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ผลและวิจารณ 
 

1.  การตัดตอยีน f3′h ในรปูแบบ antisense orientation 
 

1.1 การตัดตอยีน f3′h เขากับโปรโมเตอร Act-1 
 
1.1.1  การตัดตอยีน 
 

การตัดตอยนี f3′h ของ Perilla frustescens ในพลาสมิด pCYP75B4 ที่ไดรับ
ความอนุเคราะหมาจาก Kazuki Saito (Kitada et al., 2001) เขากับดีเอน็เอเวคเตอร pTG0063 (ภาพที ่
7) ทําโดยการตัดยีน f3′h ขนาด 1.6 กิโลเบส จากพลาสมิด pCYP75B4 ขนาด 4.5 กิโลเบส ดวย
เอนไซมตัดจําเพาะ KpnI และ XbaI  นําชิ้นดีเอ็นเอที่ไดตอเขากับดีเอ็นเอเวคเตอร pTG0063 ขนาด 
4.2 กิโลเบส  ซ่ึงมีโปรโมเตอร Actin-1 ที่แยกมาจากขาว และเทอรมิเนเตอร nos ที่ตัดดวยเอนไซม
ตัดจําเพาะชนดิเดียวกนัแตตาํแหนงจดจําของเอนไซมสลับดานกนั  แลวนําพลาสมิดสายผสมเขาสู
เซลลเจาบาน Escherichia coli สายพันธุ XL1-Blue  คัดเลือกเซลลเจาบานที่ไดรับดีเอ็นเอสายผสม
ไดทั้งหมด 4 โคโลนี  ซ่ึงมีขนาดพลาสมิดใหญกวาดีเอน็เอเวคเตอร pTG0063(ภาพที่ 6)  จึงนํา
โคลนทั้งหมดมาตรวจสอบทิศทางการตัดตอโดยการตัดดวยเอนไซมตดัจําเพาะ KpnI กับ XbaI ได
ช้ินดีเอ็นเอขนาด 4.2 กับ 1.6 กิโลเบส ตรงตามขนาดของดีเอ็นเอเวคเตอร pTG0063 และขนาดของ
ช้ินยีน f3′h  และเมื่อตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ PstI ไดช้ินดีเอ็นเอขนาด 5.1 กับ 0.7 กิโลเบส ซ่ึงมี
ขนาดตรงกับแผนที่ของพลาสมิดสายผสมที่คาดหวังไวเหมือนกนัทั้ง 4 โคลน  ทําการคัดเลือก 
พลาสมิดสายผสมจํานวน 1 โคลน ขนาด 5.8 กิโลเบส และใหช่ือโคลนนี้วา pF3′HTG4(A) เพื่อใช
ในการถายยีน f3′h เขากลวยไมในทิศทาง antisense ตอไป  โดยมีโปรโมเตอร Act-1 เปนตัวควบคุม
การแสดงออกของยีน 

 
 
ภาพที่ 6 การตรวจสอบโคลนที่ไดจากการตัดตอยีน f3′h เขากับโปรโมเตอร Act-1 จํานวน 4 โคลน 

 1        2        3        4        5 

pTG0063 
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ภาพที ่7  การสรางพลาสมิดสายผสมที่มียีน f3′h ทิศทาง antisense ตอกับโปรโมเตอร Actin 1 ใน 
ดีเอ็นเอเวคเตอร pTG0063  

KpnI + XbaI 
digestion 

Ligation 

   1.6 Kb 
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1.1.2  การตรวจสอบยีนโดยวิธีเอนไซมตัดจําเพาะ(Restriction Mapping) 
 

ตรวจสอบความถูกตองของทิศทางของการตัดตอพลาสมิดสายผสมโดยการทํา
แผนที่ยีนดวยเอนไซมตัดจําเพาะ  จากการตรวจสอบพลาสมิดสายผสม pF3′HTG4(A) ดวยเอนไซม
ตัดจําเพาะ KpnI เพียง 1 ตําแหนง ไดช้ินดีเอ็นเอขนาด 5.8 กิโลเบส ซ่ึงเมื่อเปรียบเทียบกับดีเอ็นเอ
เวคเตอร pTG0063 ที่ตัดดวยเอนไซม XbaI เพียง 1 ตําแหนง ไดช้ินดีเอน็เอขนาด 4.2 กิโลเบส  
แสดงวาชิน้ดีเอ็นเอที่เขาตอกบัดีเอ็นเอเวคเตอร pTG0063 มีขนาด 1.6 กิโลเบส ซ่ึงมีขนาดตรงกับ
ช้ินยีน f3′h ที่ทําการตัดตอเขาไป  และเมือ่นําพลาสมิดสายผสม pF3′HTG4(A) ตัดดวยเอนไซมตดั
จําเพาะ 2 ตําแหนง คือ เอนไซม  KpnI และ XbaI  ช้ินดีเอน็เอที่ไดมีขนาด 4.2 กิโลเบส และ 1.6 กิโล
เบส ซ่ึงตรงกับขนาดของดีเอ็นเอเวคเตอร pTG0063 และชิ้นยีน f3′h ตามลําดับ แสดงวาชิ้นยนี f3′h 
ขนาด 1.6 กิโลเบส สามารถตัดตอเขากับดเีอ็นเอเวคเตอร pTG0063 ไดจริง  และตรวจสอบทิศทาง
ของยีนที่เขาตอกับดีเอ็นเอเวคเตอรดวยเอนไซมตัดจําเพาะ PstI พบวาไดช้ินดีเอน็เอขนาด 5.1 กิโล
เบส และ 0.7 กิโลเบส ถูกตองตรงตามแผนที่ยีนที่คาดหวังไว  แสดงวาสามารถตัดตอยีน f3′h เขากับ
ดีเอ็นเอเวคเตอร pTG0063 ในทิศทาง antisense ไดประสบความสําเร็จ (ภาพที่ 8) 
 

 
 
ภาพที่ 8  การศึกษาแผนทีย่นีของพลาสมิด pF3′HTG4(A) ที่มียีน f3′h ตอเขากับเวคเตอร pTG0063  

แถวที่ 1 และ 8 คือ  แถบดีเอ็นเอมาตรฐาน, 2 = pTG0063, 3 = pTG0063/ XbaI, 4 = 
pF3′HTG4(A), 5 = pF3′HTG4(A)/ KpnI, 6 = pF3′HTG4(A)/ KpnI และ XbaI, 7 = 
pF3′HTG4(A)/ PstI 

 
 
 

  1    2     3     4    5     6     7    8 
4 Kb 
6 Kb 

1.5 Kb 
750 bp 
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1.1.3  การตรวจสอบยีนโดยวิธีพีซีอาร(PCR) 
 

นําพลาสมิดสายผสม pF3′HTG4(A) มาตรวจสอบโดยใชเทคนิคพีซีอารดวย
ไพรเมอรตาง ๆ (ตารางที่ 3)  เพื่อยืนยันทิศทางของยีนที่เขาตอกับดีเอ็นเอเวคเตอรและเพื่อ
ตรวจสอบสวนประกอบตาง ๆในพลาสมิด ไดแก  ยนี f3′h โปรโมเตอร Act-1 และเทอรมิเนเตอร 
nos  จากนั้นนาํดีเอ็นเอที่สังเคราะหไดมาตรวจสอบดวยวธีิอิเลคโตรโฟรีซิสบนเจลอะกาโรส 0.8 
เปอรเซ็นต พบวาขนาดของดีเอ็นเอที่สังเคราะหจากไพรเมอร F3′HPer(A)227 กับ F3′H(S)182 ได
ดีเอ็นเอขนาด 900 คูเบส ตรงตามขนาดการเขาจับของไพรเมอรกับยีน f3′h  สังเคราะหดีเอ็นเอดวยคู
ไพรเมอร F3′HPer(A)227 กับ Nos(A)188 ไดดีเอ็นเอขนาด 1,100 คูเบส  แสดงวายนี f3′h ตอเขากับ
ดีเอ็นเอเวคเตอรในทิศทาง antisense และพลาสมิดนี้ประกอบดวยเทอรมิเนเตอร nos  ตรวจสอบ
โปรโมเตอร Act-1 โดยการสังเคราะหดีเอน็เอดวยคูไพรเมอร Act1(S)101 กับ F3′H(S)182 ไดดเีอน็
เอขนาด 2,400 คูเบส  ดังนั้นจึงสามารถยืนยันไดวายีน f3′h ตอเขากับดีเอ็นเอเวคเตอรอยางถูก
ทิศทางและประกอบดวยโปรโมเตอร Act-1  และเมื่อสังเคราะหดีเอน็เอจากพลาสมิดสายผสม 
pF3′HTG4(A) เปรียบเทยีบกับดีเอ็นเอเวคเตอร pTG0063 ดวยคูไพรเมอร Act1(S)101 กับ 
Nos(A)188 ไดดีเอ็นเอขนาด 2,600 คูเบส และ 1,000 คูเบส ตามลําดับ  แสดงใหเห็นวาชิ้นยีนที่เขา
ตอกับเวคเตอรมีขนาด 1,600 คูเบส ซ่ึงมีขนาดถูกตองตรงกับขนาดดเีอน็เอที่ตัดตอเขาไป (ภาพที่ 9) 

 
 



  58

 
 
ภาพที่ 9  แสดงตําแหนงการเขาจับของไพรเมอรกับดีเอ็นเอเวคเตอร pTG0063(ก) และพลาสมิด 

pF3′HTG4(A)(ข)  และการตรวจสอบยีนดวยเทคนิคพซีีอาร(ค)  แถวที่ 1 คือ  แถบดีเอ็น
เอมาตรฐาน, 2 = ผลผลิตพีซีอารจากคูไพรเมอร F3′HPer(A)227 กับ F3′H(S)182, 3 = 
ไพรเมอร F3′HPer(A)227 กับ Nos(A)188, 4 = Act1(S)101 กับ F3′H(S)182, 5 = ไพร
เมอร Act1(S)101 กับ Nos(A)188, 6 = pTG0063 ดวยคูไพรเมอร Act1(S)101 กับ 
Nos(A)188 
 

1.1.4  การตรวจสอบยีนโดยการหาลําดับนวิคลีโอไทด pF3′HTG4(A) 
 

นําพลาสมิดสายผสม pF3′HTG4(A) 50 นาโนกรัม มาเพิม่ปริมาณชิ้นดเีอ็นเอ
ดวยเทคนิคพซีีอาร โดยใชไพรเมอร NOS(A) (5′-GAGGATTCAATCTTAAGAAACTT-3′)  เพื่อ
ใชเปนขอมูลยนืยันวายนี f3′h ตอเขากับเวคเตอร pTG0063 ในทิศทาง antisense  ผลจากการศึกษา
ลําดับนิวคลีโอไทดของชิ้นดีเอ็นเอที่สังเคราะหจากดานปลาย 3′ ดวยไพรเมอร NOS(A) สามารถ
อานลําดับเบสได 587 คูเบส (ภาพที่ 10 )  และเมื่อนํามาเปรียบเทียบขอมลูที่อยูใน GenBank ดวย
โปรแกรม BLAST-N ที่เวบไซด http://www.ncbi.mln.nih.gov/cgi-bin/blast พบวามีลําดับนิวคลีโอ
ไทดตรงกับสาย sense ของยนี f3′h ใน Perilla frutescens (accession : AB045593) ในตําแหนง

(ก) pTG0063 

Nos 5′ AmpR Act1 3′ 
101 

1,000 bp 

188 

  1      2      3      4      5     6 
2.5 Kb 

1 Kb 

(ข) pF3′HTG4(A) 

(ค) 

Nos f3′h(A) 5′ AmpR Act1 3′ 
227 

188 

1,100 bp 

900 bp 

182 

101 

2,400 bp 

2,600 bp 



  59

ลําดับนิวคลีโอไทด 42-564 คิดเปนรอยละ 97 (ภาพที่ 11)  ซ่ึงตรงกับยนีที่นํามาตัดตอ แสดงวา
สามารถตัดตอยีน f3′h เขากับเวคเตอร pTG0063 ในทิศทาง antisense  และทําการศกึษาลําดับ
กรดอะมิโนโดยโปรแกรม ORF(open reading frame) พบวาสามารถแปลรหัสจากลําดับนิวคลีโอ
ไทดใน frame +1 ตั้งแตตําแหนง 34-465 ได 143 เรสซิดิว (ภาพที่ 12) นํามาเปรียบเทยีบขอมูล
กรดอะมิโนทีอ่ยูใน GenBank ดวยโปรแกรม BLAST-N พบวามีลําดับกรดอะมิโนตรงกับยีน f3′h 
ใน Perilla frutescens (accession : BAB59005.1) คิดเปนรอยละ 90 (ภาพที่ 13) จากผลการวิเคราะห
เปรียบเทียบดงักลาวจึงนําไปใชในการถายยีนตอไป 
 
>B4.TG4( F3'HTG4(A)), 587 bases, B43 checksum. 
GCATGTTGACGATCGCCCCATTCGAGTCGGTCCATGATCAGTGCCGCCGT 
AAGTTTGATCATATGCACTTCCATTTTAGGGGTACTGGTTTATTTTTTGT 
TCCTCAGGCGGGGCGGCGGCAGTAATGGGCGGCCTCTGCCTCCAGGGCCG 
AGGCCGTGGCCGATTGTCGGCAACCTTCCGCAGCTGGGGCCGAAGCCCCA 
CCAGTCGATGGCAGCCTTGGCCCGGGTGCATGGCCCCCTCATGCATCTCA 
AGATGGGGTTCGTGCATGTTGTGGTGGCCGCCTCCGCCACCGTGGCGGAG 
AAGTTCTTGAAGGTGCACGACACCAACTTCTTGAGCCGCCCGCCCAACTC 
CGGCGCCGAGCACATTGCTTACAACTACAACGACTTGGGTTTTTGCTCCC 
CACGGCCCGCGGTGGCGGTTGCTTCGGAAAATTGTGCCCTCCACCTCTTC 
TCCTCCAAGGCTTAGATGATTTCGCCATGTTAGAGAGGAAGAATGGGGAT 
CCTCATTCGCACTACAAGTGTGGGAAAATGCTGCAAGTATAGGCCAAAGA 
GGGATGTGTGTGCACAAAGCATACCCGAGCATGTTAG 
 
ภาพที่ 10  การจัดเรียงลําดับนิวคลีโอไทดของยีน f3′h ในพลาสมิดสายผสม pF3′HTG4(A)ที่

สังเคราะหดวยไพรเมอร NOS(A) จํานวน 587 คูเบส 
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>gi|14278924|dbj|AB045593.1|  Perilla frutescens var. crispa SHT12 mRNA for flavonoid 3'-hydroxylase, 
complete cds, Length=1804 
 Score =  874 bits (441),  Expect = 0.0 
 Identities = 512/524 (97%), Gaps = 10/524 (1%) 
 Strand=Plus/Plus 
 
Query  34   ATGATCAGTGCCGCCGTAAGTTTGATCATATGCACTTCCATTTTAGGGGTACTGGTTTAT  93 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  42   ATGATCAGTGCCGCCGTAAGTTTGATCATATGCACTTCCATTTTAGGGGTACTGGTTTAT  101 
 
Query  94   TTTTTGTTCCTCAGGCGGGGCGGCGGCAGTAATGGGCGGCCTCTGCCTCCAGGGCCGAGG  153 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  102  TTTTTGTTCCTCAGGCGGGGCGGCGGCAGTAATGGGCGGCCTCTGCCTCCAGGGCCGAGG  161 
 
Query  154  CCGTGGCCGATTGTCGGCAACCTTCCGCAGCTGGGGCCGAAGCCCCACCAGTCGATGGCA  213 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  162  CCGTGGCCGATTGTCGGCAACCTTCCGCAGCTGGGGCCGAAGCCCCACCAGTCGATGGCA  221 
 
Query  214  GCCTTGGCCCGGGTGCATGGCCCCCTCATGCATCTCAAGATGGGGTTCGTGCATGTTGTG  273 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  222  GCCTTGGCCCGGGTGCATGGCCCCCTCATGCATCTCAAGATGGGGTTCGTGCATGTTGTG  281 
 
Query  274  GTGGCCGCCTCCGCCACCGTGGCGGAGAAGTTCTTGAAGGTGCACGACACCAACTTCTTG  333 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  282  GTGGCCGCCTCCGCCACCGTGGCGGAGAAGTTCTTGAAGGTGCACGACACCAACTTCTTG  341 
 
Query  334  AGCCGCCCGCCCAACTCCGGCGCCGAGCACATTGCTTACAACTACAACGACTTGGGTTTT  393 
            ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| |||||| 
Sbjct  342  AGCCGCCCGCCCAACTCCGGCGCCGAGCACATTGCTTACAACTACAACGACTT-GGTTTT  400 
 
Query  394  TGCTCCCCACGGCCCGCGGTGGCGGTTGCTTCGGAAAA-TTGTGCCCTCCACCTCTTCTC  452 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||| ||||||||||||||||||||| 
Sbjct  401  TGCTCCCCACGGCCCGCGGTGGCGGTTGCTTCGGAAAATTTGTGCCCTCCACCTCTTCTC  460 
 
Query  453  CTCCAAGG-CTTAGATGA-TTTCGCCATGTTAGAGAGGAAGAA-TGGGGATCCTCATTCG  509 
            |||||||| ||||||||| || ||||||||||||||||||||| |||||||||||||||| 
Sbjct  461  CTCCAAGGCCTTAGATGACTTCCGCCATGTTAGAGAGGAAGAAGTGGGGATCCTCATTCG  520 
 
Query  510  CA--CTA-CAAGTGTGGGA-AAATG-CTGCAAGTATAGGCCAAA  548 
            ||  ||| ||||||||||| ||||| ||||||||||||| |||| 
Sbjct  521  CAACCTAGCAAGTGTGGGAGAAATGCCTGCAAGTATAGGTCAAA  564 

 
ภาพที่ 11  การเปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอไทดของยีน f3′h ในพลาสมิดสายผสม pF3′HTG4(A)ที่

