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การถ่ายยนี crtW เขา้สู่ยาสูบ พทิเูนีย และคาลบิรากวั โดยใช้ Agrobacterium 
tumefaciens สายพนัธุ ์EHA105 เพื่อใหพ้ชืสรา้งสารแอสตาแซนทนิ โดยการเลีย้งชิน้ส่วนใบ
พชืรว่มกบั A. tumefaciens (co-cultivation) ในอาหารสูตร MS ทีม่ ีacetosyringone ความ
เขม้ขน้ 20 มลิลกิรมัต่อลติร ในทีม่ดืเป็นเวลา 3 วนั คดัเลอืกชิน้ส่วนพชืทีไ่ดร้บัการถ่ายยนีบน
อาหารคดัเลอืกสตูร MS ทีม่กีานามยัซนิ ความเขม้ขน้ 200 มลิลกิรมัต่อลติร พบว่าชิน้ส่วนใบ
ของยาสบูสามารถเจรญิเกดิเป็นตาพเิศษและชกัน าใหเ้กดิเป็นตน้ได ้ส่วนชิน้ส่วนใบของพ-ิ
ทเูนียและคาลบิรากวัสามารถเจรญิเป็นแคลลสัไดเ้ท่านัน้ ชิน้ส่วนพชืทีไ่ดร้บัการถ่ายยนีมสีสีม้
เมือ่เปรยีบเทยีบกบัชิน้ส่วนพชืทีไ่มไ่ดร้บัการถ่ายยนี มกีารสรา้งแอสตาแซนทนิสะสมในใบ   
ล าตน้ หลอดกลบีดอก กลบีเลีย้งและรงัไขข่องตน้ยาสูบทีไ่ดร้บัการถ่ายยนี และในแคลลสั
ของพทิเูนียและคาลบิรากวั ใบของตน้ยาสูบทีไ่ดร้บัการถ่ายยนีมปีรมิาณสารคลอโรฟิลลเ์อ 
คลอโรฟิลลบ์ ีและแคโรทนีอยดร์วมแตกต่างจากตน้ทีไ่ม่ไดร้บัการถ่ายยนีอยา่งมนียัส าคญั โดย
ใบของตน้ยาสูบทีไ่ดร้บัการถ่ายยนีมปีรมิาณสารคลอโรฟิลลเ์อ คลอโรฟิลลบ์ ีและแคโรทนีอยด์
รวมมากกว่าใบของตน้ทีไ่มไ่ดร้บัการถ่ายยนี ผลการวเิคราะหช์นิดรงควตัถุดว้ยวธิ ีThin layer 
chromatography (TLC) พบสารแอสตาแซนทนิในชิน้ส่วนพชืทีไ่ดร้บัการถ่ายยนี แต่ไมพ่บใน
ชิน้ส่วนพชืทีไ่มไ่ดร้บัการถ่ายยนี ผลการวเิคราะหป์รมิาณสารแอสตาแซนทนิทีพ่บในใบของ
ยาสบูดว้ยวธิ ีHigh-performance liquid chromatography (HPLC) พบปรมิาณสารแอสตา
แซนทนิ 0.496 และ 0.383 มลิลกิรมัต่อน ้าหนกัสดหนึ่งกรมัในใบยาสบูทีไ่ดร้บัการถ่ายยนีตน้ที ่
16 และ 21 ตามล าดบั แต่ไมพ่บสารแอสตาแซนทนิในใบยาสบูทีไ่มไ่ดร้บัการถ่ายยนี เมือ่
ตรวจสอบโดยเทคนิค PCR พบยนี crtW จากชิน้ส่วนของพชืทีไ่ดร้บัการถ่ายยนี และ
ตรวจสอบการแสดงออกของยนี crtW โดยเทคนิค RT-PCR พบว่าชิน้ส่วนใบของยาสบู, 
แคลลสัของพทิเูนียและคาลบิรากวัทีไ่ดร้บัการถ่ายยนีมกีารแสดงออกของยนี crtW 
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Agrobacterium-mediated gene transfer method for transferring crtW gene was 
investigated in tobacco (Nicotiana tabacum), Petunia hybrida and Calibrachoa × 
hybrida by using Agrobacterium tumefaciens strain EHA105, harboring a plasmid 
containing the crtW gene from Brevundimonas sp. strain SD212 under 35S promoter 
with kanamycin resistant gene, used as a selectable marker. Co-cultivation was 
performed by soaking leaf disks of each plant species in A. tumefaciens solution with 
20 ppm acetosyringone and cultured on MS medium containing 20 ppm 
acetosyringone for three days in the dark, and selection was carried out on selective 
MS medium containing 200 ppm kanamycin. Inoculated leaf explants of tobacco were 
regenerated to whole plants, whereas inoculated leaf explants of Petunia and 
Calibrachoa were produced putative transformed callus tissue that demonstrated 
orange color. Transformed tobacco plants showed astaxanthin accumulation in leaf, 
stem, sepal, corolla tube, glandular hair, and nectary. TLC analysis revealed 
astaxanthin accumulation in the transformed tobacco plants (leaf, sepal, corolla tube, 
glandular hair, and nectary) and the transformed callus tissues of Petunia and 
Calibrachoa. HPLC analysis indicated that the transformed tobacco leaves contained 
astaxanthin 0.496 and 0.383 mg/g FW. The mean of chlorophyll a, chlorophyll b and 
total carotenoids content determined by spectrophotometry showed significantly 
difference between transformed and non-transformed tobacco leaves that chlorophyll 
a, chlorophyll b and total carotenoids content in transformed tobacco leaves was 
higher than non-transformed tobacco leaves. Presences of crtW gene in the 
transformed tobacco leaves, Petunia and Calibrachoa calluses were validated by PCR, 
and results from RT-PCR confirmed crtW expression in the plant tissues. 
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(4) 

สารบญัภาพ (ต่อ) 
 
ภาพท่ี หน้า 
 

17 ภาพตดัตามขวางทีก่ าลงัขยาย 200 เท่า ของกลบีดอกยาสบูทีไ่มไ่ดร้บัการถ่าย
ยนี (ก) และทีไ่ดร้บัการถ่ายยนี (ข) 32 

18 แคลลสัทีไ่ดร้บัการถ่ายยนีมสีสีม้จากการสะสมสารแอสตาแซนทนิในคาลบิรากวั 
(ก) พทิเูนียจากบรษิทั Suntory Flowers Ltd. (ข) และ พทิเูนียจากบรษิทั 
Sakata Seed Corp. (ค) ทีไ่ดร้บัการถ่ายยนีมสีสีม้จากการสะสมของสารแอสตา
แซนทนิ เมือ่เปรยีบเทยีบกบัแคลลสัทีไ่มไ่ดร้บัการถ่ายยนีมเีพยีงสเีขยีวจากการ
สะสมของคลอโรฟิลลค์าลบิรากวั (ง) พทิเูนียจากบรษิทั Suntory Flowers Ltd. 
(จ) และพทิเูนียจากบรษิทั Sakata Seed Corp. (ฉ) 33 

19 ผลจากปฏกิริยิา PCR กบัไพรเมอรจ์ าเพาะ crtW (ซา้ย) และ nptII (ขวา) แลว้
แยกขนาดดเีอน็เอดว้ยกระแสไฟฟ้า (Agarose gel electrophoresis) ในตวัอยา่ง
จากตน้ยาสูบ แถวที ่1 คอื ตน้ยาสบูทีไ่มไ่ดร้บัการถ่ายยนี, แถวที่ 2 คอื LjUbip-
crtW, แถวที ่3-7 คอื ตน้ยาสบูทีไ่ดร้บัการถ่ายยนีตน้ที่ 1, 2, 4, 5 และ 6 
ตามล าดบั แถว M คอืดเีอน็เอมาตรฐาน Wide-Range DNA Ladder 50-10,000 
คู่เบส 37 

20 ผลจากปฏกิริยิา PCR กบัไพรเมอรจ์ าเพาะ crtW (ซา้ย) และ nptII (ขวา) แลว้
แยกขนาดดเีอน็เอดว้ยกระแสไฟฟ้า (Agarose gel electrophoresis) ในตวัอยา่ง
จากตน้ยาสูบ แถวที ่1 คอื ตน้ยาสบูทีไ่มไ่ดร้บัการถ่ายยนี, แถวที่ 2 คอื LjUbip-
crtW, แถวที ่3-7 คอื ตน้ยาสบูทีไ่ดร้บัการถ่ายยนีตน้ที่ 7, 8, 12, 14 และ 18 
ตามล าดบั แถว M คอืดเีอน็เอมาตรฐาน Wide-Range DNA Ladder 50-10,000 
คู่เบส 38 

21 ผลจากปฏกิริยิา PCR กบัไพรเมอรจ์ าเพาะ crtW แลว้แยกขนาดดเีอน็เอดว้ย
กระแสไฟฟ้า (Agarose gel electrophoresis) ในตวัอยา่งจากแคลลสัของพทิเูนีย
และคาลบิรากวั แถวที ่P คอื LjUbip-crtW, แถวที ่1 คอื แคลลสัของคาลบิรากวัที่
ไมไ่ดร้บัการถ่ายยนี, แถวที ่2 คอื แคลลสัของพทิเูนียจากบรษิทั Suntory 
Flowers Ltd. ทีไ่มไ่ดร้บัการถ่ายยนี, แถวที ่3 คอื แคลลสัของพทิเูนียจากบรษิทั 
Sakata Seed Corp. ทีไ่มไ่ดร้บัการถ่ายยนี, แถวที ่4-6 คอื แคลลสัของคาลบิ
รากวัทีไ่ดร้บัการถ่ายยนี, แถวที ่7-9 คอื แคลลสัของพทิเูนียจากบรษิทั Suntory 
Flowers Ltd. ทีไ่ดร้บัการถ่ายยนี, แถวที ่10-12 คอื แคลลสัของพทิเูนียจาก
บรษิทั Sakata Seed Corp. ทีไ่ดร้บัการถ่ายยนีตามล าดบั 38 



(5) 

สารบญัภาพ (ต่อ) 
 
ภาพท่ี หน้า 
 

22 การแสดงออกของยนี crtW แถวที ่1 คอืยาสบูทีไ่มไ่ดร้บัการถ่ายยนี, แถวที ่2-4 
คอืยาสบูทีไ่ดร้บัการถ่ายยนีตน้ที ่1, 15 และ 16, แถวที ่5-7 คอืแคลลสัของคาล-ิ
บรากวั, พทิเูนีย (Suntory Flowers Ltd.) และพทิเูนีย (Sakata Seed Corp.) ที่
ไดร้บัการถ่ายยนี, แถวที ่8-10 คอื แคลลสัของคาลบิรากวั, พทิเูนีย (Suntory 
Flowers Ltd.) และพทิเูนีย (Sakata Seed Corp.) ทีไ่มไ่ดร้บัการถ่ายยนี
ตามล าดบั แถว M คอืดเีอน็เอมาตรฐาน Wide-Range DNA Ladder 50-10,000 
คู่เบส 40 

23 ผล TLC เปรยีบเทยีบชนิดรงควตัถุทีพ่บในชิน้ส่วนพชืส่วนต่างๆของยาสูบที่
ไมไ่ดร้บัการถ่ายยนี (ซา้ย) และยาสบูทีไ่ดร้บัการถ่ายยนี (ขวา) ใน (ก) ใบ (ข) 
หลอดกลบีดอก (ค) กลบีเลีย้ง (ง) รงัไข่ และผล TLC เปรยีบเทยีบระหว่าง
แคลลสัทีไ่มไ่ดร้บัการถ่ายยนี (ซา้ย) และไดร้บัการถ่ายยนี (ขวา) ใน (จ) คาล-ิ
บรากวั (ฉ) พทิเูนียจากบรษิทั Suntory Flowers Ltd. และ (ช) พทิเูนียจากบรษิทั 
Sakata Seed Corp. 41 

 
ภาพผนวกท่ี 
 

1 การปรบัสภาพต้นยาสูบทีไ่ดร้บัการถ่ายยนีในขณะออกปลกูภายนอกขวด
เพาะเลีย้งเนื้อเยือ่ในหอ้งระบบปิดทีค่วบคุมแสงและอุณหภมู ิ 55 

2 ตวัอยา่งตน้ยาสูบทีไ่ดร้บัการถ่ายยนีอาย ุ10 วนัหลงัจากการออกปลกู 55 
3 การเตรยีมตวัอยา่งเนื้อเยือ่พชืใน agar 4 เปอรเ์ซน็ต ์เพื่อใชส้ าหรบัการตดั

เนื้อเยือ่ตามขวางดว้ยเครือ่ง Microslicer รุน่ DTK-1000 56 
4 เครือ่ง Microslicer รุน่ DTK-1000 56 
5 การจุม่ส่วนล่างของแผ่น TLC aluminum plate ลงในสารละลาย petroleum 

ether : acetone สดัส่วน 8 ต่อ 2 ในแกว้ระบบปิด ในขณะท า Thin layer 
chromatography (TLC) 57 

6 ตวัอยา่งผลการวเิคราะหป์รมิาณสารแอสตาแซนทนิในตวัอยา่งใบยาสบูทีไ่มไ่ดร้บั
การถ่ายยนี โดยวธิ ีHPLC 58 

7 ตวัอยา่งผลการวเิคราะหป์รมิาณสารแอสตาแซนทนิในตวัอยา่งใบยาสบูทีไ่ดร้บั
การถ่ายยนีตน้ที ่16 โดยวธิ ีHPLC 59 



(6) 

สารบญัภาพ (ต่อ) 
 
ภาพผนวกท่ี หน้า 
 

8 ตวัอยา่งผลการวเิคราะหป์รมิาณสารแอสตาแซนทนิในตวัอยา่งใบยาสบูทีไ่ดร้บั
การถ่ายยนีตน้ที ่21 โดยวธิ ีHPLC 60 

9 ตวัอยา่งผลการวเิคราะหป์รมิาณสารแอสตาแซนทนิในตวัอยา่งใบยาสบูทีไ่ดร้บั
การถ่ายยนีตน้ที ่21 โดยวธิ ีHPLC 61 

10 กราฟมาตรฐานพืน้ทีใ่ตก้ราฟต่อความเขม้ขน้ของสารแอสตาแซนทนิทีส่รา้งโดย
โปรแกรม LC solution โดยใชส้ารละลายทีเ่ตรยีมจากสารแอสตาแซนทนิ
มาตรฐานทีค่วามเขม้ขน้ 8, 16, 32, 64 และ 80 มลิลกิรมัต่อลติร 62 

  



(7) 

ค าอธิบายสญัลกัษณ์และค าย่อ 
 

3’,5’AMT = anthocyanidin 3’5’ O-methyltransferase 
3’AMT = anthocyanidin 3’ O-methyltransferase 
35Sp = cauliflower mosaic virus 35S promoter 
3GT = 3 glucosyltransferase 
4CL = 4-coumaroyl:CoA-ligase 
5GT = 5 glucosyltransferase 
AAT = anthocyanidin 3-rutinoside acyltransferase 
ANS = anthocyanidin synthase 
ART = anthocyanidin 3-glucosyde rhamnosyltransferase 
BA = 6-Benzylaminopurine 
bp = base pairs 
C4H = cinnamate-4-hydroxylase 
CHI = chalcone flavanone isomerase 
CHS = chalcone synthase 
crtW = beta-carotene ketolase gene 
DFR = dihydroflavonol 4-reductase 
dfr = dihydroflavonol-4-reductase gene 
F3’5’H = flavonoid 3’5’ hydroxylase 
F3’H = flavonoid 3’ hydroxylase 
F3H = flavanone 3-hydroxylase 
FLS = flavonol synthase 
HPLC = high-performance liquid chromatography 
hspT = heat shock protein terminator 
LB = left border 
MCS = multiple cloning site 
MS medium = Murashige and Skoog’s medium 
NAA = 1-Naphthaleneacetic acid 
NOSp = nopaline synthase promoter 
NOST = nopaline synthase terminator 
nptII = neomycin phosphotransferase 
PAL = phenylalanine ammonia lyase 



(8) 

ค าอธิบายสญัลกัษณ์และค าย่อ (ต่อ) 
 
PCR = polymerase chain reaction 
RB = right border 
RT-PCR = reverse transcription polymerase chain reaction 
SDS = sodium dodecyl sulfate 
TAE buffer = Tris-acetate-EDTA buffer 
T-DNA = transfer DNA 
TDZ = thidiazuron 
TE buffer = Tris-EDTA buffer 
TLC = thin-layer chromatography 
tp = transit peptide 
YEP = yeast extract peptone medium 
 



1 

การถ่ายยีน crtW เพ่ือการสร้างแอสตาแซนทินในยาสบู พิทเูนีย และ 
คาลิบรากวัโดยใช้เช้ืออะโกรแบคทีเรียม 

 
Transformation of crtW Gene for Astaxanthin Production in Tobacco, 

Petunia and Calibrachoa Using Agrobacterium tumefaciens 
 

ค าน า 
 
 พทิูเนียและคาลบิรากวั เป็นไมด้อกทางการคา้ อยู่ในวงศ ์Solanaceae ซึง่ในปัจจุบนัยงั
ไม่มรีายงานการศกึษาการตดัต่อพนัธุกรรมเพื่อเปลี่ยนแปลงวถิกีระบวนการสงัเคราะหแ์คโรที-
นอยด ์และในปัจจบุนัยงัไมม่พีทิเูนียดอกสเีหลอืงเขม้ พบเพยีงดอกสเีหลอืงอ่อน 
 
 การตดัต่อพนัธุกรรม เป็นวธิหีนึ่งในการปรบัปรงุพนัธุพ์ชืใหม้ลีกัษณะใหม ่โดยถ่ายยนีที่
ต้องการจากสิ่งมชีีวิตอื่นเข้าสู่พืช ท าให้พืชสามารถเกิดการแสดงลกัษณะตามที่ต้องการ  มี
งานวจิยัหลายงานทีต่ดัต่อพนัธุกรรมโดยเปลีย่นแปลงกระบวนการสงัเคราะหส์ารประกอบแคโร
ทนีอยด์ในพชืวงศ์ Solanaceae โดยใช้ Agrobacterium เช่น การถ่ายยนี crtZ และ crtW  จาก 
Paracoccus เข้าสู่ยาสูบ ส่งผลให้มีการสังเคราะห์สารคีโตแคโรทีนอยด์ (ketocarotenoid) 
เพิม่ขึน้ในใบและรงัไข่ (Ralley et al.,2004) หรอืการถ่ายยนี crtO จาก Synechocystis ส่งผลให้
มกีารสงัเคราะห์สารคโีตแคโรทนีอยด์เพิม่ขึ้นในใบ รงัไข่ และกลบีดอก (Gerjets et al., 2007; 
Zhu et al., 2007) 
 
