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ผลและวิจารณ 
 
1.  การทดสอบปจจัยตาง ๆ ท่ีเก่ียวของกับการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อกลวยไม 
 

จากการเพาะเลี้ยง PLBs ของกลวยไมสกุลหวายพันธุ บอม17 เพื่อเพิ่มจาํนวน PLBs ใหเพียงพอ
เพื่อใชในการถายยีน โดยเล้ียง PLBs ในอาหารเหลวสูตร VW ที่เติมน้าํตาลซูโครส 2 เปอรเซ็นต 
และ น้ํามะพราว 15 เปอรเซ็นต หลังเพาะเลี้ยงนาน 4-6 สัปดาห พบวา PLBs เพิ่มขึ้นประมาณ 5 เทา 
แต PLBs มีขนาดไมสม่ําเสมอ มีขนาดเสนผานศูนยกลางอยูในชวงประมาณ 1-6 มิลลิเมตร PLBs ที่
มีขนาดเลก็จะมีสีเขียวออน สวน PLBs ขนาดใหญจะมสีีเหลือง และมีบางสวนขาวซีดหรือ
เปลี่ยนเปนสีน้าํตาล (ภาพที่ 9 ก) และยังพบวา PLBs สรางสารประกอบฟนอลลิกมากขึ้นโดยสังเกต
ไดจากคราบสนี้ําตาลที่พบในขวดเพาะเลีย้ง ซ่ึงลักษณะทีไ่มสม่ําเสมอดังกลาวนี้จะสงผลตอเนื่องถึง
ประสิทธิภาพการถายยีนในขั้นตอนตอไป จึงไดทดลองปรับปริมาณน้าํตาลในอาการเพาะเลี้ยง
เพื่อใหได PLBs ที่มีลักษณะสม่ําเสมอสําหรับนําไปใชในการถายยนี 
 
 1.1 การทดสอบปริมาณน้ําตาลซูโครสในอาหารเพาะเลี้ยงเพื่อเพิ่มปริมาณ PLBs ของกลวยไม 
  

จากรายงานการวิจัยที่ผานมาพบวา PLBs ที่เหมาะสมเพื่อใชในการถายยีนควรมีลักษณะ
กลมหรือรี ขนาดประมาณ 3-5 มิลลิเมตร มีสีเขียวออนจนถึงสีเขียวเขม (Belarmino and Mii, 2000 ; 
Men et al., 2003 a,b) ดังนั้นผลจากการเพาะเลี้ยงเพื่อเพิ่มปริมาณ PLBs ในขั้นตอนแรกนั้น PLBs ที่
ไดจึงมีลักษณะที่ยังไมเหมาะสมเพื่อใชในการถายยีน จึงไดทดลองเปรยีบเทียบปริมาณน้ําตาล
ซูโครสในอาหารเพาะเลี้ยงโดยการเพาะเลี้ยง PLBs ของกลวยไมสกุลหวายพันธุ บอม17 ใช PLBs 
เร่ิมตน 2 กรัมในอาหารเหลวสูตร VW ที่เติมน้ํามะพราว 15 เปอรเซ็นต และ น้ําตาลซูโครส 0  1  
และ 2 เปอรเซ็นต เพาะเลี้ยงนาน 4 สัปดาห พบวา PLBs ที่เพาะเลี้ยงในอาหารที่เติมน้ําตาลซูโครส  
2 เปอรเซ็นตมีน้ําหนกัเพิ่มขึน้มากที่สุดคือ 8.73 มิลลิกรัม แตไมแตกตางทางสถิติกับ PLBs ที่
เพาะเลี้ยงในอาหารที่เติมน้ําตาลซูโครส 1 เปอรเซ็นต (น้าํหนัก 8.44 มิลลิกรัม) แต PLBs ที่
เพาะเลี้ยงในอาหารที่ไมเติมน้ําตาลซูโครส มีน้ําหนกัเพิ่มขึ้นนอยที่สุดคอื 8.1 มิลลิกรัม (ตารางที่ 2)  
 

นอกจากความแตกตางในเรือ่งน้ําหนกัของ PLBs แลวยงัพบความแตกตางดานลักษณะอีก
ดวย โดยพบวาลักษณะของ PLBs ที่เพาะเลี้ยงในอาหารที่เติมน้ําตาลซูโครส 2 เปอรเซ็นต มีขนาด
ไมสม่ําเสมอ มีเสนผานศูนยกลางประมาณ 1-6 มิลลิเมตร PLBs ขนาดเล็กจะมีสีเขียวออน สวน 
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PLBs ขนาดใหญจะมีสีเหลือง และบางสวนเปลี่ยนเปนสีน้ําตาล สวน PLBs ที่เพาะเลี้ยงในอาหารที่
เติมน้ําตาลซูโครส 1 เปอรเซ็นต มีขนาดคอนขางสม่ําเสมอ มีสีเขียวออน ลักษณะเปนกอนกลมหรือ
รี PLBs ขนาดเสนผานศูนยกลางอยูในชวงประมาณ 3-5 มิลลิเมตร บางสวนมีการพัฒนาเปนปลาย
ยอดแหลมเล็กนอย สวน PLBs ที่เพาะเลีย้งในอาหารที่ไมเติมน้ําตาลซูโครส สวนใหญพัฒนาเปน
ตนออน (ภาพที่ 9 ข) ซ่ึงเปนลักษณะที่คาดวาไมเหมาะสมสําหรับการถายยีน 
 

จากผลการทดลองนี้พบวาในอาหารเพาะเลี้ยงที่เติมน้ําตาลซูโครส 2 เปอรเซ็นตกระตุนใหมี
การแบงเซลลเกิดเปน PLBs ใหมไดมากและรวดเรว็ แต PLBs ที่ไดมีขนาดไมสม่ําเสมอ ซ่ึงลักษณะ
ดังกลาวมีรายงานวาไมเหมาะสมที่จะใชในการถายยนี แมวารายงานอื่น ๆ เหลานัน้จะเตรยีม PLBs 
ของกลวยไมเพื่อการถายยนีโดยเพาะเลี้ยง PLBs ในอาหารเหลวที่เติมน้าํตาลซูโครส 2 เปอรเซ็นต
เชนเดยีวกันกต็าม (Belarmino and Mii, 2000 ; Yu et al., 2001 ; Men et al., 2003 a,b) สําหรับ
อาหารเพาะเลีย้งที่เติมน้ําตาลซูโครส 1 เปอรเซ็นต พบวากระตุนใหมีการแบงเซลลและเกิดเปน 
PLBs ใหมไดมากใกลเคยีงกบัอาหารเพาะเลี้ยงที่เติมน้ําตาล 2 เปอรเซ็นต แต PLBs ที่ไดมีขนาด
สม่ําเสมอกวา ทําใหมีลักษณะเหมาะสมที่จะใชในการถายยีน ผลในลักษณะดังกลาวนี้อาจ
เนื่องมาจากการที่อาหารเพาะเลี้ยงมีปริมาณน้ําตาลมากเกินไป มีผลทําใหในอาหารมแีรงดัน 
ออสโมติก (osmotic pressure) เพิ่มมากขึ้น ซ่ึงอาจไมเหมาะสมตอการเพาะเลี้ยงกลวยไมบางสกุล
หรือบางสายพนัธุ ซ่ึงขอสันนิษฐานนี้มีรายงานสนับสนนุหลายรายงานเชน Tokuhara and Mii 
(1993)  Samoylov et al. (1998) และ Park et al. (2002)  
 

ดังนั้นการเพาะเลี้ยง PLBs ของกลวยไมสกลุหวายพันธุ บอม17 เพื่อเพิ่มปริมาณใหมากพอ
และทําให PLBs มีลักษณะเหมาะสมเพื่อนํามาใชในการถายยีนจึงควรเพาะเลี้ยง PLBs ในอาหาร
เหลวสูตร VW ที่เติมน้ํามะพราว 15 เปอรเซ็นต และน้ําตาลซูโครส 1 เปอรเซ็นต และคาดวาวิธีการ
ดังกลาวนาจะไดผลเชนเดยีวกันกับกลวยไมพันธุ เอียสกลุ ซ่ึงเปนพันธุที่กลายมาจากพันธุ บอม17 
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ตารางที่ 2 น้ําหนักสดที่เพิ่มขึ้นของ PLBs กลวยไมสกุลหวายพันธุ บอม17 เมื่อเพาะเลี้ยงในอาหาร 
                 เหลวสูตร VW ที่เติมน้ํามะพราว 15 เปอรเซ็นต น้ําตาลซูโครส 0  1  และ 2 เปอรเซ็นต  
                 เครื่องเขยา โดยใชความเร็วรอบ 100 รอบตอนาที ในสภาพที่ใหแสง 55 ไมโครโมลตอ 
                 ตารางเมตรตอวินาที ชวงแสง 16 ช่ัวโมง ตอวันอุณหภูมิ 25±2 องศาเซลเซียส เพาะเลี้ยง 
                 นาน 4 สัปดาห 
 

 
1/ คาเฉลี่ยที่ตามดวยอักษรทีต่างกันในแนวตั้งมีความแตกตางกันทางสถิติที่ระดับความเชื่อมั่น 95% 
เปรียบเทียบโดยวิธี DMRT 

ความเขมขนของน้ําตาลซูโครส 
ในอาหารเพาะเลี้ยง (เปอรเซน็ต) 

น้ําหนกัสดที่เพิ่มขึ้นของ PLBs 
(มิลลิกรัม) 1/ 

0  6.10 b 
1  8.44 a 
2  8.73 a 

F-test * 
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               น้ําตาล 0 %             น้ําตาล 1 %        น้ําตาล 2 %                   ข 
 
ภาพที่ 9 ลักษณะ PLBs ของกลวยไมสกุลหวายพันธุ บอม17 ที่ไดจากการเพาะเลีย้ง PLBs ใน 
              อาหารเหลวสูตร VW ที่เติมน้ําตาลซูโครสความเขมขนที่แตกตางกัน 3 ระดบั เพาะเลี้ยงใน 
              ที่มีแสงประมาณ 55 ไมโครโมลตอตารางเมตรตอวินาท ี16 ช่ัวโมงตอวัน 
              อุณหภูมิ 25±2 องศาเซลเซียส  
 

ก.  ลักษณะของ PLBs หลังจากเพาะเลี้ยงในอาหารเหลวสูตร VW ที่เตมิน้ําตาลซูโครส 2 
เปอรเซ็นต และ น้ํามะพราว 15 เปอรเซ็นต นาน 6 สัปดาห 

 
 ข.  ลักษณะของ PLBs หลังจากเพาะเลี้ยงในอาหารเหลวสูตร VW ที่เตมิน้ําตาลซูโครสใน     

ปริมาณที่แตกตางกัน 3 ระดบั และเติมน้ํามะพราว 15 เปอรเซ็นต นาน 4 สัปดาห 
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1.2 ทดสอบความหนาของ tTCLs (transversely thin cell layer) จาก PLBs ที่เหมาะสมสําหรับ
ชักนําใหเกดิ PLBs ใหมได  
 

การทดสอบความหนาของ tTCLs ที่ไดจาก PLBs เพื่อชักนําใหเกดิ PLBs ใหมไดในปริมาณ
มากและรวดเรว็ โดยใช PLBs ของกลวยไมหวายสกุลพันธุ บอม17 ที่เพาะเลี้ยงในอาหารเหลวสูตร 
VW ที่เติมน้ําตาลซูโครส 2 เปอรเซ็นตนาน 4 สัปดาห นาํมาตัดตามขวางใหมีความหนา 3 ระดับคือ 
0.5  1 และ 2 มิลลิเมตร (ภาพที่ 10 ก) แลวเพาะเลี้ยงดวยอาหาร 2 ชนิดคืออาหารแข็งและอาหาร
เหลวสูตร VW ที่เติมน้ําตาลซูโครส 2 เปอรเซ็นต และ BA เขมขน 5 ไมโครโมลาร เพาะเลี้ยงนาน 
4 สัปดาห เปรยีบเทียบผลการทดลองดวยการชั่งน้ําหนักสดและนับจํานวนชิน้ของ tTCL ที่สามารถ
เกิด PLBs ใหมได ซ่ึงเมื่อเปรียบเทียบเฉพาะผลความหนาของชิ้น tTCL ที่เพาะเลี้ยงบนอาหารแข็ง
ตอการเกิด PLBs ใหม พบวา tTCL ที่ความหนา 2 มิลลิเมตร มีน้ําหนักเฉลี่ยเพิ่มขึ้นมากที่สุด และ
เปอรเซ็นตจํานวนชิน้ที่เกดิ PLBs ใหมสูงที่สุดคือมีน้ําหนักเฉลี่ย 0.015 กรัมตอช้ิน และมีจํานวนชิ้น
ที่สามารถเกิด PLBs ใหม 26 เปอรเซ็นต สวนการใช tTCL ที่มีขนาดบางลงมีผลทําใหมีน้ําหนกั
เฉลี่ย และเปอรเซ็นตจํานวนชิ้นที่เกิด PLBs ใหมลดลง โดยแปรผันตามความหนาของ tTCLs  
(ตารางที่ 3) สําหรับกรณกีารเพาะเลี้ยงในอาหารเหลวนัน้ใหผลโดยรวมเปนไปในทํานองเดียวกับ
การเพาะเลีย้งในอาหารแข็ง แตมีการเจริญเติบโตที่ดีกวา โดยพบวา tTCL ที่ความหนา 2 มิลลิเมตร 
มีน้ําหนกัเฉลี่ยเพิ่มขึ้น และเปอรเซ็นตจํานวนชิ้นที่เกดิ PLBs ใหมสูงที่สุดคือมีน้ําหนกัเพิ่มขึ้นเฉลี่ย 
0.017 กรัมตอช้ิน และมีจํานวนชิ้นที่สามารถเกิด PLBs ใหมมากถึง 60 เปอรเซ็นต สวน tTCL ที่มี
ขนาด 1 และ 0.5 มิลลิเมตร มีน้ําหนกัเฉลี่ยเพิ่มขึ้นและจํานวนชิน้ที่เกดิ PLBs ใหมนอยกวา โดยมี
น้ําหนกัเฉลี่ยเพิ่มขึ้น 0.012 และ 0.005 กรัม และเปอรเซน็ตจํานวนชิ้นที่เกิด PLBs ใหมที่ 26 และ 8 
เปอรเซ็นตตามลําดับ (ตารางที่ 3) 
 

จากรายงานการเลือกใชความหนาของชิ้น tTCL ที่เตรียมจาก PLBs เพื่อใชในการชักนําให
เกิด PLBs ใหมของกลวยไมสกุลหวายนั้นมีความแตกตางกันเชน 0.5 มิลลิเมตร (Nayak et al., 
2002) 1 มิลลิเมตร (Yu et al., 2001) หรือ 3-5 มิลลิเมตร (Men et al., 2003b) ในการทดลองนี้ได
เลือกทดสอบความหนาของชิ้น tTCL 3 ระดับคือ 0.5  1 และ 2 มิลลิเมตร เนื่องจาก PLBs เร่ิมตนมี
ความหนาเฉลี่ยประมาณ 2-3 มิลลิเมตร และจากผลการทดลองพบวาชิน้ tTCL ที่ความหนา 2 
มิลลิเมตร มีน้ําหนักเพิ่มขึ้น และเปอรเซ็นตการเกิด PLBs ใหมสูงกวาความหนาอกี 2 ระดับ 
เนื่องจากความหนาของ PLBs ที่มากกวาสงผลใหมีอัตราการรอดชีวิตและประสิทธิภาพในการ
พัฒนาเปน PLBs ใหมสูง ซ่ึงสอดคลองกับรายงานของ Duong et al. (2001) ที่ไดทดสอบความหนา
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ของ tTCL ของฐานรองดอกลิลล่ีเพื่อชักนําใหเกดิยอด โดยไดทดสอบความหนา 5 ระดับตั้งแต 1-5 
มิลลิเมตร พบวาความหนาของ tTCL ที่ 1 มิลลิเมตรมีอัตราการรอดชีวติต่ําเพียง 15 เปอรเซ็นต และ
มียอดเกดิขึ้นเพียง 10 ยอดตอช้ินในขณะที ่tTCL ที่ความหนา 2 มิลลิเมตรขึ้นไปมีอัตราการรอดชีวติ
สูงขึ้นมากคือ 80-100 เปอรเซ็นต และมียอดเกิดขึ้นมากถงึ 30-40 ยอดตอช้ิน แตอยางไรก็ตาม tTCL 
ที่มีความหนา 5 มลิลิเมตร แมวาจะมีอัตราการรอดชีวิต 100 เปอรเซ็นต แตมีจํานวนยอดเฉลี่ยลดลง
เหลือเพียง 18 ยอดตอช้ิน แสดงใหเห็นวาความหนาของชิน้ tTCL ที่มากเกินไปไมสงเสริมใหเกิด
ยอดมากขึ้น  
 

เมื่อพิจารณาชนิดอาหารที่ใชเพาะเลี้ยง tTCL ของกลวยไมสกุลหวายพนัธุ บอม17 โดย
เปรียบเทียบระหวางอาหารแข็งและอาหารเหลวพบวา tTCL ที่เพาะเลีย้งในอาหารเหลวมีน้ําหนกั
เฉลี่ยเพิ่มขึ้น และเปอรเซ็นตจํานวนชิ้นที่สามารถเกิด PLBs ใหมที่สูงกวา tTCL ที่เพาะเลี้ยงบน
อาหารแข็งอยางมาก (ตารางที่ 3) ซ่ึงสอดคลองกับรายงานของ Nayak et al. (2002) และ  
Kanjilal et al. (1999) เนื่องจาก tTCL ที่เพาะเลี้ยงในอาหารเหลวมีพื้นทีใ่นการสัมผัสอาหารไดทัว่
ทั้งชิ้น จึงสามารถนําอาหารไปใชในการเจริญและพัฒนาเปน PLBs ใหมไดมากกวาการเพาะเลี้ยง
บนอาหารแข็ง (Arditti and Ernst, 1993)  
 

