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เบตา–พินีนจัดเปนสารโมโนเทอรปนองคประกอบสําคัญของน้ํามันหอมระเหยท่ีสกัดได

จากผิวของมะกรูด (Citrus hystrix DC.) การศึกษาในคร้ังนี้นํายนีพินนีซินเทส ท่ีแยกไดจากมะกรูด
มาตัดตอเขาเวคเตอรท่ีแสดงออกในพืช (pCAMBIA1305.1) เพื่อการถายเขาสูอะราบิดอปซิสและ
กลวยไมพันธุเอ้ืองเงินหลวง หลังจากการทดสอบระดับความเขมขนท่ีเหมาะสมของไฮโกรมัยซิน
ในอะราบิดอปซิสแปลงพันธุยีนพินนีซินเทสท่ีถูกสรางข้ึนโดยการถายยีนดวยอะโกรแบคทีเรียมสาย
พันธุ EHA105 และถูกคัดเลือกบนอาหาร 1/2MS ท่ีมีไฮโกรไมซิน 20 มิลลิกรัมตอลิตร เปนเวลานาน 
10 วัน แลวจัดเก็บเมล็ดจากอะราบิดอปซิสแปลงพันธุแตละตนท่ีผานการคัดเลือกโดยลักษณะความ
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ของเมล็ดอะราบิดอปซิสในรุน T0, T1, T2, T3, T4 และ T5 เพิ่มข้ึนดวยอัตรา 0.27, 45.17, 70.65, 
78.88, 80.00 และ 83.33 ตามลําดับ นอกจากนี้ยังพบวายนีพินีนซินเทสของมะกรูดประสบ
ความสําเร็จในการแทรกตัวเขาสูโครโมโซมของอะราบิดอปซิสแปลงพันธุทุกตนเม่ือตรวจสอบดวย
วิธีพีซีอาร  แตเม่ือตรวจสอบดวยวิธี GC–MS พบวาไมสามารถตรวจพบสารหอมระเหยท่ีปลอย
ออกมาจากดอกอะราบิดอปซิสแปลงพันธุหลังจากปลอยใหเกิดการสะสมนาน 3 ช่ัวโมง 
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แบคทีเรียม หลังจากการคัดเลือกบนอาหาร MS ท่ีมีไฮโกรไมซินและซีโฟแทกซีม นาน 12 สัปดาห
พบอัตราการรอดชีวิตของโปรโตคอรมท่ีไดรับยีนพินีนซินเทส คิดเปนรอยละ 1.34 และตรวจพบการ
แทรกตัวของยนีเขาสูโครโมโซมของตนออนกลวยไมเม่ือตรวจสอบดวยวิธีพีซีอาร 
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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. 
 
 

 
 

    /  /  

Student’s signature  Thesis Advisor’s signature   



 

กิตติกรรมประกาศ 
  

ขาพเจาขอขอบพระคุณ รองศาตราจารย ดร. พัฒนา  ศรีฟา  ฮุนเนอร ประธานกรรมการท่ี
ปรึกษาวิทยานพินธหลัก สําหรับการชวยเหลือวางแผนงานวิจยัในวิทยานิพนธฉบับนี ้ตลอดจนให
คําแนะนํา และตรวจแกไขขอบกพรองตางๆ และขอขอบพระคุณ ดร. อัจราพร ศรีบุญเลิศ และ ดร.
สิทธิรักษ รอยตระกูล กรรมการท่ีปรึกษาวทิยานิพนธรวม 

 
ขอขอบพระคุณอาจารย เจาหนาท่ีภาควิชาพันธุวิศวกรรม โครงการสหวิทยาการระดับ

บัณฑิตศึกษา ภาควิชาพนัธุศาสตร มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร และขอขอบพระคุณ นางสาวกฤษณา 
พินิจ และนายนิติรัตน ฉิมนอย นักวิจยัของสถาบันวิจัยจฬุาภรณ ท่ีใหความชวยเหลือและอํานวย
ความสะดวกในการทําวิทยานิพนธคร้ังนี้จนสําเร็จ 

 
ขอขอบคุณเพือ่น พี่ นอง ในภาควิชาพนัธุวศิวกรรมและภาควิชาพันธุศาสตร ท่ีคอยให

ความชวยเหลือ และเปนกําลังใจในการทําวิทยานิพนธคร้ังนี้มาโดยตลอดโดยเฉพาะสมาชิกใน
หองปฏิบัติการ 4505 ทุกคน 

 
ขอขอบคุณทุนอุดหนนุวจิัย ประเภทบัณฑิตศึกษา ประจําป 2553 (สัญญาเลขท่ี ภค./

๒๕๕๓-กท๔) สํานักงานคณะกรรมการวจิัยแหงชาติ (วช.) และทุนวิจยั สถาบันวิจยัและพัฒนาแหง
มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตรท่ีมอบทุนใหสําหรับการวิจยัในคร้ังนี ้

 
สุดทายนี้ขอกราบขอบพระคุณเปนอยางสูงสําหรับคุณพอ คุณแม ท่ีใหความรัก กําลังใจ 

และใหการสนบัสนุนดานการศึกษาตลอดมา ขอบคุณทุกคนในครอบครัวท่ีใหกําลังใจเสมอมา 
 

ภาวรรธน วงศคําไพร 
เมษายน 2555 

 
 
 

 
 



(1) 

สารบัญ 

 หนา 
  
สารบัญ    
สารบัญตาราง  
สารบัญภาพ 
คําอธิบายสัญลักษณและคํายอ   
คํานํา  
วัตถุประสงค  
การตรวจเอกสาร  
อุปกรณและวธีิการ 
ผลและวิจารณ 
สรุปและขอเสนอแนะ 

สรุป 
ขอเสนอแนะ 

เอกสารและส่ิงอางอิง 
ภาคผนวก 
ประวัติการศึกษาและการทํางาน 

(1) 
(2) 
(4) 
(7) 
1 
3 
4 

21 
35 
66 
66 
67 
68 
78 
87 
 
 

  



(2) 

สารบัญตาราง 

 
 
 
 

ตารางท่ี หนา 

  

1 
2 
3 
 

4 
 

5 
 
 

6 
 
 

7 
 
 

8 
 

9 
 
 

10 
 

จุลินทรียท่ีถูกยับยั้งโดยน้ํามันหอมระเหยจากใบและผิวมะกรูด 
เปรียบเทียบชนิดของสารหอมระเหยท่ีพบในใบมะกรูด และผิวมะกรูด 
รายงานการทดลองการเปล่ียนแปลงสารหอมระเหยในพืชหลายชนดิ โดยการ
ถายยีนในกลุม monoterpenoids 
ผลการเปรียบเทียบเปอรเซ็นตความเหมือนของลําดับนิวคลีโอไทดของยีน pns 
กับพืชชนิดอ่ืน 
อัตราการรอด (%) ของอะราบิดอปซิสบนอาหารสังเคราะหสูตรดัดแปลง 
1/2MS ท่ีเติมสารปฏิชีวนะไฮโกรไมซินในระดับความเขมขน 0 20 30 และ 40 
มิลลิกรัมตอลิตร 
อัตราการรอด (%) ของอะราบิดอปซิสท่ีไดรับการถายยีน pns รุน T5 บนอาหาร
สังเคราะหสูตรดัดแปลง 1/2MS ท่ีเติมสารปฏิชีวนะไฮโกรไมซิน 20 มิลลิกรัม
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การแสดงออกของยีนพินีนซินเทสของมะกรูดในอะราบิดอปซิสและกลวยไม 
พันธุเอื้องเงินหลวง 

 

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

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

 
คํานํา 

 
ในปจจุบันสารสกัดจากธรรมชาติหลายชนิดที่นํามาทําน้ํามันหอมระเหย (Essential oil) นับ

ไดวามีประโยชนมากตออุตสาหกรรมน้ําหอมและเครื่องสําอาง ในแตละปประเทศไทยนําเขาเคร่ือง
หอมจากตางประเทศคิดเปนมูลคาไมต่ํากวา 3,500 ลานบาทตอป ขอมูลจากกรมศุลกากรในป 2540 
(จํารัส และ พสิสม, 2546) โดยท่ัวไปน้ํามันหอมระเหยที่ซ้ือขายในตลาดผลิตจากพชืและดอกไมท่ีมี
กล่ินหอมตางๆ เชน ดอกแกว ดอกโมก ดอกกลวยไม มะกรูด และตะไครหอม เปนตน ดวยความ
ตองการของตลาดมีแนวโนมจะเพิ่มสูงข้ึนอุตสาหกรรมสารสกัดจากธรรมชาติจึงมีการเติบโตอยาง
รวดเร็วและแพรหลาย การคนหาแหลงของพืชท่ีมีกล่ินหอมใหมๆ โดยเฉพาะพืชสมุนไพรไทย
หลายชนิดถือไดวาจะชวยเสริมการพัฒนาตลาดเคร่ืองหอมเพ่ือใชประโยชนทางอุตสาหกรรม 
มะกรูดเปนพชืหนึ่งท่ีไดรับความสนใจในการใชเปนแหลงผลิตน้ํามันหอมระเหย องคประกอบทาง
เคมีท่ีสําคัญของน้ํามันหอมระเหยในมะกรูด คือ pinene, sabinene, limonene, citronellal และ 
terpinen–4–ol (สถาบันวิทยาศาสตร และ เทคโนโลยีแหงประเทศไทย, 2548) สารเบตา–พินีน เปน
สารองคประกอบหลักท่ีมีอยูในน้ํามันหอมระเหยสกัดจากผิวมะกรูดถึงรอยละ 30.6 (นิจศิริ, 2532) 
และรอยละ 21.4 ในกล่ินหอมท่ีระเหยออกมาจากผิวมะกรูด (กิตติยา, 2553) น้ํามันใบมะกรูดมีฤทธ์ิ
ไลยุง ตานเช้ืออะมีบา และ น้าํมันผิวมะกรูดมีฤทธ์ิฆาแมลง (สถาบันวิทยาศาสตร และเทคโนโลยี
แหงประเทศไทย, 2548) นอกจากนี้ สารเคมีพวก pinene, limonene, sabinene และ citronellal ถูก
นํามาใชในการแตงกล่ินรสอาหาร ใชเปนสวนประกอบทางยา และเคร่ืองสําอาง และชวยใหคลาย
กังวลทําใหสดช่ืน (สิริลักษณ, 2545) การนําเทคโนโลยีชีวภาพมาใชศึกษายีนและวิเคราะหยีนท่ี
เกี่ยวของกับการสรางกล่ินในมะกรูดเปนแนวทางหนึ่งในการปรับปรุงพันธุเพื่อใหไดสายพันธุใหม
ท่ีมีลักษณะท่ีตองการดวยระยะเวลาส้ัน ดงัจะเห็นไดจากการทดลองของ Joost (2002) ไดถายยีน 
pinene synthase (pns) ของ เลมอน เขาสูยาสูบดวยอะโกรแบคทีเรียม พบวาดอกยาสูบแปลงพันธุ
ปลดปลอยสาร pinene เพิ่มมากข้ึน กิตติยา (2553) โคลนยีนท่ีควบคุมการสรางเอนไซม PNS ท่ีอยู
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ในวิถีการสรางสารเทอรพีนอยดพวก monoterpene จากมะกรูดในประเทศไทย งานวจิัยในคร้ังนี้ได
สราง พลาสมิดสายผสมของยีนพินนีซินเทส (pns) ท่ีแยกไดจากมะกรูดตัดตอเขาเวคเตอรพืช และ
ถายยีนเขาสูอะราบิดอปซิสพืชโมเดล เพื่อศึกษาประสิทธิภาพของการถายยีนและโครงสรางยีนยีน 
pns ท่ีเหมาะสมตอการถายยนีเขากลวยไมพันธุเอ้ืองเงินหลวง ซ่ึงโครงสรางของยีนท่ีไดสามารถ
นําไปใชในการปรับปรุงพันธุพืชสําคัญทางเศรษฐกิจดานน้ํามันหอมระเหยตอไป 
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วัตถุประสงค 
 

1. การตัดตอยนี pns สมบูรณ ท่ีแยกจากมะกรูดเขาสูเวคเตอรท่ีแสดงออกในพืช 
 

2. ถายยีนโครงสรางเขาสูอะราบิดอปซิสและกลวยไมพันธุเอ้ืองเงินหลวงโดยอะโกร 
แบคทีเรียม (Agrobacterium–mediated transformation) 
 

3. ตรวจสอบและวิเคราะหผลการแสดงออกของยีน pns 
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การตรวจเอกสาร 
 

ลักษณะท่ัวไปของมะกรูด 
 

มะกรูด (Citrus hystrix DC.) อยูในวงศ Rutaceae ช่ือสามัญ Kaffir lime เปนไมยนืตนขนาด
ยอม กิ่งและลําตนท่ียังเล็กมีหนามแหลม ใบเขียวหนาคอดกิ่วตรงกลาง ผลออนมีสีเขียวออนเม่ือแก
ผิวของผลขรุขระท้ังลูก มีข้ัวจุกสูง ใบ ดอกและผลมีตอมน้ํามัน ซ่ึงคนไทยนิยมนําผิวของผลมาใช
ในการประกอบอาหาร อีกทัง้สามารถเก็บไวในรูปแหง ทําใหปจจุบันสามารถสงออกมะกรูดแหง 
เพื่อจําหนายตางประเทศ มะกรูดยังถูกนําสวนของใบและผล ขายใหแกโรงงานผลิตน้ํามันหอม
ระเหยเพื่อสกดัน้ํามันหอมระเหยเปนการคา (ชูขวัญ, 2549; ทวีศักดิ,์ 2550) นอกจานี้ยงัใชเปนยา
สมุนไพร เชนผิวของผลเปนยาบํารุงหัวใจ แกอาหารวิงเวยีนศีรษะ น้ําในผลแกอาการทองอืด แก
อาการปวดศีรษะชวยเจริญอาหาร และใชทํายาสระผม (กรมเศรษฐกิจพาณิชย, 2532) ผิวผลและใบ
มะกรูดมีฤทธ์ิในการปองกนัยุง และไลแมลงศัตรูพืช (เดนดนยั และอรรถพล, 2546) อีกท้ังฤทธ์ิและ
ประโยชนของน้ํามันหอมระเหยในมะกรูดดังจะไดกลาวในหวัขอถัดไป 
 

กลวยไมและอุตสาหกรรมของกลวยไมในประเทศไทย 
 
กลวยไมเปนไมดอกท่ีสําคัญของประเทศไทย ซ่ึงเปนท่ียอมรับจากตางประเทศวาประเทศ

ไทยเปนแหลงผลิตกลวยไมเมืองรอนท่ีสําคัญ (ศักดิ์สิทธ์ิ, 2531; สมชาย และคณะ, 2534) และ
จัดเปนสินคาไมดอกไมประดับซ่ึงเปนท่ีนยิมสูงในตลาดโลกรวมถึงเปนสินคา product champion ท่ี
สําคัญของไทย ท้ังนี้ธุรกิจการเพาะเล้ียงกลวยไมของไทยสามารถสรางรายไดนําเงินเขาสู ประเทศ
ไดเปนจํานวนมาก และการสงออกกลวยไมของไทยยังคงมีแนวโนมเติบโตไดตอเนื่อง อีกท้ัง
กลวยไมยังเปนสินคาท่ีมีความสวยงามโดดเดน มีเสถียรภาพ มีมูลคาสูง และจัดเปนสินคาประเภท
เศรษฐกิจสรางสรรค (creative economy) (คณะกรรมการกลวยไมแหงชาติ, 2553) สําหรับความ
ตองการกลวยไมตัดดอกยังคงมีมากข้ึนโดยเฉพาะการใชสําหรับประดับ อาคารสถานท่ีและใช
ตกแตงอาหารในธุรกิจบริการ โรงแรม ภัตตาคาร และรานอาหารตางๆ ท้ังนี้ไทยเองมีจุดแข็งใน
ฐานะเปนประเทศผูสงออกกลวยไมตดัดอกเมืองรอน ท่ีมีสัดสวนสูงเปนอันดับ 1 ของโลกมาโดย
ตลอด (ศูนยวจิัยกสิกรไทย, 2551) อยางไรก็ตามการแขงขันดานการคากลวยไมระหวางประเทศท่ี
สูง ดังนั้นการผลิตกลวยไมใหมีลักษณะท่ีแปลกใหมจึงมีโอกาสดีในเชิงการคา การพฒันาพันธุให
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มีดอกท่ีมีกล่ินหอม จึงเปนแนวทางหนึ่งในการปฏิบัติ ในการปรับปรุงพันธุกลวยไมไทยใหมีความ
หลากหลายทางสายพันธุท้ังในดานสีดอกและกล่ินหอม เพื่อการคาในเชิงไมตัดดอก และ
อุตสาหกรรมการผลิตน้ําหอม  

 
กลวยไมเปนไมดอกไมประดับท่ีมีราคาสูงตามมีสีสัน กล่ิน ขนาด รูปรางและความ

หลากหลายของพันธุกลวยไม จากความตองการของตลาดโลกท่ีมีเพิ่มมากข้ึน ทําใหมีอัตราสงออก
กลวยไมอยางตอเนื่อง ประเทศไทยเปนประเทศหนึ่งท่ีมีการสงออกและไดรายไดจากการสงออก
กลวยไม โดยประเทศไทยสามารถสงออกไดในอันดับหนึ่งของโลก (กรมวิชาการเกษตร, 2548; 
คณะกรรมการกลวยไมแหงชาติ, 2553) และและสงออกตนกลวยไมเปนอันดับ 2 ของโลก รองจาก
ประเทศไตหวนั (คณะกรรมการกลวยไมแหงชาติ, 2553) พบวามูลคาสงออกของตนกลวยไมใน
เดือนมกราคม พ.ศ. 2555 มีมูลคาการสงออกตนกลวยไม 432 ลานบาท (สํานักงานเศรษฐกิจ
การเกษตร, 2555) และปจจุบันมีการปรับปรุงพันธุกลวยไมเพื่อเพ่ิมประสิทธิภาพและความ
หลากหลายมากข้ึน โดยนําความรูทางพันธุวิศวกรรมเขามาใช เพื่อใหสอดคลองกับความตองการ
ของตลาดและเปนการขยายการแขงขันในตลาดระหวางประเทศ (มาลินี, 2542)  
 

กลวยไม (orchid) อยูในวงศ Orchidaceae กลวยไมท่ีพบอยูในโลกน้ีมีประมาณ 15,000 –
30,000 ชนิด และมีมากกวา 800 สกุล ซ่ึงนับวาเปนวงศท่ีใหญท่ีสุดวงศหนึ่งของพืชมีดอก (ครรชิต, 
2547) กลวยไมปาของประเทศไทยมี 183 สกุล จํานวน 1224 ชนิด กลวยไมสกุลหวาย ถือเปน
กลวยไมสกุลใหญท่ีสุด ซ่ึงพบในประเทศไทยจํานวน 171 ชนิด (พัชรียา, 2553) ดอกของกลวยไม
แตละพันธุมีรูปราง สี และกล่ิน แตกตางกนัออกไป ซ่ึงจากการทําการศึกษาในกลวยไม 2200 ชนิด 
มีเพียง 15–20% เทานั้นท่ีพบวาดอกกลวยไมสกุลหวายท่ีขายเปนการคาบางชนิดไมมีกล่ินหอม เชน 
Dendrobium Anna, Dendrobium Sonia และ Dendrobium Sabin สําหรับกลวยไมสกุลหวายท่ีมีดอก
หอมถูกแบงเปนกลุมไดดังนีคื้อ กลวยไมท่ีมีกล่ินหอมแรง เชน เอ้ืองแซะหลวง (Dendrobium 

scabrilingue Lindl.), เอ้ืองเงินหลวง (Dendrobium formosum Roxb), เอ้ืองคร่ัง (Dendrobium 
parishii ) เอ้ืองสายหลวง (Dendrobium anosmum) เอ้ืองเงิน (Dendrobium draconis) และกลวยไม
สกุลชาง (Kaiser, 1993; จิตราพรรณ, 2538; จิตราพรรณ, 2542; อรรัมภา 2552)  
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กลวยไมเอ้ืองเงินหลวง 
   

ผูคนพบกลวยไมเอ้ืองเงินหลวง คือ William Roxburgh ตอมาในป ค.ศ. 1837 Gibson ไดนํา
ออกมาเผยแพร (Charles, 1950) กลวยไมเอ้ืองเงินหลวงเปนกลวยไมปาท่ีพบทางตะวนัออกเฉียงใต
ของเทือกเขาหมิาลัยจนถึงพมา เวียดนาม และไทย อีกท้ังยังพบในบริเวณพ้ืนท่ีราบ (Holttum, 1964)  

