
มลการทfl»อง

3.1 การกลายพันธุด้วยแสงอุลดร้าไวาอเลต และการพัดเสอกสายพันธุ

3.1 .1  การพักน'ๆาห้เกิดการกลายพันธุ

การกลายพันธุด้วยแสงอุลตร้าาวใอเลต เห็นวิธีพักนๆไห้เกิดการกลายพันธุท่ีนิยมไข้กันมาก 

แสะไข้ไนการเริ่มต้น,โซรแกรมการกลายพันธุ เนื่องจากง่าย สะดวกแสะปลอดภัยไนการไข้งาน สำน 

าหญ่ไข้ g e r m ic id a l  lamp ข้ึง เห็นหลอดไพเมอคิารึ๋ที่บลดปล่อยรังสีที่ความยาวคลึ่น 2537°A ข้ึง 

ไกลัเคียงกับค่าการดูดกล่นแสงของกรดนิวคลีอิก จึงสามารถพักนๆไห้เกิดการกลายพันธุไค้อย่างมี

ประสีทธิภาป (20) แต่ท้ังน้ิข้ึนอยู่กับฟ้จจัยหลายอย่าง เย่น ความเข้มแสง ระยะเวลาที่ไค้รับแสง 

ระยะทางระหว่างแสงกับจุลสิพ อายุและสภาพการเจริญของจุลทีพ ความหนาแน่นของเซลล์จุลสพิ

เรนด้น Avalos (34) ได้รายงานเปรียบเทียบผลของแสงอุลดร้าาวาอเลตต่อ m ic ro c o n id ia  

ของ G ib b e re l la  f u . i i k u r o i  ทีไม่มีการบ่มสปอร ( r e s t i n g  spore) กับสปอร์ทีบ่มแล้ว

พบว่ามีอัตราการตายไม่แตกต่างกัน จึงสรุปว่าแสงอุสตรัาาวาอ Iลต าม่มีผสานการ เพิ่มอัตราการ

ตายของสปอร์ที่กๆลังจะงอก สํวนเล้นาย (mycelium) จะด้านทาน ( r e s i s t a n t )  ต่อแสงอุลตร้า 

ไวาอเลตมากกว่า m ic ro c o n id ia  ไนการวิจัยนั้จึงนๆ m ic r o c o n id ia  ที่ไม่มีการบ่มมาไข้สๆหรับ 

กลายพันธุด้ายแสงอุสตร้าไวาอเลต

การวิจัยน้ิาคัพักนๆไห้ m icrooonid ia ของ G ib b e re lla  fu.i ik u ro i สายพันธุ C 

ขึ้งเ&นสายพันธุดั้งด้นไห้เกิดการกลายพันธุด้วยแสงอุลตรัาาวาอเลตตามวิธีทดลองไนข้อ 6.1 าดยไข้ 

สปอร์จากเขึ้อที่มีอายุ 10 วัน จๆนวนสปอร์เริ่มค้น 105 สปอร์ต่อมล. หลังจากฉายแสงอุลตร้า

ไาาอเลตแล้ว บ่มเข้ึอไนท่ีมีด ท่ีอุท!หภูมิ 25°ซ เรนเวลา 2-3 วัน เมึ๋อเขึ้อเจริญจนเริ่มเห็นเล้นาย 

(mycelium) นับจๆนวนาคาลนีท่ีเจริญ (สปอร์ที่รอด) และคๆนวนIปอร์เซนด้การรอด ได้ผลดัง

แสดงาวานดังตารางที่ 1 จะเห็นว่าสปอร์เริ่มจะมีการตายเกิดขึ้นเล็กน้อยเมื่อฉายแสงอุลดร้า

ไวาอเลตไปแล้ว 10 วินาที แต่หลังจากนั้นอัตราการตายจะเพิ่มขึ้นอย่างรวดเร็ว และการตายของ



27

สซอร์จะ เพมฃึ๊นอย่างร้าๆที่เวลาตั้งแด่ 90 วินาทีเป็นตันไซ

ตารางที่ 2 จฯนวนสซอร้ท่ีเจริญและ เซอร้เชนตัรอดชองสซอร้สายพันธุ C ภายหสืงการฉายแสง 

อุลตร้าไว‘โอเสตาฟางทลาต ่างๆ

เวลาการฉายแสง 

(วินาที)

จฯนวนสซอร์ท่ีเจริญ 

(สซอร้)

เซอร์l ซนตัการรอด 

ชองสซอร์

0 8.0X104 100

10 7.9X104 98.7

20 7.6X104 88.3

30 5.3X104 61.6

40 1.9X104 22.0

50 1.7X104 19.7

60 1.5X104 17.4

70 1.4X104 16.2

80

OrHXOt-h 11.6

90 2.5X103 2.9

95 1.6X103 1.8

100 1.2X103 1.5

105 7 .5 x l0 2 0.8

110 3 .5 x l0 2 0.4

115 1 .7x l02 0.2

120 70 0.08

125 32 0.04

130 8 0.01
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รูปท่ี 5 แสดงความสัมพันธ์'ระหว่างเฆอรเชนต์รอดของส8อร์ลายพันธุ C หลังจากสักนฯ 

ไห้สปอร์เกิดการกลายพันธุด้วยแสงอลตร้าไวใอเลด
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มี'รายงาน'ว่าการ#กน'าทห้เทิดการกลายพันธุด้วยแสงอุลตร้าไวไอเสตนั้น ปริมาท) (dose) 

ที่เหมาะสม คือ ปริมาท)ยองแสงอุลตร้าไวไอเลตที่ทฯทห้มืกัตราการอยู่รอดยองสปอร์ทน?}วง 0.01-5 

เปอร์เซนต์ ‘ไน?}วง เวลาดังกล่าวจะมืาอกาสาด้สายพันธุกลายพันธุมากกว่า?}วง เปอร์เซนด์รอดอึ๋นๆ

(18,20,25) และ เนี่องจากยังไม่mjรายงานข่งบอกความสัมพันธ์ระหว่างการเปสิยนแปลงลักWIB

ภายนอก (m orphological change) กับประสิทธิภาพการผลิต GA3 ดังนั้นจุดประสงค์‘ไนการ

ทดลองน้ี เพื่อต้องการตรวจสอบความสัมพันธ์'ระหว่างสักพนะภายนอกยองเนี้อที่ไค้จากการกลายพันธ์ 

เปรียบเทียบกับประสิทธิภาพการผลิต GA3 ยองเร้อเหล่านั้น ควบค่ไบกับการคัดเลีอกสายพันธุด้วย

จากการคืก«าลัก«ท)ะภายนอกท่ีเจริญบนอาหาร PDA เสริมแร่ธาตุ ยองสายพันธ์ท่ีผ่านการกลายพันธ์ 

สามารถแบ่งได้เป็น 3 กลุ่ม ตามสัก«ท)ะภายนอก ดังนี้

กลุ่มท่ี 1 สายพันธ์ที่มีเสัน‘ไยยาวพู เจริญเร็วมาก เหมือนหรือ‘ไกสัเคียงกับสายพันธ์ตั้งค้น 

(รูปท่ี 6 ย-ค)

กลุ่มท่ี 2 สายพันธุที่มีเสัน'ใยสิม่วงอ่อนถึงม่วงแดงเยัม ผ่าหน้าไคใลนีหยัก เจริญเร็ว

ปานกลาง (รูปท่ี 6 ง-ช)

กลุ่มท่ี 3 สายพันธุที่มืเสัน‘ไยสัน การเจริญน้า หรือผ่วหน้าไคไลนีเรียบแบนเหมือนผ้า

สักหลาด (รูปท่ี 6 ช-ฎ)

รูบท่ี 6 ลักพท)ะไคใลนียองลายพันธุ C และตัวอย่างสายพันธุกลายพันธุกลุ่มต่างๆ ท่ีเจริญบนอาหาร 

สูตร PDA เสริมแร่ธาตุ บ่มทนท่ีมืด อุท)หภูมิ 25°ช อายุ 5 วัน

ก สายพันธุ C
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กรุ่มท่ี 1 สายหันธุที่มีIสัน,ไยยาาฬู เจริฤ!Iร็วมาก เหม๊อนหรือ,ไกสัไคยงกันสายหันธุต้งต้น
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กลุ่มท่ี 2 สายพันธุที่มีเสันไยสีม่วงอ่อนถึงม่วงแดง เข้ม หริอผิวหน้าไคาลนีหยัก เจริญเร็วปานกลาง
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กรุ่มท๋ั 3 สายฟันธุทีมีเสัน'ใยสัน การเจรี^สัา หร0ผิวหน้ารคไลนีเรียบแบนเพมือนฟ้าสักหลาด
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จากนั้นได้เก็บสายพันธุใดยการลุ่มตัวอย่างจากกลุ่มต่างๆทั้ง 3 กลุ่ม ใดยเก็บจากการ 

ทดสอง (trea tm ent) ที่มีเบอร์เขนต์การรอดตายระหว่าง 0 .01-2.9  เบอร์เซนต ตังน้็ 

กลุ่มท่ี 1 จฯนวน 17 สายพันธุ 

กลุ่มท่ี 2 จฯนวน 10 สายพันธุ 

กลุ่มท่ี 3 จฯนวน 14 สายพันธุ 

ใดยพบสายพันธุในกลุ่มท่ี 1 จฯนวนมากท่ีสุด

3.1 .2  การคัดเสือกสายพันธุที่มีบระสิทธิภาพการผลิต GA3 สูงข้ึน

นฯสายพันธุที่คัดเสือกมาท้ัง 41 สายพันธุ ไบเพาะ เลิ้ยงในอาหารเหลวระดับ

ขาดเขย่าตามวิธีในข้อ 4.3 เพื่อเบรียบเทียบบระสิทธิภาพการผลิต GA 3 ข้ันบฐมภูมิด้วย TLC แล้ว 

คัดเสือกสายพันธุที่มีระดับดวามเข้มของจุด GA3 บนแผ่น TLC มากกว่าสายพันธุตั้งต้น ตามวิธี

ทดสองข้อ 7.1 จากการทดลองนึ๊กฯหนดให้สายพันธุตั้งด้นมีดวามเข้มของจุด GA3 อย่านระดับ 3

จากการคัดเสือกด้วย TLC ท้ัง 41 สายพันธุ ไม่พบสายพันธุที่มีความเข้มของจุดสาร GA3 สูงกว่า 

ระดับ 3 จึงได้คัดเสือกสายพันธุที่มีความเข้มในระดับ 3 จฯนวนท้ังหมด 18 สายพันธุมาคัดเสือก

ข้ันทุติยภูมิ าดยนฯน้ฯหมักมาตรวจหาบริมาเน GA3 ด้วย HPLC พบสายพันธุท่ีผลิต GA3 เพ่ิมข้ึน

จากสายพันธุต้ังต้นจฯนวน 8 สายพันธุ ผลการทดลองแสดงไว้ในตารางที่ 3
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ตารางที่ 3 แสดงกลุ่มซองสายพันธุที่ได้จากการกลายพันธุสายพันธุ C พร้อมทั้งบริมา{น GA3 ท่ีสายพันธุ

ต่างๆผลิตได้

กลุ่มท่ี 1 สายพันธุท่ีมีเสัน‘ไยยาวพู เจริฤ!เร็วมาก เหมือนหรือ‘ใกล้เคียงกับสายพันธุตั้งด้น

รหัส สี'ไนอาหาร ความเซัม ปริมาณ รหัส สี‘ไนอาหาร ความเฃ้ม บริมาณ

สายพันธุ เหลว จุดGA3บน ga3* สายพันธุ เหลา จุดGA3บน ga3*

แผ่น TLC (ม ก ./ส .) แผ่น TLC (ม ก ./ล .)

