
 

 
 
 

                                   ใบรับรองวิทยานิพนธ 
                  บัณฑิตวิทยาลัย  มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร 
 

                                            วทิยาศาสตรมหาบัณฑิต (พันธุวิศวกรรม) 
                                                                     ปริญญา 
 

           สาขา           ภาควิชา 
 

เร่ือง  การแสดงออกของยีนพินนีซินเทสของมะกรูดในอะราบดิอปซิสและกลวยไมพันธุ 
เอ้ืองเงินหลวง 
 

 Expression of Pinene Synthase Gene of Kaffir lime (Citrus hystrix D.C.) in Arabidopsis  
              thaliana (L.) Heynh. and Dendrobium formosum Roxb. ex Lindl.  
 
นามผูวิจัย  นายภาวรรธน วงศคําไพร 
ไดพิจารณาเห็นชอบโดย 
อาจารยท่ีปรึกษาวิทยานิพนธหลัก    

 ( รองศาสตราจารยพัฒนา  ศรีฟา  ฮุนเนอร, Ph.D. ) 
อาจารยท่ีปรึกษาวิทยานิพนธรวม    

 ( อาจารยอัจราพร  ศรีบุญเลิศ, Ph.D. ) 
อาจารยท่ีปรึกษาวิทยานิพนธรวม    

 ( อาจารยสิทธิรักษ  รอยตระกลู, Ph.D. ) 
                        หัวหนาภาควิชา    

 ( ผูชวยศาสตราจารยศิริวรรณ  พราพงษ, Ph.D.  ) 
 

 

บัณฑิตวิทยาลัย มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตรรับรองแลว 
           

(         ) 

                                  คณบดีบณัฑิตวิทยาลัย 
 

                                       วันท่ี              เดือน                     พ.ศ.                  

รองศาสตราจารยกัญจนา  ธีระกุล, D.Agr. 

  พันธุวิศวกรรม  โครงการสหวิทยาการระดับบัณฑิตศึกษา 



 

วิทยานิพนธ 
 

เร่ือง 
 

การแสดงออกของยีนพินนีซินเทสของมะกรูดในอะราบดิอปซิสและกลวยไมพันธุ 
เอ้ืองเงินหลวง  

 
Expression of Pinene Synthase Gene of Kaffir lime (Citrus hystrix D.C.) in Arabidopsis thaliana 

(L.) Heynh. and Dendrobium formosum Roxb. ex Lindl. 
 
 
 
 
 
 

โดย 
 

นายภาวรรธน  วงศคําไพร 
 
 
 
 
 
 
 

เสนอ 

 
บัณฑิตวิทยาลัย  มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร 

เพื่อความสมบูรณแหงปริญญาวิทยาศาสตรมหาบัณฑิต (พันธุวิศวกรรม) 
พ.ศ. 2555



 

ภาวรรธน  วงศคําไพร  2555: การแสดงออกของยีนพนินีซินเทสของมะกรูดในอะราบิดอป
ซิสและกลวยไมพันธุเอ้ืองเงินหลวง  ปริญญาวิทยาศาสตรมหาบัณฑิต (พันธุวิศวกรรม) 
สาขาพันธุวิศวกรรม โครงการสหวิทยาการระดับบัณฑิตศึกษา  อาจารยท่ีปรึกษา
วิทยานิพนธหลัก: รองศาสตราจารยพัฒนา  ศรีฟา ฮุนเนอร, Ph.D.  87 หนา 
 
 
เบตา–พินีนจัดเปนสารโมโนเทอรปนองคประกอบสําคัญของน้ํามันหอมระเหยท่ีสกัดได

จากผิวของมะกรูด (Citrus hystrix DC.) การศึกษาในคร้ังนี้นํายนีพินนีซินเทส ท่ีแยกไดจากมะกรูด
มาตัดตอเขาเวคเตอรท่ีแสดงออกในพืช (pCAMBIA1305.1) เพื่อการถายเขาสูอะราบิดอปซิสและ
กลวยไมพันธุเอ้ืองเงินหลวง หลังจากการทดสอบระดับความเขมขนท่ีเหมาะสมของไฮโกรมัยซิน
ในอะราบิดอปซิสแปลงพันธุยีนพินนีซินเทสท่ีถูกสรางข้ึนโดยการถายยีนดวยอะโกรแบคทีเรียมสาย
พันธุ EHA105 และถูกคัดเลือกบนอาหาร 1/2MS ท่ีมีไฮโกรไมซิน 20 มิลลิกรัมตอลิตร เปนเวลานาน 
10 วัน แลวจัดเก็บเมล็ดจากอะราบิดอปซิสแปลงพันธุแตละตนท่ีผานการคัดเลือกโดยลักษณะความ
ตานทานตอไฮโกรมัยซินในรุนท่ี 1 – 6 (T0–T5) หลังจากผานการคัดเลือก เปอรเซ็นตการรอดชีวิต
ของเมล็ดอะราบิดอปซิสในรุน T0, T1, T2, T3, T4 และ T5 เพิ่มข้ึนดวยอัตรา 0.27, 45.17, 70.65, 
78.88, 80.00 และ 83.33 ตามลําดับ นอกจากนี้ยังพบวายนีพินีนซินเทสของมะกรูดประสบ
ความสําเร็จในการแทรกตัวเขาสูโครโมโซมของอะราบิดอปซิสแปลงพันธุทุกตนเม่ือตรวจสอบดวย
วิธีพีซีอาร  แตเม่ือตรวจสอบดวยวิธี GC–MS พบวาไมสามารถตรวจพบสารหอมระเหยท่ีปลอย
ออกมาจากดอกอะราบิดอปซิสแปลงพันธุหลังจากปลอยใหเกิดการสะสมนาน 3 ช่ัวโมง 
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แบคทีเรียม หลังจากการคัดเลือกบนอาหาร MS ท่ีมีไฮโกรไมซินและซีโฟแทกซีม นาน 12 สัปดาห
พบอัตราการรอดชีวิตของโปรโตคอรมท่ีไดรับยีนพินีนซินเทส คิดเปนรอยละ 1.34 และตรวจพบการ
แทรกตัวของยนีเขาสูโครโมโซมของตนออนกลวยไมเม่ือตรวจสอบดวยวิธีพีซีอาร 
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β–pinene, a monoterpene, was found as a major component of an essential oil extracted 
from fruit peel of Kaffir lime (Citrus hystrix DC.) known as Makrut. Therefore, in this study, the 
pinene synthase (pns) gene previously cloned from Kaffir lime was constructed into a plant 
expression vector (pCAMBIA1305.1) and transformed into Arabidopsis thaliana and Protocorm–
like body (Plbs) of Dendrobium formosum Roxb. for gene construction validation. After tested for 
appropriate hygromycin concentration, the pns transgenic Arabidopsis mediated by Agrobacterium 
tumefaciens EHA105 were selected on 1/2MS containing 20 mg/L hygromycin for 10 days. The 
Arabidopsis seeds were collected from 1st– 6th generation (T0–T5) of each transgenic lines by  
hygromycin resistant character. After selection, the percentage of seed survival of T0, T1, T2, T3, 
T4 and T5 transgenic Arabidopsis gradually increased at rate of 0.27, 45.17, 70.65, 78.88, 80.00 
and 83.33 respectively. In addition, the pns transgene was successfully integrated into the genome 
of Arabidopsis transgenic lines when detected by PCR. However, scent from transgenic 
Arabidopsis flowers was unable to be detected by GC–MS.  

 
Pns gene of Kaffir lime was also transferred to Den. formosum Roxb. by Agrobacterium–

mediated transformation. After selection on MS containing hygromycin and cefotaxime for 12 
weeks, the survival percentage of pns transgenic protocorm–like body (Plbs) was 1.34 and the pns 
transgene was successfully integrated into Dendrobium genome and the Kaffir lime pns transgene 
was successfully integrated into the genome of some transgenic lines when detected by PCR. 
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การทํางานของเอนไซมในกลุม Terpene Synthases (TPS)  
ตัวอยางองคประกอบทางเคมีของ Terpene ท่ีพบในน้ํามันหอมระเหย 
การสังเคราะหสารประกอบพินีน 2 ไอโซเมอร 
การสังเคราะหสารหอมระเหยกลุมโมโนเทอรปนในพลาสติด 
ผลผลิตพีซีอารของยีน pns ของพลาสมิด pPSWK1138 pPSWK977 และผลผลิต  พีซี
อารของยีน pns สมบูรณ  
แผนภาพการเช่ือมดีเอ็นเอดวยวิธี overlap extension pcr และสังเคราะหยีน pns 
สมบูรณดวยวธีิพีซีอาร 
ผลการตรวจสอบยีน pns ดวยวิธีโคโลนีพซีีอาร จํานวน 8 โคลน และแผนภาพ
โครงสรางพลาสมิด pPink4 
โครงสรางพลาสมิดสายผสม pPink4 ในเวคเตอร pGEM®–T Easy 
การตรวจสอบลําดับการแปลรหัสของกรดอะมิโนของยนี pns ในพลาสมิดสายผสม 
pPink4 ดวยโปรแกรม BLAST2SEQUENCES 
ผลผลิตพีซีอารของยีน pns ดวยไพรเมอรสําหรับตัดตอเขาเวคเตอรพืช 
pCAMBIA1305.1 
แผนภาพการตดัตอยีน pns สมบูรณเขาสู pCAMBIA 1305.1, การตรวจสอบยีน pns 
ดวยวิธีโคโลนีพีซีอาร และการทํา Restriction Mapping ดวยเอนไซมตัดจําเพาะ 
BamHI และ EcoRI 
เปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอไทดของ pPink19 กับลําดับนวิคลีโอไทดของ PSWK977 
แผนภาพการเขาจับของไพรเมอรในพลาสมิด pPink26 และผลผลิตโคโลนีพีซีอาร
ของ pPink23 – 26 
การเพาะเล้ียงอะราบิดอปซิสเพื่อการถายยีน pns 
ผลของไฮโกรไมซินระดับความเขมขนตางๆ บนอาหารสังเคราะหสูตรดัดแปลง 
1/2MS ท่ีมีผลตออะราบิดอปซิสสายพันธุ Columbia 

9 
10 
15 
19 
 

35 
 

36 
 

37 
38 
 

39 
 

40 
 
 

41 
42 
 

44 
45 
 

47 



(5) 

สารบัญภาพ (ตอ) 

 
ภาพท่ี หนา 
  

16 
 

17 
 

18 
19 
 
 
 

20 
 
 

21 
 
 

22 
 
 

23 
 
 

24 
 

เปรียบเทียบการเจริญเติบโตของอะราบิดอปซิสท่ีไดรับการถายยีน pns และ gus 
กับสายพันธุ Columbia  
ผลผลิตพีซีอารของการตรวจสอบอะราบิดอปซิสแปลงพันธุของยีน pns รุน T0–
T5 
อารเอ็นเอสกัดจากดอกอะราบิดอปซิส รุน T5 
ระดับการแสดงออกของยีน pns ในอะราบดิอปซิสแปลงพันธุ ตรวจสอบดวยวิธี 
relative RT–PCR (A) และ ปริมาณดีเอ็นเอของยีน pns เปรียบเทียบกบั 5.8S rRNA 
(control) ท่ีสังเคราะหไดดวยวิธี relative RT–PCR จากอะราบิดอปซิสแปลงพันธุ 
5 โคลน เทียบกับ จํานวน 25 รอบ  
การเพาะเล้ียงเนื้อเยื่อกลวยไมพันธุเอ้ืองเงินหลวงในสภาพปลอดเช้ือบนอาหาร 
MS  จากฝกกลวยไมพนัธุเอ้ืองเงินหลวง อาย ุ6 เดือน และลักษณะโปรโตคอรมบน
อาหารสังเคราะหสูตรดัดแปลง MS ท่ีเติม 0.8% ผงถาน อายุ 4 สัปดาห 
การคัดเลือกโปรโตคอรมกลวยไมเอ้ืองเงินหลวงที่ไดรับการถายยีน pns และ gus 
ในพลาสมิดสายผสม pPink26 บนอาหารสังเคราะหสูตรดัดแปลง MS 
ท่ีเติมสารปฏิชีวนะไฮโกรไมซินระดับความเขมขนตางกนั 
อัตราการรอดของโปรโตคอรมกลวยไมพนัธุเอ้ืองเงินหลวงท่ีไดรับการถายยีน pns 
ในพลาสมิด pPink26 และยนี gus บนอาหารสูตรสังเคราะหดดัแปลง MS ท่ีเติม
สารฟฏิชีวนะไฮโกรไมซินและซีโฟแทกซีมในระดับความเขมขนตางๆ 
กลวยไมพันธุเอ้ืองเงินหลวงที่ไดรับการถายยีน pns ในพลาสมิดสายผสม pPink26 
บนอาหารสังเคราะหสูตรดัดแปลง MS ท่ีเติมผงถาน 0.8 % หลังการคัดเลือก เปน
เวลา 6 สัปดาห 
ผลผลิตพีซีอารของกลวยไมท่ีไดรับการถายยีน pns 

 
49 
 

51 
52 
 
 
 

53 
 
 

56 
 
 

60 
 
 

61 
 
 

61 
62 

  



(6) 

สารบัญภาพ (ตอ) 
 

 

ภาพท่ี หนา 
25 
26 

อารเอ็นเอสกัดจากใบของกลวยไมพนัธุเอ้ืองเงินหลวง 
ระดับการแสดงออกของยีน pns ในกลวยไมพันธุเอ้ืองเงินหลวงแปลงพันธุ 
ตรวจสอบดวยวิธี relative RT–PCR (A) และ ปริมาณดีเอ็นเอของยีน pns 
เปรียบเทียบกบั 5.8S rRNA (control) ท่ีสังเคราะหไดดวยวิธี relative RT–PCR 
จากกลวยไมพนัธุเอ้ืองเงินหลวงแปลงพันธุ 3 โคลน เทียบกับ จํานวน 30 รอบ  
 

63 
 
 
 

64 

ภาพผนวกท่ี  
  

1 
2 

ขอมูลท่ีไดจากการทํา relative RT–PCR ของอะราบิดอปซิสแปลงพันธุรุน T5 
แผนท่ียีนและตําแหนงของเอนไซมตัดจําเพาะของ pGEM®–T vector 

73 
75 

3 
4 

แผนท่ียีนและตําแหนงของเอนไซมตัดจําเพาะของ pCAMBIA1305.1 
วิถีการสังเคราะหสารกลุมโมโนเทอรปนใน peppermint และ cornmint 

75 
76 
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คําอธิบายสัญลักษณและคํายอ 

 
bp = base pair 
cDNA = complementary DNA 
CT = threshold cycle 

DEPC = diethylpyrocabonate 
dH2O = deionized H2O water 
DMSO = dimethyl sulfoxide 
DNA = deoxyribonucleic acid 
dNTP = deoxynucleotide triphosphate 
EDTA = ethylene diamine tetraacetic acid 
EtOH = ethanol 
ER = endoplasmic recticulum 
GC = gas chromatography 
GPP = geranyl diphosphate 
gus = beta–glucuronidase 
HCl = hydrochloric 
hptII = hygromycin phosphotransferase II 
IPP = isopentenyl diphosphate  
IPTG = isopropylthio––D–galactoside 
kb = kilobasepair (1,000 base pair) 
LA = Luria-Bertani agar 
LB = Luria-Bertani broth 
lms = limonene synthase 
M = molar 
MEP = methylerythritol phosphate 
mg = milligram 
MgCl2 = magnesium chloride 
mL = milliliter 
MS = mass spectrometer 



(8) 

คําอธิบายสัญลักษณและคํายอ (ตอ) 
 

mM = milli molar 
mRNA = messenger ribonucleic acid 
NaCl = sodium chloride 
Na2EDTA = sodium ethylene diamine tetraacetic acid 
NaOH = sidium hydroxide 
NaOAc = sodium acetate 
ng = nanogram 
nt = nucleotide 
OD = optical density 
PCR = polymerase chain reaction 
pns = β–pinene synthase 
RT–PCR = Real–Time Polymerase Chain Reaction  
RI = retention index 
RNA = ribonucleic acid 
rRNA = ribosomal ribonucleic acid 
RT–PCR = reverse transcription polymerase chain reaction 
SDS = sodium dodecyl sulphate 
SPME = solid phase microextraction 
TAE = Tris–Acetate–EDTA 
TE = Tris–EDTA buffer 
Tm = melting temperature 
TR = retention time 
TSS = transformation and storage solution 
v/v = volume by volume 
w/v = weight by volume 
μg = microgram 
μl = microliter 
μM = micromolar 
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การแสดงออกของยีนพินีนซินเทสของมะกรูดในอะราบิดอปซิสและกลวยไม 
พันธุเอื้องเงินหลวง 

 

Expression of Pinene Synthase Gene of Kaffir lime (Citrus hystrix D.C.) in 

Arabidopsis thaliana (L.) Heynh. and Dendrobium formosum Roxb. ex Lindl. 

 
คํานํา 

 
ในปจจุบันสารสกัดจากธรรมชาติหลายชนิดที่นํามาทําน้ํามันหอมระเหย (Essential oil) นับ

ไดวามีประโยชนมากตออุตสาหกรรมน้ําหอมและเครื่องสําอาง ในแตละปประเทศไทยนําเขาเคร่ือง
หอมจากตางประเทศคิดเปนมูลคาไมต่ํากวา 3,500 ลานบาทตอป ขอมูลจากกรมศุลกากรในป 2540 
(จํารัส และ พสิสม, 2546) โดยท่ัวไปน้ํามันหอมระเหยที่ซ้ือขายในตลาดผลิตจากพชืและดอกไมท่ีมี
กล่ินหอมตางๆ เชน ดอกแกว ดอกโมก ดอกกลวยไม มะกรูด และตะไครหอม เปนตน ดวยความ
ตองการของตลาดมีแนวโนมจะเพิ่มสูงข้ึนอุตสาหกรรมสารสกัดจากธรรมชาติจึงมีการเติบโตอยาง
รวดเร็วและแพรหลาย การคนหาแหลงของพืชท่ีมีกล่ินหอมใหมๆ โดยเฉพาะพืชสมุนไพรไทย
หลายชนิดถือไดวาจะชวยเสริมการพัฒนาตลาดเคร่ืองหอมเพ่ือใชประโยชนทางอุตสาหกรรม 
มะกรูดเปนพชืหนึ่งท่ีไดรับความสนใจในการใชเปนแหลงผลิตน้ํามันหอมระเหย องคประกอบทาง
เคมีท่ีสําคัญของน้ํามันหอมระเหยในมะกรูด คือ pinene, sabinene, limonene, citronellal และ 
terpinen–4–ol (สถาบันวิทยาศาสตร และ เทคโนโลยีแหงประเทศไทย, 2548) สารเบตา–พินีน เปน
สารองคประกอบหลักท่ีมีอยูในน้ํามันหอมระเหยสกัดจากผิวมะกรูดถึงรอยละ 30.6 (นิจศิริ, 2532) 
และรอยละ 21.4 ในกล่ินหอมท่ีระเหยออกมาจากผิวมะกรูด (กิตติยา, 2553) น้ํามันใบมะกรูดมีฤทธ์ิ
ไลยุง ตานเช้ืออะมีบา และ น้าํมันผิวมะกรูดมีฤทธ์ิฆาแมลง (สถาบันวิทยาศาสตร และเทคโนโลยี
แหงประเทศไทย, 2548) นอกจากนี้ สารเคมีพวก pinene, limonene, sabinene และ citronellal ถูก
นํามาใชในการแตงกล่ินรสอาหาร ใชเปนสวนประกอบทางยา และเคร่ืองสําอาง และชวยใหคลาย
กังวลทําใหสดช่ืน (สิริลักษณ, 2545) การนําเทคโนโลยีชีวภาพมาใชศึกษายีนและวิเคราะหยีนท่ี
เกี่ยวของกับการสรางกล่ินในมะกรูดเปนแนวทางหนึ่งในการปรับปรุงพันธุเพื่อใหไดสายพันธุใหม
ท่ีมีลักษณะท่ีตองการดวยระยะเวลาส้ัน ดงัจะเห็นไดจากการทดลองของ Joost (2002) ไดถายยีน 
pinene synthase (pns) ของ เลมอน เขาสูยาสูบดวยอะโกรแบคทีเรียม พบวาดอกยาสูบแปลงพันธุ
ปลดปลอยสาร pinene เพิ่มมากข้ึน กิตติยา (2553) โคลนยีนท่ีควบคุมการสรางเอนไซม PNS ท่ีอยู
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ในวิถีการสรางสารเทอรพีนอยดพวก monoterpene จากมะกรูดในประเทศไทย งานวจิัยในคร้ังนี้ได
สราง พลาสมิดสายผสมของยีนพินนีซินเทส (pns) ท่ีแยกไดจากมะกรูดตัดตอเขาเวคเตอรพืช และ
ถายยีนเขาสูอะราบิดอปซิสพืชโมเดล เพื่อศึกษาประสิทธิภาพของการถายยีนและโครงสรางยีนยีน 
pns ท่ีเหมาะสมตอการถายยนีเขากลวยไมพันธุเอ้ืองเงินหลวง ซ่ึงโครงสรางของยีนท่ีไดสามารถ
นําไปใชในการปรับปรุงพันธุพืชสําคัญทางเศรษฐกิจดานน้ํามันหอมระเหยตอไป 
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วัตถุประสงค 
 

1. การตัดตอยนี pns สมบูรณ ท่ีแยกจากมะกรูดเขาสูเวคเตอรท่ีแสดงออกในพืช 
 

2. ถายยีนโครงสรางเขาสูอะราบิดอปซิสและกลวยไมพันธุเอ้ืองเงินหลวงโดยอะโกร 
แบคทีเรียม (Agrobacterium–mediated transformation) 
 

3. ตรวจสอบและวิเคราะหผลการแสดงออกของยีน pns 
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การตรวจเอกสาร 
 

ลักษณะท่ัวไปของมะกรูด 
 

มะกรูด (Citrus hystrix DC.) อยูในวงศ Rutaceae ช่ือสามัญ Kaffir lime เปนไมยนืตนขนาด
ยอม กิ่งและลําตนท่ียังเล็กมีหนามแหลม ใบเขียวหนาคอดกิ่วตรงกลาง ผลออนมีสีเขียวออนเม่ือแก
ผิวของผลขรุขระท้ังลูก มีข้ัวจุกสูง ใบ ดอกและผลมีตอมน้ํามัน ซ่ึงคนไทยนิยมนําผิวของผลมาใช
ในการประกอบอาหาร อีกทัง้สามารถเก็บไวในรูปแหง ทําใหปจจุบันสามารถสงออกมะกรูดแหง 
เพื่อจําหนายตางประเทศ มะกรูดยังถูกนําสวนของใบและผล ขายใหแกโรงงานผลิตน้ํามันหอม
ระเหยเพื่อสกดัน้ํามันหอมระเหยเปนการคา (ชูขวัญ, 2549; ทวีศักดิ,์ 2550) นอกจานี้ยงัใชเปนยา
สมุนไพร เชนผิวของผลเปนยาบํารุงหัวใจ แกอาหารวิงเวยีนศีรษะ น้ําในผลแกอาการทองอืด แก
อาการปวดศีรษะชวยเจริญอาหาร และใชทํายาสระผม (กรมเศรษฐกิจพาณิชย, 2532) ผิวผลและใบ
มะกรูดมีฤทธ์ิในการปองกนัยุง และไลแมลงศัตรูพืช (เดนดนยั และอรรถพล, 2546) อีกท้ังฤทธ์ิและ
ประโยชนของน้ํามันหอมระเหยในมะกรูดดังจะไดกลาวในหวัขอถัดไป 
 

กลวยไมและอุตสาหกรรมของกลวยไมในประเทศไทย 
 
กลวยไมเปนไมดอกท่ีสําคัญของประเทศไทย ซ่ึงเปนท่ียอมรับจากตางประเทศวาประเทศ

ไทยเปนแหลงผลิตกลวยไมเมืองรอนท่ีสําคัญ (ศักดิ์สิทธ์ิ, 2531; สมชาย และคณะ, 2534) และ
จัดเปนสินคาไมดอกไมประดับซ่ึงเปนท่ีนยิมสูงในตลาดโลกรวมถึงเปนสินคา product champion ท่ี
สําคัญของไทย ท้ังนี้ธุรกิจการเพาะเล้ียงกลวยไมของไทยสามารถสรางรายไดนําเงินเขาสู ประเทศ
ไดเปนจํานวนมาก และการสงออกกลวยไมของไทยยังคงมีแนวโนมเติบโตไดตอเนื่อง อีกท้ัง
กลวยไมยังเปนสินคาท่ีมีความสวยงามโดดเดน มีเสถียรภาพ มีมูลคาสูง และจัดเปนสินคาประเภท
เศรษฐกิจสรางสรรค (creative economy) (คณะกรรมการกลวยไมแหงชาติ, 2553) สําหรับความ
ตองการกลวยไมตัดดอกยังคงมีมากข้ึนโดยเฉพาะการใชสําหรับประดับ อาคารสถานท่ีและใช
ตกแตงอาหารในธุรกิจบริการ โรงแรม ภัตตาคาร และรานอาหารตางๆ ท้ังนี้ไทยเองมีจุดแข็งใน
ฐานะเปนประเทศผูสงออกกลวยไมตดัดอกเมืองรอน ท่ีมีสัดสวนสูงเปนอันดับ 1 ของโลกมาโดย
ตลอด (ศูนยวจิัยกสิกรไทย, 2551) อยางไรก็ตามการแขงขันดานการคากลวยไมระหวางประเทศท่ี
สูง ดังนั้นการผลิตกลวยไมใหมีลักษณะท่ีแปลกใหมจึงมีโอกาสดีในเชิงการคา การพฒันาพันธุให
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มีดอกท่ีมีกล่ินหอม จึงเปนแนวทางหนึ่งในการปฏิบัติ ในการปรับปรุงพันธุกลวยไมไทยใหมีความ
หลากหลายทางสายพันธุท้ังในดานสีดอกและกล่ินหอม เพื่อการคาในเชิงไมตัดดอก และ
อุตสาหกรรมการผลิตน้ําหอม  

