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จิม เบอ เรลส ิน  (STRAIN IMPROVEMENT OF G ib b e r e l la  f นๆi k u r o i  FOR 
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จ ิบ เบ อ เรลส ิน  เป ็นฮอร์โมนพ ืชพ ี่ม ีการผล ิตในระด ับอ ุตสาหกรรมโดยใช ้เข ึ้อรา G ib b e r e l la  

f u j i k u r o i  การ เพ ิ่มประส ิทธ ิภาพของเข ึ้อราในการผล ิตเป ็นน ิจจ ัยสาค ัลเพ ี่จะลดด ้นท ุนการผลิต ดังน ้นงาน 

ว ิจ ัยน จ ีงม ีจ ุดประสงค ์เพ ี่อปร ับปร ุงสายพ ัน ธ ์ G ib b e re l la  f u j i k u r o i  สายพันธุ้ C ให้ม ีประสิทธิภาพใน 

การผลิต GA^ สูงขึ้น โดยการกลายพ ันธ ุด ้วยแสงอ ุลตร ้าไวโอเลตสล ับก ับ NTG และคัดเลือกสายพันธุพ ี่ผลิต 

GA^ สูงขึ้น ได้ค ัด เล ือกข ึ้นปฐมภ ูม ิโดยการตรวจสอบ GA^ ด้วย TLC และข ึ้นท ุต ิยภ ูม ิโดยการวิ เคราะห ์ GA^ 

ด้วย HPLC พร้อมข ึ้งส ิกษาความลัฆพ ันธ ์ระหว่างการเปล ี่ยนแปลงลักษณะภายนอกของสายพ ันธุ้กลายพ ันธ ุก ับ 

ประส ิทธ ิภาพการผลิต GA^

จากการกสายพ ันธ ์ G ib b e re l la  f u j i k u r o i  สายพั'นธุ้ C ด ้วยแสงอ ุรตร ้าไวโอ เลต  ดัด 

เล ือกได ้สายพ ันธุ้กลายพ ันธ ์ UV4-28 อังผลิต GA„ส ูงกว ่าสายพ ันธุ C 5 .1  เป อร ์เป ีน ด ้ แต่ผลิตสิแดงใน 

อาหาร เหลวน ้อยกว่าสายพ ันธ์ C จากนั๊นนิกน'าให้สายพันธุ UV4-28 เก ิดการกลายพ ันธ ์ด ้วย NTG และ 

ค ัดเล ือกได ้สายพ ันธ ุ 08 -19  อ ังสามารถผล ิต GA^ ได ้ 722 ม ีลล ิกร ัมต ่อล ิตร หรือผลิตเพ ิ่มข ึ้นจากสายพันธุ 

C 3 2 .2  เปอร ์เซนต ์ เม ื่อนาสายพันธ์ 08 -19  มากลายพันธุช ้าด ้วย NTG อ ีกครง ได ้ค ัดเล ือกสายพ ันธ ุ 

N 6-3  N 7-54 และ N9-34 อ ังสามารถผล ิต GA^ สูงขึ้นคือ 850 852 และ 884 ม ิลลิกรัมต ่อลิตร 

ตามลาค ับ หรึอม ีประส ิทธ ิภาพการผลิต GA^ เพิ่มขึ้นจากสายพันธุ C 5 5 .6  56 และ 62 เปอร ์เชนต ่ 

ตามลาด ับ สายพันธ์ N9-34 สามารถผลิต GA^ ได ้ 983 ม ิลล ิกร ัมต ่อล ิตร ใน ว ัน พ ี่!3 ข องก ารเพ าะ เลยง 

ในกังหมักขนาด 5 ลิตร ผลิต เพ ิ่มข ึ้นจากการเพาะเล ี้ยงในระด ับขวด เขย ่า 11 เปอร ์เช นต ่ ผลงานจาก 

การปรับปร ุงสายพ ันธ ์คร ั้งน ึ้พบว ่า สามารถใช ้การ เปลี่ยนแปลงลักษณะภายนอก (m o rp h o lo g y ) ของสาย 
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## C226003 : major bio tec h n o lo g y
KEYWORD: G ib b e r e l la  f u j i k u r o i /GIBBERELLIC ACID/STRAIN IMPROVEMENT/MUTATION