สังเคราะหไดกับขอมูลใน GenBank ดวยโปรแกรม BLAST-N 
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     34 atgatcagtgccgccgtaagtttgatcatatgcacttccatttta 
        M  I  S  A  A  V  S  L  I  I  C  T  S  I  L  
     79 ggggtactggtttattttttgttcctcaggcggggcggcggcagt 
        G  V  L  V  Y  F  L  F  L  R  R  G  G  G  S  
    124 aatgggcggcctctgcctccagggccgaggccgtggccgattgtc 
        N  G  R  P  L  P  P  G  P  R  P  W  P  I  V  
    169 ggcaaccttccgcagctggggccgaagccccsaccagtcgatggca 
        G  N  L  P  Q  L  G  P  K  P  H  Q  S  M  A  
    214 gccttggcccgggtgcatggccccctcatgcatctcaagatgggg 
        A  L  A  R  V  H  G  P  L  M  H  L  K  M  G  
    259 ttcgtgcatgttgtggtggccgcctccgccaccgtggcggagaag 
        F  V  H  V  V  V  A  A  S  A  T  V  A  E  K  
    304 ttcttgaaggtgcacgacaccaacttcttgagccgcccgcccaac 
        F  L  K  V  H  D  T  N  F  L  S  R  P  P  N  
    349 tccggcgccgagcacattgcttacaactacaacgacttgggtttt 
        S  G  A  E  H  I  A  Y  N  Y  N  D  L  G  F  
    394 tgctccccacggcccgcggtggcggttgcttcggaaaattgtgcc 
        C  S  P  R  P  A  V  A  V  A  S  E  N  C  A  
    439 ctccacctcttctcctccaaggcttag 465     
        L  H  L  F  S  S  K  A  *  

 

ภาพที่ 12  การแปลลําดับกรดอะมิโนของยนี f3′h ในพลาสมิดสายผสม pF3′HTG4(A)ที่สังเคราะห
ไดดวยโปรแกรม ORF (open reading frame) 

 
>dbj|BAB59005.1| flavonoid 3'-hydroxylase [Perilla frutescens], Length = 523 
 Score = 263 bits (671), Expect = 1e-69 
 Identities = 130/143 (90%), Positives = 132/143 (92%) 
 
Query: 1   MISAAVSLIICTSILGVLVYFLFLRRGGGSNGRPLPPGPRPWPIVGNLPQLGPKPHQSMA 60 
           MISAAVSLIICTSILGVLVYFLFLRRGGGSNGRPLPPGPRPWPIVGNLPQLGPKPHQSMA 
Sbjct: 1   MISAAVSLIICTSILGVLVYFLFLRRGGGSNGRPLPPGPRPWPIVGNLPQLGPKPHQSMA 60 
 
Query: 61  ALARVHGPLMHLKMGFVHVVVAASATVAEKFLKVHDTNFLSRPPNSGAEHIAYNYNDLGF 120 
           ALARVHGPLMHLKMGFVHVVVAASATVAEKFLKVHDTNFLSRPPNSGAEHIAYNYNDL F 
Sbjct: 61  ALARVHGPLMHLKMGFVHVVVAASATVAEKFLKVHDTNFLSRPPNSGAEHIAYNYNDLVF 120 
 
Query: 121 CSPRPAVAVASENCALHLFSSKA 143 
               P   +  + CALHLFSSKA 
Sbjct: 121 APHGPRWRLLRKICALHLFSSKA 143 

 
ภาพที่ 13  การเปรียบเทียบลําดับกรดอะมิโนของยีน f3′h ในพลาสมิดสายผสม pF3′HTG4(A)ที่

สังเคราะหไดกับขอมูลใน GenBank ดวยโปรแกรม BLAST-P 
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1.2 การตัดตอยีน f3′h เขากับโปรโมเตอร CaMV35S 
 

1.2.1  การตัดตอยีน 
 

นอกจากนี้ทําการตัดตอยนี  f3′h ของ Perilla frustescens ในพลาสมิด 
pCYP75B4 เขากับดีเอ็นเอเวคเตอร pREXH-1 (ภาพที่ 15) โดยการตัดยีน f3′h ขนาด 1.6 กิโลเบส 
จากพลาสมิด pCYP75B4 ดวยเอนไซมตัดจําเพาะ KpnI และ XbaI  นําชิ้นดีเอ็นเอทีไ่ดตอเขากับ 
ดีเอ็นเอเวคเตอร pREXH-1 ขนาด 7.1 กิโลเบส ซ่ึงมีโปรโมเตอร CaMV 35S จํานวนซ้ํากัน 7 ชุด 
เทอรมิเนเตอร nos และยีนตานทานสารไฮโกรมัยซิน  ตดั pREXH-1 ดวยเอนไซมตัดจําเพาะชนิด
เดียวกันแตตําแหนงจดจําของเอนไซมสลับดานกัน  นําพลาสมิดสายผสมเขาสูเซลลเจาบาน E. coli 
สายพันธุ XL1-Blue ไดเชื้อแบคทีเรีย E. coli ที่เจริญบนอาหารคัดเลือกทั้งหมด 2 โคโลนี ที่มี
ขนาดพลาสมิดใหญกวาดเีอน็เอเวคเตอร pREXH-1(ภาพที่ 14)  แตเมื่อตรวจสอบความถูกตองของ
ทิศทางการตัดตอดวยเอนไซมตัดจําเพาะพบวามีเพยีงโคลนที่ใหช่ือวา pF3′HPREXH2(A) ซ่ึงมี
ขนาด 8.6 กิโลเบส เทานั้น ทีไ่ดขนาดชิน้ดีเอ็นเอถูกตอง คือเมื่อตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ KpnI กับ 
XbaI ไดช้ินดีเอ็นเอขนาด 7 กับ 1.6 กิโลเบส ตรงตามขนาดของดีเอ็นเอเวคเตอร pREXH-1 และ
ขนาดของชิ้นยีน f3′h  และเมื่อตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ PstI ไดช้ินดเีอ็นเอขนาด 5, 2.6 และ 1 
กิโลเบส ซ่ึงตรงกับแผนที่  ดังนั้นจึงคดัเลอืกโคลน pF3′HPREXH2(A) นําไปใชในการถายยีน f3′h 
เขากลวยไมในทิศทาง antisense เชนเดยีวกัน แตมีโปรโมเตอร CaMV 35S เปนตัวควบคุมการ
แสดงออกของยีน  อยางไรกต็ามการตัดดีเอ็นเอเวคเตอร pREXH-1 ดวยเอนไซมตัดจาํเพาะ KpnI 
กับ XbaI  ทําใหตัดสวน intron ของดีเอ็นเอเวคเตอร pREXH-1 ออกไป  ทําใหดเีอ็นเอเวคเตอรมี
ขนาดเล็กลง 

 

 
 
ภาพที่ 14  การตรวจสอบโคลนที่ไดจากการตัดตอยีน f3′h เขากับโปรโมเตอร CaMV35S จํานวน 2 

โคลน 

   1       2        3 

pREXH-1 
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ภาพที ่15  การสรางพลาสมิดสายผสมที่มียีน f3′h ทิศทาง antisense ตอกับโปรโมเตอร CaMV 35S 

ในดีเอน็เอเวคเตอร pREXH-1 

Ligation 

KpnI + XbaI 
digestion 

   1.6 Kb 
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1.2.2  การตรวจสอบยีนโดยวิธีเอนไซมตัดจําเพาะ(Restriction Mapping) 
 

ตรวจสอบความถูกตองของพลาสมิดสายผสม pF3′HPREXH2(A) ดวยเอนไซม
ตัดจําเพาะ KpnI เพียง 1 ตําแหนง ไดช้ินดีเอ็นเอขนาด 8.6 กิโลเบส ซ่ึงเมื่อเปรียบเทียบกับดีเอ็นเอ
เวคเตอร pREXH-1 ที่ตัด 1 ตําแหนงเชนเดียวกันดวยเอนไซม XbaI ไดช้ินดีเอน็เอขนาด 7 กิโลเบส  
แสดงวาชิน้ดีเอ็นเอที่เขาตอกับดีเอ็นเอเวคเตอร pREXH-1 มีขนาด 1.6 กิโลเบส ซ่ึงมีขนาดตรงกับ
ช้ินยีน f3′h ที่ทําการตัดตอเขาไป  และเมือ่ตัดพลาสมิดสายผสม pF3′HPREXH2(A) ดวยเอนไซม
ตัดจําเพาะ 2 ตําแหนง คือ เอนไซม  KpnI และ XbaI  ไดช้ินดีเอ็นเอขนาด 7 กิโลเบส และ 1.6 กิโล
เบส ซ่ึงตรงกับขนาดของดีเอ็นเอเวคเตอร pREXH-1 และชิ้นยนี f3′h ตามลําดับ แสดงวาสามารถตัด
ตอช้ินยีน f3′h ขนาด 1.6 กิโลเบส เขากับดีเอ็นเอเวคเตอร pREXH-1 ไดจริง  และตรวจสอบทิศทาง
ของยีนที่เขาตอกับดีเอ็นเอเวคเตอรดวยเอนไซมตัดจําเพาะ PstI ไดช้ินดเีอ็นเอขนาด 5 กิโลเบส, 2.6 
กิโลเบส และ 1 กิโลเบส ตรงตามแผนที่ยนีที่คาดหวังไว  แสดงวาสามารถตัดตอยีน f3′h เขากับ 
ดีเอ็นเอเวคเตอร pREXH-1 ในทิศทาง antisense ไดถูกตอง (ภาพที่ 16) 

 

 
 
ภาพที่ 16  การศึกษาแผนทีย่นีของพลาสมิด pF3′HPREXH2(A) ที่มียีน f3′h ตอเขากับเวคเตอร 

pREXH-1  แถวที่ 1 และ 8 คือ  แถบดีเอ็นเอมาตรฐาน, 2 = pTG0063, 3 = pTG0063/ 
XbaI, 4 = pF3′HPREXH2(A), 5 = pF3′HPREXH2(A)/ KpnI, 6 = pF3′HPREXH2(A)/ 
KpnI และ XbaI, 7 = pF3′HPREXH2(A)/ PstI 

 
 
 
 

 1     2    3     4     5     6      7    8 
8 Kb 5 Kb 

1 Kb 

2.5 Kb 
1.5 Kb 
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1.2.3  การตรวจสอบยีนโดยวิธีพีซีอาร(PCR) 
 

นําพลาสมิดสายผสม pF3′HPREXH2(A) มาตรวจสอบโดยใชเทคนิคพซีีอาร
ดวยไพรเมอรตาง ๆ ตามตารางที่ 3 แลวนาํมาแยกขนาดดีเอ็นเอดวยวิธีอิเลคโตรโฟรีซิสบนเจลอะกา
โรส 0.8 เปอรเซ็นต เชนเดยีวกัน  พบวาขนาดของดีเอ็นเอที่สังเคราะหดวยคูไพรเมอร 
F3′HPer(A)227 กับ F3′H(S)182 มีขนาด 900 คูเบส ตรงตามขนาดที่คาดไวและเทากบัชิ้นดีเอ็นเอที่
สังเคราะหดวยคูไพรเมอรเดยีวกันในพลาสมิด pF3′HTG4(A) (ภาพที ่17)  ตรวจสอบเทอรมิเนเตอร
โดยการสังเคราะหดเีอ็นเอดวยคูไพรเมอร F3′HPer(A)227 กับ Nos(A)188 ไดดีเอ็นเอขนาด 1,100 
คูเบส แสดงวายีนตอเขากับดเีอ็นเอเวคเตอรในทิศทาง antisense ไดถูกตองเหมือนกับพลาสมิด 
pF3′HTG4(A) และพลาสมดินี้ประกอบดวยเทอรมิเนเตอร nos เชนเดยีวกัน  และตรวจสอบยีน 
hptII ดวยคูไพรเมอร HPT(S)135 กับ HPT(A)136 พบวาสังเคราะหดีเอน็เอไดขนาด 550 คูเบส 
เทากับขนาดยนี hptII ที่ตรวจสอบไดในดีเอ็นเอเวคเตอร pREXH-1  ดังนั้นพลาสมิด 
pF3′HPREXH2(A) จึงประกอบดวยสวนของยีน hptII ดวย 

 

 
 
ภาพที่ 17  แสดงตําแหนงการเขาจับของไพรเมอรกับดีเอ็นเอเวคเตอร pREXH-1 (ก) และพลาสมิด 

pF3′HPREXH2(A) (ข) และการตรวจสอบยีนดวยเทคนคิพีซีอาร(ค)  แถวที่ 1 คือ  แถบ 
ดีเอ็นเอมาตรฐาน, 2 = ผลผลิตพีซีอารจากคูไพรเมอร F3′HPer(A)227 กับ F3′H(S)182, 
3 = ไพรเมอร F3′HPer(A)227 กับ Nos(A)188, 4 = ไพรเมอร HPT(S)135 กับ 
HPT(A)136 

(ข) pF3′HPREXH2(A) 

3′ HPT  Nos 

135 

136 
550 bp 

       Nos F3′H(A) 5′ AmpR 35S 35S 

227 

188 

1,100 bp 

900 bp 

182 

(ก) pREXH-1 

5′ HPT  Nos 

135 

136 

550 bp 

       AmpR 35S 35S 3′ 

 1     2     3     4 
1 Kb 

550 bp 

(ค) 
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2.  การตัดตอยีน f3′5′h ในรูปแบบ sense orientation 
 
 2.1  การตัดตอยีน f3′5′h เขากับโปรโมเตอร Act-1 

 
การตัดตอยนี f3′5′h ของ Catharanthus roseus ที่ไดรับความอนุเคราะหมาจาก 

Joachim Schroeder  เขากับเวคเตอร pTG0063 ขนาด 4.2 กิโลเบส  ซ่ึงมีโปรโมเตอร Actin-1 และ
เทอรมิเนเตอร nos  โดยการเพิ่มปริมาณชิ้นยีน f3′5′h ขนาด 1.5 กิโลเบส ในพลาสมิด 
pP450CRFRED ขนาด 7,230 คูเบส ดวยไพรเมอร F3′5′H XbaI(S)(207) ที่มีตําแหนงจดจําของ
เอนไซม XbaI และ ไพรเมอร F3′5′HSmaI(A)(206) ที่มีตําแหนงจดจาํของเอนไซม SmaI  
ตรวจสอบความถูกตองของชิ้นดีเอ็นที่ไดโดยการตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ  HindIII ไดช้ินดีเอน็เอ
ขนาด 1,450 คูเบส และตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ NcoI ไดช้ินดเีอ็นเอขนาด 950 และ 550 คูเบส 
ตรงตามขนาดดีเอ็นเอบนแผนที่ยีน f3′5′h ที่คาดหวัง (ภาพที่ 19)  นําชิน้ดีเอ็นเอทีเ่พิม่ปริมาณได
ขนาด 1.5 กิโลเบส ตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ XbaI และ SmaI ตอเขากบัเวคเตอร pTG0063 ที่ตัด
ดวยเอนไซมตดัจําเพาะชนิดเดียวกัน (ภาพที่ 18)  หลังจากนั้นนําพลาสมิดสายผสมที่ไดเขาสูเซล
แบคทีเรีย E. coli  พบเชื้อแบคทีเรีย E. coli ที่เจริญบนอาหารคัดเลือกทัง้หมด 159 โคโลนี  นํามา
ตรวจสอบผลการตัดตอยนีโดยการแยกขนาดพลาสมิดบนเจลอะกาโรส 0.8 เปอรเซ็นต (ภาพที่ 20)  
พบวาพลาสมดิสายผสมที่ไดสวนใหญมีขนาดดีเอน็เอไมถูกตอง  ยกเวนพลาสมิดสายผสมที่มีขนาด
ใหญกวาดีเอน็เอเวคเตอร จํานวน 18 โคโลนี  เมื่อตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ XbaI กับ SmaI ได 
ดีเอ็นเอขนาด5 กิโลเบส และ 1.9 กิโลเบส  คัดเลือกโคลนจํานวน 1 โคลน ใหช่ือโคลนนี้วา 
pF3′5′HTG24(S) เพื่อนํามาตรวจสอบและใชในการถายยีน f3′5′h เขากลวยไมในทศิทาง sense ซ่ึง
มีโปรโมเตอร Act-1 เปนตวัควบคุมการแสดงออกของยนี 
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ภาพที่ 18  การสรางพลาสมิดสายผสมที่มียีน f3′5′h ทิศทาง sense ตอกับโปรโมเตอร Actin 1 ใน 
ดีเอ็นเอเวคเตอร pTG0063 

PCR with primer 
F3′5′HXbaI(S)207 + F3′5′HSmaI(A)206 

XbaI+SmaI digestion 

Ligation 

XbaI+SmaI digestion 

  1.5 Kb 

  1.5 Kb 
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ภาพที่ 19  การตรวจสอบชิ้นดีเอ็นเอที่ไดจากการเพิ่มปริมาณยนี f3′5′h ในพลาสมิด 
pP450CRFRED , แถวที่ 1 คือ แถบดีเอ็นเอมาตรฐาน, 2 = ช้ินยีน f3′5′h ที่เพิ่มปริมาณได
ดวยไพรเมอร F3′5′H XbaI(S)(207) และ ไพรเมอร F3′5′HSmaI(A)(206), 3 = ช้ินยีน 
f3′5′h / HindIII, 4 = ช้ินยนี f3′5′h / NcoI 

 

 
 

ภาพที่ 20  การตรวจสอบโคลนที่ไดจากการตัดตอยีน  f3′5′h เขากับเวคเตอร pTG0063 ใน E. coli 
จํานวน 96 โคลน ดวยวิธีฟนอลคลอโรฟอรม 

 
 

1    2    3   4    5    6   7    8    9  10 11  12 13 14  15  16  17  18 

pTG0063 

6.9 Kb 
4.2 Kb 

6.9 Kb 

6.9 Kb 

6.9 Kb 

6.9 Kb 

6.9 Kb 

pTG0063 

1.5 Kb 
950 bp 
550 bp 

   1     2      3      4  
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2.2  การตรวจสอบยีนโดยวิธีเอนไซมตัดจําเพาะ(Restriction Mapping) 
 

