
บทที ่7 

การส่งถ่ายยนี chitinase สู่ออ้ยพนัธุม์ิตรผล 99-94  

 

 

1. บทน า 

 Chitinase เป็นเอนไซม์กลุ่มไฮโดรเลส มีบทบาทในการย่อยผนังเซลล์ของเช้ือราสาเหตุ

โรคพืชหลายชนิดนอกจากน้ียังสามารถท าลายแมลงศัตรูพืชที่มีไคตินเป็นส่วนประกอบหลักอยู่ใน

ทางเดินอาหารของแมลง ดังน้ันหากสามารถส่งถ่ายยีน chitinase เข้าสู่เน้ือเย่ืออ้อย กจ็ะส่งผลให้

อ้อยต้านทานต่อโรคและแมลงศัตรูอ้อย ซ่ึงจะช่วยลดการใช้สารก าจัดแมลง    ท าให้ลดต้นทุนการ

ผลิตและเพ่ิมขีดความสามารถในการแข่งขันด้านอุตสาหกรรมน า้ตาลในตลาดโลก ดังน้ันการวิจัย

คร้ังน้ีเพ่ือท าการศึกษาการส่งถ่ายยีน chitinase สู่แคลลัสอ้อยพันธุ์มิตรผล 99-94 ซ่ึงได้

ท าการศึกษาอยู่ 2 วิธีคือ วิธีที่ 1 การใช้ A. tumefaciens สายพันธุ์ LBA4404 ที่มีพลาสมิด 

pCAMBIA1305.1 ซ่ึงภายในมียีน chitinase ซ่ึงเป็นยีน chitinase ที่ได้จากข้าว และ พลาสมิด 

PBI121 ซ่ึงภายในมียีน chitinase ซ่ึงเป็นยีน chitinase ที่ได้จากเช้ือรา และวิธีที่ 2 การใช้เคร่ือง 

particle bombardment  

 

2. อุปกรณแ์ละวิธีการ 

การทดลองที ่1 ศึกษาสภาวะทีเ่หมาะสมในการบ่มแคลลสัออ้ยพนัธุม์ิตรผล 99-94

ร่วมกบัเช้ือ A. tumefaciens สายพนัธุ ์LBA4404 (pCAMBIA 

1305.1) 

 ท าการเล้ียงเช้ือ A. tumefaciens สายพันธุ ์ LBA4404 (pCAMBIA1305.1) ที่มียีน 

chitinase ในอาหารเหลว LB ที่มีกานามัยซิน 100 มก./ล. เขย่าบนเคร่ืองเขย่าด้วยความเรว็ 150 

รอบต่อนาท ีที่อุณหภมิู 28 
o
C เป็นเวลา 24 ช่ัวโมง วัดค่า OD600 เทา่กบั 1.0-1.5 จากน้ันบ่ม

แคลลัสอ้อย ร่วมกบั Agrobacterium ที่เพาะเล้ียงในอาหารเหลว LB โดยบ่มที่เวลา 0, 10, 20, 

30, 40, 50, 60 และ 90 นาท ีน าแคลลัสอ้อยมาซับเช้ือ Agrobacterium ออก ด้วยกระดาษทชิชู

ปลอดเช้ือ แล้วน าแคลลัสไปเพาะเล้ียงบนอาหารแขง็สูตร MS ที่เติม 2,4-D ความเข้มข้น 3 

มก./ล. ร่วมกบัน า้มะพร้าว 10%  น าไปเพาะเล้ียงในสภาพที่มีแสง 16 ช่ัวโมง/วัน ความเข้มแสง 

40 µmol m
-2

s
-1

 อุณหภมูิ 25±2 
o
C เป็นเวลา 3 วัน จากน้ันก าจัดเช้ือ  Agrobacterium โดยการ

ล้างแคลลัสอ้อยในน า้กล่ันปลอดเช้ือที่มีซีโฟแทกซีม 300 มก./ล. นาน 30 นาท ี ล้างด้วยน า้กล่ัน

ปลอดเช้ือ 5 คร้ังๆละ 5 นาท ี แล้วน าแคลลัสอ้อยมาเพาะเล้ียงบนอาหารแขง็สตูร MS ที่เติม 

2,4-D ความเข้มข้น 3 มก./ล. ร่วมกบัน า้มะพร้าว 10% ที่มีไฮโกรมัยซิน 30 มก./ล. และซีโฟ

แทกซีม 300 มก./ล. น าไปเพาะเล้ียงในสภาพที่มีแสง 16 ช่ัวโมง/วัน ความเข้มแสง 40 µmol 

m
-2

s
-1

 อุณหภมู ิ25±2 
o
C เป็นเวลา 7 วัน สุ่มเลือกแคลลัสไปตรวจสอบผลของการส่งถ่ายยีนโดย
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วิธ ีGUS assay โดยน าแคลลัสที่บ่มร่วมกบั  Agrobacterium   เป็นระยะเวลา 0, 10, 20, 30, 

40, 50, 60 และ 90 นาท ีแช่ในสารละลาย x-gluc น าไปบ่มที่ตู้บ่มอุณหภมิู 37 
o
C เป็นเวลา 24 

ช่ัวโมง บันทกึผลการทดลองโดยสงัเกตสฟ้ีาที่เกิดข้ึนบนแคลลัส 

การทดลองที ่2 ศึกษาสภาวะทีเ่หมาะสมในการบ่มแคลลสัออ้ยพนัธุม์ิตรผล 99-94 

ร่วมกบัเช้ือ A.  tumefaciens สายพนัธุ ์LBA4404 (PBI 121) 

 ท าการเล้ียงเช้ือ A. tumefaciens สายพันธุ์ LBA4404 (PBI 121) ที่มียีน chitinase ใน

อาหารเหลว LB เติมกานามัยซิน 100 มก./ล. เขย่าบนเคร่ืองเขย่าด้วยความเรว็ 150 รอบต่อ

นาที ที่อุณหภูมิ 28 
o
C เป็นเวลา 24 ช่ัวโมง วัดค่า OD600 เท่ากับ 1.0-1.5 จากน้ันบ่มแคลลัส

อ้อย ร่วมกบั Agrobacterium ที่เพาะเล้ียงในอาหารเหลว LB โดยบ่มที่เวลา 0, 10, 20, 30, 40, 

50, 60 และ 90 นาท ีน าแคลลัสอ้อยมาซับเช้ือ Agrobacterium ออก ด้วยกระดาษทชิชูปลอดเช้ือ 

แล้วน าแคลลัสไปเพาะเล้ียงบนอาหารแขง็สตูร MS ที่เติม 2,4-D ความเข้มข้น 3 มก./ล. ร่วมกับ

น า้มะพร้าว 10% น าไปเพาะเล้ียงในสภาพที่มีแสง 16 ช่ัวโมง/วัน ความเข้มแสง 40 µmol m
-2

s
-1

 

อุณหภมูิ 25±2 
o
C เป็นเวลา 3 วัน แล้วก าจัดเช้ือ  Agrobacterium โดยการล้างแคลลัสอ้อยในน า้

กล่ันปลอดเช้ือที่มีซีโฟแทกซีม 300 มก./ล. นาน 30 นาท ี ล้างด้วยน า้กล่ันปลอดเช้ือ 5 คร้ังๆละ 

5 นาท ีแล้วน าแคลลัสอ้อยมาเพาะเล้ียงบนอาหารแขง็สูตร MS ที่เติม 2,4-D ความเข้มข้น 3 

มก./ล. ร่วมกับน า้มะพร้าว 10% ที่มีกานามัยซิน 1,250 มก./ล. และซีโฟแทกซีม 300 มก./ล. 

น าไปเพาะเล้ียงในสภาพที่มีแสง 16 ช่ัวโมง/วัน ความเข้มแสง 40 µmol m
-2

s
-1

 อุณหภมูิ 25±2 
o
C เป็นเวลา 30 วัน บันทึกเปอร์เซ็นต์การรอดชีวิตของแคลลัสที่ได้รับการส่งถ่ายยีนที่เวลา

ต่างๆกนั 

 การทดลองที่ 3 การส่งถ่ายยีน chitinase สู่แคลลสัออ้ยพนัธุม์ิตรผล 99-94 โดย ใช ้ 

                              เครือ่งยิงอนุภาค (particle bombardment) 

 ท าการส่งถ่ายยีนสู่แคลลัสอ้อย โดยใช้เคร่ือง particle bombardment รุ่น Biolistic PDS-

1000/He particle deliver system (Bio-Rad) โดยใช้กระสนุทงัสเตน ขนาด 1.1 µm แปรผัน

ระยะการยิง (ระยะทางระหว่างจุดปล่อยกระสนุกบัเน้ือเยื่อเป้าหมาย) 3 ระยะคือ 6, 9 และ 12 

ซม. ใช้ rupture disc ที่ทนแรงดันกา๊ซฮีเลียม 900 และ 1,100 ปอนด์/ตารางน้ิว พลาสมิดที่ใช้

