
บทท่ี 5
อภิปรายผลการทดลอง

5.1 ผลของการสงถายพลาสมิด pSTART และ pBI121 เขาสูชิ้นสวนใบยาสูบและพิทูเนียโดยใช
เชื้ออะโกรแบคทีเรียมสายพันธุ LBA4404 และ EHA105 (ดัดแปลงจาก Horsch et al., 1985 และ
Ingrid, 2006)

เน่ืองจากยาสูบและพิทูเนียเปนพืชใบเลี้ยงคูที่นิยมนํามาศึกษาการสงถายยีนและประสบ
ความสําเร็จในการสงถาย ดังน้ันการศึกษาคร้ังน้ีจึงไดสงถายพลาสมิด pSTART และ pBI121 ซึ่งมี
ยีน nptII เปนยีนคัดเลือกและยีน gus เปนยีนรายงานผลเขาสูชิ้นสวนใบยาสูบและพิทูเนียเพื่อ
ทดสอบประสิทธิภาพของพลาสมิดโดยการใชเชื้ออะโกรแบคทีเรียมสายพันธุ LBA4404 และ
EHA105 พบวา ชิ้นสวนใบยาสูบและพิทูเนียที่ผานการสงถายพลาสมิดสามารถเจริญเติบโตใน
อาหารคัดเลือกได (ภาพ 4.1 และ 4.3) แสดงวายีน nptII ไดถูกสงเขาไปในเน้ือเยื่อยาสูบและพิทูเนีย
และมีการแสดงออก เน่ืองจาก ยีน nptII เปนยีนที่ตานทานตอยาปฏิชีวนะกานามัยซินซึ่งเน้ือเยื่อที่
ไดรับยีนน้ีจะสามารถเจริญเติบโตในอาหารคัดเลือกที่มีการเติมกานามัยซินได (Wilmink and Dons,
1993) และเมื่อตรวจสอบการแสดงออกของยีน gus ดวยวิธี GUS histochemical พบวาเน้ือเยื่อยาสูบ
และพิทูเนียที่ผานการสงถายพลาสมิดเกิดสีฟา แสดงวา ยีน gus ไดถูกสงถายเขาสูเน้ือเยื่อยาสูบ
และพิทูเนียและมีการแสดงออก เน่ืองจากผลผลิตของยีน gus คือ -blucuronidase ไดเปลี่ยนสารต้ัง
ตน x-gluc ใหเปนสารสีฟา (Jefferson, 1987) ซึ่งเมื่อสังเกตจากตาเปลาจะพบวา การเกิดสีฟาของ
เน้ือเยื่อใบยาสูบและพิทูเนียที่ผานการสงถายพลาสมิด pSTART จะมีสีเขมมากกวาการสงถายดวย
พลาสมิด pBI121 (ภาพ 4.2 และ 4.4) ซึ่งสอดคลองกับรายงานของ Francesca et al. (2007)
เน่ืองจากพลาสมิด pSTART เปนพลาสมิดที่ดัดแปลงมาจากพลาสมิด pBI121 โดยการเติม poly
CAA และ CT motif บริเวณ 5’UTR ที่อยูบริเวณหนายีน gus ซึ่งจะทําใหยีน gus มีการแสดงออก
มากขึ้น เมื่อเปรียบเทียบประสิทธิภาพการสงถายพลาสมิดเขาสูยาสูบระหวางสายพันธุอะโกร
แบคทีเรียม LBA4404 และ EHA105 พบวา ประสิทธิภาพการสงถายไมแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญ
ทางสถิติ (ตารางที่ 4.1)ซึ่งขัดแยงกับ Chen et al. (1996) ไดรายงานวาสายพันธุของอะโกร
แบคทีเรียมมีผลตอการสงถายพลาสมิดเขาสูพืช เน่ืองจากเชื้ออะโกรแบคทีเรียมในแตละสายพันธุมี
ระดับความรุนแรงในการบุกรุกเขาสูพืชแตกตางกัน และเมื่อเปรียบเทียบประสิทธิภาพการสงถาย
พลาสมิดเขาสูพิทูเนียพบวาประสิทธิภาพการสงถายพลาสมิดแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ
(ตารางที่ 4.2) และการใชอะโกรแบคทีเรียมสายพันธุ EHA105 จะมีประสิทธิภาพการสงถายมากกวา
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การใชเชื้ออะโกรแบคทีเรียมสายพันธุ LBA4404 ซึ่งสอดคลองกับ Cao et al. (1998) ไดรายงานวา
เชื้ออะโกรแบคทีเรียมสายพันธุ EHA105 มีประสิทธิภาพในการสงถายยีนในบลูเบอรร่ีมากกวาสาย
พันธุ LBA4404 เน่ืองจากสายพันธุ EHA105 เปนสายพันธุที่มีความรุนแรงในการติดเชื้อ (super
virulent) แตอยางไรก็ตามสายพันธุ LBA4404 ก็ยังเปนที่นิยมนํามาใชในการสงถายยีน เน่ืองจาก
สามารถกําจัดออกจากเน้ือเยื่อพืชไดงายโดยใชยาปฏิชีวนะที่มีความเขมขนตํ่าๆ