ทําแผนที่ยีนตรวจสอบพลาสมิดสายผสม pF3′5′HTG24(S) เชนเดยีวกนัโดยการนํามา
ตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ XbaI เพียง 1 ตําแหนง ไดช้ินดเีอ็นเอขนาด 6.9 กิโลเบส ซ่ึงเมื่อ
เปรียบเทียบกบัดีเอ็นเอเวคเตอร pTG0063 ที่ตัดดวยเอนไซม XbaI เพียง 1 ตําแหนง ไดช้ินดีเอน็เอ
ขนาด 4.2 กิโลเบส  แสดงวาชิ้นดีเอ็นเอทีเ่ขาตอกับดเีอ็นเอเวคเตอร pTG0063 มีขนาด 2.7 กิโลเบส 
ซ่ึงมีขนาดใหญกวาชิ้นยีน f3′5′h ขนาด 1.5 กิโลเบส ที่ทําการตัดตอเขาไป  เนื่องจากชิ้นดีเอ็นเอที่
ตัดตอเขาไปมขีนาดผิดปกตจิึงทําใหแผนที่ยีนเปลี่ยนแปลงไป  ซ่ึงเมื่อนําพลาสมิดสายผสม 
pF3′5′HTG24(S) ตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ 2 ตําแหนง คือ เอนไซม  XbaI และ SmaI ช้ินดีเอน็เอที่
ไดมีขนาด 5 กโิลเบส และ 1.9 กิโลเบส ผิดไปจากแผนทีย่ีนที่คาดหวัง คือ ขนาด 4.2 และ 1.5 กิโล
เบส  และตรวจสอบดวยเอนไซมตัดจําเพาะ NcoI พบวาไดช้ินดเีอ็นเอขนาด 2.8 กิโลเบส 2.6 กิโล
เบส 0.95 กิโลเบส และ 0.55 กิโลเบส (ภาพที่ 21)  ซ่ึงชิ้นดีเอ็นเอขนาด 0.95 กิโลเบส และ 0.55 กิโล
เบส มีขนาดถูกตองตรงกับชิน้ดีเอ็นเอยีน f3′5′h ที่ตัดดวยเอนไซมชนดิเดียวกัน แสดงวาชิ้นดเีอ็นเอ 
F3′5′H ขนาด 1.5 กิโลเบส ยังคงอยูในพลาสมิด  แตมีช้ินดีเอ็นเอเพิ่มขึ้นมาขนาด 1.2 กิโลเบส ตอ
กับเวคเตอร pTG0063 ขนาด 4.2 กิโลเบส พลาสมิด pF3′5′HTG24(S) จึงมีขนาด 6.9 กิโลเบส  
ดังนั้นจึงนําพลาสมิด pF3′5′HTG24(S) ไปตรวจสอบดวยเทคนิคพีซีอารตอไป  

 

 
 

ภาพที ่21  การศึกษาแผนทีย่นีของพลาสมิด pF3′5′HTG24(S) ที่มียีน f3′5′h ตอเขากบัเวคเตอร 
pTG0063, แถวที่ 1 และ 8 คือ  แถบดีเอ็นเอมาตรฐาน, 2 =  pTG0063, 3 = pTG0063/ 
XbaI, 4 = pF3′5′HTG24(S), 5 =  pF3′5′HTG24(S)/ XbaI, 6 = pF3′5′HTG24(S)/XbaI 
และ SmaI, 7 = pF3′5′HTG24(S)/ NcoI 

 
 

 1     2     3     4     5     6      7    8 

2 Kb 
4Kb 3 Kb 

1 Kb 
0.5 Kb 
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 2.3  การตรวจสอบยีนโดยวิธีพีซีอาร(PCR) 
 

สังเคราะหดีเอน็เอสวนตาง ๆของพลาสมิดลูกผสม pF3′5′HTG24(S) โดยใชเทคนิค
พีซีอารดวยคูไพรเมอรที่สนใจดังตารางที่ 3  เพื่อตรวจสอบความถูกตองและสวนประกอบตาง ๆ
ในพลาสมิด (ภาพที่ 22) เมื่อสังเคราะหยนี f3′5′h ดวยคูไพรเมอร F3′5′HXbaI(S)207 กับ 
F3′5′HSmaI(A)206 ไดดีเอน็เอขนาด 1,500 คูเบส เทากับขนาดของชิ้นยีนในตอนแรกที่สังเคราะห
ขึ้นมาดวยคูไพรเมอรเดียวกนัเพื่อใชในการตัดตอเขากับดีเอ็นเอเวคเตอร  สังเคราะหดีเอ็นเอ
ครอบคลุมในสวนของโปรโมเตอร Act-1 ดวยคูไพรเมอร Act1(S)101 กับ F3′5′HSmaI(A)206  
ดีเอ็นเอที่สังเคราะหไดมีขนาด 1,900 คูเบส  แสดงวายีน f3′5′h ตัดตอเขากับเวคเตอรในทิศทาง 
sense ตามคาดหมาย และพลาสมิดยังคงมีสวนของโปรโมเตอร Act-1  แตเมื่อสังเคราะหดีเอ็นเอ
ครอบคลุมในสวนของเทอรมิเนเตอร nos ดวยคูไพรเมอร F3′5′HXbaI(S)207 กับ Nos(A)188 
ปรากฏวาไดดเีอ็นเอขนาด 1,200 คูเบส ซ่ึงมีขนาดเล็กกวาขนาดของยีน f3′5′h ที่ตัดตอเขาไป  อาจ
เนื่องจากความผิดปกติของชิ้นดีเอ็นเอที่ตรวจพบเมื่อตรวจสอบดวยเอนไซมตัดจําเพาะแทรกเพิ่ม
ขึ้นมาขนาด 1.2 กิโลเบส ระหวางชิ้นยีนและเวคเตอรทําใหไดช้ินดีเอน็เอที่ไมจําเพาะเจาะจง  และ
เมื่อสังเคราะหดีเอ็นเอดวยคูไพรเมอร Act1(S)101 กับ Nos(A)188 พบวาไมสามารถสังเคราะหดเีอ็น
เอได (ภาพที่ 22(ค)) 
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ภาพที ่22  แสดงตําแหนงการเขาจับของไพรเมอรกับดีเอ็นเอเวคเตอร pTG0063 (ก) และพลาสมิด 

pF3′5′HTG24(S) (ข) และการตรวจสอบยนีดวยเทคนิคพีซีอาร(ค)  แถวท่ี 1 คือ  แถบ 
ดีเอ็นเอมาตรฐาน, 2 = ผลผลิตพีซีอารจากคูไพรเมอร F3′5′XbaI(S)207 กับ 
F3′5′SmaI(A)206, 3 = ไพรเมอร Act1(S)101 กับ F3′5′SmaI(A)206, 4 = ไพรเมอร 
F3′5′XbaI(S)207 กับ Nos(A)188, 5 = ไพรเมอร Act1(S)101 กับ Nos(A)188, 6 = 
pTG0063 ดวยคูไพรเมอร Act1(S)101 กับ Nos(A)188 

 
3.  การเตรียมเนื้อเยื่อกลวยไมท่ีใชในการทดลอง 
 

จากการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อกลวยไมสกุลหวายแจคเกอลีนโทมัสและกลวยไมสกุลหวายเอีย
สกุลระยะโปรโตคอรมในอาหารเหลวสูตรดัดแปลง VW ที่เติมน้ํามะพราว 15 เปอรเซ็นต น้ําตาล
ซูโครส 20 กรัมตอลิตร ผสมกับอาหารสังเคราะห MS อยางละครึ่ง  เขยาดวยความเรว็ 100 รอบตอ
นาที  เล้ียงในหองเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อที่ควบคุมอุณหภูมิ 25±2 องศาเซลเซียส  ใหแสง 2,000 ลักซ เปน
เวลา 16 ช่ัวโมง  โปรโตคอรมกลวยไมสกลุหวายแจคเกอลีนโทมัสและกลวยไมสกลุหวายเอยีสกลุมี
การเจริญเติบโตแบงขยายตัวไดดี  มีขนาดที่เหมาะสมตอการถายยีน  การเพิ่มขยายโปรโตคอรมทํา
ไดโดยตดัแบงโปรโตคอรมใหมีขนาดเล็กลงประมาณ 0.5 เซนติเมตร และยายลงบนอาหาร

(ข) pF3′5′HTG24(S) 

Nos F3′5′H(S) 5′ AmpR Act1 3′ 
188 

1,500 bp 

206 

207 101 
1,200 bp 

1,900 bp 

2,500 bp 

(ก) pTG0063 

Nos 5′ AmpR Act1 3′ 
188 

101 

1,000 bp  1     2     3    4     5     6 
1.5 Kb 2 Kb 

1 Kb 

(ค) 
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เพาะเลี้ยงใหมทุก ๆ 2 สัปดาห  สําหรับโปรโตคอรมกลวยไมสกุลหวายเอียสกุลมีการเจริญเติบโตที่
ชากวา  จึงสามารถตัดเพื่อเพาะเลี้ยงไดถึง 3 สัปดาห 

 
การเตรียมสภาพเนื้อเยื่อใหเหมาะสมสําหรับการถายยีนขึน้อยูกับชนิดของพืชและเนื้อเยื่อที่

ใช  และการเตรียมเนื้อเยื่อกอนการถายยนีใหเซลลอยูในชวงการแบงเซลลจํานวนมาก ๆจะชวยเพิ่ม
ประสิทธิภาพการแสดงออกของยีนอยางถาวรในเซลล ซ่ึง Iida et al.(1991) พบวาการถายยีนเขา
เซลลยาสบูในระยะการแบงเซลล M- และ G2 phase มีประสิทธิภาพการถายยีนมากกวาการถายเขา
เซลลในระยะ S- และ G1 phase  และ Yang et al.(1999) ไดรายงานวาการเพาะเลี้ยงโปรโตคอรม
ไลดบอดี้ในอาหารเหลวมีประสิทธิภาพในการเพิ่มจํานวนเซลลมากกวาการเพาะเลี้ยงบนอาหารแข็ง  
ซ่ึงสอดคลองกับการทดลองนี้ที่เตรียมโปรโตคอรมกลวยไมสกุลหวายแจคเกอลีนโทมสัและเอีย
สกุลโดยการเพาะเลี้ยงดวยอาหารเหลวสูตรดัดแปลง VW ที่เติมน้ํามะพราว 15 เปอรเซ็นต น้ําตาล
ซูโครส 20 กรัมตอลิตร ผสมกับอาหารสังเคราะห MS อยางละครึ่ง  โปรโตคอรมสามารถแบงเซลล
เพิ่มจํานวนไดดีเชนเดยีวกับการทดลองของ พิสิฐ(2546) และ Kuehnle and Sugii(1992) ที่ใชอาหาร
เหลวสูตรดัดแปลง VW เพาะเลี้ยงโปรโตคอรมกลวยไมสกุลหวายแจคเกอลีนโทมัส 

 
4.  การทดสอบความตานทานของโปรโตคอรมกลวยไมตอสารปฏิชีวนะไฮโกรมัยซิน 
 

การทดสอบความตานทานตอสารปฏิชีวนะไฮโกรมัยซินของกลวยไมสกุลหวายแจคเกอ
ลีนโทมัสและเอียสกุลที่ไมไดรับการถายยนีจํานวน 85 โปรโตคอรม และ 47 โปรโตคอรม 
ตามลําดับ  โดยนําโปรโตคอรมที่ไดจากขอ 3 มาตัดแบงโปรโตคอรมใหมีขนาด 0.3-0.5 เซนติเมตร 
วางบนอาหารสังเคราะห MS ที่มีสารปฏิชีวนะไฮโกรมัยซินความเขมขน 5 มิลลิกรัมตอลิตร เปน
ระยะเวลา 4 สัปดาห พบวาโปรโตคอรมของกลวยไมสกลุหวายเอยีสกลุมีความไวตอสารปฏิชีวนะ 
ไฮโกรมัยซินมากกวากลวยไมสกุลหวายแจคเกอลีนโทมสั โดยโปรโตคอรมกลวยไมสกุลหวายเอีย
สกุลบางสวนเริ่มตาย  เนื้อเยือ่เปลี่ยนจากสเีขียวเปนสีน้ําตาลออนหรือสีน้ําตาลดํา  ในขณะที่โปรโต
คอรมของกลวยไมสกุลหวายแจคเกอลีนโทมัสเนื้อเยื่อแสดงอาการซีดเหลืองและเปลีย่นเปนสี
น้ําตาลเล็กนอย  จํานวนโปรโตคอรมของกลวยไมสกุลหวายแจคเกอลนีโทมัสและเอยีสกุลที่รอด
ชีวิตมีจํานวน 75 โปรโตคอรม และ 47 โปรโตคอรม ซ่ึงคิดเปนอัตรารอดรอยละ 88.24 และ 60.26 
ตามลําดับ (ตารางที่ 4)  ตอมาโปรโตคอรมมีการเจริญเตบิโตเพิ่มขึ้น  โดยเฉพาะกลวยไมสกุล
หวายเอียสกุลมีการเจริญเตบิโตมากกวากลวยไมแจคเกอลีนโทมัส  เมื่อแยกโปรโตคอรมที่รอดชีวิต
มาคัดเลือกตอบนอาหารที่มสีารปฏิชีวนะไฮโกรมัยซินความเขมขน 15 มิลลิกรัมตอลิตร เปน
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ระยะเวลา 4 สัปดาห  โปรโตคอรมของกลวยไมสกุลหวายเอียสกุลแสดงอาการตายอยางเห็นไดชัด  
มีลักษณะเนื้อเยื่อสีน้ําตาลดํา  สวนโปรโตคอรมกลวยไมแจคเกอลีนโทมัสเนื้อเยื่อเปลีย่นจากสี
เหลืองเปนสีน้าํตาลดํา จํานวนโปรโตคอรมที่รอดชีวิตมจีํานวน 18 โปรโตคอรม และ 46 โปรโต
คอรม คิดเปนอัตรารอดรอยละ 38.3  และ 61.33  และมีบางสวนที่รอดชีวิตซึ่งมีสีเขียวแตการ
เจริญเติบโตชา  คัดเลือกโปรโตคอรมที่รอดชีวิตตอบนอาหารที่มีสารปฏิชีวนะไฮโกรมัยซินความ
เขมขนมากขึ้นเปน 25 มิลลิกรัมตอลิตร เปนระยะเวลา 4 สัปดาห  โปรโตคอรมของกลวยไมสกุล
หวายแจคเกอลีนโทมัสมีการตายมากขึ้นเกือบทั้งหมด  เหลือโปรโตคอรมที่รอดชีวิตจํานวน 13 โปร
โตคอรม และกลวยไมสกุลหวายเอียสกุลมีโปรโตคอรมที่รอดชีวิตจํานวน 6 โปรโตคอรม คิดเปน
อัตรารอดรอยละ 28.26 ซ่ึงนอยกวากลวยไมสกุลหวายเอยีสกุลที่คิดเปนอัตรารอดรอยละ 33.33 
เปอรเซ็นต  และโปรโตคอรมตายทั้งหมดเมื่อคัดเลือกตอในอาหารที่มสีารปฏิชีวนะไฮโกรมัยซินค
วามเขมขน 30 มิลลิกรัมตอลิตร(ภาพที่ 23) 

 
การทดลองครั้งนี้ไดเลือกใชสารปฏิชีวนะไฮโกรมัยซินเปนตัวคัดเลือกกลวยไมสกุลหวาย

แจคเกอลีนโทมัสและกลวยไมสกุลหวายเอยีสกุล ซ่ึงสอดคลองกับรายงานกอนหนานีท้ี่ใชสาร
ปฏิชีวนะไฮโกรมัยซินเปนตัวคัดเลือกกลวยไม (Yu et al., 1999; Belarmino and Mii, 2000) ซ่ึงสาร
ปฏิชีวนะไฮโกรมัยซินยังชวยยับยั้งการเจรญิเติบโตของเชื้อจุลลินทรียในอาหารเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่ออีก
ดวย  ปริมาณสารและชวงระยะเวลาที่เหมาะสมสําหรับการคัดเลือกขึน้อยูกับชนิดพชืและเนื้อเยื่อที่
ใช  ซ่ึง พรสุข(2543), พิสิฐ(2546), Yang et al.(1999), Knapp et al.(2000) และ Chai et al.(2002) ได
รายงานการใชสารคัดเลือกกลวยไมดวยความเขมขนระดบัต่ํา ๆกอนการคัดเลือกดวยความเขมขนที่
เหมาะสม  เพือ่ฟนฟูสภาพเนื้อเยื่อจากความบอบช้ําที่ถูกยิง  และจากรายงานของ Ying et al.(1999) 
กลาวไววาการแทรกยนีเขาสูจีโนมจะเกิดในชวงแรก ๆของการถายยีน  ดังนั้นเพื่อเพิม่โอกาสการคง
อยูของยีนหรือเพิ่มประสิทธิภาพการถายยีน  การคัดเลือกที่ความเขมขนระดับต่ํา ๆหลังการถายยนี
จะชวยกระตุนใหเกิดการแบงเซลลมากขึ้น(Chai et al., 2002)  ซ่ึงสอดคลองกับการทดลองครั้งนี้ที่
คัดเลือกโปรโตคอรมในอาหารคัดเลือกทีเ่ติมสารปฏิชีวนะไฮโกรมยัซินระดับต่ํากอนแลวคอย
เพิ่มขึ้นเรื่อย ๆ คือ 5, 15, 25และ 30 มิลลิกรัมตอลิตร ใชเวลาคัดเลือก 1 เดือนในแตละชวงความ
เขมขน  ซ่ึงตางจากการทดลองของ พิสิฐ(2546) ที่ทําการคัดเลือกกลวยไมสกุลหวายแจคเกอลีน
โทมัสบนอาหารแข็งสังเคราะห MS ที่เติมสารปฏิชีวนะไฮโกรมัยซินความเขมขน 5 มิลลิกรัมตอ
ลิตร เปนเวลา 1 เดือน กอนคดัเลือกที่ความเขมขน 30 มิลลิกรัมตอลิตร เปนเวลา 3 เดือน  และตาง
จากการทดลองของ Men et al.(2003) ที่คัดเลือกตนกลวยไมฟลาแลนดนอฟซิส (Phalaenopsis) 
และกลวยไมสกุลหวายโนบลิ (nobile) ที่ความเขมขน 30 มิลลิกรัมตอลิตร เปนเวลา 105 วัน  
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ในขณะที่ Yu et al.(1999) ไดคัดเลือกโปรโตคอรมกลวยไมสกุลหวายลูกผสม MiHua โดยใชสาร
ปฏิชีวนะไฮโกรมัยซินความเขมขน 50 มิลลิกรัมตอลิตร เปนเวลา 2 เดือน 
 

