 4n โดย Kermani et al. (2003) รายงานวา่ปัจจยัส าคญัท่ีมีผลต่อการชกัน าให้เกิด

การกลายพนัธ์ุในพืชข้ึนกบัชนิดของสารก่อกลายพนัธ์ุ โดยสารละลายโคลชิซินจดัเป็สารก่อกลาย

พนัธ์ุท่ีท าให้เกิดการเพิ่มจ านวนชุดโครโมโซม กลไกการท างานของสารกลุ่มน้ีจะเขา้จบักบัอลัฟา

ทูบูลินไดเมอร์ (α-tubulin dimer) หรือเบตา้ทูบูลินไดเมอร์ (ß-tubulin dimer) ท่ีต าแน่งท่ีแตกต่างกนั 
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จึงไม่มีสปินเดิลไฟเบอร์ ดงันั้นไม่สามารถควบคุมการแยกของโครโมโซมไปท่ีขั้วเซลล์ เป็นผลให้

ไม่เกิดการแบ่งเซลล์ จึงหยุดท่ีระยะเมตาเฟส เม่ือโครมาทิดแยกออกจากกนัจึงไม่ถูกดึงไปท่ีขั้ว 

ส่งผลให้ปริมาณดีเอ็นเอเพิ่มเป็น 2 เท่า ถ้ามีการแช่สารดงักล่าวท่ีนานข้ึน อาจส่งผลให้มีจ  านวน

โครโมโซมเพิ่มเป็น 4 เท่า ซ่ึงแตกต่างจากตน้ท่ีไม่ไดรั้บสารละลายโคลชิซิน    

 หลังจากย้าย เบญจมาศสายพัน ธ์ุ ซี รี เบ รทออกปลูกนอกสภาพปลอดเ ช้ือพบว่า  

การเจริญเติบโตของล าตน้ และใบมีแนวโน้มท่ีเพิ่มข้ึน ลกัษณะของดอกไม่แตกต่างกนัจากต้นท่ี

ไดรั้บสารละลายโคลชิซิน ท่ีระยะเวลาแตกต่างกนั ลกัษณะของดอกเป็นประเภท single กลีบดอก

ของดอกยอ่ยวงนอกมีสีเหลือง บานเรียงซ้อนกนั 2-3 ชั้น กลีบดอกของดอกยอ่ยวงในมีสีเขียว ไม่มี

การพฒันา แต่รวมกนัเป็นกระจุกตรงใจกลางดอก และไม่แตกต่างกนัจากตน้ท่ีไม่ไดรั้บสารละลาย

โคลชิซิน ส่วนเบญจมาศสายพนัธ์ุแคนเทอร์เม่ือยา้ยออกปลูกนอกสภาพปลอดเช้ือพบว่าการ

เจริญเติบโตของล าตน้ และใบมีแนวโน้มท่ีเพิ่มข้ึน ลกัษณะของดอกแตกต่างจากตน้ท่ีไม่ได้รับ

สารละลายโคลชิซินโดยชัดเจน 5 ตน้ โดยทั้ง 5 ตน้น้ีมีลษัณะของดอกประเภท single แต่มีสีของ

กลีบดอกเปล่ียนแปลงไปจากเ ดิม  ซ่ึงการเปล่ียนแปลงสีของดอกอาจเป็นผลเ น่ืองจาก  

การเปล่ียนแปลงของยีน และส่วนมากเป็นการเปล่ียนจากยีนด้อยเป็นยีนเด่น (Broertjes. 1996) 

เช่นเดียวกบังานวิจยัของ ศตปพร เกิดสุวรรณ และคณะ (2558) ศึกษาผลของโคลชิซินต่อการชกัน า

โพลีพลอยด์ในแววมยุราในหลอดทดลอง พบว่าปลายยอดท่ีจุ่มแช่ในสารละลายโคลชิซิน 

ความเขม้ขน้ 0.15 เปอร์เซ็นต์ เป็นระยะเวลา 36 ชั่วโมง ท าให้อตัราการรอดชีวิตลดลงคร่ึงหน่ึง 

