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บทคัดยอ 
 

 การศึกษาผลของความเขมขนของสารปฏิชีวนะตออัตราการรอดชีวิตของ
เอ็มบริโอเจนิคแคลลัสปาลมน้ํามันในกระบวนการสงถายยีน โดยศึกษาความเขมขนของสาร
ปฏิชีวนะซีโฟทาซีมท่ีเหมาะสมในการกําจัดเช้ืออะโกรแบคทีเรียม  และความเขมขนของสาร
ปฏิชีวนะไฮโกรมัยซินท่ีเหมาะสมตอการคัดเลือก และศึกษาปจจัยชีวภาพท่ีเหมาะสมตอการสงถาย
ยีนเขาสูเอ็มบริโอเจนิคแคลลัสปาลมน้ํามัน ไดแก แหลงท่ีมาของช้ินสวน ชนิดสายเช้ืออะโกร
แบคทีเรียมและพลาสมิด อายุของเอ็มบริโอเจนิคแคลลัส ความหนาแนนของเช้ืออะโกรแบคทีเรียม 
ระยะเวลาการจุมแช และระยะเวลาการเล้ียงรวมช้ินสวนกับเช้ืออะโกรแบคทีเรียม พบวา ความ
เขมขนของสารปฏิชีวนะซีโฟทาซีมท่ีเหมาะสมคือ 200 มิลลิกรัมตอลิตร  ซ่ึงเปนระดับความเขมขน
ท่ีสามารถยับยั้งการเจริญของเช้ืออะโกรแบคทีเรียมและเอ็มบริโอเจนิคแคลลัสสามารถพัฒนาและ
สรางโซมาติกเอ็มบริโอได สารปฏิชีวนะไฮโกรมัยซินท่ีระดับความเขมขน 30 มิลลิกรัมตอลิตร เปน
ความเขมขนท่ีเหมาะสมในการคัดเลือกเอ็มบริโอเจนิคแคลลัสท่ีไดรับการถายยีน เอ็มบริโอเจนิค
แคลลัสโคลนเทพาเหมาะสมในการใชเปนช้ินสวนเริ่มตน สายเชื้อท่ีใหประสิทธิภาพสูงคือ อะโกร
แบคทีเรียมสายเช้ือ AGL-1 ท่ีมีพลาสมิด pCAMBIA 1304 ซ่ึงมียีน gus  เปนยีนรายงานผล และยีน 
hpt เปนยีนท่ีคัดเลือก  และการใชเอ็มบริโอเจนิคแคลลัสอายุ 4 สัปดาห จุมแชในสารละลายเช้ือ     
อะโกรแบคทีเรียมท่ีปรับความหนาแนนเช้ือดวยการวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลืนแสง 600 
นาโนเมตร   เทากับ 0.8 (OD600=0.8) เปนระยะเวลา 6 ช่ัวโมง หลังจากนั้นยายเอ็มบริโอเจนิค
แคลลัสมาเล้ียงรวมกับเช้ืออะโกรแบคทีเรียมบนอาหารแข็งสูตร MS เติมอะซิโตไซริงกอนความ
เขมขน 200 ไมโครโมลาร ในสภาพมืดเปนระยะเวลา 3 วัน ใหการแสดงออกของยีน gus สูงสุด 100 
เปอรเซ็นต หลังถายยีน 2 สัปดาห และหลังถายยีนระยะเวลา 8 สัปดาห ใหเอ็มบริโอเจนิคแคลลัสท่ี
ตานทานตอไฮโกรมัยซิน 63.89 เปอรเซ็นต จํานวนโซมาติกเอ็มบริโอ 4 เอ็มบริโอตอการวางเล้ียง 
เม่ือยืนยันการปลูกถายยีนดวยการวิเคราะหในระดับโมเลกุลโดยเทคนิค polymerase chain reaction 
(PCR) พบยีน gus ขนาด 441 คูเบส และยีน hpt  ขนาด 800 คูเบส 
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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. 
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จากคุณสมโชค และคุณไรหนาบ เย็นชอน พอแมท่ีรักยิ่ง  และนายสุรินทร เย็นชอน นองชายสุดท่ี
รัก ญาติสนิทมิตรสหาย  พี่ ๆ  เพื่อน ๆ และนอง ๆ ท่ีรวมทํากิจกรรมกันมา โดยเฉพาะสมาชิก
หองปฏิบัติการเทคโนโลยีชีวภาพของพืชปลูกทุกคน  ท่ีกรุณาใหความชวยเหลือในทุก ๆ ดาน เปน
กําลังใจ ใหความรักความเอาใจใสเสมอมา ตลอดจนทุกส่ิงทุกอยางท่ีดลบันดาลใหผูวิจัยไดทํางาน
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          สุรีรัตน เย็นชอน                

 
 
 
 
 
 

(5) 

 



สารบัญ 
 

หนา  
บทคัดยอ (3) 
Abstract (4) 
กิตติกรรมประกาศ (5) 
สารบัญ (6) 
รายการตาราง (7) 
รายการภาพประกอบ (8) 
บทท่ี  
1 บทนํา 1 
           บทนําตนเร่ือง 1 
           การตรวจเอกสาร 2 
           วัตถุประสงค 17 
2 วัสดุ อุปกรณ และวิธีการ 18 
           วัสดุ อุปกรณ 18 
           วิธีการ 23 
3 ผล 28 
4 วิจารณ 50 
5 สรุป 58 
เอกสารอางอิง 60 
ภาคผนวก 68 
ประวัติผูเขียน 77 
 
 
 
 
 
 
 

(6) 

 



รายการตาราง 
ตารางท่ี หนา  

1 ตัวอยางพืชใบเล้ียงเดี่ยวท่ีไดรับการถายยีนโดยใชอะโกรแบคทีเรียม 9 
2 ผลของซีโฟทาซีมตอเปอรเซ็นตการสรางโซมาติกเอ็มบริโอของเอ็มบริโอเจ

นิคแคลลัสหลังวางเล้ียงบนอาหารสูตร MS เปนระยะเวลา 6 สัปดาห 
29 

3 ผลของไฮโกรมัยซินตอเปอรเซ็นตการสรางโซมาติกเอ็มบริโอของเอ็มบริโอ
เจนิคแคลลัสหลังวางเล้ียงบนอาหารสูตร MS เปนระยะเวลา 6 สัปดาห 

34 

4 ผลของแหลงท่ีมาของช้ินสวนตอเปอรเซ็นตการแสดงออกของยีน gus และ
เปอรเซ็นตการรอดชีวิตหลังการถายยีนเปนระยะเวลา 4 สัปดาห 

35 

5 ผลของชนิดสายเช้ืออะโกรแบคทีเรียมตอเปอรเซ็นตการแสดงออกของยีน 
gus  และเปอรเซ็นตการรอดชีวิตหลังการถายยีนเปนระยะเวลา 6 สัปดาห 

38 

6 ผลของอายุเอ็มบริโอเจนิคแคลลัสตอเปอรเซ็นตการแสดงออกของยีน gus  
และเปอรเซ็นตการรอดชีวิตหลังการถายยีนเปนระยะเวลา 6 สัปดาห 

40 

7 ผลของความหนาแนนของเช้ือ ระยะเวลาการจุมแช และระยะเวลาการเล้ียง
รวมตอเปอรเซ็นตการแสดงออกของยีน gus  หลังการถายยีนเปนระยะเวลา 
2 สัปดาห 

43 

8 ผลของความหนาแนนของเช้ือ ระยะเวลาการจุมแช และระยะเวลาการเล้ียง
รวมตอเปอรเซ็นตการรอดชีวิตหลังการถายยีนเปนระยะเวลา 8 สัปดาห 

44 

9 ผลของความหนาแนนของเช้ือ ระยะเวลาการจุมแช และระยะเวลาการเล้ียง
รวมตอจํานวนการสรางโซมาติกเอ็มบริโอ (SE) หลังการถายยีนเปน
ระยะเวลา 8 สัปดาห 

45 

 

 
 
 
 
 
 
 
 

(7) 

 



รายการภาพประกอบ 
 

ภาพท่ี หนา  
1 กระบวนการสงถายยีนเขาสูเซลลพืชโดยใชอะโกรแบคทีเรียมเปนพาหะ 6 
2 เอ็มบริโอเจนคิแคลลัสปาลมน้ํามันวางเล้ียงบนอาหาร MS เติมไดแคมบา 

เขมขน 0.3 มิลลิกรัมตอลิตร และกรดแอสคอรบิคเขมขน  200 มิลลิกรัม
ตอลิตร 

18 

3 ผลของสารปฏิชีวนะซีโฟทาซีมตอเปอรเซ็นตการรอดชีวิตของเอ็มบริโอ 
เจนิคแคลลัส หลังวางเล้ียงบนอาหารสูตร MS เปนเวลา 6 สัปดาห 

29 

4 ผลของสารปฏิชีวนะซีโฟทาซีมท่ีความเขมขนตาง ๆ ตอเปอรเซ็นตการ
รอดชีวิตและพัฒนาการของเอ็มบริโอเจนิคแคลลัส หลังการวางเล้ียงบน
อาหารสูตร MS เปนระยะเวลา 6 สัปดาห   

30 

5 ผลของสารปฏิชีวนะซีโฟทาซีมตอการยับยั้งการเจริญของเช้ืออะโกร
แบคทีเรียมสายเช้ือ AGL-1 pCAMBIA1304 หลังวางเล้ียง 4 สัปดาห  

31 

6 ผลของสารปฏิชีวนะซีโฟทาซีมตอการยับยั้งการเจริญของเช้ืออะโกร
แบคทีเรียมสายเช้ือ  AGL-1 pCAMBIA1304 หลังวางเล้ียง  4  สัปดาห 

32 

7 ผลของสารปฏิชีวนะไฮโกรมัยซินตอเปอร เซ็นตการรอดชีวิตของ
เอ็มบริโอเจนิคแคลลัสหลังวางเล้ียงบนอาหารสูตร MS เปนระยะเวลา 6 
สัปดาห 

33 

8 ผลของสารปฏิชีวนะไฮโกรมัยซิน  ตอเปอร เซ็นตการรอดชีวิตและ
พัฒนาการของเอ็มบริโอเจนิคแคลลัสหลังวางเล้ียงบนอาหารสูตร MS เปน
ระยะเวลา 6 สัปดาห   

34 

9 การแสดงออกของยีน gus  ของเอ็มบริโอเจนิคแคลลัสปาลมน้ํามันหลัง
การปลูกถายยีนดวยอะโกรแบคทีเรียมสายเชื้อ AGL-1 pCAMBIA 1304  
และวางเล้ียงบนอาหารคัดเลือกเปนระยะเวลา 4 สัปดาห 

36 

10 ลักษณะแคลลัสปาลมน้ํามันท่ีเพาะเล้ียงบนอาหารเติมสารปฏิชีวนะไฮโกร
มัยซินความเขมขน 30 มิลลิกรัมตอลิตร หลังปลูกถายยีนดวยอะโกร
แบคทีเรียมสายเช้ือ AGL-1 pCAMBIA1304 เปนระยะเวลา 4  เดือน 

36 

 

(8) 

 



รายการภาพประกอบ (ตอ) 
 
ภาพท่ี หนา  

11 การแสดงออกของยีน gus ของเอ็มบริโอเจนิคแคลลัสปาลมน้ํามันหลังการ
ปลูกถายยีนดวยอะโกรแบคทีเรียมสายเช้ือ AGL-1 และ EHA105 เปน
ระยะเวลา 2 สัปดาห  

39 

12 การแสดงออกของยีน gus ของเอ็มบริโอเจนิคแคลลัสอายุตาง ๆ หลังการ
ปลูกถายยีนดวยอะโกรแบคทีเรียมสายเช้ือ AGL-1 pCAMBIA1304 เปน
ระยะเวลา 2 สัปดาห  

41 

13 การแสดงออกของยีน gus ของเอ็มบริโอเจนิคแคลลัสปาลมน้ํามันหลังการ
ปลูกถายยีนดวยอะโกรแบคทีเรียมสายเช้ือ AGL-1 ท่ีมีพลาสมิด 
pCAMBIA1304 ท่ีความหนาแนนเช้ือ (OD600) และระยะเวลาการจุมแชท่ี 2  
4   6  12  ช่ัวโมงหลังการถายยีนเปนระยะเวลา 2 สัปดาห 

46 

14  ปาลมน้ํามันท่ีรอดชีวิตและสรางโซมาติดเอ็มบริโอหลังการจุมแชใน   
อะโกรแบคทีเรียมสายเช้ือ AGL-1  ท่ีมีพลาสมิด pCAMBIA1304 
(OD600=0.8) เปนระยะเวลาตาง ๆ หลังวางเล้ียงบนอาหารคัดเลือกเปน
ระยะเวลา 8 สัปดาห 

47 

16 การแสดงออกของยีน gus ของโซมาติกเอ็มบริโอ หลังการปลูกถายยีน
ดวยอะโกรแบคทีเรียม สายเช้ือ AGL-1 ท่ีมีพลาสมิด pCAMBIA1304 หลัง
วางเล้ียงบนอาหารคัดเลือกเปนระยะเวลา 8 สัปดาห    

48 

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

 
 
 
 
 
 
 
 

(9) 
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 ปญหาทางการเกษตรในการผลิตพืชที่สําคัญในปจจุบันคือ ผลผลิตทางการเกษตร
ที่ไดยังไมพอเพียงและตรงตามความตองการทั้งในดานปริมาณ และคุณภาพ เปนผลมาจากการ
เพิ่มขึ้นของจํานวนประชากร ปญหาจากโรคแมลงศัตรูพืชรวมทั้งความไมทนทานตอ
สภาพแวดลอมที่ไมเหมาะสม การปรับปรุงพันธุจึงถูกนํามาใชเพื่อการผลิตพืชใหไดคุณลักษณะ
ตามตองการ ปาลมน้ํามันจัดเปนพืชน้ํามันที่มีความสําคัญทางเศรษฐกิจของประเทศไทย จาก
สถานการณปจจุบันประเทศไทยกําลังประสบปญหาวิกฤติพลังงานตองการใชน้ํามันเชื้อเพลิงใน
ปริมาณมาก การพัฒนาพลังงานทดแทนจากพืชจึงเปนเรื่องจําเปน ประเทศไทยมีการปลูกพืชน้ํามัน
หลายชนิดแตปาลมน้ํามันเปนพืชน้ํามันที่ใหผลผลิตสูง มีตนทุนในการผลิตต่ํากวาพืชน้ํามันชนิด
อ่ืนๆ โดยพันธุปาลมน้ํามันที่นิยมปลูกเปนการคา คือ พันธุเทเนอรา ซ่ึงมีเปลือกสําหรับอัดน้ํามัน
มาก และใหเปอรเซ็นตน้ํามันสูง (บุษบา, 2548) จึงเหมาะสมในการนํามาผลิต น้ํามันไบโอ
ดีเซล  ประเทศไทยผลิตปาลมน้ํามันไดเพียง 4 %  ของผลผลิตทั้งโลก ผลผลิตเฉลี่ย 2.8  ตันตอไร 
ตอป เปอรเซ็นตน้ํามัน  15 - 17 % ซ่ึงถือวาคอนขางต่ํามาก เมื่อเปรียบเทียบกับประเทศมาเลเซียซ่ึง
ใหผลผลิตเฉลี่ย   5 - 6   ตันตอไรตอป  เปอรเซ็นตน้ํามัน 25-26 % (ศูนยพันธุวิศวกรรมและ
เทคโนโลยีชีวภาพแหงชาติ, 2551)  ดังนั้นการพัฒนาวิธีการปรับปรุงพันธุปาลมน้ํามันเพื่อใหได
พันธุที่ใหผลผลิตสูง ปริมาณน้ํามันสูง ตานทานตอโรคและแมลงและทนทานตอสภาพแวดลอม
นับวามีความสําคัญเปนอยางยิ่ง อยางไรก็ตามการปรับปรุงพันธุปาลมน้ํามันโดยวิธีการดั้งเดิม 
(conventional breeding) ดวยวิธีผสมพันธุระหวางพืชปลูกกับพืชพันธุที่มีลักษณะดี แลวใหเกิดการ 
เปลี่ยนแปลงตามกลไกทางธรรมชาติ ทําการคัดเลือกจนไดพืชปลูกที่มีลักษณะดีตามตองการมี
ขอจํากัดที่สําคัญคือ ในการผสมพันธุและคัดเลือกพันธุตองใชระยะเวลานาน ถาพอพันธุแมพันธุมี
ความแตกตางทางสายพันธุมากโอกาสที่จะสําเร็จก็จะนอยลง (Rajanaidu and Jalani, 1995 อางโดย 
Chowdhury et al., 1997)   ในการปฏิบัติอาจได ลักษณะทางพันธุกรรมที่ไมตองการรวมเขามาดวย
รวมถึงลักษณะทางพันธุกรรมที่มีความสําคัญตาง ๆ อาจมาจากยีนที่อยูในพืชพันธุพื้นเมืองหรือ
ส่ิงมีชีวิตอื่นที่ไมสามารถนํามาผสมกับพืชปลูกที่ตองการได ปจจุบันพัฒนาการทางวิทยาศาสตร
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กาวหนามากขึ้น เทคนิคการถายยีนเขาสูพืชจึงถูกนํามาใชเพื่อ สรางพืชที่มีลักษณะทางพันธุกรรมที่
ตองการ และลดขอจํากัดที่เกิดขึ้นของวิธีการปรับปรุงพันธุแบบดั้งเดิม  ซ่ึงการถายยีนเขาสูพืชเปน
กระบวนการตัดตอยีนทําใหไดสายพันธุที่มีลักษณะทางพันธุกรรมเปลี่ยนแปลงไป วิธีการนี้ทําให
ไดสายพันธุใหมในระยะเวลาอันสั้นและสามารถนํายีนจากสิ่งมีชีวิตชนิดหนึ่งถายฝากใหกับ
ส่ิงมีชีวิตอีกชนิดหนึ่งได ( กวิยา, 2549) การปลูกถายยีนเขาสูพืชเปนวิธีการปรับปรุงพันธุพืชที่
รวดเร็วและใหผลที่แนนอน วิธีการนี้จึงเปนที่นิยมของนักปรับปรุงพันธุพืชในปจจุบัน  อยางไรก็
ตามการปรับปรุงพันธุพืชโดยการปลูกถายยีนมีปจจัยที่เกี่ยวของหลายปจจัย วิธีการที่เหมาะสมจะ
ชวยสงเสริมใหประสิทธิภาพการถายยีนประสบผลสําเร็จสูง ซ่ึงวิธีการถายยีนในปาลมน้ํามันที่
ไดรับความนิยมคือ การถายยีนโดยใชเครื่องยิงอนุภาค และการใชอะโกรแบคทีเรียม แตละวิธีการก็
มีขอดีขอเสียแตกตางกันไป (สุรินทร, 2548)   Parveez และคณะ (1998) รายงานการศึกษาปจจัยทาง
ชีวภาพที่มีผลตอประสิทธิภาพการถายยีนในปาลมน้ํามันโดยใชเครื่องยิงอนุภาค สวนการปลูกถาย
ยีนโดยใชอะโกรแบคทีเรียมเปนพาหะนั้นยังมีขอจํากัดในเรื่องความจําเพาะเจาะจงของเชื้อกับพืช
อาศัยโดยเฉพาะอยางยิ่งในพืชใบเลี้ยงเดี่ยว เนื่องจากปาลมน้ํามันเปนพืชใบเลี้ยงเดี่ยว ดังนั้น
การศึกษาปจจัยตางๆ ที่มีผลตอประสิทธิภาพการถายยีนเพื่อเปนแนวทางการถายยีนที่ตองการเขาสู
ปาลมน้ํามันโดยใชอะโกรแบคทีเรียมไดอยางมีประสิทธิภาพ 
 
�„�µ�¦�˜�¦�ª�‹�Á�°�„�­�µ�¦ 
 
�„�µ�¦�™�n�µ�¥�¥�¸�œ�Á�…�o�µ�­�¼�n�¡�º�• 
 

 เทคนิคการถายยีนเขาสูพืชเปนวิธีการเปลี่ยนแปลงองคประกอบทางพันธุกรรม
ของพืชใหแสดงออกในลักษณะที่ตองการ โดยการสงถายสารพันธุกรรมจากภายนอกเขาสูภายใน
เซลลและสามารถแทรกตัวในจีโนมของพืชได สงผลใหเกิดการแสดงออกในลักษณะที่สาร
พันธุกรรมเหลานั้นควบคุม รวมท้ังสามารถถายทอดลักษณะทางพันธุกรรมนั้นไปยังรุนลูกได 
โดยทั่วไปวัตถุประสงคของการถายยีนเขาสูพืช ประการแรก ไดแก ความตองการนํายีนที่ควบคุม
ลักษณะบางอยางที่เปนประโยชนเขาสูโครโมโซมพืชที่มีความสําคัญทางเศรษฐกิจ เพื่อปรับปรุง
พันธุใหเปนพืชที่มีลักษณะดีตามความตองการของเกษตรกรและผูบริโภค ทั้ง พืชไร พืชสวน และ            
ไมดอกไมประดับ ประการที่สอง เพื่อ การศึกษาใหเกิดความเขาใจในกลไก หรือการทํางานของยีน
หรือกระบวนตางๆ ทางชีววิทยา โดยเมื่อถายยีนเขาสูพืชแลวและยีนดังกลาวมีการแสดงออกในตน
พืช ก็จะสามารถอธิบายหรือแสดงใหเห็นถึงบทบาทของยีน และกระบวนการที่เกิดขึ้นในพืชได
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ระดับหนึ่ง ทั้งนี้รวมถึงการศึกษาในดานปฏิสัมพันธระหวางพืชกับเชื้อโรคหรือจุลินทรียดินดวยยีน
เดี่ยว หรือยีนจํานวนนอยที่นํามาใชถายเขาสูพืช เพื่อปรับปรุงพันธุพืช เชน ยีนควบคุมแมลงศัตรูพืช 
ยีนตานทานไวรัสพืช ยีนตานทานสารกําจัดวัชพืช ยีนควบคุมการสุกของผลไม ยีนเปลี่ยนสีกลีบ
ดอกไม ยีนควบคุมคุณคาทางโภชนาการของเมล็ดพืช และยีนควบคุมการผสมตัวเอง เปนตน สวน
พืชเศรษฐกิจชนิดตาง ๆ ที่มีรายงานผลสําเร็จในการถายยีน และยีนดังกลาวทํางานไดเมื่อเขาไป
สอดแทรกในโครโมโซมพืช ไดแก มะเขือเทศ (Romero, et  al., 2001) ยาสูบ (Krugel et  al., 2002) 
คาโนลา (Cardoza and Stewart, 2003)   ฝาย (Zhao et al., 2006) ถ่ัวเหลือง (Yan et al., 2000)  
ขาวโพด (Sidorov  et  al., 2006) และ ออย (Manickavasagum et  al., 2004) เปนตน ทั้งนี้คาดวาการ
ถายยีนใหกับพืชมีขอไดเปรียบบางประการ เชน สามารถผลิตพืชที่มีลักษณะทางพันธุกรรมที่ดีที่ใช
วิธีการผสมพันธุพืชแบบดั้งเดิมทําไมได    สามารถเปลี่ยนแปลงขอดอยบางอยางของพันธุพืชที่
ตองการไดอยางมีประสิทธิภาพ   และสามารถเพิ่มคุณคาหรือคุณสมบัติที่เปนประโยชนทางการคา
ใหแกพืช (พิสสวรรณ, 2550)   

 ในปจจุบันการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพืชจัดเปนเทคโนโลยีการผลิตพืชที่สามารถรองรับ
การปรับปรุงพันธุพืชดวยวิธีการตางๆ เชนการปรับปรุงพันธุโดยใชส่ิงกอกลายพันธุทั้งการใช
สารเคมีและการฉายรังสี  และอีกวิธีการหนึ่งซึ่งไดรับความนิยมในปจจุบันคือ การถายยีนเขาสูพืช
สามารถปฏิบัติไดหลายวิธีการ ขึ้นอยูกับชนิดและเนื้อเยื่อพืชที่นํามาใชในการถายยีน วิธีการถายยีน 
สามารถแบงออกเปน 2 วิธีการใหญๆ คือ  

 
1.  �„�µ�¦�™�n�µ�¥�¥�¸�œ�Ã�—�¥�˜�¦�Š  เปนการนําเอาดีเอ็นเอเขาสูเซลลพืชโดยตรง  ซ่ึงสามารถทําได

หลายวิธี  เชน 
1.1 �„�µ�¦�™�n�µ�¥�¥�¸�œ�Ã�—�¥�Ä�•�o�­�µ�¦�Á�‡�¤�¸   เปนการถายยีนเขาสูโปรโตพลาสต  โดยแยก      

โปรโตพลาสตจากพืช นํามาบมรวมกับสารละลายดีเอ็นเอที่เตรียมไว  รวมกับสารเคมีที่นิยมใชคือ
สารละลาย polyethylene glycol (PEG) ซ่ึงมีประสิทธิภาพในการชักนําใหเกิดการรวมตัวกันของ  
โปรโตพลาสต และจากคุณสมบัตินี้จึงนํามาใชในการชักนําดีเอ็นเอเขาสูเซลลพืช 

1.2 �„�µ�¦�™�n�µ�¥�¥�¸�œ�Ã�—�¥�Ä�•�o�„�¦�³�Â�­�Å�¢�¢�j�µ  เปนการถายยีนโดยใชไฟฟากระแสตรงใน
ระดับที่ทําใหเซลลเกิดชองวางที่เยื่อหุมเซลล เพื่อรับเอาโมเลกุลดีเอ็นเอจากภายนอกเขาสูเซลล ซ่ึง
เทคนิคนี้สามารถถายยีนใหกับเซลลที่ยังมีผนังเซลลไดดวย นอกเหนือจากโปรโตพลาสต  

1.3 �„�µ�¦�™�n�µ�¥�¥�¸�œ�Ã�—�¥�Ä�•�o�Á�…�È�¤�Œ�¸�—  เปนการถายยีนโดยใชเข็มฉีดขนาดเล็ก ฉีดดีเอ็นเอ
เขาสูเซลลพืชโดยตรง แตเนื่องจากเซลลพืชมีแวคิวโอล การฉีดจึงตองระมัดระวัง เพราะอาจฉีด
โดนแวคิวโอลแตกสงผลใหเซลลตายได  
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1.4 �„�µ�¦�™�n�µ�¥�¥�¸�œ�Ã�—�¥�Ä�•�o�Á�‡�¦�º�É�°�Š�¥�·�Š�°�œ�»�£�µ�‡  เปนการถายยีนโดยใชแรงดันกาซในการ
ขับเคลื่อนอนุภาคโลหะที่เคลือบผิวภายนอกไวดวยดีเอ็นเอที่จะถายเขาสูเซลลพืช ซ่ึงอนุภาคโลหะที่
นิยมใชคือ ทังสเตน และ ทอง  อนุภาคจะแทรกผานผนังเซลลและนําเอาดีเอ็นเอที่เคลือบไวเขาไป
ดวย  
 
 2.  �„�µ�¦�™�n�µ�¥�¥�¸�œ�Ã�—�¥�°�o�°�¤   เปนการถายยีนโดยใชอะโกรแบคทีเรียมเปนพาหะในการสงถาย
ยีนเขาสูเซลลพืช ซ่ึงอะโกรแบคทีเรียมเปนแบคทีเรียแกรมลบที่อาศัยอยูในดิน อะโกรแบคทีเรียมที่
นิยมนํามาใชในการถายยีน ไดแก Agrobacterium tumefaciens และ A. rhizogenes โดย                   
A. rhizogenes มีพลาสมิดที่เรียกวา  Ri-plasmid (root inducing plasmid) สามารถบุกรุกเขาสูพืชแลว
ทําใหเกิดรากลอย (hairy root) จํานวนมาก เรียกวา hairy root disease สวน A. tumefaciens มี    
พลาสมิด เรียกวา Ti-plasmid (tumor inducing plasmid) สามารถบุกรุกเขาสูพืชไดบริเวณที่มี
บาดแผลแลวทําใหเกิดปุมปมที่เรียกวา crown gall disease โดย Ti-plasmid ที่พบมากมี 2 ชนิด คือ 
ออกโทปน (octopine) และโนปาลีน (nopaline)  เมื่ออะโกรแบคทีเรียมสง T-DNA เขาสูเซลลพืช
แลว  เซลลของพืชบริเวณนั้นจะสามารถสรางสารโอปน (opine) ขึ้นไดตามชนิดของ Ti-plasmid  
สวนเชื้ออะโกรแบคทีเรียมก็สามารถเจริญไดโดยใชสารโอปนเปนแหลงพลังงาน  แมจะกําจัด
เชื้ออะโกรแบคทีเรียมออกไปแลว พืชยังคงสามารถสังเคราะหสารโอปนได  เนื่องจาก  T-DNA ถูก
สงเขาไปอยูในเซลลพืชอยางถาวร  เมื่อ T-DNA เขาไปรวมอยูในโครโมโซมพืชแลวยีน oncogenic 
gene (onc) ซ่ึงอยูบน T-DNA สามารถแสดงออกไดสูงสงผลใหปริมาณฮอรโมนของพืช
เปลี่ยนแปลงไป เปนเหตุใหเซลลพืชที่ไดรับ T-DNA เกิดการแบงเซลลที่ผิดปกติ  เจริญเติบโตอยาง
รวดเร็ว และไมจํากัดจนเกิดเปนลักษณะปุมปม ที่ไมสามารถพัฒนาไปเปนยอดหรือรากได 
(Stanton, 2003 ) การนํา T-DNA มาใชในการถายยีนเขาสูพืชจะตองตัดเอายีน Onc ออกจาก T-DNA 
สวนขอบเขตของ T-DNA ที่จะสามารถสงไปยังเซลลพืช  กําหนดโดยลําดับเบสซ้ํา 25 คูเบส 2 ขาง
ของ T-DNA เรียกวาแขนซาย  (left border : LB) และแขนขวา (right border : RB)  โดยกลไกการ
สง T-DNA เขาไปในเซลลพืชควบคุมโดยกลุมยีน virulence ที่อยูใน Ti-plasmid  ซ่ึงประกอบดวย
ยีน  vir A   vir G   vir D   vir C   vir E  และ vir B  กลไกการสงถายยีนเขาสูเซลลพืชคลายกับการ
จับคูของแบคทีเรีย  กระบวนการสงถายถูกกระตุนโดยสารประกอบฟนอลจากพืช ซ่ึงไดแกสาร 
acetosyringon (AS) เปนสารที่พืชปลอยออกมาเมื่อเกิดบาดแผล และควบคุมโดยยีน chv  ซ่ึงอยูบน
โครโมโซมของแบคทีเรีย และยีน vir  ที่อยูบน Ti-plasmid  ทั้งนี้  T-DNA จะถูกตัดดวยเอ็นไซมตัด
จําเพาะซึ่งเปนผลผลิตของยีน vir D ที่ขอบเขตทั้งสองขาง  แลวจึงสงถายเขาสูเซลลพืชในรูปแบบ
ของ DNA สายเดี่ยว  ทิศทางการสงถายจะเริ่มจากขอบเขตแขนขวาไปเรื่อย ๆ  สวนนี้เปนสวนที่
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จําเปนมากสําหรับการสง T-DNA  สวนขอบเขตแขนซายทําหนาที่เปนตัวกําหนดปลายของ DNA ที่
จะสงเทานั้น  แมวาจะไมมีสวนแขนซาย การสง T-DNA ก็เกิดขึ้นได  แตจะมีขนาดไมแนนอน  
เพราะการตัดพันธะฟอสโฟไดเอสเทอรทางปลายจะเปนแบบสุม  สวนสําคัญที่ทําใหมีการสง T-
DNA จากอะโกรแบคทีเรียมไปยังเซลลพืช  คือ  สวนของยีน vir และตําแหนงของ RB และ LB 
ของ T-DNA  สวนของยีนที่กําหนดการสรางสารโอปน และฮอรโมนที่อยูภายใน T-DNA นั้น  ไมมี
หนาที่ในการสงถาย T-DNA แตอยางใด  ดังนั้นการใช Ti-plasmid ในการสงถายยีนทําไดโดย
แทนที่ยีนที่เกี่ยวของกับการสังเคราะหฮอรโมนพืช และสารโอปนดวยยีนที่ตองการ  เมื่อมีการสง
ถาย T-DNA เขาไปในพืช  พืชจะไดรับยีนที่สอดใสไวแทน  (สุรินทร, 2548) 
  การถายยีนเขาสูพืชสามารถทําไดหลายวิธีการ ขึ้นอยูกับชนิดและเนื้อเยื่อพืชที่
นํามาใชในการถายยีน ซ่ึงการถายยีนโดยใชอะโกรแบคทีเรียมเปนที่นิยมมากกวาเทคนิคอื่น ๆ 
เนื่องจากเปนวิธีที่ทําไดงาย (Hiei and Komari, 2008)   Tzfira และ Citovsky (2006) ไดสรุปลําดับ
ขั้นตอนการสงถายยีนเขาสูเซลลพืชโดยใชอะโกรแบคทีเรียมไวดังนี้ คือ Agrobacterium บุกรุก
เซลลพืช จากนั้นพืชตอบสนองโดยการหลั่งสารพวกฟนอลสงสัญญาณไปกระตุนการทํางานของยีน 
virA และ virG โปรตีน VirD1 และ VirD2  ตัดพันธะฟอสโฟไดเอสเทอรที่ตําแหนง RB และ LB 
เกิด T-DNA สายเดี่ยว (T-strand) จากนั้นโปรตีน VirD2 จะเขาไปจับที่ตําแหนงปลาย 5’ ของเสน  
T-DNA  สารประกอบเชิงซอนของ  VirE2/VirE1 จะเขาไปจับรอบ ๆ เสน T- DNA สายเดี่ยว เพื่อ
ปองกัน   T-DNA ถูกทําลายในระหวางการสงผานเขาไปในไซโตพลาสซึมของพืช ซ่ึงโปรตีน VirB 
ทําใหเกิดโครงสรางคลายชองบริเวณผนังเซลลของแบคทีเรียทําให  T-DNA สามารถผานผนังเซลล
แบคทีเรียเขาสู ไซโตพลาสซึมของพืช และแทรกตัวเขาสูนิวเคลียสของพืช (ภาพที่ 1) 
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�£�µ�¡�š�¸�É 1 กระบวนการสงถายยีนเขาสูเซลลพืชโดยใชอะโกรแบคทีเรียมเปนพาหะ 
               ที่มา : Tzfira and Citovsky (2006) 
   

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

  ในระบบการปลูกถายยีน โครงสรางของชิ้นยีนที่ปลูกถายตองมีสวนที่สําคัญคือ 
ยีนควบคุมการแสดงออกหรือโปรโมเตอร (promoter genes)  ยีนเครื่องหมายในการคัดเลือก 
(selectable marker genes) และ ยีนรายงานผล (reporter genes) 

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

  ยีนแตละยีนที่จะถายเขาสูเซลลพืช ตองมีสวนของโปรโมเตอรซ่ึงเปนสวนของ 
DNA ที่ทําหนาที่ควบคุมการแสดงออกของยีนที่สงถายเขาไป เปนบริเวณที่เอนไซม RNA 
polymerase เขามาเกาะ และเริ่มถอดรหัสไปเปน mRNA  โปรโมเตอรจะอยูในสวน non-transcribed 
DNA ที่อยูทางดาน upstream ของจุดเริ่มตนของการถอดรหัส โปรโมเตอรที่ใชในการสงถายยีนมี
หลายชนิด เชน โปรโมเตอรที่ควบคุมการทํางานของยีนไดตลอดเวลา และในเนื้อเยื่อทุกชนิด 
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(constitutive promoter)   โปรโมเตอรที่ควบคุมการทํางานของยีนเฉพาะในเนื้อเยื่อชนิดใดชนิดหนึ่ง 
เชน สวนใบ หรือ ราก (tissue/organ specific promoter) โปรโมเตอรที่สามารถควบคุมการทํางาน
ของยีนเฉพาะชวงเวลาใดเวลาหนึ่งในระยะการเจริญเติบโตในวงจรชีวิตของพืช เชน เฉพาะในระยะ
เมล็ดงอก หรือระยะที่พืชออกดอก (time specific promoter) โปรโมเตอรที่เปดสวิทซการทํางาน
ของยีนได ภายใตสภาพที่เหมาะสมและเฉพาะเทานั้น เชน ภายใตอุณหภูมิ ชวงแสง ความชื้นต่ําหรือ
สภาพที่พืชเกิดบาดแผลเนื่องจากความสามารถในการควบคุมการแสดงออกของยีนแตกตางกัน       
( regulated promoter) เปนตน (จรัสศรี, 2548)   
  โปรโมเตอรที่นิยมใชในกระบวนการถายยีน  คือ  nos promoter เปน promoter 
จากยีน nopaline synthase  สวน CaMV 35S promoter  เปนโปรโมเตอรจากไวรัสที่เปนเชื้อสาเหตุ
ของโรคใบดางของดอกกะหล่ํา (cauliflower mosaic virus) (สุรินทร, 2548)   มีคุณสมบัติที่สามารถ
ควบคุมการแสดงออกของยีนไดทั้งในพืชใบเลี้ยงเดี่ยว และพืชใบเลี้ยงคู และเปนโปรโมเตอรที่
แสดงออกไดทุกเนื้อเยื่อและแสดงออกตลอดเวลา 
 
 �¥�¸�œ�Á�‡�¦�º�É�°�Š�®�¤�µ�¥�Ä�œ�„�µ�¦�‡�´�—�Á�¨�º�°�„  
 
  ยีนเครื่องหมายในการคัดเลือกมักใชยีนที่กอใหเกิดความตานทานตอสารปฏิชีวนะ
หรือสารกําจัดวัชพืช เพื่อการคัดเลือกเนื้อเยื่อที่ไดรับยีนออกจากกลุมของเนื้อเยื่อที่ไมไดรับยีน ยีน
เครื่องหมายในการคัดเลือกสามารถชวยเพิ่มประสิทธิภาพในกระบวนการถายยีน ซ่ึงแตกตางกัน
ขึ้นกับชนิดของพืชที่ปลูกถาย ยีนเครื่องหมายในการคัดเลือกที่นิยมใชในกระบวนการถายยีนไดแก  
ยีน nptII แยกมาจากสวน transposon Tn5 ของเชื้อ แบคทีเรีย Escherichia coli สรางเอนไซม 
neomycin phosphotransferase สามารถลดความเปนพิษของสารปฏิชีวนะในกลุม aminoglycoside 
พวก kanamycin, geneticin, paramomycin และ neomycin ทําใหสามารถเลือกใชสารปฏิชีวนะให
เหมาะกับชนิดพืชที่นํามาใชในกระบวนการถายยีนได    สวนยีน bar สรางเอนไซม 
phosphinothricin acetyltransferase (PAT) ตานทานสารกําจัดวัชพืชในกลุม phosphinothricin, 
bialaphos เปนสารที่มีผลในการยับยั้งการทํางานของเอนไซม glutamine synthase ที่ใชใน
กระบวนการ Aminonia assimilation มีประสิทธิภาพสูงในการคัดเลือกเซลลพืชใบเลี้ยงเดี่ยว  ยีน 
hpt / hph แยกมาจากเชื้อแบคทีเรีย E. coli มีคุณสมบัติในการสรางเอนไซม hygromycin 
phosphotransferase (HPT) เปนเอนไซมลดความเปนพิษของ hygromycin B (Hm) ซ่ึงเปนสารใน
กลุม aminoglycoside antibiotic ที่มีบทบาทในการรบกวนกระบวนการสังเคราะหโปรตีน พืชที่ใช 
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hygromycin B เปนสารคัดเลือก ไดแก ยาสูบ  Arabidopsis   ขาวโพด   ขาว   พืชตระกูลหญา อ่ืน ๆ  
เปนตน 
 
 �¥�¸�œ�¦�µ�¥�Š�µ�œ�Ÿ�¨ 
 
  ยีนรายงานผล เปนยีนที่ใชในการศึกษาถึงประสิทธิภาพของเทคนิคในการถายยีน 
และใชตรวจสอบการแสดงออกของยีนโดยไมเกี่ยวของกับการแสดงลักษณะความตานทาน 
สามารถตรวจสอบการแสดงออกไดโดยตรงบนเนื้อเยื่อเปาหมาย ยีนรายงานผลที่นิยมใชในการถาย
ยีนเขาสูพืช ไดแก  ยีน gusA (uidA) ที่เปนยีนสรางเอนไซม ß-glucuronidase (GUS) ไดจากเชื้อ      
E. colli  สายเชื้อ K12 ใชตรวจสอบกับสารตั้งตนในปฏิกิริยาดวยวิธีการตาง ๆ เชน spectometric  
(p-nitrophenyl-ß-D-glucuronidase), fluorometric (4-methylumbelliferyl glucuronide) และ 
histochemical assay  คือ ทําปฏิกิริยากับสาร X-gluc (5-bromo-4-chloro-3-indoly-glucuronidase) 
ผลที่ไดจะแสดงออกในรูปสารสีน้ําเงินบนเนื้อเยื่อพืชที่มียีน (Jefferson et  al., 1987)  สามารถทํา
การตรวจสอบไดงาย มีความจําเพาะเจาะจง ไมมีผลตอกระบวนการเมแทบอลิซึม  นอกจากนี้อาจมี
ยีน gfp จากแมงกระพรุน (Aequra victoria) สามารถสังเคราะหโปรตีนเรืองแสงสีเขียว (green 
fluorescent protein: GFP) ในเนื้อเยื่อที่ไดรับยีน ตรวจสอบโดยดูการเรืองแสงภายใตแสง UV หรือ
แสงสีฟา (blue light) ไมสรางความเปนพิษตอเนื้อเยื่อเปาหมาย นิยมใชเปนยีนรายงานผลใน
กระบวนการถายยีนทั้งในพืชและในสัตว 

  การใชอะโกรแบคทีเรียมเปนพาหะในการถายยีนเขาสูพืชมีขอจํากัดในเรื่องของ
ความจําเพาะเจาะจงของเชื้อกับพืชอาศัย โดยเฉพาะอยางยิ่งกับพืชใบเลี้ยงเดี่ยวซ่ึงไมไดเปนพืชอาศัย
ในธรรมชาติของเชื้ออะโกรแบคทีเรียม แตในปจจุบันไดมีการศึกษาการถายยีนเขาสูพืชใบเลี้ยงเดี่ยว
หลายชนิดไดสําเร็จ (ตารางที่ 1) ซ่ึงความสําเร็จในการถายยีนเขาสูพืชโดยใชอะโกรแบคทีเรียมนั้น
ขึ้นอยูกับปจจัยหลายประการทั้งสวนของเชื้ออะโกรแบคทีเรียม ช้ินสวนพืช  ขั้นตอนในการเลี้ยงที่
สมบูรณ 
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�˜�µ�¦�µ�Š�š�¸�É 1 ตัวอยางพืชใบเลี้ยงเดี่ยวที่ไดรับการถายยีนโดยใชอะโกรแบคทีเรียม 
พืช สายเชื้อ 

(พลาสมิด) 

ยีนรายงาน
ผล 

ยีน
คัดเลือก 

ช้ินสวน การถายยีน
(%) 

อางอิง 

ขาว LBA4404 
(pBI121) 

gus 
 

nptII mature 
embryo 

4.0 Nazim-Ud-Dowla  
et  al., 2008 

ขาวโพด LBA4404 
(pBI121) 

gus 
 

nptII embryogenic 
callus 

1.5-8.0 Degefu and 
Hanif, 2003 

ออย AGL1 
(pPJUb2) 

gus 
 

nptII callus 100 Joyce et  al., 2010 

ขาวสาลี LBA4404 
(pBI121) 

Gus nptII immature 
embryo 

11.94 Ding  et  al., 2009 

ขาวฟาง 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�¦�¸�¥�¤ 

   การสงถ ายยีนเข าสูพืชโดยใชอะโกรแบคที เ รียมนั้น  มีปจจัยที่ส งผลตอ
ประสิทธิภาพการสงถายยีนหลายประการ ทั้งในสวนของชิ้นสวนพืช  สายเชื้ออะโกรแบคทีเรียม
และพลาสมิด ตลอดจนกระบวนการในการเลี้ยงชิ้นสวนรวมกับเชื้อ  เปนตน  ซ่ึงปจจัยตาง ๆ มี
ระดับที่เหมาะสมแตกตางกันในพืชแตละชนิดดังนี้  