เมื่อสังเกตลักษณะของ PLBs ใหมทีเ่กิดจาก tTCLs ที่เพาะเลี้ยงดวยอาหาร 2 ชนิดคืออาหาร
แข็งและอาหารเหลวสูตร VW ที่เติมน้ําตาลซูโครส 2 เปอรเซ็นต และ BA เขมขน 5 ไมโครโมลาร 
พบวา tTCL ที่เพาะเลี้ยงบนอาหารแข็งสามารถสราง PLBs ที่มีสีเขียวเขมและเริ่มพัฒนาเปนยอด
ใหม ทั้งนี้เนื่องจากการพัฒนาเปนยอดหรือเปนตนใหมตองมีทิศทางที่แนนอนในการกําหนดใหเปน
ยอดและราก ซ่ึงโดยทั่วไปแลวการชักนําให PLBs ที่เกิดเปนยอดใหมนิยมเพาะเลี้ยงบนอาหารแข็ง 
(Arditti and Ernst, 1993) แต tTCL ที่เพาะเลี้ยงในอาหารเหลวมีการสราง PLBs ใหมมสีีเขียว 
ลักษณะกลม และไมมีแนวโนมพัฒนาเปนยอด (ภาพที่ 10 ข) ดังนั้นการเตรียมเนื้อเยือ้ที่เหมาะสม
สําหรับการถายยีนในกลวยไมสกุลหวายควรตัด PLBs ตามขวางใหมีความหนา 2 มิลลิเมตร เพื่อใช
เปนเนื้อเยื่อเร่ิมตนในการถายยีน สวนในขัน้ตอนของการคัดเลือกเนื้อเยื่อที่ไดรับการถายยีนควร
เพาะเลี้ยงในอาหารเหลวเพื่อให tTCL ไดสัมผัสกับอาหารและสารปฏิชีวนะไดทัว่ถึง เพื่อเพิ่ม
โอกาสของการเกิด PLBs ใหม แลวจึงยาย PLBs มาเลี้ยงบนอาหารแข็งเพื่อชักนําใหเกิดยอดและตน
ใหม 
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อยางไรก็ตาม แมจะพบวาการใช tTCLs ที่มีความหนา 2 มิลลิเมตร มีความเหมาะสมที่สุด 
แตลักษณะที่คลายกันของ PLBs ที่พบในอาหารทั้งสองชนิดคือการเกดิคราบสีดําบน PLBs และมี
เนื้อเยื่อบางสวนตาย และพบวาชิ้น tTCLs ที่เล้ียงบนอาหารแข็งปลอยสารสีดําออกมารอบ ๆ ช้ิน ซ่ึง
คาดวาอาจเกิดจากสารควบคมุการเจริญเตบิโตที่เติมในอาหารเพาะเลี้ยงกระตุนให PLBs ที่เกิด
บาดแผลสรางสารประกอบฟนอลลิกมากเกินไป ทําใหการเจริญเติบโตของ PLBs ไมดี (Roy and 
Banerjee, 2003 ; Ket et al., 2004) และสืบเนื่องจากผลการทดลองในขอ 1.1 ซ่ึงพบวาการเพาะเลีย้ง 
PLBs ในอาหารที่เติมซูโครส 2 เปอรเซ็นต ทําใหเนื้อเยื่อบางสวนตายและเกิดคราบสดีํา จึงได
ทดลองเพาะเลีย้งชิ้น tTCLs ที่มีความหนา 2 มิลลิเมตรดวยอาหารแข็งและเหลวสูตร VW ที่ลด
ปริมาณน้ําตาลลงเหลือ 1 เปอรเซ็นต และไมเติม BA ซ่ึงผลที่ไดพบวา tTCLs สารมารถสราง PLBs 
ใหมไดดีโดย PLBs มีสีเขียวเขมถึงสีเขียวออน ไมพบการตายของเนื้อเยือ่ รวมทั้งไมพบคราบสดีํา
บนผิว PLBs อีกดวย (ภาพที่ 10 ค) ดังนัน้ในการทดลองตอไปจึงไมเติมสารควบคุมการเจริญเตบิโต
ในอาหารเพาะเลี้ยงเพราะนอกจากสารควบคุมการเจริญเตบิโตจะกระตุนใหพืชสรางสารประกอบ 
ฟนอลลิกมากเกินไปแลว ยังสงผลใหเกิด somaclonal variation ไดมากขึ้น ซ่ึงมีรายงานความผัน
แปรดังกลาวในงานวจิัยหลายรายงานเชน Chen and Chang (2000)  Roy and Banerjee (2003) และ 
Ket et al. (2004) เปนตน 
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ตารางที่3 น้ําหนัก PLBs ที่เพิ่มขึ้นเฉลี่ยตอช้ิน เปอรเซ็นตน้ําหนกัที่เพิ่มขึ้นเทียบกับน้าํหนักเริ่มตน  
                และเปอรเซ็นตจํานวนชิน้ที่เกดิ PLBs ใหมเฉลี่ยของ tTCLs ที่ไดจาก PLBs  
                ของกลวยไมสกุลหวายพันธุ บอม17 ที่เพาะเลีย้งในอาหาร 2 ชนิดคืออาหารแข็งและ 
                อาหารเหลวสูตร VW ที่เติม BA  5 ไมโครโมลาร น้ํามะพราว 15 เปอรเซ็นต  
                น้ําตาลซูโครส 2 เปอรเซ็นต pH 4.9 และเติมวุน 6.5 กรัมตอลิตร สําหรับอาหารแข็ง  
                เพาะเลี้ยงในสภาพที่ใหแสง 28 ไมโครโมลตอตารางเมตรตอวินาท ีชวงแสง 16 ช่ัวโมง 
                ตอวนั อุณหภูมิ 25±2 องศาเซลเซียส นาน 4 สัปดาห 

 

ชนิดของ
อาหาร 

ความหนา 
tTCL 
(มม.) 

น้ําหนกั PLBs ที่
เพิ่มขึ้นเฉลี่ยตอช้ิน 

(กรัม)1/ 

เปอรเซ็นตน้ําหนัก
ที่เพิ่มขึ้นเทียบกับ
น้ําหนกัเริ่มตน (%) 

เปอรเซ็นต
จํานวนชิ้นที่เกดิ 
PLBs ใหม (%)1/ 

0.5 0.005  ± 0.01 b 68.69 2c 
1 0.012  ± 0.04 ab 121.43 12c 

 
อาหารแข็ง 

2 0.015  ± 0.01 a 127.85 26b 
0.5 0.005  ± 0.01 b 89.60 8c 
1 0.012  ± 0.03 ab 92.97 26b 

 
อาหารเหลว 

2 0.017  ± 0.12 a 107.09 60a 
F-test  *  * 

 

1/ คาเฉลี่ยที่ตามดวยอักษรทีต่างกันในแนวตั้งมีความแตกตางกันทางสถิติที่ระดับความเชื่อมั่น 95% 
เปรียบเทียบโดยวิธี DMRT 
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        2.0 มม.              1.0 มม.          0.5 มม      
 
 
 
 
              tTCLs ที่เล้ียงบนอาหารแข็ง                         tTCLs ที่เล้ียงในอาหารเหลว 
 
 
 
 
             tTCLs ที่เล้ียงบนอาหารแข็ง                         tTCLs ที่เล้ียงในอาหารเหลว 
                     0.5 ซม 
 
ภาพที ่10 ลักษณะชิ้น tTCLs ที่ตัดใหมีความหนาแตกตางกัน 3 ระดับ และ PLBs ใหมที่เกิดจาก  
                การเพาะเลี้ยง tTCLs ดวยอาหารแข็งและเหลวสูตร VW ดัดแปลง ในหองเพาะเลี้ยงที ่
                ใหแสงประมาณ 55 ไมโครโมลตอตารางเมตรตอวินาท ีชวงแสง 16 ช่ัวโมงตอวัน 
                อุณหภูมิ 25±2 องศาเซลเซียส นาน 4 สัปดาห 

 
 ก. tTLC เร่ิมตนที่มีความหนา 2.0  1.0 และ 0.5 มิลลิเมตร 
 
 ข. tTCL ความหนา 2 มิลลิเมตรที่เกิด PLBs ใหมได เมือ่เพาะเลี้ยงบนอาหารแข็งและ

เหลวสูตร VW ที่เติม BA ความเขมขน 5 ไมโครโมลาร น้ํามะพราว 15 เปอรเซ็นต และ 
น้ําตาลซูโครส 2 เปอรเซ็นต นาน 4 สัปดาห 

 
 ค. tTCL ความหนา 2 มิลลิเมตรที่เกิด PLBs ใหมได เมือ่เพาะเลี้ยงบน 

อาหารแข็งและเหลวสูตร VW ที่เติม น้ํามะพราว 15 เปอรเซ็นต และน้าํตาลซูโครส 1 เปอรเซ็นต  

ข 

ค 

ก 
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1.3 การชักนําให PLBs เจริญเปนตนออน 
 

โดยทั่วไปแลวการชักนําให PLBs ของกลวยไมที่คาดวาไดรับการถายยีนเจริญเปนตนออน
ทําไดโดยเพาะเลี้ยง PLBs บนอาหารแข็งโดยใชสูตรอาหารเดิมที่ใชในการคัดเลือกเพยีงแตไมเติม
สารปฏิชีวนะ และสารควบคมุการเจริญใด ๆ และเปลี่ยนอาหารใหมทกุ ๆ 1-2 เดือน (Knapp et al., 
2000 ; Men et al., 2003 a,b ; Liau et al., 2003 a,b) แตจากการทดลองเบื้องตนของงานวิจยันี้ได
ทดลองชักนําตนออนจาก PLBs ที่ไดผานการคัดเลือกในอาหารสูตร VW ที่เติมสารปฏิชีวนะเปน
เวลา 3 เดือน โดยยายมาเพาะเลี้ยงบนอาหารแข็งสูตรเดิมแตไมเติมสารสารปฏิชีวนะอีกเปนเวลา 
2-3 เดือน พบวาไมสามารถชักนําใหเกดิตนออนได แต PLBs จะเพิ่มปริมาณเกิดเปน PLBs ใหมได
มากขึ้นเพยีงอยางเดยีว ดังนัน้จึงตองทดสอบสูตรอาหารเพื่อชักนําให PLBs ที่เกิดใหมสามารถเจริญ
เปนตนออนไดรวดเรว็ และไดตนออนที่สมบูรณแข็งแรงจาํนวนมาก ซ่ึงวิธีการที่มีประสิทธิภาพใน
การชักนําให PLBs พัฒนาเปนตนออนทําไดหลายวิธี เชนการเพาะเลี้ยงบนอาหารแขง็ที่เติมสาร 
ประกอบอินทรีย (organic complex additives) หลาย ๆ ชนิด เชน มนัฝรั่งบด กลวยหอมบด และน้ํา
มะพราว (Lo et al., 2004) หรือเติมน้ําคั้นมนัฝรั่ง น้ําคั้นขาวโพด หรือ น้าํคั้นมะละกอ (Rahman et 
al., 2004) แตโดยทั่วไปในปจจุบันไมนิยมใชสารควบคุมการเจริญในการชักนาํให PLBs พัฒนาเปน
ตนออน (Tokuhara and Mii, 1993 ; Chen and Chang, 2000 ; Roy and Banerjee, 2003) เนื่องจาก
สารควบคุมการเจริญอาจเปนสาเหตุใหเกดิ somaclonal variation (Vajrabhaya, 1977) หรืออาจชัก
นําใหมจีํานวนชุดของโครโมโซมเพิ่มขึ้นได (Mishiba et al., 2001)  
 

การทดสอบสูตรอาหารเพื่อชักนําใหเกดิตนออน ในการทดลองนี้ทําโดยเพาะเลี้ยง tTCLs 
ของกลวยไมสกุลหวายพันธุ บอม17 ที่มีความหนาประมาณ 2 มิลลิเมตร ในอาหารเหลวสูตร VW ที่
เติมน้ําตาลซูโครส 1 เปอรเซ็นต และน้ํามะพราว 15 เปอรเซ็นต นาน 4 สัปดาห เพื่อชักนําใหได 
PLBs จากนั้นนํา PLBs นี้มาเพาะเลี้ยงบนอาหารแข็งสูตร VW ที่เติมสารประกอบอินทรียแตกตาง
กัน 5 สูตร โดยสารประกอบอินทรียที่ใชคอื มันฝรั่งบด กลวยหอมบด หรือน้ํามะพราว นาน  
8 สัปดาห เพื่อเลือกสูตรอาหารที่เหมาะสมในการชักนําให PLBs เกิดเปนตนใหมไดรวดเร็ว 
สม่ําเสมอ และไดตนที่สมบูรณ เปรียบเทยีบผลการทดลองโดยสังเกตจากลักษณะ PLBs ที่
เปลี่ยนแปลง และตนที่เกิดขึน้ใหม จากผลการทดลอง (ภาพที่ 11) พบวาสูตรอาหารที่เหมาะสมคือ
สูตรอาหาร VW ที่เติมมันฝรั่งบด 15 เปอรเซ็นต ซ่ึงสามารถชักนําให PLBs สวนใหญพัฒนาเปนตน
ออนได โดยตนออนมีขนาดใหญและมีรากเกือบทุกตน ซ่ึงเปรียบเทียบกับ PLBs ที่เล้ียงบนสูตร
อาหารที่ใชในการเพาะเลีย้งทั่วไปคือสูตร VW ซ่ึงเติมเฉพาะน้ํามะพราว 15 เปอรเซ็นต พบวา PLBs 
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เกิดเปน PLBs ใหมไดจํานวนมาก แตไมสามารถชักนําใหเกิดตนใหมไดจาก PLBs เหลานั้น สวน
สูตรอาหาร VW ที่มีสวนประกอบของกลวยบดทัง้ 3 สูตร ใหผลใกลเคยีงกันคือ สามารถชักนําให 
PLBs เกิดเปนตนใหมไดบางสวน ตนที่เกดิขึ้นใหมบางตนมีรากสมบูรณ แตบางตนมีเฉพาะยอด 
และ PLBs บางสวนยังคงเพิม่ปริมาณเปน PLBs ใหมโดยไมพัฒนาไปเปนยอด จึงไมเหมาะสมที่จะ
นํามาใชเพื่อชักนํา ให PLBs ที่ไดรับการถายยีนพัฒนาเปนตนออน  
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       สูตรท่ี 1        สูตรท่ี 2       สูตรท่ี 3 
 
 
 
 

             สูตรท่ี 4                สูตรท่ี 5  
 
ภาพที่ 11  ลักษณะ PLBs และตนออนของกลวยไมสกุลหวายพันธุ บอม17 ที่เกิดจากการ  
                 เพาะเลี้ยง PLBs บนอาหารแข็งสตูร VW ดัดแปลงที่เติมสารประกอบอินทรยีแตกตางกัน  
                 5 สูตร ในหองเพาะเลี้ยงที่ใหแสงประมาณ 55 ไมโครโมลตอตารางเมตรตอวินาท ีชวง 
                 แสง 16 ช่ัวโมงตอวัน อุณหภูมิ 25±2 องศาเซลเซียส นาน 8 สัปดาห  
 

 สูตรที่ 1 อาหารแข็งสูตร VW ที่เติมน้ําตาลซูโครส 2 เปอรเซ็นต  
และน้ํามะพราว 15 เปอรเซ็นต  

 

 สูตรที่ 2 อาหารแข็งสูตร VW ที่เติมน้ําตาลซูโครส 2 เปอรเซ็นต  
และกลวยหอมสุกบด 15 เปอรเซ็นต  
 

 สูตรที่ 3 อาหารแข็งสูตร VW ที่เติมน้ําตาลซูโครส 2 เปอรเซ็นต  
และมันฝรั่งบด 15 เปอรเซ็นต  
 

 สูตรที่ 4 อาหารแข็งสูตร VW ที่เติมน้ําตาลซูโครส 2 เปอรเซ็นต กลวยหอมสุกบด 7.5 
เปอรเซ็นต และมันฝรั่งบด 7.5 เปอรเซ็นต  

 

 สูตรที่ 5 อาหารแข็งสูตร VW ที่เติมน้ําตาลซูโครส 2 เปอรเซ็นต และน้ํามะพราว 5 
เปอรเซ็นต กลวย หอมสุกบด 5 เปอรเซ็นต และมันฝรั่งบด 5 เปอรเซ็นต  
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2.  ศึกษาระบบการถายยีนท่ีเหมาะสมเขาสู PLBs ของกลวยไมสกุลหวายโดยใช 

Agrobacterium  tumefaciens เปนพาหะ 
 

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

ปจจัยสําคัญในการถายยนีเขาสูพืชใหประสบความสําเร็จปจจัยหนึ่งคือ การคัดเลือกใหได
เฉพาะเซลลพืชที่ไดรับการถายยีนแบบถาวร ชนิดของสารเคมีที่ใชคัดเลือกตองสอดคลองกับยีน
คัดเลือกที่ใช และความเขมขนของสารคัดเลือกตองเหมาะสมตอชนิดและพันธุกรรมของพืช ถาใช
ความเขมขนของสารคัดเลือกนอย อาจทําใหการคัดเลือกไมมีประสิทธิภาพ เซลลพืชที่ไมไดรับการ
ถายยีนอาจอยูรอดได ทําใหไดตนพืชที่มีบางเซลลหรือบางอวัยวะทีไ่มมียีนเปาหมาย (variegated 
plants) แตถาใชความเขมขนของสารคัดเลือกมากเกนิไป อาจมีผลยับยัง้การพัฒนาเปนตนของพืช 
(Dekeyser et al., 1989) 
 

ในปจจุบนัยนีคัดเลือกที่ไดรับความนิยมอยางกวางขวางคือยีน hygromycin 
phosphotransferase (hpt, aph-IV หรือ hph) เปนยนีที่กําหนดการสรางเอนไซม hygromycin 
phosphotransferase (HPT) ซ่ึงมีคุณสมบัติลดความเปนพษิของสารปฏิชีวนะ hygromycin B สาร
ปฏิชีวนะนี้เปนสารในกลุม aminogycoside ทําหนาที่รบกวนการสังเคราะหโปรตีนในขั้นตอนการ
ทํางานของไรโบโซม 70s ในสิ่งมีชีวิตทั้งที่เปนโปรคาริโอต และยูคารโิอต (Calbiochem, 2005) การ
คัดเลือกเซลลพืชที่ไดรับการถายยีนโดยใชสารปฏิชีวนะ hygromycin B ใหผลการคัดเลือกที่
แนนอน สามารถยับยั้งการเจริญของเซลลพืชที่ไมไดรับการถายยีนไดทั้งหมด และไมพบภาวะเผือก 
(albino) หรือไดตนถายยีนที่เปนหมัน (Hiei et al., 1997) 
 

การทดลองนี้จงึไดทดสอบความตานทานของชิ้น tTCLs ของกลวยไมสกุลหวายพันธุ  
เอียสกุล ที่มีตอสารปฏิชีวนะ hygromycin B โดยตัด PLBs ตามขวางหนา 2 มิลลิเมตร เพาะเลี้ยงบน
อาหารแข็งสูตร VW ที่เติมสารปฏิชีวนะ hygromycin B ที่ความเขมขน 7 ระดับตั้งแต 0-70 มิลลิกรัม
ตอลิตร โดยเปลี่ยนอาหารทุกๆ 2 สัปดาห เพาะเลี้ยงนาน 4 สัปดาห พบวาชิ้น tTCLs ที่เพาะเลี้ยงบน
อาหารที่ไมเตมิสารปฏิชีวนะบางชิ้นยังคงเขียวสดอยู บางชิ้นมี PLBs ใหมเกิดขึน้ และมีบางชิ้นที่
เปลี่ยนเปนสีน้าํตาลและตาย โดยพบวามี tTCLs ตาย 47.5 เปอรเซ็นต ซ่ึงเปนผลสืบเนื่องมาจาก
ขนาดความหนาของ tTCLs ดังที่ไดอธิบายในการทดลองที่ 1 สําหรับชิ้น tTCLs ที่เพาะเลี้ยงบน
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อาหารที่เติมสารปฏิชีวนะ hygromycin B ความเขมขน 10 และ 20 มิลลิกรัมตอลิตร มีเปอรเซ็นต
การตายที่ 45 และ 95 เปอรเซ็นต ตามลําดับ สวนชิ้น tTCLs ที่เพาะเลีย้งบนอาหารทีเ่ติมสาร
ปฏิชีวนะ hygromycin B ความเขมขนที่ 30 มิลลิกรัมตอลิตรขึ้นไปทุกชิน้เปลี่ยนเปนสีน้ําตาลหรือ
ขาวซีด (ภาพที่ 12) โดยเริ่มแสดงอาการตัง้แตสัปดาหที่ 2 หลังการคัดเลือก และมีเปอรเซ็นตการตาย 
100 เปอรเซน็ต (ตารางที่ 4) ดั้งนั้นความเขมขนของสารปฏิชีวนะ hygromycin B ที่เหมาะสมในการ
ใชคัดเลือกคือ 30 มิลลิกรัมตอลิตร ซ่ึงเปนความเขมขนนอยที่สุดที่สามารถกําจัดเซลลของเนื้อเยื่อ
ปกติไดหมด ความเขมขนดงักลาวนี้สอดคลองกับหลายรายงานที่ใชสารปฏิชีวนะ hygromycin B 
เพื่อการคัดเลือกกลวยไมในการถายยีน (Men et al., 2003 a,b ; Liao et al., 2004) 
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ตารางที่ 4 เปอรเซ็นตการตายของชิ้น tTCL ของกลวยไมสกุลหวายพนัธุ เอียสกุล ที่เพาะเลี้ยงบน  
                 อาหารสูตร VW ที่เติมสารปฏิชีวนะ hygromycin B ความเขมขนแตกตางกัน 8 ระดับ ใน 
                 หองเพาะเลี้ยงทีใ่หแสงประมาณ 55 ไมโครโมลตอตารางเมตรตอวินาท ีชวงแสง 16 
                 ช่ัวโมงตอวัน อุณหภูมิ 25±2 องศาเซลเซียส นาน 4 สัปดาห โดยเปลี่ยนอาหารทุก 2  
                 สัปดาห 
 

