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บทคดัย่อ 
 งานวิจัยนี้มีวัตถุประสงค์เพ่ือศกึษาการส่งถ่ายยีน gus เข้าสู่ปทุมมากระถางโดยใช้แบคทเีรีย Agrobacterium tumefaciens ในการส่งถ่ายยีน 
เมื่อน ายอดปทุมมากระถางมาเลี้ยงบนอาหารแขง็ MS ที่เติม IAA ความเข้มข้น 0.1 มิลลิกรัมต่อลิตร TDZ ความเข้มข้น 0.5 มิลลิกรัมต่อลิตร 
และ IMA ความเข้มข้น 4.0 มิลลิกรัมต่อลิตร พบว่าสามารถชักน าให้เกิด retarded shoots ได้ 100 เปอร์เซน็ต์ จากการศึกษาผลของสาร
ปฏชีิวนะต่อการเจริญเติบโตของ retarded shoots โดยวาง retarded shoots บนอาหารที่เติมสารปฏชีิวนะที่มีความเข้มข้นต่างๆ กัน เป็นเวลา 6 
สปัดาห์ พบว่าความเข้มข้นที่เหมาะสมของสารปฏิชีวนะซีโพแทกซีมและกานามัยซินที่สามารถยับยั้งการเจริญเติบโตของเช้ืออะโกรแบคทเีรีย
และยับยั้งการเจริญเติบโตของ retarded shoots ที่ไม่ได้รับการส่งถ่ายยีนคือ 250 และ 100 มิลลิกรัมต่อลิตร ตามล าดับ เมื่อท าการส่งถ่ายยีน
โดยน า retarded shoots ประทุมมากระถางมาเขย่าร่วมกับแบคทเีรีย A. tumefaciens สายพันธุ์ LBA4404 ซ่ึงมีพาหะลูกผสม pStart ที่มียีน 
gus แล้วน ามาวิเคราะห์การแสดงออกของยีนด้วยวิธ ีGUS histochemical assay ผลการทดลองพบว่าเน้ือเยื่อที่ได้รับการส่งถ่ายยีนโดยการเขย่า
ร่วมกบัแบคทเีรียเป็นเวลา 30 นาท ีจะมีการแสดงออกของยีนสงูสดุถึง 51.61% 
 
ค าส าคญั: ปทุมมากระถาง ยีน gus retarded shoots Agrobacterium tumefaciens 
 

Abstract 
 The objective of this study was to transfer gus gene into potted curcuma via Agrobacterium tumefaciens transformation. The 
shoots of potted curcuma were cultured on MS solid medium supplemented with IAA (0.1 mg/l), TDZ (0.5 mg/l) and IMA (4.0 
mg/l). A hundred percent of retarded shoots induction was observed. The retarded shoots were then cultured on the media 
supplemented with different concentration of antibiotics for 6 weeks. The appropriate concentration of cefotaxime and kanamycin that 
could inhibit the growth of Agrobacterium and the induction of non-transgenic shoots were 250 mg/l and 100 mg/l, respectively. 
The transformation was subsequently performed by shaking incubation of potted curcuma retarded shoots with A. tumefaciens 
LBA4404 carrying gus recombinant vector pStart. The expression of gus gene in transgenic shoots was investigated by GUS 
histochemical assay. Results revealed that the expression of gus gene was highest (51.61%) in transgenic shoots incubated with 
Agrobacterium for 30 min.  
 
Keywords: potted curcuma, gus gene, retarded shoots, Agrobacterium tumefaciens 
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บทน า 
 
 ปทุมมากระถางเป็นไม้ดอกที่ปรับปรุงพันธุม์าจากปทุม
มาพันธุต์ดัดอก ซึ่งปทุมมากระถางมคีวามสงูจากโคนต้นถงึ
ปลายช่อดอก 15-30 เซนตเิมตร ช่อดอกมขีนาดเลก็ ออก
ดอกครั้งละ 3-4 ดอก อายุการใช้งานของช่อดอกนานถึง 
4-5 สปัดาห์ เหมาะส าหรับน าไปประดับอาคารบ้านเรือน 
โตะ๊ท างาน และตกแต่งสวน โดยปทุมมากระถางก าลังได้รับ
คว ามนิ ยมใน ต่ า งประ เทศ  โดย เฉพาะญี่ ปุ่ น  และ
เนเธอร์แลนด์ โดยมีราคากระถางละประมาณ 160-200 
บาท (KP Holland, 2016) ตามขนาดของกระถาง โดย
ปทุมมากระถางในปัจจุบันมีสีดอกค่อนข้างน้อย สีแดง 
ชมพู และขาว จากความนิยมที่เพ่ิมมากขึ้ นท าให้มีความ
จ าเป็นในการปรับปรุงพันธุ์ปทุมมากระถางให้มีความ
หลากหลายของสดีอกเพ่ิมมากขึ้น เพ่ือเน้นการตอบสนอง
ต่อความต้องการของตลาดให้มากขึ้น 
 การปรับปรุงพันธุ์พืชโดยวิธีดั้งเดิมต้องใช้ระยะเวลา 
แรงงานสูงในการปลูก และคัดเลือก ปัจจุบันได้มีการน า
เทคนิคทางพันธุวิศวกรรมมาใช้ในการส่งถ่ายยีนเข้าสู่พืช
เพ่ือสร้างพืชดัดแปลงพันธุ์กันอย่างแพร่หลาย เพ่ือให้ได้
พืชที่มลัีกษณะที่ดเีพ่ิมเตมิ 1-2 ลักษณะในเวลาอนัรวดเรว็ 
เช่น มคีวามต้านทานโรค ต้านทานต่อสารก าจัดวัชพืช การ
เพ่ิมอายุการใช้งาน และการสร้างพืชให้มีสีสันตามที่
ต้องการ (Toppoonyanont, 2002) งานวิจัยที่ประสบ
ความส าเร็จในการเพ่ิมอายุการใช้งานและความต้านทาน
โรค เช่น Alstoemeria, Gladiolus, Hyacinth และ Lily 
การสร้างพืชให้มีสี และรูปแบบของพืชตามต้องการใน 
พิทูเนียหรือการเพ่ิมอายุการใช้งานของดอก Daylily 
(Deroles, Boase, Lee, & Peters, 2002) เป็นต้น แต่ใน
ขั้นตอนของการส่งถ่ายยีนเข้าสู่ปทุมมากระถางยังต้องการ
งานพ้ืนฐานในการส่งถ่ายยีน เช่น ชิ้ นส่วนหรือเนื้ อเย่ือที่
เหมาะสมส าหรับการส่งถ่ายยีนเข้าสู่ปทุมมากระถาง วิธกีาร
ส่งถ่ายยีนตลอดจนระบบการเพาะเลี้ ยงเนื้ อเย่ือพืชเพ่ือชัก
น าให้เกดิต้นที่สมบรณูห์ลังการส่งถ่ายยีน ในปัจจุบนัการส่ง
ถ่ายยีนด้วยเชื้ ออะโกรแบคทีเรียมเป็นพาหะประสบ
ความส าเร็จในพืชหลายชนิด เช่น กุหลาบ พิทูเนีย และ 
เบญจมาศ (Brugliera et al., 2013; Chu, Chen, Wu, 
Cai, & Pan, 2015) ดังนั้นงานวิจัยนี้ศึกษาการส่งถ่ายยีน 
gus เข้าสู่ปทุมมากระถางโดยอาศัยเชื้ ออะโกรแบคทีเรียม

