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สารบัญ 
 

หนา 
สารบัญ (1) 
สารบัญตาราง (2) 
สารบัญภาพ (4) 
คําอธิบายสัญลักษณและคํายอ (7) 
คํานํา 1 
วัตถุประสงค 3 
ตรวจเอกสาร 4 
อุปกรณและวิธีการ 28 
 อุปกรณ 28 
 วิธีการ 38 
ผลและวิจารณ 62 
สรุป 121 
เอกสารและสิ่งอางอิง 123 
ภาคผนวก 138 
  
  
  
  
  

 



 (2) 

สารบัญตาราง 
 

ตารางที่  หนา 
1 เอนไซมตัดจําเพาะและบัฟเฟอรที่ใชเพื่อตรวจสอบความถูกตองของ 

พลาสมิด pCAMBIA1301aACO1 และ pCAMBIA 13121aACO2 จากเซลล
แบคทีเรียเจาบาน 

 
 

53 
2 น้ําหนกัสดของ PLBs ของกลวยไมสกุลหวายพันธุ บอม17 เมื่อเพาะเลีย้งใน

อาหารเหลวสตูร VW ที่เติมน้ํามะพราว 15 เปอรเซ็นต น้าํตาลซูโครส 0  1  
และ 2 เปอรเซ็นต บนเครื่องเขยา โดยใชความเร็วรอบ 100 รอบตอนาที ใน
สภาพที่ใหแสง 55 ไมโครโมลตอตารางเมตรตอวินาท ีนาน 16 ช่ัวโมง ตอวัน
อุณหภูมิ 25±2 องศาเซลเซียส นาน 4 สัปดาห 

 
 
 
 

64 
3 น้ําหนกั PLBs ที่เพิ่มขึ้นเฉลี่ยตอช้ิน เปอรเซ็นตน้ําหนกัทีเ่พิ่มขึ้นเทียบกบั

น้ําหนกัเริ่มตน และเปอรเซน็ตจํานวนชิ้นที่เกิด PLBs ใหมเฉลี่ยของ tTCLs ที่
ไดจาก PLBs ของกลวยไมสกุลหวาย พันธุ บอม17 ที่เพาะเลี้ยงในอาหาร 2 
ชนิดคืออาหารแข็งและอาหารเหลวสูตร VW ที่เติม BA  5 ไมโครโมลาร  
น้ํามะพราว 15 เปอรเซ็นตน้ําตาลซูโครส 20 กรัมตอลิตร และเติมวุน 6.5 กรัม
ตอลิตรสําหรับอาหารแข็ง pH 4.9 เพาะเลี้ยงในสภาพทีใ่หแสง 28 ไมโครโมล
ตอตารางเมตรตอวินาท ีนาน 16 ช่ัวโมงตอวัน อุณหภูมิ 25±2 องศาเซลเซียส 
นาน 4 สัปดาห 

 
 
 
 
 
 
 

69 
4 เปอรเซ็นตการตายของชิ้น tTCL ของกลวยไมสกุลหวายพันธุ เอียสกุล ที่

เพาะเลี้ยงบนอาหารสตูร VW ที่เติมสารปฏิชีวนะ hygromycin B ความ
เขมขนแตกตางกัน 8 ระดับ ในหองเพาะเลีย้งควบคุมที่ใหแสงประมาณ  
55 ไมโครโมลตอตารางเมตรตอวินาท ี16 ช่ัวโมงตอวันอณุหภูมิ 25±2         
องศาเซลเซียส นาน 4 สัปดาห 

 
 
 
 

76 
5 เปอรเซ็นตจํานวนชิน้ tTCL ที่สามารถสราง PLBs ใหมไดบนคัดเลือกสูตร 

VW ที่เติมสารปฏิชีวนะ hymycin ความเขมขน 30 มิลลิกรัมตอลิตร และ 
cefotaxime ความเขมขน 250 มลิลิกรัมตอลิตร ในหองเพาะเลี้ยงควบคุมที่ให
แสงประมาณ 55 ไมโครโมลตอตารางเมตรตอวินาท ี16 ช่ัวโมงตอวัน
อุณหภูมิ 25±2 องศาเซลเซียส นาน 4 และ 12 สัปดาห 

