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บทคัดยอ  

 

รหัสโครงการ: MRG5480007 
 
ช่ือโครงการ: การพัฒนาการผลิตสารออกฤทธิ ์stilbenoid ในแคลลัสหนอนตายหยาก             

(Stemona collinsae) โดยการเพิม่การแสดงออกของยีน stilbene synthase (STS) 
 
ช่ือนักวิจัย และสถาบัน: นางสาวสภุาพร ภัสสร มหาวิทยาลัยพะเยา  
 
อีเมล: ppapon@hotmail.com 
 
ระยะเวลาโครงการ:  มิถุนายน 2554 - ธันวาคม 2559 
 
บทคัดยอ: 

หนอนตายหยากเปนพืชสมุนไพรชนิดหนึ่งที่พบสารออกฤทธิ์กลุม stilbenoid ที่มีคุณสมบัติ

ทางเภสัชวิทยาอยูภายในราก โดยกระบวนการสังเคราะหสารกลุมนี้เกิดจากการทํางานของเอนไซม

สติลบีน ซีนเทสที่จัดอยูในกลุมของเอนไซมโพลีคีไทด ซินเทส แบบที่ 3 การศึกษาคร้ังนี้มี

วัตถุประสงคเพื่อหาสภาวะที่เหมาะสมในการสงถายยีนเขาสูแคลลัสหนอนตายหยากและศึกษาการ

แสดงออกของยีนสติลบีน ซีนเทส ที่ถูกสงถายเขาสูหนอนตายหยาก ในการศึกษาปจจัยที่เหมาะสม

สําหรับการสงพลาสมิด pCAMBIA1304 โดยใช A. tumefaciens สายพันธุ EHA105 ที่มียีน hpt 

และยีน gfp เปนยีนคัดเลือก จากการทดลองเบ้ืองตน พบวา สารปฏิชีวนะไฮโกรมัยซิน ที่ความ

เขมขน 40 มก./ล. เหมาะสมที่นํามาใชในการคัดเลือกแคลลัสไดรับการสงถายยีน และวิธีการที่ให

ประสิทธิภาพการสงถายยีนไดสูงสุด 55 เปอรเซ็นต คือ การใชเช้ือ A. tumefaciens (OD600 = 1) 

ที่เจือจางอัตรา 1:1 (สารแขวนลอยแบคทีเรีย: อาหารเหลวสูตร MS) และกระตุนเช้ือ                  

A. tumefaciens โดยใชสาร acetosyringone ความเขมขน 100 ไมโครโมลาร รวมกับการปลูกเช้ือ

นาน 30 นาที เพื่อชวยเพิ่มประสิทธิภาพการสงถายยีน 

 การ ศึกษาการส งถ ายยีน  STS เข า สู แคล ลัสหนอนตายหยากโดย ใช เ ช้ื อ                               

A. tumefaciens สายพันธุ EHA105 เปนพาหะ แคลลัสในการสงถายยีนทั้งหมด 60 แคลลัส พบวา 

แคลลัสที่สามารถเจริญ และรอดชีวิตไดบนอาหารสูตรคัดเลือก จํานวน 31 แคลลัส จากนั้น 

ตรวจสอบการมีอยูของยีน พบวา มียีน hpt จํานวน 28 โคลน นํามาตรวจสอบผลการแสดงออกของ

ยีน ดวยเทคนิค RT-PCR พบวา มียีน STS จํานวน 18 โคลน และเมื่อตรวจสอบดวยวิธี           

Gus histochemical assay พบลักษณะการติดสีน้ําเงิน เปนผลมาจากการแสดงออกของยีน gus ใน

เนื้อเยื่อแคลลัส จํานวน 18 โคลน ประสิทธิภาพการสงถายยีน STS คิดเปน 30 เปอรเซ็นต และการ

วิเคราะหปริมาณสารประกอบฟนอลิก ทั้งหมด (total phenolic compounds) จากตนของหนอน

ตายหยากที่เติบโตมาจากแคลลสัส ที่ผานการสงถายยีน ทั้งหมด 18 ตัวอยาง พบวา การสงถายยีน 

STS เขาสูแคลลัสหนอนตายหยาก ทําใหปริมาณสารประกอบฟนอลิกทั้งหมด ในตนหนอน-         

ตายหยากสูงขึ้น ในปริมาณที่แตกตางกันไป ทั้งหมด 18 ตัวอยาง โดยตนหนอนตายหยากที่เติบโต
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มาจากแคลลัสโคลนที่ 17 (STS/17) มีปริมาณสารฟนอลิกสูงสุด คือ 83.70 มิลลิกรัมกรด- แกลลิค 

ตอ 100 กรัมน้ําหนักสด และมีปริมาณสาร pinosylvin สูง คือ 6.66 นาโนกรัม/กรัมน้ําหนัก 

 

คําหลัก : ตนหนอนตายหยาก   ยีนสตลิบีน ซีนเทส    การสงถายยีน 
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Abstract  

 

Project Code: MRG5480007 
 
Project Title: The development of Stilbenoid production in Stemona collinsae by 

Overexpression of stilbene synthase (STS) gene 
 
Investigator: Miss Supaporn Passorn, University of Phayao 
 
E-mail Address: ppapon@hotmail.com 
 
Project Period: June 2012 - December 2016 
 
Abstract: 

Stemona collinsae Craib is one of medicinal plants. The root of them is known as 

the source of stilbenoid contained pharmacological properties. Stilbene synthase is a 

member of type III plant polyketide synthase (PKS) and plays a key role in the stilbenoid 

biosynthesis. This study investigated the efficiency of gene transformation and expression 

of Stilbene synthase gene (STS) into calli of Stemona collinsae Craib by Agrobacterium.    

A preliminary experiment to investigate a suitable concentration of hygromycin for the 

screening of transgenic plants was 40 mg/l. The transformation method demonstrated that 

callus of S. coliInase Craib inoculated for 30 min with A. tumefaciens suspension diluted 

from OD unit (at 600 nm) of 1.0 to 1:1 ratio (v/v) and added 100 µM acetosyringone to 

promote the efficiency of gene transfer. This method obtained 55 percent transformation 

efficiency. Further study was the transformation of STS gene into 60 calli S. collinsae Craib 

using A. tumefaciens stain EHA105 containing plasmid pCAMBIA/STS. The STS gene 

and hpt gene were performed as a selectable marker to select transgenic plants. The 

results showed that 31 calli of S. coliInase Craib survived on medium supplemented with 

hygromycin for four weeks. Afterward checking of the hpt gene using PCR technique 

showed 28 positive clones and RT-PCR technique checking for STS gene expression 

showed only 18 positive clones. The GUS histochemical assay performed on each 

transformed explants pieces obtained 18 positive clones. The average of STS gene transfer 

efficiency was about 30 percent. Determination of total phenolic compounds in 18 plantlets 

regenerated from transformed calli showed that the amount of total phenolic compounds 

variously increased in each 18 plantlets. The STS/17 clone contained the highest amount of 
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total phenolic compounds and pinosylvin about 83.70 mg of gallic acid/100 grams of fresh 

weight and 6.66 ng/g of fresh weight. 

 

Keywords : Stemona collinsae Craib, Stilbene synthase gene (STS), gene 

transformation 
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ที่มาและความสําคัญของปญหา 

ในปจจุบันมีการนําสารสกัดจากรากหนอนตายหยากมาใชประโยชนทางดานการ

เกษตรกรรมอยางแพรหลาย แมจะมีการสงเสริมการปลูกขยายพันธุหนอนตายหยากอยาง

กวางขวางโดยใชเทคนิคการเพาะเล้ียงเนื้อเยื่อพืช เพื่อเพิ่มปริมาณของหนอนตายหยาก ทดแทน

การนําหนอนตายหยากจากปามาใชประโยชนและปองกันการสูญพันธุของหนอนตายหยากใน

ธรรมชาติไดแลวนั้น แตอยางไรก็ตามขั้นตอนการปลูกและระยะเวลาการเก็บเกี่ยวเพื่อใหไดราก

หนอนตายหยากที่มีปริมาณสารออกฤทธิ์สูง  ตองอาศัยระยะเวลานานและมีความไมแนนอนของ

ปริมาณผลผลิตขึ้นซึ่งอยูกับปจจัยทาง สภาพแวดลอม และภูมิอากาศ ดังนั้นการศึกษาวิธีการเพิ่ม

ประสิทธิภาพการสังเคราะหสารทุติยภูมิของหนอนตายหยากที่ใชในการเกษตรกรรม หรือทางดาน

การแพทยโดยวิธีทางเทคโนโลยีชีวภาพจึงเปนแนวทางที่สําคัญในการนําองคความรูทางดาน

เทคโนโลยีชีวภาพมาใชเพื่อพัฒนาศักยภาพการใชประโยชนพืชสมุนไพรไทย 

การวิจัยนี้จึงมุงเพื่อเพิ่มการผลิตสารออกฤทธิ์ในแคลลัสของหนอนตายหยาก โดยใชเทคนิค

ทางดานวิศวกรรมเมแทบอลิก (metabolic engineering) ในวิถีชีวสังเคราะหสารออกฤทธิ์กลุม

สารประกอบฟนอลลิก (phenolic compound) ในหนอนตายหยาก เนื่องจากมีรายงานการวิจัยพบวา 

หนอนตายหยากหลายชนิดสามารถผลิตสารประกอบฟนอลิกในกลุม phytoalexin เชน สารอนุพันธุ

ของ stilbenoid ชนิดตาง ๆ   โดยสวนใหญสารกลุมนี้มีคุณสมบัติเปนสารตานเช้ือรา เชน 

Pyricularia grisea ราโรคไหม (rice blast disease)  Cladosporium herbarum รากอโรคภูมิแพใน

คน   รวมไปถึงมีฤทธิ์ตานมะเร็ง และไวรัส กระบวนการสรางสารกลุม stilbenoid พบวา stilbene 

synthase  หรือเรียกอีกช่ือหนึ่งวา pinosylvin synthase เปนเอ็นไซมหลักในกระบวนการสังเคราะห

สารในกลุมนี้ การวิจัยในคร้ังนี้จะทําการสงถายยีน stilbene synthase เขาสูแคลลัสเพื่อใหเกิดการ

แสดงออกของยีน นําไปสูการเพิ่มการผลิตสารออกฤทธิ์กลุม stilbenoid ในหนอนตายหยาก  ผล

ของการศึกษาคร้ังนี้จะสามารถนําเสนอแนวทางการปรับปรุงการผลิตสารออกฤทธิ์ในหนอนตายห

ยากเพื่อเพิ่มศักยภาพการผลิตในระดับอุตสาหกรรม และเปนขอมูลพื้นฐานระดับอณูพันธุศาสตรที่

เกี่ยวของในกระบวนการสรางสารออกฤทธิ์กลุม stilbenoid ในหนอนตายหยาก อีกทั้งจะทําใหได

เทคนิคการถายยีนเขาสูแคลลัสของหนอนตายหยากโดยใชอะโกรแบคทีเรียม  ซึ่งจะสามารถนําไป

ประยุกตใชกับการดัดแปลงพันธุกรรมของหนอนตายหยากเพื่อผลิตสารออกฤทธิ์ที่สําคัญในกลุม

อื่นๆ ตอไป  

 

ทบทวนวรรณกรรมที่เก่ียวของ 

หนอนตายหยาก เปนพืชสมุนไพรในวงศ Stemonaceae พบไดในปาทั่วๆ ไปของประเทศ

จีน ญี่ปุน อินโดจีน มาเลเซีย ลาว และสําหรับประเทศไทยพบหนอนตายหยากไดทั่วทุกภาค ซึ่งมี

ช่ือเรียกแตกตางกันตามทองถ่ิน และมีความหลากหลายในชนิด (species) ของหนอนตายอยาก 

เชน  

ปงมดงาม (Stemona berkilii Prain) พบที่ดอยสเุทพ เชียงใหม  
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กระเพียด หรือ หนอนตายหยาก (Stemona tuberosa Lour) พบที่ ประจวบคีรีขันธ ชลบุรี 

เพชรบุรี นครสวรรค แมฮองสอน 

ปงชาง หรือ หนอนตายหยาก (Stemona collinsae Craib) พบทางภาคเหนือและภาคกลาง 

พืชสกุลนี้มีลักษณะเปนพืชลมลุก มีเหงาหรือหัวอยูใตดิน ลําตนเหนือดินตั้งตรงหรือเล้ือย 

ใบเดี่ยวรูปหัวใจ ปลายแหลมหรือรูปใบคลายใบพลูแตปลายใบจะแหลมยาว เสนใบตามยาวมีหลาย

เสนเห็นชัดเจนในแนวขนานกับขอบใบ ดอกเปนกลีบคลายดอกจําปามีกลีบดอกสีขาวขางในสีมวง

แดง ฝกเล็กปลายแหลมสีน้ําตาล ออกดอกในชวงฤดูฝนมสีีขาวหรือสีมวงแลวแตพันธุ ลําตนใตดินจะ

มีรากออกเปนพวงรูปกระสวย มีจํานวน 50-80 ราก แตละรากยาว 12-20 ซม. (กฤษณา ภูตคาม, 

2525 และ เต็ม สมิตินันท, 2523) 

หนอนตายหยากจัดเปนพืชสมุนไพรที่มนุษยรูจักนํามาใชประโยชนมาเปนเวลานาน โดยนํา

รากมาใชเปนยาทางดานแพทยแผนโบราณ (สมจิตร พงศพงัน และสุภาพ ภูประเสริฐ. 2515)  นํามา

ตมเปนน้ําสมุนไพรเพื่อบํารุงกําลังหรือใชรากแชเหลาเปนยาแกไอ ขับเสมหะ ซึ่งในประเทศไทยใช

เปนรักษาโรคผิวหนัง ยาขับพยาธิ น้ําเหลืองเสีย ผ่ืนคันตามรางกาย ฆาเช้ือโรคพยาธิภายใน มะเร็ง

ตับ ลดระดับน้ําตาลสําหรับโรคเบาหวาน (Salalamp, 1996 and Akanitapichat, et. al., 2005) 

นอกจากนี้ยังนําไปใชดานการเกษตรกรรม เชน ใชเปนสารปองกันกําจัดศัตรูพืช เชน หนอนกัดกิน

ใบ เพล้ียออน และลูกน้ํายุง (นันทวัน บุณยประภัศร และ อรนุช โชคชัยเจริญพร, 2543) ในดานปศุ

สัตวพบวาเกษตรกรใชรากหนอนตายหยากตําละลายนํ้าหยอดใสแผลโคและกระบือที่มีหนอน

แมลงวันไชอยูจะสามารถฆาหนอนไดดี (สมจิตร พงษพงัน และสุภาพ ภูประเสริฐ, 2534) มีรายงาน

การใชรากหนอนตายหยากผสมในอาหารไก ซึ่งทําใหเกิดการยับยั้งพัฒนาการของหนอนแมลงวันที่

เจริญเติบโตในมูลไกได โดยผลการผสมรากหนอนตายหยากสดใหผลดีกวาหนอนตาย หยากแหง 

(ธวัชชัย ศุภดิษฐ และคณะ, 2545)  

การศึกษาสารออกฤทธิ์กลุม stilbenoid ในหนอนตายหยาก 

การศึกษาสารสกัดในหนอนตายหยากหลายชนิดโดยการใชตัวทําละลายเมธานอล พบวามี

สารออกฤทธิ์สําคัญสองกลุมหลักในหนอนตายหยาก คือ สารออกฤทธิ์ในกลุมอัลคาลอยด เชน สาร

พวก stemonone, stemofoline, dehydrodtemofoline และ stemocochinin มีคุณสมบัติในการ

ควบคุมแมลงศัตรูพืช (Jiwajinda, et. al. 2001) และสารออกฤทธิ์ในกลุม stilbenoid มีคุณสมบัติใน

การตอตานเช้ือรา เชน Cladosporium herbarum, Pestalotiopsis sp. และ Colletotrichum 

gloeosporioides เมื่อนําสารออกฤทธิ์ในกลุม stilbenoid มาวิเคราะหโดยแยกสารประกอบและ

จําแนกใหบริสุทธิ์แลว พบสารอนุพันธุนี้กวา 20 ชนิด ในหนอนตายหยาก (Pacher, et. al., 2002 

and Kostecki, et. al, 2004) ดังที่ Pacher และคณะ รายงานการสกัดสารจาก Stemona collinsae 

พบสารออกฤทธิ์ stilbenoid ชนิดใหมถึง  11 ชนิด ในกลุมอนุพันธุ phenylbenzofuran และ 4 ชนิด 

ในกลุม dihydrostilbene  รวมทั้งสารอนุพันธุที่รูจักอีก 4 ชนิด คือ pinosylvin, 4’ methylpinosylvin, 

dihydrostilbene และ stilbostemin B และ D เมื่อนํามาทดสอบประสิทธิภาพการยบัยั้งการเจริญของ

เช้ือรา พบวา stilbostemin B, stemofuran B และ E เปนสารอนุพันธุหลักที่พบในหนอนตายหยาก

ชนิด Stemona collinsae มีฤทธิ์ที่ดีในการยับยั้งเช้ือราโรคพืช Alternaria citri, Fusarium 
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avenaceum, Pyricularia grisea และ Botrytis cinerea (Pacher, et. al., 2002)  มีการศึกษาตอไป

เกี่ยวกับสารอนุพันธุ stilbenoid ที่ไดจากสารสกัดหนอนตายหยากรายงานวา stemanthrene B และ 

C มีคุณสมบัติตานการอักเสบ (anti-inflammatory) และอาการโรคหอบหืด (antiasthmatic) 

เนื่องจากสามารถยับยั้งการสราง Leukotriene เปนสารที่เกี่ยวของกับกลไกที่ทําใหเกิดการอักเสบ 

ปวดบวมของโรคตางๆ (Adams, et. al. 2005) นอกจากนี้ Lin และคณะ พบวาสารออกฤทธิ์ 

stilbenoid ที่สกัดจากหนอนตายหยากชนิด Stemona tuberose มีฤทธิ์ตานแบคทีเรียกอโรค 

(antimicrobial) โดยเฉพาะ มีฤทธิ์ตานทานสูงตอเช้ือ Bacillus pumilus (Lin, et. al., 2008) 

กระบวนการสรางสารออกฤทธิ์ Stilbenoid 

Stibenoid เปนสารทุติยภูมิที่มีโมเลกุลขนาดเล็กมีโครงสรางคลายกับสาร estrogen พบได

ในพืชหลายชนิด จะถูกสรางเมื่อพืชไดรับอันตราย (photoalexin) เชน เกิดบาดแผล เกิดโรคจาก

เช้ือจุ ลินทรีย  ห รือถูกกระตุนดวยแสง UV เปนตน การสัง เคราะห Stilbenoid ตองอาศัย 

phenylpropanoid pathway ในการสราง cinnamoyl-CoA เพื่อใชเปนซับเสรตของเอ็นไซม stilbene 

synthase (STS) ในการผลิตสาร Stilbenoid (Roupe, et. al., 2006)   

