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ภาพที ่49 ความเข้มของสฟ้ีาที่เกดิจากการแสดงออกของยีน gus บนแคลลัสอ้อยพันธุ ์ Phil 66-

07 ที่บ่มร่วมกบั A. tumefaciens พันธุ ์ LBA4404 (pCAMBIA 1305.1) ใน

ระยะเวลา 0, 30, 60, 90 และ 120 นาท ี
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ภาพที ่50 เปอร์เซน็ต์การแสดงออกของยีน gus บนแคลลัสอ้อยพันธุ ์ Phil 66-07 ที่บ่มร่วมกบั 

A. tumefaciens พันธุ์ LBA4404 (pCAMBIA 1305.1) ในระยะเวลา 0, 30, 60, 

90 และ 120 นาท ี
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ผลการทดลองที่ 4 การส่งถ่ายยีน chitinase สู่แคลลสัออ้ยพนัธุ ์Phil 66-07 โดย ใช้

เครือ่งยิงอนุภาค (particle bombardment) 

การทดลองที่ 4.1 การเปรียบเทียบแรงดนักา๊ซฮีเลียมทีใ่ชใ้นการส่งถ่ายยีน 

จากการส่งถ่ายยีนเข้าสู่แคลลัสของอ้อย โดยใช้กระสนุทงัสเตน ขนาด 1.1 µm มีระยะห่าง

ระหว่างจุดปล่อยกระสุนถึงเน้ือเย่ือเป้าหมายเท่ากับ 9 ซม. แรงดันกา๊ซฮีเลียม 900 และ 1,100 

ปอนด์/ตารางน้ิว     เพาะเล้ียงบนอาหารสูตรชักน าให้เกิดแคลลัส    ที่เติมไฮโกรมัยซินเป็นเวลา 

1 สัปดาห์ ตรวจสอบผลการส่งถ่ายยีนพบว่า การส่งถ่ายยีนโดยใช้ความดันกา๊ซฮีเลียม  900 

ปอนด์ /ตารางน้ิว มีความเข้มของสฟ้ีาที่เกดิจากการแสดงออกของยีน gus สูงสุดและสามารถเพ่ิม

เปอร์เซน็ต์การแสดงออกของยีน gus มากกว่าความดัน 1,100 ปอนด์/ตารางน้ิว คือมีค่าเท่ากับ 

80 เปอร์เซน็ต์ (ภาพที่ 51, 52 และ 53) 

 

 

   
 

ภาพที ่51 ผลการตรวจสอบการแสดงออกของยีน gus บนแคลลัสอ้อยพันธุ์  Phil 66-07 โดยใช้

เคร่ือง particle bombardment แรงดันกา๊ซฮีเลียม 900 (ก-ค) และ 1100 psi (ง-ฉ) 

(สเกล = 1 มม.) 

 

 

 

  (ก)                (ข)              (ค) 

  (ง)                (จ)              (ฉ) 
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ภาพที ่52 ความเข้มของสฟ้ีาที่เกดิจากการแสดงออกของยีน gus บนแคลลัสอ้อยพันธุ ์Phil 66-

07 โดยใช้เคร่ือง particle bombardment แรงดันกา๊ซฮีเลียม 900 และ 1100 psi 
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ภาพที ่53 เปอร์เซน็ต์การแสดงออกของยีน gus บนแคลลัสอ้อยพันธุ์  Phil 66-07 โดยใช้เคร่ือง 

particle bombardment แรงดันกา๊ซฮีเลียม 900 และ 1100 psi 
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ผลการทดลองที่ 4.2 การเปรียบเทียบระยะทางระหว่างจุดปล่อยกระสุน (stopping    

                                     screen) ถงึเนื้ อเยือ่เป้าหมาย (target tissue) 

จากการส่งถ่ายยีนสู่แคลลัสของอ้อย โดยใช้กระสนุทงัสเตน ขนาด 1.1 µm มีระยะห่าง

ระหว่างจุดปล่อยกระสนุถึงเน้ือเยื่อเป้าหมาย 3 ระยะ คือ 6, 9 และ 12 ซม. ใช้แรงดันกา๊ซฮีเลียม 

