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ผลและวิจารณ 
 
1.  การชักนาํใหเกิดแคลลัส 
 

จากการนาํสวน hypocotyl ของตนกลาถั่วฮามาตาอาย ุ10 วันหลังงอกในสภาพปลอดเชื้อ 

ที่ตัดใหมีขนาดยาวประมาณ 1 เซนติเมตรมาเพาะเลีย้งบนอาหารแข็งสูตร MS ที่เตมิ 2,4-D 5 

มิลลิกรัมตอลิตร น้ําตาล 30 กรัมตอลิตร pH 7.5 เลี้ยงในที่มีความเขมแสง 55 ไมโครโมลตอตาราง

เมตรตอวินาท ีเปนเวลา 16 ชั่วโมงตอวัน อุณหภูมิ 25+2 องศาเซลเซยีส พบวาเนื้อเยื่อเร่ิมสรางแค

ลลัสบริเวณบาดแผล โดยในชวง 2 สัปดาหแรกแคลลัสที่เกิดขึ้นมีลักษณะเกาะตัวกันอยางหลวม ๆ 

(friable callus) สีเขียวออน และเมื่อยายแคลลัสไปเลี้ยงบนอาหารใหมทุก ๆ 1 เดือน เปนเวลา 3- 

4 เดือน แคลลสัเปลี่ยนเปนสเีขียวเขมมีลักษณะเปนกลุมกอนเกาะกันคอนขางแนน (compact 

callus) ดังภาพที ่13 ซึ่งเซลลที่ประกอบกนัเปน compact callus ลักษณะนี้มกัเปนเซลลที่มีไซโตพ

ลาสซึมเขมขน และมีออรแกเนลหนาแนน และแคลลัสชนดินี้มักจะสามารถพัฒนาเปนตนใหมได

งาย (สุพรรณ,ี 2532) ซึ่งรายงานของ Week et al. (2000) ก็พบเชนกนัวาแคลลัสของขาวสาลทีี่มี

ลักษณะเปน compact callus สามารถพฒันาเปนตนไดดีกวา friable callus  

 

สําหรับการเลอืกใช hypocotyl เปนเนื้อเยือ่เร่ิมตนในการชักนําใหเกิดแคลลัสนี้ แมวา 

กิริยา (2547) จะไดทดสอบเนื้อเยื่อเร่ิมตนของการชักนําใหเกิดแคลลัสของถั่วฮามาตาจากเนื้อเยื่อ

สวนใบ ใบเล้ียงและ hypocotyl และพบวาเนื้อเยื่อทั้ง 3 ชนิดสามารถชกันําใหเกิด compact 

callus ไดบนอาหารสูตร MS ทีเ่ติม 2,4-D 5 มิลลิกรัมตอลิตร โดยเนือ้เยื่อสวนใบสามารถเกิดเปน 

แคลลัสไดมากกวาใบเลี้ยง และ hypocotyl ก็ตามแตในงานวิจยันี้เลือกใชสวนของ hypocotyl 

เนื่องจากเนื้อเยื่อสวน hypocotyl เปนเนื้อเยื่อทีท่ํางานไดสะดวกที่สุด เนื่องจากเปนเนื้อเยื่อที่ไม

บอบบางเมื่อเทียบกับใบและใบเลี้ยง และในตนออนหนึง่ตนสามารถตดัชิ้นสวนไดหลายชิน้  

เนื่องจากการเพาะเมล็ดในสภาพมืดในชวงแรกจะทาํใหไดสวนของ hypocotyl ที่ยืดยาวทําใหม ี

ชิ้นสวนสําหรบัทดลองไดมากขึ้น ดังนั้นจงึเลือกใชชิน้สวน hypocotyls ในการชกันาํใหเกิดแคลลัส

เพื่อนาํแคลลัสที่ไดมาใชเปนเนื้อเยื่อเร่ิมตนในการถายยนี 
 
 
 
 
 



 52

 
 
 
 
 
 

เร่ิมตนเพาะเลี้ยง 1 
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ภาพที ่13  การชักนําใหเกิดแคลลัสจาก hypocotyl ของ Stylosanthes hamata ‘Verano’  

ที่เพาะเลีย้งบนอาหารแข็งสตูร MS ที่เติม 2,4-D 5 มิลลิกรัมตอลิตร เลี้ยงในสภาพแสง 

55 ไมโครโมลตอตารางเมตรตอวินาท ี16 ชั่วโมงตอวัน ที่อุณหภูมิ 25+2 องศาเซลเซียส 

โดยเปลี่ยนอาหารใหมทกุเดือน เปนเวลา 3 เดือน 
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2.  การชักนาํใหแคลลัสพัฒนาเปนยอด 
 

เมื่อนําแคลลัสที่ไดจากการเพาะเลี้ยงในอาหารสูตร MS ที่เติม 2,4-D 5 มิลลิกรัมตอลิตร  

มาเพาะเลีย้งบนอาหารแข็งสูตร MS ที่เตมิ BA 15 มิลลิกรัมตอลิตร น้าํตาลซูโครส 30 กรัมตอลิตร  

pH 5.7 เพาะเลี้ยงในสภาพความเขมแสง 55 ไมโครโมลตอตารางเมตรตอวินาที 16 ชั่วโมงตอวัน   

อุณหภูมิ 25+2 องศาเซลเซยีส พบวาสามารถชักนําใหเกิดยอดขึ้นจํานวนมากจากกอนแคลลัส  

ซึ่งอาหารที่ใชนี้เปนสูตรอาหารเดียวกับงานทดลองของ กิริยา (2547) ที่ชักนําใหเกิดยอดจาก 

แคลลัสของถั่วฮามาตาไดสําเร็จ ความเขมขนของ BA ที่ใชนี้เปนความเขมขนที่สูงเมื่อเปรียบเทยีบ

กับการทดลองในพืชวงศถั่วชนิดอื่น เชน Gulati and Jaiwal (1992) สามารถชกันาํแคลลัสของ 

ถั่วเขียวใหเกิดยอดไดบนอาหารสูตร MS ที่ใชวิตามินสตูร B5 โดยเตมิ BA ความเขมขน 0.001 

มิลลิกรัมตอลิตรเทานัน้ และ Muthukumar et al. (1995) พบวาสามารถชักนําใหเกิดยอดในถัว่พุม

ได โดยเพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร MS ที่ใชวิตามนิสูตร B5 ที่เติม BAP ความเขมขน 0.001 มิลลิกรัม

ตอลิตร ทั้งนีเ้นื่องจากพืชแตละชนิดมีพนัธุกรรมที่แตกตางกนั ดงันัน้ความตองการชนิด และ

ปริมาณของสารควบคุมการเจริญเติบโตจึงแตกตางกัน รวมทัง้ความเหมาะสมของชิ้นสวนและ

ชนิดของเนื้อเยื่อพืชที่ใชก็มผีลเชนเดียวกนั (Auge et al., 1995) 
 
3.  การชักนาํใหเกิดรากจากยอดทีพ่ฒันามาจากแคลลัส 

 

ตัดยอดของตนถั่วฮามาตาที่พัฒนามาจากแคลลัสโดยใหมีขนาดความสูง 1 เซนติเมตร  

มาเพาะเลีย้งบนอาหารแข็งสูตร MS ที่เตมิ IBA 1 มิลลิกรัมตอลิตร น้าํตาลซูโครส 30 กรัมตอลิตร  

pH 5.7 เพาะเลี้ยงในสภาพความเขมแสง 55 ไมโครโมลตอตารางเมตรตอวินาที 16 ชั่วโมงตอวัน 

อุณหภูมิ 25+2 องศาเซลเซยีส เปลี่ยนอาหารทกุ ๆ เดือน พบวาในเดอืนแรกบางตนเริ่มมีการสราง

รากขึ้น แตในบางตนมีการสรางแคลลัสชนิด friable สีน้ําตาลที่โคนตนขึ้นมากอนที่จะมกีารเกิด

ราก ทั้งนี้อาจเนื่องมาจากผลของการใชสารควบคุมการเจริญเติบโตในกลุมไซโตไคนินคือ BA  

ในปริมาณคอนขางสงูคือ 15 มิลลิกรัมตอลิตร ในชวงการชักนําใหเกิดยอด ดังนัน้เมือ่นํายอดมา 

เพาะเลี้ยงในอาหารสูตร MS ที่เติม IBA 1 มิลลิกรัมตอลิตรเพื่อชักนาํใหเกิดรากจึงอาจทาํใหเกิด

แคลลัสข้ึนไดเนื่องจากผลของ BA ที่ตกคางภายในเนื้อเยื่อ แตอยางไรก็ตามเมื่อเพาะเลี้ยงจนถงึ

เดอืนที ่2 พบวาสามารถชกันําใหเกิดรากไดมากขึ้น ซึ่งอาจเนื่องมาจากผลของ BA ที่ตกคางอยู 

ลดลง จึงทาํใหสัดสวนของออกซินตอไซโตไคนินสูงขึ้น ซึ่งสอดคลองกับรายงานของ Saunders 
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and Bingham (1975) ที่พบวาการใชสัดสวนความเขมขนของสารควบคุมการเจริญเติบโตในกลุม

