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การถ่ายยนีเขา้สู่มนัส าปะหลงั (Manihot esculenta, Crantz.) โดยใช ้Agrobacterium 
tumefaciens สายพนัธ์ุ EHA105 ท่ีมีพลาสมิด pCAM1304-EPSPS ท่ีมียนีตา้นทานสารก าจดัวชัพืช
ไกลโฟเสท (aroA) และยนีรายงานผล gus โดยศึกษาปัจจยัท่ีเก่ียวขอ้งคือ เวลาท่ีใชใ้นการปลูกเช้ือ 
(inoculation) 15  30  45 และ 60 นาที กบัการเพาะเล้ียงเช้ือร่วมกบัเน้ือเยือ่ (co-cultivation) 1  3  
และ 5 วนั ตรวจสอบการแสดงออกของยนี gus แบบชัว่คราวโดยวธีิ GUS histochemical assay 
พบวา่ วธีิการท่ีใหผ้ลดีท่ีสุดคือ การใช ้A. tumefaciens สายพนัธ์ุ EHA105 เป็นพาหะและกระตุน้
เช้ือโดยใช ้acetosyringone ความเขม้ขน้ 100 ไมโครโมลาร์ร่วมกบัการปลูกเช้ือนาน 60 นาที และ
เพาะเล้ียงร่วมกบัเช้ือเป็นเวลา 5 วนั ซ่ึงท าใหเ้น้ือเยือ่ทุกช้ินไดรั้บการถ่ายยนีและมีค่าเฉล่ียคะแนน
การติดสีน ้าเงินจากการตรวจสอบการแสดงออกของยนี gus ดว้ยวธีิ GUS hitochemical assay 
หลงัจากถ่ายยนีเป็นเวลา 7 วนั สูงสุด 9 คะแนนจาก 10 คะแนน ส่วนแคลลสัของมนัส าปะหลงัท่ี
ปลูกเช้ือนาน 30 นาที และเพาะเล้ียงร่วมกบัเช้ือเป็นเวลา 3 วนั ท าใหเ้น้ือเยือ่ทุกช้ินไดรั้บการถ่าย
ยนีและมีค่าเฉล่ียคะแนนการติดสีน ้าเงินสูงสุด 5 คะแนนจาก 10 คะแนน หลงัจากถ่ายยนีเป็นเวลา 
14 วนั  และหลงัจากคดัเลือกบนอาหารคดัเลือกท่ีมีสารก าจดัวชัพืชไกลโฟเสทความเขม้ขน้ 5  
มิลลิโมลาร์  พบแคลลสัจ านวน 8 ช้ิน สามารถเจริญเติบโตได ้ และเม่ือตรวจสอบโดยวธีิพีซีอาร์  
และSouthern PCR hybridization พบวา่มีการคงอยูข่องยนี aroA  จ านวน 4 แคลลสั 
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The parameters for Agrobacterium-mediated gene transferred into cassava, Manihot 
esculenta Crantz, were optimized. Agrobacterium strain EHA105, harboring the pCAM1304-
EPSPS containing glyphosate resistance gene (aroA) and gus reporter gene was used. 
Parameters were concurrently studied including 1) inoculation periods of 15, 30, 45 and 60 
minutes, 2) co-cultivation periods of 1, 3 and 5 days. The GUS histochemical assay was 
performed on each explants after co-cultivation to determine transient expression of gus gene. 
The results demonstrated that the best result was obtained by using A. tumefaciens strain 
EHA105 activated by 100 mM acetosyringone, 60 min inoculation period and 5 days co-
cultivation period. The results after transformation for 7 days using such technique revealed that 
all tissue pieces were transformed and the GUS histochemical assay showed the highest score of 
9 from 10 scores. Whereas the inoculation time of 30 min combined with 3 days co-cultivation 
time gave 100% of transformed tissue with the highest GUS histochemical assay scored of 5 
from 10 scores after 14 days of transformation. After selection on selective medium containing 
5 µM glyphosate, 8 of putative transformed calli were obtained. However, the result of PCR 
analysis and Southern PCR hybridization for the transgenes revealed that 4 out of 8 calli 
contained aroA gene. 
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แคลลสัมนัส าปะหลงั เพาะเล้ียงในสภาพท่ีมีแสง 55 ไมโครโมลต่อตารางเมตรต่อ
วนิาที เป็นเวลา 16 ชัว่โมงต่อวนั อุณหภูมิ 25±2 องศาเซลเซียส 
transient expression ของยนี gus ในแคลลสัมนัส าปะหลงั ท่ีปลูกเช้ือและเพาะเล้ียง
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ส าปะหลงัท่ีเจริญเติบโตไดบ้นอาหารคดัเลือก โดยการใชว้ธีิ พีซีอาร์ (Polymerase 
Chain Reaction; PCR) 
ลกัษณะแถบสีด าท่ีปรากฏบนแผน่ฟิลม์ X-ray ท่ีไดจ้ากปฏิกิริยา Southern PCR 
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การถ่ายยนีต้านทานสารก าจัดวชัพชืไกลโฟเสทเข้าสู่มนัส าปะหลงั (Manihot esculenta 

Crantz.) โดยใช้เช้ืออะโกรแบคทเีรียม 
 

Transformation of Glyphosate Resistance Gene into Cassava (Manihot esculenta 

Crantz.) via Agrobacterium 
 

ค าน า 
 

มนัส าปะหลงั  (Manihot esculenta Crantz.) เป็นพืชอาหารท่ีส าคญัเป็นอนัดบั 5 ของโลก
รองจากขา้วสาลี ขา้วโพด ขา้ว และมนัฝร่ัง เป็นพืชอาหารท่ีส าคญัของประเทศในเขตร้อน
โดยเฉพาะประเทศต่าง ๆ ในทวปีอฟัริกาและทวปีอเมริกาใต ้ ในปัจจุบนัมีการเพิ่มการใชม้นั
ส าปะหลงัในการผลิตเอทานอลเพื่อใชเ้ป็นพลงังานทดแทนและอุตสาหกรรมต่อเน่ืองอ่ืน ๆ  ท าให้
แนวโนม้การปลูกมนัส าปะหลงัในประเทศไทยเพิ่มข้ึน  ในปี 2552 เน้ือท่ีเก็บเก่ียวมนัส าปะหลงัใน
ประเทศไทยอยูท่ี่ 8,292,146 ไร่ (นิรนาม, 2552)  แต่ปัญหาในการปลูกมนัส าปะหลงันอกจาก
สภาพแวดลอ้มท่ีแปรปรวน  โรคและแมลงท่ีเขา้ท าลายแลว้  วชัพืชก็ถือเป็นอุปสรรคส าคญัมีผลต่อ
การเจริญเติบโตและการใหผ้ลผลิตของมนัส าปะหลงั ถา้การควบคุมวชัพืชในแปลงมนัส าปะหลงัไม่
ดีจะท าใหผ้ลผลิตลดลง 50 เปอร์เซ็นต ์(Leihner, 2002)  โดยเกษตรกรส่วนใหญ่จะใชส้ารก าจดั
วชัพืชจ าพวกไม่เลือกท าลาย เช่น ไกลโฟเสท และกลูโฟซิเนท  ในการแกปั้ญหาวชัพืช  ซ่ึงการ
ท างานของไกลโฟเสทนั้น  จะเขา้ไปยบัย ั้งการท างานของเอนไซม ์5-enoylpyruvylshikimate-3-
phosphate synthase (EPSPS) ซ่ึงมีบทบาทส าคญัในกระบวนการสร้าง aromatic amino acid ในพืช 
(นิรนาม, 2549) และปัญหาของมนัส าปะหลงัเก่ียวกบัการใชส้ารก าจดัวชัพืชน้ีคือ ตน้มนัส าปะหลงั
ท่ียงัเล็กจะตายหรือชะงกัการเจริญเติบโตเม่ือไดรั้บสารก าจดัวชัพืช  ดงันั้นการปรับปรุงพนัธ์ุเพื่อให้
มนัส าปะหลงัมีความตา้นทานต่อสารก าจดัวชัพืช จะช่วยท าใหก้ารก าจดัวชัพืชของเกษตรกรมี
ประสิทธิภาพสูงข้ึน และอาจท าใหผ้ลผลิตมนัส าปะหลงัเพิ่มมากข้ึนตามไปดว้ย  
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วตัถุประสงค์ 
 

พฒันาเทคนิคการถ่ายยนีเขา้สู่มนัส าปะหลงัโดยใช ้Agrobacterium เป็นพาหะส าหรับการ
ถ่ายยนี 
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การตรวจเอกสาร 

 

มันส าปะหลงั 
 

มนัส าปะหลงั (cassava) มีช่ือวทิยาศาสตร์วา่ Manihot esculenta Crantz. จดัอยูใ่นวงศ ์
Euphorbiaceae  เป็นพืชท่ีมีประโยชน์อยา่งมากทางดา้นอาหารมนุษย ์เช่นน าหวัสดมาประกอบ
อาหารต่าง ๆ หรือแปรรูปเป็นแป้งมนัเพื่อน ามาปรุงอาหาร   ทางดา้นอาหารสัตว ์ใชใ้นรูปมนัอดัเมด็ 
และมนัเส้น เน่ืองจากมีราคาต ่ากวา่ธญัพืช  ทางดา้นอุตสาหกรรม เช่น  การท าสารท่ีมีคุณสมบติัเป็น
กาว  ใชใ้นอุตสาหกรรมไมอ้ดั  กล่อง  กระดาษ  อะซีโตน  กลูโคส  ผงชูรส  เบียร์  วุน้เส้น  ยา  ใน
ปัจจุบนัไดมี้แนวคิดท่ีจะส่งเสริมมนัส าปะหลงัในแง่พลงังานทดแทนโดยท าเป็นแอลกอฮอล ์เพื่อ
เป็นเช้ือเพลิงใชก้บัรถยนต ์(ดนยั, 2537)  ซ่ึงมนัส าปะหลงัทนความแลง้ไดดี้ สามารถข้ึนไดใ้นท่ีมี
ฝนเฉล่ียปีละ 500-1,500 มม. หรือมากกวา่ แต่ไม่สามารถทนต่อสภาพน ้าท่วมขงัได ้ ดินท่ีเหมาะ
ส าหรับการเจริญเติบโตของมนัส าปะหลงัควรเป็นดินทราย หรือดินร่วนปนทราย มีการระบายน ้าดี 
และมีความอุดมสมบูรณ์พอสมควร มนัส าปะหลงัทนต่อสภาพดินกรด pH ต ่าถึง 4.5 ไดดี้ แต่ในดิน
ท่ีมี pH มากกวา่ 8 ก็ไม่เหมาะส าหรับปลูกมนัส าปะหลงั    ในปี 2550-2552 ประเทศไทยมีเน้ือท่ีเก็บ
เก่ียวมนัส าปะหลงั คือ 7,338,809 7,397,098 และ 8,292,146 ไร่ ตามล าดบั ซ่ึงมีแนวโนม้เพิ่มข้ึน 
ส่วนผลผลิตต่อไร่ คือ 3,668  3,401 และ 3,628 กิโลกรัม ตามล าดบั (นิรนาม, 2552)   

  

ลกัษณะพนัธุศาสตร์ของมนัส าปะหลงัทั้งพนัธ์ุทัว่ไปและพนัธ์ุป่า มีจ  านวนโครโมโซม 2n 
= 36 โดยปกติเป็นพวก allotetraploid ซ่ึงในระยะ meiosis จะสร้าง 18 bivalents (ดนยั, 2537)  โดย
ธรรมชาติมนัส าปะหลงัมีทั้งการผสมขา้ม (cross pollination) และการผสมตวัเอง (self pollination) 
โอกาสท่ีเกิดการผสมขา้มจะมีมากหรือนอ้ยข้ึนอยูก่บัลกัษณะนิสัยของการออกดอกของแต่ละพนัธ์ุ   
มนัส าปะหลงัท่ีมีการผสมขา้มโดยธรรมชาติ  เมล็ดท่ีเกิดจากการผสมแต่ละเมล็ดจะมี genotype ท่ี
แตกต่างกนั  ลูกผสมชัว่ท่ี 1 (F1) ท่ีไดจึ้งมีการกระจายตวัเกิดความแปรปรวนในลกัษณะต่าง ๆ ทั้ง
ทางดา้นรูปทรง  ลกัษณะตน้  ผลผลิต  และดชันีการเก็บเก่ียว (harvest index)   แต่ลูกท่ีไดจ้ากการ
ผสมตวัเองนั้นจะมีอิทธิพลของ inbreeding depression ท าใหลู้กท่ีไดอ่้อนแอ  ผลผลิตต ่า  ความสูง
และความแขง็แรงลดลงอยา่งมาก   นอกจากนั้นยงัท าใหบ้างตน้ไม่สามารถผลิตดอกตวัผูห้รือดอก
ตวัเมีย  เพื่อน าไปใชป้ระโยชน์ในการปรับปรุงพนัธ์ุ 
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มนัส าปะหลงั “หว้ยบง 60” เป็นมนัส าปะหลงัท่ีพฒันาข้ึนมา โดยความร่วมมือของ
นกัวชิาการจากมหาวทิยาลยัเกษตรศาสตร์ และมูลนิธิสถาบนัพฒันามนัส าปะหลงัแห่งประเทศไทย 
พนัธ์ุน้ีเกิดจากการผสมขา้มระหวา่งพนัธ์ุระยอง 5 และเกษตรศาสตร์ 50 ตั้งแต่ พ.ศ. 2534 ท าการ
คดัเลือกและทดสอบ ตั้งแต่ พ.ศ. 2535-2544 มีคุณสมบติัดีเด่นท่ีใหผ้ลผลิตสูงและเช้ือแป้งในหวัสูง
ดว้ย มีช่ือเดิมคือ สายพนัธ์ุ MKUC 34-114-206 และไดรั้บพระราชทานช่ือพนัธ์ุวา่ “หว้ยบง 60” จาก
สมเด็จพระเทพรัตนราชสุดาฯ สยามบรมราชกุมารี องคพ์ระราชูปถมัภข์องมูลนิธิฯ  ค าวา่  “หว้ยบง” 
แสดงถึง ศูนยว์จิยัและพฒันามนัส าปะหลงัของมูลนิธิสถาบนัพฒันามนัส าปะหลงัแห่งประเทศไทย 
ตั้งอยูท่ี่ต  าบลหว้ยบง อ าเภอด่านขนุทด จงัหวดันครราชสีมา  และ  “60” แสดงถึง ปีท่ีครบรอบ 60 ปี 
ของการก่อตั้งมหาวทิยาลยัเกษตรศาสตร์ เม่ือวนัท่ี 2 กุมภาพนัธ์ 2546 (วจิารณ์, 2546) 
 
การถ่ายยนีเข้าสู่พชื 
 
 การถ่ายยนีในพืชเป็นเทคนิคท่ีมีประโยชน์อยา่งมากทั้งในดา้นการศึกษาเพื่อใหเ้กิดความ
เขา้ใจถึงกลไกการท างานของยนี (gene function) หรือกระบวนการต่าง ๆ ทางชีววทิยา และเพื่อ
ประโยชน์ดา้นการปรับปรุงพนัธ์ุในพืชชนิดต่างๆ ซ่ึงสามารถสร้างพืชพนัธ์ุใหม่ใหไ้ดล้กัษณะท่ีดี
ตามตอ้งการ  โดยใชร้ะยะเวลาอนัสั้นและพืชตน้ใหม่ยงัคงลกัษณะเดิมท่ีมีเอาไว ้ โดยสามารถยา้ย
ยนีจากส่ิงมีชีวติหน่ึงเขา้สู่ส่ิงมีชีวติอีกชนิดหน่ึง  ซ่ึงอาจเป็นชนิดเดียวกนัหรือต่างชนิดกนั (นิตยศ์รี 
และ สัมพนัธ์, 2548)  ซ่ึงปัจจุบนัการถ่ายยนีเขา้สู่พืชท าไดส้ าเร็จแลว้ในพืชหลายชนิด เช่น  
ออนซิเดียม (Liau et al., 2003)  มนัส าปะหลงั (Taylor et.al., 2004)  ขา้วฟ่าง (Gao et al., 2005)  
และถัว่ลิสง (Anuradha et al., 2006) เป็นตน้ 
 
 เทคนิคการถ่ายยนีเขา้สู่พืช แบ่งไดเ้ป็น 2 แบบใหญ่ ๆ คือ 
 

1. การถ่ายยนีโดยตรง (direct gene transfer) 

 

    เป็นการส่งถ่ายยนีใหเ้ซลลพ์ืชโดยส่งผา่นสารพนัธุกรรมหรือการส่งถ่ายยนีเขา้สู่เซลลพ์ืช
โดยไม่ตอ้งอาศยัพาหะ (vector) เป็นตวัน ายนีเขา้สู่เซลล ์เช่น การใชแ้รงดนั  การใชก้ระแสไฟฟ้า  
การใชส้ารเคมี  หรือการใชส้ภาวะทางกายภาพต่าง ๆ เพื่อส่งเสริมใหดี้เอน็เอท่ีอยูภ่ายนอกเซลล์
เคล่ือนท่ีเขา้สู่ภายในเซลลเ์ป้าหมายได ้วธีิท่ีนิยมกนัมาก ไดแ้ก่ การถ่ายยนีโดยใช ้เคร่ืองยงิอนุภาค 
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(particle bombardment, gene gun, microprojectile bombardment) และการถ่ายยนีโดยวธีิ 
electroporation (สนธิชยั และ เสริมศิริ, 2549)   

 
2. การถ่ายยนีโดยใช ้Agrobacterium เป็นพาหะ (Agrobacterium-mediated gene transfer) 

 
    Agrobacterium เป็นแบคทีเรียแกรมลบท่ีอาศยัอยูใ่นดิน สามารถบุกรุกเขา้สู่ตน้พืชได้ใน

บริเวณท่ีมีบาดแผล ซ่ึง Agrobacterium tumefaciens เม่ือบุกรุกเขา้สู่พืชท าใหพ้ืชเกิดเป็นปุ่มปม 
(tumour) เรียกวา่ crown gall disease มีสาเหตุมาจากพลาสมิดท่ีพบใน A. tumefaciens เรียกวา่ 
Tumour inducing plasmid (Ti plasmid) ซ่ึงมีดีเอน็เอขนาดประมาณ 20 กิโลเบส ถูกถ่ายเขา้ไปและ
แทรกตวัอยูใ่นโครโมโซมของพืชอยา่งถาวร เรียกดีเอน็เอส่วนน้ีวา่ transfer DNA (T-DNA) ส่งผล
ใหพ้ืชเกิดการแบ่งเซลลผ์ดิปกติเกิดเป็นลกัษณะปุ่มปม (สุรินทร์, 2545) โดย de la Riva et al. (1998) 
อธิบายวา่กระบวนการส่งถ่าย T-DNA จาก A. tumefaciens ไปยงัเซลลพ์ืชข้ึนอยูก่บัปัจจยัต่าง ๆ คือ 
1) การเขา้ไปยดึเกาะกบัพืชบริเวณท่ีเกิดบาดแผล  2) การชกัน าใหเ้กิดการท างานของยนีใน
แบคทีเรีย  3) การผลิตสารประกอบต่าง ๆ ท่ีเก่ียวขอ้งในกระบวนการส่งถ่าย T-DNA และ 4)  
การแทรกตวัของ T-DNA ซ่ึงมียนีท่ีก าหนดการสังเคราะห์ฮอร์โมนพืชในกลุ่มออกซินและไซโตไค
นินเขา้ไปในจีโนมของพืช  ท าใหพ้ืชมีการเจริญเติบโตอยา่งรวดเร็วแต่ไม่สามารถพฒันาไปเป็นยอด
หรือรากได ้ ซ่ึงขอบเขตของ T-DNA ท่ีถูกส่งถ่ายไปยงัเซลลพ์ืชนั้นก าหนดโดยล าดบัเบสซ ้ า 
(terminal repeat) จ านวน 25 คู่เบสทั้ง 2 ขา้งของ T-DNA เรียกวา่ left border (LB) และ right border 
(RB) โดยกระบวนการส่ง T-DNA เขา้ไปในเซลลพ์ืชควบคุมโดยกลุ่มยนีท่ีเรียกวา่ virulence อยูใ่น
ส่วนของ Ti plasmid กระบวนการส่งถ่ายน้ีจะถูกกระตุน้ดว้ยสารประกอบ phenolic จากพืช คือ 
acetosyringone (AS) หรือ α-hydoxyl-acetosyringone ซ่ึงพืชสร้างและปลดปล่อยออกมาเม่ือพืชเกิด
บาดแผล  ดงันั้นต่อมานกัวทิยาศาสตร์จึงไดศึ้กษากลไกการถ่ายยนีเหล่าน้ี และพบวา่สามารถตดัยนี
ท่ีเก่ียวขอ้งกบัการเกิดโรคออกแลว้ใส่ยนีใหม่ท่ีเป็นประโยชน์แทนท่ียนีก่อโรคได ้เม่ือพืชถูกบุกรุก
ดว้ยเช้ือ A. tumefaciens ท่ีผา่นการตดัต่อพนัธุกรรมน้ีแลว้ยนีท่ีเป็นประโยชน์ก็จะถูกถ่ายเขา้สู่พืชได ้
(สนธิชยั และ เสริมศิริ, 2549) 

 
กระบวนการถ่ายยนีโดย A. tumefaciens เป็นพาหะนั้นสามารถเกิดข้ึนเองตามธรรมชาติ

ระหวา่งเช้ือกบัพืชอาศยั โดยการถ่ายยนีวธีิน้ีไม่จ  าเป็นตอ้งอาศยัเคร่ืองมือพิเศษใด ๆ ท่ีมีราคาแพง 
จึงเป็นวธีิท่ีนิยมน ามาใชก้นัอยา่งกวา้งขวาง (สนธิชยั และเสริมศิริ, 2549) แต่อาจมีขอ้จ ากดัในเร่ือง
ของความจ าเพาะเจาะจงของเช้ือกบัพืชอาศยั (Finer and Finer, 2000) ความรุนแรงของเช้ือและ
วธีิการท าใหเ้กิดบาดแผลบริเวณเซลลเ์ป้าหมาย (สนธิชยั, 2543) การถ่ายยนีโดย A. tumefaciens น้ี
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แต่เดิมจะไดผ้ลดีกบัพืชใบเล้ียงคู่เท่านั้น ซ่ึงในธรรมชาติเช้ือ A. tumefaciens น้ีไม่สามารถเขา้บุกรุก
ในพืชใบเล้ียงเด่ียวได ้(Hooykass and Schilperoort, 1992) โดย Vasil (1994) ไดร้ายงานความส าเร็จ
การถ่ายยนีเขา้สู่พืชใบเล้ียงเด่ียวและธญัพืชโดยใชเ้ช้ือ Agrobacterium แต่พบวา่ยงัมีปัญหาเน่ืองจาก
พืชเหล่าน้ีจะไม่อ่อนแอต่อการเขา้ท าลายของเช้ือ  เพราะไม่ไดเ้ป็นพืชอาศยั  แต่ในปัจจุบนัการถ่าย
ยนีโดย A. tumefaciens ไดรั้บการพฒันาจนประสบผลส าเร็จท าใหเ้ช้ือสามารถบุกรุกเขา้สู่เซลลพ์ืช
ใบเล้ียงเด่ียวไดห้ลายชนิด ซ่ึง Smith and Hood (1995)  ไดร้ายงานถึงการพฒันาวธีิการถ่ายยนีโดย
ใช ้Agrobacterim ในพืชใบเล้ียงเด่ียวมาโดยล าดบั  โดยเร่ิมจากการเลือกเน้ือเยือ่เป้าหมายท่ี
เหมาะสมเพื่อน ามาใชใ้นการถ่ายยนี เช่น เน้ือเยือ่เจริญ และการปรับสภาพการเพาะเล้ียงเน้ือเยือ่
ร่วมกบัเช้ือ Agrobacterium เช่น งานวจิยัของ Sheikholeslam and Weeks (1987) ไดเ้ติมสาร 
acetosyringone ในอาหารส าหรับเล้ียงเช้ือและระหวา่งการเพาะเล้ียงเน้ือเยือ่ร่วมกบัเช้ือ (Owens and 
Smigocki, 1988; Godwin et al., 1991) เพื่อกระตุม้การท างานของยนี vir ใน Ti-plasmid ของเช้ือ 
Agrobacterium ใหท้  างานไดดี้ข้ึน 
 