 
ศิริลักษณ (2544) กลาววา ประเทศไทยพบเอ้ืองเงินหลวงเฉพาะจังหวดัระนอง (Haruyuki 

และ Rapee , 1975) อีกทั้งกลวยไมเอ้ืองเงินหลวงจัดเปนกลวยไมอากาศ (epiphytic orchid) มีลําตน
เปน pseudobulbous ผิวของลําตนเม่ือโตเต็มท่ีจะพบรอยยน ลําตนสูง 25–55 เซนติเมตร เปนรูปไข 
(ovate) ฐานใบเบ้ียว (oblique) มีความยาว 7.5 – 12.5 เซนติเมตร และกวาง 3.5–4 เซนติเมตร ดอกมี
สีขาวเปนชอแบบ raceme จํานวน 2–5 ดอก ตรงบริเวณปลายลําท่ียังมีใบติดอยู กลีบเล้ียงหรือกลีบ
ดอก (sepal) เปนรูปไขกลับ (obovate) ถึงรูปหอก (lanceolate) ปลายกลีบแคบ ดานหลังกลีบเปนสัน
คลายทองเรือ กลีบดอกหรือกลีบใน (petal) มีขนาดกวางกวากลีบเล้ียง 2–2.5 เทา กลีบดอกเปนรูป
ไขกลับ (obovate) ถึงรูปวงกลม (orbicular) ขอบของกลีบดอกเปนคล่ืนเล็กนอย บริเวณปลายกลีบมี
ลักษณะแหลมคลายต่ิงเล็กนอย กลีบดอกมีขนาด 4–6 เซนติเมตร สวนกลีบปาก (lip) มีสีขาวแตมสี
เหลือง ยาว 7–10 เซนติเมตร เปนรูปไขกลับ (obovate) ถึงรูปวงกลม (orbicular) ท่ีฐานกลีบปาก
เช่ือมติดกับเสาเกสร (column) สวนปลายกลีบปากเวาเปนพู (lobes) 2 พู และปลายพูหยักเล็กนอย 
(Backer และ Van Den Brink, 1968) ดอกมีกล่ินหอมนาน 2 สัปดาห โดยปกติจะออกดอกชวงเดือน 
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 ไดมีมติใหพนัธุกลวยไมของไทย ไดแก กลวยไมปาทุก
ชนิดรวมท้ังกลวยไมเอ้ืองเงินหลวงเปนพชือนุรักษในบัญชีแนบทายอนุสัญญาฯ บัญชีท่ี 2 (อําพล, 
2537)  
  

อะราบิดอปซิส 
 

อะราบิดอปซิส (thale cress, Arabidopsis) เปนไมดอกขนาดเล็กสกุลหนึ่งในวงศบราสซิคา
ซิอี (Brassicaceae) จํานวนโครโมโซม 5 แทง (2n = 10) เปนพืชท่ีมีเมล็ดรสเผ็ดอยูในตระกูล
เดียวกันกับมัสตารด และเกี่ยวของกับกะหลํ่า อะราบิดอปซิสสายพันธุโคลัมเบีย (Columbia) แลนด
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สเบิรก (Landsberg) อิเรคตา (Erecta) และ วาซิเลฟสกี้จ (Wassilewskija) เปนสายพนัธุท่ีนิยมใชใน
การศึกษาดานชีวโมเลกุล (http://www.arabidopsis.org) โดยเฉพาะสายพันธุโคลัมเบียและสายพันธุ
แลนดสเบิรกถูกนํามาใชเปนตนแบบของการศึกษาดานชีววิทยาของพืชและพันธุศาสตรโมเลกุล 
(Meyerowitz and Somerville, 1994) และปจจุบันมีการถอดลําดับพันธุกรรมท้ังหมดของอะราบิด
อปซิสไดสําเร็จ (Arabidopsis Genome Initiative , 2000) ซ่ึงขนาดจีโนมประมาณ 100–120 x 106 คู
เบส ดวยเหตุท่ีอะราบิดอปซิสเปนพืชชวงอายุส้ัน ระยะเวลาการงอกของเมล็ด การออกดอก การติด
ฝก จนไดเมล็ดรวมเปนเวลา 6 สัปดาห (David et al., 1998)  

 
ประเภทสารหอมระเหย และการใชประโยชน 

 
สารหอมระเหย หรือน้ํามันหอมระเหย เปนสารประกอบท่ีไดจากธรรมชาติ เปนน้ํามันท่ีพืช

ผลิตข้ึนตามธรรมชาติเก็บไวตามสวนตางๆ เชน กลีบดอก ใบ ผิวของผล เกสร รากหรือเปลือกของ
ลําตน มีลักษณะเปนลักษณะเปนน้าํมันท่ีมีอนุภาคเล็กมาก มีกล่ินเฉพาะตัว ระเหยไดในอุณหภูมิ
ธรรมดา น้ํามันหอมระเหยเปนสวนผสมของสารหอมท่ีระเหยได (fragrant volatile compounds) 
ผลิตจากพืชโดยกระบวนการทางกายภาพ มักเปนของเหลวซ่ึงมีสีเหลืองออนจนถึงเขม ไมละลายนํ้า 
ละลายในน้ําสมสายชูเล็กนอย ละลายดีในแอลกอฮอล น้ํามันพืช ไขมัน (fats) และไขแข็ง (waxes) 
ในธรรมชาติจะพบอยูเปนอณูเล็กๆ ระหวางเซลลของพืช ซ่ึงทําหนาท่ีเปนฮอรโมน ตัวควบคุม 
(regulators) และตัวเรง (catalysis) ในพืช ชวยใหพืชปรับตัวเขากับส่ิงแวดลอมไดดี เชน ในพืช
ทะเลทรายจะใชน้ํามันหอมระเหยในการปองกันแสงแดด และปรับอากาศรอบตนใหสดช่ืน พืชบาง
ชนิดอาศัยน้ํามันหอมระเหยในการปองกนัโรค เชน แบคทีเรีย และ รา และศัตรูพืช เชน แมลง พืช
บางชนิดมีน้ํามันหอมระเหยไวดึงดดูแมลงหรือผ้ึงมาผสมเกสร พืชบางชนิดมีน้ํามันหอมระเหยอยูท่ี
รากเพื่อกําจดัวัชพืช เปนตน (พิมพร, 2547) น้ํามันหอมระเหยในธรรมชาติมักจะพบในสวนท่ีมี
โครงสรางท่ีเปนตอม (glandular hair) ซ่ึงอาจพบไดในสวนตางๆ ของพืช ลักษณะดังกลาวสามารถ
นํามาแบงพืชออกเปน 7 กลุม คือ พืชท่ีใหดอกมีกล่ินหอม พืชท่ีใหใบมีกล่ินหอม พชืท่ีใหเปลือกมี
กล่ินหอม พืชท่ีใหผลหรือเมล็ดมีกล่ินหอม พืชท่ีใหรากหรือสวนท่ีคลายรากมีกล่ินหอม พืชท่ีใหยาง
มีกล่ินหอม และ พืชท่ีใหตนมีกล่ินหอม (จํารัส และ พิสสม, 2546; พิมพร, 2547; อรชร, 2547) กล่ิน
เฉพาะตัวของพืชแตละชนดิข้ึนกับองคประกอบทางเคมีของสารหอมระเหยในพืชนัน้ๆ น้ํามันหอม
ระเหยแตละชนิดมีสารประกอบเคมีหลายตัวรวมกัน เชน น้ํามันดอกกหุลาบ มีสารประกอบเคมีอยู 
18 ชนิด และในขาวหอมมีสารประกอบเคมีมากกวา 90 ชนิด ท่ีอยูในรูปตางๆ (จํารัส และ พิสสม, 



8 

2546) น้ํามันหอมระเหยจะสะสมอยูในผนงัเซลลเปนผลพลอยไดจากการเจริญของพืช ทําหนาท่ี
ปกปองตัวเอง รักษาบาดแผล หรือกันการระเหยของนํ้า รวมท้ังใชไลแมลงท่ีเปนศัตรู อีกท้ังยังชวย
ลอแมลงเพ่ือชวยในการผสมพันธุ (สุจินดา, 2545) 
 
 องคประกอบทางเคมีของนํ้ามันหอมระเหยมีอยูมากมายหลายรอยชนดิ แตสามารถแยกเปน
กลุมของสารไดเปน 7 กลุม ซ่ึงในแตละกลุมจะออกฤทธ์ิบําบัดท่ีแตกตางกัน (อุไรวรรณ และคณะ, 
2549) ดังนี ้

 
1. กลุม alcohol สารในกลุมนีมี้คุณสมบัติ ฆาเช้ือโรค ตานเช้ือไวรัส ยกระดับจิตใจ สาร

ใน 
กลุมนี้ไดแก linalool, citronellol, geraniol, borneol, menthol, nerol และ teppineol 

2. กลุม aldehydes สารในกลุมนี้มีฤทธ์ิในการระงับประสาท ยกระดับจิตใจ ลดการ
อักเสบ 

ลดความอวน ขยายหลอดเลือด และมีฤทธ์ิในการฆาเช้ือโรค สารในกลุมนี้ไดแก citronellal, citral, 
neral, geranial 

3. กลุม esters มีคุณสมบัติระงับประสาท สงบอารมณ ลดอาการเกร็งของกลามเนื้อ ลด 
การอักเสบและตานทานเช้ือรา สารในกลุมนี้ไดแก linalyl acetate, geranyl acetate, bomyl acetate, 
eugenyl acetate, lavendulyl acetate 

4. กลุม ketones สาร ketones มีคุณสมบัติชวยขยายหลอดลม ละลายเสมหะเสริมสราง 
เนื้อเยื่อและลดการอักเสบ สารในกลุมนีไ้ดแก jasmone, fenchone, camphor, carvone, menthose 

5. กลุม oxides ในสารกลุมนี้ มีคุณสมบัติในการขับเสมหะ ละลายเสมหะ สารท่ีสําคัญ 
ไดแก cineol นอกจากนี้ยังมีคุณสมบัติฆาเช้ือแบคทีเรีย และการกระตุนระบบประสาท สารในกลุม
นี้ไดแก linalol oxide, bisabolon oxide 

6. กลุม phenols มีคุณสมบัติในการฆาเช้ือแบคทีเรีย กระตุนระบบประสาท และภูมิ 
ตานทานของรางกาย สารในกลุมนี้ไดแก eugenol, thymol 

7. กลุม terpene สารในกลุมนีมี้ฤทธ์ิในการตานทานเช้ือและลดการอักเสบ ประกอบดวย  
camphene, sabinene, caryophyllene, cedrene, dipentene, phellandrene, terpinene, cardinene, 
mycrene สาร sesquiterpenes เชน chamazulene, farnesol มีฤทธ์ิในการลดการอักเสบและตาน
แบคทีเรีย สาร limonene มีคุณสมบัติตานไวรัส ซ่ึงพบในน้ํามันสม และ pinene มีฤทธ์ิฆาเช้ือ เปน
ตน โดยปกติน้าํมันหอมระเหยแตละชนิดจะมีสารประกอบทางเคมีตั้งแต 50–500 ชนิด 
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องคประกอบทางเคมีแตละชนิด ก็มีคุณสมบัติแตกตางกันไป ดังท่ีกลาวแลว แตเม่ือมาผสมผสาน
กันอยู ทําใหเกดิคุณสมบัติท่ีเปนเอกลักษณ ของนํ้ามันหอมระเหยจากพชืแตละชนดิ ท่ีมีจุดเดนความ
เหมือนและความแตกตางกันในการบําบัดตางกันออกไป 
 

พิมพร (2547) และ อรชร (2547) ไดจดักลุมของน้ํามันหอมระเหยออกเปน 2 กลุมใหญๆ 
ตามองคประกอบของโครงสรางโมเลกุลของวงอะโรเมติกท่ีมีโมเลกุลหลัก ไดแก กลุมของ 
phenylpropenes และกลุมของ hydrocarbons โดยน้ํามันหอมระเหยจะอยูในรูปของสารเคมีท่ีตาง
ชนิดกันในเซลล ซ่ึงจะอยูภายในพลาสติดและในไซโตพลาสซึม แสดงดังภาพท่ี 1 

 

 
 
ภาพท่ี 1  การทํางานของเอนไซมในกลุม Terpene Synthases (TPS)  
 
ท่ีมา: Dorothea (2006) 
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สารหอมระเหยกลุมเทอรพีน 
 
 เทอรพีน (Terpene) มีหลายช่ือดวยกัน เราอาจรูจักในช่ือของ terpeniod isoprene หรือ 
isopreniod เปนสารท่ีสําคัญมากในพืช terpenoid มีหลายโครงสรางและหลายรูปแบบ (Dudareva et 
al., 2006) (ภาพท่ี 2 ) สารท่ีอยูในกลุมนี้มีมากกวา 30,000 ชนิด ซ่ึงในสารแตละตัวจะประกอบมา
จากหนวยของ isoprene ท่ีมีโครงสรางจากคารบอน 5 อะตอม เชน 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 สามารถแทนไดตั้งแต 9 – 30,000 ตัว สามารถพบ terpene ไดจากสารอ่ืนๆ 
อีก เชน anthraquinones, terpenoid indole alkaloid, flavonoids และ isoflavoniods (Liu et al., 2005; 
Dubey et al., 2003) 
 

 
 
ภาพท่ี 2   ตัวอยางองคประกอบทางเคมีของ Terpene ท่ีพบในน้ํามันหอมระเหย  
 
ท่ีมา: Dudareva et al. (2006) 
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สารกลุม monoterpene ไดแก camphene, limonene, myrcene, –pinene, –pinene, –
terpinene, –terpinene และ sabinene มีสมบัติกระตุนและบํารุง ฆาเช้ือโรค พบใน bay, bergamot, 
black pepper, cistus, fir, lime, lemon และ rosemary เปนตน สารในกลุม monoterpene เปนสารท่ีมี
ความสําคัญทางเศรษฐกิจ ไดแก การแตงกล่ิน สี ในอาหาร และเคร่ืองสําอางตางๆ นอกจากนี้ยัง
สามารถตอตานจุลชีพ และเชื้อรา (Lücker et al., 2001) และ limonene มีฤทธ์ิในการยับยั้ง
เซลลมะเร็งในกระเพาะอาหารและมะเร็งตับ (Lu et al., 2004 และ Elegbede and Abiodun, 2002) 
ประภัสสร และคณะ (2011) ไดศึกษาคุณสมบัติในการเปนสารตานอนมูุลอิสระของน้ํามันหอม
ระเหยจากพืชสมุนไพร 8 ชนิดในหลอดทดลอง คือ กะเพรา การพลู ตะไครหอม ตะไครบาน 
แฝกหอม มะนาว โรสแมร่ี และอบเชย น้ํามันหอมระเหยท่ีมีฤทธ์ิตานอนุมูลอิสระดวยวิธี free 
radical scavenging (DPPH) และ lipid peroxidation inhibition (TBARs) พบมากท่ีสุดจาก 2 วิธี คือ 
น้ํามันจากใบกะเพรา และรองลงมาคือ กานพลู 

 
น้ํามันหอมระเหยถูกนํามาใชในการแตงกล่ินรสอาหาร สวนประกอบทางยา และ

เคร่ืองสําอาง และชวยใหคลายกังวล ทําใหสดช่ืน (สิริลักษณ, 2545) อีกทั้งมะกรูดยังมีคุณสมบัติใน
การยับยั้งแบคทีเรียและเช้ือรา (นิรนาม, 2537) เนื่องจากมีสารพวก geraniol, neroliol, linalool และ 
terpeneol อยูดวย (ชลลดา , 2546) ซ่ึงสอดคลองกับบทความของ นวลจนัทร และสุภาพร (2551) 
กลาวถึงน้ํามันหอมระเหยสามารถใชยับยั้งการเจริญเติบโตของเช้ือ Bacillus cereus แตกลไกในการ
ยับยั้งการเจรญิของจุลินทรียยังไมทราบแนชัด และน้ํามันหอมระเหยจากผิวมะกรูดมีประสิทธิภาพ
ในการยับยั้งการเจริญของจุลินทรียไดดกีวาใบมะกรูด (บัญญัติ, 2527) อีกทั้งน้ํามันหอมระเหยจาก
ผิวมะกรูดและใบมะกรูดท่ีสามารถยับยั้งการเจริญของแบคทีเรีย (ตารางท่ี 1) การทดสอบของ 
Monasoi et al. (2006) ฤทธ์ิยับยั้งการเพ่ิมจํานวนของเซลลมะเร็ง KB และ P388 ของนํ้ามันหอม
ระเหยท่ีสกัดไดจากพืชสมุนไพรไทย โดยนําเซลลมะเร็งท้ังสองชนิดมาเล้ียงในอาหารที่มีน้ํามัน
หอมระเหยผสมอยู จากนั้นดผูลการยับยั้งการเจริญเติบโตของเซลลมะเร็งดวยวิธี MTT ใน 96 well 
tissue culture plate และปริมาณผลการตายหรือการรอดของเซลลมะเร็งนั้น พบวาน้ํามันหอมระเหย
จากพืชสมุนไพรไทยหลายชนิดมีฤทธ์ิท่ีดีในการยับยั้งการเพ่ิมจํานวนของเซลลมะเร็ง KB และ 
P388 โดยเฉพาะน้ํามันหอมจากโหระพามีฤทธ์ิท่ีดีท่ีสุดในเซลลมะเร็ง P388 แตมีฤทธ์ิแรงนอยกวา
ยา 5–FU 12.7 เทา และนํ้ามันหอมระเหยจากใบฝร่ัง (Psidium guajava L.) มีฤทธ์ิดีท่ีสุดใน
เซลลมะเร็ง KB โดยมีฤทธ์ิแรงมากกวายา vincristine 4.37 เทา จากการศึกษาของ Belletti et al. 
(2004) ไดสกัดและวิเคราะหสารสกัดจากพืชตระกูล citrus พบวาสารออกฤทธ์ิท่ีมีความเขมขน
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สูงสุด เรียงตามลําดับ ไดแก β–pinene , P–cymene และ Citral isomers ซ่ึง β–pinene ท่ีพบมี
ปริมาณประมาณ 20% ในสารสกัดจากน้ํามะนาว พบวาสารนี้มีประสิทธิภาพในการตานเช้ือ E. coli 
0157–H7 นอกจากนี้ bicyclic terpenes, α และ β–pinene ยังมีคุณสมบัติในการยับยั้งยีสต และเช้ือ
ราหลายชนิด จากการศึกษาของ สาวิตรี และคณะ (2005) โดยการสํารวจและทดสอบหาสมุนไพรที่
มีฤทธ์ิยับยั้งการเจริญของจุลินทรียและตานอนุมูลอิสระ ของสมุนไพรท้ังหมด 15 ชนิด โดยวิธี agar 
diffusion test พบวา มะกรูดและมะนาว มีฤทธ์ิในการยับยั้งการเจริญเติบโตของเช้ือ Bacillus 
subtilis ท่ีแยกไดจากตัวอยางทางคลินิก โดยมีความกวางของวงทดสอบประมาณ 0.83 ± 0.06 และ 
0.87 ± 0.12 เซนติเมตร ตามลําดับ นอกจากนี้น้ําสมุนไพรท้ังสองชนิดยังมีฤทธ์ิตานเชื้อ Klebsiella 
pneumoniae โดยมีความกวางของวงทดสอบอยูท่ี1.30 ± 0.1 และ 1.47 ± 0.06 ตามลําดับ Dorothea 
and Eran (2006) กลาววา การปลดปลอยสารโมโนเทอรพีน และเซสควิเทอรพีน ในอะราบิดอปซิส 
สายพันธุโคลัมเบีย พบสารกลุมโมโนเทอรพนี  3 ชนิด คือ β–mycrene, linalool และ limonene 
และพบสารกลามเซสควิเทอรพีน  อีก 20 ชนิด โดยพบวา (–)–E–β–caryophyllene มีการปลดปลอย
มากท่ีสุด  
 
ตารางท่ี 1  จุลินทรียท่ีถูกยับยั้งโดยน้ํามันหอมระเหยจากใบและผิวมะกรูด 
 
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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การสังเคราะหสารหอมระเหยในวิถีเทอรปนนอยด 
 