เทา่กบั 900 ปอนด์/ตารางน้ิว     เพาะเล้ียงบนอาหารสตูรชักน าให้เกดิแคลลัสที่เติมไฮโกรมัยซิน 

ความเข้มข้น 25 มก./ล. เป็นเวลา 1 สปัดาห์ ตรวจสอบผลการส่งถ่ายยีน พบว่ามีการแสดงออก

ของยีน gus บนแคลลัสของอ้อยที่ระยะห่างระหว่างจุดปล่อยกระสนุถึงเน้ือเย่ือเป้าหมายทั้ง 3 

ระยะคือ 6, 9 และ 12 ซม. โดยที่ระยะห่างระหว่างจุดปล่อยกระสนุถึงเน้ือเย่ือเป้าหมาย 9 ซม. มี

เปอร์เซน็ต์การแสดงออกของยีน gus สงูสดุ มีค่าเทา่กบั 100 เปอร์เซน็ต์ และมีค่าระดับความเข้ม

ของสฟ้ีาที่เกดิจากการตรวจสอบการแสดงออกของยีน gus สงูสดุ ในขณะที่ระยะห่างระหว่างจุด

ปล่อยกระสนุถึงเน้ือเยื่อเป้าหมาย 6 และ 12 ซม. มีเปอร์เซน็ต์การแสดงออกของยีน gus เทา่กบั 

30 และ 70 เปอร์เซน็ต์ ตามล าดับ และค่าระดับความเข้มของสฟ้ีาที่เกดิจากการตรวจสอบการ

แสดงออกของยีน gus  ที่ระยะห่างระหว่างจุดปล่อยกระสนุถึงเน้ือเย่ือเป้าหมาย 12 ซม. สงูกว่า

ระยะห่างระหว่างจุดปล่อยกระสนุถึงเน้ือเยื่อเป้าหมาย 6 ซม. (ภาพที่ 54, 55 และ 56) 
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ภาพที ่54 ผลการตรวจสอบการแสดงออกของยีน gus บนแคลลัสอ้อยพันธุ์  Phil 66-07 โดยใช้

เคร่ือง particle bombardment แรงดันกา๊ซฮีเลียม 900  psi ที่ระยะการยิง 6 ซม. (ก-

ค) 9 ซม. (ง-ฉ) 12  ซม. (ช-ฌ) (สเกล = 1 มม.) 

 

 

 

 

 

(ก)              (ข)      (ค)  

  

(ง)              (จ)      (ฉ)  

  

(ช)              (ซ)      (ฌ)  
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ภาพที ่55 ความเข้มของสฟ้ีาที่เกดิจากการแสดงออกของยีน gus บนแคลลัสอ้อยพันธุ ์ Phil 66-

07 โดยใช้เคร่ือง particle bombardment แรงดันกา๊ซฮีเลียม 900  psi ที่ระยะการยิง 6 

ซม. 9 ซม. และ 12  ซม. 
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ภาพที ่56 เปอร์เซน็ต์การแสดงออกของยีน gus บนแคลลัสอ้อยพันธุ์ Phil 66-07 โดยใช้เคร่ือง 

particle bombardment แรงดันกา๊ซฮีเลียม 900  psi ที่ระยะการยิง 6 ซม. 9 ซม. และ 

12 ซม. 
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ผลการทดลองที ่5 การตรวจสอบการส่งถ่ายยีนในตน้อ่อนออ้ยทีไ่ดร้บัการส่งถ่ายยีน   

                                  chitinase 

ผลการทดลองที ่5.1 การตรวจสอบตน้อ่อนออ้ยทีไ่ดร้บัการส่งถ่ายยีน chitinase ดว้ย

วิธี gusassay   

 

 ภายหลังจากส่งถ่ายยีนเข้าสู่แคลลัสของอ้อย และท าการคัดเลือกแคลลัสอ้อยที่ได้รับการ 

ส่งถ่ายยีนบนอาหารชักน าให้เกดิแคลลัสและเป็นต้นในอาหารที่เติมไฮโกรมัยซิน พบว่าสามารถ

คัดเลือกต้นอ้อยดัดแปรพันธุกรรมได้ เมื่อสุ่ม ตัวอย่างใบอ้อยมาทดสอบ gus assay พบว่าใบอ้อย