 
ภาพที่ 23  การทดสอบความตานทานตอสารปฏิชีวนะไฮโกรมัยซินของกลวยไมสกุลหวายแจคเกอ

ลีนโทมัส(ก) และเอียสกุล (ข) ที่ไมไดถายยีนบนอาหาร MS ที่เติมสารปฏิชีวนะไฮโกร
มัยซินที่ระดับความเขมขน 0-30 มิลลิกรัมตอลิตร (H0-H30) เปนระยะเวลา 4 เดือน 

H5 

H0 

H15 

H25 

H30 

ก ข 
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ตารางที่ 4 อัตราการรอดชีวติของโปรโตคอรมกลวยไมสกุลหวายแจคเกอลีนโทมัสและกลวยไม
สกุลหวายเอียสกุลบนอาหาร MS ที่มีไฮโกรมัยซินอัตราตาง ๆกัน 
 

ชุดการทดลอง [H] (mg/ml) H5 H15 H25 H30
สายพันธุ สัปดาหท่ี 4 สัปดาหที่ 8 สัปดาหที่ 12 สัปดาหที่ 16

แจคเกอลีนโทมัส 88.24 61.33 28.26 0
เอียสกุล 60.26 38.3 33.33 0

อัตรารอดของโปรโตคอรม (รอยละ)

 
 
หมายเหตุ: [H] คือ ความเขมขนของสารปฏิชีวนะไฮโกรมัยซิน 
 
5.  การถายยีนเขาโปรโตคอรมกลวยไมดวยเคร่ืองยิงอนภุาค 
 

คัดเลือกโปรโตคอรมที่เพาะเลี้ยงในอาหาร MSVW หลังจากตัดแบงเนือ้เยื่อนาน 2 สัปดาห  
มาตัดใหมีขนาดเสนผานศูนยกลางประมาณ 0.3 ถึง 0.5 เซนติเมตร  นํามาวางบนอาหาร MS ที่มี 
0.25 M mannitol(Van et al., 1993) ใหอยูในรัศมี 2.5 เซนติเมตร กอนการยิงอนุภาค 1 คืน  เคลือบ
อนุภาคทองดวยพลาสมิดทีม่ียีน f3′h  การถายยีน f3′h แบงเปน 2 ชุดการทดลองคือ 1. การถายยีน 
f3′h ที่อยูบนพลาสมิด pF3′HTG4(A) ถายยนีรวมกับพลาสมิด pMNK1005ที่มียีนตานทานสาร
ปฏิชีวนะไฮโกรมัยซินเพื่อใชเปนยีนคดัเลอืก  2. การถายยีน f3′h ที่อยูบนพลาสมิด 
pF3′HPREXH2(A) เนื่องจากพลาสมิด pF3′HPREXH2(A) ประกอบดวยยีนตานทานสาร
ปฏิชีวนะไฮโกรมัยซิน  จึงเคลือบอนุภาคทองดวยพลาสมิด pF3′HPREXH2(A) เทานั้น  นําอนภุาค
ที่เคลือบดีเอ็นเอยิงเขาโปรโตคอรมกลวยไมสกุลหวายแจคเกอลีนโทมัสและเอียสกุลดวยเครื่องยิง
อนุภาคแบบ PDS-1000/Helium Particle gun (Bio-Rad Laboratories)  

 
5.1 การถายยีน f3′h เขากลวยไมสกุลหวายในทิศทาง antisense 
 

5.1.1 การถายยีน f3′h เขากลวยไมสกุลหวายแจคเกอลีนโทมัส 
 

จากผลการทดลองความตานทานของกลวยไมที่ไมไดถายยีนสารปฏิชีวนะ 
ไฮโกรมัยซินในขอ 4  พบวาที่ระดับความเขมขน 30 มิลลิกรัมตอลิตร  โปรโตคอรมตายอยาง
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รวดเร็วภายใน 2 สัปดาห  ดังนั้นการทดลองในครั้งนี้เพื่อศึกษาระดับความเขมขนไฮโกรมัยซินที่
เหมาะสมในการคัดเลือกกลวยไมหลังการถายยีนโดยนําโปรโตคอรมกลวยไมสกุลหวายแจคเกอลนี
โทมัสที่ไดรับการถายพลาสมิด pF3′HTG4(A) รวมกับพลาสมิด pMNK1005 จํานวน 311 โปรโต
คอรม และโปรโตคอรมที่ไดรับการถายพลาสมิด pF3′HPREXH2(A) จํานวน 316 โปรโตคอรม  มา
คัดเลือกบนอาหาร MS ที่เติมสารปฏิชีวนะไฮโกรมัยซินที่ความเขมขน 5, 15, 25, 25 และ 15 
มิลลิกรัมตอลิตร  โดยทําการคัดเลือกกลวยไมที่ไดรับยนีบนอาหาร MS ที่มีความเขมขนสารต่ําแลว
ยายไปเลี้ยงบนอาหารที่มีความเขมขนสารสูงขึ้นตามลําดับ เพื่อเพิ่มประสิทธิภาพการถายยีน(Chai et 
al., 2002) ใชระยะเวลาการคัดเลือกความเขมขนละ 4 สัปดาห  ผลจากการทดลองพบวาโปรโต
คอรมแสดงอาการตายตั้งแตการคัดเลือกบนอาหารที่ระดบัความเขมขน 5 มิลลิกรัมตอลิตร เนื้อเยื่อ
เปลี่ยนจากสีเขียวเปนสีเหลืองและบางโปรโตคอรมเปลี่ยนเปนสีน้าํตาล  โดยที่โปรโตคอรมที่ไดรับ
การถายพลาสมิด pF3′HPREXH2(A) แสดงอาการตายมากกวาโปรโตคอรมที่ไดรับการถายพ
ลาสมิด pF3′HTG4(A) รวมกบัพลาสมิด pMNK1005  โดยจํานวนโปรโตคอรมที่รอดชีวิตคิดเปน
อัตรารอดรอยละ 87.03 และ 89.39 ตามลําดับ  เมื่อคัดเลอืกกลวยไมบนอาหารแข็ง MS ที่ความ
เขมขนไฮโกรมัยซิน 15 มิลลิกรัมตอลิตร โปรโตคอรมมีอัตราการตายมากขึ้น  และโปรโตคอรมที่ร
อดชีวิตมีการเจริญเติบโตเปนยอดและใบเล็ก ๆ (ภาพที่ 24)  โปรโตคอรม กลวยไมถูกตัดยอดออก
กอนนําไปคดัเลือกตอบนอาหารที่มีไฮโกรมัยซินที่ความเขมขน 25 มิลลิกรัมตอลิตร จํานวน 2 คร้ัง 
ในการทดสอบความตานทานไฮโกรมัยซินที่ 30 มิลลิกรัมตอลิตร โปรโตคอรมไวตอสาร
ปฏิชีวนะไฮโกรมัยซินมากและตายเกือบทั้งหมด  จึงลดระดับความเขมขนเหลือ 25 มิลลิกรัมตอ
ลิตร  หลังจากคัดเลือกพบวาโปรโตคอรมตายมากขึ้นและหล่ังสารพวกฟนอลลิกออกมา  และโปร
โตคอรมที่ไดรับการถายพลาสมิด pF3′HPREXH2(A) มีอัตรารอดชีวิตมากกวาโปรโตคอรมที่ไดรับ
การถายพลาสมิด pF3′HTG4(A) รวมกับพลาสมิด pMNK1005 คิดเปนอัตรารอดรอยละ 24.9 และ 
18.92 ตามลําดับ ในสัปดาหที่ 16  จากนั้นลดระดับความเขมขนสารไฮโกรมัยซินลงเหลือ 15 
มิลลิกรัมตอลิตร เพื่อฟนฟูสภาพโปรโตคอรมและเพิ่มประสิทธิภาพในการถายยีน (Yu et al., 1999) 
เมื่อคัดเลือกในสัปดาหที่ 20 เหลือโปรโตคอรมที่รอดชีวิตจากการถายยีนดวยพลาสมิด
pF3′HTG4(A) รวมกับพลาสมิด pMNK1005 จํานวน 2 โคลน คือ BEE 3.1 และ BEE 3.2.1 คิดเปน
อัตรารอดรอยละ 14.29  และโปรโตคอรมที่รอดชีวิตจากการถายพลาสมิด pF3′HPREXH2(A) 
จํานวน 4 โคลน คือ BEE6.2.1, BEE6.2.2, BEE6.2.4, BEE6.3 คิดเปนอตัรารอดรอยละ 23.53 
(ตารางที่ 5)   
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ภาพที่ 24  ลักษณะโปรโตคอรมกลวยไมสกุลหวายแจคเกอลีนโทมัสที่ไดรับการถายยีน f3′h ดวย 
พลาสมิด pF3′HTG4(A) รวมกับพลาสมิด pMNK1005 (ก) และพลาสมิด 
pF3′HPREXH2(A) (ข) และผานการคัดเลือกบนอาหาร MS ที่เติมสารปฏิชีวนะไฮโกร
มัยซินที่ระดับ 15 มิลลิกรัมตอลิตร หลังการคัดเลือกนาน 2 เดือน 

 
ตารางที่ 5  อัตราการรอดชีวติของโปรโตคอรมกลวยไมสกุลหวายแจคเกอลีนโทมัส ที่ไดรับการถาย

ยีน f3′h แบบ antisense และคัดเลือกบนอาหาร MS ที่มีระดับไฮโกรมยัซินที่แตกตางกัน
ระดับความเขมขนละ 4 สัปดาห 

 

[H] (mg/ml) H5 H15 H25 H25 H15
รหัส พลาสมิด สัปดาหท่ี 4 สัปดาหท่ี 8  สัปดาหท่ี 12 สัปดาหท่ี 16 สัปดาหที่ 20

BEE3 pF3′HTG4(A)
pMNK1005 89.39 61.51 4 .27 18.92 14.29

BEE6 pF3′HPREXH2(A) 87.03 56 45.45 24.29 23.53

อัตรารอดของโปรโตคอรม (รอยละ)
ชุดการทดลอง

 
 
หมายเหต:ุ [H] คือ ความเขมขนของสารปฏิชีวนะไฮโกรมัยซิน 

รหัส คือ รหัสโคลนกลวยไมที่ผานการคัดเลือก 
 
 
 

ก ข 
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5.1.2 การถายยีน f3′h เขากลวยไมสกุลหวายเอียสกุล 
 

นําโปรโตคอรมกลวยไมสกลุหวายเอยีสกลุที่ไดรับการถายพลาสมิด 
pF3′HTG4(A) รวมกับพลาสมิด pMNK1005 จํานวน 324 โปรโตคอรม และโปรโตคอรมที่ไดรับ
การถายพลาสมิด pF3′HPREXH2(A) จํานวน 252 โปรโตคอรม  มาคัดเลือกในอาหาร MS ที่เติม
สารปฏิชีวนะไฮโกรมัยซินความเขมขน 5 มิลลิกรัมตอลิตร เปนระยะเวลา 3 สัปดาห  โปรโตคอรม
มีอัตรารอดสูงถึง 95.68 และ 96.83 เปอรเซ็นต ตามลําดับ ซ่ึงโปรโตรคอรมที่ไดรับการถายพลาสมิด 
pF3′HTG4(A) รวมกับพลาสมิด pMNK1005 มีการเจรญิเติบโตกวาโปรโตคอรมที่ไดรับการถาย 
พลาสมิด pF3′HPREXH2(A)  นําโปรโตคอรมที่รอดชีวิตจํานวน 310 และ 244 โปรโตคอรม 
ตามลําดับ คัดเลือกตอที่ระดบัความเขมขน 15 มิลลิกรัมตอลิตร เปนระยะเวลา 3 สัปดาห พบวามี
โปรโตคอรมที่รอดชีวิตจํานวน 228 และ 155 โปรโตคอรม คิดเปนอัตรารอดรอยละ 73.55 และ 
63.52 ตามลําดับ (ตารางที่ 6)  นอกจากนี้ยังพบวาโปรโตคอรมที่มีขนาดเล็กประมาณ 0.2-0.4 
เซนติเมตร (ภาพที่ 26 (ข และ ง)) จะมกีารตายสูงกวาโปรโตคอรมที่มีขนาดใหญประมาณ 0.5-0.8 
เซนติเมตร (ภาพที่ 26 (ก และ ง))  ดังนั้นจงึทําการแยกโปรโตคอรมขนาดใหญและขนาดเล็กมา
คัดเลือกที่ระดบัความเขมขนตางกันดังนี ้

 
คัดเลือกโปรโตคอรมที่ไดรับการถายพลาสมิด pF3′HTG4(A) รวมกับพลาสมิด 

pMNK1005 ขนาดใหญจํานวน 144 โปรโตคอรม และโปรโตคอรมที่ไดรับการถายพลาสมิด 
pF3′HPREXH2(A) ขนาดใหญจํานวน 69 โปรโตคอรม มาคัดเลือกที่ระดับความเขมขน 25 
มิลลิกรัมตอลิตร เปนระยะเวลา 4 สัปดาห(ตารางที่ 7)  และเนื่องจากไดทดลองคัดเลือกโปรโต
คอรมที่ระดับความเขมขน 30 มิลลิกรัมตอลิตร พบวามีอัตราการตายสูงมากและตายอยางรวดเร็ว
เพียง 2 สัปดาห(ภาพที่ 25)  ดังนั้นจึงลดระดับความเขมขนลงเหลือ 20 มิลลิกรัมตอลิตร คัดเลือก
เปนระยะเวลา 4 สัปดาห  ซ่ึงสอดคลองกับ Yu et al.(1999) ที่ไดทดลองการคัดเลือกโปรโตคอร
มบนอาหารที่เติมสารปฏิชีวะนะไฮโกรมัยซินความเขมขน 15 มิลลิกรัมตอลิตร หลังจากผานการ
คัดเลือกที่ระดบัความเขมขน 50 มิลลิกรัม เพื่อรักษาและฟนฟูสภาพโปรโตคอรมภายหลังการถาย
ยีนดวยวิธียิงอนุภาค  ผลจากการคัดเลือกโปรโตคอรมดวยสูตรอาหารดังกลาว  โปรโตคอรมมีการ
ตายมากที่ระดบัความเขมขน 25 มิลลิกรัมตอลิตร คิดเปนอัตรารอดรอยละ 47.92 และ 46.38 
ตามลําดับ และโปรโตคอรมที่ไดรับการถายพลาสมิด pF3′HTG4(A) รวมกับพลาสมดิ pMNK1005 
จะตายทั้งหมดที่ระดับความเขมขน 20 มิลลิกรัมตอลิตร เหลือโปรโตคอรมที่ไดรับการถายพลาสมิด 
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pF3′HPREXH2(A) เพียง 1 โคลนเทานั้นที่รอดชีวิต คือ BEE16.1 คิดเปนอัตรารอดรอยละ 3.13 
(ภาพที่ 27 (ข)) จึงคัดเลือกโคลน BEE16.1 นําไปตรวจสอบในขั้นตอไป 

 
คัดเลือกโปรโตคอรมที่ไดรับการถายพลาสมิด pF3′HTG4(A) รวมกับพลาสมิด 

pMNK1005 ขนาดเล็กจํานวน 84 โปรโตคอรม และโปรโตคอรมที่ไดรับการถายพลาสมิด 
pF3′HPREXH2(A) ขนาดเล็กจํานวน 86 โปรโตคอรม มาคัดเลือกที่ระดับความเขมขน 15 มิลลิกรัม
ตอลิตร เปนระยะเวลา 4 สัปดาห จํานวน 2 คร้ัง (ตารางที่ 7)  จากการคัดเลือกโปรโตคอรมที่ระดับ
ความเขมขน 15 มิลลิกรัมตอลิตร คร้ังแรกคิดเปนอัตรารอดรอยละ 35.71 และ 32.56 ตามลําดับ และ
โปรโตคอรมจะตายทั้งหมดเมื่อคัดเลือกในครั้งที่ 2 