สารในกลุม terpene นับวามีความสําคัญตอกล่ินหอม Soheil and Croteau (2002) จึง
ทําการศึกษากระบวนการสรางอนุพันธของสาร terpene กวา 20,000 ชนิด โดยปฏิกิริยาเร่ิมจากสาร
ตั้งตนท่ีมีคารบอน 5 อะตอม คือ isopentenyl diphosphate (IPP) และไอโซเมอรของ IPP ไดแก 
dimethylallyl diphosphate (DMAPP) ผลจากการสังเคราะหจะไดสารท้ังหมด 3 ชนดิ คือ geranyl 
diphosphate (GPP, C10) ซ่ึงเกิดจากการรวมตัวกันของ IPP กับ DMAPP อยางละ 1 โมเลกุล สาร 
GPP สามารถเปล่ียนแปลงโครงสรางไดเปนสารในกลุม monoterpenes (C10), farnesyl diphosphate 
(FPP, C15) ซ่ึงเกิดจากการรวมตัวกันของ IPP 2 โมเลกุล และ DMAPP 1 โมเลกุล สาร FPP 
สามารถเปล่ียนแปลงโครงสรางไดเปนสารในกลุม sesquiterpenes (C15) และถา FPP เกิดการ
รวมตัวกัน 2 โมเลกุล จะไดโครงสรางของสารในกลุม triterpenes (C30)   และ geranylgeranyl 
diphosphate (GGPP, C20) ซ่ึงเกิดจากการรวมตัวกันของ IPP 3 โมเลกุล และ DMAPP 1 โมเลกุล 
สาร GGPP สามารถเปล่ียนแปลงโครงสรางไดเปนสารในกลุม diterpenes (C20) และถา GGPP เกดิ
การรวมตัวกัน 2 โมเลกุล จะไดโครงสรางของสารในกลุม tetraterpenes (C40) 
จากการศึกษาของ Dorthea (2006) ในกระบวนการสังเคราะหสาร terpenes ในพืชจากสาร DMAPP, 
GPP, FPP หรือ GGPP (ภาพผนวกที่ 5) โดยเอนไซม terpene synthase นั้นพบวาสาร GPP, FPP 
และ GGPP ถูกสังเคราะหจาก DMAPP รวมกับ IPP ชนิดตางๆ กัน โดยเอนไซม prenyltransferase 
จะไดสารสุดทาย คือ monoterpene, sesquiterpene และ diterpene โดยเอนไซม terpene synthase มี 2 
กลุมใหญคือ ในกลุมท่ี 1 ไดแก isoprene synthase, monoterpene synthases และ sesquiterpene 
synthases ทําหนาท่ีใหโปรตอน (H+ ) และเติมคารบอนลงไปในสารต้ังตน prenyl diphosphate 
สําหรับเอนไซม terpene synthase ในกลุมท่ี 2 คือ diterpene synthases เชน เอนไซม ent - copalyl 
diphosphate (CPP) synthase ทําใหเกิดการเหนี่ยวนําโปรตอนจากสารต้ังตนทําใหเกิดการเปล่ียน
โครงสรางจาก GGPP ไปเปน CPP นอกจากนี้ยังพบเอนไซมบางชนิดท่ีทําหนาท่ีได 2 แบบ (กลุมท่ี 
1/กลุมท่ี 2)ไดแก abietadienne synthase สามารถเปล่ียน GGPP ไปเปนสารพวก (+) - CPP ได 
จากนั้น (+) - CPP จะถูกเปล่ียนไปเปนสาร abietadiene ได นอกจากน้ีเอนไซม diterpene synthse ยัง
ทําหนาท่ีสังเคราะห CPP หรือ GGPP ได โดยท่ัวไป เอนไซม terpene synthase ทุกชนิด สามารถ
เปล่ียนสารผลผลิตสุดทาย ใหมีโครงสรางทุติยภูมิได   
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การสังเคราะห terpene ในเซลลพืชเกิดไดใน 2 สวนของเซลล คือ ในไซโตพลาสซึม และ
ในพลาสติด (ภาพผนวกท่ี 5) ซ่ึงท้ัง 2 กระบวนการ เกิดการสังเคราะหสารโดยอิสระตอกัน คือ
กระบวนการ Mevalonate pathway เกิดข้ึนในไซโตพลาสซึม โดยสาร IPP ถูกสรางเปน DMAPP 
และ FPP ซ่ึงสารท้ัง 2 ชนิด เปนสารต้ังตนในการสังเคราะห sesquiterpenes โดยเอนไซม 
sesquiterpene synthases และกระบวนการ methylerythritol phosphate (MEP) เกิดข้ึนในพลาสติด 
IPP ถูกเปล่ียนเปน DMAPP ซ่ึงเปนสารต้ังตนในการสังเคราะห isoprene โดยเอนไซม isoprene 
synthase และสาร IPP ถูกสรางเปน DMAPP เปนสารต้ังตนในการสราง GPP ซ่ึงเปนสารต้ังตนใน
การสังเคราะห monoterpene โดยเอนไซม monoterpene synthases และ DMAPP ถูกเปล่ียนเปน 
GGPP ซ่ึงจะถูกสังเคราะหเปน diterpene โดยเอนไซม diterpene synthases นอกจากนี ้GPP จาก
พลาสติดอาจถูกสังเคราะหเปน FPP โดยเอนไซม monoterpene synthases และ สงผานออกไปยังไซ
โตพลาสซึมได FPP ในไซโตพลาสซึมอาจถูกสังเคราะหโดย monoterpene synthases ใหเปน GPP 
ถูกสงกลับมาใชในพลาสติดไดเชนกัน 
 

จากการศึกษาของ Muñoz-Bertomeu et al. (2008) และ Xiang et al. (2006) สาร 
monoterpene ท่ีเกิดจากกระบวนการสรางสารในพลาสติด จะมีการเปล่ียนสารใหอยูในรูปของสาร
ตัวกลางกอนจงึคอยเปล่ียนรูปไปเปนสารหอมระเหยท่ีแตกตางกัน แสดงดังภาพผนวกท่ี 5 สาร
ตัวกลางนี้เรียกวา α-terpinyl cation ซ่ึงสารตัวกลางนี้ถูกเปล่ียนมาจากสาร GPP เปนสาร LDP 
(linalyl diphosphate) โดยเอนไซม MTSs (monoterpene synthases) กอนท่ีจะถูกสรางเปนสารหอม
ระเหยดวยเอนไซมท่ีจําเพาะตอสานนั้นๆ เชน เอนไซม limonene synthase สรางสารหอมระเหย 
limonene, linalool synthase สรางสารหอมระเหย linalool, pinene synthase สรางสารหอมระเหย 
α-pinene และ myrcene synthase สรางสารหอมระเหย myrcene เปนตน  
 

สารหอมระเหยพินีน 
 
พินีน มีสูตรทางเคมีคือ C10H16 เปนโมโนเทอรพีน แบบ bicyclic ในธรรมชาติจะพบสา

รพินีนเปนสารท่ีมี 2 ไอโซเมอร คือ แอลฟา–พินีน (α–pinene) และ เบตา–พินีน (β–pinene) ซ่ึงการ
สังเคราะหสารประกอบท้ังสองชนิด เกิดจากสารต้ังตนชนิดเดยีวกัน คือ geranyl pyrophosphate 
(GPP) และเกดิปฏิกิริยา cyclisation ของ linaloyl pyrophosphate ทําใหเกิดการสูญเสียโปรตอน และ
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มีการปรับสมดุลของอะตอมคารบอนท่ีมีประจุบวก มี 6 electron และ 3 พันธะ ไดเปนแอลฟา–พินีน 
(α–pinene) และ เบตา–พินีน (β–pinene) ดังภาพท่ี 3 
 
 
 
 
 
ภาพท่ี 3  การสังเคราะหสารประกอบพินนี 2 ไอโซเมอร 
 
ท่ีมา : นิรนาม (2005) 

เบตา-พินนีน 
 

เบตา–พินีน เปนของเหลวใสไมมีสี ละลายไดในแอลกอฮอล แตไมละลายในน้ํา มีอยูในพืช
หลายชนิด เชน โรสแมร่ี พาสลีย ผักชีลาว กะเพรา ยารโรว กุหลาบ (Glenn Tinseth, 1993)  และยัง
เปนสารประกอบกล่ินท่ีสําคัญท่ีสกัดไดจากสมแมนดาริน และยังพบในพืชอีกหลายชนิด โดยเฉพาะ
พืชตระกูลสม (Citrus) ซ่ึงในบทความของ Masayoshi (2010) ศึกษาระดับสารหอมระเหยของ lime 
oil ท่ีสกัดไดจากผิวของ Citrus aurantifolia Swingle, BT lime โดยพบสารกลุมโมโนเทอรพีน ท่ี
สามารถจําแนกไดประมาณ 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 สอดคลองกับการทดลองของ Dugo et al. (2002) และระดับสารหอมระเหยของ lime oil 
ท่ีสกัดไดจาก Citrus limonia Osbeck, DT lime พบสารหอมระเหยท่ีสามารถจําแนกไดประมาณ 
98.51% ท่ีนาสนใจคือสารกลุมโมโนเทอรพีน ถูกพบมากถึง 87.38% ซ่ึงสูงกวา Persa lime 
(77.77%) และ BT lime (77.41%) โดยพบวาสัดสวนของสาร 2 ชนิดระหวาง β–pinene และ 
gramma–terpinene ของ DT lime และ BT lime คือ DT oil มีสัดสวนระหวาง β–pinene และ 
gramma–terpinene คือ 1 : 2.6 ซ่ึงในทางกลับกัน BT oil มีสัดสวนของ β–pinene และ gramma–
terpinene คือ 2.7 : 1 (Giovanni et al, 2002) เปนท่ีนาสนใจในพืชหลายชนิดท่ียังไมมีการคนควา
และศึกษาระดับของสารหอมระเหย ซ่ึงความรูท่ีไดอาจจะเปนขอมูลพืน้ฐานเพื่อความเขาใจใน
กลไกของการสรางสารหอมระเหยในพืชตางๆ 
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น้ํามันหอมระเหยจากมะกรูดกลุม top note ถูกนํามาใชในการบําบัดและเขากันไดดีกับกล่ิน
ตระกูลสม ลาเวนเดอร คาโมไมล ไซเปรส เจอเรเนยีม ปาลมาโรซา แพ็ทชูลี และกระดังงา ชวยให
คลายเครียด หายหงุดหงิด (อรชร, 2547) องคประกอบน้ํามันหอมระเหยในมะกรูดโดยการทดลอง
ของ สุภาพ และคณะ (2524) ไดศึกษาการแยกนํ้ามันหอมระเหยจากผิวมะกรูดจากผลสดดวยวิธีการ
บีบเย็น (cold press) และวิเคราะหหาสารประกอบทางเคมีของนํ้ามันหอมระเหยจากผิวมะกรูดดวย
เทคนิคแกสโครมาโทกราฟ–แมสสเปกโทรสโคป (Gas Chromatography – Mass Spectrometry, 
GC–MS) พบวาสามารถแยกสารประกอบของน้ํามันหอมระเหยจากผิวมะกรูด และหาโครงสราง
และปริมาณของสารประกอบนั้นๆ คือ α–pinene, β–pinene, β–phellandrene, limonene, linalool, 
citronellal, terpinen–4–ol และ α–terpineol กิตติยา (2553) ไดทําการศึกษาระดับสารหอมระเหย
และวเิคราะหสารหอมระเหยองคประกอบของกล่ินในใบมะกรูด และผิวมะกรูดโดยวิธี GC–MS 
พบวามีองคประกอบของสารเคมีรวมท้ังส้ิน 20 ชนิด พบสารหอมระเหยจากใบมะกรูด 16 ชนิด 
และจากผิวมะกรูด 14 ชนิด ดังตารางท่ี 2 
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ตารางท่ี 2  เปรียบเทียบชนดิของสารหอมระเหยท่ีพบในใบมะกรูด และผิวมะกรูด 
 

 
ท่ีมา : กิตติยา (2553) 
 
 
 

 
 
 

การศึกษายีนกําหนดการสรางสารหอมระเหยกลุม 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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เอนไซมพินีนซินเทส (pns) (EC 4.2.3.14) เปนเอนไซมท่ีเปนตัวเรงปฏิกิริยาเคมีในการ

เปล่ียนสารตั้งตน geranyl diphosphate (GPP) เปนสารประกอบ 2 ชนิด คือ แอลฟา–พินีน (α–
pinene) และ เบตา–พินีน (β–pinene) (ภาพท่ี 4) โดยในพืชตระกูลสน (Gymnospermae) เชน สนใน
กลุม Abies grandis จะเปล่ียนสารตั้งตน GPP เปนสารประกอบ แอลฟา–พินีน (α–pinene) ใน
อัตราสวน 40% และ เบตา–พินีน (β–pinene) ในอัตราสวน 60% (Anake, 2008) Krasnyanski et al. 
(1999) ทําการถายยีน limonene synthase (lms) ของ สะระแหน (Mentha piperita L.) เขาสู แบลค มิ
ทชาม เปปเปอรม้ิน (Black Mitcham peppermint) พบวา ไมพบการเปล่ียนแปลงของระดับสารหอม
ระเหย ตอมา LÜcker et al. (2001) ทําการถายยีน S–linalool synthase เขาสูพิทูเนีย (Petunia 
hybrida) พบวามีการเปล่ียนแปลงของสาร linalool glucoside เพิ่มข้ึน Jesus et al. (2008) ไดทําการ
แยกยีน Limonene synthase จาก สเปยรมินต (spearmint) และถายยนีเขาในสไปค ลาเวนเดอร 
(spike lavender) พบวาจากวิเคราะหตัวอยางใบพืชท่ีรับยนีมีการสะสมน้ํามันท่ีสูงกวาใบที่ไมไดรับ
ยีน และมีการสะสมสาร limonene เพิ่มข้ึนกวา 450 เปอรเซ็นต Rachel et al. (2008) ไดทําการแยก
ยีน α–Zingiberene synthase จาก lemon basil และทํา Overexpression ในผลมะเขือเทศ พบวามีการ
สะสมสาร monoterpene ไดแก limonene, β–phellandrene, sabinene, β–pinene, β–mycrene, α–
phellandrene, α–terpinene และ β–oncimeme เพิ่มข้ึนเม่ือเทียบกับ control อยางไรกต็าม Asaph et 
al. (2005) ไดรายงานการถายยีนเขาสูพืชหลายชนิด และผลการเปล่ียนแปลงของระดับสารหอม
ระเหยท่ีเปล่ียนแปลงไป (ตารางท่ี 3)  
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ภาพท่ี 4  การสังเคราะหสารหอมระเหยกลุมโมโนเทอรปนในพลาสตดิ 
 
ท่ีมา : อรรัมภา (2554)



20 
ตารางที่ 3  รายงานการทดลองการเปลี่ยนแปลงสารหอมระเหยในพืชหลายชนิด โดยการถายยีนในกลุม 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) 

20 
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อุปกรณและวิธีการ 
 
1.  การเตรียมพืชทดลองและการทดสอบระดับความเขมขนของสารปฏิชีวนะไฮโกรมัยซิน 
 

1.1  การเตรียมพืชทดลอง 
 

อะราบิดอปซิส (Arabidopsis thaliana) ท่ีใชในงานทดลองเปนพันธุ Columbia ซ่ึง
ไดรับความอนุเคราะหจาก รองศาสตราจารย ดร.พัฒนา ศรีฟา ฮุนเนอร และ ดร.ศุภชัย วุฒิพงศชัย
กิจ ภาควิชาพนัธุศาสตร มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร วิทยาเขตบางเขน 
 

1.1.1  การเตรียมอะราบิดอปซิส 
 

ฟอกฆาเช้ือเมล็ดอะราบิดอปซิส (Arabidopsis thaliana) สายพันธุ Columbia 
ดวยเอทานอล 70 เปอรเซ็นต เปนเวลา 15 นาที และฟอกฆาเช้ือดวยสารละลายคลอ–รอกซความ
เขมขน 10 เปอรเซ็นต เปนเวลา 15 นาที และลางดวยน้ํา deionize (dH2O) ท่ีผานการนึ่งฆาเช้ือ 3 คร้ัง 
นําเมล็ดวางบนอาหาร 1/2MS (Murashige and Skoog, 1962) เพาะเล้ียงในหองควบคุมอุณหภูมิ 25 
±2 องศาเซลเซียส ใหแสง 2,000 ลักซ เปนเวลา 16 ช่ัวโมงตอวัน นาน 45 วัน จึงทําการถายยีน 
  

1.1.2  การฟอกเมล็ดและการเพาะเล้ียงเนือ้เยื่อกลวยไม 
 

กลวยไมท่ีใชในการทดลองคือ กลวยไมเอ้ืองเงินหลวง ดอกขาว ปากเหลือง 
(Dendrobium formosum Roxb. ex Lindl.) แหลงท่ีมา จากสถาบันวิจยัเพื่อการพัฒนาชายฝงอันดา
มัน ต.กําพวน อ.สุขสําราญ จ.ระนอง ฟอกฆาเช้ือฝกกลวยไมดวย 95% EtOH เผาไฟ ทําซํ้า 1 คร้ัง 
แลวนําเมล็ดกลวยไมเอ้ืองมาเพาะบนอาหารแข็งสังเคราะหสูตรดัดแปลง VW ท่ีเติมนํ้ามะพราว 15 
เปอรเซ็นตนํ้าตาลซูโครส 20 กรัมตอลิตร ผงถาน 6 กรัมตอลิตร และผงวุน 0.8 เปอรเซ็นต จนมี
ขนาดประมาณ 0.5 – 1 มิลลิเมตร เหมาะสมแกการถายยีน 
 

1.2  การทดสอบระดับความเขมขนของสารปฏิชีวนะไฮโกรมัยซิน 
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ฟอกฆาเช้ือเมล็ดอะราบิดอปซิส ตามวิธีการ 2.1 นําเมล็ดวางบนอาหาร 1/2MS 
(Murashige and Skoog, 1962) ท่ีมีสารปฏิชีวนะไฮโกรไมซินความเขมขน 0, 20, 30 และ 40 
มิลลิกรัมตอลิตร เปนเวลา 3 สัปดาห บันทึกปริมาณการอยูรอดของอะราบิดอปซิส 
 
2. การสรางโครงสรางของยีน 

 
ดีเอ็นเอท่ีใชในการถายยนี คือดีเอ็นเอสวนของยีน pns ท่ีแยกไดจากใบมะกรูด โดย 

ตัดตอยีนเขากบัเวคเตอรพืช pCAMBIA 1305.1 มีรายละเอียดดังตอไปนี้  
 
2.1  การตัดตอยนี pns เขาสูเวคเตอร pGEM®–T Easy (Promega co.,สหรัฐอเมริกา) 

 
2.1.1 การเพิ่มปริมาณช้ินดเีอ็นเอดวยเทคนิคพีซีอาร (Polymerase Chain  

Reaction, PCR) 
 

เพิ่มปริมาณช้ินโคลน PSWK 1138 และ PSWK 977 (ไดรับการอนุเคราะหจาก 
กิตติยา แสงสวาง) ใชเปนแมแบบในการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอของยีน pns เพื่อนําไปเช่ือมกันเปนสาย
ดีเอ็นเอท่ีสมบูรณ ดวยเทคนคิพีซีอาร โดยใช specific primer สําหรับการเพ่ิมปริมาณช้ินดีเอ็นเอช้ิน
โคลน 1138  ใชไพรเมอร 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 ใชไพรเมอร 
Lim(S)1070 (5' GAT GAY ATT TAC GAT GTC TAY GG 3') กับ SP6 (5'TAT TTA GGT GAC 
ACT ATA G 3') โดยใชสารละลายดีเอ็นเอ 1 ไมโครลิตร, 10x buffer 2.5  ไมโครลิตร, 25mM 
dNTP 2 ไมโครลิตร, ไพรเมอรอยางละ 0.5 ไมโครลิตร, เอนไซม Pfu polymerase (Fermentas, 
แคนาดา) 0.25 ไมโครลิตร และเติมน้ําใหมีปริมาตรรวมเปน 25  ไมโครลิตร ผสมใหเขากัน นํา
สวนผสมท่ีไดไปเพิ่มปริมาณ ดีเอ็นเอดวยเคร่ือง 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 ตรวจสอบปริมาณและขนาดของชิ้นดีเอ็นเอท่ีไดโดยอิเล็กโทร
ฟอรีซิสในเจลอะกาโรสความเขมขน 0.8 เปอรเซ็นต เปรียบเทียบขนาดดีเอ็นเอกับดีเอ็นเอมาตรฐาน
ขนาด 1 กิโลเบส (1 Kb DNA ladder ) 
 



23 

2.1.2 การทําใหพีซีอารบริสุทธ์ิดวย PCR Purification Kit (QIAGEN, 
สหรัฐอเมริกา) 

 
นําผลผลิตท่ีมีปริมาตรจากขอ 3.1 ใสหลอดไมโครเซนตริฟวจขนาด 1.5 

มิลลิลิตร เติม Buffer PBI 5 เทาของปริมาตรผลผลิตพีซีอาร ตรวจสอบสีของสารละลายวาเปนสี
เหลืองหรือไม หากเปนสีสมหรือมวง ใหเติม 3M sodium acetate 10 ไมโครลิตร ผสมใหเขากนั 
แลวตรวจสอบอีกที ทําแบบนี้จนสารละลายกลับเปนสีเหลือง ดูดสารละลายลงสู QIAquick spin 
colomn ปนตกเปนเวลา 30–60 วินาที เทสารละลายดานลางท้ิง ลางดวย Buffer PE 750 ไมโครลิตร 
แลวปนตก 30–60 วินาที เทสารละลายสวนลางท้ิง และปนตก 30–60 วินาที นํา QIAquick column 
ใสในหลอดไมโครเซนตริฟวจขนาด 1.5 มิลลิลิตร ใหม เติม Buffer EB 30  ไมโครลิตร แลวปนตก
อีก 30–60 วินาที เก็บไวท่ี –20 องศาเซลเซียส 
 

2.1.3 การเช่ือมโคลนของยีน pns ดวยวิธี rapid denaturation 
 

นําผลผลิตพีซีอารบริสุทธ์ิจากขอ 2.1.2 ทําการเช่ือมกันดวยวิธี rapid 
denaturation โดยนําผลผลิตพีซีอารตมในน้ําเดือดเปนเวลา 10 นาที และท้ิงไวท่ีอุณหภูมิหอง 10 
นาทีและนําพซีีอารท่ีไดไปเพิ่มปริมาณสายดีเอ็นเอท่ีสมบูรณ โดยการทําพีซีอารดวยไพรเมอร T7 
(5'–ACG TTG TAA AAC GAC GG–3') และ SP6 (5'–GAT AAG AAT TTC ACA CA–3') 
 

2.1.4 การเช่ือมตอดีเอ็นเอกับดีเอ็นเอเวคเตอร (ligation) 
 