ออกซินสูง และไซโตไคนินต่าํมีผลทาํใหตนออนเกิดรากได  

 
4.  การทดสอบความตานทานตอสารปฏิชวีนะที่ใชกําจัดเชื้อ Agrobacterium tumefaciens 
และประสิทธภิาพของสารปฏิชีวนะที่ใชในการกําจดัเซลลถั่วฮามาตาที่ไมไดรับ 
การถายยีน 
 
 4.1  การทดสอบความตานทานตอสารปฏิชีวนะ cefotaxime  

   

  การถายยีนดวยเชื้ออะโกรแบคทีเรียมนั้น ภายหลงัการถายยนีตองกาํจดัเชื้อ 

อะโกรแบคทีเรียมซึ่งเปนแบคทีเรียแกรมลบออกจากพืชใหหมด สารปฏิชีวนะที่นยิมใชในการกาํจดั

แบคทีเรียชนิดนี้มีหลายชนิด เชน cefotaxime  carbenicillin  timentin และ paromomycin  

เนื่องจากสารปฏิชีวนะดงักลาวมีความสามารถในการกาํจัดแบคทีเรีย โดยจะเขาไปจับกับ 

penicillin binding protein ซึ่งเปนโปรตีนองคประกอบของ inner membrane ที่ใชในการแบง

เซลลของแบคทีเรีย ซึง่ปริมาณการใชควรตองใหเหมาะสมในการกําจัดเชื้ออะโกรแบคทีเรียม 

ออกจากเนื้อเยื่อพืชไดโดยไมเปนอนัตรายตอเนื้อเยื่อ (Mathais and Boyd, 1986) 
  
สารปฏิชีวนะ cefotaxime นั้นมีรายงานวามีประสิทธิภาพในการยับยัง้เชื้อจุลินทรียได

หลายชนิด มคีวามเปนพษิตอเนื้อเยื่อพชืนอย และยังพบวาการใชสารนี้ที่ระดับความเขมขนต่ํา ๆ 

สามารถสงเสริมการเจริญเติบโตของแคลลัส การชักนาํใหเกิดคัพภะ และชวยในการพัฒนาเปน

ยอดในขาวสาลีไดอีกดวย (Mathais and Boyd, 1986) แตการใชสารปฏิชีวนะ cefotaxime ใน

ระดับความเขมขนที่สูงจะมผีลกระทบตอเนื้อเยื่อพืชบางชนิด เชน Yu et al. (2001) พบวาการใช

สารปฏิชีวนะ cefotaxime ทีค่วามเขมขน 375-500 มิลลิกรัมตอลิตร มีผลยับยั้งการเจริญเติบโต

ของแคลลัสมะละกอ และฉัตรนภา (2545) ทดลองใชสารปฏิชีวนะ cefotaxime ความเขมขน 500 

มิลลิกรัมตอลิตร ในการกาํจดัเชื้ออะโกรแบคทีเรียมภายหลังการถายยนีเขาสูถัว่เขียว พบวาที่

ระดับความเขมขนนี้จะมีผลตอการเกิดยอด โดยทาํใหยอดที่ไดมีขนาดสั้นลง ดงันัน้การเลือกใช

ระดับความเขมขนของสารปฏิชีวนะ cefotaxime ที่เหมาะสมคือ ควรเลือกใชความเขมขนของ 

สารในระดับทีส่ามารถกําจัดเชื้อ A. tumefaciens  ไดหมด และมีผลเชงิลบตอการเจริญของ

เนื้อเยื่อพืชนอยที่สุด ซึง่ระดบัความเขมขนของ cefotaxime ทีเ่หมาะสมขึ้นอยูกับชนดิพืช และ

ขนาดของเนื้อเยื่อพืช ดังนั้นจึงตองมกีารทดสอบระดับความเขมขนทีเ่หมาะสมกอนที่จะนํามาใช 

 จากการทดลองนี้ไดตดัสวนของแคลลัสของถั่วฮามาตาใหมีขนาด 5x5 มิลลิเมตร หนา 2 

มิลลิเมตร นาํมาเพาะเลีย้งบนอาหารแข็งสูตร MS ที่เตมิ 2,4-D 5 มิลลิกรัมตอลิตร และเติม 
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สารปฏิชีวนะ cefotaxime ความเขมขน 0  100  200  300  400  500 และ 600 มิลลิกรัมตอลิตร  

เพาะเลี้ยงในสภาพทีม่ีแสง 55 ไมโครโมลตอตารางเมตรตอวินาที 16 ชัว่โมงตอวัน อุณหภูมิ 25+2 

องศาเซลเซยีส เปนเวลา 4 สัปดาห โดยเปลี่ยนอาหารใหมทกุ 2 สัปดาห เมื่อเพาะเลี้ยงแคลลัสใน

อาหารที่เติม cefotaxime ครบ 4 สัปดาห แลวจึงยายแคลลัสมาเพาะเลี้ยงในสูตรอาหารทีช่ักนําให

เกิดยอดเปนเวลา 3 เดือน พบวาทกุความเขมขนของ cefotaxime ที่ทดสอบแคลลัสสามารถ 

เจริญเติบโตและสามารถพฒันาเปนยอดได แตจํานวนยอดที่ไดจะลดลงเมื่อความเขมขนของ 

สารปฎิชีวนะ cefotaxime เพิ่มข้ึน ซึ่งเหน็ไดชัดที่ความเขมขนตั้งแต 300 มิลลิกรัมตอลิตรขึ้นไป  

(ตารางที ่1) ผลดังกลาวนี้สอดคลองกับรายงานของเกศณี (2546) ทีพ่บวาสารปฎิชีวนะ 

cefotaxime ทีค่วามเขมขนตั้งแต 100 มิลลิกรัมตอลิตรขึ้นไปมีผลตอการเจริญเติบโตของเนื้อเยื่อ

ของมะเขือเทศพันธุวีเอฟ 134-1-2 โดยพบวาชิน้สวนใบเลี้ยงมกีารเกิดแคลลัสนอยลง และยอดที่

เจริญมาจากชิน้สวนใบเลี้ยงมีขนาดเล็ก และพบวาเนื้อเยื่อบางสวนเปลี่ยนจากสีเขียวเปนสีเหลือง

ซีดและตายในที่สุด และงานวิจัยของ Hoffmann and Vieira (2000) ทีพ่บวาความสามารถใน 

การพัฒนาเปนยอดของ Stylosanthes guinesis ลดลงเมื่อเลี้ยงในอาหารสูตร MS ที่เติม 

cefotaxime 250 มิลลิกรัมตอลิตร  

 

 อยางไรก็ตามในการทดสอบประสิทธิภาพของสารปฏชิีวนะ cefotaxime ในการกาํจัด 

เชื้ออะโกรแบคทีเรียมสายพนัธุ AGL-1 นั้นจากรายงานของเกศณี (2546) ที่ใช cefotaxime ที่

ความเขมขน 100  250  500 และ 1000 มิลลิกรัมตอลิตร ในการกาํจดัเชื้ออะโกรแบคทีเรียมจาก

ชิ้นสวนใบของมะเขือเทศพบวามกีารปนเปอนของเชื้อ 43.33  40.33  6.67 และ 1.33 เปอรเซ็นต 

ตามลําดับ ซึง่แสดงใหเหน็อยางชัดเจนวาความเขมขนของ cefotaxime ต่ํา ๆ ไมสามารถกาํจัดเชือ้

ได ดังนั้นเพื่อความเหมาะสมในการปฏิบัติงานในการใช cefotaxime ในการกําจัดเชื้อ 

อะโกรแบคทีเรียมสําหรับการถายยนีเขาสูแคลลัสของถั่วฮามาตาในการทดลองนี้จงึเลือกใช 

cefotaxime ที่ความเขมขน 500 มิลลิกรัมตอลิตร โดยใชตั้งแตข้ันตอนการลางเนื้อเยือ่ โดยลาง

เนื้อเยื่อภายหลังการ co-cultivation ดวยอาหารเหลวสูตร MS ที่เติม cefotaxime ความเขมขน 

500 มิลลิกรัมตอลิตร 3 คร้ัง ๆ ละ 5 นาท ีจากนั้นซับแคลลัสดวยกระดาษซับทีน่ึง่ฆาเชื้อกอนนาํ

แคลลัสมาเพาะเลี้ยงบนอาหารแข็งสูตร MS เติม 2,4-D 5 มิลลิกรัมตอลิตร ที่เติม cefotaxime 

ความเขมขน 500 มิลลิกรัมตอลิตรเปนเวลา 1 สัปดาห เพื่อใหสามารถกําจัดเชื้ออะโกรแบคทีเรียม

ไดอยางมีประสิทธิภาพ และหลังจากนั้นลดความเขมขนลงเหลือ 250 มิลลิกรัมตอลิตร  

ในการเปลีย่นอาหารครั้งตอไปเพื่อที่แคลลสัจะสามารถพัฒนาเปนยอดตอไปได 
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ตารางที่ 1  เปอรเซ็นตเฉล่ียของแคลลัสถั่วฮามาตา (Stylosanthes hamata ‘Verano’) ที่สามารถ