เอ็นไซม stilbene synthase (STS) ถูกจัดอยูในกลุม polyketide synthase (PKS) ทํา

หนาที่ใหการสังเคราะหสาร stilbenoid หลักคือ pinosylvin หรือ resveratrol กอนที่จะถูกเปล่ียนเปน

สารอนุพันธุ stilbenoid  ชนิดอื่นตอไป กระบวนการสังเคราะหประกอบดวย  malonyl-CoA  3 

โมเลกุล และ cinnamoyl-CoA 1 โมเลกุล จะไดผลผลิตที่เกิดขึ้น คือ pinosylvin พบไดในกลุมพืช

จําพวกตนสน Pinus densifora และ Pinus thunbergii ในกรณีถาใช p-coumarolyl-CoA เปนซับส

เตรดผลผลิตที่เกิดขึ้นจะเปน resveratrol พบไดในพืชถ่ัว (Arachis hypogaea) และ องุน (Vitis 

vinifera) ดวยเหตุนี้ stilbene synthase จึงถูกแบงยอยไดเปน pinosylvin synthase และ 

resveratrol synthase ความจําเพาะตอซับเสรตและผลผลิตที่เกิดขึ้น ดังในรูปแสดงถึงกระบวนการ

สังเคราะหสาร stilbenoid และ flavonoid โดยผานกระบวนการที่คลายคลึงกัน แตจะแตกตางกันที่

การสังเคราะห flavonoid เกิดจากการทํางานของเอ็นไซม chalcone synthase (Kodan, et. al., 

2002) 
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ภาพ 1 รูปภาพแสดงกระบวนการสังเคราะหสาร stilbenoid  และ flavonoid (Kodan, et. al., 2002) 

การแสดงออกของยีน stilbene synthase ในส่ิงมีชีวิตตาง ๆ 

ปจจุบันมีรายงานการสงถายยีน stilbene synthase เขาสูพืชหลากหลายชนิด เชน ใบยาสูบ 

(tobacco), ขาว (rice), น้ํามันเมล็ดเรพ (oilseed rape), บารเลย (barley) (Leckband, and Lorz, 

1998.) และแอบเปล (Szankowski, et. al., 2003) พบวาพืชที่ไดรับยีนชนิดนี้จะมีความสามารถใน

การตานทานโรคเพิ่มขึ้น อีกทั้ง Hain และคณะ ไดรายงานการศึกษาในถ่ัว และ องุน ผลจากการสง

ถายยีน stilbene synthase ทั้งสองชนิด Vst 1 และ Vst 2 ทําใหสามารถผลิตสาร phytoalexin ชนิด

ใหม สูงขึ้นหลังจากการกระตุนดวย elicitor หรือ เช้ือกอโรค (pathogen induction) (18) ดังนั้นจะ

เห็นไดวาการศึกษาและใชประโยชนจากยีนในกลุม stilbene synthase ยังคงเปนที่สนใจอยาง

กวางขวางในพืชเศรษฐกิจหลากหลายชนิด เนื่องจากมีประโยชนทั้งในแงการเพิ่มผลผลิตสารที่มี

คุณคาในการแพทยและการเกษตรกรรม เชน pinosylvin และ resveratrol อีกทั้งในแงการปรับปรุง

สายพันธุพืชเพื่อใหมีความตานทานตอโรคตางๆ เพิ่มขึ้น  การวิจัยในคร้ังนี้จะทําการสงถายยีน 

stilbene synthase เขาสูแคลลัสเพื่อใหเกิดการแสดงออกของยีน นําไปสูการเพิ่มการผลิตสารออก

ฤทธิ์กลุม stilbenoid ในหนอนตายหยาก โดยมุงหวังที่จะนําผลการวิจัยคร้ังนี้ไปใชประโยชนเพื่อ

ศึกษาและเขาใจถึงขั้นตอนการสังเคราะหสารกลุม stilbenoid ใหมีปริมาณมากขึ้นในหนอนตาย

หยาก ซึ่งจะนําไปสูการใชประโยชนและเพิ่มคุณคาอยางสูงสุดในสมุนไพรหนอนตาย 

วัตถุประสงคโครงการ 

1. ศึกษาความเปนไปไดและประสิทธิภาพของถายยีนเขาสูแคลลัสของหนอนตายหยาก

โดยใชอะโกรแบคทีเรียม 

2. ศึกษาการเพิ่มปริมาณการสรางสารประกอบฟนอลิกในกลุม stilbenoid โดยสงถายยีน 

Stilbene synthase like gene (STS) เขาสูแคลลัสของหนอนตายหยาก  
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วิธีดําเนินการวิจัย 

1. ศึกษาการเพาะเลี้ยงตนหนอนตายหยาก เพื่อชักนําใหเกิดแคลลัสที ่มีระดับความ

เขมขน ของสารควบคุมการเจริญเติบโตของพืชตาง ๆ  

 นําตนหนอนตายหยาก ที่ เ ลี้ยงในอาหารวุนสูตร MS ที่ เติม  BA 10 มก./ล . 

อายุการเพาะเลี้ยง 6 เดือน มาตัดใบ และราก ออก ใหไดชิ้นสวนของขอที่มีความยาวประมาณ      

2 เซนติเมตร ยายช้ินสวนของขอ มาเพาะเล้ียงเปรียบเทียบการเจริญบนอาหารวุน สูตร MS และใน

อาหารเหลว ½ MS ที่เติมสารควบคุมการเจริญเติบโตที่แปรผันระดับความเขมขนตางกัน ดังแสดง

ในตาราง 1 โดยสวนขอที่ใสในอาหารเหลว ½ MS นํามาเล้ียงบนเคร่ืองเขยา ความเร็ว 120 รอบ/

นาที ภายใตอุณหภูมิ 25±2 องศาเซลเซียส ความเขมแสง 37.6 μmol.m-2.s-1 ใหแสง      

16 ชั่วโมงตอวัน เปนระยะเวลา 4 สัปดาห ในสวนการเลี้ยงบนอาหารวุนสูตร MS นํามา

เพาะเล้ียงภายใตอุณหภูมิ 25±2 องศาเซลเซียส ในสภาวะมืด เปนระยะเวลา 4 สัปดาห และ

ขยายระยะเวลาในการเพาะเล้ียง รวมเปนเวลา 8 สัปดาห ใชแผนการทดลองแบบสุมสมบูรณ 

(completely randomized block design: CRD) ทําการทดลอง 15 ซ้ํา แตละซ้ํามีเนื้อเยื่อ 1 ชิ้นตอ 

1 ขวด รวมทั้งหมด 32 ทรีตเมนต บันทึกภาพ และขอมูลจาํนวนการเกิดแคลลัส จํานวนยอด และ

ความยาวยอด ที่เกิดขึ้น  

 

ตาราง 1 แสดงความเขมขนของ 2, 4-D และ BA ที่ระดับความเขมขนตาง ๆ 

อาหารวุนสูตร MS/ 

อาหารเหลว ½ MS 

สารควบคุมการเจรญิเติบโตของพืช 

2, 4-D (มก./มล.) BA (มก./มล.) 

1 ไมเติม ไมเติม 

2 ไมเติม 1 

3 ไมเติม 3 

4 ไมเติม 5 

5 0.1 ไมเติม 

6 0.1 1 

7 0.1 3 

8 0.1 5 

9 0.5 ไมเติม 

10 0.5 1 

11 0.5 3 

12 0.5 5 

13 1 ไมเติม 

14 1 1 

15 1 3 
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อาหารวุนสูตร MS/ 

อาหารเหลว ½ MS 

สารควบคุมการเจรญิเติบโตของพืช 

2, 4-D (มก./มล.) BA (มก./มล.) 

16 1 5 

   

2. การทดสอบประสิทธิภาพของสารปฏิชีวนะไฮโกรมัยซิน ที่ใชในการคัดเลือกแคลลัส

หนอนตายหยาก ที่ไดรับการสงถายยีน 

 นําแคลลัสหนอนตายหยากมาบด ใหมีการกระจายตัวเปนช้ินเล็ก ที่มีขนาดประมาณ   

0.5 เซนติเมตร เล้ียงในอาหารวุนสูตร MS ที่เติม BA 5 มก./ล. และ 2, 4-D 0.1 มก./ล. รวมกับสาร

ปฏิชีวนะไฮโกรมัยซิน ที่กรองดวยแผนกรองแบคทีเรีย เติมในอาหารที่นึ่งฆาเชื้อแลว โดย

เติมสารปฏิชีวนะไฮโกรมัยซิน ที่ระดับความเขมขนตาง ๆ กัน ดังนี้ 0, 20, 30, 40, 50 และ 

60 มก./ล. ทําการทดลอง 6 ทรีทเมนต ๆ ละ 5 ช้ินสวนเนื้อเยื่อพืช จากนั้น เพาะเลี้ยงภายใต

อุณหภูมิ 25 ±  2 องศาเซลเซียส ในสภาวะมืด เปนระยะเวลา 4 สัปดาห และเปล่ียนอาหารใหม

สูตรเดิม ทุก 2 สัปดาห บันทึกอัตราการตายของเนื้อเยื่อแคลลัส ใชแผนการทดลองแบบสุมสมบูรณ 

(completely randomized block design: CRD) 

 

3. การสงถายพลาสมิด pCAMBIA1304 หรือพลาสมิด pCAMBIA1304/ STS  (เขาสูอะโกร-

แบคทีเรียม 

     3.1 เช้ืออะโกรแบคทีเรียม และพลาสมิดดีเอ็นเอ ที่ใชในการสงถายยีนเขาสูพืช 

แบคทีเรีย A. tumefaciens สายพันธุ EHA105 

พลาสมิด pCAMBIA 1304 โดยมียีน hpt เปนยีนคัดเลือกในพืช และยีน gfp 

เปนยีนรายงานอยูภายใตการควบคุมการทํางานของ 35S promoter และ NOS polyA teminator 

ทําหนาที่ควบคุมการหยุดการแสดงออกของยีน (ภาพที่ 2) 

พลาสมิด pCAMBIA1304/ STS ที่เกิดจากการตัดตอพลาสมิด pCAMBIA1304 ใน

ตําแหนงเอนไซมตัดจําเพาะ NcoI และ SpeI เช่ือมตอกับยีน Stilbene synthase like gene (STS) 

โดยมีโปรโมเตอร CaMV 35S ทําหนาที่เปนสวนควบคุมการแสดงออกของยีน และเทอรมิเนเตอร 

คือ nos ทําหนาที่ควบคุมการหยุดการแสดงออกของยีน (ภาพที่ 3) 
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ภาพ 2 แสดงแผนทีพ่ลาสมดิ pCAMBIA1304 ขนาด 12, 361 bp  

ที่มา: Baesi, et al., 2011 

 

 
 

ภาพ 3 แสดงสวนของพลาสมิด pCAMBIA1304/ STS ในบริเวณระหวางเอนไซมตัดจําเพาะ NcoI 

และ SpeI จะมียีน Stilbene synthase like gene (STS) บรรจุอยู 

 

 3.2  การเตรียม competent cell ของเช้ืออะโกรแบคทีเรียม  

  นําเช้ืออะโกรแบคทีเรียมเล้ียงในอาหาร สูตร LB broth ปริมาตร 5 มล. ที่อุณหภูมิ 

28 องศาเซลเซียส เขยาที่ความเร็วรอบ 200 รอบตอนาที นาน 2 วันจากนั้น นําเชื้อ ปริมาตร 

5 มล. ใสลงในอาหารสูตร LB broth ปริมาตร 50 มล. ในขวดรูปชมพู ปริมาตร 250 มล. และเขยา

ดวยความเร็ว 200 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส ประมาณ 4-5 ช่ัวโมง วัดคาการ

ดูดกลืนแสง ที่ความยาวชวงคลื่น 600 นาโนเมตร ไดเทากับ 0.5-1.0 ดวยเครื่องวัดคาการ
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ดูดกลืนแสง นําเชื้อมาแชในน้ําแข็ง นาน 30 นาที ปนเหวี่ยงที่ความเร็ว 4,800 รอบตอนาที     

เปนเวลา 10 นาที อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส จากนั้น เทสารละลายสวนใสทิ้ง เติมน้ํากล่ันที่ผานการ

ฆาเชื้อแลว ปริมาตร 50 มล. นําไปเขยาในสภาพเย็นที่เครื่องเขยา ความเร็ว 200 รอบตอ

นาที จนกวาเซลลจะละลาย ปนเหวี่ยงที่ความเร็ว 4,800 รอบตอนาที เปนเวลา 10 นาที อุณหภูมิ   

4 องศาเซลเซียส ลางตะกอนเซลลซ้ําอีกคร้ังดวยน้ํากล่ันที่ผานการฆาเช้ือแลวปริมาตร 25 มล. ปนเก็บ

ตะกอนเซลล จากนั้นเทสารละลายสวนใสทิ้ง แลวละลายตะกอนเซลลดวย กลีเซอรอลความเขมขน 

10 เปอรเซ็นต ปริมาตร 15 มล. ปนเหว่ียงที่ความเร็ว 4,800 รอบตอนาที นาน 10 นาที อุณหภูมิ       

4 องศาเซลเซียส เทสารละลายสวนใสทิ้ง เติมกลีเซอรอล ความเขมขน 10 เปอรเซ็นต ปริมาตร           

1 มิลลิลิตร จากนั้นแบงเก็บเซลล 200 ไมโครลิตร ในหลอดไมโครเซนตริฟวก และนําไปแชใน

ไนโตรเจนเหลว และเก็บไวที่ตูอุณหภูมิ-20 องศาเซลเซียสหรือ–80 องศาเซลเซียส 

 3.3  การสงถายพลาสมิด pCAMBIA1304 หรือพลาสมิด pCAMBIA1304/ STS เขาสูอะโกร

แบคทีเรียม โดยใชวิธีกระแสไฟฟา (electroporation)  

 นําพลาสมิด pCAMBIA1304/STS ใสแยกลงใน competent cell ผสมใหเขากันใน

แตละหลอด จากนั้น แชทิ้งไวในน้ําแข็ง ประมาณ 5 นาที ดูดสารละลายในแตละหลอด ใสลงใน 

cuvette (เย็น) แลวเช็ดใหแหง นําไปกระตุนดวยกระแสไฟฟาดวยเครื่อง electroporator ซึ่งใช

สนามแมเหล็กไฟฟาที่ 12.5 kV/cm
2
 ความตานทาน 200 Ω และคาปริมาณกระแสไฟฟา   

2.5 μF ดูดสารละลายในแตละหลอด ที่ผานการกระตุนดวยกระแสไฟฟา ลงในหลอดอาหาร 

สูตร LB broth ปริมาตร 1 มล. บมที่อุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส พรอมเขยาที่ความเร็ว 200 รอบ

ตอนาที เปนเวลา 1 ช่ัวโมง นําเซลลอะโกรแบคทีเรียม มาเกล่ียใหแหงบนอาหารแข็งสูตร LB 

(spread plate) และเติมสารปฏิชีวนะกานามัยซิน ความเขมขน 50 มก. /ล. จากนั้น นําไปบมที่

อุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส เปนเวลา 2-3 วัน จากนั้น นําโคโลนีของเช้ืออะโกรแบคทีเรียม ไปเล้ียงใน

อาหารสูตร LB เหลว ปริมาตร 3 มล. ที่อุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส พรอมเขยาที่ความเร็ว       

200 รอบตอนาที เปนเวลา 2-3 วัน เพื่อเตรียมการสกัด พลาสมิดเพื่อคัดเลือกเฉพาะอะโกร

แบคทีเรียมที่ไดมีพลาสมดิและนําไปใชในการสงถายยีนเขาสูแคลลัสหนอนตายหยากตอไป โดยเช้ือ 

A. tumefaciens /pCAMBIA1304 จะหมายถึง เช้ือ A. tumefaciens ที่ไดรับการสงถายพลาสมิด 

pCAMBIA 1304 และ A. tumefaciens / pCAMBIA1304/ STS จะหมายถึง A. tumefaciens ที่ไดรับ

การสงถายพลาสมิด pCAMBIA1304/ STS 

  

4. ก า ร ศึ ก ษ า ก า ร ส ง ถ า ย ยี น  เ ข า สู แ ค ล ลั ส ข อ ง ห น อ น ต า ย ห ย า ก  โ ด ย ใ ช เ ช้ื อ                            

A. tumefaciens /pCAMBIA1304 เปนพาหะ  

 การศึกษาประสิทธิภาพของเช้ืออะโกรแบคทีเรียม และปจจัยที่เหมาะสม สําหรับการสงถาย

ยีนเขาสูแคลลัสหนอนตายหยาก โดยทําการทดสอบระดับปจจัยตาง ๆ ดังนี้  ปจจัยที่  1 คือ 

ระยะเวลาที่ใชปลูกเช้ือบนแคลลัส แบงออกเปน 2 ระดับ คือ 30 และ 60 นาที ปจจัยที่ 2 ความ

เขมขนของเซลลแขวนลอยเช้ืออะโกรแบคทีเรียม แบงเปน 2 ระดับ คือ ระดับการเจือจาง 1:1 และ

ระดับการเจือจาง 1:10 และปจจัยที่ 3 คือ ความเขมขนของ acetosyringone ที่ระดับความเขมขนที่
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แตกตางกัน 100 และ 200 ไมโครโมลาร ทําการทดลอง 8 ทรีตเมนต ๆ ละ 20 แคลลัส ใชแผนการ

ทดลองแบบสุมสมบูรณ (completely randomized block design: CRD) วิเคราะหผลจากการ

คํานวนเปอรเซ็นตการรอดชีวิตของแคลลัส  ดังนี้  

(จํานวนการรอดชีวิตของแคลลัสในระยะเวลา 4 สัปดาห / จํานวนแคลลัสทั้งหมด) x 100 

4.1 การเตรียมเช้ือ A. tumefaciens ไดรับการสงถายพลาสมิด pCAMBIA 1304 เพื่อใชเปน

พาหะในการสงยีนเขาสูแคลลัสหนอนตายหยาก 

 จากการทดลองใช A. tumefaciens /pCAMBIA1304 ซึ่งมียีน hpt และยีน gpf ยีน

เคร่ืองหมายที่ใชในการคัดเลือกเนื้อเยื่อ พืชที่รอดชีวิตหลังจากการสงถายยีน ทําการเล้ียงเช้ืออะโกร

แบคทีเรียม บนอาหารแข็ง LB และเติมสารปฏิชีวนะกานามัยซิน ความเขมขน 50 มก./ล. เล้ียงใน

สภาพมืด ที่อุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส เปนระยะเวลา 2 วัน จากนั้น นําโคโลนีเดี่ยวของเช้ืออะโกร

