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การศึกษาปัจจยัท่ีมีผลต่อประสิทธิภาพการถ่ายยนีเขา้สู่แคลลสัสบู่ด าโดยใชอ้ะโกร

แบคทีเรียมสายพนัธ์ุ EHA105 ท่ีมีพลาสมิด pCAM-EPSPs 1304 ซ่ึงมียนี gus เป็นยนีรายงานผล 
โดยศึกษาผลของสารปฏิชีวนะ cefotaxime ความเขม้ขน้ 100-400 มิลลิกรัมต่อลิตร ต่อการเจริญ 
เติบโตของเช้ืออะโกรแบคทีเรียม และแคลลสัสบู่ด า การทดสอบความเขม้ขน้ของเช้ือ (OD600=1) 
จากการเจือจางเซลลแ์ขวนลอยเช้ือในสัดส่วนต่างๆ ไดแ้ก่ 1:0  1:1  1:10  1:20  1:50 และ 1:100 
ระยะเวลาการปลูกเช้ือท่ี 10  20  30 และ 40 นาที และระยะเวลาเล้ียงร่วมกบัเช้ือนาน 1  2  3 และ 4 
วนั พบวา่ สารปฏิชีวนะ cefotaxime ความเขม้ขน้ 200 มิลลิกรัมต่อลิตร เป็นความเขม้ขน้ท่ีเหมาะ
ส าหรับการก าจดัเช้ืออะโกรแบคทีเรียมภายหลงัจากการถ่ายยนี และวธีิการท่ีเหมาะสมส าหรับการ
ถ่ายยนีเขา้สู่สบู่ด า คือการใชส้ัดส่วนการเจือจางของสารแขวนลอยเช้ือท่ี 1:20 ระยะเวลาปลูกเช้ือ 30 
นาที และเล้ียงร่วมกบัเช้ือนาน 2 วนั โดยใหผ้ลการแสดงออกของยีน gus แบบชัว่คราวสูงท่ีสุด   
และมีความแตกต่างอยา่งมีนยัส าคญักบัวธีิการอ่ืนท่ีทดสอบ 

 
การถ่ายยนี EPSPs เขา้สู่แคลลสัสบู่ด าโดยใชอ้ะโกรแบคทีเรียมสายพนัธ์ุ EHA105 ซ่ึงมี 

พลาสมิด pCAM-EPSPs 1304 ท่ีมียนี EPSPs เป็นยนีคดัเลือก โดยน าปัจจยัท่ีเหมาะสมจากการศึกษา
เบ้ืองตน้มาใชส้ าหรับการถ่ายยนี พบวา่ มีแคลลสัท่ีสามารถเจริญเติบโตบนอาหารคดัเลือกท่ีมีสาร
ไกลโฟเสทความเขม้ขน้ 1 มิลลิโมลาร์ จ  านวน 9 โคลน จากนั้นน าแคลลสัท่ีรอดชีวติมาตรวจสอบ
ผลการถ่ายยนีดว้ยเทคนิคพีซีอาร์ พบแคลลสัท่ีมียนี EPSPs จ านวน 3 โคลน ซ่ึงเม่ือน ามายนืยนัผล
การมีอยูข่องยนี EPSPs ท่ีถูกถ่ายเขา้ไปในแคลลสัดว้ยเทคนิค Southern PCR hybridization พบวา่ 
เป็นยนี EPSPs จริง 
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Agrobacterium-mediated transformation into physic nut callus was optimized using 

Agrobacterium tumefaciens strain EHA105 contained plasmid pCAM-EPSPs 1304 that has          
β-glucuronidase (gus) gene as a reporter gene. Cefotaxime at the concentration of 100-400 mg/l 
was tested for the optimal concentration that could successfully elimination A. tumefaciens. The 
effects of transformation parameters were studied including: concentration of A. tumefaciens at 
the dilution ratio (OD600=1 : culture medium) of 1:0, 1:1, 1:10, 1:20, 1:50 and 1:100; inoculation 
periods of 10, 20, 30 and 40 min and co-cultivation periods of 1, 2, 3 and 4 days. The result 
demonstrated that 200 mg/l cefotaxime could successfully eliminate A. tumefaciens and callus 
still able to regenerate. The transformation procedure using dilution of A. tumefaciens at 1:20, 30 
mins inoculation period and co-cultivated for 2 days yielded the highest percentage of 
transformations verified by a GUS histochemical assay and significantly different from other 
treatments. 

 
Transformation of EPSPs gene into calli of physic nut using Agrobacterium tumefaciens 

strain EHA105 containing the pCAM-EPSPs 1304 plasmid with glyphosate resistance (EPSPs) 
gene as a selectable marker. The optimized factors that from studied earlier were used for gene 
transfer showed a 9 clones of  callus could survived on selective medium containing glyphosate 
concentration of 1 mM but only 3 callus of them showed PCR positive for EPSPs gene.           
The Southern PCR hybridization also confirmed the presence of EPSPs gene. 
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สารบัญตาราง 
 

ตารางที่           หน้า 
 
      1  จ านวนยอดเฉล่ียของสบู่ด าพนัธ์ุโคราชท่ีผา่นการเพาะเล้ียงบนอาหารสูตร     

ชกัน าแคลลสัท่ีมีสารปฏิชีวนะ cefotaxime ท่ีระดบัความเขม้ขน้ต่าง ๆ นาน                         
4 สัปดาห์ แลว้เพาะเล้ียงต่อบนอาหารสูตรชกัน าแคลลสัท่ีปราศจากสารปฏิชีวนะ 
cefotaxime นาน 4 สัปดาห์ จากนั้นยา้ยลงเพาะเล้ียงบนอาหารแขง็สูตร MS                        
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         บนช้ินแคลลสั ตรวจสอบการแสดงออกของยนี gus แบบชัว่คราว (transient          
             expression)โดยวธีิ GUS histochemical assay ท่ีระยะเวลา 1 สัปดาห์ หลงัจากการ                
            ถ่ายยนีเขา้สู่แคลลสัสบูด่  าโดยใชอ้ะโกรแบคทีเรียมสายพนัธ์ุ EHA105 ท่ีมีพลาสมิด              
             pCAM-EPSPs 1304 โดยใชร้ะยะเวลาการปลูกเช้ือ 30 นาที และเล้ียงร่วมกบัเช้ือ              
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              ถ่ายยนีเขา้สู่แคลลสัสบู่ด าโดยใชอ้ะโกรแบคทีเรียมสายพนัธ์ุ EHA105 ท่ีมีพลาสมิด             
              pCAM-EPSPs 1304 โดยใชอ้ตัราส่วนการเจือจางเซลลแ์ขวนลอยเช้ือ 1:20                      
              และเล้ียงร่วมกบัเช้ือนาน 3 วนั ท่ีระยะเวลาการปลูกเช้ือต่าง ๆ                                        47 
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7 การเจริญเติบโตของแคลลสัสบู่ด าพนัธ์ุโคราช เม่ือเพาะเล้ียงบน 
อาหารแขง็สูตร MS ท่ีมีสารควบคุมการเจริญเติบโต TDZ ความเขม้ขน้  
0.18 ไมโครโมลาร์ น ้าตาลซูโครส 30 กรัมต่อลิตร ร่วมกบัสารปฏิชีวนะ  
cefotaxime ท่ีระดบัความเขม้ขน้ต่าง ๆ ในสภาพมีแสง 56 ไมโครโมล                                
ต่อตารางเมตรต่อวนิาที ช่วงแสง 16 ชัว่โมงต่อวนั อุณหภูมิ 25±2 องศาเซลเซียส  
นาน 4 สัปดาห์ โดยเปล่ียนอาหารทุก 2 สัปดาห์     39 

 
 
 



(5) 
 

สารบัญภาพ (ต่อ) 
 

ภาพที ่          หน้า 
 

8 การพฒันาเป็นตน้จากแคลลสัสบู่ด าพนัธ์ุโคราชท่ีผา่นการเพาะเล้ียงบน                       
อาหารสูตรชกัน าแคลลสัท่ีมีสารปฏิชีวนะ cefotaxime ท่ีระดบัความเขม้ขน้                     
ต่าง ๆ นาน 4 สัปดาห์ แลว้เพาะเล้ียงต่อบนอาหารสูตรชกัน าแคลลสัท่ีปราศจาก              
สารปฏิชีวนะ cefotaxime นาน 4 สัปดาห์ จากนั้นยา้ยลงเพาะเล้ียงบนอาหารแขง็            
สูตร MS ท่ีมีสารควบคุมการเจริญเติบโต BA ความเขม้ขน้ 0.88 ไมโครโมลาร์           
น ้าตาลซูโครส 30 กรัมต่อลิตร เพื่อชกัน าใหเ้กิดยอดนาน 6 สัปดาห์                                40 

9 การเจริญเติบโตของแคลลสัสบู่ด าพนัธ์ุโคราช เม่ือเพาะเล้ียงบนอาหารแขง็           
สูตร MS ท่ีเติมสารควบคุมการเจริญเติบโต TDZ ความเขม้ขน้  
0.18 ไมโครโมลาร์ น ้าตาลซูโครส 30 กรัมต่อลิตรร่วมกบัสารไกลโฟเสท 
ท่ีระดบัความเขม้ขน้ต่าง ๆ นาน 4 สัปดาห์                   43 

  10 ขั้นตอนในการถ่ายยนีเขา้สู่แคลลสัสบู่ด าโดยใชอ้ะโกรแบคทีเรียม 
สายพนัธ์ุ EHA105 ท่ีมีพลาสมิด pCAM-EPSPs 1304                 52 

11  ผลการตรวจสอบการมีอยูข่องยนี EPSPs จากแคลลสัสบู่ด าท่ีไดรั้บการถ่ายยนี                  
โดยใชเ้ช้ืออะโกรแบคทีเรียม สายพนัธ์ุ EHA105 เป็นพาหะดว้ยเทคนิคพีซีอาร์ (ก)          
และ Southern PCR hybridization (ข) โดยใชไ้พรเมอร์ท่ีจ  าเพาะกบัยนี EPSPs                   
ไดแ้ถบดีเอ็นเอขนาดประมาณ 1,600 คู่เบส โดยท าปฏิกิริยาไฮบริไดเซซัน่กบั                      
ดีเอ็นเอตรวจสอบของยนี EPSPs                     56 

 
 
 
 
 
 
 



(6) 
 

ค าอธิบายสัญลกัษณ์และค าย่อ 
 

 TDZ = thidiazuron 
BA = 6-benzylaminopurine 
IBA = indole-3-butyric acid 
PCR = polymerase chain reaction 
LB = Luria Bertani medium 
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การถ่ายยนีต้านทานสารก าจัดวชัพชืไกลโฟเสทเข้าสู่สบู่ด า (Jatropha curcas L.) 
 

Transformation of Glyphosate Resistance Gene into Physic Nut  

(Jatropha curcas L.) 
 

ค าน า 
 

สบู่ด า (physic nut) เป็นพืชในวงศ ์Euphorbiaceae สามารถน าเมล็ดมาบีบน ้ามนัเพื่น าไปใช้
ประโยชน์มากมาย อาทิเช่น ผลิตเคร่ืองส าอางค ์สบู่ และเทียนไข เป็นตน้ (Duke, 1988) น ้ามนัจาก
สบู่ด ายงัสามารถน ามาใชเ้ป็นเช้ือเพลิงทดแทนน ้ามนัดีเซล สามารถใชก้บัเคร่ืองยนตดี์เซลลห์มุนชา้
ได ้(Openshaw, 2000) ในประเทศไทยมีการผลิตน ้ามนัไบโอดีเซลจากสบู่ด าเพื่อใชเ้ป็นพลงังาน
ทดแทนน ้ามนัเช้ือเพลิงเช่นกนั แต่ยงัไม่มีการผลิตเป็นอุตสาหกรรม เน่ืองจากสบู่ด าใหผ้ลผลิตต ่า
กวา่ปาลม์น ้ามนั (ศิริวรรณ และรุ่งทิพย,์ 2550) แต่ขอ้ไดเ้ปรียบของสบู่ด าเม่ือเทียบกบัพืชพลงังาน
ชีวภาพอ่ืนๆ คือ สามารถเจริญเติบโตไดดี้ ขยายพนัธ์ุง่าย และวธีิการสกดัน ้ามนัสามารถท าไดง่้าย 
และจากการท่ีน ้ามนัสบู่ด าไม่สามารถน ามาบริโภคได ้จึงไม่มีการแข่งขนัในการผลิตเป็นอาหาร  
เช่นในพืชชนิดอ่ืน (Soham et al., 2009) ดงันั้นในสภาวะท่ีโลกตอ้งการพืชพลงังานทดแทน
เน่ืองจากประสบปัญหาน ้ามนัขาดแคลน และมีราคาสูงข้ึนเร่ือย ๆ สบู่ด าจดัเป็นพืชท่ีมีความส าคญั 
และมีศกัยภาพในการผลิตเป็นน ้ามนัไบโอดีเซล (Openshaw, 2000) ส าหรับสถานการณ์ความ
ตอ้งการใชน้ ้ามนัดีเซลหมุนเร็ว บี 5 ในประเทศไทย พบวา่มีความตอ้งการใชม้ากข้ึนโดยมีปริมาณ
การใชเ้พิ่มข้ึนจาก 627,450 พนัลิตร ในปี พ.ศ. 2550 เป็น 8,155,781 พนัลิตร ในปี พ.ศ. 2552 
(กระทรวงพลงังาน, 2552)  

 
   แมส้บู่ด าจะเป็นพืชท่ีสามารถเจริญเติบโตไดดี้และตอ้งการการบ ารุงรักษานอ้ย แต่ยงัพบ
ปัญหาในการปลูกสบู่ด า คือ ปัญหาเร่ืองโรค ไดแ้ก่ เช้ือราท่ีพบในช่วงท่ีอากาศร้อนและแหง้ ปัญหา
เร่ืองแมลงศตัรูพืช ไดแ้ก่ กลุ่มแมลงปากดูด เช่น เพล้ียหอย เพล้ียไฟ เพล้ียแป้ง เพล้ียจกัจัน่ ไรขาว 
และปัญหาเร่ืองวชัพืช ซ่ึงเป็นปัญหาหน่ึงท่ีส าคญัต่อการปลูกสบู่ด า โดยตน้ทุนการผลิตสบู่ด าใน
ดา้นการจดัการวชัพืชคิดเป็น 2.94 เปอร์เซ็นต ์ของตน้ทุนการปลูกสบู่ด าต่อไร่ต่อปี ซ่ึงวชัพืชจดัเป็น
ศตัรูพืชท่ีมีอิทธิพลต่อการเจริญเติบโต และการพฒันา ตลอดจนส่งผลต่อผลผลิตของสบู่ด า อีกทั้งยงั
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เป็นสาเหตุทางออ้มของการเขา้ท าลายของโรคและแมลง เน่ืองจากวชัพืชสามารถเป็นไดท้ั้งแหล่ง
อาหารและท่ีอยูอ่าศยัของโรคและแมลงท่ีก่อใหเ้กิดผลเสียหายต่อพืชท่ีปลูกได ้(อภิรัฐ, 2552) ท าให ้
เกษตรกรส่วนใหญ่จ าเป็นตอ้งใชส้ารก าจดัวชัพืชเพื่อควบคุมและก าจดัวชัพืชภายในแปลงปลูก 
ถึงแมว้า่สบู่ด าจะเป็นพืชท่ีมีความทนทานต่อการใชส้ารก าจดัวชัพืช แต่สารก าจดัวชัพืชท่ีใชห้ลงั
งอกส่วนใหญ่มกัเป็นแบบไม่เลือกท าลาย ท าใหเ้ม่ือสัมผสักบัตน้สบู่ด าท่ียงัเล็กอยูมี่ผลท าใหต้น้   
สบู่ด าชะงกัการเจริญเติบโตหรืออาจตายได ้ 
  
 ดงันั้นการปรับปรุงพนัธ์ุสบู่ด าใหต้า้นทานต่อสารก าจดัวชัพืชนั้น ๆ จะช่วยใหก้ารจดัการ
วชัพืชมีประสิทธิภาพสูงข้ึน ซ่ึงจะส่งผลใหต้น้ทุนในการผลิต    สบู่ด าลดลง และเป็นการเพิ่ม
ผลผลิตของสบู่ด าใหสู้งข้ึนดว้ย แต่เน่ืองจากในธรรมชาติไม่สามารถหาพนัธ์ุสบู่ด าท่ีสามารถ
ตา้นทานต่อสารก าจดัวชัพืชได ้ดงันั้น การถ่ายยนีท่ีตา้นทานต่อสารก าจดัวชัพืชเขา้สู่สบู่ด าจึง
นบัเป็นอีกแนวทางหน่ึงในการพฒันาสบู่ด าให้ตา้นทานต่อสารก าจดัวชัพืชได ้
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วตัถุประสงค์ 

 
 1. ศึกษาปัจจยัท่ีเหมาะสมต่อการถ่ายยีนเขา้สู่แคลลสัสบู่ด าพนัธ์ุโคราชโดยใช้เช้ืออะโกร
แบคทีเรียม 
 
 2. ถ่ายยนี EPSPs เขา้สู่แคลลสัสบู่ด าพนัธ์ุโคราชเพื่อสร้างสบู่ด าสายพนัธ์ุตา้นทานสาร
ก าจดัวชัพืชไกลโฟเสท 
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ตรวจเอกสาร 
 

ลกัษณะทางพฤกษศาสตร์ของสบู่ด า 
 

สบู่ด า (Jatropha curcas L.) เป็นไมพุ้ม่ยนืตน้ขนาดกลาง ทรงพุม่มีเส้นผา่นศูนยก์ลาง
ประมาณ 2 เมตร ยอดและใบอ่อนมีสีม่วงแกมเขียว ล าตน้ส่วนท่ีมีอายนุอ้ยมีสีเขียว ผิวเรียบ อวบน ้า 
เปราะหกัไดง่้ายเพราะเป็นไมเ้น้ืออ่อน ไม่มีแกน เม่ือสบู่ด ามีอายมุากข้ึน โคนตน้มีสีน ้าตาลอมเทา
และเร่ิมแตกทรงพุม่เม่ือล าตน้มีความสูงจากระดบัพื้นดินประมาณ 12 เซนติเมตร โดยมีก่ิงแขนง
เจริญออกทางดา้นขา้ง เป็นพืชท่ีทนต่อความแหง้แลง้ไดดี้ ข้ึนไดใ้นท่ีดอนและดินลูกรัง แต่ไม่ทน
สภาพน ้าท่วมขงั (กรึก, 2549) 

 
ใบของสบู่ด ามีลกัษณะเป็นใบเด่ียว เรียงสลบั รูปหวัใจกวา้งถึงรูปโล่คลา้ย ๆ ใบฝ้าย ใบ

พุดตานหรือใบละหุ่ง แต่หนากวา่เพราะมีไข (cutin) เคลือบอยูท่ี่ผวิใบ ขอบใบเรียบ มีรอยหยกัเวา้
เป็นพ ู5 พ ูพขูา้งปลายมน พปูลายหรือพกูลางรูปหวัใจปลายแหลม การจดัเรียงตวัของเส้นใบเป็น
แบบร่างแห (palmately netted venation) ขนาดของใบมีความกวา้งประมาณ 18 เซนติเมตร มีความ
ยาวประมาณ 16 เซนติเมตร กา้นใบยาวประมาณ 24 เซนติเมตร สบู่ด ามกัทิ้งใบในช่วงฤดูร้อน ถา้
แหง้แลง้มากจะทิ้งใบทั้งตน้ (กรึก, 2549) 
 
 ดอกของสบู่ด าออกบริเวณซอกใบใกลป้ลายก่ิง ลกัษณะเป็นช่อกระจุกซอ้น (compound 
dichasia) ออกเป็นคู่ ๆ ช่อยาวถึง 12 เซนติเมตร กา้นช่อยาวประมาณ 6 เซนติเมตร ดอกยอ่ยแยกเพศ  
ดอกเพศผูแ้ละดอกเพศเมียอยูแ่ยกกนั แต่อยูภ่ายในช่อเดียวกนั ดอกเพศผูมี้กลีบเล้ียงเช่ือมติดกนั  
ปลายแยกเป็นแฉกรูปไข่ แกมขอบขนาน สีเหลืองแกมเขียว กวา้ง 1.5 มิลลิเมตร ยาว 3 มิลลิเมตร
โดยประมาณ ปลายกลม ดา้นในมีขนยาวห่าง มีต่อมน ้าหวานท่ีโคนกลีบดา้นใน เกสรเพศผูมี้ 10  
อนั แบ่งออกเป็น 2 วง วงนอกแยกจากกนั วงในเช่ือมติดกนั อบัเรณูยาว 1.5 มิลลิเมตร สีเหลือง  
ดอกเพศเมียมีขนาดใหญ่กวา่ดอกเพศผูอ้ยูก่ลางของช่อยอ่ย กลีบเล้ียงเช่ือมติดกนั ปลายแยกเป็นแฉก
ยาวประมาณ 4 มิลลิเมตร ลกัษณะอ่ืนคลา้ยดอกเพศผู ้กลีบดอกรูปขอบขนานแกนรี  สีเขียวอ่อน มี
เกสรเพศผูท่ี้เป็นหมนั 10 อนั สีขาว รังไข่รูปกระสวยมี 3 พ ูปลายกา้นมียอดเกสรตวัเมียแยกเป็น 2 
แฉก อตัราส่วนของดอกเพศผูต่้อดอกเพศเมียประมาณ 7 ต่อ 1 ปริมาณดอกยอ่ยประมาณ  70-100 
ดอกต่อช่อ แต่จะติดผล 7-15 ผลเท่านั้น (กรึก, 2549) 
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ผลของสบู่ด าเป็นผลค่อนขา้งป้อมหรือรูปกระสวย กวา้ง 2-3 เซนติเมตร ยาว 2.5-3.5  
เซนติเมตร ลกัษณะเป็นแบบเปลือกแขง็ (nut) มี 3 พ ูผลอ่อนสีเขียว ผลสุกจะเปล่ียนเป็นสีเหลือง
และเม่ือแก่จดัจะเปล่ียนเป็นสีด า ผลแหง้ท่ียงัติดอยูบ่นตน้จะไม่แตกออก แต่เม่ือผลร่วงลงสู่พื้นดิน
อาจแตกได ้ผลสดหน่ึงผลมีน ้ าหนกัประมาณ 15 กรัม ผลแหง้น ้าหนกัจะลดลงเหลือ 2.6 กรัม  ผล
เม่ือแกะผนงัดา้นนอก (exocarp) และผนงัชั้นกลาง (mesocarp) ออก จะพบผนงัชั้นใน  (endocarp) 
สานกนัเป็นชั้นหุม้เมล็ดไวภ้ายใน หน่ึงผลมีจ านวนเมล็ด 2-3 เมล็ด (กรึก, 2549) 
 
 เมล็ดของสบู่ด ามีรูปร่างป้อมยาว (oblong) รูปทรงกระสวยแกมขอบขนานแบน กวา้ง 1  
เซนติเมตร ยาว 1.7 เซนติเมตรโดยประมาณ เปลือกหุม้เมล็ดสีด า จดัเป็นพวกมีเยือ่หุม้เมล็ด  
(albuminous  seed) โดยมีเยือ่ albumin อยูภ่ายใน เป็นท่ีเก็บสะสมน ้ามนั (oil) และสารเคอร์ซิน  
(curcin) ส่วนของเน้ือใน (endosperm) และคพัภะ (embryo) มีสีขาว แต่ละเมล็ดมีน ้าหนกัประมาณ  
0.6  กรัม (กรึก, 2549) 
 
ประโยชน์ของสบู่ด า 

 
ประโยชน์ท่ีส าคญัอยา่งหน่ึงของสบู่ด าคือน าเมล็ดมาสกดัน ้ามนั น ้ามนัท่ีสกดัไดส้ามารถ

น ามาใชแ้ทนน ้ามนัหล่อล่ืน สบู่ เทียนไข และท่ีส าคญั สามารถน ามาใชเ้ป็นน ้ามนัเช้ือเพลิงทดแทน
น ้ามนัดีเซล เน่ืองจากมีคุณสมบติัคลา้ยน ้ามนัดีเซล เพียงใชผ้า้ขาวบาง 2 ชั้นกรองก็สามารถน ามาใช้
กบัเคร่ืองยนตดี์เซลหมุนชา้ได ้โดยไม่ตอ้งผสมกบัน ้ามนัชนิดอ่ืนแต่อยา่งใด และยงัไม่ก่อใหเ้กิดยาง
เหนียวติดแหวนและลูกสูบเหมือนน ้ามนัพืชชนิดอ่ืน (ทวีศกัด์ิ, 2548) อยา่งไรก็ตามน ้ามนัจากสบู่ด า
มีความหนืดสูงกวา่น ้ามนัดีเซลมากและมีคุณภาพของการเป็นเช้ือเพลิงต ่าหรือมีค่าซีเทนต ่า จึงไม่
เหมาะสมในการน ามาใชก้บัเคร่ืองยนตดี์เซลลห์มุนเร็ว ในการใชน้ ้ามนัสกดัท่ีไดจ้ากสบู่ด าเพื่อท า
เป็นเช้ือเพลิงจึงจ าเป็นตอ้งน าน ้ามนัท่ีสกดัไดม้าผา่นกระบวนการทรานส์เอสเทอริฟิเคชัน่ 
(transesterification) ดว้ยเอทานอลหรือเมทานอล โดยใชโ้ซเดียมหรือโพแทสเซียมไฮดรอกไซด์
เป็นตวัเร่งปฏิกิริยา เพื่อใหไ้ดส้ารประกอบเอสเทอร์ท่ีมีสมบติัใกลเ้คียงกนักบัน ้ามนัดีเซล  เมทิล 
เอสเทอร์ท่ีไดมี้ความหนืดท่ีต ่ากวา่น ้ามนัสบู่ด าเร่ิมตน้ท่ีอุณหภูมิเดียวกนัประมาณ 10 เท่า และมี
สมบติัทางเคมีฟิสิกส์อยูใ่นช่วงมาตรฐานของไบโอดีเซล ซ่ึงแสดงถึงความเป็นไปไดใ้นการใชเ้มทิล
เอสเทอร์จากน ้ามนัสบู่ด าเพื่อทดแทนน ้ามนัดีเซล (กลา้ณรงค ์และคณะ, 2548) 
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เกษตรกรทัว่ไปนิยมปลูกสบู่ด าเป็นร้ัวลอ้มรอบพื้นท่ีการเกษตรท่ีส าคญัเพื่อป้องกนั โค  
กระบือ แพะ และแกะ เขา้ไปท าลายพืชผล ตน้สบู่ด ายงัปลดปล่อยกรดไฮโดรไซยานิค(hydrocyanic) 
ซ่ึงมีกล่ินเหมน็เขียวออกมาขบัไล่สัตวแ์ละแมลงบางชนิดไม่ใหเ้ขา้มาใกลบ้ริเวณนั้น นอกจากน้ีการ
ปลูกสบู่ด ายงัเป็นการช่วยอนุรักษส่ิ์งแวดลอ้มคือ ช่วยลดปัญหาการกดัเซาะของหนา้ดินจากลม และ
น ้า เน่ืองจากรากของสบู่ด าช่วยยดึเกาะกบัผวิดิน ช่วยลดอตัราการไหลของน ้าลง มีผลใหดิ้นสามารถ
ดูดซบัน ้าไวไ้ดม้ากข้ึนเม่ือเกิดปัญหาน ้าท่วม สามารถปลูกเป็นแนวป้องกนัลมร้อนในฤดูแลง้        
ลดการระเหยของน ้าในดินได ้(ประโยชน์, 2549) 

