
>>

334 Agricultural Sci. J. 2017 Vol. 48 (3) 

การปรับปรุงพันธุ์โดยชักน�ำการกลายพันธุ์ในเบญจมาศโดยใช้แกมมาและตรวจสอบโดยเอเอฟแอลพี

การปรับปรุงพันธุ์โดยชักนำ�การกลายพันธุ์ในเบญจมาศโดยใช้รังสีแกมมา 
และการตรวจสอบการกลายพันธุ์โดยวิธีเอเอฟแอลพี

Gamma Ray Induced Mutation in Chrysanthemum and Detection  
of DNA polymorphism by AFLP

พันทิพา  ลิ้มสงวน1 สนธิชัย  จันทร์เปรม1,2 อิทธิฤทธิ์  อึ้งวิเชียร 3 ปัทมา  ศรีน�้ำเงิน4 และ เสริมศิริ  จันทร์เปรม1,5,*

Pantipa  Limsanguan1, Sontichai  Chanprame1,2, Ittirit  Ungvichian3, Pattama  Srinamnguen4 

and Sermsiri  Chanprame1,5,*

1  ศูนย์เทคโนโลยีชีวภาพเกษตร มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร์ และ ศูนย์ความเป็นเลิศด้านเทคโนโลยีชีวภาพเกษตร ส�ำนักพัฒนาบัณฑิตศึกษา
และวิจัยด้านวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยี ส�ำนักงานคณะกรรมการการอุดมศึกษา กรุงเทพฯ 10900

2  ภาควิชาพืชไร่นา คณะเกษตร ก�ำแพงแสน มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร์ วิทยาเขตก�ำแพงแสน นครปฐม 73140
3  สถาบันวิจัยวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยีแห่งประเทศไทย คลองหลวง ปทุมธานี 12120
4  คณะวิทยาศาสตร์และศิลปศาสตร์ มหาวิทยาลัยบูรพา วิทยาเขตจันทบุรี จันทบุรี 22170
5  ภาควิชาพืชสวน คณะเกษตร ก�ำแพงแสน มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร์ วิทยาเขตก�ำแพงแสนนครปฐม 73140
1  Center for Agricultural Biotechnology, Kasetsart University and Center of Excellence on Agricultural Biotechnology: 
  (AG–BIO/PERDO–CHE), Bangkok 10900, Thailand
2   Department of Agronomy , Faculty of Agriculture at Kamphaeng Saen, Kasetsart University, Nakhon Pathom 73140, Thailand
3  Thailand Institute of Scientific and Technological Research, Khlong Luang, Pathum Thani 12120, Thailand
4  Faculty of Science and Arts, Burapha University, Chanthaburi Campus, Chanthaburi 22170, Thailand
5  Department of Horticulture, Faculty of Agriculture at Kamphaeng Saen, Kasetsart University,Nakhon Pathom 73140, Thailand
   รับเรื่อง:     พฤศจิกายน 2559        Received:    November 2016
   รับตีพิมพ์:   สิงหาคม 2560            Accepted:   August 2017
* Corresponding author: agrsrc@ku.ac.th

ABSTRACT: The in vitro node explants of available commercial bicolor spray chrysanthemum 
cut flower cultivar (unknown cultivar’s name) were acute irradiated with 0, 5, 10, 15, 20, 25 and 
30 Gy gamma ray. The irradiated nodes were then cultured on solid MS medium.The higher 
dose of gamma irradiation, the lower survival percentage obtained. The survival percentage of 
5 and 10 Gy irradiated nodes were 100% while the lowest survival percentage of 3.3% obtained 
from 30 Gy. Therefore, the LD

50
 at 30 days after irradiation was 26 Gy. After transplanting in the 

grower farm, the normal growth and normal plant characters of all plantlets were observed. 
Change in flower color was observed in the dosages of 15, 20 and 25 Gy. The polymorphism 
also observed from AFLP using 10 primer pairs and as the irradiation dosage increased,  
the higher polymorphic bands observed. The dendrogram of the polymorphism revealed the 
separation of chrysanthemum between normal flowers and those color mutants.
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บทคัดย่อ

จากการน�ำข้อในสภาพปลอดเช้ือของเบญจมาศ
พันธุ์การค้าชนิดตัดดอก ช่อแบบ spray ดอกแบบ 2 สี 
(จากตลาดค้าไม้ตัดดอก ไม่ทราบชือ่พันธุแ์น่ชดั) ไปฉาย
รังสีแกมมาแบบเฉียบพลันที่ปริมาณรังสี 0, 5, 10, 15 
20, 25 และ 30 เกรย์ แล้วน�ำมาเพาะเลี้ยงเพื่อให้ยอด
พัฒนาบนอาหารสตูร MS พบว่า การฉายรงัสทีีป่ริมาณ
รังสีสูงขึ้นมีผลท�ำให ้เบญจมาศตายมากขึ้น โดย
เบญจมาศที่ฉายรังสี 5 และ 10 เกรย์ มีอัตราการรอด
ชีวิต 100 เปอร์เซ็นต์ ส่วนที่ปริมาณรังสี 30 เกรย์ มี
อตัราการรอดชวีติ 3.3 เปอร์เซน็ต์ และพบว่ามค่ีา LD
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ประมาณ 26 เกรย์ เมือ่น�ำต้นเบญจมาศทีร่อดชวีติออก
ปลกูในแปลงปลกูของเกษตรกร พบว่าต้นทีร่อดชวีติทกุ
ต้นมกีารเจรญิเตบิโตเป็นปกตแิละสามารถออกดอกได้
และพบว่าต้นเบญจมาศทีไ่ด้รบัรงัสปีริมาณ 15, 20 และ 
25 เกรย์ บางต้นมีการการกลายของสีดอก และเมื่อ
ตรวจสอบต้นกลายด้วยเทคนิคเอเอฟแอลพี โดยใช้คู่
ไพรเมอร ์ทั้งหมด 10 คู ่  พบแถบดีเอ็นเอที่ เป ็น 
โพลีมอร์ฟิซึมโดยมีแนวโน้มว่าเมื่อปริมาณรังสีสูงข้ึน 
มีผลให้เกิดโพลีมอร์ฟิซึมเพิ่มสูงขึ้นด้วยและจากการ
วิเคราะห์เดนโดแกรมพบว่าสามารถแยกความแตกต่าง
ระหว่างเบญจมาศทีก่ลายพนัธุแ์ละเบญจมาศทีไ่ม่กลาย
ได้