แบคทีเรียมที่ได มาเล้ียงในอาหารเหลวสูตร LB ในปริมาตร 50 มก./ล. และเติมสารปฏิชีวนะกานามัย

ซิน 50 มก./ล. นําไปเขยาบนเคร่ือง rotary shaker ความเร็วรอบ 200 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ         

28 องศาเซลเซียส เล้ียงในสภาพมืด เปนระยะเวลา 2 วัน จากนั้นนําเช้ือที่ไดไปวัดการเจริญเติบโต 

ดวยเคร่ือง spectrophotometer ความยาวคล่ืนแสง 600 นาโนเมตร ใหมีคา OD600 = 1 นําไปปน

ตกตะกอนเซลลที่ความเร็วรอบ 4,800 รอบตอนาที และนําตะกอนที่ไดไปละลายในอาหารเหลวสูตร 

MS ที่เติมสาร acetosyringone ความเขมขน 100 ไมโครโมลาร ซึ่งจะไดเปนสารแขวนลอยแบคทีเรีย

นําไปใชในการสงถายยีน 

4.2 การเตรียมเนื้อเยื่อพืชที่ใชในการสงถายยีน 

 นําแคลลัสที่ไดจากการชักนําแคลลัสหนอนตายหยาก บนอาหารสูตรชักนํามาบดในโกรง

บด เพื่อใหแคลลัสแยกออกจากกันเปนกลุมเล็ก ๆ ซึ่งไดนําไปใชในขั้นตอนการสงถายยีน 

4.3 การสงถายยีนเขาสู แคลลัสของหนอนตายหยากเล้ียงเ ช้ือ A. tumefaciens 

/pCAMBIA1304 ของแคลลัสที่เตรียมไวจากการทดลอง (ขอ 3) ใชเช้ือที่มีความเขมขนเช้ือที่คา 

OD600 = 1 โดยทําการเจือจาง 2 ระดับ คือ ระดับเจือจางอัตรา 1:1 (สารแขวนลอยแบคทีเรีย: อาหาร

เหลวสูตร MS) และระดับเจือจาง 1:10 ที่เติม acetosyringone ความเขมขนแตกตางกัน คือ           

100 ไมโครโมลาร และ200 ไมโครโมลาร จากนั้น นําไปบมเพาะเล้ียงรวมกับแคลลัสหนอนตายหยาก 

บนเคร่ืองเขยา เปนระยะเวลา 30 นาที และระยะเวลา 60 นาที เมื่อครบเวลาที่กําหนด นําแคลลัสไป

เพาะเล้ียงรวมกับเช้ือบนอาหารวุน สูตร MS และเติม acetosyringone ความเขมขน 100 ไมโครโมลาร 

เพาะเล้ียงในสภาพมืด เปนระยะเวลา 3 วัน หลังจากนั้น นําแคลลัสมาลางในอาหารเหลวสูตร MS ที่

เติมสารปฏิชีวนะซีโฟทาซิม ความเขมขน 300 มก./ล. เพื่อกําจัดเ ช้ือ A. tumefaciens 

/pCAMBIA1304 จํานวน 3 คร้ัง ๆ ละ 15 นาที และซับดวยกระดาษที่นึ่งฆาเช้ือแลว จากนั้น ทําการ

ยายแคลลัสไปเพาะเล้ียงบนอาหารวุนสูตร MS ที่เติม BA 5 มก./ล. รวมกับ 2,4-D 0.1 มก./ล. และเติม

สารปฏิชีวนะซีโฟทาซิม ความเขมขน 300 มก./ล. รวมกับเติมสารปฏิชีวนะไฮโกรมัยซิน ความเขมขน 

40 มก./ล. โดยตองเปล่ียนอาหารใหม ทุก ๆ 2 สัปดาห และเพาะเล้ียงเปนระยะเวลาทั้งหมด 4 สัปดาห 

นําแคลลัสที่สามารถเจริญเติบโตไดบนอาหารสูตรคัดเลือก ไปเพาะเล้ียงบนอาหารแข็งสูตรชักนําตนที่

สมบูรณ ซึ่งประกอบดวย อาหารวุนสูตร MS ที่เติม BA 5 มก./ล. จากนั้น นําตนที่สมบูรณมาตรวจสอบ
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การมีอยูของยีนตานทาน hpt และยีน gfp เพื่อนําผลการทดลองที่ดีที่สุดไปใชในการสงถายยีน STS 

เขาสูแคลลัสหนอนตายหยากได ตอไป 

     

5 .  ก า ร ต ร ว จ ส อ บ ตน ที ่ ไ ด ร ับ ก า ร ส ง ถ า ย ยีน  โ ด ย ใ ช เ ท ค นิค พีซ ีอ า ร   ( PCR: 

polymerase chain reaction)  

 เมื ่อคัดเลือกแคลลัสที่รอดชีวิตบนอาหารคัดเลือก จากการสงถายยีน เปนเวลา     

4 สัปดาห และนํามาตรวจสอบการมีอยูของยีนคัดเลือก hpt และ ยีน gfp โดยวิธี ดังนี้ 

 5.1 การสกัดจีโนมิคดีเอ็นเอจากแคลลัส ดวยวิธี DNAzol® Reagents (invitrogen)  

 คัดเลือกแคลลัสที่รอดชีวิตหลังจากการสงถายยีน ลางดวยน้ํากล่ันที่ผานการนึ่งฆา

เชื้อมาแลว จํานวน 2 ครั้งๆ ละ 15 นาที นํามาบดใหละเอียดในขณะบดจะใชรวมกับ

ไนโตรเจนเหลว (liquid nitrogen) เพื่อใหรักษาความเย็นแกเซลล จากนั้นนําผงละเอียดของเซลล

หนอนตายหยากที่ไดประมาณ 500 - 1,000 มิลลิกรัม มาเติมสาร DNAzol® Reagents ปริมาตร      

1 มิลลิลิตร ผสมใหเปนเนื้อสารเดียวกันดวยเคร่ือง vortex จากนั้น นําไปปนตกตะกอนดีเอ็นเอ ดวย

เคร่ืองปนหมุนเหว่ียง ที่ความเร็ว 13,000 รอบตอนาที อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที ดูด

สวนใสใสหลอดไมโครเซนติฟวส ขนาด 1.5 ไมโครลิตร เติมเอทานอลความเขมขน 100 เปอรเซ็นต 

ปริมาตร 500 ไมโครลิตร ผสมใหเขากันและตั้งทิ้งไวที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 1- 3 นาที จากนั้นนําไป

ปนตกตะกอนดีเอ็นเอ ดวยความเร็ว 13,000 รอบตอนาที อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส นาน 

10 นาที เททิ้ง ลางตะกอนดีเอ็นเอดวยเอทานอล ความเขมขน 95 เปอรเซ็นต ปริมาตร               

500 ไมโครลิตร ปนดวยเคร่ืองหมุนเหว่ียง 13,000 รอบตอนาที อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส นาน 5 นาที 

เททิ้งสวนใสทิ้ง และลางตะกอนดีเอ็นเออีกครั้ง ดวยเอทานอล ความเขมขน 70 เปอรเซ็นต 

ปริมาตร 500 ไมโครลิตร ปนดวยเคร่ืองหมุนเหว่ียง 13,000 รอบตอนาที อุณหภูมิ 4 องศา-

เซลเซียส นาน 5 นาที ลางตะกอนซ้ําอีก 1 คร้ัง นําตะกอนดีเอ็นเอที่ไดตากใหแหง จากนั้นละลาย

ตะกอนดีเอ็นเอดวยน้ํากล่ันผานการฆาเช้ือ ปริมาตร 20-30 ไมโครลิตร เก็บดีเอ็นเอที่ไดไวอุณหภูมิ  

-20 องศาเซลเซียส  

 5.2 การตรวจสอบการมีอยูของยีนตานทาน hpt และยีน gfp โดยใชเทคนิค 

polymerase chain reaction (PCR) ดังนี้ 

 นําจีโนมิคดีเอ็นเอที่สกัดไดจากขอ 5.1 มาตรวจสอบการมีอยูของยีนตานทาน 

hpt และยีน gfp ดวยวิธี polymerase chain reaction (PCR) โดยใชไพรเมอรที่มีความจําเพาะตอ

ยีน ยีน hpt และยีน gfp ปฏิกิริยาพีซีอาร ใชดีเอ็นเอแมแบบ ความเขมขน 100 นาโนกรัม จากตัวอยาง

ตนหนอนตายหยากที่ผานการสงถายยีนที่ และใชดีเอ็นเอพลาสมิด pCAMBIA1304 และ พลาสมิด 

pCAMBIA1304/STS เปนตัวอยางควบคุม สวนผสมของปฏิกิริยาพีซีอาร ปริมาตรทั้งหมด               

20 ไมโครลิตร โดยใชชุดสารเคมี Dream Taq green PCR Master Mix (2x) (Thermo Fisher 

Scientific Inc.) ไพรเมอรทั้ง 2 ชนิด อยางละ 0.250 ไมโครโมลาร เมื่อสิ้นสุดปฏิกิริยา นําผลของพีซี

อารที่ได มาแยกขนาดดีเอ็นเอบนเจลอะกาโรส ความเขมขน 0.8 เปอรเซ็นต และยอมเจลที่ได
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ดวยสารละลายเอธิเดียมโบรไมด ตรวจสอบผลภายใตแสงอัลตราไวโอเลตเพื่อตรวจดูขนาดของ

ดีเอ็นเอ  

ไพรเมอรสําหรับตรวจสอบการมีอยูของยีนคัดเลือก hygromycin phosphotransferase (hpt) 

ซึ่งเมื่อทําปฏิกิริยาพีซีอาร จะไดแถบดีเอ็นเอ ขนาด 800 คูเบส 

 HPT-2 Forward: 5’-CCT GAA CTC ACC GCG ACG -3’ 

 HPT-2 Reverse: 5’-AAG ACC ATG CGG AGC ATA TA-3’ 

ไพรเมอรสําหรับตรวจสอบการมีอยูของยีน gfp เมื่อทําปฏิกิริยาพีซีอาร จะไดแถบดีเอ็น

เอ ขนาด 636 คูเบส 

 gfp-f: 5’-TGC CTG AGG GAT ACG TGC-3’ 

 gfp-r: 5’-ACT TCG CGC TGA TAC CAG A-3’ 

 

6 .  ก า ร ศึ ก ษ า ก า ร ส ง ถ า ย ยี น  เ ข า สู แ ค ล ลั ส ข อ ง ห น อ น ต า ย ห ย า ก  โ ด ย ใ ช เ ช้ื อ                              

A. tumefaciens / pCAMBIA1304/ STS  

การสงถายยีน STS เขาสูแคลลัสของหนอนตายหยาก โดยใชเช้ือ A. tumefaciens สายพันธุ 

EHA 105 ซึ่งบรรจุพลาสมิด pCAMBIA1304/STS ดังแสดงในภาพที่4 โดยขั้นตอนการสง

ถายยีน โดยใชวิธีจากวิธีการสงถายยีนเขาสูแคลลัสของหนอนตายหยากที่มีประสิทธิภาพดีที่สุด

จากการทดลองใน ขอ 4 คือ  การ เพาะเ ลี ้ย งแคลล ัสร วมกับ เซลลแขวนลอยแบคทีเ ร ีย              

A. tumefaciens / pCAMBIA1304/ STS เปนระยะเวลา 30 นาที จากนั้นยายแคลลัสเพาะเล้ียง

บนอาหารวุนสูตร MS ที่เติม acetosyringone ความเขมขน 100 ไมโครโมลาร และนําไปเล้ียงตอใน

สภาพมืด เปนระยะเวลา 3 วัน หลังจากนั้นนําแคลลัสมาลางในอาหารเหลวสูตร MS ที่เติมสาร

ปฏิชีวนะซีโฟทาซิม ความเขมขน 300 มก./ล. เพื่อกําจัดเชื้อแบคทีเรีย A. tumefaciens และ

ลางแคลลัส จํานวน 3 คร้ัง ๆ ละ 15 นาที นํามาซับดวยกระดาษที่นึ่งฆาเช้ือแลว ทําการยายแคลลัสไป

เพาะเล้ียงบนอาหารวุนสูตร MS ที่เติม BA 5 มก./ล. และ 2, 4-D 0.1 มก./ล. รวมกับเติมสาร

ปฏิชีวนะซีโฟทาซิม ความเขมขน 300 มก./ล. และเติมสารปฏิชีวนะไฮโกรมัยซิน ความเขมขน   

40 มก./ล. และเปล่ียนอาหารใหม ทุก ๆ 2 สัปดาห เพาะเล้ียงเปนระยะเวลาทั้งหมด 4 สัปดาห นํา

แคลลัสที่สามารถเจริญเติบโตได บนอาหารสูตรคัดเลือก ไปเพาะเล้ียงบนอาหารแข็งสูตรชักนําตนที่

สมบูรณ ซึ่งประกอบดวย อาหารวุนสูตรMS ที่เติม BA 5 มก./ล. เพื่อนํามาตรวจสอบการมีอยู

ของยีน STS ตรวจสอบการมีอยูของยีนตานทาน hpt ยีน gfp และตรวจสอบการยอมติดสีน้ํา

เงินของ gus ตอไป 

 6.1 ตรวจสอบผลการมีอยูของยีน STS ดวยเทคนิค Reverse transcription polymerase 

chain reaction (RT-PCR)  

   6.1.1 การสกัดอารเอ็นเอทั้งหมด (Total RNA) โดยใชวิธี TRIzol 

Reagent (Invitrogen)  

   นําแคลลัสที่รอดจากการสงถายยีน มาลางดวยน้ํากล่ันที่ผานการนึ่ง

ฆาเช้ือมาแลว จํานวน 2 คร้ัง คร้ังละ 15 นาที บดแคลลัสใหละเอียด  โดยใชไนโตรเจนเหลว 
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(liquid nitrogen) ชวยใหตัวอยางเย็นอยูตลอดเวลา เปนการปองกันการสลายตัวของอารเอ็นเอ 

จากนั้น เติมสารละลาย TRIzol Reagent ปริมาตร 0.8 มิลลิลิตร ลงในหลอดขนาด 1.5 มิลลิลิตร   

ที่บรรจุตัวอยางที่ไดรับการบดใหละเอียดแลว ผสมใหเขากันโดยการเขยา และตั้งทิ้งไวที่อุณหภูมิหอง 

เปนเวลา 5 นาที จากนั้นเติม Chloroform ปริมาตร 0.2 มิลลิลิตร เขยาใหสารละลายเขากัน 

ประมาณ 15 วินาที ตั้งไวที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 2-5 นาที จากนั้น นําไปปนตกตะกอน      

ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ความเร็วที่ 12,000 รอบตอนาที นาน 15 นาที ดูดเอาเฉพาะสวน

ช้ันบน ซึ่งจะมีลักษณะใส ใสหลอดใหมขนาด 1.5 มิลลิลิตร และทําการตกตะกอนอารเอ็นเอ โดย

การเติม Isopropanol ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร ผสมใหเขากัน โดยพลิกหลอดไปมา วางไวที่

อุณหภูมิหอง นาน 10 นาที จากนั้น นําไปปนตกตะกอนที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ความเร็วที ่

12,000 รอบตอนาที เปนเวลา 10 นาที เทสวนที่เปนสารละลายใสทิ้ง ลางตะกอนอารเอ็นเอโดย

เติมเอทานอล 75 เปอรเซ็นต ปริมาตร 1 มิลลิลิตร เขยาใหเขากัน แลวนําไปปนตกตะกอน       

ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ความเร็วที่ 7,500 รอบตอนาที เปนเวลา 5 นาที ลางตะกอนดีเอ็นเอซ้ํา

อีกคร้ังหนึ่ง จากนั้นผ่ึงตะกอนอารเอ็นเอจนแหง โดยใชเวลาประมาณ 5-10 นาที แลวจึงละลายตะกอน

อารเอ็นเอ ดวยน้ํา (DEPC-treated water) ปริมาตร 20-25 ไมโครลิตร เก็บอารเอ็นเอที่อุณหภูมิ          

-20 องศาเซลเซียส วัดปริมาณความเขมขนของอาร เอ็น เ อ  ทํา ไดโดยการวัดคาการ

ดูดกลืนแสง ที่ความยาวคล่ืน 260 นาโนเมตร (A260) และ 280 นาโนเมตร (A280) เคร่ือง 

Spectrophotometer นํามาคํานวณความเขมขนของอารเอ็นเอที่ได 

   6.1.2  การกําจัดจีโนมิคดีเอ็นเอ ออกจากตัวอยางอารเอ็นเอรวม 

    กําจัดจีโนมิคดีเอ็นเอ ออกจากอารเอ็นเอที่สกัดไดโดยใช DNase 

I (Fermentas, USA) โดยทําปฏิกิริยาดังนี้ นําอารเอ็นเอที่สกัดไดจํานวน 3 ไมโครกรัม            

เติม 10X DNase I Reaction buffer ที่ผสม MgCl2 ไวแลว ปริมาตร 1 ไมโครลิตร และเติม 

DNase I จํานวน 1 ไมโครลิตร (2 unit/ul) จากนั้นปรับปริมาตรดวยน้ํากลั่นที่ผานการทําลาย

เอนไซม RNase ดวย DEPC จนไดปริมาตรสุดทายเทากับ 10 ไมโครลิตร นําไปบมที่อุณหภูมิ 

37 องศา-เซลเซียส เปนเวลา 30 นาที หลังจากนั้นเติม 50 mM EDTA จํานวน                          

1 ไมโครลิตร บมที่อุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส 10 นาทีแลวนํามาแชในน้ําแข็ง 1 นาที เพื่อหยุด

ปฏิกิริยาของเอ็นไซม DNase I จากนั้นเก็บที่ -20 องศาเซลเซียส 

   6.1.3 สังเคราะห first-strand cDNA (1st cDNA) ดวย RevertAidTMM-MuLV 

Reverse Transcriptase (Fermentas) และการทํา RT-PCR โดยมีวิธีการ ดังตอไปนี้ 

   การสังเคราะห First Strand cDNA โดยใชอารเอ็นเอ (Total 

RNA) ความเขมขน 3 ไมโครกรัม เติมสาร dNTPs 10 mM (dATP, dTTP, dCTP และ dGTP) และ

เติมไพรเมอร Oligo (dT) ความเขมขน 100 µM ผสมใหเขากัน บมที่ 65 องศาเซลเซียส นาน        

5 นาที จากนั้นเติมเอนไซม Reverse Transcriptase 200 Unit/reaction บมที่  42 องศาเซลเซียส 

นาน 1 ช่ัวโมง และหยุดปฏิกิริยาดวยความรอนที่ 70 องศาเซลเซียส นาน 10 นาที เก็บไวที่ 20 องศา