 นอกจากนี้ ยงัมงีานวจิยัทีใ่ชก้ารตดัต่อพนัธุกรรมเพื่อเปลีย่นแปลงสขีองดอก เช่น ในพิ-
ทเูนีย โดยถ่ายยนี dfr จากพชืชนิดอื่น เช่น Agapanthus praecox subsp. orientalis (Leighton) 
Leighton (Mori et al., 2014) แ ล ะ  Calibrachoa hybrida (Chu et al., 2014) เ ข้ า สู่ พิทู เ นี ย , 
Petunia hybrida โดยพิทูเนียที่ได้ร ับการตัดต่อพันธุกรรมเกิดการเปลี่ยนสีของกลีบดอก 
เนื่องจากสามารถสรา้งเอนไซม ์dihydroflavonol 4-reductase ซึง่เป็นเอนไซมท์ีเ่ปลีย่นสารกลุ่ม 

dihydroflavonols เป็นสารกลุ่ม leucoanthocyanidins หลังจากนั ้นจะเปลี่ยนเป็นสารกลุ่ม 
anthocyanin ซึ่งมสีต่ีอไป หรอืการถ่ายยนี crtW เข้าสู่ Lotus japonicus ท าให้ต้นที่ได้รบัการ
ถ่ายยนีมกีารสงัเคราะหแ์อสตาแซนทนิ ส่งผลใหใ้บและดอกมีการเปลีย่นแปลงส ีโดยใบมสีเีขยีว
อมสม้ และดอกมสีสีม้เขม้ขึน้ (Suzuki et al., 2007) 
  



2 

 การวจิยัในครัง้นี้ จงึได้ศกึษาวธิกีารถ่ายยนีเพื่อเปลีย่นแปลงวถิกีระบวนการสงัเคราะห์ 
แคโรทีนอยด์ในยาสูบ พิทูเนีย และคาลิบรากัว ซึ่งมคีวามเป็นไปได้ในการมสีีดอกไม้ใหม่ที่
หลากหลายและน าไปสู่การสรา้งเทคนิคใหมใ่นการปรบัปรงุลกัษณะสดีอกต่อไป 
  



3 

วตัถปุระสงค ์
 
 เพื่อถ่ายยนีเปลีย่นแปลงกระบวนการสงัเคราะหแ์คโรทนีอยดใ์นยาสบู พทิเูนีย และคาลิ-
บรากวั และพชืทีไ่ดร้บัการถ่ายยนีมกีารสงัเคราะห์สารแอสตาแซนทนิ 
 
 
  



4 

การตรวจเอกสาร 
 
ลกัษณะทางพฤกษศาสตร ์
 

พทิูเนีย (Petunia) และคาลบิรากวั (Calibrachoa) ถูกจ าแนกอยู่ในวงศ์ Solanaceae มี
การกระจายพนัธุ์อย่างกว้างขวางในอเมรกิาใต้ จากการศึกษาความสมัพนัธ์ทางววิฒันาการ
ของพทิูเนียและคาลบิรากวั พบว่าพทิูเนียและคาลบิรากวัมบีรรพบุรุษร่วมกนั พทิูเนียและคาลิ-
บรากวัเคยถูกจดัให้อยู่ในสกุลเดยีวกนั  จากการศึกษาการววิฒันาการโดยใช้เครื่องมอืศึกษา
ระดบัโมเลกุล พบว่าบรรพบุรษุของพทิเูนีย คาลบิรากวัและสกุลอื่นในเผ่า Petunieae มรีะยะห่าง
ทางพนัธุกรรมทีห่่างกนัมาก (Fregonezi et al., 2013) 

 
พทิเูนียเป็นไมด้อกพุ่มตน้เตีย้ ทรงพุ่มสมมาตรตามรศัม ีส่วนใหญ่เป็นพชืปีเดยีว เป็นไม้

เนื้ออ่อน ล าต้นสูงประมาณ 30 เซนติเมตร ใบคล้ายใบยาสูบ แต่มีขนาดเล็กกว่า ใบกว้าง
ประมาณ 5 เซนติเมตร ยาว 8-10 เซนติเมตร มขีนอยู่ทัว่ใบ ตามใบมต่ีอมสร้างยางเหนียว 
ลกัษณะใบเป็นรปูไข่ ปลายใบแหลม ขอบใบเรยีบ ดอกมรีปูร่างเป็นรปูกรวย ดอกมทีัง้ชนิดดอก
เดี่ยวหรอืดอกซ้อน วงกลบีเลี้ยงมสีนัไม่ชดัเจนหรอืเป็นสนัเว้าลกึ การเรยีงกลบีเป็นแบบซ้อน
เหลื่อม กลบีรองดอก แยกเป็น 5 แฉก มคีอดอกยาว ไมม่กีิง่งนั (brachyblast) อบัละอองเรณูมสีี
เหลอืง สนี ้าเงนิ หรอืสมีว่ง 

 
คาลบิรากวัเป็นไมด้อกพุ่มต้นเตี้ย ทรงพุ่มสมมาตรตามรศัมหีรอืดา้นขา้ง เป็นพชืปีเดยีว

หรอืหลายปี เป็นไม้เนื้อแขง็ มลีกัษณะคล้ายคลงึกบัพทิูเนีย ใบยาวเรยีวขนาดเล็ก ปลายใบ
แหลม ขอบใบเรยีบ แต่ไม่มขีนที่มต่ีอมสร้างยางเหนียวเหมอืนกบัพทิูเนีย ดอกรูปกรวย ดอก
เป็นชนิดดอกเดี่ยว วงกลีบเลี้ยงมสีนั 5 หรอื 10 อัน หยกัเว้าแคบไปถึงส่วนปลาย มสีีดอก
หลากหลายกว่าพทิเูนีย อาจมหีรอืไมม่กีิง่งนั อบัละอองเรณูมสีเีหลอืง 

 
ยาสูบ อยู่ในวงศ์ Solanaceae เป็นไมล้้มลุก สูง 0.6 - 2 เมตร ตามล าต้นและยอดมขีน

อ่อนปกคลุม ทุกส่วนของต้นมต่ีอมสรา้งน ้ายางเหนียว ใบเป็นใบเดีย่วออกเรยีงสลบั รปูไข่แกม
ขอบขนาน กว้าง 10 - 20 เซนตเิมตร ยาว 30 - 60 เซนตเิมตร ปลายใบมน โคนใบเรยีวสอบ 
ทอ้งใบและหลงัใบมขีนปกคลุม ขอบใบเรยีบและเป็นคลื่นเลก็น้อย ดอก เป็นดอกช่อออกที่ปลาย
ยอด มกีลบีดอก สชีมพปูนขาว 5 กลบี ส่วนโคนเชื่อมตดิกนัเป็นรปูระฆงั ปลายกลบีแหลม มขีน
ขาวปกคลุม กลบีเลีย้งสเีขยีว ปลายแยกเป็นแฉกแหลม ผล เป็นผลแหง้ รปูขอบขนาน ผลอ่อนสี
เขยีว เมื่อแก่สนี ้าตาล แตกออกได ้ดา้นในมเีมลด็สนี ้าตาลจ านวนมาก (Gerats and Strommer, 
2009)  
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กระบวนการสร้างรงควตัถใุนกลีบดอกพิทูเนีย 
 
 สีของดอกในวงกลีบดอกของพิทูเนียเกิดจากหลายปัจจัย เช่น การเปลี่ยนแปลง
โครงสร้างและองค์ประกอบของสารโดยการท างานของเอนไซม์ที่เกี่ยวข้องกับกระบวนการ
สงัเคราะห์แอนโทไซยานิน การสะสมแอนโทไซยานินในเนื้อเยื่อ รูปร่างของเซลล์และการ
จดัเรียงเนื้อเยื่อชัน้ผิวกลีบดอก และค่า pH ในแวคิวโอล โดยเมื่อมีค่า pH เป็นกรดอ่อนๆ 
ประมาณ pH 5 จะแสดงสแีดง และจะเปลีย่นเป็นสนี ้าเงนิเมือ่มคี่าความเป็นกรดลดลง  
 
 กระบวนการสร้างรงควตัถุในกลบีดอกพิทูเนีย เริม่จากเอนไซม์ chalcone synthase 
(CHS) เป็นเอนไซม์อนัดบัแรกในวถิีการสงัเคราะห์สาร flavonoid เป็นเอนไซม์ท าหน้าที่รวม
โม เล กุลของ  malonyl-CoA 3 โม เล กุล เข้า กับ  4-coumaryl-CoA ได้ เ ป็นสารประกอบ 
naringeninchalcone (tetrahydroxychalcone) การสะสมสาร chalcone สามารถแสดงสเีหลอืง
ในกลบีดอกและอบัละอองเรณู แต่ทว่าการสะสมสาร chalcone ในเนื้อเยื่อพบไดย้าก เนื่องจาก
การท างานของเอนไซม ์chalcone flavanone isomerase (CHI) จะเปลีย่นสาร chalcone อย่าง
รวดเรว็ เป็นสารฟลาโวโนน naringenin ทีไ่ม่มสี ีจากนัน้สาร naringenin จะถูกเปลีย่นเป็นสาร 
dihydrokaempferol โดยการท างานของเอนไซม์ flavanone 3β-hydroxylase (F3H) ซึ่งยงัคง
เป็นสารไม่มีสี จากนั ้น dihydrokaempferol จะถูกเติมหมู่ไฮดรอกซิล  (hydroxylation) ใน
ต า แห น่ ง  B-ring ขอ ง  dihydrokaempferol โ ดยการท า ง านขอ ง เ อนไซม์  flavonoid 3’-
hydroxylase (F3’H) และ flavonoid 3’5’-hydroxylase (F3’5’H) ซึง่จุดนี้จะมคีวามส าคญัมากต่อ
การก าหนดสขีองดอก ถ้าการเตมิหมู่ไฮดรอกซลิเกดิทีต่ าแหน่ง 3’ จะไดส้าร dihydroquercetin 
ซึง่เมื่อสิน้สุดวถิจีะไดเ้ป็นรงควตัถุในกลุ่ม cyanidin ใหโ้ทนสแีดงหรอืบานเยน็ ในขณะทีถ่้าการ
เตมิหมู่ไฮดรอกซลิเกดิทีต่ าแหน่ง 5’ จะไดส้าร dihydromyricetin  ซึง่เมื่อสิน้สุดวถิจีะไดเ้ป็นรงค
วตัถุในกลุ่ม delphinidin ใหโ้ทนสนี ้าเงนิหรอืม่วง ในพชืบางชนิด เช่น กุหลาบและคารเ์นชนัจะ
ไม่มเีอนไซม์ F3’5’H ท าให้พชืกลุ่มนี้ไม่สามารถให้ดอกสนี ้าเงนิได้ตามธรรมชาติ จากนัน้สาร 
dihydroflavonols จะถูกเปลี่ยนเป็น leucoanthocyanidins โดยเอนไซม์ dihydroflavonol 4-
reductase (DFR) ในพิทู เนียจะพบยีน dfr 3 ชนิด คือ  dfr-A, dfr-B และ  dfr-C แต่ในการ
แสดงออกที่เนื้อเยื่อดอกจะปรากฏเพยีง dfr-A เท่านัน้ ซึ่งการแสดงออกของยนี dfr-A จะถูก
กระตุ้นในช่วงการพฒันาของดอกและมกีารแสดงออกถึงจุดสูงสุดในระยะก่อนกลีบดอกบาน 
โดยทัว่ไปการท างานของเอนไซม์ DFR ในพิทูเนียนัน้จะเปลี่ยนสาร  dihydromyricetin เป็น 
leucodelphinidin เ นื่ อ ง จ า ก  dihydroquercetin พ บ ไ ด้ น้ อ ย  แ ล ะ ไ ม่ ส า ม า ร ถ เ ป ลี่ ย น 
dihydrokaempferol เป็น pelargonidin จงึเป็นเหตุผลว่าพทิูเนียพนัธุก์ลายที่มดีอกสสีม้ ซึ่งเกดิ
จากการสะสมของ pelargonidin ไม่พบตามธรรมชาต ิโดยลกัษณะนี้เกดิจากการถ่ายยนี dfr ที่
โคลนจากข้าวโพด เยอบีร่า หรือกุหลาบ ซึ่งสามารถสร้างเอนไซม์ DFR ที่เปลี่ยนสาร 
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dihydrokaempferol เป็น leucopelargonidin และเมื่อสิ้นสุดวถิีได้เป็น Pelargonidins ที่ให้สสี้ม
อฐิหรอืสม้แดง 
 
 สาร leucocyanidin และ leucodelphinidin ที่ไม่มสี ีจะถูกเปลี่ยนเป็น anthocyanidins 
ซึ่งมีสี โดยเอนไซม์ anthocyanidin synthase (ANS) จากนั ้นสาร anthocyanidins จะผ่าน
กระบวนการต่างๆ เช่น การเตมิหมู่น ้าตาล (glycosylation) การเตมิหมู่เอซลิ (acylation) และ
การเติมหมู่เมทิล (methylation) โดยสาร anthocyanidins ที่พบในพิทูเนียจะเกิดการเติมหมู่
น ้ าตาลที่ต าแหน่ง 3- เป็น anthocyanidin-3-glucosides โดยเอนไซม์ anthocyanidin 3-O-
glucosyltransferase (3GT) และสาร anthocyanidin-3-glucosides จะเกิดปฏิกิริยาเติมหมู่
น ้าตาล rhamnose (Rhamnosylation) โดยเอนไซม ์rhamnosyltransferase (ART) การเตมิหมู่
เ อซิล ด้ ว ย  p-coumaric acid โ ดยการท า ง านขอ ง เ อนไซม์  anthocyanidin 3-rutinoside 
acyltransferase (AAT) โดยจะ เกิดขึ้น ได้ต้ อ งมีการ เติมหมู่น ้ าตาลที่ต าแหน่ง  5- โดย 
anthocyanidin 5-O-glucosyltransferase (5GT)  
  
 การเตมิหมูเ่มทลิใน anthocyanin ในพทิเูนียจะขึน้อยูก่บัยนีสองคู่ คอื MT1 กบั MT2 ซึง่
ควบคุมการเติมหมู่เมทิลที่ต าแหน่ง 3- และ MF1 กับ MF2 ซึ่งควบคุมการเติมหมู่เมทิลที่
ต าแหน่ง 3- และ 5-เมือ่อลัลลี MT1 หรอื MT2 แสดงลกัษณะเด่น จะเกดิการสงัเคราะห ์petunidin 
(สีม่วง) หรือ peonidin (สีบานเย็น) เป็นหลัก อาจพบ malvidin บ้างได้สูงสุดประมาณ 20 
เปอรเ์ซน็ต์ของแอนโทไซยานินทัง้หมด ส่วนเมื่ออลัลลี MF1 กบั MF2 แสดงลกัษณะเด่น จะเกดิ
การสังเคราะห์ malvidin (สีน ้ าเงินหรือสีน ้ าเงินม่วง) เป็นหลัก ดังภาพที่ 1 (Gerats and 
Strommer, 2009) 
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ภาพท่ี 1  กระบวนการสรา้งสาร flavonoid ในพทิเูนีย  
 
ท่ีมา:  Gerats and Strommer (2009) 
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แอสตาแซนทิน 
 
 สารแอสตาแซนทนิ (3,3’-dihydroxy-β,β-carotene-4,4’-dione) เป็นสารรงควตัถุในกลุ่ม
แคโรทนีอยด์ โดยแคโรทนีอยด์เป็นกลุ่มรงควตัถุส าคญัที่สงัเคราะห์ขึ้นได้เองตามธรรมชาติ 
สามารถพบได้ทัว่ไปในแบคทเีรยี พชื รา และสตัว์ ให้สตีัง้แต่สเีหลอืงถึงสแีดง สขีองดอกไม้ 
ผลไมแ้ละผกัจะขึน้อยูก่บัการสะสมของแคโรทนีอยดท์ัง้ในชนิดและปรมิาณของแคโรทนีอยด ์แค-
โรทีนอยด์ยงัพบได้ในสัตว์จ าพวกแมลง ปลา และนก นอกจากนี้มีการใช้แคโรทีนอยด์ใน
อุตสาหกรรมอาหาร เพราะแคโรทนีอยดเ์ป็นสารตัง้ต้นในการสรา้งวติามนิเอ เป็นส่วนส าคญัต่อ
สุขภาพของมนุษย ์จงึมกีารใชใ้นอุตสาหกรรมด้านเภสชักรรม อาหารเสรมิ ผสมในอาหารสตัว์ 
และเป็นสารใหส้ใีนเครื่องส าอาง แคโรทนีอยดถ์ูกสรา้งในสิง่มชีวีติทีส่ามารถสงัเคราะหด์ว้ยแสง
และในแบคทเีรยีหรอืเชือ้ราบางชนิด ส่วนในสตัวไ์มส่ามารถสรา้งไดแ้ต่สามารถไดร้บัจากอาหาร 
ซึง่การเพิม่การสงัเคราะห์ทัง้ในชนิดและปรมิาณของการสรา้งแคโรทนีอยด์ในพชืจะเพิม่คุณค่า
ทางโภชนาการเป็นประโยชน์ต่อเกษตรกรรม และเป็นประโยชน์ต่ออุตสาหกรรมจากที่กล่าวใน
ขา้งตน้ (Mann et al., 2000) 
  
 สารแอสตาแซนทินสามารถพบได้ในสิ่งมีชีวิตชัน้ต ่ าบางชนิด เช่น แบคทีเรีย 
Brevundimonas sp., ไซยาโนแบคทีเรีย Synechocystis sp. หรือสาหร่าย Haematococcus 
pluvialis นอกจากนี้ยงัสามารถพบสารแอสตาแซนทินในสิง่มชีวีติชัน้สูงบางชนิดด้วยเช่นกัน 
เช่น ขนและผวิหนังในนก flamingo, scarlet ibis และ roseate spoonbill หรอืสตัวจ์ าพวกกุ้งกัง้
ปบูางชนิด หรอืในปลาแซลมอน นอกจากนี้พบในพชืในสกุล Adonis เช่น summer pheasant’s 
eye (Adonis aestivalis) (Cunningham and Gantt, 2011) 
 
 

 
 

ภาพท่ี 2  โครงสรา้งของสารแอสตาแซนทนิ 
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 มงีานวจิยัหลายงานที่ตดัต่อพนัธุกรรมให้มกีารสร้างแอสตาแซนทนิในพืชที่สามารถ
บริโภคได้ เช่น ในข้าวโพด (Zea mays; Zhu et al., 2008), มันฝรัง่  (Solanum phureja, S. 
tuberosum; Morris et al., 2006; Gerjets and Sandmann, 2006), ม ะ เ ขือ เ ทศ  (Solanum 
lycopersicum; Fraser et al., 2009; Huang et al., 2013), แครอท (Daucus carota; Jayaraj et 
al., 2008), rapeseed (Brassica napus; Fujisawa et al., 2009) และผักกาดหอม (Lactuca 
sativa; Harada et al., 2014) 
 
