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ความเปนมาและความสําคัญของปญหา 
 

Rhynchostylis sp. หรือกลวยไมสกุลชาง มีถิน่กาํเนิดอยูในประเทศแถบเอเชียตะวนัออก

เฉียงใต เชน ไทย พมา มาเลเซีย ฟลิปปนส สําหรับในประเทศไทยพบกลวยไมสกลุชางกระจาย

พันธุ อยูทุกภาคของประเทศ บางภาคอาจมีกลวยไมสกุลชางชนิดหนึ่งแตอาจไมมอีีกชนิดหนึง่ โดย

พบกลวยไมสกุลชางตามธรรมชาติ 4 ชนิด ไดแก กลวยไมชาง (Rhynchostylis gigantea) 

กลวยไมไอยเรศหรือพวงมาลัย (Rhynchostylis retusa) กลวยไมเขาแกะ (Rhynchostylis 

coelestis) และกลวยไมชางฟลิปปนส (Rhynchostylis violacea) สําหรับ 3 ชนิดแรก มีถิ่นกําเนิด

ในประเทศไทยและประเทศใกลเคียง สวนชางฟลิปปนสมีถิ่นกําเนิดอยูในประเทศฟลิปปนส  

สําหรับในกลวยไมสกุลชางดวยกนั พบวา กลวยไมชางมีรูปรางใหญโตกวากลวยไมชนิด

อ่ืนๆ สามารถแบงกลวยไมชางในประเทศไทยออกเปน 3 ประเภท ตามลักษณะสีของดอก คือ ชาง

กระ ชางแดง และชางเผือก ทั้งสามประเภทเปนพนัธุแทพันธุเดียวกัน มีลักษณะลาํตน ใบ ราก ชอ

ดอก และดอกคลายคลึงกัน แตตางกนัตรงที่สีของดอกคือชางกระมีดอกสีขาวประดวยจุดสีมวง

แดง ชางแดงดอกมีสีมวงแดงทั้งดอกหรือเกือบทัง้ดอก และชางเผือกมีดอกสีขาวลวน สําหรับชาง

กระขาวปากแดงนัน้ ถือไดวาเปนพันธุลูกผสม สีของดอกจะเปนสีขาวมีลายจุดสีมวงแดง บริเวณ

ปากจะเปนสีแดง (มลิวัลย  พรหมรักษา, 2539)  

เนื่องจากกลวยไมเปนไมดอกประดับที่ไดรับความนิยมอยางแพรหลาย มีมูลคาทาง 

เศรษฐกิจกวา 20,000 ลานบาท ซึ่งจัดเปนพืชสําคัญและเปนสินคาสงออกของประเทศ (ไมตรี 

ปทุมวงษ, 2541) การรักษาศักยภาพในการแขงขันดานการตลาดเพือ่สงออกสูตางประเทศ

เชื่อมโยงโดยตรงกับความสามารถในการวางตลาดกลวยไมที่มีความแปลกใหมของสายพนัธุทัง้ใน

ดานรูปลักษณ สี และกลิน่ ใหไดอยางสม่าํเสมอ ดวยแนวทางดังกลาวจึงจาํเปนตองปรับปรุงพนัธุ

ใหไดลักษณะที่ตองการ ทีผ่านมาแมวาการปรับปรุงพนัธุแบบดั้งเดมิ (conventional breeding) 

โดยการผสมและคัดเลือกจะทําไดไมยากนกั แตเนื่องจากกลวยไมเจริญเติบโตชาจึงมีความ

พยายามในการนําเทคนิคการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อและเทคนิคทางพนัธศุาสตรสมัยใหม เชน การถาย

ยีนเขามาประยุกตใช (กองเกียรติ  เขาหลวง, 2543)   

ที่ผานมาพบวามีการศึกษาการถายยนีในกลวยไมเปนจาํนวนมาก ซึง่วิธกีารถายยนีเขาสู

กลวยไมนั้นสามารถทําไดหลายวธิี เชน การถายยีนเขาสูเนื้อเยื่อของกลวยไมพันธุ Phalaenopsis, 
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Cymbidium และ Dendrobium โดยการใชเครื่องยิงอนภุาค (particle bombardment) (Anzai et 

al., 1996; Yang et al., 1999; Kuehnle and Sugii, 1992) และการถายยนีเขาสูกลวยไม 

Oncidium, Phalaenopsis และ Dendrobium โดยใช Agrobacterium tumefaciens (Liau et 

al., 2003; Belarmino and Mii, 2000; Yu et al., 2001) ซึ่งเทคนิคดังกลาวมีความยุงยากและมี

ขอจํากัดในเรือ่งเครื่องมือ อุปกรณ รวมถึงเรื่องคาใชจาย และมีเงื่อนไขการใชประโยชนในรูปแบบ

สิทธิบัตร รวมทั้งความจําเปนทางเทคนคิที่ตองใชพาหะทีม่ีโครงสรางเฉพาะ ทําใหมีความยุงยาก

ในการโคลนและดัดแปลงชิ้นสวนของยนีกอนทีจ่ะเริ่มกระบวนการ นอกจากนีก้ารถายยนีสามารถ

ทําโดยการใชสารเคมี  เชน PEG (Bittencort et al., 1995) ซึ่งอาศัยความสามารถในการดึงน้ํา

และจับตัวกับประจุของโมเลกุลของ PEG รอบๆ ผิวของเมมเบรนทาํใหเยื่อหุมเมมเบรนโดยเฉพาะ

บริเวณที่อาจเปน ion gate เกิดภาวะไรเสถียรภาพชัว่คราว  ภาวะเชนนี้เมมเบรนมีแนวโนมจะรับ

โมเลกุลดีเอ็นเอจากภายนอกที่มีความเขมขนมากกวาได (Hui et al.,1991) หรือการฉีดดีเอ็นเอเขา

สูเซลลโดยใชเข็มขนาดเล็กหรือ μ needle สอดเขาไปภายในเซลลเพื่อฉีดโมเลกลุดีเอ็นเอเขาสู

เซลลโดยตรง (Holm et al., 2000) หรือการใชเครื่อง microprojectile bombardment device ยิง

อนุภาคทองคําขนาดเลก็เขาสูเซลล (Sanford, 1988; Bommineni  et al., 1997)  โดยหลกัทาง

กายภาพดวยการอัดแรงดัน  การใชลูกกระสุนขนาดเลก็ (μ bullet) ทีเ่คลือบดวยดีเอ็นเอทําให

สามารถยิงกระสุนทะลุผานโครงสรางของเซลลเมมเบรนและชวยสงดีเอ็นเอเขาสูบริเวณที่

เหมาะสมและทายสุดไดแก วิธกีารถายยีนทางชีวภาพโดยแบคทีเรีย Agrobacterium ซึ่งอาศัย

กลไกการติดเชื้อและตัดชิ้นสวนของยีนและสงผานโดยกลไกของโปรตีนที่สรางขึ้นจาก Vir ยีนชนิด

ตาง ๆ (Bevan,1984) วิธกีารแตละวิธีมีความยากงายและตนทนุในการดําเนินการตางกนั 

ประสิทธิภาพในการถายยีนตางกนั มขีอจํากัดตอชนิดของพืชที่แตกตางกนัและที่สําคัญทั้งหมด

ติดขัดเงื่อนไขของการประยกุตในเรื่องสทิธิบัตรการใชงานซึง่เปนของตางประเทศทัง้หมด   

การศึกษากลไกการถายยีนในหลายกรณีขางตนชี้ใหเห็นวาการแทรกตัวของยีนขณะถาย

ยีนเปนไปตามหลักการพื้นฐานของ illegitimate recombination หรือ non-homologous  

recombination (Gheysen et al., 1991) โดยชิ้นของยีนที่แทรกตัวเขาสูจีโนมพืชจะอาศัยความ

คลายกันของลําดับนิวคลีโอไทดเพียงไมกี่เบส การแทรกตัวดังกลาวแสดงใหเห็นวาไมวาจะเปน

รูปแบบการถายยีนกรณีใด การถายยีนสวนใหญที่เกิดขึ้นโดยกระบวนการ non-homologous  

recombination (NHR) (Debuchy et al., 1989) โดยในพืชพบวาเกิดมากกวา homologous  

recombination 103 -106 เทา (Miao and Lam,1995) ในการถายยีนโดยใชอะโกรแบคทีเรียม 

กลไกการถายยีนเกี่ยวของกับการตัดดีเอ็นเอใหเปน linear กอนสงผานเขาสูนิวเคลียสของพืช 

ภายหลังที่ linear ss-DNA ดังกลาวเขาสูนิวเคลียสของพืช Van et al. (2001) พืชจะสรางสายดี

เอ็นเอที่เหลือใหกลับมาเปน linear ds DNA และแทรกตัวเขากับจีโนมในที่สุด ดังนั้นสาย ds DNA
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ในรูป linear  จึงเปนสายดีเอ็นเอที่มีบทบาทสําคัญ  ผลดังกลาวซึ่งชี้ใหเห็นถึงความเปนไปไดใน

การใชดีเอ็นเอในรูป linear ในการถายเขาสูเซลลพืช ระบบการถายยีนเขาสูพืชสวนใหญอยูบน

พื้นฐานของการใชดีเอ็นเอพาหะซึ่งมักอยูในรูปของ double stand plasmid DNA ดังนั้นการให

ความสําคัญตอการพัฒนาระบบการถายยีน  เร่ิมตนจากการใชดีเอ็นเอในรูป linear ds DNA จะ

ชวยใหไดวิธีการใหมๆ ที่ไมมีขอจํากัดในเงื่อนไขการประยุกต และเปนการพัฒนาองคความรูที่เปน

ของคนไทยเอง การถายยีนในรูป linear มีรายงานเปนครั้งแรกโดย Case และคณะ (1979) 

 Schiestl และ Petes (1991) ไดพัฒนาวิธกีารถายยนีโดยใชดีเอ็นเอในรูป linear จากการ

ตัดดวยเอ็นไซมจําเพาะและกระตุนใหชิน้ยนีเขาสูจีโนมได เทคนิคดังกลาวเปนทีคุ่นเคยในนาม 

restriction enzyme-mediated integration (REMI) ซึ่งไดนํามาประยุกตใชในการถายยีนในรปู 

linear vector เขาสูรา (Brown and Holden, 1998; Riggle and Kumamoto, 1998; Kahmann 

and Basse, 1999) ยีสตและส่ิงมีชีวิตชัน้สูงขึน้ (Schiestl et al., 1994; Manivasakam and 

Schiestl, 1998) ในทางปฏิบัติเร่ิมจากการใชยีนเปาหมายในรูป linear double strand รวมกับ 

genomic DNA และเอนไซมจําเพาะ ชิ้นดีเอ็นเอจาก genomic DNA จะชวยใหดีเอ็นเอเปาหมาย

สามารถเขาไปในจีโนมและเกิดการแทรกตัวดวยกระบวนการ non-homologous end joining   

 กลไกการถายยีนโดยวิธี REMI เริ่มจากเอ็นไซมจําเพาะจะแพรผานผนังเซลลและเยื่อหุม

นิวเคลียสตัดโครโมโซมของเซลลเจาบานทีต่ําแหนงจําเพาะ โครโมโซมและชิน้ดีเอ็นเอที่เปน  

double stand จะเขาตอกนักับดีเอน็เอของโครโมโซม โดยกระบวนการซอมแซมโดยเซลลเจาบาน

ในสภาพธรรมชาติ (Schiestl and Petes, 1991) สําหรับในพืชการใชดเีอ็นเอในรูป linear เพื่อการ

ถายยนีมีผูศกึษานอยมากทัง้ๆ ทีก่ารเตรียม linear ดีเอ็นเอสามารถดาํเนนิการโดยเทคนิค PCR ได

โดยงาย  

ที่ผานมาการศึกษาและการพัฒนาเทคนิคการถายยนีเขาสูกลวยไมนยิมใช Antibiotic 

resistance gene ซึ่งสามารถตรวจสอบและประเมินผลไดโดยตรงจากความสามารถในการ

ตานทานและตรวจสอบยีนไดโดยงาย โดยมีรายงานการถายยนีในกลวยไมหลายชนดิซึ่งใชยีนและ 

selectable marker gene ที่แตงตางกันไป โดย Belarmino และ Mii (2000) ศึกษาการคัดเลือก

ตนกลวยไมฟาแลนนอพซิสลูกผสมซึ่งเลีย้งรวมกับเชื้ออะโกรแบคทีเรียมสายพนัธุ LBA4404 และ 

EHA101 ที่มยีีนรายงานผล β – glucuronidase (gus) และยีนตานทานยาปฏิชีวนะไฮโกรมยัซนิ 

(hygromycin phosphotransferase II; hpt II) ตอมาในป 2001 Yu และคณะ ศึกษาการสราง

กลวยไมดัดแปลงพนัธุกรรมที่ไดจากการถายยนีเขาสูกลวยไมสกุลหวาย   (Dendrobium Madane 

Thong-In) โดยเลี้ยงรวมกับเชื้ออะโกรแบคทีเรียมสายพันธุ LBA4404 ที่มีดีเอ็นเอเวคเตอรที่

ประกอบดวยยีนตานทานยาปฏิชีวนะกานามยัซินและยีน homeobox (doh 1) แบบ antisense 
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Chai และคณะ (2002) ศึกษาการถายยีนเขาสูโปรโตคอรมกลวยไมฟาแลนนอพซสิสาย

พันธุ T1, T5, T10 และ Hikuru โดยใชเชื้ออะโกรแบคทีเรียมสายพันธุ LBA4404 ที่มีเวคเตอร 

pTOK233 ซึ่งประกอบดวยยีนกาํหนดการสรางเอนไซม β – glucuronidase และยีนตานทานยา

ปฏิชีวนะไฮโกรมัยซิน  

ยังพบการถายยีนโดยวิธีการยิงอนุภาคเขาสูกลวยไม ไดแก Chia และคณะ (1990) 

รายงานการทดลองถายยีนรายงานผล (reporter gene) ไดแก ยีน firefly luciferase เขาสูคัพภะ

ของกลวยไมสกุลแวนดา  (Vanda sp.) ตอมาในป 1992 Kuehnle และ Sugii ประสบความสาํเร็จ

ในการถายยีนตานทานยาปฏิชีวนะกานามัยซินเขาสูกลวยไมสกุลหวาย (Dendrobium สายพนัธุ 

Jaquelyn Thomus hybrids) โดยมียนี gus A เพื่อใชทดสอบการแสดงออกของยีน และยีนที่

ควบคุมการสรางเอนไซม neomycin phosphotransferase (npt II)  

Yang และคณะ (1999) ศกึษาถายยีนตานทานยาปฏิชีวนะกานามยัซินและยนี gus เขาสู

กลวยไมสกุลซมิบิเดียม (Cymbidium sp.) 

และในป 2000 Knapp และคณะ ถายยนี phosphinothricin acetyltransferase (bar) ที่

แยกไดจากเชือ้ Streptomyces hygroscopicus เขาสูโปรโตคอรมกลวยไม 3 สกุล ไดแก Brassia 

, Cattleya และ Doritaenopsis คัดเลือกเนื้อเยื่อโดยใชยาปราบวัชพชืไบอะลาฟอสความเขมขน 3 

มิลลิกรัมตอลิตร สําหรับใชคัดเลือกกลวยไมสกุล Brassia และ Cattleya สวนกลวยไมสกุล 

Doritaenopsis นั้นสามารถพัฒนาเปนตนบนอาหารสูตรที่ไมเติมยาปราบวัชพืชไบอะลาฟอส 

หากพิจารณาจากรายงานทีป่รากฎกลับไมพบรายงานการถายยนีในกลวยไมสกุลชาง 

(Rhynchostylis sp.) แตอยางใด อยางไรก็ดี เนื่องดวยกลวยไมสกุลชางนั้นมีความโดดเดนที่ออก

ดอกเปนชอสวยงาม มกีลิ่นหอม แตยงัขาดขอมูลการวจิยัในระดับสากลดังกลาว การศึกษาในครั้ง

นี้ จึงมุงความสนใจที่จะพัฒนาการถายยนีเขาสูกลวยไมชางกระ Rhynchostylis gigantea เพื่อผล

ที่ไดจะสามารถนําไปประยุกตใชในการเพิม่ศักยภาพในการพัฒนาพนัธุกลวยไมสกุลชางรวมถงึ

กลวยไมสกุลใกลเคียงอืน่ๆ ใหมีศักยภาพในการนาํไปพัฒนาเปนพืชเศรษฐกิจในระดับสากลไดใน

อนาคต 

ในเบื้องตนไดทดลองศึกษาการถายยนีตานทานยาปฏิชวีนะกานามัยซินเขาสูกลวยไมชาง

กระ Rhynchostylis gigantea เนือ่งจากรายงานสวนใหญในกลวยไมจะนิยมใชยาปฏิชีวนะ

ดังกลาว แตเมื่อไดทําการทดลองพบวา กลวยไมชางกระ Rhynchostylis gigantea มี

ความสามารถในการตานทานยาปฏิชวีนะกานามยัซินในธรรมชาติอยูแลว การศึกษาจึงเปลี่ยนไป

สูการถายยนี phosphinothricin acetyltransferase หรือยีน bar เนื่องจากสามารถตรวจสอบและ

ประเมินผลประสิทธิภาพไดโดยตรงจากความสามารถในการตานทานเชนเดียวกับยาปฏิชีวนะ
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กานามยัซิน ในระยะหลังนี ้ ยีนตานทานยาปราบวัชพืชไบอะลาฟอสก็เปนทีน่ิยมใชกนัมากขึ้นและ

ทางหองปฏิบตัิการมีความพรอม 

การศึกษาการถายยนีตานทานยาปราบวัชพืชไบอะลาฟอสในรูปแบบ linear DNA เขาสู

กลวยไมชางกระ Rhynchostylis gigantea ในครั้งนี ้ อาศัยความไดเปรียบในเรื่องการแบงตัวของ

เซลลที่รวดเร็วของกลวยไมและสามารถนาํมาเพาะเลีย้งใหเจริญเติบโตไดงายและในเวลาอันสั้นใน

สูตรอาหารพืน้ฐาน เชน VW (Vacin and Went, 1949) รวมกับเทคนิคในการถายยีนในรูปแบบ 

linear  โดยใชโครงสรางที่เปนชิ้นสวนดีเอน็เอสังเคราะหที่ประกอบไปดวย 35S โปรโมเตอร และยนี

ตานทานยาปราบวัชพชืไบอะลาฟอส ในรูป linear  เปนยีนเปาหมาย โดยศึกษาเปรียบเทียบวิธกีาร

ชักนาํใหชิน้ดีเอ็นเอเขาสูเซลลพืชในภาวะที่มีและไมมีเอนไซมจําเพาะ มีและไมม ี genomic DNA 

มีและไมมี polyethyleneglycol (PEG) ภาวะที่มีกระแสไฟฟา ในฐานะเปนตัวชักนาํเพื่อกระตุนให

เกิดการนาํดีเอ็นเอเขาสูเซลล โดยอาศยัการตรวจสอบและประเมนิผลจากความสามารถในการ

ตานทานยาปราบวัชพชืไบอะลาฟอส การตรวจสอบการปรากฏของยนีดวยเทคนิค PCR และ

การศึกษาการแสดงออกของยีนโดยตรวจสอบดวยเทคนคิ Biosensor (Chaumpluk et al., 2006) 
 
วัตถุประสงคของการวิจยั 

เพื่อศึกษาการถายยนีตานทานยาปราบวัชพืชไบอะลาฟอสรูปแบบ linear DNA เขาสู

กลวยไมชางกระ Rhynchostylis gigantea 

 
ขอบเขตของการวิจัย 

เพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อกลวยไมชางกระ Rhynchostylis  gigantea ในสภาพปลอดเชื้อ โดยชัก

นําใหเกิดโปรโตคอรม และแคลลัสปริมาณมาก เตรียมชิ้นดีเอน็เอใหอยูในรูปโครงสรางที่ประกอบ

ไปดวย 35S โปรโมเตอรและชิ้นสวนของยนีตานทานยาปราบวัชพืชไบอะลาฟอส ถายยีนโครงสราง

เปาหมายในรปู linear DNA เขาสูแคลลัสกลวยไมที่เตรียมได  คัดเลือกแคลลัสที่ตานทานยาปราบ

วัชพืชไบอะลาฟอส  และตรวจสอบการปรากฏของยีนและระดับการแสดงออกของยนีดวยเทคนิค 

PCR (Sambrook et al., 1989) และไบโอเซ็นเซอร (Chaumpluk et al., 2006) 

 
ประโยชนที่คาดวาจะไดรบั                                                                              

สามารถนําความรูที่ไดไปประยุกตในการพฒันากลวยไมใหมีลักษณะทีด่ีข้ึน 

  



บทที่  2 
 

 เอกสารและงานวิจัยที่เก่ียวของ 

 
กลวยไมเปนไมดอกในกลุมพืชใบเลี้ยงเดีย่ว (monocotyledonous plant) วงศออรคิเดซิอี 

(orchidaceae) หรือเรียกกันทั่วๆ ไปวา วงศกลวยไม เปนพืชทีม่อีายุยาวหลายป ไมมีเนื้อไม 

(perennial herbs) และมีจํานวนชนิดมากที่สุดถึงกวา 19,000 ชนดิ ในบรรดาไมดอกดวยกนั 

นอกจากชนิดที่มีอยูตามธรรมชาติ และหากนับรวมพวกลูกผสมหรือที่ไดจากการปรับปรุงพันธุจะ

พบวากลวยไมมีความสําคญัมากที่สุด                                                                                       

กลวยไมพบไดในถิ่นอาศัยแบบตางๆ ตัง้แตบริเวณทีม่ีน้ําแข็งปกคลุมเกือบตลอดทั้งปไป

จนถงึเขตรอน ในปาทุกประเภทในเขตรอนจะพบกลวยไมที่ดํารงชีวิตอยูไดหลายรูปแบบทัง้    

กลวยไมดนิ กลวยไมอิงอาศัย และกลวยไมที่เจริญเติบโตอาศัยซากอนิทรียวัตถุ  

ประเทศไทยเปนแหลงกําเนดิของกลวยไมมากกวา 1,000 ชนิด โดยทีห่ลายชนิดพบเฉพาะ

ในประเทศไทยเทานัน้ จึงนับเปนทรัพยากรทางชวีภาพที่มีคุณคาและเปนเอกลักษณ นอกจาก

กลวยไมชนิดพันธุทีพ่บตามธรรมชาติอยางมากมายแลว ยังมพีันธุจําเพาะที่ไดจากการปรับปรุง