เซลเซียส เพื่อนําไปเพิ่มปริมาณของปฏิกิริยา PCR ตอไป โดยใชไพรเมอรที่มีความจําเพาะตอยีน 

STS (RTFSTSc6 Forward และ gfp Reverse) ใชสวนผสมของปฏิกิริยาพีซีอาร ปริมาตร             
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20 ไมโครลิตร โดยใชชุดสารเคมี Dream Taq green PCR Master Mix (2x) (Thermo Fisher 

Scientific Inc.) และเติมคูไพรเมอร RTFSTSc6 และ gfp-r ความเขมขน 0.250 ไมโครโมลาร        

เมื่อสิ้นสุดปฏิกิริยานําผลของพีซีอารที่ได มาแยกขนาดดีเอ็นเอบนเจลอะกาโรส 1 เปอรเซ็นต และ

ยอมเจลที่ไดดวยสารละลายเอธิเดียมโบรไมด ตรวจสอบผลภายใตแสงอัลตราไวโอเลต เพื่อตรวจดู

ขนาดของดีเอ็นเอ โดยยีน STS จะไดแถบดีเอ็นเอขนาด  

ไพรเมอรสําหรับตรวจสอบการมีอยูของยีน STS เมื่อทําปฏิกิริยาพีซีอาร ไดแถบดี

เอ็นเอ ขนาด 2,180 คูเบส 

 RTFSTSc6 Forward: 5’-ATC ACC CAC CTC GTC TTC-3’ 

  gfp Reverse: 5’-TGC CTG AGG GAT ACG TGC-3’ 

 

7. การตรวจสอบการแสดงออกของยีน gus ดวยวิธี GUS histochemical assay 

 นําแคลลัสหนอนตายหยากที่ผานการสงถายยีน และผานการคัดเลือกโดยสามารถ

เจริญไดในอาหารที่เติมยาปฏิชีวนะไฮโกรมัยซิน เปนระยะเวลา 4 สัปดาห มาตรวจสอบการ

แสดงออกของยีน gus (เอนไซม β-glucuronidase) ดวยวิธี GUS histochemical assay ตรวจสอบ

การแสดงออกของยีน gus ภายในเนื้อเยื่อพืชที่ไดรับการสงถายยีน โดยดูการติดสีน้ําเงินของชิ้น

เนื้อเยื ่อที่ไดรับการสงถายยีน ซึ่งเกิดจากกิจกรรมการทํางานของเอนไซม β-glucuronidase        

โดยมีขั้นตอนดังนี้นําเนื้อเยือ่พชืที่ไดจากการสงถายยีน มาลางในสารละลายซีโฟทาซิม ความเขมขน 

200 มิลลิกรัมตอลิตร เปนระยะเวลา 2 นาที แลวลางดวยน้ํากลั่นที่นึ่งฆาเชื้อ 3 ครั้ง ซับน้ํา

สวนเกินที่ติดมากับช้ินเนื้อเยื่อออก จากนั้นนําเนื้อเยื่อมาแชในสารละลาย 5-bromo-4-chloro-3-

indolyl glucuronide (X-Gluc) (0.05 mM X-Gluc in 10 mM Na2HPO4, 10 mM NaH2PO4 0.1 

เปอรเซ็นต Triton X-100, 0.5 mM K3Fe(CN)6 และ 0.5 mM K4Fe(CN)6) แลวนําไปบมที่อุณหภูมิ 

37 องศาเซลเซียส นาน 14 ช่ัวโมง เมื่อครบเวลา หยุดปฏิกิริยาดวยการเติมเอทธานอล                 

70 เปอรเซ็นต และแชตัวอยางในเอทธานอล 95 เปอรเซ็นต นาน 15-20 นาที จํานวน 2 ครั้ง 

เพื่อใหเห็นการติดสีน้ําเงินชัดเจนขึ้นดวย หรือจนกระทั่งเห็นวา คลอโรฟลลหมด แลวตรวจดูการ

แสดงออกของยีน gus จากการติดสีน้ําเงิน ภายในช้ินเนื้อเยื่อ ที่ไดรับการสงถายยีน 

 

8. การสกัด และวิเคราะหสารประกอบฟนอลิกทั้งหมด (Total Phenolic Compound) ใน

แคลลัสหนอนตายหยาก ที่ไดรับการสงถายยีน Stilbene synthase like gene (STS) 

 นําตนหนอนตายหยากที่รอดจากการสงถายยีน โดยตัดช้ินสวนของขอ ยายเพาะเล้ียงใน

อาหารเหลว ½ MS เปนอาหารสูตรชักนํายอด และตนสมบูรณ ที่เติม BA ความเขมขน 5 มก./ล. 

เพาะเลี้ยงบนเครื่องเขยา ความเร็ว 120 รอบ/นาที ภายใตอุณหภูมิ 25±2 องศาเซลเซียส 

ความเขมแสง 37.6 μmol.m-2.s
-1
 ใหแสง 16 ช่ัวโมงตอวัน เปนระยะเวลา 6 สัปดาห สกัด

สารประกอบ        ฟนอลิกทั้งหมด (Total Phenolic Compound) โดยนําตนสมบูรณหนอนตาย

หยาก ที่เพาะเล้ียงในอาหารเหลว ½ MS นํามาบดดวยไนโตรเจนเหลวใหละเอียด ช่ังตัวอยาง ๆ ละ  

1 กรัม ใสในหลอดทดลอง เติมสารละลายเมทานอล ความเขมขน รอยละ 80 จํานวน 10 มล. ปนให
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เขากันดวยเคร่ือง vortex นาน 2 นาที แลวนําไปสั่นสะเทือน ดวยคล่ืนเสียง (Sonicate) ที่อุณหภูมิ 

4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที แลวนําไปหมุนเหว่ียง โดยเคร่ืองเหว่ียงแยก ดวยความเร็วรอบ 

4,500 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส นาน 20 นาที แยกสวนใสออกมาใสขวดใหม ปรับปริมาตร

อีกคร้ัง ใหมีปริมาตรสุดทาย จํานวน 10 มล. เก็บตัวอยางในขวดแกวสีชา ที่อุณหภูมิ –20 องศา

เซลเซียส จากนั้น นํามาวัดปริมาณสารประกอบฟนอลิกทั้งหมด (Total Phenolic Compound) 

โดยวิธี Folin–Ciocalteu colorimetric method ทําการดูดสารละลายตัวอยางที่สกัดแลว           

0.1 มล. เติมน้ํากลั่น จํานวน 0.5 มล. หลังจากนั้นเติมโฟลิน-ซีเคาทูรีเอเจนท 0.1 มล. ตั้งทิ้งไว

เปนเวลา 6 นาที ที่อุณหภูมิหอง เติม 7.5 เปอรเซ็นต โซเดียมคารบอเนต จํานวน 1 มล. เติมน้ํากล่ัน 

จํานวน 1 มล. ตั้งทิ้งไวเปนเวลา 90 นาที ในที่มืด ที่อุณหภูมิหอง นํามาวัดคาการดูดกลืนแสง         

ที่ความยาวคลื่น 760 นาโนเมตร คํานวณปริมาณสารประกอบฟนอลิกทั้งหมด โดยเทียบกับสาร

เทียบกับสารมาตรฐานกรดแกลลิค ในขวงความเขมขน 20-100 ppm รายงานคาในหนวยมิลลิกรัม

กรดแกลลิค ตอ 100 กรัม น้ําหนักสด 

 

9. การสกัด และวิเคราะหปริมาณสาร pinosylvin ในตนหนอนตายหยากที่ไดรับการสง

ถายยีน Stilbene synthase like gene (STS) ดังนี้  

 การวิเคราะหหาปริมาณ pinosylvin ซึ่งนํามาใชเปนตัวแทนของสาร กลุม stilbenoid 

ในหนอนตายหยาก มีขั้นตอน ดังนี้  นําตัวอยางตนที่บดละเอียด จํานวน 1 กรัม จากนั้น

เติมสารละลายเมทานอล ที่ประกอบดวย สารละลาย HCl ความเขมขน 1 เปอรเซ็นต ปริมาตร 

500 มล. และ เติม 2 N HCl ปริมาตร 500 ไมโครลิตร นําไปตมในอุณหภูมิ 70 องศาเซลเซียส 

เปนเวลา 1 ช่ัวโมง นําสารสกัดที่ไดมาปนแยกกาก และนําสวนใสของสารสกัดมาทําใหแหงโดย

ใชแกสไนโตรเจน ทําการละลายสารสกัดอีกคร้ัง ดวยเมทานอล ปริมาตร 1 มล. เพื่อนําไปวิเคราะห 

หาปริมาณสาร pinosylvin โดยเคร่ือง HPLC โดยเปรียบเทียบกับสารละลายมาตรฐาน pinosylvin  

 

10. สถิติที่ใชในการทดลอง 

การวิเคราะหผลทางสถิติ โดยวางแผนการทดลองแบบ Completely randomized design 

(CRD) และวิเคราะหความแตกตางของคาสถิติ และคาเฉล่ีย ระดับการแสดงออกของยีน              

โดยวิธี Duncan’s multiple range test (DMRT) โดยใชโปรแกรมคอมพิวเตอร Statistical 

Package for the Social Science for windows (SPSS) 
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ผลการทดลอง  

1. ศึกษาการเพาะเลี้ยงตนหนอนตายหยาก เพื่อชักนําใหเกิดแคลลัสที่มีระดับความ

เขมขน ของสารควบคุมการเจริญเติบโตของพืชตาง ๆ  

 1.1 ผลของ BA และ 2, 4-D ที่มีตอการชักนําใหเกิดแคลลัส และชักนําการเกิดยอดจํานวนมาก

ที่เพาะเล้ียงบนอาหารวุนสูตร MS และในอาหารเหลว ½ MS เปนระยะเวลา 4 สัปดาห 

 ในการศึกษาการชักนําแคลลัสจากชิ้นสวนขอตนหนอนตายหยาก โดยการ

เปรียบเทียบระหวาง การเพาะเลี้ยงบนอาหารวุนสูตร MS และในอาหารเหลว ½ MS ดังแสดง

ในภาพที่ 4 และ 5 พบวา ในสูตรอาหารเหลว ½ MS เพาะเลี้ยงที่เติม BA รวมกับ 2, 4-D มี

เปอรเซ็นตการเกิดแคลลัสสูงกวาการเพาะเล้ียงบนอาหารวุนสูตร MS เนื่องจากการเพาะเล้ียงใน

อาหารเหลว ½ MS เปนอาหารครึ่งสูตร ที่ไมมีสวนผสมของวุน เนื้อเยื่อของพืชที่เพาะเลี้ยงใน

อาหารเหลว ½ MS มีการเจริญที่ดี และคอนขางเร็ว จากการทดลอง พบวา ช้ินสวนของขอที่

นํามาเพาะเลี้ยงในอาหารเหลว  ½ MS ที่มี BA 5 มก./ล. รวมกับ 2, 4-D 0.1 มก./ล. มีเปอรเซ็นต

การเกิดแคลลัสสูงสุด เทากับ 80 เปอรเซ็นต รองลงมา ที่มี BA 1 มก./ล. รวมกับ 2, 4-D 0.1 มก./ล. 

เปอรเซ็นตการเกิดแคลลัส 60 เปอรเซ็นต (ภาพ 4ก) แตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ      

(p < 0.05) เมื่อเปรียบเทียบกับสูตรอาหาร ที่เติมสารควบคุมการเจริญเติบโตชนิด และความ

เขมขนอื่น ๆ สวนการทดลองการชักนําช้ินสวนของขอใหเกิดเปนแคลลัส ที่เพาะเล้ียงบนอาหาร

วุนสูตร MS พบวา ที่มี BA 5 มก./ล. รวมกับ 2, 4-D 0.1 มก./ล. เปอรเซ็นตการเกิดแคลลัส     

60 เปอรเซ็นต รองลงมา ที่มี BA 3 มก./ล. รวมกับ 2, 4-D 0.1 มก./ล. เปอรเซ็นตการเกิดแคลลัส   

53 เปอรเซ็นต (ภาพ 4ข) สําหรับในการเพาะเลี้ยงในอาหารเหลว สิ่งที่ควรระวังในเรื่องการ

ถายเทอากาศของเนื้อเยื่อ ถาเล้ียงเนื้อเยื่อในอาหารเหลว จําเปนตองเล้ียงบนเคร่ืองเขยา ควบคู

ไปดวยเสมอ เพราะการเขยาจะชวยใหออกซิเจนละลายลงในอาหาร สงผลดีตอการเจริญเติบโตของ

เนื้อเยื่อพืชไดดี เนื้อเยื ่อพืชที่เลี้ยงในอาหารแข็ง หรือกึ่งแข็ง มักเจริญเติบโตไดชากวาใน

อาหารเหลว เนื่องจากมีพื้นที่ผิวสัมผัสกับอาหารไดนอยกวา และตําแหนงที่ช้ินสวนเนื้อเยื่อพืช

สัมผัสกับอาหารจะมีสารที่เปนของเสียจากเมตาโบลิซึม (metabolic wastes) ปลดปลอย

ออกมาจากเซลล และมีผลตอการเจริญเติบโตของเซลล (อรดี สหวัชรินทร, 2526) 
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ภาพ 4 แสดง ก) ลักษณะการเกิดแคลลัสที่เพาะเล้ียงในอาหารเหลว ½ MS ที่มี BA 5 มก./ล. 

รวมกับ 2,4-D 0.1 มก./ล เพาะเล้ียงภายใตอุณหภูมิ 25±2 องศาเซลเซียส ใหแสง         

16 ช่ัวโมงตอวัน เปนระยะเวลา 4 สัปดาห,  

 ข) ลักษณะการเกิดแคลลัส ที่เพาะเล้ียงบนอาหารวุนสูตร MS ที่มี BA 5 มก./ล. รวมกับ 

2,4-D 0.1 มก./ล เพาะเล้ียงภายใตอุณหภูมิ 25±2 องศาเซลเซียส ในสภาวะมืด เปน

ระยะเวลา 4 สัปดาห 

 

 
 

ภาพ 5 แสดงเปอรเซ็นตการชักนําใหเกิดแคลลัส บนอาหารวุนสูตร MS และในอาหารเหลว ½ MS 

โดยเพาะเล้ียงในสูตรอาหารที่เติมสารควบคุมการเจริญเติบโตที่ระดับความเขมขนตาง ๆ 

เปนระยะ 4 สัปดาห 

 

การศึกษาผลของ BA และ 2, 4-D ที่มีตอการชักนําช้ินสวนของขอ จากตนหนอนตายหยากให

เกิดยอดใหมจํานวนมาก หลังจากนําช้ินสวนของขอ ที่มีความยาวประมาณ 2 เซนติเมตร ยาย

มาเพาะเล้ียง โดยเปรียบเทียบการเพาะเล้ียงในระหวางบนอาหารวุนสูตร MS และในอาหารเหลว ½ MS 

ก ข 
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ที่มี BA ที่ระดับความเขมขน 0, 1, 3 และ 5 มก./ล. รวมกับ 2, 4-D ความเขมขน 0, 0.1, 0.5 และ      

1 มก./ล. หลังจากเพาะเล้ียงเปนระยะเวลานาน 4 สัปดาห และเปรียบเทียบจํานวนยอดที่เกิดขึ้นทาง

สถิติ พบวา มีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญ (p < 0.05) และเมื่อเปรียบเทียบคาเฉล่ีย ที่ไดใน

แตละความเขมขน ของแตละสูตรอาหารเพาะเล้ียง ผลปรากฏวา ช้ินสวนของขอที่เพาะเลี้ยงใน

อาหารเหลว ½ MS ที่มี BA 5 มก./ล. สามารถชักนําใหเกิดจํานวนยอดใหมไดสูงสุด โดยมี

คาเฉล่ียอยูที่ 7.8 ยอดตอช้ินสวนเนื้อเยื่อ (ภาพ 6ง) สวนผลการทดลองการชักนําช้ินสวนของขอที่

เพาะเล้ียงบนอาหารวุนสูตร MS พบวา มี BA 5 มก./ล. สามารถชักนําใหเกิดยอดใหมโดยมีคาเฉล่ียอยูที่ 

6.0 ยอดตอช้ินสวนเนื้อเยื่อ (ภาพ 6ข) 

 

                    
                 

                  
ภาพ 6 แสดงลักษณะช้ินสวนเนื้อเยื่อเร่ิมตนจากช้ินสวนของขอจากตนหนอนตายหยาก 

 

หมายเหตุ: ก) ลักษณะช้ินสวนเนื้อเยื่อเร่ิมตนจากช้ินสวนของขอจากตนหนอนตายหยาก ที่เพาะเล้ียง 

 บนอาหารวุนสูตร MS  

ข) ลักษณะการเจริญเติบโตของการเกิดยอดใหม ที่เพาะเล้ียงบนอาหารวุนสูตร MS ที่

มี BA 5 มก./ล. เพาะเล้ียงภายใตอุณหภูมิ 25±2 องศาเซลเซียส ในสภาวะมืดเปน

ระยะเวลา 4 สัปดาห  

ค) ลักษณะช้ินสวนเนื้อเยื่อเร่ิมตนจากช้ินสวนของขอจากตนหนอนตายหยากที่เพาะเล้ียงใน

อาหารเหลว ½ MS  

ง) ลักษณะการเจริญเติบโตของการเกิดยอดใหมที่เพาะเล้ียงในอาหารเหลว ½ MS ที่มี 

BA 5 มก./ล. ที่เพาะเล้ียงบนเคร่ืองเขยา ความเร็ว 120 รอบ/นาที ภายใตอุณหภูมิ            

25±2 องศาเซลเซียส ใหแสง 16 ช่ัวโมงตอวัน เปนระยะเวลา 4 สัปดาห 

 

ก ข 
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ตาราง 2 แสดงเปอรเซ็นตการเกิดแคลลสั และคาเฉลี่ยของการเกิดยอดจากการเพาะเลี้ยง 

  ระหวางบนอาหารวุนสูตร MS และในอาหารเหลว ½ MS ที่เติม BA รวมกับ 

  2, 4-D ที่ระดับความเขมขนแตกตางกัน เปนระยะเวลา 4 สัปดาห  

สารควบคุม 

การเจริญเติบโต 

อาหารวุนสูตร MS อาหารเหลว ½ MS 

2, 4-D 

(มก./ล.) 

BA 

(มก./ล.) 