CHANTIRA LUPPAYAMJRN ะ STRAIN IMPROVEMENT OF G ib b e r e l la  f u j i k u r o i  

FOR GIBBERELLIN PRODUCTION. THESIS ADVISOR ะ ASSO. PROF. NALINE 

NILUBOL P H .D ., THESIS CO-ADVISOR ะ ASSO. üROF. PAIROH 

PINPHANICHAKARN P H .D ., 86 p p . ISBN 9 7 4 -5 8 2 -5 8 8 -3

G ib b e r e l l i n ,  a p la n t  horm one, has been p roduced  i n d u s t r i a l l y  by  

G ib b e r e l la  f u j i k u r o i . C on tinuo us  s t r a in  im provem ent o f  i n d u s t r i a l

m ic ro o rg a n is m s  i s  an e s s e n t ia l  r o le  in  th e  com m erc ia l s u c c e s s . The aim  o f  

t h is  w o rk  was to  im p ro ve  g ib b e r e l l i c  a c id  y ie ld  by m u ta g e n e s is  o f  G ib b e re l la  

f u j i k u r o i  s t r a i n  c by u l t r a v i o l e t  l i g h t  and NTG u s in g  TLC and HPLC as p r im a ry  

and s e c o n d a ry  s c re e n in g ,  r e s p e c t iv e ly .  C o r r e la t io n  be tw een m o rp h o lo g ic a l 

change o f  m u ta n t s t r a in s  and e f f i c ie n c y  o f  GA^ p ro d u c t io n  was a ls o  s tu d ie s .

UV4-28 was a m u ta n t o b ta in e d  by uv i r r a d i a t i o n  o f  sp o re s  o f  

G ib b e r e l la  f u j i k u r o i  s t r a in  c. Maximum y ie ld  o f  GA^ p ro duced  by UV4-28 was 

5.1% h ig h e r  th a n  th a t  by th e  o r ig in a l  s t r a in  w h i le  th e  c o n te n t o f  re d  p ig m e n t 

i n  fe r m e n ta t io n  b o r th  was lo w e r .  T re a tm e n t o f  UV4-28 w ith  NTG r e s u l te d  in  

s t r a i n  08-19 ca p a b le  to  p roduce  GA^ a t  722 mg/1 w h ich  was 32.2% h ig h e r  th a n  

t h a t  by s t r a i n  c.

S t r a in s  N 6 -3 , N7-54 and N9-34 w ere o b ta in e d  by  f u r t h e r  t r e a tm e n t 'o f  

s t r a i n  0 8 -19  w i t h  NTG. GA^ p ro duced  by th e se  s t r a in s  were 850 , 852 and 884 

m g /1 , r e s p e c t iv e ly  w h ic h  w ere 5 5 . 6 ,  56 and 62% h ig h e r  th a n  th a t  b y  s t r a in  c, 
r e s p e c t iv e ly .  C u l t i v a t io n  o f  N 9-34 in  a 5 -L  fe rm e n to r  gave maximum GA,, y ie ld  

o f  983 mg/1 on day 13 w h ic h  was 11% h ig h e r  th a n  th a t  i n  shake f l a s k .

The p re s e n t  w o rk  a ls o  found  th a t  m o rp h o lo g ic a l change can be used 

f o r  p r im a ry  s e le c t io n .  M ost m u ta n ts  h a v in g  s im i la r  m o rp h o lo g y  to  t h a t  o f  

th e  o r i g i n a l  s t r a i n  gave h ig h e r  G A j  y ie ld  th a n  those  w i th  m o rp h o lo g ic a l 

change s .

ภาควิชา เทค.โนโ aaühmw
« เทคโนโลยีส ิวภาพ

สาขาวิชา วิ/"///....."..../...;.;.........

ป ีการศึกษา..2.5..3 *.5....................

ลายมือช ื่อน ิส ิต.........................

ลายมือชื่ออาจารย์ท ี่ปศึกษา......