 ยนี crtW  พบในสิง่มชีวีติบางชนิด เช่น แบคทเีรยีที่อาศยัในน ้าเค็ม Brevundimonas 
sp., ไซยาโนแบคทเีรยี Synechocystis sp. หรอืสาหร่าย Haematococcus pluvialis และพบใน
ไม้ดอก Adonis aestivalis โดยมีการสะสมแอสตาแซนทินที่กลีบดอก โดยยีน crtW  สร้าง
เอนไซม ์β,β-carotenoid 4,4’-ketolase (4,4’-oxygenase) ซึง่เป็นเอนไซมท์ี่เปลีย่น β-carotene 
เป็นสารแอสตาแซนทนิ (ภาพที ่3)  
 

 
 
ภาพท่ี 3  กระบวนการสงัเคราะหส์ารแอสตาแซนทนิทีพ่บใน Agrobaterium aurantiacum  
 
ท่ีมา: Misawa et al. (1995) 
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การถ่ายยีนเข้าสู่พืช 
 
 การถ่ายยนีในพชืท าได้ส าเร็จในพชืหลายชนิด เพื่อศึกษาการแสดงออกของยนีหรอื
กระบวนการต่างของพชื และการสรา้งพชืตดัต่อพนัธุกรรม (transgenic plant) ทีม่ลีกัษณะตามที่
เราตอ้งการไดใ้นระยะเวลาสัน้ จงึเป็นประโยชน์ในการดา้นการปรบัปรงุพนัธุพ์ชื เทคนิคการถ่าย
ยนีในพชืมหีลายวธิ ีเช่น 
 

1. การถ่ายยนีโดยตรง (direct gene transfer) เป็นการส่งถ่ายยนีเข้าสู่โพรโทพลาสต์
ของพชื (เซลลพ์ชืทีป่ราศจากผนงัเซลล)์ โดยไมต่อ้งอาศยัพาหะซึง่เป็นตวัน าสารพนัธุกรรมเขา้สู่
เซลล ์เช่น การใชส้ารเคม ีpolyethylene glycol (PEG)  

 
2. การถ่ายยนีโดยการใชก้ระแสไฟฟ้า (electroporation) โดยกระแสไฟฟ้าจะท าใหเ้กดิ

ช่องหรอืรทูีเ่ยือ่หุม้เซลลข์องโพรโทพลาสต ์ในขณะทีแ่ชโ่พรโทพลาสต์รวมกบัสารละลายดเีอน็เอ
หรอืโครโมโซม ดเีอ็นเอจะมโีอกาสเข้าสู่โพรโทพลาสต์ ขนาดของกระแสไฟฟ้าที่ใช้และเวลา
ขึน้อยูก่บัขนาดของโพรโทพลาสต์ 

 
3. การถ่ายยนีโดยการใช้เขม็ฉีด (microinjection) วธินีี้จะมคีวามจ ากดัในพชืเนื่องจาก

พชืมแีวควิโอลส าหรบัเกบ็เอนไซม์หรอืสารพษิบางชนิด ขณะฉีดจงึต้องระมดัระวงัไม่ใหโ้ดนแว-
ควิโอล เพราะถา้เมือ่แวควิโอลแตก อาจจะท าใหเ้ซลลต์ายได้ 

 
4. การถ่ายยนีโดยการใชก้ารใชเ้ครือ่งยงิอนุภาค (particle bombardment หรอื biolistic 

technique) โดยเคลอืบดเีอ็นเอที่ต้องการถ่ายเข้าสู่เซลล์บนอนุภาคทงัสเตนหรอืทองค าขนาด
เล็กประมาณ 1-4 ไมครอน จากนัน้ยงิด้วยความเร็วสูง อนุภาคจะเข้าสู่ภายในเซลล์พืชโดย
น าเอาดเีอน็เอเขา้ไปดว้ย 

 
5. การถ่ายยีนโดยใช้  Agrobacterium เป็นพาหะ (Agrobacterium-mediated gene 

transfer) 
 
 Agrobacterium เป็นแบคทเีรยีแกรมลบ สามารถเขา้สู่ต้นพชืได้ในบรเิวณที่มบีาดแผล 
ท าให้เกิดเป็นปุ่ มปม เรียกว่า crown gall disease ภายในเซลล์ Agrobacterium มี extra-
chromosomal plasmid ขนาดใหญ่ ขนาดประมาณ 140-235 กิโลเบส โดยพบว่าม ีTi (tumor 
inducing) plasmid ใน A. tumefaciens และ Ri (root inducing) plasmid ใน A. rhizogenes ซึ่ง
เนื้อเยื่อปุ่ มปมที่เกดิจากการบุกรุกของ A. tumefaciens จะมดีเีอ็นเอบางส่วนของพลาสมดิ Ti 
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ขนาดประมาณ 20 กโิลเบสถูกถ่ายทอดเขา้ไปและแทรกอยู่ในโครโมโซมของพชื เรยีกดเีอ็นเอ
ส่วนน้ีว่า transferred DNA (T-DNA) การแทรกตวัของ T-DNA ซึง่มยีนีสงัเคราะหฮ์อรโ์มนพชืใน
กลุ่มออกซนิและไซโตไคนินเขา้สู่จโีนมของพชื ส่งผลใหพ้ชืเกดิการแบ่งเซลลอ์ย่างรวดเรว็แต่ไม่
พฒันาไปเป็นยอดหรอืรากได ้กระบวนการส่ง T-DNA เขา้ไปในเซลล์พชืควบคุมโดยกลุ่มยนีที่
เรยีกว่า virulence ซึง่อยู่ใน Ti plasmid กระบวนการส่งถ่ายนี้จะถูกกระตุ้นดว้ยสารประกอบฟี-
โนลคิจากพชื คอื acetosyringone ซึ่งพชืจะสรา้งและปลดปล่อยสารนี้เมื่อเกดิบาดแผล ต่อมา
นักวทิยาศาสตรไ์ด้ศกึษากลไกการถ่ายยนีเหล่านี้ พบว่าสามารถตดัยนีที่เกี่ยวขอ้งกบัการเกิด
โรคออกแล้วใส่ยนีใหม่ที่ต้องการแทนที่ยนีที่ก่อให้เกิดโรคได้ เมื่อพชืถูกบุกรุกด้วยเชื้อ  ยนีที่
ต้องการจะถูกถ่ายเขา้สู่พชืได ้การถ่ายยนีเขา้สู่เซลลพ์ชืโดยใช ้Agrobacterium มหีลายวธิ ีเช่น 
การเลี้ยง Agrobacterium ร่วมกบัโพรโทพลาสต์ (co-cultivation with protoplast) หรอืชิ้นส่วน
ใบทีต่ดัเป็นรปูวงกลม (leaf disk method) หรอืชิน้ส่วนพชือื่นๆ เช่น ใบเลีย้ง กา้นใบ ล าตน้อ่อน 
ตดัเป็นชิน้เพื่อใหเ้กดิบาดแผล (สุรนิทร,์ 2548) 
 
งานวิจยัด้านการถ่ายยีนท่ีเก่ียวข้อง 
 
 มงีานวจิยัหลายงานทีท่ าการศกึษาการถ่ายยนีเพื่อเปลีย่นแปลงวถิกีารสรา้งรงควถัตุใน
พชื เช่น Mann et al. (2000) ไดท้ าการศกึษาโดยเปลีย่นแปลงวถิกีารสรา้งแคโรทนีอยดใ์นยาสูบ 
(Nicotiana tabacum) เพื่อใหม้กีารสรา้งแอสตาแซนทนิในโครโมพลาสต์ โดยถ่ายยนี crtO จาก
สาหรา่ย Haematococcus pluvialis ซึง่สามารถสรา้งเอนไซม ์β-carotene ketolase โดยยาสูบที่
ไดร้บัการถ่ายยนีสามารถสรา้งแอสตาแซนทินสะสมในโครโมพลาสต์ในเนื้อเยื่อของรงัไข่ ส่งผล
ใหร้งัไข่มกีารเปลีย่นสจีากสเีหลอืงเป็นสแีดงเนื่องจากมกีารสะสมสารแอสตาแซนทนิ และสารค-ี
โตแคโรทนีอยดต์วัอื่นๆ  
 
 Horsch et al. (1985) ไดถ่้ายยนีโดยเลีย้งชิน้ส่วนของใบพชืร่วมกบัอะโกรแบคทเีรยีมที่
มกีารดดัแปลงส่วนของพลาสมดิทีม่ยีนีตา้นทานยาปฏชิวีนะกานามยัซนิ (nptII) และยนีสรา้งสาร 
nopaline (nos) ใ นพิทู เ นี ย  (Petunia hybrida)  ‘Mitchell’ ใ นย าสู บ  (Nicotiana tabacum) 
‘Samson’, ‘Havana 425’ และในมะเขอืเทศ ‘L2’ ในอาหารทีม่ ีBA 1 มลิลกิรมัต่อลติร และ NAA 
0.1 มลิลกิรมัต่อลติร เป็นเวลา 2-3 วนั จากนัน้ย้ายลงอาหารสูตรเดมิที่มกีารเตมิกานามยัซนิ 
300 มลิลกิรมัต่อลติรและคาเบนิซลินิ 500 มลิลกิรมัต่อลติร จะมกีารเกิดตาพเิศษภายใน 2-4 
สปัดาห์ แล้วจงึย้ายยอดลงอาหารใหม่ที่มกีานามยัซนิ 100 มลิลกิรมัต่อลติร และคาเบนิซลินิ 
500 มลิลกิรมัต่อลติร เมื่อเกดิรากจงึน าออกปลูกลงดนิ พบว่าต้นทีไ่ด้รบัการถ่ายยนีมกีารสร้าง
สาร nopaline และมคีวามต้านทานต่อกานามยัซนิ เมือ่ตรวจสอบพชืทีถ่่ายยนีดว้ยวธิ ีSouthern 
blot hybridization โดยสกดัดเีอ็นเอจากชิ้นส่วนพชืและใช้ดเีอ็นเอพลาสมดิเดยีวกบัที่ใช้ในการ



12 

ถ่ายยนีเป็นตวัติดฉลากพบการปรากฏแถบดเีอ็นเอซึ่งสามารถยนืยนัว่าพชืได้รบัการถ่ายยนี
เหล่านี้ 
 
 มีงานวิจัยหลายงานที่ใช้วิธีการถ่ายยีนโดยใช้การเลี้ยงชิ้นส่วนใบร่วมกับอะโกร
แบคทเีรยีมโดยอ้างองิวธิขีอง Horsch et al. เช่น Zhu et al. (2007) ถ่ายยนี crtO จากไซยาโน
แบคทีเรยี Synechocystis sp. เข้าสู่ยาสูบ (Nicotiana glauca) ยาสูบที่ได้การถ่ายยนีพบการ
ส ร้ า ง ส า รคี โ ต แค โ รทีน อ ยด์  ทั ้ง ใ น ใ บแล ะดอก  เ ช่ น  4’-ketolutein, echinenone, 3’-
hydroxyechinenone และ 4-ketozeaxanthin แต่ไมพ่บการสรา้งสารแอสตาแซนทนิ 
 
 Gerjets et al. (2007) ถ่ายยนี crtO และ crtW จากไซยาโนแบคทีเรยี Synechocystis 
เขา้สู่ยาสูบ (Nicotiana tabacum) โดยยาสูบที่ได้การถ่ายยนีพบการสรา้งสารคโีตแคโรทนีอยด์ 
ทัง้ในใบและดอก เช่น 4-ketolutein, 3-hydroxyechinenone, 4-ketozeaxantin และ 3’-hydroxy 
echinenone  
 
 Mori et al. (2004) ได้ถ่ายยีน VmFH1 จาก Vinca major เข้าสู่พิทูเนีย ซึ่งเป็นยีนที่
สรา้งเอนไซม ์3’,5’-hydroxylase เกีย่วขอ้งกบักระบวนการสงัเคราะหส์าร flavonoid ทีม่สีนี ้าเงนิ
หรอืสมีว่ง ส่งผลใหด้อกพทิเูนียทีไ่ดร้บัการถ่ายยนีมกีารสรา้งแอนโทไซยานินทีใ่หส้มีว่งเพิม่มาก
ขึ้น ท าให้มีการเปลี่ยนสีของดอกจากสีแดงเป็นสีแดงเข้ม เนื่ องจากมีการสร้าง 3’,5’-
hydroxylated anthocyanins เพิม่มากขึน้  
 
 Harada et al. (2014) ท า ก า รทดลอ ง ถ่ า ยยีน  crtZ แ ล ะ  crtW จ ากแบคที เ รีย 
Brevundimonas sp. strain SD212 เขา้สู่ผกักาดหอม (Lactuca sativa) โดยใชเ้ครือ่งยงิอนุภาค 
particle bombardment โดยเคลือบดีเอ็นเอกับอนุภาคทองค าแล้วยิงเข้าสู่ด้านหลังใบของ
ชิน้ส่วนใบของผกักาดหอมทีเ่ลีย้งบนอาหารทีม่ ีBA 0.5 มลิลกิรมัต่อลติร NAA 0.1 มลิลกิรมัต่อ
ลติร สามารถเกดิการถ่ายยนีด ้าเรจ็และชกัน าใหเ้จรญิเป็นต้นได ้ผกักาดหอมทีไ่ด้รบัการถ่ายยนี
มกีารสรา้งสารคโีตแคโรทนีอยดใ์นล าต้น ใบ และดอก 
 
 มงีานวจิยัที่ท าการถ่ายยนีเข้าสู่พทิูเนียโดยใช้อะโกรแบคทเีรยีม เช่น การถ่ายยนี dfr 
จ าก  Agapanthus praecox subsp. orientalis (Leighton) Leighton เ ข้ า สู่ พิทู เ นี ย  Petunia 
hybrida ‘W85’ ซึง่เป็นพนัธุท์ีไ่ม่มยีนี dfr ดอกมสีขีาว โดยอา้งองิวธิขีอง Horsch et al. พทิเูนียที่
ได้รบัการถ่ายยนีจะมสีมี่วงแดงซึ่งแสดงว่ายนี dfr จาก A. praecox subsp. orientalis สามารถ
แสดงออกในพิทูเนีย นอกจากนี้ยงัมกีารยนืยนัว่ามีการถ่ายยีนส าเร็จโดยใช้การตรวจสอบ
เครื่องหมายโมเลกุล (Mori et al., 2014) และถ่ายยนี dfr จาก Calibrachoa hybrida เข้าสู่พิทู
เนีย (Petunia hybrida) ‘Lx’, ‘9702’ และ ‘2512’ โดยอ้างอิงวธิขีอง Horsch et al. เช่นกนั แต่มี
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การเปลี่ยนสูตรอาหารโดยใช้ IBA 1.5 มลิลกิรมัต่อลติร NAA 0.5 มลิลกิรมัต่อลติร และใช้ยา
ปฏชิวีนะ cefotaxime 200 มลิลกิรมัต่อลติร และกานามยัซนิ 100 มลิลกิรมัต่อลติรส าหรบัการ
คดัเลอืกชิน้ส่วนพชืทีไ่ดร้บัการถ่ายยนี (Chu et al., 2014) ซึง่จากงานวจิยัทัง้ 2 งานนี้ พทิเูนียที่
ได้รบัการตัดต่อพันธุกรรมเกิดการเปลี่ยนสีของกลีบดอก เนื่องจากสามารถสร้าง เอนไซม์ 
dihydroflavonol 4-reductase ซึง่เป็นเอนไซมท์ี่เปลีย่นสารกลุ่ม dihydroflavonols เป็นสารกลุ่ม 
leucoanthocyanidins หลงัจากนัน้จะเปลีย่นเป็นสารแอนโทไซยานินซึง่มสีต่ีอไป 
 
 Thirukkumaran et al. (2007) ไดศ้กึษาประสทิธภิาพในการชกัน าใหเ้กดิตน้และการถ่าย
ยนีโดยใชอ้ะโกรแบคทเีรยีมในพทิูเนีย (Petunia hybrida) ‘Mitchell’ โดยใชอ้าหารสูตร MS ที่ม ี
Thidiazuron (TDZ) ส าหรบัการชกัน าชิน้ส่วนใบของพทิูเนียใหเ้กดิตาพเิศษ (adventitious bud) 
และเจรญิเป็นตน้ โดยความเขม้ขน้ของ TDZ ทีเ่หมาะสมสามารถชกัน าใหเ้กดิต้นไดด้ทีีสุ่ด คอื 2 
มลิลกิรมัต่อลติร ในขณะทีเ่มือ่ความเขม้ขน้ทีส่งูเช่น 5 มลิลกิรมัต่อลติรจะยบัยัง้การเกดิตาพเิศษ 
  
 Azadi et al. (2010) ท าการถ่ายยนีใน Lilium  formolongi โดย A. tumefaciens strain 
EHA101 โดยบนดีเอ็นเอพลาสมดิมียนีที่เกี่ยวข้องกับวิถีการสงัเคราะห์แคโรทีนอยด์ 7 ตัว
ประกอบด้วยยนีจากสิง่มชีวีติ Pantoea ananatis (crtE, crtB, crtI และ crtY), Brevundimonas 
sp. strain SD212 (crtZ และ crtW) และ Paracoccus sp. strain N81106 (idi) ต้นที่ได้รบัการ
ถ่ายยนีมกีารสรา้งสารแอสตาแซนทนิ และสารคโีตแคโรทนีอยดต์วัอื่นๆ ส าเรจ็ 
 
 Husunuma et al. (2008) ท าการถ่ายยีน crtZ และ crtW จาก Brevundimonas sp. 
strain SD212 ในยาสูบ  N. tabacum L. ‘Xanthi’ โดยการ ใช้ เ ค รื่ อ งยิง อ นุภาค  (particle 
bombardment) โดยออกแบบเวคเตอรใ์หเ้กดิการแทรกของยนีในต าแหน่งของดเีอนเอของคลอ
โรพลาสต ์(transplastomic engineering) ตน้ยาสบูทีไ่ดร้บัถ่ายยนีมกีารสรา้งสารแอสตาแซนทนิ
ในปรมิาณทีม่ากกว่าการถ่ายยนีโดยอะโกรแบคทเีรยีมทีเ่กดิการแทรกของชุดยนีบนโครโมโซม
ในนิวเคลยีส 



14 

อปุกรณ์และวิธีการ 
 

อปุกรณ์ 
 

1. พชืทีใ่ชใ้นการทดลอง 
1.1 ตน้ยาสบู, Nicotiana tabacum L. ‘Petit Havana SR1’ 
1.2  ตน้พทิเูนีย, Petunia hybrida Surfinia® ‘Patio Yellow’ (Suntory Flowers 

