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ผลและวิจารณ 
 
1.  การชักนําใหเกิดแคลลัส 
 

จากการนําสวน hypocotyl ของตนกลาถ่ัวฮามาตาอายุ 10 วันหลังงอกในสภาพปลอดเชื้อ 
ท่ีตัดใหมีขนาดยาวประมาณ 1 เซนติเมตรมาเพาะเลี้ยงบนอาหารแข็งสูตร MS ท่ีเติม 2,4-D 5 
มิลลิกรัมตอลิตร น้ําตาล 30 กรัมตอลิตร pH 7.5 เลี้ยงในที่มีความเขมแสง 55 ไมโครโมลตอตาราง
เมตรตอวินาที เปนเวลา 16 ชั่วโมงตอวัน อุณหภูมิ 25+2 องศาเซลเซียส พบวาเน้ือเย่ือเร่ิมสรางแค
ลลัสบริเวณบาดแผล โดยในชวง 2 สัปดาหแรกแคลลัสท่ีเกิดข้ึนมีลักษณะเกาะตัวกันอยางหลวม ๆ 
(friable callus) สีเขียวออน และเมื่อยายแคลลัสไปเลี้ยงบนอาหารใหมทุก ๆ 1 เดือน เปนเวลา 3- 
4 เดือน แคลลัสเปล่ียนเปนสีเขียวเขมมีลักษณะเปนกลุมกอนเกาะกันคอนขางแนน (compact 
callus) ดังภาพท่ี 13 ซึ่งเซลลที่ประกอบกันเปน compact callus ลักษณะนี้มักเปนเซลลที่มีไซโตพ
ลาสซึมเขมขน และมีออรแกเนลหนาแนน และแคลลัสชนิดนี้มักจะสามารถพัฒนาเปนตนใหมได
งาย (สุพรรณี, 2532) ซ่ึงรายงานของ Week et al. (2000) ก็พบเชนกันวาแคลลัสของขาวสาลีท่ีมี
ลักษณะเปน compact callus สามารถพัฒนาเปนตนไดดีกวา friable callus  
 

สําหรับการเลือกใช hypocotyl เปนเน้ือเย่ือเร่ิมตนในการชักนําใหเกิดแคลลัสน้ี แมวา 
กิริยา (2547) จะไดทดสอบเน้ือเย่ือเร่ิมตนของการชักนําใหเกิดแคลลัสของถ่ัวฮามาตาจากเน้ือเย่ือ
สวนใบ ใบเลี้ยงและ hypocotyl และพบวาเน้ือเย่ือท้ัง 3 ชนิดสามารถชักนําใหเกิด compact 
callus ไดบนอาหารสูตร MS ท่ีเติม 2,4-D 5 มิลลิกรัมตอลิตร โดยเน้ือเย่ือสวนใบสามารถเกิดเปน 
แคลลัสไดมากกวาใบเล้ียง และ hypocotyl ก็ตามแตในงานวิจัยน้ีเลือกใชสวนของ hypocotyl 
เน่ืองจากเน้ือเย่ือสวน hypocotyl เปนเน้ือเย่ือท่ีทํางานไดสะดวกท่ีสุด เนื่องจากเปนเนื้อเยื่อที่ไม
บอบบางเม่ือเทียบกับใบและใบเล้ียง และในตนออนหน่ึงตนสามารถตัดช้ินสวนไดหลายช้ิน  
เนื่องจากการเพาะเมล็ดในสภาพมืดในชวงแรกจะทําใหไดสวนของ hypocotyl ท่ียืดยาวทําใหมี 
ชิ้นสวนสําหรับทดลองไดมากขึ้น ดังนั้นจึงเลือกใชชิ้นสวน hypocotyls ในการชักนําใหเกิดแคลลัส
เพ่ือนําแคลลัสท่ีไดมาใชเปนเน้ือเย่ือเร่ิมตนในการถายยีน 
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ภาพที่ 13  การชักนําใหเกิดแคลลัสจาก hypocotyl ของ Stylosanthes hamata ‘Verano’  

ที่เพาะเลี้ยงบนอาหารแข็งสูตร MS ท่ีเติม 2,4-D 5 มิลลิกรัมตอลิตร เลี้ยงในสภาพแสง 
55 ไมโครโมลตอตารางเมตรตอวินาที 16 ช่ัวโมงตอวัน ที่อุณหภูม ิ25+2 องศาเซลเซียส 
โดยเปล่ียนอาหารใหมทุกเดือน เปนเวลา 3 เดือน 

              
 
 
 
 
  
 

เริ่มตนเพาะเลี้ยง 1 เดือน 

2 เดือน 3 เดือน 
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2.  การชักนําใหแคลลัสพัฒนาเปนยอด 
 

เม่ือนําแคลลัสท่ีไดจากการเพาะเล้ียงในอาหารสูตร MS ท่ีเติม 2,4-D 5 มิลลิกรัมตอลิตร  
มาเพาะเลี้ยงบนอาหารแข็งสูตร MS ท่ีเติม BA 15 มิลลิกรัมตอลิตร นํ้าตาลซูโครส 30 กรัมตอลิตร  
pH 5.7 เพาะเลี้ยงในสภาพความเขมแสง 55 ไมโครโมลตอตารางเมตรตอวินาที 16 ช่ัวโมงตอวัน   
อุณหภูมิ 25+2 องศาเซลเซียส พบวาสามารถชักนําใหเกิดยอดขึ้นจํานวนมากจากกอนแคลลัส  
ซ่ึงอาหารท่ีใชน้ีเปนสูตรอาหารเดียวกับงานทดลองของ กิริยา (2547) ท่ีชักนําใหเกิดยอดจาก 
แคลลัสของถั่วฮามาตาไดสําเร็จ ความเขมขนของ BA ที่ใชนี้เปนความเขมขนที่สูงเมื่อเปรียบเทียบ
กับการทดลองในพืชวงศถ่ัวชนิดอ่ืน เชน Gulati and Jaiwal (1992) สามารถชักนําแคลลัสของ 
ถ่ัวเขียวใหเกิดยอดไดบนอาหารสูตร MS ท่ีใชวิตามินสูตร B5 โดยเติม BA ความเขมขน 0.001 
มิลลิกรัมตอลิตรเทาน้ัน และ Muthukumar et al. (1995) พบวาสามารถชักนําใหเกิดยอดในถ่ัวพุม
ได โดยเพาะเล้ียงบนอาหารสูตร MS ที่ใชวิตามินสูตร B5 ท่ีเติม BAP ความเขมขน 0.001 มิลลิกรัม
ตอลิตร ทั้งนี้เนื่องจากพืชแตละชนิดมีพันธุกรรมที่แตกตางกัน ดังน้ันความตองการชนิด และ
ปริมาณของสารควบคุมการเจริญเติบโตจึงแตกตางกัน รวมทั้งความเหมาะสมของชิ้นสวนและ
ชนิดของเนื้อเยื่อพืชที่ใชก็มีผลเชนเดียวกัน (Auge et al., 1995) 
 
3.  การชักนําใหเกิดรากจากยอดที่พัฒนามาจากแคลลัส 

 
ตัดยอดของตนถ่ัวฮามาตาท่ีพัฒนามาจากแคลลัสโดยใหมขีนาดความสูง 1 เซนติเมตร  

มาเพาะเลี้ยงบนอาหารแข็งสูตร MS ท่ีเติม IBA 1 มิลลิกรัมตอลิตร นํ้าตาลซูโครส 30 กรัมตอลิตร  
pH 5.7 เพาะเลี้ยงในสภาพความเขมแสง 55 ไมโครโมลตอตารางเมตรตอวินาที 16 ช่ัวโมงตอวัน 
อุณหภูมิ 25+2 องศาเซลเซียส เปล่ียนอาหารทุก ๆ เดือน พบวาในเดือนแรกบางตนเร่ิมมีการสราง
รากข้ึน แตในบางตนมีการสรางแคลลัสชนิด friable สีนํ้าตาลท่ีโคนตนข้ึนมากอนท่ีจะมกีารเกิด
ราก ท้ังน้ีอาจเน่ืองมาจากผลของการใชสารควบคุมการเจริญเติบโตในกลุมไซโตไคนินคือ BA  
ในปริมาณคอนขางสูงคือ 15 มิลลิกรัมตอลิตร ในชวงการชักนําใหเกิดยอด ดังนั้นเมื่อนํายอดมา 
เพาะเล้ียงในอาหารสูตร MS ท่ีเติม IBA 1 มิลลิกรัมตอลิตรเพ่ือชักนําใหเกิดรากจึงอาจทําใหเกิด
แคลลัสขึ้นไดเนื่องจากผลของ BA ท่ีตกคางภายในเน้ือเย่ือ แตอยางไรก็ตามเมื่อเพาะเลี้ยงจนถึง
เดือนท่ี 2 พบวาสามารถชักนําใหเกิดรากไดมากข้ึน ซ่ึงอาจเน่ืองมาจากผลของ BA ท่ีตกคางอยู 
ลดลง จึงทําใหสัดสวนของออกซินตอไซโตไคนินสูงขึ้น ซ่ึงสอดคลองกับรายงานของ Saunders 
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and Bingham (1975) ท่ีพบวาการใชสัดสวนความเขมขนของสารควบคุมการเจริญเติบโตในกลุม
ออกซินสูง และไซโตไคนินตํ่ามีผลทําใหตนออนเกิดรากได  
 
4.  การทดสอบความตานทานตอสารปฏิชีวนะที่ใชกําจัดเชื้อ Agrobacterium tumefaciens 
และประสิทธิภาพของสารปฏิชีวนะที่ใชในการกําจัดเซลลถั่วฮามาตาที่ไมไดรับ 
การถายยีน 
 
 4.1  การทดสอบความตานทานตอสารปฏิชีวนะ cefotaxime  
   

  การถายยีนดวยเช้ืออะโกรแบคทีเรียมน้ัน ภายหลังการถายยีนตองกําจัดเช้ือ 
อะโกรแบคทีเรียมซึ่งเปนแบคทีเรียแกรมลบออกจากพืชใหหมด สารปฏิชีวนะที่นิยมใชในการกําจัด
แบคทีเรียชนิดน้ีมีหลายชนิด เชน cefotaxime  carbenicillin  timentin และ paromomycin  
เน่ืองจากสารปฏิชีวนะดังกลาวมีความสามารถในการกําจดัแบคทีเรีย โดยจะเขาไปจับกับ 
penicillin binding protein ซ่ึงเปนโปรตีนองคประกอบของ inner membrane ท่ีใชในการแบง
เซลลของแบคทีเรีย ซึ่งปริมาณการใชควรตองใหเหมาะสมในการกําจัดเชื้ออะโกรแบคทีเรียม 
ออกจากเน้ือเย่ือพืชไดโดยไมเปนอันตรายตอเน้ือเย่ือ (Mathais and Boyd, 1986) 

