
บทท่ี 5
อภิปรายผลการทดลอง

5.1 ผลของการสงถายพลาสมิด pSTART และ pBI121 เขาสูชิ้นสวนใบยาสูบและพิทูเนียโดยใช
เชื้ออะโกรแบคทีเรียมสายพันธุ LBA4404 และ EHA105 (ดัดแปลงจาก Horsch et al., 1985 และ
Ingrid, 2006)

เน่ืองจากยาสูบและพิทูเนียเปนพืชใบเลี้ยงคูที่นิยมนํามาศึกษาการสงถายยีนและประสบ
ความสําเร็จในการสงถาย ดังน้ันการศึกษาคร้ังน้ีจึงไดสงถายพลาสมิด pSTART และ pBI121 ซึ่งมี
ยีน nptII เปนยีนคัดเลือกและยีน gus เปนยีนรายงานผลเขาสูชิ้นสวนใบยาสูบและพิทูเนียเพื่อ
ทดสอบประสิทธิภาพของพลาสมิดโดยการใชเชื้ออะโกรแบคทีเรียมสายพันธุ LBA4404 และ
EHA105 พบวา ชิ้นสวนใบยาสูบและพิทูเนียที่ผานการสงถายพลาสมิดสามารถเจริญเติบโตใน
อาหารคัดเลือกได (ภาพ 4.1 และ 4.3) แสดงวายีน nptII ไดถูกสงเขาไปในเน้ือเยื่อยาสูบและพิทูเนีย
และมีการแสดงออก เน่ืองจาก ยีน nptII เปนยีนที่ตานทานตอยาปฏิชีวนะกานามัยซินซึ่งเน้ือเยื่อที่
ไดรับยีนน้ีจะสามารถเจริญเติบโตในอาหารคัดเลือกที่มีการเติมกานามัยซินได (Wilmink and Dons,
1993) และเมื่อตรวจสอบการแสดงออกของยีน gus ดวยวิธี GUS histochemical พบวาเน้ือเยื่อยาสูบ
และพิทูเนียที่ผานการสงถายพลาสมิดเกิดสีฟา แสดงวา ยีน gus ไดถูกสงถายเขาสูเน้ือเยื่อยาสูบ
และพิทูเนียและมีการแสดงออก เน่ืองจากผลผลิตของยีน gus คือ -blucuronidase ไดเปลี่ยนสารต้ัง
ตน x-gluc ใหเปนสารสีฟา (Jefferson, 1987) ซึ่งเมื่อสังเกตจากตาเปลาจะพบวา การเกิดสีฟาของ
เน้ือเยื่อใบยาสูบและพิทูเนียที่ผานการสงถายพลาสมิด pSTART จะมีสีเขมมากกวาการสงถายดวย
พลาสมิด pBI121 (ภาพ 4.2 และ 4.4) ซึ่งสอดคลองกับรายงานของ Francesca et al. (2007)
เน่ืองจากพลาสมิด pSTART เปนพลาสมิดที่ดัดแปลงมาจากพลาสมิด pBI121 โดยการเติม poly
CAA และ CT motif บริเวณ 5’UTR ที่อยูบริเวณหนายีน gus ซึ่งจะทําใหยีน gus มีการแสดงออก
มากขึ้น เมื่อเปรียบเทียบประสิทธิภาพการสงถายพลาสมิดเขาสูยาสูบระหวางสายพันธุอะโกร
แบคทีเรียม LBA4404 และ EHA105 พบวา ประสิทธิภาพการสงถายไมแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญ
ทางสถิติ (ตารางที่ 4.1)ซึ่งขัดแยงกับ Chen et al. (1996) ไดรายงานวาสายพันธุของอะโกร
แบคทีเรียมมีผลตอการสงถายพลาสมิดเขาสูพืช เน่ืองจากเชื้ออะโกรแบคทีเรียมในแตละสายพันธุมี
ระดับความรุนแรงในการบุกรุกเขาสูพืชแตกตางกัน และเมื่อเปรียบเทียบประสิทธิภาพการสงถาย
พลาสมิดเขาสูพิทูเนียพบวาประสิทธิภาพการสงถายพลาสมิดแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ
(ตารางที่ 4.2) และการใชอะโกรแบคทีเรียมสายพันธุ EHA105 จะมีประสิทธิภาพการสงถายมากกวา
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การใชเชื้ออะโกรแบคทีเรียมสายพันธุ LBA4404 ซึ่งสอดคลองกับ Cao et al. (1998) ไดรายงานวา
เชื้ออะโกรแบคทีเรียมสายพันธุ EHA105 มีประสิทธิภาพในการสงถายยีนในบลูเบอรร่ีมากกวาสาย
พันธุ LBA4404 เน่ืองจากสายพันธุ EHA105 เปนสายพันธุที่มีความรุนแรงในการติดเชื้อ (super
virulent) แตอยางไรก็ตามสายพันธุ LBA4404 ก็ยังเปนที่นิยมนํามาใชในการสงถายยีน เน่ืองจาก
สามารถกําจัดออกจากเน้ือเยื่อพืชไดงายโดยใชยาปฏิชีวนะที่มีความเขมขนตํ่าๆ

