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บทคัดยอ
วัตถุประสงคของงานวิจัยศึกษาการเพาะเลี้ยงเน้ือเยื่อและการสงถายยีน gus เขาสูแวววิเชียร

การเพาะเลี้ยงเน้ือเยื่อใบออนแวววิเชียรในสภาพปลอดเช้ือบนสูตร อาหาร MS ท่ีเติม TDZ และ IAA ความเขมขน
0-0.5 มิลลิกรัมตอลิตร พบวา เกิดยอดมากท่ีสุด 38.21 ยอดตอช้ินสวนพืช บนสูตรอาหาร MS ท่ีเติม TDZ ความ
เขมขน 0.3 มิลลิกรัมตอลิตร และ IAA ความเขมขน 0.1 มิลลิกรัมตอลิตร ขณะท่ียอดท่ีเพาะเลี้ยงบนสูตรอาหาร
MS ท่ีเติม IAA ความเขมขน 0.1 มิลลิกรัมตอลิตร มีการเจริญของรากทุกยอดและมีคาเฉลี่ยจํานวนรากมากท่ีสุด
5.3 รากตอยอด สวนการศึกษาอิทธิพลของสารปฏิชีวนะตอการเจริญเติบโตของใบออนแวววิเชียร เปนเวลา
6 สัปดาห พบวา ความเขมขน 250 มิลลิกรัมตอลิตร เปนความเขมขนท่ีสูงท่ีสุดของ cefotaxime ในอาหารท่ีใบ
ออนแวววิเชียรสามารถเจริญและสรางยอดได ไมแตกตางจากการทดลองชุดควบคุม ขณะท่ี kanamycin ความ
เขมขน 25 มิลลิกรัมตอลิตร สามารถยับยั้งการเจริญเติบโตของใบออนแวววิเชียร การทดลองการสงถายยีน gus
เขาสูใบออนแวววิเชียร โดยใช Agrobacterium tumefaciens สายพันธุ LBA4404 (pSTART) พบวาการเขยาใบ
ออนแวววิเชียรรวมกับ Agrobacterium นาน 20 นาที ใหประสิทธิภาพในการสงถายยีนสูงท่ีสุด คือ 32.30
เปอรเซ็นต และสามารถตรวจสอบยืนยันการแสดงออกของยีน gus ได โดยวิธี gus assay

ABSTRACT
The objective of this research was to study tissue culture and gus gene transformation

into A. goyazensis. In vitro culture of young leaf of A. goyazensis using MS medium
supplemented with 0-0.5 mg/L of TDZ and IAA was studied. Highest shoots regeneration, 38.21
shoots per explants was found on MS medium supplemented with 0.3 mg/L TDZ and 0.1 mg/L
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IAA. The MS medium supplemented with 0.1 mg/L IAA induced rooting of all shoots with the
highest average number of 5.3 roots per shoot. A study on the effect of antibiotics on growth of
young leaf of A. goyazensis was conducted for 6 weeks. The highest concentration of cefotaxime
in the medium that A. goyazensis young leaf can grow and regenerate shoots without significant
difference from the control was 250 mg/L, while 25 mg/L kanamycin was sufficient for inhibition
of young leaf growth. The gus gene transformation into young leaf of A. goyazensis by using
Agrobacterium tumefaciens strain LBA4404 (pSTART) for 20 minutes resulted in the highest
transformation efficiency of 32.30 percent and gus gene expression was confirmed by gus assay.

คําสําคัญ: การเพาะเลี้ยงเน้ือเยื่อ Agrobacterium แวววิเชียร การสงถายยีน gus assay
Keywords: Tissue culture, Agrobacterium, Angelonia goyazensis, Genetic transformation

gus assay

บทนํา
ในปจจุบันอุตสาหกรรมการผลิตไมดอกไม

ประดับเพ่ือการสงออกทํารายไดใหแกประเทศไทยเปน
อยางมาก จึงทําใหอุตสาหกรรมการผลิต และสงออกไม
ดอกไมประดับไดเขามามีบทบาทท่ีสําคัญตอระบบ
เศรษฐกิจของประเทศไทยเปนอยางมาก และไม
เพียงแตประเทศไทยเทาน้ันในตลาดตางประเทศตางมี
ความตองการไมดอกไมประดับในปริมาณท่ีเพ่ิมข้ึน
อยางตอเน่ือง ทําใหระบบการแขงขันในการผลิตเพ่ือ
สงออกไมดอกไมประดับสูงข้ึนตามไปดวย และเพ่ือ
ขยายโอกาสทางการตลาดจึงตองมีการสรางความ
หลากหลายของสีสันดอกไมเพ่ือสรางจุดสนใจ และ
ตอบสนองความตองการของผูบริโภค แวววิเชียร มีช่ือ
วิทยาศาสตร Angelonia goyazensis Benth. อยูใน
วงศ Plantainaceae (เต็ม, 2557) เปนพืชท่ีมีถ่ิน
กําเนิดในอเมริกาใต เม็กซิโก และบราซิล เปนไมดอก
ลมลุก สูงประมาณ 64 เซนติเมตร ใบเรียวยาว ดอก
เปนดอกเดี่ยวออกตามลําตนไลกันไปเกือบตลอดตน มี
ช่ือสามัญวา Little Turtle มีสีมวงแก มวงออน และสี
ขาว ตอมาภายหลังจึงมีสีมวงสลับขาว และสีชมพู แตสี

