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บทคดัย่อ 

Flavanone 3-hydroxylase (F3H) เป็นเอนไซม์ท่ีส าคัญในวิถีการสังเคราะห์แอนโทไซ 
ยานิน เก่ียวข้องกับการเกิดสีของดอกไม้ การยบัย ั้งการแสดงออกของยีน flavanone 3-hydroxylase 
(F3H) ด้วยเทคนิค RNA interference (RNAi) ในบัวหลวงพนัธ์ุบุณฑริก (Nelumbo  nucifera Geartn.)  
ซ่ึงมีผลไปขดัขวางการสังเคราะห์สารกลุ่มแอนโทไซยานินภายหลงัการถ่ายยีน ในพลาสมิด pJA8F3H  
มียีนคดัเลือกในพืชคือ phosphinothricin acetyl transferase (bar gene) ซ่ึงต้านทานต่อสารก าจดัวชัพืช
basta (glufosinate amonium) การศึกษาระดบัความเขม้ขน้ท่ีเหมาะสมของสารก าจดัวชัพืช basta คือ
ความเขม้ขน้ท่ี 10 มิลลิกรัมต่อลิตร เป็นความเขม้ขน้ต ่าสุด ท่ีท าให้ช้ินส่วน multiple shoot ของบวั
หลวงพนัธ์ุบุณฑริกตายทั้งหมดภายในสัปดาห์ท่ี 8 และพบว่าความเข้มข้นท่ีเหมาะสมของสาร
ปฏิชีวนะ augmentin ท่ีใชก้  าจดัอะโกรแบคทีเรียม คือท่ีระดบั 500 มิลลิกรัมต่อลิตร  

การถ่ายยีน F3H  เขา้สู่บวัหลวงพนัธ์ุบุณฑริก เม่ือใช้อะโกรแบคทีเรียมเป็นพาหะ พบว่า
ช้ินส่วน multiple shoot ของบวัหลวงไม่สามารถพฒันา และตายลงในท่ีสุด ส่วนการถ่ายโอนยีนโดย
ใช้เคร่ืองยิงอนุภาค ได้ช้ินส่วน multiple shoot ของบวัหลวง 5 ตน้ ท่ีมีความสมบูรณ์และสามารถ
พฒันาเป็นตน้ไดใ้นอาหารคดัเลือกภายหลงัการถ่ายยีน เปรียบเทียบการแสดงออกของยนี F3H  bar 
และ CHS โดยวิธี RT-PCR พบว่าการแสดงออกของยีน F3H โดยท าการตรวจสอบ พบว่าเกิดแถบ 
DNA ขนาดประมาณ 300 คู่เบส ในบวัหลวงตน้ท่ีได้รับการถ่ายโอนพลาสมิดมีการแสดงออกท่ี
ลดลง การตรวจสอบการแสดงออกของยีน bar ซ่ึงเป็นยีนคดัเลือกในพืชพบวา่เกิดแถบ DNA ขนาด
ประมาณ 430 คู่เบส ในต้นบัวหลวงท่ีได้รับการถ่ายโอนพลาสมิดพบการแสดงออก 1 ต้น จาก
จ านวนตน้ทั้งหมด 5 ตน้ และการตรวจสอบการแสดงออกของยีน CHS พบทั้งตน้บวัหลวงท่ีไม่ไดรั้บ 
และตน้ท่ีไดรั้บการถ่ายโอนพลาสมิด pJA8F3H เกิดแถบ DNA ขนาดประมาณ 450 คู่เบสทั้งหมด 
และมีความเขม้ของแถบ DNA ไม่แตกต่างกนั 
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ผลการเปรียบเทียบการแสดงออกของยนี F3H  bar และ CHS ดว้ยเทคนิค Real time PCR 
โดยดูจากค่าการเพิ่มปริมาณยีนกบัจ านวนรอบ (Crossing point; Cp) การเปรียบเทียบการแสดงออก
ของยีน F3H พบการแสดงออกของยีน F3H ในตน้ท่ีไดรั้บการถ่ายยีนมีการแสดงออกท่ีลดลง จาก
ค่า Cp ท่ีเพิ่มข้ึน การเปรียบเทียบการแสดงออกของยีน bar พบเฉพาะต้นท่ีได้รับการถ่ายโอน 
พลาสมิด และการเปรียบเทียบการแสดงออกของยีน CHS ตน้ท่ีไม่ไดรั้บ และตน้ท่ีไดรั้บการถ่าย
โอนพลาสมิดสามารถตรวจพบการแสดงออกของยนีมีค่า Cp ท่ีใกลเ้คียงกนั 

ผลการค านวณค่าการแสดงออกของยีน F3H (Relative gene expression)ในต้นท่ีได้รับ
การถ่ายโอนพลาสมิด 5 ต้น คร้ังท่ี 1 และคร้ังท่ี 2 (ห่างกัน 10 เดือน) มีค่าการแสดงออกของยีน 
0.0496 เท่า และ 0.466 เท่า ตามล าดับ พบว่าการยบัย ั้งการแสดงของยีนลดลงเม่ือต้นถูกเล้ียงเป็น
เวลานาน การตรวจสอบการแสดงออกของยนี F3H  ดว้ยวิธี RT-PCR และ Real-time PCR ให้ผลไปใน
แนวทางเดียวกนั คือตน้ท่ีไดรั้บการถ่ายโอนพลาสมิดมีการแสดงออกของยีน F3H ลดลงจึงสามารถ
ยบัย ั้งการแสดงออกของยนีได ้ 
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ABSTRACT 
 The favanone 3-hydroxylase (F3H) gene is a key enzyme in anthocyanin biosynthesis 

pathway. The silencing of F3H expression were transformed into Buntharik lotus (Nelumbo 
nucifera Geartn.) by particle bombardment and agrobacterium transformation.  RNA interference 
of the F3H gene has been reported to inhibit the synthesis anthocyanin. The plasmid pJA8F3H 
contained inverted repeats of F3H fragments, bar gene as a selectable marker in plants which  
this gene is resistant to basta (glufosinate amonium). The basta concentration was tested for lotus 
transgenic selection. Basta at 10 mg/l was the lowest concentration that could eliminate all 
multiple shoots. The augmentin concentration was tested for eliminate agrobacterium. It was 
found that the multiple shoot showed the least concentration at 500 mg/l augmentin. 
 The transformation of lotus (Nelumbo nucifera Geartn.) cv. Buntharik by agrobacterium 
was obtained the multiple shoot of lotus in which they could not regenerate and died. However, 
the transformation of particle bombardment was obtained the multiple shoots of lotus they could 
developed when they were cultured on MS ( 1962)  medium containing basta as a selectable 
marker. The comparison of gene expression analysis using reverse transcription PCR (RT-PCR) 
techniques was shown 300 bp fragment of F3H gene to decrease in transgenic lotus compared 
with non transformation (control). The expression of bar gene was found in 1 of 5 of transgenic 
lotus but not found in control. The CHS gene expression was found that there was no different 
between transgenic and control. 
 The comparison of gene expression by Real time PCR techniques was obtained by the 
increasing gene from number of cycles (crossing point; Cp) F3H gene expression analysis 
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showed that expression of F3H decrease in transgenic lotus when compare with the control. The 
bar gene expression was found only in transgenic lotus. The CHS gene expression also showed 
no different expression between transgenic and non transgenic control. 

 On the first and the second test (which were 10 months different period)  5 transgenic 
lotus of the relative expression F3H gene was detected with 0.0496 and 0.466 times respectively. 
The inhibit of gene expression decreased when they were cultured for long time. The expression 
F3H gene was detected by RT-PCR and Real time PCR resulted in consistent for decrease in 
transgenic lotus compared with non transgenic lotus ( control)  which were able to inhibit the 
expression F3H gene. 
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บทที ่1 

บทน ำ 
 

1.1  ควำมเป็นมำและควำมส ำคัญของปัญหำ 
 ในบรรดาดอกไมท่ี้มีคุณค่า เป็นท่ีนิยมในทุกภูมิภาคของโลก เช่ือวา่ทุกคนตอ้งนึกถึง “บวั 
เป็นราชินีแห่งไมน้ ้า” ดว้ยในอดีตกาลหลายพนัปีมาแลว้ ปรากฏวา่ บวั เป็นดอกไมศ้กัด์ิสิทธ์ิ ใชบู้ชา
เทพเจา้ของอียิปต์ในสมยัโบราณ ทางพุทธศาสนา ดอกไมท่ี้ใช้บูชาพระ พุทธศาสนิกชนก็นึกถึง
ดอกบวัหลวงก่อนดอกไมอ่ื้น (คณิตา เลขะกุล. 2535)  บวัหลวงเป็นไมน้ ้าประเภทลม้ลุก อายหุลายปี 
น ้ ายางขาวเม่ือถูกอากาศจะเป็นเส้นใย เหงา้และไหลอยูใ่ตดิ้นโคลน กา้นใบยาวและแข็งชูข้ึนเหนือ
ระดบัผิวน ้ า ลกัษณะใบค่อนขา้งกลม และเป็นคล่ืนเล็กน้อย แผน่ใบเรียบ สีเขียวและมีนวลเคลือบ 
ดอกเป็นดอกเด่ียว กลีบดอกร่วงเร็ว ฐานรองดอกเป็นรูปกรวย (สุรเชษฐ จิตตะวิกุล และ ปัญญา 
โพธ์ิฐิติรัตน์. 2535)  
 ในทางพฤกษศาสตร์ สามารถจ าแนกบวัหลวงได้เป็น 2 สปีชีส์ คือ Nelumbo nucifera 
Gaertn. ประเทศไทยเรียกว่า บวัหลวง หรือว่า ปทุมชาติ ให้ดอกสีขาวและสีชมพู และ Nelumbo  
lutea Pers. มีถ่ินก าเนิดในทวีปอเมริกาเหนือ บวัชนิดน้ีออกดอกไดเ้ฉพาะเขตอากาศหนาว (เสริม
ลาภ วสุวตั. 2547) ลกัษณะดอกคลา้ยกบับวัหลวงของไทย แต่ดอกมีสีเหลืองอ่อน เคยมีผูพ้ยายาม
น าเขา้มาปลูกในเมืองไทย แต่ไม่สามารถออกดอก (คณิตา เลขะกุล. 2535) จะเห็นไดว้า่บวัหลวงใน
ประเทศไทยมีอยูด่ว้ยกนัเพียง 2 สีเท่านั้น ซ่ึงต่างจากบวัอุบลชาติดอกจะมีสีสันหลายสี และชูดอก
อนัสวยงามข้ึนมาท าให้บรรยากาศมองดูแลว้สดช่ืน จากความสวยงาม และสีสันของดอกบวัอุบล
ชาติดังกล่าว จึงท าให้ต้องแสวงหาแนวทางการใช้เทคโนโลยีชีวภาพเข้ามาท าการตัดแต่ง
พนัธุกรรมของบวัหลวงใหมี้สีสันท่ีหลากหลาย โดยควบคุมการผลิตสารสีในกลุ่มของแอนโทไซยา
นิน ซ่ึงเป็นสารสีกลุ่มท่ีส าคญัแก่พืช  
 งานวิจยัน้ีท าการยบัย ั้งการแสดงออกของยีน flavanone 3-hydroxylase (F3H) ด้วยเทคนิค 
RNA interference (RNAi) ในบวัหลวงพนัธ์ุบุณฑริก เพื่อมีผลไปยบัย ั้งการแสดงออกของยีน F3H ซ่ึง
ควบคุมการสังเคราะห์เอนไซม์ flavanone 3-hydroxylase ท่ีเก่ียวขอ้งกบักระบวนการผลิตสารสี
ของบัวหลวง เพื่อเป็นแนวทางในการปรับปรุงและพัฒนาพันธ์ุของบัวหลวงให้มีสีสันท่ี
หลากหลายมากข้ึน 
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1.2  วตัถุประสงค์ของกำรวจัิย 
   1.2.1 เพื่อศึกษาผลของความเขม้ขน้ของสารก าจดัวชัพืช basta (glufosinate amonium) 
และสารปฏิชีวนะ augmentin (โดยมีสารออกฤทธ์ิคือ amoxicillin) ท่ีเหมาะสมกบัการใช้เป็นสาร
คดัเลือก และสารก าจดัอะโกรแบคทีเรียมในบวัหลวงพนัธ์ุบุณฑริก 
   1.2.2 เพื่อถ่ายยีน flavanone 3-hydroxylase (F3H) เข้าสู่บัวหลวงพนัธ์ุบุณฑริก โดยใช้
เคร่ืองยงิอนุภาค และอะโกรแบคทีเรียมเป็นพาหะ  

1.2.3 เพื่อศึกษาผลการแสดงออกของยีน F3H  bar และ CHS ภายหลงัจากการถ่ายยีนเขา้
สู่บวัหลวงพนัธ์ุบุณฑริก  

1.2.4 เพื่อศึกษาผลการยบัย ั้งการแสดงออกของยีน F3H ดว้ยเทคนิค RNAi ในบวัหลวง
พนัธ์ุบุณฑริก 
 
1.3  สถำนทีด่ ำเนินงำน 

1.3.1  ห้องปฏิบัติการเพาะเล้ียงเน้ือเยื่อหลักสูตรพืชสวน คณะเทคโนโลยีการเกษตร 
สถาบนัเทคโนโลยพีระจอมเกลา้เจา้คุณทหารลาดกระบงั กรุงเทพฯ 

1.3.2 ห้องปฏิบติัการโครงการย่อยบณัฑิตศึกษาและวิจยัสาขาเทคโนโลยีชีวภาพทาง
การเกษตร คณะเทคโนโลยีการเกษตร สถาบนัเทคโนโลยีพระจอมเกล้าเจ้าคุณทหารลาดกระบงั 
กรุงเทพฯ 

1.3.2 หอ้งปฏิบติัการเพาะเล้ียงเน้ือเยือ่ภาควชิาเทคโนโลยชีีวภาพทางการเกษตร  
คณะเทคโนโลยกีารเกษตร มหาวทิยาลยัเกษตรศาสตร์ วทิยาเขตก าแพงแสน นครปฐม 
 
1.4  สมมุติฐำนของกำรศึกษำ 

ศึกษาการยบัย ั้งแสดงออกของยีน  flavanone 3-hydroxylase (F3H) ด้วยเทคนิค RNA 
interference (RNAi) ซ่ึงเป็นยีนท่ีส าคัญในวิถีการสังเคราะห์แอนโทไซยานิน โดยท าการถ่ายยีน 
 F3H เขา้สู่บวัหลวงพนัธ์ุบุณฑริก โดยใชเ้คร่ืองยงิอนุภาค และอะโกรแบคทีเรียมเป็นพาหะ ซ่ึงมีผล
ไปยบัย ั้งการแสดงออกของยีน F3H และจึงมีความเป็นไปได้ท่ีจะมีปริมาณการแสดงออกของยีน
ลดลงเม่ือเปรียบเทียบกบัตน้ควบคุม 
 
1.5  ผลทีค่ำดว่ำจะได้รับ 

1.5.1 ทราบผลของความเขม้ขน้ของสารก าจดัวชัพืช basta (glufosinate amonium) และ
สารปฏิชีวนะ augmentin ท่ีเหมาะสมในการใช้เป็นสารคดัเลือก และสารก าจดัอะโกรแบคทีเรียม
ในบวัหลวงพนัธ์ุบุณฑริก 
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1.5.2 ทราบผลของการถ่ายยนี flavanone 3-hydroxylase (F3H) ในบวัหลวงพนัธ์ุบุณฑริก 
โดยวธีิการยงิอนุภาค และใชอ้ะโกรแบคทีเรียมเป็นพาหะ 

1.5.3 ทราบผลของการแสดงออกของยนี F3H  bar และ CHS ภายหลงัการถ่ายยนีเขา้สู่
บวัหลวงพนัธ์ุบุณฑริก 

1.5.4 ทราบผลการยบัย ั้งการแสดงออกของยีน F3H ดว้ยเทคนิค RNAi ในบวัหลวงพนัธ์ุ
บุณฑริก 

 
1.6  ระยะเวลำกำรด ำเนินกำร 

เร่ิมตน้การทดลอง    เดือนมิถุนายน  พ.ศ. 2555   
ส้ินสุดการทดลอง    เดือนกรกฎาคม  พ.ศ. 2558 
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บทที ่2 

ทฤษฏีและงานวจิัยทีเ่กีย่วข้อง 
 

2.1  ลกัษณะทางพฤกษศาสตร์ของบัวหลวง 
บวัหลวงเป็นพืชสกุลหน่ึงท่ีรู้จกักนัเป็นอยา่งดีในประเทศไทย ในเขตร้อน เขตอบอุ่น และ

เขตหนาว นอกจากจะน าดอกมาใช้ประโยชน์แล้ว ส่วนอ่ืนๆ เช่น ใบบวั ไหล และเหงา้ ยงัสามารถ
น ามาใชป้ระโยชน์ไดอี้กดว้ย (วิเชษฐ  คา้สุวรรณ. 2535) เน่ืองจากบวัหลวงเป็นพืชท่ีปลูกง่ายและข้ึน
โดยทัว่ไป จึงพบวา่มีทั้งท่ีข้ึนเองตามธรรมชาติ หรือปลูกข้ึนเป็นไมป้ระดบัตามบา้นในกระถาง บ่อ 
หรือคูน ้ า ถ้าปลูกเป็นจ านวนมากจะเรียกว่านาบวั เพื่อเก็บดอกหรือเมล็ดเป็นการคา้ และได้จดับวั
หลวงเป็นพืชสมุนไพรอีกชนิดหน่ึง ปัจจุบนับวัท่ีนิยมปลูกเป็นไมป้ระดบัมี 3 สกุล คือ Nelumbo, 
Nymphaea, และ Victoria (เสริมลาภ วสุวตั. 2547) โดยมีรายละเอียดดงัน้ีคือ 