ความเขมขน hygromycin 
(มิลลิกรัมตอลิตร) 

เปอรเซ็นตการตายของชิ้น tTCLs 

0 47.5 b 
10 45 b 
20 95 a 
30 100 a 
40 100 a 
50 100 a 
60 100 a 
70 100 a 

F-test * 
 
1/ คาเฉลี่ยที่ตามดวยอักษรทีต่างกันตามแนวตั้งมีความแตกตางกันทางสถิติที่ระดับความเชื่อมั่น 
95% เปรียบเทยีบโดยวิธี DMRT 
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ภาพที่ 12  ลักษณะของชิ้น tTCL ของกลวยไมสกุลหวายพันธุ เอียสกุล ที่เพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร  
                 VW ที่เติมสารปฏิชีวนะ hygromycin B ความเขมขนแตกตางกัน 8 ระดบั ในหอง 
                 เพาะเลี้ยงที่ใหแสงประมาณ 55 ไมโครโมลตอตารางเมตรตอวินาท ีชวงแสง 16 ช่ัวโมง 
                ตอวนั อุณหภูมิ 25±2 องศาเซลเซียส นาน 4 สัปดาห (ศรชี้แสดงตัวอยางชิน้ tTCLs ที่

บางสวนยังคงมีชีวิตอยู) 
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2.2 ทดสอบประสิทธิภาพการถายยีนเขาสู PLBs ของกลวยไมโดย A. tumefaciens สายพันธุ 
EHA 105 ที่มีพลาสมิด pCAMBIA 1301 มียีน hpt เปนยนีคัดเลือกโดยวิธีการคัดเลือกบนอาหารที่
เติมสารปฏิชีวนะ hygromycin B 
 

การถายยีนเขาสูกลวยไมซ่ึงเปนพืชใบเลี้ยงเดี่ยวโดยใช A. tumefaciens เปนพาหะนั้นทําได
ยากกวาการถายยีนเขาสูพืชใบเลี้ยงคู ดังนัน้เพื่อใหการถายยีนประสบความสําเร็จจึงจําเปนตอง
ศึกษาระบบการถายยีนที่เหมาะสมเขาสู PLBs ของกลวยไมสกลุหวาย โดยในการทดลองนี้ใช  
A. tumefaciens สายพันธุ EHA 105 ที่บรรจุพลาสมิด pCAMBIA 1301 เพื่อใหไดวิธีการที่ดีที่สุดโดย
มียีน hpt เปนยนีเครื่องหมายเพื่อการคัดเลือก และยีน gus เปนยีนรายงานผล ในการทดลองนี้ได
เปรียบเทียบปจจัยที่มีผลตอการถายยีนทั้งหมด 6 ปจจัย โดยปจจยัที่ 1 ถึง ปจจัยที่ 5 ไดทดลองใน 
PLBs ของกลวยไมสกุลหวายพันธุ บอม17 สวนปจจยัที่ 6 ไดทดสอบกบั PLBs ของกลวยไมสกุล
หวายพันธุ เอยีสกุล เปรียบเทยีบผลการทดลองโดยบันทกึจํานวนชิ้น tTCLs ที่สามารถเกิด PLBs 
ใหมไดบนอาหารคัดเลือกหลังจากคัดเลือกนาน 4 สัปดาห และ 12 สัปดาห ซ่ึงแสดงถึงจํานวน 
PLBs ที่ยังคงมียีนอยูอยางถาวรและสามารถแสดงออกไดด ี(putative transformants)  
 

การทดสอบแตละปจจยัมีชุดควบคุม 2 ชุดไดแก ชุดควบคุมที่ 1 คือ การเพาะเลี้ยงชิน้ tTCLs 
ที่ปลูกดวยเชื้อ A. tumefaciens บนอาหารสตูร VW ที่เติมเฉพาะสารปฏิชีวนะ cefotaxime เพื่อกําจดั
เชื้อ A. tumefaciens เทานั้น โดยชุดควบคุมนี้ทําใหทราบถึงประสิทธิภาพของเนื้อเยือ่เปาหมายใน
การชักนําใหเกิด PLBs ใหมได และวิธีการถายยีนทีใ่ชไมสงผลใหเนื้อเยื่อพืชตาย ซ่ึง tTCL ทุกชิ้น
ยังคงมีชีวิตอยูและสามารถชักนําใหเกดิ PLBs ใหมได (ภาพที่ 13 ก) ชุดควบคุมที่ 2 คือ การ
เพาะเลี้ยงชิน้ tTCLs ที่ไมผานกระบวนการถายยีน บนอาหารสูตร VW ที่เติมปฏิชีวนะ hygromycin 
โดยชุดควบคุมนี้ทําใหทราบถึงประสิทธิภาพของสารคัดเลือกที่ใชในแตละชุดทดลอง ซ่ึง tTCLs 
ทุกชิ้นที่เพาะเลี้ยงบนอาหารสูตรนี้ควรเปลี่ยนเปนสีน้ําตาลและตายภายใน 4 สัปดาห (ภาพที่ 13 ข) 
ช้ิน tTCLs ในการทดลองที่ผานกระบวนการถายยีนและปนเปอนเชื้อ A. tumefaciens และเพาะเลีย้ง
บนอาหารคัดเลือกที่เติมสารปฏิชีวนะ hygromycin B และ cefotaxime นั้นควรมีบางสวนของบาง
ช้ินเทานั้นที่สามารถเกิด PLBs ใหมบนอาหารคัดเลือกซึ่งคาดวาเปน PLBs ที่เกิดใหมเหลานั้นเปน 
PLBs ที่ไดรับการถายยีน (ภาพที่ 13 ค) และจากผลของการทดสอบปจจัยที่มีผลตอการถายยีนทั้ง  
6 ปจจัยใหผลดังตอไปนี ้
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- ปจจยัที่ 1 ชนิดของอาหารคัดเลือกในชวง 4 สัปดาหแรกของการคัดเลือก  
 

การคัดเลือกเซลลที่ไดรับการถายยีนอยางถาวรและกําจัดเซลลที่ไมไดรับการถายยีนเปน
ขั้นตอนสําคัญในการถายยีนใหประสบความสําเร็จ ซ่ึงรายงานการถายยีนเขาสูกลวยไมสวนใหญใช
การคัดเลือกบนอาหารแข็งตลอดการคัดเลือก (Chai et al., 1994; Yu et al., 1999 ; Belarmino and 
Mii, 2000 ; Men et al., 2003 a,b ; Liau et al., 2003 a,b) แตการเพาะเลี้ยง tTCL ในอาหารเหลวมี
ขอดีที่เหนือกวาการใชอาหารแข็งคือมีพื้นที่ผิวในการสัมผัสอาหารไดทั่วทั้งชิ้น สามารถนําอาหาร
ไปใชในการเจริญและพัฒนาเปน PLBs ใหมไดมากกวาการเพาะเลี้ยงบนอาหารแข็ง (Arditti and 
Ernst, 1993 ; Nayak et al.,2002 ; Kanjilal et al., 1999) ถาสามารถคัดเลือก tTCLs ในอาหารเหลว
ไดนาจะทําใหการคัดเลือกมปีระสิทธิภาพเพิ่มขึ้น จึงไดทดสอบชนิดของอาหารคัดเลือกในชวง  
4 สัปดาหแรก โดยเปรียบเทยีบระหวางอาหารแข็งและอาหารเหลว จากผลการทดลองพบวาหลัง
คัดเลือกนาน 4 สัปดาห tTCLs ที่คัดเลือกบนอาหารแข็งมีเปอรเซ็นตจาํนวนชิน้ที่เกดิ PLBs ใหม 16 
เปอรเซ็นต ซ่ึงสูงกวา tTCLs ที่คัดเลือกในอาหารเหลว ซ่ึงมีเปอรเซ็นตจาํนวนชิน้ที่เกดิ PLBs ใหม
เพียง 6.25 เปอรเซ็นต (ตารางที่ 5)  
 

การคัดเลือกชิน้ tTCLs ที่ยังออนแอเนื่องจากผานกระบวนการถายยนีแลวคัดเลือกในอาหาร
เหลวอยางกะทันหัน ทําใหเนื้อเยื่อไดรับความกระทบกระเทือนเพิ่มขึ้นเนื่องจากการเพาะเลี้ยงบน
เครื่องเขยาเนื่องจากเซลลบอบช้ํามาก อาจทําใหเซลลที่ถึงแมไดรับการถายยีนก็ไมอาจแสดง
ความสามารถตานทานตอสารปฏิชีวนะได ในขณะที่ช้ิน tTCLs ที่คัดเลอืกบนอาหารแข็งไมไดรับ
ความกระทบกระเทือนซ้ําเติม จึงชวยทําใหเซลลที่ไดรับการถายยีนสามารถแสดงลักษณะตานทาน
สารปฏิชีวนะและสามารถแบงเซลลและพัฒนาเปน PLBs ใหมไดดกีวาการเพาะเลีย้งในอาหารเหลว  
 

หลังจากคัดเลอืกในชวง 4 สัปดาหแรกแลวไดนํา tTCLs ที่สามารถเกิด PLBs ใหมได
ทั้งหมดมาคัดเลือกในชวงที่ 2 โดยเพาะเลี้ยงในอาหารคัดเลือกชนิดเหลวสูตรเดิมตออีก 8 สัปดาห 
เพื่อคัดเลือกเฉพาะ PLBs ที่ยังคงมียีนอยูอยางถาวรและสามารถแสดงออกไดด ีซ่ึงปรากฏวาใหผล
การแสดงออกสอดคลองกับการคัดเลือกในชวง 4 สัปดาหแรกคือ tTCLs ที่ผานคัดเลือกชวงแรกบน
อาหารแข็งใหเปอรเซ็นต putative transformants สูงกวา tTCLs ที่ผานคัดเลือกชวงแรกในอาหาร
เหลว คือการคดัเลือกในอาหารแข็งชวงแรกมีเปอรเซ็นต putative transformants เมื่อคัดเลือกนาน 4 
สัปดาหที่ 4 เปอรเซ็นต สวนการคัดเลือกชวงแรกในอาหารเหลวมีเปอรเซ็นต putative 
transformants เมื่อคัดเลือกนาน 12 สัปดาห ที่ 1 เปอรเซ็นต (ตารางที่ 7) 
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- ปจจยัที่ 2 ระยะเวลา pre-culture  
 

วิธีการกระตุนเนื้อเยื้อพืชกอนการถายยนี (pre-culture) เพื่อกระตุนใหเนื้อเยื่อเปาหมาย
ตื่นตัวตอการแบงเซลล ซ่ึงเพิ่มโอกาสใหยนีจากภายนอกเขาไปสอดแทรกอยูในยีโนมไดมากขึ้นนั้น
มีรายงานวาใชไดผลดีในการถายยีนเขาสูพชืหลายชนิด (Iida et al., 1990 ; Gallo-Meagher and 
Irvine, 1993) โดยเฉพาะในกลวยไมนั้นมงีานวิจยัของ Yang et al. (1999) ที่พบวาปจจัยสําคัญที่ทาํ
ใหการถายยีนเขาสูกลวยไมสกุลซิมบิเดยีมประสบความสําเร็จคือการ pre-culture กอนการถายยนี
โดยใชเครื่องยงิอนุภาค และงานวิจยัของ Liau et al. (2003 a,b) ที่ได pre-culture โดยตัด PLBs เปน
ช้ินเล็ก ๆ แลวเล้ียงในอาหารเหลวสูตร G 10 นาน 7 วัน กอนการถายยนี ซ่ึงระยะเวลาที่ใชในการ 
pre-culture นั้นมีรายงานทีแ่ตกตางกันเชน Yu et al. (2001) และ Men et al. (2003 a,b) ไดใช
ระยะเวลา pre-culture นาน 2-3 วัน แตอยางไรก็ตามมีบางงานวิจยัที่ไมได pre-culture เนื้อเยื่อใน
อาหารเหลวกอนการถายยนีเลย (Knapp et al., 2000) ในงานวิจยัคร้ังนีจ้ึงไดเปรยีบเทยีบระยะเวลา 
pre-culture ที่ 0  3  และ 6 วัน จากผลการทดลอง (ตารางที่ 5) พบวาระยะเวลา pre-culture ที่ 3 วัน 
ใหเปอรเซ็นต  putative transformation เมื่อคัดเลือกนาน 4 สัปดาห และ 12 สัปดาหสูงสุดที่ 26.04 
และ 4.16 เปอรเซ็นต ตามลําดับ สวนชิ้น tTCLs ที่ไมได pre-culture เลยไมประสบผลสําเร็จในการ
ถายยีน แตในกรณีของการ pre-culture นาน 6 วัน ทีพ่บวาแมจะมเีปอรเซ็นต  putative 
transformation เมื่อคัดเลือกนาน 4 สัปดาห ใกลเคยีงกับ การ pre-culture ที่ 3 วัน คือ 23.96 
เปอรเซ็นต แตไมมี putative transformant เกิดขึ้นเมื่อคัดเลือกนาน 12 สัปดาห ซ่ึงอาจเกิดจากการ 
pre-culture ที่นานเกนิไปทําใหช้ิน tTCLs เกิดการสมานบาดแผลและสามารถสราง PLBs ใหม
ขึ้นมาไดกอนการถายยีน และ PLBs ใหมเมื่อไมมีบาดแผลทําใหเชื้อ A. tumefaciens ไมสามารถ 
infect เขาไปได นอกจากนี้ช้ิน PLBs ใหมยงัมีความตานทานตอสารปฏิชีวนะมากกวาชิ้น tTCLs อีก
ดวย (Chai et al., 2002) ทําใหรอดชีวิตอยูไดนานเกินกวา 4 สัปดาห ดงันั้นระยะเวลา pre-culture ที่
เหมาะสมสําหรับกลวยไมสกุลหวายท่ีทดสอบคือเพาะเลี้ยงชิ้น tTCLs ในอาหารเหลวนาน 3 วัน ซ่ึง
ระยะเวลา pre-culture ที่เหมาะสมนี้จะชวยกระจายและลดความเปนพษิของสารประกอบฟนอลลิก
ที่เกิดจากบาดแผลที่ถูกตัดในระยะแรก ทัง้ยังกระตุนใหช้ิน tTCLs ตื่นตัวตอการแบงเซลล ซ่ึงสงผล
ใหการถายยีนประสบความสําเร็จ (Yang et al., 1999) 
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- ปจจยัที่ 3 ระยะเวลา co-cultivation  
 

การเลี้ยงเนื้อเยือ่เปาหมายรวมกับเชื้อ A. tumefaciens (co-cultivation) ในระยะเวลาที่นานขึ้น
มีรายงานวาจะชวยเพิ่มประสทิธิภาพการถายยีน เนื่องจากเปนชวงเวลาทีม่ีกลไกการสงถายยีนจาก 
A. tumefaciens เขาสูเซลลพืช (Belarmino and Mii, 2000) รายงานการถายยีนเขาสูกลวยไมโดย  
A. tumefaciens สวนใหญเลือกใชระยะเวลา co-cultivation ที่ 3 วัน ( Belarmino and Mii, 2000 ; Yu 
et al., 2001 ; Liau et al., 2003 a,b) แต Men et al. (2003 b) ใชระยะเวลา co-cultivation ที่ 2 วัน  ใน
งานวิจยัคร้ังนีจ้ึงไดทดสอบระยะเวลา co-cultivation ที่ 2 และ 3 วัน จากผลการทดลอง (ตารางที่ 5) 
พบวา ระยะเวลา co-cultivation ที่ 2 วัน ใหเปอรเซ็นต putative transformation เมื่อคัดเลือกนาน 4 
สัปดาห 26.04 เปอรเซ็นต และ เปอรเซ็นต putative transformants เมื่อคัดเลือกนาน 12 สัปดาหที่ 
5.21 เปอรเซ็นต ซ่ึงสูงกวา ระยะเวลา co-cultivation ที่ 3 วัน ซ่ึงใหเปอรเซ็นต putative 
transformation เมื่อคัดเลือกนาน 4 สัปดาหเพียง 7.29 เปอรเซ็นตและไมมี putative transformant 
เกิดขึ้นเมื่อคดัเลือกนาน 12 สัปดาห ซ่ึงสอดคลองกับงานวจิัยของ Men et al. (2003 b) ที่สามารถ
ถายยีนเขาสู PLBs ของกลวยไมสกุลหวาย Den ‘nobile’ โดยใชระยะเวลา co-cultivation 2 วัน ทั้งนี้
การใชระยะเวลา co-cultivation ที่นานขึ้นอาจเกิดผลเสียจากเชื้อ A. tumefaciens ที่เจริญขึ้นคลุมชิ้น 
tTCLs มากเกนิไปมีผลใหความมีชีวิตของเนื้อเยื่อลดลง และทําใหการกําจัดเชื้อ A. tumefaciens ทํา
ไดยากขึ้น ดังนั้นจากการทดลองนี้จึงควรเลือกระยะเวลา co-cultivation ที่ 2 วัน ในการถายยีนเขาสู
ช้ิน tTCLs ของกลวยไมสกุลหวาย 
 

- ปจจยัที่ 4 ความเขมขนของเซลลแขวนลอยเชื้อ A. tumefaciens 
 

ความเขมขนของเชื้อ A. tumefaciens ที่ใชมีผลตอประสิทธิภาพการถายยีนดวยเชนกนั 
ปริมาณเชื้อทีม่ากแมวาจะทาํใหเพิ่มโอกาสใหเซลลพืชถูก A. tumefaciens เขา infect ไดมากขึ้น แต
ปริมาณเชื้อทีม่ากเกินไปจะทําใหกําจัดไดยาก และสามารถยับยั้งการเจริญของเนื้อเยือ่ ซ่ึงสงผลให
ประสิทธิภาพการถายยีนต่ําลง (Lin et al., 1994) จึงจําเปนตองทดสอบหาปริมาณเชื้อที่เหมาะสม 
โดยเปรียบเทยีบความเขมขนเชื้อ A. tumefaciens ที่ 0.5  1  2  5 และ 10 x 108  เซลลตอมิลลิลิตร ซ่ึง
ผลการทดลอง (ตารางที่ 5) พบวาความเขมขนที่ 5 x 108 เซลลตอมิลลิลิตร (OD600 ≈1) ใหเปอรเซ็นต 
putative transformation เมื่อคัดเลือกนาน 4 สัปดาหไดสูงที่สุดคือ ที่ 27.5 เปอรเซ็นต ซ่ึงสอดคลอง
กับ เปอรเซ็นต putative transformants เมื่อคัดเลือกนาน 12 สัปดาหที่ไดสูงถึง 17.5 เปอรเซ็นต 
สําหรับความเขมขนเชื้อ 109 เซลลตอมิลลิลิตร ใหประสิทธิภาพการถายยีนรองลงมาคือให
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เปอรเซ็นต putative transformation เมื่อคัดเลือกนาน 4 สัปดาหที่ 21.25 เปอรเซ็นตและ เปอรเซ็นต 
putative transformants เมื่อคัดเลือกนาน 12 สัปดาหที่ 1.25 เปอรเซ็นต สวนความเขมขนของเชื้อที่
นอยกวา 5 x 108 เซลลตอมิลลิลิตร ใหประสิทธิภาพการถายยีนต่ําลงมาก ผลการทดลองนี้สอดคลอง
กับหลาย ๆ รายงานที่ใชความเขมขนของเชื้อ A. tumefaciens มีคา OD600 ในชวง 0.8-1 ในการถาย
ยีนเขาสู PLBs ของกลวยไม (Men et al., 2003 b ; Liau et al., 2003 a,b) ดังนั้นจึงเลือกความเขมขน
ของเชื้อ A. tumefaciens ที่ 5 x 108 เซลลตอมิลลิลิตร (OD600 ≈1) ในการถายยีนตอไป 
 