อยางไรก็ตามการทดลองน้ีประสบความสําเร็จในการสงถายพลาสมิด pSTART และ pBI121
โดยใชเชื้ออะโกรแบคทีเรียมสายพันธุ LBA4404 และ EHA105 เขาสูชิ้นสวนใบยาสูบและพิทูเนีย
ซึ่งเปนพืชใบเลี้ยงคู และประสิทธิภาพการสงถายพลาสมิดสูงที่สุดคือ 95 เปอรเซ็นตและ 97
เปอรเซ็นตตามลําดับ

5.2 การสงถายพลาสมิด pSTART และ pBI121 เขาสูแคลลัสขาวคิตาอิเกะ (kitaake) โดยใชเชื้ออะ
โกรแบคทีเรียมสายพันธุ LBA4404 และ EHA105 (ดัดแปลงจาก Hiei et al., 1994)

ขาวคิตาอิเกะเปนพืชใบเลี้ยงเด่ียวและเปนขาวในกลุมจาโปนิกาซึ่งมีการศึกษาการสงถายยีน
อยางแพรหลาย ดังน้ันจึงไดทดสอบประสิทธิภาพของพลาสมิด โดยการสงถายพลาสมิด pSTART
และ pBI121 ซึ่งมียีน nptII เปนยีนคัดเลือกและยีน gus เปนยีนรายงานผลเขาสูแคลลัสขาวคิตาอิเกะ
โดยใชเชื้ออะโกรแบคทีเรียมสายพันธุ LBA4404 และ EHA105 พบวา แคลลัสที่ผานการสงถายพ
ลาสมิดสามารถเจริญในอาหารคัดเลือกที่เติมกานามัยซินได (ภาพ 4.5) แสดงวา ยีน nptII ซึ่งเปนยีน
ที่ตานทานตอกานามัยซินไดถูกสงเขาไปในแคลลัสของขาวคิตาอิเกะ (Wilmink and Dons, 1993)
จากการตรวจสอบการแสดงออกของยีน gus ดวยวิธี GUS histochemical พบวาแคลลัสที่ผานการสง
ถายพลาสมิดเกิดเปนจุดสีฟา (ภาพ 4.6) แสดงวายีน gus ไดถูกสงถายเขาสูแคลลัสและมีการ
แสดงออก เน่ืองจากผลผลิตของยีน gus คือ -blucuronidase ไดเปลี่ยนสารต้ังตน x-gluc ใหเปนสาร
สีฟา (Jefferson, 1987) เมื่อเปรียบเทียบประสิทธิภาพการสงถายพลาสมิด พบวาประสิทธิภาพการสง
ถายพลาสมิดแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (ตารางที่ 4.3) และการสงถาย EHA (pSTART)
จะมีเปอรเซ็นตการสงถายสูงที่สุดเทากับ 64 เปอรเซ็นต (ตารางที่ 4.3) ซึ่งสูงกวาการทดลองของ
Terada et al. (2004) นอกจากน้ียังมีรายงานการสงถายยีนในขาวกลุมจาโปนิกาอีกหลายๆ สายพันธุ
เชน เชน Fujisaka5 Tsukinohikari Asanohikari Koshihikari Taipei 309 และ Radon เปนตน
(Aldemita and Hodges, 1996; Hiei et al., 1997; Toki,1997)
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การทดลองน้ีประสบความสําเร็จในการสงถายพลาสมิด pSTART และ pBI121 โดยใช
เชื้ออะโกรแบคทีเรียมสายพันธุ LBA4404 และ EHA105 ซึ่งจะใชเปนขอมูลพื้นฐานในการศึกษาการ
ถายยีนในขาวกลุมจาโปนิกาอ่ืนๆ และขาวในกลุมอินดิกาตอไป

5.3 ผลการสงถายพลาสมิด pSTART และ pBI121 เขาสูเน้ือเย่ือปลายยอดของขาวบือโปะโละโดยใช
เชื้ออะโกรแบคทีเรียมสายพันธุ LBA4404 และ EHA105