ชมพูอายุสั้น แวววิเชียรขยายพันธุดวยการปกชํา แตยัง
ขาดดอกสีแดง และสีเหลือง และยังมีแมลงศัตรูพืชเขา
ทําลายโดยเฉพาะเพลี้ย (Plaschil and Olbricht,
2008) ดังน้ันจึงควรมีการปรับปรุงพันธุเพ่ือใหมีความ
หลากหลายของสีดอกแวววิเชียร และสรางพืชใหมี
ความตานทานตอแมลงศัตรูพืช การปรับปรุงพันธุโดย
การสงถายยีนเขาสูพืช ไดประสบความสําเร็จแลวในพืช
หลายชนิด ท้ังในแงของการสรางพันธุท่ีมีลักษณะแปลก
ใหม และตานทานโรค แตอยางไรก็ตาม ในข้ันตอนของ
การสงถายยีนเขาสูแวววิเชียรน้ัน ยังตองการงาน
พ้ืนฐานสําหรับท่ีจะนํามาใชในการสงถายยีน เชน
ช้ินสวน หรือเน้ือเยื่อท่ีเหมาะสมสําหรับการสงถายยีน
เขาสูแวววิเชียร วิธีการถายสงยีนตลอดจนระบบการ
เพาะเลี้ยงเน้ือเยื่อเพ่ือชักนําใหเกิดตนหลังการสงถาย
ยีน ในปจจุบันการสงถายยีนโดยใช Agrobacterium
เปนพาหะประสบความสําเร็จในพืชหลายชนิด เชน
ขาว (Cheng et al., 2004), แววมยุรา (Suzuki et al.,
2000; Ueyama et al., 2002; Fukusaki et al.,
2004; Ono et al., 2006; Seitz et al., 2007), พิทู
เนีย (Mizutani et al., 2003; Tsuda et al., 2004),
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เบญจมาศ กุหลาบ และคารเนชัน (Brugliera et al.,
2000; Chandler and Tanaka, 2007; Katsumoto
et al., 2007; Tanaka and Ohmiya, 2008) แตยังไม
พบการศึกษาการสงถายยีนในแวววิเชียรวัตถุประสงค
การวิจัยเพ่ือศึกษาการเพาะเลี้ยงเน้ือเยื่อ และการสง
ถายยีน gus เขาสูใบออนแวววิเชียร

วิธีการดําเนินการวิจัย
การศึกษาการชักนําใหเกิดยอดจากชิ้นสวนใบออน
แวววิเชียร

นําใบออนแวววิเชียรในสภาพธรรมชาติ มา
ลางทําความสะอาดดวยนํ้าประปา แลวลางดวย
แอลกอฮอล 70 เปอรเซ็นต นาน 30 วินาที และเท
แอลกอฮอลท้ิง แลวฟอกฆาเช้ือดวย สารละลาย
โซเดียมไฮโปคลอไรท (NaOCl) ความเขมขน 0.15
เปอรเซ็นต  เติม tween-20 จํานวน 1-2 หยด เขยา
นาน 10 นาที แลวลาง 3 ครั้งๆ ละ 3 - 5 นาที ดวยนํ้า
กลั่นท่ีผานการน่ึงฆาเช้ือแลว ตัดแตงช้ินสวนใบท่ีถูก
สารเคมีทําลาย (สังเกตจากสีจะซีดกวาปกติ) ตัดแตละ
ช้ินใหมีขนาด 0.5×0.5 เซนติเมตร นําไปวางบนสูตร
อาหาร MS (Murashige and Skoog, 1962)ท่ีเติม
TDZ ความเขมขน 0.0, 0.1, 0.2, 0.3, 0.4 และ 0.5
มิลลิกรัมตอลิตร รวมกับ IAA ความเขมขน 0.1
มิลลิกรัมตอลิตร แลวนําไปวางในหองเพาะเลี้ยงเน้ือเยื่อ
ท่ีอุณหภูมิ 25±2 °C ใหแสง 16 ช่ัวโมงตอวัน ดวย
หลอดไฟฟลูออเรสเซนต ความเขมแสง 1,000 ลักซ
เพาะเลี้ยงเปนเวลา 6 สัปดาห ทําการทดลองท้ังหมด
10 ซ้ํา ๆ ละ 3 ตัวอยาง วางแผนการทดลองแบบสุม
สมบูรณ (completely randomized design) บันทึก
จํานวนใบออนท่ีเกิดยอด นําขอมูลไปหาคาเฉลี่ย
วิเคราะหความแปรปรวนแบบ one way ANOVA
เปรียบเ ทียบความแตกตางของค า เฉลี่ ยด วย วิ ธี

Duncan’s multiple range test โดยใชโปรแกรม
IBM SPSS statistics version 20
การศึกษาการชักนําใหเกิดรากจากยอดแวววิเชียร

นํายอดท่ีมีความยาวเฉลี่ย 1-2 เซนติเมตร มา
เพาะเลี้ยงบนสูตรอาหาร MS ท่ีเติม IAA ความเขมขน
0.0, 0.1, 0.2, 0.3, 0.4 และ 0.5 มิลลิกรัมตอลิตร แลว
นําไปวางในหองเพาะเลี้ยงเน้ือเยื่อ เพาะเลี้ยงเปนเวลา
6 สัปดาห ทําการทดลองท้ังหมด 10 ซ้ํา ๆ ละ 3
ตัวอยาง วางแผนการทดลองแบบสุมสมบูรณ บันทึก
จํานวนยอดท่ีมีรากเกิดข้ึน และจํานวนรากท่ีเกิดข้ึนของ
แตละยอด นําขอมูลไปหาคาเฉลี่ย วิเคราะหความ
แปรปรวนแบบ one way ANOVA เปรียบเทียบความ
แตกตางของคาเฉลี่ยดวยวิธี Duncan’s multiple
range test โดยใชโปรแกรม IBM SPSS statistics
version 20
การศึกษาความเขมขนสารปฏิชีวนะ kanamycin
เพ่ือใชเปนสารคัดเลือกพืชท่ีไดรับการสงถายยีน