- ปจจยัที่ 5 การสรางบาดแผลขนาดเล็กโดยศึกษาระยะเวลาการ sonicate เนื้อเยื่อเปาหมาย 
 

การสรางบาดแผลใหเนื้อเยือ่เปาหมายเปนปจจยัสําคัญอีกปจจยัหนึ่งที่ทําใหถายยีนเขาสูพืช
โดย A. tumefaciens ประสบความสําเร็จ เพราะนอกจากจะกระตุนใหพืชปลอยสารประกอบ 
ฟนอลลิกที่เปนประโยชนตอกระบวนการสงถายยีนของ A. tumefaciens เขาสูนิวเคลียสของพืชซ่ึง
เปนขั้นตอนสาํคัญที่ทําใหยนีเปาหมายสามารถสอดแทรกเขาสูยีโนมพืชได และการเกิดบาดแผลยัง
กระตุนใหพืชเกิดการแบงเซลลใหม (Binns and Thomashow, 1988) แตถาบาดแผลที่สรางขึ้นไดทํา
ความเสียหายแกเนื้อเยื่อเปาหมายมากเกินไปพืชจะสรางสารประกอบฟนอลลิกออกมามากซึ่งอาจ
สงผลใหยับยั้งการแบงเซลล ทําใหพืชไมสามารถฟนตัวใหมได การถายยีนจึงไมประสบความสําเร็จ 
การสรางบาดแผลขนาดเล็ก (micro-wounding) ใหกับเนือ้เยื่อเปาหมายโดยเทคนิค sonication จะทํา
ใหเกดิบาดแผลเปนชองเปดขนาดเล็กจํานวนมาก ซ่ึงสงผลให A. tumefaciens มีพื้นที่ในการเขา 
infect เนื้อเยื่อพืชไดมากกวาการสรางบาดแผลโดยการตดัเนื้อเยื่อ (Santarem et al., 1998) การใช 
sonication รวมกับการถายยนีโดย A. tumefaciens นี้มีช่ือเรียกเฉพาะวา sonication-assisted 
Agrobacterium-mediated transformation (SAAT) เทคนิคนี้นิยมใชเพื่อการถายยีนในถั่วเหลืองเปน
อยางมาก (Trick and Finer,1997 ; Meurer et al., 1998 ; Finer and Finer, 2000) แตยงัไมพบรายงาน
การใชเทคนิคนี้เพื่อการถายยีนในกลวยไม ในงานวิจยันีจ้ึงไดศึกษาระยะเวลา sonication ที่
เหมาะสมโดยทดลองที่ 0  2  4  6  8  และ 10 วินาที ผลการทดลอง (ตารางที่ 5) พบวาระยะเวลา 
sonication ที่ 6 วินาที ทําใหช้ิน tTCLs เกิด PLBs ใหม ใหเปอรเซ็นต putative transformation เมื่อ
คัดเลือกนาน 4 สัปดาหไดสูงที่สุดคือ 67 เปอรเซ็นต และมีเปอรเซ็นต putative transformants เมื่อ
คัดเลือกนาน 12 สัปดาหที่ 30 เปอรเซ็นต สําหรับระยะเวลา sonication ที่ใหผลรองลงมาคือ 4 และ 
8 วินาท ีตามลําดับ สวนระยะเวลา sonication ที่ 10 วินาท ีใหประสิทธิภาพการถายยนีต่ําที่สุด อาจ
เนื่องจากชวงเวลาของการ sonication ที่นานเกนิไปทําใหเกิดอันตรายตอเซลลพืชมากเกินไป เพราะ
โดยปกตกิารใชเวลา sonication ที่เหมาะสมจะทําใหเกดิบาดแผลขนาดเล็ก ๆ บนเนื้อเยื่อพืช แต
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เซลลพืชยังสามารถเจริญเติบโตได หากใชเวลานานเกินไปก็จะสงผลใหเกิดความเสยีหายตอเซลล
พืชที่รุนแรงขึน้จนอาจถึงขัน้ทําใหเซลลพชืตาย กิจกรรมตางๆภายในเซลลหยุดลง (Santarem et al., 
1998) ดังนั้นจงึเลือกใชความระยะเวลา sonication ที่ 6 วนิาที ในการถายยีนครั้งตอไป 

 
- ปจจยัที่ 6 ความเขมขนของ acetosyringone ในอาหารสําหรับ co-cultivation 

 
แมวาการสรางบาดแผลในพืชใบเลี้ยงคูจะกระตุนใหพชืผลิตสารในกลุมฟนอลิก เชน 

acetosyringone ท่ีจําเปนสําหรับการถายยีนโดย A. tumefaciens ไดแตพชืใบเลี้ยงเดีย่วเกือบทุกชนิด
ไมสามารถสรางสารเหลานี้ได (Smith and Hood, 1995) ดังนั้นการใช acetosyringone เติมลงใน
อาหารสําหรับเลี้ยงเซลล A. tumefaciens และในอาหารทีใ่ชระหวางการ co-cultivate จึงสามารถชวย
กระตุนให vir genes ในเซลล A. tumefaciens ใหทํางานไดทําใหการถายยีนในพืชใบเลี้ยงเดีย่วโดย 
A. tumefaciens ประสบความสําเร็จมากขึ้น (Hiei et al., 1994 ; Amoah et al., 2001) สําหรับการถาย
ยีนในกลวยไมนั้นมีหลายรายงานที่ใช acetosyringone โดยสวนใหญการเติมในอาหารสําหรับเลี้ยง
เซลล A. tumefaciens นั้นใชความเขมขนของ acetosyringone ที่ 100 ไมโครโมลาร (Chai et al., 
2002 ; Men et al., 2003 b) แตระดับความเขมขนที่ใชเติมในอาหารสําหรับ co-cultivation มีความ
แตกตางกนัโดยรายงานของ Belarmino and Mii (2000) ใชความเขมขนที่ 500 ไมโครโมลาร ตอมา 
Chai et al. (2002) และ Men et al. (2003 b) ใชความเขมขนที่ 100 ไมโครโมลาร สวน Liau et al. 
(2003 a,b) ใชความเขมขนที ่200 ไมโครโมลาร  
 

ในการวิจัยนี้ไดทดสอบความเขมขนของ acetosyringone ที่เติมในอาหารสําหรับเลี้ยง
รวมกันระหวางเนื้อเยื่อพืชและเชื้อ A. tumefaciens (co-cultivation medium) ที่เหมาะสมเพื่อชวย
เพิ่มประสิทธิภาพการถายยนีโดย A. tumefaciens  โดยใชความเขมขนของ acetosyringone 6 ระดับ
คือ  
0  100  200  300  400 และ 500 ไมโครโมลาร ผลการทดลอง (ตารางที่ 5) พบวาความเขมขนของ 
acetosyringone ที่ใหเปอรเซน็ตจํานวนชิ้นของ tTCLs ที่สามารถเกิด PLBs ใหมไดสูงที่สุดไดแก
ความเขมขนที ่200 และ 300 ไมโครโมลาร โดยใหเปอรเซ็นต putative transformation เมื่อคัดเลือก
นาน 4 สัปดาหที่ 54 และ 52 เปอรเซ็นตตามลําดับ และยังให เปอรเซ็นต putative transformants เมื่อ
คัดเลือกนาน 12 สัปดาหเทากันที่ 32 เปอรเซ็นต สวนความเขมขนของ acetosyringone ที่ให 
เปอรเซ็นต putative transformants รองลงมาคือ 100 ไมโครโมลาร ดังนั้นจึงเลือกใชความเขมขน
ของ acetosyringone ที่ 200 ไมโครโมลาร ในการถายยีนครั้งตอไป เนื่องจากสามารถใช 
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acetosyringone ในปริมาณทีน่อยกวาแตใหประสิทธิภาพการถายยีนทีเ่ทากับการใชเขมขนที่ 300  
ไมโครโมลาร 
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ภาพที่ 13 ช้ิน tTCLs ของกลวยไมสกุลหวายพันธุ บอม17 ที่เพาะเลี้ยงบนอาหารแข็งสตูร VW ใน 
                หองเพาะเลี้ยงทีใ่หแสงประมาณ 55 ไมโครโมลตอตารางเมตรตอวินาท ีชวงแสง 16  
                ช่ัวโมงตอวัน อุณหภูมิ 25±2 องศาเซลเซียส นาน 4 สัปดาห 
 

 ก. ช้ิน tTCLs ที่ถูก infect ดวยเชื้อ A. tumefaciens ซ่ึงไดเพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร VW ที่
เติมเฉพาะสารปฏิชีวนะ cefotaxime ความเขมขน 250 มิลลิกรัมตอลิตร (ชุดควบคุมที่ 1)  

 
 ข. ช้ิน tTCLs ที่ไมผานกระบวนการถายยนี ซ่ึงไดเพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร VW ที่เตมิ

ปฏิชีวนะ hygromycin ความเขมขน 250 มิลลิกรัมตอลิตร (ชุดควบคุมที่ 2) 
 
 ค.  ช้ิน tTCLs ที่ถูก infect ดวยเชื้อ A. tumefaciens ซ่ึงไดเพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร VW ที่

เติมสารปฏิชีวนะ hygromycin ความเขมขน 250 มิลลิกรัมตอลิตร และ cefotaxime ความเขมขน 
250 มิลลิกรัมตอลิตร (ลูกศรชี้แสดง PLBs ที่เกิดขึน้ใหม) 
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2.3 การชักนําให PLBs ที่คาดวาไดรับการถายยีนใหเจริญเปนตนที่สมบูรณ 
 

ภายหลังการคัดเลือกเนื้อเยื่อที่คาดวาไดรับการถายยีนนาน 12 สัปดาห จึงชักนําให PLBs 
จากกลวยไมสกุลหวายท้ังสองพันธุคือ บอม17 และ เอียสกุล ที่เกิดใหมในอาหารคัดเลือกซึ่งคาดวา
มียีนเปาหมายสอดแทรกอยูในยีโนมของพืชอยางถาวรแลวใหเกดิเปนตนออน โดยเพาะเลี้ยง PLBs 
ที่คาดวาไดรับการถายยีนบนอาหารชักนําตนออนสูตร VW ที่เติมน้ําตาลซูโครส 2 เปอรเซ็นต  
มันฝรั่งบด 15 เปอรเซ็นต และผงถานกํามันต 0.2 เปอรเซ็นต พบวาหลังจากเพาะเลี้ยงนาน 4 
สัปดาห PLBs สามารถเกิดตนออนขนาดเลก็มากมาย และมีการเติบโตอยางรวดเรว็ (ภาพที่ 14 ก) 
แตเมื่อเพาะเลีย้งถึง 8 สัปดาห ตนออนเจริญชาลงและมีลักษณะอวบน้าํเล็กนอย จึงไดยายตนออนที่
ไดมาชักนําใหเปนตนที่มีรากสมบูรณบนอาหารแข็งสูตร VW ที่เติมน้ําตาล 2 เปอรเซ็นต  
น้ํามะพราว 15 เปอรเซ็นต และผงถานกํามันต 0.2 เปอรเซ็นต โดยเปลีย่นอาหารใหมทุก 8 สัปดาห 
ซ่ึงหลังจากเพาะเลี้ยงนาน 8 สัปดาหพบวาตนออนมีการเติบโตอยางรวดเร็วและไมมอีาการอวบน้ํา 
และเมื่อเพาะเลี้ยงตอจนตนกลวยไมมีอาย ุ6 เดือนหลังการคัดเลือก ก็สามารถนําออกปลูกใน
โรงเรือนได (ภาพที่ 14 ข) ผลการชักนําให PLBs เกิดเปนตนออน พบวา PLBs ทุกชิน้สามารถชักนาํ
ใหเกดิตนออนได 
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ภาพที่ 14 ตนออนของกลวยไมสกุลหวายพันธุ บอม17 ที่เจริญบนอาหารชักนําตนออน ในหอง 
                เพาะเลี้ยงควบคุมที่ใหแสงประมาณ 55 ไมโครโมลตอตารางเมตรตอวินาที ชวงแสง  

 16 ช่ัวโมงตอวัน อุณหภูมิ 25±2 องศาเซลเซียส  
 

 ก. ตนออนที่เกิดจากการเพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร VW ที่เติมน้ําตาลซูโครส 2 เปอรเซ็นต 
มันฝรั่งบด 15 เปอรเซ็นต และผงถานกํามันต 0.2 เปอรเซ็นต นาน 6 สัปดาห  

 
 ข. ตนออนที่เพาะเลี้ยงบนอาหารแข็งสูตร VW ที่เติมน้ําตาล 2 เปอรเซ็นต น้ํามะพราว 15 

เปอรเซ็นต และผงถานกํามันต 0.2 เปอรเซ็นต นาน 16 สัปดาห 
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2.4 การตรวจวเิคราะหการแสดงออกของยนีรายงานผล gus โดยวิธี GUS histochemical assay   
ในกลวยไมทีไ่ดรับถายยีนระยะตาง ๆ 
 

ยีนรายงานผล (reporter gene) เปนยนีที่นยิมใชเพื่อตรวจสอบประสิทธิภาพการถายยนี และ
สามารถใชตรวจสอบการมีอยูและประสิทธิภาพในการแสดงออกของยนีเปาหมายในตนพืช
ดัดแปลงพันธกุรรมได เนื่องจากยนีเหลานีเ้มื่อแสดงออกในเซลลที่ไดรับการถายยีนแลวสามารถ
ตรวจสอบไดงาย ยีนรายงานผลที่ใชงานวิจยันี้ไดแกยีน gus หรือ uidA  ซ่ึงเมื่อแปลรหัสแลวจะได
เอนไซม GUS เมื่อเอนไซม GUS ทําปฏิกิริยากับสารตั้งตนที่ไมมีสีคือ 5-bromo-4-chloro-3-
indodyl-β-glucuronide ไดตะกอนสีน้ําเงนิไมละลายน้ํา (Jefferson et al., 1987 ; Stomp, 1992) จึงใช
วิธีการนี้ตรวจสอบการแสดงออกของยีน gus ในกลวยไมถายยีนระยะตาง ๆ โดยตรวจสอบการ
แสดงออกของยีนแบบชัว่คราว (transient expression) บนชิ้น tTCLs หลังการถายยีน 3 วัน และ
ตรวจสอบการแสดงออกแบบถาวรในระยะ PLBs ที่เกิดใหมหลังคัดเลอืกนาน 3 เดือน ระยะยอด
ออนอายุ 1 เดือน และตนออนอายุ 4 เดือน 
 

การตรวจสอบการแสดงออกของยีนแบบชัว่คราวบนชิน้ tTCLs หลังการถายยีนนาน 3 วัน 
นั้นไดตรวจสอบเฉพาะในขั้นตอนของการศึกษาเปรียบเทยีบความเขมขนของ acetosyringone ที่
เติมในอาหารสําหรับ co-cultivation ซ่ึงพบวาความเขมขนของ acetosyringone ที่ใหประสิทธิภาพ
การถายยีนสูงสุดคือ 200 ไมโครโมลาร สามารถพบจุดสีน้ําเงินบนชิน้ tTCLs ได (ภาพที่ 15 ก-1) 
โดยพบจํานวนชิ้นที่ยอมตดิสีน้ําเงินไดประมาณ 56 เปอรเซ็นต และจํานวนจุดตอช้ินเฉลี่ย 2 จุด และ
เมื่อเปรียบเทียบกับผลการทดสอบภายหลังการคัดเลือก tTCLs ที่ไดรับการถายยีนบนอาหารที่เติม
สารปฏิชีวนะพบวาใหผลสอดคลองกัน คือที่ความเขมขนนี้ให เปอรเซ็นต putative transformants 
สูงสุดเชนกัน และตรวจพบวามี PLBs ที่เกิดใหมบน tTCLs สามารถยอมติดสีน้ําเงินไดทั้งกอน 
(ภาพที่ 15 ก-2) ซ่ึงเปนเครื่องหมายเบื้องตนที่ช้ีใหเห็นวาวธีิการถายยีนทีใ่ชนี้สามารถชักนําใหเกดิ 
PLBs ที่มียีนเปาหมายอยูอยางถาวร (stable transformation) ได  
 

ในการตรวจสอบการเขารวมตัวของยีน gus กับยีโนมของกลวยไมอยางถาวรนั้นได
ตรวจสอบในระยะ PLBs ที่เกิดใหมหลังคดัเลือกนาน 3 เดือน และระยะยอดออนอาย ุ1 เดือน พบวา
สามารถยอมติดสีน้ําเงินบนเนื้อเยื่อที่มีชีวิตไดทุกสวน (ภาพที่ 15 ข และค) และเมื่อตรวจสอบการ
แสดงออกของยีน gus บนตนออนอายุ 4 เดือนพบวาเนื้อเยื่อทุกสวนโดยเฉพาะรากและใบสามารถ
ยอมติดสีน้ําเงนิได (ภาพที ่15 ง) ขณะทีเ่นือ้เยื่อกลวยไมที่ไมไดรับการถายยีนไมสามารถยอมติดสี
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น้ําเงินได สําหรับการตรวจสอบการแสดงออกของยีน gus ไดทดสอบในกลวยไมทั้งสองพันธุ ซ่ึง
พบวาทั้งสองพันธุใหรูปแบบการแสดงออกของยีนเหมือนกัน แตไดเสนอผลเฉพาะกลวยไมพนัธุ 
บอม17 เทานัน้ และจากผลการแสดงออกของยีน gus แสดงใหเห็นวาวิธีการที่ใช สามารถถายยีนเขา
สูกลวยไมโดยอาศัย A. tumefaciens เปนพาหะและชักนําใหเกิด stable transformation ในกลวยไม
ได 
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                ก-1                  ก-2       ก-3 
 
 
 
 
        0.25 ซม       ข           0.5 ซม                       ค 
                       
        1.5 ซม 
 
 
 
 
                                                                                                                         ง 
 

ภาพที่ 15 การแสดงออกของยีน gus ตรวจสอบโดยวิธี GUS histochemical assay ในกลวยไม 
                สกุลหวายพันธุ บอม17 ในการเจริญเติบโตระยะตาง ๆ 
 

 ก-1  การแสดงออกของยีนแบบชั่วคราวบนชิ้น tTCLs หลังการถายยีน 3 วัน  
 ก-2  PLBs ที่เกิดใหมบน tTCLs สามารถยอมติดสีน้ําเงินไดทั้งกอน  
 ก-3  ช้ิน tTCLs ที่ไมไดรับการถายยีน 
 

 ข.     PLBs ที่เกิดใหมหลังคดัเลือกนาน 3 เดือนที่ไดรับการถายยีน gus และแสดงออก
อยางถาวร (ซาย) เปรียบเทียบกับ PLBs ที่ไมไดรับการถายยีน (ขวา)  

 

 ค.     ยอดออนอายุ 1 เดือนที่ไดรับการถายยีน gus และแสดงออกอยางถาวร (ซาย) 
เปรียบเทียบกบัยอดที่ไมไดรับการถายยีน (ขวา) 

 

 ง.     ตนออนอายุ 4 เดือนทีไ่ดรับการถายยีน (ซาย) เปรยีบเทียบกับ 
ตนที่ไมไดรับการถายยีน (ขวา) 
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2.5 การตรวจสอบการมีอยูของยีนดวยเทคนิค polymerase chain reaction (PCR) และ  
dot blot hybridization 
 

หลังจากชักนําใหตนกลวยไมที่ผานการคัดเลือกใหพัฒนาเปนตนที่สมบรูณแลว สามารถชัก
นําตนกลวยไมที่คาดวาไดรับการถายยีนจากกลวยไมสกลุหวายพันธุ บอม17 ที่ไดจากการทดลอง
ของปจจัยที่ 1-5 ทั้งหมด 84 สายตน และจากกลวยไมพนัธุ เอียสกุล ที่ไดจากการทดลองของปจจัยที่ 
6 ทั้งหมด 80 สายตน แตไดเลือกตนกลวยไมที่คาดวาไดรับการถายยีนมาตรวจสอบการมีอยูของยีน
โดยเทคนิค PCR และ dot blot hybridization พันธุละ 7 ตน โดยเลือกจากสายตนที่ใหผลบวกจาก
การตรวจสอบการแสดงออกของยีน gus โดยวิธี GUS histochemical assay 
 