อยางไรก็ตามการทดลองน้ีประสบความสําเร็จในการสงถายพลาสมิด pSTART และ pBI121
โดยใชเชื้ออะโกรแบคทีเรียมสายพันธุ LBA4404 และ EHA105 เขาสูชิ้นสวนใบยาสูบและพิทูเนีย
ซึ่งเปนพืชใบเลี้ยงคู และประสิทธิภาพการสงถายพลาสมิดสูงที่สุดคือ 95 เปอรเซ็นตและ 97
เปอรเซ็นตตามลําดับ

5.2 การสงถายพลาสมิด pSTART และ pBI121 เขาสูแคลลัสขาวคิตาอิเกะ (kitaake) โดยใชเชื้ออะ
โกรแบคทีเรียมสายพันธุ LBA4404 และ EHA105 (ดัดแปลงจาก Hiei et al., 1994)

ขาวคิตาอิเกะเปนพืชใบเลี้ยงเด่ียวและเปนขาวในกลุมจาโปนิกาซึ่งมีการศึกษาการสงถายยีน
อยางแพรหลาย ดังน้ันจึงไดทดสอบประสิทธิภาพของพลาสมิด โดยการสงถายพลาสมิด pSTART
และ pBI121 ซึ่งมียีน nptII เปนยีนคัดเลือกและยีน gus เปนยีนรายงานผลเขาสูแคลลัสขาวคิตาอิเกะ
โดยใชเชื้ออะโกรแบคทีเรียมสายพันธุ LBA4404 และ EHA105 พบวา แคลลัสที่ผานการสงถายพ
ลาสมิดสามารถเจริญในอาหารคัดเลือกที่เติมกานามัยซินได (ภาพ 4.5) แสดงวา ยีน nptII ซึ่งเปนยีน
ที่ตานทานตอกานามัยซินไดถูกสงเขาไปในแคลลัสของขาวคิตาอิเกะ (Wilmink and Dons, 1993)
จากการตรวจสอบการแสดงออกของยีน gus ดวยวิธี GUS histochemical พบวาแคลลัสที่ผานการสง
ถายพลาสมิดเกิดเปนจุดสีฟา (ภาพ 4.6) แสดงวายีน gus ไดถูกสงถายเขาสูแคลลัสและมีการ
แสดงออก เน่ืองจากผลผลิตของยีน gus คือ -blucuronidase ไดเปลี่ยนสารต้ังตน x-gluc ใหเปนสาร
สีฟา (Jefferson, 1987) เมื่อเปรียบเทียบประสิทธิภาพการสงถายพลาสมิด พบวาประสิทธิภาพการสง
ถายพลาสมิดแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (ตารางที่ 4.3) และการสงถาย EHA (pSTART)
จะมีเปอรเซ็นตการสงถายสูงที่สุดเทากับ 64 เปอรเซ็นต (ตารางที่ 4.3) ซึ่งสูงกวาการทดลองของ
Terada et al. (2004) นอกจากน้ียังมีรายงานการสงถายยีนในขาวกลุมจาโปนิกาอีกหลายๆ สายพันธุ
เชน เชน Fujisaka5 Tsukinohikari Asanohikari Koshihikari Taipei 309 และ Radon เปนตน
(Aldemita and Hodges, 1996; Hiei et al., 1997; Toki,1997)
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การทดลองน้ีประสบความสําเร็จในการสงถายพลาสมิด pSTART และ pBI121 โดยใช
เชื้ออะโกรแบคทีเรียมสายพันธุ LBA4404 และ EHA105 ซึ่งจะใชเปนขอมูลพื้นฐานในการศึกษาการ
ถายยีนในขาวกลุมจาโปนิกาอ่ืนๆ และขาวในกลุมอินดิกาตอไป

5.3 ผลการสงถายพลาสมิด pSTART และ pBI121 เขาสูเน้ือเย่ือปลายยอดของขาวบือโปะโละโดยใช
เชื้ออะโกรแบคทีเรียมสายพันธุ LBA4404 และ EHA105