คือ pCAMBIA 1305.1 ซ่ึงสกดัจาก A. tumefaciens สายพันธุ ์LBA4404 ที่มียีน chitinase จาก

ข้าว และ พลาสมิด PBI 121 ซ่ึงสกดัจาก A. tumefaciens สายพันธุ ์LBA4404 ที่มียีน chitinase 

จากเช้ือรา โดยมีข้ันตอนสกัด การล้าง และเคลือบกระสุน ดังแสดงในภาคผนวก ค 

การทดลองที่ 3.1 การเปรียบเทียบแรงดนักา๊ซฮีเลียมทีใ่ชใ้นการส่งถ่ายยีน 

น าแคลลัสของอ้อยอายุ 4 สปัดาห์ มาวางบนอาหารสตูรชักน าให้เกดิแคลลัส ในจาน

เพาะเล้ียงขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 9 ซม. โดยให้แคลลัสอ้อยอยู่ตรงกลางของจานเพาะเล้ียงที่มี

เส้นผ่านศูนย์กลางประมาณ 3 ซม. ท าการส่งถ่ายยีนเข้าสู่แคลลัสของอ้อย ใช้ระยะห่างระหว่างจุด

ปล่อยกระสนุถึงเน้ือเยื่อเป้าหมาย เทา่กบั 9 ซม. rupture disc ขนาดทนแรงดันกา๊ซฮีเลียม 900 
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และ 1,100 ปอนด์/ตารางน้ิว ภายหลังการยิงย้ายแคลลัสอ้อยไปวางบนอาหารสตูรชักน าให้เกดิ

แคลลัสเป็นเวลา 5 วัน  หลังจากน้ันย้ายแคลลัสที่ได้รับการส่งถ่ายยีนโดยใช้พลาสมิด pCAMBIA 

1305.1 ไปเพาะเล้ียงต่อบนอาหารที่มีไฮโกรมัยซิน 30 มก./ล.  น าไปเพาะเล้ียงในสภาพที่มีแสง 

16 ช่ัวโมง/วัน ความเข้มแสง 40 µmol m
-2

s
-1

 อุณหภมูิ 25±2 
o
C เป็นเวลา 1 สัปดาห์ แล้วจึง

ย้ายไปเพาะเล้ียงในอาหารสูตรที่ชักน าให้เกดิต้นที่เติมไฮโกรมัยซิน  50 มก./ล. คัดเลือกแคลลัส

ที่ต้านทานต่อไฮโกรมัยซินจ านวน 10 ช้ิน ไปท าการตรวจสอบการแสดงออกของยีนโดยวิธี gus 

assay โดยน าแคลลัสมาแช่ในสารละลาย X-gluc น าไปบ่มที่อุณหภมูิ 37 
o
C เป็นเวลา 1 คืน 

ตรวจสอบสฟ้ีาที่เกดิข้ึนบนแคลลัสภายใต้กล้องจุลทรรศน์ ส่วนแคลลัสที่ได้รับการส่งถ่ายยีนโดย

ใช้พลาสมิด PBI 121 น าไปเพาะเล้ียงต่อบนอาหารที่มีกานามัยซิน 1,250 มก./ล. เป็นเวลา 30 

วัน บันทกึเปอร์เซน็ต์การรอดชีวิตของแคลลัสที่ได้รับการส่งถ่ายยีนที่แรงดันกา๊ซฮีเลียม 900 และ 

1,100 ปอนด์/ตารางน้ิว    

การทดลองที่ 3.2 การเปรียบเทียบระยะทางระหว่างจุดปล่อยกระสุน (stopping   

                                  screen) ถงึเนื้ อเยือ่เป้าหมาย (target tissue) 

น าแคลลัสของอ้อยพันธุม์ิตรผล 99-94 ที่มีอายุ 4 สปัดาห์ มาวางบนอาหารสตูรชักน าให้

เกดิแคลลัส ในจานเพาะเล้ียงขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 9 ซม. ระยะห่างระหว่างจุดปล่อยกระสนุถึง

เน้ือเยื่อเป้าหมาย 3 ระยะคือ 6, 9 และ 12 ซม. ใช้แรงดันกา๊ซฮีเลียม เทา่กบั 900 ปอนด์/

ตารางน้ิว ภายหลังการยิง น าแคลลัสอ้อยไปเล้ียงบนอาหารชักน าให้เกดิแคลลัสเป็นเวลา 5 วัน 

หลังจากน้ันย้ายแคลลัสที่ได้รับการส่งถ่ายยีนโดยใช้พลาสมิด pCAMBIA 1305.1 ไปเพาะเล้ียง

ต่อบนอาหารที่มีไฮโกรมัยซิน 30 มก./ล.  น าไปเพาะเล้ียงในสภาพที่มีแสง 16 ช่ัวโมง/วัน ความ

เข้มแสง 40 µmol m
-2

s
-1

 อุณหภมูิ 25±2 
o
C เป็นเวลา 1 สปัดาห์ แล้วจึงย้ายไปเพาะเล้ียงใน

อาหารสตูรที่ชักน าให้เกดิต้นที่เติมไฮโกรมัยซิน  50 มก./ล. คัดเลือกแคลลัสที่ต้านทานต่อไฮโกร

มัยซินจ านวน 10 ช้ิน ไปท าการตรวจสอบการแสดงออกของยีนโดยวิธี gus assay โดยน าแคลลัส

มาแช่ในสารละลาย X-gluc น าไปบ่มที่อุณหภมูิ 37 
o
C เป็นเวลา 1 คืน ตรวจสอบสฟ้ีาที่เกดิข้ึน

บนแคลลัสภายใต้กล้องจุลทรรศน์ ส่วนแคลลัสที่ได้รับการส่งถ่ายยีนโดยใช้พลาสมิด PBI 121 

น าไปเพาะเล้ียงต่อบนอาหารที่มีกานามัยซิน 1,250 มก./ล. เป็นเวลา 30 วัน บันทกึเปอร์เซน็ต์

การรอดชีวิตของแคลลัสที่ได้รับการส่งถ่ายยีนที่แรงดันกา๊ซฮีเลียม 900 และ 1,100 ปอนด์/

ตารางน้ิว   

การทดลองที ่ 4 การตรวจสอบการส่งถ่ายยีนในแคลลสัออ้ยพนัธุม์ติรผล 99-94 ที่

ไดร้บัการส่งถ่ายยีน chitinase  

การทดลองที ่4.1 การตรวจสอบการสอดแทรกของยีน chitinase โดยเทคนคิ PCR  

             (Polymerase Chain Reaction) 
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 ท าการสกดัดีเอน็เอจากแคลลัสอ้อยที่ไม่ผ่านการส่งถ่ายยีน    และที่ผ่านการส่งถ่ายยีน 

โดยใช้พลาสมิด pCAMBIA1305.1 และ PBI121 ซ่ึงมีข้ันตอนการสกดัดีเอน็เอดังแสดงใน

ภาคผนวก ค 

 

 

การเพิม่ปริมาณดีเอ็นเอโดยเทคนคิ PCR 

น าดีเอน็เอที่สกดัจากตัวอย่างอ้อยมาท าการเพ่ิมปริมาณดีเอน็เอโดยเทคนิค PCR โดยมี

ส่วนผสมของปฏกิริิยา PCR ในแต่ละหลอดดังตารางที่ 1 โดยมี primer ที่ใช้ตรวจสอบได้แก่ 

primer 35S, NOS และ chitinase  

การใช้ Primer ในการทดลองแต่ละ reaction คือ ใช้ 35S คู่กบั anti – 35S  ใช้ NOS คู่

กบั anti – NOS และใช้ chitinase (chi) คู่กบั anti-chi โดย primer ที่ใช้ในการทดลองมีล าดับ

เบสดังน้ี 

 35S          มีล าดับเบสคือ 5' GCT CCT ACA AAT GCC ATC A 3' 

anti – 35s    มีล าดับเบสคือ 5' GAT AGT GGG ATT GTG CGT CA 3' 

NOS            มีล าดับเบสคือ 5' GAA TCC TGT TGC CGG TCT TG 3' 

anti – NOS   มีล าดับเบสคือ 5' TTA TCC TAG TTT GCG CGC TA 3' 

chitinase       มีล าดับเบสคือ 5' CTC CAT CAT ATC CCC CTC 3' 

          anti–chitinase มีล าดับเบสคือ 5' ATC CAG AAC CAG AAC GCC 3' 

 chitinase       มีล าดับเบสคือ 5' ACG CAA ACG CCG TCT ACT TCA  

                                                   CCA A 3'  

          anti-chitinase มีล าดับเบสคือ 5' GCA TCC CAG AAC ATG CTG CCT  

                                                    CCC A 3' ' 

เมื่อเตรียมสารละลายในแต่ละหลอดครบ จากน้ันน าเข้าเคร่ืองเพ่ิมปริมาณดีเอน็เอ 

(DNA thermal cycle) โดยตั้งอุณหภมูิและจ านวนรอบดังน้ี 

ทดสอบ 35S, Anti-35S 

ขั้นตอนที่ 1  Predenaturation ตั้งอุณหภมูิ 94 
o
C เป็นเวลา 5 นาท ี

ขั้นตอนที่ 2  Denaturation อุณหภมูิ 94 
o
C เป็นเวลา 30 วินาท ีเพ่ือให้ดีเอน็เอคลายเกลียว    