 
 
 
 

86 
   

   



 (3) 

 สารบัญตาราง (ตอ)  

   
ตารางที่  หนา 

6 จํานวนชิ้น tTCLs ที่เกิด PLBs ใหมหลังคัดเลือก และจํานวนชิน้ tTCLs ที่
สามารถชักนําใหเกิดตนออนได จากการถายยีน CPACO1 antisense  จาก 
pCAMBIA 1301aACO1 เขาสูกลวยไมสกลุหวายพันธุ บอม17 และ เอยีสกุล 
โดยใช A. tumefaciens สายพันธุAGL-1 

 
 
 

107 
7 จํานวนชิ้น tTCLs ที่เกิด PLBs ใหมหลังคัดเลือก และจํานวนชิน้ tTCLs ที่

สามารถชักนําใหเกิดตนออนได จากการถายยีน CPACO2 antisense จาก 
pCAMBIA 13121aACO2 เขาสูกลวยไมสกลุหวายพันธุ บอม17 และ  
เอียสกุล โดยใช A. tumefaciens สายพันธุAGL-1 

 
 
 

108 
 



 (4) 

สารบัญภาพ 
 

ภาพที ่  หนา 
1 มูลคาและปริมาณการสงออกดอกกลวยไมสดตั้งแต พ.ศ. 2542-2548 9 
2 ขั้นตอนโดยสรุปของการถายยีนโดย A. tumefaciens เขาสูพืช 16 
3 กระบวนการสงัเคราะหเอทิลีนในพืชช้ันสูง 22 
4 กลไกการทํางานของ antisense RNA 27 
5 แผนที่โครงสรางและขนาดของพลาสมิด  pCAMBIA 1301 ที่ใชในการ

ทดลองการถายยีนโดยใชเชือ้ Agrobacterium tumefaciens สายพันธุ EHA 
105 เปนพาหะ 

 
 

32 
6 พลาสมิด pCAMBIA 1300 ซ่ึงมีขนาด 8,958 คูเบส (ก) และพลาสมิด 

pCAMBIA 13121 ที่มีขนาด 11,990 คูเบส (ข) 
 

33 
7 แผนที่โครงสรางของพลาสมิด pGEM-T Easy vector ที่บรรจุยีน CPACO1 34 
8 แผนที่โครงสรางของพลาสมิด pPCR-Script Amp SK(+) ที่บรรจุยีน 

CPACO2 
 

34 
9 ลักษณะ PLBs ของกลวยไมสกุลหวายพันธุ บอม17 ที่ไดจากการเพาะเลี้ยง 

PLBs ในอาหารเหลวสูตร VW ที่เติมน้ําตาลซูโครสความเขมขนที่แตกตาง
กัน 3 ระดับ เพาะเลี้ยงควบคุมในที่มีแสงประมาณ 55 ไมโครโมลตอ 
ตารางเมตรตอวินาที ชวงแสง 16 ช่ัวโมงตอวัน อุณหภูมิ 25±2  
องศาเซลเซียส 

 
 
 
 

65 
10 ลักษณะชิ้น tTCLs ที่ตัดใหมคีวามหนาแตกตางกัน 3 ระดับ และ PLBs 

ใหมที่เกิดจากการเพาะเลีย้ง tTCLs ดวยอาหารแข็งและเหลวสูตร VW ใน
หองเพาะเลี้ยงควบคุมที่ใหแสงประมาณ 55 ไมโครโมลตอตารางเมตรตอ
วินาท ีชวงแสง 16ช่ัวโมงตอวัน อุณหภูมิ 25±2 องศาเซลเซียส นาน 4 
สัปดาห 