นําผลผลิตพีซีอารท่ีได และเวคเตอรท่ีกลับมาเช่ือมตอกัน (religated vector) 
ตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ NcoI และ SpeI สําหรับดีเอ็นเอทําไดโดยใชเอนไซมตัดจําเพาะ (20 ยูนิ
ตตอไมโครลิตร) (Fermentas, แคนาดา) สําหรับดีเอ็นเอใช 0.2 ไมโครกรัม ใน 1x FastDigest® 
Buffer สําหรับพลาสมิดเวคเตอรใช 1 ไมโครกรัม เติมน้ําใหครบ 20 ไมโครลิตร ผสมใหเขากนั 
นําไปบมท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 5 นาที และยับยั้งปฏิกิริยาเอนไซมโดยนําไปบมท่ี
อุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที 
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เช่ือมช้ินดีเอ็นเอสมบูรณเขาสูเวคเตอร pGEM®–T Easy (Promega co., 
สหรัฐอเมริกา) ท่ีมีโปรโมเตอร T7 และยนีคัดเลือกแอมพซิิลิน สําหรับการเช่ือมตอยนี pns เขากับ
เวคเตอร pGEM®–T Easy ทําไดโดยใชเอนไซม T4 DNA ligase (1 ยูนิตตอ 1 ไมโครลิตร) 
(Fermentas, แคนาดา) ดวยอัตราสวนปริมาณช้ินดเีอ็นเอ 3 ไมโครกรัม ตอดีเอ็นเอเวคเตอร 1 
ไมโครกรัม ใน 1x Reaction Buffer  เติมน้ําใหครบ 10 ไมโครลิตร ผสมใหเขากนั นําไปบมท่ี
อุณหภูมิ 14 องศาเซลเซียส 16 ช่ัวโมง  
 

2.1.5 การเตรียมเช้ือ Escherichia coli สายพันธุ XL1–Blue เปนแบคทีเรียเจา 
บาน (competent cell) สําหรับเพิ่มปริมาณ 
 

เตรียมแบคทีเรียเจาบานโดยดัดแปลงจากวธีิมาตรฐานของ Sambrook et al. (1989) 
ดังนี้เล้ียงแบคทีเรีย Escherichia coli สายพันธุ XL1–Blue ท่ีไดจากโคโลนีเดี่ยวในหลอดทดลอง ซ่ึง
บรรจุอาหารเหลว LB 3 มิลลิลิตร เล้ียงท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส  เขยาดวยความเร็ว 250 รอบตอ
นาที เปนเวลา 16 ช่ัวโมง นําเชื้อ 1 มิลลิลิตรไปเล้ียงตอในขวดรูปชมพู ขนาด 250 มิลลิลิตร ท่ีมี
อาหารเหลว LB  50 มิลลิลิตร เปนเวลา 3 ช่ัวโมง ใหมีคา OD600 ประมาณ 0.4–0.6 นําแบคทีเรียท่ี
ไดมาเทใสหลอดทดลองขนาด 50 มิลลิลิตรท่ีแชเย็น แลวแชบนน้ําแข็งนาน 20 นาที  ตกตะกอน
เซลลแบคทีเรียท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ดวยความเร็ว 4,000 รอบตอนาที นาน 5 นาที  เทอาหาร
ท้ิง ลางตะกอนเซลลดวยสารละลาย TSS ท่ีเย็นจดั 10 มิลลิลิตร แชน้ําแข็ง 5 นาที ตกตะกอนเซลล
แบคทีเรียอีกคร้ังท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ดวยความเร็ว 3,000 รอบตอนาที นาน 5 นาที  เท
อาหารทิ้ง ละลายตะกอนเซลลดวย TSS 1 มิลลิลิตร แชบนน้ําแข็ง 5 นาที ผสมดวยเคร่ืองผสมสาร
ใหเซลลกระจายตัวอยางสมํ่าเสมอ ทําใหสารละลายเซลลเย็นอยูตลอดเวลาดวยการแชน้ําแข็ง แบง 
competent cell 100 ไมโครลิตร ใสหลอดไมโครเซนตริฟวจขนาด 1.5 มิลลิลิตร สําหรับนําไปใช
ตอไป 

 
2.1.6 การนําดีเอ็นเอเขาสูเซลลแบคทีเรียเจาบานโดยวิธี heat shock  

Transformation และการคัดเลือก 
 

เติมพลาสมิดสายผสมท่ีไดจากการเช่ือมตอดีเอ็นเอท่ีตองการกับเวคเตอรจํานวน 5 
ไมโครลิตร ใสในหลอดไมโครเซนตริฟวจท่ีมี competent cell 100 ไมโครลิตร ท่ีแชเย็นอยู
ตลอดเวลา ผสมใหเขากนัและแชในน้ําแข็งนาน 20 นาที นําไปจุมในนํ้าท่ีมีอุณหภูมิ 42 องศา
เซลเซียส นาน 1 นาที  แลวนาํมาแชในน้ําแข็งทันที 5 นาที นําเซลลท่ีไดมาเล้ียงในอาหารเหลว LB 
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จํานวน 1 มิลลิลิตรในหลอดทดลอง ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เขยาดวยความเร็ว 250 รอบตอ
นาที เปนเวลา 1 ช่ัวโมง หมนุเหวี่ยงท่ีความเร็ว 10,000 รอบตอนาที นาน 1 นาที เทอาหารออกให
เหลือประมาณ 200 ไมโครลิตร ใชปเปตดดูข้ึนลงใหเซลลกระจายตัวอยางสมํ่าเสมอ แลวนํามาเกล่ีย
ลงบนอาหารแข็ง LA ท่ีผสมแอมพิซิลินความเขมขน 50 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร จากนั้นนําไปบมท่ี
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 16 ช่ัวโมง  
 

2.1.7 การตรวจสอบโคโลนีท่ีคาดวาไดรับพลาสมิดสายผสม 
 

การตรวจสอบโคโลนีท่ีคาดวาไดรับพลาสมิดสายผสมโดยวิธีพีซีอารดวยไพร
เมอร SP6 และ T7 นําโคโลนีสีขาวท่ีคาดวาไดรับพลาสมิดสายผสมเพ่ิมปริมาณบนอาหารแข็ง LA 
ท่ีผสมสารปฏิชีวนะแอมพิซิลลินความเขมขน 50 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร บมขามคืนท่ีอุณหภูมิ 37 
องศาเซลเซียส ขูดเซลลแบคทีเรียตนแบบละลายในน้ํา 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′) อยางละ 0.2 ไมโครลิตร และ DMSO 0.5 ไมโครลิตร ทําพีซีอาร โดยใชโปรแกรม 95 องศา
เซลเซียส 5 นาที จํานวน 1 รอบ  ตอดวย 95 องศาเซลเซียส 30 วินาที 55 องศาเซลเซียส 30 วินาที  
72 องศาเซลเซียส 1 นาที จํานวน 20 รอบ และท่ี 72 องศาเซลเซียส 5 นาที นําผลพีซีอารมา
ตรวจสอบโดยวิธีเจลอะกาโรสอิเล็กโทรฟอรีซิส 0.8 เปอรเซ็นต เปรียบเทียบขนาดดีเอ็นเอกับดีเอ็น
เอมาตรฐานขนาด 1 กิโลเบส (1 Kb DNA ladder ) 
 

2.1.8 สกัดพลาสมิดจากแบคทีเรียดวยชุดน้ํายา AxyPrep Plasmid Miniprep kit 
(Axygen Bioscience, USA) 
 

เล้ียงเช้ือโคโลนีเดี่ยวในอาหาร LB ซ่ึงมียาปฏิชีวนะแอมพิซิลลินความเขมขน 
50 มิลลิกรัมตอลิตร ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส บนเคร่ืองเขยานานขามคืน จากนัน้นํามาหมุน
เหวีย่งท่ี 10,000 รอบตอนาที เพื่อตกตะกอนเซลลแบคทีเรีย ละลายเซลลดวยบัฟเฟอร S1 ปริมาตร  
250 ไมโครลิตร เติม บัฟเฟอร S2 ปริมาตร 250 ไมโครลิตร ผสมใหเขากนั เติมบัฟเฟอร S3 ปริมาตร 
350 ไมโครลิตร ผสมใหเขากนั นําไปหมุนเหวีย่ง 10,000 รอบตอนาที นาน 10 นาที นาํน้ําใสบรรจุ
ลงใน column จากนั้นนําไปหมุนเหวีย่ง 10,000 รอบตอนาที นาน 1 นาที ลางตะกอนดวยบัฟเฟอร 
W2 แลวหมุนเหวีย่งอีกคร้ังเพื่อใหแผนกรองของ column แหง จากน้ันเติมบัฟเฟอร TE (Tris−HCl 
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ความเขมขน 100 มิลลิโมลาร, pH 7.4 EDTA ความเขมขน 10 มิลลิโมลาร, pH 8.0) ปริมาตร 75 
ไมโครลิตร ท่ีอุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส นําไปหมุนเหวี่ยงเก็บสารละลายท่ี -20 องศาเซลเซียส 
 

2.1.9 การหาลําดับนวิคลีโอไทด 
 

นําแบคทีเรียท่ีมีพลาสมิดสายผสมท่ีคาดวาไดรับช้ินดีเอ็นเอมาแยกสกัดใหได 
พลาสมิดบริสุทธ์ิโดยวิธีอัลคาไลนไลซิสดวย AxyPrep Plasmid Miniprep kit (Axygen Bioscience, 
สหรัฐอเมริกา) เล้ียงเช้ือจากโคลนท่ีถูกตองในอาหารเหลว LB ท่ีมียาปฺฏิชีวนะแอมพิซิลลินเขมขน 
50 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร  ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส บนเคร่ืองเขยาขามคืน นํามาหมุนเหวีย่ง
เพื่อตกตะกอนเซลลแบคทีเรีย ละลายเซลล 250 ไมโครลิตร ของ บัฟเฟอร S1 แลวเติม 250 
ไมโครลิตร ของ S2 ผสมใหเขากัน เติม 350 ไมโครลิตร ของ บัฟเฟอร S3 ผสมใหเขากัน นําไป
หมุนเหวีย่ง 11,000 รอบตอนาที นาน 10 นาที  นําน้ําใสบรรจุลงในคอลัมน นําไปหมุนเหวี่ยง 1 
นาที ลางตะกอนดวย บัฟเฟอร W2 หมุนเหวีย่งอีกคร้ังเพื่อใหคอลัมนแหง  จากน้ันจงึเติม TE 
ปริมาตร 75 ไมโครลิตร ท่ีอุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส นําไปหมุนเหวีย่งเก็บน้ําใสสวนท่ีมีพลาสมิด
ละลายอยู นํามาตรวจสอบความเขมขนโดยวิธีอิเล็กโทรโฟรีซิส นําไปศึกษาการเรียงลําดับนิวคลีโอ
ไทดท่ีบริษัท Macrogen (Macrogen, เกาหลีใต) 
 

2.2  การตดัตอและเช่ือมยนี pns เขาสูเวคเตอรพืช pCAMBIA 1305.1 
 

2.2.1 การเพิ่มปริมาณช้ินดเีอ็นเอดวยเทคนิคพีซีอาร (Polymerase Chain  
Reaction, PCR) 

 
นําโคลนท่ีมีลําดับนิวคลีโอไทดท่ีถูกตองจากขอ 2.1.9 มาเพิ่มปริมาณดวย

เทคนิคพีซีอาร โดยใชไพรเมอร 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') โดยใชสารละลายดีเอ็นเอ 1 ไมโครลิตร, 
10x buffer 2.5  ไมโครลิตร, 25mM dNTP 2 ไมโครลิตร, ไพรเมอรอยางละ 0.5 ไมโครลิตร, 
เอนไซม Pfu polymerase (Fermentas, แคนาดา) 0.25 ไมโครลิตร และเติมน้ําใหมีปริมาตรรวมเปน
25  ไมโครลิตร ผสมใหเขากนั นําสวนผสมที่ไดไปเพิ่มปริมาณ ดีเอ็นเอดวยเคร่ือง 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
ดีเอ็นเอท่ีไดโดยวิธีอิเล็กโทรฟอรีซิสในเจลอะกาโรสความเขมขน 0.8 เปอรเซ็นต เปรียบเทียบขนาด
ดีเอ็นเอกับ ดีเอ็นเอมาตรฐานขนาด 1 กิโลเบส (1 Kb DNA ladder ) 
 

2.2.2 การเช่ือมตอดีเอ็นเอกับดีเอ็นเอเวคเตอร (ligation) 
 

นําผลผลิตพีซีอารท่ีไดจากขอ 2.2.1 ตัดดวยเอนไซมตัดจาํเพาะ SpeI และ 
EcoRV และเวคเตอร pCAMBIA1305.1 ตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ SpeI และ PmlI สําหรับดีเอ็นเอ
ทําไดโดยใชเอนไซมตัดจําเพาะ (20 ยูนิตตอไมโครลิตร) (Fermentas, แคนาดา) สําหรับดีเอ็นเอใช 
0.2 ไมโครกรัม ใน 1x FastDigest® Buffer สําหรับพลาสมิดเวคเตอรใช 1 ไมโครกรัม เติมน้ําใหครบ 
20 ไมโครลิตร ผสมใหเขากนั นําไปบมท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 5 นาที และยับยั้ง
ปฏิกิริยาเอนไซมโดยนําไปบมท่ีอุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที 
 

เช่ือมช้ินดีเอ็นเอสมบูรณเขาสูเวคเตอร pCAMBIA1305.1 ท่ีมีโปรโมเตอร 
35S เทอรมิเนเตอร NOS ยีนคัดเลือกในแบคทีเรียกานาไมซิน และยนีคัดเลือกในพืชไฮโกรไมซิน 
เช่ือมตอยีน pns เขากับเวคเตอร pCAMBIA1305.1 ทําไดโดยใชเอนไซม T4 DNA ligase (1 ยูนิตตอ 
1 ไมโครลิตร) (Fermentas, แคนาดา) ดวยอัตราสวนปริมาณช้ินดเีอ็นเอ 3 ไมโครกรัม ตอดีเอ็นเอ
เวคเตอร 1 ไมโครกรัม ใน 1x Reaction Buffer  เติมน้ําใหครบ 10 ไมโครลิตร ผสมใหเขากัน นําไป
บมท่ีอุณหภูมิ 14 องศาเซลเซียส 16 ช่ัวโมง  

 
2.2.3 การเตรียมเช้ือ Agrobacterium tumefaciens สายพันธุ EHA105 เปน 

แบคทีเรียเจาบาน (competent cell) สําหรับเพิ่มปริมาณ 
 
เล้ียงแบคทีเรีย Agrobacterium tumefaciens สายพันธุ EHA105 ท่ีไดจาก

โคโลนีเดี่ยวในหลอดทดลอง ตามวิธีของ Zhang et al. (2006) ซ่ึงบรรจุอาหารเหลว LB 5 มิลลิลิตร 
ท่ีผสมไรแฟมพิ–ซิน 50 มิลลิกรัมตอลิตร เล้ียงท่ีอุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส เขยาดวยความเร็ว 250 
รอบตอนาที เปนเวลา 16 ช่ัวโมง นําเช้ือ 1 มิลลิลิตรไปเล้ียงตอในขวดรูปชมพู ขนาด 250 มิลลิลิตร 
ท่ีมีอาหารเหลว LB 50 มิลลิลิตร ท่ีผสมไรแฟมพิซิน 50 มิลลิกรัมตอลิตร เปนเวลา 3 ช่ัวโมง ใหมีคา 
OD600 ประมาณ 0.7–0.9 นําแบคทีเรียท่ีไดมาเทใสหลอดทดลองขนาด 50 มิลลิลิตรท่ีแชเยน็ แลวแช 
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บนน้ําแข็งนาน 30 นาที ตกตะกอนเซลลแบคทีเรียท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ดวยความเร็ว 4,000 
รอบตอนาที นาน 5 นาที เทอาหารทิ้ง คว่ําบนกระดาษท่ีผารการนึ่งฆาเช้ือนาน 1 นาที ลางตะกอน
เซลลดวยสารละลาย 10% Glycerol ท่ีเย็นจดั 10 มิลลิลิตร แลว vortex ตกตะกอนเซลลแบคทีเรียอีก
คร้ังท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ดวยความเร็ว 3,000 รอบตอนาที นาน 5 นาที  เทอาหารท้ิง ละลาย
ตะกอนเซลลดวย 10% Glyceol 1 มิลลิลิตร แชบนน้ําแข็ง 5 นาที ผสมดวยเคร่ืองผสมสารใหเซลล
กระจายตัวอยางสมํ่าเสมอ ทําใหสารละลายเซลลเย็นอยูตลอดเวลาดวยการแชน้ําแข็ง แบง 
competent cell 100 ไมโครลิตร ใสหลอดไมโครเซนตริฟวจขนาด 1.5 มิลลิลิตร สําหรับนําไปใช
ตอไป 

 
2.2.4 การนําพลาสมิดเขาสูอะโกรแบคทีเรียมโดยวิธี electroporation 

 
เตรียม competent cell ของอะโกรแบคทีเรียมสายพันธุ EHA 105 ตามวธีิของ 

Zhang et al. (2006) ผสมอะโกรแบคทีเรียมกับพลาสมิดท่ีเตรียมไดใหเขากันแลวดูดใสในคูเวตตท่ี
แชเยน็ ใหกระแสไฟฟาดวยเคร่ือง electroporator (Eppendorf, เยอรมัน) โดยใช electrical pulse 
ของ capacitance 25 ไมโครฟารัด 2.5 กิโลโวลต และ resistance 200 โอหม ระยะเวลาท่ีใชอยู
ในชวง 4–5 มิลลิวินาที  หลังการใหกระแสไฟฟานําหลอดแชน้ําแข็งทันที เติม LB 1 มิลลิลิตร นําไป
เขยาท่ี 200 รอบตอนาที ท่ีอุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส เปนเวลา 2–3 ช่ัวโมง นําเซลลเกล่ียบนจาน
อาหารเหลว LB ท่ีมีสารปฏิชีวนะกานามัยซินและไรแฟมพิซินท่ีมีความเขมขนอยางละ 50 มิลลิกรัม
ตอมิลลิลิตร นําไปบมท่ีอุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียสขามคืน นําโคโลนีท่ีเจริญเติบโตไดไปตรวจสอบ
ผลดวยวิธีพีซีอาร และตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ BamHI และ EcoRI และศึกษาองคประกอบของ
ยีนเพ่ือตรวจสอบพลาสมิดสายผสมท่ีได  

 
2.2.5 การถายยีนเขาอะราบิดอปซิสดวยวิธี floral dip  

 
เล้ียงเช้ืออะโกรแบคทีเรียมท่ีมีพลาสมิดของยีน pns ในอาหารเหลว LB ท่ีเติม

สารปฏิชีวนะกานามัยซินและไรแฟมพิซินท่ีมีความเขมขนอยางละ 50 มิลลิกรัมตอลิตร เขยาท่ี
ความเร็วรอบ 200 รอบตอนาที ท่ีอุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส ในท่ีมืด จนมีคา OD600 เทากับ 2 ละลาย
ตะกอนเซลลในสารละลายซูโครสความเขมขน 5 เปอรเซ็นต ท่ีผสม Tween–20 เขมขน 0.03 
เปอรเซ็นต นําดอกอะราบิดอปซิสมาแชในสารละลายนาน 10 วินาที แลวเก็บไวในท่ีมืด 16 – 24 
ช่ัวโมง หลังจากนั้นนําไปไวในหองควบคุมอุณหภูมิ 25 ±2 องศาเซลเซียส ใหแสง 2,000 ลักซ เปน 
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เวลา 16 ช่ัวโมง จนกระท่ังตดิเมล็ด เก็บเมล็ดอะราบิดอปซิสแปลงพันธุท่ีได มาฟอกฆาเช้ือดังท่ี
กลาวมาขางตน และเพาะบนอาหาร 1/2MS ท่ีผสมสารปฏิชีวนะไฮโกรไมซิน 20 มิลลิกรัมตอลิตร 
เพาะเล้ียงในหองควบคุมอุณหภูมิ 25 ±2 องศาเซลเซียส ใหแสง 2,000 ลักซ เปนเวลา 16 ช่ัวโมงตอ
วัน แลวนําตนท่ีเจริญบนอาหาร เพาะเมล็ดในกะบะพีทมอสเพ่ือตรวจสอบผลการถายยีน 
 
3. การคัดเลือกพืชท่ีไดรับการถายยีน 

 
3.1  การคัดเลือกเมล็ดอะราบิดอปซิสท่ีไดรับการถายยีน 

 
นําเมล็ดใสหลอดไมโครเซนตริฟวจขนาด 1.5 มิลลิลิตร ประมาณ 1 กรัม ฟอกฆาเช้ือ

เมล็ดอะราบิดอปซิส (Arabidopsis thaliana) สายพันธุ Columbia ดวยเอทานอล 70 เปอรเซ็นต เปน
เวลา 15 นาที และฟอกฆาเช้ือดวยสารละลายคลอ–รอกซความเขมขน 10 เปอรเซ็นต เปนเวลา 15 
นาที และลางดวยน้ํา deionize (dH2O) ท่ีผานการนึ่งฆาเช้ือ 3 คร้ัง นําเมล็ดวางบนอาหาร 1/2MS 
(Murashige and Skoog, 1962) ท่ีเติมสารปฏิชีวนะไฮโกรไมซิน 20 มิลลิกรัมตอลิตรเพาะเล้ียงใน
หองควบคุมอุณหภูมิ 25 ±2 องศาเซลเซียส ใหแสง 2,000 ลักซ เปนเวลา 16 ช่ัวโมงตอวัน นาน 15 
วัน และนําตนอะราบิดอปซิสแปลงพันธุท่ีสามารถเจริญไดลงปลูกบนพีทมอส 
 