  
สารปฏิชีวนะ cefotaxime นั้นมีรายงานวามีประสิทธิภาพในการยับยั้งเชื้อจุลินทรียได

หลายชนิด มีความเปนพิษตอเนื้อเยื่อพืชนอย และยังพบวาการใชสารนี้ที่ระดับความเขมขนต่ํา ๆ 
สามารถสงเสริมการเจริญเติบโตของแคลลัส การชักนําใหเกิดคัพภะ และชวยในการพัฒนาเปน
ยอดในขาวสาลีไดอีกดวย (Mathais and Boyd, 1986) แตการใชสารปฏิชีวนะ cefotaxime ใน
ระดับความเขมขนที่สูงจะมีผลกระทบตอเนื้อเยื่อพืชบางชนิด เชน Yu et al. (2001) พบวาการใช
สารปฏิชีวนะ cefotaxime ท่ีความเขมขน 375-500 มิลลิกรัมตอลิตร มีผลยับย้ังการเจริญเติบโต
ของแคลลัสมะละกอ และฉัตรนภา (2545) ทดลองใชสารปฏิชีวนะ cefotaxime ความเขมขน 500 
มิลลิกรัมตอลิตร ในการกําจัดเชื้ออะโกรแบคทีเรียมภายหลังการถายยีนเขาสูถ่ัวเขียว พบวาท่ี
ระดับความเขมขนน้ีจะมีผลตอการเกิดยอด โดยทําใหยอดท่ีไดมีขนาดส้ันลง ดังน้ันการเลือกใช
ระดับความเขมขนของสารปฏิชีวนะ cefotaxime ที่เหมาะสมคือ ควรเลือกใชความเขมขนของ 
สารในระดับที่สามารถกําจัดเชื้อ A. tumefaciens  ไดหมด และมีผลเชิงลบตอการเจริญของ
เน้ือเย่ือพืชนอยท่ีสุด ซ่ึงระดับความเขมขนของ cefotaxime ที่เหมาะสมขึ้นอยูกับชนิดพืช และ
ขนาดของเน้ือเย่ือพืช ดังน้ันจึงตองมีการทดสอบระดับความเขมขนท่ีเหมาะสมกอนท่ีจะนํามาใช 
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 จากการทดลองน้ีไดตัดสวนของแคลลัสของถ่ัวฮามาตาใหมีขนาด 5x5 มิลลิเมตร หนา 2 
มิลลิเมตร นํามาเพาะเล้ียงบนอาหารแข็งสูตร MS ท่ีเติม 2,4-D 5 มิลลิกรัมตอลิตร และเติม 
สารปฏิชีวนะ cefotaxime ความเขมขน 0  100  200  300  400  500 และ 600 มิลลิกรัมตอลิตร  
เพาะเลี้ยงในสภาพที่มีแสง 55 ไมโครโมลตอตารางเมตรตอวินาที 16 ช่ัวโมงตอวัน อุณหภูมิ 25+2 
องศาเซลเซียส เปนเวลา 4 สัปดาห โดยเปล่ียนอาหารใหมทุก 2 สัปดาห เมื่อเพาะเลี้ยงแคลลัสใน
อาหารท่ีเติม cefotaxime ครบ 4 สัปดาห แลวจึงยายแคลลัสมาเพาะเลี้ยงในสูตรอาหารที่ชักนําให
เกิดยอดเปนเวลา 3 เดือน พบวาทุกความเขมขนของ cefotaxime ท่ีทดสอบแคลลัสสามารถ 
เจริญเติบโตและสามารถพัฒนาเปนยอดได แตจํานวนยอดที่ไดจะลดลงเมื่อความเขมขนของ 
สารปฎิชีวนะ cefotaxime เพิ่มขึ้น ซ่ึงเห็นไดชัดท่ีความเขมขนต้ังแต 300 มิลลิกรัมตอลิตรขึ้นไป  
(ตารางท่ี 1) ผลดังกลาวนี้สอดคลองกับรายงานของเกศณี (2546) ที่พบวาสารปฎิชีวนะ 
cefotaxime ท่ีความเขมขนต้ังแต 100 มิลลิกรัมตอลิตรขึ้นไปมีผลตอการเจริญเติบโตของเนื้อเยื่อ
ของมะเขือเทศพันธุวีเอฟ 134-1-2 โดยพบวาชิ้นสวนใบเลี้ยงมีการเกิดแคลลัสนอยลง และยอดที่
เจริญมาจากชิ้นสวนใบเลี้ยงมีขนาดเล็ก และพบวาเน้ือเย่ือบางสวนเปล่ียนจากสีเขียวเปนสีเหลือง
ซีดและตายในท่ีสุด และงานวิจัยของ Hoffmann and Vieira (2000) ท่ีพบวาความสามารถใน 
การพัฒนาเปนยอดของ Stylosanthes guinesis ลดลงเม่ือเล้ียงในอาหารสูตร MS ท่ีเติม 
cefotaxime 250 มิลลิกรัมตอลิตร  
 
 อยางไรก็ตามในการทดสอบประสิทธิภาพของสารปฏิชีวนะ cefotaxime ในการกําจัด 
เชื้ออะโกรแบคทีเรียมสายพันธุ AGL-1 น้ันจากรายงานของเกศณี (2546) ที่ใช cefotaxime ท่ี
ความเขมขน 100  250  500 และ 1000 มิลลิกรัมตอลิตร ในการกําจัดเช้ืออะโกรแบคทีเรียมจาก
ชิ้นสวนใบของมะเขือเทศพบวามีการปนเปอนของเชื้อ 43.33  40.33  6.67 และ 1.33 เปอรเซ็นต 
ตามลาํดับ ซึ่งแสดงใหเห็นอยางชัดเจนวาความเขมขนของ cefotaxime ตํ่า ๆ ไมสามารถกําจัดเชื้อ
ได ดังนั้นเพื่อความเหมาะสมในการปฏิบัติงานในการใช cefotaxime ในการกําจัดเช้ือ 
อะโกรแบคทีเรียมสําหรับการถายยีนเขาสูแคลลัสของถ่ัวฮามาตาในการทดลองน้ีจึงเลือกใช 
cefotaxime ท่ีความเขมขน 500 มิลลิกรัมตอลิตร โดยใชต้ังแตข้ันตอนการลางเน้ือเย่ือ โดยลาง
เนื้อเยื่อภายหลังการ co-cultivation ดวยอาหารเหลวสูตร MS ท่ีเติม cefotaxime ความเขมขน 
500 มิลลิกรัมตอลิตร 3 คร้ัง ๆ ละ 5 นาที จากนั้นซับแคลลัสดวยกระดาษซับที่น่ึงฆาเชื้อกอนนํา
แคลลัสมาเพาะเลี้ยงบนอาหารแข็งสูตร MS เติม 2,4-D 5 มิลลิกรัมตอลิตร ท่ีเติม cefotaxime 
ความเขมขน 500 มิลลิกรัมตอลิตรเปนเวลา 1 สัปดาห เพื่อใหสามารถกําจัดเชื้ออะโกรแบคทีเรียม
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ไดอยางมีประสิทธิภาพ และหลังจากนั้นลดความเขมขนลงเหลือ 250 มิลลิกรัมตอลิตร  
ในการเปล่ียนอาหารคร้ังตอไปเพ่ือท่ีแคลลัสจะสามารถพัฒนาเปนยอดตอไปได 
 
ตารางท่ี 1  เปอรเซ็นตเฉลี่ยของแคลลัสถ่ัวฮามาตา (Stylosanthes hamata ‘Verano’) ท่ีสามารถ

พัฒนาเปนยอดและจํานวนยอดตอช้ิน เมื่อเพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร MS ท่ีเติม 2,4-D 
5 มิลลิกรัมตอลิตร โดยเติม cefotaxime ท่ีความเขมขน 0-600 มิลลิกรัมตอลิตร ใน
สภาพที่มีแสง 55 ไมโครโมลตอตารางเมตรตอวินาที 16 ชั่วโมงตอวัน ที่อุณหภูม ิ 
25+2 องศาเซลเซียส เปนเวลา 4 สัปดาห แลวนํามาเพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร MS ท่ี
เติม BA ความเขมขน 15 มิลลิกรัมตอลิตร ที่ไมเติม cefotaxime เพื่อชักนําใหเกิดยอด 
โดยเพาะเลี้ยงในสภาพที่กลาวแลวขางตน เปนเวลา 3 เดือน 

 
ความเขมขนของ 

cefotaxime (มก./ล.) 
เปอรเซ็นตเฉลี่ยของ 1/ 
แคลลัสที่พัฒนาเปนยอด 

จํานวนยอดเฉล่ียตอช้ิน 1/ 
แคลลัส 

    0 
100 
200 
300 
400 
500 
600 

100a 
    84ab 
100a 

    92ab 
100a 

    85ab 
 76b 

26.19a 
 20.58ab 
 21.09ab 
14.48b 
11.17c 
13.3bc 
 8.56c 

F-test 
C.V. 