ขาวกลุมอินดิกาเปนขาวที่มีการศึกษาและรายงานการสงถายยีนคอนขางนอยเน่ืองจากการ
เพาะเลี้ยงเน้ือเยื่อทําไดยาก ดังน้ัน ไดนําขาวบือโปะโละมาศึกษาการสงถายยีน โดยใชเปนตัวแทน
ของขาวกลุมอินดิกา อีกทั้งยังไมมีรายงานการศึกษาการสงถายยีนในขาวสายพันธุน้ีมากอน โดยการ
เพาะเลี้ยงเน้ือเยื่อปลายยอดของขาวบือโปะโละ และทดสอบความเขมขนของยาปฏิชีวนะกานามัย
ซินที่มีผลตอการเจริญของเน้ือเยื่อปลายยอด รวมไปถึงการสงถายพลาสมิด pSTART และ pBI121
โดยใชเชื้ออะโกรแบคทีเรียมสายพันธุ LBA4404 และ EHA105

5.3.1 ผลการทดสอบความเขมขนของยาปฏิชีวนะกานามัยซินท่ีมีผลตอการเจริญของเน้ือเย่ือ
ปลายยอดขาวบือโปะโละ

จากการทดสอบความเขมขนของยาปฎิชีวนะกานามัยซินที่มีผลตอการเจริญของเน้ือเยื่อ
ปลายยอดขาวบือโปะโละ พบวา กานามัยซินความเขมขน 150 มิลลิกรัมตอลิตรทําใหเน้ือเยื่อปลาย
ยอดเปลี่ยนเปนสีนํ้าตาลจนถึงดําและตายในที่สุด (ภาพ 4.7) ซึ่งปจจุบันยังไมมีรายงานการทดสอบ
ความเขมขนของกานามัยซินตอการเจริญของเน้ือเยื่อปลายยอดขาวบือโปะโละ และยังไมมีรายงาน
การสงถายพลาสมิดที่ใชยีน nptII ที่ตานทานตอกานามัยซินเปนยีนคัดเลือกในเน้ือเยื่อปลายยอดของ
ขาว โดยทั่วไปยีน nptII เปนยีนคัดเลือกที่ไดรับความนิยมอยางแพรหลายในการสงถายยีนเขาสูพืช
โดยจะสงผลใหพืชที่ไดรับการสงถายยีนมีความตานทานตอยาปฎิชีวนะในกลุมอะมิโนไกลโคไซด
(aminoglycoside) เชน G418 และกานามัยซิน (Ayres and Park, 1994) มีรายงานการใชยาปฎิชีวนะ
กลุมน้ีเพื่อคัดเลือกทั้งพืชใบเลี้ยงเด่ียวและพืชใบเลี้ยงคู เชน อะราบิดอบซิส (Steven and Andrew,
1998) ขาวโพด (Gould et al., 1991) ฝาย (Zapata et al., 1999) และขาว (Dowla et al., 2008) จากการ
ทดลอง พบวาเน้ือเยื่อปลายยอดของขาวบือโปะโละไมสามารถเจริญในอาหารที่มียาปฏิชีวนะความ
เขมขน 150 มิลลิกรัมตอลิตร เน่ืองจากยาปฎิชีวนะในกลุมของอะมิโนไกลโคไซดจะไปยับยั้งการ
สังเคราะหโปรตีนในไมโตคอนเดรียและคลอโรพลาสต โดยที่กานามัยซินจะไปเกาะกับไรโบโซม
30S หนวยเล็กทําใหยับยั้งการแปลรหัสเปนโปรตีนซึ่งสงผลใหพืชแสดงลักษณะเปนสีขาวเพราะไม
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สามารถสังเคราะหคลอโรฟลดและพืชก็จะเปลี่ยนเปนสีดําและตายในที่สุด (Wilmink and Jons,
1993) จากการทดลองของ Bourque et  al. (1976 ) พบวา กานามัยซินมีผลไปยับยั้งการทํางานของไร
โบโซมในคลอโรพลาสตของถั่วพราเมล็ดยาว (jack bean) โดยไปยับยั้งการสังเคราะห RNA
ประมาณ 30-40 เปอรเซ็นตสงผลทําใหการสังเคราะหคลอโรฟลดลดลง 40-70 เปอรเซ็นตและคลอ
โรพลาสตหยุดการพัฒนา

5.3.2 ผลการสงถายพลาสมิด pSTART และ pBI121 เขาสูเน้ือเย่ือปลายยอดขาวบือโปะโละ
โดยใชเชื้ออะโกรแบคทีเรียมสายพันธุ LBA4404 และ EHA105