3.2 .การคัดเลือกกลวยไมพนัธุเอ้ืองเงินหลวงทีไ่ดรับการถายยีน 
 

นํากลวยไมเอ้ืองเงินหลวงเพาะบนอาหารสังเคราะหสูตรดัดแปลง MSH ท่ีเติมไฮโกร
ไมซิน 20 มิลลิกรัมตอลิตร และซีโฟแทกซีม 250 มิลลิกรัมตอลิตร เก็บไวท่ีหองเพาะเล้ียงเนื้อเยื่อท่ี
ควบคุมอุณหภมิู 25±2 องศาเซลเซียส ใหแสง 2,000 ลักซ เปนเวลา 16 ช่ัวโมง สังเกตการณเปล่ียนสี
ของเมล็ดท่ีไดรับการถายยีน หากพบการตายไมถึง 50 เปอรเซ็นต ใหยายลงอาหารสังเคราะหสูตร
ดัดแปลง MSH ท่ีเติมไฮโกรไมซินในความเขมขนท่ีมากข้ึน 
  
4. การตรวจสอบวิเคราะหผลการถายยีนและการแสดงออกของยีน 
 

4.1  การสกัดแยกจีโนมิคดีเอ็นเอ (genomic DNA, gDNA)  
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ใชวิธีการสกัดแบบ miniprep ซ่ึงดัดแปลงมาจาก Dellaporta et al. (1983) วิธีการสกัด
ทําโดยนําใบออนของกลวยไมหนักประมาณ 300 มิลลิกรัม บดกับไนโตรเจนเหลวในโกรงจน
ละเอียด จากนัน้ตักใสในหลอดไมโครเซนตริฟวจขนาด 1.5 มิลลิลิตร จนไดระดับท่ีขีด 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 ผสมใหเขากัน วางลงบนน้ําแข็ง เปน
เวลา 5 นาที แลวนําไปบมท่ีอุณหภูมิท่ี 65 องศาเซลเซียส เปนเวลา 12 นาที นําไปปนเหวีย่งใน 
microcentrifuge ท่ีความเร็วรอบ13,000 รอบตอนาที นาน 5 นาที จากนั้นดูดของเหลวสวนบน ใส
ในหลอดไมโครเซนตริฟวจขนาด 1.5 มิลลิลิตร ท่ีใหม และเติมเอนไซม RNase A (10 mg/mL) 10 
ไมโครลิตร นาํไปบมท่ีอุณหภูมิ 37 °C เปนเวลา 10 นาที เติม ฟนอล : คลอโรฟอรม : ไอโซเอมิล เอ
ทานอล (25:24:1) 700 ไมโครลิตร พลิกข้ึนลงเบาๆ 2 – 3 นาที แลวนําไปปนเหวี่ยงท่ีความเร็วรอบ 
13,000 รอบตอนาที เปนเวลา 10 นาที ดูดของเหลวใสช้ันบนใสในหลอดไมโครเซนตริฟวจขนาด 
1.5 มิลลิลิตร และเติม คลอโรฟอรม 700 ไมโครลิตร แลวนําไปปนเหวีย่งท่ีความเร็วรอบ 13,000 
รอบตอนาที เปนเวลา 10 นาที ดูดของเหลวใสช้ันบนใสในหลอดไมโครเซนตริฟวจขนาด 1.5 
มิลลิลิตร เติม 3M NaOAc (pH 5.2) 0.1 เทาของปริมาตรท้ังหมด และ isopropanol 0.7 เทาของ
ปริมาตรท้ังหมด เขยาเบาๆ ใหสารละลายผสมกัน แลวนําไปแชในน้ําแข็ง เปนเวลา 30 นาที นําไป
ปนเหวี่ยงท่ีความเร็วรอบ 13,000 รอบตอนาที เปนเวลา 10 นาที จะไดตะกอนติดท่ีกนหลอดไมโค
รเซนตริฟวจ ใหเทสารละลายท้ิงไป แลวจงึเติมเอทานอล 75 เปอรเซ็นต 500 ไมโครลิตร เพื่อลาง
ตะกอน แลวนาํไปปนเหวี่ยงท่ีความเร็ว 13,000 รอบตอนาที เปนเวลา 5 นาที เทเอทานอล 75 
เปอรเซ็นตท้ิง แลวนําไปปนส้ัน 10 วินาที ดูดเอทานอล 75 เปอรเซ็นต ท่ีเหลือท้ิง ระวังอยาให
ตะกอนหลุดออกไป เปดฝาทิ้งไว ใหเอทานอล ระเหยจนตะกอนดีเอ็นเอเกือบแหง แลวจึงเติม TE 
buffer ลงไป 20 ไมโครลิตร เก็บตัวอยางสารละลายดีเอ็นเอไวท่ี –20 องศาเซลเซียส 

 
4.2  การสกัดแยกอารเอ็นเอดวย Trizol reagent (Gibco BRL, สหรัฐอเมริกา) 

 
บดตัวอยางพืชในไนโตรเจนเหลว ใสในหลอดไมโครเซนตริฟวจ เติม Trizol 

reagent (Gibco BRL, สหรัฐอเมริกา) 500 ไมโครลิตร ผสมใหเขากัน บมท่ีอุณหภูมิ 37 องศา
เซลเซียส เปนเวลานาน 5 นาที เติมคลอโรฟอรม 200 ไมโครลิตร ผสมใหเขากนั นําไปบมท่ี
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 3 นาที หมุนเหวี่ยงท่ีความเร็ว 10,000 รอบตอนาที อุณหภูมิ 4 องศา
เซลเซียส นาน 15 นาที ดูดน้าํใสสวนบนใสหลอดใหม ตกตะกอนอารเอ็นเอดวยไอโซโพรพานอล 
500 ไมโครลิตร ผสมใหเขากนับมท่ีอุณหภมิู 37 องศาเซลเซียส นาน 10 นาที นําไปหมุนเหวี่ยงดวย 
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ความเร็ว 10,000 รอบตอนาที นาน 10 นาที ลางตะกอนดวย 70 เปอรเซ็นต เอธานอล 1 มิลลิลิตร 
นําไปหมุนเหวี่ยง 10,000 รอบตอนาที นาน 5 นาที ทําใหตะกอนแหง ละลายตะกอนดวยน้ํากล่ัน 
(DEPC treated–water) 

 
4.3 การสังเคราะหดีเอ็นเอสายแรก (First strand cDNA synthesis) 

 
การสังเคราะหดีเอ็นเอสายแรก (first strand synthesis) โดยใช Ready–To–Go You–

Prime first strand beads (GE Healthcare Biosciences, สหรัฐอเมริกา) จากอารเอ็นเอท่ีแยกจากอะรา
บิดอปซิส ในขอ 4.2 นําไปอุนท่ี 65 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 นาที จากน้ันนาํไปแชน้ําแข็ง 2 นาที 
ดูดอารเอ็นเอ 29 ไมโครลิตร ผสมรวมกับ ไพรเมอร 5.8S rRNA(R) Pin_RT(R) และ HPTII(R) 
จํานวน 1 ไมโครลิตร ผสมใหเขากัน ใสลงในหลอดสําหรับสังเคราะหดีเอ็นเอสายแรก บมท่ี
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 60 นาที 

 
4.4 การตรวจสอบยีนท่ีถายเขาอะราบิดอปซิสและกลวยไมพันธุเอ้ืองเงินหลวงโดยใช 

เทคนิคพีซีอาร 
 

4.4.1  การตรวจสอบยีนท่ีถายเขากลวยไม 
 

นําดีเอ็นเอท่ีสกัดไดจากขอ 4.1 จํานวน 0.1 ไมโครกรัม มาเพิ่มปริมาณดวย
เทคนิคพีซีอารโดยใชไพรเมอรของยีนท่ีสนใจชนดิตาง ๆ ในขอ 2.3 ใชไพรเมอรความเขมขนชนิด
ละ 0.1 ไมโครโมล สารละลาย dNTP ความเขมขน 0.2 มิลลิโมลาร และเอนไซม Taq DNA 
polymerase 2 ยูนิตตอปฏิกิริยา 20 ไมโครลิตร ใชสารละลาย MgCl2 และบัฟเฟอรตามท่ีบริษัท
แนะนํา เพิ่มปริมาณดีเอ็นเอดวยเคร่ือง DNA thermal cycle 9600 ดวยระดับอุณหภูมิดงันี้ 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 ตรวจสอบผลที่ไดโดยวิธีอิเล็กโทรฟอรีซิสในเจลอะกาโรสความเขมขน 0.8 
เปอรเซ็นต เปรียบเทียบขนาดดีเอ็นเอกับ ดเีอ็นเอมาตรฐานขนาด 1 กิโลเบส (1 Kb DNA ladder ) 
 

4.4.2 การตรวจสอบยีนท่ีถายเขาอะราบิดอปซิสดวยวิธีพีซีอาร 
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สกัดดีเอ็นเอจากใบอะราบิดอปซิสหนัก 100 มิลลิกรัม ดวยวิธีแบบ 
miniprep ซ่ึงดัดแปลงมาจาก Dellaporta et al. (1983) นําดีเอ็นเอมาตรวจสอบยีน pns ท่ีถายเขาพืช
ดวยเทคนิคพีซีอาร ใชคูไพรเมอรระหวางโปรโมเตอรกับยีน 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 ตรวจสอบผลที่ไดโดยวิธีอิเล็กโทรฟอรีซิสในเจลอะกาโรสค
วามเขมขน 0.8 เปอรเซ็นต เปรียบเทียบขนาดดีเอ็นเอกบั ดีเอ็นเอมาตรฐานขนาด 1 กิโลเบส (1 Kb 
DNA ladder ) 
 
5. การตรวจสอบองคประกอบของสารหอมระเหยดวยวิธี Gas Chromatography – Mass  
Spectoscopy (GC–MS) 
 

5.1 การเตรียมตัวอยาง 
  

นําชอดอกอะราบิดอปซิสจํานวน 70 ชอดอก ขนาดยาว 10 เซนติเมตรจากปลายยอด 
มาวิเคราะหชนิด และปริมาณองคประกอบทางเคมีของสารหอมระเหย โดยวิธี SPME (Solid Phase 
Micro Extraction) ดูดจับสารหอมระเหยดวยโพรบแทงคารบอนประเภทไฟเบอรท่ีเคลือบดวย 
PDMS (polydimethylsiloxane) ขนาด 100 ไมครอน ในระบบปด ของชวงเวลาท่ีพืชสงกล่ินหอม
ระเหยสูงสุดของวัน (ชวงเชาโดยประมาณ 13.00–16.00 น.) กําหนดใหโพรบดูดซับกล่ินนาน 3 
ช่ัวโมง 
 

5.2  การวิเคราะหสารหอมระเหยดวยวิธี GC–MS 
 

นําโพรบท่ีผานการดูดซับสารมาวิเคราะหองคประกอบของสาร GC–MS รุน ITS40™ 
(Finnigan MAT, สหรัฐอเมริกา) ทําใหเกดิอิเล็กตรอนพลังงานสูง (70 eV) โดยใชแกสฮีเลียมเปนตัว
พา ภายในมี capillary column คือ DB–5 (ขนาดความยาว 30 เมตร เสนผานศูนยกลาง 250 ไมครอน  
เคลือบสารหนา 0.25 ไมครอน) ใช injector temperature เทากับ 220 องศาเซลเซียส อุณหภูมิของ 
detector temperature เทากับ 240 องศาเซลเซียส อัตราการฉีดสารเขา (split ratio) 1:7 ของใบมะกรูด 
และ 1:40 ของผลออนมะกรูด อุณหภูมิเร่ิมตนท่ี 40 องศาเซลเซียส จากนั้นอุณหภูมิจะคอยๆ เพิ่มข้ึน
ในอัตรา 4 องศาเซลเซียสตอนาที จนถึง 240 องศาเซลเซียส 
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5.3 การวิเคราะหผล  
 

นําขอมูลจากการวัดสารหอมระเหยที่ไดมาวิเคราะหชนิดของสารดวยโปรแกรม 
Wsearch32 (http://www.wsearch.com.au) จากกราฟผลการวิเคราะห GC–MS ท่ีไดนํามาคํานวณคา 
Retention index (RI) จากคา Retention time (TR) ของสารหอมระเหยท่ีไดจากกราฟ โดย
เปรียบเทียบกับคา TRZ และ TRZ+1 จากกราฟมาตรฐานของไฮโดรคารบอนที่มีคาใกลเคียงกับสาร
หอมระเหยท่ีได คา RI มีสูตรในการคํานวณ ดังนี้ 

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

 
TR    =  คา Retention time ของสารหอมระเหยท่ีตองการทราบชนิด 
TRZ    =  คา Retention time ของไฮโดรคารบอนมาตรฐานคานอย 
TRZ+1=  คา Retention time ของไฮโดรคารบอนมาตรฐานคามาก 
Z      =  จํานวนไฮโดรคารบอนมาตรฐาน 

  
นําคา RI ท่ีไดจากการคํานวณมาใชหาชนดิของสารหอมระเหย โดยการเปรียบเทียบ

รูปแบบองคประกอบของสารท่ีพบแตละ peak กับฐานขอมูลของ Adams (2001) ท่ีแสดงขอมูลการ
วิเคราะหชนิดของสารหอมระเหยดวยวิธี GC–MS จากนัน้นําคาความสูงของพีคท่ีไดจากการ
วิเคราะหมาคํานวณหาเปอรเซ็นตสารแตละชนิดท่ีเกิดข้ึน 
 

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

การศึกษาการแสดงออกของยีนระดับอารเอ็นเอดวยวิธี realative RT–PCR ดวยชุด
ตรวจสอบ KAPA SYBR® FAST qPCR Kit (KAPAbiosystems, สหรัฐอเมริกา) โดยเตรียม
สวนประกอบของการเพ่ิมปริมาณดวยวิธีพีซีอาร ปริมาตรรวม 25 ไมโครลิตร สวนประกอบของพีซี
อารคือ ดีเอ็นเอต้ังตนท่ีไดจากขอ 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 นําเขาเคร่ือง Mastercycler® ep realplex 
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(Eppendorf, สหรัฐอเมริกา) เพื่อเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอ ตรวจสอบผลโดยดูการวดัปริมาณฟลูออเรส
เซนตท้ังหมดเปรียบเทียบกบัตัวอยาง cDNA โดยใชสารเรืองแสงชนิด SYBR Green (KAPA 
biosystems, สหรัฐอเมริกา) 
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ผลและวิจารณ 
 

1. การตัดตอยีน pns สมบูรณเขาสูเวคเตอร pGEM®–T Easy  
 

การตัดตอยนี pns ท่ีควบคุมการสรางสารกล่ินของมะกรูดใหไดครบสมบูรณ ไดรับความ
อนุเคราะหโคลนยีน pns ดานปลาย 3' (pPSWK 1138) และ 5' (pPSWK 977) จากนางสาวกิตติยา 
แสงสวาง ภาควิชาพันธุศาสตร มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร (กิตติยา, 2553) เขากับพลาสมิดโคลนยีน  
pGEM®–T Easy (Promega co., สหรัฐอเมริกา) โดยการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอดวยวิธีพีซีอารจากพลาส
มิด pPSWK 1138 ดวยไพรเมอร 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 
ดวยไพรเมอร Limon(S)1070 (5'–GAT GAY ATT TAC GAT GTC TAY GG–3') และ SP6 (5'–
GAT AAG AAT TTC ACA CA–3') ไดช้ินดีเอ็นเอขนาด 1 กิโลเบส และ 0.8 กิโลเบส ตามลําดับ 
ซ่ึงดีเอ็นเอท่ีไดมีขนาดใกลเคียงกับขนาดที่คาดหวัง (ภาพท่ี 5) ทําการเช่ือมดีเอ็นเอท้ังสองดวยวิธี
เช่ือมตอช้ินดีเอ็นเอดวยวิธีพีซีอาร (ภาพท่ี 6) โดยท่ีผลผลิตพีซีอารจากพลาสมิด pPSWK1138 และพ
ลาสมิด pPSWK977 มีลําดับนิวคลีโอไทดเปนเบสคูสมกันจํานวน 78 คูเบส (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 ทําการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอดวยไพรเมอร T7 และ SP6 
เพื่อสังเคราะหยีน pns สมบูรณ ดวยโปรแกรมเดียวกับขางตน พบแถบดีเอ็นเอขนาดประมาณ 2 กิโล
เบส (ภาพท่ี 5) 

 
 

 
 

 
 
 
ภาพท่ี 5  (ก) ผลผลิตพีซีอารของยีน pns (1) ยีน pns ปลาย 5' ท่ีสังเคราะหดวยไพรเมอร T7 และ 

5'Pin(As)1200 จาก pPSWK1138 และ (2) ยีน pns ปลาย 3' ท่ีไดจาก pPSWK977 ดวย
ไพรเมอร Limon(s)1070 และ SP6 และ (ข) ผลผลิตพีซีอารของยีน pns สมบูรณ ดวยไพร
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  แผนภาพการสรางยีน pns สมบูรณดวยวิธี Overlap Extension PCR โดยการสังเคราะหพีซี

อารคร้ังท่ี 1 ไดยีน pns ดาน 5' (1263 คูเบส) จากพลาสมิด pPSWK1138 ดวยไพรเมอร T7 
และ 5'Pin(As)1200 และไดยนี pns ดาน 3' (989 คูเบส) จากพลาสมิด pPSWK977 ดวย
ไพรเมอร Limon(s)1070 และ SP6 และการสังเคราะหพซีีอารคร้ังท่ี 2 ไดยนี pns สมบูรณ 
(1922 คูเบส) ดวยไพรเมอร T7 และ SP6 

 
จากนั้นตัดแถบดีเอ็นเอดวยเอนไซมตัดจําเพาะ NcoI และ SpeI เช่ือมตอดีเอ็นเอกับพลาสมิด 

pGEM®–T Easy (religated pGEM®–T Easy Vector) ท่ีตดัดวยเอนไซมตัดจําเพาะชนิดเดียวกนั แลว
นําดีเอ็นเอสายผสมเขาสูเซลลเจาบาน E. coli สายพันธุ XL1–Blue ดวยวิธี heat shock 
transformation หลังการคัดเลือกดีเอ็นเอสายผสม พบเช้ือแบคทีเรีย E. coli ท่ีสามารถเจริญบน
อาหารคัดเลือก LA ท่ีเติมสารปฏิชีวนะแอมพิซิลิน ความเขมขน 50 มิลลิกรัมตอลิตร ท้ังหมด 8 
โคโลนี นําโคโลนีมาตรวจสอบความถูกตองของดีเอ็นเอท่ีโคลนได ดวยวิธีพีซีอารใชไพรเมอร T7 
และ SP6 เม่ือตรวจสอบดวยวิธีอะกาโรสเจลอิเลคโตรโฟเรซิส 0.8 เปอรเซ็นต พบวาโคลนท่ี 4 
(pPink4) มีขนาดแถบดีเอ็นเอเทากับ 1.9 กิโลเบส (ภาพท่ี 7) ซ่ึงตรงกับท่ีคาดหวัง จึงแยกดีเอ็นเอให
บริสุทธ์ิและตรวจสอบการเรียงลําดับนิวคลีโอไทดตอไป 
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ภาพท่ี 7  ผลการตรวจสอบยนี pns ดวยวิธีโคโลนีพีซีอาร จํานวน 8 โคลน และแผนภาพโครงสราง 

พลาสมิด pPink4 แสดงตําแหนงไพรเมอร T7 และ SP6 โดยท่ี M คือ ดีเอ็นเอมาตรฐาน
ขนาด 1 กิโลเบส (1 Kb DNA ladder ) และ 1–8 คือ ผลผลิตพีซีอารดวยไพรเมอร T7 และ 
SP6  

 
2.  ผลการวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดของยีนท่ีโคลนไดซ่ึงกําหนดการสรางเอนไซม pns 

 
นําพลาสมิดสายผสมท่ีคาดวามียีน pns จากโคลนท่ี 4 ใหช่ือรหัส pPSWK555 ไปศึกษา 

ลําดับนิวคลีโอไทดดวยไพรเมอร T7 พบวายีนมีขนาด 887 คูเบส และเม่ือนํามาวิเคราะหขอมูล
ลําดับนิวคลีโอไทดดวยโปรแกรม BLAST เพื่อเปรียบเทียบกับขอมูลท่ีอยูใน ฐานขอมูล GenBank 
พบวาลําดับนวิคลีโอไทดท่ีไดตรงกับลําดบันิวคลีโอไทดของยีน pinene synthase ของ Citrus 
hystrix accession# HQ636424 ขนาด 888 คูเบส มากท่ีสุด โดยมีความคลายคลึงกันท่ี 99 เปอรเซ็นต 
(ตารางท่ี 4) และใหช่ือพลาสมิดสายผสมนี้วา pPink4 ซ่ึงแสดงใหเห็นวาพลาสมิดท่ีไดมียีน pns 
สมบูรณและไดรับการตัดตอท่ีถูกตอง (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 



38 

ตารางท่ี 4  ผลการเปรียบเทียบเปอรเซ็นตความเหมือนของลําดับนิวคลีโอไทดของยีน 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  โครงสรางพลาสมิดสายผสม pPink4 ในเวคเตอร pGEM®–T Easy  
 
3.  การตัดตอยีน pns เขาสูเวคเตอรพืช pCAMBIA 1305.1 

 
นําลําดับนิวคลีโอไทดของพลาดมิดสายผสม pPink4 ท่ีไดจากขอ 2. ซ่ึงมีขนาดความยาว

ของลําดับนิวคลีโอไทด 1922 คูเบส มาตรวจสอบลําดับการแปลรหสั ดวยโปรแกรม 
BLAST2SEQUENCES จากฐานขอมูล NCBI พบวายนีท่ีไดมีลําดับการแปลรหัสและการจัด
เรียงลําดับของกรดอะมิโนไดถูกตอง 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 ดวยโปรแกรม BLAST2SEQUENCES 
 
