
บทท่ี 1

ขทนๆ

1 . ประว้ดความเปีนมา

จิบเบอเรลสิน (G ib b e re llin s ) เปีนกลุ่มยองฮอร์ใมนพี««นิดหน่ืง ทบค'ร้ังแรก

ในญ่ีบัน เนื่องจากการระบาดยองใรคข้าวที่เรียกว่า "bakanae" าคยIเอ รา G ibbere lla  

fu . iik u ro i หรือ Fusarium fflon ilifo rm e ระยะแรกยองการเกิดใรค ใบและลฯต้นยอง 

ข้าวจะยืดยาวอย่างรวดเรืวจนมีความสูงกว่าตันข้าวปกติ (1) 0 ค .ศ .1926 Kurosawa เรนคน 

แรกท่ีแสดง ‘ไห้เ ห็นว่า น้ฯหมักท่ีไต้จากการ I ลึยง เ เอ ราน้ีทฯให้ตันข้าวปกติ เ กิคอาการยืดยาว เ หมีอน 

กับใรค bakanae ร ค .ศ .1938 ที่มหาวิทยาลัยใดเกียว ใดย Yabuta และ Sumiki บระสบ 

ความลฯเร็จในการตกผลึกและแยกสารที่ออกททธิดังกล่าว และตั้งเอว่า G ib b e re llin  A

หลังจากลงครามใลกครั้งที่สอง นักวิทยาศาสตร์ทั่วใลกสนใจงานวิจัยนี้ ปี ค .ศ .1954 

กลุ่ม Im peria l Chemical In d u s tr ie s ,L td .( IC I) ยระเทศอังกกษ ไดรายงานการ

แยกสารออกกทธิจากน้ฯหมัก«อง G ibbere lla  fu.i ik u ro i ที่มีคุ(«สมบัติกระตุ้นการเจริเ!ยอง 

พี« ใดยมีผลทางสรีรวิทยาคลัายกับสารที่ได้จากการวิจัยในญี่บัน แด่มีใค'รงสร้าง«องใมเลกุล

ต่างกันเล็กน้อยจังให้เอสารนี้ว่า กรดจิบเบอเรสลึก (g ib b e re ll ic  ac id ) หรือ GA3 (2)

(รูปท่ี 1) ในปี ค.ศ. 1955 ค(«ะนักวิจัยยองมหาวิทยาลัยใดเกียว สามารกแยกจิบเบอเรลสิน 

«นิดต่างๆออกจากกันได้แสะทฯาห้บริสุทธิ หลังจากนั้นมีการค้นพบจิบIบอเรลสินอีกหลาย«นิดตั้งใน 

แ อ รา G ibbere lla  fu.i ik u ro i Neurospora crassa สาหร่าย พี«ข้นสูง พี«ข้นต่ฯ

ในเนล่วน«องพี« เ!เน เมล็ดกัวท่ียังอ่อน ( 1 ) ในบัจจุบันได้มีการคันพบจิบIบอเรลสิน 68 «นิด

ตั้งเอ ว่า GAj-GAgg มีสูตรใครงสร้างคล้ายกันมาก ต่างกันเล็กน้อยในการเรียงตัวยองบาง

อะตอมเท่านั้น ใดยกลุ่มยองจิบเบอเรลสิน (GAg) มีสูตรใครงสร้างทางเคมีที่บระกอบด้วย

T e tra -ca rb ocyc lic  gibbane nucleus ดังรูบนิ 1
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»

T e tra -ca rb ocyc lic  gibbane G ib b e re llic  acid

รูแที 1 สูตรใครงสรางฃอง T e tra -ca rb ocyc lic  gibbane

และ กรด3ฆเบอเรลลิก

จิบเบอ เรลสินแต่ละ«นิด มีคุญสมบัด้านการกระตุ้นการ tจริญ«องพี«ต่างกันแต่'ในทา'!สรีร 

วิทยายอนริ''บว่า GA3 รทท§ในการกระตุ้นการเจริญ«องพี«มากกว่าจิบเบอเรลสินชนิดอื่นๆ (3) 

ผล«องจิบเบอIรลลินานทางสรีระวิทยา«นกับ«นิด«องจิบIบอเรลสินและ«นิด«องพีช ( 2 ) ตังน๊ึ

1 . ผสานการเกิดดอก สามารกสักนฯาห้เกิดดอกกับพี«บาง«นิดที่เรนพี«วันยาว (long day

p la n t) ภายาต้สภาวะที่ไม่มีการควบคุม

2 . ผลทฯสายการหักตัวและกระตุ้นการงอก ๗ น สามารกทฯลายการหักตัว«องหัวมันผรง ทฯาหั

งอกได้

3 . ยับย้ังการหัฒนาอวัยวะสิบพันธุ«องพีช าสัานการผสิดพี«ไม่มีเมล็ด ทางอุตสาหกรรมาสัผสิต

องุ่นไม่มีเมล็ด

4 . ผลต่อการแสดงออก«อง เทศ เ r)u เพิ่มจฯนานดอกตัวผู้«องแตงกวา

5 . กระตุ้นการผลิตเอนไซม์บาง«นิด ๗น สามารถสักนฯาห้เมล็ด«าวบาเล่ยัผลิตเอนไซม์แอลทา

อะไม Iลสได้มาก«น าสับระใย«นานอุตสาหกรรม เนียร์ระหว่าง«นตอน 

การผลิตมอลท์

สารบริสุทธิ«องกรดจิบเบอเรลลึก เรนผลึกสื«าว ละลายได้ดีานแอลกอฮอล์ นิ'ฯหนัก 

ใมเลกุล 346.37 จุดหลอมเหลว 233-235°ซ (4) ความเรนพิษต่อคนและสัตว์น้อยมาก าดย
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มีค่าความเป็นพิพ (LD)5o เท่า!กั!I 15,000 มก.ด่อน้ฯหนักหนูทดลอง 1 ทิใลกรัม บกติแล้'ไพืช