ที่ได้รับการส่งถ่ายยีนมีการแสดงออกของยีน gus โดยสงัเกตเหน็สฟ้ีาบนใบอ้อย ส่วนใบอ้อยที่

ไม่ได้รับการส่งถ่ายยีนจะไม่มีสฟ้ีาเกดิข้ึนบนใบอ้อย (ภาพที่ 57 ) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที่ 57 การแสดงออกของยีน gus ในใบอ้อยพันธุ ์Phil 66-07 ที่ไม่ผ่านการส่งถ่ายยีน (ก)  

              เปรียบเทยีบกบัใบอ้อยที่ได้รับการส่งถ่ายยีน (ข)     

 

ผลการทดลองที ่5.2 การศึกษากายวิภาคศาสตรข์องตน้อ่อนออ้ยทีไ่ดร้บัการส่งถ่าย

ยีน chitinase 

 เม่ือน าต้นอ่อนอ้อยที่ผ่านการส่งถ่ายยีน chitinase  และต้านทานต่อไฮโกรมัยซิน และต้น

อ่อนอ้อยที่ไม่ผ่านการส่งถ่ายยีน มาท าการศึกษาโดยตัดตามขวางใบอ้อย     น าไปตรวจสอบ

ภายใต้กล้องจุลทรรศน์ พบว่ามีสีฟ้าปรากฏภายในเซลล์ของอ้อยที่ผ่านการส่งถ่ายยีน ในขณะที่

ภายในเซลล์ของอ้อยที่ไม่ผ่านการส่งถ่ายยีนจะไม่ปรากฏสฟ้ีา (ภาพที่ 58)  

 

 

 

         (ก)                                         (ข) 
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ภาพที ่58 กายวิภาคศาสตร์ของใบอ้อยพันธุ ์Phil 66-07 ที่ไม่ผ่านการส่งถ่ายยีน (ก และ ข) 

และผ่านการส่งถ่ายยีน (ค และ ง) 

 

ผลการทดลองที ่5.3 การตรวจสอบการสอดแทรกของยีน chitinase โดยเทคนคิ PCR  

                   (Polymerase Chain Reaction) 

จากการน าดีเอ็นเอที่สกัดได้จากใบอ้อยที่ผ่านการส่งถ่ายยีน chitinase โดยใช้               

A. tumefaciens และดีเอน็เอของใบอ้อยที่ไม่ได้รับการส่งถ่ายยีน มาท าการตรวจการสอดแทรก

ของยีนโดยการเพ่ิมจ านวนดีเอน็เอด้วยเทคนิค PCR โดยใช้ primer 3 ชนิด คือ 35S, NOS และ 

chitinase พบว่ามีการเพ่ิมปริมาณดีเอน็เอของใบอ้อยที่ได้รับการส่งถ่ายยีน เมื่อตรวจสอบด้วย gel 

electrophoresis โดยใช้ 35S เป็นไพรเมอร์ พบช้ินดีเอน็เอขนาด 500 และ 195 คู่เบส เมื่อใช้ 

NOS เป็นไพรเมอร์ พบช้ินดีเอน็เอขนาด 180 คู่เบส เม่ือใช้ chitinase เป็นไพรเมอร์ พบช้ินดีเอน็

เอขนาด 464 คู่เบส ภายในใบของอ้อยที่ได้รับการส่งถ่ายยีน ซ่ึงเท่ากับขนาดของดีเอน็เอที่ได้จาก

การเพ่ิมปริมาณดีเอน็เอของพลาสมิด pCAMBIA 1305.1 แสดงว่ามีการสอดแทรกของยีนที่ส่ง

ถ่ายเข้าไปสู่ใบของอ้อยในขณะที่ใบอ้อยที่ไม่ได้รับการส่งถ่ายยีนตรวจไม่พบดีเอน็เอเหล่าน้ี (ภาพ

ที่ 59, 60 และ 61) 

 

  (ก)                                      (ข) 