4.  การสังเคราะหและการตัดตอยีน pns   

 
ออกแบบไพรเมอรเพื่อการตัดตอยีน pns ในพลาสมิดสายผสม pPink4 เขาสูพลาสมิดเพื่อ

การแสดงออกในพืช โดยออกแบบไพรเมอรดาน 5' ดวยการเพิ่มลําดับนวิคลีโอไทดอะดีโนซีนและ
ตําแหนงตัดของเอนไซมตัดจําเพาะ SpeI (5'–ACTATG–3' ) ทําใหไดไพรเมอร ช่ือ 5'Pin_SpeI (5'–
GTA GAT CTG ACT AGT ATG GCT CTT AAT CTG–3') และไพรเมอรดานดาน 3' ดวยการเพิ่ม
ตาํแหนงตัดของเอนไซมตัดจําเพาะ EcoRV (5'–GATATC–3')  ทําใหไดไพรเมอร ช่ือ 3'Pin_EcoRV 
(5'–TCA GAT ATC TTA AGC AAT GGG ATT–3') เพื่อใชในการสังเคราะหและตัดตอช้ินดีเอ็นเอ
ของยีน pns เขาสูเวคเตอรพืช pCAMBIA 1305.1 
 

เพิ่มปริมาณยนี pns ของพลาสมิดสายผสม pPink4 ดวยไพรเมอร 5'Pin_SpeI และ 
3'Pin_EcoRV โดยวิธีพีซีอาร ดวยโปรแกรมท่ี 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 นําผลผลิตพีซีอารมา
ตรวจสอบโดยวิธีอิเล็กโทรโฟรีซิส บนเจลอะกาโรส 0.8% พบแถบดีเอ็นเอขนาดประมาณ 2 กิโล
เบส ซ่ึงผลผลิตพีซีอารท่ีไดมีขนาดใกลเคียงกับขนาดท่ีคาดหวัง (ภาพท่ี 10) 

 
 

 
 
 
 
 
 
ภาพท่ี 10  ผลผลิตพีซีอารของยีน pns โดยท่ี M คือ ดีเอ็นเอมาตรฐานขนาด 1 กิโลเบส (1 Kb DNA 

ladder ) และ 1 คือ ผลผลิตพีซีอารของ pPink4 ดวยไพรเมอร 5'Pin_SpeI และ 
3'Pin_EcoRV 

 
การตัดดีเอ็นเอของยีน pns ขนาด 2 กิโลเบส ท่ีสังเคราะหไดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ SpeI 

(5'–ACTATG–3') และ EcoRV (5'–GATATC–3')  แลวเช่ือมตอกับเวคเตอร pCAMBIA 1305.1 
ขนาด 11.8 กิโลเบส ท่ีตัดดวยเอนไซม SpeI (5'–ACTATG–3')  และ PmlI (5'–CACGTG–3') (ตัดยีน 
gus ออก) (ภาพท่ี 10) นําดีเอ็นเอสายผสมเขาสูเซลลเจาบาน E. coli สายพันธุ XL1–Blue หลังการ
คัดเลือก พบโคโลนีท้ังหมด 20 โคโลนี คัดเลือกมา 11 โคโลนี เพื่อตรวจสอบความถูกตองดวยวิธี
โคโลนีพีซีอาร ดวยไพรเมอร 35S_pro (5'–GAT GTG ATA TCT CCA CTG ACG–3') และ 
NOS_ter (5'–GAG GAT TCA ATC TTA AGA AAC TT–3') นําผลผลิตพีซีอารมาตรวจสอบโดย
วิธีอิเล็กโทรฟอรีซิสในเจลอะกาโรสความเขมขน 0.8 เปอรเซ็นต พบแถบดีเอ็นเอขนาดประมาณ 2 
กิโลเบส ซ่ึงผลผลิตพีซีอารท่ีไดมีขนาดใกลเคียงกับขนาดท่ีคาดหวัง คือพบแถบดีเอ็นเอขนาด
ประมาณ 2 กิโลเบส ในโคลนท่ี 11 12 และ 19 (ภาพท่ี 11) นําโคลนท่ี 11 12 และ 19 มาตรวจสอบ
ความถูกตองของขนาดและทิศทางยีน pns ดวย การทํา Restriction Mapping โดยคัดเลือกเอนไซม
ตัดจําเพาะ 2 ชนิด ไดแก BamHI (5'–GGATCC–3')  และ EcoRI (5'–GAATTC–3') ตัดพลาสมิดสาย
ผสมโคลนท่ี 11 12 และ 19 พบวาโคลนท่ี 19 เทานั้นท่ีมีช้ินดีเอ็นเอขนาดตามท่ีคาดหวังคือ 0.4/1.6 
กิโลเบส และ 0.5/1.5 กิโลเบส ตามลําดับ (ภาพท่ี 10) และทําการสงหาลําดับนิวคลีโอไทดโดย
บริษัท Macrogen (Macrogen, เกาหลี) ดวยไพรเมอร NOS_ter  

 

 M      1 

2 Kb 

5'Pin_SpeI 3'Pin_EcoRV 



41 

 
 

 
 
 

 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพท่ี 11  แผนภาพการตัดตอยีน pns สมบูรณเขาสู pCAMBIA 1305.1 (ก) การตรวจสอบยีน pns 

ดวยวิธีโคโลนีพีซีอาร ดวยไพรเมอร 35S_pro และ NOS_ter  (ข) และ การทํา 
Restriction Mapping ดวยเอนไซมตัดจําเพาะ BamHI และ EcoRI โดยท่ี M คือ ดีเอ็นเอ
มาตรฐานขนาด 1 กิโลเบส (1 Kb DNA ladder ) (ค) 

 
หลังจากนัน้นาํนิวคลีโอไทดท่ีได มาตรวจสอบความถูกตองของลําดับนิวคลีโอไทดอีกคร้ัง

ดวยการเปรียบเทียบกับลําดบันิวคลีโอไทดของยีน pns ของ pPWSK997 ดวยโปรแกรม ClustalW 
(www.ebi.ac.uk) พบวาลําดบันิวคลีโอไทดท่ีไดจากโคลนท่ี 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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ไทดของ pPWSK997 เปนอยางมาก 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  เปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอไทดของ pPink19 กับลําดับนิวคลีโอไทดของ pPSWK977  
 
 
 
 
 

     3'Pin_EcoRV 

       5'Pin(As)1200  
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5.  การถายพลาสมิด pPink19 เขาอะโกรแบคทีเรียม 
 

ถายพลาสมิดสายผสม pPink19 ท่ีประกอบดวยยีน pns ตอเขากับสวนของโปรโมเตอรท่ี
สามารถแสดงออกไดในพืช คือโปรโมเตอร 35S และหยดุการสังเคราะหดวยเทอรมิเนเตอร nos เขา
สูอะโกรแบคทีเรียม (Agrobacterium tumefaciens) สายพันธุ EHA105 ดวยวิธี eletroporation 
คัดเลือกแบคทีเรียท่ีไดรับดเีอ็นเอสายผสมบนอาหารคัดเลือกสูตร LA ท่ีเติมสารปฏิชีวนะกานาไมซิ
นความเขมขน 50 มิลลิกรัมตอลิตร และไรแฟมพิซิน 50 มิลลิกรัมตอลิตร พบเช้ือแบคทีเรียอะโกร
แบคทีเรียมท่ีสามารถเจริญไดบนอาหารคัดเลือกท้ังหมด 4 โคโลนี ตรวจสอบโคโลนีท่ีไดดวยวิธีพีซี
อาร โดยคูไพรเมอร 2 คู คูท่ีหนึ่ง 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') และคูท่ีสอง 
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 ตรวจสอบผลการเพ่ิมปริมาณและตรวจสอบความถูกตอง
ของยีน pns ดวยวิธีอิเล็กโทรฟอรีซิสในเจลอะกาโรสความเขมขน 0.8 เปอรเซ็นต พบแถบดีเอ็นเอ
ขนาดประมาณ 1.9 กิโลเบส (ภาพท่ี 13) ไดตั้งช่ือพลาสมิดท่ีไดวา pPink23, 24, 25 และ 26 
ตามลําดับ นําอะโกรแบคทีเรียมท่ีมียีน pns และยีนคัดเลือกไฮโกรไมซินท่ีตรวจสอบความถูกตอง 
คือพลาสมิดสายผสม pPink26 (pCaMV35S:PNS:Nos)  (ภาพท่ี 12) ในลักษณะ Binary vector ไปใช
ในการถายยีนเขาอะราบิดอปซิส และกลวยไมเอ้ืองเงินหลวงตอไป 
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ภาพท่ี 13  แผนภาพการเขาจับของไพรเมอรในพลาสมิด pPink26 (ก) และผลผลิตโคโลนีพีซีอาร

ของ pPink23 – 26 ดวยไพรเมอร 35S_pro และ NOS_ter และคูดวยไพรเมอร 5'Pin_SpeI 
และ 3'Pin_EcoRV (ข)  

 
6.  การถายยีนโครงสราง pPink26 เขาสูอะราบิดอปซิส 

 
6.1   เพาะเล้ียงเนื้อเยื่ออะราบิดอปซิสสายพันธุ Columbia 
 

เพาะเมล็ดอะราบิดอปซิสบนอาหารสังเคราะหสูตรดัดแปลง 1/2 MS (Murashige 
and Skoog, 1962) พบวาหลังเพาะเมล็ดอะราบิดอปซิสเปนเวลา 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 ลําตนสูงเฉล่ีย 0.5 เซนติเมตร ใบลักษณะคอนขางกลม ขนาดเฉล่ีย 
0.2 เซนติเมตร หลังเพาะเมล็ดเปนเวลา 7 วนั พบวาขนาดความยาวของรากและลําตน เพิ่มมากข้ึน 
อีกทั้งขนาดของใบยังเพิ่มข้ึนดวย และเม่ือเวลาผานไป 15 วัน ยายตนอะราบิดอปซิสลงปลูกบนวัสดุ
ปลูกพีทมอส เม่ือเวลาผานไป 30 วัน พบวาเกิดการแตกกิ่งกานของใบ ลักษณะใบมลัีกษณะกลมรี สี
เขียวเขม เร่ิมมีชอดอก และเม่ือเวลาผานไป 45–50 วัน พบลําตนสูงประมาณ 20 เซนติเมตร และมี 
ดอกระยะกําลังบานและบาน และมีเร่ิมติดฝกบริเวณชวงลางของลําตน (ภาพท่ี 14)  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพท่ี 14  การเพาะเล้ียงอะราบิดอปซิสเพื่อการถายยีน ระยะการเจริญเติบโตมีดังนี้ คือ อะราบิดอป

ซิสบนอาหารสังเคราะหสูตรดัดแปลง 1/2 MS เปนเวลา 3 วัน (ก) และ 7 วัน (ข) ปลูก  
อะราบิดอปซิสในพีทมอส เปนเวลา 30 วัน (ค) และ 45 วัน (ง) 

 
7. ระดับความเขมขนสารปฏิชวีนะไฮโกรมัยซินท่ีมีผลตออะราบิดอปซิส 

 
สารปฏิชีวนะไฮโกรไมซินทุกความเขมขน คือ 20, 30 และ 40 มิลลิกรัมตอลิตร มีผลตอการ

เจริญเติบโตของอะราบิดอปซิสสายพันธุ Columbia โดยพบวาอะราบิดอปซิสชะลอการงอกและลด
อัตราการเจริญเติบโตนับต้ังแตวันท่ี 3 ของการเพาะเมล็ดบนอาหาร 1/2MS ท่ีเติมสารปฏิชีวนะไฮ
โกรไมซิน และเม่ือปลูกเล้ียงตอไปเปนเวลา 2 สัปดาห ตนอะราบิดอปซิสบนอาหารท่ีมีสาร 
 

(ก) (ข) 

(ค) (ง) 
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ปฏิชีวนะไฮโกรไมซินทุกความเขมขนตายไปท้ังหมด อยางไรก็ตามอัตราการอยูรอดของอะราบิ 
ดอปซิสท่ีเพาะบนอาหาร 1/2MS ท่ีเติมสารปฏิชีวนะไฮโกรไมซิน 20 และ 30 มิลลิกรัมตอลิตร มี
ความใกลเคียงกัน ดังภาพที่ 16 และ ตารางที่ 5 เม่ือเพาะเมล็ดอะราบิดอปซิสบน อาหาร 1/2MS ท่ี
ปลอดสารปฏิชีวนะ เปนเวลา 10 วัน พบวาอะราบิดอปซิสเร่ิมมีใบเล้ียง 2 ใบ เม่ือยายปลูกบนพี
ทมอส หลังจากนั้น 6 สัปดาห อะราบิดอปซิสเร่ิมมีดอกพรอมสําหรับการถายยีน 

 
รายงานของ Hongying et al. (2007) ไดกลาวถึงผลไฮโกรไมซินในระดบัความ เขมขน 0 

10 20 30 และ 50 มิลลิกรัมตอลิตร พบวาไฮโกรไมซินมีผลตอการเจริญของรากของอะราบิดอปซิส 
โดยท่ีไฮโกร–ไมซินจะไปยบัยั้งการสังเคราะหโปรตีนท่ีมีผลตอการเจริญของรากในคลอโรพลาสต
และไมโตรคอนเดรีย และ Hongying et al. (2011) ยังกลาวถึงผลของไฮโกรไมซินมีผลตอการเจริญ
ของใบเล้ียงของอะราบิดอปซิสสายพันธุปกติโดยทําใหใบเล้ียงเล็กลง และยังมีผลตอกระบวนการ
สังเคราะหแสงอีกดวย 
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ภาพท่ี 15  ผลของไฮโกรไมซินระดับความเขมขนตางๆ บนอาหารสังเคราะหสูตรดัดแปลง 1/2MS 

ท่ีมีตออะราบิดอปซิสสายพันธุ 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 (%) ของอะราบิดอปซิสบนอาหารสังเคราะหสูตรดัดแปลง 1/2MS ท่ีเติม  
                  สารปฏิชีวนะไฮโกรไมซินในระดับความเขมขน 0 20 30 และ 40 มิลลิกรัมตอลิตร 
  

 
การสรางพลาสมิดสายผสมสําหรับการถายยีนเขาพืช pPINK26 ประกอบดวยยีน β–pinene 

synthase ท่ีแยกจากผิวมะกรูด (กิตติยา, 2553) ทําโดยนํายีนพินนีซินเทสของมะกรูดมาตัดตอเขากบั
เวคเตอรพืช pCAMBIA1305.1 โดยกําหนดใหยีนพนิีนซินเทสแทนท่ียนีกัส ดังนัน้ยนีพินีนซินเทส
นี้จะถูกควบคุมการสังเคราะหอารเอ็นเอดวยโปรโมเตอร CaMV35S และหยุดการสังเคราะหอาร
เอ็นเอดวย NOS terminator และเวคเตอรพชืชนิดนีย้ังประกอบดวยยีนคัดเลือกท่ีตานทานตอสาร
ปฏิชีวนะไฮโกรมัยซิน อยางไรก็ตาม ลักษณะทางพันธุกรรมของพืชมีอิทธิพลตอระบบการคัดเลือก
ดังนั้น การทดสอบปริมาณความเขมขนของสารปฏิชีวนะไฮโกรไมซินตอการตายของอะราบิดอป
ซิสจึงนับวามีความสําคัญ จากผลการทดลองในคร้ังนี้พบวา ความเขมขนของไฮโกรไมซินระดับ 20 
มิลลิกรัมตอลิตร สามารถฆาอะราบิดอปซิสไดภายใน 10 วัน โดย Duan et al. (2007) ไดรายงาน
วาไฮโกรไมซินมีผลตอการเจริญของราก และ ใบเล้ียงของอะราบิดอปซิสโดยท่ีไฮโกรไมซินจะไป
ยับยั้งการสังเคราะหโปรตีนท่ีมีผลตอการเจริญของรากในคลอโรพลาสตและไมโตรคอนเดรีย 
(Duan et al., 2011)  
 
8. ประสิทธิภาพของการถายยีน 

 
ถายยีน pns ของพลาสมิดสายผสม pPink26 (pCaMV35S:PNS:Nos) ในเช้ืออะโกร

แบคทีเรียม เขาสูดอกอะราบดิอปซิส อายุ 6 สัปดาห ท่ีมีความเขมขน OD600 เทากับ 2 เปนเวลา 10 
วินาที ซ่ึงสอดคลองกับการทดลองของ Xiuren (2006) ทําการคัดเลือกอะราบิดอปซิสถายพลาสมิด
สายผสม pPink26 บนอาหารสังเคราะหสูตรดัดแปลง 1/2MS ท่ีเติมสารปฏิชีวนะไฮโกรไมซิน 20 
มิลลิกรัมตอลิตร ใชเวลาคัดเลือกนาน 15 วัน พบวาอะราบิดอปซิสท่ีไดรับพลาสมิดสายผสม 

% 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 มีการเจริญเติบโตและพัฒนาไปเปนตนได หลังจาการนําตนอะราบิดอปซิสท่ีผานการ
คัดเลือก ยายลงปลูกบนพีทมอสเปนระยะเวลา 3 สัปดาห พบวาอัตราการเจริญเติบโต ลักษณะลําตน 
และใบ ของอะราบิดอปซิสท่ีรับการถายพลาสมิดสายผสม pPink26 (pCaMV35S:PNS:Nos) และอะ
ราบิดอปซิสท่ีไมไดรับการถายยีนมีลักษณะโดยท่ัวไปไมแตกตางกัน (ภาพท่ี 16) 
 

หลังจากอะราบิดอปซิสแปลงพันธุเร่ิมใหฝกและตดิเมล็ด ไดจัดเก็บเมล็ดจากตนอะ
ราบิดอปซิสท่ีไดรับการถายยีน (T0) ใน 5 สัปดาหหลังการถายยีน และเม่ือนําเมล็ดจากอะราบิดอป
ซิส (T0) มาเพาะบนบนอาหารสังเคราะห 1/2MS ท่ีเติมสารปฏิชีวนะไฮโกรไมซิน 20 มิลลิกรัมตอ
ลิตร แลวนับจาํนวนตนท่ีอยูรอด และยายไปปลูกเดี่ยวในกระบะพีทมอส จากนั้นทําการผสมตัวเอง
จนไดเมล็ดของอะราบิดอปซิสท่ีไดรับการถายยีน (T1) ทําการคัดเลือกตนท่ีตานทานตอสาร
ปฏิชีวนะไฮโกรไมซิน ผสมและคัดเลือกจนไดเมล็ดจากอะราบิดอปซิสแปลงพันธุรุนท่ี 2 (T2) ทํา
การผสมตัวเองอีกคร้ังจนไดรุนท่ี 5 (T5) จากการตรวจสอบอัตราการรอดของอะราบิดอปซิสแปลง
พันธุในรุนตางๆ พบวาอัตราการรอดในรุน T0 T1 T2 T3 T4 และ T5 เพิ่มข้ึนคิดเปนรอยละ 0.27, 
45.17, 70.65, 78.88 80.00 และ 83.33 ตามลําดับ (ตารางท่ี 6) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพท่ี 16 เปรียบเทียบการเจริญเติบโตของอะราบิดอปซิสท่ีไดรับการถายยีน pns กับสายพันธุ 

Columbia ระหวางการคัดเลือกบนอาหารสังเคราะหสูตรดัดแปลง MS ท่ีเติมสาร
ปฏิชีวนะไฮโกรไมซิน 20 มิลลิกรัมตอลิตร (ก) และ เม่ือยายปลูกในพีทมอสเปนเวลา 3 
สัปดาห (ข) และ 45 วัน (ค) 

 
 
 

      WT (Control)                   PNS 
(ก) A 

 WT (Control)           PNS 

(ข) 

(ค) 
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ตารางท่ี 6  อัตราการรอด (%) ของอะราบิดอปซิสท่ีไดรับการถายยีน pns รุน T5 บนอาหาร 
สังเคราะหสูตรดัดแปลง 1/2MS ท่ีเติมสารปฏิชีวนะไฮโกรไมซิน 20 มิลลิกรัมตอลิตร  

 

 
ถึงแมประสิทธิภาพของการถายยีนในคร้ังนี้จะตํ่าเพียง 0.27% ในอัตราการมีชีวิต

รอดของเมล็ดในรุน T0 (ตารางท่ี 8) แตเม่ือทําการผสมตัวเองอัตราการมีชีวิตรอดของเมล็ดในลูกรุน 
T1–T5 เพิ่มข้ึนอยางตอเนื่องจนถึงระดับ 83.33% ในรุน T5 แสดงวาการแทรกของยนีในโครโมโซม
เกิดข้ึนแบบถาวรโดยยืนยนัผลจากการตรวจสอบยีนพินนีซินเทสและโครงสรางของยีนท่ีตอเขากับ
โปรโมเตอร CaMV35S ดวยการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอในบริเวณดังกลาวดวยวิธีพีซีอารเปรียบเทียบ
กับอะราบิดอปซิสท่ีไมไดรับการถายยีน พบอะราบิดอปซิสแปลงพันธุท่ีตานทานตอไฮโกรมัยซิ
นทุกตนท่ีสุมมาทดลอง มียนีพินีนซินเทสของมะกรูด นอกจากโครงสรางของยีนแลว เทคนิคใน
การถายยีนก็มีสวนเสริมในประสิทธิภาพของการถายยนี วิธีการถายยนีท่ีใชในการทดลองนี้มีความ
สอดคลองกับรายงานของ Xiuren et al. (2006) ในดานปริมาณเช้ืออะโกรแบคทีเรียมท่ีใช 
นอกจากนี้สวนประกอบของสารละลายนํ้าตาลซูโครส และ Tween20 ท่ีใชในขณะถายยีนมี
ประสิทธิภาพใกลเคียงกับรายงานของ Steven et al. (1998) ท่ีใช Silwet–77 ซ่ึงทําใหอัตราการมีชีวิต
รอดของเมล็ดคิดเปนรอยละ 0.3 ระยะเวลาในการถายยีนเขาสูดอกอะราบิดอปซิสในงานวิจยันี้คือ 
10 วินาที สอดคลองกับรายงานของ Elke et al. (2006) และ Xiuren et al. (2006) ซ่ึงตางจากรายงาน
ของ Steven et al. (1998) ท่ีใชเวลาจุมดอกลงในเช้ืออะโกรแบคทีเรียมเพียง 3–5 วินาที ท้ังนี้ข้ึนอยู
กับปริมาณความเขมขนของเช้ืออะโกรแบคทีเรียม 
 