Ltd., Japan) 
1.3 ตน้พทิเูนีย, Petunia hybrida ‘Yellow’ (Sakata Seed Corp., Japan) 
1.4  ตน้คาลบิรากวั, Calibrachoa × hybrida Million Bells® ‘Neon Yellow’ 

(Suntory Flowers Ltd., Japan) 
 

2. เชือ้แบคทเีรยี Agrobacterium tumefaciens ส าหรบัการถ่ายยนีเขา้สู่พชื 
A. tumefaciens สายพนัธุ ์EHA105 ทีม่พีลาสมดิดเีอน็เอเวคเตอรท์ีม่ยีนี crtW จาก 

Brevundimonas sp. strain SD212 ที่ต่อกับ transit peptide (tp) แทรกในต าแหน่ง multiple 
cloning site 1 ของพลาสมิดดีเอ็นเอ pRI201-AN (TaKaRa, Japan) ภายใต้โปรโมเตอร์ 
Cauliflower mosaic virus 35S และมยีนี nptII ซึ่งเป็นยนีต้านทานกานามยัซินเพื่อใช้ส าหรบั
การคัดเลือกชิ้นส่วนใบพืชที่ได้ร ับการถ่ายยีน  สร้างโดยคุณ Tomohiro Kitayama, Tokyo 
University of Agriculture and Technology (ภาพที ่8 และ 9) 

 
3. อุปกรณ์และสารเคมทีีใ่ชใ้นการในการเพาะเลีย้งเนื้อเยื่อพชื และการถ่ายยนี 

3.1  เครือ่งมอืและอุปกรณ์ส าหรบัการเพาะเลีย้งเนื้อเยือ่ เช่น ตู ้Laminar air flow 
ดา้มมดี ใบมดีผ่าตดั ปากคบี จานเพาะเชือ้  

3.2  เครื่องมอืและอุปกรณ์ส าหรบัเตรียมอาหารเพาะเลี้ยง  A. tumefaciens และ
เนื้อเยื่อพชื เช่น หมอ้นึ่งไอน ้าความดนัสูง เตาไมโครเวฟ เครื่องชัง่ไฟฟ้า ช้อนตกัสาร เครื่อง
กวนสาร แท่งแมเ่หลก็ เครือ่งวดัความเป็นกรดด่าง กระบอกตวง บกีเกอร ์ขวดรปูชมพู่ ไมโครปิ
เปต เป็นตน้ 

3.3  เครื่องมอืและอุปกรณ์ส าหรบัการถ่ายยนี เช่น เครื่องปัน่เหวี่ยงความเร็วสูง 
หลอดเซน็ตรฟิิวจข์นาด 50 มลิลลิติร ไมโครปิเปต 

3.4  เครื่องมอืและอุปกรณ์ส าหรับการตรวจสอบการถ่ายยนีระดบัโมเลกุล เช่น 
เ ค รื่ อ ง  TaKaRa PCR Thermal Cycler Dice™ Touch (TaKaRa, Japan) ส า ห รับ ก า รท า
ปฏิกิริยา polymerase chain reaction (PCR), เครื่อง NanoDrop 2000 spectrophotometer 
(Thermo Scientific, USA), เครือ่ง Mupid-2plus Electrophoresis (Optima, Japan) เป็นตน้ 
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4. สารเคม ี

4.1  สารเคมสี าหรบัการเตรยีมอาหารเพาะเลีย้งเนื้อเยือ่พชื เช่น สารเคมทีีใ่ชเ้ตรยีม
อาหารสูตร MS (Murashige and Skoog, 1962) ซูโครส และ gellan gum (Wako, Japan) เป็น
ตน้ 

4.2  สารเคมสี าหรบัการถ่ายยนี เช่น กานามยัซนิ; kanamycin sulfate (Wako 
Pure Chemical, Japan), meropenem (Sumitomo Dainippon Pharma, Japan), 
acetosyringone (Wako Pure Chemical, Japan) 

4.3  สารเคมสี าหรบัการเตรยีมอาหารเพาะเลีย้ง Agrobacterium เช่น สารเคมทีี่ใช้
เตรยีมอาหารสตูร yeast extract peptone (YEP) 

4.4  สารเคมสี าหรบัการตรวจสอบการถ่ายยนีระดบัโมเลกุล เช่น สารเคมสี าหรบั
สกัดดีเอ็นเอ, สารเคมีส าหรบัการสกัดอาร์เอ็นเอ RNeasy Plant Mini Kit (Qiagen, Japan), 
agarose gel (Wako, Japan), PCR Amplification Kit (TaKaRa, Japan), TaKaRa RNA PCR 
kit (AMV) Ver.3.0 (TaKaRa, Japan), Agarose gel (Wako Pure Chemical, Japan), ดีเอ็นเอ
มาตรฐาน Wide-Range DNA Ladder 50-10,000 คู่เบส (TaKaRa, Japan), ไพรเมอร์ส าหรบั
การตรวจสอบการมอียู่ของยีน crtW และ nptII ที่มลี าดบัเบสจ าเพาะกับ tp-crtW และ nptII 
(ตารางที ่1) 
 
ตารางท่ี 1  ไพรเมอรท์ีใ่ชใ้นการท าปฏกิริยิาพซีอีาร ์
 

ยนี ไพรเมอร ์ ล าดบัเบส 
crtW tp-crtW 5'-TCTAGAGAGCTTTGCAATTCA-3' 
  5'-GGATCCTCAAGACTCTCCTCT-3' 
nptII nptII 5’-CTGAATGAACTGCAGGACGAGG-3’ 
  5’-GCCAACGCTATGTCCTGATAGC-3’ 
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ภาพท่ี 4  ยาสบู, Nicotiana tabacum L. ‘Petit Havana SR1’ 
 

 
 
ภาพท่ี 5  พทิเูนีย, Petunia hybrida Surfinia® ‘Patio Yellow’ 
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ภาพท่ี 6  พทิเูนีย, Petunia hybrida ‘Yellow’ 
 

 
 
ภาพท่ี 7  คาลบิรากวั, Calibrachoa × hybrida Million Bells® ‘Neon Yellow’ 
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ภาพท่ี 8  แผนทีโ่ครงสรา้งและขนาดของพลาสมดิดเีอน็เอ pRI201-AN (Takara, Japan) ทีใ่ช ้
             ในการทดลอง  
 

 

 
ภาพท่ี 9  แผนภาพแสดงพลาสมิดที่มียีน crtW ในต าแหน่ง MCS 1 บนพลาสมิดดีเอ็นเอ 

pRI201-AN (TaKaRa, Japan) RB right border, LB left border, 35Sp cauliflower 
mosaic virus 35S promoter, tp transit peptide, hspT heat shock protein 
terminator, nptII neomycin phosphotransferase, NOSp nopaline synthase 
promoter และ NOST nopaline synthase terminator 

 
  

35Sp tp hspT NOSp nptII NOST crtW RB LB   
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วิธีการ 
 
การเตรียมพืชส าหรบัใช้ในการทดลอง 
 
 ยาสบู 
 แช่เมลด็ในสารละลายโซเดยีมไฮโปคลอไรตท์ีม่คีวามเขม้ขน้ของคลอรนี 1 เปอรเ์ซน็ต ์ที่
ผสม Tween-20 ปรมิาตร 1-2 หยด เป็นระยะเวลา 20 นาท ีจากนัน้ลา้งดว้ยน ้ากลัน่ทีน่ึ่งฆ่าเชือ้
แลว้ 3 ครัง้ ยา้ยเมลด็ลงอาหารแขง็สตูร MS ทีม่ซีโูครส 3 เปอรเ์ซน็ต ์gellan gum 2 เปอรเ์ซน็ต ์ 
 
 พทิเูนียและคาลบิรากวั 
 น าล าต้นทีม่ตีาขา้งมาตดัเป็นชิ้นใหไ้ดค้วามยาวประมาณ 1 นิ้ว ลา้งดว้ยน ้าไหลผ่านให้
สะอาด แช่ในสารละลายโซเดยีมไฮโปคลอไรต ์(Antiformin®, Wako Pure Chemical, Japan) ที่
มคีวามเขม้ข้นของคลอรนี 1 เปอรเ์ซน็ต์ ที่ผสม Tween-20 1-2 หยด เป็นระยะเวลา 20 นาท ี
จากนัน้ลา้งดว้ยน ้ากลัน่ทีน่ึ่งฆ่าเชือ้แลว้ 3 ครัง้ ยา้ยชิน้ส่วนพชืลงอาหารแขง็สตูร MS ทีม่ซีโูครส 
3 เปอรเ์ซน็ต ์gellan gum 2 เปอรเ์ซน็ต ์ 
 
การเตรียมเช้ือ Agrobacterium ส าหรบัการถ่ายยีน 
 
 น า A. tumefaciens ที่มพีลาสมดิที่มยีนี crtW  ที่ต่อกบัโปรโมเตอร์ 35S ปรมิาตร 50 
ไมโครลติร มาเพิม่จ านวนในอาหารเหลวสูตร YEP 10 มลิลลิติร เตมิกานามยัซนิ 30 มลิลกิรมั
ต่อลติร บ่มในตู้บ่มเชื้ออุณหภูม ิ28 องศาเซลเซยีส เขย่าด้วยความเรว็ 150 รอบต่อนาท ีเป็น
เวลา 1 วัน เชื้อ A. tumefaciens จะมีการเพิ่มจ านวนในอาหารเหลว โดยอาหารเหลวจะมี
ลกัษณะขุน่ จากนัน้ปัน่เหวีย่งดว้ยความเรว็สงู 3,000 รอบต่อนาทเีป็นเวลา 10 นาท ีเทของเหลว
ส่วนบนทิ้งแล้วเติมอาหารเหลวสูตร YEP 10 มลิลลิติร เติม acetosyringone 10 มลิลกิรมัต่อ
ลติร ดดูสารละลายขึน้ลงใหส้ารละลายเขา้กนั ไดเ้ป็นสารแขวนลอยทีใ่ชส้ าหรบัการถ่ายยนี 
 
การทดลองท่ี 1 การถ่ายยีนในยาสบูโดยใช้ Agrobacterium 
 
 เทสารแขวนลอย A. tumefaciens ส าหรบัถ่ายยนีลงบนจานเพาะเชือ้ทีม่กีระดาษกรองที่
ผ่านการนึ่ งฆ่าเชื้อแล้ว น าชิ้นส่วนใบวางบนกระดาษกรองที่ชุ่มด้วยสาร แขวนลอย  A. 
tumefaciens ตัดชิ้นส่วนใบให้มีขนาดประมาณ 5 มิลลิเมตร จากนัน้ซับสารแขวนลอยออก
บางส่วนด้วยกระดาษกรองที่นึ่งฆ่าเชื้อ และย้ายชิ้นส่วนใบลงบนอาหารส าหรบัเลี้ยงเชื้อ  A. 
tumefaciens ร่วมกบัชิ้นส่วนใบพชื (co-cultivation medium) สูตร MS ที่เติม acetosyringone 
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20 มลิลิกรมัต่อลิตร ซูโครส 3 เปอร์เซ็นต์ gellan gum 2 เปอร์เซ็นต์ BA 2 มลิลิกรมัต่อลิตร 
NAA 0.1 มลิลกิรมัต่อลติร เพาะเลีย้งในทีม่ดือุณหภูม ิ25 องศาเซลเซยีสเป็นเวลา 3 วนั จากนัน้
น ามาลา้งดว้ยน ้ากลัน่ทีน่ึ่งฆา่เชือ้แลว้ 3 ครัง้แลว้ยา้ยลงอาหาร ส าหรบัคดัเลอืกชิน้ส่วนส่วนพชืที่
เกดิการถ่ายยนี (selection medium) สตูร MS ทีม่ยีาปฏชิวีนะคอื กานามยัซนิ 200 มลิลกิรมัต่อ
ลิตร, meropenem 10 มิลลิกรมัต่อลิตร, BA 2 มิลลิกรมัต่อลิตร, NAA 0.1 มิลลิกรมัต่อลิตร, 
ซูโครส 3 เปอร์เซ็นต์ และ gellan gum 2 เปอร์เซ็นต์ ท าการย้ายชิ้นส่วนพชืลงอาหารใหม่ลง
อาหารใหมทุ่กๆ 1 สปัดาห ์เพื่อป้องกนัการเตบิโตและก าจดั A. tumefaciens ในชิน้ส่วนพชือย่าง
สมบรูณ์ 
 
การตรวจสอบการมีอยู่ของยีน crtW  และ nptII  ในพืชท่ีได้รบัการถ่ายยีนโดยเทคนิคพีซี-
อาร ์(Polymerase chain reaction; PCR) 
 
 การสกดัดเีอน็เอ 
 
 การสกัดดีเอ็นเอจากชิ้นส่วนของพืช น าชิ้นส่วนพืชใส่หลอดเซ็นตริฟิวจ์ขนาด 1.5 
มิลลิลิตร เติม TE buffer ปริมาตร 150 ไมโครลิตร และ SDS 10 เปอร์เซ็นต์ ปริมาตร 20 
ไมโครลติร บดใหล้ะเอยีด น าไปบ่มใน dry bath incubator อุณหภมู ิ70 องศาเซลเซยีสเป็นเวลา 
15 นาท ีจากนัน้เตมิ ammonium acetate 5 โมลาร ์ปรมิาตร 110 ไมโครลติร เขย่าด้วยเครื่อง 
vortex ประมาณ 1 นาท ีแช่ในน ้าแขง็เป็นเวลา 30 นาท ีจากนัน้น าไปปัน่เหวีย่งทีอุ่ณหภูมหิ้อง
ดว้ยความเรว็ 15,000 รอบต่อนาทเีป็นเวลา 10 นาท ีเกบ็เฉพาะของเหลวส่วนใสดา้นบนใส่ลงใน
หลอดเซน็ตรฟิิวจ์หลอดใหม่ เตมิ isopropanol 400 ไมโครลติร พลกิหลอดไปมาให้สารละลาย
เข้ากนั ทิ้งไว้ที่อุณหภูมหิ้องเป็นเวลา 10 นาท ีจากนัน้น าไปปัน่เหวี่ยงด้วยความเรว็ 15,000 
รอบต่อนาทเีป็นเวลา 10 นาท ีทิง้ของเหลวดา้นบน เตมิเอทานอล 70 เปอรเ์ซน็ต์ ปรมิาตร 500 
ไมโครลติร พลกิหลอดไปมาเบาๆ จากนัน้น าไปปัน่เหวี่ยงด้วยความเรว็ 15,000 รอบต่อนาที
เป็นเวลา 5 นาที ท าซ ้าอีกครัง้โดยทิ้งของเหลวด้านบน เติมเอทานอล 95 เปอร์เซ็นต์ 500 
ไมโครลติร เขย่าเบาๆ จากนัน้น าไปปัน่เหวี่ยงด้วยความเรว็ 15,000 รอบต่อนาทเีป็นเวลา 5 
นาท ีทิ้งของเหลวด้านบน เปิดฝาให้เอทานอลระเหยออกจนหมด จากนัน้เตมิน ้ากลัน่ปรมิาตร 
20 ไมโครลิตร วัดความเข้มข้นของตัวอย่างดีเอ็นเอที่สกัดได้ด้วยเครื่อง NanoDrop 2000 
spectrophotometer เกบ็ตวัอยา่งดเีอน็เอในตูแ้ช่แขง็อุณหภมู ิ-20 องศาเซลเซยีส 
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 การท าพซีอีาร ์(Polymerase chain reaction; PCR) 
 
 น าตวัอย่างดเีอน็เอทีส่กดัไดม้าตรวจสอบการมยีนี crtW หรอื nptII โดยใชไ้พรเมอร์ที่มี
ความจ าเพาะกบัยนี โดยเพิม่ปรมิาณชิ้นส่วนของดเีอ็นเอด้วยเครื่อง TaKaRa PCR Thermal 
Cycler Dice™ Touch โดยใชชุ้ด PCR Amplification Kit ใช ้TaKaRa Taq™ DNA Polymerase 
ปริมาตร 0.1 ไมโครลิตร, dNTP Mixture ปริมาตร 1.6 ไมโครลิตร และ 10X PCR Buffer 
ปรมิาตร 2 ไมโครลติร 
  
 ท าการเพิม่ปรมิาณชิน้ส่วนของดเีอน็เอ โดยขัน้ตอนแรกใชอุ้ณหภูม ิ94 องศาเซลเซยีส 
เป็นเวลา 5 นาท ีขัน้ตอนทีส่องใชอุ้ณหภูม ิ94 องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 30 วนิาท ีอุณหภูม ิ55 
องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 40 วนิาท ีและอุณหภมู ิ72 องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 1 นาท ีตามล าดบั 
จ านวน 25 รอบ และขัน้ตอนสุดทา้ยใชอุ้ณหภูม ิ72 องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 7 นาท ีเมื่อสิน้สุด
ปฏิกิริยาตรวจสอบผลโดยการแยกขนาดดีเอ็น เอด้วยกระแสไฟฟ้า  (Agarose gel 
electrophoresis) โดยเติม 10X Loading Buffer (TaKaRa, Japan) ปรมิาตร 2 ไมโครลติร ลง
ในผลิตภณัฑ์ PCR ที่ได้ จากนัน้แยกขนาดชิ้นส่วนดีเอ็นเอใน agarose 1.5 เปอร์เซ็นต์ ใน
สารละลาย 1X TAE buffer โดยใช้กระแสไฟฟ้า 100 โวลต์ เป็นเวลา 22 นาที เทียบขนาด
ชิ้นส่วนดเีอ็นเอกบัดเีอ็นเอมาตรฐาน Wide-Range DNA Ladder 50-10,000 คู่เบส จากนัน้น า
เจลมาย้อมด้วยสารละลาย Ethidium bromide เป็นเวลา 10 นาที ตรวจสอบผลใต้แสง
อลัตราไวโอเลต บนัทกึภาพ 
 
การตรวจสอบการแสดงออกของยีน crtW  โดยเทคนิค RT-PCR (Reverse transcription 
polymerase chain reaction) 
 
 การสกดัอารเ์อน็เอรวม 
 
 สกัดอาร์เอ็นเอรวมจากตัวอย่างที่ได้จากการถ่ายยีนโดยใช้ RNeasy Plant Mini Kit 
ตรวจสอบความเขม้ขน้ของตวัอยา่งอารเ์อน็เอดว้ยเครื่อง NanoDrop 2000 spectrophotometer  
 
 การท า RT-PCR (Reverse transcription polymerase chain reaction) 
 
