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การศึกษาปจจยัที่มีผลตอประสิทธิภาพการถายยีนเขาสูแคลลัสออยโดยใชเชื้ออะโกร
แบคทีเรียม ไดแก ผลของสารปฏิชีวนะ cefotaxime ความเขมขนตาง ๆ ตอ การเจริญเติบโตของ
เชื้ออะโกรแบคทีเรียมและแคลลัสออย พบวา สารปฏิชีวนะ cefotaxime ความเขมขน 200 มิลลิกรัม
ตอลิตร สามารถยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้ออะโกรแบคทีเรียม สายพนัธุ EHA105 ไดอยางมี
ประสิทธิภาพ และ สารปฏิชีวนะ cefotaxime ความเขมขนในชวง 100-500 มิลลิกรัมตอลิตร ไมมี
ผลตอการเจริญเติบโตของแคลลัสและการพัฒนาไปเปนตนออย และ การทดสอบประสิทธิภาพ
การถายยีนโดยทดสอบความเขมขนของเชื้อโดยการเจือจาง     เซลลแขวนลอยเชื้อในสัดสวนตาง ๆ 
และระยะเวลาที่ใชในการปลูกเชื้อบนแคลลสัออย ตรวจสอบผลการถายยีนดวยวิธี  
GUS histochemical assay พบวา การปลูกเชื้อโดยใชเซลลแขวนลอยเชือ้ที่ไมเจือจาง (สัดสวน 1:0 
ของเซลลแขวนลอยแบคทีเรียตออาหารเพาะเลี้ยง) รวมกบัระยะเวลาในการปลูกเชื้อนาน 10 นาที 
ใหเปอรเซ็นตจํานวนชิ้นที่ตดิสีน้ําเงินมากที่สุด คือ 88.33 % และ มีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญ
กับวิธีการอื่นที่ทดสอบ 

 
การถายยีน EPSPs เขาสูแคลลัสของออยโดยใชอะโกรแบคทีเรียม สายพันธุ EHA105 ที่

มีพลาสติด pCAM-EPSPs 1304 เปนพาหะ โดยนําเทคนิคที่ไดจากการศึกษาตนเบื้องตนมาใชใน   
การถายยีน พบวา มีแคลลัสที่สามารถเจริญเติบโตบนอาหารคัดเลือกที่เติมสารไกลโฟเสท 0.5  
มิลลิโมลาร จํานวน 10 โคลน จากนั้นนําแคลลัสที่รอดชีวิตมาตรวจสอบผลการถายยีนดวยวีธีพีซี
อาร พบวา มียีน EPSPs จํานวน 5 โคลน เมื่อนํามายืนยันผลการมีอยูของยีน EPSPs ที่ถูกถายยีนเขา
ไปในแคลลัสดวยวิธี Southern PCR blot และ dot blot hybridization พบวา มี EPSPs อยูในจีโนม
ของออยจริง 
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The study of factors affecting Agrobacterium-mediated transformation efficiency were 
done including the concentration of cefotaxime on growth of Agrobacterium tumefaciens and 
sugarcane callus. It was found that cefotaxime at the concentration of 200 milligram per liter 
could inhibit growth of A. tumefaciens strain EHA 105. Cefotaxime at the concentrations of  
100-500 milligram per liter did not affect on growth of the callus and regeneration into plantlet. 
Another tested factor was the dilution of bacterial suspension combine with various inoculation 
duration. Transformation efficiency was determined by measuring transient expression of uidA 
(gus) gene in transformed callus using GUS histochemical assay. It was found that the bacterial 
suspension in the dilution ratio of 1:0 (bacterial suspension: liquid medium) in concerted with  
10 minutes inoculation period gave the highest percentage of blue staining pieces, 88.33 % and 
significantly different from other treatments. 

 
Transfomation of EPSPs gene into calli of sugarcane using Agrobacterium strain 

EHA105 harboring pCAM-EPSPs 1304 plasmid by the technique studied earlier was done. 
10 clones of callus survived on the selective medium containing 0.5 mM glyphosate but only 5 of 
them showed PCR positive for EPSPs. The results of Southern PCR hybridization and dot blot 
hybridization also confirmed the presence of EPSPs gene into plant genome. 

     /  /  
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การถายยีนตานทานสารไกลโฟเสทเขาสูออย (Saccharum officinarum L.) 
 

Transformation of Glyphosate Resistance Gene into Sugarcane 

(Saccharum officinarum L.) 
 

คํานํา 
 

ออยจัดเปนพืชอุตสาหกรรมที่สําคัญที่สุดชนิดหนึ่งของโลก สําหรับในประเทศไทย ผลผลิต
ออยถูกนําเขาสูโรงงานเพื่อผลิตเปนน้ําตาลในรูปแบบตาง ๆ นอกเหนอืจากการบริโภค
ภายในประเทศแลวยังสามารถสงออกไปตางประเทศและนํารายไดเขาสูประเทศมีมูลคาประมาณ 
2,180 ลานเหรียญสหรัฐฯ (สํานักงานคณะกรรมการออยและน้ําตาลทราย, 2553) นอกจากการผลิต
เปนน้ําตาลแลวสวนที่เหลือยงัสามารถนําไปใชประโยชนดานอื่น ๆ ไดอีกมากมาย ในการเพาะปลูก
ป 2552/53 มีพื้นที่เพาะปลูก 7.13 ลานไร ผลผลิต 72.85 ลานตัน และผลผลิตเฉลี่ย 10.21 ตันตอไร 
(สํานักงานคณะกรรมการออยและน้ําตาลทราย, 2553) 

 
เห็นไดวาผลผลิตยังอยูในระดับต่ํา ซ่ึงการปลูกออยใหไดผลผลิตตอไรสูงขึ้นนั้น อาจทําได

หลายวิธี ไมวาจะเปนการเลือกพันธุออย การจัดการไรที่ดี และ วัชพืช ซ่ึงเปนศัตรูออยที่สําคัญที่ทํา
ความเสียหายแกผลผลิตออยมากที่สุด หลังจากปลูกออยถาไมมีการปองกันกําจัดวัชพชื จะทําให
ผลผลิตออยลดลงถึง 80 % (พรชัย, 2551) หรือมากกวานัน้ ความเสียหายขึ้นอยูกับปริมาณวัชพืชที ่
ขึ้นเบียดบังออย วามีมากนอยเพยีงไร และความสามารถในการแขงขนักับวัชพืชของออยแตละพนัธุ 
วัชพืชจะแกงแยงธาตุอาหารในดิน ความชื้น และแสงแดดที่ออยควรจะไดรับ ทําใหออยมีการแตก 
กอและความยาวของลําออยลดลง อีกทั้งยงัเปนที่อยูอาศยัของศัตรูออยชนิดอื่นไดแก โรคที่เกิดจาก
ทั้งไวรัส และไฟโตพลาสมา แมลงพาหะนําโรค แมลงศัตรูออย และหนู นอกจากนี ้วัชพืชบางชนดิ 
มีรากหรือสวนของตนใตดนิที่ขับสารบางอยาง ซ่ึงมีผลตอการเจริญเตบิโตของออย เชน หญาคา  
และวัชพืชใบกวางในวงศ Compositae รากจะขับสารพษิชนิดหนึ่ง ซ่ึงไปทําใหรากของออยชะงัก
การเจริญเติบโต พบวา วัชพชื Aeginetia indica เปน root parasite ที่แยงอาหารและน้ําจากออย ทําให
เปอรเซ็นตน้ําตาลซูโครสในออยลดลงจาก 13.08 เปอรเซ็นต เหลือ 5.09 เปอรเซ็นต (กรมวิชาการ
เกษตร, 2008) 

 

 



2 

 

แมวาออยจะเปนพืชไรชนิดหนึ่งที่มีความทนทานตอการใชสารกําจัดวัชพืช แตสารกําจัด
วัชพืชที่ใชหลังงอกสวนใหญมักเปนแบบไมเลือกทําลาย ทําใหเมื่อสารสัมผัสกับตนออยที่ยังเล็กจะ
ทําใหออยชะงกัการเจริญเติบโตและตายในที่สุด ดังนั้นการปรับปรุงพันธุเพื่อใหออยมคีวาตานทาน
ตอสารกําจัดวชัพืช จะชวยทาํใหการกําจัดวัชพืชของเกษตรกรมีประสิทธิภาพสูงขึ้น สงผลใหตนทุน
ที่ใชในการผลิตออยลดลง และทําใหผลผลิตของออยเพิ่มมากขึ้นตามไปดวย แตเนื่องจากใน
ธรรมชาติไมสามารถหาพันธุออยที่สามารถตานทานตอสารกําจัดวัชพืชได ดังนัน้ วิธีการถายยีนที่
ตานทานตอสารกําจัดวัชพืชเขาสูออยนับเปนอีกแนวทางหนึ่งในการพฒันาออยใหตานทานตอสาร
กําจัดวัชพืชได 
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วัตถุประสงค 
 

ทราบวิธีการถายยีนที่เหมาะสมโดยใชเชื้ออะโกรแบคทีเรียมและถายยีนตานทานสารกําจัด
วัชพืชไกลโฟเสทเขาสูออยพันธุกําแพงแสน 94-13 
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การตรวจเอกสาร 
 
ลักษณะทั่วไปของออย 
 

ออย (sugarcane) มีช่ือวิทยาศาสตรวา Saccharum officinarum L. จัดอยูในวงศ Gramineae 
เชนเดยีวกับ ขาว ขาวโพด และขาวฟาง พนัธุออยที่ใชปลูกเปนการคามีจํานวนโครโมโซมที่แตกตาง
กันไป ตั้งแต 2n = 100-130 ออยมีระบบรากฝอย มีการขยายพันธุแบบไมใชเพศ โดยใชสวนของ 
ลําตนตัดเปนทอน ลําตนมีสีแตกตางกนัขึ้นอยูกับพนัธุและสภาพแวดลอม ใบเปนแบบ simple leaf 
เรียงสลับกันบนลําตน บางพนัธุอาจเกิดเวยีนรอบลําตน ออยมีชอดอกแบบ panicle เรียกทัว่ไปวา 
arrow ผลและเมล็ดเปนแบบ caryopsis แตโดยปกตเิมล็ดออยมีชีวิตอยูไดไมนาน นอกจากเก็บไวใน
สภาพที่เหมาะสม (อุดม, 2541; ประเสริฐ, 2547) 
 

การปลูกออยในประเทศไทยมีผูนิยมปลูกกนัแพรหลาย โดยดนิที่เหมาะสมสําหรับการ
เจริญเติบโตของออย คือ ดินรวนถึงรวนเหนียว มกีารระบายน้ําด ีมีอินทรียวัตถุในดนิไมนอยกวา  
1.5 % และมีระดับความเปนกรด-ดาง ในชวง 6.0-7.5 (ประเสริฐ, 2547; กรมวิชาการเกษตร, 2008)  

 
ออยสามารถนําไปใชประโยชนไดทุกสวน โดยประโยชนทางตรง คือ การนําไปผลิตเปน

น้ําตาลทราย ซ่ึงน้ําตาลทรายที่ผลิตไดแบงเปน น้ําตาลทรายดิบ (ใชเปนวัตถุดิบในการผลิต 
น้ําตาลทรายขาว และขาวบรสุิทธิ์) น้ําตาลทรายขาว และน้ําตาลทรายขาวบริสุทธิ์ จากกระบวนการ
การผลิตน้ําตาลทรายจะมีผลพลอยไดเกิดขึน้มากมาย เชน กากออย (เปนเชื้อเพลิงในการผลิต
กระแสไฟฟา ทํา particle board เพื่อนําไปผลิตเฟอรนิเจอร) กากน้ําตาล (ใชผลิตสุรา เบียร ซีอ๊ิว 
แอลกอฮอล) filter cake (ใชผลิตปุยชีวภาพ) ปจจุบันมีการนําออยมาผลิตเปนเชื้อเพลิงเพื่อใชเปน
พลังงานทดแทนในรูปเอทานอล นอกจากนี้ ยังสามารถนําผลพลอยไดไปผลิตเปนผลิตภัณฑอ่ืน ๆ อีก
มาก ทั้งในดานเครื่องสําอาง ยารักษาโรค และอุตสาหกรรมพลาสติก (ประเสริฐ, 2547;  
กรมวิชาการเกษตร, 2008) 

 
พันธุออยที่นยิมปลูกเพื่อสงโรงงานอุตสาหกรรม สวนใหญมีคุณสมบัติที่คลายกัน คือ ให

ผลผลิตสูง มีคุณภาพความหวานมากกวา 10 ซีซีเอส เจริญเติบโตดีเหมาะกับสภาพดนิฟาอากาศ ไวตอ
ไดไมนอยกวา 2 คร้ัง และใหผลผลิตไมต่ํากวา 80 เปอรเซ็นตของออยปลูก ตานทานตอโรคเหี่ยวเนา
แดง แสดํา กอตะไคร ทนทานตอหนอนกอลายจุดใหญ หรือหนอนกอลายจุดเล็ก (กรมวิชาการ
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เกษตร, 2008) พันธุออยที่นยิมปลูกเพื่อสงโรงงานอุตสาหกรรม ไดแก พนัธุ K 76-4, K 84-69, K 84-
200, K 88-65, K 88-87, K 88-92, K 90-54, K 90-77, K 92-80, K 92-213, K 93-219, K 93-347, LK 
92-11, LK 92-92, อูทอง 1 และ อูทอง 3 นอกจากนีย้ังมีพนัธุใหมที่นาสนใจ คือ พนัธุ K 95-84, K 95-
156, K95-161, K95-283, 91-2-056, 94-2-483, กําแพงแสน 94-13 และ มก.60-1 (รณยทุธ, ม.ป.ป.) 
 
 ลักษณะประจาํพันธุของออยพันธุกําแพงแสน 94-13 คือ เปนลูกผสมเปดของ 
พันธุ 89-1-20 ใหผลผลิต 15-18 ตัน/ไร ความหวาน 12-14 ซีซีเอส แตกกอปานกลาง (4-6 ลํา/กอ 
หรือ 11,000 ลํา/ไร) ขนาดลําใหญ (เสนผานศูนยกลาง 2.8-3.2 เซนติเมตร) ลําสีเขียวปนเหลือง
ทรงกระบอก เนื้อไสตัน ไวตอดี งอกเร็ว เจริญเติบโตเร็วมาก หักลมปานกลาง ทนแลงดี กาบใบรวง
หลุดงาย ออกดอกเล็กนอย ไมมีขน ใบเขยีวปนเหลือง ใหญ ยาว โคง ดินที่เหมาะสม คือ ดินรวน 
ดินรวนทราย ออนแอตอโรคใบจุดเหลือง โรคใบจุดวงแหวนและโรคราสนิม ตานทานปานกลาง 
ตอโรคแสดํา ตานทานปานกลางตอหนอนเจาะลําตน (รณยุทธ, ม.ป.ป.) 
 
สารกําจัดวัชพชืไกลโฟเสท 
 

ไกลโฟเสทเปนสารกําจัดวัชพืชที่ถูกพัฒนาขึ้นในป ค.ศ. 1972 และเริ่มนํามาใช 
คร้ังแรกในป ค.ศ. 1982 เปนสารที่มีคุณสมบัติในการยบัยั้งการทํางานของเอนไซม EPSPs  
(5-enolpyruvylshikimate-3-phosphate synthase) ซ่ึงเปนเอนไซมที่เกี่ยวของในการสังเคราะห 
กรดอะมิโนทีม่ีโครงสรางเปนวงแหวน (aromatic amino acid) ไดแก tryptophan tyrosine และ 
phenylalanine (ทศพล, 2545)  

 
เมื่อ shikimate-3-phosphate และ PEP ทําปฏิกิริยากันได EPSP โดยการทํางานของเอนไซม 

EPSPs จนกระทั่งได chorismate ซ่ึงเปนสารตั้งตนในการสังเคราะหสารตางๆ รวมทั้งกรดอะมิโนที่
เปนวงแหวน แตเมื่อพืชไดรับสารไกลโฟเสทจะเกดิการยับยั้งการทํางานของเอนไซมซ่ึงจะสงผลให
เกิดการสะสม shikimic acid ในเนื้อเยื่อพืช และจะไมเกิดการสังเคราะหกรดอะมิโนทีม่ีโครงสราง
เปนวงแหวน (ทศพล, 2545; รังสิต, 2547) 
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ภาพที ่1  แสดงตําแหนงที่ถูกยับยัง้การสังเคราะหกรดอะมิโนที่เปนวงแหวนโดยสารไกลโฟเสท 
 

ท่ีมา: www.hort.purdue.edu/.../aromat/ar00007.htm  
  
 สารไกลโฟเสทเปนสารประเภทไมเลือกทาํลายใชแบบหลังงอก (post-emergence) ใช 
กําจัดวัชพืชฤดูเดียวและขามป ทั้งใบแคบและใบกวาง แตวัชพืชที่เปนเถาเลื้อยคอนขางจะทนทาน
และเนื่องจากเปนสารที่ไมเลือกทําลายจึงตองระมัดระวังในการฉีดพน โดยไมใหละอองสารปลิว
ไปสูใบพืชปลูก สารสามารถดูดซึมเขาทางใบหรือสวนทีม่ีสีเขียวอื่น ๆ ไดเปนอยางดี ภายหลังฉีด
พน สารออกฤทธิ์จะเคลื่อนยายหรือถูกดดูซึมเขาสูทอลําเลียงอาหารไปยังสวนตาง ๆ ของตนพืช 
(ทศพล, 2545; รังสิต, 2547) วัชพืชวงศหญาที่ออนแอตอสารไกลโฟเสท เมื่อไดรับสารนี้การ
เจริญเติบโตจะหยุดชะงกัทนัที ใบจะเหลอืงและแหงตายภายใน 3-7 วัน แตสําหรับวชัพืชที่คอนขาง
ทนทานตอสาร อาการเหลืองจะเกิดขึ้นที่จดุเจริญและใบออนกอน และอาการจะคอย ๆ ปรากฏ
ภายใน 7-10 วนั (รังสิต, 2547) 
 
การเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อออย 
 
 การเพาะเลีย้งเนื้อเยื่อออย เร่ิมตนที่ฮาวายในป ค.ศ. 1961 (Nickell, 1964) โดยการ 
เพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพาเรนไคมาจากลําตนออยพันธุ H50-7209 เพื่อใหเกิดแคลลัส เมื่อนําแคลลัสที่ได
ไปเพาะเลี้ยงในอาหารเหลวเพื่อใหเกิดเปนเซลลแขวนลอยแลวแยกเซลลแขวนลอยเดีย่ว ๆ มา
เพาะเลี้ยงใหเจริญเปนแคลลัส ปรากฏวาแคลลัสเหลานี้มีความแตกตางกันทั้งการเจริญเติบโตและ 



7 

 

จํานวนโครโมโซม (Heinz and Mee, 1969) ในเวลาตอมาจึงทราบวาเซลลของออยดังกลาว
ประกอบดวยเซลลที่มีความแปรปรวนในจํานวนโครโมโซม และพบวาออยพันธุ H50-7209 แตละ
ตนประกอบดวยเซลลที่มีจํานวนโคโมโซมไมเทากัน เรียกวา chromosome mosaic ซ่ึงการคนพบ
ดังกลาวเปนจดุเริ่มตนของความพยายามทีจ่ะนําเทคนิคการเพาะเลี้ยงเนือ้เยื่อพืชไปใชในการสราง
สายพันธุ (subclones) เพื่อปรับปรุงลักษณะของออย (Nickell, 1977)  
 
 Heinz and Mee (1969) รายงานวา สามารถชักนําเนื้อเยื่อออยใหเกิดแคลลัสไดภายใน  
2-4 สัปดาหเมือ่เพาะเลี้ยงในอาหารสูตร Modified Murashinge and Skoog (MS) ที่เติมน้ํามะพราว 
10 เปอรเซนต และฮอรโมน 2,4-D (2,4-dichorophenoxy acetic acid) เขมขน 3 มิลลิกรัมตอลิตร  
แตจะไมมีการพัฒนาเปนยอดหรือราก สวนการกระตุนใหแคลลัสเจริญไปเปนตนและรากที่
สมบูรณ ทําไดโดยการยายแคลลัสไปเพาะเลี้ยงในอาหารที่ไมมี 2,4-D (ไพบูลยและคณะ, 2524; 
Kharinarin et al., 1996; Cuellar, 1997) โดยกระบวนการชักนําเนื้อเยื่อใหเกิดแคลลัสและพัฒนา
เปนตนจะมีโอกาสทําใหตนออยเกิดความผันแปรทางพนัธุกรรมได (Larkin and Scowcroft, 1983) 
 