ขาวกลุมอินดิกาเปนขาวที่มีการศึกษาและรายงานการสงถายยีนคอนขางนอยเน่ืองจากการ
เพาะเลี้ยงเน้ือเยื่อทําไดยาก ดังน้ัน ไดนําขาวบือโปะโละมาศึกษาการสงถายยีน โดยใชเปนตัวแทน
ของขาวกลุมอินดิกา อีกทั้งยังไมมีรายงานการศึกษาการสงถายยีนในขาวสายพันธุน้ีมากอน โดยการ
เพาะเลี้ยงเน้ือเยื่อปลายยอดของขาวบือโปะโละ และทดสอบความเขมขนของยาปฏิชีวนะกานามัย
ซินที่มีผลตอการเจริญของเน้ือเยื่อปลายยอด รวมไปถึงการสงถายพลาสมิด pSTART และ pBI121
โดยใชเชื้ออะโกรแบคทีเรียมสายพันธุ LBA4404 และ EHA105

5.3.1 ผลการทดสอบความเขมขนของยาปฏิชีวนะกานามัยซินท่ีมีผลตอการเจริญของเน้ือเย่ือ
ปลายยอดขาวบือโปะโละ

จากการทดสอบความเขมขนของยาปฎิชีวนะกานามัยซินที่มีผลตอการเจริญของเน้ือเยื่อ
ปลายยอดขาวบือโปะโละ พบวา กานามัยซินความเขมขน 150 มิลลิกรัมตอลิตรทําใหเน้ือเยื่อปลาย
ยอดเปลี่ยนเปนสีนํ้าตาลจนถึงดําและตายในที่สุด (ภาพ 4.7) ซึ่งปจจุบันยังไมมีรายงานการทดสอบ
ความเขมขนของกานามัยซินตอการเจริญของเน้ือเยื่อปลายยอดขาวบือโปะโละ และยังไมมีรายงาน
การสงถายพลาสมิดที่ใชยีน nptII ที่ตานทานตอกานามัยซินเปนยีนคัดเลือกในเน้ือเยื่อปลายยอดของ
ขาว โดยทั่วไปยีน nptII เปนยีนคัดเลือกที่ไดรับความนิยมอยางแพรหลายในการสงถายยีนเขาสูพืช
โดยจะสงผลใหพืชที่ไดรับการสงถายยีนมีความตานทานตอยาปฎิชีวนะในกลุมอะมิโนไกลโคไซด
(aminoglycoside) เชน G418 และกานามัยซิน (Ayres and Park, 1994) มีรายงานการใชยาปฎิชีวนะ
กลุมน้ีเพื่อคัดเลือกทั้งพืชใบเลี้ยงเด่ียวและพืชใบเลี้ยงคู เชน อะราบิดอบซิส (Steven and Andrew,
1998) ขาวโพด (Gould et al., 1991) ฝาย (Zapata et al., 1999) และขาว (Dowla et al., 2008) จากการ
ทดลอง พบวาเน้ือเยื่อปลายยอดของขาวบือโปะโละไมสามารถเจริญในอาหารที่มียาปฏิชีวนะความ
เขมขน 150 มิลลิกรัมตอลิตร เน่ืองจากยาปฎิชีวนะในกลุมของอะมิโนไกลโคไซดจะไปยับยั้งการ
สังเคราะหโปรตีนในไมโตคอนเดรียและคลอโรพลาสต โดยที่กานามัยซินจะไปเกาะกับไรโบโซม
30S หนวยเล็กทําใหยับยั้งการแปลรหัสเปนโปรตีนซึ่งสงผลใหพืชแสดงลักษณะเปนสีขาวเพราะไม
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สามารถสังเคราะหคลอโรฟลดและพืชก็จะเปลี่ยนเปนสีดําและตายในที่สุด (Wilmink and Jons,
1993) จากการทดลองของ Bourque et  al. (1976 ) พบวา กานามัยซินมีผลไปยับยั้งการทํางานของไร
โบโซมในคลอโรพลาสตของถั่วพราเมล็ดยาว (jack bean) โดยไปยับยั้งการสังเคราะห RNA
ประมาณ 30-40 เปอรเซ็นตสงผลทําใหการสังเคราะหคลอโรฟลดลดลง 40-70 เปอรเซ็นตและคลอ
โรพลาสตหยุดการพัฒนา

5.3.2 ผลการสงถายพลาสมิด pSTART และ pBI121 เขาสูเน้ือเย่ือปลายยอดขาวบือโปะโละ
โดยใชเชื้ออะโกรแบคทีเรียมสายพันธุ LBA4404 และ EHA105