2.1.1 บวัหลวงเป็นพืชอยู่ในวงศ์ Nelumboceae สกุล Nelumbo บวัหลวงแบ่งออกเป็น 2 
สปีซีส์ คือ Nelumbo lutea Pers. และ Nelumbo nucifera Gaertn. ลกัษณะทัว่ไป เป็นไมโ้ผล่เหนือน ้ า 
อายหุลายปี ล าตน้มีทั้งเป็นเหงา้ใตดิ้น และเป็นไหลเหนือดินใตน้ ้า ใบเด่ียว รูปไข่ค่อนขา้งกลม แผน่
ใบเรียบ สีเขียวมีนวลเคลือบ ก้านใบกลมเรียวแข็งส่งใบให้เจริญข้ึนเหนือผิวน ้ า มีหนามภายใน 
กา้นใบมียางใส ดอก เป็นดอกเด่ียวขนาดใหญ่กา้นดอกสีเขียว มีกลีบเล้ียง 4-5 กลีบ มีทั้งดอกเด่ียว
และดอกซ้อน ผล เป็นแบบผลกลุ่มประกอบดว้ยผลย่อยรูปกลมรีจ านวนมากอยู่ภายใน ฝักบวัรูป
กรวย ในผลยอ่ยมีเมล็ดอ่อน (เสริมลาภ วสุวตั. 2547) ส่วนสกุล Nelumbo  lutea Pers. มีถ่ินก าเนิดใน
ทวีปอเมริกาเหนือ ลกัษณะดอกคลา้ยกบับวัหลวงของไทย แต่ดอกมีสีเหลืองอ่อนขนาด 6-10 น้ิว 
ดอกจะชูข้ึน 3 ฟุต จากพื้นน ้ า ใบมีสีน ้ าเงินอมเขียว และกวา้ง 1-2 ฟุต ผลยอ่ยลกัษณะค่อนขา้งกลม 
เคยมีผูพ้ยายามน าเขา้มาปลูกในเมืองไทย แต่ไม่สามารถปลูกเล้ียงจนกระทั้งออกดอกได้ (คณิตา 
เลขะกุล. 2535) 

2.1.2 วงศ์ Nymphaeaceae บวัอุบลชาติ สกุล Nymphaea ช่ือสามญัภาษาสากล คือ water 
lily มีช่ือเรียกทัว่ไปว่า “อุบลชาติ” หรือ “บวัสาย” เป็นบวัก้านอ่อนส่งใบลอยผิวน ้ า ไดแ้ก่ บวัฝร่ัง 
บวัผนับวัเผื่อน บวัจงกลนี บวันางกวกั บวัยกัษอ์อสเตรเลีย และบวัสาย (เสริมลาภ วสุวตั. 2547) ล า
ตน้เป็นล าตน้ใตดิ้นมีลกัษณะเป็นหวัหรือเหงา้ ใบเกิดจากล าตน้ใตดิ้น มีกา้นใบ (petiole) ยาวส่งใบ
ข้ึนมาเจริญท่ีผิวน ้ า ใบมีลกัษณะกลมหรือรูปไข่ ส่วนดอกเป็นดอกเด่ียวมีก้านดอก ส่งดอกเจริญ
ข้ึนมาท่ีผิวน ้ า บัวอุบลชาติมีทั้ งดอกบานกลางวนั และบานกลางคืน บางพนัธ์ุมีกล่ินหอม ดอก
ประกอบดว้ยกลีบเล้ียง 4 กลีบ แต่จะมีจ านวนกลีบดอกจ านวนแตกต่างกนัไป (สุรเชษฐ จิตตะวิกุล 
และ ปัญญา โพธ์ิฐิติรัตน์. 2535) 
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2.1.3 สกุล Victoria มีถ่ินก าเนิดในทวีปอเมริกาใต ้บวัวิคตอเรียเป็นบวัท่ีใหญ่ท่ีสุดใน
โลก โดยทัว่ไปเรียกกนัวา่ “บวักระดง้” บวัชนิดน้ีไม่สามารถน ามาปลูกในภาชนะท่ีมีพื้นท่ีจ  ากดัได ้
เพราะใบมีขนาดใหญ่มาก เป็นใบเด่ียว ขอบใบตั้งตรง ใบท่ีมีอายุนอ้ยจะมีสีแดงคล ้า แต่พอใบแก่จะ
เปล่ียนเป็นสีเขียวเขม้ ผิวใบดา้นล่างมีหนาม ดอกเป็นดอกเด่ียวมีขนาดใหญ่ มีกล่ินหอม กลีบเล้ียง
และกลีบดอกด้านนอกมีหนาม ดอกมีกลีบเล้ียง 4 กลีบ และมีกลีบดอกจ านวนมาก บวัในสกุลน้ี
น าเขา้มาปลูกในประเทศไทยนานแลว้ (สุรเชษฐ จิตตะวกิุล และ ปัญญา โพธ์ิฐิติรัตน์. 2535) 

 

 

 
ภาพที่  2.1 ลักษณะดอกของบัวหลวงซีกโลกวันออก (A), บัวหลวงซีกโลกตะวันตก (B),  
บวัสาย (C) และบวัวคิตอเรีย (D) ท่ีมา (www.water-lily.com) 
 
2.2  วถิีของการสังเคราะห์แอนโทไซยานิน 

สีของดอกไม้เกิด ข้ึน เน่ืองจากการสะสมสารสี ท่ีแตกต่างกัน  เช่น  คลอโรฟิลล ์ 
แคโรทีนอยด์ และแอนโทไซยานิน สารในกลุ่มแอนโทไซยานินเป็นสารสีท่ีให้สีแดง สีม่วง และ 
สีน ้ าเงิน (พรชนก  ตน้ประดู่ และพฒันา  ศรีฟ้า. 2555) แอนโทไซยานิน เป็นรงควตัถุท่ีละลายน ้ าได ้
จดัเป็นกลุ่มฟลาโวนอยด์ เป็นสารสีตามธรรมชาติ โดยสีของแอนโทไซยานินจะเปล่ียนไปตามภาวะ 
กรด-ด่าง (กรมวิทยาศาสตร์บริการ. 2553) สารในกลุ่มแอนโทไซยานิน มีอยูด่ว้ยกนัหลายชนิด แต่มี
อยู่  6 ชนิดท่ีพบบ่อย ได้แก่  เพลาโกนิ ดิน (pelargonidin), ไซยานิ ดิน  (cyanidin), เดลฟินิ ดิน 
(delphinidin), พีโอนิดิน (peonidin), เพทู นิดิน (petunidin) และ มาลวิดิน (malvidin) (นิศารัตน์  
ศิริวฒันเมธานนท.์ 2556)  
 แอนโทไซยานินประกอบด้วยส่วนของอะไกลโคน (aglycone) น ้ าตาล และหมู่ 
เอซิล (acyl group) แอนโทไซยานินมีดว้ยกนัหลายชนิด แต่ทุกชนิดมีโครงสร้างหลกัเป็นสารชนิด
เดียวกันท่ีเรียกว่า แอนโทไซยานิดิน (anthocyanidins) มีคาร์บอน 15 อะตอมอยู่ภายในโมเลกุล 
โครงสร้างแบบ C6-C3-C6 ซ่ึงเป็นไกลโคไซด์ (glycoside) ของ 2-phenylbenzopyrylium หรือ 

(A) (B) 

(C) (D) 
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flavylium cation การแทนท่ีของหมู่ไฮดรอกซี (OH) และหมู่เมทอกซี (OCH3) ของ flavylium ring 
จะท าให้เกิดสีของแอนโทไซยานิดินกล่าวคือ การเพิ่มจ านวนหมู่ไฮดรอกซีจะท าให้เกิดสีฟ้า (blue 
shade) ส่วนการเพิ่มจ านวนหมู่เมทอกซีจะท าไห้เกิดสีแดง (red shade) (กรมวิทยาศาสตร์บริการ. 
2553) วิถีของการสังเคราะห์แอนโทไซยานิน มีสารตั้งตน้มาจาก กรดอะมิโน Phenylalanine ถูก
เปล่ียนเป็น p-coumaroyl CoA และท าปฏิกิ ริยากับ molonyl-CoA โดยเอนไซม์ phenylalanine 
ammonia-lyase (PAL) แ ล ะ  cinnamic acid 4-hydrolase (C4H) ต าม ล าดับ  (Andre et al. 2009) 
หลังจากนั้ นมีเอนไซม์ chalcone synthase (CHS) เป ล่ียนจาก p-coumaroyl CoA เป็น chalcone 
(Naringenin Chalcone) และเอนไซม ์chalcone isomerase (CHI) ท าหนา้ท่ีในการเปล่ียนไอโซเมอร์
จาก  chalcone เป็ น  flavanones (Naringenin) จากนั้ น เอนไซม์  flavanone 3-hydroxylase (F3H) 
เปล่ียน flavanones ได้เป็น dihydroflavonols ต่อมาเอนไซม์ dihydroflavono 4-reductase (DFR) 
เปล่ียน dihydroflavonols เป็น leucoanthocyanidine จากนั้นเอนไซม ์anthocyanidin synthase (ANS) 
แ ล ะ  UDP glucose-flavonoid 3-O-glucosyltransferase (UFGT)  ไ ด้ เ ป็ น  anthocyanidins แ ล ะ 
anthocyanin ตามล าดบั ดงัแสดงในภาพท่ี 2.2 (Kim et al. 2003) 
 

 
                ภาพที ่2.2 วถีิของการสังเคราะห์แอนโทไซยานิน (ท่ีมา Kim et al. 2003) 
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2.3  การยบัยั้งการท างานของ mRNA โดย RNA interference (RNAi) 
ส่ิงมีชีวิตพวกยูแคริโอตไม่ว่าจะเป็น พืช หรือสัตว ์จะมีช้ิน RNA ขนาดเล็กท่ีสามารถ

ยบัย ั้งการท างานของ mRNA ได ้ช้ิน RNA ขนาดเล็กเหล่าน้ีท่ีจะไปจบักบั mRNA เป้าหมาย และ
ยบัย ั้งการสังเคราะห์โปรตีน หรือท าให้เกิดการท าลายสาย mRNA ซ่ึงเป็นการระงบัการแสดงออก
ของยีน ในการควบคุมการแสดงออกของยีนโดยกระบวนการท่ีกล่าวมานั้น มีความส าคญัต่อการ
พฒันาของส่ิงมีชีวิต ซ่ึงเป็นกลไกท่ีจะควบคุมการแพร่กระจายของไวรัสโดยเฉพาะในพืช (พชัรี 
บุญศิริ  และคณะ. 2551) 
  กลไกการควบคุมการแสดงออกของ RNAi เร่ิมตน้จากช้ิน RNA ขนาดเล็กซ่ึงสามารถ
จับ คู่ เบสภ ายในส ายและท าให้ เกิ ด โครงส ร้าง รูป แบบ  hairpin ห รือ  double strand RNA  
(ds RNA) เม่ือ double strand RNA เขา้ไปอยู่ในเซลล์ (พชัรี  บุญศิริ และคณะ. 2551) จะถูกตดัดว้ย 
ribonuclease (RNase) ท่ีเป็น dicer ได้เป็น small interference RNA (siRNA) มีลักษณะเป็น RNA 
สายคู่สั้ นๆ ยาวประมาณ 25 คู่เบส และ siRNA จะจบัอยูก่บัโปรตีนเชิงซ้อน ไดเ้ป็น RNA induced 
silencing complex (RISC) หลังจากนั้ น  RISC จะแยกสาย siRNA แล้วพาสาย antisense ของ  
siRNA ไปจบักบัโมเลกุลของ mRNA เป้าหมายท่ีมีคู่สายเขา้คู่กนัไดเ้ป็น ds RNA ข้ึนมาอีกคร้ังหน่ึง 
แลว้เกิดการกระตุน้การท างานของ RNase เขา้มาท าหน้าท่ีเป็น dicer ตดัสาย mRNA หากแปลรหัส
เป็นโปรตีนไดก้็จะท าให้ไดโ้ปรตีนท่ีไม่สมบูรณ์และไม่สามารถท าหน้าท่ีได ้จึงเรียกกระบวนการ
ยบัย ั้งน้ีวา่ gene silencing (ตรีทิพย ์ รัตนวรชยั. 2552) ดงัภาพท่ี 2.3 

 
 

ภาพที่ 2.3  การท างานของ dicer และ RISC ในการยบัย ั้งกระบวนการถอดรหัสและการแปลรหัส
โดยช้ิน RNA ขนาด เล็กๆ (ท่ีมา  Kusaba. 2004) 
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2.4  งานวจัิยทีเ่กีย่วข้องกบัการยบัยั้งการแสดงออกของยนีในรูปแบบ RNAi 
Fukusaki et al. (2004) ได้ท าการทดลองเปล่ียนสีของดอกแววมยุรา โดยใช้เทคนิค 

RNAi กบัยีน chalcone synthase (CHS) ซ่ึงเป็นเอนไซมท่ี์ส าคญัในวถีิของการสังเคราะห์แอนโทไซ
ยานิน โดยใช้ mRNA ของยีน CHS ในลกัษณะ RNAi เป็นยีนเป้าหมาย ผลปรากฏวา่ดอกแววมยุรา
เปล่ียนจากดอกสีม่วงเขม้เป็นดอกสีขาว และพบวา่เทคนิค RNAi มีประโยชน์อยา่งมากส าหรับการ
ปรับปรุงสีของดอกไมท่ี้ส าคญัในเชิงพาณิชย ์

Nishihara et al. (2005) ได้ท าการสั ง เคราะห์  cDNA ของยีน  chalcone isomerase 
(CHI) ท่ีแยกไดจ้ากกลีบดอกของตน้ยาสูบ โดยท าการถ่ายยีน CHI ในรูปแบบของ RNAi เพื่อท่ีจะ
ไประงบั หรือเปล่ียนวิถีของการสังเคราะห์ฟลาโวนอยด์ ผลปรากฏว่าเกิดการสะสมของชาโคล
ปริมาณสูงมากท่ีละอองเกสรเม่ือเปรียบเทียบกบัตน้ควบคุม ผลของการระงบัการท างานของยีน 
CHI ท าใหเ้กิดการเปล่ียนแปลงทางพนัธุกรรมของดอกแววมยรุา 

Ono et al. (2006) ได้ท าการทดลองถ่ายยีนในกลุ่มออโรน (aurone) คือ ยีน aurone 
synthase (AS) ซ่ึงให้สีเหลืองเขา้สู่ดอกแววมยุราสีม่วง (Torenia hybrida) พบวา่ไม่เกิดการเปล่ียนแปลง
สีของกลีบดอก ต่อมาได้ถ่ายยีน 4' -O- glucosyl transferase (4'CGT) ร่วมกบัยีน AS พบว่าท่ีเกสร
ของดอกแววมยุราเปล่ียนเป็นสีเหลือง ต่อมาไดท้  าการถ่ายยีน 4'CGT และยีน AS ร่วมดว้ยการยบัย ั้ง
การแสดงออกของยีน dihydroflavonol 4-reductase (DFR) ดว้ยเทคนิค RNAi ผลคือดอกแววมยุรา
เปล่ียนจากสีม่วงเป็นสีเหลือง 

Miyawaki et al. (2012) ได้ท าการทดลองโดยใช้เทคนิค Agrobacterium-mediated 
RNAi (AmRNAi) ใช้พลาสมิด pBI-GFP-FaF3Hi และ pBI-CHSi ฉีดเข้าไปในสตอเบอร่ีพันธ์ุ 
Fragaria  ananassa (Fa) ภายหลงัการเก็บเก่ียว เพื่อดูการแสดงออกของยีน Fa-Chalcone synthase 
(Fa-CHS), Fa-chalcone isomerase (Fa-CHI) และ Fa-flavonoid 3-mydroxylase (Fa-F3H) ผลการ
ทดลองปรากฏว่า Fa-F3H ไม่มีผลต่อการเปล่ียนแปลงของ anthocyanin ในทางกลบักนั Fa-CHS  
มีผลต่อการลดลงของ anthocyanin เม่ือเปรียบเทียบกบัตวัควบคุม แสดงว่า CHS มีผลโดยตรงต่อ
การสะสมของ anthocyanin ในสตอเบอร่ี สรุปไดว้่าเทคนิค RNAi สามารถท่ีจะอธิบายหน้าท่ีการ
แสดงออกของยนีได ้