** 
11.66 

** 
67.03 

 
หมายเหตุ  **   แตกตางทางสถิติอยางมีนัยสําคัญย่ิง 

   1/  อักษรท่ีเหมือนกันในแนวต้ังไมแตกตางกันทางสถิติ ท่ีความเชื่อมั่น 99%     
     เปรียบเทียบคาเฉล่ียโดยวิธี DMRT 
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4.2  การทดสอบความตานทานของแคลลัสถ่ัวฮามาตาตอสารปฏิชีวนะท่ีใชคัดเลือกเซลล
ท่ีไดรับการถายยีน 

 
       ในการถายยีนเขาสูเซลลพืชนั้น นอกจากจะมียีนท่ีสนใจแลวมักจะตองมียีน 

เคร่ืองหมายในการชวยคัดเลือกเน้ือเย่ือพืชท่ีไดรับการถายยีนถายเขาสูเซลลพืชรวมไปดวย การใช
ยีนคัดเลือกท่ีเหมาะสมมีสวนชวยอยางมากตอความสําเร็จของการถายยีนในพืช ยีนเคร่ืองหมายน้ี
จะแทรกอยูในสวนของเวคเตอร และจะแทรกเขาไปในจีโนมของพืชหลังจากการถายยีน ซึ่งจะทํา
ใหเซลลท่ีไดรับการถายยีนแสดงลักษณะตานทานตอสารเคมีตาง ๆ ที่จําเพาะกับยีนที่ใชใน 
การคัดเลือกทําใหเซลลดังกลาวเจริญเติบโตในอาหารคัดเลือกได สวนเซลลที่ไมไดรับการถายยีน
จะไมสามารถเจริญบนอาหารคัดเลือกได (Komari et al., 1996) การใชสารคัดเลือกจําเปนตองใช
ความเขมขนที่เหมาะสม เนื่องจากการใชความเขมขนที่ระดับต่ําเกินไปจะทําใหเซลลที่ไมไดรับ 
การถายยีนสามารถเจริญเติบโตได มีผลทําใหการคัดเลือกน้ันไมประสบความสําเร็จ ทําใหตนท่ีได
จากการคัดเลือกบางตนเปนตนที่ไมมียีนที่ตองการเขาไปแทรกอยูในจีโนม ในทางตรงกันขามถาใช
ความเขมขนที่สูงเกินไปอาจทําใหเซลลที่ไดรับการถายยีนไมสามารถเจริญได เนื่องจากเซลลที่
ไดรับการถายยีนน้ัน สามารถทนทานตอสารคัดเลือกไดในท่ีระดับความเขมขนหน่ึงเทาน้ัน  ดังน้ัน 
จึงตองทําการทดสอบหาความเขมขนที่เหมาะสมที่ใชกําจัดเนื้อเย่ือแคลลัสที่ไมไดรับการถายยีน  
โดยท่ีความเขมขนของสารคัดเลือกท่ีเหมาะสมน้ัน เน้ือเย่ือท่ีไดรับการถายยีนจะสามารถมีชีวิตรอด
อยูได สวนเนื้อเยื่อที่ไมไดรับการถายยีนจะตาย ซ่ึงในการทดลองน้ีไดทดสอบความตานทานของ
เน้ือเย่ือแคลลัสถ่ัวฮามาตาตอสารปฏิชีวนะท่ีใชในการคัดเลือก 2 ชนิดคือ ไฮโกรมัยซิน และ 
กานามัยซิน ซึ่งสารปฏิชีวนะท้ัง 2 ชนิดน้ีไดมีรายงานวามีการใชเปนสารคัดเลือกสําหรับ 
การถายยีนเขาสูพืชมากกวา 90 เปอรเซ็นตของงานวิจัยที่ตีพิมพ (Miki and McHugh, 2004)  
แตอยางไรก็ตามยังไมมีรายงานการทดสอบความเขมขนที่ใชในการใชสารทั้ง 2 ชนิดน้ีเปน 
สารคัดเลือกสําหรับเน้ือเย่ือแคลลัสของถ่ัวฮามาตา 

 
 4.2.1  การทดสอบความตานทานตอสารปฏิชีวนะไฮโกรมัยซิน 

     
  การทดสอบความเขมขนของสารปฏิชีวนะไฮโกรมัยซิน ที่ทําใหเซลลของ 

ถ่ัวฮามาตาท่ีไมไดรับการถายยีน hpt ตาย ทําโดยนําสวนของแคลลัสขนาด 5x5 มิลลิเมตร หนา 2  
มิลลิเมตร มาเพาะเลี้ยงบนอาหารแข็งสูตร MS ท่ีเติม 2,4-D 5 มิลลิกรัมตอลิตร และเติม 
สารปฏิชีวนะไฮโกรมัยซินที่ระดับความเขมขน 0  10  20  30  40  50 และ 70 มิลลิกรัมตอลิตร   
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เพาะเลี้ยงในสภาพที่มีแสง 55 ไมโครโมลตอตารางเมตรตอวินาที 16 ช่ัวโมงตอวัน อุณหภูมิ 25+2 
องศาเซลเซียส โดยเปล่ียนอาหารใหมทุก ๆ 2 สัปดาห จากผลการทดลองพบวาแคลลัสของ 
ถั่วฮามาตาที่เพาะเลี้ยงบนอาหารที่เติมไฮโกรมัยซินความเขมขน 50 และ 70 มิลลิกรัมตอลิตร  
ตายท้ังหมดภายใน 4 สัปดาห และ 3 สัปดาห ตามลําดับ (ตารางท่ี 2 และภาพที่ 14 และ 15)  
ผลในลักษณะนี้สอดคลองกับงานวิจัยในพืชหลายชนิด ซึ่งโดยทั่วไปแลวพบวาเมื่อใชความเขมขน
ของไฮโกรมัยซินที่ตํ่าแคลลัสจะสามารถเจริญเติบโตไดดีกวาที่ความเขมขนสูง นอกจากน้ี 
ความเขมขนสูงมีรายงานวามีผลตอการพัฒนาไปเปนยอดดวยเชนกัน ดังน้ันในการถายยีนเขาสู 
ถั่วฮามาตานี้จึงควรเลือกใชสารปฏิชีวนะไฮโกรมัยซินที่ความเขมขน 50 มิลลิกรัมตอลิตรใน 
การคัดเลือกตนท่ีไดรับการถายยีน ซ่ึงความเขมขนดังกลาวใกลเคียงกับงานทดลองของ วัชระและ
สนธิชัย (2549) ที่ใชไฮโกรมัยซินที่ความเขมขน 45 มิลลิกรัมตอลิตรในการคัดเลือกเน้ือเย่ือละหุงท่ี
ไดรับการถายยีน ในขณะที่ ฉัตรนภา (2545) ใชความเขมขนของสารปฏิชีวนะไฮโกรมัยซินเขมขน
เพียง 25 มิลลิกรัมตอลิตร ในการคัดเลือกใบเล้ียงของถ่ัวเขียวท่ีไดรับการถายยีน ซึ่งแมวาจะเปน
พืชวงศถ่ัวเชนเดียวกับถ่ัวฮามาตา แตจากการทดลองน้ีช้ีใหเห็นวาไมสามารถใชความเขมขน 
ตํ่ากวา 50 มิลลิกรัมตอลิตรได เน่ืองจากท่ีความเขมขนตํ่ากวา 50 มิลลิกรัมตอลิตรแคลลัสสามารถ
รอดชีวิตไดเกิน 50 เปอรเซ็นต (ตารางท่ี 2) 

 
อยางไรก็ตามมีผูเสนอแนวทางการเลือกใชความเขมขนของสารปฏิชีวนะแนวทางอ่ืนอีก 

เชน การใชความเขมขนสูงในระยะเริ่มตน และลดความเขมขนลงเปนลําดับ เชนในรายงานของ  
Aoki et al. (2002) พบวาการใชสารปฏิชีวนะไฮโกรมัยซิน ความเขมขน 100 มิลลิกรัมตอลิตร  
เปนเวลา 20 วัน จากนั้นลดความเขมขนเหลือ 40 มิลลิกรัมตอลิตร ในการคัดเลือกเซลลท่ีไดรับ 
การถายยีนของถ่ัว Lotus japonicus  ไดผลดีท่ีสุด แตก็มีรายงานวิธีการท่ีตรงกันขามคือ  
ใชความเขมขนต่ําในชวงแรกและเพิ่มความเขมขนขึ้นเปนลําดับ เชน  รายงานของ Kondo et al. 
(2000)  ใชความเขมขนของไฮโกรมัยซินท่ี 10-40 มิลลิกรัมตอลิตร ในการคัดเลือกเน้ือเย่ือ
กระเทียม (Allium sativum L.) ท่ีไดรับการถายยีน โดยเพิ่มระดับความเขมขนขึ้นในแตละครั้งของ
การเปล่ียนอาหาร และรายงานของ พรสุข (2543) ใชสารปฏิชีวนะไฮโกรมัยซินความเขมขน 10 
และ 25 มิลลิกรัมตอลิตร ในการคัดเลือกโปรโตคอรมของกลวยไมสกุลหวาย โดยคร้ังแรกใช 
ความเขมขนตํ่า แลวคัดเลือกอีกครั้งโดยใชความเขมขนสูงขึ้น  
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  4.2.2  การทดสอบความตานทานตอสารปฏิชีวนะกานามยัซิน 
 

 การทดสอบความเขมขนของสารปฏิชีวนะกานามัยซินที่เหมาะสมที่ทําให
เน้ือเย่ือแคลลัสของถ่ัวฮามาตาท่ีไมไดรับการถายยีนตาย เพ่ือใชเปนสารคัดเลือกในการถายยีนท่ีมี
ยีนเคร่ือหมาย คือยีน nptII  โดยนําสวนของแคลลัสขนาด 5x5 มิลลิเมตร หนา 2 มิลลิเมตร  
มาเพาะเล้ียงบนอาหารสูตร MS ท่ีเติม 2,4-D 5 มิลลิกรัมตอลิตร และเติมสารปฏิชีวนะกานามัยซิน 
ความเขมขน 0  10  20  30  40  50 และ 70 มิลลิกรัมตอลิตร เพาะเลี้ยงในสภาพที่มีแสง 55  
ไมโครโมลตอตารางเมตรตอวินาที 16 ช่ัวโมงตอวัน อุณหภูมิ 25+2 องศาเซลเซียส  
จากผลการทดลองพบวาแคลลัสที่เพาะเลี้ยงบนอาหารที่เติมสารปฏิชีวนะกานามัยซินที ่
ความเขมขนต้ังแต 30 มิลลิกรัมตอลิตรขึ้นไปตายทั้งหมดภายใน 4 สัปดาห  โดยใน 2 สัปดาหแรก
ของการเพาะเลี้ยงบนอาหารที่เติมกานามัยซินทุกความเขมขน แคลลัสตายเพียง 10 เปอรเซ็นต
เทาน้ัน ซ่ึงสังเกตไดจากเน้ือเย่ือแคลลัสท่ียังคงมีสีเขียวเปนสวนใหญ แตเมื่อเพาะเลี้ยงเปนเวลา 4 
สัปดาห พบวาที่ระดับความเขมขนของกานามัยซินสูงกวา 30 มิลลิกรัมตอลิตร เน้ือเย่ือเปล่ียนเปน
สีนํ้าตาลและตาย (ตารางท่ี 2 และภาพที ่14)  
 