ค�ำส�ำคัญ: เบญจมาศ, การกลายพันธุ์, รังสีแกมมา,  
เอเอฟแอลพี

บทน�ำ

เบญจมาศ เป็นไม้ดอกในวงศ์ Compositae ที่
ได้รับความนิยมแพร่หลายทั่วโลกมีปริมาณการผลิต 
และมูลค่าการจ�ำหน่ายสูงมาก โดยเฉพาะประเทศ
เนเธอร์แลนด์ซึง่เป็นทัง้ผูผ้ลติและผูส่้งออกรายใหญ่ของ
โลก ส�ำหรับประเทศไทยมีสภาพภูมิอากาศที่สามารถ
ปลูกเบญจมาศได้ดี โดยเฉพาะในเขตภูเขาสูงทางภาค

เหนือ และมีแหล่งผลิตที่สามารถปลูกเบญจมาศพันธุ์
ทนร ้อนคือบริ เวณ อ�ำ เภอวังน�้ ำ เ ขียว จั งหวัด
นครราชสีมา ทั้งนี้การปลูกเบญจมาศให้ได้ผลดีจ�ำเป็น
ต้องมีพันธุ์ที่เหมาะสมกับสภาพพื้นที่นั้น ๆ โดยเฉพาะ
พันธุ์ทนร้อน นอกจากนี้ผู้บริโภคไม้ดอกไม้ประดับนั้น
มักมีความนิยมและความต้องการลักษณะท่ีแปลกใหม่
อยู่ตลอดเวลา ดังนั้นการปรับปรุงพันธุ์เบญจมาศจึง
จ�ำเป็นท่ีจะต้องท�ำอย่างต่อเนื่อง ซ่ึงนอกจากจะ
ปรับปรุงพันธุ์ให้ตอบสนองความต้องการของผู้บริโภค
แล้ว ยงัต้องมกีารปรบัปรงุพนัธุเ์พือ่ตอบสนองต่อสภาพ
ภูมิอากาศที่เปลี่ยนแปลงไปด้วยเช่นกัน 

อย่างไรก็ตาม เบญจมาศเป็นพืชท่ีมีความ
สามารถในการตดิเมลด็ต�ำ่การปรบัปรงุพนัธุโ์ดยวธิผีสม
เกสรจึงประสบความส�ำเร็จน้อยมากและอาจใช้เวลา
นาน ดังนั้นจึงมีการน�ำเทคนิคการชักน�ำให้เกิดการ 
กลายพันธุ์มาใช้ในการปรับปรุงพันธุ์เบญจมาศกันมาก
โดยเทคนิคการก่อกลายพันธุ์ท่ีมีการน�ำมาใช้กันมาก
ได้แก่ การใช้รังสีชักน�ำให้เกิดการกลายพันธุ์ โดยมี
รายงานความส�ำเรจ็หลายรายงาน ซึง่อาจใช้วธิกีารฉาย
รังสีกับท่อนพันธุ์ หรือฉายรังสีให้กับแคลลัส และน�ำไป
ชกัน�ำให้เกดิต้นใหม่ (Mandal et al., 2000; Jain, 2005; 
Lee et al., 2008) ซึ่งมีรายงานว่าสามารถเพิ่มโอกาส
ของการกลายพนัธุใ์ห้มากข้ึน (Lamseejan et al., 2000) 
รังสีที่นิยมใช้ในการปรับปรุงพันธุ์พืชคือรังสีแกมมา ซึ่ง
เป็นรงัสแีม่เหลก็ไฟฟ้าทีม่คีวามถีส่งู ไม่มมีวล ไม่มปีระจุ 
มอี�ำนาจในการทะลทุะลวงผ่านวตัถไุด้สงู จดัอยูใ่นกลุม่
ของรังสีก่อไอออน (ionizing radiation) ที่สามารถก่อ
ให้เกดิปฏกิริยิาในเซลล์และท�ำให้เกดิการเปลีย่นแปลง
ทางพนัธกุรรมได้ รงัสแีกมมามกี�ำเนดิมาจากการสลาย
ตัวของนิวไคลด์กัมมันตรังสี แหล่งรังสีแกมมาที่นิยมใช้ 
คอื โคบอลต์–60 และซีเซียม–137 (Kikuchi et al., 1995)
ในเบญจมาศนั้นมีรายงานการชักน�ำให้เกิดการกลาย
พนัธุ ์เช่น (Lamseejan et al., 2000) น�ำเบญจมาศชนดิ 
spay type มาชักน�ำให้เกิดการกลายพันธุ์โดยใช้รังสี
แกมมาร่วมกับการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ โดยน�ำยอดที่ได้
จากการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อกลีบดอกมาฉายรังสีแกมมา
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ที่ปริมาณรังสี 10–110 เกรย์ แล้วตัดแบ่งเพิ่มปริมาณ
จากรุ่น M

1
V

1
 ถึง M

1
V

4
 พบว่า มีค่า LD

50
 ที่ 14 เกรย์ 

และมเีพยีงยอดทีไ่ม่ได้รับรงัสี และทีไ่ด้รบัรงัส ี10 เกรย์ 
เท่านั้นที่สามารถรอดชีวิตและเจริญเติบโตเป็นต้นที่
สมบูรณ์ ซึ่งพบว่าลักษณะสีดอกของเบญจมาศมีความ
ผันแปรไปจากสีเดิม Nagatomi et al. (2003) น�ำกลีบ
และตาของเบญจมาศพันธุ์ Taihei มาฉายรังสีแกมมา
ร่วมกับการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ ได้พันธุ์กลาย 4 พันธุ์ ซึ่ง
ทุกพันธุ์มีการเจริญเติบโตคล้ายกับพันธุ์ Taihei ซึ่ง
เหมาะส�ำหรับผลิตเป็นไม้ตัดดอก 