Jiang et al. (2013) ท าการศึกษาโครงสร้าง RNAi gene-silencing vector ท่ีมียีน F3H 
RNAi vector ฉีดเขา้ไปในผลของสตอเบอร่ีภายหลงัจากการปฏิสนธิ 14 วนั จากนั้นท าการทดสอบ 
ด้วยวิธี RT-PCR และ northern blot assays ผลการทดลองได้แสดงว่า F3H gene มีการแสดงออก
ลดลงประมาณ 70 เปอร์เซ็นต ์เม่ือเปรียบเทียบกบัตน้ท่ีไม่ไดรั้บพลาสมิด และผลของการวิเคราะห์ 
HPLC–MS แสดงให้เห็นวา่ปริมาณแอนโทไซยานินมีระดบัท่ีลดลง และปริมาณ flavonol ก็มีระดบั
ท่ีลดลงเช่นกนั ซ่ึงบ่งบอกไดว้า่การยบัย ั้งการแสดงออกของยีน F3H ดว้ยเทคนิค  RNAi  เป็นเทคนิคท่ี
มีประสิทธิภาพ 
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2.5  เวคเตอร์ pJA8F3H 
เป็ นการถ่ ายโอน ช้ิน ส่ วนยีน  F3H  เข้ าสู่ เวค เตอร์  pJAWOHL8 ด้วยป ฏิ กิ ริยา LR 

recombination reaction (ชัยวรกุล ไชยปัญญา. 2555)ได้เป็นเวคเตอร์ pJA8F3H (ดังภาพท่ี  2.4) ท่ี
สามารถสร้าง RNA รูปแบบ inverted repeat ในเวคเตอร์ pJA8F3H ท่ี ถูกควบคุมด้วย  CaMV 35s 
promoter และ CaMV 35s terminator  มี ยีนคัดเลื อกในพื ชคือ phosphinothricin acetyl transferrase  
(bar gene) ซ่ึงต้านทานต่อสารก าจดัวชัพืช basta (glufosinate amonium) และมียีนต้านทานต่อสาร
ปฏิชีวนะ ampicillin (ampicilline  resistance gene, AmpR) ซ่ึงเป็นยีนคดัเลือกในแบคทีเรีย เม่ือท า
การถ่ายโอนยีน F3H เขา้สู่พืช  จะกระตุน้ให้เกิดกระบวนการ RNAi ยบัย ั้งการแสดงออกของยีน F3H  
ในพืช โดยท าให้เกิดการสูญเสียกิจกรรมของยีน F3H มีผลไปขัดขวางการสังเคราะห์สารกลุ่ม 
แอนโทไซยานิน  

 

 
ภาพที ่2.4  แผนภาพเวคเตอร์ pJA8F3H  ท่ีมีความยาว 6720 bp (ท่ีมา ชยัวรกุล ไชยปัญญา. 2555) 
 

2.6  การถ่ายฝากยนีในพชื (สุรินทร์  ปิยะโชคณากุล. 2536)  
การถ่ายฝากยีนในพืชท าได้ส าเร็จแล้วในพืชหลายชนิด เน่ืองจากเทคนิคการเพาะเล้ียง

เน้ือเยื่อ ซ่ึงใช้รองรับการฝากถ่ายยีนมีความกา้วหน้ามาก สามารถเล้ียงส่วนต่างๆ ของพืช เช่น ใบ 
ราก ล าตน้ ก่ิง ดอก อบัละอองเกสร จนถึงกลุ่มเซลล ์และโปรโตพลาสต ์จึงเกิดเป็นตน้ท่ีสมบูรณ์ได ้
เทคนิคการฝากถ่ายยนีในพืชมีหลายวธีิดงัน้ี 

2.6.1 การถ่ายผ่านโปรโตพลาสต์ (protoplast gene transfer) 
การถ่ายยีนจะผ่านทางโปรโตพลาสต์ แลว้น ามาบ่มกบัสารละลาย  DNA ท่ีเตรียม

ไว ้นิยมใส่สารละลาย polyethylene glycol (PEG) จะท าให้เยื่อหุ้มเซลล์ของโปรโตพลาสต์อ่อนลง 
จึงมีโอกาสท่ี DNA จากภายนอกจะเขา้ไปในเซลล์ได้มากข้ึน นอกจากน้ีอาจใช้สารละลาย PEG 
ร่วมกบัใชค้วามร้อนระยะสั้นๆ โดยน าโปรโตพลาตท่ี์อยูใ่นสารละลาย DNA และ PEG มาใส่ในอ่าง
น ้ าอุ่นท่ีอุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที แลว้จึงยา้ยมาใส่ในน ้ าแข็งทนัทีเป็นเวลา 10 
นาที (สุรินทร์  ปิยะโชคณากุล. 2536)  
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2.6.2  การถ่ายฝากยนีโดยใช้กระแสไฟฟ้า (electroporation) 
Electroporation เป็นวิธีท่ีใชใ้หเ้กิดช่องข้ึนท่ีเยือ่หุ้มเซลลโ์ดยใชก้ระแสไฟฟ้า น ามา

ประยุกต์ใชใ้นการถ่ายฝากยีนในพืช กระแสไฟฟ้าท่ีใชมี้ 2 ระบบ คือ ระบบใชค้วามแรงของไฟฟ้า
ต ่า ระยะเวลานาน (long pulse) และระบบท่ีใช้ความแรงของกระแสไฟฟ้าสูงกว่า แต่ใช้เวลาสั้ น 
(short pulse) ทั้ งน้ีขนาดกระแสไฟฟ้าท่ีใช้ และระยะเวลาข้ึนอยู่กับขนาดของโปรโตพลาสต ์
(สุรินทร์  ปิยะโชคณากุล. 2536)  

2.6.3   การถ่ายฝากยนีโดยใช้เข็มฉีด  (microinjection) 
เป็นวิธีการฉีด DNA เข้าไปในเซลล์ซ่ึงในพืชท าได้ยากกว่าสัตว์ เน่ืองจากพืชมี 

แวคิวโอล ซ่ึงเป็นท่ีเก็บสะสมเอนไซม์และสารพิษหลายชนิด การฉีดต้องระมดัระวงัไม่ให้ถูก 
แวคิวโอลแตก เพราะมกัจะท าให้เซลล์ตาย บางคร้ังพบวา่นิวเคลียสซ่อนอยูห่ลงัแวคิวโอล ท าให้ไม่
สามารถฉีด DNA เขา้ไปได ้วิธีแก ้คือ เลือกเซลล์ท่ีมีนิวเคลียสอยูริ่มขอบเซลล์ในทิศทางของเข็มท่ี
ฉีด อีกทางหน่ึง คือ ท าให้เซลล์เกาะติดอยู่กบัท่ีเพื่อสะดวกในการฉีด (สุรินทร์  ปิยะโชคณากุล. 
2536)  

2.6.4  การถ่ายฝากยนีโดยใช้เคร่ืองยงิอนุภาค (particle gun bombardment) 
วิธีน้ีอาศยัหลกัการใช้แรงดนัจากก๊าชฮีเลียมในสภาพสุญญากาศ โดยใช้อนุภาค

ทงัสเตนหรือทองค าขนาดเล็ก ประมาณ 1-4 ไมครอน เคลือบดว้ย DNA ท่ีเราตอ้งการถ่ายเขา้เซลล ์
แลว้ใส่ลงในเคร่ือง โดยปล่อยแรงดนัจากก๊าชฮีเลียมในภาวะสุญญากาศ โดย DNA เขา้สู่เซลล์ดว้ย
ความเร็วประมาณ 1,400 ฟุตต่อวินาที อนุภาคท่ีใช้จะแทรกผ่านผนังเซลล์เขา้ไปภายใน และพา 
DNA เขา้ไปดว้ย วิธีน้ีใชไ้ดก้บัเซลล์ท่ีมีผนงัเซลล์โดยไม่ตอ้งท าเป็นโปรโตพลาสต์ (สุรินทร์ ปิยะ
โชคณากุล. 2536)  

2.6.5   การถ่ายฝากยนีโดยใช้อะโกรแบคทเีรียม (Agrobacterium mediated gene transfer) 
อะโกรแบคทีเรียม เป็นแบคทีเรียแกรมลบ สามารถเขา้ไปในตน้พืชไดผ้่านบริเวณ

ท่ีมีบาดแผล ท าให้พืชเป็นปุ่มปม (tumour) เม่ือน าเน้ือเยื่อบริเวณนั้นมาเล้ียงในอาหารสังเคราะห์ 
สามารถคงสภาพเช่นเดิมได ้คือ เจริญเติบโตไดร้วดเร็วแมว้า่จะก าจดัแบคทีเรียออกแลว้ก็ตาม แต่จะ
ไม่พฒันาเป็นเน้ือเยื่อท่ีสมบูรณ์ได ้กลไกลการส่งถ่ายยีนโดยรวม กระบวนการส่งถ่ายกระตุน้โดย
สารประกอบ phenolic จากพืช คือ acetosyringone (AS) ซ่ึงพืชปลดปล่อยออกมาเน่ืองจากเกิด
บาดแผล และการส่งถ่ายจะควบคุมโดย chromosomal virulence (chv) genes  ซ่ึงอยูบ่นโครโมโซม
ของแบคทีเรีย และ virulence region (vir gene) บนพลาสมิด Ti โดย T-DNA จะถูกตดัโดยเอนไซม์
ซ่ึงเป็นผลผลิตของยีน vir D ท่ีขอบเขตทั้งสองขา้ง แล้วจึงส่งถ่าย T-DNA เขา้สู่เซลล์พืช (สุรินทร์   
ปิยะโชคณากุล. 2536) ทิศทางการส่งถ่ายจะเร่ิมจากขอบเขตทางด้านขวา Right Border (RB) เป็น
ส่วนท่ีจ าเป็นมากส าหรับการส่ง T-DNA ส่วนขอบเขตทางดา้นซ้าย Left Border (LB) ท าหนา้ท่ีเป็น
ตวัก าหนดปลายของช้ิน DNA ท่ีจะส่งเท่านั้น (Lee and Gelvin. 2008)  

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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2.7  การคัดเลอืกและการตรวจสอบการแสดงออกของยนี 
2.7.1  การคัดเลอืกโดยสารปฏิชีวนะ ampicillin 

ในเวคเตอร์ pJA8F3H  ท่ี ถู กควบคุมด้วย CaMV 35s promoter และ CaMV 35s 
terminator  (ชัยวรกุล ไชยปัญญา. 2555) มียีนคดัเลือก ampicilline  resistance gene (AmpR) เป็นยีน
คดัเลือกท่ีตา้นทานต่อสารปฏิชีวนะ ampicillin ซ่ึงเม่ือท าการถ่ายโอนพลาสมิด pJA8F3H   เขา้สู่เช้ือ 
E.coli ส า ย พั น ธ์ุ  DH5α  ด้ ว ย วิ ธี  heat shock (Sambrook et al. 1989) แ ล ะ  Agrobacterium 
tumefaciens สายพนัธ์ุ GV3101 ดว้ยวธีิ electroporation  น าเช้ือท่ีไดไ้ปเล้ียงบนอาหารเล้ียงเช้ือ YEP 
(Yeas Extract Phosphate Agar) ส่วนเช้ือ E.coli  ให้เล้ียงบนอาหาร LB (Luria-Bertani agar) แล้ว
เติมสารปฏิชีวนะ ampicillin   ความเขม้ข้น 100 มิลลิกรัมต่อลิตร โคโลนีของเช้ือ Agrobacterium 
และ เช้ือ E.coli ท่ีไดรั้บการถ่ายโอนพลาสมิด pJA8F3H  ก็จะสามารถเจริญไดบ้นอาหารคดัเลือกท่ีมี
สารปฏิชีวนะ Ampicillin ซ่ึงเป็นการคดัเลือกโคโลนีของเช้ือท่ีมีพลาสมิดเบ้ืองตน้ (หัทยา  การีวงศ์. 
2548) 

2.7.2 การคัดเลอืกบนอาหารทีม่ีสารก าจัดวชัพชื basta 
เวค เตอร์  pJA8F3H มี ยีนคัดเลื อกในพื ชคือ phosphinothricin acetyl transferrase  

(bar gene) ซ่ึงตา้นทานต่อสารก าจดัวชัพืช basta (glufosinate amonium) ไดจ้ากแบคทีเรีย Streptomyces 
hygroscopicus  (Daud et al. 2009) โดยใช้อะโกรแบคที เรียม สายพัน ธ์ุ  GV3101 ท่ี มีพลาสมิด 
pJA8F3H เป็นพาหะในการถ่ายโอนพลาสมิดเข้าไปในช้ินส่วน multiple shoot บัวหลวง   น า
เน้ือเยื่อท่ีไดรั้บการถ่ายยีน เล้ียงบนอาหารคดัเลือกสูตร  MS (1962) ท่ีเติม BA ความเขม้ขน้ 50  ไม
โครโมลาร์ และ basta 10 มิลลิกรัมต่อลิตร ซ่ึง basta เป็นสารก าจดัวชัพืช ใช้เป็นสารส าหรับคดัเลือก
ช้ินส่วนบวัหลวงท่ีไดรั้บการถ่ายโอนพลาสมิด 

2.7.3  การตรวจสอบการแสดงออกของยีนโดยวิธี reverse transcription polymerase 
chain reaction (RT-PCR) 

การตรวจสอบการแสดงออกของยีนโดยวิธี RT-PCR เป็นวิธีหน่ึงท่ีมีศกัยภาพสูงใน
การคน้หายีนท่ีแสดงออกแตกต่างกนัในระดบั RNA เพื่อใช้จดัจ าแนกและแยกยีนท่ีแสดงออกภายใต้
สภาพท่ีหลากหลาย ไม่ว่าจะเป็นในเน้ือเยื่อท่ีต่างกนั หรือภายใตส้ภาพแวดล้อมท่ีเปล่ียนแปลง ด้วย
วิธีการสกัด RNA ท่ีมีการแสดงออกในส่วนต่างๆ ส่วนของพืช และท าการตรวจสอบคุณภาพของ 
RNA จากนั้นท า reverse transcription จาก mRNA ให้เป็น cDNA โดยใช้เอนไซม์ reverse transcriptase 
(หัทยา  การีวงศ์. 2548) หลงัจากนั้นออกแบบไพรเมอร์ให้มีความจ าเพาะต่อยีน F3H, CHS และ bar 
แลว้ตรวจสอบการแสดงออกของยีนดว้ยวธีิ PCR ต่อไป  

2.7.4 การตรวจการแสดงออกของยนีโดยวธีิ Real time PCR 
Polymerase Chain Reaction (PCR) จดัเป็นเทคนิคการเพิ่มปริมาณกรดนิวคลีอิค

จากตวัอย่างตรวจวิเคราะห์ ท่ีมีความไวสูง และวิธีท าสะดวกไม่ยุ่งยาก ท าให้มีการใช้กันอย่างเอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 



12 
 

แพร่หลาย (วีระพงศ์ ลุลิตานนท์ และนิภาภรณ์ แสนคุณท้าว. 2551) แต่อย่างไรก็ตามวิธีน้ีไม่
สามารถหาปริมาณ DNA ท่ีเพิ่มข้ึนในระยะเวลาต่างๆ ได้ แต่เป็นการวิเคราะห์ผลผลิตท่ีได้ใน
ระยะเวลาสุดท้ายเท่านั้น ปัจจุบันมีเคร่ืองมือท่ีได้รับการพฒันา เรียกว่า Real time PCR เป็นการ
วิเคราะห์ด้านคุณภาพและด้านปริมาณ (ตรีทิพย์ รัตนวรชัย. 2552) เน่ืองจากวิธี Real time PCR 
สามารถตรวจสอบผลการเพิ่มจ านวนของ DNA เป้าหมาย (target DNA) ไดใ้นขณะท่ีปฏิกิริยายงั
ด าเนินการอยู ่แต่วิธี PCR ธรรมดาหลงัจากปฏิกิริยาการเพิ่มจ านวนและตอ้งน ามาตรวจสอบ DNA 
เป้าหมาย ด้วยวิธีการวิเคราะห์ด้วยเทคนิค  gel electrophoresis เพื่อแยกขนาดของผลผลิต PCR ท่ี
เกิดข้ึนเปรียบเทียบกับ DNA มาตรฐานท่ีทราบขนาดท่ีแน่นอน จึงท าให้ต้องใช้เวลานานข้ึน   
(วงศข์วญั จิตนุพงศ ์และคณะ. 2555) 

เทคนิค Real time PCR เกิดจากการพฒันาเทคโนโลยใีนการตรวจหา PCR product 
ในสารละลายโดยใช้สารเรืองแสง (fluorescence reporters) โดยการพัฒนาเคร่ือง Real time 
thermocycler โดยเพิ่มส่วนท่ีเป็นแหล่งก าเนิดแสงเพื่อไปก่อให้เกิดการเรืองแสงของ  PCR  product 
และส่วนตรวจวดัการเรืองแสงท่ีเกิดจาก PCR  product ในหลอดปฏิกิริยา การท่ีเราสามารถตรวจวดั 
PCR  product ได ้เกิดจากการท าให้ PCR  product สามารถเกิดสัญญาณการเรืองแสงได ้ซ่ึงมีวิธีการ
คือ การใช้ SYBR Green l Dye เป็นสารเรืองแสง (Fluorochrome) ประเภทหน่ึงท่ีสามารถกระตุน้
การเข้าจับกับ minor groove ของ DNA สายคู่  เม่ือ SYBR Green l เกาะกับ DNA สายคู่  และถูก
กระตุน้ ดว้ยแสงอุลตราไวโอเลต จะมีการคายพลงังานออกมาในรูปของแสงในช่วงคล่ืน (λ) ยาว
ข้ึน สามารถตรวจจับได้ด้วยตัวรับสัญญาณแสงท่ีติดตั้ งอยู่กับเคร่ือง Real time thermocycler  
(วรีะพงศ ์ลุลิตานนท ์และนิภาภรณ์ แสนคุณทา้ว. 2551) 