 
กลวยไมเปนไมดอกไมประดับท่ีมีราคาสูงตามมีสีสัน กล่ิน ขนาด รูปรางและความ

หลากหลายของพันธุกลวยไม จากความตองการของตลาดโลกท่ีมีเพิ่มมากข้ึน ทําใหมีอัตราสงออก
กลวยไมอยางตอเนื่อง ประเทศไทยเปนประเทศหนึ่งท่ีมีการสงออกและไดรายไดจากการสงออก
กลวยไม โดยประเทศไทยสามารถสงออกไดในอันดับหนึ่งของโลก (กรมวิชาการเกษตร, 2548; 
คณะกรรมการกลวยไมแหงชาติ, 2553) และและสงออกตนกลวยไมเปนอันดับ 2 ของโลก รองจาก
ประเทศไตหวนั (คณะกรรมการกลวยไมแหงชาติ, 2553) พบวามูลคาสงออกของตนกลวยไมใน
เดือนมกราคม พ.ศ. 2555 มีมูลคาการสงออกตนกลวยไม 432 ลานบาท (สํานักงานเศรษฐกิจ
การเกษตร, 2555) และปจจุบันมีการปรับปรุงพันธุกลวยไมเพื่อเพ่ิมประสิทธิภาพและความ
หลากหลายมากข้ึน โดยนําความรูทางพันธุวิศวกรรมเขามาใช เพื่อใหสอดคลองกับความตองการ
ของตลาดและเปนการขยายการแขงขันในตลาดระหวางประเทศ (มาลินี, 2542)  
 

กลวยไม (orchid) อยูในวงศ Orchidaceae กลวยไมท่ีพบอยูในโลกน้ีมีประมาณ 15,000 –
30,000 ชนิด และมีมากกวา 800 สกุล ซ่ึงนับวาเปนวงศท่ีใหญท่ีสุดวงศหนึ่งของพืชมีดอก (ครรชิต, 
2547) กลวยไมปาของประเทศไทยมี 183 สกุล จํานวน 1224 ชนิด กลวยไมสกุลหวาย ถือเปน
กลวยไมสกุลใหญท่ีสุด ซ่ึงพบในประเทศไทยจํานวน 171 ชนิด (พัชรียา, 2553) ดอกของกลวยไม
แตละพันธุมีรูปราง สี และกล่ิน แตกตางกนัออกไป ซ่ึงจากการทําการศึกษาในกลวยไม 2200 ชนิด 
มีเพียง 15–20% เทานั้นท่ีพบวาดอกกลวยไมสกุลหวายท่ีขายเปนการคาบางชนิดไมมีกล่ินหอม เชน 
Dendrobium Anna, Dendrobium Sonia และ Dendrobium Sabin สําหรับกลวยไมสกุลหวายท่ีมีดอก
หอมถูกแบงเปนกลุมไดดังนีคื้อ กลวยไมท่ีมีกล่ินหอมแรง เชน เอ้ืองแซะหลวง (Dendrobium 

scabrilingue Lindl.), เอ้ืองเงินหลวง (Dendrobium formosum Roxb), เอ้ืองคร่ัง (Dendrobium 
parishii ) เอ้ืองสายหลวง (Dendrobium anosmum) เอ้ืองเงิน (Dendrobium draconis) และกลวยไม
สกุลชาง (Kaiser, 1993; จิตราพรรณ, 2538; จิตราพรรณ, 2542; อรรัมภา 2552)  
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กลวยไมเอ้ืองเงินหลวง 
   

ผูคนพบกลวยไมเอ้ืองเงินหลวง คือ William Roxburgh ตอมาในป ค.ศ. 1837 Gibson ไดนํา
ออกมาเผยแพร (Charles, 1950) กลวยไมเอ้ืองเงินหลวงเปนกลวยไมปาท่ีพบทางตะวนัออกเฉียงใต
ของเทือกเขาหมิาลัยจนถึงพมา เวียดนาม และไทย อีกท้ังยังพบในบริเวณพ้ืนท่ีราบ (Holttum, 1964)  

 
ศิริลักษณ (2544) กลาววา ประเทศไทยพบเอ้ืองเงินหลวงเฉพาะจังหวดัระนอง (Haruyuki 

และ Rapee , 1975) อีกทั้งกลวยไมเอ้ืองเงินหลวงจัดเปนกลวยไมอากาศ (epiphytic orchid) มีลําตน
เปน pseudobulbous ผิวของลําตนเม่ือโตเต็มท่ีจะพบรอยยน ลําตนสูง 25–55 เซนติเมตร เปนรูปไข 
(ovate) ฐานใบเบ้ียว (oblique) มีความยาว 7.5 – 12.5 เซนติเมตร และกวาง 3.5–4 เซนติเมตร ดอกมี
สีขาวเปนชอแบบ raceme จํานวน 2–5 ดอก ตรงบริเวณปลายลําท่ียังมีใบติดอยู กลีบเล้ียงหรือกลีบ
ดอก (sepal) เปนรูปไขกลับ (obovate) ถึงรูปหอก (lanceolate) ปลายกลีบแคบ ดานหลังกลีบเปนสัน
คลายทองเรือ กลีบดอกหรือกลีบใน (petal) มีขนาดกวางกวากลีบเล้ียง 2–2.5 เทา กลีบดอกเปนรูป
ไขกลับ (obovate) ถึงรูปวงกลม (orbicular) ขอบของกลีบดอกเปนคล่ืนเล็กนอย บริเวณปลายกลีบมี
ลักษณะแหลมคลายต่ิงเล็กนอย กลีบดอกมีขนาด 4–6 เซนติเมตร สวนกลีบปาก (lip) มีสีขาวแตมสี
เหลือง ยาว 7–10 เซนติเมตร เปนรูปไขกลับ (obovate) ถึงรูปวงกลม (orbicular) ท่ีฐานกลีบปาก
เช่ือมติดกับเสาเกสร (column) สวนปลายกลีบปากเวาเปนพู (lobes) 2 พู และปลายพูหยักเล็กนอย 
(Backer และ Van Den Brink, 1968) ดอกมีกล่ินหอมนาน 2 สัปดาห โดยปกติจะออกดอกชวงเดือน 
ตุลาคม–ธันวาคม (Haruyuki และ Rapee , 1975) จากการประชุม CITES (Convention on 
International Trade in Endangered Species of Wild Fauna and Flora) คร้ังท่ี 10 เม่ือวันท่ี 9–22 
มิถุนายน พ.ศ. 2540 ณ ประเทศ Zimbabwe ไดมีมติใหพนัธุกลวยไมของไทย ไดแก กลวยไมปาทุก
ชนิดรวมท้ังกลวยไมเอ้ืองเงินหลวงเปนพชือนุรักษในบัญชีแนบทายอนุสัญญาฯ บัญชีท่ี 2 (อําพล, 
2537)  
  

อะราบิดอปซิส 
 

อะราบิดอปซิส (thale cress, Arabidopsis) เปนไมดอกขนาดเล็กสกุลหนึ่งในวงศบราสซิคา
ซิอี (Brassicaceae) จํานวนโครโมโซม 5 แทง (2n = 10) เปนพืชท่ีมีเมล็ดรสเผ็ดอยูในตระกูล
เดียวกันกับมัสตารด และเกี่ยวของกับกะหลํ่า อะราบิดอปซิสสายพันธุโคลัมเบีย (Columbia) แลนด
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สเบิรก (Landsberg) อิเรคตา (Erecta) และ วาซิเลฟสกี้จ (Wassilewskija) เปนสายพนัธุท่ีนิยมใชใน
การศึกษาดานชีวโมเลกุล (http://www.arabidopsis.org) โดยเฉพาะสายพันธุโคลัมเบียและสายพันธุ
แลนดสเบิรกถูกนํามาใชเปนตนแบบของการศึกษาดานชีววิทยาของพืชและพันธุศาสตรโมเลกุล 
(Meyerowitz and Somerville, 1994) และปจจุบันมีการถอดลําดับพันธุกรรมท้ังหมดของอะราบิด
อปซิสไดสําเร็จ (Arabidopsis Genome Initiative , 2000) ซ่ึงขนาดจีโนมประมาณ 100–120 x 106 คู
เบส ดวยเหตุท่ีอะราบิดอปซิสเปนพืชชวงอายุส้ัน ระยะเวลาการงอกของเมล็ด การออกดอก การติด
ฝก จนไดเมล็ดรวมเปนเวลา 6 สัปดาห (David et al., 1998)  

 
ประเภทสารหอมระเหย และการใชประโยชน 

 
สารหอมระเหย หรือน้ํามันหอมระเหย เปนสารประกอบท่ีไดจากธรรมชาติ เปนน้ํามันท่ีพืช

ผลิตข้ึนตามธรรมชาติเก็บไวตามสวนตางๆ เชน กลีบดอก ใบ ผิวของผล เกสร รากหรือเปลือกของ
ลําตน มีลักษณะเปนลักษณะเปนน้าํมันท่ีมีอนุภาคเล็กมาก มีกล่ินเฉพาะตัว ระเหยไดในอุณหภูมิ
ธรรมดา น้ํามันหอมระเหยเปนสวนผสมของสารหอมท่ีระเหยได (fragrant volatile compounds) 
ผลิตจากพืชโดยกระบวนการทางกายภาพ มักเปนของเหลวซ่ึงมีสีเหลืองออนจนถึงเขม ไมละลายนํ้า 
ละลายในน้ําสมสายชูเล็กนอย ละลายดีในแอลกอฮอล น้ํามันพืช ไขมัน (fats) และไขแข็ง (waxes) 
ในธรรมชาติจะพบอยูเปนอณูเล็กๆ ระหวางเซลลของพืช ซ่ึงทําหนาท่ีเปนฮอรโมน ตัวควบคุม 
(regulators) และตัวเรง (catalysis) ในพืช ชวยใหพืชปรับตัวเขากับส่ิงแวดลอมไดดี เชน ในพืช
ทะเลทรายจะใชน้ํามันหอมระเหยในการปองกันแสงแดด และปรับอากาศรอบตนใหสดช่ืน พืชบาง
ชนิดอาศัยน้ํามันหอมระเหยในการปองกนัโรค เชน แบคทีเรีย และ รา และศัตรูพืช เชน แมลง พืช
บางชนิดมีน้ํามันหอมระเหยไวดึงดดูแมลงหรือผ้ึงมาผสมเกสร พืชบางชนิดมีน้ํามันหอมระเหยอยูท่ี
รากเพื่อกําจดัวัชพืช เปนตน (พิมพร, 2547) น้ํามันหอมระเหยในธรรมชาติมักจะพบในสวนท่ีมี
โครงสรางท่ีเปนตอม (glandular hair) ซ่ึงอาจพบไดในสวนตางๆ ของพืช ลักษณะดังกลาวสามารถ
นํามาแบงพืชออกเปน 7 กลุม คือ พืชท่ีใหดอกมีกล่ินหอม พืชท่ีใหใบมีกล่ินหอม พชืท่ีใหเปลือกมี
กล่ินหอม พืชท่ีใหผลหรือเมล็ดมีกล่ินหอม พืชท่ีใหรากหรือสวนท่ีคลายรากมีกล่ินหอม พืชท่ีใหยาง
มีกล่ินหอม และ พืชท่ีใหตนมีกล่ินหอม (จํารัส และ พิสสม, 2546; พิมพร, 2547; อรชร, 2547) กล่ิน
เฉพาะตัวของพืชแตละชนดิข้ึนกับองคประกอบทางเคมีของสารหอมระเหยในพืชนัน้ๆ น้ํามันหอม
ระเหยแตละชนิดมีสารประกอบเคมีหลายตัวรวมกัน เชน น้ํามันดอกกหุลาบ มีสารประกอบเคมีอยู 
18 ชนิด และในขาวหอมมีสารประกอบเคมีมากกวา 90 ชนิด ท่ีอยูในรูปตางๆ (จํารัส และ พิสสม, 
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2546) น้ํามันหอมระเหยจะสะสมอยูในผนงัเซลลเปนผลพลอยไดจากการเจริญของพืช ทําหนาท่ี
ปกปองตัวเอง รักษาบาดแผล หรือกันการระเหยของนํ้า รวมท้ังใชไลแมลงท่ีเปนศัตรู อีกท้ังยังชวย
ลอแมลงเพ่ือชวยในการผสมพันธุ (สุจินดา, 2545) 
 
 องคประกอบทางเคมีของนํ้ามันหอมระเหยมีอยูมากมายหลายรอยชนดิ แตสามารถแยกเปน
กลุมของสารไดเปน 7 กลุม ซ่ึงในแตละกลุมจะออกฤทธ์ิบําบัดท่ีแตกตางกัน (อุไรวรรณ และคณะ, 
2549) ดังนี ้

 
1. กลุม alcohol สารในกลุมนีมี้คุณสมบัติ ฆาเช้ือโรค ตานเช้ือไวรัส ยกระดับจิตใจ สาร

ใน 
กลุมนี้ไดแก linalool, citronellol, geraniol, borneol, menthol, nerol และ teppineol 

2. กลุม aldehydes สารในกลุมนี้มีฤทธ์ิในการระงับประสาท ยกระดับจิตใจ ลดการ
อักเสบ 

ลดความอวน ขยายหลอดเลือด และมีฤทธ์ิในการฆาเช้ือโรค สารในกลุมนี้ไดแก citronellal, citral, 
neral, geranial 

3. กลุม esters มีคุณสมบัติระงับประสาท สงบอารมณ ลดอาการเกร็งของกลามเนื้อ ลด 
การอักเสบและตานทานเช้ือรา สารในกลุมนี้ไดแก linalyl acetate, geranyl acetate, bomyl acetate, 
eugenyl acetate, lavendulyl acetate 

4. กลุม ketones สาร ketones มีคุณสมบัติชวยขยายหลอดลม ละลายเสมหะเสริมสราง 
เนื้อเยื่อและลดการอักเสบ สารในกลุมนีไ้ดแก jasmone, fenchone, camphor, carvone, menthose 

5. กลุม oxides ในสารกลุมนี้ มีคุณสมบัติในการขับเสมหะ ละลายเสมหะ สารท่ีสําคัญ 
ไดแก cineol นอกจากนี้ยังมีคุณสมบัติฆาเช้ือแบคทีเรีย และการกระตุนระบบประสาท สารในกลุม
นี้ไดแก linalol oxide, bisabolon oxide 

6. กลุม phenols มีคุณสมบัติในการฆาเช้ือแบคทีเรีย กระตุนระบบประสาท และภูมิ 
ตานทานของรางกาย สารในกลุมนี้ไดแก eugenol, thymol 

7. กลุม terpene สารในกลุมนีมี้ฤทธ์ิในการตานทานเช้ือและลดการอักเสบ ประกอบดวย  
camphene, sabinene, caryophyllene, cedrene, dipentene, phellandrene, terpinene, cardinene, 
mycrene สาร sesquiterpenes เชน chamazulene, farnesol มีฤทธ์ิในการลดการอักเสบและตาน
แบคทีเรีย สาร limonene มีคุณสมบัติตานไวรัส ซ่ึงพบในน้ํามันสม และ pinene มีฤทธ์ิฆาเช้ือ เปน
ตน โดยปกติน้าํมันหอมระเหยแตละชนิดจะมีสารประกอบทางเคมีตั้งแต 50–500 ชนิด 
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องคประกอบทางเคมีแตละชนิด ก็มีคุณสมบัติแตกตางกันไป ดังท่ีกลาวแลว แตเม่ือมาผสมผสาน
กันอยู ทําใหเกดิคุณสมบัติท่ีเปนเอกลักษณ ของนํ้ามันหอมระเหยจากพชืแตละชนดิ ท่ีมีจุดเดนความ
เหมือนและความแตกตางกันในการบําบัดตางกันออกไป 
 

พิมพร (2547) และ อรชร (2547) ไดจดักลุมของน้ํามันหอมระเหยออกเปน 2 กลุมใหญๆ 
ตามองคประกอบของโครงสรางโมเลกุลของวงอะโรเมติกท่ีมีโมเลกุลหลัก ไดแก กลุมของ 
phenylpropenes และกลุมของ hydrocarbons โดยน้ํามันหอมระเหยจะอยูในรูปของสารเคมีท่ีตาง
ชนิดกันในเซลล ซ่ึงจะอยูภายในพลาสติดและในไซโตพลาสซึม แสดงดังภาพท่ี 1 

 

 
 
ภาพท่ี 1  การทํางานของเอนไซมในกลุม Terpene Synthases (TPS)  
 
ท่ีมา: Dorothea (2006) 
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สารหอมระเหยกลุมเทอรพีน 
 
 เทอรพีน (Terpene) มีหลายช่ือดวยกัน เราอาจรูจักในช่ือของ terpeniod isoprene หรือ 
isopreniod เปนสารท่ีสําคัญมากในพืช terpenoid มีหลายโครงสรางและหลายรูปแบบ (Dudareva et 
al., 2006) (ภาพท่ี 2 ) สารท่ีอยูในกลุมนี้มีมากกวา 30,000 ชนิด ซ่ึงในสารแตละตัวจะประกอบมา
จากหนวยของ isoprene ท่ีมีโครงสรางจากคารบอน 5 อะตอม เชน hemiterpenes C5 (1 isoprene 
unit), monoterpenes C10 (2 isoprene units), sesquiterpenes C15 (3 isoprene units), diterpenes C20 
(4 isoprene units), triterpenes C30 (6 isoprene units), tetraterpenes C40 (8 isoprene units) และ 
polyterpene (C5)n ซ่ึง n สามารถแทนไดตั้งแต 9 – 30,000 ตัว สามารถพบ terpene ไดจากสารอ่ืนๆ 
อีก เชน anthraquinones, terpenoid indole alkaloid, flavonoids และ isoflavoniods (Liu et al., 2005; 
Dubey et al., 2003) 
 

 
 
ภาพท่ี 2   ตัวอยางองคประกอบทางเคมีของ Terpene ท่ีพบในน้ํามันหอมระเหย  
 
ท่ีมา: Dudareva et al. (2006) 
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สารกลุม monoterpene ไดแก camphene, limonene, myrcene, –pinene, –pinene, –
terpinene, –terpinene และ sabinene มีสมบัติกระตุนและบํารุง ฆาเช้ือโรค พบใน bay, bergamot, 
black pepper, cistus, fir, lime, lemon และ rosemary เปนตน สารในกลุม monoterpene เปนสารท่ีมี
ความสําคัญทางเศรษฐกิจ ไดแก การแตงกล่ิน สี ในอาหาร และเคร่ืองสําอางตางๆ นอกจากนี้ยัง
สามารถตอตานจุลชีพ และเชื้อรา (Lücker et al., 2001) และ limonene มีฤทธ์ิในการยับยั้ง
เซลลมะเร็งในกระเพาะอาหารและมะเร็งตับ (Lu et al., 2004 และ Elegbede and Abiodun, 2002) 
ประภัสสร และคณะ (2011) ไดศึกษาคุณสมบัติในการเปนสารตานอนมูุลอิสระของน้ํามันหอม
ระเหยจากพืชสมุนไพร 8 ชนิดในหลอดทดลอง คือ กะเพรา การพลู ตะไครหอม ตะไครบาน 
แฝกหอม มะนาว โรสแมร่ี และอบเชย น้ํามันหอมระเหยท่ีมีฤทธ์ิตานอนุมูลอิสระดวยวิธี free 
radical scavenging (DPPH) และ lipid peroxidation inhibition (TBARs) พบมากท่ีสุดจาก 2 วิธี คือ 
น้ํามันจากใบกะเพรา และรองลงมาคือ กานพลู 

 
น้ํามันหอมระเหยถูกนํามาใชในการแตงกล่ินรสอาหาร สวนประกอบทางยา และ

เคร่ืองสําอาง และชวยใหคลายกังวล ทําใหสดช่ืน (สิริลักษณ, 2545) อีกทั้งมะกรูดยังมีคุณสมบัติใน
การยับยั้งแบคทีเรียและเช้ือรา (นิรนาม, 2537) เนื่องจากมีสารพวก geraniol, neroliol, linalool และ 
terpeneol อยูดวย (ชลลดา , 2546) ซ่ึงสอดคลองกับบทความของ นวลจนัทร และสุภาพร (2551) 
กลาวถึงน้ํามันหอมระเหยสามารถใชยับยั้งการเจริญเติบโตของเช้ือ Bacillus cereus แตกลไกในการ
ยับยั้งการเจรญิของจุลินทรียยังไมทราบแนชัด และน้ํามันหอมระเหยจากผิวมะกรูดมีประสิทธิภาพ
ในการยับยั้งการเจริญของจุลินทรียไดดกีวาใบมะกรูด (บัญญัติ, 2527) อีกทั้งน้ํามันหอมระเหยจาก
ผิวมะกรูดและใบมะกรูดท่ีสามารถยับยั้งการเจริญของแบคทีเรีย (ตารางท่ี 1) การทดสอบของ 
Monasoi et al. (2006) ฤทธ์ิยับยั้งการเพ่ิมจํานวนของเซลลมะเร็ง KB และ P388 ของนํ้ามันหอม
ระเหยท่ีสกัดไดจากพืชสมุนไพรไทย โดยนําเซลลมะเร็งท้ังสองชนิดมาเล้ียงในอาหารที่มีน้ํามัน
หอมระเหยผสมอยู จากนั้นดผูลการยับยั้งการเจริญเติบโตของเซลลมะเร็งดวยวิธี MTT ใน 96 well 
tissue culture plate และปริมาณผลการตายหรือการรอดของเซลลมะเร็งนั้น พบวาน้ํามันหอมระเหย
จากพืชสมุนไพรไทยหลายชนิดมีฤทธ์ิท่ีดีในการยับยั้งการเพ่ิมจํานวนของเซลลมะเร็ง KB และ 
P388 โดยเฉพาะน้ํามันหอมจากโหระพามีฤทธ์ิท่ีดีท่ีสุดในเซลลมะเร็ง P388 แตมีฤทธ์ิแรงนอยกวา
ยา 5–FU 12.7 เทา และนํ้ามันหอมระเหยจากใบฝร่ัง (Psidium guajava L.) มีฤทธ์ิดีท่ีสุดใน
เซลลมะเร็ง KB โดยมีฤทธ์ิแรงมากกวายา vincristine 4.37 เทา จากการศึกษาของ Belletti et al. 
(2004) ไดสกัดและวิเคราะหสารสกัดจากพืชตระกูล citrus พบวาสารออกฤทธ์ิท่ีมีความเขมขน
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สูงสุด เรียงตามลําดับ ไดแก β–pinene , P–cymene และ Citral isomers ซ่ึง β–pinene ท่ีพบมี
ปริมาณประมาณ 20% ในสารสกัดจากน้ํามะนาว พบวาสารนี้มีประสิทธิภาพในการตานเช้ือ E. coli 
0157–H7 นอกจากนี้ bicyclic terpenes, α และ β–pinene ยังมีคุณสมบัติในการยับยั้งยีสต และเช้ือ
ราหลายชนิด จากการศึกษาของ สาวิตรี และคณะ (2005) โดยการสํารวจและทดสอบหาสมุนไพรที่
มีฤทธ์ิยับยั้งการเจริญของจุลินทรียและตานอนุมูลอิสระ ของสมุนไพรท้ังหมด 15 ชนิด โดยวิธี agar 
diffusion test พบวา มะกรูดและมะนาว มีฤทธ์ิในการยับยั้งการเจริญเติบโตของเช้ือ Bacillus 
subtilis ท่ีแยกไดจากตัวอยางทางคลินิก โดยมีความกวางของวงทดสอบประมาณ 0.83 ± 0.06 และ 
0.87 ± 0.12 เซนติเมตร ตามลําดับ นอกจากนี้น้ําสมุนไพรท้ังสองชนิดยังมีฤทธ์ิตานเชื้อ Klebsiella 
pneumoniae โดยมีความกวางของวงทดสอบอยูท่ี1.30 ± 0.1 และ 1.47 ± 0.06 ตามลําดับ Dorothea 
and Eran (2006) กลาววา การปลดปลอยสารโมโนเทอรพีน และเซสควิเทอรพีน ในอะราบิดอปซิส 
สายพันธุโคลัมเบีย พบสารกลุมโมโนเทอรพนี  3 ชนิด คือ β–mycrene, linalool และ limonene 
และพบสารกลามเซสควิเทอรพีน  อีก 20 ชนิด โดยพบวา (–)–E–β–caryophyllene มีการปลดปลอย
มากท่ีสุด  
 
ตารางท่ี 1  จุลินทรียท่ีถูกยับยั้งโดยน้ํามันหอมระเหยจากใบและผิวมะกรูด 
 
Essential oil of Citrus hystrix Bacteria Fungi 
Leaf Oil Bacillus megaterium Alternaria sp. 
 Escherichia coli Cunninghamella sp. 
  Fusarium sp. 
  Rhizopus sp. 
Peel Oil Bacillus cereus Alternaria sp. 
 Bacillus megaterium Aspergillus sp. 
 Escherichia coli Cunninghamella sp. 
 Pseudomonas aeruginosa Curvularia sp. 
 