ลายมือชื่ออาจารย์ที่ปรึกษาร่วม

( จ ิM  ท .>/Jr? /ว ิพ  tv F



กิตติกรรมบระกาศ

การวิจัยIรึ๋อ'J " การปรับบรุงสายพันธุ G ibbe re lla  fu . i ik u ro i เพ๋ึอผลิต

จีบเบอเรลสิน " ได้สฯเร็จลุล่วงด้วยดีจนสมบูรผ์เนินรายงานการวิจัยฉบับร้าด้กิด้ายความอนุเคราะห์ 

จาก รองศาสตราจารย์ ดร.นสิน นิลอุบส และ รองศาสตราจารย์ ดร.ไพเราะ บินพานิขการ 

ที่าด้กรุผารับเนินอาจารย์ที่บรึกษา ไห้คฯแนะนๆ แสะ แนวความคิด อันมีค่ายิ่งตลอดระยะ เวลาการ 

คฯเนินการวิจัย

การวิจัยร้ได้รับการสนับสนุนและอนุญาดีไห้ไห้สกานท๋ี ตลอดจนอุบกรผ์ และสารเคมีจาก 

ผู้อฯนวยการสกาบันเทคานใลยีสิวภาพและวิศวกรรมพันธุศาสตร์ จุฬาลงกรผ์มหาวิทยาลัย และได้รับ 

การสนับสนุนเงินทุนอุดหนุนการวิจัย ของบัผทิตวิทยาลัย ท่ีง เนินบัจจัยสฯคัญท่ีทฯไห้การวิจัยร้สามารถ 

คฯเนินการและบรรลุความสฯเริจได้

ขอกราบขอบพระคุผ ผู้สิวยศาสตราจารย์ ดร.คิริรัตน์ เร่งพิพัฒน์ และ รองศาสตราจารย์ 

ดร. สุรีนา «วนิชย์ ท่ีกรุผารับเนินกรรมการสอบแก้ไขวิทยานิพนธ์ฉบับร้ไห้สมบูรผ์ยิ่งขน

ขอกราบขอบพระคุผ ผู้สิวยศาสตราจารย์ ดร. ลุรพงห์ น'ไงคลัตกุศาสตร์ ดร.ดารารัตน์ 

รอดพยาธิ ดร. มานะ ศรียุทธด้กดิ และ อาจารย์อรไท สุขเจริญ ที่ได้สิวยเหลือแนะนฯไห้แนว

ความคิดตลอดจนไห้คฯบรีกพาไนการแก้ไขอุบกรผ์การทดลองจนสามารกดฯเนินการวิจัยด้วยดีตลอดมา

ขอขอบพระคุผ คผาจารย์หลักสูตรเทคานใลยีสิวภาพ จุฬาลงกรผ์มหาวิทยาลัย และขอ

ขอบคุผคุผวาสนา าตเลื้ยง คุผขจีนาฎ าพธิเวขกุล เจ้าหน้าที่ฝ่ายสิางเทคนิค เจ้าหน้าท่ีสถาบัน

เทคานาสยีสิวภาพและวิศวกรรมพันธุศาสตร์ทุกท่าน พ่ี เพ่ีอน และน้องๆ ที่ได้มีส่วนสิายเหลือไน

ด้านสกานท่ี อุบกรผ์ สารเคมี คฯแนะนฯ และกฯลังไจอันเนินบระายชน์อย่างยิ่งต่อการดฯเนิน

การวิจัย

สุดท้ายร้ ขอกราบขอบพระคุผ บิดา มารดา และผู้อยู่'บองพลังทุกท่าน ท่ีไห้ความสิวย 

เหลือไนทุกด้าน ตั้งแต่เริ่มด้นจนงานวิจัยสฯเร็จลง ข้าพเจ้าได้ตระหนักกึงบุญคุผท่ีได้รับจากทุกท่าน 

ด้ายดีเสมอมา



สารบัญ

บทคัดย่อภาษาไทย.......................................................................................................

ฆทคัดย่อภาษาอังกฤษ..................................................................................................

กิตติกรรมบระกาศ................................. .....................................................................

สารบัญ.......................................................................................................................

สารบัญตารา'}.............................................................................................................

สารบัญรูป...................................................................................................................

