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บทคัดยอ 
 

 การศึกษาผลของความเขมขนของสารปฏิชีวนะตออัตราการรอดชีวิตของ
เอ็มบริโอเจนิคแคลลัสปาลมน้ํามันในกระบวนการสงถายยีน โดยศึกษาความเขมขนของสาร
ปฏิชีวนะซีโฟทาซีมท่ีเหมาะสมในการกําจัดเช้ืออะโกรแบคทีเรียม  และความเขมขนของสาร
ปฏิชีวนะไฮโกรมัยซินท่ีเหมาะสมตอการคัดเลือก และศึกษาปจจัยชีวภาพท่ีเหมาะสมตอการสงถาย
ยีนเขาสูเอ็มบริโอเจนิคแคลลัสปาลมน้ํามัน ไดแก แหลงท่ีมาของช้ินสวน ชนิดสายเช้ืออะโกร
แบคทีเรียมและพลาสมิด อายุของเอ็มบริโอเจนิคแคลลัส ความหนาแนนของเช้ืออะโกรแบคทีเรียม 
ระยะเวลาการจุมแช และระยะเวลาการเล้ียงรวมช้ินสวนกับเช้ืออะโกรแบคทีเรียม พบวา ความ
เขมขนของสารปฏิชีวนะซีโฟทาซีมท่ีเหมาะสมคือ 200 มิลลิกรัมตอลิตร  ซ่ึงเปนระดับความเขมขน
ท่ีสามารถยับยั้งการเจริญของเช้ืออะโกรแบคทีเรียมและเอ็มบริโอเจนิคแคลลัสสามารถพัฒนาและ
สรางโซมาติกเอ็มบริโอได สารปฏิชีวนะไฮโกรมัยซินท่ีระดับความเขมขน 30 มิลลิกรัมตอลิตร เปน
ความเขมขนท่ีเหมาะสมในการคัดเลือกเอ็มบริโอเจนิคแคลลัสท่ีไดรับการถายยีน เอ็มบริโอเจนิค
แคลลัสโคลนเทพาเหมาะสมในการใชเปนช้ินสวนเริ่มตน สายเชื้อท่ีใหประสิทธิภาพสูงคือ อะโกร
แบคทีเรียมสายเช้ือ AGL-1 ท่ีมีพลาสมิด pCAMBIA 1304 ซ่ึงมียีน gus  เปนยีนรายงานผล และยีน 
hpt เปนยีนท่ีคัดเลือก  และการใชเอ็มบริโอเจนิคแคลลัสอายุ 4 สัปดาห จุมแชในสารละลายเช้ือ     
อะโกรแบคทีเรียมท่ีปรับความหนาแนนเช้ือดวยการวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลืนแสง 600 
นาโนเมตร   เทากับ 0.8 (OD600=0.8) เปนระยะเวลา 6 ช่ัวโมง หลังจากนั้นยายเอ็มบริโอเจนิค
แคลลัสมาเล้ียงรวมกับเช้ืออะโกรแบคทีเรียมบนอาหารแข็งสูตร MS เติมอะซิโตไซริงกอนความ
เขมขน 200 ไมโครโมลาร ในสภาพมืดเปนระยะเวลา 3 วัน ใหการแสดงออกของยีน gus สูงสุด 100 
เปอรเซ็นต หลังถายยีน 2 สัปดาห และหลังถายยีนระยะเวลา 8 สัปดาห ใหเอ็มบริโอเจนิคแคลลัสท่ี
ตานทานตอไฮโกรมัยซิน 63.89 เปอรเซ็นต จํานวนโซมาติกเอ็มบริโอ 4 เอ็มบริโอตอการวางเล้ียง 
เม่ือยืนยันการปลูกถายยีนดวยการวิเคราะหในระดับโมเลกุลโดยเทคนิค polymerase chain reaction 
(PCR) พบยีน gus ขนาด 441 คูเบส และยีน hpt  ขนาด 800 คูเบส 
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ABSTRACT 
 

  The influence of antibiotic on survival rate of embryogenic callus of oil palm 
was evaluated. The effects of the suitable concentration of cefotaxime to eliminate of 
Agrobacterium tumefaciens and hygromycin for selection were investigated. The biological 
factors including source of explant, Agrobacterium strains and type of plasmids, age of 
embryogenic callus, density of Agrobacterium, inoculation and co-cultivation period were 
studied. The results showed that concentration of cefotaxime at 200 mg/l was suitable for 
inhibition overgrowth of Agrobacterium. This concentration promoted somatic embryo 
production. Hygromycin at 30 mg/l was completely inhibited growth (100%) of callus, suitable 
for selection of transformed embryogenic callus. Thepa embryogenic callus and Agrobacterium  
strain AGL-1 containing plasmid pCAMBIA1304 which carrying the gene gus and  hpt  used as 
screenable and selectable marker genes, respectively, gave the best transformation efficiency. The 
embryogenic callus at 4 weeks after culture inoculated in Agrobacterium solution at density of 0.8 
(O.D. at 600 nm) for 6 hours and co-cultivated on solid MS medium with 200 μM acetosyringone 
in the dark for 3 days, followed by  culture on selection medium for 2 weeks gave the highest  
transient expression of gus gene  at 100% . The hygromycin-resistant embryogenic callus was 
obtained at 63.89% and developed to form somatic embryo at 4 embryos/culture after 8 weeks of 
culture on selection medium. Polymerase chain reaction (PCR) analyse confirmed the presence of 
gus gene at size of 441 bp and hpt gene at size of 800 bp. 
 
 
 
 

(4) 

 



กิตติกรรมประกาศ 
 

วิทยานิพนธฉบับนี้สําเร็จลุลวงดวยดี ดวยความเมตตากรุณาของ รองศาสตราจารย 
ดร. สมปอง  เตชะโต  อาจารยท่ีปรึกษาวิทยานิพนธ  ท่ีกรุณาใหความรู  ความเขาใจ และสอนทักษะ
ในดานตาง ๆ ท้ังในดานการเรียน และการใชชีวิตในสังคมปจจุบัน ตลอดจนใหคําปรึกษา แนะนํา 
และชวยแกไขวิทยานิพนธฉบับนี้จนเสร็จสมบูรณ ขอขอบพระคุณ รองศาสตรจารย ดร. สายัณห 
สดุดี ประธานกรรมการสอบวิทยานิพนธ และผูชวยศาสตราจารย ดร.พจมาลย สุรนิลพงศ กรรมการ
สอบวิทยานิพนธ ท่ีกรุณาตรวจสอบแกไขขอบกพรอง และใหคําแนะนําตาง ๆ เพ่ือใหวิทยานิพนธ
ฉบับนี้สมบูรณยิ่งข้ึน 

ขอขอบพระคุณ คณาจารยทุกทานท่ีใหความรู อบรม ส่ังสอน ตลอดจนเจาหนาท่ี
ประจําภาควิชาพืชศาสตรทุกทานท่ีใหการชวยเหลือจนสําเร็จการศึกษา 
  ขอขอบพระคุณ ศูนยความเปนเลิศดานเทคโนโลยีชีวภาพเกษตร สํานักพัฒนา
บัณฑิตศึกษาและวิจยัดานวิทยาศาสตรและเทคโนโลยี สํานักงานคณะกรรมการการอุดมศึกษา 
กระทรวงศกึษาธิการ  บัณฑิตวิทยาลัย มหาวิทยาลัยสงขลานครินทร และสถานวิจัยพืชกรรมปาลม
น้ํามัน คณะทรัพยากรธรรมชาติ มหาวทิยาลัยสงขลานครินทร ท่ีกรุณาใหทุนสนับสนุนการทํา
วิทยานิพนธจนสําเร็จการศึกษา 

ขอขอบพระคุณสําหรับความรักความอบอุน การอบรมส่ังสอน และกําลังใจท่ีดี
จากคุณสมโชค และคุณไรหนาบ เย็นชอน พอแมท่ีรักยิ่ง  และนายสุรินทร เย็นชอน นองชายสุดท่ี
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ระยะเวลา 6 สัปดาห   

34 

9 การแสดงออกของยีน gus  ของเอ็มบริโอเจนิคแคลลัสปาลมน้ํามันหลัง
การปลูกถายยีนดวยอะโกรแบคทีเรียมสายเชื้อ AGL-1 pCAMBIA 1304  
และวางเล้ียงบนอาหารคัดเลือกเปนระยะเวลา 4 สัปดาห 

36 

10 ลักษณะแคลลัสปาลมน้ํามันท่ีเพาะเล้ียงบนอาหารเติมสารปฏิชีวนะไฮโกร
มัยซินความเขมขน 30 มิลลิกรัมตอลิตร หลังปลูกถายยีนดวยอะโกร
แบคทีเรียมสายเช้ือ AGL-1 pCAMBIA1304 เปนระยะเวลา 4  เดือน 

36 

 

(8) 

 



รายการภาพประกอบ (ตอ) 
 
ภาพท่ี หนา  

11 การแสดงออกของยีน gus ของเอ็มบริโอเจนิคแคลลัสปาลมน้ํามันหลังการ
ปลูกถายยีนดวยอะโกรแบคทีเรียมสายเช้ือ AGL-1 และ EHA105 เปน
ระยะเวลา 2 สัปดาห  

39 

12 การแสดงออกของยีน gus ของเอ็มบริโอเจนิคแคลลัสอายุตาง ๆ หลังการ
ปลูกถายยีนดวยอะโกรแบคทีเรียมสายเช้ือ AGL-1 pCAMBIA1304 เปน
ระยะเวลา 2 สัปดาห  

41 

13 การแสดงออกของยีน gus ของเอ็มบริโอเจนิคแคลลัสปาลมน้ํามันหลังการ
ปลูกถายยีนดวยอะโกรแบคทีเรียมสายเช้ือ AGL-1 ท่ีมีพลาสมิด 
pCAMBIA1304 ท่ีความหนาแนนเช้ือ (OD600) และระยะเวลาการจุมแชท่ี 2  
4   6  12  ช่ัวโมงหลังการถายยีนเปนระยะเวลา 2 สัปดาห 

46 

14  ปาลมน้ํามันท่ีรอดชีวิตและสรางโซมาติดเอ็มบริโอหลังการจุมแชใน   
อะโกรแบคทีเรียมสายเช้ือ AGL-1  ท่ีมีพลาสมิด pCAMBIA1304 
(OD600=0.8) เปนระยะเวลาตาง ๆ หลังวางเล้ียงบนอาหารคัดเลือกเปน
ระยะเวลา 8 สัปดาห 

47 

16 การแสดงออกของยีน gus ของโซมาติกเอ็มบริโอ หลังการปลูกถายยีน
ดวยอะโกรแบคทีเรียม สายเช้ือ AGL-1 ท่ีมีพลาสมิด pCAMBIA1304 หลัง
วางเล้ียงบนอาหารคัดเลือกเปนระยะเวลา 8 สัปดาห    

48 

17 การตรวจสอบการแสดงออกของยีน gus (ก) และ hpt (ข) โดยเทคนิค PCR   49 

 
 
 
 
 
 
 
 

(9) 
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�•�š�š�¸�É 1 
 

�•�š�œ�Î�µ 
 
�•�š�œ�Î�µ�˜�o�œ�Á�¦�º�É�°�Š 

 ปญหาทางการเกษตรในการผลิตพืชที่สําคัญในปจจุบันคือ ผลผลิตทางการเกษตร
ที่ไดยังไมพอเพียงและตรงตามความตองการทั้งในดานปริมาณ และคุณภาพ เปนผลมาจากการ
เพิ่มขึ้นของจํานวนประชากร ปญหาจากโรคแมลงศัตรูพืชรวมทั้งความไมทนทานตอ
สภาพแวดลอมที่ไมเหมาะสม การปรับปรุงพันธุจึงถูกนํามาใชเพื่อการผลิตพืชใหไดคุณลักษณะ
ตามตองการ ปาลมน้ํามันจัดเปนพืชน้ํามันที่มีความสําคัญทางเศรษฐกิจของประเทศไทย จาก
สถานการณปจจุบันประเทศไทยกําลังประสบปญหาวิกฤติพลังงานตองการใชน้ํามันเชื้อเพลิงใน
ปริมาณมาก การพัฒนาพลังงานทดแทนจากพืชจึงเปนเรื่องจําเปน ประเทศไทยมีการปลูกพืชน้ํามัน
หลายชนิดแตปาลมน้ํามันเปนพืชน้ํามันที่ใหผลผลิตสูง มีตนทุนในการผลิตต่ํากวาพืชน้ํามันชนิด
อ่ืนๆ โดยพันธุปาลมน้ํามันที่นิยมปลูกเปนการคา คือ พันธุเทเนอรา ซ่ึงมีเปลือกสําหรับอัดน้ํามัน
มาก และใหเปอรเซ็นตน้ํามันสูง (บุษบา, 2548) จึงเหมาะสมในการนํามาผลิต น้ํามันไบโอ
ดีเซล  ประเทศไทยผลิตปาลมน้ํามันไดเพียง 4 %  ของผลผลิตทั้งโลก ผลผลิตเฉลี่ย 2.8  ตันตอไร 
ตอป เปอรเซ็นตน้ํามัน  15 - 17 % ซ่ึงถือวาคอนขางต่ํามาก เมื่อเปรียบเทียบกับประเทศมาเลเซียซ่ึง
ใหผลผลิตเฉลี่ย   5 - 6   ตันตอไรตอป  เปอรเซ็นตน้ํามัน 25-26 % (ศูนยพันธุวิศวกรรมและ
เทคโนโลยีชีวภาพแหงชาติ, 2551)  ดังนั้นการพัฒนาวิธีการปรับปรุงพันธุปาลมน้ํามันเพื่อใหได
พันธุที่ใหผลผลิตสูง ปริมาณน้ํามันสูง ตานทานตอโรคและแมลงและทนทานตอสภาพแวดลอม
นับวามีความสําคัญเปนอยางยิ่ง อยางไรก็ตามการปรับปรุงพันธุปาลมน้ํามันโดยวิธีการดั้งเดิม 
(conventional breeding) ดวยวิธีผสมพันธุระหวางพืชปลูกกับพืชพันธุที่มีลักษณะดี แลวใหเกิดการ 
เปลี่ยนแปลงตามกลไกทางธรรมชาติ ทําการคัดเลือกจนไดพืชปลูกที่มีลักษณะดีตามตองการมี
ขอจํากัดที่สําคัญคือ ในการผสมพันธุและคัดเลือกพันธุตองใชระยะเวลานาน ถาพอพันธุแมพันธุมี
ความแตกตางทางสายพันธุมากโอกาสที่จะสําเร็จก็จะนอยลง (Rajanaidu and Jalani, 1995 อางโดย 
Chowdhury et al., 1997)   ในการปฏิบัติอาจได ลักษณะทางพันธุกรรมที่ไมตองการรวมเขามาดวย
รวมถึงลักษณะทางพันธุกรรมที่มีความสําคัญตาง ๆ อาจมาจากยีนที่อยูในพืชพันธุพื้นเมืองหรือ
ส่ิงมีชีวิตอื่นที่ไมสามารถนํามาผสมกับพืชปลูกที่ตองการได ปจจุบันพัฒนาการทางวิทยาศาสตร
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กาวหนามากขึ้น เทคนิคการถายยีนเขาสูพืชจึงถูกนํามาใชเพื่อ สรางพืชที่มีลักษณะทางพันธุกรรมที่
ตองการ และลดขอจํากัดที่เกิดขึ้นของวิธีการปรับปรุงพันธุแบบดั้งเดิม  ซ่ึงการถายยีนเขาสูพืชเปน
กระบวนการตัดตอยีนทําใหไดสายพันธุที่มีลักษณะทางพันธุกรรมเปลี่ยนแปลงไป วิธีการนี้ทําให
ไดสายพันธุใหมในระยะเวลาอันสั้นและสามารถนํายีนจากสิ่งมีชีวิตชนิดหนึ่งถายฝากใหกับ
ส่ิงมีชีวิตอีกชนิดหนึ่งได ( กวิยา, 2549) การปลูกถายยีนเขาสูพืชเปนวิธีการปรับปรุงพันธุพืชที่
รวดเร็วและใหผลที่แนนอน วิธีการนี้จึงเปนที่นิยมของนักปรับปรุงพันธุพืชในปจจุบัน  อยางไรก็
ตามการปรับปรุงพันธุพืชโดยการปลูกถายยีนมีปจจัยที่เกี่ยวของหลายปจจัย วิธีการที่เหมาะสมจะ
ชวยสงเสริมใหประสิทธิภาพการถายยีนประสบผลสําเร็จสูง ซ่ึงวิธีการถายยีนในปาลมน้ํามันที่
ไดรับความนิยมคือ การถายยีนโดยใชเครื่องยิงอนุภาค และการใชอะโกรแบคทีเรียม แตละวิธีการก็
มีขอดีขอเสียแตกตางกันไป (สุรินทร, 2548)   Parveez และคณะ (1998) รายงานการศึกษาปจจัยทาง
ชีวภาพที่มีผลตอประสิทธิภาพการถายยีนในปาลมน้ํามันโดยใชเครื่องยิงอนุภาค สวนการปลูกถาย
ยีนโดยใชอะโกรแบคทีเรียมเปนพาหะนั้นยังมีขอจํากัดในเรื่องความจําเพาะเจาะจงของเชื้อกับพืช
อาศัยโดยเฉพาะอยางยิ่งในพืชใบเลี้ยงเดี่ยว เนื่องจากปาลมน้ํามันเปนพืชใบเลี้ยงเดี่ยว ดังนั้น
การศึกษาปจจัยตางๆ ที่มีผลตอประสิทธิภาพการถายยีนเพื่อเปนแนวทางการถายยีนที่ตองการเขาสู
ปาลมน้ํามันโดยใชอะโกรแบคทีเรียมไดอยางมีประสิทธิภาพ 
 
�„�µ�¦�˜�¦�ª�‹�Á�°�„��µ�¦ 
 
�„�µ�¦�™�n�µ�¥�¥�¸�œ�Á�…�o�µ��¼�n�¡�º�• 
 

 เทคนิคการถายยีนเขาสูพืชเปนวิธีการเปลี่ยนแปลงองคประกอบทางพันธุกรรม
ของพืชใหแสดงออกในลักษณะที่ตองการ โดยการสงถายสารพันธุกรรมจากภายนอกเขาสูภายใน
เซลลและสามารถแทรกตัวในจีโนมของพืชได สงผลใหเกิดการแสดงออกในลักษณะที่สาร
พันธุกรรมเหลานั้นควบคุม รวมท้ังสามารถถายทอดลักษณะทางพันธุกรรมนั้นไปยังรุนลูกได 
โดยทั่วไปวัตถุประสงคของการถายยีนเขาสูพืช ประการแรก ไดแก ความตองการนํายีนที่ควบคุม
ลักษณะบางอยางที่เปนประโยชนเขาสูโครโมโซมพืชที่มีความสําคัญทางเศรษฐกิจ เพื่อปรับปรุง
พันธุใหเปนพืชที่มีลักษณะดีตามความตองการของเกษตรกรและผูบริโภค ทั้ง พืชไร พืชสวน และ            
ไมดอกไมประดับ ประการที่สอง เพื่อ การศึกษาใหเกิดความเขาใจในกลไก หรือการทํางานของยีน
หรือกระบวนตางๆ ทางชีววิทยา โดยเมื่อถายยีนเขาสูพืชแลวและยีนดังกลาวมีการแสดงออกในตน
พืช ก็จะสามารถอธิบายหรือแสดงใหเห็นถึงบทบาทของยีน และกระบวนการที่เกิดขึ้นในพืชได
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ระดับหนึ่ง ทั้งนี้รวมถึงการศึกษาในดานปฏิสัมพันธระหวางพืชกับเชื้อโรคหรือจุลินทรียดินดวยยีน
เดี่ยว หรือยีนจํานวนนอยที่นํามาใชถายเขาสูพืช เพื่อปรับปรุงพันธุพืช เชน ยีนควบคุมแมลงศัตรูพืช 
ยีนตานทานไวรัสพืช ยีนตานทานสารกําจัดวัชพืช ยีนควบคุมการสุกของผลไม ยีนเปลี่ยนสีกลีบ
ดอกไม ยีนควบคุมคุณคาทางโภชนาการของเมล็ดพืช และยีนควบคุมการผสมตัวเอง เปนตน สวน
พืชเศรษฐกิจชนิดตาง ๆ ที่มีรายงานผลสําเร็จในการถายยีน และยีนดังกลาวทํางานไดเมื่อเขาไป
สอดแทรกในโครโมโซมพืช ไดแก มะเขือเทศ (Romero, et  al., 2001) ยาสูบ (Krugel et  al., 2002) 
คาโนลา (Cardoza and Stewart, 2003)   ฝาย (Zhao et al., 2006) ถ่ัวเหลือง (Yan et al., 2000)  
ขาวโพด (Sidorov  et  al., 2006) และ ออย (Manickavasagum et  al., 2004) เปนตน ทั้งนี้คาดวาการ
ถายยีนใหกับพืชมีขอไดเปรียบบางประการ เชน สามารถผลิตพืชที่มีลักษณะทางพันธุกรรมที่ดีที่ใช
วิธีการผสมพันธุพืชแบบดั้งเดิมทําไมได    สามารถเปลี่ยนแปลงขอดอยบางอยางของพันธุพืชที่
ตองการไดอยางมีประสิทธิภาพ   และสามารถเพิ่มคุณคาหรือคุณสมบัติที่เปนประโยชนทางการคา
ใหแกพืช (พิสสวรรณ, 2550)   

 ในปจจุบันการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพืชจัดเปนเทคโนโลยีการผลิตพืชที่สามารถรองรับ
การปรับปรุงพันธุพืชดวยวิธีการตางๆ เชนการปรับปรุงพันธุโดยใชส่ิงกอกลายพันธุทั้งการใช
สารเคมีและการฉายรังสี  และอีกวิธีการหนึ่งซึ่งไดรับความนิยมในปจจุบันคือ การถายยีนเขาสูพืช
สามารถปฏิบัติไดหลายวิธีการ ขึ้นอยูกับชนิดและเนื้อเยื่อพืชที่นํามาใชในการถายยีน วิธีการถายยีน 
สามารถแบงออกเปน 2 วิธีการใหญๆ คือ  

 
1.  �„�µ�¦�™�n�µ�¥�¥�¸�œ�Ã�—�¥�˜�¦�Š  เปนการนําเอาดีเอ็นเอเขาสูเซลลพืชโดยตรง  ซ่ึงสามารถทําได

หลายวิธี  เชน 
1.1 �„�µ�¦�™�n�µ�¥�¥�¸�œ�Ã�—�¥�Ä�•�o��µ�¦�Á�‡�¤�¸   เปนการถายยีนเขาสูโปรโตพลาสต  โดยแยก      

โปรโตพลาสตจากพืช นํามาบมรวมกับสารละลายดีเอ็นเอที่เตรียมไว  รวมกับสารเคมีที่นิยมใชคือ
สารละลาย polyethylene glycol (PEG) ซ่ึงมีประสิทธิภาพในการชักนําใหเกิดการรวมตัวกันของ  
โปรโตพลาสต และจากคุณสมบัตินี้จึงนํามาใชในการชักนําดีเอ็นเอเขาสูเซลลพืช 

1.2 �„�µ�¦�™�n�µ�¥�¥�¸�œ�Ã�—�¥�Ä�•�o�„�¦�³�Â��Å�¢�¢�j�µ  เปนการถายยีนโดยใชไฟฟากระแสตรงใน
ระดับที่ทําใหเซลลเกิดชองวางที่เยื่อหุมเซลล เพื่อรับเอาโมเลกุลดีเอ็นเอจากภายนอกเขาสูเซลล ซ่ึง
เทคนิคนี้สามารถถายยีนใหกับเซลลที่ยังมีผนังเซลลไดดวย นอกเหนือจากโปรโตพลาสต  

1.3 �„�µ�¦�™�n�µ�¥�¥�¸�œ�Ã�—�¥�Ä�•�o�Á�…�È�¤�Œ�¸�—  เปนการถายยีนโดยใชเข็มฉีดขนาดเล็ก ฉีดดีเอ็นเอ
เขาสูเซลลพืชโดยตรง แตเนื่องจากเซลลพืชมีแวคิวโอล การฉีดจึงตองระมัดระวัง เพราะอาจฉีด
โดนแวคิวโอลแตกสงผลใหเซลลตายได  