(LD50) และพบวา่ กลีบดอกล่างมีขนาดใหญ่ข้ึน ดอกมีสีม่วงอมชมพู สีดอกเขม้ข้ึน 

เน่ืองจากเบญจมาศเป็นพืชวนัสั้นการออกดอกจึงข้ึนอยูก่บัระยะเวลาในการรับแสงต่อวนั 

โดยเบญจมาศจะออกดอกเม่ือมีแสงสั้นลงในหน่ึงวนั กล่าวคือ ตอ้งควบคุมเบญจมาศให้ไดรั้บแสง

นอ้ยกวา่ 12 ชัว่โมง จึงจะมีการพฒันาตาดอก แต่ก็สามารถออกดอกไดต้ลอดปีในสภาพความยาววนั

ของประเทศไทย การปลูกเบญจมาศจึงมีการให้แสงไฟคัน่ในเวลากลางคืน (night-breaking) เพื่อ

ชะลอการออกดอก และให้มีการเจริญเติบโตทางล าตน้เพียงพอก่อนท่ีจะปล่อยให้ออกดอก ท าให้

ดอกมีกา้นยาวซ่ึงเป็นการเพิ่มคุณภาพของดอก (ถกลวรรณ ศิริสวสัด์ิ และคณะ. 2561) แต่จากการ

ทดลองทั้ง 3 การทดลองท่ียา้ยปลูกเบญจมาศไม่ไดมี้การให้แสง ท าให้มีการเจริญเติบโตของล าต้น 

คุณภาพของดอก และกา้นช่อดอกไม่สมบูรณ์ 

 



 

    

บทที ่6 

สรุปผลกำรทดลอง 

6.1  เบญจมำศสำยพนัธ์ุววิคิ (ดอกประเภท single สีขำว) 

การชกัน าการกลายพนัธ์ุในเบญจมาศ โดยการน าแคลลสัมาแช่สารละลาย EMS ทั้ง 5 ความ

เขม้ขน้ 2 ระยะเวลา พบวา่ความเขม้ขน้ของสารละลาย EMS ท่ีระยะเวลา 60 นาที มีค่า LD50 เท่ากบั 

1.22 เปอร์เซ็นต ์และระยะเวลา 120 นาที มีค่า LD50 เท่ากบั 0.72 เปอร์เซ็นต ์มีเปอร์เซ็นตก์ารเกิดยอด

สูงสุด 76.67 เปอร์เซ็นต์ และมีจ านวนยอดต่อแคลลัสสูงสุด1.73 ยอด  ลักษณะของดอกใน 

ทรีทเมนตท่ี์ไดรั้บสารสารละลาย EMS ระยะเวลา 60 นาที และ 120 นาที มีลกัษณะแตกต่างจากตน้

ท่ีไม่ได้รับสารละลาย EMS ซ่ึงจะพบว่าได้ต้นกลายพันธ์ุทั้ งหมด 9 แบบ ดังน้ีต้นท่ีไม่ได้รับ

สารละลาย EMS พบลกัษณะของกลีบดอก 2 แบบ คือลกัษณะของดอกเป็นประเภท single โดยมี

กลีบดอกของดอกยอ่ยวงนอกสีขาว บานเรียงซ้อนกนั 2-3 ชั้น กลีบดอกของดอกยอ่ยวงในมีสีเขียว 

ไม่มีการพฒันาแต่รวมกนัเป็นกระจุกตรงใจกลางดอก และอีกลกัษณะท่ีพบคือ มีการเปล่ียนแปลง

ลกัษณะของดอกจากประเภท single เป็น pompon โดยกลีบดอกของดอกยอ่ยวงนอกสีขาว ลกัษณะ

สั้น และกวา้ง โคง้เขา้หาใจกลางดอก กลีบดอกบานเรียงซ้อนกนัเป็นชั้นๆ เม่ือดอกบานจะไม่เห็น

ดอกย่อยวงใน ท าให้ดอกมีลกัษณะกลม ตน้ท่ีไดรั้บสารละลาย EMS ความเขม้ขน้ 0.5 เปอร์เซ็นต์ 

ระยะเวลา 60 นาที พบลกัษณะของกลีบดอก 2 แบบ คือ ลกัษณะดอกเป็นประเภท single โดยมีกลีบ