 กรึกและคณะ (2534) ทดลองเพาะเลี้ยงปลายยอดออยในอาหารเหลวสตูร MS ที่เติม BA 
และ NAA ในสัดสวนตาง ๆ วางหลอดทดลองในเครื่องเขยาชนิด gyratory shaker ที่หมุนดวย
อัตราเร็ว 2 รอบตอนาทีและไดรับแสงตลอดเวลา พบวา อาหารเหลวทีเ่ติม BA ความเขมขม 0.2 
มิลลิกรัมตอลิตร รวมกับ NAA ความเขมขน 0.02 มิลลิกรัมตอลิตร สามารถชักนําปลายยอดออย 
ใหเจริญแตกตาขางและเริ่มแตกหนอเล็ก ๆ 4-5 ยอดตอช้ินปลายยอด เมือ่หนอออยอายุ 50 วัน จะ 
ถูกตัดแยกไปเพาะเลี้ยงในอาหารเหลวสูตรเดิมเพื่อเพิ่มปรมิาณ จากนั้นยายลงอาหารแข็งสูตร MS  
ที่เติมน้ํามะพราว 15 เปอรเซนต โดยปริมาตร และ 2,4-D ความเขมขน 1 มิลลิกรัมตอลิตร เพื่อให
ตนออยแข็งแรง จากนั้นชกันาํใหเกิดรากเปนตนที่สมบูรณภายในเวลา 4 สัปดาหบนอาหารแข็ง 
สูตร MS ที่เติม IBA ความเขมขน 1 มิลลิกรัมตอลิตร 
 

 Gill et al. (2006) เพาะเลี้ยงสวนใบออนของออยบนอาหาร MS ที่เติมฮอรโมน NAA, 
Kinetin และ BA ที่ความเขมขนตาง ๆ พบวา ออยทั้ง 3 พันธุ สามารถพัฒนาเปนยอดโดยไมผาน
แคลลัสบนอาหารที่เติม NAA และออยพนัธุ CoJ83 เกิดยอดมากที่สุด 83.12 % บนอาหารที่เติม  
NAA ความเขมขน 5.0 มิลลิกรัมตอลิตร รวมกับ Kinetin ความเขมขน 0.5 มิลลิกรัมตอลิตร สวน
อาหารที่มีแต Kinetin อยางเดียว ไมชักนําใหเกิดยอด ยอดที่ไดจะพัฒนาเปนตนที่สมบูรณภายใน 6 
สัปดาห บนอาหารสูตรเดิม ตนออยที่ไดจะถูกเพาะเลีย้งจนแข็งแรงและยายปลูกลงดนิ โดยออยม ี
การเจริญเติบโตรวดเร็วและมีการแตกหนอที่ดี 
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 Tiel et al. (2006) ตัดสวนลําตนของออยในสภาพเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อออกเปน 5 ช้ิน  
ยาวช้ินละประมาณ 2-3 มิลลิเมตร ชักนําใหเกิดแคลลัสบนอาหารที่เติม 2,4-D ความเขมขนตาง ๆ 
พบวา การเติม 2,4-D ความเขมขน 4.5 μM นาน 1 สัปดาห ชักนําใหเกดิแคลลัสได 61.9 % ซ่ึง
มากกวาความเขมขนอื่น ๆ และการเติมผงถานจะชวยลดสารประกอบ phenolic และลดการสะสม
ของออกซิน ช้ินสวนในตําแหนงที ่1 และ 2 จากโคนตน เมื่อชักนําใหเกิดแคลลัสแลวจะพัฒนาให
ยอดจํานวนมากโดยเฉพาะในตําแหนงที ่1 ยอดที่เกดิขึ้นสามารถพัฒนารากและใบไดอยางปกติ  
เมื่อนําออยที่ไดจากการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อไปปลูก พบวา มีลักษณะทางสัณฐานวิทยาที่ปกต ิ
 
 Basnayake et al. (2011) ทําการทดลองเพือ่หาสภาวะที่เหมาะสมสําหรับชักนําแคลลัส  
การเพิ่มปริมาณและการชักนําใหเกิดตนทีส่มบูรณในออย 16 พันธุ พบวา มี 15 พันธุ ที่สามารถชัก
นําใหเกิดแคลลัสและชักนําแคลลัสใหเกิดตนได และปจจัยที่มีผลตอการชักนําแคลลัส ไดแก 
สภาวะแวดลอมของการปลูก (ในสภาวะขาดน้ําเมื่อนําออยมาชักนําแคลลัสจะไดปริมาณแคลลัส
เพียง 1.5 กรัมตอช้ิน แตถาในสภาวะที่มีน้าํสมบูรณจะไดแคลลัสมากกวา 35 กรัมตอช้ิน) ควร
เปลี่ยนอาหารใหเร็วขึน้เพื่อลดการเกิดและสะสมสารฟนอลลิค (phenolic) ระดับความเขมแสง
ระหวางการชกันําใหเกดิตน ความเขมขนของ 2,4-D สําหรับสูตรอาหารชักนําใหออยแตกกอ  
ไดแก MSCo ที่เติม BA ความเขมขน 0.1 มิลลิกรัมตอลิตร รวมกับ kinetin ความเขมขน 0.0225 
มิลลิกรัมตอลิตร 
 
การถายยีนเขาสูพืช 
 
 การถายยีนเขาสูพืช มีวัตถุประสงคเพื่อปรับปรุงพันธุพืชทั้งพืชไร พืชสวน และไมดอก 
ไมประดับใหมีลักษณะดีตามความตองการของเกษตรกรและผูบริโภค และเพื่อศกึษากลไกการ
ทํางานของยีนหรือกระบวนการตาง ๆ ในทางชีววิทยา โดยเมื่อเปรยีบเทียบการปรับปรุงพันธุที่ใช
วิธีการผสมพันธุแบบทั่วไปกับการถายยนีใหกับพืช พบวา การถายยีนใหกับพืชสามารถผลิตพืชที่ 
มีลักษณะทางพันธุกรรม (genotype) ที่ดีได สามารถเปลี่ยนแปลงขอดอยบางอยางของพันธุพืชได
อยางมีประสิทธิภาพ และสามารถเพิ่มคุณคาหรือคุณสมบัติในดานที่เปนประโยชนทางการคาใหแก
พืช (พิสสวรรณ, 2542) 
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การถายยีนเขาสูพืช มีขั้นตอนที่สําคัญ คือ การโคลนยีนและจัดทําพลาสมิดสําหรับถายยีน 
การถายยีนเขาไปในเซลลพืชดวยวิธีการที่เหมาะสมกับชิน้พืชนั้น การคัดเลือกเซลลพืชที่ไดรับการ
ถายยีน และการพัฒนาเปนตนของพืชที่ไดรับการถายยีน ซ่ึงการถายยีนเขาสูพืชมีหลายวิธี โดย
สามารถแบงออกเปน 2 วิธีการใหญ ๆ คือ 
 
 1.  การถายฝากยีนโดยตรง (direct gene transfer)  
 
 เปนวิธีการสงถายชิ้นยีนเขาสูเนื้อเยื่อพืชโดยตรงดวยวิธีการตาง ๆ ซ่ึงมีหลายวิธีขึ้นกับ
ความเหมาะสมของชนิดพืช และชนิดเนื้อเยื่อเปาหมาย วิธีการถายยีนเขาสูเซลลพืชโดยตรงที่นิยมใช
ในปจจุบนั ไดแก การถายฝากยีนโดยใชกระแสไฟฟา (eletroporation) (Chowdhury et al., 1992; 
Seema et al., 2001) การถายฝากยีนโดยใชเข็มฉีด (microinjection) การถายฝากยีนโดยใชเครื่องยิง
อนุภาค (biolistic technique) (Bower and Birch, 1992; Chowdhury et al., 1992; Bower et al., 1996; 
Falco et al., 2000 ) เปนตน ซ่ึงการใชเครื่องยิงอนุภาคเปนวิธีการสงถายยีนเขาสูพืชดวยวิธียิงยีนเขา 
สูเซลล ยีนที่ใชจะถูกเคลือบไวบนอนุภาคโลหะขนาดเลก็ เชน อนภุาคทองคํา หรืออนุภาคทังสเตน 
ซ่ึงทําหนาที่เปนตัวนํายีนเขาสูเซลลโดยใชแรงผลักดันจาก แหลงตาง ๆ เชน แรงขับจากดินปน แรง
ขับจากกระแสไฟฟา หรือแรงดันของกาซ ซ่ึงทําหนาที่เปนตัวผลักดนัอนุภาคโลหะเขาสูเนื้อเยื่อ
เปาหมายผานผนังเยื่อหุมเซลลภายใตสภาวะสุญญากาศ และเกดิการเชือ่มตอระหวางยีนที่ตองการ 
กับโครโมโซมของเซลลเปาหมาย วิธีการสงถายยีนโดยการใชเครื่องยงิอนุภาคเปนวธีิที่พัฒนาขึ้น 
เพื่อใชในการสงถายยีนเขาสูพืชสําคัญบางชนิด เชน กลุมพืชใบเลี้ยงเดีย่วที่ไมตอบสนองตอการสง
ถายยีนดวยแบคทีเรีย Agrobacterium (พิสสวรรณ, 2542; สุรินทร, 2545; อภิชาต, ม.ป.ป.) 
 

Bower and Birch (1992) ถายยีนเขาสู embryogenic callus ของออยสายพันธุ Pindar  
ดวยเทคนิค microprojectile bombardment โดยใชพลาสมดิ pEmuGN (ที่มียีน gus), pEmuKN (ที่มี 
ยีน nptII) หรือ p35SluxF2 (ที่มียีน hpt) เมื่อตรวจสอบ transient expression จากแคลลัสที่ผานการ 
ยิงอนุภาคดวยพลาสมิด pEmuGN พบวา ระยะหางระหวางหัวยิงกับแทนวาง ที่ระยะ 17  
เซนติเมตร ให transient expresstion มากกวาที่ระยะ12.5 เซนติเมตร คัดเลือกแคลลัสที่ผานการยิง
อนุภาคดวยพลาสมิด pEmuKN บนอาหารคัดเลือกที่เติมสารปฏิชีวนะ geneticin เขมขน 25 
ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร สวนแคลลัสที่ผานการยิงอนภุาคดวย p35SluxF25  ถูกคัดเลือกบนอาหาร 
ที่เติมสารปฏิชีวนะ hygromycin เขมขน 250 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร หลังจากการคัดเลือกแคลลัส 
บนอาหารคัดเลือกแลวไดตนออยดัดแปลงพันธุกรรม 
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Chowdhury et al. (1992) ถายยีนเขาสูแคลลัสออยสายพันธุทางการคา (CP72-1210) 2 
วิธี คือ microprojectile bombardment และ electroporation โดยเซลลแขวนลอยออยอายุ 3 วันถูก 
ยิงดวยอนภุาคทองที่เคลือบผิวดวยพลาสมดิ pBARGUS (ภายในพลาสมิดประกอบดวยยีน gus ซ่ึง
ใชเปนยีนรายงานผลและยีน bar เปนยีนคดัเลือก) และใชพลาสมิดนี้ในการทํา electroporation เขา 
สูเซลลไรผนัง (protoplasts) ดวย ตรวจสอบการมีอยูของยีน bar ในสายพันธุตานทานโดยการใช
เทคนิค Southern blot analysis พบวา การถายยีนทั้ง 2 วธีิสามารถสรางเซลลแขวนลอยและเซลล 
ไรผนังที่ตานทานตอ basta ได 
 
  Falco et al. (2000) ถายยีนเขาสูแคลลัสออยพันธุ SP80-180 โดยใชพลาสมิด pHA9 ที่ 
มียีน neomycin phosphotransferase (neo) และพลาสมิด pATC20 ที่มียนี phosphinothricin 
acetyltransferase (bar) โดยวิธี particle bombardment พชืที่ผานการถายยีนถูกคดัเลือกบนอาหารที่
เติม geneticin ความเขมขน 43.3 ไมโครโมลาร และพืชทีผ่านการคัดเลือกเบื้องตนจะถูกยืนยนั 
ความตานทาน โดยการใชกระดาษกรองที่จุมสารละลาย kanamycin ปดรอยผาบนเสนใบของออย 
ที่ปลูกในโรงเรือน หลังจากนั้นออยที่ตานทาน kanamycin (136 ตน) ถูกสเปรยดวย ammonium 
glufosinate 2 คร้ัง พบออยที่ตานทาน จํานวน 133 ตน 
 
  Khalil (2001) ได พัฒนาวิธีการสําหรับถายยีนและเพิ่มความถี่ในการเกดิเปนตนใหม 
ของออยเมื่อผานการยิงอนภุาค เมื่อเพาะเลีย้งบนอาหารสตูรตาง ๆ และการเพาะเลีย้งในสภาพตาง ๆ 
พบวา  การใช 2,4-D ที่ความเขมขน 3 มิลลิกรัมตอลิตร ชวยใหการผลิต embryonic callus  
การพัฒนาของ embryo และจํานวนของ embryo มีคาสูงที่สุด อาหารเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อสูตร MSCS1 
(MS salts เติม MS vitamins และน้ํามะพราว 5 %) มีความเหมาะสมสําหรับการเพาะเลีย้ง somatic 
embryo ของออยใหพัฒนาเปนตนออย เมือ่นําตนออยทีไ่ดไปเพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร MS ที่เติม 
NAA 7 มิลลิกรัมตอลิตร และซูโครส 60 กรัมตอลิตร ทําใหมีเปอรเซ็นตการเกิดรากสูงที่สุด การใช 
kanamycin ที่ความเขมขน 300 มิลลิกรัมตอลิตร เพียงพอสําหรับการยบัยั้งการเจริญเติบโตของ
เนื้อเยื่อที่ไมไดรับการถายยนีและใชสําหรับการคัดเลือก somatic embryo ที่ผานการถายยีน สําหรับ 
คา osmotic ที่เหมาะสมสําหรับการถายยีนในออย คือ การใช 0.2 M sorbitol และ 0.2 M manitol  
นาน 4 ช่ัวโมง กอนและหลังการยิงอนภุาค 
 

Xu et al. (2008) ไดสรางระบบ regeneration สําหรับออยพันธุ badila และถายยีน RS  
(ซ่ึงเปนยีนที่เกี่ยวของกับการสราง resveratrol) โดยใชเครื่องยิงอนุภาค พบวา อาหารที่เหมาะสม 
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สําหรับระบบ regeneration ไดแก MS+2,4-D 2 มิลลิกรัมตอลิตร MS+NAA 0.2 มิลลิกรัมตอ
ลิตร+BA 2 มิลลิกรัมตอลิตร และ 1/2MS+NAA 2 มิลลิกรัมตอลิตร ซ่ึงเปนสูตรอาหารที่เหมาะสม
สําหรับชักนําแคลลัส differentiation medium และ ชักนาํราก ตามลําดับ การเติม activate carbon 
0.5 % ในอาหารสูตร differentiation และ ชักนํารากจะชวยลดความเปนพิษที่เกิดจากฟนอลและ 
ชวยสงเสริมการเกิดราก เมื่อตรวจสอบพืชที่ผานการถายยีนดวยเทคนิคพีซีอาร พบวา มี 21 ตนที่
แสดงผลบวก แตเมื่อนํามาตรวจสอบดวยเทคนิค Southern blot เหลือพืชดัดแปลงพันธุกรรม 7 ตน 
ที่ใหผลบวกกบัยีนที่ตรวจสอบ 
 
  Jing-Sheng et al. (2008) ศึกษาการถายยนี CryIA(c) เขาสูออยโดยใชเครื่องยิงอนุภาค
เพื่อปรับปรุงพันธุออยใหตานทานตอ sugarcane borer และใชยนี bar เปนยีนคัดเลือก พบวา  
ระดับความเขมขนของ phosphinothricin (PPT) ที่เหมาะสมสําหรับใชคัดเลือกแคลลัสหลังการ 
ถายยีน คือ 0.75 มิลลิกรัมตอลิตร และ 1 มิลลิกรัมตอลิตร สําหรับระยะการออกราก สวนการฉีด 
พนตนออยที่ผานการถายยนีดวย Basta พบวา ที่ระดับ 3.0 % (v/v) ตนออยจะตายหลังการฉีดพน 1 
สัปดาห เมื่อนาํดีเอ็นเอจากตนออยที่ผานการถายยีน 207 ตน มาตรวจสอบดวย nested PCR พบวา  
มี 9 ตน ที่ปรากฏแถบดีเอ็นเอของยีน CryIA(c) หลังจากนั้นนําทั้ง 9 ตน มาตรวจสอบดวย DIG 
พบวา ม ี2 ตน ที่ใหผลบวก จากนั้นนาํทั้ง 2 ตน มาทํา PCR เพื่อหาลําเบสแลวเปรียบเทียบกับลําดับ
เบสของยีน CryIA(c) พบวา มีลําดับเบสเหมือนกัน 
 
  Lowe et al. (2009) ใช PDS-1000/He Particle Delivery SystemTM   และ electric 
discharge gun ในการถายยีนเขาสูขาวโพด โดยใชดเีอ็นเอ เคลือบอนุภาคในอัตราสวนตาง ๆ คือ  
0.25 2.5 และ 25 นาโนกรัมตอการยิงหนึ่งครั้ง (ใชอนุภาคทองคํา 0.45 กรัม) พบวา การใช helium 
gun ทําใหเกดิ single copy 46 % และ 29 % เมื่อใชดเีอ็นเอ 2.5 และ 25 นาโนกรัมตอการยิงหนึ่งครั้ง 
ตามลําดับ การใช electric discharge gun ทําใหเกิด single copy 54 % และ 18 % เมื่อใชดีเอ็นเอ 2.5 
และ 25 นาโนกรัมตอการยิงหนึ่งครั้ง ตามลําดับ แตพบวา ประสิทธิภาพของการถายยีนลดลงเมื่อลด
ปริมาณดีเอ็นเอลงจาก 25 นาโนกรัมตอการยิงหนึ่งครั้ง เหลือ 2.5 นาโนกรัมตอการยงิหนึ่งครั้ง โดย
การใช helium gun ทําใหประสิทธิภาพของการถายยีนลดลงจาก 41 % เปน 34 % และจาก 48 %  
เปน 31 % เมื่อใช electric discharge gun 
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2.  การถายฝากยีนโดยใชพาหะ  
 
  เปนวิธีการถายยีนทีใ่ชพาหะหรือส่ิงมีชีวติชนิดอื่นนําเอาชิ้นยีนเขาสูเนื้อเยื่อพืช
เปาหมาย ไดแก การใชเชื้อแบคทีเรียหรือเชื้อไวรัส โดยพาหะทีน่ิยมใชในปจจุบนัไดแก การถาย
ฝากยีนโดยใชอะโกรแบคทีเรียม (Agrobacterium mediated gene trasfer) 
 
  อะโกรแบคทีเรียมเปนแบคทีเรียแกรมลบที่อาศัยอยูในดนิ สามารถบุกรุกเขาสูตนพืชได
บริเวณที่มีบาดแผล ทําใหเกดิปุมปม (tumour) หรือที่เรียกวา crown gall disease บริเวณลําตนของ 
พืชใบเลี้ยงคูหลายชนิด จากความสามารถในการสงถายชิ้นสวนดเีอ็นเอที่ทําใหเกดิโรคที่อยูบนดีเอน็
เอพิเศษที่มีลักษณะเปนวงแหวนขนาดเล็กภายในเซลลที่เรียกวา Ti พลาสมิด (Tumour inducing 
plasmid) เขาสูเซลลพืชบริเวณบาดแผล ช้ินดีเอ็นเอจะเขาเชื่อมตอกับดเีอ็นเอบนโครโมโซมพืช ทํา 
ใหเซลลพืชเกดิการเจริญเติบโตที่ผิดปกติ ตอมานักวิทยาศาสตรไดศึกษากลไกการถายยีนเหลานี้และ 
พบวาสามารถแทนที่ยนีที่กอโรคดวยยีนควบคุมลักษณะที่ตองการแลวใหอะโกรแบคทีเรียมทําการ
สงถายเขาสูพืช เพื่อใหเกิดการแสดงออกในลักษณะตามที่ตองการ (นุชจรี, 2552; อภชิาติ, ม.ป.ป.) 
 