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

สกัดดีเอ็นเอจากใบของกลวยไมที่คาดวาไดรับการถายยนีพันธุละ 7 ตนที่คัดเลือกไว
แลวนําไปตรวจหายนี gus และ hpt  โดยเทคนิค PCR จากการตรวจสอบการมีอยูของยีน gus พบ
แถบชิ้นสวนดเีอ็นเอของยีน gus ขนาด 919 คูเบส จากดีเอน็เอของกลวยไมทั้งสองพันธุทุกสายตน 
(ภาพที่ 16 ก และ ข) และเมื่อตรวจสอบการมีอยูของยีน hpt  พบแถบของชิ้นสวนดเีอ็นเอขนาด 800 
คูเบส จากดีเอน็เอของกลวยไมทั้งสองพันธุทุกสายตนเชนกัน (ภาพที่ 16 ค และ ง)  
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ภาพที่ 16 ผลผลิตจากปฏิกิริยา PCR โดยใชไพรเมอรที่จําเพาะตอยนี gus และ hpt  แยกขนาดชิ้นดี

เอ็นเอบนเจลอะกาโรส 0.8 เปอรเซ็นต 
 

ก. ช้ินสวนดีเอน็เอของยีน gus ขนาด 919 คูเบส จากกลวยไมสกุลหวายพันธุ บอม17 
ข. ช้ินสวนดีเอน็เอของยีน gus ขนาด 919 คูเบส จากกลวยไมสกุลหวายพันธุ เอียสกุล 
ค. ช้ินสวนดีเอน็เอของยีน hpt ขนาด 800 คูเบส จากกลวยไมสกุลหวายพันธุ บอม17 
ง. ช้ินสวนดเีอ็นเอของยีน hpt ขนาด 800 คูเบส จากกลวยไมสกุลหวายพันธุ เอียสกุล 
 
M.    เครื่องหมายดีเอ็นเอมาตรฐาน GeneRulerTM 100 bp Ladder (Fermentus) 
H2O  negative control (dH2O) 
N.     negative control จากดีเอ็นเอที่สกัดจากใบของตนกลวยไมที่ไมไดรับการถายยีน 
P.     ผลผลิตจากปฏิกิริยา PCR ที่ใชพลาสมิด pCAMBIA 1301 เปนดีเอ็นเอตนแบบ 
1-7.  ผลผลิตจากปฏิกิริยา PCR ที่ใชดีเอน็เอที่สกัดจากใบของตนกลวยไมที่คาดวาไดรับ

การถายยีนเปนดีเอ็นเอตนแบบ 
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2.5.2 การตรวจสอบการมีอยูของยีน gus ในกลวยไมโดยเทคนิค dot blot hybridization  
 

จากการตรวจวิเคราะหการคงอยูของยีน gus โดยใชวิธี dot blot hybridization เพื่อ
ตรวจสอบการคงอยูของยีนอยางถาวรในยีโนมของกลวยไม โดยการนําดเีอ็นเอที่สกัดไดจากใบ ทั้ง 
14 สายตน ที่ใหผลบวกจากการตรวจสอบการแสดงออกของยีน gus โดยวิธี GUS histochemical 
assay และตรวจสอบการมีอยูของยีน gus โดยวิธี PCR มาหยดลงบนแผนไนลอนเมมเบรน แลว
นําไปทําปฏิกริิยาไฮบริไดเซชันกับดีเอน็เอตัวตรวจสอบของยีน gus ซ่ึงติดฉลากดวยสารไรรังสี 
digoxigenin แลวนําไปตรวจผลบนแผนฟลม ซ่ึงถากลวยไมมียีน gus สอดแทรกอยูกบัยีโนมของ
กลวยไมจะใหสัญญาณสีดําบนแผนฟลมเพราะเกดิการเขาคูกันของดีเอ็นเอที่เปนตวัตรวจสอบกับดี
เอ็นเอที่นํามาทดสอบ พบวาหลังจากนําแผนเมมเบรนไปประกบบนแผนฟลมเปนเวลา 10 นาที 
ปรากฏสัญญาณ จุดสีดําบนแผนฟลม (ภาพที่ 17) ซ่ึงแสดงวาสายตนของกลวยไมทีท่ําการ
ตรวจสอบไดรับการถายยนี gus  โดยทีย่ีน gus เขาไปรวมตัวกับยีโนมของกลวยไมไดอยางถาวร ซ่ึง
ผลการทดลองพบวากลวยไมทุกสายตนที่มกีารแสดงออกของยีน gus ซ่ึงทดสอบดวยวิธี GUS 
histochemical assay ปรากฏสัญญานจุดสีดําบนแผนฟลมทุกสายตนที่ทดสอบจึงอาจสรุปไดวา ยีน 
gus สามารถเขาไปรวมตัวกับยีโนมของกลวยไมไดจริง 
 

จากการทดลองในขั้นตอนตาง ๆ ในการศกึษาระบบการถายยียทีเ่หมาะสมเขาสู PLBs 
ของกลวยไมนีท้ําใหทราบตัวแปรตาง ๆ ที่เหมาะสมสําหรับการถายยีนเขาสูกลวยไมสกุลหวายโดย
ใช A. tumefaciens สายพันธุ EHA 105 เปนพาหะ ซ่ึงในการทดลองขั้นตอไปจะไดนําตัวแปรตาง ๆ 
เหลานี้ไปใชในการถายยนี CPACO แบบ antisense จากมะละกอเขาสูกลวยไมสกุลหวายตอไป 
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ภาพที่ 17 การตรวจวเิคราะหการคงอยูของยีน gus ในตนกลวยไมที่คาดวาไดรับการถายยีน  
               โดยใชเทคนิค dot blot hybridization ที่ตรวจสอบดวยตัวตรวจสอบยีน gus 

 
N.     negative control จากดีเอ็นเอที่สกัดจากใบของตนกลวยไมที่ไมไดรับการถายยีน 
P.     ดีเอ็นเอปริมาณ 1 นาโนกรัม จากพลาสมิด pCAMBIA 1301  
1-7   ดีเอ็นเอปริมาณ 2 ไมโครกรัม ที่สกัดจากใบของกลวยไมสกุลหวายพันธุ บอม17 ที่

คาดวาไดรับการถายยีน 
8-14     ดีเอ็นเอปริมาณ 2 ไมโครกรัมที่สกัดจากใบของกลวยไมสกุลหวายพันธุ เอยีสกุล ที่

คาดวาไดรับการถายยีน 
 

 

N        P       1       2       3       4        5       6 

7        8       9      10      11     12     13      14 
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3.  การถายยีน CPACO แบบ antisense จากมะละกอเขาสูกลวยไมสกุลหวาย 
 

3.1 การสรางพลาสมิดลูกผสม (binary vector) ที่มียีน CPACO แบบ antisense และถายเขาสู 
Agrobacterium tumefaciens 
 

เนื่องจากการสราง binary vector ใหมยีีน CPACO แบบ antisense จาก cDNA ของทั้งสอง
ยีน ตองการโปรโมเตอร 35sCAMV และเทอรมิเนเตอร NOS เพื่อมาควบคุมการแสดงออกของยีน 
จึงได เชื่อมตอ cDNA ของยนี CPACO1 กับ binary vector ของ pCAMBIA 1301 ที่ตัดสวนของยนี 
gus ออก สวน cDNA ของยนี CPACO2 จะเชื่อมตอกับ binary vector ของ pCAMBIA 13121 ที่ตัด
สวนของยีน gus ออกเชนกัน โดยการสราง binary vector ที่สมบูรณของทั้งสองยีนนี้ใชวิธีการ
เดียวกัน โดยเริ่มจากการ cloning vector เพื่อแยกสวน cDNA ของยีน ดวยเอนไซมตัดจําเพาะ แยก
ผลของปฏิกิริยาการยอยโดยวิธีอิเลคโตรโฟรีซิส บนเจลอะกาโรส 0.8 เปอรเซ็นต แลวจึงสกัดแยก
ช้ินสวนของดีเอ็นเอที่ตองการออกจากเจลโดยการใช QIAquick Gel Extraction Kit (QIAGEN) นํา
ช้ินสวนดเีอ็นเอบริสุทธิ์ที่สกัดไดมาใชเปนดีเอ็นเอตนแบบในการสังเคราะหยนี antisense ACO ดวย
เทคนิค PCR โดยใชไพรเมอรที่สวนปลายของ forward และ reverse ไพรเมอรมีลําดับเบสที่จําเพาะ
ตอการตัดของเอนไซมเดยีวกับตําแหนงทีจ่ะทําการเชื่อมตอใน binary vector แตกําหนดใหสลับ
ทิศทางกัน จากนั้นยอยสวนปลายของผลผลิต PCR ที่ไดพรอมทั้ง binary vector โดยวิธี double 
digestion แลวจึงแยกผลของปฏิกิริยาการยอยโดยวิธีอิเลคโตรโฟรีซิสบนเจลอะกาโรส 0.8 
เปอรเซ็นต จากนั้นสกดัแยกชิ้นสวนของดีเอ็นเอที่ตองการออกจากเจลแลวจึงนาํชิน้สวนดีเอ็นเอ
บริสุทธิ์ที่สกัดไดมาใชในการเชื่อมตอดวยวิธี ligation หลังจาก ligation แลวจึงตรวจสอบผลการ
เชื่อมตอโดยนาํไปเพิ่มปริมาณในเซลลแบคทีเรียเจาบาน E. coli สายพันธุ DH5α และตรวจสอบ
โคโลนีที่คาดวาไดรับ binary vector โดยเลือกจากโคโลนทีี่เจริญไดบนอาหารแข็งสูตร LB ที่เติม
สารปฏิชีวนะ kanamycin 50 มิลลิกรัมตอลิตร โดยพบโคโลนีของเซลลเจาบานที่มี binary vector 
ของ pCAMBIA 1301aACO1 เพียง 1 โคโลนี และ โคโลนีที่มี binary vector ของ pCAMBIA 
13121aACO2 เพียง 2 โคโลนี ซ่ึงแผนที่ของ binary vector ที่มีการเชื่อมตออยางสมบูรณของยีน 
CPACO antisense ทั้งสองไดแสดงในภาพที่ 18 ก และ ข 
 

ตรวจสอบ binary vector ที่มีการเชื่อมตอของยีน CPACO antisense อยางสมบูรณดวย 2 วิธี 
คือวิธีที่ 1 การตรวจสอบดวยเทคนิค PCR โดยตรวจสอบการมีอยูของยนี CPACO1 antisense และ 
CPACO2 บน binary vector โดยใชวิธีการเดียวกับการสังเคราะหยนี CPACO antisense และวิธีที่ 2 
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คือ ตรวจสอบโดยวิธี restriction digestion analysis ดวยการตัดของเอนไซมตัดจําเพาะตาง ๆ โดย 
พลาสมิด pCAMBIA 1301aACO1 ไดทดสอบ 5 ปฏิกิริยา และพลาสมิด pCAMBIA 13121aACO2 
ไดทดสอบ 4 ปฏิกิริยา  
 

ผลของการตรวจสอบผลผลิต PCR จาก binary vector ทั้งสองดวยวิธีอิเลคโตรโฟรีซิสบน
เจลอะกาโรส 0.8 เปอรเซ็นต พบวา pCAMBIA 1301aACO1 ที่ไดสกัดจากโคโลนีของเซลลเจาบาน 
1 โคโลนีใหช้ินดีเอ็นเอจากผลผลิต PCR ของ antisense CPACO1 ขนาดประมาณ 800 คูเบส ซ่ึงมี
ขนาดเทากับชิน้ดีเอ็นเอจากผลผลิต PCR ของยีน CPACO1 ที่ใชยีน ACO1 ที่แยกจาก cloning 
vector เปนดีเอ็นเอตนแบบ (ภาพที่ 19 ก) สวน pCAMBIA 13121aACO2 ที่ไดสกัดจากโคโลนีของ
เซลลเจาบานทั้ง 2 โคโลนีใหช้ินดีเอน็เอจากผลผลิต PCR ของ antisense CPACO2 ขนาดประมาณ 
800 คูเบส ซ่ึงมีขนาดเทากับชิ้นดีเอ็นเอจากผลผลิต PCR ของยีน CPACO2 ที่ใชยนี CPACO2 ที่แยก
จาก cloning vector เปนดีเอน็เอตนแบบเชนกัน (ภาพที่ 19 ข) 
 

การตรวจสอบความถูกตองของ binary vector โดยวิธี restriction digestion analysis ดวย
เอนไซมตัดจําเพาะชนดิตาง ๆ โดยพลาสมิด pCAMBIA 1301aACO1 ไดทดสอบทั้งหมด 5 
ปฏิกิริยา และแยกผลของปฏิกิริยาการยอยดวยวิธีอิเลคโตรโฟรีซิส บนเจลอะกาโรส 0.8 เปอรเซ็นต 
(ภาพที่ 20 ก) หลังจากยอยพลาสมิด pCAMBIA 1301aACO1 ดวยเอนไซมตัดจําเพาะทั้ง 5 ปฏิกิริยา
พบรูปแบบการยอยซ่ึงใหช้ินดีเอ็นเอที่มีขนาดถูกตองเชนเดียวกับแผนทีย่ีนในภาพ ที่ 18 ก. แตใน
ปฏิกิริยาที่ 4 ซ่ึงเปนการยอยดวยเอนไซมตดัจําเพาะ NcoI และ NheI พบชิ้นดีเอ็นเอที่มขีนาด
มากกวา 3,909 คูเบส ซ่ึงเกิดจากการยอยทีไ่มสมบูรณ สําหรับพลาสมิด pCAMBIA 13121aACO2 
ไดเลือกมาทดสอบเพียง 1 โคโลนี โดยไดทดสอบการยอย 4 ปฏิกิริยา ผลการทดสอบ(ภาพที่ 20 ข) 
พบรูปแบบการยอยซ่ึงใหช้ินดีเอ็นเอที่มีขนาดถูกตองเชนเดยีวกับแผนทีย่ีนในภาพที่ 19 ข. 
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pCAMBIA 1301aACO1
(10,624 bp)

Hph gene

LB RB

NcoI (1) 

HinDIII (10,060)

NheI (800)

CaMV 35s 
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nptII

a CPACO1

PstI (480)PstI (9,952)

NheI (4,244)

XhoI (8,781) 
XhoI (7,687) 

NcoI (6,715) 

pCAMBIA 1301aACO1
(10,624 bp)

Hph gene

LB RB

NcoI (1) 

HinDIII (10,060)

NheI (800)

CaMV 35s 
promoter nos

nptII

a CPACO1

PstI (480)PstI (9,952)

NheI (4,244)

XhoI (8,781) 
XhoI (7,687) 

NcoI (6,715) 

NheI (5,272)

pCAMBIA 13121aACO2
(11,042 bp)

EcoRI (1)

Hph gene

LB RB

SacI (1,067) 
HinDIII (1,932)

nptII

XbaI (267)

CaMV 35s 
promoternos a CPACO2

XhoI (456)

XhoI (9,959) 
XhoI (8,865) 

NcoI (7,743) NheI (5,272)

pCAMBIA 13121aACO2
(11,042 bp)

EcoRI (1)

Hph gene

LB RB

SacI (1,067) 
HinDIII (1,932)

nptII

XbaI (267)

CaMV 35s 
promoternos a CPACO2

XhoI (456)

XhoI (9,959) 
XhoI (8,865) 

NcoI (7,743) 

 
 
 
 
 
 
 
 
                 ก 
 
       
 
 
 
 
 
 
 
 
 
                ข 
 
 
 
ภาพที่ 18 แผนที่การตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะที่สําคัญของ binary vector ที่มียีน CPACO antisense 
 

 ก. แผนที่การตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะของพลาสมิด pCAMBIA 1301aACO1 
 ข. แผนที่การตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะของพลาสมิด pCAMBIA 13121aACO2 
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     M1     N      1       2           M2    N    1       2      3  
 
 
 
 
 
 
 
 
            ก              ข 
 
ภาพที่ 19 ผลผลิตจากปฏิกิริยา PCR โดยใชไพรเมอรที่จําเพาะตอยนี antisense ACO โดยใช binary 

vector เปนดีเอ็นเอตนแบบ วิเคราะหขนาดชิ้นดีเอน็เอบนเจลอะกาโรส 0.8 เปอรเซ็นต 
 

ก.   ผลผลิตจากปฏิกิริยา PCR เพื่อตรวจสอบการมีอยูของบางสวนของยีน CPACO1 
M1.  เครื่องหมายดีเอ็นเอมาตรฐาน GeneRulerTM 100 bp Ladder Plus (Fermentus) 
N.      negative control (dH2O) 
1.       ผลผลิตจากปฏิกิริยา PCR ที่ใช cDNA ของยีน CPACO1 เปนดีเอ็นเอตนแบบ 
2.       ผลผลิตจากปฏิกิริยา PCR ที่ใช pCAMBIA 1301aACO1 เปนดีเอ็นเอตนแบบ 

 
ข.     ผลผลิตจากปฏิกิริยา PCR เพื่อตรวจสอบการมีอยูของบางสวนของยีน CPACO2 
M2.  เครื่องหมายดีเอ็นเอมาตรฐาน GeneRulerTM 100 bp Ladder (Fermentus) 
N.     negative control (dH2O) 
1.      ผลผลิตจากปฏิกิริยา PCR ที่ใช cDNA ของยีน CPACO2 เปนดีเอ็นเอตนแบบ 
2-3.   ผลผลิตจากปฏิกิริยา PCR ที่ใช pCAMBIA 13121aACO2 เปนดีเอ็นเอตนแบบ 

 

800 bp
800 bp
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                     M    1     2     3     4     5          M     1      2      3     4     
 
 
 
 
 
 
 
 
                ก         ข 
 
ภาพที่ 20 รูปแบบการยอยดวยเอนไซมตัดจาํเพาะบางชนดิของ binary vector วิเคราะหขนาดชิ้นดี

เอ็นเอบนเจลอะกาโรส 0.8 เปอรเซ็นต 
 

ก. รูปแบบการยอยดวยเอนไซมตัดจําเพาะของพลาสมิด pCAMBIA 1301aACO1 
M. เครื่องหมายดีเอ็นเอมาตรฐาน 1 kb DNA ladder marker (Biolab)  
1.  รูปแบบการยอยดวยเอนไซม NheI ใหช้ินดีเอ็นเอขนาด 3,444 และ 7,180 คูเบส 
2.  รูปแบบการยอยดวยเอนไซม XhoI ใหช้ินดีเอ็นเอขนาด 1,094 และ 9,930 คูเบส 
3.  รูปแบบการยอยดวยเอนไซม PstI ใหช้ินดีเอ็นเอขนาด 1,152 และ 9,472 คูเบส 
4.  รูปแบบการยอยดวยเอนไซม NcoI และ NheI ใหช้ินดีเอน็เอขนาด 800  2,471  3,444 

และ 7,180 คูเบส 
5.  รูปแบบการยอยดวยเอนไซม HindIII ใหช้ินดีเอน็เอขนาด 10,624 คูเบส 
 

ข.  รูปแบบการยอยดวยเอนไซมตัดจําเพาะของพลาสมิด pCAMBIA 13121aACO2 
M.  เครื่องหมายดีเอ็นเอมาตรฐาน 1 kb DNA ladder marker (Biolab)  
1.   รูปแบบการยอยดวยเอนไซม XbaI และ SacI ใหช้ินดีเอ็นเอขนาด 800 และ  

10,242 คูเบส 
2.   รูปแบบการยอยดวยเอนไซม XhoI ใหช้ินดีเอ็นเอขนาด 1,094  1,539 และ 8,409 คูเบส 
3.   รูปแบบการยอยดวยเอนไซม HindIII และ EcoRI ใหช้ินดีเอน็เอขนาด 1,932 และ 