เปอรเซ็นตการ

เกิดแคลลัส 

คาเฉล่ียของ

การเกิดยอด 

เปอรเซ็นต 

การเกิดแคลลัส 

คาเฉล่ียของ 

การเกิดยอด 

0 0 0d 3.07±0.153c
 

0e 4.07±0.330d 

  1 0d 4.27±0.228b
 

7de 7.40±0.542b 

  3 40abc 4.53±0.192b 27bcde 5.73±0.502c 

  5 40abc 6.00±0.239a 40bcd 9.40±1.055a 

0.1 0 33abcd 2.13±0.192d 27cde 2.20±0.460 efg 

  1 40abc 2.13±0.192d 60ab 3.00±0.390de 

  3 53ab 2.33±0.159d 53abc 3.07±0.267de 

  5 60a 2.40±0.131d 81a 2.93±0.267def 

0.5 0 7cd 2.40±0.163d 7de 1.52±0.287fg 

  1 20bcd 2.00±0.098d 20cde 1.53±0.376fg 

  3 40abc 2.20±0.183d 27bcde 1.47±0.291g 

  5 40abc 2.07±0.158d 33bcde 2.13±0.456efg 

1.0 0 13cd 2.00±0.169d 20cde 1.33±0.361g 

  1 13cd 1.93±0.153d 7de 1.40±0.375g 

  3 20bcd 2.40±0.131d 20cde 1.13±0.274g 

  5 27abcd 2.27±0.118d 27bcde 1.67±0.270efg 

 

หมายเหต:ุ อักษรที่แตกตางกันทางแนวตั้ง มีความแตกตางกันทางสถิติที่ระดับความเชื่อมั่น  

95เปอรเซ็นต เมื่อเปรียบเทียบคาเฉล่ีย ดวยวิธี DMRT 

 

จากการวัดความยาวของยอดใหมที่เกิดขึ้น พบวา ช้ินสวนของขอที่เพาะเล้ียงในอาหารเหลว       

½ MS ที่มี BA 5 มก./ล. มีความยาวของตนประมาณ 8 เซนติเมตร (ภาพ 7ก) และช้ินสวนของขอที่

เพาะเลี้ยงบนอาหารวุนสูตร MS ที่มี BA 5 มก./ล. มีความยาวของตนประมาณ 4 เซนติเมตร 

(ภาพ 7ข)  
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ภาพ 7 แสดงลักษณะการเจริญเติบโตของยอดใหมที่เกิดขึน้ 

หมายเหต:ุ ก) ลักษณะการเจริญเติบโตของยอดใหมที่เกิดขึ้นเมื่อยายช้ินสวนของขอ มาเพาะเล้ียงใน

อาหารเหลว ½ MS ที่มี BA 5 มก./ล. เพาะเล้ียงบนเคร่ืองเขยา ภายใตอุณหภูมิ 

25±2 องศาเซลเซียส ใหแสง 16 ช่ัวโมงตอวัน เปนระยะเวลา 4 สัปดาห 

 ข) ลักษณะการเจริญเติบโตของยอดใหมที่เกิดขึ้น ของช้ินสวนของขอ จากการเพาะเล้ียง 

บนอาหารวุนสูตร MS ที่มี BA 5 มก./ล. เพาะเล้ียงภายใตอุณหภูมิ 25±2 องศา-

เซลเซียส ในสภาวะมืด เปนระยะเวลา 4 สัปดาห 

 

การเพาะเล้ียงจากช้ินสวนของขอ เพื่อชักนําใหเกิดยอดจํานวนมาก หลังจากเพาะเล้ียง

เปนระยะนาน 4 สัปดาห พบวา ช้ินสวนของขอที่เพาะเล้ียงในอาหารเหลว ½ MS ที่มี BA 5 มก./ล.     

มีคาเฉล่ียของจํานวนยอด สูงกวาเพาะเล้ียงบนอาหารวุนสูตร MS ในการทดลองเติมสารควบคุมการ

เจริญเติบโต เพื่อสงเสริมการเพิ่มจํานวนยอด ที่เพาะเล้ียงในอาหารวุนสูตร MS มีรายงานจากพืชใน

วงศเดียวกับดาหลา โดยเพาะเล้ียงสวนยอดของ Zingiber zerumbet Smith บนอาหารวุนสูตร MS 

ที่เติม BA ความเขมขน 5 มก./ล. เพียงชนิดเดียว สามารถชักนําจํานวนยอดไดสูงสุด            

โดยมีคาเฉลี่ยของการเกิดยอด คือ 3.60 ยอดตอชิ้นสวนเนื้อเยื่อ (Faridah, et al., 2011) 

จากผลการศึกษา ถึงแมวา การพัฒนาของเนื้อเยื่อไปเปนยอดนั้น ตองการออกซิน และไซโตไคนินใน

อัตราสวนที่เหมาะสม แตในทางปฏิบัตินั้น พบวา รายงานการเพาะเล้ียงเนื้อเยื่อจากช้ินสวนของขอเพื่อ

ชักนําใหเกิดยอดจํานวนมาก นั้น สวนใหญมีการเติมไซโตไคนินเพียงอยางเดียว โดยไมตองเติม      

ออกซิน ก็สามารถกระตุนการเพิ่มจํานวนยอดไดดี โดยทั่ว ๆ ไป อาหารที่ใชเพาะเล้ียงปกติแลว         

การเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อเพื่อชักนําการเกิดยอด (shoot initiation) และเพิ่มจํานวนยอด 

(shoot multiplication) สามารถใชอาหารที่มีสวนประกอบ หรืออาจใชสูตรอาหารที่ใกลเคียงกันได  

แตเนื้อเยื่อ หรือชิ้นสวน มีความตองการกระตุนจากสารควบคุมการเจริญเติบโต ที่แตกตางกัน  

พืชสวนมาก เปล่ียนแปลงพัฒนาเปนอวัยวะ ถาไดรับสารควบคุมการเจริญเติบโต 2 กลุม คือ 

ออกซิน และไซโตไคนิน ทั้งนี้ ผันแปรขึ้นอยูกับชนิดของพืช ระยะการเจริญเติบโตของช้ินสวน และ

ระดับ หรือสัดสวนของสารควบคุมการเจริญเติบโต ถาสัดสวนของไซโตไคนินตอออกซินสูงขึ้น            

(ไซโตไคนิน > ออกซิน) จะกระตุนการเกิดยอด และถาสัดสวนของออกซินตอไซโตไคนินสูงขึ้น 

(ออกซิน > ไซโตไคนิน) จะกระตุนการเกิดราก (เพชรรัตน จันทรทิณ, 2556) ซึ่งสอดคลองกับการ

ทดลองเล้ียงช้ินสวนตนขมิ้นขาว บนอาหารวุนสูตร MS ที่เติม NAA รวมกับ BA พบวาช้ินสวนที่เลี้ยง

บนอาหารวุนสูตร MS ที่เดิม BA 2.0 มก./ล. เพียงอยางเดียว สามารถชักนําใหเกิดจํานวน

ก ข 
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ยอด เฉลี่ยสูงสุด อยูที่ 3.61 ยอดตอชิ้นสวน (พันธิตรา กมล, อุรัสยาน บูลยประมุข และ

อนุพันธ กงบังเกิด, 2555.) จากการศึกษางานวิจัยของ เทิดศักดิ์ โทณลักษณ (2556)            

ไดรายงานผลทดลอง การเพาะเล้ียงเนื้อเยื่อตาขางของเสี้ยวดอกขาว ที่เติม BAP ระดับความเขมขน

ตางกัน หลังจากการเพาะเลี้ยงเปนเวลา 8 สัปดาห บนอาหารวุนสูตร MS พบวา ที่เติม BAP 

ความเขมขน 5.0 มก./ล. ทําใหมีการเกิดยอดไดจํานวนมากที่สุด แตยอดที่ไดสวนมาก มีขนาดยาว

นอยกวา 0.5 ซม. ซึ่งแตกตางจาก การชักนํายอดจากชิ้นสวนของขอตนหนอนตายหยาก           

ที่สามารถชักนําการสรางยอดใหมไดจํานวนมาก และยังสง เสริมการยืดตัวของลําตน         

ใหมีความยาวเพิ่มมากขึ้น  

การเพาะเล้ียงในอาหารเหลว นิยมใชการเพาะเล้ียงเซลลแขวนลอย เนื้อเยื่อโปรโตคอรม 

เนื้อเยื่อเจริญ และปลายยอด เนื้อเยื่อทอลําเลียงที่เพาะเล้ียงในอาหารเหลว จะไมไดรับอิทธิพลจาก

แรงโนมถวง การแบงเซลล และการเจริญ จะรวดเร็วกวาการเพาะเลี้ยงในอาหารแข็ง และจะมี

การเจริญออกไปในทุกทิศทาง จากการศึกษา โดยใชช้ินสวนของขอจากตนหนอนตายหยาก เปนบริเวณ

ที่มียอด และใบเจริญเปนตนสมบูรณ ตามปกติขอมักจะพองโตกวาสวนอื่น ๆ ของลําตน และเปนสวน

ที่มีใบติดอยู จึงสามารถชักนําการเจริญเติบโตของขอ ที่สรางจํานวนยอดแขนงจํานวนมากได  

ซึ่งขอเหลานี้  สามารถมาตัดแบง หรือนําไปเล้ียงบนอาหารที่ชักนําใหเพิ่มจํานวนยอดไดตอไป        

และลักษณะของยอดที่ไดจะสมบูรณกวา จะเปนยอดที่เหมาะกับการนําไปชักนําใหเกิดเปนราก

ตอไป (แสงจันทร เอี่ยมธรรมชาติ, 2547) 

 

 1.2 ผลของสารควบคุมการเจริญเติบโต ตอการชักนําช้ินสวนของขอ จากตนหนอนตายหยาก 

ใหเกิดเปนแคลลัส ที่เล้ียงบนอาหารวุนสูตร MS เปนระยะเวลา 8 สัปดาห 

จากผลการศึกษา การชักนําช้ินสวนของขอใหเกิดแคลลัส โดยเพาะเล้ียงบนอาหารวุนสูตร 

MS ที่มี BA ความเขมขน 0, 1, 3 และ 5 มก./ล. รวมกับ 2, 4-D ความเขมขน 0, 0.1, 0.5 และ       

1 มก./ล. เพาะเลี้ยงภายใตอุณหภูมิ 25±2 องศาเซลเซียส ในสภาวะมืด เปนระยะเวลา          

8 สัปดาห พบวา ในอาหารวุนสูตร MS ที่มี BA 5 มก./ล. รวมกับ 2,4-D 0.1 มก./ล. มีเปอรเซ็นตของ

การเกิดแคลลัส สูงสุด 81 เปอรเซ็นต รองลงมาที่มี BA 3 มก./ล. รวมกับ 2,4-D 0.1 มก./ล. 

เปอรเซ็นตการเกิดแคลลัส 60 เปอรเซ็นต (ตาราง 2) แตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p < 0.05) 

ในชวงที่ 1-2 สัปดาหแรก เร่ิมมีเนื้อเยื่อเจริญปลายยอดขึ้นมา จากบริเวณชิ้นสวนของขอที่

ตัดเปนช้ินเล็ก ตอมาสัปดาหที่ 3-4 พบจํานวนของการเกิดแคลลัส ลักษณะเนื้อเยื่อสีเขียวเปน

กลุมกอน เกาะตัวกันเพิ่มขึ้น และมีการพัฒนาเปนยอดขึ้นมาอยางเห็นไดชัด ลักษณะยอดจะเปน

ยอดที่มีขนาดใหญ ไมสูง และไมมีใบ (ภาพ 8) ยอดจะเกิดขึ้นเมื่อใชอาหารเพาะเล้ียงตางกัน            

แตไมแนนอนเสมอไป ขึ้นอยูกับอัตราสวนระหวางออกซิน และไซโทไคนิน การเกิดยอด 

จากแคลลัส นั้น เกิดไดในอาหารที่มีออกซินต่ํา และไซโทไคนินสูง BA เปนไซโทไคนินที่ใหผลดี

ที่สุดตัวหนึ่ง ในการชักนําใหเกิดยอด การชักนําใหเกิดยอดจากแคลลัส นั้น มีปจจัยอื่น ๆ เขามา

เกี่ยวของในบางกรณี เกลือความเขมขนสูงสามารถชักนาํการเกิดยอดได (รังสฤษดิ์ กาวีตะ, 2545)  ใน

การทดลองของ อุษา พันธุฤทธิ์ดํา (2547) ทําการชักนําช้ินสวนของขอจากโปยเซียนใหเกิด
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แคลลัส พบวา แคลลัสที่มาจากขอ สามารถเกิดยอดรวมไดในอาหารสูตร MS ที่มี 2, 4-D 1.0 มก./ล. 

สามารถเกิดยอดรวมได โดยที่ความเขมขน BA 3.0 มก./ล. เกิดยอดรวมมากที่สุด คือ 10.90 ยอด

ตอแคลลัส และงานวิจัยของ Fernandes, Novais and Pais (1989) ไดรายงานเชนกันวา แคลลัส

ที่ไดเจริญมาจากปลายยอด ลําตน ของ Euphorbia characias จะมีลักษณะแบบคอมแพค สี

เขียว เซลลเกาะตัวกันแนน แคลลัสที่มีสีเขียวเกิดขึ้นนี้ เพราะมีคลอโรฟลล และปริมาณของ

คลอโรฟลล จะขึ้นกับชนิดของพืช ธาตุอาหารที่ใชเพาะเลี้ยง และปจจัยทางสิ่งแวดลอมของ

การเพาะเล้ียง โดยเฉพาะปจจัยแสงต่ํา หรือไมใชแสง นอกจากนี้ยังตองการออกซิเจนใชภายใน

เซลลอีกดวย ดังนั้น เมื ่อขยายระยะเวลาในการเพาะเลี้ยง 8 สัปดาห ลักษณะของแคลลัสที่

เกิดขึ้น เจริญเติบโตพัฒนาเปนยอดใหมอยางเห็นไดชัด เมื่อเทียบกับการชักนําแคลลัสที่อายุการ

เพาะเล้ียงที่ 4 สัปดาห เนื่องจากมีอายุการเพาะเล้ียงที่นานขึ้น ทําใหเกิดแคลลัสเจริญเติบโต และ

พัฒนาไดดี และในขณะการทดลองของ ชยานิจ ดิษฐบรรจง และคณะ (2551) เมื่อนําแคลลัสที่เกิด

จากคัพภะออน ชอดอกออน และใบออน สามารถชักนําใหเกิด embryogenic callus ไดดี นาน         

4 เดือน โดยแคลลัสมีการขยายขนาดขึ้น เปนเนื้อเยื่อกอนแข็งสีขาว ตอมาเร่ิมมีการ เปล่ียนแปลงที่ผิว

ของแคลลัสบางสวน มีกลุมเนื้อเยื่อสีขาวทึบ ลักษณะเปนเม็ดเล็ก ๆ เจริญออกมา และเพิ่มปริมาณขึ้น

เร่ือย ๆ และเมื่อเล้ียงตอไปอีก 3 เดือน embryogenic callus จะมีพัฒนาการเปน somatic embryo จะมี

การเจริญเติบโตที่แตกตางกันหลายลักษณะ คือ เจริญเปน polyembryony 2-3 ตน อยูรวมเปน

กระจุก มียอด และราก ที่สมบูรณ  

 

 

ภาพ 8 แสดงลักษณะการเจริญเติบโตของการเกิดยอดรวม ของแคลลัสที่มาจากขอเพาะเล้ียงบน

อาหารวุนสูตร MS ที่มี BA 5 มก./ล. รวมกับ 2, 4-D 0.1 มก./ล. เปนระยะเวลา 8 สัปดาห 
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ตาราง 3 แสดงเปอรเซ็นตการเกิดแคลลัส จากการเพาะเลี้ยงช้ินสวนของขอจากตนหนอน

ตายหยากบนอาหารวุนสูตร MS ที่มี BA รวมกับ 2, 4-D ที่ระดับความเขมขน

แตกตางกัน เปนระยะเวลา 8 สัปดาห 

สูตรอาหารเพาะเลี้ยงบนอาหารวุน MS 8 สัปดาห 

2, 4-D(มก./ล.) BA (มก./ล.) จํานวนที่เกิดแคลลัส เปอรเซ็นตการเกิด

แคลลัส 

0 0 0 0c 

  1 3 20bc 

  3 7 47ab 

  5 6 40bc 

0.1 0 4 27bc 

  1 6 40bc 

  3 9 60ab 

  5 6 40bc 

0.5 0 5 33bc 

  1 5 33bc 

  3 6 40bc 

  5 6 40bc 

1 0 4 27bc 

  1 4 27bc 

  3 6 40bc 

  5 6 40bc 

หมายเหตุ: เปอรเซ็นตการเกิดแคลลัส คิดจากจํานวนชิ้นเนื้อเยื่อที่เกิดแคลลัส ตอจํานวนชิ้น

เนื้อเยื่อที่เพาะเลี้ยงทั้งหมด 15 ชิ้นสวนเนื้อเยื่อพืช แตกตางอยางมีนัยสําคัญ

ทางสถิติ (p < 0.05)  

 

2. ผลการศึกษาความเขมขนของสารปฏิชีวนะไฮโกรมัยซิน ที ่ระดับความเขมขน   

ตาง ๆ ตอการอยูรอดชีวิตของแคลลัสหนอนตายหยาก ในสภาพอาหารคัดเลือก 

จากการศึกษาอิทธิพลความเขมขนของสารปฏิชีวนะไฮโกรมัยซิน ที่มีตอการอยูรอดของ

แคลลัส โดยใชเนื้อเยื่อแคลลัสที่พัฒนามาจากช้ินสวนของขอ จากตนหนอนตายหยากเล้ียงใน

อาหารวุนสูตร MS ที่มีสารไฮโกรมัยซิน ความเขมขน 0, 20, 30, 40, 50 และ 60 มก./ล. รวมกับ         

BA 5 มก./ล. และ 2, 4-D 0.1 มก./ล. ผลการทดลองดังแสดงในตารางที่ 4 พบวา สัปดาหแรก

ของการเพาะเลี้ยงแคลลัสในอาหารวุน ที่เติมไฮโกรมัยซินทุกระดับความเขมขน นั้น แคลลัส

ยังคงมีสีเขียว และสามารถเจริญเติบโตตามปกติ เมื่อเขาสูสัปดาหที่ 2 ของการเพาะเลี้ยง 

พบวา แคลลัสที่เพาะเล้ียงบนอาหารวุนที่เติมสารปฏิชีวนะไฮโกรมัยซิน ที่ระดับความเขมขน 
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50 และ 60 มก./ล. แคลลัสบางชิ้นเริ่มเปลี่ยนจากสีเขียวเปนสีดํา และตายในที่สุด โดยพบ

เปอรเซ็นตการรอดชีวิตของแคลลัส เทากับ 63.3 และ 53.3 เปอรเซ็นต ตามลําดับ ตอมาสัปดาหที่ 3 

ของการเพาะเล้ียง พบวา สารปฏิชีวนะ ไฮโกรมัยซิน ที่ระดับความเขมขน 20, 30 และ 40 มก./ล. 