ท่ีมา : ดัดแปลงมาจาก บัญญัติ (2527)  
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การสังเคราะหสารหอมระเหยในวิถีเทอรปนนอยด 
 

สารในกลุม terpene นับวามีความสําคัญตอกล่ินหอม Soheil and Croteau (2002) จึง
ทําการศึกษากระบวนการสรางอนุพันธของสาร terpene กวา 20,000 ชนิด โดยปฏิกิริยาเร่ิมจากสาร
ตั้งตนท่ีมีคารบอน 5 อะตอม คือ isopentenyl diphosphate (IPP) และไอโซเมอรของ IPP ไดแก 
dimethylallyl diphosphate (DMAPP) ผลจากการสังเคราะหจะไดสารท้ังหมด 3 ชนดิ คือ geranyl 
diphosphate (GPP, C10) ซ่ึงเกิดจากการรวมตัวกันของ IPP กับ DMAPP อยางละ 1 โมเลกุล สาร 
GPP สามารถเปล่ียนแปลงโครงสรางไดเปนสารในกลุม monoterpenes (C10), farnesyl diphosphate 
(FPP, C15) ซ่ึงเกิดจากการรวมตัวกันของ IPP 2 โมเลกุล และ DMAPP 1 โมเลกุล สาร FPP 
สามารถเปล่ียนแปลงโครงสรางไดเปนสารในกลุม sesquiterpenes (C15) และถา FPP เกิดการ
รวมตัวกัน 2 โมเลกุล จะไดโครงสรางของสารในกลุม triterpenes (C30)   และ geranylgeranyl 
diphosphate (GGPP, C20) ซ่ึงเกิดจากการรวมตัวกันของ IPP 3 โมเลกุล และ DMAPP 1 โมเลกุล 
สาร GGPP สามารถเปล่ียนแปลงโครงสรางไดเปนสารในกลุม diterpenes (C20) และถา GGPP เกดิ
การรวมตัวกัน 2 โมเลกุล จะไดโครงสรางของสารในกลุม tetraterpenes (C40) 
จากการศึกษาของ Dorthea (2006) ในกระบวนการสังเคราะหสาร terpenes ในพืชจากสาร DMAPP, 
GPP, FPP หรือ GGPP (ภาพผนวกที่ 5) โดยเอนไซม terpene synthase นั้นพบวาสาร GPP, FPP 
และ GGPP ถูกสังเคราะหจาก DMAPP รวมกับ IPP ชนิดตางๆ กัน โดยเอนไซม prenyltransferase 
จะไดสารสุดทาย คือ monoterpene, sesquiterpene และ diterpene โดยเอนไซม terpene synthase มี 2 
กลุมใหญคือ ในกลุมท่ี 1 ไดแก isoprene synthase, monoterpene synthases และ sesquiterpene 
synthases ทําหนาท่ีใหโปรตอน (H+ ) และเติมคารบอนลงไปในสารต้ังตน prenyl diphosphate 
สําหรับเอนไซม terpene synthase ในกลุมท่ี 2 คือ diterpene synthases เชน เอนไซม ent - copalyl 
diphosphate (CPP) synthase ทําใหเกิดการเหนี่ยวนําโปรตอนจากสารต้ังตนทําใหเกิดการเปล่ียน
โครงสรางจาก GGPP ไปเปน CPP นอกจากนี้ยังพบเอนไซมบางชนิดท่ีทําหนาท่ีได 2 แบบ (กลุมท่ี 
1/กลุมท่ี 2)ไดแก abietadienne synthase สามารถเปล่ียน GGPP ไปเปนสารพวก (+) - CPP ได 
จากนั้น (+) - CPP จะถูกเปล่ียนไปเปนสาร abietadiene ได นอกจากน้ีเอนไซม diterpene synthse ยัง
ทําหนาท่ีสังเคราะห CPP หรือ GGPP ได โดยท่ัวไป เอนไซม terpene synthase ทุกชนิด สามารถ
เปล่ียนสารผลผลิตสุดทาย ใหมีโครงสรางทุติยภูมิได   
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การสังเคราะห terpene ในเซลลพืชเกิดไดใน 2 สวนของเซลล คือ ในไซโตพลาสซึม และ
ในพลาสติด (ภาพผนวกท่ี 5) ซ่ึงท้ัง 2 กระบวนการ เกิดการสังเคราะหสารโดยอิสระตอกัน คือ
กระบวนการ Mevalonate pathway เกิดข้ึนในไซโตพลาสซึม โดยสาร IPP ถูกสรางเปน DMAPP 
และ FPP ซ่ึงสารท้ัง 2 ชนิด เปนสารต้ังตนในการสังเคราะห sesquiterpenes โดยเอนไซม 
sesquiterpene synthases และกระบวนการ methylerythritol phosphate (MEP) เกิดข้ึนในพลาสติด 
IPP ถูกเปล่ียนเปน DMAPP ซ่ึงเปนสารต้ังตนในการสังเคราะห isoprene โดยเอนไซม isoprene 
synthase และสาร IPP ถูกสรางเปน DMAPP เปนสารต้ังตนในการสราง GPP ซ่ึงเปนสารต้ังตนใน
การสังเคราะห monoterpene โดยเอนไซม monoterpene synthases และ DMAPP ถูกเปล่ียนเปน 
GGPP ซ่ึงจะถูกสังเคราะหเปน diterpene โดยเอนไซม diterpene synthases นอกจากนี ้GPP จาก
พลาสติดอาจถูกสังเคราะหเปน FPP โดยเอนไซม monoterpene synthases และ สงผานออกไปยังไซ
โตพลาสซึมได FPP ในไซโตพลาสซึมอาจถูกสังเคราะหโดย monoterpene synthases ใหเปน GPP 
ถูกสงกลับมาใชในพลาสติดไดเชนกัน 
 

จากการศึกษาของ Muñoz-Bertomeu et al. (2008) และ Xiang et al. (2006) สาร 
monoterpene ท่ีเกิดจากกระบวนการสรางสารในพลาสติด จะมีการเปล่ียนสารใหอยูในรูปของสาร
ตัวกลางกอนจงึคอยเปล่ียนรูปไปเปนสารหอมระเหยท่ีแตกตางกัน แสดงดังภาพผนวกท่ี 5 สาร
ตัวกลางนี้เรียกวา α-terpinyl cation ซ่ึงสารตัวกลางนี้ถูกเปล่ียนมาจากสาร GPP เปนสาร LDP 
(linalyl diphosphate) โดยเอนไซม MTSs (monoterpene synthases) กอนท่ีจะถูกสรางเปนสารหอม
ระเหยดวยเอนไซมท่ีจําเพาะตอสานนั้นๆ เชน เอนไซม limonene synthase สรางสารหอมระเหย 
limonene, linalool synthase สรางสารหอมระเหย linalool, pinene synthase สรางสารหอมระเหย 
α-pinene และ myrcene synthase สรางสารหอมระเหย myrcene เปนตน  
 

สารหอมระเหยพินีน 
 
พินีน มีสูตรทางเคมีคือ C10H16 เปนโมโนเทอรพีน แบบ bicyclic ในธรรมชาติจะพบสา

รพินีนเปนสารท่ีมี 2 ไอโซเมอร คือ แอลฟา–พินีน (α–pinene) และ เบตา–พินีน (β–pinene) ซ่ึงการ
สังเคราะหสารประกอบท้ังสองชนิด เกิดจากสารต้ังตนชนิดเดยีวกัน คือ geranyl pyrophosphate 
(GPP) และเกดิปฏิกิริยา cyclisation ของ linaloyl pyrophosphate ทําใหเกิดการสูญเสียโปรตอน และ
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มีการปรับสมดุลของอะตอมคารบอนท่ีมีประจุบวก มี 6 electron และ 3 พันธะ ไดเปนแอลฟา–พินีน 
(α–pinene) และ เบตา–พินีน (β–pinene) ดังภาพท่ี 3 
 
 
 
 
 
ภาพท่ี 3  การสังเคราะหสารประกอบพินนี 2 ไอโซเมอร 
 
ท่ีมา : นิรนาม (2005) 

เบตา-พินนีน 
 

เบตา–พินีน เปนของเหลวใสไมมีสี ละลายไดในแอลกอฮอล แตไมละลายในน้ํา มีอยูในพืช
หลายชนิด เชน โรสแมร่ี พาสลีย ผักชีลาว กะเพรา ยารโรว กุหลาบ (Glenn Tinseth, 1993)  และยัง
เปนสารประกอบกล่ินท่ีสําคัญท่ีสกัดไดจากสมแมนดาริน และยังพบในพืชอีกหลายชนิด โดยเฉพาะ
พืชตระกูลสม (Citrus) ซ่ึงในบทความของ Masayoshi (2010) ศึกษาระดับสารหอมระเหยของ lime 
oil ท่ีสกัดไดจากผิวของ Citrus aurantifolia Swingle, BT lime โดยพบสารกลุมโมโนเทอรพีน ท่ี
สามารถจําแนกไดประมาณ 77.41% ดังนี้ คือ limonene 41.40%, β–pinene 18.54%, gramma–
terpinene 7.13%, sabinene 4.52%, α–pinene 2.87% และ mycrene 1.21% ซ่ึงการสะสมของสาร 
β–pinene สอดคลองกับการทดลองของ Dugo et al. (2002) และระดับสารหอมระเหยของ lime oil 
ท่ีสกัดไดจาก Citrus limonia Osbeck, DT lime พบสารหอมระเหยท่ีสามารถจําแนกไดประมาณ 
98.51% ท่ีนาสนใจคือสารกลุมโมโนเทอรพีน ถูกพบมากถึง 87.38% ซ่ึงสูงกวา Persa lime 
(77.77%) และ BT lime (77.41%) โดยพบวาสัดสวนของสาร 2 ชนิดระหวาง β–pinene และ 
gramma–terpinene ของ DT lime และ BT lime คือ DT oil มีสัดสวนระหวาง β–pinene และ 
gramma–terpinene คือ 1 : 2.6 ซ่ึงในทางกลับกัน BT oil มีสัดสวนของ β–pinene และ gramma–
terpinene คือ 2.7 : 1 (Giovanni et al, 2002) เปนท่ีนาสนใจในพืชหลายชนิดท่ียังไมมีการคนควา
และศึกษาระดับของสารหอมระเหย ซ่ึงความรูท่ีไดอาจจะเปนขอมูลพืน้ฐานเพื่อความเขาใจใน
กลไกของการสรางสารหอมระเหยในพืชตางๆ 
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น้ํามันหอมระเหยจากมะกรูดกลุม top note ถูกนํามาใชในการบําบัดและเขากันไดดีกับกล่ิน
ตระกูลสม ลาเวนเดอร คาโมไมล ไซเปรส เจอเรเนยีม ปาลมาโรซา แพ็ทชูลี และกระดังงา ชวยให
คลายเครียด หายหงุดหงิด (อรชร, 2547) องคประกอบน้ํามันหอมระเหยในมะกรูดโดยการทดลอง
ของ สุภาพ และคณะ (2524) ไดศึกษาการแยกนํ้ามันหอมระเหยจากผิวมะกรูดจากผลสดดวยวิธีการ
บีบเย็น (cold press) และวิเคราะหหาสารประกอบทางเคมีของนํ้ามันหอมระเหยจากผิวมะกรูดดวย
เทคนิคแกสโครมาโทกราฟ–แมสสเปกโทรสโคป (Gas Chromatography – Mass Spectrometry, 
GC–MS) พบวาสามารถแยกสารประกอบของน้ํามันหอมระเหยจากผิวมะกรูด และหาโครงสราง
และปริมาณของสารประกอบนั้นๆ คือ α–pinene, β–pinene, β–phellandrene, limonene, linalool, 
citronellal, terpinen–4–ol และ α–terpineol กิตติยา (2553) ไดทําการศึกษาระดับสารหอมระเหย
และวเิคราะหสารหอมระเหยองคประกอบของกล่ินในใบมะกรูด และผิวมะกรูดโดยวิธี GC–MS 
พบวามีองคประกอบของสารเคมีรวมท้ังส้ิน 20 ชนิด พบสารหอมระเหยจากใบมะกรูด 16 ชนิด 
และจากผิวมะกรูด 14 ชนิด ดังตารางท่ี 2 
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ตารางท่ี 2  เปรียบเทียบชนดิของสารหอมระเหยท่ีพบในใบมะกรูด และผิวมะกรูด 
 

 
ท่ีมา : กิตติยา (2553) 
 
 
 

 
 
 

การศึกษายีนกําหนดการสรางสารหอมระเหยกลุม monoterpene 

ใบมะกรูด ผิวมะกรูด 
Compound type 

% product % product 
Compound group 

Pinene<alpha–> 
Sabinene 
Pinene<beta–> 
Myrcene 
Limonene 
Linalool 
Pulegone 
Citronellal 
Citronellyl acetate 
Geranyl acetate 
Hexenyl acetate<3E–> 
Copaene<alpha–> 
Cubebene<beta–> 
Cubebene<alpha–> 
Caryophyllene<(E)–> 
Humulene<alpha–> 
Germacrene D 
Bicyclogermacrene 
Cadinene<delta–> 
Farnesene 

– 
1.0 
– 
– 
– 

6.4 
21.5 
1.6 
5.6 
1.7 
2.3 
9.7 
5.2 
1.2 
16.9 
2.8 
2.7 
10.2 
6.9 
4.1 

1.6 
13.2 
21.4 
1.7 
3.0 
2.5 
10.5 

– 
– 
– 
– 

11.0 
8.1 
– 

10.3 
2.2 
5.4 
1.7 
7.2 
– 

monoterpene 
monoterpene 
monoterpene 
monoterpene 
monoterpene 
monoterpene 
monoterpene 
monoterpene 
monoterpene 
monoterpene 
unclassified 
sesquiterpene 
sesquiterpene 
sesquiterpene 
sesquiterpene 
sesquiterpene 
sesquiterpene 
sesquiterpene 
sesquiterpene 
sesquiterpene 
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เอนไซมพินีนซินเทส (pns) (EC 4.2.3.14) เปนเอนไซมท่ีเปนตัวเรงปฏิกิริยาเคมีในการ

เปล่ียนสารตั้งตน geranyl diphosphate (GPP) เปนสารประกอบ 2 ชนิด คือ แอลฟา–พินีน (α–
pinene) และ เบตา–พินีน (β–pinene) (ภาพท่ี 4) โดยในพืชตระกูลสน (Gymnospermae) เชน สนใน
กลุม Abies grandis จะเปล่ียนสารตั้งตน GPP เปนสารประกอบ แอลฟา–พินีน (α–pinene) ใน
อัตราสวน 40% และ เบตา–พินีน (β–pinene) ในอัตราสวน 60% (Anake, 2008) Krasnyanski et al. 
(1999) ทําการถายยีน limonene synthase (lms) ของ สะระแหน (Mentha piperita L.) เขาสู แบลค มิ
ทชาม เปปเปอรม้ิน (Black Mitcham peppermint) พบวา ไมพบการเปล่ียนแปลงของระดับสารหอม
ระเหย ตอมา LÜcker et al. (2001) ทําการถายยีน S–linalool synthase เขาสูพิทูเนีย (Petunia 
hybrida) พบวามีการเปล่ียนแปลงของสาร linalool glucoside เพิ่มข้ึน Jesus et al. (2008) ไดทําการ
แยกยีน Limonene synthase จาก สเปยรมินต (spearmint) และถายยนีเขาในสไปค ลาเวนเดอร 
(spike lavender) พบวาจากวิเคราะหตัวอยางใบพืชท่ีรับยนีมีการสะสมน้ํามันท่ีสูงกวาใบที่ไมไดรับ
ยีน และมีการสะสมสาร limonene เพิ่มข้ึนกวา 450 เปอรเซ็นต Rachel et al. (2008) ไดทําการแยก
ยีน α–Zingiberene synthase จาก lemon basil และทํา Overexpression ในผลมะเขือเทศ พบวามีการ
สะสมสาร monoterpene ไดแก limonene, β–phellandrene, sabinene, β–pinene, β–mycrene, α–
phellandrene, α–terpinene และ β–oncimeme เพิ่มข้ึนเม่ือเทียบกับ control อยางไรกต็าม Asaph et 
al. (2005) ไดรายงานการถายยีนเขาสูพืชหลายชนิด และผลการเปล่ียนแปลงของระดับสารหอม
ระเหยท่ีเปล่ียนแปลงไป (ตารางท่ี 3)  
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ภาพท่ี 4  การสังเคราะหสารหอมระเหยกลุมโมโนเทอรปนในพลาสตดิ 
 
ท่ีมา : อรรัมภา (2554)
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ตารางที่ 3  รายงานการทดลองการเปลี่ยนแปลงสารหอมระเหยในพืชหลายชนิด โดยการถายยีนในกลุม monoterpenoids 
 

Engineered 
species 

Target Subcellular location Regulation Alter terpene profile Reference 

Mint Limonene synthase Plastid Constitutive No Change Krasnyanski et al. (1999) 
Mint Limonene synthase Plastid Constitutive Several products (±) Diemer et al. (2001) 
Mint Limonene synthase Plastid Constitutive No Change Mahmoud et al. (2004) 
Petunia Linalool synthase Plastid Constitutive Linalool glycoside (+) LÜcker et al. (2001) 
Tomato Linalool synthase Plastid Fruit Specific Linalool (+), hydroxylated linalool (+) Lewinsohn et al. (2001) 
Carnation Linalool synthase Plastid Constitutive Linalool (+), linalool oxides (+) Lavy et al. (2002) 
Arabidopsis Linalool/nerolidol synthase Plastid Constitutive Linalool (+) , hydroxylated and glycosylated linalool (+) Aharoni et al. (2003) 
Potato Linalool/nerolidol synthase Plastid Constitutive Linalool (+), hydroxylated and glycosylated linalool (+) Aharoni et al. (2003) 

Tobacco 
g–Terpinene synthase, 
b–pinene synthase 
and limonene synthase 

Plastid Constitutive 
gramma–Terpinene (+), limonene (+) 
, b–pinene (+) and side products (+) 

LÜcker et al. (2004) 

Tobacco Limonene synthase Cytosol Constitutive Limonene (+) Ohara et al. (2003) 
Tobacco Limonene synthase Plastid Constitutive Limonene (+) Ohara et al. (2003) 
Tobacco Limonene synthase Endoplasmic recticulum Constitutive No Change Ohara et al. (2003) 

 
ที่มา : ดัดแปลงจาก Asaph et al. (2005) 
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อุปกรณและวิธีการ 
 
1.  การเตรียมพืชทดลองและการทดสอบระดับความเขมขนของสารปฏิชีวนะไฮโกรมัยซิน 
 

1.1  การเตรียมพืชทดลอง 
 

อะราบิดอปซิส (Arabidopsis thaliana) ท่ีใชในงานทดลองเปนพันธุ Columbia ซ่ึง
ไดรับความอนุเคราะหจาก รองศาสตราจารย ดร.พัฒนา ศรีฟา ฮุนเนอร และ ดร.ศุภชัย วุฒิพงศชัย
กิจ ภาควิชาพนัธุศาสตร มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร วิทยาเขตบางเขน 
 

1.1.1  การเตรียมอะราบิดอปซิส 
 

ฟอกฆาเช้ือเมล็ดอะราบิดอปซิส (Arabidopsis thaliana) สายพันธุ Columbia 
ดวยเอทานอล 70 เปอรเซ็นต เปนเวลา 15 นาที และฟอกฆาเช้ือดวยสารละลายคลอ–รอกซความ
เขมขน 10 เปอรเซ็นต เปนเวลา 15 นาที และลางดวยน้ํา deionize (dH2O) ท่ีผานการนึ่งฆาเช้ือ 3 คร้ัง 
นําเมล็ดวางบนอาหาร 1/2MS (Murashige and Skoog, 1962) เพาะเล้ียงในหองควบคุมอุณหภูมิ 25 
±2 องศาเซลเซียส ใหแสง 2,000 ลักซ เปนเวลา 16 ช่ัวโมงตอวัน นาน 45 วัน จึงทําการถายยีน 
  

1.1.2  การฟอกเมล็ดและการเพาะเล้ียงเนือ้เยื่อกลวยไม 
 

กลวยไมท่ีใชในการทดลองคือ กลวยไมเอ้ืองเงินหลวง ดอกขาว ปากเหลือง 
(Dendrobium formosum Roxb. ex Lindl.) แหลงท่ีมา จากสถาบันวิจยัเพื่อการพัฒนาชายฝงอันดา
มัน ต.กําพวน อ.สุขสําราญ จ.ระนอง ฟอกฆาเช้ือฝกกลวยไมดวย 95% EtOH เผาไฟ ทําซํ้า 1 คร้ัง 
แลวนําเมล็ดกลวยไมเอ้ืองมาเพาะบนอาหารแข็งสังเคราะหสูตรดัดแปลง VW ท่ีเติมนํ้ามะพราว 15 
เปอรเซ็นตนํ้าตาลซูโครส 20 กรัมตอลิตร ผงถาน 6 กรัมตอลิตร และผงวุน 0.8 เปอรเซ็นต จนมี
ขนาดประมาณ 0.5 – 1 มิลลิเมตร เหมาะสมแกการถายยีน 
 

1.2  การทดสอบระดับความเขมขนของสารปฏิชีวนะไฮโกรมัยซิน 
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ฟอกฆาเช้ือเมล็ดอะราบิดอปซิส ตามวิธีการ 2.1 นําเมล็ดวางบนอาหาร 1/2MS 
(Murashige and Skoog, 1962) ท่ีมีสารปฏิชีวนะไฮโกรไมซินความเขมขน 0, 20, 30 และ 40 
มิลลิกรัมตอลิตร เปนเวลา 3 สัปดาห บันทึกปริมาณการอยูรอดของอะราบิดอปซิส 
 
2. การสรางโครงสรางของยีน 

 
ดีเอ็นเอท่ีใชในการถายยนี คือดีเอ็นเอสวนของยีน pns ท่ีแยกไดจากใบมะกรูด โดย 

ตัดตอยีนเขากบัเวคเตอรพืช pCAMBIA 1305.1 มีรายละเอียดดังตอไปนี้  
 
2.1  การตัดตอยนี pns เขาสูเวคเตอร pGEM®–T Easy (Promega co.,สหรัฐอเมริกา) 

 
2.1.1 การเพิ่มปริมาณช้ินดเีอ็นเอดวยเทคนิคพีซีอาร (Polymerase Chain  

Reaction, PCR) 
 

เพิ่มปริมาณช้ินโคลน PSWK 1138 และ PSWK 977 (ไดรับการอนุเคราะหจาก 
กิตติยา แสงสวาง) ใชเปนแมแบบในการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอของยีน pns เพื่อนําไปเช่ือมกันเปนสาย
ดีเอ็นเอท่ีสมบูรณ ดวยเทคนคิพีซีอาร โดยใช specific primer สําหรับการเพ่ิมปริมาณช้ินดีเอ็นเอช้ิน
โคลน 1138  ใชไพรเมอร T7 (5' TAA TAC GAC TCA CTA TAG GG 3') กับ 5'Pin(As)1200 (5' 
AGT AGC GTC CCA TCT CTA A 3') สําหรับการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอช้ินโคลน 977 ใชไพรเมอร 
Lim(S)1070 (5' GAT GAY ATT TAC GAT GTC TAY GG 3') กับ SP6 (5'TAT TTA GGT GAC 
ACT ATA G 3') โดยใชสารละลายดีเอ็นเอ 1 ไมโครลิตร, 10x buffer 2.5  ไมโครลิตร, 25mM 
dNTP 2 ไมโครลิตร, ไพรเมอรอยางละ 0.5 ไมโครลิตร, เอนไซม Pfu polymerase (Fermentas, 
แคนาดา) 0.25 ไมโครลิตร และเติมน้ําใหมีปริมาตรรวมเปน 25  ไมโครลิตร ผสมใหเขากัน นํา
สวนผสมท่ีไดไปเพิ่มปริมาณ ดีเอ็นเอดวยเคร่ือง Mastercycler gradient (Eppendorf, 
สหรัฐอเมริกา) โดยต้ังโปรแกรมดังนี้อุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส 10 นาที จํานวน 1 รอบ, 95 องศา
เซลเซียส 2 นาที 55 องศาเซลเซียส 1 นาที และ 72 องศาเซลเซียส 1 นาที จํานวน  30 รอบ และ 72 
องศาเซลเซียส 5 นาที จํานวน 1 รอบ ตรวจสอบปริมาณและขนาดของชิ้นดีเอ็นเอท่ีไดโดยอิเล็กโทร
ฟอรีซิสในเจลอะกาโรสความเขมขน 0.8 เปอรเซ็นต เปรียบเทียบขนาดดีเอ็นเอกับดีเอ็นเอมาตรฐาน
ขนาด 1 กิโลเบส (1 Kb DNA ladder ) 
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2.1.2 การทําใหพีซีอารบริสุทธ์ิดวย PCR Purification Kit (QIAGEN, 
สหรัฐอเมริกา) 

 
นําผลผลิตท่ีมีปริมาตรจากขอ 3.1 ใสหลอดไมโครเซนตริฟวจขนาด 1.5 

มิลลิลิตร เติม Buffer PBI 5 เทาของปริมาตรผลผลิตพีซีอาร ตรวจสอบสีของสารละลายวาเปนสี
เหลืองหรือไม หากเปนสีสมหรือมวง ใหเติม 3M sodium acetate 10 ไมโครลิตร ผสมใหเขากนั 
แลวตรวจสอบอีกที ทําแบบนี้จนสารละลายกลับเปนสีเหลือง ดูดสารละลายลงสู QIAquick spin 
colomn ปนตกเปนเวลา 30–60 วินาที เทสารละลายดานลางท้ิง ลางดวย Buffer PE 750 ไมโครลิตร 
แลวปนตก 30–60 วินาที เทสารละลายสวนลางท้ิง และปนตก 30–60 วินาที นํา QIAquick column 
ใสในหลอดไมโครเซนตริฟวจขนาด 1.5 มิลลิลิตร ใหม เติม Buffer EB 30  ไมโครลิตร แลวปนตก
อีก 30–60 วินาที เก็บไวท่ี –20 องศาเซลเซียส 
 