จากการสงถายพลาสมิด pSTART และ pBI121 เขาสูเน้ือเยื่อปลายยอดขาวบือโปะโละโดย
ใชเชื้ออะโกรแบคทีเรียมสายพันธุ LBA4404 และ EHA105 พบวา เน้ือเยื่อปลายยอดขาวบือโปะโละ
ที่ผานการสงถายพลาสมิด สามารถเจริญในอาหารคัดเลือกที่เติมกานามัยซินความเขมขน 150
มิลลิกรัมตอลิตรได (จากการทดลองที่ 4.4.1) (ภาพ 4.8) และเน้ือเยื่อปลายยอดขาวบือโปะโละ
สามารถเจริญเติบโตเปนยอดใหมหลายๆ ยอดได เมื่อเลี้ยงในอาหารคัดเลือกที่เติมสารควบคุมการ
เจริญเติบโต Thidiazuron (TDZ) (อาหารสูตร MS-TDZ-S, ภาคผนวก ข) เน่ืองจาก TDZ เปน
ฮอรโมนในกลุมของไซโตไคนินซึ่งสามารถชักนําใหพืชเจริญไดหลายๆ ยอด (Gairi and Rashid
2004; Goldman et al. 2003; Srivatanakul et al. 2000) ซึ่งสอดคลองกับการทดลองของ
Yookongkaew et al. (2007) โดยนําเน้ือเยื่อปลายยอดของขาวขาวดอกมะลิ 105 มาเลี้ยงในอาหารที่
มี TDZ ความเขมขนตางๆ พบวา การใช TDZ ความเขมขน 4 มิลลิกรัมตอลิตรเปนความเขมขนที่
เหมาะสมในการชักนําเน้ือเยื่อปลายยอดขาวใหเจริญเปนยอดหลายๆ ยอดได

ผลการสงถาย EHA105 (pSTART) และ EHA105 (pBI121) เขาสูเน้ือเยื่อปลายยอดขาวบือ
โปะโละ พบวา เน้ือเยื่อปลายยอดขาวบือโปะโละที่อยูในอาหารคัดเลือกจะมีลักษณะเปนตนสีขาว
(albino) (ภาพ 4.8) เน่ืองจากกานามัยซินจะไปยับยั้งการสังเคราะหโปรตีนในไมโตคอนเดรียและ
คลอโร พลาสต โดยไปเกาะกับไรโบโซม30S หนวยเล็ก ทําใหยับยั้งการแปลรหัสเปนโปรตีนซึ่ง
สงผลใหตนขาวเปนตนสีขาวเพราะไมสามารถสังเคราะหคลอโรฟลดได (Wilmink and Jons, 1993)
จากการศึกษาการขนสงกานามัยซินในเน้ือเยื่อของพืช พบวากานามัยซินไมไดเคลื่อนที่ในเน้ือเยื่อ
ลําเลียงแตจะแพรผานชองวางระหวางเซลล ซึ่งพบวาจะมีการเคลื่อนที่แคระยะทางสั้นๆ (Weide et
al., 1989) ถาชิ้นสวนพืชขนาดใหญจะทําใหกานามัยซินเคลื่อนที่ไปไมถึง โดยมีการศึกษาการสงถาย
ยีนในเน้ือเยื่อปลายยอดของทิวลิปพบวาการใชกานามัยซินคัดเลือกจะมีประสิทธิภาพไดดีเมื่อใช
เน้ือเยื่อปลายยอดขนาดเล็กในการสงถายยีน (Wilmink and Dons, 1993) และจากการตรวจสอบการ
แสดงออกของยีน gus ดวยวิธี GUS histochemical ไมพบการเกิดสีฟา แตผลจากการตรวจสอบการ
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แสดงออกของยีน gus ในเน้ือเยื่อปลายยอดบือโปะโละที่ผานการสงถาย LBA4404 (pSTART) และ
LBA4404 (pBI121) พบวา เกิดสีฟา แสดงวายีน gus ไดถูกสงถายเขาสูแคลลัสและมีการแสดงออก
เน่ืองจากผลผลิตของยีน gus คือ -blucuronidase ไดเปลี่ยนสารต้ังตน x-gluc ใหเปนสารสีฟา
(Jefferson, 1987) แตเกิดแคเฉพาะบางบริเวณเทาน้ัน (ภาพ 4.8) ซึ่งคาดวาอาจจะเกิดลักษณะที่
เรียกวาไคเมอรา (chimera) เน่ืองจากบริเวณเน้ือเยื่อปลายยอดจะเปนบริเวณที่เปนเน้ือเยื่อเจริญแบง
ออกเปน 3 ชั้น คือ L1 L2 และ L3 โดยชั้น L1 จะเจริญตอไปเปนเซลลชั้นนอก (epidermis) ชั้น L2
จะเจริญเปนชั้นคอรเทกซ (cortex) ดานนอกบางสวนของทอนํ้าทออาหารและโครงสรางเกี่ยวกับการ
สืบพันธุ และ ชั้น L3 เปนเซลลที่อยูลึกเขาไปในปลายยอดซึ่งจะเจริญเปนคอรเทกซดานใน ทอนํ้า
(xylem) ทออาหาร (phloem) และพิธ (pith) ซึ่งการสงถายพลาสมิดเขาสูเน้ือเยื่อปลายยอดน้ีตนที่ได
ในรุน T0 สวนใหญจะเกิดลักษณะที่เปนไคเมอรา ดังน้ัน ถาหากตองการผลิตรุน T1 อาจจะไม
จําเปนตองใชการเพาะเลี้ยงโดยใชเมล็ดจากรุน T0 แตสามารถทําไดโดยตรงจากเซลลที่เปนเน้ือเยื่อ
เจริญโดยการนําบางสวนของตน T0 มาชักนําใหเจริญเปนตนและสามารถเพิ่มจํานวนตนใหมากขึ้น
โดยการนําไปเพาะเลี้ยงเน้ือเยื่อได (Zhong et al., 1996)