จากการทดลองน้ีเลือกใชกานามัยซินท่ีความเขมขน 30 มิลลิกรัมตอลิตรในการคัดเลือก
เน้ือเย่ือสําหรับการถายยีนท่ีมยีีน nptII เปนยีนคัดเลือกในแคลลัสถ่ัวฮามาตา ซึ่งแตกตางจาก 
การทดลองในถ่ัว Lotus japonicus  ที่พบวาความเขมขนของกานามัยซินสูงถึง 400 มิลลิกรัมตอ
ลิตร ยังไมเพียงพอที่จะทําใหเนื้อเยื่อตายไดทั้งหมด (Aoki, et al. 2002) และ Krishnamurty et al. 
(2000) ใชกานามัยซินความเขมขน 100 มิลลิกรัมตอลิตรในการคัดเลือกถ่ัวลูกไก  
(Cicer ariethinum) ท่ีไดรับการถายยีน ในขณะท่ีงานทดลองของ Li et al. (2002) ที่ใช 
ความเขมขนของกานามัยซิน 50 มิลลิกรัมตอลิตร ในการคัดเลือกใบกุหลาบท่ีไดรับการถายยีน  
Miguel and Oliveira (1999) ใชกานามัยซินความเขมขนต่ําเพียง 10-15  มิลลิกรัมตอลิตรใน 
การคัดเลือก almond ท่ีไดรับการถายยีน จากหลายรายงานที่กลาวมาจะเห็นไดวาความเขมขน
ของกานามัยซินท่ีใชตางกันน้ัน เปนเพราะพืชท่ีใชแตกตางกันอีกท้ังเน้ือเย่ือท่ีใชในการถายยีนก็
แตกตางกันดวยทําใหมีความทนทานตอสารปฏิชีวนะท่ีใชแตกตางกัน  
 
 ในกรณีของสารปฏิชีวนะที่อาจไมมีผลตอการเจริญและพัฒนาของเนื้อเย่ือพืชนั้น Dave 
(1990) ไดทดสอบประสิทธิภาพของสารปฏิชีวนะในการยับย้ังการเกิดแคลลัส และการเกิดตนจาก
ใบเล้ียงของ sugarbeet พบวาไฮโกรมัยซินสามารถยับยั้งการเกิดแคลลัสไดมากที่สุด รองลงมาคือ 
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เจนนิติซิน  นีโอมัยซิน กานามัยซิน และเจนตามัยซิน ตามลาํดับ อยางไรก็ตาม  Puonti-Kaerlas 
et al. (1990) รายงานวาการใชยีน nptII เปนยีนเคร่ืองหมายซ่ึงตองใชสารคัดเลือกคือกานามัยซิน
น้ันไมเหมาะสมสําหรับการใชเปนยีนคัดเลือกสําหรับถ่ัวลันเตา (Pisum sativum) ในขณะที่ 
รายงานของ Sanchayita et al. (1996) พบวาการใชยีน nptII เปนยีนคัดเลือกการถายยีนเขาสู 
hypocotyl และ epicotyl ของถ่ัว chickpea สามารถชักนําใหเกิดตนภายหลังการถายยีนไดดี 
อยางไรก็ตามการเลือกใชความเขมขนของสารปฏิชีวนะท่ีใชคัดเลือกน้ันแตกตางกัน เนื่องจากพืช
แตละชนิดมีพันธุกรรมที่แตกตางกัน ทําใหทนตอสารคัดเลือกไดแตกตางกัน และแมในพืชชนิด
เดียวกันแตใชเน้ือเย่ือท่ีแตกตางกันก็ทนตอสารคัดเลือกไดแตกตางกันเชนกัน  
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ตารางท่ี 2   เปอรเซ็นตการตาย และขนาดของแคลลัสของถ่ัวฮามาตา (Stylosanthes hamata  
‘Verano’) ท่ีเพาะเล้ียงในอาหารสูตร MS ท่ีเติม 2,4-D 5 มิลลิกรัมตอลิตร โดยเติม 
สารปฏิชีวนะไฮโกรมัยซิน และกานามัยซิน ที่ความเขมขน 0-70 มิลลิกรัมตอลิตร  
เพาะเลี้ยงในสภาพที่มีแสง 55 ไมโครโมลตอตารางเมตรตอวินาที 16 ช่ัวโมงตอวัน 
อุณหภูมิ 25+ 2 องศาเซลเซียส เปนเวลา 4 สัปดาห 

 
ไฮไกรมัยซิน กานามัยซิน ความเขมขน

มก./ล. 
%การตาย 1/ ขนาดแคลลัส 1/ 

(ซม) 
%การตาย 1/ ขนาดแคลลัส 1/ 

(ซม) 
0   0f 1.0a  10d 0.95a 
10 18e  0.82b   35c 0.70b 
20 30d  0.71c   70b 0.50c 
30    41.5c    0.69cd 100a 0.50c 
40 62b 0.63d 100a 0.50c 
50 100a 0.54e 100a 0.50c 
70 100a 0.54e 100a 0.50c 

F-test ** ** ** ** 
CV (%) 12.00 6.27 14.07 9.30 

    
 หมายเหตุ  ** แตกตางทางสถิติอยางมีนัยสําคัญย่ิง 

1/  อักษรท่ีเหมือนกันในแนวต้ังไมแตกตางกันทางสถิติ ท่ีความเชื่อมั่น 99%     
  เปรียบเทียบคาเฉล่ียโดยวิธี DMRT 
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ไฮโกรมัยซิน 2 สัปดาห

ไฮโกรมัยซิน 4 สัปดาห

กานามัยซิน 2 สัปดาห

กานามัยซิน 4 สัปดาห

 
ภาพที่ 14    เปอรเซ็นตการตายของแคลลัสถ่ัวฮามาตา (Stylosanthes hamata ‘Verano’) ท่ี 

เพาะเล้ียงในอาหารสูตร MS ท่ีเติม 2,4-D 5 มิลลิกรัมตอลิตร และเติมสารปฏิชีวนะ 
ไฮโกรมัยซิน และกานามัยซินความเขมขน 0-70 มิลลิกรัมตอลิตร เพาะเลี้ยงในสภาพ
ที่มีแสง 55 ไมโครโมลตอตารางเมตรตอวินาที 16 ช่ัวโมงตอวัน อุณหภูมิ 25+ 2  
องศาเซลเซียส เปนเวลา 2 และ 4 สัปดาห 
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ภาพที่ 15 การทดสอบความตานทานของแคลลัสถ่ัวฮามาตา (Stylosanthes hamata 

‘Verano’)ตอสารปฏิชีวนะไฮโกรมัยซิน โดยเพาะเล้ียงบนอาหารสูตร MS ท่ีเติม 2,4-D 
5 มิลลิกรัมตอลิตร และไฮโกรมัยซินความเขมขน 0-70 มิลลิกรัมตอลิตร เพาะเลี้ยงใน
สภาพที่มีแสง 55 ไมโครโมลตอตารางเมตรตอวินาที 16 ชั่วโมงตอวัน อุณหภูมิ 25+ 2 
องศาเซลเซียส เปนเวลา 4 สัปดาห 

 
 
 

 
 
 
 

 
 
 
 

0 มก./ล. 10 มก./ล. 20 มก./ล. 

30 มก./ล. 40 มก./ล. 50 มก./ล. 70 มก./ล. 
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5.  การสรางพลาสมิด pCABVP1 สําหรับการถายยีนโดยใช Agrobacterium tumefaciens 
 

พลาสมิด pCABVP1 ท่ีมีขนาด 10,767 คูเบส ไดจากการตัดยีน VP1 ที่อยูในพลาสมิด 
pDriveVP1 มาตอเขาพลาสมิด pBI121 และ pCAMBIA1300 ตามวิธีในขอ 3 พลาสมิด 
pCABVP1น้ีประกอบดวยสวนของ T-DNA ขนาด 4.5  กิโลเบสและมียีน VP1 ภายใตการควบคุม
ของโปรโมเตอร 35SCaMV และเทอรมิเนเตอร nos-T และยีนคัดเลือก hpt ภายใตการควบคุมของ
โปรโมเตอร 35SCaMV และเทอรมิเนเตอร poly A   

 
เมื่อนําพลาสมิด pCABVP1 ถายเขาไปใน A. tumefaciens สายพันธุ AGL-1 ตามวิธีการ

ในขอ 4 แลวแยกสกัดพลาสมิดออกมาจากเชื้อเพื่อตรวจสอบการมีอยูของพลาสมิด pCABVP1 
โดยเทคนิค PCR ผลที่ไดพบวาไดชิ้นดีเอ็นเอของยีน VP1 ขนาด 660 คูเบส เชนเดียวกับช้ินเร่ิมตน 
ในพลาสมิด pDriveVP1 แสดงวาในเชื้ออะโกรแบคทีเรียมที่ทดสอบนี้มีพลาสมิด pCABVP1 ที่มี
ยีน VP1 อยู (ภาพที่ 16) และสามารถใชเช้ืออะโกรแบคทีเรียมท่ีเตรียมไดน้ีในการถายยีนเขาสู 
ถั่วฮามาตาตอไปได  
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ภาพที่ 16  ตรวจสอบการมีอยูของยีน VP1 ในพลาสมิดท่ีแยกสกัดไดจาก 

 Agrobacterium tumefaciens สายพันธุ AGL-1 ภายหลังจากการถายยีน พลาสมิด  
pCABVP1เขาไป ตรวจสอบดวยเทคนิคพีซีอาร โดยใชไพรเมอรที่จําเพาะกับยีน VP1  
ชองที่ 1  100 bp DNA marker 
ชองที่ 2  negative control (นํ้ากล่ัน) 
ชองที่ 3  positive control ที่ใชพลาสมิด pDriveVP1 เปน template 
ชองที่ 4  PCR product ท่ีใชพลาสมิดท่ีแยกสกัดจาก A. tumefaciens เปน template 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