เป็นพาหะ เพ่ือน าไปประยุกต์ใช้ในการปรับปรุงพันธุ์พืช
ต่อไป 
 

วิธีการศึกษาและวสัดุอุปกรณ ์
 

 1.  การเตรียมเนื้ อเยื่อ retarded shoots เพื่อใชใ้น
การส่งถา่ยยีน 
  น าช่อดอกย่อยปทุมมากระถางมาชักน าให้เกดิยอด
บนสตูรอาหารแขง็ MS (Murashige & Skoog, 1962) ที่
เตมิ benzylaminopurine (BA) ความเข้มข้น 10 มลิลิกรัม
ต่อลิตร และ Indole-3-acetic acid (IAA) ความเข้มข้น 
0.1 มิลลิกรัมต่อลิตร เป็นเวลา 2 เดือน ต่อมาชักน ายอด
ให้เกดิ retarded shoots โดยน ายอดมาตัดให้ได้ขนาด 0.5 
เซนตเิมตร วางบนสตูรอาหารแขง็ MS ที่เติม Thidiazuron 
(TDZ) ความเข้มข้น 0.5 มิลลิกรัมต่อลิตร IAA ความ
เข้มข้น 0.1 มิลลิกรัมต่อลิตร และ Imazalil (IMA) ความ
เข้มข้น 4.0 มิลลิกรัมต่อลิตร (Toppoonyanont, 
Chongsang, Chujan, Somsueb, & Nuamjaroen, 2005) 
เป็นเวลา 4 สปัดาห์ โดยใช้เนื้ อเยื่อ retarded shoots เป็น
ตวัอย่างพืชส าหรับส่งถ่ายยีน gus 
 2.  การทดสอบสารปฏิชีวนะกานามยัซินเพือ่ใชเ้ป็น
สารคดัเลือกพชืท่ีไดร้บัการส่งถา่ยยีน 
  น าเนื้ อเยื่อ retarded shoots ที่ได้จากการเพาะเล้ียง
เนื้ อเยื่อ มาตัดให้ได้ขนาด 0.5×0.5×0.5 เซนติเมตร วาง
บนสูตรอาหารแขง็ MS ที่เติม TDZ ความเข้มข้น 0.5 
มิลลิกรัมต่อลิตร IAA ความเข้มข้น 0.1 มิลลิกรัมต่อลิตร 
และ IMA ความเข้มข้น 4.0 มิลลิกรัมต่อลิตร และกานา
มัยซิน ความเข้มข้น 0, 50, 100, 150 และ 200 
มลิลิกรัมต่อลิตร ท าการทดลอง 5 ซ า้ๆ ละ 3 ตัวอย่าง ท า
การย้ายเนื้ อเยื่อลงในอาหารใหม่สตูรเดิมทุกๆ 2 สปัดาห์ 
เป็นเวลา 6 สปัดาห์ วางแผนการทดลองแบบสุ่มสมบูรณ ์
บันทึกจ านวนยอดใหม่ที่เกิดขึ้ น น าข้อมูลไปหาค่าเฉล่ีย 
วิเคราะห์ความแปรปรวนแบบ one way ANOVA 
เปรียบเทียบความแตกต่างของค่าเฉล่ียด้วยวิธี Duncan’s 
multiple range test โดยใช้โปรแกรม IBM SPSS statistics 
version 20 
 3.  การทดสอบสารปฏิชีวนะซีโพแทกซีมท่ีมีต่อการ
เจริญเติบโตของเนื้ อเยือ่ retarded shoots 
  น าเนื้ อเยื่อ retarded shoot ที่ได้จากการเพาะเล้ียง
เนื้ อเยื่อ มาตัดให้ได้ขนาด 0.5×0.5×0.5 เซนติเมตร ว่าง
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เนเธอร์แลนด์ โดยมีราคากระถางละประมาณ 160-200 
บาท (KP Holland, 2016) ตามขนาดของกระถาง โดย
ปทุมมากระถางในปัจจุบันมีสีดอกค่อนข้างน้อย สีแดง 
ชมพู และขาว จากความนิยมที่เพ่ิมมากขึ้ นท าให้มีความ
จ าเป็นในการปรับปรุงพันธุ์ปทุมมากระถางให้มีความ
หลากหลายของสดีอกเพ่ิมมากขึ้น เพ่ือเน้นการตอบสนอง
ต่อความต้องการของตลาดให้มากขึ้น 
 การปรับปรุงพันธุ์พืชโดยวิธีดั้งเดิมต้องใช้ระยะเวลา 
แรงงานสูงในการปลูก และคัดเลือก ปัจจุบันได้มีการน า
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น าให้เกดิต้นที่สมบรณูห์ลังการส่งถ่ายยีน ในปัจจุบนัการส่ง
ถ่ายยีนด้วยเ ช้ืออะโกรแบคทีเรียมเป็นพาหะประสบ
ความส าเร็จในพืชหลายชนิด เช่น กุหลาบ พิทูเนีย และ 
เบญจมาศ (Brugliera et al., 2013; Chu, Chen, Wu, 
Cai, & Pan, 2015) ดังนั้นงานวิจัยนี้ศึกษาการส่งถ่ายยีน 
gus เข้าสู่ปทุมมากระถางโดยอาศัยเช้ืออะโกรแบคทีเรียม

เป็นพาหะ เพ่ือน าไปประยุกต์ใช้ในการปรับปรุงพันธุ์พืช
ต่อไป 
 

วิธีการศึกษาและวสัดุอุปกรณ ์
 

 1.  การเตรียมเนื้ อเยื่อ retarded shoots เพื่อใชใ้น
การส่งถา่ยยีน 
  น าช่อดอกย่อยปทุมมากระถางมาชักน าให้เกดิยอด
บนสตูรอาหารแขง็ MS (Murashige & Skoog, 1962) ที่
เตมิ benzylaminopurine (BA) ความเข้มข้น 10 มลิลิกรัม
ต่อลิตร และ Indole-3-acetic acid (IAA) ความเข้มข้น 
0.1 มิลลิกรัมต่อลิตร เป็นเวลา 2 เดือน ต่อมาชักน ายอด
ให้เกดิ retarded shoots โดยน ายอดมาตัดให้ได้ขนาด 0.5 
เซนตเิมตร วางบนสตูรอาหารแขง็ MS ที่เติม Thidiazuron 
(TDZ) ความเข้มข้น 0.5 มิลลิกรัมต่อลิตร IAA ความ
เข้มข้น 0.1 มิลลิกรัมต่อลิตร และ Imazalil (IMA) ความ
เข้มข้น 4.0 มิลลิกรัมต่อลิตร (Toppoonyanont, 
Chongsang, Chujan, Somsueb, & Nuamjaroen, 2005) 
เป็นเวลา 4 สปัดาห์ โดยใช้เนื้ อเย่ือ retarded shoots เป็น
ตวัอย่างพืชส าหรับส่งถ่ายยีน gus 
 2.  การทดสอบสารปฏิชีวนะกานามยัซินเพือ่ใชเ้ป็น
สารคดัเลือกพชืท่ีไดร้บัการส่งถา่ยยีน 
  น าเนื้ อเย่ือ retarded shoots ที่ได้จากการเพาะเล้ียง
เนื้ อเยื่อ มาตัดให้ได้ขนาด 0.5×0.5×0.5 เซนติเมตร วาง
บนสูตรอาหารแขง็ MS ที่เติม TDZ ความเข้มข้น 0.5 
มิลลิกรัมต่อลิตร IAA ความเข้มข้น 0.1 มิลลิกรัมต่อลิตร 
และ IMA ความเข้มข้น 4.0 มิลลิกรัมต่อลิตร และกานา
มัยซิน ความเข้มข้น 0, 50, 100, 150 และ 200 
มลิลิกรัมต่อลิตร ท าการทดลอง 5 ซ า้ๆ ละ 3 ตัวอย่าง ท า
การย้ายเนื้ อเย่ือลงในอาหารใหม่สตูรเดิมทุกๆ 2 สปัดาห์ 
เป็นเวลา 6 สปัดาห์ วางแผนการทดลองแบบสุ่มสมบูรณ ์
บันทึกจ านวนยอดใหม่ที่เกิดขึ้ น น าข้อมูลไปหาค่าเฉล่ีย 
วิเคราะห์ความแปรปรวนแบบ one way ANOVA 
เปรียบเทียบความแตกต่างของค่าเฉล่ียด้วยวิธี Duncan’s 
multiple range test โดยใช้โปรแกรม IBM SPSS statistics 
version 20 
 3.  การทดสอบสารปฏิชีวนะซีโพแทกซีมท่ีมีต่อการ
เจริญเติบโตของเนื้ อเยือ่ retarded shoots 
  น าเนื้ อเย่ือ retarded shoot ที่ได้จากการเพาะเล้ียง
เนื้ อเยื่อ มาตัดให้ได้ขนาด 0.5×0.5×0.5 เซนติเมตร ว่าง