นอกจากน้ี พบวาประสิทธิภาพของการสงถาย LBA4404 (pSTART) และ LBA4404
(pBI121) มีประสิทธิภาพการสงถายพลาสมิดเทากับ 0.5 เปอรเซ็นต และ 0.1 เปอรเซ็นต ตามลําดับ
(ตารางที่ 4.5) สอดคลองกับ Park et al. (1996) ไดรายงานการสงถายยีนโดยใชเชื้ออะโกรแบคทีเรียม
เขาสูเน้ือเยื่อปลายยอดขาวสายพันธุ Maybelle พบวาประสิทธิภาพในการสงถายยีนคอนขางตํ่า
ประมาณ 0.7 เปอรเซ็นต และการสงถาย EHA105 (pSTART) และ EHA105 (pBI121) จะไมพบ
การแสดงออกของยีน gus เลย ซึ่งคาดวาเชื้ออะโกรแบคทีเรียมในแตละสายพันธุมีระดับความรุนแรง
ในการบุกรุกเขาสูเน้ือเยื่อพืชและสายพันธุของพืชแตกตางกันไป (Hiei et al., 1997; Han et al.,2000)

ผลการตรวจสอบการแสดงออกของยีน gus โดยเทคนิคพีซีอาร พบวา ตนขาวที่ผานการสง
ถาย LBA4404 (pSTART) และ LBA4404 (pBI121) จะมีการเกิดแถบดีเอ็นเอของยีน gus ขนาด 500
คูเบส สวนตนขาวที่ไมไดผานการสงถายพลาสมิดจะไมปรากฏแถบของดีเอ็นเอเลย (ภาพ 4.10)
แสดงใหเห็นวามีการแทรกตัวของยีน gus ในโครโมโซมของขาว

อยางไรก็ตามการทดลองน้ี ประสบความเร็จในการสงถายพลาสมิด pSTART และ pBI121
โดยใชอะโกรแบคทีเรียมสายพันธุ LBA4404 ได และการใชเน้ือเยื่อปลายยอดเปนเน้ือเยื่อเร่ิมตนใน
การสงถายยีนจะใชระยะเวลารวดเร็วกวาการใชเน้ือเยื่ออ่ืน เชน โปรโตพลาสต แคลลัส เปนตน ซึ่ง
จะทําใหประหยัดเวลา และเน้ือเยื่อเกิดความแปรผันทางพันธุกรรมที่ตํ่า
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5.4 ผลการสงถายพลาสมิด pSTART และ pBI121 เขาสูแคลลัสของขาวบือโปะโละโดยใช
เชื้ออะโกรแบคทีเรียมสายพันธุ LBA4404 และ EHA105

การศึกษาการสงถายพลาสมิดเขาสูแคลลัสของขาวบือโปะโละ จะการศึกษาสูตรอาหารในการ
ชักนําเมล็ดขาวบือโปะโละใหเกิดแคลลัส การทดสอบความเขมขนของกานามัยซินที่มีผลตอการ
เจริญของแคลลัสและการชักนําแคลลัสใหเจริญเปนตนใหม จากน้ันสงถายพลาสมิด pSTART และ
pBI121 เขาสูแคลลัสขาวบือโปะโละโดยใชเชื้ออะโกรแบคทีเรียมสายพันธุ LBA4404 และ EHA105

5.4.1 ผลการศึกษาอิทธิพลของสารควบคุมการเจริญเติบโต 2,4 D ในการชักนําเมล็ดขาวบือ
โปะโละใหเกิดแคลลัส