 
 
 
 

70 
11 ลักษณะ PLBs และตนออนของกลวยไมสกลุหวายพันธุ บอม17 ที่เกิดจาก

การเพาะเลีย้ง PLBs บนอาหารแข็งสูตร VW ที่เติมสารประกอบอินทรยี
แตกตางกัน 5 สูตร ในหองเพาะเลี้ยงควบคุมที่ใหแสงประมาณ 55  
ไมโครโมลตอตารางเมตรตอวินาท ีชวงแสง 16 ช่ัวโมงตอวนั อุณหภูมิ 
25±2 องศาเซลเซียส นาน 8 สัปดาห 
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 (5) 

 สารบัญภาพ (ตอ)  

   
ภาพที ่  หนา 

12 ลักษณะของชิน้ tTCL ของกลวยไมสกุลหวายพันธุ เอียสกุล ที่เพาะเลีย้งบน
อาหารสูตร VW ที่เติมสารปฏิชีวนะ hygromycin B ความเขมขนแตกตาง
กัน 8 ระดับ ในหองเพาะเลี้ยงควบคุมที่ใหแสงประมาณ 55 ไมโครโมลตอ
ตารางเมตรตอวินาที ชวงแสง 16 ช่ัวโมงตอวันอุณหภูมิ 25±2  
องศาเซลเซียส นาน 4 สัปดาห 

 
 
 
 

77 
13 ช้ิน tTCLs ของกลวยไมสกุลหวายพันธุ บอม17 ท่ีเพาะเลีย้งบนอาหารแข็ง

สูตร VW ในหองเพาะเลี้ยงควบคุมที่ใหแสงประมาณ 55 ไมโครโมลตอ
ตารางเมตรตอวินาท ีชวงแสง 16 ช่ัวโมงตอวัน อุณหภูมิ 25±2  
องศาเซลเซียส นาน 4 สัปดาห 

 
 
 

85 
14 ตนออนของกลวยไมสกุลหวายพันธุ บอม17 ที่เพาะเลี้ยงบนอาหารชักนํา 

ตนออน ในหองเพาะเลี้ยงควบคุมที่ใหแสงประมาณ 55 ไมโครโมลตอ 
ตารางเมตรตอวินาท ีชวงแสง 16 ช่ัวโมงตอวันอุณหภูมิ 25±2  
องศาเซลเซียส  

 
 
 

89 
15 การแสดงออกของยีน gus ซ่ึงตรวจสอบโดยวิธี GUS histochemical assay   

ในกลวยไมสกุลหวายพันธุ บอม17 ถายยนีระยะตาง ๆ 
 

92 
16 ผลผลิตจากปฏิกิริยา PCR โดยใชไพรเมอรที่จําเพาะตอยีน gus และ hpt  

แยกขนาดชิ้นดีเอ็นเอบนเจลอะกาโรส 0.8 เปอรเซ็นต 
 

94 
17 การตรวจวิเคราะหการคงอยูของยีน gus ในตนกลวยไมที่คาดวาไดรับการ

ถายยีนโดยใชเทคนิค dot blot hybridization ที่ตรวจสอบดวยตัวตรวจสอบ
ยีน gus 

 
 

96 
18 แผนที่การตัดดวยเอนไซมตดัจําเพาะที่สําคัญของ binary vector ที่มียนี 

CPACO antisense 
 

99 
19 ผลผลิตจากปฏิกิริยา PCR โดยใชไพรเมอรที่จําเพาะตอยีน antisense ACO 

โดยใช binary vector เปนดีเอ็นเอตนแบบ วิเคราะหขนาดชิ้นดีเอน็เอบน
เจลอะกาโรส 0.8 เปอรเซ็นต 

 
 

100 
   

   



 (6) 

 สารบัญภาพ (ตอ)  