สามารทผลิต GA3ไต้เอง ดังนั้นการารัสารนี้กับพี«เพื่อนฯมาบ1ริใภค3งดิอได้'ว่าชลอดภัย

ได้มีการดิกพาการกังเคราะห์จิบเชอเรลลินทั้งาดยวิธีทางเคมี การเทาะเลิยงจุลินทริย 

และสกัดจากพืชรันสูง (2) Corey และ Danheiser (5) สามารกกังเคราะห GA3ใดยวิธีทาง 

เคมีสๆเร็จแค่ต้องผ่านกระชวนการทาง เคมีหลายช้ันตอน (ชระมาญ 36 ช้ันตอน) ท่ีงยุ่งยากและ 

ลินเปลีองค่าารัจ ่ายล ่านการสกัด GA3 จากพืชช้ันสูง ได้ชริมาเฒ้อยมาก ชระมาพ 0.001-1 

มิลลิกรัมต่อทิาลกรัมน้ๆหนักสด ( 4 ) ดั้งนั้นไนทางอุดสาหกรรม จึงผลิตใดยหมักด้ายเชั้อรา

G ibbere lla  fu . i ik u ro i ทฯให้ความเทางด้านกระบวนการกัง เคราะห์ การแยกและทฯไห้

บริสุทธิ การนๆไชารัชระใยชนเป็นไชอย่างรวดเร็วยิ่งชั้น ( 1 , 2 ) รวมทั้งพัฒทการหมักและ

การชรับปรุงสายพันธุ เพื่อเพิ่มผลผลิตจิบเชอIรลลินาห้สูงชั้นอย่างต่อเนื่อง ดังตารางที่ 1

2. การบรัชชรุงสายพันธุ

เนื่องจากจุลสืพสายพันธุดั้ง เดิม (w ild  type s tra in s )  มักไห้ผลผลิตค่ฯ จึงต้องมี 

วิธีเพิ่มชระลิทธิภาพการผลิต แนวทางานการบรับปรุงสายพันธุอาดัยเทคนิคการดัดต่อยีน(genetic  

recombination) และ การกลายพันธุและการคัดเลอกพันธุ (m utation and se le c tio n )

(18.19) การดัดต่อยีนเรนเทคนิคสฯหรับการกลายพันธุ ท่ีต้องทราบดิงพ้ืนฐานทางพันธุกรรมชอง

จุลินทริย์นั้นๆอย่างละ เอียด รวมดิงกระบานการกัง เคราะห์ผลิตกัญห์ท่ีต้องการแล้ว เป็นอย่างดี

(18.20) แต่เนื่องจากจิบเบอเรลลินเป็นผลผลิตชนิดทุติยภูมิที่ผลิตใคยเชั้อรา G ibbere lla  

fu . iik u ro i นั้นยังมีช้อมูลดังกล่าวน้อยมากจึงไม่สามารทนๆวิธีนื้มาารัไนการบรับปรุง พันธุเพ่ิอผลิต 

จิบเบอเรลลินได้

นัจจุบันการรักนๆไห้เ ทิดการกลายพันธุและการคัด เ ลีอกพันธุยังคงใรัเ ป็นเ ครึ่องมีอสฯคญั 

สฯหรับปรับชรุง สายพันธุจุลินทรีย์ไนอุตสาหกรรม าคยมีจุดชระ สง ค์หลักดิอIพิ่มชระ ลิทธิภาพการผลิต 

สารที่ต้องการไห้สูงชั้นจากสายพันธุดั้งเติม ( 2 1 ) การเพิ่มผลผลิตใดยวิธีการกลายพันธุและการคัด 

เสือกพันธุ มีตัวอย่างมากมายที่าต้ชระสบผลส0าเร็จมาแล้ว และสาผารกนๆสายพันธุที่ได้มาไรัไน 

ระดับอุตสาหกรรม เ?5น การกลายพันธุเพื่อเพิ่มผลผลิตยองยาบฎิรัวนะชนิดต่างๆ าดยเฉพาะการ 

ผลิตเพนนิรัลลินาดยเชั้อรา P e n n ic illiu m  chrysogenuni สามารกเพืมผลผลิตได้มากกว่า
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ตารางที่ 1 การพัฒนาบระสิทธิภาพการผลิตจิบเบอเรสสินฃองแอราสายพันธุต่างๆ

ค.ศ. ท่ีอจุสินทรีย์ เวลาการ 

เพาะเลึ๊ยง(ว ัน)

ชริมาผจิบเรสสิน 

(มิลลิกรัมต่อลิตร )

วิธีตรวจสอบ 

บริมาเน

เอกสาร 

อ้างอิง

1939 G. fu . iik u ro i 30-45 10 bioassay 6

1953 G. fu . iik u ro i 4 17 bioassay 7

1955 G. fu . iik u ro i 917 18 200 * 8

1955 F. m oniliform e 917 7 650 * 9

1959 F. m oniliform e 917 7 880 flu o ro m e tric 10

1959 G. fu . iik u ro i 20 1002 * 11

1961 G. fu . iik u ro i 25 1102 * 12

1986 G. fu . iik u ro i P3 7 1217 * ** TLC 13

1987 G. fu j ik u r o i  c 7 685 HPLC 16

1990 G. fu . iik u ro i c 14.5 1023 HPLC 17

1990 G. fu . iik u ro i P3 7 1116 ** TLC 14

1991 G. fu . iik u ro i 567 10 1200 flu o ro m e tric 15

* ไม่ได้ระบุวิธีวิ เคราะห์บริมา๙จิบเบอเรสสิน

* *  ชริมาเพิบเบอเรลสิน มิลสิกรัมต่อกิใสกรัมอาหารแข็ง (mg/kg wheat bran)



หอสมดกลาง สำนักงานวิ^ยทรัพยากร 

อุพาลงกรณ์มหาวิทยาลัย

เดิมถึง 10-20 เท่า (20,21) นอกจากนี้ยังมีการซรับปรุงสายพันธุ A sp e rg illu s  n iger