9,110 คูเบส 
4.   รูปแบบการยอยดวยเอนไซม HindII ใหช้ินดีเอน็เอขนาด 11,042 คูเบส 

6,000 bp 

3,000 bp 

1,000 bp 

500 bp 

1,500 bp 
2,000 bp 
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เมื่อสราง binary vector ที่บรรจุยีน CPACO antisense ไดสมบูรณแลว จงึไดถาย binary vector ทั้ง
สองเขาสู A. tumefaciens สายพันธุ AGL-1 เพื่อใชเปนพาหะในการถายยีนเขาสูกลวยไมสกุลหวาย
ตอไป โดยสกดัพลาสมิดที่ตองการโดยวิธีของ QIAprep Purification of Plasmid DNA Miniprep 
(QIAGEN) เพื่อใหไดพลาสมิดที่สะอาด และมีส่ิงปนเปอนนอย แลวจงึถายเขาสู competent cell 

ของ A. tumefaciens โดยวิธี electroporation ดวยเครื่อง Gene Pulser (Bio-Rad®) จากนัน้เพาะเลี้ยง
และคัดเลือกโคโลนีที่ไดรับการถายยีนบนอาหารแข็ง LB ที่เติมสารปฏิชีวนะ kanamycin 50 
มิลลิกรัมตอลิตร 
 

ตรวจสอบโคลนของเชื้อ A. tumefaciens  ที่บรรจุพลาสมิดที่ถูกตองดวย 2 วิธี คือการ
ตรวจสอบโดยเทคนิค PCR เพื่อนํามาตรวจหาการมีอยูของยีน CPACO antisense ผลการตรวจสอบ
ผลผลิต PCR ดวยวิธีอิเลคโตรโฟรีซิสบนเจลอะกาโรส 0.8 เปอรเซ็นต ซ่ึงใหเชนเดียวกับการ
ตรวจสอบพลาสมิดที่สกัดไดจากเซลลแบคทีเรียเจาบาน E. coli คือพบชิ้นดีเอ็นเอขนาดประมาณ 
800 คูเบส และยังไดตรวจสอบการมีอยูของยีนตานทานตอสารปฏิชีวนะ hygromycin (hpt) บน 
binary vector ที่ไดสรางขึ้นใหม โดยใชคูไพรเมอรที่จําเพาะตอยนีซึ่งใหช้ินดีเอน็เอขนาดประมาณ 
800 คูเบส จากการตรวจผลผลิต PCR พบวาใหผลตรงกับขนาดของชิ้นดีเอ็นเอที่ไดจากพลาสมิด 
pCAMBIA 1301 และ pCAMBIA 13121 คือ ขนาดประมาณ 800 คูเบส นอกจากนีย้งัไดตรวจสอบ
ความถูกตองโดยวิธี restriction digestion analysis ดวยเอนไซมตัดจําเพาะชนิดตาง ๆ ซ่ึงพบวา
ใหผลการทดลองเชนเดยีวกบัการตรวจสอบพลาสมิดที่สกัดไดจากเซลลแบคทีเรียเจาบาน E. coli 
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3.2 การถายยนี antisense ของ CPACO1 และ CPACO2 เขาสู tTCLs ของกลวยไมสกุลหวายโดย
เทคนิค SAAT 
 

หลังจากเตรยีมเชื้อ A. tumefaciens สายพนัธุ AGL-1 ที่บรรจุพลาสมิด pCAMBIA 
1301aACO1 และ pCAMBIA 13121aACO2 โดยเจือจางเชื้อใหมีจํานวนเซลลประมาณ 5 x 108 เซลล
ตอมิลลิลิตร และเตรียมเนื้อเยื่อเปาหมายหรือ tTCLs โดยการ pre-culture ในอาหารเหลวสูตร VW 
นาน 3 วัน และ sonication เนื้อเยื้อเปาหมายนาน 6 วินาท ีแลวจึงถายยีนเขาสู tTCLs ของกลวยไม
สกุลหวาย โดยเลี้ยง tTCLs ที่ pre-culture แลวรวมกับเซลลแขวนลอยเชื้อ A. tumefaciens นาน  
60 นาที จากนัน้ยายไปเพาะเลี้ยงบนอาหารแข็งสูตร VW ที่เติม acetosyringone ในที่มดืเพื่อเปนการ 
co-cultivation นาน 2 วัน แลวจึงนํา tTCLs ไปคดัเลือกเซลลที่ไดรับการถายยีนพรอมทั้งกําจัดเชื้อ 
A. tumefaciens บนอาหารแข็งสูตร VW ที่เติมสารปฏิชีวนะ 2 ชนดิคือ hygromycin ความเขมขน  
30 มิลลิกรัมตอลิตร และ cefotaxime ความเขมขน 250 มิลลิกรัมตอลิตร เปลี่ยนอาหารทุก 2 สัปดาห 
เปนเวลา 4 สัปดาห จากนั้นจงึนําไปคัดเลือกในอาหารคัดเลือกชนิดเหลวโดยใชสูตรเดิมตออีก  
8 สัปดาห หลังคัดเลือกไดชักนําให PLBs ที่เกิดใหมบนอาหารคัดเลือกใหเกิดเปนตนออน โดย
เพาะเลี้ยง PLBs ที่คาดวาไดรับการถายยีนบนอาหารชักนําตนออนสูตร VW ที่เติมน้าํตาลซูโครส  
2 เปอรเซ็นต มันฝรั่งบด 15 เปอรเซ็นต และผงถานกํามันต 0.2 เปอรเซ็นต นาน 8 สัปดาห แลวจึง
ชักนําใหเปนตนที่มีรากสมบูรณบนอาหารแข็งสูตร VW ที่เติมน้ําตาล 2 เปอรเซ็นต น้าํมะพราว  
15 เปอรเซน็ต และผงถานกํามันต 0.2 เปอรเซ็นต นาน 12-16 สัปดาห บนัทึกผลการทดลองโดย
บันทึกจํานวน tTCLs ที่สามารถชักนําใหเกดิ PLBs ใหมบนอาหารคัดเลือก และบันทึกจํานวนสาย
ตนของตนกลวยไมหลังจากสามารถชักนําใหเปนตนออน สําหรับการถายยีน ไดทําทั้งหมด 5 คร้ัง 
โดยที่คร้ังที่ 1-4 ไดใชสภาวะและปจจยัตาง ๆ เหมือนกันทัง้หมด แตในการถายยีนครั้งที่ 5 มีความ
แตกตางจากการถายยีน 4 คร้ังกอน คือการใช PLBs เร่ิมตนที่มีอายุ 6 สัปดาห ในขณะทีก่ารถายยนี 4 
คร้ังใช PLBs เร่ิมตนที่มีอายุ 4 สัปดาห 
 

จากผลการถายยีน CPACO1 antisense จาก binary vector คือ pCAMBIA 1301aACO1 เขาสู
กลวยไมสกุลหวายท้ัง 5 คร้ัง พบวาหลังคดัเลือกนาน 12 สัปดาห กลวยไมพันธุ บอม17 ใหจํานวน
ช้ิน tTCLs ที่ชักนําใหเกดิ PLBs ใหม 36 ช้ิน ซ่ึงคิดเปน 1.9 เปอรเซ็นตเมื่อเทียบจากจาํนวนชิน้ 
tTCLs เร่ิมตน สวนในกลวยไมพันธุ เอียสกุล ใหจํานวนชิ้น tTCLs ที่ชักนําใหเกดิ PLBs ใหม 18 
ช้ิน ซ่ึงคิดเปน 1.0 เปอรเซ็นต และหลังจากคัดเลือกแลวไดชักนําให PLBs เกิดเปนตนออน พบวาใน
กลวยไมพันธุ บอม17 มีจํานวนชิ้น tTCLs ที่สามารถเกิดตนออนไดเพียง 7 ช้ิน คิดเปนเพียง  
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19 เปอรเซ็นต ของเนื้อเยื่อที่รอดชีวิตบนอาหารคัดเลือก สวนในกลวยไมพันธุ เอียสกุล มีจํานวนชิน้ 
tTCLs ที่สามารถเกิดตนออนไดเพยีง 3 ช้ิน คิดเปนเพยีง 18 เปอรเซ็นต ของเนื้อเยื่อที่รอดชีวิตบน
อาหารคัดเลือก (ตารางที่ 6) ใหช่ือกลวยไมหวายพันธุ บอม17 ทั้ง 7 สายตนนี้วา Bo aACO1.1-Bo 
aACO1.7 และชื่อกลวยไมหวายพนัธุ เอียสกุล ทั้ง 3 สายตนวา Es aACO1.1-Es aACO1.3 
 

ผลการถายยีน antisense ACO2 จาก binary vector คือ pCAMBIA 13121 aACO2 เขาสู
กลวยไมสกุลหวายท้ัง 5 คร้ัง พบวาหลังคดัเลือกนาน 12สัปดาห กลวยไมพันธุ บอม17 ใหจํานวน
ช้ิน tTCLs ที่ชักนําใหเกดิ PLBs ใหม 23 ช้ิน ซ่ึงคิดเปน 1.2 เปอรเซ็นตเมื่อเทียบจากจาํนวนชิน้ 
tTCLs เร่ิมตน สวนในกลวยไมพันธุ เอียสกุล ใหจํานวนชิ้น tTCLs ที่ชักนําใหเกดิ PLBs ใหม 11 
ช้ิน ซ่ึงคิดเปน 0.6 เปอรเซ็นต และหลังจากคัดเลือกแลวไดชักนําให PLBs เกิดเปนตนออน พบวาใน
กลวยไมพันธุบอม17 มีจํานวนชิ้น tTCLs ที่สามารถเกิดตนออนไดเพียง 4 ช้ิน คิดเปนเพียง 17 
เปอรเซ็นต ของเนื้อเยื่อที่รอดชีวิตบนอาหารคัดเลือก สวนในกลวยไมพันธุ เอียสกุล มีจํานวนชิ้น 
tTCLs ที่สามารถเกิดตนออนไดเพยีง 3 ช้ิน คิดเปนเพยีง 27 เปอรเซ็นต ของเนื้อเยื่อที่รอดชีวิตบน
อาหารคัดเลือก (ตารางที่ 7) ใหช่ือกลวยไมหวายพันธุ บอม17 ทั้ง 4 สายตนวา Bo aACO2.1- 
Bo aACO2.4 และ ช่ือกลวยไมหวายพนัธุ เอียสกุล ทั้ง 3 สายตนนีว้า Es aACO2.1-Es aACO2.3 
 

เมื่อเปรียบเทียบประสิทธิภาพการถายยนีระหวางพันธุของกลวยไม พบวาพันธุ บอม17 
ใหผลการถายยนีไดสูงกวาพนัธุ เอียสกุล จากผลการทดลองนี้แสดงใหเห็นวาพันธุกรรมที่แตกตาง
กันสงผลตอประสิทธิภาพการถายยีน ซ่ึงสอดคลองกับรายงานของ Chai et al. (2002) ที่ไดใชวิธีการ
ถายยีนโดย A. tumefaciens  เขาสูกลวยไมสกุลฟาแลนนอฟซิส 4 พันธุ ไดแก T0  T5  T10 และ 
Hikaru จากผลการทดลองพบวา กลวยไมแตละสายพนัธุตอบสนองปจจัยตาง ๆ แตกตางกัน ทั้งการ
ตอบสนองตออาหารเพื่อเพิม่ปริมาณ PLBs และความทนทานตอสารปฏิชีวนะ hygromycin และยงั
สงผลใหประสิทธิภาพการถายยีนแตกตางกัน และยังสอดคลองกับหลายรายงานทีไ่ดใชวิธีการถาย
ยีนโดย particle bombardment  เขาสูกลวยไมซ่ึงไดรายงานตรงกันวาพนัธุกรรมที่แตกตางกันสงผล
ใหมีประสิทธภิาพการถายยนีที่แตกตางกนั (Knapp et al., 2000 ; Men et al., 2003a ) นอกจากนี้ยัง
พบวาการถายยีนใน 4 คร้ังแรกที่ใช tTCLs ที่มีอายุ 4 สัปดาห พบวาสามารถชักนําตนกลวยไมพันธุ 
เอียสกุล ที่คาดวาไดรับการถายยีนเพียง 1 สายตนเทานั้น แตในการทดลองที่ 5 ซ่ึงใช tTCLs ที่มีอายุ 
6 สัปดาหพบวาสามารถชักนําตนกลวยไมพันธุ เอียสกุล ที่คาดวาไดรับการถายยีนเพิม่ขึ้นถึง 5 สาย
ตน แสดงใหเห็นวาอายุของ PLBs เปนปจจัยหนึ่งที่สําคัญซึ่งมีผลตอประสิทธิภาพการถายยีนใน
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กลวยไมแตละพันธุ ดังนั้นการศึกษาอายุของ PLBs ที่เหมาะสมอาจชวยเพิ่มประสิทธิภาพการถาย
ยีนใหกลวยไมในสายพนัธุที่ถายยีนยาก ๆ ได 
 

สําหรับการชักนําให PLBs ที่เกิดใหมบนอาหารคัดเลือกใหเกิดเปนตนออนโดยเพาะเลีย้ง 
PLBs บนอาหารชักนําตนออนสูตร VW ที่เติมน้ําตาลซูโครส 2 เปอรเซ็นต มันฝรั่งบด 15 
เปอรเซ็นต และผงถานกํามันต 0.2 เปอรเซ็นต นาน 8 สัปดาหนั้นพบวา PLBs สวนใหญไมสามารถ
พัฒนาเปนตนออนไดและตายในที่สุด (ภาพที่ 21 ก 1-3) มี PLBs ประมาณ 20 เปอรเซ็นตเทานั้นที่
สามารถพัฒนาเปนตนใหมได นอกจากนี้ PLBs บางชิ้นที่ไดพัฒนาเปนตนออนยังมลัีกษณะทาง
สรีระที่แตกตางกัน เชนพบวาบางชิ้นเกิดยอดเล็ก ๆ ขึ้นมากมาย แตเปนยอดที่แคระ ใบสั้นหนา และ
ไมแผขยาย (ภาพที่ 21 ข 1-2) และ PLBs อีกสวนหนึ่งสามารถพัฒนาเปนตนออนที่มรีากสมบูรณได 
(ภาพที ่21 ข 3) แตมีการพัฒนาที่ชากวาตนกลวยไมที่ไดรับการถายยีน gus และ hpt โดยใช binary 
vector pCAMBIA 1301 (ภาพที่ 21 ค 1-2) ซ่ึงการที่ PLBs ที่ไดผานการคัดเลือกในอาหารที่เติมสาร
ปฏิชีวนะ hygromycin มานานถึง 3 เดือน แตไมสามารถพัฒนาเปนตนออนไดอาจเกิดจากการถาย
ยีนที่เกีย่วของกับการยับยั้งการสรางฮอรโมนเอทิลีนคือ CPACO antisense โดยผลของการ
แสดงออกของยีนซึ่งควบคุมดวยโปรโมเตอร 35SCaMV ซ่ึงเปนโปรโมเตอรที่แสดงออกได
ตลอดเวลาและทุกเนื้อเยื่อ (constitutive promoter) อาจมีผลยับยั้งการสรางเอทิลีนในระยะของการ
พัฒนาจาก PLBs ไปเปนตนออน ซ่ึงเอทิลีนเขามามีบทบาทอยางมากตอการพัฒนาของพืชในระยะ
ดังกลาว (Abeles et al., 1992) ซ่ึงขอสันนิฐานนี้สอดคลองกับงานวจิัยของ Bovy et al. (1999) ที่ได
ทดลองยืดอายกุารปกแจกันของคารเนชั่นโดยถายยนี etr1-1 ซ่ึงเปนยีนจาก Arabidopsis ที่
กําหนดการสราง ethylene receptor โดยเปรียบเทียบโปรโมเตอรที่แตกตางกัน 3 โปรโมเตอร ไดแก 
PETR1 ซ่ึงเปนโปรโมเตอรจากยนี ERT1-1 เอง  P35SCaMV  ซ่ึงเปนโปรโมเตอรชนิดที่แสดงออก
ไดทุกเนื้อเยื่อ และ PFBP1 ซ่ึงเปนโปรโมเตอรจากพิทูเนยีที่แสดงออกเฉพาะที่ดอก โดยพบวา
ประสิทธิภาพการถายยีนทีไ่ดจากโปรโมเตอร PFBP1 นั้นสูงกวาอีกสองโปรโมเตอร และยังพบวา
คารเนชั่นที่ไดรับการถายยีน ERT1-1 ที่ควบคุมดวยโปรโมเตอร P35SCaMV และ PETR1 สวนมาก
ไดตายลงในระหวางการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อและหลังนําออกปลูก ซ่ึงคาดวาการยับยั้งการตอบสนอง
ตอเอทิลีนในทุกระยะของพชืจะทาํใหความสามารถในการพัฒนาเปนตนใหมในขั้นตอนของการ
เพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อและความอยูรอดของพืชภายหลังการออกปลูกในสภาพธรรมชาติลดลง แตการ
ถายยีนโดยใช PFBP1 ซ่ึงเปนโปรโมเตอรที่แสดงออกเฉพาะที่ดอกทําใหลดผลกระทบที่จะเกดิขึ้น
จากการตอบสนองของเอทิลีนที่เปลี่ยนแปลงไปในกระบวนการพฒันาและยังมีผลกระทบตอ
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กระบวนการเพื่อความอยูรอดของพืชที่ตองอาศัยเอทิลีน เชน การงอกของเมล็ด การพฒันาของตน
ออน รวมทั้งกลไกการปองกนัตัวเองตอเชือ้โรคและแมลง 

 
ในงานวิจยันี้ไดถายยีน CPACO antisense ซ่ึงเปนยีนที่ไดจากมะละกอ เขาสูกลวยไมสกุล

หวาย โดยเปนการถายยีนแบบ heterologous antisense RNA ซ่ึงยีน CPACO1 มีเปอรเซ็นตความ
เหมือนของลําดับเบสที่ 66 เปอรเซ็นต และ CPACO2 มีเปอรเซ็นตความเหมือนที่ 69 เปอรเซ็นต 
เมื่อเปรียบเทียบกับลําดับเบสของยีน ACO ในกลวยไมสกุลหวาย ดังนัน้การที่ใชยีน CPACO ซ่ึงมี
เปอรเซ็นตความเหมือนของลําดับเบสนอยกวาการใชยนีจากกลวยไมสกุลหวายเอง กค็าดวาทําให
ชวยใหลดผลกระทบที่จะเกดิขึ้นจากการผลิตเอทิลีนที่เปลี่ยนแปลงไป ซ่ึงสงผลตอการพัฒนาของ
พืชในระยะตาง ๆ ลดลงบาง แตเมื่อพิจารณาผลของการถายยีนในขั้นตอนของการพฒันาเปนตน
ใหม ซ่ึงพบวาบางสายตนมีการพัฒนาเปนตนใหมมีประสิทธิภาพลดลง แสดงใหเห็นวานาจะเกิด
จากอิทธิพลของโปรโมเตอร 35SCaMV ที่ใชมีผลใหยนีที่ใสเขาไปแสดงออกไดทกุระยะการ
เจริญเติบโต ทําใหเกดิผลเชิงลบตอการพัฒนาเปนตนของ PLBs ที่ไดรับการถายยีน 
 