ดอกของดอกย่อยวงนอกสีขาว บานเรียงซ้อนกัน 2 ชั้น กลีบดอกของดอกย่อยวงในมีสีเขียว มี

ลกัษณะกลม ไม่มีการพฒันา อยู่ตรงใจกลางดอก และอีกลกัษณะท่ีพบ คือ มีการเปล่ียนแปลงจาก

ดอกประเภท single เป็น pompon โดยกลีบดอกของดอกย่อยวงนอกมีสีขาว ลกัษณะสั้น และกวา้ง 

โคง้เขา้หาใจกลางดอก กลีบดอกบานเรียงซอ้นกนัเป็นชั้นๆ เม่ือดอกบานจะไม่เห็นกลีบดอกยอ่ยวง

ใน ท าให้ดอกมีลักษระกลม ตรงใจกลางดอกพบเกสรสีเหลือง ต้นท่ีได้รับสารละลาย EMS  

ความเขม้ขน้ 1 เปอร์เซ็นต์ ระยะเวลา 60 นาที พบดอกท่ีลกัษณะแตกต่างกนั 4 แบบ ดงัน้ี ลกัษณะ 

ท่ี 1 มีลกัษณะของดอกเป็นประเภท single โดยมีกลีบดอกของดอกย่อยวงนอกสีขาว และสีเหลือง

บานเรียงซ้อนกนั 2 ชั้น กลีบดอกของดอกยอ่ยวงในมีสีเขียว ไม่มีการพฒันา แต่รวมกนัเป็นกระจุก

ตรงใจกลางดอก ลกัษณะท่ี 2 มีลกัษณะของดอกเป็นประเภท single กลีบดอกของดอกยอ่ยวงนอกสี

เหลืองบานเรียงซ้อนกนั 2 ชั้น กลีบดอกของดอกยอ่ยวงในมีสีเขียว ไม่มีการพฒันา แต่รวมกนัเป็น

กระจุกตรงใจกลางดอก ลกัษณะท่ี 3 มีการเปล่ียนแปลงของดอกจากประเภท single เป็น pompon 
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โดยกลีบดอกของดอกย่อยวงนอกมีสีขาว ลกัษณะสั้น และกวา้ง โคง้เขา้หาใจกลางดอก กลีบดอก

บานเรียงซ้อนกนัเป็นชั้นๆ กลีบดอกของดอกย่อยวงในมีสีเขียว ไม่มีการพฒันา แต่รวมกนักระจุก

อยูต่รงใจกลางดอก และลกัษณะท่ี 4  มีการเปล่ียนแปลงของดอกจากประเภท single เป็น pompon 

กลีบดอกของดอกย่อยวงนอกสีขาว ลกัษณะสั้น และกวา้ง โคง้เขา้หาใจกลางดอก กลีบดอกบาน

เรียงซ้อนกนัเป็นชั้นๆ เม่ือดอกบานจะไม่เห็นดอกยอ่ยวงใน ท าให้ดอกมีลกัษณะกลม ตรงใจกลาง

ดอกพบเกสรสีเหลือง ตน้ท่ีไดรั้บสารละลาย EMS ความเขม้ขน้ 0.5 เปอร์เซ็นต ์ระยะเวลา 120 นาที 

ลกัษณะของดอกเป็นประเภท single โดยมีกลีบดอกของดอกย่อยวงนอกสีขาว บานเรียงซ้อนกนั  

2 ชั้น กลีบดอกมีลกัษณะเรียวยาวบริเวณปลายกลีบ กลีบดอกของดอกย่อยวงในมีสีเขียว ไม่มีการ

พฒันา แต่รวมกนัเป็นกระจุกตรงใจกลางดอก 

6.2  เบญจมำศสำยพนัธ์ุซีรีเบรท (ดอกประเภท single สีเหลือง) 

 การชกัน าการกลายพนัธ์ุในเบญจมาศ โดยการน ากลีบดอกมาแช่สารละลายโคลชิซินทั้ง  

5 ความเขม้ขน้ 2 ระยะเวลา ความเขม้ขน้ของสารละลายโคลชิซิน ท่ีระยะเวลา 12 ชัว่โมง มีค่า LD50 