พันธุใหม มีลักษณะพเิศษสวยงามยิง่ขึ้นหรือบานทนยิง่ขึ้น ทําใหกลวยไมของไทยเปนที่รูจกักันเปน

สวนใหญ (อบฉันท  ไทยทอง, 2548) สําหรับกลวยไมทองถิน่ของไทยทีน่ิยมไดแก เอื้องชนิดตางๆ  

ฟามุย และกลวยไมสกุลชาง 

กลวยไมสกุลชางเปนกลวยไมปาพนัธุลูกผสม มีความสวยงามแปลกตาเปนที่ประทับใจ  มี

เอกลักษณที่ออกดอกเปนชอสวยงาม มกีล่ินหอมและดอกบานนาน 2-3 สัปดาห มหีลายชนิดที่พบ

เฉพาะในประเทศไทย อยางไรก็ดี ดวยขอจํากัดในเรื่องการขยายพนัธุ และการปรับปรุงพันธุใหเปน

ที่ตองการของตลาดในตางประเทศในจาํนวนมากพอ จึงทําใหกลวยไมสกุลชางยังมีตลาดจํากัด  

นอกจากนี้ในระบบสากลยังพบวา การศกึษาเกี่ยวกับกลวยไมสกุลชางมีนอยกวากลวยไมชนิดอื่น

อยางมาก ดวยเอกลกัษณของกลวยไมสกุลชางที่ออกดอกเปนชอ สายพนัธุของไทยที่มีความโดด

เดนทางลกัษณะและสีของดอกอยางยิ่ง และการขาดขอมูลการวิจยัระดับสากลดังกลาว การศึกษา

ในครั้งนี้จงึเนนใหความสาํคัญตอการใชเนื้อเยื่อกลวยไมสกุลชางเปนวัสดุในการทดลอง ทั้งนี้

เพื่อใหไดผลทีส่ามารถนําไปประยุกตใชเพือ่เพิ่มศักยภาพในการพัฒนาพนัธุกลวยไมสกุลชางใหมี

ศักยภาพในการพัฒนาใหเปนพืชเศรษฐกิจในระดับสากล 
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กลวยไมสกุลชางมีชื่อวิทยาศาสตรวา Rhynchostylis sp. มีถิน่กําเนิดในประเทศไทย 

พมา ทางตอนใตของจีน และอินโดนเีซีย สําหรับในประเทศไทยพบกระจายพันธุตามธรรมชาติใน

เขตภาคเหนือ ภาคตะวนัออกเฉียงเหนือ จนถงึตอนเหนือของภาคกลาง โดยพบขึน้กระจายทั่วไป

ในปาที่มีระดบัความสงูประมาณ 260-350 เมตรจากระดับน้ําทะเล  

กลวยไมสกุลชางมีจาํนวนสมาชิกทั้งหมด 4 ชนิด คือ 

1. กลวยไมชาง (Rhynchostylis gigantea) ไดแก พวกชางกระ ชางแดง ชางเผือก ชางสม  

ชางพลาย ชางประหลาด ชางการตูน  

2. กลวยไมไอยเรศหรือพวงมาลัย (Rhynchostylis retusa) 

3. กลวยไมเขาแกะ (Rhynchostylis coelestis) 

4. กลวยไมชางฟลิปปนส (Rhynchostylis violacea) 

กลวยไมชางมรูีปรางใหญโตกวากลวยไมชนิดอื่นๆ ในสกุลเดียวกนั มีใบหนา แขง็ ยาว

ประมาณ 25-30 เซนติเมตร กวางประมาณ 5-7 เซนติเมตร ปลายใบเปนแฉก 2 แฉก มน และสอง

แฉกของใบไมเทากัน รากเปนรากอากาศ มีขนาดใหญ ปลายรากมีสีเขียว ชอดอกเปนรูป

ทรงกระบอกโคงลง ชอดอกยาวประมาณ 20-40 เซนติเมตร มีดอกแนนชอ ชอละ 25-60 ดอก 

ขนาดดอกประมาณ 2.5-3.0 เซนติเมตร กลีบนอกคูลางกวางยาวพอๆ กันกับกลบีนอกบน สวน

กลีบในเรียวกวากลีบนอก เดือยดอกอยูในลักษณะเหยยีดตรงไปขางหนา ปลายแผนปากหนา แข็ง

และปลายสองขางเบนเขาหากัน ปลายปากมี 3 แฉก สองแฉกขางมน แฉกกลางมนและมีขนาด

เล็กกวามาก ใกลโคนปากดานบนมีสันนนูเตี้ยๆ 2 สัน ดอกมีกลิ่นหอมฉุน หอมไกล ดอกบานใน

ระหวางเดือนธันวาคมถงึเดอืนกุมภาพันธ และบานทนไดประมาณสองหรือสามสัปดาห  

ในกลุมชางแบงออกเปน 3 ประเภทตามลกัษณะสีของดอก คือ ชางกระ ชางแดง และ

ชางเผือก ทั้งสามประเภทเปนพนัธุแทพนัธุเดียวกนั มีลักษณะลําตน ใบ ราก ชอดอก และดอก

คลายคลึงกนั แตตางกันตรงที่สีของดอก คือชางกระมีดอกสีขาวประดวยจุดสีมวงแดง ชางแดง

ดอกมีสีมวงแดงทั้งดอกหรือเกือบทัง้ดอก และชางเผอืกมีดอกสีขาวลวน นอกจากนี้ยังม ี ชาง

ประหลาด ซึ่งเกิดจากการผสมพันธุระหวางชางแดงกับชางกระ สีของดอกมีจุดสีมวงแดงใหญกวา

ชางกระ บางตนจุดสีมีขนาดใหญจนเกือบเต็มกลีบดอก คลายกับสีของดอกชางแดง แตยงัมีสีขาว

ของพื้นกลีบดอกเหลืออยู กลวยไมชางเปนทีน่ิยมเลี้ยงกันมากเนื่องจากเลี้ยงไดงาย ออกดอกทุกป 

(มลิวัลย  พรหมรักษา, 2539)   

การศึกษาวิจัยกลวยไมชางในประเทศไทย สวนใหญเปนการผสมพันธุเพื่อใหเกิดพันธุ 

ใหมๆ โดยมีผลงานเดน ไดแก ผลงานของศาสตราจารยระพี สาคริก ซึง่ทาํการผสมพันธุกลวยไมได

พันธุชางแดง  
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อยางไรก็ดี ลักษณะทีเ่ปนเปาหมายในการพัฒนา ไดแก การพฒันาใหเกิดชอดอกเปน

แบบชอต้ัง เพือ่ใหเหมาะในการตัดดอก หรือพัฒนาสีของดอกใหเปนสฟีา ฟามวง หรือน้ําเงนิ ซึง่ไม

มีมากอน หรือพัฒนาใหเกิดพันธุที่แคระเหมาะสําหรับปลูกเปนไมกระถาง 

ที่ผานมาแมวาการปรับปรุงพันธุแบบดัง้เดิม (Conventional breeding) จะทําไดไมยาก

นักแตเนื่องจากการผสมเพื่อใหมีพนัธุใหมๆ  ข้ึนอยูกับความสามารถในการเจริญ ซึ่งกลวยไมสกลุ

ชางเติบโตไดชา จงึมีความพยายามในการนําเทคนิคการถายยนีมาประยุกตใช 

การถายยนีเขาสูกลวยไมสามารถทาํไดหลายวธิี ไดแก การใชเครื่องยงิอนุภาค (particle 

bombardment) โดยมีรายงานการใชถายยนีเขาไปในเนื้อเยื่อของกลวยไมพันธุ Cymbidium, 

Phalaenopsis และ Dendrobium (Yang et al., 1999; Anzai et al., 1996; Kuehnle and Sugii, 

1992) และการถายยนีโดยใช Agrobacterium tumefaciens ในกลวยไม Oncidium, 

Phalaenopsis และ Dendrobium (Liau et al., 2003; Belarmino and Mii, 2000; Yu et al., 

2001) อยางไรก็ตาม เทคนคิเหลานี้มีขอจาํกัดในเรื่องอปุกรณเครื่องมือ คาใชจาย ความยุงยาก

ทางเทคนิคที่ไมเหมาะสมกบัความพรอมของประเทศ และที่สําคญัเงื่อนไขการใชประโยชนในรูป 

แบบสิทธิบัตร 

ปาลิตา แปวไธสง (2550) ไดเสนอแนววธิีในการถายยนีเขาสูเนื้อเยื่อพืชโดยใชอุปกรณที่

พัฒนาขึ้น โดยปยะศักดิ์  ชอุมพฤกษ และคณะในป 2550 ที่เรียกวา CU pulser กระตุนเซลลดวย

กระแสไฟฟาทีค่วามตางศักยต่ําเพื่อใหพลาสมิดดีเอ็นเอจากภายนอกเขาสูเซลลและเกิดการถาย

ยีนอยางเสถียร วิธีดงักลาวพฒันาใชเพื่อทดแทนขอจํากัดในเรื่องอุปกรณเครื่องมือ คาใชจาย  

ความยุงยากทางเทคนิคที่ไมเหมาะสมกับสภาพของประเทศ และขอจํากัดในเรื่องสิทธิบัตรที่เปน

ของตางชาติ (ปยะศักดิ์ ชอุมพฤกษ, 2550) การถายยนีเกิดจากการประยุกตใหเกิดภาวะขาด

เสถียรภาพของ electropermeabilization ที่เกิดขึน้ทีผิ่วของเซลลเมมเบรน โดยเฉพาะกระตุน  

transmenbrane potential difference 

ดวยหลกัการทางไฟฟารวมกับสาร PEG6000 ภาวะการสูญเสียสภาพของเมมเบรนอัน

เนื่องจากการเปลี่ยนแปลงของ electropermeabilization ข้ึนอยูกับสนามไฟฟาที่กระทบตอ        

เมมเบรนภายในเซลลพืช  สนามไฟฟาดังกลาว เกิดจากการใชความตางศักยและกระแสไฟฟาใน

ระดับที่เหมาะสมโดยตองเปนระดับที่สามารถเอาชนะ impedence   ที่เกิดขึ้นภายในเซลลที่อยู

ระหวางแตละขั้วไฟฟา ขณะเดียวกนัตองไมกอใหเกดิผลกระทบตอความรอนที่เกิดขึ้นและตอการ

ปนเปอนของ electrolytes ที่เกิดขึ้นขณะผานสนามไฟฟา (Kotnik  et al., 2001) ดีเอ็นเอจาก

ภายนอกเซลลจะเขาสูภายในเซลลตรงบริเวณของเมมเบรนที่มีความตางศักยสุทธิสูงกวาคา 

threshold ต่ําสุดในระดับ 20–30 mV เฉพาะจุด โดยทีเ่ซลลที่มีขนาดใหญจะไวตอสนามไฟฟาใน

ระดับตํ่าขณะที่เซลลขนาดเล็กจะไวตอสนามไฟฟาในระดับที่สูงขึ้น (Teissie et al.,1999) อยางไร
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ก็ดี สวนใหญการผานสนามไฟฟาไปยงัเยื้อหุมเซลลเปาหมายจะมรูีปแบบที่จําเพาะขึ้นกบัระบบ  

เชน การปลดปลอยดวยตัวเก็บประจ ุ (capacitor discharge) และการสรางระบบปลดปลอยจาก

แหลงกาํเนิดในรูปแบบ square wave (power transister) ไฟฟาดังกลาวเมื่อกระตุนไปยังเมม

เบรนจะทําใหเกิดการกระจายตัวของ  pore size ขนาดเล็กรอบบริเวณ pore size ขนาดเล็ก ชวย

ใหดีเอ็นเอเขาสูภายในเซลลได (Hui and Boni., 1991) การแทรกตัวของดีเอ็นเอภายหลงัเขาสู

เซลลแลว เกิดขึ้นดวยรูปแบบ non-homologous end joining (Gheysen et al., 1991; Debuchy 

et al., 1989) ภายหลงัการกระตุนใหเกิด double strand break (Debuchy and Brygoo, 1985) 

โดยในพชืสามารถเกิดขึ้นไดมากกวา homologous recombinantion 103 -106 เทา (Miao and 

Lam, 1995)  

Schiestl และ Petes (1991) ไดพัฒนาวิธกีารถายยนีโดยใชดีเอ็นเอในรูป linear จากการ

ตัดดวยเอ็นไซมจําเพาะและกระตุนใหชิน้ยนีเขาสูจีโนมได เทคนิคดังกลาวเปนทีคุ่นเคยในนาม 

restriction enzyme-mediated integration (REMI) ซึ่งไดนํามาประยุกตใชในการถายยีนในรปู 

linear vector เขาสูรา (Brown and Holden, 1998; Riggle and Kumamoto, 1998; Kahmann 

and Basse, 1999) ยีสตและส่ิงมีชีวิตชัน้สูงขึน้ (Schiestl et al., 1994; Manivasakam and 

Schiestl, 1998) ในทางปฏิบัติเร่ิมจากการใชยีนเปาหมายในรูป linear double strand รวมกับ 

genomic DNA และเอนไซมจําเพาะ ชิ้นดีเอ็นเอจาก genomic DNA จะชวยใหดีเอ็นเอเปาหมาย

สามารถเขาไปในจีโนมและเกิดการแทรกตัวดวยกระบวนการ non-homologous end joining   

 กลไกการถายยีนโดยวิธี REMI เริ่มจากเอ็นไซมจําเพาะจะแพรผานผนังเซลลและเยื่อหุม

นิวเคลียสตัดโครโมโซมของเซลลเจาบานทีต่ําแหนงจําเพาะ โครโมโซมและชิน้ดีเอ็นเอที่เปน  

double stand จะเขาตอกนักับดีเอน็เอของโครโมโซม โดยกระบวนการซอมแซมโดยเซลลเจาบาน

ในสภาพธรรมชาติ (Schiestl and Petes, 1991) สําหรับในพืชการใชดเีอ็นเอในรูป linear เพื่อการ

ถายยนี มีผูศกึษานอยมากทั้งๆ ที่การเตรียม linear ดีเอ็นเอสามารถดําเนนิการโดยเทคนิค PCR 

ไดโดยงาย  

การศึกษาการถายยนีตานทานยาปราบวัชพืชไบอะลาฟอสในรูปแบบ linear DNA เขาสู

กลวยไมชางกระ Rhynchostylis gigantea ในครั้งนี ้ อาศัยความไดเปรียบในเรื่องการแบงตัวของ

เซลลที่รวดเร็วของกลวยไมชางกระ Rhynchostylis gigantea ในอาหารสังเคราะหซึ่งเรว็กวาใน

ธรรมชาติมากและความสามารถในการนาํมาเพาะเลี้ยงใหเจริญเติบโตไดงายและในเวลาอันสัน้ใน

สูตรอาหารพืน้ฐาน เชน VW (Vacin and Went, 1949) รวมกับเทคนิคในการถายยีนในรูปแบบ 

linear  โดยใชโครงสรางที่เปนชิ้นสวนดีเอน็เอสังเคราะหที่ประกอบไปดวย 35S โปรโมเตอร และยนี

ตานทานยาปราบวัชพชืไบอะลาฟอส ในรูป linear  เปนยีนเปาหมาย โดยศึกษาเปรียบเทียบวิธกีาร

ชักนาํใหชิน้ดีเอ็นเอเขาสูเซลลพืชในภาวะที่มีและไมมีเอนไซมจําเพาะ มีและไมม ี genomic DNA 
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มีและไมมี polyethyleneglycol (PEG) ภาวะที่มีกระแสไฟฟา ในฐานะเปนตัวชักนาํเพื่อกระตุนให

เกิดการนาํดีเอ็นเอเขาสูเซลล โดยอาศยัการตรวจสอบและประเมินผลจากความสามารถในการ

ตานทานยาปราบวัชพชืไบอะลาฟอส การตรวจสอบการปรากฏของยนีดวยเทคนิค PCR และ

การศึกษาการแสดงออกของยีนโดยตรวจสอบดวยเทคนคิ Biosensor (Chaumpluk et al., 2006)  

 สําหรับการถายยีนในรูปแบบ linear จากผลิตภัณฑพีซีอารโดยตรงมีขอดีที่สามารถขาม

ข้ันตอนการโคลนและคัดเลือก การศึกษาพบวา Kain et al. (1991) เสนอรูปแบบการใชโครงสราง

โปรโมเตอรรวมในการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอดวยเทคนิคพซีีอารโดยไมตองโคลนยนี โดยชิ้นสวนดีเอน็

เอที่ไดสามารถนําไปใชในการทดลอง in vitro transcription และ in vitro translation โดยไมตอง

ผานเวคเตอรพาหะ การโคลนและการสกดัพลาสมิด 

Kirchherr et al. (2007) ไดนําหลักการเดยีวกนั มาใชในการวิเคราะหยนี env ของ HIV I 

โดยไมตองโคลนยนี โดยเพิ่มปริมาณชิ้นสวนตางๆ ของยีนเพื่อสรางเปนแมแบบกอนนําไป

สังเคราะห  Pseudovirion  ในกรณีของพชืสามารถใชชิน้สวนของ 35S โปรโมเตอร ไปเชื่อมตอเขา

กับช้ินสวนของยีนและเทอรมิเนเตอร ซึ่งเปนโครงสรางตนแบบที่ชวยทาํใหยีนสามารถทาํงานได

อยางถูกตองในเซลลพชื เปนยนีคัสเซ็ทเปาหมายและใชมารคเกอรยีนตางหากเพื่อชวยในการ

คัดเลือก ซึ่งทีผ่านมาการถายยีนในกลวยไมหลายชนิดนยิมใช  gus ยนีเปนมารคเกอร  แตในระยะ

หลังพบยนี  phosphinothricin acetyl transferase หรือ bar ยีน เปนที่นยิมมากขึ้น                        

การตรวจเอกสารในขางตนพบวา การศึกษาและการพัฒนาเทคนิคการถายยีนเขาสู  

กลวยไมนิยมใชยีนตานทานยาปฏิชีวนะเปนมารคเกอร ซึ่งสามารถตรวจสอบและประเมินผล

ประสิทธิภาพไดโดยตรงจากความสามารถในการตานทานและตรวจสอบยีนไดโดยงายในลําดับ

ตอมา โดยมีรายงานการถายยีนในกลวยไมหลายชนิดซึง่ใชยีนมารคเกอรสําหรับใชในการคัดเลือก

ที่แตงตางกันไป ไดแก 

Belarmino และ Mii (2000) รายงานผลการคัดเลือกตนกลวยไมฟาแลนนอพซิสลูกผสม

ซึ่งเลี้ยงรวมกบัเชื้ออะโกรแบคทีเรียมสายพันธุ LBA4404 และ EHA101 ที่มียนีรายงานผล β – 

glucuronidase (gus) และยีนตานทานยาปฏิชีวนะไฮโกรมัยซิน (hygromycin 

phosphotransferase II; hpt II)  

Yu และคณะ (2001) รายงานผลการสรางกลวยไมแปลงพนัธุที่ไดจากการถายยนีเขาสู

กลวยไมสกุลหวาย (Dendrobium Madane Thong-In) โดยเลี้ยงรวมกับเชื้ออะโกรแบคทีเรียม

สายพนัธุ LBA4404 ที่มีดเีอ็นเอเวคเตอรที่ประกอบดวยยนีตานทานยาปฏิชวีนะกานามยัซินและ

ยีน homeobox (doh 1) แบบ antisense 

Chai และคณะ (2002) ทดลองถายยนีเขาสูโปรโตคอรมกลวยไมฟาแลนนอพซิสสายพนัธุ 

T1, T5, T10 และ Hikuru โดยใชเชื้ออะโกรแบคทีเรียมสายพนัธุ LBA4404 ที่มีเวคเตอร pTOK233 
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ซึ่งประกอบดวยยีนกําหนดการสรางเอนไซม β – glucuronidase และยีนตานทานยาปฏิชีวนะ 

ไฮโกรมัยซิน พบวาการคัดเลือกบนอาหารที่มียาปฏิชีวนะไฮโกรมยัซนิความเขมขนต่ําเปนเวลานาน

จะใหผลการถายยนีสูงขึน้ 

นอกจากนีย้ังมีรายงานการถายยนีโดยวิธกีารยิงอนุภาคเขาสูกลวยไม ไดแก 

Chia และคณะ (1990) รายงานการทดลองถายยนีรายงานผล (reporter gene) ไดแก ยนี 

firefly luciferase เขาสูคัพภะของกลวยไมสกุลแวนดา  (Vanda sp.)  