จากการสงถายพลาสมิด pSTART และ pBI121 เขาสูเน้ือเยื่อปลายยอดขาวบือโปะโละโดย
ใชเชื้ออะโกรแบคทีเรียมสายพันธุ LBA4404 และ EHA105 พบวา เน้ือเยื่อปลายยอดขาวบือโปะโละ
ที่ผานการสงถายพลาสมิด สามารถเจริญในอาหารคัดเลือกที่เติมกานามัยซินความเขมขน 150
มิลลิกรัมตอลิตรได (จากการทดลองที่ 4.4.1) (ภาพ 4.8) และเน้ือเยื่อปลายยอดขาวบือโปะโละ
สามารถเจริญเติบโตเปนยอดใหมหลายๆ ยอดได เมื่อเลี้ยงในอาหารคัดเลือกที่เติมสารควบคุมการ
เจริญเติบโต Thidiazuron (TDZ) (อาหารสูตร MS-TDZ-S, ภาคผนวก ข) เน่ืองจาก TDZ เปน
ฮอรโมนในกลุมของไซโตไคนินซึ่งสามารถชักนําใหพืชเจริญไดหลายๆ ยอด (Gairi and Rashid
2004; Goldman et al. 2003; Srivatanakul et al. 2000) ซึ่งสอดคลองกับการทดลองของ
Yookongkaew et al. (2007) โดยนําเน้ือเยื่อปลายยอดของขาวขาวดอกมะลิ 105 มาเลี้ยงในอาหารที่
มี TDZ ความเขมขนตางๆ พบวา การใช TDZ ความเขมขน 4 มิลลิกรัมตอลิตรเปนความเขมขนที่
เหมาะสมในการชักนําเน้ือเยื่อปลายยอดขาวใหเจริญเปนยอดหลายๆ ยอดได

ผลการสงถาย EHA105 (pSTART) และ EHA105 (pBI121) เขาสูเน้ือเยื่อปลายยอดขาวบือ
โปะโละ พบวา เน้ือเยื่อปลายยอดขาวบือโปะโละที่อยูในอาหารคัดเลือกจะมีลักษณะเปนตนสีขาว
(albino) (ภาพ 4.8) เน่ืองจากกานามัยซินจะไปยับยั้งการสังเคราะหโปรตีนในไมโตคอนเดรียและ
คลอโร พลาสต โดยไปเกาะกับไรโบโซม30S หนวยเล็ก ทําใหยับยั้งการแปลรหัสเปนโปรตีนซึ่ง
สงผลใหตนขาวเปนตนสีขาวเพราะไมสามารถสังเคราะหคลอโรฟลดได (Wilmink and Jons, 1993)
จากการศึกษาการขนสงกานามัยซินในเน้ือเยื่อของพืช พบวากานามัยซินไมไดเคลื่อนที่ในเน้ือเยื่อ
ลําเลียงแตจะแพรผานชองวางระหวางเซลล ซึ่งพบวาจะมีการเคลื่อนที่แคระยะทางสั้นๆ (Weide et
al., 1989) ถาชิ้นสวนพืชขนาดใหญจะทําใหกานามัยซินเคลื่อนที่ไปไมถึง โดยมีการศึกษาการสงถาย
ยีนในเน้ือเยื่อปลายยอดของทิวลิปพบวาการใชกานามัยซินคัดเลือกจะมีประสิทธิภาพไดดีเมื่อใช
เน้ือเยื่อปลายยอดขนาดเล็กในการสงถายยีน (Wilmink and Dons, 1993) และจากการตรวจสอบการ
แสดงออกของยีน gus ดวยวิธี GUS histochemical ไมพบการเกิดสีฟา แตผลจากการตรวจสอบการ