       ออกจากกนั  

       Annealing อุณหภมูิ 55 
o
C เป็นเวลา 30 วินาท ีเพ่ือให้ไพรเมอร์เข้าจับกบัดีเอน็เอ 

       สายเด่ียว 

Extension อุณหภมูิ 72 
o
C เป็นเวลา 30 วินาท ี เพ่ือให้ Taq DNA polymerase ท า

ปฏกิริิยาสร้างดีเอน็เอคู่ผสม 

ขั้นตอนที่ 3 Final extension อุณหภมูิ 72 
o
C เป็นเวลา 7 นาท ี 

เมื่อใช้พลาสมิด

pCAMBIA1305.1 

เมื่อใช้พลาสมิด 

PBI121 
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 ในข้ันตอนที่ 2 ท าซ า้ 25 รอบ ข้ันตอนที่ 1 และ 3 ท า 1 รอบ จากน้ันน าดีเอน็เอที่ได้จาก

ปฏกิริิยามาตรวจสอบการเพ่ิมปริมาณดีเอน็เอโดยวิธี Agarose gel elctrophoresis โดยใช้ความ      

เข้มข้นของ Agarose gel 1.5% (w/v) และย้อมด้วย Ethidium bromide  ตรวจผลภายใต้เคร่ือง 

UV visible  

ทดสอบ NOS, Anti-NOS 

ขั้นตอนที่ 1  Predenaturation ตั้งอุณหภมูิ 94 
o
C เป็นเวลา 5 นาท ี

ขั้นตอนที่ 2  Denaturation อุณหภมูิ 94 
o
C เป็นเวลา 20 วินาท ีเพ่ือให้ดีเอน็เอคลายเกลียว              

       ออกจากกนั  

       Annealing อุณหภมูิ 60 
o
C เป็นเวลา 40 วินาท ีเพ่ือให้ไพรเมอร์เข้าจับกบัดีเอน็เอ              

       สายเด่ียว 

Extension อุณหภมูิ 72 
o
C เป็นเวลา 1 นาท ี เพ่ือให้ Taq DNA polymerase ท า

ปฏกิริิยาสร้างดีเอน็เอคู่ผสม 

ขั้นตอนที่ 3 Final extension อุณหภมูิ 72 
o
C เป็นเวลา 10 นาท ี 

 ในข้ันตอนที่ 2 ท าซ า้ 40 รอบ ข้ันตอนที่ 1 และ 3 ท า 1 รอบ จากน้ันน าดีเอน็เอที่ได้จาก

ปฏกิริิยามาตรวจสอบการเพ่ิมปริมาณดีเอน็เอโดยวิธี Agarose gel elctrophoresis โดยใช้ความ      

เข้มข้นของ Agarose gel 1.5% และย้อมด้วย Ethidium bromide  ตรวจผลภายใต้เคร่ือง UV 

visible  

ทดสอบ chitinase-Forward, chitinase-Reverse เมื่อใช้พลาสมิด pCAMBIA1305.1 

ขั้นตอนที ่1  Predenaturation อุณหภมู ิ94 
o
C เป็นเวลา 3 นาท ีเพ่ือให้ดีเอน็เอคลายเกลียว 

       ออกจากกนั  

ขั้นตอนที ่2  Denaturation อุณหภมู ิ94 
o
C เป็นเวลา 20 วินาท ีเพ่ือให้ดีเอน็เอคลายเกลียว 

       ออกจากกนั  

      Annealing อุณหภมู ิ60 
o
C เป็นเวลา 40 วินาท ีเพ่ือให้ไพรเมอร์เข้าจับกบัดีเอน็เอ 

       สายเด่ียว 

  Extension อุณหภมูิ 72 
o
C เป็นเวลา 1 นาท ี เพ่ือให้ Taq DNA polymerase ท า

ปฏกิริิยาสร้างดีเอน็เอคู่ผสม 

ขั้นตอนที่ 3  Final extension อุณหภมูิ 72 
o
C เป็นเวลา 3 นาท ี 

ในข้ันตอนที่ 2 ท าซ า้ 40 รอบ ข้ันตอนที่ 1 และ 3 ท า 1 รอบ จากน้ันน าดีเอน็เอที่ได้จาก

ปฏกิริิยามาตรวจสอบการเพ่ิมปริมาณดีเอน็เอโดยวิธี Agarose gel elctrophoresis โดยใช้ความ      

เข้มข้นของ Agarose gel 1.5% และย้อมด้วย Ethidium bromide  ตรวจผลภายใต้เคร่ือง UV 

visible 

ทดสอบ chitinase-Forward, chitinase-Reverse เมื่อใช้พลาสมิด PBI121 

ขั้นตอนที่ 1  Predenaturation ตั้งอุณหภมูิ 95 
o
C เป็นเวลา 7 นาท ี
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ขั้นตอนที ่2  Denaturation อุณหภมู ิ94 
o
C เป็นเวลา 1 นาท ีเพ่ือให้ดีเอน็เอคลายเกลียว 

       ออกจากกนั  

       Annealing อุณหภมู ิ60 
o
C เป็นเวลา 1 นาท ีเพ่ือให้ไพรเมอร์เข้าจับกบัดีเอน็เอ 

       สายเด่ียว 

Extension อุณหภมูิ 72 
o
C เป็นเวลา 1 นาท ี เพ่ือให้ Taq DNA polymerase ท า

ปฏกิริิยาสร้างดีเอน็เอคู่ผสม 

ขั้นตอนที่ 3 Final extension อุณหภมูิ 72 
o
C เป็นเวลา 10 นาท ี 

 ในข้ันตอนที่ 2 ท าซ า้ 30 รอบ ข้ันตอนที่ 1 และ 3 ท า 1 รอบ จากน้ันน าดีเอน็เอที่ได้จาก

ปฏกิริิยามาตรวจสอบการเพ่ิมปริมาณดีเอน็เอโดยวิธี Agarose gel elctrophoresis โดยใช้ความ      

เข้มข้นของ Agarose gel 1.0% และย้อมด้วย Ethidium bromide  ตรวจผลภายใต้เคร่ือง UV 

visible  

การทดลองที ่4.2 การตรวจสอบการแสดงออกของยีน chitinase โดยเทคนคิ RT-

PCR (Reverse Transcriptase Polymerase Chain Reaction) 

การตรวจสอบการแสดงออกของยีนในแคลลัสอ้อยพันธุม์ิตรผล 99-94 ที่ได้รับการส่ง

ถ่ายยีนและอ้อยที่ไม่ได้รับการส่งถ่ายยีนโดยใช้พลาสมิด pCAMBIA1305.1 และ PBI121 มีการ

ทดลองแบ่งออกเป็นขั้นตอนต่อไปนี้  

การสกดัอารเ์อ็นเอทั้งหมด (total RNA) 

1. ช่ังตัวอย่างพืช 0.1 กรัม บดในโกร่งปลอดเช้ือโดยใช้ไนโตรเจนเหลว จนเป็นผงละเอียด 

 2. เทตัวอย่างพืชที่บดอย่างละเอยีดลงในหลอด microcentrifuge tube ขนาด 1.5 มล. แล้ว

เติม RLT buffer ปริมาตร 450 µl  

3.  น าหลอดไปอุ่นที่อุณหภมิู 56 
o
C นาน 3 นาท ี จากน้ันน าหลอดไปป่ันเหว่ียงที่ 13,000 

รอบต่อนาท ีเป็นเวลา 2 นาท ีจากน้ันดูดของเหลวด้านบนใส่หลอดใหม่  

4. เติม 100% เอทานอล 0.5 เทา่ ของปริมาตรเดิม แล้วใช้ปิเปตดูดของเหลวขึ้นลง 

5. ย้ายของเหลวไปใส่ลงในหลอด RNeasy spin column แล้วปิดฝาเบาๆ น าหลอดไปป่ัน

เหว่ียงที่ 13,000 รอบต่อนาท ีเป็นเวลา 15 วินาท ี

6. เทสารละลายที่ตกลงไปที่หลอดด้านล่างทิ้งไป แล้วน าหลอดสวมกลับเข้าเหมือนเดิม 

7. เติม RW1 buffer ปริมาตร 700 µl ลงในหลอด RNeasy spin column น าหลอดไปป่ัน

เหว่ียงที่ 13,000 รอบต่อนาท ี เป็นเวลา 15 วินาท ีแล้วเทสารละลายที่ตกลงไปที่หลอดด้านล่าง

ทิ้งไป แล้วน าหลอดสวมกลับเข้าเหมือนเดิม 

8. เติม RPE buffer ปริมาตร 500 µl ลงในหลอด RNeasy spin column น าหลอดไปป่ัน

เหว่ียงที่ 13,000 รอบต่อนาท ี เป็นเวลา 15 วินาท ีแล้วเทสารละลายที่ตกลงไปที่หลอดด้านล่าง