 4

1.4 �„�µ�¦�™�n�µ�¥�¥�¸�œ�Ã�—�¥�Ä�•�o�Á�‡�¦�º�É�°�Š�¥�·�Š�°�œ�»�£�µ�‡  เปนการถายยีนโดยใชแรงดันกาซในการ
ขับเคลื่อนอนุภาคโลหะที่เคลือบผิวภายนอกไวดวยดีเอ็นเอที่จะถายเขาสูเซลลพืช ซ่ึงอนุภาคโลหะที่
นิยมใชคือ ทังสเตน และ ทอง  อนุภาคจะแทรกผานผนังเซลลและนําเอาดีเอ็นเอที่เคลือบไวเขาไป
ดวย  
 
 2.  �„�µ�¦�™�n�µ�¥�¥�¸�œ�Ã�—�¥�°�o�°�¤   เปนการถายยีนโดยใชอะโกรแบคทีเรียมเปนพาหะในการสงถาย
ยีนเขาสูเซลลพืช ซ่ึงอะโกรแบคทีเรียมเปนแบคทีเรียแกรมลบที่อาศัยอยูในดิน อะโกรแบคทีเรียมที่
นิยมนํามาใชในการถายยีน ไดแก Agrobacterium tumefaciens และ A. rhizogenes โดย                   
A. rhizogenes มีพลาสมิดที่เรียกวา  Ri-plasmid (root inducing plasmid) สามารถบุกรุกเขาสูพืชแลว
ทําใหเกิดรากลอย (hairy root) จํานวนมาก เรียกวา hairy root disease สวน A. tumefaciens มี    
พลาสมิด เรียกวา Ti-plasmid (tumor inducing plasmid) สามารถบุกรุกเขาสูพืชไดบริเวณที่มี
บาดแผลแลวทําใหเกิดปุมปมที่เรียกวา crown gall disease โดย Ti-plasmid ที่พบมากมี 2 ชนิด คือ 
ออกโทปน (octopine) และโนปาลีน (nopaline)  เมื่ออะโกรแบคทีเรียมสง T-DNA เขาสูเซลลพืช
แลว  เซลลของพืชบริเวณนั้นจะสามารถสรางสารโอปน (opine) ขึ้นไดตามชนิดของ Ti-plasmid  
สวนเชื้ออะโกรแบคทีเรียมก็สามารถเจริญไดโดยใชสารโอปนเปนแหลงพลังงาน  แมจะกําจัด
เชื้ออะโกรแบคทีเรียมออกไปแลว พืชยังคงสามารถสังเคราะหสารโอปนได  เนื่องจาก  T-DNA ถูก
สงเขาไปอยูในเซลลพืชอยางถาวร  เมื่อ T-DNA เขาไปรวมอยูในโครโมโซมพืชแลวยีน oncogenic 
gene (onc) ซ่ึงอยูบน T-DNA สามารถแสดงออกไดสูงสงผลใหปริมาณฮอรโมนของพืช
เปลี่ยนแปลงไป เปนเหตุใหเซลลพืชที่ไดรับ T-DNA เกิดการแบงเซลลที่ผิดปกติ  เจริญเติบโตอยาง
รวดเร็ว และไมจํากัดจนเกิดเปนลักษณะปุมปม ที่ไมสามารถพัฒนาไปเปนยอดหรือรากได 
(Stanton, 2003 ) การนํา T-DNA มาใชในการถายยีนเขาสูพืชจะตองตัดเอายีน Onc ออกจาก T-DNA 
สวนขอบเขตของ T-DNA ที่จะสามารถสงไปยังเซลลพืช  กําหนดโดยลําดับเบสซ้ํา 25 คูเบส 2 ขาง
ของ T-DNA เรียกวาแขนซาย  (left border : LB) และแขนขวา (right border : RB)  โดยกลไกการ
สง T-DNA เขาไปในเซลลพืชควบคุมโดยกลุมยีน virulence ที่อยูใน Ti-plasmid  ซ่ึงประกอบดวย
ยีน  vir A   vir G   vir D   vir C   vir E  และ vir B  กลไกการสงถายยีนเขาสูเซลลพืชคลายกับการ
จับคูของแบคทีเรีย  กระบวนการสงถายถูกกระตุนโดยสารประกอบฟนอลจากพืช ซ่ึงไดแกสาร 
acetosyringon (AS) เปนสารที่พืชปลอยออกมาเมื่อเกิดบาดแผล และควบคุมโดยยีน chv  ซ่ึงอยูบน
โครโมโซมของแบคทีเรีย และยีน vir  ที่อยูบน Ti-plasmid  ทั้งนี้  T-DNA จะถูกตัดดวยเอ็นไซมตัด
จําเพาะซึ่งเปนผลผลิตของยีน vir D ที่ขอบเขตทั้งสองขาง  แลวจึงสงถายเขาสูเซลลพืชในรูปแบบ
ของ DNA สายเดี่ยว  ทิศทางการสงถายจะเริ่มจากขอบเขตแขนขวาไปเรื่อย ๆ  สวนนี้เปนสวนที่
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จําเปนมากสําหรับการสง T-DNA  สวนขอบเขตแขนซายทําหนาที่เปนตัวกําหนดปลายของ DNA ที่
จะสงเทานั้น  แมวาจะไมมีสวนแขนซาย การสง T-DNA ก็เกิดขึ้นได  แตจะมีขนาดไมแนนอน  
เพราะการตัดพันธะฟอสโฟไดเอสเทอรทางปลายจะเปนแบบสุม  สวนสําคัญที่ทําใหมีการสง T-
DNA จากอะโกรแบคทีเรียมไปยังเซลลพืช  คือ  สวนของยีน vir และตําแหนงของ RB และ LB 
ของ T-DNA  สวนของยีนที่กําหนดการสรางสารโอปน และฮอรโมนที่อยูภายใน T-DNA นั้น  ไมมี
หนาที่ในการสงถาย T-DNA แตอยางใด  ดังนั้นการใช Ti-plasmid ในการสงถายยีนทําไดโดย
แทนที่ยีนที่เกี่ยวของกับการสังเคราะหฮอรโมนพืช และสารโอปนดวยยีนที่ตองการ  เมื่อมีการสง
ถาย T-DNA เขาไปในพืช  พืชจะไดรับยีนที่สอดใสไวแทน  (สุรินทร, 2548) 
  การถายยีนเขาสูพืชสามารถทําไดหลายวิธีการ ขึ้นอยูกับชนิดและเนื้อเยื่อพืชที่
นํามาใชในการถายยีน ซ่ึงการถายยีนโดยใชอะโกรแบคทีเรียมเปนที่นิยมมากกวาเทคนิคอื่น ๆ 
เนื่องจากเปนวิธีที่ทําไดงาย (Hiei and Komari, 2008)   Tzfira และ Citovsky (2006) ไดสรุปลําดับ
ขั้นตอนการสงถายยีนเขาสูเซลลพืชโดยใชอะโกรแบคทีเรียมไวดังนี้ คือ Agrobacterium บุกรุก
เซลลพืช จากนั้นพืชตอบสนองโดยการหลั่งสารพวกฟนอลสงสัญญาณไปกระตุนการทํางานของยีน 
virA และ virG โปรตีน VirD1 และ VirD2  ตัดพันธะฟอสโฟไดเอสเทอรที่ตําแหนง RB และ LB 
เกิด T-DNA สายเดี่ยว (T-strand) จากนั้นโปรตีน VirD2 จะเขาไปจับที่ตําแหนงปลาย 5’ ของเสน  
T-DNA  สารประกอบเชิงซอนของ  VirE2/VirE1 จะเขาไปจับรอบ ๆ เสน T- DNA สายเดี่ยว เพื่อ
ปองกัน   T-DNA ถูกทําลายในระหวางการสงผานเขาไปในไซโตพลาสซึมของพืช ซ่ึงโปรตีน VirB 
ทําใหเกิดโครงสรางคลายชองบริเวณผนังเซลลของแบคทีเรียทําให  T-DNA สามารถผานผนังเซลล
แบคทีเรียเขาสู ไซโตพลาสซึมของพืช และแทรกตัวเขาสูนิวเคลียสของพืช (ภาพที่ 1) 
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�£�µ�¡�š�¸�É 1 กระบวนการสงถายยีนเขาสูเซลลพืชโดยใชอะโกรแบคทีเรียมเปนพาหะ 
               ที่มา : Tzfira and Citovsky (2006) 
   

�¥�¸�œ�Ä�œ�„�¦�³�•�ª�œ�„�µ�¦��n�Š�™�n�µ�¥�Á�…�o�µ��¼�n�¡�º�• 

  ในระบบการปลูกถายยีน โครงสรางของชิ้นยีนที่ปลูกถายตองมีสวนที่สําคัญคือ 
ยีนควบคุมการแสดงออกหรือโปรโมเตอร (promoter genes)  ยีนเครื่องหมายในการคัดเลือก 
(selectable marker genes) และ ยีนรายงานผล (reporter genes) 

�¥�¸�œ�‡�ª�•�‡�»�¤�„�µ�¦�Â��—�Š�°�°�„ �®�¦�º�° �Ã�ž�¦�Ã�¤�Á�˜�°�¦�r   
 

  ยีนแตละยีนที่จะถายเขาสูเซลลพืช ตองมีสวนของโปรโมเตอรซ่ึงเปนสวนของ 
DNA ที่ทําหนาที่ควบคุมการแสดงออกของยีนที่สงถายเขาไป เปนบริเวณที่เอนไซม RNA 
polymerase เขามาเกาะ และเริ่มถอดรหัสไปเปน mRNA  โปรโมเตอรจะอยูในสวน non-transcribed 
DNA ที่อยูทางดาน upstream ของจุดเริ่มตนของการถอดรหัส โปรโมเตอรที่ใชในการสงถายยีนมี
หลายชนิด เชน โปรโมเตอรที่ควบคุมการทํางานของยีนไดตลอดเวลา และในเนื้อเยื่อทุกชนิด 
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(constitutive promoter)   โปรโมเตอรที่ควบคุมการทํางานของยีนเฉพาะในเนื้อเยื่อชนิดใดชนิดหนึ่ง 
เชน สวนใบ หรือ ราก (tissue/organ specific promoter) โปรโมเตอรที่สามารถควบคุมการทํางาน
ของยีนเฉพาะชวงเวลาใดเวลาหนึ่งในระยะการเจริญเติบโตในวงจรชีวิตของพืช เชน เฉพาะในระยะ
เมล็ดงอก หรือระยะที่พืชออกดอก (time specific promoter) โปรโมเตอรที่เปดสวิทซการทํางาน
ของยีนได ภายใตสภาพที่เหมาะสมและเฉพาะเทานั้น เชน ภายใตอุณหภูมิ ชวงแสง ความชื้นต่ําหรือ
สภาพที่พืชเกิดบาดแผลเนื่องจากความสามารถในการควบคุมการแสดงออกของยีนแตกตางกัน       
( regulated promoter) เปนตน (จรัสศรี, 2548)   
  โปรโมเตอรที่นิยมใชในกระบวนการถายยีน  คือ  nos promoter เปน promoter 
จากยีน nopaline synthase  สวน CaMV 35S promoter  เปนโปรโมเตอรจากไวรัสที่เปนเชื้อสาเหตุ
ของโรคใบดางของดอกกะหล่ํา (cauliflower mosaic virus) (สุรินทร, 2548)   มีคุณสมบัติที่สามารถ
ควบคุมการแสดงออกของยีนไดทั้งในพืชใบเลี้ยงเดี่ยว และพืชใบเลี้ยงคู และเปนโปรโมเตอรที่
แสดงออกไดทุกเนื้อเยื่อและแสดงออกตลอดเวลา 
 
 �¥�¸�œ�Á�‡�¦�º�É�°�Š�®�¤�µ�¥�Ä�œ�„�µ�¦�‡�´�—�Á�¨�º�°�„  
 
  ยีนเครื่องหมายในการคัดเลือกมักใชยีนที่กอใหเกิดความตานทานตอสารปฏิชีวนะ
หรือสารกําจัดวัชพืช เพื่อการคัดเลือกเนื้อเยื่อที่ไดรับยีนออกจากกลุมของเนื้อเยื่อที่ไมไดรับยีน ยีน
เครื่องหมายในการคัดเลือกสามารถชวยเพิ่มประสิทธิภาพในกระบวนการถายยีน ซ่ึงแตกตางกัน
ขึ้นกับชนิดของพืชที่ปลูกถาย ยีนเครื่องหมายในการคัดเลือกที่นิยมใชในกระบวนการถายยีนไดแก  
ยีน nptII แยกมาจากสวน transposon Tn5 ของเชื้อ แบคทีเรีย Escherichia coli สรางเอนไซม 
neomycin phosphotransferase สามารถลดความเปนพิษของสารปฏิชีวนะในกลุม aminoglycoside 
พวก kanamycin, geneticin, paramomycin และ neomycin ทําใหสามารถเลือกใชสารปฏิชีวนะให
เหมาะกับชนิดพืชที่นํามาใชในกระบวนการถายยีนได    สวนยีน bar สรางเอนไซม 
phosphinothricin acetyltransferase (PAT) ตานทานสารกําจัดวัชพืชในกลุม phosphinothricin, 
bialaphos เปนสารที่มีผลในการยับยั้งการทํางานของเอนไซม glutamine synthase ที่ใชใน
กระบวนการ Aminonia assimilation มีประสิทธิภาพสูงในการคัดเลือกเซลลพืชใบเลี้ยงเดี่ยว  ยีน 
hpt / hph แยกมาจากเชื้อแบคทีเรีย E. coli มีคุณสมบัติในการสรางเอนไซม hygromycin 
phosphotransferase (HPT) เปนเอนไซมลดความเปนพิษของ hygromycin B (Hm) ซ่ึงเปนสารใน
กลุม aminoglycoside antibiotic ที่มีบทบาทในการรบกวนกระบวนการสังเคราะหโปรตีน พืชที่ใช 



 8

hygromycin B เปนสารคัดเลือก ไดแก ยาสูบ  Arabidopsis   ขาวโพด   ขาว   พืชตระกูลหญา อ่ืน ๆ  
เปนตน 
 
 �¥�¸�œ�¦�µ�¥�Š�µ�œ�Ÿ�¨ 
 
  ยีนรายงานผล เปนยีนที่ใชในการศึกษาถึงประสิทธิภาพของเทคนิคในการถายยีน 
และใชตรวจสอบการแสดงออกของยีนโดยไมเกี่ยวของกับการแสดงลักษณะความตานทาน 
สามารถตรวจสอบการแสดงออกไดโดยตรงบนเนื้อเยื่อเปาหมาย ยีนรายงานผลที่นิยมใชในการถาย
ยีนเขาสูพืช ไดแก  ยีน gusA (uidA) ที่เปนยีนสรางเอนไซม ß-glucuronidase (GUS) ไดจากเชื้อ      
E. colli  สายเชื้อ K12 ใชตรวจสอบกับสารตั้งตนในปฏิกิริยาดวยวิธีการตาง ๆ เชน spectometric  
(p-nitrophenyl-ß-D-glucuronidase), fluorometric (4-methylumbelliferyl glucuronide) และ 
histochemical assay  คือ ทําปฏิกิริยากับสาร X-gluc (5-bromo-4-chloro-3-indoly-glucuronidase) 
ผลที่ไดจะแสดงออกในรูปสารสีน้ําเงินบนเนื้อเยื่อพืชที่มียีน (Jefferson et  al., 1987)  สามารถทํา
การตรวจสอบไดงาย มีความจําเพาะเจาะจง ไมมีผลตอกระบวนการเมแทบอลิซึม  นอกจากนี้อาจมี
ยีน gfp จากแมงกระพรุน (Aequra victoria) สามารถสังเคราะหโปรตีนเรืองแสงสีเขียว (green 
fluorescent protein: GFP) ในเนื้อเยื่อที่ไดรับยีน ตรวจสอบโดยดูการเรืองแสงภายใตแสง UV หรือ
แสงสีฟา (blue light) ไมสรางความเปนพิษตอเนื้อเยื่อเปาหมาย นิยมใชเปนยีนรายงานผลใน
กระบวนการถายยีนทั้งในพืชและในสัตว 

  การใชอะโกรแบคทีเรียมเปนพาหะในการถายยีนเขาสูพืชมีขอจํากัดในเรื่องของ
ความจําเพาะเจาะจงของเชื้อกับพืชอาศัย โดยเฉพาะอยางยิ่งกับพืชใบเลี้ยงเดี่ยวซ่ึงไมไดเปนพืชอาศัย
ในธรรมชาติของเชื้ออะโกรแบคทีเรียม แตในปจจุบันไดมีการศึกษาการถายยีนเขาสูพืชใบเลี้ยงเดี่ยว
หลายชนิดไดสําเร็จ (ตารางที่ 1) ซ่ึงความสําเร็จในการถายยีนเขาสูพืชโดยใชอะโกรแบคทีเรียมนั้น
ขึ้นอยูกับปจจัยหลายประการทั้งสวนของเชื้ออะโกรแบคทีเรียม ช้ินสวนพืช  ขั้นตอนในการเลี้ยงที่
สมบูรณ 
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�˜�µ�¦�µ�Š�š�¸�É 1 ตัวอยางพืชใบเลี้ยงเดี่ยวที่ไดรับการถายยีนโดยใชอะโกรแบคทีเรียม 
พืช สายเชื้อ 

(พลาสมิด) 

ยีนรายงาน
ผล 

ยีน
คัดเลือก 

ช้ินสวน การถายยีน
(%) 

อางอิง 

ขาว LBA4404 
(pBI121) 

gus 
 

nptII mature 
embryo 

4.0 Nazim-Ud-Dowla  
et  al., 2008 

ขาวโพด LBA4404 
(pBI121) 

gus 
 

nptII embryogenic 
callus 

1.5-8.0 Degefu and 
Hanif, 2003 

ออย AGL1 
(pPJUb2) 

gus 
 

nptII callus 100 Joyce et  al., 2010 

ขาวสาลี LBA4404 
(pBI121) 

Gus nptII immature 
embryo 

11.94 Ding  et  al., 2009 

ขาวฟาง LBA 4404 
(pCAMBIA1304) 

gus 
 

hpt immature 
embryo 

5.0 Nguyen  et  al., 
2007 

ลิลล่ี EHA105 
(pIG121-Hm) 

Gus hpt callus 4.29 Ogaki et  al., 2008     

หอมใหญ LBA4404 
(pART27-mgfp-

ER) 

mgfp-ER hpt immature 
leaf 

79.7 Kenel et  al., 2010 

   

�ž�{�‹�‹�´�¥�•�¸�ª�£�µ�¡�š�¸�É�¤�¸�Ÿ�¨�˜�n�°�„�µ�¦�ž�¨�¼�„�™�n�µ�¥�¥�¸�œ�Ã�—�¥�Ä�•�o�°�³�Ã�„�¦�Â�•�‡�š�¸�Á�¦�¸�¥�¤ 

   การสงถ ายยีนเข าสูพืชโดยใชอะโกรแบคที เ รียมนั้น  มีปจจัยที่ส งผลตอ
ประสิทธิภาพการสงถายยีนหลายประการ ทั้งในสวนของชิ้นสวนพืช  สายเชื้ออะโกรแบคทีเรียม
และพลาสมิด ตลอดจนกระบวนการในการเลี้ยงชิ้นสวนรวมกับเชื้อ  เปนตน  ซ่ึงปจจัยตาง ๆ มี
ระดับที่เหมาะสมแตกตางกันในพืชแตละชนิดดังนี้  

 1  �•�·�Ê�œ��n�ª�œ�¡�º�•  
 

       ช้ินสวนพืชที่ใชสําหรับการถายยีนจําเปนตองมีศักยภาพในการพัฒนาเปนตนพืชที่
ติดดอกออกผลได ซ่ึงสิ่งที่ควรคํานึงถึงในการคัดเลือกชิ้นสวนคือสามารถเพิ่มปริมาณไดอยาง
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ตอเนื่อง มีอัตราการเจริญและพัฒนาเปนพืชตนใหมไดในเวลาไมนาน  ช้ินสวนที่มีการศึกษาในการ
ถายยีนโดยใชอะโกรแบคทีเรียม ไดแก  ปลายยอด  เซลลซัสเพนชั่น แคลลัส เปนตน แหลงที่มาของ
ช้ินสวนก็มีผลตอประสิทธิภาพการถายยีน เชน การศึกษาการถายยีนในขาวฟางพบวา เอ็มบริโอที่ยัง
ไมสุกแกจากตนในแปลงปลูกใหประสิทธิภาพการถายยีนสูงกวาจากตนในโรงเรือนอนุบาล (Zhao 
et al., 2000)      
   อายุช้ินสวนพืชที่ตางกันสงผลตอประสิทธิภาพการถายยีนแตกตางกัน  Hoque 
และคณะ (2005) ศึกษาการถายยีนโดยใชแคลลัสขาวสายพันธุ Moulata อายุ 3   6   9 และ 12  
สัปดาห เล้ียงรวมกับอะโกรแบคทีเรียมสายเชื้อ LBA4404 ที่มี พลาสมิด pTOK233 พบวา แคลลัสที่
อายุ 3 สัปดาหใหเปอรเซ็นตการแสดงออกของยีน gus สูงสุด แคลลัสอายุมากขึ้นสงผลให
เปอรเซ็นตการแสดงออกของยีน gus ลดลง  Tazeen และ Mirza (2004) ถายยีนในถ่ัวเขียวโดยใช
ช้ินสวนใบออน    ลําตนใตใบเลี้ยง   และราก ที่ตัดจากตนกลาอายุ 2    3  และ  4 วัน พบวา การใช
ช้ินสวนพืชที่ตัดจากตนกลาอายุ 2 วันใหเปอรเซ็นตการแสดงออกของยีน gus สูงสุด และลดลงเมื่อ
ใชช้ินสวนพืชจากตนกลาอายุมากขึ้น 
   ในกรณีของสายพันธุพืชนั้น แมวาจะเปนพืชในสกุลเดียวกันแตตางชนิดก็ให
ประสิทธิภาพการถายยีนตางกัน     Saharan และ คณะ (2004) ศึกษาการถายยีน ในขาวชนิด indica 
สองสายพันธุคือ HKR-46 และ HKR-126 โดยใชอะโกรแบคทีเรียมสายพันธุ EHA 105   พบวา ใน
สายพันธุ HKR-126 มีอัตราการแสดงออกของยีน gus 44.4% สูงกวาสายพันธุ HKR-46 ซ่ึงใหการ
แสดงออกของยีน gus เพียง 28.9%      Moyal Ben Zvi และคณะ (2008) เปรียบเทียบประสิทธิภาพ
การถายยีนใน Gypsophilla paniculata L. 3 สายพันธุ คือ Arbel    Flamingo  และ  Pestival  โดยใช
เชื้ออะโกรแบคทีเรียมสายเชื้อ EHA105 ที่มีพลาสมิด pKIWI105 พบวา สายพันธุ  Arbel ใหการ
แสดงออกของยีน gus  90% สูงกวาสายพันธุอ่ืน ๆ  ทั้งนี้เนื่องจากความยากงายในการสงถายยีนและ
ความสามารถในการสรางสารประกอบพวกฟนอลของพืชที่เปนตัวกระตุนการสง T-DNA เขาสู
เซลลของพืชแตละชนิดแตกตางกัน (Karami et al., 2009) 
 