พัฒนาเปนยอดและจํานวนยอดตอช้ิน เมือ่เพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร MS ที่เติม 2,4-D 

5 มิลลิกรัมตอลิตร โดยเติม cefotaxime ที่ความเขมขน 0-600 มิลลิกรมัตอลิตร ใน

สภาพทีม่ีแสง 55 ไมโครโมลตอตารางเมตรตอวินาที 16 ชั่วโมงตอวัน ที่อุณหภูมิ  

25+2 องศาเซลเซียส เปนเวลา 4 สัปดาห แลวนํามาเพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร MS ที่

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เฉล่ียของ 1/ 

แคลลัสที่พัฒนาเปนยอด 

จํานวนยอดเฉลี่ยตอชิ้น 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 
 
หมายเหต ุ **   แตกตางทางสถิติอยางมนีัยสําคัญยิ่ง 

   1/  อักษรที่เหมอืนกนัในแนวตั้งไมแตกตางกันทางสถิติ ทีค่วามเชื่อมัน่ 99%     

     เปรียบเทยีบคาเฉลี่ยโดยวิธี DMRT 
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4.2  การทดสอบความตานทานของแคลลัสถั่วฮามาตาตอสารปฏิชีวนะที่ใชคัดเลือกเซลล

ที่ไดรับการถายยีน 

 

       ในการถายยีนเขาสูเซลลพืชนัน้ นอกจากจะมียนีทีส่นใจแลวมักจะตองมียนี 

เครื่องหมายในการชวยคัดเลือกเนื้อเยื่อพชืที่ไดรับการถายยนีถายเขาสูเซลลพืชรวมไปดวย การใช

ยีนคัดเลือกที่เหมาะสมมีสวนชวยอยางมากตอความสาํเร็จของการถายยีนในพืช ยนีเครื่องหมายนี้

จะแทรกอยูในสวนของเวคเตอร และจะแทรกเขาไปในจีโนมของพืชหลังจากการถายยนี ซึง่จะทาํ

ใหเซลลที่ไดรับการถายยนีแสดงลักษณะตานทานตอสารเคมีตาง ๆ ที่จําเพาะกับยนีที่ใชใน 

การคัดเลือกทาํใหเซลลดงักลาวเจริญเติบโตในอาหารคดัเลือกได สวนเซลลที่ไมไดรับการถายยนี

จะไมสามารถเจริญบนอาหารคัดเลือกได (Komari et al., 1996) การใชสารคัดเลือกจําเปนตองใช

ความเขมขนทีเ่หมาะสม เนื่องจากการใชความเขมขนที่ระดับตํ่าเกนิไปจะทาํใหเซลลที่ไมไดรับ 

การถายยนีสามารถเจริญเตบิโตได มีผลทาํใหการคัดเลือกนัน้ไมประสบความสาํเร็จ ทาํใหตนที่ได

จากการคัดเลือกบางตนเปนตนที่ไมมยีีนทีต่องการเขาไปแทรกอยูในจโีนม ในทางตรงกนัขามถาใช

ความเขมขนทีสู่งเกนิไปอาจทําใหเซลลที่ไดรับการถายยนีไมสามารถเจริญได เนื่องจากเซลลที่

ไดรับการถายยีนนั้น สามารถทนทานตอสารคัดเลือกไดในที่ระดับความเขมขนหนึง่เทานั้น  ดงันัน้ 

จึงตองทําการทดสอบหาความเขมขนที่เหมาะสมที่ใชกาํจัดเนื้อเยื่อแคลลัสที่ไมไดรับการถายยนี  

โดยที่ความเขมขนของสารคดัเลือกที่เหมาะสมนัน้ เนื้อเยื่อที่ไดรับการถายยีนจะสามารถมีชวีิตรอด

อยูได สวนเนือ้เยื่อที่ไมไดรับการถายยนีจะตาย ซึ่งในการทดลองนี้ไดทดสอบความตานทานของ

เนื้อเยื่อแคลลสัถั่วฮามาตาตอสารปฏิชีวนะที่ใชในการคัดเลือก 2 ชนดิคือ ไฮโกรมัยซิน และ 

กานามยัซิน ซึง่สารปฏิชีวนะทั้ง 2 ชนิดนี้ไดมีรายงานวามกีารใชเปนสารคัดเลือกสําหรบั 

การถายยนีเขาสูพืชมากกวา 90 เปอรเซ็นตของงานวิจยัที่ตีพิมพ (Miki and McHugh, 2004)  

แตอยางไรก็ตามยงัไมมีรายงานการทดสอบความเขมขนที่ใชในการใชสารทั้ง 2 ชนิดนี้เปน 

สารคัดเลือกสําหรับเนื้อเยื่อแคลลัสของถั่วฮามาตา 

 

 4.2.1  การทดสอบความตานทานตอสารปฏิชีวนะไฮโกรมัยซิน 

     

  การทดสอบความเขมขนของสารปฏิชีวนะไฮโกรมัยซนิ ที่ทาํใหเซลลของ 

ถั่วฮามาตาที่ไมไดรับการถายยีน hpt ตาย ทาํโดยนําสวนของแคลลัสขนาด 5x5 มิลลิเมตร หนา 2  

มิลลิเมตร มาเพาะเลี้ยงบนอาหารแข็งสูตร MS ที่เติม 2,4-D 5 มิลลิกรัมตอลิตร และเติม 

สารปฏิชีวนะไฮโกรมัยซนิที่ระดับความเขมขน 0  10  20  30  40  50 และ 70 มิลลิกรมัตอลิตร   
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เพาะเลี้ยงในสภาพทีม่ีแสง 55 ไมโครโมลตอตารางเมตรตอวินาที 16 ชัว่โมงตอวัน อุณหภูมิ 25+2 

องศาเซลเซยีส โดยเปลี่ยนอาหารใหมทุก ๆ 2 สัปดาห จากผลการทดลองพบวาแคลลัสของ 

ถั่วฮามาตาที่เพาะเลี้ยงบนอาหารที่เติมไฮโกรมัยซินความเขมขน 50 และ 70 มิลลิกรัมตอลิตร  

ตายทัง้หมดภายใน 4 สัปดาห และ 3 สัปดาห ตามลาํดับ (ตารางที่ 2 และภาพที ่14 และ 15)  

ผลในลักษณะนี้สอดคลองกบังานวิจยัในพชืหลายชนิด ซึง่โดยทั่วไปแลวพบวาเมื่อใชความเขมขน

ของไฮโกรมัยซินที่ต่าํแคลลัสจะสามารถเจริญเติบโตไดดีกวาที่ความเขมขนสูง นอกจากนี ้

ความเขมขนสงูมีรายงานวามีผลตอการพฒันาไปเปนยอดดวยเชนกัน ดังนัน้ในการถายยีนเขาสู 

ถั่วฮามาตานี้จงึควรเลือกใชสารปฏิชีวนะไฮโกรมัยซนิที่ความเขมขน 50 มิลลิกรัมตอลิตรใน 

การคัดเลือกตนที่ไดรับการถายยนี ซึง่ความเขมขนดังกลาวใกลเคยีงกบังานทดลองของ วัชระและ

สนธิชัย (2549) ที่ใชไฮโกรมยัซินที่ความเขมขน 45 มิลลิกรัมตอลิตรในการคัดเลือกเนื้อเยื่อละหุงที่

ไดรับการถายยีน ในขณะที ่ฉัตรนภา (2545) ใชความเขมขนของสารปฏิชีวนะไฮโกรมัยซินเขมขน

เพียง 25 มิลลิกรัมตอลิตร ในการคัดเลือกใบเลี้ยงของถัว่เขียวที่ไดรับการถายยนี ซึง่แมวาจะเปน

พืชวงศถั่วเชนเดียวกับถั่วฮามาตา แตจากการทดลองนี้ชีใ้หเหน็วาไมสามารถใชความเขมขน 

ต่ํากวา 50 มิลลิกรัมตอลิตรได เนื่องจากทีค่วามเขมขนต่ํากวา 50 มิลลิกรัมตอลิตรแคลลัสสามารถ

รอดชีวิตไดเกิน 50 เปอรเซ็นต (ตารางที ่2) 

 

อยางไรก็ตามมีผูเสนอแนวทางการเลือกใชความเขมขนของสารปฏิชีวนะแนวทางอืน่อีก 

เชน การใชความเขมขนสงูในระยะเริ่มตน และลดความเขมขนลงเปนลาํดับ เชนในรายงานของ  

Aoki et al. (2002) พบวาการใชสารปฏิชีวนะไฮโกรมัยซิน ความเขมขน 100 มิลลิกรัมตอลิตร  

เปนเวลา 20 วนั จากนั้นลดความเขมขนเหลือ 40 มิลลิกรมัตอลิตร ในการคัดเลือกเซลลที่ไดรับ 

การถายยนีของถั่ว Lotus japonicus  ไดผลดีที่สุด แตกม็ีรายงานวิธกีารที่ตรงกนัขามคือ  

ใชความเขมขนต่ําในชวงแรกและเพิ่มความเขมขนขึ้นเปนลําดับ เชน  รายงานของ Kondo et al. 