Kuehnle และ Sugii (1992) ประสบความสําเร็จในการถายยนีตานทานยาปฏิชวีนะกานา

มัยซินเขาสูกลวยไมสกุลหวาย (Dendrobium สายพนัธุ Jaquelyn Thomus hybrids) โดยมียีน 

gus A เพือ่ใชทดสอบการแสดงออกของยีน และยีนที่ควบคุมการสรางเอนไซม neomycin 

phosphotransferase (npt II) ทําใหเกิดลักษณะตานทานตอยาปฏชิีวนะกานามยัซินเขาสูโปรโต

คอรมกลวยไม 

ในป 1999 Yang และคณะ ถายยีนตานทานยาปฏิชวีนะกานามัยซินและยนี gus เขาสู

กลวยไมสกุลซมิบิเดียม(Cymbidium sp.) จนกระทั่งป 2000 จึงเริ่มมีผูใชยีนตานทานยาปราบ

วัชพืช 

Knapp และคณะ (2000) ไดทําถายยนี phosphinothricin acetyltransferase (bar) ที่

แยกไดจากเชือ้ Streptomyces hygroscopicus เขาสูโปรโตคอรมกลวยไม 3 สกุล ไดแก Brassia 

Cattleya และ Doritaenopsis คัดเลือกเนื้อเยื่อโดยใชยาปราบวัชพชืไบอะลาฟอสความเขมขน 3 

มิลลิกรัมตอลิตร สําหรับใชคัดเลือกกลวยไมสกุล Brassia และ Cattleya สวนกลวยไมสกุล 

Doritaenopsis นั้นสามารถพัฒนาเปนตนบนอาหารสูตรที่ไมเติมยาปราบวัชพืชไบอะลาฟอส 

 การศึกษาในครั้งนี้เนนการตานทานยาปราบวัชพืชไบอะลาฟอส โดยอาศัยดีเอน็เอใน

รูปแบบ  linear  double  stand DNA ที่ไดจากการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ  pBic Bar ในบริเวณรอบ 

left border  และ right border  ซึ่งประกอบดวยโครงสราง 35S โปรโมเตอร bar ยีน และ 35S 

เทอรมิเนเตอร  

โดยปกติการถายยนีในรูปแบบ linear ดวยเทคนิค REMI พบวาการเลือกชนิดของเอ็นไซม  

การเติมจีโนมดีเอ็นเอทีย่อยดวยเอ็นไซมตางๆ การแปรผันระดับปริมาณ PEG และภาวการณถาย

ยีนดวยกระแสไฟฟา ตางมบีทบาทในการกําหนดประสทิธิภาพในการถายยนี (Granado et al., 

1997) 

การศึกษาเบื้องตนพบวาปจจัยของชนิดของเอ็นไซมและความเขมขนขึ้นอยูกับชนิดของ

ตัวอยางที่ใชซึง่ในปจจุบนันยิมใชเอ็นไซม 3 ชนิด ไดแก BamH I EcoR I และ Pst I ในยีสต การ

ถายยนีมีประสิทธิภาพสูงขึน้ดวยการผสมเอ็นไซม BamH I ในองคประกอบของสารละลาย
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บัฟเฟอร ที่ใชในการถายยีนซึ่งพบวาชิน้สวนของยีนที่แทรกตัวพบในจีโนมกิดีเอ็นเอที่บริเวณจุดตัด

ของเอ็นไซม BamH I (Schiest and Petes, 1991) 

เอ็นไซมจําเพาะ EcoR I เหมาะสมกับการเพิ่มอัตราการถายยีนใน Dictyosteliun ขณะที่

เอ็นไซม Hind III เหมาะสมกับการเพิ่มอัตราการถายยีนใน Cochilodolus sp. (Kuspa and 

Loomis, 1994; Lu et al., 1994)  อยางไรก็ดีจาการตรวจเอกสารพบวาไมมีรายงานการ

ประยุกตใชหลกัการ REMI ในพืชมากอน 

การตรวจสอบเอ็นไซมจําเพาะทัง้ 3 ชนดิที่นิยมใชในเบื้องตนจงึจําเปน อยางไรกด็ีพบวา

สวนหนึง่ของประสิทธิภาพในการถายยีนขึน้อยูกับสภาวะทางสรีระวทิยาทีพ่รอมของเนื้อเยื่ออีก

ดวย  

โดยสวนใหญการถายยนีในภาวะทางเทคนิคจะนยิมใช CaCl2 หรือ PEG เปนตัวกระตุน

หรือใชรวมกับเทคนิคการถายยีนแบบ electroporation ซึ่งรูปแบบการถายยนีดังกลาวไมตางไป

จากระบบที่ใชในพืชโดยเฉพาะกลวยไมมากนัก ในระบบการถายยนีโดยใชสนามไฟฟาที่แปรผัน

ตามแรงเคลื่อนไฟฟา ปาลิตา แปวไธสง (2550) พบวาการใชแรงเคลือ่นไฟฟา 50 โวลท 20 วินาที

รวมกับ PEG6000 ความเขมขน 1% สามารถกระตุนใหเกิดการถายยนีใน Peperomea pellucida 

ได ทํานองเดยีวกนั ปรเมษฐ กลั่นฤทธิ์ (2550) ไดสาธิตการถายยนีเขาสู Dunaliella sp. ดวย 

PEG6000 เพียง 0.08% ผลดังกลาวแสดงใหเหน็วาภาวะที่เหมาะสมในการถายยนีมีความ

แตกตางกนัในแตละชนิดของพืช การแปรผันปจจัยตางๆ จึงมีความจาํเปน ยงัพบกลวิธีที่สามารถ

ใชยีน bar เปนรูปแบบเบื้องตนในการศึกษา โดยหลักการภายหลังการถายยีน bar เขาสูเนื้อเยือ่

สามารถคัดเลอืกเนื้อเยื่อจากความสามารถในการตานทานยาปราบวัชพืชไดโดยตรง 

 ความสามารถในการตานทานยาปราบวัชพืชไบอะลาฟอสของยีน bar เร่ิมจากปฏิกิริยา 

acetylation ของกรดอะมิโนและเคลื่อนยายหมูอะซทิัลสงผลใหโครงสรางของไบอะลาฟอสเปลีย่น 

ไปจนไมไปยับยั้งการสังเคราะหกลูตามีนโดยการยับยัง้เอนไซมกลูตามีนซนิเธสไดดังที่เคยเปนจงึ

ทําใหเซลลไมไดรับพิษจากการสะสมของแอมโมเนยี ดวยเหตุนี้การแสดงออกของยนี bar ที่

สามารถคัดเลอืกไดดวยสายตาจึงเปนทีน่ิยมและทุกครั้งที่พบความสามารถในการตานทานแสดง

วาเนื้อเยื่อจะตองมียนี bar ปรากฎและมกีารแสดงออกทั้งในระดับการถอดรหัสและการแปลรหัส 

 อยางไรก็ดีที่ผานมาสามารถตรวจสอบการแทรกตัวของยนี bar ไดโดยเทคนิค PCR และ

ตรวจสอบการแสดงออกในรปูการถอดรหสัโดยเทคนิค RT-PCR (ปรเมษฐ กลัน่ฤทธิ์, 2550) จาก

การตรวจสอบเบื้องตนพบวาเทคนิค RT-PCR แมจะสามารถบงบอกความสามารถในการแสดง 

ออกของยีนไดแตไมสามารถนํามาใชในการคํานวณเชงิปริมาณในเบื้องตนได การคํานวณระดับ

การแสดงออกสามารถทําไดโดยเทคนิค Real time PCR  บนพืน้ฐานของ Taq man chemistry ซึ่ง

เปนเทคนิคทียุ่งยากและใชอุปกรณที่มีราคาแพง 
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 Chaumpluk และคณะ (2006) ไดเสนอแนวทางในการตรวจการแสดงออกของยนีรูปแบบ

ใหมโดยใชยนีเซนเซอรบนพืน้ฐานปฏิกิริยาเคมีไฟฟา 

 ยีนเซนเซอร (Gene sensor) เปนเทคนิคที่มีการนําเอาความรูทางดานฟสิกสมาเปน

พื้นฐานในการประยุกตใชในการพัฒนาเครื่องมือและอุปกรณตางๆ การทํางานของเทคนิค      

ไบโอเซนเซอรนี้จะอาศยัคุณสมบัติของการตรวจจับสัญญาณของโมเลกุลสารโดยมตีัวรับสัญญาณ 

(receptor) และตัวแปลงสญัญาณ (transducer) ซึ่งจะทํางานรวมกันทําใหมีความสามารถที่จะ

แปลงสัญญาณเหลานี้ไปเปนสัญญาณทางไฟฟาได เชน การเปลี่ยนแปลงของความตางศักยหรือ

กระแสไฟฟา คาการเหนีย่วนําทางไฟฟารวมถงึการเปลีย่นแปลงของคุณสมบัตขิองแสง ไดแก การ

วัดคา resonance การเปลี่ยนแปลงของสี สัญญาณดังกลาวสามารถตรวจวัดพรอมกับแสดงคาที่

ไดจากการตรวจวัดใหออกมาในรูปแบบของตัวเลขที่สอดคลองกับปริมาณสัญญาณจริงที่ไดรับ ซึ่ง

หลักการนี้มีความสาํคัญเนือ่งจากสามารถตอบสนองตอหลักการ point of care  ไดดี 

 การตรวจวิเคราะหดวยเทคนคิไบโอเซนเซอร อาศัยหลักการวิเคราะหทางเคมีไฟฟา โดยมี

อุปกรณตรวจวัดแผนเล็กๆทีเ่รียกวา อิเลคโทรด (electrode) จะเปนตัวตรวจวัดความตางศักยและ

การไหลของกระแสไฟฟาที่อยูในระบบของสารละลาย โดยคุณสมบัติของแผนอิเลคโทรดจะตอง

เปนตัวกระตุนและสะสมหรอืเปนตัวสงตออิเลคตรอนที่อยูในสารละลายผานพืน้ผิวหนาของอิเลค

โทรด แลววัดคาความตางศกัยหรือกระแสไฟฟาที่เปล่ียนแปลงไปในวงจร ปยะศักดิ์ ชอุมพฤกษ 

(2549) กลาววา การตรวจวิเคราะหดีเอน็เอโดยอาศยัเทคนิคไบโอเซนเซอรจะอยูบนพืน้ฐานของ

หลักการตรวจจับสัญญาณดีเอ็นเอโดยยึดหลักความจาํเพาะเจาะจงระหวางโมเลกุลดีเอ็นเอกับ

โมเลกุลของสซีึ่งโมเลกุลของสีจะมีคุณสมบัติเปนตัวจับกับดีเอ็นเอ เรียกวา DNA binder ซึ่งมีอยู

ดวยกนั 2 กลุม คือกลุมที่เปน intercalator เปนกลุมของโมเลกุลสีที่มีการแทรกตัวอยูระหวางสายดี

เอ็นเอ เชน ethidium bromide methylene blue propidium iodide และอีกกลุมหนึ่งก็คือ minor 

groove binder เปนกลุมที่สามารถจับกับโครงสรางดีเอ็นเอที่เปนเกลียวคู (double helix) ใน

บริเวณที่เปน minor groove ของดีเอ็นเอ สารที่อยูในกลุมนี้ไดแก DAPI Distamycine nuclear 

yellow และ Hoechst 33258 ซึ่งที่ผานมาการรายงานการศึกษาคุณสมบัติทางไฟฟาของ

สารละลาย DNA binder พบวาโมเลกุลของ Hoechst 33258 มีชวงการเปลี่ยนแปลงของความ

ตางศักยกวางที่สุดและใชคากระแส Pulse เร่ิมตนต่ําที่สุด จึงเปนโมเลกุลทีเ่หมาะสมที่จะนาํมา

เปนตัวจับกับดีเอ็นเอเพื่อการตรวจวัดทางเคมีไฟฟา (ปยะศักดิ์ ชอุมพฤกษ, 2549) 

 การจับตัวของดีเอ็นเอกับโมเลกุล Hoechst 33258 ซึ่งโมเลกลุ Hoechst 33258 นี้จะ

กระตุนใหเกิดการรวมกนัของดีเอ็นเอทําใหเกิดการเปลี่ยนแปลงคุณสมบัติทางกายภาพ ในเรื่อง

ของประจุในภาวะที่ไมมีดีเอน็เอหรือมีดีเอน็เออยูนอย ประจุอิเลคตรอนจากโมเลกุล Hoechst 

33258 จะจับตัวกับโมเลกุลดีเอ็นเอไดนอยทําใหมีประจุอิเลคตรอนอิสระมาก เมื่อตรวจวัดจะไดคา
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ของกระแสไฟฟาที่สูงซึง่ในทางตรงขามกนักับโมเลกุลที่มดีีเอ็นเอมาก การจบัตัวกันระหวาง     

โมเลกุลดีเอ็นเอกับโมเลกุล Hoechst 33258 ก็มีมาก ทําใหมีประจุอิเลคตรอนอิสระในโมเลกลุ 

Hoechst 33258 อยูนอย คาการเปลี่ยนแปลงกระแสไฟฟาก็จะลดลง ดงันัน้ ตัวแปลงสัญญาณ 

(transducer) จะแปลงคาการเปลี่ยนแปลงสัญญาณที่เกิดขึ้นใหปรากฏในรูปของตัวเลขแลวนํา

คาตัวเลขที่อานไดมาสรางเปนกราฟ พรอมหาความสัมพนัธของการเปลี่ยนแปลงระหวางคา     

กระแสไฟฟาทีเ่กิดขึ้นกับความเขมขนของดเีอ็นเอ ซึง่ความสัมพนัธนี้ทาํใหทราบวาการเปลี่ยน 

แปลงความเขมขนของดีเอ็นเอที่ตองการตรวจวัดกับคาสงูสุดของกระแสไฟฟาจะแปรผกผันกับ

ความเขมขนของดีเอ็นเอ (Chaumpluk et at., 2006) 

 การตรวจวิเคราะหการแสดงออกของยีนตานทานยาปราบวัชพืชไบอะลาฟอสจะใชหลัก 

การเดียวกัน คือ ใชโมเลกลุ Hoechst 33258 เปนตวัจับกับโมเลกลุดีเอ็นเอที่ไดจากการแปลง

สัญญาณเอ็มอารเอ็นเอของยีนตานทานยาปราบวัชพืชไบอะลาฟอสไปเปนผลิตภัณฑ cDNA 

เพื่อใหเปนตัวกระตุนสัญญาณเฉพาะในการตรวจวัดหาความเขมขนของดีเอ็นเอที่ไดจากการเพิ่ม

ปริมาณดวยวธิี Reverse transcription-Polymerase Chain Reaction (RT-PCR) ทําใหทราบถึง

ระดับการแสดงออกของยนีตานทานยาปราบวัชพืชไบอะลาฟอสในกลวยไมชางกระ 

Rhynchostylis gigantea ไดในที่สุด  

 



บทที่ 3 
 

วิธีดําเนินการวิจัย 
 

3.1 วัสดุอุปกรณที่ใชในการวิจัย 
3.1.1 อุปกรณและสารเคมีที่ใชในการเพาะเลี้ยงเนือ้เยื่อและถายยีน 

3.1.1.1 อุปกรณที่ใชในการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อและถายยีน 
CU Pulser (ปยะศักดิ์ ชอุมพฤกษ, 2550) 

กระดาษซับ 

กระบอกตวง 

กลองถายรูป 

 ขวดแกวที่ใชในการเพาะเลีย้งเนื้อเยื่อ ขนาด 4 ออนซ 

 ขวดรูปชมพู 

เครื่องชั่งสารเคมี 

จานเลีย้งเชื้อ 

ชั้นเลี้ยงเนื้อเยือ่ 

 ตะเกียงแอลกอฮอล 

 ตูปลอดเชื้อ  

บีกเกอร 

ปากคีบ 

ปเปตอัตโนมตัิและทิปขนาด 10 100 และ1000 ไมโครลิตร 

ผาสะอาด 

พีเอช มเิตอร 

 มีด และใบมีดผาตัด 

สําลี 

หมอนึง่ความดัน 

หลอดสกรูแคป 15 และ 50 มิลลิลิตร 
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3.1.1.2 สารเคมีที่ใชในการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อและถายยีน 
  10% SDS 

  EDTA 

  Tris HCl, pH 7.5 

      กลูโคส 

  คลอโรฟอรม 

                         แคลเซียมคลอไรด 

  เซลลูเลสอารเท็น 

  โซเดียมอะซิเตด 

 โซเดียมไฮดรอกไซด(1N NaOH) 

 แมนนทิอล (0.4 M Mannitol) 

  ทริสอะซิเตดอีดีทีเอ 

 น้ํากลัน่ที่นึง่ฆาเชื้อแลว 

ผงวุน(agar) 
  โพลีเอทธิลีนไกลคอล (MW 6,000) 

  สารละลายฟนอล 

อาหารสูตร VW (Vacin and Went, 1949) (ภาคผนวก ก) 

  เอ็นไซมจําเพาะ  EcoR I, BamH I, Pst I 

 แอลกอฮอล 95% และ 70% 

 ไฮโดรคลอริก (1N HCl) 

 ยาปราบวัชพชืไบอะลาฟอส (Bialaphos; Basta TX®) 

 

 
3.1.2 อุปกรณและสารเคมีที่ใชในการสังเคราะหโครงสรางของยนี 

3.1.2.1 อุปกรณที่ใชในการสังเคราะหโครงสรางของยีน 
      LightTM (Transilluminator, USA) 

 เครื่องควบคุมอุณหภูมิ -20 องสาเซลเซียส  

 เครื่องแยกดีเอ็นเอดวยสนามไฟฟา (Mupid Advance Co., Ltd, Japan) 

 เครื่องชั่งไฟฟา  (Libror EL-120HA, Shimadzu, Japan) 

 เครื่องปนตกตะกอนสาร (MIKRO 12-24 Hettich Zentrifugen, Germany)  

 เครื่องเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ (พีซีอาร) (BIO RAD Gene CyclerTM, USA) 
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 เครื่องสองดีเอน็เอดวยแสงอลัตราไวโอเลต UV (Ultra Lum Electronic Dual)   

 ตูเขี่ยเชื้อ (Augusta Safty Cabinet , Lio Lab Co,.Ltd, Thailand) 

                         ปเปตอัตโนมัติและทิปขนาด 10 100 และ 1000 ไมโครลิตร 

      ไมโครเวฟ 

                        หลอดไมโครเซนตริฟว 

 
3.1.2.2 สารเคมีที่ใชในการสังเคราะหโครงสรางของยีน 

                        100 bp ดีเอ็นเอแลดเดอร (New England Biolabs, USA) 

                        กรดไฮโดรคลอริก (Merck, Germany)  

                        คลอโรฟอรม (Merck, Germany)  

                        โซเดียม โดเดซิลซัลเฟต (Merck, Germany) 

                        โซเดียมคลอไรด (Merck, Germany) 

                        โซเดียมไฮดรอกไซด (Merck, Germany) 

                        ไดโซเดยีม เอทิลีนไดอะไมน เตตราซิติก เอซิด : EDTA (Merck, Germany) 

                        โบรโมฟนอลบลู (Phamacia, USA) 

                        ฟนอล (Sigma Co., USA) 

                        ยาปฏิชวีนะกานามยัซิน(Sigma, USA) 

                        อะกาโรส (Promega, USA) 

                        เอทิเดียมโบรไมด (Gibco BRL) 

                        แอมโมเนียมอะซีเตต (Sigma Co., USA) 

 แอลกอฮอล 95 % (Merck, Germany) 

                        ไอโซเอมิล แอลกอฮอลล (Merck, Germany) 

 เอนไซม 

 -  RNaseA (Sigma, USA) 

 -  T4 DNA ligase(Promega, USA) 

 -  Taq DNA polymerase(Promega, USA) 
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3.2  วิธีดําเนนิการวิจัย 
  3.2.1 เพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อกลวยไมชางกระ Rhynchostylis gigantea ในสภาพปลอด 
เชื้อ 

ตัวอยางฝกกลวยไมชางกระ Rhynchostylis gigantea ทีใ่ชในการทดลองไดจากเรือนเพาะชาํ 

โครงการอนุรักษพนัธุกรรมพืชอันเนื่องมาจากพระราชดาํริ สมเด็จพระเทพรัตนราชสุดาฯ สยามบรม

ราชกุมารี โดยใชฝกแกที่ผิวฝกเริ่มมีสีเหลืองออนหรือผิวมีสีซีดลงเล็กนอย ผนงัฝกยงัไมแตกออก นาํฝก

ที่ไดมาฆาเชื้อที่ผิวนอกและเพาะเลีย้งโดยมีข้ันตอนโดยยอ ดังนี ้

1. ตัดกลีบดอกแหงและปลายเสาเกสรออกจากปลายฝก ระวังอยาใหตัดลึกถึงโพรงกาน 

   ในทีบ่รรจุเมล็ดอยู เพราะเชื้อจุลินทรยีจากอากาศภายนอกหรือจากมีดที่ใชตัดจะเขาไป 

    ปนเปอนในฝกได 

 2. ลางฝกใหสะอาดดวยสบูเหลว 

 3. เช็ดผิวฝก โดยใชสําลีจุมแอลกอฮอล 70 % ถูผิวฝกใหทั่ว 

 4. นาํฝกเขาตูเพาะ 

 5. ใชปากคีบ คีบฝกจุมแอลกอฮอล 95 % แลวยกฝกขึน้จากขวด นาํไปลนเปลวไฟจาก 

      ตะเกียงแอลกอฮอล ใหเปลวไฟลุกทวมฝก เพื่อฆาเชื้อที่ผิวฝกอีกครั้งหนึง่ 

 6. ใชคีมคีบจับโคนฝกแลวใหตัดตามขวางที่กลางฝก (ถาฝกขนาดใหญ) หรือตัดปลายฝก  

      (ถาฝกขนาดเล็ก) แลวเขีย่เมล็ดดวยปลายมีดใหเมลด็รวงลงในขวดวุนอาหาร โดยใช 

      อาหารสูตร VW (Vacin and Went, 1949) ตามที่รายงานไวในจิตราพรรณ พิลึก  

      (2544) 

 7. นาํขวดเพาะเลี้ยงที่ไดเขาไปเก็บในหองเก็บเนื้อเยื่อโดยจัดวางแบบสุมที่มีการควบคุม 

    สภาพแวดลอมที่เหมาะสมโดยใหแสง  16  ชั่งโมง / วนั ที่ความเขมแสง  1000-3000  

    ลักซ และอุณหภูมิ 25° C 

 
3.2.1.1 ชักนาํใหเกิดการเพิ่มปริมาณโปรโตรคอรมกลวยไมชางกระ 

Rhynchostylis  gigantea 
 หลังการเพาะเมล็ดกลวยไมลงบนวุนอาหาร เมล็ดจะขยายขนาดและงอกเปนสีเขยีว มอง 

เห็นไดดวยตาเปลาภายใน 3-4 สัปดาห และภายใน 2 เดือน จะเหน็เปนสเีขียวเต็มพื้นที่ในขวด

เพาะ เมื่อถงึระยะนีน้าํเนื้อเยื่อยายลงอาหารสูตร VW โดยใสขวดละประมาณ 1 ชอนชา แลวเกลี่ย

ใหทัว่ผิวหนาวุนอาหาร (จิตราพรรณ  พิลึก, 2544) หลังจากนัน้ประมาณ 1-2 เดือน ก็จะเกิดเปน

โปรโตคอรม (protocorm) ใหเห็น นําโปรโตคอรมดังกลาวมาชักนาํใหเกิดการเพิม่ปริมาณเปน

แคลลัสดวยการยายลงในอาหารสูตร VW ที่มสีารควบคมุการเจริญเตบิโตของพืช 
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3.2.1.2 เพิ่มปริมาณแคลลัสจากโปรโตคอรม 
นําโปรโตคอรมกลวยไมชางกระ Rhynchostylis gigantea จากขั้นตอนแรก มาแบง