2.1.3 การเช่ือมโคลนของยีน pns ดวยวิธี rapid denaturation 
 

นําผลผลิตพีซีอารบริสุทธ์ิจากขอ 2.1.2 ทําการเช่ือมกันดวยวิธี rapid 
denaturation โดยนําผลผลิตพีซีอารตมในน้ําเดือดเปนเวลา 10 นาที และท้ิงไวท่ีอุณหภูมิหอง 10 
นาทีและนําพซีีอารท่ีไดไปเพิ่มปริมาณสายดีเอ็นเอท่ีสมบูรณ โดยการทําพีซีอารดวยไพรเมอร T7 
(5'–ACG TTG TAA AAC GAC GG–3') และ SP6 (5'–GAT AAG AAT TTC ACA CA–3') 
 

2.1.4 การเช่ือมตอดีเอ็นเอกับดีเอ็นเอเวคเตอร (ligation) 
 

นําผลผลิตพีซีอารท่ีได และเวคเตอรท่ีกลับมาเช่ือมตอกัน (religated vector) 
ตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ NcoI และ SpeI สําหรับดีเอ็นเอทําไดโดยใชเอนไซมตัดจําเพาะ (20 ยูนิ
ตตอไมโครลิตร) (Fermentas, แคนาดา) สําหรับดีเอ็นเอใช 0.2 ไมโครกรัม ใน 1x FastDigest® 
Buffer สําหรับพลาสมิดเวคเตอรใช 1 ไมโครกรัม เติมน้ําใหครบ 20 ไมโครลิตร ผสมใหเขากนั 
นําไปบมท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 5 นาที และยับยั้งปฏิกิริยาเอนไซมโดยนําไปบมท่ี
อุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที 
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เช่ือมช้ินดีเอ็นเอสมบูรณเขาสูเวคเตอร pGEM®–T Easy (Promega co., 
สหรัฐอเมริกา) ท่ีมีโปรโมเตอร T7 และยนีคัดเลือกแอมพซิิลิน สําหรับการเช่ือมตอยนี pns เขากับ
เวคเตอร pGEM®–T Easy ทําไดโดยใชเอนไซม T4 DNA ligase (1 ยูนิตตอ 1 ไมโครลิตร) 
(Fermentas, แคนาดา) ดวยอัตราสวนปริมาณช้ินดเีอ็นเอ 3 ไมโครกรัม ตอดีเอ็นเอเวคเตอร 1 
ไมโครกรัม ใน 1x Reaction Buffer  เติมน้ําใหครบ 10 ไมโครลิตร ผสมใหเขากนั นําไปบมท่ี
อุณหภูมิ 14 องศาเซลเซียส 16 ช่ัวโมง  
 

2.1.5 การเตรียมเช้ือ Escherichia coli สายพันธุ XL1–Blue เปนแบคทีเรียเจา 
บาน (competent cell) สําหรับเพิ่มปริมาณ 
 

เตรียมแบคทีเรียเจาบานโดยดัดแปลงจากวธีิมาตรฐานของ Sambrook et al. (1989) 
ดังนี้เล้ียงแบคทีเรีย Escherichia coli สายพันธุ XL1–Blue ท่ีไดจากโคโลนีเดี่ยวในหลอดทดลอง ซ่ึง
บรรจุอาหารเหลว LB 3 มิลลิลิตร เล้ียงท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส  เขยาดวยความเร็ว 250 รอบตอ
นาที เปนเวลา 16 ช่ัวโมง นําเชื้อ 1 มิลลิลิตรไปเล้ียงตอในขวดรูปชมพู ขนาด 250 มิลลิลิตร ท่ีมี
อาหารเหลว LB  50 มิลลิลิตร เปนเวลา 3 ช่ัวโมง ใหมีคา OD600 ประมาณ 0.4–0.6 นําแบคทีเรียท่ี
ไดมาเทใสหลอดทดลองขนาด 50 มิลลิลิตรท่ีแชเย็น แลวแชบนน้ําแข็งนาน 20 นาที  ตกตะกอน
เซลลแบคทีเรียท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ดวยความเร็ว 4,000 รอบตอนาที นาน 5 นาที  เทอาหาร
ท้ิง ลางตะกอนเซลลดวยสารละลาย TSS ท่ีเย็นจดั 10 มิลลิลิตร แชน้ําแข็ง 5 นาที ตกตะกอนเซลล
แบคทีเรียอีกคร้ังท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ดวยความเร็ว 3,000 รอบตอนาที นาน 5 นาที  เท
อาหารทิ้ง ละลายตะกอนเซลลดวย TSS 1 มิลลิลิตร แชบนน้ําแข็ง 5 นาที ผสมดวยเคร่ืองผสมสาร
ใหเซลลกระจายตัวอยางสมํ่าเสมอ ทําใหสารละลายเซลลเย็นอยูตลอดเวลาดวยการแชน้ําแข็ง แบง 
competent cell 100 ไมโครลิตร ใสหลอดไมโครเซนตริฟวจขนาด 1.5 มิลลิลิตร สําหรับนําไปใช
ตอไป 

 
2.1.6 การนําดีเอ็นเอเขาสูเซลลแบคทีเรียเจาบานโดยวิธี heat shock  

Transformation และการคัดเลือก 
 

เติมพลาสมิดสายผสมท่ีไดจากการเช่ือมตอดีเอ็นเอท่ีตองการกับเวคเตอรจํานวน 5 
ไมโครลิตร ใสในหลอดไมโครเซนตริฟวจท่ีมี competent cell 100 ไมโครลิตร ท่ีแชเย็นอยู
ตลอดเวลา ผสมใหเขากนัและแชในน้ําแข็งนาน 20 นาที นําไปจุมในนํ้าท่ีมีอุณหภูมิ 42 องศา
เซลเซียส นาน 1 นาที  แลวนาํมาแชในน้ําแข็งทันที 5 นาที นําเซลลท่ีไดมาเล้ียงในอาหารเหลว LB 
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จํานวน 1 มิลลิลิตรในหลอดทดลอง ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เขยาดวยความเร็ว 250 รอบตอ
นาที เปนเวลา 1 ช่ัวโมง หมนุเหวี่ยงท่ีความเร็ว 10,000 รอบตอนาที นาน 1 นาที เทอาหารออกให
เหลือประมาณ 200 ไมโครลิตร ใชปเปตดดูข้ึนลงใหเซลลกระจายตัวอยางสมํ่าเสมอ แลวนํามาเกล่ีย
ลงบนอาหารแข็ง LA ท่ีผสมแอมพิซิลินความเขมขน 50 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร จากนั้นนําไปบมท่ี
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 16 ช่ัวโมง  
 

2.1.7 การตรวจสอบโคโลนีท่ีคาดวาไดรับพลาสมิดสายผสม 
 

การตรวจสอบโคโลนีท่ีคาดวาไดรับพลาสมิดสายผสมโดยวิธีพีซีอารดวยไพร
เมอร SP6 และ T7 นําโคโลนีสีขาวท่ีคาดวาไดรับพลาสมิดสายผสมเพ่ิมปริมาณบนอาหารแข็ง LA 
ท่ีผสมสารปฏิชีวนะแอมพิซิลลินความเขมขน 50 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร บมขามคืนท่ีอุณหภูมิ 37 
องศาเซลเซียส ขูดเซลลแบคทีเรียตนแบบละลายในน้ํา 7 ไมโครลิตร ผสมกับ 10X PCR บัฟเฟอร 1 
ไมโครลิตร, 10mM dNTP 1 ไมโครลิตร, i–Taq DNA Polymerase 0.1 ไมโครลิตร, ไพรเมอร SP6 
(5′–GAT AAG AAT TTC ACA CA–3′) และไพรเมอร T7 (5′–ACG TTG TAA AAC GAC GG–
3′) อยางละ 0.2 ไมโครลิตร และ DMSO 0.5 ไมโครลิตร ทําพีซีอาร โดยใชโปรแกรม 95 องศา
เซลเซียส 5 นาที จํานวน 1 รอบ  ตอดวย 95 องศาเซลเซียส 30 วินาที 55 องศาเซลเซียส 30 วินาที  
72 องศาเซลเซียส 1 นาที จํานวน 20 รอบ และท่ี 72 องศาเซลเซียส 5 นาที นําผลพีซีอารมา
ตรวจสอบโดยวิธีเจลอะกาโรสอิเล็กโทรฟอรีซิส 0.8 เปอรเซ็นต เปรียบเทียบขนาดดีเอ็นเอกับดีเอ็น
เอมาตรฐานขนาด 1 กิโลเบส (1 Kb DNA ladder ) 
 

2.1.8 สกัดพลาสมิดจากแบคทีเรียดวยชุดน้ํายา AxyPrep Plasmid Miniprep kit 
(Axygen Bioscience, USA) 
 

เล้ียงเช้ือโคโลนีเดี่ยวในอาหาร LB ซ่ึงมียาปฏิชีวนะแอมพิซิลลินความเขมขน 
50 มิลลิกรัมตอลิตร ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส บนเคร่ืองเขยานานขามคืน จากนัน้นํามาหมุน
เหวีย่งท่ี 10,000 รอบตอนาที เพื่อตกตะกอนเซลลแบคทีเรีย ละลายเซลลดวยบัฟเฟอร S1 ปริมาตร  
250 ไมโครลิตร เติม บัฟเฟอร S2 ปริมาตร 250 ไมโครลิตร ผสมใหเขากนั เติมบัฟเฟอร S3 ปริมาตร 
350 ไมโครลิตร ผสมใหเขากนั นําไปหมุนเหวีย่ง 10,000 รอบตอนาที นาน 10 นาที นาํน้ําใสบรรจุ
ลงใน column จากนั้นนําไปหมุนเหวีย่ง 10,000 รอบตอนาที นาน 1 นาที ลางตะกอนดวยบัฟเฟอร 
W2 แลวหมุนเหวีย่งอีกคร้ังเพื่อใหแผนกรองของ column แหง จากน้ันเติมบัฟเฟอร TE (Tris−HCl 
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ความเขมขน 100 มิลลิโมลาร, pH 7.4 EDTA ความเขมขน 10 มิลลิโมลาร, pH 8.0) ปริมาตร 75 
ไมโครลิตร ท่ีอุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส นําไปหมุนเหวี่ยงเก็บสารละลายท่ี -20 องศาเซลเซียส 
 

2.1.9 การหาลําดับนวิคลีโอไทด 
 

นําแบคทีเรียท่ีมีพลาสมิดสายผสมท่ีคาดวาไดรับช้ินดีเอ็นเอมาแยกสกัดใหได 
พลาสมิดบริสุทธ์ิโดยวิธีอัลคาไลนไลซิสดวย AxyPrep Plasmid Miniprep kit (Axygen Bioscience, 
สหรัฐอเมริกา) เล้ียงเช้ือจากโคลนท่ีถูกตองในอาหารเหลว LB ท่ีมียาปฺฏิชีวนะแอมพิซิลลินเขมขน 
50 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร  ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส บนเคร่ืองเขยาขามคืน นํามาหมุนเหวีย่ง
เพื่อตกตะกอนเซลลแบคทีเรีย ละลายเซลล 250 ไมโครลิตร ของ บัฟเฟอร S1 แลวเติม 250 
ไมโครลิตร ของ S2 ผสมใหเขากัน เติม 350 ไมโครลิตร ของ บัฟเฟอร S3 ผสมใหเขากัน นําไป
หมุนเหวีย่ง 11,000 รอบตอนาที นาน 10 นาที  นําน้ําใสบรรจุลงในคอลัมน นําไปหมุนเหวี่ยง 1 
นาที ลางตะกอนดวย บัฟเฟอร W2 หมุนเหวีย่งอีกคร้ังเพื่อใหคอลัมนแหง  จากน้ันจงึเติม TE 
ปริมาตร 75 ไมโครลิตร ท่ีอุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส นําไปหมุนเหวีย่งเก็บน้ําใสสวนท่ีมีพลาสมิด
ละลายอยู นํามาตรวจสอบความเขมขนโดยวิธีอิเล็กโทรโฟรีซิส นําไปศึกษาการเรียงลําดับนิวคลีโอ
ไทดท่ีบริษัท Macrogen (Macrogen, เกาหลีใต) 
 

2.2  การตดัตอและเช่ือมยนี pns เขาสูเวคเตอรพืช pCAMBIA 1305.1 
 

2.2.1 การเพิ่มปริมาณช้ินดเีอ็นเอดวยเทคนิคพีซีอาร (Polymerase Chain  
Reaction, PCR) 

 
นําโคลนท่ีมีลําดับนิวคลีโอไทดท่ีถูกตองจากขอ 2.1.9 มาเพิ่มปริมาณดวย

เทคนิคพีซีอาร โดยใชไพรเมอร 5'Pin_SpeI (5' TAA TAC GAC TCA CTA TAG GG 3') กับ 
3'Pin_EcoRV (5' AGT AGC GTC CCA TCT CTA A 3') โดยใชสารละลายดีเอ็นเอ 1 ไมโครลิตร, 
10x buffer 2.5  ไมโครลิตร, 25mM dNTP 2 ไมโครลิตร, ไพรเมอรอยางละ 0.5 ไมโครลิตร, 
เอนไซม Pfu polymerase (Fermentas, แคนาดา) 0.25 ไมโครลิตร และเติมน้ําใหมีปริมาตรรวมเปน
25  ไมโครลิตร ผสมใหเขากนั นําสวนผสมที่ไดไปเพิ่มปริมาณ ดีเอ็นเอดวยเคร่ือง Mastercycler 

gradient (Eppendorf, สหรัฐอเมริกา) โดยต้ังโปรแกรมดงันี้อุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส 10 นาที  
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จํานวน 1 รอบ, 95 องศาเซลเซียส 2 นาที 55 องศาเซลเซียส 1 นาที และ 72 องศาเซลเซียส 1 นาที 
จํานวน  30 รอบ และ 72 องศาเซลเซียส 5 นาที จํานวน 1 รอบ ตรวจสอบปริมาณและขนาดของช้ิน
ดีเอ็นเอท่ีไดโดยวิธีอิเล็กโทรฟอรีซิสในเจลอะกาโรสความเขมขน 0.8 เปอรเซ็นต เปรียบเทียบขนาด
ดีเอ็นเอกับ ดีเอ็นเอมาตรฐานขนาด 1 กิโลเบส (1 Kb DNA ladder ) 
 

2.2.2 การเช่ือมตอดีเอ็นเอกับดีเอ็นเอเวคเตอร (ligation) 
 

นําผลผลิตพีซีอารท่ีไดจากขอ 2.2.1 ตัดดวยเอนไซมตัดจาํเพาะ SpeI และ 
EcoRV และเวคเตอร pCAMBIA1305.1 ตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ SpeI และ PmlI สําหรับดีเอ็นเอ
ทําไดโดยใชเอนไซมตัดจําเพาะ (20 ยูนิตตอไมโครลิตร) (Fermentas, แคนาดา) สําหรับดีเอ็นเอใช 
0.2 ไมโครกรัม ใน 1x FastDigest® Buffer สําหรับพลาสมิดเวคเตอรใช 1 ไมโครกรัม เติมน้ําใหครบ 
20 ไมโครลิตร ผสมใหเขากนั นําไปบมท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 5 นาที และยับยั้ง
ปฏิกิริยาเอนไซมโดยนําไปบมท่ีอุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที 
 

เช่ือมช้ินดีเอ็นเอสมบูรณเขาสูเวคเตอร pCAMBIA1305.1 ท่ีมีโปรโมเตอร 
35S เทอรมิเนเตอร NOS ยีนคัดเลือกในแบคทีเรียกานาไมซิน และยนีคัดเลือกในพืชไฮโกรไมซิน 
เช่ือมตอยีน pns เขากับเวคเตอร pCAMBIA1305.1 ทําไดโดยใชเอนไซม T4 DNA ligase (1 ยูนิตตอ 
1 ไมโครลิตร) (Fermentas, แคนาดา) ดวยอัตราสวนปริมาณช้ินดเีอ็นเอ 3 ไมโครกรัม ตอดีเอ็นเอ
เวคเตอร 1 ไมโครกรัม ใน 1x Reaction Buffer  เติมน้ําใหครบ 10 ไมโครลิตร ผสมใหเขากัน นําไป
บมท่ีอุณหภูมิ 14 องศาเซลเซียส 16 ช่ัวโมง  

 
2.2.3 การเตรียมเช้ือ Agrobacterium tumefaciens สายพันธุ EHA105 เปน 

แบคทีเรียเจาบาน (competent cell) สําหรับเพิ่มปริมาณ 
 
เล้ียงแบคทีเรีย Agrobacterium tumefaciens สายพันธุ EHA105 ท่ีไดจาก

โคโลนีเดี่ยวในหลอดทดลอง ตามวิธีของ Zhang et al. (2006) ซ่ึงบรรจุอาหารเหลว LB 5 มิลลิลิตร 
ท่ีผสมไรแฟมพิ–ซิน 50 มิลลิกรัมตอลิตร เล้ียงท่ีอุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส เขยาดวยความเร็ว 250 
รอบตอนาที เปนเวลา 16 ช่ัวโมง นําเช้ือ 1 มิลลิลิตรไปเล้ียงตอในขวดรูปชมพู ขนาด 250 มิลลิลิตร 
ท่ีมีอาหารเหลว LB 50 มิลลิลิตร ท่ีผสมไรแฟมพิซิน 50 มิลลิกรัมตอลิตร เปนเวลา 3 ช่ัวโมง ใหมีคา 
OD600 ประมาณ 0.7–0.9 นําแบคทีเรียท่ีไดมาเทใสหลอดทดลองขนาด 50 มิลลิลิตรท่ีแชเยน็ แลวแช 
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บนน้ําแข็งนาน 30 นาที ตกตะกอนเซลลแบคทีเรียท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ดวยความเร็ว 4,000 
รอบตอนาที นาน 5 นาที เทอาหารทิ้ง คว่ําบนกระดาษท่ีผารการนึ่งฆาเช้ือนาน 1 นาที ลางตะกอน
เซลลดวยสารละลาย 10% Glycerol ท่ีเย็นจดั 10 มิลลิลิตร แลว vortex ตกตะกอนเซลลแบคทีเรียอีก
คร้ังท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ดวยความเร็ว 3,000 รอบตอนาที นาน 5 นาที  เทอาหารท้ิง ละลาย
ตะกอนเซลลดวย 10% Glyceol 1 มิลลิลิตร แชบนน้ําแข็ง 5 นาที ผสมดวยเคร่ืองผสมสารใหเซลล
กระจายตัวอยางสมํ่าเสมอ ทําใหสารละลายเซลลเย็นอยูตลอดเวลาดวยการแชน้ําแข็ง แบง 
competent cell 100 ไมโครลิตร ใสหลอดไมโครเซนตริฟวจขนาด 1.5 มิลลิลิตร สําหรับนําไปใช
ตอไป 

 
2.2.4 การนําพลาสมิดเขาสูอะโกรแบคทีเรียมโดยวิธี electroporation 

 
เตรียม competent cell ของอะโกรแบคทีเรียมสายพันธุ EHA 105 ตามวธีิของ 

Zhang et al. (2006) ผสมอะโกรแบคทีเรียมกับพลาสมิดท่ีเตรียมไดใหเขากันแลวดูดใสในคูเวตตท่ี
แชเยน็ ใหกระแสไฟฟาดวยเคร่ือง electroporator (Eppendorf, เยอรมัน) โดยใช electrical pulse 
ของ capacitance 25 ไมโครฟารัด 2.5 กิโลโวลต และ resistance 200 โอหม ระยะเวลาท่ีใชอยู
ในชวง 4–5 มิลลิวินาที  หลังการใหกระแสไฟฟานําหลอดแชน้ําแข็งทันที เติม LB 1 มิลลิลิตร นําไป
เขยาท่ี 200 รอบตอนาที ท่ีอุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส เปนเวลา 2–3 ช่ัวโมง นําเซลลเกล่ียบนจาน
อาหารเหลว LB ท่ีมีสารปฏิชีวนะกานามัยซินและไรแฟมพิซินท่ีมีความเขมขนอยางละ 50 มิลลิกรัม
ตอมิลลิลิตร นําไปบมท่ีอุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียสขามคืน นําโคโลนีท่ีเจริญเติบโตไดไปตรวจสอบ
ผลดวยวิธีพีซีอาร และตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ BamHI และ EcoRI และศึกษาองคประกอบของ
ยีนเพ่ือตรวจสอบพลาสมิดสายผสมท่ีได  

 
2.2.5 การถายยีนเขาอะราบิดอปซิสดวยวิธี floral dip  

 
เล้ียงเช้ืออะโกรแบคทีเรียมท่ีมีพลาสมิดของยีน pns ในอาหารเหลว LB ท่ีเติม

สารปฏิชีวนะกานามัยซินและไรแฟมพิซินท่ีมีความเขมขนอยางละ 50 มิลลิกรัมตอลิตร เขยาท่ี
ความเร็วรอบ 200 รอบตอนาที ท่ีอุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส ในท่ีมืด จนมีคา OD600 เทากับ 2 ละลาย
ตะกอนเซลลในสารละลายซูโครสความเขมขน 5 เปอรเซ็นต ท่ีผสม Tween–20 เขมขน 0.03 
เปอรเซ็นต นําดอกอะราบิดอปซิสมาแชในสารละลายนาน 10 วินาที แลวเก็บไวในท่ีมืด 16 – 24 
ช่ัวโมง หลังจากนั้นนําไปไวในหองควบคุมอุณหภูมิ 25 ±2 องศาเซลเซียส ใหแสง 2,000 ลักซ เปน 
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เวลา 16 ช่ัวโมง จนกระท่ังตดิเมล็ด เก็บเมล็ดอะราบิดอปซิสแปลงพันธุท่ีได มาฟอกฆาเช้ือดังท่ี
กลาวมาขางตน และเพาะบนอาหาร 1/2MS ท่ีผสมสารปฏิชีวนะไฮโกรไมซิน 20 มิลลิกรัมตอลิตร 
เพาะเล้ียงในหองควบคุมอุณหภูมิ 25 ±2 องศาเซลเซียส ใหแสง 2,000 ลักซ เปนเวลา 16 ช่ัวโมงตอ
วัน แลวนําตนท่ีเจริญบนอาหาร เพาะเมล็ดในกะบะพีทมอสเพ่ือตรวจสอบผลการถายยีน 
 
3. การคัดเลือกพืชท่ีไดรับการถายยีน 

 
3.1  การคัดเลือกเมล็ดอะราบิดอปซิสท่ีไดรับการถายยีน 

 
นําเมล็ดใสหลอดไมโครเซนตริฟวจขนาด 1.5 มิลลิลิตร ประมาณ 1 กรัม ฟอกฆาเช้ือ

เมล็ดอะราบิดอปซิส (Arabidopsis thaliana) สายพันธุ Columbia ดวยเอทานอล 70 เปอรเซ็นต เปน
เวลา 15 นาที และฟอกฆาเช้ือดวยสารละลายคลอ–รอกซความเขมขน 10 เปอรเซ็นต เปนเวลา 15 
นาที และลางดวยน้ํา deionize (dH2O) ท่ีผานการนึ่งฆาเช้ือ 3 คร้ัง นําเมล็ดวางบนอาหาร 1/2MS 
(Murashige and Skoog, 1962) ท่ีเติมสารปฏิชีวนะไฮโกรไมซิน 20 มิลลิกรัมตอลิตรเพาะเล้ียงใน
หองควบคุมอุณหภูมิ 25 ±2 องศาเซลเซียส ใหแสง 2,000 ลักซ เปนเวลา 16 ช่ัวโมงตอวัน นาน 15 
วัน และนําตนอะราบิดอปซิสแปลงพันธุท่ีสามารถเจริญไดลงปลูกบนพีทมอส 
 

3.2 .การคัดเลือกกลวยไมพนัธุเอ้ืองเงินหลวงทีไ่ดรับการถายยีน 
 

นํากลวยไมเอ้ืองเงินหลวงเพาะบนอาหารสังเคราะหสูตรดัดแปลง MSH ท่ีเติมไฮโกร
ไมซิน 20 มิลลิกรัมตอลิตร และซีโฟแทกซีม 250 มิลลิกรัมตอลิตร เก็บไวท่ีหองเพาะเล้ียงเนื้อเยื่อท่ี
ควบคุมอุณหภมิู 25±2 องศาเซลเซียส ใหแสง 2,000 ลักซ เปนเวลา 16 ช่ัวโมง สังเกตการณเปล่ียนสี
ของเมล็ดท่ีไดรับการถายยีน หากพบการตายไมถึง 50 เปอรเซ็นต ใหยายลงอาหารสังเคราะหสูตร
ดัดแปลง MSH ท่ีเติมไฮโกรไมซินในความเขมขนท่ีมากข้ึน 
  