การศึกษาเพ่ือหาความเขมขนต่ําท่ีสุดของ
kanamycin ในอาหารเลี้ยงเน้ือเยื่อใบออนแวววิเชียรท่ี
ทําใหเน้ือเยื่อใบออนตาย โดยนําใบออนแวววิเชียร มา
เพาะเลี้ยงบนสูตรอาหาร MS ท่ีเติม TDZ ความเขมขน
0.3 มิลลิกรัมตอลิตร รวมกับ IAA ความเขมขน 0.1
มิลลิกรัมตอลิตร และ kanamycin ความเขมขน 0, 25,
50, 75, 100 และ 150 มิลลิกรัมตอลิตร ทําการทดลอง
3 ซ้ํา ๆ ละ 5 ตัวอยาง แลวนําไปวางในหองเพาะเลี้ยง
เน้ือเยื่อ ทําการยายเน้ือเยื่อลงอาหารใหมสูตรเดิมทุก ๆ
2 สัปดาห เพาะเลี้ยงเปนเวลา 6 สัปดาห วางแผน
ทด ล อ งแ บ บ สุ ม ส ม บู ร ณ บั น ทึ ก ลั ก ษณ ะ ก า ร
เปลี่ยนแปลงของใบออน จํานวนยอดท่ีเกิดข้ึนบนใบ
ออนแตละช้ิน นําขอมูลไปหาคาเฉลี่ย วิเคราะหความ
แปรปรวนแบบ one way ANOVA เปรียบเทียบความ
แตกตางของคาเฉลี่ยดวยวิธี Duncan’s multiple
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range test โดยใชโปรแกรม IBM SPSS statistics
version 20
ก า ร ศึ ก ษ า ค ว า ม เ ข ม ข น ข อ ง ส า ร ป ฏิ ชี ว น ะ
cefotaxime ท่ีมีผลตอการเจริญเติบโตของใบออน
แวววิเชียร

การทดสอบหาความเขมขนสูงท่ีสุดของ
cefotaxime ในอาหารคัดเลือกท่ีใชกําจัดAgrobacterium
ภายหลังการสงถายยีนแตใหมีผลกระทบตอการเจริญ
และสรางยอดของเน้ือเยื่อใบออนแวววิเชียรนอยท่ีสุด
โดยนําใบออนแวววิเชียรมาเพาะเลี้ยงบนสูตรอาหาร
MS ท่ีเติม TDZ ความเขมขน 0.3 มิลลิกรัมตอลิตร
รวมกับ IAA ความเขมขน 0.1 มิลลิกรัมตอลิตร และ
cefotaxime ความเขมขน 0, 100, 150, 200, 250
และ 300 มิลลิกรัมตอลิตร ทําการทดลอง 3 ซ้ํา ๆ ละ
5 ตัวอยาง แลวนําไปวางในหองเพาะเลี้ยงเน้ือเยื่อ ทํา
การยายเน้ือเยื่อลงอาหารใหมสูตรเดิมทุก ๆ 2 สัปดาห
เพาะเลี้ยงเปนเวลา 6 สัปดาห วางแผนการทดลองแบบ
สุมสมบูรณ บันทึกจํานวนยอดท่ีเกิดข้ึนบนช้ินสวนใบ
ออนแวววิเชียรแตละช้ิน แลวนําขอมูลไปหาคาเฉลี่ย
วิเคราะหความแปรปรวนแบบ one way ANOVA
เปรียบเ ทียบความแตกตางของค า เฉลี่ ยด วย วิ ธี
Duncan’s multiple range test โดยใชโปรแกรม
IBM SPSS statistics version 20

การศึกษาการสงถายยีน gus เขาสูใบออนแวววิเชียร
โดยใช Agrobacterium tumefaciens

นําใบออนแวววิเชียร ตัดใหไดขนาด 0.5x0.5
เซนติเมตร นํามาเขยารวมกับ A. tumefaciens สาย
พันธุ LBA4404 ท่ีบรรจุพลาสมิด pSTART ประกอบ
ดวยยีน npt II ซึ่งเปนยีนท่ีตานทานตอสารปฏิชีวนะ
kanamycin และยีน gus เปนยีนรายงานผล (รูปท่ี 1)
เปนเวลา 0, 10, 15, 20, 25 และ 30 นาที จากน้ันยาย
เน้ือเยื่อมาเพาะเลี้ยงบนสูตรอาหาร MS ท่ีเติม
acetosyringone ความเขมขน 200 ไมโครโมลาร
เพาะเลี้ยงรวมกันในท่ีมืด เปนเวลา 3 วัน ทําการกําจัด
Agrobacterium ยายเน้ือเยื่อเขยาในอาหารเหลวสูตร
MS ท่ีเติม cefotaxime ความเขมขน 250 มิลลิกรัมตอ
ลิตร 3 ครั้ง ๆ ละ 5 นาที หลังจากน้ันยายไปเลี้ยงบน
สูตรอาหารคัดเลือก MS ท่ีเติม TDZ ความเขมขน 0.3
มิลลิกรัมตอลิตร IAA ความเขมขน 0.1 มิลลิกรัมตอ
ลิตร kanamycin ความเขมขน 25 มิลลิกรัมตอลิตร
และ cefotaxime ความเขมขน 250 มิลลิกรัมตอลิตร
เปลี่ยนอาหารทุกๆ 2 สัปดาห เปนเวลา 6 สัปดาห
บันทึกจํานวนใบออนท่ีรอดชีวิตและจํานวนใบออนท่ี
เกิดจุดสีฟาเมื่อตรวจสอบดวยวิธี gus assay แลวนําไป
คํานวณเปอรเซ็นตประสิทธิภาพในการสงถายยีน

รูปท่ี 1 โครงสรางของ pSTART ประกอบดวย RB, right border; LB, left border; NOS pro, nopaline
synthase gene promoter; NOS ter, nopaline synthase gene terminator; CaMV 35S, 35S
promoter from cauliflower mosaic virus; npt II, neomycin phosphotransferase gene;
gus, beta-glucuronidase gene
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การตรวจสอบการแสดงออกของยีน gus ดวยวิธี
gus assay (Jefferson et al., 1987)

สุม ช้ินส วนเ น้ือเยื่ อ ใบออนแวววิ เ ชียร ท่ี
เจริญเติบโตไดบนอาหารคัดเลือก จํานวน 100 ตัวอยาง
และใบออนท่ีไมไดรับการสงถายยีนมาแชในสารละลาย
X-Gluc (5-bomo-4-chloro-3-indolyl gucuronide)
นําไปบมท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24
ช่ัวโมง แลวสังเกตการเกิดสารสีฟาบนเน้ือเยื่อใบออน
แวววิเชียร

ผลการวิจัย
การศึกษาการชักนําใหเกิดยอดจากชิ้นสวนใบออน
แวววิเชียร

จากการชักนําใหเกิดยอดจากช้ินสวนใบออน
แวววิเชียร เมื่อเพาะเลี้ยงใบออนแวววิเชียรบนสูตร
อาหาร MS ท่ีเติม TDZ ความเขมขน 0.0, 0.1, 0.2,