ปัจจัยทีม่ีผลต่อประสิทธิภาพการถ่ายยนีโดยใช้ A. tumefaciens เป็นพาหะ 
 

ความส าเร็จในการถ่ายยนีโดยใช ้A. tuemfaciens เป็นพาหะนั้นข้ึนอยูก่บัปัจจยัหลาย
ประการ เช่น พนัธุกรรมพืช  เน้ือเยือ่ของพืช  อายขุองเน้ือเยือ่พืช  สายพนัธ์ุและความเขม้ขน้ของเช้ือ 
A. tumefaciens สภาพการเพาะเล้ียงเน้ือเยือ่พืชร่วมกบัเช้ือ (co-cultivation) ระยะเวลาในการปลูกเช้ือ 
(inoculation period) ความเขม้ขน้ของสาร acetosyringone วธีิการท าบาดแผลบนเน้ือเยือ่พืช  และ
ระบบการเพาะเล้ียงเน้ือเยือ่ท่ีเหมาะสม เป็นตน้ (Jacobsen, 1993) ซ่ึงในแต่ละส่วนมีรายละเอียดท่ี
ควรพิจารณาดงัน้ี 
 

1. พนัธุกรรมพืช  ช้ินส่วนของพืช  อายขุองเน้ือเยือ่พืช  และระบบเพาะเล้ียงเน้ือเยือ่ท่ี
เหมาะสม 

 
    ในประเด็นพนัธุกรรมพืชท่ีมีผลต่อความส าเร็จของการถ่ายยนีโดยใช ้A. tumefaciens 

เป็นพาหะนั้น เป็นประเด็นท่ีมีการกล่าวถึงกนัค่อนขา้งมาก  ตวัอยา่งเช่น  การทดลองของ  
Saharan et al. (2004) ไดถ่้ายยนีเขา้สู่ขา้ว 2 สายพนัธ์ุ คือ HKR-46 และ HKR-126 โดยใช ้A. 
tumefaciens สายพนัธ์ุ EHA 105 ท่ีบรรจุ พลาสมิด pCAMBIA1301 เป็นพาหะมียนี gus เป็นยนี
รายงานผล พบวา่ขา้วสายพนัธ์ุ HKR-126 มีเปอร์เซ็นตก์ารแสดงออกของยนี gus แบบชัว่คราวสูง
กวา่ขา้วสายพนัธ์ุ HKR-46 (44.4 และ 28.9 เปอร์เซ็นต ์ตามล าดบั) หลงัจากคดัเลือกแคลลสัท่ีไดรั้บ
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การถ่ายยนีบนอาหารคดัเลือก นาน 4-6 สัปดาห์ พบเปอร์เซ็นตก์ารรอดชีวติของแคลลสัในขา้วสาย
พนัธ์ุ HKR-126 สูงถึง 52.6 เปอร์เซ็นต ์และจากการทดลองของ Danilova and Dolgikh (2005)  ได้
ถ่ายยนีเขา้สู่แคลลสัของขา้วโพด 2 สายพนัธ์ุ คือ สายพนัธ์ุ R91 และสายพนัธ์ุลูกผสม A188xR91 
โดยใช ้A. tumefaciens สายพนัธ์ุ LBA4404 ท่ีบรรจุพลาสมิด pBI121 เป็นพาหะมียนี nptII เป็นยนี
ตา้นทานต่อสารปฏิชีวนะกานามยัซินนั้น ภายหลงัจากการคดัเลือกแคลลสัท่ีไดรั้บการถ่ายยนีนาน  
1 เดือนพบวา่แคลลสัของขา้วโพดสายพนัธ์ุลูกผสม A188xR91 มีเปอร์เซ็นตก์ารรอดชีวิตสูงกวา่
ขา้วโพดสายพนัธ์ุ R91 (4.7 และ 4.4 เปอร์เซ็นต ์ตามล าดบั) 

 
เน้ือเยือ่พืชท่ีเหมาะสมส าหรับการถ่ายยนีนั้น พืชแต่ละชนิดมีเน้ือเยือ่ท่ีเหมาะสมในการ

ถ่ายยนีแตกต่างกนั  ซ่ึงเน้ือเยือ่ท่ีนิยมน ามาใชใ้นการถ่ายยนีไดแ้ต่ คภัพะอ่อน (immature embryo) 
แคลลสั  เน้ือเยือ่เจริญ ปลายยอด แผน่ใบ และราก เป็นตน้ (Nandakumar et al., 2004) เช่น  
การทดลองของ Somleva et al. (2002) ไดถ่้ายยนีเขา้สู่โซมาติกเอมบริโอและแคลลสัของหญา้ 
switchgrass พบวา่การใชโ้ซมาติกเอมบริโอเป็นเน้ือเยือ่เป้าหมายนั้นใหป้ระสิทธิภาพในการถ่ายยนี
สูงกวา่การใชแ้คลลสั และพบการพฒันาของเซลลท่ี์ไม่ไดรั้บการถ่ายยนีในแคลลสัท่ีเพาะเล้ียงบน
อาหารคดัเลือกดว้ย  แต่อยา่งไรก็ตามไม่ควรใชเ้น้ือเยือ่ท่ีมีซอกมุมหรือท่ีมีขนาดเล็กมาก เพราะ
วธีิการถ่ายยนีโดยวธีิน้ีจ  าเป็นตอ้งท าบาดแผลใหก้บัเน้ือเยือ่เป้าหมาย และตอ้งก าจดัเช้ือออกจาก
เน้ือเยือ่ภายหลงัการถ่ายยนี เน้ือเยือ่ขนาดเล็กท าใหเ้กิดการบอบช ้าไดง่้ายและเน้ือเยือ่ท่ีมีซอกมุมมาก
ท าใหก้ารก าจดัเช้ือ A. tumefaciens ออกในภายหลงัท าไดย้ากเช่นกนั (สนธิชยั และ  เสริมศิริ, 2549) 

 
นอกจากชนิดของเน้ือเยือ่พืชท่ีมีผลต่อประสิทธิภาพการถ่ายยนีแลว้ อายุของเน้ือเยือ่พืช

ท่ีน ามาใชใ้นการถ่ายยนีก็มีผลดว้ยเช่นกนั โดยการทดลองของ Yan et al. (2000) ไดถ่้ายยนีเขา้สู่
เน้ือเยือ่ใบอ่อนของถัว่เหลืองท่ีมีอายแุละขนาดต่าง ๆ พบวา่ใหป้ระสิทธิภาพในการแสดงออกของ
ยนี gus  ต่างกนั โดยเน้ือเยือ่ท่ีมีอายนุอ้ยและขนาดเล็กจะมีอตัราการมีชีวติรอดและมีการแสดงออก
ของยนี gus ต ่ากวา่เน้ือเยือ่ท่ีมีอายมุากและขนาดใหญ่กวา่ ซ่ึงสอดคลอ้งกบัรายงานของ  
Alsheikh et al. (2002) พบวา่เน้ือเยือ่ส่วนใบและกา้นใบของสตรอเบอร่ีท่ีอายตุ่างกนัมีผลท าให้
ประสิทธิภาพในการถ่ายยนีต่างกนัอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (p<0.01) และในการทดลองของ 
Anuradha et al. (2006) ถ่ายยนีโดยใช ้A. tumefaciens เขา้สู่ถัว่ลิสงโดยใชเ้น้ือเยือ่ส่วนขอ้ของใบ
เล้ียงท่ีมีอายตุั้งแต่ 1-8 วนั เพื่อศึกษาอายขุองช้ินส่วนพืชท่ีมีผลต่อประสิทธิภาพการถ่ายยนี พบวา่ขอ้
ใบเล้ียงของถัว่ลิสงท่ีมีอาย ุ6 วนั มีเปอร์เซ็นตก์ารแสดงออกยนีรายงานผลสูงท่ีสุด 
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ปัจจยัท่ีส าคญัอีกประการหน่ึงของการถ่ายยนีโดยใช ้A. tumefaciens คือ วธีิการเตรียม
เน้ือเยือ่เป้าหมายใหเ้หมาะสมส าหรับการถ่ายยนี โดยการกระตุน้ใหเ้น้ือเยือ่สามารถแบ่งเซลลไ์ด้
อยา่งรวดเร็วและมีศกัยภาพในการพฒันาเป็นตน้ใหม่ได้สูง Potrykus (1990a และ b) รายงานวา่การ
เตรียมเน้ือเยือ่เป้าหมายในพืชใบเล้ียงเด่ียวมีความแตกต่างจากพืชใบเล้ียงคู่ เน่ืองจากพืชใบเล้ียงคู่
เม่ือเกิดบาดแผลจะกระตุน้ใหมี้การเกิดการแบ่งเซลลใ์หม่เพื่อซ่อมแซมบริเวณท่ีเกิดบาดแผลไดดี้ 
ท าใหย้นีท่ีถูกถ่ายเขา้ไปมีโอกาสแทรกรวมกบัจีโนมของพืชไดม้ากข้ึน แต่ในพืชใบเล้ียงเด่ียวจะไม่
มีการแบ่งเซลลใ์หม่บริเวณบาดแผล แต่ใชว้ธีิการท าใหบ้ริเวณท่ีเกิดบาดแผลเกิดการแขง็ตวั 
(lignified) เพื่อลดการสูญเสียน ้าและเพื่อป้องกนัการเขา้ท าลายของเช้ือโรคพืชต่าง ๆ จึงเป็นอีก
เหตุผลหน่ึงท่ีท าใหพ้ืชใบเล้ียงเด่ียวไม่ใช่พืชอาศยัของ A. tumefaciens และท าใหเ้ช้ือเขา้บุกรุกพืชใบ
เล้ียงเด่ียวไดย้าก 

 
ดงันั้นการถ่ายยนีเขา้สู่พืชใบเล้ียงเด่ียวโดยใช ้A. tumefaciens ควรตอ้งศึกษาระบบการ

เพาะเล้ียงเน้ือเยือ่ของพืชนั้น ๆ ก่อน โดยเลือกเน้ือเยือ่ท่ีอยูใ่นระยะแบ่งเซลล ์รวมทั้งศึกษาชนิดและ
สูตรของอาหารเพาะเล้ียงท่ีสามารถกระตุน้ใหเ้น้ือเยือ่พืชแบ่งเซลลใ์นขณะท่ีเล้ียงร่วมกบัเช้ือ  
A. tumefaciens และศึกษาสูตรอาหารท่ีชกัน าใหเ้น้ือเยือ่เป้าหมายเกิดตน้ใหม่ไดดี้ (Hiei et al., 1994) 

 
2. สายพนัธ์ุของเช้ือ A. tumefaciens 

 
ในการถ่ายยนีเขา้สู่พืชชนิดต่าง ๆ นั้นสายพนัธ์ุของ A. tumefaciens ท่ีใชจ้ดัเป็นปัจจยั

ส าคญัปัจจยัหน่ึง แมว้า่ในปัจจุบนัจะมีการดดัแปลงสายพนัธ์ุ A. tumefaciens ใหส้ามารถบุกรุกเขา้สู่
พืชใบเล้ียงเด่ียวไดก้็ตาม แต่ในพืชแต่ละชนิดจะมีความจ าเพาะเจาะจงกบัสายพนัธ์ุของเช้ือ  
A. tumefaciens แตกต่างกนั โดย A. tumefaciens สายพนัธ์ุท่ีรุนแรงมากนั้นอาจไม่สามารถถ่ายยนีเขา้
สู่พืชไดทุ้กชนิด ทั้งน้ีเน่ืองจากยนี vir ของเช้ือจะมีความจ าเพาะต่อลกัษณะทางสรีรวทิยาและ
พนัธุกรรมของเน้ือเยือ่พืช โดย A. tumefaciens แต่ละสายพนัธ์ุจะมีระบบของ virulence ท่ีต่างกนั 
(รักชนก, 2549) ยกตวัอยา่งเช่น สายพนัธ์ุ EHA105 จดัเป็นแบคทีเรียสายพนัธ์ุรุนแรงมาก 
(hypervirulence strain) ท่ีไดรั้บการพฒันามาจาก A. tumefaciens สายพนัธ์ุ EHA101 ท่ีบรรจุ  
Ti-plasmid คือ pEHA105 โดยพฒันามาจาก pTiBo542ΔT-region ซ่ึงเป็นพลาสมิดชนิด 
succinamopine type (Hood et al., 1993) แบคทีเรียสายพนัธ์ุน้ีมีประสิทธิภาพในการถ่ายยนีสูงและ
สามารถเขา้บุกรุกพืชใบเล้ียงคู่ไดห้ลากหลายชนิด (broad host range) โดยเฉพาะพืชในวงศ ์
Solanaceae (solanaceous plant) 

 



 

9 

มีรายงานหลายฉบบัไดย้นืยนัผลดงักล่าว เช่น Cao et al. (1998) ไดเ้ปรียบเทียบการถ่าย
ยนีโดยใช ้A. tumefaciens 2 สายพนัธ์ุคือ LBA4404 และ EHA105 ท่ีมียนี gus-int เป็นยนีรายงานผล
เขา้สู่เบอร์ร่ี (Vaccinium spp.) พบวา่สายพนัธ์ุ EHA105 มีประสิทธิภาพในการถ่ายยนีสูงกวา่สาย
พนัธ์ุ LBA4404 และในการทดลองของ Tsuyoshi et al. (2001) ไดเ้ปรียบเทียบประสิทธิภาพของ A. 
tumefaciens 3 สายพนัธ์ุ ไดแ้ก่ LBA4404  AGL-1 และ EHA105 เพื่อใชใ้นการถ่ายยนีเขา้สู่ถัว่อซูกิ
เม่ือตรวจสอบการแสดงออกของยนี gus โดยวธีิ GUS histochemical assay พบวา่การใชส้ายพนัธ์ุ 
EHA105 และ AGL-1 ท าใหมี้การแสดงออกของยนี gus มากกวา่การใชส้ายพนัธ์ุ LBA4404 
เน่ืองจาก A. tumefaciens สายพนัธ์ุ EHA105 และ AGL-1 เป็นสายพนัธ์ุท่ีมีความรุนแรงเป็นพิเศษ 
(hypervirulent) ท่ีถูกพฒันาส่วนของ Ti-plasmid ใหมี้ความจ าเพาะเจาะจงต่อพืชอาศยัท่ีกวา้งมากข้ึน
และมีประสิทธิภาพในการถ่ายยนีสูงข้ึน ต่อมา Yong et al. (2006) ไดศึ้กษาวธีิการท่ีเหมาะสมใน
การถ่ายยนีเขา้สู่ยอดและขอ้ของ Melastoma malabathricum และ Tibouchina semidecandra โดยใช ้
A. tumefaciens 2 สายพนัธ์ุ คือ LBA4404 และ EHA105 ท่ีมีพลาสมิด pCAMBIA1304 ซ่ึง
ประกอบดว้ยยนี mgfp5 เป็นยนีรายงานผล พบวา่สายพนัธ์ุ LBA4404 ใหผ้ลดีท่ีสุดในการถ่ายยนีเขา้
สู่ M. malabathricum ส่วนสายพนัธ์ุ EHA105 มีความเหมาะสมกบั T. semidecandra  และ Hankoua 
et.al. (2006) ไดท้  าการถ่ายยนีเขา้สู่มนัส าปะหลงัในแอฟริกา โดยชกัน ายอดจาก friable 
embryogenic calli และsomatic embryos ไดท้ดสอบประสิทธิภาพการถ่ายยนีของ A. tumefaciens 
สายพนัธ์ุ AGL-1  EHA105  GV3101 และ LBA4404  พบวา่สายพนัธ์ุ GV3101 ใหป้ระสิทธิภาพ
การถ่ายยนีดีท่ีสุด 

 
ส าหรับในพืชใบเล้ียงเด่ียวก็มีรายงานท่ีคลา้ยคลึงกนัเช่น Lee et al. (2006) ไดท้ดสอบ

สายพนัธ์ุของ A. tumefaciens ท่ีเหมาะสมในการถ่ายยนีเขา้สู่แคลลสัของหญา้ orchardgrass 
(Dactylis glomerata L.) โดยเปรียบเทียบ 3 สายพนัธ์ุ คือ EHA101  GV3101 และ LBA4404  
การแสดงออกของยนี gus แบบชัว่คราวสูงท่ีสุดเท่ากบั 58.9 เปอร์เซ็นต ์เม่ือถ่ายยนีโดยใชส้ายพนัธ์ุ 
EHA101 รองลงมาคือ สายพนัธ์ุ GV3101 และ LBA4404 ตามล าดบั 

 
ดงันั้นเพื่อใหก้ารถ่ายยนีโดยใช ้A. tumefaciens ใหป้ระสบความส าเร็จในพืชชนิดนั้น ๆ ใน

กรณีท่ีไม่เคยมีงานวจิยัมาก่อนควรทดสอบสายพนัธ์ุของเช้ือ A. tumefaciens เพื่อใหไ้ดส้ายพนัธ์ุท่ี
เหมาะสมต่อพืชชนิดท่ีถ่ายยนีนั้น ๆ 
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3. ความเขม้ขน้ของเช้ือ A. tumefaciens 
 

ความเขม้ขน้ของเช้ือ A. tumefaciens ท่ีน ามาใชใ้นการถ่ายยนีจะมีผลต่อประสิทธิภาพ

ของการถ่ายยนีโดย สุมนา (2550) ไดศึ้กษาระดบัความเขม้ขน้ของเช้ือ A. tumefaciens ในการถ่ายยนี

เขา้สู่หญา้รูซ่ี โดยใชเ้ช้ือ A. tumefaciens ท่ีมีค่า OD600 เท่ากบั 1.0 แลว้น ามาเจือจางในอตัราส่วนต่าง 

ๆ กนัโดยใชป้ริมาตรสารแขวนลอยเช้ือต่ออาหารเหลวสูตร MS ในช่วง 1:1 1:10 และ 1:20 พบวา่ 

อตัราส่วน 1:10 ท าใหไ้ดป้ระสิทธิภาพในการถ่ายยนีสูงสุด โดยเกิดจุดสีน ้าเงินเฉล่ีย 1.83 จุดต่อ

น ้าหนกัแคลลสั 1 กรัม 

 
อยา่งไรก็ตาม Humara et al. (1999) ไดศึ้กษาระดบัความเขม้ขน้ของเช้ือ A. tumefaciens 

ในการถ่ายยนีเขา้สู่ Pinus pinea L. โดยใชค้วามเขม้ขน้ท่ีระดบัต่าง ๆ คือ ระดบัท่ีมีค่า OD600 ในช่วง 
0.01-1.0 พบวา่ท่ีระดบัความเขม้ขน้เช้ือท่ีมีค่า OD600 เท่ากบั 1.0 ท าใหมี้ประสิทธิภาพในการถ่ายยนี
มากท่ีสุด แต่ในทางตรงกนัขา้มระดบัความเขม้ขน้ของเช้ือท่ีสูงข้ึนน้ีกลบัท าใหก้ารเกิดยอดของ
เน้ือเยือ่พืชลดลงจาก 58 เปอร์เซ็นต ์เหลือเพียง 4 เปอร์เซ็นตเ์ท่านั้น ซ่ึงผลในลกัษณะเดียวกนัน้ีพบ
ในงานวจิยัของ Yan et al. (2000) ดว้ยเช่นกนัโดยพบวา่ ระดบัความเขม้ขน้ของเช้ือท่ีมีค่า OD600 
สูงข้ึนท าใหค้วามมีชีวติของเน้ือเยือ่ส่วนขอ้ของใบเล้ียงของถัว่เหลืองลดลง  

 
4. การเติมสาร acetosyringone 

acetosyringone เป็นสารประกอบท่ีพืชสร้างข้ึนจากเน้ือเยือ่พืชท่ีเกิดบาดแผล สารชนิดน้ี
เป็นสารท่ีเช้ือ A. tumefaciens ตอ้งการเพื่อใชใ้นการสร้างเน้ือเยือ่ปุ่มปม (Stachel et al., 1985) สารน้ี
จะเขา้ไปกระตุน้การลอกรหสัของยนี vir ใน A. tumefaciens โดยท างานร่วมกบั tranmembrane 
receptor protein (Melchers et al., 1989) แต่เน่ืองจากในสภาพธรรมชาติพืชหลายชนิดไม่สามารถ
สร้างสารน้ีไดใ้นปริมาณท่ีมากพอ โดยเฉพาะพืชใบเล้ียงเด่ียวไม่สามารถสร้างสาร acetosyringone 
ไดเ้องเม่ือเกิดบาดแผล ดงันั้นการเติมสาร acetosyringone ลงในอาหารส าหรับเล้ียงเช้ือ อาหารท่ีใช้
ส าหรับการปลูกเช้ือ (inoculation) หรืออาหารท่ีใชใ้นขั้นตอนการเพาะเล้ียงเน้ือเยือ่  จะกระตุน้และ
เพิ่มประสิทธิภาพการถ่ายยนีใหดี้ข้ึน (นิรนาม, 2553) 
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5. ระยะเวลาในการปลูกเช้ือ (inoculation) 

 
การปลูกเช้ือเป็นขั้นตอนท่ีช่วยท าใหเ้ช้ือ A. tumefaciens ยดึเกาะกบัผวิของช้ินส่วนพืช

ได ้(Yong et al., 2006) ซ่ึง Ke et al. (2002) รายงานวา่ระยะเวลาในการปลูกเช้ือมีผลต่อการ
แสดงออกของยนี gus โดยทดลองปลูกเช้ือ A. tumefaciens สายพนัธ์ุ AGL-1 ท่ีมีพลาสมิด 
pAL155/pAL156 ใหต้น้อ่อนของขา้วบาร์เลย ์ใชร้ะยะเวลานาน 0.5  4  8 และ 24 ชัว่โมง พบวา่ท่ี
ระยะเวลา 0.5 ชัว่โมง ท าใหป้ระสิทธิภาพส่งถ่ายยนีต ่ามาก และ Wu et al. (2003) ไดป้ลูกเช้ือ  
A. tumefaciens ใหก้บัคพัภะอ่อนของขา้วสาลี เป็นเวลา 0  0.25  0.5  1  2  3 และ 5 ชัว่โมง พบวา่ 
การปลูกเช้ือท่ีระยะเวลา 3 ชัว่โมงเหมาะสมในการปลูกเช้ือมากท่ีสุด พบการแสดงออกของยนี gus 
แบบชัว่คราวเพิ่มข้ึนเร่ือย ๆ เม่ือเพิ่มระยะเวลาในการปลูกเช้ือนานข้ึน แต่ถา้ใชร้ะยะเวลาในการ
ปลูกเช้ือนานเกินไปจะส่งผลต่ออตัราการรอดชีวติและการชกัน าใหเ้กิดตน้ของพืชลดลง ส่วนใน
การทดลองของ Almeida et al. (2003) ปลูกเช้ือใหใ้บเล้ียงส้ม ท่ีระยะเวลา 20 นาที สามารถพบการ
แสดงออกของยนี gus สูงท่ีสุด 