เมื่อชักใหเกิดนําตนออนหรือยอดออนไดแลว ไดยายตนกลวยไมที่ไดมาเพาะเลี้ยงบนอาหาร
แข็งสูตร VW ที่เติมน้ําตาล 2 เปอรเซ็นต น้าํมะพราว 15 เปอรเซ็นต และผงถานกํามันต 0.2 
เปอรเซ็นต นาน 12-16 สัปดาห เพื่อการพฒันาเปนตนทีส่มบูรณของกลวยไม พบวากลวยไมพันธุ 
บอม17 ที่ไดรับการถายยีนสวนใหญมีลักษณะทีใ่กลเคียงกับกลวยไมปกติ แตบางตนพบลักษณะ
ของลําลูกกลวยที่ยืดยาวกวาปกติ (ภาพที่ 22 ก) และมีบางสายตนมีลําตนที่แคระ และมีขอส้ัน (ภาพ
ที่ 22 ข) สําหรับกลวยไมพันธุ เอียสกลุ ที่ไดรับการถายยนีก็พบลักษณะของลําลูกกลวยทีย่ืดยาวกวา
ปกติเชนกนั (ภาพที่ 22 ง) และยังพบวาบางสายตนมีลําตนที่แคระ ขอส้ัน ใบสั้นหนา และไมแผ
ขยาย (ภาพที่ 22 จ) ซ่ึงอาจเกิดจากผลของการแสดงออกของยีน CPACO antisense ที่ยับยั้งการสราง
เอทิลีนในกลวยไมแตละสายตนไมเทากนัเนื่องจากตําแหนงของการมีอยูของยีนในแตละสายตน
อาจแตกตางกนั ซ่ึงสงผลถึงปริมาณการสรางเอทิลีนที่ไมเทากัน ซ่ึงระดบัของเอทิลีนที่แตกตางกนันี้
อาจมีผลรบกวนสมดุลของการสรางและการทํางานของฮอรโมนพืชที่แตกตางกัน เชนถามีระดับ 
เอทิลีนที่เหมาะสม เอทิลีนจะทํางานรวมกบั ออกซิน และ จิบเบอเรลลิน ทําใหพืชมีลักษณะที่ปกติ 
แตถามีเอทิลีนปริมาณนอยการตอบสนองของพืชตอฮอรโมนเหลานี้จะเปลี่ยนแปลงไป เชนมีผลตอ
การพัฒนาของเอมบริโอ และการพัฒนาของตนออน ทําใหเกดิการยืดตัวของขอ เกิดรากไดนอยและ
มีลักษณะผิดปกติ (Abeles et al., 1992)  
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ตารางที่ 6 จํานวนชิ้น tTCLs ที่เกิด PLBs ใหมหลังคัดเลือก และจํานวนชิ้น tTCLs ที่สามารถชักนํา 
                  ใหเกิดตนออนได จากการถายยนี antisense CPACO1 จาก pCAMBIA 1301aACO1 เขา

สูกลวยไมสกลุหวายพันธุ บอม17 และ เอยีสกุล โดยใช A. tumefaciens สายพันธุ 
AGL-1 

 

จํานวนชิ้น tTCL 
เปาหมาย 

จํานวนชิ้น tTCLs ที่เกิด 
PLBs ใหมหลังคัดเลือก

นาน 12 สัปดาห 

จํานวนชิ้น tTCLs ที่
สามารถชักนําใหเกดิตน

ออน 
การทดลอง 

‘บอม17’ ‘เอียสกุล’ ‘บอม17’ ‘เอียสกุล’ ‘บอม17’ ‘เอียสกุล’ 
1 420 411 8 1 3 0 
2 155 152 6 5 2 0 
3 508 470 10 4 2 0 
4 416 409 12 3 1 0 
5 409 410 0 5 0 3 

รวม 1,908 1,852 36 18 7 3 
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ตารางที่ 7 จํานวนชิ้น tTCLs ที่เกิด PLBs ใหมหลังคัดเลือก และจํานวนชิ้น tTCLs ที่สามารถชักนํา  
                 ใหเกิดตนออนได จากการถายยนี antisense CPACO2 จาก pCAMBIA 13121aACO2 เขา 
                  สูกลวยไมสกุลหวายพันธุ บอม17 และ เอียสกุลโดยใช A. tumefaciens สายพันธุ 

   AGL-1 
 

จํานวนชิ้น tTCL 
เปาหมาย 

จํานวนชิ้น tTCLs ที่เกิด 
PLBs ใหมหลังคัดเลือก

นาน 12 สัปดาห 

จํานวนชิ้น tTCLs ที่
สามารถชักนําใหเกดิตน

ออน 
การทดลอง 

‘บอม17’ ‘เอียสกุล’ ‘บอม17’ ‘เอียสกุล’ ‘บอม17’ ‘เอียสกุล’ 
1 400 390 5 0 1 0 
2 157 153 3 2 0 0 
3 508 460 5 4 2 1 
4 415 402 7 2 1 0 
5 391 402 3 3 0 2 

รวม 1,871 1,807 23 11 4 3 
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         1    2       3       ก 
 
 
 
 
         1    2      3       ข 
 
 
 
 
 
              1                 2           ค 
 
ภาพที่ 21 การชักนําให PLBs ที่เกิดใหมบนอาหารคัดเลอืกใหเกิดเปนตนออนโดยเพาะเลี้ยง PLBs  
                บนอาหารชักนําตนออนสูตร VW ที่เติมน้ําตาลซูโครส 2 เปอรเซ็นต มันฝรั่งบด 15  
                เปอรเซ็นต และผงถานกํามันต 0.2 เปอรเซ็นต นาน 8 สัปดาห ในหองเพาะเลี้ยงควบคุมที่ 
                ใหแสงประมาณ 55 ไมโครโมลตอตารางเมตรตอวินาที ชวงแสง 16 ช่ัวโมงตอวัน 
                 อุณหภูมิ 25±2 องศาเซลเซียส  
 

  ก 1-3.  PLBs ที่ไมสามารถพัฒนาเปนตนออนไดและตายในที่สุด  
  ข 1-2.  PLBs ที่ไดรับการถายยีน antisense ACO และพฒันาเปนยอดขนาดเล็กมากมาย 

แตเปนยอดที่แคระ ใบสั้นหนา และไมแผขยาย  
  ข 3.      PLBs ที่ไดรับการถายยีน antisense ACO และพฒันาเปนตนออนที่มีรากสมบูรณ 
  ค 1.  ตนกลวยไมที่ไดรับการถายยีน gus และ hpt โดยใช binary vector pCAMBIA 1301  
  ค 2.  ตนกลวยไมที่ไมไดรับการถายยีน  
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             ก                       ง 
 
 
 
 
 
             ข                       จ 
 
 
 
 
 
              ค                       ฉ 
 
ภาพที่ 22  ลักษณะผิดปกติตาง ๆ ของตนกลวยไมทั้ง 2 พันธุที่ไดรับการถายยีน CPACO antisense 
 

  ก.  กลวยไมพันธุ บอม17 ที่มีลักษณะของลําลูกกลวยทีย่ืดยาวกวาปกติ 
  ข.  กลวยไมพันธุ บอม17 ที่มีลําตนที่แคระ ขอส้ัน ใบสั้นหนา และไมแผขยาย  
  ค.  กลวยไมพันธุ บอม17 ที่มีลักษณะปกติ 
  ง.  กลวยไมพันธุ เอียสกุล ที่มีลักษณะของลําลูกกลวยทีย่ืดยาวกวาปกติ 
  จ.  กลวยไมพันธุ เอียสกุล ที่มีลําตนที่แคระ ขอส้ัน ใบสั้นหนา และไมแผขยาย  
  ฉ.  กลวยไมพันธุ เอียสกุล ที่มีลักษณะปกติ 
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3.3 การตรวจสอบการมีอยูของยีนดวยเทคนิค PCR  เทคนิค dot blot hybridization และ  
เทคนิค Southern blot hybridization 
 

หลังการคัดเลือกและชักนําใหไดตนกลวยไมจากการถายยีน CPACO antisense ในการ
ทดลอง 4 คร้ังแรกสามารถชักนําตนกลวยไมพันธุ บอม17 ที่ไดรับยีน antisense CPACO1 ทั้งหมด 7 
สายตน แลวเพิ่มจํานวนจากการเพาะเลีย้งไดทั้งหมด 294 ตน และยีน antisense CPACO2 ทั้งหมด 4 
สายตน ซ่ึงเพิม่จํานวนโดยการเพาะเลี้ยงไดทั้งหมด 117 ตน และ กลวยไมพันธุ เอียสกุล ที่ไดรับยีน 
antisense CPACO2  1 สายตน ซ่ึงเพิ่มจํานวนจากการเพาะเลี้ยงไดทั้งหมด 4 ตน จึงไดสกัดยีโนมิคดี
เอ็นเอจากใบของกลวยไมในแตละสายตน สายตนละ 1 ตน (รวม 12 สายตน) แลวตรวจสอบการมี
อยูของยีนดวยเทคนิค PCR และ dot blot hybridization ตอไป แตตนกลวยไมถายยีนที่ไดจากการ
ทดลองในครั้งที่ 5 นั้นยังมีขนาดเล็กเกินไป จึงยังไมไดทดสอบ 
 

3.3.1 การตรวจสอบการมีอยูของยีน hpt ในกลวยไมโดยเทคนิค PCR  
 

เมื่อนํายีโนมิคดีเอ็นเอที่สกัดไดไปตรวจหายีน hpt  โดยเทคนิค PCR โดยใชไพรเมอร
ที่มีความจําเพาะตอยีน hpt  คือ HPT-2F (forward) และ  HPT-2Rv (reverse) ซ่ึงเมื่อเพิ่มปริมาณดวย
เทคนิค PCR แลวจะไดช้ินสวนดีเอน็เอที่มขีนาด 800 คูเบส จากผลการตรวจสอบพบการมีอยูของ
ยีน hpt ในยีโนมของกลวยไมทั้งสองพันธุทุกสายตน (ภาพที่ 23)  
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ภาพที่ 23 ผลผลิตจากปฏิกิริยา PCR ขนาด 800 คูเบส โดยใชไพรเมอรที่จําเพาะตอยนี hpt และใช 
                ดีเอน็เอที่สกัดจากใบของตนกลวยไมที่คาดวาไดรับการถายยีนตนแบบ วเิคราะหขนาด    
                ช้ินดีเอ็นเอบนเจลอะกาโรส 0.8 เปอรเซ็นต 
 

M.    เครื่องหมายดีเอ็นเอมาตรฐาน GeneRulerTM 100 bp Ladder (Fermentus) 
H2O  negative control (dH2O) 
N.     negative control จากดีเอ็นเอที่สกัดจากใบของตนกลวยไมที่ไมไดรับการถายยีน 
P.     ผลผลิตจากปฏิกิริยา PCR ที่ใชพลาสมิด pCAMBIA 1301aACO1  

เปนดีเอ็นเอตนแบบ 
1-7.   ผลผลิตจากปฏิกิริยา PCR ที่ใชดีเอ็นเอที่สกัดจากใบของตนกลวยไมพนัธุ บอม17 

ที่ไดรับยีน antisense CPACO1 เปนดีเอ็นเอตนแบบ 
8-11.  ผลผลิตจากปฏิกิริยา PCR ที่ใชดีเอ็นเอที่สกัดจากใบของตนกลวยไมพนัธุ บอม17 

ที่ไดรับยีน antisense CPACO2 เปนดีเอ็นเอตนแบบ 
12.  ผลผลิตจากปฏิกิริยา PCR ที่ใชดีเอ็นเอที่สกัดจากใบของตนกลวยไมพนัธุ เอียสกุล 

ที่ไดรับยีน antisense CPACO2 เปนดีเอ็นเอตนแบบ 
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3.2.2 การตรวจสอบการคงอยูของยีน hpt ในกลวยไมโดยเทคนิค dot blot hybridization  
 

จากการตรวจวิเคราะหการคงอยูของยีน hpt โดยใชวิธี dot blot hybridization เพื่อ
ตรวจสอบการคงอยูของยีนอยางถาวรในยีโนมของกลวยไม ผลการทดสอบพบวาหลังจากนําแผน
เมมเบรนไปประกบบนแผนฟลมเปนเวลา 10 นาที พบวามีดีเอ็นเอจากบางสายตนปรากฏสัญญาณ
จุดสีดําบนแผนฟลม ซ่ึงแสดงวาสายตนของกลวยไมเหลานี้ไดรับการถายยีน hpt โดยยีน hpt เขาไป
รวมตัวกับยีโนมของกลวยไมไดอยางถาวรและมีการแสดงออกอยางสมบูรณ ซ่ึงดีเอน็เอจากตน
กลวยไมพันธุ บอม17 ที่ไดรับยีน antisense CPACO1 ทั้งหมด 7 สายตน ปรากฏสัญญาณจุดสีดํา  
5 สายตนไดแก Bo aACO1.1  1.2  1.3  1.4 และ 1.7 (ภาพที่ 24 ก)  ดีเอ็นเอของตนกลวยไมพันธุ 
บอม17 ที่ไดรับยีน antisense CPACO2 ทั้งหมด 4 สายตน ปรากฏสัญญาณจุดสีดําทัง้4 สายตน (ภาพ
ที่ 24 ข)  และกลวยไมพันธุ เอียสกุล ที่ไดรับยนี antisense CPACO2  1 สายตนไดปรากฏสัญญาณ
จุดสีดําเชนกัน (ภาพที่ 24 ค)   
 

การที่พบวาบางสายตนของกลวยไมพนัธุ บอม17 ที่คาดวาไดรับการถายยีนไมปรากฏ
จุดสัญยานสีดาํบนแผนฟลมนี้อาจเนื่องจากในขั้นตอนของการเพิ่มตนออนสามารถเพิ่มตนออนได
จํานวนมาก โดยไดตนกลวยไมพันธุ บอม17 ที่คาดวาไดรับยีน antisense CPACO1 จาก 7 สายตน 
เพิ่มจํานวนได 294 ตน และตนกลวยไมพนัธุ บอม17 ที่คาดวาไดรับยนี antisense CPACO2 จาก 4 
สายตน เพิ่มจํานวนได 117 ตน และ กลวยไมพันธุ เอียสกลุ ที่ไดรับยีน antisense CPACO2 จาก 1 
สายตน เพิ่มจํานวนได 4 ตน ซ่ึงการที่ไดรับตนออนจํานวนมากนี้อาจทําใหมีตนออนบางตนเกิดการ 
ขาดหายไปของยีน hpt เนื่องจากในขัน้ตอนของการเพิ่มปริมาณตนออนไมไดใชสารคัดเลือกเติมลง
ในอาหารเพาะเลี้ยง เมื่อสุมเลือกตนกลวยไมจากแตละสายตนมาเพยีง 1 ตน นํามาตรวจสอบโดยวิธี 
dot blot hybridization จึงพบวามีบางสายตนไมปรากฏสัญญาณจุดสีดําบนแผนฟลม 
 

เนื่องจากผลของการตรวจสอบการคงอยูยนีโดยเทคนิค dot blot hybridization ปรากฏ
วามีบางสายตนที่ไมปรากฏสัญญาณจุดสีดํา จึงไดคดัเลือกตนกลวยไมที่คาดวาไดรับการถายยีนซ้าํ
เพื่อเลือกเฉพาะตนที่ตานทานตอสารปฏิชีวนะ hygromycin โดยเพาะเลี้ยงตนกลวยไมที่ไดทั้งหมด 
บนอาหารแข็งสูตร VW ที่เตมิน้ําตาลซโูครส 2 เปอรเซ็นต น้ํามะพราว 15 เปอรเซ็นต และผงถานกํา
มันต 0.2 เปอรเซ็นต และสารปฏิชีวนะ hygromycin ความเขมขน 30 มิลลิกรัมตอลิตร เปนเวลา 4 
สัปดาห ปรากฏวาตนกลวยไมแตละสายตนแสดงอาการทนทานตอสารปฏิชีวนะ hygromycin ได
ไมเทากัน โดยสายตน Bo aACO1.1  Bo aACO2.1 Bo aACO2.2  Bo aACO2.3 และ Bo aACO2.4 
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สามารถทนตอสารปฏิชีวนะ hygromycin ไดดีคือมีตนกลวยไมสวนมากที่ยังคงแสดงลักษณะปกติ
เพียงแตชะงกัการเจริญเติบโต แตมีบางตนไมสามารถทนทานไดโดยใบและลําตนเปลี่ยนเปนสี
เหลืองแตมี PLBs เกิดใหมขึ้นบริเวณรอบ ๆ ตน และมีบางตนตายในทีสุ่ด สวนสายตน  
Bo aACO1.2  Bo aACO1.3 และ Bo aACO1.4 สามารถทนทานตอสารปฏิชีวนะ hygromycin ได
ปานกลางคือ มีตนที่ทนทาน และไมทนทานจํานวนใกลเคียงกัน สวนสายตน Bo aACO1.5   
Bo aACO1.6 และ Bo aACO1.7 สามารถทนทานตอสารปฏิชีวนะ hygromycin ไดเล็กนอย และสาย
ตน Es aACO2.1 ทั้ง 4 ตน ซ่ึงมีขนาดตนเล็ก โดยมีความสูงเพียง 1 เซนติเมตร ไมสามารถทนทาน
ตอสารปฏิชีวนะ hygromycin ไดเลย  
 

จากผลการคัดเลือกซ้ําที่พบวา ตนกลวยไมบางสวนไมสามารถทนทานตอสาร
ปฏิชีวนะ hygromycin ไดอาจเกิดจากการใชสารปฏิชีวนะ hygromycin ในความเขมขนเดียวกับการ
คัดเลือกชิ้น tTCLs คือความเขมขนที่ 30 มิลลิกรัมตอลิตรอาจเปนความเขมขนที่มากเกินไปทีจ่ะใช
คัดเลือกกลวยไมในระยะทีพ่ัฒนาเปนตนสมบูรณแลว ซ่ึงสอดคลองกับงานวจิัยของ Chai et al. 
(2002) ที่ไดทดสอบประสิทธิภาพการถายยีนใน PLBs กลวยไมฟาแลนนอพซิส ซ่ึงขั้นตอนของการ
คัดเลือกในระยะ PLBs ไดใชสารปฏิชีวนะ hygromycin ที่ความเขมขน 3 มิลลิกรัมตอลิตร แตการ
คัดเลือกในระยะการพัฒนาเปนตนไดใชความเขมขนของ hygromycin ลดลงเหลือ1.5 มิลลิกรัมตอ
ลิตร นอกจากนี้การที่พบวากลวยไมแตละสายตนแสดงการทนทานตอสารปฏิชีวนะ hygromycin 
ไดไมเทากัน อาจเกิดจากแตละสายตนมจีํานวนชุดของยีน hpt ที่สอดแทรกเขาไปรวมอยูกับยีโน
มของพืชแตกตางกัน และตําแหนงที่อยูของยีนที่แตกตางกัน สงผลใหมกีารแสดงออกไดไมเทากัน  
(Dai et al., 2001) 
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ภาพที่ 24 การตรวจวเิคราะหการคงอยูของยีน hpt ในตนกลวยไมที่คาดวาไดรับการถายยีน  
                โดยใชเทคนิค dot blot hybridization ที่ตรวจสอบดวยตัวตรวจสอบยีน hpt 

 
P1.       ดีเอ็นเอปริมาณ 1 นาโนกรัม จากพลาสมิด pCAMBIA 1301  
P2.       ดีเอ็นเอปริมาณ 1 นาโนกรัม จากพลาสมิด pCAMBIA 1301 aACO1 
P3.       ดีเอ็นเอปริมาณ 1 นาโนกรัม จากพลาสมิด pCAMBIA 13121 aACO2 
N.        negative control จากดีเอ็นเอที่สกดัจากใบของตนกลวยไมที่ไมไดรับการถายยีน 
1-7       ดีเอ็นเอปริมาณ 2 ไมโครกรัมที่สกัดที่สกัดจากใบของกลวยไมที่คาดวาไดรับการ

ถายยีน 
 
ก. 1-7   ดีเอ็นเอจากตนกลวยไม Bo aACO1.1 – Bo aACO1.7 
ข. 1-4   ดีเอ็นเอของตนกลวยไม Bo aACO2.1 – Bo aACO2.4 
ค. 1      ดีเอ็นเอของตนกลวยไม Es aACO2.1  
 

P1      P2       N       1         2   

3         4         5         6         7 

P3        N         1          2          3          4   

P3          N           1 
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3.3.3 การตรวจสอบการคงอยูและจํานวนชดุของยีน hpt ในกลวยไมโดยเทคนิค Southern 
blot hybridization  
 

สกัดดีเอ็นเอจากตนกลวยไมในสายตนที่ทนตอสารปฏิชีวนะ hygromycin ไดดี 5 สาย
ตน คือ Bo aACO1.1  Bo aACO2.1 Bo aACO2.2  Bo aACO2.3 และ Bo aACO2.4 เพือ่ตรวจสอบ
การคงอยูและจํานวนชุดของยีน hpt ในกลวยไมโดยเทคนิค Southern blot hybridization ผลปรากฏ
วาสามารถตรวจพบสัญญาณสีดําบนแผนฟลมที่ไดจากดีเอ็นเอจากกลวยไมทกุสายตน โดยแตละ
สายตนใหแถบสีดําที่ไมอยูในตําแหนงเดยีวกัน โดยตนกลวยไม Bo aACO1.1 และ Bo aACO2.3 
พบจํานวนชุดของยีนอยางนอย 4 ชุด สวน Bo aACO2.1 พบจํานวนชุดของยีน hpt อยางนอย 2 ชุด 
ตนกลวยไม Bo aACO2.2 และ 2.4 พบจํานวนชดุของยนีอยางนอย 3 ชุด  (ภาพที่ 25) 
 