0.3, 0.4 และ 0.5 มิลลิกรัมตอลิตร รวมกับ IAA ความ
เขมขน 0.1 มิลลิกรัมตอลิตร เปนเวลา 6 สัปดาห
พบวา ช้ินสวนใบออนแวววิเชียรท่ีเพาะเลี้ยงบนสูตร
อาหาร MS ท่ีไมเติมสารควบคุมการเจริญเติบโตไม
สามารถชักนําใหเกิดยอดได (รูปท่ี 2 ก) สวนสูตร
อาหาร MS ท่ีเติม TDZ ความเขมขน 0.1, 0.2, 0.4
และ 0.5 มิลลิกรัมตอลิตร รวมกับ IAA ความเขมขน
0.1 มิลลิกรัมตอลิตร สามารถชักนําใหเกิดยอดได
จํานวนเฉลี่ย 15.23, 22.25, 20.83 และ 10.82 ยอด
ตอช้ินสวนพืช ตามลําดับ สวนสูตรอาหารท่ีดีท่ีสุดใน
การชักนําใหเกิดยอดจากใบออนแวววิเชียรคือสูตร
อาหาร MS ท่ีเติม TDZ ความเขมขน 0.3 มิลลิกรัมตอ
ลิตร รวมกับ IAA ความเขมขน 0.1 มิลลิกรัมตอลิตร
สามรถชักนําใหเกิดยอดไดมากท่ีสุดจํานวนเฉลี่ย 38.21
ยอดตอช้ินสวนพืช (ตารางท่ี 1, รูปท่ี 2 ข)

ตารางท่ี 1 การชักนําใหเกิดยอดจากการเลี้ยงเน้ือเยื่อใบแวววิเชียรบนสูตรอาหาร MS ท่ีเติมสารควบคุมการ
เจริญเติบโต 2 ชนิด ท่ีความเขมขนตางกัน

TDZ (มิลลิกรัมตอลิตร) IAA (มิลลิกรัมตอลิตร) เปอรเซ็นตการเกิดยอด
จํานวนยอดตอชิ้นใบออน

(คาเฉลี่ย ±S.E)*
0.0 0.0 0 0.00±0.00d

0.1 0.1 90 15.23±0.13c

0.2 0.1 95 22.25±0.23b

0.3 0.1 100 38.21±0.25a

0.4 0.1 95 20.83±0.16b

0.5 0.1 70 10.82±0.19c

*คาเฉล่ีย ±S.E ที่แตกตางกันแสดงความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติจากการเปรียบเทียบดวยวิธี Duncan’s multiple range test
ที่ระดับความเชื่อมั่น 95 เปอรเซ็นต

การศึกษาการชักนําใหเกิดรากจากยอดแวววิเชียร
ผลของการ ชัก นํ า ให เ กิ ดร ากจากยอด

แวววิเชียร โดยนํายอดท่ีมีความยาวประมาณ 2-2.5
เซนติเมตรท่ีทวีจํานวนข้ึนจากการเลี้ยงแผนใบบนสูตร
อาหาร MS ท่ีเติม TDZ ความเขมขน 0.3 มิลลิกรัมตอ

ลิตร รวมกับ IAA ความเขมขน 0.1 มิลลิกรัมตอลิตร
มาเพาะเลี้ยงบนสูตรอาหาร MS ท่ีเติมสารควบคุมการ
เจริญเติบโตในกลุมออกซิน ไดแก IAA ความเขมขน
0.0, 0.1, 0.2, 0.3, 0.4 และ 0.5 มิลลิกรัมตอลิตร เปน
เวลา 6 สัปดาห พบวา ยอดท่ีเพาะเลี้ยงบนสูตรอาหาร



งานวิจัย วารสารวิทยาศาสตร มข. ปท่ี 44 เลมท่ี 4 775

MS ท่ีไมเติมสารควบคุมการเจริญเติบโตไมสามารถชัก
นําใหเกิดรากได สวนสูตรอาหาร MS ท่ีเติม IAA ความ
เขมขน 0.2, 0.3, 0.4 และ 0.5 มิลลิกรัมตอลิตร
สามารถชักนําใหเกิดรากไดโดยมีจํานวนรากเฉลี่ย 3.1,
3.2, 2.8 และ 1.1 รากตอยอด ตามลําดับ สวนสูตร

อาหารท่ีสามารถชักนําการเกิดรากไดดีท่ีสุดคือ สูตร
อาหาร MS ท่ีเติม IAA ความเขมขน 0.1 มิลลิกรัมตอ
ลิตร สามารถชักนําการเกิดรากไดจํานวนเฉลี่ย 5.3 ราก
ตอยอด (ตารางท่ี 2 รูปท่ี 2 ค)

ตารางท่ี 2 ผลของ IAA ท่ีระดับความเขมขนตางๆ ในการชักนํายอดแวววิเชียรใหเกิดรากจากยอดแวววิเชียร
IAA (มิลลิกรัมตอลิตร) จํานวนยอดที่เกิดราก (เปอรเซ็นต) จํานวนรากตอยอด (คาเฉลี่ย ±S.E)*

0.0 0 0.0±0.00d

0.1 100 5.3±0.18a

0.2 100 3.1±0.13b

0.3 100 3.2±0.15b

0.4 90 2.8±0.06b

0.5 90 1.1±0.09c

*คาเฉล่ีย ±S.E ที่แตกตางกันแสดงความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติจากการเปรียบเทียบดวยวิธี Duncan’s multiple range test
ที่ระดับความเชื่อมั่น 95 เปอรเซ็นต

(ก) (ข) (ค)
รูปท่ี 2 การเพาะเลี้ยงเน้ือเยื่อใบออนของแวววิเชียรบนสูตรอาหาร MS ท่ีไมเติมสารควบคุมการเจริญเติบโตไม