  Arencibia et al. (1998) ประสบความสําเร็จในการสรางออยดัดแปลงพันธุกรรมโดย 
ใช Agrobacterium tumefaciens 2 สายพันธุ คือ LBA4404 และ EHA101 พบวา ปจจัยหลักที่มีผล 
ตอประสิทธิภาพการถายยนี คือ อายุของแคลลัส การชักนําหรือการพฒันาระดับความรุนแรงใน 
การกอโรคของเชื้อ A. tumefaciens พรอมกับการเพาะเลีย้งเซลลออยและการทํา pre-induction  
ของแคลลัสจะชวยเพิ่มความเหมาะสมของเซลลสําหรับการสงถาย T-DNA แตพวกเขาไมได
เปรียบเทียบความแตกตางของสายพันธุของเชื้อ A. tumefaciens ซ่ึงมีความสําคัญมากตอ
ประสิทธิภาพการถายยีนในออยพันธุตาง ๆ 
 

Liu et al. (2003) ศึกษาระดับการแสดงออกของยีนทั้งแบบชั่วคราวและแบบถาวรใน 
ออยที่ควบคุมการแสดงออกของยีนดวย RUBQ2 promoter ดวยวิธีการถายยีนโดยใชเครื่องยิง 
อนุภาคและใชอะโกรแบคทีเรียมเปนพาหะ พบวา เมื่อถายยีนโดยใชเครื่องยิงอนุภาค และการใช 
RUBQ2 promoter สงเสริมใหมีระดับการแสดงออกของยนีแบบชั่วคราวในใบและในแคลลัสออย 
สูงกวาการใช 35S promoter สําหรับการถายยีนโดยใชอะโกรแบคทีเรียม 2 สายพันธุ (LBA4404  
และ AGL1) พบวาสายพันธุ LBA4404 ที่ควบคุมการแสดงออกของยีน gus ดวย RUBQ2 และ Ubi1 
promoter ทําใหแคลลัสมากกวา 95 % ติดสีน้ําเงินในขณะที ่35S promoter ไมปรากฏการติดสีน้ําเงิน
และมีกิจกรรมของยีน gus มากกวาสายพันธุ AGL1 โดยการยิงอนภุาคมีระดับการแสดงออกของยีน
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แบบชั่วคราวมากกวาการถายยีนโดยใชอะโกรแบคทีเรียม สวนการแสดงออกของยีนแบบถาวร 
พบวา แคลลัสที่ผานการถายยีนดวยยีน gus ที่มี RUBQ2 promoter แสดงสีน้ําเงินเขม รองลงมา คือ 
Ubi1 และ 35S ตามลําดับ 
 
  Wu et al. (2003) ศึกษาปจจยัที่มีอิทธิพลตอความสําเร็จของการถายยีนในขาวสาลีโดย
ใชอะโกรแบคทีเรียม ไดแก ขนาดของเอ็มบริโอ, ระยะเวลา pre-culture, inoculation, co-cultivation, 
การเติม acetosyringone และการเติม silwet-L77 พบวา เอ็มบริโอขนาดมากกวา 1.5 มิลลิลเมตร  
มีอัตราการรอดชีวิตสูงกวาขนาด 0.4-0.8 มิลลิเมตร และเอ็มบริโอขนาดมากกวา 1.5 มิลลิเมตร  
มีเปอรเซนตการติดสีน้ําเงินมากกวาขนาด 0.4-0.8 มิลลิเมตร การเติม acetosyringone ความเขมขน 
200 ไมโครโมลาร ชวยเพิ่มประสิทธิภาพการถายยีนในขาวสาลีที่ทดสอบทั้ง 4 พันธุ การเติมสาร 
silwet-L77 ที่ความเขมขน 0-0.1 % มีอัตราการรอดชีวิตและการพัฒนาของแคลลัสสูงแตการเติม 
silwet-L77 ที่ความเขมขนสงูแคลลัสจะติดสีน้ําเงินสูงกวาการเติม silwet-L77 ความเขมขนต่ํา  
การ pre-culture นอยกวา 1 ช่ัวโมงทําใหอัตราการรอดชีวติของเอ็มบริโอต่ํา แตมีอัตราการแสดง
ออกแบบชั่วคราวของยีน gus สูง เมื่อเพิ่มระยะเวลา inoculation จะเพิม่การแสดงออกแบบชั่วคราว
ของยีน gus แตจะทําใหอัตราการรอดชีวิตและการเกิดเปนตนใหมลดลง และการเพิ่มระยะเวลา  
co-cultivation จะลดความสามารถในการเกดิเปนตนใหม ดังนั้นวิธีการถายยีนทีเ่หมาะสมสําหรับ 
ขาวสาลีพันธุ Florida คือ การ pre-culture 0.5-1 ช่ัวโมง ระยะเวลาในการ inoculation 3 ช่ัวโมง และ 
co-cultivation 3 วัน โดยพันธุ Florida และ Caderza มีประสิทธิภาพการถายยีนระหวาง 0.3 % ถึง  
3.3 % 

 
 Manickavasagam et al. (2004) ใช A. tumefaciens สายพนัธุ LBA4404 และ EHA105 
ถายยีน bar เขาสูตาขางของออย โดยเปรยีบเทียบประสทิธิภาพของสารปฏิชีวนะ kanamycin, 
geniticin กับสาร phosphinothricin (PPT) ในการคัดเลือกตาขางที่ผานการถายยีน พบวา PPT มี
ประสิทธิภาพมากในการคัดเลือก และประสิทธิภาพการถายยีนขึ้นกับ ระยะเวลาในการทํา co-
cultivation (ที่เหมาะสม คือ 3 วัน) การเติมสาร acetosyringone (ความเขมขน 50 ไมโครโมลาร ชวย
เพิ่มประสิทธิภาพการถายยนี) และ สายพนัธุเชื้ออะโกรแบคทีเรียม (สายพันธุ EHA105 มี
ประสิทธิภาพมากในการถายยีน) เมื่อมีการสเปรย BASTA (60 กรัมตอลิตร glufosinate) ลงบนออย
ดัดแปลงพนัธุกรรมที่ปลูกในโรงเรือน พบวา 50-60 % ของตนพืชไมเกิดความเสียหาย 
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Samiphak and Siwarungson (2006) ศึกษาสภาวะทีเ่หมาะสมสําหรับการถายยีนเขาสู
แคลลัสขาวหอมดอกมะลิ105 โดยใชอะโกรแบคทีเรียม สายพันธุ EHA105 ที่มี pCAMBIA5305 
พบวา การ infection 15 นาที รวมกับการ co-cultivation 3 วัน มีประสิทธิภาพการถายยีนสูงกวาการ 
infection 10 นาที รวมกับการ co-cultivation 2 วัน 16 % และ 10 % ตามลําดับ แตการ co-cultivation  
3 วันทําใหความสามารถในการเกิดตนลดลง 4 เทา เมื่อเทียบกับการ co-cultivation 2 วัน การ 
วิเคราะหดวยเทคนิคพีซีอาร พบวา ทุกตวัอยางที่นํามาวิเคราะหปรากฏแถบดีเอ็นเอของยีน GFP 
สําหรับการถายยีนโดยใชอะโกรแบคทีเรียมสายพันธุ EHA105 ที่มีพลาสมิด pCAMBIA5303hva1 
พบวามีประสิทธิภาพการถายยีนเทากับ 2.7 % เมื่อวิเคราะหดวยเทคนิคพีซีอาร พบแถบดีเอ็นเอของ 
ยีน hva1 จากนั้นวเิคราะหการแสดงออกของยีน hva1 ดวยเทคนิค RT-PCR พบแถบดีเอ็นเอของยนี 
hva1 จากเนื้อเยื่อที่คัดเลือกบนอาหารที่เติมกลูโฟซิเนต 8 มิลลิกรัมตอลิตร  

 
  Verma et al. (2008) ศึกษาความสัมพันธของ A. tumefaciens (สายพนัธุ LBA4404 และ 
EHA105 ภายในบรรจ ุpCAMBIA1304) กบัเนื้อเยื่อขาวฟาง 3 ชนิด (ปลายยอด ใบ และแคลลัส)  
และ สาร acetosyringone พบวา การเพิ่มความเขมขนของสาร acetosyringone ในอาหารเพาะเลี้ยง 
อะโกรแบคทีเรียมจะเพิ่มความสามารถของเชื้อในการเกาะกับเซลลพืช และที่ความเขมขน 100  
ไมโครโมลาร แสดงการตอบสนองสูงที่สุด เมื่อตรวจสอบการแสดงออกของยีน gus แบบชั่วคราว 
พบวา การเพิ่มสาร acetosyringone ในอาหารเพาะเลี้ยงเชือ้อะโกรแบคทีเรียมจะเพิ่มขนาดและความ
หนาแนนของการแสดงออกของยีน gus และแคลลัสเปนเนื้อเยื่อที่เหมาะสมสําหรับใชในการถายยนี  

 
Hossain et al. (2009) ไดศึกษาวิธีการถายยีนที่เหมาะสม สําหรับ mature embryo ของขาว

หอม 4 พันธุ ไดแก Kalizira, Radhunipagol, Tulsimala และ Pusa Basmati-1 ใช A. tumefaciens  
สายพันธุ EHA105 ภายในบรรจุพลาสมิด plG121-Hm ซ่ึงมียีน udiA เปนยีนรายงานผลและยีน nptII 
เปนยีนคดัเลือก พบวา ขาวพนัธุ Kalizira ใหเปอรเซนต GUS positive สูงสุด คือ 70 % เมื่อใช
ระยะเวลาปลกูเชื้อนาน 25 นาที และ co-cultivation นาน 3 วัน และ พบวา Kalizira ใหเปอรเซ็นต 
การเกิดยอดหลังการถายยีนสูงสุด คือ 33.33 % รองลงมา คือ Pusa Basmati 1 (20.0 %) และ 
Radhunipagol และ Tulsimala ตามลําดับ นอกจากนีพ้ันธุ Kalizira ยังมีอัตราการอยูรอดสูงสุดเมื่อ
ปลูกใน growth chamber และ ในสภาพแปลง 
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แมวาจะมวีิธีการถายยีนมากมายหลายวิธีแตวิธีที่นิยมใชในปจจุบัน คือ การใชเชื้อ 
อะโกรแบคทีเรียม (Agrobacterium-mediated transformation) และการถายฝากยนีโดยใชเครื่องยิง
อนุภาค (biolistic technique) เพื่อสงถายชิ้นยีนเปาหมายเขาสูเซลลพืชและคัดเลือกเซลลพืชที่ 
ไดรับการถายยีนโดยใชยีนคดัเลือก (selectable maker gene) โดยทัว่ไปแลวจะเปนยีนที่ทําใหเกิด
ความตานทานตอสารปฏิชีวนะหรือสารกําจัดวัชพืช ทําใหเซลลพืชที่มียีนเหลานี้สามารถเจริญบน
อาหารที่มีสารคัดเลือกได (พสิสวรรณ, 2542; ภัทรพร, 2549) 
 
การพัฒนาพืชตานทานไกลโฟเสท 
 
 การปรับปรุงพันธุพืชเพื่อใหมีความสามารถในการตานทานตอสารไกลโฟเสทนั้น 
สามารถทําไดหลายวิธีไมวาจะเปนการคัดเลือกพืชตานทานโดยการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ เชน 
Zambrano et al. (2003) ศึกษาผลของสารไกลโฟเสทตอการเจริญเติบโตของเซลลแขวนลอยออย
เมื่อเพาะเลีย้งในอาหารเหลวที่เติมสารไกลโฟเสทความเขมขน 0.8 mM พบวา สามารถยับยั้งการ
เจริญเติบโตของเซลลแขวนลอยไดประมาณ 50 % จากนัน้เพาะเลี้ยงเซลลแขวนลอยในอาหาร 
เหลวที่เติมสารไกลโฟเสทความเขมขน 0.8 mM (cell suspension torerant [TS]) และเพาะเลี้ยงใน
อาหารเหลวทีไ่มเติมสารไกลโฟเสท (cell suspension sensible [SS]) นํา TS และ SS ที่ไดมา
เพาะเลี้ยงในอาหารที่เติมสารไกลโฟเสท ความเขมขนตาง ๆ พบวา TS สามารถทนทานตอสาร
ไกลโฟเสท มากกวา SS 12.5 เทา เมื่อนําตนออยจาก TS และ SS มาเพาะเลี้ยงบนอาหารที่เติมสาร
ไกลโฟเสท พบวา ตนออย (TR1) ที่เจริญมาจาก TS สามารถทนทานตอสารไกลโฟเสทมากกวาตน
ออย (SR1) ที่เจริญมาจาก SS 6 เทา จากนัน้ เพาะเลี้ยงเซลลแขวนลอยจากใบของตนออย TR1 
(TSR1) และจากใบของตนออย SR1 (SSR1) พบวา เซลลแขวนลอยจากTSR1 ทนทานตอความ
เขมขนของสารไกลโฟเสทมากกวาเซลลแขวนลอยจาก SSR1 5 เทา และเมื่อใชเทคนิค RAPD  
พบวา ไพรเมอร OPA-07 ใหแถบดีเอ็นเอ ขนาด 564 คูเบส ใน tolerant cellular line แตไมปรากฏ
ใน sensitive cellular line 
 

การดัดแปลงใหพืชสรางเอนไซม EPSPS เพิ่มขึ้นโดยใช strong promoter หรือการถายยาย 
ยีนจากแบคทีเรีย Agrobacterium CP4 ซ่ึงจะมีเอนไซม EPSPS อีกรูปแบบหนึ่ง โดยเอนไซม CP4-
EPSPSไมถูกยบัยั้งโดยสารไกลโฟเสท หรือการเปลี่ยนลําดับเบสในยีน 1 ตําแหนงจากเบส C ไป 
เปนเบส G สงผลใหเกิดการเปลี่ยนแปลงของกรดอะมิโนจาก Gly เปน Ala ทําใหสารไกลโฟเสท 
ไมสามารถจับกับเอนไซมได สงผลใหพืชสามารถสรางกรดอะมิโนที่เปนวงแหวนไดตามปกติ ทํา 
ใหพืชสามารถมีชีวิตรอดตอไปได (Mulwa et al. 2006; Sundar et al. 2008) 
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 Howe et al. (2002) ไดพัฒนาระบบการคัดเลือกโดยใชยนีเครื่องหมายใหมีประสิทธภิาพ
สําหรับการสรางขาวโพดดดัแปลงพันธุกรรม โดยใชยนีที่ตานทานตอสารกําจัดวัชพชืไกลโฟเสท 
เปนยีนคดัเลือก ในการทดลองไดโคลนยนี EPSPs จากขาวโพด และทําใหยนี EPSPs กลายพันธุ 
จากนั้นนํายนี EPSPs ที่กลายพันธุใสไปใน pMON8631 และ pMON19640 และนํายีนจาก 
แบคทีเรียที่มีคณุสมบัติทําใหสารไกลโฟเสทเสียสภาพ (ยนี GOX ) ใสใน pMON19643 จากนั้น 
ถายยีนตานทานตอสารไกลโฟเสทเขาสูขาวโพดโดยใชเครื่องยิงอนุภาค และคัดเลือกเนื้อเยื่อที่ผาน
การถายยีนบนอาหารคัดเลือกที่เติมสารไกลโฟเสท  พบวา ขาวโพดสามารถเจริญเติบโตไดบน 
อาหารที่เติมสารไกลโฟเสทและทนทานตอสาร Roundup® การทดสอบการกระจายตัวของ 
ลักษณะตานทานตอสารไกลโฟเสทในรุนลูกโดยใชเมล็ดที่ไดจากการผสมตัวเองและผสมขาม 
ของตนที่ถูกพนดวย Roundup® และไมไดถูกพน พบวา มี 4 จาก 8 สายพันธุ ที่ไดจากการผสม 
ตัวเองมีการกระจายตัวทางพนัธุกรรมของลักษณะตานทานตอออนแอในอัตราสวน 3:1 และมี 3  
จาก 8 สายพนัธุ ที่ไดจากการผสมขามมีอัตราสวนการกระจายตัวเทากบั 1:1 
 
 Wang et al. (2003) ศึกษาการแสดงออกของยีน aroA-M1 (เกิดจากการกลายพันธุของยีน 
aroA และยนี EcoroA) ในตนยาสูบดัดแปลงพันธุกรรม โดยใช Agrobacterium สายพันธุ  
LBA4404 เปนพาหะ พบวา โคลนที่ตานทานตอสารปฏิชีวนะไฮโกรมายซิน และมยีนี aroA-M1 
สามารถมีชีวิตรอดบนอาหารที่เติมไกลโฟเสท 0.08 mM ถึง 80 % เปรียบเทียบกับ โคลนที่มียีน 
EcoroA มีเพียง 15 % ที่สามารถมีชีวิตรอดบนอาหารที่เตมิสารไกลโฟเสท 0.05 mM ในขณะที ่
ยาสูบที่ไมไดรับการถายยีนมคีวามออนไหวตอสารไกลโฟเสทและไมสามารถมีชีวิตรอดบน 
อาหารที่เติมสารไกลโฟเสท 0.05 mM คัดเลือกยาสูบดัดแปลงพันธุกรรมและเพาะเลี้ยงในสภาพ
โรงเรือนเพื่อทดสอบความตานทานตอสารไกลโฟเสท โดยสเปรย Roundup®ในอัตราที่แนะนํา  
คือ 1.8 กรัมตอลิตร พบวา หลังการฉีดครั้งแรก 1 สัปดาห ยาสูบที่ไดรับยีน aroA-M1 ไมไดรับ 
ความเสียหาย สามารถแตกใบใหม แตยาสูบที่ไดรับยีน EcoroA ไดรับความเสียหายหลังจากการ
สเปรยหนึ่งครัง้ ในขณะที่ตนยาสูบที่ไมไดรับการถายยนีตายหมดหลงัจากการสเปรยคร้ังแรก 5  
วัน เมื่อนําเมล็ดยาสูบรุน T1 บนอาหาร MS ที่เติมสารไกลโฟเสท 0.5 mM พบวา เมล็ดยาสูบที่มียนี  
aroA-M1 มีความเสถียรและมีขนาดใหญกวาเมล็ด wild type ตรวจสอบการแทรกตวัในนวิเคลียส 
ของรุน T1 8 โคลน ดวยเทคนิคพีซีอาร พบแถบดีเอ็นเอ ของยีน aroA-M1 และ EcoroA จากทั้ง 8 
โคลน ตรวจสอบการแสดงออกของยีนดวยเทคนิค RT-PCR พบวา ยีนที่ถูกถายเขาไปในพืช
ดัดแปลงพนัธุกรรมรุน T1 มีการสราง mRNA 
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 Roudsari et al. (2009) ศึกษาการถายยีนในพลาสติดของยาสูบพันธุ samsun โดยใชเครื่อง 
ยิงอนุภาค พบวา สภาวะที่เหมาะสมในการถายยีน คือ การใชอนุภาคทองคําที่มีขนาดเสนผาน
ศูนยกลาง 0.6 ไมโครเมตร rupture disk ขนาด 900 psi ความดัน vacuum 24 inches Hg และระยะ
ระหวาง stopping screen กับ target tissue 6 เซนติเมตร จากนั้นสรางยาสบูดัดแปลงพนัธุกรรมที่
ตานทานตอสารไกลโฟเสท โดยแทนที่ยีน aadA ดวยยีน EPSPs ในพลาสมิด pKCZ โดยใน 
ขั้นตอนการคดัเลือกพืชดดัแปลงพันธุกรรมแบงเปน 2 วธีิ คือ วิธีที่1 คัดเลือกหลังการถายยีน 2 วนั 
ใชไกลโฟเสทความเขมขน 0.1-1 มิลลิโมลาร เปลี่ยนอาหารทุก 2 สัปดาห โดยใชไกลโฟเสทความ
เขมขนเดิม และวิธีที่ 2 คัดเลอืกหลังการถายยีน 1 สัปดาห บนอาหารทีเ่ติมไกลโฟเสท ความ 
เขมขน 5 ไมโครโมลาร เปลี่ยนอาหารทกุ 2 สัปดาห โดยเพิ่มความเขมขนของไกลโฟเสท 2 เทา 
พบวา วิธีคัดเลือกวิธีที่ 1 ช้ินพืชมีความออนแอตอไกลโฟเสทและตายภายใน 1 เดือน และไมมกีาร
สรางแคลลัส สวนการคัดเลือกวิธีที่ 2 พบการสรางแคลลัสบนอาหารคัดเลือกที่เติมไกลโฟเสท 50  
ไมโครโมลาร และแคลลัสเหลานี้มีความทนทานตอไกลโฟเสทที่ความเขมขน 0.1 มิลลิโมลาร  
แตการเกดิเปนตนใหมไมสมบูรณ โดยตนพืชไมสามารถสรางรากได 
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อุปกรณและวิธีการ 

 
อุปกรณ 

 
1.  พันธุออย 
 
 ออยพันธุกําแพงแสน 94-13  

 
2.  อุปกรณและสารเคมีที่ใชในการเพาะเลีย้งเนื้อเยื่อ 
 

2.1  เครื่องมือและอุปกรณสําหรับหองปฏิบัติการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ ซ่ึงประกอบดวย  
ช้ันวางเนื้อเยื่อพรอมระบบไฟใหความสวางและเครื่องควบคุมอุณหภูม ิ

 
2.2  เครื่องมือและอุปกรณตาง ๆ ที่ใชในการเพาะเลี้ยงเนือ้เยื่อ ไดแก ตูยายเนื้อเยื่อ  

ดามมีดและใบมีดผาตัด ปากคีบ จานแกว ตะเกยีงแอลกอฮอล เปนตน 
 

2.3  สารเคมีและอุปกรณสําหรับเตรียมอาหารสูตร MS รวมทั้งฮอรโมนที่ใช 
ตามวัตถุประสงคของการเพาะเลี้ยงแตละขั้นตอน  
 
3.  อุปกรณและสารเคมีที่ใชในการตัดตอยนีและถายยีนเขาสูพืช 
 

3.1  เชื้อแบคทีเรียสําหรับเพิม่ปริมาณพลาสมิด ไดแก Escherichia coli สายพันธุ DH5α 
 

3.2  เชื้อแบคทีเรีย Agrobacterium tumefaciens สายพันธุ EHA105  
สําหรับใชถายยีนเขาสูพืช 
 