   
ภาพที ่  หนา 

20 รูปแบบการยอยดวยเอนไซมตัดจําเพาะบางชนิดของ binary vector 
วิเคราะหขนาดชิ้นดีเอน็เอบนเจลอะกาโรส 0.8 เปอรเซ็นต 

 
101 

21 การชักนําให PLBs ที่เกิดใหมบนอาหารคดัเลือกใหเกิดเปนตนออนโดย
เพาะเลี้ยง PLBs บนอาหารชักนําตนออนสูตร VW ที่เตมิน้ําตาลซูโครส 2 
เปอรเซ็นต มันฝรั่งบด 15 เปอรเซ็นต และผงถานกํามันต 0.2 เปอรเซ็นต 
นาน 8 สัปดาห เพาะเลี้ยงในที่ใหแสงประมาณ 55 ไมโครโมลตอตาราง
เมตรตอวินาท ีชวงแสง 16 ช่ัวโมงตอวัน อุณหภูมิ 25±2 องศาเซลเซียส  

 
 

 
 

109 
22 ลักษณะผิดปกติตาง ๆ ของตนกลวยไมทั้ง 2 พันธุที่ไดรับการถายยีน  

CPACO antisense 
 

110 
23 ผลผลิตจากปฏิกิริยา PCR ขนาด 800 คูเบส โดยใชไพรเมอรที่จําเพาะตอยีน 

hpt และใชดีเอน็เอที่สกัดจากใบของตนกลวยไมที่คาดวาไดรับการถายยีน
ตนแบบ วเิคราะหขนาดชิ้นดีเอ็นเอบนเจลอะกาโรส 0.8 เปอรเซ็นต 

 
 

112 
24 การตรวจวิเคราะหการคงอยูของยีน hpt ในตนกลวยไมที่คาดวาไดรับการ

ถายยีนโดยใชเทคนิค dot blot hybridization ที่ตรวจสอบดวยตัวตรวจสอบ
ยีน hpt 

 
 

115 
25 การตรวจวิเคราะหการคงอยูของยีน hpt ในตนกลวยไมที่คาดวาไดรับการ

ถายยีน โดยใชเทคนิค Southern blot hybridization ที่ตรวจสอบดวยตัว
ตรวจสอบยีน hpt 

 
 

117 
26 กิจกรรมของเอนไซม ACO ในใบของกลวยไมที่ไดรับการถายยีน 

(BOaACO1.1 และ BOaACO2.1-2.4) และไมไดรับการถายยีน (negative 
control)  ตรวจสอบกิจกรรมของเอนไซม ACO โดยวัดปริมาณเอทิลีนที่
เกิดขึ้นจากการเปลี่ยน ACC ที่ใหจากภายนอกดวยเอนไซม ACO จาก
กลวยไม  

 
 
 
 

120 
27 ปริมาณเอทิลีนที่เกิดขึน้ในเนื้อเยื่อของกลวยไมใชวิธีการดัดแปลง โดยวัด

ปริมาณการสรางจากตนกลวยไมที่ไดรับการถายยีน(BOaACO1.1 และ 
BOaACO2.1-2.4) และไมไดรับการถายยนี (negative control) 

 
 

120 



 (7) 

 คําอธิบายสญัลักษณและคํายอ 
 
BA  : N6-benzyladenine 
CTAB  : N-cetyl-N,N,N-trimethyl-ammonium bromide 
dNTP   : deoxyribonucleotide triphosphate 
EDTA  : ethylenediaminetetraacetate dehytrate 
GUS   : β-glucuronidase 
PCR  : polymerase chain reaction 
PLBs  : protocorm liked bodies 
PVP  : polyvinylpyrrolidone 
SDS  : sodium dodecyl sulfate 
T-DNA  : transfer DNA 
Tween 20 : polyethylene sorbitan 
VW  : Vacin and Went medium 
X-gluc  : 5-bromo-4-chloro-3-indolyl-β-D-glucuronide 
 
 
 


