
บท ที 2

อุบกร «และ วิธีดฯ เ นพการวิจัย

1. อุบกรเพสะสารเคมีท่ําษัในการทดสอง

1.1 อุบกรณ์การทดสอง

เครื่อง เขย่าคาบคุมอุณหภูมิ (Psycrotherm Incubator shaker) รุ่น G-27 

ของบริษัท New Brunswick S c ie n t if ic  Co., In c . ,  N .J ., U.S.A.

เครื่องเขย่าคาบคุมอุณหภูมิ (Incubato r shaker) รุ่น RC-TK ของบริษัท

In fo r  C o., Ltd.

หลอดแสงอุสตราไวทอเสต ( U lt r a v io le t  lamp ) ความยาวคลื่น 254

นาในเมตร TL20W/80 F20 T12 BLB บริษัท P h ilip s , Holland.

เครื่องปันเหวี่ยง (M ic rocen trifuge ) รุ่น MC-15A ของบริษัท Tomy Seiko 

Co. , L td . 1 Tokyo 1J apan.

เครื่องอบฆ่าเ^อด้วยไอนัฯ (Autoclave) รุ่น HA-26 ของบริษัท Hirayama 

Manufacturing Corporation, Tokyo, Japan.

เครื่องกานแท่งแม่เหล็ก (Magnetic s t i r r e r )  Laboratory Hot P late  

PC-101 Corning Glass works, Corning, N.Y. 14830, U.S.A.

เครื่องเขย่า (Vortex) รุ่น Vortex-Genie No.2 ของบริษัท S c ie n t if ic  

In d u s tr ie s , Inc .,U .S .A .

กล้องจุลทรรศน์ (Microscope) รุ่น CHA บริษัท Olympus O p tica l Co.

L td . , Japan.

กล้องจุลทรรศน์ (O ptiphot) Nikon UFX-IIA. Japan.

คู้อบแห้ง ของสกาบันเทคานาลยีสิวภาพแสะวิศากรรมพันธศาสตร์ จุฬาลงกรณ์

มหาวิทยาลัย บระเทศไทย
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เครื่องวัดความ:รนกรดด่าง (pH meter) ชองบริษัท Radiometer Copen

hagen, Denmark.

กังหมักชนาค 5 สิตร รุ่น MD-300 พ?อมาบพัดแบบเทอร์ไบน์ (Turbine

Im pe lle r) และชุดคาบดุมสภาวะ ชองบริษัท Marubishi,Tokyo,Japan.

เครื่องไเแพอร์พอร์มาน$สิคริดใครมาใตกราพพี (High Performance L iqu id  

Chromatography) Shimadzu LC-6A ชองบริษัท Shimadzu C o .L td ., Japan.

เคริองระ:หยแห้งแบบหมุน (Rotary vacuum evaporator) EYELA บริษัท 

Tokyo R ikak ika i Co. L td . , Japan.

1.2 สารเคมี

สารเคมี บริษัทผู้ผลิต

1 . จบ:ฃอเรสสิน (ga3 ) Sigma Chemical C o .L td .,บ .ร .A.

2 . จิบ:บอเรสสิน (GA3) จากประเทศจีน (เกรดการค้า)

3. TLC aluminum sheets Merck, Germany.

s i l i c a  gel 6OF254

4. พารา:ชทามอล A tla n t ic  la b o ra to rie s

5. เมทานอล บริษัท เจท ี:บ:กอร์ เคมิคอส จฯกัด

6 . เอนไซม์รน:วอร์เทส Wako Pure Chemical Co. L td J a p a n

7. พ ี.จ ี.รอ.เอนไซม์ Sigma Chemical C o .,ข .s.A .

8 . NTG Sigma Chemical C o.5U.S.A.

