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 บทคัดย่อ  

กรดอินโดลแอซีติก (Indole-3-acetic acid: IAA) เป็นสารควบคุมการเจริญเติบโตของพืชกลุ่มออกซิน 
(Auxin) สามารถสังเคราะห์ได้จากจุลินทรีย์ ซึ่งเก็บรวบรวมจากแหล่งต่างๆ ได้ทั้งสิ้น 42 ไอโซเลท นำมาวิเคราะห์
เปรียบเทียบเชิงคุณภาพโดยวิธี Bioassay plate technique และตรวจวิเคราะห์ปริมาณกรดอินโดลแอซีติกที่ผลิตได้
ด้วยวิธี spectrophotometer ที ่ความยาวคลื ่นแสง 530 นาโนเมตร ตามวิธี Salkowski colorimetric technique 
สามารถคัดเลือกไอโซเลทที่มีประสิทธิภาพในการผลิตกรดอินโดลแอซีติกได้ดี จำนวน 5 ไอโซเลท ได้แก่ ไอโซเลท IAA-
32, IAA-17, IAA-25, IAA-16 และ IAA-00 เมื่อจำแนกชนิดโดยใช้เทคนิคชีวโมเลกุล สามารถจำแนกได้เชื้อ Bacillus 
megaterium, Bacillus sp., Lysinibacillus macrolides Enterobacter sp. และ Bacillus sp. ตามลำดับ 
การศึกษาผลของกรดอินโดลแอซีติก ที่มีผลให้มะเขือเทศทนทานต่อสภาวะที่ไม่เหมาะสม (ทนเค็ม) ในสภาพปลอดเชื้อ 
โดยการเติม 15mM NaCl พบว่า การแช่เมล็ดด้วยกรดอินโดลแอซีติกท่ีความเข้มข้น 1 ug/ml มีผลให้ต้นมะเขือเทศมี
ความทนเค็มได้ดีที่สุด ส่วนการทดสอบประสิทธิภาพของกรดอินโดลแอซีติกในการกระตุ้นการเจริญเติบโตในต้นพริก 
พบว่า กรดอินโดลแอซีติกที่สกัดได้จากเชื้อแบคทีเรีย ที่ความเข้มข้น 50 ug/ml ส่งผลให้ต้นพริก มีค่าเฉลี่ยการติดดอก
สูงสุด 25.6 ดอก/ต้น และน้ำหนักผลผลิตสูงสุด 42.56 g/ต้น ซึ่งมีความแตกต่างทางสถิติที่ระดับความเชื่อมั่น 99 
เปอร์เซ็นต ์เมื่อเทียบกับชุดควบคุมซึ่งไม่ฉีดพ่นกรด     อินโดลแอซีติก  

คำสำคัญ: กรดอินโดลแอซีติก, จุลินทรยี์, สารควบคุมการเจริญเติบโตของพืช,  
    

ABSTRACT  
Indole-3-acetic acid (IAA) is a plant growth regulator belonging to the auxin group. It can be 

synthesized by microorganisms. A total of 42 isolates were collected from various sources. These 
isolates were qualitatively analyzed using the Bioassay plate technique, and the amount of IAA 
produced was measured using a spectrophotometer at a wavelength of 530 nm, following the 
Salkowski colorimetric technique. Five isolates with high efficiency in IAA production were selected, including 
isolates IAA-32, IAA-17,   IAA-25, IAA-16, and IAA-00. Molecular techniques identified these isolates as 
Bacillus megaterium, Bacillus sp., Lysinibacillus macroides, Enterobacter sp., and Bacillus sp., 
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respectively. The study of the effect of IAA on enhancing salt tolerance in tomatoes under sterile 
conditions, by adding 15 mM NaCl. It was found that soaking tomato seeds with IAA at a 
concentration of 1 µg/ml resulted in the highest salt tolerance. In testing the efficiency of IAA in 
promoting growth in chili plants, IAA extracted from bacteria at a concentration of 50 µg/ml resulted 
in the highest average number of flowers (25.6 flowers/plant) and maximum fruit yield weight (42.56 
g/plant). These results were statistically different at a 99% confidence level when compared to the 
control group, which was not sprayed with IAA.  

Keywords: Indole-3-acetic acid, microorganism, plant growth regulator 
 

บทนำ  
กรดอินโดลแอซีติก Indole-3-acetic acid (IAA) เป็นสารกลุ่มออกซิน (Auxin) จัดเป็นสารควบคุมการ

เจริญเติบโตของพืชประเภทกระตุ้นการเจริญเติบโตที่ให้พืชเกิดการแบ่งตัว และยืดตัวของเซลล์ในส่วนลำต้นของพืช 
และเป็นสารควบคุมการเจริญเติบโตของพืชกลุ่มแรกที่ถูกค้นพบโดยมนุษย์  สาร IAA (Indole-3-acetic acid) ในพืช 
อาจจะพบในรูปสารประกอบเดี ่ยว ( free compound) นอกจากนี ้แล้ว ยังอาจจะเกิดในรูปรวมกับสารอื ่นๆ 
(Conjugate) เช่น IAA-insital, IAA-glucose และIAA-aspartate แต่สาร IAA ในรูปที่รวมกับสารอื่นนี้อาจจะไม่มีผล
ในการกระตุ้นการเจริญเติบโตของพืช (Not biological active) นอกจาก IAA ยังมีสารออกซินสังเคราะห์ที่รู้จักกันดี เช่น 
IBA (4-Indole-3-yl butyric acid), NAA (Napthalene acetic acid), 2,4-D (2,4-Dichlorophenoxy acetic acid) 
และ 4-CPA (4-chloropenoxy acetic acid) สารออกซินจะสร้างขึ้นบริเวณที่ปลายยอด ใบอ่อน และเมล็ด ในบาง
พืชยังพบสารนี้ในส่วนของละอองเกสรเพศผู้ ยอดเกสรเพศเมีย และรังไข่ โดยสาร IAA มีคุณสมบัติเป็นสารเร่งการ
เจริญเติบโต ทำให้เกิดการขยายตัวของเซลล์ (Cell enlargement) กระตุ้นให้เกิดรากจากการปักชำพืช กระตุ้นให้เกิด
แคลลัส (Callus) ในการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ แต่การตอบสนองในระดับเซลล์ที่เกิดเสมอคือ การขยายตัวของเซลล์ การ
ยืดตัวของเซลล์ กระตุ้นการเกิดราก การเจริญในส่วนต่างๆ ของพืช ชักนำให้เกิดการเปลี่ยนแปลงเนื้อเยื่อของดอก ตรง
ส่วนที่ทำหน้าที่สืบพันธุ์  โดยทำให้เกิดการเปลี่ยนเพศของดอกในพืชบางชนิด เช่น การใช้ NAA ฉีดพ่น ดอกตัวเมีย
ขณะยังอ่อนอยู่ของพืชพวกเงาะจะทำให้เปลี่ยนไปเป็นดอกเพศผู้ หรือฉีดพ่นดอกอ่อนของ ฟักทอง แตงกวา จะทำให้
เกิดดอกตัวเมียเพิ่มขึ้น ป้องกันไม่ให้ใบ ดอก และผลที่ยังเจริญยังไม่เต็มที่ (prematurely) หลุดร่วง เป็นต้น (Ma et 
al., 2018) การสังเคราะห์ออกซินนั้นมีกรดอะมิโน L-Tryptophan เป็นสารเริ่มต้น (Precursor) L-Tryptophan เป็น
กรดอะมิโนที่มีโครงสร้างของ Indole อยู่ มีรายงานสิ่งมีชวีิตหลายชนิด สามารถสังเคราะห์ IAA ได้แก่ แบคทีเรีย รา และ
สาหร่าย จุลินทรีย์กลุ่มแบคทีเรียที่สามารถผลิต IAA ได้แก่ แบคทีเรียในสกุล Azoarcus, Arthrobacter, Azospirillum, 
Pseudomonas, Bacillus, Burkholderia, Flavobacterium, Acetobacter, Klebsiella, Gluconacetobacter, 
Enterobacter, Clostridium, Xanthomonas Serratia และ  Azotobacter (Hurek and Reinhold-Hurek, 2003 , 
Tsavkelova et al., 2005; Ahmad et al., 2008) ไซยาโนแบคทีเรียในสกุล Nostoc, Calothrix, Anabeana เป็นต้น 
อย่างไรก็ตาม ยังพบการสร้าง IAA จากจุลินทรีย์จำพวกยูคาริโอตทั้งยีสต์และราหลายสกุล เช่น Saccharomyces, 
Fusarium, Rhizopus, Aspergillus และ Trichoderma เป็นต้น (Tsavkelova et al., 2006)  
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ดังนั้น การศึกษาจุลินทรีย์ที่มีศักยภาพในการผลิตกรดอินโดลแอซีติก และการเพิ่มประสิทธิภาพการผลิตกรด   
อินโดลแอซีติกจึงมีประโยขน์อย่างยิ่งในการประยุกต์ใช้สารชีวภาพกลุ่มฮอร์โมนที่ผลิตได้จากจุลินทรีย์ที่มีความ
ปลอดภัยสูง ในการเพิ่มคุณภาพผลผลิตเกษตร โดยเฉพาะอย่างยิ่งในสภาวะการณ์ปัจจุบันที่สภาพภูมิอากาศมีความ
แปรปรวนสูง      ซึ่งส่งผลกระทบต่อปริมาณและคุณภาพของผลผลิตเกษตรอย่างหลีกเลี่ยงไม่ได้ 

อุปกรณ์และวิธีการ  
1. การคัดเลือกเชื้อแบคทีเรียท่ีมีศักยภาพในการผลิตกรดอินโดลแอซีติก (indole acetic acid; IAA) 

รวบรวมและคัดเลือกเชื้อแบคทีเรียที่สามารถสังเคราะห์กรดอินโดลแอซีติกจากแหล่งต่างๆ และเชื้อที่
รวบรวมไว้ในห้องปฏิบัติการ วิเคราะห์และเปรียบเทียบเชิงคุณภาพโดยวิธี Bioassay plate technique ปรับปรุงตาม
วิธีการของ Shrivastava and Kumar (2011) และ Bric et al. (1991) โดยเลี ้ยงเชื ้อแบคทีเรียในอาหารเหลว 
Nutrient broth นาน 48 ชั ่วโมง จากนั ้นนำไปหยดลงบน paper disc (cellulose membrane ขนาดเส้นผ่าน
ศูนย์กลาง 5 มิลลิเมตร) ที่วางบนอาหาร Nutrient agar ที่เติม 5 mM L-Tryptophan บ่มที่อุณหภูมิ 30 องศา
เซลเซียส นาน 48 ชั่วโมง นำแผ่น paper disc ไปวางบนเพลทแก้ว หยดสารละลาย Salkowski reagent 10 ul บ่ม
ในที่มืด 2 ชั่วโมง สังเกตการเปลี่ยนแปลงของปฏิกิริยาการเปลี่ยนสีบนแผ่น paper disc เป็นสีแดง-ชมพู  

การทดสอบประสิทธิภาพการผลิตกรดอินโดลแอซีติกจากเชื้อแบคทีเรีย นำเชื้อแบคทีเรียที่คัดเลือกได้จาก
ข้างต้นนำไปเลี้ยงทดสอบในอาหารเหลว LB broth ที่เติม 5 mM L-Tryptophan ใส่หัวเชื้อตั้งต้นปริมาตร 1% ทำการ
เลี้ยงเพิ่มปริมาณ นำไปบ่มที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ในที่มืดนาน 48 -72 ชั่วโมง สังเกตการเปลี่ยนแปลงของ
ปฏิกิริยาการเปลี่ยนสีของสารละลาย Salkowski reagent บันทึกผลดังนี้  -, +, ++, +++, ++++ จากสีเหลืองเป็นสีแดง 
และตรวจวิเคราะห์ปริมาณกรดอินโดลแอซีติกด้วยวิธี spectrophotometer ที่ความยาวคลื่นแสง 530 นาโนเมตร ตาม
วิธี Salkowski colorimetric technique ของ Glickmann and Dessaux (1995) โดยเตรียมสารละลายตั้งต้นของเชื้อ
แบคทีเรียในอาหารเลี้ยงเชื้อ NB บ่มที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส นาน 24 ชั่วโมง ปรับความเข้มข้นที่เท่ากันทุกไอโซ
เลท นำมาปรับค่า O.D. 600 = 0.5 นำเชื้อแบคทีเรียดังกล่าวไปเลี้ยงทดสอบในอาหารเหลวที่มีองค์ประกอบของ yeast 
extract 0.2 และ NH4SO4 1 กรัมต่อลิตร และ 5 mM L-Tryptophan ใส่หัวเชื้อสารละลายตั้งต้นปริมาตร 1% โดย
ปริมาตร ทำการเลี้ยงเพิ่มปริมาณ โดยนำไปเขย่าที่ความเร็วรอบ 200 รอบ/นาที บ่มที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ใน
ที่มืดนาน 240 ชั่วโมง (10 วัน) วิเคราะห์ปริมาณ  กรดอินโดลแอซีติกที่เชื้อผลิตได้ โดยเก็บตัวอย่างสารละลายเชื้อ 1 ml 
+ Salkowski reagent 200 ul บ่มในที่มืดนาน 2 ชั่วโมง สังเกตการเปลี่ยนแปลงปฏิกิริยาที่เกิดขึ้น สีของสารละลาย 
Salkowski reagent เปลี่ยนจากสีเหลืองเป็นสีแดงวัดค่าปฏิกิริยาด้วยเครื่อง spectrophotometer ที่ความยาวคลื่นแสง 
530 nm เปรียบเทียบกับ standard curve ของสารละลายมาตรฐาน 3-Indoleacetic acid  

จำแนกเชื้อจุลินทรีย์ที่คัดเลือกได้จากวิธีข้างต้น โดยใช้เทคนิคทางชีวโมเลกุล ทำการสกัดดีเอ็นเอจากเชื้อ
แบคทีเรียโดยใช้ชุดสกัดดีเอ็นเอ QIAamp® DNA Mini Kit (Qiagen) สังเคราะห์ดีเอ็นเอในสว่นของบริเวณ 16s rDNA 
ด้วยปฏิกริยา Polymerase Chain Reaction (PCR) โดยใช้ universal primer 27F และ 1492R (Lane, 1991) ทำปฏิกิริยา 
cycle sequencing วิเคราะห์ลำดับนิวคลีโอไทด์ แล้วเปรียบเทียบกับฐานข้อมูลใน GenBank 

2. การศึกษาผลของกรดอินโดลแอซีติกต่อการเจริญเติบโตของพืช 
2.1 ผลของกรดอินโดลแอซีติกต่อการเจริญเติบโตของพืชในสภาวะแวดล้อมที่ไม่เหมาะสม 
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ศึกษาปริมาณความเข้มข้นของกรดอินโดลแอซีติก ที่มีผลต่อการเจริญเติบโตของมะเขือเทศในสภาวะความ
เค็ม โดยศึกษาความเข้มข้นสารละลายมาตรฐาน กรดอินโดลแอซีติกที่ 1, 3, 5 และ 10 µg/ml ในสภาพปลอดเชื้อ 
บนอาหารเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพืช (Murashige and Skoog ; MS) ที่มีเกลือ 15 mM NaCl โดยทำการคัดเลือกเมล็ด
มะเขือเทศที่มีความสมบูรณ์และมีขนาดเมล็ดใกล้เคียงกัน จากนั้นนำมาห่อด้วยผ้าขาวบาง ทำความสะอาดผิวเมล็ด 
จากนั้นนำไปแช่ในแอลกอฮอล์ 70% นาน 2 นาที เขย่าเบาๆ นำไปแช่ในคลอรอกซ์ 20% นาน 10 นาที จากนั้นเขย่า
ในน้ำเปล่าฆ่าเชื้อ 3 ครั้ง ซับเมล็ดให้แห้งบนกระดาษกรองที่ผ่านการนึ่งฆ่าเชื้อ นำเมล็ดมะเขือเทศที่แห้งแช่ของกรด
อินโดลแอซีติก นาน 16 ชั่วโมง ที่ความเข้มข้นต่างๆ ดังนี้ 1 3 5 10 µg/ml ผึ่งให้แห้งบนกระดาษกรองที่ผ่านการฆ่า
เชื้ออีกครั้ง จากนั้นย้ายลงไปเพาะเลี้ยงในสภาพปลอดเชื้อ ในอาหารสูตร MS + NaCl 15 mM เปรียบเทียบ สาร IAA 
ที่ความเข้มข้น 1 3 5 10 µg/ml เปรียบเทียบกับชุดควบคุม (MS)  

2.2 การศึกษาผลของกรดอินโดลแอซีติกที่ส่งผลต่อการเจริญเติบโตในพืชทดสอบ  
ศึกษาผลของกรดอินโดลแอซีติกที่ส่งผลต่อการเจริญเติบโตและผลผลิตของต้นพริกอายุ 2 เดือนหลังย้ายกล้า   

ทำการพ่นกรดอินโดลแอซีติก ทุก 15 วัน วางแผนการทดลอง 4 กรรมวิธี เปรียบเทียบความเข้มข้นกรดอินโดลแอซีติก
ที่ 10, 30 และ 50 µg/ml และชุดควบคุม (น้ำกลั่น) จำนวน 3 ซ้ำ ทำการบันทึกผลผลผลิต และวิเคราะห์ค่า NDVI 
(Normalized Difference Vegetation Index) 

 
 

ผลการทดลองและวิจารณ ์ 

1. การคัดเลือกเชื้อแบคทีเรียท่ีมีศักยภาพในการผลิตกรดอินโดลแอซีติก (indole acetic acid; IAA) 
รวบรวมเชื้อแบคทีเรียที่สามารถสังเคราะห์กรดอินโดลแอซีติก ( indole acetic acid; IAA) จากแหล่งต่างๆ 

เมื่อนำมาทดสอบความสามารถในการสังเคราะหก์รดอินโดลแอซีติก พบว่า เมื่อทำการตรวจวิเคราะห์และเปรียบเทียบการ
ผลิตกรดอินโดลแอซีติก ในเชิงคุณภาพโดยวิธี Bioassay plate technique (Figure 1) สามารถคัดเลือกได้เชื้อแบคทีเรีย 
ทั้งสิ้น 42 ไอโซเลท เพื่อนำมาวิเคราะห์เชิงปริมาณต่อไป 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figure 1 The selection of microorganisms tested for indole-3-acetic acid (IAA) synthesis using the  
              Bioassay plate technique. 
 

การทดสอบประสิทธิภาพของเชื้อแบคทีเรียที่ผลิตกรดอินโดลแอซีติก โดยการนำเชื้อแบคทีเรีย จำนวน 42 
ตัวอย่าง ที่คัดเลือกได้จากข้างต้น โดยนำไปเลี้ยงทดสอบในอาหารเหลว LB broth ที่เติม 5 mM L-Tryptophan เมื่อ
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นำไปบ่มที่อุณหภูมิ 30 ºC ในที่มืดนาน 48-72 ชั่วโมง สังเกตการเปลี่ยนแปลงของปฏิกิริยาการเปลี่ยนสีของสารละลาย 
Salkowski reagent จากสีเหลืองเป็นสีแดง-ชมพู สามารถคัดเลือกเชื้อแบคทีเรียได้ 12 ไอโซเลท (Figure 2)   
 
 

 
 
 
 
 
 

Figure 2 The comparison of the efficiency of indole-3-acetic acid (IAA) synthesis from bacterial  
             isolates using Salkowski reagent after incubating the bacteria in the dark for 72 hours. 

 
เมื ่อเปรียบเทียบปริมาณการผลิตกรดอินโดลแอซีติกด้วยสารละลาย Salkowski reagent เมื ่อบ่มเชื้อ

แบคทีเรีย ในที่มืด 72 ชั่วโมง พบว่า แบคทีเรียทั้ง 12 ไอโซเลท สามารถผลิตกรดอินโดลแอซีติก ได้ในปริมาณสูงกว่า 
48 ชั่วโมง โดยสามารถคัดเลือกเชื้อแบคทีเรียที่มีศักยภาพในการกรดอินโดลแอซีติกได้ดี ในระดับ +++ และ ++++ 
จำนวน 5 ไอโซเลต ได้แก่ ไอโซเลท IAA-16, IAA-17, IAA-25, IAA-32 และ IAA-00 (Table 1) จากนั้นนำมาทำการ
จำแนกชนิดของแบคทีเรียที่คัดเลือกได้โดยใช้เทคนิคทางชีวโมเลกุล เมื่อวิเคราะห์หาลำดับนิวคลิโอไทด์ในส่วนของ 
ribosomal RNA gene นำลำดับนิวคลิโอไทด์ท่ีได้ไปเปรียบเทียบกับฐานข้อมูลทางชีวสารสนเทศ (Table 2) 

ผลการวิเคราะห์และเปรียบเทียบการผลิตกรดอินโดลแอซีติก พบว่า ของแบคทีเรียทั้ง 5 ไอโซเลท สามารถ
ผลิตกรดอินโดลแอซีติกได้ดี โดยเมื่อบ่มเชื้อครบ 240 ชั่วโมง สามารถผลิตได้สูงที่สุด คือ ไอโซเลท IAA-32 มีค่าการ
สังเคราะห์กรดอินโดลแอซีติก เท่ากับ 384 ug/ml รองลงมา คือ IAA-17, IAA-25, IAA-16 และ IAA-00 ค่าการ
สังเคราะห์กรดอินโดลแอซีติก เท่ากับ 377, 351.1, 308.4 และ 275.9 ug/ml (Table 3) 
 
Table 1 The results of testing the efficiency of indole-3-acetic acid (IAA) production from bacterial 
isolates. 

Isolates Efficiency of IAA production 
48 hr. 72 hr. 

IAA-00 + +++ 
                IAA-5  + ++ 

 IAA-12  ++ ++ 
IAA-16  +++ ++++ 
IAA-17  ++ +++ 
IAA-19 + ++ 
IAA-21  + + 
IAA-25  ++ +++ 
IAA-29  + + 
IAA-32 ++ +++ 
IAA-36  + ++ 
IAA-43 + ++ 

++++   +++     ++      +      - 
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Table 2 The results of microbial classification using molecular techniques. 

 

Table 3 The production levels of indole-3-acetic acid (IAA) from five bacterial isolates. 
Isolates IAA (ug/ml) 

48 hr. 72 hr. 96 hr. 120 hr. 144 hr. 168 hr. 192 hr. 216 hr. 240 hr. 
IAA-16 29.75 89.88  193 226 260 260 250 277.2 308.4 
IAA-17 10.73 50.28  140 210 220 290 300 356.7 377.0 
IAA-25 8.604 43.72  103 188 250 290 300 329.0 351.1 
IAA-32 35.42 150  255 292 290 290 320 347.2 384.0 
IAA-00 15.099 22.57  67.87  97.66  114.7  153.94  186.28  229.2 275.9 

 

2. การศึกษาผลของกรดอินโดลแอซีติกต่อการเจริญเติบโตของพืช 
2.1 การศึกษาผลของกรดอินโดลแอซีติกต่อการเจริญเติบโตของพืชในสภาวะแวดล้อมที่ไม่เหมาะสม 
ทำการศึกษาผลของกรดอินโดลแอซีติกต่อการเจริญเติบโตของมะเขือเทศในสภาวะความเค็ม โดยศึกษากรดอิน

โดลแอซีติกที่ความเข้มข้น 1, 3, 5 และ 10 µg/ml ในสภาพปลอดเชื้อ โดยมีอาหารเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพืชสูตร MS 
(Murashige and Skoog ; MS) และ MS + 15 mM NaCl เป็นชุดความคุม พบว่า กรดอินโดลแอซีติกที่ความเข้มข้น 
1 ug/ml มีผลให้ต้นมะเขือเทศในสภาพปลอดเชื้อมีการเจริญเติบโตดีที่สุด โดยให้ค่าเฉลี่ยความสูงต่อต้นสูงที่สุดเมื่อ
เทียบกับชุดควบคุมที่ไม่ได้รับกรดอินโดลแอซีติก ส่วนค่าเฉลี่ยความยาวรากของต้นมะเขือเทศ พบว่า กรดอินโดลแอ
ซีติกที่ความเข้มข้น  1 3 5 10 ug/ml มีผลให้ค่าเฉลี่ยความยาวรากที่ดีกว่าเมื่อเทียบกับชุดควบคุมที่ไมไ่ด้รับกรดอินโดล
แอซีติก (Figure 3, Table 4) 
 

Table 4 The average plant height and root length of tomato plants treated with Indole-3-acetic 
             acid after 15 days. 

plant 
Medium 

MS MS+NaCl  MS+NaCl 
IAA 1 µg/ml  

MS+NaCl 
IAA 3 µg/ml  

MS+NaCl 
IAA 5 µg/ml  

MS+NaCl 
IAA 10 µg/ml 

root length (cm.) 5.6 4.2 4.7 4.6 5.1 5.0 

plant height (cm.) 10.0 5.3 6.5 5.9 6.2 6.1 
 
 
 

Isolates Species Identity (%) Accession Number 
IAA-16 Enterobacter sp. 100 MK600539.1 
IAA-17 Bacillus sp. 99 KT981881.1 

 IAA-25 Lysinibacillus macroides 100 MT071730.1 
IAA-32 Bacillus megaterium  99 GU125638.1 

 IAA-00 Bacillus sp. 99 EU912460.1 
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Figure 3 The test of salt tolerance in tomato plants under sterile conditions treated with indole-3-acetic acid  
             (IAA) at concentrations of 1, 3, 5, and 10 µg/ml after 14 days  
 

2.2 การศึกษาผลของกรดอินโดลแอซีติกที่ส่งผลต่อการเจริญเติบโตในพืชทดสอบ  
ผลของกรดอินโดลแอซีติกที่ส่งผลต่อการเจริญเติบโตและผลผลิตของต้นพริกอายุ 2 เดือนหลังย้ายกล้า ทำ

การพ่นกรดอินโดลแอซีติก ทุก15 วัน วางแผนการทดลอง 4 กรรมวิธี เปรียบเทียบความเข้มข้นกรดอินโดลแอซีติกที่ 10, 
30 และ 50 µg/ml และชุดควบคุม (น้ำกลั่น) พบว่า การพ่นกรดอินโดลแอซีติกที่ความเข้มข้น 50 ug/ml มีผลให้ต้น
พร ิกติดดอก และน้ำหนักผลผลิตสูงส ุด 42.558 กร ัม/ต้น (Figure 4, Table 5) และเม ื ่อว ิเคราะห์ค ่า NDVI 
(Normalized Difference Vegetation Index) ซึ่งเป็นค่าที่บ่งบอกสุขภาพของต้นพริก พบว่า การพ่นกรดอินโดลแอ
ซีติกที่ความเข้มข้น 50 ug/ml ให้ค่า NDVI สูงสุด บ่งบอกถึงความอุดมสมบูรณ์ของต้นมากกว่า กรรมวิธีที่ให้ค่าสุขภาพของ
ต้นข้าวที่มีค่า NDVI ต่ำกว่า 
 
 
 
 
 
 

Figure 4 The yield of chili plants treated with Indole-3-acetic acid (IAA) at concentrations of 0, 10, 30, and 50 µg/ml 
 
 
 
 

  Control-1 (MS)                      Control-2 MS+15mM NaCl            MS+15mM NaCl+ IAA 1 µg/ml                

MS+15mM NaCl+ IAA 3 µg/ml          MS+15mM NaCl+ IAA 5 µg/ml        MS+15mM NaCl+ IAA 10 µg/ml                

ชุดควบคุม IAA 10 ug/ml IAA 30 ug/ml IAA 50 ug/ml 
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Table 5 The average number of flowers, fruit yield weight, and overall vigor of Chili (Jinda Red  
            Chili) treated with Indole-3-acetic acid (IAA) at concentrations 0, 10, 30, 50 ug/ml 

Treatment 
Number of 

flower 
Fruit yield weight 

per plant (g) 
NDVI value 

IAA 0 ug/ml (control) 
IAA 10 ug/ml 
IAA 30 ug/ml 
IAA 50 ug/ml 

    8.7 b1/ 
11.5 b 
21.1 a 
25.6 a 

12.33 c 
15.34 c 
28.96 b 
42.56 a 

0.6946±0.0015 b 
   0.7036±0.0023 ab 

0.7063±0.0087 a 
0.7104±0.0047 a 

F-test ** **  
% c.v. 37.7 37.3  

** : Statistically different at the 99 percent confidence level 
1/ : Means in the same column followed by a common letter are not significantly different at the 5% level by DMRT. 
NDVI : Normalized Difference Vegetation Index   

 

สรุป  
การสังเคราะห์กรดอินโดลแอซีติกจากแบคทีเรียที่มีประสิทธิภาพจากแหล่งต่างๆ โดยวิเคราะห์ประสิทธิภาพ

การผลิตทั้งในเชิงคุณภาพ และเชิงปริมาณ สามารถคัดเลือกได้แบคทีเรียไอโซเลทที่มีศักยภาพในการผลิตกรดอินโดล
แอซีติกได้ในปริมาณสูงที่สุด 5 ไอโซเลท ได้แก่ ไอโซเลท IAA-32, IAA-17, IAA-25 IAA-16, และ IAA-00 เมื่อนำมา
จำแนกชนิดโดยใช้เทคนิคชีวโมเลกุล สามารถจำแนกได้เชื้อ Bacillus megaterium  Bacillus sp., Lysinibacillus 
macrolides Enterobacter sp., และ Bacillus sp. ตามลำดับ การทดสอบผลของกรดอินโดลแอซีติกต่อการสร้าง
ความทนทานของมะเขือเทศทนทานต่อสภาวะท่ีไมเ่หมาะสม (ทนเค็ม) โดยการแช่เมล็ดด้วยกรดอินโดลแอซีติกท่ีความ
เข้มข้น 1 ug/ml     มีผลให้ต้นมะเขือเทศมีความทนเค็มได้ดีที่สุด ส่วนประสิทธิภาพของกรดอินโดลแอซีติกในการกระตุ้น
การเจริญเติบโตในต้นพริก กรดอินโดลแอซีติกที่สกัดได้จากเชื้อแบคทีเรียที่ความเข้มข้น 50 ug/ml ส่งผลให้ต้นพริกมี
ค่าเฉลี่ยการติดดอกและให้น้ำหนักผลผลิตสูงสุด เมื่อเทียบกับชุดควบคุมซึ่งไม่ฉีดพ่นกรดอินโดลแอซีติก  
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บทคัดย่อ 
การจำหน่ายพันธุ์มะพร้าวน้ำหอมในจังหวัดราชบุรียังขาดการรับรองการผลิต ส่งผลต่อความเชื่อมั่นของผู้ซื้อ

และผู้ขาย เพื่อแก้ไขปัญหานี้ จึงได้ใช้วิธีการตรวจดีเอ็นเอของยีน CnuAMADH2 เพื่อตรวจสอบความถูกต้องของพันธุ์

มะพร้าวน้ำหอมของเกษตรกรในต้นแม่พันธุ์ จำนวน 3 แปลง และต้นกล้า จำนวน 2 แปลง โดยใช้เทคนิค Real-time 
PCR ด้วยวิธีการตรวจวิเคราะห์แบบ rhAmp SNP Genotyping System ผลการวิจัยพบว่าแปลงแม่พันธุ์ตรวจ
พบยีนความหอมตั้งแต่ร้อยละ 90.81-100 ส่วนในต้นกล้าตรวจพบยีนความหอมตั้งแต่ร้อยละ 91.84-100 ข้อมูล
ดังกล่าวสามารถช่วยในการจัดการแปลงมะพร้าวน้ำหอมโดยการกำจัดต้นมะพร้าวที่ไม่มียีนความหอมออกจากแปลง 
ทำให้เกิดความมั่นใจแก่ผู้ซื้อ และผู้ขายมั่นใจในคุณภาพต้นกล้ามะพร้าวน้ำหอมที่ตรงกับพันธุ์ที่ต้องการ ส่งผลให้
สามารถผลิตพันธุ์และจำหน่ายต้นกล้าที่มีคุณภาพตรงตามพันธุ์ได้อย่างยั่งยืน 

 

คำสำคญั : มะพร้าว, ยีนความหอม, เครื่องหมายดีเอ็นเอ 
 

ABSTRACT 
The production and sale of aromatic coconut varieties in Ratchaburi Province still lacks 

production certification, leading to sellers and buyers concerns. To address this issue, the DNA test 
of the CnuAMADH2 gene was used to verify of the authenticity the aromatic coconut varieties in 
three mother and two seedling plots. This was accomplished using the Real-time PCR technique, 
rhAmp SNP Genotyping System analysis method. The aromatic genes were detected in the mother 
plots at 90.81-100% of the samples, while the seedling plots were detected at 91.84-100%. This 
information can help in managing aromatic coconut plantations by removing non-aromatic trees, 
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which increases confidence among both buyers and sellers in the quality of the seedlings. 
Consequently, this allows for sustainable production and sale of high-quality seedlings that meet 
the desired variety standards. 
 