(2000)  ใชความเขมขนของไฮโกรมัยซินที ่10-40 มิลลิกรัมตอลิตร ในการคัดเลือกเนื้อเยื่อ

กระเทยีม (Allium sativum L.) ที่ไดรับการถายยนี โดยเพิ่มระดับความเขมขนขึ้นในแตละครั้งของ

การเปลี่ยนอาหาร และรายงานของ พรสุข (2543) ใชสารปฏิชีวนะไฮโกรมัยซินความเขมขน 10 

และ 25 มิลลิกรัมตอลิตร ในการคัดเลือกโปรโตคอรมของกลวยไมสกลุหวาย โดยครั้งแรกใช 

ความเขมขนต่ํา แลวคัดเลือกอีกครั้งโดยใชความเขมขนสูงขึ้น  
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  4.2.2  การทดสอบความตานทานตอสารปฏิชีวนะกานามัยซนิ 

 

 การทดสอบความเขมขนของสารปฏิชีวนะกานามยัซินที่เหมาะสมที่ทาํให

เนื้อเยื่อแคลลสัของถั่วฮามาตาที่ไมไดรับการถายยีนตาย เพื่อใชเปนสารคัดเลือกในการถายยีนที่มี

ยีนเครื่อหมาย คือยีน nptII  โดยนาํสวนของแคลลัสขนาด 5x5 มิลลิเมตร หนา 2 มิลลิเมตร  

มาเพาะเลีย้งบนอาหารสูตร MS ที่เติม 2,4-D 5 มิลลิกรัมตอลิตร และเติมสารปฏิชีวนะกานามัยซนิ 

ความเขมขน 0  10  20  30  40  50 และ 70 มิลลิกรัมตอลิตร เพาะเลีย้งในสภาพทีม่ีแสง 55  

ไมโครโมลตอตารางเมตรตอวินาท ี16 ชั่วโมงตอวนั อุณหภูมิ 25+2 องศาเซลเซยีส  

จากผลการทดลองพบวาแคลลัสที่เพาะเลีย้งบนอาหารทีเ่ติมสารปฏิชีวนะกานามัยซนิที ่

ความเขมขนตั้งแต 30 มิลลิกรัมตอลิตรขึ้นไปตายทั้งหมดภายใน 4 สัปดาห  โดยใน 2 สัปดาหแรก

ของการเพาะเลี้ยงบนอาหารที่เติมกานามยัซินทุกความเขมขน แคลลัสตายเพยีง 10 เปอรเซ็นต

เทานัน้ ซึง่สังเกตไดจากเนื้อเยื่อแคลลัสที่ยงัคงมีสีเขียวเปนสวนใหญ แตเมื่อเพาะเลีย้งเปนเวลา 4 

สัปดาห พบวาที่ระดับความเขมขนของกานามยัซินสงูกวา 30 มิลลิกรมัตอลิตร เนื้อเยื่อเปลี่ยนเปน

สีน้ําตาลและตาย (ตารางที ่2 และภาพที ่14)  

 

จากการทดลองนี้เลือกใชกานามยัซินที่ความเขมขน 30 มิลลิกรัมตอลิตรในการคัดเลือก

เนื้อเยื่อสําหรบัการถายยนีที่มียนี nptII เปนยนีคัดเลือกในแคลลัสถัว่ฮามาตา ซึ่งแตกตางจาก 

การทดลองในถั่ว Lotus japonicus  ที่พบวาความเขมขนของกานามยัซินสงูถงึ 400 มิลลิกรัมตอ

ลิตร ยังไมเพียงพอที่จะทําใหเนื้อเยื่อตายไดทั้งหมด (Aoki, et al. 2002) และ Krishnamurty et al. 

(2000) ใชกานามยัซินความเขมขน 100 มิลลิกรัมตอลิตรในการคัดเลือกถั่วลกูไก  

(Cicer ariethinum) ที่ไดรับการถายยนี ในขณะทีง่านทดลองของ Li et al. (2002) ที่ใช 

ความเขมขนของกานามัยซนิ 50 มิลลิกรัมตอลิตร ในการคัดเลือกใบกุหลาบที่ไดรับการถายยนี  

Miguel and Oliveira (1999) ใชกานามยัซินความเขมขนต่ําเพียง 10-15  มิลลิกรัมตอลิตรใน 

การคัดเลือก almond ที่ไดรับการถายยนี จากหลายรายงานทีก่ลาวมาจะเหน็ไดวาความเขมขน

ของกานามยัซนิที่ใชตางกนันั้น เปนเพราะพืชที่ใชแตกตางกนัอีกทั้งเนือ้เยื่อที่ใชในการถายยีนก็

แตกตางกนัดวยทาํใหมีความทนทานตอสารปฏิชีวนะที่ใชแตกตางกนั  

 

 ในกรณีของสารปฏิชีวนะทีอ่าจไมมีผลตอการเจริญและพัฒนาของเนื้อเยื่อพืชนัน้ Dave 

(1990) ไดทดสอบประสิทธภิาพของสารปฏิชีวนะในการยับยั้งการเกิดแคลลัส และการเกิดตนจาก

ใบเล้ียงของ sugarbeet พบวาไฮโกรมยัซนิสามารถยับยั้งการเกิดแคลลัสไดมากทีสุ่ด รองลงมาคือ 
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เจนนิติซิน  นีโอมัยซิน กานามัยซิน และเจนตามยัซิน ตามลําดับ อยางไรก็ตาม  Puonti-Kaerlas 

et al. (1990) รายงานวาการใชยีน nptII เปนยนีเครื่องหมายซึง่ตองใชสารคัดเลือกคือกานามยัซิน

นั้นไมเหมาะสมสําหรับการใชเปนยนีคัดเลอืกสําหรับถั่วลันเตา (Pisum sativum) ในขณะที ่

รายงานของ Sanchayita et al. (1996) พบวาการใชยนี nptII เปนยนีคัดเลือกการถายยนีเขาสู 

hypocotyl และ epicotyl ของถั่ว chickpea สามารถชักนําใหเกิดตนภายหลงัการถายยีนไดดี 

อยางไรก็ตามการเลือกใชความเขมขนของสารปฏิชีวนะที่ใชคัดเลือกนัน้แตกตางกัน เนื่องจากพืช

แตละชนิดมีพนัธุกรรมที่แตกตางกัน ทาํใหทนตอสารคดัเลือกไดแตกตางกนั และแมในพืชชนิด

เดียวกนัแตใชเนื้อเยื่อที่แตกตางกนักท็นตอสารคัดเลือกไดแตกตางกันเชนกนั  
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ตารางที่ 2   เปอรเซ็นตการตาย และขนาดของแคลลัสของถั่วฮามาตา (Stylosanthes hamata  

‘Verano’) ที่เพาะเลี้ยงในอาหารสูตร MS ที่เติม 2,4-D 5 มิลลิกรัมตอลิตร โดยเติม 

สารปฏิชีวนะไฮโกรมัยซนิ และกานามัยซนิ ที่ความเขมขน 0-70 มิลลิกรัมตอลิตร  

เพาะเลี้ยงในสภาพทีม่ีแสง 55 ไมโครโมลตอตารางเมตรตอวินาท ี16 ชัว่โมงตอวัน 

อุณหภูมิ 25+ 2 องศาเซลเซยีส เปนเวลา 4 สัปดาห 
 

ไฮไกรมัยซิน กานามยัซิน 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างมนีัยสําคัญยิ่ง 

1/  อักษรที่เหมือนกนัในแนวตั้งไมแตกตางกนัทางสถิติ ที่ความเชื่อมัน่ 99%     

  เปรียบเทียบคาเฉลี่ยโดยวธิี DMRT 
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ไฮโกรมัยซิน 2 สัปดาห

ไฮโกรมัยซิน 4 สัปดาห

กานามัยซิน 2 สัปดาห

กานามัยซิน 4 สัปดาห

 

 

ภาพที ่14    เปอรเซ็นตการตายของแคลลัสถั่วฮามาตา (Stylosanthes hamata ‘Verano’) ที ่

เพาะเลี้ยงในอาหารสูตร MS ที่เติม 2,4-D 5 มิลลิกรัมตอลิตร และเติมสารปฏิชีวนะ 

ไฮโกรมัยซนิ และกานามยัซินความเขมขน 0-70 มิลลิกรัมตอลิตร เพาะเลี้ยงในสภาพ

ที่มีแสง 55 ไมโครโมลตอตารางเมตรตอวนิาที 16 ชั่วโมงตอวัน อุณหภูมิ 25+ 2  

องศาเซลเซยีส เปนเวลา 2 และ 4 สัปดาห 
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70 มก./ล. 50 มก./ล. 40 มก./ล. 30 มก./ล. 