 
นอกจากมนุษยจ์ะไดรั้บประโยชน์จากสบู่ด าดา้นการเกษตรและเชิงป่าไมแ้ลว้ ยงัไดรั้บ

ประโยชน์จากการน าส่วนต่าง ๆ ของตน้สบู่ด ามาใชเ้ป็นสมุนไพร และผลิตภณัฑท่ี์มาจากภูมิปัญญา
ทอ้งถ่ิน ในดา้นพืชสมุนไพร ไดแ้ก่ หมอแผนโบราณของอินเดียจะใชเ้ถา้ของสบู่ด าผสมกบัเถา้ของ
ตน้ Blumea ทาเพื่อบรรเทาความเจบ็ปวดในกรณีมีเลือดออกจากริดสีดวงทวารหนกั หรือน าผงผสม
ดงักล่าวผสมกบัน ้ามนัมสัตาดทาแกโ้รคผวิหนงั และยงัมีรายงานวา่ สารท่ีสกดัจากกา้นใบดว้ยน ้า มี
ฤทธ์ิยบัย ั้งการเปล่ียนแปลงทางพยาธิวทิยา (cytopathic effect) ของเช้ือ HIV ไดโ้ดยมีพิษต ่า เปลือก
ของตน้สบู่ด ามีสารแทนนิน ใชเ้ป็นยาถ่ายพยาธิ ลดอาการปวดทอ้ง ใบใชเ้ป็นยาถอนพิษแกต้วัร้อน 
แกพ้ิษตานซาง ล้ินเป็นฝ้า ปากและล้ินเป่ือยพุพอง ใชเ้ป็นยาฆ่าเช้ือ (disinfectant) ยบัย ั้งการเจริญ
ของแบคทีเรียสกุล Staphylococcus  Bacillus และ Micrococcus ได ้ซ่ึงมีฤทธ์ิอยูไ่ดถึ้ง 6 ชัว่โมง 
เมล็ดของสบู่ด ายงัใชเ้ป็นยาระบาย หรือยาถ่ายอยา่งแรง และแกป้วดฟัน (ประโยชน์, 2549) 

 
ส าหรับภูมิปัญญาทอ้งถ่ินท่ีน าส่วนต่าง ๆ ของตน้สบู่ด ามาท าเป็นผลิตภณัฑ์ต่าง ๆ ไดแ้ก่ 

การน าก่ิง กา้น กากเมล็ดสบู่ด า ใชท้  าเป็นปุ๋ยพืชสดและปุ๋ยอินทรีย ์ใบ  เปลือกและรากของสบู่ด าใช้
เป็นวตัถุดิบในการผลิตสีธรรมชาติเพื่อใชย้อ้ม หรือเคลือบเคร่ืองหนงั กากสบู่ด าท่ีผา่นกระบวนการ
ก าจดัพิษดว้ยความร้อนร่วมกบัการสกดัดว้ยสารเคมีสามารถใชเ้ป็นอาหารสัตวไ์ด ้ นอกจากน้ีน ้ายาง
ของสบู่ด ายงัมีคุณสมบติัคลา้ยชะแลค (shellac) ใชเ้คลือบเงา ท าน ้ามนัทาสี หรือใชท้  าหมึกพิมพ ์
(ประโยชน์, 2549) 
 

การเพาะเลีย้งเนื้อเยือ่พชืในสกุล  Jatropha 
 
 การใชเ้ทคโนโลยกีารเพาะเล้ียงเน้ือเยื่อพืชเพื่อผลิตตน้สบู่ด า และพืชในสกุล Jatropha ไดมี้
การวจิยัและพฒันาในหลายประเทศ  เช่น อินเดีย บราซิล และออสเตรเลีย เป็นตน้                         
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(Da Câmara  Machado et al., 1997; Pletsch  and Charlwood, 1997; Rajore et al., 2002) เพื่อพฒันา
ศกัยภาพในการผลิตตน้สบู่ด าในปริมาณมากตามตอ้งการและสามารถน าออกปลูกไดใ้นสภาพ
ธรรมชาติ โดยมีการชกัน าให้เกิดยอดจ านวนมากจากช้ินส่วนต่าง ๆ เช่น ส่วนของใบ กา้นใบ ล าตน้ 
ส่วนใตใ้บเล้ียง ส่วนเหนือใบเล้ียง กา้นช่อดอก เอม็บริโอ ราก และส่วนขอ้ ซ่ึงมีรายงานการวจิยั
เก่ียวกบัสบู่ด าโดยสังเขป ดงัน้ี 
 
 นนัทน์ภสั  และคณะ  (2549)  ศึกษาการเพาะเล้ียงเน้ือเยื่อสบู่ด า โดยใชช้ิ้นส่วนกา้นใบ
ล าดบัท่ี 2  3  และ 4 จากยอด เป็นช้ินส่วนพืชเร่ิมตน้ในการชกัน าใหเ้กิดแคลลสัในรอบการ
เพาะเล้ียงท่ี 1 และการชกัน าใหเ้กิดยอดในรอบการเพาะเล้ียงท่ี 2 โดยมีรอบการเพาะเล้ียง 30 วนั  
เพาะเล้ียงช้ินส่วนพืชเร่ิมตน้บนอาหารแขง็สูตร  MS  ท่ีเติม  BA  ความเขม้ขน้ 0.44-17.76              
ไมโครโมลาร์ ร่วมกบั IBA ความเขม้ขน้ 0.049-9.80 ไมโครโมลาร์ พบวา่ สารควบคุมการเติบโตท่ี
เหมาะสมท่ีสุดส าหรับการชกัน าใหเ้กิดแคลลสัและเกิดยอดจากกา้นใบคือ  BA  ความเขม้ขน้ 4.44  
ไมโครโมลาร์ ร่วมกบั IBA ความเขม้ขน้ 2.46 ไมโครโมลาร์ โดยแคลลสัจากกา้นใบขอ้ท่ี 2 มีการ
พฒันาเป็นยอดไดดี้ท่ีสุด คือ 70 เปอร์เซ็นต ์รองลงมาคือกา้นใบของขอ้ท่ี 3 และ 4 มีการพฒันาเป็น
ยอด 60 และ 40 เปอร์เซ็นต ์ตามล าดบั 
 
 ศิริวรรณ และรุ่งทิพย ์(2550) ศึกษาการเพาะเล้ียงเน้ือเยื่อของสบู่ด า โดยใชช้ิ้นส่วนตายอด 
ตาขา้ง ใบอ่อน กา้นใบ และ ไฮโปคอทิล เพาะเล้ียงบนอาหารแขง็สูตร MS (Murashige and Skoog,  
1962) ท่ีเติม thidiazuron (TDZ) ความเขม้ขน้ 0.01-1.0 มิลลิกรัมต่อลิตร (0.045-0.45 ไมโครโมลาร์)  
พบวา่เน้ือเยือ่ช้ินส่วนต่าง ๆ สามารถพฒันาเป็นแคลลสัไดดี้ โดยแคลลสัท่ีไดเ้ป็นแบบ embryogenic  
callus ซ่ึงสามารถพฒันาเป็นตน้จ านวนมากได ้นอกจากน้ียงัพบวา่เน้ือเยื่อใบอ่อนท่ีน ามาเพาะเล้ียง
บนอาหารแขง็สูตร MS ท่ีเติม TDZ ความเขม้ขน้ 0.1 มิลลิกรัมต่อลิตร ร่วมกบัโพรลีน (proline) 
ความเขม้ขน้ 300-500 มิลลิกรัมต่อลิตร หรือเคซีน (casein hydrolysate) ความเขม้ขน้ 500 มิลลิกรัม
ต่อลิตร มีการพฒันาเป็นยอดจ านวนมากโดยไม่ผา่นการเกิดแคลลสั 
 
 นุชจรี (2551) ศึกษาผลของสารควบคุมการเจริญเติบโตท่ีมีต่อการเพาะเล้ียงเน้ือเยือ่สบู่ด า 
พบวา่ กา้นใบอ่อนสบู่ด าพนัธ์ุโคราชล าดบัท่ี 2-3 จากปลายยอด ท่ีเพาะเล้ียงบนอาหารแขง็สูตร MS 
ท่ีเติม TDZ เพียงชนิดเดียว ท่ีระดบัความเขม้ขน้ 0.2  0.4  0.6 และ 0.8 มิลลิกรัมต่อลิตร สามารถชกั
น าใหเ้กิดแคลลสัได ้100 เปอร์เซ็นต ์ซ่ึงอาหารแขง็สูตร MS ท่ีเติม TDZ ความเขม้ขน้ 0.4 มิลลิกรัม
ต่อลิตรสามารถชกัน าใหเ้กิด direct shoot มากท่ีสุดเฉล่ีย 10 ยอดต่อช้ิน แต่อาหารแขง็สูตร MS ท่ี
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เติม TDZ ความเขม้ขน้ 0.6 มิลลิกรัมต่อลิตรสามารถชกัน าใหเ้กิด direct shoot นอ้ยท่ีสุดเฉล่ีย 2.9 
ยอดต่อช้ิน และเม่ือตดัยอดท่ีเกิดจากการเพาะเล้ียงกา้นใบอ่อนสบู่ด าในอาหารแขง็สูตร MS ท่ีเติม 
TDZ มาเพาะเล้ียงบนอาหารแขง็สูตร MS ท่ีเติม BA ความเขม้ขน้ 1 และ 2 มิลลิกรัมต่อลิตร พบวา่
ยอดเหล่านั้นสามารถยดืยาวพฒันาเป็นยอดท่ีสมบูรณ์ได ้โดยมีความยาวตั้งแต่ 0.92-2.14 และ 1.32-
2.34 เซนติเมตร ตามล าดบั 
 

Sujatha and Mukta  (1996)  ศึกษาการเพาะเล้ียงเน้ือเยื่อจากช้ินส่วนต่าง ๆ ของ J. curcas  
พบวา่ การใชอ้าหารแขง็สูตร MS ท่ีเติม BA ความเขม้ขน้ 2.22 ไมโครโมลาร์ ร่วมกบั IBA ความ
เขม้ขน้ 4.90 ไมโครโมลาร์ สามารถชกัน าใหไ้ฮโปคอทิลและกา้นใบเกิดยอดไดดี้ท่ีสุด คือ 100  
เปอร์เซ็นต ์ส่วนการใช ้ zeatin  ความเขม้ขน้ 9.12 ไมโครโมลาร์ ร่วมกบั IBA ความเขม้ขน้ 4.90   
ไมโครโมลาร์ สามารถชกัน าใหไ้ฮโปคอทิลเกิดยอด 100 เปอร์เซ็นต ์แต่ไม่สามารถชกัน าใหก้า้นใบ
เกิดยอดได ้ส่วนการใช ้Kinetin ความเขม้ขน้ 4.65 ไมโครโมลาร์ ร่วมกบั IBA ความเขม้ขน้ 4.90  
ไมโครโมลาร์ ชกัน าใหก้า้นใบเกิดยอดได ้55 เปอร์เซ็นต ์แต่ไม่สามารถชกัน าใหไ้ฮโปคอทิลเกิด
ยอดได ้
 
 ส าหรับการชกัน าแคลลสัจากช้ินส่วนต่าง ๆ ของ J. curcas ใหพ้ฒันาเป็นยอด Sujatha and  
Mukta (1996) รายงานวา่ การใชอ้าหารแขง็สูตร MS ท่ีเติม BA ความเขม้ขน้ 2.22 ไมโครโมลาร์ 
ร่วมกบั IBA ความเขม้ขน้ 0.49 ไมโครโมลาร์ สามารถชกัน าใหแ้คลลสัจากไฮโปคอทิลพฒันาเป็น
ยอดได ้43 เปอร์เซ็นต ์การใชอ้าหารแขง็สูตร MS ท่ีเติม BA ความเขม้ขน้ 0.44 ไมโครโมลาร์ 
ร่วมกบั IBA ความเขม้ขน้ 0.49 ไมโครโมลาร์ สามารถชกัน าใหแ้คลลสัจากกา้นใบพฒันาเป็นยอด
ได ้67 เปอร์เซ็นต ์และการใช้อาหารแขง็สูตร MS ท่ีเติม BA  ความเขม้ขน้ 2.22 ไมโครโมลาร์  
ร่วมกบั  IBA  ความเขม้ขน้ 2.46 ไมโครโมลาร์ สามารถชกัน าใหแ้คลลสัจากช้ินส่วนกา้นใบจากขอ้
ท่ี 3 จากยอด พฒันาเป็นยอดได ้67 เปอร์เซ็นต ์
 
การถ่ายยนีเข้าสู่พชื 
 

การถ่ายยนีในพืชเป็นเทคนิคท่ีมีประโยชน์อยา่งมากในการปรับปรุงพนัธ์ุพืชชนิดต่าง ๆ  
โดยเซลลพ์ืชท่ีไดรั้บยนีเขา้ไป และยอมรับยนีนั้นให้เขา้ไปแทรกอยูใ่นจีโนมสามารถแสดงลกัษณะ
ของยนีนั้นออกมาได ้เรียกพืชนั้นวา่ พืชดดัแปลงพนัธุกรรม (transgenic plant) ประโยชน์ของการ
ถ่ายยนีท่ีส าคญั คือสามารถสร้างพืชพนัธ์ุใหม่โดยยงัคงลกัษณะเดิมท่ีดีเอาไว ้การสร้างพืชดดัแปลง
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พนัธุกรรมมีวตัถุประสงคห์ลายดา้น เช่น สร้างพืชตา้นทานสารก าจดัวชัพืช ตา้นทานโรคและแมลง 
ทนต่อสภาพแวดลอ้มต่าง ๆ ผลิตสารเคมีในอุตสาหกรรมอาหารและยา ยดือายกุารใชง้านและการ
เก็บรักษาผกั ผลไม ้และดอกไม ้ผลิตไมด้อกไมป้ระดบัและพืชอาหารใหมี้ผลผลิตและคุณภาพตาม
ตอ้งการ (ครรชิต, 2547) 
 

การถ่ายยนีเขา้สู่พืชมีขั้นตอนท่ีส าคญั คือ การโคลนยนีและสร้างพลาสมิดส าหรับการถ่าย
ยนี การถ่ายยนีเขา้สู่เซลลพ์ืชดว้ยวธีิการท่ีเหมาะสมกบัเน้ือเยือ่พืชนั้น ๆ การคดัเลือกเซลลพ์ืชท่ี
ไดรั้บการถ่ายยนี และการพฒันาเป็นตน้ของพืชท่ีไดรั้บการถ่ายยนี ซ่ึงการถ่ายยนีเขา้สู่พืชมีอยู่
ดว้ยกนัหลายวธีิ โดยสามารถแบ่งเป็น 2 วธีิใหญ่ ๆ คือ 

 
1. การถ่ายยนีโดยตรง (direct gene transfer) เป็นวธีิการส่งถ่ายยนีเป้าหมายเขา้สู่เน้ือเยือ่พืช

โดยตรงดว้ยวธีิการต่าง ๆ ซ่ึง มีหลายวธีิข้ึนอยูก่บัความเหมาะสมของชนิดพืช และชนิดของเน้ือเยื่อ
เป้าหมาย ส าหรับการถ่ายยนีโดยตรงนั้นสามารถท าไดห้ลายวธีิ ไดแ้ก่ 
 
  1.1 การถ่ายยนีโดยใชส้ารเคมี เป็นการถ่ายยนีโดยผา่นโปรโตพลาสต ์โดยแยก   
โปรโตพลาสตจ์ากเซลลพ์ืช แลว้บ่มรวมกบัสารละลายดีเอน็เอเป้าหมาย โดยนิยมใส่สารละลาย 
polyethylene glycol (PEG) ร่วมดว้ย ใหมี้ความเขม้ขน้ประมาณ 40% ส าหรับกลไกการท างานท่ี
แทจ้ริงสันนิษฐานวา่ PEG จะท าใหเ้ยือ่หุม้เซลลข์องโปรโตพลาสตอ่์อนตวัลง ซ่ึงจะมีโอกาสท าให ้
ดีเอ็นเอจากภายนอกเขา้ไปในเซลลไ์ดม้ากข้ึน นอกจากน้ียงัอาจใชส้ารละลาย PEG ร่วมกบัการใช้
ความร้อนระยะสั้น ๆ อยา่งทนัทีทนัใด (heat shock) โดยน าโปรโตพลาสตท่ี์อยูใ่นสารละลาย         
ดีเอ็นเอและ PEG มาใส่ในอ่างน ้าอุ่นท่ีอุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที แลว้จึงยา้ยมาใส่
ในน ้าแขง็เป็นเวลา 10 นาที (สุรินทร์ และคณะ, 2539) 
 
  1.2 การถ่ายยนีโดยใชก้ระแสไฟฟ้า (electroporation) เป็นวธีิการท าใหเ้กิดช่องข้ึน
ท่ีเยือ่หุม้เซลลโ์ดยใชก้ระแสไฟฟ้า ซ่ึงไดน้ ามาประยกุตใ์ชก้บัการถ่ายยนีในพืช กระแสไฟฟ้าท่ีใชมี้ 
2 ระบบ คือ ระบบท่ีใชค้วามแรงของกระแสไฟฟ้าต ่า ใชเ้วลานาน (long pulse) และระบบท่ีใชค้วาม
แรงของกระแสไฟฟ้าสูง แต่ใชเ้วลาสั้นกวา่ (short pulse) (สุรินทร์ และคณะ, 2539) 
 

1.3 การถ่ายยนีโดยใชเ้ขม็ฉีด (microinjection) สามารถท าไดใ้นระดบัเซลลห์รือ 
โปรโตพลาสตข์องพืชเท่านั้น โดยการใชเ้ขม็ฉีดดีเอน็เอเขา้สู่โปรโตพลาสตโ์ดยตรง แต่เน่ืองจาก
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เซลลพ์ืชมีแวคิวโอลท่ีมีเอน็ไซม ์hydrolase และสารประกอบท่ีเป็นพิษต่าง ๆ ในการฉีดจึงตอ้ง
ระมดัระวงัไม่ใหฉี้ดถูกแวคิวโอลซ่ึงจะท าใหแ้วคิวโอลแตกและเซลลต์ายได ้จึงควรเลือกเซลลท่ี์มี
นิวเคลียสอยูริ่มขอบเซลลใ์นทิศทางของเขม็ท่ีฉีด หรือท าใหเ้ซลลเ์กาะติดอยูก่บัท่ีโดยใช ้
micromanipulater หรือ holding pipette หรือท าใหเ้ซลลเ์กาะกบัแกว้โดยเคลือบดว้ยสาร             
poly L-lysine หรือมีการฝังโปรโตพลาสตไ์วใ้น agarose แลว้จึงฉีดดีเอน็เอเขา้ไปในต าแหน่งท่ี
เหมาะสม (สุรินทร์ และคณะ, 2539) โดยวธีิน้ีมีขอ้ดีคือ มีความเท่ียงตรงสูง สามารถใชก้บักลุ่มเซลล์
ท่ีมีขนาดเล็กได ้และอาจใชไ้ดก้บั somatic หรือ zygotic embryo ได ้แต่มีขอ้เสียคือ อุปกรณ์และ
เคร่ืองมือมีราคาแพง วธีิการมีความซบัซอ้น และตอ้งอาศยัผูป้ฏิบติังานท่ีมีความช านาญสูง (สนธิชยั, 
2543) 
 

1.4 การถ่ายยนีโดย silicon carbide fiber-mediated gene transfer เน่ืองจาก silicon 
carbide (SiC) เป็นสารประกอบท่ีเป็นผลึกแขง็ ไม่ละลายน ้า มีรูปร่างยาวประมาณ 10-80 
ไมโครเมตร กวา้งประมาณ 0.6 ไมโครเมตร เม่ือใส่ผลึกน้ีร่วมกบัดีเอน็เอท่ีตอ้งการลงในเซลล์
แขวนลอย แลว้เขยา่แรง ๆ ผลึกจะแทงทะลุผา่นผนงัเซลลแ์ละเป็นช่องทางใหดี้เอ็นเอเคล่ือนท่ีเขา้
ไปภายในเซลลไ์ด ้นอกจากน้ียงัใช ้embryo หรือ somatic embryo เป็นเน้ือเยือ่เป้าหมายไดอี้กดว้ย 
ส าหรับขอ้ดีของวธีิน้ีคือ ท าไดง่้าย ค่าใชจ่้ายนอ้ย แต่มีขอ้เสียคือ silicon carbide เป็นสารก่อใหเ้กิด
โรคมะเร็งกบัระบบทางเดินหายใจ (สนธิชยั, 2543) 

 
                  1.5 การถ่ายยนีโดยใชเ้คร่ืองยิงอนุภาค (particle  bombardment  หรือ
microprojectile bombardment) เป็นวธีิการท่ีพฒันาข้ึนเพื่อใชถ่้ายยนีในพืชใบเล้ียงเด่ียวใหมี้
ประสิทธิภาพสูงข้ึน  เน่ืองจากขอ้จ ากดัของวธีิอ่ืน ๆ เช่น การถ่ายยนีโดย Agrobacterium ท าไดย้าก
ในพืชใบเล้ียงเด่ียว (Cheng et al., 1997) เทคนิคการถ่ายยนีดว้ยเคร่ืองยงิอนุภาคน้ีเป็นวธีิการท่ีใช้
อนุภาคโลหะขนาดเล็ก ซ่ึงมีขนาด 0.6-4.0 ไมโครเมตร โดยทัว่ไปนิยมใชอ้นุภาคทงัสเตนหรือ
ทองค า  น ามาเคลือบดว้ยช้ินส่วนดีเอ็นเอ หรือพลาสมิดท่ีตอ้งการถ่ายเขา้สู่พืช แลว้ยงิดว้ยความเร็ว
สูง  อนุภาคเหล่านั้นจะน ายนีเขา้สู่พืช  และเกิดการเช่ือมต่อของยนีเป้าหมายกบัดีเอน็เอในจีโนมของ
พืช 
 

       ในระยะแรกมีการสร้างเคร่ืองยิงอนุภาคเร่ิมจากงานประดิษฐข์อง Klein et al. 
(1987) ท่ีมหาวทิยาลยัคอร์แนล สหรัฐอเมริกา ซ่ึงสามารถพฒันาเคร่ืองยงิอนุภาคโดยใชแ้รงดนัจาก
การระเบิดของดินปืนใหส้ามารถถ่ายยนีเขา้สู่พืช และมีการแสดงออกของยนีอยา่งถาวร (stable  



11 
 

transformation) ต่อมาไดมี้การพฒันาเคร่ืองยงิอนุภาคข้ึนอีกหลายรูปแบบ ซ่ึงส่วนใหญ่จะแตก 
ต่างกนัในการใชแ้หล่งของแรงดนัท่ีใชข้บัเคล่ือนอนุภาค  ไดแ้ก่  การใชก้ระแสไฟฟ้าแรงสูง 
(McCabe et al., 1988)  ก๊าซไนโตรเจน (Morikawa et al., 1989) ก๊าซฮีเลียม  (Takenchi et al., 1992)  
และใชแ้รงดนัอากาศ (Oard, 1993) เคร่ืองยงิอนุภาคท่ีผลิตเป็นการคา้คร้ังแรก คือเคร่ืองท่ีใชแ้รงดนั
จากกระสุนดินด าท่ีช่ือ Biolistic PDS-1000 (Dupont  Company , Willington, DE) แต่ต่อมาได้
พฒันาเคร่ืองรุ่นใหม่ท่ีใชแ้รงดนัก๊าซฮีเลียม และท าใหส้ภาพภายในตูย้งิเป็นสูญญากาศขณะยิง       
ในช่ือ PDS-1000/HE Biolistic® particle  delivery system หรือ Biorad gun ซ่ึงประสิทธิภาพการถ่าย
ยนีสูงกวา่เคร่ืองท่ีใชก้ระสุนดินด าประมาณ 5-10 เท่า (Kikkent, 1993) ขอ้เสียท่ีส าคญัของการถ่าย
ยนีโดยเทคนิคน้ีคือ  ตน้พืชท่ีไดจ้ากการถ่ายยนีมกัมีจ านวนซ ้ าของชุดยนีท่ีถ่ายเขา้ไปหลายชุด 
(multiple copy number) ท าใหย้นีเป้าหมายมกัไม่แสดงออก (Finnegan and MacElroy, 1994;      
Dai et al., 2001) และยงัท าใหก้ารถ่ายทอดของยนีเป้าหมายไปยงัรุ่นลูกไม่เป็นไปตามกฎของเมน
เดล (Spencer et al., 1992) 
 
                     Joshi et al. (2011) ถ่ายยนีเขา้สู่ embryo axes ของสบู่ด าดว้ยเทคนิค 
microprojectile bombardment โดยใชอ้นุภาคทองค าท่ีเคลือบดว้ยพลาสมิด pCAMBIA 1301 ท่ีมียนี 
gus เป็นยนีรายงานผล และยนี hptII เป็นยนีคดัเลือก เพื่อทดสอบปัจจยัท่ีเหมาะสมต่อการถ่ายยนีคือ 
ขนาดของอนุภาค แรงดนัของก๊าซฮีเลียม และระยะห่างระหวา่งหวัยงิและเป้าหมาย พบวา่ การใช้
อนุภาคขนาด 1.6 ไมโครเมตร แรงดนัของก๊าซฮีเลียม 1550 ปอนด์ต่อตารางน้ิว และระยะห่าง
ระหวา่งหวัยงิกบัเป้าหมาย 3 เซนติเมตร ให้ผลการแสดงออกแบบชัว่คราว (transient expression) 
ของยนี gus สูงท่ีสุด แต่พบวา่เน้ือเยือ่ทุกช้ินตายในระหวา่งการคดัเลือกบนอาหารคดัเลือกท่ีเติม 
hygromycin ส่วนการใชอ้นุภาคขนาด 1ไมโครเมตร แรงดนัของก๊าซฮีเลียม 1,100 ปอนดต่์อ
ตารางน้ิว และระยะห่างระหวา่งหวัยงิกบัเป้าหมาย 9 เซนติเมตร ใหผ้ลของประสิทธิภาพการถ่ายยนี
ภายหลงัจากการคดัเลือกสูงท่ีสุดคือ 44.7% 
 