(ค)                                    (ง) 
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ภาพที ่59  ผลการตรวจสอบการสอดแทรกของยีนโดยเทคนิค PCR โดยใช้ไพร์เมอร์ 35S คู่กบั    

               anti-35S   เลน M = 100 bp DNA Ladder, เลน 1 = พลาสมิด     

               pCAMBIA1305.1, เลน 2 = ดีเอน็เอของอ้อยที่ไม่ผ่านการส่งถ่ายยีน, เลน 3 =  

               ดีเอน็เอของอ้อยที่ผ่านการส่งถ่ายยีนโดย A. tumefaciens 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที ่60 ผลการตรวจสอบการสอดแทรกของยีนโดยเทคนิค PCR โดยใช้ไพร์เมอร์ NOS คู่กบั 

anti-NOS เลน M = 100 bp DNA Ladder, เลน 1 = พลาสมิด pCAMBIA1305.1, 

M                1               2                 3 

100 bp 

500 bp 

200 bp 
195 bp 

500 bp 

             M        1          2          3           

 1000 bp 
 
 
 

 500 bp 
 
 180 bp  200 bp 
 
 

 100 bp 
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เลน 2 = ดีเอน็เอของอ้อยที่ไม่ผ่านการส่งถ่ายยีน, เลน 3 = ดีเอน็เอของอ้อยที่ผ่านการส่ง

ถ่ายยีนโดย A. tumefaciens 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที ่61  ผลการตรวจสอบการสอดแทรกของยีนโดยเทคนิค PCR โดยใช้ไพร์เมอร์ chitinase คู่

กบั anti-chitinase เลน M = 100 bp DNA Ladder, เลน 1 = พลาสมิด 

pCAMBIA1305.1, เลน 2 = ดีเอน็เอของอ้อยที่ไม่ผ่านการส่งถ่ายยีน, เลน 3 = ดีเอน็

เอของอ้อยที่ผ่านการส่งถ่ายยีนโดย A. tumefaciens 

 

 

ผลการทดลองที ่5.4 การตรวจสอบการแสดงออกของยีน chitinase โดยเทคนคิ  

RT-PCR (Reverse Transcriptase Polymerase Chain Reaction) 

จากการน าอาร์เอน็เอที่สกดัได้จากอ้อยที่ผ่านการส่งถ่ายยีน chitinase และอาร์เอน็เอของ

อ้อยที่ไม่ได้รับการส่งถ่ายยีน มาท าการตรวจสอบการแสดงออกของยีนด้วยเทคนิค RT-PCR โดย

ใช้ primer 2 ชนิด คือ chitinase และ TPI (House keeping gene) พบว่า เมื่อใช้ไพรเมอร์ 

chitinase ไม่พบแถบดีเอน็เอที่คาดว่าจะพบคือ ขนาด 464 คู่เบส ในอ้อยที่ได้รับการส่งถ่ายยีน

และอ้อยที่ไม่ได้รับการส่งถ่ายยีน และเมื่อใช้ไพรเมอร์ TPI พบแถบดีเอน็เอขนาด 176 คู่เบส ใน

ตัวอย่างอ้อยที่ได้รับการส่งถ่ายยีนและอ้อยที่ไม่ได้รับการส่งถ่ายยีนร่วมกบัการเติมเอนไซม์ 

reverse transcriptase (ภาพที่ 62) 

 

 

464 bp 
400 bp 
500 bp 

  M              1                 2                  3 
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ภาพที ่62  ผลการตรวจสอบการแสดงออกของยีนโดยเทคนิค RT-PCR โดยใช้ไพรเมอร์ 

chitinase คู่กบั anti-chitinase (เลน 1-4) และใช้ไพรเมอร์ TPI คู่กบั anti-TPI (เลน 

5-8) เลน M = 100 bp DNA Ladder, เลน 1 และ 5 = อ้อยที่ไม่ผ่านการส่งถ่ายยีน

และเติมเอนไซม์ reverse transcriptase, เลน 2 และ 6 = อ้อยที่ไม่ผ่านการส่งถ่ายยีน

และไม่เติมเอนไซม์ reverse transcriptase, เลน 3 และ 7 = อ้อยที่ผ่านการส่งถ่ายยีน

และเติมเอนไซม์ reverse transcriptase, เลน 4 และ 8 = อ้อยที่ผ่านการส่งถ่ายยีนและ

ไม่เติมเอนไซม์ reverse transcriptase 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