20 มก./ล. 0 มก./ล. 10 มก./ล. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที ่15 การทดสอบความตานทานของแคลลัสถั่วฮามาตา (Stylosanthes hamata 

‘Verano’)ตอสารปฏิชีวนะไฮโกรมัยซนิ โดยเพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร MS ที่เติม 2,4-D 

5 มิลลิกรัมตอลิตร และไฮโกรมัยซินความเขมขน 0-70 มลิลิกรัมตอลิตร เพาะเลี้ยงใน

สภาพทีม่ีแสง 55 ไมโครโมลตอตารางเมตรตอวินาท ี16 ชั่วโมงตอวัน อุณหภูมิ 25+ 2 

องศาเซลเซยีส เปนเวลา 4 สัปดาห 
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5.  การสรางพลาสมิด pCABVP1 สําหรับการถายยนีโดยใช Agrobacterium tumefaciens 
 

พลาสมิด pCABVP1 ที่มีขนาด 10,767 คูเบส ไดจากการตัดยีน VP1 ที่อยูในพลาสมิด 

pDriveVP1 มาตอเขาพลาสมิด pBI121 และ pCAMBIA1300 ตามวธิีในขอ 3 พลาสมิด 

pCABVP1นี้ประกอบดวยสวนของ T-DNA ขนาด 4.5  กโิลเบสและมียนี 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 สายพนัธุ AGL-1 ตามวธิีการ

ในขอ 4 แลวแยกสกัดพลาสมิดออกมาจากเชื้อเพื่อตรวจสอบการมีอยูของพลาสมดิ pCABVP1 

โดยเทคนิค PCR ผลที่ไดพบวาไดชิ้นดีเอน็เอของยนี VP1 ขนาด 660 คูเบส เชนเดยีวกับช้ินเริ่มตน 

ในพลาสมิด pDriveVP1 แสดงวาในเชื้ออะโกรแบคทีเรียมทีท่ดสอบนีม้ีพลาสมิด pCABVP1 ที่มี

ยีน VP1 อยู (ภาพที ่16) และสามารถใชเชือ้อะโกรแบคทเีรียมที่เตรียมไดนี้ในการถายยีนเขาสู 

ถั่วฮามาตาตอไปได  
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1      2     3     4  

660 bp 500 bp 

3,000 bp 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที ่16  ตรวจสอบการมอียูของยีน VP1 ในพลาสมิดที่แยกสกัดไดจาก 

 Agrobacterium tumefaciens สายพนัธุ AGL-1 ภายหลังจากการถายยีน พลาสมดิ  

pCABVP1เขาไป ตรวจสอบดวยเทคนิคพซีีอาร โดยใชไพรเมอรที่จาํเพาะกับยนี VP1  

ชองที ่1  100 bp DNA marker 

ชองที ่2  negative control (น้ํากลัน่) 

ชองที ่3  positive control ที่ใชพลาสมิด pDriveVP1 เปน template 

ชองที ่4  PCR product ที่ใชพลาสมิดที่แยกสกัดจาก A. tumefaciens เปน template 
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6.  การถายยนี VP1 เขาสูแคลลัสถัว่ฮามาตาโดยใชเชื้อ Agrobacterium  tumefaciens  
เปนพาหะ 
 

 จากการถายยนีเขาสูแคลลัสถั่วฮามาตาโดยใชอะโกรแบคทีเรียมเปนพาหะนี้ใชแคลลสั 

ถั่วฮามาตาจํานวน 2,200 ชิ้น ไดแคลลัสทีส่ามารถรอดชวีิตบนอาหารคัดเลือกที่มีสารปฏิชีวนะ 

ไฮโกรมัยซิน 50 มิลลิกรัมตอลิตร (ภาพที ่17) จํานวน 131 ชิ้น ซึ่งคิดเปน 5.95 เปอรเซ็นต ซึง่ผลที่

ไดใกลเคียงกบังานวิจยัของ Manners (1987) ที่ไดทดลองถายยนีโดยใช A. tumefaciens เปน

พาหะเขาสูใบของถั่ว Stylosanthes humilis โดยมียนี nptII เปนยนีคดัเลือกและพบวา 

ประสิทธิภาพของการคัดเลอืก เมื่อใชพลาสมิด BIN6 คือ 4 เปอรเซน็ต และเมื่อใชพลาสมิด 

pGA472 คัดเลือกได 6 เปอรเซ็นต  

 

เมื่อนําแคลลัสถั่วฮามาตามาที่รอดชีวิตในอาหารคัดเลือกมาชักนําใหเกดิยอดบนอาหาร

สูตร MS ที่เตมิ BA 15 มิลลิกรัมพบวาในแคลลัสแตละชิ้นสามารถเกิดยอดไดจํานวนมาก และยอด

ที่ไดสามารถชกันําใหเกิดรากไดเมื่อเพาะเลี้ยงบนอาหาร MS ที่เติม IBA 1 มิลลิกรัมตอลิตร  

จากนั้นนํายอดที่ไดไปตรวจสอบการมีอยูและการแสดงออกของยีน VP1 และยีน hpt ตอไป 
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ก ข ค

ภาพที ่17  แคลลัสของถั่ว Stylosanthes hamata หลังจากถายยนี VP1ที่อยูบนพลาสมิด 

pCABVP1 และคัดเลือกบนอาหารสูตร MS ที่เติม 2,4-D 5 มิลลิกรัมตอลิตร  

สารปฏิชีวนะไฮโกรมัยซนิ 50 มิลลิกรัมตอลิตร และสารปฏิชีวนะ cefotaxime 250 

มิลลิกรัมตอลิตร เพาะเลี้ยงในสภาพที่มีแสง 55 ไมโครโมลตอตารางเมตรตอวินาท ี16 

ชั่วโมงตอวัน อุณหภูมิ 25+ 2 องศาเซลเซยีส เปนเวลา 4 สัปดาห 

 

   ก  แคลลัสทีไ่มไดถายยนีบนอาหารที่ไมมสีารปฏิชีวนะไฮโกรมัยซนิ  

 (positive control)  

   ข  แคลลัสทีไ่มไดถายยนีบนอาหารคัดเลอืกที่มีสารปฏิชีวนะไฮโกรมยัซิน  

 (negative control) 

                ค  แคลลัสที่ไดรับถายยีนบนอาหารคัดเลือกที่มีสารปฏิชีวนะไฮโกรมยัซนิ 
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7. การตรวจสอบการถายยีนเขาสู Stylosanthes hamata  
 

 7.1  การตรวจสอบผลการถายยนี VP1 และ ยนี hpt โดยวิธพีีซีอาร  

 

 ทาํการสกัดดเีอ็นเอจากใบถั่วฮามาตาทีส่ามารถเจริญเติบโตไดในอาหารคัดเลือก 

และตนถั่วฮามาตาปกตทิี่ไมไดรับการถายยีน นาํดีเอ็นเอที่สกัดไดมาตรวจสอบผลการถายยนี โดย

ใชไพรเมอรทีม่ีความจาํเพาะตอยีน VP1 และยีน hpt และใชสวนผสมปฏิกิริยาตามรายละเอยีดใน

ภาคผนวกที ่10.1 และ 10.2 โดยใชอุณหภมูิของปฏิกิริยาดังในภาคผนวกที ่10.5  จากนัน้นาํ PCR 

product ที่ไดมาแยกขนาดดีเอ็นเอดวยวธิีอิเล็กโตรโฟรซิีส ในเจลอะกาโรส 0.8 เปอรเซ็นต จากผล

การตรวจสอบพบแถบดีเอ็นเอของยีน VP1 ขนาด 660 คูเบส (ภาพที่ 18ก) และแถบดีเอ็นเอของยนี 

hpt ขนาด 800 คูเบส (ภาพที่ 18ข) จากการตรวจสอบตนที่สามารถเจริญเติบโตไดในอาหาร 

คัดเลือกที่เติมสารปฏิชีวนะไฮโกรมัยซนิ จาํนวนทั้งสิน้ 300 ตน พบตนที่มียนี VP1 จํานวน 93 ตน 

และตนที่มยีีน hpt จํานวน 97 ตน โดยในจาํนวนนี้ม ี75 ตนทีพ่บทัง้สองยนี (ตารางที3่) 

 

ตนถั่วฮามาตาที่สามารถเจริญเติบโตไดในอาหารคัดเลอืกที่มีสารปฎิชีวนะไฮโกรมยัซินแต

ตรวจดวยวธิีพซีีอาร โดยใชไพรเมอรที่จาํเพาะตอยนี hpt และยีน VP1 แลวไมพบยีน hpt และ 

ยีน VP1 มีจํานวน 182 ตนจากจาํนวนตนทีน่ํามาตรวจสอบ 300 ตน คิดเปน 60 เปอรเซ็นต ซึง่ตน

ที่ไดเหลานี้อาจมาจากแคลลัสที่อยูดานบนซึ่งไมไดสัมผัสกับอาหารคัดเลือกโดยตรง ความเขมขน

ของสารปฏิชีวนะที่เคลื่อนยายเขาไปในเนื้อเยื่อเหลานี้อาจจะเจือจางลง ทําใหเซลลทีไ่มไดรับ 