สามารถชักนําใหเกิดยอดได (ก) สูตรอาหาร MS ท่ีเติม TDZ ความเขมขน 0.3 มิลลิกรัมตอลิตร
รวมกับ IAA ความเขมขน 0.1 มิลลิกรัมตอลิตร มีผลใหใบออนสามารถสรางยอดไดดีท่ีสุด (ข) และสูตร
อาหาร MS ท่ีเติม IAA ความเขมขน 0.1 มิลลิกรัมตอลิตร สามารถชักนํายอดใหเกิดรากไดดีท่ีสุด (ค)

ก า ร ศึ ก ษ า ค ว า ม เ ข ม ข น ข อ ง ส า ร ป ฏิ ชี ว น ะ
kanamycin เพ่ือใชเปนสารคัดเลือกพืชท่ีไดรับการ
สงถายยีน

จากการทดสอบความเข มขนของสาร
ปฏิชีวนะ kanamycin ท่ีใชเปนสารคัดเลือกสําหรับการ
สงถายยีนท่ีมียีน neomycin phosphotransferase

(npt II) ซึ่งเปนยีนท่ีควบคุมลักษณะท่ีมีการตานทานตอ
สารปฏิชีวนะ kanamycin โดยทําการเพาะเลี้ยง
เน้ือเยื่อใบออนแวววิเชียรบนสูตรอาหาร MS ท่ีเติม
TDZ ความเขมขน 0.3 มิลลิกรัมตอลิตร รวมกับ IAA
ความเขมขน 0.1 มิลลิกรัมตอลิตร และ kanamycin
ความเขมขน 0, 25, 50, 75, 100 และ 150 มิลลิกรัม
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ตอลิตร และทําการยายเน้ือเยื่อไปเลี้ยงในอาหารใหม
สูตรเดิมทุกๆ 2 สัปดาห เปนเวลา 6 สัปดาห พบวา
เน้ือเยื่อใบออนแวววิเชียรท่ีเพาะเลี้ยงบนสูตรอาหารท่ี
เติมสารปฏิชีวนะ kanamycin ตั้งแต 25 มิลลิกรัมตอ
ลิตรข้ึนไป ไมมีการสรางยอดใหมเกิดข้ึน และเน้ือเยื่อใบ

ออนเปนสีนํ้าตาลและแหงตาย ดังน้ันจึงเลือกใชความ
เขมต่ําสุดของสารปฏิชีวนะ kanamycin ใชเปนสาร
คัดเลือกในการสงถายยีน คือ 25 มิลลิกรัมตอลิตร
(ตารางท่ี 3 รูปท่ี 3 ก, ข)

ตารางท่ี 3 ผลของ kanamycin ท่ีระดับความเขมขนตางๆ ตอการเจริญและสรางยอดของเน้ือเยื้อใบแวววิเชียร

kanamycin (มิลลิกรัมตอลิตร)
จํานวนยอดตอชิ้นสวนพืช

(คาเฉลี่ย ±S.E)*
ลักษณะใบ

0 38.1±0.14a สีเขียว
25 00.0±0.00b สีน้ําตาล
50 00.0±0.00b สีน้ําตาล
75 00.0±0.00b สีน้ําตาล
100 00.0±0.00b สีน้ําตาล
150 00.0±0.00b สีน้ําตาล

*คาเฉล่ีย ±S.E ที่แตกตางกันแสดงความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติจากการเปรียบเทียบดวยวิธี Duncan’s multiple range test
ที่ระดับความเชื่อมั่น 95 เปอรเซ็นต

ก า ร ศึ ก ษ า ค ว า ม เ ข ม ข น ข อ ง ส า ร ป ฏิ ชี ว น ะ
cefotaxime ท่ีมีตอการเจริญเติบโตของใบออน
แวววิเชียร

จากการทดสอบความเข มขนของสาร
ปฏิชีวนะ cefotaxime ซึ่งเปนสารท่ีใชสําหรับการ
กําจัด Agrobacterium ภายหลังการสงถายยีน เพ่ือ
ทดสอบความตานทานของใบออนแวววิเชียรตอสาร
ปฏิชีวนะ cefotaxime โดยการเพาะเลี้ยงเน้ือเยื่อใบ
ออนแวววิเชียรบนสูตรอาหาร MS ท่ีเติม TDZ ความ
เขมขน 0.3 มิลลิกรัมตอลิตร รวมกับ IAA ความเขมขน
0.1 มิลลิกรัมตอลิตร และ cefotaxime ความเขมขน

0, 100, 150, 200, 250 และ 300 มิลลิกรัมตอลิตร
เปนเวลา 6 สัปดาห กลาวคือ อาหารท่ีเติมสาร
ปฏิชีวนะ cefotaxime มีผลตอการสรางยอดใหมของ
แวววิเชียร พบวาอาหารท่ีเติม cefotaxime ความ
เขมขน 100, 150, 200, 250 และ 300 มิลลิกรัมตอ
ลิตร มีผลทําใหจํานวนยอดลดลงอยางมีนัยสําคัญทาง
สถิติ คือมีจํานวนยอดเฉลี่ย 35.4, 35.1, 34.2, 34.0
และ 23.7 ยอดตอช้ินสวนพืช ตามลําดับ ดังน้ัน จึง
เลือกความเขมขนสูงสุดของ cefotaxime ท่ี 250
มิลลิกรัมตอลิตร เปนความเขมขนท่ีใชสําหรับการกําจัด
Agrobacterium (ตารางท่ี 4 รูปท่ี 3 ค)
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ตารางท่ี 4 ผลของ cefotaxime ในระดับความเขมขนตางๆ ตอการสรางยอดของเน้ือเยื่อแผนใบแวววิเชียร
Cefotaxime (มิลลิกรัมตอลิตร) จํานวนยอดยอดตอชิ้นสวนพืช (คาเฉลี่ย ±S.E)*

0 36.1±0.19a

100 35.4±0.24a

150 35.1±0.24a

200 34.2±0.21a

250 34.0±0.21a

300 23.7±0.12b

*คาเฉล่ีย ±S.E ที่แตกตางกันแสดงความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติจากการเปรียบเทียบดวยวิธี Duncan’s multiple range test
ที่ระดับความเชื่อมั่น 95 เปอรเซ็นต