 
6. ระยะเวลาการเพาะเล้ียงเน้ือเยือ่ร่วมกบัเช้ือ (co-cultivation) 

 
ระยะเวลาท่ีเหมาะสมในการเพาะเล้ียงเน้ือเยือ่พืชร่วมกบัเช้ือนั้นในพืชแต่ละชนิดจะ

ต่างกนั ช่วงเวลาเพาะเล้ียงเน้ือเยือ่ร่วมกบัเช้ือเป็นปัจจยัท่ีส าคญัในการช่วยท าใหเ้กิดกลไกการส่ง
ถ่ายยนีจาก           A. tumefaciens เขา้สู่เซลลพ์ืช (Yong et al., 2006) โดยทัว่ไปจะใชเ้วลาในการ
เพาะเล้ียงเน้ือเยือ่ร่วมกบัเช้ือ ประมาณ 2-4 วนั Custis et al. (1999) รายงานวา่ระยะเวลาเพาะเล้ียง
เน้ือเยือ่ร่วมกบัเช้ือท่ีนานเกินไปจะท าใหเ้ช้ือ A. tumefaciens เจริญเติบโตคลุมเน้ือเยือ่พืชจนไม่
สามารถก าจดัได ้นอกจากน้ีการเพาะเล้ียงเน้ือเยือ่ร่วมกบัเช้ือท่ีนานเกินไปอาจส่งผลต่อการเจริญ
และพฒันาของเน้ือเยือ่พืช ส่งผลท าใหเ้น้ือเยือ่เกิดอาการ necrosis ได ้ซ่ึงจากการทดลองของ 
Cervera et al.(1998) พบวา่ระยะเวลาเพาะเล้ียงเน้ือเยือ่ร่วมกบัเช้ือท่ีนานข้ึนมีผลท าใหป้ระสิทธิภาพ
ในการถ่ายยนีสูงข้ึนดว้ย แต่ไม่ควรนานเกินไป ซ่ึงจะส่งผลต่อการเพิ่มปริมาณของเช้ือแบคทีเรียและ
ลดประสิทธิภาพในการชกัน าใหเ้กิดตน้จากช้ินส่วนพืชท่ีไดรั้บการถ่ายยนี โดย Cao et al. (1998) 
กล่าววา่ปกติแลว้ไม่แนะน าใหเ้พาะเล้ียงเน้ือเยือ่ร่วมกบัเช้ือนานเกิน 4 วนั เพราะการก าจดัเช้ือ
แบคทีเรียออกจากเน้ือเยือ่พืชจะท าไดย้าก อาจส่งผลใหเ้น้ือเยือ่พืชตายได้ 
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Lee et al. (2006) ไดท้ดลองหาระยะเวลาในการเพาะเล้ียงเน้ือเยือ่พืชร่วมกบัเช้ือท่ี
เหมาะสมในการถ่ายยนีเขา้สู่แคลลสัของหญา้ orchardgrass (Dactylis glomerata L.) พบวา่ 
ระยะเวลาท่ีใชใ้นการเพาะเล้ียงเน้ือเยือ่พืชร่วมกบัเช้ือนาน 3 วนั ประสิทธิภาพการแสดงออกของยนี 
gus แบบชัว่คราวสูงท่ีสุดประมาณ 57.2 เปอร์เซ็นต ์รองลงมาคือ ท่ีระยะเวลา 5  1 และ 7 วนั พบวา่
การแสดงออกของยนี gus แบบชัว่คราว เท่ากบั 48.9  40.2 และ 32.8 เปอร์เซ็นต ์ตามล าดบั 

 
นอกจากความส าเร็จของการถ่ายยนีเขา้สู่พืชจะข้ึนอยูก่บัประสิทธิภาพในการคดัเลือก

เซลลท่ี์ไดรั้บยนี และการบงัคบัใหเ้ซลลห์รือเน้ือเยือ่พฒันาไปเป็นตน้ท่ีสมบูรณ์แลว้ ยงัข้ึนอยูก่บั
พนัธุกรรมของพืช ช้ินส่วนของพืชท่ีเหมาะสม อายพุืช สภาพแวดลอ้มก่อนการคดัเลือก แสง 
แหล่งท่ีมาของช้ินส่วน สภาพแวดลอ้มส าหรับการชกัน าใหเ้กิด somatic embryogenesis หรือการ
พฒันาเป็นตน้ อาหาร วธีิการคดัเลือก สภาพแวดลอ้มท่ีเหมาะสม ชนิดและความเขม้ขน้ของสาร
ปฏิชีวนะ เป็นตน้ (Jacobsen, 1993) 
 
โปรโมเตอร์ ยนีเคร่ืองหมายทีใ่ช้ในการคัดเลอืก (selectable marker gene) และยนีรายงานผล 
(reporter gene) 
 

โปรโมเตอร์ (prometer) 
 

โปรโมเตอร์ส าหรับควบคุมการแสดงออกของยนีในพืชท่ีใชก้นัมากคือ โปรโมเตอร์จากยนี 
nospaline synthase (nos promoter) ซ่ึงอยูใ่นส่วนของ T-DNA ของพลาสมิด Ti และโปรโมเตอร์
จากไวรัสของกระหล ่า (cauliflower mosaic virus; CaMV 35S prometer) ซ่ึงเป็นโปรโมเตอร์ท่ีมี
ประสิทธิภาพและแสดงออกไดใ้นเซลลพ์ืชทุกประเภท จึงเป็นโปรโมเตอร์ท่ีนิยมน ามาใชก้นัมากใน
การถ่ายยนีในพืช เพื่อใหมี้การแสดงออกของยนีหรืออาจใชโ้ปรโมเตอร์ท่ีมาจากพืชท่ีตอ้งการ
ทดสอบ เช่น Sairam et al. (2003) ใช ้พลาสมิด pMP90RK ท่ีบรรจุยนี gfp ซ่ึงอยูภ่ายใตก้ารควบคุม
ของโปรโมเตอร์จากยนีแอคตินของขา้ว (rice actin promoter) เพื่อถ่ายเขา้สู่เน้ือเยือ่เจริญปลายยอด
ของขา้วโพดโดยใช ้A. tumefaciens พบการแสดงออกของยนี gfp ไดท้ั้งใบ เกสรตวัผู ้(anther) และ
ละอองเรณู (pollen) 
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ยนีเคร่ืองหมายท่ีใชใ้นการคดัเลือก (selectable marker gene) 
 

เป็นยนีท่ีก าหนดลกัษณะบางประการท่ีท าใหส้ามารถคดัเลือกเซลลห์รือเน้ือเยือ่ท่ีไดรั้บยนี
ออกจากกลุ่มของเน้ือเยือ่ท่ีไม่ไดรั้บการถ่ายยนี ยนีเคร่ืองหมายท่ีใชใ้นการคดัเลือกท่ีนิยมใชใ้นการ
ถ่ายยนี ไดแ้ก่ ยนี hygromycin phosphotransferase (hpt) เป็นยนีตา้นทานต่อสารปฏิชีวนะ 
hygromycin  ยนี neomycin phosphotransferase II (nptII) เป็นยนีตา้นทานต่อสารปฏิชีวนะ 
kanamycin หรือยนี  aroA เป็นยนีตา้นทานต่อสารก าจดัวชัพืช glyphosate (นุชจรี, 2552) 

 
ยนี hygromycin phosphotransferase (hpt) 

 
เป็นยนีท่ีควบคุมลกัษณะตา้นทานต่อสารปฏิชีวนะ hygromycin ซ่ึงเป็นสาร

ปฏิชีวนะในกลุ่ม aminogycoside ท่ีมีคุณสมบติัในการรบกวนการสังเคราะห์โปรตีน เน่ืองจากสาร
ปฏิชีวนะ hygromycin จะไปขดัขวางการจดจ าต าแหน่งของ aminoacyl tRNA และการเขา้เกาะท่ี
ต าแหน่ง A-site ของไรโบโซมของพืช ดงันั้นการคดัเลือกเซลลพ์ืชท่ีไดรั้บการถ่ายยนีโดยใชส้าร
ปฏิชีวนะ hygromycin จะใหผ้ลท่ีแน่นอน ซ่ึงสามารถยบัย ั้งการเจริญของเซลลท่ี์ไม่ไดรั้บการถ่ายยนี
ไดห้มดและไม่พบภาวะเผอืก (albino) หรือไดต้น้ถ่ายยนีท่ีเป็นหมนั (Hiei et al., 1997) โดยทัว่ไป
แลว้ความเขม้ขน้ของสารปฏิชีวนะ hygromycin ท่ีเหมาะสมส าหรับการก าจดัเซลลท่ี์ไม่ไดรั้บการ
ถ่ายยนีจะอยูร่ะหวา่ง 25-200 มิลลิกรัมต่อลิตร (Potrykus and Spangenberg, 1995) เช่น รายงานของ 
Aldemita and Hodges (1996) คดัเลือกขา้ว japonica และ indica ท่ีไดรั้บการถ่ายยนีโดยใช ้A. 
tumefaciens พบวา่การเจริญเป็นตน้ใหม่ (regeneration) ของตน้ขา้วท่ีไม่ไดรั้บสารปฏิชีวนะ 
hygromycin มีการแสดงออกของยนี gus นอ้ยกวา่ 50 เปอร์เซ็นต ์จากนั้น Komari et al. (1996) 
พบวา่การเติมสารปฏิชีวนะ hygromycin ลงในอาหาร regeneration ในการคดัเลือกเน้ือเยือ่พืชท่ี
ไดรั้บการถ่ายยนีเม่ือน าไปตรวจสอบดว้ย GUS histochemical assay แลว้ พบวา่มีการแสดงออกของ
ยนี gus 85 เปอร์เซ็นต์  และ Kondo et al. (2000) คดัเลือกเน้ือเยือ่กระเทียม (Allium sativum L.) ท่ี
ไดรั้บการถ่ายยนี โดยเพิ่มระดบัความเขม้ขน้ของ hygromycinในแต่ละคร้ังของการเปล่ียนอาหาร
ตั้งแต่ 10-40 มิลลิกรัมต่อลิตร   

 
ยนี neomycin phosphotransferase II (nptII) 

 
เป็นยนีท่ีควบคุมลกัษณะตา้นทานต่อสารปฏิชีวนะ kanamycin  neomycin  

geneticin และ paramomycin ซ่ึงเป็นสารปฏิชีวนะในกลุ่ม aminogycoside ท่ีมีคุณสมบติัในการ
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รบกวนการสังเคราะห์โปรตีน ท าใหพ้ืชไม่สามารถสร้างโปรตีนเพื่อน ามาใชใ้นกิจกรรมต่าง ๆ ได้
จึงท าใหเ้ซลลพ์ืชท่ีเพาะเล้ียงในอาหารท่ีเติมสารปฏิชีวนะเหล่าน้ีตาย มีรายงานการน าสารปฏิชีวนะ 
kanamycin มาใชเ้ป็นสารคดัเลือกในการถ่ายยนีเขา้สู่พืชหลายชนิด เช่น การทดลองของกัญจนา 
(2549) ไดใ้ชส้ารปฏิชีวนะ kanamycin ความเขม้ขน้ 30 มิลลิกรัมต่อลิตร ในการคดัเลือกแคลลสัของ
ถัว่ฮามาตา้ท่ีไดรั้บการถ่ายยนี nptII  แต่ในการทดลองของ Aoki et al. (2002) ไดใ้ชส้ารปฏิชีวนะ 
kanamycin ความเขม้ขน้ถึง 400 มิลลิกรัมต่อลิตรในการคดัเลือกถัว่ Lotus japonicas แต่พบวา่ยงัไม่
เพียงพอท่ีจะท าใหเ้น้ือเยือ่ตายหมด จะเห็นไดว้า่ความเขม้ขน้ของสารปฏิชีวนะ kanamycin ท่ีใช้
แตกต่างกนันั้น เพราะพืชท่ีใชมี้ความแตกต่างกนั อีกทั้งเน้ือเยือ่ท่ีใชใ้นการถ่ายยนีก็แตกต่างกนั ท า
ใหค้วามทนทานต่อสารปฏิชีวนะท่ีใชน้ั้นแตกต่างกนั 
 

ยนี aroA 

 
ไกลโฟเสท เป็นสารก าจดัวชัพืชท่ีมีการพฒันาข้ึนมาในปี ค.ศ. 1972  โดย Franz 

แห่งบริษทัมอนซานโต ้ สารในกลุ่มน้ีเร่ิมมีการน าเขา้มาใชค้ร้ังแรกตั้งแต่ปี ค .ศ. 1982  เป็นสารท่ีมี
คุณสมบติัในการยบัย ั้งการท างานของเอนไซม ์EPSPs (5-enoylpyrvylshikimic acid-3-phosphate 
synthase) ซ่ึงเป็นเอนไซมท่ี์เก่ียวขอ้งในการสังเคราะห์กรดอะมิโนท่ีเป็นวงแหวน (aromatic amino 
acid) ไดแ้ก่ phenylalanine, tryptophan และ tyrosine 

 
ไกลโฟเสทเป็นสารประเภทไม่เลือกท าลาย ท่ีมีกลไกหรือต าแหน่งของปฏิกิริยาใน

การยบัย ั้งการท างานของเอนไซม ์EPSPs  ซ่ึงจะไปยบัย ั้งเพียงต าแหน่งเดียวใน shikimate pathway 
โดยจะเปล่ียน phosphoenolpyruvate (PEP) และ shikimate-3-phosphate ท าปฏิกิริยาเพื่อใหไ้ด ้
EPSPs ซ่ึงเอนไซมด์งักล่าวน้ีถูกควบคุมโดยนิวเคลียสในโมเลกุล  แต่จะท าหนา้ท่ีในคลอโรพลาสท ์ 
แมว้า่จะท าปฏิกิริยาไซโทพลาซึมได ้(ทศพล, 2545) 

 
  ในปี พ.ศ. 2537 บริษทัมอนซานโตไดท้ดลองผลิตพนัธ์ุถัว่เหลือง (สายพนัธ์ุ 40-3-
2) ท่ีมีความตา้นทานต่อสารก าจดัวชัพืชไกลโฟเสท โดยใชเ้คร่ืองยงิอนุภาคยงิพาหะ PV-GMGT04 
ประกอบดว้ยยนี CP4EPSPS 2 ชุด และยนีรายงานผล gus  ถัว่เหลืองในชัว่ท่ี 2 คือ สายพนัธ์ุ 40-3-2 
R2 แสดงความทนทานต่อสารไกลโฟเสทไดดี้และไม่มีการแสดงออกของยนี gus หากน าพืช 40-3-2 
R2 มาผสมพนัธ์ุกบัถัว่เหลืองธรรมดาพบวา่ยนี CP4EPSPS ถูกถ่ายทอดในรูปแบบยนีเด่นตาม
หลกัการของ Mendel ผลการวเิคราะห์ดว้ย Southern blot ในถัว่เหลืองสายพนัธ์ุน้ี  พบวา่ มียนี 
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CP4EPSPS  เพียง 1 ชุด และไม่มียนี gus จากการวเิคราะห์ในเมล็ดพนัธ์ุและใบของพืชโดยใชว้ธีิ 
ELISA ไม่พบการแสดงออกของยนี gus หรือโปรตีน GUS    และผลการผสมพนัธ์ุกบัถัว่เหลือง
พนัธ์ุอ่ืน ๆ และการวเิคราะห์ลูก พบวา่ยนี CP4EPSPS  มีความมัน่คงและถ่ายทอดในรูปแบบยนีเด่น 
(นิรนาม, 2549.) 

 
Arnaud and Sailland (1998) ไดท้ดลองถ่ายยนีตา้นทานสารก าจดัวชัพืชไกลโฟ

เสท  ใหก้บัยาสูบ 3 สายพนัธ์ุ  คือ HR WR และ S ซ่ึงอ่อนแอต่อสารก าจดัวชัพืช  พบวา่ สายพนัธ์ุ 
HR ท่ีไดรั้บการถ่ายยนีตา้นทานจะไดรั้บผลกระทบจากสารไกลโฟเสทเพียงเล็กน้อย  เม่ือเทียบกบั
สายพนัธ์ุ WR และ S ไม่วา่จะใชไ้กลโฟเสทอตัรา 800 หรือ 1,600 กรัม/เฮกตาร์ 

 
ยนีรายงานผล (reporter gene) 
 
เป็นยนีท่ีใชใ้นการศึกษาประสิทธิภาพของการถ่ายยนี โดยตรวจสอบการแสดงออก

ของยนีท่ีไม่เก่ียวขอ้งกบัการแสดงลกัษณะความตา้นทานต่อสารปฏิชีวนะหรือสารคดัเลือกอ่ืน ๆ 
และสามารถใชต้รวจสอบการมีอยูข่องยนีเหล่าน้ีได ้ซ่ึงเป็นวธีิท่ีตรวจสอบไดง่้าย ยนีรายงานผลท่ี
นิยมใชก้นัมาก คือ ยนี β-glucuronidase (gus) ยนีน้ีเป็นยนีท่ีไดจ้ากเช้ือแบคทีเรีย Escherichia coli 
สายพนัธ์ุ K12 ควบคุมการสร้างเอนไซม ์β-glucuronidase ซ่ึงสามารถ hydrolyze สารตั้งตน้ท่ีไม่มีสี 
คือ สาร 5-bromo-4-chloro-3-indolyl- β-D-glucuronide (X-Glue) ไดเ้ป็นสารท่ีมีสีน ้าเงินเขม้บน
เน้ือเยือ่ท่ีไดรั้บยนีน้ีเขา้ไป และมีความคงทนสูงไม่ละลายในแอลกอฮอล ์(Jefferson et al., 1987) 
เรียกการตรวจสอบดว้ยวธีิน้ีวา่ GUS histochemical assay แต่หลงัจากการตรวจสอบการแสดงออก
ของยนีดว้ยวธีิน้ีจะท าใหเ้น้ือเยือ่พืชถูกท าลาย ท าใหไ้ม่สามารถน าเน้ือเยือ่ไปใชป้ระโยชน์ต่อได้ 
 
การตรวจสอบการแสดงออกของยนี 
 
 การตรวจสอบการแสดงออกของยนีแบบชัว่คราว (transient expression detection) 
 
 การตรวจสอบประสิทธิภาพการถ่ายยนีในพืช มกัใชก้ารตรวจสอบยนีรายงานผล (reporter 
gene) ซ่ึงเป็นยนีท่ีสามารถติดตามไดง่้าย ท าใหท้ราบวา่ยนีท่ีถ่ายเขา้ไปนั้นเขา้ไปในเซลลพ์ืชหรือไม่ 
ยนีรายงานผลท่ีนิยมมากท่ีสุดคือ ยนี gusA ควบคุมการสร้างเอนไซม ์β-glucuronidase เม่ือ 
hydrolyze กบัสารละลาย X-Gluc ท าใหไ้ดส้ารท่ีมีสีน ้าเงินเขม้บนเน้ือเยือ่พืชท่ีไดรั้บการถ่ายยนีและ
มีความคงทนสูงไม่ละลายในแอลกอฮอล ์ฉะนั้นถา้สร้างพลาสมิดท่ีมียนีรายงานผลเกาะติดกบัยนี
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อ่ืนท่ีตอ้งการ เม่ือตรวจสอบยนีรายงานผลแลว้ใหผ้ลเป็นบวก จะสามารถคาดหวงัไดว้า่ยนีท่ีตอ้งการ
นั้นเขา้ไปในเซลลพ์ืชดว้ย อยา่งไรก็ตามถา้ตรวจสอบยนีรายงานผลเร็วเกินไป ผลบวกท่ีไดจ้ะไม่
สามารถยนืยนัไดว้า่ยนีเหล่านั้นเขา้ไปเช่ือมต่อกบัจีโนมของพืชไดอ้ยา่งถาวร แต่เป็นวธีิท่ีช้ีวา่ยนีได้
เขา้ไปในเซลลพ์ืชเท่านั้น (อุไรวรรณ, 2545) 
 
 การตรวจสอบการมีอยูข่องยนีแบบถาวร (stable transformant) 
 
 เป็นการตรวจสอบการเขา้เช่ือมต่อของยนีเขา้กบัจีโนมของพืชอยา่งถาวร โดยตรวจสอบ
หลงัจากการคดัเลือกเซลลพ์ืชท่ีไดรั้บการถ่ายยนีดว้ยอาหารคดัเลือกส้ินสุดแลว้ การตรวจสอบ
สามารถท าไดห้ลายวธีิ ดงัน้ี 
 

1. การตรวจสอบโดยเทคนิคพีซีอาร์ (polymerase chain reaction; PCR) เป็นการตรวจสอบ

การเขา้เช่ือมต่อของยนีเขา้กบัจีโนมของพืช แต่ไม่สามารถบอกไดว้า่ยนีนั้นสามารถแสดงออกได้

หรือไม่ ขอ้ดีของการตรวจสอบดว้ยวธีิน้ี คือ สามารถตรวจสอบไดเ้ร็วแมมี้ปริมาณดีเอน็เอเพียง

เล็กนอ้ย ใชเ้น้ือเยือ่นอ้ยและทราบผลไดภ้ายในเวลา 3-4 ชัว่โมง ส่วนขอ้เสีย คือ เกิด false positive 

ไดง่้ายและเคร่ืองมือมีราคาแพง 

 
2. การตรวจสอบโดยเทคนิค Southen blot analysis เป็นการตรวจสอบการเขา้เช่ือมต่อของ

ยนีเขา้กบัจีโนมของพืช โดยอาศยัหลกัของดีเอน็เอท่ีสามารถจบัคู่กนัได ้(complementary) ระหวา่งดี

เอน็เอท่ีตอ้งการตรวจสอบกบัดีเอน็เอท่ีใชเ้ป็นตวัตรวจสอบ (probe) และเป็นวธีิการท่ีใชใ้นการ

วนิิจฉยัจ านวนและขนาดของช้ินส่วนดีเอน็เอ (อุไรวรรณ, 2545) 

 
การเพาะเลีย้งเนือ้เยือ่มันส าปะหลงั 
 
 Szabados et al. (1987) ไดท้ดลองชกัน าเน้ือเยือ่มนัส าปะหลงั 15 สายพนัธ์ุท่ีเพาะเล้ียงจาก
ส่วนยอดใหเ้กิด somatic embryogenesis  โดยใชส่้วนยอดอ่อน และใบอ่อนมาเพาะเล้ียงในอาหาร
วุน้สูตร MS ท่ีเติม 2,4-D, GA3, BAP ท่ีระดบัความเขม้ขน้ต่าง ๆ  ในระยะชกัน าจะเติม  2,4-D เพียง
อยา่งเดียว โดยความเขม้ขน้ท่ีเหมาะสมท่ีสุดคือ 16 มิลลิกรัมต่อลิตรในส่วนใบอ่อนของสายพนัธ์ุ  
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M Col 1505  การชกัน าใหเ้กิด somatic embryo จะเติม BAP  0.1 มิลลิกรัมต่อลิตร, 2,4-D 0.01 
มิลลิกรัมต่อลิตรและ GA3 1 มิลลิกรัมต่อลิตรซ่ึงเป็นอตัราส่วนท่ีช่วยชกัน า somatic embryoไดดี้
ท่ีสุด 
 