เนื้อเยื่อใหไดขนาดเสนผานศนูยกลางประมาณ 0.5 เซนติเมตร มาเพาะเลี้ยงในอาหารสูตร VW  ที่

เติมสารควบคมุการเจริญเตบิโตของพืช 2,4-D ที่ระดับความเขมขนตางกัน 3 ระดับ ไดแก 

 สูตรอาหารที ่1 VW + 2,4-D 0    ppm 

 สูตรอาหารที ่2 VW + 2,4-D 0.1 ppm  

 สูตรอาหารที ่3 VW + 2,4-D 0.5 ppm 

 วางแผนการทดลองแบบ Completely Randomized Design (CRD) โดยแตละชุดการ

ทดลองม ี 20 ซ้ํา แตละซ้าํมีโปรโตคอรม 1 ชิ้น เกบ็รักษาในหองเก็บเนื้อเยื่อพชืที่มีการควบคุม

สภาวะแวดลอมที่เหมาะสมโดยใหแสง 16 ชม. ตอวัน ที่ความเขมแสง 1,000-3,000 ลักซ อุณหภูมิ 

25 °C 

 การบันทึกผลการทดลอง 

 ทําการบันทึกผลทุก ๆ 1 เดอืน เปนเวลานาน 2 เดือน ขอมูลที่บนัทึกมดีังนี ้

 1.ขนาดเสนผานศูนยกลางโปรโตคอรม (เซนติเมตร) 

 2.คาคะแนนความสามารถในการเจริญของโปรโตคอรม แบงเปน 3 ระดับ ไดแก 

  0 = สีน้ําตาล 

  1 = สีเหลือง   

  2 = สีเขียวหรอืสีเขียวอมเหลือง 

 3.น้ําหนกัสด (มิลลิกรัม) 

 นําผลการทดลองที่ไดมาวิเคราะหความแปรปรวนและเปรียบเทียบความแตกตาง โดยวิธี 

Duncan’s Multiple Range Test  โดยใชโปรแกรม SPSS version 11.5 

  
  3.2.2 ผลของยาปราบวัชพชืไบอะลาฟอส(Bialaphos ; Basta TX®) ตอโปรโตคอรม 
กลวยไมชางกระ Rhynchostylis gigantea และขนาดความเขมขนที่เหมาะสมในการใชเปน
ดัชนีชี้วัดความสามารถในการตานทาน 
 นําแคลลัสที่ไดจากโปรโตคอรมกลวยไมชางกระ Rhynchostylis gigantea ที่ไดในขั้นตอน

แรก มาเพาะเลี้ยงในอาหารสูตร VW ที่เติมสารละลายยาปราบวัชพืชไบอะลาฟอส ความเขมขน

ตางกนั 6 ระดับไดแก 0, 20, 40, 60, 80 และ 100 ppm โดยวางแผนการทดลองแบบ CRD ทํา

การทดลองชุดทดลองละ 10 ซ้ํา แตละซ้าํมีจํานวนโปรโตคอรม 5 ชิน้ บนัทึกผลการเจริญเติบโต 

คํานวนอัตราการรอดที่ 50 % เมื่อบมที่อุณหภูมิ 25 °C ดวยสภาวะเดียวกนักับการทดลองเบื้องตน 
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3.2.3 โครงสรางของยีนตานทานยาปราบวัชพืชไบอะลาฟอส 
 เพิ่มปริมาณพลาสมิด pBIC BAR โดยถายพลาสมิด pBIC BAR เขาสูแบคทีเรีย E. coli

สายพนัธุ Top 10 ดวยวธิีทางเคมีรวมกับการทาํ heat shock (Sambrook et al., 1989) จากนัน้

คัดเลือกโคโลนีแบคทีเรียที่ไดบนอาหาร LM ที่มียาปฏิชวีนะกานามัยซินเขมขน 25 mg/l แบคทีเรีย

ที่คัดเลือกไดนาํมาเลีย้งในอาหารเหลว LB broth ที่มยีาปฏิชีวนะกานามัยซนิที่อุณหภูมิ 37 0C 

เปนเวลา 16 ชั่วโมง เพื่อเพิ่มปริมาณกอนสกัดพลาสมดิดีเอ็นเอใหบริสุทธิ์ดวยวิธ ี Small Scale 

Plasmid Preparation (Sambrook et al., 1989) ภายหลังตกตะกอนพลาสมิดดีเอ็นเอ ละลายพ

ลาสมิดดีเอ็นเอดวยสารละลาย TE ปริมาตร 30 μl ตรวจสอบคุณภาพดีเอ็นเอดวยการแยกดีเอ็นเอ

ในสนามไฟฟาดวย 1% Agarose TAE และยอมดวยสารละลาย ethidium bromide 10 mg/l 

นํามาตรวจสอบคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 260 นาโนเมตร และคํานวณหาสัดสวน OD 

260/280  

โครงสรางของพลาสมิดในสวนของยีนตานทานยาปราบวัชพืชไบอะลาฟอส เปนดงัภาพ 

 

               
 

 ยีนตานทานยาปราบวัชพืชไบอะลาฟอสทีใ่ชไดมาจากการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอดวย

ปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสดวยคูไพรเมอร forward primer (TbordL 5’- CAA CGG CTC TCC 

CGC TGA CGC CGT C -3’) และ reverse primer (TbordR 5’- GGG TTG GAT CAA AGT 

ACT TTG ATC C -3’) เฉพาะเจาะจงบริเวณแขนของพลาสมิด pBIC bar และบริเวณเหนอื

ตําแหนง 5’ ของ 35S โปรโมเตอร ทาํปฏิกิริยาโดยเอน็ไซม Taq DNA Polymerase ที่อุณหภูม ิ94 
0C 1 นาท ี   55 0C 1 นาท ีและ 72 0C 2 นาท ีจํานวน 40 รอบ นําผลิตภัณฑดีเอ็นเอที่ไดไปทําให

บริสุทธิ์ดวย RBC คอลัมน (Real Biotech Corp., USA) เพื่อขจัดไพรเมอร และ dNTP สวนเกนิ

ออก ตรวจสอบปริมาณดีเอ็นเอโดยการนําไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 260 นาโน

เมตร เชนเดยีวกัน 

 

 

 

 

35S      bar       35S terminator 

pBicBar 

35S  kanamycin(R) 35S terminator 
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3.2.4 การถายยีนตานทานยาปราบวัชพืชไบอะลาฟอสเขาสูกลวยไมชางกระ 
Rhynchostylis gigantea  

การทดลองในสวนนี้มุงเนนการหาภาวะที่เหมาะสม ไดแก  
1. ระดับปรมิาณของ PEG 6000 และระยะเวลาทีเ่หมาะสมในการผานสนามไฟฟา

ที่ความตางศกัย 50 โวลท 
 นําแคลลัสที่ไดจากโปรโตคอรมมาใสในสารละลาย 10 mM Tris HC, pH 7.5 ที่ม ีCaCl2 1 

mM และระดับปริมาณ PEG 6000 ที่ความเขมขน 5 ระดับ ไดแก 0%,  1%,  2.5%,  5% และ10% 

μg/ml และมีปริมาณดีเอ็นเอ 10 μg/ml จากนัน้ผานสนามไฟฟาที่ระดับ 50 โวลท แปรผัน

ระยะเวลาเปน 2 ระดับ ไดแก 20 และ 40  วินาท ีตามลาํดับ ทําการทดลองชุดละ 3 ซ้ํา มีเนื้อเยื่อ

ซ้ําละ 50 ชิ้น และรายงานผลโดยตรวจสอบชิ้นเนื้อเยือ่ที่ตานทานยาปราบวัชพืชไบอะลาฟอสใน

อาหารสูตร VW  
2. ระดับปริมาณของดีเอ็นเอที่เหมาะสม                                                                          

 การถายยนีเขาสูแคลลัสที่ไดจากโปรโตคอรม ทําโดยนําแคลลัสใสลงในสารละลาย 10 

mM Tris HCl, pH 7.5 ที่ม ีCaCl2 1 mM และใชปริมาณดีเอ็นเอที่มคีวามเขมขนตางกนั 5 ระดับ 

ไดแก 0, 5, 10, 15 และ 20 μg/ml สําหรับระดับปริมาณ PEG 6000 ที่เหมาะสมในการถายยีน

ดําเนนิการไดโดยใชเนื้อเยื่อในภาวะที่เหมาะสมจากการทดลองระดับ PEG 6000 และระยะเวลาที่

เหมาะสมจากการทดลองสงผานสนามไฟฟาในวิธทีี่ผานมาจากนัน้ยายเนื้อเยื่อลงสูอาหารเพาะ 

เลี้ยงที่มียาปราบวัชพืชไบอะลาฟอสตามความเขมขนที่เหมาะสม ทําการทดลองชุดละ 3 ซ้ํา มี

เนื้อเยื่อซํ้าละ 50 ชิ้น การตรวจสอบชิ้นเนื้อเยื่อประเมนิผานความสามารถในการตานทานยาปราบ

วัชพืชไบอะลาฟอส  
3. การตรวจสอบภาวะทีม่ีหรือไมมีเอน็ไซม  

 ดําเนนิการเชนเดียวกันกับหัวขอที่ผานมาโดยเติมหรือไมเติมเอ็นไซมระดับหนวยความ

เขมขนตํ่าโดยใชเอนไซมจําเพาะ 3 ชนิด ไดแก EcoR I BamH I และ Pst I 5 U/ml นําไปบมที่

อุณหภูมิหองเปนเวลา 5 นาทีกอนใสสารละลายดีเอน็เอความเขมขนทีเ่หมาะสมจากการทดลองใน

เบื้องตน และผานสนามไฟฟาในภาวะที่เหมาะสม เชนเดียวกันกับหัวขอที่ผานมา การตรวจสอบ

ชิ้นเนื้อเยื่อประเมินผานความสามารถในการตานทานยาปราบวัชพืชไบอะลาฟอสในอาหารสูตร 

VW  
4. ประสทิธิภาพในการถายยีนในภาวะที่มีหรือไมมจีีโนมดีเอ็นเอ   

 เร่ิมจากการสกัดจีโนมกิดีเอน็เอจากเนื้อเยือ่กลวยไมชางกระ Rhynchostylis gigantea 

โดยวิธี CTAB (Murray and Thomson, 1980) ตัดจีโนมกิดีเอ็นเอที่ไดดวยเอ็นไซมจาํเพาะ EcoR I   

หรือ BamH I หรือ Pst I โดยใชระดับปริมาณดีเอ็นเอเทากับระดับปริมาณของดีเอ็นเอเปาหมาย 

และบมปฏิกิริยาที ่37 0C เปนเวลา 2 ชั่วโมง จากนั้นนาํผลิตภัณฑของจีโนมิกดีเอน็เอที่ไดจากการ
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ตัดที่ใชในการทดลองที่ผานมามาทาํใหบริสุทธิ์ดวย RBC Column (Real Biotech Corp, USA)        

นําดีเอน็ที่ไดมาผสมในสารละลาย 10 mM Tris HCl, pH 7.5 ที่มี CaCl2 1 mM และใชเงื่อนไขใน

การถายยนีเชนเดียวกับที่ไดดําเนนิการในตอนที่ผานมา สําหรับการทดสอบภาวะที่ใหหรือไมให

เอนไซมจําเพาะตอการยอยผนังเซลลบางสวนในปฏิกิริยา ดาํเนนิการทดลองโดยใชระบบปริมาตร 

5 ml ในบัฟเฟอรที่ประกอบดวย 10 mM  Tris HCl, pH 7.5 PEG ระดับความเขมขนที่เหมาะสมที่

หาไดจากการทดลองแรกและ CaCl2 ความเขมขน 1 mM และดีเอ็นเอความเขมขนที่เหมาะสมที่ได

จากการทดลองแรกโดยเริ่มจากการนําแคลลัสที่ได มาละลายในสารละลายที่มหีรือไมมีเอนไซม 

EcoR I ความเขมขน ที่ 5 U/ml บมปฏิกิริยา 10 นาที จากนัน้ลางเอนไซมบางสวนออกและเปลี่ยน

บัฟเฟอรใหเปนสารละลาย 0.4 M Mannitol ที่มี 1mM CaCl2 และ PEG6000 ความเขมขนที่

เหมาะสมและถายยนีดวยภาวะที่ใชทดลองมากอนหนานี ้
  
 3.2.5  การตรวจสอบและประเมนิสภาวะการถายยีนโดยเทคนิคทางชวีวิทยา
โมเลกลุ 

3.2.5.1 การตรวจสอบการปรากฏของจีโนมิกดีเอ็นเอดวยเทคนคิพีซีอาร  
 นําชิน้สวนแคลลัสที่ตานทานยาปราบวัชพืช ไบอะลาฟอส ปริมาณ 100 มิลลิกรัม มาสกัด

ดีเอ็นเอดวยวธิี CTAB (Murray and Thomson, 1980) ละลายดเีอ็นเอที่สกัดไดในสารละลาย

RNase, TE (1 mg/l RNase) ปริมาตร  30 μl  จากนัน้นาํดีเอ็นเอไปตรวจสอบการปรากฎของยีน 

bar โดยปฏิกริิยาลูกโซพอลเิมอเรส โดยใช forward primer (bar FWD 5’- CAA TCC TCG AGT 

CTA CCA TGA GCC CAG AAC -3’) และ reverse primer (bar REV 5’- GAA TCC TCG AGT 

CAA ATC TCG GTG ACG GGC A -3’) บมปฏิกิริยาที่อุณหภูม ิ94  องศาเซลเซยีสนาน  1 นาที   

55 องศาเซลเซียส  1  นาท ีและอุณหภูมิ  72  องศาเซลเซียสเปนเวลา 2 นาท ีจํานวน 40 รอบ นํา

ผลิตภัณฑดีเอ็นเอที่ไดมาแยกในสนามไฟฟา ตรวจสอบและบันทึกผลเชนเดียวกับการทดลอง

ตอนตน 
  3.2.5.2 การตรวจสอบระดับการแสดงออกของยีน bar 
  สกัดอารเอ็นเอจากเนื้อเยื่อที่ตานทานยาปราบวัชพืชไบอะลาฟอส โดยวธิีสกัด

ดวยสารละลาย Trizol™ (Invitrogen, USA) โดยใชเนือ้เยื่อ 100 มลิลิกรัม นาํอารเอ็นเอที่ไดมา

ตกตะกอนซ้าํดวยสารละลาย 8 M LiCl ตามวิธทีี่แสดงไวใน Sambrook et al. (1989) สกัดอาร

เอ็นเอใหบริสุทธิ์โดยการยอยดีเอ็นเอปนเปอนดวย RNase free DNase ตรวจสอบอารเอ็นเอ โดย

ทําปฏิกิริยา RT-PCR ดวยไพรเมอรชนิดเดียวกนักับที่ตรวจสอบและประเมินภาวะการถายยนี สวน

หนึง่ของอารเอ็นเอนาํมาตรวจวัดการแสดงออกดวยเทคนิคไบโอเซนเซอร ตามที่รายงานใน 

Chaumpluk et al. (2006) บันทกึผลการทดลอง 
 



บทที่  4 
 

ผลการทดลอง 

 
4.1 ผลการเพาะเลี้ยงเนือ้เยื่อกลวยไมชางกระ Rhynchostylis gigantea ในสภาพปลอดเชื้อ  
 เมล็ดกลวยไมชางกระ Rhynchostylis gigantea ที่ผานการฟอกฆาเชื้อแลว นาํไปเลี้ยง

บนอาหารสังเคราะหสูตร VW ที่เติมน้ํามะพราว 150 มิลลิลิตรตอลิตร กลวยหอมบด 50 กรัมตอ

ลิตร มันฝร่ังบด 50 กรัมตอลิตร และผงถาน 2 กรัมตอลิตร จะเริ่มงอกภายใน 3-4 สัปดาห มี

ลักษณะเปนกอนกลมสีเขยีวออน ขนาดเสนผานศูนยกลางต่ํากวา 1 มลิลิเมตร เมื่อเนื้อเยื่อมีอายุ 2 

เดือน จะมีสีเขียวเขมข้ึน ขนาดเนื้อเยื่อขยายใหญมีเสนผานศูนยกลางประมาณ 2 มิลลิเมตร 

หลังจากนั้นนาํเนื้อเยื่อดังกลาวมาเลี้ยงบนอาหารสูตร VW พบวา เนื้อเยื่อมีการเจริญเปนโปรโต

คอรมคือมีลักษณะเปนกอนกลม  มีปุมปม  โดยทั่วไปไมมีการพัฒนาเปนยอด  ซึ่งเนื้อเยื่อกลวยไม

ชางกระ Rhynchostylis gigantea สามารถคงสภาพโปรโตคอรม ดังกลาวเมื่อตัดแบงเนื้อเยื่อให

เล็กลง แลวนาํไปทดลองเลีย้งบนอาหารสตูร VW ที่มีสารควบคุมการเจริญเติบโตของพืชเพื่อชักนํา

ใหเกิดการเพิม่ปริมาณโปรโตคอรมตอไป 

 
4.2 ชักนําใหเกิดการเพิ่มปริมาณโปรโตคอรมกลวยไมชางกระ Rhynchostylis gigantea 
 จากการศึกษาผลของ 2,4-D ที่ระดับความเขมขนตางกันที่มีตอการเพิ่มปริมาณโปรโต 

คอรมกลวยไมชางกระ Rhynchostylis gigantea ที่เลี้ยงในอาหารสูตร VW (Vacin and Went, 

1949) เปนเวลานาน 2 เดือน ไดผลการทดลอง ดังนี้  

 
 1. ขนาดเสนผานศูนยกลางโปรโตรคอรม 
 พบวา เดือนแรกขนาดเสนผานศนูยกลางโปรโตคอรมเฉลี่ยที่ไดแตกตางกนัโดยในอาหาร

สูตร VW ที่ไมไดเติมสารควบคุมการเจริญเติบโต 2,4-D ใหขนาดเสนผานศูนยกลางเฉลี่ยมากที่สุด 

คือ 1.31±0.02 เซนติเมตร รองลงมาคือ สูตรอาหาร VW + 2,4-D 0.5 ppm และ VW+2,4-D 0.1 

ppm มีขนาดเสนผานศูนยกลางเฉลีย่ 0.95±0.03 และ 0.73±0.02 เซนติเมตร ตามลําดับ ตอมาใน

เดือนที่สอง เร่ิมเห็นขนาดเสนผานศูนยกลางที่แตกตางกันมากในอาหารสูตร VW ที่ไมไดเติมสาร

ควบคุมการเจริญเติบโต 2,4-D และ VW+2,4-D 0.1 ppm ในอาหารสูตร VW ที่ไมไดเติมสาร

ควบคุมการเจริญเติบโต 2,4-D ใหขนาดเสนผานศูนยกลางเฉลี่ย 1.61±0.04 เซนติเมตร แต VW + 

2,4-D 0.1 ppm มีขนาดเสนผานศนูยกลางเฉลี่ย 0.82±0.04 เซนติเมตร (ตารางที่ 1และภาพที ่1) 
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และเมื่อนํามาวิเคราะหผลทางสถิตพิบวา ขนาดเสนผานศูนยกลางเฉลีย่ของสูตรอาหารทั้ง 3 สูตร

มีความแตกตางกนัอยางมีนยัสําคัญทางสถิติ 

 

       ขนาดเสนผานศูนยกลางของโปรโตคอรมเมื่อเล้ียงใน     
 อาหารสูตรที่แตกตางกัน
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ภาพที ่ 1 แสดงขนาดเสนผานศูนยกลางของโปรโตคอรมกลวยไมชางกระ  Rhynchostylis 

gigantea ที่เลี้ยงบนอาหารสูตร VW + 2,4-D 0 ppm, VW+2,4-D 0.1 ppm และ VW+2,4-D 0.5 

ppm ตามลําดับ นาน 2 เดอืน 

 
2. คาเฉลี่ยความสามารถในการเจริญของโปรโตคอรม   

 ผลการใหคะแนนความสามารถในการเจรญิของโปรโตคอรมโดยใชเกณฑการพิจารณา

ลักษณะสีของโปรโตคอรมกลวยไมชางกระ Rhynchostylis gigantea (ภาพที ่ 2) พบวาในเดือน

แรกอาหารสูตร VW ที่ไมไดเติมสารควบคมุการเจริญเตบิโต 2,4-D ใหคาคะแนนความสามารถใน

การเจริญสูงทีสุ่ด คือ 1.85±0.82 คะแนน สวนอาหารสูตร VW+2,4-D 0.1 ppm และ VW+2,4-D 

0.5 ppm ใหผลคะแนนความสามารถในการเจริญใกลเคียงกนั คือ 1.20±0.09 และ 1.10±0.69 

คะแนน เมื่อเขาสูเดือนที ่2 พบวาอาหารสตูร VW ที่ไมไดเติมสารควบคุมการเจริญเติบโต 2,4-D มี

แนวโนมความสามารถในการเจริญสูงขึ้น คือ 2.0±0.00 คะแนน ในขณะที่อาหารสตูร VW+2,4-D 

0.1 ppm และ VW+2,4-D 0.5 ppm มแีนวโนมความสามารถในการเจริญต่ําลง คือ 1.00±0.13 

คะแนนเทากัน ซึ่งเหน็ไดวาคะแนนความสามารถในการเจริญในอาหารสูตร VW ที่ไมไดเติมสาร

ควบคุมการเจริญเติบโตพบวา คะแนนความสามารถในการเจริญของโปรโตคอรมมีความแตกตาง

กันอยางมีนัยสําคัญทางสถติิ (ภาพที ่3 และตารางที่ 1) 
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ภาพที่ 2 แสดงลักษณะสีของระดับคะแนนความสามารถในการเจริญของโปรโตคอรมกลวยไม

ชางกระ Rhynchostylis gigantea      

 

ระดับคะแนนความสามารถในการเจริญของโปรโตคอรมเมื่อเล้ียง
ในอาหารสูตรที่แตกตางกัน
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ภาพที ่ 3 แสดงคาเฉลี่ยระดับคะแนนความสามารถในการเจริญของโปรโตคอรมกลวยไมชางกระ  