ทิ้งไป แล้วน าหลอดสวมกลับเข้าเหมือนเดิม 
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 9. เติม RPE buffer ปริมาตร 500 µl ลงในหลอด RNeasy spin column น าหลอดไปป่ัน

เหว่ียงที่ 13,000 รอบต่อนาท ี เป็นเวลา 2 นาท ีแล้วเทสารละลายที่ตกลงไปที่หลอดด้านล่างทิ้ง

ไป แล้วน าหลอดสวมกลับเข้าเหมือนเดิม 

      10. น าหลอด RNeasy spin column น าหลอดไปป่ันเหว่ียงที่ 13,000 รอบต่อนาท ีเป็นเวลา 

1นาท ีแล้วน าหลอดที่มีสารละลายที่ตกลงด้านล่างทิ้งไป 

      11. น า RNeasy spin column สวมเข้ากบัหลอด microcentrifuge tube ขนาด 1.5 มล. ที่ตัด

ฝาแล้ว จากน้ันเติม RNase-free water 30 µl ลงใน spin column membrane ปิดฝาเบาๆ น า

หลอดไปป่ันเหว่ียงที่ 13,000 รอบต่อนาท ีเป็นเวลา 5 นาท ี 

     12. เกบ็ RNA ที่ -80 
o
C  

13. วัดปริมาณอาร์เอน็เอ โดยน าสารละลายดีเอน็เอมา 5 µl เติมน า้กล่ัน 995 µl วัดค่า OD 

ที่ความยาวคล่ืน 260 และ 280 นาโนเมตร (A260 และ A280) โดยใช้น า้กล่ันเป็น blank 

14. ค านวณปริมาณดีเอน็เอโดยใช้สตูร 

RNA concentration (µg/ml) =A260x 40 µg / ml x dilution factor 

การก าจัดดีเอ็นเอ 

1. น า RNA ปริมาตร 1.12 µl มาใส่หลอด microcentrifuge tube ขนาด 1 มล. แล้วเติม 

RNase-free water ปริมาตร 6.88 µl  

2. เติม RNase-free DNase 1 µl  

3. เติม 10x reaction buffer 1 µl  

4. จากน้ันน าหลอดไปบ่มที่อุณหภมิู 37 
o
C นาน 30 นาท ี

การสงัเคราะห ์cDNA สายเดีย่ว 

1. น า RNA ที่ผ่านการก าจัดดีเอน็เอ มาแบ่งใส่หลอด microcentrifuge tube ขนาด 0.2 มล. 

หลอดละ 4 µl จ านวน 2 หลอด (ส าหรับหลอดที่เติมและไม่เติมเอนไซม์ reverse transcriptase 

2. เติม oligodT primer หลอดละ 1 ul 

3. น าเข้าเคร่ือง PCR โดยตั้งอุณหภมูแิละเวลาดังน้ี 

ข้ันตอนที่ 1  อุณหภมูิ 70 
o
C นาน 5 นาท ี

ข้ันตอนที่ 2  อุณหภมูิ 4 
o
C นาน 5 นาท ี 

4. เกบ็ ไว้ที่อุณหภมิู 4 
o
C  

5. เตรียมสารท าปฏกิริิยา Reverse Transcriptase (RT) ประกอบด้วยส่วนประกอบดังน้ี 
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ส่วนประกอบ หลอดที่เติม RT หลอดที่ไม่เติม RT 

RNase-free water 

5x Reaction buffer 

25 mM MgCl2 

10 mM dNTPs 

Rnase inhibitor (40 unit/ ul) 

Reverse transcriptase enzyme  

6.1 ul 

4.0 ul 

2.4 ul 

1.0 ul 

0.5 ul 

1.0 ul 

7.1 ul 

4.0 ul 

2.4 ul 

1.0 ul 

0.5 ul 

- 

ปริมาตรรวม 15 ul 15 ul 

  

6. จากน้ันดูด RNA  ที่เตรียมไว้มาใส่หลอดที่เติม RT และไม่เติม RT   

7. น าเข้าเคร่ือง PCR โดยตั้งอุณหภมูแิละเวลาดังน้ี 

ข้ันตอนที่ 1  อุณหภมูิ 25 
o
C นาน 5 นาท ี

ข้ันตอนที่ 2  อุณหภมูิ 42 
o
C นาน 60 นาท ี 

ข้ันตอนที่ 3  อุณหภมูิ 70 
o
C นาน 15 นาท ี 

8. เกบ็ cDNA ไว้ที่อุณหภมิู -20 
o
C  

การสงัเคราะหย์ีน chitinase  และ TPI (Housekeeping gene)  

1. น า cDNA สายเด่ียวที่ได้มาท าการสงัเคราะห์ cDNA คู่ผสม โดยเทคนิค PCR โดยมี

ส่วนผสมของปฏกิริิยา PCR ในแต่ละหลอดดังตารางที่ 1 โดยใช้ไพรเมอร์ chitinase และ TPI ใน

การตรวจสอบการแสดงออกของยีน chitinase และ TPI ซ่ึงไพรเมอร์ที่ใช้ในการทดลองมีล าดับ

เบสดังน้ี 

chitinase       มีล าดับเบสคือ 5' CTC CAT CAT ATC CCC CTC 3' 

          anti–chitinase มีล าดับเบสคือ 5' ATC CAG AAC CAG AAC GCC 3' 

 chitinase       มีล าดับเบสคือ 5' ACG CAA ACG CCG TCT ACT TCA  

                                                   CCA A 3'  

          anti-chitinase มีล าดับเบสคือ 5' GCA TCC CAG AAC ATG CTG CCT  

                                                    CCC A 3' ' 

TPI         มีล าดับเบสคือ  5 ' CAA TGA CTG GAG CAA CGT AG 3 ' 

anti-TPI       มีล าดับเบสคือ 5 ' GTA ACA GAG CCT CCG TAG AT 3 ' 

2. น าส่วนผสมของปฏกิริิยา PCR ในแต่ละหลอดเข้าเคร่ือง PCR โดยตั้งอุณหภมูิและเวลา

ดังน้ี 

ข้ันตอนที่ 1  Predenaturation อุณหภมูิ 95 
o
C เป็นเวลา 7 นาท ี

ขั้นตอนที่ 2  Denaturation อุณหภมู ิ94 
o
C เป็นเวลา 1 นาท ี 

              Annealing อุณหภมู ิ60 
o
C เป็นเวลา 1 นาท ี 

เมื่อใช้พลาสมิด 

PBI121 

เมื่อใช้พลาสมิด

pCAMBIA1305.1 
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             Extension อุณหภมู ิ72 
o
C เป็นเวลา 1 นาท ี 

ข้ันตอนที่ 3  Final extension อุณหภมูิ 72 
o
C เป็นเวลา 10 นาท ี 

 ในข้ันตอนที่ 2 ท าซ า้ 30 รอบ ข้ันตอนที่ 1 และ 3 ท า 1 รอบ จากน้ันน าดีเอน็เอที่ได้จาก

ปฏกิริิยามาตรวจสอบการเพ่ิมปริมาณดีเอน็เอโดยวิธี Agarose gel elctrophoresis โดยใช้ความ      

เข้มข้นของ Agarose gel 1.0 % และย้อมด้วย Ethidium bromide  ตรวจผลภายใต้เคร่ือง UV 

visible  

 

 

3. ผลการทดลอง 

ผลการทดลองที ่1 ศึกษาสภาวะทีเ่หมาะสมในการบ่มแคลลสัออ้ยพนัธุม์ิตรผล 99-

94 ร่วมกบัเช้ือ A. tumefaciens สายพนัธุ ์LBA4404 (pCAMBIA 

1305.1) 

จากการศึกษาสภาวะที่เหมาะสมในการบ่มเช้ือ A. tumefaciens สายพันธุ์ LBA4404 

(pCAMBIA 1305.1) ร่วมกับแคลลัสอ้อยพันธุ์มิตรผล 99-94 เป็นเวลา  0, 10, 20, 30, 40, 

50, 60 และ 90 นาท ีพบว่า เม่ือคัดเลือกแคลลัสอ้อยที่ต้านทานต่อสารปฏชีิวนะไฮโกรมัยซินมา

ท าการตรวจสอบการแสดงออกของยีน gus โดยสามารถประเมินระดับการแสดงออกของยีนเป็น 

4 ระดับคือ 0 ไม่มีการแสดงออกของยีน gus  +1 มีการแสดงออกของยีน gus ต ่า เน้ือเย่ือมีสีฟ้า

เลก็น้อย +2 มีการแสดงออกของยีน gus ปานกลาง เน้ือเย่ือมีสีฟ้าปรากฏค่อนข้างมาก +3  มีการ

แสดงออกของยีน gus สูง เน้ือเย่ือมีสีฟ้าปรากฏมาก +4  มีการแสดงออกของยีน gus สูงมาก