การเพาะเล้ียงเน้ือเยือ่มนัส าปะหลงัโดยใชตุ้ม้ใบอ่อน (immature leaflobe) ใหเ้ป็น somatic 
embryos และชกัน าใหก้ลายเป็นตน้ โดยการเติมฮอร์โมนออกซินลงในอาหารสูตร Murashige and 

Skoog (1962)  เป็นสูตรพื้นฐาน จะท าใหเ้กิด somatic embryo ได ้(Stamp and Henshaw, 1987; 
Szabados et al., 1987) ซ่ึงยงัมีลกัษณะทางพนัธุกรรมเหมือนตน้แม่ทุกประการ และสามารถชกัน า
ใหก้ลายเป็นตน้ท่ีสมบูรณ์ได ้(Raemakers et al., 1993)   

 
Li et al. (1998) ไดศึ้กษาการชกัน ามนัส าปะหลงัท่ีเพาะเล้ียงเน้ือเยือ่ใหเ้กิด organogenesis 

โดยเพาะเล้ียงในอาหารวุน้สูตร MS โดยเติมฮอร์โมนต่าง ๆ พบวา่มนัส าปะหลงัจะกลายเป็นยอดได้
ดีท่ีสุดเม่ือใช ้BA 1.0 มิลลิกรัมต่อลิตร และ IBA 0.5 มิลลิกรัมต่อลิตร 

 
รังสีและคณะ (2551) สร้างมนัส าปะหลงัเตทราพลอยดโ์ดยการเพาะเล้ียงเน้ือเยือ่ตาขา้งและ

ตายอดของมนัส าปะหลงั 3 พนัธ์ุคือ ระยอง 7 ระยอง 90 และเกษตรศาสตร์ 50 ร่วมกบัการใช้
สารละลายโคลชิซินท่ีความเขม้ขน้ 0.002-0.003% ผสม DMSO 2%  พบวา่ตวัอยา่งมนัส าปะหลงั
จ านวน 33-58% สามารถเจริญและพฒันาต่อไปเป็นตน้กลา้ท่ีมีลกัษณะโพลิพลอยดท่ี์มีตน้เต้ีย ขอ้ถ่ี 
ใบหนา เขียวเขม้ หยกัเวา้นอ้ย การเจริญเติบโตชา้  มีรากใหญ่และสั้นรวมทั้งมีปริมาณนอ้ยกวา่ตน้
ปกติ และการคดัเลือกมนัส าปะหลงัโพลิพลอยดใ์นสภาพปลอดเช้ือโดยวธีิการตดัเป็นขอ้ ๆ ละ 1 ตา 
ปฏิบติัซ ้ าทุก 4-6 ชัว่ จะไดต้น้กลา้มนัส าปะหลงัโพลิพลอยดท่ี์ไม่มีลกัษณะ chimera 100% 
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อปุกรณ์และวธีิการ 
 

อุปกรณ์ 
 

1. พืชท่ีใชใ้นการทดลอง คือ ท่อนพนัธ์ุมนัส าปะหลงัพนัธ์ุหว้ยบง 60 
  

2. วสัดุและอุปกรณ์ในการเพาะเล้ียงเน้ือเยือ่พืช และการถ่ายยนี 
 

2.1 เคร่ืองมือและอุปกรณ์ส าหรับหอ้งปฏิบติัการเพาะเล้ียงเน้ือเยือ่ ซ่ึงประกอบดว้ยชั้น
วางขวดเพาะเล้ียงเน้ือเยือ่พร้อมระบบไฟใหแ้สงสวา่ง เคร่ืองเขยา่และเคร่ืองควบคุมอุณหภูมิ  

 
2.2 เคร่ืองมือและอุปกรณ์ต่าง ๆ ท่ีใชใ้นการเพาะเล้ียงเน้ือเยือ่ ไดแ้ก่ ตูย้า้ยเน้ือเยือ่ ดา้ม

มีด และใบมีดผา่ตดั ปากคีบ จานแกว้ และตะเกียงแอลกอฮอล ์เป็นตน้ 
 
2.3 เคร่ืองมือและอุปกรณ์ต่าง ๆ ท่ีใชใ้นการเตรียมอาหารไดแ้ก่ หมอ้น่ึงความดนั ตูอ้บ 

เตาไมโครเวฟ เคร่ืองชัง่ไฟฟ้า เคร่ืองกวนสารเคมี แท่งแม่เหล็ก เคร่ืองวดัความเป็นกรด-ด่าง ชอ้น
ตกัสาร และเคร่ืองแกว้ต่าง ๆ เช่น ขวดแกว้ขนาด 4 ออนซ์ บีกเกอร์ กระบอกตวง ขวดรูปชมพู ่เป็น
ตน้ 

 
2.4 เคร่ืองมือและอุปกรณ์ต่าง ๆ ท่ีใชใ้นการถ่ายยนีโดยใช ้Agrobacterium tumefaciens 

เป็นพาหะ ไดแ้ก่ เคร่ืองวดัค่าการดูดกลืนแสง (spectrophotometer) เคร่ืองกวนตะกอน (Vortex®) 
และเคร่ืองป่ันเหวีย่ง (centrifuge) 

 
2.5 เคร่ืองมือและอุปกรณ์ท่ีใชใ้นการตรวจสอบการถ่ายยนีในระดบัโมเลกุล ไดแ้ก่ 

กลอ้งจุลทรรศน์แบบสเตอริโอ (Olympus รุ่น SZX12) เคร่ือง Thermocycler (Biometra®) ส าหรับท า
ปฏิกิริยา polymerase chain reaction (PCR) เคร่ืองถ่ายภาพเจล (gel documentation system) พร้อม
อุปกรณ์ถ่ายภาพเจล เคร่ืองแยกขนาดดีเอน็เอดว้ยกระแสไฟฟ้า (อะกาโรสเจลอิเล็กโตรโฟรีซีส) 
เคร่ือง hybridizer และอุปกรณ์ท่ีใชใ้นการท า Southern blot เป็นตน้ 
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3. สารเคมี 
 

3.1 สารเคมีท่ีใชใ้นการเตรียมอาหารส าหรับการเพาะเล้ียงเน้ือเยือ่พืช ไดแ้ก่  
 

 3.1.1สารเคมีท่ีใชเ้ตรียมอาหารสูตร MS (Murashige and Skoog, 1962) 
 

 3.1.2 สารควบคุมการเจริญเติบโตพืช ไดแ้ก่ 6-benzyladenine (BA), α -
Naphthylene acetic acid (NAA) 
 

3.2 สารเคมีท่ีใชใ้นการถ่ายยนี ไดแ้ก่ acetosyringone (Fluka, Germany) และสาร
ปฏิชีวนะ ไดแ้ก่ cefotaxime (Claraxim® 1.0, Siam Bhiasach Co., Ltd.) และ kanamycin (A.N.B. 
Laboratories Co., Ltd.) 

 
3.3 สารท่ีใชค้ดัเลือเซลลพ์ืชท่ีไดรั้บการถ่ายยนี คือ N-(Phosphonomethyl) glycine, 96% 

(Sigma-Aldrich, USA) 
 

3.4 สารเคมีท่ีใชใ้นการเตรียมอาหารเล้ียงเช้ือแบคทีเรีย ไดแ้ก่ trypton, yeast extract, 
sodium chloride และวุน้ผง 
 

3.5 สารเคมีท่ีใชใ้นการสกดัพลาสมิดดีเอน็เอ ไดแ้ก่ QIAprep miniprep® spin column 
kit (บริษทั QIAGEN) 
 

3.6 สารเคมีท่ีใชต้รวจสอบการแสดงออกของยนี gus โดยวธีิ GUS histochemical assay 
(Jefferson, 1987) ไดแ้ก่ disodium hydrogen orthophosphate (Na2PO4), sodium dihydrogen 
phosphate (NaH2PO4.H2O), potassium ferricyanide (K3Fe(CN)6), potassium ferrocyanide 
(K4Fe(CN)6), ethylenediamine tetra acetic acid disodium salt dehydrate (Na2EDTA), Triton X-100 
และสารละลาย 5-bromo-4-chloro-3-indolyl-β-D-glucuronide (X-Gluc) (บริษทั Fermentas) 
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4. เช้ือแบคทีเรีย Agrobacterium tumefaciens ท่ีใชใ้นการถ่ายยนีเขา้สู่พืช 
 
    แบคทีเรีย A. tumefaciens สายพนัธ์ุ EHA105 ภายในบรรจุพลาสมิด pCAM1304-EPSPS 
เป็น binary vecter ประกอบดว้ยยนีรายงานผลยนี β-glucuronidase (gus) และยนี  aroA เป็นยนี
ควบคุมลกัษณะตา้นทานต่อสารก าจดัวชัพืชไกลโฟเสทโดยจะผลิต 5-enoylpyruvylshikimate-3-
phosphate synthase (EPSPS) ท่ีถูกสารก าจดัวชัพืชไกลโฟเสทไปยบัย ั้งใหเ้พิ่มปริมาณมากข้ึน
ส าหรับใชค้ดัเลือกเน้ือเยือ่พืชท่ีไดรั้บการถ่ายยนี โดยยนีทั้งสองส่วนน้ีมีโปรโมเตอร์ 35SCaMV 
เป็นส่วนท่ีควบคุมการแสดงออกของยนีและเทอร์มิเนเตอร์ คือ NOS เป็นดีเอน็เอส่วนควบคุมการ
หยดุการแสดงออกของยนี 
 
 5. ไพรเมอร์ส าหรับตรวจสอบการมีอยูข่องยนีคดัเลือก aroA ซ่ึงเม่ือท าปฏิกิริยาพีซีอาร์ จะ
ไดแ้ถบดีเอน็เอขนาด 1,600 คู่เบส 
 

  Forward – 5’ CCATTCCGCTCGAGATGGCACAAATTAACAACATGGC 3’ 
  Reverse  – 5’ ATCCACCGCTCGAGCGGTCATCAGGCAGCCTTCGTAT 3’ 

 

วธิีการ 
 
1.  การเตรียมพชืทีใ่ช้ในการทดลอง 

 
น าส่วนล าตน้มนัส าปะหลงัมาท าความสะอาดดว้ยโซเดียมไฮโปรคลอไรด ์0.6% เป็นเวลา 

15-20 นาที แลว้ลา้งดว้ยน ้าปลอดเช้ือ 3 คร้ัง  จากนั้นตดัผวินอกของส่วนยอดหรือตาออก  แลว้น ามา
เพาะเล้ียงดว้ยอาหารสูตร MS  ท่ีเติมน ้าตาลซูโครส 2% , CuSO4 2 มิลลิกรัมต่อลิตร, BA 0.05 
มิลลิกรัมต่อลิตร, GA3 0.05 มิลลิกรัมต่อลิตร, NAA 0.02 มิลลิกรัมต่อลิตร  และเติม phytagel 0.2% 
เพื่อท าใหแ้ขง็ (อาหารสูตร CM)   เปล่ียนอาหารอยา่งสม ่าเสมอในสูตรอาหาร CM ทุก ๆ 14 วนั เป็น

เวลา 60 วนั เก็บไวใ้นอุณหภูมิ 25-28 องศาเซลเซียส ความเขม้แสง 55 ไมโครโมลต่อตารางเมตร

ต่อวนิาทีเป็นเวลา 16 ชัว่โมง 
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1.1 การทดสอบผลของสารปฏิชีวนะ cefotaxime ท่ีมีต่อแคลลสัมนัส าปะหลงั 
 

 ศึกษาความเขม้ขน้ของสารปฏิชีวนะ cefotaxime เพื่อใหท้ราบความเขม้ขน้ท่ีต ่าท่ีสุดท่ี
สามารถก าจดัเช้ือ A. tumefaciens ไดห้มด และเน้ือเยือ่สามารถเจริญเติบโตได ้โดยคดัเลือกแคลลสั
มนัส าปะหลงัท่ีมีขนาดเส้นผา่ศูนยก์ลางประมาณ 5 มิลลิเมตร จุ่มลงในสารแขวนลอยเช้ือ A. 
tumefaciens สายพนัธ์ุ EHA105 ท่ีมีค่า OD600 = 0.6-0.8 เป็นเวลา 60 นาที จากนั้นซบัเน้ือเยือ่ใหแ้หง้
บนกระดาษซบัท่ีผา่นการน่ึงฆ่าเช้ือแลว้ ยา้ยเน้ือเยือ่ไปเพาะเล้ียงบนอาหารแขง็สูตรชกัน าแคลลสั
ของมนัส าปะหลงัร่วมกบัเติมสารปฏิชีวนะ cefotaxime ความเขม้ขน้ 0 300 และ 500 มิลลิกรัมต่อ
ลิตร เพาะเล้ียงในสภาพท่ีมีแสง 55 ไมโครโมลต่อตารางเมตรต่อวนิาที เป็นเวลา 16 ชัว่โมงต่อวนั 
อุณหภูมิ 25±2 องศาเซลเซียส เปล่ียนอาหารสูตรเดิมทุก 7 วนั เป็นเวลา 14 วนั โดยคดัเลือกแคลลสั
ขนาดเท่า ๆ กนัมา 10 ช้ิน ต่อทรีทเมนตล์ะ 2 ซ ้ า  ตรวจสอบและบนัทึกช้ินเน้ือเยือ่ท่ีไม่พบเช้ือ A. 
tumefaciens เจริญอยู ่และเปอร์เซ็นตก์ารรอดชีวติ  

 
 1.2 การทดสอบความเขม้ขน้ต ่าสุดของสารก าจดัวชัพืชไกลโฟเสทท่ีสามารถท าใหเ้น้ือเยือ่
มนัส าปะหลงัตาย 
 

 ศึกษาความเขม้ขน้ของสารก าจดัวชัพืชไกลโฟเสทท่ีสามารถท าใหเ้น้ือเยือ่มนั
ส าปะหลงัท่ีไม่ไดรั้บการถ่ายยนีตายหมด โดยน าเน้ือเยือ่ของมนัส าปะหลงัมาเพาะเล้ียงบนอาหาร
แขง็สูตรชกัน าแคลลสัของมนัส าปะหลงั และเติมสารก าจดัวชัพืชไกลโฟเสท ท่ีระดบัความเขม้ขน้ 0 
5 10 15 และ 20 มิลลิโมลาร์ต่อลิตร เพาะเล้ียงในสภาพท่ีมีแสง 55 ไมโครโมลต่อตารางเมตรต่อ
วนิาที เป็นเวลา 16 ชัว่โมงต่อวนั อุณหภูมิ 25±2 องศาเซลเซียส  เปล่ียนอาหารสูตรเดิมทุก  2 
สัปดาห์ เป็นเวลา 4 สัปดาห์ โดยคดัเลือกแคลลสัขนาด เท่า ๆ กนัมา 10 ช้ิน ทรีทเมนตล์ะ 2 ซ ้ า  
ตรวจสอบและบนัทึกการตายของเน้ือเยือ่ท่ีไดรั้บระดบัความเขม้ขน้ต่าง ๆ แลว้เลือกระดบัความ
เขม้ขน้ของสารก าจดัวชัพืชไกลโฟเสทท่ีต ่าท่ีสุดท่ีท าใหเ้น้ือเยือ่มนัส าปะหลงัตายทั้งหมดภายใน 4 
สัปดาห์  เพื่อใชเ้ป็นระดบัความเขม้ขน้ส าหรับการคดัเลือกเน้ือเยื่อพืชท่ีไดรั้บการถ่ายยนีต่อไป 
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2.  การเตรียมแบคทเีรียทีใ่ช้ส าหรับถ่ายยนี  
 

2.1 การน าพลาสมิด pCAM1304-EPSPS เขา้สู่แบคทีเรีย Escherichia coli สายพนัธ์ุ DH5α 
โดยวธีิ heat shock 

 น าพลาสมิด pCAM1304-EPSPS  (ภาพผนวกท่ี 1) ท่ีมียนีตา้นทานสารก าจดัวชัพืช
ไกลโฟเสท (aroA) และยนีรายงานผล gus ซ่ึงจาก lelf border ถึง right bored มีขนาด 6,128 คู่เบส
เขา้สู่ competent cell ของแบคทีเรีย E. coli สายพนัธ์ุ DH5α เพื่อเพิ่มปริมาณพลาสมิดน้ี  โดยใชว้ธีิ 
heat shock transformation แลว้เพาะเล้ียง E. coli บนอาหารแขง็สูตร LB ท่ีเติมสารปฏิชีวนะ 
kananycin ความเขม้ขน้ 50 มิลลิกรัมต่อลิตร คดัเลือกโคโลนีเด่ียวท่ีสามารถเจริญเติบโตบนอาหารท่ี
มีสารปฏิชีวนะไดซ่ึ้งเป็นเซลลท่ี์เจริญมาจากเซลลแ์บคทีเรียท่ีไดรั้บการถ่ายพลาสมิด pCAM1304-
EPSPS ท่ีมียนี nptII ท่ีควบคุมลกัษณะความตา้นทานต่อสารปฏิชีวนะ kanamycin จากนั้นน าโคโลนี
เด่ียวท่ีไดม้าเพิ่มปริมาณในอาหารเหลว LB ท่ีเติมสารปฏิชีวนะ kanamycin ความเขม้ขน้ 50 
มิลลิกรัมต่อลิตร และสกดัพลาสมิดออกจากเซลล ์E. coli ดว้ยชุดสกดัพลาสมิด QIAprep 
Purification of Plasmid DNA Miniprep (บริษทั QIAGEN) และน าพลาสมิดท่ีไดม้าตรวจสอบอีก
คร้ัง โดยน าพลาสมิดตดัดว้ยเอนไซมต์ดัจ าเพาะท่ีมีต าแหน่งการตดัอยูใ่นพลาสมิด pCAM1304-
EPSPS ท่ีสกดัได ้เช่น เอนไซม ์HindIII  XhoI  หรือ EcoRI เพื่อเป็นการยนืยนัโคลนของ E. coli ท่ี
ไดว้า่มีพลาสมิด pCAM1304-EPSPS ตามตอ้งการ 

 
2.2 การน าพลาสมิด pCAM1304-EPSPS เขา้สู่ A. tumefaciens โดยใชว้ธีิ electroporation 

 
 เตรียม competent cell ของ A. tumefaciens (ภาคผนวกท่ี 4)  แลว้น าไปแช่น ้าแขง็  

จากนั้นน าพลาสมิด pCAM-EPSPS1304 ความเขม้ขน้ 100 นาโนกรัม เติมลงใน competent cell 
ปริมาตร 50 ไมโครลิตร ผสมเบา ๆ ใหเ้ขา้กนั ดูดส่วนผสมท่ีไดใ้ส่ลงในหลอด electroporation 
cuvette ขนาดช่อง 0.2 เซนติเมตร  โดยพยายามอยา่ใหมี้ฟองอากาศ แลว้ใส่ electroporation cuvette 
ลงในช่องส าหรับผา่นกระแสไฟฟ้าของเคร่ือง Gene Pulser (Bio-Rad®) และกดปุ่มปล่อย
กระแสไฟฟ้าเขา้เคร่ือง โดยตั้งค่าตวัแปรต่าง ๆ ดงัน้ี ค่าความต่างศกัยไ์ฟฟ้า (voltage) 2.5 กิโลโวลต ์
กระตุน้ดว้ยสนามไฟฟ้า (field strength) 12.5 กิโลโวลตต่์อเซนติเมตร ค่าความจุไฟฟ้า (capacitance) 
25 ไมโครฟารัด  ค่าความตา้นทาน (resistance) 600 โอห์ม และใชร้ะยะเวลา 4.7 มิลลิวนิาที  เม่ือให้
กระแสไฟฟ้าแลว้รีบดึง cuvette ออก  แลว้เติมอาหารเหลว SOB (ตารางผนวกท่ี 3) ปริมาตร 1 
มิลลิลิตร ลงในหลอด eletroporation cuvette ทนัที ผสมเบา ๆ ใหเ้ขา้กนั แลว้ดูดของเหลวทั้งหมด
ใส่ในหลอดเซนตริฟิวจข์นาด 1.5 มิลลิลิตร น าส่วนผสมท่ีไดไ้ปเพาะเล้ียงท่ีอุณหภูมิ 28 องศา
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เซลเซียส  โดยเขยา่ท่ีความเร็วรอบ 200 รอบต่อนาที นาน 1 ชัว่โมง จากนั้นน าเซลลแ์ขวนลอยเช้ือ
ไปป่ันเหวีย่งเพื่อตกตะกอนเช้ือท่ีความเร็วรอบ 6,000 รอบต่อนาที นาน 1 นาที ดูดอาหาร SOB ทิ้ง 
โดยใหเ้หลืออยูใ่นหลอดประมาณ 100 ไมโครลิตร ละลายตะกอนเซลล ์จากนั้นดูดสารแขวนลอย
ปริมาตร 10 ไมโครลิตร ไปเกล่ียบนอาหารแขง็สูตร SOB ท่ีมีสารปฏิชีวนะ kanamycin ความ
เขม้ขน้ 50 มิลลิกรัมต่อลิตร เล้ียงท่ีอุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส นาน 48 ชัว่โมง  แลว้คดัเลือกโคโลนี
เด่ียวท่ีสามารถเจริญบนอาหารท่ีมีสารปฏิชีวนะไดซ่ึ้งเป็นเซลลท่ี์เจริญมาจากเซลลแ์บคทีเรียท่ีไดรั้บ
การถ่ายพลาสมิด pCAM1304-EPSPS มาตรวจสอบพลาสมิดท่ีอยูภ่ายในเซลลโ์ดยใชเ้ทคนิคพีซีอาร์ 
เพื่อตรวจสอบการมีอยูข่องยนี gus และ aroA ก่อนท่ีจะน าเซลลน์ั้นไปเล้ียงเพิ่มปริมาณเพื่อท่ีจะใช้
ในการถ่ายยนีต่อไป 

 
 เพาะเล้ียง Agrobacterium  ท่ีมียนี aroA บนอาหารวุน้สูตร LB ท่ีเติม kanamycin  50 

มิลลิกรัมต่อลิตร และน าไปเพาะเล้ียงท่ี 28 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2 วนั  คดัเลือกโคโลนีเด่ียวมา
เพาะเล้ียงในอาหารเหลวสูตร LB ปริมาตร 50 มิลลิลิตร ท่ีเติม kanamycin 50 มิลลิกรัมต่อลิตร และ
น าไปเขยา่ท่ีความเร็ว 200 รอบต่อนาที เป็นเวลา 24 ชัว่โมง ท่ีอุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส  จากนั้น
เติมเช้ือลงไป 1 มิลลิลิตร ในอาหารเหลวสูตร LB ปริมาตร 50 มิลลิลิตร ท่ีเติม kanamycin 50 
มิลลิกรัมต่อลิตร  เขยา่ดว้ยความเร็ว 200-250 รอบต่อนาที  จนกระทัง่ A600 = 0.6-0.8 น าเซลล์
แขวนลอยไปเจือจางในอาหารเพาะเล้ียงมนัส าปะหลงัในสัดส่วน 1:50 เม่ือน าไปใชส้ าหรับถ่ายยนี 
  