จากการศึกษาการชักนําเมล็ดขาวบือโปะโละ โดยเพาะเลี้ยงในอาหารสูตร MSD (ภาคผนวก
ข) ที่เติม 2, 4 D ความเขมขนตางๆ คือ 0 2 4 และ 6 มิลลิกรัมตอลิตร พบวาเมล็ดขาวมีการเกิด
แคลลัส เมื่อเพาะเลี้ยงในอาหาร MSD ที่เติม 2,4-D ความเขมขน 2 4 และ 6 มิลลิกรัมตอลิตรและเมื่อ
เลี้ยงในอาหารเปนเวลา 4 สัปดาห และพบวาความเขมขนของ 2,4 D ที่ 4 มิลลิกรัมตอลิตรทําใหเกิด
แคลลัสมากที่สุดเทากับ 98 เปอรเซ็นต (ตารางที่ 4.6) และพบวา การใช 2, 4 D ที่ความเขมขนตางๆ
ในการชักนําแคลลัสในขาวบือโปะโละ จะทําใหเกิดแคลลัส 2 ลักษณะคือ ไฟรเอเบิลแคลลัส
(friable callus) และคอมแพคแคลลัส (compact callas) (ภาพ 4.11) โดยที่ไฟรเอเบิลแคลลัสมี
ลักษณะเกาะกันหลวมๆ และฟู ซึ่งเปนแคลลัสที่เหมาะสมสําหรับการนํามาสงถายยีน และ คอมแพค
แคลลัส (compact callus) เปนแคลลัสที่มีลักษณะเกาะกันแนนเปนกอนซึ่งไมคอยนิยมนําแคลลัส
ลักษณะน้ีมาทําการสงถายยีน นอกจากน้ี ขาวแตละสายพันธุก็มีการตอบสนองตอความเขมขนของ
ฮอรโมนแตกตางกัน มีรายงานการใช 2, 4 D ความเขมขนอ่ืนๆ เชน

รายงานการใช 2, 4 D ความเขมขน 1 มิลลิกรัมตอลิตรในขาวปทุมธานี1 และขาวอินเดียสาย
พันธุปอคคาลี (Pokkali, PKL) ขาวชัยนาท1 ขาวBRRI dhan-29 ขาวBRRI dhan-33 และขาว
Binnatoa (Wanichananan et al., 2010; Maneewan et al., 2005; Dowla et al., 2008 )

รายงานการใช 2, 4 D ความเขมขน 1.5 มิลลิกรัมตอลิตรในขาวพูสาบาสมาติ1 (Pusa
basmati1) ขาว Kalizira ขาว Radhunipagol ขาว Tulsimala (Mohanty et al., 1999; Hossain et al.,
2009)

รายงานการใช 2, 4 D ความเขมขน 2 มิลลิกรัมตอลิตรในขาวขาวดอกมะลิ 105 ขาว BR22
ขาว BRRI dhan 29 ขาว BR5842-15-4-8 ขาว Moulata (Hoque et al., 2005; Samiphak and
Siwarungson. 2006)
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รายงานการใช 2, 4 D ความเขมขน 2.5 มิลลิกรัมตอลิตรในขาวHKR-46 ขาว HKR-126
(Saharan et al., 2004) และรายงานการใช 2, 4 D ความเขมขน 5 มิลลิกรัมตอลิตรในขาวกข 6
(Pipatpanukul et al., 2004)

5.4.2 ผลการทดสอบความเขมขนของยาปฏิชีวนะกานามัยซินท่ีมีผลตอการเจริญของแคลลัส
ขาวบือโปะโละ