C ซมพู 3 565 UV4-20 ซมพู 3 552

UV4-37 ชมพู 3 519

UV4-3 ซมพู 3 610 UV4-41 ชมพู 3 490

UV4-26 ซมพู 3 615 UV4-19 ชมพู 3 519

UV4-28 ซมพูอ่อน 3 648 UV4-40 ชมพู 2 -

UV4-34 ซมพู 3 480 UV4-11 ชมพู 2 -

UV4-7 ซมพู 3 435 UV4-38 ชมพู 1 -

UV4-12 ซมพู 3 589 UV4-14 แดง 2 -

UV4-4 ซมพู 3 572 UV4-1 แดง 3 622

UV4-27 ซมพู 3 583
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กลุ่ผท๋ี 2 สายพันธุท่ีมีเสัน‘ไยสิม่วงต่อน?นม่วงแดง เย้ม หริอผิวหน้ารค‘ไสนีหยัก เจริญเร็วปานกลาง

ตารางที่ 3 (ต่อ)

รหัส

สายพันธุ

สื‘ไนอาหาร 

เหลว

ความเย้ม 

จุดGA3บน 

แผ่น TLC

ปริมา รน

g a 3 *

(ม ก ./ส .)

UV4-31 ยาว 3 575

UV4-29 ยาว 3 560

UV4-32 แดง 1 -

UV4-2 แดง 2 -

UV4-35 แดงม่วง 1 -

UV4-17 ส ัม อ่อน 3 527

UV4-25 สัม 2 -

UV4-33 สัม 2 -

UV4-5 สัม 2 -

UV4-8 สัมเย้ม 1 -

Z  1 ริ 2 % ^
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กลุ่มท่ี 3 สายพันธุที่ม ีเสันไยสัน การเจริญข้า หรือผิวหน้าาคใลนีเรียบแบนเหมือนผ้าสักหลาด

ตารางที่ 3 (ต่อ)

รหัส

สายพันธุ

ลีานอาหาร 

เหลว

ความเข ้ม  

จุดGA3บม 

แผ่น TLC

บริมาเน 

ga3* 

( ม ก . /ล . )

UV4-13 ขาว 3 500

UV4-36 ขาว 3 518

UV4-22 ขาว 0
น -

UV4-21 ขาว 1 -

UV4-24 ขาว 1 -

UV4-6 ขาว 1 -

UV4-23 ขาว 1 -

UV4-15 ขมพู 2 -

UV4-16 แดง เข้ม 2 -

UV4-30 แดงม่วง 0 -

UV4-18 เหลีอง 2 -

UV4-9 เหลีอง 2 -

UV4-39 สัมเข้ม 0 -

UV4-10 สัม 0 -

*  ค ่าท ี่าด ้ว ิเคราะห ์ด ้วยเคร ื่อง HPLC

-  ไม ่ว ิเคราะห ์ด ้วย HPLC เน ื่องจากความเข ้มของจ ุด GA3 บนแผ่น TLC ต่ฯกว่าสายพันธุตั้งด้น
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จากการคัดเลือกสายพันธุชั้นทุติยภูมิ พบสายพันธุที่ผลิต GA3 เพิ่มชื้น จฯนวน 8 สายพันธ ุ

คัดเสิอกสายพันธุที่มีน,ระสิทธิภาพการผสิต GA3 สู'!ขน ลฯตับที่ 1-4 จฯนวน 4 สายพันธุ คือสายพันธุ 

UV4-1 UV4-3 UV4-26 แสะ UV4-28 นฯสายพ ันธ ุ;หล ่าน ี้มาเพาะเล ี้ยงเปร ียบเท ียบบระส ิทธ ิภาพ

การผสิต GA3 ก ับสายพ ันธุต ั้งต ้นภายไต ้สภาวะการเพาะเล ี้ยงเด ียวก ัน ตามวิธีไนข้อ 7 .3  เพี่อคัด 

เลือกสายพันธุที่ม ีบระสิทธิภาพการผลิต GA3 สูงสุด ใดยเก็บตัวอย่างน ้ฯหมัก,ไนวันท่ี 7 10 และ 13

ของการเพาะเล ี้ยงมาหาบร ิมาณ  GA3 ที่เชั้อผลิตได้ด้วย HPLC ได้ผลตามตารางที่ 4

ตารางท ี่ 4 ลักษณะชองสายพันธุและบระสิทธิภาพการผลิต GA3 ชอง สายพันธุที่ผ ่านการคัดเลือก 

ชั้นทุติยภูมิ เทียบกับสายพันธุ C

รหัส บระสิทธิภาพการผลิต GA3

สายพันธุ ลักษณะ เ ลันไย สิของน้ฯหมัก (มิลลิกรัมต่อสิต ร )

7 10 13

C พู ชมพู 337 464 560

UV4-1 พูบานกลาง แดง 373 483 521

UV4-3 พู ชมพู 394 488 575

UV4-26 พู ชมพู 329 450 584

ÜV4-28 พ ชมพอ่อน 399 525 591ท่ ฉิ

จากข้อมูลไนการเลี้ยงเช ั้อเพ ี่อคัดสายพันธุท ี่สามารกผลิต GA3 ไค้สูงสุด พบว่าสายพันธุ 

UV4-1 ‘ไห้ GA3 ส ูงไนการเล ี้ยงเช ั้อคร ั้งแรก (ตารางท ี่ 3) แต่บ'ริมาณ GA3 กลับลดลงต่ฯกว่าสาย 

พันธุตั้งต้น■ไนการเลี้ยงครั้งด่อไบ (ตารางท ี่ 4) และบริมาณ GA3 ที่ได้ผันแปรไม่คงที่ ล่วน UV4-3 

และ UV4-26 ไห้บริมาณ GA3 สูงกว่าสายพันธุตั้งด้นไม่มากนัก คือ เพี่มชั้น 2 .6  และ 4 .2

เบอร ์เซนด ์ ตามลฯตับ สายพันธุ UV4-28 •ไห้ปริมาณ GA3 ค่อนช้างคงที่และสูงกว่าสายพันธุอื่น คือ
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ผลิต GA3 591 มิลลิกรัมต่อลิตร ท่ีงสูงกว่าสายพันธุต้ังด้น ประมาผ 5.5 Iนอร์เซนต์ นอกจาก

น้ียัง เป็นสายพันธุท่ีผลิตสารสิแดง หรือไบคาเวอริน (17) ไนน้ๆ หมักน้อยกว่าสายพันธุ C ท่ีงเป็น

สายพันธุต้ังต้น เป็นประไยซน์ไนข้ันตอนการสกัดแยกและตกผลิก GA3 ดังน้ันจึงได้คัดเลือกสายพันธุ 

UV4-28 เป็นสายพันธุต้ังด้นเพ๋ึอไข้ไนการกลายพันธุด้วย NTG ต่อไป

3.1.3 ความสัมพันธ์ระหว่างสักษผะภายนอกของสายพันธ์กลายพันธุ กับประสิทธิภาพการ

ผลิต GA3

จากผลการทตลองที่แสดงไว้ไนย้อ 3 .1 .1  และ 3 .1 .2  พอจะสรุปความสัมพันธ์ 

ระหว่างลักยผะภายนอกและประสิทธิภาพการผลิต GA3 ได ้ด ังแสดงไนตารางท ี่ 5 กลุ่มที่ 1 จะพบ

สายพันธุที่ผลิต GA3 เพิ่มชิ้นจ'ฯนาน 7 สายพันธุ จากสายพันธุในกลุ่มนี้จฯนานตั้งหมด 17 สายพันธ ุ

หรือมีาอกาสพบสายพันธุที่ผลิต GA3 เพิ่มชิ้นได้กัง 41 เบอร์เซนต์ กลุ่มที่ 2 พบสายพันธุที่ผลิต GA3 

เพิ่มย,นเพียง 1 สายพันธุ จากสายพันธุไนกลุ่มนี้ตั้งหมด 10 สายพันธุ หรือมิาอกาสพบพียง 10

เบอร ์เซนต ์ ส่วนกลุ่มที่ 3 ด ัดเล ือกมา 14 สายพันธุ แต่ไม่พบสายพันธุที่ผลิต GA3 เพิ่มชิ้นเลย

จะ เ ห็นได้ว่าไนการ เ บรียบ เ ทียบความสัมพันธ์ระ หว่าง การ Iปลี๋ยนแปลง ลักษผะภายนอกกับบระ ลิทธิภาพ 

การผลิต GA3 ของสายพันธุท ี่เก ิดจากการกลายพันธ์ด ้วยแสงอุลตร้าไวไอเลตนั้น สายพันธ์กลายพันธ ์

ที่มีลักษผะ เส ันไยส ิม ่วงอ ่อนก ังม ่วงแดงเข ้ม หรือผิวหนำไคาลนีหยัก เจริญเร็วบานกลาง ส่วน'ใหญ่

จะมีประสิทธิภาพการผลิต GA3 ต่ฯกว่าสายพันธุตั้งต้น และ สายพันธุกลายพันธุที่มีเสันไยสัน เจริญข้า 

หรือผิวหน้าไคาลนีเร ียบแบนเหมือนผ้าสักหลาดจะมีบริมาผ GA3 ต่ๆมาก หรือ ไม่ปรากฎจุด GA3

บนแผ่น TLC สายพันธุเหล่านี้จ ึงถูกคัดทิ้งไนการดัดเลือกขั้นปฐมภูมิ เน ื่องจากเจริญได้น ้อยไนอาหาร 

เหลวที่'ไข้'ในการดัดเลือกสายพันธุ ส่วนสายพันธุกลายพันธุที่มีเสันใยยาวพู เจร ิญ เร ็ว ลักษผะเหมือน 

หรือากล้เคียงกับสายพันธุต ั้งด ้น มืแนวใน้มที่จะพบสายพันธุที่ผลิต GA3 ไกล้เค ียงหรือมากกว่าสายพันธุ 

ตั้งด้นได้มากที่สุด ดังนั้น'ในขั้นแรกควรคัดเลือกเฉพาะสายพันธุท ี่ม ีล ักษผะคังกล่าวมาก่อน แล้วจึงนๆ