3.  การถ่ายยนีเข้าสู่เซลล์พชืโดยใช้เช้ือ Agrobacterium 

 
 ใชใ้บมีดตดัช้ินส่วนของแคลลสัใส่ในจานเล้ียงเช้ือ  โดยเลือกช้ินส่วนแคลลสัท่ีมีสีเขียว
อ่อนสม ่าเสมอ  ใชใ้บมีดท่ีคมกรีดใหเ้ป็นรอยแผล  แลว้ใส่ลงในภาชนะท่ีมีเช้ือ A. tumefaciens   
สายพนัธ์ุ EHA105  ท่ีมีพลาสมิด pCAM1304-EPSPS  ความเขม้ขน้เช้ือต่ออาหารเหลวสูตร CM 
1:50 และใส่ร่วมกบั acetosyringone ความเขม้ขน้ 100 ไมโครโมลาร์ ปิดฝา  เขยา่เบา ๆ ทิ้งไว ้15 30 
45 และ 60 นาที  วางช้ินแคลลสัลงบนกระดาษซบัท่ีปลอดเช้ือเพื่อซบัเอาแบคทีเรียส่วนเกินออก 
จากนั้นน าไปเพาะเล้ียงบนอาหารสูตร MS ท่ีอุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส  ในท่ีมืด  นาน 0 1 3 และ 5 
วนั จากนั้นยา้ยช้ินส่วนพืชไปเพาะเล้ียงบนอาหาร MS เติม cefotaxime 300 มิลลิกรัมต่อลิตรเป็น
เวลา 2 สัปดาห์  เพื่อฆ่าเช้ือ A. tumefaciens แลว้น ามาเพาะเล้ียงต่อบนอาหาร MS ท่ีเติม BA 1.5 
มิลลิกรัมต่อลิตร   และสารไกลโฟเสทความเขม้ขน้ 5 มิลลิโมลาร์ร่วมกบั cefotaxime 300 มิลลิกรัม
ต่อลิตร  เพื่อคดัเลือกเซลลท่ี์ไดรั้บยนีตา้นทานสารก าจดัวชัพืชไกลโฟเสท  ยา้ยเน้ือเยือ่ลงเพาะเล้ียง
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บนอาหารใหม่ทุก ๆ 14 วนั และตรวจสอบการแสดงออกของยนี gus ดว้ยวธีิ GUS histochemical 
assay (Jefferson et al., 1987) 
 
4.  การตรวจสอบการแสดงออกของยนี gus  แบบช่ัวคราวโดยวธีิ GUS histochemical assay 
 

น าช้ินเน้ือเยือ่มนัส าปะหลงัท่ีผา่นการถ่ายยนีแลว้ มาตรวจสอบการแสดงออกของยนี gus 
แบบชัว่คราวในเน้ือเยือ่พืชตามวธีิของ Jefferson (1987) โดยน าช้ินเน้ือเยือ่ มาแช่ในสารละลาย X-
Gluc solution mix (0.1 M NaPO4 buffer, 10 mM EDTA, 0.5 mM potassium ferriccyanide, 0.5 
mM potassium ferroccyanide, 1.0 mM X-Glucuronide และ 0.1%TritonX-100) บ่มท่ีอุณหภูมิ 37 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 16 ชัว่โมง แลว้ก าจดัคลอโรฟิลลอ์อกจากเน้ือเยือ่โดยแช่ในเอธานอล 95 
เปอร์เซ็นต ์น าช้ินเน้ือเยือ่มาตรวจสอบการเกิดสีน ้าเงินดว้ยกลอ้งจุลทรรศน์แบบสเตอริโอ บนัทึก
เปอร์เซ็นตจ์  านวนช้ินท่ีติดสีน ้าเงินและใหค้ะแนนพื้นท่ีติดสีน ้าเงิน โดยมีเกณฑคื์อ 0 คะแนน  ไม่
เกิดสีน ้าเงินบนเน้ือเยือ่พืช, 1 คะแนน เกิดสีน ้าเงินบนเน้ือเยือ่ 1-10 เปอร์เซ็นตข์องพื้นท่ี, 2 คะแนน 
เกิดสีน ้าเงินบนเน้ือเยือ่ 11-20 เปอร์เซ็นตข์องพื้นท่ี, 3 คะแนน เกิดสีน ้าเงินบนเน้ือเยือ่ 21-30 
เปอร์เซ็นตข์องพื้นท่ี, 4 คะแนน เกิดสีน ้าเงินบนเน้ือเยือ่ 31-40 เปอร์เซ็นต์ของพื้นท่ี, 5 คะแนน เกิดสี
น ้าเงินบนเน้ือเยือ่ 41-50 เปอร์เซ็นต์ของพื้นท่ี, 6 คะแนน เกิดสีน ้าเงินบนเน้ือเยือ่ 51-60 เปอร์เซ็นต์
ของพื้นท่ี, 7 คะแนน เกิดสีน ้าเงินบนเน้ือเยือ่ 61-70 เปอร์เซ็นต์ของพื้นท่ี, 8 คะแนน เกิดสีน ้าเงินบน
เน้ือเยือ่ 71-80 เปอร์เซ็นต์ของพื้นท่ี, 9 คะแนน เกิดสีน ้าเงินบนเน้ือเยือ่ 81-90 เปอร์เซ็นต์ของพื้นท่ี
และ 10 คะแนน เกิดสีน ้าเงินบนเน้ือเยือ่ 91-100 เปอร์เซ็นต์ของพื้นท่ี  ท า 3 ซ ้ า โดยวเิคราะห์ความ
แปรปรวนตามแผนการทดลองแบบ factorial in CRDโดยวธีิ analysis of variance (ANOVA) และ
เปรียบเทียบค่าเฉล่ียของทรีทเมนตโ์ดยวธีิ least significant difference (LSD)  

 
5.  การตรวจสอบการคงอยู่ของยนี aroAในมันส าปะหลงัทีไ่ด้รับการถ่ายยนีโดยวธีิพซีีอาร์  

  (Polymerase Chain Reaction; PCR) 
 

สกดัดีเอน็เอจากแคลลสัท่ีไดรั้บการถ่ายยนี โดยใชว้ธีิ CTAB (Aldrich and Cullis, 1993) 
โดยน าแคลลสัของมนัส าปะหลงัใส่ในหลอดเซนติฟิวตข์นาด 1.5 มิลลิลิตร น าไปแช่
ไนโตรเจนเหลว แลว้น ามาบดใหล้ะเอียดดว้ยแท่งแกว้ เติมสารละลาย extraction buffer ปริมาตร 
600 ไมโครลิตรผสมใหเ้ขา้กนัโดยใชเ้คร่ือง Vortex® และบ่มท่ีอุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส ใน  
water bath นาน 60 นาที หลงัจากนั้นน ามาป่ันตะกอนดว้ยความเร็ว 12,000 รอบต่อนาที นาน 15 
นาที เก็บส่วนน ้าใสดา้นบนใส่หลอดเซนติฟิวจห์ลอดใหม่  แลว้เติมสารผสม chloroform : isoamyl 
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alcohol (อตัราส่วน 24 : 1) ปริมาตร 400 ไมโครลิตร เขยา่เบา ๆ นาน 15 นาที และน ามาป่ัน
ตกตะกอนดว้ยความเร็ว 12,000 รอบต่อนาที นาน 15 นาที เก็บส่วนน ้าใสดา้นบนใส่ในหลอดเซนติ
ฟิวจห์ลอดใหม่ จากนั้นเติมสารผสม chloroform : isoamyl alcohol (อตัราส่วน 24 : 1) ปริมาตร 400 
ไมโครลิตร เขยา่เบา ๆ นาน 15 นาที  อีกคร้ัง  แลว้น าไปป่ันตกตะกอนดว้ยความเร็ว 12,000 รอบต่อ
นาที นาน 15 นาที เก็บส่วนน ้าใสดา้นบนใส่ในหลอดเซนติฟิวจห์ลอดใหม่ จากนั้นเติม sodium 
acetate ความเขม้ขน้ 3 โมลาร์  โดยใชป้ริมาตร 0.1 เท่าของปริมาตรน ้าส่วนใสท่ีได ้จากนั้นเติม
เอธานอล 100 เปอร์เซ็นต ์ปริมาตร 2 เท่าของปริมาตรน ้าส่วนใส ผสมใหเ้ขา้กนัเบา ๆ โดยกลบั
หลอดไปมา แลว้น าไปแช่ท่ีอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส นาน 60 นาที แลว้น าไปป่ันตกตะกอนดว้ย
ความเร็ว 12,000 รอบต่อนาที นาน 10 นาที เทส่วนใสทิ้งเก็บดีเอน็เอไว ้จากนั้นเติมเอธานอล 70 
เปอร์เซ็นต ์ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ในหลอดเซนติฟิวจท่ี์มีตะกอนดีเอน็เออยู ่เพื่อลา้งตะกอนดีเอน็เอ
แลว้น าไปป่ันตกตะกอนดว้ยความเร็ว 12,000 รอบต่อนาที นาน 1 นาที เทส่วนใสทิ้ง หลงัจากนั้นน า
ตะกอนดีเอน็เอท่ีไดม้าผึ่งใหแ้หง้ แลว้ละลายตะกอนดีเอน็เอดว้ย TE buffer ปริมาตร 20 ไมโครลิตร 
ท่ีมีเอนไซม ์Rnase/DNAse-free (US Biological, USA) 20 ไมโครกรัมต่อไมโครลิตร น าไปบ่มท่ี
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 30 นาที น ามาตรวจสอบความเขม้ขน้ของดีเอน็เอท่ีสกดัได ้โดย
การท าอิเล็กโตรโฟรีซีสเปรียบเทียบกบัความเขม้ขน้ของดีเอน็เอมาตรฐาน (λ  DNA marker) บน
เจออะกาโรส 0.8 เปอร์เซ็นต ์ใชก้ระแสไฟฟ้า 100 โวลต ์นาน 40 นาที ใน 0.5X TBE buffer และ
ยอ้มเจลดว้ยสารละลายเอธิเดียมโบรไมด ์ตรวจสอบผลภายใตแ้สงอลัตราไวโอเลต  เพื่อตรวจดูขนาด
และความเขม้ขน้ของแถบดีเอน็เอ และบนัทึกภาพ จากนั้นเก็บสารละลายดีเอน็เอท่ีอุณหภูมิ -20 
องศาเซลเซียส หรือน าดีเอน็เอท่ีสกดัไดไ้ปตรวจสอบการคงอยูข่องยนี aroA โดยวธีิพีซีอาร์ โดยใช้
ไพรเมอร์ดงัน้ี  

Forward – 5’ CCATTCCGCTCGAGATGGCACAAATTAACAACATGGC 3’ 
Reverse  – 5’ ATCCACCGCTCGAGCGGTCATCAGGCAGCCTTCGTAT 3’ 

โดยขั้นตอนแรก ใชอุ้ณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส นาน 5 นาที ขั้นตอนท่ี 2 จ านวน 30 รอบ
ประกอบดว้ยอุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส 2 นาที ตามดว้ยอุณหภูมิ 56 องศาเซลเซียส  1 นาทีและ
อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส 90 วนิาที ตามล าดบั และขั้นตอนสุดทา้ยอุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส 10 
นาที เม่ือปฏิกิริยาส้ินสุดตรวจสอบผลโดยวธีิเจลอิเล็กโตโฟลิซิสในเจลอะกาโรส 0.8 % ในบพัเฟอร์
1X TBE ใชก้ระแสไฟฟ้า 100 โวลต ์นาน 45 นาที เทียบกบัดีเอน็เอมาตรฐาน 1 kb DNA ladder 
marker (Fermentas) เม่ือครบเวลาน าเจลมายอ้มดว้ยสารละลายเอทธิเดียมโบรไมด ์ตรวจสอบผล
ภายใตแ้สงอลัตราไวโอเลต และบนัทึกภาพ 
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6.  การตรวจสอบการคงอยู่ของยนีด้วยเทคนิค dot blot hybridization 
 

หลงัจากท่ีทราบผลการมีอยูข่องยนีดว้ยเทคนิคพีซีอาร์แลว้  ยนืยนัผลเพิ่มเติมโดยการน าดี
เอน็เอจากขอ้ 5 มาตรวจสอบการมีอยูข่องยนี aroA ดว้ยเทคนิค dot blot hybridization ซ่ึงการ
ตรวจสอบดว้ยวธีิน้ีมีขั้นตอนคือ การเตรียมและติดฉลากดีเอ็นเอตวัตรวจสอบ (probe) ท่ีจ  าเพาะกบั 
ยนี aroA การเตรียม DNA blot และ การท าปฏิกิริยา hybridization ซ่ึงแต่ละขั้นตอนมีรายละเอียด
ดงัน้ี น าดีเอน็เอท่ีสกดัจากแคลลสัมนัส าปะหลงั ทั้งท่ีไม่ไดรั้บการถ่ายยนีและไดรั้บการถ่ายยนี 
aroA มาตวัอยา่งละ 2 ไมโครกรัม น าไปตม้ในน ้าเดือดนาน 8 นาที เพื่อแยกดีเอน็เอใหเ้ป็นสายเด่ียว 
แลว้น ามาแช่น ้าแขง็โดยทนัที  จากนั้นน าสารละลายดีเอน็เอมาหยดลงบนไนลอนเมมเบรน 
(Hybond-N+ บริษทั Amersham) ผึ่งเมมเบรนใหแ้หง้ แลว้น าไปฉายแสงอลัตราไวโอเลตนาน 3 นาที 
เพื่อตรึงดีเอน็เอไวก้บัเมมเบรน จากนั้นจึงน าไปท าปฏิกิริยา hybridization กบัดีเอน็เอตรวจสอบ 
 
7.  การตรวจสอบการมีอยู่ของยนี aroA ในมันส าปะหลงั โดยเทคนิค Southern PCR  

  hybridization 
 

7.1 การเตรียมแผน่ไนลอนเมมเบรนส าหรับการตรวจสอบการมีอยูข่องยนี  
 

 ภายหลงัจากการตรวจสอบการมีอยูข่องยนีดว้ยเทคนิคพีซีอาร์ และแยกดีเอน็เอดว้ยวธีิอิ
เล็กโตรโฟรีซิสและตรวจดูแถบดีเอน็เอบนแผน่เจลดว้ย UV-transilluminator แลว้จึงยา้ยดีเอน็เอน้ี
ไปยงัไนลอนเมมเบรน (Hybond-N+ บริษทั Amersham) ซ่ึงมีขั้นตอนคือลา้งแผน่เจลดว้ยสารละลาย 
depurination (250 mM HCl) ปริมาตร 250 มิลลิลิตร ท่ีอุณหภูมิหอ้งนาน 10 นาที เทสารละลายทิ้ง
แลว้ลา้งเจลดว้ยน ้าดีไอออนไนซ์ท่ีผา่นการน่ึงฆ่าเช้ือแลว้ จากนั้นปรับสภาพดีเอน็เอโดยแช่เจลใน
สารละลาย denaturation (0.5 M NaOH และ 1.5 M NaCl) ปริมาตร 250 มิลลิลิตร ท่ีอุณหภูมิหอ้ง
นาน 5 นาที  เทสารละลายทิ้งแลว้ท าซ ้ าขั้นตอนน้ีอีกรอบ ลา้งเจลดว้ยน ้าดีไอออนไนซ์ท่ีน่ึงฆ่าเช้ือ
แลว้ จากนั้นจึงเติมสารละลาย neutralization (0.5 M Tris-HCl; pH 7.5 และ 1.5 M NaCl) เขยา่เบา ๆ 
ท่ีอุณหภูมิหอ้งนาน 15 นาที เทสารละลายทิ้งแลว้ท าซ ้ าขั้นตอนน้ีอีกรอบ  ลา้งเจลดว้ยน ้าดีไอออน
ไนซ์ท่ีน่ึงฆ่าเช้ือแลว้ 
  
 เตรียมชุดอุปกรณ์ส าหรับยา้ยดีเอน็เอจากเจลมาอยูบ่นไนลอนเมมเบรนโดยวางกระดาษ 
Whatman 3 MM ใชเ้ป็นสะพานในอ่างท่ีมีสารละลาย 10X SSC (1.5 M NaCl, 0.5 M Na-citrate; pH 
7.0)  น าเจลท่ีไดจ้ากขั้นตอนดา้นบนแช่ในสารละลาย 10X SSC ปริมาตร  200 มิลลิลิตร ท่ี
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อุณหภูมิหอ้งนาน 10 นาที แลว้น าแผน่เจลวางคว  ่าหนา้ลงบนกระดาษ Whatman 3 MM จากนั้นน า
ไนลอนเมมเบรนวางบนแผน่เจล วางทบัดว้ยกระดาษ 3 MM จ านวน 3 แผน่ แลว้วางทบัดว้ย
กระดาษซบัหลาย ๆ ชั้นใหมี้ความหนา 20 เซนติเมตร จากนั้นวางวตัถุท่ีมีน ้าหนกั 500 กรัม ทบับน
กระดาษซบัอีกคร้ังตั้งทิ้งไวท่ี้อุณหภูมิหอ้ง เป็นเวลา 18 ชัว่โมง เพื่อใหแ้ถบดีเอน็เอเคล่ือนยา้ยจาก
แผน่เจลข้ึนมาติดอยูบ่นไนลอนเมมเบรอน จากนั้นลอกไนลอนเมมเบรนออกจากเจลแลว้น ามาแช่
ในสารละลาย 2X SSC นาน 5 นาที ผึ่งไนลอนเมมเบรนใหแ้หง้  แลว้น าไปอบท่ีอุณหภูมิ 80 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 2 ชัว่โมง เพื่อตรึงดีเอน็เอใหติ้ดกบัไนลอนเมมเบรนและน าไปท าปฏิกิริยา  
ไฮบริไดเซชนัในขั้นตอนต่อไป 

  
7.2 การเตรียมดีเอน็เอตรวจสอบ (probe) ส าหรับปฏิกิริยาไฮบริไดเซชนัดว้ยเทคนิค PCR 

labeling 
 

 ใชพ้ลาสมิด pCAM1304-EPSPS เป็นดีเอน็เอตน้แบบในการเตรียมดีเอน็เอตรวจสอบ
โดยใชค้วามเขม้ขน้ของพลาสมิด 200 พิโคกรัม และใชไ้พรเมอร์ท่ีจ าเพาะส าหรับยนี aroA  ชนิด 
Forward และ Reverse อยา่งละ 0.125 ไมโครโมลาร์ และติดฉลากดีเอน็เอตรวจสอบโดยใช้พีซีอาร์ 
DIG Labeling kit (Roche Applied Science) โดยใชอุ้ณหภูมิเช่นเดียวกบัปฏิกิริยาพีซีอาร์ ท่ีใชใ้น
การตรวจสอบการมีอยูข่องยนี aroA 

 
7.3 การท าปฏิกิริยา hybridization และการตรวจสอบ 
 

 น าไนลอนเมมเบรนท่ีไดม้าท า pre-hybridization ในสารละลาย hybridization ปริมาตร
สารละลาย 10 มิลลิลิตร ต่อพื้นท่ีไนลอนเมมเบรน 100 ตารางเซนติเมตร บ่มท่ีอุณหภูมิ 65 องศา
เซลเซียส นาน 1 ชัว่โมง จากนั้นน าดีเอน็เอตรวจสอบ  (probe) ปริมาตร 2 ไมโครลิตร ใส่ลงใน
หลอดเซนติฟิวจท่ี์มีน ้ากลัน่ปริมาตร 50 ไมโครลิตร แลว้น าไปตม้ท่ีอุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส 
นาน 8 นาที แลว้แช่ในน ้าแขง็ท่ีมีเอธานอล 95 เปอร์เซ็นตท์นัที  หลงัจากนั้นเติมสารละลาย 
hybridization 1 มิลลิลิตรในหลอดดงักล่าว  น าสารละลายท่ีไดท้ั้งหมดเติมลงในหลอด 
hybridization ท่ีมีไนลอนเมมเบรนอยูเ่พื่อท าปฏิกิริยา hybridization โดยบ่มท่ีอุณหภูมิ 60 องศา
เซลเซียส นาน 16 ชัว่โมง  จากนั้นน าไนลอนเมมเบรนมาลา้งดว้ยสารละลาย high stringency buffer 
(2X SSC, 0.1% SDS) เขยา่เบา ๆ ท่ีอุณหภูมิหอ้ง นาน 5 นาที แลว้เทสารละลายทิ้งและท าซ ้ าอีกรอบ 
แลว้ลา้งดว้ยสารละลาย low stringency buffer (0.1X SSC, 0.1% SDS) โดยเขยา่เบา ๆ ท่ีอุณหภูมิ 60 
องศาเซลเซียส นาน 15 นาที ท าซ ้ า 2 รอบ แลว้ลา้งไนลอนเมมเบรนดว้ยสารละลาย washing buffer 
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ท่ีเติม Tween 20 ความเขม้ขน้ 0.3 เปอร์เซ็นต ์เขยา่ท่ีอุณหภูมิหอ้ง เป็นเวลา 15 นาที เทสารละลายทิ้ง 
ยา้ยไนลอนเมมเบรนลงในถุงพลาสติกเติมสารละลาย blocking solution ปริมาตร 25 มิลลิลิตร ลง
ในถุงและปิดปากถุงใหส้นิทน าไปเขยา่เบา ๆ บนเคร่ืองเขยา่ท่ีอุณหภูมิหอ้ง นาน 30 นาที แลว้น า
ไนลอนเมมเบรนไปแช่ในสารละลาย anti-digoxigenin conjugated alkaline phosphate ท่ีเจือจาง 1 : 
10,000 ส่วนในสารละลาย blocking solution เขยา่เบา ๆ ท่ีอุณหภูมิ นาน 30 นาที ลา้งไนลอนเมม
เบรนดว้ย washing buffer 2 คร้ัง ๆ ละ 15 นาที แลว้แช่ไนลอนเมมเบรนในสารละลาย detection 
buffer นาน 5 นาที โดยไม่ตอ้งเขยา่ ยา้ยไนลอนเมมเบรนมาวางลงบนแผน่พลาสติก ผสมสารละลาย 
detection buffer เขา้กบั chemiluminescent substrate (CDP starTM) ในอตัราส่วน 1 :500 ปริมาตร 
1,000 ไมโครลิตร น าไปเกล่ียลงบนไนลอนเมมเบรนใหท้ัว่  วางไนลอนเมมเบรนไวใ้นท่ีมืดนาน 1 
นาที แลว้จึงรีดเอาสารละลายส่วนเกินทิ้ง น าไนลอนเมมเบรนไปประกบแผน่ฟิลม์โดยท าในหอ้งมืด
นาน 10-60 นาที เม่ือครบก าหนดจึงลา้งฟิลม์ดว้ยสารละลาย developer และ fixer แลว้ตรวจดูภาพท่ี
ปรากฎบนแผน่ฟิลม์  
 
8.  สถานทีท่ าการทดลอง 
 
 หอ้งปฏิบติัการเพาะเล้ียงเน้ือเยือ่พืชและถ่ายยนี ศูนยเ์ทคโนโลยชีีวภาพเกษตร  
มหาวทิยาลยัเกษตรศาสตร์  วทิยาเขตก าแพงแสน  จงัหวดันครปฐม 
 