การทดสอบความเขมขนของยาปฏิชีวนะกานามัยซินที่มีผลตอการเจริญของแคลลัสขาวบือ
โปะโละ พบวากานามัยซินความเขมขน ต้ังแต 100 มิลลิกรัมตอลิตรขึ้นไปจะมีผลตอการเจริญของ
แคลลัสขาวบือโปะโละโดยทําใหแคลลัสชะงักการเจริญเติบโตและเกิดการเปลี่ยนสีจากเหลืองเปน
นํ้าตาลเขม (ภาพ 4.12) โดยสอดคลองกับการรายงานของ Pipatpanukul et al. (2004) ซึ่งใชกานามัย
ซินความเขมขน 150 มิลลิกรัมตอลิตรในการคัดเลือกแคลลัสที่ไดรับยีนในขาวกข 6 แต Dowla et al.
(2008) รายงานวา ใชกานามัยซิน ความเขมขน 20-50 มิลลิกรัมตอลิตรในอาหารคัดเลือกสามารถทํา
ใหแคลลัสหยุดการเจริญเติบโตไดในขาวสายพันธุ BRRI dhan-29 ขาว BRRI dhan-33 และขาว
Binnatoa นอกจากน้ี Ratnayake and Hettiarachchi (2010) ไดรายงานถึงการใชกานามัยซินความ
เขมขน 50 มิลลิกรัมตอลิตรในขาวศรีลังกา Bg250 เชนเดียวกัน ดังน้ัน การใชยาปฏิชีวนะในการ
คัดเลือกจําเปนตองใชความเขมขนที่เหมาะสมกับพืช โดยขึ้นอยูกับสายพันธุของพืช ชนิดของเซลล
สภาพการเจริญเติบโต และอัตราเมตาบอลิซึมของเซลลพืช (Anonymous, 2006) และการใชความ
เขมขนของกานามัยซินที่ตํ่าเกินไปจะทําใหเซลลแคลลัสที่ไมไดรับยีนสามารถเจริญเติบโตบน
อาหารคัดเลือกได ในขณะที่การใชความเขมขนของกานามัยซินที่อยูในระดับสูงจนเกินไปอาจทําให
เซลลแคลลัสที่ไดรับยีนตายไดเพราะวาเซลลขางเคียงที่ไมไดรับยีนที่ตายแลวอาจปลอยสารพิษมา
ยับยั้งการเจริญเติบโตได ซึ่งเซลลที่ไดรับการสงถายยีนน้ันจะทนทานตอยาปฏิชีวนะที่ใชคัดเลือกได
ในระดับความเขมขนหน่ึงเทาน้ัน (Zhang et al., 2004) เพราะฉะน้ัน ในการสงถายยีนจึงตองมีการ
ทดสอบเพื่อหาความเขมขนที่ใชในการกําจัดเน้ือเยื่อพืชที่ไมไดรับการถายยีน ซึ่งมักจะเลือกความ
เขมขนที่ตํ่าที่สุดที่ทําใหเซลลปกติตายทั้งหมด เน่ืองจากความเขมขนที่สูงถึงแมวาจะกําจัดเซลลปกติ
ที่ไมไดรับยีนใหตายไดแตก็อาจทําใหการพัฒนาไปเปนยอดของเซลลที่ไดรับการถายยีนลดลงดวย
สงผลทําใหประสิทธิภาพการถายยีนลดลงตามไปดวย (กัญจนาและคณะ, 2549)
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5.4.3 ผลของการชักนําแคลลัสใหเกิดตน
จากการทดลองนําแคลลัสมาเลี้ยงในอาหาร 3 สูตร คือ RE1 (ดัดแปลงจาก Samiphak and

Siwarungson, 2006) RE2 (ดัดแปลงจาก Zaidi et al, 2006) และ RE3 (ดัดแปลงจาก Lin and Zhang,
2005) (ภาคผนวก ข) พบวา แคลลัสมีการเกิดจุดเขียวเมื่อเลี้ยงในอาหารเปนเวลา 1 สัปดาห ซึ่งจุด
เขียวน้ีจะบงบอกวาเน้ือเยื่อจะมีการพัฒนาเจริญไปเปนยอดไดและเมื่อเลี้ยงเปนเวลา 4 สัปดาหพบวา
แคลลัสที่เลี้ยงในอาหารสูตร RE1 จะมีการจุดเขียวมากที่สุดเทากับ 84 เปอรเซ็นต (ตารางที่ 4.8) และ
สามารถชักนําใหแคลลัสเกิดเปนตนที่สมบูรณได (ภาพ 4.13) ประมาณ 5 เปอรเซ็นตซึ่งคอนขางตํ่า
โดย Samiphak and Siwarungson. (2006) รายงานการใชสูตรอาหารชักนําแคลลัสขาวขาวดอกมะลิ
ใหเกิดตนสูตร NB-RE1 พบวาสามารถชักนําแคลลัสใหเจริญเปนตนได 5.5 เปอรเซ็นต และการใช
นํ้าตาลมอลโตสแทนซูโครสสามารถเพิ่มเปอรเซ็นตการชักนําแคลลัสใหเปนตนใหมไดในขาวกลุม
อินดิกาสายพันธุ MDU5 (Zaidi et al., 2006) เปนที่ทราบกันดีวาขาวกลุมอินดิกามีการศึกษาในเร่ือง
การเพาะเลี้ยงเน้ือและประสบความสําเร็จคอนขางนอย เน่ืองจากขาวกลุมน้ีมีการตอบสนองตอ
อาหารหรือฮอรโมนตํ่าเมื่อเปรียบเทียบกับขาวกลุมจาโปนิกา (Hiei et al., 1997) ซึ่งการศึกษา
การชักนําแคลลัสใหเจริญไปเปนตนใหมน้ันเปนขั้นตอนที่สําคัญมากสําหรับการสงถายยีนเน่ืองจาก
ความสามารถในการพัฒนาไปเปนตนใหมที่สูงน้ันมีผลตอความสําเร็จของการถายยีน ดังน้ัน สูตร
อาหาร สายพันธุขาว ลักษณะแคลลัสหรืออายุของแคลลัสก็มีผลตอการชักนําแคลลัสใหเจริญเปนตน
เชนกัน (Cho et al., 2004; Vijaychandra et al., 1995)