2. การถ่ายยนีโดยใชพ้าหะ (vector mediated gene transfer) การถ่ายยนีโดยวธีิน้ีเป็นการน า
ยนีเขา้สู่เซลลพ์ืชโดยพาหะ พาหะท่ีไดรั้บความนิยมอยา่งกวา้งขวางคือ เช้ือแบคทีเรีย 
Agrobacterium tumefaciens  ซ่ึงเป็นแบคทีเรียดินประเภทแกรมลบ รูปร่างเป็นรูปแท่ง และเป็น
สาเหตุของโรคปุ่มปม (crown gall disease) ในพืชใบเล้ียงคู ่A. tumefaciens  สามารถถ่ายส่วนของ 
T-DNA (transferred DNA) ซ่ึงอยูบ่น Ti-plasmid (tumor-inducing plasmid) เขา้สู่เซลลพ์ืช โดยจะ
เขา้แทรกในจีโนมของพืชและสามารถแสดงออกไดใ้นพืช (Horsch et al., 1985) มีการใชป้ระโยชน์
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จากแบคทีเรียชนิดน้ีเพื่อการถ่ายยนีโดยตดัยนีท่ีชกัน าให้เกิดปุ่มปมในพืชออก แลว้แทนท่ีดว้ยยนีท่ี
ตอ้งการเขา้ไปในส่วนของ T-DNA  
 
     สายพนัธ์ุดั้งเดิมของเช้ือน้ีไม่สามารถก่อโรคกบัพืชใบเล้ียงเด่ียวได ้แต่ในปัจจุบนัการถ่าย
ยนีเขา้สู่พืชโดยใช ้A. tumefaciens เป็นท่ีนิยมกนัอยา่งกวา้งขวางทั้งในพืชใบเล้ียงเด่ียวและใบเล้ียงคู่ 
เน่ืองจากเป็นวธีิท่ีมีประสิทธิภาพในการถ่ายยนีสูง ตน้พืชถ่ายยนีท่ีไดมี้จ านวนชุดของยีนนอ้ย 
สามารถส่งถ่ายช้ินยนีท่ีมีขนาดใหญ่ได ้และมีค่าใชจ่้ายนอ้ย (Hiei et al., 1994; Cheng et al., 1997) 
ส าหรับในพืชใบเล้ียงเด่ียวแมจ้ะไม่ใช่พืชอาศยัของ A. tumefaciens แต่ไดมี้การศึกษาและพฒันาให้
สามารถใชเ้ทคนิคน้ีถ่ายยนีใหก้บัพืชใบเล้ียงเด่ียวไดอ้ยา่งมีประสิทธิภาพ โดยพืชใบเล้ียงเด่ียวท่ี
ประสบความส าเร็จในการถ่ายยนีโดยใช ้A. tumefaciens ไดแ้ก่ กลว้ย (May et al., 1995)  ขา้ว 
(Rashid et al., 1996; Uze et al., 1997)  ขา้วโพด (Ishida et al., 1996; Frame et al., 2002)  ขา้วสาลี 
(Cheng et al., 2003; Wu et al., 2003)  ขา้วไรย ์(Popelka and Altpeter, 2003)  ออ้ย (Arencibia       
et al., 1998; Manickavasagam et al., 2004)  ขา้วฟ่าง (Gao et al., 2005)  และขา้วบาร์เลย ์(Kumlehn  
et al., 2006) เป็นตน้ 
 

    กระบวนการส่งถ่าย T-DNA จาก A. tumefaciens  ไปยงัเซลลพ์ืชเป้าหมายข้ึนอยูก่บัหลาย 
ๆ ปัจจยัตามขั้นตอนคือ การท่ีเช้ือเขา้ไปจดจ าหรือยดึเกาะกบัผวิของเซลลพ์ืชบริเวณท่ีเกิดบาดแผล 
การชกัน าใหเ้กิดการท างานของยนีภายในเซลลแ์บคทีเรีย การผลิตสารต่าง ๆ ท่ีช่วยในการส่งถ่ายช้ิน 
T-DNA การส่งถ่ายช้ิน T-DNA และการเขา้ไปแทรกตวัของ T-DNA เขา้ไปในจีโนมของพืช (De la 
Riva et al., 1998) ทั้งน้ีความส าเร็จและประสิทธิภาพของการถ่ายยนีโดยใช ้A. tumefaciens ยงั
ข้ึนอยูก่บัปัจจยัต่าง ๆ อาทิเช่น อายแุละชนิดของเน้ือเยือ่พืช  สายพนัธ์ุของเช้ือ A. tumefaciens  
ความเขม้ขน้ของสารแขวนลอยเช้ือ  ระยะเวลาการปลูกเช้ือและเล้ียงร่วมกบัเช้ือ  pH ของอาหารท่ีใช้
ในการเล้ียงร่วมกบัเช้ือ และความเขม้ขน้ของสารปฏิชีวนะท่ีใชก้ าจดัเช้ือ A. tumefaciens ภายหลงั
จากการถ่ายยนี เป็นตน้ (Mannan et al., 2009; Zong et al., 2010) 
 

    Li et al. (2007) เปรียบเทียบการถ่ายยนีเขา้สู่แผน่ใบเล้ียงสบู่ด าโดยใชอ้ะโกรแบคทีเรียม 
2 สายพนัธ์ุ คือ LBA4404 และ EHA105 ท่ีมีพลาสมิด pCAMBIA 1301 ซ่ึงประกอบดว้ยยนี
ตา้นทานสารปฏิชีวนะ hygromycin (hpt gene) และยนี gus เป็นยนีรายงานผล เม่ือตรวจสอบการ
แสดงออกของยนี gus แบบชัว่คราว พบวา่การปลูกเช้ือดว้ยอะโกรแบคทีเรียมสายพนัธ์ุ LBA4404 
ใหป้ระสิทธิภาพของการถ่ายยนีสูงกวา่ โดยปรากฏจุดสีน ้ าเงินมากกวา่ 20 จุด บนเน้ือเยือ่แต่ละช้ิน  
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ต่างจากการปลูกเช้ือดว้ยอะโกรแบคทีเรียมสายพนัธ์ุ EHA105 ท่ีปรากฏจุดสีน ้าเงินเฉล่ียเพียง 10 จุด 
บนเน้ือเยือ่แต่ละช้ิน 
 

    Trivedi et al. (2009) ถ่ายยนีเขา้ใบและใบเล้ียงสบู่ด าโดยใชอ้ะโกรแบคทีเรียมสายพนัธ์ุ 
LBA4404 ท่ีมี พลาสมิด pCAMBIA 1301 โดยเปรียบเทียบความเขม้ขน้ของ acetosyringone ท่ีเติม
ลงในอาหารสูตรชกัน าแคลลสัส าหรับการเล้ียงร่วมกบัเช้ือในความเขม้ขน้ต่าง ๆ กนั ไดแ้ก่ 50  100  
200 และ 400 ไมโครโมลาร์ พบวา่การใช ้acetosyringone ทุกความเขม้ขน้ใหผ้ลของประสิทธิภาพ
การถ่ายยนีไม่แตกต่างกนั 
 

    Zong et al. (2010) ถ่ายยนี Lateral shoot-Inducing Factor (LIF) เขา้สู่เน้ือเยือ่ใบอ่อน
ของสบู่ด าโดยใชอ้ะโกรแบคทีเรียมสายพนัธ์ุ LBA4404 ท่ีมีพลาสมิด pBI121-LIF โดยศึกษาปัจจยัท่ี
มีอิทธิพลต่อความส าเร็จของการถ่ายยนี ไดแ้ก่ ความเขม้ขน้ของสารแขวนลอยเช้ือ ระยะเวลาปลูก
เช้ือ ระยะเวลาเล้ียงร่วมกบัเช้ือ ความเขม้ขน้ของ cefotaxime ในการก าจดัเช้ือ และความเขม้ขน้ของ 
kanamycin ส าหรับคดัเลือกเน้ือเยื่อพืชท่ีไดรั้บการถ่ายยนี พบวา่ประสบความส าเร็จในการถ่ายยนี
โดยการใชส้ารแขวนลอยเช้ือท่ีความเขม้ขน้ OD600= 0.1 ปลูกเช้ือนาน 40 นาที และเล้ียงร่วมกบัเช้ือ
นาน 5 วนั เป็นสภาวะท่ีเหมาะสมท่ีสุดส าหรับการถ่ายยนี ซ่ึงใหผ้ลการแสดงออกแบบชัว่คราวของ
ยนี gus และอตัราการรอดชีวิตของช้ินเน้ือเยือ่สูงท่ีสุด ส่วนการใช ้cefotaxime ความเขม้ขน้ 300 
มิลลิกรัมต่อลิตร เป็นความเขม้ขน้ท่ีเหมาะสมส าหรับการใชก้ าจดัเช้ืออะโกรแบคทีเรียมภายหลงั
การถ่ายยนี และการใช ้kanamycin ความเขม้ขน้ 40 มิลลิกรัมต่อลิตร เป็นความเขม้ขน้ท่ีเหมาะสม
ท่ีสุดส าหรับการใชค้ดัเลือกช้ินเน้ือเยือ่พืชท่ีไดรั้บการถ่ายยีน 
 
สารก าจัดวชัพชืไกลโฟเสท 

 
ไกลโฟเสท เป็นสารก าจดัวชัพืชท่ีมีการพฒันาข้ึนมาในปี ค.ศ. 1972 โดย Franz แห่งบริษทั

มอนซานโต สารในกลุ่มน้ีเร่ิมมีการน ามาใชค้ร้ังแรกตั้งแต่ปี ค.ศ. 1982 เป็นสารท่ีมีคุณสมบติัในการ
ยบัย ั้งการท างานของเอนไซม ์EPSPs (5-enolpyruvylshikimic acid-3-phosphate synthase) ซ่ึงเป็น
เอนไซมท่ี์เก่ียวขอ้งในการสังเคราะห์กรดอะมิโนท่ีเป็นวงแหวน (aromatic amino acids) ไดแ้ก่ 
phenylalanine, tryptophan และ tyrosine (ทศพล, 2545) 
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 ไกลโฟเสท เป็นสารก าจดัวชัพชืประเภทไม่เลือกท าลาย ท่ีมีกลไกหรือต าแหน่งของ
ปฏิกิริยาในการยบัย ั้งการท างานของเอนไซม ์EPSPs ซ่ึงเอนไซมด์งักล่าวน้ีจะถูกควบคุมโดยยนีใน
นิวเคลียส แต่จะท าหนา้ท่ีในคลอโรพลาสต ์แมว้า่จะท าปฏิกิริยาในไซโตพลาสซึมได ้(ทศพล, 2545) 
ซ่ึง Nafziger et al. (1984) และ Coggings (1986) ไดร้ายงานวา่ เม่ือไกลโฟเสทเขา้สู่พืชจะไปยบัย ั้ง
การสร้างเอนไซม ์5-enolpyruvylshikimate-3-phosphate synthase (EPSPs) ใน shikimic acids 
pathway ซ่ึงเก่ียวขอ้งกบัการสังเคราะห์ aromatic amino acids ชนิดต่างๆ ขั้นตอนท่ีสารไกลโฟเสท
เขา้ไปยบัย ั้งการสร้าง aromatic amino acids ใน shikimic acids pathway นั้น สารจะเขา้ไปยบัย ั้ง
ต าแหน่งท่ี 1  2  3 และ 4 (ภาพท่ี 1) โดยมีเอนไซมท่ี์เก่ียวขอ้งคือ เอนไซม ์phosphor-2-keto-3-
deoxy-heptonate aldolase  เอนไซม ์dehydroquinate synthase  เอนไซม ์5-enolpyruvylshikimate-3-
phosphate synthase (EPSPs) และเอนไซม ์anthranilate synthase โดยในต าแหน่งท่ี 1  2 และ 4 จะ
ถูกยบัย ั้งโดยไกลโฟเสทเพียงเล็กนอ้ย ไม่รุนแรงเหมือนในต าแหน่งท่ี 3 จึงท าใหมี้ปริมาณของ 
shikimate ถูกสะสมอยูภ่ายในตน้พืชมาก ดงันั้นการสังเคราะห์สารในกลุ่ม aromatic amino acid จะ
ไม่เกิดข้ึน (Duke, 1985) 
 

ทศพล (2545) อธิบายวา่ ลกัษณะอาการท่ีพืชไดรั้บพิษ หลงัจากท่ีพืชไดรั้บสารภายใน 4-7 
วนั จะมีผลไปยบัย ั้งการเจริญเติบโตของพืชทนัที โดยท่ีพืชจะแสดงลกัษณะอาการ chlorosis และ 
necrosis ในวชัพืชวงศห์ญา้ท่ีอ่อนแอจะแสดงอาการไดรั้บพิษภายใน 10-20 วนั ลกัษณะอาการ 
cholorosis จะเกิดข้ึนก่อน ท าใหใ้บท่ียงัไม่แก่เตม็ท่ี และจุดเจริญจะถูกท าลายไป ไกลโฟเสทจะดูด
ซึมเขา้สู่พืชโดยผา่นทาง cuticle สารไกลโฟเสทท่ีอยูใ่นรูปเกลือจะสามารถเขา้สู่พืชไดเ้ร็วกวา่สารท่ี
อยูใ่นรูปกรด ไกลโฟเสทจะเคล่ือนยา้ยจากบริเวณส่วนของใบไปสู่เน้ือเยือ่ metabolic sink แบบ 
symplast ( โดยเฉพาะส่วนท่ีอยูใ่นบริเวณเน้ือเยื่อเจริญ และเน้ือเยื่อท่ีสะสมอาหาร ) สารจะ
เคล่ือนยา้ยไปสะสมอยูท่ี่บริเวณท่ีอยูใ่ตดิ้น (underground tissue) ใบท่ียงัไม่แก่เตม็ท่ีและเน้ือเยื่อ
เจริญ (meristems) ดงันั้นอวยัวะของพืชท่ีท าหนา้ท่ีสะสมอาหาร เช่น หวั เหงา้ และไหล จึงมีสาร
ไกลโฟเสทไปสะสมอยูใ่นปริมาณท่ีค่อนขา้งสูง เป็นผลท าใหส้ามารถควบคุมวชัพืชอายขุา้มปีไดดี้  
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ภาพที ่1 ต  าแหน่งท่ีท าปฏิกิริยาภายในพืชของสารท่ียบัย ั้งการสังเคราะห์กรดอะมิโนท่ีเป็น     

วงแหวนโดย EPSPs (Duke, 1985) 
 

   1 = เอนไซม ์phosphor-2-keto-3-deoxy-heptonate aldolase   
  2 = เอนไซม ์dehydroquinate synthase   
   3 = เอนไซม ์5-enolpyruvylshikimate-3-phosphate synthase (EPSPs) 
  4 = เอนไซม ์anthranilate synthase 
 
การพฒันาพชืต้านทานสารก าจัดวชัพชืไกลโฟเสท 

 
 ปัจจุบนัมีการปรับปรุงพนัธ์ุพืชใหมี้ความตา้นทานต่อสารก าจดัวชัพืชไกลโฟเสทอยา่ง
กวา้งขวาง โดยพืชท่ีประสบความส าเร็จและถูกน ามาใชเ้ป็นการคา้แลว้ ไดแ้ก่ ถัว่เหลือง (Roundup 
Ready® soybean) คาโนล่า ฝ้าย และขา้วโพด เป็นตน้ (Howe et al. 2002) ซ่ึงการผลิตพืชใหมี้ความ
ตา้นทานหรือทนทานต่อสารไกลโฟเสทนั้นสามารถท าไดห้ลายวธีิ อาทิเช่น การใชว้ธีิการปรับปรุง
พนัธ์ุแบบดั้งเดิม การใชเ้ทคนิคดา้นการเพาะเล้ียงเน้ือเยือ่ และการใชเ้ทคนิคพนัธุวศิวกรรมมาช่วย
ในการปรับปรุงพนัธ์ุ 
 

Suwanketnikom et al. (1992) ทดสอบตน้ถัว่เหลือง (Glycine max (L.) Merr.) ท่ีสามารถ
ทนทานต่อสารไกลโฟเสทในสภาพโรงเรือน โดยฉีดพน่ไกลโฟเสทในอตัรา 0.5 กิโลกรัมสารออก
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ฤทธ์ิต่อเฮกเตอร์ แลว้บนัทึกความสูงและน ้าหนกัแหง้ของตน้ถัว่เหลืองหลงัจากใหส้ารก าจดัวชัพืช 2 
สัปดาห์ พบวา่ถัว่เหลืองพนัธ์ุดอยค า และ S.J.5 สามารถทนทานต่อสารไกลโฟเสทไดสู้งท่ีสุด ส่วน
พนัธ์ุ 8416-7 และ 8418-4 ซ่ึงเป็นสายพนัธ์ุท่ีไดจ้ากการปรับปรุงพนัธ์ุสามารถทนทานต่อสาร
ไกลโฟเสทไดป้านกลาง ส่วนพนัธ์ุเชียงใหม่ 60 และ S.J.4 เป็นพนัธ์ุท่ีอ่อนแอต่อสารไกลโฟเสท 
นอกจากน้ียงัไดน้ าถัว่เหลืองแต่ละพนัธ์ุมาทดสอบความสามารถในการทนทานต่อสารไกลโฟเสท
ในสภาพหอ้งปฏิบติัการโดยการเพาะเล้ียงเซลลแ์ขวนลอยในอาหารท่ีเติมไกลโฟเสทความเขม้ขน้
ต่าง ๆ ตั้งแต่ 0  10-4  10-3  10-2  10-1 โมลาร์ เป็นเวลา 21 วนั จากนั้นจึงยา้ยเซลลท่ี์มีชีวติไปเพาะเล้ียง
ในอาหารท่ีปราศจากสารไกลโฟเสทเป็นเวลา 14 วนั เพื่อเพิ่มปริมาณเซลลแ์ขวนลอย จึงยา้ยไป
เพาะเล้ียงในอาหารท่ีเติมไกลโฟเสทความเขม้ขน้เท่าเดิม และศึกษาการตอบสนองของเซลล์
แขวนลอยของถัว่เหลืองแต่ละพนัธ์ุ พบวา่เซลลแ์ขวนลอยของถัว่เหลืองทุกสายพนัธ์ุมีการปรับตวั
เพื่อใหท้นทานต่อสารไกลโฟเสทอยา่งชา้ ๆ แต่มีขอ้สังเกตคือเซลลแ์ขวนลอยของถัว่เหลืองพนัธ์ุ
เชียงใหม่ 60 และ S.J.4 สามารถปรับตวัไดดี้กวา่พนัธ์ุอ่ืน ๆ 
 
 Widholm et al. (2001) ศึกษากิจกรรมของเอนไซม ์5-enolpyruvylshikimate-3-phosphate 
synthase (EPSPS) ในเซลลแ์ขวนลอยพืช 3 ชนิด ไดแ้ก่ อลัฟัลฟา (Medicago sativa L.) สายพนัธ์ุ
เซลล ์Alf ถัว่เหลือง (Glycine max L. (Merr.)) สายพนัธ์ุ W82 และยาสูบ (Nicotiana tabacum L.) 
สายพนัธ์ุ AB และ H155-6 โดยเพาะเล้ียงเซลลแ์ขวนลอยของพืชทั้ง 3 ชนิด ในอาหารท่ีเติม   
ไกลโฟเสท ซ่ึงจะเพิ่มความเขม้ขน้ของไกลโฟเสทข้ึนเร่ือย ๆ ในการเปล่ียนอาหารแต่ละคร้ังจนถึง
ระดบัท่ีเซลลพ์ืชสามารถเจริญเติบโตไดใ้นอาหารท่ีเติมไกลโฟเสทความเขม้ขน้ 35 มิลลิโมลาร์ โดย
บนัทึกผล เปรียบเทียบกบัความเขม้ขน้ของไกลโฟเสทท่ีท าใหเ้ซลลแ์ขวนลอยพืชตาย 50 เปอร์เซ็นต ์
(I50) เพื่อคดัเลือกเซลลท่ี์สามารถตา้นทานต่อไกลโฟเสท แลว้น าไปทดสอบกิจกรรมของเอนไซม ์
EPSPS โดยการตรวจ สอบการปลดปล่อย inorganic phosphate โดยเทคนิค malachite green dye 
assay (Forlani et al., 1994) พบวา่อลัฟัลฟาและถัว่เหลืองท่ีมีกิจกรรมของเอนไซม ์EPSPS มากกวา่
ปกติ 62 และ 21 เท่า ตามล าดบั และยาสูบมีกิจกรรมของเอนไซม ์EPSPS สูงมากกวา่ 800 เท่า เม่ือ
เทียบกบัยาสูบปกติ ซ่ึงการตรวจสอบจ านวน copy ของยนี EPSPS โดยเทคนิค southern 
hybridization และจ านวน copy ของ mRNA โดยเทคนิค northern hybridization พบวา่มีจ านวน
เพิ่มข้ึนในเซลลท่ี์ตา้นทานต่อสารไกลโฟเสทของพืชทั้ง 3 ชนิด แสดงใหเ้ห็นวา่การท่ีเซลลพ์ืชมี
กิจกรรมของเอนไซม ์EPSPS เพิ่มข้ึน เป็นผลมาจากการเพิ่มปริมาณของยนี EPSPS นัน่เอง 
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 การปรับปรุงพนัธ์ุพืชใหต้า้นทานต่อสารก าจดัวชัพืชไกลโฟเสทยงัสามารถท าไดโ้ดยชกัน า
ใหพ้ืชนั้น ๆ เกิดการกลายพนัธ์ุ เช่น Lee et al. (2008) ชกัน าใหห้ญา้ญ่ีปุ่น (Zoysia japonica) ท่ีอยูใ่น
สภาพเพาะเล้ียงเน้ือเยื่อเกิดการกลายพนัธ์ุโดยใชรั้งสีแกมมา 50-70 เกรย ์แลว้จึงคดัเลือกหญา้ญ่ีปุ่นท่ี
สามารถตา้นทานต่อสารไกลโฟเสทได ้เพื่อน ามาใชศึ้กษาการตอบสนองทางสรีรวทิยาของตน้
ตา้นทานเปรียบเทียบกบัตน้ปกติ พบวา่ค่า electrolyte leakage (EL)  malondealdehyde (MDA) และ
ปริมาณ proline เพิ่มข้ึน ขณะท่ี pigment ลดลง เม่ือเพิ่มความเขม้ขน้ของสารไกลโฟเสท 
 
 การปรับปรุงพนัธ์ุพืชเพื่อให้พืชสามารถสร้างเอนไซม ์EPSPS เพิ่มข้ึนโดยใช ้strong 
promoter หรือการส่งถ่ายยนีจากแบคทีเรีย Agrobacterium ท่ีมีพลาสมิดท่ีมียนีควบคุมการสร้าง
เอนไซม ์EPSPS อีกรูปแบบหน่ึง คือ CP4-EPSPS ซ่ึงเอนไซมใ์นรูปแบบน้ีจะไม่ถูกยบัย ั้งโดยสาร
ไกลโฟเสท เน่ืองจากมีการเปล่ียนแปลงล าดบัเบสในยนี EPSPS ไป 1 ต าแหน่ง จากเบส C ไปเป็น 
G ซ่ึงส่งผลใหเ้กิดการเปล่ียนแปลงของกรดอะมิโนจาก Glycine (Gly) ไปเป็น Alanine (Ala) ท าให้
สารไกลโฟเสทไม่สามารถเขา้จบักบัเอนไซมด์งักล่าวได ้พืชจึงสามารถสังเคราะห์กรดอะมิโนท่ีเป็น
วงแหวนไดต้ามปกติ และเจริญ เติบโตมีชีวติรอดต่อไปไดเ้ม่ือไดรั้บสารไกลโฟเสท (Mulwa et al., 
2006; Sundar and Sakthivel, 2008) 
 
 Zhou et al. (1995) พฒันาระบบคดัเลือกเพื่อใชส้ าหรับคดัเลือกขา้วสาลีท่ีทนทานต่อสาร
ไกลโฟเสท ซ่ึงใชย้นี CP4 EPSPS และ GOX เป็นยนีเคร่ืองหมายคดัเลือก โดยน าคพัภะอ่อนของ
ขา้วสาลีสายพนัธ์ุ Bobwhite ท่ีถูกส่งถ่ายพลาสมิดท่ีมียนี CP4 EPSPS  GOX และ gus ดว้ยวธีิยงิ
อนุภาค หลงัจากถ่ายยนี 1 สปัดาห์ จึงยา้ยไปเพาะเล้ียงบนอาหารคดัเลือกท่ีเติมไกลโฟเสทความ
เขม้ขน้ 2 มิลลิโมลาร์ เป็นระยะเวลา 9-12 สัปดาห์ จากนั้นจึงชกัน าใหเ้จริญเป็นตน้ท่ีสมบูรณ์ และ
คดัเลือกตน้ท่ีสามารถทนทานต่อสารไกลโฟเสทได ้โดยยนืยนัผลการแสดงออกของยีนCP4 EPSPS 
และ GOX ดว้ยเทคนิค ELISA และใชเ้ทคนิค Southern blot analysis เพื่อตรวจสอบการเขา้ไปแทรก
ตวัของยนีในจีโนมพืชและการถ่ายทอดยนีไปยงัพืชรุ่นต่อไป ซ่ึงพบวา่ยนี CP4 EPSPS และ GOX มี
ประสิทธิภาพในการน ามาใชเ้ป็นยนีเคร่ืองหมายคดัเลือกและใชเ้ป็นทางเลือกหน่ึงส าหรับการใช้
เป็นระบบคดัเลือกขา้วสาลีท่ีไดรั้บการถ่ายยนีอ่ืน ๆ ต่อไป 
 

Akbarzadeh et al. (2010) พฒันา binary vector ส าหรับใชใ้นการถ่ายยนีเขา้สู่พืชโดย 
Agrobacterium เพี่อใหมี้ความปลอดภยัทางชีวภาพมากข้ึน โดยงดการน ายนีตา้นทานสารปฏิชีวนะ
มาใชเ้ป็นยนีเคร่ืองหมายคดัเลือก แต่ไดน้ ายนีตา้นทานสารก าจดัวชัพืชมาใชแ้ทน ซ่ึง binary vector 
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ใหม่ (pSA101) สร้างข้ึนมาจาก fragment จากแหล่งต่าง ๆ มาประกอบเขา้ดว้ยกนัโดยอาศยัเทคนิค 
SOEing PCR ประกอบดว้ย intron ของ Hsp70 ท่ีไดจ้ากขา้วโพด  chloroplastic transient peptide 
ของ rubisco ท่ีไดจ้าก Brassica napus และยนีตา้นทานต่อสารไกลโฟเสทจากแบคทีเรียท่ีกลายพนัธ์ุ
ไปจากปกติ (mutated EPSPS gene) ซ่ึงใชเ้ป็นยนีเคร่ืองหมายคดัเลือกพืชท่ีไดรั้บการถ่ายยนี โดยยนี
ทั้งหมดน้ีถูกควบคุมการแสดงออกโดย CaMV 35S promoter และ nos terminator และไดมี้การ
ทดลองถ่าย vector ดงักล่าวเขา้สู่ยาสูบ แลว้เพาะเล้ียงยาสูบบนอาหารท่ีเติมสารไกลโฟเสทเพื่อ
คดัเลือกยาสูบท่ีแสดงลกัษณะตา้นทาน ตรวจสอบผลการเขา้ไปแทรกตวัในจีโนมพืชและการ
แสดงออกของยนีโดยใชเ้ทคนิคทางชีวโมเลกุล ซ่ึงพบวา่ vector ใหม่ท่ีสร้างข้ึนสามารถน ามาใชไ้ด้
อยา่งมีประสิทธิภาพและปลอดภยักวา่การน ายนีตา้นทานสารปฏิชีวนะมาใชเ้ป็นยนีเคร่ืองหมายเพื่อ
การคดัเลือก 
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อปุกรณ์และวธีิการ 