 1  �•�·�Ê�œ�­�n�ª�œ�¡�º�•  
 

       ช้ินสวนพืชที่ใชสําหรับการถายยีนจําเปนตองมีศักยภาพในการพัฒนาเปนตนพืชที่
ติดดอกออกผลได ซ่ึงสิ่งที่ควรคํานึงถึงในการคัดเลือกชิ้นสวนคือสามารถเพิ่มปริมาณไดอยาง
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ตอเนื่อง มีอัตราการเจริญและพัฒนาเปนพืชตนใหมไดในเวลาไมนาน  ช้ินสวนที่มีการศึกษาในการ
ถายยีนโดยใชอะโกรแบคทีเรียม ไดแก  ปลายยอด  เซลลซัสเพนชั่น แคลลัส เปนตน แหลงที่มาของ
ช้ินสวนก็มีผลตอประสิทธิภาพการถายยีน เชน การศึกษาการถายยีนในขาวฟางพบวา เอ็มบริโอที่ยัง
ไมสุกแกจากตนในแปลงปลูกใหประสิทธิภาพการถายยีนสูงกวาจากตนในโรงเรือนอนุบาล (Zhao 
et al., 2000)      
   อายุช้ินสวนพืชที่ตางกันสงผลตอประสิทธิภาพการถายยีนแตกตางกัน  Hoque 
และคณะ (2005) ศึกษาการถายยีนโดยใชแคลลัสขาวสายพันธุ Moulata อายุ 3   6   9 และ 12  
สัปดาห เล้ียงรวมกับอะโกรแบคทีเรียมสายเชื้อ LBA4404 ที่มี พลาสมิด pTOK233 พบวา แคลลัสที่
อายุ 3 สัปดาหใหเปอรเซ็นตการแสดงออกของยีน gus สูงสุด แคลลัสอายุมากขึ้นสงผลให
เปอรเซ็นตการแสดงออกของยีน gus ลดลง  Tazeen และ Mirza (2004) ถายยีนในถ่ัวเขียวโดยใช
ช้ินสวนใบออน    ลําตนใตใบเลี้ยง   และราก ที่ตัดจากตนกลาอายุ 2    3  และ  4 วัน พบวา การใช
ช้ินสวนพืชที่ตัดจากตนกลาอายุ 2 วันใหเปอรเซ็นตการแสดงออกของยีน gus สูงสุด และลดลงเมื่อ
ใชช้ินสวนพืชจากตนกลาอายุมากขึ้น 
   ในกรณีของสายพันธุพืชนั้น แมวาจะเปนพืชในสกุลเดียวกันแตตางชนิดก็ให
ประสิทธิภาพการถายยีนตางกัน     Saharan และ คณะ (2004) ศึกษาการถายยีน ในขาวชนิด indica 
สองสายพันธุคือ HKR-46 และ HKR-126 โดยใชอะโกรแบคทีเรียมสายพันธุ EHA 105   พบวา ใน
สายพันธุ HKR-126 มีอัตราการแสดงออกของยีน gus 44.4% สูงกวาสายพันธุ HKR-46 ซ่ึงใหการ
แสดงออกของยีน gus เพียง 28.9%      Moyal Ben Zvi และคณะ (2008) เปรียบเทียบประสิทธิภาพ
การถายยีนใน Gypsophilla paniculata L. 3 สายพันธุ คือ Arbel    Flamingo  และ  Pestival  โดยใช
เชื้ออะโกรแบคทีเรียมสายเชื้อ EHA105 ที่มีพลาสมิด pKIWI105 พบวา สายพันธุ  Arbel ใหการ
แสดงออกของยีน gus  90% สูงกวาสายพันธุอ่ืน ๆ  ทั้งนี้เนื่องจากความยากงายในการสงถายยีนและ
ความสามารถในการสรางสารประกอบพวกฟนอลของพืชที่เปนตัวกระตุนการสง T-DNA เขาสู
เซลลของพืชแตละชนิดแตกตางกัน (Karami et al., 2009) 
 

2 �­�µ�¥�Á�•�º�Ê�°�°�³�Ã�„�¦�Â�•�‡�š�¸�Á�¦�¸�¥�¤ �Â�¨�³�¡�¨�µ�­�¤�·�—  
 
          การถายยีนโดยใชอะโกรแบคทีเรียมมักมีขอจํากัดในเรื่องความจําเพาะเจาะจง

ระหวางเชื้อ และพืชอาศัยโดยเฉพาะอยางยิ่งในพืชใบเลี้ยงเดี่ยวซ่ึงไมไดเปนพืชอาศัยตามธรรมชาติ
ของอะโกรแบคทีเรียม สายเชื้ออะโกรแบคทีเรียมที่มีการศึกษาการถายยีนในพืชใบเลี้ยงเดี่ยว ไดแก 
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
เชื้อที่เหมาะสมในการถายยีนเขาสูพืชในแตละชนิดนับเปนปจจัยที่สําคัญ เนื่องจากพืชแตละชนิดมี
ความยากงายตอการบุกรุกของเชื้ออะโกรแบคทีเรียมแตละสายเชื้อแตกตางกัน      Rachmawati และ
คณะ (2004) เปรียบเทียบระหวางเชื้ออะโกรแบคทีเรียมสายพันธุ EHA 101 และ LBA4404 ที่มี  
พลาสมิด pAFT14 ในการถายยีนเขาสูขาวชนิด javanica สองสายพันธุ  พบวา การใชสายเชื้อ EHA 
101 ใหประสิทธิภาพการถายยีนสูงกวาสายเชื้อ LBA4404 ในขาวทั้งสองสายพันธุ     Song และ 
Sink (2004) ถายยีนในบลูเบอรร่ีโดยเปรียบเทียบเชื้ออะโกรแบคทีเรียมสายเชื้อ EHA105    GV3101   
และ LBA4404  พบวา สายเชื้อ EHA105 ใหประสิทธิภาพในการถายยีนไดสูงสุด  สวนสายเชื้อที่ให
ประสิทธิภาพการถายยีนสูงในขาวโพดและขาวฟาง คือ สายเชื้อ LBA4404 (Frame et  al., 2002 อาง
โดย Cheng et al., 2004) นอกจากสายเชื้ออะโกรแบคทีเรียมแลวชนิดพลาสมิดก็สงผลตอ
ประสิทธิภาพการถายยีน      Sharwat และคณะ (2006) ถายยีนเขาสูเอ็มบริโอที่ยังไมสุกแกของขาว
บารเลย โดยใชเชื้ออะโกรแบคทีเรียมสายเชื้อ LBA4404  เปรียบเทียบพลาสมิด 2 ชนิด คือ pUGB7 
และ pYF133 พบวา พลาสมิด pYF133 ใหประสิทธิภาพการถายยีนไดสูงกวา      Zhangsun และ
คณะ (2007)  รายงานการปลูกถายยีน Galanthus nivalis agglutinin (gnc) เขาสูเอ็มบริโอจินิค
แคลลัสของออย  โดยอาศัยเชื้ออะโกรแบคทีเรียม 3 สายเชื้อ คือ LBA4404  EHA105 และ A281 ซ่ึง
แตละสายเชื้อประกอบดวย 6 พลาสมิด คือ pC10RG   pC10UG   pC20RG   pC20UG   pC30RG 
และ pC30UG  พบวา เชื้ออะโกรแบคทีเรียมสายเชื้อ EHA105 และพลาสมิด pC10UG ให
ประสิทธิภาพในการปลูกถายยีนเขาสูเอ็มบริโอเจนิคแคลลัสสูงสุดแสดงใหเห็นวา การศึกษาถึง
ประสิทธิภาพของสายเชื้ออะโกรแบคทีเรียมและพลาสมิดที่เหมาะสมตอพืชแตละชนิดนั้นสามารถ
สงเสริมประสิทธิภาพการสง T-DNA เขาสูเซลลพืชได 
 

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 และระยะเวลาการปลูกเชื้อมีผลตอประสิทธิภาพการถายยีน ซ่ึงขึ้นอยู

กับสายเชื้ออะโกรแบคทีเรียมที่ใช โดยปกติหลังการถายยีนจะกําจัดเชื้อสวนเกินออกไป  ปริมาณ
เชื้อที่มากเกินไปจะทําใหการกําจัดเชื้อใหหมดไปจากพืชไดยากทําใหอัตราการถายยีนต่ําและสงผล
ยับยั้งการเจริญของเนื้อเยื่อ  อยางไรก็ตามหากปริมาณเชื้อนอยเกินไปก็อาจทําใหประสิทธิภาพการ
ถายยีนต่ําดวยเชนกัน (เกศณี, 2546) ดังนั้นจึงตองมีการศึกษาถึงสภาวะที่เหมาะสมในพืชแตละชนิด        
Ali และคณะ (2007) ศึกษาความสัมพันธระหวางปริมาณเชื้ออะโกรแบคทีเรียมและระยะเวลาการ
ปลูกเชื้อที่มีผลตอประสิทธิภาพการถายยีนในขาวสายพันธุ Xiushi-11  โดยใชอะโกรแบคทีเรียม
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สายเชื้อ EHA105 ที่มีพลาสมิด pCAMBIA1301  พบวา การปรับปริมาณความหนาแนนเชื้ออะโกร
แบคทีเรียมโดยการวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่นแสง  600 นาโนเมตรเทากับ  0.6         
(OD600 =  0.6) ใชเวลาในการปลูกเชื้อนาน 10 นาที ใหประสิทธิภาพการถายยีนสูงสุด    Pandey 
และคณะ (2010) ถายยีนในโสมอินเดียโดยใชช้ินสวนใบจุมแชในเชื้ออะโกรแบคทีเรียมสายเชื้อ 
LBA4404 ที่มีพลาสมิด pIG121Hm ปรับความหนาแนนเชื้ออะโกรแบคทีเรียมที่ OD600 =  0.6 จุมแช
ช้ินสวนนาน 15 นาที ใหการแสดงออกของยีน gus  สูงสุด 80 เปอรเซ็นต       Gao และคณะ (2009) 
พบวา การจุมแชช้ินสวนใบเลี้ยงของมะเขือเทศ ในเชื้ออะโกรแบคทีเรียมสายเชื้อ LBA4404 ที่มี 
พลาสมิด pBI121 ปรับความหนาแนนเชื้ออะโกรแบคทีเรียมที่ OD600 =  0.1 นาน 15 นาที ให
ประสิทธิภาพการถายยีนสูงสุด 44.7 เปอรเซ็นต  จากการศึกษาขางตนแสดงใหเห็นวาความ
หนาแนนของเชื้ออะโกรแบคทีเรียมที่เหมาะสมนั้น ขึ้นอยูกับชนิดของสายเชื้ออะโกรแบคทีเรียม
และพลาสมิด ชนิดของชิ้นสวน และระยะเวลาในการจุมแชช้ินสวนรวมกับเชื้อ มีระดับที่เหมาะสม
แตกตางกันในพืชแตละชนิด   

     การวางเลี้ยงชิ้นสวนพืชรวมกับเชื้ออะโกรแบคทีเรียมหลังการปลูกเชื้อเปน
ระยะเวลาหนึ่ง เพื่อใหเชื้ออะโกรแบคทีเรียมถายยีนเขาสูเซลลพืชเปนการเพิ่มประสิทธิภาพในการ
สงถายยีนเขาสูเซลลพืช ทั้งนี้จะตองมีระยะเวลาที่เหมาะสม เพราะหากเลี้ยงชิ้นสวนพืชรวมกับ
เชื้ออะโกรแบคทีเรียมเปนระยะเวลานานเกินไปเชื้อมีการเพิ่มปริมาณมากยากแกการกําจัด และอาจ
สงผลตอความมีชีวิตและพัฒนาการของชิ้นสวนพืชได ซ่ึงการศึกษาระยะเวลาในการเลี้ยงชิ้นสวน
รวมกับเชื้อถาใชระยะเวลาที่เหมาะสมก็จะสงผลใหประสิทธิภาพการถายยีนสูง จากการศึกษาของ 
Hoque และคณะ (2005) เล้ียงแคลลัสขาวสายพันธุ Moulata รวมกับเชื้ออะโกรแบคทีเรียมสายเชื้อ 
LBA4404 ที่มีพลาสมิด  pTOK233 โดยเปรียบเทียบระยะเวลาในการเลี้ยงรวมที่  1   2   3   4 และ 5 
วัน พบวา การเลี้ยงชิ้นสวนรวมกับเชื้อเปนเวลา 3 วัน ใหเปอรเซ็นตการแสดงออกของยีน gus 
สูงสุด และเมื่อเล้ียงรวมเปนเวลานานขึ้นมีแนวโนมการแสดงออกของยีน gus ลดลง  ในขณะที่ การ
เล้ียงชิ้นสวนใบของโสมอินเดียรวมกับเชื้ออะโกรแบคทีเรียมสายเชื้อ LBA4404 ที่มีพลาสมิด 
pIG121Hm เปนระยะเวลา 1-6 วัน พบวา การเลี้ยงรวมที่ 5 วัน ใหประสิทธิภาพการแสดงออกของ
ยีน gus สูงสุด และมีแนวโนมลดลงเมื่อเล้ียงรวมเปนระยะเวลา 6 วัน  ทั้งนี้เนื่องจากการเลี้ยง
ช้ินสวนรวมกับเชื้อเปนระยะเวลานานมากเกินไปจะสงผลตออัตราการรอดช ีวิตของชิ้นสวน และมี
ผลใหประสิทธิภาพในการถายยีนลดลงได 

 
 
 



 13

�­�µ�¦�ž�’�·�•�¸�ª�œ�³�Ä�œ�„�¦�³�•�ª�œ�„�µ�¦�™�n�µ�¥�¥�¸�œ�Ã�—�¥�Ä�•�o�°�³�Ã�„�¦�Â�•�‡�š�¸�Á�¦�¸�¥�¤ 
 
   กระบวนการถายยีนโดยใชอะโกรแบคทีเรียมตองใชสารปฏิชีวนะในขั้นตอนตาง 
ๆ  ซ่ึงการใชสารปฏิชีวนะดังกลาวอาจสงผลตอประสิทธิภาพในการถายยีนและศักยภาพในการ
พัฒนาเปนพืชตนใหมของพืชบางชนิดได โดยชนิดและความเขมขนของสารปฏิชีวนะที่ใชใน
กระบวนการถายยีนนั้นขึ้นอยูกับวัตถุประสงคที่สําคัญสองประการคือ เพื่อกําจัดเชื้อสวนเกินและ
คัดเลือกชิ้นสวนพืชหลังการปลูกถายยีน 
 
 1. �­�µ�¦�ž�’�·�•�¸�ª�œ�³�Ä�œ�„�µ�¦�„�Î�µ�‹�´�—�Á�•�º�Ê�°�­�n�ª�œ�Á�„�·�œ 
 
   การใชสารปฏิชีวนะกําจัดเชื้อสวนเกินหลังจากการปลูกถายยีนนั้น นับวาเปน
ขั้นตอนที่สําคัญ เพราะถาไมสามารถกําจัดเชื้อออกจากชิ้นสวนพืชหลังการปลูกถายยีนไดนั้น 
นอกจากจะไมสามารถทําการคัดเลือกชิ้นสวนที่ไดรับการถายยีนไดแลว อาจสงผลตออัตราการรอด
ชีวิตของชิ้นสวนพืชได หากตองใชสารปฏิชีวนะในการกําจัดเชื้อเปนระยะเวลานาน สารปฏิชีวนะที่
ใชในการกําจัดเชื้อสวนเกินหลังการถายยีนโดยใชอะโกรแบคทีเรียมแตกตางกันขึ้นอยูกับชนิดของ
สายเชื้ออะโกรแบคทีเรียม และชนิดและชิ้นสวนพืช   เกศณี (2546) ทดสอบผลของสารปฏิชีวนะ      
ซีโฟทาซีม และไทเมนทิน ตอการเจริญของชิ้นสวนใบเลี้ยงมะเขือเทศพันธุสีดาทิพย 3 และ วีเอฟ 
134-1-2 และความสามารถในการกําจัดเชื้ออะโกรแบคทีเรียมสายเชื้อ AGL-1 พบวาสารปฏิชีวนะ
ไทเมนทินความเขมขน 300 มิลลิกรัมตอลิตร เหมาะสมในการกําจัดเชื้อสวนเกินในมะเขือเทศทั้ง
สองสายพันธุ        สุภาวดี (2548) ใชสารปฏิชีวนะซีโฟทาซีมกําจัดเชื้อสวนเกินหลังการถายยีนออก
จากโปรโตคอรม กลวยไมกะเรกะรอนปากเปด พบวา ที่ระดับความเขมขน 200 มิลลิกรัมตอลิตร 
สงผลกระทบตอความมีชีวิตรอดของโปรโตคอรมนอยที่สุด ในขณะเดียวกันที่ความเขมขนนี้
สามารถกําจัดเชื้อ อะโกรแบคทีเรียมได        Wu และคณะ (2005) ใชสารปฏิชีวนะซีโฟทาซีมความ
เขมขน 200 มิลลิกรัมตอลิตรในการกําจัดเชื้ออะโกรแบคทีเรียมในแคลลัสของ ryegrass หลังการ
ปลูกถายยีน   
   นอกจากนี้มีรายงานวา สารปฏิชีวนะซีโฟทาซีมมีผลตอการพัฒนาของเนื้อเยื่อ และ
ในระดับความเขมขนต่ําสามารถชักนําการเกิดยอดในพืชบางชนิดได เชนการศึกษาของ กาญจนา 
(2551) พบวาสารปฏิชีวนะที่ความเขมขน 200 มิลลิกรัมตอลิตร สงเสริมใหโปรโตคอรมสรางยอด
รวมไดสูงสุด 7.13 ยอดตอช้ินสวน ทั้งนี้ผลของสารปฏิชีวนะขึ้นอยูกับชนิดและความเขมขนรวมไป
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ถึงชนิดและชิ้นสวนพืชดวย จึงตองมีการศึกษาหาชนิดและความเขมขนที่ เหมาะสมเพื่อลด
ผลกระทบตอช้ินสวนพืชในกระบวนการถายยีน 
 
 2. �­�µ�¦�ž�’�·�•�¸�ª�œ�³�Ä�œ�„�µ�¦�‡�´�—�Á�¨�º�°�„ 
 
   ในขั้นตอนของการคัดเลือกเนื้อเยื่อที่ไดรับการถายยีน การใชสารปฏิชีวนะขึ้นอยู
กับชนิด ของพลาสมิดที่ใชในการถายยีนวาในสวนของ T-DNA มียีนตานทานตอสารปฏิชีวนะชนิด
ใด โดยสวนใหญแลว พบวาพลาสมิดสวนใหญที่นิยมใชจะมียีน hpt และ nptII  ซ่ึงแสดงออกใน
การตานทานตอสารปฏิชีวนะไฮโกรมัยซินและคานามัยซิน ตามลําดับ สวนความเขมขนของสารที่
จะนํามาใชขึ้นอยูกับชนิด และสายพันธุพืช รวมทั้งชนิดของชิ้นสวนพืชที่ใชดวย เชน ใบ  ลําตน 
ราก  หรือ แคลลัส เปนตน เพราะชิ้นสวนแตละชนิดตานทานตอสารปฏิชีวนะตางกัน Darlington 
และคณะ (2009) ศึกษาความเขมขนของสารปฏิชีวนะคานามัยซินตอเปอรเซ็นตการสรางแคลลัส
และยอดของ selenium-hyperaccumulator จากการเพาะเลี้ยง  ราก  ลําตนใตใบเลี้ยง  และใบเลี้ยง 
พบวาสารปฏิชีวนะคานามัยซินเขมขน 40 มิลลิกรัมตอลิตร ช้ินสวนรากใหการสรางแคลลัส 10 
เปอรเซ็นต    ความเขมขน 30 มิลลิกรัมตอลิตร ช้ินสวนลําตนใตใบเลี้ยง และใบเลี้ยง ใหเปอรเซ็นต
การสรางแคลลัส 10 เปอรเซ็นต และความเขมขน 50 มิลลิกรัมตอลิตรชิ้นสวนทั้งสามชนิดไม
สามารถสรางแคลลัสได จึงเปนความเขมขนที่เหมาะสมในการคัดเลือกชิ้นสวนที่ไดรับการถายยีน
ในพืชชนิดนี้   Khanna และ  Raina (1999)   Rachmawati และคณะ (2004)  Hoque และคณะ (2005)  
Kumar  และคณะ (2005) และ ลาวัลย (2543) พบวาอาหารที่เติม ไฮโกรมัยซินความเขมขนตั้งแต  
50 มิลลิกรัมตอลิตรขึ้นไปมีผลตอการเจริญเติบโตของแคลลัสขาวที่ไมไดรับการถายยีนซึ่งทําให
แคลลัสที่ไมไดรับการถายยีนไมสามารถเจริญและพัฒนาได  และจากการศึกษาของ Zhao และคณะ 
(2008)  ศึกษาผลของสารปฏิชีวนะไฮโกรมัยซินตอเปอรเซ็นตการสรางแคลลัสของชิ้นสวนลําตน
ใตใบเลี้ยงของ  Suaeda  salsa      พบวา ที่ระดับความเขมขน 10 มิลลิกรัมตอลิตรเหมาะสมในการ
คัดเลือกชิ้นสวนเนื่องจากสามารถยับยั้งการสรางแคลลัสของพืชชนิดนี้ได       Abdullah และคณะ 
(2005) พบวาสารปฏิชีวนะคานามัยซินที่ระดับความเขมขนตั้งแต 50 – 200 มิลลิกรัมตอลิตร ไมมี
ผลตออัตราการรอดชีวิตของชิ้นสวนเอ็มบริโอที่ยังไมสุกแกของปาลมน้ํามัน แตในกรณีของสาร
ปฏิชีวนะไฮโกรมัยซินนั้นพบวา เอ็มบริโอที่ยังไมสุกแกไมรอดชีวิตหลังวางเลี้ยงบนอาหารที่เติม 
ไฮโกรมัยซินความเขมขน 50 มิลลิกรัมตอลิตร เปนระยะเวลา 4 สัปดาห และท่ีระดับความเขมขน 
20 มิลลิกรัมตอลิตร สงผลใหเอ็มบริโอที่ยังไมสุกแกไมรอดชีวิตหลังวางเลี้ยงเปนระยะเวลา            
8 สัปดาห  



 15

   การทดสอบชนิดและความเขมขนของสารปฏิชีวนะที่ใชในการคัดเลือกชิ้นสวนที่
ไดรับการถายยีน วาสงผลตออัตราการรอดชีวิตหรือการพัฒนาของชิ้นสวนพืชอยางไรนับวาสําคัญ
เพราะจะไดเปนขอมูลเบื้องตนในการเลือกใชพลาสมิดที่มียีนคัดเลือกที่เหมาะสมกับพืชที่เรา
ตองการศึกษาได 
 
�„�µ�¦�˜�¦�ª�‹�­�°�•�ž�¦�³�­�·�š�›�·�£�µ�¡�„�µ�¦�™�n�µ�¥�¥�¸�œ 
 

 เมื่อเซลลพืชไดรับยีนเขาไปภายในเซลลภายในเวลา 24 - 48 ช่ัวโมง สามารถ
ตรวจสอบการแสดงออกของยีนได  เรียกการแสดงออกนี้วา transient expression  ซ่ึงวิธีการ
ตรวจสอบขึ้นอยูกับยีนรายงานผลที่เลือกใช และสําหรับการคัดเลือกเซลลพืชที่ไดรับการถายยีนจะ
มียีนคัดเลือก ซ่ึงทําใหเซลลพืชดังกลาวเจริญไดในอาหารเพาะเลี้ยงที่เติมสารบางชนิดที่สอดคลอง
กับคุณสมบัติของยีนคัดเลือกนั้น ทําใหสามารถแยกเซลล หรือเนื้อเยื่อที่ไดรับยีนออกจากเซลล หรือ
เนื้อเยื่อที่ไมไดรับยีนได  สวนการตรวจสอบวาแตละตนพืชที่พัฒนาไดมียีนเปาหมายสอดแทรกอยู
ในโครโมโซมหรือไม  นิยมทําโดยการสกัดดีเอ็นเอแลวตรวจสอบหายีนเปาหมายดวยเทคนิค 
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
ตรวจสอบคุณภาพของพืชดัดแปลงพันธุกรรมที่ไดในแปลงทดลองเพื่อประเมินคุณภาพระหวางตน
ที่ไดรับการถายยีนและตนที่ไมไดรับการถายยีน เพื่อคัดเลือกสายพันธุที่จะใชเปนประโยชนตอไป 