3.3  พลาสมิด pCAM-EPSPs 1304 (ภาพที่ 2) ประกอบดวย CaMV-35S promoter และ 
CaMV-35S polyA ที่ควบคุมการแสดงออกของยีน EPSPs CaMV-35S promoter และ Nos poly-A ที่
ควบคุมการแสดงออกของยนี gusA และ mgfp5 (ไดรับความอนุเคราะหจากคุณสุบนิ หินจนัทร) 
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ภาพที่ 2  สวนประกอบตาง ๆ ของเวกเตอร pCAM-EPSPs 1304  
 

3.4  อุปกรณทีใ่ชในการตัดตอยีน ไดแก เครื่องหมุนเหวี่ยงความเร็วสูงควบคุมอุณหภมูิได 
(refrigerated centrifuge) เครื่องหมุนเหวีย่งความเร็วต่ํา (low speed centrifuge) เครื่องผสมสาร 
(vortex) อางน้ําควบคุมอุณหภูมิได (water bath) เครื่องเขยาควบคุมอุณหภูมิได (incubator shaker)  
ตูบมเชื้อ (incubator) เครื่อง Gel Documentation system พรอมอุปกรณถายภาพเจลชุดอีเล็กโทรโฟรี
ซีส (electrophoresis) 

 
3.5  สารเคมีที่ใชในการตัดตอยีน ไดแก อาหารเพาะเลี้ยงเชื้อแบคทีเรียสูตร  

Luria Bertani (LB) สารปฏิชีวนะ เอนไซมตัดจําเพาะ (restriction enzyme) เอนไซมไลเกส (ligase) 
 
4.  ไพรเมอรสําหรับตรวจสอบยีนคัดเลือก EPSPs 
 
  EPSPs (forward): 5’-CCA TTC CGC TCG AGA TGG CAC AAA  

TTA ACA ACA TGG C-3’ 
  EPSPs (reverse): 5’-ATC CAC CGC TCG AGC GGT CAT CAG 

 GCA GCC TTC GTA T-3’ 
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วิธีการ 
 

1.  การนําพลาสมิด pCAM-EPSPs 1304 เขาสูแบคทีเรีย E. coli และ A. tumefaciens 
  

1.1  การนําพลาสมิด pCAM-EPSPs 1304 เขาสูแบคทีเรีย E. coli สายพันธุ DH5α โดย 
วิธี heat shock 
 

นําพลาสมิด pCAM-EPSPs 1304 ซ่ึงมีขนาดประมาณ 12,867 คูเบส เขาสู competent 
cell ของเชื้อแบคทีเรีย E. coli สายพันธุ DH5α เพื่อเพิ่มปริมาณพลาสมิดนี้ โดยเติมพลาสมิดสายผสม 
ปริมาตร 10 ไมโครลิตร (100 นาโนกรัมตอไมโครลิตร) ใสในหลอดไมโครเซนตริฟวจที่ม ี
competent cell 120 ไมโครลิตร เขยาใหเขากันเบา ๆ บมบนน้ําแข็งนาน 30 นาที แลวจุมในน้ําที่
อุณหภูม ิ42 องศาเซลเซียส นาน 60 วินาท ีรีบนํากลับมาบมในน้ําแข็งอีก 5 นาที จากนั้นเติมอาหาร
เหลวสูตร LB ปริมาตร 700 ไมโครลิตร นําไปเลี้ยงที่อุณหภูม ิ37 องศาเซลเซียส เขยาที่ความเร็ว 200 
รอบตอนาที นาน 1 ช่ัวโมง แลวจึงปนตกตะกอนที่ความเร็ว 13,000 รอบตอนาที นาน 5 นาที  
เทอาหารเกาทิง้ เติมอาหารเหลวสูตร LB ปริมาตร 500 ไมโครลิตร นําเซลลแขวนลอยเชื้อที่ไดมา
เกลี่ยบนผิวหนาอาหารสูตร LB ที่เติมสารปฏิชีวนะ kanamycin 50 มิลลิกรัมตอลิตร บมที่อุณหภูม ิ37 
องศาเซลเซียส ขามคืน  
 

1.2  การตรวจสอบโคโลนีที่คาดวาไดรับพลาสมิดสายผสม 
 

สุมโคโลนีที่ไดมาเลี้ยงในอาหารเหลว LB ที่เติม kanamycin 50 มิลลิกรัมตอลิตร เล้ียง
ขามคืนที่ 37 องศาเซลเซียส บนเครื่องเขยาความเร็วรอบ 200 รอบตอนาที สกัดแยกดีเอ็นเอออกจาก
แบคทีเรียดวย QIAprep Purification of Plasmid DNA Miniprep (บริษัท QIAGEN) โดยนํามาหมนุ
เหวีย่งเพื่อตกตะกอนเซลลที่ 5,000 รอบตอนาที นาน 5 นาที เทอาหารทิ้ง เติม buffer P1 
(resuspension buffer: 50 mM Tris-HCl, 10 mM EDTA, RnaseA 100 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร) 
ปริมาตร 250 ไมโครลิตร ละลายตะกอนเซลลใหเขากัน เติม buffer P2 (lysis buffer: 200 mM NaOH, 
1 % SDS) ปริมาตร 250 ไมโครลิตร พลิกหลอดไปมา เติม buffer N3 (nutralisation buffer:  
3 M Potassium acetate pH 5.5) ปริมาตร 750 ไมโครลิตร พลิกหลอดไปมา ปนตกตะกอนเซลลที่ 
13,000 รอบตอนาที นาน 10 นาที ถายสวนใสดานบนใสใน QIAprep spin column ปนตกตะกอนที ่
13,000 รอบตอนาที นาน 1 นาที เทสวนใสดานลางทิ้ง เติม buffer PB (Equilibration buffer: 750mM 
NaCl, 50 mM MOPS pH 7.0, 15 % isopropanol, 0.15 % TritonX-100) ปริมาตร 500 ไมโครลิตร ตั้ง
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ทิ้งไว 1 นาที ปนตกตะกอนที่ 13,000 รอบตอนาที นาน 1 นาที เทสวนใสดานลางทิ้ง เติม buffer PE 
(1 mM NaCl, 50 mM MOPS pH 7.0, 15 % isopropanol) ปริมาตร 750 ไมโครลิตร ตั้งทิ้งไว 1 นาที 
ปนตกตะกอนที่ 13,000 รอบตอนาที 1 นาที เทสวนใสดานลางทิ้ง ยาย column มาใสในหลอดไมโค
รเซนตริฟวจ ขนาด 1.5 ไมโครลิตร เติม buffer EB (10 mM Tris-HCl pH 8.0) ปริมาตร 50ไมโครลิตร 
วางทิ้งไว 1 นาที ปนตกตะกอนที่ 13,000 รอบตอนาที เกบ็ดีเอ็นเอที่ไดที่  
– 20 องศาเซลเซียส 

 
ตรวจสอบพลาสมิดสายผสมดวยการยอยดีเอ็นเอที่สกัดไดดวยเอนไซม XhoI ตรวจสอบ

ขนาดของชิ้นดีเอ็นเอที่ไดดวยวิธีอิเลคโตรโฟรีซีส บนเจลอะกาโรส 0.8 เปอรเซ็นต ใชกระแสไฟฟา 
100 โวลต นาน 40 นาที โดยเทียบขนาดกบัดีเอ็นเอมาตรฐาน 1 kb DNA Ladder 

 
1.3  การนําพลาสมิด pCAM-EPSPs 1304 เขาสูเชื้ออะโกรแบคทีเรียมโดย 

วิธีอีเล็กโทรโพเรชั่น (electroporation) 
 

นํา competent cell ของเชื้ออะโกรแบคทีเรียม ปริมาตร 120 ไมโครลิตร มาแชน้ําแข็งให
เย็นจดั เติมพลาสมิดสายผสม 5 ไมโครลิตร (400 นาโนกรัมตอไมโครลิตร) ผสมใหเขากันแลวเติมลง
ใน cuvette แชในน้ําแข็ง 20 นาที ใชสภาวะการถายยีนเขาสูเชื้ออะโกรแบคทีเรียมตามคําแนะนําของ
บริษัท Bio-Rad โดยใชเครื่อง Gene Pulser โดยใชคาตวัแปรตาง ๆ คือ คาความตางศกัยไฟฟา 
(voltage) 2.5 กิโลโวลต คาความจุไฟฟา (capacitance) 25 ไมโครฟารัด และคาความตานทาน 
(resistance) 400 โอหม เช็ด cuvette ใหแหงแลวใสในชองสําหรับผานกระแสไฟฟา กดปุม pulse ที่
หนาจอจะปรากฏเลข 9 ซ่ึงแสดงวาไดผานกระแสไฟฟาแลว จากนั้นดงึ cuvette ออก  
ใชไมโครปเปตยายเซลลใสในหลอดขนาด 1.5 ไมโครลิตร ที่มีอาหารเหลว LB 1 มิลลิลิตร นําเซลล
แขวนลอยทีไ่ดไปเพาะเลี้ยงที่อุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส โดยเขยาที่ความเร็วรอบ 200 รอบตอนาที 
นาน 1 ช่ัวโมง จากนั้นนําเซลลแขวนลอยเชื้อไปปนเหวี่ยงที่ 10,000 รอบตอนาที นาน 1 นาที ดูด
อาหาร LB ทิ้งโดยใหเหลืออยูในหลอดประมาณ 300 ไมโครลิตร กวนตะกอนเซลลใหกระจาย 
จากนั้นดูดเซลลแขวนลอยเชือ้ปริมาตร 100 และ 200 ไมโครลิตร มาเกลี่ยบนอาหารแข็งสูตร LB ที่
เติมสารปฏิชีวนะ kanamycin 50 มิลลิกรัมตอลิตร เล้ียงที่อุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส นาน 2 วัน 
ตรวจสอบชุดยีน EPSPs จากโคโลนีที่เจริญไดบนอาหารคัดเลือกดวยวิธีพีซีอาร โดยใชไพรเมอร
สําหรับตรวจหายีน EPSPs ตรวจสอบดีเอน็เอที่สังเคราะหไดดวย 0.8 % agarose gel electrophoresis 
กอนจะนําเซลลเล้ียงเพิ่มปริมาณเพื่อใชในการถายยีนตอไป 
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2.  การเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อออยและการชักนําเพื่อใหเกิดตนที่สมบูรณ 
 

2.1  การเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อออย 
 

นําปลายยอดออยพันธุกําแพงแสน 94-13 อายุ 6-7 เดือน มาฟอกฆาเชื้อที่ผิวดวย
สารละลายไฮเตอร 10 % และ 5 % เติม Tween 20 1-2 หยด เขยานาน 10 และ 5 นาที ตามลําดับ ลาง
ดวยน้ําที่นึ่งฆาเชื้อแลว 3 คร้ัง ลอกกาบใบออกจนเหลือใบมวนชั้นในสุด ตัดเปนชิ้นยาวประมาณ  
0.5 เซนติเมตร เพาะเลี้ยงบนอาหารแข็งสูตร MS ที่เติม 2,4-D 3 มิลลิกรัมตอลิตร ซูโครส 20 กรัมตอ
ลิตร และน้ํามะพราว 10 % โดยปริมาตร pH 5.7 (สูตรชักนําแคลลัส) เพาะเลี้ยงในที่มดื อุณหภูม ิ25±2 
องศาเซลเซียส นาน 2 เดือน โดยเปลี่ยนอาหารทุก 15 วัน เพื่อชักนําใหเกิดแคลลัส (ปทมา, 2546) 

 
2.2  การชักนําใหเกิดตน 
 

แยกแคลลัสที่มีลักษณะเปน compact callus มาเพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร MS ที่ปราศจาก
ฮอรโมน เติมซูโครสเขมขน 20 กรัมตอลิตร และนํ้ามะพราว 10 % โดยปริมาตร pH 5.7 (สูตรชักนํา
ตน) เพาะเลี้ยงในสภาพที่มแีสงสวาง 16 ช่ัวโมงตอวัน อุณหภูม ิ25±2 องศาเซลเซียส เปลี่ยนอาหาร
ทุก 15-20 วัน บันทึกการเปลีย่นแปลงทุก 2 สัปดาห ประมาณ 6 สัปดาหจะไดตนจํานวนมาก (ปทมา, 
2546)  
 

2.3  การชักนําใหเกิดราก 
 

นําตนออยทีแ่ข็งแรงมาแยกเปนกลุมเล็ก ๆ ตัดใบออก เพาะเลี้ยงในอาหารสูตร ½ MS  
ที่ปราศจากฮอรโมน เติมซูโครสเขมขน 20 กรัมตอลิตร pH 5.7 เพาะเลีย้งในสภาพทีม่ีแสงสวาง  
16 ช่ัวโมงตอวนั อุณหภูม ิ25± 2 องศาเซลเซียส เปนเวลา 2 เดือน สังเกตจํานวนรากที่เกิดขึ้น โดยใช
ขวดเพาะเลี้ยงทรงสูงขนาดใหญ หรือใช ขวด 8 ออนซ ใสอาหารเพาะเลี้ยงประมาณ  
75 มิลลิลิตรตอขวด (ปทมา, 2546) 
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3.  การศึกษาผลของสารปฏชิีวนะ cefotaxime ตอการเจริญเติบโตของแคลลัสออยและ 
เชื้ออะโกรแบคทีเรียม 
 

3.1  การทดสอบผลของสารปฏิชีวนะ cefotaxime ตอการเจริญเติบโตของแคลลัสออย 
 

ตัดแคลลัสออยใหเปนชิ้นขนาดประมาณ 0.5 เซนติเมตร วางบนอาหารเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ
สูตรชักนําแคลลัส รวมกับสารปฏิชีวนะ cefotaxime ความเขมขน 0  100  200  300  400 และ  500 
มิลลิกรัมตอลิตร ใชแคลลัส 15 ช้ินในการทดลองแตละความเขมขน วางแผนการทดลองแบบสุม
อยางสมบูรณ (CRD) ทํา 3 ซํ้า เพาะเลี้ยงในที่มืด อุณหภูม ิ25±2 องศาเซลเซียส บันทึกการ
เปลี่ยนแปลงของแคลลัสและตรวจผลโดยการนับจํานวนแคลลัสที่สามารถเจริญเติบโตตอไปได 
หลังการเพาะเลี้ยงนาน 4 สัปดาห จากนั้นยายแคลลัสลงเพาะเลี้ยงในอาหารสูตรชักนําตน เพาะเลี้ยง
ในสภาพที่มแีสงสวาง 16 ช่ัวโมงตอวัน ความเขมแสง 55 ไมโครโมลตอตารางเมตรตอวินาที 
อุณหภูม ิ25±2 องศาเซลเซียส เปลี่ยนอาหารทุก 2 สัปดาห บันทึกผลการเกิดตน 
 

3.2  การศึกษาอิทธิพลของสารปฏิชีวนะ cefotaxime ตอการเจริญเติบโตของเชื้ออะโกร
แบคทีเรียม 
 

ยายโคโลนีเดีย่วของเชื้ออะโกรแบคทีเรียมสายพันธุ EHA105 ลงเล้ียงในอาหารเหลว
สูตร LB ที่เติมสารปฏิชีวนะ kanamycin ความเขมขน 50 มิลลิกรัมตอลิตร เปนเวลา16 ช่ัวโมง บน
เครื่องเขยา 200 รอบตอนาที ที่อุณหภูม ิ28 องศาเซลเซียส นําเซลลแขวนลอยเชื้อ 1 มิลลิลิตร (OD600 ~ 
0.8-1) ใสในหลอด microcentrifuge tube ขนาด 1.5 มิลลิลิตร ปนตกตะกอนเซลลที่ 13,000 รอบ 
ตอนาที นาน 5 นาที เทอาหารเลี้ยงเชื้อออก เติมอาหารเลี้ยงเชื้อใหม 1 มิลลิลิตร แลวกวนตะกอนเซลล
ใหแขวนลอย จากนั้นนําเซลลแขวนลอยเชือ้ 50 ไมโครลิตร เกล่ียลงบนผิวหนาอาหารแข็งสูตร LB ที่
เติมสารปฏิชีวนะ kanamycin 50 มิลลิกรัมตอลิตร รวมกับสารปฏิชีวนะ cefotaxime ที่ระดับความ
เขมขน 0  100  200  300  400 และ 500 มิลลิกรัมตอลิตร เพาะเลี้ยงในสภาพมืด อุณหภูมิ 28 องศา
เซลเซียส บันทึกการเจริญเตบิโตของเชื้ออะโกรแบคทีเรียม ทุก 7 วัน จนครบ 14 วัน 
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ภาพที่ 3  เกณฑการใหคะแนนพื้นที่ตดิสีน้ําเงิน จากการตรวจสอบการแสดงออกของยีน gus  
               แบบชั่วคราวดวยวธีิ GUS histochemical assay 
 
  ก.  0  คะแนน   ไมเกิดสีน้ําเงินบนเนื้อเยื่อพืช 
  ข.  1  คะแนน   เกิดสีน้ําเงนิบนเนื้อเยื่อ 1-20 เปอรเซ็นต 
  ค.  3  คะแนน   เกิดสีน้ําเงนิบนเนื้อเยื่อ 21-40 เปอรเซ็นต 
  ง.  5  คะแนน   เกิดสีน้ําเงนิบนเนื้อเยื่อ 41-60 เปอรเซ็นต 
  จ.  7  คะแนน   เกิดสีน้ําเงนิบนเนื้อเยื่อ 61-80 เปอรเซ็นต 
  ฉ.  9  คะแนน   เกิดสีน้ําเงนิบนเนื้อเยื่อ 81-100 เปอรเซ็นต 

 
 
 
 

 
 
 
 
 

ข 

ฉ จ ง 

ค ก 
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4.  การศึกษาความเขมขนของเชื้ออะโกรแบคทีเรียมและระยะเวลาที่เหมาะสมตอการถายยีนเขาสู
แคลลัสออย 
 

คัดเลือกโคโลนีเดี่ยวของอะโกรแบคทีเรียมที่มีพลาสมิด pCAM-EPSPs 1304 ซ่ึงมียนี EPSPs 
เปนยีนคดัเลือกและยีน gus เปนยีนรายงานผล เพาะเลี้ยงในอาหารเหลวสูตร LB ปริมาตร 20 
มิลลิลิตร ที่เติม kanamycin 50 มิลลิกรัมตอลิตร นําไปเขยาที่ความเรว็ 200 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ  
28 องศาเซลเซียส นาน 16 ช่ัวโมง จากนั้นนําเซลลแขวนลอยเชื้อ 0.2 มิลลิลิตร (OD600 ~ 0.8-1) เติมลง
ในอาหารเหลวสูตร LB ปริมาตร 20 มิลลิลิตร ที่เติม kanamycin 50 มิลลิกรัมตอลิตร รวมกับสาร 
acetosyringone 200 ไมโครโมลาร เขยาดวยความเรว็ 200 รอบตอนาที นาน 16 ช่ัวโมง ปนตกตะกอน
เซลลที่ 13,000 รอบตอนาที นาน 5 นาที เทอาหารเลี้ยงเชื้อออก เติมอาหารเหลวสูตรชัก 
นําแคลลัสเทาปริมาตรเดิม แลวกวนตะกอนเซลลใหแขวนลอย นําเซลลแขวนลอยไปเจือจางใน
อาหารเพาะเลีย้งออยในสัดสวนตาง ๆ ไดแก 1:0 1:1 1:10 1:20 1:50 และ 1:100 จากนัน้เลือก 
ช้ินสวนแคลลสัที่เปน compact callus ใชปากคีบบีบเบา ๆ ใหแคลลัสแยกเปนชิ้นเล็ก ๆ แลวใสลง 
ในภาชนะที่มเีซลลแขวนลอยเชื้อในสัดสวนตาง ๆ รวมกบัสาร acetosyringone 200 ไมโครโมลาร 
ปดฝาเขยาเบา ๆ นาน 10  20  30 และ 40 นาที ใหช้ินสวนแคลลัสสัมผัสกับเชื้ออยางทัว่ถึง ซับ
แบคทีเรียสวนเกินออกจากชิน้แคลลัสดวยกระดาษซับที่นึ่งฆาเชื้อแลว จากนั้นเพาะเลี้ยงบนอาหาร
แข็งสูตรชักนําแคลลัส ที่เติมสาร acetosyringone 200 ไมโครโมลาร ที่อุณหภูมิ 25±2 องศาเซลเซียส 
ในที่มืดนาน 3 วัน ลางเนื้อเยือ่ดวยอาหารเหลวสูตรชักนาํแคลลัสที่เติมสารปฏิชีวนะ cefotaxime 
ความเขมขน 200 มิลลิกรัมตอลิตร เขยานาน 30 นาที จากนั้นยายแคลลัสไปเพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร
ชักนําแคลลัสที่เติมสารปฏิชีวนะ cefotaxime ความเขมขน 200 มิลลิกรัมตอลิตร นาน 4 วัน 
ตรวจสอบการแสดงออกของยีนโดยวิธี GUS histochemical assay (Jefferson, 1987) เพือ่ศึกษาการ
แสดงออกของยีนแบบชัว่คราว (transient expression) ใชแผนการทดลองแบบสุมอยางสมบูรณ 
(CRD) มี 3 ซํ้า โดยใชเนื้อเยือ่ซํ้าละ 20 ช้ิน บันทึกเปอรเซ็นตจํานวนชิน้ที่ติดสีน้ําเงนิและใหคะแนน
พื้นที่ติดสีน้ําเงินบนแคลลัส (โดยแบงคะแนนออกเปน 5 ระดับคะแนน คือ 1  3  5  7 และ 9 โดยแต
ละชวงคะแนนจะกําหนดใหมีพื้นที่ตดิสีน้ําเงิน 1-20, 21-40, 41-60, 61-80 และ 81-100 เปอรเซนต 
ตามลําดับ) (ภาพที่ 3) นําผลการทดลองที่ไดมาวเิคราะหดวยวิธี analysis of variance (ANOVA)  
แลวเปรียบเทยีบคาเฉลี่ยของแตละทรีทเมนตดวย Least significant difference (LSD) 
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5.  การถายยีน EPSPs เขาสูแคลลัสออยพันธุกําแพงแสน 94-13 
 