เพี่อเพิ่มผสผลิตกรดมะนาว การเพ่ิมผลผลิตเอนไซม์ท่ีทยัทนอุตสาหกรรม Iย่น กสูไคอะไมเลส

แอลพาอะไมเลส แสะ กสูใคสออก?)เดส เนินตัน บัจจุบันไตัมีการด้นพบสารก่อการกลายพันธุ 

หลาย«นิด และไตันฯมาทยับระใยซน์ทนการบรับปรุงสายพันธุจุลินทรีย์ ใดยสามารถแบ่งกลุ่มสาร 

ก่อการกลายพันธุได้ดังน้ี

2.1 แสงอุลตร้าไวไอเลต (U lt ra v io le t  ra d ia tio n )

การเริ่มตันใบรแกรมการกลายพันธุ เนื่องจากเนินวิธีที่ง่าย และสะดวก สามารกยักนฯทห้เกิดการ 

กลายพันธุได้ผลดี เมึ๋อเลือกายัย่วงเวลา และความเยัมแสงที่พอเหมาะ แสงอุลตร้าไวไอ เลต 

ท่ีมีบ'ระสิทธิภาพเหมาะสมทนการยักนฯไห้เกิดการกลายพันธุ ใดยทาไบมักทยั germ ic ida l lamp 

เนินหลอดไฬเมอดิาริ่ที่สามารกบลดบล่อยรังลิที่ความยาวคลื่น 2537°A เนื่องจากสเบกตรัมการดูด 

กลีนแสงซองดีเอนเออยู่ทนยัวง 2600°A พี่งากล้เคียงกับความยาวคลื่นซองแสงอุลตร้าไวไอเลต 

Iนินสาเหดุทฯทห้Iกิดความผิดปกติบนสายด เีอนเอ (20,22-24) ใดยจะ เทิดการจับกันซอง

pyrim id ine  dimer ทนดีเอนเอาพลีนิวคลีไอไทที่สายเดียวกัน หรือฝังตรงยัามด้ายพันธะ

ใดวาเลนที่ (cova lent bond) เกิดเบน thymine dimer (รูปที 2 ) thymine- 

cytosine dimer หรือ cy tos ine -cy tos ine  dimer คังนันทนระหว่างการจ0าลองตัวซอง

ดีเอนเอ ทฯไห้มีใอกาสที่ดีเอนเอไพลีเมอเรสแทรกนิวคลีไอไทที่ผิดที่ตฯแหน่งนี้สูงมาก บริมาแเ

(dose) ซองแสงอุลตร้าไวไอเลตที่เหมาะสม คือ ปริมาผที่ทฯทห้มีอัดราการอยู่รอดซองสบอร้

บระมาโน 0.01-5 เบอร้เซนที่ (18,20,24)

เ นินวิธีที่นิยมายักันอย่างกว้างซวางทนการยักนฯทห้เ ทิดการกลายพันธุใดยทยัเนิน

รูปที 2 thymine dimer
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ผลการ#กนฯไห้เกิดการกลายพันธุด้วยแสงอุลตร้าาวใอIลตล่วนใหญ่จะ I ทิดการกลาย 

พันธุแบบ tra n s it io n  คือ GC -» AT อาจพบ transve rs ion  1 fra m e sh ift mutation 

และ d e le t io n ^  (18,24) ความผิดบกติ»องเบสที่เกิดจากแสงอุลดร้าาวใอเลตสามารท

กลับคืนล่สภาพบกติาด้ด้วยแสงความยาวคลื่น 300 -  500 นาในเมตร ( v is ib le  l i g h t ) เรียก 

ปรากฎการณ์น๊ึว่า "p h o to re a c tiva tio n " จะต้องอาด้ยเอนไซม์ photolyase เช้า#วย ท่ีง 

เ อนาซม์นี้ต้องการแสงใน#วง ความยาวคลื่นด้งกส่าว เฟ้นแหส่งพลังงานไนการ#อมแซม ใดยการตัด 

pyrim id ine  dimer เพี่อฟ้องกันการเกิดบรากฎการณ์ดังกล่าวจึงต้องพยายามไม่ไห้สบอร์ที่ผ่าน 

การฉายแสงอุลตร้าาวใอเลตแล้วถูกแสงไน#วงคลื่น v is ib le  l ig h t  ทันที แต่ท่ีความยาวคล่ืน 

525 นาในเมตร จะมีผลต่อการเกิด p h o to re a c tiva tio n  ได้น้อย หลังจากการฉายแสงจึงมัก 

ทฯการทดลองต่อไนที่มีแสงสีเหสืองหรือแลงสิแดง (22,24)

2.2 Io n iz in g  ra d ia tio n

เ#น รังสืที่มีกฯลังงานมาก รวมทั้งรังสีที่มี#วงความยาวคลื่นลัน เ#น รังส ีเอก {  

รังสีคอสมิคและรังสีแกมม่า รังสีนี้เรนสาเหตุไห้เทิดการ ion ize  ฃองน้ฯและสารอึ๋นๆไนใมเลกุล 

ท'ฯไห้เทิด free  ra d ic a l ท่ีงจะ เช้าไบทฯบรกิริยา และ ทฯลายใมเลกุล»นาดไหญ่ไนเซลล์ใดย 

เฉพาะดีเอนเอ io n iz in g  ra d ia tio n  สามารกทะลุผ่านแก้วและวัตถุอื่น จึงต้องใช้ความระมัด 

ระวังไนการทดลอง ส่วนมากมักาช้กับการกลายพันธุในพี»และลัตว์ ส่วนแสงอุลตร้าไวใอเลต มัก 

ใช้กับการกลายพันธุจุลินทรีย์ ที่งไม่มีบัญหาเรี่องการทะลุผ่านแก้ว (25)

2.3 สารเคมีที่ช้กนฯไห้เทิดการกลายพันธุ (Chemical mutagen)แบ่งเรน 3 กลุ่ม

Base analog เรนสารเคมีที่มีใครงสร้างคล้ายกับเบส purine หรือ เบส

pyrim id ine  เมื่อจับกับดีเอนเอ การจฯลองตัวบนสายดีเอนเอจะ เกิด»นอย่างบกติ แต่มีาอกาส 