9.  ระยะเวลาการทดลอง 
 
 เร่ิมทดลองตั้งแต่ เดือนมิถุนายน 2550 ส้ินสุดการทดลอง เดือนพฤษภาคม 2553 
 



 

29 

 ผลและวจิารณ์ 
 

การทดสอบผลของสารปฏิชีวนะทีม่ีต่อแคลลัสมันส าปะหลงัและสารก าจัดวชัพชืทีใ่ช้คัดเลอืก
เนือ้เยือ่มันส าปะหลงัทีไ่ด้รับการถ่ายยนี 
 
 ในการทดลองคร้ังน้ีไดท้ดสอบผลของสารปฏิชีวนะ cefotaxime ท่ีมีผลต่อการเพาะเล้ียง
เน้ือเยือ่  และหาความเขม้ขน้ของสารก าจดัวชัพืชไกลโฟเสท ซ่ึงใชส้ าหรับการคดัเลือกเน้ือเยือ่พืชท่ี
ผา่นการถ่ายยนีท่ีมียนี aroA เป็นยนีเคร่ืองหมายเพื่อการคดัเลือก (selectable marker gene) 
 

1. การทดสอบผลของสารปฏิชีวนะ cefotaxime ท่ีมีต่อแคลลสัมนัส าปะหลงั 
 จากการทดลองน้ีไดน้ าแคลลสัมนัส าปะหลงัท่ีมีขนาดเส้นผา่นศูนยก์ลางประมาณ 5 

มิลลิเมตร จุ่มลงในสารแขวนลอยเช้ือ A. tumefaciens สายพนัธ์ุ EHA105 ท่ีมีค่า OD600 = 0.6-0.8 
เป็นเวลา 60 นาที จากนั้นซบัเน้ือเยือ่ใหแ้หง้บนกระดาษซบัท่ีผา่นการน่ึงฆ่าเช้ือแลว้ ยา้ยเน้ือเยือ่ไป
เพาะเล้ียงบนอาหารแขง็สูตรชกัน าตน้ของมนัส าปะหลงัร่วมกบัเติมสารปฏิชีวนะ cefotaxime ความ
เขม้ขน้ 0 300 และ 500 มิลลิกรัมต่อลิตร พบวา่ สารปฏิชีวนะ cefotaxime ท่ีความเขม้ขน้ 300 และ 
500 มิลลิกรัมต่อลิตร สามารถก าจดัเช้ือ A. tumefaciens ไดห้มด 100 เปอร์เซ็นต ์(ตารางท่ี 1 และ
ภาพท่ี 1) และเน้ือเยือ่เจริญเติบโตไดอ้ยา่งปกติไม่แตกต่างกนั ซ่ึงฉตัรนภา (2545) ใชส้ารปฏิชีวนะ 
cefotaxime ท่ีความเขม้ขน้ 500 มิลลิกรัมต่อลิตร ในการก าจดัเช้ือ A. tumefaciens ภายหลงัการถ่าย
ยนีเขา้สู่ถัว่เขียว พบวา่ความเขม้ขน้ดงักล่าวมีผลต่อการเกิดยอด โดยยอดท่ีไดจ้ะมีขนาดสั้นลง ส่วน
นุชจรี (2552) ใชส้ารปฏิชีวนะ cefotaxime ท่ีความเขม้ขน้ 400-500 มิลลิกรัมต่อลิตร สามารถก าจดั
เช้ือ A. tumefaciens สายพนัธ์ุ EHA105 และ AGL-1 ไดห้มด และท่ีระดบัความเขม้ขน้ 500 มิลลิกรัม
ต่อลิตร มีผลต่อความสูงของยอด Cryptocoryne คือ ท าใหย้อดท่ีไดมี้ขนาดสั้นลง 
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ตารางที่ 1 ประสิทธิภาพของสารปฏิชีวนะ cefotaxime ท่ีใชก้  าจดัเช้ือ Agrobacterium  
tumefaciens ออกจากแคลลสัมนัส าปะหลงัเม่ือเพาะเล้ียงบนสูตรชกัน าแคลลสัของมนั
ส าปะหลงัร่วมกบัเติมสารปฏิชีวนะ cefotaxime ความเขม้ขน้ต่าง ๆ เพาะเล้ียงในสภาพ
ท่ีมีแสง 55 ไมโครโมลต่อตารางเมตรต่อวนิาที เป็นเวลา 16 ชัว่โมงต่อวนั อุณหภูมิ 
25±2 องศาเซลเซียส เปล่ียนอาหารสูตรเดิมทุก 7 วนั เป็นเวลา 14 วนั 

 
ความเขม้ขน้สารปฏิชีวนะ 
cefotaxime (มก./ล.) 

เปอร์เซ็นตจ์  านวนช้ินท่ีสามารถก าจดัเช้ือ  
A. tumefaciens1/ ได ้

0 
300 
500 

0 
100 
100 

 

1/ เปอร์เซ็นตจ์  านวนช้ินท่ีสามารถก าจดัเช้ือ A. tumefaciens ได ้= จ านวนช้ินเน้ือเยือ่ท่ีไม่มีเช้ือ x 100 
        จ านวนเน้ือเยือ่ทั้งหมด 
 

        
 ไม่เติม cefotaxime   ความเขม้ขน้ 300 มก./ล.  ความเขม้ขน้ 500 มก./ล. 
 
ภาพที ่1  ผลของสารปฏิชีวนะ cefotaxime ความเขม้ขน้ต่าง ๆ ท่ีใชก้ าจดัเช้ือ Agrobacterium  

  tumefaciens ในแคลลสัของมนัส าปะหลงัท่ีเพาะเล้ียงร่วมกบัเช้ือ 
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Cefotaxime เป็นสารปฏิชีวนะท่ีใชใ้นการก าจดัเช้ือ A. tumefaciens ภายหลงัการถ่ายยนีเป็น
สารในกลุ่มเดียวกบั carbenicillin และ penicillin G ซ่ึงจะออกฤทธ์ิต่อตา้นการเจริญเติบโตของ
แบคทีเรียแกรมลบ สามารถก าจดัแบคทีเรียไดห้ลายชนิดและมีพิษต่อเซลลโ์ปรคาริโอท สาร
ปฏิชีวนะชนิดน้ีจะเขา้ไปจบักบั penicillin binding protein ซ่ึงเป็นโปรตีนท่ีเป็นองคป์ระกอบของ 
inner membrane ท่ีมีส่วนช่วยในการแบ่งเซลลข์องแบคทีเรีย ท าใหไ้ปขดัขวางการท างานของ
เอนไซม ์transpeptidase ซ่ึงมีหนา้ท่ีเช่ือมต่อรอยขาดของผนงัเซลลแ์บคทีเรีย ส่งผลใหเ้กิดสภาพ 
osmotic shock และสุดทา้ยท าใหผ้นงัเซลลข์องแบคทีเรียแตกออก (Mathais and Boyd, 1986) 
นอกจากน้ี Robert et al. (1989) ยงัพบวา่ carbenicillin และ penicillin G มีโครงสร้างคลา้ยฮอร์โมน
พืชในกลุ่มออกซินอีกดว้ย 

 
 การเติมสารปฏิชีวนะ cefotaxime ลงในอาหารเพาะเล้ียงเน้ือเยือ่พืช อาจท าใหมี้ผลกระทบ
ต่อการเจริญเติบโตของพืช เช่น มีผลต่อการเปล่ียนแปลงการเจริญของแคลลสัและการพฒันาของ
เน้ือเยือ่พืชได ้(Mathais and Boyd, 1986) ดงันั้นในการเลือกใชร้ะดบัความเขม้ขน้ของสารปฏิชีวนะ 
cefotaxime ท่ีเหมาะสม ควรเลือกความเขม้ขน้ของสารในระดบัท่ีสามารถก าจดัเช้ือ A. tumefaciens 
ไดห้มด และมีผลเชิงลบต่อการเจริญของเน้ือเยือ่นอ้ยท่ีสุด ซ่ึงระดบัความเขม้ขน้ของสารปฏิชีวนะ 
cefotaxime ท่ีเหมาะสมนั้นข้ึนอยูก่บัชนิดและขนาดของเน้ือเยือ่ ดงันั้นจึงตอ้งมีการทดสอบระดบั
ความเขม้ขน้ท่ีเหมาะสมก่อนท่ีจะน ามาใช้ 
 

นอกจากน้ีความเขม้ขน้ของสารปฏิชีวนะ cefotaxime อาจใหผ้ลกระทบเชิงบวกต่อการเกิด
ยอดของเน้ือเยือ่พืชได ้เช่น การทดลองของ Caboni et al. (1999) ไดเ้พาะเล้ียงเน้ือเยือ่ส่วนใบของ
สาลีป่าบนอาหารแขง็ LP พบวา่การเติมสารปฏิชีวนะ cefotaxime ท่ีความเขม้ขน้ 250 มิลลิกรัมต่อ
ลิตร ลงในอาหารสามารถชกัน าใหเ้กิดยอดไดถึ้ง 4.2 ยอดต่อช้ินในขณะท่ีอาหารท่ีไม่เติมสาร
ปฏิชีวนะ cefotaxime เกิดยอดได ้เพียง 2.6 ยอดเท่านั้น และไดอ้ธิบายวา่สารปฏิชีวนะ cefotaxime 
เป็นสารท่ีเพิ่มความสามารถในการพฒันาทางดา้นสัณฐานของพืช อีกทั้งสารปฏิชีวนะ cefotaxime 
เป็นสารโครงสร้างคลา้ยกบัฮอร์โมนพืชในกลุ่มออกซิน  

 
 จากผลการทดลองดงัท่ีกล่าวแลว้ เลือกใชส้ารปฏิชีวนะ cefotaxime ท่ีความเขม้ขน้ 500 
มิลลิกรัมต่อลิตร ในการลา้งเน้ือเยือ่และก าจดัเช้ือ A. tumefaciens ภายหลงัจากการถ่ายยนีก่อนน า
เน้ือเยือ่ไปตรวจการแสดงออกของยนี gus แบบชัว่คราว และใชส้ารปฏิชีวนะ cefotaxime ท่ีความ
เขม้ขน้ 300 มิลลิกรัมต่อลิตรส าหรับการก าจดัเช้ือ A. tumefaciens สายพนัธ์ุ EHA105 ร่วมกบัการ
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คดัเลือกเน้ือเยือ่พืชท่ีไดรั้บการถ่ายยนีโดยเติมสารปฏิชีวนะลงในอาหารคดัเลือกและเพาะเล้ียงเป็น
เวลานานไม่ต ่ากวา่ 1 เดือน 

 
 2. การทดสอบความเขม้ขน้ต ่าสุดของสารก าจดัวชัพืชไกลโฟเสทท่ีท าใหเ้น้ือเยือ่มนั
ส าปะหลงัตาย 

 
 จากการศึกษาความเขม้ขน้ของสารก าจดัวชัพืชไกลโฟเสทท่ีท าใหเ้น้ือเยือ่มนัส าปะหลงัท่ี

ไม่ไดรั้บการถ่ายยนีตายหมด พบวา่แคลลสัท่ีเพาะเล้ียงบนอาหารท่ีไม่เติมสารก าจดัวชัพืชไกลโฟ
เสท เน้ือเยือ่ยงัมีการแบ่งเซลลแ์ละพฒันาเป็นยอดและใบเล้ียงเกิดข้ึนใหม่ ส าหรับเน้ือเยือ่ท่ี
เพาะเล้ียงบนอาหารท่ีเติมสารก าจดัวชัพืชไกลโฟเสทท่ีความเขม้ขน้ตั้งแต่ 5 มิลลิโมลาร์ข้ึนไป ใน
สัปดาห์แรกของการเพาะเล้ียงเน้ือเยือ่ไม่มีการเจริญเติบโต และจะค่อย ๆ เปล่ียนเป็นสีเหลืองและ
ตายภายใน 2-3 สัปดาห์ ดงันั้นความเขม้ขน้ต ่าสุดของสารก าจดัวชัพืชไกลโฟเสทท่ีท าใหแ้คลลสัมนั
ส าปะหลงัตายทั้งหมดในสัปดาห์ท่ี 4 คือ ความเขม้ขน้ 5 มิลลิโมลาร์ซ่ึงความเขม้ขน้ของสารก าจดั
วชัพืชไกลโฟเสทท่ีเหมาะสมนั้น อาจข้ึนอยูก่บัชนิดของพืช  ขนาดของช้ินพืช  อายขุองพืช  
(Widholm et al., 2001)  

 
  ในการถ่ายยนีเขา้สู่เซลลพ์ืชนอกจากมียนีรายงานผลและยนีท่ีสนใจแลว้มกัจะมียนี
เคร่ืองหมายเพื่อช่วยในการคดัเลือกเน้ือเยือ่พืชท่ีไดรั้บการถ่ายยนี การใชย้นีคดัเลือกท่ีเหมาะสมจึง
เป็นปัจจยัส าคญัในการถ่ายยนีเขา้สู่พืชใหป้ระสบความส าเร็จ  โดยยนีเคร่ืองหมายท่ีแทรกเขา้ไป
รวมตวัอยูใ่นจีโนมของพืชหลงัจากการถ่ายยนีจะท าใหเ้ซลลท่ี์ไดรั้บการถ่ายยนีแสดงลกัษณะ
ตา้นทานต่อสารเคมีต่าง ๆ ท่ีจ  าเพาะกบัยนีท่ีใชใ้นการคดัเลือก ท าใหเ้ซลลด์งักล่าวสามารถ
เจริญเติบโตบนอาหารคดัเลือกได ้ส่วนเซลลท่ี์ไม่ไดรั้บการถ่ายยนีจะไม่สามารถเจริญเติบโตบน
อาหารคดัเลือกได ้(Komari et al., 1996) โดยยนีคดัเลือกส่วนใหญ่มกัเป็นยนีท่ีสร้างความตา้นทาน
ต่อสารปฏิชีวนะหรือตา้นทานต่อสารก าจดัวชัพืช (Miki and McHugh, 2004) 

 
  สารท่ีใชใ้นการคดัเลือกตอ้งสอดคลอ้งกบัยนีคดัเลือกท่ีใช ้และความเขม้ขน้ของสาร
คดัเลือกตอ้งเหมาะสมต่อชนิดและพนัธ์ุพืช เน่ืองจากการใชค้วามเขม้ขน้ท่ีระดบัต ่าเกินไป จะท าให้
เซลลท่ี์ไม่ไดรั้บการถ่ายยนีสามารถเจริญเติบโตได ้มีผลท าใหก้ารคดัเลือกนั้นไม่ประสบผลส าเร็จ 
ท าใหต้น้ท่ีไดจ้ากการคดัเลือกบางตน้เป็นตน้ท่ีไม่มียนีเขา้ไปแทรกในจีโนม และในทางตรงกนัขา้ม
การใชส้ารคดัเลือกท่ีระดบัความเขม้ขน้สูงเกินไป อาจท าใหเ้ซลลท่ี์ไดรั้บการถ่ายยนีไม่สามารถ
เจริญเติบโตได ้เน่ืองจากเซลลท่ี์ไดรั้บการถ่ายยนีนั้นสามารถทนทานต่อสารคดัเลือกไดใ้นระดบั
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ความเขม้ขน้หน่ึงเท่านั้น นอกจากน้ีเซลลห์รือเน้ือเยือ่ท่ีตายอาจปล่อยสารชนิดอ่ืนท่ีเป็นพิษมายบัย ั้ง
การเจริญ หรือไปขดัขวางการเคล่ือนยา้ยธาตุอาหารท่ีจ าเป็นส าหรับเซลลท่ี์ไดรั้บการถ่ายยนีท่ียงัมี
ชีวติอยู ่(Zhang et al., 2005) ดงันั้นจึงตอ้งมีการทดสอบหาระดบัความเขม้ขน้ของสารปฏิชีวนะท่ี
เหมาะสมกบัพืชแต่ละชนิด เพื่อใชก้  าจดัเน้ือเยือ่ท่ีไม่ไดรั้บการถ่ายยนี โดยความเขม้ขน้ท่ีเหมาะสม
นั้นเน้ือเยือ่ท่ีไดรั้บการถ่ายยนีจะสามารถมีชีวติรอดได ้ส่วนเน้ือเยือ่ท่ีไม่ไดรั้บการถ่ายยนีจะตาย ซ่ึง
มกัจะเลือกความเขม้ขน้ท่ีต ่าท่ีสุดท่ีท าใหเ้ซลลท่ี์ไม่ไดรั้บการถ่ายยนีตายทั้งหมด 

 

           
 ไม่เติมไกลโฟเสท   5 มิลลิโมลาร์          10 มิลลิโมลาร์ 
 

            
        15 มิลลิโมลาร์   20 มิลลิโมลาร์ 
 
ภาพที ่2  ผลของสารก าจดัวชัพืชไกลโฟเสทความเขม้ขน้ต่าง ๆ ท่ีมีต่อความมีชีวติของแคลลสั 

  มนัส าปะหลงั เพาะเล้ียงในสภาพท่ีมีแสง55 ไมโครโมลต่อตารางเมตรต่อวนิาที เป็นเวลา  
  16 ชัว่โมงต่อวนั อุณหภูมิ 25±2 องศาเซลเซียส 
 

การถ่ายยนีเข้าสู่มันส าปะหลงัโดยใช้เช้ือ A. tumefaciens 

 
 ระยะเวลาท่ีใชใ้นการปลูกเช้ือ (inoculation)  มีผลต่อความส าเร็จในการถ่ายยนี เน่ืองจาก
เป็นช่วงท่ีช่วยท าใหเ้ช้ือยดึเกาะกบัผวิของช้ินส่วนพืชได ้(Yong et al., 2006) จากการถ่ายยนี
ตา้นทานสารก าจดัวชัพืชเขา้สู่มนัส าปะหลงัดว้ยเช้ือ A. tumefaciens สายพนัธ์ุ EHA105 ท่ีมีพลาสมิด 
pCAM1304-EPSPS พบวา่ หลงัจากการถ่ายยนีแลว้เป็นเวลา 7 วนั เม่ือสุ่มน าเน้ือเยือ่ท่ีผา่น
กระบวนการถ่ายยนีมาจ านวน 25 เปอร์เซ็นต์ เพื่อตรวจสอบการคงอยูข่องยนี gus แบบชัว่คราวดว้ย
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วธีิ GUS histochemical assay (ภาพท่ี 3) ไดเ้น้ือเยือ่ท่ีติดสีน ้าเงินมากท่ีสุดในขั้นตอนปลูกเช้ือท่ีใช้
ระยะเวลา 60 นาที และใชร้ะยะเวลาการเพาะเล้ียงเน้ือเยือ่ร่วมกบัเช้ือ (co-cultivation) เป็นเวลา 5 
วนั ซ่ึงไดค้ะแนนพื้นท่ีการติดสีน ้าเงินเฉล่ียสูงถึง 9 คะแนนจากคะแนนเตม็ 10 แต่เม่ือสุ่มเอาเน้ือเยือ่
ท่ีไดรั้บการถ่ายยนีแลว้เป็นเวลา 14 วนั มาตรวจสอบ (ภาพท่ี 4) พบวา่การปลูกเช้ือท่ี 30 นาที และ
ระยะเวลาการเพาะเล้ียงเน้ือเยือ่ร่วมกบัเช้ือ เป็นเวลา 3 วนัใหผ้ลดีท่ีสุดคือ ไดเ้น้ือเยือ่ท่ีติดสีน ้าเงิน
มากท่ีสุดเป็นคะแนน 5 คะแนน (ตารางท่ี 2) จากรายงานของ Wu et al. (2003)  ไดเ้ปรียบเทียบ
ระยะเวลาท่ีใชใ้นการปลูกเช้ือกบัขา้วสาลีนาน  0  0.25  0.5  1  2  3  และ 5 ชม.  พบวา่  เม่ือ
ระยะเวลาในการปลูกเช้ือนานข้ึนการแสดงออกของยนี gus จะสูงข้ึน  การปลูกเช้ือนาน 5 ชม. พบ
การแสดงออกของยนี gus  เท่ากบั 100 เปอร์เซ็นต ์ แต่อยา่งไรก็ตาม การใชร้ะยะเวลานานเกินไป
เน้ือเยือ่พืชจะถูกท าลายโดยเช้ือ A. tumefaciens มากข้ึน  ท าใหค้วามสามารถในการพฒันาเป็นตน้
และอตัราการรอดชีวติลดลง  
 
 เม่ือสังเกตปัจจยัระยะเวลาในการบ่มเช้ือกบัแคลลสัมนัส าปะหลงัท่ีระดบัต่าง ๆ พบวา่ เม่ือ
ตรวจสอบท่ี 7 และ 14 วนัหลงัจากท าการถ่ายยนี จ านวนจุดสีน ้าเงินเฉล่ียต่อแคลลสัไม่มีความ
แตกต่างทางสถิติ โดยค่า Pr>0.05 คือ 0.3969  และ 0.1919 ตามล าดบั (ตารางท่ี 2) ส่วนระยะเวลาท่ี
ใชเ้พาะเล้ียงเน้ือเยือ่ร่วมกบัเช้ือจะมีความแตกต่างอยา่งมีนยัส าคญั กล่าวคือ ท่ี 7 วนัหลงัจากท าการ
ถ่ายยนี การเพาะเล้ียงเน้ือเยือ่ร่วมกบัเช้ือเป็นเวลา 5 วนั จะไดค้่าคะแนนเฉล่ียการเกิดจุดสีน ้าเงินบน
แคลลสัมากท่ีสุดเท่ากบั 8.3 โดยค่า Pr<0.05 คือ <0.0001 ส่วนท่ี 14 วนัหลงัจากท าการถ่ายยนี การ
เพาะเล้ียงเน้ือเยือ่ร่วมกบัเช้ือเป็นเวลา 3 วนั ไดค้ะแนนเฉล่ียการเกิดจุดสีน ้าเงินบนแคลลสัมากท่ีสุด
เท่ากบั 3.3 โดยค่า Pr<0.05 คือ 0.0049 
 

เม่ือพิจารณาปฏิสัมพนัธ์ระหวา่งขั้นตอนการบ่มเช้ือกบัการเพาะเล้ียงเน้ือเยือ่ร่วมกบัเช้ือ 
พบวา่มีความแตกต่างทางสถิติอยา่งมีนยัส าคญั โดยค่า Pr<0.05  คือ 0.0032 และ 0.018 ตามล าดบั 
โดยการปลูกเช้ือ 60 และ 30 นาที ร่วมกบัการเพาะเล้ียงร่วมกบัเช้ือ 5 และ 3 วนั มีค่าเฉล่ียการเกิดจุด
สีน ้าเงินบนแคลลสัเป็น 9.0 และ 5.0 ภายหลงัการถ่ายยนี 7 และ 14 วนัตามล าดบั ( ตารางท่ี 2) 

 
จากการสังเกตพบวา่หลงัจากการถ่ายยนีเป็นเวลา 7 วนั การเพาะเล้ียงเน้ือเยือ่ร่วมกบัเช้ือ