2 ��µ�¥�Á�•�º�Ê�°�°�³�Ã�„�¦�Â�•�‡�š�¸�Á�¦�¸�¥�¤ �Â�¨�³�¡�¨�µ��¤�·�—  
 
          การถายยีนโดยใชอะโกรแบคทีเรียมมักมีขอจํากัดในเรื่องความจําเพาะเจาะจง

ระหวางเชื้อ และพืชอาศัยโดยเฉพาะอยางยิ่งในพืชใบเลี้ยงเดี่ยวซ่ึงไมไดเปนพืชอาศัยตามธรรมชาติ
ของอะโกรแบคทีเรียม สายเชื้ออะโกรแบคทีเรียมที่มีการศึกษาการถายยีนในพืชใบเลี้ยงเดี่ยว ไดแก 
สายเชื้อ EHA 101 ( Toki, 1997) สายเชื้อ EHA 105 (Ali et al., 2007; Saharan et al., 2004) และสาย
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เชื้อ LBA 4404 (Hiei and Komari, 2006; Rao and Rao, 2007; Saharan et al., 2004) การศึกษาสาย
เชื้อที่เหมาะสมในการถายยีนเขาสูพืชในแตละชนิดนับเปนปจจัยที่สําคัญ เนื่องจากพืชแตละชนิดมี
ความยากงายตอการบุกรุกของเชื้ออะโกรแบคทีเรียมแตละสายเชื้อแตกตางกัน      Rachmawati และ
คณะ (2004) เปรียบเทียบระหวางเชื้ออะโกรแบคทีเรียมสายพันธุ EHA 101 และ LBA4404 ที่มี  
พลาสมิด pAFT14 ในการถายยีนเขาสูขาวชนิด javanica สองสายพันธุ  พบวา การใชสายเชื้อ EHA 
101 ใหประสิทธิภาพการถายยีนสูงกวาสายเชื้อ LBA4404 ในขาวทั้งสองสายพันธุ     Song และ 
Sink (2004) ถายยีนในบลูเบอรร่ีโดยเปรียบเทียบเชื้ออะโกรแบคทีเรียมสายเชื้อ EHA105    GV3101   
และ LBA4404  พบวา สายเชื้อ EHA105 ใหประสิทธิภาพในการถายยีนไดสูงสุด  สวนสายเชื้อที่ให
ประสิทธิภาพการถายยีนสูงในขาวโพดและขาวฟาง คือ สายเชื้อ LBA4404 (Frame et  al., 2002 อาง
โดย Cheng et al., 2004) นอกจากสายเชื้ออะโกรแบคทีเรียมแลวชนิดพลาสมิดก็สงผลตอ
ประสิทธิภาพการถายยีน      Sharwat และคณะ (2006) ถายยีนเขาสูเอ็มบริโอที่ยังไมสุกแกของขาว
บารเลย โดยใชเชื้ออะโกรแบคทีเรียมสายเชื้อ LBA4404  เปรียบเทียบพลาสมิด 2 ชนิด คือ pUGB7 
และ pYF133 พบวา พลาสมิด pYF133 ใหประสิทธิภาพการถายยีนไดสูงกวา      Zhangsun และ
คณะ (2007)  รายงานการปลูกถายยีน Galanthus nivalis agglutinin (gnc) เขาสูเอ็มบริโอจินิค
แคลลัสของออย  โดยอาศัยเชื้ออะโกรแบคทีเรียม 3 สายเชื้อ คือ LBA4404  EHA105 และ A281 ซ่ึง
แตละสายเชื้อประกอบดวย 6 พลาสมิด คือ pC10RG   pC10UG   pC20RG   pC20UG   pC30RG 
และ pC30UG  พบวา เชื้ออะโกรแบคทีเรียมสายเชื้อ EHA105 และพลาสมิด pC10UG ให
ประสิทธิภาพในการปลูกถายยีนเขาสูเอ็มบริโอเจนิคแคลลัสสูงสุดแสดงใหเห็นวา การศึกษาถึง
ประสิทธิภาพของสายเชื้ออะโกรแบคทีเรียมและพลาสมิดที่เหมาะสมตอพืชแตละชนิดนั้นสามารถ
สงเสริมประสิทธิภาพการสง T-DNA เขาสูเซลลพืชได 
 

3 �‡�ª�µ�¤�®�œ�µ�Â�œ�n�œ�…�°�Š�Á�•�º�Ê�° �¦�³�¥�³�Á�ª�¨�µ�„�µ�¦�ž�¨�¼�„�Á�•�º�Ê�° �Â�¨�³�„�µ�¦�Á�¨�¸�Ê�¥�Š�•�·�Ê�œ��n�ª�œ�¦�n�ª�¤�„�´�•�Á�•�º�Ê�°  
 
           ปริมาณเชื้อ และระยะเวลาการปลูกเชื้อมีผลตอประสิทธิภาพการถายยีน ซ่ึงขึ้นอยู

กับสายเชื้ออะโกรแบคทีเรียมที่ใช โดยปกติหลังการถายยีนจะกําจัดเชื้อสวนเกินออกไป  ปริมาณ
เชื้อที่มากเกินไปจะทําใหการกําจัดเชื้อใหหมดไปจากพืชไดยากทําใหอัตราการถายยีนต่ําและสงผล
ยับยั้งการเจริญของเนื้อเยื่อ  อยางไรก็ตามหากปริมาณเชื้อนอยเกินไปก็อาจทําใหประสิทธิภาพการ
ถายยีนต่ําดวยเชนกัน (เกศณี, 2546) ดังนั้นจึงตองมีการศึกษาถึงสภาวะที่เหมาะสมในพืชแตละชนิด        
Ali และคณะ (2007) ศึกษาความสัมพันธระหวางปริมาณเชื้ออะโกรแบคทีเรียมและระยะเวลาการ
ปลูกเชื้อที่มีผลตอประสิทธิภาพการถายยีนในขาวสายพันธุ Xiushi-11  โดยใชอะโกรแบคทีเรียม
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สายเชื้อ EHA105 ที่มีพลาสมิด pCAMBIA1301  พบวา การปรับปริมาณความหนาแนนเชื้ออะโกร
แบคทีเรียมโดยการวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่นแสง  600 นาโนเมตรเทากับ  0.6         
(OD600 =  0.6) ใชเวลาในการปลูกเชื้อนาน 10 นาที ใหประสิทธิภาพการถายยีนสูงสุด    Pandey 
และคณะ (2010) ถายยีนในโสมอินเดียโดยใชช้ินสวนใบจุมแชในเชื้ออะโกรแบคทีเรียมสายเชื้อ 
LBA4404 ที่มีพลาสมิด pIG121Hm ปรับความหนาแนนเชื้ออะโกรแบคทีเรียมที่ OD600 =  0.6 จุมแช
ช้ินสวนนาน 15 นาที ใหการแสดงออกของยีน gus  สูงสุด 80 เปอรเซ็นต       Gao และคณะ (2009) 
พบวา การจุมแชช้ินสวนใบเลี้ยงของมะเขือเทศ ในเชื้ออะโกรแบคทีเรียมสายเชื้อ LBA4404 ที่มี 
พลาสมิด pBI121 ปรับความหนาแนนเชื้ออะโกรแบคทีเรียมที่ OD600 =  0.1 นาน 15 นาที ให
ประสิทธิภาพการถายยีนสูงสุด 44.7 เปอรเซ็นต  จากการศึกษาขางตนแสดงใหเห็นวาความ
หนาแนนของเชื้ออะโกรแบคทีเรียมที่เหมาะสมนั้น ขึ้นอยูกับชนิดของสายเชื้ออะโกรแบคทีเรียม
และพลาสมิด ชนิดของชิ้นสวน และระยะเวลาในการจุมแชช้ินสวนรวมกับเชื้อ มีระดับที่เหมาะสม
แตกตางกันในพืชแตละชนิด   

     การวางเลี้ยงชิ้นสวนพืชรวมกับเชื้ออะโกรแบคทีเรียมหลังการปลูกเชื้อเปน
ระยะเวลาหนึ่ง เพื่อใหเชื้ออะโกรแบคทีเรียมถายยีนเขาสูเซลลพืชเปนการเพิ่มประสิทธิภาพในการ
สงถายยีนเขาสูเซลลพืช ทั้งนี้จะตองมีระยะเวลาที่เหมาะสม เพราะหากเลี้ยงชิ้นสวนพืชรวมกับ
เชื้ออะโกรแบคทีเรียมเปนระยะเวลานานเกินไปเชื้อมีการเพิ่มปริมาณมากยากแกการกําจัด และอาจ
สงผลตอความมีชีวิตและพัฒนาการของชิ้นสวนพืชได ซ่ึงการศึกษาระยะเวลาในการเลี้ยงชิ้นสวน
รวมกับเชื้อถาใชระยะเวลาที่เหมาะสมก็จะสงผลใหประสิทธิภาพการถายยีนสูง จากการศึกษาของ 
Hoque และคณะ (2005) เล้ียงแคลลัสขาวสายพันธุ Moulata รวมกับเชื้ออะโกรแบคทีเรียมสายเชื้อ 
LBA4404 ที่มีพลาสมิด  pTOK233 โดยเปรียบเทียบระยะเวลาในการเลี้ยงรวมที่  1   2   3   4 และ 5 
วัน พบวา การเลี้ยงชิ้นสวนรวมกับเชื้อเปนเวลา 3 วัน ใหเปอรเซ็นตการแสดงออกของยีน gus 
สูงสุด และเมื่อเล้ียงรวมเปนเวลานานขึ้นมีแนวโนมการแสดงออกของยีน gus ลดลง  ในขณะที่ การ
เล้ียงชิ้นสวนใบของโสมอินเดียรวมกับเชื้ออะโกรแบคทีเรียมสายเชื้อ LBA4404 ที่มีพลาสมิด 
pIG121Hm เปนระยะเวลา 1-6 วัน พบวา การเลี้ยงรวมที่ 5 วัน ใหประสิทธิภาพการแสดงออกของ
ยีน gus สูงสุด และมีแนวโนมลดลงเมื่อเล้ียงรวมเปนระยะเวลา 6 วัน  ทั้งนี้เนื่องจากการเลี้ยง
ช้ินสวนรวมกับเชื้อเปนระยะเวลานานมากเกินไปจะสงผลตออัตราการรอดช ีวิตของชิ้นสวน และมี
ผลใหประสิทธิภาพในการถายยีนลดลงได 
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��µ�¦�ž�’�·�•�¸�ª�œ�³�Ä�œ�„�¦�³�•�ª�œ�„�µ�¦�™�n�µ�¥�¥�¸�œ�Ã�—�¥�Ä�•�o�°�³�Ã�„�¦�Â�•�‡�š�¸�Á�¦�¸�¥�¤ 
 
   กระบวนการถายยีนโดยใชอะโกรแบคทีเรียมตองใชสารปฏิชีวนะในขั้นตอนตาง 
ๆ  ซ่ึงการใชสารปฏิชีวนะดังกลาวอาจสงผลตอประสิทธิภาพในการถายยีนและศักยภาพในการ
พัฒนาเปนพืชตนใหมของพืชบางชนิดได โดยชนิดและความเขมขนของสารปฏิชีวนะที่ใชใน
กระบวนการถายยีนนั้นขึ้นอยูกับวัตถุประสงคที่สําคัญสองประการคือ เพื่อกําจัดเชื้อสวนเกินและ
คัดเลือกชิ้นสวนพืชหลังการปลูกถายยีน 
 
 1. ��µ�¦�ž�’�·�•�¸�ª�œ�³�Ä�œ�„�µ�¦�„�Î�µ�‹�´�—�Á�•�º�Ê�°��n�ª�œ�Á�„�·�œ 
 
   การใชสารปฏิชีวนะกําจัดเชื้อสวนเกินหลังจากการปลูกถายยีนนั้น นับวาเปน
ขั้นตอนที่สําคัญ เพราะถาไมสามารถกําจัดเชื้อออกจากชิ้นสวนพืชหลังการปลูกถายยีนไดนั้น 
นอกจากจะไมสามารถทําการคัดเลือกชิ้นสวนที่ไดรับการถายยีนไดแลว อาจสงผลตออัตราการรอด
ชีวิตของชิ้นสวนพืชได หากตองใชสารปฏิชีวนะในการกําจัดเชื้อเปนระยะเวลานาน สารปฏิชีวนะที่
ใชในการกําจัดเชื้อสวนเกินหลังการถายยีนโดยใชอะโกรแบคทีเรียมแตกตางกันขึ้นอยูกับชนิดของ
สายเชื้ออะโกรแบคทีเรียม และชนิดและชิ้นสวนพืช   เกศณี (2546) ทดสอบผลของสารปฏิชีวนะ      
ซีโฟทาซีม และไทเมนทิน ตอการเจริญของชิ้นสวนใบเลี้ยงมะเขือเทศพันธุสีดาทิพย 3 และ วีเอฟ 
134-1-2 และความสามารถในการกําจัดเชื้ออะโกรแบคทีเรียมสายเชื้อ AGL-1 พบวาสารปฏิชีวนะ
ไทเมนทินความเขมขน 300 มิลลิกรัมตอลิตร เหมาะสมในการกําจัดเชื้อสวนเกินในมะเขือเทศทั้ง
สองสายพันธุ        สุภาวดี (2548) ใชสารปฏิชีวนะซีโฟทาซีมกําจัดเชื้อสวนเกินหลังการถายยีนออก
จากโปรโตคอรม กลวยไมกะเรกะรอนปากเปด พบวา ที่ระดับความเขมขน 200 มิลลิกรัมตอลิตร 
สงผลกระทบตอความมีชีวิตรอดของโปรโตคอรมนอยที่สุด ในขณะเดียวกันที่ความเขมขนนี้
สามารถกําจัดเชื้อ อะโกรแบคทีเรียมได        Wu และคณะ (2005) ใชสารปฏิชีวนะซีโฟทาซีมความ
เขมขน 200 มิลลิกรัมตอลิตรในการกําจัดเชื้ออะโกรแบคทีเรียมในแคลลัสของ ryegrass หลังการ
ปลูกถายยีน   
   นอกจากนี้มีรายงานวา สารปฏิชีวนะซีโฟทาซีมมีผลตอการพัฒนาของเนื้อเยื่อ และ
ในระดับความเขมขนต่ําสามารถชักนําการเกิดยอดในพืชบางชนิดได เชนการศึกษาของ กาญจนา 
(2551) พบวาสารปฏิชีวนะที่ความเขมขน 200 มิลลิกรัมตอลิตร สงเสริมใหโปรโตคอรมสรางยอด
รวมไดสูงสุด 7.13 ยอดตอช้ินสวน ทั้งนี้ผลของสารปฏิชีวนะขึ้นอยูกับชนิดและความเขมขนรวมไป
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ถึงชนิดและชิ้นสวนพืชดวย จึงตองมีการศึกษาหาชนิดและความเขมขนที่ เหมาะสมเพื่อลด
ผลกระทบตอช้ินสวนพืชในกระบวนการถายยีน 
 
 2. ��µ�¦�ž�’�·�•�¸�ª�œ�³�Ä�œ�„�µ�¦�‡�´�—�Á�¨�º�°�„ 
 
   ในขั้นตอนของการคัดเลือกเนื้อเยื่อที่ไดรับการถายยีน การใชสารปฏิชีวนะขึ้นอยู
กับชนิด ของพลาสมิดที่ใชในการถายยีนวาในสวนของ T-DNA มียีนตานทานตอสารปฏิชีวนะชนิด
ใด โดยสวนใหญแลว พบวาพลาสมิดสวนใหญที่นิยมใชจะมียีน hpt และ nptII  ซ่ึงแสดงออกใน
การตานทานตอสารปฏิชีวนะไฮโกรมัยซินและคานามัยซิน ตามลําดับ สวนความเขมขนของสารที่
จะนํามาใชขึ้นอยูกับชนิด และสายพันธุพืช รวมทั้งชนิดของชิ้นสวนพืชที่ใชดวย เชน ใบ  ลําตน 
ราก  หรือ แคลลัส เปนตน เพราะชิ้นสวนแตละชนิดตานทานตอสารปฏิชีวนะตางกัน Darlington 
และคณะ (2009) ศึกษาความเขมขนของสารปฏิชีวนะคานามัยซินตอเปอรเซ็นตการสรางแคลลัส
และยอดของ selenium-hyperaccumulator จากการเพาะเลี้ยง  ราก  ลําตนใตใบเลี้ยง  และใบเลี้ยง 
พบวาสารปฏิชีวนะคานามัยซินเขมขน 40 มิลลิกรัมตอลิตร ช้ินสวนรากใหการสรางแคลลัส 10 
เปอรเซ็นต    ความเขมขน 30 มิลลิกรัมตอลิตร ช้ินสวนลําตนใตใบเลี้ยง และใบเลี้ยง ใหเปอรเซ็นต
การสรางแคลลัส 10 เปอรเซ็นต และความเขมขน 50 มิลลิกรัมตอลิตรชิ้นสวนทั้งสามชนิดไม
สามารถสรางแคลลัสได จึงเปนความเขมขนที่เหมาะสมในการคัดเลือกชิ้นสวนที่ไดรับการถายยีน
ในพืชชนิดนี้   Khanna และ  Raina (1999)   Rachmawati และคณะ (2004)  Hoque และคณะ (2005)  
Kumar  และคณะ (2005) และ ลาวัลย (2543) พบวาอาหารที่เติม ไฮโกรมัยซินความเขมขนตั้งแต  
50 มิลลิกรัมตอลิตรขึ้นไปมีผลตอการเจริญเติบโตของแคลลัสขาวที่ไมไดรับการถายยีนซึ่งทําให
แคลลัสที่ไมไดรับการถายยีนไมสามารถเจริญและพัฒนาได  และจากการศึกษาของ Zhao และคณะ 
(2008)  ศึกษาผลของสารปฏิชีวนะไฮโกรมัยซินตอเปอรเซ็นตการสรางแคลลัสของชิ้นสวนลําตน
ใตใบเลี้ยงของ  Suaeda  salsa      พบวา ที่ระดับความเขมขน 10 มิลลิกรัมตอลิตรเหมาะสมในการ
คัดเลือกชิ้นสวนเนื่องจากสามารถยับยั้งการสรางแคลลัสของพืชชนิดนี้ได       Abdullah และคณะ 
(2005) พบวาสารปฏิชีวนะคานามัยซินที่ระดับความเขมขนตั้งแต 50 – 200 มิลลิกรัมตอลิตร ไมมี
ผลตออัตราการรอดชีวิตของชิ้นสวนเอ็มบริโอที่ยังไมสุกแกของปาลมน้ํามัน แตในกรณีของสาร
ปฏิชีวนะไฮโกรมัยซินนั้นพบวา เอ็มบริโอที่ยังไมสุกแกไมรอดชีวิตหลังวางเลี้ยงบนอาหารที่เติม 
ไฮโกรมัยซินความเขมขน 50 มิลลิกรัมตอลิตร เปนระยะเวลา 4 สัปดาห และท่ีระดับความเขมขน 
20 มิลลิกรัมตอลิตร สงผลใหเอ็มบริโอที่ยังไมสุกแกไมรอดชีวิตหลังวางเลี้ยงเปนระยะเวลา            
8 สัปดาห  
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   การทดสอบชนิดและความเขมขนของสารปฏิชีวนะที่ใชในการคัดเลือกชิ้นสวนที่
ไดรับการถายยีน วาสงผลตออัตราการรอดชีวิตหรือการพัฒนาของชิ้นสวนพืชอยางไรนับวาสําคัญ
เพราะจะไดเปนขอมูลเบื้องตนในการเลือกใชพลาสมิดที่มียีนคัดเลือกที่เหมาะสมกับพืชที่เรา
ตองการศึกษาได 
 
�„�µ�¦�˜�¦�ª�‹��°�•�ž�¦�³��·�š�›�·�£�µ�¡�„�µ�¦�™�n�µ�¥�¥�¸�œ 
 

 เมื่อเซลลพืชไดรับยีนเขาไปภายในเซลลภายในเวลา 24 - 48 ช่ัวโมง สามารถ
ตรวจสอบการแสดงออกของยีนได  เรียกการแสดงออกนี้วา transient expression  ซ่ึงวิธีการ
ตรวจสอบขึ้นอยูกับยีนรายงานผลที่เลือกใช และสําหรับการคัดเลือกเซลลพืชที่ไดรับการถายยีนจะ
มียีนคัดเลือก ซ่ึงทําใหเซลลพืชดังกลาวเจริญไดในอาหารเพาะเลี้ยงที่เติมสารบางชนิดที่สอดคลอง
กับคุณสมบัติของยีนคัดเลือกนั้น ทําใหสามารถแยกเซลล หรือเนื้อเยื่อที่ไดรับยีนออกจากเซลล หรือ
เนื้อเยื่อที่ไมไดรับยีนได  สวนการตรวจสอบวาแตละตนพืชที่พัฒนาไดมียีนเปาหมายสอดแทรกอยู
ในโครโมโซมหรือไม  นิยมทําโดยการสกัดดีเอ็นเอแลวตรวจสอบหายีนเปาหมายดวยเทคนิค 
polymerase chain reaction (PCR) (Chai et al., 1994; Knapp et al., 2000; Li et al., 2005) หรือ 
เทคนิค southern blot hybridization (Men et al., 2003; Mishiba et al., 2005) นอกจากนี้อาจ
ตรวจสอบคุณภาพของพืชดัดแปลงพันธุกรรมที่ไดในแปลงทดลองเพื่อประเมินคุณภาพระหวางตน
ที่ไดรับการถายยีนและตนที่ไมไดรับการถายยีน เพื่อคัดเลือกสายพันธุที่จะใชเปนประโยชนตอไป 

 
�„�µ�¦�ž�¨�¼�„�™�n�µ�¥�¥�¸�œ�Ä�œ�ž�µ�¨�r�¤�œ�Ê�Î�µ�¤�´�œ  
 

 Chowdhury และคณะ (1997) ศึกษาชนิดของโปรโมเตอรที่มีความเหมาะสมตอ
การแสดงออกของยีน gus โดยทําการถายยีนเขาสูเอ็มบริโอเจนิคแคลลัสและใบออนของปาลมน้ํามัน 
พบวา โปรโมเตอร Emu (a recombinant truncated maize alcohol dehydrogenase l) สงเสริมการ
แสดงออกของยีน gus ไดสูงสุด เมื่อเปรียบเทียบกับโปรโมเตอร Ubi1 (maize ubiquitin l)             
Actl (rice actin l)   35S (cauliflower mosaic virus 35S) และ Adhl (maize alcohol dehydrogenase)  

 Parveez และคณะ (1998) ศึกษาการถายยีนเขาสูปาลมน้ํามันโดยใชเครื่องยิง
อนุภาค โดยใชช้ินสวนคัพภะปาลมน้ํามันที่เพาะเลี้ยงบนอาหารที่เติมน้ําตาลแมนนิทอลเขมขน 0.4 
โมลาร เปนเวลา 2 ช่ัวโมงกอนยิง และ 4 ช่ัวโมงหลังยิง ใชปริมาณดีเอ็นเอที่สนใจ 1.50 ไมโครกรัม 
เคลือบอนุภาคทองที่มีขนาดเสนผานศูนยกลาง 1 ไมโครเมตรรวมดวยแคลเซียมคลอไรดเขมขน 2.5 
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โมลาร และสเปอรมิดีน เขมขน 0.1 โมลาร ใชระดับแรงดันกาซฮีเล่ียม 900-1100 ปอนดตอ
ตารางนิ้ว แรงดันสุญญากาศ 27 นิ้วปรอท และปรับระยะหางระหวางหัวกระสุนกับเนื้อเยื่อเปาหมาย
เทากับ 11 เซนติเมตร ทําการตรวจสอบการแสดงออกของยีน gus เปนเวลา 2 วันหลังจากยิงยีนเปน
สภาพที่เหมาะสมที่สุด        Lee และคณะ (2006) ศึกษาการถายยีน Cry1A(b) เขาสูเอ็มบริโอที่ยังไม
สุกแกของปาลมน้ํามันอายุ 9-11 สัปดาหหลังจากผสมเกสร ดวยเครื่องยิงอนุภาค โดยใชปริมาณดี
เอ็นเอที่สนใจ 2.50 ไมโครกรัม เคลือบอนุภาคทอง 3 มิลลิกรัม รวมดวยแคลเซียมคลอไรดเขมขน 
2.5 โมลาร และสเปอรมิดีน เขมขน 0.1 โมลาร  ใชระดับแรงดันกาซฮีเล่ียม 900 ปอนดตอตารางนิ้ว 
ปรับระยะหางระหวางหัวกระสุนกับเนื้อเยื่อเปาหมายเทากับ 6 เซนติเมตร พบการแสดงออกแบบ
ช่ัวคราวของยีน gus  81-100  เปอรเซ็นต หลังจากถายยีนเปนเวลา 3 วัน  และตรวจพบการคงอยูของ
ยีน Cry1A(b) ดวยวิธี PCR  จากการศึกษาขางตนเขาสรุปวา การถายยีนดวยวิธีการดังกลาวขึ้นอยูกับ 
3 ปจจัย คือ ปจจัยทางกายภาพ ปจจัยทางเคมี และปจจัยทางชีวภาพ 