 
 2.8  งานวจัิยทีเ่กีย่วข้องกบัการถ่ายยนีเข้าสู่พชื 

วิล าสิ นี   ลี ทวีท รัพ ย์  (2554) ศึ กษ าการถ่ ายยีน  antisense dihydroflavonal 4-
reductase (DFR) โดยใช้อะโกรแบคทีเรียม สายพันธ์ุ EHA105 เข้าสู่แคลลัสของบัวหลวงพนัธ์ุ
บุณฑริก พบว่าการถ่ายยีนโดยพลาสมิด pCAMBIA 2301 DFR ท่ีความเขม้ขน้ และระยะเวลาบ่ม
ร่วมกบัเช้ือ ท่ีท าให้แคลลสัมีความเจริญเติบโตดีท่ีสุด คือ 1:10 แช่นาน 10 นาที มีเปอร์เซ็นต์การ
รอดชีวติท่ี 9.33 เปอร์เซ็นต ์

รววีธู  บวัทอง (2554) ไดศึ้กษาสูตรอาหารท่ีเหมาะสม ต่อการชกัน าให้เกิดยอดจาก
แคลลสั ของบวัหลวงพนัธ์ุบุณฑริก เป็นระยะเวลา 8 สัปดาห์ พบวา่ช้ินส่วนแคลลสัท่ีเล้ียงบนอาหาร
สูตร MS (1962) ท่ีเติม Benzyladenine (BA) ความเขม้ขน้ 50 ไมโครโมลาร์ มีผลต่อการเกิดยอดของ
ช้ินส่วนมากท่ีสุดเฉล่ีย 8.67 ยอด และมีจ านวนใบมากท่ีสุดเฉล่ีย 4.84 ใบ 

Buathong et al. (2013) ไดท้  าการถ่ายยีน antisense DFR  เขา้สู่บวัหลวงพนัธ์ุบุณฑริก
โดยวิธีการยิงอนุภาค ใช้พลาสมิด pCAMBIA2301anti-DFR โดยมียีนรายงานผล คือยีน GUS และ

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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ยีนคดัเลือก คือ neomycin phosphotransferase (nptII) น ามาตรวจสอบการแสดงออกแบบชั่วคราว
ของยีน GUS เม่ือผา่นไป 72 ชัว่โมง หลงัจากการยิงดว้ยเคร่ืองยิงอนุภาค กลุ่มของยอดมีเซลล์ท่ีเป็น
สีน ้ าเงิน ซ่ึงเป็นการแสดงออกแบบชั่วคราวของยีน GUS มีการแสดงออกของ GUS มากท่ีสุด ท่ี
แรงดนั 1100 psi และ ระยะยิง 6 เซนติเมตร ซ่ึงให้จ  านวนจุดเฉล่ีย 4.8 จุด ต่อหน่ึงช้ินส่วนเร่ิมตน้ 
และมีโคลนท่ีตรวจพบการมีอยูข่องยีน GUS, nptII และ anti-DFR ดว้ยเทคนิค PCR จ านวน 4 โคลน 
ส่วน ท่ีแรงดัน 1100 psi และระยะยิง 9 เซนติเมตร ไม่เกิดจุดสีน ้ าเงินจากการแสดงออกแบบ
ชัว่คราวของยีน GUS แต่มีโคลนท่ีตรวจพบการมีอยูข่องยีน GUS, nptII และ anti-DFR ดว้ยเทคนิค 
PCR จ านวน 10 โคลน และเม่ือน ามาตรวจสอบการแสดงออกของยีนด้วยวิธี RT-PCR มีโคลนท่ี
ตรวจพบการแสดงออกของยนี nptII และ anti-DFR จ านวน 1โคลน โดยให้ผลการถ่ายยนีแบบถาวร
ได ้จึงเป็นสภาพท่ีเหมาะสมส าหรับการถ่ายยีนดว้ยเคร่ืองยิงอนุภาคเขา้สู่ช้ินส่วนยอดของบวัหลวง
พนัธ์ุบุณฑริก 

Jeknic et al. (1999) ท าการถ่ายโอนพลาสมิด pCAMBIA 1201 ท่ีมียีน GUS เป็น
ยีนรายงานผล และมียีน hygromycin (hptII) เป็นยีนคดัเลือก จากนั้นท าการถ่ายโอนยีนเข้าสู่ต้น 
ไอริส (Iris germanica L.) โดยใช้ Agrobacterium tumefaciens สายพนัธ์ุ LBA4404 และ EHA105 
เป็นพาหะ หลังจากนั้ น 6 เดือน พบว่ามีการแสดงออกของยีน GUS และ hptII มากกว่า 80
เปอร์เซ็นต ์ของตน้ท่ีถ่ายยีน น ามาตรวจสอบยีนเป้าหมายเขา้ไปใน nuclear genome โดย Southern 
blot analysis โดยใช้  32 P-labelled GUS และ hptII เป็นยีนเป้าหมาย พบว่าตน้ท่ีไดรั้บการถ่ายโอน 
พลาสมิดมียีนทั้ ง  2 ชนิดอยู่ เม่ือ เป รียบ เที ยบกับต้นควบคุม  ซ่ึ งพบว่าการถ่ายยีนโดยใช ้
Agrobacterium เป็นพาหะในดอกไอริส เป็นวิธีท่ีมีประสิทธิภาพ และสามารถปรับปรุงพนัธ์ุไมด้อก
ในอนาคต 

Christey et al. (1999) ท าการถ่ายโอนพลาสมิด pMOA4 ประกอบด้วย 1 ยีน คือ 
NOS-bar -pAg7 ซ่ึงตา้นทานต่อสารก าจดัวชัพืช basta เขา้ไปในกะหล ่าปลี (Brassica oleracea var.) 
และผกักาดขาว (Brassica napus var.) โดยใช้ Agrobacterium rhizogenes เป็นพาหะ หลังจากนั้น
น ามาเล้ียงบนอาหารเพาะเล้ียงเน้ือเยือ่แลว้ยา้ยออกปลูก ท าการทดสอบโดยตดัใบมาเล้ียงในอาหารท่ี
มีสารก าจดัวชัพืช basta ท่ีความเขม้ขน้ 10 มิลลิกรัมต่อลิตร พบวา่ตน้ท่ีไดรั้บการถ่ายโอนพลาสมิดมี
เปอร์เซ็นตก์ารรอดชีวติ 88 เปอร์เซ็นต ์

Lohar et al. (2001) ได้ท าการถ่ายโอนพลาสมิด pTAB10 ซ่ึ งต้านทานต่อยีน 
Phophinothricin acetyl transferase (basta) เขา้ไปในตน้ถัว่ Lotus japonicas โดยใช้ Agrobacterium 
tumefaciens ส ายพัน ธ์ุ  AGL1 เป็นพาหะ ทดสอบโดยวิ ธี  PCR ท่ี ออกแบบไพรเมอร์ให้ มี
ความจ าเพาะต่อยนี bar พบวา่ตน้ท่ีไดรั้บการถ่ายโอนพลาสมิดเกิดแถบ DNA เป้าหมายท่ีมีความยาว 
310 คู่เบส น ามาคดัเลือกในอาหารท่ีมีสารก าจดัวชัพืช basta ความเขม้ขน้ 15 มิลลิกรัมต่อลิตร พบวา่
มีเพียง 14 เปอร์เซ็นต์ ของตน้ท่ีไดรั้บการถ่ายยีนไม่เจริญบนอาหารคดัเลือก และน ามาทดสอบโดย
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การสเปรยส์ารก าจดัวชัพืช basta พบว่าตน้ท่ีไดรั้บการถ่ายโอนพลาสมิดสามารถทนต่อสารก าจดั
วชัพืช basta ไดท่ี้ 120 มิลลิกรัมต่อลิตร เม่ือเปรียบเทียบกบัตน้ควบคุม 

Hua-Zhang et al. (2005) ท าการทดลองถ่ายโอนพลาสมิด pDBA121 เข้าไป 
ในตน้หญา้ (Festuca arundinacea Schreb.) โดยใช ้Agrobacterium tumefacians เป็นพาหะ โดยท่ี 
พ ล าส มิ ด  pDBA121 มี ยีน  hygromycin phosphotransferase (hptII) แล ะ  phophinotricin acetyl 
transferase (bar gene) เป็นสารคดัเลือก ร่วมกบัการใช ้acetosyringone (ACS) 20 มิลลิกรัมต่อลิตร 
ในขั้นตอนของการบ่มในท่ีมืด หลงัจากนั้นน าตน้ท่ีไดรั้บการถ่ายยีน มาทดสอบในอาหารคดัเลือกท่ี
เติมสารก าจดัวชัพืช basta ความเขม้ขน้ 20 มิลลิกรัมต่อลิตร ท าการตรวจสอบการแสดงออกของยีน
โดยวิธี PCR และ Southern blot hybridization ร่วมดว้ยการสเปรย ์ basta ลงบนตน้ท่ีไดรั้บการถ่าย
ยีน พบว่าสามารถทนต่อสารก าจดัวชัพืช basta ไดถึ้ง 925 มิลลิกรัมต่อลิตร เม่ือเปรียบเทียบกบัตน้
ควบคุม 

Tan et al. (2005) ได้ท าการทดลองถ่ายโอนพลาสมิด pBI221 มียีน GUS เป็นยีน
คดัเลือก และ p25S-bar vector มียนี bar ซ่ึงตา้นทานต่อ phosphinothicin acetyl transferase  เป็นยีน
คดัเลือก เขา้ไปในสาหร่ายสีเขียวแกมน ้ าเงิน (Dunaliella salina) โดยใชว้ิธีการยิงอนุภาคเป็นตวัพา
ยนีเป้าหมาย ใชแ้รงดนัก๊าซฮีเลียมท่ี 1000, 900 และ 450 ปอนด์ต่อตารางน้ิว ซ่ึงพบวา่ท่ีแรงดนั 450 
ปอนด์ต่อตารางน้ิว สามารถน ายีนเป้าหมายเข้าไปได้ดีท่ีสุด ท าการทดสอบยีน GUS และ basta 
สามารถตา้นทานได้ท่ี 20 มิลลิกรัมต่อลิตร ในตน้ท่ีได้รับพลาสมิด จากนั้นท าการตรวจสอบการ
แสดงออกของยีนโดยวิธี PCR และ Southern blot hybridization พบว่าต้นท่ีได้รับการถ่ายโอน 
พลาสมิดพบช้ินยนีเป้าหมายท่ีมีความยาว 430 คู่เบส เม่ือเปรียบเทียบกบัตน้ควบคุม 

Sreeramanan et al. (2006) ได้ท าการทดลองหาความเขม้ขน้ท่ีเหมาะสมของสาร
ก าจดัวชัพืช basta ใชเ้ป็นสารคดัเลือกในกลว้ย (Pisang Rastali AAB) โดยเล้ียงในอาหารแขง็ MS ท่ี
เติม BAP 5 มิลลิกรัมต่อลิตร และอาหารเหลว MS ท่ีเติม BAP 5 มิลลิกรัมต่อลิตร และแบ่งความ
เขม้ขน้ของ basta เป็น 6 ระดบั คือ 0, 5, 10, 15, 20 และ 25 มิลลิกรัมต่อลิตร ผลการทดลองปรากฏ
วา่สารคดัเลือก basta ท่ีระดบัความเขม้ขน้ 15-20 มิลลิกรัมต่อลิตร ใชเ้ป็นสารคดัเลือกในอาหารแข็ง 
MS ดีท่ีสุด 

Kadir et al. (2007) ไดท้  าการทดลองหาความเขม้ขน้ท่ีเหมาะสมของสารปฏิชีวนะ
ท่ีใช้ในการก าจดัอะโกรแบคทีเรียม และสารก าจดัวชัพืช basta ในเอ็มบริโอของปาล์มน ้ ามนั โดย
ปรับระดบัความเขม้ขน้ของสารตั้งแต่ 10-2,000 มิลลิกรัมต่อลิตร พบวา่สารคดัเลือก basta และสาร
ปฏิ ชีวนะ  hygromycin ใช้ ท่ีความเข้มข้น  20 มิล ลิก รัม ต่อลิตร ดี ท่ี สุ ด  ส่วนสารปฏิ ชีวนะ 
paromomycin และ geneticin G-418 ใช้ท่ีความเขม้ขน้ 100 มิลลิกรัมต่อลิตร และ 500 มิลลิกรัมต่อ
ลิตร ตามล าดบั ส่วนสารปฏิชีวนะ kanamycin พบวา่มีประสิทธิภาพต ่า ยบัย ั้งไดเ้พียง 15 เปอร์เซ็นต ์
ในระดบัความเขม้ขน้ท่ี 2,000 มิลลิกรัมต่อลิตร ทั้งน้ีการหาระดบัความเขม้ขน้ท่ีเหมาะสมของสาร
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คดัเลือก และสารปฏิชีวนะในการก าจดัอะโกรแบคทีเรียม ท่ีเหมาะสมกบัตน้ปาล์มน ้ ามนัเพื่อเป็น
แนวทางในการถ่ายยนีเขา้สู่ปาลม์น ้ามนัในอนาคต 

Malabadi and Nataraja. (2007) ไดท้  าการทดลองถ่ายโอนพลาสมิด pAHC25 มียีน 
bar เป็นยีนคดัเลือก และมียีน GUS เป็นยีนรายงานผล เขา้สู่ตน้สน (Pinus wallichiana) โดยวิธีการ
ยิงอนุภาค เขา้สู่ embryogenic ของตน้สน ผลการทดลองพบวา่ เม่ือน าไปทดสอบกบัยีนรายงานผล 
GUS โดยใช้  0.3 เปอร์เซ็นต์  5-bromo-4-chloro-3-indolyl β-glucuronide (X-glcA) พบมากถึ ง  
39 เปอร์เซ็นต์ และทดสอบ PCR กบัยีน bar พบมากถึง 52 เปอร์เซ็นต์ ในตน้ท่ีไดรั้บการถ่ายโอน 
พลาสมิดพบเกิดแถบ DNA ของยีนเป้าหมายท่ีมีความยาว 340 คู่เบส เม่ือเปรียบเทียบกบัตน้ควบคุม 
ดงันั้นการถ่ายยีนโดยวธีิการยงิอนุภาคประสบความส าเร็จในการปรับปรุงพนัธ์ุตน้สน และมากกวา่ 
50 เปอร์เซ็นต ์ในพืชท่ีไดรั้บการคดัเลือกมียนีเป้าหมายและมีการแสดงออกของยนี    

Kutty et al. (2011) ไดท้  าการถ่ายโอนพลาสมิด pCAMbar โดยใช้ Agrobacterium 
tumefaciens เป็นพาหะ ในยาสูบ (Nicotiana tabacum cv. TAPM 26) เพื่อหาภาวะท่ีเหมาะสมใน
การก าจดั Agrobacterium โดยใช้สารปฏิชีวนะ carbenicillin และ basta ซ่ึงเป็นสารคดัเลือกในพืช 
ผลปรากฏว่า carbenicillin ใช้ท่ีความเขม้ขน้ 400 มิลลิกรัมต่อลิตร ใช้ล้างหลงัจากการบ่มในท่ีมืด 
เพื่อก าจดั Agrobacterium และใช้ basta ท่ีความเขม้ขน้ 15 มิลลิกรัมต่อลิตร เป็นสารคดัเลือกในพืช 
โดยจะใหจ้ านวนยอดเฉล่ีย 7.00±3.3 ยอดต่อตน้  
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บทที ่3 

อุปกรณ์และวธีิด ำเนินกำรวจิัย 
 
3.1 อุปกรณ์และวสัดุกำรวจัิย 
 3.1.1 พชืทดลอง 
   3.1.1.1 บวัหลวงพนัธ์ุบุณฑริก (Nelumbo nucifera cv.Buntharik) 
 3.1.2 เช้ือจุลนิทรีย์ 
   3.1.2.1 เช้ือแบคทีเรีย Escherichia coli สายพนัธ์ุ DH5α 
   3.1.2.2 เช้ือแบคทีเรีย Agrobacterium tumefaciens สายพนัธ์ุ GV3101 
 3.1.3 สำรเคมี 

3.1.3.1    ชุดสังเคราะห์ cDNA ของบวัหลวง RevertAid first strand cDNA synthesis 
kit (Fermentas, USA) 
   3.1.3.2 เอนไซม ์DNase I, RNase-free (Fermentas, USA) 
   3.1.3.3 เอนไซม ์RevertAid Reverse Transcriptase (Fermentas, USA) 
   3.1.3.4 เอนไซม ์RibolockTM RNase Inhibitor (Fermentas, USA) 
   3.1.3.5 เอนไซม ์RNase A (Fermentas, USA) 
   3.1.3.6 เอนไซม ์Taq DNA polymerase (Fermentas, USA) 
   3.1.3.7 เอนไซม ์T4 DNA ligase (Fermentas, USA) 
   3.1.3.8 เอนไซมต์ดัจ าเพาะ Hind III (Fermentas, USA) 