1      2     3     4

3,000 bp 
500 bp 660 bp
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6.  การถายยีน VP1 เขาสูแคลลัสถ่ัวฮามาตาโดยใชเชื้อ Agrobacterium  tumefaciens  
เปนพาหะ 
 
 จากการถายยีนเขาสูแคลลัสถ่ัวฮามาตาโดยใชอะโกรแบคทีเรียมเปนพาหะน้ีใชแคลลัส 
ถ่ัวฮามาตาจํานวน 2,200 ชิ้น ไดแคลลัสท่ีสามารถรอดชีวิตบนอาหารคัดเลือกท่ีมีสารปฏิชีวนะ 
ไฮโกรมัยซิน 50 มิลลิกรัมตอลิตร (ภาพที่ 17) จํานวน 131 ชิ้น ซ่ึงคิดเปน 5.95 เปอรเซ็นต ซึ่งผลที่
ไดใกลเคียงกับงานวิจัยของ Manners (1987) ท่ีไดทดลองถายยีนโดยใช A. tumefaciens เปน
พาหะเขาสูใบของถ่ัว Stylosanthes humilis โดยมียีน nptII เปนยีนคัดเลือกและพบวา 
ประสิทธิภาพของการคัดเลือก เมื่อใชพลาสมิด BIN6 คือ 4 เปอรเซ็นต และเมื่อใชพลาสมิด 
pGA472 คัดเลือกได 6 เปอรเซ็นต  
 

เม่ือนําแคลลัสถ่ัวฮามาตามาท่ีรอดชีวิตในอาหารคัดเลือกมาชักนําใหเกิดยอดบนอาหาร
สูตร MS ท่ีเติม BA 15 มิลลิกรัมพบวาในแคลลัสแตละช้ินสามารถเกิดยอดไดจํานวนมาก และยอด
ท่ีไดสามารถชักนําใหเกิดรากไดเม่ือเพาะเล้ียงบนอาหาร MS ท่ีเติม IBA 1 มิลลิกรัมตอลิตร  
จากน้ันนํายอดท่ีไดไปตรวจสอบการมีอยูและการแสดงออกของยีน VP1 และยีน hpt ตอไป 
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ภาพที่ 17  แคลลัสของถั่ว Stylosanthes hamata หลังจากถายยีน VP1ที่อยูบนพลาสมิด 

pCABVP1 และคัดเลือกบนอาหารสูตร MS ท่ีเติม 2,4-D 5 มิลลิกรัมตอลิตร  
สารปฏิชีวนะไฮโกรมัยซิน 50 มิลลิกรัมตอลิตร และสารปฏิชีวนะ cefotaxime 250 
มิลลิกรัมตอลิตร เพาะเลี้ยงในสภาพที่มีแสง 55 ไมโครโมลตอตารางเมตรตอวินาที 16 
ชั่วโมงตอวัน อุณหภูมิ 25+ 2 องศาเซลเซียส เปนเวลา 4 สัปดาห 

   ก  แคลลัสที่ไมไดถายยีนบนอาหารที่ไมมีสารปฏิชีวนะไฮโกรมัยซิน  
 (positive control)  

   ข  แคลลัสท่ีไมไดถายยีนบนอาหารคัดเลือกที่มีสารปฏิชีวนะไฮโกรมัยซิน  
 (negative control) 

                ค  แคลลสัท่ีไดรับถายยีนบนอาหารคัดเลือกท่ีมสีารปฏิชีวนะไฮโกรมัยซิน 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ก ข ค
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7. การตรวจสอบการถายยีนเขาสู Stylosanthes hamata  
 
 7.1  การตรวจสอบผลการถายยีน VP1 และ ยีน hpt โดยวิธีพีซีอาร  
 

 ทําการสกัดดีเอ็นเอจากใบถ่ัวฮามาตาท่ีสามารถเจริญเติบโตไดในอาหารคัดเลือก 
และตนถ่ัวฮามาตาปกติท่ีไมไดรับการถายยีน นําดีเอ็นเอท่ีสกัดไดมาตรวจสอบผลการถายยีน โดย
ใชไพรเมอรที่มีความจําเพาะตอยีน VP1 และยีน hpt และใชสวนผสมปฏิกิริยาตามรายละเอียดใน
ภาคผนวกที่ 10.1 และ 10.2 โดยใชอุณหภูมิของปฏิกิริยาดังในภาคผนวกท่ี 10.5  จากน้ันนํา PCR 
product ท่ีไดมาแยกขนาดดีเอ็นเอดวยวิธีอิเล็กโตรโฟริซีส ในเจลอะกาโรส 0.8 เปอรเซ็นต จากผล
การตรวจสอบพบแถบดีเอ็นเอของยีน VP1 ขนาด 660 คูเบส (ภาพที่ 18ก) และแถบดีเอ็นเอของยีน 
hpt ขนาด 800 คูเบส (ภาพที่ 18ข) จากการตรวจสอบตนท่ีสามารถเจริญเติบโตไดในอาหาร 
คัดเลือกท่ีเติมสารปฏิชีวนะไฮโกรมัยซิน จํานวนทั้งสิ้น 300 ตน พบตนที่มียีน VP1 จํานวน 93 ตน 
และตนท่ีมียีน hpt จํานวน 97 ตน โดยในจํานวนน้ีมี 75 ตนท่ีพบท้ังสองยีน (ตารางที่3) 

 
ตนถ่ัวฮามาตาท่ีสามารถเจริญเติบโตไดในอาหารคัดเลือกท่ีมีสารปฎิชีวนะไฮโกรมัยซินแต

ตรวจดวยวิธีพีซีอาร โดยใชไพรเมอรท่ีจําเพาะตอยีน hpt และยีน VP1 แลวไมพบยีน hpt และ 
ยีน VP1 มีจํานวน 182 ตนจากจํานวนตนท่ีนํามาตรวจสอบ 300 ตน คิดเปน 60 เปอรเซ็นต ซึ่งตน
ท่ีไดเหลาน้ีอาจมาจากแคลลัสท่ีอยูดานบนซ่ึงไมไดสัมผัสกับอาหารคัดเลือกโดยตรง ความเขมขน
ของสารปฏิชีวนะที่เคลื่อนยายเขาไปในเนื้อเยื่อเหลานี้อาจจะเจือจางลง ทําใหเซลลที่ไมไดรับ 
การถายยีนสามารถเจริญเติบโตและพัฒนาเปนยอดได (Catlin, 1990) เม่ือนําตนท่ีไดเหลาน้ีมา
ตรวจสอบจึงไมพบยีน hpt หรือยีน VP1  ซึ่ง Vasil (1985) กลาววาขอเสียเปรียบของการถายยีน
เขาสูเนื้อเยื่อพืชที่มีขนาดใหญเมื่อเทียบกับการถายเขาสูเซลลคือ จะมีบางเซลลของพืชที่ไมไดรับ
การถายยีนสามารถเจริญข้ึนมาได สําหรับแนวทางในการแกปญหาน้ัน Sanchayita et al. (1996) 
ไดใชวิธีการคัดเลือกตนท่ีเกิดข้ึนซํ้าบนอาหารคัดเลือกอีกคร้ังเพ่ือกําจัดตนท่ีไมไดรับการถายยีนท่ี
เจริญปะปนมา  
 
 สําหรับตนท่ีตรวจสอบดวยวิธีพีซีอารแลวไมพบยีน hpt แตตรวจพบยีน VP1 ซึ่งมีจํานวน 
16 ตนจากตนท่ีนํามาตรวจสอบ 300 ตน (ตารางท่ี 3) คิดเปน 5.3 เปอรเซ็นตน้ัน อาจอธิบายไดวา
การถายยีนโดยใชเช้ืออะโกรแบคทีเรียมเปนพาหะน้ัน ในข้ันตอนการนําช้ินสวนของ T-DNA เขาสู
เซลลพืชมักจะนําสวนของ right border ของ T-DNA เขาสูเซลลพืชกอน (Sheng and Citovsky, 
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1996)  ซึ่งในพลาสมิด pCABVP1 ท่ีใชในการทดลองน้ียีน VP1 เปนยีนท่ีอยูบริเวณ right border 
ของ T-DNA ซึ่งเปนดานที่จะเขาไปเชื่อมกับโครโมโซมของเซลลพืชกอน ดังนั้นจึงเปนไปไดวา สวน
ของยีน hpt ท่ีอยูบริเวณดาน left border อาจเกิดการขาดหายไปบางสวน จึงทําใหไมสามารถ
ตรวจพบได แตท่ีแคลลัสสามารถเจริญเติบโตไดในอาหารคัดเลือกน้ันอาจเน่ืองมาจากแคลลัสท่ีมี
ขนาดใหญ เซลลืบางเซลลไมไดสัมผัสกับอาหารคัดเลือกโดยตรง จึงทําใหเจริญเติบโตขึ้นมาได 
(Catlin, 1990) 

 
 นอกจากนี้ยังพบตนที่ตรวจดวยวิธีพีซีอารแลวพบยีน hpt แตไมพบยีน VP1 จํานวน 19 ตน
จากจํานวนตนท่ีนํามาตรวจสอบท้ังหมด 300 ตน (ตารางท่ี 3) คิดเปน 6.3 เปอรเซ็นตน้ันอาจ 
เนื่องจากเหตุผลหลายประการซึ่ง Durand-Tardif et al. (1985) อธิบายวาการท่ีถายยีนเขาไปใน
ชวงแรกอาจจะมีทั้งสองยีนอยูในเซลลเดียวกัน แตเม่ือเพาะเล้ียงพืชตอไปเปนเวลานาน และพืชม ี
การแบงเซลลไดเซลลใหม ทําใหมีโอกาสท่ียีนท่ีถายเขาไปบางสวนขาดจะหายไปในระหวางน้ัน 
สังเกตไดจากการกลับมาตรวจสอบตนท่ีเคยตรวจพบยีน เมื่อขยายพันธุเพิ่มมากขึ้นมีบางตนที่ได
ไมมียีนอยูหรือตรวจพบเพียงยีนเดียว นอกจากน้ีอาจเกิดจากการเปล่ียนแปลงลําดับเบสบางสวน
ของยีนท่ีอยูบน T-DNA โดยกลไกของแบคทีเรียในขณะที่สงถายชิ้น T-DNA หรือเมื่อแทรกเขาไป
ในโครโมโซมของเซลลพืชทําใหไมสามารถตรวจพบไดโดยวิธีพีซีอาร  
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ภาพที่ 18  การตรวจสอบการมีอยูของยีน VP1 และ ยีน hpt ในถ่ัวฮามาตาท่ีไดรับ 