  การถายยีนเขาสูปาลมน้ํามันโดยใช อะโกรแบคทีเรียมนั้น  Abdullah และคณะ 
(2005) ทําการถายยีนเขาสูคัพภะปาลมน้ํามันดวยอะโกรแบคทีเรียมสายเชื้อ LBA4404 ที่มี พลาสมิด 
pCAMBIA1301 ซ่ึงมียีน gus เปนยีนรายงานผล และยีน hpt เปนยีนคัดเลือกในพืช บมเชื้อรวมกับ
เอ็มบริโอเจนิคแคลลัสปาลมน้ํามันเปนเวลา 30 นาที และเลี้ยงรวมเปนเวลา 3 วัน ที่อุณหภูมิ 28 
องศาเซลเซียส ในที่มืด พบวา มีการแสดงออกของยีน gus สูงถึง 64.4% สวนคัพภะปาลมน้ํามันที่
ไมไดรับการถายยีน ไมพบการแสดงออกของยีน gus         Masli และคณะ (2008) ถายยีนเขาสู
เอ็มบริโอเจนิคแคลลัสปาลมน้ํามันโดยใชอะโกรแบคทีเรียมสายเชื้อ LBA4404 ที่มีพลาสมิด 
pCAMBIA1300bUba  ตรวจสอบประสิทธิภาพการถายยีนโดยการตรวจสอบการตานทานตอ      
สาร Basta และยืนยันผลดวยการทํา PCR  Dot blot  และ Southern blot        Fuad และคณะ (2008)     
ถายยีนเขาสูเอ็มบริโอที่ยังไมสุกแกของปาลมน้ํามันโดยใชอะโกรแบคทีเรียมสายเชื้อ LBA4404 
เปรียบเทียบชนิดของพลาสมิด 3 ชนิดคือ pAF2 (binary vector)    pAF4 (super binary vector) 
และพลาสมิด pMR505 (เปนพลาสมิดเปรียบเทียบ) พบวา การแสดงออกของยีน gus แตกตางกันใน
แตละพลาสมิด  โดยพลาสมิด pAF2  ใหการแสดงออกของยีน gus  52.6-85.7  เปอรเซ็นต สวน 
พลาสมิด pAF4 ใหการแสดงออกของยีน gus  70.5-96.7   และพลาสมิด  pMR505 ใหการ
แสดงออกของยีน gus  80.9-93.8 เปอรเซ็นต  

 การปรับปรุงพันธุพืชโดยการถายยีนเปนวิธีการที่รวดเร็วและใหผลที่แนนอน  
ปจจุบันวิธีการนี้จึงเปนที่นิยมของนักปรับปรุงพันธุพืช  อยางไรก็ตามการปลูกถายยีนเปนวิธีการที่มี
ปจจัยที่เกี่ยวของหลายปจจัย  จากรายงานการศึกษาการถายยีนในปาลมน้ํามันขางตนจะเห็นไดวา 
การถายยีนโดยใชเครื่องยิงอนุภาคนั้นไดมีการศึกษาถึงปจจัยตางๆ ทั้งปจจัยทางกายภาพ ปจจัยทาง



 

บทที่  2 
 

วัสดุ อุปกรณ และวิธีการ 
 
วัสดุ อุปกรณ 
 
 1.  วัสดุ 
 
 1.1  วัสดุพืช 
 

  ในการศึกษานี้ใชเอ็มบริโอเจนิคแคลลัสที่ชักนําจากเอ็มบริโอที่ยังไมสุกแกเปน
เวลา 2 ป (โคลนกระบี่) (ภาพที่ 2 ก) และชักนําจากใบออนของตนปาลมน้ํามันจากสถานีวิจัยและฝก
ภาคสนามเทพา เปนเวลา 9  ป (โคลนเทพา) (ภาพที่ 2 ข) แคลลัสจากทั้งสองแหลงยายเล้ียงทุก ๆ 
เดือนจนครบเวลาดังกลาว บนอาหารสูตร MS เติมสารควบคุมการเจริญเติบโตไดแคมบา ความ
เขมขน 0.3 มิลลิกรัมตอลิตร กรดแอสคอรบิค ความเขมขน 200 มิลลิกรัมตอลิตร น้ําตาลซูโครส 3 
เปอรเซ็นต วุน 0.75 เปอรเซ็นต สูตรอาหารขางตนปรับคาความเปนกรดดาง 5.7 เพาะเลี้ยงภายใต
สภาพแสง 14 ช่ัวโมงตอวัน  อุณหภูมิ 26±2 องศาเซลเซียส  

 
 

 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 2 เอ็มบริโอเจนิคแคลลัสปาลมน้ํามันที่วางเลี้ยงบนอาหารสูตร MS เติมไดแคมบาเขมขน 0.3

มิลลิกรัมตอลิตรและกรดแอสคอรบิคเขมขน 200 มิลลิกรัมตอลิต (บาร=10 มิลลิเมตร) 
   ก โคลนกระบี ่         ข โคลนเทพา 

18 

ก ข 
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 1.2  เชื้ออะโกรแบคทีเรียม 
 
  เชื้อ Agrobacterium tumefaciens  ที่ใชในการศึกษานี้มี 2 สายเชื้อ คือ สายเชื้อ 
AGL-1  และสายเชื้อ EHA105 ที่มีพลาสมิด pCAMBIA1301   pCAMBIA1302  และ 
pCAMBIA1304  แตละพลาสมิดมียีน gus อยูภายใตการควบคุมของ CaMV35S promoter และ 
nopaline synthase polyadenylation (Nos polyA) เปนยีนรายงานผล  และยีน hpt  อยูภายใตการ
ควบคุมของ CaMV35S promoter และ CaMV35S polyadenylation (CaMV35S polyA) เปนยีน
คัดเลือก โดยท่ียีน gus  ในพลาสมิด pCAMBIA1301 มีบริเวณที่ตัดไดโดยเอนไซมตัดจําเพาะ 2  
ตําแหนง (Gus first exon และ GusA second exon) และพลาสมิด pCAMBIA1304  มีทั้งสวนของยีน 
gus  และ ยีน gfp   รายละเอียดโครงสรางพลาสมิดทั้งสามแสดงในภาคผนวกที่ 8   9  และ 10  

 
1.3  สารเคมี 
 

 1.3.1  สารเคมีที่ใชเปนองคประกอบในสูตรอาหารเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพืช 
          -  สารเคมีที่ใชเปนองคประกอบสูตรอาหาร MS 

           -  สารควบคุมการเจริญเติบโตไดแคมบา และกรดแอสคอรบิค  
 -  น้ําตาลซูโครส 
 -  วุน 
 1.3.2  สารเคมีที่เปนองประกอบในอาหารเพาะเลี้ยงเชื้ออะโกรแบคทีเรียม 
          -  สารเคมีที่ใชเปนองคประกอบสูตรอาหาร LB 
 -  สารปฏิชีวนะ คานามัยซิน  ซีโฟทาซีม และ ไฮโกรมัยซิน 
 1.3.3  สารเคมีที่ใชในการตรวจสอบกิจกรรมของ GUS คือ  
 -  5-Bromo-4-chloro-3-indolyl-ß-D-glucuronic acid (X-Gluc) 
 -  Dimethyl sulfoxide (DMSO) 
 -  Sodium phosphate  
 -  Triton X – 100 
 -  Methanol 70 และ 90 เปอรเซ็นต  
 1.3.4 สารเคมีที่ใชในการสกัดดีเอ็นเอ 
  -  Tris EDTA (TE) buffer 
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  -  Sodium dodecyl sulphate (SDS) 
  -  Ammonium acetate  
  -  Isopropanol 
  -  Alcohol 70 เปอรเซ็นต  
 1.3.5  สารเคมีที่ใชในการทํา PCR 
 -  Deoxy nucleotide triphosphate (dNTP) 
 -  เอนไซม Taq polymerase 
 -  ไพรเมอร 
 -  DNA template 
 1.3.6  สารเคมีที่ใชทําอิเล็คโตรโฟรีซิส 
 -  Tris-borate-EDTA (TBE) buffer 
 -  Agarose gel 
 -  Loading dye 
 -  Marker DNA 
 -  Ethidium bromide 
 
 2.  อุปกรณการทดลอง 
 
 2.1  เครื่องมือและอุปกรณที่ใชในการเตรียมอาหาร 
 -  เครื่องชั่งทศนิยม 2 และ 4 ตําแหนง 
 -  เครื่องคนสารละลายพรอมแทงแมเหล็ก 
 -  เครื่องวัดความเปนกรด-ดาง  ตูอบไมโครเวฟ 
 -  หมอนึ่งความดันไอ 

-  เครื่องแกวที่ใชในการทดลอง เชน  หลอดทดลอง จานเพาะเชื้อ ฟลาสค 
    บีกเกอร  ขวดปรับปริมาตร  

 -   ตูเย็นและตูแชแข็ง 
 2.2  เครื่องมือและอุปกรณที่ใชในการยายเลี้ยงและวางเลี้ยง 
 -  ตูยายเลี้ยงเนื้อเยื่อพืช 
 -  ลูปสําหรับเขี่ยเชื้ออะโกรแบคทีเรียม 
 -  ชุดเครื่องมือ ประกอบดวย ปากคีบ และมีดผาตัด 
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 -  เครื่องเขยาเลี้ยง 
           - ช้ันวางเลี้ยงควบคุมอุณหภูมิและแสง 

 2.3  เครื่องมือและอุปกรณที่ใชในการถายยีน  สกัดดีเอ็นเอ  และทําอิเล็คโตรโฟรีซีส 
 -  ตูบมเชื้อ 
 -  เครื่องวัดคาการดูดกลืนแสง 
 -  ไมโครไปเปต 
 -  ชุดกรองมิลิพอรสําหรับกรองสารปฏิชีวนะ 
 -  อางควบคุมอุณหภูมิ 
 -  โกรงบดตัวอยางและหลอดเอฟเพนดอรฟ 
 -  เครื่อง PCR 
 -  เครื่องอิเล็คโตรโฟรีซีส 
 -  Gel documentation  
 -  กลองถายรูป 
 

3. การเตรียมเชื้ออะโกรแบคทีเรียม 
  
  เล้ียงเชื้อบนอาหารแข็งสูตร Luria and Bertani broth (LB) เติมคานามัยซินความ
เขมขน 50 มิลลิกรัมตอลิตร วางเลี้ยงที่อุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส ในสภาพมืดเปนระยะเวลา 2 วัน 
เลือกโคโลนีเดี่ยว ๆ มาเลี้ยงในอาหารเหลวสูตรเดิมปริมาตร 30 มิลลิลิตร เขยาดวยความเร็วรอบ 
120 รอบตอนาทีเปนเวลา 24 ช่ัวโมง หลังจากนั้นนําสารแขวนลอยเชื้อที่ไดมาปรับความหนาแนน
ของเชื้อดวยอาหารเหลวสูตร MS เติมอะซิโตไซริงกอนความเขมขน 200 ไมโครโมลาร และวัดคา
การดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่นแสง 600 นาโนเมตร (OD600) กอนนําไปเลี้ยงรวมกับเอ็มบริโอเจนิค
แคลลัส 
 
4.  การตรวจสอบการปลูกถายยีน 
 
     4.1 การตรวจสอบผลของการถายยีนโดยการวิเคราะหกิจกรรมของยีน gus 
 
  นําเอ็มบริโอเจนิคแคลลัสมาตรวจสอบการแสดงออกของยีน gus ตามวิธีการของ 
Jefferson และคณะ (1987) โดยสุมเอ็มบริโอเจนิคแคลลัสหลังจากการถายยีนมาใสในไมโครเพลท 
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96 หลุม (96-well) บมในสารละลายตั้งตนของ เอนไซม GUS (ß-glucuronidase) ซ่ึงประกอบดวย  
X-Gluc (5-bromo-4-chloro-3-indolyl-glucuronide) ใน DMSO (dimethyl sulfoxide) เขมขน 10%    
และ NaPO4  เขมขน 50 มิลลิโมลาร เติมสวนผสมของสารละลาย X-Gluc ใหทวมชิ้นสวน นําไปวาง
ในตูควบคุมอุณหภูมิที่ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ช่ัวโมง ดูดสารละลายบัฟเฟอรออกแลวเติม 
เมทธิลแอลกอฮอลเขมขน 70% ทําซ้ําจนกวาสารละลายใสหรือมองเห็นจุดสีน้ําเงิน 
 
  4.2  การสกัดดเีอ็นเอ และการตรวจสอบปริมาณดีเอ็นเอ 
 
   นําเอ็มบริโอเจนิคแคลลัสหลังการปลูกถายยีน 8 สัปดาห ประมาณ 0.05 กรัม
น้ําหนักสด  มาสกัดดีเอ็นเอ ตามวิธีการของ Te-chato (2000) เก็บตัวอยางที่ตองการตรวจสอบใส
หลอดเอฟเพนดอรฟ  เติม TE บัฟเฟอรปริมาตร  150 ไมโครลิตร (Tris-HCl  20 mM  pH 8.0 และ 
EDTA 0.1 mM)    เติมโซเดียมโดดิซิลซัลเฟต  เขมขน 10 เปอรเซ็นตปริมาตร   20  ไมโครลิตร บด
ใหละเอียดดวยแทงแกว   แลวนําไปบมที่อุณหภูมิ  70  องศาเซลเซียส  เปนเวลา  15  นาที  เติม
แอมโมเนียมอะซิเตตความเขมขน  5 โมลาร  ปริมาตร  110 ไมโครลิตร   ผสมใหเขากันดวยเครื่อง
ปนผสมสารตัวอยาง  บมที่อุณหภูมิ  0 องศาเซลเซียสนาน   30  นาที  นําไปปนเหวี่ยงที่ความเร็ว
รอบ  15,000  รอบตอนาที  เปนเวลา  10  นาที  ดูดสารละลายสวนใสตอนบนใสหลอด               
เอฟเพนดอรฟหลอดใหม เติมไอโซโพรพานอลปริมาตร  500  ไมโครลิตรวางไวที่อุณหภูมิหอง  10  
นาที กลับหลอดเบา  ๆ   นําไปปนเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ  15,000  รอบตอนาที  เปนเวลา  10  นาที  
ลางดวยเอธานอล  70 เปอรเซ็นต  และนําไปปนเหวี่ยงอีกครั้งที่ความเร็วรอบ  15,000  รอบตอนาที  
เปนเวลา  5  นาที จะเห็นดีเอ็นเอตกตะกอนอยูกนหลอด   เทสารละลายสวนบนทิ้ง  ตากใหแหง 
จากนั้นเติม  TE บัพเฟอรปริมาตร  20 ไมโครลิตร   เก็บไวที่อุณหภูมิ  -30  องศาเซลเซียส เพื่อใชใน
การตรวจสอบยีน gus และยีน hpt  ดวยวิธี PCR    กอนทํา PCR นําดีเอ็นเอที่สกัดไดมาตรวจสอบ
ปริมาณดีเอ็นเอ โดยการทําอิเล็คโตรโฟรีซีสบนอะกาโรสเจลความเขมขน 0.7 เปอรเซ็นต ใช
แรงเคลื่อนไฟฟา 100 โวลตในสารละลาย TAE บัฟเฟอร (Tris-acetic acid-
ethylenediaminetetraacetic acid) เปนเวลา 20 นาที ยอมสีแถบดีเอ็นเอดวยเอธีเดียมโบรไมด  
ตรวจสอบผลภายใตแสงอัลตราไวโอเลต  260 นาโนเมตร ดวยเครื่อง  Gel documentation  
เปรียบเทียบดีเอ็นเอที่สกัดไดกับดีเอ็นเอมาตรฐาน 
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  4.3  การตรวจสอบผลการถายยีนดวยเทคนคิ  PCR 
 

นํา ดีเอ็นเอ ที่ไดมาเพิ่มปริมาณดวยเทคนิค PCR โดยใชไพรเมอรที่เฉพาะเจาะจง
กับยีน hpt คือ F-primer 5'-CCTGAACTCACCGCGACG-3' และ R-primer 5'-
AAGACCAATGCGGAGCATATA-3' ใหช้ินสวนดีเอ็นเอขนาด 800 คูเบส  สวนไพรเมอรที่
เฉพาะเจาะจงกับยีน gus  คือ  F-primer 5'-CTGCGACGCTCACACCGATAC-3' และ R-primer 5'-
TCACCGAAGTTCATGCCAGTCCAG-3' ใหช้ินสวน ดีเอ็นเอขนาด 441 คูเบส  ปฏิกิริยา PCR ใช 
ดีเอ็นเอของพืช 10 นาโนกรัม  ดีเอ็นเอของ พลาสมิด pCAMBIA1304    10 นาโนกรัม (ชุดควบคุม) 
สวนผสมของปฏิกิริยา PCR ปริมาตร 20 ไมโครลิตร  ประกอบดวย dNTP เขมขน 20 ไมโครโมลาร  
MgCl2 เขมขน 2.0 มิลลิโมลาร  ไพรเมอรทั้ง 2 ชนิด  อยางละ 0.2 ไมโครโมลาร  และ Taq DNA 
polymerase 2.0 ยูนิต  ทําปฏิกิริยา PCR ที่อุณหภูมิ เวลา และจํานวนรอบที่จําเพาะสําหรับแตละยีน 
(รายละเอียดการทําปฏิกิริยา PCR แสดงใน ภาคผนวกที่ 3)  เมื่อปฏิกิริยา PCR ส้ินสุดลง  นําดีเอ็นเอ 
ที่ไดจากการเพิ่มปริมาณมาวิเคราะหขนาดดวยวิธีอิเล็คโตรโฟรีซีสบนอะกาโรสเจลเขมขน 1.5 
เปอรเซ็นต 
  
วิธีการศึกษา 
 
1. ศึกษาผลของความเขมขนของสารปฏิชีวนะซีโฟทาซีม 
 
  1.1 สารปฏิชีวนะซีโฟทาซีมตออัตราการรอดชีวิตของเอ็มบริโอเจนิคแคลลัส 
  
   นําเอ็มบริโอเจนิคแคลลัสปาลมน้ํามันมาวางเลี้ยงบนอาหารสูตร MS เติมไดแคมบา
ความเขมขน 1 มิลลิกรัมตอลิตร  กรดแอสคอรบิคความเขมขน 200  มิลลิกรัมตอลิตร น้ําตาลซูโครส 
3 เปอรเซ็นต วุน 0.75 เปอรเซ็นต ปรับคาความเปนกรดดางเทากับ 5.7 เติมสารปฏิชีวนะซีโฟทาซีม
เขมขน 0  100  150  200  250  300 และ 400  มิลลิกรัมตอลิตร วางเลี้ยงภายใตการใหแสง 14 ช่ัวโมง
ตอวัน ที่อุณหภูมิ 26±2 องศาเซลเซียส  วางเล้ียงในจานเพาะเลี้ยงขนาดเสนผานศูนยกลาง 10 
เซนติเมตร บรรจุอาหาร 20 มิลลิลิตร ทําการทดลอง 5 ซํ้า แตละจานเพาะเลี้ยงวางเลี้ยง 9 กลุมกลุมละ 
20 แคลลัส คิดเปน 1 ซํ้า บันทึกเปอรเซ็นตการรอดชีวิตของเอ็มบริโอเจนิคแคลลัสทุกสัปดาหเปน
ระยะเวลา 6 สัปดาห เปรียบเทียบกันในแตละความเขมขนของซีโฟทาซีมโดยใชแผนการทดลอง
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แบบ CRD (Completely Randomized Design)  เปรียบเทียบความแตกตางของคาเฉลี่ยโดยวิธี 
DMRT (Ducan’s New Multiple Range Test) 
 
 1.2 ประสิทธิภาพของสารปฏิชีวนะซีโฟทาซีมในการกําจัดเชื้ออะโกรแบคทีเรียม 
 
   นําเอ็มบริโอเจนิคแคลลัสมาเลี้ยงรวมกับสารละลายเชื้ออะโกรแบคทีเรียมสายเชื้อ 
AGL-1 ที่มีพลาสมิด pCAMBIA1304 (OD600 =1.0) เปนระยะเวลา 12 ช่ัวโมง หลังจากนั้นนํา
เอ็มบริโอเจนิคแคลลัสไปแชในอาหารเหลวเติมซีโฟทาซีมความเขมขน 400 มิลลิกรัมตอลิตรเปน
เวลา 10 นาที ตามดวยอาหารเหลวอีก 5 นาทีเพื่อเจือจางความเขมขนของสารปฏิชีวนะซีโฟทาซีม 
หลังจากนั้นซับดวยกระดาษกรองนึ่งฆาเชื้อ และวางเลี้ยงบนอาหารสูตร MS เติมสารปฏิชีวนะ     
ซีโฟทาซีมเขมขน 0   100   150   200   250   300 และ 400  มิลลิกรัมตอลิตรวางเลี้ยงใน             
สภาพมืดที่อุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส โดยวางเลี้ยงในจานเพาะเลี้ยงขนาดเสนผานศูนยกลาง         
10 เซนติเมตร บรรจุอาหาร 20 มิลลิลิตร  ทําการทดลอง 4 ซํ้า แตละจานเพาะเลี้ยงวางแคลลัส  5 กลุม 
ๆ  ละ  15-20 แคลลัส คิดเปน 1 ซํ้า ตรวจนับการปนเปอนของเชื้ออะโกรแบคทีเรียมหลังวางเลี้ยงทุก
สัปดาหเปนระยะเวลา 4 สัปดาห เปรียบเทียบกันในแตละความเขมขนของซีโฟทาซีม  
 
2.  ศึกษาความเขมขนของสารปฏิชีวนะไฮโกรมัยซินตออัตรารอดชีวิตของเอ็มบริโอเจนิคแคลลัส 
 
   นําเอ็มบริโอเจนิคแคลลัสวางเลี้ยงบนอาหารสูตร MS เติมไดแคมบาความเขมขน 1 
มิลลิกรัมตอลิตร  กรดแอสคอรบิคความเขมขน 200  มิลลิกรัมตอลิตร น้ําตาลซูโครส 3 เปอรเซ็นต 
วุน 0.75 เปอรเซ็นต ปรับคาความเปนกรดดางเทากับ 5.7  เติมสารปฏิชีวนะไฮโกรมัยซินเขมขน 0  
10  20  30  40 และ 50 มิลลิกรัมตอลิตร วางเลี้ยงภายใตการใหแสง 14 ช่ัวโมงตอวัน  ที่อุณหภูมิ 
26±2 องศาเซลเซียส โดยวางเลี้ยงในจานเพาะเลี้ยงขนาดเสนผานศูนยกลาง 10 เซนติเมตร บรรจุ
อาหาร 20 มิลลิลิตร ทําการทดลอง 5 ซํ้า แตละจานเพาะเลี้ยงวางเลี้ยง 9 กลุมกลุมละ 20 แคลลัส คิด
เปน 1 ซํ้า บันทึกเปอรเซ็นตการรอดชีวิตของเอ็มบริโอเจนิคแคลลัสทุกสัปดาหเปนระยะเวลา 6 
สัปดาห  เปรียบเทียบกันในแตละความเขมขนของไฮโกรมัยซินโดยใชแผนการทดลองแบบ CRD 
เปรียบเทียบความแตกตางของคาเฉลี่ยโดยวิธี DMRT 
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3.  ศึกษาปจจัยชีวภาพที่มีผลตอประสิทธิภาพการปลูกถายยีนเขาสูเอ็มบริโอเจนิคแคลลัส 
 
 3.1 ผลของแหลงท่ีมาของชิน้สวนพชื 
 
   นําเอ็มบริโอเจนิคแคลลัสปาลมน้ํามันที่ชักนําจากใบออนของตนปาลมโคลนเทพา
และ โคลนกระบี่บมรวมกับเชื้ออะโกรแบคทีเรียมสายเชื้อ  AGL-1  ที่มีพลาสมิด pCAMBIA 1304 
ปรับความหนาแนนเชื้อโดยการวัดคาการดูดกลืนแสงที่ 600 นาโนเมตร เทากับ 0.6 เปนระยะเวลา 2 
ช่ัวโมง ยายแคลลัสไปเลี้ยงรวมกับเชื้อ (co-cultivation) บนอาหารสูตร MS เติมอะซิโตไซริงกอน  
ความเขมขน 200 ไมโครโมลาร ในสภาพมืดเปนระยะเวลา 3 วัน หลังจากนั้นนําเอ็มบริโอเจนิค
แคลลัสมากําจัดเชื้อสวนเกินโดยการแชในอาหารเหลวเติมซีโฟทาซีมความเขมขน 400 มิลลิกรัมตอ
ลิตรเปนเวลา 10 นาที ตามดวยอาหารเหลวอีก 5 นาที จากนั้นซับดวยกระดาษกรองนึ่งฆาเชื้อ และ
วางเลี้ยงบนอาหารสูตร MS เติมซีโฟทาซีมความเขมขนที่ดีที่สุดจากการทดลองที่ 1 เปนระยะเวลา 2 
สัปดาห คัดเลือกเอ็มบริโอเจนิคแคลลัสโดยการวางเลี้ยงบนอาหารที่เติมสารปฏิชีวนะไฮโกรมัยซิน 
ความเขมขนที่ดีที่สุดจากการทดลองที่ 2 เพาะเลี้ยงภายใตสภาพการใหแสง 14 ช่ัวโมงตอวัน ที่
อุณหภูมิ 26±2 องศาเซลเซียส ทําการทดลอง 5 ซํ้า แตละจานเพาะเลี้ยงวางเลี้ยง 9 กลุมกลุมละ 30-
40 แคลลัส คิดเปน 1 ซํ้า หลังการถายยีนเปนระยะเวลา 4  สัปดาหบันทึกเปอรเซ็นตแคลลัสที่
ตานทาน ไฮโกรมัยซินโดยการตรวจนับความมีชีวิตของเอ็มบริโอเจนิคแคลลัส และตรวจสอบการ
แสดงออกของยีน gus  ตามวิธีการในขอ 4.1 เปรียบเทียบกันในแตละชิ้นสวนโดยใชแผนการ
ทดลองแบบ CRD และเปรียบเทียบคาเฉลี่ยโดยวิธี LSD 
 