เท่ากบั 0.21 เปอร์เซ็นต ์และระยะเวลา 24 ชัว่โมง มีค่า LD50 เท่ากบั 0.19 เปอร์เซ็นตก์ารเกิดยอดและ

จ านวนยอดต่อแคลลสัพบวา่ช้ินส่วนท่ีไม่ไดรั้บสารละลายโคลชิซินมีเปอร์เซ็นตก์ารเกิดยอดสูงสุด 

90.00 เปอร์เซ็นต ์จ านวนยอดต่อแคลลสั 2.20 ยอด การตรวจสอบปริมาณดีเอน็เอโดยใชเ้คร่ือง Flow 

cytometer พบวา่ตน้ท่ีไดรั้บสารละลายโคลชิซิน 0.05 เปอร์เซ็นต ์ระยะเวลา  12 ชัว่โมง จากทั้งหมด 

30 ตน้ มีเพียง 1 ตน้ ท่ีมีการเปล่ียนแปลงปริมาณดีเอ็นเอไปจากเดิมจากตน้ท่ีไม่ได้รับสารละลาย 

โคลชิซิน 2n ลดลงเหลือ n หลงัจากยา้ยตน้เบญจมาศออกปลูกพบวา่ ลกัษณะของดอกเป็นประเภท 

single กลีบดอกของดอกยอ่ยวงนอกมีสีเหลือง บานเรียงซ้อนกนั 2-3 ชั้น กลีบดอกของดอกยอ่ยวง

ในมีสีเขียว ไม่มีการพฒันา แต่รวมกนัเป็นกระจุกตรงใจกลางดอก และไม่แตกต่างกนัจากตน้ท่ี

ไม่ไดรั้บสารละลายโคลชิซิน  

6.3  เบญจมำศสำยพนัธ์ุแคนเทอร์ (ดอกประเภท single สีม่วง) 

 การชกัน าการกลายพนัธ์ุในเบญจมาศ โดยการน ากลีบดอกมาแช่สารละลายโคลชิซินทั้ง  

5 ความเขม้ขน้ 2 ระยะเวลา ความเขม้ขน้ของสารละลายโคลชิซิน ท่ีระยะเวลา 12 ชัว่โมง มีค่า LD50 

เท่ากบั 0.2 เปอร์เซ็นต ์และระยะเวลา 24 ชัว่โมง มีค่า LD50 เท่ากบั 0.19 เปอร์เซ็นตก์ารเกิดยอดและ

จ านวนยอดต่อแคลลสัพบวา่ช้ินส่วนท่ีไม่ไดรั้บสารละลายโคลชิซินมีเปอร์เซ็นตก์ารเกิดยอดสูงสุด 

83.33 เปอร์เซ็นต์ จ  านวนยอดต่อแคลลสั 2.16 ยอด พบตน้เบญจมาศ 1 ตน้ จากทั้งหมด 30 ตน้ท่ี

ไดรั้บสารละลายโคลชิซินความเขม้ขน้ 0.15 เปอร์เซ็นต ์ระยะเวลา 24 ชัว่โมง ล าตน้มีสีขาว ใบด่าง 
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การตรวจสอบปริมาณดีเอ็นเอโดยการใช้เคร่ือง Flow cytometer พบว่ามีตน้เบญจมาศ 1 ตน้จาก

ทั้งหมด 30 ตน้ท่ีไดรั้บสารละลายโคลชิซิน 0.2 เปอร์เซ็นต ์ระยะเวลา 24 ชัว่โมงไดต้น้ท่ีมีลกัษณะ 

4n ซ่ึงแตกต่างจากต้นท่ีไม่ได้รับสารละลายโคลชิซิน หลงัจากยา้ยปลูกต้นเบญจมาศ พบว่าต้น

ควบคุมมีลกัษณะของดอกประเภท single กลีบดอกของดอกย่อยวงนอกมีสีม่วง บานเรียงซ้อนกนั  

2 ชั้น กลีบดอกของดอกย่อยวงในมีสีเหลืองอมเขียว ไม่มีการพฒันา แต่รวมกนัเป็นกระจุกตรงใจ