 
อุปกรณ์ 

 
1. เนือ้เยือ่พชืทีใ่ช้ในการทดลอง 
 
   กา้นใบอ่อนล าดบัท่ี 2 และ 3 ของสบู่ด าพนัธ์ุโคราช 
 
2. อปุกรณ์และสารเคมีทีใ่ช้ในการเพาะเลีย้งเนือ้เยือ่ 
 

2.1 เคร่ืองมือและอุปกรณ์ส าหรับห้องปฏิบติัการเพาะเล้ียงเน้ือเยือ่ ซ่ึงประกอบดว้ย ชั้นวาง   

เน้ือเยือ่พร้อมระบบไฟฟ้าใหค้วามสวา่ง และเคร่ืองควบคุมอุณหภูมิ 

 

2.2 เคร่ืองมือและอุปกรณ์ต่าง ๆ ท่ีใชส้ าหรับการเพาะเล้ียงเน้ือเยือ่ ไดแ้ก่ ตูย้า้ยเน้ือเยือ่ ดา้ม  

มีดและใบมีดผา่ตดั ปากคีบ จานแกว้ และตะเกียงแอลกอฮอล ์เป็นตน้ 

 
2.3 อุปกรณ์และสารเคมีส าหรับเตรียมอาหารสูตร MS รวมทั้งสารควบคุมการเจริญเติบโต 

ท่ีใชต้ามวตัถุประสงคข์องการเพาะเล้ียงเน้ือเยือ่แต่ละขั้นตอน 

 

3. อุปกรณ์และสารเคมีส าหรับใช้ในการถ่ายยนีเข้าสู่พื 

 

3.1 เช้ือแบคทีเรีย Agrobacterium tumefaciens สายพนัธ์ุ EHA105 ส าหรับใชถ่้ายยนีเขา้สู่ 

พืช 
      A. tumefaciens สายพนัธ์ุ EHA105 เป็นแบคทีเรียสายพนัธ์ุรุนแรงมาก (hyper-virulence      

strain) ท่ีไดรั้บการพฒันาให้มีประสิทธิภาพการถ่ายยนีสูงและสามารถเขา้บุกรุกพืชใ เล้ียงคู่ไดห้ลาย
ชนิด (broad host range) โดยเฉพาะพืชในวงศ ์Solanaceae A. tumefaciens สายพนัธ์ุ EHA105 
พฒันามาจาก A. tumefaciens สายพนัธ์ุ EHA101 ท่ีบรรจุ Ti-plasmid คือ pEHA105 (Hood et al., 
1993) 
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3.2 พลาสมิด pCAM-EPSPs 1304 (ภาพท่ี 2) ขนาด 12,935 คู่เบส ซ่ึงมีพลาสมิด 

pCAMBIA 1304 เป็น backbone ประกอบดว้ย CaMV-35S promoter และ CaMV-35S polyA ท่ี

ควบคุมการแสดงออกของยีน EPSPs และ CaMV-35S promoter และ Nos poly-A ท่ีควบคุมการ

แสดงออกของยนี gusA และ mgfp5 (ไดรั้บความอนุเคราะห์จากคุณสุบิน หินจนัทร์) 

 
 
ภาพที ่2  ส่วนประกอบของพลาสมิด pCAM-EPSPs 1304 (กุสุมา, 2554) 
 

3.3 อุปกรณ์ส าหรับการถ่ายยนีและตรวจวเิคราะห์พืชท่ีไดรั้บการถ่ายยนี ไดแ้ก่ เคร่ืองหมุน 

เหวีย่งความเร็วต ่า (low speed centrifuge)  เคร่ืองผสมสาร (vortex®)  อ่างน ้าควบคุมอุณหภูมิ (water 

bath)  เคร่ืองเขยา่ควบคุมอุณหภูมิ (incubator shaker)  ตูบ้่มเช้ือ (incubator)  เคร่ือง PCR  เคร่ืองแยก

ขนาดดีเอน็เอ (gel electrophoresis) และเคร่ืองถ่ายภาพเจล (gel documentation ) เป็นตน้ 

 

3.4 สารเคมีท่ีใชส้ าหรับการถ่ายยนีและตรวจวิเคราะห์พืชท่ีไดรั้บการถ่ายยนี ไดแ้ก่ อาหาร 

เพาะเล้ียงแบคทีเรียสูตร Luria Bertani (LB) สารปฏิชีวนะ cefotaxime (Claraxim® 10, Siam 

Bheasach Co., Ltd.)  สารไกลโฟเสท (N-(Phosphonomethyl)-glycine, 96% บริษทั Sigma-

Aldrich®)  สารเคมีท่ีใชใ้นเทคนิค PCR และการท าปฏิกิริยา Southern PCR hybridization เป็นตน้ 

 
3.5 ไพรเมอร์ส าหรับตรวจสอบยนีคดัเลือก EPSPs ดว้ยเทคนิค PCR (ไดรั้บความ

อนุเคราะห์จากคุณสุบิน หินจนัทร์) 

EPSPs (forward): 5’-CCA TTC CGC TCG AGA TGG CAC AAA TTA ACA ACA TGG C-3’ 

EPSPs (reverse): 5’-ATC CAC CGC TCG AGC GGT CAT CAG GCA GCC TTC GTA T-3’ 
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วธิีการ 
 

1. การเพาะเลีย้งเนือ้เยือ่สบู่ด าเพือ่ให้เกดิเป็นต้นทีส่มบูรณ์ 

 
1.1 การชกัน าใหเ้กิดแคลลสั 

 
      น ากา้นใบอ่อนล าดบัท่ี 2 หรือ 3 จากปลายยอดของสบู่ด าพนัธ์ุโคราช มาลา้งใหส้ะอาด 

จากนั้นแช่ในแอลกอฮอล ์70 เปอร์เซ็นต ์เป็นเวลา 1 นาที แลว้ฟอกฆ่าเช้ือท่ีผวิดว้ยสารละลาย       
ไฮเตอร์ 20 เปอร์เซ็นต ์ท่ีเติม Tween 20 ประมาณ 1-2 หยด เขยา่เป็นเวลา 15 นาที แลว้ลา้งดว้ยน ้าท่ี
ผา่นการน่ึงฆ่าเช้ือแลว้ 3 คร้ัง ๆ ละ 5 นาที ตดักา้นใบอ่อนเป็นท่อนขนาดประมาณ 0.5 เซนติเมตร 
เพาะเล้ียงบนอาหารแขง็สูตร MS ท่ีมีน ้าตาลซูโครส 30 กรัมต่อลิตร ผงวุน้ 7 กรัมต่อลิตร และ 
thidiazuron (TDZ) ความเขม้ขน้ 0.18 ไมโครโมลาร์ ปรับ pH ใหอ้ยูร่ะหวา่ง 5.6-5.8 เพาะเล้ียงใน
สภาพมีแสง 56 ไมโครโมลต่อตารางเมตรต่อวินาที ช่วงแสง 16 ชัว่โมงต่อวนั อุณหภูมิ 25±2     
องศาเซลเซียส นานประมาณ 6-8 สัปดาห์ โดยเปล่ียนอาหารทุก 2 สัปดาห์ (นุชจรี, 2551) 

 
1.2 การชกัน าใหเ้กิดตน้ 

 
      แยกแคลลสัท่ีมีลกัษณะเป็น compact callus มาเพาะเล้ียงบนอาหารสูตร MS ท่ีมีน ้าตาล

ซูโครส 30 กรัมต่อลิตร ผงวุน้ 7 กรัมต่อลิตร และ benzyladenine (BA) ความเขม้ขน้ 0.88              
ไมโครโมลาร์ ปรับ pH ใหอ้ยูร่ะหวา่ง 5.6-5.8 เพาะเล้ียงในสภาพมีแสง 56 ไมโครโมลต่อตาราง
เมตรต่อวนิาที ช่วงแสง 16 ชัว่โมงต่อวนั อุณหภูมิ 25±2 องศาเซลเซียส นานประมาณ 4 สัปดาห์ 
โดยเปล่ียนอาหารทุก 2 สัปดาห์ (นุชจรี, 2551) 
 
2. การศึกษาผลของสารปฏิชีวนะ cefotaxime ต่อการเจริญเติบโตของเช้ืออะโกรแบคทเีรียมและ

แคลลสัของสบู่ด า 

 
2.1 การศึกษาผลของสารปฏิชีวนะ cefotaxime ในการก าจดัเช้ืออะโกรแบคทีเรียม 
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      ยา้ยโคโลนีเด่ียวของเช้ือ Agrobacterium tumefaciens สายพนัธ์ุ EHA 105 ท่ีมี พลาสมิด 
pCAM-EPSPs 1304 ไปเล้ียงในอาหารเหลวสูตร LB ปริมาตร 20 มิลลิลิตร ท่ีมีสารปฏิชีวนะ 
kanamycin ความเขม้ขน้ 50 มิลลิกรัมต่อลิตร เขยา่ท่ีความเร็ว 200 รอบต่อนาที อุณหภูมิ 28 องศา
เซลเซียส นาน 16 ชัว่โมง (OD600=1) จากนั้นป่ันตกตะกอนเซลลท่ี์ 10,000 รอบต่อนาที นาน 5 นาที 
แลว้ละลายตะกอนเซลลด์ว้ยอาหารเหลวสูตร MS เท่าปริมาตรเดิม ยา้ยแคลลสัสบู่ด าท่ีถูกตดัใหเ้ป็น
ช้ินขนาดประมาณ 0.5 เซนติเมตร ท่ีผา่นการ preculture บนอาหารสูตรชกัน าแคลลสันาน 12 
ชัว่โมง ลงแช่ในเซลลแ์ขวนลอยเช้ือ เขยา่เบา ๆ เป็นเวลา 30 นาที แลว้น าแคลลสัไปเพาะเล้ียงบน
อาหารสูตร MS ท่ีมี TDZ ความเขม้ขน้ 0.18 ไมโครโมลาร์ และมีสารปฏิชีวนะ cefotaxime 
(Claraxim® 10, Siam Bheasach Co., Ltd.) ความเขม้ขน้ 0  100  200  300 หรือ 400 มิลลิกรัมต่อลิตร 
เพาะเล้ียงในสภาพแสง 56 ไมโครโมลต่อตารางเมตรต่อวินาที ช่วงแสง 16 ชัว่โมงต่อวนั อุณหภูมิ 
25±2 องศาเซลเซียส บนัทึกการเจริญเติบโตของเช้ืออะโกรแบคทีเรียมทุก 7 วนั จนครบ 14 วนั โดย
ไม่เปล่ียนอาหาร วางแผนการทดลองแบบ Completely Randomize Design (CRD) แต่ละทรีทเมนต์
มี 3 ซ ้ า ๆ ละ 5 ช้ิน 

 
2.2 การศึกษาผลของสารปฏิชีวนะ cefotaxime ต่อการเจริญเติบโตของแคลลสัสบู่ด า  
 
      น าแคลลสัสบู่ด าขนาดประมาณ 0.5 เซนติเมตร เพาะเล้ียงลงบนอาหารเพาะเล้ียงเน้ือเยือ่

สูตร MS ท่ีมี TDZ ความเขม้ขน้ 0.18 ไมโครโมลาร์ (สูตรชกัน าแคลลสั) และมีสารปฏิชีวนะ 
cefotaxime ความเขม้ขน้ 0  100  200  300 หรือ 400 มิลลิกรัมต่อลิตร เพาะเล้ียงในสภาพมีแสง 56 
ไมโครโมลต่อตารางเมตรต่อวนิาที ช่วงแสง 16 ชัว่โมงต่อวนั อุณหภูมิ 25±2 นาน 4 สัปดาห์ เปล่ียน
อาหารทุก 2 สัปดาห์ จากนั้นยา้ยแคลลสัไปเพาะเล้ียงบนอาหารแขง็สูตรชกัน าแคลลสัท่ีปราศจาก
สารปฏิชีวนะ cefotaxime เพาะเล้ียงในสภาพมีแสง 56 ไมโครโมลต่อตารางเมตรต่อวินาที ช่วงแสง 
16 ชัว่โมงต่อวนั อุณหภูมิ 25±2 องศาเซลเซียส นาน 4 สัปดาห์ จึงยา้ยแคลลสัไปเพาะเล้ียงบน
อาหารแขง็สูตร MS ท่ีมี BA ความเขม้ขน้ 0.88 ไมโครโมลาร์ (สูตรชกัน ายอด) เพาะเล้ียงในสภาพมี
แสง 56 ไมโครโมลต่อตารางเมตรต่อวนิาที ช่วงแสง 16 ชัว่โมงต่อวนั อุณหภูมิ 25±2 นาน นาน 6 
สัปดาห์ โดยเปล่ียนอาหารทุก 2 สัปดาห์ บนัทึกผลจ านวนแคลลสัและยอดท่ีสามารถเจริญเติบโตได ้
วางแผนการทดลองแบบ CRD แต่ละทรีทเมนตมี์ 3 ซ ้ า ๆ ละ 5 ช้ิน 
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3. การศึกษาผลของความเข้มข้นของสารไกลโฟเสทต่อการเจริญเติบโตของแคลลสัสบู่ด า 
 
น าแคลลสัสบู่ด าขนาดประมาณ 0.5 เซนติเมตร เพาะเล้ียงลงบนอาหารเพาะเล้ียงเน้ือเยื่อ

สูตรชกัน าแคลลสัท่ีมีสารละลายสารไกลโฟเสท (N-(Phosphonomethyl)-glycine, 96% บริษทั 
Sigma-Aldrich®) ความเขม้ขน้ 0  1  2  3 หรือ 4 มิลลิโมลาร์ เพาะเล้ียงในสภาพมีแสง 56               
ไมโครโมลต่อตารางเมตรต่อวนิาที ช่วงแสง 16 ชัว่โมงต่อวนั อุณหภูมิ 25±2 องศาเซลเซียส บนัทึก
ผลโดยการนบัจ านวนแคลลสัท่ีสามารถเจริญเติบโตต่อไปไดห้ลงัจากเพาะเล้ียงนาน 4 สัปดาห์ โดย
เปล่ียนอาหารทุก 2 สัปดาห์ วางแผนการทดลองแบบ CRD แต่ละ ทรีทเมนตมี์ 3 ซ ้ า ๆ ละ 5 ช้ิน 

 
4. การศึกษาปัจจัยทีม่ีผลต่อประสิทธิภาพการถ่ายยนีเข้าสู่แคลลสัสบู่ด าโดยเช้ืออะโกรแบคทเีรียม 

 
4.1 การศึกษาผลของความเขม้ขน้เช้ืออะโกรแบคทีเรียมต่อประสิทธิภาพของการถ่ายยนีเขา้

สู่แคลลสัสบู่ด า 
 

      เล้ียงเช้ือเช้ือ A. tumefaciens สายพนัธ์ุ EHA105 ท่ีมีพลาสมิด pCAM-EPSPs 1304 ซ่ึงมี
ยนี EPSPs เป็นยนีคดัเลือก และยนี gus เป็นยนีรายงานผล บนอาหารแขง็สูตร LB ท่ีมี kanamycin 
ความเขม้ขน้ 50 มิลลิกรัมต่อลิตร ท่ีอุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2 วนั คดัเลือกเฉพาะ
โคโลนีเด่ียวมาเพาะเล้ียงในอาหารเหลวสูตร LB ปริมาตร 20 มิลลิลิตร ท่ีมี kanamycin ความเขม้ขน้ 
50 มิลลิกรัมต่อลิตร น าไปเขยา่ท่ีความเร็ว 200 รอบต่อนาที อุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 
ชัว่โมง จากนั้นดูดเซลลแ์ขวนลอยเช้ือ 0.5 มิลลิลิตร เติมลงในอาหารเหลวสูตร LB ปริมาตร 50 
มิลลิลิตร ท่ีมี kanamycin ความเขม้ขน้ 50 มิลลิกรัมต่อลิตร ร่วมกบัสาร acetosyringone 100         
ไมโครโมลาร์ เขยา่ท่ีความเร็ว 200 รอบต่อนาที อุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส นานประมาณ 16 
ชัว่โมง (OD600=1) จากนั้นป่ันตกตะกอนท่ี 10,000 รอบต่อนาที นาน 5 นาที เทอาหารเล้ียงเช้ือออก
แลว้แทนท่ีดว้ยอาหารเหลวสูตร MS เท่าปริมาตรเดิม กวนตะกอนเซลลใ์หแ้ขวนลอย แลว้น าไป   
เจือจางดว้ยอาหารเหลวสูตร MS ในสัดส่วนต่าง ๆ คือ 1:0  1:1  1:10  1:20  1:50 หรือ 1:100 และ
เติมสารacetosyringone ความเขม้ขน้สุดทา้ยเป็น 100 ไมโครโมลาร์ น าแคลลสัขนาดช้ินประมาณ 
0.5 เซนติเมตร ท่ีผา่นการ preculture บนอาหารสูตรชกัน าแคลลสันาน 12 ชัว่โมง แช่ในเซลล์
แขวนลอยเช้ือ เขยา่ดว้ยเคร่ืองเขยา่นาน 30 นาที แลว้ซบัแบคทีเรียส่วนเกินออกดว้ยกระดาษซบัท่ี  
น่ึงฆ่าเช้ือแลว้ จากนั้นเพาะเล้ียงแคลลสัลงบนอาหารแขง็สูตรชกัน าแคลลสั ท่ีมีสาร acetosyringone 



24 
 

100 ไมโครโมลาร์ ท่ีอุณหภูมิ 25±2 องศาเซลเซียส ในท่ีมืดนาน 3 วนั จึงลา้งเช้ือออกจากแคลลสั
ดว้ยอาหารเหลวสูตร MS ท่ีมีสารปฏิชีวนะ cefotaxime ความเขม้ขน้ 200 มิลลิกรัมต่อลิตร แลว้ยา้ย 

 
    แคลลสัไปเพาะเล้ียงบนอาหารแขง็สูตรชกัน าแคลลสัท่ีมีสารปฏิชีวนะ cefotaxime 

ความเขม้ขน้ 200 มิลลิกรัมต่อลิตร ตรวจสอบการแสดงออกของยนี gus แบบชัว่คราว (transient 
expression) หลงัจากเร่ิมถ่ายยนีเป็นเวลา 1 สัปดาห์ โดยวิธี GUS histochemical assay (Jefferson, 
1987) วางแผนการทดลองแบบ CRD แต่ละ ทรีทเมนตมี์ 3 ซ ้ า ๆ ละ 5 ช้ิน บนัทึกผลเป็นเปอร์เซ็นต์
จ  านวนช้ินติดสี   น ้าเงิน และใหค้ะแนนพื้นท่ีติดสีน ้าเงินบนแคลลสั โดยแบ่งคะแนนออกเป็น 10 
ระดบัคะแนน ซ่ึงแต่ละช่วงคะแนนจะก าหนด ใหมี้พื้นท่ีติดสีน ้าเงิน ช่วงละ 10 เปอร์เซ็นต ์(ภาพท่ี 
3) วเิคราะห์ผลการทดลองดว้ยวเิคราะห์ดว้ยวธีิ Analysis of Variance (ANOVA) และเปรียบเทียบ
ค่าเฉล่ียดว้ยวธีิ Dancan’s New Multiple Range Test (DMRT)   

 
4.2 การศึกษาผลของระยะเวลาการปลูกเช้ืออะโกรแบคทีเรียมต่อประสิทธิภาพของการถ่าย

ยนีเขา้สู่แคลลสัสบู่ด า 
 
    เตรียมเซลลแ์ขวนลอยเช้ืออะโกรแบคทีเรียมตามวธีิในขอ้ 4.1 จากนั้นเจือจางเซลล์

แขวนลอยเช้ือดว้ยอาหารเหลวสูตร MS ท่ีมีสาร acetosyringone 100 ไมโครโมลาร์ โดยใชส้ัดส่วน
การเจือจางของเช้ืออะโกรแบคทีเรียมต่ออาหารเหลวสูตร MS ท่ี 1:20 ใส่ในภาชนะท่ีปลอดเช้ือท่ีมี
ฝาปิด น าแคลลสัขนาดช้ินประมาณ 0.5 เซนติเมตร ท่ีผา่นการ preculture บนอาหารสูตรชกัน า
แคลลสันาน 12 ชัว่โมง มาปลูกเช้ือโดยแช่ในเซลลแ์ขวนลอยเช้ือท่ีเตรียมไว ้ปิดฝาแลว้น าไปเขยา่ท่ี
ความเร็ว 200 รอบต่อนาที นาน 10  20  30 หรือ 40 นาที แลว้ซบัแบคทีเรียส่วนเกินออกดว้ย
กระดาษซบัท่ีน่ึงฆ่าเช้ือแลว้ จากนั้นเพาะเล้ียงแคลลสับนอาหารแขง็สูตรชกัน าแคลลสั ท่ีมีสาร 
acetosyringone 100 ไมโครโมลาร์ ท่ีอุณหภูมิ 25±2 องศาเซลเซียส ในท่ีมืดนาน 3 วนั จึงลา้งเช้ือ
ออกจากแคลลสัดว้ยอาหารเหลวสูตร MS ท่ีมีสารปฏิชีวนะ cefotaxime ความเขม้ขน้ 200 มิลลิกรัม
ต่อลิตร แลว้ยา้ยแคลลสัไปเพาะเล้ียงบนอาหารแขง็สูตรชกัน าแคลลสัท่ีมีสารปฏิชีวนะ cefotaxime 
ความเขม้ขน้ 200 มิลลิกรัมต่อลิตร ตรวจสอบการแสดงออกของยนี gus แบบชัว่คราว (transient 
expression) หลงัจากเร่ิมถ่ายยนีเป็นเวลา 1 สัปดาห์ โดยวิธี GUS histochemical assay (Jefferson, 
1987) วางแผนการทดลองแบบ CRD แต่ละทรีทเมนตมี์ 3 ซ ้ า ๆ ละ 5 ช้ิน บนัทึกผลเป็นเปอร์เซ็นต์
จ  านวนช้ินติดสีน ้าเงิน และใหค้ะแนนพื้นท่ีติดสีน ้าเงินบนแคลลสั โดยแบ่งคะแนนออกเป็น 10 
ระดบัคะแนน โดยแต่ละช่วงคะแนนจะก าหนดใหมี้พื้นท่ีติดสีน ้าเงิน ช่วงละ 10 เปอร์เซ็นต ์
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วเิคราะห์ผลการทดลองดว้ยวิธี Analysis of Variance (ANOVA) และเปรียบเทียบค่าเฉล่ียดว้ยวธีิ 
Dancan’s New Multiple Range Test (DMRT)   

 
4.3 การศึกษาผลของระยะเวลาการเล้ียงร่วมกบัเช้ืออะโกรแบคทีเรียมต่อประสิทธิภาพของ

การถ่ายยนีเขา้สู่แคลลสัสบู่ด า 
 
    เตรียมเซลลแ์ขวนลอยเช้ืออะโกรแบคทีเรียมตามวธีิในขอ้ 4.1 จากนั้นเจือจางเซลล์

แขวนลอยเช้ือดว้ยอาหารเหลวสูตร MS ท่ีมีสาร acetosyringone ความเขม้ขน้ 100 ไมโครโมลาร์ 
โดยใชส้ัดส่วนการเจืองจางของเช้ืออะโกรแบคทีเรียมต่ออาหารเหลวสูตร MS ท่ี 1:20 ใส่ในภาชนะ
ท่ีปลอดเช้ือและมีฝาปิด น าแคลลสัขนาดช้ินประมาณ 0.5 เซนติเมตร ท่ีผา่นการ preculture บน
อาหารสูตรชกัน าแคลลสันาน 12 ชัว่โมง มาปลูกเช้ือเป็นระยะเวลา 30 นาที แลว้ซบัแบคทีเรีย
ส่วนเกินออกดว้ยกระดาษซบัท่ีน่ึงฆ่าเช้ือแลว้ จากนั้นเพาะเล้ียงแคลลสัลงบนอาหารแขง็สูตรชกัน า
แคลลสัท่ีมีสาร acetosyringone ความเขม้ขน้ 100 ไมโครโมลาร์ ท่ีอุณหภูมิ 25±2 องศาเซลเซียส   
ในท่ีมืดนาน 1  2  3 และ 4 วนั จึงลา้งเช้ือออกจากแคลลสัดว้ยอาหารเหลวสูตร MS ท่ีมีสาร
ปฏิชีวนะ cefotaxime ความเขม้ขน้ 200 มิลลิกรัมต่อลิตร แลว้ยา้ยแคลลสัไปเพาะเล้ียงบนอาหาร
แขง็สูตรชกัน าแคลลสัท่ีมีสารปฏิชีวนะ cefotaxime ความเขม้ขน้ 200 มิลลิกรัมต่อลิตร ตรวจสอบ
การแสดงออกของยนี gus แบบชัว่คราว (transient expression) หลงัจากเร่ิมถ่ายยนีเป็นเวลา 1 
สัปดาห์ โดยวธีิ GUS histochemical assay (Jefferson, 1987) วางแผนการทดลองแบบ CRD แต่ละ
ทรีทเมนตมี์ 3 ซ ้ า ๆ ละ 5 ช้ิน บนัทึกผลเป็นเปอร์เซ็นตจ์  านวนช้ินติดสีน ้าเงิน และใหค้ะแนนพื้นท่ี
ติดสีน ้าเงินบนแคลลสั โดยแบ่งคะแนนออกเป็น 10 ระดบัคะแนน โดยแต่ละช่วงคะแนนจะ
ก าหนดใหมี้พื้นท่ีติดสีน ้าเงิน ช่วงละ 10 เปอร์เซ็นต ์วิเคราะห์ผลการทดลองดว้ยวธีิ Analysis of 
Variance (ANOVA) และเปรียบเทียบค่าเฉล่ียดว้ยวธีิ Dancan’s New Multiple Range Test (DMRT)   

 
 
 
 
 
 
 

 



26 
 

 

 
ภาพที ่3  เกณฑก์ารใหค้ะแนนพื้นท่ีติดสีน ้าเงิน จากการตรวจสอบการแสดงออกของยนี gus แบบ  

 ชัว่คราวดว้ยวธีิ GUS histochemical assay 
 

0   คะแนน  ไม่เกิดสีน ้าเงินบนเน้ือเยือ่ (ก.) 
1   คะแนน  เกิดสีน ้าเงินบนเน้ือเยือ่พืชประมาณ 10  เปอร์เซ็นต ์(ข.) 
2   คะแนน  เกิดสีน ้าเงินบนเน้ือเยือ่พืชประมาณ 20  เปอร์เซ็นต ์
3   คะแนน  เกิดสีน ้าเงินบนเน้ือเยือ่พืชประมาณ 30  เปอร์เซ็นต ์(ค.) 
4   คะแนน  เกิดสีน ้าเงินบนเน้ือเยือ่พืชประมาณ 40  เปอร์เซ็นต ์
5   คะแนน  เกิดสีน ้าเงินบนเน้ือเยือ่พืชประมาณ 50  เปอร์เซ็นต ์(ง.) 
6   คะแนน  เกิดสีน ้าเงินบนเน้ือเยือ่พืชประมาณ 60  เปอร์เซ็นต ์
7   คะแนน  เกิดสีน ้าเงินบนเน้ือเยือ่พืชประมาณ 70  เปอร์เซ็นต ์(จ.) 
8   คะแนน  เกิดสีน ้าเงินบนเน้ือเยือ่พืชประมาณ 80  เปอร์เซ็นต ์
9   คะแนน  เกิดสีน ้าเงินบนเน้ือเยือ่พืชประมาณ 90  เปอร์เซ็นต ์(ฉ.) 
10 คะแนน  เกิดสีน ้าเงินบนเน้ือเยือ่พืชมากกวา่  90  เปอร์เซ็นต ์

 
 

 ก.  ข.  ค. 