Misra et al. (2003) น�ำกลบีดอกของเบญจมาศ
พันธุ์  Latima มาชักน�ำให้เกิดแคลลัส แล้วน�ำแคลลัส
ไปฉายรังสีแกมมา 0.5–1.0 เกรย์ แล้วชักน�ำให้เกิดต้น 
เมื่อน�ำต้นไปปลูกในแปลงพบต้นกลายพันธุ์ 2 ต้น ซึ่ง
มดีอกเปลีย่นจากสแีดงเป็นสเีหลือง โดยต้นหนึ่งมกีลบี
ดอกเหมือนต้นเดมิ ส่วนอกีต้นหน่ึงกลบีดอกเปลีย่นเป็น
มีลักษณะเป็นหลอด และ Thangmanee (2012) น�ำ
แคลลัสของเบญจมาศมาฉายรั งสีแกมมาแบบ
เฉียบพลันที่ปริมาณรังสี 0–30 เกรย์ พบว่า เปอร์เซ็นต์
การรอดชีวิตของแคลลัสและการเกิดยอดลดลงเมื่อ
ปริมาณรังสีเพิ่มขึ้น โดยมีค่า LD
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 ที่ปริมาณรังสี 26 

เกรย์ และแคลลสัทีม่เีปอร์เซน็ต์การเกดิยอดสงูสดุคือที่
ผ่านการฉายรังสี 5 เกรย์

การศกึษาการกลายพนัธุใ์นระดับโครโมโซมและ
ดีเอ็นเอน้ัน ท�ำได้โดยอาศัยหลักการศึกษาความแตก
ต่างทางพันธุกรรมโดยใช้เคร่ืองหมายพันธุกรรมหรือ 
genetic marker เพื่อบ่งชี้ความแตกต่างทางพันธุกรรม
ของส่ิงมีชีวิตทั้งลักษณะทางปริมาณและคุณภาพช่วย
ให้สามารถจ�ำแนกความแตกต่างระหว่างและภายใน
ประชากรหรือระหว่างสมาชิกภายในประชากรได้การ
ตรวจสอบการกลายด้วยเครื่องหมายดีเอ็นเอ (DNA 
marker) นี้  แม ้ว ่าจะมีข ้อดีคือ มีความคงตัวสูง  
ไม่ผันแปรตามสภาพแวดล้อมและสภาพทางสรีระ แต่
มข้ีอเสยีคอืวิธีการการตรวจสอบยุง่ยากและมค่ีาใช้จ่าย
สงู ดงันัน้ในการตรวจสอบการกลายน้ันจึงมกัตรวจสอบ
ลักษณะทางสัณฐานวิทยาเป็นอันดับแรกแล้วจึงใช ้

การตรวจสอบการกลายด้วยเครื่องหมายดีเอ็นเอ 
ประกอบเพือ่ให้ได้ข้อมลูทีส่มบรูณ์ขึน้หรอืแก้ปัญหาใน
กรณีที่ไม่สามารถใช้ลักษณะทางสัณฐานวิทยาเพียง
อย่างเดียวได้ ในงานวิจัยนี้จึงได้ตรวจสอบการกลายใน
ระดับดีเอ็นเอด้วยเทคนิค AFLP เฉพาะในต้นที่พบการ 
กลายทางสัณฐานแล้วเท่านั้น

เทคนิคเอเอฟแอลพี (amplified fragment 
length polymorphism; AFLP) เป็นเทคนคิทีอ่าศยัหลกั
การของการตรวจสอบชิ้นดีเอ็นเอที่ตัดด้วยเอ็นไซม ์
ตัดจ�ำ เพาะโดยการเพิ่มปริมาณด ้วยวิธีพีซีอาร ์
(polymerase chain reaction; PCR) ซึ่งพัฒนาขึ้นโดย 
Vos et al. (1995) โดยเครือ่งหมายเอเอฟแอลพสีามารถ
บอกความแตกต่างของสิ่งมีชีวิตท่ีเป็นชนิดเดียวกันแต่
ต่างสายพันธุก์นัในพชืหลายชนดิและยงัสามารถจ�ำแนก
ลกัษณะทีเ่กดิจากการกลายพนัธุไ์ด้ Liscum and Briggs 
(1995)

งานวจิยันีค้ณะผูว้จิัยมวีัตถปุระสงค์ที่จะพัฒนา
พนัธุเ์บญจมาศเพือ่ใช้เป็นพนัธุส์�ำหรบัการปลกูในพืน้ที่
อ�ำเภอวังน�้ำเขียว จังหวัดนครราชสีมา โดยการชักน�ำ
ให้เกิดการกลายพันธุ์โดยใช้รังสีแกมมาในเบญจมาศ
แล้วศึกษาและคัดเลือกพันธุ์กลายที่เหมาะสมกับพ้ืน
การผลิตที่ดังกล่าว รวมทั้งศึกษาการกลายในระดับ
ดีเอ็นเอด้วยเทคนิคเอเอฟแอลพี 