ไปดัด เ ลือกขั้นปฐมภูมิและ ทุติยภูมิต่อไป
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ตารางที่ 5 แสดงกลุ่มชองสายพันธุที่มีการเปลี่ยนแบรงรักษผะภายนอก* และความสามารถไนการ 

ผลิต GA3 วิเคราะห์■ไดย HPLC

กลุ่มท่ี ลักพนะภายนอก จานวนสายพันธุ 

ต้ังหมด

จานวนสายพันธุท่ี 

ผลิต GA3 สูงกว่า 

สายพันธุต้ังต้น

เบอรเชนดชอง 

สายพันธุท่ีผลิต 

ga3 เพ่ิมช้ืน

1 เลัน,ใยยาวพู เจริญเร็ว 

เ หมือนหรือคล้ายสายพันธุ 

ต้ังต้น

17 7 41

2 เลันไยลิม่วงอ่อนถึง 

ม่วงแดงเข้ม ผิวหน้า 

ใครลนีหยัก เจริญเร็ว 

ซานกลาง

10 1 10

3 1ลัน'ใยสัน การเจริญข้า 

ผิวหน้าใครลนีเรียบแบน 

เ หมึอนผัาลักหลาด

14 0 0

* การเปลี่ยนแบลงลักษโนะภายนอกสังเกตจากการเจริญบนอาหารแฃ็ง PDA เสริมแร่ธาตุ บ ่มเIอไน 

ท่ีมืด อุโนหภูมิ 25°ซ เน้นเวลา 5 วัน
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3.2 การกลายพันธุด้าย NTG และการตัดเลือกสายพันธุ

3 .2 .1  ดีกษาย้วงระยะเวลาที่เหมาะสมสฯหรับการบ่มสบอร์ (p re incuba tion ) ของ 

G ibbere lla  fu . iik u ro i ก่อนการกลายพันธุด้วย NTG

0 ค .ศ .1968 Cedar-Olmedo และคผะ (45) ทดลองทน E .c o l i  พบว่า NTG จะ 

เย้าไบจับที่ re p lic a t io n  p o in t ของใครใมาซมแล้าทฯไห้เทิดการกลายพันธุด้วยบระสิทธิภาพสูง 

ใดยสันนิษฐานว่า NTG จะ เติมหยู่เมทีลไห้กับเบสกวานีนของดีเอนเอที่กๆลังจฯลองตัว หลังจากน้ันจะ 

เ ทิดการย้อมแซมมากกว่าที่จุตร่นๆ ทฯไห้มีาอกาส เ ทิดการกสายพันธุมาก

สงอร์ฃองจุลินทรีย์ไห็นาครงสร้างที่ทนต่อสิงแวดล้อม ( re s is ta n t s tru c tu re )  และ 

อยู่ทนระยะพักตัว (re s tin g  c e l l )  เมื่อทย้ NTG เห็นสารก่อการกลายพันธุ งระสิทธิภาพ

การกลายพันธุจะต่ฯ (34) ตังนั้นจึงต้องบ่มสบอร้ (p re incuba tion ) เพี่อาห้ดีเอนเอเทิดการ

จฯลองตัวก่อนเติมสารก่อการกลายพันธุ การทดลองนึ๊จะดีกษาย้วงเวลาที่เหมาะสมสฯหรับการบ่ม

สบอร์ และหาอัตราการอยู่รอดซองสบอร้เม ื่อเติม NTG เย้าใบไนสารแขวนสอยยองสบอร์ที่มีอายุการ 

งอกต่างๆกัน ใดยบ่มไห้ m icrocon id ia  ยองสายพันธุ UV4-28 งอก ที่เวลาตั้งแต่ 0-6 ข้าใมง 

จากนั้นนฯไปเติม NTG ที่ความเย้มย้น 0.5 และ 0.7 มิลลิใมลาร์ นาน 30 นาที ตามวิธีทดลอง

ข้อ 6.2 .1  อัตราการอยู่รอดยองสบอร้เรนใบตามตารางที่ 6 และ รูบท่ี 7

จากการทดสองนี้ สบอร้ที๋อยู่ไนระยะพักตัว (เว ล า  0 ข ้าใมง) (ร ูงท ี่ รก) มีอ ัตรา

การอยู่รอด 50 และ 45 เบอร์เซนต้ ท ี่ความเย้มย้นยอง NTG 0.5 และ 0.7 ม ิลล ิามลาร ์ ตาม 

ลฯคับ แต่หลังจากบ่มสงอร์นาน 1 ข้าใมง อ ัตราการอย ู่รอดจะลดลงอย ่าง เห็นได้ข้ด และอ ัตราการ 

อยู่รอดจะ เร ิ่มคงท ี่ท ี่เวลา 2-5 ข้าามง ท ี่งย ังไม ่ม ีการงอก germ tube (รูบที่ รฃ -ค) แต่หลังจาก 

5 ข้วามงไบแล้ว อ ัตราการอยู่รอดมีแนวาน้มจะเพี่มฃนอีก ที่เวลานี้สงอร์ล ่วนไหญ่มีการงอก germ 

tube (รูบที่ ร ง ) การไข ้ NTG ตั้งสองความเข ้มข ้นมีแนวใน้มไบไนทางเด ียวกัน (รูบที่ 7)

Avalos (43) อธิบายว่าานย้วง เวลาการบ่มสบอร์ระยะแรก สบอร์จะยังไม่งอก germ 

tube แต่สบอร‘ จะเริ่มมีการเปสี๋ยนแบลงใครงสร้างและหน้าที่ภายไนนิวเคลียส และบระสิทธิภาพการ 

เลือกผ่านสารยองเซลล์ลดลงไนฃผะที่ดีเอนเอเริ่มมีการจฯลองตัว ย้างเวลาดังกล่าวจะเห็นเวลาที่ 

สบอร์ไว (s e n s it iv e ) ต่อ NTG มากท่ีสูด ล่านสบอร์ที่มีการงอก germ tube ที่งเห็น'ใครงสร้าง 

ที่จะพัฒนาไบเห็นเล้นไย (mycelium) ท่ีงทน ( re s is ta n t)  ต่อ NTG การบ่มสบอร์นานๆเมื่อมี
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การงอก germ tubeliSว อัตราการอยู่รอดจะเพิ่มชื้น ดังนั้นข้ว'!เวลาที่เนมาะ เพ่ิอบ่มสบอรก่อน

การก?ทยพันธุด้วย NTG คีอ 2-5 ข้าามง ภาย‘ไต้อภาวะการทดลองนี้ อๆหรัฃการวิจัยต่อไขจะ

เลือกบ่มสบอร์นาน 3 ข้าามงก่อนการกลายพันธุด้วย NTG

ตารางที่ 6 เบอร์เซนต้การอยู่รอดของสปอร์ที่มีอายุการงอกต่างๆกัน เม่ือทฯนฎิกิริยากับ NTG 

ที่ความเข้มข้น 0.5 และ 0.7 มลลืามลาร์

เวลาการบ่มสนอร์ 

(ข ้งามง)

NTG 0.5 มิลลิามลาร์ NTG 0.7 มิลลิามลาร์

จฯนวนอบอร์ 

ท่ีเจริญ

เบอร์เขนต์ 

การรอด

จานวนสบอร์ 

ท่ีเจริญ

เบอร์เขนต์ 

การรอด

0 5.0X105 50.0 4.5X105 . 45.0

1 1.3X105 13.0 6.1X104 6.1

2 6.9X104 6.9 5.8X104 5.8

3 8.0X104 8.0 4.2X104 4.2

4 7.2X104 7.2 4 .6x l04 4.6

5 6.4X104 6.4 5.9X104 5.9

6 1.5X105 15.0 1.1X105 11.0



7 แสด'!ความสัมพันธ์ระหว่าง Iวสาทนการบ่มสชอร์กับเปอร์เซนด์'รอดยองสบอร์เมึ่อทข ้

ความเข้มซ้นซอง NTG 0.5 และ 0.7 มิลลไมลาร์

0 1 2 3 4 5 6
เว ล าก าร บ ่ม ส ป อ ร ์ (ช ั่วโมง')

0.5 ม ิล ล ิโม ลาร ์ 0.7 ม ิลล ิโมลาร ์
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รูขท่ี 8 การเขลี๋ยนแขลง«องลขอ^มึ๋อบ่มทน n u tr ie n t b ro th  ที่?}วงเวลา 0-6 ท่ี'วใมง

ภายาต้กล้องจุลทรรศน์ (b r ig h t f ie ld )  กๆล้ง«ยาย 400 เท่า

«. บ่มทน n u tr ie n t b ro th  ทเวลา 2 ท่าทมง
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ด. บ่มาน n u tr ie n t b ro th  ที่เวลา 4 ท่ี'วามง

ง. บ่มาน n u tr ie n t b ro th  ที่เวลา 6 ท่ี'วามง
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3.2 .2  การสัเกน' 'ๆให้สายพันธุ UV4-28 กลายพันธุด้วย NTG

NTG เนินสารก่อการกลายพันธุที่มีประสิทธิภาพสูงานการสักนาาห ้เกิดการกลายพันธุหลาย 

ชนิด Erokhina (32) Avalos (34) และ K o e lb lin  (35) รายงานตรงกันว่า NTG

มีประสิทธิภาพานการสักนา‘ไห้ m icrocon id ia  ชอง G ibbe re lla  fu . iik u ro i เกิดการกลาย 

พันธุได้สูงกว่าแสงอุลตรัาาวใอเลต านการวิจัยต่อไปจึงได้าส ั NTG เนินสารก่อการกลายพันธุใดย 

คาดว่าจะพบสายพันธุกลายพันธุท่ีมีประสิทธิภาพการผลิต GA 3 เพ่ิมช้ินได้

การสักนา‘ไห้เช้ิอ G ibbere lla  fu j ik u r o i  สายพันธุ C เกิดการกลายพันธุด้วยแลง 

อุลตร้าไาใอเลตทนการทดลองที่ 3 .1.1 ได้คัดเลือกสายพันธุ UV4-28 ท่ีมีป'ระสิทธิภาพการผลิต

GA3 591 มีลสิกรัมต่อลิตร สูงกว่าสายพันธุ C 5.5 Iบอรัเซนต และความสามารกานการผลิต

สิแดงานน้าหมักลดลง มาสักนาาห้สปอร์เกิดการกลายพันธุด้วย NTG ใดยบ่มสปอร์าน n u tr ie n t

b ro th  เนินเวลา 3 สัวใมง กลายพันธุตามวิธีทดลองช้อ 6 .2 .2  บ่มเช้ิอท่ีอุแพภูมิ 25°ซ เนินเวลา 

2-3 วัน น้บจานวนาคใลนีท่ีเจริญ และคานวนเปอร์เซนต์รอด ได้ผลดังดารางที่ 7 และรูบท่ี 9 