Keywords: Aromatic coconut, Aromatic gene, DNA marker 
 

บทนำ 
ปัจจุบันความต้องการมะพร้าวน้ำหอมมีเป็นจำนวนมาก ในจังหวัดราชบุรี มีโรงคัดบรรจุมะพร้าว ประมาณ 

150 โรง เป็นนักธุรกิจจีนประมาณ 10 โรง และบางส่วนเป็นคนจีนที่ร่วมลงทุนกับคนไทย จึงเป็นพืชที่ทำให้เศรษฐกิจ
เจริญเติบโตและสร้างรายได้ให้แก่เกษตรกร มีลักษณะเด่น คือรสชาติมีความหวานและหอมกรุ่นคล้ายใบเตย ด้วยการ
ขยายตัวของอุตสาหกรรมการแปรรูปอาหารและเครื่องดื่มที่ทำจากมะพร้าวน้ำหอมรวมถึงการส่งออกมะพร้าวน้ำหอม
ไปขายยังต่างประเทศ ทำให้ภาคการเกษตรต้องมีการปรับตัวเพื่อเพิ่มผลผลิตมะพร้าวน้ำหอมให้เพียงพอต่อความ
ต้องการของตลาด  

มะพร้าวน้ำหอมมีกลิ่นหอมที่เป็นเอกลักษณ์ เกิดจากการรวมตัวของสารหอมระเหยหลายชนิด โดยสารหลักท่ี
ให้ความหอมคือ 2-acetyl-1-pyrroline (2AP) ซึ่งพบในมะพร้าวน้ำหอม และไม่พบสารนี้ในมะพร้าวที่ไม่หอม ในการ
ผลิตมะพร้าวน้ำหอมมักพบปัญหาความหอมลดลงหรือไม่หอม อาจเกิดจากอิทธิพลของละอองเกสรจากมะพร้าวพนัธุ์
อื่นที่ส่งผลต่อความหอม อลิษา และคณะ (2562) ได้ศึกษาอิทธิพลของละอองเกสรต่อความหอมของมะพร้าวน้ำหอม
โดยควบคุมการผสมเกสร และตรวจสอบสารให้ความหอม 2AP ด้วยเทคนิค Gas chromatography–mass 
spectrometry (GC-MS) ในน้ำและเนื้อมะพร้าว ตรวจสอบอัลลีลยีน CnuAMADH2 ของผลผลิตจากทุกคู่ผสมด้วย
การวิเคราะห์ลำดับนิวคลีโอไทด์ของดีเอ็นเอจากเนื้อมะพร้าว พบว่า ผลมะพร้าวน้ำหอมที่ถูกผสมด้วยละอองเกสรต่าง
พันธุ์ มีปริมาณ 2AP น้อยถึงน้อยมาก เมื่อเปรียบเทียบกับผลมะพร้าวน้ำหอมที่ได้รับการผสมด้วยละอองเกสรมะพรา้ว
น้ำหอมต่างต้นและภายในต้นเดียวกัน ส่วนผลมะพร้าวต้นสูงที่ได้รับการผสมด้วยละอองเกสรจากมะพร้าวน้ำหอม ไม่
พบสาร 2AP สรุปได้ว่าความหอมที่เปลี่ยนแปลงไปในมะพร้าวน้ำหอมเกิดจากอิทธิพลของละอองเกสรมะพร้าวต่าง
พันธุ์ 

ยุทธศาสตร์มะพร้าวน้ำหอมปี 2554-2559 กำหนดแนวทางส่งเสริมการปลูกทดแทนและปลูกแซม เพื่อเพิ่ม
ปริมาณผลผลิตมะพร้าวน้ำหอมที่มีคุณภาพสูงให้สมดุลกับความต้องการของตลาด พบว่าการจำหน่ายพันธุ์มะพร้าว
ของจังหวัดราชบุรีมีการกระจายไปจังหวัดอื่น ๆ  เป็นจำนวนมาก แต่การผลิตพันธุ์มะพร้าวน้ำหอมเพื่อจำหน่ายยังไมม่ี
การตรวจรับรองเพื่อสร้างความเชื่อมั่นให้ทั้งผู้ซื้อและผู้ขาย แม้ว่าเกษตรกรจะมั่นใจในต้นแม่พันธุ์ของตนและมีวธิีการ
คัดต้นพันธุ์ตามภูมิปัญญา เช่น การขยี้ปลายรากเพื่อดมกลิ่นและซื้อพันธุ์จากชาวสวนด้วยกัน ซึ่งผลกระทบที่อาจ
เกิดขึ้น คือ ปริมาณผลผลิตไม่คงที่ คุณภาพความหอมไม่มี ด้วยมะพร้าวน้ำหอมที่ปลูกใกล้กับมะพร้าวแกงมีโอกาส
ผสมข้าม การนำมะพร้าวผลแก่ของพันธุ์น้ำหอมที่เกิดจากการผสมเกสรของพันธุ์อื่นไปเพาะเป็นต้นกล้าจำหน่าย จึงมี
ความเสี่ยงต่อผู้ที่นำไปปลูก เนื่องจากกว่าจะรู้ว่าต้นกล้าที่ซื้อไปปลูกนั้นไม่ใช่พันธุ์มะพร้าวน้ำหอมแท้ก็ผ่านไป 3-4 ปี 
ดังนั้น การที่เกษตรกรและผู้ประกอบการต้องการพันธุ์มะพร้าวน้ำหอมเพื่อขยายพื้นที่ปลูกหรือปลูกทดแทนต้นที่อายุ
มาก จึงควรป้องกันความเสีย่งและสร้างความเชือ่มั่นในการผลติต้นกล้า ด้วยการตรวจรับรองแปลงมะพรา้วท่ีจะใชผ้ลติ
ต้นกล้าให้มีความตรงตามพันธุ ์โดยการตรวจสอบยีนความหอมด้วยวธิีการตรวจดีเอ็นเอ รวมถึงสุ่มตรวจพันธกุรรมของ
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ต้นกล้า เพื่อสร้างความมั่นใจแก่ผู้นำพันธุ์ ไปปลูก งานวิจัยนี้จึงได้ตรวจยีนความหอมของมะพร้าวน้ำหอมด้วยวิธีการ

ตรวจดีเอ็นเอโดยใช้เทคนิค Real-time PCR ด้วยวิธีการตรวจวิเคราะห์แบบ rhAmp SNP Genotyping 
System  
 

อุปกรณ์และวิธีการ 
1. เก็บตัวอย่างใบมะพร้าวจากต้นแม่พันธุ์มะพร้าวน้ำหอม และต้นกล้าบรรจุในถุงพลาสติก ระบุหมายเลข

ประจำต้น และจัดส่งใบมะพร้าวจากแปลงในจังหวัดราชบุรี ไปยังห้องปฏิบัติการ กลุ่มวิจัยเทคโนโลยีชีวภาพทางการ
เกษตร สำนักวิจัยพัฒนาเทคโนโลยีชีวภาพ ตำบลรังสิต อำเภอธัญบุรี จังหวัดปทุมธานี การเก็บตัวอย่างดำเนินการโดย
คณะนักวิจัยประจำศูนย์วิจัยพัฒนาการเกษตรราชบุรี โดยตัวอย่างใบมะพร้าวจัดเก็บจากต้นแม่พันธุ์ และต้นกล้าที่
เพาะจากต้นแม่พันธุ์ จากแปลงเกษตรกรที่เข้าร่วมโครงการ จำนวน 3 แปลง ได้แก่ แปลงที่ 1 นายประยูร วิสุทธิ
ไพศาล ต้นแม่พันธุ์ จำนวน 190 ต้น ต้นกล้า 368 ต้น แปลงที่ 2 นางปุญณสา ประชุมศรี ต้นแม่พันธุ์ จำนวน 185 ต้น 
และแปลงท่ี 3 นายสมเกียรติ ประพฤติกิจ ต้นแม่พันธุ์ จำนวน 229 ต้น และต้นกล้า จำนวน 593 ต้น  

2. สกัดดีเอ็นเอจากตัวอย่างใบโดยใช้ชุดสกัดดีเอ็นเอสำเร็จรูปสำหรับพืช Plant Genomic DNA Mini Kit 
(Geneaid, Taiwan) ตามรายละเอียดของวิธีการในชุดสกัด เก็บดีเอ็นเอที่สกัดได้ไว้ ที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส 
ตรวจสอบปริมาณและคุณภาพของจีโนมิกดีเอ็นเอที่สกัดได้ โดยวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ช่วงคลื่น 260 และ 280 นาโน
เมตร ด้วยเครื่อง Spectrophotometer คำนวณค่าการดูดกลืนแสงที่ได้กลับเป็นค่าปริมาณและคุณภาพของดีเอ็นเอ 
ตรวจสอบดีเอ็นเอโดยการทำอิเลคโตรโฟรีซีสบนอะกาโรสความเข้มข้น 1 เปอร์เซ็นต์ ด้วยแรงเคลื่อนไฟฟ้า 100 โวลล์ 
ในสารละลาย TBE ย้อมแถบดีเอ็นเอด้วยเอธิเดียมโบรไมด์ ตรวจสอบและบันทึกภาพภายใต้แสงอุลตราไวโอเลต 
จากนั้นละลายดีเอ็นเอให้มีความเข้มข้น 10 นาโนกรัมต่อไมโครลิตร นำไปตรวจยีนความหอมโดยใช้เครื่องหมายดเีอ็น
เอสนิปที่จำเพาะกับยีนความหอม ต่อไป 

3. การตรวจยีนความหอมของมะพร้าวน้ำหอม ที่ใช้ในงานวิจัยนี้ได้ใช้เทคโนโลยีเครื่องหมายดีเอ็นเอสนิป 
(SNP) โดยใช้เทคนิค Real-time PCR ด้วยวิธีการวิเคราะห์แบบ rhAmp SNP Genotyping System (Integrated 
DNA Technologies, USA) ที่ออกแบบไพรเมอร์จากตำแหน่งสนิปที่สัมพันธ์กับยีนความหอมของมะพร้าว โดยอ้างอิง
จากลำดับเบสของยีนความหอมในมะพร้าว CnAMADH2 (amino aldehyde dehydrogenase 2) ที่รายงานโดย 
Saensuk et al., 2016 และ Vongvanrungruang et al., 2016 นำมาพัฒนาไพรเมอร์ ให้มีความจำเพาะกับลำดับ
เบสในตำแหน่งสนิปที่สัมพันธ์กับลักษณะความหอมของมะพร้าว โดยในระบบการวิเคราะห์จีโนไทป์แบบ rhAmp 
SNP Genotyping System กำหนดให้มีไพรเมอร์ที่มีความจำเพาะกับตำแหน่งสนิปที่ต้องการตรวจสอบ และติดฉลาก
ด้วยฟลูออเรสเซนต์ที่แตกต่างกันด้วยสีที่ทำให้สามารถจำแนกแยกสนิปที่มีความจำเพาะกับยีนความหอมของมะพร้าว
น้ำหอม (C/C) และมะพร้าวไม่น้ำหอม (G/G) เมื่อนำไพรเมอร์ไปตรวจสอบกับดีเอ็นเอของมะพร้าวน้ำหอมด้วยเครื่อง 
Real-time PCR จะมีการเพิ่มปริมาณชิน้ดีเอ็นเอและตรวจสอบสญัญาณของแสงฟลูออเรสเซนต์ตามชนิดของสีที่อยู่ใน
ส่วนผสมของปฏิกิริยาพีซีอาร์ ทำให้สามารถจำแนกรูปแบบของสนิปที่เกิดขึ้นบนดีเอ็นเอ ตรวจสอบด้วยเครื่อง Quant 
Studio 5 Real-Time PCR ค่าการเกิดสีของฟลูออเรสเซนต์จะถูกบันทึกไว้ การวิเคราะห์ตำแหน่งสนิป จะสร้าง 
allelic discrimination plot ของแต่ละตัวอย่างด้วยโปรแกรม QuantStudio Design & Analysis Software โดย 
allele ของมะพร้าวน้ำหอมจะอยู่ที่แกน Y สีน้ำเงิน มีสนิปจีโนไทป์เป็นแบบ C/C และมะพร้าวไม่หอมจะอยู่ที่แกน X 
สีแดง มีสนิปจีโนไทป์เป็นแบบ G/G  ส่วนมะพร้าวที่มีดีเอ็นเอแบบลูกผสมหรือพันธุ์ทาง (Heterozygous) ไม่หอมจะ
อยู่กึ่งกลางระหว่างแกนทั้งสอง สีเขียว (C/G) 

4. บันทึกผลการตรวจดีเอ็นเอยีนความหอมของมะพร้าวแต่ละต้นที่ได้จากแปลงแม่พันธุ์ และต้นกล้า คำนวณ
เปอร์เซ็นต์การตรวจพบต้นที่มียีนหอมและไม่หอมในแต่ละแปลง 
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ผลการทดลองและวิจารณ์ 

การตรวจยีนความหอมของต้นแม่พันธุ์มะพร้าวน้ำหอม ของเกษตรที่เข้าร่วมโครงการ จำนวน 3 แปลง ได้แก่ 
แปลงที่ 1 นายประยูร วิสุทธิไพศาล จากการตรวจวิเคราะห์ จำนวน 190 ต้น พบต้นที่มียีนความหอมแท้ ที่มีจีโนไทป์
แบบ C/C จำนวน 190 ต้น คิดเป็น 100 เปอร์เซ็นต์  แปลงที่ 2 นางปุญณสา ประชุมศรี จากการตรวจวิเคราะห์ 
จำนวน 185 ต้น พบต้นที่มียีนความหอมแท้ ที่มีจีโนไทป์แบบ C/C จำนวน 168 ต้น คิดเป็น 90.81 เปอร์เซ็นต์ และ
ต้นที่ไม่หอม จำนวน 17 ต้น คิดเป็น 9.19 เปอร์เซ็นต์ โดยแบ่งเป็นต้นไม่หอมที่มีจีโนไทป์แบบ C/G (Heterozygous 
หรือพันธุ์ทาง) จำนวน 14 ต้น คิดเป็น 7.57 เปอร์เซ็นต์  และต้นที่มียีนไม่หอมแท้ท่ีมีจีโนไทป์แบบ G/G จำนวน 3 ต้น 
คิดเป็น 1.62 เปอร์เซ็นต์ และแปลงที่ 3 นายสมเกียรติ ประพฤติกิจ จากการตรวจวิเคราะห์ จำนวน 229 ต้น พบต้น
มะพร้าวน้ำหอมที่มีความหอมแท้ที่มีจีโนไทป์แบบ C/C จำนวน 217 ต้น คิดเป็น 94.76 เปอร์เซ็นต์ และเป็นต้นไม่
หอม จำนวน 12 ต้น คิดเป็น 5.24 เปอร์เซ็นต์ โดยแบ่งเป็นต้นไม่หอมที่มีจีโนไทป์แบบ C/G (Heterozygous หรือ
พันธุ์ทาง) จำนวน 10 ต้น คิดเป็น 4.37 เปอร์เซ็นต์ และต้นที่มียีนแบบไม่หอมแท้ท่ีมีจีโนไทป์แบบ G/G จำนวน 2 ต้น 
คิดเป็น 0.87 เปอร์เซ็นต์ (Table 1) 

การตรวจยีนความหอมของต้นกล้ามะพร้าวน้ำหอมที่เพาะผลพันธุ์จากต้นแม่พันธุ์ ของเกษตรกรที่เข้าร่วม
โครงการ จำนวน 2 แปลง ได้แก่ แปลงที่ 1 นายประยูร วิสุทธิไพศาล จากการตรวจวิเคราะห์ดีเอ็นเอยีนความหอมของ
ต้นกล้า จำนวน 368 ต้น ที่ได้จากต้นแม่พันธุ์จำนวน 190 ต้น พบว่าต้นกล้าทั้ง 368 ต้น ให้ผลตรวจดีเอ็นเอเป็นยีน
หอมแท้ทุกต้น คิดเป็น 100 เปอร์เซ็นต์ ส่วนต้นกล้าที่เพาะจากผลของต้นแม่พันธุ ์ในแปลงที่ 3 นายสมเกียรติ  
ประพฤติกิจ จำนวน 539 ต้น ที่ได้จากต้นแม่พันธุ์ จำนวน 227 ต้น ผลตรวจยีนความหอมพบว่าต้นกล้ามียีนหอมแท้ 
จำนวน 495 ต้น คิดเป็น 91.84 เปอร์เซ็นต์ และต้นกล้าไม่หอม จำนวน 44 ต้น คิดเป็น 8.16 เปอร์เซ็นต์ โดยแบ่งเป็น
ต้นกล้าไม่หอมที่มีจีโนไทป์แบบ C/G (Heterozygous หรือพันธุ์ทาง) จำนวน 29 ต้น คิดเป็น 5.38 เปอร์เซ็นต์ และ
ต้นกล้าที่มียีนแบบไม่หอมแท้ท่ีมีจีโนไทป์แบบ G/G จำนวน 15 ต้น คิดเป็น 2.78 เปอร์เซ็นต์ (Table 2)  

การตรวจยีนความหอมของต้นแม่พันธุ์มะพร้าวน้ำหอม ของเกษตรที่เข้าร่วมโครงการ จำนวน 3 แปลง แต่ละ
แปลงให้ผลการตรวจพบต้นที่มียีนความหอมและไม่หอมในเปอร์เซ็นต์ที ่แตกต่างกัน โดยแปลงที่ 1 นายประยูร          
วิสุทธิไพศาล สามารถตรวจพบยีนความหอมปรากฎอยู่ในต้นแม่พันธุ์ทุกต้น จากผลการตรวจดีเอ็นเอจำนวน 190 ต้น 
คิดเป็นมียีนหอม 100 เปอร์เซ็นต์ ซึ่งแสดงให้เห็นว่ามะพร้าวน้ำหอมแปลงนี้ได้มีการจัดการแปลงมาเป็นอย่างดี 
เนื่องจากมีการคัดเลือกต้นพันธุ์ก่อนปลูกจากแหล่งที่มีความน่าเชื่อถือสูง หรืออาจจะมีการจัดการแปลงแม่พันธุ์โดย
การตัดต้นที่คาดว่ามีไม่มยีีนความหอมทิ้งไปก่อนหนา้ที่โครงการวิจยัเข้าไปดำเนนิการตรวจดีเอ็นเอ และคณะผู้วิจัยได้มี
การเก็บผลพันธุ์จากต้นแม่พันธุ์ทุกต้นมาเพาะเป็นต้นกล้า แล้วนำต้นกล้าจำนวน 368 ต้น ไปตรวจดีเอ็นเอหายีนความ
หอม พบว่าต้นกล้าทุกต้นที่ตรวจดีเอ็นเอมียีนความหอมทุกต้น หรือมียีนหอม 100 เปอร์เซ็นต์ เช่นเดียวกับต้นแม่พันธุ์ 
จากผลการตรวจดีเอ็นเอยีนความหอมของต้นกล้าที่มียีนความหอม 100 เปอร์เซ็นต์ แสดงให้เห็นว่าแปลงแม่พันธุ์
มะพร้าวน้ำหอมที่มีการจัดการแปลงที่ดี ไม่มีมะพร้าวต้นแม่พันธุ์ที่ไม่มียีนหอมปะปนอยู่ในแปลง ส่งผลให้ได้ต้นกล้า
มะพร้าวที่มียีนหอม 100 เปอร์เซ็นต์ แต่อย่างไรก็ตามต้นกล้าที่เพาะจากผลพันธุ์มะพร้าวที่มียีนความหอม 100 
เปอร์เซ็นต์ อาจจะมีโอกาสพบต้นกล้าที่ไม่หอมแบบพันธุ์ทาง (Heterozygous) ได้บ้าง ทั้งนี้อาจเนื่องมาจากมีแมลง 
ผึ้ง ลม นำพาละอองเกสรเพศผู้มาจากต้นมะพร้าวที่ไม่หอมมาผสม  
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สำหรับการตรวจยีนความหอมของแม่พันธุ์มะพร้าวในแปลงที่ 2 นางปุญณสา ประชุมศรี และแปลงที่ 3 นาย
สมเกียรติ ประพฤติกิจ จากผลการตรวจยีนความหอมทั้งสองแปลงได้ตรวจพบดีเอ็นเอแบบหอมแท้  (C/C) แบบ
พันธุ์ทาง (C/G) และแบบไม่หอมแท้ (G/G) ที่ปนปะกันอยู่ในบริเวณเดียวกัน เมื่อถึงช่วงระยะเวลาการผสมเกสรของ
ดอกมะพร้าว จะมี แมลง ผี้ง ลม เป็นปัจจัยที่ทำให้เกิดการผสมเกสรข้ามระหว่างต้นที่มียีนหอม และหรือ ต้นที่ไม่มียีน
หอม ส่งผลให้ผลพันธุ์มะพร้าวที่นำมาเพาะเป็นต้นกล้า และนำใบไปตรวจยนีความหอม ทำให้ตรวจพบต้นกล้ามะพรา้ว
ที่ไม่มียีนหอมทั้งแบบพันธุ์ทาง และไม่หอมแท้ได้ ซึ่งสอดคล้องกับข้อมูลผลจากการวิจัยนี้ที่ได้ตรวจพบต้นกล้าไม่มียีน
หอมแบบพันธุ์ทางซึ่งเป็นผลพันธุ์ที่เพาะจากนั้นแมพ่ันธุท์ี่มียนีหอมแท้ (ต้นแม่พันธุ์ SKNH-173 และ SKNH-226 ตรวจ
พบต้นกล้ามียีนไม่หอมแบบพันธุ์ทางอย่างละ 1 ต้น) 

 
สรุป 

การตรวจยีนความหอมของต้นแม่พันธุ์และต้นกล้ามะพร้าวน้ำหอมของเกษตรกรที่เข้าร่วมโครงการ พบว่าแต่
ละแปลงให้ผลการตรวจพบต้นที่มียีนความหอมและไม่หอมในเปอร์เซ็นต์ที่ต่างกัน แปลงที่ให้ผลการตรวจดีเอ็นเอแล้ว
พบว่ามียีนยอม 100 เปอร์เซ็นต์ ทั้งแปลงแม่พันธุ์และต้นกล้า คือแปลงที่ 1 นายประยูร วิสุทธิไพศาล สามารถตรวจ
พบยีนความหอมปรากฎอยู่ในต้นแม่พันธุ์ทุกต้น  ส่วนแปลงที่ 2 นางปุญณสา ประชุมศรี ผลการตรวจดีเอ็นเอแล้ว
พบว่ามียีนหอมแท้ 90.81 เปอร์เซ็นต์ และต้นที่ไม่หอม 9.19 เปอร์เซ็นต์ โดยแบ่งเป็นต้นไม่หอมแบบพันธุ์ทาง 7.57 
เปอร์เซ็นต ์ และต้นที่มียีนไม่หอมแท้ 1.62 เปอร์เซ็นต์ และแปลงท่ี 3 นายสมเกียรติ ประพฤติกิจ ผลการตรวจดีเอน็เอ
ในแปลงต้นแม่พันธุ์พบว่ามียีนหอมแท้ 94.76 เปอร์เซ็นต์ ต้นไม่มียีนหอม 5.24 เปอร์เซ็นต์ โดยแบ่งเป็นต้นไม่หอมที่มี
ยีนหอมแบบพันธุ์ทาง 4.37 เปอร์เซ็นต์ และต้นที่มียีนแบบไม่หอมแท้ 0.87 เปอร์เซ็นต์ และมีผลตรวจดีเอ็นเอของต้น
กล้าพบว่ามียีนหอมแท้ 91.84 เปอร์เซ็นต์ และต้นกล้าไม่หอม 8.16 เปอร์เซ็นต์ โดยแบ่งเป็นต้นกล้าไม่หอมแบบ
พันธุ์ทาง 5.38 เปอร์เซ็นต์ และต้นกล้าที่มียีนแบบไม่หอมแท้ 2.78 เปอร์เซ็นต์ จากข้อมูลการตรวจยีนความหอมของ
มะพร้าวที่ได้จากโครงการวิจัยนี้สามารถนำไปบริหารจัดการแปลงแม่พันธุ์มะพร้าวน้ำหอมได้โดยจำเป็นต้องตัดต้นแม่
พันธุ์ที่มียีนไม่หอมแบบพันธุท์าง และไม่มียีนหอมแท้ ออกจากแปลงแม่พันธุ์ เพื่อป้องกันการผสมเกสรไปยังพันธุท์ี่มยีนี
หอมแท้ ทำให้ได้ผลพันธุ์หรือต้นกล้าที่ไม่หอม 

 

กิตติกรรมประกาศ 
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Table 1 Results of the aromatic gene test for coconut mother plants in farmer plots in Ratchaburi 
Province 

Farmer plot Tested plants 
Aromatic gene (Genotype) 

Aromatic (C/C) Non-Aromatic 
(G/G) 

Heterozygous 
(C/G) 

Plot 1 No. 190 0 0 
 % 100 0 0 
Plot 2 No. 168 3 14 
 % 90.81 1.62 7.57 
Plot 3 No. 217 2 10 
 % 94.76 0.87 4.37 

 
Table 2 Results of the aromatic gene test for coconut seedlings in farmer plots in Ratchaburi 
Province  

Farmer plot Tested plants 
Aromatic gene (Genotype) 

Aromatic (C/C) Non-Aromatic 
(G/G) 

Heterozygous 
(C/G) 

Plot 1 No. 368 0 0 
 % 100 0 0 
Plot 3 No. 495 15 29 
 % 91.84 2.78 5.38 
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บทคัดย่อ 

การศึกษากระบวนการผลิตเป็นผลิตภัณฑ์เอนไซม์เพคติเนสจากรา Trichoderma asperellum   ไอโซเลท 
T-1 เพื่อให้ได้เอนไซม์ปริมาณมากในรูปแบบผลิตภัณฑ์ชนิดผงพร้อมใช้นำไปควบคุมโรคพืชทดแทนการใช้สารเคมี โดย
ประยุกต์ใช้เทคนิคการทำแห้งแบบพ่นฝอย และศึกษากิจกรรมของเอนไซม์โดยใช้ชุดทดสอบ QuantiChromTM 
Pectinase Assay Kit (DPEC-100) ผลการศึกษาพบว่า การผลิตเอนไซม์ผงในระดับถังกวนปริมาตร 2 ลิตร ให้
ค่าเฉลี่ยน้ำหนักผงเอนไซม์เพคติเนสเท่ากับ 25-30 กรัมต่อรอบการผลิต และให้ค่าการผลิตเท่ากับ 1.25-2.0% ของ
ผลผลิต ให้ผลกิจกรรมของเชิงปริมาณของเอนไซม์เพคติเนสเฉลี่ย 9.75 ยูนิตต่อมิลลิลิตร จากการทดสอบคุณสมบัติ
ของเอนไซม์ในระดับ pH 6 6.5 7 และ 7.5 ที่อุณหภูมิ 35 และ 37 องศาเซลเซียส พบว่าในเวลา 18 ชั่วโมง ที่ pH 7 
และอุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส มีค่ากิจกรรมของของเอนไซม์สูงสุด 0.85 ยูนิตต่อมิลลิลิตร เมื่อระยะเวลาเพิ่มขึ้นเป็น 
66 ชั่วโมง ที่ pH 6.5 อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส มีค่าสูงขึ้นเท่ากับ 2.2 ยูนิตต่อมิลลิลิตร  ดังนั้นกิจกรรมเอนไซม์เพ
คติเนส ในเวลา 66 ชั่วโมง ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ค่า pH 6.5 ใหค้่ากิจกรรมเอนไซม์สูงทีสุ่ด เนื่องจากงานวิจัย
นี้ เป็นการผลิตเอนไซม์ผงในระดับกึ่งอุตสาหกรรม สามารถพัฒนาต่อยอดงานวิจัยไปสู่การผลิตในระดับอุตสาหกรรม
เพื่อการค้าต่อไปได้ โดยจำเป็นต้องมีการพัฒนาศึกษาเพิ่มเติมเกี่ยวกับอัตราการใช้ของสารตั้งต้น สภาวะที่เหมาะสม
ในช่วงค่า pH ระยะเวลาในการบ่ม อุณหภูมิในการบ่ม และควรพัฒนารูปแบบของเอนไซม์ผงในการนำไปใช้ควบคุม
โรคให้มีประสิทธิภาพมากยิ่งขึ้น  

 

คำสำคัญ: เชื้อราไตรโคเดอร์มา  วิธีการทำแห้งแบบพ่นฝอย   เพคติเนส  ผงเอนไซม์  
 

 
ABSTRACT   

This study aims to produce the large amount of pectinase enzyme powder  from 
Trichoderma asperellum T-1 isolate used to control the detrimental plant diseases compensate for 
toxic chemicals use. Using the spray drying technique and enzymatic activity study using 
QuantiChromTM Pectinase Assay Kit (DPEC-100), the results showed that the enzyme production 
using the spray drying technique at 2 Litre of spinner flask volumn resulted in the pectinase enzyme 
powder at 25-30 gram per a production round and the %yield was 1.25-2.0. An average quantitative 
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enzyme activity was 9.75 U/ml.  For an enzyme activity study, at pH 6 6.5 7 and 7.5 after incubation 
at 35 degrees and at 37 degrees, the result revealed that after incubation at 35 degrees at 18 hours 
and pH 7, the pectinase enzyme activity was 0.85 U/ml. However, the pectinase enzyme activity was 
2.2 U/ml after incubation at 37 degrees at pH 6.5 for 66 hours. This study may lead to the guidline 
for innovative bioproduct production for important orchid black rot disease control and for further 
industrial applications in the future. The study can further be developed by adjusting the starting 
material volumn ratios, optimal conditions for enzyme production such as pH, incubation time, 
temperature and enzyme stabilities at various time points. 