นาน  5 วนั คะแนนเฉล่ียจะอยูท่ี่ 8.3 ซ่ึงถือวา่มากท่ีสุด  แต่เม่ือระยะเวลาหลงัจากการถ่ายยนีเพิ่มเป็น 
14 วนั คะแนนเฉล่ีย กลบัลดลงเหลือ 2.0 ซ่ึงอาจเป็นไปไดว้า่การถ่ายยนีเขา้สู่มนัส าปะหลงันั้น ยนีท่ี
ถูกส่งผา่นเขา้ไปในเซลลพ์ืชไม่ไดเ้ขา้ไปรวมตวักบัจีโนมพืช  จึงท าใหบ้างส่วนถูกยอ่ยสลายดว้ย
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เอนไซม ์nuclease ท่ีอยูภ่ายในเซลลพ์ืชไดง่้าย  (Cooper, 2000) ท าใหก้ารแสดงออกของยนีรายงาน
ผลลดลงเม่ือระยะเวลานานข้ึน 

 

 
 
ภาพที ่3 transient expression ของยนี gus ในแคลลสัมนัส าปะหลงั ท่ีปลูกเช้ือและเพาะเล้ียงร่วมกบั 

 เช้ือเป็นระยะเวลาต่าง ๆ ภายหลงัการถ่ายยนี 7 วนั  
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ตารางที ่2   ปฏิสัมพนัธ์ระหวา่งระยะเวลาการปลูกเช้ือ (inoculation) กบัการเพาะเล้ียงแคลลสัร่วมกบัเช้ือ (co-cultivation) ท่ีมีต่อการแสดงออกแบบชัว่คราว 
ของยนี gus 

       

 7 วนัหลงัถ่ายยนี   14 วนัหลงัถ่ายยนี   

 การบ่มเช้ือ (นาท)ี ค่าเฉลีย่การ
เลีย้งเช้ือ
ร่วม 

การบ่มเช้ือ (นาท)ี ค่าเฉลีย่
การเลีย้ง
เช้ือร่วม 

การเพาะเลีย้งร่วมกบัเช้ือ 
(วนั) 

15 30 45 60 15 30 45 60 

0 0 g1/ 0 g 0 g 0 g 0 - - - - - 
1 2.3 ef 0.67 fg 3.67 e 0.67 fg 1.8 - - - - - 
3 5.67 d 7.0 bcd 6.3 cd 5.67 d 6.2 3.0 ab 5.0 a 3.0 ab 2.3 b 3.3 
5 8.3 ab 8.3 ab 7.67 abc 9.0 a 8.3 1.0 b 1.7 b 2.3 b 3.0 ab 2 

ค่าเฉลีย่การบ่ม 4.1 4.0 4.4 3.8  2.0 3.3 2.7 2.7  

การบ่มเช้ือ 
การเพาะเลีย้งร่วมกบัเช้ือ 

การบ่มเช้ือxการเพาะเลีย้งร่วม   

0.3969 
<0.0001 
0.0032  

ns 
** 
*   

0.1919 
0.0049 
0.0188  

ns 
** 
* 

%CV         20.61     37.5 
 

1/  ค่าเฉล่ียท่ีตามดว้ยอกัษรเดียวกนัไม่มีความแตกต่างกนัทางสถิติเม่ือเปรียบเทียบค่าโดยวธีิ  LSD ท่ีระดบัความเช่ือมัน่ 95 เปอร์เซ็นต ์
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ภาพที ่4  transient expression ของยนี gus ในแคลลสัมนัส าปะหลงั ท่ีปลูกเช้ือและเพาะเล้ียงร่วมกบั 

  เช้ือเป็นระยะเวลาต่าง ๆ ภายหลงัการถ่ายยนี 14 วนั  
 

การตรวจสอบการคงอยู่ของยนี aroA ในมันส าปะหลงัทีไ่ด้รับการถ่ายยีนโดยวธีิพซีีอาร์ 
(Polymerase Chain Reaction; PCR) 
 
 จากการตรวจสอบการมีอยูข่องยนี aroA ในมนัส าปะหลงัท่ีไดรั้บการถ่ายยนีจ านวน 8 
ตวัอยา่งซ่ึงน ามาจากทรีทเมนตก์ารทดลองการบ่มเช้ือเป็นเวลา 30 นาที กบัการเพาะเล้ียงเน้ือเยือ่
ร่วมกบัเช้ือเป็นเวลา 3 วนั พบแถบดีเอน็เอ ซ่ึงมีขนาด 1,600 คู่เบส ดงัภาพท่ี 5 โดยพบวา่แคลลสัมนั
ส าปะหลงับางช้ินมีการแสดงออกของยนี gus เกิดสีน ้าเงินข้ึนท่ีแคลลสั แต่เม่ือน ามาตรวจสอบความ
คงอยูข่องยนีดว้ยวธีิพีซีอาร์แลว้ไม่พบยนี aroA นั้นอาจเน่ืองมาจากในกระบวนการการถ่ายยนีโดย
ใช ้A. tumefaciens นั้น กระบวนการส่งถ่ายและแทรกตวัของ T-DNA เขา้สู่จีโนมพืชนั้นมกัน าส่วน 
right border เขา้สู่จีโนมพืชก่อน (Sheng and Citovsky, 1996) พลาสมิด pCAM1304-EPSPS  ท่ีใช้
ในการทดลองน้ีมียนี gus เป็นยนีท่ีอยูบ่ริเวณ right border ของ T-DNA ซ่ึงเป็นดา้นท่ียา้ยเขา้ไป
เช่ือมกบัโครโมโซมของเซลลพ์ืชก่อน  ดงันั้นจึงเป็นไปไดว้า่ส่วนของยนี aroA ท่ีอยูท่างดา้น left 
border ของ T-DNA อาจเกิดการขาดหายไประหวา่งการถ่ายยนี  จึงท าใหเ้ม่ือตรวจสอบดว้ยวธีิ  
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GUS histochemical assay แลว้เน้ือเยือ่ติดสีน ้าเงิน แต่เม่ือน าตวัอยา่งดงักล่าวมาตรวจสอบหายนี  
aroA ดว้ยวธีิพีซีอาร์กลบัไม่พบยนีดงักล่าว  ส าหรับกรณีท่ีบางแคลลสัท่ีมียนี gus เพียงยนีเดียว แต่
ยงัสามารถเจริญและพฒันาเน้ือเยือ่บนอาหารคดัเลือกท่ีมีสารไกลโฟเสทได ้อาจเน่ืองจากใน
งานวจิยัน้ีใชแ้คลลสัท่ีมีความหนาพอควร  จึงอาจมีเน้ือเยือ่บางส่วนไม่สัมผสักบัอาหารคดัเลือก
โดยตรง  ดงันั้นความเขม้ขน้ของสารไกลโฟเสทท่ีเคล่ือนยา้ยเขา้ไปในเน้ือเยือ่เหล่าน้ีอาจเจือจางลง  
ท าใหไ้ม่สามารถก าจดัเซลลท่ี์ไม่ไดรั้บการถ่ายยนีไดห้มดเซลลจึ์งเจริญข้ึนมาไดบ้นอาหารคดัเลือก  
หรืออาจเกิดจากการท่ีแคลลสัดงักล่าวมีลกัษณะเป็น chimera คือ ในแคลลสัท่ีพฒันาข้ึนใหม่มีเซลล์
บางส่วนมียนีท่ีถูกถ่ายเขา้ไปปะปนอยูก่บัเซลลท่ี์ไม่ไดรั้บการถ่ายยนี  ท าใหแ้คลลสัสามารถเจริญได้
ในอาหารคดัเลือก ซ่ึงการเกิดลกัษณะดงักล่าวน้ี Zhong et al. (1996) รายงานวา่ในการสร้างพืช
ดดัแปลงพนัธุกรรม  ท่ีน าเน้ือเยือ่บริเวณปลายยอดมาใชเ้ป็นเน้ือเยือ่เป้าหมายในการถ่ายยนีนั้น  
ท าใหเ้กิดลกัษณะท่ีเรียกวา่ chimera ไดม้ากซ่ึงจดัเป็นปัญหาหลกัของการถ่ายยนี  การเลือกใช้
เน้ือเยือ่ชนิดน้ีเป็นเน้ือเยือ่เป้าหมายในการถ่ายยนีจึงมีขอ้จ ากดั  แต่มกัจะใชใ้นกรณีท่ีการชกัน าให้
เกิดยอดจากเซลลห์รือจากแคลลสัท าไดย้ากเท่านั้น  แต่อยา่งไรก็ตามปัญหาการเกิด chimera 
สามารถแกไ้ขไดโ้ดยการใชส้ารควบคุมการเจริญเติบโตร่วมกบัการเพาะเล้ียงเน้ือเยือ่  เพื่อชกัน าให้
ไดย้อดจ านวนมากและรวดเร็ว ร่วมกบัการ subculture ในระยะเวลาท่ีสั้นลง  เพื่อเพิ่มโอกาสท่ีจะได้
ยอดท่ีไม่เป็น chimera แลว้คดัเลือกยอดท่ีไดบ้นอาหารคดัเลือกซ ้ าอีกคร้ังเพื่อก าจดัตน้ท่ีไม่ไดรั้บ
การถ่ายยนีออกใหห้มด 
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ภาพที ่5  ลกัษณะแถบดีเอน็เอ ท่ีไดจ้ากการตรวจสอบการมีอยูข่องยนี aroA ในแคลลสัมนั 
  ส าปะหลงัท่ีเจริญเติบโตไดบ้นอาหารคดัเลือก โดยการใชว้ธีิพีซีอาร์ (Polymerase Chain  
  Reaction; PCR) 

   M =  ดีเอน็เอมาตรฐาน 1 kb ladder (บริษทั Fermentas) 
   N =  น ้า (negative control) 
   C =  ดีเอน็เอของมนัส าปะหลงัท่ีไม่ไดรั้บการถ่ายยนี (negative control) 
   P =  พลาสมิด pCAM1304-EPSPS  
   1-8 = ดีเอน็เอของแคลลสัมนัส าปะหลงัท่ีไดรั้บการถ่ายยนี 
 
การตรวจสอบการมีอยู่ของยนี aroA ในมันส าปะหลงั โดยเทคนิค Southern PCR hybridization 
  

การตรวจสอบการเขา้รวมตวัของยนี aroA กบัจีโนมของมนัส าปะหลงัโดยเลือกตรวจสอบ
กบัตวัอยา่งมนัส าปะหลงัท่ีคาดวา่ไดรั้บการถ่ายยนี โคลนท่ี 1-8 ซ่ึงจากผลผลิตของปฏิกิริยาพีซีอาร์ 
พบแถบดีเอน็เอของยนี aroA ขนาด 1,600 คู่เบส  จากนั้นยา้ยดีเอน็เอจากเจลลงบนแผน่ไนลอน 
เมมเบรน และตรวจสอบผลดว้ยเทคนิค Southern PCR hybridization โดยการไฮบริไดซ์ดว้ยดีเอน็เอ
ตรวจสอบของยนี aroA  ท่ีติดฉลากดว้ยสารไร้รังสี digoxigenin (DIG) จากนั้นตรวจสอบผลโดยน า
เมมเบรนไปทาบกบัแผน่ฟิลม์ X-ray เป็นเวลา 60 นาที จากผลการทดลองพบวา่ เกิดแถบสีด าบน
แผน่ฟิลม์ ตรงกบัแถบดีเอน็เอขนาด 1,600 คู่เบส ของยนี aroA ซ่ึงผลเหมือนกบัดีเอน็เอเปรียบเทียบ
ท่ีใช ้คือ พลาสมิด pCAM1304-EPSPS และไม่พบแถบสีด าในตวัอยา่งท่ีไม่ไดรั้บการถ่ายยนีและน ้า

1000 

2000 
1500 
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กลัน่ (ภาพท่ี 6) ซ่ึงเป็นการยนืยนัวา่เป็นยนี aroA จริงและอาจสามารถสอดแทรกเขา้ไปรวมตวักบั
จีโนมของมนัส าปะหลงัได ้ แต่จะสังเกตไดว้า่จากภาพจะพบแถบสีด าข้ึนอีกหน่ึงแถบเหนือแถบด า
ขนาด 1,600 bp  ซ่ึงอาจเป็นไปไดว้า่ไพรเมอร์ท่ีออกแบบนั้นครอบคลุมตั้งแต่ promoter gene จน
ส้ินสุดท่ี reporter gene  ซ่ึงในส่วนของ T-DNA ของพลาสมิด pCAM1304-EPSPS อาจมี prometer 
gene และreporter gene ท่ีเหมือนกนัแต่ขนาดของตวัยนีต่างกนั  จึงท าใหเ้กิดแถบด าข้ึน 2 แถบ 
 

 
 

ภาพที ่6  ลกัษณะแถบสีด าท่ีปรากฏบนแผน่ฟิลม์ X-ray ท่ีไดจ้ากปฏิกิริยา Southern PCR  
  hybridization กบัดีเอน็เอของแคลลสัท่ีรอดชีวติไดบ้นอาหารคดัเลือก  โดยใชย้นี aroA  
  เป็นดีเอน็เอตรวจสอบ 
  M =  ดีเอน็เอมาตรฐาน 1 kb ladder (บริษทั Fermentas) 
  N =  น ้า (negative control) 
  C =  ดีเอน็เอของมนัส าปะหลงัท่ีไม่ไดรั้บการถ่ายยนี (negative control) 
  P =  พลาสมิด pCAM1304-EPSPS 
  1-8 = ดีเอน็เอของแคลลสัมนัส าปะหลงัท่ีไดรั้บการถ่ายยนี 

 
การตรวจสอบการมีอยู่ของยนี aroA ในมันส าปะหลงัโดยเทคนิค dot blot hybridization 
 
 การตรวจสอบการมีอยูข่องยนี aroA โดยวธีิ dot blot hybridization ท าโดยการสกดัจีโนมิค 
ดีเอน็เอจากแคลลสัมนัส าปะหลงัท่ีไดรั้บการถ่ายยนี aroA และท่ีไม่ไดรั้บการถ่ายยนี หยดจีโนมิคดี
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เอน็เอปริมาณ 4 ไมโครกรัม ลงบนไนลอนเมมเบรน จากนั้นน ามาตรวจสอบการมีอยูข่องยนี aroA 
โดยท าการไฮบริไดเซชัน่กบัดีเอน็เอตรวจสอบของยนี aroA ท่ีติดฉลากดว้ยสารไร้รังสี digoxigenin 
(DIG) แลว้น าไปตรวจสอบผลโดยน าไนลอนเมมเบรนไปประกบกบัแผน่ฟิลม์ x-ray หากมีการเขา้
คู่กนัระหวา่งดีเอน็เอท่ีสกดัไดก้บัดีเอน็เอท่ีใชใ้นการตรวจสอบจะใหผ้ลเป็นจุดสัญญาณสีด าบน
แผน่ฟิลม์ 
  

การตรวจสอบน้ีใชดี้เอน็เอจากแคลลสัท่ีไม่ไดรั้บการถ่ายยนีเป็น negative control และ 
ดีเอน็เอท่ีไดจ้ากพลาสมิด pCAM1304-EPSPS เป็น positive control จากการทดลองพบแถบสีด าบน
แผน่ฟิลม์เม่ือตรวจสอบดว้ยดีเอน็เอตรวจสอบของยนี aroA ในตวัอยา่งแคลลสั 4 ตวัอยา่งจาก 8 
ตวัอยา่ง และใหผ้ลเหมือนกบัดีเอน็เอตน้แบบ (positive control) ซ่ึงแสดงวา่มียนี aroA เขา้ไปรวม
กบัดีเอน็เอของมนัส าปะหลงัอยา่งถาวร ส่วนแคลลสัท่ีไม่รับการถ่ายยนีไม่ปรากฏสัญญาณสีด าบน
แผน่ฟิลม์ (ภาพท่ี 7) 
  

ผลการทดลองน้ีสอดคลอ้งกบัผลการทดลองท่ีตรวจสอบดว้ยเทคนิคพีซีอาร์  โดยพบวา่
ตวัอยา่งท่ี 1-4 ท่ีตรวจสอบดว้ยเทคนิคพีซีอาร์ พบแถบดีเอน็เอ ซ่ึงเม่ือตรวจสอบดว้ยเทคนิค dot blot 
hybridization ก็ปรากฎจุดสัญญาณสีด าบนแผน่ฟิลม์เช่นกนั  แสดงวา่แคลลสัของมนัส าปะหลงั
เหล่าน้ีไดรั้บยนี aroA เขา้ไปและรวมตวักบัจีโนมของมนัส าปะหลงัไดอ้ยา่งถาวร 
 

 
 
ภาพที ่7  ลกัษณะจุดสีด าท่ีปรากฏบนแผน่ฟิลม์ X-ray ท่ีไดจ้ากปฏิกิริยา dot blot hybridization กบั  

  ดีเอน็เอของแคลลสัท่ีรอดชีวติไดบ้นอาหารคดัเลือก  โดยใชย้นี aroA เป็นดีเอน็เอ 
  ตรวจสอบ 

   N =  น ้า (negative control) 
   C =  ดีเอน็เอของมนัส าปะหลงัท่ีไม่ไดรั้บการถ่ายยนี (negative control) 
   P =  พลาสมิด pCAM1304-EPSPS 
   1-8 = ดีเอน็เอของแคลลสัมนัส าปะหลงัท่ีไดรั้บการถ่ายยนี 
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สรุปและข้อเสนอแนะ 
 

 สรุป 
 

การทดสอบสารปฏิชีวนะ cefotaxime ท่ีมีผลต่อแคลลสัของมนัส าปะหลงั พบวา่ ทั้งความ
เขม้ขน้ 300 และ 500 มิลลิกรัมต่อลิตร เน้ือเยือ่ท่ีเจริญเติบโตไม่มีความแตกต่างกบัการไม่เติมสาร
ปฏิชีวนะ cefotaxime และความเขม้ขน้ของสารปฏิชีวนะ cefotaxime ท่ีเหมาะสมคือ 300 มิลลิกรัม
ต่อลิตร เน่ืองจากเป็นความเขม้ขน้นอ้ยสุดท่ีสามารถก าจดัเช้ือ A. tumefaciens จากการถ่ายยนีไม่ให้
เจริญเติบโตไดแ้ละไม่มีผลในทางลบต่อการเจริญและพฒันาของแคลลสัมนัส าปะหลงั  

 
การเติมสารก าจดัวชัพืชไกลโฟเสทเพื่อหาความเขม้ขน้ต ่าสุดท่ีท าใหเ้น้ือเยือ่มนัส าปะหลงั

ตาย พบวา่ ความเขม้ขน้ของสารก าจดัวชัพืชไกลโฟเสทตั้งแต่ 5 มิลลิโมลาร์ข้ึนไป จะท าใหเ้น้ือเยือ่
มนัส าปะหลงัตายทั้งหมด โดยใชเ้วลา 4 สัปดาห์  ดงันั้น ความเขม้ขน้ของสารก าจดัวชัพืชไกลโฟ
เสทท่ีใชใ้นการคดัเลือกมนัส าปะหลงัท่ีไดรั้บการถ่ายยนีตา้นทานสารก าจดัวชัพืชน้ี คือ 5 มิลลิโม
ลาร์ 

 
ปัจจยับางประการท่ีเหมาะสมต่อการถ่ายยนีให้มนัส าปะหลงัโดยเช้ือ A. tumefaciens  

สายพนัธ์ุ EHA105 ท่ีมีพลาสมิด pCAM1304-EPSPS และยนีตา้นทานสารก าจดัวชัพืชไกลโฟเสท 
คือ การปลูกเช้ือนาน 60 นาที  ร่วมกบัการเพาะเล้ียงเน้ือเยือ่ร่วมกบัเช้ือเป็นเวลา 5 วนั โดยให้ผลการ
ถ่ายยนี เม่ือตรวจสอบการแสดงออกของยนีรายงานผลแบบชัว่คราวดว้ยวธีิ GUS histochemical 
assay ท่ีเวลา 7 วนัหลงัการถ่ายยนีดีท่ีสุด แต่เม่ือเวลาผา่นไป 14 วนั  พบวา่การแสดงออกของยนี
รายงานผลลดลงและ พบวา่การปลูกเช้ือนาน 30 นาที ร่วมกบัการเพาะเล้ียงร่วมกบัเช้ือเป็นเวลา 3 
วนั กลบัไดผ้ลการตรวจสอบสูงกวา่  ดงันั้นการปลูกเช้ือนาน 30 นาที ร่วมกบัการเพาะเล้ียงร่วมกบั
เช้ือเป็นเวลา 3 วนัจะใหป้ระสิทธิภาพในการแสดงออกของยนีรายงานผลแบบชัว่คราวดว้ยวธีิ 
GUS histochemical assay ดีท่ีสุด และการใชเ้ทคนิคการถ่ายยนีดงักล่าวสามารถถ่ายยนีใหก้บั
แคลลสัมนัส าปะหลงัได ้โดยเม่ือตรวจสอบการคงอยูข่องยนีตา้นทานสารก าจดัวชัพืชไกลโฟเสท 
ทั้งโดยวธีิพีซีอาร์  Southen PCR hybridization และ dot blot hybridization ในแคลลสัท่ีรอดชีวติ
จากการคดัเลือกในอาหารท่ีเติมสารก าจดัวชัพืชไกลโฟเสท พบวา่จ านวน 4 ช้ินจาก 8 ช้ินของ
แคลลสัจากตวัอยา่งท่ีคดัเลือกไวมี้ยนีท่ีถ่ายเขา้ไปอยูจ่ริง   
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ข้อเสนอแนะ 
 

ถึงแมว้า่การศึกษาในคร้ังน้ีจะไม่สามารถชกัน าใหเ้กิดตน้จากแคลลสัมนัส าปะหลงั

ดดัแปลงพนัธุกรรม (transgenic calli) ได ้ซ่ึงเป็นขั้นตอนท่ีส าคญัมากส าหรับการสร้างพืชดดัแปลง

พนัธุกรรม แต่อยา่งไรก็ตาม งานทดลองน้ีประสบความส าเร็จในการถ่ายยนีเขา้สู่มนัส าปะหลงั ซ่ึง

สามารถใชเ้ป็นขอ้มูลพื้นฐานส าหรับการถ่ายยนี และน าไปใชป้ระโยชน์ในการจดัการการเพาะปลูก

มนัส าปะหลงั เม่ือการใชพ้ืชตดัต่อพนัธุกรรมไดรั้บการอนุญาตใหเ้ผยแพร่ไดใ้นสภาพแปลง โดย

จะตอ้งมีการศึกษาและพฒันาวธีิการชกัน าใหเ้กิดตน้อยา่งมีประสิทธิภาพภายหลงัการถ่ายยนีใหแ้ก่

มนัส าปะหลงัควบคู่ไปดว้ย เช่น การพฒันาองคป์ระกอบของอาหารสูตรชกัน าตน้ภายหลงัการถ่าย

ยนี หรือการเลือกใชช้ิ้นส่วนพืชท่ีเหมาะสมส าหรับการถ่ายยนีและสามารถชกัน าใหเ้กิดตน้ไดดี้กวา่

การใชแ้คลลสั หรือผลกระทบทางชีวเคมีภายในมนัส าปะหลงัหลงัไดรั้บการถ่ายยนี เป็นตน้ 

 

การพฒันาเทคนิคในการถ่ายยนีตา้นทานสารก าจดัวชัพืชไกลโฟเสทเขา้สู่มนัส าปะหลงั

ต่อไปนั้น  สูตรอาหารคดัเลือกอาจตอ้งหาสารคดัเลือกชนิดอ่ืน เช่น hygromycin แทนไกลโฟเสทใน