  3.2 ผลของสายเชื้ออะโกรแบคทีเรียม และพลาสมิด 
 
     นําเอ็มบริโอเจนิคแคลลัสโคลนที่ใหผลดีที่สุดในการทดลองที่ 3.1 อายุ 4 สัปดาห
บมรวมกับเชื้ออะโกรแบคทีเรียม 2 สายเชื้อคือ  EHA105 และ AGL-1  ซ่ึงแตละสายเชื้อมีพลาสมิด  
3 ชนิดคือ pCAMBIA1301  pCAMBIA1302  และ pCAMBIA1304 ปรับความหนาแนนของเชื้อโดย
การวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่นแสง 600 นาโนเมตรเทากับ 0.6  บมชิ้นสวนรวมกับเชื้อ
เปนระยะเวลา 2 ช่ัวโมง นําเอ็มบริโอเจนิคแคลลัสมาซับดวยกระดาษกรอง จากนั้นนํามาเลี้ยงรวม
บนอาหารสูตร MS เติมอะซิโตไซริงกอน ความเขมขน 200 ไมโครโมลาร ในสภาพมืดเปน
ระยะเวลา 3 วัน  จากนั้นกําจัดเชื้อสวนเกินและคัดเลือกเอ็มบริโอเจนิคแคลลัสตามวิธีการในการ
ทดลองที่ 3.1 วางเลี้ยงภายใตการใหแสง 14 ช่ัวโมงตอวัน ที่อุณหภูมิ 26±2 องศาเซลเซียส โดยวาง
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เล้ียงในหลอดทดลองขนาด  25×150 มิลลิลิตร ซ่ึงบรรจุอาหาร 10 มิลลิลิตร ทําการทดลอง 4 ซํ้า ซํ้า
ละ 5 หลอด หลังการถายยีนเปนระยะเวลา 2 สัปดาห สุมเอ็มบริโอเจนิคแคลลัสในแตละชุดการ
ทดลองจํานวน 20 – 25 แคลลัส มาตรวจสอบการแสดงออกของยีน gus  ตามวิธีการในขอ 4.1 และ
หลังการถายยีนเปนระยะเวลา 6 สัปดาห  บันทึกเปอรเซ็นตการรอดชีวิตโดยคํานวณจากจํานวน
เอ็มบริโอเจนิคแคลลัสที่มีการสรางโซมาติกเอ็มบริโอตอจํานวนทั้งหมดที่วางเลี้ยง  เปรียบเทียบกัน
ในแตละสายเชื้อโดยใชแผนการทดลองแบบ CRD เปรียบเทียบความแตกตางของคาเฉลี่ยโดยวิธี 
DMRT  
 
 3.3 ผลของอายุของเอ็มบริโอเจนิคแคลลัส 
 
   นําเอ็มบริโอเจนิคแคลลัสโคลนที่ใหผลดีที่สุดในการทดลองที่ 3.1 วางเล้ียงบน
อาหารสูตร MS เติมไดแคมบาความเขมขน 0.3 มิลลิกรัมตอลิตร อายุ  2    3    4    5  และ  6  สัปดาห
หลังการยายเลี้ยงมาบมรวมกับเชื้ออะโกรแบคทีเรียมสายเชื้อที่ใหประสิทธิภาพการถายยีนสูงในการ
ทดลองที่ 3.2  ซ่ึงปรับความหนาแนนของเชื้อโดยการวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่นแสง 600 
นาโนเมตรเทากับ 0.6  เปนเวลา 4 ช่ัวโมง นําเอ็มบริโอเจนิคแคลลัสมาซับดวยกระดาษกรอง จากนั้น
นํามาเลี้ยงรวมบนอาหารสูตร MS เติมอะซิโตไซริงกอนความเขมขน 200 ไมโครโมลาร ในสภาพ
มืดเปนระยะเวลา 3 วัน  จากนั้นกําจัดเชื้อสวนเกินและคัดเลือกเอ็มบริโอเจนิคแคลลัสตามวิธีการใน
การทดลองที่ 3.1 วางเล้ียงภายใตการใหแสง 14 ช่ัวโมงตอวัน ที่อุณหภูมิ 26±2 องศาเซลเซียส โดย
วางเลี้ยงในหลอดทดลองขนาด  25×150 มิลลิลิตร ซ่ึงบรรจุอาหาร 10 มิลลิลิตร ทําการทดลอง 4 ซํ้า 
ซํ้าละ 5 หลอด หลังการถายยีนเปนระยะเวลา 2 สัปดาห สุมเอ็มบริโอเจนิคแคลลัสในแตละชุดการ
ทดลองจํานวน 20 – 25 แคลลัส มาตรวจสอบการแสดงออกของยีน gus  ตามวิธีการในขอ 4.1 และ
หลังการถายยีนเปนระยะเวลา 6 สัปดาห  บันทึกเปอรเซ็นตการรอดชีวิตโดยคิดจากจํานวนเอ็มบริโอ
เจนิคแคลลัสที่มีการสรางโซมาติกเอ็มบริโอตอจํานวนทั้งหมดที่วางเลี้ยง  เปรียบเทียบกันในแตละ
อายุของเอ็มบริโอเจนิคแคลลัสโดยใชแผนการทดลองแบบ CRD เปรียบเทียบความแตกตางของ
คาเฉลี่ยโดยวิธี DMRT  
 
 
 
 



บทที่ 3 
 

ผล 
 

1. ศึกษาผลของความเขมขนของสารปฏิชีวนะซีโฟทาซีม 
 
  1.1 สารปฏิชีวนะซีโฟทาซีมตออัตราการรอดชีวิตของเอ็มบริโอเจนิคแคลลัส 
 
   จากการวางเล้ียงเอ็มบริโอเจนิคแคลลัสบนอาหารสูตร MS เติมไดแคมบาความ
เขมขน 1 มิลลิกรัมตอลิตร  กรดแอสคอรบิคความเขมขน 200  มิลลิกรัมตอลิตร น้ําตาลซูโครส 3 
เปอรเซ็นต วุน 0.75 เปอรเซ็นต ปรับ pH 5.7  รวมกับสารปฏิชีวนะซีโฟทาซีมความเขมขน 0  100   
150   200   250  300 และ 400 มิลลิกรัมตอลิตร  ภายใตการใหแสง 14 ช่ัวโมงตอวัน  ท่ีอุณหภูมิ 
26±2 องศาเซลเซียส พบวา อัตราการรอดชีวิตของเอ็มบริโอเจนิคแคลลัสหลังวางเล้ียงเปนเวลา 6 
สัปดาหลดลงตามความเขมขนของซีโฟทาซีมท่ีเพิ่มข้ึน ซ่ึงใหเปอรเซ็นตการรอดชีวิตเทากับ 97.22%  
93.89%  91.67%  79.67%  66.22%  53.44% และ 46.78% ตามลําดับ  (ภาพท่ี 3) สวนพัฒนาการของ
เอ็มบริโอเจนิคแคลลัสนั้นพบวา เปอรเซ็นตการสรางโซมาติกเอ็มบริโอและจํานวนโซมาติก
เอ็มบริโอสูงสุดในอาหารท่ีไมเติมซีโฟทาซีม การวางเล้ียงเอ็มบริโอเจนิคแคลลัสบนอาหารเติม   
ซีโฟทาซีมท่ีระดับความเขมขน  100 – 400 มิลลิกรัมตอลิตร สงผลใหเอ็มบริโอเจนิคแคลลัส  
สามารถพัฒนาไปเปนโซมาติกเอ็มบริโอได (ตารางที่ 2  ภาพท่ี 4) แตเปอรเซ็นตการสราง              
โซมาติกเอ็มบริโอและจํานวนโซมาติกเอ็มบริโอลดลงเมื่อวางเล้ียงบนอาหารเติมซีโฟทาซีม            
ท่ีระดับความเขมขนสูงข้ึน 
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ภาพท่ี 3 ผลของสารปฏิชีวนะซีโฟทาซีมตอเปอรเซ็นตการรอดชีวิตของเอ็มบริโอเจนิคแคลลัสหลัง 
วางเล้ียงบนอาหารสูตร MS เปนเวลา 6 สัปดาห  

 
ตารางท่ี 2 ผลของซีโฟทาซีมตอเปอรเซ็นตการสรางโซมาติกเอ็มบริโอของเอ็มบริโอเจนิคแคลลัส 
 หลังวางเล้ียงบนอาหารสูตร MS เปนระยะเวลา 6 สัปดาห 

ซีโฟทาซีม (มก./ล.) เปอรเซ็นตการสราง SE จํานวน SE/ช้ินสวน 

0 37.77a 3.78a  
100 35.55a  3.33ab 
150 28.89ab 3.06ab 
200 24.44ab 2.40bc  
250 28.89ab 1.38cd 
300 15.55bc 1.7cd 
400 6.67c 0.6e 

F-test * * 
C.V. (%) 43.44 31.52 

* แตกตางกันทางสถิติอยางมีนัยสําคัญ (p<0.05) 
คาเฉล่ียท่ีกํากับดวยอักษรรวมกันในสดมภเดียวกันไมมีความแตกตางทางสถิติเม่ือเปรียบเทียบดวย
วิธี DMRT 
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ภาพท่ี 4 ผลของสารปฏิชีวนะซีโฟทาซีมความเขมขนตาง ๆ ตอเปอรเซ็นตการรอดชีวิตและ
พัฒนาการของเอ็มบริโอเจนิคแคลลัส หลังวางเล้ียงบนอาหารสูตร MS เปนระยะเวลา 6 

 สัปดาห  (บาร 10 มิลลิเมตร) 
 ก.  0 มิลลิกรัมตอลิตร  ข.  100 มิลลิกรัมตอลิตร         ค.  150 มิลลิกรัมตอลิตร 
 ง.  200 มิลลิกรัมตอลิตร จ.  250 มิลลิกรัมตอลิตร         ฉ .  300 มิลลิกรัมตอลิตร
 ช.  400 มิลลิกรัมตอลิตร 

ก ข 

ค ง 

จ ฉ 

ช 
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 1.2 ประสิทธิภาพของสารปฏิชีวนะซีโฟทาซีมในการกําจัดเชื้ออะโกรแบคทีเรียม 
 
  เอ็มบริโอเจนิคแคลลัสหลังจุมแชในสารละลายเช้ืออะโกรแบคทีเรียมและวางเล้ียง
บนอาหารเติมซีโฟทาซีมท่ีระดับความเขมขนตาง ๆ  พบวา เอ็มบริโอเจนิคท่ีวางเล้ียงบนอาหารที่ไม
เติมซีโฟทาซีมเกิดการปนเปอนของเช้ืออะโกรแบคทีเรียม 100 เปอรเซ็นต ความสามารถในการ
ยับยั้งการเจริญของเช้ืออะโกรแบคทีเรียม พบวา ซีโฟทาซีมความเขมขน 100 และ 150  มิลลิกรัมตอ
ลิตร ยังมีการปนเปอนของเช้ืออะโกรแบคทีเรียม และซีโฟทาซีมท่ีความเขมขน 200 มิลลิกรัมตอ
ลิตรสามารถยับยั้งการเจริญของเช้ืออะโกรแบคทีเรียมได (ภาพท่ี 5) ซ่ึงท่ีความเขมขนดังกลาวนี้ไม
ปรากฏโคโลนีของเช้ืออะโกรแบคทีเรียม (ภาพท่ี 6) จึงเลือกใชซีโฟทาซีมท่ีความเขมขน 200 
มิลลิกรัมตอลิตรในข้ันตอนของการกําจัดเช้ือสวนเกินหลังการปลูกถายยีน 
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ภาพท่ี 5 ผลของสารปฏิชีวนะซีโฟทาซีมตอการยับยั้งการเจริญของเช้ืออะโกรแบคทีเรียมสายเช้ือ    
 AGL-1 (pCAMBIA1304) หลังวางเล้ียง 4 สัปดาห  
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ง 

ข 

 
 
ภาพท่ี 6 ผลของสารปฏิชีวนะซีโฟทาซีมตอการยับยั้งการเจริญของเช้ืออะโกรแบคทีเรียมสายเช้ือ  
 AGL-1 pCAMBIA1304 หลังวางเล้ียง  4  สัปดาห (บาร = 10 มิลลิเมตร) 
  ก  อาหารไมเติมซีโฟทาซีม      
  ข  อาหารเติมซีโฟทาซีม  100 มิลลิกรัมตอลิตร 
  ค  อาหารเติมซีโฟทาซีม  150 มิลลิกรัมตอลิตร 
  ง  อาหารเติมซีโฟทาซีม  200 มิลลิกรัมตอลิตร 
 
ศึกษาความเขมขนของสารปฏิชีวนะไฮโกรมัยซินตออัตรารอดชีวติของเอ็มบริโอเจนิคแคลลัส 2. 

 
   เอ็มบริโอเจนิคแคลลัสวางเล้ียงบนอาหารสูตร MS เติมไดแคมบาความเขมขน 1 
มิลลิกรัมตอลิตร  กรดแอสคอรบิคความเขมขน 200  มิลลิกรัมตอลิตร น้ําตาลซูโครส 3 เปอรเซ็นต 
เติมสารปฏิชีวนะไฮโกรมัยซินเขมขน 0  10  20  30  40 และ 50 มิลลิกรัมตอลิตร เปนเวลา 6 สัปดาห 
พบวา อัตราการรอดชีวิตของเอ็มบริโอเจนิคแคลลัสหลังวางเล้ียง เทากับ 97.58%  77.78%   29.55%  
ตามลําดับ และเม่ือวางเลี้ยงเอ็มบริโอเจนิคแคลลัสบนอาหารเติมไฮโกรมัยซิน ความเขมขนต้ังแต 30 
มิลลิกรัมตอลิตรข้ึนไปสงผลใหเอ็มบริโอเจนิคแคลลัสไมรอดชีวิต (ภาพท่ี 7) 
   นอกจากนี้แลวสารปฏิชีวนะไฮโกรมัยซินที่ความเขมขนตาง ๆ ยังมีผลตอการ
พัฒนาการของเอ็มบริโอเจนิคแคลลัส เอ็มบริโอเจนิคแคลลัสท่ีวางเล้ียงบนอาหารไมเติมและเติม 
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ภาพท่ี 7  ผลของสารปฏิชีวนะไฮโกรมัยซินตอเปอรเซ็นตการรอดชีวิตของเอ็มบริโอเจนิคแคลลัส 

หลังวางเล้ียงบนอาหารสูตร MS เปนระยะเวลา 6 สัปดาห  
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ตารางท่ี 3 ผลของไฮโกรมัยซินตอเปอรเซ็นตการสรางโซมาติกเอ็มบริโอของเอ็มบริโอเจนิคแคลลัส 
 หลังวางเล้ียงบนอาหารสูตร MS เปนระยะเวลา 6 สัปดาห 

ไฮโกรมัยซิน (มก./ล.) เปอรเซ็นตการสราง SE จํานวน SE/ช้ินสวน 

0 48.88a 1.39b 
10 42.22a 2.16a 
20 42.22a 1.63b 
30 0b 0c 
40 0b 0c 
50 0b 0c 

F-test * * 
CV (%) 71.29 27.34 

* แตกตางกันทางสถิติอยางมีนัยสําคัญ (p<0.05) 
คาเฉล่ียท่ีกํากับดวยอักษรท่ีตางกันในสดมภเดียวกันมีความแตกตางทางสถิติเม่ือเปรียบเทียบดวยวิธี 
DMRT 
 

ก ค 
 
 
 

ข

 
 
 
 
 

จ ฉ ง 

ภาพท่ี 8 ผลของสารปฏิชีวนะไฮโกรมัยซินตอเปอรเซ็นตการรอดชีวิตและพัฒนาการของเอ็มบริโอ
เจนิคแคลลัสหลังวางเล้ียงบนอาหารสูตร MS เปนเวลา 6 สัปดาห  (บาร =10 มิลลิเมตร) 

 ก.  0 มิลลิกรัมตอลิตร ข.  10 มิลลิกรัมตอลิตร ค.  20 มิลลิกรัมตอลิตร 
ง.  30 มิลลิกรัมตอลิตร จ.  40 มิลลิกรัมตอลิตร ฉ.  50 มิลลิกรัมตอลิตร  
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3. ศึกษาปจจัยชีวภาพท่ีมีผลตอประสิทธิภาพการปลูกถายยีนเขาสู เอ็มบริโอเจนิคแคลลัส 
 
 3.1 ผลของแหลงท่ีมาของชิน้สวนพชื 
 

 จากการเล้ียงเอ็มบริโอเจนิคแคลลัสปาลมน้ํามันโคลนกระบ่ี และโคลนเทพา
รวมกับเช้ืออะโกรแบคทีเรียม สายเช้ือ AGL-1 ซ่ึงมีพลาสมิด pCAMBIA1304  พบวาเอ็มบริโอเจนคิ
แคลลัสโคลนกระบ่ีใหอัตราการรอดชีวิต 72 เปอรเซ็นต สูงกวาโคลนเทพาซ่ึงใหการรอดชีวิต 56 
เปอรเซ็นตแตกตางทางสถิติอยางมีนัยสําคัญ และจากการตรวจสอบการแสดงออกของยีน gus 
พบวา แคลลัสโคลนกระบ่ีใหการแสดงออกของยีน gus   100 เปอรเซ็นต สูงกวาโคลนเทพาซ่ึงมีการ
แสดงออกของยีน gus 59.33 เปอรเซ็นตแตกตางทางสถิติอยางมีนัยสําคัญ ( ตารางท่ี 4) และแคลลัส
โคลนกระบ่ีใหการติดสีน้ําเงินเขมกวาแคลลัสโคลนเทพา (ภาพท่ี 9) แคลลัสท่ีผานการเล้ียง
รวมกับอะโกรแบคทีเรียมเม่ือนํามาคัดเลือกโดยการวางเล้ียงบนอาหารเติมไฮโกรมัยซินความ
เขมขน 30 มิลลิกรัมตอลิตร ยายเล้ียงทุกๆ เดือน เปนระยะเวลา 4 เดือน พบวา แคลลัสโคลนกระบ่ีมี
การสรางและเพ่ิมปริมาณของแคลลัสชุดใหม แตแคลลัสโคลนเทพามีการพัฒนาเปนโซมาติก
เอ็มบริโอ (ภาพท่ี 10) จึงเลือกแคลลัสโคลนเทพาในการศึกษาปจจัยท่ีมีผลตอกระบวนการสงถายยีน
ในข้ันตอนตอไป 
 
ตารางท่ี 4 ผลของแหลงท่ีมาของช้ินสวนตอเปอรเซ็นตการแสดงออกของยีน gus และเปอรเซ็นต    
 การรอดชีวิตหลังการถายยีนเปนระยะเวลา 4 สัปดาห 

แหลงช้ินสวน การแสดงออกของยีน gus (%) อัตรารอดชีวิต (%) 

กระบ่ี 100a 72a 
เทพา 59.33b 56b 

LSD0.05 19.04 14.58 
C.V. (%) 16.39 15.62 

* แตกตางกันทางสถิติอยางมีนัยสําคัญ (0.01<p<0.05) 
คาเฉล่ียท่ีกํากับดวยอักษรตางกันในสดมภเดียวกันแตกตางทางสถิติเม่ือเปรียบเทียบดวยวิธี LSD 
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ข ก
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ภาพท่ี 9 การแสดงออกของยีน gus  ของเอ็มบริโอเจนิคแคลลัสหลังการปลูกถายยีนดวยอะโกร 
 แบคทีเรียมสายเช้ือ AGL-1 pCAMBIA1304  และวางเล้ียงบนอาหารคัดเลือกเปน
 ระยะเวลา 4 สัปดาห (บาร = 2.5 มิลลิเมตร) 
  ก   แคลลัสโคลนกระบ่ีท่ีไมไดถายยีน   ข   แคลลัสโคลนกระบ่ีท่ีไดรับการถายยีน 
  ค   แคลลัสโคลนเทพาท่ีไมไดถายยีน    ง    แคลลัสโคลนเทพาท่ีไดรับการถายยีน 
 

ก ข  
 
 
 
 
 
 
 ภาพท่ี 10 ลักษณะแคลลัสปาลมน้ํามันท่ีเพาะเล้ียงบนอาหารเติมสารปฏิชีวนะไฮโกรมัยซินความ  
 เขมขน 30 มิลลิกรัมตอลิตร หลังปลูกถายยีนดวยอะโกรแบคทีเรียมสายเช้ือ AGL-1    
 pCAMBIA1304 เปนระยะเวลา 4  เดือน (บาร = 10  มิลลิเมตร) 
  ก   แคลลัสโคลนกระบ่ี                    ข   แคลลัสโคลนเทพา 
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3.2 ผลของสายเชื้ออะโกรแบคทีเรียม และพลาสมิด 
 

การเล้ียงเอ็มบริโอเจนิคแคลลัสรวมกับเชื้ออะโกรแบคทีเรียมสายเช้ือ  AGL-1 และ 
EHA105  แตละสายเช้ือประกอบดวยพลาสมิด pCAMBIA1301  pCAMBIA1302 และ pCAMBIA 
1304  ปรับความหนาแนนเช้ือโดยวัดคา OD600 เทากับ 0.6  เปนระยะเวลา 2 ช่ัวโมงและเล้ียงรวมบน
อาหารแข็งสูตร MS เติมอะซิโตไซริงกอน ความเขมขน 200 ไมโครโมลารในสภาพมืดเปน
ระยะเวลา 3 วัน หลังจากนั้นวางเล้ียงเอ็มบริโอเจนิคแคลลัสบนอาหารท่ีเติมซีโฟทาซีมเขมขน 200 
มิลลิกรัมตอลิตร และไฮโกรมัยซินเขมขน 30 มิลลิกรัมตอลิตร  หลังการถายยีนเปนระยะเวลา 2 
สัปดาห สุมช้ินสวนมาตรวจสอบการแสดงออกของยีน gus พบวา เอ็มบริโอเจนิคแคลลัสท่ีเล้ียง
รวมกับอะโกรแบคทีเรียมสายเช้ือ AGL-1 ท่ีมี พลาสมิด pCAMBIA1304 ใหเปอรเซ็นตการ
แสดงออกของยีน gus สูงสุด 87.77 เปอรเซ็นต  รองลงมาคือ สายเช้ือ EHA105 ท่ีมีพลาสมิด 
pCAMBIA1301 ใหเปอรเซ็นตการแสดงออกของยีน gus  65.56 เปอรเซ็นตแตกตางทางสถิติอยางมี
นัยสําคัญ  โดยท่ีสายเช้ือ AGL-1 pCAMBIA1301   EHA 105 pCAMBIA1304    AGL-1 
pCAMBIA1302    และ EHA 105 pCAMBIA1302 ใหการแสดงออกของยีน gus   44.43   35.55   
31.10  และ  28.89  เปอรเซ็นตตามลําดับ แตไมมีความแตกตางกันทางสถิติ (ตารางท่ี 5) ลักษณะ
การติดสีน้ําเงินของเอ็มบริโอเจนิคแคลลัสในแตละสายเช้ือมีลักษณะแตกตางกัน มีท้ังติดสีน้ําเงิน
ท่ัวทั้งเนื้อเยื่อและติดสีน้ําเงินเปนจุด ๆ สวนเอ็มบริโอเจนิคแคลลัสท่ีไมไดรับการถายยีนไมมีการติด
สีน้ําเงิน  (ภาพท่ี 11) และเปอรเซ็นตการรอดชีวิตของเอ็มบริโอเจนิคแคลลัสก็ใหผลในทํานอง
เดียวกันคือ ใหเปอรเซ็นตรอดชีวิตสูงสุด  26.67  เปอรเซ็นตจากการเล้ียงรวมกับสายเช้ือ AGL-1 ท่ี
มีพลาสมิด pCAMBIA1304   รองลงมาคือ สายเช้ือ EHA 105 pCAMBIA1301 ใหการรอดชีวิต 
19.33 เปอรเซ็นต  แตกตางกันทางสถิติอยางมีนัยสําคัญ (ตารางท่ี 5)  
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ตารางท่ี 5 ผลของชนิดสายเช้ืออะโกรแบคทีเรียมและพลาสมิดตอเปอรเซ็นตการแสดงออกของยีน  
 gus  และเปอรเซ็นตการรอดชีวิตหลังการถายยีนเปนระยะเวลา 6 สัปดาห 
สายเช้ืออะโกร
แบคทีเรียม 