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

 Chowdhury และคณะ (1997) ศึกษาชนิดของโปรโมเตอรที่มีความเหมาะสมตอ
การแสดงออกของยีน gus โดยทําการถายยีนเขาสูเอ็มบริโอเจนิคแคลลัสและใบออนของปาลมน้ํามัน 
พบวา โปรโมเตอร Emu (a recombinant truncated maize alcohol dehydrogenase l) สงเสริมการ
แสดงออกของยีน gus ไดสูงสุด เมื่อเปรียบเทียบกับโปรโมเตอร Ubi1 (maize ubiquitin l)             
Actl (rice actin l)   35S (cauliflower mosaic virus 35S) และ Adhl (maize alcohol dehydrogenase)  

 Parveez และคณะ (1998) ศึกษาการถายยีนเขาสูปาลมน้ํามันโดยใชเครื่องยิง
อนุภาค โดยใชช้ินสวนคัพภะปาลมน้ํามันที่เพาะเลี้ยงบนอาหารที่เติมน้ําตาลแมนนิทอลเขมขน 0.4 
โมลาร เปนเวลา 2 ช่ัวโมงกอนยิง และ 4 ช่ัวโมงหลังยิง ใชปริมาณดีเอ็นเอที่สนใจ 1.50 ไมโครกรัม 
เคลือบอนุภาคทองที่มีขนาดเสนผานศูนยกลาง 1 ไมโครเมตรรวมดวยแคลเซียมคลอไรดเขมขน 2.5 
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โมลาร และสเปอรมิดีน เขมขน 0.1 โมลาร ใชระดับแรงดันกาซฮีเล่ียม 900-1100 ปอนดตอ
ตารางนิ้ว แรงดันสุญญากาศ 27 นิ้วปรอท และปรับระยะหางระหวางหัวกระสุนกับเนื้อเยื่อเปาหมาย
เทากับ 11 เซนติเมตร ทําการตรวจสอบการแสดงออกของยีน gus เปนเวลา 2 วันหลังจากยิงยีนเปน
สภาพที่เหมาะสมที่สุด        Lee และคณะ (2006) ศึกษาการถายยีน Cry1A(b) เขาสูเอ็มบริโอที่ยังไม
สุกแกของปาลมน้ํามันอายุ 9-11 สัปดาหหลังจากผสมเกสร ดวยเครื่องยิงอนุภาค โดยใชปริมาณดี
เอ็นเอที่สนใจ 2.50 ไมโครกรัม เคลือบอนุภาคทอง 3 มิลลิกรัม รวมดวยแคลเซียมคลอไรดเขมขน 
2.5 โมลาร และสเปอรมิดีน เขมขน 0.1 โมลาร  ใชระดับแรงดันกาซฮีเล่ียม 900 ปอนดตอตารางนิ้ว 
ปรับระยะหางระหวางหัวกระสุนกับเนื้อเยื่อเปาหมายเทากับ 6 เซนติเมตร พบการแสดงออกแบบ
ช่ัวคราวของยีน gus  81-100  เปอรเซ็นต หลังจากถายยีนเปนเวลา 3 วัน  และตรวจพบการคงอยูของ
ยีน Cry1A(b) ดวยวิธี PCR  จากการศึกษาขางตนเขาสรุปวา การถายยีนดวยวิธีการดังกลาวขึ้นอยูกับ 
3 ปจจัย คือ ปจจัยทางกายภาพ ปจจัยทางเคมี และปจจัยทางชีวภาพ 

  การถายยีนเขาสูปาลมน้ํามันโดยใช อะโกรแบคทีเรียมนั้น  Abdullah และคณะ 
(2005) ทําการถายยีนเขาสูคัพภะปาลมน้ํามันดวยอะโกรแบคทีเรียมสายเชื้อ LBA4404 ที่มี พลาสมิด 
pCAMBIA1301 ซ่ึงมียีน gus เปนยีนรายงานผล และยีน hpt เปนยีนคัดเลือกในพืช บมเชื้อรวมกับ
เอ็มบริโอเจนิคแคลลัสปาลมน้ํามันเปนเวลา 30 นาที และเลี้ยงรวมเปนเวลา 3 วัน ที่อุณหภูมิ 28 
องศาเซลเซียส ในที่มืด พบวา มีการแสดงออกของยีน gus สูงถึง 64.4% สวนคัพภะปาลมน้ํามันที่
ไมไดรับการถายยีน ไมพบการแสดงออกของยีน gus         Masli และคณะ (2008) ถายยีนเขาสู
เอ็มบริโอเจนิคแคลลัสปาลมน้ํามันโดยใชอะโกรแบคทีเรียมสายเชื้อ LBA4404 ที่มีพลาสมิด 
pCAMBIA1300bUba  ตรวจสอบประสิทธิภาพการถายยีนโดยการตรวจสอบการตานทานตอ      
สาร Basta และยืนยันผลดวยการทํา PCR  Dot blot  และ Southern blot        Fuad และคณะ (2008)     
ถายยีนเขาสูเอ็มบริโอที่ยังไมสุกแกของปาลมน้ํามันโดยใชอะโกรแบคทีเรียมสายเชื้อ LBA4404 
เปรียบเทียบชนิดของพลาสมิด 3 ชนิดคือ pAF2 (binary vector)    pAF4 (super binary vector) 
และพลาสมิด pMR505 (เปนพลาสมิดเปรียบเทียบ) พบวา การแสดงออกของยีน gus แตกตางกันใน
แตละพลาสมิด  โดยพลาสมิด pAF2  ใหการแสดงออกของยีน gus  52.6-85.7  เปอรเซ็นต สวน 
พลาสมิด pAF4 ใหการแสดงออกของยีน gus  70.5-96.7   และพลาสมิด  pMR505 ใหการ
แสดงออกของยีน gus  80.9-93.8 เปอรเซ็นต  

 การปรับปรุงพันธุพืชโดยการถายยีนเปนวิธีการที่รวดเร็วและใหผลที่แนนอน  
ปจจุบันวิธีการนี้จึงเปนที่นิยมของนักปรับปรุงพันธุพืช  อยางไรก็ตามการปลูกถายยีนเปนวิธีการที่มี
ปจจัยที่เกี่ยวของหลายปจจัย  จากรายงานการศึกษาการถายยีนในปาลมน้ํามันขางตนจะเห็นไดวา 
การถายยีนโดยใชเครื่องยิงอนุภาคนั้นไดมีการศึกษาถึงปจจัยตางๆ ทั้งปจจัยทางกายภาพ ปจจัยทาง





 

บทที่  2 
 

วัสดุ อุปกรณ และวิธีการ 
 
วัสดุ อุปกรณ 
 
 1.  วัสดุ 
 
 1.1  วัสดุพืช 
 

  ในการศึกษานี้ใชเอ็มบริโอเจนิคแคลลัสที่ชักนําจากเอ็มบริโอที่ยังไมสุกแกเปน
เวลา 2 ป (โคลนกระบี่) (ภาพที่ 2 ก) และชักนําจากใบออนของตนปาลมน้ํามันจากสถานีวิจัยและฝก
ภาคสนามเทพา เปนเวลา 9  ป (โคลนเทพา) (ภาพที่ 2 ข) แคลลัสจากทั้งสองแหลงยายเล้ียงทุก ๆ 
เดือนจนครบเวลาดังกลาว บนอาหารสูตร MS เติมสารควบคุมการเจริญเติบโตไดแคมบา ความ
เขมขน 0.3 มิลลิกรัมตอลิตร กรดแอสคอรบิค ความเขมขน 200 มิลลิกรัมตอลิตร น้ําตาลซูโครส 3 
เปอรเซ็นต วุน 0.75 เปอรเซ็นต สูตรอาหารขางตนปรับคาความเปนกรดดาง 5.7 เพาะเลี้ยงภายใต
สภาพแสง 14 ช่ัวโมงตอวัน  อุณหภูมิ 26±2 องศาเซลเซียส  

 
 

 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 2 เอ็มบริโอเจนิคแคลลัสปาลมน้ํามันที่วางเลี้ยงบนอาหารสูตร MS เติมไดแคมบาเขมขน 0.3

มิลลิกรัมตอลิตรและกรดแอสคอรบิคเขมขน 200 มิลลิกรัมตอลิต (บาร=10 มิลลิเมตร) 
   ก โคลนกระบี ่         ข โคลนเทพา 

18 

ก ข 
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 1.2  เชื้ออะโกรแบคทีเรียม 
 
  เชื้อ Agrobacterium tumefaciens  ที่ใชในการศึกษานี้มี 2 สายเชื้อ คือ สายเชื้อ 
AGL-1  และสายเชื้อ EHA105 ที่มีพลาสมิด pCAMBIA1301   pCAMBIA1302  และ 
pCAMBIA1304  แตละพลาสมิดมียีน gus อยูภายใตการควบคุมของ CaMV35S promoter และ 
nopaline synthase polyadenylation (Nos polyA) เปนยีนรายงานผล  และยีน hpt  อยูภายใตการ
ควบคุมของ CaMV35S promoter และ CaMV35S polyadenylation (CaMV35S polyA) เปนยีน
คัดเลือก โดยท่ียีน gus  ในพลาสมิด pCAMBIA1301 มีบริเวณที่ตัดไดโดยเอนไซมตัดจําเพาะ 2  
ตําแหนง (Gus first exon และ GusA second exon) และพลาสมิด pCAMBIA1304  มีทั้งสวนของยีน 
gus  และ ยีน gfp   รายละเอียดโครงสรางพลาสมิดทั้งสามแสดงในภาคผนวกที่ 8   9  และ 10  

 
1.3  สารเคมี 
 

 1.3.1  สารเคมีที่ใชเปนองคประกอบในสูตรอาหารเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพืช 
          -  สารเคมีที่ใชเปนองคประกอบสูตรอาหาร MS 

           -  สารควบคุมการเจริญเติบโตไดแคมบา และกรดแอสคอรบิค  
 -  น้ําตาลซูโครส 
 -  วุน 
 1.3.2  สารเคมีที่เปนองประกอบในอาหารเพาะเลี้ยงเชื้ออะโกรแบคทีเรียม 
          -  สารเคมีที่ใชเปนองคประกอบสูตรอาหาร LB 
 -  สารปฏิชีวนะ คานามัยซิน  ซีโฟทาซีม และ ไฮโกรมัยซิน 
 1.3.3  สารเคมีที่ใชในการตรวจสอบกิจกรรมของ 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 เปอรเซ็นต  
 1.3.4 สารเคมีที่ใชในการสกัดดีเอ็นเอ 
  -  Tris EDTA (TE) buffer 



 20

  -  Sodium dodecyl sulphate (SDS) 
  -  Ammonium acetate  
  -  Isopropanol 
  -  Alcohol 70 เปอรเซ็นต  
 1.3.5  สารเคมีที่ใชในการทํา PCR 
 -  Deoxy nucleotide triphosphate (dNTP) 
 -  เอนไซม Taq polymerase 
 -  ไพรเมอร 
 -  DNA template 
 1.3.6  สารเคมีที่ใชทําอิเล็คโตรโฟรีซิส 
 -  Tris-borate-EDTA (TBE) buffer 
 -  Agarose gel 
 -  Loading dye 
 -  Marker DNA 
 -  Ethidium bromide 
 
 2.  อุปกรณการทดลอง 
 
 2.1  เครื่องมือและอุปกรณที่ใชในการเตรียมอาหาร 
 -  เครื่องชั่งทศนิยม 2 และ 4 ตําแหนง 
 -  เครื่องคนสารละลายพรอมแทงแมเหล็ก 
 -  เครื่องวัดความเปนกรด-ดาง  ตูอบไมโครเวฟ 
 -  หมอนึ่งความดันไอ 

-  เครื่องแกวที่ใชในการทดลอง เชน  หลอดทดลอง จานเพาะเชื้อ ฟลาสค 
    บีกเกอร  ขวดปรับปริมาตร  

 -   ตูเย็นและตูแชแข็ง 
 2.2  เครื่องมือและอุปกรณที่ใชในการยายเลี้ยงและวางเลี้ยง 
 -  ตูยายเลี้ยงเนื้อเยื่อพืช 
 -  ลูปสําหรับเขี่ยเชื้ออะโกรแบคทีเรียม 
 -  ชุดเครื่องมือ ประกอบดวย ปากคีบ และมีดผาตัด 
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 -  เครื่องเขยาเลี้ยง 
           - ช้ันวางเลี้ยงควบคุมอุณหภูมิและแสง 

 2.3  เครื่องมือและอุปกรณที่ใชในการถายยีน  สกัดดีเอ็นเอ  และทําอิเล็คโตรโฟรีซีส 
 -  ตูบมเชื้อ 
 -  เครื่องวัดคาการดูดกลืนแสง 
 -  ไมโครไปเปต 
 -  ชุดกรองมิลิพอรสําหรับกรองสารปฏิชีวนะ 
 -  อางควบคุมอุณหภูมิ 
 -  โกรงบดตัวอยางและหลอดเอฟเพนดอรฟ 
 -  เครื่อง PCR 
 -  เครื่องอิเล็คโตรโฟรีซีส 
 -  Gel documentation  
 -  กลองถายรูป 
 

3. การเตรียมเชื้ออะโกรแบคทีเรียม 
  
  เล้ียงเชื้อบนอาหารแข็งสูตร Luria and Bertani broth (LB) เติมคานามัยซินความ
เขมขน 50 มิลลิกรัมตอลิตร วางเลี้ยงที่อุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส ในสภาพมืดเปนระยะเวลา 2 วัน 
เลือกโคโลนีเดี่ยว ๆ มาเลี้ยงในอาหารเหลวสูตรเดิมปริมาตร 30 มิลลิลิตร เขยาดวยความเร็วรอบ 
120 รอบตอนาทีเปนเวลา 24 ช่ัวโมง หลังจากนั้นนําสารแขวนลอยเชื้อที่ไดมาปรับความหนาแนน
ของเชื้อดวยอาหารเหลวสูตร MS เติมอะซิโตไซริงกอนความเขมขน 200 ไมโครโมลาร และวัดคา
การดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่นแสง 600 นาโนเมตร (OD600) กอนนําไปเลี้ยงรวมกับเอ็มบริโอเจนิค
แคลลัส 
 
4.  การตรวจสอบการปลูกถายยีน 
 
     4.1 การตรวจสอบผลของการถายยีนโดยการวิเคราะหกิจกรรมของยีน gus 
 
  นําเอ็มบริโอเจนิคแคลลัสมาตรวจสอบการแสดงออกของยีน gus ตามวิธีการของ 
Jefferson และคณะ (1987) โดยสุมเอ็มบริโอเจนิคแคลลัสหลังจากการถายยีนมาใสในไมโครเพลท 
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96 หลุม (96-well) บมในสารละลายตั้งตนของ เอนไซม GUS (ß-glucuronidase) ซ่ึงประกอบดวย  
X-Gluc (5-bromo-4-chloro-3-indolyl-glucuronide) ใน DMSO (dimethyl sulfoxide) เขมขน 10%    
และ NaPO4  เขมขน 50 มิลลิโมลาร เติมสวนผสมของสารละลาย X-Gluc ใหทวมชิ้นสวน นําไปวาง
ในตูควบคุมอุณหภูมิที่ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ช่ัวโมง ดูดสารละลายบัฟเฟอรออกแลวเติม 
เมทธิลแอลกอฮอลเขมขน 70% ทําซ้ําจนกวาสารละลายใสหรือมองเห็นจุดสีน้ําเงิน 
 
  4.2  การสกัดดเีอ็นเอ และการตรวจสอบปริมาณดีเอ็นเอ 
 
   นําเอ็มบริโอเจนิคแคลลัสหลังการปลูกถายยีน 8 สัปดาห ประมาณ 0.05 กรัม
น้ําหนักสด  มาสกัดดีเอ็นเอ ตามวิธีการของ Te-chato (2000) เก็บตัวอยางที่ตองการตรวจสอบใส
หลอดเอฟเพนดอรฟ  เติม TE บัฟเฟอรปริมาตร  150 ไมโครลิตร (Tris-HCl  20 mM  pH 8.0 และ 
EDTA 0.1 mM)    เติมโซเดียมโดดิซิลซัลเฟต  เขมขน 10 เปอรเซ็นตปริมาตร   20  ไมโครลิตร บด
ใหละเอียดดวยแทงแกว   แลวนําไปบมที่อุณหภูมิ  70  องศาเซลเซียส  เปนเวลา  15  นาที  เติม
แอมโมเนียมอะซิเตตความเขมขน  5 โมลาร  ปริมาตร  110 ไมโครลิตร   ผสมใหเขากันดวยเครื่อง
ปนผสมสารตัวอยาง  บมที่อุณหภูมิ  0 องศาเซลเซียสนาน   30  นาที  นําไปปนเหวี่ยงที่ความเร็ว
รอบ  15,000  รอบตอนาที  เปนเวลา  10  นาที  ดูดสารละลายสวนใสตอนบนใสหลอด               
เอฟเพนดอรฟหลอดใหม เติมไอโซโพรพานอลปริมาตร  500  ไมโครลิตรวางไวที่อุณหภูมิหอง  10  
นาที กลับหลอดเบา  ๆ   นําไปปนเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ  15,000  รอบตอนาที  เปนเวลา  10  นาที  
ลางดวยเอธานอล  70 เปอรเซ็นต  และนําไปปนเหวี่ยงอีกครั้งที่ความเร็วรอบ  15,000  รอบตอนาที  
เปนเวลา  5  นาที จะเห็นดีเอ็นเอตกตะกอนอยูกนหลอด   เทสารละลายสวนบนทิ้ง  ตากใหแหง 
จากนั้นเติม  TE บัพเฟอรปริมาตร  20 ไมโครลิตร   เก็บไวที่อุณหภูมิ  -30  องศาเซลเซียส เพื่อใชใน
การตรวจสอบยีน gus และยีน hpt  ดวยวิธี PCR    กอนทํา PCR นําดีเอ็นเอที่สกัดไดมาตรวจสอบ
ปริมาณดีเอ็นเอ โดยการทําอิเล็คโตรโฟรีซีสบนอะกาโรสเจลความเขมขน 0.7 เปอรเซ็นต ใช
แรงเคลื่อนไฟฟา 100 โวลตในสารละลาย TAE บัฟเฟอร (Tris-acetic acid-
ethylenediaminetetraacetic acid) เปนเวลา 20 นาที ยอมสีแถบดีเอ็นเอดวยเอธีเดียมโบรไมด  
ตรวจสอบผลภายใตแสงอัลตราไวโอเลต  260 นาโนเมตร ดวยเครื่อง  Gel documentation  
เปรียบเทียบดีเอ็นเอที่สกัดไดกับดีเอ็นเอมาตรฐาน 
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  4.3  การตรวจสอบผลการถายยีนดวยเทคนคิ  PCR 
 

นํา ดีเอ็นเอ ที่ไดมาเพิ่มปริมาณดวยเทคนิค PCR โดยใชไพรเมอรที่เฉพาะเจาะจง
กับยีน hpt คือ F-primer 5'-CCTGAACTCACCGCGACG-3' และ R-primer 5'-
AAGACCAATGCGGAGCATATA-3' ใหช้ินสวนดีเอ็นเอขนาด 800 คูเบส  สวนไพรเมอรที่
เฉพาะเจาะจงกับยีน gus  คือ  F-primer 5'-CTGCGACGCTCACACCGATAC-3' และ R-primer 5'-
TCACCGAAGTTCATGCCAGTCCAG-3' ใหช้ินสวน ดีเอ็นเอขนาด 441 คูเบส  ปฏิกิริยา PCR ใช 
ดีเอ็นเอของพืช 10 นาโนกรัม  ดีเอ็นเอของ พลาสมิด pCAMBIA1304    10 นาโนกรัม (ชุดควบคุม) 
สวนผสมของปฏิกิริยา PCR ปริมาตร 20 ไมโครลิตร  ประกอบดวย dNTP เขมขน 20 ไมโครโมลาร  
MgCl2 เขมขน 2.0 มิลลิโมลาร  ไพรเมอรทั้ง 2 ชนิด  อยางละ 0.2 ไมโครโมลาร  และ Taq DNA 
polymerase 2.0 ยูนิต  ทําปฏิกิริยา PCR ที่อุณหภูมิ เวลา และจํานวนรอบที่จําเพาะสําหรับแตละยีน 
(รายละเอียดการทําปฏิกิริยา PCR แสดงใน ภาคผนวกที่ 3)  เมื่อปฏิกิริยา PCR ส้ินสุดลง  นําดีเอ็นเอ 
ที่ไดจากการเพิ่มปริมาณมาวิเคราะหขนาดดวยวิธีอิเล็คโตรโฟรีซีสบนอะกาโรสเจลเขมขน 1.5 
เปอรเซ็นต 
  
วิธีการศึกษา 
 
1. ศึกษาผลของความเขมขนของสารปฏิชีวนะซีโฟทาซีม 
 
  1.1 สารปฏิชีวนะซีโฟทาซีมตออัตราการรอดชีวิตของเอ็มบริโอเจนิคแคลลัส 
  
   นําเอ็มบริโอเจนิคแคลลัสปาลมน้ํามันมาวางเลี้ยงบนอาหารสูตร MS เติมไดแคมบา
ความเขมขน 1 มิลลิกรัมตอลิตร  กรดแอสคอรบิคความเขมขน 200  มิลลิกรัมตอลิตร น้ําตาลซูโครส 
3 เปอรเซ็นต วุน 0.75 เปอรเซ็นต ปรับคาความเปนกรดดางเทากับ 5.7 เติมสารปฏิชีวนะซีโฟทาซีม
เขมขน 0  100  150  200  250  300 และ 400  มิลลิกรัมตอลิตร วางเลี้ยงภายใตการใหแสง 14 ช่ัวโมง
ตอวัน ที่อุณหภูมิ 26±2 องศาเซลเซียส  วางเล้ียงในจานเพาะเลี้ยงขนาดเสนผานศูนยกลาง 10 
เซนติเมตร บรรจุอาหาร 20 มิลลิลิตร ทําการทดลอง 5 ซํ้า แตละจานเพาะเลี้ยงวางเลี้ยง 9 กลุมกลุมละ 
20 แคลลัส คิดเปน 1 ซํ้า บันทึกเปอรเซ็นตการรอดชีวิตของเอ็มบริโอเจนิคแคลลัสทุกสัปดาหเปน
ระยะเวลา 6 สัปดาห เปรียบเทียบกันในแตละความเขมขนของซีโฟทาซีมโดยใชแผนการทดลอง
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แบบ CRD (Completely Randomized Design)  เปรียบเทียบความแตกตางของคาเฉลี่ยโดยวิธี 
DMRT (Ducan’s New Multiple Range Test) 
 