เกิดการผิดพลาดในการลอกแบบ สารในกลุ่มนิ้ คือ 5-brom ouracil และ 2-aminopurine 

สารเ คมีกลุ่มท่ีทฯบฎิกิริยากับดี เอนเอ เ#น n itro u s  acid  (HN02 ) และ

hydroxylamine (NH2OH) ทฯให้เทิดการเบลี่ยนแบลงเบสบนสายดีเอนเอหนึ๋งตัว หรือมากกว่า 

เทิดการจับคู่เบสผิดพลาด

A lk y la t in g  agent สารในกลุ่มนี เ#น su lfona te  , n itrogen

mustards , mitomycin และ n itro s o  compound มีตุแ!สมบัติยายหมู่อัลคลดังแต่หนง

หมู่ฃิ้นไบไห้กับใมเลกุล»องสารอื่น (23) สามารกช้กนฯไห้เทิดการกลายพันธุไนความกี่ที่สูงกว่า
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guanidine (NTG)

NTG เป็นสารประกอฃทางเคมี«นิดหนื่ง ถูกสังเคราะห์ขึ้นไนป็ ค .ศ .1947 เป็นผลีกสิ 

เหลีอง ความสามารก‘ไนการสะสาย 4 มก.๙อมส. จุดหลอมเหสา 116-118°ช ทฯงานได้ตี

‘ไน?)วงความเป็นกรดด่างระหว่าง 6-9 (24)

NTG มีประสิทธิภาพสูงมากไนการสักนๆไห้เกิดการกสายพันธุไนจุสินทรียหลายชนิด การ 

ทๆงานของ NTG ต้องมีการแตกตัวเป็นอิสระจึงสามารกเป็นสารสักนฯได้ ‘ไนสภาวะท่ีเป็นกรด

NTG จะแตกตัวเป็น n itro u s  acid ทๆไห้เกิด deamination แต่‘ไนสภาวะที่เป็นด่างจะสลาย 

ตัวไห้ diazomethane (0แ2พ£) $ง เป็น strong m ethyla ting  agent สารทังสองมี

คุเพสมปัติสักน ‘ๆไห้เกิดการกสายพันธุเฉพาะตัว ตังน้ันการสักนๆรดย NTG จึงขึ้นอยู่กัฆความเป็น

กรดต่าง?){พะทๆ ปฎิกิริยา (22,24) เนื่องจาก NTG เป็น a lk y la t in g  agent เมื่อแตกตัวจะมี 

การเดิมหมู่เมธิส 1 หมู่ไห้กับเฆส (รูปท่ี 3) ทๆไห้เกิดความผิดพลาดไน?)วงเล็กๆชองตีเอนเอ

n h 2

M O  G

base analog (25) สารไนกลุ่มนีทไสักันมาก คอ N-methyl-N ’ -n it ro -N -n it ro s o

Gu onosine

n h 2

o2n - n = c - ni

HO-NI 

R
7- Helhylguanosine

02N-N = C-N —N = 0/
/

O c h 3 h 

H f'rN r-----N

H2N/  'N ''

R

แว N ^ N '

-n - c h 3 +

©

'N ;

รูปท่ี 3 กลไกยอง NTG ไนการเดิมห ม ู ่ เ ม ธิลไห้กับเบสกวาน ี น ฃองกรดนิวคลีอิก {R=OH)



8

จากนั้นจะสักนๆให้คู่เบสที่เกิดการ Iบสืยนแบลง เช้ามาอยู่ที่ re p lic a t io n  fo rk  าดัดีกว่าคูเ่บส 

บกติ ทฯ'ให้มีการเพิ่มบริมาณการสัอมแชมหลังจากทๆบQกิริยากับ NTG มากท่ีสุด (26) NTG 

จึงมีบ'ระสิทธิภาพมากท่ีสุดf เบIชลล์ที่กๆกังมีการแบ่งฟ้า สังนั้นจึงควรบ่มสปอร์ (p re incuba tion ) 

ก่อนการทๆบฎิกิริยากับ NTG

90 เบอร์เชนต์ฃองการกลายพันธุที่ไฟ้จากการสักนฯ‘ไห้เกิดการกลายพันธุด้วย NTG มัก 

จะเกิด GC -> AT tra n s it io n  และอาจเกิด d e le tio n  หรือ fra m e sh ift mutation 

‘โดยกัดส่วนชองคู่เบส GC หายไบ (27) การกลายพันธุด้วย NTG ต้องเตรียม NTG ‘ไนแต่ละคร้ัง 

ชองการทดลองและ เก็บในที่อุผหภูมิต่ๆเพึ่อป๋องกันการสลายตัว (28) NTG จะสลายตัวอย่างรวด 

เร็วที่ค่าความเป็นกรดต่าง 8-9 นิยมละลาย NTG ‘ไนสารละลาย T ris -m a le ic  acid

พีเอช 8 ทๆ บฎิกิริยาท่ีอุทเหภูมิ 28-37°ช เป็นเวลา 30 นาที ใดยมีการกวนเล็กน้อย ฟ้จจัย 

ท่ีสๆคัญในการใซ้ NTG เป็นสารก่อการกลายพันธุ คือ ความเช้มช้นฃอง NTG (dose) จะพบ 

การกลายพันธุเป็นจฯนวนมาก ในtlวงความเซ้มซ้นที่มีเบอร์เชนด์รอดชองลบอร์อยู่ระหว่าง 0-50 

เบอร์เชนห์ (17,18)

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

Erokhina (31) สักนๆให้เกิดการกลายพันธุในเชื้อรา Fusarium m oniliform e 

ด้วยรังสิ และสารเคมีหลายชนิด เสัน รังสิแกมมา ethylm ethanesulfonate

n itrosoguan id ine  n itro so e th y lu re a  ethylene imine และ บฎิกิริยาระหว่าง 

ethylene imine ร่วมกับแลงอุลตร้าไวใอเลต แล้าทฯการคัดเลือกสายพันธุกลายพันธุท่ีผลิต

