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การถายยีน CPACO antisense เขาสูกลวยไมสกุลหวาย 
 

Transformation of CPACO Antisense into Dendrobium Orchid 
 

คํานํา 
  

อุตสาหกรรมกลวยไมของประเทศไดเจรญิกาวหนาอยางมาก และทํารายไดเขาสูประเทศเปน
อันดับหนึ่งในจํานวนไมดอกไมประดับทัง้หมดที่มีการสงออก โดยเฉพาะกลวยไมตดัดอกที่มีมูลคา
การสงออกเพิม่ขึ้นโดยตลอด ในชวงป 2546-2548 มีมูลคาสงออก 1,985.43  2,136.06 และ 2,538.06 
ลานบาทตอปตามลําดับ R(สํานักงานเศรษฐกิจการเกษตรR, 2548R) สงออกไปยังประเทศตางๆกวา 7R7R 
ประเทศ โดยมปีระเทศ ญ่ีRปุนR สหรัฐ อิตาลี Rฮองกง Rและ เนเธอรแลนด เปนตลาดสงออกที่สําคัญ R 
(กรมศุลกากร, 2548) Rและภายในประเทศเองยังมีความนยิมใชกลวยไมอยางกวางขวางอีกดวย R 

 
อยางไรก็ตามRปริมาณและมลูคาการสงออกกลวยไมตัดดอกของไทยมีความไมแนนอน 

เนื่องจากประสบปญหาเรื่องความผันผวนของราคาและภาวRะRการแขงขันกับประเทศผูผลิตอื่นR Rๆ Rใน
ภูมิภาคอาเซียนดวยกนัRทั้ง ประเทศสิงคโปร มาเลเซีย และ อินโดนเีซีย นอกจากปญหาดังกลาวแลว
ยังพบปญหาดานการขนสงคือ การสงดอกกลวยไมไปจําหนายยังตางประเทศโดยเครือ่งบินมี
เที่ยวบนิไมแนนอนและหาระวางไดยาก และปญหาดานคุณภาพ คือ ดอกกลวยไมมคีวามคงทนของ
ดอกนอย เมื่อถึงมือผูรับปลายทางมักปรากฏวา ดอกจะเหีย่ว หลุดรวง และมีอายุการปกแจกันสั้น 
ดังนั้นเพื่อรักษาตลาดและเพิ่มมูลคาการสงออก จึงตองปรับปรุงคุณภาพและอายุการใชงานของดอก
กลวยไมใหมอีายุการใชงานนานขึ้น 
 

Rในประเด็นอายุการใชงานของดอกกลวยไมนั้นเกีย่วของกับฮอรโมนพชืชนิดหนึ่งคือ 
เอทิลีน ซ่ึงเปนฮอรโมนพืชในรูปแก็ส ซ่ึงมีบทบาทสําคัญตอคุณภาพและอายุการใชงานของดอกไม
ทุกชนิดR (Abeles et al., 1992) Rหลังการตัดชอดอกไมออกจากตนแม ชอดอกจะเรงใหมีการสรางR 
Rเอทิลีนขึ้นมากในบริเวณรอยตัดและสะสมในชอดอก Rมีผลทําใหโครงสรางทางกายภาพของเซลล
และเอนไซมในชอดอกเปลี่ยนแปลงไป การดูดน้ําของเซลลลดลง ทําใหดอกขาดน้ําและเหีย่ว 
(Mayak et al., 1977) ซ่ึงพบวาถาหลังการเก็บเกีย่วและระหวางการเก็บรักษามีปริมาณเอทิลีนมากจะ 
มีผลทําใหดอกกลวยไมเกิดการเสื่อมสภาพเร็วข้ึน (Apelbaum and Katchansky, 1978) ดังนั้นถา
สามารถทําใหดอกไมมีการสรางเอทิลีนไดนอยลง จะชวยชะลอการเสือ่มสภาพและชวยยืดอายุการ
ใชงานใหนานขึ้น (Halevy and Mayak, 1981) 
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Rกระบวนการสังเคราะหเอทลีินในพืชช้ันสงูตองอาศัยการทํางานของเอนไซมหลักสองชนิด
ในสองขั้นตอน คือเอนไซม 1-aminocyclopropane-1-carboxylic acid synthase (ACS) ซ่ึงทําหนาที่
เปลี่ยน S-adenosyl-L-RmRethionine (SAM) ซ่ึงเปนสารตั้งตนของกระบวนการนี้ ใหเปน  
1-aminocyclopropane-1-carboxylic acid (ACC) และเอนไซม 1-aminocyclopropane-1-carboxylic 
acid oxidase (ACO) ทําหนาที่เปลี่ยน ACC ใหเปน เอทิลีน (Kende, 1993) ซ่ึงจะเห็นไดวาเอนไซม 
ACO นั้นทําหนาที่ในการสังเคราะหเอทิลีนโดยตรง ดังนั้นถาสามารถยับยั้งการทํางานของเอนไซม 
ACO ก็จะทําใหลดการสังเคราะหเอทิลีนลง ซ่ึงอาจชวยยดือายุการปกแจกันและลดความเสียหาย
ของดอกกลวยไมเนื่องจากเอทิลีนในระหวางการขนสงได R(Savin et al., 1995) 
 

การที่กลวยไมตัดดอกในประเทศไทยประสบปญหาดานคุณภาพ โดยเฉพาะเรื่องของความ
คงทนของดอกและอายุการใชงานที่ส้ันนัน้ ทางแกไขคือการสรางกลวยไมพันธุใหมที่มีคุณลักษณะ
ของดอกที่เปนที่ตองการของตลาด โดยวิธีการที่นิยมคือการผสมเกสรขามพันธุซ่ึงตองใชเวลานาน 
อีกทั้งยังตองมกีารเพาะเลีย้งตนออนเปนจํานวนมากเพื่อคดัเลือกพันธุลูกผสม ทําใหส้ินเปลือง
เงินทุน วัสดุ พืR้นที่ และแรงงานเปนจํานวนมาก ดังนัน้การนําเทคนิคการปรับปรุงพันธุโดยวิธีการ
ทางพันธุวิศวกรรม ซ่ึงจะทาํใหไดลักษณะใหมทีเ่ฉพาะเจาะจงเพิ่มเขามาโดยพืชยังคงลักษณะเดิมที่
ดีไวไดเขามาชวยจึงเปนแนวทางที่นาจะไดผลดี ซ่ึงในกรณีนี้สามารถทําไดโดยการถายยีนทีย่ับยั้ง
กระบวนการสรางเอทิลีนซึ่งเปนสารสําคัญที่ทําใหเกิดการเหี่ยวของดอกกลวยไมหลายชนิด Rทั้งนี้
จากการวิจัยในตางประเทศพบวาการถายยีนแบบ antisense ของยีนใดยีนหนึ่งเขาในสิ่งมีชีวิตชนิด
ตาง ๆ สามารถยับยั้งการแสดงออกของยีนนั้นไดดRี R(Henzi et al., 1999 ;Wi and Park, 2001) Rดังนั้น
การวิจยัคร้ังนีจ้ึงทําการถายยนี RACO แบบ antisense เขาสูกลวยไมสกลุหวายตดัดอกพันธุที่นิยมทาง
การคา 2 พันธุR ไดแกพันธุR บอม17R และพันธุR เอียสกุลR ซ่ึงนอกจากจะทําใหไดเทคนิคที่เหมาะสมใน
การถายยีนเขาสูกลวยไมRสกุลหวายR แลวยังคาดวาการถายยีนดังกลาวจะทําใหไดดอกกลวยไมมีอายุ
การใชงานนานขึ้น ซ่ึงในอนาคตจะทําใหประเทศไทยมกีลวยไมพันธุใหมที่มีอายกุารปกแจกนันาน
ขึ้น ซ่ึงจะมีผลทําใหตลาดสงออกของกลวยไมไทยดีขึน้ 
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Rวัตถุประสงค 
 
1. Rศึกษาปจจัยที่เหมาะสมในการถายยีนเขาสูR PLBs ของRกลวยไมสกุลหวายโดยการใช 

TRAgrobacterium tumefaciens T 
 

2. RถายยีนR ACO1 และ ACO2 RเขาสูR PLBs Rของกลวยไม โดยใหยนีที่ถายเขาไปมีการวางตัว
แบบ Rantisense และRสรางกลวยไมดัดแปลงพันธุกรรมที่สรางเอทิลีนนอยลงR 
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ตรวจเอกสาร 
 

1. Uพฤษศาสตรของกลวยไม 
 
กลวยไมเปนพชืใบเลี้ยงเดีย่ว (monocotyledonous plant) จําพวกไมมีเนื้อไม (perennial herbs) 

อยูในวงศ (Orchidaceae) เปนพืชที่มีอายยุนืนานหลายป พืชในวงศนี้จดัวามีจํานวนชนิดมากที่สุดใน
บรรดาไมดอกดวยกัน โดยพบแลวทั่วโลกมากกวา 796 สกุล ประมาณ 19,000 ชนิด ประเทศไทย
นับเปนแหลงกลวยไมเมืองรอนที่สําคัญแหงหนึ่งของโลก มีกลวยไมพันธุพื้นเมือง 167 สกุล 1,140 
ชนิด (อบฉันท, 2543) 
 

1.1 ระบบราก (roots) 
 
 กลวยไมมีระบบรากหลายชนิดโดยไดแก  รากดิน  รากกึง่ดิน  รากกึ่งอากาศ  และรากอากาศ  

กลวยไมระบบรากดินเปนกลวยไมที่มีระบบรากเกิดจากหัวอวบน้ําทีอ่ยูใตดนิ รากมีน้ํามาก เชน
กลวยไมสกุลนางอั้ว (Pseteilis) กลวยไมประเภทนี้พบมากบริเวณพื้นทีท่ี่มีสภาพอากาศที่มีฤดูกาล
ชัดเจน เชน ฤดูฝนมีฝนตกชกุและมีฤดแูลง เมื่อถึงฤดูฝนหัวจะแตกหนอแทงใบออนชูพนผิวดนิ 
และออกดอกในชวงปลายฤดฝูน เมื่อพนฤดฝูนไปแลวใบก็จะทรุดโทรมและแหงไปคงเหลือแตหวั
ที่อวบน้ําและมีอาหารสะสมฝงอยูใตดิน ซ่ึงสามารถทนความแหงแลงได สวนกลวยไมระบบรากกึง่
ดินมีรากซึ่งมลัีกษณะอวบน้าํ ใหญหยาบและแตกแขนงแผกระจายอยางหนาแนนสามารถเก็บสะสม
น้ําไดดพีอสมควร กลวยไมประเภทนี้พบขึ้นอยูตามอินทรียวัตถุที่เนาเปอยผุพังรวนโปรงไดแก 
กลวยไมสกุลรองเทานารี (Paphiopedilum) สกุลสเปโธกลอตติส (Spathoglottis) และสกุลเอื้อง
พราว (Phaius) สําหรับกลวยไมระบบรากกึ่งอากาศ เปนระบบรากที่มช้ัีนเซลลผิวของรากที่หนา  
ผิวนอกเกลี้ยงไมมีขนมีลักษณะคลายฟองน้ํา ทําใหเก็บและดูดน้ําไดมากและสามารถนําน้ําไปใช
ตามเซลลผิวไดตลอดความยาวของราก และมักมีรากแขนงใหญหยาบอยูกันอยางหนาแนนไมมีราก
ขนออน รากมขีนาดเล็กกวารากอากาศ กลวยไมระบบรากกึ่งอากาศไดแก กลวยไมสกุลหวาย 
(Dendrobium) สกุลแคทลียา (Cattleya) สกุลออนซิเดียม (Ondidium) เปนตน สวนกลวยไมที่มี
ระบบรากอากาศนี้จะมีรากขนาดใหญ แขนงรากหยาบ เซลลที่ผิวรากทําหนาที่ดดูน้าํ และ เก็บน้ํา ทํา
ใหสามารถทนทานตอความแหงแลงไดด ีกลวยไมที่มีระบบรากอากาศไมชอบอยูในสภาพเปยก
แฉะนานเกนิไป นอกจากนั้นปลายรากสดยงัมีสีเขียวของคลอโรฟลลสามารถทําหนาที่สรางอาหาร
ไดเชนเดียวกบัใบ เพราะฉะนั้นรากประเภทนี้จึงไมหลบแสงสวางเหมอืนรากตนไมดินทั่ว ๆ ไป 
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กลวยไมที่มีระบบรากอากาศเชน กลวยไมสกุลแวนดา (Vanda) สกุลชาง (Rhynchostylis) สกุล
กุหลาบ (Aerides) และสกุลเข็ม(Ascocentrum) (สําอางค, 2548) 
 

1.2 ตน และลําตนเทียม (stem or rhizome and pseudobulb) 
 

 ลําตนของกลวยไม หมายถงึสวนที่เปนขอ บริเวณสวนเหนือขอและตดิอยูกับขอจะมีตา ตา
อาจจะแตกเปนหนอออน กิง่ออนหรือชอดอกก็ได ขอเปนสวนที่มีใบ กาบใบ หรือกาบของลําตนที่
ไมมีสวนของใบเจริญออกมาได สวนที่อยูระหวางขอเรียกวา ปลอง สําหรับลําตนของกลวยไมที่
โผลพนจากเครื่องปลูกแบงได 2 ประเภท คือ ลําตนแท และลําตนเทียม ซ่ึงลําตนแท คือลําตนที่มี 
ขอ ปลอง เหมอืนกับลําตนของพืชใบเลี้ยงเดี่ยวทัว่ไป ที่สวนเหนือขอจะมีตา ซ่ึงสามารถเจริญเปน
หนอใหม และชอดอกได ลําตนประเภทนีจ้ะเจริญเติบโตออกไปทางยอด กลวยไมทีม่ีลําตนแท
ลักษณะเชนนีไ้ดแก กลวยไมสกุลแวนดา แมลงปอ และรองเทานารี สวนลําตนเทยีม หรือที่เรียกวา 
ลําลูกกลวย (pseudobulb) ทําหนาที่สะสมอาหาร ตาที่อยูตามขอบน ๆ ของลําลูกกลวยสามารถแตก
เปนหนอหรือชอดอกได แตลําตนที่แทจริงของกลวยไมประเภทนี้คือเหงา (rhizome) ซ่ึงเจริญใน
แนวนอนไปตามผิวของเครื่องปลูก ลักษณะของเหงามขีอและปลองถ่ี กลวยไมที่มลํีาตนลักษณะนี้ 
ไดแก กลวยไมสกุลหวาย แคทลียา สกุลเอพิเดนดรัม (Epidrendrun) และสกุลออนซิเดียม  
(สําอางค, 2548) 
 

1.3 ใบ (leave) 
 

 กลวยไมเปนพืชใบเลี้ยงเดี่ยว ใบของกลวยไมมีลักษณะที่แตกตางกนัออกไปตามชนิดของ
กลวยไม นับตัง้แตรูปราง สี ขนาด และความหนา (Hew and Yong, 2004) ลักษณะใบของกลวยไมมี
หลายชนิด เชน ใบแบน ใบกลม และใบรองซึ่งเปนลูกผสมระหวางพวกใบกลมกับใบแบน แตใบ
กลวยไมสวนมากจะมีลักษณะแบน การเรียงตัวจะมีทั้งเรียงสลับกันและเรียงซอนทบักัน สีของใบ
สวนมากมีสีเขยีวอมเหลือง บางชนิดใบมสีีสันลวดลายสวยงาม ใบของกลวยไมมีลักษณะแตกตาง
กันตามสกุล เชน กลวยไมในสกุลสแพโตกลอตทิส มีลักษณะใบเปนจีบ กลวยไมพญาไรใบ 
(Chiloschista usneoides LDL) มีลักษณะใบที่เล็กมากโดยมีขนาดใหญกวาหวัเข็มหมดุเล็กนอย ใบ
ของกลวยไมสกุลรองเทานารีบางชนิด ใบมสีีสันงดงาม หลายชนิดมีใบสีเขียวแกสลับเขียวออน ใบ
ของกลวยไมเอื้องดินสยาม (Anoectochilus siamensis) มีสีน้ําตาลอมแดงและมีลายหรือกระสีขาว
สวยงามมาก (อบฉันท, 2543) 
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1.4 ชอดอก และดอก (inflorescence and flower) 
 

 ชอดอกของกลวยไมมีลักษณะแตกตางกนัไปอยางมาก ขึ้นกับสกุลและชนิดของกลวยไม 
บางชนิดมีกานชอส้ันมาก บางชนิดมีกานชอยาว บางชนิดมีชอดอกตั้งแข็ง (erect) บางชนิดมีชอ
ดอกลักษณะโคงหรือหอยหวัลง เชนชอดอกกลวยไมไอยเรศ (Rhynchostylis retusa) กลวยไมบาง
ชนิดมีชอดอกยาวและมีแขนงแยกออกไปอกี เชนชอดอกกลวยไมในสกุลเรแนนเธอรา 
(Renanthera) กานซึ่งเปนแกนกลางของชอดอกจะประกอบดวยขอและปลอง ชอดอกของกลวยไม
บางชนิดมีตาซึ่งอยูตามขอของกานที่เปนแกนชอสามารถแตกและเจริญออกมาเปนตนกลวยไม 
เล็ก ๆ ได เชนกานชอของกลวยไมสกุลฟาแลนนอฟซิส (Phalaenopsis) เปนตน (สําอางค, 2548) 
  

 ดอกกลวยไมเปนดอกสมบูรณเพศ คือ เกสรตัวผูและเกสรตัวเมียอยูในดอกเดยีวกัน กลีบ
ดอกกลวยไมมี 6 กลีบ แบงออกเปน 2 ช้ัน ช้ันนอกคือกลีบเลี้ยง (sepal) มี 3 กลีบ จะเห็นไดชัดเมื่อ
คว่ําดอก แยกเปนกลีบเลี้ยงบน (dorsal sepal) 1 กลีบ และกลีบเลี้ยงดานลาง (lateral sepal) 2 กลีบ 
สําหรับชั้นในคือกลีบดอก (petal) มี 3 กลีบ ประกอบดวยกลีบดอกดานขาง (lateral petal) 2 กลีบอยู
ขางบน กลีบคูนี้จะมีขนาด รูปทรง สีสันเหมือนกัน และอกี 1 กลีบอยูขางลางและมีลักษณะแตกตาง
ไปอยางชัดเจน กลีบลางนี้มีช่ือเรียกเฉพาะวา ปาก หรือ กระเปา  
(อบฉันท, 2543) 
 

1.5 ผลหรือฝก และเมล็ด (fruit capsule or pod and seed) 
 

 ผลหรือฝกของกลวยไมมีขนาด ลักษณะรปูรางตาง ๆ กัน เมื่อแกเต็มทีแ่ลวจะแตกตามแนว
ยาว 3 แนว ภายในมีเมลด็ที่มขีนาดเล็กมาก ลักษณะเปนผงละเอียดจํานวนมาก บางชนดิอาจมีถึง
ลานเมล็ด เปนเมล็ดที่ภายในไมมีอาหารสะสม และใบเลี้ยงที่ไมเจริญ ในธรรมชาติเมล็ดจํานวน
มากมายเหลานี้จึงมีโอกาสงอกเจริญเปนตนใหมไดไมมากนัก เมล็ดทีง่อกและเจริญเติบโตไดนั้น
ตองปลิวไปตกในที่ที่มีสภาพแวดลอมเหมาะสม และมรีาพวกไมคอไรซา (mycorrhiza) อยูดวย รา
พวกนี้จะมีเสนใยเจริญเขาไปในเมล็ด ทั้งราและเมล็ดหรือตนออนของกลวยไมจะอยูดวยกนัแบบ
พึ่งพาอาศัยกนั (อบฉันท, 2543)  
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2. Uกลวยไมสกุลหวายตัดดอก 
 
 กลวยไมสกุลหวาย (Dendrobium spp.) เปนกลวยไมสกุลใหญที่สุด มีแหลงกําเนิดในเขตรอน มี
การแพรกระจายพันธุออกไปในบริเวณกวางทั้งในทวีปเอเซียและหมูเกาะในมหาสมทุรแปซิฟก 
นักพฤกษศาสตรคนพบแลวประมาณ 1,000 ชนิดพันธุ ในประเทศไทยมีมากกวา 150 พันธุ (อบ
ฉันท, 2543) กลวยไมสกุลหวายทุกชนิดเปนกลวยไมอิงอาศัยที่มีระบบรากแบบกึ่งอากาศ มีลักษณะ
การเจริญเติบโตแบบซิมโพเดียล คือมีลําลูกกลวย เมื่อลําตนเจริญเติบโตเต็มที่แลวจะแตกหนอเปน
ลําตนใหมและเปนกอ ใบแข็งหนาสีเขียว ลักษณะของดอกมีกลีบเลี้ยง 3 กลีบ และกลบีดอก 3 กลีบ 
โดยกลีบเลี้ยงบนและกลีบเลี้ยงคูลางขนาดยาวพอ ๆ กนั สวนกลีบดอกคูบนจะอยูอยางอิสระเดีย่ว ๆ 
และมีลักษณะเหมือนกนั สวนกลีบดอกลางจะมีลักษณะที่แตกตางออกไปเรียกวา ปาก หรือ กระเปา 
(อดุลย, 2533) 
 
 กลวยไมสกุลหวายเขาสูสังคมกลวยไมของเมืองไทยเปนอันดับสองรองจากสกุลแคทลียา 
กลวยไมสกุลหวายชนิดแรกที่ปลูกเพื่อตัดดอกเปนการคาคือ หวายปอมปาดัวร (Dendrobium 
‘Pompadour’) โดยนําเขามาจากประเทศฝรั่งเศส แลวพบวาสามารถเจริญเติบโตไดดใีนสภาพอากาศ
ของประเทศไทยและใหดอกสวยงาม ในป 2508 จึงไดทดลองตัดดอกสงไปขายตางประเทศ ปรากฏ
วาไดรับความนิยมจึงมกีารสงออกกลวยไมตัดดอกตั้งแตนั้นมา ปจจุบนัมีการผสมและคัดพันธุ
กลวยไมหวายเพื่อนํามาปลูกตัดดอกมากมายหลายชนิด พนัธุที่นยิมปลูกมากที่สุดคือ กลวยไมสกุล
หวายลูกผสม (Dendrobium hybrid) (ระพ,ี 2546) 
 