 ง.  จ.  ฉ. 
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5. การถ่ายยนี EPSPs เข้าสู่แคลลสัสบู่ด าพนัธ์ุโคราช 
 

หลงัจากไดท้  าการทดสอบปัจจยัต่าง ๆ ตามขอ้ 4 แลว้ จึงไดน้ าผลการทดสอบท่ีดีท่ีสุดมาใช้
ในการถ่ายยนีซ่ึงมีวธีิการดงัน้ี 

 
5.1 การเตรียมเช้ืออะโกรแบคทีเรียมท่ีมีพลาสมิดสายผสม 
 
      คดัเลือกโคโลนีเด่ียวของเช้ืออะโกรแบคทีเรียมสายพนัธ์ุ EHA105 ท่ีมีพลาสมิด 

pCAM-EPSPs 1304 ซ่ึงมียนี EPSPs เป็นยนีคดัเลือก และยีน gus เป็นยนีรายงานผล เพาะเล้ียงใน
อาหารเหลวสูตร LB ปริมาตร 20 มิลลิลิตร ท่ีมี kanamycin ความเขม้ขน้ 50 มิลลิกรัมต่อลิตร น าไป
เขยา่ท่ีความเร็ว 200 รอบต่อนาที อุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชัว่โมง จากนั้นน าเซลล์
แขวนลอยเช้ือ 0.5 มิลลิลิตร เติมลงในอาหารเหลวสูตร LB ปริมาตร 50 มิลลิลิตร ท่ีมี kanamycin 
ความเขม้ขน้ 50 มิลลิกรัมต่อลิตร ร่วมกบัสาร acetosyringone ความเขม้ขน้ 100 ไมโครโมลาร์ เขยา่
ท่ีความเร็ว 200 รอบต่อนาที อุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส นานประมาณ 16 ชัว่โมง แลว้จึงน า      
เซลลแ์ขวนลอยเช้ือปริมาตร 1 มิลลิลิตร (OD600=1) ใส่ลงในหลอดไมโครเซนตริฟิวจ ์น าไปป่ัน
ตกตะกอนท่ี 10,000 รอบต่อนาที นาน 5 นาที เทอาหารเล้ียงเช้ือออกแลว้แทนท่ีดว้ยอาหารเหลว
สูตร MS เท่าปริมาตรเดิม กวนตะกอนเซลลใ์หแ้ขวนลอย แลว้น าไปเจือจางดว้ยอาหารเหลวสูตร 
MS ในอตัราส่วน 1:20 โดยใชเ้ซลลแ์ขวนลอยเช้ือปริมาตร 1 มิลลิลิตรต่ออาหารเหลวสูตร MS 
ปริมาตร 19 มิลลิลิตร กวนตะกอนใหแ้ขวนลอย แลว้เติมสาร acetosyringone ความเขม้ขน้สุดทา้ย
เป็น 100 ไมโครโมลาร์ 

 
 5.2 การถ่ายยนีเขา้สู่สบู่ด าพนัธ์ุโคราชโดยใชเ้ช้ืออะโกรแบคทีเรียม 
 

      เลือกช้ินส่วนแคลลสัท่ีมีลกัษณะเป็น compact callus ตดัใหเ้ป็นช้ินขนาดประมาณ 0.5 
เซนติเมตร preculture บนอาหารสูตรชกัน าแคลลสันาน 12 ชัว่โมง แลว้ใส่ลงในภาชนะท่ีมีเซลล์
แขวนลอยเช้ือในอตัราส่วน 1:20 ร่วมกบัสาร acetosyringone 100 ไมโครโมลาร์ ปิดฝาเขยา่ดว้ย
เคร่ืองเขยา่นาน 30 นาที ใหช้ิ้นส่วนแคลลสัสัมผสักบัเช้ืออยา่งทัว่ถึง แลว้ซบัแบคทีเรียส่วนเกินออก
จากช้ินแคลลสัดว้ยกระดาษซบัท่ีน่ึงฆ่าเช้ือแลว้ จากนั้นเพาะเล้ียงบนอาหารแขง็สูตรชกัน าแคลลสัท่ี
มีสาร acetosyringone ความเขม้ขน้ 100 ไมโครโมลาร์ ท่ีอุณหภูมิ 25±2 องศาเซลเซียส ในท่ีมืดนาน 
2 วนั ลา้งเช้ือออกจากแคลลสัดว้ยอาหารเหลวสูตร MS ท่ีมีสารปฏิชีวนะ cefotaxime ความเขม้ขน้ 
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200 มิลลิกรัมต่อลิตร เขยา่นาน 30 นาที จึงยา้ยแคลลสัไปเพาะเล้ียงบนอาหารแขง็สูตรชกัน าแคลลสั
ท่ีมีสารปฏิชีวนะ cefotaxime ความเขม้ขน้ 200 มิลลิกรัมต่อลิตร นาน 1 สัปดาห์ จากนั้นยา้ยไป
เพาะเล้ียงบนอาหารสูตรชกัน าแคลลสัท่ีมีสารปฏิชีวนะ cefotaxime ความเขม้ขน้ 200 มิลลิกรัมต่อ
ลิตร ร่วมกบัสารไกลโฟเสทความเขม้ขน้ 1  มิลลิโมลาร์ และเปล่ียนอาหารใหม่ทุก 2 สัปดาห์ จน
ครบ 4 สัปดาห์ คดัเลือกแคลลสัท่ีรอดชีวติไปเพาะเล้ียงบนอาหารแขง็สูตรชกัน ายอดเพื่อชกัน าให้
พืชพฒันาเป็นตน้ท่ีสมบูรณ์ต่อไป 

 
6. การตรวจวเิคราะห์สบู่ด าที่ได้รับการถ่ายยีน 

 
คดัเลือกแคลลสัท่ีไดรั้บการถ่ายยนีและมีชีวติรอด ภายหลงัจากเพาะเล้ียงบนอาหารคดัเลือก

นาน 4 สัปดาห์ มาวเิคราะห์การมีอยูข่องยีนในขั้นตน้ดว้ยเทคนิคพีซีอาร์ และ Southern PCR 
hybridization ตามวธีิการดงัน้ี 

 
 6.1 การตรวจสอบการมีอยูข่องยนีดว้ยเทคนิคพีซีอาร์ (Polymerase Chain Reaction: PCR) 
 

6.1.1 การสกดัดีเอน็เอจากแคลลสัสบู่ด า 
 

         สกดัจีโนมิคดีเอ็นเอจากแคลลสัสบู่ด าท่ีคาดวา่ไดรั้บการถ่ายยนีและตน้ปกติ
ท่ีไม่ไดรั้บการถ่ายยนีโดยใชว้ธีิ CTAB ซ่ึงดดัแปลงมาจาก Doyle and Doyle (1990) บดแคลลสัให้
ละเอียดในโกร่งโดยใชไ้นโตรเจนเหลว ตกัแคลลสัท่ีบดจนละเอียดใส่ในหลอดไมโครเซนตริฟิวจ์
ขนาด 1.5 มิลลิลิตร เติมสารละลาย extraction buffer (2 % CTAB, 2 % PVP, 1.4 M NaCl, 20 mM 
EDTA pH 8.0, 100 mM Tris-HCl pH 8.0, 0.2 %(v/v) α-mercaptoethanol) ปริมาตร 600 
ไมโครลิตร บ่มท่ีอุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส นาน 30 นาที หลงัจากนั้นน ามาป่ันเหวีย่งท่ี 10,000 
รอบต่อนาที นาน 10 นาที เก็บส่วนใสดา้นบนใส่ในหลอด เซนตริฟิวจห์ลอดใหม่ เติมสารผสม 
phenol : chloroform : isoamyl alcohol (อตัราส่วน 25 : 24 : 1) ปริมาตร 500 ไมโครลิตร ผสมใหเ้ขา้
กนัโดยการ vortex นาน 5 นาที น ามาป่ันเหวีย่งดว้ยความเร็ว 10,000 รอบต่อนาที นาน 10 นาที เก็บ
ส่วนใสดา้นบนใส่ในหลอดเซนตริฟิวจห์ลอดใหม่ จากนั้นเติมสารผสม chloroform : isoamyl 
alcohol (อตัราส่วน 24 : 1) ปริมาตร 400 ไมโครลิตร ผสมใหเ้ขา้กนั นาน 5 นาที ป่ันตกตะกอนท่ี 
10,000 รอบต่อนาที นาน 10 นาที เก็บส่วนใสดา้นบนใส่หลอดใหม่ จากนั้นเติม sodium acetate 
ความเขม้ขน้ 3โมลาร์ โดยใชป้ริมาตร 0.1 เท่าของส่วนใสท่ีได ้เติมเอธานอล 100 เปอร์เซ็นต ์
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ปริมาตร 2 เท่าของปริมาตรส่วนใส ผสมใหเ้ขา้กนัเบา ๆ แลว้น าไปแช่ท่ีอุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียส 
นาน 60 นาที ป่ันตกตะกอนท่ีความเร็ว 10,000 รอบต่อนาที นาน 10 นาที เทส่วนใสทิ้ง จากนั้นลา้ง
ตะกอนดีเอน็เอดว้ยเอธานอล 70 เปอร์เซ็นต ์ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ป่ันตกตะกอนดว้ยความเร็วรอบ 
10,000 รอบต่อนาที นาน 1 นาที เทส่วนใสทิ้ง ผึ่งตะกอนดีเอน็เอให้แหง้ แลว้ละลายตะกอนดีเอน็เอ
ดว้ย TE buffer ปริมาตร 20 ไมโครลิตร ท่ีมีเอนไซม ์RNaseA ความเขม้ขน้ 20 ไมโครกรัมต่อ
มิลลิลิตร น าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 1 ชัว่โมง แลว้น ามาตรวจสอบความเขม้ขน้
ของดีเอน็เอท่ีสกดัไดโ้ดยการท าอิเล็กโตรโฟรีซีสเปรียบเทียบกบัความเขม้ขน้ของดีเอน็เอมาตรฐาน 
(DNA maker) บนเจลอะกาโรส 0.8 เปอร์เซ็นต ์ใชก้ระแสไฟฟ้า 100 โวลต ์นาน 40 นาที ใน 1X 
TBE buffer เก็บดีเอน็เอท่ีอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส เพื่อใชส้ าหรับตรวจสอบการมีอยูข่องยนี
ต่อไป 
 
  6.1.2 การตรวจวเิคราะห์แคลลสัสบู่ด าท่ีไดรั้บการถ่ายยนีดว้ยเทคนิคพีซีอาร์ 

 
                       น าดีเอน็เอท่ีสกดัไดม้าตรวจสอบยนี EPSPs ดว้ยเทคนิคพีซีอาร์ โดยใช ้    

ไพรเมอร์ท่ีมีความจ าเพาะเจาะจงต่อยนี EPSPs โดยใชป้ฏิกิริยาพีซีอาร์ ปริมาตร 20 ไมโครลิตร 
ประกอบดว้ย 10X PCR buffer ปริมาตร 2 ไมโครลิตร  25 mM MgCl2 ปริมาตร 2 ไมโครลิตร         
1 mM dNTP ปริมาตร 5 ไมโครลิตร  10 ไมโครโมลาร์ของไพรเมอร์แต่ละชนิด ปริมาตร 1 
ไมโครลิตร  Taq DNA polymerase (5 ยนิูตต่อไมโครลิตร) ปริมาตร 0.5 ไมโครลิตร  dH2O 
ปริมาตร 6.5 ไมโครลิตร และดีเอ็นเอท่ีสกดัจากแคลลสัสบูด่  า 2 ไมโครลิตร เร่ิมปฏิกิริยาพีซีอาร์ 
โดยใชอุ้ณหภูมิส าหรับ denaturation รอบแรกท่ี 95 องศาเซลเซียส นาน 5 นาที จากนั้นท าปฏิกิริยา
พีซีอาร์ จ  านวน 30 รอบ โดยใชอุ้ณหภูมิ ส าหรับ deneturation, annealing และ extension เป็น 94  56 
และ 72 องศาเซลเซียส นาน 2 นาที  1 นาที และ 90 วนิาที ตามล าดบั และใชอุ้ณหภูมิส าหรับ 
extension รอบสุดทา้ย 72 องศาเซลเซียส นาน 10 นาที แยกขนาดดีเอน็เอดว้ยวธีิอีเล็คโทรโฟรีซีส
ในเจลอะกาโรส 0.8 เปอร์เซ็นต ์ใชก้ระแส ไฟฟ้าความต่างศกัย ์100 โวลต ์นาน 40 นาที ตรวจดูแถบ
ดีเอ็นเอโดยการยอ้มดว้ยสารละลายเอธิเดียมโบรไมด ์และดูแถบดีเอน็เอภายใตแ้สงอลัตราไวโอเลต 

 
6.2 การตรวจสอบการมีอยูข่องยนี EPSPs ในแคลลสัสบูด่  าท่ีคาดวา่ไดรั้บการถ่ายยนีโดย

เทคนิค Southern PCR hybridization 
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6.2.1 การเตรียมดีเอน็เอตรวจสอบ (probe) ส าหรับท าปฏิกิริยา hybridization ดว้ย
เทคนิค PCR Labeling 

 
         ใชพ้ลาสมิด pCAM-EPSPs 1304 เป็นดีเอ็นเอตน้แบบในการเตรียมดีเอน็เอ

ตรวจสอบโดยใชพ้ลาสมิดความเขม้ขน้ 100 นาโนกรัมต่อไมโครลิตร ปริมาตร 2 ไมโครลิตร และ
ใชไ้พรเมอร์ท่ีจ าเพาะส าหรับยนี EPSPs และติดฉลากดีเอ็นเอตรวจสอบดว้ย PCR DIG Labeling kit  
(บริษทั Roche Applied Science) ใชอุ้ณหภูมิและเวลาเช่นเดียวกบัปฏิกิริยาพีซีอาร์ ท่ีใชใ้นการ
ตรวจสอบยนี ในขอ้ท่ี 6.1.2 

 
  6.2.2 การเตรียมแผน่ไนลอนเมมเบรนส าหรับการตรวจสอบการมีอยูข่องยนี 
EPSPs ในจีโนมของแคลลสัสบู่ด า โดยเทคนิค Southern PCR hybridization 

 
         หลงัจากการตรวจสอบผลการมีอยูข่องยนี EPSPs ดว้ยเทคนิคพีซีอาร์ และ

แยกแถบดีเอน็เอดว้ยวธีิอิเล็กโตรโฟรีซีสและตรวจดูแผน่เจลดว้ย UV-transilluminator แลว้จึงยา้ย   
ดีเอ็นเอไปยงัไนลอนเมมเบรน (Hybond-N+ บริษทั Amersham Biosciences) ซ่ึงมีขั้นตอนคือ ลา้ง
แผน่เจลดว้ยสารละลาย depurination (0.25 M HCl) ปริมาตร 200 มิลลิลิตร ท่ีอุณหภูมิหอ้ง นาน 10 
นาที เทสารละลายทิ้งแลว้ลา้งเจลดว้ยน ้าดีไอออนไนซ์ท่ีผา่นการน่ึงฆ่าเช้ือแลว้ จากนั้นปรับสภาพดี
เอน็เอโดยแช่เจลในสารละลาย denaturation (0.5 M NaOH และ 1.5 M NaCl) ปริมาตร 200 
มิลลิลิตร ท่ีอุณหภูมิหอ้งนาน 15 นาที เทสารละลายทิ้งแลว้ท าซ ้ าขั้นตอนน้ีอีกคร้ัง แลว้จึงลา้งเจล
ดว้ยน ้าดีไอออนไนซ์ท่ีน่ึงฆ่าเช้ือแลว้ จากนั้นเติมสารละลาย neutralization (0.5 M Tris-HCl; pH 
7.5 และ 1.5 M NaCl) เขยา่เบา ๆ ท่ีอุณหภูมิห้องนาน 15 นาที เทสารละลายทิ้งแลว้ท าซ ้าขั้นตอนน้ี
อีกรอบ ลา้งเจลดว้ยน ้าดีไอออนไนซ์ท่ีน่ึงฆ่าเช้ือแลว้ 

 
          เตรียมชุดอุปกรณ์ส าหรับยา้ยดีเอ็นเอจากเจลมาบนไนลอนเมมเบรนโดยวาง

กระดาษ Whatmam 3 MM ใชเ้ป็นสะพานในอ่างท่ีมีสารละลาย 10X SSC (0.3 M sodium citrate 
และ 3 M NaCl) น าเจลท่ีไดจ้ากขั้นตอนดา้นบนมาแช่ในสารละลาย 10X SSC ปริมาตร 200 
มิลลิลิตร ท่ีอุณหภูมิหอ้ง นาน 10 นาที แลว้น าแผน่เจลวางคว  ่าหนา้ลงบนกระดาษ Whatman 3 MM 
จากนั้นน าไนลอนเมมเบรนวางบนแผน่เจล วางทบัดว้ยกระดาษ 3MM จ  านวน 3 แผน่ แลว้วางทบั
ดว้ยกระดาษซบัหลาย ๆ ชั้นใหมี้ความหนา 20 เซนติเมตร จากนั้นวางวตัถุท่ีมีน ้าหนกัประมาณ 500 
กรัม ทบับนกระดาษซบัอีกคร้ังตั้งทิ้งไวท่ี้อุณหภูมิหอ้ง นาน 18 ชัว่โมงเพื่อใหแ้ถบดีเอ็นเอ
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เคล่ือนยา้ยจากแผน่เจลข้ึนมาติดอยูบ่นไนลอนเมมเบรน จากนั้นลอกไนลอนเมมเบรนออกจากเจล
แลว้น ามาแช่ในสารละลาย 2X SSC นาน 3 นาที ผึ่งไนลอนเมมเบรนใหแ้หง้ แลว้น าไปอบท่ี
อุณหภูมิ 80 องศาเซลเซียส นาน 2 ชัว่โมง เพื่อตรึงดีเอ็นเอใหติ้ดกบัไนลอนเมมเบรนและน าไปท า
ปฏิกิริยา hybridization ต่อไป 

 
6.2.3 การท าปฏิกิริยา hybridization   

     
          น าไนลอนเมมเบรนท่ีไดจ้ากขอ้ 6.2.2 มา pre-hybridization ในสารละลาย 

hybridization (5X SSC, 0.1 % N-lauroylsarcosine, 0.02 % SDS และ 1X blocking solution) โดย
เติมสารละลาย hybridization ลงในหลอด hybridization ท่ีใส่ไนลอนเมมเบรน ใชป้ริมาตร
สารละลาย 10 มิลลิลิตร ต่อพื้นท่ีไนลอนเมมเบรน 100 ตารางเซนติเมตร บ่มท่ีอุณหภูมิ 65         
องศาเซลเซียส นาน 30 นาที จากนั้นน าดีเอ็นเอตรวจสอบท่ีไดจ้ากขอ้ 6.2.1 ปริมาตร 5 ไมโครลิตร 
ใส่ลงในหลอดไมโครเซนตริฟิวจท่ี์มีน ้ากลัน่ปริมาตร 50 ไมโครลิตร แลว้น าไปตม้ท่ีอุณหภูมิ 100 
องศาเซลเซียส นาน 8 นาที แลว้แช่ในน ้าแขง็ทนัที จากนั้นเติมสารละลาย hybridization ปริมาตร 1 
มิลลิลิตร ลงในหลอดดงักล่าว แลว้จึงน าสารละลายท่ีไดท้ั้งหมดไปเติมลงในหลอด hybridization ท่ี
มีไนลอนเมมเบรนอยูเ่พื่อท าปฏิกิริยา hybridization โดยบ่มท่ีอุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส นาน 16 
ชัว่โมง 

 
6.2.4 การตรวจสอบผลการ hybridization 

 
         น าไนลอนเมมเบรนท่ีผา่นการ hybridization จากขอ้ 6.2.3 มาลา้งดว้ย

สารละลาย low stringency buffer (2x SSC, 0.1 % SDS) โดยเติมสารละลายใหท้่วมไนลอน        
เมมเบรน เขยา่เบา ๆ ท่ีอุณหภูมิหอ้ง นาน 5 นาที แลว้เทสารละลายทิ้งและท าซ ้ า 2 คร้ัง แลว้ลา้งดว้ย
สารละลาย high stringency buffer (0.1x SSC, 0.1 % SDS) โดยเขยา่เบา ๆ ท่ีอุณภูมิห้อง นาน 15 
นาที ท าซ ้ า 2 คร้ัง แลว้จึงลา้งไนลอนเมมเบรนดว้ยสารละลาย washing buffer (1x maleic acid 
buffer, 0.3 % Tween 20) เขยา่ท่ีอุณหภูมิห้อง นาน 2 นาที แลว้เทสารละลายทิ้ง เติมสารละลาย 1x 
blocking solution ท่ีไดจ้ากการเจือจาง 10x blocking solution ดว้ย maleic acid buffer ในอตัราส่วน 
1 : 10 ปริมาตร 25 มิลลิลิตร น าไปเขยา่เบา ๆ บนเคร่ืองเขยา่ท่ีอุณหภูมิห้อง นาน 30 นาที แลว้น า
ไนลอนเมมเบรนไปแช่ในสารละลาย anti-digoxigenin conjugate alkaline phosphate ท่ีเจือจาง       
1 : 10,000 ส่วนในสารละลาย blocking solution เขยา่เบา ๆ ท่ีอุณหภูมิห้อง นาน 30 นาที ลา้ง
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ไนลอนเมมเบรนดว้ย washing buffer 2 คร้ัง คร้ังละ 15 นาที แลว้ปรับสภาพไนลอนเมมเบรนดว้ย
การแช่ใสารละลาย detection buffer (0.1 M Tris-HCl, 0.1 M NaCl (ปรับ pH ใหเ้ท่ากบั 9.5 ดว้ย 
NaOH)) นาน 3 นาที โดยไม่ตอ้งเขยา่ ยา้ยไนลอนเมมเบรนมาวางบนแผน่พลาสติก ผสมสารละลาย 
chemiluminescent substrate (CDP starTM) เขา้กบั detection buffer ในอตัราส่วน 1 : 500 ปริมาตร 1 
มิลลิลิตร แลว้น าไปเกล่ียลงบนไนลอนเมมเบรนใหท้ัว่ วางไนลอนเมมเบรนไวใ้นท่ีมืด นาน 1 นาที 
แลว้จึงรีดเอาสารละลายส่วนเกินทิ้ง น าไนลอนเมมเบรนไปประกบกบัแผน่ฟิลม์โดยท าในหอ้งมืด 
นาน 60 นาที เม่ือครบก าหนดจึงลา้งฟิลม์ดว้ยสารละลาย developer และ fixer แลว้ตรวจดูภาพท่ี
ปรากฏบนฟิลม์ 

 
7. สถานทีท่ าการทดลอง 

 
หอ้งปฏิบติัการการเพาะเล้ียงเซลล ์เน้ือเยือ่พืช และ การถ่ายยนี ศูนยเ์ทคโนโลยชีีวภาพ

เกษตร มหาวทิยาลยัเกษตรศาสตร์ วทิยาเขตก าแพงแสน จงัหวดันครปฐม 
 

8. ระยะเวลาท าการทดลอง 
 

 ท าการทดลองระหวา่ง เดือนสิงหาคม พ.ศ. 2552 ถึง เดือนมกราคม พ.ศ. 2555 
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ผลและวจิารณ์ 

 
1. การเพาะเลีย้งเนือ้เยือ่สบู่ด าเพือ่ให้เกดิเป็นต้นทีส่มบูรณ์ 

 
จากการเพาะเล้ียงกา้นใบอ่อนของสบู่ด าบนอาหารแขง็สูตร MS (Murashige and Skoog, 

1962) ท่ีมี thidiazuron (TDZ) ความเขม้ขน้ 0.18 ไมโครโมลาร์ ในสภาพมีแสง 56 ไมโครโมลต่อ
ตารางเมตรต่อวนิาที ช่วงแสง 16 ชัว่โมงต่อวนั อุณหภูมิ 25±2 องศาเซลเซียส พบวา่ หลงัจาก
เพาะเล้ียงนาน 2 สัปดาห์ เน้ือเยือ่มีการเจริญเติบโตและขยายขนาด โดยมีแคลลสัสีเขียวอ่อนเกิดข้ึน
บริเวณรอยตดัทั้งสองดา้น โดยแคลลสัท่ีเกิดจากบริเวณรอยตดัดา้นโคนกา้นใบมีการเจริญเติบโต
และขยายขนาดไดร้วดเร็วกวา่บริเวณรอยตดัดา้นปลายกา้นใบ เม่ือเพาะเล้ียงไดป้ระมาณ 6-8 
สัปดาห์ แคลลสัมีการขยายขนาดใหญ่ข้ึน มีทั้งสีเขียวอ่อนและสีเขียวเขม้ ลกัษณะผวิขรุขระ และ
เกาะกนัแน่นเป็นแคลลสัชนิด compact callus และมีบางส่วนท่ีฉ ่าน ้า อ่อนนุ่มมีลกัษณะเป็น friable 
callus ซ่ึงเป็นแคลลสัท่ีไม่สามารถพฒันาเป็นตน้ได ้นอกจากเน้ือเยื่อจะพฒันาเป็นแคลลสัแลว้ ยงั
พบวา่มีการเกิดยอดอ่อนข้ึนอีกดว้ย แต่ยอดท่ีไดมี้ขนาดเล็กและไม่สมบูรณ์ (ภาพท่ี 4) นอกจากน้ียงั
พบวา่ในระหวา่งการเพาะเล้ียง เน้ือเยือ่มีการปลดปล่อยสารในกลุ่ม phenolic compound ออกมา ท า
ใหอ้าหารเพาะเล้ียงบริเวณ  รอบ ๆ เน้ือเยือ่มีการเปล่ียนเป็นสีน ้าตาล เน่ืองจากเอนไซม ์phenol 
oxidase หรือ tyrosinase ท าปฏิกิริยากบัอากาศหรือสารในกลุ่ม auxin หรือ cytokinin ท าใหเ้กิดสาร
สีน ้าตาลและไปขดัขวางการเจริญเติบโตของเน้ือเยือ่พืช (อารีย,์ 2541) 

 
ทั้งน้ี Fellman et al. (1987) รายงานวา่ TDZ เป็นสารประกอบประเภท phenyl urea 

สามารถช่วยกระตุน้การเกิดเน้ือเยื่อเจริญเม่ือใชใ้นระดบัความเขม้ขน้ต ่า และ Junyan et al. (1994) 
รายงานวา่ TDZ สามารถชกัน าใหเ้กิดการพฒันาของแคลลสั ท าลายการพกัตวัของตา และส่งเสริม
การเกิด organogenesis ของ Cayratia japonica นอกจากน้ียงัมีรายงานการกระตุน้การเกิดเน้ือเยือ่
เจริญในพืชชนิดอ่ืน ไดแ้ก่ Malus domestica (Van Nieuwkerk et al., 1986; Wang et al., 1986) 
Carica pentagona (Zhou and Collet, 1989), และ Rubus sp. (Fiola et al., 1990) เป็นตน้ 

 
เม่ือยา้ยแคลลสัชนิด compact callus ไปเพาะเล้ียงบนอาหารแขง็สูตร MS ท่ีมี BA ความ

เขม้ขน้ 0.88 ไมโครโมลาร์ นาน 4 สัปดาห์ พบวา่ สามารถชกัน าใหเ้กิดยอดจ านวนมาก แต่ยอดท่ีได้
มีลกัษณะสั้น (ภาพท่ี 4) ทั้งน้ี Shah et al. (2010) รายงานวา่ การเพาะเล้ียงยอดของสบู่ด าบนอาหาร
แขง็สูตร MS ท่ีมี 6-benzyl amino purine (BAP) ความเขม้ขน้ 0.5 มิลลิกรัมต่อลิตร ร่วมกบั 



34 
 

gibberellic acid (GA3) ความเขม้ขน้ 0.25 มิลลิกรัมต่อลิตร สามารถชกัน าใหย้อดยดืยาวไดดี้ ซ่ึง
สามารถน ามาใชเ้ป็นแนวทางในการแกไ้ขปัญหายอดท่ีมีลกัษณะสั้นของสบู่ด าได ้
 

      

        
 
ภาพที ่4  การเพาะเล้ียงเน้ือเยื่อสบู่ด าพนัธ์ุโคราชในสภาพมีแสง 56 ไมโครโมลต่อตารางเมตร         

 ต่อวินาที ช่วงแสง 16 ชัว่โมงต่อวนั อุณหภูมิ 25±2 องศาเซลเซียส 
 

ก. กา้นใบอ่อนหลงัจากถูกตดัใหเ้ป็นท่อนยาวประมาณ 0.5 เซนติเมตร 
ข. ลกัษณะแคลลสัสบู่ด าหลงัเพาะเล้ียงบนอาหารแขง็สูตร MS ท่ีมี TDZ ความ   
     เขม้ขน้ 0.18 ไมโครโมลาร์ นาน 2 สัปดาห์ 
ค. ลกัษณะแคลลสัสบู่ด าหลงัเพาะเล้ียงบนอาหารแขง็สูตร MS ท่ีมี TDZ ความ 
    เขม้ขน้ 0.18 ไมโครโมลาร์ นาน 8 สัปดาห์ 

  ง. ลกัษณะยอดอ่อนหลงัจากการน าแคลลสัไปเพาะเล้ียงบนอาหารแขง็สูตร MS ท่ี 
    มี BA ความเขม้ขน้ 0.88 ไมโครโมลาร์ นาน 4 สัปดาห์ 

  จ. ตน้สบู่ด าหลงัจากการตดัยอดมาเพาะเล้ียงบนอาหารแข็งสูตร MS ท่ีมี BA   
                    ความเขม้ขน้ 0.88 ไมโครโมลาร์ นาน 8 สัปดาห์ 

 
 

 ก.  ข.  ค. 