 1.2 ประสิทธิภาพของสารปฏิชีวนะซีโฟทาซีมในการกําจัดเชื้ออะโกรแบคทีเรียม 
 
   นําเอ็มบริโอเจนิคแคลลัสมาเลี้ยงรวมกับสารละลายเชื้ออะโกรแบคทีเรียมสายเชื้อ 
AGL-1 ที่มีพลาสมิด pCAMBIA1304 (OD600 =1.0) เปนระยะเวลา 12 ช่ัวโมง หลังจากนั้นนํา
เอ็มบริโอเจนิคแคลลัสไปแชในอาหารเหลวเติมซีโฟทาซีมความเขมขน 400 มิลลิกรัมตอลิตรเปน
เวลา 10 นาที ตามดวยอาหารเหลวอีก 5 นาทีเพื่อเจือจางความเขมขนของสารปฏิชีวนะซีโฟทาซีม 
หลังจากนั้นซับดวยกระดาษกรองนึ่งฆาเชื้อ และวางเลี้ยงบนอาหารสูตร MS เติมสารปฏิชีวนะ     
ซีโฟทาซีมเขมขน 0   100   150   200   250   300 และ 400  มิลลิกรัมตอลิตรวางเลี้ยงใน             
สภาพมืดที่อุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส โดยวางเลี้ยงในจานเพาะเลี้ยงขนาดเสนผานศูนยกลาง         
10 เซนติเมตร บรรจุอาหาร 20 มิลลิลิตร  ทําการทดลอง 4 ซํ้า แตละจานเพาะเลี้ยงวางแคลลัส  5 กลุม 
ๆ  ละ  15-20 แคลลัส คิดเปน 1 ซํ้า ตรวจนับการปนเปอนของเชื้ออะโกรแบคทีเรียมหลังวางเลี้ยงทุก
สัปดาหเปนระยะเวลา 4 สัปดาห เปรียบเทียบกันในแตละความเขมขนของซีโฟทาซีม  
 
2.  ศึกษาความเขมขนของสารปฏิชีวนะไฮโกรมัยซินตออัตรารอดชีวิตของเอ็มบริโอเจนิคแคลลัส 
 
   นําเอ็มบริโอเจนิคแคลลัสวางเลี้ยงบนอาหารสูตร MS เติมไดแคมบาความเขมขน 1 
มิลลิกรัมตอลิตร  กรดแอสคอรบิคความเขมขน 200  มิลลิกรัมตอลิตร น้ําตาลซูโครส 3 เปอรเซ็นต 
วุน 0.75 เปอรเซ็นต ปรับคาความเปนกรดดางเทากับ 5.7  เติมสารปฏิชีวนะไฮโกรมัยซินเขมขน 0  
10  20  30  40 และ 50 มิลลิกรัมตอลิตร วางเลี้ยงภายใตการใหแสง 14 ช่ัวโมงตอวัน  ที่อุณหภูมิ 
26±2 องศาเซลเซียส โดยวางเลี้ยงในจานเพาะเลี้ยงขนาดเสนผานศูนยกลาง 10 เซนติเมตร บรรจุ
อาหาร 20 มิลลิลิตร ทําการทดลอง 5 ซํ้า แตละจานเพาะเลี้ยงวางเลี้ยง 9 กลุมกลุมละ 20 แคลลัส คิด
เปน 1 ซํ้า บันทึกเปอรเซ็นตการรอดชีวิตของเอ็มบริโอเจนิคแคลลัสทุกสัปดาหเปนระยะเวลา 6 
สัปดาห  เปรียบเทียบกันในแตละความเขมขนของไฮโกรมัยซินโดยใชแผนการทดลองแบบ CRD 
เปรียบเทียบความแตกตางของคาเฉลี่ยโดยวิธี DMRT 
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3.  ศึกษาปจจัยชีวภาพที่มีผลตอประสิทธิภาพการปลูกถายยีนเขาสูเอ็มบริโอเจนิคแคลลัส 
 
 3.1 ผลของแหลงท่ีมาของชิน้สวนพชื 
 
   นําเอ็มบริโอเจนิคแคลลัสปาลมน้ํามันที่ชักนําจากใบออนของตนปาลมโคลนเทพา
และ โคลนกระบี่บมรวมกับเชื้ออะโกรแบคทีเรียมสายเชื้อ  AGL-1  ที่มีพลาสมิด pCAMBIA 1304 
ปรับความหนาแนนเชื้อโดยการวัดคาการดูดกลืนแสงที่ 600 นาโนเมตร เทากับ 0.6 เปนระยะเวลา 2 
ช่ัวโมง ยายแคลลัสไปเลี้ยงรวมกับเชื้อ (co-cultivation) บนอาหารสูตร MS เติมอะซิโตไซริงกอน  
ความเขมขน 200 ไมโครโมลาร ในสภาพมืดเปนระยะเวลา 3 วัน หลังจากนั้นนําเอ็มบริโอเจนิค
แคลลัสมากําจัดเชื้อสวนเกินโดยการแชในอาหารเหลวเติมซีโฟทาซีมความเขมขน 400 มิลลิกรัมตอ
ลิตรเปนเวลา 10 นาที ตามดวยอาหารเหลวอีก 5 นาที จากนั้นซับดวยกระดาษกรองนึ่งฆาเชื้อ และ
วางเลี้ยงบนอาหารสูตร MS เติมซีโฟทาซีมความเขมขนที่ดีที่สุดจากการทดลองที่ 1 เปนระยะเวลา 2 
สัปดาห คัดเลือกเอ็มบริโอเจนิคแคลลัสโดยการวางเลี้ยงบนอาหารที่เติมสารปฏิชีวนะไฮโกรมัยซิน 
ความเขมขนที่ดีที่สุดจากการทดลองที่ 2 เพาะเลี้ยงภายใตสภาพการใหแสง 14 ช่ัวโมงตอวัน ที่
อุณหภูมิ 26±2 องศาเซลเซียส ทําการทดลอง 5 ซํ้า แตละจานเพาะเลี้ยงวางเลี้ยง 9 กลุมกลุมละ 30-
40 แคลลัส คิดเปน 1 ซํ้า หลังการถายยีนเปนระยะเวลา 4  สัปดาหบันทึกเปอรเซ็นตแคลลัสที่
ตานทาน ไฮโกรมัยซินโดยการตรวจนับความมีชีวิตของเอ็มบริโอเจนิคแคลลัส และตรวจสอบการ
แสดงออกของยีน gus  ตามวิธีการในขอ 4.1 เปรียบเทียบกันในแตละชิ้นสวนโดยใชแผนการ
ทดลองแบบ CRD และเปรียบเทียบคาเฉลี่ยโดยวิธี LSD 
 
  3.2 ผลของสายเชื้ออะโกรแบคทีเรียม และพลาสมิด 
 
     นําเอ็มบริโอเจนิคแคลลัสโคลนที่ใหผลดีที่สุดในการทดลองที่ 3.1 อายุ 4 สัปดาห
บมรวมกับเชื้ออะโกรแบคทีเรียม 2 สายเชื้อคือ  EHA105 และ AGL-1  ซ่ึงแตละสายเชื้อมีพลาสมิด  
3 ชนิดคือ pCAMBIA1301  pCAMBIA1302  และ pCAMBIA1304 ปรับความหนาแนนของเชื้อโดย
การวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่นแสง 600 นาโนเมตรเทากับ 0.6  บมชิ้นสวนรวมกับเชื้อ
เปนระยะเวลา 2 ช่ัวโมง นําเอ็มบริโอเจนิคแคลลัสมาซับดวยกระดาษกรอง จากนั้นนํามาเลี้ยงรวม
บนอาหารสูตร MS เติมอะซิโตไซริงกอน ความเขมขน 200 ไมโครโมลาร ในสภาพมืดเปน
ระยะเวลา 3 วัน  จากนั้นกําจัดเชื้อสวนเกินและคัดเลือกเอ็มบริโอเจนิคแคลลัสตามวิธีการในการ
ทดลองที่ 3.1 วางเลี้ยงภายใตการใหแสง 14 ช่ัวโมงตอวัน ที่อุณหภูมิ 26±2 องศาเซลเซียส โดยวาง
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เล้ียงในหลอดทดลองขนาด  25×150 มิลลิลิตร ซ่ึงบรรจุอาหาร 10 มิลลิลิตร ทําการทดลอง 4 ซํ้า ซํ้า
ละ 5 หลอด หลังการถายยีนเปนระยะเวลา 2 สัปดาห สุมเอ็มบริโอเจนิคแคลลัสในแตละชุดการ
ทดลองจํานวน 20 – 25 แคลลัส มาตรวจสอบการแสดงออกของยีน gus  ตามวิธีการในขอ 4.1 และ
หลังการถายยีนเปนระยะเวลา 6 สัปดาห  บันทึกเปอรเซ็นตการรอดชีวิตโดยคํานวณจากจํานวน
เอ็มบริโอเจนิคแคลลัสที่มีการสรางโซมาติกเอ็มบริโอตอจํานวนทั้งหมดที่วางเลี้ยง  เปรียบเทียบกัน
ในแตละสายเชื้อโดยใชแผนการทดลองแบบ CRD เปรียบเทียบความแตกตางของคาเฉลี่ยโดยวิธี 
DMRT  
 
 3.3 ผลของอายุของเอ็มบริโอเจนิคแคลลัส 
 
   นําเอ็มบริโอเจนิคแคลลัสโคลนที่ใหผลดีที่สุดในการทดลองที่ 3.1 วางเล้ียงบน
อาหารสูตร MS เติมไดแคมบาความเขมขน 0.3 มิลลิกรัมตอลิตร อายุ  2    3    4    5  และ  6  สัปดาห
หลังการยายเลี้ยงมาบมรวมกับเชื้ออะโกรแบคทีเรียมสายเชื้อที่ใหประสิทธิภาพการถายยีนสูงในการ
ทดลองที่ 3.2  ซ่ึงปรับความหนาแนนของเชื้อโดยการวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่นแสง 600 
นาโนเมตรเทากับ 0.6  เปนเวลา 4 ช่ัวโมง นําเอ็มบริโอเจนิคแคลลัสมาซับดวยกระดาษกรอง จากนั้น
นํามาเลี้ยงรวมบนอาหารสูตร MS เติมอะซิโตไซริงกอนความเขมขน 200 ไมโครโมลาร ในสภาพ
มืดเปนระยะเวลา 3 วัน  จากนั้นกําจัดเชื้อสวนเกินและคัดเลือกเอ็มบริโอเจนิคแคลลัสตามวิธีการใน
การทดลองที่ 3.1 วางเล้ียงภายใตการใหแสง 14 ช่ัวโมงตอวัน ที่อุณหภูมิ 26±2 องศาเซลเซียส โดย
วางเลี้ยงในหลอดทดลองขนาด  25×150 มิลลิลิตร ซ่ึงบรรจุอาหาร 10 มิลลิลิตร ทําการทดลอง 4 ซํ้า 
ซํ้าละ 5 หลอด หลังการถายยีนเปนระยะเวลา 2 สัปดาห สุมเอ็มบริโอเจนิคแคลลัสในแตละชุดการ
ทดลองจํานวน 20 – 25 แคลลัส มาตรวจสอบการแสดงออกของยีน gus  ตามวิธีการในขอ 4.1 และ
หลังการถายยีนเปนระยะเวลา 6 สัปดาห  บันทึกเปอรเซ็นตการรอดชีวิตโดยคิดจากจํานวนเอ็มบริโอ
เจนิคแคลลัสที่มีการสรางโซมาติกเอ็มบริโอตอจํานวนทั้งหมดที่วางเลี้ยง  เปรียบเทียบกันในแตละ
อายุของเอ็มบริโอเจนิคแคลลัสโดยใชแผนการทดลองแบบ CRD เปรียบเทียบความแตกตางของ
คาเฉลี่ยโดยวิธี DMRT  
 
 
 
 





บทที่ 3 
 

ผล 
 

1. ศึกษาผลของความเขมขนของสารปฏิชีวนะซีโฟทาซีม 
 
  1.1 สารปฏิชีวนะซีโฟทาซีมตออัตราการรอดชีวิตของเอ็มบริโอเจนิคแคลลัส 
 
   จากการวางเล้ียงเอ็มบริโอเจนิคแคลลัสบนอาหารสูตร MS เติมไดแคมบาความ
เขมขน 1 มิลลิกรัมตอลิตร  กรดแอสคอรบิคความเขมขน 200  มิลลิกรัมตอลิตร น้ําตาลซูโครส 3 
เปอรเซ็นต วุน 0.75 เปอรเซ็นต ปรับ pH 5.7  รวมกับสารปฏิชีวนะซีโฟทาซีมความเขมขน 0  100   
150   200   250  300 และ 400 มิลลิกรัมตอลิตร  ภายใตการใหแสง 14 ช่ัวโมงตอวัน  ท่ีอุณหภูมิ 
26±2 องศาเซลเซียส พบวา อัตราการรอดชีวิตของเอ็มบริโอเจนิคแคลลัสหลังวางเล้ียงเปนเวลา 6 
สัปดาหลดลงตามความเขมขนของซีโฟทาซีมท่ีเพิ่มข้ึน ซ่ึงใหเปอรเซ็นตการรอดชีวิตเทากับ 97.22%  
93.89%  91.67%  79.67%  66.22%  53.44% และ 46.78% ตามลําดับ  (ภาพท่ี 3) สวนพัฒนาการของ
เอ็มบริโอเจนิคแคลลัสนั้นพบวา เปอรเซ็นตการสรางโซมาติกเอ็มบริโอและจํานวนโซมาติก
เอ็มบริโอสูงสุดในอาหารท่ีไมเติมซีโฟทาซีม การวางเล้ียงเอ็มบริโอเจนิคแคลลัสบนอาหารเติม   
ซีโฟทาซีมท่ีระดับความเขมขน  100 – 400 มิลลิกรัมตอลิตร สงผลใหเอ็มบริโอเจนิคแคลลัส  
สามารถพัฒนาไปเปนโซมาติกเอ็มบริโอได (ตารางที่ 2  ภาพท่ี 4) แตเปอรเซ็นตการสราง              
โซมาติกเอ็มบริโอและจํานวนโซมาติกเอ็มบริโอลดลงเมื่อวางเล้ียงบนอาหารเติมซีโฟทาซีม            
ท่ีระดับความเขมขนสูงข้ึน 
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ภาพท่ี 3 ผลของสารปฏิชีวนะซีโฟทาซีมตอเปอรเซ็นตการรอดชีวิตของเอ็มบริโอเจนิคแคลลัสหลัง 
วางเล้ียงบนอาหารสูตร MS เปนเวลา 6 สัปดาห  

 
ตารางท่ี 2 ผลของซีโฟทาซีมตอเปอรเซ็นตการสรางโซมาติกเอ็มบริโอของเอ็มบริโอเจนิคแคลลัส 
 หลังวางเล้ียงบนอาหารสูตร MS เปนระยะเวลา 6 สัปดาห 

ซีโฟทาซีม (มก./ล.) เปอรเซ็นตการสราง SE จํานวน SE/ช้ินสวน 

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 

* แตกตางกันทางสถิติอยางมีนัยสําคัญ (p<0.05) 
คาเฉล่ียท่ีกํากับดวยอักษรรวมกันในสดมภเดียวกันไมมีความแตกตางทางสถิติเม่ือเปรียบเทียบดวย
วิธี DMRT 
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ภาพท่ี 4 ผลของสารปฏิชีวนะซีโฟทาซีมความเขมขนตาง ๆ ตอเปอรเซ็นตการรอดชีวิตและ
พัฒนาการของเอ็มบริโอเจนิคแคลลัส หลังวางเล้ียงบนอาหารสูตร MS เปนระยะเวลา 6 

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

ก ข 

ค ง 

จ ฉ 

ช 
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 1.2 ประสิทธิภาพของสารปฏิชีวนะซีโฟทาซีมในการกําจัดเชื้ออะโกรแบคทีเรียม 
 
  เอ็มบริโอเจนิคแคลลัสหลังจุมแชในสารละลายเช้ืออะโกรแบคทีเรียมและวางเล้ียง
บนอาหารเติมซีโฟทาซีมท่ีระดับความเขมขนตาง ๆ  พบวา เอ็มบริโอเจนิคท่ีวางเล้ียงบนอาหารที่ไม
เติมซีโฟทาซีมเกิดการปนเปอนของเช้ืออะโกรแบคทีเรียม 100 เปอรเซ็นต ความสามารถในการ
ยับยั้งการเจริญของเช้ืออะโกรแบคทีเรียม พบวา ซีโฟทาซีมความเขมขน 100 และ 150  มิลลิกรัมตอ
ลิตร ยังมีการปนเปอนของเช้ืออะโกรแบคทีเรียม และซีโฟทาซีมท่ีความเขมขน 200 มิลลิกรัมตอ
ลิตรสามารถยับยั้งการเจริญของเช้ืออะโกรแบคทีเรียมได (ภาพท่ี 5) ซ่ึงท่ีความเขมขนดังกลาวนี้ไม
ปรากฏโคโลนีของเช้ืออะโกรแบคทีเรียม (ภาพท่ี 6) จึงเลือกใชซีโฟทาซีมท่ีความเขมขน 200 
มิลลิกรัมตอลิตรในข้ันตอนของการกําจัดเช้ือสวนเกินหลังการปลูกถายยีน 
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ภาพท่ี 5 ผลของสารปฏิชีวนะซีโฟทาซีมตอการยับยั้งการเจริญของเช้ืออะโกรแบคทีเรียมสายเช้ือ    
 AGL-1 (pCAMBIA1304) หลังวางเล้ียง 4 สัปดาห  
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ค 

ก 

ง 

ข 

 
 
ภาพท่ี 6 ผลของสารปฏิชีวนะซีโฟทาซีมตอการยับยั้งการเจริญของเช้ืออะโกรแบคทีเรียมสายเช้ือ  
 AGL-1 pCAMBIA1304 หลังวางเล้ียง  4  สัปดาห (บาร = 10 มิลลิเมตร) 
  ก  อาหารไมเติมซีโฟทาซีม      
  ข  อาหารเติมซีโฟทาซีม  100 มิลลิกรัมตอลิตร 
  ค  อาหารเติมซีโฟทาซีม  150 มิลลิกรัมตอลิตร 
  ง  อาหารเติมซีโฟทาซีม  200 มิลลิกรัมตอลิตร 
 
ศึกษาความเขมขนของสารปฏิชีวนะไฮโกรมัยซินตออัตรารอดชีวติของเอ็มบริโอเจนิคแคลลัส 2. 

 
   เอ็มบริโอเจนิคแคลลัสวางเล้ียงบนอาหารสูตร MS เติมไดแคมบาความเขมขน 1 
มิลลิกรัมตอลิตร  กรดแอสคอรบิคความเขมขน 200  มิลลิกรัมตอลิตร น้ําตาลซูโครส 3 เปอรเซ็นต 
เติมสารปฏิชีวนะไฮโกรมัยซินเขมขน 0  10  20  30  40 และ 50 มิลลิกรัมตอลิตร เปนเวลา 6 สัปดาห 
พบวา อัตราการรอดชีวิตของเอ็มบริโอเจนิคแคลลัสหลังวางเล้ียง เทากับ 97.58%  77.78%   29.55%  
ตามลําดับ และเม่ือวางเลี้ยงเอ็มบริโอเจนิคแคลลัสบนอาหารเติมไฮโกรมัยซิน ความเขมขนต้ังแต 30 
มิลลิกรัมตอลิตรข้ึนไปสงผลใหเอ็มบริโอเจนิคแคลลัสไมรอดชีวิต (ภาพท่ี 7) 
   นอกจากนี้แลวสารปฏิชีวนะไฮโกรมัยซินที่ความเขมขนตาง ๆ ยังมีผลตอการ
พัฒนาการของเอ็มบริโอเจนิคแคลลัส เอ็มบริโอเจนิคแคลลัสท่ีวางเล้ียงบนอาหารไมเติมและเติม 
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ภาพท่ี 7  ผลของสารปฏิชีวนะไฮโกรมัยซินตอเปอรเซ็นตการรอดชีวิตของเอ็มบริโอเจนิคแคลลัส 

หลังวางเล้ียงบนอาหารสูตร MS เปนระยะเวลา 6 สัปดาห  
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ตารางท่ี 3 ผลของไฮโกรมัยซินตอเปอรเซ็นตการสรางโซมาติกเอ็มบริโอของเอ็มบริโอเจนิคแคลลัส 
 หลังวางเล้ียงบนอาหารสูตร MS เปนระยะเวลา 6 สัปดาห 

ไฮโกรมัยซิน (มก./ล.) เปอรเซ็นตการสราง SE จํานวน SE/ช้ินสวน 

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 

* แตกตางกันทางสถิติอยางมีนัยสําคัญ (p<0.05) 
คาเฉล่ียท่ีกํากับดวยอักษรท่ีตางกันในสดมภเดียวกันมีความแตกตางทางสถิติเม่ือเปรียบเทียบดวยวิธี 
DMRT 
 

ก ค 
 
 
 

ข

 
 
 
 
 

จ ฉ ง 

ภาพท่ี 8 ผลของสารปฏิชีวนะไฮโกรมัยซินตอเปอรเซ็นตการรอดชีวิตและพัฒนาการของเอ็มบริโอ
เจนิคแคลลัสหลังวางเล้ียงบนอาหารสูตร MS เปนเวลา 6 สัปดาห  (บาร =10 มิลลิเมตร) 

 ก.  0 มิลลิกรัมตอลิตร ข.  10 มิลลิกรัมตอลิตร ค.  20 มิลลิกรัมตอลิตร 
ง.  30 มิลลิกรัมตอลิตร จ.  40 มิลลิกรัมตอลิตร ฉ.  50 มิลลิกรัมตอลิตร  
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3. ศึกษาปจจัยชีวภาพท่ีมีผลตอประสิทธิภาพการปลูกถายยีนเขาสู เอ็มบริโอเจนิคแคลลัส 
 
 3.1 ผลของแหลงท่ีมาของชิน้สวนพชื 
 

 จากการเล้ียงเอ็มบริโอเจนิคแคลลัสปาลมน้ํามันโคลนกระบ่ี และโคลนเทพา
รวมกับเช้ืออะโกรแบคทีเรียม สายเช้ือ AGL-1 ซ่ึงมีพลาสมิด pCAMBIA1304  พบวาเอ็มบริโอเจนคิ
แคลลัสโคลนกระบ่ีใหอัตราการรอดชีวิต 72 เปอรเซ็นต สูงกวาโคลนเทพาซ่ึงใหการรอดชีวิต 56 
เปอรเซ็นตแตกตางทางสถิติอยางมีนัยสําคัญ และจากการตรวจสอบการแสดงออกของยีน gus 
พบวา แคลลัสโคลนกระบ่ีใหการแสดงออกของยีน gus   100 เปอรเซ็นต สูงกวาโคลนเทพาซ่ึงมีการ
แสดงออกของยีน gus 59.33 เปอรเซ็นตแตกตางทางสถิติอยางมีนัยสําคัญ ( ตารางท่ี 4) และแคลลัส
โคลนกระบ่ีใหการติดสีน้ําเงินเขมกวาแคลลัสโคลนเทพา (ภาพท่ี 9) แคลลัสท่ีผานการเล้ียง
รวมกับอะโกรแบคทีเรียมเม่ือนํามาคัดเลือกโดยการวางเล้ียงบนอาหารเติมไฮโกรมัยซินความ
เขมขน 30 มิลลิกรัมตอลิตร ยายเล้ียงทุกๆ เดือน เปนระยะเวลา 4 เดือน พบวา แคลลัสโคลนกระบ่ีมี
การสรางและเพ่ิมปริมาณของแคลลัสชุดใหม แตแคลลัสโคลนเทพามีการพัฒนาเปนโซมาติก
เอ็มบริโอ (ภาพท่ี 10) จึงเลือกแคลลัสโคลนเทพาในการศึกษาปจจัยท่ีมีผลตอกระบวนการสงถายยีน
ในข้ันตอนตอไป 
 