เน้ือเย่ือมีสีฟ้าเข้มปรากฏมากที่สุด จากการทดลองพบว่าเมื่อใช้ระยะเวลาในการบ่มแคลลัสอ้อย

พันธุ์มิตรผล  99-94 ร่วมกับ Agrobacterium  50, 60 และ 90 นาท ีมีระดับการแสดงออกของ

ยีนสูงสุดโดยให้ค่าความเข้มสีฟ้ามากที่สุด (ตารางที่ 3 และภาพที่ 63) เมื่อน าเปอร์เซน็ต์การ

แสดงออกของยีน gus ไปวิเคราะห์ผลทางสถิติ พบว่า ที่ระยะเวลาการบ่ม  50, 60 และ 90 นาท ี

เปอร์เซน็ต์การแสดงออกของยีน gus สูงสุดคือ 100% และไม่มีความแตกต่างกันทางสถิติ (ภาพ

ที่ 64) 
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ตารางที ่3 ระดับการแสดงออกของยีน gus บนแคลลัสอ้อยพันธุม์ิตรผล 99-94 ที่บ่มร่วมกบั A. 

tumefaciens พันธุ ์LBA4404 (pCAMBIA 1305.1)  ในระยะเวลา 0, 10, 20, 30, 40, 50, 

60 และ 90 นาท ี

 

เวลาที่ใช้ในการบ่ม (นาท)ี 

 

ระดับการแสดงออกของยีน 
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ภาพที ่63 ผลการตรวจสอบการแสดงออกของยีน gus บนแคลลัสอ้อยพันธุ์มิตรผล 99-94 ที่

บ่มร่วมกบั A. tumefaciens พันธุ ์LBA4404 (pCAMBIA 1305.1) ในระยะเวลา 0, 

10, 20, 30, 40, 50, 60 และ 90 นาท ี 
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ภาพที ่ 64 เปอร์เซน็ต์การแสดงออกของยีน gus บนแคลลัสอ้อยพันธุม์ิตรผล 99-94 ที่บ่ม

ร่วมกบั A. tumefaciens พันธุ ์ LBA4404 (pCAMBIA 1305.1) ในระยะเวลา 0, 

10, 20, 30, 40, 50, 60 และ 90 นาท ี

 

ผลการทดลองที ่2 ศึกษาสภาวะทีเ่หมาะสมในการบ่มแคลลสัออ้ยพนัธุม์ิตรผล 99-

94 ร่วมกบัเช้ือ A. tumefaciens สายพนัธุ ์LBA4404 (PBI 121) 

 จากการทดลองบ่มแคลลัสอ้อย ร่วมกบั Agrobacterium ที่เพาะเล้ียงในอาหารเหลว LB 

โดยบ่มที่เวลา 0, 10, 20, 30, 40, 50, 60 และ 90 นาท ีเม่ือท าการนับจ านวนแคลลัสที่ผ่าน

การคัดเลือกด้วยอาหารที่มีกานามัยซินเป็นเวลา 1 เดือน พบว่า ในแต่ละระยะการบ่มมีจ านวน

แคลลัสที่ต้านทานต่อกานามัยซินแตกต่างกนัออกไป (ดังตารางที่ 4) โดยจ านวนแคลลัสที่สามารถ

เจริญได้ในอาหารที่เติมกานามัยซินมากที่สดุเม่ือใช้ระยะเวลาในการบ่ม 30 นาท ีซ่ึงคิดเป็น

เปอร์เซน็ต์การต้านทานต่อกานามัยซินเทา่กบั 72% 
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ตารางที ่4 จ านวนแคลลัสอ้อยที่ผ่านการบ่มร่วมกบัเช้ือ A. tumefaciens สายพันธุ ์LBA4404   

   (PBI 121) ระยะเวลาต่างๆ กนั ที่ต้านทานต่อกานามัยซินเป็นเวลา 30 วัน   

 

เวลาที่ใช้ในการบ่ม (นาท)ี 

 

จ านวนแคลลัสที่รอดชีวิต เปอร์เซน็ต์การต้านทาน

ต่อกานามัยซิน (%) 
เร่ิมต้น สิ้นสดุ 

0 

10 

20 

30 

40 

50 

60 

90 

50 

50 

50 

50 

50 

50 

50 

50 

0 

18 

23 

36 

27 

11 

8 

4 

0 

36 

46 

72 

54 

22 

16 

8 

 

 ผลการทดลองที่ 3 การส่งถ่ายยีน chitinase สู่แคลลสัออ้ยพนัธุม์ิตรผล 99-94 โดย   

                                 ใชเ้ครือ่งยิงอนุภาค (particle bombardment) 

ผลการทดลองที่ 3.1 การเปรียบเทียบแรงดนักา๊ซฮีเลียมทีใ่ชใ้นการส่งถ่ายยีน 

เม่ือน าแคลลัสอ้อยที่ผ่านการส่งถ่ายยีนโดยใช้พลาสมิด pCAMBIA 1305.1 ซ่ึงมียีน 

chitinase และใช้ rupture disc ขนาดทนแรงดันกา๊ซฮีเลียม 900 และ 1,100 ปอนด์/ตารางน้ิว 

มาตรวจสอบการแสดงออกของยีน gus ด้วยวิธี GUS assay พบว่า การส่งถ่ายยีนโดยใช้ความดัน

กา๊ซฮีเลียม 1,100 ปอนด์ /ตารางน้ิว มีความเข้มของสีฟ้าที่เกิดจากการแสดงออกของยีน gus 

สูงสุดและสามารถเพ่ิมเปอร์เซน็ต์การแสดงออกของยีน gus มากกว่าความดัน 900 ปอนด์/

ตารางน้ิว คือมีค่าเทา่กบั 80 เปอร์เซน็ต์ (ภาพที่ 65 และ 66) 

เม่ือน าแคลลัสอ้อยที่ผ่านการส่งถ่ายยีนโดยใช้พลาสมิด PBI 121 ซ่ึงมียีน chitinase และ

ใช้ rupture disc ขนาดทนแรงดันกา๊ซฮีเลียม 900 และ 1,100 ปอนด์/ตารางน้ิว มานับจ านวน

แคลลัสที่ผ่านการคัดเลือกด้วยอาหารที่มีกานามัยซินเป็นเวลา 1 เดือน พบว่า จ านวนแคลลัสที่

ต้านทานต่อกานามัยซินมีความแตกต่างกัน โดยจ านวนแคลลัสที่สามารถเจริญได้ในอาหารที่เติม

กานามัยซินมากที่สดุเม่ือใช้ แรงดันกา๊ซฮีเลียม 1,100 ปอนด์/ตารางน้ิว ซ่ึงคิดเป็นเปอร์เซน็ต์การ

ต้านทานต่อกานามัยซินเทา่กบั 25.73% (ดังตารางที่ 5) 

 

 

 



 

 

 

104 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที ่65 ผลการตรวจสอบการแสดงออกของยีน gus บนแคลลัสอ้อยพันธุ์มิตรผล 99-94 ที่ท  า

การถ่ายยีนโดยใช้เคร่ือง particle bombardment แรงดันกา๊ซฮีเลียม 900 (ก-ค) และ 

1100 psi (ง-ฉ)  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที ่66 เปอร์เซน็ต์การแสดงออกของยีน gus บนแคลลัสอ้อยพันธุ์มิตรผล 99-94 ที่ท  าการ

ถ่ายยีนโดยใช้เคร่ือง particle bombardment แรงดันกา๊ซฮีเลียม 900 และ 1,100 psi 

 

 

 

      (ก)      (ข)             (ค) 

      (ง)      (จ)             (ฉ) 
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ตารางที ่5 จ านวนแคลลัสอ้อยที่ต้านทานต่อกานามัยซิน โดยใช้พลาสมิด PBI 121   

   ที่ rupture disc ขนาดทนแรงดันกา๊ซฮีเลียม 900 และ 1,100 ปอนด์/ตารางน้ิว 

 

Rupture disc ขนาดทน 

แรงดันกา๊ซฮีเลียม  

ปอนด์/ตารางน้ิว 

จ านวนแคลลัสที่รอดชีวิต เปอร์เซน็ต์การต้านทาน

ต่อกานามัยซิน (%) 
เร่ิมต้น สิ้นสดุ 

900 

1,100 

312 

307 

42 

79 

13.46 

25.73 

 

ผลการทดลองที่ 3.2 การเปรียบเทียบระยะทางระหว่างจุดปล่อยกระสุน (stopping   

                                     screen) ถงึเนื้ อเยือ่เป้าหมาย (target tissue) 

จากการส่งถ่ายยีนสู่แคลลัสของอ้อยพันธุ์มิตรผล 99-94 โดยใช้พลาสมิด pCAMBIA 

1305.1 และใช้กระสนุทงัสเตน ขนาด 1.1 µm มีระยะห่างระหว่างจุดปล่อยกระสนุถึงเน้ือเยื่อ

เป้าหมาย 3 ระยะ คือ 6, 9 และ 12 ซม. ใช้แรงดันกา๊ซฮีเลียม เทา่กบั 900 ปอนด์/ตารางน้ิว     

เพาะเล้ียงบนอาหารสตูรชักน าให้เกดิแคลลัสที่เติมไฮโกรมัยซิน ความเข้มข้น 25 มก./ล. เป็น

เวลา 1 สปัดาห์ ตรวจสอบผลการส่งถ่ายยีน พบว่ามีการแสดงออกของยีน gus บนแคลลัสของ

อ้อยที่ระยะห่างระหว่างจุดปล่อยกระสนุถึงเน้ือเย่ือเป้าหมายทั้ง 3 ระยะคือ 6, 9 และ 12 ซม. 