บนสูตรอาหารแขง็ MS ที่เติม TDZ ความเข้มข้น 0.5 
มิลลิกรัมต่อลิตร IAA ความเข้มข้น 0.1 มิลลิกรัมต่อลิตร 
และ IMA ความเข้มข้น 4.0 มิลลิกรัมต่อลิตร และ 
ซีโพแทกซีมความเข้มข้น 0, 100, 150, 200, 250 และ 
300 มิลลิกรัมต่อลิตร ท าการทดลอง 5 ซ า้ๆ ละ 3 
ตวัอย่าง ท าการย้ายเนื้ อเย่ือลงในอาหารใหม่สตูรเดิมทุกๆ 
2 สปัดาห์ เป็นเวลา 6 สปัดาห์ วางแผนการทดลองแบบสุ่ม
สมบูรณ์ บันทึกจ านวนยอดใหม่ที่เกิดขึ้ น น าข้อมูลไปหา
ค่าเฉล่ีย วิเคราะห์ความแปรปรวนแบบ one way ANOVA 
เปรียบเทียบความแตกต่างของค่าเฉล่ียด้วยวิธี Duncan’s 
multiple range test โดยใช้โปรแกรม IBM SPSS statistics 
version 20 
 4.  การเตรียมเช้ืออะโกรแบคทีเรียมเพื่อใชส้ าหรบั
การส่งถา่ยยีน 
  เพาะเล้ียงเชื้ อ Agrobacterium tumefaciens สาย
พันธุ ์LBA4404 ที่บรรจุพาสมิด binary vector pStart ซึ่ง
มียีน neomycin phosphotransferase (nptII) เป็นยีน
เครื่องหมายเพ่ือการคัดเลือก และยีน β-glucuronidase 
(gus) เป็นยีนรายงานผลเพ่ือใช้ตรวจสอบการแสดงออกใน

พืช โดยมีโปรโมเตอร์ CaMV35S เป็นตัวควบคุมการ
แสดงออกของยีน (รูปที่ 1) บนอาหารแขง็ Luria-Bertani 
(LB) ที่เตมิกานามยัซิน ความเข้มข้น 50 มลิลิกรัมต่อลิตร 
และไรแฟมพิซิน ความเข้มข้น 50 มิลลิกรัมต่อลิตร เป็น
เวลา 2 วัน ในที่มดื อณุหภมู ิ28 องศาเซลเซียส จากนั้นน า
โคโลนีเดี่ยวบนจานอาหารแขง็ LB น าไปเลี้ ยงในอาหาร
เหลว LB ปริมาตร 25 มิลลิลิตร ที่เติมกานามัยซิน ความ
เข้มข้น 50 มลิลิกรัมต่อลิตร และไรแฟมพิซิน ความเข้มข้น 
50 มิลลิกรัมต่อลิตร บนเคร่ืองบ่มแบบเขย่าที่ความเร็ว 
120 รอบต่อนาท ีอุณหภมูิ 28 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 
12-16 ชั่วโมง จนกระทั้งเซลล์เข้าสู่ระยะ mid-log-phase 
และน าเซลล์ไปวัดค่า OD600 ให้อยู่ในช่วง 0.3-0.5 โดยใช้
เคร่ืองสเปกโทรมิเตอร์ ท าการเกบ็เซลล์อะโกรแบคทเีรียม
โดยการน าไปป่ันเหวี่ยงที่ความเรว็ 8,000 รอบต่อนาท ี
อณุหภมู ิ4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2 นาท ีแล้วเทอาหาร
เลี้ ยงเช้ือทิ้ ง ละลายตะกอนเซลล์ด้วยอาหารเหลว MS 
ปริมาตร 25 มิลลิลิตร แล้วเติมอะซิโตไซริงกอน ความ
เข้มข้น 100 ไมโครโมลาร์ 

 

 
รูปที่ 1 โครงสร้างของเวคเตอร์ pStart ที่มียีน gus (β-glucoronidase) และยีน npt II (neomycin phosphotransferase gene) ซ่ึงถูกควบคุม   
          ด้วยโปรโมเตอร์  CaMV 35S (35S Cauliflower mosaic virus) NOS (Nopaline synthase gene terminator) และ NOS terminator  
          โดยต าแหน่งของยีนทั้งหมดจะอยู่ระหว่าง right border (RB) และ left border (LB) ของเวคเตอร์ 
 
 5.  การส่งถา่ยยีน gus เขา้สู่เนื้ อเยือ่ retarded shoots 
ของปทุมมากระถาง  
  น า retarded shoots ที่เตรียมไว้ มาตัดให้ได้ขนาด 
0.5×0.5×0.5 เซนติเมตร จ านวน 100 ตัวอย่าง มาแช่ลง
ในสารละลายแขวนลอยแบคทีเรียอะโกรแบคทีเรียมที่
เตรียมไว้ ท าการเขย่าร่วมกันเป็นเวลา 0, 10, 20, 30 
และ 40 นาท ีที่ความเรว็ 120 รอบต่อนาท ีอุณหภมูิ 28 
องศาเซลเซียส หลังจากนั้นซับเชื้ อส่วนเกินออกด้วย
กระดาษซับที่ผ่านการฆ่าเชื้ อ แล้วน าไปวางบนสูตรอาหาร
แขง็ MS ที่เตมิอะซิโตไซริงกอน ความเข้มข้น 100 ไมโคร
โมลาร์ เป็นเวลา 2 วัน ในที่มืด อุณหภูมิ 28 องศา
เซลเซียส หลังจากนั้นท าการล้างเนื้ อเยื่อ retarded shoots  
 

ด้วยน า้กล่ันที่ผ่านการนึ่งฆ่าเชื้อ 3 คร้ัง และล้างด้วยอาหาร
เหลว MS ที่เติมซีโพแทกซีม ความเข้มข้น 250 มิลลิกรัม
ต่อลิตร เพ่ือท าการก าจัดเชื้ออะโกรแบคทเีรียม แล้ววางบน
สูตรอาหารแขง็ MS ที่เติม TDZ ความเข้มข้น 0.5 
มิลลิกรัมต่อลิตร IAA ความเข้มข้น 0.1 มิลลิกรัมต่อลิตร 
และ IMA ความเข้มข้น 4.0 มิลลิกรัมต่อลิตร กานามัยซิน 
ความเข้มข้น 100 มิลลิกรัมต่อลิตร และซีโพแทกซีม 
ความเข้มข้น 250 มิลลิกรัมต่อลิตร ท าการย้ายเนื้ อเยื่อลง
ในอาหารใหม่สตูรเดมิทุกๆ 2 สปัดาห์ เป็นเวลา 6 สปัดาห์ 
บนัทกึผล และตรวจสอบผลการส่งถ่ายยีน 
 6.  การตรวจสอบการแสดงออกของยีน gus โดยวิธี 
GUS histochemical assay 
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  ตรวจสอบการแสดงออกของยีน gus ภายใน
เนื้ อเย่ือที่ได้รับการส่งถ่ายยีนด้วยวิธ ีGUS Histochemical 
assay โดยดูการติดสนี า้เงินของเนื้ อเย่ือที่ได้รับการส่งถ่าย
ยีน ซึ่งเกิดจากการท างานของเอนไซม์ β-glucuronidase 
น าเนื้ อเยื่อ retarded shoots ที่ผ่านการถ่ายยีน หลัง 6 
สปัดาห์แล้ว มาแช่ในสารละลาย 5-bromo-4-chloro-3-
indolyl glucuronide (X-Gluc) (0.05 mM X-Gluc ใน 
10 mM Na2HPO4, 10 mM NaH2PO4, 0.1% Triton X-
100, 0.5 mM K3Fe(CN)6 และ 0.5 mM K4Fe(CN)6) 
แล้วน าไปบ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 
ชั่วโมง เมื่อครบเวลาหยุดปฏกิริิยาด้วยการเติมเอทธานอล 
70 เปอร์เซน็ต์ และย้ายตัวอย่างมาแช่ในเอทธานอล 95 
เปอร์เซน็ต์ เป็นเวลา 15-20 นาท ีจ านวน 2 ครั้ง เพ่ือให้
เห็นการติดสีน ้าเงินบนเนื้ อเ ย่ือ หรือจนกระทั่งเห็นว่า
คลอโรฟิลล์หมด แล้วตรวจดูการแสดงออกของยีน gus 
จากการตดิสนี า้เงินภายในชิ้นเนื้อเย่ือที่ได้รับการส่งถ่ายยีน 

 
 
 