 ในปจจุบนัประเทศไทยมีพืน้ที่ปลูกกลวยไมประมาณ 17,500 ไร พื้นที่สวนใหญใชปลูกกลวยไม
สกุลหวายตดัดอก โดยกลวยไมที่ผลิตไดประมาณครึ่งหนึ่งใชบริโภคภายในประเทศเองและอีกสวน
หนึ่งผลิตเพื่อการสงออก โดยมีแนวโนมของมูลคาและปริมาณการสงออกสูงขึ้นโดยตลอด  
(ภาพที่ 1) พื้นที่ปลูกเลี้ยงกลวยไมสวนใหญอยูบริเวณภาคกลางใกลกรุงเทพมหานคร เนื่องจาก
สภาพภูมิอากาศเหมาะสมกับการเจริญเติบโต ใกลแหลงน้าํและตลาด รวมทั้งการคมนาคมขนสงที่
สะดวกและมปีระสิทธิภาพ พื้นที่ปลูกสวนใหญอยูใน 3 จังหวดัคือ นครปฐม กรุงเทพมหานคร และ 
สมุทรสาคร นอกจากนีย้ังมีพืน้ที่ปลูกในจังหวัดอืน่เชน นนทบุรี ปทุมธานี ราชบุรี และ 
พระนครศรีอยธุยา (ครรชิต, 2547) 
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 Rอยางไรก็ตามปริมาณและมลูคาการสงออกกลวยไมสกลุหวายตดัดอกของไทยมีความไม
แนนอน มกีารเปลี่ยนแปลง ทุกR RๆR Rป เนื่องจากประสบปญหาเรื่องความผันผวนของราคา และ
ภาวะการแขงขันกับประเทศผูผลิตRอ่ืนR นอกจากปญหาดังกลาวแลว ปญหาที่สําคัญคือดอกกลวยไม
ของประเทศไทยRมRีคุณภาพต่าํ โดยเฉพาะในเรื่องของอายกุารใชงาน (สมเพียร, 2532) สายชล Rและ
คณะ R(2528) รายงานวาผูสงออก 63.52 เปอรเซ็นต ไดรับแจงจากลูกคาวาดอกเหีย่ว สวนอีก 36.48 
เปอรเซ็นต ไดรับแจงวาดอกรวง ซ่ึงปญหาเหลานี้เปนอุปสรรคตอการขยายตวัและการพัฒนา
อุตสาหกรรมการผลิตกลวยไมเพื่อการสงออก ทั้งนี้เนื่องจากดอกกลวยไมเมื่อถูกตัดแยกออกจากตน 
ฮอรโมนพืชยงัคงทําหนาที่ได และกจิกรรมตาง ๆ ภายในเซลลยังคงดําเนินตอไปเพือ่ความอยูรอด 
กอใหเกิดการเปลี่ยนแปลงทัง้ทางดาน สรีระ กายภาพ และชีวเคมี เชนเดียวกับในขณะที่อยูบนตน 
ดอกไมยงัคงมีการหายใจ การคายน้ํา และเกิดการเปลี่ยนสีของกลีบดอก การเปลี่ยนแปลงเหลานี้
ลวนมีผลกระทบตอคุณภาพและอายกุารใชงานของดอกทั้งสิ้น (สายชล, 2531) โดยเฉพาะการสราง
เอทิลีน เมื่อดอกเริ่มบานและแก กาซเอทิลีนจะเรงทําใหดอกกลวยไมเสื่อมสภาพและเหีย่วเร็วข้ึน 
(Akamine, 1963) 
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Uภาพที่ 1U มูลคาและปริมาณการสงออกดอกกลวยไมสดตั้งแต พ.ศ. 2542-2548 
 
ที่มา : สํานักงานเศรษฐกจิการเกษตร โดยความรวมมือของ กรมศุลกากร 
ปรับปรุงครั้งสุดทายเมื่อ27/01/2006 
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3.  Uการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อกลวยไม 
 
 เนื่องจากในการถายยีนสูพืชจาํเปนตองใชเทคนิคการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื้อเขารวมดวยตลอด
กระบวนการ การเพาะเลีย้งเนื้อเยื่อกลวยไมเร่ิมขึ้นเมื่อ Barnard ประสบความสําเร็จในการเพาะ
เมล็ดของกลวยไม ซ่ึงปกติเมล็ดกลวยไมภายในมีเพยีงคัพภะ (embryo) และแทบไมมีอาหารสํารอง
ไวใชในการงอกของเมล็ดเลย Bernard พบวา ในธรรมชาติเมล็ดกลวยไมไดรับอาหารจากเชื้อรา
พวก mychorrhiza ในสกุล Rhizoctonia ซ่ึงอาศัยอยูตามรากกลวยไม และไดศึกษาตอมาจนสามารถ
เพาะเมล็ดกลวยไมในหลอดทดลอง โดยใสเชื้อราดงักลาวลงไปในอาหารดวย (Arditti, 1977)  
 
 Knudson (1922) สามารถเพาะเมล็ดกลวยไมในอาหารวุนที่มีสารอินทรียและอนินทรยีบางชนิด
เปนองคประกอบ และมีน้ําตาลกลูโคส 2 เปอรเซ็นต โดยไมตองใสเชือ้รา แตตนออนที่ไดไม
แข็งแรงเหมือนตนออนที่งอกในสภาพธรรมชาติ ตอมาในป ค.ศ. 1946 Knudson คนพบสูตรอาหาร
ใหมที่เหมาะสมกับการเจริญของตนออน และตั้งชื่อสูตรอาหารนี้วา “Knudson’s C” ตอมาในป ค.ศ. 
1949 Vacin and Went พบสูตรอาหารที่สามารถใชเพาะเมล็ดกลวยไมและเลี้ยงตนออนไดเปนผลดี
เชนกัน และในปเดียวกนันัน้ Rotor (1949) สามารถเพาะเลี้ยงกานชอดอกของกลวยไมสกุล 
ฟาแลนนอพซสิใหเกิดเปนตนได อยางไรกต็าม ถือวา Morel (1960) ไดช่ือวาเปนผูทําการเพาะเลีย้ง
เนื้อเยื้อกลวยไมเพื่อเพิ่มปริมาณใหไดจํานวนมาก ๆ เปนคนแรก ซ่ึงเขามจีุดประสงคเพือ่ขยายพนัธุ
กลวยไมสกุลซิมบิเดียม (Cymbidium) ใหปราศจากเชื้อไวรัส โดยตัดชิน้สวนของยอดที่ผานการฟอก
ฆาเชื้อแลว มาเล้ียงในอาหารสูตร Knudson’s C จนเกิดเปนกอนเนื้อเยื่อสีเขียวเล็ก ๆ ขึ้น และใหช่ือ
วา “bulblet” ซ่ึงตอมาเปลี่ยนเปน “protocorm like bodies” (PLBs) และนักวิทยาศาสตรในยุคตอมา
ไดพัฒนาเทคนิคนี้ออกไปเพื่อใชในการขยายพนัธุกลวยไมหลายสกุล โดยสามารถเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ
กลวยไมไดจากสวนที่เปนเนือ้เยื่อเจริญตาง ๆ เชน ตายอด ตาขาง และปลายรากออน (จิตราพรรณ, 
2536) ในประเทศไทยมีการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อมาตั้งแตป พ.ศ. 2517 จนถึงปจจุบัน การเพาะเลี้ยง
เนื้อเยื่อกลวยไมในประเทศไดมีการพัฒนาจนถึงระดับการเพาะเลี้ยงเพือ่ขยายพนัธุเปนการคาอยาง
กวางขวาง สูตรอาหารที่นิยมใชในการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อกลวยไมไดแกสูตรดัดแปลงของ Vacin และ 
Went (VW) (1949) ขั้นตอนการเพาะเลีย้งเนื้อเยื่อโดยสังเขป คือ ฆาเชื้อที่ผิวช้ินสวนกลวยไมแลว
นํามาเลี้ยงในอาหารเหลวสูตรดัดแปลง VW เขยาเพื่อใหเซลลไดรับอากาศดวยความเร็วประมาณ 
120 รอบตอนาทีจนสราง PLBs จึงยายลงอาหารแข็งเพือ่กระตุนให PLBs สรางตนที่สมบูรณ  
(ประศาสตร, 2538) การพัฒนาไปเปนตนจากสวน PLBs ของกลวยไมสามารถกระทําไดงาย จึงไม
เปนอุปสรรคตอการคัดเลือกสวนของเนื้อเยื่อที่เหมาะสมในการนําไปใชในการถายยีน 
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4.  Uการถายยีนในกลวยไม 
 
 การถายยีนในพืชเปนเทคนิคที่มีประโยชนอยางมากในการปรับปรุงพันธุพืชชนิดตาง ๆ โดย
เซลลพืชที่ไดรับยีนเขาไป และยอมรับยนีนัน้ใหเขาไปแทรกอยูในยีโนมซึ่งพืชอาจแสดงลักษณะ
ของยีนนั้นออกมาได เรียกพชืนั้นวา พืชดัดแปลงพันธุกรรม (transgenic plant) ประโยชนของการ
ถายยีนที่สําคญัคือสามารถสรางพืชพันธุใหมไดโดยยังคงลักษณะเดิมที่ดีเอาไว การสรางพืช
ดัดแปลงพันธกุรรม Tมีวัตถุประสงคหลายดาน เชน สรางพืชตานทานสารกําจัดวัชพืช ตานทานโรค
และแมลง ทนตอสภาพแวดลอมตาง ๆ ผลิตสารเคมีในอุตสหกรรมอาหารและยา ยืดอายุการใชงาน
และการเก็บรักษาผัก ผลไม และดอกไม ผลิตไมดอกไมประดับและพชือาหารใหมีผลผลิตและ
คุณภาพตามตองการ T(ครรชิต, 2547) T เทคนิคการถายยนีที่ใชสําหรับกลวยไมมีทั้งการถายยีนโดยตรง 
และการถายยนีโดยใชพาหะ ซ่ึงทั้ง 2 วิธีนี้มีกระบวนการและขอดีขอเสยีที่แตกตางกันดังนี ้
 
T 4.1 การถายยนีโดยตรง (direct gene transfer) 
 

 การถายยีนเขาสูพืชโดยตรง เปนวิธีการทีส่งผานสารพันธุกรรมหรือยีนเขาสูพืชโดยไมตอง
อาศัยพาหะเปนตัวนําเขาสูเซลลหรือนิวเคลียสซึ่งมีหลายวิธีเชน การถายยีนโดยใชสารเคมี การถาย
ยีนโดยใชเข็มฉีดยา แตวิธีการถายยีนโดยตรงที่ใชในกลวยไมมี 2 วิธีคือการใชกระแสไฟฟา 
(electroporation) และการถายยิงดวยเครื่องยิงอนุภาค (particle bombardment) 
 

 4.1.1 การถายยีนโดยใชกระแสไฟฟา (electroporation) 
 

  การถายยีนโดยใชกระแสไฟฟาเปนวิธีที่ทําใหเกดิชองขึ้นที่เยื่อหุมเซลลโดยใช
กระแสไฟฟา โดยนําโปรโตพลาสต เนื้อเยือ่ หรืออวัยวะของพืช มาบมรวมกับสารละลายดีเอ็นเอ 
แลวผานกระแสไฟฟาเขาไป เพื่อทําใหเกิดชองขึ้นที่เยื่อหุมเซลล และดีเอ็นเอมีโอกาสแทรกเขาสู
เซลลทางชองเปดนั้น โดยกระแสไฟฟาที่ใชมี 2 ระบบ คือ ระบบที่ใชความตางศักยต่าํ ระยะเวลา
นาน (long pulse) และระบบที่ใชความตางศักยสูงแตใชเวลาสั้น (short pulse) โดยขนาดของความ
ตางศักยไฟฟาและระยะเวลาขึ้นกับขนาดและชนิดของเนือ้เยื่อ ขอดีของการถายยีนโดยวิธีนี้ คือ
สามารถใชไดกับเนื้อเยื่อหลายชนิด และสามารถใชถายยนีในพืชทีเ่พาะเลี้ยงเนื้อเยื่อไดยาก สวน
ขอเสียคือ มักพบปญหาในการเพาะเลี้ยงและพัฒนาของโปรโตพลาสต หรือเนื้อเยื่อ ใหเกดิเปนตนที่
สมบูรณ และยงัเกิดอันตรายจากกระแสไฟฟาทําใหความมีชีวิตของพืชลดลง (สนธิชัย, 2543) 
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สําหรับกลวยไม Griesbach and Hammond (1993) ใชการถายยีนโดยกระแสไฟฟาในการถาย 
พลาสมิด pBI 121 เขาสูเนื้อเยื่อเจริญสวนปลายยอดของเอมบริโอ (apical meristem) ของกลวยไม
สกุล Calanthe ซ่ึงจากการตรวจสอบพบการมีอยูและการแสดงออกของยีน gus ในใบของตน
กลวยไมอายุ 6 เดือน และตอมา Griesbach (1994) ถายยีนโดยกระแสไฟฟาเขาสูกลวยไมสกุล
เดียวกันและใชพลาสมิดเดิม แตเปลี่ยนเนื้อเยื่อโดยไดถายยีนสูเขา PLBs แทน และพบวาหลังจาก
คัดเลือกแลว 1 เดือน มี PLBs ที่ยังมีชีวิตถึง 45 เปอรเซ็นต และยังพบการมีอยูและการแสดงออก
ของยีน gus ในตนถายยีน 
 

 4.1.2 การถายยีนโดยใชเครือ่งยิงอนุภาค (particle bombardment หรือ microprojectile 
bombardment) 

 การถายยีนโดยใชเครื่องยิงอนุภาค เปนวิธีการที่พัฒนาขึน้เพื่อใชถายยนีในพืชใบเลี้ยง
เดี่ยวใหมีประสิทธิภาพสูงขึ้นเนื่องจากขอจํากัดของวิธีอ่ืน ๆ เชนการถายยีนโดย Agrobacterium ทํา
ไดยากในพืชใบเลี้ยงเดีย่ว (Cheng et al., 1997) เทคนิคการถายยีนดวยเครื่องยิงอนุภาคนี้เปนวิธีการ
ที่ใชอนุภาคโลหะขนาดเลก็ขนาด 0.6-4.0 ไมโครเมตร โดยทั่วไปนยิมใชอนุภาคทังสเตนหรือ
ทองคํา นํามาเคลือบดวยช้ินสวนดีเอ็นเอหรือพลาสมิดที่ตองการถายเขาสูพืช แลวยิงดวยความเรว็
สูง อนุภาคเหลานั้นจะนํายนีเขาสูพืช และเกิดการเชื่อมตอของยีนเปาหมายกับดีเอ็นเอในยีโนมของ
พืช การสรางเครื่องยิงอนุภาคเริ่มจากงานประดิษฐของ Klein et al. (1987) ที่มหาวิทยาลัยคอรแนล 
สหรัฐอเมริกา ซ่ึงสามารถพัฒนาเครื่องยิงอนุภาคโดยใชแรงดันจากการระเบิดของดนิปนให
สามารถถายยีนเขาสูพืช และมีการแสดงออกของยีนอยางถาวร (stable transformation) ตอมาไดมี
การพัฒนาเครือ่งยิงอนุภาคขึน้อีกหลายรูปแบบซึ่งสวนใหญจะแตกตางกันในการใชแหลงของ
แรงดันที่ใชขบัเคลื่อนอนุภาค ไดแกการใชกระแสไฟฟาแรงสูง (McCabe et al., 1988) กาซ
ไนโตรเจน (Morikawa et al., 1989) แรงอัดอากาศ (Oard, 1990) และใชกาซฮีเลียม (Takenchi et al., 
1992) เครื่องยงิอนุภาคที่ผลิตเปนการคาครั้งแรก คือเครื่องที่ใชแรงดันจากกระสุนดนิดําที่ช่ือ 
Biolistic PDS-1000 Dupont Company, Willington, DE แตตอมาไดพัฒนาเครื่องรุนใหมที่ใช
แรงดันกาซฮีเลียม และทําใหสภาพภายในตูยิงเปนสุญญากาศขณะยิง ในชื่อ PDS-1000/He 
Biolistic® particle delivery system, Biorad gun ซ่ึงประสิทธิภาพการถายยีนสูงกวาเครื่องที่ใช
กระสุนดินดําประมาณ 5-10 เทา (Kikkent, 1993) ขอจํากดัที่สําคัญของการถายยีนโดยเทคนิคนี้คือ
ตนพืชที่ไดถายยีนมกัมีจํานวนซ้ําของชุดยนีที่ถายเขาไปหลายชุด (multiple copy number) ทําใหยนี
เปาหมายมกัไมแสดงออก (Finnegan and MacElroy, 1994 ; Dai et al., 2001) และยังทําใหการ
ถายทอดของยนีเปาหมายไมเปนไปตามกฎของเมนเดล (Spencer et al., 1992) 
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 การถายยีนในกลวยไมในระยะแรก ๆ นั้น นิยมใชการถายยีนโดยเครื่องยิงอนุภาค 
(particle bombardment)R เนื่องจากเปนวิธีที่RมีประสิทธิภาพสูงในการถายยีนในRพืชใบเลี้ยงเดีย่ว R(Li 
et al., 1993) ซ่ึงมีการRศึกษาในกลวยไมทั้งRสกุลแวนดา (Chia et al., 1990) Rสกุลหวาย R(Chai et al.R, 
R1994 ; Yang et al., 1999 ; Men et al., 2003a) สกุลRดอรริทิส บราสเซีย และแคทรียาR (Knapp et al.R, 
R2000) ตัวอยางงานวิจยัในการถายยีนเขาสูกลวยไมสกุลตาง ๆ โดยเครื่องยิงอนุภาคมดีังนี ้
 

 รายงานแรกของการถายยีนในกลวยไมไดแก Chia et al. (1990) ไดทดลองถายยีน
รายงานผล (reporter gene) คือยีน firely luciferase (luc) เขาสูคัพภะ ของกลวยไมสกุลแวนดา 
(Vanda) และสามารถตรวจสอบการแสดงออกของยีนไดจาก PLBs อายุ 6 สัปดาหหลังถายยีน และ
อีก 4 ปตอมา Chai et al. (1994) ไดรายงานผลการถายยีนเขาสู PLBs ของกลวยไมสกลุหวาย โดยยิง
อนุภาคทังสเตนที่เคลือบดวยพลาสมิด pUC19LUC และ pMON530LUC ซ่ึงมียีนรายงานผล luc 
หลังจากคัดเลอืกตนถายยีนโดยเลือกจากการตนที่มีแสดงออกของยีน luc และตรวจสอบการมีอยู
ของยีนโดย Southern blot analysis แลวไดตนกลวยไมถายยีนที่สมบรูณ 25 สายตน 
 

 Yang et al. (1999) ทดลองถายยีนเขาสู PLBs ของกลวยไมสกุลซิมบิเดียม 
(cymbidium) อายุ 6 เดือนโดยยิงอนุภาคทองที่เคลือบดวยพลาสมิด pKH200 ซ่ึงมียีนรายงานผล 
βR-glucuronidaseR (gus) และยนีคัดเลือก neomycin phosphotransferase (npt II) หลังจากคัดเลือกบน
อาหารสูตร Murashigi and Skoog (1962) (MS) ที่เติมสารปฎิชีวนะกานามัยซิน (kanamycin) ความ
เขมขน 200 มิลลิกรัมตอลิตร นาน 9 เดือน ไดตรวจพบการมีอยูของยีน npt II เมื่อทดสอบโดยวิธี 
polymerase chain reaction (PCR) ในกลวยไมถายยีนทุกตน แตพบการแสดงออกของยีน gus เมื่อ
ตรวจสอบโดยวิธี histochemical assay 69.4 เปอรเซ็นต  
 

 Knapp et al.R R(2000) ทดลองถายยีนเขาสู PLBs ของกลวยไม 3 สกุล คือ RดอรริทRานอฟ
ซิสR R(Doritaenopsis) Rบราสเซีย R(Brassia) RและแคทลียาR (Cattleya) โดยยิงอนุภาคทองที่เคลือบดวย 
พลาสมิด pDPG165 ซ่ึงมียีนคัดเลือก (bar) หลังจากคัดเลอืกบนอาหารแข็งสูตร Phytamax ที่เติม 
bialaphos ความเขมขน 1 มิลลิกรัมตอลิตร นาน 1 เดือน และคัดเลือกตอในอาหารเหลวสูตรเดิม ที่
เติม bialaphos ความเขมขน 3 มิลลิกรัมตอลิตร อีก 2 เดือน จึงชักนําใหกลวยไมเปนตนที่สมบูรณ
บนอาหารแข็งที่ไมเติม bialaphos นาน 3-6 เดือน หลังการตรวจการมีอยูของยีน โดยวธีิ Southern 
blot analysis และการแสดงออกของยีน bar โดยวิธี northern blot analysis และความตานทานตอ 
bialaphos แลวไดตนกลวยไมถายยีนสกุลRดอรริทRานอฟซิสR R3 สายตน สกุลRบราสเซีย R2 สายตน RและR

สกุลRแคทลียาR 2 สายตน 
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 4.2 Tการถายยนีโดยใชพาหะ (vector mediated gene transfer) 
 
T  การถายยีนโดยวิธีนี้เปนการนํายีนเขาสูเซลลพืชโดยพาหะ พาหะทีไ่ดรับความนิยมอยาง
กวางขวางคือ เชื้อแบคทีเรีย Agrobacterium tumefaciens ซ่ึงเปน Tแบคทเีรียในดินแกรมลบ  
รูปแทง เปนสาเหตุของโรคปุมปม (crown gall disease) ในพืชใบเลี้ยงคูเกือบทุกชนดิ แตสายพนัธุ
ดั้งเดิมไมสามารถกอโรคกับพืชใบเลี้ยงเดี่ยวได  TA. tumefaciens T สามารถถายสวนของ T-DNA 
(transferred-DNA) ซ่ึงอยูบน Ti-plasmid (tumor-inducing plasmid) เขาสูเซลลพืช โดยจะเขาแทรก
ในยีโนมของพืชและสามารถแสดงออกไดในพืช (Horsch et al.,1985) การใชประโยชนจาก

แบคทีเรียชนดินี้เพื่อการถายฝากยีนสามารถทําได โดยตัดยีนที่ชักนําใหเกิดปุมปมในพชืออกแลว
แทนที่ดวยยีนที่ตองการในสวนของ T-DNA 
 

 4.2.1 กลไกการถาย T-DNA เขาสูเซลลพืชโดยT A. tumefaciens 
 

  การถายยีนเปาหมายโดย TA. tumefaciensT เขาสูยีโนมของพืชตองการสวนประ กอบทาง
พันธุกรรมของ TA. tumefaciens T 3 สวนคือ T-DNA, virulence region (vir)  และ  chromosomal 
virulence genes (chv)  สวนแรกคือ T-DNA เปนสวนของ DNA บน Ti-plasmid ของ TA. 
tumefaciensT ซ่ึงเปนสวนแทจริงที่เขาแทรกในยีโนมของพชื สวนประกอบที่สําคัญคือ T-DNA 
border ซ่ึงมีความยาวขางละประมาณ 25 bp (Sheng and Citovsky, 1996)  สวนที่สองคือ vir region 
อยูบน Ti-plasmid มีความยาวประมาณ 35 กิโลเบสซึ่งจําเปนตอการเกดิ crown gall tumor โดย  
vir genes จะไมไดถูกถายเขาสูเซลลพืชดวย  พบ vir genes ทั้งหมด 8 transcription unit หรือเรียกวา 
operon ประกอบดวย virA   virG  virB  virC  virD  virE  virH และ virF  (Van Haaren et al., 1987) 
และสวนสุดทาย chv genes  เปนยีนเกีย่วของกับการสังเคราะหหรือการขนสงสารพวก 
คารโบไฮเดรทที่มีน้ําหนกัโมเลกุลต่ําไดแก β-1,2-glucan  chv ประกอบดวย chromosomal loci 5 
ตําแหนงไดแก chvA  chvB  exoC (pscA)  cel และ att (Nester and Gordon ,1984) 
 