4. การตรวจสอบวิเคราะหผลการถายยีนและการแสดงออกของยีน 
 

4.1  การสกัดแยกจีโนมิคดีเอ็นเอ (genomic DNA, gDNA)  
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ใชวิธีการสกัดแบบ miniprep ซ่ึงดัดแปลงมาจาก Dellaporta et al. (1983) วิธีการสกัด
ทําโดยนําใบออนของกลวยไมหนักประมาณ 300 มิลลิกรัม บดกับไนโตรเจนเหลวในโกรงจน
ละเอียด จากนัน้ตักใสในหลอดไมโครเซนตริฟวจขนาด 1.5 มิลลิลิตร จนไดระดับท่ีขีด 0.5 
มิลลิลิตร เติม extraction buffer (100mM Tris–HCl pH 8.0, 50mM Na2EDTA pH 8.0, 500mM 
NaCl, 2% SDS, 10mM β –mercaptoethanol ) 700 ไมโครลิตร ผสมใหเขากัน วางลงบนน้ําแข็ง เปน
เวลา 5 นาที แลวนําไปบมท่ีอุณหภูมิท่ี 65 องศาเซลเซียส เปนเวลา 12 นาที นําไปปนเหวีย่งใน 
microcentrifuge ท่ีความเร็วรอบ13,000 รอบตอนาที นาน 5 นาที จากนั้นดูดของเหลวสวนบน ใส
ในหลอดไมโครเซนตริฟวจขนาด 1.5 มิลลิลิตร ท่ีใหม และเติมเอนไซม RNase A (10 mg/mL) 10 
ไมโครลิตร นาํไปบมท่ีอุณหภูมิ 37 °C เปนเวลา 10 นาที เติม ฟนอล : คลอโรฟอรม : ไอโซเอมิล เอ
ทานอล (25:24:1) 700 ไมโครลิตร พลิกข้ึนลงเบาๆ 2 – 3 นาที แลวนําไปปนเหวี่ยงท่ีความเร็วรอบ 
13,000 รอบตอนาที เปนเวลา 10 นาที ดูดของเหลวใสช้ันบนใสในหลอดไมโครเซนตริฟวจขนาด 
1.5 มิลลิลิตร และเติม คลอโรฟอรม 700 ไมโครลิตร แลวนําไปปนเหวีย่งท่ีความเร็วรอบ 13,000 
รอบตอนาที เปนเวลา 10 นาที ดูดของเหลวใสช้ันบนใสในหลอดไมโครเซนตริฟวจขนาด 1.5 
มิลลิลิตร เติม 3M NaOAc (pH 5.2) 0.1 เทาของปริมาตรท้ังหมด และ isopropanol 0.7 เทาของ
ปริมาตรท้ังหมด เขยาเบาๆ ใหสารละลายผสมกัน แลวนําไปแชในน้ําแข็ง เปนเวลา 30 นาที นําไป
ปนเหวี่ยงท่ีความเร็วรอบ 13,000 รอบตอนาที เปนเวลา 10 นาที จะไดตะกอนติดท่ีกนหลอดไมโค
รเซนตริฟวจ ใหเทสารละลายท้ิงไป แลวจงึเติมเอทานอล 75 เปอรเซ็นต 500 ไมโครลิตร เพื่อลาง
ตะกอน แลวนาํไปปนเหวี่ยงท่ีความเร็ว 13,000 รอบตอนาที เปนเวลา 5 นาที เทเอทานอล 75 
เปอรเซ็นตท้ิง แลวนําไปปนส้ัน 10 วินาที ดูดเอทานอล 75 เปอรเซ็นต ท่ีเหลือท้ิง ระวังอยาให
ตะกอนหลุดออกไป เปดฝาทิ้งไว ใหเอทานอล ระเหยจนตะกอนดีเอ็นเอเกือบแหง แลวจึงเติม TE 
buffer ลงไป 20 ไมโครลิตร เก็บตัวอยางสารละลายดีเอ็นเอไวท่ี –20 องศาเซลเซียส 

 
4.2  การสกัดแยกอารเอ็นเอดวย Trizol reagent (Gibco BRL, สหรัฐอเมริกา) 

 
บดตัวอยางพืชในไนโตรเจนเหลว ใสในหลอดไมโครเซนตริฟวจ เติม Trizol 

reagent (Gibco BRL, สหรัฐอเมริกา) 500 ไมโครลิตร ผสมใหเขากัน บมท่ีอุณหภูมิ 37 องศา
เซลเซียส เปนเวลานาน 5 นาที เติมคลอโรฟอรม 200 ไมโครลิตร ผสมใหเขากนั นําไปบมท่ี
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 3 นาที หมุนเหวี่ยงท่ีความเร็ว 10,000 รอบตอนาที อุณหภูมิ 4 องศา
เซลเซียส นาน 15 นาที ดูดน้าํใสสวนบนใสหลอดใหม ตกตะกอนอารเอ็นเอดวยไอโซโพรพานอล 
500 ไมโครลิตร ผสมใหเขากนับมท่ีอุณหภมิู 37 องศาเซลเซียส นาน 10 นาที นําไปหมุนเหวี่ยงดวย 
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ความเร็ว 10,000 รอบตอนาที นาน 10 นาที ลางตะกอนดวย 70 เปอรเซ็นต เอธานอล 1 มิลลิลิตร 
นําไปหมุนเหวี่ยง 10,000 รอบตอนาที นาน 5 นาที ทําใหตะกอนแหง ละลายตะกอนดวยน้ํากล่ัน 
(DEPC treated–water) 

 
4.3 การสังเคราะหดีเอ็นเอสายแรก (First strand cDNA synthesis) 

 
การสังเคราะหดีเอ็นเอสายแรก (first strand synthesis) โดยใช Ready–To–Go You–

Prime first strand beads (GE Healthcare Biosciences, สหรัฐอเมริกา) จากอารเอ็นเอท่ีแยกจากอะรา
บิดอปซิส ในขอ 4.2 นําไปอุนท่ี 65 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 นาที จากน้ันนาํไปแชน้ําแข็ง 2 นาที 
ดูดอารเอ็นเอ 29 ไมโครลิตร ผสมรวมกับ ไพรเมอร 5.8S rRNA(R) Pin_RT(R) และ HPTII(R) 
จํานวน 1 ไมโครลิตร ผสมใหเขากัน ใสลงในหลอดสําหรับสังเคราะหดีเอ็นเอสายแรก บมท่ี
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 60 นาที 

 
4.4 การตรวจสอบยีนท่ีถายเขาอะราบิดอปซิสและกลวยไมพันธุเอ้ืองเงินหลวงโดยใช 

เทคนิคพีซีอาร 
 

4.4.1  การตรวจสอบยีนท่ีถายเขากลวยไม 
 

นําดีเอ็นเอท่ีสกัดไดจากขอ 4.1 จํานวน 0.1 ไมโครกรัม มาเพิ่มปริมาณดวย
เทคนิคพีซีอารโดยใชไพรเมอรของยีนท่ีสนใจชนดิตาง ๆ ในขอ 2.3 ใชไพรเมอรความเขมขนชนิด
ละ 0.1 ไมโครโมล สารละลาย dNTP ความเขมขน 0.2 มิลลิโมลาร และเอนไซม Taq DNA 
polymerase 2 ยูนิตตอปฏิกิริยา 20 ไมโครลิตร ใชสารละลาย MgCl2 และบัฟเฟอรตามท่ีบริษัท
แนะนํา เพิ่มปริมาณดีเอ็นเอดวยเคร่ือง DNA thermal cycle 9600 ดวยระดับอุณหภูมิดงันี้ 94 องศา
เซลเซียส 4 นาที, 62 องศาเซลเซียส 60 วินาที และ 72 องศาเซลเซียส 90 วินาที จํา นวน 1 รอบ 94 
องศาเซลเซียส 60 วินาที, 62 องศาเซลเซียส 60 วินาที และ 72 องศาเซลเซียส 90 วินาที จํานวน 25 
รอบ และ 94 องศาเซลเซียส 30 วินาที, 62 องศาเซลเซียส 60 วินาที และ 72 องศาเซลเซียส 4 นาที 
จํา นวน 1 รอบ ตรวจสอบผลที่ไดโดยวิธีอิเล็กโทรฟอรีซิสในเจลอะกาโรสความเขมขน 0.8 
เปอรเซ็นต เปรียบเทียบขนาดดีเอ็นเอกับ ดเีอ็นเอมาตรฐานขนาด 1 กิโลเบส (1 Kb DNA ladder ) 
 

4.4.2 การตรวจสอบยีนท่ีถายเขาอะราบิดอปซิสดวยวิธีพีซีอาร 
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สกัดดีเอ็นเอจากใบอะราบิดอปซิสหนัก 100 มิลลิกรัม ดวยวิธีแบบ 
miniprep ซ่ึงดัดแปลงมาจาก Dellaporta et al. (1983) นําดีเอ็นเอมาตรวจสอบยีน pns ท่ีถายเขาพืช
ดวยเทคนิคพีซีอาร ใชคูไพรเมอรระหวางโปรโมเตอรกับยีน คือ 187 CaMV35S และ 367 PNS 
5’Pin เพิ่มปริมาณดีเอ็นเอท่ีระดับอุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส 10 นาที อุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส 60 
วินาที 55 องศาเซลเซียส 60 วินาที และ 72 องศาเซลเซียส 90 วินาที จํานวน 30 รอบ และ 72 องศา
เซลเซียส นาน 5 นาที จํานวน 1 รอบ ตรวจสอบผลที่ไดโดยวิธีอิเล็กโทรฟอรีซิสในเจลอะกาโรสค
วามเขมขน 0.8 เปอรเซ็นต เปรียบเทียบขนาดดีเอ็นเอกบั ดีเอ็นเอมาตรฐานขนาด 1 กิโลเบส (1 Kb 
DNA ladder ) 
 
5. การตรวจสอบองคประกอบของสารหอมระเหยดวยวิธี Gas Chromatography – Mass  
Spectoscopy (GC–MS) 
 

5.1 การเตรียมตัวอยาง 
  

นําชอดอกอะราบิดอปซิสจํานวน 70 ชอดอก ขนาดยาว 10 เซนติเมตรจากปลายยอด 
มาวิเคราะหชนิด และปริมาณองคประกอบทางเคมีของสารหอมระเหย โดยวิธี SPME (Solid Phase 
Micro Extraction) ดูดจับสารหอมระเหยดวยโพรบแทงคารบอนประเภทไฟเบอรท่ีเคลือบดวย 
PDMS (polydimethylsiloxane) ขนาด 100 ไมครอน ในระบบปด ของชวงเวลาท่ีพืชสงกล่ินหอม
ระเหยสูงสุดของวัน (ชวงเชาโดยประมาณ 13.00–16.00 น.) กําหนดใหโพรบดูดซับกล่ินนาน 3 
ช่ัวโมง 
 

5.2  การวิเคราะหสารหอมระเหยดวยวิธี GC–MS 
 

นําโพรบท่ีผานการดูดซับสารมาวิเคราะหองคประกอบของสาร GC–MS รุน ITS40™ 
(Finnigan MAT, สหรัฐอเมริกา) ทําใหเกดิอิเล็กตรอนพลังงานสูง (70 eV) โดยใชแกสฮีเลียมเปนตัว
พา ภายในมี capillary column คือ DB–5 (ขนาดความยาว 30 เมตร เสนผานศูนยกลาง 250 ไมครอน  
เคลือบสารหนา 0.25 ไมครอน) ใช injector temperature เทากับ 220 องศาเซลเซียส อุณหภูมิของ 
detector temperature เทากับ 240 องศาเซลเซียส อัตราการฉีดสารเขา (split ratio) 1:7 ของใบมะกรูด 
และ 1:40 ของผลออนมะกรูด อุณหภูมิเร่ิมตนท่ี 40 องศาเซลเซียส จากนั้นอุณหภูมิจะคอยๆ เพิ่มข้ึน
ในอัตรา 4 องศาเซลเซียสตอนาที จนถึง 240 องศาเซลเซียส 
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5.3 การวิเคราะหผล  
 

นําขอมูลจากการวัดสารหอมระเหยที่ไดมาวิเคราะหชนิดของสารดวยโปรแกรม 
Wsearch32 (http://www.wsearch.com.au) จากกราฟผลการวิเคราะห GC–MS ท่ีไดนํามาคํานวณคา 
Retention index (RI) จากคา Retention time (TR) ของสารหอมระเหยท่ีไดจากกราฟ โดย
เปรียบเทียบกับคา TRZ และ TRZ+1 จากกราฟมาตรฐานของไฮโดรคารบอนที่มีคาใกลเคียงกับสาร
หอมระเหยท่ีได คา RI มีสูตรในการคํานวณ ดังนี้ 

 
    RI   =       TR – TRZ      x 100 + 100 (Z)  
                   TRZ+1 – TRZ 

 
TR    =  คา Retention time ของสารหอมระเหยท่ีตองการทราบชนิด 
TRZ    =  คา Retention time ของไฮโดรคารบอนมาตรฐานคานอย 
TRZ+1=  คา Retention time ของไฮโดรคารบอนมาตรฐานคามาก 
Z      =  จํานวนไฮโดรคารบอนมาตรฐาน 

  
นําคา RI ท่ีไดจากการคํานวณมาใชหาชนดิของสารหอมระเหย โดยการเปรียบเทียบ

รูปแบบองคประกอบของสารท่ีพบแตละ peak กับฐานขอมูลของ Adams (2001) ท่ีแสดงขอมูลการ
วิเคราะหชนิดของสารหอมระเหยดวยวิธี GC–MS จากนัน้นําคาความสูงของพีคท่ีไดจากการ
วิเคราะหมาคํานวณหาเปอรเซ็นตสารแตละชนิดท่ีเกิดข้ึน 
 

5.4 การตรวจสอบการแสดงออกของยีนโดยวิธี relative real–time polymerase chain  
reaction (relative RT–PCR) 
 

การศึกษาการแสดงออกของยีนระดับอารเอ็นเอดวยวิธี realative RT–PCR ดวยชุด
ตรวจสอบ KAPA SYBR® FAST qPCR Kit (KAPAbiosystems, สหรัฐอเมริกา) โดยเตรียม
สวนประกอบของการเพ่ิมปริมาณดวยวิธีพีซีอาร ปริมาตรรวม 25 ไมโครลิตร สวนประกอบของพีซี
อารคือ ดีเอ็นเอต้ังตนท่ีไดจากขอ 4.3 ปริมาณ 1 ไมโครลิตร, Taq Polymerase 0.5 ไมโครลิตร, 2X 
SYBR Green mix 12.5 ไมโครลิตร, 10 μM Forward primer 0.5 ไมโครลิตร, 10 μM Reverse 
Primer 0.5 ไมโครลิตร โดยมีปริมาตรรวม 25 ไมโครลิตร นําเขาเคร่ือง Mastercycler® ep realplex 
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(Eppendorf, สหรัฐอเมริกา) เพื่อเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอ ตรวจสอบผลโดยดูการวดัปริมาณฟลูออเรส
เซนตท้ังหมดเปรียบเทียบกบัตัวอยาง cDNA โดยใชสารเรืองแสงชนิด SYBR Green (KAPA 
biosystems, สหรัฐอเมริกา) 
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ผลและวิจารณ 
 

1. การตัดตอยีน pns สมบูรณเขาสูเวคเตอร pGEM®–T Easy  
 

การตัดตอยนี pns ท่ีควบคุมการสรางสารกล่ินของมะกรูดใหไดครบสมบูรณ ไดรับความ
อนุเคราะหโคลนยีน pns ดานปลาย 3' (pPSWK 1138) และ 5' (pPSWK 977) จากนางสาวกิตติยา 
แสงสวาง ภาควิชาพันธุศาสตร มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร (กิตติยา, 2553) เขากับพลาสมิดโคลนยีน  
pGEM®–T Easy (Promega co., สหรัฐอเมริกา) โดยการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอดวยวิธีพีซีอารจากพลาส
มิด pPSWK 1138 ดวยไพรเมอร T7 (5'–ACG TTG TAA AAC GAC GG–3') และ 5'Pin(As)1200 
(5'–AGT AGG GTC CCA TCT CTC AA–3') และเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอจากพลาสมิด pPSWK 977 
ดวยไพรเมอร Limon(S)1070 (5'–GAT GAY ATT TAC GAT GTC TAY GG–3') และ SP6 (5'–
GAT AAG AAT TTC ACA CA–3') ไดช้ินดีเอ็นเอขนาด 1 กิโลเบส และ 0.8 กิโลเบส ตามลําดับ 
ซ่ึงดีเอ็นเอท่ีไดมีขนาดใกลเคียงกับขนาดที่คาดหวัง (ภาพท่ี 5) ทําการเช่ือมดีเอ็นเอท้ังสองดวยวิธี
เช่ือมตอช้ินดีเอ็นเอดวยวิธีพีซีอาร (ภาพท่ี 6) โดยท่ีผลผลิตพีซีอารจากพลาสมิด pPSWK1138 และพ
ลาสมิด pPSWK977 มีลําดับนิวคลีโอไทดเปนเบสคูสมกันจํานวน 78 คูเบส (5'–GAT GAT GTT 
TAT GAT GTC TAC GGG ACT TTG GAT GAA CTT GAG ATA TTC ACT GAT GCA GTT 
GAG AGA TGG GAC GCT ACT–3') และ ทําการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอดวยไพรเมอร T7 และ SP6 
เพื่อสังเคราะหยีน pns สมบูรณ ดวยโปรแกรมเดียวกับขางตน พบแถบดีเอ็นเอขนาดประมาณ 2 กิโล
เบส (ภาพท่ี 5) 

 
 

 
 

 
 
 
ภาพท่ี 5  (ก) ผลผลิตพีซีอารของยีน pns (1) ยีน pns ปลาย 5' ท่ีสังเคราะหดวยไพรเมอร T7 และ 

5'Pin(As)1200 จาก pPSWK1138 และ (2) ยีน pns ปลาย 3' ท่ีไดจาก pPSWK977 ดวย
ไพรเมอร Limon(s)1070 และ SP6 และ (ข) ผลผลิตพีซีอารของยีน pns สมบูรณ ดวยไพร
เมอร SP6 และ T7 M คือ ดีเอ็นเอมาตรฐานขนาด 1 กิโลเบส (1 Kb DNA ladder ) 

 

(ก)   M        1        2 

1 kb 5'- end 
0.8 kb 3'- end 

(ข)   M      3       

2 kb complete 
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pPSWK1138 (4149 bp) pPSWK977 (3875 bp) 

T7 5'Pin(As)1200 SP6 Limon(s)1070 

5'pns 
(1263 bp) 

3'pns 
(989 bp) 

SP6 T7 

pns complete 
(1922 bp) 

5'Pin 3'Pin 

PCR I 

PCR II PCR 

Overlap extension PCR 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพท่ี 6  แผนภาพการสรางยีน pns สมบูรณดวยวิธี Overlap Extension PCR โดยการสังเคราะหพีซี

อารคร้ังท่ี 1 ไดยีน pns ดาน 5' (1263 คูเบส) จากพลาสมิด pPSWK1138 ดวยไพรเมอร T7 
และ 5'Pin(As)1200 และไดยนี pns ดาน 3' (989 คูเบส) จากพลาสมิด pPSWK977 ดวย
ไพรเมอร Limon(s)1070 และ SP6 และการสังเคราะหพซีีอารคร้ังท่ี 2 ไดยนี pns สมบูรณ 
(1922 คูเบส) ดวยไพรเมอร T7 และ SP6 

 
จากนั้นตัดแถบดีเอ็นเอดวยเอนไซมตัดจําเพาะ NcoI และ SpeI เช่ือมตอดีเอ็นเอกับพลาสมิด 

pGEM®–T Easy (religated pGEM®–T Easy Vector) ท่ีตดัดวยเอนไซมตัดจําเพาะชนิดเดียวกนั แลว
นําดีเอ็นเอสายผสมเขาสูเซลลเจาบาน E. coli สายพันธุ XL1–Blue ดวยวิธี heat shock 
transformation หลังการคัดเลือกดีเอ็นเอสายผสม พบเช้ือแบคทีเรีย E. coli ท่ีสามารถเจริญบน
อาหารคัดเลือก LA ท่ีเติมสารปฏิชีวนะแอมพิซิลิน ความเขมขน 50 มิลลิกรัมตอลิตร ท้ังหมด 8 
โคโลนี นําโคโลนีมาตรวจสอบความถูกตองของดีเอ็นเอท่ีโคลนได ดวยวิธีพีซีอารใชไพรเมอร T7 
และ SP6 เม่ือตรวจสอบดวยวิธีอะกาโรสเจลอิเลคโตรโฟเรซิส 0.8 เปอรเซ็นต พบวาโคลนท่ี 4 
(pPink4) มีขนาดแถบดีเอ็นเอเทากับ 1.9 กิโลเบส (ภาพท่ี 7) ซ่ึงตรงกับท่ีคาดหวัง จึงแยกดีเอ็นเอให
บริสุทธ์ิและตรวจสอบการเรียงลําดับนิวคลีโอไทดตอไป 
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ภาพท่ี 7  ผลการตรวจสอบยนี pns ดวยวิธีโคโลนีพีซีอาร จํานวน 8 โคลน และแผนภาพโครงสราง 

พลาสมิด pPink4 แสดงตําแหนงไพรเมอร T7 และ SP6 โดยท่ี M คือ ดีเอ็นเอมาตรฐาน
ขนาด 1 กิโลเบส (1 Kb DNA ladder ) และ 1–8 คือ ผลผลิตพีซีอารดวยไพรเมอร T7 และ 
SP6  

 
2.  ผลการวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดของยีนท่ีโคลนไดซ่ึงกําหนดการสรางเอนไซม pns 

 
นําพลาสมิดสายผสมท่ีคาดวามียีน pns จากโคลนท่ี 4 ใหช่ือรหัส pPSWK555 ไปศึกษา 

ลําดับนิวคลีโอไทดดวยไพรเมอร T7 พบวายีนมีขนาด 887 คูเบส และเม่ือนํามาวิเคราะหขอมูล
ลําดับนิวคลีโอไทดดวยโปรแกรม BLAST เพื่อเปรียบเทียบกับขอมูลท่ีอยูใน ฐานขอมูล GenBank 
พบวาลําดับนวิคลีโอไทดท่ีไดตรงกับลําดบันิวคลีโอไทดของยีน pinene synthase ของ Citrus 
hystrix accession# HQ636424 ขนาด 888 คูเบส มากท่ีสุด โดยมีความคลายคลึงกันท่ี 99 เปอรเซ็นต 
(ตารางท่ี 4) และใหช่ือพลาสมิดสายผสมนี้วา pPink4 ซ่ึงแสดงใหเห็นวาพลาสมิดท่ีไดมียีน pns 
สมบูรณและไดรับการตัดตอท่ีถูกตอง (ภาพท่ี 8) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Ampr 

pPink4 
(4937 bp) 

pns  LacZ Ampr F1 origin pBR322 origin 

SP6 T7 

M     1     2      3      4     5      6     7      8 

2 Kb 
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ตารางท่ี 4  ผลการเปรียบเทียบเปอรเซ็นตความเหมือนของลําดับนิวคลีโอไทดของยีน pns กับพืช 
 ชนิดอ่ืน 

 
% nucleotide Identities 

Accession # Plant species Gene nt size 
Citrus hystrix 

 Citrus hystrix Beta–pinene synthase 887 100 
HQ636424 Citrus hystrix pinene synthase 888 99 
AF514288 Citrus limon Beta–pinene synthase 888 96 
AB266585 Citrus jambhiri Beta–pinene synthase 889 96 
AB110641 Citrus unshiu Beta–pinene synthase 889 96 
AB110640 Citrus unshiu Gamma–terpinene synthase 889 96 

 
 

 
 
 

 
 
 
ภาพท่ี 8  โครงสรางพลาสมิดสายผสม pPink4 ในเวคเตอร pGEM®–T Easy  
 
3.  การตัดตอยีน pns เขาสูเวคเตอรพืช pCAMBIA 1305.1 

 
นําลําดับนิวคลีโอไทดของพลาดมิดสายผสม pPink4 ท่ีไดจากขอ 2. ซ่ึงมีขนาดความยาว

ของลําดับนิวคลีโอไทด 1922 คูเบส มาตรวจสอบลําดับการแปลรหสั ดวยโปรแกรม 
BLAST2SEQUENCES จากฐานขอมูล NCBI พบวายนีท่ีไดมีลําดับการแปลรหัสและการจัด
เรียงลําดับของกรดอะมิโนไดถูกตอง ดังภาพท่ี 9  
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> AF514288_1(–)–beta–pinene synthase [Citrus limon] 
 Score =  691 bits (1782),  Expect = 0.0 
 Identities = 351/374 (93%), Positives = 363/374 (97%), Gaps = 0/374 (0%) 
 Frame = +3 
 
Query  12    LLSSIPAACNFTRLSLPLSSKVNVFVPPITRVQYHVAASTTPIKPVDQTIIRRSADYGPT  191 
             LLSSIPAACNFTRLSLPLSSKVN FVPPITRVQYHVAASTTPIKPVDQTIIRRSADYGPT 
Sbjct  5     LLSSIPAACNFTRLSLPLSSKVNGFVPPITRVQYHVAASTTPIKPVDQTIIRRSADYGPT  64 
 
Query  192   IWSFDYIQSLDSKYKGESYARQLEKLKEQVSAMLQQDDKVVDLDPLHQLELIDNLHRLGV  371 
             IWSFDYIQSLDSKYKGESYARQLEKLKEQVSAMLQQD+KVVDLD LHQLELIDNLHRLGV 
Sbjct  65    IWSFDYIQSLDSKYKGESYARQLEKLKEQVSAMLQQDNKVVDLDTLHQLELIDNLHRLGV  124 
 
Query  372   SYHFEDEVKRTLDRIHNKNTNKSLYATALKFRILRQYGYNTPVEETFSRFMDEKGSFKSS  551 
             SYHFEDE+KRTLDRIHNKNTNKSLYATALKFRILRQYGYNTPV+ETFSRFMDEKGSFKSS 
Sbjct  125   SYHFEDEIKRTLDRIHNKNTNKSLYATALKFRILRQYGYNTPVKETFSRFMDEKGSFKSS  184 
 
Query  552   SHGDDCKGMlalyeaayllveeeSSIFRDAIRFTTAYLKEWVIKHDNNKHDDEHLCTLVK  731 
             SH DDCKGMLALYEAAYLLVEEESSIFRDA  FTTAYLKEWVI+HDNNKHDDEHLCTLV  
Sbjct  185   SHSDDCKGMLALYEAAYLLVEEESSIFRDAKSFTTAYLKEWVIEHDNNKHDDEHLCTLVN  244 
 