ผลการศึกษา 
 
 1.  การเตรียมเนื้ อเยื่อ retarded shoots เพื่อใชใ้น
การส่งถา่ยยีน 
  จากการน าช่อดอกย่อยของปทุมมากระถาง (รูปที่ 
2 A) วางบนสตูรอาหารแขง็ MS ที่เติม BA ความเข้มข้น 
10 มลิลิกรัมต่อลิตร และ IAA ความเข้มข้น 0.1 มลิลิกรัม
ต่อลิตร เป็นเวลา 2 เดอืน พบว่า สามารถชักน าให้เกดิยอด
ที่บริเวณฐานของช่อดอกปทุมมากระถาง จ านวน 2 ยอด
ต่อชิ้นส่วนพืช (รูปที่ 2 B) หลังจากนั้นน ายอดที่ได้มาตัด
ให้ได้ขนาด 0.5 เซนติเมตร วางบนสตูรอาหารแขง็ MS ที่
เติม TDZ ความเข้มข้น 0.5 มิลลิกรัมต่อลิตร IAA ความ
เข้มข้น 0.1 มิลลิกรัมต่อลิตร และ IMA ความเข้มข้น 4.0 
มิลลิกรัมต่อลิตร เป็นเวลา 4 สัปดาห์ เพ่ือชักน าให้เกิด 
retarded shoots พบว่า สามารถชักน าให้เกิด retarded 
shoots ได้ 100 เปอร์เซน็ต์ ซึ่งมีลักษณะเป็นยอดย่อส่วน
ขนาดเลก็ๆ จ านวน ประมาณ 30-40 ยอดต่อชิ้นส่วนพืช 
(รปูที่ 2 C) ส าหรับใช้ในการส่งถ่ายยีน 

 
 
รูปท่ี 2 การเตรียมเนื้อเยื่อ retarded shoots เพื่อใช้ส าหรับส่งถ่ายยีน โดยภาพ A คือ ช่อดอกย่อยของปทุมมากระถาง ภาพ B คือ ยอดปทุมมา 
          กระถางที่เกดิจากช่อดอกย่อยบนสตูรอาหารแขง็ MS ที่เติม BA ความเข้มข้น 10 มิลลิกรัมต่อลิตร IAA ความเข้มข้น 0.1 มิลลิกรัม 
          ต่อลิตร ภาพ C คือ เนื้ อเยื่อ retarded shoots ปทุมมากระถางที่เกิดจากยอดบนสตูรอาหารแขง็ MS ที่เติม TDZ ความเข้มข้น 0.5  
          มิลลิกรัมต่อลิตร IAA ความเข้มข้น 0.1 มิลลิกรัมต่อลิตร และ IMA ความเข้มข้น 4.0 มิลลิกรัมต่อลิตร  
 

A B C 
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  ตรวจสอบการแสดงออกของยีน gus ภายใน
เนื้ อเย่ือที่ได้รับการส่งถ่ายยีนด้วยวิธ ีGUS Histochemical 
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น าเนื้ อเยื่อ retarded shoots ที่ผ่านการถ่ายยีน หลัง 6 
สปัดาห์แล้ว มาแช่ในสารละลาย 5-bromo-4-chloro-3-
indolyl glucuronide (X-Gluc) (0.05 mM X-Gluc ใน 
10 mM Na2HPO4, 10 mM NaH2PO4, 0.1% Triton X-
100, 0.5 mM K3Fe(CN)6 และ 0.5 mM K4Fe(CN)6) 
แล้วน าไปบ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 
ชั่วโมง เมื่อครบเวลาหยุดปฏกิริิยาด้วยการเติมเอทธานอล 
70 เปอร์เซน็ต์ และย้ายตัวอย่างมาแช่ในเอทธานอล 95 
เปอร์เซน็ต์ เป็นเวลา 15-20 นาท ีจ านวน 2 ครั้ง เพ่ือให้
เห็นการติดสีน ้าเงินบนเนื้ อเยื่ อ หรือจนกระทั่งเห็นว่า
คลอโรฟิลล์หมด แล้วตรวจดูการแสดงออกของยีน gus 
จากการตดิสนี า้เงินภายในชิ้นเนื้อเย่ือที่ได้รับการส่งถ่ายยีน 

 
 
 

ผลการศึกษา 
 
 1.  การเตรียมเนื้ อเยื่อ retarded shoots เพื่อใชใ้น
การส่งถา่ยยีน 
  จากการน าช่อดอกย่อยของปทุมมากระถาง (รูปที่ 
2 A) วางบนสตูรอาหารแขง็ MS ที่เติม BA ความเข้มข้น 
10 มลิลิกรัมต่อลิตร และ IAA ความเข้มข้น 0.1 มลิลิกรัม
ต่อลิตร เป็นเวลา 2 เดอืน พบว่า สามารถชักน าให้เกดิยอด
ที่บริเวณฐานของช่อดอกปทุมมากระถาง จ านวน 2 ยอด
ต่อชิ้นส่วนพืช (รูปที่ 2 B) หลังจากนั้นน ายอดที่ได้มาตัด
ให้ได้ขนาด 0.5 เซนติเมตร วางบนสตูรอาหารแขง็ MS ที่
เติม TDZ ความเข้มข้น 0.5 มิลลิกรัมต่อลิตร IAA ความ
เข้มข้น 0.1 มิลลิกรัมต่อลิตร และ IMA ความเข้มข้น 4.0 
มิลลิกรัมต่อลิตร เป็นเวลา 4 สัปดาห์ เพ่ือชักน าให้เกิด 
retarded shoots พบว่า สามารถชักน าให้เกิด retarded 
shoots ได้ 100 เปอร์เซน็ต์ ซึ่งมีลักษณะเป็นยอดย่อส่วน
ขนาดเลก็ๆ จ านวน ประมาณ 30-40 ยอดต่อชิ้นส่วนพืช 
(รปูที่ 2 C) ส าหรับใช้ในการส่งถ่ายยีน 

 
 
รูปท่ี 2 การเตรียมเนื้อเยื่อ retarded shoots เพื่อใช้ส าหรับส่งถ่ายยีน โดยภาพ A คือ ช่อดอกย่อยของปทุมมากระถาง ภาพ B คือ ยอดปทุมมา 
          กระถางที่เกดิจากช่อดอกย่อยบนสตูรอาหารแขง็ MS ที่เติม BA ความเข้มข้น 10 มิลลิกรัมต่อลิตร IAA ความเข้มข้น 0.1 มิลลิกรัม 
          ต่อลิตร ภาพ C คือ เนื้ อเยื่อ retarded shoots ปทุมมากระถางที่เกิดจากยอดบนสตูรอาหารแขง็ MS ที่เติม TDZ ความเข้มข้น 0.5  
          มิลลิกรัมต่อลิตร IAA ความเข้มข้น 0.1 มิลลิกรัมต่อลิตร และ IMA ความเข้มข้น 4.0 มิลลิกรัมต่อลิตร  
 

A B C 

 2. การทดสอบสารปฏิชีวนะกานามยัซินเพือ่ใชเ้ป็น
สารคดัเลือกพชืท่ีไดร้บัการส่งถา่ยยีน 
  การทดสอบความเข้มข้นของสารปฏชิีวนะกานามัย
ซินเพ่ือใช้เป็นสารคัดเลือกส าหรับการถ่ายส่งยีน ที่มียีน 
nptII ซึ่งควบคุมลักษณะที่มีการต้านทานต่อสารปฏิชีวนะ
กานามัยซิน โดยท าการตัดเนื้ อเย่ือ retarded shoots ให้ได้
ขนาด 0.5x0.5x0.5 เซนติเมตร น ามาวางบนสตูรอาหาร
แขง็ MS ที่เติม TDZ ความเข้มข้น 0.5 มิลลิกรัมต่อลิตร 
IAA ความเข้มข้น 0.1 มิลลิกรัมต่อลิตร IMA ความ
เข้มข้น 4 มิลลิกรัมต่อลิตร และกานามัยซิน ความเข้มข้น 
0, 50, 100, 150 และ 200 มลิลิกรัมต่อลิตร เป็นเวลา 6 
สัปดาห์ พบว่าเนื้ อเยื่อ retarded shoots ที่วางบนสูตร
อาหารไม่เติมสารปฏิชีวนะกานามัยซิน เนื้ อเย่ือ retarded 
shoots สามารถสร้างยอดใหม่ขึ้นมาอย่างเป็นปกติ และ