  หลังจากไดทําการทดสอบปจจัยตาง ๆ แลวจึงไดนําผลการทดสอบมาใชในการถายยนีซึ่งมี
วิธีการ ดังนี ้

 
  5.1  การเตรียมเชื้ออะโกรแบคทีเรียมที่มพีลาสมิดสายผสม 
 

คัดเลือกโคโลนีเดี่ยวของอะโกรแบคทีเรียมที่มีพลาสมิด pCAM-EPSPs 1304 ซ่ึงมียนี 
EPSPs เปนยนีคัดเลือกและยีน gus เปนยนีรายงานผล เพาะเลี้ยงในอาหารเหลวสูตร LB ปริมาตร 20 
มิลลิลิตร ที่เติม kanamycin 50 มิลลิกรัมตอลิตร นําไปเขยาที่ความเรว็ 200 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ  
28 องศาเซลเซียส นาน 16 ช่ัวโมง จากนั้นนําเซลลแขวนลอยเชื้อ 0.2 มิลลิลิตร (OD600 ~ 0.8-1) เติมลง
ในอาหารเหลวสูตร LB ปริมาตร 20 มิลลิลิตร ที่เติม kanamycin 50 มิลลิกรัมตอลิตร รวมกับสาร 
acetosyringone 200 ไมโครโมลาร เขยาดวยความเรว็ 200 รอบตอนาที นาน 16 ช่ัวโมง ปนตกตะกอน
เซลลที่ 13,000 รอบตอนาที นาน 5 นาที เทอาหารเลี้ยงเชื้อออก เติมอาหารเหลวสูตรชัก 
นําแคลลัส 20 มิลลิลิตร (ไมเจือจางเชื้อ) กวนตะกอนเซลลใหแขวนลอย แลวเติม 
สาร acetosyringone ความเขมขน 200 ไมโครโมลาร 
 
  5.2  การถายยนีเขาสูออยพันธุกําแพงแสน 94-13 โดยใชเชื้ออะโกรแบคทีเรียม 
 
 เลือกชิ้นสวนแคลลัสที่เปน compact callus ใชปากคีบบีบเบา ๆ ใหแคลลัสแยกเปนชิน้
เล็ก ๆ แลวใสลงในภาชนะที่มีเซลลแขวนลอยเชื้อในอตัราสวน 1:0 รวมกับสาร acetosyringone 200 
ไมโครโมลาร ปดฝาเขยา นาน 10 นาที ใหช้ินสวนแคลลสัสัมผัสกับเชื้ออยางทั่วถึง ซับแบคทีเรีย
สวนเกนิออกจากชิ้นแคลลัสดวยกระดาษซบัที่นึ่งฆาเชื้อแลว จากนัน้เพาะเลี้ยงบนอาหารแข็งสูตร 
ชักนําแคลลัส ที่เติมสาร acetosyringone 200 ไมโครโมลาร ที่อุณหภูมิ 25±2 องศาเซลเซียส ในที่มืด
นาน 3 วัน ลางเนื้อเยื่อดวยอาหารเหลวสูตรชักนําแคลลัสที่เติมสารปฏิชีวนะ cefotaxime ความเขมขน 
200 มิลลิกรัมตอลิตร เขยานาน 30 นาที จากนั้นยายแคลลัสไปเพาะเลี้ยงบนอาหารสูตรชักนําแคลลัส
ที่เติมสารปฏิชีวนะ cefotaxime ความเขมขน 200 มิลลิกรัมตอลิตร นาน 7 วัน จากนั้นยายมาเลีย้งบน
อาหารสูตรชักนําตนที่เติมสารปฏิชีวนะ cefotaxime 200 มิลลิกรัมตอลิตร รวมกับสารไกลโฟเสท 0.5 
มิลลิโมลาร เปลี่ยนอาหารทุก 2 สัปดาห จนแคลลัสพัฒนาเปนตน จากนัน้เพาะเลี้ยงใหเปนตนเดี่ยวที่
สมบูรณตอไป 
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6.  การตรวจวิเคราะหออยท่ีไดรับการถายยีน 
 
 คัดเลือกแคลลัสที่ไดรับการถายยีนและมีชีวิตรอด ภายหลังจากเพาะเลี้ยงบนอาหารคดัเลือก
นาน 1 เดือน มาวิเคราะหดวยเทคนิคพีซีอาร, Southern PCR hybridization และ dot blot 
hybridization 
 
 6.1  การตรวจสอบการมีอยูของยีนดวยเทคนิคพีซีอาร (Polymerase Chain Reaction, PCR) 
    

6.1.1  การสกัดดีเอ็นเอจากแคลลัสออย 
 

สกัดจีโนมิคดีเอ็นเอจากแคลลัสออยที่คาดวาไดรับการถายยีนและตนปกติที่
ไมไดรับการถายยีนโดยใชวธีิ CTAB ซ่ึงดัดแปลงมาจาก Doyle and Doyle (1990) บดแคลลัสให
ละเอียดในโกรงโดยใชไนโตรเจนเหลว ตกัแคลลัสที่บดจนละเอยีดใสในหลอดไมโครเซนตริฟวจ
ขนาด 1.5 มิลลิลิตร เติมสารละลาย extraction buffer (2 % CTAB, 2 % PVP, 1.4 M NaCl, 20 mM 
EDTA pH 8.0, 100 mM Tris-Hcl pH 8.0, 0.2 %(v/v) α-mercaptoethanol) ปริมาตร 600  
ไมโครลิตร บมที่อุณหภูม ิ65 องศาเซลเซียส นาน 30 นาที หลังจากนัน้นํามาปนเหวีย่งที่ 10,000  
รอบตอนาที นาน 10 นาที เกบ็สวนใสดานบนใสในหลอดเซนตริฟวจหลอดใหม เตมิสารผสม 
phenol : chloroform : isoamyl alcohol (อัตราสวน 25 : 24 : 1) ปริมาตร 500 ไมโครลิตร ผสมใหเขา
กันโดยการ vortex นาน 5 นาที นํามาปนเหวี่ยงดวยความเร็ว 10,000 รอบตอนาที นาน 10 นาที เก็บ
สวนใสดานบนใสในหลอดเซนตริฟวจหลอดใหม จากนัน้เติมสารผสม chloroform : isoamyl alcohol 
(อัตราสวน 24 : 1) ปริมาตร 400 ไมโครลิตร ผสมใหเขากนั นาน 5 นาที ปนตกตะกอนที่ 10,000 รอบ
ตอนาที นาน 10 นาที เก็บสวนใสดานบนใสหลอดใหม จากนั้นเติม sodium acetate ความเขมขน 3โม
ลาร โดยใชปริมาตร 0.1 เทาของสวนใสทีไ่ด เติมเอธานอล 100 เปอรเซ็นต ปริมาตร 2 เทาของ
ปริมาตรสวนใส ผสมใหเขากันเบา ๆ แลวนําไปแชที่อุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียส นาน 60 นาที ปน
ตกตะกอนที่ความเร็ว 10,000 รอบตอนาที นาน 10 นาที เทสวนใสทิ้ง จากนั้นลางตะกอนดีเอ็นเอดวย 
70 เปอรเซ็นต ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ปนตกตะกอนดวยความเร็วรอบ 10,000  
รอบตอนาที นาน 1 นาที เทสวนใสทิ้ง ผ่ึงตะกอนดีเอ็นเอใหแหง แลวละลายตะกอนดเีอ็นเอดวย TE 
buffer ปริมาตร 20 ไมโครลิตร ที่มีเอนไซม RNaseA 20 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร นําไปบมที่ 
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 1 ช่ัวโมง จากนั้นนํามาตรวจสอบความเขมขนของดเีอ็นเอที่สกัดได 
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โดยการทําอิเลก็โตรโฟรีซีสเปรียบเทียบกบัความเขมขนของดีเอ็นเอมาตรฐาน (DNA maker) บน
เจลอะกาโรส 0.8 เปอรเซ็นตใชกระแสไฟฟา 100 โวลต นาน 40 นาที ใน 1X TBE buffer เก็บดีเอ็เอที่
อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส เพื่อใชสําหรับตรวจสอบการมีอยูของยีนตอไป 
 

6.1.2  การตรวจวิเคราะหแคลลัสออยที่ไดรับการถายยีนดวยเทคนิคพซีีอาร  
(polymerase chain reaction, PCR) 

 
นําดีเอ็นเอที่สกัดไดมาตรวจสอบยีน EPSPs ดวยเทคนิค PCR โดยใชไพรเมอรที่

มีความจาํเพาะเจาะจงตอยีน EPSPs ปฏิกิริยาพีซีอาร ปริมาตร 20 ไมโครลิตร ประกอบดวย 10X PCR 
buffer ปริมาตร 2 ไมโครลิตร, 25 mM MgCl2 ปริมาตร 2 ไมโครลิตร, 1 mM dNTP ปริมาตร 5 
ไมโครลิตร, 10 ไมโครโมลารของไพรเมอรแตละชนิด ปริมาตร 1 ไมโครลิตร, Taq DNA  
polymerase (5 ยูนิตตอไมโครลิตร) และดีเอ็นเอที่สกัดจากแคลลัสออย 2 ไมโครลิตร เร่ิมปฏิกิริยาพีซี
อาร โดยใชอุณหภูมิสําหรับ denaturation รอบแรกที่ 95 องศาเซลเซียส นาน 5 นาที จากนั้นทํา
ปฏิกิริยาพีซีอาร จํานวน 30 รอบ โดยใชอุณหภูมิ สําหรับ deneturation, annealing และ extension  
เปน 94, 56 และ 72 องศาเซลเซียส นาน 2 นาที, 1 นาที และ 90 วินาที ตามลําดับ และใชอุณหภูมิ
สําหรับ extension รอบสุดทาย 72 องศาเซลเซียส นาน 10 นาที ตรวจสอบขนาดดีเอ็นเอดวย 0.8 % 
agarose gel electrophoresis ใชกระแสไฟฟาความตางศกัย 100 โวลต นาน 40 นาที ตรวจดแูถบดีเอ็น
เอโดยการยอมดวยสารละลายเอธิเดียมโบรไมด และดูแถบดีเอ็นเอภายใตแสงอัลตราไวโอเลต  
 

6.2  การตรวจสอบการมีอยูของยีน EPSPs ในแคลลัสออยที่คาดวาไดรับการถายยีนโดย
เทคนิค Southern PCR hybridization 

 
6.2.1  การเตรียมดีเอ็นเอตรวจสอบ (probe) สําหรับทําปฏิกิริยา hybridization ดวย

เทคนิค PCR Labeling 
 

ใชพลาสมิด pCAM-EPSPs 1304 เปนดีเอน็เอตนแบบในการเตรียมดีเอ็นเอ
ตรวจสอบโดยใชพลาสมิดปริมาณ 2 ไมโครลิตร และใชไพรเมอรที่จําเพาะสําหรับยนี EPSPs และติด
ฉลากดีเอ็นเอตรวจสอบดวย PCR DIG Labeling kit  (บริษัท Roche Applied Science) ใชอุณหภูมิ
และเวลาเชนเดียวกับปฏิกิริยาพีซีอาร ที่ใชในการตรวจสอบยีน ในขอที่ 6.1.2 
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6.2.2  การเตรียมแผนไนลอนเมมเบรนสําหรับการตรวจสอบการมีอยูของยีน EPSPs  
ในจีโนมของแคลลัสออย โดยเทคนิค Southern PCR hybridization  
 

หลังจากการตรวจสอบผลการมีอยูดวยเทคนิคพีซีอาร และแยกแถบดีเอน็เอดวย 
อิเล็กโตรโฟรีซีสและตรวจดูแผนเจลดวย UV-transilluminator แลวจงึยายดเีอ็นเอไปยังไนลอนเมม
เบรน ซ่ึงมีขั้นตอนดังนี้ ลางแผนเจลดวยสารละลาย depurination (0.25 M HCl) ปริมาตร 200 
มิลลิลิตร ที่อุณหภูมิหอง นาน 10 นาที เทสารละลายทิ้งแลวลางเจลดวยน้ําดไีอออนไนซที่ผานการ 
นึ่งฆาเชื้อแลว จากนั้นปรับสภาพดีเอน็เอโดยแชเจลในสารละลาย denaturation (0.5 M NaOH และ 
1.5 M NaCl) ปริมาตร 200 มิลลิลิตร ที่อุณหภูมิหองนาน 15 นาที เทสารละลายทิ้งแลวทําซํ้าขั้นตอน
นี้อีกครั้ง แลวจึงลางเจลดวยน้ําดีไอออนไนซที่นึ่งฆาเชือ้แลว จากนั้นเติมสารละลาย neutralization 
(0.5 M Tris-HCl; pH 7.5 และ 1.5 M NaCl) เขยาเบา ๆ ทีอุ่ณหภูมิหองนาน 15 นาที เทสารละลายทิ้ง
แลวทําซํ้าขั้นตอนนี้อีกรอบ ลางเจลดวยน้าํดีไอออนไนซที่นึ่งฆาเชื้อแลว 
 

เตรียมชุดอุปกรณสําหรับยายดีเอ็นเอจากเจลมาบนไนลอนเมมเบรนโดยวาง
กระดาษ Whatmam 3 MM ใชเปนสะพานในอางที่มีสารละลาย 10X SSC (0.3 M sodium citrate  
และ 3 M NaCl) นําเจลที่ไดจากขั้นตอนดานบนมาแชในสารละลาย 10X SSC (1.5 M NaCl, 0.5 Na-
citrate; pH 7.0) ปริมาตร 200 มิลลิลิตร ที่อุณหภูมิหอง นาน 10 นาที แลวนําแผนเจลวางคว่ําหนาลง
บนกระดาษ Whatman 3 MM จากนั้นนําไนลอนเมมเบรนวางบนแผนเจล วางทับดวยกระดาษ  
3MM จํานวน 3 แผน แลววางทับดวยกระดาษซับหลาย ๆ ช้ันใหมีความหนา 20 เซนติเมตร จากนัน้
วางวัตถุที่มีน้ําหนักประมาณ 500 กรัม ทับบนกระดาษซบัอีกครั้งตั้งทิ้งไวที่อุณหภมูหิอง นาน 18 
ช่ัวโมงเพื่อใหแถบดีเอ็นเอเคลื่อนยายจากแผนเจลขึ้นมาตดิอยูบนไนลอนเมมเบรน จากนั้นลอก 
ไนลอนเมมเบรนออกจากเจลแลวนํามาแชในสารละลาย 2X SSC นาน 3 นาที ผ่ึงไนลอนเมมเบรน 
ใหแหง แลวนาํไปอบที่อุณหภูม ิ80 องศาเซลเซียส นาน 2 ช่ัวโมง เพื่อตรึงดีเอ็นเอใหตดิกับไนลอน
เมมเบรนและนําไปทาํปฏิกริิยา hybridization ตอไป 
 

6.2.3  การทําปฏิกิริยา hybridization 
 

นําไนลอนเมมเบรนที่ไดจากขอ 6.2.2 มา pre-hybridization ในสารละลาย 
hybridization (5X SSC, 0.1 % N-lauroylsarcosine, 0.02 % SDS และ 1X Blocking solution) โดย 
เติมสารละลาย hybridization ลงในหลอด hybridization ที่ใสไนลอนเมมเบรน ใชปริมาตร

สารละลาย 10 มิลลิลิตร ตอพ้ืนที่ไนลอนเมมเบรน 100 ตารางเซนติเมตร บมที่อุณหภมูิ 65 องศา



30 

 

เซลเซียส นาน 30 นาที จากนั้นนําดเีอ็นเอตรวจสอบที่ไดจากขอ 6.2.1 ปริมาตร 5 ไมโครลิตร ใสลง
ในหลอดไมโครเซนตริฟวจที่มีน้ํากลั่นปรมิาตร 50 ไมโครลิตร แลวนําไปตมที่อุณหภูม ิ100 องศา
เซลเซียส นาน 8 นาที แลวแชในน้ําแข็งทนัที จากนัน้เตมิสารละลาย hybridization ปริมาตร  
1 มิลลิลิตรลงในหลอดดังกลาว แลวจึงนําสารละลายที่ไดทั้งหมดไปเตมิลงในหลอด hybridization  
ที่มีไนลอนเมมเบรนอยูเพื่อทําปฏิกิริยา hybridization โดยบมที่อุณหภมูิ 60 องศาเซลเซียส นาน 16 
ช่ัวโมง 
  

6.2.4  การตรวจสอบผลการ hybridization 
 

นําไนลอนเมมเบรนที่ผานการ hybridization จากขอ 6.2.3 มาลางดวย 
สารละลาย low stringency buffer (2x SSC, 0.1 % SDS) โดยเติมสารละลายใหทวมไนลอนเมมเบรน 
เขยาเบา ๆ ที่อุณหภูมิหอง นาน 5 นาที แลวเทสารละลายทิ้งและทําซํ้า 2 คร้ัง แลวลางดวย 
สารละลาย high stringency buffer (0.1x SSC, 0.1 % SDS) โดยเขยาเบา ๆ ที่อุณภูมิหอง นาน 15  
นาที ทําซํ้า 2 คร้ัง แลวจึงลางไนลอนเมมเบรนดวยสารละลาย washing buffer (1x Maleic acid  
buffer, 0.3 % Tween 20) เขยาที่อุณหภูมหิอง นาน 2 นาที แลวเทสารละลายทิ้ง เติมสารละลาย 
blocking solution (Dilute 10x blocking solution 1 : 10 with Maleic acid buffer) ปริมาตร 25 
มิลลิลิตร นําไปเขยาเบา ๆ บนเครื่องเขยาทีอุ่ณหภูมิหอง นาน 30 นาที แลวนําไนลอนเมมเบรนไป 
แชในสารละลาย anti-digoxigenin conjugate alkaline phosphate ที่เจือจาง 1 : 10,000 สวนใน
สารละลาย blocking solution เขยาเบา ๆ ทีอุ่ณหภูมิหอง นาน 30 นาที ลางไนลอนเมมเบรนดวย 
washing buffer 2 คร้ัง คร้ังละ 15 นาท ีแลวปรับสภาพไนลอนเมมเบรนดวยการแชไนลอนเมม
เบรนลงในสารละลาย detection buffer (0.1 M Tris-HCl, 0.1 M NaCl (pH 9.5 adjusted with  
NaOH)) นาน 3 นาที โดยไมตองเขยา ยายไนลอนเมมเบรนมาวางบนแผนพลาสติก ผสมสารละลาย 
chemiluminescent substrate (CDP starTM) เขากับ detection buffer ในอัตราสวน 1 : 500 ปริมาตร 
1,000 ไมโครลิตร แลวนําไปเกลี่ยลงบนไนลอนเมมเบรนใหทัว่ วางไนลอนเมมเบรนไวในที่มืด  
นาน 1 นาที แลวจึงรีดเอาสารละลายสวนเกินทิ้ง นําไนลอนเมมเบรนไปประกบกับแผนฟลมโดยทาํ
ในหองมดื นาน 60 นาที เมื่อครบกําหนดจงึลางฟลมดวยสารละลาย developer และ fixer แลวตรวจดู
ภาพที่ปรากฏบนฟลม 
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6.3  การตรวจสอบการมีอยูของยีน EPSPs ดวยเทคนิค dot blot hybridization 
 

6.3.1  การเตรียม DNA blot 
 

นําดีเอ็นเอที่สกัดไดจากแคลลัสออยที่คาดวาไดรับการถายยีนตัวอยางละ 8
ไมโครลิตร มาหยดลงบนไนลอนเมมเบรน แลวนําไปอบที่อุณหภูม ิ80 องศาเซลเซียส นาน 2  
ช่ัวโมง เพื่อตรึงดีเอ็นเอใหตดิกับไนลอนเมมเบรนและนําไปทําปฏิกริิยา hybridization ตอไป 
 
 6.3.2  การทําปฏิกิริยา hybridization และการตรวจสอบผลการ hybridization 
 

นําดีเอ็นเอตรวจสอบจากขอ 6.2.1 มา per-hybridization กับไนลอนเมมเบรนที่
ไดจากขอ 6.3.1 โดยวิธีการเดียวกับขอ 6.2.3 จากนั้นตรวจสอบผลโดยวิธีการเดยีวกบัขอ 6.2.4 
 