 การถายยีนโดยใชเช้ือ Agrobacterium tumefaciens สายพันธุ AGL-1 เปนพาหะ  
 ดวยเทคนิคพีซีอาร โดยยีน VP1 ไดแถบดีเอ็นเอขนาด 660 คูเบส (ก) และยีน hpt  
 ได แถบดีเอ็นเอขนาด 800 คูเบส (ข)  
 M = 100 bp ladder marker 
 P  = positive control (ดีเอ็นเอท่ีสกัดไดจากพลาสมดิ pCABVP1) 
 N = negative control (ดีเอ็นเอท่ีสกัดไดจากตนถ่ัวท่ีไมไดรับการถายยีน) 
 C = negative control (นํ้ากล่ัน) 
 59  72  73  74  75  76  77  78  79 = ดีเอ็นเอจากตนถ่ัวฮามาตาท่ีคาดวาไดรับการ    
 ถายยีน  

 
 
 
 

M     P    N   C   59   72   73   74   75   76  77   78   79

660 bp 

800 bp 

ก

ข
M     P    N    C   59   72   73   74   75   76   77  78  79



 71

7.2  การตรวจสอบผลการถายยีน VP1 โดยวิธี dot blot hybridization 
 

 การตรวจสอบการมีอยูของยีน VP1 โดยเลือกสกัดจีโนมิคดีเอ็นเอจากตนพืชท่ีคาดวา
ไดรับการถายยีน ท่ีผานการตรวจสอบดวยเทคนิคพีซีอารใหผลเปนบวกท้ัง 2 ยีน จากน้ันนํา 
ดีเอ็นเอท่ีไดมาตรวจสอบดวยวิธี dot blot hybridization โดยการหยดดีเอ็นเอลงบนแผนไนลอน 
เมมเบรน และไฮบริไดซดวยดีเอ็นเอตรวจสอบของยีน VP1 ท่ีติดฉลากดวยสารไรรังสี digoxigenin 
(DIG) แลวนําไปตรวจสอบผลโดยนําเมมเบรนไปทาบกับแผนฟลม X-ray ซ่ึงหากมีการเขาคูกัน
ระหวางดีเอ็นเอตรวจสอบกับดีเอ็นเอท่ีสกัดไดจะปรากฏจุดสัญญาณสีดําบนแผนฟลม  
การตรวจสอบน้ีใชดีเอ็นเอจากตนพืชท่ีไมไดรับการถายยีนเปน negative control และดีเอ็นเอท่ีได
จากการทําพีซีอารของยีน VP1 เปน positive control พบวาทุกตนท่ีตรวจสอบดวยเทคนิคพีซีอาร
ใหผลบวก เม่ือนํามาตรวจสอบดวยเทคนิค dot blot hybridization ใหผลบวกเชนเดียวกันทุกตน  
(ภาพที่ 19 และตารางท่ี 3) แตอยางไรก็ตามจุดที่ปรากฏมีความเขมแตกตางกันทั้งนี้นาจะ 
เน่ืองมาจากความสะอาดของดีเอ็นเอท่ีสกัดไดในแตละคร้ังท่ีแตกตางกัน ทําใหมีผลตอการวัด
ความเขมขนของดีเอ็นเอท่ีไดทําใหไดคาสูงกวาความเปนจริง เม่ือนํามาใชในปริมาณท่ีเทา ๆ กันจึง
มีปริมาณดีเอ็นเอไมเทากันเปนผลใหไดจุดสัญญาณที่มีความเขมตางกัน 

 
จากการนําตนท่ีตรวจพบเฉพาะยีน hpt จํานวน 7 ตนมาตรวจสอบการมีอยูของยีน 

VP1 โดยวิธีการ dot blot hybridization นั้นมีตนที่ตรวจไมพบยีน VP1 จํานวน 4 ตน ตรวจพบยีน 
VP1 จํานวน 3 ตน ซึ่งตนที่ตรวจพบยีน VP1 น้ีอาจอธิบายไดวาเกิดจากการเปล่ียนแปลงของยีน 
VP1 ท่ีอยูบน T-DNA โดยกลไกของแบคทีเรียในขณะท่ีสงถายช้ิน T-DNA หรือเม่ือแทรกเขาไปใน
โครโมโซมของเซลลพืช หรือกลไกภายในพืชเองที่ยังไมทราบแนชัด ซึ่งเมื่อเกิดการเปลี่ยนแปลง
ลําดับเบสของยีนข้ึน ทําใหไมสามารถตรวจพบไดโดยวิธีพีซีอารซึ่งใชไพรเมอรชวงสั้น ๆ  
(Durand-Tafdif et al., 1985) แตเม่ือนํามาตรวจสอบโดยวิธี dot blot hybridization น้ันดีเอ็นเอ
ตรวจสอบท่ีนํามาใชในการตรวจสอบยีน VP1 ไดมาจาก PCR product ของยีน VP1 ทั้งยีนจึง
สามารถตรวจพบยีน VP1 ที่อาจมีลําดับเบสท่ีเปลี่ยนไปบางสวนได 
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ภาพที่ 19  การตรวจสอบการคงอยูของยีน VP1 ในตนถ่ัว Stylosanthes hamata ท่ีคาดวาไดรับ

การถายยีนดวยเช้ือ Agrobacterium tumefaciens สายพันธุ AGL-1 ที่มีพลาสมิด 
pCABVP1 โดยเทคนิค dot blot hybridization ท่ีตรวจสอบดวยดีเอ็นเอตรวจสอบของ
ยีน VP1 
 A1 = positive control (ดีเอ็นเอท่ีสกัดไดจากพลาสมดิ pCABVP1) 
 A3 = negative control (ดีเอ็นเอท่ีสกัดไดจากตนถ่ัวท่ีไมไดรับการถายยีน) 

      A7-H7 = ดีเอ็นเอท่ีสกัดไดจากตนท่ีคาดวาไดรับการถายยีน 
 
 
 
 
 
 

     1      2       3      4        5      6       7
A 
B 
C 
D 
E 
F 
G 
H 

 - 



 73

 7.3  การตรวจสอบผลการถายยีน VP1 โดยวิธี Southern blot hybridization 
 

 การตรวจสอบการเขารวมตัวของยีน VP1 กับจีโนมของถ่ัวฮามาตา โดยเลือกทดสอบ
กับตนถ่ัวฮามาตาท่ีคาดวาไดรับการถายยีน ซ่ึงตรวจสอบดวยวิธี PCR ใหผลบวกจํานวน 6 ตน 
และนํามาตรวจสอบดวยวิธี Southern blot hybridization เพ่ือยืนยันวามียีน VP1 เขาไปรวมตัว
กับจีโนมของถ่ัวฮามาตาโดยใชดีเอ็นเอจากตนพืชท่ีไมไดรับการถายยีนเปน negative control และ 
ดีเอ็นเอท่ีไดจากการทํา PCR ของยีน VP1 ที่ใชพลาสมิด pCABVP1 เปน template เปน positive 
control  โดยนําจีโนมิคดีเอ็นเอท่ีแยกสกัดไดจากตนถ่ัวมาตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ BamHI 
จากน้ันนํามาแยกขนาดดวยเทคนิคอิเล็กโตรโฟรีซีสบนเจลอะกาโรส 0.8% แลวยายดีเอ็นเอจาก
เจลลงบนแผนไนลอนเมมเบรน และไฮบริไดซดวยดีเอ็นเอตัวตรวจสอบของยีน VP1 ท่ีติดฉลาก
ดวย 
สารไรรังสี DIG แลวนําไปตรวจสอบผลโดยนําเมมเบรนไปทาบกับแผนฟลม X-ray ซ่ึงหากมี 
การเขาคูกันระหวางดีเอ็นเอตรวจสอบกับดีเอ็นเอท่ีสกัดไดจะใหผลเปนแถบสัญญาณสีดําบน
แผนฟลม ซึ่งผลของการทํา Southern blot hybridization น้ันสามารถใชบอกจํานวนซํ้าของ T-
DNA ท่ีเขาไปแทรกตัวอยูในจโีนมของพืชท่ีไดรับการถายยีนไดดวย (Eady et al., 2000; 
Kushikawa  
et al., 2001) จากการทดลองน้ีพบวา ตนท่ีนํามาตรวจสอบไดจํานวนแถบสี 1 แถบจํานวน 4 ตน 
และ 2 แถบจํานวน 2 ตน (ภาพที่ 20) ดังนั้นจํานวนซ้ํา (copy) ของ T-DNA ที่ถูกถายเขาสูเซลลมี
ทั้งที่เปน 1 และ 2 ชุด อยางไรก็ตามแถบช้ินดีเอ็นเอท่ีไดในแตละตนมีขนาดแตกตางกัน เนื่องจาก 
ดีเอ็นเอท่ีเขาไปรวมกับจีโนมเปนการรวมกันแบบสุมและแทรกอยูในตําแหนงของดีเอ็นเอพืชใน
ตําแหนงท่ีแตกตางกัน ทําใหเม่ือตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะแลวไดช้ินดีเอ็นเอท่ีมีขนาดตางกัน ซึ่ง
จากรายงานของ Kumpatla et al. (1997) กลาววาการถายยีนเขาสูพืชน้ันจํานวนชุดของยีนท่ีเขา
ไปแทรกอยูในจีโนมพืชนั้นหากมีเพียงชุดเดียว (single copy) จะดีที่สุดเพราะการที่มียีนเขาไป
แทรกอยูในจีโนมพืชหลายชุด (multiple copy)น้ัน จะทําใหเกิดยีน silencing ได  
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ภาพที่ 20  การตรวจสอบการเขารวมตัวของยีน VP1 กับจโีนมของถ่ัวฮามาตา  

(Stylosanthes hamata) ที่ไดรับการถายยีนท่ีมีพลาสมิด pCABVP1 โดยเทคนิค 
Southern blot hybridization ท่ีตรวจสอบดวยดีเอ็นเอตรวจสอบของยีน VP1 

   P = positive control ( PCR product ของยีน VP1 ที่ใชพลาสมิด pCABVP1 เปน
template) 
N = negative control (ดีเอ็นเอจากตนถ่ัวฮามาตาท่ีไมไดรับการถายยีน) 