จะเห็นว่าเมื่อาสั NTG เนินสารก่อการกลายพันธุแล้ว การตายชองสปอร์จะเกิดช้ินทันทีหลังจากล้มผัส 

กับ NTG

ฟ้จจัยชองการาสั NTG เนินสารสักนาาห้เกิดการกลายพันธุ คือ ความเช้มขันชอง NTG 

Calam (29) รายงานว่าานการปรับปรุงสายพันธุชองจุลินทรียีมกจะพบสปอร์ที่กลายพันธุแล้ว เนิน

จานวนมากานขัวงความเข้มขันชอง NTG ที่าห้เบอร์เซนต์รอดชองสปอร์อยู่ระหว่าง 0-50เปอร์เซนต์ 

และ Avalos (34) รายงานว่า เมื่อาขั NTG เนินสารก่อการกลายพันธุ ที่เบอร์เซนต์รอด 14

เบอร์เซนต์ จะมีาอกาสพบ Auxotroph และสายพันธุกลายพันธุานเบอร์เซนด์ที่สูง จากการกลาย

พันธุด้วยแสงอุลดร้าไวใอเลต มีแนวาน้มว่าสายพันธุกลายพันธุท่ีมีล้กษเพะภายนอกเหมือนสายพันธุต้ังด้น 

จะมีใอกาสพบสายพันธุท่ีผลิต GA3 เพ่ิมช้ินานเปอร์เซนด์ท่ีสูงกว่าสายพันธุานลักษเพะอ่ืน เพ่ิอท่ีจะยีนยัน 

ผลดังกล่าว จึงทาการทดลองข้าใคยแบ่งกลุ่มสายพันธุกลายพันธุเนิน 3 กลุ่มเขันเดียวกับการทดลองที่

3 .1 .1  และเก็บสายพันธุจากแต่ละกลุ่มที่อยู่านสัวงเบอร์เซนต์รอดระหว่าง 2 .3-20.2  เบอร์เซนต์ 

แบบลุ่ม (random) โดยดัดเลือกเฉพาะาคาลนีที่แยกจากกันได้ดี ดังน้ี

กลุ่มท่ี 1 สายพันธุท่ีมีเล้นายยาวพู เจริญเร็วมาก เหมือนหรือากลัเคียงกับสายพันธุตั้งตัน 

จานวน 116 สายพันธุ
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กลุ่มท่ี 2 สายพันธุที่มีเสัน'ใยสีม่วงต่อฟ)งม่วงแดง Iฃ้ม ผิวหน้าๆคาลนีหยัก เจริญเร็วบาน 

กลา'] จานวน 39 สายพันธุ

กลุ่มท่ี 3 สายพันธุท่ีมีเสัน'ไยสัน การเจริญข้า หรือผิวหน้าใครลนีเรียนแบนเหมือนผ้า

สักหลาด จานวน 26 สายพันธุ 

รวมสายพันธุท่ีคัดเลือกทั้งหมด 181 สายพันธุ

ตารางที่ 7 จานวนสบอร์ที่เจริญและ เบอร์เซฟ)รอคฃองสบอร์ฃองสายพันธุ UV4-28 ภายหลัง

การเติม NTG ที่ความเข้มข้นต่างๆ

ความเข้มฃ้นฃอง NTG 

(มิสลิรมลาร์)

จานวนรคใลน ี

ท้ังหมดท่ีเจริญ

เบอร์เชนตการรอด 

ซองสบอร์

0 4.7X105 100

0.1 3.0X105 63.8

0.2 1.9X105 40.4

0.3 1.7X105 36.1

0.4 9.5X104 20.2

0.5 3.4X104 7.2

0.6 2.9X104 6.1

0.7 2.2X104 4.6

0.8 1.3X104 2.7

0.9 l . l x i o 4 2.3



แสดงความกัมพันธระหว่าง เซอรนต์รอดยองสบอรสายพันธุ UV4-28 กับ 

คาามเฃ้มชันยอง NTG

ความเข ้มข ้นของ NTG

(ม ิล ล ิโ ม ล า ร ์)
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3.2 .3  การคัดเสือกสายพันธุที่มีซระสิทธิภาพการผลิต GA3 สูงยน

นๆสายพันธุท่ีคัดเสือกมาท้ัง 181 สายพันธุ ไซเพาะเสื้ยงไนอาหารเหลวระดับ 

ฃวดเยย่า เพี่อเซรียบเทียบซระสิทธิภาพการผลิต GA3 ช้ันซฐมภูมิด้วย TLC แล้วคัดเสือกสายพันธ ุ

ที่มี'ระดับความเย้มยองจุด GA3 บนแผ่น TLC มากกว่าสายพันธุตั้งด้น จากการทดลองน้ิกๆหนดไห้

สายพันธุตั้งต้นมีความเข้มยองจุด GA3 อยู่ไนระคับ 3 ไต้ผสตามตาารางที่ 8

ตารางที่ 8 แสดงกสุ่มยองสายพันธุท่ีได้จากการกลายพันธุสายพันธุ UV4-28 พร้อมท้ังซริมาแเ GA3 

ท่ีสายพันธุต่างๆผลิตได้

กสุ่มท่ี 1 สายพันธุท่ีมีเส้นไยยาวพู เจริ[รเร็วมาก เหมีอนหรือไกส้เคียงกับสายพันธุตั้งต้น

รหัส สิไนอาหาร ดวามเข้ม ซริมาญ รหัส สิไนอาหาร ความเข้ม บริมาแ!

สายพันธุ เหลว จุดGA3บน GA3* สายพันธุ เหลว จุดGA3บน GA3*

แผ่น TLC (ม ก ./ส .) แผ่น TLC (ม ก ./ล .)

UV4-28 ยมพูอ่อน 3 571 05-12 ชมพูอ่อน 4 546

05-24 ชมพูอ่อน 4 498

04-3 ชมพูอ่อน 4 580 05-25 ชมพูอ่อน 4 512 1

04-4 ชมพูอ่อน 4 619 06-3 ชมพูอ่อน 4 567

04-8 ชมพูอ่อน 4 610 06-8 ชมพูอ่อน 4 678

04-10 ชมพูอ่อน 4 635 06-11 ชมพูอ่อน 4 512

04-23 ชมพูอ่อน 4 648 06-14 ชมพูอ่อน 4 584

04-25 ชมพูอ่อน 4 642 07-1 ชมพูอ่อน 4 589

05-3 ชมพูอ่อน 4 707 07-15 ชมพูอ่อน 4 549

05-6 ชมพูอ่อน 4 618 07-25 ชมพูอ่อน 4 577

05-9 ชมพูอ่อน 4 548 08-19 ชมพูอ่อน 4 728
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ตารางที่ 8 (ต่อ)

รหัส

สายพันธุ

สี‘ไนอาหาร 

เหลา

ความเข้ม 

จุดGA3บน 

แผ่น TLC

บริมาผ

ga3*

(ม ก . /ล .)

รหัส

สายพันธุ

สี,ไนอาหาร 

เหสว

ความเข้ม 

จุดGA3บน 

แผ่น TLC

ขริมาพ

ga3*

(ม ก ./ล .)

08-21 «มพูอ่อน 4 747 05-20 ชมพูอ่อน 3 -

08-6 «มพูอ่อน 4 492 05-22 ชมพูอ่อน 3 -

08-28 «มพูอ่อน 4 678 06-1 ชมพูอ่อน 3 -

09-3 «มพูอ่อน 4 611 06-2 ชมพูอ่อน 3 -
09-4 ชมพูอ่อน 4 512 06-5 ชมพูอ่อน 3 -
09-10 ชมพูอ่อน 4 698 06-6 ชมพูอ่อน 3 -

09-23 ชมพูอ่อน 4 508 06-7 ชมพูอ่อน 3 -
09-24 ชมพูอ่อน 4 567 06-9 ชมพูอ่อน 3 -

09-11 ชมพูอ่อน 4 712 06-10 ชมพูอ่อน 3 -

04-1 ชมพูอ่อน 3 - 06-22 ชมพูอ่อน 3 -

04-9 เหลือง 3 - 07-2 ชมพูอ่อน 3 -

04-11 ชมพูอ่อน 3 - 07-3 ชมพูอ่อน 3 -

04-17 ชมพูอ่อน 3 - 07-5 ชมพูอ่อน 3 -

04-19 ชมพูอ่อน 3 - 07-6 ชมพูอ่อน 3 -

04-24 ชมพูอ่อน 3 - 07-13 ชมพูอ่อน 3 -

05-1 ชมพูอ่อน 3 - 07-14 ชมพูอ่อน 3 -

06-13 ชมพูอ่อน 3 - 07-16 ชมพูอ่อน 3 -

06-16 ชมพูอ่อน 3 - 07-17 ชมพูอ่อน 3 -

05-14 ชมพูอ่อน 3 - 07-18 ชมพูอ่อน 3 -

05-16 ชมพูอ่อน 3 - 07-20 ชมพูอ่อน 3 -

05-19 ชมพูอ่อน 3 - 08-2 ชมพูอ่อน 3 -
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ตารางที่ 8 (ต่อ)

รหัส

สายพันธุ

สี,ไนอาหาร 

เหสว

ความเช้ม 

จุดGA3บน 

แผ่น TLC

ฃริมาท) 

GA3* 
(มก./ส.)

รหัส

สายพันธุ

สิ,ไนอาหาร 

เหลว

ความเย้ม 

จุดGA3บน 

แผ่น TLC

บริมาก) 

GA3* 
(มก./ส.)

08-5 «มพูอ่อน 3 - 09-28 ชมพูอ่อน 3 -

08-7 ชมพูอ่อน 3 - 04-7 ชมพูอ่อน 2 -

08-8 ชมพูอ่อน 3 - 04-13 ชมพูอ่อน 2 -

08-11 ชมพูอ่อน 3 - 04-14 ชมพูอ่อน 2 -

08-12 ชมพูอ่อน 3 - 04-16 ชมพูอ่อน 2 -

08-14 ชมพูอ่อน 3 - 04-20 ชมพูอ่อน 2 -

08-15 ชมพูอ่อน 3 - 05-2 ชมพูอ่อน 2 -

08-22 ชมพูอ่อน 3 - 05-7 ชมพูอ่อน 2 -

08-23 ชมพูอ่อน 3 - 05-8 ชมพูอ่อน 2 -

08-25 ชมพูอ่อน 3 - 06-12 ชมพูอ่อน 2 -

09-1 ชมพูอ่อน 3 - 05-15 ชมพูอ่อน 2 -

09-2 ชมพูอ่อน 3 - 06-19 ชมพูอ่อน 2 -

09-5 ชมพูอ่อน 3 - 05-17 ชมพูอ่อน 2 -

09-6 ชมพูอ่อน 3 - 07-7 ชมพูอ่อน 2 -

09-9 ชมพูอ่อน 3 - 07-11 ชมพูอ่อน 2 -

09-17 ชมพูอ่อน 3 - 07-21 ชมพูอ่อน 2 -

09-18 ชมพูอ่อน 3 - 09-8 ชมพูอ่อน 2 -

09-19 ชมพูอ่อน 3 - 06-17 ชมพูอ่อน 1 -

09-20 ชมพูอ่อน 3 - 05-5 ชมพูอ่อน 1 -

09-26 ชมพูอ่อน 3 - 05-10 แดง 1 -

09-27 ชมพูอ่อน 3 - 06-4 แดง 3 -
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ตารางที่ 8 {ต่อ)

รหัส สีทนอาหาร ความเข้ม ปริมาณ รหัส สีทนอาหาร ความเข้ม ปริมาณ

สายพันธุ เหสว จุดGA3บน ga3* สายพันธุ เหสว จุดGA3บน ga3*

แผ่น TLC (มก./ส.) แผ่น TLC (มก./ส.)