สารเคมีอึ่นที่าษันอกจากที่กล่าวนี้ กังแอจากบริษัท Merck ประเทศเยอรมันนี



1.3 สารอาหาร

วุ้นผง กสูรคส ซูาครส น้ามันกาเหลือง กากกวเหลืองสกัดไขมันแล้ว ที่ใ#ไนอาหารเสียง 

แอจะใ#เกรดทางการค้า (commercial grade)

2. แอจุสินทรีย์ท่ีใ#ในงานวิจัย

แอราสายพันธุตั้งตัน คือ G ibbere lla  fu .iik u ro i สายพันธุ C เง  เป็นสายพันธุท่ีาด้มี 

การคัด เ ลือกแล้ว าดยศึกยาอาหาร เลี้ยง แ อ  และสภาวะที่I หมาะสมไนการผสิดจิบเบอ I รสสินทังไน 

ระดับขวดเขย่าใดยานกศึ นิ่มเจริญวงส์ (16) และไนกังหมักขนาด 5 ลิตรใดยอรไท สุขเจริญ(17)

3. วิธีการ เ ก็บรักษา เ เอ จุสินทรียท่ีไ#ไนการวิจัย

เขี๋ยสายายของแอ G ibbere lla  fu . iik u ro i าดยไ#เข ็มเข ี่ยIเอลากบนอาหาร

แข็งเอียง (s la n t agar) าทเตใตเด็ก#ใดรสเสริมแร่ธาตุ (po ta to  dextrose agar

PDA ภาดผนวกท่ี 1.1) ท่ีอย่ไนหลอดทดลอง บ่มแอที่อุผหภูมิ 25 °ซ. เป็นเวลา 7 รัน เม ื่อแอ 

เจริญเต็มที่แล้ว นฯไบเก็บท่ีอุณหภูมิ 4°ซ.

4. การ เ ทาะ เ ล้ียง จุลินทรี#ท่ีไ#ในง านวิจัย

4.1 การเตรียมสบอร์

เขี่ยเล้นไยลงบนอาหารแข็งเอียงเบบาดน*(peptone agar s l a n t ) (ภาคผนวก 

ท่ี 1.2 ) ไนหลอดทดลอง บ่มแอที่อุผหภูมิ 25°ช ภายได้หลอดาฬความเข้มแสง 9840 ลัก# เป็น 

เวลา 7-10 รัน ล้างสบอ#ด้วยสารละลายที่มีทวีน-รอ ร้อยละ 0.1 ( v / v )  ไ#เข็มเขี่ยสบอร์าห ั

กระจายทั่ว เขย่าด้วยเครื่องเขย่า ( v o r te x  m ixe r ) กรองสบเอร์แขวนลอยท่ี'ได้ผ่านผ้าขาวบาง 

ท่ี#อนทับกันหนา 5 ข้น นับจานวนสบอร์แขวนลอย ใดยไข้อีมาไซใดมิเตอร์ (Haemacytometer) 

ไนกรที!ท่ีา#แ อ ที่เก็บ,ไนอุ«หภูมิด่า (4°ซ) มาเลี้เยงเพื่อเตรียมสบอร์ จะต้องนาIเ อ า ปเทาะเสียง

ไนอาหารสูตร PDA เสริมแร่ธาตุ (ภาคผนวกท่ี 1.1) แล้วบ่มท่ีอุผหภูมิ 25° ซ เป็นเวลา 5 รัน
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เพี่อ‘ไห้เสัน‘ไยเจริญเด็มท่ี จึงจะนๆมา‘ไห้เตรียมสบอร์ตามวิธีห้างด้น 

* ยกเว้นการทดลองท่ี 3.1 เตรียมสบอร์าดยเลี้ยงIเอ ราบนอาหาร PDA เสรีมแร่ธาตุ

4.2 การเตรียมฟ้าIเอ

นๆสบอร์แยวนลอยจากห้อ 4.1 จๆนวน 106 สบอร์ ก่ายลง‘ไนอาหารเหลาสๆหรับ 

เล ี้ยงห ัวแอ (ภาคผวนกท่ี 1.3 ) บรีมากเ 50 มล. เงบรรจ ุ‘ไนยาดรูบยมพู่นาด 250 มล. นๆ 

ไบเลี้ยงบนเครื่อง เยย่า ( ro ta ry  incubator shaker) ควบคุมอุกพภูมิท่ี 25° •ช ความเร็ว 

300 รอบต่อนาที เป็นเวลา 70-72 «ม.