     M          1           2           3           4           5           6           7            8           

Chitinase primer TPI primer 

1000 bp 

500 bp 

1500 bp 

200 bp 
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4. สรุปและวิจารณผ์ลการทดลอง 

การส่งถ่ายยีนสู่พืชโดยอาศัย A. tumefaciens มีปัจจัยหลายอย่างที่มีผลต่อประสทิธิภาพ 

การส่งถ่ายยีน เช่น ช้ินส่วนพืช สายพันธุข์อง A. tumefaciens รวมทั้งระยะเวลาที่ใช้ในการบ่ม

ช้ินส่วนพืชร่วมกบั A. tumefaciens ในการศึกษาการเจริญเติบโตของเช้ือ A. tumefaciens สาย

พันธุL์BA4404 (pCAMBIA1305.1) ในอาหารเหลว LB พบว่า ช่วงเวลาที่ A. tumefaciens     

มีการเจริญเติบโตสงูที่สดุคือช่วง 24-30 ชม. มีค่า OD600 เทา่กบั 1.15-1.72 หลังจากน้ันการ

เจริญของแบคทเีรียจึงเข้าสู่ระยะ stationary phase การเจริญของเช้ือช้าลงแล้วคงที่ ในช่ัวโมงที่ 32 

ดังน้ัน ช่วงระยะการเจริญเติบโตของ A. tumefaciens ที่เหมาะสมที่สามารถน ามาใช้ในการส่งถ่าย

ยีนได้คือ แบคทเีรียที่เจริญอยู่ในระยะ log phase ในช่วง 24 ชม.ไปจนถึง 32 ชม. ซ่ึงอยู่ในระยะ 

stationary phase ผลที่ได้น้ีแตกต่างจากรายงานการทดลองของเกศสคุนธ ์ มณีวรรณ (2548) 

พบว่า ช่วงระยะเวลาที่เช้ือ A. tumefaciens เจริญเติบโตได้ดีและเหมาะสมในการน าไปใช้ในการ

ส่งถ่ายยีนคือ 16-24  ช่ัวโมง ความแตกต่างน้ีอาจเน่ืองมาจากจ านวนรอบในการเขย่า อุณหภมิูที่

ใช้ในการเพาะเล้ียง โดย  Petri et al. (2004) ศึกษาระยะการเจริญเติบโตของ A. tumefaciens ที่

เหมาะสมใน การส่งถ่ายยีน พบว่าระยะการเจริญเติบโตของ A. tumefaciens ในช่วง log phase 

ให้ประสทิธภิาพการส่งถ่ายยีนได้ดีที่สุด แต่ไม่มีความแตกต่างทางสถิติกบัการส่งถ่ายยีนโดยใช้เช้ือ 

A. tumefaciens ที่เจริญอยู่ในระยะ stationary phase นอกจากน้ี Sridevi et al. (2005) ศึกษา

การส่งถ่ายยีน chitinase สู่ข้าวโดย A. tumefaciens พบว่า ความหนาแน่นของเซลล์ A. 

tumefaciens ที่ใช้ในการส่งถ่ายยีนสู่ข้าวได้ดีคือ ใช้สารแขวนลอยของเช้ือที่มีค่า OD600 เทา่กบั 1.0 

ส่วนความหนาแน่นของเซลล์ A. tumefaciens ที่ใช้ในการส่งถ่ายยีนสู่อ้อย คือความหนาแน่นของ

เซลล์ที่ค่า OD600 เทา่กบั 1.0 (Manickavasagum et al., 2004) 

จากการศึกษาผลของซีโฟแทกซีมต่อการเจริญของเช้ือ A. tumefaciens สายพันธุ ์

LBA4404 (pCAMBIA1305.1) ในอาหารเหลว LB ที่เติมซีโฟแทกซีมความเข้มข้นต่างๆกนั

พบว่าซีโฟแทกซีมความเข้มข้น 25 มก./ล. สามารถยับยั้งการเจริญของเช้ือ A. tumefaciens ได้

สมบูรณ์ โดยมีค่า OD600 เทา่กบั 0.016 และเม่ือน าเช้ือมาเข่ียบนอาหารแขง็ LB ที่เติมกานามัย

ซิน 100   มก./ล. เพ่ือยืนยันการทดลองกไ็ม่พบการเจริญของเช้ือแต่อย่างใด ซ่ึงสอดคล้องกบั

การทดลองของ มณฑณิี กมลธรรม (2545) รายงานว่าซีโฟแทกซีมความเข้มข้น 25 มก./ล. 