กลไกการถาย T-DNA เขาสูเซลลพืชโดย T A. tumefaciens เร่ิมขึ้นเมื่อพืชเกิดบาดแผล
แลวTสังเคราะหสารประกอบ phenolic (phenolic compound) หลายชนิด เชน lignin และ flavonoid 
precursor โดยสารประกอบ phenolic สําคัญซึ่งเปน signal molecule ชนิดหนึ่งที่พบคือ 
acetosyringone (3,5 – dimethoxy-4-hydroxy acetophenone) Tacetosyringone T นี้เองมีผลกระตุนใหT 
A. tumefaciens เขามาจับที่ผิวเซลลพืชในบริเวณ Tvitronectin-like plant cell receptors (PVN) 
(Wagner and Matthysse , 1992) แลวT A. tumefaciens T จะสังเคราะห cellulose filament มายึดเกาะกับ
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ผิวเซลลใหแนบชิดที่สุด โดยกลุมของยีนที่เกี่ยวของกับการสราง filamemt จะอยูบนโครโมโซม คือ 
chvA chvB pscA และ att  (Matthysse,1986)  นอกจาก Tacetosyringone T จะกระตุนให T A. tumefaciens 
เขายึดเกาะกับผิวเชลลพืชแลวยังทําหนาที่กระตุนใหT  vir genes ทํางานดวย (Stachel et al., 1985) 
โดย Tacetosyringone T จะทําหนาที่กระตุนใหโปรตีน TVir A ซ่ึง Tเปน transmembrane protein เกิด 
autophosphorylation ซ่ึงจะสงผลใหโปรตีน Vir G ที่ไม active ซ่ึงเกาะอยูกับโปรตนี TVir AT 
เปลี่ยนเปน Vir G ที่ active จากนั้น active Vir G นี้เองจะทําหนาที่เปน inducer ในการเปดการ 
transcription ของ vir genes อ่ืน ๆ บน Ti-plasmid (HTJin et al., 1990TH)  ขั้นตอนตอไปคือการสราง  
T-DNA complex เพื่อถายเขาสูเซลลพืช โดยโปรตีน VirD1 และ VirD2 ซ่ึงมีคุณสมบัติเหมือน
เอนไซม endonuclase ทําหนาที่ตัด T-DNA ในบริเวณ left และ right border โดยตัดเพยีงสายเดยีว
เฉพาะ bottom strand เทานั้น (Wang et al., 1987) หลังจากตัดแลว สาย T-DNA จะถูก mobilize เขา
กับโปรตีน VirD 2 หนึ่งโมเลกุล ที่ปลาย 5’ ทางดาน right border จากนัน้โปรตีน VirE2 จะเขามา
จับสายของ T-strand ตลอดความยาวเพื่อใหสายของ T-strand ไมพบัซอนกัน เรียกโครงสราง
ประกอบดวย T-DNA โปรตีน VirD 2 และโปรตีน VirE2 นี้วา T-complex  ซ่ึงมีความยาวประมาณ 
3,600 นาโนเมตร กวางประมาณ 2 นาโนเมตร และมีน้ําหนักประมาณ 50,000 กิโลดาลตัน 
(Citovsky et al., 1989)  หลังจากสราง T-complex แลว T-complex จะเคลื่อนออกจากเซลล
แบคทีเรียเขาสูเซลลพืชโดยผานชองเปดที่สรางขึ้นระหวางของผนังเซลลของแบคทีเรียและเซลล 
เมมเบรนของพืชโดยการทํางานรวมกนัของโปรตีน Vir B 11 ชนิด (HTChristie, 1997TH) เมื่อ T-DNA 
complex เขาสู cytoplasm ของพืชแลวจะมี plant signal molecule ที่เรียกวา nuclear localization 
signal (NLS) จากพืชเขามาชวยในการพา T-complex เขาสูนิวเคลียส ซ่ึง plant signal molecule นี้ม ี
2 ชนิดคือ VirD2 NLS และ VirE2 NLS โดยแตละชนิดจะจับกับ VirD2 และ VirE2 ตามลําดับ แลว
นําพา T-DNA complex เขาสูนิวเคลียส ( Sheng and Citovsky , 1996) ในขั้นตอนสุดทายคือการ
แทรกตัวของ T-DNA เขารวมกับยีโนมของพืชนั้นมีหลายรายงานเสนอวาเกดิจากกระบวนการ 
illegitimate recombination ( HTGheysen et al., 19 TH89, HTLehman et al., 1994TH ; HTPuchta, 1998 TH) เร่ิมจาก
ปลาย 3’ ของ T-DNA strand เขาจับกับยีโนมพืชโดยใชลําดับเบสคูสมเพียง 2-3 เบสซึ่งเรียกวา 
micro-homologies แลวโปรตีน VirD2 ซ่ึงอยูที่ปลายดาน 5’ ของ T-DNA strand และมีคุณสมบัติ
คลายเอนไซม endonuclease จะตัดดีเอ็นเอที่สาย 3’-5’ ของพืชใหเกิดชองวางแลวรวมปลาย 5’ เขา
กับปลายดาน 3’ ของพืช จากนั้นปลาย 3’ ของ T-DNA strand จึงเขารวมที่ดาน 5’ ของพืช ขั้นตอน
สุดทายคือการเชื่อมชองวางดวยกระบวนการซอมแซมโดยกลไกของพืช (HTTinland et al., 1995TH) T

กระบวนการสงถายยีนจาก A. tumefaciens เขาสูพืชนี้แสดงในภาพที่ 2 
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T 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Uภาพที2่U ขั้นตอนโดยสรุปของการถายยีนโดย TA. tumefaciens เขาสูพืช T(Sheng and Citovsky ,1996) 
1)  แสดงการจบัของ Agrobacterium กับ surface reception ของเซลลพืช 
2)  การจดจํา plant signal molecules โดย Vira/VirG sensor – transducer ของแบคทีเรีย 
3)  การกระตุน vir genes ของแบคทีเรีย  
4)  การสราง transferable T- strand  
5)  การสราง T-complex และการขนสงเขาสูเซลลพืช  
6)  การขนสงเขาสูนิวเครียสของ T-complex  
7)  การแทรกของ T-DNA เขาสูจีโนมพืช   
IM,bacterial inner membrane ; NPC, nuclear pore complex ;  
OM, bacterial outer membrane ;PP, bacterial periplasm  
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 4.2.2 การถายยีนโดย T A. tumefaciens เขาสูพืชใบเลี้ยงเดี่ยว 
 

  ในปจจุบนันยิมใชการถายยีนเขาสูพืชโดย TA. tumefaciens อยางกวางขวาง Tทั้งในพืชใบ
เล้ียงคูและใบเลี้ยงเดี่ยวT Tเนื่องจากใหประสิทธิภาพการถายยีนสูง ตนถายยีนทีไ่ดมีจํานวน copy ของ
ยีนนอย สามารถใชถายชิ้นสวนของยนีที่มขีนาดใหญได และมีคาใชจายนอย (Hiei et al., 1994 ; 
Cheng et al., 1997) ในพืชใบเลี้ยงเดีย่วจะแมวาไมใชพืชอาศัยของ TA. tumefaciens แตไดมีการศึกษา
และปรับปรุงจนสามารถใชเทคนิคนี้ในพืชใบเลี้ยงเดีย่วไดอยางมีประสิทธิภาพ โดยปจจัยที่ทําให
การถายยีนวิธีนี้ประสบความสําเร็จไดแก  
 

T  ก. Tกระตุนให vir gene ทํางานโดยสารประกอบ phenolic  
 

 การเกิดบาดแผลจะกระตุนใหพืชใบเลีย้งคูผลิตสารประกอบ phenolic ที่จําเปน
สําหรับการถายยีนโดย TA. tumefaciens ไดแก acetosyringone หรือ α-hydroxy-acetosyringone แต
พืชใบเลี้ยงเดี่ยวเกือบทกุชนดิไมสามารถสรางสารเหลานี้ได (Smith and Hood, 1995) แตถาใช 
acetosyringone เติมในอาหารสําหรับเล้ียงเซลล A. tumefaciens และระหวางการ co-cultivation จะ
สามารถกระตุนให vir genes ในเซลล A. tumefaciens ทํางานไดและทําใหการถายยีนในพืชใบเลี้ยง
เดี่ยวประสบความสําเร็จ เชน Hiei et al. (1994) ประสบความสําเร็จในการถายยีนในขาวเมื่อเติม 
acetosyringone ความเขมขน 100 ไมโครโมลารในอาหารสําหรับ co-cultivation และ Men et al. 
(2003b) สามารถถายยีนเขาสูกลวยไมสกลุหวายพันธุ Den. ‘nobile’ ไดโดยเติม acetosyringone 
ความเขมขน 100 ไมโครโมลารในอาหารสําหรับเลี้ยง A. tumefaciens และอาหาร co-cultivation 
นอกจากการใช acetosyringone แลวยังมีปจจัยอ่ืนที่สามารถชวยกระตุนให vir genes ทํางานไดเชน 
ใชอาหารสําหรับ co-cultivation ที่เปนกรดออน (pH 5-6) (Turk et al., 1991) ที่มีคาแรงดันออสโมติ
กสูง (Usami et al., 1988) และใชอุณหภูมิระหวาง co-cultivation ไมเกนิ 28 องศาเซลเซียส  
(Alt-Morbe et al., 1988) 
 

 ข. Tเลือกใชสายพันธุ A. tumefaciens ที่เหมาะสม T 

 
TA. tumefaciens มี Tหลากหลายสายพันธุทีแ่ยกไดจากธรรมชาติและพัฒนาขึ้นเพื่อ

ใชในการถายยีน แตมีบางสายพันธุเทานัน้ที่ประสบความสําเร็จในการถายยีนในพืชใบเลี้ยงเดีย่ว 
เชน TA. tumefaciens สายพันธ LBA 4404 ซ่ึงบรรจุ Ti-plasmid คือ pAL4404 เปนสายพันธุรุนแรง
ปานกลาง (virulence strain) โดยพัฒนามาจาก Tสายพันธุดงัเดิม (wild type) คือ TA. tumefaciens   



 
18 

สายพันธ Ach5 (Hoekema et al., 1983)  และ A. tumefaciens  สายพันธุ A281 และกลุมที่พัฒนาจาก
แบคทีเรียสายพันธุนี้เชน A. tumefaciens สายพันธ EHA 101, EHA 105, AGL 0 และ AGL 1 ซ่ึง
ทั้งหมดบรรจุ Ti-plasmid คือ pTiBo542 หรือพลาสมิดดัดแปลงของพลาสมิดนี้ แบคทีเรียกลุมนีเ้ปน
สายพันธุรุนแรงมาก (hyper-virulence strains) (Lazo et al., 1991 ; Hood et al.,1993)  การถายยีน
โดย A. tumefaciens  ประสบความสําเร็จทั้งในขาว (Hiei et al.,1994 ; Aldemita and Hodges, 1996) 
ขาวสาลี (Cheng et al., 1997) ขาวโพด (Finer and Finer, 2000) และTRกลวยไม (Belarmino RandR MiiR,R 
2000 R; RYuR et al.R,R2001; Liau et al.R, 2003R a,bR) ในRพืชRแตละRชนิดหรือแมแตชนิดเดียวกนัแตตางพนัธุ
กันยังมีความจาํเพาะตอ TA. tumefaciens  สายพันธุที่แตกตางกัน และ A. tumefaciens  สายพันธุที่
รุนแรงมากอาจไมสามารถใชในการถายยนีไดในพืชทุกชนิด เชน Hiei et al. (1994) ไดทดลองถาย
ยีนในขาวญี่ปุน 3 พันธุ โดยเปรียบเทียบผลการทดลองพบวา A. tumefaciens  สายพันธุ LBA 4404 
ใหประสิทธิภาพการถายยนีสูงกวาสายพนัธุ EHA 101 ซ่ึงสอดคลองกับการทดลองของ TRBelarmino 
RandR Mii R(R2000R)R Rที่ไดทําการถายยีนในกลวยไมสกุลฟาแลนนอฟซิส Tในขณะทีก่ารถายยีนในขาว
สาลี และขาวบาเลย พบวา A. tumefaciens  สายพันธุ EHA 101 ใหประสิทธิภาพการถายยีนสูงกวา
สายพันธุ LBA 4404 (Guo T et al.R, R1998R) TRซ่ึงสอดคลองกับกลวยไมสกุลออนซิเดียมที่ A. tumefaciens  
สายพันธุ EHA 105 ใหประสิทธิภาพการถายยีนสูงกวาสายพันธุ LBA 4404 (LiauT et al.R, R2003 a) 
ดังนั้นเพื่อใหการถายยีนโดย T A. tumefaciens  ประสบความสําเร็จควรทดสอบสายพันธุของ 
 A. tumefaciens  ที่เหมาะสมตอพืชชนิดนัน้ ๆ ดวยT 

 
ค. ระบบการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อที่เหมาะสม 

 
ปจจัยที่สําคัญประการหนึ่งของการถายยีนโดย TA. tumefaciens  คือวิธีการเตรียม

เนื้อเยื่อเปาหมายใหเหมาะสมสําหรับการถายยีน ทั้งการทาํบาดแผล การกระตุนใหสามารถแบง
เซลลไดอยางรวดเรว็และมีศกัยภาพในการพัฒนาเปนตนใหมไดสูง การเตรียมเนื้อเยือ่เปาหมายใน
พืชใบเลี้ยงเดี่ยวมีความแตกตางจะพืชใบเลี้ยงคู เนื่องจากเมื่อพืชใบเลี้ยงคูเกิดบาดแผลจะกระตุนให
มีการแบงเซลลใหมเพื่อซอมแซมบริเวณนั้น ซ่ึงเหตุนี้ทําใหยนีที่ถูกถายเขาไปมีโอกาสแทรกรวมกบั
ยีโนมพืชไดมากขึ้น แตในพชืใบเลี้ยงเดีย่วจะไมแบงเซลลใหม แตทําใหบริเวณนั้นแข็งตัว 
(lignified) เพื่อลดการสูญเสียน้ํา นีจ้ึงเปนเหตุผลหนึ่งที่ทาํใหพืชใบเลี้ยงเดี่ยวไมใชพชือาศัยของ A. 
tumefaciens  (Potrykus, 1990) ดังนั้นถาเลือกใชการถายยีน A. tumefaciens  เขาสูพืชใบเลี้ยงเดีย่ว
ตองศึกษาระบบการเพาะเลีย้งเนื้อเยื่อของพชืนั้น ๆ กอน โดยควรเลือกชนิดของเนื้อเยือ่ที่อยูในระยะ
แบงเซลล เชน แคลลัสที่พัฒนาจากเอมบรโิอ T(Hiei et al., 1994)  scutellum T และ mesocotyl (Graves 
and Goldman, 1986) และ PLBs (ChaiT et al.R, R2002 ;T Men Tet al.R,R 2003T b ; LiauT et al.R, R2003 a,b) 
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นอกจากชนิดของเนื้อเยื่อแลวควรศึกษาถึงชนิดและสูตรของอาหารเพาะเลี้ยงที่กระตุนใหเนื้อเยื่อ
พืชแบงเซลลในขณะทีเ่ล้ียงรวมกับเชื้อ TA. tumefaciens  และ Tสูตรของอาหารที่ชักนําใหเกิดตนใหม 
(Hiei et al., 1994)  
 

 4.2.3 การถายยีนโดย T A. tumefaciens เขาสูกลวยไม 
 

การถายยีนในกลวยไมในระยะแรก ๆ นั้น นิยมใชการถายยีนโดยเครื่องยิงอนุภาค แต
ภายหลังมักนยิมใชการถายยนีโดยR RAgrobacterium เนื่องจากวิธีนีใ้หประสิทธิภาพการถายยีนที่สูง
กวา รายงานแรก ๆ ที่สามารถใช TA. tumefaciens  ในการถายยีนเขาสูกลวยไมและบังคับใหเปนตน
ไดสําเร็จคือ TBelarmino and Mii (2000) ไดศึกษาการถายยีนเขาสูกลวยไมฟาแลนนอพซิสR ลูกผสม
ระหวาง Doritaenopsis Coral Fantasy x Phalanenopsis (Baby Hat x Ann Jessica) โดยใช 
A. tumefaciens RสายพันธุR LBA4404 ที่มีพลาสมิด pTok233 และ สายพนัธุ EHA101 ที่มีพลาสมิด 
pIG121Hm โดยทั้งสองพลาสมิดมี gus Rเปนยีนรายงานผล Rและ hygromycin phosphotransferase 
(hpt หรือ RhphR) เปนยนีคัดเลอืก และยังไดมีการตรวจสอบตนที่ไดรับการถายยีนโดยวิธี GUS 
histochemical assay วิธีการ PCR analysis และวิธีการ Southern blot hybridization เพือ่ตรวจสอบ
การมีอยูและการแสดงออกของยีนอีกดวย  
 

RChai Ret al. R(2002) ไดทดสอบประสิทธิภาพการถายยนีในR PLBs Rกลวยไม 
ฟาแลนนอพซศิ 4 สายพันธุโดยใชR RA. tumefaciens RสายพันธุR LBA4404 ถายRพลาสมิดR pTOK233 R

ซ่ึงRมี gus Rเปนยีนรายงานผล Rและ RhptR เปนยนีคัดเลือก จากผลการทดลองสรุปปจจัยที่เหมาะสมใน
การถายยีนคือ Rใช PLBs ที่ถูกผาครึ่งตามขวางที่ทําบาดแผลโดยใชเข็มฉดียาแทงบริเวณตาง ๆ 10 
แหงเลี้ยงรวมกับเซลลแขวนลอยของ RA. tumefaciens ที่มีคา RODB600B เทากับ 0.3 แลวเพาะเลี้ยงพรอม
กําจัด RA. tumefaciens สวนเกนิบนอาหารแข็งสูตร RVW ที่เติม มันฝรั่งบด 100 มิลลิกรัมตอลิตร และ
สารปฏิชีวนะ cefotaxime ความเขมขน 200 มิลลิกรัมตอลิตร นาน 6 สัปดาห แลวจึงคัดเลือกบน
อาหารสูตรเดิมแตเติมสารปฏิชีวนะ hygromycin ความเขมขน 3 มิลลิกรัมตอลิตร นาน 2 เดือน 
หลังจากคัดเลอืกแลวพบ PLBs Rที่สามารถชักนําใหเกดิรากและพัฒนาเปนตนสมบูรณไดบนอาหาร
คัดเลือกR Rและยังไดมกีารตรวจสอบตนที่ไดรับการถายยนีโดยวิธี PCR analysis วิธี Southern blot 
hybridization เพื่อตรวจสอบการมีอยู และตรวจสอบการแสดงออกของยีน Rgus Rดวยวธีิ GUS 
histochemical assay 
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RYu Ret al. R(2001) ไดศึกษาการถายยีนในกลวยไมสกุลหวายRพันธุ RMadame Thong-In 
โดยใช thin-section PLBs ขนาด 1 มิลลิเมตร เล้ียงรวมกบัR RA. tumefaciens RสายพันธุR LBA4404 ที่มี
ยีนเปาหมายคอื antisense ของยีน DOH1 และยนีตานทานตอสารปฏิชีวนะ Rkanamycin Rคือ 
Rneomycin phosphotransferase (nptII) Rหลังจากคัดเลือกบนอาหารแข็งสตูร RKnuson C ที่เติมสารR

ปฏิชีวนะ Rkanamycin ความเขมขน 200 มิลลิกรัมตอลิตรนาน 15 สัปดาห ไดรับตนกลวยไมที่
ตานทานตอสารปฏิชีวนะ 190 ตน แตมีตนกลวยไม 154 ตนที่แสดงลกัษณะทาง phenotype ที่
ผิดปกติคือสามารถสรางยอดมากกวา 1 ยอดบน PLBs เดียวกัน และสรางดอกไดเร็วข้ึน ซ่ึงเกิดจาก
การทํางานจากR antisense ของยีน DOH1 R 

 
Men et al. (2003b) ไดทดสอบปจจัยตาง ๆ ที่เกี่ยวของกับการถายยีนในกลวยไม Den. 