Query  732   HALELPLHWRMRRLEARWFIDVYQSGPDMNPILLEFAKLDYNIVQAIHQEDLKYVSRWWK  911 
             HALELPLHWRM RLEARWFIDVY++GP MNPILLE AK+D+NIVQA+HQE+LKY SRWWK 
Sbjct  245   HALELPLHWRMPRLEARWFIDVYENGPHMNPILLELAKVDFNIVQAVHQENLKYASRWWK  304 
 
Query  912   KTGLGENLNFVRDRIVENFMWTVGEKFEPQFGYFRRMSTMVIALITAVDDVYDVYGTLDE  1091 
             KTGLGENLNFVRDRIVENFMWTVGEKFEPQFGYFRRMSTMV ALITAVDDVYDVYGTL+E 
Sbjct  305   KTGLGENLNFVRDRIVENFMWTVGEKFEPQFGYFRRMSTMVNALITAVDDVYDVYGTLEE  364 
 
Query  1092  LEIFTDAIERWDAT  1133 
             LEIFTDA+ERWDAT 
Sbjct  365   LEIFTDAVERWDAT  378 

 
ภาพท่ี 9  การตรวจสอบลําดบัการแปลรหสัของกรดอะมิโนของยีน pns ในพลาสมิดสายผสม 

pPink4 ดวยโปรแกรม BLAST2SEQUENCES 
 
4.  การสังเคราะหและการตัดตอยีน pns   

 
ออกแบบไพรเมอรเพื่อการตัดตอยีน pns ในพลาสมิดสายผสม pPink4 เขาสูพลาสมิดเพื่อ

การแสดงออกในพืช โดยออกแบบไพรเมอรดาน 5' ดวยการเพิ่มลําดับนวิคลีโอไทดอะดีโนซีนและ
ตําแหนงตัดของเอนไซมตัดจําเพาะ SpeI (5'–ACTATG–3' ) ทําใหไดไพรเมอร ช่ือ 5'Pin_SpeI (5'–
GTA GAT CTG ACT AGT ATG GCT CTT AAT CTG–3') และไพรเมอรดานดาน 3' ดวยการเพิ่ม
ตาํแหนงตัดของเอนไซมตัดจําเพาะ EcoRV (5'–GATATC–3')  ทําใหไดไพรเมอร ช่ือ 3'Pin_EcoRV 
(5'–TCA GAT ATC TTA AGC AAT GGG ATT–3') เพื่อใชในการสังเคราะหและตัดตอช้ินดีเอ็นเอ
ของยีน pns เขาสูเวคเตอรพืช pCAMBIA 1305.1 
 

เพิ่มปริมาณยนี pns ของพลาสมิดสายผสม pPink4 ดวยไพรเมอร 5'Pin_SpeI และ 
3'Pin_EcoRV โดยวิธีพีซีอาร ดวยโปรแกรมท่ี 1 ท่ี 95 องศาเซลเซียส นาน 10 นาที  จาํนวน 1 รอบ
โปรแกรมท่ี 2 ท่ี 95 องศาเซลเซียส 30 วินาที 55 องศาเซลเซียส 1 นาที  72 องศาเซลเซียส 2 นาที
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จํานวน 30 รอบ และโปรแกรมท่ี 3 ท่ี 72 องศาเซลเซียส นาน 10 นาที นําผลผลิตพีซีอารมา
ตรวจสอบโดยวิธีอิเล็กโทรโฟรีซิส บนเจลอะกาโรส 0.8% พบแถบดีเอ็นเอขนาดประมาณ 2 กิโล
เบส ซ่ึงผลผลิตพีซีอารท่ีไดมีขนาดใกลเคียงกับขนาดท่ีคาดหวัง (ภาพท่ี 10) 

 
 

 
 
 
 
 
 
ภาพท่ี 10  ผลผลิตพีซีอารของยีน pns โดยท่ี M คือ ดีเอ็นเอมาตรฐานขนาด 1 กิโลเบส (1 Kb DNA 

ladder ) และ 1 คือ ผลผลิตพีซีอารของ pPink4 ดวยไพรเมอร 5'Pin_SpeI และ 
3'Pin_EcoRV 

 
การตัดดีเอ็นเอของยีน pns ขนาด 2 กิโลเบส ท่ีสังเคราะหไดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ SpeI 

(5'–ACTATG–3') และ EcoRV (5'–GATATC–3')  แลวเช่ือมตอกับเวคเตอร pCAMBIA 1305.1 
ขนาด 11.8 กิโลเบส ท่ีตัดดวยเอนไซม SpeI (5'–ACTATG–3')  และ PmlI (5'–CACGTG–3') (ตัดยีน 
gus ออก) (ภาพท่ี 10) นําดีเอ็นเอสายผสมเขาสูเซลลเจาบาน E. coli สายพันธุ XL1–Blue หลังการ
คัดเลือก พบโคโลนีท้ังหมด 20 โคโลนี คัดเลือกมา 11 โคโลนี เพื่อตรวจสอบความถูกตองดวยวิธี
โคโลนีพีซีอาร ดวยไพรเมอร 35S_pro (5'–GAT GTG ATA TCT CCA CTG ACG–3') และ 
NOS_ter (5'–GAG GAT TCA ATC TTA AGA AAC TT–3') นําผลผลิตพีซีอารมาตรวจสอบโดย
วิธีอิเล็กโทรฟอรีซิสในเจลอะกาโรสความเขมขน 0.8 เปอรเซ็นต พบแถบดีเอ็นเอขนาดประมาณ 2 
กิโลเบส ซ่ึงผลผลิตพีซีอารท่ีไดมีขนาดใกลเคียงกับขนาดท่ีคาดหวัง คือพบแถบดีเอ็นเอขนาด
ประมาณ 2 กิโลเบส ในโคลนท่ี 11 12 และ 19 (ภาพท่ี 11) นําโคลนท่ี 11 12 และ 19 มาตรวจสอบ
ความถูกตองของขนาดและทิศทางยีน pns ดวย การทํา Restriction Mapping โดยคัดเลือกเอนไซม
ตัดจําเพาะ 2 ชนิด ไดแก BamHI (5'–GGATCC–3')  และ EcoRI (5'–GAATTC–3') ตัดพลาสมิดสาย
ผสมโคลนท่ี 11 12 และ 19 พบวาโคลนท่ี 19 เทานั้นท่ีมีช้ินดีเอ็นเอขนาดตามท่ีคาดหวังคือ 0.4/1.6 
กิโลเบส และ 0.5/1.5 กิโลเบส ตามลําดับ (ภาพท่ี 10) และทําการสงหาลําดับนิวคลีโอไทดโดย
บริษัท Macrogen (Macrogen, เกาหลี) ดวยไพรเมอร NOS_ter  

 

 M      1 

2 Kb 

5'Pin_SpeI 3'Pin_EcoRV 
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ภาพท่ี 11  แผนภาพการตัดตอยีน pns สมบูรณเขาสู pCAMBIA 1305.1 (ก) การตรวจสอบยีน pns 

ดวยวิธีโคโลนีพีซีอาร ดวยไพรเมอร 35S_pro และ NOS_ter  (ข) และ การทํา 
Restriction Mapping ดวยเอนไซมตัดจําเพาะ BamHI และ EcoRI โดยท่ี M คือ ดีเอ็นเอ
มาตรฐานขนาด 1 กิโลเบส (1 Kb DNA ladder ) (ค) 

 
หลังจากนัน้นาํนิวคลีโอไทดท่ีได มาตรวจสอบความถูกตองของลําดับนิวคลีโอไทดอีกคร้ัง

ดวยการเปรียบเทียบกับลําดบันิวคลีโอไทดของยีน pns ของ pPWSK997 ดวยโปรแกรม ClustalW 
(www.ebi.ac.uk) พบวาลําดบันิวคลีโอไทดท่ีไดจากโคลนท่ี 19 มีความเหมือนกับลําดบันิวคลีโอ 
 
 

(ก) 

(ข) 

(ค) 

x 
M       9      10      11     12     13     14     15     16     17    18      19  

2 Kb 
1.5 Kb 

   M       11   BamHI   EcoRI     12   BamHI   EcoRI      19   BamHI   EcoRI       

2 Kb 
1.5 Kb 

1 Kb 
750 bp 
500 bp 
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ไทดของ pPWSK997 เปนอยางมาก อีกท้ังยงัพบบริเวณของไพรเมอร 3'Pin_EcoRV และ 
5'Pin(As)1200 (ภาพท่ี 12 ) จึงต้ังช่ือโคลนท่ี 19 คือ pPink19 
 
pinene_pPink19      TTGCCTTAATAACAGCAGTCGATGATGTTTATGATGTCTACGGGACTTTGGATGAACTTG 180 
pinene_pPSWK977     ––––––––––––––––––––GATGATATTTACGATGTCTATGGGACTTTGGATGAACTTG 40 
                                        ****** **** ******** ******************* 
 
pinene_pPink19      AGATATTCACTGATGCAATTGAGAGATGGGACGCTACTGCAGTAGAGCAACTTCCACACT 240 
pinene_pPSWK977     AGATATTCACTGATGCAGTTGAGAGATGGGACGCTACTGCAGTAGAGCAACTTCCACACT 100 
                    ***************** ****************************************** 
 
pinene_pPink19      ATATGAAGTTGTGCTTTCATGCTCTCCGTAATTCCATAAATGAAATGACTTTTGATGCTC 300 
pinene_pPSWK977     ATATGAAGTTGTGCTTTCATGCTCTCCGTAATTCCATAAATGAAATGACTTTTGATGCTC 160 
                    ************************************************************ 
 
pinene_pPink19      TTAGGGATCAAGGAGTTGACATTGTCATTTCTTATCTTACGAAAGCGTGGGCAGATATAT 360 
pinene_pPSWK977     TTAGGGATCAAGGAGTTGACATTGTCATTTCTTATCTTACGAAAGCGTGGGCAGATATAT 220 
                    ************************************************************ 
 
pinene_pPink19      GTAAAGCATATTTAGTAGAGGCAAAGTGGTACAACAGCGGCTACATACCGCCTCTCCAAG 420 
pinene_pPSWK977     GTAAAGCATATTTAGTAGAGGCAAAGTGGTACAACAGCGGCTACATACCGCCTCTCCAAG 280 
                    ************************************************************ 
 
pinene_pPink19      AATACATGGAAAATGCTTGGATTTCAATAGGAGCAACTGTAATTCTAGTCCATGCAAACA 480 
pinene_pPSWK977  AATACATGGAAAATGCTTGGATTTCAATAGGAGCAACTGTAATTCTAGTCCATGCAAACA 340 
                    ************************************************************ 
 
pinene_pPink19      CTTTTACAGCAAATCCAATAACAAAGGAGGGCTTGGAATTCGTGAAAGATTATCCCAATA 540 
pinene_pPSWK977     CTTTTACAGCAAATCCAATAACAAAGGAGGGCTTGGAATTCGTGAAAGATTATCCCAATA 400 
                    ************************************************************ 
 
pinene_pPink19      TAATTCGTTGGTCATCGGTGATTCTACGATTTGCAGACGATTTGGGAACATCATCGGATG 600 
pinene_pPSWK977     TAATTCGTTGGTCATCGGTGATTCTACGATTTGCAGACGATTTGGGAACATCATCGGATG 460 
                    ************************************************************ 
 
pinene_pPink19      AGCTGAAGAGGGGAGATGTTCATAAATCAATTCAATGTTACATGCATGAAGCTGGAGTTT 660 
pinene_pPSWK977     AGCTGAAGAGGGGAGATGTTCATAAATCAATTCAATGTTACATGCATGAAGCTGGAGTTT 520 
                    ************************************************************ 
 
pinene_pPink19      CAGAGGGAGAGGCTCGTGAACATATAAATGATTTGATTGCTCAGACATGGATGAAGATGA 720 
pinene_pPSWK977     CAGAGGGAGAGGCTCGTGAACATATAAATGATTTGATTGCTCAGACATGGATGAAGATGA 580 
                    ************************************************************ 
 
pinene_pPink19      ACCGTGATCGATTTGGAAACCCACATTTCGTTTCCGACGTTTTTGTTGGGATTGCAATGA 780 
pinene_pPSWK977     ACCGTGATCGATTTGGAAACCCACATTTCGTTTCCGACGTTTTTGTTGGGATTGCAATGA 640 
                    ************************************************************ 
 
pinene_pPink19      ATTTGGCGAGGATGTCTCAATGCATGTACCAATTTGGAGATGGTCACGGATGCGGTGCTC 840 
pinene_pPSWK977     ATTTGGCGAGGATGTCTCAATGCATGTACCAATTTGGAGATGGTCACGGATGCGGTGCTC 700 
                    ************************************************************ 
 
pinene_pPink19      AAGAAATTACTAAAGATCGTGTTTTGCCCTTATTTTTTAATCCCATTGCTTAAG–––––A 895 
pinene_pPSWK977     AAGAAATTACTAAAGATCGTGTTTTGCCCTTATTTTTTAATCCCATTGCTTAATTAATTA 760 
                    *****************************************************      * 

 
ภาพท่ี 12  เปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอไทดของ pPink19 กับลําดับนิวคลีโอไทดของ pPSWK977  
 
 
 
 
 

     3'Pin_EcoRV 

       5'Pin(As)1200  
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5.  การถายพลาสมิด pPink19 เขาอะโกรแบคทีเรียม 
 

ถายพลาสมิดสายผสม pPink19 ท่ีประกอบดวยยีน pns ตอเขากับสวนของโปรโมเตอรท่ี
สามารถแสดงออกไดในพืช คือโปรโมเตอร 35S และหยดุการสังเคราะหดวยเทอรมิเนเตอร nos เขา
สูอะโกรแบคทีเรียม (Agrobacterium tumefaciens) สายพันธุ EHA105 ดวยวิธี eletroporation 
คัดเลือกแบคทีเรียท่ีไดรับดเีอ็นเอสายผสมบนอาหารคัดเลือกสูตร LA ท่ีเติมสารปฏิชีวนะกานาไมซิ
นความเขมขน 50 มิลลิกรัมตอลิตร และไรแฟมพิซิน 50 มิลลิกรัมตอลิตร พบเช้ือแบคทีเรียอะโกร
แบคทีเรียมท่ีสามารถเจริญไดบนอาหารคัดเลือกท้ังหมด 4 โคโลนี ตรวจสอบโคโลนีท่ีไดดวยวิธีพีซี
อาร โดยคูไพรเมอร 2 คู คูท่ีหนึ่ง คือ 5'Pin_SpeI (5'-GTA GAT CTG ACT AGT ATG GCT CTT 
AAT CTG-3') และ 3'Pin_EcoRV (5'-TCA GAT ATC TTA AGC AAT GGG ATT-3') และคูท่ีสอง 
คือ 35S_pro (5'-GAT GTG ATA TCT CCA CTG ACG-3') และ NOS_ter (5'-GAG GAT TCA 
ATC TTA AGA AAC TT-3') ตามลําดับ ตรวจสอบผลการเพ่ิมปริมาณและตรวจสอบความถูกตอง
ของยีน pns ดวยวิธีอิเล็กโทรฟอรีซิสในเจลอะกาโรสความเขมขน 0.8 เปอรเซ็นต พบแถบดีเอ็นเอ
ขนาดประมาณ 1.9 กิโลเบส (ภาพท่ี 13) ไดตั้งช่ือพลาสมิดท่ีไดวา pPink23, 24, 25 และ 26 
ตามลําดับ นําอะโกรแบคทีเรียมท่ีมียีน pns และยีนคัดเลือกไฮโกรไมซินท่ีตรวจสอบความถูกตอง 
คือพลาสมิดสายผสม pPink26 (pCaMV35S:PNS:Nos)  (ภาพท่ี 12) ในลักษณะ Binary vector ไปใช
ในการถายยีนเขาอะราบิดอปซิส และกลวยไมเอ้ืองเงินหลวงตอไป 
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ภาพท่ี 13  แผนภาพการเขาจับของไพรเมอรในพลาสมิด pPink26 (ก) และผลผลิตโคโลนีพีซีอาร

ของ pPink23 – 26 ดวยไพรเมอร 35S_pro และ NOS_ter และคูดวยไพรเมอร 5'Pin_SpeI 
และ 3'Pin_EcoRV (ข)  

 
6.  การถายยีนโครงสราง pPink26 เขาสูอะราบิดอปซิส 

 
6.1   เพาะเล้ียงเนื้อเยื่ออะราบิดอปซิสสายพันธุ Columbia 
 

เพาะเมล็ดอะราบิดอปซิสบนอาหารสังเคราะหสูตรดัดแปลง 1/2 MS (Murashige 
and Skoog, 1962) พบวาหลังเพาะเมล็ดอะราบิดอปซิสเปนเวลา 3 วัน พบการเกิดรากยาวเฉล่ีย 0.5 

(ข) 
 M     23      24     25     26       

2 Kb 

2 Kb 

(ก) 

5'Pin EcoRV 5'Pin_SpeI 

NOS ter 35S_pro 

1.9 kb 

2.3 kb 
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เซนติเมตร และเร่ิมแตกใบเล้ียง ลําตนสูงเฉล่ีย 0.5 เซนติเมตร ใบลักษณะคอนขางกลม ขนาดเฉล่ีย 
0.2 เซนติเมตร หลังเพาะเมล็ดเปนเวลา 7 วนั พบวาขนาดความยาวของรากและลําตน เพิ่มมากข้ึน 
อีกทั้งขนาดของใบยังเพิ่มข้ึนดวย และเม่ือเวลาผานไป 15 วัน ยายตนอะราบิดอปซิสลงปลูกบนวัสดุ
ปลูกพีทมอส เม่ือเวลาผานไป 30 วัน พบวาเกิดการแตกกิ่งกานของใบ ลักษณะใบมลัีกษณะกลมรี สี
เขียวเขม เร่ิมมีชอดอก และเม่ือเวลาผานไป 45–50 วัน พบลําตนสูงประมาณ 20 เซนติเมตร และมี 
ดอกระยะกําลังบานและบาน และมีเร่ิมติดฝกบริเวณชวงลางของลําตน (ภาพท่ี 14)  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพท่ี 14  การเพาะเล้ียงอะราบิดอปซิสเพื่อการถายยีน ระยะการเจริญเติบโตมีดังนี้ คือ อะราบิดอป

ซิสบนอาหารสังเคราะหสูตรดัดแปลง 1/2 MS เปนเวลา 3 วัน (ก) และ 7 วัน (ข) ปลูก  
อะราบิดอปซิสในพีทมอส เปนเวลา 30 วัน (ค) และ 45 วัน (ง) 

 
7. ระดับความเขมขนสารปฏิชวีนะไฮโกรมัยซินท่ีมีผลตออะราบิดอปซิส 

 
สารปฏิชีวนะไฮโกรไมซินทุกความเขมขน คือ 20, 30 และ 40 มิลลิกรัมตอลิตร มีผลตอการ

เจริญเติบโตของอะราบิดอปซิสสายพันธุ Columbia โดยพบวาอะราบิดอปซิสชะลอการงอกและลด
อัตราการเจริญเติบโตนับต้ังแตวันท่ี 3 ของการเพาะเมล็ดบนอาหาร 1/2MS ท่ีเติมสารปฏิชีวนะไฮ
โกรไมซิน และเม่ือปลูกเล้ียงตอไปเปนเวลา 2 สัปดาห ตนอะราบิดอปซิสบนอาหารท่ีมีสาร 
 

(ก) (ข) 

(ค) (ง) 
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ปฏิชีวนะไฮโกรไมซินทุกความเขมขนตายไปท้ังหมด อยางไรก็ตามอัตราการอยูรอดของอะราบิ 
ดอปซิสท่ีเพาะบนอาหาร 1/2MS ท่ีเติมสารปฏิชีวนะไฮโกรไมซิน 20 และ 30 มิลลิกรัมตอลิตร มี
ความใกลเคียงกัน ดังภาพที่ 16 และ ตารางที่ 5 เม่ือเพาะเมล็ดอะราบิดอปซิสบน อาหาร 1/2MS ท่ี
ปลอดสารปฏิชีวนะ เปนเวลา 10 วัน พบวาอะราบิดอปซิสเร่ิมมีใบเล้ียง 2 ใบ เม่ือยายปลูกบนพี
ทมอส หลังจากนั้น 6 สัปดาห อะราบิดอปซิสเร่ิมมีดอกพรอมสําหรับการถายยีน 

 
รายงานของ Hongying et al. (2007) ไดกลาวถึงผลไฮโกรไมซินในระดบัความ เขมขน 0 

10 20 30 และ 50 มิลลิกรัมตอลิตร พบวาไฮโกรไมซินมีผลตอการเจริญของรากของอะราบิดอปซิส 
โดยท่ีไฮโกร–ไมซินจะไปยบัยั้งการสังเคราะหโปรตีนท่ีมีผลตอการเจริญของรากในคลอโรพลาสต
และไมโตรคอนเดรีย และ Hongying et al. (2011) ยังกลาวถึงผลของไฮโกรไมซินมีผลตอการเจริญ
ของใบเล้ียงของอะราบิดอปซิสสายพันธุปกติโดยทําใหใบเล้ียงเล็กลง และยังมีผลตอกระบวนการ
สังเคราะหแสงอีกดวย 
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ภาพท่ี 15  ผลของไฮโกรไมซินระดับความเขมขนตางๆ บนอาหารสังเคราะหสูตรดัดแปลง 1/2MS 

ท่ีมีตออะราบิดอปซิสสายพันธุ Columbia-0  
 
 
 
 
 
 
 
 

7 days 

10 days 

15 days 

0 day 

3 days 

     1/2MS           Hyg 20 mg/L        Hyg 30 mg/L       Hyg 40 mg/L 
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ตารางท่ี 5  อัตราการรอด (%) ของอะราบิดอปซิสบนอาหารสังเคราะหสูตรดัดแปลง 1/2MS ท่ีเติม  
                  สารปฏิชีวนะไฮโกรไมซินในระดับความเขมขน 0 20 30 และ 40 มิลลิกรัมตอลิตร 
  

 
การสรางพลาสมิดสายผสมสําหรับการถายยีนเขาพืช pPINK26 ประกอบดวยยีน β–pinene 

synthase ท่ีแยกจากผิวมะกรูด (กิตติยา, 2553) ทําโดยนํายีนพินนีซินเทสของมะกรูดมาตัดตอเขากบั
เวคเตอรพืช pCAMBIA1305.1 โดยกําหนดใหยีนพนิีนซินเทสแทนท่ียนีกัส ดังนัน้ยนีพินีนซินเทส
นี้จะถูกควบคุมการสังเคราะหอารเอ็นเอดวยโปรโมเตอร CaMV35S และหยุดการสังเคราะหอาร
เอ็นเอดวย NOS terminator และเวคเตอรพชืชนิดนีย้ังประกอบดวยยีนคัดเลือกท่ีตานทานตอสาร
ปฏิชีวนะไฮโกรมัยซิน อยางไรก็ตาม ลักษณะทางพันธุกรรมของพืชมีอิทธิพลตอระบบการคัดเลือก
ดังนั้น การทดสอบปริมาณความเขมขนของสารปฏิชีวนะไฮโกรไมซินตอการตายของอะราบิดอป
ซิสจึงนับวามีความสําคัญ จากผลการทดลองในคร้ังนี้พบวา ความเขมขนของไฮโกรไมซินระดับ 20 
มิลลิกรัมตอลิตร สามารถฆาอะราบิดอปซิสไดภายใน 10 วัน โดย Duan et al. (2007) ไดรายงาน
วาไฮโกรไมซินมีผลตอการเจริญของราก และ ใบเล้ียงของอะราบิดอปซิสโดยท่ีไฮโกรไมซินจะไป
ยับยั้งการสังเคราะหโปรตีนท่ีมีผลตอการเจริญของรากในคลอโรพลาสตและไมโตรคอนเดรีย 
(Duan et al., 2011)  
 
8. ประสิทธิภาพของการถายยีน 

 
ถายยีน pns ของพลาสมิดสายผสม pPink26 (pCaMV35S:PNS:Nos) ในเช้ืออะโกร

แบคทีเรียม เขาสูดอกอะราบดิอปซิส อายุ 6 สัปดาห ท่ีมีความเขมขน OD600 เทากับ 2 เปนเวลา 10 
วินาที ซ่ึงสอดคลองกับการทดลองของ Xiuren (2006) ทําการคัดเลือกอะราบิดอปซิสถายพลาสมิด
สายผสม pPink26 บนอาหารสังเคราะหสูตรดัดแปลง 1/2MS ท่ีเติมสารปฏิชีวนะไฮโกรไมซิน 20 
มิลลิกรัมตอลิตร ใชเวลาคัดเลือกนาน 15 วัน พบวาอะราบิดอปซิสท่ีไดรับพลาสมิดสายผสม 

% Survival Hyg 
mg/L 0 day 3 days 7 days 10 days 15 days 

0 100 100 100 100 100 
20 100 66.5 50.25 34.25 0 
30 100 63.25 45.25 26.25 0 
40 100 52.25 27.25 0 0 
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pPink26 มีการเจริญเติบโตและพัฒนาไปเปนตนได หลังจาการนําตนอะราบิดอปซิสท่ีผานการ
คัดเลือก ยายลงปลูกบนพีทมอสเปนระยะเวลา 3 สัปดาห พบวาอัตราการเจริญเติบโต ลักษณะลําตน 
และใบ ของอะราบิดอปซิสท่ีรับการถายพลาสมิดสายผสม pPink26 (pCaMV35S:PNS:Nos) และอะ
ราบิดอปซิสท่ีไมไดรับการถายยีนมีลักษณะโดยท่ัวไปไมแตกตางกัน (ภาพท่ี 16) 
 