 
ผลจากการคัดเลือกโปรโตคอรมกลวยไมสกุลหวายเอียสกุลที่ไดรับการถายพลาสมิด 

pF3′HTG4(A) รวมกับพลาสมิด pMNK1005 และโปรโตคอรมที่ไดรับการถายพลาสมิด 
pF3′HPREXH2(A) ดังตารางที่ 5 และ 6 พบวาโปรโตคอรมที่ไดรับการถายพลาสมิด pF3′HTG4(A) 
รวมกับพลาสมิด pMNK1005 มีอัตรารอดชีวิตสูงกวาโปรโตคอรมที่ไดรับการถายพลาสมิด 
pF3′HPREXH2(A) ในชวงการคัดเลือกดวยความเขมขนต่ํา  เนื่องจากการถายยนีดวยพลาสมิด 
pF3′HTG4(A) ขนาด 5.8 กิโลเบส ซ่ึงประกอบดวยยนี f3′h รวมกับพลาสมิด pMNK1005 ซ่ึงมียีน
คัดเลือก hptII  ยีนทั้งสองยีนแยกกันอยูบนพลาสมิดคนละชนิด ซ่ึงทําใหขนาดพลาสมิดที่ใชถายเขา
กลวยไมมีขนาดเล็กลงจึงสามารถถายยีนเขากลวยไมไดงายกวาพลาสมิด pF3′HPREXH2(A) ขนาด 
8.6 กิโลเบส ซ่ึงมีขนาดใหญกวา  แตเมื่อคดัเลือกดวยความเขมขนสูงขึ้นพบวาโปรโตคอรมที่ถายยนี
ดวยพลาสมิด pF3′HPREXH2(A) ที่ควบคุมดวยโปรโมเตอร CaMV35S จะมีอัตรารอดชีวิตสูงกวา
โปรโตคอรมที่ถายยีนดวยพลาสมิด pF3′HTG4(A) ซ่ึงควบคุมดวยโปรโมเตอร Actin-1 รวมกับ 
พลาสมิด pMNK1005  ผลการทดลองสอดคลองกับการทดลองของ Anzai et al.(1996) ที่รายงาน
การเปรียบเทยีบประสิทธิภาพของโปรโมเตอรที่เหมาะสมตอการแสดงออกของยีนพบวาทุกโปรโม
เตอรสามารถควบคุมการแสดงออกของยนี gus ได  แตโปรโมเตอร CaMV35S ควบคุมการ
แสดงออกไดดีที่สุด รองลงมาคือ Ubiquitin และ Actin ตามลําดับ  และผลการทดลองยังสอดคลอง
กับรายงานของ Kay et al.(1987), Russell et al.(1992) และ Nan et al.(1995) ซ่ึงพบวาการใช 
พลาสมิดที่ควบคุมดวยโปรโมเตอร CaMV35S จํานวน 2 ชุด สามารถควบคุมการแสดงออกของยนี 
gus ไดมากกวาการใชพลาสมิดที่ควบคุมดวยโปรโมเตอร CaMV35S เพียง 1ชุด  ซ่ึงพลาสมิด 
pF3′HPREXH2(A) ที่ใชในการถายยีนครัง้นี้ ควบคุมดวยโปรโมเตอร CaMV35S จํานวนมากถึง 7 
ชุด จึงมีประสิทธิภาพการถายยีนมากกวาพลาสมิด pF3′HTG4(A) ที่ควบคุมดวยโปรโมเตอร Actin-
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1 และผลจากการเปรียบเทยีบขนาดโปรโตคอรมพบวาขนาดโปรโตคอรมจึงเปนปจจัยหนึ่งในการ
ถายยีนโดยโปรโตคอรมที่มีขนาดใหญมีเปอรเซ็นตการอยูรอดมากกวาขนาดเล็ก 
 
ตารางที่ 6  อัตราการรอดชีวติของโปรโตคอรมกลวยไมสกุลหวายเอียสกุลที่ไดรับการถายยีน f3′h 

และผานการคดัเลือกบนอาหาร MS ที่เติมสารปฏิชีวนะไฮโกรมัยซินอัตราตาง ๆ นาน 6 
สัปดาห 

 

[H] (mg/ml) H5 H15
รหัส พลาสมิด สัปดาหที่ 3 6

BEE15 pF3′HTG4(A)
pMNK1005 95.68 73.55

BEE16 pF3′HPREXH2(A) 96.83 63.52

อัตรารอดของโปรโตคอรม (รอยละ)
ชุดการทดลอง

 
 

หมายเหตุ: [H] คือ ความเขมขนของสารปฏิชีวนะไฮโกรมัยซิน 
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ตารางที่ 7  อัตราการรอดชีวติของโปรโตคอรมกลวยไมสกุลหวายเอียสกุลขนาดใหญและขนาดเลก็
ที่ไดรับการถายยีน f3′h และผานการคัดเลือกบนอาหาร MS ที่เติมสารปฏิชีวนะไฮโกร
มัยซินที่ระดับความเขมขนตาง ๆ นาน 8 สัปดาห 

 
ขนาดโปรโตคอรม คัดเลือกคร้ังที่ 1 คัดเลือกคร้ังที่ 2

(ซม.) 4 สัปดาห 4 สัปดาห
BEE15 ขนาดเล็ก(0.2-0.4) 35.71 0

ขนาดใหญ(0.5-0.8) 47.92 0
BEE16 ขนาดเล็ก(0.2-0.4) 32.56 0

ขนาดใหญ(0.5-0.8) 46.38 3.13

รหัส

 
 

หมายเหต:ุ โปรโตคอรมขนาดใหญคัดเลือกบนอาหาร MS ที่มีความเขมขนไฮโกรมัยซิน 25 และ 20 
มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ตามลําดับ และโปรโตคอรมขนาดเล็กคัดเลือกบนอาหาร MS ที่มี
ความเขมขนไฮโกรมัยซิน 15 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร 

 

 
 

ภาพที่ 25  ลักษณะโปรโตคอรมกลวยไมสกุลหวายเอียสกุลที่ไดรับการถายยีน f3′h ดวยพลาสมิด 
pF3′HTG4(A) รวมกับพลาสมิด pMNK1005 (ก และ ค) และพลาสมดิ 
pF3′HPREXH2(A) (ข และ ง) ที่ผานการคัดเลือกบนอาหาร MS ที่เติมสารปฏิชีวนะ 
ไฮโกรมัยซินที่ระดับ 25 มิลลิกรัมตอลิตร ในสัปดาหที่ 9 (ก และ ข) และที่ระดับ 30 
มิลลิกรัมตอลิตร ในสัปดาหที่ 10 (ค และ ง) 

ก ข 

ค ง



  82

 
 

ภาพที่ 26  ลักษณะความแตกตางของโปรโตคอรมกลวยไมสกุลหวายเอียสกุลขนาดใหญ (0.5-0.8 
เซนติเมตร) (ก และ ค) กับโปรโตคอรมขนาดเล็ก (0.2-0.4 เซนติเมตร) (ข และ ง) ที่
ไดรับการถายยีน f3′h ดวยพลาสมิด pF3′HTG4(A) รวมกบัพลาสมิด pMNK1005 (ก 
และ ข) และพลาสมิด pF3′HPREXH2(A) (ค และ ง) บนอาหาร MS ที่เติมสาร
ปฏิชีวนะไฮโกรมัยซินที่ระดับ 15 มิลลิกรัมตอลิตร หลังคัดเลือกนาน 6 สัปดาห 

 

 
 
ภาพที่ 27  ลักษณะโปรโตคอรมกลวยไมสกุลหวายเอียสกุลขนาดใหญที่ไดรับการถายยีน f3′h 

ดวยพลาสมิด pF3′HTG4(A) รวมกับพลาสมิด pMNK1005 (ก) และพลาสมิด 
pF3′HPREXH2(A) (ข) และผานการคัดเลือกบนอาหาร MS ที่เติมสารปฏิชีวนะไฮโกร
มัยซินที่ระดับ 20 มิลลิกรัมตอลิตร หลังคัดเลือกนาน 14 สัปดาห 

 
 

ก ข 

ค ง 

ก ข 
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5.2 การถายยีน f3′5′h เขากลวยไมสกุลหวายในทิศทาง sense 
 

ถายยีน f3′5′h ที่อยูบนพลาสมิด pF3′5′HTG24(S) โดยเคลือบอนุภาคทองดวย 
พลาสมิด pF3′5′HTG24(S) รวมกับพลาสมิด pMNK1005 ที่มียีนตานทานสารปฏิชีวนะไฮโกรมัย
ซินเพื่อใชเปนยีนคัดเลือก  และนําอนุภาคที่ไดไปใชถายยีนเขาโปรโตคอรมกลวยไมสกุลหวายแจค
เกอลีนโทมัสและเอียสกุลดวยเครื่องยงิอนภุาคตามวิธีการเดียวกับการถายยีน f3′h ในขอ 5.1 

 
5.2.1 การถายยีน f3′5′h เขากลวยไมสกุลหวายแจคเกอลีนโทมัสและเอียสกุล 
 

นําโปรโตคอรมกลวยไมสกลุหวายแจคเกอลีนโทมัสและเอียสกุลที่ไดรับการ
ถายยีน f3′5′h ที่อยูในพลาสมิด pF3′5′HTG24(S) ที่ถายรวมกับพลาสมิด pMNK1005 จํานวน 331 
และ 409 โปรโตคอรม ตามลําดับ  มาคัดเลือกบนอาหาร MSH ที่เติมสารปฏิชีวนะไฮโกรมัยซินที่
ระดับความเขมขน 5, 15, 25, 25 มิลลิกรัมตอลิตร โดยแตละชวงใชเวลา 3 สัปดาห (ตารางที่ 8)  
กอนนํามาชกันําใหเกิดตนในอาหารสังเคราะห MS  ในการคัดเลือกทีร่ะดับความเขมขน 5 มิลลิกรัม
ตอลิตร โปรโตคอรมมีการเจริญขนาดใหญขึ้นและมีการการตายเล็กนอยโดยเนื้อเยื่อของโปรโต
คอรม กลวยไมสกุลหวายเอยีสกุลจะเปลีย่นจากสีเขียวเปนสีน้ําตาล  และโปรโตคอรมของกลวยไม
สกุลหวายแจคเกอลีนโทมัสจะเปลี่ยนเปนสขีาวซีดหรือสีเหลือง  เหลือโปรโตคอรมของกลวยไม
สกุลหวายแจคเกอลีนโทมัสและเอียสกุลทีร่อดชีวิตคิดเปนอัตรารอดรอยละ96.98 และ 96.1 
ตามลําดับ  คัดเลือกโปรโตคอรมที่รอดชีวิตในอาหารที่เติมสารปฏิชีวนะไฮโกรมยัซินที่ระดับความ
เขมขนตาง ๆที่กลาวไวขางตนตอไป  พบวาโปรโตคอรมมีการตายเพิม่มากขึ้นเรื่อย ๆ โดยที่โปรโต
คอรมของกลวยไมสกุลหวายแจคเกอลีนโทมัสจะมีอัตรารอดสูงกวาโปรโตคอรมกลวยไมสกุล
หวายเอียสกุลในชวงแรก ๆที่ระดับความเขมขน 5 และ 15 มิลลิกรัมตอลิตร  แตในการคัดเลือกชวง
หลังที่ระดับความเขมขน 25 มิลลิกรัมตอลิตร จํานวน 2 คร้ัง  โปรโตคอรมกลวยไมสกุลหวาย 
เอียสกุลกลับมอัีตรารอดสูงกวาโปรโตคอรมของกลวยไมสกุลหวายแจคเกอลีนโทมัส(ภาพที่ 28) 
คิดเปนอัตรารอดรอยละ 67.14 และ 27.27 ตามลําดับ หลังการคัดเลือกนาน 9 สัปดาห และคิดเปน
อัตรารอดรอยละ 35.86 และ 33.33 ตามลําดับ หลังการคดัเลือกนาน 12 สัปดาห  แตอยางไรก็ตาม
หลังจากคัดเลอืกโปรโตคอรมที่รอดชีวิตมาเพาะเลี้ยงในอาหารสังเคราะห MS  โปรโตคอรมยังคงมี
การตายเกิดขึน้โดยที่โปรโตคอรมกลวยไมสกุลหวายเอยีสกุลมีการตายมากกวาโปรโตคอรมของ
กลวยไมสกุลหวายแจคเกอลีนโทมัส  เหลือโปรโตคอรมที่รอดชีวิตจํานวน 4 และ 16 โคลน ซ่ึงคิด
เปนอัตรารอดรอยละ 4.7 และ 57.14 ตามลําดับ  โปรโตคอรมขกลวยไมสกุลหวายแจคเกอลีนโทมัส
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มีอัตรารอดที่สูงขึ้นอาจเนื่องจากการฟนตวัของโปรโตคอรมที่เล้ียงในอาหารที่ไมมสีารปฏิชีวนะ 
ไฮโกรมัยซิน  นําโปรโตคอรมกลวยไมสกลุหวายเอยีสกลุจํานวน 4 โคลน คือ BEE13.1, BEE13.2.1, 
BEE13.2.3, BEE13.3  และโปรโตคอรมของกลวยไมสกลุหวายแจคเกอลีนโทมัสจํานวน 16 โคลน 
คือ BEE14.1.1, BEE14.1.2, BEE14.1.3, BEE14.1.4, BEE14.1.5, BEE14.1.6, BEE14.1.7, 
BEE14.1.8, BEE14.1.9, BEE14.1.10, BEE14.1.11, BEE14.1.12, BEE14.3.1 และ BEE14.3.2  มา
ชักนําใหเกดิตนเพื่อนําไปตรวจสอบในขัน้ตอไป 
 

 
 

ภาพที่ 28  ลักษณะโปรโตคอรมกลวยไมสกุลหวายเอียสกุล (ก) และแจคเกอลีนโทมัส(ข) ที่ไดรับ
การถายยีน f3′5′h ดวยพลาสมิด pF3′5′HTG24(S) รวมกบัพลาสมิด pMNK1005 และ
ผานการคัดเลือกบนอาหาร MS ที่เติมสารปฏิชีวนะไฮโกรมัยซินที่ระดับความเขมขน 25 
มิลลิกรัมตอลิตร เปนเวลา 9 สัปดาห 

 
ตารางที่ 8  อัตราการรอดชีวติของโปรโตคอรมกลวยไมสกุลหวายแจคเกอลีนโทมัสและเอียสกุลที่

ไดรับการถายยีน f3′5′h และผานการคัดเลือกบนอาหาร MS ที่เติมสารปฏิชีวนะไฮโกร
มัยซินที่แตกตางกัน ระดับความเขมขนละ 3 สัปดาห 

 

[H] (mg/ml) H5 H15 H25 H25 H0
รหัส สายพันธุ สัปดาหที่ 3 สัปดาหท่ี 6 สัปดาหที่ 9 สัปดาหท่ี 12 สัปดาหที่ 15

BEE14 แจคเกอลีนโทมัส 96.98 95.95 27.27 33.33 57.14
BEE13 เอียสกุล 96.1 89.82 67.14 35.86 4.7

อัตรารอดของโปรโตคอรม (รอยละ)
ชุดการทดลอง

 
 
หมายเหตุ: [H] คือ ความเขมขนของสารปฏิชีวนะไฮโกรมัยซิน 

ก ข 
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5.2.2 การเปรียบเทยีบขนาดโปรโตคอรมและจํานวนการยิงทีใ่ชในการถายยนี f3′5′h 
เขากลวยไมสกุลหวายเอียสกุล 
 
ถายยีน f3′5′h ที่อยูในพลาสมิด pF3′5′HTG24(S) รวมกบัพลาสมิด 

pMNK1005 เขาโปรโตคอรมกลวยไมสกลุหวายเอยีสกลุดวยเครื่องยิงอนุภาค  โดยเปรียบเทียบ
จํานวนการยิง 1 คร้ัง และ 2 คร้ัง เขาโปรโตคอรมกลวยไมสกุลหวายเอยีสกุลจํานวน 278 และ 122 
โปรโตคอรม ตามลําดับ  หลังจากคัดเลือกบนอาหาร MS ที่เติมสารปฏิชีวนะไฮโกรมยัซินความ
เขมขน 5 มิลลิกรัมตอลิตร เปนระยะเวลา 3 สัปดาห (ตารางที่ 9)  พบวาโปรโตคอรมที่ไดรับการยิง
จํานวน 1 และ 2 คร้ัง มีเนื้อเยือ่ที่ตายเพยีงเล็กนอย  คิดเปนอัตรารอดรอยละ 98.56 และ 97.54 
ตามลําดับ  และคัดเลือกตอทีร่ะดับความเขมขน 15 มิลลิกรัมตอลิตร  โปรโตคอรมมีขนาดใหญขึ้น
และเปนยอดเล็กนอย  มีอัตราการตายเพิ่มขึ้น  ซ่ึงลักษณะเนื้อเยื่อจะเปลี่ยนจากสีเขยีวเปนสีน้ําตาล
และโปรโตคอรมขนาดเล็กมอัีตราการตายมากกวาโปรโตคอรมขนาดใหญ  คิดเปนอตัรารอดรอยละ 
67.52 และ 68.9 ตามลําดับ  ดังนั้นจึงแยกโปรโตคอรมขนาดใหญและขนาดเล็กคัดเลือกบนอาหารที่
เติมสารปฏิชีวนะไฮโกรมยัซินที่ระดับความเขมขนแตกตางกันดังนี ้

 
ทําการคัดเลือกแยกโปรโตคอรมเอียสกุลขนาดใหญ 0.5-0.8 เซนติเมตร ของโปร

โตคอรมที่ไดรับการยิง 1 คร้ัง จํานวน 68 โปรโตคอรม และที่ไดรับการยิง 2 คร้ัง จํานวน 43 โปรโต
คอรม  คัดเลือกบนอาหาร MS ที่เติมสารปฏิชีวนะไฮโกรมัยซินความเขมขน 25 มิลลิกรัมตอลิตร 
เปนระยะเวลา 4 สัปดาห  แลวนําไปคดัเลือกตอที่ระดับความเขมขน 20 มิลลิกรัมตอลิตร อีกเปน
เวลา 4 สัปดาห (ตารางที่ 10)  พบวาภายหลังจากการคัดเลือก 14 สัปดาห โปรโตคอรมที่ไดรับการ
ถายยีนโดยการยิงจํานวน 1 คร้ัง ไมเหลือโปรโตคอรมที่รอดชีวิต(ภาพที่ 29 (ก))  และโปรโตคอรม
ที่ไดรับการถายยีนโดยการยงิจํานวน 2 คร้ัง พบตนที่ตานทานตอสารปฏิชีวนะไฮโกรมัยซิน จํานวน 
1 โคลน คือ BEE17.1 คิดเปนอัตรารอดรอยละ 3.85 (ภาพที่ 29 (ข))  ผลการทดลองพบวาการถายยนี
เขาโปรโตคอรมที่มีขนาดใหญโดยการยิงอนุภาคจํานวน 2 คร้ัง มีประสิทธิภาพการถายยีนมากกวา
การยิงจํานวน 1 คร้ัง 