 ท าการรเีวอรส์ทรานสครปิชนัอารเ์อน็เอรวมเป็น complementary DNA (cDNA) โดยใช ้
TaKaRa RNA PCR Kit (AMV) Ver. 3.0 เติม AMV Reverse Transcriptase XL ปรมิาตร 0.5 
ไมโครลิตร, RNase Inhibitor ปริมาตร 0.25 ไมโครลิตร, Oligo dT-Adaptor primer ปริมาตร 
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0.5 ไมโครลิตร, RNase Free distilled H2O ปรมิาตร 4.75 ไมโครลิตร, 10X RT-PCR Buffer 
ปรมิาตร 1 ไมโครลติร, dNTP Mixture ปรมิาตร 1 ไมโครลติร และ MgCl2 ปรมิาตร 2 ไมโครลติร  
ขัน้ตอนแรกใช้อุณหภูม ิ60 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที ขัน้ตอนที่สองใช้อุณหภูม ิ99 
องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 5 นาท ีและขัน้ตอนสุดทา้ยอุณหภมู ิ5 องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 5 นาท ี
จากนัน้น า cDNA ทีไ่ดม้าเพิม่ปรมิาณชิน้ส่วนของดเีอน็เอดว้ยเทคนิค PCR โดยใชไ้พรเมอรท์ีม่ ี
ความจ าเพาะกบัยนี crtW ขัน้ตอนแรกใชอุ้ณหภูม ิ94 องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 5 นาท ีขัน้ตอน
ทีส่องใชอุ้ณหภูม ิ94 องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 30 วนิาท ีอุณหภูม ิ55 องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 
40 วนิาท ีอุณหภมู ิ72 องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 1 นาท ีตามล าดบั จ านวน 25 รอบ และขัน้ตอน
สุดทา้ยใชอุ้ณหภมู ิ72 องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 7 นาท ีเมือ่สิน้สุดปฏกิริยิาตรวจสอบผลโดยการ
แยกขนาดดีเอ็นเอด้วยกระแสไฟฟ้า (Agarose gel electrophoresis) โดยเติม 10X Loading 
Buffer (TaKaRa, Japan) ปรมิาตร 2 ไมโครลติร ลงในผลติภณัฑ ์PCR ทีไ่ด ้จากนัน้แยกขนาด
ชิน้ส่วนดเีอน็เอใน agarose 1.5 เปอรเ์ซน็ต์ ในสารละลาย 1X TAE buffer โดยใชก้ระแสไฟฟ้า 
100 โวลต์ เป็นเวลา 22 นาท ีเทยีบขนาดชิ้นส่วนดเีอ็นเอกบัดเีอ็นเอมาตรฐาน Wide-Range 
DNA Ladder 50-10,000 คู่เบส จากนัน้น าเจลมาย้อมด้วยสารละลาย Ethidium bromide เป็น
เวลา 10 นาท ีตรวจสอบผลใตแ้สงอลัตราไวโอเลต บนัทกึภาพ 
 
การตรวจสอบลกัษณะของพืชท่ีได้รบัการถ่ายยีน 
 
 ดูลกัษณะการเรยีงตวัของเซลลแ์ละการมรีงควตัถุโดยตดัเนื้อเยื่อตามขวาง เริม่จากการ
เตรยีมตวัอย่างเนื้อเยื่อโดยตดัชิ้นส่วนพชืให้มขีนาดประมาณ 0.5 เซนตเิมตร จุ่มชิน้ส่วนพชืใน
สารละลาย agar 4 เปอรเ์ซน็ตท์ีอุ่ณหภมูปิระมาณ 40 องศาเซลเซยีส เมือ่ agar แขง็ตวั จงึใชม้ดี
ตดั agar ทีม่ชีิน้ส่วนพชืใหม้ลีกัษณะเป็นสีเ่หลีย่มลกูเต๋ากวา้งประมาณ 1 เซนตเิมตร จากนัน้น า
ตวัอย่างเนื้อเยื่อไปตดัตามขวางด้วยเครื่อง Microslicer รุ่น DTK-1000 (Dosaka-em, Japan) 
โดยตดัตามขวางชิน้ส่วนใบหนา 70 ไมโครเมตร และชิน้ส่วนจากดอกหนา 150 ไมโครเมตร ส่อง
ดว้ยกลอ้งจลุทรรศน์แบบใชแ้สง บนัทกึภาพ 
 
การตรวจสอบชนิดของรงควตัถโุดยวิธี Thin layer chromatography (TLC) 
 
 ตรวจสอบชนิดของรงควตัถุที่พบในชิ้นส่วนพืชที่ได้รบัการถ่ายยีน crtW  เทียบกับ
ชิ้นส่วนพชืที่ไม่ได้รบัการถ่ายยนีโดยชัง่ชิ้นส่วนพชืน ้าหนัก 0.1 กรมั บดชิ้นส่วนพชืพร้อมกบั 
silica gel น ้ าหนัก 0.2 กรัมให้ละเอียดด้วยโกร่งบดยา น าใส่หลอดเซ็นตริฟิวจ์ขนาด 1.5 
มลิลลิติร จากนัน้เตมิ diethyl ether ปรมิาตร 500 ไมโครลติร เขย่าดว้ยเครื่อง vortex เป็นเวลา
ประมาณ 1 นาที ดูดเฉพาะสารละลายหยดเป็นหยดขนาดเล็กลงบนแผ่น TLC silica gel 
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aluminum sheet (Merck, Germany) จากนัน้จุ่มส่วนล่างของแผ่น TLC silica gel aluminum 
sheet ลงในสารละลาย petroleum ether : acetone สดัส่วน 8 ต่อ 2 ในแก้วระบบปิด เมื่อรงค
วตัถุเคลื่อนทีจ่ากส่วนล่างถงึส่วนปลายของแผ่น TLC silica gel aluminum sheet จงึน าออกจาก
แกว้ ผึง่ใหส้ารละลายระเหยออกจนหมด บนัทกึภาพ 
 

การตรวจสอบสีของใบ 
 

ตรวจสอบสขีองใบพชืที่ได้รบัการถ่ายยนีเปรยีบเทยีบกบัพชืที่ไม่ได้รบัการถ่ายยนีใน
ขอบเขตสแีบบ L*a*b* color space โดยเครือ่ง CR-300 head Chroma Meter (Minolta, Japan) 
โดยท าการวดัค่าสามครัง้แลว้หาค่าเฉลีย่ 
 
การวิเคราะหป์ริมาณสารแอสตาแซนทินโดยเทคนิค High-performance liquid 
chromatography (HPLC) 
 
 วิเคราะห์ปรมิาณสารแอสตาแซนทินในตัวอย่างใบโดยวิธี High-performance liquid 
chromatography (HPLC) โดยการเกบ็ตวัอยา่งใบแช่ในไนโตรเจนเหลว บดใหล้ะเอยีดดว้ยโกร่ง
บดยา เกบ็รกัษาทีอุ่ณหภูม ิ-20 องศาเซลเซยีส จากนัน้น าตวัอย่างมาสกดัในตวัท าละลาย โดย
ชัง่ตวัอย่าง 0.05 กรมั ละลายใน methanol 2 มลิลลิติร น าไปปัน่เหวีย่งดว้ยความเรว็สูง ดูดเอา
เฉพาะส่วนใส กรองด้วย PTFE membrane ขนาด 40 ไมครอน จากนัน้ฉีดสารละลายตวัอย่าง
ปรมิาตร 10 ไมโครลติร เขา้สู่เครือ่ง HPLC รุน่ 10A VP (Shimadzu, Japan) โดยใช ้Symmetry 
C8 Column, 5 µm, 3.9 mm × 150 mm (Waters, USA) ใช้ methanol และน ้ากลัน่อัตราส่วน 
80 : 20 เป็นตวัละลายเคลื่อนที ่(mobile phase) อตัราการไหลที ่1.5 มลิลลิติรต่อนาท ีระยะเวลา 
Retention time 30 นาทีต่อการทดลอง 1 ตัวอย่างที่ความยาวคลื่น 474 นาโนเมตร ใช้สาร
แอสตาแซนทนิมาตรฐาน ความเข้มข้น 16, 32, 64 และ 80 มลิลกิรมัต่อลติร ในการท ากราฟ
มาตรฐาน และวเิคราะห์ปรมิาณสารแอสตาแซนทนิในสารละลายตวัอย่างโดยใช้โปรแกรม LC 
solution (Shimadzu, Japan) 
 
การวิเคราะหป์ริมาณคลอโรฟิลลแ์ละสารแคโรทีนอยดร์วมโดยวิธี Spectrophotometry 
 

วเิคราะห์ปรมิาณคลอโรฟิลล์เอ คลอโรฟิลล์บ ีและแคโรทนีอยด์รวมโดยดดัแปลงจาก
วธิกีารของ Wellburn (1994) โดยการชัง่ตวัอยา่งพชื 0.5 กรมับดใน methanol 5 มลิลลิติร น าไป
ปัน่เหวีย่งดว้ยความเรว็สงู จากนัน้ดดูสารละลายเฉพาะส่วนใสน าไปวดัค่าดูดกลนืแสงดว้ยเครื่อง 
UV-Vis Spectrophotometer รุ่น T80 (PG Instruments, United Kingdom) ที่ความยาวคลื่น 
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470, 653 และ 666 นาโนเมตร โดยบนัทกึค่าด้วยโปรแกรม UVWin 5.1.1 (PG Instruments, 
United Kingdom) และค านวณหาปรมิาณคลอโรฟิลลเ์อ คลอโรฟิลลบ์ ีและแคโรทนีอยดร์วม ดงั
สมการ 

 
 คลอโรฟิลลเ์อ   = dilution×)]A×(7.34-)A×65.15[( 653666  
 คลอโรฟิลลบ์ ี   = dilution×)]A×(11.21-)A×05.27[( 666653  

         แคโรทนีอยดร์วม  = 
221

)]C×2.129(-)C×86.2(-)A×1000[( ba470  

 
         เมือ่ Ca คอื คลอโรฟิลลเ์อ 

Cb คอื คลอโรฟิลลบ์ ี
A470 คอื ค่าดดูกลนืแสงทีค่วามยาวคลื่น 470 นาโนเมตร 
A653 คอื ค่าดดูกลนืแสงทีค่วามยาวคลื่น 653 นาโนเมตร 
A666 คอื ค่าดดูกลนืแสงทีค่วามยาวคลื่น 666 นาโนเมตร 

 
การทดลองท่ี 2 การถ่ายยีนในพิทูเนียและคาลิบรากวัโดยใช้ Agrobacterium 
 
 เทสารแขวนลอย A. tumefaciens ส าหรบัถ่ายยนีลงบนจานเพาะเชือ้ทีม่กีระดาษกรองที่
ผ่านการนึ่ งฆ่าเชื้อแล้ว น าชิ้นส่วนใบวางบนกระดาษกรองที่ชุ่มด้วยสาร แขวนลอย  A. 
tumefaciens จากนัน้ตดัชิ้นส่วนใบให้มขีนาดประมาณ 5 มลิลเิมตร จากนัน้ซบัให้พอแห้งบน
กระดาษกรองที่นึ่งฆ่าเชื้อ และย้ายชิ้นส่วนใบลงบนอาหารส าหรบัเลี้ยงเชื้อ  A. tumefaciens 
ร่วมกับชิ้นส่วนใบพืช สูตร MS ที่มีซูโครส 3 เปอร์เซ็นต์ gellan gum 2 เปอร์เซ็นต์ TDZ 2 
มลิลกิรมัต่อลติร NAA 0.1 มลิลกิรมัต่อลติร และ acetosyringone 20 มลิลกิรมัต่อลติร เกบ็ในที่
มดือุณหภูม ิ25 องศาเซลเซยีสเป็นเวลา 3 วนั จากนัน้น ามาลา้งดว้ยน ้ากลัน่ที่นึ่งฆ่าเชือ้แลว้ 3 
ครัง้แล้วย้ายลงอาหารสูตร MS ที่มีซูโครส 3 เปอร์เซ็นต์ gellan gum 2 เปอร์เซ็นต์ TDZ 2 
มลิลกิรมัต่อลติร NAA 0.1 มลิลกิรมัต่อลติร และยาปฏชิวีนะคอื กานามยัซนิ 200 มลิลกิรมัต่อ
ลติร ร่วมกบั meropenem 10 มลิลกิรมัต่อลติร เพื่อก าจดั A. tumefaciens และย้ายลงอาหาร
ใหมทุ่กๆ 1 สปัดาห ์
 
 ท าการตรวจสอบการมยีนี crtW  และ nptII ในพืชที่ได้รบัการถ่ายยนีโดยวธิีพซีอีาร์ 
(Polymerase chain reaction; PCR) ตรวจสอบการแสดงออกของยนี crtW  โดยการท า RT-
PCR (Reverse transcription polymerase chain reaction) ตรวจสอบลกัษณะของพืชที่ได้รบั
การถ่ายยีน การตรวจสอบชนิดของรงควัต ถุที่พบใน ชิ้นส่ วนพืชโดยวิธี Thin layer 
chromatography (TLC) ตามวธิใีนการทดลองที ่1 
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ผลและวิจารณ์ 
 
การถ่ายยีนโดยใช้ Agrobacterium 
 
 สามารถถ่ายยนี crtW  ในยาสูบไดส้ าเรจ็ สามารถคดัเลอืกชิ้นส่วนใบยาสูบทีไ่ดร้บัการ
ถ่ายยนีในอาหารสูตร MS ที่เตมิกานามยัซนิความเข้มข้น 200 มลิลกิรมัต่อลติร, meropenem 
10 มลิลกิรมัต่อลติร, BA 2 มลิลกิรมัต่อลติร และ NAA 0.1 มลิลกิรมัต่อลติร เกิดการเจรญิเป็น
ตาพิเศษ (adventitious bud) บริเวณที่เกิดรอยตัดและเจริญเป็นต้น (ภาพที่ 10) สามารถ
เจรญิเตบิโตและน าออกปลกูในหอ้งระบบปิดที่มกีารควบคุมแสงและอุณหภูม ิไดต้น้ยาสบูทีไ่ดร้บั
การถ่ายยนีจ านวนทัง้หมด 24 ต้น โดยต้นยาสูบทีไ่ดร้บัการถ่ายยนีมลีกัษณะทางสณัฐานวทิยา
ที่แตกต่างกบักบัต้นยาสูบที่ไม่ได้รบัการถ่ายยนีหลายประการ เช่น มีการเปลี่ยนสจีากสเีขยีว
เป็นสเีขยีวอมสม้หรอืน ้าตาล ในใบ กลบีเลีย้ง และขนต่อม (glandular hair) ส่วนของรงัไข่มกีาร
เปลีย่นสจีากสเีหลอืงเป็นสแีดง และหลอดกลบีดอกเปลีย่นสจีากสขีาวเป็นสสีม้อ่อน ซึง่แสดงให้
เหน็ว่ามกีารสรา้งสารแอสตาแซนทนิสะสมในส่วนต่างๆ ของต้นยาสูบทีไ่ดร้บัการถ่ายยนี (ภาพ
ที ่11-17) 
 
 การสะสมสารแอสตาแซนทนิเกดิทีบ่รเิวณโครโมพลาสต์ในเซลล ์โดยภาพตดัตามขวาง
ของใบยาสบู (ภาพที ่13ข) และส่วนของดอกบรเิวณหลอดกลบีดอก (ภาพที ่15ข) จากตน้ยาสูบ
ที่ได้รบัการถ่ายยนีมโีครโมพลาสต์สสี้มซึ่งเกดิจากการสะสมของสารแอสตาแซนทนิอยู่ภายใน
เซลล ์ในขณะที่ภาพตดัตามขวางในต้นยาสูบทีไ่ม่ไดร้บัการถ่ายยนี ไม่พบโครโมพลาสต์สสีม้ใน
ใบ พบเพยีงเซลลท์ีม่สีเีขยีวจากคลอโรฟิลล ์(ภาพที ่13ก) และไม่พบในส่วนของหลอดกลบีดอก 
ซึง่ปรากฏเพยีงเซลลท์ีไ่ม่มสี ี(ภาพที ่15ก) โดยปกตริงควตัถุในกลุ่มแคโรทนีอยดจ์ะมกีารสะสม
ที่โครโมพลาสต์ซึ่งมคีวามแตกต่างจากรงควตัถุในกลุ่ม flavonoid ที่จะมกีารสะสมในแวควิโอล 
ซึง่ในกลบีดอกของยาสบูทัง้ทีไ่ดร้บัการถ่ายยนีและไม่ไดร้บัการถ่ายยนีจะไม่พบโครโมพลาสต ์มี
เพยีงการสะสมสารแอนโทไซยานินในแวควิโอล ท าให้กลบีดอกของยาสูบที่ได้รบัการถ่ายยนี
ยงัคงสชีมพูเช่นเดยีวกบัดอกยาสูบที่ไม่ได้รบัการถ่ายยนี (ภาพที่ 17) การแสดงออกของยนี 
crtW ให้มกีารสรา้งเอนไซมท์ี่เกี่ยวขอ้งกบักระบวนการสงัเคราะห์สารแอสตาแซนทนิให้เกิดที่  
โครโมพลาสต์จ าเป็นต้องอาศยัล าดบัเบสของ transit peptide (tp) จาก Rubisco small subunit 
ของถัว่เชื่อมเข้ากบัยนี crtW เนื่องจาก transit peptide เป็นโปรตีนที่มเีป้าหมายไปยงัโครโม-
พลาสต ์ส่งผลใหเ้อม็อารเ์อน็เอ (mRNA) ทีถ่อดรหสั (transcription) ไดจ้ากยนี crtW ถูกส่งไปยงั
โครโมพลาสตพ์รอ้มกบั transit peptide และเกดิกระบวนแปลรหสั (translation) ไดเ้ป็นเอนไซม์
ทีเ่กีย่วขอ้งกบักระบวนการสงัเคราะหส์ารแอสตาแซนทนิทีโ่ครโมพลาสต ์ 
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 การถ่ายยนี crtO เข้าสู่ยาสูบของ Mann et al. (2000) ยาสูบที่ได้รบัการถ่ายยนีมกีาร
เปลีย่นแปลงสทีีร่งัไข่ของยาสูบ จากสเีหลอืงเป็นสแีดงเนื่องจากมกีารสะสมสารแอสตาแซนทนิ
ปรมิาณมาก เมือ่ตรวจสอบโดยการวเิคราะหด์ว้ยวธิ ีHPLC พบปรมิาณสารแอสตาแซนทนิสะสม
ที่ใบในปรมิาณที่น้อยมาก โดยพบน้อยกว่า 1 เปอรเ์ซน็ต์ของสารแคโรทนีอยด์รวม และไม่พบ
การสะสมสารแอสตาแซนทนิในกลบีเลีย้ง และบรเิวณหลอดกลบีดอก โดยแตกต่างจากงานวจิยั
นี้ ซึ่งพบการสะสมของสารแอสตาแซนทินในล าต้น กลีบเลี้ยง หลอดกลีบดอก และขนต่อม 
(glandular hair) ดว้ย ซึง่อาจเกดิจากการใชโ้ปรโมเตอร ์และ transit peptide คนละชนิดกนั โดย
จากการทดลองของ  Mann et al. ใช้โปรโมเตอร์ Pds (phytoene desaturase) และ transit 
peptide จากมะเขอืเทศ ซึ่งแตกต่างจากงานวิจยันี้ที่ใช้โปรโมเตอร์ 35S Cauliflower mosaic 
virus และ transit peptide จากถัว่ จงึอาจท าใหป้ระสทิธภิาพในการแสดงออกของยนีทีโ่ครโมพ
ลาสต์มคีวามแตกต่างกนั เป็นผลใหม้กีารสะสมสารแอสตาแซนทนิในบรเิวณส่วนต่างๆ ของพชื
แตกต่างกนัดว้ยเช่นกนั 
 