61

แสดงออกของยีน gus ในเน้ือเยื่อปลายยอดบือโปะโละที่ผานการสงถาย LBA4404 (pSTART) และ
LBA4404 (pBI121) พบวา เกิดสีฟา แสดงวายีน gus ไดถูกสงถายเขาสูแคลลัสและมีการแสดงออก
เน่ืองจากผลผลิตของยีน gus คือ -blucuronidase ไดเปลี่ยนสารต้ังตน x-gluc ใหเปนสารสีฟา
(Jefferson, 1987) แตเกิดแคเฉพาะบางบริเวณเทาน้ัน (ภาพ 4.8) ซึ่งคาดวาอาจจะเกิดลักษณะที่
เรียกวาไคเมอรา (chimera) เน่ืองจากบริเวณเน้ือเยื่อปลายยอดจะเปนบริเวณที่เปนเน้ือเยื่อเจริญแบง
ออกเปน 3 ชั้น คือ L1 L2 และ L3 โดยชั้น L1 จะเจริญตอไปเปนเซลลชั้นนอก (epidermis) ชั้น L2
จะเจริญเปนชั้นคอรเทกซ (cortex) ดานนอกบางสวนของทอนํ้าทออาหารและโครงสรางเกี่ยวกับการ
สืบพันธุ และ ชั้น L3 เปนเซลลที่อยูลึกเขาไปในปลายยอดซึ่งจะเจริญเปนคอรเทกซดานใน ทอนํ้า
(xylem) ทออาหาร (phloem) และพิธ (pith) ซึ่งการสงถายพลาสมิดเขาสูเน้ือเยื่อปลายยอดน้ีตนที่ได
ในรุน T0 สวนใหญจะเกิดลักษณะที่เปนไคเมอรา ดังน้ัน ถาหากตองการผลิตรุน T1 อาจจะไม
จําเปนตองใชการเพาะเลี้ยงโดยใชเมล็ดจากรุน T0 แตสามารถทําไดโดยตรงจากเซลลที่เปนเน้ือเยื่อ
เจริญโดยการนําบางสวนของตน T0 มาชักนําใหเจริญเปนตนและสามารถเพิ่มจํานวนตนใหมากขึ้น
โดยการนําไปเพาะเลี้ยงเน้ือเยื่อได (Zhong et al., 1996)

นอกจากน้ี พบวาประสิทธิภาพของการสงถาย LBA4404 (pSTART) และ LBA4404
(pBI121) มีประสิทธิภาพการสงถายพลาสมิดเทากับ 0.5 เปอรเซ็นต และ 0.1 เปอรเซ็นต ตามลําดับ
(ตารางที่ 4.5) สอดคลองกับ Park et al. (1996) ไดรายงานการสงถายยีนโดยใชเชื้ออะโกรแบคทีเรียม
เขาสูเน้ือเยื่อปลายยอดขาวสายพันธุ Maybelle พบวาประสิทธิภาพในการสงถายยีนคอนขางตํ่า
ประมาณ 0.7 เปอรเซ็นต และการสงถาย EHA105 (pSTART) และ EHA105 (pBI121) จะไมพบ
การแสดงออกของยีน gus เลย ซึ่งคาดวาเชื้ออะโกรแบคทีเรียมในแตละสายพันธุมีระดับความรุนแรง
ในการบุกรุกเขาสูเน้ือเยื่อพืชและสายพันธุของพืชแตกตางกันไป (Hiei et al., 1997; Han et al.,2000)

ผลการตรวจสอบการแสดงออกของยีน gus โดยเทคนิคพีซีอาร พบวา ตนขาวที่ผานการสง
ถาย LBA4404 (pSTART) และ LBA4404 (pBI121) จะมีการเกิดแถบดีเอ็นเอของยีน gus ขนาด 500
คูเบส สวนตนขาวที่ไมไดผานการสงถายพลาสมิดจะไมปรากฏแถบของดีเอ็นเอเลย (ภาพ 4.10)
แสดงใหเห็นวามีการแทรกตัวของยีน gus ในโครโมโซมของขาว

อยางไรก็ตามการทดลองน้ี ประสบความเร็จในการสงถายพลาสมิด pSTART และ pBI121
โดยใชอะโกรแบคทีเรียมสายพันธุ LBA4404 ได และการใชเน้ือเยื่อปลายยอดเปนเน้ือเยื่อเร่ิมตนใน
การสงถายยีนจะใชระยะเวลารวดเร็วกวาการใชเน้ือเยื่ออ่ืน เชน โปรโตพลาสต แคลลัส เปนตน ซึ่ง
จะทําใหประหยัดเวลา และเน้ือเยื่อเกิดความแปรผันทางพันธุกรรมที่ตํ่า
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5.4 ผลการสงถายพลาสมิด pSTART และ pBI121 เขาสูแคลลัสของขาวบือโปะโละโดยใช
เชื้ออะโกรแบคทีเรียมสายพันธุ LBA4404 และ EHA105

การศึกษาการสงถายพลาสมิดเขาสูแคลลัสของขาวบือโปะโละ จะการศึกษาสูตรอาหารในการ
ชักนําเมล็ดขาวบือโปะโละใหเกิดแคลลัส การทดสอบความเขมขนของกานามัยซินที่มีผลตอการ
เจริญของแคลลัสและการชักนําแคลลัสใหเจริญเปนตนใหม จากน้ันสงถายพลาสมิด pSTART และ
pBI121 เขาสูแคลลัสขาวบือโปะโละโดยใชเชื้ออะโกรแบคทีเรียมสายพันธุ LBA4404 และ EHA105

5.4.1 ผลการศึกษาอิทธิพลของสารควบคุมการเจริญเติบโต 2,4 D ในการชักนําเมล็ดขาวบือ
โปะโละใหเกิดแคลลัส