ตารางท่ี 4 ผลของแหลงท่ีมาของช้ินสวนตอเปอรเซ็นตการแสดงออกของยีน gus และเปอรเซ็นต    
 การรอดชีวิตหลังการถายยีนเปนระยะเวลา 4 สัปดาห 

แหลงช้ินสวน การแสดงออกของยีน gus (%) อัตรารอดชีวิต (%) 

กระบ่ี 100a 72a 
เทพา 59.33b 56b 

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

* แตกตางกันทางสถิติอยางมีนัยสําคัญ (0.01<p<0.05) 
คาเฉล่ียท่ีกํากับดวยอักษรตางกันในสดมภเดียวกันแตกตางทางสถิติเม่ือเปรียบเทียบดวยวิธี LSD 
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ข ก

ค ง 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
ภาพท่ี 9 การแสดงออกของยีน gus  ของเอ็มบริโอเจนิคแคลลัสหลังการปลูกถายยีนดวยอะโกร 
 แบคทีเรียมสายเช้ือ AGL-1 pCAMBIA1304  และวางเล้ียงบนอาหารคัดเลือกเปน
 ระยะเวลา 4 สัปดาห (บาร = 2.5 มิลลิเมตร) 
  ก   แคลลัสโคลนกระบ่ีท่ีไมไดถายยีน   ข   แคลลัสโคลนกระบ่ีท่ีไดรับการถายยีน 
  ค   แคลลัสโคลนเทพาท่ีไมไดถายยีน    ง    แคลลัสโคลนเทพาท่ีไดรับการถายยีน 
 

ก ข  
 
 
 
 
 
 
 ภาพท่ี 10 ลักษณะแคลลัสปาลมน้ํามันท่ีเพาะเล้ียงบนอาหารเติมสารปฏิชีวนะไฮโกรมัยซินความ  
 เขมขน 30 มิลลิกรัมตอลิตร หลังปลูกถายยีนดวยอะโกรแบคทีเรียมสายเช้ือ AGL-1    
 pCAMBIA1304 เปนระยะเวลา 4  เดือน (บาร = 10  มิลลิเมตร) 
  ก   แคลลัสโคลนกระบ่ี                    ข   แคลลัสโคลนเทพา 
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3.2 ผลของสายเชื้ออะโกรแบคทีเรียม และพลาสมิด 
 

การเล้ียงเอ็มบริโอเจนิคแคลลัสรวมกับเชื้ออะโกรแบคทีเรียมสายเช้ือ  AGL-1 และ 
EHA105  แตละสายเช้ือประกอบดวยพลาสมิด pCAMBIA1301  pCAMBIA1302 และ pCAMBIA 
1304  ปรับความหนาแนนเช้ือโดยวัดคา OD600 เทากับ 0.6  เปนระยะเวลา 2 ช่ัวโมงและเล้ียงรวมบน
อาหารแข็งสูตร MS เติมอะซิโตไซริงกอน ความเขมขน 200 ไมโครโมลารในสภาพมืดเปน
ระยะเวลา 3 วัน หลังจากนั้นวางเล้ียงเอ็มบริโอเจนิคแคลลัสบนอาหารท่ีเติมซีโฟทาซีมเขมขน 200 
มิลลิกรัมตอลิตร และไฮโกรมัยซินเขมขน 30 มิลลิกรัมตอลิตร  หลังการถายยีนเปนระยะเวลา 2 
สัปดาห สุมช้ินสวนมาตรวจสอบการแสดงออกของยีน gus พบวา เอ็มบริโอเจนิคแคลลัสท่ีเล้ียง
รวมกับอะโกรแบคทีเรียมสายเช้ือ AGL-1 ท่ีมี พลาสมิด pCAMBIA1304 ใหเปอรเซ็นตการ
แสดงออกของยีน gus สูงสุด 87.77 เปอรเซ็นต  รองลงมาคือ สายเช้ือ EHA105 ท่ีมีพลาสมิด 
pCAMBIA1301 ใหเปอรเซ็นตการแสดงออกของยีน gus  65.56 เปอรเซ็นตแตกตางทางสถิติอยางมี
นัยสําคัญ  โดยท่ีสายเช้ือ AGL-1 pCAMBIA1301   EHA 105 pCAMBIA1304    AGL-1 
pCAMBIA1302    และ EHA 105 pCAMBIA1302 ใหการแสดงออกของยีน gus   44.43   35.55   
31.10  และ  28.89  เปอรเซ็นตตามลําดับ แตไมมีความแตกตางกันทางสถิติ (ตารางท่ี 5) ลักษณะ
การติดสีน้ําเงินของเอ็มบริโอเจนิคแคลลัสในแตละสายเช้ือมีลักษณะแตกตางกัน มีท้ังติดสีน้ําเงิน
ท่ัวทั้งเนื้อเยื่อและติดสีน้ําเงินเปนจุด ๆ สวนเอ็มบริโอเจนิคแคลลัสท่ีไมไดรับการถายยีนไมมีการติด
สีน้ําเงิน  (ภาพท่ี 11) และเปอรเซ็นตการรอดชีวิตของเอ็มบริโอเจนิคแคลลัสก็ใหผลในทํานอง
เดียวกันคือ ใหเปอรเซ็นตรอดชีวิตสูงสุด  26.67  เปอรเซ็นตจากการเล้ียงรวมกับสายเช้ือ AGL-1 ท่ี
มีพลาสมิด pCAMBIA1304   รองลงมาคือ สายเช้ือ EHA 105 pCAMBIA1301 ใหการรอดชีวิต 
19.33 เปอรเซ็นต  แตกตางกันทางสถิติอยางมีนัยสําคัญ (ตารางท่ี 5)  
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ตารางท่ี 5 ผลของชนิดสายเช้ืออะโกรแบคทีเรียมและพลาสมิดตอเปอรเซ็นตการแสดงออกของยีน  
 gus  และเปอรเซ็นตการรอดชีวิตหลังการถายยีนเปนระยะเวลา 6 สัปดาห 
สายเช้ืออะโกร
แบคทีเรียม 

พลาสมิด ลักษณะการ
ติดสีน้ําเงิน 

เปอรเซ็นตการ
แสดงออกของยีน gus 1/  

เปอรเซ็นตการ
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 

* แตกตางกันทางสถิติอยางมีนัยสําคัญ (0.01<p<0.05) 
คาเฉล่ียท่ีกํากับดวยอักษรตางกันในสดมภเดียวกันแตกตางทางสถิติเม่ือเปรียบเทียบดวยวิธี DMRT 
- ไมติดสีน้ําเงิน    +  ติดสีน้ําเงิน  1- 20%     ++  ติดสีน้ําเงิน 21-40%         +++  ติดสีน้ําเงิน 41-60%   
++++  ติดสีน้ําเงิน 61-80%     +++++ ติดสีน้ําเงิน  81-100%  ของช้ินสวน 
 
1/  เปอรเซ็นตการแสดงออกของยีน gus  หลังการถายยีน 2 สัปดาห   
  เปอรเซ็นตการแสดงออกของยีน gus  = จํานวน EC ท่ีใหผล gus เปน positive x 100 
                                                                                              จํานวน EC ท่ีตรวจสอบ 
 
2/ เปอรเซ็นตการรอดชีวิต  หลังการถายยีน  6 สัปดาห 
  เปอรเซ็นตการรอดชีวิต  =  จํานวนท่ีสราง SE  x  100 
                                                         จํานวนท้ังหมดท่ีวางเล้ียง 
 
 
 
 
 
 



 39 

     ก                     ข                     ค                      ง                      จ                       ฉ                        ช 

 
ภาพท่ี 11 การแสดงออกของยีน gus ของเอ็มบริโอเจนิคแคลลัสปาลมน้ํามันหลังการปลูกถายยีน 
 ดวยอะโกรแบคทีเรียมสายเช้ือ AGL-1 และ EHA105 เปนระยะเวลา 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 
 

  การใชเอ็มบริโอเจนิคแคลลัสจากการวางเล้ียงบนอาหารสูตร MS เติมไดแคมบา
ความเขมขน 0.3 มิลลิกรัมตอลิตร เปนระยะเวลา  2   3   4   5   และ  6  สัปดาห มาบมรวมกับเช้ือ 
อะโกรแบคทีเรียมสายเช้ือ AGL-1 ซ่ึงมี พลาสมิด pCAMBIA1304  กําจัดเช้ือและวางเล้ียงบน
อาหารคัดเลือก หลังถายยีนเปนระยะเวลา 2 สัปดาห สุมช้ินสวนมาตรวจสอบยีน gus พบวา 
เอ็มบริโอเจนิคแคลลัสอายุ 4 สัปดาห ใหเปอรเซ็นตการแสดงออกของยีน gus  สูงสุด 82.08 
เปอรเซ็นต  และเอ็มบริโอเจนิคแคลลัสอายุ 6 สัปดาห ใหการแสดงออกของยีน gus ต่ําสุด 60.21 
เปอรเซ็นต แตกตางทางสถิติอยางมีนัยสําคัญหลังการถายยีนเปนระยะเวลา 6  สัปดาห (ตารางท่ี 6  
ภาพท่ี 12)  เม่ือพิจารณาเปอรเซ็นตการรอดชีวิต พบวา เอ็มบริโอเจนิคแคลลัสอายุ 4 สัปดาหให
เปอรเซ็นตการรอดชีวิตสูงสุด 36.88 เปอรเซ็นต และเอ็มบริโอเจนิคแคลลัสอายุ 6 สัปดาห ให
เปอรเซ็นตการรอดชีวิตตํ่าสุด 23.75 เปอรเซ็นต แตกตางทางสถิติอยางมีนัยสําคัญ จากการทดลองนี้
การใชเอ็มบริโอเจนิคแคลลัสท่ีอายุมากข้ึนสงผลใหการแสดงออกของยีน gus  และเปอรเซ็นตการ
รอดชีวิตลดลง (ตารางท่ี 6) 

 
ตารางท่ี 6 ผลของอายุของเอ็มบริโอเจนิคแคลลัสตอเปอรเซ็นตการแสดงออกของยีน gus  และ

เปอรเซ็นต การรอดชีวิตหลังการถายยีนเปนระยะเวลา 6 สัปดาห 
อายุเอ็มบริโอเจนิคแคลลัส 

(สัปดาห) 
เปอรเซ็นตการแสดงออกของ 

ยีน gus 1/ 
เปอรเซ็นตการรอดชีวิต2/ 

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 

* แตกตางกันทางสถิติอยางมีนัยสําคัญ (p<0.05) 
คาเฉล่ียกํากับดวยอักษรรวมกันในสดมภเดียวกันไมแตกตางทางสถิติเม่ือเปรียบเทียบดวยวิธีDMRT 
1/  เปอรเซ็นตการแสดงออกของยีน gus  หลังการถายยีน 2 สัปดาห 
2/ เปอรเซ็นตรอดชีวิตหลังการถายยีน  6 สัปดาห 
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ก ข ค ง จ ฉ 

 
ภาพท่ี 12 การแสดงออกของยีน gus ของเอ็มบริโอเจนิคแคลลัสอายุตาง ๆ หลังการปลูกถายยีน 
 ดวยอะโกรแบคทีเรียมสายเช้ือ AGL-1 pCAMBIA1304  เปนระยะเวลา 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  ความหนาแนนของเชื้อ ระยะเวลาในการจุมแชชิ้นสวน และระยะเวลาในการเล้ียง   
         ชิ้นสวนรวมกับเชื้ออะโกรแบคทีเรียม 

  
 ภายหลังการนําเอ็มบริโอเจนิคแคลลัสอายุ 4 สัปดาห มาบมรวมกับเช้ืออะโกร
แบคทีเรียมสายเช้ือ   AGL-1 ท่ีมีพลาสมิด pCAMBIA1304 ปรับความหนาแนนของเชื้ออะโกร
แบคทีเรียมโดยการวัดคาการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืนแสง 600 นาโนเมตร (OD600) เทากับ 0.4   
0.6    0.8  และ 1.0   จุมแชเอ็มบริโอเจนิคแคลลัสรวมกับเช้ืออะโกรแบคทีเรียมในสภาพเขยาเล้ียง
เปนระยะเวลา 2    4    6 และ 12 ช่ัวโมง และวางเล้ียงเอ็มบริโอเจนิคแคลลัสรวมกับเช้ืออะโกร
แบคทีเรียมบนอาหารแข็งเติมอะซิโตไซริงกอนความเขมขน 200 ไมโครโมลารในสภาพมืดเปน
ระยะเวลา 2    3  และ 5 วัน  จากน้ันกําจัดเช้ือสวนเกินและยายเอ็มบริโอเจนิคแคลลัสวางเล้ียงบน
อาหารคัดเลือก หลังถายยีนเปนระยะเวลา 2 สัปดาห ตรวจสอบการแสดงออกของยีน gus  พบวา 
การจุมแชเอ็มบริโอเจนิคแคลลัสในสารละลายเช้ืออะโกรแบคทีเรียมความหนาแนนของเช้ือท่ีคา 
OD600= 0.8 จุมแชเปนระยะเวลานาน 6  ช่ัวโมงและเล้ียงรวมกันในสภาพมืดเปนระยะเวลา 3 วันให
การแสดงออกของยีน gus  สูงสุด 100 เปอรเซ็นต ความหนาแนนเช้ือท่ีคา OD600= 0.4 จุมแชเปน
ระยะเวลา  2 ช่ัวโมงและเล้ียงรวมเปนระยะเวลา 2 วันใหการแสดงออกของยีน gus  ต่ําสุด 11.43 
เปอรเซ็นต แตกตางทางสถิติอยางมีนัยสําคัญยิ่ง (ตารางท่ี 7) แตละชุดการทดลองใหการติดสีน้ําเงิน
แตกตางกัน (ภาพท่ี 13)  หลังจากวางเล้ียงเอ็มบริโอเจนิคแคลลัสบนอาหารคัดเลือกท่ีเติม        
ไฮโกรมัยซินเปนระยะเวลา 8 สัปดาห พบวา เปอรเซ็นตการรอดชีวิตและจํานวนการสรางโซมาติก
เอ็มบริโอตอหลอดทดลองใหผลในทํานองเดียวกันคือ การจุมเอ็มบริโอเจนิคแคลลัสในเช้ืออะโกร
แบคทีเรียมท่ีความหนาแนนของเช้ือท่ี OD600= 0.8 เปนระยะเวลา 6 ช่ัวโมง และเล้ียงรวมเปน
ระยะเวลา 3 วัน ใหเปอรเซ็นตการรอดชีวิตสูงสุด 63.89 เปอรเซ็นต  แตกตางกันทางสถิติอยางมี
นัยสําคัญ ( ตารางท่ี 8) และใหการสรางโซมาติกเอ็มบริโอสูงสุด 4 เอ็มบริโอตอหลอดทดลอง
แตกตางทางสถิติอยางมีนัยสําคัญยิ่ง (ตารางท่ี 9  ภาพท่ี 14)  
 เม่ือพิจารณาในแตละปจจัยพบวา ความหนาแนนเช้ืออะโกรแบคทีเรียม ระยะเวลา
การจุมแช และระยะเวลาการเล้ียงรวมในแตละระดับ  ใหการแสดงออกของยีน gus    เปอรเซ็นต
การรอดชีวิต และจํานวนการสรางโซมาติกเอ็มบริโอแตกตางกันทางสถิติอยางมีนัยสําคัญยิ่ง และ
อิทธิพลรวมในแตละปจจัยนั้นพบวา ความหนาแนนของเช้ืออะโกรแบคทีเรียมมีอิทธิพลรวมกับ
ระยะเวลาการจุมแชซ่ึงมีผลตอการแสดงออกของยีน gus อยางมีนัยสําคัญยิ่ง แตไมมีผลตอการสราง
และจํานวนโซมาติกเอ็มบริโอ (ภาคผนวกท่ี 4   5 และ 6) 
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ตารางท่ี 7 ผลของความหนาแนนของเช้ือ ระยะเวลาการจุมแช และระยะเวลาการเล้ียงรวมตอ 
เปอรเซ็นตการแสดงออกของยีน gus  หลังการถายยีนเปนระยะเวลา 2 สัปดาห 

เปอรเซ็นตการแสดงออกของยีน gus** 
ระยะเวลาการเล้ียงรวม (วัน) 

ความหนาแนน
เช้ือ (OD600) 

ระยะเวลาจุมแช 
(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 

** แตกตางกนัทางสถิติอยางมีนัยสําคัญยิง่ (p<0.01) 
คาเฉล่ียท่ีกํากับดวยตัวอักษรรวมกันไมมีความแตกตางทางสถิติเม่ือเปรียบเทียบดวยวิธี DMRT 
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ตารางท่ี 8 ผลของความหนาแนนของเช้ือ ระยะเวลาการจุมแช และระยะเวลาการเล้ียงรวมตอ
เปอรเซ็นตการรอดชีวิตหลังการถายยีนเปนระยะเวลา 8 สัปดาห 

เปอรเซ็นตการรอดชีวิต* 
ระยะเวลาการเล้ียงรวม (วัน) 

ความหนาแนน
เช้ือ (OD600) 

ระยะเวลา 
จุมแช (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 

* แตกตางกันทางสถิติอยางมีนัยสําคัญ (0.01<p<0.05) 
คาเฉล่ียท่ีกํากับดวยตัวอักษรรวมกันไมมีความแตกตางทางสถิติเม่ือเปรียบเทียบดวยวิธี DMRT 
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ตารางท่ี 9 ผลของความหนาแนนของเช้ือ ระยะเวลาการจุมแช และระยะเวลาการเล้ียงรวมตอ

จํานวนการสรางโซมาติกเอ็มบริโอ (SE) หลังการถายยีนเปนระยะเวลา 8 สัปดาห 
จํานวนการสราง SE ตอหลอดทดลอง** 

ระยะเวลาการเล้ียงรวม (วัน) 
ความหนาแนน
เช้ือ (OD600) 

ระยะเวลาจุมแช 
(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 

** แตกตางกนัทางสถิติอยางมีนัยสําคัญยิง่ (p<0.01) 
คาเฉล่ียท่ีกํากับดวยตัวอักษรรวมกันไมมีความแตกตางทางสถิติเม่ือเปรียบเทียบดวยวิธี DMRT 
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ภาพท่ี 13  การแสดงออกของยีน gus ของเอ็มบริโอเจนิคแคลลัสปาลมน้ํามันหลังการปลูกถายยีน   
 ดวยอะโกรแบคทีเรียมสายเช้ือ AGL-1 ท่ีมีพลาสมิด pCAMBIA1304 ท่ีความหนาแนน 
 เช้ือ (OD600) และระยะเวลาการจุมแชท่ี 2  4   6  และ 12  ช่ัวโมง  หลังการถายยีนเปน 
 ระยะเวลา 2 สัปดาห (บาร = 10 มิลลิเมตร) 
   ก    เล้ียงรวมบนอาหารแข็งเปนระยะเวลา 2 วัน 
   ข    เล้ียงรวมบนอาหารแข็งเปนระยะเวลา 3 วัน 
   ค    เล้ียงรวมบนอาหารแข็งเปนระยะเวลา 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 แคลลัสปาลมน้ํามันท่ีรอดชีวิตและสรางโซมาติดเอ็มบริโอหลังการจุมแชในอะโกร 
 แบคทีเรียมสายเช้ือ AGL-1  ท่ีมีพลาสมิด pCAMB IA1304 (OD600=0.8) เปนระยะเวลา 
 ตาง ๆ หลังวางเล้ียงบนอาหารคัดเลือกเปนระยะเวลา 8 สัปดาห (บาร = 10  มิลลิเมตร) 
  ก   ชุดควบคุมวางเล้ียงบนอาหารสูตร MS ไมเติมไฮโกรมัยซิน 
  ข   ชุดควบคุมวางเล้ียงบนอาหารสูตร MS เติมไฮโกรมัยซิน 
  ค  จุมแชเปนระยะเวลา 2 ช่ัวโมง   
  ง   จุมแชเปนระยะเวลา 4 ช่ัวโมง   
  จ  จุมแชเปนระยะเวลา 6 ช่ัวโมง   
  ฉ  จุมแชเปนระยะเวลา 12 ช่ัวโมง   

ฉ จ 

ง ค 

ข ก 
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  หลังจากวางเล้ียงเอ็มบริโอเจนิคแคลลัสบนอาหารสูตร MS เติมไดแคมบาความ
เขมขน  0.1 มิลลิกรัมตอลิตร และเติมไฮโกรมัยซิน 30 มิลลิกรัมตอลิตร เปนระยะเวลา 8 สัปดาห 
พบวาเอ็มบริโอเจนิคแคลลัสมีการสรางโซมาติกเอ็มบริโอ จึงสุมโซมาติกเอ็มบริโอมาตรวจสอบ
การแสดงออกของยีน gus พบวามีการแสดงออกของยีน gus (ภาพท่ี 15  ก ข ) และเม่ือนําโซมาติก
เอ็มบริโอมาการตัดตามขวาง เพื่อตองการตรวจสอบวาเนื้อเยื่อภายในซ่ึงอาจเปนเซลลตนกําเนิดของ
โซมาติกเอ็มบริโอรุนตอไปมีการติดสีน้ําเงินหรือไม  พบวาเนื้อเยื่อภายในของโซมาติกเอ็มบริโอมี
การติดสีน้ําเงินเชนกัน (ภาพท่ี 15  ค ง) 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ค 

ก ข 

ง 

 
ภาพท่ี 15 การแสดงออกของยีน gus ของโซมาติกเอ็มบริโอ หลังการปลูกถายยีนดวยอะโกร 
 แบคทีเรียม สายเช้ือ AGL-1 ท่ีมีพลาสมิด pCAMBIA1304 หลังวางเล้ียงบนอาหาร 
 คัดเลือกเปนระยะเวลา 8 สัปดาห   (บาร = 2 มิลลิเมตร) 
  ก - ข โซมาติกเอ็มบริโอท่ีสมบูรณ 
  ค - ง  โซมาติกเอ็มบริโอตัดตามขวาง 
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4. การตรวจสอบยีน gus และ hpt โดยเทคนิค PCR 
 