อุปกรณ์และวิธีการ

1. การชักน�ำให้เกิดการกลายพันธุ์โดยการฉายรังสี
แกมมา

การทดลองนี้ศึกษาในเบญจมาศพันธุ์การค้า
ชนิดช่อแบบ spray ดอกแบบ 2 สี (bicolor) ที่มีกลีบ
ดอกสีเหลืองโคนกลีบสีแดงเข้ม ซึ่งไม่ทราบชื่อพันธุ์
แน่ชัดแต่ลักษณะโดยรวมคล้ายพันธุ ์ Raisa ของ
เนเธอร์แลนด์ (Figure 2) โดยน�ำส่วนตาข้างของช่อดอก
มาเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อบนอาหารแข็งสูตร MS และเพิ่ม
ปริมาณต้นให้เพียงพอส�ำหรับใช้ในการชักน�ำให้เกิด
การกลายพนัธุ ์โดยเพาะเลีย้งบนอาหารแขง็สตูร MS ที่ 
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เตมิน�ำ้ตาลซโูครส 30 กรัมต่อลติร และ ผงวุน้ 7.5 กรมั
ต่อลิตร ปรับค่า pH ที่ 5.7 เพาะเลี้ยงในสภาพแสง 50 
ไมโครโมลต่อตารางเมตรต่อวินาที 16 ชั่วโมงต่อวัน ที่
อุณหภูมิ 25 ± 2 องศาเซลเซียส โดยเปลี่ยนอาหารทุก
เดือน จากน้ันตัดส่วนข้อไปฉายรังสีแกมมาแบบ
เฉียบพลัน ด้วยเครื่องฉายรังสีรุ่น Mark I ของศูนย์
บริการฉายรังสีแกมมาและวิจัยนิวเคลียร์เทคโนโลยี 
มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร์ ใช้ปริมาณรังสี 6 ระดับคือ 
5, 10, 15, 20, 25 และ 30 เกรย์ ปริมาณรังสีละ 30 
ข้อ เปรียบเทียบกับชุดควบคุมที่ไม่ได้ฉายรังสี แล้วน�ำ
ข้อที่ผ่านการฉายรังสีมาเพาะเลี้ยงบนอาหารแข็งสูตร 
MS ที่ไม่เติมสารควบคุมการเจริญเติบโตเป็นเวลา 4 
สปัดาห์ เพือ่ชกัน�ำให้เกดิยอดจากนัน้ตัดยอดทีไ่ด้น�ำไป
ชักน�ำให้ออกรากบนอาหารสูตรเดิมเป็นเวลา 1 เดือน

น�ำต ้นที่มีรากสมบูรณ ์ออกปลูกในสภาพ
ธรรมชาต ิโดยช�ำในพทีมอสในกระบะเพาะช�ำเป็นเวลา 
1 เดือน จากนั้นตัดยอดจากแต่ละต้นให้มีขนาดความ
ยาวเท่า ๆ กัน ประมาณ 2 นิ้ว น�ำลงปักช�ำในกระบะ
อกีคร้ังเพ่ือให้ได้ต้นทีม่ขีนาดสม�ำ่เสมอ ใช้เวลา 1 เดอืน 
จึงน�ำออกปลูกในแปลงเกษตรกรผู ้ปลูกเบญจมาศ 
ต�ำบลไทยสามคัคี อ�ำเภอวงัน�ำ้เขยีว จังหวดันครราชสีมา 
โดยเกษตรกรเป็นผู้ดูแลแปลงปลูกเช่นเดียวกับวิธีการ
ดูแลเบญจมาศที่ปลูกเป็นการค้า

2. การศึกษาการกลายทางสัณฐานของเบญจมาศที่
ผ่านการฉายรงัสี 

บันทึกอตัราการรอดชีวิตของช้ินส่วนท่ีน�ำไปฉาย
รงัส ีเมือ่อาย ุ4 สัปดาห์ ในสภาพเพาะเลีย้งและค�ำนวณ
ค่า LD

50 
รวมท้ังตรวจสอบลักษณะการเปลี่ยนแปลง 

ต่าง ๆ ในสภาพเพาะเลี้ยงจากนั้นศึกษาลักษณะการ 
กลายทางสณัฐานเปรยีบเทยีบกบัต้นทีไ่ม่ได้รบัการฉาย
รงัส ีในต้นทีป่ลกูในสภาพธรรมชาตเิมือ่ออกดอกชดุแรก

3. การตรวจสอบการกลายระดับ DNA โดยวธิ ีAFLP
ในการตรวจสอบด้วยเทคนิค AFLP นีต้รวจสอบ

ในต้นทีเ่กดิการกลายทัง้หมด 8 ต้น โดยคดัเลอืกมาตรวจ
สอบเฉพาะต้นทีแ่สดงการกลายเหมอืนกนัทัง้ต้น และต้น
ท่ีผ่านการฉายรงัสปีรมิาณต่าง ๆ แต่ไม่พบการกลายอีก
จ�ำนวน 7 ต้น และเปรยีบเทียบกับต้นปกตท่ีิไม่ได้ผ่าน
การฉายรงัสจี�ำนวน 1 ต้น ท�ำโดยการสกัดจีโนมกิดเีอน็เอ
จากใบเบญจมาศโดยวธิ ีCTAB ตามวธิกีารของ Doyle 
and Doyle (1990) จากนั้นน�ำจีโนมิกดีเอ็นเอความ 
เข้มข้น 500 นาโนกรมัต่อไมโครลติร มาใช้เป็นดเีอน็เอ
ต้นแบบในการตรวจสอบการกลายโดยวิธ ีAFLP ตามวธีิ
การท่ีดดัแปลงจาก Laksana (2008) ตดัจโีนมกิดเีอน็เอ
ด้วยเอนไซม์ EcoRI และ MseI จากนัน้น�ำชิน้ส่วนดเีอน็เอ
ที่ได้มาเชื่อมต่อกับ adapter ที่มีล�ำดับเบส ดังนี้

	   EcoRI adapter: 5´–CTCGTAGACTGCGTACC–3´/ 3´–CATCTGACGCATGGTTAA–5´
             MseI adapter: 5´–GACGATGAGTCCTGAG–3´/ 3´–TACTCAGGACTCAT–5´

ขั้นตอนต่อมาคือการท�ำ preselective amplification (PCR I) ซ่ึงใช้ annealing temperature 56 องศา
เซลเซียส โดยมีล�ำดับเบสของไพรเมอร์ที่เพิ่มนิวคลีโอไทด์ 1 ตัวที่ปลาย 3’ ของไพรเมอร์ ดังนี้

                             EcoRI primer +1 (E–A) 	 5’–GACTGCGTACCAATTCA–3’ 
		         MseI primer +1 (M–A) 	 5’–GATGAGTCCTGAGTAAA–3’  