จิบ เบอเรลลินด้วยวิธีเบเบอร์ใครมาโตกราพพี พบ Iชื้อราที่สามารกลร้างจิบเ บอเรลลินI ท่ิมช้ืนใดย 

แบรผันต้ังแต่ 7-90 เบอร์เชนต์ จากลายพันธุต้ังด้น ลายพันธุกลายพันธุส่วนใหญ่จะผลิต GAjและ 

GA3 เท่าน้ัน และการกังเคราะห์จิบเบอเรลลินชนิดต่างทใน auxotroph ส่วนใหญ่ถูกทฯลายใน 

ช«ะที่บางตัวผลิตจิบเบอเรลลินเทิ่มชึ๊น 15-74 เบอร์เชนด์ จากลายพันธุต้ังด้น ต่อมา Erokhina 

(32)ไคัเบรียบเทียบบระสิทธิภาพชอง NTG และ แลงอุลตร้าไวรอเลต ในการสักนๆให้เกิดการ 

กลายพันธุ ชอง Fusarium m oniliform e พบว่า NTG ลามารทสักนๆให้เกิดการกลายพันธุไดั

ดีกว่ารังสิอุลตร้าไวรอเลต
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Im shenetskii แระ U l’ Yanova (33) กรายพันธุ Fusarium moniliforme 

ด้ายแสงอรต'ร้าไวาอเลต คัดเลือก mutant 120  รายพันธุ มาตรวจสอบประสิทธิภาพการผลืต 

จิบเบอเรลสินด้าย F o lin -c h io k a l’ to  reagent แบ่งได 4 กลุ่มสายพันธุลือ 65 เซอรเซนต 

เห็นสายพันธุท่ีผลิต GA3 น้อยกว่าสายพันธุต้ังด้น 29 เซเอร้เซนด ผลิตได้เท่ากับสายพันธุต้ังดัน

1.7 เบอร์เซนต์ ผลิตไค้มากกว่าสายพันธุตั้งต้น และ 4.1 เซอร์เซนตั้ไม่สามารถผลิต GA3 ได้ 

ด้งน้ันการกรายพันธุ con id ia  ด้วยแสงอุลตร้าไวใอเลต จะ‘ไห้สายพันธุท่ีผลิต GA3 สูงข้ึนจฯนวน 

น้อยมาก

ค.ศ. 1984 Avalos (34) ได้ซรัซซรุงสายพันธุ G ibbere lla  fu .iik u ro i เทือ 

ผลิต carotenoid pigment พบว่า NTG และ แสงอุลตร้าไวไอเลตเห็นสารท่อการกลายพันธุที ่

ดีสาหรับ ra icroconid ia  ของเ$อ G ibbere lla  fu.i ik u ro i เมอกสายพันธุ m icroconidia 

ด้วยแสงอุสตร้าไวไอเรต ที่ความยาวคลืน 254 nm และฉายแสง v is ib le  l ig h t  ทันที 

อัตราการอยู่รอดจะ เพ่ิมข้ึน (re v e rs ib le ) อย่างเห็นได้ทัด นอกจากน้ันการบ่มสบอร์ท่อนการ

กลายพันธุด้วยแสงอุลตร้าไวไอ เลดไม่มีผรIพิ่มอัตราการตายของสบอร์ สิวนเสันไย (mycelium) 

จะทนต่อแสงอุลตร้าไวไอเลตมากกว่า m icroconid ia

เมื่อไทั NTG เห็นสารท่อการกลายพันธุพบว่าความท่ีไนการพบสายพันธุกลายพันธุเพ่ิมขน 

เห็นเสันตรงเมื่อเพิ่ม dose ของ NTG และอัตราการตายจะ เพ่ิมข้ึน ถ้าบ่มสบอร์ไห้งอก

(p re incuba tion ) ไน n u tr ie n t b ro th  นาน 2 ทัวใมง หลังจาก 6 ทัวใมงไซแลว 

80 เซอรเซนตของ m icrocon id ia  จะงอก germ tube ทาไหอัตราการดายลดลงและ

ซระสิทธิกาพการกลายพันธุด้วย NTG จะลดลง นอกจากน้ันเม่ือกลายพันธุสบอร์ท่ีอยู่ไนระยะพักด้า 

(re s tin g  spore) ด้วย NTG พบว่าจะมีอัตราการตายน้อยกว่าสบอร์ที่บ่มแล้ว เม่ือไทัความ

เข้มข้นของ NTG ที่เท่ากัน สายพันธุที่เกิดจากการกลายพันธุด้วย NTG จะพบความผิดบกติ ลือ

มีการ เ ปท่ียนแบลงท่ีแตกต่าง จากสายพันธุต้ังตันไนด้าน ขนาดของไคาลนี ผิวหน้าของ ไคใลนี

(surface te x tu re ) สิ และลักHผะภายนอกอนๆ

K o e lb lin  และคผะ (35) เซรียซเทียบซระสิทธิภาพของสารท่อการกลายพันธุซนิด

ต่างๆ ต่อเขึ้อ G ibbere lla  fu.i ik u ro i พบว่า NTG เห็นสารท่อการกลายพันธุท่ีมีบระสิทธิภาพ 

มากที่สุดไนการทักนๆไห้เกิดการเซลืยนแบลงลักษผะภายนอก ( morphology change) และ สิ 

(p igm ent) รังสิเอ็กข้จะท่อไห้เกิดการกลายพันธุ เพียง เล็กน้อย สิวนการไข้แสงอุลตร้าไวไอเลต



10

จะทๆาห้เกิดสายพันธุที่เบสียนแบลงค้านสี (pigment mutant) เรนส่วนทหญ่ การทสันสงอุลตร้า 

ไวใอเสตร่วมกับรังสีเอ็กสั มีสิทธิพลอย่างมากต่ออัตราการเจริญ (growth ra te ) ยองเลี้อ 