 
Keywords: Trichoderma spp., spray drying method,  pectinase,   enzymatic powder 

 
บทนำ  

เอนไซม์เพคติเนส (EC 3.2.1.15) เป็นกลุม่ของเอนไซม์ประเภทเอนไซม์ยอ่ยสลาย (hydrolytic enzyme) มี
คุณสมบัติเร่งการย่อยเพคติน (pectin) ที่ประกอบอยู่ในผนังเซลล์พชื ก่อให้เกิดสารอาหารแก่พชืและเป็นหนึ่งชนิด
เอนไซมย์่อยสลายผนังเซลล์ (cell-wall degrading enzymes) ของจุลนิทรีย์รวมทั้งเชื้อราทีม่ีความสามารถในการ
ผลิตเอนไซมช์นิดนี้ เชน่ เชื้อรา Trichoderma spp. และเอนไซม์ในกลุ่มนี้ถูกใช้เป็นอีกหนึ่งในกลไกการยับยั้งโรคพชืที่
สำคญั (Dong et al., 2024; Rauyaree and Tassakorn, 2023)   

การนำเอนไซม์เพคติเนสมาใช้ในทางการเกษตร  โดยการทำแห้งแบบพน่ฝอย (Spray drying technique) ซึ่ง
เป็นกรรมวธิีที่ใช้ในการทำแห้งผลิตภัณฑผ์งจากของเหลวด้วยหลักการการทำแห้ง (dehydration) สำหรับของเหลว
อย่างรวดเรว็โดยให้อากาศรอ้น ถูกนำมาใช้ในอุตสาหกรรมอาหาร (อาทิตยา และอมรชยั, 2557; Mukherjee et al., 
2013) อุตสาหกรรมทางยา (Ahmed et al., 2010; Mukherjee et al., 2013)  และอุตสาหกรรมทางการเกษตร 
(อนุสรา, 2552; อุษา, 2549; ธญันชิา, 2552; ดวงพร และสุเทพ, 2543; วสันต์, 2546; Mukherjee et al., 2013)  
รวมทั้งการใช้เทคนคิ Spray Drying เพื่อใช้ในการควบคุมหรอืยับยั้งโรคพชื  เช่น แบคทีเรีย Erwinia amylovora ก่อ
โรค Fire blight  (Ibrahim et al., 2024); แบคทีเรีย Bacillus velezensis NKMV-3 เพื่อใช้ในการควบคมุโรค early 
blight ของมะเขอืเทศ (Vignesh et al., 2022)  

กิจกรรมเอนไซม์เพคติเนสคือ ปริมาณของสับสเตรท (ไมโครโมลหรือไมโครกรัม) ที่เปลี่ยนแปลงโดยปฏิกิริยา
เฉพาะของเอนไซม์จำนวนหนึ่งภายในหนึ่งหน่วยเวลา (นาทีหรือวินาที) โดยกิจกรรมของเอนไซม์เพคติเนส 1 ยูนิต 
หมายถึง ปริมาณที่ย่อยเพคตินที่ผนังเซลล์พืชหรือเร่งปฏิกิริยาการเปลี่ยนแปลงของสารประกอบเพคตินให้มีขนาด
โมเลกุลสั้นลง (สมฤดี, 2555) รวมทั้งเอนไซม์เพคติเนสมีความเหมาะสมต่อการนำมาใช้ในการสกัดน้ำจากผลไม้ได้อีก
ด้วย (ชิดชัย และคณะ,  2547) 

คุณสมบัติของเอนไซม์เพคติเนส จัดเป็นกลุ่มของโปรตีนเกือบทั้งหมดหรือสารอินทรีย์ที่เป็นตัวเร่งปฏิกริยา
ทางเคมีที่จำเพาะที่สูงมากต่อชนิดของปฏิกิริยาหรือเป็นตัวเร่งปฏิกิริยาทางชีวภาพในสิ่งมีชีวิต เรียกว่า Biocatalyst ที่
ทำลายเพคติน อีกทั้ง โครงสร้างปฐมภูมิ ทุติยภูมิ ตติยภูมิ และจตุรภูมิ มีความสำคัญต่อการทำงานของเอนไซม์ 
โดยทั่วไป เอนไซม์หลายชนิดสามารถทำงานได้ด้วยตัวมันเอง อุณหภูมิที่เหมาะสมต่อการทำงานโดยทั่วไปอยู่ประมาณ 
25-40 องศาเซลเซียส และสารบางชนิดมีผลต่อการยับยั้งการทำงานของเอนไซม์หรอืลดลง เรียกว่า ตัวยับยั้ง จุลินทรีย์
หลายชนิดสามารถสร้างเอนไซม์ได้ ตัวอย่างเช่น เชื้อรา Trichoderma spp. มีความสามารถในการสร้างเอนไซม์ได้
หลายชนิด เช่น เซลลูเลส     เพคติเนส อะไมเลส โปรตีเอส และ ไลเปส ซึ่งมีบทบาทสำคัญในการด้านการย่อยสลาย
ทางชีวภาพ (lytic enzymes) และถูกนำมาใช้กันอย่างแพร่หลาย ก่อให้เกิดประโยชน์ในทางอุตสาหกรรม ในทาง
การเกษตร ในด้านสภาพแวดล้อม และในทางการแพทย์ (Mukhejee et al., 2013) 
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ในปัจจุบัน ทั่วโลกต่างให้ความสนใจมากขึ้นเกี่ยวกับการคัดเลือกและนำจุลินทรีย์มาใช้ในการผลิตเอนไซม์
พื้นฐานให้เหมาะกับงานในระดับอุตสาหกรรม (Panilla et al., 2025; Burhan et al., 2003; Gubta et al., 2003) 
เพื่อเพิ่มประสิทธิภาพในกระบวนการเอนไซม์เพคติเนสและเพิ่มประสิทธิภาพของผลิตภัณฑ์เอนไซม์ ตัวอย่างเช่น จาก
รายงานการศึกษาเชื้อรา Trichoderma spp. ที่แยกได้จากตัวอย่างดินและวัสดุเพาะเห็ด จำนวน 29 ไอโซเลท (ทัศนา
พร และคณะ, 2550) เมื่อทำการศึกษาความสามารถในการสร้างเอนไซม์เซลลูเลส เพคติเนส และอะไมเลส ในระดับ
จานทดลองเมื่อพิจารณาจากค่า HC พบว่า Trichoderma spp. ไอโซเลท T-1, T-14 และ T-22 มีความสามารถใน
การสร้างเอนไซม์เพคติเนส เซลลูเลส และอะไมเลสได้สูงสุด ตามลำดับ (พยุงศักด์ และทัศนาพร, 2567) และผลที่ได้
จากการทดสอบการใช้เอนไซม์ผงเพคติเนสในการควบคุมเชื้อราสาเหตุโรคเน่าดำ Phytophthora palmivora 
(Butler) Butler ในห้องปฏิบัติการ ด้วยการใช้เอนไซม์ผงเพคติเนสของเชื้อรา Trichoderma asperellum ไอโซเลท 
T-1 ที่ระดับความเข้มข้น 10 กรัมต่อลิตร 20 กรัมต่อลิตร 30 กรัมต่อลิตร 40 กรัมต่อลิตร และ 50 กรัมต่อลิตร 
ปริมาตร 1 มิลลิลิตร เติมลงในจานอาหารเพาะเชื้อวุ้น PDA ที่ประกอบด้วย mycelial disc ของเชื้อรา Phytopthora 
palmivora และ Trichoderma asperellum บ่มในตู้บ่มเพาะเชื้อที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ผลการทดลอง 
พบว่าที่ระยะเวลา 5 วัน หลังการวางชิ้นวุ้นของเส้นใยของเชื้อรา Trichoderma asperellum สามารถยับยั้งการ
เจริญของเส้นใยเชื้อราสาเหตุโรค Phytophthora palmivora (Butler) Butler 

งานวิจัยครั้งนี้   จึงมีวัตถุประสงค์เพื่อศึกษาการผลิตเอนไซม์เพคติเนสในรูปแบบผงด้วยวิธีการทำแห้งแบบ
พ่นฝอย (spray drying method) จากเชื้อรา Trichoderma asperellum ไอโซเลท T-1 ในระดับกึ่งอุตสาหกรรม 
ทั้งนี้ เพื่อเป็นข้อมูลเบื้องต้นในการนำข้อมูลวิจัยที่ได้ไปต่อยอดการผลิตเอนไซม์เพคติเนสผงของรา Trichoderma 
asperellum  ไอโซเลท T-1 ในระดับอุตสาหกรรม รวมทั้งเพื่อนำข้อมูลที่ได้ไปใช้ทดสอบการควบคุมโรคเน่าดำ
กล้วยไม้ พืชเศรษฐกิจที่สำคัญอีกชนิดของประเทศไทย (สำนักงานเศรษฐกิจการเกษตร, 2565)  

 
 

อุปกรณ์และวิธีการ  
การเตรียมตัวอย่างที่ใช้ในการศึกษา 
บ่มเพาะเชือ้รา Trichoderma asperellum ไอโซเลท T-1 บนจานอาหารเพาะเชื้อวุน้ PDA (Himedia, USA) 

ที่อุณหภูมหิ้องเป็นเวลา 3-5 วัน เจาะชิ้นวุ้นเชือ้ราที่ประกอบดว้ย mycelial disc ด้วย cork borer ขนาดเส้นผ่าน
ศูนย์กลาง 5 มิลลิเมตร  ใส่ชิ้นวุ้นเชือ้ราลงในอาหารเลี้ยงเชือ้เหลว Czapek-Dox medium (Himedia, USA) ที่
ประกอบดว้ย 1% เพคตนิ ใน FLASK SPINNER (Bellco Glass, INC.) ปรมิาตร 5 ลิตร ปั่นกวนและบม่เพาะบนเครื่อง
เขย่าที่อณุหภูมิ 28 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5-7 วัน กรองอาหารเลี้ยงเชือ้ด้วยกระดาษกรองเซลลูโลสไนเตรทปลอดเชือ้
ขนาด 0.45 ไมครอน (Whatman, England) ก่อนนำไปผลิตเอนไซม์ผงผ่านเครือ่ง Spray Dryer (Büchi Mini Spray 
Dryer B-290, Thailand)   

การผลิตเอนไซม์เพคติเนสแบบผงโดยเครือ่งทำแห้งแบบพ่นฝอยและสภาวะการเก็บรักษา 
การผลิตเอนไซม์ผงเพคติเนสด้วยวิธีการทำแห้งแบบพ่นฝอยระดับห้องปฏิบัติการ (spray drying) ด้วยเครื่อง

ทำแห้งแบบพ่นฝอย (Büchi Mini Spray Dryer B-290) (BÜCHI model B  -290 , Switzerland) โดยกำหนดภาวะ
เครื่องที่เลือกใช้ (optimization parameters) ตามคำแนะนำของผู้ผลิต ดังนี้ อาหารเลี้ยงเชื้อเหลวต่อมอลโตเด็กซ์
ตริน (D.E.20) ซึ่งใช้เป็น adjuvant หรือ สารช่วยอบแห้งในปริมาตรร้อยละ 1.5-2.0 น้ำหนักต่อปริมาตร เพื่อเพิ่ม
ความเสถียรภาพของผลิตผล และป้องกันการจับตัวเป็นก้อนหรือเสื่อมสภาพ ในปริมาตรรวมของอาหารเลี้ยงเชื้อ  5 
ลิตร ทีภ่าวะเครื่องอุณหภูมิลมร้อนขาเข้าที่ 140 องศาเซลเซียส และ อุณหภูมิลมร้อนขาออก 65 องศาเซลเซียส อัตรา
การไหลของอากาศ 100% อัตราการป้อน 28% ความดันอากาศ 26 บาร์ 
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การวิเคราะห์กิจกรรมของและสมบัติของเอนไซม์เพคติเนส 
วิเคราะห์กิจกรรมของของเอนไซม์ โดยใช้ชุดทดสอบกิจกรรมเพคติเนสเชิงปริมาณ QuantiChromTM 

Pectinase  Assay Kit (DPEC-100) (Biosystems, Fisher Scientific, Thailand) โดยนำเอนไซม์เพคติเนสผงออก
จากตู้ -20 องศาเซลเซียส ละลายผงเอนไซม์ 1 กรัม ต่อน้ำ 2 มิลลิลิตร ตามคำแนะนำคู่มือผู้ผลติ และศึกษาสมบัตขิอง
เอนไซม์เพคติเนส โดยกำหนดค่า pH 6 6.5 7 และ 7.5 ที่อุณหภูมิที่ 35 และ 37 องศาเซลเซียส  ที่ระยะเวลา 0  18  
24 42  48 และ 66 ชั่วโมง กำหนดค่า pH และอุณหภูมิ ประยุกต์ตามวิธีการของ (ชวนิฎฐ์ และคณะ, 2546)  

 
ผลการทดลองและวิจารณ ์

การศึกษาการผลิตเอนไซม์เพคติเนสผงด้วยการเพาะเชื้อรา Trichoderma asperellum ไอโซเลท T-1 ใน
อาหารเลี้ยงเชื้อเหลว Czapek-medium ในระดับถังกวนปริมาตร 5 ลิตร โดยวิธีการทำแห้งแบบพ่นฝอย ให้ค่าเฉลี่ย
ปริมาณเอนไซม์เพคติเนสผงเท่ากับ 200-210 กรัมต่อครั้ง ให้ค่าร้อยละการผลิต (the %yield) เท่ากับ 1.25-2.0 ที่
อุณหภูมิลมร้อนขาเข้าที่ 140 องศาเซลเซียส สอดคล้องกับรายงานของ โพธิ์ทอง (2563) ทีมีสภาวะอบแห้งที่เหมาะสม
ควรอยู่ในช่วง 130 องศาเซลเซียส ถึง 150 องศาเซลเซียส เมื่อวิเคราะห์ค่ากิจกรรมของเอนไซม์เพคติเนสเชิงปริมาณที่
ได้ พบว่ามีค่ากิจกรรมของเอนไซม์เพคติเนสเฉลี่ยอยู่ที่ 9.75 ยูนิตต่อมิลลิลิตร เมื่อศึกษาคุณสมบัติของเอนไซม์ที่ค่า 
pH 6 6.5 7 และ 7.5 ที่อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส  และ 37 องศาเซลเซียส พบว่ามีค่ากิจกรรมของเอนไซม์ผงเพคติ
เนสสูงสุดเท่ากับ 0.85 ยูนิตต่อมิลลิลิตร ที่ค่า pH 6.5 ที่ระยะเวลา 18 ชั่วโมง ในสภาวะที่อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส 
(Figure 1a) และมคี่ากิจกรรมของเอนไซม์เพคติเนสสงูสุดเท่ากับ 2.2 ยูนิตต่อมิลลิลิตร ที ่pH 7.0 ในสภาวะที่อุณหภมูิ 
37 องศาเซลเซียส ที่ระยะเวลา 66 ชั ่วโมง (Figure 1b) ผลที ่ได้จากการศึกษา พบว่าเชื ้อรา Trichoderma 
asperellum ไอโซเลท T-1 สามารถผลิตหรือสกัดออกได้เป็นเพคติน สอดคล้องกับรายงานของ Sharma et al., 
2023. 

การผลิตเอนไซม์ผงเพคติเนส ใช้ต้นทุนเท่ากับ 100 บาท ต่อปริมาตร 2 ลิตร หากขยายการผลิตเป็นแบบ 
Large-scale ปริมาตร 1,000 ลิตร จะมีต้นทุนการผลิตเท่ากับ 100,000 บาท ให้ผลการผลิต 100 กิโลกรัม หรือ 
100,000 กรัม  คิดเป็นต้นทุน 1 บาท ต่อกรัม ของการผลิตเอนไซม์ผงเพคติเนสโดยเฉลี่ย สัดส่วนปริมาตรของสารตั้ง
ต้น สภาวะที่เหมาะสมในการผลิตเอนไซม์ผง เช่น ค่า pH ระยะเวลาในการบ่ม อุณหภูมิในการบ่ม รวมทั้งความเสถียร
ต่อที่ช่วงอุณหภูมิที่ช่วง pH ต่างๆ เป็นปัจจัยที่มีผลต่อต่อประสิทธิภาพการทำงานของเอนไซม์ (ชิดชัย และคณะ, 
2547; วิภาดา และปราณี, 2537) เอนไซม์ผงปริมาณ 1 กรัมงานวิจัยนี้สามารถต่อยอดไปสู่งานวิจัยหรือประยุกต์ใช้ใน
เชิงอุตสาหกรรมเพื่อเพิ่มปริมาณของเอนไซม์ผงได้ (large-scale industrial application) เช่น การเพิ่มปริมาตร
อาหารเลี้ยงเชื้อจาก 10 ลิตร เป็น 20 ลิตร หรือมากกว่านั้น เอนไซม์ผงสามารถรักษาคุณภาพได้ในสภาพไม่โดนแสง 
อากาศไม่เข้า (Figure 3)  แม้ในอุณหภูมิปกติ สามารถเก็บได้หลายปี ถึงแม้ว่าอุณหภูมิขาเข้าที่สูงขึ้นจะส่งผลดีในด้าน
การได้มาซึ่งปริมาณผงเอนไซม์ที่มากขึ้น อย่างไรก็ตาม ค่าอุณหภูมิที่ต่ำลง จะช่วยป้องกันการเสื่อมสภาพหรือสูญเสีย
การออกฤทธิ์และรักษาคุณภาพของเอนไซม์ผงได้ รวมทั้งระยะเวลาที่สารตั้งต้นที่อยู่ภายในเครื่อง ที่ลดการเสื่อมสภาพ
จากความร้อน โดยระยะเวลาของสารตั้งต้นที่ถูกป้อน (อัตราการไหลป้อนสาร) สำหรับการทำแห้งแบบพ่นฝอย คือ 
0.2-0.35 วินาที 

ต้นทุนการผลิตเฉลี่ยคิดเป็นต้นทุน 4.34 บาท/ต่อกรัม เทียบกับราคาเอนไซม์เพคติเนสเชิงพาณิชย์ ซึ่งมีราคา
ตั้งแต่  4 บาท /กรัม ถึง  5 บาท /กรัม การทำแห้งแบบพ่นฝอยมีต้นทุนใกล้เคียงกับการสั่งซื้อจากท้องตลาด แต่คุณภาพ
เอนไซม์เพคติเนสที่ผลิตได้ มีคุณภาพที่ดี ระยะเวลาในการได้มาซึ่งเอนไซม์ใชเ้วลาสั้นเพียง 3 ถึง 4 วัน สามารถนำไปใช้
งานได้ทันที ทั้งในห้องปฏิบัติการ ในโรงเรือนทดลอง หรือการเก็บรักษาเพื่อการใช้งานในอนาคต ไม่จำเป็นต้องจัดส่ง
ตัวอย่างไปวิเคราะห์ สะดวกต่อการเก็บรักษาคุณภาพเอนไซม์ผงเพคติเนส โดยบรรจุลงในขวดแก้วปิดฝาเกลียวแน่น 
ห่อหุ้มด้วยอลูมิเนียมฟอยล์ หรือซองบรรจุฟอยล์เก็บรักษาในที่ไม่โดนแสง อากาศไม่เข้า ในตู้แช่อุณหภูมิ  -20 ถึง -80 
องศาเซลเซียส 
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 อีกทั้ง ปัจจัยที่ส่งผลต่อปรมิาณและคุณภาพของผลิตภัณฑ์เอนไซมผ์งนั้น ได้แก่ อุณหภูมิลมร้อนขาเข้าที่สงูขึน้ 
จะส่งผลดีต่อปริมาณเอนไซม์ผงหรือวัตถุดิบที่เพิ่มขึ้น และค่าอุณหภูมิที่ต่ำหรือลดลง จะช่วยป้องกันการเสื่อมสภาพ
หรือสูญเสียการออกฤทธิ์ และรักษาคุณภาพของเอนไซม์ผงได้  นอกจากนี้ ระยะเวลาของสารตั้งต้นที่อยู่ภายในเครื่อง 
ช่วยลดการเสื่อมสภาพจากความร้อน ระยะเวลาของสารตั้งต้นที่ถูกป้อน (อัตราการไหลป้อนสาร) สำหรับการทำแห้ง
แบบพ่นฝอย คือ 0.2-0.35 วินาที  

การเก็บรักษาเอนไซม์ผงที่ผ่านกระบวนการ Spray drying หากเก็บรักษาในสภาพไม่โดนแสง อากาศไม่เข้า 
ภาวะอุณหภูมิปกติ สามารถเก็บเอนไซม์ผงได้นานหลายปี ถึงแม้ว่าอุณหภูมิขาเข้าที่สูงขึ้นจะส่งผลดีในด้านการได้มาซึ่ง
ปริมาณผงเอนไซม์ที่มากข้ึน อย่างไรก็ตาม ค่าอุณหภูมิที่ต่ำลง จะช่วยป้องกันการเสื่อมสภาพหรือสูญเสียการออกฤทธิ์
และคงรักษาไว้ซึ่งคุณภาพของเอนไซม์ผงได้ รวมทั้งระยะเวลาที่สารตั้งต้นที่อยู่ภายในเครื่อง ที่ลดการเสื่อมสภาพจาก
ความร้อน โดยระยะเวลาของสารตั้งต้นที่ถูกป้อน (อัตราการไหลป้อนสาร) สำหรับการทำแห้งแบบพ่นฝอย คือ 0. 2-
0.35 วินาที  

การศึกษาประสิทธิภาพความคงทนของเอนไซม์ พบว่าการนำเอนไซม์เพคติเนสผงที่ผ่านการเก็บรักษาไว้ที่
อุณหภูมิ -20 °C เมื่อนำไปใช้ในการควบคุมโรคเน่าดำของกล้วยไม้สกุลมอคคาร่าในแปลงเรียนรู้การผลิตกล้วยไม้ของ
เกษตรกร อำเภอสามพราน จังหวัดนครปฐม จำนวน 4 ครั้ง ผลการทดลองพบว่าจากการผลิตเอนไซม์ผงครั้งแรกเมื่อ
เดือนพฤศจิกายน ถึง ธันวาคม ปี 2566 เก็บรักษาไว้ที่อุณหภูมิ -20 °C เมื่อนำไปใช้ในการพ่นในแปลงทดลอง สามารถ
ลดความรุนแรงของโรคได้ในช่วงฤดูฝนถึงช่วงฤดูหนาวในปี 2567 โดยได้ทำการประเมินเปอร์เซ็นต์การเกิดโรคที่ 5 วัน
หลังการพ่นครั้งครั้งที่ 4 

ความใกล้เคยีงของผลผลติเอนไซม์เพคติเนสผงแต่ละครั้ง เนื่องจากปรมิาตรของอาหารเหลวที่ใช้ และภาวะ
กำหนดการทำงานของเครื่องทำแห้งแบบพ่นฝอย ซึ่งปัจจัยตา่งๆ เหล่านี้ เปน็ตัวบ่งชีป้รมิาณผงเอนไซม์ที่ได้ต่อครั้งโดย
จากการวิเคราะห์กจิกรรมของเอนไซมเ์ชิงปริมาณในแต่ละครั้ง พบว่ามคี่าที่ใกล้เคียงกันตอ่อาหารเลี้ยงเชื้อเหลว
ปริมาตร 2 ลิตร โดยเมื่อผา่นเครื่องทำแห้งแบบพน่ฝอย กิจกรรมของของเอนไซม์เพคติเนสเชิงปรมิาณมีค่าเทา่กับ 9.75 
ยูนิตต่อมิลลลิิตร สว่นการวิเคราะหค์รั้งต่อมาให้คา่กิจกรรมของของเอนไซม์เทา่กับ 9.27 ยูนิตต่อมิลลิลติร และเท่ากับ 
7.6 ยูนิตตอ่มลิลิลิตร ตามลำดับ  

ผลการทดลองนีช้ี้ให้เหน็วา่ ถึงแม้วา่ปริมาณการผลิตเอนไซม์ผงเพคติเนสจากเชื้อรา Trichoderma 
asperellum ไอโซเลท T-1 ในแต่ละครั้งมีความแตกต่างกัน แต่ก็ให้ปริมาณเอนไซม์ผงต่อครั้งที่ใกล้เคียงกัน โดยอยู่
ในช่วงระหว่าง 25-30 กรมัต่อปริมาตร 2 ลิตร ต่อการผลิตหนึ่งครั้ง 

เอนไซม์แต่ละชนิดล้วนมีหน้าที่การทำงานที่แตกต่างกัน ในการศึกษานี้จึงคัดแยกและศึกษาเชื้อรา Trichoderma 
spp. ที่มีความสามารถในการผลิตเอนไซม์ย่อยสลายได้ โดยเพคติเนสเป็นอีกหนึ่งชนิดเอนไซม์ย่อยสลายที่เชื้อรา
สามารถสร้างหรือผลิตขึ้นมาได้ เพื่อใช้ในการยับยั้งหรือป้องกันการบุกรุกเข้าสู่พืชเจ้าบ้านจากเชื้อราสาเหตุโรคพืช 
ดังนั้นการศึกษาเพิ่มเติมเกี่ยวกับเอนไซม์ย่อยสลายชนิดอื่นๆ ที่มีศักยภาพในการผลิตเป็นเอนไซม์ผง เพื่อนำมาใช้ต่อ
ยอดหรือใช้เป็นประโยชน์ในการควบคุมโรคพืช เพื่อประโยชน์ทางการเกษตรได้ต่อไป 

 
สรุปผลการทดลอง 

จากการศึกษาการผลิตเอนไซม์ผงเพคติเนสของเชื้อรา Trichoderma asperellum ไอโซเลท T-1 โดย
วิธีการทำแห้งแบบพ่นฝอย สามารถสรุปได้ดังนี้ ในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลวปริมาตร 2 ลิตร ให้ค่าเฉลี่ยปริมาณเอนไซม์เพ
คติเนสแบบผงเท่ากับ 25-30 กรัมต่อครั้ง ให้ค่าร้อยละการผลิต (the %yield) เท่ากับ 1.25-2.0 เมื่อวิเคราะห์
กิจกรรมของเอนไซม์เพคติเนสที่ได้ พบว่าค่ากิจกรรมของเอนไซม์เชิงปริมาณเฉลี่ยที่วิเคราะห์ได้ มีค่าเท่ากับ 9.75 ยูนิ
ตต่อมิลลิลิตร นอกจากนี้ ค่ากิจกรรมเอนไซม์เชิงปริมาณมีค่าแตกต่างกันในแต่ละครั้ง รวมทั้งเมื่อทดสอบคุณสมบัติ
ของเอนไซม์ที่พีเอช 6 6.5 7 และ 7.5 ที่อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส และ 37 องศาเซลเซียส ที่ระยะเวลา 0 18 24 42 
48 66 ชั่วโมง พบว่าที่อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส ที่ค่า pH 7 บ่มที่ระยะเวลา 18 ชั่วโมง มีค่ากิจกรรมเอนไซม์สูงสุด
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เท่ากับ 0.85 ยูนิตต่อมิลลิลิตร และพบว่าที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ที่ค่า pH 6.5 บ่มที่ระยะเวลา 66 ชั่วโมง มีค่า
กิจกรรมเอนไซม์เพคติเนสสูงสุดเท่ากับ 2.2    ยูนิตต่อมิลลิลิตร   
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                               (a)       (b)                
Figure 1 Enzymatic pectinase study of Trichoderma asperellum T-1 isolate at the different pH     
            value. The pectinase enzyme activities incubated at 35 °C (a). The pectinase enzyme  
             activity incubated at 37 °C (b).  
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Figure 2 Efficacy of pectinase enzyme solutions (a) at 10 gram/L (b), 20 gram/Litre (c),  
            30 gram/Litre (d), 40 gram/Litre (e) and 50 gram/Litre (f) at 200 microlitre for inhibition of  
            P. palmivora on CA medium after 5 days of incubation.  
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ผลของ N6-benzyladenine ต่อการชักนำให้เกิดยอดจำนวนมากในกัญชาในสภาพปลอดเชื้อ 
Effect of N6-benzyladenine on In vitro Shoot Multiplication of Cannabis 
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 บทคัดย่อ  
การขยายพันธุ์กัญชาพันธุ์ดีเพื่อใช้ประโยชน์ทางการแพทย์ จำเป็นต้องใช้ต้นเพศเมีย เนื่องจากมีปริมาณสารสำคัญ

สูงกว่าต้นเพศผู้ งานวิจัยนี้จึงมีจุดมุ่งหมายเพื่อศึกษาสูตรอาหารที่เหมาะสมสำหรับชักนำข้อและยอดกัญชาพันธุ์ดีให้เกิด
ยอดจำนวนมากด้วยเทคนิคการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ โดยเริ่มจากฟอกกำจัดเชื้อจากชิ้นส่วนข้อและยอดกัญชาโดยใชส้ารละลาย
โซเดียมไฮโปคลอไรด์ (ไฮเตอร์®) ความเข้มข้น 20 เปอร์เซ็นต์ เป็นเวลา 15 นาที หลังจากเพาะเลี้ยงนาน 2 สัปดาห์ มีอัตรา
การรอดชีวิตคิดเป็น 100 เปอร์เซ็นต์ การนำเนื้อเยื่อส่วนข้อและยอดไปชกันำใหเ้กดิยอดจำนวนมากโดยเพาะเลี้ยงบนอาหาร
แข็งสูตร MS ที่เติม BA ความเข้มข้น 0, 0.1, 0.2, 0.3, 0.4 และ 0.5 mg/l เป็นเวลา 4 สัปดาห์ พบว่าสูตรอาหาร MS ที่เติม 
BA ความเข้มข้น 0.5 mg/l ให้จำนวนการเกิดยอดใหม่เฉลี่ย 4 ยอดต่อข้อ  

คำสำคัญ: กัญชา, การเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพืช, การขยายพันธุ์พืช, N6-เบนซิลอะลาดีนีน, 

 
ABSTRACT  

 High-quality female cannabis plants are necessary for cultivation for medicinal purposes due 
to their higher concentration of secondary metabolites compared to male plants. This study 
identified the best formula for inducing numerous shoots from shoot tip and node segments in 
the elite lines of cannabis using tissue culture techniques. Shoot and nodal segments were 
disinfected using 6% sodium hypochlorite (Haiter®) for 15 minutes and then placed into a solid MS 
medium. After two weeks of cultivation, the survival rate was 100%. Nodal segments and shoot tips 
were cultivated on solid MS medium with varying concentrations of BA (0, 0.1, 0.2, 0.3, 0.4, and 0.5 
mg/l) for 4 weeks. Both segments were grown on solid MS medium with BA 0.5 mg/l yielded an 
average of 4 shoots.  