   74  75  95  103  244  และ 245 = ดีเอ็นเอจากตนถ่ัวฮามาตาท่ีคาดวาไดรับ 
การถายยีน VP1  

 

 

 

   P    N   74    75   95   103

660 bp 

~10 kb 

    P      N      244    245 
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ตารางท่ี 3  ผลการตรวจสอบการมีอยูของยีน VP1 และยีน hpt ในโครโมโซมของถั่วฮามาตา 
(Stylosanthes hamata) จํานวน 300 ตน ดวยเทคนิคพีซีอาร และ dot blot 
hybridization ดวยไพรเมอร และดีเอ็นเอตรวจสอบท่ีจําเพาะกับยีน VP1 และยีน hpt 

ตน วิธีการ 
1   2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 

PCR: ยีน VP1 - + + + + - + + + - + + + - - - - + + - 

PCR: ยีน hpt - - - + + - + - - - - - + - - - - + + - 

dot blot hybridization: 
ยีน VP1 

0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

0 = ไมไดทดสอบ 
 
 
 

ตน วิธีการ 
21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40 

PCR: ยีน VP1 - - - - - - - - - - - - - - - - - + - - 

PCR: ยีน hpt - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 

dot blot 
hybridization: 
ยีน VP1 

0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

0 = ไมไดทดสอบ 
 
 
 

ตน วิธีการ 
41 42 43 44 45 46 47 48 49 50 51 52 53 54 55 56 57 58 59 60 

PCR: ยีน VP1 - - - - - - - - - - - - - - - - - + + - 

PCR: ยีน hpt + + + + - - + - + - + - - + - + - + + - 

dot blot 
hybridization: 
ยีน VP1 

0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

0 = ไมไดทดสอบ 
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ตารางท่ี 3 (ตอ)  
 

ตน วิธีการ 
61 62 63 64 65 66 67 68 69 70 71 72 73 74 75 76 77 78 79 80 

PCR: ยีน VP1 + + - + + - - + + + + + + + + + + + + + 

PCR: ยีน hpt + + - + + - - + + + + + + + + + + + + + 

dot blot 
hybridization: 
ยีน VP1 

0 0 0 0 0 0 0 0 0 + + 0 + 0 0 0 + 0 0 + 

0 = ไมไดทดสอบ 
 
 
 

ตน วิธีการ 
81 82 83 84 85 86 87 88 89 90 91 92 93 94 95 96 97 98 99 100 

PCR: ยีน VP1 + + + - - + - + - - - + - - + + - - + - 

PCR: ยีน hpt + + - - + + - + - - - + - - + + - - + - 

dot blot 
hybridization: 
ยีน VP1 

+ + - 0 0 - 0 + 0 0 0 + 0 0 + + 0 0 + 0 

0 = ไมไดทดสอบ 
 
 
 

ตน วิธีการ 
101 102 103 104 105 106 107 108 109 110 111 112 113 114 115 116 117 

PCR: ยีน VP1 - + + - + - + + + - + - + + - + - 

PCR: ยีน hpt - + + - + - + + + - + - - - + + + 

dot blot 
hybridization: 
ยีน VP1 

0 + + 0 + 0 + - + 0 + 0 + + - + - 

0 = ไมไดทดสอบ 
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ตารางท่ี 3 (ตอ)  
 

ตน วิธีการ 
118 119 120 121 122 123 124 125 126 127 128 129 130 131 132 133 134 

PCR: ยีน VP1 - + + - - + - + - - - - + - - - - 

PCR: ยีน hpt - - + - - + - + - - + + + - - - - 

dot blot 
hybridization: 
ยีน VP1 

0 - + 0 0 + 0 + 0 0 - + + 0 0 0 0 

0 = ไมไดทดสอบ 
 
 
 

ตน วิธีการ 
135 136 137 138 139 140 141 142 143 144 145 146 147 148 149 150 151 

PCR: ยีน VP1 - - + - + + - - - - - - - + - + - 

PCR: ยีน hpt - - + - + + - - - - - - - + - + - 

dot blot 
hybridization: 
ยีน VP1 

0 0 + 0 + + 0 0 0 0 0 0 0 + 0 + 0 

0 = ไมไดทดสอบ 
 
 
 

ตน วิธีการ 
152 153 154 155 156 157 158 159 160 161 162 163 164 165 166 167 168 

PCR: ยีน VP1 - + + - - - - - - + - - - - - - - 

PCR: ยีน hpt - + + - - - - - - + - - + - + - - 

dot blot 
hybridization: 
ยีน VP1 

0 + + 0 0 0 0 0 0 + 0 0 + 0 - 0 0 

0 = ไมไดทดสอบ 
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ตารางท่ี 3 (ตอ)  
 

ตน วิธีการ 
169 170 171 172 173 174 175 176 177 178 179 180 181 182 183 184 185 

PCR: ยีน VP1 - - - - - - - - - - - - - - - - - 

PCR: ยีน hpt - - - - + + - - + - - - - - - - - 

dot blot 
hybridization: 
ยีน VP1 

0 0 0 0 - - 0 0 - 0 0 0 0 0 0 0 0 

0 = ไมไดทดสอบ 
 
 
 

ตน วิธีการ 
186 187 188 189 190 191 192 193 194 195 196 197 198 199 200 201 202 

PCR: ยีน VP1 - - - - - - - - - - - - - - - - - 

PCR: ยีน hpt - - - - + - + - - - - - - - + - - 

dot blot 
hybridization: 
ยีน VP1 

0 0 0 0 + 0 - 0 0 0 0 0 0 0 + 0 0 

0 = ไมไดทดสอบ 
 
 
 

ตน วิธีการ 
203 204 205 206 207 208 209 210 211 212 213 214 215 216 217 218 219 

PCR: ยีน VP1 - - - - - - + + + + - + + - - + - 

PCR: ยีน hpt - - - - - - + + + + - + + - - + - 

dot blot 
hybridization: 
ยีน VP1 

0 0 0 0 0 0 + 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

0 = ไมไดทดสอบ 
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ตารางท่ี 3 (ตอ)  
 

ตน วิธีการ 
220 221 222 223 224 225 226 227 228 229 230 231 232 233 234 235 236 

PCR: ยีน VP1 - - - - + - + - - - - - + + + + + 

PCR: ยีน hpt - - - - + - + - - - - - - - + - + 

dot blot 
hybridization: 
ยีน VP1 

0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

0 = ไมไดทดสอบ 
 
 
 

ตน วิธีการ 
237 238 239 240 241 242 243 244 245 246 247 248 249 250 251 252 253 

PCR: ยีน VP1 + - + + - - + + + + + - - + + + + 

PCR: ยีน hpt + - - + - - + + + + - - - + - + + 

dot blot 
hybridization: 
ยีน VP1 

0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

0 = ไมไดทดสอบ 
 
 
 

ตน วิธีการ 
254 255 256 257 258 259 260 261 262 263 264 265 266 267 268 269 270 

PCR: ยีน VP1 + - + + - - - - - - - - - - - - - 

PCR: ยีน hpt - - + + - - - - - - - - - - - - - 

dot blot 
hybridization: 
ยีน VP1 

0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

0 = ไมไดทดสอบ 
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ตารางท่ี 3 (ตอ)  

ตน วิธีการ 
271 272 273 274 275 276 277 278 279 280 281 282 283 284 285 286 287 

PCR: ยีน VP1 - - - - - - - - - - - - - - - - - 

PCR: ยีน hpt - - - - - - - - - - - - - - - - - 

dot blot 
hybridization: 
ยีน VP1 

0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

0 = ไมไดทดสอบ 
 
 
 

ตน วิธีการ 
288 289 290 291 292 293 294 295 296 297 298 299 300     

PCR: ยีน VP1 - - - - - - - - - - - - -     

PCR: ยีน hpt - - - - - - - - - - - - -     

dot blot 
hybridization: 
ยีน VP1 

0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0     

0 = ไมไดทดสอบ 
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7.4  การตรวจสอบการแสดงออกของยีน VP1 โดยวิธ ีreverse transcriptase 
polymerase chain reaction (RT- PCR) 

  สกัดอารเอ็นเอจากตนถ่ัวฮามาตาท่ีไมไดรับการถายยีน และตนท่ีไดรับการถายยีนตน
ท่ี 244 และ 245 โดยใช Rneasy Mini kit (Qiagen) จากน้ันนํามาตรวจสอบการสราง mRNA ของ
ยีน VP1 โดยใช Qiagen one step RT-PCR kit (Qiagen) จากการตรวจสอบพบแถบดีเอ็นเอท่ีถูก
เพิ่มปริมาณจาก mRNA template ของยีน VP1 ขนาด 660 คูเบส (ภาพที่ 21) จากท้ังสองตนที่
ตรวจสอบขนาดของดีเอ็นเอท่ีไดดังกลาวสอดคลองกับขนาดของยีน VP1 ท่ีใชในการทดลองน้ี  

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที่ 21  การตรวจสอบการแสดงออกของยีน VP1 ในตนถ่ัว Stylosanthes hamata จาก total  
RNA โดยเทคนิค reverse transcriptase polymerase chain reaction (RT-PCR) ซึ่ง
ไดแถบดีเอ็นเอขนาด 660 คูเบสจากตนท่ีไดรับการถายยีน  
 M = 100 bp ladder marker  
 P  = positive control (ดีเอ็นเอที่ไดจากพลาสมิด pCABVP1) 
 N = negative control (อารเอ็นเอท่ีไดจากตนถ่ัวฮามาตาท่ีไมไดรับการถายยีน) 
244 245 = อารเอ็นเอจากตนถ่ัวฮามาตา 244 และ 245 ท่ีไดรับการถายยีน 

 

 

    M       P      N     244     245 

660 bp
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7.5  ตรวจสอบการแสดงออกของยีน VP1 โดย protein dot blot  
 