 
คัดเลือกแยกโปรโตคอรมเอียสกุลขนาดเลก็ 0.2-0.4 เซนติเมตร ของโปรโต

คอรมที่ไดรับการยิง 1 คร้ัง จํานวน 117 โปรโตคอรม และที่ไดรับการยิง 2 คร้ัง จํานวน 39 โปรโต
คอรม  คัดเลือกบนอาหาร MS ที่เติมสารปฏิชีวนะไฮโกรมัยซินความเขมขน 15 มิลลิกรัมตอลิตร 
เปนระยะเวลา 8 สัปดาห (ตารางที่ 10)  พบวาโปรโตคอรมตายทั้งหมดเมื่อไดรับการถายยีนโดยการ
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ยิงจํานวน 2 คร้ัง(ภาพที่ 29 (ง))  เมื่อคัดเลือกโปรโตคอรมที่ไดรับการถายยีนโดยการยงิจํานวน 1 
คร้ัง พบตนที่ตานทานตอสารปฏิชีวนะไฮโกรมัยซินจํานวน 1 โคลน คือ BEE17.2 คิดเปนอัตรารอด
รอยละ 4 (ภาพที่ 29 (ค))  จากผลการทดลองพบวาการถายยีนเขาโปรโตคอรมที่มีขนาดเล็กโดยการ
ยิงอนุภาคจํานวน 1 คร้ัง มีประสิทธิภาพมากกวาการยิงจํานวน 2 คร้ัง 

 
จากผลการทดลองดังกลาวแสดงใหเห็นวานอกจากการเตรียมโปรโตคอรมให 

อยูในสภาพขณะที่มกีารแบงตัวที่ดี และการใชสภาวะการยิงที่เหมาะสมกับพืชแลว  อีกปจจยัที่ควร
คํานึงถึงคือ ขนาดของโปรโตคอรมที่ใชถายยีน  จากผลการทดลองพบวาการยิงอนุภาคซ้ํา 2 คร้ัง มี
ประสิทธิภาพการถายยีนมากกวาการยิง 1 คร้ัง ประสิทธิภาพการถายยนีคิดเปนรอยละ 0.82 และ 
0.36 ตามลําดับ  แตอยางไรก็ตามยังพบวาจํานวนครั้งการยิงขึ้นอยูกับขนาดโปรโตคอรมดวย โดย
โปรโตคอรมขนาดใหญถายยนีดวยการยิงอนุภาคซ้ํา 2 คร้ัง ใหประสิทธภิาพการถายยนีดีกวาการยิง 
1 คร้ัง  ในขณะที่โปรโตคอรมขนาดเล็กการยิง 1 คร้ัง ใหประสิทธิภาพการถายยีนมากกวา ทั้งนี้
เนื่องจากการยงิ 2 คร้ังทําใหโปรโตคอรมบอบช้ํามากจนไมสามารถมีชีวิตรอดได การทดลองครั้งนี้ 
แตอยางไรก็ตามความสําเร็จในการถายยีนยังขึ้นอยูกับปจจัยอ่ืน ๆอีก 

 

 
 

ภาพที่ 29  ลักษณะโปรโตคอรมกลวยไมสกุลหวายเอียสกุลขนาดใหญ 0.5-0.8 เซนติเมตร (ก และ 
ข) และขนาดเล็ก 0.2-0.4 เซนติเมตร (ค และ ง) หลังจากการยิงยนี f3′5′h จํานวน 1 คร้ัง 
(ก และ ค) และจํานวน 2 คร้ัง (ข และ ง) และผานการคัดเลือกบนอาหาร MS ที่เติมสาร
ปฏิชีวนะไฮโกรมัยซินความเขมขน 20 มิลลิกรัมตอลิตร (ก และ ข) และที่ระดบัความ
เขมขน 15 มิลลิกรัมตอลิตร (ค และ ง) เปนเวลา 15 สัปดาห 

 

ข ก 

ค ง 
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ตารางที่ 9  อัตราการรอดชีวติของโปรโตคอรมกลวยไมสกุลหวายเอียสกุลที่ไดรับการถายยีน f3′5′h 
และยนี hptII ดวยการยิงจํานวน 1 ซํ้า และ 2 ซํ้า 

 

[H] (mg/ml) H5 H15
รหัส พลาสมิด จํานวนการยิง(คร้ัง) สัปดาหที่ 3 สัปดาหที่ 6

BEE17 pF3′5′HTG24(S)+ 1 98.56 67.52
pMNK1005 2 97.54 68.9

อัตรารอดของโปรโตคอรม (รอยละ)
ชุดการทดลอง

 
 
หมายเหตุ: [H] คือ ความเขมขนของสารปฏิชีวนะไฮโกรมัยซิน 
 
ตารางที่ 10  อัตราการรอดชีวิตของโปรโตคอรมกลวยไมสกุลหวายเอียสกุลขนาดใหญและขนาด

เล็กที่ไดรับการถายยีน f3′5′h และผานการคัดเลือกบนอาหาร MS ที่เติมสาร
ปฏิชีวนะไฮโกรมัยซินที่ระดับความเขมขนตาง ๆ นาน 9 สัปดาห 

 
ขนาดโปรโตคอรม จํานวนการยิง คัดเลือกคร้ังที่ 1 คัดเลือกคร้ังที่ 2

(ซม.) (คร้ัง) 4 สัปดาห 5 สัปดาห
ขนาดเล็ก(0.2-0.4) 1 21.37 4

2 35.9 0
ขนาดใหญ(0.5-0.8) 1 60.29 0

2 60.47 3.85  
 

หมายเหต:ุ โปรโตคอรมขนาดใหญคัดเลือกบนอาหาร MS ที่มีความเขมขนไฮโกรมัยซิน 25 และ 20 
มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ตามลําดับ 

 โปรโตคอรมขนาดเล็กคัดเลอืกบนอาหาร MS ที่มีความเขมขนไฮโกรมัยซิน 15 มิลลิกรัม
ตอมิลลิลิตร 
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6.  การตรวจสอบและวิเคราะหผลของการถายยีนและการแสดงออกของยีน 
 

6.1 การตรวจสอบยีน f3′h และยีน hptII 
 

6.1.1  การตรวจสอบโดยใชเทคนิคพีซีอาร 
 

นําตนกลากลวยไมสกุลหวายแจคเกอลีนโทมัสและเอียสกลุที่ไดรับการถายยีน
ดวยเครื่องยิงอนุภาคและผานการคัดเลือกบนอาหารที่เติมสารปฏิชีวนะไฮโกรมัยซินจากขอ 5.1 มา
ตรวจสอบยีน f3′h และ hptII โดยการสกัดดีเอ็นเอจากตนกลวยไมแปลงพันธุที่ไดรับการถาย 
พลาสมิด pF3′HTG4(A) รวมกับพลาสมิด pMNK1005 จาํนวน 2 โคลน คือ  กลวยไมสกุลหวาย
แจคเกอลีนโทมัสแปลงพันธุ ไดแก โคลน BEE3.1 และ BEE3.2.1 (ภาพที่ 30 (ก))  สกัดดีเอน็เอจาก
ตนกลวยไมแปลงพันธุที่ไดรับการถายพลาสมิด pF3′HPEXH2(A) จํานวน 5 โคลน คือ  กลวยไม
สกุลหวายแจคเกอลีนโทมัสแปลงพันธุจํานวน 4 โคลน ไดแก โคลน BEE6.2.1, BEE6.2.2, 
BEE6.2.4, BEE6.3 (ภาพที่ 30 (ค)) และกลวยไมสกุลหวายเอียสกุลแปลงพันธุ จํานวน 1 โคลน 
ไดแก โคลน BEE16.1 (ภาพที่ 30 (ข))  นาํไปตรวจสอบยีน hptII โดยการสังเคราะหดวยวิธีพีซีอาร
ดวยคูไพรเมอร HPT(S)135 กับ HPT(A)136 และตรวจสอบยีน f3′h ดวยคูไพรเมอร 
F3′HPer(A)227 กับ Nos(A)188  เปรียบเทยีบผลผลิตพีซีอารที่ไดกับกลวยไมที่ไมไดรับการถายยีน 

 
จากผลการตรวจสอบยีน hptII พบดีเอ็นเอที่สังเคราะหไดจากการทําพซีีอาร

ขนาดประมาณ 550 คูเบส ในกลวยไมแปลงพันธุจํานวน 3 โคลน ไดแก โคลน BEE3.1, BEE6.2.2 
และ BEE16.1 ซ่ึงขนาดของดีเอ็นเอเทากับดีเอ็นเอที่สังเคราะหไดการทาํพีซีอารของพลาสมิด 
pMNK1005 และ pREXH-1 ที่มียีน hptII เปนยีนคัดเลือก  อยางไรก็ตามผลผลิตพีซีอารในบาง
ตัวอยางพบแถบดีเอ็นเอที่ไมจําเพาะเจาะจงกับดีเอ็นเอที่สนใจขนาด 700 คูเบส  ทั้งนี้อาจ
เนื่องมาจากไพรเมอรเกาะโครโมโซมของกลวยไมในสวนที่มีลําดับเบสคลายกับยีนตานทานไฮโกร
มัยซิน  ซ่ึงการพิสูจนแถบดีเอ็นเอที่ถูกตองทําไดโดยการทําไฮบริไดเซชันดวยยนีตานทานไฮโกรมัย
ซินซึ่งจะกลาวตอไป (ภาพที่ 31 (ก)) 

 
 
 
 



  89

ผลการตรวจสอบยีน f3′h พบดีเอ็นเอที่สังเคราะหไดจากการทําพีซีอารขนาด
ประมาณ 1,100 คูเบส ของกลวยไมสกุลหวายแจคเกอลนีโทมัสแปลงพันธุที่ไดรับยนีจากการถาย 
พลาสมิด pF3′HTG4(A) รวมกับพลาสมิด pMNK1005 จาํนวน 1 โคลน คือ BEE3.1 และกลวยไม
สกุลหวายเอียสกุลแปลงพันธุที่ไดรับยีนจากการถายพลาสมิด pF3′HPREXH2(A) จํานวน 1 โคลน 
คือ BEE16.1 ซ่ึงขนาดของดเีอ็นเอที่สังเคราะหไดเทากับขนาดของยีน f3′h ที่สังเคราะหไดจากการ 
พีซีอารพลาสมิด pF3′HTG4(A) และ pF3′HPREXH2(A) ที่ใชในการถายยีน f3′h เขาไป (ภาพที่ 31 
(ข))  เพื่อยืนยนัความถูกตองของผลผลิตพีซีอารยีนที่สังเคราะหได จึงนําไปตรวจสอบความถูกตอง
อีกครั้งดวยเทคนิค Southern blot hybridization 

 

 
 

ภาพที่ 30  ตนกลวยไมสกุลหวายแจคเกอลีนโทมัสแปลงพันธุ(ก และ ค) และตนกลวยไมสกุล
หวายเอียสกุลแปลงพันธุ(ข) ที่ไดรับการถายยีน f3′h ดวยพลาสมิด pF3′HTG4(A) 
รวมกับพลาสมิด pMNK1005 ไดแก โคลนที่มีรหัส BEE3.1 และ BEE3.2.1(ก) และ
กลวยไมที่ไดรับการถายยีน f3′h ดวยพลาสมิด pF3′HPREXH2(A) ไดแก  BEE6.2.1, 
BEE6.2.2, BEE6.2.4, BEE6.3 (ค) และ BEE16.1(ข)  ซ่ึงผานการคัดเลือกบนอาหาร MS 
ที่มีสารปฏิชีวนะไฮโกรมยัซินเปนเวลา 14-20 สัปดาห 

 
 

ข 

ค 

ก 
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ภาพที ่31  การตรวจสอบยีน hptII (ก) และยีน  f3′h (ข) ในกลวยไมแปลงพันธุที่ไดรับการถายยีน
โดยเทคนิคพซีีอาร  แถวที่ 1 และ 13 คือ  แถบดีเอ็นเอมาตรฐาน, 2 = กลวยไมสกุลหวาย
แจคเกอลีนโทมัสที่ไมไดรับการถายยีน (negative control), 3 = กลวยไมสกุลหวายเอยี
สกุลที่ไมไดรับการถายยีน(negative control), 4 =  positive control ไดแก พลาสมิด 
pMNK1005 สําหรับการตรวจสอบยีน hptII (ก) และพลาสมิด pF3′HTG4(A) สําหรับ
การตรวจสอบยีน f3′h (ข), 5 =  BEE3.1, 6 = BEE3.2.1, 7 = positive control ไดแก 
พลาสมิด pREXH-1 สําหรับการตรวจสอบยีน hptII (ก) และพลาสมิด pF3′HPEXH2(A) 
สําหรับการตรวจสอบยีน f3′h (ข), 8 = BEE6.2.1, 9 = BEE6.2.2, 10 = BEE6.2.4, 11 = 
BEE6.3, 12 = BEE16.1 

 
6.1.2  การตรวจสอบโดยใชเทคนิค Southern blot hybridization 
 

นําผลผลิตพีซีอารของยีนตาง ๆที่สังเคราะหไดจากกลวยไมสกุลหวายแปลง
พันธุที่ไดรับการถายยีน f3′h ในขอ 6.1.1  มาตรวจสอบโดยเทคนิค Southern blot hybridization อีก
คร้ังเพื่อยืนยนัผลผลิตพีซีอารที่ได  พบวาเกิดปฏิกิริยากบัผลผลิตพีซีอารยีน hptII ของ positive 
control ที่ตําแหนง 550 คูเบส คือ พลาสมิด pMNK1005, pREXH-1 และดีเอ็นเอโพรบยีน hptII ที่ได
จากการทําพีซีอารพลาสมิด pMNK1005 ดวยคูไพรเมอร HPT(S)135 และ HPT(A)136 ซ่ึงมีขนาด 
550 คูเบส  และพบวาเกิดปฏกิิริยากับผลผลิตพีซีอารยีน hptII ของกลวยไมสกุลหวายเจคเกอลีน
โทมัสแปลงพันธุโคลน BEE3.1, BEE6.2.2 และกลวยไมสกุลหวายเอยีสกุลแปลงพนัธุโคลน 
BEE16.1 ที่ตําแหนง 550 คูเบส เชนเดียวกบั positive control และไดผลการเกิดปฏิกิริยาตรงกับผล
การตรวจสอบโดยเทคนิคพซีีอารในขอ 6.1.1 แสดงวาผลผลิตพีซีอารที่สังเคราะหไดคือดีเอ็นเอยนี 
hptI ที่ถายเขาไป (ภาพที่ 32 (ข)) 

 

 1      2       3      4       5      6       7      8       9     10     11     12     13 

ก 
ข 

550 bp 

1,100 bp 
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ภาพที่ 32  การตรวจสอบการแสดงออกของยีน hptII โดยเทคนิคพีซีอาร (ก) และ Southern 

Hybridization จากผลผลิตพีซีอารของกลวยไมแปลงพนัธุ(ข)  แถวที่ 1 และ 17 = แถบ 
ดีเอ็นเอมาตรฐาน, 2 = กลวยไมสกุลหวายแจคเกอลีนโทมสัที่ไมไดรับการถายยีน
(negative control), 3 =กลวยไมสกุลหวายเอียสกุลที่ไมไดรับการถายยนี(negative 
control), 4 = positive control ไดแก พลาสมิด pMNK1005, 6 = BEE3.1, 7 = BEE3.2.1, 
9 = positive control ไดแก พลาสมิด pREXH-1, 10 = BEE6.2.1, 11 = BEE6.2.2, 12 = 
BEE6.2.4, 13 = BEE6.3, 14 = BEE16.1, 15 = โพรบยีน hptII (positive control) 

 
นําผลผลิตพีซีอารยีน f3′h จากดีเอ็นเอกลวยไมสกุลหวายแจคเกอลีนโทมัส

แปลงพันธุและกลวยไมสกลุหวายเอยีสกลุแปลงพันธุโคลน BEE3.1 และ BEE16.1 ตามลําดับ ที่ได
จากขอ 6.1.1 (ภาพที่ 33 (ก)) มาตรวจสอบยนืยันโดยเทคนคิ Southern blot hybridization พบวา
เกิดปฏิกิริยาทีต่ําแหนง 1,100 คูเบส กับผลผลิตพีซีอารยีน f3′h ของโคลน BEE3.1 และ BEE16.1 
และดีเอน็เอโพรบยีน f3′h ที่ไดจากการพซีีอารช้ินยีน f3′h ดวยคูไพรเมอร F3′HPer(A)227 และ 
Nos(A)188 (ภาพที่ 33 (ข))  แสดงวาผลผลิตพีซีอารที่สังเคราะหไดคือ ดีเอ็นเอยีน f3′h ที่ถายเขาไป 

 
ตรวจสอบการแทรกของยีน f3′h เขาสูจีโนมกลวยไมสกลุหวายแปลงพันธุโดย

การแยกดีเอ็นเอทั้งหมดจากกลวยไมสกุลหวายแจคเกอลีนโทมัสและกลวยไมสกุลหวายเอียสกุลที่
ไมไดรับการถายยีน  กลวยไมสกุลหวายแจคเกอลีนโทมัสแปลงพันธุที่ไดรับการถายยีน f3′h ใน
ทิศทาง antisense ดวยพลาสมิด pF3′HTG4(A) จํานวน 2 โคลน คือ โคลน BEE3.1 และ BEE3.2.1 
และกลวยไมสกุลหวายเอียสกุลแปลงพันธุที่ไดรับการถายยีนดวยพลาสมิด pF3′HPEXH2(A) 
จํานวน 1 โคลน คือ โคลน BEE16.1 ซ่ึงผานการตรวจสอบยีนโดยเทคนคิพีซีอารในขอ 6.1.1  นํา 
ดีเอ็นเอที่ไดมาตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ 1 ตําแหนง ดวยเอนไซม XbaI และแยกขนาดชิ้นดีเอน็เอ
บนเจลอะกาโรส 0.7 เปอรเซ็นต ดวยวธีิอิเลคโตรโฟรีซิส (ภาพที่ 33 (ค))  นําไปตรวจสอบจํานวน
ชุดของยีน f3′h ในจีโนมกลวยไมสกุลหวายแปลงพันธุแตละโคลนโดยการไฮบริไดเซชันดวยโพรบ