‘nobile’ โดย RA  tumefaciens R2 สายพันธุไดแกT สายพันธุ EHA 105 และสายพันธุ AGL 1 โดยใช 
binary vector เดียวกันคือ pCAMBIA 1301 Tซ่ึงRมี gus Rเปนยีนรายงานผล Rและ Rhpt Rเปนยนีคัดเลือก 
จากผลการทดลองสรุปปจจัยที่เหมาะสําหรับการถายยีนคือ การเลี้ยง RPLBs ที่ตัดใหมขีนาดประมาณ 
4-6 มิลลิเมตรรวมกับR A. tumefaciens TRสายพันธุ AGL 1 Tนาน 30 นาที (infection) แลวจึง co-cultivate 
บนอาหารแข็งสูตร ½ MS ที่เติม 6-benzylaminopurine (BA) และ acetosyringone ความเขมขน 100 
ไมโครไมลาร นาน 2-3 วัน แลวจึงคัดเลือกบนอาหารสูตรเดิมและเติมสารปฏิชีวนะ hygromycin 
ความเขมขน 30 มิลลิกรัมตอลิตรและ cefotaxime ความเขมขน 250 มิลลิกรัมตอลิตรนาน 3 เดือน 
วิธีการนี้ใหประสิทธิภาพการถายยีนสูงสุดที่ 18 เปอรเซ็นต 
 

Liau et al. (2003a) สามารถถายยีนเขาสูกลวยไมสกุลออนซิเดียมโดยใช  
RA. tumefaciens RสายพันธุR REHA 105 ซ่ึงมีพลาสมิด pCAMBIA 1301 เปนเวกเตอรพาหะ หลังจาก
การคัดเลือกในอาหาร PR medium ที่เติม hygromycin 5 มิลลิกรัมตอลิตร นาน 3 เดอืน พบวาไดตน
กลวยไมถายยนีทั้งหมด 6 สายตน และในปเดียวกัน Liau et al. (2003b) ไดถายยีน sweet pepper 
ferredoxin-like protein (pflp) ซ่ึงเปนยีนเกีย่วของกับกลไกการปองกันตวัเองในพริกหวาน หลังจาก
ถายยีนเขาสู PLBs และคัดเลือกนาน 3 เดือนไดรับตนกลวยไมทีต่านทานสารปฏิชีวนะ 17 สายตน 
แตมี 6 สายตนเทานั้นที่ตรวจพบการแสดงออกของยีน gus และตานทานตอเชื้อ Erwinia carotovora 
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5.  URการRสังเคราะหRเอทิลีนในดอกไมU 
 

ทุกระยะการเจริญเติบโตของดอกไมตั้งแตเร่ิมสรางตาดอกจนกระทั่งดอกไมหมดอายุการใชงาน
เกี่ยวของกับฮอรโมนพืช (plant hormone) ทั้ง 5 ชนิด คือ ออกซิน (auxin) ไซโตไคนนิ (cytokinin) 
จิบเบลเรลลิน (giberellin) เอทิลีน (ethylene) และกรดแอบซิสิก (abscisic acid) แตเปนที่ยอมรับ
แลววาเอทิลีนเปนฮอรโมนพชืที่มีบทบาทเกี่ยวของกับอายุการใชงานของดอกไมหลังการตัดดอก
มากที่สุด เอทลีินมีสถานะเปนกาซและสามารถเกิดขึ้นไดัจากแหลงอืน่ ๆ นอกเหนอืไปจากดอกไม 
ไมวาเอทิลีนจะเกิดจากแหลงใดก็ตาม สามารถทําความเสียหายใหกับดอกไมและทําใหดอกไมมีอายุ
การใชงานสั้น (สายชล, 2531) 
  

5.1 ขั้นตอนการสังเคราะหเอทิลีน 
 

R กระบวนการสังเคราะหเอทลีินถูกคนพบโดย RYang et al. (1984) โดยพบวามี กรดอะมิโน 
methionine เปนสารตั้งตนซึ่งพืชสามารถสังเคราะหไดเอง methionine จะถูกเปลี่ยนไปเปนR S-
adenosyl-L-RmRethionine (RAdoMetR) โดยเอนไซม Rmethionine adenosyl transferase ทํางานรวมกับ 
adenosine triphosphate (ATP) แลวRเอนไซม 1-aminocyclopropane-1-carboxylic acid synthase 
(ACS) จะทําการเปลี่ยน RAdoMet R ใหเปน 1-aminocyclopropane-1-carboxylic acid (ACC) และ R5-
methylthioadenosine สามารถนํากลับไปใชในการสังเคราะห กรดอะมิโน methionineR ไดใหมแลว
เอนไซม 1-aminocyclopropane-1-carboxylic acid oxidase (ACO) ทําหนาที่เปลี่ยน ACC ใหเปน เอ
ทิลีน ในสภาพที่มีกาซออกซิเจน การสังเคราะหเอทิลีนในขั้นตอนสุดทายมีการสรางสารอื่นR RๆR Rดวย
คือ กาซคารบอนไดออกไซด และกรดไฮโดรเจนไซยาไนด ซ่ึงจะถูกลดความเปนพษิดวย
กระบวนการภายในเซลลพืชโดยเปลี่ยนไปเปนสาร βR-cyanoalanine นอกจากนี้ RACCR ยังสามารถถูก
เปลี่ยนไปเปน 1-(malonyl) aminoRcyclopropane-carboxylic acidR (MACC) (ภาพที่ 3) R(RZarembinski 
and Theologis, 1994R) R 
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Uภาพที่ 3U กระบวนการสังเคราะหเอทิลีนในพืชช้ันสูง R(RZarembinski และ Theologis, 1994R) 
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 5.2 ความเสียหายของไมดอกเนื่องจากเอทลีิน 
 

 เอทิลีนเปนฮอรโมนที่มีบทบาทมากที่สุดเกี่ยวกับคุณภาพของดอกไม ไมวาเอทิลีนจะเกิด
จากดอกไมเองหรือจากแหลงอื่น ๆ สามารถทําความเสียหายใหกับดอกไมไดเหมือนกัน เอทิลีนใน
บรรยากาศเพยีง 0.002-0.5 ไมโครลิตรตอลิตร สามารถทําความเสียหายใหกับดอกไมได ดอกไมที่
ไดรับเอทิลีนจะมีอายุการใชงานสั้น เพราะเอทิลีนทําใหกลีบดอกไมเหีย่วและดอกรวงเร็ว ตัวอยาง
ของความเสียหายของดอกไมที่เกิดขึ้นเนื่องจากเอทิลีน เชน กลีบดอกมวนเขาหรือไมบาน 
(sleepiness) ซ่ึงบางครั้งเรียกวาดอกฟุบหรือช็อค เกิดใน คารเนชัน และกุหลาบหิน (kalanchoe) 
กลีบดอกมีสีซีดและกลีบดอกมวนงอเขา เชน ผักบุงฝร่ัง (morning glory) กลีบดอกมสีีซีดและปลาย
ของกลีบดอกเหี่ยว เชนกลวยไมในสกุล แคทลียา แวนดา หวาย และฟาแลนนอพซิส ดอกเหีย่วและ
กลีบดอกรวง เชน กุหลาบ กานดอกของของกลวยไมโคงงอ (epinasty) และ กลีบดอกของกุหลาบ
เปลี่ยนสีจากสแีดงเปนสีน้ําเงนิมวง (blueing) (Hew and Yong, 2004) 
 
 5.3 ระบบการสังเคราะหเอทลีินในดอกไม 
 

 ดอกไมหลายชนิด เชน กุหลาบ คารเนชัน และกลวยไม มีความสามารถในการสราง 
เอทิลีนไดเหมอืนผลไมประเภท climacteric คือระบบการสรางเอทิลีนเปน autocatalytic system 
เอทิลีนที่ดอกไมไดรับจากภายนอกสามารถชักนําใหดอกไมสรางเอทิลีนขึ้นมาเองได กาซ 
อะเซทาลีน (acetylene) และโพรพิลิน (propylene) ซ่ึงทําหนาที่คลายเอทลีิน (ethylene analog) 
สามารถชักนําใหดอกไมสรางเอทิลีนไดเชนเดียวกนักับในผลไมประเภท climacteric เมื่อดอกไม
ไดรับอันตรายตาง ๆ เชน บาดแผล ชอกชํ้า และสารเคมีเปนพิษ สามารถกระตุนใหัดอกสรางเอทิลีน
ได เอทิลีนที่ดอกไมสรางขึ้นเนื่องจากสาเหตุดังกลาวเรยีกวา wounded ethylene เอทิลีนที่ดอกไมเร่ิม
สรางเพียงเล็กนอย หรือเอทลีินจากแหลงอื่น ๆ ก็ตามสามารถชักนําใหดอกไมสรางเอทิลีนมากขึ้น
ได โดยทัว่ไปการสรางเอทิลีนประกอบดวย 3 ระยะ คือ ระยะแรก ดอกไมมีอัตราการสรางเอทิลีน
คอนขางต่ํา ระยะกลาง ดอกไมมีอัตราการสรางเอทิลีนสูงสุด และระยะสุดทาย ดอกไมมีอัตราการ
สรางเอทิลีนลดลง การสรางเอทิลีนของดอกไมจะเหน็ชัดในระยะกลาง ซ่ึงเกิดขึ้นพรอมกับการ
เปลี่ยนแปลงในสวนอื่น ๆ ของดอกไมซ่ึงนําไปสูการเกดิชราภาพของดอกไม เชนการเหี่ยวของดอก 
ดอกไมบางชนิด เชนกลวยไมสกุลหวาย พันธุแจกเกอลนีฮาไวอิ อาจจะมีอัตราการสรางเอทิลีนสูง
มากในระยะทีด่อกตูม และลดลงเมื่อดอกเริม่บาน อัตราการสังเคราะหเอทิลีนจะสูงขึ้นอีกเมื่อดอกที่
บานแลวเขาสูระยะชราภาพ ดังนั้นวิธีใดทีชั่กนําใหดอกไมมีอัตราการสรางเอทิลีนสูงขึ้นในระยะ
กลาง ก็จะทําใหดอกไมมีอายุการใชงานสั้นลงเร็วตามไปดวย การกระตุนใหดอกไมสรางเอทิลีน
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เพิ่มขึ้นยังมวีิธีการอื่น ๆ อีก เชน อุณหภูมิสูง การผสมเกสร และสารควบคุมการเจริญเติบโตในกลุม
ออกซิน เชน NAA และ 2,4-dichlorophenoxyacetic acid ( 2,4-D) การกระตุนใหดอกไมสรางเอ
ทิลีนเพิ่มขึ้นโดยวิธีการตาง ๆ จะเกดิขึ้นโดยผานกระบวนการที่ดอกไมมีการสราง ACC synthase 
มากขึ้น ACC synthase จะเปนตัวเรงการเกดิปฏิกิริยาการเปลี่ยน AdoMet เปน ACC และในที่สุด 
ACC จะถูกเปลี่ยนเปนเอทิลีน (สายชล, 2531) 
 

5.4 การยับยั้งการสังเคราะหเอทิลีน 
 

 ดอกไมจะมีการสรางเอทิลีนอยางเดนชัดในชวงเวลากอนหมดอายุการใชงาน ถาการ
สรางเอทิลีนของดอกไมนัน้ถูกยับยั้ง อายุการใชงานของดอกไมจะนานขึ้น การยับยัง้การสราง 
เอทิลีนในดอกไมสามารถทําไดหลายวิธี เชน การใชอุณหภูมิต่ํา ความเขมขนของออกซิเจนต่ํา คือ 
นอยกวา 21 เปอรเซ็นต ความเขมขนของคารบอนไดออกไซดที่สูง คือมากกวา 0.03 เปอรเซ็นต 
(สายชล, 2531) การใชสาร Rrhizobitoxine  aminoethoxyvinyl glycineR ( AVG )  aminooxyacetic 
acid (AOA) methoxyvinyl glycine ( MVG) Rที่มีผลยับยั้งการเปลี่ยน RAdoMetR ไปเปน ACCR ซ่ึงเปน
การยับยั้งการทํางานของเอนไซม ACC synthase R(Yang and Hoffman, 1984)R สวนการให 
benzyladenine (BA) จากภายนอก หรือไอออนของสาร เชนโคบอลทไอออน (CoP

2+
P) และนิเกิล

ไอออน (NiP

2+
P) Rมีผลทําใหการเปลี่ยน ACC ไปเปนเอทิลีนลดลง จึงนาจะมีสวนเกีย่วของในการยับยั้ง

การทํางานของเอนไซม RACC oxidase (จริงแท, 2549) Rแตวิธีการที่นาจะมีประสิทธิภาพที่จะยับยั้ง
การสังเคราะหเอทิลีนไดโดยตรงไดแก การถายยีน Rantisense ACO  เขาสูพืช ซ่ึงวิธีการนี้สามารถ
ยับยั้งการสังเคราะหเอทิลีนในระดับการแสดงออกของยนี 
 
6.  Uการควบคมุการสังเคราะหเอทิลีนในระดับยีนโดยใช antisenseU 

 
 โมเลกุลสายคูของ DNA ในบริเวณที่เปนยนี จะมีเพียงสายเดยีวเทานั้นที่สามารถถอดรหัสไดเปน 
RNA และแปรรหัสเปนโปรตีนเพื่อนําไปใชในกิจกรรมตาง ๆ ของเซลล ซ่ึงสายเดียวของ DNA มี
ทิศทางจาก 5’-3’ ซ่ึงสามารถถอดรหัสไดเปน mRNA สวนอีกสายหนึง่ซึ่งมีลําดับเบสคูสมที่มี
ทิศทางจาก 3’-5’ ถาถูกถอดรหัสสายอารเอ็นเอที่ไดเรียกวา antisense RNA ถาในเซลลมี RNA ที่มี
ลําดับเบสคูสมกับ mRNA แลวเกดิการเขาคูกัน จะทําให mRNA นั้นไมสามารถแปรรหัสเปน
โปรตีนได (Brakel, 1989)  
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 กลไกที่สามารถยับยั้งการแสดงออกของยีนที่ตองการได โดยใชหลักการของ antisense 
technology คือการนําสวนของ cDNA ที่สรางจาก sense strand ของยีนที่ตองการไปตอกับเวคเตอร
แบบกลับทิศทาง (reverse orientation) ของสาย coding region แลวถายเขาสูส่ิงมีชีวิตที่ตองการ 
เพื่อใหสราง antisense RNA ที่เขาคูกับ mRNA เกิดเปน RNA สายคู (RNA duplex) ซ่ึงทําให 
mRNA นั้นไมสามารถแปรรหัสเปนโปรตีนได (ภาพที่ 4 ก) และเมื่อม ีRNA duplex ของยีน
เปาหมายอยูในเซลล จะชักนําใหกลไกการยับยั้งการแสดงออกของยีนซึ่งเกิดขึ้นเองในธรรมชาติ
ทํางาน เรียกกลไกนี้วา RNAi (RNA interference) หรือ PTGS (post-transcriptional gene silencing) 
ขั้นตอนของกลไกนี้เร่ิมจาก RNA duplex ที่เกิดขึ้นจะถูกจับและตัดโดยเอนไซม Dicer ใหเปนอาร
เอ็นเอนสายคูเสนสั้น ขนาดประมาณ 21-25 basepair ที่เรียกวา siRNA (small interferening RNA) 
จากนั้นโมเลกลุนี้จะถูกจับดวย RISC (RNA-induced silencing complex) และทําใหเกิดโครงสราง
ใหมที่ประกอบดวย RISC และ siRNA สายเดีย่ว ซ่ึงโครงสรางนี้มีความเสถียรมาก และเมื่อมี 
mRNA ของยีนเปาหมายที่เกิดขึ้นใหม โครงสรางนี้เองจะทําหนาที่ตดั mRNA นั้น (ภาพที่ 4 ข) 
(Antier, 2005) ดังนั้นกลไกนีจ้ึงสามารถยับยั้งการแสดงออกของยีนที่ตองการไดอยางมี
ประสิทธิภาพ  
 
 ในงานวิจยัดานการปรับปรุงพันธุพืชโดยการนํา antisense technology มาใชในการควบคุมการ
สังเคราะหเอทลีินนั้น สามารถสราง antisense RNA จากยนีในพืชชนิดเดียวกัน (homologous 
antisense RNA ) (Wong et al., 2001) หรือการสรางจาก antisense RNA จากยีนในพชืตางชนิดกนั 
(heterologous antisense RNA) (Oliver et al., 1993) ตัวอยางงานวจิัยที่ประสบความสําเร็จในการ
ยับยั้งการสังเคราะหเอทิลีนไดแก 
 
 Hamilton et al. (1990) ถายยีน ACO แบบ antisense เขาสูมะเขือเทศแลวพบวาสามารถยับยั้งการ
สังเคราะหเอทลีินถึงได 87 เปอรเซ็นต สวน Klee et al. (1991) ศึกษายนีที่เกี่ยวของกับการสุกของ
ผลไม แลวแยกยีนทีก่ําหนดการสรางเอนไซมเอนไซม ACC syntase ในลักษณะที่เปน antisense 
RNA แลวถายฝากยีนนี้ลงในมะเขือเทศ พบวามะเขือเทศแปลงพันธุกรรมที่ไดไมสุกเนื่องจากไมมี
การสังเคราะหเอธิลีน และ Bolitho et al. (1997) ไดถาย ACO ของแอปเปลแบบ antisense เขาสู
มะเขือเทศ พบวามะเขือเทศทีไ่ดรับการถายยีนสามารถลดการสังเคราะหเอทิลีนไดถึง 95 เปอรเซ็นต  
 
 สําหรับงานวิจยัที่ใช antisense technology ในการยืดอายกุารใชงานของดอกไมไดสําเร็จไดแก
งานวิจยัของ Savin et al. (1995) ไดถาย ACO RNA แบบ antisense เขาสูคารเนชั่น และสามารถยืด
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อายุการปกแจกันได สวน Aida et al. (1998) ถาย ACO แบบ sense และ antisense เขาสู torenia ซ่ึง
พบวาทั้ง 2 วิธีนี้สามารถชวยยืดอายุของดอก torenia ไดเพิ่มขึ้น 2 วัน 
 
 ดังนั้นแนวทางการถายยีน antisense จากมะละกอเขาสูกลวยไม นาจะเปนงานวจิัยทีส่ามารถชวย
ใหดอกกลวยไมมีการสรางเอทิลีนลดนอยลง ซ่ึงจะสงผลใหกลวยไมที่ไดรับการถายยนีมีอายุการใช
งานนานขึ้น ซ่ึงจะเปนผลดีตอการผลิตกลวยไมเพื่อการสงออกของประเทศไทย การทดลองนี้ได
เลือกใชกลวยไมสกุลหวาย 2 สายพันธุคือ บอม17 และ เอียสกุล เปนพชืเปาหมายเพือ่การถายยีน 
ACO1 และ ACO2 จากมะละกอ โดยเทคนิค antisense 
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Uภาพที4่U กลไกการทํางานของ antisense RNA (ก) และ RNA interference (ข) (ที่มา Antier, 2005) 
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อุปกรณและวิธีการ 
 

Uอุปกรณ 
 

1.  Uสายพันธุกลวยไมท่ีใชในการทดลอง 
 
 กลวยไมสกุลหวายท่ีใชในงานวิจยันี้มี 2 พนัธุ คือ บอม17 (Dendrobium ‘Bom 17’)  และ  
เอียสกุล (Den. ‘Earsakul’) ซ่ึงทั้งสองพันธุมีสีชมพูเขมปนขาว กลวยไมทั้ง 2 พันธุนี้เปนไมตัดดอก
สงออกที่มีลักษณะดีและกําลังเปนที่นิยม และยังสามารถขยายพันธุไดดีโดยการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ  
PLBs ของกลวยไมทั้งสองพันธุนี้ไดรับความอนุเคราะหจาก บริษัท กรุงเทพอุตสหกรรมเมล็ดพนัธุ 
จํากัด 
 
2.  Uวัสดุและอุปกรณในการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพืชและการถายยีน 

 
2.1   หมอนึ่งความดันไอ (autoclave machine, Sanyo Labo Autoclave MLS-3780) 
2.2   ตูอบ (hot air oven, Memmert) 
2.3   เครื่องวัดความเปนกรดเปนดาง (multi-parameter analyzer, Consort C831) 
2.4   เครื่องแกวตาง ๆ เชน ขวดแกวขนาด 4 ออนซ บีกเกอร กระบอกตวง 
2.5   ตูยายเนื้อเยื่อ (laminar flow biological safety cabinet class II, Thai interfil) 
2.6   มีดผาตัด ปากคีบ จานแกว (Petri dish) และตะเกยีงแอลกอฮอล 
2.7   ช้ันวางขวดเนื้อเยื่อ 

2.8   เครื่อง electroporation (gene Pulser II Capacitance extender Plus, Bio-RAD P

®
P) 

2.9   เครื่องปนเหวี่ยง (Universal 32R Centrifuge, Hettich ; High speed centrifuge, Kubota) 
2.10 เครื่อง vortex (Vortex Genie2, Scientific Industries) 
2.11 เครื่อง PCR Gene Amp PCR System 2400, Perkin Elmer) 
2.12 เครื่อง Gel electrophoresis (GelMate 2000, Toyobo) 
2.13 เครื่องวัดคาการดูดกลืนแสง (spectrophotometer, Ultrospec 2100 pro) 
2.14 gel Documentation (Vilber Lourmat) 
2.15 incubator shaker (Infors Model AI 72, Minitron) 
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3.  Uสารเคม ี
 

3.1  สารเคมีที่ใชในการเตรียมอาหารสําหรับการเพาะเลีย้งเนื้อเยื่อสูตร VW (Vacin and Went, 
1949) (ภาคผนวก ก) 

 
3.2  สารที่ใชสําหรับปรับคาความเปนกรด-ดาง ไดแก hydrochloric acid (HCl)  sodium 

hydroxide (NaOH) และ potassium hydroxide (KOH) 
 
3.3  สารควบคุมการเจริญเตบิโต ไดแก 6-benzyadenine (BA) 
 
3.4  สารเคมีที่ใชในการเตรียมอาหารสําหรับการเพาะเลีย้งแบคทีเรียสูตร LB (Luria-Betani) 

และ SOB (ภาคผนวก ก) 
 
3.5  สารปฏิชีวนะทีใ่ชในขัน้ตอนของการสรางพลาสมิดสายผสม และขั้นตอนของ 

การถายยีน ไดแก  amplicillin  kanamycin  hygromycin B และ cefotaxime 
 
3.6  สารเคมีที่ใชในการตรวจสอบการมีอยูของยีน โดยวธีิ PCR  

และการทําปฏกิิริยา Southern blot hybridization  
 
3.5  สารเคมีที่ใชในการตรวจสอบการแสดงออกของยีน gus โดยวิธี  

GUS histochemical assay (ภาคผนวก ก) 
 
3.7  สารเคมีที่ใชในการตรวจสอบกิจกรรมของเอนไซม 1-aminocyclopropane-1 carboxylate 

oxidase (ACO) (ภาคผนวก ก) 
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4.  Uพลาสมิด  
 

4.1 พลาสมิด pCAMBIA 1301  
 

 พลาสมิด pCAMBIA 1301 (ภาพที่ 5) เปนพลาสมิดสําหรับถายเขาสูกลวยไมเพื่อตรวจสอบ
ประสิทธิภาพการถายยีน และใชสําหรับสรางพลาสมิดลูกผสมของยีน CPACO1 antisense ซ่ึงเปน 
binary vector ขนาด 11,837 bp โดยสวนของ T-DNA มียีนสังเคราะหเอนไซม β-glucuronidase (ยนี 
gus) เปนยีนรายงานผล และยนีสังเคราะหเอนไซม hygromycin phosphotransferase (ยีน hpt) ซ่ึง
ควบคุมลักษณะตานทานตอสารปฏิชีวนะ hygromycin B เปนยีนคดัเลือก ซ่ึงทั้ง 2 ยีนมีโปรโมเตอร
คือ 35SCaMV promoter และเทอรมิเนเตอรคือ NOS เปนสวนควบคุม และยังมยีีนสงัเคราะห
เอนไซม neomycin phosphotransferase (ยีน nptII) ซ่ึงควบคุมลักษณะตานทานตอสารปฏิชีวนะ 
kanymycin (CAMBIA GPO Box3200, Canberra ACT 2601, Australia)  

 
4.2 พลาสมิด pCAMBIA 13121 

 
 พลาสมิด pCAMBIA 13121 เปนพลาสมิดที่ใชสําหรับสรางพลาสมิดลูกผสมของยีน 

CPACO2 antisense ซ่ึงมีขนาด 11,990 bp (ภาพที่ 6) เปน binary vector ลูกผสมระหวาง พลาสมิด 
pCAMBIA 1300 และ pBI 121 ไดมาโดยการเชื่อมตอยีนสังเคราะหเอนไซม β-glucuronidase 
(GUS) รวมทั้งสวนของโปรโมเตอรคือ 35SCaMV promoter และเทอรมเินเตอรคือ nos-ter 
จากพลาสมิด pBI 121 กับบริเวณ multiple cloning site ของพลาสมิด pCAMBIA 1300 โดยพ
ลาสมิดนี้มียีนสังเคราะหเอนไซม hygromycin phosphotransferase (HPT) ซ่ึงเปนสวนของพลาสมิด 
pCAMBIA 1300 เปนยีนคดัเลือก ซ่ึงควบคุมลักษณะตานทานตอสารปฏิชีวนะ hygromycin B มี
โปรโมเตอรคือ 35SCaMV promoter และเทอรมิเนเตอรคือ NOS เปนสวนควบคุม ยนีทั้งหมดที่
กลาวถึงนี้อยูภายในสวน LB และ RB ของ T-DNA นอกจากนี้สวนของ T-DNA ยังมยีนีสังเคราะห
เอนไซม neomycin phosphotransferase (ยีน nptII) ซ่ึงควบคุมลักษณะตานทานตอสารปฏิชีวนะ 
kanamycin (ภาพที่ 6)  
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5.  UcDNA ของยีน ACOU 