  จากการนําเอ็มบริโอเจนิคแคลลัสท่ีรอดชีวิตหลังการถายยีนเปนระยะเวลา 8 
สัปดาห มาสกัดดีเอ็นเอ  และนําดีเอ็นเอมาเพิ่มปริมาณดวยเทคนิค PCR โดยใชไพรเมอรท่ี
เฉพาะเจาะจงกับยีน hpt คือF-primer 5'-CCTGAACTCACCGCGACG-3' และ R-primer 5'-
AAGACCAATGCGG AGCATATA-3' ใหช้ินสวนดีเอ็นเอขนาด 800 คูเบส  สวน  ไพรเมอรท่ี
เฉพาะเจาะจงกับยีน gus  คือ  F-primer 5'-CTGCGACGCTCACACCGATAC-3' และ R-primer 5'-
TCACCGAAGTTCA TGCCAGTCCAG-3' ใหช้ินสวนดีเอ็นเอขนาด 441 คูเบส  พบวา ปรากฏ
แถบดีเอ็นเอของยีน gus  และ hpt ในตัวอยางท่ีไดรับการถายยีนท้ัง 12 ตัวอยางท่ีนํามาตรวจสอบ 
ในขณะท่ีตัวอยางท่ีไมไดรับการถายยีนไมปรากฏแถบดีเอ็นเอของยีนดังกลาว (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) ตัวอยางท่ีไมไดรับการยีน        (1-12)  ตัวอยางท่ีไดรับการถายยีนโดยใช       
อะโกรแบคทีเรียมสายเช้ือ AGL-1 pCAMBIA1304 ท่ีคา OD600 = 0.8 จุมแชเปน   

  เวลา 6 ช่ัวโมง และเล้ียงรวมเปนเวลา 3 วัน    



 

บทที่ 4 
 

วิจารณ 
 

   ผลสําเร็จในการปลูกถายยีนในพืชนั้นมีปจจัยและวิธีการที่เกี่ยวของหลายประการ 
เชน สายเชื้ออะโกรแบคทีเรียมและพลาสมิด  อายุช้ินสวน ความหนาแนนของเชื้อ ระยะเวลาการจุม
แชและระยะเวลาการเลี้ยงชิ้นสวนรวมกับเชื้ออะโกรแบคทีเรียม เมื่อมีปจจัยและวิธีการที่เหมาะสม
แลว ขั้นตอนในการคัดเลือกและการพัฒนาเปนพืชตนใหมของเนื้อเยื่อพืชที่ไดรับการถายยีนนั้นก็
สําคัญ โดยการสงถายยีนเขาสูพืชโดยอาศัยเชื้ออะโกรแบคทีเรียมเปนพาหะนั้น  มีการใชสาร
ปฏิชีวนะในขั้นตอนของการกําจัดเชื้ออะโกรแบคทีเรียมหลังการสงถายยีน และการคัดเลือก
ช้ินสวนพืชที่ไดรับการถายยีนทั้งนี้การใชสารปฏิชีวนะดังกลาวอาจสงผลตอประสิทธิภาพในการ
พัฒนาเปนพืชตนใหมของพืชบางชนิดได  ดังนั้นจึงตองมีการศึกษาอิทธิพลของสารปฏิชีวนะที่
เลือกใชตอพืชที่ศึกษา 
   สารปฏิชีวนะซีโฟทาซีมเปนสารปฏิชีวนะที่ออกฤทธ์ิยับยั้งการเจริญเติบโตของ
แบคทีเรียแกรมลบ และสามารถกําจัดแบคทีเรียไดหลายชนิด แตมีผลตอการเจริญและพัฒนาในพืช
บางชนิด สารปฏิชีวนะซีโฟทาซีม เปนสารในกลุมเดียวกับ คารเบนิซิลลิน และ เพนิซิลลิน เปนสาร
ปฏิชีวนะที่มีผลในการยับยั้งการสังเคราะหผนังเซลลของแบคทีเรีย โดยจะไปยับยั้งการจับของ
พันธะ peptidoglycan และขัดขวางการทํางานของเอนไซม transpeptidase ซ่ึงมีหนาที่ในการเชื่อม
รอยขาดของผนังเซลลแบคทีเรียทําใหเกิด osmotic shock และสุดทายเซลลก็จะแตก    คณานาง 
(2550) รายงานวา สารปฏิชีวนะซีโฟทาซีมสามารถยับยั้งการการเจริญของเชื้ออะโกรแบคทีเรียมได
ดีกวา สารปฏิชีวนะแวนโคมัยซิน และสารปฏิชีวนะมีโลเพน ดังนั้นพืชแตละชนิดที่ศึกษาการถาย
ยีนโดยอาศัยเชื้ออะโกรแบคทีเรียมเปนพาหะ ตองมีการทดสอบระดับความเขมขนของสาร
ปฏิชีวนะกําจัดเชื้อที่เหมาะสมตอความสามารถในการพัฒนาเปนพืชตนใหม จากการทดลองนี้
พบวาระดับความเขมขนของซีโฟทาซีมที่ความเขมขนสูงขึ้นสงผลใหอัตราการรอดชีวิตและการ
สรางโซมาติกเอ็มบริโอของปาลมน้ํามันลดลง สอดคลองกับการศึกษาของ Pipatpanukul และคณะ 
(2004) ที่ศึกษาเปรียบเทียบชนิดของสารปฏิชีวนะระหวางซีโฟทาซีม และคารเบนิซิลลินในการ
กําจัดเชื้อสวนเกิน ตอการพัฒนาของแคลลัสขาวซึ่งพบวา ซีโฟทาซีม และคารเบนิซิลลินที่มีผล
ยับยั้งการพัฒนาเปนตนของแคลลัสไดสูงสุดคือ ความเขมขน 250 มิลลิกรัมตอลิตร จึงเลือกใชสาร
ปฏิชีวนะซีโฟทาซีมความเขมขน 200 มิลลิกรัมตอลิตรในการกําจัดเชื้อสวนเกินออกจากแคลลัส

50 
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ขาว อินดิกาพันธุ RD6  นอกจากนี้ สุภาวดี (2548) รายงานวา ระดับความเขมขนของสารปฏิชีวนะ
ซีโฟทาซีมที่เหมาะสมสําหรับการกําจัดเชื้ออะโกรแบคทีเรียมออกจากโปรโตคอรมของกลวยไม
กะเรกะรอนปากเปด (Cymbidium finlaysonianum Lindl.) หลังการถายยีนคือ ระดับความเขมขน 
200 มิลลิกรัมตอลิตร ทั้งนี้เนื่องจากความเขมขนดังกลาวมีผลกระทบตอความมีชีวิตรอดของ       
โปรโตคอรมนอยที่สุด ในขณะเดียวกันระดับความเขมขนนี้สามารถกําจัดเชื้ออะโกรแบคทีเรียมได  
  ในขั้นตอนการคัดเลือกเนื้อเยื่อที่ไดรับการถายยีนนั้น การเลือกใชชนิดของสาร
ปฏิชีวนะในการคัดเลือกเนื้อเยื่อพืชที่ไดรับการถายยีนออกจากเนื้อเยื่อที่ไมไดรับการถายยีนนั้น
ขึ้นอยูกับยีนคัดเลือกในสวนของ T-DNA  วาใชยีนตัวใดเปนยีนคัดเลือก เนื่องจากพลาสมิดที่ใชใน
การถายยีนในการศึกษาครั้งนี้ ในสวนของ T-DNA มียีน hpt  เปนยีนที่ใชในการคัดเลือก ซ่ึงจะ
แสดงออกในการตานทานตอสารปฏิชีวนะไฮโกรมัยซิน  สารปฏิชีวนะไฮโกรมัยซินเปนสารเคมีที่
ชวยในการยับยั้งการทํางานของเอนไซมในการสังเคราะหโปรตีนโดยเขาไปเกาะกับ binding site 
ของ elongation factor2 (EF2)  ยับยั้ง peptide chain elongation ทําใหเซลลไมสามารถสังเคราะห
โปรตีนไดสงผลใหเซลลไมสามารถเจริญและพัฒนาได ในขณะที่พืชที่ไดรับการปลูกถายยีนที่มียีน 
hpt  จะสามารถเจริญพัฒนาไดตามปกติ เนื่องจากยีนดังกลาวมีรหัสสําหรับสรางเอ็นไซม 
hygromycin phosphotransferase  ซ่ึงมีฤทธิ์ตานทานสารปฏิชีวนะไฮโกรมัยซิน  (สุมนทิพย, 2540; 
อางโดย กัลยา, 2550) ซ่ึงกระบวนการในการคัดเลือกและการพัฒนาเปนพืชตนใหมนับวามี
ความสําคัญ จากการศึกษานี้ พบวาไฮโกรมัยซินความเขมขน 30 มิลลิกรัมตอลิตรเปนระดับที่
เหมาะสมในการคัดเลือกเอ็มบริโอเจนิคแคลลัสปาลมน้ํามันที่ไดรับการถายยีน เชนเดียวกับ
การศึกษาของ  สุภาวดี (2548) พบวา สารปฏิชีวนะไฮโกรมัยซิน ความเขมขน 30 มิลลิกรัมตอลิตร  
เปนความเขมขนต่ําสุดซึ่งทําใหโปรโตคอรมของกลวยไมกะเรกะรอนปากเปดตายทั้งหมดภายใน
ระยะเวลา 4 สัปดาห ในกรณีของขาว  Khanna และ  Raina (1999)    Rachmawati และคณะ (2004)  
Hoque และคณะ (2005)    Kumar  และคณะ (2005) และ ลาวัลย (2543) รายงานวา อาหารเติมสาร
ปฏิชีวนะไฮโกรมัยซิน ความเขมขนตั้งแต  50 มิลลิกรัมตอลิตรขึ้นไปมีผลตอการเจริญเติบโตของ
แคลลัสขาวที่ไมไดรับการถายยีนซึ่งทําใหแคลลัสที่ไมไดรับการถายยีนไมสามารถเจริญและพัฒนา
ได  อยางไรก็ตามในการศึกษานี้สารปฏิชีวนะไฮโกรมัยซินความเขมขน 30 มิลลิกรัมตอลิตร
สามารถยับยั้งการเจริญของเอ็มบริโอเจนิคแคลลัสได ความแตกตางของความเขมขนอาจ
เนื่องมาจากชนิดพืชที่แตกตางกัน นอกจากนี้แลวข้ึนอยูกับองคประกอบของเซลลในแตละระยะที่
นํามาทดสอบ หากเซลลอยูในชวงที่มีการสังเคราะหโปรตีนสูง ตองใชสารปฎิชีวนะไฮโกรมัยซิน 
ความเขมขนสูงในการยับยั้งการสังเคราะหโปรตีน จึงจะทําใหเซลลไมสามารถพัฒนาได ในกรณี
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ของแคลลัสปาลมน้ํามันมีระยะเวลาในการเพิ่มปริมาณชา ชวงการสังเคราะหโปรตีนต่ําจึง
ตอบสนองตอสารปฏิชีวนะดังกลาวในระดับความเขมขนที่ต่ํากวา       

  สําหรับแหลงที่มาของชิ้นสวนที่ตางกันใหประสิทธิภาพในการถายยีนตางกัน จาก
การศึกษานี้ไดเปรียบเทียบระหวางเอ็มบริโอเจนิคแคลลัสปาลมน้ํามันที่ชักนําจากตนโตจากแหลง
ปลูกสองแหลง คือ สวนเกษตรกรจังหวัดกระบี่ (โคลนกระบี่) และสถานีวิจัยและฝกภาคสนามเทพา 
(โคลนเทพา)  ซ่ึงพบวา เอ็มบริโอเจนิคแคลลัสโคลนกระบี่ใหประสิทธิภาพในการถายยีน (gus และ 
hpt) ไดสูงกวา ซ่ึงอาจเปนผลเนื่องจากแหลงปลูกของตนแมซ่ึงมีผลตอประสิทธิภาพการถายยีน จาก
การศึกษาของ Zhao และคณะ (2000) พบวาการใชเอ็มบริโอที่ยังไมสุกแกของขาวฟางจากตนที่โต
ในสภาพแปลงปลูก  และในสภาพโรงเรือนอนุบาลซึ่งตั้ งอยู ในสถานที่ตางกัน  สงผลตอ
ประสิทธิภาพการถายยีน โดยการใชช้ินสวนจากตนในสภาพแปลงปลูกใหประสิทธิภาพการถายยีน
สูงกวาตนจากโรงเรือนอนุบาล   และการศึกษาถายยีนในขาวฟาง โดยเปรียบเทียบแหลงที่มาของ
ช้ินสวน โดยใชเอ็มบริโอที่ยังไมสุกแกจากตนที่โตในสภาพที่ไมคอยเหมาะสม เชน มีสภาวะเครียด
น้ํา อุณหภูมิต่ํา พบวาชิ้นสวนไมสามารถพัฒนาและตาย หลังจากการเลี้ยงรวมกับเชื้ออะโกร
แบคทีเรียม ในขณะที่การใชเอ็มบริโอที่ยังไมสุกแกจากตนที่โตในสภาพที่เหมาะสม ช้ินสวนมีการ
พัฒนาหลังการเลี้ยงรวมกับเชื้ออะโกรแบคทีเรียม และใหขนาดของจุดสีน้ําเงินจากการแสดงออก
ของยีน gus มากกวา (Carvalho et al., 2004) สําหรับการศึกษานี้พบวาเอ็มบริโอเจนิคแคลลัสโคลน
เทพามีการสรางโซมาติกเอ็มบริโอหลังวางเลี้ยงบนอาหารคัดเลือกเปนระยะเวลา 4 เดือน ซ่ึงมี
โอกาสพัฒนาเปนพืชตนใหมไดสูงกวาโคลนกระบี่ ทั้งนี้อาจเปนผลเนื่องมาจากเอ็มบริโอเจนิค
แคลลัสโคลนเทพามีระยะการยายเล้ียงที่ยาวนานกวาโคลนกระบี่ อัตราการเพิ่มปริมาณแคลลัส 
ตลอดจนกิจกรรมการแบงเซลลสูงกวาจึงสงผลใหมีการพัฒนาไดดีกวาโคลนกระบี่ เชนเดียวกับ
การศึกษาของ ธนวดี (2551) ซ่ึงพบวา การสรางโซมาติกเอ็มบริโอชุดที่สองของเอ็มบริโอระยะ
สรางจาวในโคลนเทพาสูงกวาโคลนกระบี่ จากการศึกษานี้จึงเลือกใชแคลลัสโคลนเทพาเพื่อศึกษา
ปจจัยที่สงเสริมประสิทธิภาพการถายยีนโดยใชอะโกรแบคทีเรียมในขั้นตอนตอไป 

  เชื้ออะโกรแบคทีเรียมในสภาพธรรมชาติเปนสาเหตุที่กอใหเกิดโรคปุมปมในพืช 
ทั้งนี้เนื่องจากสามารถสงรหัสพันธุกรรมเขาสูพืชอาศัยไดอยางมีประสิทธิภาพ ปจจุบันการถายยีน
โดยใชอะโกรแบคทีเรียมมีบทบาทสําคัญในการปรับปรุงพันธุพืชทั้งพืชใบเลี้ยงคูและใบเลี้ยงเดี่ยว 
อยางไรก็ตามความสามารถในการสงถายยีนมีความจําเพาะเจาะจงระหวางชนิดพืชและสายเชื้อ    
อะโกรแบคทีเรียมโดยเฉพาะในพืชใบเลี้ยงเดี่ยวซ่ึงมีความยากกวาใบเลี้ยงคู ปาลมน้ํามันจัดเปนพืช
ใบเลี้ยงเดี่ยวซ่ึงไมไดเปนพืชอาศัยโดยธรรมชาติของอะโกรแบคทีเรียม การเลือกใชสายเชื้ออะโกร
แบคทีเรียมที่มีความจําเพาะเจาะจงกับพืชสายพันธุนั้นๆ ชวยสงเสริมประสิทธิภาพการถายยีนได  
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จากการศึกษานี้เมื่อเปรียบเทียบระหวางสายเชื้อ AGL-1 และสายเชื้อ  EHA105  ซ่ึงทั้งสองสายเชื้อ
มีพลาสมิด  pCAMBIA1301    pCAMBIA1302   และ  pCAMBIA1304  พบวา สายเชื้อ AGL-1 ที่มี 
พลาสมิด pCAMBIA1304 ใหอัตราการแสดงออกของยีน gus  และเปอรเซ็นตการรอดชีวิตสูงสุด 
เมื่อพิจารณาในสวนของชนิดพลาสมิด พบวา แมวาพลาสมิดชนิดเดียวกันแตอยูในเชื้ออะโกร
แบคทีเรียมตางสายเชื้อกันก็สงผลตอประสิทธิภาพการถายยีนแตกตางกัน ในกรณีของพลาสมิด  
pCAMBIA1301 ที่อยูในอะโกรแบคทีเรียมสายเชื้อ EHA105 ใหประสิทธิภาพในการสงถายยีนได
สูงกวาสายเชื้อ AGL-1 และใหผลในทํานองเดียวกันกับกรณีของพลาสมิด pCAMBIA1302  และ 
pCAMBIA1304  ซ่ึงใหประสิทธิภาพการสงถายยีนในสายเชื้อ AGL-1 สูงกวาสายเชื้อ EHA105 
ทั้งนี้อาจเปนผลเนื่องมาจากความจําเพาะเจาะจง  ระหวางสายเชื้ออะโกรแบคทีเรียม ชนิดพลาสมิด 
และสายพันธุของพืชที่ศึกษา ทั้งนี้ในพืชตางชนิดกัน สายเชื้ออะโกรแบคทีเรียมที่เหมาะสมในการ
สงถายยีนก็จะตางกัน สายเชื้อที่ใชในศึกษาการถายยีนในพืชจําพวกธัญพืช ไดแกสายเชื้อ EHA101  
EHA105     AGL-1  และ LBA4404 (Orczyk et  al., 2000)  เชน สายเชื้อที่ใหประสิทธิภาพการถาย
ยีนสูงในขาวโพดและขาวฟางคือ สายเชื้อ LBA4404 (Frame et al., 2002 อางโดย Cheng et al., 
2004) ในขณะที่สายเชื้อที่ใหประสิทธิภาพสูงสุดในการปลูกถายยีนเขาสูเอ็มบริโอจินิคแคลลัสของ
ออยคือ สายเชื้อ EHA105 (Zhangsun et  al., 2007)  เนื่องจากเชื้ออะโกรแบคทีเรียมแตละสายเชื้อมี
ลักษณะตางกัน เชน สายเชื้อ AGL-1 ถือเปน supervirulent host ซ่ึงพัฒนามาจากสายพันธุ C58  
เจริญเติบโตงายในหองเพาะเลี้ยงซึ่งมีอุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส (Lazo et  al., 1991 อางโดย 
Chabaud et  al., 2003) จึงอาจเปนปจจัยที่เอื้อตอความสามารถในการสงถายยีนไดสูงกวาสายเชื้ออ่ืน
ในการศึกษานี้ นอกจากสายเชื้ออะโกรแบคทีเรียมแลวชนิดพลาสมิดก็มีผลตอประสิทธิภาพการถาย
ยีนดวยเชนกัน จากการศึกษาของ      Fuad และคณะ (2008) ถายยีนเขาสูเอ็มบริโอที่ยังไมสุกแกของ
ปาลมน้ํามันโดยใชอะโกรแบคทีเรียมสายเชื้อ LBA4404 เปรียบเทียบชนิดของพลาสมิด 2 ชนิดคือ 
pAF2 (binary vector) และ pAF3 (super binary vector) โดยใชพลาสมิด pMR505 เปนตัว
เปรียบเทียบ พบวา เปอรเซ็นตการแสดงออกของยีน gus แตกตางกันในแตละพลาสมิด  ซ่ึง     
พลาสมิด  pMR505 ใหการแสดงออกสูงสุด 80.9-93.8 เปอรเซ็นต สวนพลาสมิด pAF3 ใหการ
แสดงออก 70.5-96.7 เปอรเซ็นต ในขณะที่พลาสมิด pAF2  ใหการแสดงออกของยีน gus  เทากับ 
52.6-85.7 เปอรเซ็นต   ดังนั้นอาจเปนไปไดวา super binary vector ใหประสิทธิภาพการถายยีนได
ดีกวาการใช binary vector อยางไรก็ตามในการศึกษาครั้งนี้พลาสมิดทั้งหมดที่ใชเปนแบบ binary 
vector ในการศึกษาครั้งตอไปจึงควรทดลองใช super binary vector ในการถายยีนเขาสูเอ็มบริโอ    
เจนิคแคลลัสปาลมน้ํามันตอไป เพื่อเพิ่มประสิทธิภาพในการปลูกถายยีนใหสูงขึ้น 
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   อายุของชิ้นสวนพืชที่ตางกันอาจเปนปจจัยหนึ่งที่สงผลตอประสิทธิภาพการสงถาย
ยีน จากการศึกษาอายุของเอ็มบริโอเจนิคแคลลัสหลังยายเลี้ยงเปนเวลา 4 สัปดาหใหประสิทธิภาพ
ในการถายยีนไดดีที่สุด   ในขณะที่เอ็มบริโอเจนิคแคลลัสหลังยายเลี้ยงนาน 6 สัปดาห สงผลให
ประสิทธิภาพการสงถายยีน และ การพัฒนาไปเปนโซมาติกเอ็มบริโอลดลง ทั้งนี้เนื่องจากใน
กระบวนการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อปาลมน้ํามันนั้น มีการสรางสารประกอบฟนอล ซ่ึงเปนพิษตอเซลล
พืช ดังนั้นการวางเลี้ยงเอ็มบริโอเจนิคแคลลัสเปนระยะเวลานานขึ้น มีการเพิ่มปริมาณสารดังกลาว
มากขึ้น หากไมยายเล้ียงจะมีการปลดปลอยสารประกอบฟนอลออกมา สงผลใหเกิดการยับยั้งการ
เจริญและการพัฒนาเปนโซมาติกเอ็มบริโอได (Te-chato, 1998) จึงอาจเปนไปไดวาเอ็มบริโอเจนิค
แคลลัสอายุ  4 สัปดาหมีการสรางสารประกอบฟนอลอยูในระดับที่เหมาะสม และเมื่อเอ็มบริโอ     
เจนิคแคลลัสอายุมากขึ้นมีการสรางสารประกอบฟนอลในปริมาณที่มากเกินไป  สงผลให
ประสิทธิภาพการถายยีนลดลง สอดคลองกับการศึกษาในการเลี้ยงเชื้ออะโกรแบคทีเรียมรวมกับ
แคลลัสขาวสายพันธุ Moulata (Hoque et  al., 2005)   ช้ินสวนใบจากตนกลาโสมอินเดีย (Pandey   
et  al., 2010)   ช้ินสวนลําตนใตใบเลี้ยงของกะหล่ําดอก (Chakrabarty et  al., 2002)   ช้ินสวนลําตน
ใตใบเลี้ยงจากตนกลาของถั่วเขียว (Tazeen and Mirza, 2004)  ซ่ึงพบวา อายุของช้ินสวนมากขึ้น
สงผลใหประสิทธิภาพในการถายยีนลดลง        อยางไรก็ตามสารประกอบพวกฟนอลนั้นมีความ
จําเปนในการสงถายยีนโดยใชอะโกรแบคทีเรียมซึ่งไปมีสวนชวยในการกระตุนการทํางานของยีน 
vir ในการสง T-DNA เขาสูเซลลพืช ในพืชใบเลี้ยงเดี่ยวหลายชนิด พบวาการเติมอะซิโตไซริงกอน
ในระหวางการบมชิ้นสวนรวมกับเชื้อสามารถเพิ่มประสิทธิภาพการสงถายยีนได        Saharan และ
คณะ (2004) ศึกษาการถายยีนในขาวโดยเปรียบเทียบระดับความเขมขนของสารอะซิโตซริงกอนที่ 
100-500 ไมโครโมลาร พบวาที่ความเขมขน 400 ไมโครโมลาร ใหประสิทธิภาพการถายยีนสูงสุด    
ในขณะที่  Jabeen และคณะ (2009) ศึกษาการถายยีนในมะเขือเทศ ทดสอบระดับความเขมขนของ
สารอะซิโตไซริงกอนที่ระดับ 0-100 ไมโครโมลาร พบวา ที่ความเขมขน 50 มิลลิกรัมตอลิตร ให
ประสิทธิภาพการถายยีนสูงสุด ในกรณีของปาลมน้ํามันในการศึกษานี้ใชสารอะซิโตไซริงกอน
เพียงความเขมขนเดียวคือ 200 ไมโครโมลาร เพื่อเพิ่มความสามารถในการสงถายยีนในปาลมน้ํามัน
ใหมีประสิทธิภาพสูงขึ้นในการศึกษาตอไปควรมีการทดลองหาระดับความเขมขนของสาร            
อะซิโตไซริงกอนที่เหมาะสม เนื่องจากปาลมน้ํามันมีการสรางสารประกอบฟนอลอยูแลว เมื่อมีการ
เติมสารอะซิโตไซริงกอนมากหรือนอยเกินไปมีผลใหประสิทธิภาพการถายยีนต่ําลงได ทั้งนี้
เนื่องมาจากพืชแตละชนิดมีชวงระยะเวลาการเจริญและพัฒนาแตกตางกันแตโดยรวมแลวจะใหผล
ในทํานองเดียวกันในหลาย ๆ พืช คือ การใชช้ินสวนที่ออนหรือแกเกินไปสงผลตอประสิทธิภาพใน
การสงถายยีนลดลง ทั้งนี้เปนผลเนื่องจากระยะพัฒนาการของเซลลและสภาพทางสรีรวิทยาของ
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ช้ินสวนพืช เมื่อมีการบุกรุกโดยอะโกรแบคทีเรียมก็จะสงผลกระทบตอกระบวนการแบงเซลล และ
การสรางฮอรโมนซึ่งมีผลตอกระบวนการพัฒนาเปนพืชตนใหม (Braun, 1954; Binns, 1990 อาง
โดย Moyal Ben Zvi  et  al., 2008 ) ตลอดจนการสรางสารชีวเคมีของชิ้นสวนในแตละระยะอาจ
สงผลตอการถายยีนได เชนการศึกษาการถายยีนในกลวยไม พบวา โปรโตคอรมของกลวยไมชนิด
ตาง ๆ ที่ผานการทําบาดแผลโดยการตัดเปนชิ้นเล็ก ๆ เพื่อใชในการถายยีนจะมีการหลั่งสาร
บางอยางออกมาจากบาดแผลสงผลยับยั้งหรือทําลายเชื้อแบคทีเรีย อยางไร ก็ตาม สารดังกลาวนั้นยัง
ไมสามารถจําแนกชนิดได แตเปนสารที่พืชใชปองกันการทําลายจากเชื้อโรค (Kushikawa et  al., 
2001 อางโดย พิสิฐ, 2546)  

