
ภาวรรธน์  วงศค์าํไพร  2555 : การแสดงออกของยนีพินีนซินเทสของมะกรูดในอะราบิดอป
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วทิยานิพนธ์หลกั: รองศาสตราจารยพ์ฒันา  ศรีฟ้า ฮุนเนอร์, Ph.D.  87 หนา้ 

 

 

เบตา้–พินีนจดัเป็นสารโมโนเทอร์ปีนองคป์ระกอบสาํคญัของนํ้ามนัหอมระเหยท่ีสกดัได้

จากผวิของมะกรูด (Citrus hystrix DC.) การศึกษาในคร้ังน้ีนาํยนีพินีนซินเทส ท่ีแยกไดจ้ากมะกรูด

มาตดัต่อเขา้เวคเตอร์ท่ีแสดงออกในพืช (pCAMBIA1305.1) เพื่อการถ่ายเขา้สู่อะราบิดอปซิสและ

กลว้ยไมพ้นัธ์ุเอ้ืองเงินหลวง หลงัจากการทดสอบระดบัความเขม้ขน้ท่ีเหมาะสมของไฮโกรมยัซิน

ในอะราบิดอปซิสแปลงพนัธ์ุยนีพินีนซินเทสท่ีถูกสร้างข้ึนโดยการถ่ายยนีดว้ยอะโกรแบคทีเรียมสาย

พนัธ์ุ EHA105 และถูกคดัเลือกบนอาหาร 1/2MS ท่ีมีไฮโกรไมซิน 20 มิลลิกรัมต่อลิตร เป็นเวลานาน 

10 วนั แลว้จดัเก็บเมล็ดจากอะราบิดอปซิสแปลงพนัธ์ุแต่ละตน้ท่ีผา่นการคดัเลือกโดยลกัษณะความ

ตา้นทานต่อไฮโกรมยัซินในรุ่นท่ี 1 – 6 (T0–T5) หลงัจากผา่นการคดัเลือก เปอร์เซ็นตก์ารรอดชีวิต

ของเมล็ดอะราบิดอปซิสในรุ่น T0, T1, T2, T3, T4 และ T5 เพิ่มข้ึนดว้ยอตัรา 0.27, 45.17, 70.65, 

78.88, 80.00 และ 83.33 ตามลาํดบั นอกจากน้ียงัพบวา่ยนีพินีนซินเทสของมะกรูดประสบ

ความสาํเร็จในการแทรกตวัเขา้สู่โครโมโซมของอะราบิดอปซิสแปลงพนัธ์ุทุกตน้เม่ือตรวจสอบดว้ย

วธีิพีซีอาร์  แต่เม่ือตรวจสอบดว้ยวธีิ GC–MS พบวา่ไม่สามารถตรวจพบสารหอมระเหยท่ีปล่อย

ออกมาจากดอกอะราบิดอปซิสแปลงพนัธ์ุหลงัจากปล่อยใหเ้กิดการสะสมนาน 3 ชัว่โมง 

 

ยนีพินีนซินเทสของมะกรูดถูกถ่ายเขา้โปรโตคอร์มกลว้ยไมพ้นัธ์ุเอ้ืองเงินหลวงดว้ยอะโกร

แบคทีเรียม หลงัจากการคดัเลือกบนอาหาร MS ท่ีมีไฮโกรไมซินและซีโฟแทกซีม นาน 12 สัปดาห์

พบอตัราการรอดชีวติของโปรโตคอร์มท่ีไดรั้บยนีพินีนซินเทส คิดเป็นร้อยละ 1.34 และตรวจพบการ

แทรกตวัของยนีเขา้สู่โครโมโซมของตน้อ่อนกลว้ยไมเ้ม่ือตรวจสอบดว้ยวธีิพีซีอาร์ 
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