ส�ำหรับขั้นตอน selective amplification ใช้ผลผลิต
ที่ได้จาก PCR I มาเป็นต้นแบบในการเพิ่มปริมาณโดย
ในขั้นตอนน้ีเป็นการเพ่ิมปริมาณชิ้นดีเอ็นเอโดยใช้ไพร

เมอร์ทีเ่ป็นคูส่มกบัส่วนของ adapter และบรเิวณจดจ�ำ
ของเอนไซม์ทั้ง 2 ชนิดที่เพิ่มนิวคลีโอไทด ์3 ตัวที่ปลาย
ด้าน 3’ (primer+3) รวมทั้งหมดม ี10 คู่ไพรเมอร์ดังนี้
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คู่  
Primers 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

EcoRI
MseI

E–AAC
M–AGG

E–AAC
M–GTA

E–ACC
M–GTA

E–ACC
M–ACA

E–GCC
M–GTA

E–GCA
M–GTA

E–AAC
M–TAC

E–ACC
M–TAC

E–GCA
M–TAC

E–ACC
M–GTC

การท�ำ PCR ในขัน้ตอนน้ีใช้โปรแกรม touch–
down PCR โดยลดอณุหภมูใินขัน้ annealing ทีเ่ร่ิมต้น
ที่ 65 องศาเซลเซียส ลงรอบละ 0.7 องศาเซลเซียส 
จ�ำนวน 13 รอบ แล้วน�ำผลผลติของปฏกิริิยา selective 
amplification ไปแยกขนาดดเีอน็เอโดยการท�ำอเิลค็โทร
โฟรซิีสบน denaturing polyacrylamide gel โดยใช้
กระแสไฟฟ้าทีม่คีวามต่างศักย์ 80 โวลต์เป็นเวลา 120 
นาท ีย้อมเจลด้วยวธิ ีsilver staining โดยน�ำแผ่นกระจก
ทีม่เีจลตดิอยูม่าแช่สารละลายกรดอะซติิกความเข้มข้น 
10% โดยวางบนเครือ่งเขย่า 30 นาท ี แล้วล้างด้วยน�ำ้
กลัน่ 2 คร้ัง คร้ังละ 3 นาท ีแล้วน�ำมาย้อมด้วยสารละลาย 
silver nitrate  บนเคร่ืองเขย่า 30 นาท ีน�ำแผ่นกระจก
ล้างด้วยน�ำ้กลัน่อย่างรวดเรว็แล้วน�ำมาท�ำให้ปรากฏแถบ
ดีเอน็เอโดยการเขย่าในสารละลาย developer เมือ่แถบ
ดีเอน็เอปรากฏชดัเจนแล้วหยดุปฏกิริิยาด้วยกรดอะซติกิ 
10% ล้างกระจกเจลครัง้สดุท้ายด้วยน�ำ้กลัน่ 2 นาท ีแล้ว
จึงน�ำกระจกไปผึ่งให้แห้งแล้วน�ำแถบดีเอ็นเอที่ได้มา
วเิคราะห์ผลโดยใช้โปรแกรม NTSYS

ผลการทดลองและวิจารณ์

1. ผลของรังสีต่อการรอดชีวิตของข้อเบญจมาศใน
สภาพปลอดเชื้อ

เมือ่ตดัส่วนข้อของเบญจมาศในสภาพปลอดเช้ือ
ไปฉายรังสีแกมมาแบบเฉียบพลัน โดยใช้ปริมาณรังสี 
5–30 เกรย์ แล้วน�ำข้อที่ผ่านการฉายรังสีมาเพาะเลี้ยง
บนอาหารแข็งสูตร MS ที่ไม่เติมสารควบคุมการเจริญ
เติบโตเป็นเวลา 4 สัปดาห์ เปรียบเทียบกับข้อที่ไม่ได้
ฉายรังสี พบว่า เมื่อฉายรังสีท่ีปริมาณรังสีสูงข้ึนมีผล
ท�ำให้เบญจมาศตายมากขึ้น เบญจมาศที่ไม่ได้ฉายรังสี
และทีฉ่ายรงัสปีรมิาณ 5 และ 10 เกรย์ มอีตัราการรอด
ชีวิต 100 เปอร์เซ็นต์ ส่วนเบญจมาศที่ฉายรังสีปริมาณ 
15, 20 และ 25 เกรย์ มอีตัราการรอดชวีติ 96.6,  86.6  
และ 53.3 เปอร์เซน็ต์ ตามล�ำดบั และทีป่รมิาณรงัส ี30 
เกรย์ มีอัตราการรอดชีวิตของยอดเบญจมาศต�่ำที่สุด 
3.3 เปอร์เซน็ต์ ซึง่สามารถลากเส้นตดักราฟหาค่า LD

50 

ได้ประมาณ 26 เกรย์ (Figure 1)

Gamma ray dose (Gy)
No. of survival plantlets
Survival plantlets (%)

0
30
100

5
30
100

10
30
100

15
29
96.6

20
26
86.6

25
16
53.3

30
1
3.3

Figure 1 The survival of in vitro chrysanthemum nodes and LD
50 

after irradiation with gamma ray and 
cultured on solid MS medium for 30 days
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การที่ข ้อเบญจมาศตายมากขึ้นเมื่อได ้รับ
ปริมาณรังสีเพ่ิมข้ึนนี้ สอดคล้องกับงานวิจัยของ 
Lamseejan et al. (2000) ที่พบว่าเบญจมาศชนิด  
spray type มีค่า LD

50
 ที่ 14 เกรย์ โดยยอดที่ได้รับรังสี 

50 เกรย์ตายภายใน 25–30 วัน และมีเพียงยอดที่ไม่ได้
รับรังสี และที่ได้รับรังสี 10 เกรย์ เท่านั้นที่สามารถรอด
ชีวิตและเจริญเติบโตเป็นต้นที่สมบูรณ์ได้ และงานวิจัย
ของ Thangmanee (2012) ที่พบว่ารังสีแกมมาแบบ
เฉียบพลันที่สูงข้ึนมีผลท�ำให้เปอร์เซ็นต์การรอดชีวิต
ของแคลลัสเบญจมาศลดลง โดยมีค่า LD