โดยที่ระยะห่างระหว่างจุดปล่อยกระสนุถึงเน้ือเย่ือเป้าหมาย 9 ซม. มีเปอร์เซน็ต์การแสดงออก

ของยีน gus สงูสดุ มีค่าเทา่กบั 100 เปอร์เซน็ต์ โดยพบว่าความเข้มของสฟ้ีาจากการตรวจสอบ

การแสดงออกของยีน gus สงูสดุ ในขณะที่ระยะห่างระหว่างจุดปล่อยกระสนุถึงเน้ือเยื่อเป้าหมาย 

6 และ 12 ซม. มีเปอร์เซน็ต์การแสดงออกของยีน gus เทา่กบั 60 และ 40 เปอร์เซน็ต์ 

ตามล าดับ และความเข้มของสฟ้ีาในแคลลัส ที่ระยะห่างระหว่างจุดปล่อยกระสนุถึงเน้ือเย่ือ

เป้าหมายระยะ 6 ซม. สงูกว่าระยะ 12 ซม. (ภาพที่ 67 และ 68) 

การส่งถ่ายยีนสู่แคลลัสของอ้อยพันธุ์มิตรผล 99-94 โดยใช้พลาสมิด PBI 121 และใช้

กระสนุทงัสเตน ขนาด 1.1 µm ที่ระยะห่างระหว่างจุดปล่อยกระสนุถึงเน้ือเย่ือเป้าหมาย 6, 9 และ 

12 ซม. และใช้แรงดันกา๊ซฮีเลียม เท่ากับ 900 ปอนด์/ตารางน้ิว     โดยทดสอบจากแคลลัสที่

ผ่านการคัดเลือกด้วยอาหารที่มีกานามัยซินความเข้มข้น 1,250 มก./ล. เป็นเวลา 30 วัน พบว่า 

จ านวนแคลลัสที่ต้านทานต่อกานามัยซินมีความแตกต่างกัน โดยจ านวนแคลลัสที่สามารถเจริญ

และมีชีวิตรอดมากที่สุดได้จากระยะยิง 9 ซม. ซ่ึงคิดเป็นเปอร์เซน็ต์การต้านทานต่อกานามัยซิน

เทา่กบั 20.32% (ดังตารางที่ 6) 
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ภาพที ่67 ผลการตรวจสอบการแสดงออกของยีน gus บนแคลลัสอ้อยพันธุ์มิตรผล 99-94 ที่ท  า

การถ่ายยีนโดยใช้เคร่ือง particle bombardment แรงดันกา๊ซฮีเลียม 900  psi ที่ระยะ

การยิง 6 ซม. (ก-ค) 9 ซม. (ง-ฉ) 12  ซม. (ช-ฌ)  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที ่68 เปอร์เซน็ต์การแสดงออกของยีน gus บนแคลลัสอ้อยพันธุ์มิตรผล 99-94 ที่ท  าการ

ถ่ายยีนโดยใช้เคร่ือง particle bombardment แรงดันกา๊ซฮีเลียม 1,100 psi ที่ระยะการ

ยิง 6 ซม. 9 ซม. และ 12 ซม. 

  (ก)              (ข)         (ค)  

  

(ง)           (จ)       (ฉ)  

  

(ช)           (ซ)       (ฌ)  
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ตารางที ่6 จ านวนแคลลัสอ้อยที่ต้านทานต่อกานามัยซินเป็นเวลา 30 วัน โดยใช้พลาสมิด  

    PBI 121 ที่ระยะห่างระหว่างจุดปล่อยกระสนุถึงเน้ือเย่ือเป้าหมาย 6, 9 และ 12 ซม. 

    

ระยะห่างระหว่างจุดปล่อย

กระสนุถึงเน้ือเยื่อเป้าหมาย 

(ซม.) 

จ านวนแคลลัสที่รอดชีวิต เปอร์เซน็ต์การต้านทาน

ต่อกานามัยซิน (%) 
เร่ิมต้น สิ้นสดุ 

6 

9 

12 

315 

310 

308 

38 

63 

17 

12.06 

20.32 

5.52 

 

ผลการทดลองที ่4 การตรวจสอบการส่งถ่ายยีนในแคลลสัออ้ยพนัธุม์ิตรผล 99-94 

ทีไ่ดร้บัการส่งถ่ายยีน chitinase  

ผลการทดลองที ่4.1 การตรวจสอบการสอดแทรกของยีน chitinase โดยเทคนคิ PCR  

                 (Polymerase Chain Reaction) 

จากการน าดีเอน็เอที่สกัดได้จากแคลลัสอ้อยพันธุ์มิตรผล 99-94 ที่ผ่านการส่งถ่ายยีน 

chitinase โดยใช้ A. tumefaciens ซ่ึงมีพลาสมิด pCAMBIA1305.1 และดีเอน็เอของแคลลัสอ้อย

ที่ไม่ได้รับการส่งถ่ายยีน มาท าการตรวจการสอดแทรกของยีนโดยการเพ่ิมจ านวนดีเอน็เอด้วย

เทคนิค PCR โดยใช้ primer 3 ชนิด คือ 35S, NOS และ chitinase พบว่ามีการเพ่ิมปริมาณดีเอน็

เอของอ้อยที่ได้รับการส่งถ่ายยีน เมื่อตรวจสอบด้วย gel electrophoresis โดยใช้ 35S เป็นไพร

เมอร์ พบช้ินดีเอน็เอขนาด 500 และ 195 คู่เบส เมื่อใช้ NOS เป็นไพรเมอร์ พบช้ินดีเอน็เอ

ขนาด 180 คู่เบส เมื่อใช้ chitinase เป็นไพรเมอร์ พบช้ินดีเอน็เอขนาด 464 คู่เบส ภายใน

แคลลัสของอ้อยที่ได้รับการส่งถ่ายยีน ซ่ึงเทา่กบัขนาดของดีเอน็เอที่ได้จากการเพ่ิมปริมาณดีเอน็เอ

ของพลาสมิด pCAMBIA 1305.1 แสดงว่ามีการสอดแทรกของยีนที่ส่งถ่ายเข้าไปสู่แคลลัสของ

อ้อยในขณะที่แคลลัสอ้อยที่ไม่ได้รับการส่งถ่ายยีนตรวจไม่พบดีเอน็เอเหล่าน้ี (ภาพที่ 69, 70 

และ 71) 

จากการน าดีเอน็เอที่สกัดได้จากแคลลัสอ้อยที่ผ่านการส่งถ่ายยีน chitinase โดยใช้               

A. tumefaciens ซ่ึงมีพลาสมิด PBI121 และดีเอน็เอของแคลลัสอ้อยที่ไม่ได้รับการส่งถ่ายยีน มา

ท าการตรวจการสอดแทรกของยีนโดยการเพ่ิมจ านวนดีเอน็เอด้วยเทคนิค PCR โดยใช้ primer 3 

ชนิด คือ 35S, NOS และ chitinase พบว่ามีการเพ่ิมปริมาณดีเอน็เอของแคลลัสอ้อยที่ได้รับการ

ส่งถ่ายยีน เมื่อตรวจสอบด้วย gel electrophoresis โดยใช้ 35S เป็นไพรเมอร์ พบช้ินดีเอน็เอ

ขนาด 195 คู่เบส เมื่อใช้ NOS เป็น   ไพรเมอร์ พบช้ินดีเอน็เอขนาด 180 คู่เบส เมื่อใช้ 

chitinase เป็นไพรเมอร์ พบช้ินดีเอน็เอขนาด 1200 คู่เบส ภายในแคลลัสของอ้อยที่ได้รับการส่ง

ถ่ายยีน ซ่ึงเท่ากับขนาดของดีเอน็เอที่ได้จากการเพ่ิมปริมาณดีเอน็เอของพลาสมิด PBI 121 
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แสดงว่ามีการสอดแทรกของยีนที่ส่งถ่ายเข้าไปสู่แคลลัสของอ้อยพันธุ์มิตรผล 99-94 ในขณะที่

แคลลัสอ้อยที่ไม่ได้รับการส่งถ่ายยีนตรวจไม่พบดีเอน็เอเหล่าน้ี (ภาพที่ 72, 73 และ 74) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที ่69 ผลการตรวจสอบการสอดแทรกของยีนโดยเทคนิค PCR โดยใช้ไพร์เมอร์ 35S คู่กบั  