 
ยีนที่ใชในการทดลองคือ cDNA ของยีน CPACO1 และ CPACO2 จากมะละกอโดย cDNA ของ

ยีน ACO1 อยูบนพลาสมิด pGEM-T Easy vector (ภาพที่ 7) และ cDNA ของยีน ACO2 อยูบน 
พลาสมิด pPCR-Script Amp SK(+) (ภาพที ่7) ซ่ึงพลาคมิคทั้งสองนี้บรรจุอยูใน Escherichai coli 
สายพันธุ JM109 เล้ียงในอาหาร Luria-Bertani (LB) ซ่ึงเติมสารปฏิชีวนะ amplicillin 100 มิลลิกรัม
ตอลิตร และเกบ็ใน glycerol 50 เปอรเซ็นต ซ่ึงการทดลองนี้ตองการถายยีน CPACO แบบ antisense 
จากมะละกอเขาสูกลวยไม ซ่ึงเมื่อเปรียบเทียบความเหมอืนระหวางลําดับเบสบนสาย 
ดีเอ็นเอของยนี CPACO1 และ CPACO2 กับยีน ACO จากกลวยไมสกลุหวายซ่ึงไดขอมูลจากฐาน 
ขอมูลของ GenBank เปรียบเทียบโดยใชโปรแกรม clustal W  พบเปอรเซ็นตความเหมอืนของลําดับ
เบสที่ 66 และ 69 เปอรเซ็นตตามลําดับ (ภาคผนวก ค) 
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RUภาพที่ R5UR แผนที่โครงสรางของพลาสมิด  RpCAMBIA 1301  
 
 ที่มา: CAMBIA GPO Box3200, Canberra ACT 2601, Australia 
 (www.cambia.org/daisy/cambia/585#Description) 
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RUภาพที่ R6UR   Rพลาสมิด pCAMBIA 1300 ซ่ึงมีขนาด 8,958 คูเบส (ก) และพลาสมิด pCAMBIA 13121 
ที่มีขนาด 11,990 คูเบส (ข) 
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Uภาพที่ 7U แผนที่โครงสรางของพลาสมิด pGEM-T Easy vector ที่บรรจุยีน CPACO1 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
Uภาพที่ 8U แผนที่โครงสรางของพลาสมิด pPCR-Script Amp SK(+) ที่บรรจุยีน CPACO2 
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6.  Uเชื้อแบคทีเรีย Agrobacterium tumefaciens U 

  
6.1 A. tumefaciens สายพันธุ EHA 105  

 
 A. tumefaciens สายพันธุ EHA 105 เปนแบคทีเรียสายพนัธุรุนแรงมาก (hyper-virulence 

strain) ที่ไดรับการพัฒนาใหมีประสิทธิภาพการถายยนีสูงและ Tสามารถเขาบุกรุกพืชใบเลี้ยงคูได
หลากหลายชนิด (broad host range) โดยเฉพาะพืชในวงศ solanaceae (solanaceous plant)  
A. tumefaciens สายพันธุ EHA 105 Tพัฒนามา Tจาก TA. tumefaciens  Tสายพันธุ TEHA 101 ใหTบรรจุ  
Ti-plasmid คือT pEHA 105 โดยพัฒนามาจาก TpTiBo542 T∆T-region ซ่ึงเปนพลาสมิดชนิด 
Tsuccinamopine type T(Hood et al., 1993) ในงานวจิัยนี้ใช TA. tumefaciens สายพันธุ EHA 105ที่
บรรจุพลาสมิด pCAMBIA 1301 ซ่ึงมียีน β-glucuronidase (gus) เปนยนีรายงานผล และยีน 
hygromycin phosphotransferase (hpt) เปนยีนคัดเลือก ใชในการทดลองเพื่อสอบประสิทธิภาพการ
ถายยีนในกลวยไมสกุลหวาย 
 

6.2 A. tumefaciens สายพันธุ AGL-1  
 

 A. tumefaciens สายพันธุ AGL-1 ซ่ึงเปนสายพันธุรุนแรงมากที่ไดรับการพัฒนาใหมี
ประสิทธิภาพการถายยีนสูงและ Tสามารถเขาบุกรุกพืชใบเลี้ยงคูไดหลากหลายชนดิโดยเฉพาะพืชใน
สกุล crucifer (cruciferous plant) TA. tumefaciens สายพันธุ AGL-1 Tพัฒนามา Tจาก TA. tumefaciens  T

สายพันธุ TEHA 101 ใหTบรรจุ Ti-plasmid คือ C58 pTiBo542 recA::bla, T-region deleted Mop(+) 
Cb(R) (Lazo et al., 1991) แบคทีเรียสายพนัธุนี้เปนแบคทีเรียที่ใชสําหรับถายยีน ACO แบบ 
antisense เขาสูกลวยไมสกลุหวาย 
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7.  Uไพรเมอรสําหรับสังเคราะหยีน CPACO antisense และสําหรับตรวจสอบยีนคัดเลอืกและยีน
รายงานผล 

 
7.1 ไพรเมอรสําหรับสังเคราะหยีน CPACO antisense จาก cDNA CPACO ของมะละกอ 

 
 7.1.1 ไพรเมอรสําหรับสังเคราะหยีน CPACO1 antisense บางสวนจาก CPACO 1 cDNA 

 
aCPACO1 F (forward) : 5'-GGAGCTCGCTAGCCACCATGATCTCTCATGACCTGATGGA-3' 
aCPACO1 R (reverse) : 5'-GGTCTAGACCATGGTCTACCAGAGATGGTGCTGG-3' 
 

 7.1.2 ไพรเมอรสําหรับสังเคราะหยีน antisense ACO2 บางสวนจาก cDNA ACO2 
 
aCPACO2 F (forward) : 5'-GGAGCTCGCTAGCCACCATGTGAATTCGCATGTGA 
                                            GAATTG-3' 
aCPACO2 R (reverse): 5'–GGTCTAGACCATGGTACAGCTTCATGTAATCCTCGA-3' 
 

7.2 ไพรเมอรสําหรับตรวจสอบยีนคัดเลอืกและยีนรายงานผล 
 

 7.2.1 ไพรเมอรสําหรับยีนคดัเลือก hygromycin phosphotransferase (hpt) 
HPT-2F (forward) : 5'-CCTGAACTCACCGCGACG-3' 
HPT-2Rv (reverse) : 5'-AAGACCAATGCGGAGCATATA-3' 
 

 7.2.2 ไพรเมอรสําหรับยีนรายงานผล β-glucuronidase (gus) 
GUS456 (forward) : 5'-AAACGGCAAGAAAAAGCAGTC-3' 
GUS1375 (reverse) : 5'-CAGGCACAGCACATCAAAGAG-3' 
 
8. Uการวิเคราะหขอมูลทางอณูชีววิทยาบนเครือขายอินเตอรเน็ต U 

 
8.1 โปรแกรมสําหรับหาลําดับเบสของยีนหรือสายดีเอ็นเอที่สนใจจากฐานขอมูล 

 
 โปรแกรมจาก website http://www.ncbi.nlm.nih.gov/cgi-bin/ 
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8.2 โปรแกรมสําหรับเปรียบเทียบความเหมือนระหวางสายดีเอ็นเอหรือโปรตีนที่สนใจกับ 

ฐานขอมูล 
 

 โปรแกรม clustal W จาก website HThttp://www.ebi.ac.uk/clustalTH W/ 
 

8.3 โปรแกรมสําหรับหาตําแหนงตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะบนสายดเีอน็เอ 
 

 โปรแกรม Webcutter จาก website http://HTwww.firstmarket.com/firstmarket/ 
cutter/cut2.html TH  
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Uวิธีการ 

 
1.  Uการทดสอบปจจัยตาง ๆ ท่ีเก่ียวของกับการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อกลวยไมU 
 

เพาะเลี้ยง protocorm like bodies (PLBs) ของกลวยไมสกลุหวายพันธุ บอม17 ในอาหารเหลว
สูตร Vacin และWent (VW; Vacin and Went, 1949) ที่เติมน้ําตาลซูโครส 2 เปอรเซ็นต  
น้ํามะพราว 15 เปอรเซ็นต บนเครื่องเขยา โดยใชความเร็วรอบ 100 รอบตอนาที เพาะเลี้ยงในสภาพ
ที่ใหแสง 55 ไมโครโมลตอตารางเมตรตอวินาท ีชวงแสง 16 ช่ัวโมง ตอวัน อุณหภูมิ 25±2  
องศาเซลเซียส นาน 6 สัปดาห โดยเปลีย่นอาหารทุก 6 สัปดาห จนมีปริมาณ PLBs เพยีงพอที่จะใช
ในการทดลองตอไป 
 

1.1 การทดสอบปริมาณน้ําตาลซูโครสในอาหารเพาะเลี้ยงเพื่อเพิ่มปริมาณ PLBs ของกลวยไม
สกุลหวาย 
  

 เพาะเลี้ยง PLBs ของกลวยไมสกุลหวายพนัธุ บอม17 อายุ 6 สัปดาห ในอาหารเหลวสูตร 
VW ที่เติมน้ํามะพราว 15 เปอรเซ็นต และน้ําตาลซูโครส 0  1  และ 2 เปอรเซ็นต บนเครื่องเขยา โดย
ใชความเรว็รอบ 100 รอบตอนาที เพาะเลี้ยงในสภาพทีใ่หแสง 55 ไมโครโมลตอตารางเมตรตอ
วินาท ีชวงแสง 16 ช่ัวโมง ตอวันอุณหภมูิ 25±2 องศาเซลเซียส นาน 4 สัปดาห บันทกึผลโดยชั่ง
น้ําหนกัสด วางแผนการทดลอง แบบ Completely Randomized Design (CRD) 3 ทรีตเมนท  
ทรีตเมนทละ 4 ซํ้า โดยแตละซ้ําใช PLBs เร่ิมตนหนัก 2 กรัม เพาะเลีย้งใน flask ขนาดความจุ 125 
มิลลิลิตร ที่มีอาหาร 40 มิลลิลิตร 
 

1.2 การทดสอบความหนาของ tTCLs (transversely thin cell layers) จาก PLBs ที่เหมาะสมที่
สามารถชักนําใหเกดิ PLBs ใหมได  
 

 เพิ่มปริมาณ PLBs ของกลวยไมสกุลหวายพันธุ บอม17 โดยการเพาะเลี้ยง PLBs บนอาหาร
แข็งสูตร VW ที่เติมน้ํามะพราว 15 เปอรเซ็นต น้ําตาลซูโครส 2 เปอรเซ็นต วุน 0.7 เปอรเซ็นต pH 
4.9 เพาะเลี้ยงในสภาพที่ใหแสง 28 ไมโครโมลตอตารางเมตรตอวินาท ีชวงแสง 16 ช่ัวโมงตอวัน 
อุณหภูมิ 25±2 องศาเซลเซียส นาน 4 สัปดาห แลวจึงนํา PLBs ที่ไดมาตัดตามขวางใหมีความหนา 
0.5  1 และ 2 มิลลิเมตรดวยมีดผาตัด เรียกเนื้อเยื่อที่ตดัขวางนีว้า transversely thin cell layers 
(tTCLs) นํา tTCLs มาเพาะเลีย้งเพื่อเปรยีบเทียบการเกดิ PLBs ใหมเมื่อเพาะเลี้ยงบนอาหาร 2 ชนิด
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คืออาหารเหลวและ อาหารแข็งสูตร VW ที่เติม 6-benzylaminopurine (BA) ความเขมขน 5 ไมโคร
โมลาร น้ํามะพราว 15 เปอรเซ็นต น้ําตาลซูโครส 2 เปอรเซ็นต pH 4.9 โดยเติมวุน 0.7 เปอรเซ็นต 
สําหรับอาหารแข็ง เพาะเลี้ยงในสภาพแสงและอุณหภูมเิดิม นาน 4 สัปดาห สําหรับการเพาะเลี้ยงใน
อาหารเหลวใช flask ขนาดความจุ 50 มิลลิลิตร ที่มีอาหาร 20 มิลลิลิตร วางบนเครื่องเขยาที่ความเร็ว 
100 รอบตอนาที วางแผนการทดลองแบบ Completely Randomized Design (CRD) มี 6 ทรีตเมนท 
ทรีตเมนทละ 5 ซํ้า โดยในแตละซ้ําใช tTCLs 10 ช้ิน บึนทึกผลโดยการชั่งนําหนกัสดหลังจาก
เพาะเลี้ยงนาน 4 สัปดาห 
 

1.3 การทดสอบสูตรอาหารที่เหมาะสมในการชักนําให PLBs เจริญเปนตนออน 
 

 ใช tTCLs ของกลวยไมสกุลหวายพันธุ บอม17 ที่มีความหนาประมาณ 2 มิลลิเมตร 
เพาะเลี้ยงในอาหารเหลวสูตร VW นาน 4 สัปดาห ใหเกดิเปน PLBs ใหม แลวจึงยายมาเพาะเลี้ยงบน
อาหารแข็งสูตร VW ดัดแปลง เพาะเลี้ยงในสภาพที่ใหแสงประมาณ 55 ไมโครโมลตอตารางเมตร
ตอวินาท ี16 ช่ัวโมงตอวัน อุณหภูมิ 25±2 องศาเซลเซียส นาน 8 สัปดาห เปรียบเทยีบผลการทดลอง
โดยการบันทกึการเปลี่ยนแปลงของ PLBs ในอาหารอาหารแข็งสูตร VW ดัดแปลง  
5 สูตรไดแก 
   

 สูตรที่ 1 อาหารแข็งสูตร VW ที่เติมน้ําตาลซูโครส 2 เปอรเซ็นต ผงถานกํามันต 0.2 
เปอรเซ็นต และน้ํามะพราว 15 เปอรเซ็นต  

 
 สูตรที่ 2 อาหารแข็งสูตร VW ที่เติมน้ําตาลซูโครส 2 เปอรเซน็ต ผงถานกํามันต 0.2 

เปอรเซ็นต และกลวยหอมสกุบด 15 เปอรเซ็นต  
 

 สูตรที่ 3 อาหารแข็งสูตร VW ที่เติมน้ําตาลซูโครส 2 เปอรเซ็นต ผงถานกํามันต 0.2 
เปอรเซ็นต และมันฝรั่งบด 15 เปอรเซ็นต  

 
 สูตรที่ 4 อาหารแข็งสูตร VW ที่เติมน้ําตาลซูโครส 2 เปอรเซ็นต ผงถานกํามันต 0.2 

เปอรเซ็นต กลวยหอมสุกบด 7.5 เปอรเซ็นต และมันฝรั่งบด 7.5 เปอรเซ็นต  
 

 สูตรที่ 5 อาหารแข็งสูตร VW ที่เติมน้ําตาลซูโครส 2 เปอรเซ็นต ผงถานกํามันต 0.2 
เปอรเซ็นต น้ํามะพราว 5 เปอรเซ็นต กลวยหอมสุกบด 5 เปอรเซ็นต และมันฝรั่งบด 5 เปอรเซ็นต  
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2.  Uศึกษาระบบการถายยีนท่ีเหมาะสมเขาสู PLBs ของกลวยไมสกุลหวายโดย  

UAgrobacterium tumefaciens เปนพาหะ 
 

เพาะเลี้ยง PLBs ของกลวยไมสกุลหวายพนัธุ บอม17 และพันธุ เอียสกุล ในอาหารเหลวสูตร 
Vacin และWent (VW; Vacin and Went, 1949) ที่เติมน้ําตาลซูโครส 1 เปอรเซ็นต น้ํามะพราว 15 
เปอรเซ็นต บนเครื่องเขยา โดยใชความเร็วรอบ 100 รอบตอนาที เพาะเลี้ยงในสภาพ ที่ใหแสง 55 
ไมโครโมลตอตารางเมตรตอวินาท ีชวงแสง 16 ช่ัวโมงตอวัน อุณหภูมิ 25±2 องศา เซลเซียส นาน  
6 สัปดาห โดยเปลี่ยนอาหารทุก 6 สัปดาห จนมีปริมาณ PLBs เพียงพอทีจะใชในการทดลองตอไป 
 

2.1 ทดสอบความเขมขนของสารปฏิชีวนะ hygromycin B ที่เหมาะสมเพื่อใชคัดเลือกชิ้นสวน
ของ PLBs ที่ไดรับการถายยนี 
 

 ทดสอบความตานทานของชิ้น tTCLs ของกลวยไมสกุลหวาย ที่มีตอสารปฏิชีวนะ 
hygromycin B ไดทดสอบกบักลวยไมพันธุ เอียสกุล โดยตัด PLBs ตามขวางหนา 2 มิลลิเมตร 
เพาะเลี้ยงบนอาหารแข็งสูตร VW ที่เติมน้ําตาลซูโครส 2 เปอรเซ็นต น้ํามะพราว 15 เปอรเซ็นต  
วุน 0.7 เปอรเซ็นต และเติมสารปฏิชีวนะ hygromycin B ที่ความเขมขน 0  10  20  30  40  50 60 
และ 70 มิลลิกรัมตอลิตร เพาะเลี้ยงในสภาพที่ใหแสง 55 ไมโครโมลตอตารางเมตรตอวินาท ีชวง
แสง 16 ช่ัวโมงตอวัน อุณหภูมิ 25±2 องศาเซลเซียส เปลี่ยนอาหารทุก ๆ 2 สัปดาห บันทึกการตาย
ของ PLBs ในสัปดาหที่ 4 เพือ่เลือกความเขมขน hygromycin B ที่นอยทีสุ่ดที่ทําให PLBs ตาย
ทั้งหมดภายใน 4 สัปดาห เพื่อใชเปนความเขมขนสําหรับการคัดเลือก PLBs ที่ไดรับการถายยีน วาง
แผนการทดลองแบบ Completely Randomized Design (CRD) 8 ทรีตเมนท ทรีตเมนทละ 4 ซํ้า โดย
ในแตละซ้ําใช tTCLs 20 ช้ิน  
 

2.2 ทดสอบประสิทธิภาพการถายยนีเขาสู PLBs ของกลวยไมโดย A. tumefaciens สายพันธุ 
EHA 105 ที่มีพลาสมิด pCAMBIA 1301โดยมียนี gus เปนยีนรายงานผล และยีน hph เปนยีน
คัดเลือก 
 

 ในการทดลองนี้ไดเปรยีบเทียบปจจยัที่มผีลตอการถายยีนทั้งหมด 6 ปจจัย โดยปจจัยที่ 1 ถึง 
ปจจัยที่ 5 ไดทดลองโดยใช tTCLs ขนาดความหนา 2 มิลลิเมตรที่ไดจาก PLBs ของกลวยไมสกุล
หวายพันธุ บอม17 สวนปจจยัที่ 6 ไดทดสอบกับกลวยไมสกุลหวายพนัธุ เอียสกุล 
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 ปจจัยที่ 1 ชนดิของอาหารคัดเลือกในชวง 4 สัปดาหแรกของการคัดเลือก เปรียบเทยีบ
ระหวางอาหารแข็ง และอาหารเหลว  

 
 ปจจัยที่ 2 ระยะเวลา pre-culture (pre-culture period) เปรียบเทียบที่ 0  3 และ 6 วัน   
 
 ปจจัยที่ 3 ระยะเวลา co-cultivation (co-cultivation period) เปรียบเทยีบที่ 2 และ 3 วัน  
 
 ปจจัยที่ 4 ความเขมขนของเซลลแขวนลอยเชื้อ A. tumefaciens เปรียบเทียบระหวางความ

เขมขนที่ 0.5  1  2  5 และ 10 x 10 P

8 
Pเซลลตอมิลลิลิตร   

 
 ปจจัยที่ 5 การสรางบาดแผลขนาดเล็กโดยศึกษาระยะเวลา sonication กับเนื้อเยื้อเปาหมาย 

เปรียบเทียบที่ 0  2  4  6  8 และ 10 วินาท ี
 
 ปจจัยที่ 6 ความเขมขนของ acetosyringone ในอาหารสําหรับ co-cultivation เปรียบเทียบ

ระหวางความเขมขนที่ 0  100  200  300  400 และ 500 ไมโครโมลาร   
 

 ในการถายยีนเขาสู PLBs ของกลวยไมสกลุหวายโดย A. tumefaciens มีขั้นตอนหลักทีสํ่าคัญ 
3 ขั้นตอนไดแก การเตรียมเนื้อเยื่อเปาหมาย การเตรียมเชือ้ A. tumefaciens และการถายยีนเขาสู 
tTCLs ของกลวยไมสกุลหวาย 
 

 การเตรียมเนือ้เยื่อเปาหมายหรือ tTCLs จาก PLBs ของกลวยไมสําหรับการถายยีน เร่ิมจาก
การเลี้ยง PLBs ของกลวยไมสกุลหวายพันธุ บอม17 ในอาหารเหลวสูตร VW ที่เติมน้าํมะพราว 15 
เปอรเซ็นต และน้ําตาลซูโครส 1 เปอรเซ็นต บนเครื่องเขยา ความเรว็รอบ 100 รอบตอนาที 
เพาะเลี้ยง ในสภาพที่ใหแสง 55 ไมโครโมลตอตารางเมตรตอวินาท ี16 ช่ัวโมงตอวนั อุณหภูมิ 25±2 
องศาเซลเซียส นาน 4 สัปดาห จากนั้นตัด PLBs ตามขวาง ใหไดเปน tTLCs ที่มีความหนาประมาณ 
2 มิลลิเมตร แลวเพาะเลี้ยงในอาหารเหลว VW บนเครื่องเขยา เพื่อเปนการ pre-culture ในขั้นตอนนี้
ไดศึกษาปจจยัที่เกี่ยวของ 2 ปจจัยคือ  
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- ระยะเวลา pre-culture (pre-culture period) โดยเปรียบเทยีบที่ 0  3 และ 6 วัน 
 

-  การสรางบาดแผลขนาดเล็กบนเนื้อเยื่อเพือ่สงเสริมใหแบคที่เรียเขา infect พืชไดดีขึ้น
โดยศึกษาระยะเวลาการ sonicate เนื้อเยื้อเปาหมายโดยเปรียบเทียบที่ 0  2  4  6  8 และ 10 วินาท ี
 