(ก) (ข) (ค)
รูปท่ี 3 การเจริญของเน้ือเยื่อใบออนแวววิเชียรบนสูตรอาหาร MS ท่ีเติม TDZ ความเขมขน 0.3 มิลลิกรัมตอ

ลิตร รวมกับ IAA ความเขมขน 0.1 มิลลิกรัมตอลิตร เปนชุดควบคุม (ก) เน้ือเยื่อใบออนแวววิเชียรท่ี
เพาะเลี้ยงบนสูตรอาหารท่ีเติม kanamycin ความเขมขน 25 มิลลิกรัมตอลิตร (ข) และ เน้ือเยื่อใบ
ออนท่ีเพาะเลี้ยงบนสูตรอาหารท่ีเติม cefotaxime ความเขมขน 250 มิลลิกรัมตอลิตร (ค)

การศึกษาการสงถายยีน gus เขาสูใบออนแวววิเชียร
โดยใช Agrobacterium tumefaciens และการ
ตรวจสอบการแสดงออกของยีน gus ดวยวิธี gus
assay

การทดสอบการสงถายพลาสมิด pSTART ซึ่ง
มียีน npt II เปนยีนคัดเลือก และยีน gus เปนยีน
รายงานผลเขาสู เ น้ือเยื่อใบออนแวววิเชียร โดยมี
ระยะเวลาในการเขยาเ น้ือเยื่อใบออนรวมกับเช้ือ
แบคทีเรีย เปนเวลา 0, 10, 15, 20, 25 และ 30 นาที
พบวาเน้ือเยื่อใบออนแวววิเชียร ท่ีผานการสงถายพ
ลาสมิด pSTART สามารถเจริญเติบโตไดบนอาหาร

คัดเลือกท่ีเติมสารปฏิชีวนะ kanamycin ความเขมขน
25 มิลลิกรัมตอลิตร และเมื่อผานไป 2 สัปดาห เน้ือเยื่อ
ใบออนของแวววิเชียรท่ีเขยารวมกับเช้ือแบคทีเรียเปน
เวลา 20 นาที มีเปอรเซ็นตการรอดชีวิตบนอาหาร
คัดเลือกสูงท่ีสุด 65 เปอรเซ็นต และมีการเจริญของ
ยอดใหมเกิดข้ึน ประสิทธิภาพในการสงถายยีน พบวา
สูงท่ีสุด คือ 32.03 เปอรเซ็นต (ตารางท่ี 5) และเมื่อ
ตรวจสอบการแสดงออกของยีน gus ดวยวิธี gus
assay หลังเพาะเลี้ยงบนอาหารคัดเลือกเปนเวลา 6
สัปดาห พบวาเน้ือเยื่อใบออนของแวววิเชียรท่ีผานการ
สงถายพลาสมิด pSTART ท่ีเขยารวมกับเช้ือแบคทีเรีย
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เปนเวลา 20 นาที มีการแสดงออกของยีน gus
เ น่ืองจากเกิดสีฟาจากการยอยสาร X-Gluc ดวย
เอนไซม beta-glucuronidase บนเน้ือเยื่อ สวน

เน้ือเยื่อใบออนแวววิเชียรท่ีไมไดรับการสงถายพลาสมิด
ไมมีการเกิดสีฟา (รูปท่ี 4 ก ข)

ตารางท่ี 5 ผลของระยะเวลาในการเขยารวมกันของเน้ือเยื่อใบออนแวววิเชียรและเช้ือ Agrobacterium เมื่อ
นําแผนใบไปเลี้ยงบนอาหารคัดเลือกเปนเวลา 6 สัปดาห

ระยะเวลา (นาท)ี
จํานวนใบออนที่ใชใน

การสงถายยีน

จํานวนใบออนทีก่าร
รอดชีวิตบนอาหาร

คัดเลือก (ก)

จํานวนใบออนที่เกิด
จุดสีฟา (ข)

ประสิทธภิาพ
การสงถายยีน ข/ก

(เปอรเซ็นต)
0 100 0 0 0
10 100 48 1 2.08
15 100 50 9 18.00
20 100 65 21 32.30
25 100 45 11 24.44
30 100 30 5 16.66

(ก)                                                          (ข)
รูปท่ี 4 เน้ือเยื่อใบออนแวววิเชียรท่ีไมไดรับการสงถายยีน ตรวจไมพบการแสดงออกของยีน gus (ก) และ

เน้ือเยื่อใบออนท่ีไดรับการสงถายยีนตรวจพบการแสดงออกของยีน gus มีสีฟาเกิดบนเน้ือเยื่อ (ข)

วิจารณผลการวิจัย
เมื่อเพาะเลี้ยงช้ินสวนใบออนแวววิเชียรบน

สูตรอาหาร MS ท่ีเติม TDZ ความเขมขน 0.0, 0.1,
0.2, 0.3, 0.4 และ 0.5 มิลลิกรัมตอลิตร รวมกับ IAA
ความเขมขน 0.1 มิลลิกรัมตอลิตร พบวาความเขมขน
ของ TDZ ท่ีแตกตางกัน มีผลทําใหจํานวนยอดของ
แวววิเชียรแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ โดย
สูตรอาหาร MS ท่ีเติม TDZ ความเขมขน 0.3 มิลลิกรัม

ตอลิตร รวมกับ IAA ความเขมขน 0.1 มิลลิกรัมตอลิตร
สามารถชักนําใหทุกแผนใบเกิดยอดและมีจํานวนเฉลี่ย
38.21 ยอดตอช้ินสวนพืช (ตารางท่ี 1) เน่ืองจาก TDZ
จะสงผลกระตุนใหมีการสรางยอดแขนงไดมากกวาสาร
ควบคุมการเจริญเติบโตพืช เชน BA และ Kinetin แต
ขณะเดียวกัน TDZ มีผลทําใหความยาวยอดลดลงดวย
ท่ีเปนเชนน้ีเน่ืองจาก TDZ เปนไซโทไคนินท่ีมีฤทธ์ิแรง
กวา BA และ Kinetin ทําใหมีผลตอการเปลี่ยนแปลง
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ของเน้ือเยื่อไปเปนอวัยวะ (cell differentiation) คือ
ยอดแขนงไดมากกวา BA และ Kinetin (Murthy et
al., 1998) TDZ มีคุณสมบัติเปนไซโทไคนินท่ีสามารถ
กระตุนการแบงเซลลไดดีกวาไซโทไคนินชนิดอ่ืนๆ
โดยเฉพาะในพืชท่ีมีเน้ือไม นอกจากน้ีการใช TDZ
ความเขมขนต่ําๆ (นอยกวา 1 ไมโครโมลาร) มีแนวโนม
กระตุนใหช้ินสวนพืชเกิดยอดจํานวนมากกวาการใช
TDZ ความเขมขนสูง (Huetteman and Preece,
1993)