   จ.   ง.  
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2. การศึกษาผลของสารปฏิชีวนะ cefotaxime ต่อการก าจัดเช้ืออะโกรแบคทเีรียมและการ
เจริญเติบโตของแคลลสัสบู่ด า 

 
โดยปกติภายหลงัจากการถ่ายยนีโดยใชเ้ช้ืออะโกรแบคทีเรียมจ าเป็นตอ้งมีการก าจดัเช้ือ

ออกจากช้ินเน้ือเยือ่พืช ซ่ึงสารปฏิชีวนะท่ีนิยมใช ้คือสารปฏิชีวนะ cefotaxime  แต่การเติมสาร
ปฏิชีวนะ cefotaxime ลงในอาหารเพาะเล้ียงเน้ือเยื่อนั้นอาจส่งผลกระทบต่อการเจริญเติบโตของ
เน้ือเยือ่พืชได ้ดงันั้น จึงไดมี้การศึกษาถึงระดบัความเขม้ขน้ของสารปฏิชีวนะ cefotaxime ท่ี
เหมาะสม เพื่อน ามาใชก้ าจดัเช้ืออะโกรแบคทีเรียมภายหลงัการถ่ายยนีไดอ้ยา่งมีประสิทธิภาพและมี
ผลเชิงลบต่อการเจริญเติบโตของเน้ือเยื่อพืชนอ้ยท่ีสุด 

 
สารปฏิชีวนะ cefotaxime เป็นสารปฏิชีวนะในกลุ่ม cephalosporins ซ่ึงเป็นสารก่ึง

สังเคราะห์ท่ีมีโครงสร้างทางเคมีประกอบดว้ย 4-membered -lactam ring เช่นเดียวกบักลุ่ม 
penicillins ใชรั้กษาโรคติดเช้ือในระบบต่าง ๆ ของร่างกายไดอ้ยา่งกวา้งขวาง มีฤทธ์ิครอบคลุมเช้ือ
แบคทีเรียไดท้ั้งแกรมบวกและแกรมลบ โดยออกฤทธ์ิเป็น bactericidal ต่อเช้ือแบคทีเรีย เหมือนยา
ในกลุ่ม penicillins  มีโครงสร้างคลา้ย alanine residue ซ่ึงแยง่จบักบัเอนไซม ์transpeptidase แทน 
alanine residue ของ peptidoglycan สายแรก ท าใหย้บัย ั้งการเกิด cross link กบั peptidoglycan สายท่ี
สอง ซ่ึงเป็นขั้นตอนสุดทา้ยของกระบวนการสร้างผนงัเซลลข์องเช้ือแบคทีเรีย ส่งผลใหเ้ช้ือมีผนงั
เซลลท่ี์ไม่สมบูรณ์ โดยเอนไซมท่ี์ถูกยบัย ั้งโดยยาในกลุ่ม penicillins และ cephalosporins น้ีอาจเรียก
รวม ๆ วา่ penicillin-binding proteins (PBPs) (ปรีชา และสุทธิพร, 2549) 

 
2.1 การศึกษาผลของสารปฏิชีวนะ cefotaxime ในการก าจดัเช้ืออะโกรแบคทีเรียม 
  
      จากการทดลองเพาะเล้ียงแคลลสัท่ีผา่นการปลูกเช้ืออะโกรแบคทีเรียมสายพนัธ์ุ 

EHA105 บนอาหารสูตรชกัน าแคลลสัท่ีมีสารปฏิชีวนะ cefotaxime ความเขม้ขน้ 0  100  200  300 
หรือ 400 มิลลิกรัมต่อลิตร โดยใชแ้คลลสัจ านวนซ ้ าละ 5 ช้ินในแต่ละความเขม้ขน้ ท าการทดลอง 3 
ซ ้ า แลว้สังเกตการเจริญเติบโตของเช้ืออะโกรแบคทีเรียม พบวา่ การเพาะเล้ียงบนอาหารท่ีไม่เติม
สารปฏิชีวนะ cefotaxime มีเช้ือเจริญข้ึนอยูร่อบ ๆ และปกคลุมบนช้ินเน้ือเยือ่ทุกช้ินภายในสัปดาห์
แรก ส่วนอาหารท่ีเติมสารปฏิชีวนะ cefotaxime ความเขม้ขน้ 100 มิลลิกรัมต่อลิตร หลงัจาก
เพาะเล้ียงไดน้าน 1 สัปดาห์ พบเช้ือเร่ิมเจริญข้ึนอยูบ่ริเวณรอบ ๆ ช้ินเน้ือเยือ่บางช้ิน และเจริญจนปก
คลุมช้ินเน้ือเยือ่ทั้งช้ินเม่ือเพาะเล้ียงต่อไปจนครบ 2 สัปดาห์ (ภาพท่ี 6) โดยมีเปอร์เซ็นตช้ิ์นเน้ือเยือ่ท่ี



36 
 

ติดเช้ือ 33.33 เปอร์เซ็นต ์(ภาพท่ี 5) ส่วนท่ีเพาะเล้ียงบนอาหารท่ีเติมสารปฏิชีวนะ cefotaxime ความ
เขม้ขน้ 200  300 หรือ 400 มิลลิกรัมต่อลิตร ไม่พบการเจริญของเช้ืออะโกรแบคทีเรียม แสดงวา่สาร
ปฏิชีวนะ cefotaxime ความเขม้ขน้ตั้งแต่ 200 มิลลิกรัมต่อลิตร สามารถใชก้ าจดัเช้ืออะโกร
แบคทีเรียม ออกจากแคลลสัสบู่ด าภายหลงัจากการถ่ายยนีได ้ซ่ึงผลดงักล่าวเป็นไปท านองเดียวกบั
การทดลองของ สุรีรัตน์ (2553) ท่ีพบวา่ การใชส้ารปฏิชีวนะ cefotaxime ความเขม้ขน้ 200 
มิลลิกรัมต่อลิตร เป็นความเขม้ขน้ท่ีสามารถยบัย ั้งการเจริญของเช้ืออะโกรแบคทีเรียมสายพนัธ์ุ 
AGL-1 และเอม็บริโอเจนิคแคลลสัของปาลม์น ้ามนัสามารถพฒันาและสร้างโซมาติกเอม็บริโอได ้

 
2.2 การศึกษาผลของสารปฏิชีวนะ cefotaxime ต่อการเจริญเติบโตของแคลลสัสบู่ด า 

  
      จากการทดลองเพาะเล้ียงแคลลสัสบู่ด าขนาดประมาณ 0.5 เซนติเมตร บนอาหารสูตร

ชกัน าแคลลสัท่ีมีสารปฏิชีวนะ cefotaxime ความเขม้ขน้ 0  100  200  300 หรือ 400 มิลลิกรัมต่อลิตร 
โดยใชแ้คลลสัจ านวนซ ้ าละ 5 ช้ินในแต่ละความเขม้ขน้ ท าการทดลอง 3 ซ ้ า แลว้สังเกตการ
เจริญเติบโตของแคลลสัหลงัจากเพาะเล้ียงนาน 4 สัปดาห์ พบวา่ แคลลสัสบู่ด าทุกช้ินสามารถ
เจริญเติบโตไดเ้ป็นปกติบนอาหารสูตรชกัน าแคลลสัท่ีเติมสารปฏิชีวนะ cefotaxime ในทุกระดบั
ความเขม้ขน้ (ภาพท่ี 7) เม่ือยา้ยแคลลสัมาเพาะเล้ียงต่อบนอาหารสูตรชกัน าแคลลสัท่ีปราศจากสาร
ปฏิชีวนะ cefotaxime นาน 4 สัปดาห์ แลว้ยา้ยมาเพาะเล้ียงต่อบนอาหารสูตรชกัน ายอดนาน 6 
สัปดาห์ พบวา่ แคลลสัสบู่ด าท่ีผา่นการเพาะเล้ียงบนอาหารแขง็สูตรท่ีเติมสารปฏิชีวนะ cefotaxime 
ทุกระดบัความเขม้ขน้สามารถเจริญและพฒันาเป็นยอดได ้(ภาพท่ี 8) โดยมีจ านวนยอดเฉล่ียไม่
แตกต่างกนัทางสถิติ (ตารางท่ี 1) สอดคลอ้งกบัการทดลองของ Li et al. (2007) ท่ีรายงานไวว้า่ การ
ใชส้ารปฏิชีวนะ cefotaxime ความเขม้ขน้ 500 มิลลิกรัมต่อลิตร ไม่มีผลยบัย ั้งการเกิดแคลลสัและ
ยอดจากช้ินส่วนใบเล้ียงของสบู่ด า ซ่ึงผลท านองเดียวกนัน้ีพบไดใ้นพืชอ่ืน เช่น สุรีรัตน์ (2553) ท่ี
พบวา่ การเพาะเล้ียงเอม็บริโอเจนิคแคลลสัของปาลม์น ้ามนับนอาหารท่ีเติมสารปฏิชีวนะ 
cefotaxime ความเขม้ขน้ 100-400 มิลลิกรัมต่อลิตร ส่งผลใหเ้อม็บริโอเจนิคแคลลสัสามารถพฒันา
ไปเป็นโซมาติกเอม็บริโอได ้แต่เปอร์เซ็นตก์ารสร้างโซมาติกเอม็บริโอและจ านวนโซมาติก
เอม็บริโอลดลงเม่ือเพาะเล้ียงบนอาหารท่ีเติมสารปฏิชีวนะความเขม้ขน้สูงข้ึน  

 
      กญัจนา และคณะ (2549) เพาะเล้ียงแคลลสัของถัว่ฮามาตา้บนอาหารท่ีเติมสาร

ปฏิชีวนะ cefotaxime ความเขม้ขน้ 100-600 มิลลิกรัมต่อลิตร พบวา่ ความเขม้ขน้ของ cefotaxime 
ไม่เกิน 500 มิลลิกรัมต่อลิตรไม่มีผลท าใหแ้คลลสัตาย และมีเปอร์เซ็นตก์ารพฒันาเป็นยอดโดยเฉล่ีย
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ของแคลลสัไม่แตกต่างกนัทางสถิติ และ Mittal et al. (2009) พบวา่ การใชส้ารปฏิชีวนะ cefotaxime 
ความเขม้ขน้ 500 มิลลิกรัมต่อลิตร นอกจากจะช่วยเพิ่มจ านวนโซมาติกเอม็บริโอของออ้ยแลว้ยงั
เพิ่มความสามารถในการเกิดยอดอีกดว้ย แต่ถา้ใชส้ารปฏิชีวนะ cefotaxime ความเขม้ขน้มากกวา่ 
500 มิลลิกรัมต่อลิตร กลบัส่งผลใหจ้  านวนของโซมาติกเอ็มบริโอและความสามารถในการเกิดยอด
ลดลง  

 
       นอกจากน้ียงัมีรายงานวา่การใชส้ารปฏิชีวนะ cefotaxime ความเขม้ขน้ตั้งแต่ 60-100 

มิลลิกรัมต่อลิตร สามารถช่วยส่งเสริมการเกิดแคลลสัไดใ้นพืชหลายชนิด เช่น ขา้วสาลี (Mathias 
and Boyd, 1986)  ขา้วบาร์เลย ์(Mathias and Mukasa, 1987) และขา้วฟ่างไข่มุก (Pius et al., 1993) 
เป็นตน้ แต่ในพืชบางชนิดมีรายงานวา่ สารปฏิชีวนะ cefotaxime มีผลยบัย ั้งการเกิดแคลลสั เช่น ใน
แครอท (Okkels and Pedersen, 1988) 

 

 
ภาพที ่5  ผลของสารปฏิชีวนะ cefotaxime ต่อการยบัย ั้งการเจริญเติบโตของเช้ืออะโกรแบคทีเรียม
  สายพนัธ์ุ EHA105 ภายหลงัการปลูกเช้ือลงบนแคลลสัสบู่ด า และเพาะเล้ียงบนอาหารท่ี 

 เติมสารปฏิชีวนะ cefotaxime นาน 2 สัปดาห์ 
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ภาพที ่6  การเจริญเติบโตของเช้ืออะโกรแบคทีเรียมสายพนัธ์ุ EHA105 หลงัจากปลูกเช้ือ       

 ลงบนแคลลสัสบู่ด า  แลว้เพาะเล้ียงบนอาหารแขง็สูตรชกัน าแคลลสัท่ีมีสารปฏิชีวนะ    
 cefotaxime ท่ีระดบัความเขม้ขน้ต่าง ๆ เพาะเล้ียงในสภาพมีแสง 56 ไมโครโมลต่อตาราง  
 เมตรต่อวนิาที ช่วงแสง 16 ชัว่โมงต่อวนั อุณหภูมิ 25±2 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2 สัปดาห์
  

ก. ความเขม้ขน้ของสารปฏิชีวนะ cefotaxime   0   มิลลิกรัมต่อลิตร 
  ข. ความเขม้ขน้ของสารปฏิชีวนะ cefotaxime 100 มิลลิกรัมต่อลิตร 
  ค. ความเขม้ขน้ของสารปฏิชีวนะ cefotaxime 200 มิลลิกรัมต่อลิตร 
  ง. ความเขม้ขน้ของสารปฏิชีวนะ cefotaxime 300 มิลลิกรัมต่อลิตร 
  จ. ความเขม้ขน้ของสารปฏิชีวนะ cefotaxime 400 มิลลิกรัมต่อลิตร 

 
 
 
 
 
 
 

 

 ก.  ข.  ค. 

 ง.  จ. 
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ภาพที ่7  การเจริญเติบโตของแคลลสัสบู่ด าพนัธ์ุโคราช เม่ือเพาะเล้ียงบนอาหารแขง็สูตร MS ท่ีมี 
 สารควบคุมการเจริญเติบโต TDZ ความเขม้ขน้ 0.18 ไมโครโมลาร์ น ้าตาลซูโครส 30 กรัม  
 ต่อลิตร ร่วมกบัสารปฏิชีวนะ cefotaxime ท่ีระดบัความเขม้ขน้ต่าง ๆ เพาะเล้ียงในสภาพมี 
 แสง 56 ไมโครโมลต่อตารางเมตรต่อวนิาที ช่วงแสง 16 ชัว่โมงต่อวนั อุณหภูมิ 25±2 องศา 
 เซลเซียส นาน 4 สัปดาห์ โดยเปล่ียนอาหารทุก 2 สัปดาห์ 

 
ก. ความเขม้ขน้ของสารปฏิชีวนะ cefotaxime   0   มิลลิกรัมต่อลิตร 

  ข. ความเขม้ขน้ของสารปฏิชีวนะ cefotaxime 100  มิลลิกรัมต่อลิตร 
  ค. ความเขม้ขน้ของสารปฏิชีวนะ cefotaxime 200  มิลลิกรัมต่อลิตร 
  ง. ความเขม้ขน้ของสารปฏิชีวนะ cefotaxime 300  มิลลิกรัมต่อลิตร 
  จ. ความเขม้ขน้ของสารปฏิชีวนะ cefotaxime 400  มิลลิกรัมต่อลิตร 

 
 
 
 
 
 
 

 

 ก.  ข.  ค. 

 ง.  จ. 
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ภาพที ่8  การพฒันาเป็นตน้จากแคลลสัสบู่ด าพนัธ์ุโคราชท่ีผา่นการเพาะเล้ียงบนอาหารสูตรชกัน า  
               แคลลสัท่ีมีสารปฏิชีวนะ cefotaxime ท่ีระดบัความเขม้ขน้ต่าง ๆ นาน 4 สัปดาห์ แลว้ 
               เพาะเล้ียงต่อบนอาหารสูตรชกัน าแคลลสัท่ีปราศจากสารปฏิชีวนะ cefotaxime นาน 4  
              สัปดาห์ จากนั้นยา้ยลงเพาะเล้ียงบนอาหารแขง็สูตร MS ท่ีมีสารควบคุมการเจริญเติบโต  
              BA ความเขม้ขน้ 0.88 ไมโครโมลาร์ น ้าตาลซูโครส 30 กรัมต่อลิตร เพื่อชกัน าใหเ้กิดยอด 
              นาน 6 สัปดาห์ 
 

ก. ความเขม้ขน้ของสารปฏิชีวนะ cefotaxime   0   มิลลิกรัมต่อลิตร 
  ข. ความเขม้ขน้ของสารปฏิชีวนะ cefotaxime 100  มิลลิกรัมต่อลิตร 
  ค. ความเขม้ขน้ของสารปฏิชีวนะ cefotaxime 200  มิลลิกรัมต่อลิตร 
  ง. ความเขม้ขน้ของสารปฏิชีวนะ cefotaxime 300  มิลลิกรัมต่อลิตร 
  จ. ความเขม้ขน้ของสารปฏิชีวนะ cefotaxime 400  มิลลิกรัมต่อลิตร 

 
 
 
 
 
 

 ก.  ข.  ค. 

 ง.   จ. 
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ตารางที ่1  จ านวนยอดเฉล่ียของสบู่ด าพนัธ์ุโคราชท่ีผา่นการเพาะเล้ียงบนอาหารสูตรชกัน า 
                  แคลลสัท่ีมีสารปฏิชีวนะ cefotaxime ท่ีระดบัความเขม้ขน้ต่าง ๆ นาน 4 สัปดาห์  
                  แลว้เพาะเล้ียงต่อบนอาหารสูตรชกัน าแคลลสัท่ีปราศจากสารปฏิชีวนะ cefotaxime นาน  
                  4 สัปดาห์ จากนั้นยา้ยลงเพาะเล้ียงบนอาหารแข็งสูตร MS ท่ีมีสารควบคุมการ 
                  เจริญเติบโต BA ความเขม้ขน้ 0.88 ไมโครโมลาร์ น ้าตาลซูโครส 30 กรัมต่อลิตร เพื่อชกั 
                  น าใหเ้กิดยอดนาน 6 สัปดาห์ 
 
ความเขม้ขน้ของสารปฏิชีวนะ 

cefotaxime (มก./ล.) 
จ านวนช้ินท่ีเกิดยอด (%) จ านวนยอดต่อช้ิน 

0 100 3.47 
100 100 3.20 
200 100 3.27 
300 100 3.40 
400 100 3.33 

F-test - ns 
CV(%) - 41.51 

 
ns: nonsignificant 
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3. การศึกษาผลของสารไกลโฟเสทต่อการเจริญเติบโตของแคลลสัสบู่ด า 
 
 เน่ืองจากพลาสมิดท่ีใชใ้นการทดลองคร้ังน้ีมียนี EPSPs ซ่ึงเป็นยนีท่ีสามารถช่วยใหพ้ืช
ตา้นทานต่อสารก าจดัวชัพืชไกลโฟเสท ดงันั้นจึงไดใ้ชย้นีน้ีเป็นยนีคดัเลือกเน้ือเยือ่พืชท่ีแสดงออก
ในการตา้นทานต่อสารไกลโฟเสท ซ่ึงเป็นสารท่ียบัย ั้งการสังเคราะห์เอนไซม ์                                
5-enolpyruvylshikimate-3-phosphate synthase (EPSPs) โดยเป็นเอนไซมส์ าคญัใน shikimate 
pathway ท่ีใชใ้นการสังเคราะห์กรดอะมิโนท่ีมีโครงสร้างเป็นวงแหวน สารประกอบอ่ืน ๆ รวมทั้ง
วติามิน  สารตั้งตน้ต่าง ๆ ท่ีจ  าเป็นต่อการเจริญเติบโตของพืช (Öz et al., 2009) เม่ือพืชไม่สามารถ
สังเคราะห์สารเหล่าน้ีไดจึ้งท าใหเ้กิดการตายของเซลลพ์ืชในท่ีสุด อยา่งไรก็ตาม การท่ีจะน าสาร
คดัเลือก เช่น สารปฏิชีวนะ หรือสารก าจดัวชัพืชมาใชส้ าหรับคดัเลือกเน้ือเน้ือเยื่อพืชท่ีไดรั้บการถ่าย
ยนีจ าเป็นท่ีจะตอ้งทราบถึงความเขม้ขน้ท่ีเหมาะสมท่ีสามารถท าใหเ้น้ือเยือ่พืชปกติตาย 
 

จากการทดลองเพาะเล้ียงแคลลสัสบู่ด าขนาดประมาณ 0.5 เซนติเมตร บนอาหารสูตรชกัน า
แคลลสัท่ีมีสารไกลโฟเสทความเขม้ขน้ 0  1  2  3 หรือ 4 มิลลิโมลาร์ โดยใชแ้คลลสัจ านวนซ ้ าละ 5 
ช้ินในแต่ละความเขม้ขน้ ท าการทดลอง 3 ซ ้ า แลว้สังเกตการเจริญเติบโตของแคลลสัหลงัจาก
เพาะเล้ียงนาน 4 สัปดาห์ พบวา่อาหารท่ีมีสารไกลโฟเสทความเขม้ขน้ 3 และ 4 มิลลิโมลาร์ ท าให้
แคลลสัทุกช้ินหยดุชะงกัการเจริญเติบโตแลว้เร่ิมเปล่ียนเป็นสีน ้าตาลและตายในท่ีสุดตั้งแต่สัปดาห์
ท่ี 3 ของการเพาะเล้ียง ส่วนการเพาะเล้ียงบนอาหารท่ีมีสารไกลโฟเสทความเขม้ขน้ 1 และ 2      
มิลลิโมลาร์ แคลลสัเร่ิมเปล่ียนเป็นสีน ้าตาลอยา่งชา้ ๆ ตั้งแต่สัปดาห์ท่ี 2 และตายทุกช้ินภายใน
สัปดาห์ท่ี 4 ส่วนแคลลสัท่ีเพาะเล้ียงบนอาหารท่ีไม่เติมสารไกลโฟเสทสามารถเจริญเติบโตไดป้กติ 
(ภาพท่ี 9) ดงันั้นการใชส้ารไกลโฟเสทความเขม้ 1 มิลลิโมลาร์ เป็นความเขม้ขน้ท่ีนอ้ยท่ีสุดท่ี
สามารถท าใหแ้คลลสัตายทั้งหมด จึงเป็นความเขม้ขน้ท่ีเหมาะสมส าหรับน าไปใชใ้นการคดัเลือก
แคลลสัสบู่ด าท่ีมีการแสดงออกของลกัษณะตา้นทานต่อสารไกลโฟเสทภายหลงัจากการถ่ายยนีได ้
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ภาพที ่9  การเจริญเติบโตของแคลลสัสบู่ด าพนัธ์ุโคราช เม่ือเพาะเล้ียงบนอาหารแขง็สูตร MS ท่ีมี  
 สารควบคุมการเจริญเติบโต TDZ ความเขม้ขน้ 0.18 ไมโครโมลาร์ น ้าตาลซูโครส 30       
 กรัมต่อลิตร ร่วมกบัสารไกลโฟเสทท่ีระดบัความเขม้ขน้ต่าง ๆ นาน 4 สัปดาห์ 
 

ก. ความเขม้ขน้ของสารไกลโฟเสท 0 มิลลิโมลาร์ 
  ข. ความเขม้ขน้ของสารไกลโฟเสท 1 มิลลิโมลาร์ 
  ค. ความเขม้ขน้ของสารไกลโฟเสท 2 มิลลิโมลาร์ 
  ง. ความเขม้ขน้ของสารไกลโฟเสท 3 มิลลิโมลาร์ 
  จ. ความเขม้ขน้ของสารไกลโฟเสท 4 มิลลิโมลาร์ 

 

 
 
 
 
 

 ก.  ข.  ค. 