 การเตรียมเชื้อ A. tumefaciens สายพันธุ EHA 105 ที่มีพลาสมิด pCAMBIA 1301 ทําโดยเขี่ย
ช้ือ A. tumefaciens บนอาหารแข็งสูตร LB ที่เติมสารปฏิชีวนะ kanamycin 50 มิลลิกรัมตอลิตร บม
เชื้อที่อุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียสนาน 2-3 วนั เลือกโคโลนีเดี่ยว แลวปลูกเชื้อ 1 โคโลนีนี้ ลงใน
อาหารเหลวสตูร LB ที่เติมสารปฏิชีวนะ kanamycin 50 มิลลิกรัมตอลิตร ปริมาตร 20 มิลลิลิตรใน 
flask ขนาด 50 มิลลิลิตร เขยาที่ความเร็ว 200-250 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส นาน
ประมาณ 24 ช่ัวโมง แลวจึงปลูกเชื้อใหมอีกครั้งโดยเติมเซลลแขวนลอยของเชื้อ A. tumefaciens 
ปริมาตร 400 ไมโครลติร ลงในอาหารเหลวสูตร LB ปริมาตร 20 มิลลิลิตร ที่เติมสารปฏิชีวนะ 
kanamycin 50 มิลลิกรัมตอลิตร และ acetosyringone 100 ไมโครโมลาร เล้ียงบนเครื่องเขยาที่
สภาพแวดลอมเดิมนาน 16 ช่ัวโมง ซ่ึงเมื่อนํามาวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 600 นาโน
เมตร (ODB600B) จะไดประมาณ 1.8-2. 0 จากนั้นนําเซลลแขวนลอยเชื้อมาปนตกตะกอนดวยความเร็ว
รอบ 3,500 รอบตอนาทีนาน 10 นาที เทอาหารเลี้ยงเชื้อออก ละลายตะกอนเชื้อดวยอาหารเหลวสูตร 
VW ปริมาตร 20 มิลลิลิตร จะไดเปนเซลลแขวนลอยเชื้อเร่ิมตนซึ่งมีความเขมขนประมาณ 10 P

9
P เซลล

ตอมิลลิลิตร แลวจึงเจือจางเซลลแขวนลอยเชื้อดวยอาหารเหลวสูตร VW ใหไดความเขมขนที่
ตองการ เพื่อศกึษาปจจยัที่เกีย่วของคือ ความเขมขนของเซลลแขวนลอยเชื้อ A. tumefaciens 
เปรียบเทียบระหวางความเขมขนที่ 0.5  1  2  5 และ 10 x 10 P

8 
Pเซลลตอมิลลิลิตร 

 
 ในขั้นตอนของการถายยีนเขาสู tTCLs ของกลวยไมสกุลหวายทําโดยเพาะเลี้ยง tTCLs ที่ 

pre-culture แลวรวมกับเซลลแขวนลอยเชื้อ A. tumefaciens นาน 60 นาท ีบนเครื่องเขยา ซับเชื้อ  
A. tumefaciens สวนเกินบนกระดาษซับนึง่ที่ฆาเชื้อแลวยาย tTCLs ไปเพาะเลี้ยงบนอาหารแข็งสูตร 
VW ที่เติม acetosyringone ในที่มืด เพื่อเปนการทํา co-cultivation จากนั้นกําจดัเชื้อ A. tumefaciens 
โดยการลางออกดวยอาหารเหลว VW ที่เตมิสารปฏชีิวนะ cefotaxime 500 มิลลิกรัมตอลิตร นาน 30 
นาที แลวจึงนาํ tTCLs ไปเพาะเลี้ยงในอาหารคัดเลือกเพื่อคัดเลือกเซลลที่ไดรับการถายยีนและกําจัด
เชื้อ A. tumefaciens ตอโดยใชอาหารคัดเลือกสูตร VW ที่เติมสารปฏิชีวนะ 2 ชนิดคอื cefotaxime 
250 มิลลิกรัมตอลิตร เพื่อกําจัดเชื้อ A. tumefaciens และ hygromycin 30 มิลลิกรัมตอลิตร เพื่อ
คัดเลือกเซลลที่ไดรับการถายยีน โดยเปลีย่นอาหารทุก 2 สัปดาห เปนเวลา 4 สัปดาห แลวจึงยายมา
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คัดเลือกในอาหารคัดเลือกชนิดเหลวโดยใชสูตรเดิมตออีก 8 สัปดาห ซ่ึงในขั้นตอนนีไ้ดศึกษาปจจยั
ที่เกี่ยวของ 3 ปจจัยคือ  

 
- ชนิดของอาหารคัดเลือกในชวง 4 สัปดาหแรกของการคัดเลือกโดยเปรียบเทียบระหวาง

อาหารแข็ง และอาหารเหลว 
 

- ระยะเวลา co-cultivation โดยเปรียบเทยีบที่ 2 และ 3 วัน  
 

- ความเขมขนของ acetosyringone ในอาหารสําหรับ co-cultivation เปรียบเทียบระหวาง
ความเขมขนที ่0  100  200  300  400 และ 500 ไมโครโมลาร   
 

 เปรียบเทียบผลของแตละปจจัย โดยบันทึกเปอรเซ็นต tTCLs ที่สามารถชักนําใหเกิด PLBs 
ใหมไดบนอาหารคัดเลือกเปรียบเทียบกบัจํานวน tTCL ทั้งหมดที่ใชถายยีน โดยบันทึกหลังการ
คัดเลือกนาน 4 และ 12 สัปดาห  
 

 2.3 การชักนําให PLBs ที่คาดวาไดรับการถายยีนใหเจริญเปนตนที่สมบูรณ 
 

 หลังจากการถายยีนและเพาะเลี้ยง tTCLs บนอาหารคัดเลอืกนาน 12 สัปดาห เพื่อใหได 
PLBs ใหมจากนั้นจึงชกันําให PLBs ซ่ึงคาดวาไดรับการถายยีนที่เกิดใหมบนอาหารคัดเลือกใหเกดิ
เปนตนออน โดยเพาะเลี้ยง PLBs บนอาหารชักนําตนออนที่เหมาะสมซึ่งไดทําการทดสอบในขอ 
1.2 นาน 8 สัปดาห แลวจึงชกันําใหเปนตนที่มีรากสมบูรณบนอาหารแข็งสูตร VW ที่เติมน้ําตาล
ซูโครส 2 เปอรเซ็นต น้ํามะพราว 15 เปอรเซ็นต และผงถานกํามันต 0.2 เปอรเซ็นต นาน 12-16 
สัปดาห  
 

 2.4 การตรวจวิเคราะหการแสดงออกของยนี gus โดยวิธี GUS histochemical assay   
ในกลวยไมระยะตาง ๆ ที่ไดรับการถายยีน 
 

 ตรวจสอบการแสดงออกของยีน gus ในกลวยไมที่ไดรับถายยีนไดตรวจสอบในระยะ 
ตาง ๆ ไดแก การแสดงออกของยีน gus แบบชั่วคราวบนชิ้น tTCLs ระยะ PLBs ระยะยอดออนอาย ุ
1 เดือน และตนออนอายุ 4 เดือน ตามวิธีทีด่ัดแปลงจาก Stomp (1992) และ Jefferson et al. (1987) 
โดยแชเนื้อเยื่อกลวยไมในสารละลาย X-Gluc solution mixed (ภาคผนวก ก) แลวใชวธีิ vacuum 
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infiltration ประมาณ 30 นาท ีเพื่อใหสารละลาย X-Gluc แพรเขาสูเนื้อเยือ่กลวยไมไดทั่วถึง แลวจึง
บมเนื้อเยื่อในสารละลาย X-Gluc ที่อุณหภมูิ 37 องศาเซลเซียส นาน 12 ช่ัวโมง จากนัน้สกัด
คลอโรฟลลออกโดยใช เอธานอล 95 เปอรเซ็นต ตรวจสอบผลการเกิดสีน้ําเงินบนเนื้อเยื่อภายใต
กลองจุลทรรศแบบสเตอริโอ เปรียบเทียบกบัเนื้อเยื่อที่ไมไดรับการถายยีน 
 

 2.5 การตรวจสอบการมีอยูของยีนดวยเทคนิค polymerase chain reaction (PCR) และ  
dot blot hybridization 
 

 หลังจากชักนาํใหตนกลวยไมที่ผานการคัดเลือกใหเปนตนที่สมบรูณแลว ตรวจสอบการ
มีอยูของยีนโดยเทคนิค PCR ในขั้นแรก แลวจึงคัดเลือกสายตนที่ใหผล positive นํามาตรวจสอบอีก
คร้ังโดยวิธี dot blot hybridization 

 
 ในการตรวจสอบโดยวิธี PCR และวิธี dot blot hybridization นั้นใชวธีิการสกัดดีเอน็เอ

วิธีเดียวกนัคือสกัดยีโนมิคดเีอ็นเอจากใบกลวยไมที่ไดจากตนที่คาดวาไดรับการถายยนีและจากตน
ปกติที่มีอายุประมาณ 5-6 เดอืน โดยดดัแปลงจากวิธี CTAB (Doyle and Doyle, 1990) โดยตัดใบ
กลวยไมหนกัประมาณ 0.2-0.3 กรัม ใสลงในหลอดขนาด 1.5 มิลลิลิตร แชหลอดในไนโตรเจน 
เหลวจนเนื้อเยือ่แข็ง บดใหละเอียดแลวเติม CTAB 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% α-mercaptoethanol) ปริมาตร 600 
ไมโครลิตร ผสมใหเขากัน นําไปบมที่อุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส นาน 30-60 นาที จากนั้นนําไป
หมุนเหวีย่งที่ 13,000 รอบตอนาที เปนเวลา 10 นาที ดูดสวนใสชั้นบนประมาณ 500 ไมโครลิตร ใส
หลอดใหม เตมิสวนผสมของ phenol : chloroform : isoamyl alcohol (25:24:1) ปริมาตร 500 
ไมโครลิตร ผสมใหเขากันโดยพลิกหลอดกลับไปมานาน 5 นาที นําไปหมุนเหวีย่งที่ 13,000 รอบตอ
นาที นาน 10-15 นาที ดูดสวนใสชั้นบนประมาณ 400 ไมโครลิตร ใสหลอดใหม เตมิ Rnase 
(DNAse-free) (US Biological, USA) ปริมาณ 20 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตรของปริมาตรสวนใส 
นําไปบมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 15-20 นาที แลวเติมสวนผสมของ phenol : chloroform 
: isoamyl alcohol ปริมาตร 400 ไมโครลิตร ผสมใหเขากนัโดยพลิกหลอดกลับไปมา นาน 5 นาที 
หมุนเหวีย่งที่ 13,000 รอบตอนาที เปนเวลา 10-15 นาที ดูดเอาเฉพาะสวนใสขางบนใสหลอดใหม 
เติม 3M sodium acetate pH 5.2 ปริมาตร 0.1 เทาของสวนใสที่ได และเติม isopropanol (แชเย็นที่
อุณหภูมิ –20 องศาเซลเซียส) ปริมาตร 0.6 เทาของสวนใสที่ได ผสมใหเขากันโดยพลิกหลอดไป
มาแลวบมที่อุณหภูมิ –20 องศาเซลเซียสขามคืน จากนัน้นําไปหมุนเหวี่ยงที่ 13,000 รอบตอนาที 
เปนเวลา 10-15 นาที เทสวนใสทิ้ง ลางตะกอนดวยเอธานอล 70% ตากตะกอนดีเอ็นเอใหแหงแลว
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ละลายดีเอ็นเอดวยสารละลายบัฟเฟอร TE (1 mM Tris-HCl pH 8.0, 0.1 mM EDTA pH 8.0) 
ปริมาตร 25-30 ไมโครลิตร ตรวจสอบความเขมขนของดีเอ็นเอที่สกัดไดโดยใชสารละลายดีเอน็เอ 1 
ไมโครลิตร ทําการอิเลคโตรโฟรีซีสบนเจลอะกาโรส 0.8 เปอรเซนตใชกระแสไฟ 100 โวลต นาน 
40 นาที ในบฟัเฟอร 0.5X TBE เทียบกับดีเอ็นเอมาตรฐาน λ DNA marker แลวยอมเจลใน
สารละลายเอทธิเดียมโบรไมด ตรวจสอบผลภายใตแสงอัลตราไวโอเลตและบันทกึภาพ เก็บ
สารละลายดีเอ็นเอไวที่อุณหภูมิ –20 องศาเซลเซียส เพื่อใชสําหรับการตรวจสอบการมอียูของยีน
ตอไป 
 

 2.5.1 การตรวจสอบการมีอยูของยีน gus และ hpt ในกลวยไมโดยเทคนคิ PCR  
 

นําดีเอ็นเอที่สกัดไดไปตรวจหายีน gus และ hpt  โดยเทคนิค PCR โดยใชไพรเมอร
ที่มีความจําเพาะตอยีน gus คือไพรเมอร GUS456 primer และไพรเมอร GUS1375 primer ซ่ึงเมื่อ
เพิ่มปริมาณดวยเทคนิค PCR แลวจะไดช้ินสวนดีเอ็นเอทีม่ีขนาด 919 คูเบส และไพรเมอร ที่มี
ความจําเพาะตอยีน hpt  คือไพรเมอร HPT-2F และไพรเมอร  HPT-2Rv ซ่ึงเมื่อเพิ่มปริมาณดวย
เทคนิค PCR แลวจะไดช้ินสวนดีเอน็เอที่มขีนาด 800 คูเบส ซ่ึงการตรวจหายีนทั้งสองนี้ใชสวนผสม
ของปฏิกิริยาเหมือนกนัคือ ในสวนผสมของปฏิกิริยา 20 ไมโครลิตร ประกอบดวย 1X PCR buffer, 
2.5 mM MgClB2B, 250 μM dNTP, 0.125 μM forward primer, 0.125 μM reverse primer และ 0.5U 
Taq DNA polymerase แลวเติมดีเอ็นเอตนแบบประมาณ 50-100 นาโนกรัม (สําหรับดีเอ็นเอจาก
กลวยไม) หรือ 0.5-1 นาโนกรัม (สําหรับพลาสมิดดีเอ็นเอ) นําไปใสเครื่องเพิ่มปริมาณสาร
พันธุกรรม (Perkin Elmer) 2400 โดยใชโปรแกรมดังนี ้
 

 initial PCR activation step   ที่ 96 °ซ นาน 3 นาที 
3 step cycling  จํานวน 35 รอบ 

 denature      ที่ 96 °ซ นาน 20 วินาท ี
 annealing     ที่ 55 °ซ นาน 60 วินาท ี
 extension     ที่ 72 °ซ นาน 60 วินาท ี
 final extension     ที่ 72 °ซ นาน 5 นาที 

 
 ตรวจสอบผลผลิต PCR ที่ไดโดยการทําอิเลคโตรโฟรีซีสบนอะกาโรส 0.8 เปอร

เซนต ในบัฟเฟอร 0.5X TBE ใชกระแสไฟ 100 โวลต นาน 40 นาที เทียบกับดเีอ็นเอมาตรฐาน 100 
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bp DNA ladder marker ยอมเจลในสารละลายเอทธิเดยีมโบรไมด ตรวจสอบผลภายใตแสง
อัลตราไวโอเลตและบันทกึภาพ 

 

 2.5.2 การตรวจสอบการมีอยูของยีน gus ในกลวยไมโดยเทคนิค dot blot hybridization  
 

การตรวจสอบการมีอยูของยนีโดยเทคนิค dot blot hybridization ประกอบดวย3 
ขั้นตอนหลักไดแก การเตรียมและติดฉลากดีเอ็นเอตวัตรวจสอบยีน gus  การเตรียม DNA blot และ
การ hybridization ซ่ึงแตละขั้นตอนมีรายละเอียดดังนี ้

 
การเตรียมและติดฉลากดีเอ็นเอตัวตรวจสอบยีน gus  โดยเตรียมดีเอ็นเอของยีน 

gus เพื่อใชเปนตนแบบสําหรับเตรียมตัวตรวจสอบยีน gus ที่ติดฉลากดวยสารไรรังสี digoxigenin 
โดยใช PCR DIG Probe Synthesis Kit (Roche Applied Science, USA) ซ่ึงทําไดโดยการตัดยนี gus  
ออกจากพลาสมิด pCAMBIA 1301 4 ไมโครกรัมดวยเอนไซม NcoI และ NheI (MBI Fermentas, 
Thailand) ชนิดละ 5 ยูนิต ในปฏิกิริยารวม 30 ไมโครลิตร และ 1X buffer (YP

+
P/Tango P

TM
P) บมปฏิกิริยา

ที่ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 2-3 ช่ัวโมง แบงสวนผสมมาวิเคราะหขนาดดีเอ็นเอของยนี gus 
(ขนาด 2,014 คูเบส) ที่ตัดออกมาไดดวยเจลอะกาโรส 1 เปอรเซ็นต ในบัฟเฟอร 0.5X TBE แลวตัด
เจลที่มีแถบดีเอ็นเอของยีน gus นํามาสกัดยนี gus ออกจากเจลโดยใช QIAquick Gel Extraction Kit 
(QIAGEN, Germany) แลวติดฉลากดีเอ็นเอของยีน gus ที่เตรียมไดดวย PCR DIG Probe Synthesis 
Kit ใชช้ินสวนดีเอ็นเอของยนี gus เปนดีเอน็เอตนแบบ ใชไพรเมอรที่เฉพาะเจาะจงกบัยีน gus ซ่ึง
ไดแก ไพรเมอร GUS456 (forward) และไพรเมอร GUS1375 (reverse) โดยใช DIG-dUTP แทน 
dTTP เติมสวนผสมสําหรับเพิ่มปริมาณดวยเทคนิค PCR โดยใชขั้นตอนและสวนผสมเชนเดยีวกับ
ขอ 2.5.1 โดยปรับสวนผสมของปฏิกิริยาใหมีปริมาตรรวม 50 ไมโครลิตร  ตรวจสอบขนาดและ
ความเขมขนของดีเอ็นเอที่เพิม่ปริมาณไดดวยเจลอะกาโรส 0.8 เปอรเซ็นต ในบัฟเฟอร 0.5X TBE 
และหากยังไมนําไปทําไฮบรไิดเซชันทันทสีามารถเก็บไวไดที่อุณหภูม ิ–20 องศาเซลเซียส 

 
การเตรียม DNA blot โดยนําดีเอ็นเอที่สกัดได มาตัวอยางละ 2 ไมโครกรัม นําไป

ตมในน้ําเดือดนาน 5-10 นาที เพื่อแยกดีเอน็เอใหเปนสายเดีย่วแลวนําขึ้นมาแชในน้าํแข็งทันท ี
ตอจากนั้นนําไปหยดลงบนแผนไนลอนเมมเบรน ตากทิ้งไวใหแหง แลวจึงนําแผนไนลอนเมมเบรน
ไปฉายแสงอัลตราไวโอเลตนาน 3 นาที เพื่อตรึงดีเอ็นเอไวกับแผนไนลอนเมมเบรน หากยังไม
นําไปทําไฮบรไิดเซชนัทันทสีามารถเก็บแผนเมมเบรนไวที่อุณหภูมิ –20 องศาเซลเซียส 
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การ hybridization เร่ิมจากการทํา  pre-hybridization  ดวยการนําแผน 
เมมเบรนมาบมในถุงพลาสติกที่มีสารละลายไฮบริไดเซชัน (0.75 M NaCl, 75 mM sodium citrate, 
0.1% N-lauroylsarcosine, 0.02% SDS, 1% blocking solution, pH 7.0) ปริมาตรเทากับ 0.1 เทาของ
ขนาดพื้นที่ของเมมเบรน (ตารางเซนติเมตร) ที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 นาที  
จากนั้นตมดีเอน็เอที่เปนตวัตรวจสอบยีน gus ที่เตรียมไวในน้ําเดือดเปนเวลา 5-10 นาที แลวแช
น้ําแข็งทันที เติมสารละลายไฮบริไดเซชันปริมาตรเทากับ 0.035 เทาของขนาดพื้นทีข่องเมมเบรน 
ผสมใหเขากนัแลวเติมลงในถุงพลาสติกที่มีแผนเมมเบรนแทนที่สารละลายไฮบริไดเซชันเดิม นําไป
บมที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียสเปนเวลา 12-16 ช่ัวโมง  ลางแผนเมมเบรนดวยสารละลาย 2X SSC 
(0.3M NaCl, 30mM sodium citrate, pH 7.0) ผสมกับ  0.1% SDS  2 คร้ัง ๆ ละ 5 นาทีที่อุณหภูม ิ
หอง และลางซ้ําดวยสารละลาย 0.1X SSC ผสมกับ 0.1% SDS 2 คร้ัง ๆ ละ 15 นาที ทีอุ่ณหภูมิ 60 
องศาเซลเซียส ตรวจสอบผลดวยวิธี chemiluminescence detection  โดยแชแผนเมมเบรนที่ผานการ
ลางแลวใน washing buffer  (0.1M maleic acid, 0.15M NaCl, pH 7.5, 0.3% (v/v) Tween20) 15 
นาที นําแผนเมมเบรนใสในถุงพลาสติก  โดยระวังไมใหเมมเบรนแหง  เติม blocking solution  
(1% blocking reagent ใน maleic acid buffer) ประมาณ 10 มิลลิลิตร นําไปบมที่อุณหภูมิหองเขยา
เบา ๆ เปนเวลาอยางนอย 30 นาที จึงนําเมมเบรนไปแชในสารละลาย anti-digoxigenin conjugated 
alkaline phosphatase ที่เจือจาง 1:10,000 สวนในสารละลาย blocking solution เขยาที่อุณหภูมิหอง
นาน 30 นาที ลางเมมเบรนดวย washing buffer  2 คร้ัง ๆ ละ 15 นาที  แลวปรับสภาพเมมเบรนดวย
การแชลงในสารละลาย detection buffer  เปนเวลา 3 นาที โดยไมตองเขยา ยายเมมเบรนมาวางบน
แผนพลาสติก ผสมสารละลาย detection buffer เขากับ chemiluminescent substrate (CDP star P

TM
P)  

ในอัตราสวน 1:250–1:500 ปริมาตร 500-1,000 ไมโครลิตร แลวนําไปหยดลงบนเมมเบรนใหทัว่ 
วางทิ้งไว 1 นาที แลวจึงรีดเอาสารละลายสวนเกินทิ้งไป นําเมมเบรนไปประกบกับแผนฟลมในหอง
มืด ประมาณ 10 นาที ลางฟลมดวยสารละลาย developer และ fixer ตรวจดภูาพที่ปรากฎบน
แผนฟลม 
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3.  Uการถายยีน CPACO แบบ antisense จากมะละกอเขาสูกลวยไมสกุลหวาย U 

 
3.1 การสรางพลาสมิดลูกผสม (binary vector) ที่มียีน CPACO แบบ antisense จากมะละกอและ