G ibbe re lla  fu . i ik u ro i ส่วนการทสันสงอุสดร้าไวทอเสด และ NTG จะาห้จๆนวนสายพันธุ

กสายพันธุท่ีผลิต GA3 เท่ีมท่ี'นมากท่ีสุด

หลังจากสักนฯทห้Iกิดการกสายพันธุแล้ว เที่'อราที่ไค้จะต้องนๆมาเพาะ เลี้ยงและคัด เลิอก 

สายพันธุท่ีมีบระ สิทธิภาพทนการทห้ผลิตกัญห์สูง ล้ีน การ เ พาะ เ ล้ียง เพ่ีอคัด เลิอกนั้นจะไสัสภาวะที่

I หมาะ สมตามสายพันธุต้ัง ต้น แด่เ ม่ึอคัดสายพันธุกลายพันธุแล้ว จะต้อง นๆมาหาสภาวะ ท่ี เ หมาะ สม 

สๆหรับเลี้ยง เล้ีอสายพันธุ'ใหม่ ที่งอาจต่างาบจากสายพันธุตั้งต้น

4. การวิเคราะห์บร่มาญจิบเบอเรลสิน

ไนการบรับปรุง สายพันธุต้องมีวิธีวิ เ คราะ ห์บริมาญจิบเ บอ I รสลินที่I หมาะ สม จากอดีตท่ี 

ผ่านมาไต้มีผู้วิ เคราะห์หาบร่มาญจิบเบอ เรสสินด้วยวิธีต่างๆกันดังนั้

4.1 วิธีทางสิวภาพ (B io lo g ic a l assay)

อาคัยหลักการดอบสนองยอง Iมล็คพีชแคระท่ีง ไวต่อจิบ เบอ เรสลินท่ี เติมลงไบ เ น่ือง 

จาก pathway ยองการลังเคราะห์จิบเบอเรลสินทนพี«นั้นกูกทๆลาย ไม่สามารกผสิตไค้ตามบกติ 

จิบIบอเรสสินที่เติมลงไบสามารกสักนๆทห้เกิดการยยายคัวยองพี«แคระได้ พี«แคระท่ีนๆมาทดสอบ 

มีหลาย«นิด แต่ละ«นิดมีความไวต่อจิบเบอเรลสินแตกต่างกัน ๗ น {ไวแคระ (dwarf pea) และ 

ยาวแคระ (dwarf r ic e )  (1,36) วิธีน้ืไสัยืนยันกิจกรรมทางสิวภาพ (b io lo g ic a l

a c t i v i t y ) แต่ไม่ เหมาะทนการตรวจสอบ«นิดและบร่มาญ เนึ่องจากจิบIบอ เรสสินบาง«นิดทห้ผล 

ต่อพี«คล้ายกัน (2) ความไว( s e n s it iv i ty )  ต่ๆ ไสัเวสานานไนการตรวจสอบ (37)

4.2 สิมมูทนเอสเสย์ (Immunoassay)

ไค้มีการพัฒนาการทสั Enzyme Immunoassay ไนการตรวจสอบ«นิดและปร่มาญ 

จิบเบอเรสสิน ( 2 ) วิธีนี้มีความไวสูงมาก และจๆเพาะกับจิบ{บอเรลสินแด่ละ«นิด ตัวอย่างที่

นๆมาวิเคราะห์จึงไม่ต้องผ่านการทๆทห้บร่สุทธิ หลักการคือเกิด an tigen -antibody complex 

แต่จิบ เ บอ เ รลสิน เ รนทม เ ลกุล เ ล็ก เ กินกว่าจะ เ รนอิมมใ น I จนด้วยตัว เ อง ไต้ จึงต้อง ไบ เ สิอม

(conjugate) กับใมเสกุลทหญ่ Iสิน bovine serum albumin (BSA) หรือ human serum



albumin (HSA) ให้กลายเนินอิมมูในเจนที่ดื แต่เนื่องจากจิบเบอเรลอินบาง«นิด รฯครงสร้าง 

คล้ายกันมาก จึงต้องระวังการเกิด cross r e a c t iv i t y  «องจิบเบอเรลอิน ท่ีงมีอิง 68  «นิด 

ส่วนการเตรียมอิมมูในIจนยุ่งยาก แอะต้องให้สารราคาแพงจึงไม่เหมาะที่จะให้วิเคราะห์เรนงาน 

บระจฯ

4.3 สเปกใทรใพใตเมตร ( Spectrophotom etric method)

กรดจิบIบอ เรสอิก เมึ่อทาปฎิกิริยากับกรด Iห้มห้นจะให้สารอินดง(wine red )แสะ 

WWนาไซเรนสารเรืองแสงอิน้ฯเงิน แต่ในระหว่างบฎิกิริยา จะมีการเกิด g ib b e re lle n ic  

acid  จากกรดจิบเซอเรสอิก และ แลคาตน ที่งให้สี'ใกล้เคียงกันIรนสารซนIนี้อน ทาให้ 

การวัดค่า«องกรดจิบเบอเรลอิกผิดพลาด ( 1 , 2 ) จึงไม่นิยมให้วิธีดังกล่าว

การหาค่าใคยให้ fluorescence spectrum «องกรดจิซเซอเรลอิกเมอทาบQกิริยา 

กับ 50% กรดห้ลฬูริกานเอทานอลท่ีอุผหภูมี 50°« เร น เวลา 25 นาที สารที่าดัจะให้a c tiv a tio n  

peak ท่ี 418 /<■ m และ emission peak ท่ี 463 Am สามารทบ'ระมา๗h  GA3 ได้แด่เนื่อง 

จากน้าหมัก«อง G ibbere lla  fu . iik u ro i มีจิบเซอเรลอินหลาย«นิด ทาให้การวัดค่าการดูด

กลืนแสงผิดพลาด Iพราะริบเนอ เ รลอินบาง«นิดมีค่าการดูดกลืนแสงใกล้1ดียงกัน วิธีน้ีจึง ไม ่เรน ท่ี 