Keywords: Cannabis, Plant Tissue culture, Pant propagation, N6-Benzyladenine 
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บทนำ  
กัญชา (Cannabis, sp.) เป็นไม้ล้มลุกที่มีถิ ่นกำเนิดอยู่ในทวีปเอเชีย จัดอยู่ในตระกูล Cannabaceae 

สามารถแบ่งกลุ่มได้ 3 กลุ่ม คือ Cannabis sativa, Cannabis indica และ Cannabis ruderalis การใช้ประโยชน์
จากกัญชามีหลากหลายประเภท เช่น ยา เส้นใย และอาหารเพื่อสุขภาพ ปัจจุบันมีการนำมาใช้รักษาโรคต่าง ๆ เช่น 
โรคเบาหวาน และโรคมะเร ็งเป็นต้น ในกัญชามีสาร cannabinoids ที ่ม ีองค์ประกอบหลักคือ delta-9-
tetrahydrocannabinol (THC) และ Cannabidiol (CBD) ซึ่งสาร THC ทำให้รู้สึกผ่อนคลายทางการแพทย์ใช้ในการ
รักษาโรคหัวใจและโรคอื่น ๆ ส่วนสาร CBD มีฤทธิ์ในการยับยั้งมะเร็งได้ จึงทำให้กัญชาได้รับความสนใจจากเกษตรกร 
และผู้ที่นำมาใช้ประโยชน์ในการรักษาโรคจำนวนมาก แต่ในประเทศไทยยังขาดองค์ความรู้ในการผลิตกัญชาที่ถูกตอ้ง
และเหมาะสม  ตั้งแต่การศึกษาและพัฒนาพันธุพ์ืชกัญชา ที่ควรส่งเสริมสนบัสนนุการศึกษาและพัฒนาพันธุ์ โดยเฉพาะ
สายพันธุ์พื้นเมืองของไทย ให้มีความคงตัวทางพันธุกรรม และให้มีปริมาณสารออกฤทธิ์ที่ต้องการในระดับสูง อย่างไรก็
ตามแม้ว่าจะได้พันธุ์ที่ดีมีปรมิาณสารออกฤทธิ์ที่ต้องการในระดับสูง แต่การขยายพันธุ์ให้ได้จำนวนมากในระยะเวลาอัน
สั้นยังเป็นปัญหา ดังนั้นจึงจำเป็นต้องใช้เทคโนโลยีการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อเข้ามาช่วย เนื่องจากการขยายพันธุ์โดยใช้
เมล็ดมีความแปรปรวนสูงในบางครั้งอาจไม่ได้ต้นพันธุ์ที่ตรงตามคุณสมบัติที่ต้องการและทำให้เสียเวลาในการคัดเลือก 
รวมทั้งการขยายพันธุ์แบบดั้งเดิมต้องใช้ต้นตอจำนวนมากทำให้ต้องใช้เวลานานในการขยายพันธุ์ แต่เทคโนโลยีการ
เพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อสามารถนำเนือ้เยื่อทุกส่วนของต้นพนัธุท์ี่ดีมาเพาะเลี้ยงแล้วชักนำใหเ้กิดเป็นต้นที่สมบูรณ์ที่มีลกัษณะ
ตรงตามพันธุกรรม และสามารถขยายพันธุ์ให้ได้จำนวนมากในระยะเวลาอันสั้นโดยใช้สารควบคุมการเจริญเติบโตชนิด

ไซโตไคนินซึ่งมีหลายรายงานที่ประสบความสำเร็จในกัญชา เช่น Lata และคณะ (2009) รายงานว่าสูตรอาหาร 

MS ที่เติม BA ความเข้มข้น 5 µM ให้จำนวนยอดกัญชาเฉลี่ย 6.3 ยอด หรือในพืชอื่น ๆ ดังรายงานของสาวิตาและคณะ 
(2564) ใช้สาร BA ในการชักนำให้เกิดยอดใหม่ในกุหลาบหนู พบว่า ชิ้นส่วนตาข้างที่เพาะเลี้ยงบนอาหาร MS ที่เติม
สารควบคุมการเจริญเติบโต BA 3 มิลลิกรัม ต่อลิตร สามารถชักนําให้เกิดยอดใหม่ที่มีความสมบูรณ์มากที่สุดเฉลี่ย 
16.9 ยอดต่อชิ้นส่วน และให้ค่าเฉลี่ยความสูงยอดมากที่สุด 4.03 เซนติเมตร ดังนั้นงานวิจัยนี้จึงมีวัตถุประสงค์เพื่อ
ศึกษาความเข้มข้นของ BA ที่เหมาะสมต่อการเพิ่มปริมาณยอดที่เกิดจากข้อและยอดกัญชาในสภาพปลอดเชื้อ เพื่อใช้
ประโยชน์ในด้านการวิจัยและขยายพันธุ์กัญชาด้วยเทคนิคการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อในอนาคตต่อไป  

 

อุปกรณ์และวิธีการ 

ฟอกฆ่าเชื้อข้อและยอดกัญชา  
นำต้นกัญชาพันธุ์ดีอายุ 2 เดือนมาตัดเฉพาะส่วนยอดพร้อมกับตัดใบส่วนเกินออก ล้างทำความสะอาดด้วย

ผลิตภัณฑ์ทำความสะอาด Teepol® 1 ครั้ง ผึ่งให้สะเด็ดน้ำแล้วนำมาฟอกฆ่าเชื้อด้วยสารโซเดียมไฮโปคลอไรด์ (ไฮ
เตอร์®) ที่ระดับความเข้มข้น 20 เปอร์เซ็นต์ เป็นเวลา 15 นาที พอครบตามเวลานำมาล้างด้วยน้ำที่ผ่านการนึ่งฆ่าเชื้อ  
2 ครั้ง  ครั้งละ 5 นาที ซับน้ำส่วนเกินออกด้วยกระดาษที่ผ่านการนึ่งฆ่าเชื้ อ จากนั้นนำไปเพาะเลี้ยงบนสูตรอาหาร 
Murashige and Skoog (MS) (Murashige and Skoog, 1962)  ที่ไม่เติมสารควบคุมการเจริญเติบโตเป็นเวลา 2 
สัปดาห์ บันทึกผลการทดลองโดยนับจำนวนข้อและยอดที่มีชีวิตและปราศจากเชื้อ  
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ศึกษาสูตรอาหารที่เหมาะสมในการชักนำให้เกิดยอดจำนวนมาก  
นำข้อและยอดกัญชาจากต้นที่เพาะเลี้ยงในสภาพปลอดเชื้อ มาเพาะเลี้ยงเพื่อชักนำให้เกิดยอดจำนวนมาก โดย

เพาะเลี้ยงบนอาหารแข็งสูตร MS ที่เติม BA ความเข้มข้น 0, 0.1, 0.2, 0.3, 0.4 และ 0.5 mg/l เป็นเวลา 4  สัปดาห์ 
ในช่วงเวลาดังกล่าวมีการเปลี่ยนอาหารทุก ๆ 4 สัปดาห์ บันทึกผลการทดลองโดยตรวจนับจำนวนยอดที่สมบูรณ์ และ
บันทึกภาพ  

ผลการทดลองและวิจารณ์  
การฟอกฆา่เชื้อขอ้และยอดกัญชา 

จากการฟอกกำจัดเชื้อชิ้นส่วนข้อกัญชาพันธุ์ดีจำนวน 3 พันธุ์ ด้วยสารโซเดียมไฮโปคลอไรด์ (ไฮเตอร์®) 
ที่ระดับความเข้มข้น 20 เปอร์เซ็นต์ เป็นเวลา 15 นาที พบว่าหลังจากผ่านไป 2 สัปดาห์ชิ้นส่วนข้อและยอด
กัญชาพันธุ์ดีมีอัตราการรอดชีวิตคิดเป็น 100 เปอร์เซ็นต์ จากชิ้นส่วนเริ่มต้นจำนวน 30 ชิ้น ลักษณะข้อและ
ยอดของทั้ง 3 พันธุ์ที่รอดชีวิตมีสีเขียว บางข้อเริ่มมียอดอ่อนเกิดขึ้น สำหรับชิ้นส่วนยอดกัญชาของทั้ง 3 สาย
พันธุ์ ลักษณะยอดที่รอดชีวิตมีลักษณะที่สมบูรณ์สีเขียว และเริ่มมีใบอ่อนเกิดขึ้นจำนวน 2-3 ใบ (Figure 1) 
หลังจากนี้จะนำข้อและยอดที่ปลอดเชื้อไปเพิ่มปริมาณเพื่อใช้ในการทดลองต่อไป  

การชักนำให้เกิดยอดจำนวนมากในกัญชา 
หลังจากนำยอดกัญชาสายพันธุ์ดีพันธุ์ที่ 2 ไปเพาะเลี้ยงให้เกิดยอดจำนวนมากบนอาหารแข็งสูตร MS ที่เติม

สารควบคุมการเจริญเติบโต BA เข้มข้น 0, 0.1, 0.2, 0.3, 0.4 และ 0.5 mg/l เป็นเวลา 4 สัปดาห์ พบว่ายอดกัญชาที่

เพาะเลี้ยงบนอาหารทั้ง 6 สูตร เริ่มเกิดยอดใหม่ขนาดเล็กและเริ่มเจริญเติบโตเต็มที่และยอดพัฒนาจนเห็นได้ชัดเจนใน 4 

สัปดาห์ โดยยอดกัญชาที่เพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร MS ที่เติมสารควบคุมการเจริญเติบโต BA ความเข้มข้น 0.5 mg/l 

ยอดใหม่เริ่มมีการเจริญเติบโตมากขึ้น และให้จำนวนการเกิดยอดใหม่ 4 ยอดหลังจากเพาะเลี้ยงนาน 8 สัปดาห์ (Figure 

2A) สำหรับยอดที่ได้จากการเพาะเลี้ยงบนอาหาร MS ที่เติมสารควบคุมการเจริญเติบโต BA เข้มข้น 0.1, 0.2, 0.3 และ 

0.4 mg/l หลังจากเพาะเลี้ยงไป 8 สัปดาห์ พบว่าเริ่มมียอดใหม่เกิดขึ้นแต่จำนวนยอดน้อยโดยมีจำนวนยอดมากที่สุด 3 

ยอด (Figure 2B) ส่วนยอดกัญชาพันธุ์ดีที่เพาะเลี้ยงบนอาหารแข็งสูตร  MS ที่เติมสารควบคุมการเจริญเติบโต BA 

เข้มข้น 0 mg/l หรือไม่เติมสารควบคุมการเจริญเติบโตมีการพัฒนาของยอดจำนวน 1 ยอด (Figure 2C)  ซึ่งสอดคล้อง

กับงานวิจัย Lata และคณะ (2009) รายงานว่าสูตรอาหาร MS ที่เติม BA ความเข้มข้น 5 µM ให้จำนวนยอดกัญชาเฉลีย่ 

6.3 ยอด นอกจากนี้ยังมีอีกหลายรายงานที่ประสบผลสำเร็จในการใช้สารควบคุมการเจริญเติบโตชนิด BA สำหรับเพิ่ม

ปริมาณยอดให้ได้จำนวนมากโดยจะใช้ปริมาณความเข้มข้นที่แตกต่างกันขึ้นอยู่กับชนิดและพันธุ์ของพืชนั้น ๆ (Cheng 

et al., 2006; Lata et al., 2010; Movahedi et al., 2015) แม้ว่าสารควบคุมการเจรญิเติบโตทีเ่ป็นฮอร์โมนในกลุมไซ

โตไคนินที่มีคุณสมบัติเป็นสารที่ชวยกระตุนการแบงเซลล์ การขยายขนาดของเซลล์ การเจริญของกิ่งและลำต้น รวมทั้ง

เร่งการแตกตาข้าง (อนุพันธ และพันธิตรา, 2549) แต่การใช้สารควบคุมการเจริญเติบโตกับพืชแต่ละชนิดจำเป็นต้องมี

การศึกษาถึงปริมาณความเข้มข้นที่เหมาะสมเพราะถ้าใช้ความเข้มข้นสูงเกินไปส่งผลให้ไปยับยั้งการเจริญเติบโตของ

ปลายยอด โดยทำให้อวัยวะของพืชมีการเติบโตที่ไม่สัมพันธ์กัน เช่น แบ่งเซลล์เพิ่มขึ้นแต่เซลล์ไม่ขยายขนาด ไม่ยืดยาว 
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ยอดใหม่ที่เกิดขึ้นจากตาข้างจะมีลักษณะยอดสั้น อวัยวะบิดเบี้ยวเสียรูปทรง การเจริญของพืชลดลงและหยุดไปในที่สุด 

(ประกาย และคณะ, 2565) 

สรุป  
การฟอกฆ่าเชื ้อข้อและยอดกัญชาด้วยสารละลายโซเดียมไฮโปคลอไรด์ (ไฮเตอร์®) ความเข้มข้น 20 

เปอร์เซ็นต์ เป็นเวลา 10 นาที มีอัตราการรอดชีวิตที่ปราศจากเชื้อคิดเป็น 100 เปอร์เซ็นต์ สูตรอาหาที่เหมาะสม
สำหรับเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อกัญชาให้ได้ยอดจำนวนมากคอืสูตรอาหาร  MS ที่เติมสารควบคุมการเจริญเติบโต BA เข้มข้น 
0.5 mg/l โดยมีจำนวนยอดเฉลี่ย 4.5 ยอด  
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Figure 1 The cannabis nodal segment was surface sterilized, Elite line 1(A), Elite line 2(B) and Elite line  
             3(C) after being cultured for 2 weeks on solid MS medium under 55 µmol/m2/s of light  
             intensity for 16 hours/day at 25+2oC 
 
  

 
 
 
 
 
 

Figure 2 Morphology of new shoots derived from Cannabis Elite line 2, after being cultured for 8  
             weeks on solid MS medium supplemented with 0.5 mg/l (A) , 0.1, 0.2, 0.3, 0.4 mg/l (B)  
             and 0 mg/l (C) BA under 55 µmol/m2/s of light intensity for 16 hours/day at 25+2oC  
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ความหลากหลายของพืชสกุลปดุในประเทศไทย 
Diversity of Genus Etlingera in Thailand 
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 บทคัดย่อ 
พืชสกุลปุด (Genus Etlingera) จัดอยู่ในพืชวงศ์ขิง (Zingiberaceae) มีความหลากหลายของชนิดพืชใน

สกุลประมาณ 150 – 200 ชนิด เอเชียตะวันออกเฉียงใต้เป็นเขตภูมิภาคหนึ่งที่พบการกระจายพันธุ์ของพืชสกุลปุด
หลายชนิด และพืชสกุลปุดเหล่านี้มีหลายชนดิที่ถูกนำมาใชป้ระโยชนเ์ป็นพืชอาหาร พืชสมุนไพร และไม้ดอกไม้ประดับ 
ในประเทศไทยมีรายงานการสำรวจพบพืชสกุลปุดประมาณ 17 ชนิด แต่มีคนที่รู้จักและใช้ประโยชน์จากพืชสกุลปุดยัง
ไม่แพร่หลาย ดังนั้นการวิจัยนี้จะเป็นการศึกษาความหลากหลายของพืชสกุลปุดในประเทศไทย โดยมีวัตถุประสงค์เพื่อ
เก็บรวบรวมอนุรักษ์เชื้อพันธุกรรม จัดจำแนกชนิด และระบุชื่อที่ถูกต้องของพืชสกุลปุด สำหรับใช้เป็นองค์ความรู้ใน
การพัฒนาต่อยอดและใช้ประโยชน์จากคุณค่าความหลากหลายของพืชสกุลปุดในประเทศไทย การสำรวจและ เก็บ
รวบรวมพืชสกุลปุดนี้ ใช้วิธีการเลือกกลุ่มตัวอย่างแบบเจาะจง (purposive sampling) ตามการแบ่งเขตภูมิศาสตร์พืช
พรรณในประเทศไทย ระหว่างปี พ.ศ. 2564 ถึงปี พ.ศ. 2566 พบพืชสกุลปุด จำนวน 11 ชนิด แบ่งเป็น 2 กลุ่ม คือ
กลุ่มที่ช่อดอกอยู่ติดพื้นดิน (Achasmas group) จำนวน 7 ชนิด และกลุ่มช่อดอกโผล่พ้นเหนือดิน (Phaeomeria 
group) จำนวน 4 ชนิด และเก็บอนุรักษ์เชื้อพันธุ์ไว้ที่ธนาคารเชื้อพันธ์พืชกรมวิชาการเกษตร จำนวน 8 ชนิด 15 
ตัวอย่าง นอกจากนี้ยังพบว่าเขตภูมิศาสตร์พืชพรรณภาคใต้ มีความหลากชนิดของพืชสกุลปุดสูงที่สุด ส่วนชนิดของพืช
สกุลปุดที่มีการแพร่กระจายพันธุ์มากที่สุดในประเทศไทย คือ  ปุดช้าง (E. littoralis) 

คำสำคญั: พืชสกุลปุด, ความหลากหลายของชนิดพนัธุ์, เขตภูมศิาสตร์พชืพรรณของไทย 

 
ABSTRACT 

The genus Etlingera is a member of the Zingiberaceae family. There are various plant 
species in the genus, approximately 150 – 200 species. Southeast Asia is one of the regions where 
many species of this genus are found to be used as food, medicinal and ornamental plants. In 
Thailand, there are reports of surveys of about 17 species of the genus Etlingera, but few people 
know and use the plants in this genus. Therefore, this research aimed to study the diversity of the 
genus Etlingera in Thailand. The objectives are to collect and conserve the genetic material of the 
genus Etlingera, to classify the species, and to identify the correct name of the genus Etlingera for 
use as knowledge to further develop and utilization of the diversity value of the genus Etlingera in 
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Thailand. The exploration and collection of this plant species by purposive sampling according to 
the plant floristic regions of Thailand during 2021 – 2023.  There were 11 species of plants in the 
genus Etlingera, divided into two groups: the group with inflorescences attached to the ground 
(Achasmas group) with 7 species and the group with inflorescences emerging from the ground 
(Phaeomeria group) with 4 species. A total of 8 species and 15 germplasm accessions were 
collected and conserved in Genebank, Department of Agriculture.        The Peninsular floristic 
regions in Thailand have the highest species diversity of the genus Etlingera and the most widely 
distributed species is E. littoralis (Put Chang). 

Keywords: Genus Etlingera, Species diversity, Thailand Floristic Regions 

 
บทนำ 

ประเทศไทยเป็นประเทศที่มีความหลากหลายทางชีวภาพมากที่สุดแห่งหนึ่งในภูมิภาคเอเชียตะวันออกเฉียง
ใต้ แต่การขยายตัวทางด้านเศรษฐกิจและการพัฒนาด้านเทคโนโลยีต่าง ๆ ของประเทศ  ก่อให้เกิดการเปลี่ยนแปลง
ที่ส่งผลกระทบต่อระบบนิเวศและสิ่งแวดล้อม เป็นเหตุทำให้จำนวนความหลากหลายทางชีวภาพของพืชบางชนิด
ลดลง การเก็บรวบรวมอนุรักษ์ความหลากหลายของทรัพยากรพันธุกรรมพืชของประเทศจึงมีความสำคัญเป็นอย่างยิ่ง 
ในแง่ของการบริหารจัดการความหลากหลายทางชีวภาพของทรัพยากรธรรมชาติของประเทศ 

พืชสกุลปุด (Genus Etlingera) จัดเป็นพืชสกุลใหญ่สกุลหนึ ่งในวงศ์ขิง (Zingiberaceae) ที่มีความ
หลากหลายของชนิดพืชในสกุลมาก โดยมีประมาณ 150 - 200 ชนิด (Poulsen, 2012) เป็นพืชที่พบการกระจายพันธุ์
ได้มากในป่าดิบชื้นบริเวณเส้นศูนย์สูตร สามารถเจริญเติบโตได้ในพื้นที่ราบลุ่มไปจนถึงพื้นที่ที่มีระดับความสูงจากน้ำ
ทะเล 2,700 เมตร พบการกระจายพันธุ์ได้ทั่วไปตั้งแต่ภาคตะวันออกเฉียงเหนือของอินเดีย ไปจนถึงเอเชียตะวันออก
เฉียงใต้จนถึงหมู่เกาะแปซิฟิกตะวันตก (Poulsen, 2012; Yeats, 2013)  พืชสกุลปุดหลายชนิดถูกนำมาใช้ประโยชน์
เป็นพืชอาหาร พืชสมุนไพร และไม้ดอกไม้ประดับแบบดั้งเดิมและเชิงพาณิชย์ ในสภาพธรรมชาติพืชสกุลปุดที่อยู่ในชั้น
ใต้ชั้นดินถือได้ว่าเป็นแหล่งอาหารทีส่ำคัญของสัตว์อีกด้วย (Lamb et al., 2013; Lim, 2014) 

 ในประเทศไทยมีรายงานการสำรวจพบพืชสกุลปุดมากถงึ 17 ชนิด แต่มีเพียงบางชนิดที่คนทั่วไปรู้จักและถูก
นำมาใช้ประโยชน์อย่างกว้างขวาง ได้แก่ ดาหลา (E. elatior) ใช้เป็นไม้ดอกไม้ประดับ และ เร่วหอม (E. pavieana) 
ใช้เป็นพืชอาหารที่เป็นยา จึงมีพืชสกุลปุดอีกหลายชนิดที่ยังขาดการศึกษาวิจัย ประกอบกับลักษณะสัณฐานวิทยาของ
พืชสกุลปุดส่วนใหญ่นั้นมีความคล้ายคลึงกันมาก จนยากที่จะจัดจำแนกชนิดได้ ทำให้คนส่วนใหญ่มองว่าเป็นปุดชนิด
เดียวกันหมด ส่งผลทำให้พืชสกุลปุดในประเทศไทยมีความเสี่ยงต่อการสูญเสียความหลากหลายทางพันธุกรรม ดังนั้น
ผู้วิจัยจึงมีความสนใจที่จะศึกษาความหลากหลายของพืชสกุลปุดในประเทศไทย โดยมีวัตถุประสงค์เพื่อ เก็บรวบรวม
อนุรักษ์เชื้อพันธุกรรมพืชสกุลปุด จัดจำแนกชนิด และระบุชื่อที่ถูกต้องของพืชสกุลปุด สำหรับใช้เป็นองค์ความรู้ในการ
พัฒนาต่อยอดและใช้ประโยชน์จากคุณค่าความหลากหลายของพืชสกุลปุดในประเทศไทยต่อไป 
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อุปกรณ์และวิธีการ 
การศึกษาความหลากหลายและเก็บรวบรวมตัวอย่างพืชสกุลปุด 

ทำการศึกษาค้นคว้ารวบรวมข้อมูลเบื้องต้นที่เกี่ยวกับพืชสกุลปุด จากเอกสาร ตำรา สิ่งพิมพ์ และจากข้อมูล
ตัวอย่างพรรณไม้แห้งในพิพิธภัณฑ์พืชต่าง ๆ เพื่อให้ทราบถึงข้อมูลด้านนิเวศวิทยา แหล่งการกระจายพันธุ์ และ
ลักษณะของพืชสกุลนี้ในแต่ละชนิด หลังจากนั้นทำการสำรวจเก็บตัวอย่างพืชสกุลปุดทั่วทุกภาคของประเทศ โดย
อาศัยข้อมูลด้านนิเวศวิทยา และแหล่งการกระจายพันธุ์ตามเขตภูมิศาสตร์พืชพรรณ (floristic regions) ของไทย ซึ่ง
แบ่งเป็น 7 เขต (ส่วนพฤกษศาสตร์ป่าไม้ สำนักวิชาการป่าไม้ กรมป่าไม้, 2544) เก็บรวบรวมตัวอย่างพืชสกุลปุดจาก
กลุ่มเกษตรกรที่ปลูกเพื่อการค้า แหล่งจำหน่ายทางช่องทางออนไลน์ หรือแหล่งที่อยู่ตามธรรมชาติ บันทึกข้อมูลต่าง ๆ 
ที่เกี่ยวกับพืชสกุลปุดที่รวบรวมได้ในพื้นที่ศึกษาให้ละเอียดมากที่สุด พร้อมทั้งถ่ายภาพ ตัวอย่างรายละเอียดในการ
บันทึกข้อมูล ได้แก่ ชื่อพื้นเมือง ชื่อพันธุ์ ลักษณะพืช ลักษณะวิสัยของพืช ฯลฯ 
การตรวจสอบเอกลักษณ์ ลักษณะ และวินิจฉัยชื่อพืชสกุลปุด 

นำข้อมูลและตัวอย่างพืชสกุลปุดท่ีเก็บรวบรวมมาตรวจวิเคราะห์หาชนิดของพืชสกุลปุด เพื่อระบุชื่อที่ถูกต้อง 
โดยใช้รูปวิธานการจัดจำแนกพรรณไม้ ตัวอย่างของพืชสกุลปุดที่ได้จากการศึกษา ต้นพันธุ์ที่สามารถปลูกเลี้ยงนอก
พื้นที่ศึกษาได้ ให้ปลูกรวบรวมอนุรักษ์ไว้ที่ธนาคารเชื้อพันธุ์พืช กรมวิชาการเกษตร และชิ้นส่วนอื่น ๆ ของพืชจัดทำ
เป็นตัวอย่างพรรณไม้อ้างอิง เพื่อให้ผู้ที่สนใจนำไปต่อยอดเพื่อการใช้ประโยชน์ในด้านอื่น ๆ ต่อไป 

 

ผลการทดลองและวิจารณ์ 
จากการศึกษาและเก็บรวบรวมตัวอย่างพืชสกุลปุดในประเทศไทย ระหว่างปี พ.ศ. 2564 ถึงปี พ.ศ. 2566 ในพื้นที่

ต่าง ๆ ของประเทศ ตามการแบ่งเขตภูมิศาสตร์พืชพรรณของประเทศไทย สามารถจัดจำแนกชนิดของพืชสกุลปุดได้ทั้งหมด 
11 ชนิด ได้แก่ 1) ปุดดอย (Etlingera araneosa (Bak.) R.M. Sm.) 2) ปุดใหญ่ (E. coccinea (Blume) S.Sakai & 
Nagam.) 3) ปุดลิ้น (E. linguiformis (Roxb.) R.M.Sm.) 4) ปุดช้าง (E. littoralis (J.Koenig) Giesecke) 5) ปุดช้อน
ทอง (E. pauciflora (Ridl.) R.M.Sm.) 6) เร่วหอม (E. pavieana (Pierre ex Gagnep.) R.M. Smith) 7) ปุดยูนาน (E. 
yunnanensis (T.L.Wu & S.J.Chen) R.M.Sm.) 8) ดาหลากุหลาบ (E. corneri Mood & Ibrahim) 9) ดาหลา (E. 
elatior (Jack) R.M. Smith) 10) ดาหลาไฟ (E. fulgens (Ridl.) C.K.Lim) และ 11) ดาหลาตายน (E. maingayi (Baker) 
R.M.Sm.) (Figure 1) โดยภาคใต ้พบความหลากหลายของชนิดพืชสกุลปุดสูงที่สุด เนื่องจากมีลักษณะเป็นป่าดิบชื้นหรือ
ป่าฝนเขตร้อนจัดเป็นป่าประเภทไม่ผลัดใบ เป็นป่าที่มีสีเขียวตลอดทั้งปี ต้นไม้จะไม่ผลัดใบในช่วงฤดูแล้ง เนื่องจากมี
ปริมาณน้ำฝนค่อนข้างมาก และปุดช้าง (E. littoralis) เป็นพืชสกุลปุดที่มีเขตการแพร่กระจายพันธุ์ได้กว้างกว่าปุดชนิดอื่น 
(Table 1)  

ในการศึกษาวิจัยนี้สามารถแบ่งพืชสกุลปุดทั้ง 11 ชนิด ออกเป็น 2 กลุ่มใหญ่ โดยใช้ลักษณะของช่อดอก คือ 
กลุ่มที่ช่อดอกเกิดจากเหง้าฝังใต้ดิน ก้านช่อดอกยาวน้อยกว่า 20 เซนติเมตร และกลุ่มที่ช่อดอกเกิดจากเหง้าตั้งตรง 
ก้านช่อยาวมากกว่า 20 เซนติเมตร สอดคล้องกับการศึกษาของ Khaw (2001) ที่ทำการศึกษาพืชสกุลปุดทางใต้ของ
มาเลเซีย พบว่า พืชสกุลปุดในแถบนี้สามารถแบ่งเป็น 2 กลุ่ม เมื่อดูจากลักษณะของช่อดอก คือ กลุ่มที่มีก้านช่อดอก
สั้น ช่อดอกอยู่ติดกับพื้นดิน เรียกว่า “Achasmas group” และกลุ่มที่มีก้านดอกยาว ช่อดอกโผล่พ้นเหนือพื้นดิน 
เรียกว่า “Phaeomeria group” (Figure 1 and Table 1) ทั้งได้มีการเก็บรวบรวมอนุรักษ์พืชสกุลปุดจากพื้นที่ต่าง 
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ๆ ไว้ที่ธนาคารเชื้อพันธุ์พืชกรมวิชาการเกษตร จำนวน 8 ชนิด 15 ตัวอย่าง โดยเลือกเก็บรวบรวมอนุรักษ์เฉพาะชนิดที่
สามารถหาต้นพันธุ์ได้ และเป็นชนิดที่ยังมีการศึกษาวิจัยน้อย รวมทั้งไม่เก็บชนิดที่อยู่ในพื้นที่ห้ามเก็บ เช่น เขตอุทยาน
แห่งชาต ิ   

 

สรุป 
จากการศึกษาความหลากหลายของพืชสกุลปุดในประเทศไทย สามารถจัดจำแนกชนิดของพืชสกุลปุดได้

ทั้งหมด 11 ชนิด แบ่งเป็น 2 กลุ่ม คือกลุ่มที่ช่อดอกอยู่ติดพื้นดิน (Achasmas group) จำนวน 7 ชนิด และกลุ่มช่อ
ดอกโผล่พ้นเหนือดิน (Phaeomeria group) จำนวน 4 ชนิด และเก็บอนุรักษ์เชื้อพันธุ์ไว้ที่ธนาคารเชื้อพันธุ์พืชกรม
วิชาการเกษตร จำนวน 8 ชนิด 15 ตัวอย่าง เขตภูมิศาสตร์พืชพรรณภาคใต้ (PEN) พบความหลากชนิดของพืชสกุลปุด
สูงที่สุด ส่วนชนิดของพืชสกุลปุดที่มีการแพร่กระจายพันธุ์ได้กว้างหรือพบได้มากที่สุดของประเทศไทย คือ ปุดช้าง (E. 
littoralis) 
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Figure 1 Inflorescence of Genus Etlingera: Achasmas group (A–J); A) Etlingera araneosa, B) E. 
coccinea, C) E. linguiformis, D) E. panciflora, E) E. pavieana, F) E. yunnanensis, G–J) E. 
littoralis. Phaeomeria group (K–N); K) E. corneri, L) E. elatior, M) E. fulgens and N) E. 
maingayi. 
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Table 1 Species of Etlingera samples collected from Thailand  

Species name Vernacular name Sample code Location (District, Province) Distribution * 

Achasmas group 

E. araneosa Put Doi ETL37 Mae Taeng, Chiang Mai N, NE 
ETL38 Fang, Chiang Mai  
ETL32 Khao Kho, Phetchabun  

E. coccinea Put Yai ETL79 Betong, Yala PEN 
E. linguiformis Put Lin ETL95 Mueang Mae Hong Son, Mae Hong Son N 
E. littoralis Put Chang ETL19, 21 Soi Dao, Chantaburi N, NE, SW, SE, PEN  
  ETL3 TaKua Pa, Phangnga  
  ETL42 Hat Yai, Songkhla  
  ETL48 Yan Ta Khao, Trang  
E. panciflora Put Chon Thong ETL45 Khuan Don, Satun PEN 
E. pavieana Reo Hom – Chanthaburi and Rayong SE 
E. yunnanensis Put Yunnan – Nam Nao, Phetchabun NE 

Phaeomeria group 

E. corneri Dala Kulab ETL58 Srinagarindra, Phatthalung PEN 
E. elatior Dala –  General in Thailand Commonly to found 
E. fulgens Dala Fai ETL57 Srinagarindra, Phatthalung PEN 
E. maingayi Dala Ta Yon ETL4 Srinagarindra, Phatthalung PEN 

หมายเหตุ * Thailand Floristic Regions; N = Northern, NE = North Eastern, E = Eastern, SW = South Western, C = 
Central, 

                SE = South Eastern, PEN = Peninsular  
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การเก็บรักษาเมล็ดพันธุ์มะเขือพวงในธนาคารเชื้อพนัธุ์พืช กรมวิชาการเกษตร 
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 บทคัดย่อ  
การอนุรักษ์เมล็ดเชื้อพันธุ์มะเขือพวงให้มีอายุการเก็บรักษาได้ยาวนานในธนาคารเชื้อพันธุ์พืช กรมวิชาการ

เกษตร ทำการศึกษาเมล็ดมะเขือพวงพันธุ์มีหนามและพันธุ์ไรห้นาม โดยบรรจุเมล็ดในถุงอะลูมิเนียมฟอยลแ์ละปิดผนกึ
ให้อยู่ในสภาพสุญญากาศ ทำการเก็บรักษาเมล็ดพันธุ์ในห้องอนรุักษ์ระยะปานกลาง (5 องศาเซลเซียส) ระยะยาว (-10 
องศาเซลเซียส) และอุณหภูมิห้องทั่วไป (25 องศาเซลเซียส) แล้วนำออกมาทดสอบความมีชีวิตและความแข็งแรงใน
ทุก 3 เดือน เป็นระยะเวลา 15 เดือน และการศึกษาการเก็บรักษาเมล็ดพันธุ ์มะเขือพวงในสภาพเยือกแข็ง 
(Cryopreservation, -196 องศาเซลเซียส) โดยนำออกมาทดสอบความมีชีวติและความแข็งแรง ท่ีระยะการเก็บรักษา 
0, 1, 7 วัน 1 เดือน และ 1 ปี พบว่า การเก็บรักษาเมล็ดพันธุ์มะเขือพวงในห้องอนุรักษ์ระยะปานกลาง ห้องอนุรักษ์
ระยะยาว และอุณหภูมิห้องท่ัวไป เป็นระยะเวลา 15 เดือน ยังคงความมีชีวิตและความแข็งแรงสูง   ส่วนการเก็บรักษา
เมล็ดพันธุ์ในสภาพเยือกแข็งความมีชวีิตและความแข็งแรงสูงที่ระยะการเก็บรักษา 1 เดือน และลดลงอย่างแตกต่างกนั
ทางสถิติกับระยะการเก็บรักษา 1 ปี แสดงว่า เมล็ดมะเขือพวงเมื่อทำการเก็บรักษาไว้ในสภาพเยือกแข็งนาน 1 ปี มี
ความมีชีวิตและความแข็งแรงต่ำ 

คำสำคัญ: มะเขือพวง เมล็ด การอนุรักษ ์สภาพเยอืกแข็ง ความงอก ความแข็งแรงเมล็ด 

 
ABSTRACT  

Seed conservation of Turkey berry for long shelf life in DOA genebank at the Biotechnology 

Research and Development Office, Pathumthani Province. The seeds were packed in aluminum foil 

bags and vacuum-sealed. The experiments according to storage condition; room temperature in a 

medium-term (5 °C) and long-term (-10 °C), and control room (25 °C). The seeds were tested for 

viability and vigor every 3 months for 15 months. And storage condition cryopreservation (-196 °C) 

tested for viability and vigor at storage times of 0, 1, 7 days, 1 month and 1 year. The result showed 

that the storage of Turkey berry seeds in the medium-term storage room, the long-term storage 

room, and general room temperature for 15 months maintained high viability and vigor. As for the 
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storage of seeds in frozen condition, the viability and vigor were high at the storage period of 1 

month and decreased statistically differently with the storage period of 1 year. This indicates that 

Turkey berry seeds when stored in cryopreservation storage for 1 year had low viability and vigor. 