550 bp 

550 bp 

ก 
ข 
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ยีน f3′h ที่ไดจากการพีซีอารช้ินยีน f3′h ดวยคูไพรเมอร F3′HPer(A)227 และ Nos(A)188 ขนาด 
1,100 คูเบส  จากผลการทดลองพบการเกิดปฏิกิริยาที่โพรบยีน f3′h  และจีโนมของกลวยไมสกุล
หวายแจคเกอลีนโทมัสแปลงพันธุโคลน BEE3.1 ปรากฏเปนแถบสีดําบนแผนฟลมเอกซเรย 2 
ตําแหนง ของดีเอ็นเอขนาดประมาณ 6.5 กิโลเบส และที่ขนาดมากกวา 10 กิโลเบส (ภาพที่ 33 (ง))  
แสดงวามกีารแทรกของยีน f3′h เขาสูจีโนมกลวยไมสกลุหวายแจคเกอลีนโทมัสแปลงพันธุ โคลน 
BEE3.1 จํานวน 2 ชุด ซ่ึงใหผลสอดคลองกับการคงอยูของยีนที่ตรวจสอบโดยเทคนิคพีซีอารและ
ผลการไฮบริไดเซชันผลผลิตพีซีอารยีน f3′h  แตไมพบการเกิดปฏิกิริยากับจีโนมกลวยไมสกุล
หวายเอียสกุลแปลงพันธุโคลน BEE 16.1 อาจเนื่องจากตนกลวยไมยังมขีนาดเล็กไมสามารถตัดใบ
มาสกัดดีเอ็นเอใหมีปริมาณมากพอในการตรวจสอบดวยเทคนิค Southern blot hybridization ได  
แตอยางไรก็ตามสามารถตรวจสอบการคงอยูของยีน f3′h ในกลวยไมสกุลหวายเอียสกุลแปลงพันธุ 
ตัวอยาง BEE16.1 ไดโดยเทคนิคพีซีอารและการไฮบริไดเซชันผลผลิตพีซีอารยีน f3′h ดังที่กลาวไป
แลวขางตน (ภาพที่ 32) 
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ภาพที่ 33  การตรวจสอบการแสดงออกของยีน f3′h ที่ถายเขากลวยไมสกุลหวายแปลงพันธุ  
ดังนี้คือ 1 = แถบดีเอ็นเอมาตรฐาน, 2 = กลวยไมสกุลหวายแจคเกอลนีโทมัสที่ไมไดรับ
การถายยีน(negative control), 3 = กลวยไมสกุลหวายแจคเกอลีนโทมัสที่ไดรับยีน f3′h 
(pF3′HTG4(A)) (BEE3.1), 4 = กลวยไมสกุลหวายเอียสกุลที่ไดรับการถายยีน f3′h 
(pF3′HPREXH2(A)) (BEE16.1), 5 = กลวยไมสกุลหวายเอียสกุลที่ไมไดรับการถายยีน 
(negative control), 6 = ยีน f3′h (positive control) บนพลาสมิด pF3′HTG4(A) 

(ก) ตรวจสอบดวยพีซีอารยีน f3′h ดวยคูไพรเมอร F3′HPer(A)227 และ Nos(A)188 
(ข) การไฮบริไดเซชันผลผลิตพีซีอารยีน f3′h ดวยโพรบของยีน f3′h 
(ค) ดีเอ็นเอทั้งหมดที่ตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ XbaI และแยกขนาดดวยวิธีอิเลคโตร 

โฟเรซิสบนเจลอะกาโรส 0.7 % 
(ง) การไฮบริไดเซชันดีเอ็นเอทีแ่ยกจากจีโนมกลวยไมและตรวจสอบดวยโพรบของ 

ยีน f3′h 

  1     2     3    4     5    6  
ก 
ข 
ค 

ง 

1,100 bp 

1,100 bp 

6.5 Kb 
> 10 Kb 
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6.2  การตรวจสอบยีน f3′5′h และยีน hptII 
 

6.2.1  การตรวจสอบโดยใชเทคนิคพีซีอาร 
 

นําตนกลากลวยไมสกุลหวายแจคเกอลีนโทมัสและเอียสกลุที่ไดรับการถายยีน
ดวยเครื่องยิงอนุภาคและผานการคัดเลือกบนอาหารที่เติมสารปฏิชีวนะไฮโกรมัยซินจากขอ 5.2  มา
ตรวจสอบยีน  f3′5′h และ hptII โดยการสกัดดีเอน็เอจากตนกลวยไมแปลงพันธุที่ไดรับการถาย 
พลาสมิด pF3′5′HTG24(S) รวมกับพลาสมิด pMNK1005 คือ  กลวยไมสกุลหวายเอยีสกุลแปลง
พันธุจํานวน 6 โคลน (ภาพที ่34 (ข)) ไดแก โคลน BEE13.1, BEE13.2.1, BEE13.2.3, BEE13.3, 
BEE17.1 และ BEE17.2  และกลวยไมแจคเกอลีนโทมัสแปลงพันธุ จํานวน 14 โคลน (ภาพที่ 34 
(ก)) ไดแก BEE14.1.1, BEE14.1.2, BEE14.1.3, BEE14.1.4, BEE14.1.5, BEE14.1.6, BEE14.1.7, 
BEE14.1.8, BEE14.1.9, BEE14.1.10, BEE14.1.11, BEE14.1.12, BEE14.3.1 และ BEE14.3.2  นํา 
ดีเอ็นเอที่ไดไปตรวจสอบยนี hptII โดยการสังเคราะหดวยวิธีพีซีอารดวยคูไพรเมอร HPT(S)135 กบั 
HPT(A)136 และตรวจสอบยนี f3′5′h ดวยคูไพรเมอร F3′5′HXbaI(S)207 กับ F3′5′HSmaI (A)206 
เปรียบเทียบผลผลิตพีซีอารที่ไดกับกลวยไมที่ไมไดรับการถายยีน 

 
จากผลการตรวจสอบยีน hptII พบดีเอ็นเอที่สังเคราะหไดจากการทําพซีีอาร

ขนาดประมาณ 550 คูเบส ในกลวยไมสกลุหวายเอยีสกลุแปลงพันธุทั้ง 6 โคลน คือ BEE13.1, 
BEE13.2.1, BEE13.2.3, BEE13.3, BEE17.1 และ BEE17.2  และตรวจพบยีนในกลวยไมสกุลหวาย
แจคเกอลีนโทมัสแปลงพันธุ 3 โคลน คือ  BEE14.1.3, BEE14.1.2 และ BEE14.1.5 ซ่ึงขนาดของ 
ดีเอ็นเอเทากับดีเอ็นเอที่สังเคราะหไดการทาํพีซีอารของพลาสมิด pMNK1005 ที่มียีน hptII เปนยีน
คัดเลือก (ภาพที่ 35 (ก))  ดังนั้นจึงคัดเลือก 3 โคลนนี้ ไดแก BEE14.1.3, BEE14.1.2 และ 
BEE14.1.5 มาตรวจสอบยีน f3′5′h ในขั้นตอนตอไป 

 
ผลการตรวจสอบยีน  f3′5′h พบดีเอ็นเอที่สังเคราะหไดจากการทําพีซีอารขนาด

ประมาณ 1,500 คูเบส ในกลวยไมสกุลหวายเอียสกุลแปลงพันธุ จํานวน 1 โคลน คือ BEE17.1 และ
ในกลวยไมสกุลหวายแปลงพันธุแจคเกอลีนโทมัสจํานวน 1 โคลน คือ BEE14.1.3 ซ่ึงขนาดของ 
ดีเอ็นเอเทากับดีเอ็นเอที่สังเคราะหไดการทาํพีซีอารของพลาสมิด pF3′5′HTG24(S) ที่ใชในการถาย
ยีน f3′5′h เขาไป (ภาพที่ 35 (ข)) 
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ภาพที่ 34  กลวยไมแปลงพนัธุที่ไดรับการถายยีน f3′5′h (pF3′5′HTG24(S)) และผานการคัดเลือก
บนอาหาร MS ที่มีสารปฏิชีวนะไฮโกรมยัซินเปนเวลา 14-20 สัปดาห  กลวยไมสกุล
หวายแจคเกอลีนโทมัสแปลงพันธุ(ก) ไดแก BEE14.1.1, BEE14.1.2, BEE14.1.3, 
BEE14.1.4, BEE14.1.5, BEE14.1.6, BEE14.1.7, BEE14.1.8, BEE14.1.9, BEE14.1.10, 
BEE14.1.11, BEE14.1.12, BEE14.3.1, BEE14.3.2 และ BEE14.4.1 และ (ข) กลวยไม
สกุลหวายเอียสกุลแปลงพันธุ ไดแก BEE13.1, BEE13.2.1, BEE13.2.3, BEE13.3, 
BEE17.1 และ BEE17.2  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ก 

ข 
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ภาพที ่35 การตรวจสอบยีน hptII (ก) และยีน f3′5′h (ข) ในกลวยไมสกุลหวายแปลงพันธุโดย
เทคนิคพีซีอาร  1 และ 15 = แถบดีเอ็นเอมาตรฐาน, 2 = กลวยไมสกุลหวายเอียสกุลสาย
พันธุ PSM 24ที่ไมไดรับการถายยีน (negative control), 3 = กลวยไมสกลุหวายเอยีสกลุ
สายพันธุ PSM 25ที่ไมไดรับการถายยีน (negative control), 4 = พลาสมิด pMNK1005 
(positive control) สําหรับยีน hptII (ก) และพลาสมิด pF3′5′HTG24(S) สําหรับยีน 
f3′5′h (ข), 5-8 = กลวยไมสกลุหวายเอยีสกลุแปลงพันธุสายพันธุ PSM 24, 5 = BEE13.1, 
6 = BEE13.2.1, 7 = BEE13.2.3 และ 8 = BEE13.3, 9-10 = กลวยไมสกลุหวายเอยีสกลุ
แปลงพันธุสายพันธุ PSM 25, 9 = BEE17.1 และ 10 = BEE17.2, 11 = กลวยไมสกุลหวาย
แจคเกอลีนโทมัสที่ไมไดรับการถายยีน (negative control), 12-14 = กลวยไมสกุลหวาย
แจคเกอลีนโทมัสแปลงพันธุ, 12 = BEE14.1.3, 13 = BEE14.1.2 และ 14 = BEE14.1.5 

 
6.2.2  การตรวจสอบโดยใชเทคนิค Southern blot hybridization 
 

นําผลผลิตพีซีอารของยีนตาง ๆที่สังเคราะหไดจากกลวยไมสกุลหวายแปลง
พันธุที่ไดรับการถายยีน f3′5′h ในขอ 6.2.1  มาตรวจสอบโดยเทคนิค Southern blot hybridization  
ตรวจสอบผลผลิตพีซีอารยีน hptII ดวยดีเอ็นเอโพรบยีน hptII ที่ไดจากการทําพีซีอารพลาสมิด 
pMNK1005 ดวยคูไพรเมอร HPT(S)135 และ HPT(A)136 ซ่ึงมีขนาด 550 คูเบส  พบวาเกดิปฏิกิริยา
กับผลผลิตพีซีอารยีน hptII ของโคลนทุกโคลนที่ตําแหนง 550 คูเบส และ positive control ที่
ตําแหนง 550 คูเบส คือ พลาสมิด pMNK1005  ไมเกดิปฏิกิริยากับดีเอน็เอของกลวยไมสกุลหวายที่
ไมไดรับการถายยีน  ซ่ึงไดผลตรงกับการตรวจสอบโดยเทคนิคพีซีอารในขอ 6.2.1 (ภาพที่ 36) 

 
 
 
 

1       2      3     4     5      6     7      8     9     10   11   12   13   14    15 
ก 
ข 

550 bp 

1,500 bp 
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ภาพที่ 36  การตรวจสอบการแสดงออกของยีน hptII โดยเทคนิคพีซีอาร (ก) และ Southern 

Hybridization (ข) จากผลผลิตพีซีอารของกลวยไมแปลงพันธุ  แถวที่ 1 และ 17 = แถบ 
ดีเอ็นเอมาตรฐาน, 2 = กลวยไมสกุลหวายเอียสกุลสายพนัธุ PSM 24ที่ไมไดรับการถาย
ยีน(negative control), 3 = กลวยไมสกุลหวายเอยีสกุลสายพันธุ PSM 25ที่ไมไดรับการ
ถายยีน(negative control), 4 = positive control ไดแก พลาสมิด pMNK1005 , 5 = 
BEE13.1, 6 = BEE13.2.1, 7 = BEE13.2.3, 8 = BEE13.3, 9 = BEE17.1, 10 = BEE17.2, 
11 = กลวยไมสกุลหวายแจคเกอลีนโทมัสที่ไมไดรับการถายยีน(negative control), 12 = 
BEE14.1.3, 13 = BEE14.1.2, 14 = BEE14.1.5, 16 = โพรบยนี hptII (positive control) 

 
นําผลผลิตพีซีอารยีน f3′5′h จากดีเอน็เอกลวยไมสกุลหวายแจคเกอลีนโทมัส

แปลงพันธุ โคลน BEE14.1.3, BEE14.1.2 และโคลน BEE14.1.5  กลวยไมสกุลหวายเอียสกุลแปลง
พันธุโคลน BEE17.1 ที่ไดจากขอ 6.2.1 (ภาพที่ 37 (ก)) มาตรวจสอบยืนยันโดยเทคนิค Southern 
blot hybridization ดวยโพรบยีน f3′5′h  ขนาด 1,500 คูเบส ที่ไดจากผลผลิตพีซีอารยีน f3′5′h ใน 
พลาสมิด pF3′5′HTG24(S) ดวยคูไพรเมอร F3′5′HXbaI(S)207 กับ F3′5′HSmaI (A)206  พบการ
สังเคราะหดีเอน็เอจากดีเอ็นเอทั้งหมดที่แยกไดจากกลวยไมแปลงพันธุ ขนาด 1,500 คูเบส ของยีน 
BEE14.1.3 และ BEE17.1  และแถบดีเอ็นเอที่สังเคราะหไดทําปฏิกิริยากับโพรบของยีน f3′5′h  ซ่ึง
สามารถยืนยันไดวาผลผลิตพีซีอารที่สังเคราะหไดจากดีเอ็นเอที่แยกจากกลวยไมที่ไดรับการถายีน
คือ ยีน f3′5′h ที่ถายเขาไปในกลวยไม (ภาพที่ 37 (ข)) 

 
 
 
 
 
 

ก 
ข 

550 bp 

550 bp 
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ตรวจสอบการแทรกของยีน f3′5′h เขาสูจีโนมกลวยไมสกุลหวายแปลงพันธุ
โดยการแยกดีเอ็นเอจากกลวยไมสกุลหวายแจคเกอลีนโทมัสและกลวยไมสกุลหวายเอยีสกุลที่ไมได
รับการถายยีน  กลวยไมสกุลหวายแจคเกอลีนโทมัสแปลงพันธุที่ไดรับการถายยีน f3′5′h ในทิศทาง 
sense ดวยพลาสมิด pF3′5′HTG24(A) จํานวน 3 โคลน คือ โคลน BEE14.1.3, BEE14.1.2 และ
โคลน BEE14.1.5  และกลวยไมสกุลหวายเอียสกุลแปลงพันธุที่ไดรับการถายยีนเชนเดียวกัน 
จํานวน 1 โคลน คือ โคลน BEE17.1 ซ่ึงผานการตรวจสอบยีนโดยเทคนคิพีซีอารในขอ 6.2.1  นํา 
ดีเอ็นเอที่ไดมาตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ 1 ตําแหนงดวยเอนไซม XbaI และแยกขนาดชิ้นดีเอน็เอ
บนเจลอะกาโรส 0.7 เปอรเซ็นต ดวยวิธีอิเลคโตรโฟรีซิส (ภาพที่ 37 (ค))  นําไปตรวจสอบจํานวน
ชุดของยีน f3′5′h ในจีโนมกลวยไมสกุลหวายแปลงพันธุแตละโคลนโดยการไฮบรไิดเซชันดวย 
โพรบยนี f3′5′h ที่ไดจากการพีซีอารช้ินยีน f3′5′h ดวยคูไพรเมอร F3′5′HXbaI(S)207 กับ 
F3′5′HSmaI (A)206  ขนาด 1,500 คูเบส  จากผลการทดลองพบการเกิดปฏิกิริยาที่โพรบยีน f3′5′h  
และจีโนมของกลวยไมสกุลหวายแจคเกอลีนโทมัสแปลงพันธุโคลน BEE14.1.3 ปรากฏเปนแถบสี
ดําบนแผนฟลมเอกซเรย 3 ตําแหนง ของดีเอ็นเอขนาดประมาณ 9, 6 และ 5 กิโลเบส  และพบการ
เกิดปฏิกิริยาทีจ่ีโนมของกลวยไมสกุลหวายเอียสกุลแปลงพันธุโคลน BEE17.1 ปรากฏเปนแถบสีดํา
บนแผนฟลมเอกซเรย 2 ตําแหนง ของดีเอน็เอขนาดประมาณ 9 และ 5 กิโลเบส (ภาพที่ 37 (ง))  
แสดงวามกีารแทรกของยีน f3′5′h เขาสูจีโนมกลวยไมสกุลหวายแจคเกอลีนโทมัสแปลงพันธุ 
โคลน BEE14.1.3 จํานวน 3 ชุด และกลวยไมสกุลหวายเอียสกุลแปลงพันธุโคลน BEE17.1 จํานวน 
2 ชุด ตามลําดบั ซ่ึงใหผลสอดคลองกับการคงอยูของยีนทีต่รวจสอบโดยเทคนิคพีซีอารและผลการ
ไฮบริไดเซชันผลผลิตพีซีอารยีน f3′5′h 
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ภาพที่ 37  การตรวจสอบการแสดงออกของยีน f3′5′h (pF3′5′HTG24(S)) ที่ถายเขากลวยไมสกุล
หวายแปลงพนัธุ ดังนี้คือ 1 = แถบดีเอ็นเอมาตราฐาน, 2 = กลวยไมสกลุหวายแจคเกอลีน
โทมัสที่ไมไดรับการยีน, 3-5 = กลวยไมสกลุหวายแจคเกอลีนโทมัสที่ไดรับการยีน, 3 = 
BEE14.1.3, 4 = BEE14.1.2, 5 = BEE14.1.5, 6 = กลวยไมสกุลหวายเอยีสกุลที่ไดรับการ
ถายยีน (BEE17.1), 7 = กลวยไมสกุลหวายเอียสกุลที่ไมไดรับการถายยนี(negative 
control), 8 = ยีน f3′5′h (positive control) บนพลาสมิด pF3′5′HTG24(S) 
(ก) ตรวจสอบดวยพีซีอารยีน f3′5′h ดวยคูไพรเมอร F3′5′HXbaI(S)207 กับ 