หลังจากอะราบิดอปซิสแปลงพันธุเร่ิมใหฝกและตดิเมล็ด ไดจัดเก็บเมล็ดจากตนอะ
ราบิดอปซิสท่ีไดรับการถายยีน (T0) ใน 5 สัปดาหหลังการถายยีน และเม่ือนําเมล็ดจากอะราบิดอป
ซิส (T0) มาเพาะบนบนอาหารสังเคราะห 1/2MS ท่ีเติมสารปฏิชีวนะไฮโกรไมซิน 20 มิลลิกรัมตอ
ลิตร แลวนับจาํนวนตนท่ีอยูรอด และยายไปปลูกเดี่ยวในกระบะพีทมอส จากนั้นทําการผสมตัวเอง
จนไดเมล็ดของอะราบิดอปซิสท่ีไดรับการถายยีน (T1) ทําการคัดเลือกตนท่ีตานทานตอสาร
ปฏิชีวนะไฮโกรไมซิน ผสมและคัดเลือกจนไดเมล็ดจากอะราบิดอปซิสแปลงพันธุรุนท่ี 2 (T2) ทํา
การผสมตัวเองอีกคร้ังจนไดรุนท่ี 5 (T5) จากการตรวจสอบอัตราการรอดของอะราบิดอปซิสแปลง
พันธุในรุนตางๆ พบวาอัตราการรอดในรุน T0 T1 T2 T3 T4 และ T5 เพิ่มข้ึนคิดเปนรอยละ 0.27, 
45.17, 70.65, 78.88 80.00 และ 83.33 ตามลําดับ (ตารางท่ี 6) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพท่ี 16 เปรียบเทียบการเจริญเติบโตของอะราบิดอปซิสท่ีไดรับการถายยีน pns กับสายพันธุ 

Columbia ระหวางการคัดเลือกบนอาหารสังเคราะหสูตรดัดแปลง MS ท่ีเติมสาร
ปฏิชีวนะไฮโกรไมซิน 20 มิลลิกรัมตอลิตร (ก) และ เม่ือยายปลูกในพีทมอสเปนเวลา 3 
สัปดาห (ข) และ 45 วัน (ค) 

 
 
 

      WT (Control)                   PNS 
(ก) A 

 WT (Control)           PNS 

(ข) 

(ค) 
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ตารางท่ี 6  อัตราการรอด (%) ของอะราบิดอปซิสท่ีไดรับการถายยีน pns รุน T5 บนอาหาร 
สังเคราะหสูตรดัดแปลง 1/2MS ท่ีเติมสารปฏิชีวนะไฮโกรไมซิน 20 มิลลิกรัมตอลิตร  

 

 
ถึงแมประสิทธิภาพของการถายยีนในคร้ังนี้จะตํ่าเพียง 0.27% ในอัตราการมีชีวิต

รอดของเมล็ดในรุน T0 (ตารางท่ี 8) แตเม่ือทําการผสมตัวเองอัตราการมีชีวิตรอดของเมล็ดในลูกรุน 
T1–T5 เพิ่มข้ึนอยางตอเนื่องจนถึงระดับ 83.33% ในรุน T5 แสดงวาการแทรกของยนีในโครโมโซม
เกิดข้ึนแบบถาวรโดยยืนยนัผลจากการตรวจสอบยีนพินนีซินเทสและโครงสรางของยีนท่ีตอเขากับ
โปรโมเตอร CaMV35S ดวยการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอในบริเวณดังกลาวดวยวิธีพีซีอารเปรียบเทียบ
กับอะราบิดอปซิสท่ีไมไดรับการถายยีน พบอะราบิดอปซิสแปลงพันธุท่ีตานทานตอไฮโกรมัยซิ
นทุกตนท่ีสุมมาทดลอง มียนีพินีนซินเทสของมะกรูด นอกจากโครงสรางของยีนแลว เทคนิคใน
การถายยีนก็มีสวนเสริมในประสิทธิภาพของการถายยนี วิธีการถายยนีท่ีใชในการทดลองนี้มีความ
สอดคลองกับรายงานของ Xiuren et al. (2006) ในดานปริมาณเช้ืออะโกรแบคทีเรียมท่ีใช 
นอกจากนี้สวนประกอบของสารละลายนํ้าตาลซูโครส และ Tween20 ท่ีใชในขณะถายยีนมี
ประสิทธิภาพใกลเคียงกับรายงานของ Steven et al. (1998) ท่ีใช Silwet–77 ซ่ึงทําใหอัตราการมีชีวิต
รอดของเมล็ดคิดเปนรอยละ 0.3 ระยะเวลาในการถายยีนเขาสูดอกอะราบิดอปซิสในงานวิจยันี้คือ 
10 วินาที สอดคลองกับรายงานของ Elke et al. (2006) และ Xiuren et al. (2006) ซ่ึงตางจากรายงาน
ของ Steven et al. (1998) ท่ีใชเวลาจุมดอกลงในเช้ืออะโกรแบคทีเรียมเพียง 3–5 วินาที ท้ังนี้ข้ึนอยู
กับปริมาณความเขมขนของเช้ืออะโกรแบคทีเรียม 
 
 
 
 

 Test/Total Clones #Tested seeds % Survival  

T0 2/2 750 0.27 
T1 5/400 890 44.94 
T2 10/1200 1700 70.59 
T3 25/2500 3200 78.88 
T4 25/2000 2500 80.00 
T5 15/2500 3000 83.33 
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9. การตรวจสอบยีน pns ของมะกรูดท่ีถายเขาอะราบิดอปซิส 
  

9.1  การตรวจสอบยีน pns ของมะกรูดท่ีถายเขาอะราบิดอปซิสดวยวิธีพีซีอาร 
 

สกัดดีเอ็นเอจากการสุมตัวอยางใบอะราบิดอปซิสท่ีไดรับการถายยีน pns รุน T0 T1 
T2 T3 T4 และ T5 เพื่อตรวจสอบยีน pns ดวยวิธีพีซีอาร โดยใชไพรเมอร 35S_pro และ 
5'Pin(As)1200 เปรียบเทียบกบัพลาสมิดสายผสม pPink26 (positive control, +) พบแถบดีเอ็นเอของ
ยีน pns ท่ีสังเคราะหไดขนาดประมาณ 1.4 กิโลเบส เทากับขนาดของยนี pns ท่ีไดจากการทําพีซีอาร
ของพลาสมิดสายผสม pPink26 (ภาพท่ี 17) แสดงใหเห็นวาอะราบิดอปซิสท่ีไดรับการถายพลาสมิด
สายผสม pPink26 ท่ีผานการคัดเลือกและตรวจสอบ ตางไดรับยีน pns ของมะกรูดท่ีอยูใน พลาสมิด
สายผสม pPink26 ท่ีไดรับการถายยีนโดยอะโกรแบคทีเรียม  
 
 

 
 

 
 
 
 
ภาพท่ี 17  ผลผลิตพีซีอารของการตรวจสอบอะราบิดอปซิสแปลงพันธุของยีน pns รุน T0–T5 โดย

ท่ี M คือ ดีเอ็นเอมาตรฐานขนาด 1 กิโลเบส (1 Kb DNA ladder ) WT คืออะราบิดอปซิส
ท่ีไมไดรับการถายยีน pns 1–5 คือ ผลผลิตพีซีอารของตัวอยางท่ีไดจากการสุมอะราบิด
อปซิสท่ีไมไดรับการถายยีน pns และ + คือ ผลผลิตพีซีอารของ พลาสมิดสายผสม 
pPink26 ดวยไพรเมอร 35S_pro และ 5'Pin(As)1200 

 
9.2  การแยกอารเอ็นเอจากอะราบิดอปซิสแปลงพันธุ และการตรวจสอบการแสดงออก

ของยีน pns ของอะราบิดอปซิสแปลงพันธุดวยวิธี relative RT–PCR 
 

สกัดอารเอ็นเอดอกอะราบิดอปซิสท่ีไมไดและไดรับการถายยีน pns น้ําหนัก 1 กรัม 
ดวยวิธี Trizol reagent (Gibco BRL, สหรัฐอเมริกา) พบวาอารเอ็นเอท่ีสกัดไดมีคุณภาพดี (ภาพท่ี  

T0 

T1 

T2 

T3 

M     WT     1       2      3       4       5       + 

T4 

T5 
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18) และนําอารเอ็นเอท่ีไดไปใชในการสรางดีเอ็นเอสายแรกดวย Ready–To–Go You–Prime first 
strand beads (GE Healthcare Biosciences, สหรัฐอเมริกา) เพื่อตรวจสอบการแสดงออกของยีนใน
ระดับอารเอ็นเอดวยวิธี RT–PCR 
 
   
 
 
 
ภาพท่ี 18  อารเอ็นเอสกัดจากดอกอะราบิดอปซิส รุน T5 โดยท่ี WT คือ อารเอ็นเอท่ีไมไดรับการ

ถายยีน pns และ 7 8 9 11 และ 16 คือ อารเอ็นเอของดอกอะราบิดอปซิสท่ีไดรับการถาย
ยีน pns 

 
ผลการตรวจสอบระดับการแสดงออกของยนีในระดับอารเอ็นเอ ดวยวิธี relative 

RT–PCR ดังตารางท่ี 7 แสดงคา expression ratio ท่ีไดจากการทํา relative RT–PCR ของอะราบิดอป
ซิสท่ีไดรับการถายยีน pns โดยคํานวณคาตามวิธีการของ Livak and Schmittgen (2001) และตาราง
ท่ี 8 แสดงคา expression ratio ท่ีไดจากการทํา relative RT–PCR ของอะราบิดอปซิสท่ีไดรับการถาย
ยีน pns ท่ีถูกคํานวณดวยโปรแกรม realplex (Eppendorf, สหรัฐอเมริกา) โดยใชคูไพรเมอร 
PNS_RT(S)773 (5′–GGA GGC AAG GTG GTT CAT–3′) และ PNS_RT(R)977 (5′–CGT CTA 
AAA TAC CCA AAC TGA GG–3′) เพื่อตรวจสอบการแสดงออกของยีน pns โดยใชระดับการ
แสดงออกของยีนในตนอะราบิดอปซิสท่ีไมไดรับการถายยีนเปน calibrator และใชยีน 5.8S rRNA 
ซ่ึงเปน internal control ในตนอะราบิดอปซิสท่ีไดรับการถายยีน pns มาปรับระดับการแสดงออก
ของยีนใหอยูในมาตรฐานเดยีวกัน เม่ือนําคา relative expression ratio มาแสดงเปนกราฟแทง ดวย
โปรแกรม Microsoft Excel (Microsoft, สหรัฐอเมริกา) พบวาตนอะราบิดอปซิสท่ีไดรับการถายยีน 
pns มีการแสดงออกของยีน pns ท่ีเพิ่มข้ึนเม่ือเปรียบเทียบกับตนท่ีไมไดรับการถายยนี (กําหนดให
ตนท่ีไมไดรับการถายยีนมีคา expression ratio เทากับ 1) ซ่ึงระดับการแสดงออกของยนี pns ใน
ระดับอารเอ็นเอของโคลนที่ 11 มีการแสดงออกมากท่ีสุดเม่ือเปรียบเทียบกับอารเอ็นเอของอะราบิด
อปซิสท่ีไมไดรับการถายยีน เทากับ 58.0 เทา รองลงมาคือโคลนท่ี  9 16 7 และ 8 มีระดับการ
แสดงออกของยีน pns ในระดับอารเอ็นเอ เทากับ 43.7 37.9 31.5 และ 26.0 เทา ตามลําดับ ดังภาพท่ี 
19 ตารางท่ี 7–8 และดังภาพผนวกที ่1 

 
 

  WT        7        8          9        11        16 
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ภาพท่ี 19  ระดับการแสดงออกของยีน pns ในอะราบิดอปซิสแปลงพันธุ ตรวจสอบดวยวิธี relative 

RT–PCR (ก) และ ปริมาณดเีอ็นเอของยีน pns เปรียบเทียบกับ 5.8S rRNA (control) ท่ี
สังเคราะหไดดวยวิธี relative RT–PCR จากอะราบิดอปซิสแปลงพันธุ 5 โคลน เทียบกับ 
จํานวน 25 รอบ (ข) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

5.8S rRNA 

pns 

(ก) 

(ข) 
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ตารางท่ี 7  คา expression ratio ท่ีไดจากการทํา relative RT–PCR ของอะราบิดอปซิสท่ีไดรับ 
การถายยีน pns โดยคํานวณคาตามวิธีการของ Livak and Schmittgen (2001) 

 
Transgenic lines gene mean CT 5.8rRNA mean CT CT CT expression ratio 

T5–P7 (pns) 19.58 3.50 16.08 –4.98 31.56 

T5–P8 (pns) 19.05 2.69 16.36 –4.70 25.99 

T5–P9 (pns) 18.48 2.87 15.61 –5.45 43.71 

T5–P11 (pns) 18.34 3.14 15.20 –5.86 58.08 

T5–P16 (pns) 18.86 3.05 15.81 –5.25 38.05 

WT 23.78 2.72 21.06 0 1 

 
โดยกําหนดให   CT = gene mean CT – 5.8 rRNA mean CT 
    CT = CT – CTWT  
    expression ratio = 2– CT 
 
ตารางท่ี 8  คา expression ratio ท่ีไดจากการทํา relative RT–PCR ของอะราบิดอปซิสท่ีไดรับ 

 การถายยีน pns 
 

Name Ct mean SYBR Expr. Level SYBR 

WT  

T5–P7 (pns) 

T5–P8 (pns) 

T5–P9 (pns) 

T5–P11 (pns) 

T5–P16 (pns) 
WT (5.8S rRNA) 
T5–P7 (5.8S rRNA) 
T5–P8 (5.8S rRNA) 
T5–P9 (5.8S rRNA) 
T5–P11 (5.8S rRNA) 
T5–P16 (5.8S rRNA) 

23.78 
19.58 
19.05 
18.48 
18.34 
18.86 
2.72 
3.50 
2.69 
2.87 
3.14 
3.05 

 
31.5 
26.0 
43.7 
58.0 
37.9 
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9.3  ผลการตรวจสอบองคประกอบของสารหอมระเหยจากมะกรูดดวยวิธี GC–MS 
 

ตัดชอดอกของอะราบิดอปซิสท่ีไดรับการถายยีน pns  คัดเลือกดวยคุณสมบัติความ
ตานสารไฮโกรมัยซิน และผสมตัวเอง ช่ัวอายุท่ี 5 จํานวน 70 ชอดอก ท่ีประกอบดวยดอกตูม แรก
แยมและบาน นํามาวิเคราะหชนิด และปริมาณองคประกอบทางเคมีของสารหอมระเหยจากดอก 
โดยวิธี SPME ตรวจจับสารดวย fiber PDMS ขนาด 100 ไมครอน ในระบบปด เปนเวลา 3 ช่ัวโมง 
นํามาวิเคราะห ดวยเคร่ือง GC–MS การวิเคราะหสารหอมระเหยจากอะราบิดอปซิสท่ีไดรับการถาย
ยีน pns เปรียบเทียบกับอะราบิดอปซิสท่ีไมไดรับการถายยีน  
 

ผลการวิเคราะหสารหอมระเหยท่ีปลอยออกจากดอกอะราบิดอปซิสท่ีไดรับการถาย
ยีนเปรียบเทียบกับอะราบิดอปซิสท่ีไมไดถายยีน ผลปรากฏวาไมสามารถตรวจพบสารชนิดใดๆ 
โดยการดดูซับกล่ินดวยแทงคารบอน (SPME) ดวยวิธี GC–MS โดยทั่วไปสารหอมระเหยสวนที่
ใหญจะเปนสารในกลุมแอลกอฮอล เอสเทอร และ ไฮโดรคารบอน ตามลําดับ (Jette, 2006) และผล
การวิเคราะหท่ีไดแตกตางจากการวิเคราะหสารสกัดสารจากดอกอะราบิดอปซิสและวิเคราะหดวย
วิธี GC–MS ในการทดลองของ Dorothea and Eran (2006) ซ่ึงตรวจสอบการปลดปลอยสารหอม
ระเหยของชอดอกอะราบิดอปซิสจํานวน 70 ชอดอก ดวยวิธี GC–MS โดยกําหนดใหมีการสะสม
เปนเวลานาน 8 ช่ัวโมง พบวาอะราบิดอปซิสมีการปลอยสารหอมระเหยในกลุมโมโนเทอรปนและ
เซสควิเทอรปน คิดเปนรอยละ 60 ของสารหอมระเหยท้ังหมดท่ีปลอยออกมา ซ่ึงพบสารกลุมโมโน
เทอรปน 3 ชนดิ คือ β–mycrene, linalool และ limonene และพบสารกลุมเซสควิเทอรปน อีก 20 
ชนิด โดยพบวา (–)–E–β–caryophyllene มีถูกปลอยมากที่สุด  

 
10. การตรวจสอบยีน pns ของมะกรูดท่ีถายเขากลวยไมพันธุเอ้ืองเงินหลวง  
 

10.1 การเพาะเล้ียงเนื้อเยื่อกลวยไมพันธุเอ้ืองเงินหลวง 
 

จากการเพาะเมล็ดกลวยไมพันธุเอ้ืองเงินหลวง อายุฝก 6 เดือน ฝกมีสีเหลืองอมเขียว รูป
กลมรี ลักษณะผลแหง เมล็ดมีขนาดเล็กมากคลายฝุนผง และเพาะเมล็ดกลวยไมบนอาหาร
สังเคราะหสูตรดัดแปลง MS (Murashige and Skoog, 1962) ผสมผงถาน 0.8 เปอรเซ็นต เปนเวลา 4 
สัปดาห พบวาอัตราการงอกคิดเปนรอยละ 99 เมล็ดบวมพองและขยายชนาดเปนโปรโตคอรมสี
เขียวขนาดเสนผานศูนยกลางประมาณ 1 มิลลิเมตร (ภาพท่ี 20) และโปรโตคอรมีสีเขียวเขมข้ึนแตมี 
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       อัตราการเจริญคอนขางชา และมีอัตราการแตกตาขางในปริมาณตํ่า คลายคลึงกับการ
ทดลองของพิสิฐ (2546) ท่ีทําการทดลองเพาะเมล็ดเอ้ืองแซะบนอาหารเพาะเล้ียงเนือ้เยื่อ MS แต
แตกตางจากการทดลองของ ศิริลักษณ (2540)  
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพท่ี 20  การเพาะเล้ียงเนื้อเยื่อกลวยไมพนัธุเอ้ืองเงินหลวงในสภาพปลอดเช้ือบนอาหาร MS  จาก

ฝกกลวยไมพนัธุเอ้ืองเงินหลวง อาย ุ6 เดือน (ก) ลักษณะโปรโตคอรมบนอาหาร
สังเคราะหสูตรดัดแปลง MS ท่ีเติม 0.8% ผงถาน อายุ 4 สัปดาห (ข)  

 
ปจจัยในการเพาะเมล็ดกลวยไมเอ้ืองเงินหลวงใหประสบความสําเร็จ คือ อายุฝก ถา

ฝกออนเกินไป อัตราการงอกจะตํ่า หากฝกแกเกินไปจะทําใหประสบปญหาการปนเปอนของเช้ือ 
ซ่ึงพบเสมอในการเพาะเมล็ดกลวยไมจากฝกแกเต็มท่ีจนกระท่ังฝกแตก จะทําใหปนเปอนเช้ือไดงาย
และยากตอการฟอกฆาเช้ือเมล็ด (ระพ,ี 2517) จากอาหารที่ใชเพาะเล้ียงเปนอีกปจจัยหนึ่งท่ีสําคัญ
นอกจากอายุฝก เห็นไดจากการทดลองของ ศิริลักษณ (2545) ไดศึกษาการงอกและระยะพัฒนาการ
ของตนออนกลวยไมพนัธุเอ้ืองเงินหลวงโดยใชฝกท่ีมีอายุหลังการผสมเกสรประมาณ 7 เดือน 
พบวาสูตรอาหารแข็งสูตรดดัแปลง Vacin and Went (VW) ท่ีเติมน้ํามะพราว 150 มิลลิลิตรตอลิตร 
น้ําตมมันฝร่ัง 50 มิลลิลิตรตอลิตร น้ําตาลทราย 20 กรัมตอลิตร และกลวยหอมบด 100 กรัมตอลิตร 
ทําใหเมล็ดสามารถพัฒนาไปเปนตนออนไดและมีเปอรเซ็นตการงอกสูงสุดคิดเปน 95.2 เปอรเซ็นต 
 

10.2 การคัดเลือกโปรโตคอรมกลวยไมพันธุเอ้ืองเงินหลวงที่ไดรับการถายยีน pns ใน 
พลาสมิดสายผสม pPink26 
 

นําโปรโตคอรมกลวยไมพันธุเอ้ืองเงินหลวงท่ีไดรับการถายยีน pns ในพลาสมิด       
สายผสม pPink26 ท่ีประกอบดวยยีน hptII เปนยีนคัดเลือกในพืช การถายยีนใชอะโกรแบคทีเรียม

(ก) (ข) 

1 cm 
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ความเข็มขนเช้ือ ท่ีมีคา OD600 ของเช้ืออะโกรแบคทีเรียม เทากับ 0.9 ความเขมขนของอะซิโตไซริง
โกน 150 ไมโครโมลาร และทําการ co–cultivation ในท่ีมืด เปนเวลา 3 วัน  
 

หลังจากการคัดเลือกโปรโตคอรมท่ีไดรับการถายยีน pns ในพลาสมิดสายผสม pPink26 
บนอาหารสังเคราะหสูตรดัดแปลง MS ท่ีเติมสารปฏิชีวนะไฮโกรไมซิน และเซฟโฟแทก 
ซีม พบวาหลังจากคัดเลือกบนอาหารสังเคราะหสูตรดัดแปลงท่ีเติมสารปฏิชีวนะไฮโกรไมซินและ
ซีโฟแทกซีมในระดับตางๆ พบวา 

 
หลังการคัดเลือกโปรโตคอรมกลวยไมพันธุเอ้ืองเงินหลวง อายุ 4 สัปดาห เปนเวลา 2 

สัปดาห พบวาโปรโตคอรมท่ีไมไดรับการถายยีน pns บางสวนยังคงมีสีเขียว และบางสวนซีดตาย
เหลือรอยละ 71.76 โปรโตคอรมท่ีไดรับการถายยีน pns สวนใหญยังคงมีสีเขียว และบางสวนซีด
ตายเหลือรอยละ 83.2 และโปรโตคอรมท่ีไดรับการถายยีน gus สวนใหญยังคงมีสีเขียว และ
บางสวนซีดตายเหลือรอยละ 71.33 ดังภาพท่ี 22 และ 23 

 
หลังการคัดเลือกโปรโตคอรมกลวยไมพันธุเอ้ืองเงินหลวง อายุ 4 สัปดาห เปนเวลา 4 

สัปดาห พบวาโปรโตคอรมท่ีไมไดรับการถายยีน pns ซีดตายเพิม่มากขึ้น เหลือรอยละ 66.67 โปร
โตคอรมท่ีไดรับการถายยีน pns และ gus บางสวนยังคงมีสีเขียว พัฒนาไปเปนยอดแหลมขนาดเล็ก 
และบางสวนซีดตายเหลือรอยละ 47.4 และ 51 ตามลําดับ ดังภาพท่ี 21 และ 22 

 
หลังการคัดเลือกโปรโตคอรมกลวยไมพันธุเอ้ืองเงินหลวง อายุ 4 สัปดาห เปนเวลา 6 

สัปดาห พบวาโปรโตคอรมท่ีไมไดรับการถายยีน pns โดยสวนใหญซีดตายเหลือรอยละ 24.67 โปร
โตคอรมท่ีไดรับการถายยีน pns และ gus บางสวนยังคงมีสีเขียว พัฒนาไปเปนยอดแหลมขนาดเล็ก 
และบางสวนซีดตายเหลือรอยละ 26.3 และ 30.16 ตามลําดับ ดังภาพท่ี 21 และ 22 

 
หลังการคัดเลือกโปรโตคอรมกลวยไมพันธุเอ้ืองเงินหลวง อายุ 4 สัปดาห เปนเวลา 10 

สัปดาห พบวาโปรโตคอรมท่ีไมไดรับการถายยีน pns ซีดตายเกือบท้ังหมดเหลือรอยละ 0.67 โปร
โตคอรมท่ีไดรับการถายยีน pns และ gus บางสวนยังคงรอดและสีเขียว มีการพัฒนาไปเปนยอก
แหลมขนาดเล็ก และบางสวนซีดตายเหลือรอยละ 1.5 และ 1.67 ตามลําดับ ดังภาพท่ี 21 และ 22 
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หลังจากคัดเลือกโปรโตคอรมกลวยไมพันธุเอ้ืองเงินหลวง อายุ 4 สัปดาห ตอเปนเวลา 
12 สัปดาห พบวาโปรโตคอรมท่ีไมไดรับการถายยีน pns และ gus ตายท้ังหมด และโปรโตคอรมท่ี
ไดรับการถายยีน pns และ gus ยังคงมีการเจริญและพัฒนาเปนยอดแหลมขนาดเล็ก ดังภาพที่ 23 ซ่ึง
ประสิทธิภาพของการถายยนีเขากลวยไมแตกตางจากประสิทธิภาพของพิสิฐ (2545) ท่ีทําการถายยีน
เขาเอ้ืองแซะ มีประสิทธิภาพในการถายยนีรอยละ 17.9 สอดคลองกับรายงานของ Ravneet and 
Kashmir (2010) กลาววา ผลของจีโนไทปของแตละเนื้อเยื่อ มีผลตอการเพิ่มประสิทธิภาพการ 
inoculation และ co–cultivation ใหสูงข้ึน และอยางไรกต็ามโปรโตคอรมของกลวยไมชนิดตางๆท่ี
ผานการทําใหเกิดบาดแผลโดยการเขยา เพื่อใชในการถายยีน จะมีการหล่ังสารบางอยางออกมาจาก
บาดแผลของเนื้อเยื่อ สงผลยับยั้งหรือทําลายเช้ือแบคทีเรีย สารดังกลาวนัน้ยังไมสามารถจําแนก
ชนิดได แตเปนสารท่ีพืชใชปองกันการทําลายจากเช้ือโรค (Kushikawa et al., 2001)  