ถายเขาสู A. tumefaciens 
 

 ยอยพลาสมิด pGEM-T Easy vector ที่ไดจากการสกัดในขอ 3.1.1 เพือ่แยกสวน cDNA ของ
ยีน CPACO1 ขนาด 900 คูเบส ดวยเอนไซมตัดจําเพาะ EcoRI โดยใชบัฟเฟอรของเอ็นไซม EcoRI 
(Biolabs P

®
P) สวนพลาสมิด pPCR-Script Amp SK(+) แยกสวน cDNA ของยีน CPACO2 ขนาด830 คู

เบส โดยวิธี double digestion ดวยเอนไซมตัดจําเพาะ KpnI และ SacI โดยใชบฟัเฟอร NBE 1 
(Biolabs P

®
P) ทําปฏิกิริยาที่อุณหภูมิเดียวกนัคือ 37 องศาเซลเซียส นาน 2 ช่ัวโมง แลวจึงแยกผลของ

ปฏิกิริยาการยอยโดยวิธีอิเลคโตรโฟรีซิส บนอะกาโรส 0.8 เปอรเซ็นต ใชกระแสไฟฟา 100 โวลต 
นาน 60 นาที โดยเปรียบเทยีบกับดีเอ็นเอมาตรฐาน 1 kb DNA ladder marker แลวจึงสกัดแยก
ช้ินสวนของดีเอ็นเอที่ตองการออกจากเจลโดยการใช QIAquick Gel Extraction Kit (QIAGEN) 
(ภาคผนวก ข) นําชิ้นสวนดีเอ็นเอบริสุทธิ์ที่สกัดไดมาใชเปนดีเอ็นเอตนแบบในการสังเคราะหยนี 
antisense ACO จาก cDNA ของยีน CPACO1 และ CPACO2 ตอไป 
 

 สังเคราะหยีน CPACO antisense จาก cDNA ของยีน CPACO1 และ CPACO2 ของมะละกอ
โดย CPACO1 antisense ใชไพรเมอรที่สวนปลายของ forward ไพรเมอรมีลําดับเบสที่จําเพาะตอ
การตัดของเอนไซม NcoI และ reverse ไพรเมอร มีลําดับเบสที่จําเพาะตอการตัดของเอนไซม NheI  
การสังเคราะห CPACO1 antisense ใชคูไพรเมอร aCPACO1 F (forward) และ aCPACO1 R 
(reverse) ซ่ึงผลผลิต PCR ของ CPACO1 antisense มีขนาดประมาณ 800 คูเบส เตรียมสวนผสมของ
ปฏิกิริยา 5 ชุดแตละชุดมีปริมาณ 40 ไมโครลิตร ประกอบดวย 1X PCR buffer, 4 mM MgClB2B, 250 
μM dNTP, 0.125 μM forward primer, 0.125 μM reverse primer และ 1 U Taq DNA polymerase 
แลวเติมดเีอ็นเอตนแบบคือสวน cDNA ของยีน ACO1 ที่แยกจากเจลประมาณ 5 นาโนกรัม นํา
สวนผสมใสในเครื่องเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ (Perkin Elmer 2400) โดยใชโปรแกรมดังนี้ 
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 initial pcr activation step   ที่ 96 °ซ นาน 3 นาที 
3 step cycling  จํานวน 35 รอบ 

 denature     ที่ 96 °ซ นาน 20 วินาท ี
 annealing     ที่ 55 °ซ นาน 60 วินาท ี
 extension     ที่ 72 °ซ นาน 60 วินาท ี
 final extension    ที่ 72 °ซ นาน 5 นาที 

 
 สังเคราะห CPACO2 antisense โดยใชไพรเมอรที่สวนปลายของ forward ไพรเมอรมลํีาดับ

เบสที่จําเพาะตอการตัดของเอนไซม SacI และ reverse ไพรเมอร มีลําดับเบสที่จําเพาะตอการตัด
ของเอนไซม XbaI โดยใชคูไพรเมอร aCPACO2 F (forward) และ aCPACO2 R (reverse) ซ่ึง
ผลผลิต PCR ของ CPACO2 antisense มีขนาดประมาณ 800 คูเบส เตรียมสวนผสมของปฏิกิริยา 5 
ชุดแตละชุดมี 40 ไมโครลิตร ประกอบดวย 1X PCR buffer, 3 mM MgCl B2B, 250 μM dNTP, 0.125 
μM forward primer, 0.125 μM reverse primer และ 1 U Taq DNA polymerase แลวเติมดีเอน็เอ
ตนแบบคือสวน cDNA ของยีน CPACO2 ที่แยกจากเจลประมาณ 5 นาโนกรัม นําสวนผสมใสใน
เครื่องเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ (Perkin Elmer) 2400 โดยใชโปรแกรมดังนี ้

 
 initial pcr activation step   ที่ 96 °ซ นาน 3 นาที 

3 step cycling  จํานวน 35 รอบ 
 denature     ที่ 96 °ซ นาน 20 วินาท ี
 annealing     ที่ 57 °ซ นาน 60 วินาท ี
 extension     ที่ 72 °ซ นาน 60 วินาท ี
 final extension    ที่ 72 °ซ นาน 5 นาที 

 
 นําผลผลิต PCR ที่ไดจากปฏิกิริยาในแตละชุดมารวมกนัซึ่งมีปริมาณรวม 200 ไมโครลิตร

ตกตะกอนดีเอน็เอดวยการเตมิ 3M sodium acetate pH 5.2 ปริมาตร 0.1 เทาของสวนใส และเติม
เอธานอล 100 เปอรเซ็นต (แชเย็นที่อุณหภมูิ –20 องศาเซลเซียส) ปริมาตร 2 เทาของสวนใสที่ได 
ผสมใหเขากันโดยพลิกหลอดไปมาแลวบมที่อุณหภูมิ –20 องศาเซลเซียส นาน 3 ช่ัวโมง ปน
ตกตะกอนดวยความเรว็ 13,000 รอบตอนาที นาน 10 นาที เทสวนใสทิ้ง ผ่ึงตะกอนใหแหง แลว
ละลายตะกอนดวยน้ําปริมาตร 30 ไมโครลิตร  
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 ยอยสวนปลายของผลผลิต PCR ที่ไดจากปฏิกิริยาทั้งสองซึ่งมีน้ําหนกัประมาณ  
1 ไมโครกรัม พรอมทั้งพลาสมิด pCAMBIA 1301 และ pCAMBIA 13121 น้ําหนกั 10 ไมโครกรัม 
เพื่อแยกสวนของยีน gus ออกไป โดยวิธี double digestion โดยผลผลิต PCR ของ antisense 
CPACO1 และ พลาสมิด pCAMBIA 1301 ยอยดวยเอนไซมตัดจําเพาะ NcoI และ NheI (Fermentas) 
ใชบัฟเฟอร (YP

+
P/TangoP

TM
P) สวนผลผลิต PCR ของ antisense CPACO2 และ พลาสมิด pCAMBIA 

13121 ตองยอยดวยเอนไซมตัดจําเพาะ SacI และ XbaI (BiolabsP

®
P) ใชบัฟเฟอร NEB buffer 4 บม

ปฏิกิริยาที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 2 ช่ัวโมง แลวจึงแยกผลของปฏิกิริยาการยอยโดยวิธี 
อิเลคโตรโฟรีซิส บนเจลอะกาโรส 0.8 เปอรเซ็นต ใชกระแสไฟฟา 100 โวลต นาน 60 นาที โดย
เปรียบเทียบกบัดีเอ็นเอมาตรฐาน 1 kb DNA ladder marker (Biolabs P

®
P) และ 100 bp plus 

(Fermentas) แลวจึงสกัดแยกชิ้นสวนของดีเอ็นเอที่ตองการออกจากเจลโดยการใช QIAquick Gel 
Extraction Kit (QIAGEN) (ภาคผนวก ข) แลวนําชิ้นสวนดีเอ็นเอบริสุทธิ์ที่สกัดไดมาใชในการ
เชื่อมตอเพื่อสรางพลาสมิดลูกผสมตอไป 
 

 นําชิ้นสวนดีเอ็นเอบริสุทธิ์ของยีน CPACO antisense ทั้งสองที่สกัดไดมาเชื่อมกับ binary 
vector โดย CPACO antisense ของยีนทั้งสองแทนที่ในสวนของยนี gus โดยเชื่อมระหวาง 
35SCaMV promoter และ NOS terminator เพื่อควบคุมการถอดรหัสของ CPACO antisense  
 

 ผลผลิต PCR ของ CPACO1 antisense เชื่อมกับ พลาสมิด pCAMBIA 1301  โดยปฏิกริิยา 
ligation ของ CPACO1 antisense ปริมาณ 10 ไมโครลิตรประกอบดวย ช้ินสวนของ CPACO1 
antisense ปริมาณ 26 นาโนกรัม ช้ินสวนของ pCAMBIA1301 ปริมาณ 100 นาโนกรัม 1X T B4 Bligase 
buffer และ T B4B ligase enzyme (Biolabs P

®
P) 3 weiss unit บมที่อุณหภูมิ 16 องศาเซลเซียส นาน 16 

ช่ัวโมง ใหช่ือพลาสมิดลูกผสมใหมนีว้า pCAMBIA 1301aACO1  
 

 ผลผลิต PCR ของ CPACO2 antisense เชื่อมกับ พลาสมิด pCAMBIA 13121 โดยปฏิกิริยา 
ligation ของ CPACO2 antisense ปริมาณ 10 ไมโครลิตรประกอบดวย ช้ินสวนของ CPACO2 
antisense ปริมาณ 24 นาโนกรัม ช้ินสวนของ pCAMBIA13121 ปริมาณ 100 นาโนกรมั 1X T B4 

Bligase buffer และ T B4B ligase enzyme 3 weiss unit บมที่อุณหภูมิ 16 องศาเซลเซียส นาน 16 ช่ัวโมง 
ใหช่ือพลาสมิดลูกผสมใหมนี้วา pCAMBIA 13121aACO2  
 

 ตรวจสอบผลการเชื่อมตอโดยนําไปเพิ่มปริมาณในเซลลแบคทีเรียเจาบาน โดยถายเขาสู 
competent cell ของเชื้อ E. coli สายพันธุ DH5α (ภาคผนวก ข) ดวยวธีิ heat shock โดยละลาย 
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competent cell ปริมาณ 100 ไมโครลิตรซึ่งอยูในหลอดเซนตริฟวจบนน้าํแข็ง นาน 3-5 นาที เติม 
พลาสมิดลูกผสมปริมาตร 10 ไมโครลิตร เขยาใหเขากันเบา ๆ บมบนน้ําแข็งนาน 30 นาที จุมในน้ํา
ที่มีอุณหภูมิ 42 องศาเซลเซียส นาน 90 วินาที แลวนํากลับมาบมบนน้ําแข็งโดยเรว็นาน 5 นาที เติม
อาหารเหลวสตูร LB ปริมาตร 0.8 มิลลิลิตร บมที่อุณหภมูิ 37 องศาเซลเซียส บนเครื่องเขยาที่
ความเร็ว 200 รอบตอนาทีนาน 1 ช่ัวโมง นําสารละลายเชื้อที่ไดมาเกลีย่บนผิวหนาอาหารแข็งสูตร 
LB ที่เติมสารปฏิชีวนะ kanamycin 50 มิลลิกรัมตอลิตร บมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ขามคืน 
 

 ตรวจสอบโคโลนีที่คาดวาไดรับ binary vector ผสมโดยเลือกแตละโคโลนี เล้ียงในอาหาร
เหลวสูตร LB ปริมาตร 5 มิลลิลิตร ที่เติมสารปฏิชีวนะ kanamycin 50 มิลลิกรัมตอลิตร บมที่
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซยีส บนเครื่องเขยาที่ความเร็ว 200 รอบตอนาที นานขามคืน แลวจึงสกัด 
พลาสมิดที่ตองการโดยวิธี alkaline lysis (ภาคผนวก ข) ตรวจสอบความถูกตองของพลาสมิดที่สกัด
ไดดวย 2 วิธี คือการตรวจสอบโดยเทคนิค PCR โดยตรวจสอบการมีอยูของยีน CPACO1 antisense 
บน binary vector pCAMBIA 1301 และ CPACO2 antisense บน binary vector pCAMBIA 13121 
โดยใชวิธีการเดียวกับการสังเคราะหยนี CPACO antisense ที่ไดกลาวแลวขางตน และวิธีการที่ 2 คือ 
ตรวจสอบโดยวิธี restriction digestion analysis ดวยการตดัของเอนไซมตัดจําเพาะตาง ๆ โดย 
พลาสมิด pCAMBIA 1301aACO1 ไดทดสอบ 5 ปฏิกิริยา และพลาสมิด pCAMBIA 13121aACO2 
ไดทดสอบ 4 ปฏิกิริยา ดังทีไ่ดแสดงในตารางที่ 1 โดยทาํปฏิกิริยาที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 
3 ช่ัวโมง แลวจึงตรวจสอบขนาดดีเอน็เอโดยวิธีอิเลคโตรโฟรีซิสบนเจลอะกาโรส 0.8 เปอรเซ็นต 
ใชกระแสไฟฟา 100 โวลต นาน 60 นาที โดยเปรียบเทยีบกับดีเอ็นเอมาตรฐาน 1 kb DNA ladder 
marker (Biolabs P

®
P) ยอมเจลในสารละลายเอทธิเดียมโบรไมด  ตรวจสอบผลภายใตแสง

อัลตราไวโอเลตและบันทกึภาพ 
 

 การบรรจุพลาสมิดสายผสม (binary vector) เขาสูเซลล A. tumefaciens ดวยวิธี 
electroporation และตรวจสอบความถูกตอง โดยเล้ียงโคลนของเชื้อ E. coli ซ่ึงบรรจุพลาสมิดที่
ถูกตองในอาหารเหลวสูตร LB ที่เติมสารปฏิชีวนะ kanamycin 50 มิลลิกรัมตอลิตร ปริมาตร 20 
มิลลิลิตร บมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส บนเครื่องเขยาที่ความเร็ว 200 รอบตอนาที นานขามคืน 
แลวจึงสกดัพลาสมิดที่ตองการโดยวิธีของ QIAprep Purification of Plasmid DNA Miniprep 
(QIAGEN) (ภาคผนวก ข) 
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 นําสารละลายพลาสมิดบริสุทธิ์ที่สกัดได 1 ไมโครลิตร ผสมกับ competent cell ของ 
A. tumefaciens สายพันธุ AGL-1 (ภาคผนวก ข) ปริมาตร 40 ไมโครลิตร เขยาเบา ๆ ใหเขากนั แชใน
น้ําแข็งทิ้งไว 2-3 นาที ยายสวนผสมลงใน cuvette ที่แชเยน็ไวแลว ใหสวนผสมอยูกนหลอด  เช็ด 

cuvette ใหแหงแลวใสในชองสําหรับผานกระแสไฟฟาของเครื่อง Gene Pulser (Bio-RadP

®
P) โดยตั้ง

คาความตางศักยไฟฟา (voltage) 2.5 กิโลโวลต ความจุไฟฟา (capacitance) 25 ไมโครฟารัด  คา
ความตานทาน (resistance) 600 โอหม และใชระยะเวลา 4.7 มิลลิวินาที เมื่อใหกระแสไฟฟาแลวรีบ
ดึง cuvette ออก แลวเติมอาหารเหลว LB แชเย็น ลงใน cuvette ผสมอาหารใหเขากับเซลลอยาง
รวดเร็ว แลวยายสวนผสมลงในหลอดขนาด 1.5 มิลลิลิตร นําไปเลี้ยงที่อุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส 
เปนเวลา 1 ช่ัวโมง  เขยาที่ความเร็วรอบ 250 รอบตอนาที จากนั้นนําไปหมุนเหวีย่งทีค่วามเร็ว 8,000 
รอบตอนาที เปนเวลา 30 วินาที เทสวนทีเ่ปนของเหลวทิ้งไป โดยใหเหลืออยูในหลอดประมาณ 200 
ไมโครลิตร เขยาใหตะกอนเซลลแขวนลอยออกมา  จากนั้นดูดสารแขวนลอยเซลลปริมาตร 5 
ไมโครลิตรนําไปเกลี่ยบนผวิหนาของอาหารแข็ง LB ที่เตมิสารปฏิชีวนะ kanamycin 50 มิลลิกรัม
ตอลิตร บมที่อุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส 2-3 วัน เพื่อใหไดโคโลนีเดี่ยว 

 
 ตรวจสอบโคลนของเชื้อ A. tumefaciens  ที่บรรจพุลาสมิดที่ถูกตองโดยคัดเลือกโคโลนีเดี่ยว

มาเลี้ยงในอาหารเหลว LB ที่เติมสารปฏิชีวนะ kanamycin 50 มิลลิกรัมตอลิตร ที่อุณหภูมิ 28 องศา
เซลเซียส เปนเวลา 2 วัน จากนั้นนํามาแยกสกัดพลาสมิดโดยใช QIAprep Purification of of plasmid 
DNA miniprep (QIAGEN) (ภาคผนวก ข) แลวตรวจสอบดวย 2 วิธี คือการตรวจสอบโดยเทคนิค 
PCR เพื่อนํามาตรวจหายีน CPACO antisense และ ยนีตานทานตอสารปฏิชีวนะ hygromycin (hpt) 
โดยใชวิธีการเดียวกับการสังเคราะหยนี CPACO antisense ที่ไดกลาวแลวขางตน และวิธีการที่ 2 คือ 
ตรวจสอบโดยวิธี restriction digestion analysis ดวยการตดัของเอนไซมตัดจําเพาะตาง ๆ  
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Uตารางที่ 1U เอนไซมตัดจําเพาะและบฟัเฟอรที่ใชเพื่อตรวจสอบความถูกตองของพลาสมิด   
                 pCAMBIA 1301aACO1 และ pCAMBIA 13121aACO2 จากเซลลแบคทีเรียเจาบาน 
 

พลาสมิด 
pCAMBIA 1301aACO1 pCAMBIA 13121aACO2 ปฏิกิริยา 

เอนไซม บัฟเฟอร เอนไซม บัฟเฟอร 
ปฏิกิริยาที่ 1 NheI YP

+
P/Tango (Fermentas) XbaI และ SacI  NEB buffer 4 

ปฏิกิริยาที่ 2 XhoI NEB buffer 2 XhoI NEB buffer 2 
ปฏิกิริยาที่ 3 PstI NEB buffer 3 HindIII และ EcoRI RP

+
P (Fermentas) 

ปฏิกิริยาที่ 4 NcoI และ NheI YP

+
P/Tango (Fermentas) HindIII RP

+
P (Fermentas) 

ปฏิกิริยาที่ 5 HindIII RP

+
P (Fermentas)   
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การเตรียมเชื้อ A. tumefaciens  
        -   ความเขมขน 5.0 x 10P

8 
Pเซลล/มล. 

การถายยีนเขาสู tTCLs โดยใช A. tumefaciens เปนพาหะ 
- co-cultivation บนอาหารแข็งสูตร VW ที่เตมิ acetosyringone 

ความเขมขน 200 ไมโครโมลาร นาน 2 วัน 

การเตรียมเนื้อเยื่อเปาหมาย 
- ช้ิน tTCLs ความหนา 2 มม. 
- sonicate นาน 6 วินาท ี

- pre-culture นาน 3 วัน 

คัดเลือกเซลลที่ไดรับการถายยีนและกําจัดเชื้อ A. tumefaciens  
- อาหารคัดเลือกสูตร VW ที่เติม hygromycin 30 มก./ล. และ  
       cefotaxime 250 มก./ล. 
- บนอาหารแข็งนาน 4 สัปดาห และในอาหารเหลวตออีก 8 สัปดาห 

การชักนําให PLBs ที่เกิดใหมเกิดเปนตนออน  
- อาหารสูตร VW ที่เติมน้ําตาลซูโครส 2 เปอรเซ็นต มันฝรั่งบด 15 

เปอรเซ็นต และผงถานกํามันต 0.2 เปอรเซ็นต 

3.2 การถายยนี antisense ของ CPACO1 และ CPACO2 เขาสู tTCLs ของกลวยไมสกุลหวายโดย
เทคนิค SAAT 
 

 การถายยีน antisense ของ CPACO1และ CPACO2 เขาสู tTCLs ของกลวยไมสกุลหวายโดย
เทคนิค SAAT ไดแสดงขั้นตอนโดยสรุปดงันี้ 
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 เตรียมเชื้อ A. tumefaciens สายพันธุ AGL-1 ที่บรรจุพลาสมิด pCAMBIA 13121aACO1 และ 
pCAMBIA 13121aACO2 โดยใชวิธีการเพาะเลี้ยงและเตรียมเซลลแขวนลอยเชื้อเชนเดียวกับการ
เตรียมในขอ 2.2 โดยเจือจางเชื้อใหเขมขนประมาณ 5.0 x 10P

8 
Pเซลลตอมิลลิลิตร 

 
 การเตรียมเนือ้เยื่อเปาหมายหรือ tTCLs จาก PLBs ของกลวยไมสําหรับการถายยีน เร่ิมจาก

การเลี้ยง PLBs ของกลวยไมสกุลหวาย 2 พนัธุคือ บอม17 และ เอียสกุล ในอาหารเหลวสูตร VW ที่
เติมน้ํามะพราว 15 เปอรเซ็นต และน้ําตาลซูโครส 1 เปอรเซ็นต บนเครื่องเขยา ความเร็วรอบ 100 
รอบตอนาที เพาะเลี้ยงในสภาพที่ใหแสง 55 ไมโครโมลตอตารางเมตรตอวินาท ี16 ช่ัวโมงตอวัน
อุณหภูมิ 25±2 องศาเซลเซียส นาน 4 สัปดาห จากนั้นตัด PLBs ตามขวาง (tTLCs) ใหมีความหนา
ประมาณ 2 มิลลิเมตร แลวเพาะเลี้ยงในอาหารเหลว VW บนเครื่องเขยา (pre-culture) นาน 3 วัน ใน
สภาพเพาะเลี้ยงเดิม จากนั้นสรางบาดแผลขนาดเล็กโดยวิธี sonication เนื้อเยื้อเปาหมายนาน 6 
วินาท ี
 