 
 
 

 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 ของมะกรูดท่ีถายเขาอะราบิดอปซิส 
  

9.1  การตรวจสอบยีน pns ของมะกรูดท่ีถายเขาอะราบิดอปซิสดวยวิธีพีซีอาร 
 

สกัดดีเอ็นเอจากการสุมตัวอยางใบอะราบิดอปซิสท่ีไดรับการถายยีน pns รุน T0 T1 
T2 T3 T4 และ T5 เพื่อตรวจสอบยีน pns ดวยวิธีพีซีอาร โดยใชไพรเมอร 35S_pro และ 
5'Pin(As)1200 เปรียบเทียบกบัพลาสมิดสายผสม pPink26 (positive control, +) พบแถบดีเอ็นเอของ
ยีน pns ท่ีสังเคราะหไดขนาดประมาณ 1.4 กิโลเบส เทากับขนาดของยนี pns ท่ีไดจากการทําพีซีอาร
ของพลาสมิดสายผสม pPink26 (ภาพท่ี 17) แสดงใหเห็นวาอะราบิดอปซิสท่ีไดรับการถายพลาสมิด
สายผสม pPink26 ท่ีผานการคัดเลือกและตรวจสอบ ตางไดรับยีน pns ของมะกรูดท่ีอยูใน พลาสมิด
สายผสม pPink26 ท่ีไดรับการถายยีนโดยอะโกรแบคทีเรียม  
 
 

 
 

 
 
 
 
ภาพท่ี 17  ผลผลิตพีซีอารของการตรวจสอบอะราบิดอปซิสแปลงพันธุของยีน pns รุน T0–T5 โดย

ท่ี M คือ ดีเอ็นเอมาตรฐานขนาด 1 กิโลเบส (1 Kb DNA ladder ) WT คืออะราบิดอปซิส
ท่ีไมไดรับการถายยีน pns 1–5 คือ ผลผลิตพีซีอารของตัวอยางท่ีไดจากการสุมอะราบิด
อปซิสท่ีไมไดรับการถายยีน pns และ + คือ ผลผลิตพีซีอารของ พลาสมิดสายผสม 
pPink26 ดวยไพรเมอร 35S_pro และ 5'Pin(As)1200 

 
9.2  การแยกอารเอ็นเอจากอะราบิดอปซิสแปลงพันธุ และการตรวจสอบการแสดงออก

ของยีน pns ของอะราบิดอปซิสแปลงพันธุดวยวิธี relative RT–PCR 
 

สกัดอารเอ็นเอดอกอะราบิดอปซิสท่ีไมไดและไดรับการถายยีน pns น้ําหนัก 1 กรัม 
ดวยวิธี Trizol reagent (Gibco BRL, สหรัฐอเมริกา) พบวาอารเอ็นเอท่ีสกัดไดมีคุณภาพดี (ภาพท่ี  

T0 

T1 

T2 

T3 

M     WT     1       2      3       4       5       + 

T4 

T5 
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18) และนําอารเอ็นเอท่ีไดไปใชในการสรางดีเอ็นเอสายแรกดวย Ready–To–Go You–Prime first 
strand beads (GE Healthcare Biosciences, สหรัฐอเมริกา) เพื่อตรวจสอบการแสดงออกของยีนใน
ระดับอารเอ็นเอดวยวิธี RT–PCR 
 
   
 
 
 
ภาพท่ี 18  อารเอ็นเอสกัดจากดอกอะราบิดอปซิส รุน T5 โดยท่ี WT คือ อารเอ็นเอท่ีไมไดรับการ

ถายยีน pns และ 7 8 9 11 และ 16 คือ อารเอ็นเอของดอกอะราบิดอปซิสท่ีไดรับการถาย
ยีน pns 

 
ผลการตรวจสอบระดับการแสดงออกของยนีในระดับอารเอ็นเอ ดวยวิธี relative 

RT–PCR ดังตารางท่ี 7 แสดงคา expression ratio ท่ีไดจากการทํา relative RT–PCR ของอะราบิดอป
ซิสท่ีไดรับการถายยีน pns โดยคํานวณคาตามวิธีการของ Livak and Schmittgen (2001) และตาราง
ท่ี 8 แสดงคา expression ratio ท่ีไดจากการทํา relative RT–PCR ของอะราบิดอปซิสท่ีไดรับการถาย
ยีน pns ท่ีถูกคํานวณดวยโปรแกรม realplex (Eppendorf, สหรัฐอเมริกา) โดยใชคูไพรเมอร 
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 โดยใชระดับการ
แสดงออกของยีนในตนอะราบิดอปซิสท่ีไมไดรับการถายยีนเปน calibrator และใชยีน 5.8S rRNA 
ซ่ึงเปน internal control ในตนอะราบิดอปซิสท่ีไดรับการถายยีน pns มาปรับระดับการแสดงออก
ของยีนใหอยูในมาตรฐานเดยีวกัน เม่ือนําคา relative expression ratio มาแสดงเปนกราฟแทง ดวย
โปรแกรม Microsoft Excel (Microsoft, สหรัฐอเมริกา) พบวาตนอะราบิดอปซิสท่ีไดรับการถายยีน 
pns มีการแสดงออกของยีน pns ท่ีเพิ่มข้ึนเม่ือเปรียบเทียบกับตนท่ีไมไดรับการถายยนี (กําหนดให
ตนท่ีไมไดรับการถายยีนมีคา expression ratio เทากับ 1) ซ่ึงระดับการแสดงออกของยนี pns ใน
ระดับอารเอ็นเอของโคลนที่ 11 มีการแสดงออกมากท่ีสุดเม่ือเปรียบเทียบกับอารเอ็นเอของอะราบิด
อปซิสท่ีไมไดรับการถายยีน เทากับ 58.0 เทา รองลงมาคือโคลนท่ี  9 16 7 และ 8 มีระดับการ
แสดงออกของยีน pns ในระดับอารเอ็นเอ เทากับ 43.7 37.9 31.5 และ 26.0 เทา ตามลําดับ ดังภาพท่ี 
19 ตารางท่ี 7–8 และดังภาพผนวกที ่1 

 
 

  WT        7        8          9        11        16 
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ภาพท่ี 19  ระดับการแสดงออกของยีน pns ในอะราบิดอปซิสแปลงพันธุ ตรวจสอบดวยวิธี relative 

RT–PCR (ก) และ ปริมาณดเีอ็นเอของยีน pns เปรียบเทียบกับ 5.8S rRNA (control) ท่ี
สังเคราะหไดดวยวิธี relative RT–PCR จากอะราบิดอปซิสแปลงพันธุ 5 โคลน เทียบกับ 
จํานวน 25 รอบ (ข) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

5.8S rRNA 

pns 

(ก) 

(ข) 
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ตารางท่ี 7  คา expression ratio ท่ีไดจากการทํา relative RT–PCR ของอะราบิดอปซิสท่ีไดรับ 
การถายยีน pns โดยคํานวณคาตามวิธีการของ 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  คา expression ratio ท่ีไดจากการทํา relative RT–PCR ของอะราบิดอปซิสท่ีไดรับ 

 การถายยีน 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  ผลการตรวจสอบองคประกอบของสารหอมระเหยจากมะกรูดดวยวิธี GC–MS 
 

ตัดชอดอกของอะราบิดอปซิสท่ีไดรับการถายยีน pns  คัดเลือกดวยคุณสมบัติความ
ตานสารไฮโกรมัยซิน และผสมตัวเอง ช่ัวอายุท่ี 5 จํานวน 70 ชอดอก ท่ีประกอบดวยดอกตูม แรก
แยมและบาน นํามาวิเคราะหชนิด และปริมาณองคประกอบทางเคมีของสารหอมระเหยจากดอก 
โดยวิธี SPME ตรวจจับสารดวย fiber PDMS ขนาด 100 ไมครอน ในระบบปด เปนเวลา 3 ช่ัวโมง 
นํามาวิเคราะห ดวยเคร่ือง GC–MS การวิเคราะหสารหอมระเหยจากอะราบิดอปซิสท่ีไดรับการถาย
ยีน pns เปรียบเทียบกับอะราบิดอปซิสท่ีไมไดรับการถายยีน  
 

ผลการวิเคราะหสารหอมระเหยท่ีปลอยออกจากดอกอะราบิดอปซิสท่ีไดรับการถาย
ยีนเปรียบเทียบกับอะราบิดอปซิสท่ีไมไดถายยีน ผลปรากฏวาไมสามารถตรวจพบสารชนิดใดๆ 
โดยการดดูซับกล่ินดวยแทงคารบอน (SPME) ดวยวิธี GC–MS โดยทั่วไปสารหอมระเหยสวนที่
ใหญจะเปนสารในกลุมแอลกอฮอล เอสเทอร และ ไฮโดรคารบอน ตามลําดับ (Jette, 2006) และผล
การวิเคราะหท่ีไดแตกตางจากการวิเคราะหสารสกัดสารจากดอกอะราบิดอปซิสและวิเคราะหดวย
วิธี GC–MS ในการทดลองของ Dorothea and Eran (2006) ซ่ึงตรวจสอบการปลดปลอยสารหอม
ระเหยของชอดอกอะราบิดอปซิสจํานวน 70 ชอดอก ดวยวิธี GC–MS โดยกําหนดใหมีการสะสม
เปนเวลานาน 8 ช่ัวโมง พบวาอะราบิดอปซิสมีการปลอยสารหอมระเหยในกลุมโมโนเทอรปนและ
เซสควิเทอรปน คิดเปนรอยละ 60 ของสารหอมระเหยท้ังหมดท่ีปลอยออกมา ซ่ึงพบสารกลุมโมโน
เทอรปน 3 ชนดิ คือ β–mycrene, linalool และ limonene และพบสารกลุมเซสควิเทอรปน อีก 20 
ชนิด โดยพบวา (–)–E–β–caryophyllene มีถูกปลอยมากที่สุด  

 
10. การตรวจสอบยีน pns ของมะกรูดท่ีถายเขากลวยไมพันธุเอ้ืองเงินหลวง  
 

10.1 การเพาะเล้ียงเนื้อเยื่อกลวยไมพันธุเอ้ืองเงินหลวง 
 

จากการเพาะเมล็ดกลวยไมพันธุเอ้ืองเงินหลวง อายุฝก 6 เดือน ฝกมีสีเหลืองอมเขียว รูป
กลมรี ลักษณะผลแหง เมล็ดมีขนาดเล็กมากคลายฝุนผง และเพาะเมล็ดกลวยไมบนอาหาร
สังเคราะหสูตรดัดแปลง MS (Murashige and Skoog, 1962) ผสมผงถาน 0.8 เปอรเซ็นต เปนเวลา 4 
สัปดาห พบวาอัตราการงอกคิดเปนรอยละ 99 เมล็ดบวมพองและขยายชนาดเปนโปรโตคอรมสี
เขียวขนาดเสนผานศูนยกลางประมาณ 1 มิลลิเมตร (ภาพท่ี 20) และโปรโตคอรมีสีเขียวเขมข้ึนแตมี 
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       อัตราการเจริญคอนขางชา และมีอัตราการแตกตาขางในปริมาณตํ่า คลายคลึงกับการ
ทดลองของพิสิฐ (2546) ท่ีทําการทดลองเพาะเมล็ดเอ้ืองแซะบนอาหารเพาะเล้ียงเนือ้เยื่อ MS แต
แตกตางจากการทดลองของ ศิริลักษณ (2540)  
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพท่ี 20  การเพาะเล้ียงเนื้อเยื่อกลวยไมพนัธุเอ้ืองเงินหลวงในสภาพปลอดเช้ือบนอาหาร MS  จาก

ฝกกลวยไมพนัธุเอ้ืองเงินหลวง อาย ุ6 เดือน (ก) ลักษณะโปรโตคอรมบนอาหาร
สังเคราะหสูตรดัดแปลง MS ท่ีเติม 0.8% ผงถาน อายุ 4 สัปดาห (ข)  

 
ปจจัยในการเพาะเมล็ดกลวยไมเอ้ืองเงินหลวงใหประสบความสําเร็จ คือ อายุฝก ถา

ฝกออนเกินไป อัตราการงอกจะตํ่า หากฝกแกเกินไปจะทําใหประสบปญหาการปนเปอนของเช้ือ 
ซ่ึงพบเสมอในการเพาะเมล็ดกลวยไมจากฝกแกเต็มท่ีจนกระท่ังฝกแตก จะทําใหปนเปอนเช้ือไดงาย
และยากตอการฟอกฆาเช้ือเมล็ด (ระพ,ี 2517) จากอาหารที่ใชเพาะเล้ียงเปนอีกปจจัยหนึ่งท่ีสําคัญ
นอกจากอายุฝก เห็นไดจากการทดลองของ ศิริลักษณ (2545) ไดศึกษาการงอกและระยะพัฒนาการ
ของตนออนกลวยไมพนัธุเอ้ืองเงินหลวงโดยใชฝกท่ีมีอายุหลังการผสมเกสรประมาณ 7 เดือน 
พบวาสูตรอาหารแข็งสูตรดดัแปลง Vacin and Went (VW) ท่ีเติมน้ํามะพราว 150 มิลลิลิตรตอลิตร 
น้ําตมมันฝร่ัง 50 มิลลิลิตรตอลิตร น้ําตาลทราย 20 กรัมตอลิตร และกลวยหอมบด 100 กรัมตอลิตร 
ทําใหเมล็ดสามารถพัฒนาไปเปนตนออนไดและมีเปอรเซ็นตการงอกสูงสุดคิดเปน 95.2 เปอรเซ็นต 
 

10.2 การคัดเลือกโปรโตคอรมกลวยไมพันธุเอ้ืองเงินหลวงที่ไดรับการถายยีน pns ใน 
พลาสมิดสายผสม pPink26 
 

นําโปรโตคอรมกลวยไมพันธุเอ้ืองเงินหลวงท่ีไดรับการถายยีน pns ในพลาสมิด       
สายผสม pPink26 ท่ีประกอบดวยยีน hptII เปนยีนคัดเลือกในพืช การถายยีนใชอะโกรแบคทีเรียม

(ก) (ข) 

1 cm 
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ความเข็มขนเช้ือ ท่ีมีคา OD600 ของเช้ืออะโกรแบคทีเรียม เทากับ 0.9 ความเขมขนของอะซิโตไซริง
โกน 150 ไมโครโมลาร และทําการ co–cultivation ในท่ีมืด เปนเวลา 3 วัน  
 

หลังจากการคัดเลือกโปรโตคอรมท่ีไดรับการถายยีน pns ในพลาสมิดสายผสม pPink26 
บนอาหารสังเคราะหสูตรดัดแปลง MS ท่ีเติมสารปฏิชีวนะไฮโกรไมซิน และเซฟโฟแทก 
ซีม พบวาหลังจากคัดเลือกบนอาหารสังเคราะหสูตรดัดแปลงท่ีเติมสารปฏิชีวนะไฮโกรไมซินและ
ซีโฟแทกซีมในระดับตางๆ พบวา 

 
หลังการคัดเลือกโปรโตคอรมกลวยไมพันธุเอ้ืองเงินหลวง อายุ 4 สัปดาห เปนเวลา 2 

สัปดาห พบวาโปรโตคอรมท่ีไมไดรับการถายยีน pns บางสวนยังคงมีสีเขียว และบางสวนซีดตาย
เหลือรอยละ 71.76 โปรโตคอรมท่ีไดรับการถายยีน pns สวนใหญยังคงมีสีเขียว และบางสวนซีด
ตายเหลือรอยละ 83.2 และโปรโตคอรมท่ีไดรับการถายยีน gus สวนใหญยังคงมีสีเขียว และ
บางสวนซีดตายเหลือรอยละ 71.33 ดังภาพท่ี 22 และ 23 

 
หลังการคัดเลือกโปรโตคอรมกลวยไมพันธุเอ้ืองเงินหลวง อายุ 4 สัปดาห เปนเวลา 4 

สัปดาห พบวาโปรโตคอรมท่ีไมไดรับการถายยีน pns ซีดตายเพิม่มากขึ้น เหลือรอยละ 66.67 โปร
โตคอรมท่ีไดรับการถายยีน pns และ gus บางสวนยังคงมีสีเขียว พัฒนาไปเปนยอดแหลมขนาดเล็ก 
และบางสวนซีดตายเหลือรอยละ 47.4 และ 51 ตามลําดับ ดังภาพท่ี 21 และ 22 

 
หลังการคัดเลือกโปรโตคอรมกลวยไมพันธุเอ้ืองเงินหลวง อายุ 4 สัปดาห เปนเวลา 6 

สัปดาห พบวาโปรโตคอรมท่ีไมไดรับการถายยีน pns โดยสวนใหญซีดตายเหลือรอยละ 24.67 โปร
โตคอรมท่ีไดรับการถายยีน pns และ gus บางสวนยังคงมีสีเขียว พัฒนาไปเปนยอดแหลมขนาดเล็ก 
และบางสวนซีดตายเหลือรอยละ 26.3 และ 30.16 ตามลําดับ ดังภาพท่ี 21 และ 22 

 
หลังการคัดเลือกโปรโตคอรมกลวยไมพันธุเอ้ืองเงินหลวง อายุ 4 สัปดาห เปนเวลา 10 

สัปดาห พบวาโปรโตคอรมท่ีไมไดรับการถายยีน pns ซีดตายเกือบท้ังหมดเหลือรอยละ 0.67 โปร
โตคอรมท่ีไดรับการถายยีน pns และ gus บางสวนยังคงรอดและสีเขียว มีการพัฒนาไปเปนยอก
แหลมขนาดเล็ก และบางสวนซีดตายเหลือรอยละ 1.5 และ 1.67 ตามลําดับ ดังภาพท่ี 21 และ 22 
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หลังจากคัดเลือกโปรโตคอรมกลวยไมพันธุเอ้ืองเงินหลวง อายุ 4 สัปดาห ตอเปนเวลา 
12 สัปดาห พบวาโปรโตคอรมท่ีไมไดรับการถายยีน pns และ gus ตายท้ังหมด และโปรโตคอรมท่ี
ไดรับการถายยีน pns และ gus ยังคงมีการเจริญและพัฒนาเปนยอดแหลมขนาดเล็ก ดังภาพที่ 23 ซ่ึง
ประสิทธิภาพของการถายยนีเขากลวยไมแตกตางจากประสิทธิภาพของพิสิฐ (2545) ท่ีทําการถายยีน
เขาเอ้ืองแซะ มีประสิทธิภาพในการถายยนีรอยละ 17.9 สอดคลองกับรายงานของ Ravneet and 
Kashmir (2010) กลาววา ผลของจีโนไทปของแตละเนื้อเยื่อ มีผลตอการเพิ่มประสิทธิภาพการ 
inoculation และ co–cultivation ใหสูงข้ึน และอยางไรกต็ามโปรโตคอรมของกลวยไมชนิดตางๆท่ี
ผานการทําใหเกิดบาดแผลโดยการเขยา เพื่อใชในการถายยีน จะมีการหล่ังสารบางอยางออกมาจาก
บาดแผลของเนื้อเยื่อ สงผลยับยั้งหรือทําลายเช้ือแบคทีเรีย สารดังกลาวนัน้ยังไมสามารถจําแนก
ชนิดได แตเปนสารท่ีพืชใชปองกันการทําลายจากเช้ือโรค (Kushikawa et al., 2001)  