นิยมให้

4.4 เปเปอรใครมาาตกราพ่ (Paper Chromatography)

วิธีน้ีมีผู้นิยมให้กันน้อย เนื่องจากต้องให้เวลาในการแยกสารนาน ซระอิทธิภาพ 

ในการแยกสารด่า

4.5 ทินเลเยอร้ใครมาาตกราฬที (Thin Layer Chromatography , TLC)

วิธีนิ้สะดวกและมีประอิทธิภาพในการแยกสารดี Kumar และ Lonsane (38)

าด้ดีกษาเทคนิคการประมาผค่า GA3ในสารสกัดที่'ไต้จากการหมักเKo G ibbe re lla  fu . iik u ro i 

ที่เจริญในอาหารแ«ง าคยให้แผ่น TLC ที่เคลือบด้วย s i l ic a  ge l G ความหนา 300

ไมใครเมตร ระบบตัวพาประกอบต้วย คลอใรฬอร์ม ะ เอทิลอะทิเดท ะ กรดอะทิดิกในอัตราส่วน 

5:4:1 พ่นด้าย 5 เบอร์เซนต์ กรคห้ลฬูริกานเอทานอล อบท่ี 100°ซ นาน 30 นาที ล้งเกดจุด 

สารภายใต้แสงอุลตร้าาวใอเลต ความยาวคลื่น 254 นาในเมตร วัดความเห้ม«องจุดภายใต ้

เครอง s p e c tro fluorodensitom eter พบว่าวิธน จาเพาะกับ GA3 ไม่ปนเนี้อนสารอน

สามารกแยก GA3 ออกจากสารล่ืนในน้าหมักได้
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Cave 11 และ คผะ (39) สามารถแยกจิบเบอเรสสินชนิดต่างๆในนัฯสกัดจากพืชข้นสูง 

และน้ฯหมักของแอ G ibbe re lla  fu .lik u ro i บนแผ่น TLC ไข้'ระบบตัวพาท่ีช'ระกอบด้วย

Iบนสิน ะ กรดไพรพิาอนิค ะ น้ฯ ไนอัตราต่วน 8 :3 :5  ไค้ค่า Rf  ซอง GA3 ท่ี 0.45

Saucedo และ คผะ (40) ไค้ตรง เค้นไยของ เ$อ G ibbe re lla  fu . iik u ro i ไน 

calcium a lg in a te  แล้วตรวจสอบปริมาผ GA3 บนแผ่น TLC ไดยงรับค่าความเนินกรดด่าง 

ซองนัฯหมักเนิน 2.5 ค้วย 10 เบอร์เซนคั กรดข้ลพูริก สกัดค้วยเอทิลอะ!!เตท วิเคราะห์ปริมาผ 

GA3 บนแผ ่น  TLC s i l i c a  gel 60 F 2 5 4  ไนระบบตัวพาที่งระกอบด้วย เบน?น ะ กรด 

ไพ'รพิ'โอนิค ะ น้ฯ (6 :3 :1 ) และเอทีลอะ?เตทไนอัตราต่วน 6:4 ตรวจลอบจุดลารไคยการพ่น 

ด้วย 5 เบอร์เซนตกรดตัลงูริกไนเอทานอล วัคความIซัมของจุด GA3 ภายไค้เครื่อง Scanning 

densitom eter

เทคนิคการวิเคราะห์ปริมาผบนแผ่น TLC อาจไซัวิธีเบรียบเทียบพนที่จุดค้วยสายตาไดย 

นๆสารละลายตัวอย่างและสารมาตรฐานที่ทราบบริมาผแน่นอนแล้วไงวิเคราะห์บนแผ่น TLC แผ่น 

เดียวกัน พนที่ล้มพัทธ์หริอความเซัมของสารตัวอย่างและสารมาตรฐานจะกูกงระ เมันออกมาด้วย

ตาเงล่า ที่งจะไห้ความกูกด้อง 5-10 เบอร์เซนต์ ต่วนวิธีการวัดสมบัติทางกายภาพซองจุดสิ

โดยวัดค่าความเข้มซองการสะท้อนแสง ฬลูออเรสเซนด์ หรือการดูดกลืนแสง ด้วยเครื่อง

scanning photodensitometer แลวบันทึกดวย recorder จะไหความถูกต้อง เพียง 3-5

Iบอร์เซนต์ (41) อาจไข้วิธีวัคพนที่ของจุดIทียบกับสารมาตรฐานหรือวิธีการแยกสารออกจาก

แผ่น TLC แล้วนๆไงวัคปริมาผสารด้วยวิธีการที่เหมาะสม แค่สองวิธีหล้งนี้ยุ่งยากไม่เหมาะที่จะ 

นๆมาไข้คัด 1ลือกลายพันธุขนปฐมภูมิ

4.6 ไฮเพอพอร์แมนซ์สิควิดไครมาโตกราฬพื (HPLC)

เนินเทคนิคที่นิยมไข้อย่างมาก ไนการแยกและจๆแนกผลิตกัฟกนธรรมชาติ รวมท้ัง 

การวิ เคราะห์ซนิดและปริมาท!จิบเบอ เรลสิน สามารถแยกจิบI บอ เรลสินซนิดต่างๆ ออกจากกันไค้ 

อย่างมีประสิทธิภาพ ราดเร็ว การเตรียมสารไม่ยุ่งยาก อรไท สุขเจริญ (17) ได้ทดลองหา

สภาวะท่ีเหมาะสมไนการวิเคราะห์ปริมาผ GA3 จากน้ฯหมักซอง G ib b e re lla  fu.i ik u ro i c 

ไคยปรับปรุงจากวิธีของ วันฤดี นิ่มเจริญวงส์ (16) ด้วยเครื่อง HPLC ไดยไซัคอลัมน์ Cg สาร 

ละลายตัวพาเนิน 35 เบอร์เซนห์เมทานอลไนกรดพอสพอริก พีเอซ 3 อัตราการไหลของสาร 

ละลายตัวพา 1 มล.ต่อนาที วัดการดูดกลืนแสงอุลตร้าไวไอเลตที่ความยาวคลื่น 208 นาไนเมตร
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ทยัพาราIซตามอสเรนสารมาตรฐานเซรียบเทียบภายทน