แคลลัสเร่ิมเปล่ียนจากสีเขียวเปนสีน้าํตาล และมีอัตราการตายเพิ่มมากขึ้น โดยพบเปอรเซ็นต

การรอดชีวิตของแคลลัส เทากับ 40.0, 16.6 และ 13.3 เปอรเซ็นต ตามลําดับ ในสัปดาหที่ 4 

พบวา แคลลัสของหนอนตายหยาก ที่เพาะเลี้ยงในอาหารวุนสูตร MS ที่เติมสารปฏิชีวนะ 

ไฮโกรมัยซิน ความเขมขน ตั้งแต 40-60 มก./ล. มีลักษณะเปนสีดํา และตายทั้งหมด ในขณะที่ระดับ

ความเขมขน 0 และ 30 มก./ล. ยังคงพบการเจริญเติบโต และเปอรเซ็นตการรอดชีวิตของแคลลัสหนอน

ตายหยาก เปน 90.0, 33.33 และ 13.33 เปอรเซ็นต ตามลําดับ (ตาราง 4 และภาพ 9 ดังนั้นความ

เขมขนต่ําสุดของสารปฏิชีวนะไฮโกรมัยซินที่ทําใหแคลลัสหนอนตายหยาก ตายทั้งหมดในสัปดาห 

ที่ 4 คือ ความเขมขน 40 มก./ล. เปนความเขมขนที่เหมาะสมสามารถนําไปใชในการคัดเลือกแคลลัส

หนอนตายหยากที่ไดรับการสงถายยีน ซึ่งความเขมขนของสารปฏิชีวนะที่เหมาะสมนั้นอาจ

ขึ้นอยูกับชนิดของพืช ขนาดของช้ินพืช และอายุของพืช (กุลชาต นาคจันทึก, 2554) 

 

ตาราง 4 แสดงเปอรเซ็นตการรอดชีวิตของแคลลัสหนอนตายหยาก ที่เพาะเลี้ยงบนอาหาร

วุน MS ที่เติม BA 5 มก./ล. รวมกับ 2,4-D 0.1 มก./ล. และเติมสารปฏิชีวนะไฮโกร

มัยซิน เปนระยะเวลา 4 สัปดาห 

ความ

เขมขน  

ไฮโกรมัย

ซิน (mg/l) 

สัปดาหที่ 1 

(เปอรเซ็นต) 

สัปดาหที่ 2 

(เปอรเซ็นต) 

สัปดาหที่ 3 

(เปอรเซ็นต) 

สัปดาหที่ 4 

(เปอรเซ็นต) 

ระยะการ

เพาะเลี้ยงเปน

เวลา 4 สัปดาห

(เปอรเซ็นต) 

0 100.00 100.00 100.00 90.00 90.00a 

20 100.00 93.33 40.00 33.33 33.33b 

30 100.00 86.67 16.67 13.33 13.33c 

40 100.00 80.00 13.33 0.00 0.00c 

50 100.00 63.33 0.00 0.00 0.00c 

60 100.00 53.33 0.00 0.00 0.00c 

หมายเหตุ: คาเฉล่ียที่กํากับดวยอักษรที่ตางกัน มีความแตกตางกันทางสถิติอยางมีนัยสําคัญ            

(p < 0.05) เมื่อเปรียบเทียบคาเฉล่ีย ดวยวิธี DMRT  
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ภาพ 9 แสดงลักษณะแคลลัสที่อยูในอาหารวุนสูตร MS รวมกับ BA 5 มก./ล. รวมกับ 2, 4-D 0.1 มก./ล. 

ที่ระดับความเขมขนสารปฏิชีวนะไฮโกรมัยซิน ตาง ๆ กัน เปนระยะเวลา 4 สัปดาห  

หมายเหต:ุ ก) 0 มก./ล.  ข) 20 มก./ล. ค) 30 มก./ล. 

 ง) 40 มก./ล.  จ) 50 มก./ล.  ฉ) 60 มก./ล. 

 

ในการสงถายยีนเขาสู  เซลลพืช นอกจากมียีนที่สนใจ และยีนรายงานผลแลว  

ยังมียีนคัดเลือก หรือยีนเคร่ืองหมาย เพื่อชวยในการคัดเลือกเนื้อเยื่อพืช ที่ไดรับการสงถายยีน           

ในการใชยีนคัดเลือกที่เหมาะสม จึงเปนปจจัยสําคัญในการสงถายยีนเขาสูพืช ใหประสบความสําเร็จ  

โดยยีนคัดเลือกที่แทรกเขาไปอยูในจีโนมพืช หลังจากที่ไดทําการสงถายยีน ทําใหเซลลที่ไดรับ

การสงถายยีน แสดงลักษณะตานทานตอสารตาง ๆ ที่จําเพาะกับยีนที่ใชในการคัดเลือก  

ทําใหเซลลสามารถเจริญเติบโต บนอาหารคัดเลือกได และเซลลที่ไมไดรับการสงถายยีนจะ

ไมสามารถเจริญเติบโตบนอาหารคัดเลือกได ซึ ่งยีนคัดเลือก เปนยีนที่สรางความตานทาน        

ตอสารปฏิชีวนะ หรือตานทานตอสารกําจัดวัชพืช (กุลชาต นาคจันทึก, 2554) ยกตัวอยางเชน         

การทดลองของ รัชนก โคโต และคณะ (2547) ใชสารปฏิชีวนะไฮโกรมัยซิน ความเขมขน 30 มก./ล.       

ในการคัดเลือกการปลูกในกลวยไมสกุลหวาย สายพันธุซีพีไวท เปนความเขมขนที่เหมาะสม

สามารถยับยั้งการเจริญเติบโตของแคลลัสไดดีที่สุด และการทดลองของ Park, et al. (1995) 

ศึกษาอ ิทธ ิพลของความเข มข นไฮโกรม ัยซ ิน ที ่ม ีผลต อการพ ัฒนาแคลล ัสของม ันฝรั ่ง               

(Solanum tuberosum) พบวา ความเขมขนไฮโกรมัยซิน 3–5 มก./ล. สามารถยับยั้งการเจริญเติบโต

ของแคลลัส และที่ความเขมขน 10 มก./ล. สามารถหยุดการเจริญเติบโตของแคลลัสได อีกทั้ง การ

ทดลองของ กาญจนา รุงรัชกานนท และอริยาภรณ พงษรัตน (2551) รายงานผลของสาร

ปฏิชีวนะและประสิทธิภาพของสายพันธุเช้ืออะโกรแบคทีเรียม ที่มีผลตอการปลูกถายยีนเขาสู            

โปรโตคอรม กลวยไมเหลืองจันทบูร การศึกษาความเขมขนของสารปฏิชีวนะ ที่มีผลตอเปอรเซ็นตการ

รอดชีวิตของโปรโตคอรม พบวา สารปฏิชีวนะไฮโกรมัยซิน ความเขมขน 40 มก./ล. สงผลให

เปอรเซ็นตการรอดชีวิตของโปรโตคอรม เทากับ 0 เปอรเซ็นต ภายในเวลา 4 สัปดาห จึงใชสาร

ปฏิชีวนะไฮโกรมัยซนิ ความเขมขน 40 มก./ล. คัดเลือกโปรโตคอรมที่ไดรับการสงถายยีน 
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3 .  การ ศึก ษาปจ จ ัยที ่เ หม าะ ส ม  ในก าร สงถาย ยีนเ ขา สูแค ล ลัสขอ งห นอน ต า ย   

หยากโดยใชแบคทีเรีย A. tumefaciens  

3.1 การสงถายพลาสมิด pCAMBIA1304 โดยใช A. tumefaciens เปนพาหะ 

 เมื ่อพิจารณาแตละปจจัยที ่ม ีผลตอประสิทธิภาพการสงถายยีน โดยใชเ ชื ้อ          

A. tumefaciens ที่มีคา OD600 เทากับ 1 นํามาเจือจางที่อัตราตาง ๆ  และตรวจสอบการมี

อยูของยีนตานทาน hpt และยีน gfp พบวา ที่ระดับการเจือจาง 1:1 ระดับความเขมขนของ

สาร acetosyringone ที่ระดับความเขมขน 100 ไมโครโมลาร และในการเลี้ยงแคลลัส รวมกับ

เช้ืออะโกรแบคทีเรียม ระยะเวลา 30 นาที สงผลใหอัตราการรอดชีวิตของแคลลัส จากชุดการทดลองการ

สงถายยีนสูงสุด เทากับ 55 เปอรเซ็นต ในขณะที่ระดับการเจือจาง 1:10 ระดับความเขมขนของสาร 

acetosyringone ที่ระดับความเขมขน 100 ไมโครโมลาร และการเล้ียงแคลลัส รวมกับเช้ือ ระยะเวลา 

30 นาที อัตราการรอดชีวิตของแคลลัส จากชุดการทดลองจากการสงถายยีนสูงสุดเทากับ            

40 เปอรเซ็นต ตามลําดับ จากความสามารถในการรอดชีวิตของแคลลัสหนอนตายหยาก มีแนวโนม

ลดลงเร่ือย ๆ ตั้งแตสัปดาหที่ 1 (75 เปอรเซ็นต) โดยตั้งแตสัปดาหที่ 2 เปนตนไป จนถึงสัปดาหที่ 

4 ซึ่งมีเปอรเซ็นตการรอดชีวิตของแคลลัสที่ต่ํามากหรือตายไปในที่สุด การรอดชีวิตของแคลลัส      

ที่ไดรับการสงถายยีนมีการลดลงตามอายุการเพาะเล้ียงที่มากขึ้นนั้น อาจเกิดจากการยายเนื้อเยื่อ

จากอาหารเกาลงสูอาหารใหม (subculture) หลาย ๆ คร้ัง จะทําใหความสามารถในการพัฒนา          

ไปเปนตนสมบูรณของเนื้อเยื่อนั้นลดลง หรือหายไปได (ภาพ 10 และตาราง 5) ซึ่งความเขมขน

ของเช้ือ A. tumefaciens ที่แตกตางกัน มีผลทําใหประสิทธิภาพในการสงถายยีนแตกตางกันดวย 

เนื่องจากปริมาณเช้ือ A. tumefaciens ที่มาก จะทําใหเซลลพืชมีโอกาสถูกบุกรุก (infect) ดวยเช้ือเพิ่ม

มากขึ้น แตถาเช้ือมีมากเกินไป อาจเปนอันตรายตอเซลลพืชได ในขณะเดียวกัน ปริมาณเชื้อที่นอย

เกินไป อาจทําใหประสิทธิภาพในการสงถายยีนลดลง (Yong, Abdullah and Mahmood, 2006) 

และจากผลศึกษาของ เกศณี มณีกาศ (2546) ที่ใชเช้ือ A. tumefaciens (OD600 = 0.6-0.8) เจือจาง

อัตราสวน ดังนี้ 1:1, 1:10, 1:20, 1:50, 1:100 และ 1:500 ในการสงถายยีนเขาสูมะเขือเทศพันธุสีดา

ทิพย 3 และพันธุวีเอฟ 134-1-2 พบวา ที่อัตราสวน 1:10 ใหประสิทธิภาพในการสงถายยีนสูงสุด เทากับ 

53.67 และ 49.33 เปอรเซ็นต ตามลําดับ  ดังนั ้นจะแสดงใหเห็นวา  ความเขมขนของ               

A. tumefaciens ที่มาก จะชวยเพิ่มประสิทธิภาพในการสงถายยีน แตปริมาณเช้ือที่มาก

เกินไป จะทําใหการกําจัดเช้ือออกจากเนื้อเยื่อพืชทําไดยาก สงผลอันตรายกับเนื้อเยื่อพืชได ดังนั้น 

จึงจําเปนตองมีการทดลองหาปริมาณเช้ือ ที่เหมาะสมกับพืชแตละชนิด 

 

 

 

 

 

 

 



30 
 

       สัปดาหที่ 1               สัปดาหที่ 2              สัปดาหที่ 3             สัปดาหที่ 4 

 
 

ภาพ 10 แสดงลักษณะการเจริญของตนหนอนตายหยากที่รอดชีวิตจาการสงถายยีนในสภาวะที่

เหมาะสม ที่อัตราสวนความเขมขนของเซลลแขวนลอยแบคทีเรีย ระดับการเจือจาง          

1:1 ระดับความเขมขนของสาร acetosyringone 100 ไมโครโมลาร และระยะเวลาในการ

เพาะเล้ียงรวมกันระหวางช้ินสวนพืชกับเช้ือแบคทีเรีย (co-cultivation period)   30 นาที 

ในสภาวะมืด เปนระยะเวลาทั้งหมด 4 สัปดาห 

 

ตาราง 5 แสดงผลของระดับการเจือจางของเซลลแขวนลอยของเช้ืออะโกรแบคทีเรียมใน

ความเขมขนตาง ๆ ความเขมขนของเซลลแขวนลอยเช้ืออะโกรแบคทีเรียมความ

เขมขนของสาร acetosyringone และระยะเวลาการเลี้ยงรวมตอเปอรเซ็นตการ

รอดชีวิต หลังจากการสงถายยีน เปนระยะเวลา 4 สัปดาห 

ระดับการเจือจางของ

เซลลแขวนลอยเช้ืออะ

โกรแบคทีเรียม 

ระยะเวลาที่ใช 

ปลูกเช้ือบน

แคลลัส 

(นาที) 

ความเขมขนของ

acetosyringone 

(ไมโครโมลาร) 

เปอรเซ็นตการรอด

ชีวิตของแคลลัส 

(เปอรเซ็นต) 

1:1 30 100 55.00a 

200 10.00b 

1:1 60 100 10.00b 

200 10.00b 

1:10 30 100 40.00a 

200 0.00b 

1:10 60 100 0.00b 

200 0.00b 

 

หมายเหตุ: อักษรที่แตกตางกันทางแนวตั้ง มีความแตกตางกันทางสถิติ ที่ระดับความเชื่อมั่น  

95 เปอรเซ็นต เมื่อเปรียบเทียบคาเฉล่ีย ดวยวิธี DMRT 

 



31 
 

 ระยะเวลาในการเพาะเล้ียงรวมกัน ระหวางช้ินสวนพืช กับเช้ือแบคทีเรีย (co-cultivation 

period) นั้น เปนปจจัยที่สําคัญ ในการชวยทําใหเกิดกลไกการสงถายยีน จากอะโกรแบคทีเรียมเขา

สูเซลลพืช (Yong, Abdullah and Mahmood, 2006) การปลูกเช้ือเปนขั้นตอนที่ชวยทําใหเช้ือ  

A. tumefaciens เขายึดเกาะกับผิวของช้ินสวนพืชได (Batra and Kumar, 2003); (Yong, 

Abdullah and Mahmood, 2006) จากการทดลองปลูกเชื้อบนแคลลัสหนอนตายหยากที่

ระยะเวลาตาง ๆ พบวา ที่ระยะเวลา 30 นาที พบวา แคลลัสสามารถรอดชีวิตหลังจากการ

สงถายยีน จํานวนทั้งหมด 11 โคลน คิดเปนรอยละ เทากับ 55 เปอรเซ็นต (ตาราง 5) 

เชนเดียวกับผลการทดลองของ Batra and Kumar (2003) ที่ปลูกเชื้อ A. tumefaciens 

(LBA4404/pCAMBIA1301) รวมกับ embryogenic calli ของหญา buffel  3 พันธุ ไดแก IG-3108, 

IG-9757 และ IG-97101 พบวา ที่ระยะ เวลา 30 นาที มีประสิทธิภาพในการสงถายยีนสูงสุดในทั้ง 

3 พันธุ เทากับ 76.7, 76.7 และ 86.7 เปอรเซ็นต ตามลําดับ ในขณะที่การทดลองของ Yong, et 

al. (2006) ใชเช้ือ A. tumefaciens ประกอบดวย พลาสมิด pCAMBIA1304 ที่มียีน gfp เปนยีน

รายงานผล ปลูกเช้ือใหกับ Melastomataceae malabathricum และ Tibouchina semidecandra            

ซึ่งพบวา การปลูกเช้ือที่ระยะเวลานาน 60 นาที มีเปอรเซ็นตการแสดงออกของยีน gfp สูงสุด โดย

ปกติแลวในพืชแตละชนิด มีระยะเวลาในการปลูกเชื้อที่เหมาะสมแตกตางกันไป เชน การ

ปลูกเช้ือ A. tumefaciens กับใบเล้ียงถ่ัวเหลือง ใชระยะเวลา 30 นาท ี(Chakrabarty, et al., 2002) 

 

3.2 ตรวจสอบการมีอยูของยีนคัดเลือก hpt และยีน gfp ดวยเทคนิคพีซีอาร (PCR: 

polymerase chain reaction)  

 จากการนําแคลลัสที่รอดชีวิต หลังจากการสงถายยีน และเพาะเลี ้ยงตอเปน

ระยะเวลา 4 สัปดาห นํามาสกัดดี เอ็นเอจากแคลลัสหนอนตายหยากที่สามารถเจริญไดบน

อาหารคัดเลือก  และแคลลัสหนอนตายหยากที่ไมไดรับการถายยีน นําดีเอ็นเอมาเพิ่ม

ปริมาณยีนดวยเทคนิค PCR โดยใชไพรเมอรที่จําเพาะตอยีน hpt จะเกิดการเพิ่มชิ้นสวน   

ดีเอ็นเอ ที่มีขนาด 800 คูเบส สวนไพรเมอรที่จําเพาะกับยีน gfp ใหช้ินสวนดีเอ็นเอ ขนาด 636 

คูเบส จากนั้น นําผลผลิตที่ไดจากปฏิกิริยาพีซีอาร มาแยกขนาดดีเอ็นเอ ดวยวิธี electrophoresis 

ในอะกาโรสเจล 0.8 เปอรเซ็นต จากผลการตรวจสอบ พบแถบดีเอ็นเอของยีนดังกลาว พบแถบดีเอ็นเอ

ของยีน hpt ขนาด 800 คูเบส (ภาพ 11) ในจํานวนแคลลัสทั้งหมด 20 แคลลัส พบวา มีแคลลัสที่

รอดชีวิตหลังจากการสงถายยีนบนอาหารคัดเลือก ระยะเวลา 4 สัปดาห จํานวนทั้งสิ ้น         

11 แตลลัส และเมื่อตรวจสอบแถบดีเอ็นเอของยีน hpt ปรากฏวา พบแถบดีเอ็นเอในทุกโคลนที่

มีชีวิตอยูจํานวน 11 ตัวอยาง (ภาพ 11ก) และพบแถบดีเอ็นเอของยีน gfp จํานวน 5 โคลน อีก

จํานวน 6 โคลน ไมพบแถบดีเอ็นเอของยีน gfp (ภาพ 11ข) 
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ภาพ 11 แสดงการตรวจสอบการมีอยูของยีนตานทาน hpt และยีน gfp ในแคลลัสหนอนตายหยากที่ไดรับการ