สามารถยับยั้งการเจริญของเช้ือ A. tumefaciens สายพันธุ ์ LBA4404 (pBI121) ได้สมบูรณ์ 

การที่ซีโฟแทกซีมสามารถยับย้ังการเจริญของเช้ือแบคทเีรียได้เน่ืองจาก ซีโฟแทกซีมเป็นสาร

ปฏชีิวนะที่จัดอยู่ในกลุ่มเซฟาโลสปอรินซ่ึงสามารถออกฤทธิ์ยับย้ังการสร้างเปบทโิดไกลแคน ซ่ึง

เป็นองค์ประกอบของผนังเซลล์ ท าให้เซลล์แตก และมีผลเมื่อแบคทเีรียก าลังแบ่งตัว (แจ่มใส 

เพียรทอง และคณะ, 2525; Nauerby et al., 1997) ซ่ึงถ้าใช้ความเข้มข้นต ่าจะสามารถยับยั้งการ

เพ่ิมจ านวนของแบคทเีรียไม่ให้มีปริมาณมากเกนิไปได้ คือจ านวนเช้ือคงที่เพราะไม่สามารถสร้าง



89 
 

ผนังเซลล์ใหม่ได้  แต่ถ้าใช้ความเข้มข้นสูงจะเป็นสารฆ่าแบคทเีรีย (ยุพา ผึ้ งน้อย, 2542; Yu et 

al., 2001) 

การศึกษาหาระยะเวลาที่เหมาะสมในการบ่มแคลลัสอ้อยร่วมกบั A. tumefaciens มีความ

จ าเป็นอย่างมากในการส่งถ่ายยีน โดยระยะเวลาที่เหมาะสมคือ เวลาที่น้อยที่สดุที่มีการแสดงออก

ของยีน gus มากที่สุด เน่ืองจากเม่ือบ่มแคลลัสร่วมกับ A. tumefaciens นานเกนิไปจะท าให้

แคลลัสตายหรือมีอตัราการเจริญลดลง รวมทั้งย่ิงเพ่ิมปัญหาในการก าจัด A. tumefaciens 

ภายหลังจากการส่งถ่ายยีน เน่ืองจากจะมีเช้ือเจริญขึ้นอยู่รอบๆแคลลัสเป็นจ านวนมากกว่าการบ่ม

ที่ใช้เวลาน้อย การศึกษาหาระยะเวลาที่เหมาะสมในการบ่มแคลลัสอ้อยร่วมกบั A. tumefaciens  

พบว่า ระยะเวลาที่เหมาะสมในการบ่มแคลลัสอ้อยร่วมกับ A. tumefaciens คือ 90 นาท ี และมี

เปอร์เซน็ต์การแสดงออกของยีน gus เทา่กบั 90 เปอร์เซน็ต์ Manickavasagum et al. (2004) 

รายงานว่าการศึกษาหาระยะเวลาที่เหมาะสมในการบ่มแคลลัสอ้อยร่วมกบั A. tumefaciens พบว่า 

การบ่มแคลลัสอ้อยร่วมกบั A. tumefaciens เป็นเวลานานช่วยเพ่ิมประสิทธภิาพการส่งถ่ายยีน แต่

ไม่ควรเกนิ 4 วัน เน่ืองจากการ การบ่มแคลลัสอ้อยร่วมกบั A. tumefaciens เป็นเวลานานย่ิงเพ่ิม

ปัญหาในการก าจัดแบคทเีรียแต่อย่างไรกดี็เวลาที่เหมาะสมในการบ่ม 2 ถึง 4 วัน  

การส่งถ่ายยีนโดยวิธตีรงโดยใช้เคร่ือง particle bombardment สามารถแก้ปัญหาการส่ง

ถ่ายยีนสู่พืชใบเล้ียงเด่ียว ซ่ึงส่งถ่ายโดย Agrobacterium ได้ยาก (สุมนทพิย์ บุนนาค, 2540) ใน