7.  สถานที่ทําการทดลอง 
 

หองปฏิบัติการการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพืชและถายยีน ศนูยเทคโนโลยีชีวภาพเกษตร 
มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร วิทยาเขตกําแพงแสน จังหวดันครปฐม 

 
8.  ระยะเวลาทําการทดลอง 
 

สิงหาคม 2550 – สิงหาคม 2554 
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ผลและวิจารณ 
 
1.  การนําพลาสมิด pCAM-EPSPs 1304 เขาสูแบคทีเรีย Escherichia coli และ A. tumefaciens 
 
 การบรรจุพลาสมิด pCAM-EPSPs 1304 เขาสู competent cell ของแบคทีเรีย E. coli สายพันธุ 
DH5α โดยใชวิธี heat shock เพื่อเพิ่มปริมาณพลาสมิด โดยเพาะเลี้ยงเชือ้ E. coli บนอาหารสูตร LB 
ที่เติมสารปฏิชีวนะ kanamycin 50 มิลลิกรัมตอลิตร คัดเลือกโคโลนีเดี่ยวที่สามารถโตไดบนอาหาร
คัดเลือกมาเลี้ยงเพิ่มปริมาณในอาหารเหลว LB ที่เติมสารปฏิชีวนะ kanamycin 50 มิลลิกรัมตอลิตร 
จากนั้นสกัดพลาสมิดออกจากเซลลของ E.  coli ดวยชุดสกัดพลาสมิด QIAprep Purification of 
Plasmid DNA Miniprep (บริษัท QIAGEN) ตรวจสอบพลาสมิดที่ไดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ EcoRI 
และ XhoI แลวแยกแถบดีเอน็เอดวย 0.8 % agarose gel พบวา หลังจากการตัด 
พลาสมิด pCAM-EPSPs 1304 ที่สกัดไดจาก E. coli สายพันธุ DH5α ดวยเอนไซมตดัจําเพาะ EcoRI 
พบรูปแบบของการตัด 1 ตําแหนงใหแถบดีเอ็นเอขนาดประมาณ 12,867 คูเบส และตัดดวยเอนไซม
ตัดจําเพาะ XhoI พบรูปแบบของการตัด 2 ตําแหนง ใหแถบดีเอ็นเอขนาดประมาณ 1,600 คูเบสและ
ขนาดประมาณ 11,267 คูเบส (ภาพที่ 4) โดยแถบดเีอ็นเอขนาด 1,600 คูเบส เปนแถบดีเอ็นเอของยีน 
EPSPs จึงสามารถยืนยันไดวาพลาสมิด pCAM-EPSPs 1304 ไดถูกถายเขาไปจริง 
 
 สําหรับการบรรจุพลาสมิด pCAM-EPSPs 1304 เขาสู competent cell ของ A. tumefaciens 
เพื่อใชสําหรับถายยีนเขาสูออย โดยวิธี electroporation แลวเพาะเลี้ยงและคัดเลือกโคโลนีที่สามารถ
เจริญไดบนอาหารแข็งสูตร LB ที่เติมสารปฏิชีวนะ kanamycin 50 มิลลิกรัมตอลิตร มาตรวจสอบโดย
วิธีพีซีอาร เพื่อตรวจหายีน EPSPs  พบวา พลาสมิด pCAM-EPSPs 1304 ที่สกัดไดจากเชื้อ  
A. tumefaciens ที่คัดเลือกไวถูกเพิ่มปริมาณใหช้ินดีเอน็เอจากผลผลิตพีซีอาร ของยีน EPSPs ขนาด
ประมาณ 1,600 คูเบส (ภาพที่ 5) แสดงวาในเชื้อ A. tumefaciens ที่ทดสอบมีพลาสมิด pCAM-EPSPs 
1304 อยู สามารถนําไปใชสําหรับการถายยนีเขาสูออยในขั้นตอไปได 
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ภาพที่ 4  การตรวจวเิคราะหเวกเตอร pCAM-EPSPs 1304 ดวยการยอยดวยเอนไซมตดัจําเพาะ XhoI 
และ EcoRI แถบดีเอ็นเอขนาด 1,600 คูเบส เปนแถบดีเอ็นเอของยีน EPSPs 

 
  M : ดีเอ็นเอมาตรฐาน (1 kb ladder DNA marker) 
   Lane 1 : ดีเอ็นเอของ pCAM-EPSPs ที่ไมไดยอยดวยเอนไซมตัดจําเพาะ 

  Lane 2-6 : ดีเอ็นเอของ pCAM-EPSPs ที่ยอยดวยเอนไซมตัดจําเพาะ XhoI 
  Lane 7-10 : ดีเอ็นเอของ pCAM-EPSPs ที่ยอยดวยเอนไซมตัดจําเพาะ   
    EcoRI 
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ภาพที่ 5  การตรวจวิเคราะหยีน EPSPs ที่อยูในเวคเตอร pCAM-EPSPs 1304 ดวยวิธีพีซีอาร โดยใช
ไพรเมอรที่จําเพาะกับยีน EPSPs 

 
 M  : ดีเอ็นเอมาตรฐาน (1 kb ladder DNA marker) 
   Lane 1  : น้ํากลั่น (negative control) 
   Lane 2 3 : พลาสมิด pCAM-EPSPs 1304 

   Lane 4-17         : ผลผลิตพีซีอาร ที่ใชไพรเมอรที่จําเพาะตอยีน EPSPs โดยใช 
                            พลาสที่สกัดออกจากเชื้อ A. tumefaciens ที่นําพลาสมิด  
                            pCAM-EPSPs 1304 เขาสูเซลล แถบดีเอ็นเอมีขนาดประมาณ  
                            1,600 คูเบส 
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2.  การเพาะเลี้ยงแคลลัสเพื่อใหเกิดเปนตนออยท่ีสมบูรณ 
 
 ชักนําแคลลัสจากสวนใบมวนชั้นในสดุ โดยตัดเปนชิ้นยาวประมาณ 0.5 เซนติเมตร ซ่ึงการ
ตัดเนื้อเยื่อใหมีขนาดเล็กมีโอกาสปนเปอนแบคทีเรียไดนอยกวาเนื้อเยือ่ขนาดใหญ แตถามีขนาดเล็ก
เกินไปอาจทําใหโตชาหรือตายได (ปทมา, 2546) โดยเริ่มจากสวนปลายยอด (shoot apex) ไปจนถึง
สวนปลายใบรวมยาวประมาณ 5 เซนติเมตร เพาะเลี้ยงในอาหารสูตร MS ที่เติม 2,4-D 3 มิลลิกรัม 
ตอลิตร รวมกับน้ํามะพราว 10 % เพาะเลี้ยงในที่มืด พบวา สวนของ shoot apex จะเกดิแคลลัสนอย
และมีการปลอยสารฟนอลลิคออกมา ซ่ึงสารนี้เมื่อถูกปลอยออกมาจะทาํใหอาหารเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ
เปลี่ยนสี เนื่องจากเอนไซม phenol oxidase หรือ tyrosinase ทําปฏิกิริยากบัอากาศหรือสารพวก 
auxin-cytokinin ทําใหเกิดสนี้ําตาลและขัดขวางการเจริญของเนื้อเยื่อ โดยสามารถกําจัด 
สารฟนอลลิคออกจากเนื้อเยือ่ไดดวยการใส activated charcoal หรือการใสสารเคมี PVP จะชวย
ปองกันไมใหเกิดปฏิกิริยา oxidation หรือลดโอกาสที่จะเกิดปฏิกิริยากบัอากาศโดยการใชสาร 
antioxidant เชน L-cystein hydrochloride, glutathione และ mercaptoethanol (อารีย, 2541) หลังจาก
เพาะเลี้ยงนาน 3 สัปดาห เนือ้เยื่อมีการเจรญิเติบโตขยายขนาด และเริ่มมีแคลลัสเกิดขึ้นบริเวณผิว 
และรอยตัด เมือ่เพาะเลี้ยงนาน 4-8 สัปดาหจะไดแคลลัสที่มีลักษณะผิวหนาเรียบ เกาะกันแนน 
(compact callus) ทึบแสง สีเหลืองออน และมีบางสวนทีอ่วบน้ํา ออนนุม (friable callus) ซ่ึงเปน
แคลลัสที่ไมสามารถพัฒนาเปนตนได  
 

การใชสารประกอบ 2,4-D เพื่อชักนําใหเกดิแคลลัสนั้น เนื่องจาก 2,4-D เปนสารสังเคราะห
ในกลุมออกซนิ ซ่ึงสารควบคุมการเจริญเตบิโตในกลุมออกซินนี้มีผลทําใหเกิดการยืดขยายเซลล แต
การชักนําตนพืชผานแคลลัสซ่ึงเปนเนื้อเยือ่พืชที่ประกอบดวยกลุมของเซลลที่มีการแบงตัวอยางไม
หยุดยั้ง ตองอาศัยสารควบคุมการเจริญเติบโต จึงทําใหเกิดขอเสียที่สําคัญ คือ จะมีการเปลี่ยนแปลง
ทางพันธุกรรมโดยเฉพาะเมือ่เพาะเลี้ยงแคลลัสเปนเวลานาน ๆ และการเปลี่ยนแปลงเปนแบบถาวร
และเปนลักษณะทางพนัธุกรรมที่ถายทอดไปยังรุนลูกได ซ่ึงลักษณนี้อาจเปนลักษณะทางกายภาพ 
(physical) และทางสัณฐาน (morphological) ก็ได (อารีย, 2541) 
 

 การชักนําใหเนื้อเยื่อโดยเฉพาะอยางยิ่งเนือ้เยื่อที่ผานขั้นตอนของแคลลัสและ somatic 
embryo มักจะยากตอการทําใหเกิดตน โดยปจจยัที่เกีย่วของกับการเกดิตนมีหลายปจจัย ไดแก อายุ 
ช้ินสวนของพชื สภาวะแวดลอม และชนิดของอาหาร ซ่ึงอาหารที่เหมาะสมสําหรับการชักนําตนนัน้ 
ควรจะมีอัตราสวนของไซโตไคนินสูงกวาออกซิน (อารีย, 2541) การชักนําเซลลออยใหพัฒนาเปน
ตนทําไดโดยนําแคลลัสชนิด compact มาเพาะเลี้ยงในอาหารสูตร MS ที่ปราศจากสาร 2,4-D และ 
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เติมน้ํามะพราว 10 % พบวา แคลลัสสามารถเจริญไปเปนตนไดภายใน 4 สัปดาห โดยใน 2 สัปดาห 
แรก บางสวนของแคลลัสจะมีการพัฒนาเปนจุดสีเขียวซ่ึงตอมาจะเจริญเปนตนแตยังไมเกิดราก เมื่อ
ตนออยมีความสูงประมาณ 1-2 เซนติเมตร นํามาแยกใหเปนกลุมเล็ก ๆ เพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร ½ 
MS ตนออยจะเกิดรากภายใน 3 สัปดาห (ภาพที่ 6) 
 
3.  การศึกษาผลของสารปฏชิีวนะ cefotaxime ตอการเจริญเติบโตของแคลลัสออยและเชื้ออะโกร
แบคทีเรียม 
  

ภายหลังการถายยีนตองมีการกําจัดเชื้ออะโกรแบคทีเรียมออกจากชิ้นพืชที่ไดรับการถายยีน
โดยสารปฏิชีวนะที่นยิมใชกนั คือ สารปฏิชีวนะ cefotaxime ซ่ึงการเติมสารปฏิชีวนะ cefotaxime ลง
ในอาหารเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพชืนั้นอาจมีผลกระทบตอการเจริญเติบโตของเนื้อเยื่อพืช ดังนั้น จึงตอง
เลือกใชระดับความเขมขนของสารปฏิชีวนะ cefotaxime ที่สามารถกําจัดเชื้ออะโกรแบคทีเรียมได
หมดและมีผลเชิงลบตอการเจริญของเนื้อเยื่อนอยที่สุด 
 

3.1  การทดสอบผลของสารปฏิชีวนะ cefotaxime ตอการเจริญเติบโตของแคลลัสออย 
 

จากการทดลองเมื่อตัดแคลลัสออยใหเปนชิน้ประมาณ 0.5 เซนติเมตร เพาะเลี้ยงบน
อาหารสูตรชักนําแคลลัส รวมกับสารปฏิชีวนะ cefotaxime ความเขมขน 0 100 200 300 400 และ  
500 มิลลิกรัมตอลิตร โดยใชแคลลัสจํานวน 15 ช้ินในแตละความเขมขน ทําการทดลอง 3 ซํ้า บันทึก
ผลโดยการนับจํานวนแคลลัสที่สามารถเจริญเติบโตตอไปไดหลังการเพาะเลี้ยงนาน 4 สัปดาห 
จากนั้นยายแคลลัสมาเพาะเลี้ยงในอาหารสูตรชักนําตน บันทึกผลการเกดิตน จากการทดลอง พบวา 
เมื่อเพาะเลีย้งนาน 4 สัปดาห แคลลัสออยทุกชิ้นสามารถเจริญเติบโตไดบนอาหารที่เติมสาร 
ปฏิชีวนะ cefotaxime ในทุกระดับความเขมขน โดยแคลลัสออยมีการขยายขนาดและปริมาณเพิ่ม 
มากขึ้น (ภาพที่ 7) เมื่อยายแคลลัสที่ไดมาเพาะเลี้ยงบนอาหารสูตรชักนาํตน พบวา แคลลัสออย
สามารถเจริญเติบโตเปนตนไดตามปกติ (ภาพที่ 8) ซ่ึงสอดคลองกับการทดลองของ Mittal et al. 
(2009) ที่พบวา การใชสารปฏิชีวนะ cefotaxime ที่ความเขมขน 500 มิลลิกรัมตอลิตร ชวยเพิ่ม 
จํานวนของ somatic embryo ของออย 2 พันธุ จากที่ทําการทดสอบทั้งหมด 3 พันธุและที่ระดับความ
เขมขนเดียวกนันี้ยังเพิ่มความสามารถในการเกิดยอด แตถาระดับความเขมขนของสารปฏิชีวนะ 
cefotaxime มากกวา 500 มิลลิกรัมตอลิตร จะสงผลใหจํานวนของ somatic embryo และ
ความสามารถในการเกิดยอดลดลง 
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ภาพที่ 6  การเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อออยพันธุกาํแพงแสน 94-13  
 

ก.  ปลายยอดออยอายุ 6-8 เดือน ที่ใชเพาะเลี้ยง 
ข.  ใบมวนชั้นในสุดหลังจากลอกกาบใบออกแลว 
ค.  เนื้อเยื่อสวนใบมวนชั้นในสุด หลังเพาะเลี้ยง 3 สัปดาห 

บนอาหารสูตรชักนําแคลลัส 
ง.  แคลลัสออยอายุประมาณ 8 สัปดาห หลังเพาะเลี้ยง 
จ.  แคลลัสออยบนอาหารสูตรชักนําตน หลังเพาะเลี้ยง 2 สัปดาห 
ฉ.  ตนออยบนอาหารสูตรชักนาํราก หลังเพาะเลี้ยง 3 สัปดาห 

 
 
 
 

ก ข ค

ฉจง 
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นอกจากนี้งานวิจัยของ Kaur et al. (2008) ก็ยืนยนัผลการทดลองในทํานองเดียวกนั คือ การเติมสาร
ปฏิชีวนะ cefotaxime ที่ระดบัความเขมขน 250-500 มิลลิกรัมตอลิตร สงเสริมการแตกหนอ เพิ่ม 
ความยาวของยอดและน้ําหนักสดของออย Danilova and Dolgikh (2004) พบวา ขาวโพดพันธุ A188 
และ F1 hybrid (A188xR91) เกิดตนมากทีสุ่ดเมื่อเพาะเลีย้งบนอาหารทีเ่ติมสารปฏิชีวนะ cefotaxime 
150 มิลลิกรัมตอลิตร นอกจากนี้ระดบัการสงเสริมของกระบวนการ morphogenesis และความ 
เขมขนของสาร cefotaxime ที่มีผลตอการเกิดยอดขึ้นอยูกับพันธุกรรมของขาวโพด Yu and Wei 
(2008) พบวา การใชสารปฏิชีวนะ cefotaxime ที่ความเขมขน 100 มิลลิกรัมตอลูกบาศกเดซิเมตร 
สงเสริมการเกิดยอดในขาวสาลี Rao et a.l (1995) พบวา การใชสารปฏิชีวนะ cefotaxime ที่ความ
เขมขน 100 มิลลิกรัมตอลิตร สงเสริมการเกิดยอดในขาวฟางเมล็ดและขาวฟางหวาน เนื่องจากสาร
ปฏิชีวนะ cefotaxime จะทําหนาที่คลายสารกระตุนการเจริญเติบโตหรือชวยลดการผลิตเอทธิลีน 
 
 3.2  การศึกษาอิทธิพลของสารปฏิชีวนะ cefotaxime ตอการเจริญเติบโตของเชื้ออะโกร
แบคทีเรียม 
 

cefotaxime เปนสารปฏิชีวนะในกลุม cephalosporins มีฤทธิ์ในการฆาเชื้อแบคทีเรียทัง้
แกรมบวกและแกรมลบ โดยเฉพาะแบคทเีรียจําพวกแกรมลบที่มีรูปรางเปนแทงโดยสารปฏิชีวนะ 
ในกลุมนี้ มีโครงสรางคลาย alanine residue จึงแยงจับกับเอนไซม transpeptidase แทน alanine 
residue ของ peptidoglycan สายแรก ทําใหยับยั้งการเกดิ cross link กับ peptidoglycan สายที่ 2 ซ่ึง 
เปนขั้นตอนสดุทายของกระบวนการสรางผนังเซลลของเชื้อแบคทีเรีย ทําใหเชื้อแบคทีเรียมีผนัง 
เซลลที่ไมสมบูรณ เอนไซมที่ถูกยับยั้งโดยยาในกลุม penicillins และ cephalosporins นี้อาจเรียกรวม
วา penicillin-binding protein (PBPs) (ปรีชาและสุทธิพร, 2549) 
 

เล้ียงเชื้ออะโกรแบคทีเรียมสายพันธุ EHA105 บนอาหารแข็งสูตร LB ที่เติมสาร
ปฏิชีวนะ kanamycin 50 มิลลิกรัมตอลิตร รวมกับสารปฏิชีวนะ cefotaxime ที่ระดับความเขมขน  
0  100  200  300  400 และ 500 มิลลิกรัมตอลิตร สังเกตการเจริญเติบโตของเชื้ออะโกรแบคทีเรียม 
พบวา เชื้ออะโกรแบคทีเรียมที่เพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร LB เติม kanamycin 50 มิลลิกรัมตอลิตร แต
ไมเติมสารปฏิชีวนะ cefotaxime เร่ิมเจริญภายใน 1 วนั หลังการเพาะเลี้ยงและเจริญปกคลุมผิวหนา
อาหารภายในเวลา 1 สัปดาห สวนในอาหารที่เติมสารปฏิชีวนะ cefotaxime 100 มิลลิกรัมตอลิตร 
เชื้ออะโกรแบคทีเรียมสามารถเจริญเติบโตไดภายหลังการเลี้ยงนาน 4 วัน และเมื่อเล้ียงตอจนครบ  
1 สัปดาห พบเชื้ออะโกรแบคทีเรียมเจริญปกคลุมทั่วผิวหนาของอาหาร สวนที่ระดับความเขมขนของ
สารปฏิชีวนะ cefotaxime 200  300  400 และ 500 มิลลิกรัมตอลิตร สามารถยับยั้งการ 
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เจริญเติบโตของเชื้ออะโกรแบคทีเรียมได (ภาพที่ 9) ซ่ึงผลดังกลาวเปนไปทํานองเดยีวกับการทดลอง
ของ Xing et al. (2008)  
 

   

   
 

ภาพที่ 7  การเจริญเติบโตของแคลลัสออยพันธุกําแพงแสน 94-13 เมื่อเพาะเลี้ยงบนอาหารแข็งสูตร 
MS ที่เติมสารควบคุมการเจริญเติบโต 2,4-D 3 มิลลิกรัมตอลิตร ซูโครส 20 กรัมตอลิตร
และน้ํามะพราว 10 % รวมกบัสารปฏิชีวนะ cefotaxime ที่ระดับความเขมขนตาง ๆ นาน 4 
สัปดาห   

 
ก.  ความเขมขนของสารปฏิชีวนะ cefotaxime   0   มิลลิกรัมตอลิตร  
ข.  ความเขมขนของสารปฏิชีวนะ cefotaxime 100 มิลลิกรัมตอลิตร  
ค.  ความเขมขนของสารปฏิชีวนะ cefotaxime 200 มิลลิกรัมตอลิตร  
ง.  ความเขมขนของสารปฏิชีวนะ cefotaxime 300 มิลลิกรัมตอลิตร  
จ.  ความเขมขนของสารปฏิชีวนะ cefotaxime 400 มิลลิกรัมตอลิตร  
ฉ.  ความเขมขนของสารปฏิชีวนะ cefotaxime 500 มิลลิกรัมตอลิตร  

 
 