05-18 ขาว 1 - 08-3 ส้ม 4 536

06-20 ขาว 4 579 08-4 ส้ม 3 -

08-13 ขาว 4 598 08-17 ส้ม 3 -

09-16 ขาว 3 - 04-9 เหลือง 3 -

09-21 ขาว 4 505 09-14 เหลือง 4 657

07-24 ส้ม 3 - 09-13 เหลือง 3 -
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กลุ่มท่ี 2 สายพันธุที่มี:สัน'ใยสิม่วงอ่อนfiงม่วงแดงเข้ม หริอผิวหน้าใด“โลนีหย้ก เจริญเร็วปานกลาง

ตารางที่ 8 (ต่อ)

รหัส สี,ไนอาหาร ความเย้ม ปริมาณ รหัส สี‘ไนอาหาร ความเข้ม ปริมาณ

สายพันธุ เหลว จุดGA3บน GA3* สายพันธุ เหลว จุดGA3บน GA3*

แผ่น TLC (มก./ล.) แผ่น TLC (มก./ล.)

05-27 ชมหูอ่อน 4 678 08-27 แดง เย้ม 3 -

09-32 ชมหูอ่อน 4 534 06-26 แดง เย้ม 3 -

09-35 ชมหูอ่อน 4 505 06-27 แดง เข้ม 3 -

06-15 ชมหูอ่อน 4 607 08-33 แดง เข้ม 1 -

04-27 ชมหูอ่อน 3 - 09-12 แดง เข้ม 1 -

08-32 ชมหูอ่อน 3 - 05-26 แดง คล้ฯ 1 -

08-34 ชมหูอ่อน 3 - 08-35 แดง เข้ม 1 -

09-30 ชมหูอ่อน 3 - 06-23 แดง เ ข้ม 0 -

09-3 ชมหูอ่อน 3 - 08-7 เหลือง 3 -

09-37 ชมหูอ่อน 3 - 06-24 เหลือง 3 -

09-38 ชมหูอ่อน 3 - 08-24 เหลือง 3 -

08-30 ชมหูอ่อน 2 - 04-28 เหลือง 1 -

06-28 แดง 4 567 09-34 สัม 3 -

05-11 แดง 4 765 09-33 สัม 2 -

09-31 แดง 3 - 08-18 สัม 1 -

06-25 แดง 3 - 08-1 แสด 2 -

04-26 แดง 2 - 08-9 ม่วง 3 -

06-27 แดง 2 - 06-12 น้าเงิน 1 _

04-2 แดง 1 - 08-36 ชาว 4 571

07-27 แดง 1 -
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กลุ่มท่ี 3 สายพันธุที่มีเสัน‘ไยสัน การเจรีญข้า หรีอผิวหน้าฯคฯลนีเรียบแบนเหมือนผ้าสักหลาด

ตารางที่ 8 (ต่อ)

รหัส สีานอาหาร ความเข้ม บรีมาทเ รหัส สี‘ไนอาหาร ความเข้ม ชรีมาท!

สายพันธุ เหสา จุดGA3บน ga3* สายพันธุ เหลว จุดGA3บน ga3*
แผ่น TLC (มก./ล.) แผ่น TLC (มก./ล.)

08-41 ชมพูอ่อน 3 - 06-30 แดง 1 -

04-32 ชมพูอ่อน 3 - 08-20 แดง เข้ม 1 -

08-39 ชมพูอ่อน 2 - 04-30 แดงเข้ม 1 -

08-16 ชมพูอ่อน 1 - 07-29 แดง เข้ม 1 -

04-21 ชมพูอ่อน 1 - 07-28 ชาว 4 498

06-29 ชมพูอ่อน 1 - 07-31 ขาว 2 -

07-30 ชมพูอ่อน 1 - 05-13 ชาว 2 -

04-22 ม่วงอ่อน 2 - 09-38 ขาว 2 -

05-21 ม่วง 0 - 08-26 ขาว 1 -

07-9 แดง 4 627 09-12 เหลือง 3 -

08-40 แดง 2 - 08-37 สัมอ่อน 2 -

04-31 แดง 2 - 06-25 น้ฯตาล 0 -

06-28 แลง 1 - 07-8 ครีม 1 -

* ค่านิ้วเคราะห์ด้วยเครื่อง HPLC

- ไม่วิเคราะห์ด้วย HPLC เนื่องจากความเข้มของจุด GA 3 บนแผ่น TLC ต่ฯกว่าสายพันธุตั้งด้น
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จากการคัดเลือกด้วย TLC ท้ัง 181 สายพันธุ พบสายพันธุท่ีมีความเข้มชองจุดสาร GA3 

านระดับ 4 จฯนวน 43 สายพันธุ (ตารางท่ี 8) นๆ มาคัดเลือกช้ันทุติยภูมิ ไดยาข้น้ๆ หมักผา

ตรวจหาบริมาfน GA 3 ด้วย HPLC พบสายพันธุท่ีผลิต GA3 เพ่ิมข้ึนจากสายพันธุต้ังต้นจๆ นวน 25

สายพันธุ จากน้ันคัดเลือกสายพันธุท่ีมีป'ระลิทธิภาพการผลืต GA3 สูงข้ึน ลๆ ดับท่ี 1-5 จๆ นาน 5

สายพันธุ คือ สายพันธุ 05-3 05-11 08-19 08-21 และ 09-11 นๆ สายพันธุเหส่าน้ีมาเพาะ

เส๊ึยงเปรียบเทียบประลิทธิภาพการผลิต GA3 กับสายพันธุต้ังต้นภายไต้สภาวะการ เพาะเล้ียงเดียวกัน 

เพ่ือคัดเลือกสายพันธุท่ีมีบระลิทธิภาพการผลิต GA3 สูงสุด ด้วย HPLC ได้ผสดามตารางท่ี 9

ตารางท่ี 9 ลักmะฃองสายพันธุและประลิทธิภาพการผลิต GA3 ยองสายพันธุท่ีผ่านการคัดเลือก 

ข้ึนทุติยภูมิ เทียบกับสายพันธุ UV4-28

รหัส ประลิทธิภาพการผลิต GA3

สายพันธุ ลักษณะเลันาย สืน้ๆ หมัก (มิลลิกรัมต่อลิดร)

7 10 13 (วัน)

UV4-28 พ ู ชมพูอ่อน 418 458 580

05-3 ฃ ชมพูอ่อน 414 495 702

05-11 พ ู แดง 446 556 772

08-19 พ ชมพอ่อน 438 538 748* K

08-21 พูเล็กน้อย ชมพูอ่อน 469 563 648

09-11 พู ชมพูอ่อน 422 514 695
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การเพาะเลี้ยงเลี้อเพ ี่อเซรียบเทียบซระสิทธิภาพการผลิต ga3 ยองทั้ง 5 สายพันธุ 

พบว่าสายพันธุ 05-11 สามารกผลิต GA3 สูงสุด 772 มิลลิกรัมต่อลิตร แด่ผลิตสืแดงยอง

ไบคาเวอรินทนน้ฯหมัก ที่งจะ เป็นยัญหาไนนั้นตอนการสกัดแยก GA3 จึงไม ่เหมาะที่จะไช ้เล ี้ยงไน

ระดับอุตสาหกรรม ส่วนสายพันธุ 08-19 สามารถผลิต GA3 ได้ 748 มิลลิกรัมต่อลิตร ที่งไกส้เคียง 

กับสายพันธุ 05-11 แสะยังคงคุผสมบัติยองสายพันธุ UV4-28 โดยผลิตสิแดงไนน้ฯหมักน้อย สายพันธุ

08-21 ผลิต GA3 ได้'ใกล้เคียงกับสายพันธ์อื่น'ไน'วันที่ 7 และ 10 ยองการเพาะแยง แต่ผลิตได้

น้อยกว่าสายพันธุอื่นไนวันที่ 13 ยองการเพ าะแยง การเจริญยองเล้นไยไนอาหารแซ็งค่อนช้างช้า 

เมื่อเก็บรักษาเนั้อไว้ที่อุณหภูมิ 4°ซ แล้วนฯมา เพาะเลี้ยงๆหม่จะเจริญได้ช้ากว่าสายพันธุอื่นไม่ เหมาะ 

ที่จะนฯมา เพาะเลี้ยงต่อไซ สายพันธุ 05-3 และ 09-11 ผลิต GA3 ต่ฯกว่าสายพันธุอื่น ดังน้ันจึง 

ได้ดัดเลิอกสายพันธุ 08-19 ท ี่ง เรนสายพันธุท่ีผลิต GA3 เพิ่มน้ันจากสายพันธ์ UV4-28 28.9

เบอร์เชนต์ และยังคงมีลักษเ)เะภายนอกเหมือนสายพันธุ UV4-28 ม า เรนสายพันธุตั้งด้นส'ว่หรัซช้กนๆ 

ไห้เกิดการกลายพันธุช้ฯด้าย NTG

3 .2 .4  ความล้มพันธ์ระ หว่าง ลักษณะภายนอกยอง สายพันธุกลายพันธุกับซระ สิทธิภาพการ

ผลิต GA3

จากการที่ได้แบ่ง กลุ่มสายพันธุกลายพันธ์ ตามลักษณะ ภายนอกท่ี เ ซล่ียนแซลง อย่าง ช้ด เ จน 

เป็น 3 กลุ่ม เช่นเดียวกับการทดลองที่ 3.1 .1  เม่ือได้ตรวจสอบซริมาณ GA3 ท่ีผลิตได้ด้วย TLC 

และ HPLC แล้วได้ผลตามที่แสดงไว้ไนตารางที่ 10 จะเห็นว่ากลุ่มที่ 1 เป็นกลุ่มท่ีมีโอกาสพบ 

สายพันธุท่ีผลิต GA3 เพ่ิมน้ันมากท่ีสุด คือ 18 เบอร์เซนต์ กลุ่มท่ี 2 มีโอกาสพบสายพันธุท่ีผลิต