ปัจจุบันการส่งถ่ายยีนโดยเคร่ือง particle bombardment สามารถส่งถ่ายยีนสู่พืชใบเล้ียงเด่ียวได้

หลายชนิด ซ่ึงประสทิธิภาพในการส่งถ่ายยีนสู่พืชขึ้นอยู่กบัปัจจัยหลายอย่างเช่น ชนิดและขนาด

ของอนุภาคโลหะที่ใช้  แรงดันของกา๊ซฮีเลียม ระยะทางระหว่างจุดปล่อยกระสนุถึงเน้ือเยื่อ

เป้าหมาย จากการศึกษาการส่งถ่ายยีน chitinase สู่แคลลัสอ้อย โดยเคร่ือง particle bombardment   

ซ่ึงใช้พลาสมิด pCAMBIA1305.1 ที่มียีน chitinase เคลือบบนกระสนุทงัสเตน ขนาด 1.1 µm 

ใช้ rupture disc ที่ทนแรงดันกา๊ซฮีเลียม 900 และ 1,100 ปอนด์/ตารางน้ิว แปรผันระยะการยิง  

3 ระยะคือ 6, 9 และ 12 ซม. เมื่อเปรียบเทยีบผลของแรงดันกา๊ซฮีเลียม พบว่า แรงดันกา๊ซ

ฮีเลียมที่เหมาะสมส าหรับการส่งถ่ายยีนเข้าสู่แคลลัสอ้อย คือ 900 ปอนด์/ตารางน้ิว เมื่อ

เปรียบเทยีบระยะทางระหว่างจุดปล่อยกระสนุถึงแคลลัสอ้อย พบว่าระยะทาง 6 ซม. มีระดับการ

แสดงออกของยีน gus น้อย และเมื่อน าเแคลลัสอ้อยมาเพาะเล้ียงต่อ จะท าให้เซลล์ของ 

แคลลัสบอบช า้และไม่สามารถเพาะเล้ียงต่อไปได้ เน่ืองจากผลกระทบจากแรงดันดังกล่าว ส่วน

ระยะทางที่เหมาะสมท าให้แคลลัสอ้อยมีชีวิตรอดมากคือ ที่ระยะ 9 และ 12 ซม. จากการทดลอง

พบว่าระยะทางระหว่างจุดปล่อยกระสนุถึงแคลลัสอ้อยที่เหมาะสมคือ 9 ซม. เพราะการแสดงออก

ของยีน gus มีเปอร์เซนต์สูงกว่าที่ระยะ 12 ซม. ซ่ึงสอดคล้องกบัผลการศึกษาการส่งถ่ายยีนเข้าสู่

ข้าว โดยเกศสุคนธ ์ มณีวรรณ (2548)  พบว่า ระยะทาง 9 ซม. เหมาะสมในการส่งถ่ายยีน

มากกว่าระยะ 12 ซม.  เช่นเดียวกนัการศึกษาของ Filho et al. (2003) ที่พบว่าระยะที่เหมาะสม

ในการส่งถ่ายยีนสู่ส้ม คือ 9 ซม.  
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 เมื่อน าใบอ่อนของอ้อยดัดแปรพันธุกรรม ที่สามารถเจริญบนอาหารที่เติม 

ไฮโกรมัยซิน มาตรวจสอบการแสดงออกของยีน gus พบว่าเกดิสฟ้ีาบนใบอ้อย จากผลที่ได้น้ี

สามารถยืนยันได้ว่าอ้อยได้รับยีนที่ส่งถ่ายเข้าไป  

 จากการศึกษาเปรียบเทยีบลักษณะทางกายวิภาคศาสตร์ของใบอ้อย ที่ผ่านการตรวจสอบ

การแสดงออกของยีน gus ด้วยวิธี GUS assay โดยการตัดตามขวางของใบและล าต้นอ้อย พบว่า 

เซลล์ภายในใบและล าต้นของอ้อยมีสฟ้ีาเกดิข้ึน ในขณะที่ใบและล าต้นจากอ้อยปกติที่ไม่ผ่านการ