คฯย่อ.........................................................................................................................

บทท่ี

1 บทนๆ

1 ประวัติความเบ็เนมา...................................................................................... .

2 การป'รับปรุงสายพันธุ......................................................................................

3 การปรับปรุงสายพันธุ G ibbe re lla  fu . iik u ro i .........................................

4 การวิเคราะห์หาปริมา?«จิบIบอเรสสิน.............................................................

5 เหตุจูง‘ไจไนการวิจัย.................................................................................... .

6 ฃั้นตอนการวิจัย............................................................................................ .

2 วิธีการทดสอง

1 อุปกรณ์และสารเคมีที่ไอัไนการทดลอง...........................................................

2 แอจุลินทรียทึ๋ไอัไนงานวิจัย..........................................................................

3 วิธีเก็บรักษาแอจุสินทรีย์ที่ไอัไนการวิจัย.......................................................

4 การเทาะ แยงจุสินทรีย์ที่ไอัไนการวิจัย..........................................................

5 ว ิธ ีการวิเคราะห ์..........................................................................................

6 การกลายพันธุ G ibbe re lla  fu .iik u ro i ด้วยสารอักนๆไห้เกิดการกลายพันธุ

7 การคัดเสือกสายพันธุท่ีไห้ผลผสิต GA3 สูงไน.................................................

หน้า

ง

จ

ฉ

8
อ
2

ท

1

3

8

10
13

14

15

16 

16 

16 

18 

22 

24



3 ผลการทดลอง

3.1 การกลายพันธุด้วยแลงอุลตร้าไวไอเลต และการคัดเสือกลายพันธุ

3 .1 .1  การสักนๆไห้เกิดการกลายพันธุ..................................................................26

3.1.2 การคัดเลือกสายพันธุที่มีประสิทธิกาพการผลิต GA3 ลุงชน...........................33

3.1.3 ความลัมพันธ์ระหว่างลักษท»ภายนอกของสายพันธ์กลายพันธุกับ

บระสิทธิภาพการผลิต GA3...... ......................... .................. ....................38

3.2 การกลายพันธุด้วย NTG และการคัดเสือกลายพันธุ

3.2.1 คักษาสัวงระยะเวลาÀเหมาะสมลฯห'กับการบ่มสบอร (p re incuba tion )

ของ G ibbere lla  fu . iik u ro i กัอนการกลายพันธ์ด้วย NTG...................40

3.2.2 การสักน'ฯทห้ลายพันธุ UV4-28 กลายพันธุด้วย NTG................................... 45

3.2.3 การคัดเลือกลายพันธุที่มีบระสิทธิภาพการผลิต GA3 สูงขึ้น...........................48

3.2.4 ความลัมพันธ์ระหว่างลักษท»ภายนอกของสายพันธุกลายพันธุกับ

บระสิทธิภาพการผลิต GA3..........................................................................55

3.3 การกลายพันธุสายพันธุ 08-19 สัๆด้วย NTG

3.3.1 การสักนๆไห้เกิดการกลายพันธุ................................................................. 58

3.3.2 การคัดเลือกลายพันธุที่มีบระสิทธิกาพการผลิต GA3 สูงขึ้น............................61

3.3.3 เบรียบเทียบบระสิทธิภาพการผลิต GA3 ระหว่างสายพันธุตั้งต้นกับ 

ลายพันธุที่คัคIสือกได้จากการกลายพันธุด้วยแสงอุลตร้าไวไอ เ ลด

และ NTG ลองสัๆ..................................................................................... 64

3.4 บระสิทธิภาพการคัดเสือกสายพันธุข้ันปฐมภูมิด้วย TLC เปรียบเทียบกับ HPLC.......... 67

3.5 ตราจลอบประสิทธิภาพการผลิต GA3 ของสายพันธุ N9-34 ไนกังหมักขนาด

5 ลิตร................................................................................................................. 68

4 สรุปและวิจารผ์ผลการทคลอง...........................................................................................72

เอกสารอ้างอิง...................................................................................................................... 76



ฌ

ภาคผนวกท่ี

1 สูตรอาหารที่ทยี'ไนการวิจัย..............................................................................................81