GA3 สูงน้ัน 7.6 เซอร์เซนค ส่วนกลุ่มท่ี 3 จะมีโอกาสพบสายพันธ์ท่ีผลิต GA3เพิ่มนั้นไนเบอร์เซนต์ 

ท่ีต่ฯท่ีสุด คือมีโอกาสพบสายพันธ์เหล่าลี้เพียง 3.8 เบอร์เซนต์เท่านั้น ผลการทคลองลี้สามารก

ยืนยันผลการทดลองท่ี 3 .1 .3  ที่งได้ผลเช่นเดียวกัน คือ สายพันธ์ท่ีมีลักษณะ เหมือนหรือไกล้เคียง

กับสายพันธ์ต้ังตัน มีโอกาสพบสายพันธุท่ีผลิต GA3 สูงกว่าสายพันธุตั้งต้นไนเบอร์เซนต์ที่สูงที่สุด

ส่วนสายพันธ์ท่ีมีลักษณะภายนอกเซล่ียนแซลงไซ คือ สายพันธุที่มีเล้นไยสิม่วงอ่อนกิงม่วงเช้ม ผิวหน้า 

โคาลนีหยัก การเจริญซานกลาง หรือ พวกท่ีมีเล้น'ใยลัน ผิวหน้าโคโลนีเรียบแบนเหมือนผ้าลักหลาด 

เจริญช้า มีโอกาสพบสายพันธุท่ีผลิต GA3 สูงน้ันจ'ฯน'วนน้อย
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ตารางที่ 10 แสดงกลุ่มชองสายทันธุที่มีการเบลี่ยนแปลงสักพผะภายนอก* แสะความสามารกไนการ 

ผลิต GA3 วิเคราะห์'ใดย HPLC

กลุ่มท่ี ลักษผะภายนอก จฯนวนสายพันธุ 

ท้ังหมด

จฯนวนสายพันธุที่ 

ผลิต GA3 สูงกว่า 

สายพันธุตั้งต้น

เบอร์เซนต์ฃอง 

สายพันธุท่ีผลิต 

GA3 เพิ่มf น

1 เสันายยาวฬู เจริญเร็ว 

1 หมือนหรือคล้ายสายพันธุ 

ตั้งต้น

116 21 18.2

2 1สันายสืม่วงอ่อนกึง 

ม่วงแดง เข้ม ผิวหนา 

■โค'โลนีหยัก เจริญเร็ว 

บานกสาง

39 3 7.3

3 เสันายลัน การเจริญข้า 

ผิวหน้าาคาลนีเริยบแบน 

เหมือนผ้าลักหลาด

26 1 3.4

* การเปลี่ยนแบลงลัก«ผะภายนอกสังเกตจากการเจริญบนอาหารแข็ง PDA เสริมแร่ธาตุ ฆ่ม i f  อาน 

ท่ีมืด อุณหภูมิ 25°ซ เรนเวสา 5 วัน
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จากผลการทดรองที่'าด้นื้ สามารถนฯไบา#เป็นเฌพ์านการคัดเสือกสายพันธุเบองด้นได้ 

าดยหสังจากการกลายพันธุแด้วนๆสายพันธุกสายพันธุไขเสียงบนอาหารแช็ง PDA เสริมแร่ธาตุ บ่มท่ี 

อุ{พภูมิ 25๐ซ เป ็นทสา 5 วัน จะ เริ่มเห็นการเปลี่ยนนบลงลักพณะภายนอกสัดเจน สายพันธุท่ี

เบลี่ยนแบลงไซจากสายพันธุตั้งต้นานลักษญะที่กล่าวมาแล้วไม่ควรนฯไบคัดเสือกสายพันธุ ควรนๆ

สายพันธุที่มืลักษญะกายนอกเหมือนหรือไกล้เคียงกับสายพันธุตั้งด้น คือ เล้นายยาวพู การเจ'ริญเร็ว 

(รูฃท่ี 6ก-ค ) มาทฯการคัดเสือกสายพันธุฃั้แบฐมภูมิแสะทุติยภูมิเท่านั้น นั้งนี้จะสามารถลดจฯนวน 

สายพันธุที่คัดเสือกลงได้และเพิ่มาอกาสานการพบสายพันธุที่ผลิต GA3 สูงฃ้ึน
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3.3 การกลายพันธุสายพันธุ 08-19 ข้าด้วย NTG

3.3.1 การสักนฯ,ไห้เกิดการกลายพันธุ

จากผลการทดลองท่ี 3.2.3 ได้คัดเลือกสายพันธุ 08-19 ท่ีงมีII'ระสิทธิภาพการผลิต

จิบเฆอIรลลิน 748 มืลลิกรัมต่อลิตร มาเรนสายพันธุตั้งตันเที่อทาการกลายพันธุข้าด้วย NTG เน๋ึอง 

จากการทดลองที่ 3.2.2 เม่ือาสัความเข้มข้น?เอง NTG ‘ไนสัวง 0 .1 -0 .9  มิลลิใมลาร์ จะทบ

เ ปอร์เ ซนต์รอคอยู่ไน?รางท่ีต้อง การ และ สามารกคัด เ ลือกลายพันธุท่ีมีบระสิทธิภาทการผลิต GA3

สูงสันได้ ดังน้ันจึงไข้?รางความเข้มข้นดังกล่าวสาหรับกลายพันธุสายพันธุ 08-19 ด้วย NTG เท่ือ

ดัดเลือกสายพันธุท่ี‘ไห้ผลผลิต GA3 สูงสัน ตามจิธิไนข้อ 6.2.2 คานวนเบอร์เซนต์รอด าด้ผลดัง

แสดง‘ไนตารางท่ี 11 และ รูบท่ี 10 ลือ เม่ือไข้?รวงความเข้มข้น?เอง NTG เ?รนเคียวกับการทคลอง 

ท่ี 3.2.2 ทบว่าอัตราการอยู่รอด?)องสปอร์สายพันธุ 08-19 1ท่ิมสันจากสายพันธุ UV4-28

(ตารางที่ 7 และรูปท่ี 9) ที่งเน้นสายพันธุดั้งด้นเล็กน้อย แสดงว่าสายพันธุ 08-19 ทนต่อการ

กลายพันธุด้วย NTG มากกว่าสายพันธุ UV4-28 เมื่อ‘ไข้สภาวะการทดลอง เดียวกัน

จุดประสงค์การทดลองนิ้ ต้องการสายพันธุท่ีผลิต GA3 เท่ิมสัน และ‘ไนผลการทดลองท่ี

3.1.3 และ 3.2.4 ทบว่าสายพันธุที่มีลัก«ผะกายนอกเหมือนหรีอไกล่เคียงกับสายพันธุตั้งต้นมีใอกาส 

พบสายพันธุท่ีผลิต GA3l ท่ิมสันมากท่ีสุด ดังนั้นจึงเก็บสายพันธุที่มีเปอร์เซนต้รอดอยู่ไน?รวง 2,5-16.2 

เบอร์Iซนด์ ใดยคัด; ลือกIฉทาะาคาลนีที่แยกจากกันได้ดี และมีลัก«ผะภายนอก Iหมือนหรีอไกล่เคียง 

กับสายพันธุต้ังต้นแบบล่ม จานานท้ังหมด 420 สายพันธุ
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ตารางที่ 11 จาน'วนสปอร์ที่เจริญและ Iฆอร์เซนต์รอดซองสบอร’สายพันธุ 08-19 ภายหสังการ

เติม NTG ที่ความเข้มยันต่างๆ

ความเข้มข้นฃอง NTG

(มิลลิๆมลาร์)

จานวนใคใลนี 

ทั้งหมดที่เจ1ญ

เนอร์เซนต์การรอด 

ฃองลนอร์

0 4.0X105 100

0.1 2.8X105 70.0

0.2 2.3X105 57.5

0.3 1.6X105 40.0

0.4 9.7X104 24.2

0.5 6.5X104 16.2

0.6 5.2X104 13.0

0.7 4.3X104 10.7

0.8 2.1X104 5.2

0.9 1.0X104 2.5
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รูบท่ี 10 แสดงความสัมพันธ์ระหว่าง เนอร์เซนส์รอดซองสบอรสายพันธุ 08-19 กัน 

ความเข้มซ้นซอง NTG

ค ว า ม เข ้ม ข ้น ? เอ ง  NTG

( ม ิล ล ิโ ม ล า ร ์)
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3.3 .2  การดัดเลือกสายพันธุที่มีบระสิทธิภาพการผลิต GA3 สู'เขน

นาสายพันธุท่ีดัดเลือกมาทั้ง 420 สายพันธ์ ไปเพาะเลี้ยงเพี่อเบรียบเทียบ

บระสิทธิภาพการผลิต GA3 ข้ันบฐมภูมิด้าย TLC แล้วดัดเลือกสายพันธุที๋มีระดับความเย้ม»องจุด GA3 

บนแผ่น TLC มากกว่าสายพันธุท้ังด้น จากการทดลองรักๆหนดาหัสายพันธุทั้งตันมีความเข้ม»องจุด

GA3 อย่านระคับ 4 ได้ผลตามตารางที่ 12

ตารางที่ 12 จฯนวนสายพันธุกลายพันธ์ท่ีมีบระสิทธิภาพการผลิต GA3 ท่ีตรวจสอบาดยวิธี TLC

มีดวามเย้มจุด GA3 ไนระดับต่างๆกัน

จานวนสายพันธุ 

ท้ังหมด

จานวนสายพันธุท่ีมี 

ความเย้มจุด ga3 

อย่านระดับ 1-3

จานวนสายพันธุท่ีมี 

ความเย้มจุด ga3 

อย่านระดับ 4

จานานสายพันธุท่ีมี 

ความเข้มจุด ga3 

อย่านระดับ 5

420 45 259 116

จาการตรวจสอบฃ้ันบฐมภูมิท้ัง 420 สายพันธ์ (ตารางที่ 12) พบความเข้มจุด GA3 บน 

แผ่น TLC อย่านระดับ 1-5 จะ เห็นว่าเมึ๋อย้กนาาห ัเคืดการกลายพันธุด้วย NTG แล้วดัดเลือกสาย

พันธุท่ีมีล้กษภร;ภายนอก เหมีอนหรึอากล้เ คียงกับสายพันธุท้ังด้น พบว่า สายพันธ์ลิวนาหญ่มีความ เ ย้มฃอง 

จุด GA3 ไกล้เคียงกับสายพันธ์1ต้ังด้น คือ 259 สายพันธุ ส่วนสายพันธ์ที่าห้ความเย้มานระดับต่า

กว่าสายพันธุท้ังด้นมีจฯนวน 45 สายพันธุ สายพันธุท่ีมีความเย้มจุด GA3 สูงกว่าสายพันธุท้ังด้นมี

จานวน 116 สายพันธุ เพี่อด้องการตรวจสอบบริมาผ GA3 ท่ีแน่ย้ด จึงได้นๆน้าหมัก»องสายพันธุ