Rhynchostylis gigantea ที่เลี้ยงบนอาหารสูตร VW + 2,4-D 0 ppm, VW+2,4-D 0.1 ppm และ

VW+2,4-D 0.5 ppm ตามลําดับ นาน 2 เดือน 

 

 

           

 

 

 

 

2                       1                    0 
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3. น้ําหนกัสด (มิลลกิรัม) 
 ชวงเดือนแรกพบวาน้าํหนักสดเฉลี่ยของโปรโตคอรมกลวยไมชางกระ Rhynchostylis 

gigantea ที่เลี้ยงบนอาหารสูตร VW ที่ไมไดเติมสารควบคุมการเจรญิเติบโต 2,4-D มีน้าํหนักสด

เฉล่ีย 2.25±0.08 มิลลิกรัม ซึ่งมากกวาอาหารสูตร VW+2,4-D 0.1 ppm และ VW+2,4-D 0.5 

ppm ที่มนี้ําหนักสดเฉลี่ย 1.82±0.07 และ 1.73±0.06 มิลลิกรัม ตามลาํดับ ตอมาในเดือนที่ 2 เร่ิม

เห็นวาน้ําหนักสดมีความแตกตางกนัในอาหารสูตร VW ที่ไมไดเติมสารควบคุมการเจริญเติบโต 

2,4-D คือ 3.00±0.05 มิลลิกรัม ซึ่งมีน้าํหนกัสดสูงกวาอาหารสูตร VW+2,4-D 0.1 ppm และ 

VW+2,4-D 0.5 ppm อยางชัดเจนคือ 2.27±0.08 และ 1.90±0.05 มิลลิกรัม และเมื่อนํามา

วิเคราะหผลทางสถิติแลวพบวา น้าํหนักสดเฉลี่ยมีความแตกตางอยางมีนัยสาํคัญทางสถิติ (ภาพที ่

4 และตารางที่ 1) 

 

น้ําหนักสดของโปรโตคอรมเมื่อเล้ียงในอาหารสูตรที่แตกตางกัน
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ภาพที่ 4 แสดงน้ําหนักสดของโปรโตคอรมกลวยไมชางกระ  Rhynchostylis gigantea ที่เลี้ยงบน

อาหารสูตร VW + 2,4-D 0 ppm, VW+2,4-D 0.1 ppm และ VW+2,4-D 0.5 ppm ตามลําดับ 

นาน 2 เดือน  
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ตารางที่ 1 ขนาดเสนผานศนูยกลางโปรโตคอรมเฉลี่ย คาเฉลี่ยระดับคะแนนความสามารถในการ

เจริญ น้าํหนกัสดเฉลี่ยของโปรโตคอรมกลวยไมชางกระ Rhynchostylis gigantea ที่เลี้ยงใน

อาหาร บนที่เติมสารอาหารควบคุมการเจริญเติบโต  

ขนาดเสนผานศูนยกลาง

โปรโตคอรม(เซนติเมตร) 

ระดับคะแนนความสามารถ 

ในการเจริญ(คะแนนสี) 
น้ําหนกัสด(มลิลิกรัม) 

สูตรอาหาร 

เดือนที่1 เดือนที่2 เดือนที่1 เดือนที่2 เดือนที่1 เดือนที่2 

vw 

 
1.31±0.02a 1.61±0.04a 1.85 ±0.82a 2.00± 0.00a 2.25± 0.08a 3.00 ±0.05a 

vw+2,4-D 

0.1 ppm 
0.73±0.02c 0.82±0.04c 1.20 ±0.09b 1.00 ±0.13b 1.82 ±0.07b 2.27 ±0.08b 

vw+2,4-D 

0.5 ppm 
0.95±0.03b 1.02±0.05b 1.10± 0.69b 1.00 ±0.13b 1.73± 0.06b 1.90 ±0.05b 

F test * * * * * * 

 

หมายเหต ุ   *   =   มีความแตกตางทางสถติิที่ระดับความเชื่อมั่นรอยละ 95 

คาเฉลี่ยในแนวตั้งที่ตามดวยอักษรแตกตางกนัแสดงถงึความแตกตางทางสถิติเมื่อเปรียบเทียบ

คาเฉลี่ยโดยวธิี Duncan’s Multiple Range Test (DMRT) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



                                                                                                                  
                                                                                                              

 

28 

4.3 โครงสรางของยีนตานทานยาปราบวัชพืชไบอะลาฟอส 
 เพิ่มปริมาณพลาสมิด pBic BAR โดยการถายพลาสมิด  pBic BAR เขาสูแบคทีเรีย      

E. coli สายพนัธุ Top10 ดวยวิธีการทางเคมีรวมกับการทํา heat shock (Sambrook et al., 1989) 

จากนั้นคัดเลือกโคโลนีแบคทเีรียที่ไดบนอาหาร LM ที่มยีาปฎิชีวนะกานามัยซนิเขมขน 25 mg/l 

แบคทีเรียที่คัดเลือกไดนํามาเลี้ยงในอาหารเหลว LB broth ที่มียาปฎิชีวนะกานามยัซินที่อุณหภูมิ 

37 oC เปนเวลา 16 ชั่วโมง เพื่อเพิ่มปริมาณกอนนาํมาสกัดพลาสมิดดีเอ็นเอใหบริสุทธิ์ดวยวิธี 

small scale plasmid preparation (Sambrook et al., 1989) ตรวจสอบการปรากฏองยนีและ

ตรวจสอบพลาสมิดที่ไดดวยการแยกดีเอน็เอดวยกระแสไฟฟา หลังการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอดวย

ปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส  

 สําหรับช้ินสวนของยนีที่อยูในรูป linear ไดจากการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอดวยคูไพรเมอร 

TbordL และ TbordR 

 

                                                     
                                                                                                                                                                     

ภาพที่ 5 ผลิตภัณฑพีซีอารที่ไดจากการใชคูไพรเมอรของยีน bar (T-border primer) 

   เมื่อ 1 = ดีเอ็นเอมาตรฐาน 

   2 = ผลิตภัณฑพีซีอารที่ไดจากพลาสมิดดีเอ็นเอ pBIC BAR 

   

จากภาพพบวาสามารถเพิม่ปริมาณดีเอ็นเอของบริเวณชิน้ยนี bar ทั้งชุด ดวย

ความจาํเพาะขนาดประมาณ 1,900 นิวคลีโอไทด สวนของดีเอ็นเอดังกลาว ใชเปนดีเอ็นเอเริ่มตน

ในการถายยีนเขาสูแคลลัสกลวยไมชางกระ Rhynchostylis gigantea ตอไป 
 

1    2    

1,900 nt    
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4.4 ผลของยาปราบวัชพชืไบอะลาฟอส (Bialaphos ; Basta TX®) ตอโปรโตคอรมกลวยไม
ชางกระ Rhynchostylis gigantea และขนาดความเขมขนที่เหมาะสมในการใชเปนดัชนวีดั
ความสามารถในการตานทาน 
 นําแคลลัสที่ไดจากโปรโตคอรมกลวยไมชางกระ Rhynchostylis gigantea ขนาด 

0.5×0.5 เซนติเมตร ไปทดสอบความตานทานตอยาปราบวัชพชืไบอะลาฟอส โดยการนาํแคลลัสที่

วัดขนาดแลวมาเพาะเลีย้งในอาหารสูตร VW ที่เติมสารละลายยาปราบวัชพืชไบอะลาฟอสความ

เขมขนตางกัน 6 ระดับ ไดแก 0, 5, 20, 50 และ 100 ppm   

 ผลการทดลองพบวา ในระยะ 7 วนัแรกของการทดสอบพบวาอาหารสูตร VW ที่เติม

สารละลายยาปราบวัชพืชไบอะลาฟอสความเขมขน 0, 5, 20, 50 และ 100 ppm  จะพบวา

เนื้อเยื่อตายลงโดยเนื้อเยื้อจะเปลี่ยนจากสเีขียวเปนสีขาวหรือสีน้าํตาลในขณะที่อาหารที่ไมเติม

สารละลายยาปราบวัชพืชไบอะลาฟอสจะพบเนื้อเยื้อเปนสีเขียวเชนเดมิ 

 ภายหลงัจาก 1 สัปดาห เนือ้เยื่อยังคงตายลงเรื่อยๆ  ชิน้ที่รอดก็จะเปลี่ยนสีเปนสีเขยีวอม

เหลืองและมีบางสวนกลายเปนสีน้าํตาล  จากภาพที ่ 6 จะแสดงใหเห็นวาอาหารสูตร VW ทีม่ี

สารละลายยาปราบวัชพืชไบอะลาฟอสที่ระดบัความเขมขน 5 ppm จะทาํใหแคลลัสตายได

เล็กนอย สวนที่ความเขมขน 20, 50 และ 100 ppm จะทําใหแคลลัสตายไดจํานวนมากกวา 50 % 

โดยที่ระดับความเขมขน 100 ppm แคลลัสจะตายมากที่สุด 
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0 ppm                                    5 ppm 

 

                  
    
 20 ppm                            50 ppm                          100 ppm 

  

ภาพที ่ 6 ผลของความเขมขนของยาปราบวัชพืชไบอะลาฟอสตอความสามารถในการอยูรอดของ

โปรโตคอรมกลวยไมชางกระ Rhynchostylis gigantea 
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variation of Bialaphos
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ภาพที ่ 7 ผลของยาปราบวชัพืชไบอะลาฟอส (Bialaphos ; Basta TX®) ตออัตราการอยูรอดของ

โปรโตคอรมกลวยไมชางกระ Rhynchostylis gigantea ที่ระดับความเขมขนตางๆ เพื่อทดสอบ

ความเหมาะสมในการใชเปนดัชนวีัดความสามารถในการตานทาน 
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เมื่อนําอัตราการตายที่ความเขมขนของสารละลายยาปราบวัชพืชตางกันมาหาความ 

สัมพันธควบคูไปกับการหาความเขมขนทีม่อัีตราการตาย 50 % (LD50) พบวาเปนดงัภาพที ่8 
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ภาพที ่ 8 อัตราการตายของเนื้อเยื่อกลวยไมชางกระ Rhynchostylis gigantea ทดสอบจาก

ความสามารถในการตานทานตอสารละลายยาปราบวัชพืชไบอะลาฟอสและหาคาอัตราการตายที่ 

50% 

 

 จากกราฟระดบัความเขมขนของยาปราบวชัพืชไบอะลาฟอสที่มีความเหมาะสมในการใช

เปนดัชนวีัดความสามารถในการตานทานตอยาปราบวชัพืชไบอะลาฟอสในกลวยไมชางกระ 

Rhynchostylis gigantea ที่ไดรับการถายยีน ดูไดจากคา LD50 (lethal dose 50) พบวาเมือ่

ระยะเวลาผานไป 1 สัปดาห เนื้อเยื่อกลวยไมชางกระ Rhynchostylis gigantea ในยาปราบวัชพืช

ไบอะลาฟอสที่ระดับความเขมขน 20 ppm มีอัตราการตายใกลเคียง 50 % ของจาํนวนเนื้อเยื่อทีใ่ช

ทดสอบทัง้หมด  
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4.5 การถายยีนตานทานยาปราบวัชพชืไบอะลาฟอสเขาสูกลวยไมชางกระ Rhynchostylis 
gigantea 
 1. ผลการศกึษาระดับปรมิาณของ PEG 6000 และระยะเวลาที่เหมาะสมในการ
ผานสนามไฟฟาที่ความตางศักย 50 โวลท 
 จากการศึกษาระบบการถายยีนเพื่อหาภาวะที่เหมาะสมในการถายยีนตานทานยาปราบ

วัชพืชไบอะลาฟอสในกลวยไมชางกระ Rhynchostylis gigantea โดยทําการแปรผนัระดับปริมาณ 

PEG 6000 ทีค่วามเขมขน 5 ระดับ ไดแก 0%, 1%, 2.5%, 5% และ 10% และมีปริมาณดีเอ็นเอ

คงที ่10 μg/ml จากนั้นผานสนามไฟฟาที่ระดับ 50 โวลท แปรผันระยะเวลาเปน 2 ระดับ ไดแก 20 

และ 40 วินาที ผานการคัดเลือกในอาหาร VW ที่มียาปราบวัชพชืไบอะลาฟอส 20 ppm พบวาใน

สัปดาหแรก ทกุสภาวะมีอัตราการตายของแคลลัสมาก แตภายหลังจากสัปดาหที ่ 1 พบวาแคลลัส

มีอัตราการตายลดลง (ภาพที่ 9) เมื่อนําจํานวนแคลลสัที่อยูรอดในสัปดาหที่ 3 มาวิเคราะหและ

เปรียบเทียบผลทางสถิติ พบวาในภาวะ C (1% PEG 6000 + CaCl2 1 mM รวมกับการผาน

สนามไฟฟาที ่ 50 โวลท เปนเวลา 20 วนิาท)ี มีจํานวนแคลลัสที่รอดแตกตางกันอยางมีนยัสําคัญ 

จากภาวะอื่น จึงเลือกใชภาวะนี้เปนภาวะที่เหมาะสมทีสุ่ดในการถายยีน (ภาพที่ 10) 
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การศึกษาระบบการถายยีน โดยใชยีน bar
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ภาพที่ 9 ศึกษาระดับปริมาณของ PEG 6000 และระยะเวลาที่เหมาะสมในการผานสนามไฟฟาที่

ความตางศักย 50 โวลท โดยใชยีน bar เปนตนแบบ และคัดเลือกโดยใชยาปราบวัชพืชไบอะลา

ฟอส 

 เมื่อ A = 0% PEG 6000 +CaCl2 1 mM รวมกับการผานสนามไฟฟา 20 วนิาท ี

  B =  0% PEG 6000 +CaCl2 1 mM รวมกับการผานสนามไฟฟา 40 วนิาท ี

  C =  1% PEG 6000 +CaCl2 1 mM รวมกับการผานสนามไฟฟา 20 วนิาท ี

  D =  1% PEG 6000 +CaCl2 1 mM รวมกับการผานสนามไฟฟา 40 วนิาท ี

  E =    2.5% PEG 6000 +CaCl2 1 mM รวมกับการผานสนามไฟฟา 20 วินาท ี

  F =    2.5% PEG 6000 +CaCl2 1 mM รวมกับการผานสนามไฟฟา 40 วินาท ี

  G =     5% PEG 6000 +CaCl2 1 mM รวมกับการผานสนามไฟฟา 20 วนิาท ี

  H =  5% PEG 6000 +CaCl2 1 mM รวมกับการผานสนามไฟฟา 40 วนิาท ี

   I =     10% PEG 6000 +CaCl2 1 mM รวมกับการผานสนามไฟฟา 20 วินาท ี

  J =     10% PEG 6000 +CaCl2 1 mM รวมกับการผานสนามไฟฟา 40 วินาท ี

 

 

 

 

การศึกษาระบบการถายยนีโดยใชยนี bar 
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ภาพที ่ 10 เนื้อเยื่อแคลลัสของกลวยไมชางกระ Rhynchostylis gigantea ที่ตานทานยาปราบ

วัชพืชไบอะลาฟอส 

 
2. ผลการศกึษาระดับปรมิาณดีเอ็นเอที่เหมาะสม 

 เมื่อทําการกาํหนดระดับปริมาณของ PEG 6000 และระยะเวลาในการผานสนามไฟฟาที่

เหมาะสมแลว จึงทาํการถายยนีดวยภาวะดังกลาวและทําการแปรผันระดับปริมาณดีเอ็นเอที่มี

ความเขมขนตางกนั 5 ระดับ ไดแก 0, 5, 10, 15 และ 20 μg/ml และคัดเลือกในอาหารสูตร  VW ที่

มียาปราบวัชพืชไบอะลาฟอสความเขมขน 20 ppm พบวาแคลลัสตายเปนจํานวนมากในสัปดาห

แรกและตายนอยลงใน 2 สัปดาหตอมาเมื่อนําจาํนวนแคลลัสที่อยูรอดในสัปดาหที่ 3 มาวิเคราะห

และเปรียบเทยีบผลทางสถติิพบวา สามารถแบงไดเปน 2 กลุม ที่มีคาเฉลี่ยภายในกลุมไมแตกตาง

กันแตมีคาเฉลีย่แตกตางกนัระหวางกลุม  

 กลุมที ่1 ไดแก ระดับปริมาณของดีเอ็นเอที่มีความเขมขน 0 และ 5 μg/ml 

 กลุมที ่2 ไดแก ระดับปริมาณของดีเอ็นเอที่มีความเขมขน 10,15 และ 20 μg/ml 

จากการเปรียบเทียบทางสถติิของจํานวนแคลลัสที่รอดในภาวะการถายยีนที่มีระดับปริมาณของดี

เอ็นเอทีม่ีความเขมขน 10 μg/ml เปนระดับปริมาณดีเอ็นเอที่เหมาะสมที่สุดในการถายยนีในแตละ

คร้ังได (ภาพที ่11) 

 

  

ชิ้นสวนแคลลัสที่ตานทาน          

ยาปราบวัชพืชไบอะลาฟอส 
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ภาพที่ 11 ศึกษาระดับปริมาณของดีเอ็นเอที่เหมาะสมโดยคัดเลือกบนยาปราบวัชพืชไบอะลาฟอส 

 
3. ผลการตรวจสอบภาวะที่มีหรือไมมีเอ็นไซมจําเพาะ  

 เมื่อทําการกาํหนดระดับปริมาณของ PEG 6000 และระยะเวลาในการผานสนามไฟฟา

ระดับปริมาณดีเอ็นเอที่เหมาะสม คือ ระดบัปริมาณ PEG 6000 ที่ความเขมขน 1%+CaCl2  1 mM 

รวมกับการผานสนามไฟฟาที่ระดับ 50 โวลท เปนเวลา 20 วนิาท ี และระดับปริมาณดีเอ็นเอที่

ความเขมขน 10 μg/ml และคัดเลือกในอาหารสูตร VW ที่มยีาปราบวัชพืชไบอะลาฟอสความ

เขมขน 20 ppm จากนัน้ศกึษาระบบการถายยนีเพื่อศึกษาภาวะที่มหีรือไมมีเอนไซมระดับหนวย

ความเขมขนต่ําโดยใชเอนไซมตัดจําเพาะ 3 ชนิด ไดแก EcoRI, BamH I และ Pst I 5U/ml มาตัดจี

โนมดีเอน็เอของกลวยไมชางกระ Rhynchostylis gigantea พบวา แคลลัสตายลงเปนจํานวนมาก

ในสัปดาหแรก และตอเนื่องในสัปดาหที ่2 และ 3 เมื่อนาํจํานวนแคลลสัที่อยูรอดในสัปดาหที่ 3 มา

วิเคราะหและเปรียบเทียบผลทางสถิตพิบวา สามารถแบงแคลลัสไดเปน 2 กลุม แตละกลุมมี

คาเฉลี่ยภายในกลุมไมแตกตางกนัแตมีคาเฉลี่ยระหวางกลุมตางกนัชัดเจน ไดแก  

 กลุมที ่1 กลุมที่จีโนมดีเอ็นเอที่ไมไดตัดดวยเอนไซมจาํเพาะ 

 กลุมที ่2 กลุมที่จีโนมดีเอ็นเอที่ตัดดวยเอนไซมจําเพาะ EcoRI, BamH I และ Pst I 5U/ml  

จากการเปรียบเทียบทางสถติิของแคลลัสที่รอดในภาวะการถายยนีทีม่ีจีโนมดีเอน็เอที่

ไมไดตัดดวยเอนไซมจาํเพาะใหผลที่ดกีวาภาวะที่มีจีโนมดีเอ็นเอที่ตัดดวยเอนไซมตดัจําเพาะทัง้ 3 

ชนิด (ภาพที ่12 และ 13)   
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                        A                                                     B 

             
                   C                                                    D 

 
ภาพที่ 12 เนื้อเยื่อแคลลัสของกลวยไมชางกระ Rhynchostylis gigantea ที่ไดรับการถายยีน

ตานทานยาปราบวัชพชืไบอะลาฟอสในภาวะที่มหีรือไมมีเอ็นไซมจาํเพาะ 

เมื่อ A = ภาวะทีจ่ีโนมดีเอ็นเอของกลวยไมชางกระ Rhynchostylis gigantea ไมได 

                   ตัดดวยเอนไซมจําเพาะ 

 B = ภาวะทีจ่ีโนมดีเอ็นเอของกลวยไมชางกระ Rhynchostylis gigantea ตัดดวย 

                   เอนไซมจําเพาะ EcoRI 5U/ml 

 C = ภาวะที่จีโนมดีเอ็นเอของกลวยไมชางกระ Rhynchostylis gigantea ตัดดวย 

                   เอนไซมจาํเพาะ BamH I 5U/ml 

 D = ภาวะที่จีโนมดีเอ็นเอของกลวยไมชางกระ Rhynchostylis gigantea ตัดดวย 

                   เอนไซมจําเพาะ Pst I 5U/ml 

 



                                                                                                                  
                                                                                                              

 

38 

การถายยีนในภาวะที่มีหรือไมมีเอนไซม
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ภาพที ่13 การศึกษาการถายยนีตานทานยาปราบวัชพืชไบอะลาฟอสในภาวะทีม่ีหรือไมมีเอ็นไซม

จําเพาะ 

เมื่อ  A = ภาวะที่ไมมีจีโนมดีเอ็นเอ (ชุดควบคมุ) 

B = ภาวะทีจ่ีโนมดีเอ็นเอของกลวยไมชางกระ Rhynchostylis gigantea ไมไดตัดดวย 

       เอนไซมจาํเพาะ + ดีเอ็นเอ 10 μg/ml 

C = ภาวะที่จีโนมดีเอ็นเอของกลวยไมชางกระ Rhynchostylis gigantea ไมไดตัดดวย 

       เอนไซมจาํเพาะ  

D = ภาวะที่จีโนมดีเอ็นเอของกลวยไมชางกระ Rhynchostylis gigantea ตัดดวยเอนไซม 

       จาํเพาะ BamH I 5U/ml + ดีเอ็นเอ 10 μg/ml 

E = ภาวะที่จโีนมดีเอ็นเอของกลวยไมชางกระ Rhynchostylis gigantea ตัดดวยเอนไซม 

       จาํเพาะ EcoRI 5U/ml + ดีเอ็นเอ 10 μg/ml 

F = ภาวะที่จีโนมดีเอ็นเอของกลวยไมชางกระ Rhynchostylis gigantea ตัดดวยเอนไซม 

       จาํเพาะ Pst I 5U/ml + ดีเอ็นเอ 10 μg/ml 

  
4. ผลของประสิทธภิาพในการถายยีนในภาวะที่มีหรือไมมีจีโนมดีเอ็นเอ  

เร่ิมจากการสกัดจีโนมกิดีเอน็เอจากเนื้อเยือ่กลวยไมชางกระ Rhynchostylis gigantea โดยวธิี 