จากการศึกษาการชักนําเมล็ดขาวบือโปะโละ โดยเพาะเลี้ยงในอาหารสูตร MSD (ภาคผนวก
ข) ที่เติม 2, 4 D ความเขมขนตางๆ คือ 0 2 4 และ 6 มิลลิกรัมตอลิตร พบวาเมล็ดขาวมีการเกิด
แคลลัส เมื่อเพาะเลี้ยงในอาหาร MSD ที่เติม 2,4-D ความเขมขน 2 4 และ 6 มิลลิกรัมตอลิตรและเมื่อ
เลี้ยงในอาหารเปนเวลา 4 สัปดาห และพบวาความเขมขนของ 2,4 D ที่ 4 มิลลิกรัมตอลิตรทําใหเกิด
แคลลัสมากที่สุดเทากับ 98 เปอรเซ็นต (ตารางที่ 4.6) และพบวา การใช 2, 4 D ที่ความเขมขนตางๆ
ในการชักนําแคลลัสในขาวบือโปะโละ จะทําใหเกิดแคลลัส 2 ลักษณะคือ ไฟรเอเบิลแคลลัส
(friable callus) และคอมแพคแคลลัส (compact callas) (ภาพ 4.11) โดยที่ไฟรเอเบิลแคลลัสมี
ลักษณะเกาะกันหลวมๆ และฟู ซึ่งเปนแคลลัสที่เหมาะสมสําหรับการนํามาสงถายยีน และ คอมแพค
แคลลัส (compact callus) เปนแคลลัสที่มีลักษณะเกาะกันแนนเปนกอนซึ่งไมคอยนิยมนําแคลลัส
ลักษณะน้ีมาทําการสงถายยีน นอกจากน้ี ขาวแตละสายพันธุก็มีการตอบสนองตอความเขมขนของ
ฮอรโมนแตกตางกัน มีรายงานการใช 2, 4 D ความเขมขนอ่ืนๆ เชน

รายงานการใช 2, 4 D ความเขมขน 1 มิลลิกรัมตอลิตรในขาวปทุมธานี1 และขาวอินเดียสาย
พันธุปอคคาลี (Pokkali, PKL) ขาวชัยนาท1 ขาวBRRI dhan-29 ขาวBRRI dhan-33 และขาว
Binnatoa (Wanichananan et al., 2010; Maneewan et al., 2005; Dowla et al., 2008 )

รายงานการใช 2, 4 D ความเขมขน 1.5 มิลลิกรัมตอลิตรในขาวพูสาบาสมาติ1 (Pusa
basmati1) ขาว Kalizira ขาว Radhunipagol ขาว Tulsimala (Mohanty et al., 1999; Hossain et al.,
2009)

รายงานการใช 2, 4 D ความเขมขน 2 มิลลิกรัมตอลิตรในขาวขาวดอกมะลิ 105 ขาว BR22
ขาว BRRI dhan 29 ขาว BR5842-15-4-8 ขาว Moulata (Hoque et al., 2005; Samiphak and
Siwarungson. 2006)
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รายงานการใช 2, 4 D ความเขมขน 2.5 มิลลิกรัมตอลิตรในขาวHKR-46 ขาว HKR-126
(Saharan et al., 2004) และรายงานการใช 2, 4 D ความเขมขน 5 มิลลิกรัมตอลิตรในขาวกข 6
(Pipatpanukul et al., 2004)

5.4.2 ผลการทดสอบความเขมขนของยาปฏิชีวนะกานามัยซินท่ีมีผลตอการเจริญของแคลลัส
ขาวบือโปะโละ