50 
ที่ปริมาณ

รังสี 26 เกรย์ และแคลลัสที่ผ่านการฉายรังสี 5 เกรย์  
มเีปอร์เซน็ต์การเกดิยอดสงูสดุ นอกจากนีก้ารตายของ
ข้อเบญจมาศที่มากขึ้นเมื่อได้รับปริมาณรังสีเพิ่มขึ้นน้ี 
ยงัสอดคล้องกับงานวจัิยเบญจมาศพนัธ์ุอืน่อกี เช่น งาน
วิจัยของ Yamaguchi et al. (2008) ซึ่งทดลองใน
เบญจมาศพันธ์ุ Taihei พบว่าแคลลสัทีไ่ด้รบัรงัสแีกมมา
ที่ปริมาณ 15–60  เกรย์ มีการเกิดยอดลดลงเมื่อได้รับ
ปริมาณรังสีสูงขึ้น

การทีป่ริมาณรงัสสีงูขึน้ส่งผลกระทบต่อพชืมาก
ขึน้นี ้Kikuchi et al. (1995) อธบิายว่ารงัสีท�ำให้อะตอม
ต่าง ๆ ภายในเซลล์เกิดแตกตัวเป็นไอออนและเกิด 
chemical radicals ที่ไวต่อการท�ำปฏิกิริยา ก่อให้เกิด
การเปลี่ยนแปลงทางเคมีขึ้นภายในเซลล ์  การ
เปล่ียนแปลงดังกล่าว อาจท�ำให้เกิดความเสียหายต่อ
การท�ำหน้าทีต่่าง ๆ  ของเซลล์ อาจท�ำให้เซลล์ถกูท�ำลาย
หรือเกิดการแบ่งเซลล์ที่ผิดปกติหากเกิดขึ้นมากหรือ
รุนแรงก็จะท�ำให้พืชตายได้ และ Shikazono et al. 
(2003) อธิบายว่า นอกจากการเปลี่ยนแปลงในระดับ
ดีเอ็นเอแล้ว รังสียังท�ำให้เกิดการเปลี่ยนแปลงจ�ำนวน
หรอืโครงสร้างของโครโมโซมได้เช่นกนั การทีโ่ครโมโซม
แตกหักเนื่องจากรังสีและมีการเชื่อมต่อกันในภายหลัง
อาจท�ำให้ชิ้นส่วนขาดหายไปบางส่วนมีผลท�ำให้ยีน
จ�ำนวนหน่ึงหายไปด้วย หรืออาจมีช้ินส่วนโครโมโซม
เพิ่มขึ้นมา หรือเกิดการเชื่อมแบบกลับทิศหรือสลับคู่
ระหว่างโครโมโซมต่างคู่กัน (translocation) ก็จะท�ำให้
สิง่มชีวีติน้ันๆ เกดิการกลายพนัธุไ์ด้ การเปลีย่นแปลงนี้

จะมีผลมากน้อยเพียงใดข้ึนอยู ่กับชนิดของยีนและ
จ�ำนวนยนีทีเ่กีย่วข้อง ถ้าเกิดความผดิปกตขิึน้มากกอ็าจ
ไม่รอดชีวิตได้ แต่ถ้าการเช่ือมต่อกันนั้นต่อกันเหมือน
เดิมก็ไม่มีการเปลี่ยนแปลงเกิดขึ้น 

2. ผลของรังสีต่อการกลายของเบญจมาศในแปลง
ปลูก

เมื่อน�ำต้นเบญจมาศท่ีรอดชีวิตออกปลูกใน
สภาพธรรมชาตใินแปลงปลกูของเกษตรกร พบว่าต้นที่
รอดชีวิตทุกต้นมีการเจริญเติบโตเป็นปกติ มีความสูง
ต้น ลกัษณะทรงต้น ขนาดต้น รปูร่างและขนาดใบ รวม
ทั้งสีใบ ไม่ต่างจากต้นที่ไม่ผ่านการฉายรังสี นอกจากนี้
ทุกต้นสามารถออกดอกได้ ส�ำหรับการกลายของดอก
นั้น จากการตรวจสอบในดอกที่บานชุดแรก พบว่า ต้น
เบญจมาศท่ีได้รับรังสีปริมาณ 15, 20 และ 25 เกรย์  
บางต้นมีการกลายของสีดอกเกิดข้ึนแต่ลักษณะทรง
ดอกยังคงปกติ ซ่ึงพบการกลายท้ังท่ีเป็นกลายท้ังต้น 
และกลายเพียงบางส่วนของต้นโดยในบางต้นดอก
แต่ละดอกมกีารกลายทีแ่ตกต่างกนั ซึง่แสดงลกัษณะที่
เป็น chimera อย่างชดัเจนทัง้นีส้ดีอกทีก่ลายจากสเีดมิ 
คอืท่ีมลีกัษณะเป็น bicolor มกีลบีดอกสีเหลอืงโคนกลบี
สีแดงนั้น สามารถจัดกลุ่มการกลายออกเป็น 4 กลุ่มสี 
(Figure 2) คือ 1) กลีบดอกเป็นสีแดงขลิบเหลือง 
จ�ำนวน 1 ต้น จากรังสี 15 เกรย์ 2) กลีบดอกเป็น 
สีเหลืองมีขีดสีแดงตรงโคนกลีบ จ�ำนวน 3 ต้น จากรังสี 
20 และ 25 เกรย ์3) กลีบดอกเป็นสีขาวโคนกลีบสีม่วง 
จ�ำนวน 3 ต้น จากรังสี 15 และ 20 เกรย์ และกลุ่มที่  
4) กลีบดอกเป็นสีขาวล้วน จ�ำนวน 1 ต้น จากรังสี 20 
เกรย์ โดยมีสรุปจ�ำนวนต้นแยกตามลักษณะการกลาย
และปริมาณรังสีใน Table 1 ซึ่งช่วงปริมาณรังสีที่พบ
การกลายมากคือ 15 และ 20 เกรย์ ส่วนปริมาณรังสีที่ 
30 เกรย์ นั้น มีต้นรอดชีวิตเพียง 1 ต้น เท่านั้นและเมื่อ
น�ำออกปลูกไม่พบการกลาย