 สกัดโปรตีนจากตนถ่ัวฮามาตาท่ีไมไดถายยีน และตนท่ีไดรับถายยีน ตนท่ี 240  243  
244 และ 245 ซ่ึงตนเหลาน้ีไดรับการยืนยันการคงอยูของยีน VP1 และยีน hpt โดยวิธีพซีีอาร  
นําโปรตีนท่ีไดมาตรวจสอบโปรตีน VP1 โดยใชเทคนิค dot immunoblotting โดยการหยดโปรตีนท่ี
ไดลงบนแผนไนโตรเซลลูโลสเมมเบรน และตรวจสอบดวยแอนติบอดีท่ีไดจากซีร่ัมของหมูท่ีแสดง
อาการของโรคปากและเทาเปอยจากเช้ือไวรัส FMD โดยใชซีร่ัมท่ีเจือจางอัตราสวน 1:1,000 พบวา
แอนติบอดีสามารถจับกับโปรตีนของถ่ัวฮามาตาตนท่ีไดรับการถายยีน แตไมสามารถจับกับโปรตีน
จากถั่วฮามาตาท่ีไมไดถายยีน (ภาพที่ 22) อยางไรก็ตามแมวาการตรวจสอบการแสดงออกของ
โปรตีนโดยวิธี protein dot blot น้ีจะมีขอดีคือ สามารถตรวจสอบการแสดงออกของโปรตีนไดงาย 
และประหยัดสารเคมีท่ีใชตรวจสอบ แตก็มีขอเสียคือ โปรตีนท่ีตรวจสอบไดอาจเปนโปรตีนชนิดอ่ืน
ท่ีไมใชโปรตีน VP1 แตมีบางสวนท่ีสามารถจับไดกับแอนติบอดีท่ีเปน polyclonal antibody ดังน้ัน
จึงควรมีการตรวจสอบโดยวิธ ีwestern blot อีกคร้ังเพ่ือใหทราบวาโปรตีนท่ีไดเปนโปรตีน VP1 
หรือไมโดยดูจากขนาดของโปรตีนน้ัน 

 
7.6  ตรวจสอบการแสดงออกของยีน VP1 โดย western blot analysis 

  
 สกัดโปรตีนจากตนถ่ัวฮามาตาท่ีไมไดถายยีน และตนท่ี 244 และ 245 ท่ีไดรับถายยีน

ท่ีมีการยืนยันผลโดยวิธี protein dot blot วามีโปรตีน VP1 อยู นํามาแยกโปรตีนดวยเทคนิค SDS 
PAGE จากนั้นยายโปรตีนจากเจลลงบนแผนไนโตรเซลลูโลสเมมเบรนและตรวจสอบการจับกัน
ของโปรตีนท่ีไดกับแอนติบอดีซ่ึงใชซีร่ัมของหมูท่ีแสดงอาการของโรคปากและเทาเปอยท่ีเกิดจาก
เชื้อไวรัส FMD ท่ีเจือจางในอัตราสวน 1:1,000 ผลปรากฏวาตนท่ี 245 ไมพบโปรตีน VP1 ซึ่ง
เปนไปไดวาการท่ีผลจาก protein dot blot ของตน 245 ท่ีใหผลบวกอาจจะเปนโปรตีนชนิดอ่ืนท่ี
สามารถจับกับซีร่ัมน้ีไดจึงแสดงผลบวกแตเม่ือทําการตรวจสอบโดย western blot ไมไดขนาดของ
โปรตีนตามที่ควรจะเปน สวนในตนท่ี 244 สามารถตรวจพบแถบโปรตีนขนาด 30 kDa ของโปรตีน 
VP1 ที่มีความจําเพาะตอซีรั่มที่ใช แสดงวายีน VP1 ท่ีถายเขาไปในถ่ัวฮามาตาในการทดลองน้ี เขา
ไปรวมกับจีโนมของถั่วฮามาตาไดอยางสมบูรณ และมีการแสดงออกของโปรตีนอยางถูกตอง 
(ภาพที่ 23) 
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 Carrillo (1998) ท่ีถายยีน VP1 เขาสู Arabidopsis thaliana และเมื่อตรวจสอบ 

การแสดงออกของยีนโดยตรวจสอบการกระตุนภูมิคุมกันในหนูน้ัน พบวาสามารถกระตุนภูมิคุมกัน
ในหนูได และงานของ Santos et al., (2002) ทําการถายยีนเขาสูอัลฟลฟา โดยใชสวน amino 
acid ท่ี 135-160 ของยีน VP1 ซ่ึงเปนบริเวณ epitope ของยีน VP1 ท่ีมีความสําคัญตอการจดจํา
ของแอนติบอดี โดยนําไปเชื่อมตออยูกับยีน gus ซ่ึงเม่ือตรวจสอบการแสดงออกของยีนในตนถ่ัว 
อัลฟลฟาท่ีไดรับการถายยีนดวยวิธี western blot ตรวจพบโปรตีน VP-GUS ขนาด 69 kDa และ
โปรตีนท่ีสามารถกระตุนภิมูคุมกันในหนูไดเชนกัน จากงานวิจัยท่ีกลาวมาจะเห็นวามีความสําเร็จ
ในการถายยีนเพ่ือสรางโปรตีน VP1 ท่ีกระตุนภูมิคุมกันสําหรับปองกันโรคปากและเทาเปอยในพืช
หลายชนิด และมีการทดสอบวาสามารถกระตุมภูมิคุมกันตอโรคนี้ในหนูได อยางไรก็ตามงานวิจัย
น้ีนับวาเปนงานแรกในประเทสไทยท่ีประสบความสําเร็จในการถายยีน VP1 เขาสูถ่ัวฮามาตา ซึ่ง
เปนพืชอาหารสัตวเขตรอน และถ่ัวฮามาตาท่ีไดรับการถายยีนน้ีมีการแสดงออกของยีน VP1 ได
อยางสมบูรณ งานในข้ันตอนตอไปคือ การทดสอบการใชถ่ัวฮามาตาท่ีไดรับการถายยีนน้ีใน 
การกระตุนภูมิคุมกันในสัตวตอไป 
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ภาพที่ 22  การตรวจสอบการแสดงออกของยีน VP1 ในตนถ่ัว Stylosanthes hamata ท่ี ี ไดรับ 

 การถายยีน โดยเทคนิค  dot immunoblotting   และตรวจสอบดวยแอนติบอดีท่ีไดจาก  
ซีร่ัมของหมูท่ีแสดงอาการของโรคปากและเทาเปอยท่ีเกิดจากเช้ือไวรัส FMD 
 N = negative control (โปรตีนท่ีสกัดไดจากตนถ่ัวฮามาตาท่ีไมไดรับการถายยีน) 
 120  240  243  244  245  = โปรตีนจากตนถ่ัวฮามาตาท่ีไดรับการถายยีน  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

N 

240 

244 

120

243

245
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ภาพที่ 23    ผลการตรวจสอบการแสดงออกของยีน VP1 ในตนถ่ัว Stylosanthes hamata  
ท่ีไดรับการถายยีน โดยเทคนิค western blot hybridization 
M = protein marker 

      N = negative control (โปรตีนท่ีสกัดไดจากตนถ่ัวฮามาตาท่ีไมไดรับถายยีน) 
       244  245 = โปรตีนจากถ่ัวฮามาตาตน 244 และ 245 ท่ีไดรับการถายยีน 
 

 
 
 
 
 

 
 
 

244     245       N      M  

30 kDa   33 kDa  
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สรุป 

 
การถายยีน VP1 เขาสูแคลลัสของถั่ว Stylosanthes hamata โดยใช Agrobacterium 

tumefaciens สายพันธุ AGL-1 เปนพาหะ ซึ่งมียีน hpt เปนยีนคัดเลือก แคลลัสสามารถรอดชีวิต
บนอาหารคัดเลือกสูตร MS ท่ีเติม 2,4-D 5 มิลลิกรัมตอลิตร และเติมสารปฏิชีวนะไฮโกรมัยซิน 50 
มิลลิกรัมตอลิตรจํานวน 131 ช้ินจากแคลลัสจํานวน 2,200 ชิ้น จากนั้นเมื่อชักนําใหแคลลัสพัฒนา
เปนตนแลว นําตนท่ีไดมาตรวจสอบท้ังหมด 300 ตน พบวาเม่ือตรวจดวยเทคนิคพีซีอาร พบตนท่ีมี
ยีน VP1 เพียงยีนเดียวจํานวน 93 ตน ตนที่มีเพียงยีน hpt เพียงยีนเดียวจํานวน 97 ตน และมีตนที่
พบทั้งสองยีนจํานวน 75 ตน จากนั้นเลือกเฉพาะตนที่มีท้ังยีน VP1 และ hpt จํานวน 50 ตน  
มายืนยันผลโดยวิธ ีdot blot hybridization ดวยดีเอ็นเอตรวจสอบสําหรับยีน VP1 พบวาท้ัง 50 
ตน น้ันพบวามียีน VP1 อยู และเม่ือคัดเลือกตนท่ีมียีน VP1 น้ีจํานวน 6 ตน มายืนยันการมีอยูของ
ยีน VP1 ดวยวิธ ีSouthern blot analysis พบวาท้ัง 6 ตนมยีีน VP1 อยูจริงโดยพบวามจํีานวนชุด
ของยีนท่ีเขารวมตัวกับจีโนมถ่ัวฮามาตาจํานวน 1- 2 ชุด และมีตําแหนงท่ีสอดแทรกในจีโนมท่ี 
แตกตางกัน โดยแสดงผลจากขนาดของแถบดีเอ็นเอท่ีไดมีขนาดแตกตางกัน และเมื่อนําบางตนที่
ใหผลบวกเอตรวจสอบดวยวิธ ีSouthern blot มาตรวจสอบการแสดงออกของยีน VP1 ในระดับ 
mRNA โดยวิธี RT-PCR และการแสดงออกระดับโปรตีนโดยวิธี dot immunoblot และ western 
blot โดยใชแอนติบอดีท่ีไดจากซีร่ัมของหมูท่ีแสดงอาการของโรคปากและเทาเปอยเน่ืองจากเช้ือ 
ไวรัส FMD พบวา 1 ใน 2 ตนท่ีนํามาทดสอบมีการแสดงออกในระดับ mRNA และระดับโปรตีน
อยางสมบูรณ โดยยืนยันจากการไดแถบดีเอ็นเอขนาด 660 คูเบส จากการทํา RT-PCR และได
โปรตีนขนาด 30 kDa ในขณะท่ีอีกตนหน่ึงพบเพียงแถบดีเอ็นเอขนาด 660 คูเบสจากการทํา  
RT-PCR แตไมพบการแสดงออกของโปรตีนขนาด 30 kDa 
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