CTAB นาํจีโนมดีเอ็นเอของกลวยไมชางกระ Rhynchostylis gigantea ที่ไดมาตัดดวยเอ็นไซม

จําเพาะ EcoR I   โดยใชระดับปริมาณดีเอ็นเอเทากับระดับปริมาณของดีเอ็นเอเปาหมาย และบม

ปฏิกิริยาที ่ 37 0C เปนเวลา 2 ชั่วโมง จากนัน้นาํผลิตภัณฑของจีโนมดีเอ็นเอที่ไดจากการตัดดวย

เอ็นไซมจําเพาะที่ใชในการทดลองที่ผานมามาทาํใหบริสุทธิ์ดวย RBC Column (Real Biotech 
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Corp, USA) นําดีเอน็เอที่ไดมาผสมในสารละลาย 10 mM Tris HCl,  pH 7.5 ที่ม ีCaCl2 1 mM 

และใชเงื่อนไขในการถายยีนเชนเดียวกับทีไ่ดดําเนินการในตอนที่ผานมา สําหรับการทดสอบภาวะ

ที่ใหหรือไมใหเอนไซมจําเพาะตอการยอยผนังเซลลบางสวนในปฏิกิริยา ดําเนินการทดลองโดยใช

ระบบปริมาตร 5 ml ในบัฟเฟอรที่ประกอบดวย 10 mM  Tris HCl,  pH 7.5 ที่ม ีPEG ระดับความ

เขมขนที่เหมาะสมทีห่าไดจากการทดลองแรกและ CaCl2 ความเขมขน 1 mM และดีเอ็นเอความ

เขมขนที่เหมาะสมที่ไดจากการทดลองแรกโดยเริ่มจากการนําแคลลัสที่ไดมาใสในสารละลายที่มี

หรือไมมีเอนไซมจําเพาะ EcoR I ความเขมขน ที่ 5 U/ml บมปฏิกิริยา 10 นาที จากนัน้ลางเอนไซม

บางสวนออกและเปลี่ยนบฟัเฟอรใหเปนสารละลาย 0.4 M Mannitol ที่ม ี CaCl2 ความเขมขน 1 

mM และ PEG ความเขมขนที่เหมาะสมและถายยีนดวยภาวะที่ใชทดลองขางตน พบวา ในสัปดาห

แรกแคลลัสทั้งในภาวะที่มีและไมมีจีโนมดเีอ็นเอมีการตายลงเปนจาํนวนมาก แตในสัปดาหที่ 2 

และ 3 พบวา ในภาวะที่มีจโีนมดีเอน็เอมจีํานวนแคลลสัที่อยูรอดมากกวาในภาะทีไ่มมีจีโนมดีเอน็

เอ (ภาพที ่14)   เมื่อนําจาํนวนแคลลัสที่อยูรอดในสัปดาหที ่3 มาวิเคราะหและเปรยีบเทียบผลทาง

สถิติพบวา จํานวนแคลลัสที่รอดชีวิตในภาวะการถายยนีทีม่ีจีโนมดีเอ็นเอของกลวยไมชางกระ 

Rhynchostylis gigantea ใหผลที่ดีกวาภาวะที่ไมมีจีโนมดีเอ็นเอของกลวยไมชางกระ 

Rhynchostylis gigantea (ภาพที ่14 และ 15)   

  

              
   A                                                 B 
ภาพที่ 14 เนื้อเยื่อแคลลัสของกลวยไมชางกระ Rhynchostylis gigantea ที่ไดรับการถายยีน

ตานทานยาปราบวัชพืชไบอะลาฟอสในภาวะที่มีหรือไมมีจีโนมดีเอ็นเอ 

เมื่อ A = ภาวะที่มีจีโนมดีเอ็นเอ 

 B = ภาวะที่ไมมีจีโนมดีเอ็นเอ 
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การถายยีนในภาวะที่มีหรือไมมีจีโนมดีเอ็นเอ

0

5

10

15

20

25

30

35

0 1 2 3
storage (week)

su
rv

iv
al

 ra
te

 (c
al

lu
s) A

B
C
D
E
F

 
 
ภาพที่ 15 ศึกษาการถายยนีในภาวะที่มหีรือไมมีจีโนมดีเอ็นเอ 

เมื่อ  A = แคลลัสปกติ (ชุดควบคมุ) 

B = แคลลัสปกติ + จีโนมดีเอ็นเอ 

C = แคลลัสทีถู่กยอยผนังเซลลบางสวน + จีโนมดีเอ็นเอตัดดวยเอนไซมจําเพาะ EcoRI 

       5U/ml  

D = แคลลัสทีถู่กยอยผนังเซลลบางสวน + จีโนมดีเอ็นเอตัดดวยเอนไซมจําเพาะ EcoRI 

       5U/ml + จีโนมดีเอน็เอ 

E = แคลลัสที่ถูกยอยผนังเซลลบางสวน + จีโนมดีเอ็นเอไมตดัดวยเอนไซมจําเพาะ EcoRI 

       5U/ml  

F = แคลลัสที่ถูกยอยผนังเซลลบางสวน + จีโนมดีเอ็นเอไมตัดดวยเอนไซมจําเพาะ EcoRI 

       5U/ml + จีโนมดีเอน็เอ 
 
4.6 การตรวจสอบและประเมินผลสภาวะการถายยีนโดยเทคนคิทางชีววิทยาโมเลกลุ 
 1. ผลการตรวจสอบการปรากฏของจโีนมดีเอ็นเอดวยเทคนิคพซีีอาร  
 นําชิ้นสวนแคลลัสที่ตานทานยาปราบวัชพืชไบอะลาฟอสไปตรวจสอบการปรากฏของยีน 

bar ตอโดยใชเทคนิคทางชีววิทยาโมเลกุลโดยเริ่มจากากรสกัดดีเอ็นเอ จากนั้นนําดีเอ็นเอไป

ตรวจสอบการปรากฏของยีน bar โดยปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส โดยใชคูไพรเมอรที่เฉพาะเจาะจง 

และนําผลิตภัณฑดีเอ็นเอที่ไดมาแยกในสนามไฟฟา พบดีเอ็นเอขนาดประมาณ 550 นิวคลีโอไทด   



                                                                                                                  
                                                                                                              

 

41 

ซึ่งดีเอ็นเอที่ไดมีขนาดสอดคลองกับดีเอ็นเอที่ใชเปนมาตรฐาน พบวาผลิตภัณฑดีเอ็นเอที่ไดจาก

การเพิ่มปริมาณโดยปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสมีขนาดเทากันกับขนาดของดีเอ็นเอที่ไดในชุดควบ 

คุมบวก โดยที่ไมสามารถเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอของยีน bar จากตนที่ไมไดรับการถายยีน (ภาพที่16) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
ภาพที่ 16 ผลิตภัณฑพีซีอารที่ ไดจากการใชดีเอ็นเอของกลวยไมชางกระ  Rhynchostylis 

gigantea ที่ไดรับการถายยีนเปนตนแบบเทียบกับขนาดของดีเอ็นเอชุดควบคุม  

เมื่อ 1   =  ดีเอ็นเอมาตรฐาน 

 2   =  ผลิตภัณฑพีซีอารที่ไดจากพลาสมดิดีเอ็นเอ pBIC BAR 

3  =  ผลิตภัณฑพีซีอารที่ไดจากจีโนมดีเอน็เอกลวยไมชางกระ  Rhynchostylis gigantea  

        ที่ไดรับการถายยีนดวยพลาสมิด pBICBAR (ตัวอยางที่ 1) 

4  =  ผลิตภัณฑพีซีอารที่ไดจากจีโนมดีเอน็เอกลวยไมชางกระ  Rhynchostylis gigantea 

       ที่ไดรับการถายยีนดวยพลาสมิด pBICBAR (ตัวอยางที่ 2) 

5  =  ผลิตภัณฑพีซีอารที่ไดจากจีโนมดีเอน็เอกลวยไมชางกระ  Rhynchostylis gigantea   

        ที่ไดรับการถายยีนดวยพลาสมิด pBICBAR (ตัวอยางที่ 3) 

6  =  ผลิตภัณฑพีซีอารที่ไดจากจีโนมดีเอน็เอกลวยไมชางกระ  Rhynchostylis gigantea  

        ที่ไมไดรับการถายยนีดวยพลาสมิด pBICBAR  

 

 

    1    2     3    4    5    6 

550 nt 



                                                                                                                  
                                                                                                              

 

42 

 2. ผลการตรวจสอบระดับการแสดงออกของยีน bar  
 ตรวจสอบการแสดงออกของยีน bar ในกลวยไมชางกระ Rhynchostylis gigantea โดย

วัดจากระดับการสังเคราะห mRNA ของยีน bar ที่ถายยีนเขาสูกลวยไมชางกระ Rhynchostylis 

gigantean โดยสกัดอารเอ็นเอจากชิ้นเนื้อเยื่อที่ตานทานยาปราบวัชพืชไบอะลาฟอสโดยใช

สารละลาย TrizolTM (Invitrogen, USA) นําอารเอ็นเอที่ไดมาตกตะกอนซ้ําดวยสารละลาย 8 M 

LiCl (Sambrook et al.,1989) สกัดอารเอ็นเอใหบริสุทธิ์โดยการใสดวย RNase free DNase 

ตรวจสอบอารเอ็นเอโดยทําปฏิกิริยา RT-PCR ดวยไพรเมอรที่เฉพาะตอ bar mRNA   

 พบวาชิ้นเนื้อเยื่อที่ตานทานยาปราบวัชพืชไบอะลาฟอสมีการสังเคราะห mRNA เนื่องจาก

การตรวจพบขนาดของผลิตภัณฑดีเอ็นเอที่ไดมีขนาดเทากันกับขนาดดีเอ็นเอของชุดควบคุม ผล

การทดลองบงชี้ใหเห็นถึงความสําเร็จในการถายยีนตานทานยาปราบวัชพืชไบอะลาฟอสเขาสู

เนื้อเยื่อกลวยไมชางกระ  Rhynchostylis gigantea (ภาพที่ 17) 

 

 
ภาพที่ 17  ผลิตภัณฑพีซีอารที่ไดจากการเพิ่มปริมาณโดยวิธี  RT-PCR  

      เมื่อ 1    = ดีเอ็นเอมาตรฐาน 

 2     = ผลิตภัณฑพีซีอารที่ไดจากพลาสมดิดีเอ็นเอ pBIC BAR 

 3    = ผลิตภัณฑพีซีอารที่ไดจากจีโนมดีเอ็นเอกลวยไมชางกระ  Rhynchostylis gigantea 

                  ที่ไมไดรับการถายยนี ดวยพลาสมิด pBIC BAR 

            4    = ผลิตภัณฑพีซอีารที่ไดจากจโีนมดีเอน็เอกลวยไมชางกระ  Rhynchostylis gigantea  

                     ที่ไดรับการถายยีนดวยพลาสมิด pBIC BAR (ตัวอยางที่ 1) 

5 = ผลิตภัณฑพีซีอารที่ไดจากจีโนมดีเอ็นเอกลวยไมชางกระ Rhynchostylis gigantea  

                     ที่ไดรับการถายยีนดวยพลาสมิด pBIC BAR (ตัวอยางที่ 3) 

550 nt 

 1    2    3    4    5     



                                                                                                                  
                                                                                                              

 

43 

3. ผลการวัดระดับการแสดงออกของยีน bar ดวยเทคนิคไบโอเซ็นเซอร 
 การวัดระดับการแสดงออกของยีน bar อยูบนพื้นฐานของหลักการทางไบโอเซ็นเซอรโดย

การทําปฏิกิริยาระหวางผลิตภัณฑ cDNA ที่ไดจากการแสดงออกของยีน bar ซึ่งไดจาก RT-PCR 

กับ minor groove binder Hoechst 33258 ซึ่งเปนโมเลกุลที่ชวยแปลงสัญญาณดีเอ็นเอใหอยูใน

รูปแบบที่สามารถตรวจสอบวัดการเปลี่ยนแปลงของอิเลคตรอนอิสระได โดยระดับปริมาณ cDNA 

จะแปรผกผันกับการเปลี่ยนแปลงทางกระแสไฟฟา รูปคา anodic current peak ผลการตรวจวัด

การเปลี่ยนแปลงทางไฟฟาในรูป voltrametrograme เปนดังภาพที่ 18 

 

 

 

 

 

 

 
 
 

 
 
 ภาพที ่18 ลักษณะของการเปลี่ยนแปลงของกระแสไฟฟาในรูป anodic current peak 

 

จากภาพที่ 18 กราฟแสดงการเปลี่ยนแปลงของกระแสไฟฟาที่ไดจากการตรวจวัด ซึ่ง

กราฟทางดานซายแสดงปริมาณของดีเอ็นเอที่ตรวจวัดโดย A แทน ตัวอยางของดีเอ็นเอทีม่ปีริมาณ

นอยเมื่อตรวจวัดจะไดคากระแสไฟฟาที่สูง ในทางกลับกัน B แทน ตัวอยางของดีเอ็นเอที่มีปริมาณ

มากเมื่อตรวจวัดจะไดคากระแสไฟฟาที่ต่ําลง สวนกราฟทางดานขวา เปนการเปรียบเทียบระหวาง

ความเขมขนของดีเอ็นเอกับคากระแสไฟฟาที่ไดจากการตรวจวัดจะพบวา คาของกระแสไฟฟา

แปรผกผันกับความเขมขนของดีเอ็นเอ ถาความเขมขนของดีเอ็นเอมาก คาการเปลี่ยนแปลงของ

กระแสไฟฟาในรูป anodic current peak ต่ํา แตในทางกลับกันถาดีเอ็นเอมีนอย ทําใหคาการ

เปล่ียนแปลงของกระแสไฟฟาสูงขึ้น  
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การตรวจวัดการแสดงออกของยีน bar ในเนื้อเยื่อกลวยไมชางกระ Rhynchostylis 

gigantea จะทําใหไดคา anodic current peak ดังตารางที่ 2 
 

ตารางที่ 2 คา anodic current peak ของเนื้อเยื่อกลวยไมชางกระ Rhynchostylis gigantea 

 

ตัวอยางที ่ คา anodic current peak  (Anodic current peak μA) 

1 1.41  

3 1.24 

 

การตรวจสอบความสัมพันธระหวางความเขมขนและคา anodic current peak ของยีน

bar ที่ระดับความเขมขนตางๆ เมื่อวัดโดยหลักการ voltammetry เปนดังสมการ y (Tyr)= -

0.174x+2.167 เมื่อ x เปนคา log ความเขมขนของดีเอ็นเอ (จํานวน copy) และ y เปนคา anodic 

current peak (μA) ดังภาพที่ 19 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที่ 19 กราฟความสัมพนัธระหวางความเขมขนของดีเอ็นเอและคา anodic current peak 

ของยีน bar 

y = -0.174x + 1.267

R 2 = 0.9878
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คา anodic current peak มีความสัมพันธผกผันกับความเขมขน โดยเมื่อความเขมขนของ

ดีเอ็นเอมากคา anodic current peak จะมีคานอย และความเขมขนของดีเอ็นเอที่นอยจะไดคา 

anodic current peak มาก เมื่อนําคา anodic current peak ที่ไดมาคํานวณหาจํานวนชุดของ    

ดีเอ็นเอจะไดดังตารางที่ 3 

 

ตารางที่ 3  จํานวนชุดของดีเอ็นเอของเนื้อเยื่อกลวยไมชางกระ Rhynchostylis gigantea 

 

ตัวอยางที ่ จํานวนชุดของดีเอ็นเอ 

1 116460.8 

3 132427.2 

 

จากตารางที่ 3 แสดงใหเห็นวา จํานวนชุดของดีเอ็นเอในตัวอยางแคลลัสกลวยไมชางกระ 

Rhynchostylis gigantea ที่ไดรับยีนตานทานยาปราบวัชพืชไบอะลาฟอสตัวอยางที่ 3 มีจํานวน

ชุดของดีเอ็นเอมากกวาในตัวอยางที่ 1 

การศึกษาการแสดงออกของยีน bar ในครั้งนี้เลือกใชการวิเคราะหดวยเทคนิคไบโอ

เซ็นเซอรเนื่องจากเปนเทคนิคที่สามารถตรวจสอบไดงาย รวดเร็วและไมตองใชประสบการณมาก

ในการตรวจสอบ  
 



บทที่ 5 
 

สรุปผลการวิจัย อภิปรายผล และขอเสนอแนะ 
 

การศึกษาการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อกลวยไมชางกระ Rhynchostylis gigantea  ในสภาพ

ปลอดเชื้อ พบวาอาหารสังเคราะหสูตร VW ที่ไมมีสารควบคุมการเจริญเติบโตของพืช (2, 4-D)

สามารถชกันาํใหเมล็ดกลวยไมเจริญจากโปรโตคอรมที่เปนกอนกลม ขณะเดียวกนัสูตรอาหาร

ดังกลาวสามารถกระตุนใหเกิดแคลลัสจากโปรโตคอรมในปริมาณที่มากกวาสูตรอาหารเดียวกนัที่

แปรผันระดับปริมาณของการควบคุมการเจริญเติบโต 2,4-D ที่ระดับความเขมขน 0.5 และ 0.1 

ppm โปรโตคอรมที่ไดมีความสามารถในการเจริญเติบโตดี พิจารณาจากส ี น้าํหนกัสด ขนาดเสน

ผานศนูยกลางของชิน้เนื้อเยือ่ และการเจรญิภายหลงัจากที่เลี้ยงในอาหารสังเคราะหสูตร VW เปน

เวลานาน 2-3 เดือน ซึง่ทาํใหไดวัสดุวิจัยที่ใชเปนวัสดุวิจัยเบื้องตนในการถายยนี  

 ผลการทดลองดังกลาวแสดงใหเหน็วาภายหลังจากที่เมลด็งอกจนไดเปนโปรโตคอรม สวน

ของโปรโตคอรมยังคงมีความสามารถในการสรางสัดสวนออกซนิและไซโตไคนินทีเ่หมาะสม โดย

ไมจาํเปนตองไดรับสารควบคุมการเจริญเติบโตทั้ง 2 ชนิดจากภายนอก อยางไรกด็ีจากการทดลอง

หากทิง้โปรโตคอรมไวในสูตรอาหาร VW นานเกนิกวา 3 เดือน แคลลัสมีแนวโนมพัฒนาไปเปนโปร

โตคอรม และเปนตนออนในทายที่สุด 

 การศึกษาในเบื้องตนตอความสามารถในการตานทานยาปราบวัชพชืไบอะลาฟอสใน

อาหารสูตร VW ของแคลลัสกอนการถายยนี พบวายาปราบวัชพืชไบอะลาฟอสมีผลกระทบ

โดยตรงตอการเจริญของแคลลัส ซึ่งสงัเกตไดจากการเปลี่ยนสี และการตายของชิน้เนื้อเยื่อ แมใน 

7 วันแรกหลังการใหชุดการทดลอง โดยพบวาระดับความเขมขนของไบอะลาฟอสทีท่ําใหแคลลัสมี

อัตราการตาย 50% หรือ LD50 อยูที่ชุดการทดลองที่ใหความเขมขนของสารละลายยาปราบวัชพชื

ไบอะลาฟอสที่ระดับ 20 ppm  อัตราความเขมขนดงักลาวจะใชเปนอัตรามาตรฐานคัดเลือกในการ

ทดลองตอไป 

 ผลการทดลองดังกลาวคลายกับผลการทดลองที่ปาลิตา แปวไธสง (2550) ไดรายงานไว

เกี่ยวกับระดับปริมาณของยาปราบวัชพืชไบอะลาฟอสทีเ่หมาะสมในการคัดเลือกในพืช 

Peperomear pellucida ที่ระดับความเขมขน 20 ppm เชนเดียวกนั ระดับปริมาณยาปราบวัชพชื

ไบอะลาฟอสที่ใชเปนเกณฑในการคัดเลือกเดียวกนันี ้ ยังสอดคลองกับที่มีรายงานไวในพืชใบเลี้ยง

เดี่ยวในพืชชนดิอื่น เชน ในขาวสายพนัธุ Japonica Indica และขาวโพด (Uchimiya et al., 1993) 

 ในการถายยีนเขาสูแคลลัสทีไ่ดจากโปรโตคอรมของกลวยไมชางกระ Rhynchostylis  

gigantea ชุดของดีเอ็นเอซึ่งเปนโครงสราง Linear Double Strand DNA ไดจากการเพิม่ปริมาณ
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ของชิ้นดีเอ็นเอ pBIC BAR โดยเทคนิค PCR โครงสรางดังกลาวจะประกอบดวย 35S promoter     

ยีนตานทานยาปราบวัชพืชไบอะลาฟอส และ 35S terminator ชุดยีนดังกลาวเปนโครงสรางที่

ปลอดจากแขนของพลาสมดิสอดคลองกับที่ Fu et al. (2000) ไดรายงานเกีย่วกับรูปแบบของ 

โครงสรางพลาสมิดที่ชวยใหการถายยีนมีประสิทธิภาพมากขึ้น 

 เนื่องจากการถายยนีโดยการใชกระแสไฟฟาแรงเคลื่อนไฟฟาต่าํไมเคยดําเนนิการใน

กลวยไมมากอน การตรวจสอบระดับที่เหมาะสมจงึเปนสิ่งสําคัญ ผลการทดลองทาํใหทราบวา การ

ถายยนีเขาสูกลวยไมชางกระ Rhynchostylis  gigantea สามารถทาํไดโดยใชระดับปริมาณของ 

PEG6000 ที่ 1% และสนามไฟฟาที่มีแรงเคลื่อนไฟฟา 50 โวลท ระยะเวลา 20 วนิาที และปริมาณ

ดีเอ็นเอ 10 μg/ml ซึ่งที่ระดับปจจัยในชุดการทดลองดังกลาวจะใหแคลลัสที่สามารถตานทานยา