3.1.3.9    ชุดสกดั RNA InviTrap® spin plant RNA mini kit (Stratec molecular, 
Germany) 

3.1.3.10  ชุดสกดัพลาสมิด High-Speed Plasmid Mini Kit (Geneaid, Taiwan) 
3.1.3.11  ชุดสารเคมีท่ีใชท้  าปฏิกิริยา PCR (Fermentas, USA) 

   3.1.3.12 absolute ethyl alcohol (Merck, Germany) 
   3.1.3.13 agar, bacteriological grade for culture media (Criterion, USA) 
   3.1.3.14 agarose gel (Vivantis, Malaysia) 
   3.1.3.15 benzylaminopurine (Sigma-Aldrich, USA) 
   3.1.3.16 bromophenol blue (Ajax Finechem, Australia) 
   3.1.3.17 calcium chloride (Ajax Finechem, Australia) 
   3.1.3.18 chloroform (Merck, Germany) 
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   3.1.3.19 ethidium bromide (Vivantis, Malaysia) 
   3.1.3.20 ethylenediaminetetraacetic acid disodium salt (EDTA, Univar, Australia) 
   3.1.3.21 glycerol (APS Finechem, Australia) 
   3.1.3.22 isoamyl alcohol (Merck, Germany) 
   3.1.3.23 isopopanol (Merck, Germany) 
   3.1.3.24 mannitol (Univar, Australia) 
   3.1.3.35 1-naphthaleneacetic acid (Sigma-Aldrich, USA) 
   3.1.3.26 peptone powder (Merck, Germany) 
   3.1.3.27 phenol (Merck, Germany) 
   3.1.3.28 potassium hydroxide (Carlo Erba Reagenti S.P.A., Italy) 
   3.1.3.29 potassium acetate (Ajax Finechem, Australia) 
   3.1.3.30 sodium chloride (Ajax Finechem, Australia) 
   3.1.3.31 sodium dodecyl sulfate (Bio Basic Inc., USA) 
   3.1.3.32 spermidine free base (Sigma-Aldrich, USA) 
   3.1.3.33 SsoAdvancedTM SYBR® Green Supermix (Bio-Rad, USA) 
   3.1.3.34  sucrose (Bio Basic Inc., USA) 
   3.1.3.35 Thiadiazuron (1-Phenyl-3-(1,2,3-thiadiazol-5-yl)-urea;TDZ)(Sigma-
Aldrich, USA) 

3.1.3.36 Tris (hydroxymethyl) aminomethane (Bio Basic Inc., USA) 
 3.1.4 อำหำรเลีย้งเช้ือ 
  3.1.4.1 Luria-Bertani agar 
   3.1.4.2 Luria-Bertani broth 
    3.1.4.3 yeast extract phosphate agar 
    3.1.4.4 yeast extract phosphate broth 
 3.1.5 สำรปฏิชีวนะ 
   3.1.5.1 ampicillin (Bio Basic, Canada) 

3.1.5.2     basta (glufosinate amonium) (Sigma-Aldrich, USA) 
   3.1.5.3 rifampicin(Sigma-Aldrich, USA) 
   3.1.5.4 kanamycin (Sigma-Aldrich, USA) 

3.1.5.5     augmentin  (GlaxoSmithKline) 
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  3.1.6 ดีเอน็เอมำตรฐำน 
  3.1.6.1  1 Kb DNA ladder (Fermentas, USA) 
  3.1.6.2  100 bp DNA ladder (Fermentas, USA) 
 3.1.7 พลำสมิด   
   3.1.7.1 pJA8F3H (ไดรั้บความอนุเคราะห์จาก ชยัวรกุล ไชยปัญญา. 2555) 
  3.1.8 อุปกรณ์ 
   3.1.8.1 เคร่ืองแกว้และบีกเกอร์ขนาดต่างๆ (Pyrex, Germany) 
   3.1.8.2 เคร่ืองชัง่ไฟฟ้าทศนิยม 2 ต าแหน่ง (Sartorius, BSA2202S-CW, Germany) 
   3.1.8.3 เคร่ืองชัง่ไฟฟ้าทศนิยม 4 ต าแหน่ง (Sartorius, BP221S, Germany) 
   3.1.8.4 เคร่ืองถ่ายภาพเจล (Syngene, Genegenius, Japan) 
   3.1.8.5 เคร่ืองป่ันสารและใหค้วามร้อน (Wisestir, MSH-20A, Korea) 
   3.1.8.6 เคร่ืองป่ันเหวีย่งแบบธรรมดา (Eppendrof, Model 5418, USA) 
   3.1.8.7 เคร่ืองป่ันเหวีย่งแบบควบคุมอุณหภูมิ (Jouan, CR3i, France) 
   3.1.8.8 เคร่ืองเพิ่มปริมาณดีเอน็เอ (Biometra, T1 thermocycler, Germany) 
   3.1.8.9 เคร่ืองวดัค่าการดูดกลืนแสง (Eppendrof, Model 6132, Germany) 
   3.1.8.10 เคร่ืองวดัค่าความเป็นกรด-ด่าง (Schott, CG 842, Germany) 
   3.1.8.11 ชุดอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟรีซิส (Biorad, PAC200, USA) 
   3.1.8.12 ตูป้ลอดเช้ือ (Vision, VS-1400LSN, Korea) 
   3.1.8.13 ตูแ้ช่แขง็ -20 องศาเซลเซียส (Sanden Intercool, SNH0303D11A, Thailand) 
   3.1.8.14 ตูแ้ช่แขง็ -80 องศาเซลเซียส (Jouan, VXE380, Czech Republic) 
   3.1.8.15 ตูบ้่มเช้ือ (Memmert, BE-400, Germany) 
   3.1.8.16 ตูบ้่มเช้ือแบบเขยา่ (Stuart, SI500, UK) 
   3.1.8.17 ตูอ้บเคร่ืองแกว้ (Jouan, Innovens-118EU2, France) 
   3.1.8.18 นาฬิกาจบัเวลา (Presto, Model 0421301, China) 
   3.1.8.19 แผน่กรองเช้ือ 0.22 ไมโครเมตร (Sartorius stedim biotech, Germany) 
   3.1.8.20 ไมโครปิเปต (Labnet, USA) 
   3.1.8.21 ไมโครเวฟ (LG, MS-2343LQ, Thailand) 
   3.1.8.22 หมอ้น่ึงฆ่าเช้ือ (Tomy, ES-315, Japan) 
   3.1.8.23 อ่างน ้าควบคุมอุณหภูมิ (Memmert, SV-1422, Germany) 

3.1.8.24  เคร่ือง Real time PCR (Bio-Rad CFX Manager 3.0) 
   3.1.8.24 เคร่ืองยงิอนุภาครุ่น PDS 1000/He (BioRad, USA) 
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3.2  วธีิด ำเนินกำรวจัิย 
3.2.1 กำรเตรียมช้ินส่วนพชื 

 3.2.1.1 กำรฟอกฆ่ำเช้ือ 
เก็บเมล็ดบวัหลวงพนัธ์ุบุณฑริกท่ีมีความสมบูรณ์น ามาลา้งน ้ าให้สะอาด

โดยใช้น ้ ายาล้างจาน จากนั้นให้น ้ าไหลผ่านเป็นเวลา 30 นาที น าเมล็ดบัวมาฟอกด้วย alcohol  
70 เปอร์เซ็นต์  เป็นเวลา 2 นาที โดยท าในตู้ปลอดเช้ือ ตามด้วย Clorox 50 เปอร์เซ็นต์ ร่วมด้วย 
Tween 2 หยด เป็นเวลา 20 นาที จากนั้นลา้งดว้ยน ้ากลัน่เป็นเวลา 5 นาที 3 คร้ัง 

3.2.1.2 กำรชักน ำให้เกดิยอด 
น าเมล็ดบวัท่ีผ่านการฟอกฆ่าเช้ือแลว้มาตดัเอาช้ินส่วนตายอดจากคพัภะ

ให้มีขนาด 3 มิลลิเมตร จากนั้นเล้ียงบนอาหาร MS (1962) (Murashige and Skoog. 1962) ร่วมดว้ย 
TDZ 0.5 ไมโครโมลาร์ และ NAA 40 ไมโครโมลาร์ เป็นเวลา 2 เดือน เพื่อชักน าให้เกิดแคลลัส 
จากนั้นยา้ยลงในอาหาร MS (1962) ร่วมดว้ย BA 50 ไมโครโมลาร์ โดยเล้ียงท่ีอุณหภูมิ 25±2 องศา
เซลเซียส ได้รับแสง 16 ชั่วโมงต่อวนั เพื่อชักน าให้เกิดยอด (รวีวธู บวัทอง. 2554) เป็นการเพิ่ม
ปริมาณช้ินส่วนของบวัหลวง ใหไ้ดช้ิ้นส่วนพืชท่ีเหมาะสมต่อการถ่ายยนี 

 

 
ภำพที่ 3.1 การชักน าให้เกิด multiple shoot  ของบวัหลวงพนัธ์ุบุณฑริกจากการเพาะเล้ียงเน้ือเยื่อ  
(A) ดอกบวัหลวง, (B) เมล็ดบวัหลวง, (C) เอม็บริโอ, (D) แคลลสั, และ(E) ตน้อ่อนบวั 
 

3.2.2 กำรทดสอบสำรคัดเลอืกและสำรปฏิชีวนะ 
ในเวคเตอร์ pJA8F3H  มียีนคัดเลือกในพืชคือ phosphinothricin acetyl transferrase       

(bar gene) ซ่ึ งต้ านทานต่อสารก าจัดว ัชพื ช basta  (glufosinate amonium) ท่ี ได้จากแบคที เรีย 
Streptomyces hygroscopicus  (Daud et al. 2009) ซ่ึ งเม่ือท าการถ่ายโอนยีน F3H เข้าสู่พื ช โดยใช ้
อะโกรแบคทีเรียมเป็นพาหะ และใชเ้คร่ืองยงิอนุภาค ซ่ึงจะน าพลาสมิด pJA8F3H  เขา้ไปในส่วนของ 
multiple shoot ของบวัหลวง และจะไปกระตุน้ให้เกิดกระบวนการ RNAi ยบัย ั้งการแสดงออกของยีน 
F3H  ในบวัหลวง โดยท าให้เกิดการสูญเสียกิจกรรมของยีน F3H มีผลไปขดัขวางการสังเคราะห์ สาร
กลุ่มแอนโทไซยานิน โดยแบ่งการทดลองออกดงัน้ี 
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กำรทดลองที ่1 ศึกษาความเข้มข้นของสารก าจดัวชัพืช basta (glufosinate amonium) ท่ี
เป็นสารคดัเลือกในพืช 

ท าการศึกษาความเขม้ขน้ของสารก าจดัวชัพืช basta ซ่ึงใชเ้ป็นสารคดัเลือกภายหลงั
การถ่ายยีน โดยวางแผนการทดลองเป็นแบบ CRD (completely randomized designs) แบ่งออกเป็น 
3 ซ ้ า ซ ้ าละ 5 ช้ินส่วน โดยน าช้ินส่วนตายอดจากเอ็มบริโอบวัหลวงพนัธ์ุบุณฑริก มาท าการเล้ียงใน
อาหารเพาะเล้ียงเน้ือเยื่อ MS (1962) ท่ีเติมสารก าจดัวชัพืช basta (มีสารออกฤทธ์ิ 99.1%) ท่ีความ
เขม้ขน้ 6 ระดบั ดงัน้ี 0, 5, 10, 15, 20 และ 25 มิลลิกรัมต่อลิตร ท าการบนัทึกผลการทดลองไดแ้ก่ 
เปอร์เซ็นตก์ารรอดชีวิต จ  านวนยอดต่อช้ินส่วน และจ านวนใบต่อช้ินส่วน บนัทึกผลการทดลอง 8 
สัปดาห์ และเปล่ียนอาหารทุกๆ 2 สัปดาห์ 

กำรทดลองที ่2 การศึกษาความเขม้ขน้ของสารปฏิชีวนะ augmentin  (amoxicillin) ท่ีใชใ้น
การก าจดัอะโกรแบคทีเรียม 

ท าการศึกษาความเขม้ขน้ของสารปฏิชีวนะ augmentin  ท่ีเหมาะสมในการก าจดั 
อะโกรแบคทีเรียม สายพนัธ์ุ GV3101 ท าการถ่ายโอนพลาสมิด pJA8F3H โดยใชอ้ะโกรแบคทีเรียม
เป็นพาหะ ท่ีความเขม้ขน้และระยะเวลาในการแช่ช้ินส่วนของบวัหลวงในอะโกรแบคทีเรียม คือ 
1:10 นาน 10 นาที (วิลาสินี  ลีทวีทรัพย.์  2554) โดยวางแผนการทดลองเป็นแบบ CRD (completely 
randomized designs) แบ่งออกเป็น 4 ซ ้ า ซ ้ าละ 5 ช้ินส่วน น าช้ินส่วนตายอดจากเอ็มบริโอบวัหลวง
พนัธ์ุบุณฑริก มาท าการเล้ียงในอาหารเพาะเล้ียงเน้ือเยื่อ MS (1962) ท่ีเติมสารปฏิชีวนะ augmentin  
ท่ีความเขม้ขน้ 6 ระดบั ดงัน้ี 0, 100, 200, 300, 400, และ 500 มิลลิกรัมต่อลิตร ท าการบนัทึกผลการ
ทดลองไดแ้ก่ เปอร์เซ็นตก์ารรอดชีวิต เปอร์เซ็นต์การปนเป้ือน และจ านวนยอดเฉล่ียต่อช้ิน บนัทึก
ผลการทดลอง 8 สัปดาห์ และเปล่ียนอาหารทุกๆ 2 สัปดาห์ 
 

 3.2.3  กำรเตรียมพลำสมิด pJA8F3H และกำรถ่ำยยนีเข้ำสู่บัวหลวง 
 เทคนิคในการส่งถ่ายยีนเขา้สู่พืชปฏิบติัไดห้ลายวิธี ข้ึนอยู่กบัชนิด และเน้ือเยื่อของ

พืชท่ีน ามาใช้ในการส่งถ่ายยีน ซ่ึงการถ่ายยีน flavanone 3-hydroxylase (F3H) ด้วยเทคนิค RNA 
interference (RNAi) เข้าสู่บัวหลวงพนัธ์ุบุณฑริก ซ่ึงจะท าการทดลองใช้ 2 วิธีการในการถ่ายโอน 
พลาสมิด คือ การใชอ้ะโกรแบคทีเรียมเป็นพาหะ และการถ่ายโอนยนีโดยใชเ้คร่ืองยงิอนุภาค  

 3.2.3.1 กำรเตรียม competent cell ของเช้ือ E. coli สำยพนัธ์ุ DH5α 
 โดยท าการเตรียมอาหารเล้ียงเช้ือ LB (Luria-Bertani agar) น าเช้ือ E. coli  

สายพนัธ์ุ DH5α มาเล้ียงบนอาหาร LB agar ให้ไดโ้คโลนีเด่ียวๆ บ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 
เป็นเวลาประมาณ 12 ชัว่โมง จากนั้นน าเช้ือมา 1 โคโลนี น ามาเล้ียงบนอาหาร LB broth ปริมาณ 5 
มิลลิลิตร (starter) บ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เขย่าท่ีความเร็ว 220 รอบต่อนาที เป็นเวลา
ประมาณ 24 ชั่วโมง จากนั้นดูดเช้ือมา 2 มิลลิลิตร ใส่ในขวดขนาด 250 มิลลิลิตร ท่ีมีอาหาร LB 
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broth 100 มิลลิลิตร บ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เขย่าท่ีความเร็ว 220 รอบต่อนาที เป็นเวลา
ประมาณ 3 ชั่วโมง น าไปวดัค่าการดูดกลืนแสง ท่ีมีค่าความยาวคล่ืน 600 นาโนเมตร ให้มี
ค่าประมาณ 0.4-0.6 แลว้จึงน าเช้ือท่ีวดัค่าไดย้า้ยลงมาในหลอดไมโครเซนติฟิวจ ์ขนาด 50 มิลลิลิตร 
แช่หลอดทดลองทิ้งไวบ้นน ้ าแขง็เป็นเวลา 10 นาที น าไปป่ันเหวี่ยงดว้ยความเร็ว 3,000 รอบต่อนาที 
ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที ดูดสารละลายส่วนใสด้านบนออกทิ้ง ล้างตะกอน
เซลล์ด้วยสารละลาย CaCl2 50 มิลลิโมลาร์ ปริมาณ 10 มิลลิลิตร ใช้ปิเปตดูดข้ึนลงผสมให้เขา้กนั
เบาๆ แลว้เติมสารละลาย  CaCl2 50 มิลลิโมลาร์ จนครบปริมาณ 50 มิลลิลิตร น าหลอดทดลองมาแช่
ในน ้ าแข็ง เป็นเวลา 30 นาที น าไปป่ันเหวี่ยงด้วยความเร็ว 3,000 รอบต่อนาที ท่ีอุณหภูมิ 4 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา15 นาที ดูดสารละลายส่วนใสดา้นบนออกทิ้ง ลา้งตะกอนเซลล์ดว้ยสารละลาย 
CaCl2  50 มิลลิโมลาร์ ปริมาณ 10 มิลลิลิตร ใชปิ้เปตดูดข้ึนลงผสมให้เขา้กนัเบาๆ แลว้เติมสารละลาย 
CaCl2 50 มิลลิโมลาร์ จนครบปริมาณ 50 มิลลิลิตร น าหลอดทดลองมาแช่ในน ้ าแข็ง เป็นเวลา 10 
นาที น าไปป่ันเหวี่ยงดว้ยความเร็ว 3,000 รอบต่อนาที ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที 
เทสารละลายส่วนใสออก น ากลีเซลรอล 100 เปอร์เซ็นต ์ปริมาณ 200 ไมโครลิตร ผสมกบั CaCl2 50 
มิลลิโมลาร์ ปริมาณ 800 ไมโครลิตร ใช้ปิเปตดูดข้ึนลงผสมให้เขา้กนัแบ่ง competent cell ใส่หลอด
ไมโครเซนติฟิวจ์ ขนาด 1.5 มิลลิลิตร หลอดละ 50 ไมโครลิตร น าไปแช่ในไนโตรเจนเหลวก่อน 
แล้วเก็บไวท่ี้ตู้ -80 องศาเซลเซียส จากนั้นแบ่งเช้ือท่ีได้มาทดสอบ ในอาหาร LB agar ท่ีเติมสาร
ปฏิชีวนะ kanamycin ความเขม้ขน้ 50 มิลลิกรัมต่อลิตร, ampicillin 100 มิลลิกรัมต่อลิตร และอาหาร 
LB agar ท่ีไม่ใส่สารปฏิชีวนะเพื่อเป็นการทดสอบ competent cell จะสามารถเจริญข้ึนไดใ้นอาหาร 
LB agar ท่ีไม่ใส่สารปฏิชีวนะเท่านั้น  