4.3 การผลิตจิบ เ บอ เ รลสิน'ใน'ระดับยาด เ ฃย่า

ก่ายหัวแอจากห้อ 4.2 ปริมาตร 5 มล. ลง‘ไนอาหารเหลวสูตรที่‘ไห้สๆหรับการ 

ผลิตจิบเบอเรลสิน (ภาคผนวกท่ี 1.4) บรีมาตร 50 มล. ‘ไนยาดรูบยมพู่นาค 250 มล. บ่มบน 

เครื่องเยย่า คาบคุมอุกเหภูมิท่ี 25° ย. ด้วยความเร็วรอบ 300 รอบต่อนาที

4.4 การผลิตจิบIบอเรลสิน ‘ไนกังหมักยนาด 5 ลิตร

เตรียมหัวแอตามวิธย้ีอ 4.2 ‘ไห้าด้บรีมาตรรวม 350 มล. ก่ายลง‘ไนอาหาร

เหลวสๆหรับผลิตจิบเบอเรลสิน (ภาคผนวกท่ี 1.4) บรีมาตร 3150 มล. เงบรรจุอยู่‘ไนกังหมัก 

ยนาด 5 ลิตร ควบคุมอุกเหภูมิท่ี 25°ซ อัตราการกวน 500 รอบต่อนาที อัตราการ‘ไห้อากาศ 1

ลิตรต่อลิตรยองอาหารต่อนาที ‘ไห้ค่าความ I ป็นกรดต่าง แบรผันดามสภาวะการ เ ล้ียง เ เอ ( ไม่ควบคุม ) 

ตามวิธียองอรไท สุฃ เจริญ (17) และ‘ไห้ adecanol เป็นสารต่อด้านการเกิดทอง เก็บตัวอย่าง 

มาวิเคราะห์ครั้งละ 25 มล. ตั้งแต่เริ่มการหมัก แสะทุก 24 ห้าใมง จนลี้นสุคการเทาะเลี้ยง

เป็นเวลา 13 วัน

5. วิธีการวิเคราะห์

5.1 การวิเคราะห์หาบริมากเ GA3 ใคยวิธีทินเลเยอร์ใครมาใตกราทพี (TLC)

นๆนัๆหมักที่บรับความเป็นกรดต่างจนมิค่าพีเอย 3 ด้วย 5 เบอร์เขนต์กรดไรใคร
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คลอริก ลกัดด้วยเอทธิลอะอัเตท ไนอัตราส่วนน้าหมักต่อเอทธิลอะ?!เตทเป็น 1:2 เขย่าด้วยเครื่อง 

เขย่า (vo rtex  m ixer) อย่างแรงเรนเวลา 4 นาที ท้ิงได้แยกอัน นาอันเอทธิลอะอัเอทจานาน 

6 ไมใครลิตร ค่อยๆจุด (spot) ลงบนแผ่นทินเสเยอร์าครมาใตกราบพี (แผ่น TLC)ชนาด 10x20 

เซนติเมตร ห่างกันจุดละ 1 เซนติเมตร วางทนกังแก้วที่มีระบบตัวทฯละลายอิ่มตัวทํ่บระกอบด้วย ตัว 

ทฯละลายที่ 1 คือ benzene ะ p rop ion ic  ac id  ะ น้ฯ ไนอัตราส่วน 6:3 :1  บริมาตร 12 

มล. ผลมกับ ตัวทาละลายที่ 2 คือ e th y l acetate ซริมาตร 8 มล. เมื่อตัวทาละลายเคลื่อน 

ท่ีได้ 10 เซนติเมตร (นานบระมาณ 30 นาที) นาแผ่น TLC ออกมาเป่าาด้แด้ง บ่นด้วย 5% กรด 

อัลบูริกไนเอทธานอล จากน้ันไบอบท่ีอุท!หภูมิ 100° ซ เป็นเวลา 10 นาที เบรียบเทียบระยะทาง 

การเคลื่อนที่และความเข้มกับจุดสารมาตรฐานตามริธิของ Saucedo และคท!ะ (40)

5.2 การวิเคราะห์หาบริมาญ GA3 ใดยวิธีไฮเพอร์บอร์มานห์ลิควิดใครมาาตกราพี

(HPLC)