 สอดคลอ้งกบังานวจิยัของ Sakae et al. (2007) ทีไ่ดท้ าการทดลองเบือ้งตน้โดยถ่ายยนี 
crtW จาก Agrobacterium auranticum ทีเ่ชื่อมกบัล าดบัเบสของ transit peptide เขา้สู่ยาสบู (N. 
tabacum) รงัไขข่องยาสบูมกีารสะสมสารคโีตแคโรทนีอยดใ์นโครโมพลาสต ์ซึง่เป็นการยนืยนัว่า
โปรตนีที่สงัเคราะห์จาก tp-crtW ถูกส่งไปยงัโครโมพลาสต์ และมกีารสรา้งสารแอสตาแซนทนิ
สะสมในโครโมพลาสต์ จากนัน้ท าการทดลองถ่ายยนีเขา้สู่ Lotus japonicus ผลที่ได้สอดคลอ้ง
กบัการทดลองเบือ้งต้น โดยพบโครโมพลาสต์สสี้มทีเ่กดิจากการสะสมสารคโีตแคโรทีนอยด์ตวั
อื่นๆ และสารแอสตาแซนทนิ ส่งผลใหใ้บและดอกเกดิการเปลีย่นแปลงส ีโดยใบมสีเีขยีวอมส้ม 
และกลบีดอกมสีเีหลอืงสม้เขม้ขึน้ ซึง่ในกลบีดอก L. japonicus นัน้มกีารสะสมของรงควตัถุกลุ่ม
แคโรทนีอยดใ์นโครโมพลาสต ์โดยแตกต่างจากกลบีดอกของยาสูบจากในต้นทีไ่ดร้บัการถ่ายยีน 
ซึ่งปรากฏเพยีงสชีมพู ที่เกิดจากการสะสมรงควตัถุกลุ่มแอนโทไซยานินในแวควิโอลเท่านัน้ 
ดงันัน้การถ่ายยนี crtW เพื่อใหม้กีารสรา้งสารแอสตาแซนทนิหรอืสารคโีตแคโรทนีอยดต์วัอื่นที่
เพื่อการเปลีย่นแปลงสใีนกลบีดอกใหม้สีเีหลอืงสม้เขม้ขึน้นัน้ จะตอ้งค านึงถงึชนิดพชืทีม่ ีดอกที่มี
การสะสมรงควตัถุกลุ่มแคโรทนีอยดใ์นโครโมพลาสตเ์ป็นส าคญั 
 
 แต่พบว่าชิ้นส่วนใบของพทิูเนียและคาลบิรากวัไม่สามารถชกัน าใหเ้กดิเป็นต้นได ้จาก
การท าการทดลองเบือ้งต้น การเลีย้งชิน้ส่วนใบพชืโดยใชอ้าหารสตูร MS ทีม่ ีBA 1 มลิลกิรมัต่อ
ลติรและ NAA 0.1 มลิลกิรมัต่อลติร อ้างองิจากงานวจิยัของ Horsch et al. (1985) และ Mori et 
al. (2014) สามารถชกัชิ้นส่วนใบให้เกิดแคลลสัเล็กน้อยและตายในที่สุด ต่อมาจงึได้ท าการ
ทดลองโดยปรบัเปลี่ยนสูตรอาหาร โดยใช้อาหารสูตร MS ที่ม ีTDZ 2 มลิลกิรมัต่อลติร อ้างองิ
จากงานวจิยัของ Thirukkumaran et al. (2007) แต่กส็ามารถชกัน าไดเ้พยีงแคลลสัได ้เนื่องจาก
ชิน้ส่วนพชืทีใ่ชใ้นการทดลองครัง้นี้อาจมคีวามต้องการสารควบคุมการเจรญิเตบิโตเพื่อการชกั
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น าให้เกดิต้นจากชิ้นส่วนใบที่แตกต่างกนั ซึ่งคาดว่าอาจเกดิจากสายพนัธุข์องพทิูเนียและคาล-ิ
บรากวัทีใ่ชม้คีวามแตกต่างจากงานวจิยัทีผ่่านมา แต่แคลลสัของพทิูเนียและคาลบิรากวัที่เจรญิ
จากชิน้ส่วนใบทีใ่ชใ้นการถ่ายยนีเหล่านี้ได้รบัการถ่ายยนีส าเรจ็ ซึง่สามารถตรวจสอบการมอียู่
ของยนีโดยการท า PCR กบัไพรเมอรจ์ าเพาะ นอกจากนี้แคลลสัของพทิูเนียและคาลบิรากวัที่
ได้รบัการถ่ายยนีบางส่วนมสีสี้ม ซึ่งเกดิจากการสะสมของสารแอสตาแซนทนิ โดยมสีแีตกต่าง
จากแคลลสัของพทิูเนียและคาลบิรากวัที่ไม่ได้รบัการถ่ายยนีซึ่งมเีพยีงสเีขยีวของคลอโรฟิลล์
เท่านัน้ (ภาพที ่18) 

 

 
 

ภาพท่ี 10  ชิ้นส่วนใบยาสูบที่เกิดตาพิเศษ (adventitious bud) และเจริญเป็นต้นในอาหาร
คัดเลือกสูตร MS ที่มีกานามัยซินความเข้มข้น 200 มิลลิกรัมต่อลิตร ที่เติม 
meropenem 10 มลิลกิรมัต่อลติร, BA 2 มลิลกิรมัต่อลติร และ NAA 0.1 มลิลกิรมั
ต่อลติร  
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ภาพท่ี 11  ตวัอยา่งตน้ยาสูบทีไ่มไ่ดร้บัการถ่ายยนี (ซา้ย) และทีไ่ดร้บัการถ่ายยนี (ขวา) 
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ภาพท่ี 12  ใบของยาสบูทีไ่มไ่ดร้บัการถ่ายยนี (ซา้ย) และทีไ่ดร้บัการถ่ายยนี (ขวา)  
 

 
 
ภาพท่ี 13  ภาพตดัตามขวางทีก่ าลงัขยาย 200 เท่าของใบยาสบูทีไ่มไ่ดร้บัการถ่ายยนี (ก) และ

ทีไ่ดร้บัการถ่ายยนี (ข)  
  

ก 

ข 500 µm 
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ภาพท่ี 14  ดอกของตน้ยาสูบทีร่ะดบัการพฒันาการของดอกในระยะต่างๆ ในตน้ทีไ่มไ่ดร้บัการ

ถ่ายยนี (แถวบน) และทีไ่ดร้บัการถ่ายยนี (แถวล่าง)  
 

 
 
ภาพท่ี 15  ภาพตดัตามขวางทีก่ าลงัขยาย 200 เท่า บรเิวณหลอดกลบีดอกของยาสบูทีไ่มไ่ดร้บั

การถ่ายยนี (ก) และทีไ่ดร้บัการถ่ายยนี (ข) 
  

ก 

ข 500 µm 
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ภาพท่ี 16  เกสรเพศเมยีของดอกยาสบูทีไ่มไ่ด้รบัการถ่ายยนี (ซา้ย) และทีไ่ดร้บัการถ่ายยนี 

(ขวา)  
 

 
 
ภาพท่ี 17  ภาพตดัตามขวางทีก่ าลงัขยาย 200 เท่า ของกลบีดอกยาสบูทีไ่มไ่ดร้บัการถ่ายยนี 

(ก) และทีไ่ดร้บัการถ่ายยนี (ข)  
  

ก 

ข 500 µm 
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ภาพท่ี 18  แคลลสัทีไ่ดร้บัการถ่ายยนีมสีสีม้จากการสะสมสารแอสตาแซนทนิในคาลบิรากวั (ก) 

พทิูเนียจากบรษิทั Suntory Flowers Ltd. (ข) และ พทิูเนียจากบรษิทั Sakata Seed 
Corp. (ค) ที่ได้รบัการถ่ายยีนมีสีส้มจากการสะสมของสารแอสตาแซนทิน เมื่อ
เปรียบเทียบกับแคลลัสที่ไม่ได้ร ับการถ่ายยีนมีเพียงสีเขียวจากการสะสมของ
คลอโรฟิลลค์าลบิรากวั (ง) พทิเูนียจากบรษิทั Suntory Flowers Ltd. (จ) และพทิเูนีย
จากบรษิทั Sakata Seed Corp. (ฉ)  

 

การตรวจสอบการมีอยู่ของยีน crtW  และ nptII  ในพืชท่ีได้รบัการถ่ายยีนโดยเทคนิค 
พีซีอาร ์(Polymerase chain reaction; PCR) 
 
 จากการตรวจสอบการมีอยู่ของยีน crtW และ nptII ในพืชที่ได้ร ับการถ่ายยีนโดย
ปฏกิริยิาพซีอีาร ์(Polymerase chain reaction; PCR) โดยเพิม่ชิน้ส่วนดเีอน็เอทีต่้องการ จากดี
เอ็นเอที่สกดัได้ เป็นแม่แบบท าปฏกิริยิา PCR กบัไพรเมอรท์ี่จ าเพาะกบั tp-crtW (950 คู่เบส) 
และ nptII (500 คู่เบส) จากนัน้น าชิน้ส่วนดเีอน็เอทีเ่พิม่จ านวนได้มาแยกขนาดของดเีอน็เอด้วย
กระแสไฟฟ้าใน agarose ความเขม้ขน้ 1.5 เปอรเ์ซน็ต ์(Agarose gel electrophoresis) พบการ
ปรากฏแถบดเีอ็นเอจากดเีอ็นเอที่สกดัได้จากยาสูบที่ได้รบัการถ่ายยนีทุกต้น และในแคลลสั
ของพทิเูนียและคาลบิรากวั (ตารางที ่3) ซึง่สามารถยนืยนัความส าเรจ็ของการถ่ายยนี crtW เขา้
สู่พชื (ภาพที ่19-21) 

ก ข ค 

ง จ ฉ 
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 เนื่องจากความเขม้ขน้ของดเีอ็นเอทีส่กดัได ้(ตารางที ่2) มคีวามเขม้ขน้ที่สูงมาก ก่อน
การท าปฏกิิรยิา PCR จงึน ามาลดความเข้มข้นให้เจอืจางลง 3 เท่าด้วยน ้ากลัน่ โดยจากการ
ทดลองเบื้องต้นในการท าปฏกิริยิา PCR โดยใช้ดเีอ็นเอที่สกดัได้โดยไม่ลดความเขม้ขน้ลงนัน้ 
พบว่าบางครัง้ไม่สามารถเกดิการเพิม่จ านวนของชิ้นส่วนดเีอ็นเอในบางตวัอย่างได ้ซึง่อาจเกดิ
จากปรมิาณดเีอน็เอทีส่กดัไดเ้พื่อเป็นแม่แบบในปฏกิริยิา PCR มปีรมิาณทีม่ากเกนิไป ส่งผลให้
การจบัของไพรเมอรจ์ าเพาะกบัดเีอ็นเอแม่แบบมปีระสทิธภิาพลดลง ในขณะทีก่ารท าปฏกิริยิา 
PCR โดยใชด้เีอน็เอทีส่กดัไดท้ีล่ดความเขม้ขน้ลง 3 เท่า สามารถเกดิการเพิม่จ านวนชิ้นส่วนดี
เอน็เอไดต้ามปกตใินทุกๆ ตวัอยา่ง 
 
ตารางท่ี 2  ความเขม้ขน้ของดเีอน็เอทีส่กดัไดจ้ากชิน้ส่วนใบยาสบู แคลลสัของพทิเูนียและคา- 
               ลบิรากวัทีไ่มไ่ดร้บัการถ่ายยนีและไดร้บัการถ่ายยนี 
 

ชิน้ส่วนพชื 
ความเขม้ขน้ของดเีอน็เอทีส่กดัได ้

(นาโนกรมัต่อไมโครลติร) 
ยาสบูตน้ควบคุม 2,443.7 
ยาสบูถ่ายยนีตน้ที ่1 1,928.6 
ยาสบูถ่ายยนีตน้ที ่2 1,459.6 
ยาสบูถ่ายยนีตน้ที ่3 1,531.0 
ยาสบูถ่ายยนีตน้ที ่4 2,018.6 
ยาสบูถ่ายยนีตน้ที ่5 1,355.6 
ยาสบูถ่ายยนีตน้ที ่6 1,190.6 
ยาสบูถ่ายยนีตน้ที ่7 2,177.5 
ยาสบูถ่ายยนีตน้ที ่8 1,314.2 
ยาสบูถ่ายยนีตน้ที ่9 2,370.6 
ยาสบูถ่ายยนีตน้ที ่10 2,066.3 
ยาสบูถ่ายยนีตน้ที ่11 948.1 
ยาสบูถ่ายยนีตน้ที ่12 4347.0 
ยาสบูถ่ายยนีตน้ที ่13 1,745.2 
ยาสบูถ่ายยนีตน้ที ่14 2,859.2 
ยาสบูถ่ายยนีตน้ที ่15 1,507.0 
ยาสบูถ่ายยนีตน้ที ่16 2,049.1 
ยาสบูถ่ายยนีตน้ที ่17 2,206.3 
ยาสบูถ่ายยนีตน้ที ่18 3,567.1 
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ตารางท่ี 2  (ต่อ) 
 

ชิน้ส่วนพชื 
ความเขม้ขน้ของดเีอน็เอทีส่กดัได ้

(นาโนกรมัต่อไมโครลติร) 
ยาสบูถ่ายยนีตน้ที ่19 3,002.5 
ยาสบูถ่ายยนีตน้ที ่20 2,505.2 
ยาสบูถ่ายยนีตน้ที ่21 1,807.9 
ยาสบูถ่ายยนีตน้ที ่22 1,808.2 
ยาสบูถ่ายยนีตน้ที ่23 1,954.7 
ยาสบูถ่ายยนีตน้ที ่24 1,760.9 
พทิเูนีย (Suntory Flowers Ltd.) ควบคุม 432.2 
พทิเูนีย (Suntory Flowers Ltd.) ทีไ่ดร้บัการถ่ายยนี 301.8 
พทิเูนีย (Suntory Flowers Ltd.) ทีไ่ดร้บัการถ่ายยนี 470.7 
พทิเูนีย (Suntory Flowers Ltd.) ทีไ่ดร้บัการถ่ายยนี 703.4 
พทิเูนีย (Sakata Seed Corp.) ควบคุม 470.4 
พทิเูนีย (Sakata Seed Corp.) ทีไ่ดร้บัการถ่ายยนี 1,786.2 
พทิเูนีย (Sakata Seed Corp.) ทีไ่ดร้บัการถ่ายยนี 999.9 
พทิเูนีย (Sakata Seed Corp.) ทีไ่ดร้บัการถ่ายยนี 1,026.1 
คาลบิรากวัควบคุม 30.2 
คาลบิรากวัทีไ่ดร้บัการถ่ายยนี 1,168.7 
คาลบิรากวัทีไ่ดร้บัการถ่ายยนี 837.4 
คาลบิรากวัทีไ่ดร้บัการถ่ายยนี 1,260.1 
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ตารางท่ี 3  ผลการตรวจสอบการมอียู่ของยนี crtW และ nptII ด้วยเทคนิค PCR ในดเีอ็นเอที่
สกดัไดจ้ากชิน้ส่วนใบยาสูบ แคลลสัของพทิูเนียและคาลบิรากวัทีไ่ม่ไดร้บัการถ่าย
ยนีและไดร้บัการถ่ายยนี 

 
ชิน้ส่วนพชื ยนี crtW ยนี nptII 

ยาสบูตน้ควบคุม - - 
ยาสบูถ่ายยนีตน้ที ่1 + + 
ยาสบูถ่ายยนีตน้ที ่2 + + 
ยาสบูถ่ายยนีตน้ที ่3 + + 
ยาสบูถ่ายยนีตน้ที ่4 + + 
ยาสบูถ่ายยนีตน้ที ่5 + + 
ยาสบูถ่ายยนีตน้ที ่6 + + 
ยาสบูถ่ายยนีตน้ที ่7 + + 
ยาสบูถ่ายยนีตน้ที ่8 + + 
ยาสบูถ่ายยนีตน้ที ่9 + + 
ยาสบูถ่ายยนีตน้ที ่10 + + 
ยาสบูถ่ายยนีตน้ที ่11 + + 
ยาสบูถ่ายยนีตน้ที ่12 + + 
ยาสบูถ่ายยนีตน้ที ่13 + + 
ยาสบูถ่ายยนีตน้ที ่14 + + 
ยาสบูถ่ายยนีตน้ที ่15 + + 
ยาสบูถ่ายยนีตน้ที ่16 + + 
ยาสบูถ่ายยนีตน้ที ่17 + + 
ยาสบูถ่ายยนีตน้ที ่18 + + 
ยาสบูถ่ายยนีตน้ที ่19 + + 
ยาสบูถ่ายยนีตน้ที ่20 + + 
ยาสบูถ่ายยนีตน้ที ่21 + + 
ยาสบูถ่ายยนีตน้ที ่22 + + 
ยาสบูถ่ายยนีตน้ที ่23 + + 
ยาสบูถ่ายยนีตน้ที ่24 + + 
พทิเูนีย (Suntory Flowers Ltd.) ควบคุม + + 
พทิเูนีย (Suntory Flowers Ltd.) ทีไ่ดร้บัการถ่ายยนี + + 
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ตารางท่ี 3  (ต่อ) 
 

ชิน้ส่วนพชื ยนี crtW ยนี nptII 
พทิเูนีย (Suntory Flowers Ltd.) ทีไ่ดร้บัการถ่ายยนี + + 
พทิเูนีย (Suntory Flowers Ltd.) ทีไ่ดร้บัการถ่ายยนี + + 
พทิเูนีย (Sakata Seed Corp.) ควบคุม + + 
พทิเูนีย (Sakata Seed Corp.) ทีไ่ดร้บัการถ่ายยนี + + 
พทิเูนีย (Sakata Seed Corp.) ทีไ่ดร้บัการถ่ายยนี + + 
พทิเูนีย (Sakata Seed Corp.) ทีไ่ดร้บัการถ่ายยนี + + 
คาลบิรากวัควบคุม + + 
คาลบิรากวัทีไ่ดร้บัการถ่ายยนี + + 
คาลบิรากวัทีไ่ดร้บัการถ่ายยนี + + 
คาลบิรากวัทีไ่ดร้บัการถ่ายยนี + + 