การคดัเลือกระหวา่งการเพาะเล้ียงเน้ือเยือ่  เพราะเป็นไปไดว้า่สารก าจดัวชัพืชไกลโฟเสทอาจส่งผล

ต่อกระบวนการเมตาบอลิซึมในมนัส าปะหลงัจนไม่สามารถชกัน าเป็นตน้ได ้ เม่ือไดรั้บอยา่ง

ต่อเน่ืองเป็นเวลานาน  ซ่ึงเห็นไดจ้ากการตรวจสอบ GUS histochemical assay และ PCR จากการ

ทดลองน้ีสามารถถ่ายยนีเขา้ไปในแคลลสัมนัส าปะหลงัได ้ แต่ไม่สามารถชกัน าใหเ้ป็นตน้ได ้
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ตารางผนวกที ่1  องคป์ระกอบของอาหารสังเคราะห์สูตร Murashige and Skoog (1962) 
 

ธาตุอาหาร ปริมาตร (มิลลิกรัมต่อลิตร) 
Macronutriens 

NH4NO3 
KNO3 
CaCl2.2H2O 
MgSO4.7H2O 
KH2PO4 

Micronutriens 
H3BO3 
MnSO4.H2O 
ZnSO4.7H2O 
KI 
Na2MoO4.2H2O 
CuSO4.5H2O 
CoCl2.6H2O 

Fe-EDTA solution 
Na2-EDTA 
FeSO4.7H2O 

Organic compounds 
Glycine 
Nicotinic acid 
Pyridoxine.HCl 
Thiamine.HCl 
Myo-inositol 

Other 
Sucrose 
pH 5.6-5.8 

 
1,650.000 
1,900.000 
440.000 
370.000 
170.000 
 
6.200 
22.300 
10.930 
0.830 
0.250 
0.025 
0.025 
 
37.250 
27.850 
 
2.000 
0.500 
0.500 
0.100 
100.000 
 
30,000.000 
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ตารางผนวกที ่2  องคป์ระกอบของอาหาร Luria-Bertani media (LB) (Maniatis et al., 1982)  
 ส าหรับเล้ียงเช้ือ Agrobacterium tumefaciens 

 
สารเคมี กรัมต่อลิตร 
Bacto tryptone 
Bacto yeast extract 
NaCl 
pH 7.0  
agar 

10.0 
5.0 
10.0 
 
15.0 

 
ตารางผนวกที ่3  องคป์ระกอบของอาหาร SOB (Maniatis et al., 1982) ส าหรับเล้ียงเช้ือ 

 แบคทีเรียส าหรับเพื่อท า competent cell ของ Escherichia coli  และเล้ียงเช้ือ   
 Agrobacterium tumefaciens 

 
สารเคมี กรัมต่อลิตร 
Bacto tryptone 
Bacto yeast extract 
NaCl 
pH 7.0  
agar 

10.0 
5.0 
0.1 
 
15.0 
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ตารางผนวกที ่4  การตรวจสอบการแสดงออกของยนี gus ดว้ยวธีิ GUS Histochemical assay  
 (Jefferson et al., 1987) 

 
 เตรียมสารละลาย X-Gluc substrate โดยชัง่สาร 5-bromo-4-chloro-3-indolyl-β-D-
glucuronide (X-Gluc) (บริษทั Fermentas) ปริมาณ 0.144 กรัม ละลายในสารละลาย 
dimethylformamide ปริมาณ 10 มิลลิกรัมต่อลิตร แบ่งใส่หลอดไมโครเซนตริฟิวจข์นาด 1.5 
มิลลิลิตร ปริมาตร 500 ไมโครลิตร (เก็บท่ีอุณหภูมิ  -80 องศาเซลเซียส) น าสารละลายดงักล่าวมา
ผสมรวมกนั เขยา่ส่วนผสมน้ีใหเ้ขา้กนั แลว้น าเน้ือเยือ่พืชท่ีตอ้งการตรวจสอบมาบ่มร่วมกบั 
สารละลายดงักล่าว ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 24 ชัว่โมง เม่ือครบก าหนดแลว้ดูดสารละลาย
ทิ้งเติมเอธานอล 95 เปอร์เซ็นต ์บ่มท่ีอุณหภูมิหอ้ง และเปล่ียนเอธานอล 95 เปอร์เซ็นต ์ใหม่ทุก ๆ 2 
ชัว่โมง ท าเช่นน้ีไปเร่ือย ๆ จนกวา่เน้ือเยือ่พืชท่ีตอ้งการตรวจสอบจะไม่มีสีเขียว แลว้น าเน้ือเยือ่ไป
ตรวจสอบการเกิดจุดสีน ้าเงินบนเน้ือเยือ่พืชดว้ยกลอ้งจุลทรรศน์แบบสเตอริโอ โดยเตรียม
สารละลายบฟัเฟอร์ดงัตาราง 
 
ความเขม้ขน้ของสารละลาย ความเขม้ขน้ของสารละลายท่ี

ตอ้งการ 
ปริมาตร (ไมโครลิตร) 

1.0 M Na2HPO4 (pH 7.0) 
5.0 mM K3Fe(CN)6 
5.0 mM K4Fe(CN)6 
0.25 M Na2EDTA (pH 7.0) 
0.02 M X-gluc substrate 
10% Trion X-100 
dH2O 

0.1 M 
0.5 mM 
0.5 mM 
10 mM 
1.0 mM 
1.0% 

100.0 
100.0 
100.0 
40.0 
50.0 
10.0 
600.0 
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ตารางผนวกที ่5  สารละลายบฟัเฟอร์ส าหรับสกดัดีเอน็เอจากจีโนมของพืชโดยดดัแปลงจากวธีิ  
 CTAB (Doyle and Dopyle, 1990) 

 
สารเคมี กรัมต่อลิตร 

Extraction buffer 
CTAB 
PVP 
NaCl 
EDTA, pH 8.0 
Tris-HCl, pH 8.0 
α-mercaptoethanol 

TE buffer 
Tris-HCl 
EDTA 

 
2% 
2% 
1.4 M 
20 mM 
100 mM 
0.2% (v/v) 
 
10 mM 
1 mM 
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ตารางผนวกที ่6 การเตรียมส่วนผสมส าหรับปฏิกิริยาพีซีอาร์ (Polymerase Chain Reaction  
; PCR) ของยนี aroA 

 
ความเขม้ขน้ของสารประกอบ

ปฏิกิริยา PCR 
ความเขม้ขน้ของสารท่ีตอ้งการ ปฏิกิริยาท่ีใช ้

(ไมโครลิตร) 
10 X PCR buffer 
25 mM MgCl2 
1 mM dNTP mix 
5µM Primer epeps-F 
5µM Primer epeps-R 
5U/µl Taq polymerase 
50-100 ng DNA template 
dH2O 

1 X 
2.5 mM 
250 µM 
0.125 µM 
0.125 µM 
0.5U 

2.0 
2.0 
5.0 
0.5 
0.5 
0.1 
2.0 
7.9 

Total volume  20 
  

การท าปฏิกิริยา PCR น าส่วนผสมต่างๆ ใส่เคร่ือง Thermocycler (Biometra®) โดยก าหนด
อุณหภูมิและเวลาดงัน้ี 
   
Predenatureing  95 ˚องศาเซลเซียส 5 นาที 
Denaturing  94 ˚องศาเซลเซียส 2 นาที 
Anealing  56 ˚องศาเซลเซียส 1 นาที  30 รอบ 
Extention  72 ˚องศาเซลเซียส 90 วนิาที 
   72 ˚องศาเซลเซียส 10 นาที 
   16 ˚องศาเซลเซียส ∞ 
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ตารางผนวกที ่7  การเตรียมบฟัเฟอร์ TBE ความเขม้ขน้ 10X ส าหรับเทคนิค agrose gel  
 electrophoresis 

 
ส่วนประกอบ กรัมต่อลิตร 
Tris-base 
Glacial acetic acid 
0.5M EDTA:pH 8.0 

54 
27.5 

20 มิลลิลิตร 
ปรับปริมาตรดว้ยน ้าดีไอออนไนซ์ท่ีน่ึงฆ่าเช้ือแลว้ จนปริมาตรครบ 1 ลิตร 
 
ตารางผนวกที ่8 สารละลายบฟัเฟอร์ส าหรับการท า dot blot hybridization และ Southern blot  

hybridization 
 

สารเคมี ความเขม้ขน้สุดทา้ย 
Hybridization buffer 
   SSC 
   N-lauroylsarcosine 
   SDS 
   Blocking solution 
   (1:10 dilution of stock 10X blocking solution) 
High stringency buffer 
   SSC 
   SDS 
Low stringency buffer 
   SSC 
   SDS 
Washing buffer 
   Maleic acid buffer 
   Tween 20 
Maleic acid buffer 
   Maleic acid 

 
5X 
0.1% 
0.02% 
1X 
 
 
2X 
0.1% 
 
0.1X 
0.1% 
 
1X 
0.3% 
 
0.1M 
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ตารางผนวกที ่8  (ต่อ) 
 

สารเคมี ความเขม้ขน้สุดทา้ย 
   NaCl 
   ปรับ pH เป็น 7.5 ดว้ย NaOH 
Blocking Solution 
   Dilute 10X blocking solution 1:10 with 
Maleic acid buffer 
Detection buffer 
   tris-HCl 
   NaCl 
   ปรับ pH เป็น 9.5 ดว้ย NaOH 

0.15M 
 
0.1M 
0.1M 

 

 
ภาพผนวกที ่1  แผนท่ีของพลาสมิด pCAM1304-EPSPS  จาก lelf border ถึง right bored ขนาด  

 6,128 คู่เบส  ซ่ึงส่วนของ T-DNA ท่ีมียนี aroA บรรจุอยูภ่ายใน 
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ภาคผนวกที ่1  การสกดัพลาสมิดโดยวธีิของ QIAperp Purification of Plasmid DNA  
 Miniprep (บริษทั QIAGEN) 

 
 เล้ียงเช้ือแบคทีเรีย E. coli สายพนัธ์ุ DH5α ท่ีมีพลาสมิด pCAM1304-EPSPS ในอาหารLB 
broth ปริมาตร 20 มิลลิลิตร ท่ีเติมสารปฏิชีวนะ kanamycin ความเขม้ขน้ 50 มิลลิกรัมต่อลิตร โดย
เล้ียงขา้มคืนท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ในสภาพมืด บนเคร่ืองเขยา่ความเร็วรอบ 200 รอบต่อนาที  
เม่ือครบก าหนดแลว้น าเซลลแ์ขวนลอยเช้ือไปหมุนเหวีย่งดว้ยความเร็วรอบ 13,000 รอบต่อนาที 
เป็นเวลา 5 นาที เทอาหาร LB broth ทิ้ง ละลายตะกอนเซลลด์ว้ยบฟัเฟอร์ P1 (resuspension buffer: 
50 mM Tris-HCl, 10 mM EDTA, RnaseA 100 µg/ml) ปริมาตร 250 ไมโครลิตร ผสมใหเ้ขา้กนัโดย
การกลบัหลอดไปมาเบา ๆ 4-6 คร้ัง แลว้ยา้ยเซลลแ์ขวนลอยเช้ือลงหลอดไมโครเซนตริฟิวจ ์เติม
บฟัเฟอร์ P2 (Lysis buffer : 200 mM NaOH, 1% SDS) ปริมาตร 250 ไมโครลิตร ผสมใหเ้ขา้กนัโดย
การกลบัหลอดไปมาเบา ๆ 4-6 คร้ัง เติมบฟัเฟอร์ N3 (Nutralization buffer : 3 M potassium acetate 
pH 5.5) ปริมาตร 500 ไมโครลิตร ผสมใหเ้ขา้กนัโดยการกลบัหลอดไปมาเบา ๆ 4-6 คร้ัง จากนั้น
น าไปหมุนเหวีย่งดว้ยความเร็วรอบ 13,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 10 นาที ยา้ยส่วนใสดา้นบนลงใน 
QIAprep spin column จากนั้นน าไปป่ันตกตะกอนดว้ยความเร็วรอบ 13,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 
30-60 วนิาที เทส่วนใสดา้นล่างทิ้ง เติมบฟัเฟอร์ PB (Equilibration buffer : 750 mM NaCl, 50 mM 
MOPS pH 7.0, 15% isopropanal, 0.15% TritonX-100) ปริมาตร500 ไมโครลิตร จากนั้นน าไปหมุน
เหวีย่งดว้ยความเร็วรอบ 13,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 30-60 วนิาที น าส่วนใสดา้นล่างทิ้งเติม
บฟัเฟอร์ PE (1 mM NaCl, 50 mM MOPS pH 7.0, 15% isopropanal) ปริมาตร 750 ไมโครลิตร 
จากนั้นน าไปป่ันตกตะกอนดว้ยความเร็วรอบ 13,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 30-60 วนิาที เทส่วนใส
ดา้นล่างทิ้ง เพื่อลา้ง QIAprep spin column น าไปหมุนเหวีย่งดว้ยความเร็วรอบ 13,000 รอบต่อนาที 
เป็นเวลา 1 นาทีอีกคร้ัง เพื่อก าจดับฟัเฟอร์ท่ียงัเหลืออยูอ่อกใหห้มด ยา้ย QIAprep spin column วาง
ลงบนหลอดไมโครเซนตริฟิวจข์นาด 1.5 มิลลิลิตรหลอดใหม่ จากนั้นเติมบฟัเฟอร์ EB (10 mM 
Tris-HCl pH8.0) หรือน ้า ปริมาตร 50 ไมโครลิตร ตั้งทิ้งไว ้1 นาที แลว้น าไปหมุนเหวีย่งดว้ย 
ความเร็วรอบ 13,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 1 นาที ไดพ้ลาสมิดในหลอดไมโครเซนตริฟิวจด์า้นล่าง 
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ภาคผนวกที ่2  การเตรียม competent cell ของ Escherichia coli  สายพนัธ์ุ DH5α 
  

เล้ียงเช้ือแบคทีเรีย E. coli สายพนัธ์ุ DH5α ในอาหาร SOB ปริมาตร 5 มิลลิลิตร เป็นเวลา 
16 ชัว่โมง โดยเล้ียงท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ในสภาพมืด บนเคร่ืองเขยา่ความเร็วรอบ 200 รอบ
ต่อนาที จากนั้นดูดเซลลแ์ขวนลอยเช้ือมา 400 ไมโครลิตร เล้ียงในอาหาร SOB ปริมาตร 100 
มิลลิลิตร เป็นเวลา 3-5 ชัว่โมง โดยเล้ียงท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ในสภาพมืด บนเคร่ืองเขยา่
ความเร็วรอบ 200 รอบต่อนาที น าเซลลแ์ขวนลอยเช้ือไปวดัค่าการดูดกลืนแสง (OD600) ประมาณ 
0.2-0.4 น าเซลลแ์ขวนลอยเช้ือใส่ในหลอดเซนตริฟิวจท่ี์เยน็ แลว้แช่หลอดในน ้าแขง็ เป็นเวลา 15 
นาที น าไปหมุนเหวีย่งเพื่อตกตะกอนเช้ือเบา ๆ ดว้ยสารละลาย RF1 (10 mM KCl, 50 mM 
MnCl2.4H2O, 30 mM potassium acetate, 10 mM CaCl2, 15% glycerol และปรับ pH 5.8) ปริมาตร 
1/3 เท่าของปริมาตรอาหาร SOB แลว้แช่หลอดในน ้าแขง็ เป็นเวลา 15 นาที น าไปหมุนเหวีย่งเพื่อ
ตกตะกอนเช้ือดว้ยความเร็วรอบ 3,500 รอบต่อนาที ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที 
เทอาหารทิ้ง ละลายตะกอนเช้ือเบา ๆ ดว้ยสารละลาย RF2 (10 mM MOPS, 10 mM KCl, 75 mM 
CaCl2, 15% glycerol และปรับ pH 6.8) ปริมาตร 1/25 เท่าของปริมาตรอาหาร SOB แบ่ง competent 
cell ท่ีได ้ใส่หลอดไมโครเซนตริฟิวจท่ี์เยน็ หลอดละ 100 ไมโครลิตร เก็บ competent cell ท่ี
อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส ประมาณ 4-6 ชัว่โมงก่อนใช ้ส่วนท่ีเหลือเก็บท่ีอุณหภูมิ -80 องศา
เซลเซียส (ในการเตรียม competent cell ตอ้งแช่ในน ้าแขง็ตลอดเวลา)  
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ภาคผนวกที ่3  การเตรียม competent cell ของ A. tumefaciens สายพนัธ์ุ EHA105  
  

เล้ียงเช้ือ A. tumefaciens สายพนัธ์ุ EHA105 บนอาหารแขง็สูตร LB น าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 28 
องศาเซลเซียส ในสภาพมืด เป็นเวลา 2 วนั คดัเลือกโคโลนีเด่ียวมาเล้ียงในขวดรูปชมพูท่ี่บรรจุ
อาหารเหลว LB ปริมาตร 20 มิลลิลิตร โดยเล้ียงท่ีอุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส ในสภาพมืด บนเคร่ือง
เขยา่ความเร็วรอบ 200 รอบต่อนาที เป็นเวลา 2 วนั ดูดเช้ือปริมาตร 250 ไมโครลิตร เติมลงในขวด
รูปชมพูท่ี่บรรจุอาหารเหลว LB ปริมาตร 50 มิลลิลิตร โดยเล้ียงท่ีอุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส ใน
สภาพมืด บนเคร่ืองเขยา่ความเร็วรอบ 200 รอบต่อนาที เป็นเวลา 14-16 ชัว่โมง จากนั้นน าขวดรูป
ชมพูท่ี่บรรจุสารแขวนลอยเช้ือแช่ในน ้าแขง็ เป็นเวลา 10 นาที แลว้แบ่งสารแขวนลอยเช้ือใส่ใน
หลอดเซนตริฟิวจข์นาด 50 มิลลิลิตร หลอดละ 25 มิลลิลิตร จ านวน 2 หลอด น าไปหมุนเหวีย่งเพื่อ
ตกตะกอนเช้ือท่ีความเร็วรอบ 6,000 รอบต่อนาที ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็น 10 นาที เท
สารละลายส่วนบนทิ้งเหลือแต่ตะกอนเช้ือท่ีรวมกนัอยูก่น้หลอด ละลายตะกอนเช้ือเบา ๆ      ดว้ย
สารละลายกลีเซอรอล 10  เปอร์เซ็นต ์ท่ีผา่นการน่ึงฆ่าเช้ือแลว้ ปริมาตรหลอดละ 25 มิลลิลิตร 
น าไปหมุนเหวีย่งท่ีความเร็วรอบ 6,000 รอบต่อนาที ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที  
เทสารละลายส่วนบนทิ้งเหลือแต่ตะกอนเช้ือท่ีรวมกนัอยูก่น้หลอด หลงัจากนั้นละลายตะกอนเช้ือ
เบา ๆ ดว้ยสารละลายกลีเซอรอล 10 เปอร์เซ็นต ์ท่ีผา่นการน่ึงฆ่าเช้ือแลว้ โดยลดปริมาตรลงหลอด
ละ 12.5 มิลลิลิตร น าไปหมุนเหวีย่งท่ีความเร็วรอบ 6,000 รอบต่อนาที ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
เป็นเวลา 10 นาที เทสารละลายส่วนบนทิ้งเหลือแต่ตะกอนเช้ือท่ีรวมกนัอยูก่น้หลอด ท าเช่นเดิม 
โดยลดปริมาตรของสารละลายกลีเซอรอลท่ีใชล้ะลายตะกอนเช้ือใหเ้หลือเพียง หลอดละ 0.5 
มิลลิลิตร และแช่เยน็ แบ่งใส่หลอดไมโครเซนตริฟิวจข์นาด 1.5 มิลลิลิตร หลอดละ 40 ไมโครลิตร 
เก็บ competent cell ท่ีอุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียส เพื่อใชใ้นการถ่ายยนีโดยวธีี electroporation 
ต่อไป 
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ภาคผนวกที ่4  การเตรียม competent cell  ของ Agrobacterium tumefaciens สายพนัธ์ุ  
 EHA105 

  
เล้ียงเช้ือ A. tumefaciens บนอาหารแขง็สูตร LB น าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส ใน

สภาพมืด เป็นเวลา 2 วนั คดัเลือกโคโลนีเด่ียวมาเล้ียงในขวดรูปชมพูท่ี่บรรจุอาหารเหลว LB 
ปริมาตร 20 มิลลิลิตร โดยเล้ียงท่ีอุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส ในสภาพมืด บนเคร่ืองเขยา่ความเร็ว
รอบ 200 รอบต่อนาที เป็นเวลา 2 วนั ดูดเช้ือปริมาตร 250 ไมโครลิตร เติมลงในขวดรูปชมพูท่ี่บรรจุ
อาหารเหลว LB ปริมาตร 50 มิลลิลิตร โดยเล้ียงท่ีอุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส ในสภาพมืด บนเคร่ือง
เขยา่ความเร็วรอบ 200 รอบต่อนาที เป็นเวลา 14-16 ชัว่โมง จากนั้นน าขวดรูปชมพูท่ี่บรรจุสาร
แขวนลอยเช้ือแช่ในน ้าแขง็ เป็นเวลา 10 นาที แลว้แบ่งสารแขวนลอยเช้ือใส่ในหลอดเซนตริฟิวจ์
ขนาด 50 มิลลิลิตร หลอดละ 25 มิลลิลิตร จ านวน 2 หลอด น าไปหมุนเหวีย่งเพื่อตกตะกอนเช้ือท่ี
ความเร็วรอบ 6,000 รอบต่อนาที ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที  เทสารละลายกลี 
เซลอรอล 10 เปอร์เซ็นต ์ท่ีผา่นการน่ึงฆ่าเช้ือแลว้ ปริมาตรหลอดละ 25 มิลลิลิตร น าไปหมุนเหวีย่ง
ท่ีความเร็วรอบ 6,000 รอบต่อนาที ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที เทสารละลาย
ส่วนบนทิ้งเหลือแต่ตะกอนเช้ือท่ีรวมกนัอยูก่น้หลอด หลงัจากนั้นละลายตะกอนเช้ือเบา ๆ ดว้ย
สารละลายกลีเซอรอล 10 เปอร์เซ็นต ์ท่ีผา่นการน่ึงฆ่าเช้ือแลว้ โดยลดปริมาตรลงหลอดละ 12.5 
มิลลิลิตร น าไปหมุนเหวีย่งท่ีความเร็วรอบ 6,000 รอบต่อนาที ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 
10 นาที เทสารละลายส่วนบนทิ้งเหลือแต่ตะกอนเช้ือท่ีรวมกันอยูก่น้หลอด ท าเช่นเดียวกนัอีกคร้ัง 
โดยลดปริมาตรของสารละลายกลีเซอรอลท่ีใชล้ะลายตะกอนเช้ือใหเ้หลือเพียงหลอด 0.5 มิลลิลิตร 
และแช่เยน็ แบ่งในหลอดไมโครเซนตริฟิวจข์นาด 1.5 มิลลิลิตร หลอดละ 40 ไมโครลิตร เก็บ 
competent cell ท่ีอุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียส เพื่อใชใ้นการถ่ายยนีโดย electroporation ต่อไป 
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