จากผลการการตรวจสอบการคงอยูและจํานวนชดุของยนี hpt ในกลวยไมโดยเทคนคิ 
Southern blot hybridization จากตนกลวยไมในสายตนทีท่นตอสารปฏิชีวนะ hygromycin ไดดีทั้ง 5 
สายตน พบวาทุกสายตนปรากฏแถบสีดําบนแผนฟลม ในขณะที่ตนกลวยไมที่ไมไดรับการถายยีน
ไมปรากฏแถบสีดํา แสดงวาทั้ง 5 สายตนนี้มีการคงอยูของยีนที่ถายเขาไปและสามารถแสดงออกได 
แตพบวาจํานวนชุดของยีนทีไ่ดถายเขาไปโดยพบจาํนวนชุดของยีนอยูที่ 2-4 ชุด และตําแหนงของ
ยีนที่คงอยูแตกตางกันในทกุสายตน ซ่ึงสอดคลองกับงานวิจยัของ Men et al. (2003b) ที่ทดสอบ
ประสิทธิภาพการถายยีนในกลวยไมหวาย Den. nobile โดยใช A. tumefaciens สายพนัธุ AGL-1 ซ่ึง
กพ็บวาจํานวนชุดที่ถายเขาไปอยูที่ 2-4 ชุดเชนเดยีวกัน นอกจากนั้นยงัสอดคลองกับงานวิจยัของ 
Dai et al. (2001) ที่ไดเปรยีบเทียบผลของการถายยีนในขาวพันธุ Taipei 309 โดยใช A. tumefaciens 
และการถายยนีโดยวิธี particle bombardment โดยเปรียบเทียบทั้งจํานวนชุดของยีน และปริมาณการ
แสดงออกของยีน โดยเขาพบวาการถายยีนโดย ใช A. tumefaciens ใหจํานวนชดุของยนีอยูที่ 1-5 ชุด 
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              N   P1   1.1                         N    P2   2.1   2.2   2.3  2.4 
 
 
 
 
 
 
 
 
    ก        ข 
 
ภาพที่ 25 การตรวจวเิคราะหการคงอยูของยีน hpt ในตนกลวยไมที่คาดวาไดรับการถายยีน  
                โดยใชเทคนิค Southern blot hybridization ที่ตรวจสอบดวยตวัตรวจสอบยนี hpt 

 
 ก.     ตรวจสอบการคงอยูของยีน hpt ในตนกลวยไมที่คาดวาไดรับการถายยีน antisense 

CPACO1 
 N.    negative control จากดีเอ็นเอที่สกัดจากใบของตนกลวยไมที่ไมไดรับการถายยีน 
 P1.   ดีเอ็นเอปริมาณ 3 นาโนกรัม จากพลาสมิด pCAMBIA 1301 aACO1 
 1.1.  ดีเอ็นเอปริมาณ 15 นาโนกรมั จากสายตน Bo aACO 1.1 

 
ข.  ตรวจสอบการคงอยูของยีน hpt ในตนกลวยไมที่คาดวาไดรับการถายยีน antisense 

CPACO2 
 N.    negative control จากดีเอ็นเอที่สกัดจากใบของตนกลวยไมที่ไมไดรับการถายยีน 
 P2.   ดีเอ็นเอปริมาณ 3 นาโนกรัม จากพลาสมิด pCAMBIA 13121 aACO2 
 2.1.  ดีเอ็นเอปริมาณ 15 นาโนกรัม จากสายตน Bo aACO 2.1 
 2.2.  ดีเอ็นเอปริมาณ 15 นาโนกรัม จากสายตน Bo aACO 2.2 
 2.3. ดีเอ็นเอปริมาณ 15 นาโนกรัม จากสายตน Bo aACO 2.3 
 2.4. ดีเอ็นเอปรมิาณ 15 นาโนกรัม จากสายตน Bo aACO 2.4 

10,624 bp 11,042 bp 
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3.4 การตรวจสอบการแสดงออกของยีน ACO ในระดับกิจกรรมของเอนไซม และการผลิต 
เอทิลีน 
  

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

การตรวจสอบกิจกรรมของเอนไซม ACO ทําโดยวิธีดดัแปลงจากวิธีการของ Virezen  
et al. (1999) โดยใชใบของกลวยไมที่ไดรับการถายยีนและไมไดรับการถายยีน นําไปตรวจสอบ 
กิจกรรมของเอนไซม ACO โดยวดัจากปรมิาณเอทิลีนที่เกิดขึ้นจากการเปลี่ยน ACC ปริมาณ 200 
ไมโครโมลาร ที่ใหจากภายนอกดวยเอนไซม ACO จากใบกลวยไมที่ไดรับการถายยนี วัดปริมาณ 
เอทิลีนดวยเครื่อง gas chromatography แลวเปรียบเทยีบกับปริมาณโปรตีนทั้งหมดซึ่งตรวจสอบ
โดยวิธี Bradford protein assay (Bradford, 1976) ผลการทดลองพบวาตนกลวยไมทีไ่มไดรับการ
ถายยีนมกีิจกรรมของเอนไซม ACO สูงกวาตนกลวยไมที่ไดรับการถายยีนทกุสายตน โดยมี
กิจกรรมของเอนไซม ACO ที่ 5036 นาโนลิตรตอมิลลิกรัมโปรตีนตอช่ัวโมง และสาํหรับตน
กลวยไมถายยนีแตละสายตนก็มีกิจกรรมของเอนไซม ACO ที่แตกตางกัน โดยมกีจิกรรมของ
เอนไซม ACO อยูในชวง 2610 – 4425 นาโนลิตรตอมิลลิกรัมโปรตีนตอช่ัวโมง สายตนที่ให
กิจกรรมของเอนไซม ACO นอยที่สุดคือ Bo aACO2.3 (ภาพที่ 26)  
 

3.4.2 การวัดปริมาณเอทิลีนของตนกลวยไมที่ไดรับการถายยีน ACO แบบ antisense 
 

การวัดปริมาณเอทิลีนที่เกิดขึน้ในเนื้อเยื่อของกลวยไมใชวิธีการดัดแปลงจาก Bolitho 
et al. (1997) โดยวดัปริมาณเอทิลีนการสรางจากตนกลวยไมทั้งตนที่ไดรับการถายยีนเปรียบเทียบ
กับตนที่ไมไดรับการถายยีนดวยเครื่อง gas chromatography พบวา ตนกลวยไมที่ไมไดรับการถาย
ยีนมีการสรางเอทิลีนไดมากกวาตนกลวยไมถายยีนทกุสายตน โดยมีปริมาณเอทิลีน 34 นาโนลิตร
ตอกรัมน้ําหนกัตนตอช่ัวโมง และสําหรับตนกลวยไมถายยีนแตละสายตนก็มีปริมาณเอทิลีนที่
แตกตางกนัเชนเดียวกับกิจกรรมของเอนไซม ACO โดยมีปริมาณเอทลีินอยูในชวง 3 – 26  นาโน
ลิตรตอกรัมน้ําหนักตนตอช่ัวโมง และสายตนที่วัดปริมาณเอทิลีนไดนอยที่สุดคือ Bo aACO2.3 ซ่ึง
สอดคลองกับกิจกรรมของเอนไซม ACO ที่วัดไดขางตน (ภาพที่ 27)  
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การตรวจสอบการแสดงออกของยีน CPACO1 และ CPACO2 ที่ถูกถายเขาไปใน
กลวยไมโดยเทคนิค antisense โดยตรวจสอบระดับกิจกรรมของเอนไซม และการผลิตเอทิลีนที่
สรางขึ้นในตนกลวยไมถายยีน 5 สายตนไดแก Bo aACO1.1  และ Bo aACO2.1-2.4 โดยไดทดสอบ
กับตนกลวยไมที่เปน mericlone ของแตละสายตน ซ่ึงทุกสายตนที่ไดทดสอบนี้มีลักษณะทางสรีระ
ที่ไมแตกตางกนัและไมแตกตางจากตนกลวยไมทีไ่มไดรับการถายยีน ผลการตรวจสอบแสดงให
เห็นวาตนกลวยไมที่ไดรับการถายยีน antisense CPACO สามารถยับยั้งการสรางเอนไซม ACO และ
การสรางเอทิลีนไดในตนกลวยไมได แตการที่สามารถยับยั้งในระดับที่แตกตางกัน อาจเปนผลมา
จากทั้งจํานวนชุดและตําแหนงของยีนที่ถายเขาสูกลวยไมในแตละสายตนที่แตกตางกันสงผลใหมี
การแสดงออกไดไมเทากัน โดยพบวาในสายตนที่มีจํานวนชุดของยีน antisense มากขึ้นมีแนวโนม
ยับยั้งการทํางานของยีน ACO ไดมากขึ้นดวย เชนในสายตน Bo aACO2.3 และ Bo aACO1.1 ที่มี
จาํนวนชุดของยีน 4 ชุด พบวามีกิจกรรมของเอนไซม ACO และการสรางเอทิลีน นอยกวาสายตนที่
มีจํานวนชุดของยีน 2-3 ชุด ซ่ึงโดยปกติแลวถาพืชดัดแปลงพันธุกรรมมีจํานวนชุดของยีนที่ถูกถาย
มากมักจะพบวาเกดิการจะยบัยั้งการแสดงออกของยีนเปาหมายที่ถายเขาไป (Chia et al. 1990 ; 
Finnegan and MacElroy, 1994) แตในกรณีของการถายยีนแบบ antisense เพื่อยับยั้งการแสดงออก
ของยีนที่มีอยูในพืชแลวนั้น เมื่อพืชดัดแปลงพันธุกรรมมีจํานวนชุดของยีนที่ถูกถายมากอาจทําให
สามารถยับยั้งการแสดงออกของยีนที่ตองการไดดีขึ้น อยางไรก็ตาม เมื่อเปรียบเทียบสายตนที่มี
จํานวนชุดของยีนที่ถูกถายเทากัน เชนสายตน Bo aACO2.2 และ Bo aACO2.4 ซ่ึงมีจํานวนชดุของ
ยีน 3 ชุด กลับพบวาใหผลการยับยั้งการแสดงออกที่แตกตางกันโดย Bo aACO2.4 สามารถยับยั้ง
การแสดงออกไดมากกวา Bo aACO2.2  ซ่ึงอาจเปนไปไดวาตําแหนงแตกตางกันของยนีบน
โครโมโซมของกลวยไมดัดแปลงพันธุกรรมนาจะมีอิทธพิลตอการแสดงออกของยีนอยางมาก ซ่ึง
สอดคลองกับงานวิจยัของ Aida et al. (1998) ที่ไดถายยนี ACO แบบ antisense เพื่อยืดอายกุารใช
งานของดอก torenia พบวาไดตน torenia ถายยีนที่มจีํานวนชุดของยีน 1 ชุดเทากัน แตแสดงผลของ
การยับยั้งไดไมเทากัน  
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ภาพที่ 26   กิจกรรมของเอนไซม ACO ในใบของกลวยไมที่ไดรับการถายยีน (BOaACO1.1 และ 

BOaACO2.1-2.4) และไมไดรับการถายยนี (negative control)  ตรวจสอบกิจกรรมของ
เอนไซม ACO โดยวดัปริมาณเอทิลีนที่เกดิขึ้นจากการเปลี่ยน ACC ที่ใหจากภายนอก
ดวยเอนไซม ACO จากกลวยไม  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 27   ปริมาณเอทิลีนที่เกิดขึ้นในเนื้อเยื่อของกลวยไมใชวิธีการดดัแปลง โดยวดัปริมาณการ

สรางจากตนกลวยไมที่ไดรับการถายยีน(BOaACO1.1 และ BOaACO2.1-2.4) และ
ไมไดรับการถายยีน (negative control) 
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สรุป 
 

 ในงานวิจยันี้ไดทําการทดสอบปจจัยตาง ๆ ที่เกี่ยวของกบัการเพาะเลีย้งเนื้อเยื่อกลวยไม  
ศึกษาปจจัยตาง ๆ ที่มีผลตอการถายยีนเพือ่ใหทราบปจจัยที่เหมาะสมในการถายยีนเขาสู PLBs ของ
กลวยไมสกุลหวายโดยใช A  tumefaciens เปนพาหะ และนําปจจยัตาง ๆ ที่ทดสอบแลวนั้นมาใชใน
การถายยีน antisense CPACO เขาสูกลวยไมสกุลหวาย  
 
 การทดสอบปจจัยตาง ๆ ที่เกีย่วของกับการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อกลวยไม ไดทดสอบปริมาณ
น้ําตาลซูโครสในอาหารเพาะเลี้ยงสูตร VW เพื่อเพิ่มปริมาณ PLBs ของกลวยไมพบวาปริมาณ
น้ําตาลที่เหมาะสมคือน้ําตาลซูโครส 1 เปอรเซ็นต และเมือ่ทดสอบความหนาของ tTCLs จาก PLBs 
ที่มีลักษณะเหมาะสม พบวาความหนาของ tTCLs ที่ 2 มิลลิเมตร สามารถชักนําใหเกดิ PLBs ใหม
ไดมากและรวดเร็ว สวนการทดสอบสูตรอาหารเพื่อชักนาํให PLBs เกิดใหมสามารถเจริญเปนตน
ออนไดรวดเรว็ และไดตนออนที่สมบูรณแขง็แรง พบวาสูตรอาหารที่เหมาะสมคือสูตรอาหาร VW 
ที่เติมมันฝรั่งบด 15 เปอรเซ็นต น้ําตาลซูโครส 2 เปอรเซ็นต และผงถานกํามันต 0.2 เปอรเซ็นต 
 
 การศึกษาระบบการถายยีนทีเ่หมาะสมเขาสู PLBs ของกลวยไมสกุลหวายโดยใช  
A  tumefaciens  เปนพาหะ ไดทดสอบระดบัความเขมขนของสารปฏิชีวนะ hygromycin B ที่
เหมาะสมพบวา ความเขมขนที่ 30 มิลลิกรัมตอลิตรในอาหารคัดเลือก สามารถกําจัดเนื้อเยื่อของ 
tTCLs ความหนา 2 มิลลิเมตรที่ไมไดรับการถายยีนไดทั้งหมด  และเมื่อศึกษาปจจัยทีม่ีผลตอการ
ถายยีนเขาสู PLBs ของกลวยไมสกุลหวาย โดยใช A. tumefaciens สายพันธุ EHA 105 ที่บรรจุ 
พลาสมิด pCAMBIA 1301 โดยมียนี hpt เปนยีนคัดเลือก และยนี gus เปนยีนรายงานผล ในการ
ทดลองนี้ไดเปรียบเทียบทั้งหมด 6 ปจจยั  พบวาวิธีการที่เหมาะสมในการคัดเลือกเซลลที่ไดรับการ
ถายยีนอยางถาวรและกําจัดเซลลที่ไมไดรับการถายยีนไดพรอมทั้งกาํจดัเชื้อ Agrobacterium คือการ
เล้ียงชิ้น tTCLs ที่ไดรับการถายยีนบนอาหารคัดเลือกชนิดแข็งสูตร VW ที่เติมสารปฏิชีวนะ 
hygromycin ความเขมขน 30 มิลลิกรัมตอลิตร และ cefotaxime 250 มิลลิกรัมตอลิตร นาน 4 
สัปดาห แลวจงึยายมาเลีย้งในอาหารคัดเลอืกเหลวสูตรเดิมตออีก 8 สัปดาห  สําหรับการเลี้ยงเนื้อเยื้อ
พืชกอนการถายยีน (pre-culture) เพื่อกระตุนใหเนื้อเยื่อเปาหมายตื่นตัวตอการแบงเซลล พบวา
ระยะเวลา pre-culture ที่เหมาะสมคือระยะเวลา 3 วัน  สวนการทดสอบการเลี้ยงเนื้อเยือ่เปาหมาย
รวมกับเชื้อ A. tumefaciens (co-cultivation) พบวาระยะเวลา co-cultivation ที่เหมาะสมคือ 2 วัน  
และความเขมขนของเชื้อ A. tumefaciens ที่ใชเล้ียงรวมกบัชิ้น tTCLs ของกลวยไมสกลุหวายที่



 

 

122 

เหมาะสมคือความเขมขนที่ 5 x 108 เซลลตอมิลลิลิตร (OD600 ≈1)  และเมื่อศึกษาระยะเวลา 
sonication ที่เหมาะสมเพื่อสรางบาดแผลขนาดเล็กใหกบัเนื้อเยื่อเปาหมายพบวาระยะเวลา 
sonication ที่เหมาะสมคือ 6 วินาที  สวนการทดสอบความเขมขนของ acetosyringone ที่เติมใน
อาหารสําหรับเลี้ยงรวมกนัระหวางเนื้อเยื่อพืชและเชื้อ A. tumefaciens (co-cultivation medium) ที่
เหมาะสมเพื่อชวยเพิ่มประสทิธิภาพการถายยีน พบวาความเขมขนของ acetosyringone ที่ควร
เลือกใชไดแกความเขมขนที ่200 ไมโครโมลาร  
 
 การศึกษาถายยีน CPACO antisense เขาสูกลวยไมสกุลหวาย โดยสราง binary vector ของ
ยีน CPACO แบบ antisense 2 constructs จากยีน CPACO1 และ CPACO2 คือ pCAMBIA 
1301aACO1 และ pCAMBIA 13121aACO2  แลวถายยนีเขาสู A. tumefaciens สายพันธุ AGL-1 เพื่อ
ใชถายยนีเขาสู tTCLs ของกลวยไมสกุลหวายสองพันธุคอื บอม17 และ เอียสกุล และถายยีนโดยใช
ปจจัยตาง ๆ ทีไ่ดศึกษาแลวขางตน พบวาจากการถายยนี CPACO1 antisense พบวาไดรับจํานวน
สายตนของตนกลวยไมพันธุ บอม17  7 สายตน และ พนัธุ เอียสกุล 3 สายตน  สวนการถายยีน 
antisense ACO2  พบวาไดรับจํานวนสายตนของตนกลวยไมพันธุ บอม17  4 สายตน และ พันธุ  
เอียสกุล 3 สายตน   
 
 เมื่อตรวจสอบการมีอยูของยนี hpt ในกลวยไมโดยเทคนคิ PCR  พบวาปรากฏแถบของ
ช้ินสวนดเีอ็นเอขนาด 800 คูเบส จากดีเอ็นเอของกลวยไมทั้งสองพันธุทุกสายตน  แตเมื่อตรวจสอบ
การคงอยูของยีน hpt ในกลวยไมโดยเทคนิค dot blot hybridization พบวาสวนใหญตรวจพบการมี
อยูของยีน เมื่อตรวจสอบการมีอยูของยีน hpt ในยีโนม และจํานวนชุดของยีน hpt โดยเทคนิค 
Southern blot hybridization ในกลวยไมสกุลหวายพันธุ บอม17 จาก 5 สายตนที่ไดตรวจพบการมี
อยูของยีนโดยเทคนิค dot blot hybridization แลว  พบการคงอยูของยนี hpt ในทุกสายตนโดยพบ
จํานวนชุดของยีนอยางนอย 2-4 ชุด 
 
 การตรวจสอบกิจกรรมของเอนไซม ACO และการวัดปรมิาณเอทิลีนของตนกลวยไมที่
ไดรับการถายยีน CPACO1 และ CPACO2 แบบ antisense พบวาตนกลวยไมทีไ่ดรับการถายยีนมี
กิจกรรมของเอนไซม ACO และการสรางเอทิลีนต่ํากวาตนกลวยไมปกติทุกสายตน  
 
 