พลาสมิด ลักษณะการ
ติดสีน้ําเงิน 

เปอรเซ็นตการ
แสดงออกของยีน gus 1/  

เปอรเซ็นตการ
รอดชีวิต2/ 

control  - 0d 6.67c 
pCAMBIA1301 + 44.43c 9.33c 
pCAMBIA1302 ++ 31.10c 7.33c AGL-1 
pCAMBIA1304 +++++ 87.77a 28.67a 
pCAMBIA1301 ++++ 65.56b 19.33b 
pCAMBIA1302 + 28.89c 9.33c EHA 105 
pCAMBIA1304 +++ 35.55c 9.33c 

F-test   * * 
C.V.(%)   22.30 54.82 

* แตกตางกันทางสถิติอยางมีนัยสําคัญ (0.01<p<0.05) 
คาเฉล่ียท่ีกํากับดวยอักษรตางกันในสดมภเดียวกันแตกตางทางสถิติเม่ือเปรียบเทียบดวยวิธี DMRT 
- ไมติดสีน้ําเงิน    +  ติดสีน้ําเงิน  1- 20%     ++  ติดสีน้ําเงิน 21-40%         +++  ติดสีน้ําเงิน 41-60%   
++++  ติดสีน้ําเงิน 61-80%     +++++ ติดสีน้ําเงิน  81-100%  ของช้ินสวน 
 
1/  เปอรเซ็นตการแสดงออกของยีน gus  หลังการถายยีน 2 สัปดาห   
  เปอรเซ็นตการแสดงออกของยีน gus  = จํานวน EC ท่ีใหผล gus เปน positive x 100 
                                                                                              จํานวน EC ท่ีตรวจสอบ 
 
2/ เปอรเซ็นตการรอดชีวิต  หลังการถายยีน  6 สัปดาห 
  เปอรเซ็นตการรอดชีวิต  =  จํานวนท่ีสราง SE  x  100 
                                                         จํานวนท้ังหมดท่ีวางเล้ียง 
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     ก                     ข                     ค                      ง                      จ                       ฉ                        ช 

 
ภาพท่ี 11 การแสดงออกของยีน gus ของเอ็มบริโอเจนิคแคลลัสปาลมน้ํามันหลังการปลูกถายยีน 
 ดวยอะโกรแบคทีเรียมสายเช้ือ AGL-1 และ EHA105 เปนระยะเวลา 2 สัปดาห  
 (บาร = 10 มิลลิเมตร) 
   ก   ชุดควบคุม  
   ข   AGL-1 ท่ีมีพลาสมิด  pCAMBIA 1301    
   ค   AGL-1 ท่ีมีพลาสมิด  pCAMBIA 1302   
   ง   AGL-1 ท่ีมีพลาสมิด  pCAMBIA 1304   
   จ   EHA 105 ท่ีมีพลาสมิด pCAMBIA 1301   
   ฉ  EHA 105 ท่ีมีพลาสมิด pCAMBIA 1302   
   ช  EHA 105 ท่ีมีพลาสมิด pCAMBIA 1304   
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3.2 ผลของอายุของเอ็มบริโอเจนิคแคลลัส 
 

  การใชเอ็มบริโอเจนิคแคลลัสจากการวางเล้ียงบนอาหารสูตร MS เติมไดแคมบา
ความเขมขน 0.3 มิลลิกรัมตอลิตร เปนระยะเวลา  2   3   4   5   และ  6  สัปดาห มาบมรวมกับเช้ือ 
อะโกรแบคทีเรียมสายเช้ือ AGL-1 ซ่ึงมี พลาสมิด pCAMBIA1304  กําจัดเช้ือและวางเล้ียงบน
อาหารคัดเลือก หลังถายยีนเปนระยะเวลา 2 สัปดาห สุมช้ินสวนมาตรวจสอบยีน gus พบวา 
เอ็มบริโอเจนิคแคลลัสอายุ 4 สัปดาห ใหเปอรเซ็นตการแสดงออกของยีน gus  สูงสุด 82.08 
เปอรเซ็นต  และเอ็มบริโอเจนิคแคลลัสอายุ 6 สัปดาห ใหการแสดงออกของยีน gus ต่ําสุด 60.21 
เปอรเซ็นต แตกตางทางสถิติอยางมีนัยสําคัญหลังการถายยีนเปนระยะเวลา 6  สัปดาห (ตารางท่ี 6  
ภาพท่ี 12)  เม่ือพิจารณาเปอรเซ็นตการรอดชีวิต พบวา เอ็มบริโอเจนิคแคลลัสอายุ 4 สัปดาหให
เปอรเซ็นตการรอดชีวิตสูงสุด 36.88 เปอรเซ็นต และเอ็มบริโอเจนิคแคลลัสอายุ 6 สัปดาห ให
เปอรเซ็นตการรอดชีวิตตํ่าสุด 23.75 เปอรเซ็นต แตกตางทางสถิติอยางมีนัยสําคัญ จากการทดลองนี้
การใชเอ็มบริโอเจนิคแคลลัสท่ีอายุมากข้ึนสงผลใหการแสดงออกของยีน gus  และเปอรเซ็นตการ
รอดชีวิตลดลง (ตารางท่ี 6) 

 
ตารางท่ี 6 ผลของอายุของเอ็มบริโอเจนิคแคลลัสตอเปอรเซ็นตการแสดงออกของยีน gus  และ

เปอรเซ็นต การรอดชีวิตหลังการถายยีนเปนระยะเวลา 6 สัปดาห 
อายุเอ็มบริโอเจนิคแคลลัส 

(สัปดาห) 
เปอรเซ็นตการแสดงออกของ 

ยีน gus 1/ 
เปอรเซ็นตการรอดชีวิต2/ 

2 75.63a 31.56ab 
3 78.75a 29.55ab 
4 82.08a 36.88a 
5 75.51a 28.13ab 
6 60.21b 23.75b 

F-test * * 
C.V. (%) 10.52 20.20 

* แตกตางกันทางสถิติอยางมีนัยสําคัญ (p<0.05) 
คาเฉล่ียกํากับดวยอักษรรวมกันในสดมภเดียวกันไมแตกตางทางสถิติเม่ือเปรียบเทียบดวยวิธีDMRT 
1/  เปอรเซ็นตการแสดงออกของยีน gus  หลังการถายยีน 2 สัปดาห 
2/ เปอรเซ็นตรอดชีวิตหลังการถายยีน  6 สัปดาห 
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ก ข ค ง จ ฉ 

 
ภาพท่ี 12 การแสดงออกของยีน gus ของเอ็มบริโอเจนิคแคลลัสอายุตาง ๆ หลังการปลูกถายยีน 
 ดวยอะโกรแบคทีเรียมสายเช้ือ AGL-1 pCAMBIA1304  เปนระยะเวลา 2 สัปดาห  
 (บาร = 10 มิลลิเมตร) 
  ก  ชุดควบคุม 
  ข  เอ็มบริโอเจนิคแคลลัสอายุ 2  สัปดาห 
  ค  เอ็มบริโอเจนิคแคลลัสอายุ 3  สัปดาห 
   ง  เอ็มบริโอเจนิคแคลลัสอายุ 4  สัปดาห 

จ  เอ็มบริโอเจนิคแคลลัสอายุ 5  สัปดาห    
   ฉ  เอ็มบริโอเจนิคแคลลัสอายุ 6 สัปดาห 
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 3.4  ความหนาแนนของเชื้อ ระยะเวลาในการจุมแชชิ้นสวน และระยะเวลาในการเล้ียง   
         ชิ้นสวนรวมกับเชื้ออะโกรแบคทีเรียม 

  
 ภายหลังการนําเอ็มบริโอเจนิคแคลลัสอายุ 4 สัปดาห มาบมรวมกับเช้ืออะโกร
แบคทีเรียมสายเช้ือ   AGL-1 ท่ีมีพลาสมิด pCAMBIA1304 ปรับความหนาแนนของเชื้ออะโกร
แบคทีเรียมโดยการวัดคาการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืนแสง 600 นาโนเมตร (OD600) เทากับ 0.4   
0.6    0.8  และ 1.0   จุมแชเอ็มบริโอเจนิคแคลลัสรวมกับเช้ืออะโกรแบคทีเรียมในสภาพเขยาเล้ียง
เปนระยะเวลา 2    4    6 และ 12 ช่ัวโมง และวางเล้ียงเอ็มบริโอเจนิคแคลลัสรวมกับเช้ืออะโกร
แบคทีเรียมบนอาหารแข็งเติมอะซิโตไซริงกอนความเขมขน 200 ไมโครโมลารในสภาพมืดเปน
ระยะเวลา 2    3  และ 5 วัน  จากน้ันกําจัดเช้ือสวนเกินและยายเอ็มบริโอเจนิคแคลลัสวางเล้ียงบน
อาหารคัดเลือก หลังถายยีนเปนระยะเวลา 2 สัปดาห ตรวจสอบการแสดงออกของยีน gus  พบวา 
การจุมแชเอ็มบริโอเจนิคแคลลัสในสารละลายเช้ืออะโกรแบคทีเรียมความหนาแนนของเช้ือท่ีคา 
OD600= 0.8 จุมแชเปนระยะเวลานาน 6  ช่ัวโมงและเล้ียงรวมกันในสภาพมืดเปนระยะเวลา 3 วันให
การแสดงออกของยีน gus  สูงสุด 100 เปอรเซ็นต ความหนาแนนเช้ือท่ีคา OD600= 0.4 จุมแชเปน
ระยะเวลา  2 ช่ัวโมงและเล้ียงรวมเปนระยะเวลา 2 วันใหการแสดงออกของยีน gus  ต่ําสุด 11.43 
เปอรเซ็นต แตกตางทางสถิติอยางมีนัยสําคัญยิ่ง (ตารางท่ี 7) แตละชุดการทดลองใหการติดสีน้ําเงิน
แตกตางกัน (ภาพท่ี 13)  หลังจากวางเล้ียงเอ็มบริโอเจนิคแคลลัสบนอาหารคัดเลือกท่ีเติม        
ไฮโกรมัยซินเปนระยะเวลา 8 สัปดาห พบวา เปอรเซ็นตการรอดชีวิตและจํานวนการสรางโซมาติก
เอ็มบริโอตอหลอดทดลองใหผลในทํานองเดียวกันคือ การจุมเอ็มบริโอเจนิคแคลลัสในเช้ืออะโกร
แบคทีเรียมท่ีความหนาแนนของเช้ือท่ี OD600= 0.8 เปนระยะเวลา 6 ช่ัวโมง และเล้ียงรวมเปน
ระยะเวลา 3 วัน ใหเปอรเซ็นตการรอดชีวิตสูงสุด 63.89 เปอรเซ็นต  แตกตางกันทางสถิติอยางมี
นัยสําคัญ ( ตารางท่ี 8) และใหการสรางโซมาติกเอ็มบริโอสูงสุด 4 เอ็มบริโอตอหลอดทดลอง
แตกตางทางสถิติอยางมีนัยสําคัญยิ่ง (ตารางท่ี 9  ภาพท่ี 14)  
 เม่ือพิจารณาในแตละปจจัยพบวา ความหนาแนนเช้ืออะโกรแบคทีเรียม ระยะเวลา
การจุมแช และระยะเวลาการเล้ียงรวมในแตละระดับ  ใหการแสดงออกของยีน gus    เปอรเซ็นต
การรอดชีวิต และจํานวนการสรางโซมาติกเอ็มบริโอแตกตางกันทางสถิติอยางมีนัยสําคัญยิ่ง และ
อิทธิพลรวมในแตละปจจัยนั้นพบวา ความหนาแนนของเช้ืออะโกรแบคทีเรียมมีอิทธิพลรวมกับ
ระยะเวลาการจุมแชซ่ึงมีผลตอการแสดงออกของยีน gus อยางมีนัยสําคัญยิ่ง แตไมมีผลตอการสราง
และจํานวนโซมาติกเอ็มบริโอ (ภาคผนวกท่ี 4   5 และ 6) 
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ตารางท่ี 7 ผลของความหนาแนนของเช้ือ ระยะเวลาการจุมแช และระยะเวลาการเล้ียงรวมตอ 
เปอรเซ็นตการแสดงออกของยีน gus  หลังการถายยีนเปนระยะเวลา 2 สัปดาห 

เปอรเซ็นตการแสดงออกของยีน gus** 
ระยะเวลาการเล้ียงรวม (วัน) 

ความหนาแนน
เช้ือ (OD600) 

ระยะเวลาจุมแช 
(ชม.) 

2 3 5 
0.4 2 11.43g 24.44fg 25.72fg 

 4 50.00bcdef 28.89efg 46.67defg 
 6 68.89abcd 100.00a 91.67ab 
 12 48.89cdefg 91.67ab 88.89abc 
     

0.6 2 66.67abcde 80.56abcd 72.22abcd 
 4 61.67abcdef 88.89abc 72.22abcd 
 6 72.22abcd 100.00a 91.67ab 
 12 55.00bcdef 88.89abc 91.67ab 
     

0.8 2 61.67abcdef 91.67ab 72.22abcd 
 4 86.67abcd 100.00a 83.33abcd 
 6 91.67ab 100.00a 91.67ab 
 12 75.56abcd 100.00a 80.56abcd 
     

1.0 2 63.89abcdef 75.00abcd 83.33abcd 
 4 55.56bcdef 91.67ab 71.67ab 
 6 63.89abcdef 100.00a 91.67ab 
 12 86.67abcd 88.89abc 88.89abc 

** แตกตางกนัทางสถิติอยางมีนัยสําคัญยิง่ (p<0.01) 
คาเฉล่ียท่ีกํากับดวยตัวอักษรรวมกันไมมีความแตกตางทางสถิติเม่ือเปรียบเทียบดวยวิธี DMRT 
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ตารางท่ี 8 ผลของความหนาแนนของเช้ือ ระยะเวลาการจุมแช และระยะเวลาการเล้ียงรวมตอ
เปอรเซ็นตการรอดชีวิตหลังการถายยีนเปนระยะเวลา 8 สัปดาห 

เปอรเซ็นตการรอดชีวิต* 
ระยะเวลาการเล้ียงรวม (วัน) 

ความหนาแนน
เช้ือ (OD600) 

ระยะเวลา 
จุมแช (ชม.) 

2 3 5 
0.4 2 0.00c 0.00c 0.00c 

 4 11.11abc 11.11abc 8.33bc 
 6 33.33abc 52.78abc 11.11abc 
 12 19.44abc 38.89abc 11.11abc 
     

0.6 2 30.55abc 41.67abc 22.22abc 
 4 30.55abc 41.67abc 19.44abc 
 6 41.67abc 55.56ab 63.89a 
 12 22.22abc 52.78abc 11.11abc 
     

0.8 2 41.67abc 30.55abc 30.56abc 
 4 22.22abc 61.11ab 22.22abc 
 6 52.78abc 63.89a 52.78abc 
 12 22.22abc 22.22abc 11.11abc 
     

1.0 2 22.22abc 22.22abc 33.33abc 
 4 41.67abc 41.67abc 30.56abc 
 6 41.67abc 41.67abc 22.22abc 
 12 30.55abc 30.56abc 19.44abc 

* แตกตางกันทางสถิติอยางมีนัยสําคัญ (0.01<p<0.05) 
คาเฉล่ียท่ีกํากับดวยตัวอักษรรวมกันไมมีความแตกตางทางสถิติเม่ือเปรียบเทียบดวยวิธี DMRT 
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ตารางท่ี 9 ผลของความหนาแนนของเช้ือ ระยะเวลาการจุมแช และระยะเวลาการเล้ียงรวมตอ

จํานวนการสรางโซมาติกเอ็มบริโอ (SE) หลังการถายยีนเปนระยะเวลา 8 สัปดาห 
จํานวนการสราง SE ตอหลอดทดลอง** 

ระยะเวลาการเล้ียงรวม (วัน) 
ความหนาแนน
เช้ือ (OD600) 

ระยะเวลาจุมแช 
(ชม.) 

2 3 5 
0.4 2 0.00d 0.00d 0.00d 

 4 0.33dc 0.33dc 1.00abcd 
 6 1.17abcd 1.56abcd 1.00abcd 
 12 1.33abcd 1.83abcd 0.67bcd 
     

0.6 2 1.33abcd 1.83abcd 1.00abcd 
 4 1.00abcd 1.50abcd 1.00abcd 
 6 2.17abcd 1.83abcd 3.00abcd 
 12 2.67abcd 3.5ab 0.33dc 
     

0.8 2 1.33abcd 1.67abcd 1.00abcd 
 4 0.5bcd 3.06abcd 1.33abcd 
 6 2.83abcd  4.00a 3.17abc 
 12 0.5bcd 2.00abcd 0.67bcd 
     

1.0 2 1.33abcd 1.00abcd 1.00abcd 
 4 1.33abcd 2.00abcd 1.17abcd 
 6 1.5abcd 2.67abcd 1.00abcd 
 12 1.00abcd 0.83bcd 1.00abcd 

** แตกตางกนัทางสถิติอยางมีนัยสําคัญยิง่ (p<0.01) 
คาเฉล่ียท่ีกํากับดวยตัวอักษรรวมกันไมมีความแตกตางทางสถิติเม่ือเปรียบเทียบดวยวิธี DMRT 
 
 

 



 46 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพท่ี 13  การแสดงออกของยีน gus ของเอ็มบริโอเจนิคแคลลัสปาลมน้ํามันหลังการปลูกถายยีน   
 ดวยอะโกรแบคทีเรียมสายเช้ือ AGL-1 ท่ีมีพลาสมิด pCAMBIA1304 ท่ีความหนาแนน 
 เช้ือ (OD600) และระยะเวลาการจุมแชท่ี 2  4   6  และ 12  ช่ัวโมง  หลังการถายยีนเปน 
 ระยะเวลา 2 สัปดาห (บาร = 10 มิลลิเมตร) 
   ก    เล้ียงรวมบนอาหารแข็งเปนระยะเวลา 2 วัน 
   ข    เล้ียงรวมบนอาหารแข็งเปนระยะเวลา 3 วัน 
   ค    เล้ียงรวมบนอาหารแข็งเปนระยะเวลา 5 วัน 
 

 

OD600= 0.4 

OD600= 0.6 

OD600= 0.8 

OD600= 1.0 

OD600= 0.4 

OD600= 0.6 

OD600= 0.8 

OD600= 1.0 

OD600= 0.4 

OD600= 0.6 

OD600= 0.8 

OD600= 1.0 

2 4 6 12 

ก 

ข 

ค 
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ภาพท่ี 14 แคลลัสปาลมน้ํามันท่ีรอดชีวิตและสรางโซมาติดเอ็มบริโอหลังการจุมแชในอะโกร 
 แบคทีเรียมสายเช้ือ AGL-1  ท่ีมีพลาสมิด pCAMB IA1304 (OD600=0.8) เปนระยะเวลา 
 ตาง ๆ หลังวางเล้ียงบนอาหารคัดเลือกเปนระยะเวลา 8 สัปดาห (บาร = 10  มิลลิเมตร) 
  ก   ชุดควบคุมวางเล้ียงบนอาหารสูตร MS ไมเติมไฮโกรมัยซิน 
  ข   ชุดควบคุมวางเล้ียงบนอาหารสูตร MS เติมไฮโกรมัยซิน 
  ค  จุมแชเปนระยะเวลา 2 ช่ัวโมง   
  ง   จุมแชเปนระยะเวลา 4 ช่ัวโมง   
  จ  จุมแชเปนระยะเวลา 6 ช่ัวโมง   
  ฉ  จุมแชเปนระยะเวลา 12 ช่ัวโมง   

ฉ จ 

ง ค 

ข ก 
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  หลังจากวางเล้ียงเอ็มบริโอเจนิคแคลลัสบนอาหารสูตร MS เติมไดแคมบาความ
เขมขน  0.1 มิลลิกรัมตอลิตร และเติมไฮโกรมัยซิน 30 มิลลิกรัมตอลิตร เปนระยะเวลา 8 สัปดาห 
พบวาเอ็มบริโอเจนิคแคลลัสมีการสรางโซมาติกเอ็มบริโอ จึงสุมโซมาติกเอ็มบริโอมาตรวจสอบ
การแสดงออกของยีน gus พบวามีการแสดงออกของยีน gus (ภาพท่ี 15  ก ข ) และเม่ือนําโซมาติก
เอ็มบริโอมาการตัดตามขวาง เพื่อตองการตรวจสอบวาเนื้อเยื่อภายในซ่ึงอาจเปนเซลลตนกําเนิดของ
โซมาติกเอ็มบริโอรุนตอไปมีการติดสีน้ําเงินหรือไม  พบวาเนื้อเยื่อภายในของโซมาติกเอ็มบริโอมี
การติดสีน้ําเงินเชนกัน (ภาพท่ี 15  ค ง) 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ค 

ก ข 

ง 

 
ภาพท่ี 15 การแสดงออกของยีน gus ของโซมาติกเอ็มบริโอ หลังการปลูกถายยีนดวยอะโกร 
 แบคทีเรียม สายเช้ือ AGL-1 ท่ีมีพลาสมิด pCAMBIA1304 หลังวางเล้ียงบนอาหาร 
 คัดเลือกเปนระยะเวลา 8 สัปดาห   (บาร = 2 มิลลิเมตร) 
  ก - ข โซมาติกเอ็มบริโอท่ีสมบูรณ 
  ค - ง  โซมาติกเอ็มบริโอตัดตามขวาง 
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4. การตรวจสอบยีน gus และ hpt โดยเทคนิค PCR 
 
  จากการนําเอ็มบริโอเจนิคแคลลัสท่ีรอดชีวิตหลังการถายยีนเปนระยะเวลา 8 
สัปดาห มาสกัดดีเอ็นเอ  และนําดีเอ็นเอมาเพิ่มปริมาณดวยเทคนิค PCR โดยใชไพรเมอรท่ี
เฉพาะเจาะจงกับยีน hpt คือF-primer 5'-CCTGAACTCACCGCGACG-3' และ R-primer 5'-
AAGACCAATGCGG AGCATATA-3' ใหช้ินสวนดีเอ็นเอขนาด 800 คูเบส  สวน  ไพรเมอรท่ี
เฉพาะเจาะจงกับยีน gus  คือ  F-primer 5'-CTGCGACGCTCACACCGATAC-3' และ R-primer 5'-
TCACCGAAGTTCA TGCCAGTCCAG-3' ใหช้ินสวนดีเอ็นเอขนาด 441 คูเบส  พบวา ปรากฏ
แถบดีเอ็นเอของยีน gus  และ hpt ในตัวอยางท่ีไดรับการถายยีนท้ัง 12 ตัวอยางท่ีนํามาตรวจสอบ 
ในขณะท่ีตัวอยางท่ีไมไดรับการถายยีนไมปรากฏแถบดีเอ็นเอของยีนดังกลาว (ภาพท่ี 16) 
 M     N     P     C      1     2      3      4      5      6      7      8      9     10    11   12 
 ก 

M    N      P      C    

 
 

441 bp 
 
     
 

 1     2      3      4      5      6      7      8      9     10    11    12  
ข  

 
 800 bp 
 
 
 
 
ภาพท่ี 16 การตรวจสอบการแสดงออกของยีน gus (ก) และ hpt (ข) โดยเทคนิค PCR                            
  (M) ดีเอ็นเอมาตรฐาน  100 bp      (N) negative control   (P)  positive control   

