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กลว้ยไมส้กุลหวาย (Dendrobium) เป็นไมต้ดัดอกท่ีมีความส าคญัทางเศรษฐกิจสูงสุดชนิด

หน่ึงของประเทศไทย อย่างไรก็ตาม การผลิตยงัคงไดรั้บผลกระทบเชิงลบจากหลายปัจจยัหน่ึงใน
นั้นคือโรคพืช โดยเฉพาะโรคเน่าด าซ่ึงเกิดจากเช้ือ Phytophthora palmivora ดงันั้นการปรับปรุง-
พนัธุก์ลว้ยไมพ้นัธุใ์หม่ท่ีมีคุณภาพสูงและตา้นทานต่อโรคเน่าด าจึงมีความจ าเป็นเร่งด่วน การศึกษา
คร้ังน้ีมีวตัถุประสงคเ์พ่ือศึกษาลกัษณะของกลว้ยไมส้กุลหวายพนัธุเ์อียสกุลสายพนัธุก์ลายท่ีถูกชกั
น าโดยโซเดียมเอไซด์ให้ตา้นทานต่อโรคเน่าด า ซ่ึงการทดลองน้ีแบ่งออกเป็น 6 ส่วน คือ 1) การ
ตรวจสอบผลของสูตรอาหารต่าง ๆ เพื่อกระตุน้การเจริญเติบโตของกลว้ยไมส้กุลหวายพนัธุเ์อียสกุล
ในหลอดทดลอง โดยใชส้ารควบคุมการเจริญเติบโตของพืชและสารสกัดจากธรรมชาติ  2) การ
ประเมินระดบัความตา้นทานโรคเน่าด าในกลว้ยไมส้กุลหวายพนัธุเ์อียสกุลสายพนัธุ์กลายและตน้ท่ี
ไม่ผา่นการก่อกลายพนัธุด์ว้ยวิธีใบตดั 3) การประเมินความแปรปรวนทางพนัธุกรรมของสายพนัธุ์-
กลายท่ีต้านทานโรคเน่าด าโดยใช้เคร่ืองหมายโมเลกุล inter-simple sequence repeat (ISSR) 4) 
การศึกษารูปแบบของโปรตีนในตน้สายพนัธุ์กลายท่ีตา้นทานโรคเน่าด าและตน้ท่ีไม่ผ่านการก่อ-
กลายพนัธุห์ลงัจากการปลูกเช้ือ P. palmivora 5) การตรวจสอบการเปล่ียนแปลงโครโมโซมของตน้
สายพนัธุ์กลายท่ีตา้นทานโรคเน่าด าและตน้ท่ีไม่ผ่านการก่อกลายพนัธุ์โดยใช ้flow cytometry และ 
6) การศึกษาลกัษณะทางสณัฐานวิทยาของตน้สายพนัธุ์กลายท่ีตา้นทานโรคเน่าด าและตน้ท่ีไม่ผา่น
การก่อกลายพนัธุ์ จากผลการทดลองพบว่า ตน้อ่อนกลว้ยไมส้กุลหวายพนัธุ์เอียสกุลหลงัเล้ียงบน
อาหารเพาะเล้ียงเน้ือเยือ่ท่ีเติม BAP ความเขม้ขน้ 1 มก/ล ท่ี 90 วนั มีการเจริญเติบโตสูงท่ีสุด สุขภาพ
ดีกว่า และแข็งแรงมากกว่าตน้อ่อนกลว้ยไมส้กุลหวายพนัธุเ์อียสกุลท่ีเล้ียงบนอาหาร VW0  เมื่อท า
การประเมินระดบัความตา้นทานต่อโรคเน่าด าในกลว้ยไมส้กุลหวายสายพนัธุ์กลาย จ  านวน 35 ตน้ 
และตน้ท่ีไม่ผา่นการก่อกลายพนัธุ์ จ  านวน 5 ตน้ ดว้ยการปลูกเช้ือ P. palmivora ไอโซเลต NK-53-9 
พบว่า กลว้ยไมส้กุลหวายสายพนัธุ์กลาย SUT17N05304 และ SUT17N05308 มีความตา้นทานต่อ
โรคเน่าด าสูง และกลว้ยไมส้ายพนัธุก์ลาย SUT17N05305 และ SUT17N05501 มีความตา้นทานต่อ
โรคเน่าด า จากนั้นน าตน้สายพนัธุ์กลายท่ีต้านทานโรคเน่าด าทั้ง 4 สายพนัธุ์ ไปประเมินความ