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

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

เอน็เอของอ้อยที่ผ่านการส่งถ่ายยีนโดย A. tumefaciens 
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ภาพที ่70 ผลการตรวจสอบการสอดแทรกของยีนโดยเทคนิค PCR โดยใช้ไพร์เมอร์ NOS คู่กบั 

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

เลน 2 = ดีเอน็เอของอ้อยที่ไม่ผ่านการส่งถ่ายยีน, เลน 3 = ดีเอน็เอของอ้อยที่ผ่านการส่ง

ถ่ายยีนโดย A. tumefaciens 

 

 
 

ภาพที ่71 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  

464 bp 
400 bp 
500 bp 

  M              1              2              3 

180 bp 
100 bp 

200 bp 

500 bp 

     M              1                2               3 



 

 

 

110 

 

 

 

    

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที ่72  ผลการตรวจสอบการสอดแทรกของยีนโดยเทคนิค PCR โดยใช้ไพรเมอร์ 35S คู่กบั 

anti-35S เลน M = 100 bp DNA Ladder, เลน 1 = พลาสมิด pCAMBIA1305.1,  

เลน 2 = ดีเอน็เอของอ้อยที่ไม่ผ่านการส่งถ่ายยีน, เลน 3-7 ดีเอน็เอของอ้อยที่ผ่าน

การส่งถ่ายยีนโดยใช้ A. tumefaciens 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที ่73 ผลการตรวจสอบการสอดแทรกของยีนโดยเทคนิค PCR โดยใช้ไพรเมอร์ NOS คู่กบั 

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

เลน 2 = ดีเอน็เอของอ้อยที่ไม่ผ่านการส่งถ่ายยีน, เลน 3 = ดีเอน็เอของอ้อยที่ผ่านการ

ส่งถ่ายยีนโดยใช้ A. tumefaciens 
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ภาพที ่74  ผลการตรวจสอบการสอดแทรกของยีนโดยเทคนิค PCR โดยใช้ไพรเมอร์ chitinase  

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

pCAMBIA1305.1, เลน 2 = ดีเอน็เอของอ้อยที่ไม่ผ่านการส่งถ่ายยีน,  

เลน 3-7 = ดีเอน็เอของอ้อยที่ผ่านการส่งถ่ายยีนโดยใช้ A. tumefaciens 

 

ผลการทดลองที ่4.2 การตรวจสอบการแสดงออกของยีน chitinase โดยเทคนคิ RT-  

       PCR (Reverse Transcriptase Polymerase Chain Reaction) 

จากการน าอาร์เอน็เอที่สกดัได้จากอ้อยพันธุม์ิตรผล 99-94 ที่ผ่านการส่งถ่ายยีน 

chitinase ซ่ึงมีพลาสมิด pCAMBIA1305.1 และอาร์เอน็เอของอ้อยที่ไม่ได้รับการส่งถ่ายยีน มา

ท าการตรวจสอบการแสดงออกของยีนด้วยเทคนิค RT-PCR โดยใช้ primer 2 ชนิด คือ chitinase 

และ TPI พบว่า เมื่อใช้ไพรเมอร์ chitinase ไม่พบแถบดีเอน็เอ (ที่คาดว่าจะพบ)  ขนาด 464 คู่

เบส ในอ้อยที่ได้รับการส่งถ่ายยีน และเมื่อใช้ไพรเมอร์ TPI พบแถบดีเอน็เอขนาด 176 คู่เบส ใน

ตัวอย่างอ้อยที่ได้รับการส่งถ่ายยีนและอ้อยที่ไม่ได้รับการส่งถ่ายยีนร่วมกบัการเติมเอนไซม์ 

reverse transcriptase ส่วนอ้อยที่ได้รับการส่งถ่ายยีนและอ้อยที่ไม่ได้รับการส่งถ่ายยีนแต่ไม่เติม

เอนไซม์ reverse transcriptase ไม่พบแถบดีเอน็เอดังกล่าว (ภาพที่ 74) 

จากการน าอาร์เอน็เอที่สกดัได้จากอ้อยที่ผ่านการส่งถ่ายยีน chitinase ซ่ึงมีพลาสมิด 

PBI121 และอาร์เอน็เอของอ้อยที่ไม่ได้รับการส่งถ่ายยีน มาท าการตรวจสอบการแสดงออกของ

ยีนด้วยเทคนิค RT-PCR โดยใช้ primer 2 ชนิด คือ chitinase และ TPI พบว่า เมื่อใช้ไพรเมอร์ 

chitinase พบแถบดีเอน็เอขนาด 1,200 คู่เบส ในอ้อยที่ได้รับการส่งถ่ายยีนร่วมกบัการเติม

เอนไซม์ reverse transcriptase ส่วนอ้อยที่ได้รับการส่งถ่ายยีนแต่ไม่เติมเอนไซม์ reverse 

transcriptase และอ้อยที่ไม่ได้รับการส่งถ่ายยีนไม่พบแถบดีเอน็เอดังกล่าว และเมื่อใช้ไพรเมอร์ 
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TPI พบแถบดีเอน็เอขนาด 176 คู่เบส ในตัวอย่างอ้อยที่ได้รับการส่งถ่ายยีนและอ้อยที่ไม่ได้รับ

การส่งถ่ายยีนร่วมกบัการเติมเอนไซม์ reverse transcriptase ส่วนอ้อยที่ได้รับการส่งถ่ายยีนและ

อ้อยที่ไม่ได้รับการส่งถ่ายยีนแต่ไม่เติมเอนไซม์ reverse transcriptase ไม่พบแถบดีเอน็เอดังกล่าว 

(ภาพที่ 75) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที ่75  ผลการตรวจสอบการแสดงออกของยีน  เมื่อใช้พลาสมิด pCAMBIA1305.1 โดย

เทคนิค RT-PCR โดยใช้ไพรเมอร์ chitinase คู่กบั anti-chitinase (เลน 1-5) และใช้

ไพรเมอร์ TPI คู่กบั anti-TPI (เลน 6-10) เลน M = 100 bp DNA Ladder, เลน 1 

และ 6 = อ้อยที่ไม่ผ่านการส่งถ่ายยีนและเติมเอนไซม์ reverse transcriptase, เลน 2 

และ 7 = อ้อยที่ไม่ผ่านการส่งถ่ายยีนและไม่เติมเอนไซม์ reverse transcriptase, เลน 3 

และ 8 = อ้อยที่ผ่านการส่งถ่ายยีนและเติมเอนไซม์ reverse transcriptase, เลน 4 และ 

9 = อ้อยที่ผ่านการส่งถ่ายยีนและไม่เติมเอนไซม์ reverse transcriptase , เลน 5 และ 

10 = น า้ 
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ภาพที ่76  ผลการตรวจสอบการแสดงออกของยีนเมื่อใช้พลาสมิด PBI121 โดยเทคนิค RT-

PCR โดยใช้ไพรเมอร์ chitinase คู่กบั anti-chitinase (เลน 1-5) และใช้ไพรเมอร์ 

TPI คู่กบั anti-TPI (เลน 6-10) เลน M = 100 bp DNA Ladder, เลน 1 และ 6 = 

อ้อยที่ไม่ผ่านการส่งถ่ายยีนและเติมเอนไซม์ reverse transcriptase, เลน 2 และ 7 = 

อ้อยที่ไม่ผ่านการส่งถ่ายยีนและไม่เติมเอนไซม์ reverse transcriptase, เลน 3 และ 8 = 

อ้อยที่ผ่านการส่งถ่ายยีนและเติมเอนไซม์ reverse transcriptase, เลน 4 และ 9 = อ้อย

ที่ผ่านการส่งถ่ายยีนและไม่เติมเอนไซม์ reverse transcriptase , เลน 5 และ 10 = น า้ 
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4. สรุปและวิจารณผ์ลการทดลอง 

การศึกษาหาระยะเวลาที่เหมาะสมในการบ่มแคลลัสอ้อยพันธุ์มิตรผล 99-94 ร่วมกับ A. 

tumefaciens  มีความจ าเป็น  เน่ืองจากถ้าบ่มแคลลัสอ้อยร่วมกับ A. tumefaciens นานเกินไปจะ

ท าให้แคลลัสติดเช้ือและตายหรือมีอัตราการเจริญลดลง จากการทดลองพบว่าระยะเวลาที่

เหมาะสมในการบ่มแคลลัสอ้อยพันธุ์มิตรผล 99-94 ร่วมกับ A. tumefacienspCAMBIA 

1305.1 และ pBI 121 คือ 50 และ 30 นาท ี ตามล าดับ Manickavasagum et al. (2004) 

รายงานว่าการบ่มแคลลัสอ้อยร่วมกับ A. tumefaciens เป็นเวลานานจะเพ่ิมประสิทธิภาพการส่ง

ถ่ายยีนแต่ไม่ควรเกิน 4 วันเพราะจะเพ่ิมปัญหาในการก าจัด A. tumefaciens แต่อย่างไรกด็ี เวลา