Keywords: Turkey berry, seed, conservation, cryopreservation, viability, seed vigor 

 
บทนำ 

มะเขือพวง (Solanum torvum Swartz; Turkey berry) จัดอยู่ในวงศ์ Solanaceae เป็นไม้พุ่ม ขนาดเล็ก 
สูงประมาณ 1-3 เมตร ลำต้นมีหนามอ้วนสั้นสีแดงอมเหลือง โคนต้นมีขนแข็งคล้ายหนาม กิ่งมีหนามสลับขนสั้น หนา
นุ่ม ใบเป็นรูปไข่เว้าเล็กน้อย ปลายมน ด้านบนมีขน ออกดอกตามซอกก่ิง ดอกเดี่ยวแยกเพศในต้นเดียวกัน ลักษณะช่อ
สั้นเป็นกระจุก กลีบดอกสีขาว มีกลีบเลี้ยงติดอยู่ที่ผล พบได้ตั้งแต่เ ขตร้อนและกึ่งเขตร้อนของอเมริกากลางและ
อเมริกาใต้ แถบประเทศในเอเชียและเอเชียตะวันออกเฉียงใต้ รวมทั้งประเทศไทย มีการนำมาใช้ประโยชน์เป็นพืชผัก
และสมุนไพร (ปิยานี, 2562) โดยใช้ผลอ่อนได้ทั้งสดและปรุงเป็นอาหาร เช่น ผลสดโขลกรวมกับน้ำพริก นำมาลวก
หรือต้มจิ้มกับน้ำพริก ใส่ในแกงเขียวหวาน และแกงเผ็ด เป็นต้น  

การอนุรักษ์เชื ้อพันธุกรรมพืช สามารถเก็บได้ 3 ระยะ คือระยะสั้น ความชื้นเมล็ด 11-12 เปอร์เซ็นต์ 
อุณหภูมิ 15 องศาเซลเซียส ความชื้นสัมพัทธ์ 60 เปอร์เซ็นต์ เก็บได้นาน 3-5 ปี ระยะปานกลาง ความชื้นเมล็ด 8 
เปอร์เซ็นต์ อุณหภูมิ 5 องศาเซลเซียส ความชื้นสัมพัทธ์ 60 เปอร์เซ็นต์ เก็บได้นาน 20 ปี  ระยะยาว ความชื้นเมล็ด 
8% อุณหภูมิ -10 องศาเซลเซียส ความชื้นสัมพัทธ์ 60 เปอร์เซ็นต์ เก็บไว้นาน 50 ปี หรือในสภาพเยือกแข็ง (-196 

องศาเซลเซียส) (Hong and Ellis., 1996) ในการเก็บรักษาเมล็ดพันธุ์พืชนั้น ความชื้นของเมล็ด ภาชนะบรรจุ และ
อุณหภูมิที่ใช้ในการเก็บรักษา จะมีผลต่อความมีชีวิตของเมล็ดพันธุ์ในระหว่างการเก็บรักษา เมล็ดพันธุ์ที่มีความชื้นสูง
มักทำให้เมล็ดมีอัตราการหายใจสูง ส่งผลทำให้เมล็ดเสื่อมสภาพเร็วขึ้น ภาชนะที่ใช้บรรจุเมล็ดจะเกี่ยวข้องกับการ
ควบคุมการแลกเปลี่ยนอากาศและความชื้นของบรรยากาศภายในและภายนอกภาชนะขณะที่อุณหภูมิที่ใช้ในการเก็บ
รักษามีผลต่อกระบวนการชีวเคมีภายในเมล็ด การเก็บเมล็ดในสภาพอุณหภูมิต่ำช่วยลดกิจกรรมทางชีวเคมีต่างๆ 
ภายในเมล็ดทำให้เมล็ดเสื่อมสภาพช้าลงได้ (Harrington and Douglas., 1970) เมล็ดมะเขือพวงเป็นเมล็ดกลุ่มออร์
โธดอกซ์ (Orthodox seed) ซึ่งสามารถลดความชื้นในเมล็ดให้อยู่ในระดับต่ำได้  สามารถลดความชื้นได้ต่ำกว่า 10 % 
โดย Baskin and Baskin, 2004; Kaewsorn et al. (2018) รายงานว่าเมล็ดมะเขือพวงมีการพักตัวเนื่องจากมีสาร
ยับยั้งการงอกที่เปลือกเมล็ดรวมถึงการพักตัวจากเอ็มบริโอแต่ไม่ซับซ้อน Copeland and McDonald (1995) ได้
ทำการศึกษา seed priming โดยนำเมล็ดแช่ในน้ำทำให้เมล็ดแห้งลงเพื่อหยุดการงอกนั ้น เมื ่อเมล็ดที่ผ่านการ
เตรียมพร้อมเมล็ดพันธุ์แล้วได้รับปัจจัยที่เหมาะสมต่อการงอก เมล็ดสามารถงอกได้อย่างรวดเร็วและสม่ำเสมอ 

 
อุปกรณ์และวิธีการ  

การเตรียมเมล็ดพันธุแ์ละการเก็บรักษาเมล็ดพันธ์ 
นำเมล็ดพันธุ์มะเขือพวง 2 พันธุ์คอื พันธุม์ีหนามและพนัธุไ์ร้หนามที่ผา่นการลดระดับความชื้นอยู่ที่ 4 

เปอร์เซ็นต์ บรรจุในถุงอะลมูิเนียมฟอยล์และปิดผนึกให้อยู่ในสภาพสุญญากาศ และนำไปเก็บรักษาในห้องอนรุักษ์
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ระยะปานกลาง (5 องศาเซลเซียส) ห้องอนุรักษ์ระยะยาว (-10 องศาเซลเซียส) และอณุหภูมหิ้องท่ัวไป (25 องศา
เซลเซียส) และในสภาพเยือกแข็ง (-196 องศาเซลเซียส)  เป็นระยะเวลา 15 เดือน แล้วนำออกมาทดสอบความมชีวีิต
และความแข็งแรง ในทุก 3 เดือน ในห้อง 5 องศาเซลเซียส ห้อง -10 องศาเซลเซียส และหอ้ง 25 องศาเซลเซียส สำหรับ
การเก็บรักษาในสภาพเยอืกแข็งนำออกมาทดสอบความมชีวีิตในในระยะเก็บรักษาที่ 0, 1, 7 วนั 1 เดือน และ 1 ป ี
การทดสอบความมีชีวิตและความแข็งแรง   

การทดสอบความมชีีวิตโดยวิธีเพาะทดสอบหาเปอรเ์ซ็นต์ความงอก (germination test) ตามวธิีการของ
สมาคมทดสอบเมล็ดพนัธุน์านาชาติ (ISTA, 2014) และการตรวจสอบความแข็งแรงโดยเร่งอายุเมล็ดพนัธุ ์
(accelerated aging test) จัดให้เมล็ดได้รับสภาพความเครียด (stress condition) หรอืสภาพแวดล้อมไม่เหมาะสม
ช่วงสัน้ จากนั้นนำไปเพาะทดสอบหาเปอร์เซ็นต์ความงอก ทดสอบการงอกของเมล็ดโดยวธิีเพาะบนกระดาษเพาะ (Top 
of paper) ตามวิธีการของสมาคมทดสอบเมล็ดพนัธุ์นานาชาติ และประเมนิผลโดยตรวจสอบความงอกครั้งแรก (first 
count) เมื่อต้นกลา้อายุ 14 วัน และตรวจสอบครัง้สุดท้าย (final count) เมื่อต้นอ่อนอายุ 28 วัน การประเมินผลจะ
เริ่มทำในการนับครั้งแรก บันทึกและนับออกของต้นอ่อนปกติ และเมล็ดที่ตาย สว่นที่เหลอืจะนบัไม่เกินวันนบัครั้ง
สุดท้าย หลังจากนัน้นำข้อมูลมาคำนวณหาเปอร์เซ็นต์ความงอกจากสูตรดังต่อไปนี้    

เปอร์เซ็นตค์วามงอก (%) = จำนวนเมล็ดที่งอกปกติ × 100  
     จำนวนเมล็ดที่เพาะ 
 

ผลการทดลองและวิจารณ ์ 
การเก็บรักษาเมล็ดพันธุ์ในห้องอนรุักษ์ระยะปานกลาง ห้องอนรุักษ์ระยะยาว และห้องอุณภูมิท่ัวไป 

พบว่า เมล็ดมะเขือพวงพันธ์มีหนามมีความมชีีวิตและความแข็งแรงที่อายุการเก็บรักษา 15 เดือน สูงที่สุดเมื่อ
เก็บในห้องอนุรักษ์ระยะยาวเท่ากับ 76 เปอร์เซ็นต ์ห้องอนุรักษ์ระยะปานกลาง มีความมีชีวิตเท่ากับ 68 เปอร์เซ็นต์ มี
ความแข็งแรงเท่ากับ 71 เปอร์เซ็นต์ และในห้องอุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส มีความมีชีวิตเท่ากับ 67 เปอร์เซ็นต์ มี
ความแข็งแรง เท่ากับ 70 เปอร์เซ็นต์ จะเห็นว่าความมีชีวิตและความแข็งแรงไม่แตกต่างกันแสดงว่าเมล็ดมีความ
แข็งแรงสูง เมล็ดมะเขือพวงพันธุ์ไร้หนามที่ระยะการเก็บรักษา 12 เดือน มีความมีชีวิตและความแข็งแรงสูงที่สุดเมื่อ
เก็บในห้องอนุรักษ์ระยะยาวเท่ากับ 74 เปอร์เซ็นต ์และที่ระยะการเก็บรักษา 15 เดือน ความมีชีวิตและความแข็งแรง 
เท่ากับ 71 เปอร์เซ็นต์ และห้องอนุรักษ์ระยะปานกลาง มีความมีชีวิตเท่ากับ 68 เปอร์เซ็นต์ มีความแข็งแรง เท่ากับ 
71 เปอร์เซ็นต์ การเก็บในสภาพห้องอุณหภูมิมีความมีชีวิตเท่ากับ 66 เปอร์เซ็นต์ มีความแข็งแรง เท่ากับ 65 
เปอร์เซ็นต ์จะเห็นได้ว่าพันธุ์มีหนามและไรห้นามยังมีความมีชีวิตและความแข็งแรงไม่แตกต่างกันแสดงว่าเมล็ดมีความ
แข็งแรงสูง และมีแนวโน้มลดลงในระการเก็บรักษาที่ 15 เดือน (Figure 1)  ซึ่งสอดคล้องกับการทดสอบความแข็งแรง
ของเมล็ดพันธุ์ที่พัฒนาโดย Delouche and Baskin (1971) การนำเมล็ดพันธุ์ไปผ่านความเครียด คือ ความร้อนที่
ระดับอุณหภูมิ 40 - 50 องศาเซลเซียส ความชื้นสัมพัทธ์ 100 เปอร์เซ็นต์ เป็นเวลานานแตกต่างกันไปตามชนิดพืช 
ส่วนใหญ่อยู่ระหว่าง 3 – 5 วัน หลังจากนั้นนำมาเล็ดมาทดสอบความงอก หากเมล็ดยังมีความงอกสูง แสดงว่าเมล็ดมี
ความแข็งแรงสูง สามารถเก็บรักษาไว้ได้นาน 

การเก็บรักษาในสภาพเยือกแข็ง กบัการเกบ็รักษาในอุณหภูมิห้องทั่วไป  
พบว่า เมล็ดมะเขือพวงพันธุ์มีหนามเก็บรักษาในสภาพเยือกแข็ง (-196 °C ) ระยะเก็บรักษา 1 เดือน มีความ

มีชีวิตสูงที่สุดเท่ากับ 82 เปอร์เซ็นต์ และมีความแข็งแรงเท่ากับ 76 เปอร์เซ็นต์ ระยะเก็บรักษา 1 ปี มีความมีชีวิต
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เท่ากับ 63 เปอร์เซ็นต ์และมีความแข็งแรงเท่ากับ 46 เปอร์เซ็นต ์และการเก็บรักษาในห้องอุณหภูมิห้องท่ัวไป ที่ระยะ
เก็บรักษา 1 ปี มีความมีชีวิตเท่ากับ 59 เปอร์เซ็นต์ มีความแข็งแรงเท่ากับ 57 เปอร์เซ็นต์ จะเห็นได้ว่า ความมีชีวิต
และความแข็งแร็งสูงขึ้นจากระยะการเก็บรักษา  1 เดือน แสดงว่า เมล็ดมีความแข็งแรง ส่วนเมล็ดมะเขือพวงพันธุ์ไร้
หนามเก็บรักษาในสภาพเยือกแข็ง ที่ระยะ 1 เดือน ความมีชีวิตสูงที่สุดเท่ากับ  88 เปอร์เซ็นต์ มีความแข็งแรงเท่ากับ 
80 เปอร์เซ็นต์ และลดลงที่ระยะเก็บรักษา 1 ปี ความมีชีวิตเท่ากับ 52 เปอร์เซ็นต์ และมีความแข็งแรงเท่ากับ 42 
เปอร์เซ็นต์ การเก็บรักษาในอุณหภูมิห้องทั่วไป ความมีชีวิตเท่ากับ 69 เปอร์เซ็นต์ มีความแข็งแรง เท่ากับ 59 
เปอร์เซ็นต ์(Figure 2) ผลการทดลองบ่งบอกว่าเมล็ดมะเขือพวง เมื่อทำการเก็บรักษาไว้ในสภาพเยือกแข็งนาน 1 ปี มี
ความมีชีวิตและความแข็งแรงลดลง โดยมีเปอร์เซ็นต์ความมีชีวิตลดลงแตกต่างกันทางสถิติกับการเก็บรักษาใน
อุณหภูมิห้องทั่วไป และเมื่อนำเมล็ดมะเขือพวงที่เก็บรักษาในสภาพเยือกแข็ง อายุการเก็บรักษา 1 ปี ไปเร่งอายุพบ
ความแข็งแรงลดลง ซึ่งสอดคล้องกับ Delouche and Baskin (1973) เมล็ดที่สามารถงอกได้ดีหลังผ่านการเร่งอายุ
แสดงว่าเป็นเมล็ดพันธุ์ที่แข็งแรงดี สามารถเก็บรักษาไว้ได้นาน ส่วนเมล็ดที่ผ่านการเร่งอายุแล้วมีความงอกต่ำแสดงว่า
เมล็ดพันธุ์นั้นมีความแข็งแรงต่ำไม่สามารถเก็บรักษาได้นาน  

 
สรุป  

การเก็บรักษาเมล็ดพันธุ์มะเขือพวงพันธุ์มีหนามและพันธุไ์รห้นาม ในห้องอนุรักษ์ระยะปานกลาง ห้องอนุรักษ์
ระยะยาว และห้องอุณภูมิทั่วไป ระยะการเก็บรักษา 15 เดือน ความมีชีวิตและความแข็งแรงลงลงจากระยะการเก็บ
รักษา 12 เดือน แสดงว่าการเก็บรักษาเมล็ดพันธุ์มะเขือพวงในห้องอนุรักษ์ระยะปานกลาง ห้องอนุรักษ์ระยะยาว และ
ห้องอุณภูมิทั่วไป ยังคงความมีชีวิตและความแข็งแรงสูง ที่ระยะการเก็บรักษา 15 เดือน ส่วนการเก็บรักษาในสภาพ
เยือกแข็งความมีชีวิตและความแข็งแรงลดลงอย่างเห็นได้ชัด ที่ระยะการเก็บรักษา 1 ปี สรุปได้ว่า เมล็ดมะเขือพวงที่
เก็บรักษาในสภาพเยือกแข็ง ท่ีระยะการเก็บรักษา 1 ปี มีความมีชีวิตและความแข็งแรงต่ำ 
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Figure 1 Comparison percentages of Turkey berry seeds after storage at different temperatures and 
storage periods. 

(A) Germination of Turkey berry seeds (prickles) after storage at different temperatures (25°C, 5°C,        
-10°C) and storage periods at 0, 3, 6, 9, 12 and  15 months. 

(B) Germination after AA Test of Turkey berry seeds (prickles) after storage at different 
temperatures (25°C, 5°C, -10°C) and storage periods at 0, 3, 6, 9, 12  and  15 months. 

(C) Germination of Turkey berry seeds (no prickles) after storage at different temperatures (25°C, 
5°C,     -10°C) and storage periods at 0, 3, 6, 9, 12  and  15 months. 

(D) Gemination after AA Test of Turkey berry seeds (no prickles) after storage at different 
temperatures (25°C, 5°C, -10°C) and storage periods at 0, 3, 6, 9, 12 and  15 months. 
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 บทคัดย่อ  

จากปัญหาโรคไวรัสใบด่างจุดวงแหวนมะละกอที ่แพร่ระบาดอย่างรุนแรงในประเทศไทย ทำให้นักวิจัย  
ได้พัฒนาพันธุ์มะละกอให้มีความต้านทานต่อโรคไวรัสใบด่างจุดวงแหวน โดยปัจจุบันเทคโนโลยีการปรับแต่งจีโนมด้วย
เทคนิค CRISPR-Cas9 ถือเป ็นทางเล ือกหนึ ่งท ี ่ถ ูกนำมาใช ้ในการปร ับปร ุงพ ันธุ ์พ ืชมากที ่ส ุด เน ื ่องจาก 
มีความแม่นยำ ปลอดภัย และเป็นมิตรต่อสิ่งแวดล้อม สำหรับการดำเนินงานการปรับปรุงพันธุ์พืชด้วยเทคโนโลยี
ปรับแต่งจีโนมประกอบด้วย กระบวนการเพาะเลี ้ยงเนื ้อเยื ่อซึ ่งเพาะเลี ้ยงเมล็ดมะละกอพันธุ ์แขกดำศรีสะเกษ   
งอกได้ด ีท ี ่ส ุดด้วยการแช่น้ำอุ ่นและเพาะเลี ้ยงด้วยอาหารแข็งส ูตร MS ที ่เต ิมจิบเบอเรลลิน ความเข้มข้น  
0.5 มิลลิกรัมต่อลิตร ทั้งนี้พบว่าการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อแผ่นใบมะละกอโดยเพาะเลี้ยงบนอาหารที่เติม NAA และ BA 
เพียงอย่างเดียว ช่วยให้เกิดการขยายเซลล์ของแผ่นใบมะละกอ นอกจากนี้ยังพบว่า ผลของแสงแอลอีดีสีแดงร่วมกบัสี
น้ำเงินรวมกันช่วยให้การพัฒนายอดมะละกอแขกดำศรีสะเกษเจริญเติบโตดีที่สุด ซึ่งสามารถนำไปกระตุ้นให้เนื้อเยื่อ
พัฒนาเป็นยอดได้ หลังจากรับการคัดเลือกในขั้นตอนการถ่ายยีน และสำหรับขั้นตอนการถ่ายยีน พบว่า สามารถสร้าง 
sgRNA ที่จำเพาะต่อยีน eIF4E  ได้ 10 ตัว ทำการถ่ายโอนเข้าเชื้อ Agrobacterium tumefaciens สายพันธุ์ EHA 
105 แล้วถ่ายยีนเข้าสู่เนื้อเยื่อมะละกอ ใช้เนื้อเยื่อส่วนตาข้าง ทั้งนี้มีเพียง sgRNA 4 ที่มีเนื้อเยื่อรอดชีวิตและสามารถ
นำไปเลี้ยงต่อได้ 

คำสำคัญ: พืชปรับแต่งจีโนม, เทคนิค CRISPR-Cas9, มะละกอ, โรคไวรัสจุดวงแหวน  

 
ABSTRACT  

Due to a severe outbreak of papaya ringspot virus in Thailand, researchers have developed 
papaya varieties resistant to the virus. Currently, genome editing technology using the CRISPR-Cas9 
technique is considered one of the most widely used alternatives for plant breeding because it is 
precise, safe, and environmentally friendly. The process of plant breeding through genome editing 
involves tissue culture, where optimal germination of seeds from the Kakdum Srisaket variety was 
achieved by soaking them in warm water and cultivating them on solid MS medium supplemented 
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with 0.5 milligrams per liter of gibberellin. It was found that culturing papaya leaf tissues on a 
medium supplemented with only NAA and BA promoted cell expansion. Additionally, the 
combined effects of red and blue LED lighting enhanced papaya development , promoting tissue 
growth into shoots after the gene transfer step. In the gene transfer step, 10 sgRNAs specific to the 
eIF4E gene were successfully created and transferred into the germ using Agrobacterium 
tumefaciens strain EHA 105 on lateral bud tissue. Among these, only sgRNA 4 survived and could 
be further cultured.  

Keywords: Genome Editing Plant, CRISPR-Cas9 technique, Papaya, Papaya ring spot virus disease  
 

บทนำ  
           สำหรับมะละกอพบว่าปัญหาที่สำคญัของการปลกูมะละกอคือ โรคไวรัสจุดวงแหวนของมะละกอที่มีการแพร่ระบาดไป
ทั่วโลก มีสาเหตุเกิดจากเชื้อ Papaya Ringspot Virus (PRSV) (Gonsalves et al., 2010) PRSV สามารถเข้าทำลายมะละกอได้
ทุกระยะของการของเจริญเติบโต ความรุนแรงของอาการขึ้นอยู่กับสภาพและอายุของพืช ถ้าเชื้อเข้าทำลายในระยะต้นกล้าจะ
เกิดอาการรุนแรงที่สุด (วิไล, 2552; สิริกุล, 2557) จากการระบาดของไวรัสจุดวงแหวนมะละกอ ทำให้พื้นที่การปลูกมะละกอ
ลดลงและมีการเปลี่ยนแปลงพื้นที่ปลูกอยู่ตลอดเวลา จากข้อมูลขององค์การอาหารและการเกษตรแห่งสหประชาชาติ (Food 
and Agriculture Organization of the United Nations; FAO) พบว่าแนวโน้มพื้นที่การปลูกมะละกอลดลงซึ่งสอดคล้องกับ
ปริมาณการผลิตในประเทศ จากปัญหาโรคไวรัสจุดวงแหวนมะละกอที่แพร่ระบาดอย่างรุนแรงในประเทศไทย ทำให้นักวิจัยจาก
หลายหน่วยงานได้พัฒนาพันธุ์มะละกอให้มีความต้านทานต่อโรคไวรัสจุดวงแหวน โดยหนึ่งในวิธีการที่สามารถแก้ไขปัญหา
ดังกล่าวได้คือ การพัฒนาพันธุ์มะละกอต้านทานต่อโรคโรคไวรัสใบด่างจุดวงแหวนโดยใช้เทคนิคพันธุวิศวกรรม (ชาลินี, 2553) 
อาทิเช่น ศูนย์พันธุวิศวกรรมและเทคโนโลยีชีวภาพแห่งชาติ (นุชนาถ และคณะ, 2546) สถาบันอณูชีววิทยาและพันธุศาสตร์ 
มหาวิทยาลัยมหิดล วิทยาเขตศาลายา (Ruanjan et al., 2007) และกรมวิชาการเกษตร (นงลักษณ์ และคณะ, 2540) แต่อย่างไร
ก็ตามพบว่า การดัดแปลงพันธุกรรมพืชด้วยเทคนิคดั้งเดิมส่งผลให้ผู้บริโภคมีความกังวลในหลายๆ ด้าน เช่น การดัดแปลง
พันธุกรรมดังกล่าวมียีนต้านทานสารปฏิชีวนะอยู่ เช่น ยีน hptII (hygromycin phosphotranferase resistance gene) nptII 
(neomycin phosphotranferase resistance gene)  

ปัจจุบันได้มีการพัฒนาเทคโนโลยีการปรับแต่งจีโนม (genome editing technology) การปรับเปลี่ยนแก้ไข 
รหัสพันธุกรรมของสิ่งมีชีวิตที่มีความจำเพาะและแม่นยำ เช่น การใช้เทคนิค Clustered Regularly Interspaced Shot 
Palindromic Repeats (CRISPR) สำหรับเทคนิค CRISPR-Cas9 ที่มีการนำมาใช้อย่างแพร่หลาย ได้แก่ Site Direct 
Nucleases: SDN1 (deletion) เป็นการตัดสายดีเอ็นคู่ให้ขาดไปในตำแหน่งที่ต้องการโดยไม่มีการใส่นิวคลีโอไทด์ใหม่เข้าไป
เมื่อดีเอ็นเอสายคู่ทำการซ่อมแซมตัวเองจะได้ลักษณะการกลายพันธุ์แบบ deletion ที่ส่งผลให้เกิดการยับยั้งการแสดงออก
ของยีนนั้นๆ ซึ่งการกลายพันธุ์ด้วยรปูแบบนี้สามารถระบใุห้กลายพันธุ์ได้เฉพาะตรงตำแหน่งที่ต้องการ ไม่มีความเสี่ยงในการ
กลายพันธุ์ของพืชในจุดที่ไม่ต้องการ เหมือนการกระตุ้นให้กลายพันธุ์แบบสุ่มด้วยวิธีการทางเคมีหรือรังสี สำหรับการใช้
เทคนิค CRISPR-Cas9 เพื่อสร้างความต้านทานต่อไวรัสจุดวงแหวนมะละกอ ได้มีการศึกษาในยีนกลุ่มปัจจัยเริ่มต้นการแปล
รหัสพันธุกรรม (translation initiation factors) คือยีน eIF4E ซึ่งเกี่ยวข้องกับการเกิดปฏิสัมพันธ์โปรตีน (protein 
interaction) กับโปรตีนของไวรัสจุดวงแหวนมะละกอ ทำให้มะละกอเกิดโรค เมื่อมีการกลายของยีน eIF4E มะละกอจะ
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สามารถต้านทานต่อไวรัสจุดวงแหวนมะละกอได้ จึงเป็นที่มาของงานวิจัยนี้ที่ได้นำเทคนิค CRISPR-Cas9 มาใช้ในการพัฒนา
มะละกอให้มีความต้านทานโรคไวรัสจุดวงแหวน ร่วมกับการใช้เทคนิคเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพืชเพื่อการขยายพันธุ์มะละกอให้มี
ความสามารถในการต้านทานโรคไวรัสจุดวงแหวนคงที่ และขยายพันธุ์ได้จำนวนมากยิ่งขึ้น นอกจากนี้ยังมีการตรวจสอบเพื่อ
ยืนยันว่าการพัฒนามะละกอต้านทานโรคไวรัสจุดวงแหวนด้วยเทคนิค CRISPR-Cas9 ที่เป็นการกลายพันธุ์แบบแม่นยำมีความ
เสี่ยงน้อยกว่าการกลายพันธุ์แบบดั้งเดิม 

 
อุปกรณ์และวิธีการ  

1. ศึกษาปัจจัยด้านการเพาะเล้ียงเนื้อเยื่อสำหรับเมล็ดมะละกอแขกดำศรีสะเกษในสภาพปลอดเชื้อ 
    นำเมล็ดมะละกอแขกดำศรีสะเกษมาศึกษาปัจจัยที ่ เก ี ่ยวข้องกับการเพาะเลี ้ยงเนื ้อเยื ่อมะละกอ  

ในสภาพปลอดเชื้อ โดยวัตถุประสงค์ของกระบวนการนี้ให้สามารถขยายพันธุ์เมล็ดมะละกอแขกดำศรีสะเกษในสภาพ
ปลอดเชื้อสำหรับการถ่ายยีนและการขยายพันธุม์ะละกอให้ได้จำนวนมาก ทำการดำเนินการศึกษาดังต่อไปนี้ 1) ศึกษา
ผลของระยะเวลาในการแช่เมล็ดกับสูตรอาหารเพาะเลี ้ยง 2) ศึกษาผลของการสูตรอาหารต่อการงอกของเมล็ด
มะละกอในสภาพปลอดเชื้อ 3) ศึกษาผลของคลื่นแสงแอลอีดีที่ต่างกันและสูตรอาหารต่อการงอกของเมล็ดในสภาพ
ปลอดเชื้อ 4) ศึกษาผลของ NAA และ BA ต่อการพัฒนาเนื้อเยื่อแผ่นใบมะละกอแขกดำศรีสะเกษในสภาพปลอดเชื้อ 
และ 5) ศึกษาผลของแสงแอลอีดีต่อการพัฒนายอดมะละกอแขกดำศรีสะเกษ 
2. ศึกษาปัจจัยด้านการถ่าย sgRNA เข้าสู่เนื้อเย่ือมะละกอแขกดำศรีสะเกษเพื่อให้มะละกอต้านทานโรคไวรัสจุดวง
แหวนด้วยเทคนิค CRISPR-Cas9  
          2.1 การสร้าง sgRNA  
           ดำเนินการศึกษาปัจจัยที่เก่ียวข้องกับการถ่าย sgRNA เข้าสู่เนื้อเยื่อมะละกอแขกดำศรีสะเกษเพื่อให้มะละกอ
ต้านทานโรคไวรัสจุดวงแหวนด้วยเทคนิค CRISPR-Cas9 โดยมีรายละเอียดดังนี้ 1) การเตรียม competent cell ของเชื้อ 

Escherichia coli สายพันธุ์ DH5α 2) การเตรียม competent cell ของเชื้อ Agrobacterium tumefaciens สาย
พันธุ์ EHA105 3) การสร้าง vector library สำหรับการกลายแบบสุ่มด้วยระบบคริสเปอร์แคสใน E. coli ด้วยวิธี 
Gateway cloning โดยใช้เวกเตอร์ pDE-ttLbCas12a และ pDE-SaCas9 ที่ตำแหน่งแลกเปลี่ยนของฟาจ (attL และ 
attR) ด้วยเอนไซม์ LR clonase จากนั้นนำปฏิกิริยาไปถ่ายโอนเข้าสู ่เซลล์ E. coli ด้วยวิธี heat shock หรือ 
electroporation  

การสร้าง vector library สำหรับแก้ไขยีน eIF4E ด้วยระบบคริสเปอร์แคสใน E. coli ด้วยวิธี Gateway 
cloning โดยการออกแบบ sgRNA ที่จำเพาะต่อการแก้ไขยีน eIF4E โดยใช้ข้อมูลลำดับนิวคลีโอไทด์จากฐานข้อมูล ซึ่ง
ในการออกแบบ sgRNA ดำเนินการด้วยโปรแกรม ApE เพื่อหาลำดับ sgRNA ซึ่งเลือกจาก sgRNA ที่ขึ้นต้นด้วยเบส A 
(ตารางที่ 1) ซึ่งมีตำแหน่ง PAM คือ 5’-NGG-3’จากนั้นนำ Forward primer และ Reverse primer ที่สังเคราะห์จาก
บริษัทมาเชื่อมต่อกับเวคเตอร์ pRGEB32 (ภาพที่ 1) โดยขั้นแรกนำไพรเมอร์ทั้งสองเส้นมาผสมกันในอัตราที่เท่ากัน
แล้วผสมให้เข้ากันเพื่อให้ไพรเมอร์ทั้งสองเส้นจับกัน จากนั้นนำมาเจือจาง 200 เท่า เพื่อใช้ในปฏิกิริยาการเชื่อมต่อ
ระหว่าง sgRNA และเวคเตอร์ ซึ่งประกอบด้วยดังตารางที่ 2 แล้วนำไปบ่มที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส นานข้ามคืน 
และหยุดปฏิกิริยาที่อุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส จากนั้นถ่ายโอนเข้าสู่เซลล์ E. coli ด้วยวิธี heat shock ตรวจสอบ
โคลนด้วยเทคนิค PCR  



 

43 The Ignite Biotechnology: ขับเคลื่อนเศรษฐกิจไทยด้วยนวัตกรรมเทคโนโลยีชีวภาพและการอนุรกัษ์พันธุกรรมเพื่ออนาคต

ยั่งยนื 

2.2 การฝากถ่ายเวคเตอร์เข้าสู่เนื้อเย่ือมะละกอ 
    ดำเนินการการฝากถ่ายเวคเตอร์เข้า Agrobacterium tumefaciens โดยเตรียม electrocompetent 

cell ของเชื้อ A. tumefaciens สายพันธุ์ EHA105 ดัดแปลงตามวิธีของ Abdallah และคณะ (2004) แล้วนำเวคเตอร์ 
CRISPR-Cas9 ที่ออกแบบไว้ถ่ายยีนเข้าสู่อะโกรแบคทีเรียมด้วยวิธีอิเลคโตรโพเรชั่น (electroporation) หลังจากนั้น
ฝากถ่ายเวคเตอร์เข้าสู่เนื้อเยื่อมะละกอดัดแปลงตามวิธีของ Chandrasekaran และคณะ (2016) โดยนำชิ้นส่วน
เนื้อเยื่อมะละกอในส่วนของ cotyledon มาทำให้เกิดบาดแผล   

         

ผลการทดลองและวิจารณ ์ 
1. ผลการศึกษาปัจจัยด้านการเพาะเล้ียงเนื้อเยื่อสำหรับเมล็ดมะละกอแขกดำศรีสะเกษในสภาพปลอดเชื้อ 

    จากการศึกษาปัจจัยที่เกี่ยวข้องกับการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อมะละกอในสภาพปลอดเชื้อ โดยวัตถุประสงค์ของ
กระบวนการนี้ให้สามารถขยายพันธุ์เมล็ดมะละกอแขกดำศรีสะเกษในสภาพปลอดเชื้อสำหรับการถ่ายยีนและการ
ขยายพันธุ์มะละกอให้ได้จำนวนมาก ผลการศึกษาปัจจัยต่างๆ พบว่า การแช่เมล็ดด้วยน้ำอุ่นประมาณ 55-60 องศา
เซลเซียส สามารถกระตุ้นการงอกได้ดีกว่าการไม่แช่เมล็ด ซึ่งเพาะเลี้ยงด้วยอาหารแข็งสูตร ½ MS มีการงอกที่สูงกว่า 
อาหารแข็งสูตร MS โดยวางเพาะเลี้ยงบนอาหารแข็งสูตร ½ MS และ MS ภายใต้สภาพที่มืดและแสงแอลอีดีสีขาว ที่
ความเข้มข้นแสง 50 ไมโคลโมลต่อตารางเมตรต่อวินาที 16 ชั่วโมงต่อวัน ที่อุณหภูมิ 25±2 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 
เดือน อาหารแข็งสูตร MS ที่เติมจิบเบอเรลลิน ความเข้มข้น 0.5 มิลลิกรัมต่อลิตร มีการงอกมากที่สุด 