แปรปรวนทางพนัธุกรรม รูปแบบของโปรตีน การเปล่ียนแปลงโครโมโซม และการศึกษาลกัษณะ
ทางสณัฐานวิทยาเปรียบเทียบกบัตน้ท่ีไม่ผา่นการก่อกลายพนัธุ์ การใชเ้คร่ืองหมาย ISSR จ านวน 16 
ไพรเมอร์ เพื่อศึกษาความแปรปรวนทางพนัธุกรรมในตน้สายพนัธุก์ลายท่ีตา้นทานโรคเน่าด า พบว่า 
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มีพนัธุกรรมแตกต่างจากตน้ท่ีไม่ผ่านการก่อกลายพนัธุ์ (0.186 GD) นอกจากน้ี SDS-PAGE ระบุ
แถบโปรตีนขนาด 39 kDa ท่ีเพ่ิมข้ึนในตน้สายพนัธุก์ลายท่ีตา้นทานโรคเน่าด าหลงัปลูกเช้ือนาน 3-5 
วนั ในขณะท่ีตน้ท่ีไม่ผา่นการก่อกลายพนัธุพ์บแถบโปรตีนขนาดเดียวกนัหลงัปลูกเช้ือนาน 4-5 วนั 
นอกจากนั้น ยงัพบแถบโปรตีนขนาด 13 kDa ท่ีเพ่ิมข้ึนเฉพาะในตน้สายพนัธุ์กลายท่ีตา้นทานโรค
เน่าด า SUT17N05304 และ SUT17N05305 เท่านั้ น โปรตีนทั้ ง 2 ชนิดน้ีอาจเก่ียวข้องกับ 
pathogenesis-related (PR) proteins ซ่ึงเก่ียวขอ้งกบักลไกการตา้นทานแบบกระตุน้ข้ึน การวิเคราะห์ 
flow cytometry แสดงว่าตน้สายพนัธุก์ลายท่ีตา้นทานโรคเน่าด าเหล่าน้ีมีโครโมโซมแบบ Mixoploid 
(2n+4n+8n) และมีปริมาณดีเอน็เอและขนาดจีโนมตั้งแต่ 3.77 ถึง 3.90 pg 2C- 1 และ 3,640 ถึง 3,764 
Mbp ตามล าดบั ซ่ึงสูงกว่าตน้ท่ีไม่ผา่นการก่อกลายพนัธุ์ นอกจากนั้น การศึกษาลกัษณะทางสณัฐาน-
วิทยาของตน้สายพนัธุก์ลายท่ีตา้นทานโรคเน่าด าและตน้ท่ีไม่ผา่นการก่อกลายพนัธุ ์แสดงใหเ้ห็นว่า
ตน้สายพนัธุก์ลายท่ีตา้นทานโรคมีลกัษณะทางสณัฐานวิทยาแตกต่างจากตน้ท่ีไม่ผา่นการก่อกลาย-
พนัธุ์ในดา้นจ านวนขอ้ปลอ้ง จ านวนใบ และจ านวนราก จึงสรุปไดว้่า กลว้ยไมส้กุลหวายพนัธุเ์อีย-
สกุลสายพนัธุก์ลายท่ีชกัน าดว้ย NaN3 ทั้ง 4 ตน้ ตา้นทานต่อโรคเน่าด าท่ีระดบัห้องปฏิบติัการ และ
พบว่าตน้สายพนัธุ์กลายท่ีตา้นทานต่อโรคเน่าด าเหล่าน้ีมีความแปรปรวนทางพนัธุกรรมและการ
เปล่ียนแปลงทางสัณฐานวิทยารวมถึงรูปแบบของโปรตีนภายหลงัจากปลูกเช้ือ แสดงให้เห็นถึง
ประโยชน์ในการน าไปใชพ้ฒันากลว้ยไมส้กุลหวายพนัธุใ์หม่ท่ีตา้นทานต่อโรคเน่าด าในอนาคต 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 

สาขาวิชาเทคโนโลยกีารผลิตพืช   ลายมือช่ือนกัศึกษา 
ปีการศึกษา 2562       ลายมือช่ืออาจารยท่ี์ปรึกษา 



III 
 

SASITORN  HUALSAWAT : CHARACTERIZATION OF SODIUM AZIDE 

INDUCED BLACK ROT RESISTANT Dendrobium ‘Earsakul’ MUTANTS. 