เนื้ อเย่ือยังคงเป็นสีเขียว โดยมีจ านวนยอดเฉล่ีย 30 ยอด
ต่อชิ้ นส่วนพืช (รูปที่ 3 A, ตารางที่ 1) ส่วนเนื้ อเยื้ อ 
retarded shoots ที่วางบนสูตรอาหารที่มีการเติมสาร
ปฏิชีวนะกานามัยซิน ความเข้มข้น 50 มิลลิกรัมต่อลิตร 
เนื้ อเยื้ อ retarded shoots ยังคงมีการสร้างยอดใหม่เกดิขึ้น
แต่มจี านวนลง โดยมีจ านวนยอดเฉล่ีย 20 ยอดต่อชิ้นส่วน
พืช (รูปที่ 3 B) ส่วนเนื้ อเยื่อ retarded shoots ที่วางบน
สูตรอาหารที่เติมสารปฏิชีวนะกานามัยซิน ความเข้มข้น 
100, 150 และ 200 มิลลิกรัมต่อลิตร เนื้ อเยื่อ retarded 
shoots ไม่สามารถสร้างยอดใหม่ขึ้ นมาได้ เนื้ อเยื่ อ
กลายเป็นสเีหลือง และตาย (รูปที่ 3 C D E) ดังนั้นจึง
เลือกใช้กานามัยซิน ความเข้มข้น 100 มิลลิกรัมต่อลิตร 
ซึ่งเป็นความเข้มข้นต ่าที่สดุที่ท  าให้เนื้ อเย่ือ retarded shoots 
ไม่สามารถสร้างยอดใหม่ขึ้นมาได้ มาใช้ในการส่งถ่ายยีน 

 
ตารางที่ 1 ความเข้มข้นสารปฏชีิวนะกานามัยซินที่มีผลต่อการเจริญเติบโตของเน้ือเยื่อ retarded shoots หลังจาก 6 สปัดาห์ 

กานามยัซิน (มิลลิกรมัต่อลิตร) จ านวนยอดต่อช้ินส่วนพชื (ค่าเฉลีย่ ±S.E)* 
0 30±0.05a 
50 20±0.07b 
100 00±0.00c 
150 00±0.00c 
200 00±0.00c 

*ค่าเฉล่ีย ±S.E ที่แตกต่างกันแสดงความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติจากการเปรียบเทยีบด้วยวิธี Duncan’s multiple range test  
 ที่ระดับความเช่ือมั่น 95 เปอร์เซน็ต์ 
 

 

 
รูปท่ี 3 การทดสอบสารปฏชีิวนะกานามัยซินเพ่ือใช้คัดเลือกพืชที่ไดรับการส่งถ่ายยีนโดยวางเน้ือเยื่อ retarded shoots บนอาหารที่ไม่เติมสาร 
          ปฏชีิวนะกานามัยซิน (A) เปรียบเทยีบกบัเน้ือเยื่อที่วางบนอาหารที่เติมสารปฏิชีวนะกานามัยซินที่ความเข้มข้นต่างๆ ได้แก่ 50 (B),  
          100 (C), 150 (D) และ 200 (E) มิลลิกรัมต่อลิตร 
 

A B C 

D E 
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 3. การทดสอบสารปฏิชีวนะซีโพแทกซีมท่ีมีต่อการ
เจริญเติบโตของเนื้ อเยือ่ retarded shoots 
  การทดสอบความเข้มข้นของสารปฏชิีวนะซีโพแทกซีม 
เพ่ือใช้เป็นสารก าจัดเชื้ ออะโกรแบคทีเรียม โดยท าการ 
ตัดเนื้ อเยื่อ retarded shoots ให้ได้ขนาด 0.5x0.5x0.5 
เซนติเมตร น ามาวางบนสตูรอาหารแขง็ MS ที่เติม TDZ 
ความเข้มข้น 0.5 มิลลิกรัมต่อลิตร IAA ความเข้มข้น 0.1 
มิลลิกรัมต่อลิตร IMA ความเข้มข้น 4 มิลลิกรัมต่อลิตร 
และซีโพแทกซีม ความเข้มข้น 0, 100, 150, 200, 250 
และ 300 มลิลิกรัมต่อ เป็นเวลา 6 สปัดาห์ พบว่าเนื้ อเยื่อ 
retarded shoots ที่วางบนสตูรอาหารไม่เติมสารปฏชิีวนะซี
โพแทกซีม เนื้อเย่ือ retarded shoots สามารถสร้างยอดใหม่
ขึ้นมาอย่างเป็นปกติ และเนื้ อเย่ือยังคงเป็นสีเขียว โดยมี
จ านวนยอดเฉล่ีย 30 ยอดต่อชิ้ นส่วนพืช (รูปที่ 4 A, 

ตารางที่ 2) เนื้อเยื่อ retarded shoots ที่วางบนสตูรอาหารที่
เติมสารปฏิชีวนะซีโพแทกซีม ความเข้มข้น 100, 150, 
200 และ 250 มิลลิกรัมต่อลิตร เนื้ อเยื่อ retarded shoots 
ยังสามารถสร้างยอดใหม่ขึ้ นได้แต่มีจ านวนลดลง และ
เนื้ อเยื่อยังคงเป็นสเีขียว โดยมีจ านวนยอดเฉล่ีย 28, 28, 
27, 27  ยอดต่อช้ินส่วนพืช ตามล าคับ (รูปที่ 4 B C D 
E) ส่วนเนื้อเย่ือ retarded shoots ที่วางบนสตูรอาหารที่เติม
สารปฏชีิวนะซีโพแทกซีม ความเข้มข้น 300 มิลลิกรัมต่อ
ลิตร เนื้ อเยื่อ retarded shoots ยังสามารถสร้างยอดใหม่
ขึ้ นมาได้แต่มีจ านวนยอดที่ลดลงมากที่สุด โดยมีจ านวน
ยอดเฉล่ีย 10 ยอดต่อชิ้ นส่วนพืช (รูปที่ 4 F) ดังนั้นจึง
เลือกใช้ซีโพแทกซีม ความเข้มข้น 250 มิลลิกรัมต่อลิตร 
ซึ่งเป็นความเข้มข้นสงูสดุที่มผีลต่อเนื้อเย่ือน้อยที่สดุ 

 
ตารางที่ 2 ผลของซีโพแทกซีมในระดับความเข้มข้นต่างๆ ต่อการสร้างยอดของเนื้อเยื่อ retarded shoots หลัง 6 สปัดาห์ 

ซีโพแทกซีม (มิลลิกรมัต่อลิตร) จ านวนยอดยอดต่อช้ินส่วนพืช (ค่าเฉลีย่ ±S.E)* 
0 30±0.19a 

100 28±0.21a 

150 28±0.21a 

200 27±0.20a 

250 27±0.20a 

300 10±0.12b 
*ค่าเฉล่ีย ±S.E ที่แตกต่างกันแสดงความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติจากการเปรียบเทยีบด้วยวิธี Duncan’s multiple range test  
 ที่ระดับความเช่ือมั่น 95 เปอร์เซน็ต์ 
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 3. การทดสอบสารปฏิชีวนะซีโพแทกซีมท่ีมีต่อการ
เจริญเติบโตของเนื้ อเยือ่ retarded shoots 
  การทดสอบความเข้มข้นของสารปฏชิีวนะซีโพแทกซีม 
เพ่ือใช้เป็นสารก าจัดเชื้ ออะโกรแบคทีเรียม โดยท าการ 
ตัดเนื้ อเยื่อ retarded shoots ให้ได้ขนาด 0.5x0.5x0.5 
เซนติเมตร น ามาวางบนสตูรอาหารแขง็ MS ที่เติม TDZ 
ความเข้มข้น 0.5 มิลลิกรัมต่อลิตร IAA ความเข้มข้น 0.1 
มิลลิกรัมต่อลิตร IMA ความเข้มข้น 4 มิลลิกรัมต่อลิตร 
และซีโพแทกซีม ความเข้มข้น 0, 100, 150, 200, 250 
และ 300 มลิลิกรัมต่อ เป็นเวลา 6 สปัดาห์ พบว่าเนื้ อเยื่อ 
retarded shoots ที่วางบนสตูรอาหารไม่เติมสารปฏชิีวนะซี
โพแทกซีม เนื้อเยื่อ retarded shoots สามารถสร้างยอดใหม่
ขึ้นมาอย่างเป็นปกติ และเนื้ อเย่ือยังคงเป็นสีเขียว โดยมี
จ านวนยอดเฉล่ีย 30 ยอดต่อชิ้ นส่วนพืช (รูปที่ 4 A, 