   ผลการศ ึกษาผลของ NAA และ BA ต ่อการพ ัฒนาเน ื ้อ เย ื ่อแผ ่นใบมะละกอแขกดำศร ีสะเกษ 
ในสภาพปลอดเชื้อเนื้อเยื่อแผ่นใบมะละกอที่เพาะเลี้ยงบนอาหารที่เติม NAA และ BA เพียงอย่างเดียว มีลักษณะแผ่น
ใบโค้งงอขึ้นเข้าหากัน แต่ในทางตรงกันข้ามแผ่นใบมะละกอที่วางเพาะเลี้ยงบนอาหารแข็งที่เติม NAA และ BA ร่วมกัน
ในความเข้มข้นต่างกัน มีลักษณะบวมงอ และเกิดการขยายเซลล์ของแผ่นใบมะละกอ และผลศึกษาผลของแสงแอลอีดี
ต่อการพัฒนายอดมะละกอแขกดำศรีสะเกษ พบว่า แสงแอลอีดีไม่ส่งผลต่อจำนวนยอด และจำนวนใบ แต่ส่งตอ่ความ
ยาวยอด โดยภาพรวมแสงสีแดงร่วมกับน้ำเงินมีลักษณะการเจริญเติบโตดีที่สุด ซึ่งสามารถนำไปกระตุ้นให้เนื้อเยื่อ
พัฒนาเป็นยอดได้หลักจากรับการคัดเลือกในขั้นตอนการถ่ายยีน 
2. ผลการศึกษาปัจจัยด้านการถ่าย sgRNA เข้าสู่เนื้อเยื่อมะละกอแขกดำศรีสะเกษเพื่อให้มะละกอต้านทานโรค
ไวรัส   จุดวงแหวนด้วยเทคนิค CRISPR Cas9  
 การสร้างไบนารีเวคเตอร์ที่มี sgRNA ที่จำเพาะต่อยีน eIF4E โดยมีการออกแบบไพรเมอร์ที่จำเพาะต่อยีน
ที่แก้ไข แล้วถ่ายโอนเข้าสู่ E. coli ด้วยวิธีการ heat shock พบโคโลนีขึ้นทุก sgRNA ที่ถ่ายโอนเข้าไป และตรวจสอบ
โคลนด้วยเทคนิค PCR พบว่าแถบดีเอ็นเอเป้าหมายที่ขนาด 200 bp (ภาพที่ 1)  

       จากนั ้นสกัดพลาสมิดแล้วถ่ายโอนเข้าเชื ้อ Agrobacterium tumefaciens สายพันธุ ์ EHA 105  
แล้วถ่ายยีนเข้าสู่เนื้อเยื่อมะละกอ โดยเริ่มแรกใช้เนื้อเยื่อส่วนตาข้างและยอดมะละกอที่เพาะเลี้ยงบนอาหารแข็งสูตร 
MS นาน 7 ว ัน แล้วนำเนื ้อเย ื ่อทั ้งสองส่วนไปสร้างบาดแผลและนำไปเลี ้ยงร่วมกับเชื ้อแขวนลอยในที ่มืด   
นาน 30 นาที แล้วนำเนื ้อเยื ่อมาวางเลี ้ยงบนอาหาร MS ที ่เติม BA ความเข้มข้น 3 มิลลิกรัมต่อลิตร NAA  
ความเข้มข้น 0.5 มิลลิกรัมต่อลิตร 100 µM acetosyringone บ่มในที่มืด นาน 2 วัน จากนั้นนำมาวางเลี ้ยง 
บนอาหารที่เติม cefotaxime นาน 7 วัน และย้ายมาวางบนอาหารคัดเลือก นาน 6 สัปดาห์ โดยเปลี่ยนอาหารทุก 2 สัปดาห์ 
พบว่า หลังจากคัดเลือกนาน 4 สัปดาห์พบว่า มีเนื้อเยื่อที่ได้รับ sgRNA 4 รอดชีวิตและสามารถนำไปเลี้ยงต่อได้ (ภาพที่ 2) 
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สรุป 

              สำหรับการดำเนินงานการปรับปรุงพันธุ์พืชด้วยเทคโนโลยีปรับแต่งจีโนมประกอบด้วย กระบวนการ
เพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ ซึ่งเพาะเลี้ยงเมล็ดมะละกอพันธุ์แขกดำศรีสะเกษงอกได้ดีที่สุดด้วยการแช่น้ำอุ่นและเพาะเลี้ยงด้วย
อาหารแข็งสูตร MS ที่เติมจิบเบอเรลลิน ความเข้มข้น 0.5 มิลลิกรัมต่อลิตร ทั้งนี้พบว่าการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อแผ่นใบ
มะละกอโดยเพาะเลี้ยงบนอาหารที่เติม NAA และ BA เพียงอย่างเดียว ช่วยให้เกิดการขยายเซลล์ของแผ่นใบมะละกอ 
นอกจากน ี ้ย ั งพบว ่า ผลของแสงแอลอ ีด ีส ีแดงร ่วมก ับน ้ำเง ินรวมก ันช ่วยให ้การพ ัฒนายอดมะละกอ  
แขกดำศรีสะเกษเจริญเติบโตดีที่สุด ซึ่งสามารถนำไปกระตุ้นให้เนื้อเยื่อพัฒนาเป็นยอดได้หลักจากรับการคัดเลือกใน
ขั ้นตอนการถ่ายยีน และสำหรับขั ้นตอนการถ่ายยีน พบว่า สามารถสร้าง sgRNA ที ่จำเพาะต่อยีน eIF4E   
ได้ 10 ตัว ทำการถ่ายโอนเข้าเชื้อ Agrobacterium tumefaciens สายพันธุ์ EHA 105 แล้วถ่ายยีนเข้าสู่เนื้อเยื่อ
มะละกอ ใช้เนื้อเยื่อส่วนตาข้าง ทั้งนี้มีเพียง sgRNA 4 ที่มีเนื้อเยื่อรอดชีวิตและสามารถนำไปเลี้ยงต่อได้ 
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Figure 1 (A) CRISPR-Cas9 construct containing the sgRNA and (B) the sgRNA existence 

investigation using colony PCR technique with specific sgRNA forward primers and 
rgeb32-R 5’-GCCTTGACCCGAATTTGTGG-3  

 
    (A)     (B) 
 

 
Figure 2 (A) Lateral meristem and (B) apical tissue have been sgRNA gene transformed using       

Agrobacterium tumefaciens  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

การจัดทำดีเอ็นเอบาร์โคด้ในส้มโอ 
DNA Barcoding in Citrus maxima 
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บทคัดย่อ 
 ส้มโอ (Citrus maxima (Burm.f.) Merr.) อยู่ในวงศ์ Rutaceae เป็นผลไม้ที่มีศักยภาพในการส่งออกสูง 
กรมวิชาการเกษตรได้รวบรวมพันธุ์ส้มโอแต่ยังขาดข้อมูลทางพันธุกรรม การทดลองนี้จึงมีวัตถุประสงค์เพื่อศึกษาและ
ทดสอบไพรเมอร์มาตรฐานที่เหมาะสมในการจำแนกส้มโอและจัดทำดีเอ็นเอบาร์โค้ด ผลการศึกษาดีเอ็นเอบาร์โค้ด
มาตรฐาน  จำนวน 3  ย ีน  ได ้ แก ่  Nuclear ribosomal internal transcribed spacer (ITS), ribulose 1 ,5 -
biphosphate carboxylase (rbcL) และ RNA polymerase C1 (rpoC1) พบ ยีน ITS ให้ค่าความแตกต่างทาง
พันธุกรรมของตัวอย่างส้มโอมากที่สุด รองลงมาคือ rpoC1 และ rbcL ตามลำดับ เมื่อนำมาจัดทำดีเอ็นเอบาร์โค้ดของ
ส้มโอที่เก็บรวบรวมไว้ของกรมวิชาการเกษตร พบว่า ลำดับนิวคลีโอไทด์ของยนี ITS ใหค้่าดัชนีระยะห่างทางพันธุกรรม
ระหว่างสายพันธุ์ของสม้โอมากที่สุดคอื ส้มโอพันธุ์ขาวพวง รองลงมา คือ หอมใบเตยแพร่ หอมหาดใหญ่ และปูโก ท่ีค่า
ดัชนี 0.013 0.008 0.004 และ 0.003 ตามลำดับ ซึ่งเป็นข้อมูลพื้นฐานด้านความหลากหลายทางพันธุกรรมและการ
จำแนกพันธุ์ส้มโอได้ต่อไป 

คำสำคัญ: ส้มโอ, ดีเอ็นเอบาร์โค้ด, ความหลากหลายทางพันธุกรรม 
 

Abstract 
 The pomelo (Citrus maxima (Burm.f.) Merr.), a member of the Rutaceae family, is a fruit 
with high potential to export. While the Department of Agriculture has collected a range of 
pomelo cultivars, comprehensive genetic data remains limited. This study aims to study and 
testing standard primers for the identification of pomelo cultivars and the development of 
DNA barcodes. Three genes were analyzed for this purpose: Nuclear ribosomal internal 
transcribed spacer (ITS), ribulose 1,5-biphosphate carboxylase (rbcL), and RNA polymerase C1 
(rpoC1). Results, the ITS gene exhibited the greatest genetic variation across the pomelo 
samples, followed by rpoC1 and rbcL. When generating DNA barcodes for the pomelo cultivars 
collected by the Department of Agriculture, the nucleotide sequence of the ITS gene showed 
the highest genetic distance index between cultivars. The cultivar 'Khao Puang' had the 
greatest genetic distance, followed by 'Hom Bai Toey Phrae,' 'Hom Hat Yai,' and 'Puko,' with 
respective index values of 0.013, 0.008, 0.004, and 0.003. These findings provide a valuable 
foundation for further studies on genetic diversity and the classification of pomelo cultivars. 

Key words: Pomelo, DNA barcoding, Genetic diversity 
 
 

คำนำ 
 ส้มโอเป็นผลไม้ชนิดหนึ่งท่ีมีศักยภาพและมีโอกาสในการส่งออกสูง เนื่องจากประเทศไทยมีสภาพภูมิอากาศที่
เอื้ออำนวย ต้นทุนด้านการผลิตต่ำ เกษตรกรและผู้ปลูกเลี้ยงมีความมุ่งมั่นในการพัฒนาสายพันธุ์อยู่ตลอดเวลา กรม
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วิชาการเกษตรเป็นแหล่งรวบรวมพันธุ์ส้มโอของประเทศไทย แต่ยังขาดข้อมูลทางพันธุกรรม การทำดีเอ็นเอบาร์โค้ด 
(DNA barcoding) เป็นอีกหนึ่งเทคนิคที่ใช้ในการศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรมและการจำแนกชนิดสิ่งมีชีวิต 
ซึ่งเดิมใช้การจำแนกด้วยลักษณะทางสัณฐานวิทยา และการจำแนกด้วยลักษณะรูปร่างมีข้อจำกัดในเรื่องของรูปร่างที่
ใกล้เคียงกันมากแต่เป็นคนละชนิด ทำให้ไม่สามารถจำแนกชนิดได้ ดีเอ็นเอบาร์โค้ดจึงเริ่มพัฒนาขึ้นจากการจำแนก
สิ่งมีชีวิต โดยใช้ชิ้นส่วนดีเอ็นเอที่เป็นบริเวณที่มีความผันแปรของลำดับนิวคลีโอไทด์ระหว่างชนิดสูงกว่าความผันแปร
ของลำดับนิวคลีโอไทด์ภายในชนิดเดียวกัน สามารถนำมาเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอได้ง่ายด้วยเทคนคิพีซีอาร์ (Polymerase 
Chain Reaction, PCR) ในพืชนิยมใช้ยีนบนคลอโรพลาสจีโนม ได้แก่ maturase K (matK), RNA polymerase C1 
(rpoC1) และ rubisco L (rbcL) เป็นต้น ดีเอ็นเอบาร์โค้ดได้รับความสนใจมาก เพราะมีประสิทธิภาพ และความ
แม่นยำ สามารถนำมาประยุกต์ใช้ในการระบุชนิดของสิ่งมีชีวิตได้ในระยะเวลาอันสั้น ช่วยยืนยันการจำแนกชนิดด้วย
ลักษณะทางสัณฐานวิทยาให้เป็นไปอย่างถูกต้อง รวดเร็ว รวมทั้งเป็นประโยชน์สำหรับการค้นคว้าวิจัยด้านวิวัฒนาการ 
ความหลากหลายทางชีวภาพ รวมถึงการอนุรักษ์พันธุกรรมของสิ่งมีชีวิตอีกด้วย ดังนั้น การทดลองนี้จึงมีวัตถุประสงค์
เพื่อศึกษาและทดสอบไพรเมอร์มาตรฐานที่เหมาะสมในการจำแนกส้มโอและจัดทำดีเอ็นเอบาร์โค้ดสำหรับส้มโอใน
แหล่งรวมรวมพันธุ์ของกรมวิชาการเกษตร 
 

วิธีการ 
1. การเตรียมตัวอย่างพืชและไพรเมอร์ดีเอ็นเอบาร์โค้ดมาตรฐาน โดยเก็บตัวอย่างใบส้มโอเพื่อนำไปสกัดดีเอ็น

เอ จำนวน 18 ตัวอย่าง ดังนี ้ พันธุ ์ขาวแตงกวา (CmWKT) พันธุ ์ขาวใหญ่ (CmWKY) และพันธุ ์แดงนครชัยศรี 
(CmRNS) และเตรียมไพรเมอร์มาตรฐาน จำนวน 3 ยีน ได้แก่ ITS, rbcL และ rpoC1 ดังตารางที่ 1 จากนั้นคัดเลือกไพร
เมอร์ที่เหมาะสมนำมาจัดทำดีเอ็นบาร์โค้ดของส้มจากแหล่งรวบรวมพันธุ์ของกรมวิชาการเกษตรจำนวน 22 สายพันธุ์ 
(ตารางที่ 2) โดยมีส้มเขียวหวาน (Citrus reticulata) ตัวเปรียบเทียบเป็นกลุ่มนอก (out group) 

2. การสกัดดีเอ็นเอ โดยนำใบส้มโอมาสกัดดีเอ็นเอด้วยวิธี CTAB ตามรายงานของอรุโณทัยและคณะ (2552)  
3. การเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ โดยใช้น้ำยา Green Gotaq® Flexi (Promega, USA)  
4. การตรวจสอบแถบดีเอน็เอด้วยวิธีเจลอิเลค็โทรโฟรีซีส (gel electropholesis)  
5. การทำชิ้นส่วนพีซีอาร์ให้บริสุทธิ์ (PCR purification) นำผลผลิตพีซีอาร์ที่ได้จากข้อ 4 มาทำให้บริสุทธิ์ด้วย

ชุด PureLink® PCR Purification Kit ยี่ห้อ Invitrogen  
6. การวิเคราะห์ลำดับนิวคลีโอไทด์ โดยนำผลผลิตพีซีอาร์ที่ผ่านการทำให้บริสุทธิ์แล้วไปวิเคราะห์ลำดบันิวคลี

โอไทด์ทางด้านปลาย 5’ และ 3’ ทำการตรวจสอบและคัดเลือกลำดับนิวคลีโอไทด์ท่ีมีภาพโครมาโตแกรมที่สมบูรณ์มา 
เปรียบเทียบด้วยโปรแกรม Clustal Omega (https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/) เพื่อตัดลำดับนิวคลี
โอไทด์ที่ไม่เหมาะสม และได้ลำดับนิวคลีโอไทด์มีความยาวเท่ากัน จากนั้นนำไปวิเคราะห์ความความสัมพันธ์ทาง
พันธุกรรมด้วยโปรแกรม MEGA11 ตามรายงานของ Tamura et.al., 2021 โดยสร้างแผนผังพันธุกรรมด้วยวิธี 
Maximum Likelihood ทีค่่า Boot strap จำนวน 1,000 ซ้ำ 
 
 

ผลการทดลองและการวิจารณ์ผล 
การทดสอบดีเอ็นเอบาร์โค้ดมาตรฐานที่เหมาะสมกับส้มโอ จำนวน 3 ยีน ได้แก่ Nuclear ribosomal 

internal transcribed spacer (ITS), ribulose 1,5-biphosphate carboxylase (rbcL) และ RNA polymerase 
C1 (rpoC1) กับตัวอย่างส้มโอ จำนวน 18 ตัวอย่าง ผลการทดลองพบว่า สามารถเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอเป้าหมายได้ 1 
แถบ เมื่อนำผลผลิตพีซีอาร์ไปทำบริสุทธิ์แล้วส่งวิเคราะห์ลำดับนิวคลีโอไทด์ ผลการวิเคราะห์ได้ภาพ Chromatogram 
ที ่มีความสมบูรณ์ (ภาพที่ 1) เมื ่อนำไปจัดทำแผนผังพันธุกรรม โดยใช้โปรแกรม MEGA11 ด้วยวิธี Maximum 
Likelihood ที ่ค่า Boot strap จำนวน 1,000 ซ้ำ พบ ยีน ITS ให้ค่าความแตกต่างทางพันธุกรรมของมากที่สุด 
รองลงมาคือ rpoC1 และ rbcL ตามลำดับ (ภาพที่ 2) ดังนั้น ชิ้นส่วนยีน ITS จึงถูกนำไปใช้ในการศึกษาและจัดทำดี
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เอ็นเอบาร์โค้ด (DNA barcode) ของส้มโอที่เก็บรวบรวมไว้ของกรมวิชาการเกษตร ซึ่งดีเอ็นเอบาร์โค้ด เป็นการสรา้ง
รหัสประจำตัวของสิ่งมีชีวิตแต่ละชนิด (species) โดยอาศัยหลักการจัดเรียงตัวของเบส 4 ตัว คือ A (Adenine) T 
(Thymine) C (Cytosine) และ G (Guanine) โดยต้องทำการศึกษาดีเอ็นเอมาตรฐาน (standardized DNA) ที่ได้รับ
การคัดเลือกและผ่านประเมินแล้วว่าเหมาะสมที่จะนำมาจัดทำเป็นดีเอ็นเอบาร์โค้ด มีคุณสมบัติ คือ 1) มีลำดับนิวคลี
โอไทด์ส่วนปลายมลีักษณะอนรุักษ์สูง สามารถเพิ่มปรมิาณดีเอ็นเอได้ครอบคลุมทุกพืช (Frezal and Leblois, 2008) 2) 
ลำดับนิวคลีโอไทด์ภายในมีการแปรผันที่ให้ความแตกต่างระหว่างชนิด (species) 3) มาจากส่วนของนิวคลีโอไทด์ที่
สามารถแปลรหัส (coding region) หรือ ไม่สามารถแปลรหัส (non-coding region) ก็ได้ 4) มีจำนวนซ้ำในจีโนม 1 
ซ้ำ 5) เมื่อนำไปวิเคราะห์ลำดับนิวคลีโอไทด์ทั้งสองด้าน (5’ และ 3’) ผลที่ได้จะต้องเหมือนกัน และ 6) ง่ายต่อการ
วิเคราะห์ลำดับนิวคลีโอไทด์โดยตรง (direct sequencing) ไม่ต้องผ่านขั้นตอนการโคลน (clone) เข้าสู่เวคเตอร์ก่อน 
(Valentini et al., 2009) ซึ่งการจัดทำดีเอ็นเอบาร์โค้ดของส้มโอที่เก็บรวบรวมไว้ของกรมวิชาการเกษตร พบว่า 
ลำดับนิวคลีโอไทด์ของยีน ITS ให้ค่าดัชนีระยะห่างทางพันธุกรรมระหว่างสายพันธุ์ของส้มโอมากที่สุดคือ ส้มโอพันธุ์
ขาวพวง รองลงมา คือ หอมใบเตยแพร่ หอมหาดใหญ่ และปูโก ท่ีค่าดัชนี 0.013 0.008 0.004 และ 0.003 ตามลำดบั 
(ภาพที่ 3) 

 
สรุปผลการทดลอง 

 การทดสอบดีเอ็นเอบาร์โคด้มาตรฐาน จำนวน 3 ยีน ได้แก่ Nuclear ribosomal internal transcribed 
spacer (ITS), ribulose 1,5-biphosphate carboxylase (rbcL) และ RNA polymerase C1 (rpoC1) กับตัวอย่าง
ส้มโอ จำนวน 18 ตัวอย่าง พบ ยีน ITS ให้ค่าความแตกต่างทางพันธุกรรมของตัวอย่างส้มโอมากที่สุด รองลงมาคือ 
rpoC1 และ rbcL ตามลำดับ เมื่อนำมาจัดทำดีเอ็นเอบาร์โค้ดของส้มโอที่เก็บรวบรวมไว้ของกรมวชิาการเกษตร พบว่า 
ลำดับนิวคลีโอไทด์ของยีน ITS ให้ค่าดัชนีระยะห่างทางพันธุกรรมระหว่างสายพันธุ์ของส้มโอมากที่สุดคือ ส้มโอพันธุ์
ขาวพวง รองลงมา คือ หอมใบเตยแพร่ หอมหาดใหญ่ และปูโก ท่ีค่าดัชนี 0.013 0.008 0.004 และ 0.003 ตามลำดบั 
สามารถนำไปปรับปรุงพันธุ์ให้ได้ลักษณะใหม่ๆ ได้ต่อไป 
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Table 1. The standard DNA barcode primers used in the experiment. 
Gene Primer Name Nucleotide Sequence (5’-3’) Reference 

Nuclear ribosomal internal 
transcribed spacer (ITS) 

ITSu1 GGAAGKARAAGTCGTAACAAGG Cheng et al., 2016 
ITSu4 RGTTTCTTTTCCTCCGCTTA Cheng et al., 2016 

ribulose 1,5-biphosphate 
carboxylase (rbcL) 

rbcL_F ATGTCACCACAAACAGAAACTAAAGC Paween et al., 2011 
rbcL_R CTTCGGCACAAAATAAGAAACGATCTC Paween et al., 2011 

RNA polymerase C1 (rpoC1) rpoC1F GGCAAAGAAGGAAGATTTCG Paween et al., 2011 
rpoC1R TGAGAAAACATAAGTAAACGAGC Paween et al., 2011 

 

Table 2. List of pomelo varieties from germplasm of the Department of Agriculture. 
No. Sample 

name 
Name of 
variety 

No. Sample 
name 

Name of variety 

1 CmDOA01 Khawyai 12 CmDOA12 Ploy Chompu 
2 CmDOA02 Khawtangkoa 13 CmDOA13 Hom Baitaoy Phrae 
3 CmDOA03 Pattalung 14 CmDOA14 Tabtim Siam 
4 CmDOA04 Tafaj 15 CmDOA15 Whaingkan 
5 CmDOA05 Hom Hadyai 16 CmDOA16 Thachai 23 
6 CmDOA06 Khaw Namphaung 17 CmDOA17 Manee Isan 
7 CmDOA07 Puko 18 CmDOA18 Khawpoung 
8 CmDOA08 Chompu Nongkhai 19 CmDOA19 Hom Baitaoy Phangnga 
9 CmDOA09 Pattawia 20 CmDOA20 Deng Thachai 
10 CmDOA10 Thongdee 21 CmDOA21 Deng Vietnam 
11 CmDOA11 Chompu Sriracha 22 CmDOA22 Hom Nakhornchaisri 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figure 1 .  PCR products and chromatogram analysis of nucleotide sequences from ITS, rbcL 
and rpoC1 genes in 18 samples of pomelo.   
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A. ITS            B. rbcL      C. rpoC1 

Figure 2 .  Dendrogram of 18 samples of pomelo from 3  genes: A.) ITS B.) rbcL and C.) rpoC1 
analyzed by MEGA11using the Maximum Likelihood method with a boot strap 
value of 1,000 replicates. 
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Figure 3. Dendrogram and genetic distance index of pomelo,  22 
samples collected by the Department of Agriculture from 
the ITS gene, analyzed by the MEGA11 program using the 
Maximum Likelihood method with a boot strap value of 
1,000 replicates. 
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การพัฒนาต้นแบบชดุตรวจสอบการกลายของยีนโดยเทคนคิ SHERLOCK 
The Prototype Development of Detection Kit for Gene Mutations using 

SHERLOCK Technique 
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บทคัดย่อ 

 เทคโนโลยีการปรับแต่งจีโนมและการดัดแปรพันธุกรรมพืช มีการพัฒนาอย่างต่อเนื่อง โดยมีวิธีการใหม่ๆ ที่ไม่
สามารถตรวจสอบได้ด้วยวธิีดั้งเดิม งานวิจัยนี้จึงได้พัฒนาต้นแบบชดุตรวจวิเคราะห์ DNA ที่มีความจำเพาะเจาะจงโดย
ปรับจากเทคนิค SHERLOCK และใช้เอนไซม์ Cas12a (CPF1) ซึ่งสามารถตรวจสอบการกลายพันธุ์หรือสายรหัส
พันธุกรรมแปลกปลอมได้หลายรูปแบบ ใช้เวลา 15 – 60 นาทีในระดับ In vitro โดยใช้เอนไซม์ Cas12a ความเข้มข้น 
3 µM crRNA 300 nM และ Reporter ความเข้มข้น 1-2 µM ชุดตรวจต้นแบบนี้มีศักยภาพสูงในการนำไปใช้ตรวจ
โรคพืช พันธุ์พืช และสายรหัส DNA ที่ต้องการความจำเพาะเจาะจงทุกชนิด โดยสามารถพัฒนาให้รวดเร็วและแม่นยำ
ยิ่งขึ้นได้อีกในอนาคต 
 
คำสำคัญ: ชุดตรวจวิเคราะห์ DNA แบบจำเพาะเจาะจง, เอนไซม์แคส 12 เอ, เทคนิคเชอรล็อค 
 

Abstract 
 Genome editing and plant genetic modification technologies are continuously evolving, 
with new methods that cannot be detected by traditional means. This research has developed 
a highly specific DNA detection prototype kit by adapting the SHERLOCK technique and using 
the Cas12 a (CPF1 )  enzyme. This prototype can detect various forms of mutations or foreign 
genetic codes, taking 1 5 - 6 0  minutes at the in vitro level. It uses Cas1 2 a enzyme at a 
concentration of 3 µM, crRNA at 300 nM, and reporter at 1-2 μM concentration. This prototype 
detection kit has high potential for diagnosing plant diseases, identifying plant varieties, and 
detecting any specific DNA sequences. It can be further developed to increase speed and 
accuracy in the future. 
 
Keywords: Specific DNA test kit, Cas12a (CPF1), SHERLOCK 
 

 
 



 

52 The Ignite Biotechnology: ขับเคลื่อนเศรษฐกิจไทยด้วยนวัตกรรมเทคโนโลยีชีวภาพและการอนุรกัษ์พันธุกรรมเพื่ออนาคต

ยั่งยนื 

บทนำ 
  เทคโนโลยีการดัดแปรพันธุกรรมพืชยังคงมีการพัฒนาและมีการผลิตพืชดัดแปลงพันธุกรรมอยู่อย่างเสมอ และ
การปรับแต่งจีโนมได้เข้ามามีบทบาทในการพัฒนาสายพันธุ์พืชอย่างแพร่หลาย (Chen et al., 2019; ISAAA, 2022) 
ซึ่ง ปัจจุบัน สหรัฐอเมริกา อุรุกวัย ยูเครน อังกฤษ รัสเซีย ปารากวัย นิวซีแลนด์ เม็กซิโก ญี่ปุ่น อิสราเอล อินเดีย 
สหภาพยุโรป จีน ชิลี อเมริกากลาง (ฮอนดูรัส กัวเตมาลา และเอลซัลวาดอร์) แคนาดา บราซิล ออสเตรเลีย และ
อาร์เจนตินา และไทย (ISAAA, 2022) ปัจจุบันมีพืชที่วิจัยพัฒนาใช้เทคโนโลยีการปรับแต่งจีโนม อาทิ ข้าว ข้าวโพด 
ถั่วเหลือง ข้าวสาลี ข้าวฟ่าง มันฝรั่ง เห็ด พริกหยวก แตงกวา คาโนล่า คามีไลน่า อัลฟาฟ่า มะเขือเทศ องุ่น แอปเปิ้ล 
กล้วย บีทรูท พิทูเนีย ป๊อปลาร์ และไม้ดอกที่ต้องการสีสัน เห็ดชอมพินจยอง (Agaricus bisporus) เป็นต้น (FAO, 
2024; Zsögön et al., 2018) โดยมีลักษณะการปรับแต่งจีโนม อาทิเช่น ลักษณะความต้านทานและทนทาน ทนแล้ง 
ทนเค็ม ต้านทานฝน ต้านทานสารกำจัดวัชพืช และต้านทานเชื้อสาเหตุโรคพืช (แบคทีเรีย รา ไวรัส) เป็นต้น (Zaidi et 
al., 2019) ลักษณะเพิ่มคุณค่าทาง โภชนาการ ได้แก่ กรดโอลิอิกสูง ใยอาหารสูง ปราศจากกลูเตน ลดไขมันอิ่มตัว 
ต้านสารอนุมูลอิสระ และเพิ่มโอเมก้า3 เป็นต้น Calyxt, Inc. (2023) ลักษณะทางกายFigureต้องการ เช่น ลดการเกิด
สีน้ำตาล แป้งเหนียว เปลือกผลสีขาว และสีสันแปลกตาของไม้ดอก เป็นต้น  (Zhang et al., 2018; Zsögön et al., 
2018) 
 กรมวิชาการเกษตรเป็นหน่วยงานหลักทางด้านพืช มีภารกิจด้านการกำกับดูแลการนำเข้า/ส่งออกพืชปกติ และ
พืชที่ผ่านการดัดแปลงพันธุกรรมหรือพืชที่ได้รับการปรับแต่งจีโนม ปัจจุบันประเทศไทยยังไม่มีการปลูกพืชดัดแปลง
พันธุกรรม รวมถึงพืชที่ผ่านการปรับแต่งจีโนม กลุ่มวิจัยพัฒนาการตรวจสอบพืชและจุลินทรีย์ดัดแปรพันธุกรรม 
สำนักวิจัยพัฒนาเทคโนโลยชีีวภาพ จึงมีหน้าที่ศึกษา ค้นคว้า วิจัยและพัฒนาระบบการตรวจสอบจำแนกและพสิูจนพ์ชื
และจุลินทรีย์ดัดแปรพันธุกรรม รวมถึง Insert DNA และรูปแบบการถ่ายยีนแบบชุดยีน ซึ่งไม่อยู่ในฐานข้อมูลการ
ตรวจวิเคราะห์ระดับนานาชาติ และพืชปรับแต่งจีโนมซึ่งมีลักษณะของการกลายพันธ์ที่จำเพาะเจาะจงไม่สามารถ
ตรวจสอบด้วยวิธีการดั้งเดิมได้ (Chen et al., 2019; Mao et al., 2019) ดังนั้น จึงจำเป็นต้องศึกษาและพัฒนา
วิธีการตรวจวิเคราะห์พืชปรับแต่งจีโนมรูปแบบและรหัสพันธุกรรมที่มีรูปแบบจำเพาะเจาะจง รวมถึงการตรวจพืช
วิเคราะห์ดัดแปลงพันธุกรรมจากระดับ DNA แบบรวดเร็วที่สามารถดำเนินการได้จากแปลง เพื่อการควบคุมกำกับดูแล
พืชปรับแต่งจีโนมตามภาระกิจของกรมวิชาการเกษตรต่อไป  
 

อุปกรณ์และวิธีการ 
1. การออกแบบ Primer สำหรับ เพิ่มปริมาณยีนเป้าหมาย, Reporter และ crRNA การเพิ่มปริมาณ DNA 