กลางดอก นอกจากน้ีได้ดอกท่ีมีลักษณะแตกต่างจากต้นควบคุมโดยชัดเจน 5 ต้น ได้แก่ ต้น

เบญจมาศท่ีไดรั้บสารละลายโคลชิซินความเขม้ขน้ 0.05 เปอร์เซ็นต์ ระยะเวลา 24 ชัว่โมง มีกลีบ

ดอกของดอกย่อยวงนอกสีชมพูอมส้มอ่อนๆ บานเรียงซ้อนกัน 2 ชั้ น ต้นเบญจมาศท่ีได้รับ

สารละลายโคลชิซินความเขม้ขน้ 0.1 เปอร์เซ็นต์ ระยะเวลา 24 ชั่วโมง มีกลีบดอกของดอกย่อย 

วงนอกสีชมพูอมส้มอ่อนๆ กลีบดอกบานชั้นเดียว ตน้เบญจมาศท่ีไดรั้บสารละลายโคลชิซินความ

เขม้ขน้ 0.15 เปอร์เซ็นต ์ระยะเวลา 24 ชัว่โมง มีกลีบดอกของดอกยอ่ยวงนอกสีม่วงอ่อน และสีขาว 

บานเรียงซ้อนกนั 2 ชั้น และอีกลกัษณะท่ีพบในความเขม้ขน้ และเวลาท่ีเท่ากนั คือมีกลีบดอกของ

ดอกย่อยวงนอกสีชมพูอ่อน และมีสีขาวบริเวณขอบๆ กลีบดอก บานเรียงซ้อนกนั 2 ชั้น และตน้

เบญจมาศท่ีไดรั้บสารละลายโคลชิซินความเขม้ขน้ 0.2 เปอร์เซ็นต ์ระยะเวลา 24 ชัว่โมง มีกลีบดอก

ของดอกยอ่ยวงนอกสีม่วง และมีสีขาวบริเวณขอบๆ กลีบดอก บานเรียงซ้อนกนั 2 ชั้น และเป็นตน้

ท่ีมีปริมาณดีเอ็นเอเพิ่มข้ึนเป็น 2 เท่า ทั้ง 5 ตน้น้ีเป็นตน้ท่ีมีลกัษณะของดอกประเภท single โดยมี

กลีบดอกของดอกยอ่ยวงในสีเหลืองอมเขียว ไม่มีการพฒันา แต่รวมกนัเป็นกระจุกตรงใจกลางดอก 
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1.1 การเตรียมอาหารเพาะเลีย้งเน้ือเย่ือพืชสูตร MS (Murashige and Skoog. 1962) 
1.1.1 การเตรียม stock solution ของอาหารเพาะเล้ียงเน้ือเยือ่ 
          การเตรียม stock solution ของอาหารเพาะเล้ียงเน้ือเยื่อสูตร MS โดยเตรียมส่วนของ 
Macroelements (MS1-MS5) ให้มีความเขม้ขน้ 10 เท่า ของความเขม้ขน้ท่ีตอ้งการใช ้และส่วน
ของ  Microelements (MS6-MS8) ใหมี้ความเขม้ขน้ 100 เท่า ดงัตารางดา้นล่าง 
 

MS สารเคมี ความเขม้ขน้ 
(mg/L) 

ความเขม้ขน้ของ 
stock solution (g/L) 