การถายยนีสามารถเจริญเตบิโตและพัฒนาเปนยอดได (Catlin, 1990) เมื่อนาํตนที่ไดเหลานี้มา

ตรวจสอบจึงไมพบยนี hpt หรือยีน VP1  ซึ่ง Vasil (1985) กลาววาขอเสียเปรียบของการถายยีน

เขาสูเนื้อเยื่อพชืที่มีขนาดใหญเมื่อเทียบกบัการถายเขาสูเซลลคือ จะมีบางเซลลของพืชที่ไมไดรับ

การถายยนีสามารถเจริญขึ้นมาได สําหรับแนวทางในการแกปญหานั้น Sanchayita et al. (1996) 

ไดใชวิธีการคดัเลือกตนที่เกดิขึ้นซ้ําบนอาหารคัดเลือกอกีครั้งเพื่อกาํจดัตนที่ไมไดรับการถายยนีที่

เจริญปะปนมา  

 

 สําหรับตนที่ตรวจสอบดวยวธิีพีซีอารแลวไมพบยนี hpt แตตรวจพบยนี VP1 ซึ่งมีจํานวน 

16 ตนจากตนที่นาํมาตรวจสอบ 300 ตน (ตารางที่ 3) คิดเปน 5.3 เปอรเซ็นตนัน้ อาจอธิบายไดวา

การถายยนีโดยใชเชื้ออะโกรแบคทีเรียมเปนพาหะนัน้ ในขั้นตอนการนาํชิ้นสวนของ T-DNA เขาสู

เซลลพืชมกัจะนําสวนของ right border ของ T-DNA เขาสูเซลลพืชกอน (Sheng and Citovsky, 
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1996)  ซึง่ในพลาสมิด pCABVP1 ที่ใชในการทดลองนี้ยนี VP1 เปนยนีที่อยูบริเวณ right border 

ของ T-DNA ซึง่เปนดานที่จะเขาไปเชื่อมกบัโครโมโซมของเซลลพืชกอน ดังนัน้จึงเปนไปไดวา สวน

ของยีน hpt ที่อยูบริเวณดาน left border อาจเกิดการขาดหายไปบางสวน จึงทําใหไมสามารถ

ตรวจพบได แตที่แคลลัสสามารถเจริญเตบิโตไดในอาหารคัดเลือกนัน้อาจเนื่องมาจากแคลลัสที่มี

ขนาดใหญ เซลลืบางเซลลไมไดสัมผัสกับอาหารคัดเลือกโดยตรง จงึทาํใหเจริญเติบโตขึ้นมาได 

(Catlin, 1990) 

 

 นอกจากนีย้ังพบตนที่ตรวจดวยวิธพีีซีอารแลวพบยนี hpt แตไมพบยีน VP1 จํานวน 19 ตน

จากจาํนวนตนทีน่ํามาตรวจสอบทั้งหมด 300 ตน (ตารางที่ 3) คิดเปน 6.3 เปอรเซน็ตนัน้อาจ 

เนื่องจากเหตผุลหลายประการซึ่ง Durand-Tardif et al. (1985) อธิบายวาการที่ถายยีนเขาไปใน

ชวงแรกอาจจะมีทัง้สองยีนอยูในเซลลเดยีวกนั แตเมื่อเพาะเลี้ยงพืชตอไปเปนเวลานาน และพืชม ี

การแบงเซลลไดเซลลใหม ทาํใหมีโอกาสทีย่ีนที่ถายเขาไปบางสวนขาดจะหายไปในระหวางนั้น 

สังเกตไดจากการกลับมาตรวจสอบตนที่เคยตรวจพบยนี เมื่อขยายพนัธุเพิ่มมากขึน้มีบางตนที่ได

ไมมียีนอยูหรือตรวจพบเพยีงยนีเดียว นอกจากนี้อาจเกดิจากการเปลีย่นแปลงลาํดบัเบสบางสวน

ของยีนที่อยูบน T-DNA โดยกลไกของแบคทีเรียในขณะทีส่งถายชิ้น T-DNA หรือเมื่อแทรกเขาไป

ในโครโมโซมของเซลลพืชทาํใหไมสามารถตรวจพบไดโดยวิธพีีซีอาร  
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 M     P    N   C   59   72   73   74   75   76  77   78   79 

ก 
 

 

 

 660 bp 
 

 

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

ข 
 

 

 
800 bp 

 

 

 

 

ภาพที ่18  การตรวจสอบการมีอยูของยีน VP1 และ ยีน hpt ในถั่วฮามาตาที่ไดรับ 

 การถายยีนโดยใชเชื้อ Agrobacterium tumefaciens สายพนัธุ AGL-1 เปนพาหะ  

 ดวยเทคนิคพซีีอาร โดยยนี VP1 ไดแถบดีเอ็นเอขนาด 660 คูเบส (ก) และยีน hpt  

 ได แถบดีเอ็นเอขนาด 800 คูเบส (ข)  

 M = 100 bp ladder marker 

 P  = positive control (ดีเอ็นเอที่สกัดไดจากพลาสมิด pCABVP1) 

 N = negative control (ดีเอ็นเอที่สกัดไดจากตนถั่วที่ไมไดรับการถายยีน) 

 C = negative control (น้ํากลั่น) 

 59  72  73  74  75  76  77  78  79 = ดีเอ็นเอจากตนถัว่ฮามาตาที่คาดวาไดรับการ    

 ถายยนี  
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7.2  การตรวจสอบผลการถายยนี VP1 โดยวิธ ีdot blot hybridization 

 

 การตรวจสอบการมีอยูของยีน VP1 โดยเลือกสกัดจีโนมิคดีเอ็นเอจากตนพืชที่คาดวา

ไดรับการถายยีน ที่ผานการตรวจสอบดวยเทคนิคพีซีอารใหผลเปนบวกทัง้ 2 ยีน จากนัน้นํา 

ดีเอ็นเอที่ไดมาตรวจสอบดวยวิธ ีdot blot hybridization โดยการหยดดีเอ็นเอลงบนแผนไนลอน 

เมมเบรน และไฮบริไดซดวยดีเอ็นเอตรวจสอบของยีน VP1 ที่ติดฉลากดวยสารไรรังสี digoxigenin 

(DIG) แลวนาํไปตรวจสอบผลโดยนําเมมเบรนไปทาบกบัแผนฟลม X-ray ซึ่งหากมีการเขาคูกัน

ระหวางดีเอน็เอตรวจสอบกับดีเอ็นเอที่สกดัไดจะปรากฏจุดสัญญาณสีดําบนแผนฟลม  

การตรวจสอบนี้ใชดีเอ็นเอจากตนพืชที่ไมไดรับการถายยนีเปน negative control และดีเอ็นเอที่ได

จากการทาํพีซอีารของยีน VP1 เปน positive control พบวาทุกตนที่ตรวจสอบดวยเทคนิคพซีีอาร

ใหผลบวก เมือ่นํามาตรวจสอบดวยเทคนคิ dot blot hybridization ใหผลบวกเชนเดียวกนัทกุตน  

(ภาพที ่19 และตารางที่ 3) แตอยางไรก็ตามจุดที่ปรากฏมีความเขมแตกตางกันทั้งนีน้าจะ 

เนื่องมาจากความสะอาดของดีเอ็นเอที่สกดัไดในแตละคร้ังที่แตกตางกนั ทําใหมีผลตอการวัด

ความเขมขนของดีเอ็นเอที่ไดทําใหไดคาสงูกวาความเปนจริง เมื่อนาํมาใชในปริมาณที่เทา ๆ กันจึง

มีปริมาณดีเอน็เอไมเทากนัเปนผลใหไดจดุสัญญาณทีม่ีความเขมตางกนั 

 

จากการนาํตนที่ตรวจพบเฉพาะยีน hpt จํานวน 7 ตนมาตรวจสอบการมีอยูของยีน 

VP1 โดยวิธีการ dot blot hybridization นั้นมีตนที่ตรวจไมพบยนี VP1 จํานวน 4 ตน ตรวจพบยนี 

VP1 จํานวน 3 ตน ซึง่ตนที่ตรวจพบยนี VP1 นี้อาจอธิบายไดวาเกิดจากการเปลีย่นแปลงของยนี 

VP1 ที่อยูบน T-DNA โดยกลไกของแบคทีเรียในขณะที่สงถายชิ้น T-DNA หรือเมื่อแทรกเขาไปใน

โครโมโซมของเซลลพืช หรือกลไกภายในพชืเองทีย่ังไมทราบแนชัด ซึง่เมื่อเกิดการเปลี่ยนแปลง

ลําดับเบสของยีนขึ้น ทาํใหไมสามารถตรวจพบไดโดยวิธพีีซีอารซึ่งใชไพรเมอรชวงสัน้ ๆ  

(Durand-Tafdif et al., 1985) แตเมื่อนํามาตรวจสอบโดยวิธ ีdot blot hybridization นัน้ดีเอ็นเอ