ก 
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ภาพที่ 8  การเจริญเติบโตของแคลลัสออยพันธุกําแพงแสน 94-13 เมื่อเพาะเลี้ยงบนอาหารแข็งสูตร 
MS ที่เติมซูโครส 20 กรัมตอลิตรและน้ํามะพราว 10 % เพื่อชักนําตน นาน 9 สัปดาห 
ภายหลังจากเพาะเลี้ยงบนอาหารแข็งสูตร MS ที่เติมสารควบคุมการเจริญเติบโต             
2,4-D 3 มิลลิกรัมตอลิตร ซูโครส 20 กรัมตอลิตรและน้ํามะพราว 10 % รวมกับสาร
ปฏิชีวนะ cefotaxime  ที่ระดบัความเขมขนตาง ๆ นาน 4 สัปดาห     

 
ก.  ความเขมขนของสารปฏิชีวนะ cefotaxime   0   มิลลิกรัมตอลิตร  
ข.  ความเขมขนของสารปฏิชีวนะ cefotaxime 100 มิลลิกรัมตอลิตร  
ค.  ความเขมขนของสารปฏิชีวนะ cefotaxime 200 มิลลิกรัมตอลิตร  
ง.  ความเขมขนของสารปฏิชีวนะ cefotaxime 300 มิลลิกรัมตอลิตร  
จ.  ความเขมขนของสารปฏิชีวนะ cefotaxime 400 มิลลิกรัมตอลิตร  
ฉ.  ความเขมขนของสารปฏิชีวนะ cefotaxime 500 มิลลิกรัมตอลิตร  

 

ก 
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ค ข 

ฉ 



41 

 

    
 

   
 
ภาพที ่9  การเจริญเติบโตของเชื้ออะโกรแบคทีเรียม บนอาหารแข็งสูตร LB ที่เติมสารปฏิชีวนะ 

kanamycin 50 มิลลิกรัมตอลิตร รวมกับสารปฏิชีวนะ cefotaxime ที่ระดับความเขมขนตาง 
ๆ ภายหลังการ spread plate นาน 1 สัปดาห 

 
ก.  ความเขมขนของสารปฏิชีวนะ cefotaxime   0   มิลลิกรัมตอลิตร  
ข.  ความเขมขนของสารปฏิชีวนะ cefotaxime 100 มิลลิกรัมตอลิตร  
ค.  ความเขมขนของสารปฏิชีวนะ cefotaxime 200 มิลลิกรัมตอลิตร  
ง.  ความเขมขนของสารปฏิชีวนะ cefotaxime 300 มิลลิกรัมตอลิตร  
 จ.  ความเขมขนของสารปฏิชีวนะ cefotaxime 400 มิลลิกรัมตอลิตร  
ฉ.  ความเขมขนของสารปฏิชีวนะ cefotaxime 500 มิลลิกรัมตอลิตร  

 
 

ข 
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ค ก 
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4.  การศึกษาวิธีท่ีเหมาะสมในการถายยีนเขาสูแคลลัสออยโดยใช A. tumefaciens เปนพาหะ 
 

ศึกษาวิธีที่เหมาะสมสําหรับการถายยีนเขาสูแคลลัสออยพันธุกําแพงแสน 94-13 โดยใชเชื้อ 
A. tumefaciens เปนพาหะ ภายในบรรจพุลาสมิด pCAM-EPSPs 1304 มียีน gus และ mgfp5 เปนยนี
รายงานผล และยีน EPSPs เปนยีนคัดเลือก โดยวางแผนการทดลองแบบสุมอยางสมบูรณ (CRD) 
ทดสอบปจจัยที่เกี่ยวของ 2 ปจจัย คือ ความเขมขนของเชื้ออะโกรแบคทีเรียมและระยะเวลาทีใ่ชใน
การปลูกเชื้อ ตรวจสอบผลการถายยีนโดยวธีิ GUS histochemical assay หลังจากการถายยีน 7 วัน 
โดยพิจารณาจาํนวนชิน้แคลลัสที่ติดสีน้ําเงิน พบวา ในแตละทรีทเมนตมีความแตกตางกัน โดยการ
ใชเชื้อไมตองเจือจาง รวมกับระยะเวลาในการปลูกเชื้อนาน 10 นาที ใหเปอรเซ็นตจํานวนชิ้นที่ตดิสี
น้ําเงินมากที่สุด คือ 88.33 % รองลงมา คือ การไมเจือจางเชื้อรวมกับระยะเวลาในการปลูกเชื้อนาน 
40 นาที และการเจือจางเซลลแขวนลอยเชือ้ในอัตราสวน 1:10 รวมกับระยะเวลาในการปลูกเชื้อนาน 
30 นาที ซ่ึงใหเปอรเซนตจํานวนชิน้ที่ติดสนี้ําเงิน 81.67 % และ 80 % ตามลําดับ (ตารางที่ 1)เปนไป
ในทํานองเดียวกับซึ่งการทดลองของ Cheng  et al. (1997) พบวา การใชเชื้ออะโกรแบคทีเรียมความ
เขมขนสูง สงผลใหการแสดงออกของยีนแบบชั่วคราวสูงตามไปดวย  
 

เมื่อพิจารณาระดับคะแนนพืน้ที่ติดสีน้ําเงนิ พบวา ในแตละวิธีการที่ทดลองมีความแตกตาง
กันอยางมนีัยสําคัญ (ตารางที่1) โดยการเจอืจางเซลลแขวนลอยเชื้อในอัตราสวน 1:1 รวมกับ
ระยะเวลาในการปลูกเชื้อนาน 10 นาที ใหระดับคะแนนพื้นที่ติดสีน้ําเงินมากที่สุด คอื 1.55 
รองลงมา คือ การไมเจือจางเชื้อ รวมกับระยะเวลาในการปลูกเชื้อนาน 10 นาที และ การเจือจาง
เซลลแขวนลอยเชื้อในอัตราสวน 1:10 รวมกับระยะเวลาในการปลูกเชื้อนาน 30 นาที ใหระดับ
คะแนนพื้นที่ตดิสีน้ําเงินบนแคลลัส 1.43 และ 1.08 ตามลําดับ ซ่ึงแมวาการเจือจางเซลลแขวนลอย
เชื้อในอัตราสวน 1:1 รวมกบัระยะเวลาในการปลูกเชื้อนาน 10 นาที จะมีระดับคะแนนพื้นที่ติดสีน้ํา
เงินมากที่สุดแตเมื่อพิจารณารวมกับเปอรเซนตจํานวนชิน้ที่ติดสีน้ําเงนิกลับพบวามคีา 75 % ซ่ึงนอย
กวาวิธีการไมเจือจางเชื้อรวมกับระยะเวลาในการปลูกเชื้อนาน 10 นาที ที่มีจํานวนชิ้นที่ติดสีน้ําเงิน
สูงถึง 88.33 % ซ่ึงผลจาการทดลองนี้ใหผลใกลเคียงกับการทดลองของ Arencibia et al. (1998) ใช
เชื้อ A. tumefaciens สายพันธุ EHA101 ที่มีพลาสมิด pMTCA31G มีความหนาแนน 1.0 x 109 เซลล
ตอมิลลิลิตร รวมกับระยะเวลาการปลูกเชื้อนาน 10 นาที ในการถายยีนใหกับแคลลัสออยพันธุ Ja 
60-5 และการทดลองของ Enríquez-Obregón et al. (1998) ที่ใชเชื้อ A. tumefaciens สายพันธุ 
C58C1RifR ที่มีพลาสมิด pGV2260 มีคา OD620 ประมาณ 0.6 และปลูกเชื้อนาน 10 นาที ในการถาย
ยีนใหกับออยพันธุ Ja 60-5 และใกลเคียงกับงานวจิัยของ Liu et al. (2003) ที่ใชเชื้อ A. tumefaciens 
สายพันธุLBA4404 และ AGL1 ที่มีพลาสมิด pCL2, pCL3 และ pCL4 มีคา OD600 = 0.5 รวมกับการ 
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ปลูกเชื้อนาน 10 นาที ในการถายยีนใหกับแคลลัสออยพันธุ CP-384 และใหผลใกลเคียงกับงานวิจยั
ในพืชชนดิอื่น เชน Wang et al. (2003) ใชเชื้อ A. tumefaciens สายพันธุ LBA4404 ที่มี 
พลาสมิด pCAMBIA1300 ที่มีคา OD600 = 0.5 รวมกับการปลูกเชื้อนาน 10 นาที ในการถายยีนใหกับ
ใบยาสูบ และงานวิจยัของวจิิตราและคณะ (2549) ใชเชื้อ A. tumefaciens สายพันธุ ABI ที่มี 
พลาสมิด pMON51744 มีคา OD600 = 1 รวมกับการ sonication นาน 80 วินาที หรือการ vortex นาน 5 
และ 10 นาที ในการถายยนีใหกับโซมาติคเอมบริโอมะละกอ  
 

 ดังนั้นปจจัยที่เหมาะสมสําหรับการถายยีนเขาสูแคลลัสออยโดยอาศัยเชื้ออะโกรแบคทีเรียม 
คือ การใชเช้ือที่มีคา OD600~0.8-1โดยไมเจือจางเชื้อ รวมกับระยะเวลาในการปลูกเชื้อนาน 10 นาที 
เหมาะสมสําหรับใชในการถายยีนเขาสูออยพันธุกําแพงแสน 94-13 โดยใหเปอรเซนตจํานวนชิ้นที่ติด
สีน้ําเงินเมื่อตรวจสอบแสดงออกแบบชั่วคราวของยีน gus สูงที่สุดถึง 88.33 % และมีระดับคะแนน
พื้นที่ติดสีน้ําเงิน 1.43 จากคาคะแนนเต็ม 9 
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ตารางที่ 1  การตรวจสอบการแสดงออกของยีน gus แบบชั่วคราว (transient expression) โดยวิธ ีGUS 
histochemical assay บนแคลลัสออย พันธุกําแพงแสน 94-13 ท่ีไดรับการถายยีนโดยใช 
เชื้ออะโกรแบคทีเรียม สายพันธุ EHA105 ซึ่งภายในบรรจุพลาสมิด pCAM-EPSPs 1304 โดยใช
ความเขมขนของเชื้อและระยะเวลาในการปลูกเชื้อตาง ๆ 

 
ความเขมขนของสาร

แขวนลอยเชื้อ 
ระยะเวลาปลูกเชื้อ 

(นาที) 
จํานวนชิ้นที่ติดสีน้ําเงิน 

(เปอรเซ็นต) 
ระดับคะแนนพื้นที่     

ที่ติดสีน้ําเงิน 
1:0 10 88.33 1.43 ab1/ 

 20 70.00 0.85 a-f 
 30 66.67 0.96 a-e 
 40 81.67 1.03 a-d 

1:1 10 75.00 1.55 a 
 20 66.67 0.78 a-f 
 30 66.67 0.91 a-e 
 40 31.67 0.38 efg 

1:10 10 55.00 0.75 b-g 
 20 55.00 0.56 c-g 
 30 80.00 1.08 abc 
 40 43.33 0.48 c-g 

1:20 10 41.67 0.56 c-g 
 20 46.67 0.91 a-g 
 30 51.67 0.51 c-g 
 40 35.00 0.40 efg 

1:50 10 38.33 0.53 c-g 
 20 38.33 0.46 d-g 
 30 55.00 0.71 c-g           
 40 36.67 0.46 efg           

1:100 10 55.00 1.00 a-e 
 20 28.33 0.28 fg 
 30 40.00 0.40 efg 
 40 21.67 0.217 g 

 

1/คาเฉลี่ยตามดวยตัวอักษรท่ีเหมือนกันในคอลัมนเดียวกันไมมีความแตกตางกันทางสถิติตามการวิเคราะห
แบบ LSD ท่ี ระดับความเชื่อมั่น 95% 
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5.  การถายยีน EPSPs เขาสูแคลลัสออยพันธุกําแพงแสน 94-13 โดยใชอะโกรแบคทีเรียม 
 

จากการถายยนี EPSPs เขาสูแคลลัสออยโดยใชอะโกรแบคทีเรียม ซ่ึงมีพลาสมิด pCAM-
EPSPs 1304 เปนพาหะ เมื่อนํามาเพาะเลี้ยงบนอาหารคัดเลือกซึ่งประกอบดวยอาหารแข็งสูตรชักนํา
ตน ที่เติมสารปฏิชีวนะ cefotaxime 200 มิลลิกรัมตอลิตร รวมกับสารไกลโฟเสท 0.5 mM เปลี่ยน
อาหารทุก 2 สัปดาห พบวาภายหลังการเพาะเลี้ยงนาน 1 เดือน ไดแคลลัสที่สามารถรอดชีวิตบน
อาหารคัดเลือก จํานวน 10 โคลน สวนแคลลัสที่ไมไดรับการถายยีนจะตาย (ภาพที่ 10) 
 

เมื่อนําแคลลัสออยที่รอดชีวติบนอาหารคดัเลือกมาชักนาํใหเกิดตนบนอาหารแข็งสูตรชักนํา
ตน นาน 1 เดอืน พบวา แคลลัสมีสีเหลืองออนตามปกติ แตไมสามารถชักนําใหเกดิเปนตนได ซ่ึงอาจ

เกิดจากหลายสาเหตุดวยกนั ไดแก อายุของแคลลัสที่เพิ่มขึ้นเรื่อย ๆ Wang et al. (2005) ตั้งขอสังเกต
วา การ sub-culture เปนเวลานาน สงผลใหความสามารถในการชักนําใหเกิดตนภายหลังการถายยีน
ลดลง หรือระบบการการชักนําใหเกิดตนภายหลังการถายยีนไมเหมาะสม สุมนา (2550) ไมสามารถ
ชักนําใหเกดิตนจากแคลลัสหญารูซ่ีไดเลย หลังจากถายยนีดวยเชื้ออะโกรแบคทีเรียม โดยแนะนําวา
ตองมีการศึกษาและพัฒนาวธีิการชักนําใหเกิดตนอยางมปีระสิทธิภาพภายหลังการถายยีน เชน การ
พัฒนาองคประกอบของสูตรอาหารชักนําตนภายหลังการถายยีน หรือการเลือกใชช้ินสวนพืชที่
เหมาะสมสําหรับการถายยีนและสามารถชักนําใหเกดิตนไดดีกวาการใชแคลลัส  
เปนตน 

 
Xu et al (2008) รายงานวา การใชสารควบคุมการเจริญเตบิโตที่ความเขมขนที่เหมาะสม 

สามารถชวยแกไขปญหาการไมเกิดตนของแคลลัสที่ผานการถายยนีได 
 

Rafat et al. (2010) พบวา ปญหาหลักของการถายยีนเขาสูพืชโดยใชอะโกรแบคทีเรียม คือ  
การเกิดเปนตนของชิ้นพืชหลังการ co-cultivation โดยการเกิดเปนตนหลังการ co-cultivation มีความ
ตองการสารควบคุมการเจรญิเติบโตแตกตางจากชิ้นเนือ้เยื่อที่ไมไดผานการ co-cultivation ดวยอะ
โกรแบคทีเรียม จากการทดลองหลังการถายยีนเขาสูกะหลํ่าปลี พันธุ KY Cross ดวยอะโกร
แบคทีเรียม 2 สายพันธุ (C58 และ GV2260) พบวา เมื่อเพาะเลี้ยงชิน้พชื ( hypocotyls และ shoot tip) 
บนอาหารที่เตมิ BAP ความเขมขน 2 มิลลิกรัมตอลิตร มีเปอรเซ็นตการเกิดยอด จํานวนยอดตอช้ิน 
และ เปอรเซ็นตยอดที่ผานการถายยีน สูงทีสุ่ด เมื่อถายยีนดวยอะโกรแบคเรียมทั้ง 2 สายพันธุ ในขณะ
ที่การเพาะเลีย้งชิ้นพืชที่ไมไดรับการถายยนี จะใช BAP ที่ความเขมขน 1 มิลลิกรัมตอลิตร โดยระบบ
การชักนําใหเกิดตนภายหลังการ co-cultivation ที่เหมาะสมจะเพิ่มประสิทธิภาพ 



46 
 

 

การเกิดตนใหมของเซลลที่ผานการถายยนี ดังนั้น การเพิม่ความเขมขนของฮอรโมนอาจจะสําคัญใน
พืชบาง species เพื่อการเกิดตนหลัง co-cultivation ดวยอะโกรแบคทีเรียม   
 

Li-Li et al. (2011) ศึกษาการถายยีนเขาสูขาวสาลีโดยใชอะโกรแบคทีเรียม พบวาปญหาที่
สําคัญที่สุด คือ ประสิทธิภาพการเกิดตนในระบบเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อขาวสาลีภายหลังการถายยีนมีคาต่ํา 
จากการทดลอง พบวา immature embryos ของขาวสาลีทั้ง 20 พันธุ จาก 29 พันธุ หลังการถายยีนโดย
ใชอะโกรแบคทีเรียม มีความสามารถในการเกิดตน 0.1-24.9 % จากนัน้ศึกษาผลของสารควบคุมการ
เจริญเติบโตกลุมออกซิน ไดแก 2,4-D และ dicamba ตอการชักนําแคลลัสและการเกดิเปนตนหลังการ
ถายยีน พบวา พันธุที่ตางกันจะมีการตอบสนองตอสารกลุมออกซินตางกันโดยเมื่อใช dicamba แทน 
2,4-D จะเพิ่มความสามารถในการชักนําแคลลัสและความถี่ของการเกิดตนภายหลังการถายยีน หรือ
ขึ้นอยูกับ genotype และแหลงที่มาของชิ้นพืช (Li-Li et al., 2011) และผลของสารปฏิชีวนะ โดย 
Rafat et al. (2010) พบวา การบุกรุกของเชื้ออะโกรแบคทีเรียมและสารปฏิชีวนะ hygromycin B 
อาจจะมีผลตอความสามารถในการเกิดตน หรือสารไกลโฟเสทที่ใชในอาหารคัดเลือก เชน Tong et 
al. (2010) รายงานวาปญหาที่พบบอย คือ เมื่อมีการใชสารไกลโฟเสทในอัตราสูงระหวางการชักนาํ
ใหเกิดตน จะสงผลใหมีอัตราการเกิดตนต่ํา และเปนการยากที่จะชักนาํใหเกิดตนโดยผาน
กระบวนการ somatic embryogenesis เมื่อเพาะเลี้ยงในอาหารที่เติมสารไกลโฟเสท เขมขน 1 mM 
หรือสูตรอาหารที่ใชในการชกันําตนภายหลังการถายยีนไมเหมาะสม หรือความสามารถในการ
ทํางานของโปรโมเตอรที่ควบคุมการแสดงออกของยีน 
 

ซ่ึงสอดคลองกับหลายการทดลองที่ไมสามารถชักนําใหเกิดตนไดภายหลังการถายยนีหรือมี
ความสามารถในการเกิดตนต่ํา เชน Zhou et al.(1995) รายงานวา เมื่อนําแคลลัสขาวสาลีที่ผานการ
ถายยีนมาเพาะเลี้ยงบนอาหารคัดเลือกที่เตมิสารไกลโฟเสท ความเขมขน 0.1 mM มีเพียง 0.15 % ของ
แคลลัสที่รอดชีวิตบนอาหารคัดเลือกจะสามารถผลิตขาวสาลีที่ตานทานตอสารไกลโฟเสทได 

 
Zhao et al. (2006) ถายยีนเขาสูฝายพันธุ Zhongmian 35โดยใชอะโกรแบคทีเรียม สายพันธุ 

LBA4404 พบวา สามารถชักนําใหเกิดยอดจาก hypocotyl ที่ไดรับการถายยีนจํานวน 40 ยอด จาก
เนื้อเยื่อที่ผานการถายยีน 1,790 ช้ิน หลังจากเพาะเลี้ยงในอาหารสูตรชักนําแคลลัสที่เติมสารไกลโฟ
เสท ความเขมขน 500 μM  
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Tyagi et al. (2007) รายงานวา การใชสาร 2,4-D ที่ความเขมขน 2 มิลลิกรัมตอลิตร และ BAP 
ความเขมขน 1.5 มิลลิกรัมตอลิตร เหมาะสมสําหรับชักนาํแคลลัสและการเกิดเปนตนของขาวพันธุ 
ADT39 และ การใชความเขมขนของสาร augmentin ที่ความเขมขนสูง เหมาะสมที่สุดสําหรับการ
กําจัดเชื้ออะโกรแบคทีเรียม ซ่ึงสงผลใหมีประสิทธิภาพการถายยีน เทากับ 22.2 % และความเขมขน
ของสารที่ใชกําจัดเชื้ออะโกรแบคทีเรียม เชน cefotaxime, carbenicillin, augmentin เปนตน ใน
ระดับสูง ๆ อาจจะลดความสามารถในการเกิดตนของแคลลัส เนื่องจากสารปฏิชีวนะเหลานี้ มี
โครงสราง คลายกับสารควบคุมการเจริญเตบิโตในกลุมออกซินและเมื่อใชรวมกับสาร 2,4-D อาจเปน
สาเหตุที่ทําใหความสามารถในการเกิดเปนตนลดลง จากการทดลองของพวกเขา พบวา การลด
ระยะเวลาการเพาะเลี้ยงรวมกับสารปฏิชีวนะที่ใชกําจัดเชื้ออะโกรแบคทีเรียมลงสามารถเพิ่ม
ความสามารถในการเกิดเปนตนของแคลลัสหลังการถายยีนได 
 