 
หมายเหต ุ + คอื ปรากฏแถบดเีอน็เอ และ – คอื ไมป่รากฏแถบดเีอน็เอ 
 
 
 M 1 2  3  4    5    6   7     1   2   3   4  5  6  7 
 
 
 
950 bp → 
 

 
 
ภาพท่ี 19  ผลจากปฏกิริยิา PCR กบัไพรเมอรจ์ าเพาะ crtW (ซ้าย) และ nptII (ขวา) แล้วแยก

ขนาดดเีอ็นเอด้วยกระแสไฟฟ้า (Agarose gel electrophoresis) ในตวัอย่างจากต้น
ยาสูบ แถวที ่1 คอื ต้นยาสูบทีไ่ม่ได้รบัการถ่ายยนี, แถวที่ 2 คอื LjUbip-crtW, แถว
ที ่3-7 คอื ตน้ยาสบูทีไ่ดร้บัการถ่ายยนีต้นที ่1, 2, 4, 5 และ 6 ตามล าดบั แถว M คอื
ดเีอน็เอมาตรฐาน Wide-Range DNA Ladder 50-10,000 คู่เบส 

  

550 bp → 
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ภาพท่ี 20  ผลจากปฏกิริยิา PCR กบัไพรเมอรจ์ าเพาะ crtW (ซ้าย) และ nptII (ขวา) แล้วแยก

ขนาดดเีอ็นเอด้วยกระแสไฟฟ้า (Agarose gel electrophoresis) ในตวัอย่างจากต้น
ยาสูบ แถวที ่1 คอื ต้นยาสูบทีไ่ม่ได้รบัการถ่ายยนี, แถวที่ 2 คอื LjUbip-crtW, แถว
ที ่3-7 คอื ตน้ยาสบูทีไ่ดร้บัการถ่ายยนีตน้ที ่7, 8, 12, 14 และ 18 ตามล าดบั แถว M 
คอืดเีอน็เอมาตรฐาน Wide-Range DNA Ladder 50-10,000 คู่เบส 

 
 M P 1 2  3   4   5   6   7     8   9  10  11 12 
 
 
950 bp → 

 
 
ภาพท่ี 21  ผลจากปฏิกิริยา PCR กับไพรเมอร์จ าเพาะ crtW แล้วแยกขนาดดีเอ็นเอด้วย

กระแสไฟฟ้า ในตวัอยา่งจากแคลลสัของพทิเูนียและคาลบิรากวั แถวที ่P คอื LjUbip-
crtW, แถวที ่1 คอื แคลลสัของคาลบิรากวัทีไ่มไ่ดร้บัการถ่ายยนี, แถวที ่2 คอื แคลลสั
ของพทิูเนียจากบรษิัท Suntory Flowers Ltd. ที่ไม่ได้รบัการถ่ายยนี, แถวที่ 3 คอื 
แคลลสัของพทิูเนียจากบรษิทั Sakata Seed Corp. ทีไ่ม่ไดร้บัการถ่ายยนี, แถวที ่4-
6 คอื แคลลสัของคาลบิรากวัทีไ่ดร้บัการถ่ายยนี, แถวที ่7-9 คอื แคลลสัของพทิูเนีย
จากบริษัท Suntory Flowers Ltd. ที่ได้รบัการถ่ายยีน, แถวที่ 10-12 คือ แคลลัส
ของพทิูเนียจากบรษิทั Sakata Seed Corp. ที่ได้รบัการถ่ายยนี ตามล าดบั แถว M 
คอื ดเีอน็เอมาตรฐาน Wide-Range DNA Ladder 50-10,000 คู่เบส 

 
  

 M   1   2   3   4   5   6   7  M   1  2  3  4  5  6  7 

 
950 bp → 
 

 

550 bp → 
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การตรวจสอบการแสดงออกของยีน crtW  โดยเทคนิค RT-PCR (Reverse transcription 
polymerase chain reaction) 
 
 จากการตรวจสอบการแสดงออกของยนี crtW  โดยน าชิ้นส่วนใบยาสูบ และแคลลสั
บางส่วนของพทิูเนียและคาลบิรากวัมาสกดัอารเ์อ็นเอรวม จากนัน้น ามาท าปฏกิริยิา RT-PCR 
อาร์เอ็นเอจะถูกถอดรหสักลบัไปเป็น complementary DNA (cDNA) จากนัน้จงึเพิม่ชิ้นส่วนดี
เอน็เอจาก cDNA ทีไ่ดก้บัไพรเมอรจ์ าเพาะกบัยนี crtW ดว้ยปฏกิริยิา PCR จากนัน้แยกขนาด
ของชิ้นส่วนดเีอ็นเอที่เพิม่จ านวนได้ด้วยกระแสไฟฟ้า (Agarose gel electrophoresis) พบว่า
การท า RT-PCR จากอารเ์อน็เอรวมทีส่กดัไดจ้ากเนื้อเยือ่ทีไ่ดร้บัการถ่ายยนี มกีารปรากฏแถบดี
เอน็เอทีข่นาด 950 คู่เบส ซึง่เป็นขนาดที่จ าเพาะกบัยนี crtW ในขณะทีอ่ารเ์อน็เอรวมที่สกดัได้
จากเนื้อเยื่อที่ไม่ได้รบัการถ่ายยนี ไม่ปรากฏแถบดีเอ็นเอเนื่องจากไม่สามารถเกิดการเพิ่ม
จ านวนชิ้นส่วนดเีอ็นเอกบัไพรเมอรจ์ าเพาะได้ แสดงว่าเนื้อเยื่อพชืที่ได้รบัการถ่ายยนี crtW มี
การแสดงออกของยนี crtW โดย cDNA ที่ถอดรหสักลบัจากอาร์เอ็นเอสามารถเกิดการเพิม่
ชิ้นส่วนดเีอ็นเอกบัไพรเมอรท์ี่จ าเพาะกบัยนี crtW ได้ แสดงว่าอารเ์อ็นเอรวมที่สกดัมาได้จาก
เนื้อเยื่อนัน้ มอีารเ์อ็นเอที่ถูกถอดรหสัมาจากยนี crtW จงึสามารถยนืยนัได้ว่ามกีารแสดงออก
ของยนี crtW ในเนื้อเยือ่ทีไ่ดร้บัการถ่ายยนี (ภาพที ่22) 
 
ตารางท่ี 4  ความเขม้ขน้ของอารเ์อน็เอทีส่กดัไดจ้ากชิน้ส่วนใบของยาสูบ แคลลสัของพทิเูนีย 
               และคาลบิรากวัทีไ่มไ่ดร้บัการถ่ายยนีและถ่ายยนี 
 

ชิน้ส่วนพชื 
ความเขม้ขน้ของอารเ์อน็เอทีส่กดัได ้

(นาโนกรมัต่อไมโครลติร) 
ยาสบูตน้ควบคุม 67.1 
ยาสบูถ่ายยนีตน้ที ่1 92.8 
ยาสบูถ่ายยนีตน้ที ่15 1,707.3 
ยาสบูถ่ายยนีตน้ที ่16 116.5 
พทิเูนีย (Suntory Flowers Ltd.) ควบคุม 435.3 
พทิเูนีย (Suntory Flowers Ltd.) ทีไ่ดร้บัการถ่ายยนี 75.5 
พทิเูนีย (Sakata Seed Corp.) ควบคุม 494.2 
พทิเูนีย (Sakata Seed Corp.) ทีไ่ดร้บัการถ่ายยนี 497.8 
คาลบิรากวัควบคุม 172.6 
คาลบิรากวัทีไ่ดร้บัการถ่ายยนี 779.0 
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   M    1   2    3    4    5  6  7   8   9  10  
 
 

 
950 bp → 

 
 
ภาพท่ี 22  การแสดงออกของยนี crtW แถวที ่1 คอืยาสูบทีไ่ม่ไดร้บัการถ่ายยนี, แถวที่ 2-4 คอื

ยาสูบทีไ่ดร้บัการถ่ายยนีต้นที ่1, 15 และ 16, แถวที ่5-7 คอืแคลลสัของคาลบิรากวั, 
พทิเูนีย (Suntory Flowers Ltd.) และพทิเูนีย (Sakata Seed Corp.) ทีไ่ดร้บัการถ่าย
ยนี, แถวที ่8-10 คอื แคลลสัของคาลบิรากวั, พทิเูนีย (Suntory Flowers Ltd.) และพ-ิ
ทูเนีย (Sakata Seed Corp.) ที่ไม่ได้รบัการถ่ายยนีตามล าดบั แถว M คอืดเีอ็นเอ
มาตรฐาน Wide-Range DNA Ladder 50-10,000 คู่เบส 

 

การตรวจสอบชนิดของรงควตัถโุดยวิธี Thin layer chromatography (TLC) 
 
 จากการตรวจสอบชนิดของรงควัต ถุที่พบใน ชิ้ นส่ วนพืชโดยวิธี  Thin layer 
chromatography พบว่าในใบ หลอดกลบีดอก กลบีเลีย้งและรงัไข่ในยาสูบ, แคลลสัของพทิูเนีย
และคาลบิรากวัที่ได้รบัการถ่ายยนีมกีารสะสมของแอสตาแซนทนิซึ่งมสีอีอกส้มแดง ในขณะที่
ตวัอย่างทีไ่ม่ไดร้บัการถ่ายยนีไม่มกีารสะสมของแอสตาแซนทนิ แต่พบว่ามกีารสะสมของเบตา้-
แคโรทนีทีสู่งกว่าอนัเนื่องมาจากในวถิกีารสรา้งแอสตาแซนทนิมกีารสรา้งมาจากเบต้าแคโรทนี 
ในรงัไข่ของยาสูบที่ได้รบัการถ่ายยีนจะปรากฏแถบสขีองแอสตาแซนทนิ และสารคโีตแคโรท-ี
นอยด์ตวัอื่นๆ สเีขม้อย่างชดัเจน แสดงให้เหน็ว่าในรงัไข่มกีารสะสมสารแอสตาแซนทนิ และ 
สารคโีตแคโรทนีอยดต์วัอื่นๆ ในปรมิาณทีส่งูเมือ่เปรยีบเทยีบกบัชิน้ส่วนพชือื่นๆทีไ่ดร้บัการถ่าย
ยนี (ภาพที ่23) 
  
 นอกจากสารแอสตาแซนทนิที่พบในชิ้นส่วนพชืทีไ่ดร้บัการถ่ายยนีแลว้ ยงัพบสารคโีต-
แคโรทนีอยดต์วัอื่นๆ ทีใ่หส้สีม้แดงเช่นกนั โดยสารคโีตแคโรทนีอยดเ์หล่านี้จะเป็นสารตวักลางที่
อยู่ระหว่างวถิีกระบวนการสงัเคราะห์สารแอสตาแซนทินจากเบตาแคโรทีน (Misawa, 1995) 
เนื่องจากในกระบวนการในการสงัเคราะห์สารแอสตาแซนทนิจะอาศยัการท างานร่วมกันของ
เอนไซม์ที่ได้สร้างจากยีนตัวอื่นๆ เช่น กระบวนการสงัเคราะห์สารแอสตาแซนทินที่พบใน 
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Agrobaterium aurantiacum จะมกีารท างานร่วมกันของยนี crtW ร่วมกบั crtZ แต่ในการวิจยั
ครัง้นี้ได้ท าการถ่ายยนีเพยีง crtW เท่านัน้ จงึอาจท าให้มปีระสทิธิภาพในการสงัเคราะห์สาร
แอสตาแซนทนิได้ปรมิาณลดลง จงึไดส้ารแอสตาแซนทนิในปรมิาณทีต่ ่า และไดส้ารตวักลางค-ี
โตแคโรทนีอยดร์ะหว่างกระบวนการสงัเคราะหต์วัอื่นๆ มาแทน 
 

ก ข ค ง จ ฉ ช   

 

  

β-Carotene 
 
Ketocarotenoid 
compounds 
 

Astaxanthin 

 
ภาพท่ี 23  ผล TLC เปรยีบเทยีบชนิดรงควตัถุที่พบในชิ้นส่วนพชืส่วนต่างๆ ของยาสูบที่ไม่ได้

รบัการถ่ายยนี (ซา้ย) และยาสูบทีไ่ดร้บัการถ่ายยนี (ขวา) ใน (ก) ใบ (ข) หลอดกลบี
ดอก (ค) กลบีเลีย้ง (ง) รงัไข ่และผล TLC เปรยีบเทยีบระหว่างแคลลสัทีไ่มไ่ดร้บัการ
ถ่ายยนี (ซ้าย) และได้รบัการถ่ายยนี (ขวา) ใน (จ) คาลิบรากัว (ฉ) พิทูเนียจาก
บรษิทั Suntory Flowers Ltd. และ (ช) พทิเูนียจากบรษิทั Sakata Seed Corp. 

 
การตรวจสอบสีของใบ 
 
 จากการตรวจสอบสีใบของต้นยาสูบที่ไม่ได้รบัการถ่ายยนี (control) และต้นยาสูบที่
ได้รบัการถ่ายยนี (ต้นที่ 1-24) โดยใช้ระบบส ีL*a*b* ค่าที่ได้แสดงและตวัอย่างสี (ตารางที่ 5) 
เมือ่ท าการทดสอบค่าเฉลีย่ทางสถติคิ่าเฉลีย่โดยวธิ ีTukey พบว่าค่าเฉลีย่ของค่า L, a และ b ใน
ระบบส ีL*a*b* ในใบยาสูบทีไ่ม่ไดร้บัการถ่ายยนีมคีวามแตกต่างกบัใบยาสูบทีไ่ดร้บัการถ่ายยนี 
แต่สีใบระหว่างใบยาสูบที่ได้รบัการถ่ายยีนในจ านวน 24 ต้นไม่มีความแตกต่างกันอย่างมี
นยัส าคญัทางสถติ ิ
 
 ใบของต้นยาสูบทีไ่ม่ไดร้บัการถ่ายยนีมสีเีขยีว ในขณะทีต่้นยาสูบทีไ่ดร้บัการถ่ายยนีมสีี
เขยีวอมสม้หรอืสนี ้าตาล โดยแต่ละตน้จะมสีแีตกต่างกนัออกไป เนื่องจากการแทรกของยนี crtW 
โดยอะโกรแบคทเีรยีมจะเกดิแบบสุ่มเขา้สู่บรเิวณโครโมโซมของยาสูบแตกต่างกนั ท าใหย้าสูบมี
การแสดงออกยนี crtW แตกต่างกนั รวมไปถงึอาจจะมจี านวนชุดของยนีทีแ่ทรกเขา้ไปแตกต่าง
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กนั หากต้นยาสูบทีไ่ดร้บัการถ่ายยนีมจี านวนชุดของยนีแทรกเขา้ไปในจโีนมหลายชุด จะท าให้
เกดิการแสดงออกของยนีเกดิขึน้ได้มากกว่าต้นยาสูบที่เกดิการแทรกของยนีในจโีนมเพยีงชุด
เดยีว 
 
ตารางท่ี 5  ค่าทีว่ดัโดยระบบส ีL*a*b* ในใบของยาสบูทีไ่มไ่ดร้บัการถ่ายยนี และทีไ่ดร้บัการ 
               ถ่ายยนีตน้ที ่1 ถงึ 24 
 

ตน้ยาสบู 
L*a*b* color space 

ตวัอยา่งส ี
L a b 

ตน้ควบคุม 62.65a -19.90g 59.46a  
ถ่ายยนีตน้ที ่1 45.94bc -7.66bcde 39.71cdef  
ถ่ายยนีตน้ที ่2 43.05c -6.46abc 37.37ef  
ถ่ายยนีตน้ที ่3 44.86bc -8.48cde 39.49cdef  
ถ่ายยนีตน้ที ่4 43.61c -5.23a 36.04f  
ถ่ายยนีตน้ที ่5 46.28bc -8.01cde 40.70cdef  
ถ่ายยนีตน้ที ่6 45.61bc -8.57cde 41.56cdef  
ถ่ายยนีตน้ที ่7 44.72bc -6.55abc 36.99f  
ถ่ายยนีตน้ที ่8 46.02bc -8.96def 39.28cdef  
ถ่ายยนีตน้ที ่9 47.37bc -8.14cde 42.30bcdef  
ถ่ายยนีตน้ที ่10 45.25bc -6.49abc 38.54def  
ถ่ายยนีตน้ที ่11 46.11bc -8.05cde 40.44cdef  
ถ่ายยนีตน้ที ่12 43.61c -7.03abcd 39.62cdef  
ถ่ายยนีตน้ที ่13 49.81b -10.81f 44.94bcde  
ถ่ายยนีตน้ที ่14 45.81bc -8.42cde 40.37cdef  
ถ่ายยนีตน้ที ่15 43.84c -5.58ab 37.62ef  
ถ่ายยนีตน้ที ่16 44.60bc -6.76abc 39.00cdef  
ถ่ายยนีตน้ที ่17 42.69c -5.03a 35.44f  
ถ่ายยนีตน้ที ่18 45.06bc -8.34cde 38.99cdef  
ถ่ายยนีตน้ที ่19 45.08bc -9.24ef 44.82bcde  
ถ่ายยนีตน้ที ่20 46.51bc -6.76abc 46.45bc  
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ตารางท่ี 5  (ต่อ) 
 

ตน้ยาสบู 
L*a*b* color space 

ตวัอยา่งส ี
L a b 

ถ่ายยนีตน้ที ่21 46.16bc -8.44cde 46.03bcd  
ถ่ายยนีตน้ที ่22 49.82b -9.45ef 49.49b  
ถ่ายยนีตน้ที ่23 47.45bc -6.70abc 45.54bcd  
ถ่ายยนีตน้ที ่24 45.87bc -7.87cde 44.72bcde  

F-test ** ** **  
C.V. (%) 3.86 -8.36 5.85  

 
หมายเหตุ 
 ** ระดบันัยส าคญั 99 เปอรเ์ซน็ต์ 
 ค่าเฉลีย่ทีม่อีกัษรต่างกนัภายในสดมภเ์ดยีวกนั มคีวามแตกต่างกนัอยา่งมนีัยส าคญัทาง
สถติทิีร่ะดบัความเชื่อมัน่ 95 เปอรเ์ซน็ต ์จากการทดสอบดว้ยวธิ ีTukey 
 