 ง.  จ. 
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4. การศึกษาปัจจัยทีม่ีผลต่อประสิทธิภาพการถ่ายยนีเข้าสู่แคลลสัสบู่ด าโดยเช้ืออะโกรแบคทเีรียม 
 

จากการศึกษาปัจจยัท่ีเหมาะสมต่อการถ่ายยนีเขา้สู่แคลลสัสบู่ด าพนัธ์ุโคราชโดยใชเ้ช้ือ     
อะโกรแบคทีเรียมเป็นพาหะ ซ่ึงบรรจุพลาสมิด pCAM-EPSPs 1304 ท่ีมียนี gus เป็นยนีรายงานผล 
และยนี EPSPs เป็นยนีคดัเลือก วางแผนการทดลองแบบสุ่มสมบูรณ์ (CRD) แต่ละชุดการทดลองมี 
3 ซ ้ าๆ ละ 5 ช้ิน โดยทดสอบปัจจยัท่ีเก่ียวขอ้ง 3 ปัจจยั คือ ความเขม้ขน้ของเช้ืออะโกรแบคทีเรียม  
ระยะเวลาการปลูกเช้ือ และระยะเวลาการเล้ียงร่วมกบัเช้ือ ตรวจสอบการแสดงออกของยนี gus 
แบบชัว่คราวหลงัจากการถ่ายยนี 1 สัปดาห์ โดยวธีิ GUS histochemical assay เม่ือพิจารณาจาก
จ านวนช้ินแคลลสัท่ีติดสีน ้าเงิน พบวา่ ในทุกชุดการทดลองแคลลสัติดสีน ้าเงินทุกช้ิน เม่ือพิจารณา
ผลของระดบัการเจือจางเซลลแ์ขวนลอยเช้ือในอตัราส่วนต่าง ๆ ต่อระดบัคะแนนของพื้นท่ีติดสี    
น ้าเงินบนช้ินแคลลสั พบวา่มีความแตกต่างกนัอยา่งมีนยัส าคญัยิง่ทางสถิติ ทั้งน้ีการท่ีเพิ่มความ
เขม้ขน้ของเช้ือใหสู้งข้ึนในช่วง 1:100-1:20 มีผลท าใหป้ระสิทธิภาพการถ่ายยนีสูงข้ึน แต่เม่ือความ
เขม้ขน้ของเช้ือมากข้ึนตั้งแต่ 1:10 จะมีผลท าใหป้ระสิทธิภาพการถ่ายยนีลดลง ทั้งน้ีระดบัการ       
เจือจางเซลลแ์ขวนลอยเช้ือในอตัราส่วน 1:20 ใหร้ะดบัคะแนนเฉล่ียพื้นท่ีติดสีน ้าเงินสูงท่ีสุดเท่ากบั 
6 คะแนน (ตารางท่ี 2) ซ่ึงเป็นไปในท านองเดียวกนักบัการทดลองปลูกเช้ืออะโกรแบคทีเรียม      
สายพนัธ์ุ LBA4404 เขา้สู่ใบอ่อนสบู่ด าของ Zong et al. (2010) ท่ีพบวา่ การใชเ้ช้ือท่ีความเขม้ขน้สูง 
ๆ มีผลท าให ้pH ของอาหารเปล่ียนแปลงไป ซ่ึงจะส่งผลเสียต่อประสิทธิภาพการถ่ายยนี และในพืช
ชนิดอ่ืนก็มีรายงานไวว้า่การใชเ้ซลลแ์ขวนลอยเช้ือท่ีมีความเขม้ขน้สูงจะส่งผลใหป้ระสิทธิภาพของ
การถ่ายยนีลดลงดว้ยเช่นกนั เช่นใน Melastomataceae spp. (Yong et al., 2006) และใน Juncus     
effuses L. (Xu et al., 2009) แต่ในทางตรงกนัขา้มการใชเ้ช้ือท่ีความเขม้ขน้ต ่ามากเกินไปก็จะท าให้
ความถ่ีของการส่งผา่น T-DNA เขา้สู่เซลลพ์ืชลดลง ดงันั้นประสิทธิภาพของการถ่ายยนีจึงลดลง 
(Mannan et al.,  2009)   
 

ส าหรับผลของระยะเวลาการปลูกเช้ือต่อระดบัคะแนนของพื้นท่ีติดสีน ้าเงินบนช้ินแคลลสั 
พบวา่มีความแตกต่างกนัอยา่งมีนยัส าคญัยิง่ทางสถิติ โดยการปลูกเช้ือนาน 30 และ 40 นาที ใหผ้ลดี
ท่ีสุด และไม่แตกต่างกนัทางสถิติ คือ ใหร้ะดบัคะแนนเฉล่ียพื้นท่ีติดสีน ้าเงินสูงท่ีสุดเท่ากบั 4.27 
คะแนน ส่วนการปลูกเช้ือ 20 และ 10 นาที ท่ีใหร้ะดบัคะแนนเฉล่ียลดลงเป็น 2.73 และ 1.73 
คะแนน ตามล าดบั (ตารางท่ี 3) ทั้งน้ีการใชร้ะยะเวลาการปลูกเช้ือนอ้ยหรือนานเกินไปต่างส่งผลต่อ
ประสิทธิภาพของการถ่ายยนีทั้งส้ิน Mannan  et al. (2009) อธิบายวา่การใชร้ะยะเวลาปลูกเช้ือนอ้ย
จะส่งผลใหจ้ านวนช้ินเน้ือเยื่อพืชท่ีไดรั้บการถ่ายยนีนอ้ยลงไปดว้ย แต่เม่ือใชร้ะยะเวลาปลูกเช้ือนาน
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เกินไปท าใหเ้น้ือเยือ่พืชแช่อยูใ่นอาหารเหลวเป็นเวลานานจนอาจอยูใ่นสภาวะ hypertonic ซ่ึงเป็น
สาเหตุใหเ้กิดการแตกของเซลลพ์ืชได ้หรืออาจท าใหเ้กิดการกระตุน้ของกลไกการป้องกนัตวัของ
เซลลพ์ืชท่ีมากเกินไปจนท าใหเ้ซลลต์าย และส่งผลใหป้ระสิทธิภาพการถ่ายยนีลดลง  
 

เม่ือพิจารณาผลของระยะเวลาการเล้ียงร่วมกบัเช้ือต่อระดบัคะแนนของพื้นท่ีติดสีน ้าเงินบน
ช้ินแคลลสัสบู่ด า พบวา่มีความแตกต่างกนัอยา่งมีนยัส าคญัยิง่ทางสถิติดว้ยเช่นกนั โดยการเล้ียง
ร่วมกบัเช้ือนาน 2 วนั ใหร้ะดบัคะแนนเฉล่ียพื้นท่ีติดสีน ้าเงินสูงท่ีสุดเท่ากบั 4.33 คะแนน รองลงมา
คือการเล้ียงร่วมกบัเช้ือนาน 1 วนั และ 3-4 วนั (ตารางท่ี 4) ซ่ึงผลการทดลองน้ีใหผ้ลในท านอง
เดียวกนักบัการทดลองของ Zong et al. (2010) ท่ีพบวา่การเล้ียงร่วมกบัเช้ือนาน 5 วนั เป็นระยะเวลา
ท่ีเหมาะสมท่ีสุดท่ีใหผ้ลการแสดงออกของยนี gus แบบชัว่คราวสูงท่ีสุด ในขณะท่ีการเล้ียงร่วมกบั
เช้ือนาน 6-7 วนั ส่งผลใหช้ิ้นส่วนใบอ่อนตาย และเม่ือเล้ียงร่วมกบัเช้ือในระยะเวลาสั้นเพียง 2-3 วนั 
พบวา่ใหผ้ลการแสดงออกของยนี gus แบบชัว่คราวนอ้ยกวา่การเล้ียงร่วมนาน 5 วนั ซ่ึงสรุป
แนวโนม้ในท านองเดียวกนัคือ ระยะเวลาการเล้ียงร่วมท่ีสั้นเกินไป หรือนานเกินไปส่งผลเชิงลบต่อ
ประสิทธิภาพการถ่ายยนี แต่อยา่งไรก็ตามจ านวนวนัท่ีเหมาะสมท่ีแตกต่างกนัแมว้า่จะเป็นพืชชนิด
เดียวกนั อาจเน่ืองมาจากการใชส้ายพนัธ์ุพืชท่ีต่างกนั หรือการใชเ้น้ือเยือ่พืชท่ีต่างกนั ซ่ึง Mannan 
and Mirza (2009) อธิบายวา่ เซลลพ์ืชมีความตอ้งการช่วงเวลาส าหรับการน าช้ินดีเอน็เอเป้าหมายเขา้
มารวมตวักบัจีโนมต่างกนั ดงันั้นระยะเวลาการเล้ียงร่วมกบัเช้ือจึงมีความส าคญั และส่งผลต่อ
ประสิทธิภาพของการถ่ายยนี โดยระยะเวลาการเล้ียงร่วมกบัเช้ือท่ีสั้นเกินไปจะลดโอกาสการเขา้ไป
เช่ือมต่อกบัจีโนมพืชของดีเอ็นเอเป้าหมาย ขณะท่ีการใชร้ะยะเวลาท่ีนานเกินไปส่งผลใหเ้น้ือเยือ่พืช
ตายได ้เน่ืองจากเช้ืออะโกรแบคทีเรียมสามารถเจริญเติบโต และเพิ่มปริมาณไดม้ากเกินไปจนแยง่
สารอาหารจากเน้ือเยื่อพืช อยา่งไรก็ตามการเล้ียงร่วมกบัเช้ือนาน 2-3 วนั เป็นระยะเวลาท่ีนิยมใช้
ส าหรับการถ่ายยนีเขา้สู่พืชหลายชนิด เช่นใน กลว้ยไมส้กุลหวาย (Men et al., 2003)  ทานตะวนั 
(Weber et al., 2003) และ Melastomataceae spp. (Yong et al., 2006) 

 
จากการทดลองน้ีพบวา่ ปัจจยัท่ีเหมาะสมท่ีสุดในการถ่ายยนีเขา้สู่แคลลสัของสบู่ด าพนัธ์ุ

โคราช คือ การใชร้ะดบัการเจือจางเซลลแ์ขวนลอยเช้ือในอตัราส่วน 1:20  การปลูกเช้ือนาน 30 นาที 
และการเล้ียงร่วมกบัเช้ือนาน 2 วนั 
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ตารางที ่2  เปอร์เซ็นตจ์  านวนช้ินเน้ือเยือ่ท่ีติดสี และระดบัคะแนนของพื้นท่ีติดสีน ้าเงินบนช้ิน 
    แคลลสั ตรวจสอบการแสดงออกของยนี gus แบบชัว่คราว (transient expression)   
    โดยวธีิ GUS histochemical assay ท่ีระยะเวลา 1 สัปดาห์ หลงัจากการถ่ายยนีเขา้สู่  
    แคลลสัสบู่ด าโดยใชอ้ะโกรแบคทีเรียมสายพนัธ์ุ EHA105 ท่ีมีพลาสมิด pCAM-EPSPs   
    1304 โดยใชร้ะยะเวลาการปลูกเช้ือ 30 นาที และเล้ียงร่วมกบัเช้ือนาน 3 วนั ท่ีระดบัการ    
    เจือจางเซลลแ์ขวนลอยเช้ือในอตัราส่วนต่าง ๆ 
 

ระดบัการเจือจางเซลล์
แขวนลอยเช้ือ 

   จ  านวนช้ินเน้ือเยื่อติดสี (%) คะแนนพื้นท่ีติดสีน ้าเงิน1/ 

                     1:0 100 2.47 d 
                     1:1 100 4.4 bc 
                     1:10 100 5.2 ab 
                     1:20 100                     6.0 a 
                     1:50 100   3.53 cd 

1:100 100 2.87 d 
F-test - ** 

CV(%) - 23.44 
 

**ค่าเฉล่ียมีความแตกต่างอยา่งมีนยัส าคญัยิง่ทางสถิติ (p≤0.01) เม่ือเปรียบเทียบค่าเฉล่ียโดยวธีิ   
   DMRT 
1/ ค่าเฉล่ียท่ีตามดว้ยอกัษรท่ีเหมือนกนัในแนวตั้งไม่มีความแตกต่างกนัทางสถิติ 
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ตารางที ่3  เปอร์เซ็นตจ์  านวนช้ินเน้ือเยือ่ท่ีติดสี และระดบัคะแนนของพื้นท่ีติดสีน ้าเงินบนช้ิน 
    แคลลสั ตรวจสอบการแสดงออกของยนี gus แบบชัว่คราว (transient expression) 
    โดยวธีิ GUS histochemical assay ท่ีระยะเวลา 1 สัปดาห์ หลงัจากการถ่ายยนีเขา้สู่ 
    แคลลสัสบู่ด าโดยใชอ้ะโกรแบคทีเรียมสายพนัธ์ุ EHA105 ท่ีมีพลาสมิด pCAM-EPSPs  
    1304 โดยใชอ้ตัราส่วนการเจือจางเซลลแ์ขวนลอยเช้ือ 1:20 และเล้ียงร่วมกบัเช้ือนาน        
    3 วนั ท่ีระยะเวลาการปลูกเช้ือต่าง ๆ  
 

ระยะเวลาการปลูกเช้ือ (นาที) จ านวนช้ินเน้ือเยือ่ติดสี (%) คะแนนพื้นท่ีติดสีน ้าเงิน1/ 
10 100  1.73 b 
20 100  2.73 b 
30 100 4.27 a 
40 100 4.27 a 

F-test - ** 
CV(%) - 23.12 

 

**ค่าเฉล่ียมีความแตกต่างอยา่งมีนยัส าคญัยิง่ทางสถิติ (p≤0.01) เม่ือเปรียบเทียบค่าเฉล่ียโดยวธีิ  
   DMRT 
1/ ค่าเฉล่ียท่ีตามดว้ยอกัษรท่ีเหมือนกนัในแนวตั้งไม่มีความแตกต่างกนัทางสถิติ 
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ตารางที ่4  เปอร์เซ็นตจ์  านวนช้ินเน้ือเยือ่ท่ีติดสี และระดบัคะแนนของพื้นท่ีติดสีน ้าเงินบนช้ิน 
    แคลลสั ตรวจสอบการแสดงออกของยนี gus แบบชัว่คราว (transient expression) 
    โดยวธีิ GUS histochemical assay ท่ีระยะเวลา 1 สัปดาห์ หลงัจากการถ่ายยนีเขา้สู่ 
    แคลลสัสบู่ด าโดยใชอ้ะโกรแบคทีเรียมสายพนัธ์ุ EHA105 ท่ีมีพลาสมิด pCAM-EPSPs  
    1304 โดยใชอ้ตัราส่วนการเจือจางเซลลแ์ขวนลอยเช้ือ 1:20 และใชร้ะยะเวลาการปลูก 
    เช้ือ 30 นาที ท่ีระยะเวลาเล้ียงร่วมกบัเช้ือต่าง ๆ 
 

ระยะเวลาเล้ียงร่วมกบัเช้ือ (วนั) จ านวนช้ินเน้ือเยือ่ติดสี (%) คะแนนพื้นท่ีติดสีน ้าเงิน1/ 
1 100 2.53 b 
2 100 4.33 a 
3 100 1.06 c 
4 100 1.13 c 

F-test - ** 
CV(%) - 23.05 

 

**ค่าเฉล่ียมีความแตกต่างอยา่งมีนยัส าคญัยิง่ทางสถิติ (p≤0.01) เม่ือเปรียบเทียบค่าเฉล่ียโดยวธีิ  
   DMRT 
1/ ค่าเฉล่ียท่ีตามดว้ยอกัษรท่ีเหมือนกนัในแนวตั้งไม่มีความแตกต่างกนัทางสถิติ 
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5. การถ่ายยนี EPSPs เข้าสู่แคลลสัสบู่ด าพนัธ์ุโคราชโดยใช้เช้ืออะโกรแบคทเีรียม 
 

จากการถ่ายยนี EPSPs เขา้สู่แคลลสัสบู่ด าท่ีผา่นการ preculture บนอาหารสูตรชกัน า
แคลลสันาน 12 ชัว่โมง โดยใชอ้ะโกรแบคทีเรียมท่ีบรรจุพลาสมิด pCAM-EPSPs 1304 เป็นพาหะ 
และใชปั้จจยัท่ีเหมาะสมท่ีสุดตามขอ้ 4. คือ ใชส้ัดส่วนการเจือจางของสารแขวนลอยเช้ือท่ี 1:20 
ปลูกเช้ือนาน 30 นาที และเล้ียงร่วมกบัเช้ือนาน 2 วนั  ภายหลงัจากการถ่ายยนี 1 สัปดาห์ น าแคลลสั
มาคดัเลือกบนอาหารแขง็สูตรชกัน าแคลลสัท่ีมีสารปฏิชีวนะ cefotaxime ความเขม้ขน้ 200 
มิลลิกรัมต่อลิตร และสารไกลโฟเสทความเขม้ขน้ 1 มิลลิโมลาร์ โดยเปล่ียนอาหารทุก 2 สัปดาห์ 
พบวา่เม่ือเพาะเล้ียงจนครบ 4 สัปดาห์ มีแคลลสัท่ีสามารถรอดชีวติบนอาหารคดัเลือกจ านวน 15 ช้ิน 
จากแคลลสัท่ีถ่ายยนีทั้งหมด 500 ช้ิน ซ่ึงคิดเป็นประสิทธิภาพการถ่ายยนีเท่ากบั 3 เปอร์เซ็นต ์ส่วน
แคลลสัท่ีไม่ไดรั้บการถ่ายยนีเน้ือเยือ่เปล่ียนเป็นสีน ้าตาลและตายไป (ภาพท่ี 10)  

 
เม่ือน าแคลลสัสบู่ด าท่ีรอดชีวิตบนอาหารคดัเลือกมาชกัน าใหเ้กิดเป็นตน้บนอาหารแขง็

สูตรชกัน ายอดท่ีปราศจากสารไกลโฟเสทนาน 4 สัปดาห์ พบวา่ แคลลสัจ านวน 6 ช้ินเร่ิมเปล่ียนเป็น
สีน ้าตาลและตายในท่ีสุด ส่วนแคลลสัอีก 9 ช้ินท่ีมีชีวติยงัคงมีสีเขียวปกติ แต่มีการเจริญเติบโตและ
ขยายขนาดชา้ รวมทั้งไม่สามารถชกัน าใหเ้กิดเป็นตน้ได ้ทั้งน้ีอาจจะมีสาเหตุมาจากหลายปัจจยั เช่น 
อายขุองเน้ือเยือ่พืชท่ีเพิ่มข้ึน เน่ืองจากผา่นการเพาะเล้ียงมาเป็นเวลานาน และสารคดัเลือกท่ีใชอ้าจมี
ผลท าใหป้ระสิทธิภาพการเกิดยอดจากแคลลสัลดลง 
 

 การเพาะเล้ียงเน้ือเยือ่พืชเป็นระยะเวลานาน มีรายงานวา่ส่งผลต่อความสามารถในการ    
ชกัน าใหเ้ป็นตน้ภายหลงัจากการถ่ายยนีลดลง (Wang et al., 2005) ซ่ึงอาจเน่ืองมาจากระบบการ   
ชกัน าใหเ้กิดตน้ภายหลงัจากการถ่ายยนีอาจยงัไม่เหมาะสม ซ่ึง สุมนา (2550) ทดลองชกัน าใหเ้กิด
ตน้ของหญา้รูซ่ี (Brachiaria ruziziensis) ซ่ึงพบวา่ ก่อนการถ่ายยนีสามารถชกัน าใหเ้กิดตน้จาก
แคลลสัได ้แต่ภายหลงัจากการถ่ายยนีโดยใชอ้ะโกรแบคทีเรียมเป็นพาหะ พบวา่ ไม่สามารถชกัน า
ใหแ้คลลสัของหญา้รูซ่ีท่ีรอดชีวติพฒันาเป็นตน้ได ้โดยแนะน าวา่ควรมีการศึกษาและพฒันาวธีิการ
ชกัน าใหเ้กิดตน้ไดอ้ยา่งมีประสิทธิภาพมากข้ึน เช่น การพฒันาองคป์ระกอบของสูตรอาหารท่ีใชใ้น
การชกัน าตน้ หรือการเลือกใชช้ิ้นส่วนพืชท่ีเหมาะสม ซ่ึงเม่ือถ่ายยนีแลว้จะสามารถชกัน าใหเ้กิดตน้
ไดอ้ยา่งมีประสิทธิภาพ นอกจากน้ียงัเป็นไปในท านองเดียวกบัการทดลองของ Vogell et al. (2006) 
ท่ีประสบความ ส าเร็จในการถ่ายยนีเขา้สู่แคลลสัหญา้ Brachypodium distachyon จ านวน 10 สาย
พนัธ์ุ แต่พบวา่ ภายหลงัการถ่ายยนีมีเปอร์เซ็นตก์ารเกิดตน้อ่อนจากแคลลสัต ่า โดยเปอร์เซ็นตก์าร
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เกิดตน้ลดลงตามระยะเวลาการเพาะเล้ียงท่ีเพิ่มข้ึน ส่งผลใหป้ระสิทธิภาพในการถ่ายยนีลดลง โดยมี
ประสิทธิภาพในการถ่ายยนีเท่ากบั 0.4-15 เปอร์เซ็นต ์

 
นอกจากปัจจยัท่ีกล่าวแลว้ยงัมีรายงานท่ีเก่ียวขอ้งกบัสารปฏิชีวนะและสารคดัเลือกท่ีอาจ

ส่งผลเสียต่อการชกัน าใหเ้กิดยอดจากแคลลสัอีก เช่น มีรายงานวา่ สารปฏิชีวนะท่ีใชร้ะหวา่งการ
เพาะเล้ียงเน้ือเยื่อและถ่ายยนีมีผลต่อการพฒันาและเจริญเติบโตของเน้ือเยือ่พืชเช่นกนั (Lin et al., 
1995; Nauerby et al., 1997) โดยมีรายงานการใชส้ารปฏิชีวนะ cefotaxime เพื่อก าจดัเช้ืออะโกร
แบคทีเรียมภายหลงัจากการถ่ายยนีติดต่อกนัเป็นเวลานานอาจส่งผลต่อความสามารถในการชกัน า
ใหเ้กิดตน้ของพืชได ้เช่น  Hammerschlag et al. (1997) ทดลองเพาะเล้ียงเน้ือเยือ่แอปเป้ิลบนอาหาร
ท่ีเติมสารปฏิชีวนะชนิดต่าง ๆ ส าหรับใชก้ าจดัเช้ืออะโกรแบคทีเรียมภายหลงัจากการถ่ายยนี 
รวมทั้งสารปฏิชีวนะ cefotaxime พบวา่การใชส้ารปฏิชีวนะความเขม้ขน้ต ่าแต่เป็นระยะเวลานานจะ
มีผลยบัย ั้งการพฒันาและเกิดยอดของแอปเป้ิล โดยการเพาะเล้ียงบนอาหารท่ีเติมสารปฏิชีวนะ 
cefotaxime ความเขม้ขน้ 200 มิลลิกรัมต่อลิตร นาน 52 วนั ส่งผลใหเ้ปอร์เซ็นตก์ารเกิดยอดของ   
แอปเป้ิลลดลงเหลือเพียง 47 เปอร์เซ็นต ์เม่ือเทียบกบัการเพาะเล้ียงบนอาหารท่ีไม่เติมสารปฏิชีวนะ
ท่ีมีเปอร์เซ็นตก์ารเกิดยอดของแอปเป้ิลเท่ากบั 87 เปอร์เซ็นต ์ซ่ึงจากการศึกษาผลของสารปฏิชีวนะ 
cefotaxime ต่อการเจริญเติบโตของแคลลสัสบู่ด าในช่วงแรกของงานวจิยัน้ีตามขอ้ท่ี 2.2 นั้นเป็น
การศึกษาเพียงระยะเวลาสั้นเพียง 4 สัปดาห์ จึงไม่อาจทราบผลระยะยาวของสารปฏิชีวนะ 
cefotaxime ต่อการชกัน าใหเ้กิดตน้ของสบู่ด าเม่ือใชติ้ดต่อกนัเป็นระยะเวลายาวนานได ้

    
นอกจากน้ีการใชส้ารไกลโฟเสทเพื่อคดัเลือกแคลลสัท่ีไดรั้บการถ่ายยนีก็มีรายงานวา่ 

ส่งผลต่อความสามารถในการชกัน าใหเ้กิดตน้ของพืชภายหลงัจากการถ่ายยนีไดเ้ช่นกนั โดย Hu    
et al. (2003) รายงานวา่ สารไกลโฟเสทมีผลไปยบัย ั้งกระบวนการพฒันาและยดืยาวของเน้ือเยือ่
เจริญในระหวา่งคดัเลือกภายหลงัจากการถ่ายยนีของขา้วสาลี ส่วน Öz et al. (2009) รายงานวา่    
การใชส้ารไกลโฟเสทความเขม้ขน้ 5 มิลลิกรัมต่อลิตร ส่งผลใหก้ารเกิดยอดของถัว่ chickpea ลดลง 
เน่ืองจากการใชส้ารไกลโฟเสทความเขม้ขน้สูงตั้งแต่ 5 มิลลิกรัมต่อลิตรข้ึนไปจะท าใหพ้ืชอยูใ่น
สภาวะเครียดและมีการพฒันาของเน้ือเยื่อนอ้ย ซ่ึงพบวา่มีการเกิดตายอดในระยะแรก แต่ตายอดท่ี
ไดไ้ม่สามารถพฒันาเป็นยอดท่ีสมบูรณ์ เช่นเดียวกบั Tong et al. (2010) พบวา่ ปัญหาท่ีพบมาก
ภายหลงัจากการถ่ายยนีคือ เม่ือมีการใชส้ารไกลโฟเสทความเขม้ขน้สูงระหวา่งการคดัเลือกส่งผลให้
มีอตัราการเกิดตน้ท่ีต ่าลงไปดว้ย และยากท่ีจะชกัน าใหเ้กิดตน้โดยผา่นกระบวนการ somatic 
embryogenesis 
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ผลการทดลองถ่ายยนีเขา้สู่สบู่ด าในคร้ังน้ีสอดคลอ้งกบัหลายการทดลองท่ีไม่สามารถ     
ชกัน าใหเ้กิดตน้ภายหลงัจากการถ่ายยนีไดห้รือมีความสามารถในการเกิดตน้ต ่า เช่น Zhao et al. 
(2006) ถ่ายยนี aroA-M1 เพื่อใชเ้ป็นยนีเคร่ืองหมายคดัเลือก เขา้สู่ฝ้ายสายพนัธ์ุ Zhongmian 35 โดย
ใชอ้ะโกรแบคทีเรียมสายพนัธ์ุ LBA4404 หลงัจากเพาะเล้ียงบนอาหารคดัเลือกท่ีเติมสารไกลโฟเสท
ความเขม้ขน้ 500 ไมโครโมลาร์ พบวา่ สามารถชกัน าใหเ้กิดยอดจาก hypocotyl ท่ีไดรั้บการถ่ายยนี
จ านวนเพียง 40 ยอด จากเน้ือเยือ่ท่ีน ามาถ่ายยนีทั้งหมด 1,790 ช้ิน และ Roudsari et al. (2009) 
รายงานวา่ หลงัจากการถ่ายยนีเขา้สู่ plastid ของยาสูบโดยใชพ้ลาสมิด pKCZ ท่ีมียนี EPSPs ดว้ยวธีิ
ยงิอนุภาค พบวา่ ไม่สามารถชกัน าใหย้าสูบเจริญเป็นตน้ท่ีสมบูรณ์ไดบ้นอาหารคดัเลือกท่ีเติมสาร   
ไกลโฟเสททุกความเขม้ขน้ท่ีทดสอบ เน่ืองจากสารไกลโฟเสทมีผลท าให ้plastid เสียหายไปก่อนท่ี
จะแสดงลกัษณะตา้นทาน โดยเม่ือน า plastid ไปส่องภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์อิเล็คตรอน พบวา่
โครงสร้างของไทลาคอยด์และเยือ่หุม้เกิดความเสียหาย  