 
หลังการคัดเลือกโปรโตคอรมกลวยไมพันธุเอ้ืองเงินหลวง อายุ 4 เดือน ยาย        

กลวยไมท่ีไดรับการถายยีน pns ไปเล้ียงบนอาหารสังเคราะหสูตรดัดแปลง MS ท่ีเติมสาร
ปฏิชีวนะไฮโกรไมซิน 5 มิลลิกรัมตอลิตร เปนเวลา 2 สัปดาห และทําการยายโปรโตคอรมลงบน
อาหารสังเคราะหสูตรดัดแปลง VW ท่ีเติมผงถาน 0.8 เปอรเซ็นต กลวยบด 100 มิลลิกรัมตอลิตร น้ํา
มะพราว 150 มิลลิลิตรตอลิตร น้ํามันฝร่ังตม 50 มิลลิตรตอลิตร และนํ้าตาลทราย 20 กรัมตอลิตร
เปนเวลา 6 สัปดาห พบวา มีการเจริญเปนตนและราก ขนาดลําตนสูงประมาณ 3–4 เซนติเมตร (ภาพ
ท่ี 24) ซ่ึงประเภทและองคประกอบของอาหารเพาะเล้ียงเนื้อเยื่อกลวยไม สอดคลองกับการทดลอง
ของ ศิริลักษณ (2544) ซ่ึงใชสูตรอาหารดังกลาวในการเพาะเล้ียงโปรโตคอรมกลวยไมเอ้ืองเงิน
หลวง ซ่ึงสอดคลองกับผลการทดลองของ Sreemanan et al. (2009) พบวาสภาวะการถายยีนท่ีดี
ท่ีสุดสําหรับการถายยีน gus เขาสูกลวยไม Dendrobium Savin White คือความเขมขนของอะซิโตไซ
ริงโกน เทากับ 150 ไมโครโมลาร ทําการ co–cultivation ในท่ีมืด เปนเวลา 3 วัน และใชความ
เขมขนของเช้ืออะโกรแบคทีเรียมท่ีคา OD600 เทากับ 0.6 ซ่ึงใกลเคียงกับการทดลองของพิสิฐ (2545) 
ท่ีใชความเขมขนของเช้ืออะโกรแบคทีเรียม เทากับ 0.5 ความเขมขนของอะซิโตไซริงโกน เทากับ 
100 มิลลิโมลาร และทําการ co–cultavation ในท่ีมืด เปนเวลา 3 วันเชนเดียวกัน ซ่ึงสารอะซิโตไซริง
โกน เปนสารประกอบฟนอลิก สงผลในการกระตุนกลไกนําพา T– DNA ของพลาสมิด ในอะโกร
แบคทีเรียมและถายยนีเขาสูพืช โดยเฉพาะพืชใบเล้ียงเดี่ยว เชน กลวยไม (Shuzhen et al., 2003) ซ่ึง
การเติมสารอะซิโตไซริงโกนขณะทําการถายยีนในปริมาณท่ีต่ํา คือ 100–200 ไมโครโมลาร พบวา
ชวยเพิ่มประสิทธิภาพในการถายยีนเขาสูกลวยไม (Liau et al., 2003 and Dong et al., 2007) 
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อีกทั้งยังมีรายงานของ Guo–Ling และ Adelheid (1995) ทําการถายยีนเขาสูกลวยไม
สกุลหวายโดยใชเนื้อเยื่อ 3 ชนิด คือ ตายอด โปรโตคอรม และ protocorm–like body (Plbs) พบวา 
การถายยีนเขา Plbs ใหประสิทธิภาพในดีท่ีสุด เนื่องมาจาก Plbs นั้น มีสวนท่ีเปนเนื้อเยื่อเจริญเปน
จํานวนมาก ในขณะท่ี Chai et al. (2002) ไดทดสอบชนิดของโปรโตคอรมของกลวยไมสกุลฟาแลน
นอฟซิสท่ีใชในการถายยนีโดยอะโกรแบคทีเรียม พบวาการเลือกชนิดและอายุของเนือ้เยื่อกลวยไม
เพื่อใชในการถายยีนจึงมีผลตอประสิทธิภาพในการถายยีนเปนอยางมาก การปรับปรุงวิธีการเตรียม
เนื้อเยื่อกลวยไมเพื่อใหไดเนือ้เยื่อเจริญมากท่ีสุด โดยการตัดโปรโตคอรมท่ีใชในการถายยีนใหมี
ขนาดเสนผานศูนยกลางต่ํากวา 0.3 เซนติเมตร และการยายลงอาหารเพาะเล้ียงใหมทุกสัปดาหเพื่อ
กระตุนใหโปรโตคอรมเดิมเกิดโปรโตคอรมใหมออกมา อาจจะชวยใหประสบผลสําเร็จในการ
เจริญเติบโตมากข้ึน 
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ภาพที่ 21  การคัดเลือกโปรโตคอรมกลวยไมเอื้องเงินหลวงที่ไดรับการถายยีน pns และ gus ในพลาสมิดสายผสม pPink26 บนอาหารสังเคราะหสูตรดัดแปลง 

MS ที่เติมสารปฏิชีวนะไฮโกรไมซินระดับความเขมขนตางกัน 60 

control 

pns 

gus 

1 cm 1 cm 1 cm 1 cm 1 cm 

1 cm 1 cm 1 cm 1 cm 1 cm 

MSHyg 5 mg/L + Cef 250 mg/L MSHyg 15 mg/L + Cef 150 mg/L  MSHyg 25 mg/L + Cef 100 mg/L MSHyg 25 mg/L MSHyg 25 mg/L (7 Days Later) 

1 cm 1 cm 1 cm 1 cm 1 cm 
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ภาพท่ี 22  อัตราการรอดของโปรโตคอรมกลวยไมพันธุเอ้ืองเงินหลวงที่ไดรับการถายยีน pns ใน 

พลาสมิด pPink26 และยนี gus บนอาหารสังเคราะหสูตรดัดแปลง MS ท่ีเติมสาร
ปฏิชีวนะไฮโกรไมซิน (Hyg) และซีโฟแทกซีม (Cef) ในระดับความเขมขนตางๆ 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพท่ี 23  ลักษณะการเจริญเติบโตของกลวยไมพันธุเอ้ืองเงินหลวงทีไ่ดรับการถายยนี pns 

(pPink26) บนอาหารสังเคราะหสูตรดัดแปลง MS ท่ีเติมผงถาน 0.8 เปอรเซ็นต หลังการ
คัดเลือก เปนเวลา 6 สัปดาห 

1 cm 1 cm 

1 cm 1 cm 

WT PinkD2 

PinkD3 PinkD4 
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11.  การตรวจสอบยีน pns ของมะกรูดท่ีถายเขากลวยไมเอ้ืองเงินหลวง 
 
11.1. การตรวจสอบยีน pns ของมะกรูดท่ีถายเขากลวยไมเอ้ืองเงินหลวงดวยวิธีพีซีอาร 

 
นําตนออนกลวยไมพันธุเอ้ืองเงินหลวงทีไ่ดรับการถายยนี pns จํานวน 4 โคลน อายุ 7 

เดือน ท่ีปลูกเล้ียงบนอาหารสังเคราะหสูตรดัดแปลง MS มาสกัดดีเอ็นเอแบบ miniprep โดยวิธีท่ี
ดัดแปลงมาจาก Dellaporta et al. (1983) แลวตรวจสอบตนกลวยไมพนัธุเอ้ืองเงินหลวงท่ีไดรับการ
ถายยีน pns และ hptII ดวยวธีิพีซีอาร ดวยคูไพรเมอร 35S_pro กับ Pin_RT(R) สําหรับการ
ตรวจสอบยีน pns และ คูไพรเมอร HPTII(F) (5'–ATG TCC TGC GGG TAA ATA GC–3') กับ 
HPTII(R) (5'–GCC TCC AGA AGA AGA TGT TG–3') สําหรับการตรวจสอบยีน hptII จากผล
การตรวจสอบยีน hptII พบแถบดีเอ็นเอท่ีสังเคราะหไดจากการทําพีซีอารขนาดประมาณ 550 คูเบส 
ในทุกโคลนยกเวนกลวยไมท่ีไมไดรับการถายยีน และจากผลการตรวจสอบยีน pns พบแถบดีเอ็นเอ
ท่ีสังเคราะหไดจากการทําพซีีอารขนาดประมาณ 1.5 กิโลเบส ในโคลนท่ี 2 และ 3 (ช่ือโคลน 
PinKD2 และ PinKD3) อีกทัง้ขนาดของดีเอ็นเอท่ีสังเคราะหไดมีขนาดเทากับดีเอ็นเอท่ีไดจากการ
ทําพีซีอารของพลาสมิด pPink26 ท่ีมียีน pns และ hptII เปนยีนคัดเลือก (ภาพท่ี 24) แสดงใหเห็นวา
ตนกลวยไมท่ีผานการคัดเลือกและสุมมาตรวจสอบตางไดรับยีน pns และ hptII จากพลาสมิด 
pPink26 จึงทําใหตนกลวยไมตานทานตอไฮโกรมัยซินและสามารถอยูรอดได 
 
 
 
 
 
 
ภาพท่ี 24  ผลผลิตพีซีอารของกลวยไมท่ีไดรับการถายยนี pns สําหรับยีน hptII ตรวจสอบดวยคูไพร

เมอร HPTII(F) และ HPTII(R) และสําหรับยีน pns ตรวจสอบดวยคูไพรเมอร 35S_pro 
และ Pin_RT 

 
11.2 การแยกอารเอ็นเอจากกลวยไมเอ้ืองเงินหลวงแปลงพันธุ และการตรวจสอบการ

แสดงออกของยีน pns ของกลวยไมเอ้ืองเงินหลวงแปลงพันธุดวยวิธี relative RT–PCR 
 

hptII 

pns 

   M            pPink26          WT       PinKD1       PinKD2      PinKD3    PinKD4 

500 bp 

1.5 Kb 
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สกัดอารเอ็นเอจากใบตนออนกลวยไมพันธุเอ้ืองเงินหลวงท่ีไมไดและไดรับการถายยนี 
pns ของมะกรูดน้ําหนัก 1 กรัม ดวยวิธี Trizol reagent (Gibco BRL, สหรัฐอเมริกา) พบวาอารเอ็นเอ
ท่ีสกัดไดมีคุณภาพดี (ภาพท่ี 18) และนําอารเอ็นเอท่ีไดไปใชในการสรางดีเอ็นเอสายแรกดวย 
Ready–To–Go You–Prime first strand beads (GE Healthcare Biosciences, สหรัฐอเมริกา) เพื่อ
ตรวจสอบการแสดงออกของยีนในระดับอารเอ็นเอดวยวิธี RT–PCR 
 

 
 
 
 
ภาพท่ี 25  อารเอ็นเอสกัดจากใบของกลวยไมพันธุเอ้ืองเงินหลวง โดยท่ี WT คือ อารเอ็นเอกลวยไม

พันธุเอ้ืองเงินหลวงที่ไมไดรับการถายยีน pns และ PinD2- PinD4 คือ อารเอ็นเอของใบ
ของกลวยไมพันธุเอ้ืองเงินหลวงที่ไดรับการถายยีน pns 

 
ผลการตรวจสอบระดับการแสดงออกของยนีในระดับอารเอ็นเอ ดวยวิธี relative RT–

PCR ดังตารางท่ี 9 แสดงคา expression ratio ท่ีไดจากการทํา relative RT–PCR ของกลวยไมพนัธุ
เอ้ืองเงินหลวงที่ไดรับการถายยีน pns โดยคํานวณคาตามวิธีการของ Livak and Schmittgen (2001) 
และตารางท่ี 10 แสดงคา expression ratio ท่ีไดจากการทํา relative RT–PCR ของกลวยไมพันธุเอ้ือง
เงินหลวงทีไ่ดรับการถายยีน pns ท่ีถูกคํานวณดวยโปรแกรม realplex (Eppendorf, สหรัฐอเมริกา) 
โดยใชคูไพรเมอร PNS_RT(S)773 (5′–GGA GGC AAG GTG GTT CAT–3′) และ 
PNS_RT(R)977 (5′–CGT CTA AAA TAC CCA AAC TGA GG–3′) เพื่อตรวจสอบการแสดงออก
ของยีน pns โดยใชระดับการแสดงออกของยีนในตนกลวยไมพนัธุเอ้ืองเงินหลวงทีไ่มไดรับการถาย
ยีนเปน calibrator และใชยีน 5.8S rRNA ซ่ึงเปน internal control ในตนกลวยไมเอ้ืองเงินหลวงที่
ไดรับการถายยีน pns มาปรับระดับการแสดงออกของยนีใหอยูในมาตรฐานเดยีวกนั เม่ือนําคา 
relative expression ratio มาแสดงเปนกราฟแทง ดวยโปรแกรม Microsoft Excel (Microsoft, 
สหรัฐอเมริกา) พบวาตนกลวยไมพันธุเอ้ืองเงินหลวงทีไ่ดรับการถายยนี pns มีการแสดงออกของยนี 
pns ท่ีเพิ่มข้ึนเม่ือเปรียบเทียบกับตนท่ีไมไดรับการถายยนี (กําหนดใหตนท่ีไมไดรับการถายยีนมีคา 
expression ratio เทากับ 1) ซ่ึงระดับการแสดงออกของยีน pns ในระดับอารเอ็นเอของโคลนท่ี 
PinKA8  มีการแสดงออกมากท่ีสุดเม่ือเปรียบเทียบกับอารเอ็นเอของกลวยไมพันธุเอ้ืองเงินหลวงที่

    WT            PinD2         PinD3         PinD4 
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ไมไดรับการถายยีน เทากับ 3.917 เทา และโคลนท่ี  PinKA9 และ PinKA7 มีระดับการแสดงออก
ของยีน pns ท่ีลดลง ดังภาพท่ี 19 ตารางท่ี 9-10 และดังภาพผนวกท่ี 2 

 
ความแปรปรวนในการแสดงออกของยีนในการถายยนีเขาสูพืช อาจอธิบายไดจาก

ปจจัยตางๆ เชน จํานวนชุดของยีน ตําแหนงในการเขาแทรกของยีน โดยถายีนเขาไปแทรกใน
ตําแหนงท่ีไมเหมาะสม เชน บริเวณ heterochromatin ซ่ึงเปนตําแหนงท่ีมีการแสดงออกของยีนนอย 
สงผลทําใหยนีท่ีถายเขาไปไมมีการแสดงออก (Mayer, 1995) รวมท้ังจํานวนชุดของยีนท่ีถายเขาไป 
หากมีจํานวนชุดมากเกนิไป จะทําใหพืชกระตุนกระบวนการยับยั้งการแสดงออกของยีนนัน้ๆ สงผล
ใหยนีท่ีถายเขาไปมีการแสดงออกท่ีนอยหรือไมแสดงออกไดเชนกัน (Assaad et al., 1993) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพท่ี 26  ระดับการแสดงออกของยีน pns ในกลวยไมพนัธุเอ้ืองเงินหลวงแปลงพันธุ ตรวจสอบ

ดวยวิธี relative RT–PCR (ก) และ ปริมาณดีเอ็นเอของยนี pns เปรียบเทียบกับ 5.8S 
rRNA (control) ท่ีสังเคราะหไดดวยวิธี relative RT–PCR กลวยไมพันธุเอ้ืองเงินหลวง
แปลงพันธุ 3 โคลน เทียบกบั จํานวน 30 รอบ (ข) 

 
 
 

(ข) 

5.8S rRNA 

pns 

(ก) 
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ตารางท่ี 9  คา expression ratio ท่ีไดจากการทํา relative RT–PCR กลวยไมพันธุเอ้ืองเงินหลวงที ่
ไดรับการถายยีน pns โดยคํานวณคาตามวธีิการของ Livak and Schmittgen (2001) 

 
Transgenic lines gene mean CT 5.8S rRNA mean CT CT CT expression ratio 

PinD2 (pns) 21.87 6.62 15.25 6.59 0.01038 

PinD3 (pns) 14.54 7.85 6.69 -1.97 3.91768 

PinD4 (pns) 16.17 5.62 10.55 1.89 0.26980 

WT 17.66 9 8.66 0 1 

 
โดยกําหนดให   CT = gene mean CT – 5.8 rRNA mean CT 
    CT = CT – CTWT  
    expression ratio = 2– CT 
 
ตารางท่ี 10  คา expression ratio ท่ีไดจากการทํา relative RT–PCR ของกลวยไมพันธุเอ้ืองเงินหลวง 

 ท่ีไดรับการถายยีน pns 
 

Name Ct mean SYBR Expr. Level SYBR 

WT  

PinD2 (pns) 

PinD3 (pns) 

PinD4 (pns) 
WT (5.8S rRNA) 
PinD2 (5.8S rRNA) 
PinD3 (5.8S rRNA) 
PinD4 (5.8S rRNA) 

17.66 
21.87 
14.54 
16.17 
9.00 
6.62 
7.85 
5.62 

 
0.00103 

3.92 
0.269 
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สรุปและขอเสนอแนะ 
 

สรุป 
 

1. ตัดตอยีน pns สมบูรณของมะกรูด และตัดตอเขาพลาสมิดเวคเตอร pGEM®–T Easy ให
ช่ือโคลนวา pPink4 ไดช้ืนดเีอ็นเอขนาด 1,922 คูเบส ท่ีประกอบดวยยนี pns สมบูรณ ขนาด 1809 คู
เบส แปลเปนกรดอะมิโนได 603 เรสซิดิว  

 
2. ตัดตอยีน pns สมบูรณของมะกรูด เขาสูเวคเตอรพืช pCAMBIA 1305.1 ใหช่ือโคลนวา 

pPink26 
 
3. เม่ือถายยีน pns (pPink26) เขาอะราบิดอปซิสและคัดเลือกบนอาหาร 1/2MS ท่ีเติมสาร

ปฏิชีวนะไฮโกรไมซิน 20 มิลลิกรัมตอลิตร พบอัตราการมีชีวิตรอดของเมล็ดอะราบิ ดอปซิสท่ี
ไดรับการถายยีน pns ในลูกรุน T1–T5 เพิม่ข้ึนอยางตอเนื่องจนถึงระดับ 83.33% ในรุน T5 เม่ือ
ตรวจสอบดวยวิธีพีซีอาร พบยีน pns ในตนอะราบิดอปซิสทุกตน และเม่ือตรวจสอบการแสดงออก
ของยีน pns ในอะราบิดอปซิส ดวย qRT–PCR พบการแสดงออกสูงท่ีสุดในอะราบดิอปซิส ใหช่ือ
วา PinkA11 ซ่ึงมีระดับการแสดงออกของยนี pns มากท่ีสุด เทากับ 58.0 เทาของพืชปกติ  

 
4. อยางไรก็ตาม ไมสามารถพบการปลดปลอยสารหอมระเหยดวยวิธี GC-MS ในอะราบิด

อปซิสท่ีไดรับการถายยีน pns ในทุกโคลนท่ีไดรับการถายยีน 
 
5. เม่ือถายยีน pns เขาโปรโตคอรมกลวยไมพันธุเอ้ืองเงินหลวง พบกลวยไมท่ีไดรับยนี pns 

และ gus รอยละ 1.34 และ 1.56 ตามลําดับ และเม่ือตรวจสอบการแสดงออกของยีน pns ในกลวยไม
เอ้ืองเงินหลวง ดวย qRT–PCR พบการแสดงออกสูงท่ีสุดในกลวยไมแปลงพันธุใหช่ือวา PinkA8 ซ่ึง
มีระดับการแสดงออกของยีน pns มากท่ีสุด เทากับ 3.917 เทาของพืชปกติ 
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ขอเสนอแนะ 
 

การทดลองในคร้ังนี้ประสบความสําเร็จในการสรางพลาสมิดสายผสมช่ือ pPINK26 ท่ีทํา
ใหเกิดการแสดงออกของยีน pns ของมะกรูดในอะราบดิอปซิสและกลวยไมได และพบการแทรก
ตัวของยีนแบบถาวร โดยยนีเขาไปอยูในโครโมโซมของพืชแปลงพันธุ และสามารถถายทอดไปยงั
รุนลูกได ดังน้ันพลาสมิดสายผสม pPINK26 ท่ีสรางได เหมาะสําหรับการนําไปใชในการถายยนีเขา
พืชท่ีสําคัญทางเศรษฐกิจตอไป อยางไรก็ตามการทดลองในคร้ังนี้ ยังขาดการพิสูจนการ
เปล่ียนแปลงองคประกอบของสารหอมระเหยท่ีเกิดข้ึนในพืชแปลงพันธุ ซ่ึงจะตองดําเนินการ
ทดลองตอไปในอนาคต 
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ภาพผนวกท่ี 1  ขอมูลท่ีไดจากการทํา relative RT–PCR ของอะราบิดอปซิสแปลงพันธุรุน T5 
  ก. Fluoresent profile 
  ข. Amplification plot 
  ค.  Melting curve 
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(ข) 
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ภาพผนวกท่ี 2  ขอมูลท่ีไดจากการทํา relative RT–PCR ของกลวยไมพนัธุเอ้ืองเงินหลวงแปลงพันธุ 
  ก. Fluoresent profile 
  ข. Amplification plot 
  ค.  Melting curve 
 
 

(ก) 

(ข) 
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ภาพผนวกท่ี 2  (ตอ) 
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ภาพผนวกท่ี 3  แผนท่ียีนและตําแหนงของเอนไซมตัดจําเพาะของ pGEM®–T vector 
  
ท่ีมา: Promega Corporation (n.d.) 
 
 

 
 
ภาพผนวกที่ 4  แผนท่ียีนและตําแหนงของเอนไซมตัดจําเพาะของ pCAMBIA1305.1 
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ภาพผนวกท่ี 5  วิถีการสังเคราะหสารกลุมโมโนเทอรปนใน peppermint และ cornmint 
 
ท่ีมา: Soheil and Croteau (2002) 
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ตารางผนวกท่ี 1  สารเคมีในอาหารสังเคราะหสูตร MS (Murashige and Skoog, 1962) และอาหาร
สูตรดัดแปลง VW (Vacin and Went, 1949) 

 
ความเขมขน (mg/l) สารเคมี   

MS (mg/l) VW (mg/l) 
Macroelements 
         NH4NO3 
         KNO3 
         CaCl2.2H2O 
         MgSO4.7H2O   
         KH2PO4 
         Ca3(PO4)2   
         (NH4 )2SO4    

 
1,650 
1,900 
440  
370 
170     

- 
-  

 
- 

525 
- 

250 
250 
200 
500 

Microelements 
         Na2EDTA 
         FeSO4.7H2O   
         H3BO3 
         MnSO4.4H2O 
         ZnSO4.2H2O 
         KI 

NaMoO4.2H2O 
         CuSO4.5H2O 
         CoCl2.6H2 

 
37.30 
27.80    
6.20 

22.30 
8.60 
0.85 
0.25 

0.025 
0.025 

 
37.30 
27.80 

- 
5.70 

- 
- 
- 
- 
- 

Organic compounds      
Myo-iNOS itol 

         Glycine 
      Nicotinic Acid (B12) 
     Pyridoxine HCl (B6)  

   Thiamine HCl (B1)  

 
100 
2 

0.50 
0.50 
0.50 

 
100 
2 

0.50 
0.50 
0.10 
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ตารางผนวกท่ี 2  อาหารสังเคราะหท่ีใชในการเพาะเล้ียงและคัดเลือกเนื้อเยื่อกลวยไม 
 

อาหารสังเคราะหสูตร องคประกอบ 
VW อาหารเหลวสูตรดัดแปลง VW ท่ีเติมน้ําตาล

ทราย 2 เปอรเซ็นต น้ํามะพราว 15 เปอรเซ็นต
และไตรแคลเซียมฟอสเฟต 0.2 กรัมตอลิตร 

MS อาหารแข็งสูตรดัดแปลง MS ท่ีเติมน้ําตาลทราย 
3 เปอรเซ็นต และวุนผง 0.75 เปอรเซ็นต 

MSO อาหารเหลวสูตรดัดแปลง MS ท่ีไมเติมน้ําตาล 
และเติมผงวุน 0.75 เปอรเซ็นต 

MSH5 + Cef 250 อาหารเหลวสูตรดัดแปลง MS ท่ีเติมไฮโกรมัย
ซิน ความเขมขน 5 มิลลิกรัมตอลิตร และเติม
แซฟโฟแทกซีม 250 มิลลิกรัมตอลิตร 

MSH15 + Cef 150 อาหารเหลวสูตรดัดแปลง MS ท่ีเติมไฮโกรมัย
ซิน ความเขมขน 15 มิลลิกรัมตอลิตร และเติม
แซฟโฟแทกซีม 150 มิลลิกรัมตอลิตร 

MSH25 + Cef 100 อาหารเหลวสูตรดัดแปลง MS ท่ีเติมไฮโกรมัย
ซิน ความเขมขน 25 มิลลิกรัมตอลิตร และเติม
แซฟโฟแทกซีม 100 มิลลิกรัมตอลิตร 

MSH25 อาหารเหลวสูตรดัดแปลง MS ท่ีเติมไฮโกรมัย
ซิน ความเขมขน 25 มิลลิกรัมตอลิตร  

MSH15 อาหารเหลวสูตรดัดแปลง MS ท่ีเติมไฮโกรมัย
ซิน ความเขมขน 15 มิลลิกรัมตอลิตร 

MSH5 อาหารเหลวสูตรดัดแปลง MS ท่ีเติมไฮโกรมัย
ซิน ความเขมขน 5 มิลลิกรัมตอลิตร 
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