สงถายพลาสมิด pCAMBIA 1304 โดยใชเช้ือ A. tumefaciens สายพันธุ EHA105 ดวยเทคนิค

พีซีอาร  

ก) ไพรเมอร HPT-2 Forward และ HPT-2 Reverse จําเพาะตอยีนตานทาน hpt เกิดแถบดี

เอ็นเอ ขนาด 800 คูเบส และไพรเมอร gfp-Forward และ gfp-Reverse จําเพาะตอยีน 

gfp เกิดแถบดีเอ็นเอขนาด 636 คูเบส  

ข) เลน M คือ ดีเอ็นเอมาตรฐาน 100 bp DNA Ladder เลน C (control) คือ ไมใส ดีเอ็นเอ

แมแบบ เลน N (negative control) คือ ดีเอ็นเอแมแบบของแคลลัสหนอนตายหยากที่ไมได

รับการสงถายยีน เลน P (positive control) คือ ดีเอ็นเอแมแบบจากพลาสมิด pCAMBIA 

1304 และ เลน 1 – 11 คือ ดีเอ็นเอแมแบบจากแคลลัสหนอนตายหยากที่ผานการสงถาย

ยีน  

 

3.3 การตรวจสอบการแสดงออกของยีน gus ดวยวิธี GUS Histochemical assay 

การแสดงออกของยีน gus จากการติดสีนํ้าเงิน ภายในช้ินเนื้อเยื่อที่ไดรับการสงถายยีน 

จากการทดลอง พบวา การใชเ ชื้อ  A. tumefaciens (OD600 = 1) ที่ เจือจางอัตรา         

1:1 (สารแขวนลอยแบคทีเรีย : อาหารเหลว MS) ระยะเวลาในการปลูกเช้ือนาน 30 นาที 

และการเพาะเล้ียงเช้ือ A. tumefaciens รวมกับแคลลัสหนอนตายหยาก นาน 3 วัน สามารถสงถายยีน 

gus เขาไปในเนื้อเยื่อแคลลัสได ใหผลการแสดงออกของยีน gus สูงที่สุด โดยเห็นไดจากการติด

สีน้ําเงินในช้ินเนื้อเยื่อพืช ที่ไดรับการสงถายยีน (ภาพ 12) 

 

ก 
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ภาพ 12 แสดงลักษณะการติดสีน้ําเงินจากการแสดงออกของยีน gus ในเนื้อเยื่อแคลลัสที่ไดรับการ

สงถายพลาสมิด pCAMBIA 1304 ดวยวิธี GUS Histochemical assay นาน 24 ช่ัวโมง     

ก) ลักษณะสีของแคลลัสที่ไมไดรับการสงถายยีน (control) ข-ฉ ลักษณะยอมติดสีน้ําเงิน

ในแคลลัสที่มีการแสดงออกของยีน gus  ของโคลนที่ 1, 4, 6, 8 และ 9 

 

4. การสงถายพลาสมิด pCAMBIA1304/ STS โดยใช A. tumefaciens เปนพาหะ  

จากการสงถายยีน STS เขาสูแคลลัสหนอนตายหยาก โดยใช A. tumefaciens ซึ่งมี 

พลาสมิด pCAMBIA1304/STS นํามาเพาะเล้ียงบนอาหารคัดเลือก ซึ่งประกอบดวยอาหารวุนสูตร 

MS ที่เติม BA 5 มก./ล. รวมกับ 2, 4-D 0.1 มก./ล. และเติมสารปฏิชีวนะซีโฟทาซิม ความเขมขน         

300 มก./ล. รวมกับสารปฏิชีวนะไฮโกรมัยซิน 40 มก./ล. เปล่ียนอาหารทุก 2 สัปดาห พบวา ภายหลัง

การเพาะเล้ียงเปนเวลา 4 สัปดาห ไดแคลลัสที่สามารถรอดชีวิตบนอาหารคัดเลือก จํานวน 31 โคลน 

จากแคลลัสทั้งหมดที่ใชสงถายยีน จํานวน 60 ช้ินสวนเนื้อเยื่อพืช จากการสังเกตลักษณะการ

เจริญเติบโตของแคลลัสในชวงสัปดาหแรก เนื้อเยื่อไมมีการเจริญเติบโตของแคลลัสที่ใชในการสง

ถายยีน ตอมาในชวงสัปดาหที่ 2 แคลลัสบางช้ิน เร่ิมมีการเจริญเกิดเปนยอดใหมขึ้นมา เมื่อเขาสู

ชวงสัปดาหที่ 3 แคลลัสบางช้ินสวน เร่ิมไมมีการเจริญบนอาหารสูตรคัดเลือกโดยมีลักษณะเปนสี

น้ําตาล แตแคลลัสบางช้ิน ก็สามารถเจริญเติบโตบนอาหารคัดเลือกไดดี ซึ่งลักษณะเปนเนื้อเยื่อ

สีเขียว และเกิดยอดใหม ตอมาในสัปดาหที ่ 4 แคลลัสบางชิ้นที ่รอดจากการสงถายยีนเริ ่ม

เจริญเติบโต เกิดเปนยอดใหมอยางเห็นไดชัด และแคลลัสบางช้ินที่ไมไดรับการสงถายยีนเนื้อเยื่อ 

มีลักษณะสีเทา และดํา ในที่สุดก็ตาย (ภาพ 13) 
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       สัปดาหที่ 1              สัปดาหที่ 2               สัปดาหที่ 3             สัปดาหที่ 4 

 
 

ภาพ 13 แสดงลักษณะการเจริญของแคลลัสที่รอดชีวิตจากการสงถายพลาสมิด pCAMBIA 

1304 ในสภาวะมืด เปนระยะเวลาทั้งหมด 4 สัปดาห 

 

5. ตรวจสอบการมีอยูของยีนคัดเลือก hpt และยีน gfp โดยใชเทคนิคพีซีอาร (PCR: 

polymerase chain reaction) 

สกัดดีเอ็นเอจากแคลลัสหนอนตายหยาก ที่สามารถเจริญไดบนอาหารคัดเลือกและ

แคลลัสหนอนตายหยาก ที่ไมไดรับการสงถายยีน นําดีเอ็นเอที่สกัดได มาตรวจสอบผลการ

สงถายยีนดวยวิธีพีซีอาร โดยใชไพรเมอรที่มีความจําเพาะตอยีน hpt และยีน gfp จากนั้น  

นําผลผลิตที่ไดจากปฏิกิริยาพีซีอาร มาแยกขนาดดีเอ็นเอดวยวิธี electrophoresis ในอะกาโรส

เจล 0.8 เปอรเซ็นต จากผลการตรวจสอบ พบแถบดีเอ็นเอของยีน hpt ขนาด 800 คูเบส (ภาพ 14ก)           

และปรากฏแถบดีเอ็นเอของยีน gfp ขนาด 636 คูเบส (ภาพ 14ข) ซึ่งจากการตรวจสอบแคลลัสหนอน

ตายหยาก ที่ผานการสงถายยีน จํานวน 31 โคลน พบโคลนที่มียีน hpt จํานวน 28 โคลน ไมพบแถบดีเอ็น

เอของยีน hpt จํานวน 3 โคลน และพบโคลนที่มียีน gfp จํานวน 18 โคลน ไมพบยีน gfp จํานวน 13 

โคลน (ตาราง 6) อยางไรก็ตาม แคลลัสที ่สามารถเจริญเติบโตบนอาหารคัดเลือกอายุ          

4 สัปดาห เมื่อนํามาตรวจสอบการมีของยีน hpt และยีน gfp ดวยเทคนิค PCR พบวา 

เนื้อเยื่อบางสวนของแคลลัส ที่ไมพบแถบดีเอ็นเอของยีนทั้งสอง ในกรณีที่ไมพบยีน hpt แตแคลลัส

สามารถเจริญเติบโตบนอาหารคัดเลือกได อาจเกิดจากระหวา งการคัดเลือกแคลลัส       

จากการสงถายยีนแคลลัสที่มีความหนาพอสมควร จึงอาจมีเนื้อเยื่อบางสวนไมไดสัมผัสกับอาหาร

คัดเลือกโดยตรง ดังนั้น ความเขมขนของสารปฏิชีวนะไฮโกรมัยซินที่เคลื่อนยายเขาไปใน

เนื้อเยื ่อเหลานี้อาจเจือจางลง ทําใหไมสามารถกําจัดเซลลที ่ไมไดรับการสงถายยีนไดหมด 

เซลลจึงเจริญขึ้นมาไดบนอาหารคัดเลือก นอกจากนี้ ที่ไมพบยีน gfp เนื่องจากยีน gfp ที่ใช

ศึกษา อยูภายใตการควบคุมการแสดงออกของโปรโมเตอร CaMV35S ทําใหยีน gfp มีการ

แสดงออกในชิ้นสวนแบบไมจําเพาะเจาะจง นอกจากนี้ อาจเกิดจากความไมเสถียรของ      

T-DNA ทําใหเกิดการจัดเรียงตัวกันใหม (rearrangement) ของลําดับเบสที่อยูบน T-DNA ซึ่ง



35 
 
อาจเกิดการเปล่ียนแปลงในสวนของยีน gfp หรือยีน hpt ทําใหไมสามารถตรวจพบได โดยวิธีพีซีอาร 

(สุมนา เหลืองฐิติกาญจนา, 2550) 

 

ตาราง 6 แสดงผลการตรวจสอบการมีอยูของยีนคัดเลือก hpt ยีน gfp และ ยีน STS  จ า ก

แคลลัสหนอนตายหยากที่ผานการสงถายยีน จํานวน 31 โคลน ดวยเทคนิคพีซี

อาร โดยใชไพรเมอรที่จําเพาะกับยีน hpt ยีน gfp และยีน STS 

โคลนแคลลัส 

หนอนตายหยากที่รอด

ชีวิตจากการสงถายยีน 

PCR: ยีน 

hpt 

PCR: ยีน 

gfp 

PCR: ยีน 

STS 

การยอมติด 

สีน้ําเงิน 

gus assay 

1 + - - X 

2 + - - X 

3 +  + + √ 
4 +  - - X 

5 +  - - X 

6 +  - - X 

7 +  + + √ 
8 +  - - X 

9 +  + + √ 
10 + - - X 

11 +  + + √ 
12 +  - - X 

13 + - - X 

14 +  + +  √ 

15 +  + + √  

16  -  - - X  

17  + + + √  

18  +  + + √  

19  - - - X 

20  + + + √ 
21  + + + √ 
22  + + + √ 
23  + + + √ 
24  - - - X 

25  + + + √ 
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โคลนแคลลัส 

หนอนตายหยากที่รอด

ชีวิตจากการสงถายยีน 

PCR: ยีน 

hpt 

PCR: ยีน 

gfp 

PCR: ยีน 

STS 

การยอมติด 

สีน้ําเงิน 

gus assay 

26 + + + √ 
27 + + + √ 
28 + - - X 

29 + + + √ 
30 + + + √ 
31 + + + √ 

 

หมายเหตุ: -หมายถึง ไมมีแถบดีเอ็นเอ 

 + หมายถึง พบแถบดีเอ็นเอ 

 √ หมายถึง แคลลัสเกิดจดุสีน้าํเงิน 

 X หมายถึง แคลลัสไมเกิดจดุสีน้าํเงิน 
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ภาพ 14 แสดงการตรวจสอบการมีอยูของยีนตานทาน hpt ในแคลลัสหนอนตายหยากที่ไดรับการสงถาย

ยีน STS โดยใชเช้ือ A. tumefaciens สายพันธุ EHA105 ดวยเทคนิคพีซีอาร ที่ใชไพรเมอร 

HPT-2 Forward และ HPT-2 Reverse ที่จําเพาะตอยีนตานทาน hpt ปรากฏแถบดีเอ็นเอ

ขนาด 800 คูเบส (ก) โดย เลน M คือ ดีเอ็นเอมาตรฐาน 100 bp DNA Ladder เลน C 

(control) คือ ไมใสดีเอ็นเอแมแบบ เลน N (negative control) คือดีเอ็นเอแมแบบของ

แคลลัสหนอนตายหยากที่ไมไดรับการสงถายยีน เลน P (positive control) คือ ดีเอ็นเอ

แมแบบจากพลาสมิด pCAMBIA1304/STS และ เลน 1 – 31 คือ ดีเอ็นเอแมแบบจาก

แคลลัสหนอนตายหยากที่ผานการสงถายยีน STS โคลนที่ 1-31 ตามลําดับ 
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ภาพ 15  แสดงการตรวจสอบการมีอยูของยีน gfp ในแคลลัสหนอนตายหยาก ที่ไดรับการสงถายยีน 

STS โดยใชเช้ือ A. tumefaciens สายพันธุHA105 ดวยเทคนิคพีซีอาร ที่ใชไพรเมอร gfp-

Forward และ  gfp-Reverse จําเพาะตอยีน gfp ปรากฏแถบดีเอ็นเอขนาด 636 คูเบส 

(ข) โดย เลน M คือ ดีเอ็นเอมาตรฐาน 100 bp DNA Ladder เลน C (control) คือ ไมใส

ดีเอ็นเอแมแบบ เลน N (negative control) คือดีเอ็นเอแมแบบของแคลลัส           

หนอนตายหยากที่ไมไดรับการสงถายยีน เลน P (positive control) คือ ดีเอ็นเอแมแบบ

จากพลาสมิด pCAMBIA1304/STS และ เลน 1 – 31 คือ ดีเอ็นเอแมแบบจากแคลลัส

หนอนตายหยากที่ผานการสงถายยีน STS โคลนที่ 1-31 ตามลําดับ 
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6. ผลการตรวจสอบการมีอยูของยีน STS ดวยเทคนิค Reverse transcription polymerase 

chain reaction (RT-PCR) 

 การตรวจสอบการมีอยูของยีน STS โดยคัดเลือกตรวจสอบกับแคลลัสหนอน

ตายหยากที่ผานการสงถายยีนในโคลนที่ 1-31 นํามาสกัดอารเอ็นเอทั้งหมดและสรางเปน 1
st
 cDNA 

และนํามาใชเปนแมแบบในการทําปฏิกิริยาพีซีอารที่มีความจําเพาะกับการเพิ่มจํานวนยีน STS

จากนั้นนําผลผลิตที่ไดจากปฏิกิริยาพีซีอารมาแยกขนาดดีเอ็นเอ ดวยวิธี electrophoresis ใน          

อะกาโรสเจล 1 เปอรเซ็นต จากผลการตรวจสอบพบแถบดีเอ็นเอของยีน STS ขนาด 2,180 คูเบส ซึ่ง

จากการตรวจสอบแคลลัสหนอนตายหยาก ที่ผานการสงถายยีน จํานวน 31 โคลน พบโคลนที่มียีน 

STS จํานวน 18 โคลน และโคลนที่ไมมียีน STS จํานวน 13 โคลน (ตาราง 6 และภาพ 16) 

สําหรับโคลนที่ตรวจสอบแลวในบางแคลลลัส พบการมีอยูของยีน hpt เมื่อนํามา

ตรวจสอบดวยเทคนิคพีซีอาร แตไมพบการแสดงออกของยีน STS และยีน gfp  นั้น อาจเนื่องจากใน

กระบวนการสงถายยีน โดยใช A. tumefaciens นั้น การแทรกตัวของ T-DNA เขาสูจีโนมพืชนั้น    

มักนําสวน right border เขาสูจีโนมกอน พลาสมิด pCAMBIA1304/ STS ที่ใชในการทดลองนี้ มียีน 

gfp เปนยีนรายงานผลที่อยูบริเวณ right border ของ T-DNA ซึ่งเปนดานที่ยายเขาไปเชื่อมกับ

โครโมโซมของเซลลพืชกอน ดังนั้น จึงเปนไปไดวา สวนของยีน STS ที่อยูทางดาน left border 

ของ T-DNA อาจเกิดการขาดหายไป ระหวางการสงถายยีน จึงทําใหไมพบการมีอยูของยีน STS 

(กุลชาต นาคจันทึก, 2554) 
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ภาพ 16 การตรวจสอบการแสดงออกของยีน STS ในแคลลัสหนอนตายหยากที่ไดรับการสงถายยีน 

ดวยเทคนิค Reverse transcription polymerase chain reaction (RT-PCR) ที่ใชไพร

เมอร RTFSTSc6 Forward และ gfp Reverse โดยแถบดีเอ็นเอของยีน STS มีขนาด 

2,180 คูเบส: เลน M คือ ดีเอ็นเอมาตรฐาน 1KB DNA Ladder เลน C (control) คือ ไมใส

ดีเอ็นเอแมแบบ เลน N (negative control) คือ แมแบบจากcDNA ของแคลลัสหนอน

ตายหยากที่ไมไดรับการสงถายยีน เลน P (positive control)  คือ ดีเอ็นเอพลาสมิด 

pCAMBIA1304/STS และ เลน 1 - 31 คือ แมแบบจาก 1
st
 cDNA แคลลัส                

หนอนตายหยากที่ผานการสงถายยีน STS โคลน 1-31 ตามลําดับ 

 

 

 

 

 

 

M 

M 

M 



41 
 

7. การตรวจสอบการแสดงออกของยีน gus ดวยวิธี GUS Histochemical assay 

จากการทดลอง พบวา การใชเช้ือ A. tumefaciens (OD600 = 1) ที่เจือจางอัตรา         

1:1 (สารแขวนลอยแบคทีเรีย: อาหารเหลว MS) ระยะเวลาในการปลูกเชื้อนาน 30 นาที 

และการเพาะเล้ียงเช้ือ A. tumefaciens รวมกับแคลลัสหนอนตายหยาก นาน 3 วัน ลักษณะการติดสีของ

แคลลัสบางช้ินนั้น สวนใหญจะพบในเนื้อเยื่อที่มีการติดสีนํ้าเงิน เปนลักษณะของจุดปะเล็ก ๆ 

กระจายอยู และจะมีบริเวณที่ติดเขมเปนบางจุด และพบอีกวา ไมติดสีนํ้าเงินที่บริเวณสวน

ของทอลําเลียง ดังนั้น การแสดงออกของยีน gus สามารถสงถายยีน gus เขาไปในเนื้อเยื่อแคลลัส

ได ใหผลการแสดงออกของยีน gus สูงที่สุด (ภาพ 17)  

 

 

 
 

ภาพ 18 แสดงลักษณะการติดสีน้ําเงินจากการแสดงออกของยนี gus ในเนื้อเยื่อแคลลัสที่ไดรับการสง

ถายยีน STS ดวยวิธี GUS Histochemical assay นาน 24 ช่ัวโมง ก ลักษณะสีของแคลลัสที่

ไมไดรับการสงถายยีน (control) ข-ฉ ลักษณะยอมติดสีน้ําเงินในแคลลัสที่มีการแสดงออก

ของยีน gus ของโคลนที่ 3, 7, 9, 11 และ 14 

 

8. การวิเคราะหสารออกฤทธิ์ ในกลุม pinosylvin ในตนหนอนตายหยากที่ไดรับการสงถาย

ยีน Stilbene synthase like gene (STS)  

8.1 การวิเคราะหปริมาณสารประกอบฟนอลิกทั้งหมด (total phenolics compound) ใน

ตนหนอนตายหยากที่ผานการตรวจสอบการมีอยูของยีน STS  hpt และยีน gfp รวมถึงการยอมติดสี

น้ําเงิน gus ที่เห็นลักษณะเนื้อเยื่อติดสีน้าํเงิน จากทั้งหมด 18 ตัวอยาง โดยเรียกช่ือตัวอยางตนหนอน

ตายหยากที่ไดรับการสงยีน ดวย STS ตามดวยเลขลําดับของโคลน ดังนี้ การวิเคราะหสารออก

ฤทธิ์จึงประกอบดวยตัวอยาง STS /3, STS /7, STS /9, STS /11, STS /14, STS /15, STS /17, 

STS /18, STS /20, STS /21, STS /22, STS /23, STS /25, STS /26, STS /27, STS /29, 

STS /30, STS /31 และ Control คือ ตนหนอนตายหยาก ที่ไมไดรับการสงถายยีน Negative 

control คือ ตนหนอนตายหยากที่ไดรับการสงถาย พลาสมิด pCAMBIA 1304 โดย0วิเคราะห
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ปริมาณสารประกอบฟนอลิกทั้งหมด และพิจารณาจาก การเปรียบเทียบกับกราฟมาตรฐานกรดแกล-

ลิค ไดสมการ ดังนี้ y = 0.0041 x, (R2 = 0.9944) พบวา ตนหนอนตายหยาก โคลนที่ STS/17, 

STS/25, STS/18 และ STS/21 มีปริมาณสารฟนอลิกสูง คือ 83.70, 81.26, 80.41 และ 79.35 

มิลลิกรัมกรดแกลลิค ตอ 100 กรัมน้ําหนักสด ตามลําดับ ปริมาณสารประกอบฟนอลิกในตนหนอน-  

ตายหยากที่ไดรับการสงถายยีนของแตละโคลน มีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p < 

0.05) (ตาราง 7) 

 

ตาราง 7 แสดงปริมาณสารฟนอลิกทั้งหมด ในหนอนตายหยากที่รอดชีวิตจากการสงถายยีน 

STS ระยะเวลา 4 สัปดาห 

ช่ือตัวอยาง ปริมาณสารฟนอลิกทั้งหมดในตนหนอนตาย

หยาก 

คาเฉลี่ย ( X ± S.D.) 