จากผลการทดลองเพ่ือชักนําใหยอดของ
แวววิเชียรเกิดรากในหลอดทดลอง โดยเปรียบเทียบ
เปอรเซ็นตยอดท่ีเกิดราก และจํานวนรากตอยอดของ
แวววิเชียร ท่ีเกิดข้ึนบนสูตรอาหารท่ีมีการเติมสาร
ควบคุมการเจริญเติบโตพืชในกลุมออกซิน พบวา ยอด
ของแวววิเชียรสามารถสรางรากข้ึนมาใหมตรงบริเวณ
โคนช้ินสวนไดดีท่ีสุดบนสูตรอาหาร MS ท่ีเติม IAA
ความเขมขน 0.1 มิลลิกรัมตอลิตร และยังพบวาสูตร
อาหารท่ีเติม IAA ทุกความเขมขนสามารถชักนําใหเกิด
รากได (ตารางท่ี 2) ซึ่งสอดคลองกับรายงานการวิจัย
ของ Kongbangkerd et al. (2005) และ Martin
(2001) ท่ีรายงานวา IAA สามารถการชักนําใหเกิดราก
ไดดีกวา NAA ในขณะท่ีอาหารสูตรควบคุมท่ีไมเติมสาร
ควบคุมการเจริญเติบโตพืชจะมีผลชักนําใหการสราง
รากเกิดข้ึนไดคอนขางต่ําหรือไมสามารถสรางรากไดเลย
(Wawrosch et al., 2002)

การทดสอบความเขมขนของสารปฏิชีวนะ
kanamycin ท่ีใชเปนสารคัดเลือกผลการถายสงยีนเขา
สูใบออนแวววิเชียร โดยทําการเพาะเลี้ยงเน้ือเยื่อใบ
ออนแวววิเชียรบนสูตรอาหาร MS ท่ีเติม kanamycin
ความเขมขนตางๆ และเลือกใชความเขมขนต่ําสุดของ
สารปฏิชีวนะ kanamycin ใชเปนสารคัดเลือกในการ
สงถายยีน คือ 25 มิลลิกรัมตอลิตร ท่ีทําใหเน้ือเยื่อใบ

ออนตาย เพ่ือใชคัดแยกเน้ือเยื่อท่ีไดรับการสงถายยีน
ออกจากเน้ือเยื่อท่ีไมไดรับการสงถายยีน (ตารางท่ี 3)
โดย kanamycin เปนสารปฏิชีวนะท่ีมีประสิทธิภาพสูง
ในการกําจัดแบคทีเรีย และใชคัดเลือกเน้ือเยื่อท่ีไดรับ
การสงถายยีนออกจากเน้ือเยื่อท่ีไมไดรับการสงถายยีน
โดยยีน npt II แยกไดจากแบคทีเรีย Tn5 มีรหสัสําหรับ
การสรางเอนไซม neomycin phosphotransferase
II มีผลยับยั้งการทํางานของ aminoglycoside
antibiotic ไดดวยกระบวนการเติมหมูฟอสเฟต
(phosphorylation) ตัวอยางของ aminoglycoside
antibiotic ไดแก kanamycin, gentamicin และ
paromomycin ซึ่งสารเหลาน้ีจะมีผลตอการสราง
โปรตีนโดยจะเกาะกับ 30S ribosomal subunit จึงทํา
ใหเซลลไมสามารถถอดรหัส และแปลรหัสเพ่ือสราง
โปรตีนได และทําใหเซลลตายในท่ีสุด (สุมนทิพย,
2540)

cefotaxime เปนสารปฏิชีวนะท่ีนิยมใชใน
การกําจัด Agrobacterium ออกจากเน้ือเยื่อท่ีไดรับ
การสงถายยีน โดย cefotaxime จะเขาไปจับกับ
เอนไซม peptidoglycan transpeptidase ทําใหไมมี
การเช่ือมตอของสาย peptidoglycan จึงมีผลยับยั้ง
การสรางผนังเซลลของแบคทีเรียโดยไมมีผลตอเซลลพืช
มีรายงานการใช cefotaxime ในการเพาะเลี้ยงเน้ือเยื่อ
พืชบางชนิดมีผลกระทบตอการเจริญของเน้ือเยื่อ
แตกตางกัน โดยอาจสงเสริมการเจริญเติบโตของ
แคลลัส กระตุนการเกิดยอด และยับยั้งการเกิดยอดได
(สุมนทิพย, 2540) จากการทดสอบความเขมขนของ
สารปฏิชีวนะ cefotaxime ความเขมขน 0, 100, 150,
200, 250 และ 300 มิลลิกรัมตอลิตร กับเน้ือเยื่อ
แวววิเชียรเปนเวลา 6 สัปดาห พบวาอาหารท่ีใชในการ
เพาะเลี้ยงเน้ือเยื่อใบออนแวววิเชียรท่ีเติมสารปฏิชีวนะ
cefotaxime ความเขมขน 250 มิลลิกรัมตอลิตร เปน
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ความเขมขนสูงสุดท่ีมีผลกับเน้ือเยื่อพืชนอยท่ีสุดและไม
มีความแตกตางกันทางสถิติ เมื่อเทียบกับชุดควบคุม
(ตารางท่ี 4) สอดคลองกับงานวิจัยของ Abdullah et
al. (2005) พบวา cefotaxime ความเขมขน 250
มิลลิกรัมตอลิตร เหมาะสมท่ีจะนํามาใชกําจัดเช้ือ
Agrobacterium ท่ีเปนสวนเกินในการศึกษาการสง
ถายยีนเขาสูปาลมนํ้ามัน (Elaeis guineensis Jacq.)
สวนงานวิจัยของกัญจนา และสุเม (2551) ใชความ
เขมขนของ cefotaxime 300 มิลลิกรัมตอลิตร สําหรับ
กําจัดเช้ือ Agrobacterium ในการศึกษาการสงถายยีน
เขาสูหนอของปทุมมาพันธุเชียงใหมพิงค