ปริมาตรของ 
stock solution 

Macroelements 
MS1 
MS2 
MS3 
MS4 
MS5 

 
NH4NO3 

KNO3 
CaCl2·2H2O 

MgSO4·7H2O 
KH2PO4 

 
1,650.00 
1,900.00 
450.00 
370.00 
170.00 

(100 เท่า) 
16.50 
19.00 
4.50 
3.70 
1.70 

 
100 มิลลิลิตร 
100 มิลลิลิตร 
100 มิลลิลิตร 
100 มิลลิลิตร 
100 มิลลิลิตร 

Microelements 
MS6 

 
ZnSO4·5H2O 
MnSO4·4H2O 

H3BO3 
KI 

Na2MoO4·2H2O 
cuSO4·5H2O 
Cocl2·6H2O 

 
86.00 
22.30 
6.20 
0.83 
0.25 

0.025 
0.025 

(10 เท่า) 
8.60 
2.23 
0.62 

0.083 
0.025 

0.0025 
0.0025 

 
10 มิลลิลิตร 

Microelements 
MS7 

 
Na2EDTA·2H2O 

FeSO4·7H2O 

 
37.30 
27.85 

(10 เท่า) 
3.73 

2.785 

10 มิลลิลิตร 

Organic 
nutrients 

MS8 

 
Myo-inositol 
Nicotinic acid 

Pyridoxine·HCl 
Thiamine·HCl 

Glycine 

 
100.00 

0.50 
0.50 
0.10 
2.00 

(10 เท่า) 
10.00 
0.05 
0.05 
0.01 
0.20 

 

10 มิลลิลิตร 
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1.2 การเตรียมบัฟเฟอร์ CTAB ปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร (Doyle and Doyle. 1987)   

1M Tris buffer pH 8.0  100 มิลลิลิตร 

5M Nacl    280 มิลลิลิตร 

0.5M EDTA      40 มิลลิลิตร 

CTAB (Cetyl Trimethyl Ammonium Bromide) 20 กรัม 

ละลายส่วนผสมทั้งหมดในน ้ ากลัน่ปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร เม่ือจะน าบฟัเฟอร์ไปใชส้กดั 

DNA ให้ เ ติ มส าร  polyvinypyrrolidone มวลโม เลกุ ล  40,000 (PVP-40)  4 ก รัม  และสาร  

ß-mercaptoethanol 500 ไมโครลิตร ต่อปริมาตรสารละลายบฟัเฟอร์ 100 มิลลิลิตร (เตรียมก่อนใช)้ 

 

1.3 การเตรียมสารละลาย TE (Tris-EDTA) buffer 

10mM Tris-HCl pH 8.0  1,000 ไมโครลิตร 

1mM EDTA pH 8.0     100 ไมโครลิตร 

ผสมสารละลายให้เขา้กนัและปรับปริมาตรดว้ยน ้ ากลัน่ 50 มิลลิลิตร น าไปน่ึงฆ่าเช้ือท่ีอุณหภูมิ  

121 องศาเซลเซียส ความดนั 15 ปอนดต่์อตารางน้ิว เป็นเวลา 15 นาที เก็บท่ีอุณหภูมิหอ้ง 

 

1.4 การเตรียมสารละลาย TAE (Tris acetate EDTA) buffer 

1.4.1 การเตรียมสารละลาย 50x TAE buffer ปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร 

  Tris-base   242 กรัม 

  Acetic acid   57.1 มิลลิลิตร 

  0.5M EDTA pH 8.0  100  มิลลิลิตร 

  น ้ากลัน่   700  มิลลิลิตร 

ผสมสารละลายให้เขา้กนัและปรับปริมาตรของสารละลายให้ครบ 1,000 มิลลิลิตร ดว้ย 

น ้ ากลัน่ น าไปน่ึงฆ่าเช้ือท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดนั 15 ปอนด์ต่อตารางน้ิว เป็นเวลา  

15 นาที (Acetic acid) เป็นกรดเขม้ขน้ ควรใส่ถุงมือกนักรด และเตรียมภายในตูดู้ดควนั 

1.4.2 การเตรียมสารละลาย 0.5x TAE buffer ปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร  

 ตวงสารละลาย 50x TAE buffer ปริมาตร 10 มิลลิลิตร เจือจางดว้ยน ้ ากลัน่ท่ีฆ่าเช้ือแลว้

จนมีปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร เขยา่ใหเ้ขา้กนั เก็บท่ีอุณหภูมิหอ้ง 
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1.5 การเตรียม Ethidium bromide ความเขม้ขน้ 0.5 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 

Ethidium bromide   0.5     กรัม 

น ้ากลัน่    1,000 มิลลิลิตร 

ละลาย Ethidium bromide ในน ้ ากลัน่ 1,000 มิลลิลิตร ให้เขา้กนั เก็บสารละลายในขวด

แกว้ทึบแสง (Ethidium bromide เป็นสารก่อมะเร็ง ควรใส่ถุงมือในการเตรียม) 
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