 3.2.3.2 กำรถ่ำยโอนพลำมิด pJA8F3H เข้ำสู่ competent cell ของเช้ือ E. coli สำย
พนัธ์ุ DH5α 

 น า  competent cell ของ E. coli  สายพนัธ์ุ DH5α น ามาถ่ายโอนพลาสมิด 
pJA8F3H ด้วยวิธี heat shock (Sambrook et al. 1989) น า competent cell มา 100 ไมโครลิตร ท่ีเก็บ
ในอุณหภูมิ  -80 องศาเซลเซียส น ามาแช่น ้ าแข็งเป็นเวลา 15 นาที เติมดว้ยพลาสมิดท่ีมีความเขม้ขน้
ประมาณ 100-300 นาโนกรัม ปริมาณ 10 ไมโครลิตร ใช้ปิเปตดูดข้ึนลงเบาๆ ผสมให้เขา้กนั แช่ใน
น ้ าแข็งเป็นเวลา 30 นาที จากนั้นน าไปบ่มใน water bath ท่ีอุณหภูมิ 42 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 90 
วินาที แลว้ท าให้เยน็ลงอยา่งรวดเร็วโดยการแช่ในน ้ าแข็งเป็นเวลา 5 นาที เติมอาหาร LB broth 600 
ไมโครลิตร น าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เขย่าท่ีความเร็ว 220 รอบต่อนาที เป็นเวลา
ประมาณ 2 ชั่วโมง น ามาป่ันเหวี่ยงด้วยความเร็ว 10,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 2 นาที ดูดอาหาร
ส่วนใสออก 400 ไมโครลิตร ใช้ปิเปตดูดข้ึนลง ผสมให้เขา้กนัเบาๆ น าเช้ือท่ีไดไ้ปเล้ียงบนอาหาร
เล้ียงเช้ือ LB broth ท่ีมีสารปฏิชีวนะ ampicillin ความเข้มข้น 100 มิลลิกรัมต่อลิตร (เป็นอาหาร
คดัเลือก)น าเช้ือมาปริมาณ 50 ไมโครลิตรต่อ 1 จานเพาะล้ียง แลว้น าเช้ือมาเกล่ียให้ทัว่จานเพาะเล้ียง 
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บ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 12-16 ชั่วโมง competent cell ของ E. coli  สายพันธ์ุ 
DH5α ท่ีได้รับการถ่ายโอนพลาสมิด pJA8F3H ก็จะสามารถเจริญข้ึนได้ในอาหาร LB broth  ท่ีมี
สารปฏิชีวนะ ampicillin 

 3.2.3.3 กำรตรวจสอบพลำสมิด pJA8F3H ของเช้ือ E. coli  สำยพันธ์ุ DH5α โดย
วธีิ โคโลนีพซีีอำร์ (colony polymerase chain reaction) 

 น าโคโลนีของเช้ือ E. coli  สายพนัธ์ุ DH5α ท่ีข้ึนบนอาหารคดัเลือกมา
ตรวจสอบดว้ย ปฏิกิริยา PCR ปริมาณ 20 ไมโครลิตร ท่ีประกอบดว้ย dH2O ปริมาณ 12.8 ไมโครลิตร, 
10x Taq buffer ปริมาณ 2 ไมโครลิตร (Fermentas, USA), MgCl2 25  มิลลิโมลาร์ ปริมาณ 2ไมโครลิตร, 
dNTP 10  มิลลิโมลาร์ ปริมาณ 1ไมโครลิตร (Fermentas, USA), primer F3H sense F 10 ไมโครโมลาร์ 
ปริมาณ 0.5ไมโครลิตร, primer F3H sense R 10 ไมโครโมลาร์ ปริมาณ 0.5 ไมโครลิตร (ตารางท่ี 3.1) 
และ 5 U Taq DNA polymerase ปริมาณ 0.2 ไมโครลิตร (Fermentas, USA) แลว้ใชไ้มจ้ิ้มฟันท่ีผา่นการฆ่า
เช้ือแลว้ ไปแตะบนโคโลนีของเช้ือ E. coli   ท่ีถ่ายโอนพลาสมิด pJA8F3H แกวง่ลงในหลอด PCR ท่ี
เตรียมไว ้ท าปฏิกิริยาในเคร่ือง PCR (Biometra, Germany) pre-denaturation ท่ีอุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส 
5 นาที 1 รอบ, denaturation ท่ี  94  องศาเซลเซียส 45 วินาที , annealing 58 องศาเซลเซียส 45 วินาที , 
extension 72 องศาเซลเซียส 50 วินาที 35 รอบ และ complete extension  ท่ี 72 องศาเซลเซียส 10 นาที 1 
รอบ ตรวจสอบผลผลิต PCR ดว้ยวิธีการ gel electrophoresis โดยใช้ผลผลิต PCR ปริมาณ 2 ไมโครลิตร 
ผสมกบั 10X loading dye ปริมาณ 0.5 ไมโครลิตร เติมน ้ าให้ครบ 5 ไมโครลิตร ใช้อะกาโรสเจล 
ความเขม้ขน้ 0.8 เปอร์เซ็นต์ ในสารละลาย 0.5X TAE buffer ใช้กระแสไฟฟ้า 100 โวลต์ เป็นเวลา 
30 นาที เปรียบเทียบกบัแถบ DNA มาตรฐาน 1 Kb DNA ladder (Fermentas, USA) 

  3.2.3.4 กำรสกัดพลำสมิด pJA8F3H ของเช้ือ E. coli  สำยพันธ์ุ DH5α โดยชุด
สกดัพลำสมิด (High-speed plasmid mini kit) 

 น าโคโลนีของเช้ือ E. coli  สายพนัธ์ุ DH5α ท่ีผา่นการตรวจสอบพลาสมิด
โดยวิธีโคโลนีพีซีอาร์แล้ว โดยท าการคดัเลือกเช้ือมา 1 โคโลนี น ามาเล้ียงบนอาหารเล้ียงเช้ือ LB 
broth (Luria-Bertani broth) ปริมาณ 5 มิลลิลิตร ท่ีเติมสารปฏิชีวนะ ampicillin ความเข้มข้น 100 
มิลลิกรัมต่อลิตร (เป็นอาหารคดัเลือก) บ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เขยา่ท่ีความเร็ว 220 รอบต่อ
นาที เป็นเวลา 12-16 ชัว่โมง แลว้น ามาสกดัแยกพลาสมิดตามวิธีของ High-speed plasmid mini kit 
(Geneaid, Taiwan) ดูดเซลล์ของเช้ือ E. coli  สายพนัธ์ุ DH5α ท่ีเล้ียงไวล้งในหลอดไมโครเซนติ
ฟิวจ์ ขนาด 1.5 มิลลิลิตร น ามาป่ันเหวี่ยงด้วยความเร็ว 10,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 2 นาที เท
อาหารท่ี เป็นส่วนใสด้านบนทิ้ง เหลือแต่ตะกอนเซลล์ เติม PD1 buffer ท่ี เย็น ปริมาณ 200 
ไมโครลิตร ใช้ปิเปตดูดข้ึนลงผสมให้เขา้กนั แล้วใช้เคร่ืองเขย่า แล้วเติม PD2 buffer ปริมาณ 200 
ไมโครลิตร ผสมให้ เข้ากันโดยการกลับหลอดไปมา 10 คร้ัง ห้ามใช้เคร่ืองเขย่า ตั้ งทิ้งไว้ท่ี
อุณหภูมิห้อง 2 นาที จากนั้นเติม PD3 buffer ปริมาณ 300 ไมโครลิตร ผสมให้เขา้กนัโดยการกลบั
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หลอดไปมา 10 คร้ัง น าไปป่ันเหวี่ยงด้วยความเร็ว 10,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 3 นาที ดูด
สารละลายส่วนใสปริมาณ 600 ไมโครลิตร ใส่ลงใน PD column ท่ีตั้งอยูใ่น collection tube ตั้งทิ้งไว ้
15 นาที ท่ีอุณหภูมิห้อง จากนั้นน าไปป่ันเหวี่ยงดว้ยความเร็ว 6,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 30 วินาที 
เทสารละลายท่ีอยู่ใน collection tube ทิ้งเติมด้วย W1 buffer ปริมาณ 400 ไมโครลิตร ตั้ งทิ้งไว ้3 
นาที ท่ีอุณหภูมิห้อง น าไปป่ันเหวี่ยงด้วยความเร็ว 6,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 30 วินาที เท
สารละลายท่ีอยูใ่น collection tube ทิ้งเติมดว้ย wash buffer ปริมาณ 600 ไมโครลิตร ตั้งทิ้งไว ้3 นาที 
ท่ีอุณหภูมิห้อง น าไปป่ันเหวี่ยงดว้ยความเร็ว 6,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 30 วินาที เทสารละลายท่ี
อยู่ใน collection tube ทิ้ง แล้วน าไปป่ันเหวี่ยงด้วยความเร็ว 13,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 3 นาที 
เพื่อให้ PD column แห้ง ท าการยา้ย PD column ลงในหลอดไมโครเซนติฟิวจห์ลอดใหม่ ขนาด 1.5 
มิลลิลิตร น าไปอุ่นท่ีอุณหภูมิ 70 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที พร้อมกบัอุ่น elution buffer เป็น
เวลา 10 นาที จากนั้นเติม elution buffer ปริมาณ 50 ไมโครลิตร โดยการหยดลงไปตรงกลางของ PD 
column ตั้งทิ้งไวท่ี้อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 10 นาที น าไปป่ันเหวี่ยงดว้ยความเร็ว 13,000 รอบต่อนาที 
เป็นเวลา 2 นาที  เพื่อให้พลาสมิดท่ีติดอยู่กับ PD column ลงมาในหลอดไมโครเซนติฟิวจ์ท่ีอยู่
ดา้นล่าง แลว้ท าการเก็บพลาสมิด DNA ท่ีอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส 

 ตรวจสอบพลาสมิด pJA8F3H น าไปวดัค่าการดูดกลืนแสง ท่ีมีค่าความยาว
คล่ืน 260 นาโนเมตร โดยใชอ้ตัราส่วนน ้ ากลัน่ต่อพลาสมิด 100:1 ไมโครลิตร และท าการตรวจสอบ
ดว้ยวธีิการ gel electrophoresis โดยใชพ้ลาสมิด pJA8F3H ปริมาณ 2 ไมโครลิตร ผสมกบั 10X loading 
dye ปริมาณ 0.5 ไมโครลิตร เติมน ้ าให้ครบ 5 ไมโครลิตร เตรียมอะกาโรสเจล ความเข้มข้น  0.8 
เปอร์เซ็นต์  ในสารละลาย 0.5X TAE buffer ใช้กระแสไฟฟ้า 100 โวลต์ เป็น เวลา 30 นาที 
เปรียบเทียบกบัแถบ DNA มาตรฐาน 1 Kb DNA ladder (Fermentas, USA) 

 3.2.3.5 กำรตรวจสอบพลำสมิด pJA8F3H ด้วยเอนไซม์ตัดจ ำเพำะ 
 ท  าการตรวจสอบการมีอยูข่องพลาสมิด pJA8F3H ดว้ยเอนไซม์ตดัจ าเพาะ  

Hind III (Fermentas, USA) ปฏิกิริยา 10 ไมโครลิตร ประกอบได้ด้วย dH2O 7.8 ไมโครลิตร, 10X 
buffer R (Fermentas, USA) ปริมาณ 1 ไมโครลิตร,พลาสมิด pJA8F3H ความเขม้ขน้ไมโครกรัมต่อ
ไมโครลิตร ปริมาณ 1 ไมโครลิตร และ Hind III ความเขม้ขน้ 10 ยูนิตต่อไมโครลิตร ปริมาณ 0.2 
ไมโครลิตร ผสมให้เขา้กนัในหลอด PCR ขนาด 200 ไมโครลิตร บ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 
เป็นเวลา 14-16 ชั่วโมง ตรวจสอบด้วยวิธีการ gel electrophoresis  น าพลาสมิด pJA8F3H ปริมาณ 2 
ไมโครลิตร ผสมกับ 10X loading dye ปริมาณ 0.5 ไมโครลิตร เติมน ้ าให้ครบ 5 ไมโครลิตร 
เตรียมอะกาโรสเจล ความเขม้ขน้  0.8 เปอร์เซ็นต์ ในสารละลาย 0.5X TAE buffer ใชก้ระแสไฟฟ้า 
100 โวลต ์เป็นเวลา 30 นาที เปรียบเทียบกบัแถบ DNA มาตรฐาน 1 Kb DNA ladder (Fermentas, USA) 
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 3.2.3.6 กำรเต รียม  competent cell ของอะโกรแบคที เรียม  (Agrobacterium 

tumefaciens) สำยพนัธ์ุ GV3101 
 ก าร เต รียม  competent cell ของอะโกรแบค ที เรียม  (Agrobacterium 

tumefaciens) สายพนัธ์ุ GV3101 ท าตามวธีิของ (Lin. 1995) โดยท าการเกล่ียเช้ือบนจานเพาะเล้ียงบน
อาหาร YEP (Yeas Extract Phosphate Agar) ปริมาณ 25 มิลลิลิตรต่อจานเพาะเล้ียง บ่มท่ีอุณหภูมิ 28 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 48 ชั่วโมง จากนั้นเลือกมา 1 โคโลนี มาเล้ียงในหลอดทดลองขนาด 50 
มิลลิลิตรท่ีมีอาหาร YEP broth 5 มิลลิลิตร (starter) บ่มท่ีอุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส เขย่าด้วย
ความเร็ว 250 รอบต่อนาที เป็นเวลา 12-16 ชัว่โมง จากนั้นดูดจากหลอดท่ีเป็น starter มา 1 มิลลิลิตร 
เล้ียงในขวดทดลองขนาด 250 มิลลิลิตร ท่ีมีอาหาร YEP broth 100  มิลลิลิตร เล้ียงท่ีอุณหภูมิ 28 
องศาเซลเซียส เขย่าดว้ยความเร็ว 250 รอบต่อนาที เป็นเวลา 4-5 ชัว่โมง จากนั้นน าไปท าการวดัค่า
การดูดกลืนแสง ท่ีช่วงความยาวแสง 600 นาโนเมตร ให้มีค่าอยูร่ะหวา่ง 0.6-0.7 จากนั้นท าการแบ่ง
ใส่หลอดทดลองขนาด 50 มิลลิลิตร น ามาป่ันเหวีย่งท่ีความเร็ว 4,000 รอบต่อนาที ท่ีอุณหภูมิ 4 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 20 นาที เทส่วนใสด้านบนทิ้ง น ามาแช่ในน ้ าแข็งทันที เติมกลีเซอรอล 10 
เปอร์เซ็นต ์ลงไปปริมาณ 10 มิลลิลิตร ใชปิ้เปตดูดข้ึนลงผสมให้เขา้กนัเบาๆ แลว้เติมกลีเซอรอลจน
ครบ 50 มิลลิลิตร น ามาป่ันเหวี่ยงท่ีความเร็ว 4,000 รอบต่อนาที ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็น
เวลา 20 นาที เทส่วนใสท่ีเป็นอาหารดา้นบนทิ้ง น ามาแช่ในน ้ าแข็งทนัที จากนั้นเติมกลีเซอรอล 10 
เปอร์เซ็นต ์ลงไป 10 มิลลิลิตร ใชปิ้เปตดูดข้ึนลงผสมให้เขา้กนัเบาๆ แลว้เติมกลีเซอรอลจนครบ 50 
มิลลิลิตร น ามาป่ันเหวี่ยงท่ีความเร็ว 4,000 รอบต่อนาที ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 20 
นาที เทส่วนใสดา้นบนทิ้ง น ามาแช่ในน ้าแข็งทนัที จากนั้นละลายตะกอนดว้ย Sorbital ความเขม้ขน้ 
1 มิลลิโมลาร์ ปริมาณ 500 ไมโครลิตร แบ่งใส่หลอดไมโครเซนติฟิวจห์ลอดขนาด 1.5 มิลลิลิตรใส่
หลอดละ 50 ไมโครลิตร แล้วน าไปแช่ในไนโตเจนเหลวก่อนเก็บในตู ้-80 องศาเซลเซียส ท าการ
ทดสอบ competent cell โดยท าการเกล่ียบนจานเพาะเล้ียงท่ีมีอาหาร YEP ปริมาณ 25 มิลิลิตรต่อ
จานเพาะเล้ียง ท่ีเติมสารปฏิชีวนะ rifampicin 50 มิลลิกรัมต่อลิตร บ่มท่ีอุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส 
เป็นเวลา 48 ชัว่โมง  