  (C) ตัวอยางท่ีไมไดรับการยีน        (1-12)  ตัวอยางท่ีไดรับการถายยีนโดยใช       
อะโกรแบคทีเรียมสายเช้ือ AGL-1 pCAMBIA1304 ท่ีคา OD600 = 0.8 จุมแชเปน   

  เวลา 6 ช่ัวโมง และเล้ียงรวมเปนเวลา 3 วัน    



 

บทที่ 4 
 

วิจารณ 
 

   ผลสําเร็จในการปลูกถายยีนในพืชนั้นมีปจจัยและวิธีการที่เกี่ยวของหลายประการ 
เชน สายเชื้ออะโกรแบคทีเรียมและพลาสมิด  อายุช้ินสวน ความหนาแนนของเชื้อ ระยะเวลาการจุม
แชและระยะเวลาการเลี้ยงชิ้นสวนรวมกับเชื้ออะโกรแบคทีเรียม เมื่อมีปจจัยและวิธีการที่เหมาะสม
แลว ขั้นตอนในการคัดเลือกและการพัฒนาเปนพืชตนใหมของเนื้อเยื่อพืชที่ไดรับการถายยีนนั้นก็
สําคัญ โดยการสงถายยีนเขาสูพืชโดยอาศัยเชื้ออะโกรแบคทีเรียมเปนพาหะนั้น  มีการใชสาร
ปฏิชีวนะในขั้นตอนของการกําจัดเชื้ออะโกรแบคทีเรียมหลังการสงถายยีน และการคัดเลือก
ช้ินสวนพืชที่ไดรับการถายยีนทั้งนี้การใชสารปฏิชีวนะดังกลาวอาจสงผลตอประสิทธิภาพในการ
พัฒนาเปนพืชตนใหมของพืชบางชนิดได  ดังนั้นจึงตองมีการศึกษาอิทธิพลของสารปฏิชีวนะที่
เลือกใชตอพืชที่ศึกษา 
   สารปฏิชีวนะซีโฟทาซีมเปนสารปฏิชีวนะที่ออกฤทธ์ิยับยั้งการเจริญเติบโตของ
แบคทีเรียแกรมลบ และสามารถกําจัดแบคทีเรียไดหลายชนิด แตมีผลตอการเจริญและพัฒนาในพืช
บางชนิด สารปฏิชีวนะซีโฟทาซีม เปนสารในกลุมเดียวกับ คารเบนิซิลลิน และ เพนิซิลลิน เปนสาร
ปฏิชีวนะที่มีผลในการยับยั้งการสังเคราะหผนังเซลลของแบคทีเรีย โดยจะไปยับยั้งการจับของ
พันธะ peptidoglycan และขัดขวางการทํางานของเอนไซม transpeptidase ซ่ึงมีหนาที่ในการเชื่อม
รอยขาดของผนังเซลลแบคทีเรียทําใหเกิด osmotic shock และสุดทายเซลลก็จะแตก    คณานาง 
(2550) รายงานวา สารปฏิชีวนะซีโฟทาซีมสามารถยับยั้งการการเจริญของเชื้ออะโกรแบคทีเรียมได
ดีกวา สารปฏิชีวนะแวนโคมัยซิน และสารปฏิชีวนะมีโลเพน ดังนั้นพืชแตละชนิดที่ศึกษาการถาย
ยีนโดยอาศัยเชื้ออะโกรแบคทีเรียมเปนพาหะ ตองมีการทดสอบระดับความเขมขนของสาร
ปฏิชีวนะกําจัดเชื้อที่เหมาะสมตอความสามารถในการพัฒนาเปนพืชตนใหม จากการทดลองนี้
พบวาระดับความเขมขนของซีโฟทาซีมที่ความเขมขนสูงขึ้นสงผลใหอัตราการรอดชีวิตและการ
สรางโซมาติกเอ็มบริโอของปาลมน้ํามันลดลง สอดคลองกับการศึกษาของ Pipatpanukul และคณะ 
(2004) ที่ศึกษาเปรียบเทียบชนิดของสารปฏิชีวนะระหวางซีโฟทาซีม และคารเบนิซิลลินในการ
กําจัดเชื้อสวนเกิน ตอการพัฒนาของแคลลัสขาวซึ่งพบวา ซีโฟทาซีม และคารเบนิซิลลินที่มีผล
ยับยั้งการพัฒนาเปนตนของแคลลัสไดสูงสุดคือ ความเขมขน 250 มิลลิกรัมตอลิตร จึงเลือกใชสาร
ปฏิชีวนะซีโฟทาซีมความเขมขน 200 มิลลิกรัมตอลิตรในการกําจัดเชื้อสวนเกินออกจากแคลลัส
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ขาว อินดิกาพันธุ RD6  นอกจากนี้ สุภาวดี (2548) รายงานวา ระดับความเขมขนของสารปฏิชีวนะ
ซีโฟทาซีมที่เหมาะสมสําหรับการกําจัดเชื้ออะโกรแบคทีเรียมออกจากโปรโตคอรมของกลวยไม
กะเรกะรอนปากเปด (Cymbidium finlaysonianum Lindl.) หลังการถายยีนคือ ระดับความเขมขน 
200 มิลลิกรัมตอลิตร ทั้งนี้เนื่องจากความเขมขนดังกลาวมีผลกระทบตอความมีชีวิตรอดของ       
โปรโตคอรมนอยที่สุด ในขณะเดียวกันระดับความเขมขนนี้สามารถกําจัดเชื้ออะโกรแบคทีเรียมได  
  ในขั้นตอนการคัดเลือกเนื้อเยื่อที่ไดรับการถายยีนนั้น การเลือกใชชนิดของสาร
ปฏิชีวนะในการคัดเลือกเนื้อเยื่อพืชที่ไดรับการถายยีนออกจากเนื้อเยื่อที่ไมไดรับการถายยีนนั้น
ขึ้นอยูกับยีนคัดเลือกในสวนของ T-DNA  วาใชยีนตัวใดเปนยีนคัดเลือก เนื่องจากพลาสมิดที่ใชใน
การถายยีนในการศึกษาครั้งนี้ ในสวนของ T-DNA มียีน hpt  เปนยีนที่ใชในการคัดเลือก ซ่ึงจะ
แสดงออกในการตานทานตอสารปฏิชีวนะไฮโกรมัยซิน  สารปฏิชีวนะไฮโกรมัยซินเปนสารเคมีที่
ชวยในการยับยั้งการทํางานของเอนไซมในการสังเคราะหโปรตีนโดยเขาไปเกาะกับ binding site 
ของ elongation factor2 (EF2)  ยับยั้ง peptide chain elongation ทําใหเซลลไมสามารถสังเคราะห
โปรตีนไดสงผลใหเซลลไมสามารถเจริญและพัฒนาได ในขณะที่พืชที่ไดรับการปลูกถายยีนที่มียีน 
hpt  จะสามารถเจริญพัฒนาไดตามปกติ เนื่องจากยีนดังกลาวมีรหัสสําหรับสรางเอ็นไซม 
hygromycin phosphotransferase  ซ่ึงมีฤทธิ์ตานทานสารปฏิชีวนะไฮโกรมัยซิน  (สุมนทิพย, 2540; 
อางโดย กัลยา, 2550) ซ่ึงกระบวนการในการคัดเลือกและการพัฒนาเปนพืชตนใหมนับวามี
ความสําคัญ จากการศึกษานี้ พบวาไฮโกรมัยซินความเขมขน 30 มิลลิกรัมตอลิตรเปนระดับที่
เหมาะสมในการคัดเลือกเอ็มบริโอเจนิคแคลลัสปาลมน้ํามันที่ไดรับการถายยีน เชนเดียวกับ
การศึกษาของ  สุภาวดี (2548) พบวา สารปฏิชีวนะไฮโกรมัยซิน ความเขมขน 30 มิลลิกรัมตอลิตร  
เปนความเขมขนต่ําสุดซึ่งทําใหโปรโตคอรมของกลวยไมกะเรกะรอนปากเปดตายทั้งหมดภายใน
ระยะเวลา 4 สัปดาห ในกรณีของขาว  Khanna และ  Raina (1999)    Rachmawati และคณะ (2004)  
Hoque และคณะ (2005)    Kumar  และคณะ (2005) และ ลาวัลย (2543) รายงานวา อาหารเติมสาร
ปฏิชีวนะไฮโกรมัยซิน ความเขมขนตั้งแต  50 มิลลิกรัมตอลิตรขึ้นไปมีผลตอการเจริญเติบโตของ
แคลลัสขาวที่ไมไดรับการถายยีนซึ่งทําใหแคลลัสที่ไมไดรับการถายยีนไมสามารถเจริญและพัฒนา
ได  อยางไรก็ตามในการศึกษานี้สารปฏิชีวนะไฮโกรมัยซินความเขมขน 30 มิลลิกรัมตอลิตร
สามารถยับยั้งการเจริญของเอ็มบริโอเจนิคแคลลัสได ความแตกตางของความเขมขนอาจ
เนื่องมาจากชนิดพืชที่แตกตางกัน นอกจากนี้แลวข้ึนอยูกับองคประกอบของเซลลในแตละระยะที่
นํามาทดสอบ หากเซลลอยูในชวงที่มีการสังเคราะหโปรตีนสูง ตองใชสารปฎิชีวนะไฮโกรมัยซิน 
ความเขมขนสูงในการยับยั้งการสังเคราะหโปรตีน จึงจะทําใหเซลลไมสามารถพัฒนาได ในกรณี
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ของแคลลัสปาลมน้ํามันมีระยะเวลาในการเพิ่มปริมาณชา ชวงการสังเคราะหโปรตีนต่ําจึง
ตอบสนองตอสารปฏิชีวนะดังกลาวในระดับความเขมขนที่ต่ํากวา       

  สําหรับแหลงที่มาของชิ้นสวนที่ตางกันใหประสิทธิภาพในการถายยีนตางกัน จาก
การศึกษานี้ไดเปรียบเทียบระหวางเอ็มบริโอเจนิคแคลลัสปาลมน้ํามันที่ชักนําจากตนโตจากแหลง
ปลูกสองแหลง คือ สวนเกษตรกรจังหวัดกระบี่ (โคลนกระบี่) และสถานีวิจัยและฝกภาคสนามเทพา 
(โคลนเทพา)  ซ่ึงพบวา เอ็มบริโอเจนิคแคลลัสโคลนกระบี่ใหประสิทธิภาพในการถายยีน (gus และ 
hpt) ไดสูงกวา ซ่ึงอาจเปนผลเนื่องจากแหลงปลูกของตนแมซ่ึงมีผลตอประสิทธิภาพการถายยีน จาก
การศึกษาของ Zhao และคณะ (2000) พบวาการใชเอ็มบริโอที่ยังไมสุกแกของขาวฟางจากตนที่โต
ในสภาพแปลงปลูก  และในสภาพโรงเรือนอนุบาลซึ่งตั้ งอยู ในสถานที่ตางกัน  สงผลตอ
ประสิทธิภาพการถายยีน โดยการใชช้ินสวนจากตนในสภาพแปลงปลูกใหประสิทธิภาพการถายยีน
สูงกวาตนจากโรงเรือนอนุบาล   และการศึกษาถายยีนในขาวฟาง โดยเปรียบเทียบแหลงที่มาของ
ช้ินสวน โดยใชเอ็มบริโอที่ยังไมสุกแกจากตนที่โตในสภาพที่ไมคอยเหมาะสม เชน มีสภาวะเครียด
น้ํา อุณหภูมิต่ํา พบวาชิ้นสวนไมสามารถพัฒนาและตาย หลังจากการเลี้ยงรวมกับเชื้ออะโกร
แบคทีเรียม ในขณะที่การใชเอ็มบริโอที่ยังไมสุกแกจากตนที่โตในสภาพที่เหมาะสม ช้ินสวนมีการ
พัฒนาหลังการเลี้ยงรวมกับเชื้ออะโกรแบคทีเรียม และใหขนาดของจุดสีน้ําเงินจากการแสดงออก
ของยีน gus มากกวา (Carvalho et al., 2004) สําหรับการศึกษานี้พบวาเอ็มบริโอเจนิคแคลลัสโคลน
เทพามีการสรางโซมาติกเอ็มบริโอหลังวางเลี้ยงบนอาหารคัดเลือกเปนระยะเวลา 4 เดือน ซ่ึงมี
โอกาสพัฒนาเปนพืชตนใหมไดสูงกวาโคลนกระบี่ ทั้งนี้อาจเปนผลเนื่องมาจากเอ็มบริโอเจนิค
แคลลัสโคลนเทพามีระยะการยายเล้ียงที่ยาวนานกวาโคลนกระบี่ อัตราการเพิ่มปริมาณแคลลัส 
ตลอดจนกิจกรรมการแบงเซลลสูงกวาจึงสงผลใหมีการพัฒนาไดดีกวาโคลนกระบี่ เชนเดียวกับ
การศึกษาของ ธนวดี (2551) ซ่ึงพบวา การสรางโซมาติกเอ็มบริโอชุดที่สองของเอ็มบริโอระยะ
สรางจาวในโคลนเทพาสูงกวาโคลนกระบี่ จากการศึกษานี้จึงเลือกใชแคลลัสโคลนเทพาเพื่อศึกษา
ปจจัยที่สงเสริมประสิทธิภาพการถายยีนโดยใชอะโกรแบคทีเรียมในขั้นตอนตอไป 

  เชื้ออะโกรแบคทีเรียมในสภาพธรรมชาติเปนสาเหตุที่กอใหเกิดโรคปุมปมในพืช 
ทั้งนี้เนื่องจากสามารถสงรหัสพันธุกรรมเขาสูพืชอาศัยไดอยางมีประสิทธิภาพ ปจจุบันการถายยีน
โดยใชอะโกรแบคทีเรียมมีบทบาทสําคัญในการปรับปรุงพันธุพืชทั้งพืชใบเลี้ยงคูและใบเลี้ยงเดี่ยว 
อยางไรก็ตามความสามารถในการสงถายยีนมีความจําเพาะเจาะจงระหวางชนิดพืชและสายเชื้อ    
อะโกรแบคทีเรียมโดยเฉพาะในพืชใบเลี้ยงเดี่ยวซ่ึงมีความยากกวาใบเลี้ยงคู ปาลมน้ํามันจัดเปนพืช
ใบเลี้ยงเดี่ยวซ่ึงไมไดเปนพืชอาศัยโดยธรรมชาติของอะโกรแบคทีเรียม การเลือกใชสายเชื้ออะโกร
แบคทีเรียมที่มีความจําเพาะเจาะจงกับพืชสายพันธุนั้นๆ ชวยสงเสริมประสิทธิภาพการถายยีนได  
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จากการศึกษานี้เมื่อเปรียบเทียบระหวางสายเชื้อ AGL-1 และสายเชื้อ  EHA105  ซ่ึงทั้งสองสายเชื้อ
มีพลาสมิด  pCAMBIA1301    pCAMBIA1302   และ  pCAMBIA1304  พบวา สายเชื้อ AGL-1 ที่มี 
พลาสมิด pCAMBIA1304 ใหอัตราการแสดงออกของยีน gus  และเปอรเซ็นตการรอดชีวิตสูงสุด 
เมื่อพิจารณาในสวนของชนิดพลาสมิด พบวา แมวาพลาสมิดชนิดเดียวกันแตอยูในเชื้ออะโกร
แบคทีเรียมตางสายเชื้อกันก็สงผลตอประสิทธิภาพการถายยีนแตกตางกัน ในกรณีของพลาสมิด  
pCAMBIA1301 ที่อยูในอะโกรแบคทีเรียมสายเชื้อ EHA105 ใหประสิทธิภาพในการสงถายยีนได
สูงกวาสายเชื้อ AGL-1 และใหผลในทํานองเดียวกันกับกรณีของพลาสมิด pCAMBIA1302  และ 
pCAMBIA1304  ซ่ึงใหประสิทธิภาพการสงถายยีนในสายเชื้อ AGL-1 สูงกวาสายเชื้อ EHA105 
ทั้งนี้อาจเปนผลเนื่องมาจากความจําเพาะเจาะจง  ระหวางสายเชื้ออะโกรแบคทีเรียม ชนิดพลาสมิด 
และสายพันธุของพืชที่ศึกษา ทั้งนี้ในพืชตางชนิดกัน สายเชื้ออะโกรแบคทีเรียมที่เหมาะสมในการ
สงถายยีนก็จะตางกัน สายเชื้อที่ใชในศึกษาการถายยีนในพืชจําพวกธัญพืช ไดแกสายเชื้อ EHA101  
EHA105     AGL-1  และ LBA4404 (Orczyk et  al., 2000)  เชน สายเชื้อที่ใหประสิทธิภาพการถาย
ยีนสูงในขาวโพดและขาวฟางคือ สายเชื้อ LBA4404 (Frame et al., 2002 อางโดย Cheng et al., 
2004) ในขณะที่สายเชื้อที่ใหประสิทธิภาพสูงสุดในการปลูกถายยีนเขาสูเอ็มบริโอจินิคแคลลัสของ
ออยคือ สายเชื้อ EHA105 (Zhangsun et  al., 2007)  เนื่องจากเชื้ออะโกรแบคทีเรียมแตละสายเชื้อมี
ลักษณะตางกัน เชน สายเชื้อ AGL-1 ถือเปน supervirulent host ซ่ึงพัฒนามาจากสายพันธุ C58  
เจริญเติบโตงายในหองเพาะเลี้ยงซึ่งมีอุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส (Lazo et  al., 1991 อางโดย 
Chabaud et  al., 2003) จึงอาจเปนปจจัยที่เอื้อตอความสามารถในการสงถายยีนไดสูงกวาสายเชื้ออ่ืน
ในการศึกษานี้ นอกจากสายเชื้ออะโกรแบคทีเรียมแลวชนิดพลาสมิดก็มีผลตอประสิทธิภาพการถาย
ยีนดวยเชนกัน จากการศึกษาของ      Fuad และคณะ (2008) ถายยีนเขาสูเอ็มบริโอที่ยังไมสุกแกของ
ปาลมน้ํามันโดยใชอะโกรแบคทีเรียมสายเชื้อ LBA4404 เปรียบเทียบชนิดของพลาสมิด 2 ชนิดคือ 
pAF2 (binary vector) และ pAF3 (super binary vector) โดยใชพลาสมิด pMR505 เปนตัว
เปรียบเทียบ พบวา เปอรเซ็นตการแสดงออกของยีน gus แตกตางกันในแตละพลาสมิด  ซ่ึง     
พลาสมิด  pMR505 ใหการแสดงออกสูงสุด 80.9-93.8 เปอรเซ็นต สวนพลาสมิด pAF3 ใหการ
แสดงออก 70.5-96.7 เปอรเซ็นต ในขณะที่พลาสมิด pAF2  ใหการแสดงออกของยีน gus  เทากับ 
52.6-85.7 เปอรเซ็นต   ดังนั้นอาจเปนไปไดวา super binary vector ใหประสิทธิภาพการถายยีนได
ดีกวาการใช binary vector อยางไรก็ตามในการศึกษาครั้งนี้พลาสมิดทั้งหมดที่ใชเปนแบบ binary 
vector ในการศึกษาครั้งตอไปจึงควรทดลองใช super binary vector ในการถายยีนเขาสูเอ็มบริโอ    
เจนิคแคลลัสปาลมน้ํามันตอไป เพื่อเพิ่มประสิทธิภาพในการปลูกถายยีนใหสูงขึ้น 
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   อายุของชิ้นสวนพืชที่ตางกันอาจเปนปจจัยหนึ่งที่สงผลตอประสิทธิภาพการสงถาย
ยีน จากการศึกษาอายุของเอ็มบริโอเจนิคแคลลัสหลังยายเลี้ยงเปนเวลา 4 สัปดาหใหประสิทธิภาพ
ในการถายยีนไดดีที่สุด   ในขณะที่เอ็มบริโอเจนิคแคลลัสหลังยายเลี้ยงนาน 6 สัปดาห สงผลให
ประสิทธิภาพการสงถายยีน และ การพัฒนาไปเปนโซมาติกเอ็มบริโอลดลง ทั้งนี้เนื่องจากใน
กระบวนการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อปาลมน้ํามันนั้น มีการสรางสารประกอบฟนอล ซ่ึงเปนพิษตอเซลล
พืช ดังนั้นการวางเลี้ยงเอ็มบริโอเจนิคแคลลัสเปนระยะเวลานานขึ้น มีการเพิ่มปริมาณสารดังกลาว
มากขึ้น หากไมยายเล้ียงจะมีการปลดปลอยสารประกอบฟนอลออกมา สงผลใหเกิดการยับยั้งการ
เจริญและการพัฒนาเปนโซมาติกเอ็มบริโอได (Te-chato, 1998) จึงอาจเปนไปไดวาเอ็มบริโอเจนิค
แคลลัสอายุ  4 สัปดาหมีการสรางสารประกอบฟนอลอยูในระดับที่เหมาะสม และเมื่อเอ็มบริโอ     
เจนิคแคลลัสอายุมากขึ้นมีการสรางสารประกอบฟนอลในปริมาณที่มากเกินไป  สงผลให
ประสิทธิภาพการถายยีนลดลง สอดคลองกับการศึกษาในการเลี้ยงเชื้ออะโกรแบคทีเรียมรวมกับ
แคลลัสขาวสายพันธุ Moulata (Hoque et  al., 2005)   ช้ินสวนใบจากตนกลาโสมอินเดีย (Pandey   
et  al., 2010)   ช้ินสวนลําตนใตใบเลี้ยงของกะหล่ําดอก (Chakrabarty et  al., 2002)   ช้ินสวนลําตน
ใตใบเลี้ยงจากตนกลาของถั่วเขียว (Tazeen and Mirza, 2004)  ซ่ึงพบวา อายุของช้ินสวนมากขึ้น
สงผลใหประสิทธิภาพในการถายยีนลดลง        อยางไรก็ตามสารประกอบพวกฟนอลนั้นมีความ
จําเปนในการสงถายยีนโดยใชอะโกรแบคทีเรียมซึ่งไปมีสวนชวยในการกระตุนการทํางานของยีน 
vir ในการสง T-DNA เขาสูเซลลพืช ในพืชใบเลี้ยงเดี่ยวหลายชนิด พบวาการเติมอะซิโตไซริงกอน
ในระหวางการบมชิ้นสวนรวมกับเชื้อสามารถเพิ่มประสิทธิภาพการสงถายยีนได        Saharan และ
คณะ (2004) ศึกษาการถายยีนในขาวโดยเปรียบเทียบระดับความเขมขนของสารอะซิโตซริงกอนที่ 
100-500 ไมโครโมลาร พบวาที่ความเขมขน 400 ไมโครโมลาร ใหประสิทธิภาพการถายยีนสูงสุด    
ในขณะที่  Jabeen และคณะ (2009) ศึกษาการถายยีนในมะเขือเทศ ทดสอบระดับความเขมขนของ
สารอะซิโตไซริงกอนที่ระดับ 0-100 ไมโครโมลาร พบวา ที่ความเขมขน 50 มิลลิกรัมตอลิตร ให
ประสิทธิภาพการถายยีนสูงสุด ในกรณีของปาลมน้ํามันในการศึกษานี้ใชสารอะซิโตไซริงกอน
เพียงความเขมขนเดียวคือ 200 ไมโครโมลาร เพื่อเพิ่มความสามารถในการสงถายยีนในปาลมน้ํามัน
ใหมีประสิทธิภาพสูงขึ้นในการศึกษาตอไปควรมีการทดลองหาระดับความเขมขนของสาร            
อะซิโตไซริงกอนที่เหมาะสม เนื่องจากปาลมน้ํามันมีการสรางสารประกอบฟนอลอยูแลว เมื่อมีการ
เติมสารอะซิโตไซริงกอนมากหรือนอยเกินไปมีผลใหประสิทธิภาพการถายยีนต่ําลงได ทั้งนี้
เนื่องมาจากพืชแตละชนิดมีชวงระยะเวลาการเจริญและพัฒนาแตกตางกันแตโดยรวมแลวจะใหผล
ในทํานองเดียวกันในหลาย ๆ พืช คือ การใชช้ินสวนที่ออนหรือแกเกินไปสงผลตอประสิทธิภาพใน
การสงถายยีนลดลง ทั้งนี้เปนผลเนื่องจากระยะพัฒนาการของเซลลและสภาพทางสรีรวิทยาของ
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ช้ินสวนพืช เมื่อมีการบุกรุกโดยอะโกรแบคทีเรียมก็จะสงผลกระทบตอกระบวนการแบงเซลล และ
การสรางฮอรโมนซึ่งมีผลตอกระบวนการพัฒนาเปนพืชตนใหม (Braun, 1954; Binns, 1990 อาง
โดย Moyal Ben Zvi  et  al., 2008 ) ตลอดจนการสรางสารชีวเคมีของชิ้นสวนในแตละระยะอาจ
สงผลตอการถายยีนได เชนการศึกษาการถายยีนในกลวยไม พบวา โปรโตคอรมของกลวยไมชนิด
ตาง ๆ ที่ผานการทําบาดแผลโดยการตัดเปนชิ้นเล็ก ๆ เพื่อใชในการถายยีนจะมีการหลั่งสาร
บางอยางออกมาจากบาดแผลสงผลยับยั้งหรือทําลายเชื้อแบคทีเรีย อยางไร ก็ตาม สารดังกลาวนั้นยัง
ไมสามารถจําแนกชนิดได แตเปนสารที่พืชใชปองกันการทําลายจากเชื้อโรค (Kushikawa et  al., 
2001 อางโดย พิสิฐ, 2546)  