นาตัวอย่างน้าหมัก 3 มล.เติมสารมาตรฐานเบริยบเทียบภายทน(paracetamol) 

เขย่าและบรับความเป็นกรดด่างของสารละลายไห้มีพีเอชเป็น 7 (วัดด้วยกระดาษวัดพีเอซ)ด้วย 1 

ใมลาร์ ใซเดียมไฮครอกไซด์ สกัดยองผสมทั้งหมดด้วยเอทธิลอะIเตทจานวน 5 มล.ทนหลอดเกลียว 

เยย่าอย่างแรงด้วยเครื่องเยย่านาน 4 นาที ท้ิงได้แยกอัน แล้วจงนาอันของน้าหมักจานวน 2 มล. 

มาบรับความเป็นกรดด่างาด้มีพีเอชเป็น 3 ด้วย 5 เบอร์เซนด์ กรดไฮใดรคลอริก สกัดด้วย เอทธิล 

อะ?!เตทจานวน 4 มล. เขย่านาน 4 นาที ท้ิงได้แยกอัน ดามวิธีการสกัดแยก GA3 ของสุภาบร 

ทรพรหมกุล (42) นาอันของเอทธิลอะ?!เตทมาขจัดน้าใดยไข้ใซเคียมอัลเบตแอนไฮดรัส (sodium 

sulphate anhydrous) นาสารละลายนึ๊บริมาตร 3 มล. มาระ เหยแห้งภายได้สุญชุ!ากาศ ด้าย 

เครื่องระเหยแห้งแบบหมุน ( ro ta ry  vacuum evaporator) ท่ีอุญหภูมิ 30°ซ แล้วนามาละลาย 

ด้วย 35% เมทานอลไนกรดบอสบอริก บริมาตร 3 มล. กรองผ่านกระดาษกรอง เซลลูใลสอะ!!เตท 

ท่ีมีรูขนาด 0.45 ไมครอน ก่อนนาไบวิเคราะห์หาบริมาท! GA3 ด้วยเครื่อง HPLC ดานวนบริมาญ

GA3 Iบรียบเทียบกับกราบมาตรฐาน (ภาคผนวกท่ี 3) ไนหน่วยมิลลิกรัมต่อลิตร
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สภาวะท่ีไข่!ทนการวิเคราะห์ปริมาณ GA3 ด้วยเครึ๋อ'ไ HPLC ตามวิธีของ อรไท สุขเจริญ

คอลัมน์ ะ Spherisorb 5 C8 ขนาดเลัไเผ่าศูนย์กลาง 4.6 มม.

ยาว 250 มม.

สารละลายตัวพา ะ เมธานอลและสารละลายกรดพอสพอริก พีเอข 3

(mobile phase) อัตราส่วน 35 ต่อ 65 คงท่ีตลอดการทดลอง

( is o c ra t ic  system)

อัตราการาหลของ ะ 

สารละลายตัวพา

1 มล. ต่อ นาที

ตรวจวิเคราะห์ ะ 

ด้วย UV

208 นาไนเมตร

ความไวของเครึ่อง ะ 

ตรวจวัค

0.08 AUFS (absorbance u n it  f u l l  scale)

ปริมาตรท ี่ไ ส ัว ิเคราะห ์ ะ 10 ไมใครลิตร

ความตัน ะ 198-220 กิาลกรัมต่อลูกบาศก์เซนต่เมตร

เวลาที่เหมาะสมของ ะ 

สารท่ีอยู่ไนคอลัมน์

8.9-10.0  นาที

(re te n tio n  time)
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ท 0ล'ม ุด ท สํในักง1 1 .
5 .3  การหาน ้าหนัก I ชลแห้ง L แ พ ล ง ก ร ถ ท , , , ^ 1111” ” ?Wain* l

นาน้าหมักปริมาตร 25 มล. มากรองผ่านกระดา«กรอ'! Whatman I บอร 4 ท่ี 

ทราบน้าหนัก ล ้าง เล ้นายบนกระดา«กรองด้วยน ้ากล่ัน นาไปอบแห้งท่ีอุ{«หภูมิ 80°ช จนกระท่ีงน้าหนัก 