5.4.4 ผลการสงถายพลาสมิด pSTART และ pBI121 เขาสูแคลลัสของขาวบือโปะโละโดยใช
เชื้ออะโกรแบคทีเรียมสายพันธุ LBA4404 และ EHA105

จากการสงถายพลาสมิด pSTART และ pBI121 เขาสูแคลลัสขาวบือโปะโละโดยใชเชื้ออะ
โกรแบคทีเรียมสายพันธุ LBA4404 และ EHA105 พบวาแคลลัสขาวบือโปะโละที่ผานการสงถาย
พลาสมิดสามารถเจริญไดในอาหารคัดเลือกได (ภาพ 4.14) ) แสดงวายีน nptII ไดถูกสงเขาไปใน
แคลลัสและมีการแสดงออก เน่ืองจาก ยีน nptII เปนยีนที่ตานทานตอยาปฏิชีวนะกานามัยซินซึ่ง
เน้ือเยื่อที่ไดรับยีนน้ีจะสามารถเจริญเติบโตในอาหารคัดเลือกที่มีการเติมกานามัยซินได (Wilmink
and Dons, 1993) สวนแคลลัสที่ไมไดรับยีนจะมีการชะงักการเจริญเติบโตและเปลี่ยนสีจากสีเหลือง
เปนสีเหลืองอมนํ้าตาลและนํ้าตาลเขม เน่ืองจากกานามัยซินจะไปยับยั้งการสังเคราะหโปรตีนในไม
โตคอนเดรียและคลอโรพลาสตของพืชทําใหพืชไมสามารถเจริญเติบโตตามปกติได (Wilmink and
Jons, 1993)
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จากการตรวจสอบการแสดงออกของยีน gus ดวยวิธี GUS histochemical พบวาแคลลัสทีผ่าน
การสงถายพลาสมิดเกิดสีฟา (ภาพ 4.15) แสดงวายีน gus ไดถูกสงถายเขาสูแคลลัสและมีการ
แสดงออก เน่ืองจากผลผลิตของยีน gus คือ -blucuronidase ไดเปลี่ยนสารต้ังตน x-gluc ใหเปนสาร
สีฟา (Jefferson, 1987) เน่ืองจากยีน gus ทํางานภายใตโปรโมเตอร CaMV35S โดย Hiei et al.
(1994) รายงานการสงถายยีนในขาว พบวายีนมีการแสดงออกสูงเมื่อทํางานภายใตโปรโมเตอร
CaMV35S ซึ่งขัดแยงกับ Park et al. 1996 ซึ่งรายงานวาการใชโปรโมเตอร actin1 ทําใหยีนมีการ
แสดงออกมากกวาการใชโปรโมเตอร CaMV35S

ประสิทธิภาพการสงถาย EHA105 (pSTART) สูงที่สุดเทากับ 49 เปอรเซ็นต (ตารางที่ 4.9) ซึ่ง
มากกวารายงานของ Hoque et al.(2005) ซึ่งสงถายพลาสมิด pTOK233 โดยใชอะโกรแบคทีเรียม
สายพันธุ LBA4404 เขาสูแคลลัสขาวบังคลาเทศซึ่งเปนขาวกลุมอินดิกาโดยมีเปอรเซ็นตการสงถาย
เทากับ 5.9 เปอรเซ็นต นอกจากน้ี ยังพบวาเปอรเซ็นตการสงถายยีนจากการทดลองน้ีสูงกวาการสง
ถายพลาสมิด pTOK233 เขาสูแคลลัสของขาวกลุมจาโปนิกาสายพันธุ Radon ซึ่งมีเปอรเซ็นตการสง
ถายเทากับ 27 เปอรเซ็นต (Aldemita and Hodges, 1996) และเมื่อทดสอบยีน gus ดวยเทคนิคพีซีอาร
พบวา แคลลัสที่ผานการสงถายพลาสมิดจะมีการเกิดแถบดีเอ็นเอของยีน gus ขนาด 500 คูเบส (ภาพ
4.16) และจากการทดลองไมสามารถชักนําแคลลัสที่ผานการสงถายพลาสมิดใหเจริญเปนตนได ซึ่ง
อาจเกิดจากสูตรอาหารอาจจะยังไมเหมาะสม ซึ่งก็ตองมีการศึกษากันตอไป