 
หลังการคัดเลือกโปรโตคอรมกลวยไมพันธุเอ้ืองเงินหลวง อายุ 4 เดือน ยาย        

กลวยไมท่ีไดรับการถายยีน pns ไปเล้ียงบนอาหารสังเคราะหสูตรดัดแปลง MS ท่ีเติมสาร
ปฏิชีวนะไฮโกรไมซิน 5 มิลลิกรัมตอลิตร เปนเวลา 2 สัปดาห และทําการยายโปรโตคอรมลงบน
อาหารสังเคราะหสูตรดัดแปลง VW ท่ีเติมผงถาน 0.8 เปอรเซ็นต กลวยบด 100 มิลลิกรัมตอลิตร น้ํา
มะพราว 150 มิลลิลิตรตอลิตร น้ํามันฝร่ังตม 50 มิลลิตรตอลิตร และนํ้าตาลทราย 20 กรัมตอลิตร
เปนเวลา 6 สัปดาห พบวา มีการเจริญเปนตนและราก ขนาดลําตนสูงประมาณ 3–4 เซนติเมตร (ภาพ
ท่ี 24) ซ่ึงประเภทและองคประกอบของอาหารเพาะเล้ียงเนื้อเยื่อกลวยไม สอดคลองกับการทดลอง
ของ ศิริลักษณ (2544) ซ่ึงใชสูตรอาหารดังกลาวในการเพาะเล้ียงโปรโตคอรมกลวยไมเอ้ืองเงิน
หลวง ซ่ึงสอดคลองกับผลการทดลองของ Sreemanan et al. (2009) พบวาสภาวะการถายยีนท่ีดี
ท่ีสุดสําหรับการถายยีน gus เขาสูกลวยไม Dendrobium Savin White คือความเขมขนของอะซิโตไซ
ริงโกน เทากับ 150 ไมโครโมลาร ทําการ co–cultivation ในท่ีมืด เปนเวลา 3 วัน และใชความ
เขมขนของเช้ืออะโกรแบคทีเรียมท่ีคา OD600 เทากับ 0.6 ซ่ึงใกลเคียงกับการทดลองของพิสิฐ (2545) 
ท่ีใชความเขมขนของเช้ืออะโกรแบคทีเรียม เทากับ 0.5 ความเขมขนของอะซิโตไซริงโกน เทากับ 
100 มิลลิโมลาร และทําการ co–cultavation ในท่ีมืด เปนเวลา 3 วันเชนเดียวกัน ซ่ึงสารอะซิโตไซริง
โกน เปนสารประกอบฟนอลิก สงผลในการกระตุนกลไกนําพา T– DNA ของพลาสมิด ในอะโกร
แบคทีเรียมและถายยนีเขาสูพืช โดยเฉพาะพืชใบเล้ียงเดี่ยว เชน กลวยไม (Shuzhen et al., 2003) ซ่ึง
การเติมสารอะซิโตไซริงโกนขณะทําการถายยีนในปริมาณท่ีต่ํา คือ 100–200 ไมโครโมลาร พบวา
ชวยเพิ่มประสิทธิภาพในการถายยีนเขาสูกลวยไม (Liau et al., 2003 and Dong et al., 2007) 
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อีกทั้งยังมีรายงานของ Guo–Ling และ Adelheid (1995) ทําการถายยีนเขาสูกลวยไม
สกุลหวายโดยใชเนื้อเยื่อ 3 ชนิด คือ ตายอด โปรโตคอรม และ protocorm–like body (Plbs) พบวา 
การถายยีนเขา Plbs ใหประสิทธิภาพในดีท่ีสุด เนื่องมาจาก Plbs นั้น มีสวนท่ีเปนเนื้อเยื่อเจริญเปน
จํานวนมาก ในขณะท่ี Chai et al. (2002) ไดทดสอบชนิดของโปรโตคอรมของกลวยไมสกุลฟาแลน
นอฟซิสท่ีใชในการถายยนีโดยอะโกรแบคทีเรียม พบวาการเลือกชนิดและอายุของเนือ้เยื่อกลวยไม
เพื่อใชในการถายยีนจึงมีผลตอประสิทธิภาพในการถายยีนเปนอยางมาก การปรับปรุงวิธีการเตรียม
เนื้อเยื่อกลวยไมเพื่อใหไดเนือ้เยื่อเจริญมากท่ีสุด โดยการตัดโปรโตคอรมท่ีใชในการถายยีนใหมี
ขนาดเสนผานศูนยกลางต่ํากวา 0.3 เซนติเมตร และการยายลงอาหารเพาะเล้ียงใหมทุกสัปดาหเพื่อ
กระตุนใหโปรโตคอรมเดิมเกิดโปรโตคอรมใหมออกมา อาจจะชวยใหประสบผลสําเร็จในการ
เจริญเติบโตมากข้ึน 
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ภาพที่ 21  การคัดเลือกโปรโตคอรมกลวยไมเอื้องเงินหลวงที่ไดรับการถายยีน pns และ gus ในพลาสมิดสายผสม pPink26 บนอาหารสังเคราะหสูตรดัดแปลง 

MS ที่เติมสารปฏิชีวนะไฮโกรไมซินระดับความเขมขนตางกัน 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  อัตราการรอดของโปรโตคอรมกลวยไมพันธุเอ้ืองเงินหลวงที่ไดรับการถายยีน pns ใน 

พลาสมิด pPink26 และยนี gus บนอาหารสังเคราะหสูตรดัดแปลง MS ท่ีเติมสาร
ปฏิชีวนะไฮโกรไมซิน (Hyg) และซีโฟแทกซีม (Cef) ในระดับความเขมขนตางๆ 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพท่ี 23  ลักษณะการเจริญเติบโตของกลวยไมพันธุเอ้ืองเงินหลวงทีไ่ดรับการถายยนี pns 

(pPink26) บนอาหารสังเคราะหสูตรดัดแปลง MS ท่ีเติมผงถาน 0.8 เปอรเซ็นต หลังการ
คัดเลือก เปนเวลา 6 สัปดาห 

1 cm 1 cm 

1 cm 1 cm 

WT PinkD2 

PinkD3 PinkD4 
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11.  การตรวจสอบยีน pns ของมะกรูดท่ีถายเขากลวยไมเอ้ืองเงินหลวง 
 
11.1. การตรวจสอบยีน pns ของมะกรูดท่ีถายเขากลวยไมเอ้ืองเงินหลวงดวยวิธีพีซีอาร 

 
นําตนออนกลวยไมพันธุเอ้ืองเงินหลวงทีไ่ดรับการถายยนี pns จํานวน 4 โคลน อายุ 7 

เดือน ท่ีปลูกเล้ียงบนอาหารสังเคราะหสูตรดัดแปลง MS มาสกัดดีเอ็นเอแบบ miniprep โดยวิธีท่ี
ดัดแปลงมาจาก Dellaporta et al. (1983) แลวตรวจสอบตนกลวยไมพนัธุเอ้ืองเงินหลวงท่ีไดรับการ
ถายยีน pns และ hptII ดวยวธีิพีซีอาร ดวยคูไพรเมอร 35S_pro กับ Pin_RT(R) สําหรับการ
ตรวจสอบยีน pns และ คูไพรเมอร 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 พบแถบดีเอ็นเอท่ีสังเคราะหไดจากการทําพีซีอารขนาดประมาณ 550 คูเบส 
ในทุกโคลนยกเวนกลวยไมท่ีไมไดรับการถายยีน และจากผลการตรวจสอบยีน pns พบแถบดีเอ็นเอ
ท่ีสังเคราะหไดจากการทําพซีีอารขนาดประมาณ 1.5 กิโลเบส ในโคลนท่ี 2 และ 3 (ช่ือโคลน 
PinKD2 และ PinKD3) อีกทัง้ขนาดของดีเอ็นเอท่ีสังเคราะหไดมีขนาดเทากับดีเอ็นเอท่ีไดจากการ
ทําพีซีอารของพลาสมิด pPink26 ท่ีมียีน pns และ hptII เปนยีนคัดเลือก (ภาพท่ี 24) แสดงใหเห็นวา
ตนกลวยไมท่ีผานการคัดเลือกและสุมมาตรวจสอบตางไดรับยีน pns และ hptII จากพลาสมิด 
pPink26 จึงทําใหตนกลวยไมตานทานตอไฮโกรมัยซินและสามารถอยูรอดได 
 
 
 
 
 
 
ภาพท่ี 24  ผลผลิตพีซีอารของกลวยไมท่ีไดรับการถายยนี pns สําหรับยีน hptII ตรวจสอบดวยคูไพร

เมอร HPTII(F) และ HPTII(R) และสําหรับยีน pns ตรวจสอบดวยคูไพรเมอร 35S_pro 
และ Pin_RT 

 
11.2 การแยกอารเอ็นเอจากกลวยไมเอ้ืองเงินหลวงแปลงพันธุ และการตรวจสอบการ

แสดงออกของยีน pns ของกลวยไมเอ้ืองเงินหลวงแปลงพันธุดวยวิธี relative RT–PCR 
 

hptII 

pns 

   M            pPink26          WT       PinKD1       PinKD2      PinKD3    PinKD4 

500 bp 

1.5 Kb 
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สกัดอารเอ็นเอจากใบตนออนกลวยไมพันธุเอ้ืองเงินหลวงท่ีไมไดและไดรับการถายยนี 
pns ของมะกรูดน้ําหนัก 1 กรัม ดวยวิธี Trizol reagent (Gibco BRL, สหรัฐอเมริกา) พบวาอารเอ็นเอ
ท่ีสกัดไดมีคุณภาพดี (ภาพท่ี 18) และนําอารเอ็นเอท่ีไดไปใชในการสรางดีเอ็นเอสายแรกดวย 
Ready–To–Go You–Prime first strand beads (GE Healthcare Biosciences, สหรัฐอเมริกา) เพื่อ
ตรวจสอบการแสดงออกของยีนในระดับอารเอ็นเอดวยวิธี RT–PCR 
 

 
 
 
 
ภาพท่ี 25  อารเอ็นเอสกัดจากใบของกลวยไมพันธุเอ้ืองเงินหลวง โดยท่ี WT คือ อารเอ็นเอกลวยไม

พันธุเอ้ืองเงินหลวงที่ไมไดรับการถายยีน pns และ PinD2- PinD4 คือ อารเอ็นเอของใบ
ของกลวยไมพันธุเอ้ืองเงินหลวงที่ไดรับการถายยีน pns 

 
ผลการตรวจสอบระดับการแสดงออกของยนีในระดับอารเอ็นเอ ดวยวิธี relative RT–

PCR ดังตารางท่ี 9 แสดงคา expression ratio ท่ีไดจากการทํา relative RT–PCR ของกลวยไมพนัธุ
เอ้ืองเงินหลวงที่ไดรับการถายยีน pns โดยคํานวณคาตามวิธีการของ Livak and Schmittgen (2001) 
และตารางท่ี 10 แสดงคา expression ratio ท่ีไดจากการทํา relative RT–PCR ของกลวยไมพันธุเอ้ือง
เงินหลวงทีไ่ดรับการถายยีน pns ท่ีถูกคํานวณดวยโปรแกรม realplex (Eppendorf, สหรัฐอเมริกา) 
โดยใชคูไพรเมอร 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 โดยใชระดับการแสดงออกของยีนในตนกลวยไมพนัธุเอ้ืองเงินหลวงทีไ่มไดรับการถาย
ยีนเปน calibrator และใชยีน 5.8S rRNA ซ่ึงเปน internal control ในตนกลวยไมเอ้ืองเงินหลวงที่
ไดรับการถายยีน pns มาปรับระดับการแสดงออกของยนีใหอยูในมาตรฐานเดยีวกนั เม่ือนําคา 
relative expression ratio มาแสดงเปนกราฟแทง ดวยโปรแกรม Microsoft Excel (Microsoft, 
สหรัฐอเมริกา) พบวาตนกลวยไมพันธุเอ้ืองเงินหลวงทีไ่ดรับการถายยนี pns มีการแสดงออกของยนี 
pns ท่ีเพิ่มข้ึนเม่ือเปรียบเทียบกับตนท่ีไมไดรับการถายยนี (กําหนดใหตนท่ีไมไดรับการถายยีนมีคา 
expression ratio เทากับ 1) ซ่ึงระดับการแสดงออกของยีน pns ในระดับอารเอ็นเอของโคลนท่ี 
PinKA8  มีการแสดงออกมากท่ีสุดเม่ือเปรียบเทียบกับอารเอ็นเอของกลวยไมพันธุเอ้ืองเงินหลวงที่

    WT            PinD2         PinD3         PinD4 
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ไมไดรับการถายยีน เทากับ 3.917 เทา และโคลนท่ี  PinKA9 และ PinKA7 มีระดับการแสดงออก
ของยีน pns ท่ีลดลง ดังภาพท่ี 19 ตารางท่ี 9-10 และดังภาพผนวกท่ี 2 

 
ความแปรปรวนในการแสดงออกของยีนในการถายยนีเขาสูพืช อาจอธิบายไดจาก

ปจจัยตางๆ เชน จํานวนชุดของยีน ตําแหนงในการเขาแทรกของยีน โดยถายีนเขาไปแทรกใน
ตําแหนงท่ีไมเหมาะสม เชน บริเวณ heterochromatin ซ่ึงเปนตําแหนงท่ีมีการแสดงออกของยีนนอย 
สงผลทําใหยนีท่ีถายเขาไปไมมีการแสดงออก (Mayer, 1995) รวมท้ังจํานวนชุดของยีนท่ีถายเขาไป 
หากมีจํานวนชุดมากเกนิไป จะทําใหพืชกระตุนกระบวนการยับยั้งการแสดงออกของยีนนัน้ๆ สงผล
ใหยนีท่ีถายเขาไปมีการแสดงออกท่ีนอยหรือไมแสดงออกไดเชนกัน (Assaad et al., 1993) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพท่ี 26  ระดับการแสดงออกของยีน pns ในกลวยไมพนัธุเอ้ืองเงินหลวงแปลงพันธุ ตรวจสอบ

ดวยวิธี relative RT–PCR (ก) และ ปริมาณดีเอ็นเอของยนี pns เปรียบเทียบกับ 5.8S 
rRNA (control) ท่ีสังเคราะหไดดวยวิธี relative RT–PCR กลวยไมพันธุเอ้ืองเงินหลวง
แปลงพันธุ 3 โคลน เทียบกบั จํานวน 30 รอบ (ข) 

 
 
 

(ข) 

5.8S rRNA 

pns 

(ก) 



65 

ตารางท่ี 9  คา expression ratio ท่ีไดจากการทํา relative RT–PCR กลวยไมพันธุเอ้ืองเงินหลวงที ่
ไดรับการถายยีน pns โดยคํานวณคาตามวธีิการของ 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  คา expression ratio ท่ีไดจากการทํา relative RT–PCR ของกลวยไมพันธุเอ้ืองเงินหลวง 

 ท่ีไดรับการถายยีน 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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สรุปและขอเสนอแนะ 
 

สรุป 
 

1. ตัดตอยีน pns สมบูรณของมะกรูด และตัดตอเขาพลาสมิดเวคเตอร pGEM®–T Easy ให
ช่ือโคลนวา pPink4 ไดช้ืนดเีอ็นเอขนาด 1,922 คูเบส ท่ีประกอบดวยยนี pns สมบูรณ ขนาด 1809 คู
เบส แปลเปนกรดอะมิโนได 603 เรสซิดิว  

 
2. ตัดตอยีน pns สมบูรณของมะกรูด เขาสูเวคเตอรพืช pCAMBIA 1305.1 ใหช่ือโคลนวา 

pPink26 
 
3. เม่ือถายยีน pns (pPink26) เขาอะราบิดอปซิสและคัดเลือกบนอาหาร 1/2MS ท่ีเติมสาร

ปฏิชีวนะไฮโกรไมซิน 20 มิลลิกรัมตอลิตร พบอัตราการมีชีวิตรอดของเมล็ดอะราบิ ดอปซิสท่ี
ไดรับการถายยีน pns ในลูกรุน T1–T5 เพิม่ข้ึนอยางตอเนื่องจนถึงระดับ 83.33% ในรุน T5 เม่ือ
ตรวจสอบดวยวิธีพีซีอาร พบยีน pns ในตนอะราบิดอปซิสทุกตน และเม่ือตรวจสอบการแสดงออก
ของยีน pns ในอะราบิดอปซิส ดวย qRT–PCR พบการแสดงออกสูงท่ีสุดในอะราบดิอปซิส ใหช่ือ
วา PinkA11 ซ่ึงมีระดับการแสดงออกของยนี pns มากท่ีสุด เทากับ 58.0 เทาของพืชปกติ  

 
4. อยางไรก็ตาม ไมสามารถพบการปลดปลอยสารหอมระเหยดวยวิธี GC-MS ในอะราบิด

อปซิสท่ีไดรับการถายยีน pns ในทุกโคลนท่ีไดรับการถายยีน 
 
5. เม่ือถายยีน pns เขาโปรโตคอรมกลวยไมพันธุเอ้ืองเงินหลวง พบกลวยไมท่ีไดรับยนี pns 

และ gus รอยละ 1.34 และ 1.56 ตามลําดับ และเม่ือตรวจสอบการแสดงออกของยีน pns ในกลวยไม
เอ้ืองเงินหลวง ดวย qRT–PCR พบการแสดงออกสูงท่ีสุดในกลวยไมแปลงพันธุใหช่ือวา PinkA8 ซ่ึง
มีระดับการแสดงออกของยีน pns มากท่ีสุด เทากับ 3.917 เทาของพืชปกติ 
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ขอเสนอแนะ 
 

การทดลองในคร้ังนี้ประสบความสําเร็จในการสรางพลาสมิดสายผสมช่ือ pPINK26 ท่ีทํา
ใหเกิดการแสดงออกของยีน pns ของมะกรูดในอะราบดิอปซิสและกลวยไมได และพบการแทรก
ตัวของยีนแบบถาวร โดยยนีเขาไปอยูในโครโมโซมของพืชแปลงพันธุ และสามารถถายทอดไปยงั
รุนลูกได ดังน้ันพลาสมิดสายผสม pPINK26 ท่ีสรางได เหมาะสําหรับการนําไปใชในการถายยนีเขา
พืชท่ีสําคัญทางเศรษฐกิจตอไป อยางไรก็ตามการทดลองในคร้ังนี้ ยังขาดการพิสูจนการ
เปล่ียนแปลงองคประกอบของสารหอมระเหยท่ีเกิดข้ึนในพืชแปลงพันธุ ซ่ึงจะตองดําเนินการ
ทดลองตอไปในอนาคต 
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ภาคผนวก 
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ภาพผนวกท่ี 1  ขอมูลท่ีไดจากการทํา relative RT–PCR ของอะราบิดอปซิสแปลงพันธุรุน T5 
  ก. Fluoresent profile 
  ข. Amplification plot 
  ค.  Melting curve 
 
 
 
 
 

(ก) 

(ข) 
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ภาพผนวกท่ี 1  (ตอ) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

(ค) 
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ภาพผนวกท่ี 2  ขอมูลท่ีไดจากการทํา relative RT–PCR ของกลวยไมพนัธุเอ้ืองเงินหลวงแปลงพันธุ 
  ก. Fluoresent profile 
  ข. Amplification plot 
  ค.  Melting curve 
 
 

(ก) 

(ข) 
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ภาพผนวกท่ี 2  (ตอ) 
 
 
 
 
 
 
 
 

(ค) 
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ภาพผนวกท่ี 3  แผนท่ียีนและตําแหนงของเอนไซมตัดจําเพาะของ pGEM®–T vector 
  
ท่ีมา: Promega Corporation (n.d.) 
 
 

 
 
ภาพผนวกที่ 4  แผนท่ียีนและตําแหนงของเอนไซมตัดจําเพาะของ pCAMBIA1305.1 
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ภาพผนวกท่ี 5  วิถีการสังเคราะหสารกลุมโมโนเทอรปนใน peppermint และ cornmint 
 
ท่ีมา: Soheil and Croteau (2002) 
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ตารางผนวกท่ี 1  สารเคมีในอาหารสังเคราะหสูตร MS (Murashige and Skoog, 1962) และอาหาร
สูตรดัดแปลง VW (Vacin and Went, 1949) 

 
ความเขมขน (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  อาหารสังเคราะหท่ีใชในการเพาะเล้ียงและคัดเลือกเนื้อเยื่อกลวยไม 
 

อาหารสังเคราะหสูตร องคประกอบ 
VW อาหารเหลวสูตรดัดแปลง VW ท่ีเติมน้ําตาล

ทราย 2 เปอรเซ็นต น้ํามะพราว 15 เปอรเซ็นต
และไตรแคลเซียมฟอสเฟต 0.2 กรัมตอลิตร 

MS อาหารแข็งสูตรดัดแปลง MS ท่ีเติมน้ําตาลทราย 
3 เปอรเซ็นต และวุนผง 0.75 เปอรเซ็นต 

MSO อาหารเหลวสูตรดัดแปลง MS ท่ีไมเติมน้ําตาล 
และเติมผงวุน 0.75 เปอรเซ็นต 

MSH5 + Cef 250 อาหารเหลวสูตรดัดแปลง MS ท่ีเติมไฮโกรมัย
ซิน ความเขมขน 5 มิลลิกรัมตอลิตร และเติม
แซฟโฟแทกซีม 250 มิลลิกรัมตอลิตร 

MSH15 + Cef 150 อาหารเหลวสูตรดัดแปลง MS ท่ีเติมไฮโกรมัย
ซิน ความเขมขน 15 มิลลิกรัมตอลิตร และเติม
แซฟโฟแทกซีม 150 มิลลิกรัมตอลิตร 

MSH25 + Cef 100 อาหารเหลวสูตรดัดแปลง MS ท่ีเติมไฮโกรมัย
ซิน ความเขมขน 25 มิลลิกรัมตอลิตร และเติม
แซฟโฟแทกซีม 100 มิลลิกรัมตอลิตร 

MSH25 อาหารเหลวสูตรดัดแปลง MS ท่ีเติมไฮโกรมัย
ซิน ความเขมขน 25 มิลลิกรัมตอลิตร  

MSH15 อาหารเหลวสูตรดัดแปลง MS ท่ีเติมไฮโกรมัย
ซิน ความเขมขน 15 มิลลิกรัมตอลิตร 

MSH5 อาหารเหลวสูตรดัดแปลง MS ท่ีเติมไฮโกรมัย
ซิน ความเขมขน 5 มิลลิกรัมตอลิตร 
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