Control  38.33±4.44h 

Negative control  56.18±4.64g 

STS /3 71.59±3.69d 

STS /7 65.12±5.19ef 

STS /9 71.34±1.66d 

STS /11 69.15±2.62de 

STS /14 65.73±4.25ef 

STS /15 74.43±3.51cd 

STS /17 83.70±5.44a 

STS /18 80.41±4.17ab 

STS /20 72.32±1.75d 

STS /21 79.35±5.15abc 

STS /22 65.73±4.50ef 

STS /23 74.27±6.81cd 

STS /25 81.26±5.02ab 

STS /26 78.25±4.19bc 

STS /27 72.97±4.58d 

STS /29 68.98±2.63de 

STS /30 64.15±2.83ef 

STS /31 63.13±2.83f 

หมายเหต:ุ อักษรที่แตกตางกันทางแนวตั้ง มีความแตกตางกันทางสถิติที่ระดับความเช่ือมั่น 95

เปอรเซ็นต เมื่อเปรียบเทียบคาเฉล่ียดวยวิธี DMRT 
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8.2 การสกัด และวิเคราะหปริมาณสาร pinosylvin ในตนหนอนตายหยากที่ไดรับการสงถาย

ยีน Stilbene synthase like gene (STS) ดวยเคร่ือง HPLC 

 การวิเคราะหหาปริมาณ pinosylvin เพื่อนํามาใชเปนตัวแทนของสารกลุม stilbenoid 

ในหนอนตายหยาก โดยเลือกตัวอยางจากผลการวิเคราะหปริมาณสารฟนอลิกทั้งหมด        

ในหนอนตายหยาก ที่มีคาอยูในชวงตั้งแต 72.97-83.70 มิลลิกรัมกรดแกลลิคตอ 100 กรัม

น้ําหนักสด มาตรวจวัดปริมาณสาร pinosylvin จํานวน 8 ตัวอยาง ดังนี้ STS/27, STS/23, STS/15, 

STS/26, STS/21, STS/18, STS/25 และ STS/17 เมื ่อนํามาวิเคราะหหาปริมาณสาร 

pinosylvin โดยเครื่อง HPLC พบวา มีตัวอยาง 4 โคลนที่มีปริมาณสาร pinosylvin สูงกวา

ตัวอยาง control และ negative control ดังนี้ ตัวอยาง STS/17, STS/18, STS/25 และ STS/21         

คือ 6.66, 2.66, 2.62 และ 2.04 นาโนกรัมตอกรัมน้ําหนักสด ตามลําดับ 0สวนตัวอยางที่ไม

พบปริมาณสาร ยังคงตองมีการศึกษาวิธี การวิเคราะหปริมาณสาร ในขั้นตอนที่เหมาะสมกับ

ตัวอยาง ที่ตรวจวัดปริมาณสารออกฤทธิ์ดวยเ 0ครื่องโครมาโทกราฟเหลว ความดันสูง มักจะ

แสดงออกมาในรูปแบบของการแยกสารที่ตองการไมได หรือแยกไมดี เกิดจากหลายสาเหตุ          

เชน Peak กวาง สาเหตุเกิดจากใสสารตัวอยางมากเกิน ควรแกไขโดยเจือจางสารตัวอยาง ฉีดสาร

ตัวอยางมากเกิน ควรลดปริมาณสารตัวอยางลง ประสิทธิภาพของคอลัมนไมดี มีเวลาหนวง (retention 

time) นานเกิน และเฟสเคล่ือนที่หนืดเกินไป รวมไปถึงอาจมีสารอื่นเจือปนลงไปในในคอลัมน ทํา

ใหไมพบปริมาณสารที่ตองการ ดังนั้น ควรมีการปรับปรุง ดัดแปลง เพื่อใหเครื่องมือสามารถ

ตรวจวัดปริมาณสารอื่น ๆ ไดมากขึ้น 0 (0ภาพ 18 และตาราง 8)  
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ภาพ 18 แสดง Chromatogram ของสารสกัด pinosylvin ในตนหนอนตายหยากโคลน STS/17 และ

จากตรวจสอบหาปริมาณ pinosylvin ของสารสกัดจากตัวอยาง พบ pinosylvin ตอตน

สดของหนอนตายหยาก (ng/g) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Pinosylvin 



45 
 

ตาราง 8 แสดงคาเฉลี่ย ของปริมาณ pinosylvin จากตนหนอนตายหยาก บางตัวอยาง 

 ที่ไดรับการสงถายยีน STS  

ช่ือตัวอยาง ปริมาณสาร pinosylvin (ng/g ตนตัวอยาง) 

สารสกัด ครั้งที่ 1 สารสกัด ครั้งที่ 2 คาเฉลี่ย 

control 1.69 1.39 1.54 

Negative control 1.85 1.47 1.66 

STS/17 8.00 5.33 6.67 

STS/25 2.80 2.52 2.66 

STS/18 1.48 3.76 2.62 

STS/21 1.96 2.04 2.00 

STS/26 0.00 0.00 0.00 

STS/15 0.00 0.00 0.00 

STS/23 0.00 0.00 0.00 

STS/27 0.00 0.00 0.00 
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สรุปและวจิารณผลการทดลอง และขอเสนอแนะสําหรับงานวิจัยในอนาคต 

ผลของสารควบคุมการเจริญเติบโต ที่มีผลตอการชักนําใหเกิดแคลลัส และยอดจํานวนมาก 

ในการทดลองใชช้ินสวนของขอจากตนหนอนตายหยาก โดยเปรียบเทียบระหวางการเพาะเล้ียงบน

อาหารวุนสูตร MS และในอาหารเหลว ½ MS เปนระยะเวลา นาน 4 สัปดาห พบวา ในอาหารเหลว 

½ MS ที่มี BA 5 มก./ล. รวมกับ 2, 4-D 0.1 มก./ล. เหมาะสมสําหรับชักนําแคลลัสจากช้ินสวนของ

ขอ มากที่สุด โดยมีอัตราการเกิดแคลลัสสูงสุด 80 เปอรเซ็นต และยังสามารถชักนําใหเกิดยอดใหม 

ไดดีสุด ในอาหารเพาะเล้ียงที่มี BA 5 มก./ล. โดยมีคาเฉล่ียจํานวนยอดสูงสุด คือ 7.8 ยอดตอ

ช้ินสวนเนื้อเยื่อ สวนผลการเกิดแคลลัสบนอาหารวุนสูตร MS พบวา ในอาหารที่มี BA 5 มก./ล. 

รวมกับ 2, 4-D 0.1 มก./ล. มีเปอรเซ็นตการเกิดแคลลัส 60 เปอรเซ็นต และในอาหารที่มี BA             

5 มก./ล. ใหคาเฉล่ียของการเกิดยอด อยูที่ 6.0 ยอด ตอช้ินสวนเนื้อเยื่อ และเมื่อขยายระยะเวลาใน

การเพาะเล้ียงแคลลัส บนอาหารวุนสูตร MS เปนระยะเวลา 8 สัปดาห พบวา ในอาหารวุนสูตร MS 

ที่มี BA 5 มก./ล. รวมกับ 2, 4-D 0.1 มก./ล. มีเปอรเซ็นตของเกิดแคลลัสสูงสุด 81 เปอรเซ็นต 

รองลงมา ที่มี BA 3 มก./ล. รวมกับ 2, 4-D 0.1 มก./ล. เปอรเซ็นตการเกิดแคลลัส 60 เปอรเซ็นต  

อิทธิพลของสารปฏิชีวนะตอการรอดชีวิตของแคลลัส พบวา ความเขมขนของสาร

ปฏิชีวนะไฮโกรมัยซินที่เหมาะสมในการคัดเลือกแคลลัส คือ 40 มก./ล. มีผลยับยั้งการเจริญเติบโต 

และอัตราการตายของแคลลัสตาย เทากับ 0 เปอรเซ็นต จากการสงถายยีนเขาสูแคลลัสหนอนตาย

หยาก โดยใชเช้ือ A. tumefaciens ที่ประกอบดวย พลาสมิด pCAMBIA1304 เปนตัวกลางในการสง

ถาย โดยศึกษาประสิทธิภาพความเขมขนของเซลลแขวนลอยเช้ือ ความเขมขนของสาร 

acetosyringone และระยะเวลาในการเล้ียงรวมช้ินสวนพืชกับเช้ือที่มีผลตอความสําเร็จ ในการสง

ถายยีนเขาสูแคลลัสหนอนตายหยาก จากการศึกษา พบวา ระดับการเจือจางของเซลลแขวนลอย

เช้ือ 1:1 ที่เติมความเขมขนของสาร acetosyringone ความเขมขน 100 ไมโครลาร และระยะเวลาที่

ใชปลูกเช้ือบนแคลลัส 30 นาที เหมาะสมที่จะนําใชคัดเลือกแคลลัส ที่ไดรับการสงถายยีนสูงสุดรอย

ละ เทากับ 55 เปอรเซ็นต เปนสภาวะที่เหมาะสมตอการสงถายยีน เขาสูแคลลัสนอนตายหยากมาก

ที่สุด ในการศึกษาการสงถายยีน STS เขาสูแคลลัสของหนอนตายหยาก โดยใช A. tumefaciens 

สายพันธุ EHA105 ที่มีพลาสมิด pCAMBIA1304/STS และมียีน hpt เปนยีนเคร่ืองหมายที่ใชในการ

คัดเลือก พบวา มีแคลลัสที่สามารถรอดชีวิตบนอาหารคัดเลือก จํานวน 31 โคลน คิดเปนรอยละ         

52 เปอรเซ็นต และเมื่อนําแคลลัสที่ไดมาตรวจสอบผลการสงถายยีน ดวยเทคนิค Reverse 

transcription polymerase chain reaction (RT-PCR) พบโคลนที่มียีน STS จํานวน 18 โคลน          

คิดเปนรอยละ 30 เปอรเซ็นต อีกจํานวน 13 โคลน ไมพบแถบดีเอ็นเอของยีน STS  

ผลการวิเคราะหปริมาณสารประกอบฟนอลิกทั้งหมด (total phenolics compound) จากการ

สงถายยีน STS จากตัวอยาง ทั้งหมด 18 ตัวอยาง พบวา ตนหนอนตายหยากของยีน STS โคลนที่ 

17 มีปริมาณสารฟนอลิกสูงสุด คือ 83.70 มิลลิกรัมกรดแกลลิค ตอ 100 กรัมน้ําหนักสด ตามลําดับ 

และมีปริมาณสาร pinosylvin สูง คือ 6.66 นาโนกรัม/กรัมน้ําหนักสด  
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ขอเสนอแนะ 

การศึกษาในคร้ังนี้  ไดประสบความสําเ ร็จในการสงถายยีน STS เขาสูแคลลัส                 

หนอนตายหยาก ซึ่งสามารถใชเปนขอมูลพื้นฐาน สําหรับการสงถายยีน และนําไปใชประโยชนใน

การสรางปริมาณสารออกฤทธิ์ในหนอนตายหยาก และพัฒนาวิธีการชักนําใหเกิดตนอยางมี

ประสิทธิภาพภายหลังจากการสงถายยีน เชน การเลือกใชช้ินสวนพืชที่เหมาะสมสําหรับการสงถาย

ยีน โดยเลือกเนื้อเยื่อที่อยูในระยะแบงเซลล รวมทั้งศึกษาชนิด และสูตรอาหารที่ชักนําใหเนื้อเยื่อ

เปาหมายเกิดตนใหมไดดี หรือผลกระทบทางชีวเคมีภายในตนหนอนตายหยากหลังไดรับการสง

ถายยีน เปนตน การพัฒนาเทคนิคการเพาะเล้ียงเนื้อเยื่อพืช เปนปจจัยที่สําคัญปจจัยหนึ่ง ที่มี

บทบาทตอความสําเร็จ คือ การเตรียมช้ินสวนพืชที่จะนํามาเพาะเล้ียง สภาพทางพันธุกรรมพืช หรือ 

genotype ซึ่งมีสวนสําคัญตอพฤติกรรมการเจริญเติบโต พืชที่มีการเติบโตชาหรือขยายพันธุไดงาย

ในธรรมชาติ จะยังคงมีการเจริญเติบโตชาในสภาพปลอดเช้ือ เนื่องจากเทคนิคดังกลาว เปนเพียงแค

เพิ่มประสิทธิภาพของความสามารถตาง ๆ ที่มีอยูในพืช การเพาะเล้ียงเนื้อเยื่อพืช ที่มีพันธุกรรม

ตางกันจะใหผลตางกันเสมอ ในการเตรียมเนื้อเยื่อพืชจะพิจารณาดูสวนตาง ๆ ของพืช ที่สามารถจะ

นํามาใชได เชน ดอก ใบ ตายอด ตาขาง ราก ลําตน เมล็ด เปนตน ดังนั้น ควรพิจารณาเลือก

ช้ินสวนของพืชมาเพาะเล้ียง เชน ขนาดของช้ินสวน ขนาดของเนื้อเยื่อที่เล็กที่สุด ที่มีประสิทธิภาพ 

เปนสิ่งที่ควรพิจารณา เนื่องจากเนื้อเยื่อเจริญทีม่ีขนาดเล็กเกินไปอาจโตชา และไมตอบสนองตอการ

เพาะเล้ียง เทากับเนื้อเยื่อที่มีขนาดใหญ ในทางปฏิบัติ นิยมเล้ียงเนื้อเยื่อที่มีขนาดเล็กหลาย ๆ ช้ิน 

รวมกันในขวดเดียวกัน เพื่อกระตุนใหมีการตอบสนองตอการเพาะเล้ียงมากขึ้น โดยเฉพาะการ

เพาะเล้ียงช้ินสวนพืช เพื่อชักนําใหเกิดแคลลัสซึ่งจะโตเร็วกวาการเล้ียงช้ินสวนพืชเพียงช้ินเดียว 

และรวมไปถึงชนิดของช้ินสวนของพืช ความสามารถในการเจริญเติบโตนั้น อาจแตกตางกันไป 

เนื่องจากเซลลแตละชนิดมีความตื่นตัว (active) ไมเทากัน เนื้อเยื่อพืชที่มีเซลลตื่นตัวมากที่สุด คือ 

เนื้อเยื่อเจริญ (meristem) ซึ่งพบไดในสวนตาง ๆ ดังนี้ สวนปลายยอด (shoot apex) เปนบริเวณที่

เซลลมีการแบงตัวมากที่สุด สวนนี้ นับจากปลายยอดสุดลงมา ไมเกิน 5 มิลลิเมตร เนื้อเยื่อเจริญใน

ทอลําเลียง (vascular cambium) เปนเนื้อเยื่อเจริญที่พบในสวนของลําตน และราก ซึ่งอยูระหวาง

กลุมของทออาหาร และทอน้ํา เนื้อเยื่อเจริญที่อยูระหวางปลอง (intercalary meristem) ซึ่งจะพบใน

พืชพวกใบเล้ียงเดี่ยว ทําหนาที่ในการเพิ่มความยาวของปลอง เปนตน (เพชรรัตน จันทรทิณ, 2556) 

 การศึกษาเพื่อการปรับปรุงพันธุโดยการสงถายยีนที่เกี่ยวของกับการสรางสารทุติยภูมิใน

หนอนตายอยากยังควรตองมีการศึกษาเพิ่มเติมเพื่อที่ทําใหเกิดความเขาใจในเชิงลึกมากขึ้น โดย

ตองอาศัยผูเช่ียวชาญที่มีความชํานาญในเร่ืองการวิเคราะหแยกประเภทหรือชนิดขององคประกอบ

สารในกลุม stilbenoid เนื่องจากผลการสงถายยีนในคร้ังนี้ยังไมสามารถตรวจสอบสารชนิดอื่น ๆ ที่

อยูในกลุม stilbenoid ได โดยไดใชสาร pinosylvin เปนตัวอยางอางอิงชนิดเดียวเพราะสามารถหา

ซื้อไดจากบริษัทในตางประเทศ ถาสามารถวิเคราะหสารชนิดอื่นๆ ในกลุมนี้ไดอาจจะพบขอมูลที่ทํา

ใหทราบผลการเปล่ียนแปลงที่เกิดขึ้นขององคประกอบสารทุติยภูมิจากตนหนอนตายหยากจากการ

ไดรับยีน STS เพิ่มมากขึ้นและกอใหเกิดประโยชนแกผูสนใจที่จะใชตอไปในเชิงการคา 
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