  ปริมาณเชื้อที่จะนํามาใชในการสงถายยีนจําเปนตองมีการศึกษาใหเหมาะสมกับ
ชนิดของชิ้นสวนพืช  ปริมาณเชื้อที่มากเกินอาจสงผลกระทบตอกระบวนการพัฒนาของชิ้นสวนพืช
ได ความหนาแนนของเชื้ออะโกรแบคทีเรียมที่ใชในขั้นตอนการสงถายยีนแตกตางกัน เมื่อสภาวะ
แวดลอม อุณหภูมิที่ใชเล้ียงเชื้อ ชนิดพืช แตกตางกัน ซ่ึงการปรับความหนาแนนของเชื้ออะโกร
แบคทีเรียมกอนนํามาเลี้ยงรวมกับชิ้นสวนพืชนั้น นิยมปรับความหนาแนนของเชื้อดวย    การวัดคา
การดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่นแสง 600 นาโนเมตร ที่ระดับตาง ๆ  จากการทดลองนี้    ไดปรับคา 
OD600 เทากับ   0.4  -1.0 พบวา ที่คา OD600 เทากับ   0.8 ใหประสิทธิภาพการถายยีนสูงสุด 
สอดคลองกับ     Gu และคณะ (2008) ศึกษาการถายยีนในพุทราจีน โดยปรับความหนาแนนเชื้อที่คา 
OD600 ตั้งแต  0.2 -1.2  พบวา ที่คา OD600 เทากับ 0.8 ใหประสิทธิภาพในการถายยีนสูงสุด การใชเชื้อ
ที่ความหนาแนนนอยหรือมากกวา 0.8 สงผลใหประสิทธิภาพการถายยีนลดลง     Yang และคณะ 
(2008) ถายยีนใน Acacia crassicarpa  พบวา การปรับความหนาแนนเชื้อที่คา OD600 เทากับ 0.8 ให
ประสิทธิภาพในการถายยีน 42 เปอรเซ็นต และใหผลในทํานองเดียวกันกับในกรณีศึกษาการถายยีน
ในออยโดยใชเชื้ออะโกรแบคทีเรียมสายเชื้อ AGL-1 พบวาการปรับความหนาแนนเชื้อที่คา OD660 
เทากับ   0.4 และ 0.8 ใหประสิทธิภาพในการถายยีนสูงสุด (Joyce et  al., 2010) และในกรณีของถ่ัว
เขียวศึกษาความหนาแนนของเชื้อโดยการปรับคา OD560 ระหวาง  0.8 – 1.5 พบวาที่คา OD560 เทากับ 
1.0 ใหประสิทธิภาพการถายยีนสูงสุดและจะลดลงเมื่อคา OD ต่ําหรือสูงกวา 1.0 (Tazeen and 
Mirza, 2004) ในขณะที่ การปรับความหนาแนนเชื้อที่คา  OD600 เทากับ 0.1 ใหประสิทธิภาพในการ
ถายยีน 44.7 เปอรเซ็นตในมะเขือเทศ (Gao et  al., 2009)  จากหลาย ๆ รายงานดังกลาวนั้นพบวา 
การใชปริมาณเชื้อที่มากเกินไปจะทําใหการกําจัดเชื้อใหหมดไปจากชิ้นสวนพืชไดยาก สงผลยับยั้ง
การเจริญของเนื้อเยื่อ ทําใหอัตราการถายยีนต่ํา  อยางไรก็ตามหากปริมาณเชื้อนอยเกินไปก็อาจทํา
ใหประสิทธิภาพการถายยีนต่ําดวยเชนกัน 
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   สําหรับระยะเวลาในการจุมแชช้ินสวนพืชในสารละลายเชื้ออะโกรแบคทีเรียมนั้น
ถือเปนปจจัยสําคัญสําหรับการถายยีนในปาลมน้ํามันจากการศึกษา พบวาการจุมแชเอ็มบริโอเจนิค
แคลลัสเปนระยะเวลา 6 ช่ัวโมงใหประสิทธิภาพการถายยีนสูงสุด ซ่ึงเมื่อจุมแชเปนระยะเวลานาน
ขึ้นสงผลใหประสิทธิภาพการถายยีนลดลง สอดคลองกับการศึกษาของ ปยะฉัตร และคณะ (2549)  
ศึกษาการปลูกถายยีนโดยใชอะโกรแบคทีเรียมเปนพาหะเขาสูกลวยไม Phalaenopsis  พบวา  การ
ใช อะโกรแบคทีเรียมสายเชื้อ EHA 105 ปลูกเชื้อนาน 6 ช่ัวโมง  บนเครื่องเขยาเลี้ยงโดยไมตองตัด
แบงโปรโตคอรมใหผลการปลูกถายยีนดีที่สุด   ในพืชบางชนิดใชเวลาในการจุมแชส้ันกวาเชน   
Ding  และคณะ (2007) พบวาการจุมแช เอ็มบริโอที่สุกแกของขาวสาลีเปนระยะเวลา 3 ช่ัวโมงให
ประสิทธิภาพการถายยีนสูงสุดและเมื่อจุมแชนานขึ้นเปนเวลา 5 ช่ัวโมง สงผลใหประสิทธิภาพการ
ถายยีนลดลง    การศึกษาการถายยีนโดยใชอะโกรแบคทีเรียมในพืชหลาย ๆ ชนิดนั้น สวนใหญแลว
จะใชเวลาจุมแชช้ินสวนในสารละลายเชื้ออะโกรแบคทีเรียมระยะสั้นประมาณ 5 - 30 นาที  ดังการ
รายงานของ Pandey และคณะ (2010) ศึกษาระยะเวลาจุมแชใบของโสมอินเดียโดยเปรียบเทียบ
ระยะเวลาการจุมแชในชวง 5 -30 นาที พบวาการจุมแชเปนระยะเวลา 15 นาทีใหการแสดงออกของ
ยีน gus สูงสุด และในกรณีของขาวหลายๆ พันธุ เชน  พันธุ  WP และ PB1 (Arockiasamy and 
Ignacimuth, 2007) พันธุ  BRRI dhan-29  BRRI dhan-33 และ Binnnatoa (Nazim-Ud-Dowla et al., 
2008) ใหผลทํานองเดียวกัน คือ การจุมแชช้ินสวนในสารละลายเชื้อ เปนเวลา 10-15 นาทีให
ประสิทธิภาพการถายยีนสูงสุดถึงแมจะใชเชื้ออะโกรแบคทีเรียมตางสายเชื้อกัน แมกระทั่งในกรณี
ของปาลมน้ํามัน    Abdulah และคณะ (2005) ใชระยะเวลาการจุมแช เอ็มบริโอที่ยังไมสุกแกใน
สารละลายเชื้ออะโกรแบคทีเรียมเปนเวลา 30 นาทีสามารถตรวจสอบการแสดงออกของยีน gus ได
ถึง 64.4 เปอรเซ็นต ในขณะที่การศึกษานี้พบวา การจุมแชเอ็มบริโอเจนิคแคลลัสในสารละลาย
เชื้ออะโกรแบคทีเรียมเปนเวลา 30 นาที ไมสามารถตรวจพบการแสดงออกของยีน gus ได (ไมได
แสดงขอมูล) ทั้งนี้อาจเปนผลมาจากความแตกตางของพันธุ  อายุ และชนิดของชิ้นสวนเริ่มตนที่ใช
แตกตางกัน สงผลตอประสิทธิภาพในการถายยีนที่ตางกันได แสดงใหเห็นวาพืชแตละชนิด แตละ
ช้ินสวน จะมีระยะเวลาที่ เหมาะสมในการจุมแชช้ินสวนในสารละลายเชื้อตางกัน ทั้งนี้อาจ
เนื่องมาจากสารประกอบฟนอลที่สรางโดยเซลลพืชตางกันสงผลตอระยะเวลาในการสงถายยีน แต
จะเปนไปในทํานองเดียวกันคือ การแสดงออกของยีน gus  จะเพิ่มขึ้นเมื่อจุมแชนานขึ้นและจะ
สูงสุดที่ระยะเวลาหนึ่ง หากจุมแชตอไปเปนระยะเวลานานขึ้นสงผลใหการแสดงออกของยีน gus 
ลดลง  

   ระยะเวลาที่เหมาะสมในการเลี้ยงชิ้นสวนพืชรวมกับเชื้ออะโกรแบคทีเรียม พบวา
ถาเลี้ยงรวมกันเปนระยะเวลานานจะทําใหมีการเพิ่มปริมาณของเชื้ออะโกรแบคทีเรียมในปริมาณ



 

บทที่ 5 
 

สรุป 
 

  สารปฏิชีวนะซีโฟทาซีมความเขมขน 200 มิลลิกรัมตอลิตรเปนความเขมขนท่ี
เหมาะสมในการกําจัดเช้ือสวนเกิน ออกจากเอ็มบริโอเจนิคแคลลัสหลังการสงถายยีน และสาร
ปฏิชีวนะ     ไฮโกรมัยซินความเขมขน 30 มิลลิกรัมตอลิตร เปนความเขมขนท่ีเหมาะสมสําหรับการ
คัดเลือกเอ็มบริโอเจนิคแคลลัสปาลมน้ํามันท่ีไดรับการสงถายยีนจากเช้ืออะโกรแบคทีเรียม 
  ปาลมน้ํามันโคลนกระบ่ีใหประสิทธิภาพการถายยีนไดสูงกวาโคลนเทพาโดยให
เปอรเซ็นตการแสดงออกของยีน gus สูงสุด 100 เปอรเซ็นต และใหเปอรเซ็นตการรอดชีวิตเทากับ 
72 เปอรเซ็นต แตหลังจากวางเล้ียงบนอาหารเติมไฮโกรมัยซินพบวา เอ็มบริโอเจนิคแคลลัสโคลน
เทพาสามารถพัฒนาเปนโซมาติกเอ็มบริโอซ่ึงมีความสามารถพัฒนาเปนพืชตนใหมไดสูงกวา  
  อะโกรแบคทีเรียมสายเช้ือ AGL-1 ซ่ึงประกอบดวยพลาสมิด pCAMBIA1304 ให
ประสิทธิภาพในการสงถายยีนเขาสูเอ็มบริโอเจนิคแคลลัสปาลมน้ํามันไดสูงสุด โดยใหเปอรเซ็นต
การแสดงออกของยีน gus สูงสุด 87.77 เปอรเซ็นต และใหเอ็มบริโอเจนิคแคลลัสปาลมน้ํามันรอด
ชีวิต 28.67 เปอรเซ็นต 
  การใชเอ็มบริโอเจนิคแคลลัสปาลมน้ํามันอายุ 4 สัปดาห หลังการยายเล้ียงบน
อาหารสูตร MS เติมไดแคมบา ความเขมขน 0.3 มิลลิกรัมตอลิตร กอนนํามาเล้ียงรวมกับเช้ืออะโกร
แบคทีเรียมใหเปอรเซ็นตการแสดงออกของยีน gus สูงสุด 82.08 เปอรเซ็นต  และใหเอ็มบริโอเจนิค
แคลลัสรอดชีวิต 36.88 เปอรเซ็นต การใชเอ็มบริโอเจนิคแคลลัสอายุมากข้ึนสงผลใหประสิทธิภาพ
ในการถายยีนลดลง 
  การปรับความหนาแนนของสารละลายเช้ืออะโกรแบคทีเรียมท่ีคา OD600 เทากับ 
0.8 กอนนําเอ็มบริโอเจนิคแคลลัสมาจุมแชช้ินสวนในสารละลายเช้ืออะโกรแบคทีเรียมเปน
ระยะเวลา           6  ช่ัวโมง หลังจากนั้นเล้ียงเอ็มบริโอเจนิคแคลลัสรวมกับเชื้ออะโกรแบคทีเรียมบน
อาหารแข็งเติมอะซิโตไซริงกอนความเขมขน 200 ไมโครโมลารในสภาพมืดเปนระยะเวลา  3 วัน 
ใหประสิทธิภาพการถายยีนสูงสุด โดยใหเปอรเซ็นตการแสดงออกของยีน gus  100 เปอรเซ็นต 
และใหเอ็มบริโอเจนิคแคลลัสรอดชีวิต 63.89 เปอรเซ็นต  ใหการสรางโซมาติกเอ็มบริโอ 4  
เอ็มบริโอตอหลอดทดลอง 
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  การตรวจสอบการปลูกถายยีน gus และ hpt โดยเทคนิค PCR โดยสกัดดีเอ็นเอจาก
เอ็มบริโอเจนิคแคลลัสท่ีรอดชีวิตหลังการถายยีน 8 สัปดาห จากการจุมแชในสารละลายเช้ืออะโกร
แบคทีเรียมสายเช้ือ AGL-1 pCAMBIA1304 ท่ีคา OD600 = 0.8 จุมแชช้ินสวนเปนเวลา 6 ช่ัวโมง และ
เล้ียงรวมเปนเวลา 3 วัน จํานวน 12 ตัวอยางพบวา ปรากฏแถบดีเอ็นเอขนาด 441 คูเบส ของยีน gus  
และขนาด 800 คูเบสของยีน hpt ใน ตัวอยางท้ังหมดท่ีนํามาตรวจสอบ  
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ภาคผนวก 
ภาคผนวกท่ี 1 ตารางองคประกอบของสูตรอาหาร Murashige and Skoog (MS) 
องคประกอบ ความเขมขน (มก./ล.) 
ธาตุอาหารหลัก  
NH4NO3 1,650.00 
KNO3 1,900.00 
KH2PO4 170.00 
H3BO3 6.20 
ธาตุอาหารรอง  
KI 0.83 
MnSO41H2O 16.90 
ZnSO47H2O 10.60 
CuSO45H2O 0.025 
NaMoO42H2O 0.25 
CoCl26H2O 0.025 
CaCl22H2O 440.00 
MgSO47H2O 370.00 
FeSO47H2O 27.80  
Na2EDTA 37.30 
สารอินทรีย  
Myo-inositol 100.00 
Nicotinic acid 0.50 
PyridoxineHCl(B6) 0.50            
ThiamineHCl(B1) 0.10 
Glycine 2.00 
Sucrose 3%, Agar 0.6-0.7% (0.75%), pH 5.7-5.8  
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ภาคผนวกท่ี 2  ตารางองคประกอบของสูตรอาหาร Luria and Bertani broth (LB) 
 

องคประกอบ ความเขมขน (ก./ล.) 
Bacto tryptone 10 
Bacto yeast extract 5 
NaCl 10 
Bacto agar 15 
pH 7 

 
 
วิธีการเตรียม 
 ละลายสวนผสมในนํ้ากล่ัน 1 ลิตร ปรับคาความเปนกรดดางเทากับ 7.0 แบงใสขวดรูปชมพู 
ปริมาตรตามตองการปดปากดวยอะลูมิเนียมฟลอยด นึ่งฆาเช้ือดวยความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้ว 
ท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที ถาตองการทําใหอาหารแข็งใหเติม Bacto agar ลง
ไปในสวนผสม 15 กรัมตออาหาร 1 ลิตร หลังจากนึ่งฆาเช้ือนําไปอุนใน water bath ท่ีอุณหภูมิ
ประมาณ 50-60 องศาเซลเซียส  กอนเติมสารปฏิชีวนะคานามัยซินความเขมขน 50 มิลลิกรัมตอลิตร  
จากนั้นเทอาหารใสจานเพาะเล้ียงขนาดเสนผานศูนยกลาง 10 เซนติเมตร จานละ 20 มิลลิลิตร  
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ภาคผนวกท่ี 3  การเตรียมสารละลายสําหรับปฏิกิริยา PCR 
 
1.  สวนผสมสําหรับปฏิกิริยา PCR ของยีน gus (1X/20μl) 
 
สารประกอบของปฏิกิริยา สารละลายเขมขน ปริมาตรท่ีใช ความเขมขนสุดทาย 
PCR buffer 10X 2 μl 1X 
MgCl2 50 mM 0.8 μl 2 mM 
dNTP mix 1 mM 4.0 μl 200 μM 
Primer GUS-F 50 μM 0.1 μl 0.25 μM 
Primer GUS-RV 50 μM 0.1 μl 0.25 μM 
Taq polymerase 2 U/μl 0.5 μl 1 U 
DNA template  1 μl  
dH2O  11.5 μl  

 
2.  สวนผสมสําหรับปฏิกิริยา PCR ของยีน hpt (1X/20μl) 
 
สารประกอบของปฏิกิริยา สารละลายเขมขน ปริมาตรท่ีใช ความเขมขนสุดทาย 
PCR buffer 10X 2 μl 1X 
MgCl2 50 mM 0.8 μl 2 mM 
dNTP mix 1 mM 4.0 μl 200 μM 
Primer hpt-F 50 μM 0.1 μl 0.25 μM 
Primer hpt-RV 50 μM 0.1 μl 0.25 μM 
Taq polymerase 2 U/μl 0.5 μl 1 U 
DNA template  1 μl  
dH2O  11.5 μl  
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3.  การทําปฏิกิริยา PCR  
 นําสวนผสมตางๆใสเคร่ือง PCR โดยกําหนดเวลา และอุณหภูมิ ดังนี้ 
 

 gus hpt 
 96˚C 2 96˚C 2 นาที 30 รอบ นาที 30 รอบ 
Denaturing 96˚C 20 96˚C 20 วินาที วินาที 
Annealing 55˚C 1 55˚C 1 นาที นาที 
Extension 72˚C 2 72˚C 2 นาที นาที 
 72˚C 5 72˚C 5 นาที นาที 

 
 
ภาคผนวกที่ 4  ตารางวิเคราะหความแปรปรวนของความหนาแนนเช้ือ  ระยะเวลาการจุมแช  และ
 ระยะเวลาการเล้ียงรวม ตอการแสดงออกของยีน gus ภายหลังการถายยีนเปน
 ระยะเวลา 2 สัปดาห 

Source DF Type III SS Mean Square    F Value     Pr > F 
REP 2 1164.6832 582.3416 2.39ns 0.0969 
D 3 18975.2219 6325.0740 25.99** 0.0001 
I 3 16207.0817 5402.3606 22.20** 0.0001 
D x I 9 13364.0750 1484.8972 6.10** 0.0001 
C 2 10996.1510 5498.0755 22.60** 0.0001 
D x C 6 1804.6333 300.7722 1.24ns 0.2950 
I x C 6 791.2205 131.8701 0.54ns 0.7750 
D x I x C 18 6022.1440 334.5636 1.37ns 0.1626 

C.V. (%) = 34.71        
D = ความหนาแนนเช้ือ  I = ระยะเวลาจุมแช  C = ระยะเวลาเล้ียงรวม  
ns  ไมแตกตางกันทางสถิติ                 **  แตกตางกันทางสถิติอยางมีนัยสําคัญยิ่ง (P≤0.01) 
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ภาคผนวกท่ี 5 ตารางวิเคราะหความแปรปรวนของความหนาแนนเช้ือ  ระยะเวลาการจุมแช และ
  ระยะเวลาการเล้ียงรวมตอเปอรเซ็นตรอดชีวิตหลังการถายยีนเปนเวลา 8 สัปดาห 

Source DF Type III SS Mean Square    F Value     Pr > F 
REP 2 22717.0834 11358.5417 25.90ns 0.0001 
D 3 9392.0795 3130.6932 7.14** 0.0002 
I 3 10569.7292 3523.2431 8.03** 0.0001 
D x I 9 6196.7663 688.5296 1.57ns 0.1356 
C 2 5428.4815 2714.2407 6.19** 0.0030 
D x C 6 968.4275 161.4046 0.37ns 0.8975 
I x C 6 1562.6111 260.4352 0.59ns 0.7345 
D x I x C 18 6007.3750 333.7431 0.76ns 0.7390 

C.V. (%) = 24.62  
D = ความหนาแนนเช้ือ  I = ระยะเวลาจุมแช  C = ระยะเวลาเล้ียงรวม  
ns  ไมแตกตางกันทางสถิติ                **  แตกตางกันทางสถิติอยางมีนัยสําคัญยิ่ง (P≤0.01) 
 
ภาคผนวกที่ 6  ตารางวิเคราะหความแปรปรวนของความหนาแนนเช้ือ  ระยะเวลาการจุมแช  และ
  ระยะเวลาการเล้ียงรวมตอจํานวนการสราง SE ตอหลอดภายหลังการถายยีนเปน 
  ระยะเวลา 8 สัปดาห 

C.V. (%) = 32.78 

Source DF Type III SS Mean Square    F Value     Pr > F 
REP 2 3.7066514 1.8533257 1.41ns 0.2491 
D 3 24.9003167 8.3001056 6.32** 0.0006 
I 3 30.4100389 10.1366796 7.72** 0.0001 
D x I 9 21.2658889 2.3628765 1.80 0.0786 
C 2 13.0453556 6.5226778 4.96** 0.0089 
D x C 6 6.6864667 1.1144111 0.85ns 0.5361 
I x C 6 6.7225778 1.1204296 0.85ns 0.5327 
D x I x C 18 19.5317778 1.0850988 0.83ns 0.6659 

D = ความหนาแนนเช้ือ  I = ระยะเวลาจุมแช  C = ระยะเวลาเล้ียงรวม  
ไมแตกตางกันทางสถิติ                **  แตกตางกันทางสถิติอยางมีนัยสําคัญยิ่ง (P≤0.01) ns  
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ภาคผนวกที่ 7  การเตรียมสารละลายบัฟเฟอรท่ีใชในการตรวจสอบดีเอ็นเอตามวิธีการสกัด 
  ดีเอ็นเอ ของ Te-chato  (2000) 
1. TE บัฟเฟอรปริมาตร 500 มิลลิลิตร 
 20 mM Tris-HCl (pH 8.0)  500 ไมโครลิตร  
 0.1M EDTA (pH 8.0) 200 ไมโครลิตร  
 ปรับปริมาตรดวยน้ํากล่ันใหได 500 มิลลิลิตร แลวนําไปนึ่งฆาเช้ือ 
2.  SDS ความเขมขน 10% ปริมาตร 50 มิลลิลิตร 
  SDS    5  กรัม 
 ปรับปริมาตรดวยน้ํากล่ันใหได 50 มิลลิลิตร แลวนําไปนึ่งฆาเช้ือ 
3.  Ammonium acetate ความเขมขน 5 โมลาร  ปริมาตร  100  มิลลิลิตร 
 Ammonium acetate  38.54 กรัม 
 ปรับปริมาตรดวยน้ํากล่ันใหได 100 มิลลิลิตร แลวนําไปกรองดวยมิลลิพอร 
4.  Ethidium bromide 10 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ปริมาตร 100 มิลลิลิตร 
 Ethidium bromide      1.0  กรัม 
 เติมน้ํากล่ันใหไดปริมาตร  100.0  มิลลิลิตร  
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ภาคผนวกท่ี 8 แผนท่ีโครงสรางของพลาสมิดดีเอ็นเอ pCAMBIA 1301 
ท่ีมา: CAMBIA (2006) 
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ภาคผนวกท่ี 9 แผนท่ีโครงสรางของพลาสมิดดีเอ็นเอ pCAMBIA 1302 
ท่ีมา: CAMBIA (2006) 
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ภาคผนวกท่ี 10 แผนท่ีโครงสรางของพลาสมิดดีเอ็นเอ pCAMBIA 1304 
ท่ีมา: CAMBIA (2006) 
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