ที่เหมาะสมในการบ่ม  คือ 2 ถึง 4 วัน  

จากการศึกษาการส่งถ่ายยีนโดยใช้ particle bombardment ซ่ึงมีพลาสมิด pCAMBIA 

1305.1 และมียีน chitinase โดยใช้ rupture disc ขนาดทนแรงดันกา๊ซฮีเลียม 900 และ 1,100 

ปอนด์/ตารางน้ิว เมื่อตรวจสอบการแสดงออกของยีน gus พบว่า ความเข้มของสีฟ้าในแคลลัส

อ้อยที่เกิดจากการแสดงออกของยีน gus สูงสุด เท่ากับ 80 เปอร์เซน็ต์ เมื่อใช้แรงดันกา๊ซ 1,100 

ปอนด์/ตารางน้ิว ส่วนการส่งถ่ายยีนโดยใช้พลาสมิด pBI 121 ซ่ึงมียีน chitinase และใช้ rupture 

disc ขนาดทนแรงดันกา๊ซฮีเลียม 900 และ 1,100 ปอนด์/ตารางน้ิว พบว่า จ านวนแคลลัสที่

ต้านทานต่อกานามัยซินมีความแตกต่างกนั โดยจ านวนแคลลัสที่สามารถเจริญและมีชีวิตรอดได้ใน

อาหารที่เติมกานามัยซินดีที่สุดคือ แคลลัสที่ได้จากการยิงโดยใช้แรงดันก๊าซฮีเลียม 1,100 

ปอนด์/ตารางน้ิว คิดเป็นเปอร์เซน็ต์การต้านทานต่อกานามัยซินเทา่กบั 25.73% 

จากการส่งถ่ายยีนสู่แคลลัสของอ้อยโดย particle bombardment ใช้พลาสมิด pCAMBIA 

1305.1 และใช้กระสุนทังสเตน ขนาด 1.1 µm มีระยะห่างระหว่างจุดปล่อยกระสุนถึงเน้ือเย่ือ

เป้าหมาย 6, 9 และ 12 ซม. ใช้แรงดันกา๊ซฮีเลียม เท่ากับ 900 ปอนด์/ตารางน้ิว มาตรวจสอบ

ผลการส่งถ่ายยีน พบว่าระยะห่างระหว่างจุดปล่อยกระสนุถึงเน้ือเยื่อเป้าหมาย 9 ซม. มีเปอร์เซน็ต์

การแสดงออกของยีน gus สูงสุด มีค่าเท่ากับ 100 เปอร์เซน็ต์ และมีความเข้มของสีฟ้า สูงสุด 

ในขณะที่ระยะห่างระหว่างจุดปล่อยกระสุนถึงเน้ือเย่ือเป้าหมาย 6 และ 12 ซม. มีเปอร์เซน็ต์การ

แสดงออกของยีน gus เทา่กบั 60 และ 40 เปอร์เซน็ต์ ตามล าดับ จากการส่งถ่ายยีนสู่แคลลัสของ

อ้อยโดยใช้ พลาสมิด pBI 121 และใช้กระสุนทงัสเตน ขนาด 1.1 µm มีระยะห่างระหว่างจุด

ปล่อยกระสุนถึงเน้ือเย่ือเป้าหมาย 6, 9 และ 12 ซม. โดยใช้แรงดันกา๊ซฮีเลียมเท่ากับ 900 

ปอนด์/ตารางน้ิว พบว่า แคลลัสที่อยู่ในระยะการยิง 9 ซม. สามารถเจริญได้ในอาหารที่เติมกานา

มัยซินดีที่สดุ ซ่ึงคิดเป็นเปอร์เซน็ต์การต้านทานต่อกานามัยซินเทา่กบั 20.32% 

เมื่อน าดีเอน็เอที่สกัดได้จากแคลลัสอ้อยที่ผ่านการส่งถ่ายยีน chitinase โดยใช้               

A. tumefaciens ซ่ึงมีพลาสมิด pCAMBIA 1305.1 และดีเอน็เอของแคลลัสอ้อยที่ไม่ได้รับการส่ง

ถ่ายยีน มาท าการตรวจการสอดแทรกของยีนโดยการเพ่ิมจ านวนดีเอน็เอด้วยเทคนิค PCR โดยใช้ 

primer 3 ชนิด คือ 35S, NOS และ chitinase พบว่ามีการเพ่ิมปริมาณดีเอน็เอของอ้อยที่ได้รับ
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การส่งถ่ายยีน เมื่อตรวจสอบด้วย gel electrophoresis โดยใช้ 35S เป็นไพรเมอร์ พบช้ินดีเอน็เอ

ขนาด 500 และ 195 คู่เบส เมื่อใช้ NOS เป็นไพรเมอร์ พบช้ินดีเอน็เอขนาด 180 คู่เบส เมื่อใช้ 

chitinase เป็นไพรเมอร์ พบช้ินดีเอน็เอขนาด 464 คู่เบส ในแคลลัสของอ้อยที่ได้รับการส่งถ่ายยีน 

ซ่ึงเท่ากับขนาดของดีเอน็เอที่ได้จากการเพ่ิมปริมาณดีเอน็เอของพลาสมิด pCAMBIA 1305.1 

แสดงว่ามีการสอดแทรกของยีนที่ส่งถ่ายเข้าสู่แคลลัสของอ้อยในขณะที่แคลลัสอ้อยที่ไม่ได้รับการ

ส่งถ่ายยีนตรวจไม่พบดีเอน็เอเหล่านี้   

เมื่ อน า ดี เอ็นเอที่ สกัดได้จากแคลลัสอ้อยที่ ผ่านการส่งถ่ายยีน chitinase โดยใช้               

A. tumefaciens ซ่ึงมีพลาสมิด pBI121 มาท าการตรวจการสอดแทรกของยีนโดยการเพ่ิมจ านวน

ดีเอน็เอด้วยเทคนิค PCR โดยใช้ primer 3 ชนิด คือ 35S, NOS และ chitinase พบว่ามีการเพ่ิม

ปริมาณดีเอน็เอของแคลลัสอ้อยที่ได้รับการส่งถ่ายยีน เมื่อตรวจสอบด้วย gel electrophoresis โดย

ใช้ 35S เป็นไพรเมอร์ พบช้ินดีเอน็เอขนาด 195 คู่เบส เมื่อใช้ NOS เป็น   ไพรเมอร์ พบช้ินดี

เอน็เอขนาด 180 คู่เบส เมื่อใช้ chitinase เป็นไพรเมอร์ พบช้ินดีเอน็เอขนาด 1,200 คู่เบส ใน

แคลลัสของอ้อยที่ได้รับการส่งถ่ายยีน ซ่ึงเทา่กบัขนาดของดีเอน็เอที่ได้จากการเพ่ิมปริมาณดีเอน็เอ

ของพลาสมิด pBI 121 

จากการน าอาร์เอน็เอที่สกัดได้จากอ้อยที่ผ่านการส่งถ่ายยีน chitinase ซ่ึงมีพลาสมิด 

pCAMBIA 1305.1 มาท าการตรวจสอบการแสดงออกของยีนด้วยเทคนิค RT-PCR โดยใช้ 

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

ไม่พบแถบดีเอน็เอ(ที่คาดว่าจะพบ) ขนาด 464 คู่เบส ในอ้อยที่ได้รับการส่งถ่ายยีน และเมื่อใช้

ไพรเมอร์ TPI พบแถบดีเอน็เอขนาด 176 คู่เบส ในตัวอย่างอ้อยที่ได้รับการส่งถ่ายยีน 

 จากการน าอาร์เอน็เอที่สกัดได้จากอ้อยที่ผ่านการส่งถ่ายยีน chitinase ซ่ึงมีพลาสมิด 

pBI121 และอาร์เอน็เอของอ้อยที่ไม่ได้รับการส่งถ่ายยีน มาท าการตรวจสอบการแสดงออกของ

ยีนด้วยเทคนิค RT-PCR โดยใช้ primer 2 ชนิด คือ chitinase และ TPI พบว่า เมื่อใช้ไพรเมอร์ 

chitinase พบแถบดีเอน็เอขนาด 1,200 คู่เบส ในอ้อยที่ได้รับการส่งถ่ายยีน และเมื่อใช้ไพรเมอร์ 

TPI พบแถบดีเอน็เอขนาด 176 คู่เบส ในตัวอย่างอ้อยที่ได้รับการส่งถ่ายยีนและอ้อยที่ไม่ได้รับ

การส่งถ่ายยีน เพราะ TPI ซ่ึงเป็น House keeping gene เป็นยีนที่สามารถพบได้ในพืชทั่วไป 

Arencibia  et al. (1997) 
อาจสรุปผลจากการทดลองได้ว่า สามารถถ่ายยีน chitinase             pBI 121 สู่อ้อย

พันธุ์มิตรผล 99-94     แต่ไม่สามารถถ่ายยีน chitinase ที่มีอยู่ใน pCAMBIA 1305.1 สู่อ้อย

พันธุม์ิตรผล 99-94     