 3.2.3.7 กำรถ่ำยโอนพลำสมิด pJA8F3H เข้ำอะโกรแบคทีเรียม (Agrobacterium 

tumefaciens) สำยพนัธ์ุ GV3101 ด้วยวธีิ electroporation 
 น าพลาสมิด pJA8F3H ท่ีผ่านการตรวจสอบด้วยเอนไซม์ตดัจ าเพาะแล้ว 

ปริมาณ 1 ไมโครกรัม (ปฏิบติังานบนน ้ าแข็งตลอดเวลา) ใส่ลงในหลอดไมโครเซนติฟิวจข์นาด 1.5 
มิลลิลิตร ท่ีมีอาหารเล้ียงเช้ือ YEP ปริมาณ 1 มิลลิลิตร พร้อมด้วย competent cell ของอะโกร
แบคทีเรียม สายพนัธ์ุ GV3101 ปริมาณ 50 ไมโครลิตร ใชปิ้เปตดูดข้ึนลงผสมให้เขา้กนัเบาๆ แช่ใน
น ้ าแข็ง 30 นาที จากนั้ นท าการเตรียมเคร่ือง electroporation  โดยเลือกโหมด “Agr” ท าการดูด
ตวัอย่างท่ีเตรียมไวใ้ส่ใน electroporation cuvette แล้วน าไปใส่เคร่ือง electroporation กดปุ่ม Pulse เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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เพื่อปล่อยกระแสไฟฟ้าผา่นตวัอยา่ง เสร็จแลว้ยา้ยมาใส่หลอดไมโครเซนติฟิวจ ์ขนาด 1.5 มิลลิลิตร 
ท่ีเติมอาหารเล้ียงเช้ือ YEP ปริมาณ 1 มิลลิลิตร น าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส เขย่าท่ี
ความเร็ว 250 รอบต่อนาที เป็นเวลา 3 ชัว่โมง จากนั้นน าเช้ือไปป่ันเหวีย่งท่ีความเร็ว 13,000 รอบต่อ
นาที เป็นเวลา 5 นาที ดูดสารละลายส่วนใสด้านบนออก 850 ไมโครลิตร แล้วละลายตะกอนโดย
ใช้ปิเปตดูดข้ึนลงเบาๆ น าไปเกล่ียบนจานเพาะเล้ียงบนอาหาร YEP ปริมาณ 25 มิลลิลิตรต่อจาน
เพาะเล้ียง ท่ีเติมสารปฏิชีวนะ ampicillin 100 มิลลิกรัมต่อลิตร และสารปฏิชีวนะ rifampicin 50 
มิลลิกรัมต่อลิตร บ่มท่ีอุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 36 ชัว่โมง อะโกรแบคทีเรียม สายพนัธ์ุ 
GV3101 ท่ีมีพลาสมิด pJA8F3H  จะสามารถข้ึนไดใ้นอาหารท่ีสารปฏิชีวนะ ampicillin 

 3.2.3.8 กำรตรวจสอบกำรมีอยู่ของพลำสมิด pJA8F3H ในอะโกรแบคทีเรียม 

(Agrobacterium tumefaciens) สำยพนัธ์ุ GV3101 โดยวิธีโคโลนีพีซีอำร์ (colony polymerase chain 
reaction) 

 ภายหลงัจากถ่ายโอนพลาสมิด pJA8F3H เขา้ในอะโกรแบคทีเรียม แล้ว
เล้ียงบนอาหาร YEP ปริมาณ 25 มิลลิลิตร ท่ีเติมสารปฏิชีวนะ ampicillin 100 มิลลิกรัมต่อลิตร เป็น
อาหารคดัเลือก จากนั้นท าการคดัเลือกโคโลนีเด่ียวๆ เพื่อทดสอบการมีอยู่ของพลาสมิด pJA8F3H 
โดยวิธีโคโลนีพีซีอาร์ เตรียมปฏิกิริยา PCR ปริมาณ 20 ไมโครลิตร ท่ีประกอบด้วย dH2O ปริมาณ  
12.8 ไมโครลิตร, 10x Taq buffer ปริมาณ 2 ไมโครลิตร (Fermentas, USA), MgCl2 25  มิลลิโมลาร์ 
ปริมาณ 2ไมโครลิตร, dNTP 10  มิลลิโมลาร์ ปริมาณ 1 ไมโครลิตร, primer F3H sense F 10 ไมโครโม
ลาร์ ปริมาณ 0.5 ไมโครลิตร, primer F3H sense R 10  ไมโครโมลาร์ ปริมาณ  0.5 ไมโครลิตร (ตารางท่ี 
3.1) และ 5 U Taq DNA polymerase ปริมาณ  0.2 ไมโครลิตร (Fermentas, USA) แล้วใช้ไมจ้ิ้มฟันท่ีผ่าน
การฆ่าเช้ือแลว้ ไปแตะบนโคโลนีของอะโกรแบคทีเรียมท่ีถ่ายโอนพลาสมิด pJA8F3H แกว่งลงใน
หลอด PCR ท่ีเตรียมไว ้ท าปฏิกิริยาในเคร่ือง PCR (Biometra, Germany) pre-denaturation ท่ีอุณหภูมิ 94 
องศาเซลเซียส 5 นาที 1 รอบ, denaturation ท่ี 94  องศาเซลเซียส 45 วินาที, annealing 58 องศาเซลเซียส  
45 วินาที, extension 72 องศาเซลเซียส 50 วินาที 35 รอบ และ complete extension  ท่ี 72 องศาเซลเซียส 
10 นาที 1 รอบ ตรวจสอบผลผลิต PCR ด้วยวิธีการ gel electrophoresis โดยใช้โคโลนีพีซีอาร์ ปริมาณ  
2 ไมโครลิตร ผสมกบั 10X loading dye ปริมาณ 0.5 ไมโครลิตร เติมน ้ าให้ครบ 5 ไมโครลิตร ใช ้
อะกาโรสเจล ความเขม้ขน้ 0.8 เปอร์เซ็นต์ ในสารละลาย 0.5X TAE buffer ใช้กระแสไฟฟ้า 100 
โวลต ์เป็นเวลา 30 นาที เปรียบเทียบกบัแถบ DNA มาตรฐาน 1 Kb DNA ladder (Fermentas, USA) 

 3.2.3.9 กำรถ่ำยโอนพลำสมิด pJA8F3H เข้ำสู่ช้ินส่วน multiple shoot ของบัว
หลวงโดยใช้อะโกรแบคทเีรียม สำยพนัธ์ุ GV3101 เป็นพำหะ 

 น าเมล็ดบวัท่ีผา่นการฟอกฆ่าเช้ือแลว้มาตดัเอาช้ินส่วนตายอดจากคพัภะให้
มีขนาด 3 มิลลิเมตร จากนั้นเล้ียงบนอาหาร MS (1962) ท่ีเติม TDZ 0.5 ไมโครโมลาร์ ร่วมกบั NAA  
40 ไมโครโมลาร์ เป็นเวลา 2 เดือน เพื่อชักน าให้เกิดแคลลสั จากนั้นยา้ยลงในอาหาร MS (1962)  เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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ท่ีเติม BA 50 ไมโครโมลาร์ โดยเล้ียงท่ีอุณหภูมิ 25±2  องศาเซลเซียส ไดรั้บแสง 16 ชัว่โมงต่อวนั 
เพื่อชักน าให้เกิดยอด ตามวิธีของ (รวีวธู บวัทอง. 2554) ท าการถ่ายโอนพลาสมิด pJA8F3H เขา้สู่
ช้ินส่วน multiple shoot ของบวัหลวงโดยใช้อะโกรแบคทีเรียม สายพนัธ์ุ GV3101 เป็นพาหะ บ่ม
เช้ืออะโกรแบคทีเรียมท่ีผา่นการตรวจสอบการมีอยูข่องพลาสมิด pJA8F3H  เลือกมา 1 โคโลนี มา
เล้ียงในหลอดทดลองขนาด 50 มิลลิลิตร ท่ีมีอาหาร YEP broth 5 มิลลิลิตร (starter) บ่มท่ีอุณหภูมิ 28 
องศาเซลเซียส เขย่าดว้ยความเร็ว 250 รอบต่อนาที เป็นเวลา 12-16 ชัว่โมง จากนั้นดูดจากหลอดท่ี
เป็น starter มา 1 มิลลิลิตร เล้ียงในขวดทดลองขนาด 250 มิลลิลิตร ท่ีมีอาหาร YEP broth 100  
มิลลิลิตร เล้ียงท่ีอุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส เขยา่ดว้ยความเร็ว 250 รอบต่อนาที เป็นเวลา 4-5 ชัว่โมง 
จากนั้นน าไปท าการวดัค่าการดูดกลืนแสง ท่ีช่วงความยาวแสง 600 นาโนเมตร ให้มีค่าอยู่ระหว่าง 
0.6-0.7 น ามาป่ันเหวี่ยงท่ีความเร็ว 4,000 รอบต่อนาที ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 40 นาที 
ท าการเทอาหารเล้ียงเช้ือออก จากนั้นเติมอาหาร MS (1962) ให้ความเขม้ขน้ของอะโกรแบคทีเรียม 
คือ 1:10 (วิลาสินี  ลีทวีทรัพย์.  2554) ท่ีมี  acetosyringone ความเข้มข้น 100 ไมโครโมลาร์ น า
ช้ินส่วน multiple shoot ของบวัหลวง พนัธ์ุบุณฑริกจ านวน 5 ช้ินส่วนต่อจานเพาะเล้ียง จ านวน 12 
จานเพาะเล้ียงรวมช้ินส่วนทั้งหมด 60 ช้ินส่วน มาแช่เป็นเวลา 10 นาที น ามาซับด้วยกระดาษซับ 
น ามาวางบนอาหารเพาะเล้ียงเน้ือเยื่อ MS (1962) ท่ีเติม NAA ความเขม้ขน้ 0.1 มิลลิกรัมต่อลิตร BA 
ความเขม้ขน้ 1 มิลลิกรัมต่อลิตร และ acetosyringone ความเขม้ขน้ 100 ไมโครโมลาร์ เก็บในท่ีมืด
เป็นเวลา 2 วนั จากนั้นลา้งดว้ยอาหารเหลว MS (1962) ท่ีเติม augmentin  ความเขม้ขน้ 300 มิลลิกรัม
ต่อลิตร ลา้ง 3 คร้ัง คร้ังละ 5 นาที โดยท่ีใช้กระดาษซับ ซับให้แห้งทุกคร้ัง ยา้ยเน้ือเยื้อท่ีไดรั้บการ
ถ่ายยีน เล้ียงบนอาหารคัดเลือกสูตร MS (1962) ท่ีเติม BA 50 ไมโครโมลาร์ ร่วมด้วย basta 10 
มิลลิกรัมต่อลิตร และ augmentin  500 มิลลิกรัมต่อลิตร เพื่อก าจดัอะโกรแบคทีเรียม ส่วน basta เป็น
สารก าจัดว ัชพื ชซ่ึ งเป็นยีนคัดเลือกในพืช ใช้ในการคัด เลือกเน้ือ เยื่อ ท่ี ได้ รับการถ่ายโอน 
พลาสมิด ท าการบนัทึกผลการทดลองได้แก่ เปอร์เซ็นต์การรอดชีวิต และจ านวนยอดเฉล่ียต่อช้ิน 
บนัทึกผลการทดลอง 16 สัปดาห์ และเปล่ียนอาหารทุกๆ 2 สัปดาห์ 

 3.2.3.10  กำรถ่ำยโอนพลำสมิด pJA8F3H เข้ำสู่ช้ินส่วน multiple shoot ของบัว

หลวงโดยใช้เคร่ืองยงิอนุภำค (Buathong et al. 2013) 
3.2.3.10.1   กำรปรับสภำพ osmotic ของช้ินส่วน multiple shoot 

 น าช้ินส่วนบวัหลวงท่ีเล้ียงในอาหาร MS (1962) ร่วมดว้ย BA 
50 ไมโครโมลาร์ โดยเล้ียงท่ีอุณหภูมิ 25±2  องศาเซลเซียส ไดรั้บแสง 16 ชัว่โมงต่อวนั เพื่อชกัน าให้
เกิดยอด มาท าการปรับสภาพ osmotic โดยการยา้ยลงในอาหารเพาะเล้ียง MS (1962) ท่ีเติม mannitol 
และ sorbitol ท่ีความเข้มขน้อย่างละ 2 โมลาร์ ตดักระดาษกรองรูปวงกลมให้มีเส้นผ่าศูนย์กลาง  
2.5 เซนติเมตร แลว้น าไปวางบนอาหารท่ีเตรียมไว ้จากนั้นน าช้ินส่วน multiple shoot ของบวัหลวง

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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มาวางจ านวน 21 ช้ินต่อจานเพาะเล้ียง บนกระดาษกรอง เป็นเวลา 12 ชัว่โมง ไม่เกิน 24 ชัว่โมง เป็น
การปรับสภาพก่อนถ่ายยนี 

3.2.3.10.2    กำรเตรียมอนุภำคทองค ำ 
 ท าความสะอาดอนุภาคทองค าก่อนการน าไปเคลือบด้วยพ

ลาสมิดเร่ิมตน้จากการชัง่อนุภาคทองขนาด 1 ไมโครเมตร มา 60 มิลลิกรัม (Bio-Rad, USA)ใส่ลงใน
หลอดไมโครเซนติฟิวจ์ ขนาด 1.5 มิลลิลิตร ล้างอนุภาคทองค าด้วย absolute ethanol ปริมาณ 1 
มิลลิลิตร น ามาผสมให้เขา้กนัโดยใช้เคร่ืองเขยา่ เป็นเวลา 2 นาที น าไปป่ันเหวี่ยงท่ีความเร็ว 13,000 
รอบต่อนาที เป็นเวลา 2 นาที เพื่อให้อนุภาคทองค าเกิดการตกตะกอน จากนั้นใชปิ้เปตดูดส่วนของ 
absolute ethanol ออกโดยจะท าการลา้งอนุภาคทองค าดว้ย  absolute ethanol 3 คร้ัง แลว้ลา้งดว้ยน ้ า
กลัน่ท่ีผ่านการน่ึงฆ่าเช้ือแลว้ ปริมาณ 1 มิลลิลิตร ท าการเขยา่ เพื่อให้อนุภาคทองกระจายตวัในน ้ า
กลั่น น าไปป่ันเหวี่ยง ท่ีความเร็ว 13,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 2 นาที เพื่อให้อนุภาคทองค า
ตกตะกอน จากนั้นใช้ปิเปตดูดในส่วนของน ้ ากลัน่ออก ท าการลา้งอนุภาคทองดว้ยน ้ ากลัน่ 3 คร้ัง 
เสร็จแลว้เติมกลีเซอรอล ความเขม้ขน้ 50 เปอร์เซ็นต์ ท่ีผ่านการน่ึงฆ่าเช้ือแลว้ ปริมาณ 1 มิลลิลิตร 
ลงไปใชปิ้เปตดูดข้ึนลงผสมให้เขา้กนั แบ่งใส่หลอดไมโครเซนติฟิวจ ์ขนาด 1.5 มิลลิลิตร หลอดละ 
50 ไมโครลิตร เก็บไวใ้นตูท่ี้มีอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส 

3.2.3.10.3   กำรเตรียมพลำสมิด pJA8F3H เคลอืบอนุภำคทองค ำ 
 โดยเร่ิมจากอนุภาคทองค าท่ีเตรียมไว ้น ามาใส่เคร่ืองเขยา่ เป็น