ตารางที่ 2) เนื้อเย่ือ retarded shoots ที่วางบนสตูรอาหารที่
เติมสารปฏิชีวนะซีโพแทกซีม ความเข้มข้น 100, 150, 
200 และ 250 มิลลิกรัมต่อลิตร เนื้ อเย่ือ retarded shoots 
ยังสามารถสร้างยอดใหม่ขึ้ นได้แต่มีจ านวนลดลง และ
เนื้ อเยื่อยังคงเป็นสเีขียว โดยมีจ านวนยอดเฉล่ีย 28, 28, 
27, 27  ยอดต่อชิ้นส่วนพืช ตามล าคับ (รูปที่ 4 B C D 
E) ส่วนเนื้อเย่ือ retarded shoots ที่วางบนสตูรอาหารที่เติม
สารปฏชีิวนะซีโพแทกซีม ความเข้มข้น 300 มิลลิกรัมต่อ
ลิตร เนื้ อเยื่อ retarded shoots ยังสามารถสร้างยอดใหม่
ขึ้ นมาได้แต่มีจ านวนยอดที่ลดลงมากที่สุด โดยมีจ านวน
ยอดเฉล่ีย 10 ยอดต่อชิ้ นส่วนพืช (รูปที่ 4 F) ดังนั้นจึง
เลือกใช้ซีโพแทกซีม ความเข้มข้น 250 มิลลิกรัมต่อลิตร 
ซึ่งเป็นความเข้มข้นสงูสดุที่มผีลต่อเนื้อเย่ือน้อยที่สดุ 

 
ตารางที่ 2 ผลของซีโพแทกซีมในระดับความเข้มข้นต่างๆ ต่อการสร้างยอดของเนื้อเยื่อ retarded shoots หลัง 6 สปัดาห์ 

ซีโพแทกซีม (มิลลิกรมัต่อลิตร) จ านวนยอดยอดต่อช้ินส่วนพืช (ค่าเฉลีย่ ±S.E)* 
0 30±0.19a 

100 28±0.21a 

150 28±0.21a 

200 27±0.20a 

250 27±0.20a 

300 10±0.12b 
*ค่าเฉล่ีย ±S.E ที่แตกต่างกันแสดงความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติจากการเปรียบเทยีบด้วยวิธี Duncan’s multiple range test  
 ที่ระดับความเช่ือมั่น 95 เปอร์เซน็ต์ 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 
รูปท่ี 4 การทดสอบสารปฏชีิวนะซีโพแทกซีม ที่มีต่อการเจริญเติบโตของเน้ือเยื่อ retarded shoots โดยภาพ A คือเนื้ อเยื่อ retarded shoots ที่ 
          วางบนสตูรอาหารไม่เติมสารปฏิชีวนะ ภาพ B คือเนื้ อเยื่อ retarded shoots ที่วางบนสตูรอาหารที่เติมซีโพแทกซีม ความเข้มข้น 100  
          มิลลิกรัมต่อลิตร ภาพ C คือเนื้อเยื่อ retarded shoots ที่วางบนสตูรอาหารที่เติมซีโพแทกซีม ความเข้มข้น 150 มิลลิกรัมต่อลิตร ภาพ  
          D คือเนื้อเยื่อ retarded shoots ที่วางบนสตูรอาหารที่เติมซีโพแทกซีม ความเข้มข้น 200 มิลลิกรัมต่อลิตร ภาพ E คือเนื้อเยื่อ retarded  
          shoots ที่วางบนสตูรอาหารที่เติมซีโพแทกซีม ความเข้มข้น 250 มิลลิกรัมต่อลิตร ภาพ F คือเนื้ อเยื่อ retarded shoots ที่วางบนสตูร 
          อาหารที่เติมซีโพแทกซีม ความเข้มข้น 300 มิลลิกรัมต่อลิตร 
 
 4.  การส่งถา่ยยีน gus เขา้สู่เนื้ อเยือ่ retarded shoots 
ของปทุมมากระถาง  
  จากการส่งถ่ายพลาสมิด pSTART ที่ประกอบด้วย
ยีน npt II และยีน gus เข้าสู่เนื้ อเย่ือ retarded shoots ของ
ปทุมมากระถาง อาศัยเชื้ อ A. tumefacience สายพันธุ ์
LBA4404 โดยมีระยะเวลาในการเขย่าเนื้ อเย่ือ retarded 
shoots ร่วมกบัเชื้ ออะโกรแบคทเีรียม เป็นเวลา 0, 10, 
20, 30 และ 40 นาที แล้วน าไปวางบนสตูรอาหาร
คัดเลือก MS ที่เติม TDZ ความเข้มข้น 0.5 มิลลิกรัมต่อ
ลิตร IAA ความเข้มข้น 0.1 มิลลิกรัมต่อลิตร และ IMA 
ความเข้มข้น 4.0 มิลลิกรัมต่อลิตร และกานามัยซิน ความ
เข้มข้น 100 มิลลิกรัมต่อลิตร และซีโพแทกซีม ความ
เข้มข้น 250 มิลลิกรัมต่อลิตร เป็นเวลา 6 สปัดาห์ พบว่า
เนื้ อเยื่อ retarded shoots ที่ได้รับการส่งถ่ายยีนนั้นสามารถ
เจริญเตบิโต และสร้างยอดใหม่ได้บนอาหารคัดเลือก ส่วน
เนื้ อเยื่อ retarded shoots ที่ไม่ได้รับการส่งถ่ายยีนไม่
สามารถเจริญเติบโตได้บนอาหารคัดเลือก โดยเนื้ อเยื่อ 
retarded shoots ที่เขย่าร่วมกบัเชื้ ออะโกรแบคทเีรียมเป็น
เวลา 30 นาท ีมจี านวนเนื้อเยื่อ retarded shoots ที่รอดชีวิต
บนอาหารคัดเลือกมากที่สดุ 62 ชิ้น (ตารางที่ 3, รูปที่ 5 
A) ส่วนเนื้ อเยื่อ retarded shoots ที่เขย่าร่วมกับเชื้ อ

แบคทีเรียเป็นเวลา 10, 20 และ 40 นาที มีจ านวน
เนื้อเยื่อ retarded shoots ที่รอดชีวิตบนอาหารคดัเลือก 35, 
58 และ 42 ช้ิน ตามล าดับ ส่วนเนื้ อเยื่อ retarded shoots 
ที่เขย่าร่วมกับเชื้ ออะโกรแบคทีเรียมเป็นเวลา 0 นาที ไม่
พบการรอดชีวิตบนอาหารคดัเลือก 
 5.  การตรวจสอบการแสดงออกของยีน gus โดยวิธี 
GUS histochemical assay 
  จากการตรวจสอบการแสดงออกของยีน gus ด้วย
วิธี GUS histochemical assay หลังจากวางเนื้ อเยื่อ 
retarded shoots บนอาหารคดัเลือก MS ที่เตมิ TDZ ความ
เข้มข้น 0.5 มิลลิกรัมต่อลิตร IAA ความเข้มข้น 0.1 
มลิลิกรัมต่อลิตร และ IMA ความเข้มข้น 4.0 มิลลิกรัมต่อ
ลิตร และกานามัยซิน ความเข้มข้น 100 มิลลิกรัมต่อลิตร 
และซีโพแทกซีม ความเข้มข้น 250 มิลลิกรัมต่อลิตร เป็น
เวลา 6 สปัดาห์ พบว่าเนื้ อเยื่อ retarded shoots ที่เขย่า
ร่วมกับเช้ืออะโกรแบคทีเรียม เป็นเวลา 30 นาที มีการ
แสดงออกของยีน gus มากที่สดุ จากการตดิสนี า้เงินภายใน
ชิ้นเนื้ อเย่ือที่ได้รับการส่งถ่ายยีน (ตารางที่ 3, รูปที่ 5 B) 
มีประสิทธิภาพการส่งถ่ายยีน 51.61 เปอร์เซ็นต์ ส่วน
เนื้ อเยื่อ retarded shoots ที่ไม่ได้รับการส่งถ่ายยีนไม่ติดสี
น า้เงินภายในชิ้นเนื้อเย่ือ(รปูที่ 5 C) 

A B C 
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ตารางที่ 3 ผลของระยะเวลาในการเขย่าร่วมกนัของเนื้อเยื่อ retarded shoots และเช้ืออะโกรแบคทเีรียม  
ระยะเวลา 
(นาที) 

จ านวนเนื้ อเยือ่ทั้งหมดที่
ใชส้ าหรบัการส่งถา่ยยีน 

จ านวนเนื้ อเยือ่ที่การรอด
ชีวิตบนอาหารคดัเลือก (ก) 

จ านวนเนื้ อเยือ่ที่เกิดจุด
สีฟ้า (ข) 

ประสิทธิภาพการส่งถา่ยยีน 
ข/ก (เปอรเ์ซ็นต)์ 

0 100 0 0 0 
10 100 35 13 37.14 
20 100 58 24 41.37 
30 100 62 32 51.61 
40 100 42 16 38.09 