คงท่ี $ งาข้เวลาประมาผ 24 ข้วามง ข้งน ้าหนักและหักลบน ้าหนักกระดา«จะได ้น ้าหนักเล้นายเทิ้อรา

5.4 การวิเคราะห์ปริมาโ«น้าตาลริดืวลั่ (reducing sugar) าดยวิธีของ 

Bernfe ld  (43)

เติมลารละลายกรดไคไนใตรชาลิไชลิก (กาดผนวกท่ี 2.2) 1 มล.ลงานตัวอย่าง 

1 มล. ด้มานอ่างน้าเดือดนาน 5 นามิ ทิ้งไว้าห้เย็น เติมน้ากลนปริมาตร 10 มล. เขย่าาห้เข้า 

กัน วัดค่าการดูดกลืนแลงท่ี 540 นาในเมตร ทากราทมาตรฐาน ใดยาข้ลารละลายกลูรคล

มาตรฐาน เข้มข้น 0 .1 -1 .0  มก.ต่อมล. ทข้น้ากลั่นเย็นตัวเทียบ เขียนกราฬมาตรฐานระหว่าง 

ปริมา{«กลูาคลกับค่าดูดกลืนแสง

5.5 การวิเคราะห์ปริมาเพชูใครลาดยใข้เอนไชม์อินเวอร์เทส (inve rta se )

เติมลารละลายอินทอร์เทลในอะ!!เตตปัทเทอร์ 0.1 ามลาร์ ทีเอข 4 ท่ีมีความ 

เข้มข้น 50 มิลลิยูนิตต่อมิลลิลิตร ปริมาตร 0.5 มล. ลงในตัวอย่างปริมาตร 0.5 มล. ในหลอด 

ทดลอง นาไปบ่มในอ่างน้าคาบคุมอุเ«หภูมิท่ี 20°ช เย็นเวลา 20 นาที แล้วนาไปหาปริมา(ฒ้าตาล 

รีดิวส์ ด้วยวิธีตามข้อ 5.4 นาปริมาเ«น้าดาลรีติวส์ที่ได้จากข้อ 5.5 ลบกับปริมาเ«น้าตาลรีดิวส์

ท่ีได้จากข้อ 5.4 จะได้ปริมา{«น้าตาลรีดิวลั่ที่เกิดจากชูใครสานตัวอย่าง ทากราทมาตรฐานใดยาข้

ชูใครสมาตรฐานเข้มข้น 0 .1 -1 .0  มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ใข้น้ากลั่นเย็นตัวเทียบเขียนกราทมาตรฐาน 

ระหว่างปริมาเ«ชูใครลกับค่าดูดกลืนแลงที่ความยาวคลื่น 540 นาในเมตร

5.6 การวิเคราะห์ปริมา{«กลูาคสใดยใข้ ทีจีาอ เอนไชม์ ตามวิธีของ Huggelt และ 

Nixon (44)

เติมลารละลายทีจีาอเอนไชม์ (P.G.O. Enzyme ภาคผนวกท่ี 2 .3) 2.5 มล.

ลงในตัวอย่าง 0.25 มล. ใดยใข้น้ากลั่นเย็นตัวเทียบ เขย่าให้เข้ากัน บ่มในอ่างน้าคาบคุม

อุณหภูมิ 37°ช เย็นเวลา 30 นาที นามาวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 425 นาในเมตร ทา
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กราบมาตรฐานใดยทย้สารละลายกลูใคสมาดรฐานเข้มข้น 0-200 ไมใครกรัมต่อมล. ใย้น้ฯกลนเป็น 

ตัวเทียบ เยียนกราบมาตรฐานระ''หว่างบริมาผกลูใคส กับค่าดูดกลืนแส'!ท่ีความยาวคลน 425