หลังจากการเขยาใบออนของแวววิเชียร
รวมกับแบคทีเรีย A. tumefaciens สายพันธุ
LBA4404 (pSTART ท่ีมียีน gus) เปนเวลา 0, 10, 15,
20, 25 และ 30 นาที จากน้ันยายเน้ือเยื่อมาเลี้ยงบน
สูตรอาหาร MS ท่ีเติม acetosyringone ความเขมขน
200 ไมโครโมลาร เลี้ยงรวมกันในท่ีมืด เปนเวลา 3 วัน
จากน้ันกําจัด Agrobacterium โดยนําใบออน
แวววิเชียรไปลางดวยสารปฏิชีวนะ cefotaxime ความ
เขมขน 250 มิลลิกรัมตอลิตร แลวนําเน้ือเยื่อไป
เพาะเลี้ยงบนสูตรอาหารคัดเลือก MS ท่ีเติม TDZ
ความเขมขน 0.3 มิลลิกรัมตอลิตร IAA ความเขมขน
0.1 มิลลิกรัมตอลิตร kanamycin ความเขมขน 25
มิลลิกรัมตอลิตร และ cefotaxime ความเขมขน 250
มิลลิกรัมตอลิตร หลังจากเพาะเลี้ยงเปนเวลา 6 สัปดาห
แลวคัดเลือกใบออนท่ีเจริญไดบนอาหารคัดเลือกมา
ตรวจสอบการแสดงออกของยีน gus โดยวิธี gus
assay พบวาการเขยาใบออนแวววิเชียรรวมกับ
Agrobacterium เปนเวลานาน 20 นาที แลวนํามา
เลี้ยงบนอาหารคัดเลือกอีก 6 สัปดาห สามารถตรวจพบ
การแสดงออกของยีน gus ได และมีประสิทธิภาพการ
สงถายยีนสูงถึง 32.30 เปอรเซ็นต สวนการไมเขยาใบ

ออนแวววิเชียร ไมพบการแสดงออกของยีน gus
(ตารางท่ี 5) เน่ืองจากระยะเวลาท่ีใชในการเขยาใบออน
แวววิเชียรรวมกับ Agrobacterium ท่ีสั้นเกินไป มีผล
ทําใหใบออนแวววิเชียรไดรับเช้ือ Agrobacterium
นอยโอกาสท่ีเกิดการสงถายยีนจึงนอยลงดวย ขณะท่ี
พบวาการใชระยะเวลาในการเขยาใบออนแวววิเชียร
รวมกับ Agrobacterium นาน 30 นาที แลวนํามา
เลี้ยงบนอาหารคัดเลือกอีก 6 สัปดาห มีผลทําใหใบ
ออนแวววิเชียรเปลี่ยนเปนสีนํ้าตาล หรือนํ้าตาลออน
และมีการเจริญเติบโตลดลง ซึ่งนาจะเปนเพราะเมื่อใบ
ออนแวววิเชียรสัมผัสกับเช้ือ Agrobacterium จะผลิต
สารทุติยภูมิเพ่ือยับยั้งการบุกรุก และการเจริญเติบโต
ของเช้ือ Agrobacterium (Henrique et al., 2004)
การท่ีใบออนแวววิเชียรสัมผัสกับเช้ือ Agrobacterium
ปริมาณมากจึงมีการสรางสารทุติยภูมิมากจนเกิด
ผลกระทบตอการรอดชีวิต และพัฒนาการของใบออน
แวววิเชียรเอง

สรุปผลการวิจัย
สูตรอาหารท่ีเหมาะสมในการชักนําใหเกิด

ยอดจากใบออนแวววิเชียร คือสูตรอาหาร MS ท่ีเติม
TDZ ความเขมขน 0.3 มิลลิกรัมตอลิตร รวมกับ IAA
ความเขมขน 0.1 มิลลิกรัมตอลิตร และสูตรอาหารท่ีชัก
นําใหเกิดรากไดดีท่ีสุดเปนสูตรอาหาร MS ท่ีเติม IAA
ความเขมขน 0.1 มิลลิกรัมตอลิตร สวนการทดสอบสาร
ปฏิชีวนะ kanamycin ความเขมขน 25 มิลลิกรัมตอ
ลิตร เปนระดับความเขมขนต่ําสุดท่ีสามารถยับยั้งการ
เจริญเติบโตของใบออนแวววิเชียร และเปนความ
เขมขนท่ีเหมาะสมสําหรับใชในอาหารคัดเลือกภายหลัง
การสงถายยีน ขณะท่ีสารปฏิชีวนะ cefotaxime ความ
เขมขน 250 มิลลิกรัมตอลิตร เหมาะสมท่ีสุดสําหรับใช
ใ น อ า ห า ร คั ด เ ลื อ ก  เ น่ื อ ง จ า กส า ม า ร ถ กํ า จั ด
Agrobacterium ได ในขณะเดียวกันเปนความเขมขน
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สูงสุดท่ีมีผลตอการเจริญของเน้ือเยื่อใบออนแวววิเชียร
นอยท่ีสุด สวนการเขยาใบออนแวววิเชียรรวมกับ A.
tumefaciens สายพันธุ LBA4404 (pSTART) ท่ีมียีน
gus เปนเวลา 20 นาที แลวนําเน้ือเยื่อใบออนไปเลี้ยง
บนอาหารคัดเลือกเปนเวลา 6 สัปดาห พบวามี
ประสิทธิภาพการสงถายยีนมากท่ีสุด และสามารถตรวจ
พบการแสดงออกของยีน gus บนใบออน
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