 ถายยีนเขาสู tTCLs ของกลวยไมสกุลหวาย โดยเล้ียง tTCLs ที่ pre-culture แลวรวมกบัเซลล
แขวนลอยเชื้อ A. tumefaciens นาน 60 นาท ีบนเครื่องเขยา ซับเชื้อ A. tumefaciens สวนเกินบน
กระดาษซับนึง่ฆาเชื้อ แลวยายไปเพาะเลี้ยงบนอาหารแขง็สูตร VW ที่เติม acetosyringone ความ
เขมขน 200 ไมโครโมลาร ในที่มืด (co-cultivation) นาน 2 วัน จากนั้นกาํจัดเชื้อ A. tumefaciens โดย
การลางดวยอาหารเหลวVW ที่เติมสารปฏิชีวนะ cefotaxime 500 มิลลิกรัมตอลิตร นาน 30 นาที 
แลวจึงนํา tTCLs ไปคัดเลือกเซลลที่ไดรับการถายยีนและกําจัดเชื้อ A. tumefaciens บนอาหารแข็ง
สูตร VW ที่เตมิสารปฏิชีวนะ 2 ชนิดคือ hygromycin 30 มิลลิกรัมตอลิตร และ cefotaxime 250 
มิลลิกรัมตอลิตร เปลี่ยนอาหารทุก 2 สัปดาห เปนเวลา 4 สัปดาห แลวจึงคัดเลือกในอาหารคัดเลือก
เหลวโดยใชสูตรเดิมตออีก 8 สัปดาห บันทกึผลการทดลองโดยบันทึกจํานวน tTCLs ที่สามารถชัก
นําใหเกิด PLBs ใหมไดบนอาหารคัดเลือกเปรียบเทยีบกับจํานวน tTCL ทั้งหมดที่ใชถายยีน โดย
บันทึกหลังการคัดเลือกนาน 12 สัปดาห 
 

 หลังคัดเลือกจึงชักนําให PLBs ที่เกิดใหมบนอาหารคัดเลือกซึ่งคาดวาไดรับการถายยีนให
เกิดเปนตนออน โดยเพาะเลีย้ง PLBs ที่คาดวาไดรับการถายยีนบนอาหารชักนําตนออนสูตร VW ที่
เติมน้ําตาลซูโครส 2 เปอรเซ็นต มันฝรั่งบด 15 เปอรเซ็นต และผงถานกํามันต 0.2 เปอรเซ็นต นาน 
8 สัปดาห แลวจึงชักนําใหเปนตนที่มีรากสมบูรณบนอาหารแขง็สูตร VW ที่เติมน้ําตาล 2 
เปอรเซ็นต น้ํามะพราว 15 เปอรเซ็นต และผงถานกํามันต 0.2 เปอรเซ็นต นาน 12-16 สัปดาห  
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3.3 การตรวจสอบการมีอยูของยีนดวยเทคนิค PCR  dot blot hybridization และ Southern blot 
hybridization 
 

 หลังจากชักนาํใหตนกลวยไมที่ผานการคัดเลือกใหเปนตนที่สมบรูณแลว ตรวจสอบการมีอยู
ของยีนโดยเทคนิค PCR ในขั้นแรกแลวคัดเลือกสายตนที่ใหผลการตรวจสอบเปนบวก นํามา
ตรวจสอบอีกครั้งโดยวิธี dot blot hybridization และ Southern blot hybridization โดยสกัดยีโนมิค 
ดีเอ็นเอ จากใบกลวยไมที่ไดจากตนที่คาดวาไดรับการถายยีนและจากตนปกติที่มีอายุประมาณ 5-6 
เดือน โดยดัดแปลงจากวิธี CTAB (Doyle and Doyle, 1990) ซ่ึงไดกลาวแลวในขอ 2.5 
 

 3.3.1 การตรวจสอบการมีอยูของยีน hpt ในกลวยไมโดยเทคนิค PCR (polymerase chain 
reaction) 
 

นําดีเอ็นเอที่สกัดไดไปตรวจหายีน hpt  โดยเทคนิค PCR โดยใชไพรเมอรที่มี
ความจําเพาะตอยีน hpt  คือไพรเมอร HPT-2F (forward) และไพรเมอร HPT-2Rv (reverse) ซ่ึงเมื่อ
เพิ่มปริมาณดวยเทคนิค PCR แลวจะไดช้ินสวนดีเอ็นเอทีม่ีขนาด 800 คูเบส ซ่ึงการตรวจหายีนใช
สวนผสมของปฏิกิริยา 20 ไมโครลิตร ที่ประกอบดวย 1X PCR buffer, 2.5 mM MgClB2B, 250μM 
dNTP, 0.125 μM forward primer, 0.125 μM reverse primer และ 0.5UTaq DNA polymerase แลว
เติมดีเอ็นเอตนแบบประมาณ 50-100 นาโนกรัม (สําหรับดีเอ็นเอจากกลวยไม) หรือ 0.5-1 นาโน
กรัม (สําหรับพลาสมิดดีเอ็นเอ) นําไปใสเครื่องเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอของ Perkin Elmer 2400 โดยใช
โปรแกรมดังนี้ 
 

initial pcr activation step   ที่ 96 °ซ นาน 3 นาที 
3 step cycling  จํานวน 35 รอบ 

denature     ที่ 96 °ซ นาน 20 วินาท ี
annealing     ที่ 55 °ซ นาน 60 วินาท ี
extension     ที่ 72 °ซ นาน 60 วินาท ี
final extension    ที่ 72 °ซ นาน 5 นาที 

 
ตรวจสอบผล PCR ที่ไดโดยการทําอิเลคโตรโฟรีซีสบนเจลอะกาโรส 0.8 เปอรเซนต

ใชกระแสไฟ 100 โวลต นาน 40 นาท ีในบัฟเฟอร 0.5X TBE เทียบกับดีเอ็นเอมาตรฐาน 1 kb DNA 
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ladder marker ยอมเจลในสารละลายเอทธิเดียมโบรไมด ตรวจสอบผลภายใตแสงอัลตราไวโอเลต
และบันทึกภาพ 
 

 3.2.2 การตรวจสอบการมีอยูของยีน hpt ในกลวยไมโดยเทคนิค dot blot hybridization  
 

  การตรวจสอบการมีอยูของยีนโดยเทคนิค dot blot hybridization ประกอบดวยหลาย
ขั้นตอนไดแก การเตรียมและติดฉลากดีเอ็นเอตัวตรวจสอบยีน hpt การเตรียม DNA blot และการ 
hybridization ซ่ึงแตละขั้นตอนมีรายละเอยีดดังนี ้
 

การเตรียมและติดฉลากดีเอ็นเอตัวตรวจสอบยีน hpt โดยเตรียมดีเอ็นเอของยีน hpt 
เพื่อใชเปนตนแบบสําหรับเตรียมตัวตรวจสอบยีน hpt ที่ติดฉลากดวยสารไรรังสี digoxigenin โดย
ใช PCR DIG Probe Synthesis Kit (Roche Applied Science) ซ่ึงทําไดโดยการตดัยีน hpt  ออก
จากพลาสมิด pCAMBIA 1300 ดวยเอนไซม XhoI (Biolab) 5 ยูนิต ในปฏิกิริยารวม 30 ไมโครลิตร 
ที่มีดีเอ็นเออยู 4 ไมโครกรัม และ 1X buffer NEBbuffer 2 บมปฏิกิริยาที่ 37 องศาเซลเซียส นาน 3 
ช่ัวโมง แบงสวนผสมมาวิเคราะหขนาดดีเอ็นเอของยีน hpt (ขนาด 1,094 คูเบส) ที่ยอยไดดวยเจล 
อะกาโรส 1 เปอรเซ็นต ในบฟัเฟอร 0.5X TBE แลวตัดเจลที่มีแถบดีเอน็เอของยีน hpt นํามาสกัดยีน 
hpt ออกจากเจลโดยใช QIAquick Gel Extraction Kit (QIAGEN) แลวติดฉลากดีเอ็นเอของยีน hpt 
ที่เตรียมไดดวย PCR DIG Probe Synthesis Kit (Roche Applied Science) ใชช้ินสวนดีเอ็นเอของยนี 
hpt เปนดีเอน็เอตนแบบ ใชไพรเมอรที่เฉพาะเจาะจงกับยนี hpt ซ่ึงไดแก ไพรเมอร HPT-2F 
(forward) และ  HPT-2Rv (reverse)  โดยใช DIG-dUTP แทน dTTP เติมสวนผสมสําหรับเพิ่ม
ปริมาณดวยเทคนิค PCR โดยใชขั้นตอนและสวนผสมเชนเดียวกับขอ 3.3.1 โดยปรับสวนผสมของ
ปฏิกิริยาใหมปีริมาตรรวม 50 ไมโครลิตร  ตรวจสอบขนาดและความเขมขนของดีเอ็นเอที่เพิ่ม
ปริมาณไดดวยเจลอะกาโรส 1 เปอรเซ็นต ในบัฟเฟอร 0.5X TBE และหากยังไมนําไปทํา 
ไฮบริไดเซชันทันทีสามารถเก็บไวไดที่อุณหภูมิ –20 องศาเซลเซียส 

 
การเตรียม DNA blot โดยนําดีเอ็นเอที่สกัดไดมาตัวอยางละ 2 ไมโครกรัม นําไปตมใน

น้ําเดือดนาน 5-10 นาที เพื่อแยกดีเอน็เอใหเปนสายเดีย่วแลวนําขึ้นมาแชในน้ําแข็งทันทีตอจาก นัน้
นําไปหยดลงบนแผนไนลอนเมมเบรน ตากทิ้งไวใหแหง แลวจึงนําแผนไนลอนเมมเบรนไปฉาย
แสงอัลตราไวโอเลตนาน 3 นาที เพื่อตรึงดีเอ็นเอไวกับแผนไนลอนเมมเบรน ตอไปนําแผนไนลอน
เมมเบรนมา hybridization โดยใชกระบวนการเดียวกับวธีิ hybridization ในขอ 2.5.2 แตเปลี่ยนดี
เอ็นเอตัวตรวจสอบเปนชิ้นสวนของยนี hpt ขนาด 800 bp 
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 3.3.3 การตรวจสอบการมีอยูและจํานวนชดุของยีน hpt ในกลวยไมโดยเทคนิค Southern 
blot hybridization  
 

สกัดยีโนมิคดเีอ็นเอจากใบกลวยไมที่ไดจากตนที่คาดวาไดรับการถายยนีและจากตน
ปกติที่มีอายุประมาณ 5-6 เดอืน โดยดดัแปลงจากวิธี CTAB (Doyle and Doyle, 1990) โดยเตรยีม
สารละลาย CTAB 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) และตดัใบกลวยไมหนกัประมาณ  
0.7-1.0 กรัม บดในไนโตรเจนเหลวจนใหละเอียดเปนผงในโกรง รีบตักเนื้อเยื่อใสในหลอดแกว
ขนาด 20 มิลลิลิตร ที่มี CTAB extraction buffer  ปริมาตร 12 มิลลิลิตร ผสมใหเขากนั นําไปบมที่
อุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส นาน 30-60 นาที จากนั้นเปลี่ยนใสหลอดเซนตริฟวจขนาด 50 มิลลิลิตร 
นําไปหมุนเหวี่ยงที่ 13,000 รอบตอนาที นาน 10 นาที ดดูสวนใสชั้นบนใสหลอดเซนตริฟวสใหม 
เติมสวนผสมของ phenol : chloroform : isoamyl alcohol (25:24:1) ปริมาณ 12 มิลลิลิตร ผสมใหเขา
กันโดยพลิกหลอดกลับไปมานาน 5 นาที นําไปหมุนเหวี่ยงที่ 13,000 รอบตอนาที นาน 10-15 นาที 
ดูดสวนใสชั้นบนประมาณ 12 มิลลิลิตร ใสหลอดใหม เตมิ Rnase (DNAse-free) (US Biological, 
USA) ปริมาณ 20 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตรของปริมาตรสวนใส นําไปบมที่อุณหภูมิ 37 องศา
เซลเซียส นาน 15-20 นาที แลวเติมสวนผสมของ phenol : chloroform : isoamyl alcohol ประมาณ 
12 มิลลิลิตร ผสมใหเขากนัโดยพลิกหลอดกลับไปมา นาน 5 นาที หมนุเหวีย่งที่ 13,000 รอบตอ
นาที เปนเวลา 10-15 นาที ดดูเอาเฉพาะสวนใสขางบนใสหลอดใหม เติม 3M sodium acetate pH 
5.2 ปริมาตร 0.1 เทาของสวนใสที่ได และเติม isopropanol (แชเย็นที่อุณหภูมิ –20 องศาเซลเซียส) 
ปริมาตร 0.6 เทาของสวนใสที่ได ผสมใหเขากันโดยพลิกหลอดไปมาแลวบมที่อุณหภูมิ –20 องศา
เซลเซียสขามคืน จากนัน้นําไปหมุนเหวีย่งที่ 13,000 รอบตอนาที เปนเวลา 10-15 นาที เทสวนใสทิ้ง 
ลางตะกอนดวยเอธานอล 70% ตากตะกอนดีเอ็นเอใหแหงแลวละลายดีเอ็นเอดวยสารละลาย
บัฟเฟอร TE (1 mM Tris-HCl pH 8.0, 0.1 mM EDTA pH 8.0) ปริมาตร 250-300 ไมโครลิตร 
ตรวจสอบความเขมขนของดีเอ็นเอที่สกัดไดโดยใชสารละลายดีเอน็เอ 1 ไมโครลิตร ทําการ 
อิเลคโตรโฟรีซีสบนเจลอะกาโรส 0.8 เปอรเซนตใชกระแสไฟ 100 โวลต นาน 40 นาที ในบัฟเฟอร 
0.5X TBE เทียบกับดีเอน็เอมาตรฐาน λ DNA marker ยอมเจลในสารละลายเอทธิเดยีมโบรไมด 
ตรวจสอบผลภายใตแสงอัลตราไวโอเลตและบันทึกภาพ เก็บสารละลายดีเอ็นเอไวทีอุ่ณหภูมิ –20 
องศาเซลเซียส เพื่อใชสําหรับการตรวจสอบการมีอยูของยีนตอไป 
 

การยอยดีเอ็นเอกลวยไมดวยเอนไซมตัดเฉพาะ HindIII โดยใชดีเอ็นเอ ประมาณ 15 
ไมโครกรัม แลวทําอิเลคโตรโฟรีซีสบนเจลอะกาโรส 0.8 เปอรเซนต ใชกระแสไฟ 50 โวลต ใน
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บัฟเฟอร 0.5X TBE เทียบกับดีเอ็นเอมาตรฐาน 1 kb DNA ladder marker (BiolabsP

®
P) นานประมาณ 

12 ช่ัวโมง ยอมเจลในสารละลายเอทธิเดยีมโบรไมด ตรวจสอบผลภายใตแสงอัลตราไวโอเลตและ
บันทึกภาพ  
 

การเตรียมดีเอน็เอในเจลใหเปนสายเดีย่วและการยายดีเอน็เอไปยังไนลอน 
เมมเบรน โดยแชเจลที่มีดีเอน็เอในสารละลาย depurination (0.25 M HCl) ปริมาตร 250 มิลลิลิตร 
บนเครื่องเขยา (rocker) นาน 20 นาที ลางเจลดวยน้ําดีไอออนไนซนึ่งฆาเชื้อ แชเจลในสารละลาย 
denaturation (0.5 M NaOH, 1.5 M NaCl) ปริมาตร 250 มิลลิลิตร บนเครื่องเขยา นาน 15 นาทีทําซ้ํา
ขั้นตอนนี้Tอีกหนึ่งรอบ Tลางเจลดวยน้ําดีไอออนไนซนึ่งฆาเชื้อ แชเจลในสารละลาย neutralization 
(0.5 M Tris-HCL pH 7.5, 1.5 M NaCl) ปริมาตร 250 มิลลิลิตร บนเครื่องเขยา นาน 15 นาทีทําซ้ํา
ขั้นตอนนี้Tอีกหนึ่งรอบ แลวแชเจลในสารละลาย 10 X SSC T(1.5 M NaCl, 0.15 M Na-citrate ;  
pH 7.0) ปริมาตร 200 มิลลิลิตร นาน 10 นาที แลวจึงยายดีเอ็นเอจากเจลไปยังแผนไนลอนเมมเบรน 
จัดชุดทดลองโดยวางองคประกอบเปนชัน้ ซ่ึงชั้นแรกวางเจลบนกระดาษ 3MM ที่ชุมไปดวย T10 X 
SSC Tทําเปนสะพานซึ่งไดวางในอางที่มีสารละลาย T10 X SSC Tแลววางแผนไนลอนเมมเบรน ขนาด
เทากับเจลใหพอดีกับเจล ช้ันตอมาวางกระดาษ 3MM จาํนวน 3 แผนบนไนลอนเมมเบรน แลววาง
กระดาษซับหลายช้ันจนมีความหนาประมาณ 20 เซนติเมตร ในชั้นสดุทายวางวัตถุที่มีน้ําหนกั
ประมาณ 500 กรัม ใชเวลาการยายดีเอน็เอไปยังแผนไนลอนเมมเบรน นาน 16-18 ช่ัวโมง เมื่อครบ
เวลาแยกแผนไนลอนเมมเบรน ที่มีดีเอ็นเอออกมาจากเจล แลวแชแผนไนลอนเมมเบรน ใน
สารละลาย T2 X SSC นาน 5 นาที ผ่ึง Tแผนไนลอนเมมเบรนใหแหง แลวจึงอบที่อุณหภมูิ 80  
องศาเซลเซียส นาน 2 ช่ัวโมง เพื่อตรึงดีเอน็เอไวกับแผนไนลอนเมมเบรน ตอไปนําแผนไนลอน 
เมมเบรนมา hybridization โดยใชกระบวนการเดียวกับวธีิ hybridization ในขอ 2.5.2 แตเปลี่ยน 
ดีเอ็นเอตวัตรวจสอบเปนชิ้นสวนของยีน hpt ขนาด 800 bp 
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3.4 การตรวจสอบการแสดงออกของยีนในระดับกจิกรรมของเอนไซม และการผลิตเอทิลีน 
  

 3.4.1 การตรวจสอบกิจกรรมของเอนไซม ACO ของตนกลวยไมที่ไดรับการถายยีน ACO 
แบบ antisense 
 

การตรวจสอบกิจกรรมของเอนไซม ACO ใชวิธีดัดแปลงจากวิธีการของ Virezen et 
al. (1999) โดยใชใบจาก mericlone ของกลวยไมที่ไดรับการถายยีนและไมไดรับการถายยีน สายตน
ละ 4 ตน ที่ไดเพาะเลี้ยงในสภาพปลอดเชื้อนาน 8 เดือน โดยใชใบกลวยไมน้ําหนกั 0.5 กรัม บดใน
ไนโตรเจนเหลวจนเปนผง เตมิ ACO extraction buffer (ภาคผนวก ก) ปริมาตร 1.5 มิลลิลิตรผสมให
เขากัน เทใสหลอดเซนตริฟวจขนาด 1.5 มิลลิลิตร แลวปนตกตะกอนดวยความเร็วรอบ 13,000 รอบ
ตอนาที ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซสเซียส นาน 10 นาที แยกสวนใสปริมาตร 700 ไมโครลิตร ใสหลอด 
เซนตริฟวจใหม เพื่อนําไปใชตรวจสอบกจิกรรมของเอนไซม ACO และวัดปริมาณโปรตีนทั้งหมด
โดยวิธี Bradford protein assay (Bradford, 1976) (ภาคผนวก ข) 
 

การตรวจสอบกิจกรรมของเอนไซม ACO โดยเติมโปรตนีที่สกัดไดปริมาตร 200 
ไมโครลิตรในสารละลาย incubation buffer (ภาคผนวก ก) 1.7 มิลลิลิตร สารประกอบ ACC ความ
เขมขน 80 ไมโครโมลาร ปริมาณ 50 ไมโครลิตร FeSOB4B ความเขมขน 3 ไมโครโมลาร ปริมาณ 50 
ไมโครลิตร และ NaHCOB3B ความเขมขน 1 โมลาร ปริมาณ 100 ไมโครลิตรซึ่งบรรจุอยูในขวดแกว
ขนาด 9 มิลลิลิตร ปดดวยจุกยาง บมในที่มดืที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส นาน 1 ช่ัวโมง แลวเก็บ
แกสบริเวณทีอ่ยูเหนือสารละลาย ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ดวยกระบอกฉดียาที่ใชเข็มขนาด 24 G  แลว
ฉีดเขาใน column ของเครื่อง gas chromatography รุน Shimadza GC 8A เพื่อวัดปริมาณเอทิลีนที่
เกิดขึ้นจากการเปลี่ยน 1-aminocyclopropane-1-carboxylic acid (ACC) ที่ใหจากภายนอกโดย
เอนไซม ACO จากใบกลวยไมที่ไดรับการถายยีน 
 

การวัดปริมาณโปรตีนทั้งหมดโดยวิธี Bradford protein assay (Bradford, 1976) โดย
ใชโปรตีนที่สกัดไดขางตนปริมาตร 100 ไมโครลิตรเติมในสารละลาย Bradford working solution 
(เจือจาง Bradford stock solution 15 มิลลิลิตรตอน้ํานึ่งฆาเชื้อ 85 มิลลิลิตร) ปริมาตร 5 มิลลิลิตร 
ผสมใหเขากันทันทีดวย vortex ตั้งทิ้งไว 5 นาที จึงวดัคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 595 นาโน
เมตร คํานวณปริมาณโปรตีนเปรียบเทยีบกบัโปรตีนมาตรฐาน  
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 3.4.2 การวัดปริมาณเอทิลีนของตนกลวยไมที่ไดรับการถายยีน ACO แบบ antisense 
 

การวัดปริมาณเอทิลีนที่เกิดขึน้ในเนื้อเยื่อของกลวยไมใชวิธีการดัดแปลงจาก  
Bolitho et al. (1997) วดัปริมาณการสรางเอทิลีนจากตนกลวยไมที่เปน mericlone ของกลวยไมที่
ไดรับการถายยีนและไมไดรับการถายยีน สายตนละ 4 ตน ซ่ึงไดเพาะเลี้ยงในสภาพปลอดเชื้อนาน 8 
เดือน โดยยายตนกลวยไมในสภาพปลอดเชื้อออกมา ลางวุนออกจากราก ซับน้ําออกใหแหง ช่ัง
น้ําหนกัสด แลวยายตนกลวยไมใสในขวดเพาะเลี้ยงขนาด 4 ออนซ ที่มีวุนปริมาตร 20 มิลลิลิตรเพื่อ
ชวยยึดตนและปองกันการขาดน้ําในตนกลวยไม ปดดวยฝาขวดซึ่งเจาะรูและปดดวยแผนยาง บมไว
ที่อุณหภูมิหองนาน 3 ช่ัวโมง แลวเก็บแกสบริเวณทีว่างในขวด ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ดวยกระบอก
ฉีดยาที่ใชเข็มขนาด 24 G แลวฉีดเขาใน column ของเครื่อง gas chromatography รุน Shimadza GC 
8A เพื่อวัดปรมิาณเอทิลีนที่เกิดขึ้นโดยตรงจากตนกลวยไม 

 
9.  Uสถานที่ทดลอง 
 

หองปฏิบัติการเพาะเลี้ยงเนือ้เยื่อพืช  ภาควิชาพืชสวน  คณะเกษตร กาํแพงแสน และ
หองปฏิบัติการเพาะเลี้ยงเนือ้เยื่อพืชและการถายยีน  ศูนยเทคโนโลยีชีวภาพเกษตร  มหาวิทยาลัย 
เกษตรศาสตร  วิทยาเขตกําแพงแสน  จ. นครปฐม  
 
10.  Uระยะเวลาที่ใชในการทดลอง 
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