นาในเมตร

5.7 การวิ เคราะห์บริมาผบรักใตส

นฯบริมาผน้ฯตาลรีดิวส์ท่ีได้จากข้อ 5.4 ลบกับบริมาผกลูาคสท่ีได้จากย้อ 5.6

จะ เป็นบริมาผบรักใดสท่ีมีทนตัวอย่าง

6. การกลายพันธุ G ibberella fu-iikuroi ด้วยสารย้กน'ฯาห้เกิดการกลายพันธุ

6.1 การกลายพันธุด้ายสายพันธุ C แสงอุลตร้าไวใอเลด

เตรียมสบอร์แขานลอยตามข้อ 4.1 บร้บสบอร้แขวนลอยทหัมีความหนาแน่น 105 

สบอร์ต่อมล. นฯลบอร้แขานลอยาสำนจานIลิ้ยง เ เอที่อบฆ่าแอแล้วพร้อมค'ริบเลืยบกระดาพที่ตัด เป็น 

รูบตัว ร เพ่ือทข้เป็นอุบกรผ์กวน ดังแลคงทนรูบท่ี 4 วางบนเครื่องกานแท่งแม่เหล็ก (magnetic

รูบท่ี 4 แสดงอุปกรผ์การกวนท่ีตัคแบลงลฯหรับการกลายพันธุจุลินทรีย์

ด้ายแสงอุลตร้าไาาอเลต
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s t i r r e r )  ฉายแสงอุลดร้าาวาอเลต ความยาวคลึ๋น 254 นาในเมตร กๆล'งงาน 20 วัตต์ ระยะ 

ห่างจากแพส่งกฯเนิดนสง 20 ซม. ใดยมีการกานตลอดเวลา เก็บตัวอย่างที่เวลาการฉายแสง 0, 

10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 95, 100, 105, 110, 115, 120, 125 และ 

130 วินาที ตามลฯดับ ทดลองทนท่ีมืดเพี่อฟ้องกันการเกิด pho to reac tiva tion  ตรวจสอบ

จฯนวนสปอร์ที่อยู่รอด (v ia b le  count) เพี่อหาเบอร์เซนต์การอยู่รอดของสปอร์ ใดยเจือจาง

(d ilu t io n )  สปอร์ที่ผ่านการฉายแสงแล้วทห้ไค้จานานสปอร์ที่เหมาะสม จากน้ันกระจายสบอร์แขวน 

ลอยปริมาตร 0.1 มล. ลงบนอาหารแข็งาพเตาดเด็กข้าตรส บ่มทนท่ีมืด อุท!หภูมิ 25°ซ นับจฯนวน 

ใคใลนิที่เจริญ (สปอร์ที่รอด) คานวนเฟ้นเบอร์เซนต์การรอดที่เวลาต่างๆ แบ่งกลุ่มสายพันธุ

ตามลักพท!ะ ภายนอก เ ก็บาคาลนีแบบลุ่มจากกลุ่มสายพันธุดัง กล่าวานข้วงIบอร์Iซนต์การรอดตาย

ของสปอร์ด่ากว่า 5 เบอร์เซนต์ นาไปเพาะเลื้ยงไนอาหารเหลวและตรวจสอบประสิทธิภาพการผลิต 

GA3 เพี่อดัดIเอที่ผลิต GA 3 สูงกว่าสายพันธุต้ังตันข้ันปฐมภูมิด้วย TLC และข้ันทุติยภูมิตัวย HPLC

หลังจากน้ันนาสายพันธุท่ีตัด Iลิอกไค้มาเพาะ เลิยงทนอาหารเหลวที่สภาวะ เดียวกัน เพี่อเปรียบเทียบ 

ประสิทธิภาพการผลิต GA3 กับสายพันธุต้ังตัน ดัดเลือกสายพันธุท่ีมีประสิทธิภาพการผลิต GA3 สูงสุด 

รวมตั้งตักษาดวามลัมพันธ์ระหว่างการ เปล่ียนแปลงลักษณะภายนอก (morphological change)

กับประสิทธิภาพการผลิต GA3 ของสายพันธุกลายพันธุสายพันธุต่างๆ

6.2 การกลายพันธุด้วย NTG

6.2 .1  หาระยะเวลาที่เหมาะสมสาหรับการบ่มสปอร์ (p re incuba tion ) ของ 

G ibbere lla  fu . iik u ro i ก่อนการกลายพันธุดาย NTG

นาสปอร์แขวนลอยที่เตรียมได้ตามวิธีทนข้อ 4.1 ทส่ทนอาหารเหลว (n u tr ie n t  

b ro th ) (ภาคผนวกท่ี 1.5) ทหัไค้ความทนาแน่นเฟ้น 106 สปอร์ต่อมล. บ่มบนเคร่ืองเขย่าท่ีอุท!หภูมิ 