ปราบวัชพืชไบอะลาฟอสสงูสุด ระดับปริมาณของแคลลัสที่ใหสวนของเนื้อเยื่อที่มีความสามารถใน

การตานทานยาปราบวัชพชืไบอะลาฟอส สามารถสงัเกตการเจริญเติบโตชัดเจนสงูถึง 15 แคลลัส 

จากจาํนวนแคลลัสในชุดการทดลองทั้งหมด 2,250 แคลลัส หรือคิดเปน 1% โดยปกติการถายยีน

เขาสูพืชจะมีโอกาสทีช่ิ้นสวนของพชืจะไดรับยีนและมีการแสดงออกอยูที่ประมาณ 10-3 หรือ 0.1% 

จะเหน็ไดวาการถายยีนโดยการใชโครงสรางที่เปน Linear Double Strand DNA รวมกับการใช

สนามไฟฟาแรงเคลื่อนไฟฟาต่ํามีประสิทธภิาพดีกวาเกณฑเฉล่ีย 

 สวนการทดสอบการเพิม่ชิ้นสวนดีเอน็เอทีไ่ดจากจีโนมของกลวยไมชางกระ 

Rhynchostylis  gigantea รวมกับปจจัยตางๆ ในตอนตน พบวา การเพิ่มชิ้นสวนดีเอ็นเอมีผลตอ

ประสิทธิภาพในการถายยีนสูงขึ้นกวาไมใสชิ้นจีโนมดีเอน็เออยางมนียัสําคัญ นอกจากนี้ยังพบวา

การตัดจีโนมดเีอ็นเอเพยีงแคบางสวน (partial digestion) ดวยเอ็นไซมตางชนิด ไดแก BamH I   

EcoR I  และ Pst I ไมกอใหเกิดความแตกตางในการเพิ่มประสทิธิภาพการถายยนีแตอยางใด ผล

การทดลองดงักลาวชี้ใหเห็นพฤติกรรมของเซลลและเนื้อเยื่อกลวยไมชางกระ Rhynchostylis  

gigantea ทีต่อบสนองการถายยนีรวมกบัการผสมจีโนมดีเอ็นเอเปนไปในรูปแบบเดียวกนักับเซลล

ของราชนิดตางๆ และแตกตางไปจากพฤติกรรมของเซลลสัตวเลี้ยงลกูดวยนม (Manivasakam et 

al., 2001) อยางไรก็ดี การตัดดีเอ็นเอดวยเอ็นไซมจาํเพาะกลับไมมผีล ซึ่งตางไปจากที่พบในยสีต 

(Schiestl et al., 1994) ซึ่งไมเปนที่ทราบเหตุผล 

โดยทั่วไปพบวา การใสจีโนมดีเอ็นเอที่ตัดดวยเอ็นไซมตางชนิดบริเวณปลายของจุดตัดจะ

ไปมีผลตอการเกิด non homologous recombination โดยบริเวณจุดตัดจะกระตุนใหเกิด end 

joining (Manivasakam et al., 1998) อยางไรก็ดีผลดังกลาวมีความแตกตางจากราชนิดตางๆ 

ตรงที่รูปแบบการตัดดวยเอน็ไซมจําเพาะกลับไมมีผลตอประสิทธิภาพในการถายยนี นอกจากนี้

จากผลการทดลองพบวาชุดการทดลองที่ใสเอ็นไซมจําเพาะเขาไปยอยจีโนมของกลวยไมชางกระ 

Rhynchostylis gigantea ในภาวะที่เปนแคลลสักอนการถายยีนไมชวยทาํใหการถายยีนมี
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ประสิทธิภาพสูงขึ้น กลับทาํใหแคลลัสมีอัตราการรอดลดลง เอ็นไซมจําเพาะอาจยอยจีโนมดีเอ็นเอ

ของกลวยไมจนเกนิกวาจะซอมแซมดวยกลไก DNA repair ได  

จากการศึกษาของ Fu et al. (2000) ใชเทคนิค particle bombardment และสารเคมีใน

การถายยนี Linear fragment ของยีน bar ที่ไมมีสวนโครงสรางของดีเอ็นเอพาหะเขาสู bar พบวา

สามารถถายยนีไดอยางด ี 

 การถายยนีในภาวะที่ไมมีสวนของพลาสมดิดีเอ็นเอจะชวยใหเกิดการแทรกตัวแบบ low 

copy number ที่เปนรูปแบบอยางงายและเปนที่ตองการ นอกจากนี้ การทดลองเดียวกนัยงัพบวา

การถายยนีในรูปแบบพลาสมิดในรูป supersonic หรือช้ินสวนของพลาสมิดที่มบีริเวณตางๆ ของ

แขนของพลาสมิดปนอยูกระตุนใหเกิดการถายยนีทีซ่ับซอนกวา ซึ่ง Muller และคณะ (1999) 

อธิบายกลไกการเกี่ยวของของแขนของพลาสมิดที่เปนไปในรูป plasmid backbone genome 

recombination events โดยพบโครงสรางทุติยภูมิภายในแขนของพลาสมิดที่อาจมีผลเชื่อมโยงตอ

ความเปนบริเวณ hot recombination spot ทําใหการแทรกตัวซับซอน 

ในการทดลองไมไดทดสอบรูปแบบการเขาแทรกตัวของชิน้ยนีในจีโนมดีเอ็นเอ ดงันัน้ ใน

การศึกษาขั้นตอไปสมควรวิเคราะหโครงสรางของยนี รวมถงึจํานวนชุดของยนี เพื่อใหเขาใจ

พฤติกรรมการแทรกตัวในที่สุด จากการทดลองพบวา การเพิม่เอนไซมจําเพาะทําใหกลวยไมมี

อัตราการตายสูงขึ้น 

Obe และคณะ (1992) ไดศึกษาปรากฏการณ double stand break พบวา การใชเทคนิค 

REMI โดยเอ็นไซมจําเพาะนี้กระตุนใหเกิดภาวะการตายของเซลลสัตวเลี้ยงลกูดวยนมที่เกิดจาก

การเรียงตวัของโครโมโซมทีผิ่ดปกติ หรือเกิดจากการกลายพนัธุที่มีอัตราสูงขึ้นในหลายๆ ตาํแหนง 

สวนหนึง่เพราะการใชเอน็ไซมจําเพาะกระตุนใหเกิด illegitimate recombination ผาน end 

joining mechanism ในอัตราที่สูงกวา homologous recombination มาก ยงัผลใหการแทรกตัว

เปนไปในทิศทางที่สุมและมคีวามถีม่ากขึน้ (Lukacsovich et al., 1994) 

 โดยสรุปพบวาการใชอาหารสูตรปกติ VW โดยไมเพิม่สารควบคุมการเจริญเติบโต(2,4-D) 

เปนวธิีที่เหมาะสมในการเตรียมตัวอยางเพื่อการถายยนี และสามารถถายยีนเขาสูกลวยไมชางกระ 

Rhynchostylis  gigantea  ดวยประสิทธภิาพสูงสุดในชุดการทดลองเมื่อใชสารละลายที่ประกอบ

ไปดวย PEG 1%   จีโนมดเีอ็นเอทีย่อยดวยเอ็นไซม 5 μg/ml    ดีเอ็นเอเปาหมายในรูป Linear 

Double Strand DNA 10 μg/ml   ภายใตสนามไฟฟา 50 โวลท เปนเวลา 20 วินาท ีคาดวาภาวะนี้

สามารถนําไปประยุกตใชกับกลวยไมชางชนิดอื่นๆ ได 

  สวนของการตรวจสอบเพื่อยืนยนัความสาํเร็จในการถายยีน พบวา สามารถนาํชิ้นสวน

แคลลัสที่ตานทานยาปราบวัชพืชไบอะลาฟอสไปตรวจสอบการปรากฏของยีน bar ตอโดยใช

เทคนิคทางชีววิทยาโมเลกุลโดยเริ่มจากการสกัดดีเอ็นเอ จากนั้นนําดีเอน็เอไปตรวจสอบการ
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ปรากฏของยนี bar โดยปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส โดยใชคูไพรเมอรที่เฉพาะเจาะจง และนํา

ผลิตภัณฑดีเอ็นเอที่ไดมาแยกในสนามไฟฟา พบดีเอ็นเอขนาดประมาณ 550 นิวคลีโอไทด   ซึ่งดี

เอ็นเอที่ไดมีขนาดสอดคลองกับดีเอ็นเอทีใ่ชเปนมาตรฐาน พบวาผลิตภัณฑดีเอ็นเอที่ไดจากการ

เพิ่มปริมาณโดยปฏิกิริยาลกูโซพอลิเมอเรส มีขนาดเทากันกับขนาดของดีเอ็นเอที่ได ในชุดควบคุม

บวก โดยที่ไมสามารถเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอของยีน bar จากชิน้สวนแคลลัสที่ไมไดรับการถายยนี  

ในการตรวจสอบการแสดงออกของยีนในกลวยไมชางกระ Rhynchostylis gigantea โดย

วัดจากระดับการสังเคราะห mRNA ของยีน bar ที่ โดยสกัดอารเอ็นเอจากชิน้เนื้อเยื่อที่ตานทานยา

ปราบวัชพืชไบอะลาฟอสโดยใชสารละลาย TrizolTM (Invitrogen, USA) ตรวจสอบอารเอ็นเอโดย

ทําปฏิกิริยา RT-PCR ดวยไพรเมอรที่เฉพาะตอ bar mRNA พบวา เนื้อเยื่อตานทานยาปราบวัชพืช

ไบอะลาฟอสมีการสังเคราะห mRNA เนื่องจากการตรวจพบขนาดของผลิตภัณฑดีเอ็นเอที่ไดมี

ขนาดเทากนักบัขนาดดีเอ็นเอของชุดควบคุม 

การตรวจวัดระดับการแสดงออกของยีน bar ในระบบไบโอเซ็นเซอร เปนระบบการ

ตรวจจับสัญญาณดีเอ็นเอ โดยหลักการเริ่มจากการสังเคราะห cDNA ตนแบบ จาก mRNA ที่สกดั

ได จากนั้นนํา cDNA ที่ไดมาผสมรวมกับโมเลกุลสี Hoechst 33258 ซึ่งเปนโมเลกลุที่กระตุนใหดี

เอ็นเอเกิดการรวมตัวและแปลงสัญญาณดีเอ็นเอเปนสัญญาณทางไฟฟาสามารถตรวจวัดไดจาก

คา anodic current peak เมื่อทําการตรวจวัดถาปริมาณดีเอ็นเอมีคานอย คาที่วัดไดจาก anodic 

current peak จะมีคาสงู ในทางกลับกนัถาดีเอ็นเอมีมากคา anodic current peak จะมีคานอย 

(Chaumpluk et al., 2006) ดังนัน้ คาการเปลี่ยนแปลงในรูป anodic current peak จะแปรผกผัน

กับปริมาณความเขมขนของดีเอ็นเอ เนื่องจากที่ผานมามีรายงานการตรวจวัดดวยเทคนิคนีโ้ดยการ

ตรวจสอบปริมาณของคุณภาพสารประกอบฟนอลในดอกเห็ดและตรวจความสัมพนัธของสาร  

ประกอบในตัวอยางดนิและน้ํา (Seo et al., 2003) และรายงานการตรวจสอบการทาํงานของ

กิจกรรมของเอนไซม phosphatase ดวยเทคนิคไบโอเซ็นเซอร (Serra et al., 2005) จากการ

รายงานดงักลาวเปนการตรวจสอบทางดานสรีรวิทยา ไมเกี่ยวของกบัการแสดงออกของยนี การ

ตรวจสอบการแสดงออกของยีน bar ดวยเทคนิคไบโอเซน็เซอรในกลวยไมชางกระ Rhynchostylis 

gigantea ในครั้งนี ้ เปนการประยุกตใชเปนครั้งแรก ซึง่ชวยใหสามารถวิเคราะหไดงายและรวดเร็ว

ข้ึน ไมจําเปนตองใชประสบการณในการวเิคราะหมาก ซึ่งแตกตางจากเทคนิค Northern blot ซึ่ง

เปนทีน่ิยมในอดีตและการเปรียบเทียบปริมาณ cDNA ที่สังเคราะหไดผานวิธ ี competitive – 

quantitative RT-PCR (Marone et al., 2001) หรือ real - time PCR (Rajagopal et al., 2005) 

วิธีการวิเคราะหปริมาณดีเอน็เอทัง้ 2 ดังกลาวตองอาศัยความละเอียดในการวิเคราะหสูง ใช

เวลานาน ข้ันตอนการวิเคราะหยุงยาก ซับซอน มตีนทนุในการวเิคราะหสูง และตองการความ

พรอมของหองปฏิบัติการรวมทั้งบุคลากรที่มีความเชีย่วชาญ (Shindo et al., 2002) ดังนัน้การ
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ตรวจวิเคราะห cDNA ดวยเทคนิคไบโอเซ็นเซอรจงึเปนทีน่ิยมมากในการวิเคราะหดานคุณภาพ

ของตัวอยางทีต่องการตรวจสอบ 

จากผลการทดลองขางตนบงชี้ใหเหน็ถงึความสําเร็จในการถายยีนตานทานยาปราบวัชพืช

ไบอะลาฟอสเขาสูเนื้อเยื่อกลวยไมชางกระ  Rhynchostylis gigantea โดยระบบการถายยนีที่ได

ศึกษาดังกลาวนัน้สามารถนําไปใชเปนตนแบบเพื่อประยุกตใชในการพัฒนาและปรับปรุงพันธุ

กลวยไมสกุลชางดวยกนัเองหรืออาจนาํไปใชเปนขอมูลพืน้ฐานเพื่อประยุกตใชในกลวยไมสกุลอ่ืนๆ 

ใหมีลักษณะทีด่ีข้ึนตอไปได  
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ภาคผนวก ก 
 

สารเคมีทีใ่ชในการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ 
การเตรยีม stock อาหารสูตร VW (Vacin and Went, 1949) ต อปริมาตร 1 ลติร (1,000 cc.) 
 

 Stock I    KNO 3   52.5 g  

 (100x)    (NH4)2SO4  50 g 

     KH2PO4  25 g 

     MgSO4.7H2O  25 g 

     MnSo4.H2O  0.75 g 

 

 Stock II  (ละลายใน HCl) Ca(PO4)2  40 g  

 (200x)  

    

 Stock III   Na2EDTA  7.46 g 

 (100x)    FeSO4.7HO2   5.56 g 

 
 Organic Compound 
 น้ําตาล    20 g/l 

 วุน    8 g/l 

 ถาน    3 g/l 

 น้ํามะพราว   150 ml/l 

 กลวยหอมบด   50 g/l 

 มันฝร่ังบด   50 g/l  

 

 ปรับ pH ใหได 5.2 

 

     
 
 
 
  

เติมหลังปรับ pH แลว 
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ภาคผนวก ข 
 
การสกัดอารเอ็นเอดวยฟนอล 
  

1. นําตัวอยางกระสัง 100 มิลลิกรัม  ใสลงในโกรงที่ผานการฆาเชื้อ เติม extraction buffer 

และ phenol ในอัตราสวน 1:1 บดใหละเอียดแลวถายลงในหลอดเซ็นตริฟวจขนาด 1.5 

มิลลิลิตร นําไปปนเหวี่ยงที่ 12,000 rpm อุณหภูมิหอง เปนเวลา 3 นาที   

2.  ดูดสารละลายสวนใสชั้นบน(supernatant)ใสในหลอดใหมเติม phenol : chloroform 

ปริมาตร 500 ไมโครลิตร  เขยาเบาๆนําไปปนเหวี่ยงที่ 12,000 rpm เปนเวลานาน 5 นาที  

3. ดูดสวนใสชั้นบนใสในหลอดใหม สกัดซ้ําดวยการเติม chloroform : isoamyl (24:1) ใน

อัตราสวนเทากับปริมาตรของสารละลาย ผสมใหเปนเนื้อเดียวกันนําไปปนเหวี่ยงที่ 

12,000 rpm เปนเวลา 3 นาที 

4. ดูดสารละลายสวนใสชั้นบนใสหลอดใหม เติมสารละลายโซเดียมอะซิเตด  เขมขน 3 โมล

ตอลิตร pH 5.2 ปริมาตร 1/10+1 ไมโครลิตรของปริมาตรสารละลาย และ absolute 

ethanol 2.5 เทาของปริมาตร เก็บไวที่อุณหภูมิ – 20 องศาเซลเซียสเซลเซียส เปนเวลา 

15-30 นาที 

5. ตกตะกอนอารเอ็นเอโดยการนําไปปนเหวี่ยงที่ 12,000 rpm เปนเวลา 5 นาที เทสวนใสทิ้ง 

ลางตะกอนอารเอ็นเอที่ไดดวยดวยแอลกอฮอล 70 เปอรเซ็นต ปริมาตร 500 ไมโครลิตร 

นําไปปนเหวี่ยงที่ 12,000 rpm เปนเวลา 5 นาที 

6. เทสวนใสทิ้ง นําไปทําใหแหงดวยเครื่อง Lyophilizer จากนั้นละลายตะกอนดวย น้ํา 

DEPC ปริมาตร 30 ไมโครลิตร เก็บอารเอ็นเอที่ละลายแลวที่อุณหภูมิ –70 องศาเซลเซียส

เซลเซียส  
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การสกัดดีเอ็นเอจากแบคทีเรีย 
 

1. เลื้ยงแบคทีเรียในขวดเลี้ยงเชื้อ ซึ่งบรรจุอาหาร LB broth 3 มิลลิลิตร นําไปบมในตูควบคมุ

อุณหภูมิที่มีเครื่องเขยา อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียสเซลเซียส เปนเวลานาน 12-24 ชั่วโมง 

2. นําแบคทีเรียที่เลี้ยงในอาหารเหลวที่เตรียมไว แบงใสหลอดเซ็นตริฟวจขนาด 1.5 มิลลิลิตร 

นําไปปนเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 5000 rpm เปนเวลา 2 นาที เทสวนใสทิ้ง จากนั้นเติม 

สารละลาย Lysosyme buffer ปริมาตร 100 ไมโครลิตร ทําใหเซลลกระจายโดยใชเครื่อง

ผสมสาร (vortex) เติมสารละลาย alkaline buffer 200 ไมโครลิตร นําไป vortex  จากนั้น

นําไปแชในน้ําแข็งเปนเวลา 5 นาที เติมสารละลายโปแตสเซียมอะซีเตต ปริมาตร 150 

ไมโครลิตร   นําไป vortex ซ้ําอีกครั้งแลวนําไปแชในน้ําแข็งเปนเวลา 15 นาที 

3. นําไปปนเหวี่ยงที่ที่ความเร็วรอบ 12000 rpm เปนเวลา 5 นาที ดูดสารละลายสวนใสใส

หลอดเซ็นตริฟวจใหม เติม phenal - chlorofrom (1:1)  500 ไมโครลิตร นําไป vortex 

จากนั้นนําไปปนเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 12000 rpm เปนเวลา 5 นาที  

4. เก็บสารละลายสวนใสใสหลอดเซ็นตริฟวจใหมเติม propanol ลงไป 2.5 เทาของปริมาตร

ของสารละลาย ตั้งทิ้งไว 15 นาที ที่อุณหภูมิหอง จากนั้นนําไปปนเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 

12000 rpm  15 นาที เพื่อตกตะกอนดีเอ็นเอ  

5. นําตะกอนดีเอ็นเอที่ได ลางดวยแอลกอฮอล 70เปอรเซ็นต  500 ไมโครลิตร เขยาเบาๆ 

นําไปปนเหวี่ยงที่ 12000 rpm เปนเวลา 5 นาที เก็บสวนที่ตกตะกอนไว 

6. นําตะกอนดีเอ็นเอที่ไดไปทําใหแหงโดยเครื่อง Lyophilizer  เปนเวลา10-15 นาที  

7. ละลายตะกอนใน TE-Rnase buffer 30 ไมโครลิตร นําไปบมที่ตู incubate 37 องศา

เซลเซียส นาน 30 นาที นําพลาสมิดที่ไดไปตรวจสอบผลดวยวิธี gel electropheresis  
 
 

 

 

 

 

 



                                                                                                                                            61 

การสกัดดีเอ็นเอดวยวิธี CTAB (Murray and Thomson, 1980)  
 
1. นําชิ้นสวนของพืชหนักประมาณ 100 มิลลิกรัม บดใหละเอียดแลวเติม CTAB buffer 600 

ไมโครลิตร เขยาใหเขากัน จึงนําไปบมที่อุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 นาที 

2. เติม Phenol : Chloroform 500 ไมโครลิตร นําไปหมุนเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 12,000 rpm 

เปนเวลา 15 นาที 

3. เก็บสวนใสใสหลอดเซนตริฟวจใหม และเติม Chloroform : Isoamyl alcohol (24:1) 500 

ไมโครลิตร นําไปหมุนเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 12,000 rpm เปนเวลา 15 นาที 

4. เก็บสวนใสใสหลอดเซนตริฟวจใหม และเติม isopropanal ในอัตราสวนเทากับสวนใสที่ได 

และทิ้งไวที่อุณหภูมิหอง 10 นาที จึงนําไปหมุนเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 12,000 rpm เปน

เวลา 15 นาที 

5. เก็บ pellet ที่ได โดยเทสวนใสทิ้ง และเติม 70 % ethanol 1000 ไมโครลิตร ลงในหลอด

เซนตริฟวจที่มี pellet อยู นําไปหมุนเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 12,000 rpm เปนเวลา 10 นาที  

6. เท 70% ethanol ออกทิ้ง และนํา pellet ที่ไดไปทําใหแหง โดยเครื่อง centrifugal 

vaporizer เปนเวลา 10 นาที 

7. ละลายใน TE buffer (10 mM Tris HCl pH 8.0, 1 mM EDTA) 30 ไมโครลิตร จึงเติม 

RNase 2 ไมโครลิตร จึงนําไปบมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 นาที 

8. เติม CTAB buffer  200 ไมโครลิตร และ  chloroform : isoamyl alcohol 250 ไมโครลิตร 

เขยาใหเขากันจึงนําไปหมุนเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 12,000 rpm เปนเวลา 15 นาที 