 

 
รูปท่ี 5 ลักษณะของเนื้ อเยื่อ retarded shoots ที่ผ่านการส่งถ่ายยีนโดยการเขย่าร่วมกับแบคทเีรียเป็นเวลา 30 นาท ีแล้วน ามาเล้ียงบนอาหาร 
          คัดเลือก (A) ก่อนน ามาวิเคราะห์การแสดงออกของยีน gus ซ่ึงจะติดสนี า้เงิน (B) เปรียบเทยีบกับเน้ือเยื่อที่ไม่ได้รับการส่งถ่ายยีนซ่ึง 
          จะไม่ติดสนี า้เงิน (C) 
 

อภิปรายผลการศึกษา 
 

 จากการทดสอบความเข้มข้นของสารปฏชิีวนะกานามัย
ซินที่ใช้ส าหรับคัดเลือกพืชที่ได้รับการส่งถ่ายยีนออกจาก
พืชที่ ไ ม่ไ ด้ รับการส่งถ่ายยีน โดยท าการวางเนื้ อเ ย่ือ 
retarded shoots บนสตูรอาหารแขง็ MS ที่เติม TDZ ความ
เข้มข้น 0.5 มิลลิกรัมต่อลิตร IAA ความเข้มข้น 0.1 
มิลลิกรัมต่อลิตร IMA ความเข้มข้น 4.0 มิลลิกรัมต่อลิตร 
และกานามัยซิน ความเข้มข้นต่างๆ และเลือกใช้ความ
เข้มข้นต ่าสดุของสารปฏิชีวนะกานามัยซิน เพ่ือใช้ส าหรับ
คดัเลือกพืชที่ได้รับการส่งถ่ายยีน พบว่ากานามัยซิน ความ
เข้มข้น 100 มลิลิกรัมต่อลิตร เป็นความเข้มข้นที่เหมาะสม
ส าหรับใช้เป็นสารคดัเลือกพืชที่ได้รับการส่งถ่ายยีน (ตาราง
ที่ 1) สอดคล้องกบังานวิจัยของ Saetiew & Arunyanart 
(2008) ที่ศึกษาหาความเข้มข้นของสารปฏชิีวนะกานามัย
ซินส าหรับใช้คัดเลือกหน่อปทุมมาพันธุ์เชียงใหม่พิงค์ที่
ได้รับการส่งถ่ายยีน พบว่าความเข้มข้นของสารปฏิชีวนะ
กานามัยซิน ความเข้มข้น 100 มิลลิกรัมต่อลิตร สามารถ
ยับยั้งการเจริญเติบโตของหน่อปทุมมาพันธุ์เชียงใหม่พิงค์
ได้ ส่วนงานวิจัยของ Mahadtanapuk, Topoonyanont, and 
Handa (2006) ใช้กานามยัซิน ความเข้มข้น 50 มิลลิกรัม

ต่อลิตร ส าหรับการคัดเลือก retarded shoots ของปทุมมา
พันธุเ์ชียงใหม่พิงค์ ที่ได้รับการส่งถ่ายยีน โดยกานามัยซิน
นั้นเป็นสารปฏิชีวนะที่มีประสิทธิภาพสูงในการก าจัด
แบคทเีรีย และใช้คดัเลือกเนื้อเยื่อพืชที่ได้รับการส่งถ่ายยีน
ออกจากเนื้ อเย่ือที่ไม่ได้รับการส่งถ่ายยีน โดยยีน nptII 
แยกได้จากแบคทเีรีย Tn5 มีรหัสส าหรับการสร้างเอนไซม์ 
neomycin phosphotransferase II มีผลยับยั้งการท างาน
ของ aminoglycoside antibiotic ได้ด้วยกระบวนการเติม
ห มู่ ฟ อ ส เ ฟ ต  ( phosphorylation)  ตั ว อ ย่ า ง ข อ ง 
aminoglycoside antibiotic ได้แก่ กานามัยซิน, เจนตามัย
ซิน และ พาโรโมมัยซิน ซึ่งสารเหล่านี้ จะมีผลต่อการสร้าง
โปรตีนโดยจะเกาะกบั 30S ribosomal subunit จึงท าให้
เซลล์ไม่สามารถถอดรหัส และแปลรหัสเพ่ือสร้างโปรตีนได้ 
และท าให้เซลล์ตายในที่สุด (Estopà, Marfà, Melè, & 
Messeguer, 2001) 
 จากการทดสอบความเข้มข้นของสารปฏิชีวนะซีโพแท
กซีม ความเข้มข้น 0, 100, 150, 200, 250 และ 300 
มิลลิกรัมต่อลิตร กบัเนื้ อเยื่อ retarded shoots เป็นเวลา 6 
สัปดาห์ พบว่าสูตรอาหารที่ใช้ในการเพาะเล้ียงเนื้ อเย่ือ 
retarded shoots ที่เติมสารปฏิชีวนะซีโพแทกซีม ความ
เข้มข้น 250 มิลลิกรัมต่อลิตร เป็นความเข้มข้นสงูสดุที่มี

A B C 
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ตารางที่ 3 ผลของระยะเวลาในการเขย่าร่วมกนัของเนื้อเยื่อ retarded shoots และเช้ืออะโกรแบคทเีรียม  
ระยะเวลา 
(นาที) 

จ านวนเนื้ อเยือ่ทั้งหมดที่
ใชส้ าหรบัการส่งถา่ยยีน 

จ านวนเนื้ อเยือ่ที่การรอด
ชีวิตบนอาหารคดัเลือก (ก) 

จ านวนเนื้ อเยือ่ที่เกิดจุด
สีฟ้า (ข) 

ประสิทธิภาพการส่งถา่ยยีน 
ข/ก (เปอรเ์ซ็นต)์ 

0 100 0 0 0 
10 100 35 13 37.14 
20 100 58 24 41.37 
30 100 62 32 51.61 
40 100 42 16 38.09 

 

 
รูปท่ี 5 ลักษณะของเนื้ อเยื่อ retarded shoots ที่ผ่านการส่งถ่ายยีนโดยการเขย่าร่วมกับแบคทเีรียเป็นเวลา 30 นาท ีแล้วน ามาเล้ียงบนอาหาร 
          คัดเลือก (A) ก่อนน ามาวิเคราะห์การแสดงออกของยีน gus ซ่ึงจะติดสนี า้เงิน (B) เปรียบเทยีบกับเน้ือเยื่อที่ไม่ได้รับการส่งถ่ายยีนซ่ึง 
          จะไม่ติดสนี า้เงิน (C) 
 

อภิปรายผลการศึกษา 
 

 จากการทดสอบความเข้มข้นของสารปฏชิีวนะกานามัย
ซินที่ใช้ส าหรับคัดเลือกพืชที่ได้รับการส่งถ่ายยีนออกจาก
พืชที่ ไ ม่ไ ด้ รับการส่งถ่ายยีน โดยท าการวางเนื้ อเ ย่ือ 
retarded shoots บนสตูรอาหารแขง็ MS ที่เติม TDZ ความ
เข้มข้น 0.5 มิลลิกรัมต่อลิตร IAA ความเข้มข้น 0.1 
มิลลิกรัมต่อลิตร IMA ความเข้มข้น 4.0 มิลลิกรัมต่อลิตร 
และกานามัยซิน ความเข้มข้นต่างๆ และเลือกใช้ความ
เข้มข้นต ่าสดุของสารปฏชิีวนะกานามัยซิน เพ่ือใช้ส าหรับ
คดัเลือกพืชที่ได้รับการส่งถ่ายยีน พบว่ากานามัยซิน ความ
เข้มข้น 100 มลิลิกรัมต่อลิตร เป็นความเข้มข้นที่เหมาะสม
ส าหรับใช้เป็นสารคดัเลือกพืชที่ได้รับการส่งถ่ายยีน (ตาราง
ที่ 1) สอดคล้องกบังานวิจัยของ Saetiew & Arunyanart 
(2008) ที่ศึกษาหาความเข้มข้นของสารปฏชีิวนะกานามัย
ซินส าหรับใช้คัดเลือกหน่อปทุมมาพันธุ์เชียงใหม่พิงค์ที่
ได้รับการส่งถ่ายยีน พบว่าความเข้มข้นของสารปฏิชีวนะ
กานามัยซิน ความเข้มข้น 100 มิลลิกรัมต่อลิตร สามารถ
ยับยั้งการเจริญเติบโตของหน่อปทุมมาพันธุ์เชียงใหม่พิงค์
ได้ ส่วนงานวิจัยของ Mahadtanapuk, Topoonyanont, and 
Handa (2006) ใช้กานามยัซิน ความเข้มข้น 50 มิลลิกรัม