F3′5′HSmaI (A)206 
(ข) การไฮบริไดเซชันผลผลิตพีซีอารยีน f3′5′h ดวยโพรบของยีน f3′5′h 
(ค) ดีเอ็นเอทั้งหมดที่ตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ XbaI และแยกขนาดดวยวิธีอิเลคโตร 

โฟเรซิสบนเจลอะกาโรส 0.7 % 
(ง) การไฮบริไดเซชันดีเอ็นเอทีแ่ยกจากจีโนมกลวยไมและตรวจสอบดวยโพรบของ 

ยีน f3′5′h 

   1     2     3    4     5     6     7     8   
ก 
ข 
ค 

ง 

1,500 bp 

1,500 bp 

9 Kb 6 Kb 5 Kb 
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ภายหลังจากการคัดเลือกตนกลวยไมสกุลหวายแจคเกอลีนโทมัสแปลงพันธุและกลวยไม
สกุลหวายเอียสกุลแปลงพันธุบนอาหารคัดเลือกที่มีสารปฏิชีวนะไฮโกรมัยซิน  นําแตละโคลนที่
ไดมาสกัดดีเอน็เอทั้งหมดเพือ่ตรวจสอบการคงอยูของยีนที่ถายเขาไปดวยเทคนิคพีซีอาร  พบวา
สามารถตรวจพบการคงอยูของยีน hptII, f3′h และ f3′5′h ในกลวยไมสกุลหวายแปลงพันธุในบาง
โคลน  ทั้งนี้อาจเนื่องจากการเกิด chimeric ในชวงแรกของการคัดเลือกทําใหกลวยไมที่ผานการ
คัดเลือกอาจสูญเสียยีนไปเมือ่กลวยไมเจรญิเปนตนโตจงึทําใหไมสามารถตรวจพบยนีในกลวยไม
แปลงพันธุบางโคลน  ดังที่ Kuehnle and Sugii (1992) และ Chai et al. (2002) ไดรายงานไววาการ
ถายยีนเขาโปรโตคอรมกลวยไมโดยการยิงอนุภาค  โปรโตคอรมที่ไดมีโอกาสไดรับยนีแบบ 
chimeric  เพราะโปรโตคอรมมีการเจริญแบบ embryogenesis สามารถเจริญเติบโตเปลี่ยนแปลงไป
เปนตนไดโดยไมตองผานกระบวนการเปน callus กอน  ดังนั้นองคประกอบของอาหารเพื่อการ
คัดเลือกและระยะเวลาการคัดเลือกจึงตองจัดใหเหมาะสม   การคัดเลือกกลวยไมที่รับยีนดวย
ปริมาณสารปฏิชีวนะไฮโกรมัยซิน 15 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร อาจไมเพยีงพอสําหรับการคัดเลือก
เซลลกลวยไมที่ไดรับยีนซึ่งตองแบงตัวและเพิ่มปริมาณใหรวดเรว็พอทีจ่ะแขงขนักับเซลลกลวยไม
ที่ไมไดรับยนีที่มีปริมาณมากกวา 

 
ในการตรวจสอบการคงอยูของยีน f3′h และ f3′5′h ที่ถายเขากลวยไมดวยพลาสมิด 

pF3′HTG4(A) และ pF3′5′HTG24(S) ตามลําดับ รวมกบัพลาสมิด pMNK1005 ที่มียีน hptII เปน
ยีนคัดเลือก  พบวาบางโคลนที่ตรวจพบการคงอยูของยีน hptII ดวยเทคนิคพีซีอาร  เมื่อนํามา
ตรวจสอบการคงอยูของยีน f3′h หรือ f3′5′h ไมสามารถสังเคราะหแถบดีเอ็นเอของยีน f3′h หรือ 
f3′5′h ได  เนือ่งจากวิธีการถายยีนทั้งสองนี้เขากลวยไมใชพลาสมิดที่ถายยีนพรอมกันสองชนิดทีย่ีน
แตละยนีแยกกันอยูบนพลาสมิดคนละชนดิ  ดังนั้นเซลลกลวยไมอาจไดรับการถายยนีดวยอนภุาคที่
เคลือบดวยพลาสมิดรวมกันสองชนิดอาจมีโอกาสที่จะสูญเสียพลาสมิดหรือยีนชนดิใดชนดิหนึ่ง
หรือไดรับยนีทั้งสองชนิดซึ่งสามารถอยูรอดและแทรกเขาไปในโครโมโซมของกลวยไมได
เนื่องจากการรับยีนเกิดขึ้นแบบสุม  ถาตนกลวยไมไดรับยีน hptII เพียงยีนเดยีวกย็ังคงสามารถอยู
รอดและเจรญิเติบโตบนอาหารคัดเลือกที่มีสารปฏิชีวนะไฮโกรมัยซินได  แตถาตนกลวยไมไดรับ
ยีน f3′h หรือ f3′5′h เพียงยีนเดียวโดยไมไดรับยีน hptII จะไมสามารถอยูรอดบนอาหารคัดเลือกทีม่ี
สารปฏิชีวนะไฮโกรมัยซินได  จึงไมสามารถตรวจสอบการคงอยูของยีนในกลวยไมแปลงพันธุนี ้
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กรณีการถายยนี f3′h และ hptII ที่อยูบนพลาสมิดเดียวกนั คือ พลาสมิด pF3′HPREXH2(A)  
เมื่อตรวจสอบการคงอยูของยีนดวยเทคนิคพีซีอาร  พบวากลวยไมสกุลหวายแจคเกอลีนโทมัสแปลง
พันธุ โคลน BEE6.2.2 ตรวจพบการคงอยูของยีน hptII แตไมพบการคงอยูของยีน f3′h  ซ่ึง
สอดคลองกับการทดลองของ Men et al. (2003) ซ่ึงพบวายีน gus และยนี hpt ซ่ึงอยูบนพลาสมิด
เดียวกันเกิดการแยกกนัของยนีเขาแทรกในตางตําแหนงของจีโนมพืช  ซ่ึงตรวจพบในการทดลอง
ในครั้งนี้เชนกนัคือ พบการแทรกของยีน hpt เพียงยีนเดียวในกลวยไมแปลงพันธุที่ได 

 
การตรวจสอบจีโนมของพืชแปลงพันธุดวยวิธี Southern blot hybridization สามารถใช 

บงบอกจํานวนซ้ําของยีนที่เขาไปแทรกในจีโนมของพืชแปลงพันธุได  จากผลการทดลองพบวายนี
สีดอกที่ถายเขากลวยไมในครั้งนี้มีการแทรกตัวของยนีทีแ่ตกตางกันในแตละโคลนของพืชแปลง
พันธุ  เนื่องจากการแทรกของยีนเกิดขึ้นแบบสุม  ซ่ึงในการทดลองถายยีน f3′h ที่อยูบนพลาสมิด 
pF3′HTG4(A) เขากลวยไมสกุลหวายแจคเกอลีนโทมัส  ตรวจพบการแทรกของยีน f3′h เขาสูจีโนม 
กลวยไมสกุลหวายแจคเกอลีนโทมัสแปลงพันธุ โคลน BEE3.1 จํานวน 2 ชุด  และการทดลองถาย
ยีน f3′5′h ที่อยูพลาสมิด pF3′5′HTG24(S) เขากลวยไมสกุลหวายแจคเกอลีนโทมัสและกลวยไม
สกุลหวายเอียสกุล  ตรวจพบการแทรกของยีน f3′5′h  เขาสูจีโนมกลวยไมสกุลหวายแจคเกอลีน
โทมัสแปลงพันธุโคลน BEE14.1.3 จํานวน 3 ชุด และกลวยไมสกุลหวายเอยีสกุลแปลงพันธุจํานวน 
2 ชุด  ซ่ึงมีรูปแบบที่แตกตางกัน  สอดคลองกับผลการทดลองของ Men et al. (2003) ซ่ึงทดลองถาย
ยีน hpt ที่อยูบนพลาสมิด pCAMBIA1301 ดวยวิธีการยิงอนุภาคเขากลวยไมสกุลหวาย  
D. phalaenopsis และ D. nobile พบการแทรกของยีน hpt ตั้งแตจํานวน 1-3 ชุด และ 1-6 ชุด 
ตามลําดับ  โดยมีรูปแบบการแทรกของยีนแตกตางกันไป 

 
จากผลการทดลองถายยีนสีโดยวิธีการยิงอนุภาคในครั้งนี ้ พบวาประสทิธิภาพการถายยีน

คอนขางต่ําคิดเปนรอยละ 0.32-4.8 ทั้งนี้อาจขึ้นกับหลายปจจัย ไดแก 
 

1.  ความเขมขนของสารปฏิชีวนะและระยะเวลาทีใ่ชในการคัดเลือก  การคัดเลือกดวยสาร
ปฏิชีวนะความเขมขนต่ําเปนระยะเวลานานมีผลยับยั้งการเจริญเติบโตของเซลลกลวยไมที่ไดรับยนี 
(Kuehnle and Sugii, 1995) และไมสามารถขจัดแยกเซลลกลวยไมที่ไมไดรับยีนออกจากเซลล
กลวยไมที่ไดรับยีน (Griesbash, 1994; Nan and Kuehnle, 1995) และการคัดเลือกบนอาหารแข็งที่มี
ความเขมขนของสารปฏิชีวนะสูงในทนัทหีลังจากถายยนีจะทําใหอัตราการอยูรอดของเซลลที่รับยีน
นอยลงเนื่องจากการตายของเซลลขางเคียงที่ไมไดรับยนี (Yang et al., 1999) แตทวาการทิ้งชวง
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หลังจากถายยนีเปนระยะเวลานาน ๆกอนที่จะคัดเลือกดวยสารปฏิชีวนะความเขมขนสูงจะสงผลให
ประสิทธิภาพการถายยีนต่ํา (Yu et al, 1999; Men et al.,2003) และอาจเกิด chimeric ดวย (Christo 
and Ford, 1995)  ดังนั้น  การคัดเลือกบนอาหาร MS ที่มีสารไฮโกรมัยซินความเขมขน 5 มิลลิกรัม
ตอลิตร และ 25 มิลลิกรัมตอลิตร โดยคัดเลือกแตละความเขมขน เปนเวลา 45 วัน กอนการคัดเลือก
ที่ความเขมขน 30 มิลลิกรัมตอลิตร เปนระยะเวลา 30 วัน เพื่อหลีกเลี่ยงการเกิด chimeric หรือยับยั้ง
การเจริญเติบโตของเซลลกลวยไมทีไ่ดรับยนี (ชิดชนก  สุวรรณเกษชนาทิต ติดตอสวนตัว) 

 
2.  สายพันธุกลวยไม  นอกจากระดับความเขมขนของไฮโกรมัยซินที่ใชในการคัดเลอืก

และระยะเวลาในการคัดเลือก  สายพันธุของกลวยไมยังเปนปจจยัสําคัญที่บอกถึงความสําเร็จ  ดัง
การทดลองที่มีรายงานในกลวยไม 3 สายพันธุ ไดแก กลวยไมสกุลหวาย D. hybrid ‘MiHua’ ที่
ตองการใชไฮโกรมัยซินความเขมขน 50 มิลลิกรัมตอลิตร เปนระยะเวลา 60 วัน ในการยับยั้งการ
เจริญเติบโตของโปรโตคอรมที่ไมไดรับยนี (Yu et al., 1999)  ในขณะที่กลวยไมสกลุหวาย  
D. phalaenopsis และ D. nobile จะคัดเลือกโดยเลีย้งบนอาหารคัดเลือกที่มีไฮโกรมัยซินความ
เขมขน 30 มิลลิกรัมตอลิตร เปนระยะเวลา 105 วัน (Men et al., 2003) 

 
3.  อัตราการแบงเซลลและการเจริญเติบโตของโปรโตคอรมกลวยไมทีช่าทําใหเซลลที่

ไดรับยีนมีอัตราการแขงขันในการแบงตัวไมเทาเทียมกบัเซลลปกติ  นอกจากนี้เนื้อเยื่อกลวยไมยังมี
การเจริญเติบโตแบบ embryogenesis โดยไมผานการสรางแคลลัส  ยังผลใหเนื้อเยื่อของกลวยไมที่
ผานการคัดเลือกดวยสารปฏิชีวนะความเขมขนต่ําเกิดลักษณะ chimeric (Kuehnle and Sugii, 1992)  
ดังนั้นเพื่อเพิ่มประสิทธิภาพในการถายยีนจึงตองใชเนื้อเยื่อที่อยูในระยะการแบงเซลล  โดยการ
เพาะเลี้ยงในอาหารเหลวเพื่อกระตุนการแบงเซลลกอนที่จะนํามาใชถายยีน 

 
4.  ขนาดของโปรโตคอรมที่ใชในการถายยีน โดยพบวาถึงแมวาการถายยีนเขาโปรโต

คอรมขนาดเล็ก (1-2 มิลลิเมตร) จะทําใหเกิดอัตราการตายสูงกวาการถายยีนเขาโปรโตคอรมขนาด
ใหญ (3-5 มิลลิเมตร) เนื่องจากการบอบช้ําของโปรโตคอรม  โปรโตคอรมขนาดเล็กจะประกอบ 
ดวยเซลลที่อยูในระยะการแบงตัวมากกวาโปรโตคอรมขนาดใหญสงผลใหการแทรกตัวของยีนเขา
โครโมโซมในโปรโตคอรมขนาดเล็กมีสูงมากกวาในโปรโตคอรมขนาดใหญ  นอกจากนี้ยังผลให
เกิดการรับยีนแบบ Stable transformation ไดมากกวาดวย (ชิดชนก  สุวรรณเกษชนาทิต ติดตอ
สวนตัว) 
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สรุป 
 

การปรับปรุงสีดอกของกลวยไมสกุลหวายแจคเกอลีนโทมสัและกลวยไมสกุลหวาย 
เอียสกุล  โดยการถายยีนทีไ่ดจากการตัดตอยีน f3′h ของฤาษีผสมในทิศทาง antisense ไดพลาสมิด
pF3′HTG4(A) ที่มีโครงสรางเปน Act-1: f3′h: nos และ พลาสมิด pF3′HPEXH2(A) ที่มีโครงสราง 
CaMV 35S: f3′h: nos รวมกบั CaMV 35S: hptII: nos (มียีนตานทานไฮโกรมัยซิน)  และตัดตอยีน 
f3′5′h ของแพงพวงในทิศทาง sense เขากับดีเอ็นเอเวคเตอร pTG0063ไดพลาสมิด pF3′5′HTG4(S) 
ที่มีโครงสรางเปน Act-1: f3′5′h: nos 
 
 การถายยีน f3′h ดวยวิธีการยงิอนุภาคที่เคลอืบพลาสมิด pF3′HTG4(A) รวมกับ 
pMNK1005 ที่มียีนคัดเลือกไฮโกรมัยซินและการถาย pF3′HPEXH2(A)  ผลการคัดเลือกกลวยไมที่
ไดรับยีนบนอาหาร MS ที่มีความเขมขนไฮโกรมัยซินดวยระดับที่แตกตางกัน  พบโปรโตคอรม 
กลวยไมที่ตานทานตอสารปฏิชีวนะไฮโกรมยัซินเปนกลวยไมสกุลหวายแจคเกอลีนโทมัสที่ถายยีน
ดวยพลาสมิด pF3′HTG4(A) รวมกับ pMNK1005 จํานวน 2 โคลน และพลาสมิด pF3′HPEXH2(A) 
จํานวน 4 โคลน  โดยประสทิธิภาพการถายยีนคดิเปนรอยละ 0.32 และ 1.27 ตามลําดับ นอกจากนี้
ยังสามารถคัดเลือกกลวยไมสกุลหวายเอียสกุลที่ถายยีนดวยพลาสมิด pF3′HPEXH2(A) จํานวน 1 
โคลน ประสิทธิภาพการถายยีนคิดเปนรอยละ 0.4  การใชเทคนิคพีซีอารและ Southern blot 
hybridization สามารถตรวจพบการแทรกตัวของยีน f3′h เขาสูจีโนมกลวยไมสกุลหวายแจคเกอลนี
โทมัสแปลงพันธุในกลวยไมโคลน BEE3.1 และ BEE16.1 
 
 การถายยีน  f3′5′h ดวยพลาสมิด pF3′5′HTG4(S) รวมกบั pMNK1005 เขากลวยไมสกุล
หวายแจคเกอลีนโทมัสและกลวยไมสกุลหวายเอียสกุลสามารถคัดเลือกกลวยไมที่ไดรับยีนจํานวน 
16 และ 4 โคลนตามลําดับ  โดยประสิทธิภาพการถายยนีคิดเปนรอยละ 4.8 และ 0.98 การใชเทคนิค
พีซีอารและ Southern blot hybridization สามารถตรวจพบยีนในกลวยไมสกุลหวายเอียสกุลโคลน 
BEE14.1.3 และ BEE17.1 และกลวยไมสกุลหวายแจคเกอลีนโทมัสโคลน BEE14.1.3 จากผลการ
ทดลองในครั้งนี้พบวาการถายยีนดวยเวคเตอรพืช pREXH-1 มีประสิทธิภาพการถายยีนมากกวา
เวคเตอรพืช pTG0063 รวมกับ pMNK1005 
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