ที่ดัดเลือกแล้วว่าผลิต GA3 สูงกว่าสายพันธ์ท้ังด้นข้ันบฐมภูมิจานวน 116 สายพันธุรัมาหาบริมาผ GA3 

ด้วย HPLC พบสายพันธุท่ีผลิต GA3 สูงกว่าสายพันธุทั้งด้น 74 สายพันธุ และพบสายพันธ์ท่ีผลิต GA3 

ด่ากว่าสายพันธุท้ังตัน 42 สายพันธุ (ดารางท ี่!ร)
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ดารางที่ 13 แสดงจานานสายพันธุท่ีคัดเลือกได้านข้ันทุติยภูมิท่ีผสิต GA3 ได้านระดับต่างๆ 

ที่งวิเคราะห์ด้วย HPLC

จานวนสายพันธุท่ีผ่านการ จานานสายพันธุท่ีผลืต ga3 จานวนสายพันธุท่ีผลิต ga3

คัดเลือกข้ันปฐมภูมิ ด่ากว่าสายพันธุตั้งด้น* สูงกว่าสายพันธุตั้งด้น*

(ความเย้นจุด ga3 {ส่าง 618 กึง 704 (ส่าง 714 กึง 876

อยู่านระดับ 5) มิลสิกรัมต่อลิตร ) มิลลิกรัมต่อลิตร )

116 42 74

* สายพันธุ 08-19 ท่ีงเรนสายพันธุตั้งด้นผลิต GA3 714 มิสสิกรัมต่อลิตร

ทนการคัดเลือกข้ันปฐมภูมิแสะทุติยภูมิพบสายพันธุท่ีผลิต GA3 เพ่ิมข้ัน จานวน 74 สายพันธุ 

คัดเลือกสายพันธุท่ีผลิต GA3 สูงสุดลฯดัฆท่ี 1-7 รวม 7 สายพันธุ มาเพาะเสยงานสภาวะเดียวกัน 

เปรียบเทียบกัปสายพันธุ 08-19 ทีงเรนสายพันธุตั้งต้น เพ่ีอคัดเลือกสายพันธุท่ีมีประสิทธิภาพการผลิต 

GA3 สูงสุด ได้ผลแสดงานตารางที่ 14
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ตารางที่ 14 ลัก«ถ!ะยองสายพันธุและประสิทธิภาพการผลิต GA3 ของสายพันธุท่ีผ่านการคัดเลือกช้ัน 

ทุติยภูมิ Iทียซกับสายพันธุ 08-19

รหัส ประ ลิทธิภาพการผลิต GA 3

สายพันธุ ลักษทเะ เ สัน,ใย ลิของน้ๆหมัก (มิลลิกรัมต่อลิตร )

7 10 13 (วน)

08-19 ท ู ชมพูอ่อน 480 604 737

N5-69 พ ซมพอ่อน 524 672 865‘น ฃ

N6-3 ท ู ชมพูอ่อน 560 688 872

N7-33 ท ู ชมพูอ่อน 557 622 819

N7-54 ท ู ชมพูอ่อน 622 721 878

N7-58 ท ู ขาว 491 639 786

N7-86 ท ู ชมพูอ่อน 536 673 854

N9-34 พ ชมพอ่อน 655 754 891*

จากผลการทดลอง*ในตารางท่ี 14 ลักษ{นะ t ลัน'ไยนละลินัฯหมักยองสายพันธุกลายพันธุ'ใหม่ 

เหมือนสายพันธุ 08-19 ท่ีงเ1เนสายพันธุต้ังต้น ยกท้นสายพันธุ N7-58 น้ฯหมักจะมืสืขาวมาก แต่ 

ผลิต GA3 ต่ฯกว่าสายพันธุท่ีน สำนสายพันธุ N6-3 N7-54 และ N9-34 mlระลิทธิภาพการ

ผลิต GA3 'ใกล้เคียงกัน คีอผลิดได้ 872 878 และ 891 มิลลิกรัมต่อลิตร หรือเที่มขึ้นจาก

สายพันธุ 08-19 18.3 19.1 และ 20.8 เบอร์เซนต์ ตามลฯสับ
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3.3 .3  เปรียบเทียบประสิทธิภาพการผลิต GA3 ระหว่างสายทันธุ่ตงต้นกับสายพันธุท่ี

คัดเสือกได้จากการกลายพันธุด้วยแสงอุลตร้าาวาอเลตและ NTG สอง#,า

หลังจากข้กนฯาห้ G ibbe re lla  fu . iik u ro i เกิดการกลายพันธุแล้ว เพี่อเปรียบเทียบ 

ประสิทธิภาพการผลิต GA3 ของสายพัโเธุด้งด้น ด้อ สายพันธุ C กับสายพันธุที่ไดัคัดเสือกจาก 

การกลายพันธุด้วยแสงอุลตร้าไว‘โอเลต และ NTG 'ในสภาวะการเพาะเลิ้ยงเดียวกัน จึงได้นๆสาย 

พันธุท่ีผลิต GA3 สูงสุดของแต่ละข้ันตอนการกลายพันธุ มาเลิ้ยงานอาหารเหลว ดามวิธิานข้อ 4.3 

วิเคราะหปริมาญจิบเบอเรลลนด้วย HPLC ได้ผลดังแสดงานตารางที่ 15

ตารางที่ 15 เปรียบเทียบประสิทธิภาพการผลิต GA3 ท่ีเพ่ิมข้ันไนแต่ละข้ันตอนของการกลายพันธุ

รหัส ประสิทธิภาพการผลิต GA3

สายพันธุ (มิลสิกรัมต่อลิตร)

7 10 13 (รัน)

C 398 486 546

UV4-28 412 517 574

08-19 460 575 722

N6-3 516 648 850

N7-54 525 621 852

N9-34 548 675 884
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จากตารางที่ 15 เร่อนๆสายพันธุ่ทหม่ท่ีมีประสิทธิภาพการผลิต GA3 สูงสุด ‘ไนแด่ละช้ัน 

ของการกลายพันธุมาเพาะเลี้ยง‘ไนสภาวะเดียวกัน พบว่า

สายพันธุ C ที่งเรนสายพันธุตั้งต้นมีประสิทธิภาพการผลิตGA3 สูงสุด 546 มิลลิกรัมต่อลิตร 

สายพันธุ UV4-28 กลายพันธุด้วยแสงอุลตร้าไวๆอเลต ผลิต GA3 สูงสุด 574 มิลลิกรัม 

ต่อลิตร เพ่ิมจากสายพันธุ C 5.1 เบอร์เซนต์

สายพันธุ 08-19 กลายพันธุด้วย NTG ผลิต GA3 สูงสุด 722 มิลลิกรัมต่อลิตร เพ่ิม 

จากสายพันธุ C 32.2 เบอร์เซฟ)

สายพันธุ N6-3 กลายพันธุด้วย NTG ผลิต GA3 สูงสุด 850 มิลลิกรัมต่อลิตร เพ่ิม

จากสายพันธุ C 55.6 เบอร์เซฟ)

สายพันธุ N7-54 กลายพันธุด้วย NTG ผลิต GA3 สูงสุด 852 มิลลิกรัมต่อลิตร เพ่ิม

จากากสายพันธุ C 56 เบอร์เซฟ)

สายพันธุ N9-34 กลายพันธุด้าย NTG ผลิต GA3 สูงสุด 884 มิลลิกรัมต่อลิตร เพ่ิม

จากสายพันธุ C 62 เบอร์เซนต์

จากข้อมูลการกสายพันธุ‘ไนการวิจัยน้ี สรุป I รนข้ันตอนการกลายพันธุและ คัด เ ลิอกสายพันธุ 

าด้ดังแสดงานรูบท่ี 11 จะ เห็นว่าการกลายพันธุด้วยแสงอุลตร้าาาาอเลตพบสายพันธุที่ผลิต GA3

เพ่ิมช้ืนสูงท่ีสุดเพียง 5.1 เบอร์เซนต์ ลิานการกลายพันธุด้าย NTG ครั้งแรก พบว่าสามารถผลิต

GA3 เพ่ิมช้ืนจากสายพันธุ UV4-28 27.1 และ การกลายพันธุด้วย NTG ครั้งที่สองสามารถผลิต 

GA3 เพ่ิมจากสายพันธุ 08-19 24.7 เบอร์เซนต์ แสดงว่า NTG มีแนวๆน้มท่ีจะสักนๆ‘ไห้เกิดการ 

กลายพันธุ‘ไนด้านการเพ่ิมประสิทธิภาพการผลิต GA 3 ได้ดีกว่าแสงอุลตร้าไวๆอเลตสังตรงกับรายงาน 

ของ Erokhina (32) ที่ทดลองเปรียบเทียบประสิทธิภาพของ NTG และแสงอุลตร้าไวาอเลต

•ไนการสักนๆ‘ไห้เกิดการกสายพันธุของ Fusarium m oniliform e พบว่า NTG สามารถสักนๆ‘ไห้ 

เกิดการกสายพันธุาด้ดีกว่ารังลิอุลตร้าไวๆอเลตเซนเดียวกัน
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รูบท่ี 11 ไดอะแกรมแสดงขั้นตอนการพักนๆาห้เกิดการกลายพันธุสายพันธุที่คัดเสือกไว้ และ 

แระสิทธิภาพาารผลิต GA3

สายพันธุ แระสิทธิภาพการผลิต GA3 Iแอร์เซนต์ที่เพิ่ม

(มิลลิกรัมต่อลิตร) จากสายพันธุ C

G ibbere lla  fu .iik u ro i c 546

UV4-28 574 5.1

NTG

08-19 722 32.2

NTG

V
N6-3 850 55.6

N7-54 852 56

N9-34 884 62

* สายพันธุต้ังตัน
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3.4 ชระสิทธิภาพการคัดเสือกสายพันธุท่ีผลิต GA3 สู'»ข้ึนช้ันบฐ«ภูมิด้วย TLC Iชรียบเทียบกับ 
การวิเคราะห์บริมาท» GA3 ด้วย HPLC

การวัดบริมาณ GA3 ทฯได้หลายวิธีแต่วิธีท่ีนิยมทธิ’กัน คือ HPLC ที่งเนินวิธีที่มีความแม่นยา 

มากท่ีสุด สาหรับการคัดเลีอกสายพันธุท่ีผลิต GA3 เท่ีมชนจากสายพันธุกลายพันธุท่ีได้จากการ

บรับบรุ'»สายพันธุน้ัน ไม่สามารถนาสายพันธุจานวนมากมาวิเคราะห์บริมาท» GA3 ด้วย HPLC ได้

เนื่องจากการเตรียมตัวอย่างสาหรับวิเคราะห์ต้อ')นๆน้าหมักมาผ่านการสกัดไห้ค่อนช้า'!ซริสุทธิพอที่จะ 