4.7 แกลใครมาาตกราฬพื (Gas Chromatography)

เรนการวิเคราะห์«นิดแสะปริมาก!จิบเซอ เรสสิน าดยIบลี๋ยนาห้อยู่านรูปสาร

ประกอซที่กลายเป็นไอได้ง่าย ทนรูปชองเมทธิลเอสเทอร้ (methyl e s te r) หรีอ ไตรเมทธิส 

ไชสิล ( t r im e th y ls i ly l ) เรนต้น (2 ) การเตรียมอนุพันธ์เพื่อตรวจวัคนี้ มีข้ันตอนท่ียุ่งยาก 

การเตรียมสารละลายาดอะใซมีเทน (diazomethane) สฯหรับการเติมหมู่เมทิล เป็นปนิสิริยาท่ี 

รุนแรง ต้องการอุปกรณ์เฉทาะไนการเตรียมและยังมีคุทเสมปัติIรนสารก่อมะ เร็ง ( carcinogen) 

จึงไม่คารายัวิเคราะห์ไนงานประจฯ

5. เหตุจุงาจานการวิจัย

จิบเบอ Iรสสิน เป็นกลุ่มชองฮอรรมนพืชท่ีมีประสิทธิภาพสูง ทนการกระตุ้นการเจริญชอง 

พืช ได้มีการติกพาIกี๋ยวกับจิบIบอเรลสินกันมาก ( 1 , 2 ) ทั้งทนด้านการสังเคราะห์ การทฯทห้

บริสุทธิและการนฯไซายับระใยชน ทนทางการเกพตรายัเพิ่มการติคผล การ เกิดดอก การเซสี่ยน 

เพศคอก ทยัผสิตพืชนอกฤดู และผลิตพืชไห้มีคุฒมปัติตามความต้องการชองตลาด ปัจจุบันได้ดันพบ 

จิบเซอเรลสิน 68 ชนิด แต่สะ«นิดมีอิทธิพลต่อพืชแดกต่างกัน แต่ทนทางสรีรวิทยายอมรับว่า GA3 

มีอิทธิพลต่อการเจริญชองพืชมากกว่าจิบเบอเรลสิน«นิดอึ่น จึงทฯไห้บริมากเการไยั GA3 านบระเทศ 

ไทยเพ่ิมข้ันทุกร และมีแนวานัมท่ีจะเพ่ิมข้ันอิกทนอนาคต ปัจจุบันประเทศไทยต้องนๆเข้า GA3 จาก 

ต่างประเทศ Iปน สหรัฐอเมริกา จีน และญ่ีปัน ขั้งมีราคาสูง จึงน่าจะมีการผลิตขั้นทยัเองภาย 

ทนประเทศ แต่สายพันธ์ท่ีมีอยู่ยังาห้ผลผลิตท่ีไม่สูงน้ก จึงจฯเรนต้องมีการบรับปรุงสายพันธ์เพื่อเพิ่ม 

ประสิทธิภาพการผลิตาห้สูงข้ัน

งานวิจัยนี้ มีจุดประสงค์ที่จะเพิ่มบระสิทธิภาพการผลิตกรดจิบเบอเรลสิก (GA3) จาก 

เป้อรา G ibbere lla  fu . iik u ro i สายพันธ์ C ใดยวิธีทฯาห้เกิคการกลายพันธ์ด้วยแสงอุลตร้า

ไวใอเลต สลับกับ NTG แล้วตามด้วยการคัดเสือกพันธ์าดยตรวจสอบประสิทธิภาพการผลิต GA3 

ชองสายพันธ์ต่างๆที่ได้จากการกลายพันธ์เบองด้น (prim ary screening) ด้วย Thin Layer 

Chromatography (TLC) ต่อจากน้ันนๆสายพันธ์ท่ีคัดไว้มาเพาะ เลี้ยง และวิเคราะVทท

ซริมากเ GA3 ดาย High Performance L iq u id  Chromatography (HPLC) และติกพา
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คุฒมนัติบา'!ซ'ระการบองสายพันธุกรายพันธุ ไนแง่ความสัมพันธ์ระหว่างสักษ(นะภายนอกท่ี I ซล๋ียนาบ 

(m orphological change) กับซระสิทธิภาพการผลิต GA3 เพี่อไรัเรนข้อมูลเบึ้องตัน และ

Iรนแนวทา'!ไนการซรับซรุงสายพันธุ G ibbe re lla  fu . lik u ro i ทห้มีซระสิทธิภาพยงช้ิน และ 

เพ่ีอนๆสายพันธุ'ใหม่ ไซไข้ไนการผลิต GA3

6. ช้ันตอนการวิจัย

6.1 รักนๆไห้เกิดการกลายพันธุ G ibbe re lla  fu . iik u ro i สายพันธุ C ด้ายแสง 

อุลตร้าไวใอเลด

6.2  หา'ระยะเวลาที่เหมาะสมสฯห'รับการบ่มสซอร์ (p re incuba tion ) ยอง 

G ibbere lla  fu . i ik u ro i ก่อนการกลายพันธุด้วย NTG

6.3 รักนๆไห้เกิดการกลายพันธุ G ibbe re lla  fu . iik u ro i ด้วย NTG

6.4 คัดเลือกสายพันธ์ที่มีบระสิทธิภาพการผลิต GA3 เพ่ีมช้ิน

6.5 ตักษาความสัมพันธ์ระหว่างการเซลี่ยนแซลงสักพนะภายนอก (m orphological 

change) กัซซระสิทธิภาพการผลิต GA3 ยองสายพันธุกลายพันธุ

6.6  ตรวจสอบประสิทธิภาพการผลิต GA3 ยอง G ibbere lla  fu . iik u ro i สายพันธุ 

ที่คัดเลือกแล้ว ไนกังหมักขนาด 5 ลิตร
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