ออกแบบไพรเมอร์ (Forward และ Reverse) สำหรับเพิ่มปริมาณ Promoter 35S และ NOS และยีน Papain ความ
ยาวของไพรเมอร์ที่ดีที่สุดควรอยู่ที่ 25–35 nt และขนาดของ Amplicon ควรเป็น 80–140 bp ไพรเมอร์ควรมี Tm 
ระหว่าง 54 และ 67°C ออกแบบ reporter ดังนี้ FQ-reporter (5’-6-FitC -ttatt-Quencher-3’) ซึ่งเป็น ssDNA 
reporter สำหรับ fluorescence detection และ FB-reporter ( 5’-6-FitC -ttattttattttatt-Biotin-3’) เป็น ssDNA 
reporter สำหรับ lateral flow assay 

2. ออกแบบและสังเคราะห์ crRNA สำหรับการตรวจจับโดย Cas12a ลำดับ crRNA เป็นสายรหัสแบบ
ย้อนกลับของชิ้นยีนเป้าหมายใน RNA ที่ถอดแบบ ลำดับ spacer แล้ว (20-24 nt ในกรณีของ Cas12a) ทั้งนี้สามารถ
ระบุตำแหน่งตามที่ต้องการใน DNA เป้าหมาย สามารถสร้าง crRNA จาก DNA เทมเพลต โดยใช้ PAM TTTV 

3. ตรวจวิเคราะห์ย ีนเป้าหมาย ด้วยการทดสอบ Nuclease activity, Fluorescence detection และ 
Lateral flow assay ปรับใช้วิธีการตรวจวิเคราะห์แบบ SHERLOCK (Gootenberg et al., 2018; Kellner et al., 
2019) สามารถออกแบบการทดลองเพื่อการตรวจวิเคราะห์ได้ทั้ง Fluorescence detection และ Lateral flow 
assay detection โดยใช้ Enzyme Cas12a ใน 2 กระบวนการ (Zhang et al., 2020) 
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ผลการทดลองและวิจารณ ์
การออกแบบ crRNA เพื ่อใช้เป็นสายรหัส RNA นำวิถีสำหรับเข้าจับและตัดตำแหน่ง DNA เป้าหมายโดย 

CRISPR-Cas12a (Cpf1) crRNA คือ RNA นำทางสายเดี่ยวขนาด 40-44 เบส ประกอบด้วยส่วนคงที่ขนาด 20 เบส 
(loop domain) และส่วนจำเพาะต่อเป้าหมายขนาด 20-24 เบส (protospacer domain) ดำเนินการออกแบบ 
โดเมนโปรโตสเปเซอร์ ขนาด 20 – 21 bp เพื่อประสิทธิภาพสูงสุด crRNA ทั้งหมดสังเคราะห์ด้วยการดัดแปลงทาง
เคมีแบบเฉพาะ ซึ่งช่วยป้องกัน crRNA จากการย่อยสลายโดยเอนไซม์ RNase ในเซลล์ และช่วยเพิ่มประสิทธิภาพการ
แก้ไขเป้าหมายให้ดียิ่งขึ้น สำหรับ crRNA ที่ใช้กับ Cas12a ออกแบบโดยระบุตำแหน่งในบริเวณเป้าหมายที่มีลำดับ 
PAM (protospacer adjacent motif) คือ TTTV โดย V คือ A, C หรือ G (Figure 3, 4) Enzyme Cas12a และ 
crRNA จะจับกับสายดีเอ็นเอที่อยู่ตรงข้ามกับลำดับ PAM ทั้งนี้ต้องไม่รวมลำดับ PAM ในการออกแบบ crRNA ไว้ใน
สาย crRNA ด้วย (Figure  5) 

การทดสอบ Nuclease activity การตัดของเอนไซม์ Cas12a ที่แตกต่างกันที่ความเข้มข้นต่างๆ การทดสอบ 
Nuclease activity โดยการบ่มสารต่างๆ ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 8 ชั่วโมง กับ plasmid pCXSN50 
150 ng ซึ่งมีตำแหน่ง Promoter 35S อยู่ พบว่า ความเข้มข้นของ Cas12a ที่แตกต่างกันทำให้เกิดผลของ Nuclease 
activity ที่แตกต่างกัน และ ความเข้มข้นของ เอนไซม์ ที่ความเข้มข้น 3 µM ขึ้นไปจึงจะทำให้การตัดตำแหน่ง DNA 
เป้าหมายได้อย่างมีประสิทธิภาพ โดยพบว่าเอนไซม์ Cas12a สามารถตัด ณ ตำแหน่งรหัสพันธุกรรม 35S2 บน 
pCXSN50 ซึ่งเป็น DNA เกลียวคู่ ขนาดประมาณ 10 kb ที่ออกแบบได้อย่างจำเพาะเจาะจงและแม่นยำ จากผล Gel 
electrophoresis แสดงให้เห็น Band plasmid ที่ถูกตัดออกเป็น DNA สายเดี่ยว (Figure 6 แถวที่ 7 – 10) เมื่อเทียบ
กับ Neg (Figure 6 แถวที่ 1 – 2) อนึ่งท่ีความเข้มข้นเอนไซม์สูง (>10 µM) ปฏิกิริยา Nuclease activity อาจทำงาน
มากเกินไปทำให้เกิดการย่อยสลาย Plasmid ทั้งหมด (Figure 6 แถวที่ 4 – 6)  
 สำหรับการทดสอบ Fluorescence detection ดำเนินการโดยผสม เอนไซม์ Cas12a, crRNA 35S2 และ 
FQ-reporter (5’-6-FitC -ttatt-Quencher-3’) เข้าด้วยกันและบ่มที่ 37oC เป็นเวลา 5 – 60 นาที จากนั้นนำไปส่อง
ภายใต้ Black light พบว่าปฏิกิริยา Fluorescence สามารถเกิดขึ้นได้อย่างรวดเร็วหากมี สาย DNA เป้าหมายใน
ตัวอย่าง ตั้งแต่ 5 นาที แรกและชัดเจนที่สุดที่ 30 นาที โดยเมื่อเพิ่มปริมาณ Reporter การเปล่งแสงก็จะยิ่งชัดเจน
และมีความเข้มมากขึ้น (Figure 7) 
 ในการทดสอบ Lateral flow assay ดำเนินการเช่นเดียวกันกับ การทดสอบ Fluorescence โดยเติมส่วนผสม
ทั้งหมดร่วมกับ FB-reporter ( 5’-6-FitC -ttattttattttatt-Biotin-3’) บ่มที่อุณหภูมิ 37oC 5 - 60 นาที จากผลการ
ทดลองพบว่า ชุดตรวจ Lateral flow assay ที่ออกแบบ สำหรับการตรวจ Biotin และ FitC สามารถตรวจจับการตัด 
ของสาย Reporter หากที่ DNA เป้าหมาย อยู่ในตัวอย่างได้อย่างแม่นยำที่สุดที่ ความเข้มข้น  Reporter ที่ 1-2 µM 
และใช้เวลาบ่ม เพียง 15 นาท ีจากนั้นจุ่ม Strip ก็จะได้ผลการทดลองที่ชัดเจน (Figure 8) 

 
สรุป 

 เทคโนโลยีการปรับแต่งจีโนมและการดัดแปรพันธุกรรมพืช มีการพัฒนาอย่างต่อเนื่อง โดยมีวิธีการใหม่ๆ ที่ไม่
สามารถตรวจสอบได้ด้วยวธิีดั้งเดิม งานวิจัยนี้จึงได้พัฒนาต้นแบบชดุตรวจวิเคราะห์ DNA ที่มีความจำเพาะเจาะจงโดย
ปรับจากเทคนิค SHERLOCK และใช้เอนไซม์ Cas12a (CPF1) ซึ่งสามารถตรวจสอบการกลายพันธุ์หรือสายรหัส
พันธุกรรมแปลกปลอมได้หลายรูปแบบ ใช้เวลา 15 – 60 นาทีในระดับ In vitro โดยใช้เอนไซม์ Cas12a ความเข้มข้น 
3 µM crRNA 300 nM และ Reporter ความเข้มข้น 1-2 µM ชุดตรวจต้นแบบนี้มีศักยภาพสูงในการนำไปใช้ตรวจ
โรคพืช พันธุ์พืช และสายรหัส DNA ที่ต้องการความจำเพาะเจาะจงทุกชนิด โดยสามารถพัฒนาให้รวดเร็วและแม่นยำ
ยิ่งขึ้นได้อีกในอนาคต 
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                 Figure 1 Fluorescence detection              Figure 2. Lateral flow assay detection 
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Figure 3. The crRNA position that serves as the cleavage site for the Cas12a (CPF1)   

        enzyme 
 
 

 
 

Figure 4 Details of the genetic code of crRNA and the PAM position 
 
 
 

 
 
 

Figure 5 Result of the designed and synthesized crRNA code sequence, where the 5' end 
position is the Loop domain location for the Cas12a enzyme 

 
 

 
Figure 6 Results of the Nuclease activity test of Cas12a enzyme and crRNA 35S2 at various   
             concentrations 
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Figure 7 Results of the Fluorescence detection test of Cas12a enzyme and crRNA 35S2 

 
 

 
Figure 8 Results of the Lateral flow assay test at FB-reporter concentrations of 1 – 3 µM 
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 บทคัดย่อ  
เห็ดเป๋าฮื้อเป็นเห็ดเศรษฐกิจชนิดหนึ่งของไทย แต่การผลิตเพื่อการค้ายังคงมีปัญหาเรื่องสายพันธุ์  การ

คัดเลือกและปรับปรุงพันธุ์จึงจำเป็นต้องดำเนินการเพื่อแก้ไขปัญหาดังกล่าว งานวิจัยนี้มีวัตถุประสงค์เพื่อรวบรวมสาย
พันธุ์เห็ดเป๋าฮื้อ ศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยา การให้ผลผลิตและคัดเลือกสายพันธุ์เห็ดที่มีศักยภาพเพื่อนำไปใช้
ประโยชน์เป็นฐานพันธุกรรมในการปรับปรุงพันธุ์ ผลการรวบรวมสายพันธุ์เห็ดเป๋าฮื้อจากแหล่งต่างๆ จำนวน  25 สาย
พันธุ์เพาะทดสอบการออกดอก ณ โรงเรือนเพาะเห็ด กรมวิชาการเกษตร ในช่วงเดือนมกราคม – สิงหาคม 2565 ศึกษา
ลักษณะทางสัณฐานวิทยาและผลผลิตของเห็ดเป๋าฮื ้อทั้ง 25 สายพันธุ์ เปรียบเทียบกับ PC3 ซึ่งเป็นสายพันธุ์ที่
ให้บริการของกรมวิชาการเกษตร คัดเลือกเห็ดสายพันธุ์ที่มีลักษณะดีโดยใช้เกณฑ์ 1) ความสามารถในการให้ผลผลิต 
2) การออกดอกเร็วและออกดอกพร้อมกัน  3) ระยะเวลาการบ่มเส้นใยในถุงอาหารเพาะ และ 4) ดอกมีขนาดและสี
ตรงตามความต้องการของตลาด พบว่าสายพันธุ์ PC1 มีคุณลักษณะดีกว่าสายพันธุ์ PC3 ทุกเกณฑ์ ยกเว้นดอกเห็ดมีสีเทา
เข้มไม่ตรงตามความต้องการของตลาด ในขณะที่สายพันธุ์เห็ดอีก 12 สายพันธุ์ มีระยะเวลาการบ่มเส้นใยในถุงอาหาร
เพาะ การออกดอกและให้ผลผลิตที่ไม่แตกต่างจาก PC3 แต่สายพันธุ์ PC4 PC10  PC11 ดอกเห็ดมีสีเทาเข้มถึงดำ 
ส่วนสายพันธุ์เห็ด PC14 PC15 PC16 PC20 PC21 PC23 PC24 PC25 และ PC26 ดอกเห็ดมีสีครีม 

 

คำสำคญั: เห็ดเป๋าฮื้อ การคัดเลอืกพันธุ์เห็ด การปรับปรุงพนัธุ์เห็ด ฐานพันธกุรรม 
 

ABSTRACT 
  Abalone mushrooms are one of the economic mushrooms in Thailand, but the 
commercial cultivations still lack performance strains . The selection and breeding methods 
are necessary to solve this problem. The study focused on collecting abalone mushrooms, 
morphological characterization, and production and selecting high -performance strains as 
genetic stock for breeding. Twenty-five abalone mushroom samples were collected from 
various locations and cultivated under mushroom greenhouse conditions at the Department 
of Agriculture from January to August 2022. The morphological characteristics and production 
of collected abalone mushrooms were investigated and compared with strain PC3 conserved 
by the Department of Agriculture . The criteria for selection were 1) the performance of 

 
1  สำนักวิจัยพัฒนาเทคโนโลยีชีวภาพ กรมวิชาการเกษตร อ.ธัญบุรี จ.ปทุมธานี 12110 
2   Biotechnology Research and Development Office, Department of Agriculture, Thanyaburi, Patum Thani 12110 
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production 2) the period for the primordial formation and simultaneous fruiting bodies 3) the 
duration for mycelium colonization in the cultivation bag and 4 ) size and color according to 
market demand. The results showed that every characteristic of strain PC1 was better than 
PC3 except the dark gray color did not meet market demand .For 12 abalone mushrooms, 
the duration of mycelium colonization in the cultivation bag, the period for the primordial 
formation and performance of production were not different from PC3, excluding the dark 
gray to black color of fruiting bodies of PC4, PC10, and PC11 strain . The strain PC14, PC15, 
PC16, PC20, PC21, PC23, PC24, PC25, and PC26 fruiting bodies were cream in color. 
 

Keywords: Abalone mushroom, Selection, Strain improvement, Genetic resources 
 

บทนำ 
 เห็ดเป๋าฮื้อ (Pleurotus cystidiosus) เป็นเห็ดเศรษฐกิจชนิดหนึ่งของประเทศไทย มีราคาแพงกว่าเห็ดสกุล
นางรมอื่น ๆ ราคาขายอยู่ที่ 80-120 บาท รสชาติอร่อย มีคุณค่าทางโภชนาการและสรรพคุณทางยาสูง เช่น สารโพลี    
แซคคาไรด์ (Beta-glucan) ที่ช่วยเพิ่มระบบภูมิคุ้มกันให้ร่างกาย และโปรตีนที่ทำปฏิกิริยาในการยับยั้ง Angiotensin      
I-converting enzyme (ACE) ในระดับสูงช่วยลดความดันโลหิตสูง ดอกเห็ดสดเก็บในตู้เย็นได้นานกว่าเห็ดหลายชนิด 
สามารถแปรรูปผลิตภัณฑ์เป็นเห็ดกระป๋องได้  (ดำเกิง, 2547) ประเทศไทยมีการเพาะเห็ดเป๋าฮื้อทั่วทุกภาคของ
ประเทศ โดยในปี พ.ศ. 2563-2566 ศูนย์รวบรวมเชื้อพันธุ์เห็ดแห่งประเทศไทย กรมวิชาการเกษตรให้บริการเชื้อพันธุ์
เห็ดเป๋าฮื้อรวมทั้งสิ้น จำนวน 537 ขวด ในระยะแรกสายพันธุ์เห็ดชนิดนี้ที่เกษตรกรเพาะเป็นการนำเข้าเชื้อพันธุ์จาก
ต่างประเทศ  ผ่านการคัดเลือกสายพันธุ์ที่ปรับตัวและเพาะได้ดีในประเทศไทย แต่สภาพอากาศที่เปลี่ยนแปลงไปและ
เห็ดมีอัตราการเจริญ การกลายพันธุ์และผันแปรทางพันธุกรรมได้ง่ายเมื่อเพาะขยายเชื้อเป็นเวลานานส่งผลให้การ
เจริญของเส้นใยช้าลง ผลผลิตเห็ดลดลง ลักษณะดอกไม่ตรงตามความต้องการของตลาด เช่น ดอกเป๋าฮื้อที่มีดอกสี
ครีมปนดำหรือขอบดอกม้วนงอ ลักษณะดังกล่าวส่งผลให้เกษตรกรได้รับผลตอบแทนน้อย เกษตรกรจึงต้องการเห็ด
สายพันธุ์ใหม่ที่ให้ผลผลิตสูง เพาะเลี้ยงง่ายในสภาพอากาศปัจจุบันและมีลักษณะดอกหลากหลายเพื่อเพิ่มช่องทางใน
การตลาด  
  จากปัญหาดังกล่าวจึงจำเป็นต้องมีการคัดเลือก ปรับปรุงพันธุ์เห็ดเป๋าฮื้อให้ได้สายพันธุ์ที่ดี  มีผลผลิตสูง 
เหมาะสมกับสภาพภูมิอากาศ เพื่อเป็นทางเลือกให้แก่เกษตรกรเพาะสร้างรายได้ แต่การปรับปรุงพันธุ์ให้ประสบ
ผลสำเร็จนั้นต้องมีการรวบรวม คัดเลือกสายพันธุ์เห็ด และมีฐานพันธุกรรมที่กว้างเพื่อที่จะได้มีลักษณะให้เลือกได้มากพอ
สำหรับการปรับปรุงพันธุ์ ดังนั้นงานวิจัยนี้จึงมีวัตถุประสงค์เพื่อรวบรวมสายพันธุ์เห็ดเป๋าฮื้อ ศึกษาลักษณะทางสัณฐาน
วิทยา การให้ผลผลิตและคัดเลือกสายพันธุ์เห็ดเป๋าฮื้อที่มีศักยภาพเพื่อนำไปใช้ประโยชน์เป็นฐานพันธุกรรมในการปรับปรุง
พันธุ์เห็ดเป๋าฮื้อต่อไป 
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อุปกรณ์และวิธีการ 
      1. รวบรวมสายพันธุ์เห็ดเป๋าฮื้อ ทั้งในรูปแบบของเส้นใยในอาหารเลี้ยงเชื้อ เส้นใยบนวัสดุเพาะ และดอกเห็ด       
จากแหล่งต่างๆ เช่น แหล่งจำหน่ายเชื้อเห็ด ฟาร์มเกษตรกรผู้เพาะเห็ด และศูนย์รวบรวมพันธุ์เห็ดแห่งประเทศไทย 
เป็นต้น บันทึกสถานที่เก็บ แหล่งท่ีมาของเชื้อ    
      2. ศึกษาการให้ผลผลิตและลักษณะทางสัณฐานวิทยาของดอกเห็ด จากการเพาะให้ออกดอกในอาหารเพาะขี้
เลื่อย โดยอาหารเพาะดัดแปลงจาก พิมพ์กานต์ (2544) ประกอบด้วยขี้เลื่อย 100 กก. : รำละเอียด 10 กก. : ปูนขาว 1 
กก. : ดีเกลือ 200 ก. วางแผนการทดลองแบบ Randomized Completely Block Design ทำ 4 ซ้ำ (ซ้ำละ 15 ถุง
อาหารเพาะขี้เลื่อย) โดยใช้เห็ดเป๋าฮื้อ 3 (PC3) ซึ่งเป็นสายพันธุ์ที่ให้บริการของกรมวิชาการเกษตรเป็นสายพันธุ์
เปรียบเทียบ เก็บผลผลิตเป็นระยะเวลา 3 เดือน บันทึกข้อมูล ระยะที่เส้นใยเจริญเต็มวัสดุเพาะ (วัน) ผลผลิตเป็นแบบ
น้ำหนักสด (กรัม/ถุง) ลักษณะทางสัณฐานวิทยาของเห็ดที่เพาะได้แก่ สี รูปร่างของดอก/ก้านดอก  ขนาดหมวกดอก/
ก้านดอก  
   คัดเลือกสายพันธุ์เห็ดที่ให้ผลผลิตสูงหรือมีลักษณะเด่นทางสัณฐานวิทยาไปใช้ เป็นฐานพันธุกรรมในการ
ปรับปรุงพันธุ์เห็ดเป๋าฮื้อต่อไป 
 

ผลการทดลองและวิจารณ์  
รวบรวมสายพนัธุ์เห็ดเป๋าฮื้อ 

 รวบรวมสายพันธุ ์เห็ดเป๋าฮื ้อจากแหล่งต่างๆ ได้แก่ แหล่งจำหน่ายเชื ้อเห็ด ฟาร์มเกษตรกรผู้เพาะเห็ด            
และศูนย์รวบรวมเชื้อพันธุ์เห็ดแห่งประเทศไทย ได้จำนวนทั้งสิ้น 25 สายพันธุ์ โดยเชื้อเห็ดเป๋าฮื้อที่รวบรวมได้นั้น มีทั้ง
ในรูปแบบเส้นใยเห็ดในอาหารเลี้ยงเชื้อ เส้นใยเห็ดในวัสดุเพาะและดอกเห็ด (Table 1) 
 
ศึกษาการให้ผลผลิตจากการเพาะให้ออกดอก  

จากการนำเห็ดเป๋าฮื้อทั้ง 25 สายพันธุ์ มาเพาะในอาหารเพาะขี้เลื่อย ขนาด 800 กรัม ตั้งแต่เดือนมกราคม - 
สิงหาคม 2565 อุณหภูมิเฉลี่ยในโรงเรือนบ่มเส้นใย ประมาณ 27.38 - 30.20 องศาเซลเซียส  ความชื้นสัมพัทธ์เฉลี่ย 
54.25-58.88 เปอร์เซ็นต์ พบว่าเห็ดทุกสายพันธุ์เจริญเต็มถุงอาหารเพาะภายใน 51.31 – 61.90  วัน (Table 2) ซึ่งใช้
เวลาในการเจริญไม่แตกต่างทางสถิติจากสายพันธุ์เปรียบเทียบ PC3 (ใช้เวลาเฉลี่ย 55.41 วัน) ยกเว้นสายพันธุ์ PC5 ที่
ใช้เวลาเฉลี่ยในการเจริญ 61.90 วัน และเมื่อนำเห็ดเป๋าฮื้อทั้ง 25 สายพันธุ์มาเปิดดอก ในโรงเรือนซึ่งมีอุณหภูมิเฉลี่ย 
31.37- 35.04  องศาเซลเซียส ความชื้นสัมพัทธ์เฉลี่ย  58.26 - 68.48 เปอร์เซ็นต์ เห็ดแต่ละสายพันธุ์ใช้เวลาในการ
ออกดอกหลังการเปิดดอกแตกต่างกัน โดยพบว่าเห็ดเป๋าฮื้อ 15 สายพันธุ์ ได้แก่ PC1 PC4 PC5 PC6  PC10 PC11 
PC14 PC15 PC16 PC20 PC21 PC23 PC24 PC25 และPC26 ใช้เวลาในการอกดอกเฉลี่ย  15.13 – 29.46 วัน ซึ่ง
ไม่มีความแตกต่างทางสถิติกับสายพันธุ์ PC3 ที่ใช้เวลาในการออกดอกเฉลี่ย 18.89 วัน (Table 2) ผลการเปรียบเทียบ
การให้ผลผลิตในระยะเวลาเปิดดอก 5 เดือน ระยะเปิดดอกตั้งแต่เดือนมีนาคม – สิงหาคม 2565 คิดเป็นน้ำหนักเห็ดสด
เฉลี่ยต่อถุงอาหารเพาะ พบว่าเห็ดเป๋าฮื้อสายพันธุ์ PC1 ให้ผลผลิตเฉลี่ย 210.24 กรัม/ถุง ซึ่งให้ผลผลิตสูงกว่า PC3 ที่
ให้ผลผลิต 149.20 กรัม/ถุง คิดเป็น 40.91 เปอร์เซ็นต์ ในขณะที่สายพันธุ์ PC4 PC5 PC10 PC11 PC14 PC15 PC16 
PC20 PC21 PC23 PC24 PC25 และPC26 ให้ผลผลิต 128.55 - 175.26 กรัม/ถุง ซึ่งไม่แตกต่างทางสถิติกับสายพนัธุ์
เปรียบเทียบ (Table 2) ผลการทดลองสอดคล้องกับอนุสรณ์และคณะ (2561) ที่รวบรวมสายพันธุ์เห็ดเป๋าฮื้อ เพาะ
คัดเลือกและประเมินสายพันธุ์ จำนวน 17 สายพันธุ์ พบว่ามีเห็ดเป๋าฮื้อที่ให้ผลผลิตสูง 3 สายพันธุ์ ได้แก่ No.1 No.10 
และ No.4 ซึ่งให้ผลผลิตสูงที่สุด 186.04, 167.85 และ 148.87 กรัม/ถุง ตามลำดับ โดยให้ผลผลิตสูงกว่าเห็ดเป๋าฮื้อ-3 
สายพันธุ์เปรียบเทียบที่ให้ผลผลิต 126.72 กรัม/ถุง 



 

60 The Ignite Biotechnology: ขับเคลื่อนเศรษฐกิจไทยด้วยนวัตกรรมเทคโนโลยีชีวภาพและการอนุรกัษ์พันธุกรรมเพื่ออนาคต

ยั่งยนื 

ศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาของดอกเห็ด 
 เห็ดเป๋าฮื้อทั้ง 25 สายพันธุ์ เมื่อเพาะให้ออกดอกพบว่าดอกเห็ดมีรูปร่างคล้ายพัด สีครีม น้ำตาลอ่อน น้ำตาล
เทา จนถึงเทาดำ เนื้อหนา (Figure 1) ตรงกลางหมวกดอกเว้าตื้น มีขนรวมกันคล้ายเกล็ดเล็ก ๆ ขอบหมวกเรียบถึงไม่
เรียบ หมวกดอกขนาดกว้าง 4.74-12.67 เซนติเมตร เนื้อเห็ดสดสีขาว เปราะ เมื่อเห็ดแก่จะเหนียว ครีบดอกสีขาวนวล 
ครีบยาวเรียงไปตามก้านดอก ก้านมีขนาดกว้าง 0.95-2.47 เซนติเมตร ยาว 2.43-7.01 เซนติเมตร สีน้ำตาลถึงเทาดำ 
ติดด้านข้างหมวก โคนก้านสอบเล็ก มีขนละเอียด สีเทาอมน้ำตาล คล้ายกำมะหยี่บาง ๆ  

จากผลการศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาและผลผลิตของเห็ดเป๋าฮื้อทั้ง 25  สายพันธุ์ เปรียบเทียบกับPC3     
ซึ่งเป็นสายพันธุ์ที่ให้บริการของกรมวิชาการเกษตร คัดเลือกเห็ดสายพันธุ์ที่มีลักษณะดีโดยใช้เกณฑ์ 1) ความสามารถ
ในการให้ผลผลิต  2) การออกดอกเร็วและออกดอกพร้อมกัน  3) ระยะเวลาการบ่มเส้นใยในถุงอาหารเพาะ และ 4) 
ดอกมีขนาดและสีตรงตามความต้องการของตลาด (สัญชัย, 2521)  พบว่าสายพันธุ์ PC1 มีคุณลักษณะเป็นเห็ดสายพันธุ์ดี 
เนื่องจากระยะเวลาการบ่มเส้นใยในถุงอาหารเพาะสั้น การออกดอกเร็วและออกดอกพร้อมกันและให้ผลผลิตสูงกว่า
สายพันธุ์เปรียบเทียบ แต่สีของดอกเห็ดมีสีเทาเข้มถึงดำซึ่งยังไม่เป็นไปตามความต้องการของตลาดที่นิยมเห็ดเป๋าฮื้อสี
ครีมหรือสีเทาอ่อน ดังนั้นหากพัฒนาสายพันธุ์นี้ให้มีสีครีมหรือเทาอ่อนสามารถเป็นทางเลือกให้แก่เกษตรกรได้  
ในขณะที่สายพันธุ์ PC4 PC10  PC11 PC14  PC15 PC16 PC20 PC21 PC23 PC24 PC25 และ PC26 มีระยะเวลา
การบ่มเส้นใยในถุงอาหารเพาะ การออกดอกและให้ผลผลิตที่ไม่แตกต่างจาก PC3 ซึ่งเป็นสายพันธุ์เปรียบเทียบ แต่
สายพันธุ์ PC4 PC10  PC11 ดอกเห็ดมีสีเทาเข้มถึงดำ ดังนั้นหากพัฒนาสายพันธุ์นี้ให้มีสีครมีหรอืเทาอ่อนเพื่อเป็นการ
เพิ่มความหลากหลายของ      สายพันธุ์มากขึ้น  ส่วนสายพันธุ์เห็ด PC14 PC15 PC16 PC20 PC21 PC23 PC24 
PC25 และ PC26 เป็นเห็ดที่มีลักษณะดอกและสีเป็นไปตามความต้องการของตลาด หากปรับปรุงพันธุ์ให้มีผลผลิตที่
สูงขึ้นสามารถเป็นทางเลือกให้แก่เกษตรกรได้เช่นกัน ดังนั้นจึงคัดเลือกเห็ดเป๋าฮื้อทั้ง 13  สายพันธุ์ ไปใช้เป็นฐาน
พันธุกรรมในการปรับปรุงพันธุ์เห็ดเป๋าฮื้อต่อไป  
 

สรุป  
จากผลการศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาและผลผลิตของเห็ดเป๋าฮื้อทั้ง 25 สายพันธุ์ที่รวบรวมได้จาก      

แหล่งต่างๆ เปรียบเทียบกับPC3 ซึ่งเป็นสายพันธุ์ที่ให้บริการของกรมวิชาการเกษตร คัดเลือกเห็ดสายพันธุ์ที่มีลักษณะ
ดีโดยใช้เกณฑ์ 1) ความสามารถในการให้ผลผลติ 2) การออกดอกเร็วและออกดอกพรอ้มกัน  3) ระยะเวลาการบ่มเสน้
ใย   ในถุงอาหารเพาะ และ 4) ดอกมีขนาดและสีตรงตามความต้องการของตลาด พบว่ามีเห็ดเป๋าฮื้อ 13 สายพันธุ์ที่มี
ลักษณะดีกว่าสายพันธุ ์อื ่นๆ ได้แก่ PC1 PC4 PC10  PC11 PC14  PC15 PC16 PC20 PC21 PC23 PC24 PC25 
และ PC26    แต่ยังขาดคุณลักษณะบางประการ เช่น ดอกเห็ดมีสีเทาเข้มหรือสีดำซึ่งยังไมต่รงความต้องการของตลาด
ที่นิยมดอกเห็ดเป๋าฮื้อครีมหรือสายพันธุ์ดอกเห็ดมีสีครีมแต่ผลผลิตยังไม่สูง ดังนั้นหากพัฒนาสายพันธุ์เหล่านี้ให้มีสีครีม 
สีเทาอ่อนและ   ให้ผลผลิตสูงขึ้นช่วยเพิ่มความหลากหลายของสายพันธุ์มากขึ้น ทั้งนี้อาจใช้วิธีการ Di-mon  mating 
ซึ่งเป็นการปรับปรุงพันธุ์เห็ดโดยการผสมข้ามและมีรายงานการใช้วิธีดังกล่าวประสบความสำเร็จในการปรับปรุงพันธุ์
เห็ดสกุลนางรมชนิดอื่น ๆ เช่น เห็ดภูฏาน และเห็ดนางรมเทา จึงได้คัดเลือกสายพันธุ์ดังกล่าวมาใช้เป็นฐานพันธุกรรม
ในการปรับปรุงพันธุ์เห็ดเป๋าฮื้อต่อไป 
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กิตติกรรมประกาศ  
งานวิจัยนี้ได้รับการสนับสนุนงบประมาณจากกองทุนส่งเสริมวิทยาศาสตร์ วิจัยและนวัตกรรม (ววน .) 

สำนักงานคณะกรรมการส่งเสริมวิทยาศาสตร์ วิจัยและนวัตกรรม (สกสว .) เพื่อสนับสนุนงานมูลฐาน (Fundamental 
Fund: FF)     ผ่านการจัดสรรงบประมาณจากกรมวิชาการเกษตร ขอขอบคุณคุณอนุสรณ์ วัฒนกุล ที่ให้ความอนุเคราะห์
เชื้อเห็ดเป๋าฮื้อ  รหัสการทดลอง PC 15 และขอขอบคุณสำนักวิจัยพัฒนาเทคโนโลยีชีวภาพ กรมวิชาการเกษตร ที่
อำนวยความสะดวกด้านวัสดุอุปกรณ์ บุคลากรและสถานที่ทำวิจัย 
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Figure 1 Morphological characteristics of 25 Abalone mushroom strains compared with PC3; cultivation  
             period from March to August 2023. 
 