25° ซ เพี่อกระตุ้นทห้สปอร์งอกตามวิธีของ Avalos (34) เก็บตัวอย่างสปอร์ที่เวลา 0, 1, 2, 

3, 4, 5 และ 6 ข้ัวใมง ตามลาดับ จานวน 1 มล. มาฟ้นและทาทห้แขวนลอยอักคร้ังทน 0.5

ามลาร์ T ris -m a le ic  acid พีเอช 8 แบ่งเฟ้นสองส่วน เติม NTG 2 ความเข้มข้น คือ 0.5 

และ 0.7 มิลลิใมลาร์ ลงทนแต่ละส่วน บ่มบนเคร่ืองเขย่าควบคุมอุท!หภูมิ 37°ซ เฟ้นเวลา 30 

นาที หยุดปฏิกิริยาของ NTG าดยการล้างด้วยน้ากลนฆ่าเขั้อแล้วจานวน 2 คร้ัง ตรวจหาอัตราการ 

อยู่รอดของสปอร์ที่มีระยะ เวลาการงอกต่างๆกัน
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6.2 .2  การกลายพันธุด้วย NTG

นฯสปอร์จากสายพันธุที่ไข้I ป็นสายพันธุต้ัง ด้นมา เ ตรียมสปอร์'ให้มี'ระ ยะ การง อก 3

ขัวไมงดามวิธีไนข้อ 6.2 .1 นๆมาโ!(นและทฯไหันยวนลอยรกคร้ังไน 0.5 ไมลาร์ T ris -m a le ic

acid  พีเอช 8 เติมสารละลาย NTG ลงไน 0.5 มล. ชองสปอร์แยวนลอยไห้มีความเข้มข้นสุดท้าย 

ยอง NTG เท่ากับ 0 .1 , 0 .2 , 0 .3 , 0 .4 , 0 .5 , 0 .6 , 0 .7 , 0.8 แสะ 0.9 มิสลิไมลาร์ 

ตามลฯดับ ใดยปรับปริมาตรสุดท้ายเป็น 1 มล. ด้าย 0.5 ไมสาร์ T ris -m a le ic  ac id  พีIอช 8 

บ่มบนเครื่อง เยย่าคาบคุมอุณหภูมิท่ี 37° ช เป็นเวลา 30 นาที หยุดปฏิกิริยายอง NTG ใดยการล้าง 

ด้ายน้ฯกลน 2 คร้ัง เจือจางสปอร์ไหัมีความหนาแน่นที๋เหมาะลม ตรวจสอบสปอร์ท่ีอยู่รอด■โดย

กระจาย 0.1 มล. ยองสปอร์ที่ได้ ลงบนอาหารแช็ง PDA เสริมแร่ธาตุ บ่มท่ีอุณหภูมิ 25° ซ นับ 

จานวนใคไลนีที่เจริญได้บนอาหารแย็ง คฯนานเบอร์เซนต์การรอดที่ความเย้มย้นยอง NTG ต่างๆ

เก็บไคใลนีที่อยู่รอดแบบล่ม นฯมาดัดเลือกสายพันธุที่ผลิต GA3 สูงกว่าสายพันธุต้ังด้นฃ้ันปฐมภูมิด้วย 

TLC และช้ันทุติยภูมิด้าย HPLC หลังจากนั้นนฯสายพันธุท่ีคัดเสือกได้มา เพาะเสียงไนอาหารเหลว

ที่สภาวะเดียวกัน เปรียบเทียบประลิทธิภาพการผลิด GA3 กับสายพันธุต้ังต้นเพื่อคัดเสือกสายพันธุ

ท่ีมีบระลิทธิภาพการผลิต GA3 สูงสุด รามทั้งดีกษาการเปลี่ยนแปลงลักษณะรูปร่าง(m orphological 

change) และ การ เ จริญยองสายพันธุกลายพันธุสายพันธุต่างๆ

7. การคัดเลือกสายพันธุท่ีไห้ผลผลิต GA3 สูงช้ัน

7.1 การคัดเสอกขันปฐมภูมิ (P r im a ry  s c re e n in g )