 
นอกจากน้ีสาเหตุท่ีไม่สามารถชกัน าใหเ้กิดเป็นตน้ภายหลงัจากการถ่ายยนีไดอ้าจ

เน่ืองมาจากสภาพท่ีไม่เหมาะสมของระบบเพาะเล้ียงเน้ือเยื่อภายหลงัจากการเล้ียงร่วมกบัเช้ือ (co-
cultivation) ซ่ึงสอดคลอ้งกบั งานวจิยัของ Arash et al. (2010) รายงานวา่ เน้ือเยือ่พืชท่ีผา่นการเล้ียง
ร่วมกบัเช้ือมีความตอ้งการสารควบคุมการเจริญเติบโตแตกต่างจากเน้ือเยือ่พืชท่ีไม่ไดผ้า่นการเล้ียง
ร่วมกบัเช้ือ โดยจากการทดลองถ่ายยนีเขา้สู่กะหล ่าปลีดว้ยอะโกรแบคทีเรียม พบวา่เม่ือเพาะเล้ียง
เน้ือเยือ่ส่วนปลายยอด และ hypocotyl ท่ีผา่นการถ่ายยนีบนอาหารท่ีเติม 6-benzylaminopurine 
(BAP) ความเขม้ขน้ 2 มิลลิกรัมต่อลิตร ส่งผลใหมี้เปอร์เซ็นตก์ารเกิดยอด จ านวนยอดต่อช้ิน และ
เปอร์เซ็นตย์อดท่ีไดรั้บการถ่ายยนีสูงท่ีสุด ในขณะท่ีเน้ือเยื่อพืชท่ีไม่ไดผ้า่นการถ่ายยนีตอ้งการ BAP 
ความเขม้ขน้เพียง 1 มิลลิกรัมต่อลิตรเท่านั้น ดงันั้นระบบการเพาะเล้ียงเน้ือเยือ่ท่ีเหมาะสมภายหลงั
จากการถ่ายยนีจะสามารถเพิ่มประสิทธิภาพของการชกัน าใหพ้ืชเกิดเป็นตน้ใหม่ท่ีสมบูรณ์ได ้
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ภาพที ่10  ขั้นตอนในการถ่ายยนีเขา้สู่แคลลสัสบู่ด าโดยใชอ้ะโกรแบคทีเรียมสายพนัธ์ุ EHA105 ท่ี 
   มีพลาสมิด pCAM-EPSPs 1304 

 
ก. ลกัษณะของแคลลสัท่ีถูกตดัใหเ้ป็นช้ินส าหรับน ามาใชใ้นการถ่ายยนี 

  ข. ขั้นตอนการปลูกเช้ือ (inoculation) ในการถ่ายยนีเขา้สู่แคลลสัสบู่ด าดว้ย           
                  เช้ืออะโกรแบคทีเรียม 

  ค. การซบัเช้ืออะโกรแบคทีเรียมส่วนเกินออกจากแคลลสัดว้ยกระดาษซบัท่ีผา่น
      การน่ึงฆ่าเช้ือแลว้ 

ง. การเล้ียงร่วมกบัเช้ืออะโกรแบคทีเรียมบนอาหารสูตรชกัน าแคลลสัท่ีมีสาร   
    acetosyringone ความเขม้ขน้ 100 ไมโครโมลาร์ 

  จ. ลกัษณะแคลลสัสบู่ด า ภายหลงัการเพาะเล้ียงบนอาหารคดัเลือกนาน 4 สัปดาห์ 
  ฉ. ลกัษณะแคลลสัสบู่ด าท่ีไมไ่ดรั้บการถ่ายยนีหลงัเพาะเล้ียงบนอาหารคดัเลือก 

     นาน 4 สัปดาห์ 
ช. ลกัษณะแคลลสัสบู่ด าท่ีผา่นการถ่ายยนี เม่ือยา้ยมาเพาะเล้ียงบนอาหารสูตร                    
    ชกัน ายอดนาน 4 สัปดาห์ 

 ก.  ข.  ค. 

 จ. 

 ฉ. 

 ง. 

 ช. 

 ง. 
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6. การตรวจวเิคราะห์สบู่ด าที่ได้รับการถ่ายยีน 
 
 6.1 การตรวจสอบการมีอยูข่องยนีดว้ยเทคนิคพีซีอาร์ (Polymerase Chain Reaction: PCR) 
 

      จากการสกดัจีโนมิคดีเอ็นเอของแคลลสัสบู่ด าท่ีคาดวา่จะไดรั้บการถ่ายยนี ซ่ึงมีชีวิต
รอดไดบ้นอาหารคดัเลือก และจากแคลลสัสบู่ด าท่ีไม่ไดรั้บการถ่ายยนี แลว้น าดีเอน็เอนั้นมา
ตรวจสอบผลการถ่ายยนีดว้ยเทคนิคพีซีอาร์ โดยใชไ้พร์เมอร์ท่ีจ  าเพาะกบัยนี EPSPs  จากนั้นน า
ผลผลิตจากปฏิกิริยาพีซีอาร์มาแยกขนาดดีเอน็เอดว้ยเทคนิคเจลอิเล็คโทรโพรีซีส โดยใชอ้ะกาโรส
เจล 0.8 เปอร์เซ็นต ์จากผลการทดลองพบแถบดีเอ็นเอ ขนาดประมาณ 1,600 คู่เบส ซ่ึงคาดวา่จะเป็น
ส่วนของยนี EPSPs (ภาพท่ี 11 ก) ซ่ึงจากการตรวจสอบผลของแคลลสัสบู่ด าท่ีคาดวา่จะไดรั้บการ
ถ่ายยนีจ านวน 9 โคลน พบโคลนท่ีมีแถบดีเอ็นเอดงักล่าวจ านวน 3 โคลน คือ โคลนท่ี 3  8 และ 9 

 
6.2 การตรวจสอบการมีอยูข่องยนี EPSPs ในแคลลสัสบูด่  าท่ีคาดวา่ไดรั้บการถ่ายยนีโดย

เทคนิค Southern PCR hybridization 
 
      การตรวจสอบผลการมีอยูข่องยนี EPSPs ภายในจีโนมของสบู่ด า โดยน าจีโนมิค           

ดีเอ็นเอท่ีสกดัไดจ้ากแคลลสัสบู่ด าท่ีคาดวา่จะไดรั้บการถ่ายยนีโคลนท่ี 1-9 มาตรวจสอบดว้ย
เทคนิค Southern PCR hybridization โดยการไฮบริไดซ์ดว้ยดีเอ็นเอตรวจสอบ (probe) ของยนี 
EPSPs ท่ีติดฉลากดว้ยสารไร้รังสี digoxigenin (DIG) แลว้น าไนลอนเมมเบรนไปประกบกบั
แผน่ฟิลม์ X-ray นาน 60 นาที ซ่ึงหากมีการเขา้คู่กนัระหวา่งดีเอ็นเอตรวจสอบกบัดีเอ็นเอเป้าหมาย
จากปฏิกิริยาพีซีอาร์จะปรากฏเป็นแถบสีด าบนแผน่ฟิลม์ จากผลการทดลอง พบแถบสีด าบน
แผน่ฟิลม์ตรงกบัแถบดีเอ็นเอของยนี EPSPs ท่ีมีขนาดประมาณ 1,600 คู่เบสในโคลนท่ี 3  8 และ 9 
(ภาพท่ี 11 ข) ซ่ึงมีขนาดเดียวกนักบัแถบดีเอน็เอของยนี EPSPs ท่ีเพิ่มปริมาณโดยใชพ้ลาสมิด 
pCAM-EPSPs 1304 (positive control) และไม่พบแถบสีด าในแคลลสัท่ีไม่รับการถ่ายยนีและน ้า
กลัน่ (negative control) จึงสามารถยนืยนัไดว้า่แถบดีเอน็เอท่ีตรวจพบจากปฏิกิริยาพีซีอาร์เป็นยนี 
EPSPs จริง 
 

      ส าหรับโคลนท่ีตรวจสอบดว้ยเทคนิคพีซีอาร์แลว้ไม่พบแถบดีเอน็เอของยนี EPSPs 
จ านวน 6 โคลน ซ่ึงคิดเป็น 66.67 เปอร์เซ็นตน์ั้น เหตุผลท่ีแคลลสัท่ีไม่ไดรั้บการถ่ายยนีสามารถมี
ชีวติรอดและเจริญเติบโตไดบ้นอาหารคดัเลือก อาจเน่ืองมาจากในระหวา่งการคดัเลือกมีแคลลสั
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บางส่วนท่ีอยูด่า้นบนไม่ไดส้ัมผสักบัอาหารคดัเลือกโดยตรง ส่งผลใหเ้ซลลท่ี์ไม่ไดรั้บการถ่ายยนี
สามารถเจริญเติบโตไดเ้ช่นเดียวกบัเซลลท่ี์ไดรั้บการถ่ายยนี ซ่ึงเรียกปัญหาท่ีเกิดในลกัษณะเช่นน้ีวา่
การ escape ของเน้ือเยือ่ โดยปัญหาน้ีมกัจะพบไดบ้่อยคร้ังในระบบการถ่ายยนีหลาย ๆ การทดลอง 
เช่น Wang et al. (2005) ถ่ายยนี TSase เขา้สู่ออ้ยโดยใชอ้ะโกรแบคทีเรียมสายพนัธ์ุ EHA105 ซ่ึงมี
ยนี bar เป็นยนีคดัเลือก จากการตรวจสอบผลการถ่ายยนีของพืชท่ีผา่นการคดัเลือกบนอาหารท่ีเติม
สาร phosphinothricin (PPT) ดว้ยเทคนิคพีซีอาร์ พบวา่มีเพียง 30 เปอร์เซ็นตข์องพืชท่ีคาดวา่ไดรั้บ
การถ่ายยนีเท่านั้นท่ีพบแถบดีเอน็เอ ส่วนอีก 70 เปอร์เซ็นต ์เป็นพืชท่ี escape จากการคดัเลือก Hoa  
et al. (2008) ถ่ายยนี bar ท่ีถูกบรรจุอยูภ่ายในพลาสมิด pZY 102/pTF 102 เขา้สู่ถัว่เหลืองสายพนัธ์ุ 
PC 19 โดยใชอ้ะโกรแบคทีเรียม เม่ือตรวจสอบพืชท่ีมีชีวติรอดบนอาหารคดัเลือกภายหลงัการถ่าย
ยนีดว้ยเทคนิค Southern analysis พบวา่ 20 เปอร์เซ็นต ์เป็นพืชท่ีไม่ไดรั้บการถ่ายยนี และ Xu et al. 
(2008) ถ่ายยนี CryIA(c) เขา้สู่เอม็บริโอเจนิคแคลลสัของออ้ยดว้ยวธีิยงิอนุภาค โดยใชพ้ลาสมิด 
pGCryIA(c) ท่ีมียนี bar เป็นยนีคดัเลือก แลว้ตรวจสอบผลการถ่ายยนีหลงัการคดัเลือกดว้ยเทคนิค 
nested PCR พบวา่ จากออ้ยทั้งหมด 207 ตน้ มีเพียง 9 ตน้ท่ีตรวจพบแถบดีเอน็เอของยนี CryIA(c) 
ซ่ึงใหเ้หตุผลวา่ การเกิดตน้ escape จ านวนมากอาจเน่ืองมาจากการคดัเลือกแคลลสัท่ีผา่นการถ่ายยนี
ล่าชา้เกินไปจึงส่งผลใหแ้คลลสัออ้ยสามารถตั้งตวัและฟ้ืนฟูตวัเองไดก่้อนท่ีจะน าไปเพาะเล้ียงบน
อาหารคดัเลือก 

 
      Parrott et al. (1989) พบวา่ ภายหลงัการถ่ายยนี zein และยนี nptII โดย A. tumefaciens 

เขา้สู่ใบเล้ียงของถัว่เหลือง พบวา่มีประสิทธิภาพการเกิดตน้ท่ีต ่ามาก เพียง 3 ตน้ เม่ือน าตน้ท่ีไดจ้าก
การคดัเลือกมาตรวจสอบผลการถ่ายยนีดว้ยเทคนิค Southern hybridization กลบัไม่พบการมีอยูข่อง
ยนี zein และยนี nptII ในตน้ท่ีคาดวา่ไดรั้บการถ่ายยนี และ Almeida et al. (2003) ถ่ายยนีโดยใช ้    
A. tumefaciens เขา้สู่ใบเล้ียงของส้ม พบวา่ มีการเจริญเติบโตของตน้ท่ีไม่ไดรั้บการถ่ายยนีบน
อาหารคดัเลือกจ านวนมาก ซ่ึงอธิบายเหตุผลของการตรวจสอบพบเพียงยนี VP1 หรือยีน hpt เพียง
อยา่งเดียวนั้นอาจเกิดจากความไม่เสถียรของ T-DNA ท าใหเ้กิดการจดัเรียงตวักนัใหม่ 
(rearrangement) ของล าดบัเบสท่ีอยูบ่น T-DNA ซ่ึงอาจส่งผลใหเ้กิดการเปล่ียนแปลงในส่วนของ
ยนี VP1 หรือยนี hpt ท าใหไ้ม่สามารถตรวจพบไดโ้ดยวธีิพีซีอาร์ 
 

      นอกจากน้ี Durand-Tardif et al. (1985) รายงานวา่ ภายหลงัจากการถ่ายยนี เม่ือเพาะ 
เล้ียงเน้ือเยื่อพืชต่อไปเป็นระยะเวลานาน และพืชมีการแบ่งเซลลไ์ดเ้ซลลใ์หม่ ท าใหมี้โอกาสท่ียนีท่ี
ถ่ายเขา้ไปบางส่วนขาดจะหายไปในระหวา่งนั้น สังเกตไดจ้ากการกลบัมาตรวจสอบตน้ท่ีเคยตรวจ
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พบยนี เม่ือขยายพนัธ์ุเพิ่มมากข้ึนมีบางตน้ท่ีไดไ้ม่มียนีอยูห่รือตรวจพบเพียงยนีเดียว หรืออาจเกิด
จากการเปล่ียนแปลงล าดบัเบสบางส่วนของยนีท่ีอยูบ่น T-DNA โดยกลไกของแบคทีเรียในขณะท่ี
ส่งถ่ายช้ิน T-DNA เม่ือแทรกเขา้ไปในโครโมโซมของเซลลพ์ืชท าใหไ้ม่สามารถตรวจพบไดโ้ดยวธีิ
พีซีอาร์ 
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      M     N1    N2    P        1      2       3       4       5      6       7       8       9 

 
 

     M     N1    N2       P       1      2      3       4       5      6      7      8      9 

 
 

ภาพที ่11  การตรวจสอบการมีอยูข่องยนี EPSPs จากแคลลสัสบู่ด าท่ีไดรั้บการถ่ายยนีโดยใชเ้ช้ือ     
 อะโกรแบคทีเรียม สายพนัธ์ุ EHA105 เป็นพาหะ ดว้ยเทคนิคพีซีอาร์ (ก.) และ Southern            
 PCR hybridization (ข.)โดยใชไ้พรเมอร์ท่ีจ  าเพาะกบัยนี EPSPs ไดแ้ถบดีเอน็เอขนาด  
 ประมาณ 1,600 คู่เบส เม่ือท าปฏิกิริยาไฮบริไดเซซัน่กบัดีเอน็เอตรวจสอบของยนี EPSPs 

 
   M: ดีเอน็เอมาตรฐาน (GeneRuler™ 1 kb DNA Ladder, Fermentas)  

    N1: dH2O  
    N2: จีโนมิคดีเอน็เอท่ีสกดัไดจ้ากแคลลสัสบู่ด าท่ีไม่ไดรั้บการถ่ายยนี  
    P: พลาสมิด pCAM-EPSPs 1304 (positive control) 

1-9: ผลผลิตจากปฏิกิริยาพีซีอาร์โดยใชจี้โนมิคดีเอ็นเอท่ีสกดัจากแคลลสัสบู่ด าท่ี 
       คาดวา่ไดรั้บการถ่ายยนีเป็นแม่แบบ 

1,600 คู่เบส 

 ก. 

1,600 คู่เบส 

 ข. 

1,500 bp 
2,000 bp 
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สรุปและข้อเสนอแนะ 

 
สรุป 

 
 1. การใชส้ารปฏิชีวนะ cefotaxime ความเขม้ขน้ตั้งแต่ 200 มิลลิกรัมต่อลิตรข้ึนไป สามารถ

ยบัย ั้งการเจริญเติบโตของเช้ืออะโกรแบคทีเรียมสายพนัธ์ุ EHA105 ไดอ้ยา่งมีประสิทธิภาพ 

 

 2. แคลลสัสบู่ด าท่ีเพาะเล้ียงบนอาหารท่ีมีสารปฏิชีวนะ cefotaxime ความเขม้ขน้ตั้งแต่ 100-

400 มิลลิกรัมต่อลิตร เป็นระยะเวลา 4 สัปดาห์ สามารถเจริญเติบโตและพฒันาเป็นยอดไดป้กติ 

ดงันั้น การใชส้ารปฏิชีวนะ cefotaxime ความเขม้ขน้ 200 มิลลิกรัมต่อลิตร จึงเป็นความเขม้ขน้ท่ี

เหมาะสมท่ีสุดส าหรับน ามาใชก้ าจดัเช้ืออะโกรแบคทีเรียมภายหลงัจากการถ่ายยนีเขา้สู่แคลลสั    

สบู่ด า 

 

 3. แคลลสัสบู่ด าไม่สามารถเจริญเติบโตไดบ้นอาหารเพาะเล้ียงท่ีมีสารไกลโฟเสทความ
เขม้ขน้ตั้งแต่ 1-4 มิลลิโมลาร์ ดงันั้นสารไกลโฟเสทความเขม้ขน้ 1 มิลลิโมลาร์ จึงเหมาะส าหรับใช้
ในการคดัเลือกแคลลสัภายหลงัจากการถ่ายยนี 
 

4. การศึกษาปัจจยัท่ีเหมาะสมกบัการถ่ายยนีโดยอาศยัเช้ืออะโกรแบคทีเรียมจากการ 
ตรวจสอบผลการแสดงออกแบบชั่วคราวของยีน gus พบว่า การเจือจางของสารแขวนลอยเช้ือท่ี 
1:20 ใชเ้วลาปลูกเช้ือนาน 30 นาที และเล้ียงร่วมกบัเช้ือนาน 2 วนั ให้ประสิทธิภาพของการถ่ายยีน
สูงท่ีสุด โดยมีค่าเฉล่ียพื้นท่ีแคลลสัสบู่ด าท่ีติดสีน ้ าเงินจากการท า GUS histochemical assay มาก
ท่ีสุด 
 

5. การถ่ายยนีเขา้สู่แคลลสัสบู่ด าพนัธ์ุโคราชโดยใชอ้ะโกรแบคทีเรียมสายพนัธ์ุ EHA105 ท่ี
บรรจุ พลาสมิด pCAM-EPSPs 1304 ซ่ึงมียนี EPSPs เป็นยนีคดัเลือก และยนี gus เป็นยนีรายงานผล 
พบวา่ มีแคลลสัท่ีสามารถมีชีวติรอดบนอาหารคดัเลือกจ านวน 9 ช้ิน แต่เม่ือน าแคลลสัท่ีไดม้า
ตรวจสอบผลการถ่ายยนีดว้ยเทคนิคพีซีอาร์ พบโคลนท่ีมียนี EPSPs จ านวน 3 โคลน และเม่ือน า
โคลนท่ีไดท้ั้งหมดมายืนยนัผลโดยวธีิ Southern PCR hybridization ดว้ยดีเอน็เอตรวจสอบ (probe) 
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ท่ีจ  าเพาะกบัยนี EPSPs พบวา่ มียนี EPSPs อยูจ่ริง แต่แคลลสัของทั้ง 3 โคลน มีการเจริญเติบโต
ค่อนขา้งชา้ และไม่สามารถพฒันาไปเป็นตน้ได ้

 
ข้อเสนอแนะ 

 
จากการถ่ายยนีตา้นทานสารก าจดัวชัพืชเขา้สู่แคลลสัสบู่ด าในคร้ังน้ี ประสบความส าเร็จใน

การศึกษาปัจจยัท่ีมีผลต่อประสิทธิภาพการถ่ายยนีเขา้สู่แคลลสัสบู่ด าโดยเช้ืออะโกรแบคทีเรียม และ
สามารถถ่ายยนีเขา้สู่แคลลสัสบู่ด าได ้แต่ยงัไม่สามารถชกัน าใหเ้กิดเป็นตน้ท่ีสมบูรณ์จากแคลลสั 
สบู่ด าดดัแปลงพนัธุกรรม (transgenic calli) ได ้ซ่ึงเป็นขั้นตอนท่ีมีความส าคญัมากขั้นตอนหน่ึง
ส าหรับการสร้างพืชดดัแปลงพนัธุกรรม  
 
 การพฒันาเทคนิคการถ่ายยนีตา้นสารก าจดัวชัพืชไกลโฟเสทเขา้สู่แคลลสัสบู่ด าในโอกาส
ต่อไปนั้น ควรปรับปรุงระบบการเพาะเล้ียงเน้ือเยือ่ภายหลงัจากการถ่ายยนี โดยควรยา้ยแคลลสัท่ี
รอดชีวติจากการเพาะเล้ียงบนอาหารคดัเลือกท่ีเติมสารไกลโฟเสทมาเพาะเล้ียงบนอาหารสูตรชกัน า
แคลลสัเพื่อเพิ่มปริมาณแคลลสัใหเ้จริญเติบโตก่อนท่ีจะยา้ยไปเพาะเล้ียงลงบนอาหารสูตรชกัน า
ยอดและพฒันาเป็นตน้ท่ีสมบูรณ์ต่อไป 
 

อยา่งไรก็ตามองคค์วามรู้ท่ีไดจ้ากการศึกษาสามารถน าไปใชเ้ป็นขอ้มูลพื้นฐานในการถ่าย
ยนีอ่ืน ๆ หรือการพฒันายนีตา้นทานสารก าจดัวชัพืชเป็นยีนเคร่ือง หมายคดัเลือกต่อไปได ้โดย
จะตอ้งมีการศึกษาและพฒันาระบบคดัเลือก รวมทั้งระบบการเพาะเล้ียงเน้ือเยือ่ภายหลงัจากการถ่าย
ยนีแก่แคลลสัสบู่ด าใหมี้ประสิทธิภาพยิง่ข้ึน หรือการเลือกช้ินส่วนพืชท่ีเหมาะสมส าหรับการถ่าย
ยนีและสามารถชกัน าใหเ้กิดเป็นตน้ท่ีสมบูรณ์ไดดี้กวา่การใชแ้คลลสั ส่ิงเหล่าน้ีลว้นเป็นปัจจยัท่ี
ส าคญัท่ีจะน าไปสู่ความส าเร็จในการถ่ายยนีเขา้สู่พืช 
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GUS histochemical assay ดัดแปลงจาก Jefferson (1987) 
 

1. การเตรียมสารละลายบฟัเฟอร์ 
 
          Final concentration                          Reagent mix 
0.1 M  NaPO4 (pH 7.0)                                      50 mM                                          10 ml 
0.1 M  K3Fe(CN)6    0.5 mM    0.1 ml 
0.1 M  K4Fe(CN)6    0.5 mM    0.1 ml 
0.2 M  Na2EDTA  (pH 7.0)    10 mM    1.0 ml 
dH2O          8.8 ml 
 

2. เตรียม X-gluc substrate โดยชัง่สาร 5-bromo-4-chloro-3-β-d-glucuronide (X-gluc) 
หนกั  5มิลลิกรัม ใส่ในสารละลาย dimethylformamide ปริมาตร 50 ไมโครลิตร ผสมใหเ้ขา้กนัแลว้
เก็บใส่ในหลอดไมโครเซ็นตริฟิวจท่ี์ปราศจากเช้ือ ซ่ึงตอ้งเตรียมใหม่ทุกคร้ังก่อนใชง้าน หรือเตรียม
เป็น stock เก็บไวท่ี้อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส 

 
3. เติม X-gluc substrate ท่ีไดจ้ากขอ้ 2 ทั้งหมดลงในสารละลายบฟัเฟอร์ท่ีเตรียมไดจ้ากขอ้ 

1 ปริมาตร 5-8 มิลลิลิตร 
 
4. เติม Triton X-100 ปริมาตร 1.5-2.4 ไมโครลิตร ลงในสารละลายท่ีเตรียมไดจ้ากขอ้ 3 

น าไปใส่ภาชนะท่ีทึบแสงเก็บท่ีอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส  
 
5. ทดสอบการแสดงออกของยีน gus แบบชัว่คราวโดยเติมสารละลายดงักล่าวให้ท่วมเยื่อ

เยือ่ทดสอบ แลว้บ่มไวท่ี้อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชัว่โมง แลว้สังเกตการเกิดสีน ้ าเงิน
บนเน้ือเยือ่ 
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ตารางผนวกที ่1  จ านวนแคลลสัสบู่ด าท่ีผา่นการถ่ายยนีท่ีรอดชีวิตบนอาหารคดัเลือก               
 ตายระหวา่งการชกัน าใหเ้กิดยอด เจริญเติบโตไดบ้นอาหารสูตรชกัน ายอด   
 และท่ีตรวจพบยนี EPSPs  

 

                          ขั้นตอน จ านวนแคลลสั (ช้ิน) เปอร์เซ็นต ์

แคลลสัท่ีน ามาถ่ายยนี 500 100 
แคลลสัท่ีรอดชีวติบนอาหารคดัเลือก 15 3 
แคลลสัท่ีตายระหวา่งการชกัน าใหเ้กิดยอด 6 1.2 
แคลลสัท่ีเจริญเติบโตไดบ้นอาหารสูตรชกัน ายอด 9 1.8 
แคลลสัท่ีตรวจพบยนี EPSPs 3 0.6 
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ประวตัิการศึกษาและการท างาน 
 

ช่ือ-นามสกุล  นายวชิา  สิงห์ลอ 
วนั เดือน ปี ทีเ่กดิ 20 กนัยายน 2527 
สถานทีเ่กดิ  อ.เมือง จ.พิจิตร 
ประวตัิการศึกษา  วท.บ. (เทคโนโลยชีีวภาพทางการเกษตร) (เกียรตินิยมอนัดบั 1) 

  คณะเกษตร ก าแพงแสน มหาวทิยาลยัเกษตรศาสตร์ วทิยาเขตก าแพงแสน  
  จงัหวดันครปฐม 

ทุนการศึกษาทีไ่ด้รับ บณัฑิตผูช่้วยวจิยั ศูนยค์วามเป็นเลิศดา้นเทคโนโลยชีีวภาพเกษตร  
   ส านกัพฒันาบณัฑิตศึกษาและการวจิยัดา้นวทิยาศาสตร์และเทคโนโลย ี  

ส านกังานคณะกรรมการการอุดมศึกษา กระทรวงศึกษาธิการ 

 
 
 
 

 