2 การเตรียมสารเคมีที่ทยี'ทน'ทนวิจัย..................................................................................82

3 กราพมาตรฐานส'ฯหรับหาชรีมาผ GA3 ใดยวิธี HPLC......................................................84

ชระวัติผู้เยียน.........................................................................................................................86



สารบัญตาราง

ตารางที่ หน้า

1 การพัฒนาบระสิทธิภาพการผลิตจิบเบอเรลสินของเชั้อราสายพันธุต่างๆ....................... 4

2 จานวนสปอร์ที่เจริญและเบอร์เซนต์รอดของสบอร์สายพันธุ C ภายหพังการฉายแฟ้ง

อุลตร้าไว'ไอ Iฟ้ตไนriวงทฟ ้าต ่างๆ...........................................................................28

3 แฟ้ดงกสุ่มชองฟ้ายพันธุท่ีไค้จากการกลายพันธุฟ้ายพันธุ C พร้อมท้ังบริมาญ GA3 ท่ี

ฟ้ายพันธุต่างๆผลิตไค้................................................................................................ 34

4 ลัก«ถ«ชองสายพันธุและบระสิทธิภาพการผลิต GA3 ชองฟ้ายพันธุท่ีผ่านการ

คัดเลีอกช้ันทุติยภูมิ เทียบกับลายพันธุ C....................................................................37

5 แฟ้ดงกลุ่มชอง สายพันธุท่ีมีการ เ บล่ียนแบลงลักษผะภายนอกและ ความลามารกไนการ

ผลิต GA3 .............................................................................................................. 39

6 เบอร์เซนต์การอยู่รอดชองฝีบอร์ที่มีอายุการงอกต่างๆกัน เมึ่อทาบฎิกิริยากับ NTG

ท่ีความเข้มชัน 0.5 และ 0.7 มิลลิไมลาร์........ .....................................................41

7 จานวนสบอร์ที่เจริญและเบอร์เซนต์รอดของสปอร์สายพันธุ UV4-28 ภายหลังการ

เติม NTG ที่ความเข้มข้นต่างๆ..................................................................................46

8 แสดงกสุ่มชองลายพันธุท่ีได้จากการกลายพันธุลายพันธุ UV4-28 พร้อมทั้งบริมาผ

GA3 ที่สายพันธุต่างๆผลิตไต้......................................................................................48

9 ลัก«ผะชองฟ้ายพันธุและบระสิทธิภาพการผลิต GA3 ซองลายพันธุท่ีผ่านการ

คัดเสือกช้ันทุติยภูมิ เทียบกับลายพันธุ UV4-28..........................................................54

10 แลดงกลุ่มชองลายพันธุท่ีมีการ Iบล่ียนแบลง ลัก«ผะภายนอกและ ความลามารกไนการ

ผลิต GA3.................................................................................................................56

11 จฯนวนสบอร์ที่เจริญและ เบอร์เซนตรอดของฟ้บอร์ฟ้ายพันธุ 08-19 ภายหลังการ

เติม NTG ที่ความเข้มข้นต่างๆ..................................................................................59

12 จานวนสายพันธุกลายพันธุท่ีมีบระลิทธิภาพการผลิต GA3 ท่ีตรวจสอบด้วยไคยริธิ TLC

มีความเข้มของจุด GA3 อยู่ไนระดับต่างๆกัน............................................................. 61



ป ็

13 แสดงจฯนวนสายพันธุท่ํดัคเสือกได้านข้ันปฐมภูมิท๋ึผลิต GA3 ทีงวิเคราะห์ด้วย HPLC

านระดับต่างๆกัน...................................................................................................... 62

14 ลัก«ผะชองสายพันธุแสะประลิทธิกาพการผลิต GA3 ซองสายทันธุที่ผ่านการดัดเสือก

ข้ันทุติยภูมิ เทียบกับสายพันธุ 08-19........................................................................63

15 เปรียบเทียบบระลิทธิภาพการผลิต GA3 ท่ีเพ๋ิมซนานแต่ละข้ันตอนซองการ

กลายพันธุ................................................................................................................ 64