Table 1 Twenty-five of Abalone Mushroom (Pleurotus cystidiosus) from various location 
 No. Sample Code Source of samples Type of Sample 

1 PC1 Thailand Mushroom Culture Collection Mother mycelium 
2 PC2 Thailand Mushroom Culture Collection Mother mycelium 
3 PC4 Thailand Mushroom Culture Collection Mother mycelium 
4 PC5 Thailand Mushroom Culture Collection Mother mycelium 
5 PC6 Thailand Mushroom Culture Collection Mother mycelium 
6 PC7 Thailand Mushroom Culture Collection Mother mycelium 
7 PC8 Thailand Mushroom Culture Collection Mother mycelium 
8 PC9 Thailand Mushroom Culture Collection Mother mycelium 
9 PC10 Thailand Mushroom Culture Collection Mother mycelium 
10 PC11 Thailand Mushroom Culture Collection Mother mycelium 
11 PC12 Thailand Mushroom Culture Collection Mother mycelium 
12 PC13 Thailand Mushroom Culture Collection Mother mycelium 
13 PC14 Thailand Mushroom Culture Collection Mother mycelium 
14 PC15 Thailand Mushroom Culture Collection Mother mycelium 
15 PC16 Thailand Mushroom Culture Collection Mother mycelium 
16 PC17 Thailand Mushroom Culture Collection Mother mycelium 
17 PC18 Sakon Nakhon Province Fruiting body 
18 PC19 Bangkok Mother mycelium 
19 PC20 Nonthaburi Province Mother mycelium 
20 PC21 Ang Thong Province Mother mycelium 
21 PC22 Phitsanulok Province Fruiting body  
22 PC23 Saraburi Province  Mother spawn  
23 PC24 Sakon Nakhon Province Mother spawn 
24 PC25 Ratchaburi Province Fruiting body 
25 PC25 Sisaket Province Mother mycelium 
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Table 2  The mycelial colonization time, day of primordia formation and fresh weight yield  
             of 25 Abalone mushroom compared with PC3; cultivation period from January to August 
2022 
 

Strains  Spawn run (day) 

 

Fruit bodies primordia formation 
after bag opening (day) 

Average fresh 
weight yield (g/bag) 

PC3 (Control) 55.41 a-d  18.89 ab 149.20 bc 

PC1   55.99 a-e1/                        15.13 a              210.42 a 
PC2         52.81 ab   39.80 efg  71.48 d 
PC4 57.26 a-e  18.41 ab 134.41 bc 
PC5         61.90 e  19.76 ab 151.12 bc 
PC6 56.05 a-e    29.46 b-e 50.64 d 
PC7 54.98 a-d   38.73 efg 70.92 d 
PC8         52.80 ab   37.95 efg 85.47 d 
PC9 53.11 abc  41.60 fg 71.83 d 
PC10         56.97 a-e 16.64 a 167.67 bc 
PC11 58.10 b-e     23.51 abc              128.55 c 
PC12 59.22 cde 45.77 g 75.79 d 
PC13 57.24 a-e   32.99 c-f 87.92 d 
PC14 53.73 abc     23.33 abc 166.50 bc 
PC15         51.75 a 15.23 a 135.09 bc 
PC16 55.12 a-d    26.46 a-d 150.24 bc 
PC17 55.03 a-d   33.15 c-f 68.74 d 
PC18 54.40 abc   36.82 d-g 67.97 d 
PC19 54.30 abc   35.93.d-g 76.98 d 
PC20 53.99 abc                      16.77 a 132.63 bc 
PC21 55.49 a-d                      17.67 a 175.26 ab 
PC22 54.65 a-d   38.35 efg 62.77 d 
PC23 60.71 de  19.33 ab 150.31 bc 
PC24 60.76 de    23.18 abc 153.54 bc 
PC25          51.31 a  19.56 ab 144.73 bc 
PC26  58.71 b-e  18.79 ab              172.08 b 
CV           6.40 %  25.40 % 21.40 % 

1/ Means in the same column, followed by a common letter are not significantly different at the 
5% level by DMRT 
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การรวบรวมและประเมินลักษณะสัณฐานวิทยาของเชื้อพันธุม์ะระขี้นก 
Collection and Morphological Characterization of Bitter Gourd Germplasm  
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 บทคัดย่อ  
มะระขี้นกเป็นพืชผักสมุนไพรที่นิยมนำมาใช้ประโยชน์ในแถบประเทศเขตร้อนรวมทั้งประเทศไทย ซึ่งพืชชนิดนี้มี

ความหลากหลายของเชื้อพันธุ์ค่อนข้างสูง แตก่ารบริโภคในปัจจุบันนิยมใช้เพียงพันธุ์การค้าส่งผลให้ความหลากหลายลดลง
และอาจทำให้เชื้อพันธุ์ดั ้งเดิมสูญหายได้ในอนาคต งานวิจัยนี้จึงมีวัตถุประสงค์เพื่อรวบรวมและประเมินลักษณะทาง
สัณฐานวิทยามะระขี ้นกจำนวน 15 ตัวอย่าง สำหรับการใช้ประโยชน์เชื ้อพันธุ์ในอนาคต วางแผนการทดลองแบบ 
Randomized completely block design (RCBD) จำนวน 2 ซ้ำ ณ ศ ูนย ์ว ิจ ัยและพัฒนาพืชผ ักเขตร ้อน 
มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร์ วิทยาเขตกำแพงแสน บันทึกข้อมูลลักษณะสัณฐานวิทยา 5 ระยะ ได้แก่ ระยะต้นกล้า ระยะ
เจริญเติบโตทางลำต้น ระยะออกดอก ระยะติดผล และระยะเมล็ดพันธุ์ พบว่าสามารถแบ่งกลุ่มผลมะระขี้นกได้เป็น 3 กลุ่ม 
คือ ขนาดเล็ก (ความยาว 30-60 มม.) จำนวน 7 ตัวอย่าง ขนาดกลาง (ความยาว 61-120 มม.) จำนวน 7 ตัวอย่าง และ
ขนาดใหญ่ (ความยาวมากกว่า 121 มม.) จำนวน 1 ตัวอย่าง  

คำสำคญั: มะระขี้นก ความหลากหลายทางพนัธุกรรม 

ABSTRACT 
 Bitter gourd is a widely used vegetable and herb for utilization in tropical countries 
including Thailand. This plant has a relatively high diversity. Currently, consumption of this plant is 
mostly used only in commercial varieties. Therefore, the native plant germplasm may be lost in 
the future. This causes the diversity of this plant to decrease. This research objective is to collect 
and evaluate the morphological characteristics of 15 samples for future use. The bitter gourds were 
planted and evaluated for morphological characteristics at the Tropical Vegetable Research Center, 
Kasetsart University, Kamphaeng Saen Campus. The experiment was designed as RCBD with two 
replicates. The morphological characteristics were recorded for 5 stages  including seedling, 
vegetative, flowering, fruiting and seed characters at postharvest stage. It was found that bitter 
gourd fruit could be divided into 3 groups including small fruits (length 30-60 mm.) 7 samples, 
medium fruits (length 61-120 mm.) 7 samples and large fruits (length >121mm.) 1 sample. 

Keywords: bitter gourd, genetic diversity 
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บทนำ 
มะระขี้นก (Momordica charantia L. var. minima; Bitter gourd) มีถิ่นกำเนิดในอินเดียและเอเชีย

ตะวันออกเฉียงใต้ เป็นพืชปีเดียวสามารถปลูกได้ทุกฤดูกาล ลำต้นเป็นเถาเลื้อย มีมือเกาะตามข้อช่วยยึดเกาะพยุงลำ
ต้น ใบเป็นใบเดี่ยว ขอบใบจักลึก ดอกเป็นดอกเดี่ยวสีเหลือง กลีบดอก 5 กลีบ ดอกแยกเพศอยู่ในต้นเดียวกัน 
(monoecious) มีผลเล็กสั้นป้อม หัวและท้ายแหลม เส้นผ่านศูนย์กลางผลน้อยกว่า 5 ซม. ผิวผลขรุขระ สีเขียว รสขม
กว่ามะระจีน ผลสุกสีเหลืองส้ม (เอื้องฟ้า, 2542; Bharathi and John, 2013) ประเทศไทยมีการใช้ประโยชน์จาก
มะระขี้นกในด้านโภชนาการและสรรพคุณทางยามาอย่างยาวนานแต่ด้วยอิทธิพลทางการค้าปัจจุบันมะระขี้นกที่ใช้
ส่วนใหญ่จึงเป็นพันธุ์ที่ได้จากการปรับปรงุพันธุ ์จึงได้ทำการรวบรวมและศึกษาลักษณะทางสัณฐานวทิยาเชื้อพันธกุรรม
มะระขี้นกนี้ เพื่ออนุรักษ์ในธนาคารเชื้อพันธุ์พืช กรมวิชาการเกษตร สำหรับใช้เป็นฐานพันธุกรรมในการปรับปรุงพนัธุ์
พืชต่อไป 

 

อุปกรณ์และวิธีการ 
การเตรียมตัวอย่างเชื้อพันธุ์มะระขี้นกทีไ่ดจ้ากการรวบรวม 

รวบรวมเชื้อพันธุ์มะระขี้นกจากแหล่งต่างๆ และปลูกขยายด้วยวิธีผสมตัวเองจำนวน 3 รุ่น เพื่อสร้างความ
สม่ำเสมอของเชื้อพันธุ์ก่อนปลูกประเมินลักษณะสัณฐานวิทยา  
การประเมินลักษณะทางสัณฐานวิทยาของเชือ้พนัธุ์มะระขี้นก 

ประเมินลักษณะทางสัณฐานวิทยาจำนวน 15 ตัวอย่าง โดยปลูกในสภาพแปลง ณ ศูนย์วิจัยและพัฒนาพืชผัก
เขตร้อน มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร์ วิทยาเขตกำแพงแสน จำนวน 6 ต้นต่อแถว ปลูก 2 แถวต่อแปลง ตัวอย่างละ 12 ต้น
ต่อแปลง วางแผนการทดลองแบบสุ่มในบล็อกสมบูรณ์ (RCBD) 2 ซ้ำ บันทึกลักษณะสัณฐานวิทยา 5 ระยะ ได้แก่ ระยะ
ต้นกล้า ระยะเจริญเติบโตทางลำต้น ระยะออกดอก ระยะติดผล และระยะเมล็ดพันธุ์ ดัดแปลงจาก Descriptors for 
Wild Dioecious Momordica Species (Joseph and Antony, 2011) และแบบบันทึกลักษณะการตรวจสอบพันธุ์
มะระที่ขอจดทะเบียนเป็นพันธุ์พืชใหม่ (สำนักคุ้มครองพันธุ์พืช กรมวิชาการเกษตร, 2548) วิเคราะห์ความแปรปรวน
และทดสอบความแตกต่างของค่าเฉลี่ย โดยวิธี Duncan’s Multiple Range Test (DMRT) ที่ระดับความเชื่อมั่น 95 
เปอร์เซ็นต์ (P ≤ 0.05)  

 

ผลการทดลองและวิจารณ์  
การรวบรวมและประเมนิลักษณะสัณฐานวิทยามะระขี้นก 15 ตัวอยา่ง (Table 1) ดำเนินงานระหว่าง

กุมภาพันธ์ถึง กันยายน 2561 ณ ศูนยว์ิจยัและพัฒนาพชืผักเขตร้อน มหาวิทยาลยัเกษตรศาสตร์ วิทยาเขตกำแพงแสน 
(TVRC) พบวา่ในระยะต้นกล้าและระยะเจรญิเติบโตทางลำต้น มะระขี้นกทั้ง 15 ตัวอย่างมีใบเลี้ยงสีเขียว (Green Group 
137B – 139B) อัตราส่วนระหว่างความยาวตอ่ความกว้างใบเลี้ยงสามารถแบ่งกลุ่มของขนาดใบเลี้ยงได้ 2 กลุ่ม คอืขนาด
ปานกลางและใหญ่ ซึ่ง M46 มีขนาดใหญ่ที่สุด ความยาวของเถาหลักมคีวามแตกต่างอยา่งมีนยัสำคัญสอดคล้องกันกับ
ลักษณะของเถา M23 มคีวามยาวเถาหลักมากที่สุดคือ 195 ซม. ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางเถาหลักมีขนาดใหญ่และปล้อง
เถาหลักมคีวามยาว คือ 4.76 และ 33.01 มม. ตามลำดับ ในขณะที่ M57 มีความยาวเถาหลักและปลอ้งเถาหลักขนาดสั้น
ที่สุดคือ คอื 139 ซม. และ 23.51 มม. ตามลำดับ ลักษณะปลายใบจริงใบแรกเป็นติ่งแหลมติ่งเดียว (cuspidate) หรือ 



 

66 The Ignite Biotechnology: ขับเคลื่อนเศรษฐกิจไทยด้วยนวัตกรรมเทคโนโลยีชีวภาพและการอนุรกัษ์พันธุกรรมเพื่ออนาคต

ยั่งยนื 

สามติ่ง (tricuspidate) และขอบใบจริงใบแรกหยักซี่ฟันถี่ (denticulate) แผ่นใบสเีขียว (Green Group 137B – C) 
รูปรา่งแผ่นใบเปน็รปูหวัใจ (cordate) หรอืทรงกลม (round) มีร่อง 5-7 รอ่งตอ่แผ่นใบ ลำตน้เริ่มเลือ้ยเมื่อมีอายุ 22-33 
วันหลังย้ายกล้า สว่นระยะออกดอกพบวันท่ีดอกเพศผู้บาน 50 เปอร์เซ็นต ์อยูใ่นช่วง 35 – 45 วันหลังยา้ยปลูก และดอก
เพศเมียบาน 50 เปอรเ์ซ็นต ์อยู่ในชว่ง 44 – 51 วันหลังย้ายปลูก ดอกเพศเมยีรังไข่มสีีเขียว (Green Group 137A – D) 
ทรงกลม มีการผสมเกสรในชว่งเชา้ ความยาวและความกว้างรังไขม่ีความสมัพนัธ์กันโดย M61 มีความยาวและกว้างมาก
ที่สุดคือ 18.69 และ 5 มม. ตามลำดับ ในขณะที่ M17 มีรังไข่เล็กที่สุดคือยาว 8.65 มม. กวา้ง 3.2 มม. ส่วนระยะติดผล 
(Table 2; Figure 1) พบจำนวนวันเก็บเกี่ยวผลผลติเชิงพาณชิย์ 52 – 59 วนั สีของผลผลิตเชิงพาณชิยม์ีสีเหลืองเขยีวถึง
สีเขียว และขนาดผล นำ้หนัก ความยาวและความกว้างผลที่ระยะเก็บเกี่ยวเชิงพาณชิยม์ีความสมัพันธ์กันสามารถจัดกลุ่ม
ได้ดังนี้ (วัชราภรณ์, 2544; Dhillon et al., 2016)  

กลุ่มที่ 1 ผลขนาดเล็ก รูปร่างของผลที่ระยะเก็บเกี่ยวเชิงพาณชิย์เปน็รูปทรงกระสวย (spindle) ความยาว
ผลอยู่ในชว่ง 30 – 60 มม. น้ำหนักผล 3 – 15 กรมั ความหนาของเนื้อผล 2 – 4.5 มม. พบเชือ้พันธุ์มะระขี้นกจำนวน 
7  ตัวอยา่ง ได้แก่  M15, M17, M30, M41, M44, M46 และ M50  

กลุ่มท่ี 2   ผลขนาดกลาง  รปูร่างของผลทีร่ะยะเก็บเกี่ยวเชิงพาณชิย์เป็นรูปทรงผลแบบรี (elliptic) ความยาว
ผลอยู่ในช่วง 61 – 120 มม. น้ำหนักผล 15 – 40 กรัม ความหนาของเนื้อผล 4.5 – 10 มม. พบเชือ้พันธุ์มะระขี้นกจำนวน 

ตัวอย่าง ได้แก่7   M8, M9, M10, M11, M57, M 61 และ M63  
กลุ่มที่ 3 ผลขนาดใหญ่ รปูร่างของผลที่ระยะเก็บเกี่ยวเชิงพาณิชย์เป็นรูปทรงผลแบบขอบขนาน (oblong) 

ความยาวผลมากกว่า 120 มม. น้ำหนักผลมากกว่า 50 กรัม ความหนาของเนื้อผลมากกวา่ 10 มม. พบเชือ้พนัธุม์ะระ
ขี้นกจำนวน 1 ตัวอยา่ง ได้แก่ M23 

การประเมินลักษณะในระยะเมล็ดพนัธุ์ พบว่าเมล็ดมีสีแตกต่างกันตั้งแตส่เีหลอืงอ่อน น้ำตาลออ่นและดำ โดย
รูปรา่ง ขนาด และน้ำหนกั 100 เมล็ด มีความสัมพนัธ์ในทศิทางเดียวกันแบ่งได้เป็น 2 ลักษณะ เมล็ดมะระขี้นกของผล
ที่มีขนาดเล็กสว่นใหญ่ไมม่ีรอยหยักที่เปลือกเมล็ดและมรีูปทรงร ี(elliptical) ความยาว 8 – 12 มม. กว้าง 4 – 6 มม. 
หนา 2 – 3 มม. และ 100 เมล็ดมีนำ้หนัก 4 – 10 กรัม ในขณะที่เมล็ดของผลที่มีขนาดกลางและใหญ่มีรปูทรงไข ่
(ovate) เปลอืกเมล็ดมีรอยหยัก ความยาว 12 – 15 มม. กว้าง 6 – 10 มม. หนา 3 – 5 มม. และน้ำหนัก 100 เมล็ด
หนัก 10 – 20 กรัม ซึ่งเมล็ดของผลทีม่ีขนาดกลางและใหญ่มคีวามงอกและความแข็งแรงมากกวา่เมลด็ของผลที่มีขนาด
เล็ก  

สรุป 
จากการรวบรวมและประเมินลักษณะสัณฐานวิทยามะระขี้นกจำนวน 15 ตัวอย่าง สามารถแบ่งกลุ่มของผล

มะระขี้นกได้เป็น 3 ขนาด คือ ขนาดเล็ก กลาง และใหญ่ ซึ่งลักษณะของผลมีความสอดคล้องกับลักษณะของเมล็ด 
รวมถึงความงอกและความแข็งแรงของเมล็ดพันธุ์ ทั้งนี้ควรมีการศึกษาเพิ่มเติมเกี่ยวกับสารสำคัญ และความสัมพันธ์
ทางพันธุกรรมระหว่างตัวอย่างพันธุ์เพื่อการคัดเลือกเชื้อพันธุ์ที่เหมาะสมสำหรับผลิตพันธุ์ที่มีคุณภาพเพื่อการใช้
ประโยชน์อย่างยั่งยืน 

กิตติกรรมประกาศ  
ขอขอบคุณสำนักงานคณะกรรมการวิจัยแห่งชาติและสำนักงานคณะกรรมการส่งเสริมวิทยาศาสตร์ วิจัยและ

นวัตกรรมที่สนับสนุนงบวิจัยครั้งนี้  



 

67 The Ignite Biotechnology: ขับเคลื่อนเศรษฐกิจไทยด้วยนวัตกรรมเทคโนโลยีชีวภาพและการอนุรกัษ์พันธุกรรมเพื่ออนาคต

ยั่งยนื 

เอกสารอ้างอิง 
เอื้องฟ้า บรรเทาวงษ์. 2542. การเปรียบเทียบลายพิมพ์ดีเอน็เอของมะระขีน้กพันธุ์ต่างๆ ในประเทศไทย. ปัญหาพิเศษ

ปริญญาตรี มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร์, กรุงเทพฯ. 
วัชราภรณ์ จันทบุตร. 2544. การศึกษาลักษณะประจำพนัธุ์และขยายเมล็ดพนัธุ์ของเชือ้พันธุกรรมมะระ. ปัญหาพิเศษ

ปริญญาโท ภาควิชาพชืสวน มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร์. กรุงเทพฯ. 
สำนักคุม้ครองพันธุ์พืช กรมวชิาการเกษตร. 2548. ระเบียบกรมวชิาการเกษตร ว่าด้วยการตรวจสอบลักษณะของพันธุ์

พืชที่ขอจดทะเบียนเปน็พนัธุ์พชืใหม่ (ฉบับที่ 2) พ.ศ. 2547. แหล่งที่มา: 
https://www.doa.go.th/pvp/?page_id=441, 15 กุมภาพันธ์ 2562. 

Bharathi, L.K. and K.J. John. 2013. Momordica Genus in Asia: An Overview. Springer, New Delhi, India. 
147 pp. 

Dhillon, N.P.S., S. Sanguansil, R. Schafleitner, Y.W. Wang and J.D. McCreight. 2016. Diversity Among a 
Wide Asian Collection of Bitter Gourd Landraces and their Genetic Relationships with 
Commercial Hybrid Cultivars. J. Amer. Soc. Hort. Sci. 141(5): 475–484.  

Joseph, J.K. and V.T. Antony. 2011. Developing Descriptors for Dioecious Momordica Species for 
Germplasm Characterization and Evaluation. Indian J. Plant Genet. Resour. 24(1): 31–39. 

 

Table 1 List of Bitter Gourd Seeds (Momordica charantia L.) Collected from Thailand 

Code Local name Type of Sample Source Province 

M8 Mara Khi Nok Farmer varieties On farm Phichit 

M9 Mara Khi Nok Commercial varieties Market Kamphaeng Phet 

M10 Mara Khi Nok Commercial varieties Market Tak 

M11 Mara Khi Nok Commercial varieties Market Tak 

M15 Mara Khi Nok, Ma Hoi Landraces Market Nan 

M17 Mara Khi Nok Landraces Local Nakhon Phanom 

M23 Mara Khi Nok Farmer varieties Local Bangkok 

M30 Mara Khi Nok Landraces Market Prachuap Khiri Khan 

M41 Mara Khi Nok Landraces On farm Phrae 

M44 Mara Khi Nok, Ma Hoi Landraces Local Nan 

M46 Mara Khi Nok Landraces On farm Uttaradit 

M50 Mara Khi Nok Landraces Local Phichit 

M57 Mara Khi Nok Commercial varieties Market Ayutthaya 

M61 Mara Khi Nok Farmer varieties On farm Sakon Nakhon 

M63 Mara Khi Nok Farmer varieties On farm Si Sa Ket 
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ผลิตภัณฑ์บำรุงผิวหน้า DOA Facial 
Roselle Essence

เครื่องดื่ม Roselle Instant Drink Mix
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85 หมู่  1 ต.รังสิต
อ.ธัญบุรี  จ.ปทุมธานี
12110
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กลุ่มวิจัยพัฒนาธนาคารเชื้อพันธุ์พืชและจุลินทรีย์
สำนักวิจัยพัฒนาเทคโนโลยีชีวภาพ กรมวิชาการเกษตร 
85 หมู่ 1 ต.รังสิต อ.ธัญบุรี จ.ปทุมธานี 12110

 สารสำคัญในเหง้าไพลดำ 100 กรัม   
 ประกอบด้วย

น้ำมันหอมระเหย 0.25-0.65 มล.
ซีรัมโบน (zerumbone) 31-53%
ของสารสำคัญทั้งหมดที่พบในน้ำมัน
หอมระเหย มีฤทธิ์ต้านการอักเสบ
บรรเทาอาการปวด และป้องกันการ
สูญเสียมวลกระดูก
ฟีนอลิกรวม 6.06-32.34 มก. และ

     ฟลาโวนอยด์รวม 0.52-5.24 มก. ซึ่ง 
     สารสำคัญ 2 กลุ่มนี้ มีฤทธิ์ต้าน
     อนุมูลอิสระ

ผลิตโดย
สำนักวิจัยพัฒนาเทคโนโลยีชีวภาพ 

ศูนย์วิจัยพืชสวนยะลา
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02 5791534-5

butakurogo
@hotmail .com

สำนักวิจัยพัฒนา
เทคโนโลยีชีวภาพ 
กรมวิชาการเกษตร 
50 ถ.พหลโยธิน 
แขวงลาดยาว 
เขตจตุจักร กรุงเทพฯ 
10900
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Set-up

10µM Primer SLCMV-F (FIFC) 2.4

10µM Primer SLCMV-R (DIG) 2.4
Primer Free Rehydrotion buffer 29.5

DNA template 100 ng 13.2
ปริมาตรรวม 47.5

1X (µL)

ขูดใบพืชให้ละเอียด

การนำปฏิกิริยา RPA แบบ Simplex เพื่อใช้ในการตรวจสอบโรคใบด่างมันสำปะหลัง

กลุ่มวิจัยพัฒนาการตรวจสอบพืชและจุลินทรีย์ดัดแปรพันธุกรรม
สำนักวิจัยพัฒนาเทคโนโลยีชีวภาพ กรมวิชาการเกษตร 
50 ถ.พหลโยธิน แขวงลาดยาว เขตจตุจักร กรุงเทพฯ 10900

แล้วผสมให้เข้ากันโดย
กลับหลอดไปมาช้า ๆ 

ตั้งทิ้งไว้ 10 นาที

ดูดส่วนใสใส่
หลอดใหม่

TPE buffer
1000 µL

DNA

DNA
เติมองค์ประกอบทั้งหมดลงใน

หลอด Twistamp      Basic KitTM

หยด buffer 3 หยด
ลงในหลอดที่มีตัวอย่าง

ที่ทำปฏิกิริยา RPA

จุ่มทิ้งไว้ 5 นาที 
จากนั้นจึงนำออกมา
สังเกตและบันทึกผล Negative Positive

Control line
Treatment line

มีอาการโรคใบด่าง
ของมันสำปะหลัง

(Positive)

Control line

ขั้นตอนการตรวจสอบ
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02 5791534-5

weraouddy@
hotmail .com

สำนักวิจัยพัฒนา
เทคโนโลยีชีวภาพ 
กรมวิชาการเกษตร 
50 ถ.พหลโยธิน 
แขวงลาดยาว 
เขตจตุจักร กรุงเทพฯ
10900
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กลุ่มวิจัยพัฒนาการตรวจสอบพืชและจุลินทรีย์ดัดแปรพันธุกรรม
สำนักวิจัยพัฒนาเทคโนโลยีชีวภาพ กรมวิชาการเกษตร 
50 ถ.พหลโยธิน แขวงลาดยาว เขตจตุจักร กรุงเทพฯ 10900
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02 9046885 ต่อ 305

adcharapun1826
@gmail .com

สำนักวิจัยพัฒนา
เทคโนโลยีชีวภาพ 
กรมวิชาการเกษตร 
85 หมู่  1 ต.รังสิต
อ.ธัญบุรี  จ.ปทุมธานี
12110
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กลุ่มวิจัยเทคโนโลยีชีวภาพทางการเกษตร
สำนักวิจัยพัฒนาเทคโนโลยีชีวภาพ กรมวิชาการเกษตร 
85 หมู่ 1 ต.รังสิต อ.ธัญบุรี จ.ปทุมธานี 12110
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02 9046886 ต่อ 412

lawa_w
@hotmail.com

สำนักวิจัยพัฒนา
เทคโนโลยีชีวภาพ 
กรมวิชาการเกษตร 
85 หมู่ 1 ต.รังสิต
อ.ธัญบุรี จ.ปทุมธานี
12110
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เพิ่มขนาดผลพริก

กลุ่มวิจัยเทคโนโลยีชีวภาพทางการเกษตร
สำนักวิจัยพัฒนาเทคโนโลยีชีวภาพ กรมวิชาการเกษตร 
85 หมู่ 1 ต.รังสิต อ.ธัญบุรี จ.ปทุมธานี 12110

กรดอินโดลแอซีติก

ประโยชน์ 
ช่วยเร่งการเจริญเติบโตพืช 

ช่วยการติดดอก 
ลดการหลุดร่วงของผล

ในสภาพแวดล้อมไม่เหมาะสม

สารชีวภาพผลิตจากจุลินทรีย์
ด้วยเทคโนโลยีชีวภาพ

เพิ่มผลผลิต 
เป็นมิตรกับสิ่งแวดล้อม
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02 9046885 ต่อ 230

jankmutt@gmail .com

สำนักวิจัยพัฒนา
เทคโนโลยีชีวภาพ 
กรมวิชาการเกษตร 
85 หมู่  1 ต.รังสิต
อ.ธัญบุรี  จ.ปทุมธานี
12110

The Ignite Biotechnology: ขัับเคล่ืื่อนเศรษฐกิิจไทยด้้วยนวััตกรรมเทคโนโลยีีชีีวภาพและการอนุรัักษ์์พัันธุุกรรมเพ่ืื่ออนาคตย่ัั่งยืืน            93



กลุ่มวิจัยเทคโนโลยีชีวภาพทางการเกษตร
สำนักวิจัยพัฒนาเทคโนโลยีชีวภาพ กรมวิชาการเกษตร 
85 หมู่ 1 ต.รังสิต อ.ธัญบุรี จ.ปทุมธานี 12110

ต้นแบบผลิตภัณฑ์ dsRNA
 

สังเคราะห์ได้จากจุลินทรีย์
สามารถใช้เพื่อควบคุมรา
สาเหตุโรคแอนแทรคโนสใน
พริก
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02 5614576

varapornc18@
gmail

สำนักวิจัยพัฒนา
เทคโนโลยีชีวภาพ 
กรมวิชาการเกษตร 
85 หมู่  1 ต.รังสิต
อ.ธัญบุรี  จ.ปทุมธานี
12110

วราพร ไชยมา
นักวิชาการเกษตรชำนาญการ
กลุ่มวิจัยและพัฒนาเห็ด
สำนักวิจัยพัฒนาเทคโนโลยีชีวภาพ

นายอนุสรณ์ วัฒนกุล            สทช.
นางสาวภรณี สว่างศรี           สทช.
นางสาวมนัสพร หนองดี       สทช.
นางสาวอรพินท์ สุรกิจ          สทช.
นางสาวสายพอง เจริญคุณ   สทช.
นางปิยรัตน์ ธรรมกิจวัฒน์     สทช.
นายกรกช จันทร                  ศวพ.  ชม.  
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กลุ่มวิจัยและพัฒนาเห็ด
สำนักวิจัยพัฒนาเทคโนโลยีชีวภาพ กรมวิชาการเกษตร 
50 พหลโยธิน เขตจตุจักร แขวงลาดยาว กรุงเทพมหานคร
10900
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02 5790147

annethong80
@gmail .com

สำนักวิจัยพัฒนา
เทคโนโลยีชีวภาพ 
กรมวิชาการเกษตร 
50 ถ.พหลโยธิน
แขวงลาดยาว 
เขตจตุจักร กรุงเทพฯ 
10900
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กลุ่มวิจัยและพัฒนาเห็ด
สำนักวิจัยพัฒนาเทคโนโลยีชีวภาพ กรมวิชาการเกษตร 
50 ถ.พหลโยธิน แขวงลาดยาว เขตจตุจักร กรุงเทพ 10900
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ยั่งยนื 

 

คณะผู้จดัทำ 

1. นางสาวอัจฉราพรรณ ใจเจริญ  นักวิชาการเกษตรชํานาญการพเิศษ  ประธานคณะทำงาน 
2. นางภุมรินทร์ วณชิชนานันท์     นักวิชาการเกษตรชํานาญการพเิศษ คณะทำงาน 
3. นายพยุงศักด์ิ รวยอารี          นักวิชาการเกษตรชํานาญการพเิศษ คณะทำงาน 
4. นางสาวจีราพร แก่นทรัพย์      นักวิชาการโรคพืชชํานาญการพเิศษ คณะทำงาน 
5. นางสาวปาริฉัตร สังข์สะอาด    นักวิชาการเกษตรชํานาญการ   คณะทำงาน 
6. นางสาวชลลดา สามพันพวง    นักวิชาการเกษตรชํานาญการ  คณะทำงาน 
7. นางสาวปิยนุช ศรชัย             นักวิชาการเกษตรชํานาญการ   คณะทำงาน 
8. นางสาวรัชฎาภรณ ์ทองเหม    นักวิชาการเกษตรชํานาญการ   คณะทำงาน 
9. นางประกาย ออ่นวิมล           นักวิชาการเกษตรชํานาญการ   คณะทำงาน 
10. นางสาวอภญิญา วงศ์เปี้ย     นักวิชาการเกษตรชํานาญการ   คณะทำงาน 
11. นางสาวรังสิมันตุ ์ธีระวงศ์ภิญโญ  นักวิชาการโรคพืชปฏบิัติการ   คณะทำงาน 
12. นางสาวดวงรัตน์ จริยาจิรวัฒนา  นักวิชาการเกษตรปฏบิัติการ   คณะทำงาน 
13. นางสาวพิมพ์ประไพ บุษยวรพัฒน ์นักวิชาการเกษตรปฏบิัติการ   คณะทำงาน 
14. นางสาววรารัตน์ ศรีประพัฒน์  นักวิชาการเกษตรชํานาญการ   คณะทำงานและเลขานุการ 
15. นางสาววัชรินทร ์ศรีประยูร     เจ้าหน้าที่บริหารงานทั่วไป   คณะทำงาน



 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  



สำนักวิจัยพัฒนาเทคโนโลยีชีวภาพ กรมวิชาการเกษตร
Biotechnology Research and Development Office,

Department of Agriculture.