ตรวจสอบที่นาํมาใชในการตรวจสอบยีน VP1 ไดมาจาก PCR product ของยีน VP1 ทั้งยีนจงึ

สามารถตรวจพบยนี VP1 ที่อาจมีลําดับเบสที่เปลี่ยนไปบางสวนได 
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ภาพที ่19  การตรวจสอบการคงอยูของยนี VP1 ในตนถั่ว Stylosanthes hamata ที่คาดวาไดรับ

การถายยนีดวยเชื้อ Agrobacterium tumefaciens สายพันธุ AGL-1 ที่มีพลาสมิด 

pCABVP1 โดยเทคนิค dot blot hybridization ที่ตรวจสอบดวยดีเอน็เอตรวจสอบของ

ยีน VP1 

 A1 = positive control (ดีเอ็นเอที่สกัดไดจากพลาสมิด pCABVP1) 

 A3 = negative control (ดีเอ็นเอที่สกัดไดจากตนถั่วที่ไมไดรับการถายยีน) 

      A7-H7 = ดีเอ็นเอที่สกัดไดจากตนที่คาดวาไดรับการถายยีน 
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 7.3  การตรวจสอบผลการถายยนี VP1 โดยวิธ ีSouthern blot hybridization 

 

 การตรวจสอบการเขารวมตัวของยีน VP1 กับจีโนมของถั่วฮามาตา โดยเลือกทดสอบ

กับตนถัว่ฮามาตาที่คาดวาไดรับการถายยนี ซึง่ตรวจสอบดวยวธิี PCR ใหผลบวกจํานวน 6 ตน 

และนํามาตรวจสอบดวยวธิี Southern blot hybridization เพื่อยนืยนัวามียนี VP1 เขาไปรวมตัว

กับจีโนมของถัว่ฮามาตาโดยใชดีเอ็นเอจากตนพืชที่ไมไดรับการถายยนีเปน negative control และ 

ดีเอ็นเอที่ไดจากการทาํ PCR ของยีน VP1 ที่ใชพลาสมดิ pCABVP1 เปน template เปน positive 

control  โดยนําจีโนมิคดีเอน็เอที่แยกสกดัไดจากตนถัว่มาตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ BamHI 

จากนั้นนํามาแยกขนาดดวยเทคนิคอิเล็กโตรโฟรีซีสบนเจลอะกาโรส 0.8% แลวยายดีเอ็นเอจาก

เจลลงบนแผนไนลอนเมมเบรน และไฮบริไดซดวยดีเอ็นเอตัวตรวจสอบของยีน VP1 ที่ติดฉลาก

ดวย 

สารไรรังสี DIG แลวนําไปตรวจสอบผลโดยนําเมมเบรนไปทาบกับแผนฟลม X-ray ซึ่งหากม ี

การเขาคูกนัระหวางดีเอน็เอตรวจสอบกับดีเอ็นเอที่สกัดไดจะใหผลเปนแถบสัญญาณสีดําบน

แผนฟลม ซึ่งผลของการทาํ Southern blot hybridization นั้นสามารถใชบอกจํานวนซ้ําของ T-

DNA ที่เขาไปแทรกตัวอยูในจีโนมของพืชที่ไดรับการถายยีนไดดวย (Eady et al., 2000; 

Kushikawa  

et al., 2001) จากการทดลองนีพ้บวา ตนทีน่ํามาตรวจสอบไดจํานวนแถบสี 1 แถบจํานวน 4 ตน 

และ 2 แถบจํานวน 2 ตน (ภาพที ่20) ดังนัน้จํานวนซ้าํ (copy) ของ T-DNA ที่ถูกถายเขาสูเซลลมี

ทั้งที่เปน 1 และ 2 ชุด อยางไรก็ตามแถบชิน้ดีเอ็นเอที่ไดในแตละตนมขีนาดแตกตางกนั เนื่องจาก 

ดีเอ็นเอที่เขาไปรวมกับจีโนมเปนการรวมกันแบบสุมและแทรกอยูในตําแหนงของดีเอ็นเอพืชใน

ตําแหนงที่แตกตางกัน ทําใหเมื่อตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะแลวไดชิ้นดีเอ็นเอที่มีขนาดตางกนั ซึ่ง

จากรายงานของ Kumpatla et al. (1997) กลาววาการถายยนีเขาสูพืชนั้นจาํนวนชุดของยีนที่เขา

ไปแทรกอยูในจีโนมพืชนั้นหากมีเพียงชุดเดียว (single copy) จะดีทีสุ่ดเพราะการที่มียนีเขาไป

แทรกอยูในจโีนมพชืหลายชดุ (multiple copy)นั้น จะทาํใหเกิดยีน silencing ได  
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    P    N   74    75   95   103      P      N      244    245 
 

 ~10 kb 
 

 

 

 

 
660 bp  

 

 

 

ภาพที ่20  การตรวจสอบการเขารวมตัวของยีน VP1 กบัจีโนมของถั่วฮามาตา  

(Stylosanthes hamata) ที่ไดรับการถายยนีที่มพีลาสมิด pCABVP1 โดยเทคนิค 

Southern blot hybridization ที่ตรวจสอบดวยดีเอ็นเอตรวจสอบของยนี VP1 

   P = positive control ( PCR product ของยีน VP1 ที่ใชพลาสมิด pCABVP1 เปน

template) 

N = negative control (ดีเอ็นเอจากตนถัว่ฮามาตาที่ไมไดรับการถายยนี) 

   74  75  95  103  244  และ 245 = ดีเอน็เอจากตนถัว่ฮามาตาที่คาดวาไดรับ 

การถายยนี VP1  
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ตารางที่ 3  ผลการตรวจสอบการมีอยูของยีน VP1 และยีน hpt ในโครโมโซมของถั่วฮามาตา 

(Stylosanthes hamata) จํานวน 300 ตน ดวยเทคนิคพีซีอาร และ dot blot 

hybridization ดวยไพรเมอร และดีเอ็นเอตรวจสอบที่จาํเพาะกับยนี 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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ตารางที่ 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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ตารางที่ 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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ตารางที่ 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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ตารางที่ 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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ตารางที่ 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 โดยวิธี reverse transcriptase 

polymerase chain reaction (RT- PCR) 

  สกัดอารเอ็นเอจากตนถั่วฮามาตาที่ไมไดรับการถายยนี และตนที่ไดรับการถายยนีตน

ที่ 244 และ 245 โดยใช Rneasy Mini kit (Qiagen) จากนัน้นาํมาตรวจสอบการสราง mRNA ของ

ยีน VP1 โดยใช Qiagen one step RT-PCR kit (Qiagen) จากการตรวจสอบพบแถบดีเอ็นเอที่ถกู

เพิ่มปริมาณจาก mRNA template ของยนี VP1 ขนาด 660 คูเบส (ภาพที่ 21) จากทั้งสองตนที่

ตรวจสอบขนาดของดีเอ็นเอที่ไดดังกลาวสอดคลองกับขนาดของยนี VP1 ที่ใชในการทดลองนี้  

 

    M       P      N     244     245   

 

 

 660 bp 

 

 

ภาพที ่21  การตรวจสอบการแสดงออกของยนี VP1 ในตนถั่ว Stylosanthes hamata จาก total  

RNA โดยเทคนิค reverse transcriptase polymerase chain reaction (RT-PCR) ซึ่ง

ไดแถบดีเอ็นเอขนาด 660 คูเบสจากตนที่ไดรับการถายยนี  

 M = 100 bp ladder marker  

 P  = positive control (ดีเอ็นเอที่ไดจากพลาสมิด pCABVP1) 

 N = negative control (อารเอ็นเอที่ไดจากตนถัว่ฮามาตาที่ไมไดรับการถายยีน) 

244 245 = อารเอ็นเอจากตนถัว่ฮามาตา 244 และ 245 ที่ไดรับการถายยนี 
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7.5  ตรวจสอบการแสดงออกของยนี VP1 โดย protein dot blot  

 

 สกัดโปรตีนจากตนถั่วฮามาตาที่ไมไดถายยีน และตนทีไ่ดรับถายยีน ตนที่ 240  243  

244 และ 245 ซึ่งตนเหลานี้ไดรับการยืนยนัการคงอยูของยนี VP1 และยีน hpt โดยวธิีพีซีอาร  

นําโปรตนีที่ไดมาตรวจสอบโปรตีน VP1 โดยใชเทคนิค dot immunoblotting โดยการหยดโปรตีนที่

ไดลงบนแผนไนโตรเซลลูโลสเมมเบรน และตรวจสอบดวยแอนติบอดีทีไ่ดจากซีร่ัมของหมทูี่แสดง

อาการของโรคปากและเทาเปอยจากเชื้อไวรัส FMD โดยใชซีร่ัมที่เจือจางอัตราสวน 1:1,000 พบวา

แอนติบอดีสามารถจับกับโปรตีนของถั่วฮามาตาตนที่ไดรับการถายยนี แตไมสามารถจับกับโปรตนี

จากถัว่ฮามาตาที่ไมไดถายยนี (ภาพที ่22) อยางไรก็ตามแมวาการตรวจสอบการแสดงออกของ

โปรตีนโดยวธิี protein dot blot นี้จะมีขอดีคือ สามารถตรวจสอบการแสดงออกของโปรตีนไดงาย 