ต่อลิตร ส าหรับการคัดเลือก retarded shoots ของปทุมมา
พันธุเ์ชียงใหม่พิงค์ ที่ได้รับการส่งถ่ายยีน โดยกานามัยซิน
นั้นเป็นสารปฏิชีวนะที่มีประสิทธิภาพสูงในการก าจัด
แบคทเีรีย และใช้คดัเลือกเนื้อเยื่อพืชที่ได้รับการส่งถ่ายยีน
ออกจากเนื้ อเย่ือที่ไม่ได้รับการส่งถ่ายยีน โดยยีน nptII 
แยกได้จากแบคทเีรีย Tn5 มีรหัสส าหรับการสร้างเอนไซม์ 
neomycin phosphotransferase II มีผลยับยั้งการท างาน
ของ aminoglycoside antibiotic ได้ด้วยกระบวนการเติม
ห มู่ ฟ อ ส เ ฟ ต  ( phosphorylation)  ตั ว อ ย่ า ง ข อ ง 
aminoglycoside antibiotic ได้แก่ กานามัยซิน, เจนตามัย
ซิน และ พาโรโมมัยซิน ซึ่งสารเหล่านี้ จะมีผลต่อการสร้าง
โปรตีนโดยจะเกาะกบั 30S ribosomal subunit จึงท าให้
เซลล์ไม่สามารถถอดรหัส และแปลรหัสเพ่ือสร้างโปรตีนได้ 
และท าให้เซลล์ตายในที่สุด (Estopà, Marfà, Melè, & 
Messeguer, 2001) 
 จากการทดสอบความเข้มข้นของสารปฏิชีวนะซีโพแท
กซีม ความเข้มข้น 0, 100, 150, 200, 250 และ 300 
มิลลิกรัมต่อลิตร กบัเนื้ อเย่ือ retarded shoots เป็นเวลา 6 
สัปดาห์ พบว่าสูตรอาหารที่ใช้ในการเพาะเล้ียงเนื้ อเย่ือ 
retarded shoots ที่เติมสารปฏิชีวนะซีโพแทกซีม ความ
เข้มข้น 250 มิลลิกรัมต่อลิตร เป็นความเข้มข้นสงูสดุที่มี

A B C 

ผลกบัเนื้ อเย่ือพืชน้อยที่สดุ และไม่มีความแตกต่างกนัทาง
สถิติ เมื่อเทยีบกับชุดควบคุม (ตารางที่ 2) สอดคล้องกับ
งานวิจัยของ Abdullah et al. (2005) ที่ใช้ซีโพแทกซีม 
ความเข้มข้น 250 มิลลิกรัมต่อลิตร ส าหรับก าจัดเชื้ ออะ
โกรแบคทเีรียม ที่เป็นส่วนเกินในการศึกษาการส่งถ่ายยีน
เข้าสู่ปาล์มน า้มัน (Elaeis guineensis Jacq.) ส่วนงานวิจัย
ของ Saetiew & Arunyanart (2008) ใช้ความเข้มข้นของ
ซีโพแทกซีม 300 มลิลิกรัมต่อลิตร ส าหรับก าจัดเชื้ออะโกร
แบคทเีรียม ในการศึกษาการส่งถ่ายยีนเข้าสู่หน่อของปทุม
มาพันธุ์เชียงใหม่พิงค์ โดยซีโพแทกซีมเป็นสารปฏิชีวนะที่
นิยมใช้ในการก าจัดเชื้ออะโกรแบคทเีรียม ออกจากเนื้ อเยื่อ
ที่ได้รับการส่งถ่ายยีน โดยซีโพแทกซีมจะเข้าไปจับกับ
เอนไซม์ peptidoglycan transpeptidase ท าให้ไม่มีการ
เชื่อมต่อของสาย peptidoglycan จึงมีผลยับยั้งการสร้าง
ผนั ง เ ซลล์ ของแบคที เ รี ย โดยไ ม่มีผล ต่อ เซล ล์ พื ช 
(Koronfel, 1998) 
 ผลจากการส่ง ถ่ายยีน gus เ ช้าสู่ เนื้ อเยื่ อ retarded 
shoots ของปทุมมากระถาง โดยการเขย่าเนื้ อเย่ือ retarded 
shoots ร่วมกบัเชื้ ออะโกรแบคทเีรียม เป็นเวลา 0, 10, 
20, 30 และ 40 นาท ีจากนั้นย้ายเนื้อเยื่อ retarded shoots 
มาวางบนสูตรอาหารคัดเลือก เป็นเวลา 6 สัปดาห์ แล้ว
น ามาตรวจสอบการแสดงออกของยีน gus โดยวิธี GUS 
histochemical assay พบว่าการเขย่าเนื้ อเย่ือ retarded 
shoots ร่วมกบัเชื้ ออะโกรแบคทเีรียม เป็นเวลา 30 นาท ี
สามารถตรวจพบการแสดงออกของยีน gus มากที่สดุ และ
มปีระสทิธภิาพการส่งถ่ายยีนสงูถงึ 51.61 เปอร์เซน็ต ์ส่วน
การเขย่าที่ 0 นาที ไม่พบการแสดงออกของยีน gus 
(ตารางที่ 3) เนื่องจากระยะเวลาที่ใช้ในการเขย่าเนื้ อเยื่อ 
retarded shoots ร่วมกบัเชื้ ออะโกรแบคทเีรียมที่สั้นเกนิไป 
มีผลท าให้เนื้ อเย่ือ retarded shoots ได้รับเชื้ ออะโกร
แบคทีเรียมน้อยไปโอกาสที่เกิดการส่งถ่ายยีนจึงน้อยลง
ด้วย ขณะที่พบว่าการใช้ระยะเวลาในการเขย่าเนื้ อเยื่ อ 
retarded shoots ร่วมกบัเชื้ ออะโกรแบคทเีรียม นาน 40 
นาท ีแล้วน ามาเลี้ ยงบนอาหารคัดเลือกมีผลท าให้เนื้ อเย่ือ 
retarded shoots เปล่ียนเป็นสนี า้ตาล หรือน า้ตาลอ่อน และ
มีการเจริญเติบโตลดลง ซึ่งน่าจะเป็นเพราะเมื่อเนื้ อเยื่อ 
retarded shoots สมัผัสกบัเชื้ ออะโกรแบคทีเรียมจะผลิต
สารทุติยภูมิเพ่ือยับยั้งการบุกรุก และการเจริญเติบโตของ
เชื้ ออะโกรแบคทเีรียม(Carvalho et al., 2004) การที่
เนื้ อเยื่อ retarded shoots สมัผัสกบัเชื้ ออะโกรแบคทเีรียม 

ปริมาณมากจึงมกีารสร้างสารทุตยิภมูมิากจนเกดิผลกระทบ
ต่อการรอดชีวิต และพัฒนาการของเนื้ อเยื่ อ retarded 
shoots เอง 
 งานวิจัยนี้ประสบความส าเรจ็ในการส่งถ่ายยีน gus เข้า
สู่ปทุมมากระถาง โดยสารปฏิชีวนะกานามัยซิน ความ
เข้มข้น 100 มลิลิกรัมต่อลิตร เป็นความเข้มข้นที่เหมาะสม
ที่ใช้เป็นสารคัดเลือกพืชที่ได้รับการส่งถ่ายยีน ส่วนสาร
ปฏชิีวนะซีโพแทกซีม ความเข้มข้น 250 มิลลิกรัมต่อลิตร 
เหมาะสมที่ใช้ในการก าจัดเชื้ ออะโกรแบคทีเรียมภายหลัง
การส่งถ่ายยีน และการเขย่าร่วมกันระหว่างเนื้ อเยื่ อ 
retarded shoots กบัเชื้ ออะโกรแบคทเีรียม นาน 30 นาท ี
เ ป็น เวลาที่ เหมาะสมที่ สุดที่ ใ ช้ ในการ ส่ง ถ่ าย ยีน  มี
ประสทิธภิาพในการส่งถ่ายยีน 51.61 เปอร์เซน็ต์ งานวิจัย
นี้ สามารถน าไปประยุกต์ใช้ในการส่งถ่ายยีนที่สนใจเข้าสู่
ประทุมมากระถางเพ่ือปรับปรุงพันธุ์ให้ได้พันธุ์ที่ตรงตาม
ความต้องการได้ 
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