  ปริมาณเชื้อที่จะนํามาใชในการสงถายยีนจําเปนตองมีการศึกษาใหเหมาะสมกับ
ชนิดของชิ้นสวนพืช  ปริมาณเชื้อที่มากเกินอาจสงผลกระทบตอกระบวนการพัฒนาของชิ้นสวนพืช
ได ความหนาแนนของเชื้ออะโกรแบคทีเรียมที่ใชในขั้นตอนการสงถายยีนแตกตางกัน เมื่อสภาวะ
แวดลอม อุณหภูมิที่ใชเล้ียงเชื้อ ชนิดพืช แตกตางกัน ซ่ึงการปรับความหนาแนนของเชื้ออะโกร
แบคทีเรียมกอนนํามาเลี้ยงรวมกับชิ้นสวนพืชนั้น นิยมปรับความหนาแนนของเชื้อดวย    การวัดคา
การดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่นแสง 600 นาโนเมตร ที่ระดับตาง ๆ  จากการทดลองนี้    ไดปรับคา 
OD600 เทากับ   0.4  -1.0 พบวา ที่คา OD600 เทากับ   0.8 ใหประสิทธิภาพการถายยีนสูงสุด 
สอดคลองกับ     Gu และคณะ (2008) ศึกษาการถายยีนในพุทราจีน โดยปรับความหนาแนนเชื้อที่คา 
OD600 ตั้งแต  0.2 -1.2  พบวา ที่คา OD600 เทากับ 0.8 ใหประสิทธิภาพในการถายยีนสูงสุด การใชเชื้อ
ที่ความหนาแนนนอยหรือมากกวา 0.8 สงผลใหประสิทธิภาพการถายยีนลดลง     Yang และคณะ 
(2008) ถายยีนใน Acacia crassicarpa  พบวา การปรับความหนาแนนเชื้อที่คา OD600 เทากับ 0.8 ให
ประสิทธิภาพในการถายยีน 42 เปอรเซ็นต และใหผลในทํานองเดียวกันกับในกรณีศึกษาการถายยีน
ในออยโดยใชเชื้ออะโกรแบคทีเรียมสายเชื้อ AGL-1 พบวาการปรับความหนาแนนเชื้อที่คา OD660 
เทากับ   0.4 และ 0.8 ใหประสิทธิภาพในการถายยีนสูงสุด (Joyce et  al., 2010) และในกรณีของถ่ัว
เขียวศึกษาความหนาแนนของเชื้อโดยการปรับคา OD560 ระหวาง  0.8 – 1.5 พบวาที่คา OD560 เทากับ 
1.0 ใหประสิทธิภาพการถายยีนสูงสุดและจะลดลงเมื่อคา OD ต่ําหรือสูงกวา 1.0 (Tazeen and 
Mirza, 2004) ในขณะที่ การปรับความหนาแนนเชื้อที่คา  OD600 เทากับ 0.1 ใหประสิทธิภาพในการ
ถายยีน 44.7 เปอรเซ็นตในมะเขือเทศ (Gao et  al., 2009)  จากหลาย ๆ รายงานดังกลาวนั้นพบวา 
การใชปริมาณเชื้อที่มากเกินไปจะทําใหการกําจัดเชื้อใหหมดไปจากชิ้นสวนพืชไดยาก สงผลยับยั้ง
การเจริญของเนื้อเยื่อ ทําใหอัตราการถายยีนต่ํา  อยางไรก็ตามหากปริมาณเชื้อนอยเกินไปก็อาจทํา
ใหประสิทธิภาพการถายยีนต่ําดวยเชนกัน 
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   สําหรับระยะเวลาในการจุมแชช้ินสวนพืชในสารละลายเชื้ออะโกรแบคทีเรียมนั้น
ถือเปนปจจัยสําคัญสําหรับการถายยีนในปาลมน้ํามันจากการศึกษา พบวาการจุมแชเอ็มบริโอเจนิค
แคลลัสเปนระยะเวลา 6 ช่ัวโมงใหประสิทธิภาพการถายยีนสูงสุด ซ่ึงเมื่อจุมแชเปนระยะเวลานาน
ขึ้นสงผลใหประสิทธิภาพการถายยีนลดลง สอดคลองกับการศึกษาของ ปยะฉัตร และคณะ (2549)  
ศึกษาการปลูกถายยีนโดยใชอะโกรแบคทีเรียมเปนพาหะเขาสูกลวยไม Phalaenopsis  พบวา  การ
ใช อะโกรแบคทีเรียมสายเชื้อ EHA 105 ปลูกเชื้อนาน 6 ช่ัวโมง  บนเครื่องเขยาเลี้ยงโดยไมตองตัด
แบงโปรโตคอรมใหผลการปลูกถายยีนดีที่สุด   ในพืชบางชนิดใชเวลาในการจุมแชส้ันกวาเชน   
Ding  และคณะ (2007) พบวาการจุมแช เอ็มบริโอที่สุกแกของขาวสาลีเปนระยะเวลา 3 ช่ัวโมงให
ประสิทธิภาพการถายยีนสูงสุดและเมื่อจุมแชนานขึ้นเปนเวลา 5 ช่ัวโมง สงผลใหประสิทธิภาพการ
ถายยีนลดลง    การศึกษาการถายยีนโดยใชอะโกรแบคทีเรียมในพืชหลาย ๆ ชนิดนั้น สวนใหญแลว
จะใชเวลาจุมแชช้ินสวนในสารละลายเชื้ออะโกรแบคทีเรียมระยะสั้นประมาณ 5 - 30 นาที  ดังการ
รายงานของ Pandey และคณะ (2010) ศึกษาระยะเวลาจุมแชใบของโสมอินเดียโดยเปรียบเทียบ
ระยะเวลาการจุมแชในชวง 5 -30 นาที พบวาการจุมแชเปนระยะเวลา 15 นาทีใหการแสดงออกของ
ยีน gus สูงสุด และในกรณีของขาวหลายๆ พันธุ เชน  พันธุ  WP และ PB1 (Arockiasamy and 
Ignacimuth, 2007) พันธุ  BRRI dhan-29  BRRI dhan-33 และ Binnnatoa (Nazim-Ud-Dowla et al., 
2008) ใหผลทํานองเดียวกัน คือ การจุมแชช้ินสวนในสารละลายเชื้อ เปนเวลา 10-15 นาทีให
ประสิทธิภาพการถายยีนสูงสุดถึงแมจะใชเชื้ออะโกรแบคทีเรียมตางสายเชื้อกัน แมกระทั่งในกรณี
ของปาลมน้ํามัน    Abdulah และคณะ (2005) ใชระยะเวลาการจุมแช เอ็มบริโอที่ยังไมสุกแกใน
สารละลายเชื้ออะโกรแบคทีเรียมเปนเวลา 30 นาทีสามารถตรวจสอบการแสดงออกของยีน gus ได
ถึง 64.4 เปอรเซ็นต ในขณะที่การศึกษานี้พบวา การจุมแชเอ็มบริโอเจนิคแคลลัสในสารละลาย
เชื้ออะโกรแบคทีเรียมเปนเวลา 30 นาที ไมสามารถตรวจพบการแสดงออกของยีน gus ได (ไมได
แสดงขอมูล) ทั้งนี้อาจเปนผลมาจากความแตกตางของพันธุ  อายุ และชนิดของชิ้นสวนเริ่มตนที่ใช
แตกตางกัน สงผลตอประสิทธิภาพในการถายยีนที่ตางกันได แสดงใหเห็นวาพืชแตละชนิด แตละ
ช้ินสวน จะมีระยะเวลาที่ เหมาะสมในการจุมแชช้ินสวนในสารละลายเชื้อตางกัน ทั้งนี้อาจ
เนื่องมาจากสารประกอบฟนอลที่สรางโดยเซลลพืชตางกันสงผลตอระยะเวลาในการสงถายยีน แต
จะเปนไปในทํานองเดียวกันคือ การแสดงออกของยีน gus  จะเพิ่มขึ้นเมื่อจุมแชนานขึ้นและจะ
สูงสุดที่ระยะเวลาหนึ่ง หากจุมแชตอไปเปนระยะเวลานานขึ้นสงผลใหการแสดงออกของยีน gus 
ลดลง  

   ระยะเวลาที่เหมาะสมในการเลี้ยงชิ้นสวนพืชรวมกับเชื้ออะโกรแบคทีเรียม พบวา
ถาเลี้ยงรวมกันเปนระยะเวลานานจะทําใหมีการเพิ่มปริมาณของเชื้ออะโกรแบคทีเรียมในปริมาณ





 

บทที่ 5 
 

สรุป 
 

  สารปฏิชีวนะซีโฟทาซีมความเขมขน 200 มิลลิกรัมตอลิตรเปนความเขมขนท่ี
เหมาะสมในการกําจัดเช้ือสวนเกิน ออกจากเอ็มบริโอเจนิคแคลลัสหลังการสงถายยีน และสาร
ปฏิชีวนะ     ไฮโกรมัยซินความเขมขน 30 มิลลิกรัมตอลิตร เปนความเขมขนท่ีเหมาะสมสําหรับการ
คัดเลือกเอ็มบริโอเจนิคแคลลัสปาลมน้ํามันท่ีไดรับการสงถายยีนจากเช้ืออะโกรแบคทีเรียม 
  ปาลมน้ํามันโคลนกระบ่ีใหประสิทธิภาพการถายยีนไดสูงกวาโคลนเทพาโดยให
เปอรเซ็นตการแสดงออกของยีน gus สูงสุด 100 เปอรเซ็นต และใหเปอรเซ็นตการรอดชีวิตเทากับ 
72 เปอรเซ็นต แตหลังจากวางเล้ียงบนอาหารเติมไฮโกรมัยซินพบวา เอ็มบริโอเจนิคแคลลัสโคลน
เทพาสามารถพัฒนาเปนโซมาติกเอ็มบริโอซ่ึงมีความสามารถพัฒนาเปนพืชตนใหมไดสูงกวา  
  อะโกรแบคทีเรียมสายเช้ือ AGL-1 ซ่ึงประกอบดวยพลาสมิด pCAMBIA1304 ให
ประสิทธิภาพในการสงถายยีนเขาสูเอ็มบริโอเจนิคแคลลัสปาลมน้ํามันไดสูงสุด โดยใหเปอรเซ็นต
การแสดงออกของยีน gus สูงสุด 87.77 เปอรเซ็นต และใหเอ็มบริโอเจนิคแคลลัสปาลมน้ํามันรอด
ชีวิต 28.67 เปอรเซ็นต 
  การใชเอ็มบริโอเจนิคแคลลัสปาลมน้ํามันอายุ 4 สัปดาห หลังการยายเล้ียงบน
อาหารสูตร MS เติมไดแคมบา ความเขมขน 0.3 มิลลิกรัมตอลิตร กอนนํามาเล้ียงรวมกับเช้ืออะโกร
แบคทีเรียมใหเปอรเซ็นตการแสดงออกของยีน gus สูงสุด 82.08 เปอรเซ็นต  และใหเอ็มบริโอเจนิค
แคลลัสรอดชีวิต 36.88 เปอรเซ็นต การใชเอ็มบริโอเจนิคแคลลัสอายุมากข้ึนสงผลใหประสิทธิภาพ
ในการถายยีนลดลง 
  การปรับความหนาแนนของสารละลายเช้ืออะโกรแบคทีเรียมท่ีคา OD600 เทากับ 
0.8 กอนนําเอ็มบริโอเจนิคแคลลัสมาจุมแชช้ินสวนในสารละลายเช้ืออะโกรแบคทีเรียมเปน
ระยะเวลา           6  ช่ัวโมง หลังจากนั้นเล้ียงเอ็มบริโอเจนิคแคลลัสรวมกับเชื้ออะโกรแบคทีเรียมบน
อาหารแข็งเติมอะซิโตไซริงกอนความเขมขน 200 ไมโครโมลารในสภาพมืดเปนระยะเวลา  3 วัน 
ใหประสิทธิภาพการถายยีนสูงสุด โดยใหเปอรเซ็นตการแสดงออกของยีน gus  100 เปอรเซ็นต 
และใหเอ็มบริโอเจนิคแคลลัสรอดชีวิต 63.89 เปอรเซ็นต  ใหการสรางโซมาติกเอ็มบริโอ 4  
เอ็มบริโอตอหลอดทดลอง 
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  การตรวจสอบการปลูกถายยีน gus และ hpt โดยเทคนิค PCR โดยสกัดดีเอ็นเอจาก
เอ็มบริโอเจนิคแคลลัสท่ีรอดชีวิตหลังการถายยีน 8 สัปดาห จากการจุมแชในสารละลายเช้ืออะโกร
แบคทีเรียมสายเช้ือ AGL-1 pCAMBIA1304 ท่ีคา OD600 = 0.8 จุมแชช้ินสวนเปนเวลา 6 ช่ัวโมง และ
เล้ียงรวมเปนเวลา 3 วัน จํานวน 12 ตัวอยางพบวา ปรากฏแถบดีเอ็นเอขนาด 441 คูเบส ของยีน gus  
และขนาด 800 คูเบสของยีน hpt ใน ตัวอยางท้ังหมดท่ีนํามาตรวจสอบ  
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ภาคผนวก 
ภาคผนวกท่ี 1 ตารางองคประกอบของสูตรอาหาร Murashige and Skoog (MS) 
องคประกอบ ความเขมขน (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  ตารางองคประกอบของสูตรอาหาร Luria and Bertani broth (LB) 
 

องคประกอบ ความเขมขน (ก./ล.) 
Bacto tryptone 10 
Bacto yeast extract 5 
NaCl 10 
Bacto agar 15 
pH 7 

 
 
วิธีการเตรียม 
 ละลายสวนผสมในนํ้ากล่ัน 1 ลิตร ปรับคาความเปนกรดดางเทากับ 7.0 แบงใสขวดรูปชมพู 
ปริมาตรตามตองการปดปากดวยอะลูมิเนียมฟลอยด นึ่งฆาเช้ือดวยความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้ว 
ท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที ถาตองการทําใหอาหารแข็งใหเติม Bacto agar ลง
ไปในสวนผสม 15 กรัมตออาหาร 1 ลิตร หลังจากนึ่งฆาเช้ือนําไปอุนใน water bath ท่ีอุณหภูมิ
ประมาณ 50-60 องศาเซลเซียส  กอนเติมสารปฏิชีวนะคานามัยซินความเขมขน 50 มิลลิกรัมตอลิตร  
จากนั้นเทอาหารใสจานเพาะเล้ียงขนาดเสนผานศูนยกลาง 10 เซนติเมตร จานละ 20 มิลลิลิตร  
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ภาคผนวกท่ี 3  การเตรียมสารละลายสําหรับปฏิกิริยา PCR 
 
1.  สวนผสมสําหรับปฏิกิริยา PCR ของยีน gus (1X/20μl) 
 
สารประกอบของปฏิกิริยา สารละลายเขมขน ปริมาตรท่ีใช ความเขมขนสุดทาย 
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.  สวนผสมสําหรับปฏิกิริยา PCR ของยีน hpt (1X/20μl) 
 
สารประกอบของปฏิกิริยา สารละลายเขมขน ปริมาตรท่ีใช ความเขมขนสุดทาย 
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  
 นําสวนผสมตางๆใสเคร่ือง 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  ตารางวิเคราะหความแปรปรวนของความหนาแนนเช้ือ  ระยะเวลาการจุมแช  และ
 ระยะเวลาการเล้ียงรวม ตอการแสดงออกของยีน gus ภายหลังการถายยีนเปน
 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 = ความหนาแนนเช้ือ  I = ระยะเวลาจุมแช  C = ระยะเวลาเล้ียงรวม  
ns  ไมแตกตางกันทางสถิติ                 **  แตกตางกันทางสถิติอยางมีนัยสําคัญยิ่ง (P≤0.01) 
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ภาคผนวกท่ี 5 ตารางวิเคราะหความแปรปรวนของความหนาแนนเช้ือ  ระยะเวลาการจุมแช และ
  ระยะเวลาการเล้ียงรวมตอเปอรเซ็นตรอดชีวิตหลังการถายยีนเปนเวลา 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 = ความหนาแนนเช้ือ  I = ระยะเวลาจุมแช  C = ระยะเวลาเล้ียงรวม  
ns  ไมแตกตางกันทางสถิติ                **  แตกตางกันทางสถิติอยางมีนัยสําคัญยิ่ง (P≤0.01) 
 
ภาคผนวกที่ 6  ตารางวิเคราะหความแปรปรวนของความหนาแนนเช้ือ  ระยะเวลาการจุมแช  และ
  ระยะเวลาการเล้ียงรวมตอจํานวนการสราง SE ตอหลอดภายหลังการถายยีนเปน 
  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 = ความหนาแนนเช้ือ  I = ระยะเวลาจุมแช  C = ระยะเวลาเล้ียงรวม  
ไมแตกตางกันทางสถิติ                **  แตกตางกันทางสถิติอยางมีนัยสําคัญยิ่ง (P≤0.01) ns  
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ภาคผนวกที่ 7  การเตรียมสารละลายบัฟเฟอรท่ีใชในการตรวจสอบดีเอ็นเอตามวิธีการสกัด 
  ดีเอ็นเอ ของ Te-chato  (2000) 
1. TE บัฟเฟอรปริมาตร 500 มิลลิลิตร 
 20 mM Tris-HCl (pH 8.0)  500 ไมโครลิตร  
 0.1M EDTA (pH 8.0) 200 ไมโครลิตร  
 ปรับปริมาตรดวยน้ํากล่ันใหได 500 มิลลิลิตร แลวนําไปนึ่งฆาเช้ือ 
2.  SDS ความเขมขน 10% ปริมาตร 50 มิลลิลิตร 
  SDS    5  กรัม 
 ปรับปริมาตรดวยน้ํากล่ันใหได 50 มิลลิลิตร แลวนําไปนึ่งฆาเช้ือ 
3.  Ammonium acetate ความเขมขน 5 โมลาร  ปริมาตร  100  มิลลิลิตร 
 Ammonium acetate  38.54 กรัม 
 ปรับปริมาตรดวยน้ํากล่ันใหได 100 มิลลิลิตร แลวนําไปกรองดวยมิลลิพอร 
4.  Ethidium bromide 10 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ปริมาตร 100 มิลลิลิตร 
 Ethidium bromide      1.0  กรัม 
 เติมน้ํากล่ันใหไดปริมาตร  100.0  มิลลิลิตร  
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ภาคผนวกท่ี 8 แผนท่ีโครงสรางของพลาสมิดดีเอ็นเอ pCAMBIA 1301 
ท่ีมา: CAMBIA (2006) 
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ภาคผนวกท่ี 9 แผนท่ีโครงสรางของพลาสมิดดีเอ็นเอ pCAMBIA 1302 
ท่ีมา: CAMBIA (2006) 
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ภาคผนวกท่ี 10 แผนท่ีโครงสรางของพลาสมิดดีเอ็นเอ pCAMBIA 1304 
ท่ีมา: CAMBIA (2006) 
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