9. เก็บสวนใสใสหลอดเซนตริฟวจใหม และเติม isopropanal ในอัตราสวนเทากับสวนใสที่ได 

และทิ้งไวที่อุณหภูมิหอง 10 นาที จึงนําไปหมุนเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 12,000 rpm เปน

เวลา 10 นาที 

10. เก็บ pellet ที่ได โดยเทสวนใสทิ้ง และเติม 70 % ethanol 1,000 ไมโครลิตร ลงในหลอด

เซนตริฟวจที่มี pellet อยู จึงนําไปหมุนเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 12,000 rpm เปนเวลา 10 

นาที 

11. เท 70 % ethanol ออกทิ้ง และนํา pellet ที่ไดไปทําใหแหง โดยเครื่อง centrifugal 

vaporizer เปนเวลา 10 นาที 

12. นํา pellet ที่ได ละลายใน TE buffer 30 ไมโครลิตร โดยสามารถเก็บรักษาดีเอ็นเอที่ไดที่

อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส 
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การวัดปริมาณและคุณภาพของสารละลายดีเอ็นเอโดยวิธี optical method 
 
 การวัดปริมาณและคุณภาพของดีเอ็นเอสามารถใชหลักการการดูดกลืนแสง ดวยเครื่อง 

spectrophotometer โดยการนําสารละลายดีเอ็นเอมาเจือจางดวยน้ํากลั่นที่ไดรับการฆาเชื้อแลว

ในอัตราสวนที่ตองการ จึงนําไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 260 และ 280 นาโนเมตร 

จึงนําผลที่ไดมาคํานวณจากสูตร 

 ความเขมขนของดีเอ็นเอ (μl/ml) = A260 x 50 x dilution factor 

 คุณภาพของสารละลายดีเอ็นเอ = A260/ A280  

หมายเหตุ : 1.0 A260  = 50 μg/ml (ของดีเอ็นเอเกลียวคู)  

a. คาการวัดคุณภาพของสารละลายดีเอ็นเอ = 1.65-1.85 คือ สกัดไดดีเอ็นเอเกลียว

คูบริสุทธิ์ 

b. คาการวัดคุณภาพของสารละลายดีเอ็นเอนอยกวา 1.65 คือ มีโปรตีนหรือฟนอล

ปะปน 

c. คาการวัดคุณภาพของสารละลายดีเอ็นเอมากกวา 1.85 คือ มีอารเอ็นเอปะปน 
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การแยกโมเลกุลของดีเอ็นเอดวยวิธีอิเล็คโทรฟอเรซิส 
 
1. เตรียมถาดสําหรับเทเจลในแนวราบและหวีใหเรียบรอย 

2. ชั่งผงอะกาโรส 1 กรัม เติมบัฟเฟอรสําหรับทําอิเล็คโทรฟอเรซิส (1x TAE และ1x TBE) 

100 ไมโครลิตร 

3. หลอมอะกาโรสโดยการอุนใหรอนดวยเตาไมโครเวฟ เขยาเปนครั้งคราว ใหอะกาโรสละ

ลายจนหมด 

4. ตั้งทิ้งไวใหเย็นลง แลวจึงเทลงในถาดที่เตรียมไว ใหเจลหนาครึ่งหนึ่งของถาดรันเจล เสียบ

หวีลงไปในตําแหนง เพื่อทําใหเกิดชองสําหรับหยอดตัวอยางดีเอ็นเอและปลอยใหเจลแข็ง

ตัวที่อุณหภูมิหอง 

5. เมื่อเจลแข็งตัวแลวคอยๆ ดึงหวีออก นําเจลใสลงในเครื่องสําหรับทําอิเลคโทรฟอเรซีส เติม

บัฟเฟอรใหทวมเจล 

6. ดูดสารละลายดีเอ็นเอประมาณ 2-5 ไมโครลิตร (ตามความเขมขนของดีเอ็นเอ) ผสมกับ 

loading buffer 1 ไมโครลิตร แลวหยอดลงไปในชองของแผนเจลที่เตรียมไว 

7. ตอกระแสไฟฟาเขากับเครื่องอิเล็คโทรฟอเรซิสแลวเปดกระแสไฟฟา ใชแรงเคลื่อนไฟฟา

ประมาณ 100 โวลต  เปนเวลานาน 30 นาที 

8. นําเจลมายอมดวยสารเรืองแสง (เอธิเดียมโบรไมด) ความเขมขน 0.5 ไมโครกรัมตอ

มิลลิลิตร ปริมาตร 15 ไมโครลิตร เปนเวลา 10-15 นาที ข้ันนี้ระวังอยาใหสารสัมผัสกับ

ผิวหนังหรือสวนของรางกาย ควรสวมถุงมือ เนื่องจากเอธิเดียมโบรไมดเปนสารกอมะเร็ง 

(carcinogen) 

9. นําเจลมาลางเอธิเดียมโบรไมดออกดวยน้ําเปลา 

10. นําเจลที่ลางเอธิเดียมโบรไมดแลวไปสองดูภายใตแสงอัลตราไวโอเลต 

11. ถายภาพเก็บไวดวยกลองดิจิตอล 
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การนําดีเอ็นเอเขาสูคอมพีเทนตเซลล 
 

1. เติมสารละลายดีเอ็นเอ 5 ไมโครลิตร ลงในหลอดเซ็นตริฟวจที่มีคอมพีเทนตเซลล 60 

ไมโครลิตร แชในน้ําแข็งเปนเวลานาน 15 นาที 

2. นํามาทํา heat shock โดยจุมลงในอางน้ําควบคุมอุณหภูมิ 42 องศาเซลเซียส เปนเวลา 

45 วินาที แลวยายมาแชในน้ําแข็งทันทีเปนเวลา 5 นาที 

3. เติมอาหาร SOC ลงไป 800 ไมโครลิตร ผสมใหเขากัน บมในตูควบคุมอุณหภูมิ 37 องศา

เซลเซียส เปนเวลา 2-3 ชั่วโมง เขยาทุกๆ 15 นาที 

4. ดูดอาหารเลี้ยงแบคทีเรียในขอ 3 มาเกลี่ย (spread) ใหทั่วผิวหนาอาหาร LM ที่มีแอมพิซิ

ลิน 250 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตรและแมกนีเซียมซัลเฟต (1M  MgSO4) ผสมอยูโดยดูด

อาหารในขอ 3 มาใสในจานอาหาร LM ปริมาตร 100 ไมโครลิตร แลวใชแทงแกวปลายงอ 

(glass spreader) เกลี่ยแบคทีเรียใหกระจายทั่วจานอาหารเพาะเลี้ยง 

5. นําจานเลี้ยงเชื้อไปบมในตู incubate อุณหภูมิ 38 องศาเซลเซียส เปนเวลา 12-18 ชั่วโมง 

ตรวจดูโคโลนีของแบคทีเรียที่เจริญบนอาหาร LM 
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ภาคผนวก ค 
 

การวิเคราะหทางสถิติ 
 

ศึกษาระดับปริมาณของ PEG 6000 และระยะเวลาที่เหมาะสมในการผานสนามไฟฟาที่
ความตางศักย 50 โวลท โดยใชยนี bar เปนตนแบบ และคดัเลือกโดยใชยาปราบวชัพืช
ไบอะลาฟอส (การศึกษาระบบการถายยีนโดยใชยีน bar) 
 

ANOVA 
VAR00003  

  
Sum of 
Squares df 

Mean 
Square F Sig. 

Between Groups 179.633 9 19.959 29.939 .000 
Within Groups 13.333 20 .667    
Total 192.967 29     

 
 

Multiple Comparisons 
 
Dependent Variable: VAR00003  
Tukey HSD  

95% Confidence Interval 

(I) VAR00002 (J) VAR00002 

Mean 
Difference 

(I-J) Std. Error Sig. Lower Bound Upper Bound
2.00 2.0000 .66667 .142 -.3607 4.3607
3.00 -3.3333(*) .66667 .002 -5.6941 -.9726
4.00 1.3333 .66667 .608 -1.0274 3.6941
5.00 2.3333 .66667 .054 -.0274 4.6941
6.00 3.0000(*) .66667 .007 .6393 5.3607
7.00 4.0000(*) .66667 .000 1.6393 6.3607
8.00 4.6667(*) .66667 .000 2.3059 7.0274
9.00 4.6667(*) .66667 .000 2.3059 7.0274

1.00 

10.00 5.0000(*) .66667 .000 2.6393 7.3607
2.00 1.00 -2.0000 .66667 .142 -4.3607 .3607

3.00 -5.3333(*) .66667 .000 -7.6941 -2.9726
4.00 -.6667 .66667 .989 -3.0274 1.6941
5.00 .3333 .66667 1.000 -2.0274 2.6941
6.00 1.0000 .66667 .877 -1.3607 3.3607
7.00 2.0000 .66667 .142 -.3607 4.3607
8.00 2.6667(*) .66667 .019 .3059 5.0274
9.00 2.6667(*) .66667 .019 .3059 5.0274
10.00 3.0000(*) .66667 .007 .6393 5.3607

3.00 1.00 3.3333(*) .66667 .002 .9726 5.6941
2.00 5.3333(*) .66667 .000 2.9726 7.6941
4.00 4.6667(*) .66667 .000 2.3059 7.0274
5.00 5.6667(*) .66667 .000 3.3059 8.0274
6.00 6.3333(*) .66667 .000 3.9726 8.6941
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7.00 7.3333(*) .66667 .000 4.9726 9.6941
8.00 8.0000(*) .66667 .000 5.6393 10.3607
9.00 8.0000(*) .66667 .000 5.6393 10.3607
10.00 8.3333(*) .66667 .000 5.9726 10.6941

4.00 1.00 -1.3333 .66667 .608 -3.6941 1.0274
2.00 .6667 .66667 .989 -1.6941 3.0274
3.00 -4.6667(*) .66667 .000 -7.0274 -2.3059
5.00 1.0000 .66667 .877 -1.3607 3.3607
6.00 1.6667 .66667 .325 -.6941 4.0274
7.00 2.6667(*) .66667 .019 .3059 5.0274
8.00 3.3333(*) .66667 .002 .9726 5.6941
9.00 3.3333(*) .66667 .002 .9726 5.6941
10.00 3.6667(*) .66667 .001 1.3059 6.0274

5.00 1.00 -2.3333 .66667 .054 -4.6941 .0274
2.00 -.3333 .66667 1.000 -2.6941 2.0274
3.00 -5.6667(*) .66667 .000 -8.0274 -3.3059
4.00 -1.0000 .66667 .877 -3.3607 1.3607
6.00 .6667 .66667 .989 -1.6941 3.0274
7.00 1.6667 .66667 .325 -.6941 4.0274
8.00 2.3333 .66667 .054 -.0274 4.6941
9.00 2.3333 .66667 .054 -.0274 4.6941
10.00 2.6667(*) .66667 .019 .3059 5.0274

6.00 1.00 -3.0000(*) .66667 .007 -5.3607 -.6393
2.00 -1.0000 .66667 .877 -3.3607 1.3607
3.00 -6.3333(*) .66667 .000 -8.6941 -3.9726
4.00 -1.6667 .66667 .325 -4.0274 .6941
5.00 -.6667 .66667 .989 -3.0274 1.6941
7.00 1.0000 .66667 .877 -1.3607 3.3607
8.00 1.6667 .66667 .325 -.6941 4.0274
9.00 1.6667 .66667 .325 -.6941 4.0274
10.00 2.0000 .66667 .142 -.3607 4.3607

7.00 1.00 -4.0000(*) .66667 .000 -6.3607 -1.6393
2.00 -2.0000 .66667 .142 -4.3607 .3607
3.00 -7.3333(*) .66667 .000 -9.6941 -4.9726
4.00 -2.6667(*) .66667 .019 -5.0274 -.3059
5.00 -1.6667 .66667 .325 -4.0274 .6941
6.00 -1.0000 .66667 .877 -3.3607 1.3607
8.00 .6667 .66667 .989 -1.6941 3.0274
9.00 .6667 .66667 .989 -1.6941 3.0274
10.00 1.0000 .66667 .877 -1.3607 3.3607

8.00 1.00 -4.6667(*) .66667 .000 -7.0274 -2.3059
2.00 -2.6667(*) .66667 .019 -5.0274 -.3059
3.00 -8.0000(*) .66667 .000 -10.3607 -5.6393
4.00 -3.3333(*) .66667 .002 -5.6941 -.9726
5.00 -2.3333 .66667 .054 -4.6941 .0274
6.00 -1.6667 .66667 .325 -4.0274 .6941
7.00 -.6667 .66667 .989 -3.0274 1.6941
9.00 .0000 .66667 1.000 -2.3607 2.3607
10.00 .3333 .66667 1.000 -2.0274 2.6941

9.00 1.00 -4.6667(*) .66667 .000 -7.0274 -2.3059
2.00 -2.6667(*) .66667 .019 -5.0274 -.3059
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3.00 -8.0000(*) .66667 .000 -10.3607 -5.6393
4.00 -3.3333(*) .66667 .002 -5.6941 -.9726
5.00 -2.3333 .66667 .054 -4.6941 .0274
6.00 -1.6667 .66667 .325 -4.0274 .6941
7.00 -.6667 .66667 .989 -3.0274 1.6941
8.00 .0000 .66667 1.000 -2.3607 2.3607
10.00 .3333 .66667 1.000 -2.0274 2.6941

10.00 1.00 -5.0000(*) .66667 .000 -7.3607 -2.6393
2.00 -3.0000(*) .66667 .007 -5.3607 -.6393
3.00 -8.3333(*) .66667 .000 -10.6941 -5.9726
4.00 -3.6667(*) .66667 .001 -6.0274 -1.3059
5.00 -2.6667(*) .66667 .019 -5.0274 -.3059
6.00 -2.0000 .66667 .142 -4.3607 .3607
7.00 -1.0000 .66667 .877 -3.3607 1.3607
8.00 -.3333 .66667 1.000 -2.6941 2.0274
9.00 -.3333 .66667 1.000 -2.6941 2.0274

*  The mean difference is significant at the .05 level. 
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ศึกษาระดับปริมาณของดีเอ็นเอที่เหมาะสมโดยคดัเลือกบนยาปราบวชัพืชไบอะลาฟอส 
 

ANOVA 
 

CALLUS1  

  
Sum of 
Squares df 

Mean 
Square F Sig. 

Between Groups 197.733 4 49.433 123.583 .000 
Within Groups 4.000 10 .400    
Total 201.733 14     

 
 

Multiple Comparisons 
 

Dependent Variable: CALLUS1  

95% Confidence Interval 

  (I) DNA (J) DNA 

Mean 
Difference 

(I-J) Std. Error Sig. Lower Bound Upper Bound
2.00 -1.6667 .51640 .055 -3.3662 .0328
3.00 -7.3333(*) .51640 .000 -9.0328 -5.6338
4.00 -8.3333(*) .51640 .000 -10.0328 -6.6338

1.00 

5.00 -8.6667(*) .51640 .000 -10.3662 -6.9672
2.00 1.00 1.6667 .51640 .055 -.0328 3.3662

3.00 -5.6667(*) .51640 .000 -7.3662 -3.9672
4.00 -6.6667(*) .51640 .000 -8.3662 -4.9672
5.00 -7.0000(*) .51640 .000 -8.6995 -5.3005

3.00 1.00 7.3333(*) .51640 .000 5.6338 9.0328
2.00 5.6667(*) .51640 .000 3.9672 7.3662
4.00 -1.0000 .51640 .359 -2.6995 .6995
5.00 -1.3333 .51640 .148 -3.0328 .3662

4.00 1.00 8.3333(*) .51640 .000 6.6338 10.0328
2.00 6.6667(*) .51640 .000 4.9672 8.3662
3.00 1.0000 .51640 .359 -.6995 2.6995
5.00 -.3333 .51640 .964 -2.0328 1.3662

5.00 1.00 8.6667(*) .51640 .000 6.9672 10.3662
2.00 7.0000(*) .51640 .000 5.3005 8.6995
3.00 1.3333 .51640 .148 -.3662 3.0328

Tukey 
HSD 

4.00 .3333 .51640 .964 -1.3662 2.0328
 
*  The mean difference is significant at the .05 level. 
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ศึกษาการถายยีนในภาวะที่มีหรือไมมีเอนไซมจําเพาะ 

 

ANOVA

CALLUS.E

37.111 5 7.422 11.133 .000
8.000 12 .667

45.111 17

Between Groups
Within Groups
Total

Sum of
Squares df Mean Square F Sig.

 

Multiple Comparisons

Dependent Variable: CALLUS.E

-1.3333 .66667 .395 -3.5726 .9059
-4.6667* .66667 .000 -6.9059 -2.4274
-2.3333* .66667 .039 -4.5726 -.0941
-3.0000* .66667 .007 -5.2393 -.7607
-2.0000 .66667 .091 -4.2393 .2393
1.3333 .66667 .395 -.9059 3.5726

-3.3333* .66667 .003 -5.5726 -1.0941
-1.0000 .66667 .671 -3.2393 1.2393
-1.6667 .66667 .198 -3.9059 .5726
-.6667 .66667 .909 -2.9059 1.5726
4.6667* .66667 .000 2.4274 6.9059
3.3333* .66667 .003 1.0941 5.5726
2.3333* .66667 .039 .0941 4.5726
1.6667 .66667 .198 -.5726 3.9059
2.6667* .66667 .017 .4274 4.9059
2.3333* .66667 .039 .0941 4.5726
1.0000 .66667 .671 -1.2393 3.2393

-2.3333* .66667 .039 -4.5726 -.0941
-.6667 .66667 .909 -2.9059 1.5726
.3333 .66667 .995 -1.9059 2.5726

3.0000* .66667 .007 .7607 5.2393
1.6667 .66667 .198 -.5726 3.9059

-1.6667 .66667 .198 -3.9059 .5726
.6667 .66667 .909 -1.5726 2.9059

1.0000 .66667 .671 -1.2393 3.2393
2.0000 .66667 .091 -.2393 4.2393
.6667 .66667 .909 -1.5726 2.9059

-2.6667* .66667 .017 -4.9059 -.4274
-.3333 .66667 .995 -2.5726 1.9059

-1.0000 .66667 .671 -3.2393 1.2393

(J) TREAT.EN
2.00
3.00
4.00
5.00
6.00
1.00
3.00
4.00
5.00
6.00
1.00
2.00
4.00
5.00
6.00
1.00
2.00
3.00
5.00
6.00
1.00
2.00
3.00
4.00
6.00
1.00
2.00
3.00
4.00
5.00

(I) TREAT.EN
1.00

2.00

3.00

4.00

5.00

6.00

Tukey HSD

Mean
Difference

(I-J) Std. Error Sig. Lower Bound Upper Bound
95% Confidence Interval

The mean difference is significant at the .05 level.*. 
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ศึกษาการถายยีนในภาวะที่มีหรือไมมจีีโนมดีเอ็นเอ 

ANOVA

CALLUS.N

51.778 5 10.356 46.600 .000
2.667 12 .222

54.444 17

Between Groups
Within Groups
Total

Sum of
Squares df Mean Square F Sig.

 

Multiple Comparisons

Dependent Variable: CALLUS.N

-4.3333* .38490 .000 -5.6262 -3.0405
-.3333 .38490 .948 -1.6262 .9595

-3.3333* .38490 .000 -4.6262 -2.0405
.0000 .38490 1.000 -1.2928 1.2928

-1.3333* .38490 .042 -2.6262 -.0405
4.3333* .38490 .000 3.0405 5.6262
4.0000* .38490 .000 2.7072 5.2928
1.0000 .38490 .171 -.2928 2.2928
4.3333* .38490 .000 3.0405 5.6262
3.0000* .38490 .000 1.7072 4.2928
.3333 .38490 .948 -.9595 1.6262

-4.0000* .38490 .000 -5.2928 -2.7072
-3.0000* .38490 .000 -4.2928 -1.7072

.3333 .38490 .948 -.9595 1.6262
-1.0000 .38490 .171 -2.2928 .2928
3.3333* .38490 .000 2.0405 4.6262

-1.0000 .38490 .171 -2.2928 .2928
3.0000* .38490 .000 1.7072 4.2928
3.3333* .38490 .000 2.0405 4.6262
2.0000* .38490 .002 .7072 3.2928
.0000 .38490 1.000 -1.2928 1.2928

-4.3333* .38490 .000 -5.6262 -3.0405
-.3333 .38490 .948 -1.6262 .9595

-3.3333* .38490 .000 -4.6262 -2.0405
-1.3333* .38490 .042 -2.6262 -.0405
1.3333* .38490 .042 .0405 2.6262

-3.0000* .38490 .000 -4.2928 -1.7072
1.0000 .38490 .171 -.2928 2.2928

-2.0000* .38490 .002 -3.2928 -.7072
1.3333* .38490 .042 .0405 2.6262

(J) TREAT
2.00
3.00
4.00
5.00
6.00
1.00
3.00
4.00
5.00
6.00
1.00
2.00
4.00
5.00
6.00
1.00
2.00
3.00
5.00
6.00
1.00
2.00
3.00
4.00
6.00
1.00
2.00
3.00
4.00
5.00

(I) TREAT
1.00

2.00

3.00

4.00

5.00

6.00

Tukey HSD

Mean
Difference

(I-J) Std. Error Sig. Lower Bound Upper Bound
95% Confidence Interval

The mean difference is significant at the .05 level.*. 
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ประวัติผูเขียนวิทยานิพนธ 

 

นางสาวอินทิรา จารุเพ็ง เกิดเมื่อวันที่ 25 พฤศจิกายน 2519 ที่จังหวัดชยันาท สําเร็จ
การศึกษาระดบัปริญญาตรีวิทยาศาสตรบัณฑิต(เกษตรศาสตร) มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร ในป
การศึกษา 2541 และเขาศึกษาตอในหลักสูตรวิทยาศาสตรมหาบัณฑิต คณะวิทยาศาสตร ภาควิชา
พฤกษศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย ในปการศึกษา 2546  

ปจจุบันทํางานที่โครงการอนุรักษพนัธุกรรมพืชอันเนื่องมาจากพระราชดําริ สมเด็จ
พระเทพรัตนราชสุดาฯ สยามบรมราชกุมารี พระราชวังสวนจิตรลดา กรุงเทพ ฯ ประจําหนวย
ปฏิบัติการชีวโมเลกุลพืช
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