การกลายของสีดอกท่ีเป็นผลมาจากรังสีดัง
กล่าวนี ้พบว่าในงานวจิยัของ Lamseejan et al. (2000) 
มรีายงานว่าเบญจมาศพนัธุก์ารค้าดอกสม่ีวงทีผ่่านการ
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ฉายรังสีแกมมามลีกัษณะสดีอกผนัแปรมากและได้ดอก
สีใหม่คือสีเหลืองอ่อน และงานวิจัยของ Nagatomi  

et al. (2003) ทีท่ดลองฉายรงัสแีกมมาแบบเรือ้รงักบั
เบญจมาศพันธุ ์Taihei ได้พนัธุก์ลาย 4 พนัธุ ์ซึง่พนัธุก์ลาย
ทีไ่ด้ทกุพนัธุม์กีารเจริญเติบโตคล้ายกับพันธุ ์Taihei แต่มี
สดีอกเปล่ียนแปลงไป ส่วนงานวจิยัของ Misra et al. 

(2003) ทีฉ่ายรงัสแีกมมากับเบญจมาศพันธุ ์Latima และ
ได้ต้นกลายพนัธุ ์2 ต้น ซึง่มสีดีอกเปลีย่นจากสแีดงเป็นสี
เหลอืงทัง้คู ่แต่ต้นหนึง่กลบีดอกมลัีกษณะกลายจากแบบ
ปกตเิป็นแบบหลอด ซึง่ Schum and Preil (1998) ได้

รายงานว่าที่ผ่านมามีรายงานต่าง ๆ ที่มีการรวบรวม
ข้อมูลไว้ระบุว่าในไม้ดอกไม้ประดับนั้นการกลายของสี 
ดอกนั้นเกิดข้ึนมากถึง 55% ในขณะท่ีการกลายของ
ลกัษณะดอกมรีายงานเพยีง 15% และ Lee et al. (2008) 
รายงานเพิ่มเติมว่าสีดอกที่พบว่ามีการกลายได้ง่ายคือ
สชีมพหูรอืแดง การกลายของสดีอกนีค้าดว่าอาจเกิดจาก
การทีร่งัสีส่งผลให้เกดิการแตกหกัของดเีอน็เอซ่ึงส่งผลต่อ
การเปลี่ยนแปลงของล�ำดับเบสบนดีเอ็นเอท่ีส่งผลกระ
ทบต่อการเปลี่ยนแปลงล�ำดับของกรดอมิโนและการ
ผนัแปรของสดีอก Shikazono et al. (2003)

Table 1 Number of flower color mutants resulted from gamma irradiation at 0–30 Gy

Dose of
Gamma
ray (Gy)

No. of 
plant

No. of 
normal 
plant

Red- 
yellow

Yellow-
red streak

White-
purple

White % of 
mutants

No. of flower color mutants

0
5

10
15
20
25
30

30
30
30
29
26
16
1

30
30
30
26
22
15
1

0
0
0
1
0
0
0

0
0
0
0
2
1
0

0
0
0
2
1
0
0

0
0
0
0
1
0
0

0
0
0

10.3
15.4
6.3

0  



ส.วก.ท.

วารสารวิทยาศาสตร์เกษตร  ปีที่ 48 ฉบับที่ 3 กันยายน - ธันวาคม 2560 341

Figure 2  Control (non–irradiated plant) and mutants of chrysanthemum flower color after irradiated with 
            gamma ray

Bicolor (red/yellow)                      

Bicolor (white/purple) Control
(non–irradiated plant)

Solid color (white)

Bicolor (yellow/red streak)           

3. การตรวจสอบการกลายในระดับดีเอ็นเอด้วย
เทคนิค AFLP

ในงานวิจยันี ้ได้ตรวจสอบการเปลีย่นแปลงทาง
พันธุกรรมของต้นเบญจมาศที่ได้รับการฉายรังสีและ
เกิดการกลาย โดยคัดเลือกมาตรวจสอบเฉพาะต้นท่ี
แสดงการกลายเหมือนกันทั้งต้น น�ำมาตรวจสอบการ 
กลายระดับดีเอ็นเอด้วยเทคนิคเอเอฟแอลพี โดยใช้คู่
ไพรเมอร์ทั้งหมด 10 คู่ โดยพบว่าทั้ง 10 คู่ไพรเมอร์ให้
แถบดีเอ็นเอที่เป็นโพลีมอร์ฟิซึม จ�ำนวนทั้งหมด 102 
แถบ (Table 2) และพบแนวโน้มว่าเมือ่ปริมาณรงัสเีพิม่
ขึน้มผีลให้เกดิโพลมีอร์ฟิซมึเพ่ิมสงูขึน้ด้วย โดยปรมิาณ
รังสี 25 เกรย์ พบแถบดีเอ็นเอที่เป็นโพลีมอร์ฟิซึมมาก
ทีสุ่ด จ�ำนวน 25 แถบ ส่วนทีต้่นท่ีไม่ได้ผ่านการฉายรงัสี
ให้แถบดีเอ็นเอที่เป็นโพลีมอร์ฟิซึมน้อยที่สุดจ�ำนวน 4 
แถบ การตรวจพบโพลีมอร์ฟ ิซึมนั้นแสดงว่าต ้น
เบญจมาศที่ได้รับการฉายรังสีมีความแปรปรวนทาง
พันธุกรรมเกิดขึ้นในต�ำแหน่งที่เป็นต�ำแหน่งจดจ�ำของ
เอนไซม์ ท�ำให้สามารถหรือไม่สามารถตัดและเพิ่ม

ปริมาณช้ินดีเอ็นเอได้ ซ่ึงมีผลท�ำให้ขนาดและจ�ำนวน
ของชิ้นดีเอ็นเอที่สังเคราะห์ได้เปลี่ยนแปลงไป (Vos et 
al., 1995; Lee et al., 2002)