การทดสอบความเขมขนของยาปฏิชีวนะกานามัยซินที่มีผลตอการเจริญของแคลลัสขาวบือ
โปะโละ พบวากานามัยซินความเขมขน ต้ังแต 100 มิลลิกรัมตอลิตรขึ้นไปจะมีผลตอการเจริญของ
แคลลัสขาวบือโปะโละโดยทําใหแคลลัสชะงักการเจริญเติบโตและเกิดการเปลี่ยนสีจากเหลืองเปน
นํ้าตาลเขม (ภาพ 4.12) โดยสอดคลองกับการรายงานของ Pipatpanukul et al. (2004) ซึ่งใชกานามัย
ซินความเขมขน 150 มิลลิกรัมตอลิตรในการคัดเลือกแคลลัสที่ไดรับยีนในขาวกข 6 แต Dowla et al.
(2008) รายงานวา ใชกานามัยซิน ความเขมขน 20-50 มิลลิกรัมตอลิตรในอาหารคัดเลือกสามารถทํา
ใหแคลลัสหยุดการเจริญเติบโตไดในขาวสายพันธุ BRRI dhan-29 ขาว BRRI dhan-33 และขาว
Binnatoa นอกจากน้ี Ratnayake and Hettiarachchi (2010) ไดรายงานถึงการใชกานามัยซินความ
เขมขน 50 มิลลิกรัมตอลิตรในขาวศรีลังกา Bg250 เชนเดียวกัน ดังน้ัน การใชยาปฏิชีวนะในการ
คัดเลือกจําเปนตองใชความเขมขนที่เหมาะสมกับพืช โดยขึ้นอยูกับสายพันธุของพืช ชนิดของเซลล
สภาพการเจริญเติบโต และอัตราเมตาบอลิซึมของเซลลพืช (Anonymous, 2006) และการใชความ
เขมขนของกานามัยซินที่ตํ่าเกินไปจะทําใหเซลลแคลลัสที่ไมไดรับยีนสามารถเจริญเติบโตบน
อาหารคัดเลือกได ในขณะที่การใชความเขมขนของกานามัยซินที่อยูในระดับสูงจนเกินไปอาจทําให
เซลลแคลลัสที่ไดรับยีนตายไดเพราะวาเซลลขางเคียงที่ไมไดรับยีนที่ตายแลวอาจปลอยสารพิษมา
ยับยั้งการเจริญเติบโตได ซึ่งเซลลที่ไดรับการสงถายยีนน้ันจะทนทานตอยาปฏิชีวนะที่ใชคัดเลือกได
ในระดับความเขมขนหน่ึงเทาน้ัน (Zhang et al., 2004) เพราะฉะน้ัน ในการสงถายยีนจึงตองมีการ
ทดสอบเพื่อหาความเขมขนที่ใชในการกําจัดเน้ือเยื่อพืชที่ไมไดรับการถายยีน ซึ่งมักจะเลือกความ
เขมขนที่ตํ่าที่สุดที่ทําใหเซลลปกติตายทั้งหมด เน่ืองจากความเขมขนที่สูงถึงแมวาจะกําจัดเซลลปกติ
ที่ไมไดรับยีนใหตายไดแตก็อาจทําใหการพัฒนาไปเปนยอดของเซลลที่ไดรับการถายยีนลดลงดวย
สงผลทําใหประสิทธิภาพการถายยีนลดลงตามไปดวย (กัญจนาและคณะ, 2549)
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5.4.3 ผลของการชักนําแคลลัสใหเกิดตน
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) พบวา แคลลัสมีการเกิดจุดเขียวเมื่อเลี้ยงในอาหารเปนเวลา 1 สัปดาห ซึ่งจุด
เขียวน้ีจะบงบอกวาเน้ือเยื่อจะมีการพัฒนาเจริญไปเปนยอดไดและเมื่อเลี้ยงเปนเวลา 4 สัปดาหพบวา
แคลลัสที่เลี้ยงในอาหารสูตร RE1 จะมีการจุดเขียวมากที่สุดเทากับ 84 เปอรเซ็นต (ตารางที่ 4.8) และ
สามารถชักนําใหแคลลัสเกิดเปนตนที่สมบูรณได (ภาพ 4.13) ประมาณ 5 เปอรเซ็นตซึ่งคอนขางตํ่า
โดย Samiphak and Siwarungson. (2006) รายงานการใชสูตรอาหารชักนําแคลลัสขาวขาวดอกมะลิ
ใหเกิดตนสูตร NB-RE1 พบวาสามารถชักนําแคลลัสใหเจริญเปนตนได 5.5 เปอรเซ็นต และการใช
นํ้าตาลมอลโตสแทนซูโครสสามารถเพิ่มเปอรเซ็นตการชักนําแคลลัสใหเปนตนใหมไดในขาวกลุม
อินดิกาสายพันธุ MDU5 (Zaidi et al., 2006) เปนที่ทราบกันดีวาขาวกลุมอินดิกามีการศึกษาในเร่ือง
การเพาะเลี้ยงเน้ือและประสบความสําเร็จคอนขางนอย เน่ืองจากขาวกลุมน้ีมีการตอบสนองตอ
อาหารหรือฮอรโมนตํ่าเมื่อเปรียบเทียบกับขาวกลุมจาโปนิกา (Hiei et al., 1997) ซึ่งการศึกษา
การชักนําแคลลัสใหเจริญไปเปนตนใหมน้ันเปนขั้นตอนที่สําคัญมากสําหรับการสงถายยีนเน่ืองจาก
ความสามารถในการพัฒนาไปเปนตนใหมที่สูงน้ันมีผลตอความสําเร็จของการถายยีน ดังน้ัน สูตร
อาหาร สายพันธุขาว ลักษณะแคลลัสหรืออายุของแคลลัสก็มีผลตอการชักนําแคลลัสใหเจริญเปนตน
เชนกัน (Cho et al., 2004; Vijaychandra et al., 1995)