16 เปรียบเทียบบระลิทธิภาพซองการคัดเสือกสายพันห์ด้วย TLC กับ HPLC.....................68

17 ผลการเพาะเลยงสายพันธุ N9-34 านกังหมักซนาด 5 ลิตร..................................... 70



สารบัญรูป

รูปท่ี หน้า

1 สูตรไครงสรางของ T e tra -ca rb ocyc lic  gibbane แสะ กรดสิบเปอเรลลิก........  2

2 thymine d im e r.* ................................................................................................. 5

3 กลากของ NTG ‘ไนการIติมหยู่เมธีสาห้กับเบสกวานีนฃองกรดนิวคลีอิก.........................  7

4 แสดงอุปกรณ์การกวนที่คัดแปลงสๆหรับการกลายพันธ์จุลินทริยด้วยแสงอุลดว้าาวาอเลต..22

5 แสดงความสัมพันธ์ระหว่าง เบอร์เซนตรอดของสปอร์สายพันธุ C หลังจากพักนๆ

าห้สปอร์เกิดการกลายพันธุด้วยแสงอุลตร้าาวาอเลต.....................................................28

6 ลักพผะาคาลนีฃอง สายพันธุ C และคัวอย่างสายพันธุกลายพันธุกลุ่มต่างๆ ................... 29

7 แสดงความสัมพันธ์ระหว่าง เวลาไนการบ่มสปอร์กับเปอร์เซนด์รอดของสปอร์

เมึ๋อไร้ความเข้มข้นของ NTG 0.5 และ 0.7 มีลสิามลาร.์........................................ 42

8 การเปลี่ยนแปลงของสปอร์เมี่อบ่มไน n u tr ie n t b ro th  ที ่ ซ่วงเวลา 0-6 พ ั วไมง. . .43

9 แสดงความสัมพันธ์ระหว่าง เบอร์เซนห์รอดของสปอร์สายพันธุ UV4-28 กับความ

เข้มข้นของ NTG........................................................................................................47

10 แสดงความสัมพันธ์ระหว่าง เบอร์เซนต์รอดของสปอร์สายพันธุ 08-19 กับความ

เข้มข้นของ NTG............ .......................................................................................... 60

11 ไดอะแกรมแสดงขั้นตอนการพักนๆไห้เกิดการกลายพันธ์สายพันธุที่คัคเลิอกไว้ และ

ประสิทธิภาพาารผลิต GA3 ท่ีเพ่ิมขนไนแต่ละข้ันตอน.....................................................66

12 แสดงการ เจริญและประสิทธิภาพการผลิต GA3 ของ สายพันธ์ N9-34

ไนกังหมักขนาด 5 ลิตร..............................................................................................71

13 กราพมาตรฐานสๆหรับหาปริมาผ GA3 าดยวิธี HPLC มีพาราเซตามอลเ0นสาร

มาตรฐานเปรียบเทียบภายไน. .............................................................................. 84

14 ลักษผะาครมาาตแกรมชอง GA3 ท่ีผลิตาดย G ibbere lla  fu .iik u ro i สายพันธุ 

N9-34 วิเคราะห์ด้วย HPLC.....................ไ'?.......................................................... 85



ga3

TLC

HPLC

NTG

°ซ
%

มก.

ผล.

ล.

มก ./ล . 

mM.

v/v

= กรดจิบ!บอ!รลลิก (g ib b e re l l ic  acid)

= ทิน!ล!ยอร์ใครผาาตกราฬเ

ะ: ไฮเพอพอร์มานเลิควิดใครมาใดกราฬเ

= N-methyl-N ’ -n itro -N -n itro s o g u a n id i

= องศา!ชลเสิยล

= เปอร!ชนต์

= มิลลิกรัม

= มิลลิลิตร

= ลิตร

= มิลลิกรัมต่อลิตร

= มิลลิามลาร์

= บริมาดรต่อปริมาดร


	ปกภาษาไทย

	ปกภาษาอังกฤษ

	หน้าอนุมัติ

	บทคัดย่อภาษาไทย

	บทคัดย่อภาษาอังกฤษ 

	กิตติกรรมประกาศ

	สารบัญ

	คำย่อ