เตรียมสปอร์แชวนลอยยองสายพันธุท่ีไคัจากการกลายพันธุตามวิธีไนฃ้อ 6.1 และ

6 .2 .2  นฯสปอร์จฯนวน 106 สปอร์ เติมลงไนอาหารเหลวเพื่อเตรียมหัวเชั้อตามวิธีข้อ 4.2 ถ่าย 

หัวเชั้อลงไนอาหารสูตรสฯหรับการผลิตจืบเบอเรลลิน ตามวิธีไนข้อ 4.3 เก็บตัวอย่างนัฯหมักไน

วันท่ี 13 ยองการเพาะเลิ้ยง นฯาปตรวจหาและวิเคราะห์ปริมาณ GA3 ช้ันปฐมภูมิ ด้ายทีนเลเยอร ์

าครมาไตกราพพี ตามวิธีไนข้อ 5.1 ไคยเปรียบเทียบความเข้มยองจุด GA3 ชองสายพันธุกลายพันธุ 

สายพันธุต่างๆกับความเข้มยองจุด GA3 ยองสายพันธุตั้งต้นด้วยตาเปล่า กฯหนดไห้ความเข้มของ

จุดสาร GA3 ท่ีปรากฎบนแผ่น TLC มิ 4 ระดับคือ
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ระดับท่ี 0 หมายกึง ไม่บรากฎจุดสาร GA3 บนแผ่น TLC

ระดับที่ 1-2 หมายกึง ความเซัมชองจุด GA3 บนแผ่น TLC ต่ๆกว่าสายพันธุต้ังต้น

ระดับท่ี 3 หมายกึง ความเซัมชองจุด GA3 บนแผ่น TLC เท่ากับสายพันธุต้ังต้น

ระดับ 4-5 หมายกึง ความเซัมชองจุด GA3 บนแผ่น TLC สูงกว่าสายพันธุตั้งต้น

คัดเลือก เฉหาะสายพันธุที่ไห้จุดสารจิบเบอ เรลลินบนแผ่น TLcSความ เ ซัมสู'!กว่าจุดสารจิบเบอ I รสสิน 

«อ'!สายพันธุต้ังต้น

7.2 การคัดเลอกซันทุติยภูมิ (Secondary screening)

นฯนัๆหมักชองสายพันธุท่ีคัคเลือกได้จากซัอ 7.1 มาวิเคราะห์หาบริมาถ! GA3 ‘ไน 

หน่วยมิสสิกรัมต่อสิต'ร ด้วย HPLC ตามวิธีไนซัอ 5.2 คัดเลือกเฉพาะสายพันธุที่ผสิด GA3 สูงกว่า

สายพันธุต้ัง ต้น

7.3 การคัดเลือกสายพันธุท่ีผลืต GA3 สูงสุด

เหาะเลี้ยงสายพันธุที่คัคเลือกได้จากซัอ 7.2 ไนอาหารเหลวสูตรสฯหรับการ

ผลิต GA3 (ภาคผนวกท่ี 1.4) ตามวิธีซัอ 4.2 และ 4.3 เก็บตัวอย่างนๆหมักไนวันท่ี 7 10 แสะ 

13 ยองการเหาะเลี้ยง มาวิเคราะห์หาบริมาถ! GA3 ไนหน่วยมิสลิกรัมต่อลิตร ด้วย HPLC ตามวิธี 

ไนซัอ 5.2 ทาการทดลอง 3 ซัฯ แล้วหาบริมาถ! GA3 เฉลํ่ยเปรียบเทียบบริมาfl! GA3 ท่ีสายพันธุ 

ต่างๆผลิตได้กับสายพันธุต้ังต้น คัดเลือกสายพันธุท่ีผลิต GA3 สูงสุด เพ่ือไซัเบ็เนสายพันธุต้ังต้นลฯหรับ 

ซักนๆไห้เ ทิดการกลายพันธุต่อไบ
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