5.4.4 ผลการสงถายพลาสมิด pSTART และ pBI121 เขาสูแคลลัสของขาวบือโปะโละโดยใช
เชื้ออะโกรแบคทีเรียมสายพันธุ LBA4404 และ EHA105

จากการสงถายพลาสมิด pSTART และ pBI121 เขาสูแคลลัสขาวบือโปะโละโดยใชเชื้ออะ
โกรแบคทีเรียมสายพันธุ LBA4404 และ EHA105 พบวาแคลลัสขาวบือโปะโละที่ผานการสงถาย
พลาสมิดสามารถเจริญไดในอาหารคัดเลือกได (ภาพ 4.14) ) แสดงวายีน nptII ไดถูกสงเขาไปใน
แคลลัสและมีการแสดงออก เน่ืองจาก ยีน nptII เปนยีนที่ตานทานตอยาปฏิชีวนะกานามัยซินซึ่ง
เน้ือเยื่อที่ไดรับยีนน้ีจะสามารถเจริญเติบโตในอาหารคัดเลือกที่มีการเติมกานามัยซินได (Wilmink
and Dons, 1993) สวนแคลลัสที่ไมไดรับยีนจะมีการชะงักการเจริญเติบโตและเปลี่ยนสีจากสีเหลือง
เปนสีเหลืองอมนํ้าตาลและนํ้าตาลเขม เน่ืองจากกานามัยซินจะไปยับยั้งการสังเคราะหโปรตีนในไม
โตคอนเดรียและคลอโรพลาสตของพืชทําใหพืชไมสามารถเจริญเติบโตตามปกติได (Wilmink and
Jons, 1993)
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จากการตรวจสอบการแสดงออกของยีน gus ดวยวิธี GUS histochemical พบวาแคลลัสทีผ่าน
การสงถายพลาสมิดเกิดสีฟา (ภาพ 4.15) แสดงวายีน gus ไดถูกสงถายเขาสูแคลลัสและมีการ
แสดงออก เน่ืองจากผลผลิตของยีน gus คือ -blucuronidase ไดเปลี่ยนสารต้ังตน x-gluc ใหเปนสาร
สีฟา (Jefferson, 1987) เน่ืองจากยีน gus ทํางานภายใตโปรโมเตอร CaMV35S โดย Hiei et al.
(1994) รายงานการสงถายยีนในขาว พบวายีนมีการแสดงออกสูงเมื่อทํางานภายใตโปรโมเตอร
CaMV35S ซึ่งขัดแยงกับ Park et al. 1996 ซึ่งรายงานวาการใชโปรโมเตอร actin1 ทําใหยีนมีการ
แสดงออกมากกวาการใชโปรโมเตอร CaMV35S

ประสิทธิภาพการสงถาย EHA105 (pSTART) สูงที่สุดเทากับ 49 เปอรเซ็นต (ตารางที่ 4.9) ซึ่ง
มากกวารายงานของ Hoque et al.(2005) ซึ่งสงถายพลาสมิด pTOK233 โดยใชอะโกรแบคทีเรียม
สายพันธุ LBA4404 เขาสูแคลลัสขาวบังคลาเทศซึ่งเปนขาวกลุมอินดิกาโดยมีเปอรเซ็นตการสงถาย
เทากับ 5.9 เปอรเซ็นต นอกจากน้ี ยังพบวาเปอรเซ็นตการสงถายยีนจากการทดลองน้ีสูงกวาการสง
ถายพลาสมิด pTOK233 เขาสูแคลลัสของขาวกลุมจาโปนิกาสายพันธุ Radon ซึ่งมีเปอรเซ็นตการสง
ถายเทากับ 27 เปอรเซ็นต (Aldemita and Hodges, 1996) และเมื่อทดสอบยีน gus ดวยเทคนิคพีซีอาร
พบวา แคลลัสที่ผานการสงถายพลาสมิดจะมีการเกิดแถบดีเอ็นเอของยีน gus ขนาด 500 คูเบส (ภาพ
4.16) และจากการทดลองไมสามารถชักนําแคลลัสที่ผานการสงถายพลาสมิดใหเจริญเปนตนได ซึ่ง
อาจเกิดจากสูตรอาหารอาจจะยังไมเหมาะสม ซึ่งก็ตองมีการศึกษากันตอไป