เมือ่น�ำผลของการเกดิโพลมีอร์ฟิซมึมาสร้างเป็น
เดนโดแกรมโดยวเิคราะห์ด้วยโปรแกรม NTSYS (Figure 
3) โดยเมื่อพิจารณาที่ค่า similarity coefficience 0.95 
พบแนวโน้มว่าสามารถแบ่งกลุม่ต้นทีศ่กึษาออกได้เป็น 
2 กลุ่มคือ กลุ่มที่มีการกลายของสีดอก และกลุ่มที่ไม่มี
การกลายซ่ึงรวมท้ังต้นท่ีผ่านการฉายรังสีและต้นท่ีไม่
ได้ฉายรงัส ีและส�ำหรบัในกลุม่ทีม่กีารกลายนัน้สามารถ
วิเคราะห์ความเชื่อมโยงของการเกิดโพลีมอร์ฟิซึมท่ี
คล้ายคลึงกันในกลุ่มที่มีการกลายในรูปแบบใกล้เคียง
กันแม้ว่าจะมีท่ีมาจากปริมาณรังสีท่ีต่างกันก็ตาม แต่
เมื่อพิจารณาที่ค่า similarity coefficience 0.99 พบว่า 
ในกลุ่มของต้นท่ีมีการกลายของสีดอกไปในแนวทาง
เดียวกันนั้น อาจมีก�ำเนิดของการกลายมาจากจุด
ก�ำเนดิท่ีต่างกนัเนือ่งจากมแีถบดเีอน็เอบางส่วนทีแ่สดง
ความแตกต่างกัน
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อย ่างไรก็ตาม การทดลองในค ร้ังนี้  ยั ง
เป็นการศึกษาในต้นที่น�ำออกปลูกชั่วรุ ่นแรก การ
จะน�ำพันธุ์กลายมาใช้ประโยชน์ในการพัฒนาเป็น
พันธุ ์ใหม่ส�ำหรับปลูกเป็นการค้านั้น ยังจ�ำเป็นท่ีจะ
ต้องมีการปลูกทดสอบ และ คัดเลือกสายต้นที่มี

ความคงตัวสูงและมีลักษณะเป ็นที่ต ้องการของ
ตลาดและของเกษตรกรผู ้ผลิตด้วย ดังนั้นในขั้น
ตอนต่อไปที่จะต้องศึกษาคือประเด็นความคงตัว
ของสายพันธุ์กลายในช่ัวรุ ่นต่าง ๆ ซ่ึงจะได้ด�ำเนิน
การวิจัยในโอกาสต่อไป

Table 2  Number of polymorphism of genomic DNA from certain chrysanthemum irradiated with gamma 
            ray at different doses was characterized using AFLP markers

Primers Total of 
polymorphism

No. of polymorphism at different doses

0 Gy 5 Gy 10 Gy 15 Gy 20 Gy 25Gy

E–AAC/M–AGG
E–AAC/M–GTA
E–ACC/M–GTA
E–ACC/M–ACA
E–GCC/M–GTA
E–GCA/M–GTA
E–AAC/M–TAC
E–ACC/M–TAC
E–GCA/M–TAC
E–ACC/M–GTC

9
12
8
11
10
13
15
12
5
7

0
1
0
0
1
1
1
0
0
0

1
2
1
1
2
2
2
2
0
1

1
1
2
2
1
1
2
2
1
1

3
2
1
2
2
3
3
2
2
2

2
3
2
3
2
2
4
3
1
1

2
3
2
3
2
4
3
3
1
2

Total 102 4 14 14 22 23 25
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Figure 3 Dendrogram of the mutant plantlets produced from AFLP technique using 10 primer pairs 
and analyzed by NTSYS program

สรุป

เม่ือฉายรังสีที่ปริมาณรังสีสูงขึ้นมีผลท�ำให้
เบญจมาศตายมากขึ้น พบว่ามีค่า LD

50
 ประมาณ 26 

เกรย์ โดยเบญจมาศทีฉ่ายรงัส ี5 และ 10  เกรย์ มอีตัรา
การรอดชีวิต 100 เปอร์เซ็นต์ ส่วนท่ีปริมาณรังสี 30 
เกรย์ มีอัตราการรอดชีวิต 3.3 เปอร์เซ็นต์ เมื่อน�ำต้น
เบญจมาศท่ีรอดชวีติออกปลกูในสภาพธรรมชาติพบว่า
ต้นที่รอดชีวิตทุกต้นมีการเจริญเติบโตและสามารถ
ออกดอกได้และต้นเบญจมาศที่ได้รับรังสีปริมาณ  
15–25 เกรย์ บางต้นมีการกลายของสีดอก จ�ำแนกได้
เป็น 4 กลุ่มสี และเมื่อตรวจสอบการเปลี่ยนแปลงทาง

พันธุกรรมด้วยเทคนิคเอเอฟแอลพีโดยใช้คู่ไพรเมอร์
ทั้งหมด 10 คู่ พบแถบดีเอ็นเอที่เป็นโพลีมอร์ฟิซึม  
ซึ่งมีแนวโน้มว่าเมื่อปริมาณรังสีสูงข้ึนมีผลให้เกิด 
โพลมีอร์ฟิซมึเพิม่สงูขึน้และสามารถแยกความแตกต่าง
ระหว่างเบญจมาศทีก่ลายพนัธุแ์ละเบญจมาศทีไ่ม่กลายได้

กิตติกรรมประกาศ

งานวิ จัยนี้ ได ้รับการสนับสนุนจาก ศูนย ์
เทคโนโลยีชีวภาพเกษตร มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร์ 
ภายใต้ ศูนย์ความเป็นเลศิด้านเทคโนโลยชีีวภาพเกษตร 
ส�ำนักพัฒนาบัณฑิตศึกษาและวิจัยด้านวิทยาศาสตร์
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และเทคโนโลยี ส�ำนักงานคณะกรรมการการอดุมศึกษา 
และโครงการการสร้างภาคีในการผลิตบัณฑิตระดับ

ปรญิญาโท–เอกสถาบันวจิยัวทิยาศาสตร์และเทคโนโลยี
แห่งประเทศไทย
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