ส่งถ่ายยีนจะไม่พบสฟ้ีาเกดิขึ้น ซ่ึงผลการทดลองดังกล่าวเป็นการยืนยันการแสดงออกของยีน gus  

จากการตรวจสอบการสอดแทรกของยีนโดยเทคนิค PCR โดยใช้ดีเอน็เอจากแคลลัสของ

อ้อยที่ผ่านการส่งถ่ายยีนโดย A. tumefaciens และโดยเคร่ือง particle bombardment  เมื่อใช้ไพร์

เมอร์ 35S  พบว่า มีการเพ่ิมจ านวนของปริมาณดีเอน็เอที่มีขนาด 500 และ 195 bp ซ่ึงตรงกบั

แถบดีเอน็เอของ pCAMBIA 1305.1 ที่เป็น positive control และไม่พบในดีเอน็เอของอ้อยที่

ไม่ได้ผ่านการส่งถ่ายยีนซ่ึงเป็น negative control เมื่อใช้ไพร์เมอร์ NOS พบว่า มีการเพ่ิมจ านวน

ของปริมาณดีเอน็เอที่มีขนาด 180 bp ซ่ึงตรงกบัแถบดีเอน็เอของ pCAMBIA 1305.1 ที่เป็น 

positive control และไม่พบในดีเอน็เอของอ้อยที่ไม่ได้ผ่านการส่งถ่ายยีนซ่ึงเป็น negative control 

และเมื่อใช้ไพร์เมอร์ chitinase พบว่า มีการเพ่ิมจ านวนของปริมาณดีเอน็เอที่มีขนาด 464 bp ซ่ึง

ตรงกบัแถบดีเอน็เอของ pCAMBIA 1305.1 ที่เป็น positive control และไม่พบในดีเอน็เอของ

อ้อยที่ไม่ได้ผ่านการส่งถ่ายยีนซ่ึงเป็น negative control สอดคล้องกบัการทดลองของ นาทฤด ี

ช านาญพล (2546) รายงานการตรวจสอบการสอดแทรกของยีนในเสาวรสที่ผ่านการส่งถ่ายยีน

โดย A. tumefaciens สายพันธุ ์ LBA4404 (pCAMBIA1305.1) โดยใช้ไพร์เมอร์ 35s และ 

NOS พบว่ามีการเพ่ิมปริมาณดีเอน็เอขนาด 195 และ 180 bp ตามล าดับ จารุวรรณ จาติเสถียร 

(2546) ท าการส่งถ่ายยีนไคทเินสให้แก่ข้าวพ้ืนเมืองไทย ภายหลังการส่งถ่ายท าการตรวจสอบการ

คงอยู่ของยีนโดยวิธี PCR จากการใช้    primer 35S และ chi สามารถตรวจพบแถบดีเอน็เอขนาด 

195 และ 464 bp ตามล าดับ จากตรวจสอบการแสดงออกของยีนด้วยเทคนิค RT-PCR โดยใช้ 

primer 2 ชนิด คือ chitinase และ TPI พบว่า เมื่อใช้ไพรเมอร์ chitinase ไม่พบแถบดีเอน็เอใน

อ้อยที่ได้รับการส่งถ่ายยีนและอ้อยที่ไม่ได้รับการส่งถ่ายยีน และเมื่อใช้ไพรเมอร์ TPI พบแถบดี

เอน็เอขนาด 176 คู่เบส ในตัวอย่างอ้อยที่ได้รับการส่งถ่ายยีนและอ้อยที่ไม่ได้รับการส่งถ่ายยีน 

สอดคล้องกบั Lontom, W. (2009) รายงานการตรวจสอบการแสดงออกของยีนโดยเทคนิค 

RT-PCR ในอ้อยพันธุ ์K84-200 และอ้อยพันธุ์ K88-92 พบว่าเมื่อใช้ไพรเมอร์ TPI พบแถบดี

เอน็เอขนาด 176 คู่เบส ในอ้อยพันธุ ์K84-200 และอ้อยพันธุ ์K88-92 