THESIS ADVISOR : PROF. PIYADA ALISHA TANTASAWAT, Ph.D., 94 PP. 

 

CULTURE MEDIA/DENDROBIUM/DETACHED LEAF ASSAY/ISSR/FLOW 

CYTROMETRY/MORPHOLOGY/MUTATION/SDS-PAGE/SODIUM AZIDE 

 

Dendrobium is one of the most important economic cut-flowers in Thailand. 

However, its production is negatively impacted by several destructive factors, one of 

which is disease especially black rot caused by Phytophthora palmivora. Therefore, 

breeding for new orchid varieties with high quality and resistance to black rot is urgently 

required. This study aimed to characterize sodium azide (NaN3) induced black rot resistant 

D. ‘Earsakul’ mutants. The experiment was divided into 6 parts: 1) investigation of the 

effects of various culture media for stimulation of D. ‘Earsakul’ growth in vitro using plant 

growth regulators and natural extracts, 2) evaluation of black rot resistance levels in D. 

‘Earsakul’ mutants and nonmutagenized controls using detached leaf assay, 3) evaluation of 

genetic variability of black rot resistant mutants using inter-simple sequence repeats (ISSR) 

markers, 4) characterization of protein profiles in black rot resistant mutants and 

nonmutagenized controls following P. palmivora inoculation, 5) investigation of 

chromosomal variation of black rot resistant D. ‘Earsakul’ mutants and nonmutagenized 

controls using flow cytometry, and 6) morphological characterization of black rot resistant 

mutants and nonmutagenized controls. The results showed that at 90 days after culture, D. 

‘Earsakul’ plantlets cultured on media supplemented with 1 mg/L BAP had the highest 

growth rate, were healthier and more vigorous than when cultured on VW0 media. When 

thirty-five D. ‘Earsakul’ mutant lines and five nonmutagenized controls were evaluated for 
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black rot resistance levels using P. palmivora isolate NK-53-9, it was found that two D. 

‘Earsakul’ mutants (SUT17N05304 and SUT17N05308) were highly resistant and 

SUT17N05305 and SUT17N05501 were resistant to black rot disease. These four black rot 

resistant mutants were further evaluated for their genetic variability, protein profiles, 

chromosome variation and morphological characteristics compared with nonmutagenized 

controls. Genetic variability based on 16 ISSR markers demonstrated that black rot 

resistant mutants were genetically different from nonmutagenized controls (0.186 GD). 

Furthermore, SDS-PAGE identified up-regulation of a protein with molecular weight of 39 

kDa at 3-5 days after inoculation in four black rot resistant mutants while in nonmutagenized 

controls it appeared at 4-5 days after inoculation. In addition, a 13 kDa protein was uniquely 

induced only in two of the black rot resistant mutants (SUT17N05304 and SUT17N05305). 

Both proteins may be related to pathogenesis-related (PR) proteins involved in inducible 

defense mechanism. Flow cytometry analysis showed that these black rot resistant mutants 

were mixoploid (2n+4x+8n) and their DNA content and genome size, ranging from 3.77 to 

3.90 pg 2C-1 and 3,640 to 3,764 Mbp, respectively, were higher than all nonmutagenized 

controls. In addition, morphological characterization of black rot resistant mutants and 

nonmutagenized control showed that the resistant mutants differed from the non-

mutagenized controls on number of nodes, number of leaves and number of roots. It can be 

concluded that four D. ‘Earsakul’ mutants induced by NaN3 were resistant to black rot at the 

laboratory level. Genetic variability and changes in morphology as well as protein profiles 

after inoculation were observed in these black rot resistant mutants, suggesting their 

usefulness in future development of new black rot resistant Dendrobium varieties. 
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