Roudsari et  al. (2009) รายงานวา หลังการทดลองถายยีนหลายครั้งโดยการใชพลาสมิด 
pKCZ ภายในบรรจุยีน EPSPs ภายใตสภาวะที่เหมาะสมเขาสูพลาสติดของยาสูบ แตไมสามารถชักนํา
ใหเกิดตนยาสบูที่ตานทานตอสารไกลโฟเสทบนอาหารคัดเลือกที่เติมสารไกลโฟเสทในทุก ๆ ความ
เขมขนที่ทดสอบ เนื่องจากสารไกลโฟเสททําใหพลาสตดิเกิดความเสียหาย (รางแหของไทลาคอยด
และเยื่อหุมเซลลจะแตกสลาย) ดังนั้นพวกเขาจึงแนะนําวา ควรวางเพาะเลี้ยงพลาสติด  
2 สัปดาห กอนที่จะเพาะเลี้ยงบนอาหารคัดเลือกและพัฒนาระบบเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อใหสมบูรณเพื่อ
สามารถชักนําใหเกิดตนที่สมบูรณได 
 

Joyce et al. (2010) รายงานวา ไมสามารถชักนําใหแคลลัสออยเกิดเปนตนไดหลังจากการ
ถายยีนโดยใชเชื้ออะโกรแบคทีเรียม สายพนัธุ LBA4404-pCAMBIA1305.1 และ AGL1-pWB-
Vec10a ซ่ึงการที่ไมสามารถชักนําใหเกดิตนไดนัน้อาจมสีาเหตุเนื่องมาจากพันธุออยที่ใช หรือ 
CaMV35S promoter ที่ทําใหมีการแสดงอกของยีน hph นอย แต Arencibia et al. (1998) ประสบ
ความสําเร็จในการถายยีนเขาสูออยโดยใชยนี hph ที่มี CaMV35S promoter พวกเขาจงึทดลองเปลี่ยน
มาใชพลาสมิด pPJub2 ที่มียีน nptII ภายใตการควบคุมของ ubi-l promoter พบวา แคลลัสออยที่
ตานทานตอสารปฏิชีวนะ kanamycin และมีการแสดงออกของยีน gus เมื่อนํามาชักนําตน พบวา มี
เปอรเซนตการเกิดตนต่ําอยูในชวง 0.8-4.8 %  
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Basnayake et al. (2011) รายงานวา แคลลสัออยพันธุ KQ228 ที่ผานการถายยีนมี
ความสามารถในการเกิดตนเพียง 30 % บนอาหาร MSCo ที่เติมสารปฏิชีวนะ geneticin ความเขมขน 
50 มิลลิกรัมตอลิตรและพบวา การเกดิตนจะเพิ่มขึน้ 72-82 % เมื่อลดความเขมขนของสารปฏิชีวนะ 
geneticin ลงเหลือ 25 มิลลิกรัมตอลิตร 
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ภาพที่ 10  ขั้นตอนในการถายยีนเขาสูออยดวยเชื้ออะโกรแบคทีเรียมโดยใช 

    เวกเตอร pCAM-EPSPs 1304 
 

 ก.  ลักษณะของแคลลัสที่ใชสําหรับถายยีน 
 ข.  ขั้นตอนการ inoculation ในการถายยีนเขาสูแคลลัสออยดวยเชื้ออะโกรแบคทีเรียม 
 ค.  ยายแคลลัสวางซับเชื้ออะโกรแบคทีเรียมสวนเกินออกบนกระดาษซับ 
       ที่นึ่งฆาเชื้อแลว 
 ง.  ยายแคลลัสวางบนอาหารสูตรชักนําแคลลัสที่เติมสาร acetosyringone  
       ความเขมขน 200 ไมโครโมลาร 
 จ.  ลักษณะแคลลลัสออย ภายหลังการถายยีนหลังเพาะเลี้ยงบนอาหารคัดเลือก 
      เปนเวลา 1 เดือน 
 ฉ.  ลักษณะแคลลัสออยที่ไมไดรับการถายยีนหลังเพาะเลี้ยงบนอาหารคัดเลือก 
       เปนเวลา 1 เดือน 

 
 
 
 
 

ข 

ฉ  ง 

ค ก 
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6.  การตรวจวิเคราะหออยท่ีไดรับการถายยีน 
 

6.1  การตรวจสอบการมีอยูของยีนดวยเทคนิค Polymerase Chain Reaction (PCR) 
 

สกัดดีเอ็นเอจากแคลลัสออยที่สามารถเจริญไดบนอาหารคัดเลือกและแคลลัสออยที่
ไมไดรับการถายยีน นําดีเอน็เอที่สกัดไดมาตรวจสอบผลการถายยีนดวยเทคนิคพีซีอาร โดยใชไพร
เมอรที่จําเพาะตอยีน EPSPs จากนั้นนําผลผลิตจากปฏิกิริยาพีซีอารมาแยกขนาดดีเอ็นเอดวยวิธี 
electrophoresis ในอะกาโรสเจล 0.8 เปอรเซ็นต จากผลการตรวจสอบพบแถบดีเอ็นเอของยีน EPSPs 
ขนาด ประมาณ 1,600 คูเบส (ภาพที่ 11) ซ่ึงจากการตรวจสอบแคลลัสออยที่คาดวาไดรับการถายยีน 
จํานวน 10 โคลน พบโคลนที่มียีน EPSPs จํานวน 5 โคลน 
 

สําหรับโคลนที่ตรวจสอบดวยเทคนิคพีซีอารแลวไมพบยีน EPSPs จํานวน 5 โคลน คิด
เปน 50 เปอรเซ็นต ซ่ึงการที่แคลลัสสามารถเจริญเติบโตไดบนอาหารคดัเลือกนั้น อาจเกิดจาก
ระหวางการคดัเลือกแคลลัสบางสวนที่อยูดานบนไมไดสัมผัสกับอาหารคัดเลือกโดยตรง ทําใหเซลล
ที่ไมไดรับการถายยีนและไมไดสัมผัสกับอาหารคัดเลือกมีการเจริญเตบิโตเชนเดยีวกับเซลลที่ไดรับ
การถายยีน ซ่ึงระบบการถายยีนสวนใหญมกัพบปญหาการ escape ของเนื้อเยื่อที่ไมไดรับการถายยีน 
ในหลาย ๆ การทดลอง เชน Wang et al. (2005) ไดถายยนี TSase เขาสูออยโดยใชอะโกรแบคทีเรียม 
สายพันธุ EHA105 ซ่ึงมียีน bar เปนยีนคัดเลือก เมื่อตรวจสอบพืชที่ผานการถายยนีดวยเทคนิคพีซี
อาร พบวา 70 % ของตนที่ไดมาจากแคลลัสที่คาดวาไดรับการถายยีน ไมปรากฏแถบดีเอ็นเอเมื่อ
ตรวจสอบดวยเทคนิคพีซีอาร เชนเดยีวกับ Wang et al.(2009) ที่รายงานวา มีออยที่ผานการถายยนี 
จํานวน 2 จาก 19 ตน ที่แสดงแถบดีเอ็นเอของยีน nptII และ Kalunke et al. (2009) ไดถายยีน 
CrylAa3 เขาสูออยโดยใชอะโกรแบคทีเรียม สายพันธุ EHA105 และมยีีน nptII เปนยนีคัดเลือก 
ตรวจสอบพืชที่ผานการถายยีนดวยเทคนิคพีซีอาร พบวา มีพืชที่ผานการถายยีน 12 จาก 44 ตน ที่
แสดงแถบดีเอน็เอของยีน CrylAa3 พวกเขา รายงานวา การที่ไมปรากฏแถบดีเอ็นเอในตนพืชที่ผาน
การถายยีนบางตนนั้น อาจเนื่องมาจาก ความเขมขนของสารคัดเลือกที่ใชนอยเกินไป 
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สวน Jing-Sheng et al. (2008) ตรวจสอบตนออยที่ผานการถายยีนดวยเทคนิค nested 
PCR พบวา ตนออย 9 ตน จากทั้งหมด 207 ตน ปรากฏแถบดีเอ็นเอของยีน CryIA(c) ที่มีตนที่เกิดการ 
escape มากเนือ่งจากทําการคัดเลือกแคลลัสหลังการถายยีนลาชา จึงทําใหแคลลัสตั้งตัวไดกอนที่จะ
เพาะเลี้ยงบนอาหารคัดเลือก 

 
6.2  การยืนยันการมีอยูของยนี EPSPs ในแคลลัสออยที่คาดวาไดรับการถายยีนโดยเทคนิค 

Southern PCR hybridization 
 

การตรวจสอบการมีอยูของยนี EPSPs ในจโีนมของออย โดยตรวจสอบกับแคลลัสออย
ที่คาดวาไดรับการถายยีน โคลนที่ 1-9 ซ่ึงจากผลผลิตของปฏิกิริยาพีซีอาร พบแถบดีเอน็เอของยีน 
EPSPs ขนาดประมาณ 1,600 คูเบส ในโคลนที่ 4  5  6  8 และ 9 (ภาพที ่11ก) จากนั้นยายดเีอ็นเอจาก
เจลลงบนแผนไนลอนเมมแบรน และตรวจสอบผลดวยเทคนิค Southern PCR hybridization โดยการ
ไฮบริไดซดวยดีเอ็นเอตรวจสอบของยีน EPSPs ที่ติดฉลากดวยสารไรรังสี digoxigenin (DIG) 
จากนั้นตรวจสอบผลโดยนําเมมแบรนไปทาบกับแผนฟลม X-ray นาน 60 นาที ซ่ึงหากมีการเขาคูกัน
ระหวางดีเอ็นเอตรวจสอบกบัดีเอ็นเอที่เปนผลผลิตของปฏิกิริยาพีซีอาร จะปรากฏแถบสีดําบน
แผนฟลม จากผลการทดลอง พบวา เกดิแถบสีดําบนแผนฟลม ตรงกับแถบดีเอ็นเอขนาดประมาณ 
1,600 คูเบส ของยีน EPSPs (ภาพที่ 11ข) ซ่ึงใหผลเหมือนกับดีเอน็เอเปรียบเทียบทีใ่ช คือ พลาสมิด 
pCAM-EPSPs 1304 (positive control) และไมพบแถบสีดําในแคลลัสที่ไมไดรับการถายยีนและน้ํา
กล้ัน (negative control) ซ่ึงเปนการยืนยันวาเปนยีน EPSPs จริงและอาจสามารถสอดแทรกเขาไปรวม
กับจีโนมของออยได 

 
6.3  การตรวจสอบการมีอยูของยีน EPSPs ดวยเทคนิค dot blot hybridization 

 
นําจีโนมิคดีเอน็เอของแคลลัสที่มีชีวิตรอดบนอาหารคัดเลือกมาตรวจสอบดวยเทคนิค 

dot blot hybridization โดยการหยดดีเอ็นเอลงบนไนลอนเมมเบรน ตรวจสอบโดยใชดเีอ็นเอ
ตรวจสอบของยีน EPSPs ที่ติดลากดวยสารไรรังสี digoxigenin (DIG) แลวนําไปตรวจสอบผลโดย 
นําไนลอนเมมเบรนไปประกบกับแผนฟลม X-ray ซ่ึงการตรวจสอบนี้ใชดีเอ็นเอจากออยที่ไมไดรับ
การถายยีนเปน negative control และดีเอน็เอที่ไดจากพลาสมิด pCAM-EPSPs 1304 เปน positive 
control 
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จากการทดลองไดสกัดดเีอ็นเอจากแคลลัสออยที่คาดวาไดรับยีน แลวนาํมาตรวจสอบ
การมีอยูของยนี EPSPs โดยทําการ hybridization กับดีเอน็เอตรวจสอบของยีน EPSPs ซ่ึงหากมีการ
เขาคูกันระหวางดีเอ็นเอที่สกัดไดกับดีเอน็เอตรวจสอบจะใหผลเปนสญัญาณสีดําบนแผนฟลม จาก
การทดลอง พบวา ปรากฏจดุสัญญาณสีดําบนแผนฟลมเมื่อตรวจสอบดวยดีเอ็นเอตรวจสอบของยนี 
EPSPs ในโคลนที่ 1  2  3  4  5  6 และ 7 (ภาพที ่12) ซ่ึงโคลนที่ 4  5 และ 6 ใหผลสอดคลองกับผล
การทําปฏิกิริยาพีซีอาร และผลของ Southern PCR hybridization แสดงวายนีที่ถูกถายเขาไปไป
รวมตัวกับจีโนมของออยไดอยางถาวร สวน N2 ซ่ึงเปนพืชที่ไมไดรับการถายยีนปรากฏจุดสัญญาณ 
อาจมีสาเหตุมาจากขั้นตอนการลางเมมเบรนดวย สารละลาย low stringency buffer และ high 
stringency buffer มีความเขมขนของสาร SSC นอยเกินไป ทําใหไมสามารถลาง 
โพรบที่ไมจําเพาะเจาะจงออกไดหมด สวนในโคลนที่ 1  2 และ 3 ไมปรากฏแถบสีดําบนแผนฟลม
เมื่อตรวจสอบดวยเทคนิค Southern PCR hybridization แตปรากฏจุดสัญญาณสีดําเมือ่ทํา dot blot 
hybridization อาจมีสาเหตุมาจาก อุณหภูมทิี่ใชสําหรับขั้นตอน hybridization สูงไมเพียงพอทําให
ความจําเพาะเจาะจงของโพรบลดลง และในโคลนที่ 8 และ 9 ปรากฏแถบสีดําบนแผนฟลมเมื่อ
ตรวจสอบดวยเทคนิค Southern PCR hybridization แตไมปรากฏจุดสัญญาณสีดําเมื่อทํา dot blot 
hybridization อาจมีสาเหตุมากจากความเขมขนของดีเอ็นเอที่ใชอาจมีความเขมขนไมเพียงพอ 
เนื่องจากไมไดวัดความเขมขนของดีเอ็นเอกอนที่นํามาทํา dot blot hybridization ทําใหในแตละ
ตัวอยางทีน่ํามา dot blot มีความเขมขนของดีเอ็นเอไมเทากัน 
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ภาพที่ 11  ผลการตรวจสอบการมีอยูของยนี EPSPs จากแคลลัสออยที่ไดรับการถายยีนโดยใชเชื้อ 

อะโกรแบคทีเรียม สายพันธุ EHA105 เปนพาหะ ดวยเทคนิคพีซีอาร (ก) และ 
Southern/PCR blot (ข)โดยใชไพรเมอรที่จาํเพาะกับยีน EPSPs ไดแถบดีเอ็นเอขนาด
ประมาณ 1,600 คูเบส โดยทําปฏิกิริยาไฮบริไดเซซั่นกับดีเอ็นเอตรวจสอบของยีน EPSPs 
 
M    : ดีเอ็นเอมาตรฐาน (1 kb ladder DNA marker) 
N1    : น้ํากลั่น (negative control) 
N2    : ดีเอ็นเอที่สกัดไดจากแคลลัสออยที่ไมไดรับการถายยีน (negative control) 
1-9         : ดีเอ็นเอจากแคลลัสออยที่คาดวาไดรับการถายยีน 
P            : พลาสมิด pCAM-EPSPs 1304 (positive control) 

N1 5 4 N2 3 2 1 6 8 7 P9

1,600 คูเบส 

ก 

ข 

1,600 คูเบส 

M N1 5 4 N2 3 2 1 6 8 7 P9
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ภาพที่ 12  การตรวจสอบการมีอยูของยีน EPSPs อยางถาวรดวยเทคนิค dot blot hybridization ใน   

แคลลัสที่คาดวายนีไดรับการถายยีนโดยใชอะโกรแบคทีเรียมเปนพาหะ 
  

N1  : น้ํากลั่น (negative control) 
N2  : ดีเอ็นเอที่สกัดไดจากแคลลัสออยที่ไมไดรับการถายยีน (negative control) 
1-9 : ดีเอ็นเอจากแคลลัสออยที่คาดวาไดรับการถายยีน 
P  : พลาสมิด pCAM-EPSPs 1304 (positive control) 
 

 

N1 

P 

4 2 3 

9 

N2 

7 

1 

8 5 6 
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สรุปและขอเสนอแนะ 
 

สรุป 

 
1.  การใชสารปฏิชีวนะ cefotaxime ที่ระดบัความเขมขนสูงสุด 500 มิลลิกรัมตอลิตร ไมมี 

ผลดานลบตอการเจริญเติบโตของแคลลัสและการพัฒนาของแคลลัสไปเปนตนออย ดังนั้นจึง 
สามารถใชสารปฏิชีวนะ cefotaxime ในการกําจัดเชื้ออะโกรแบคทีเรียมภายหลังการถายยีนเขาสู 
ออยได  

 
2.  การใชสารปฏิชีวนะ cefotaxime ที่ความเขมขนตั้งแต 200 มิลลิกรัมตอลิตรขึ้นไป 

สามารถยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้ออะโกรแบคทีเรียมไดอยางมีประสิทธิภาพ 
 
3.  สําหรับปจจัยที่เหมาะสมสําหรับการถายยีนโดยอาศยัเชื้ออะโกรแบคทีเรียม พบวา การ 

ใชเชื้อที่มีคา OD 600~0.8-1 โดยไมเจือจางเชื้อรวมกับระยะเวลาในการปลูกเชื้อนาน 10 นาที  
เหมาะสมสําหรับใชในการถายยีนเขาสูออยพันธุกําแพงแสน 94-13 โดยใหเปอรเซน็ตจํานวนชิ้นที่ 
ติดสีน้ําเงินเมือ่ตรวจสอบการแสดงออกแบบชั่วคราวของยีน gus สูงที่สุดถึง 88.33% และมีระดับ
คะแนนพื้นที่ตดิสีน้ําเงิน 1.43 จากคาคะแนนเต็ม 9  

 
4.  การถายยีน EPSPs เขาสูแคลลัสออยโดยใชอะโกรแบคทีเรียม สายพนัธุ EHA105 ที่มี 

พลาสมิด pCAM-EPSPs 1304 พบวา มีแคลลัสที่สามารถรอดชีวิตบนอาหารคัดเลือก จาํนวน 10 
โคลน และเมือ่คัดเลือกแคลลัสที่ไดมาตรวจสอบผลการถายยีนดวยเทคนิคพีซีอาร พบ โคลนที่มียีน 
EPSPs จํานวน 5 โคลน เมื่อนําโคลนที่ไดทั้งหมดมายนืยันผลโดยวธีิ Southern PCR hybridization 
และ dot blot hybridization ดวยดเีอ็นเอตรวจสอบสําหรับยีน EPSPs พบวา มียนี EPSPs อยูจริงและ
สอดแทรกเขาไปในจีโนมของออยได 
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ขอเสนอแนะ 
 

แมวาการศึกษาในครั้งนี้จะไมสามารถชักนําใหเกิดตนจากแคลลัสออยดัดแปลงพนัธุกรรม 
ได ซ่ึงเปนขั้นตอนที่มีความสําคัญมากสําหรับการสรางพืชดัดแปลงพนัธุกรรรม แตการทดลองครั้ง 
นี้ก็ประสบความสําเร็จในการถายยีนเขาสูออยซ่ึงสามารถใชเปนพื้นฐานสําหรับการถายยีน โดย
จะตองมีการศกึษาและพัฒนาระบบการคัดเลือก หรือระบบการชักนําใหเกิดตนภายหลังการถายยีน
แกแคลลัสออยใหมีประสิทธิภาพยิ่งขี้น
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การเตรียม competent cell ของเชื้อ A. tumefaciens สําหรับการทํา electroporation 
 

นําโคโลนีเดี่ยวของเชื้ออะโกรแบคทีเรียม สายพันธุ EHA105 มาเลี้ยงในอาหารเหลว 2X-
YT ปริมาตร 5 มิลลิลิตร ที่อุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส เขยาดวยความเรว็ 250 รอบตอนาที นาน 16 
ช่ัวโมง นําเชื้อที่เล้ียงไวปริมาตร 1 มิลลิลิตร มาเลี้ยงตอในอาหาร 2X-YT ปริมาตร 100 มิลลิลิตร 
ที่อุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส เปนเวลา 3 ช่ัวโมง หรือมีคา OD600 ประมาณ 0.25-0.3 ปนตกตะกอน
ที่ 8,000 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส นาน 15 นาที ละลายตะกอนเซลลใน 10 % 
sterile glycerol ที่แชเยน็ปริมาตร 100 มิลลิลิตร แชน้ําแขง็เปนเวลา 30 นาที จากนั้นนาํมา
ตกตะกอนเซลลดวยความเร็ว 8,000 รอบตอนาที ที่อุณหภมูิ 4 องศาเซลเซียส นาน 15 นาที ละลาย
ตะกอนเซลลใน 10 % sterile glycerol ที่แชเย็นปริมาตร 2 มิลลิลิตร แบงใสหลอด หลอดละ 120 
ไมโครลิตร ทําใหเซลลแข็งอยางรวดเรว็ในไนโตรเจนเหลว เก็บเซลลไวที่ -80 องศาเซลเซียส 
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