นาไบวิเคราะห์ได้ จึงต้องาช้เวสานาน และไช้สารเคมีเนินจานวนมาก ไม่เหมาะสาหรับการ

วิ 1คราะห์ที่ต้องการความรวดIริวและมีตัวอย่างจานวนมาก

TLC เนินวิธีตรวจหาบริมาถ» GA3 คร่าวๆวิธีหนึ๋ง ค่าที่ได้เนินเพียงค่าเบรียบเทียบที่ง

สามารถนามาไข้ไนการคัดเสือกนั้นบฐมภูมิได้ ไดยIบ1รียบเทียบความเข้มยองจุด GA3 บนแผ่น TLC 

ระหว่างสายพันธุต้ังต้นและสายพันธุกลายพันธุไหม่ที่ได้ วิธีการสกัด และการตรวจสอบบริมาถ» GA3

ทาได้ราด เร็วกว่า HPLC จึงสามารถคัดเสือกสายพันธุครั้งสะมากๆได้ ตังนั้นจึงเนินการเหมาะสม

ที่ไข้เนินวิธีคัดเสือกเบิ้องดัน หกังจากนั้นจึงทาการคัดเสือกเฉพาะสายพันธุที่มีความเข้มจุด GA3 สูง 

กว่าสายพันธุต้ังด้นมาวิเคราะห์บริมาถ»ด้วย HPLC อีกคร้ัง จากข้อมูลไนการกลายพันธุ G ibbere lla  

fu . iik u ro i ด้ายแสงอุลดร้าไวไอเลต 1 คร้ัง และ NTG 2 คร้ัง สามารกนาข้อมูลเหล่านื้มา

เบรียบเทียบบระสิทธิภาพการคัดเสือกสายพันธุนั้นบฐมภูมิด้วย TLC กับการคัดเสือกน้ันทุติยภูมิ คือ

วิเคราะห์ปริมาเไ» GA3 ด้วย HPLC ได้ผลดังแสดงไนตารางที่ 16

จากข้อมูลไนการกลายพันธุท้ัง 3 คร้ัง จะ เห็นได้ว่า การคัดเสือกสายพันธุช้ันบฐมภูมิด้วย 

TLC ใดยการเปรียบเทียบความเข้มชองจุด GA3 บนแผ่น TLC ไคยพิจารถกความเข้มด้วยตาเบล่า 

พบว่าสายพันธุที่มีความเข้มชองจุด GA3 สูงกว่าสายพันธุต้ังด้นน้ัน เมึ่อนามาตรวจสอบความสามารถ 

ไนการผลิต GA3 ด้วย HPLC จะมีจานวนสายพันธุท่ีผลิต GA3 สูงกว่าสายพันธุที่คัดเสือกด้วย TLC

44.4 58.1 และ 63.7 Iบอร้เซนต์ ตามลาคับ จากผลการทดลองนิ้บ่งสิว่า การตรวจสอบ 

บระสิทธิภาพการผลิต GA3 ด้วย TLC น่าจะ เนินวิธีที่ไข้ตรวจสอบIบองด้นได้
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ตารางที่ 16 เปรียบเทียบบระสิทธิภาพการคัดเสือกสายพันธุต้วย TLC และ HPLC

การย้กนฯให้เกิด 

การกลายพันธุ

จฯนวนสายพันธุท่ีผลิต GA3 เพ่ิมข๊ึนจากสายพันธุต้ังด้น รอกาสท่ีจะพบ 

สายพันธุท่ีผลิต 

GA3 สูงฃึ๊น*** 

(%)

ตรวจสอบคัวย TLC* วิเคราะห์ด้วย HPLC**

แสงอุลด'ร้า 

าวาอเลต

18 8 44.4

NTG คร้ังท่ี 1 43 25 58.1

NTG คร้ังท่ี 2 116 74 63.7

* คัดเสือกจากสายพันธุที่มีความเข้มของจุด GA3 สูงกว่าสายพันธุต้ังต้น

* *  วิเคราะห์ด้วย HPLC เป็น มิลลิกรัมต่อลิตร

* * *  วิเคราะห์ๆดย TLC เทียบกับ HPLC

3.5 ตรวจสอบชระสิทธิภาพการผสิค GA3 ธอ'» สายพันธุ N9-34 ไนกังหมักขนาด 5 สิตร

จากการทดสองท่ีผ่านมา G ibbere lla  fu j ik u r o i  สายพันธุกลายพันธุ N9-34 เป็น 

สายพันธุท่ีผลิด GA3 ไต้มากท่ีสุดต้อ 884 มิลลิกรัมต่อลิตรไนระคับขวดเขย่า ดังน้ัน'ในการทดลองน้ิจึง 

ได้เสือกสายพันธุ N9-34 มาทดสอบประสิทธิภาพการผลิต GA3 ไนกังหมักขนาด 5 ลิตร ตามวิธี

ทดลองข้อ 4.4 ที่งเป็นสภาวะการเพาะเลี้ยง G ibbere lla  fu .iik u ro i สายพันธุ C ของอรไท



69

สุขเจริญ (17) ใคยเพาะเลิยงเซ็นเวลา 13 วัน ริเดราะห์ผสทุก 24 ห้'วามง าด้ผลตามตารา'!

ท่ี 17 และรูบท่ี 12

จากตารา')ที่ 17 เมื่อเพาะเสืยงสายพันธุ N9-34 ทนกังหมักขนาด 5 ลิตร มีซูาครล 

100 กรัมต่อลิตร เซ็นแหล่งคาร์บอน แอมใมเนียม?(ลเพตกับกากทาเหลืองท่ีสกัดไขมันแสัว เซ็นแหล่ง 

ไน'โตรเจน อุ«หภูมิการเพาะ;ลยง 25°ซ อัตราการกวน 500 รอบต่อนาที อัตราการทห้อากาศ

1 ลิตรต่อลิตรของอาหารต่อนาที ใดยาห้ความเซ็นกรดต่างเซลี๋ยนแบลงาบตามสภาพการหมัก (ไม่ม ี

การควบดุม) จะ เห็นว่าทนห้วงวันท่ี 1-4 สายพันธุ N9-34 จะทห้สารอาหารไบทนการเพิ่มซริมาผ

เซลล์ สังเกตจากการลดลงของน้าตาลวซูาครส และการเพ่ิมข้ึนของน้าหนัก เซลล์แห้งเซ็นาบอย่าง

ราดเร ็ว,ทนขผะเข้ึอผลิต GA3 เพิ่มขึ้นอย่างสม่าเสมอ เมื่อบริมาผน้าตาลกสูใคสและพรักาตสเริ่ม

ลดลงจะมีการเพิ่มน้าหนักเซลล์แห้งอย่างห้าๆ เขึ้อสามารถผลิต GA3 สูงข๊ึนได้อีกจนกึงวันท่ี 13 ของ 

การ เพาะเลี้ยง สายพันธุ N9-34 ผลิต GA3 983 มิสลิกรัมต่อลิตร ทนขท»ท่ีมีน้าหนักเซลล์แห้ง

35.8 กรัมต่อลิตร หรือ ผลิต GA3 เพิ่มขึ้นจากการผลิตทนระดับขวดเขย่าบระมาผ 10 เบอร์เซนด ์

เมื่อเบรืยบเทียบการเลี้ยงสายพันธุ N9-34 กับการเพาะเลี้ยงสายพันธุ C ใดยอราท 

สุ»เจริญ ทนสภาวะการเลี้ยงเขึ้อเดียวกัน พบว่า รูบแบบการให้น้าตาล เหมือนกันสามารถไห้ได้ท้ัง 

น้าตาลกลูใคสแสะฬรักใดส จากรายงานของอรไท สายพันธุ C มีความสามารถทนการผลิต GA3

ได้สูงสุด 530 มิลลิกรัมต่อลิตร ทนห้'วามงท่ี 180 ใดยมีน้าหนักเซลล์แห้ง 24.3 กรัมต่อลิตร หลัง 

จากน้ัน ซริมาผ GA3 จะสดสง ทนขผะท๋ีไม่มีการเพิ่มน้าหนักเซลล์แห้ง ล่านสายพันธุ N9-34 ผลิต 

GA3 ทนห้วามงท่ี 180 ไดับระมาผ 581 มีลลิกรัมต่อลิตร ผลิตสูงกว่าสายพันธุ C เล็กน้อย แต่

หลังจากนั้นยังสามารถผลิต GA3 เพิ่มขึ้นได้อีกพร้อมๆกับการเพ่ิมน้าหนักเซลล์แห้ง จนกึงวันท่ี 13

ของการเพาะเลี้ยงขึ้งผลิต GA3 983 มิลลิกรัมต่อลิตร นอกจากน้ันสายพันธุ C ยังผลิตสารลิแดง

หรือไบคาวารินร่วมาบด้วยใดยบริมาผที่ผลิตขึ้นอยู่กับสภาวะการเลี้ยงเขึ้อ สาหรับสายพันธุ N9-34

ผลิตสารลิแตงน้อยมาก ดังน้ันสายพันธุทหม่ท่ีได้จึงมีประลิทธิภาพทนการผลิต GA3 ดีกว่าสายพันธุ

ต้ังด้น
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ตารางที่ 17 ผลการเพาะ เสียงสายพันธุ N9-34 ‘ไนftงหมักซนาด 5 ลิตร

เวลาการ 

เพาะ เล้ียง 

(วัน)

น้ฯห นัก 

เซลแห้ง 

(ก'รัมฟ้อลิตร)

พีเอ«ซอง 

น้ฯหมัก

ดูใครส 

(ก-?มฟ้อลิตร)

กลูใคล 

(ก?'มต่อลิตร )

ฬรักใดส 

(กรัมฟ้อลิตร)

ga3

(มิลลิกรัม 

ฟ้อลิตร )

0 4.1 ' 6.58 104.7 1.6 0 0

1 13.4 3.99 90.2 6.5 1.9 55

2 19.1 3.76 57.1 24.0 11.8 144

3 22.0 3.58 7.9 45.3 25.7 249

4 21.7 3.47 - 48.8 30.5 337

5 23.4 3.48 - 43.6 23.7 426

6 26.2 3.45 - 39.0 20.2 449

7 26.9 3.47 - 33.4 16.8 537

8 28.0 3.42 - 25.5 10.5 626

9 29.4 3.35 - 20.0 8.6 655

10 31.1 3.28 - 18.2 3.7 790

11 31.8 3.28 - 12.1 - 845

12 33.3 3.29 - 8.6 - 912

13 35.8 3.24 - - - 983
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รูบที 12 แสด')การ Iจริญแสะ การผลิต ga3 สายพันธุ N9-34 ไนทังหมักฃนาด 5 ลิตร

นํ้าตาล , GA3 x 10

(กร ัมต ่อล ิตร) (ม ิลล ิกร ัมต ่อล ิตร)

นำหนักเชลล์’แห้ง 

( กรัมต ่อล ิตร)

♦ * ~0” -à r -®■

นาหนักเชลล์แห ้ง ซูโครส กลูโคส ฟรักโตส g a3
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