และประหยัดสารเคมีที่ใชตรวจสอบ แตกม็ีขอเสียคือ โปรตีนที่ตรวจสอบไดอาจเปนโปรตีนชนิดอ่ืน

ที่ไมใชโปรตีน VP1 แตมีบางสวนที่สามารถจับไดกับแอนติบอดีที่เปน polyclonal antibody ดังนัน้

จึงควรมีการตรวจสอบโดยวธิี western blot อีกครั้งเพื่อใหทราบวาโปรตีนที่ไดเปนโปรตีน VP1 

หรือไมโดยดูจากขนาดของโปรตีนนั้น 

 

7.6  ตรวจสอบการแสดงออกของยนี VP1 โดย western blot analysis 

  

 สกัดโปรตีนจากตนถั่วฮามาตาที่ไมไดถายยีน และตนที ่244 และ 245 ที่ไดรับถายยีน

ที่มีการยืนยันผลโดยวิธ ีprotein dot blot วามีโปรตีน VP1 อยู นํามาแยกโปรตีนดวยเทคนิค SDS 

PAGE จากนัน้ยายโปรตีนจากเจลลงบนแผนไนโตรเซลลูโลสเมมเบรนและตรวจสอบการจับกนั

ของโปรตีนที่ไดกับแอนติบอดีซึ่งใชซีร่ัมของหมทูี่แสดงอาการของโรคปากและเทาเปอยที่เกิดจาก

เชื้อไวรัส FMD ที่เจือจางในอัตราสวน 1:1,000 ผลปรากฏวาตนที่ 245 ไมพบโปรตีน VP1 ซึ่ง

เปนไปไดวาการที่ผลจาก protein dot blot ของตน 245 ที่ใหผลบวกอาจจะเปนโปรตีนชนิดอืน่ที่

สามารถจับกบัซีร่ัมนี้ไดจึงแสดงผลบวกแตเมื่อทําการตรวจสอบโดย western blot ไมไดขนาดของ

โปรตีนตามทีค่วรจะเปน สวนในตนที ่244 สามารถตรวจพบแถบโปรตีนขนาด 30 kDa ของโปรตีน 

VP1 ที่มีความจําเพาะตอซีร่ัมที่ใช แสดงวายีน VP1 ที่ถายเขาไปในถั่วฮามาตาในการทดลองนี ้เขา

ไปรวมกับจีโนมของถั่วฮามาตาไดอยางสมบูรณ และมีการแสดงออกของโปรตีนอยางถูกตอง 

(ภาพที ่23) 
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 Carrillo (1998) ที่ถายยนี VP1 เขาสู Arabidopsis thaliana และเมื่อตรวจสอบ 

การแสดงออกของยีนโดยตรวจสอบการกระตุนภูมิคุมกนัในหนูนัน้ พบวาสามารถกระตุนภูมิคุมกนั

ในหนูได และงานของ Santos et al., (2002) ทาํการถายยีนเขาสูอัลฟลฟา โดยใชสวน amino 

acid ที่ 135-160 ของยีน VP1 ซึ่งเปนบริเวณ epitope ของยีน VP1 ที่มีความสาํคัญตอการจดจํา

ของแอนติบอดี โดยนาํไปเชือ่มตออยูกับยนี gus ซึ่งเมื่อตรวจสอบการแสดงออกของยีนในตนถัว่ 

อัลฟลฟาที่ไดรับการถายยนีดวยวิธ ีwestern blot ตรวจพบโปรตีน VP-GUS ขนาด 69 kDa และ

โปรตีนที่สามารถกระตุนภิมคูุมกันในหนูไดเชนกนั จากงานวิจยัทีก่ลาวมาจะเหน็วามีความสาํเร็จ

ในการถายยีนเพื่อสรางโปรตีน VP1 ที่กระตุนภูมิคุมกันสาํหรับปองกันโรคปากและเทาเปอยในพืช

หลายชนิด และมีการทดสอบวาสามารถกระตุมภูมิคุมกันตอโรคนี้ในหนูได อยางไรกต็ามงานวิจัย

นี้นับวาเปนงานแรกในประเทสไทยที่ประสบความสาํเร็จในการถายยนี VP1 เขาสูถัว่ฮามาตา ซึ่ง

เปนพชือาหารสัตวเขตรอน และถั่วฮามาตาที่ไดรับการถายยนีนีม้ีการแสดงออกของยีน VP1 ได

อยางสมบูรณ งานในขั้นตอนตอไปคือ การทดสอบการใชถั่วฮามาตาทีไ่ดรับการถายยีนนี้ใน 

การกระตุนภูมคิุมกันในสัตวตอไป 
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N 

240 

244 

120 

245 

243 

 

 

ภาพที ่22  การตรวจสอบการแสดงออกของยนี VP1 ในตนถั่ว Stylosanthes hamata ที ่ี ไดรับ 

 การถายยีน โดยเทคนิค  dot immunoblotting   และตรวจสอบดวยแอนติบอดีที่ไดจาก  

ซีร่ัมของหมทูีแ่สดงอาการของโรคปากและเทาเปอยที่เกดิจากเชื้อไวรัส FMD 

 N = negative control (โปรตีนที่สกัดไดจากตนถั่วฮามาตาที่ไมไดรับการถายยนี) 

 120  240  243  244  245  = โปรตีนจากตนถั่วฮามาตาที่ไดรับการถายยนี  
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ภาพที ่23    ผลการตรวจสอบการแสดงออกของยนี VP1 ในตนถั่ว Stylosanthes hamata  

ที่ไดรับการถายยีน โดยเทคนิค western blot hybridization 

M = protein marker 

      N = negative control (โปรตีนที่สกัดไดจากตนถัว่ฮามาตาที่ไมไดรับถายยนี) 

       244  245 = โปรตีนจากถั่วฮามาตาตน 244 และ 245 ที่ไดรับการถายยีน 
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สรุป 
 

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

tumefaciens สายพนัธุ AGL-1 เปนพาหะ ซึ่งมยีีน hpt เปนยนีคัดเลือก แคลลัสสามารถรอดชีวิต

บนอาหารคัดเลือกสูตร MS ที่เติม 2,4-D 5 มิลลิกรัมตอลิตร และเติมสารปฏิชีวนะไฮโกรมัยซนิ 50 

มิลลิกรัมตอลิตรจํานวน 131 ชิ้นจากแคลลัสจํานวน 2,200 ชิ้น จากนัน้เมื่อชักนาํใหแคลลัสพัฒนา

เปนตนแลว นาํตนที่ไดมาตรวจสอบทัง้หมด 300 ตน พบวาเมื่อตรวจดวยเทคนิคพซีอีาร พบตนทีม่ี

ยีน VP1 เพียงยีนเดียวจํานวน 93 ตน ตนทีม่ีเพียงยนี hpt เพยีงยนีเดียวจํานวน 97 ตน และมีตนที่

พบทัง้สองยีนจํานวน 75 ตน จากนั้นเลือกเฉพาะตนทีม่ีทั้งยีน VP1 และ hpt จํานวน 50 ตน  

มายนืยนัผลโดยวิธี dot blot hybridization ดวยดีเอ็นเอตรวจสอบสําหรับยีน VP1 พบวาทัง้ 50 

ตน นัน้พบวามียีน VP1 อยู และเมื่อคัดเลือกตนทีม่ียนี VP1 นี้จํานวน 6 ตน มายืนยนัการมีอยูของ

ยีน VP1 ดวยวิธี Southern blot analysis พบวาทัง้ 6 ตนมียนี VP1 อยูจริงโดยพบวามีจํานวนชุด

ของยีนที่เขารวมตัวกับจีโนมถั่วฮามาตาจาํนวน 1- 2 ชุด และมีตําแหนงที่สอดแทรกในจีโนมที ่

แตกตางกนั โดยแสดงผลจากขนาดของแถบดีเอ็นเอที่ไดมีขนาดแตกตางกนั และเมื่อนําบางตนที่

ใหผลบวกเอตรวจสอบดวยวธิี Southern blot มาตรวจสอบการแสดงออกของยีน VP1 ในระดับ 

mRNA โดยวธิี RT-PCR และการแสดงออกระดับโปรตีนโดยวิธ ีdot immunoblot และ western 

blot โดยใชแอนติบอดีที่ไดจากซีร่ัมของหมทูี่แสดงอาการของโรคปากและเทาเปอยเนือ่งจากเชื้อ 

ไวรัส FMD พบวา 1 ใน 2 ตนทีน่าํมาทดสอบมีการแสดงออกในระดับ mRNA และระดับโปรตีน

อยางสมบูรณ โดยยืนยันจากการไดแถบดีเอ็นเอขนาด 660 คูเบส จากการทาํ RT-PCR และได

โปรตีนขนาด 30 kDa ในขณะที่อีกตนหนึ่งพบเพียงแถบดีเอ็นเอขนาด 660 คูเบสจากการทาํ  

RT-PCR แตไมพบการแสดงออกของโปรตีนขนาด 30 kDa 
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