การวิเคราะหป์ริมาณสารแอสตาแซนทินโดยเทคนิค High-performance liquid 
chromatography (HPLC) 
 
 เมื่อวเิคราะหป์รมิาณสารแอสตาแซนทนิในตวัอย่างใบของยาสูบที่ไม่ได้รบัการถ่ายยนี 
และไดร้บัการถ่ายยนีโดยวธิ ีHigh-performance liquid chromatography การวเิคราะห์ปรมิาณ
สารแอสตาแซนทินในใบยาสูบที่ได้รบัการถ่ายยนีจะท าในต้นที่ 16 และต้นที่ 21 เนื่องจากมี
จ านวนใบที่ไม่อ่อนหรอืแก่จนเกินไปจ านวนมากในระยะการเจรญิเติบโตในช่วงเวลานัน้ ซึ่งมี
ความเหมาะสมแก่การตวัอย่างเพื่อวเิคราะห์ พบว่าในตวัอย่างใบของยาสูบที่ไดร้บัการถ่ายยนี
ตน้ที ่16 และตน้ที ่21 มปีรมิาณสารแอสตาแซนทนิ 0.496 และ 0.383 มลิลกิรมัต่อน ้าหนกัสด 1 
กรมัตามล าดบั และไม่พบสารแอสตาแซนทนิในใบยาสูบที่ไม่ได้รบัการถ่ายยนี โดยระยะเวลา 
Retention time ปรากฏพคีสงูสุดของสารแอสตาแซนทนิอยูใ่นช่วง 4.806 ถงึ 4.974 นาททีีค่วาม
ยาวคลื่น 474 นาโนเมตร (ตารางที ่6) 
 
 เมือ่เปรยีบเทยีบปรมิาณสารแอสตาแซนทนิทีส่ามารถสงัเคราะหไ์ดจ้ากพชืทีถ่่ายยนีเพื่อ
เปลี่ยนวถิีการสร้างจากงานวิจยัต่างๆ เช่น ในยาสูบ N. tabacum ‘Xanthi’ โดยยนี crtW/crtZ 
จาก Brevundimonas sp. SDS212 โดยเกิดการแทรกของยนีในพลาสทดิ (Hasunuma et al., 
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2008) มกีารสรา้งสารแอสตาแซนทนิ 5.44 มลิลกิรมัต่อน ้าหนักแหง้ 1 กรมั ซึง่เป็นปรมิาณที่สูง
มากเมื่อเทยีบกบัการถ่ายยนีในการทดลองครัง้นี้ ในยาสูบ N. tabacum ‘Petit Havana SR1’ 
โดยยนี crtW จาก Brevundimonas sp. SDS212 โดยเกดิการแทรกของยนีในนิวเคลยีรด์เีอน็เอ 
แม้จะมคีวามแตกต่างในเรื่องประเภทของตวัอย่างก็ตาม (ตวัอย่างแห้งและตวัอย่างสด) ซึ่ง
เป็นไปได้ว่าการสงัเคราะห์สารแอสตาแซนทินอย่างมปีระสิทธิภาพนัน้จ าเป็นต้องอาศัยการ
ท างานของยนีทีเ่กี่ยวขอ้งในวถิกีารสงัเคราะห์สารแอสตาแซนทนิมากกว่า 1 ตวั กล่าวคอืเพยีง
ยนี crtW ตวัเดยีวนัน้ไม่อาจท าให้การสงัเคราะห์แอสตาแซนทนิเป็นไปอย่างสมบูรณ์ แต่ต้อง
อาศยัยนีตวัอื่นๆ เช่น crtZ หรอื crtO เป็นตน้ 
 
ตารางท่ี 6  ปรมิาณสารแอสตาแซนทนิทีพ่บในใบของยาสบูทีไ่มไ่ดร้บัการถ่ายยนี และทีไ่ดร้บั 
               การถ่ายยนีตน้ที ่16 และ 21 
 

ตวัอยา่งใบยาสบู 
ปรมิาณสารแอสตาแซนทนิ 

(มลิลกิรมัต่อน ้าหนกัสด 1 กรมั) 
ตน้ควบคุม - 
ถ่ายยนีตน้ที ่16 0.496 
ถ่ายยนีตน้ที ่21 0.383 

 
การวิเคราะหป์ริมาณคลอโรฟิลลแ์ละสารแคโรทีนอยดร์วมโดยวิธี Spectrophotometry 
 
 เมื่อวเิคราะห์ปรมิาณคลอโรฟิลลแ์ละสารแคโรทนีอยด์รวมโดยวธิ ีSpectrophotometry 
โดยใช้ค่าการดูดกลนืแสงแทนสูตรค านวณตามวธิขีอง Wellburn (1994) การวเิคราะห์ปรมิาณ
คลอโรฟิลล์และสารแคโรทนีอยด์รวมในใบยาสูบที่ได้รบัการถ่ายยนีจะท าในต้นที่ 16 และต้นที่ 
21 เนื่องจากมจี านวนใบที่ไม่อ่อนหรอืแก่จนเกินไปจ านวนมากในระยะการเจริญเติบโตใน
ช่วงเวลานัน้ ซึง่มคีวามเหมาะสมแก่การตวัอย่างเพื่อวเิคราะห ์พบว่าในใบของต้นยาสูบที่ไม่ได้
ร ับการถ่ายยีนและต้นที่ได้ร ับการถ่ายยีนต้นที่ 16 และ 21 มีปริมาณคลอโรฟิลล์เอ และ
คลอโรฟิลล์บแีตกต่างกนัอย่างมนีัยส าคญั โดยต้นยาสูบที่ได้รบัการถ่ายยนีต้นที่ 21 มปีรมิาณ
คลอโรฟิลลเ์อ และคลอโรฟิลลบ์สีงูกว่าต้นยาสูบทีไ่ดร้บัการถ่ายยนีต้นที่ 16 และพบว่าต้นยาสบู
ทีไ่มไ่ดร้บัการถ่ายยนีมปีรมิาณคลอโรฟิลลเ์อ และคลอโรฟิลลบ์ตี ่าทีสุ่ด  
  
 และพบว่าปรมิาณแคโรทนีอยดร์วมระหว่างใบจากต้นยาสบูทีไ่ม่ไดร้บัการถ่ายยนีกบัต้น
ที่ได้รบัการถ่ายยนีมคี่าแตกต่างกนั โดยใบจากต้นยาสูบที่ได้รบัการถ่ายยนีมปีรมิาณแคโรที-
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นอยดร์วมสูงกว่าต้นยาสูบทีไ่ม่ไดร้บัการถ่ายยนี และใบจากต้นทีไ่ดร้บัการถ่ายยนีต้นที ่16 และ 
21 มปีรมิาณแคโรทนีอยด์รวมมคี่าไม่แตกต่างกนั (ตารางที ่7) มคีวามเป็นไปไดว้่าการถ่ายยนี 
crtW เขา้สู่ตน้ยาสบูท าใหม้กีารเพิม่การสงัเคราะหร์งควตัถุกลุ่มแคโรทนีอยดเ์พิม่สงูขึ้น 
   
ตารางท่ี 7  ค่าการดดูกลนืแสงทีค่วามยาวคลื่น 470, 653 และ 666 นาโนเมตรและปรมิาณสาร 
               ทีพ่บโดยค านวณจากค่าการดดูกลนืแสง 
 

ตวัอยา่ง 
ใบยาสบู 

ค่าดดูกลนืแสงทีค่วาม
ยาวคลื่น (นาโนเมตร) 

ปรมิาณสารทีค่ านวณได ้ 
(มลิลกิรมัต่อน ้าหนกัสด 1 กรมั) 

470 653  666  คลอโรฟิลลเ์อ คลอโรฟิลลบ์ ี
แคโรทนีอยด์

รวม 
ตน้ควบคุม 0.204 0.165 0.249 0.268±0.02a 0.168±0.03a 1.174±0.17a 
ถ่ายยนีตน้ที ่16 0.570 0.389 0.604 0.660±0.08b 0.374±0.00b 3.594±0.63b 
ถ่ายยนีตน้ที ่21 0.695 0.527 0.830 0.912±0.00c 0.494±0.05c 4.047±0.34b 

 
หมายเหต ุ ค่าเฉลีย่ทีม่อีกัษรต่างกนั หมายความว่ามคีวามแตกต่างกนัอย่างมนีัยส าคญัทาง 
               สถติทิีค่วามเชื่อมัน่ 95 เปอรเ์ซน็ต ์จากการทดสอบดว้ยวธิ ีDuncan 
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สรปุและข้อเสนอแนะ 
 

สรปุ 
 
 ไดว้ธิกีารในการถ่ายยนี crtW ในต้นยาสูบ พทิูเนีย และคาลบิรากวั โดยสามารถชกัน า
ให้เกดิต้นในยาสูบได้เป็นต้นยาสูบที่ได้รบัการถ่ายยนี crtW ส าเรจ็ แต่ไม่สามารถชกัน าให้เกดิ
ต้นในพทิูเนียและคาลบิรากวั เนื่องจากสูตรอาหารอาจไม่เหมาะสม ต้นยาสูบทีไ่ดร้บัการถ่ายยนี
มกีารสงัเคราะหส์ารแอสตาแซนทนิสะสมในโครโมพลาสต ์ท าใหเ้กดิการเปลีย่นแปลงสมีสีสีม้ใน
ใบ ล าตน้ กลบีเลีย้ง หลอดกลบีดอก และรงัไข ่
 
 ใบของต้นยาสูบทีไ่ดร้บัการถ่ายยนีมปีรมิาณสารคลอโรฟิลลเ์อ คลอโรฟิลลบ์ ีและแคโร-
ทนีอยด์รวมแตกต่างจากต้นที่ไม่ได้รบัการถ่ายยนีอย่างมนีัยส าคญั ผลการวเิคราะห์ชนิดรงค-
วตัถุด้วยวธิ ีTLC พบสารแอสตาแซนทนิในชิ้นส่วนพชืที่ได้รบัการถ่ายยนี แต่ไม่พบในชิ้นส่วน
พชืทีไ่ม่ไดร้บัการถ่ายยนี ผลการวเิคราะหป์รมิาณสารแอสตาแซนทนิทีพ่บในใบของยาสูบด้วย
วธิ ีHPLC พบปรมิาณสารแอสตาแซนทนิ 0.496 และ 0.383 มลิลกิรมัต่อน ้าหนักสดหนึ่งกรมัใน
ใบยาสบูทีไ่ดร้บัการถ่ายยนีต้นที ่16 และ 21 ตามล าดบั แต่ไมพ่บสารแอสตาแซนทนิในใบยาสูบ
ทีไ่มไ่ดร้บัการถ่ายยนี 
 
 เมื่อตรวจสอบการมอียู่ของยนี crtW ในตวัอย่างพชืโดยวธิ ีPCR กบัไพรเมอรจ์ าเพาะ 
พบยนี crtW จากชิน้ส่วนใบของต้นยาสูบ แคลลสัของพทิูเนียและคาลบิรากวัทีไ่ดร้บัการถ่ายยนี 
และเมื่อตรวจสอบการแสดงออกของยนี crtW โดยวธิ ีRT-PCR พบว่าชิน้ส่วนใบของตน้ยาสบูที่
ไดร้บัการถ่ายยนี แคลลสัของพทิเูนียและคาลบิรากวัมกีารแสดงออกของยนี crtW 
  



47 

ข้อเสนอแนะ 
 
 วิธีการถ่ายยีน crtW โดยใช้อะโกรแบคทีเรียมเข้าสู่ชิ้นส่วนของพืชมีประสิทธิภาพ 
สามารถเกดิการถ่ายยนีไดส้ าเรจ็ ซึง่วธิกีารถ่ายยนีนี้สามารถเป็นขอ้มลูพื้นฐานใชอ้้างองิในการ
วิจัยศึกษาครัง้ต่อๆ ไป สามารถน าไปประยุกต์ใช้กับพืชที่ใกล้เคียงอย่างเช่นพืชในวงศ์ 
Solanaceae  
 
 ถงึแมว้่าการศกึษาในครัง้นี้จะไม่ประสบความส าเรจ็ในการชกัน าแคลลสัของพทิูเนียและ
คาลบิรากวัให้เจรญิกลายเป็นต้นได้ ซึ่งเป็นขัน้ตอนส าคญัของการสร้างพชืตัดต่อพนัธุกรรม 
เนื่องจากสายพนัธุ์ของพทิูเนียและคาลบิรากวัที่ใช้ในงานวิจยัครัง้นี้เป็นสายพนัธุ์การค้าซึ่งมี
ความแตกต่างโดยเป็นคนละสายพนัธุก์บังานวจิยัทีผ่่านๆ มา อาจจะตอ้งมกีารพฒันาสตูรอาหาร
ใหม้คีวามเหมาะสมต่อการชกัน าใหเ้กดิตน้จากชิน้ส่วนใบของพทิเูนียและคาลบิรากวัต่อไป 
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ตารางผนวกท่ี 1  องคป์ระกอบของอาหารสงัเคราะหส์ูตร Murashige and Skoog (1962) 
 

สารเคม ี มลิลกิรมัต่อลติร 
Macronutrients  
 NH4NO3 
 KNO3 
 CaCl2 · 2H2O 
 MgSO4 · 7H2O 
 KH2PO4 
Micronutrients 
 MnSO4 · H2O 
 ZnSO4 · 7H2O 
 CuSO4 · 5H2O 
 KI 
 CoCl2 · 6H2O 
 H3BO3 
 Na2MoO4 · 2H2O 
Fe-EDTA solution 
 FeSO4 · 7H2O 
 Na2EDTA 
Organic compounds 
 Myo-inositol 
 Nicotinic acid 
 Pyridoxine HCI 
 Thiamin HCI 
 Glycine 
Other 
 Sucrose 
 pH 5.6-5.8 

 
1650 
1900 
440 
370 
170 

 
22.300 
10.930 
0.025 
0.830 
0.025 
6.200 
0.025 

 
27.850 
37.250 

 
100 

0.500 
0.500 
0.100 

2 
 

30000 
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ตารางผนวกท่ี 2  องคป์ระกอบของอาหารสงัเคราะหส์ูตร yeast extract peptone (YEP) 
 

สารเคม ี กรมัต่อลติร 
Macronutrients  
 yeast extract   10 
 Bacto peptone   10 
 NaCl     5 
 pH 7.0  
 
ตารางผนวกท่ี 3  ส่วนผสมส าหรบัปฏกิริยิาพซีอีาร ์(Polymerase chain reaction; PCR) 
 
 สาร ความเขม้ขน้ ปรมิาตร  
 (ไมโครลติร) 
10X PCR Buffer  2.0 
dNTP Mixture 2.5 mM 1.6 
Primer 1 20 pmol/µl 0.5 
Primer 2 20 pmol/µl 0.5 
TaKaRa Taq 5 units/µl 0.1 
DNA template  1.0 
dH2O                                                     14.3 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  



54 

ตารางผนวกท่ี 4  ส่วนผสมส าหรบัปฏกิริยิา RT-PCR (Reverse transcription polymerase  
                       chain reaction) 
 
 สาร ความเขม้ขน้ ปรมิาตร 
 (ไมโครลติร) 
RT-PCR 

10X RT-PCR Buffer 
MgCl2 
dNTP Mixture 
RNase inhibitor 
AMV reverse transcriptase XL 
Oligo dT-adapter primer 
RNase free dH2O 
RNA sample 

PCR 
10X PCR Buffer 
dNTP Mixture 
Primer 1 
Primer 2 
TaKaRa Taq 
cDNA 
dH2O 

 
 
25 mM 
10 mM 
40 units/µl 
5 units/µl 
2.5 pmol/µl 
 
 
 
 
2.5 mM 

20 pmol/µl 
20 pmol/µl 
5 units/µl 

 
1.00 
2.00 
1.00 
0.25 
0.50 
0.50 
4.75 

 
 

2.00 
1.60 
0.50 
0.50 
0.10 
5.00 

10.30 
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ภาพผนวกท่ี 1  การปรบัสภาพตน้ยาสูบทีไ่ดร้บัการถ่ายยนีในขณะออกปลกูภายนอกขวด

เพาะเลีย้งเนื้อเยือ่ในหอ้งระบบปิดทีค่วบคุมแสงและอุณหภมู ิ
 

 
 
ภาพผนวกท่ี 2  ตวัอยา่งตน้ยาสบูทีไ่ดร้บัการถ่ายยนีอาย ุ10 วนัหลงัจากการออกปลกู 
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ภาพผนวกท่ี 3  การเตรยีมตวัอยา่งเนื้อเยือ่พชืใน agar 4 เปอรเ์ซน็ต ์เพื่อใชส้ าหรบัการตดั

เนื้อเยือ่ตามขวางดว้ยเครือ่ง Microslicer รุน่ DTK-1000  

 

 

 

ภาพผนวกท่ี 4  เครือ่ง Microslicer รุน่ DTK-1000 

  



57 

 

 
 

ภาพผนวกท่ี 5  การจุม่ส่วนล่างของแผ่น TLC aluminum plate ลงในสารละลาย petroleum 
ether : acetone สดัส่วน 8 ต่อ 2 ในแกว้ระบบปิด ในขณะท า Thin layer 
chromatography (TLC) 
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ภาพผนวกท่ี 6  ตวัอยา่งผลการวเิคราะหป์รมิาณสารแอสตาแซนทนิในตวัอยา่งใบยาสบูทีไ่มไ่ด้

รบัการถ่ายยนี โดยวธิ ีHPLC  
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ภาพผนวกท่ี 7  ตวัอยา่งผลการวเิคราะหป์รมิาณสารแอสตาแซนทนิในตวัอยา่งใบยาสบูทีไ่ดร้บั

การถ่ายยนีตน้ที ่16 โดยวธิ ีHPLC  
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ภาพผนวกท่ี 8  ตวัอยา่งผลการวเิคราะหป์รมิาณสารแอสตาแซนทนิในตวัอยา่งใบยาสบูทีไ่ดร้บั

การถ่ายยนีตน้ที ่21 โดยวธิ ีHPLC  
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ภาพผนวกท่ี 4  ตวัอยา่งผลการวเิคราะหป์รมิาณสารแอสตาแซนทนิในตวัอยา่งใบยาสบูทีไ่ดร้บั

การถ่ายยนีตน้ที ่21 โดยวธิ ีHPLC  
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ภาพผนวกท่ี 5  กราฟมาตรฐานพืน้ทีใ่ตก้ราฟต่อความเขม้ขน้ของสารแอสตาแซนทนิทีส่รา้ง

โดยโปรแกรม LC solution โดยใชส้ารละลายทีเ่ตรยีมจากสารแอสตาแซนทนิ
มาตรฐานทีค่วามเขม้ขน้ 8, 16, 32, 64 และ 80 มลิลกิรมัต่อลติร 
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