เวลา 2 นาที เพื่อให้อนุภาคทองค ากระจายตัว จากนั้ นเติมพลาสมิด pJA8F3H ความเข้มข้น 5 
ไมโครกรัม ผสมให้เขา้กนัโดยเคร่ืองเขย่า จากนั้นเติม CaCl2 ความเขม้ขน้ 2.5 โมลาร์ ปริมาณ 50 
ไมโครลิตร ใชปิ้เปตดูดข้ึนลงผสมให้เขา้กนั เติม spermidine free base (Sigma Aldrich, USA) ความ
เขม้ขน้ 0.1 โมลาร์ ปริมาณ 20 ไมโครลิตร ผสมให้เขา้กนัตั้งทิ้งไวบ้นน ้ าแข็ง 10 นาที โดยท าการ
เขยา่หลอดไมโครเซนติฟิวจเ์บาๆ เป็นระยะ จากนั้นน าไปป่ันเหวี่ยงท่ีความเร็ว 13,000 รอบต่อนาที 
เป็นเวลา 30 วินาที ดูดน ้ าส่วนใสทิ้ง เติมดว้ย ethanol 70 เปอร์เซ็นต์ ปริมาณ 200 ไมโครลิตร ผสม
ให้เขา้กนัโดยการเขยา่เบาๆ หลงัจากนั้นน าไปป่ันเหวีย่งท่ีความเร็ว 13,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 30 
วนิาที ดูดน ้ าส่วนใสทิ้ง จากนั้นเติม absolute ethanol 50 ไมโครลิตร ใชปิ้เปตดูดข้ึนลงผสมให้เขา้กนั
เบาๆ ใหเ้ป็นเน้ือเดียวกนั 

3.2.3.10.4   กำรถ่ำยโอนพลำสมิด pJA8F3H เข้ำสู่บัวหลวงโดยใช้เคร่ือง
ยงิอนุภำค (particle bombardment) 

 น าจานเพาะเล้ียงเน้ือเยื่อท่ีมีช้ินส่วน multiple shoot ของบัว
หลวงพนัธ์ุบุณฑริกจ านวน 21 ช้ินส่วนต่อหน่ึงจานเพาะเล้ียง จ านวน 5 จานเพาะเล้ียงรวมช้ินส่วน
ทั้งหมด 105 ช้ินส่วน ของบวัหลวงท่ีผา่นการปรับความดนั osmotic แลว้ไปท าการถ่ายโอนพลาสมิด
ดว้ยเคร่ืองยิงอนุภาค ท าความสะอาดอุปกรณ์ท่ีใช้ในการยิงคือ macrocariers และ rupture disc  ให้

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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แช่ดว้ย isopropanol แลว้ผึ่งให้แห้ง ส่วน stopping screen ท าความสะอาดโดยการน่ึงฆ่าเช้ือ จากนั้น
น าอนุภาคทองค าท่ีผ่านการเคลือบด้วยพลาสมิด แล้วมาเขย่าเพื่อให้อนุภาคทองค ากระจายตัว 
หลงัจากนั้นดูดอนุภาคทองค ามา 10 ไมโครลิตร หยดลงบนกลางแผ่น macrocariers ท่ีเตรียมไว ้ทิ้ง
ให้อนุภาคทองแห้งประมาณ 2 นาที จากนั้นท าการส่งถ่ายยนีสู่ช้ินส่วน multiple shoot ของบวัหลวง 
โดยเลือกใช้แผ่น rupture disc ขนาดแรงดนัของก๊าซฮีเลียม 1,100 ปอนด์ต่อตารางน้ิว ใช้ระยะยิง 9 
เซนติเมตร (Buathong et al. 2013) ซ่ึงก๊าซฮีเลียมจะดนั rupture disk ให้แตกออก จากนั้นแรงดนัจะ
ตกกระทบ macrocarrier ตกกระทบแผ่น stopping screen ซ่ึงจากแรงดันสูงจะท าให้ microcarrier 
เคล่ือนท่ีเขา้สู่ช้ินส่วน multiple shoot ของบวัหลวงอยา่งรวดเร็ว และพา DNA จาก microcarrier เขา้
เช่ือมกับ DNA ของช้ินส่วนเป้าหมาย หลังจากนั้นปล่อยให้ช้ินส่วนของบวัหลวงท่ีผ่านการถ่าย
โอนพลาสมิดอยูบ่นอาหารปรับความดนั osmotic ประมาณ 1-2 ชัว่โมง จากนั้นยา้ยช้ินส่วนบวัหลวง
ลงในอาหารเพาะเล้ียงเน้ือเยื่อ MS (1992) ท่ีเติม BA ความเข้มข้น 50 ไมโครโมลาร์ เป็นเวลา 1 
สัปดาห์ เพื่อเป็นการพกัฟ้ืนก่อนน าช้ินส่วนบวัหลวงท่ีผ่านการถ่ายโอนพลาสมิดยา้ยลงในอาหาร
คดัเลือกสูตร MS (1962) ร่วมด้วย BA 50 ไมโครโมลาร์ และ basta 10 มิลลิกรัมต่อลิตร ท าการ
บนัทึกผลการทดลองได้แก่ เปอร์เซ็นต์การรอดชีวิต และจ านวนยอดเฉล่ียต่อช้ิน บนัทึกผลการ
ทดลอง 16 สัปดาห์ และเปล่ียนอาหารทุกๆ 2 สัปดาห์ 

 3.2.3.11  กำรตรวจสอบกำรแสดงออกของยีน F3H ในบัวหลวงพันธ์ุบุณฑริก
ภำยหลงัจำกกำรถ่ำยโอนพลำสมิด  

3.2.3.11.1 กำรเตรียม RNA ของบัวหลวงตำมวิธีของ Invitrap Spin 
Plant RNA Mini Kit (Stratac molecular, Germany) 

 ท  าการสกดั RNA เร่ิมดว้ยน าตวัอย่างบวัหลวงท่ีรอดชีวิตบน
อาหารคดัเลือก และตวัอย่างบวัหลวงท่ีไม่ผ่านการถ่ายโอนพลาสมิดเป็นตน้ควบคุม น ามาบดดว้ย
ไนโตรเจนเหลวให้ได้ตัวอย่างประมาณ 100 มิลลิกรัม ใส่ลงในหลอดไมโครเซนติฟิวจ์ขนาด  
1.5 มิลลิลิตร จากนั้นเติม lysis solution RP ปริมาณ 900 ไมโครลิตร ใช้ปิเปตผสมให้เขา้กนั น าไป
เขย่าโดยใช้เคร่ืองเขย่า เป็นระยะเวลา 30 นาที แลว้น ามาป่ันเหวี่ยงท่ีความเร็ว 12,000 รอบต่อนาที 
เป็นเวลา 10 นาที ดูดสารละลายส่วนใสดา้นบนใส่ลงใน Prefilter column ท่ีตั้งอยูบ่น Receiver tube 
หลอดขนาด 2 มิลลิลิตร น าไปป่ันเหวี่ยงท่ีความเร็ว 10,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 1 นาที หลงัจาก
นั้นให้เปล่ียน Prefilter column อนัใหม่น าไปตั้งบน Receiver tube อนัใหม่แลว้ดูดสารละลายท่ีอยู่
ใน Receiver tube ใส่ใน Prefilter column อันใหม่ท่ีเตรียมไวน้ าไปป่ันเหวี่ยงท่ีความเร็ว 10,000 
รอบต่อนาที เป็นเวลา 1 นาที เอา Prefilter column ทิ้งไปแล้วเติม absolute ethanol ท่ีเยน็ลงไปใน 
Receiver tube  ปริมาณ 500 ไมโครลิตร จากนั้นใชปิ้เปตดูดข้ึนลงผสมให้เขา้กนั ดูดสารละลายท่ีได ้ 
500 ไมโครลิตร หยดลงใน RTA Spin Filter ท่ีตั้ งอยู่บน RTA  Receiver tube  น าไปป่ันเหวี่ยงท่ี
ความเร็ว 10,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 1 นาที เทสารละลายท่ีอยู่ใน RTA  Receiver tube ทิ้ง เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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จากนั้นเติม wash buffer R1 ท่ีเยน็ ปริมาณ 500 ไมโครลิตร ลงไป น าไปป่ันเหวี่ยงท่ีความเร็ว 10,000 
รอบต่อนาที เป็นเวลา 1 นาที เทสารละลายท่ีอยูใ่น RTA  Receiver tube ทิ้งจากนั้นเติม wash buffer 
R2 ท่ีเยน็ ปริมาณ 700 ไมโครลิตร น าไปป่ันเหวี่ยงท่ีความเร็ว 10,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 1 นาที  
เทสารละลายท่ีอยูใ่น RTA  Receiver tube ทิ้ง น าไปป่ันเหวี่ยงท่ีความเร็ว 12,000 รอบต่อนาที เป็น
เวลา 3 นาที จากนั้นทิ้ง RTA  Receiver tube แล้วยา้ย RTA Spin Filter มาตั้งอยู่บนหลอด elution 
tube จากนั้นเติม elution buffer R ปริมาณ 30 ไมโครลิตร บ่มทิ้งไวท่ี้อุณหภูมิห้อง 2 นาที น าไปป่ัน
เหวีย่งท่ีความเร็ว 10,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 2 นาที จากนั้นทิ้ง RTA Spin Filter   

 น า RNA ไปตรวจสอบโดยการวดัค่าการดูดกลืนแสงท่ี A230, 
A260 และA280 โดย  RNA บ ริ สุ ท ธ์ิ  A260/ A280 ค่ าจะ เข้ าใกล้  2 โดยใช้ อัต ราส่ วนน ้ า  diethyl 
pyrocarbonate (DEPC) ต่ อ  RNA 100:1 ไม โครลิตร  และท าก ารตรวจสอบ ด้วยวิ ธี การ gel 
electrophoresis โดยใช้  RNA ป ริม าณ  2 ไมโครลิตร ผสมกับ  10X loading dye ป ริม าณ  0.5 
ไมโครลิตร เติมน ้ าให้ครบ 5 ไมโครลิตร เตรียมอะกาโรสเจลความเข้มข้น 0.8 เปอร์เซ็นต์ ใน
สารละลาย 0.5X TAE buffer ใช้กระแสไฟฟ้า 100 โวลต์ เป็นเวลา 30 นาที เปรียบเทียบกับแถบ 
DNA มาตรฐาน 1 Kb DNA ladder (Fermentas, USA) เก็บ RNA ท่ีเหลือไวใ้นตู ้-80 องศาเซลเซียส 

  3.2.3.11.2   กำรท ำให้ RNA บริสุทธ์ิ โดยก ำจัด DNA ออกด้วยเอนไซม์ 
DNase I 

น า RNA ของบวัหลวงท่ีสกดัไดท่ี้ผา่นการตรวจสอบโดยการ
วดัค่าการดูดกลืนแสง และท าการตรวจสอบดว้ยวิธีการ gel electrophoresis มาท าการก าจดั DNA ออก
จาก RNA ดว้ยเอนไซม ์DNase I เตรียมปฏิกิริยา 20 ไมโครลิตร น ้ า DEPC ปริมาณ 12 ไมโครลิตร, 
10X buffer DNase I ท่ีมี MgCl2 ปริมาณ 2 ไมโครลิตร (Fermentas, USA), 1 ยูนิต Ribolack RNase 
Inhibitor ป ริม าณ  2 ไมโครลิตร  (Fermentas, USA), 1 ยู นิ ต  DNase I ป ริม าณ  2 ไมโครลิตร 
(Fermentas, USA) และ RNA ของบัวหลวงท่ีสกัดได้ความเข้มข้น 1 ไมโครกรัมต่อไมโครลิตร 
ปริมาณ 2 ไมโครลิตร ใช้ปิเปตดูดข้ึนลงผสมให้เข้ากันในหลอดไมโครเซนติฟิวจ์ขนาด 1.5 
มิลลิลิตร น าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที หลังจากนั้ นเติม ethylene 
diaminetetra acetic acid (EDTA) ความเข้มข้น 50 ไมโครโมลาร์ ปริมาณ 1 ไมโครลิตร บ่มท่ี
อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที  

น า RNA ท่ีผา่นการก าจดั DNA ออกโดยเอนไซม ์DNase I ไป
ตรวจสอบการวดัค่าการดูดกลืนแสงท่ี A230, A260 และA280 โดย RNA บริสุทธ์ิ A260/ A280 ค่าจะเขา้ใกล ้
2 โดยใช้อตัราส่วนน ้ า DEPC ต่อ RNA 100:1 ไมโครลิตร และท าการตรวจสอบด้วยวิธีการ gel 
electrophoresis โดยใช้  RNA ป ริม าณ  2 ไมโครลิตร ผสมกับ  10X loading dye ป ริม าณ  0.5 
ไมโครลิตร เติมน ้ ากลัน่ให้ครบ 5 ไมโครลิตร เตรียมอะกาโรสเจลความเขม้ขน้ 0.8 เปอร์เซ็นต์ใน
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สารละลาย 0.5X TAE buffer ใช้กระแสไฟฟ้า 100 โวลต์ เป็นเวลา 30 นาที เปรียบเทียบกับแถบ 
DNA มาตรฐาน 1 Kb DNA ladder (Fermentas, USA) เก็บ RNA ท่ีเหลือไวใ้นตู ้-80 องศาเซลเซียส               

3.2.3.11.3   กำรเปลี่ยน RNA เป็น cDNA (complementary DNA) โดยใช้
เอนไซม์ reverse transcriptase  

น า RNA ของบวัหลวงท่ีผ่านการวดัค่าการดูดกลืนแสง และ
ผา่นท าการตรวจสอบดว้ยวธีิการ gel electrophoresis น ามาท าการสังเคราะห์เป็น cDNA โดยท าตามวิธี
ข อ ง  RevertAid First Strand cDNA Synthesis Kit (Fermentas, USA) โด ยก าร เต รี ยม ป ฏิ กิ ริ ย า  
20 ไมโครลิตร ดังน้ี น ้ า DEPC ปริมาณ 11.5 ไมโครลิตร, 5X buffer RT ปริมาณ 4 ไมโครลิตร 
(Fermentas, USA), dNTP 10 ไมโครโมลาร์ ปริมาณ  1 ไมโครลิตร (Fermentas, USA), oligo- dT 
primer 10 ไมโครโมลาร์ ปริมาณ 1 ไมโครลิตร (Fermentas, USA), Ribolock 40 ยูนิตต่อไมโครลิตร 
ป ริ ม าณ  0.5 ไ ม โ ค ร ลิ ต ร  (Fermentas, USA), Revert Aid reverse transcriptase 200 ยู นิ ต ต่ อ
ไมโครลิตร ปริมาณ 1 ไมโครลิตร (Fermentas, USA) และ RNA ความเข้มข้น 1 ไมโครกรัมต่อ
ไมโครลิตร ปริมาณ 1 ไมโครลิตร ใชปิ้เปตดูดข้ึนลงผสมให้เขา้กนัในหลอดไมโครเซนติฟิวจ ์ขนาด 
1.5 มิลลิลิตร น าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 42 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2 ชั่วโมง หลังจากนั้นยา้ยมาบ่มท่ี  
70 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที เก็บ cDNA ไวใ้นตู ้-20 องศาเซลเซียส  

3.2.3.12 กำรเปรียบเทียบกำรแสดงออกของยีน F3H  bar และ CHS ในบัวหลวง
พนัธ์ุบุณฑริกภำยหลงัจำกกำรถ่ำยโอนพลำสมิด pJA8F3H ด้วยวธีิ RT-PCR 

ภายหลงัจากการถ่ายโอนพลาสมิด pJA8F3H เขา้สู่บวัหลวงพนัธ์ุบุณฑริก
แล้วตอ้งตรวจสอบการแสดงของยีน น า cDNA มาเปรียบเทียบการแสดงออกของยีน F3H, CHS 
และ bar โดยวิธี reverse transcription polymerase chain reaction (RT-PCR) เร่ิมจากน า cDNA ของ
บวัหลวงพนัธ์ุบุณฑริกท่ีผา่นการถ่ายโอนพลาสมิด pJA8F3H และบวัหลวงท่ีไม่ไดผ้า่นการถ่ายโอน 
พลาสมิดมาปรับความเขม้ขน้ของ cDNA เร่ิมตน้ให้เท่ากนั โดยใช้ 18S rRNA เป็นตวัเปรียบเทียบ
การแสดงออก และน าไปตรวจสอบด้วยวิธีการ gel electrophoresis  เตรียมปฏิกิริยา PCR ปริมาณ 20
ไมโครลิตร ท่ีประกอบด้วย dH2O ปริมาณ  12.8 ไมโครลิตร, 10x Taq buffe ปริมาณ 2 ไมโครลิตร 
(Fermentas, USA), MgCl2 25 มิลลิโมลาร์ ปริมาณ 2 ไมโครลิตร, dNTP 10 มิลลิโมลาร์ ปริมาณ 1 
ไมโครลิตร (Fermentas, USA), primer 18S rRNA_forward 10 ไมโครโมลาร์ ปริมาณ 0.5ไมโครลิตร, 
primer 18S rRNA_reverse 10 ไมโครโมลาร์ ปริมาณ 0.5 ไมโครลิตร (ตารางท่ี3.1) cDNA template 
ปริมาณ 1 ไมโคลิตร และ 5 U Taq DNA polymeraseปริมาณ 0.2 ไมโครลิตร (Fermentas, USA) ท า
ปฏิกิริยาในเคร่ือง PCR (Biometra, Germany) pre-denaturation ท่ีอุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส 5 นาที 1 
รอบ, denaturation ท่ี 94  องศาเซลเซียส 45 วินาที, annealing 58 องศาเซลเซียส 45 วินาที, extension 72 
องศาเซลเซียส 50  วินาที  35 รอบ และ complete extension  ท่ี  72 องศาเซลเซียส 10 นาที  1 รอบ 
ตรวจสอบผลผลิต  PCR ด้วยวิธีการ gel electrophoresis น า DNA ท่ีได้จากปฏิกิริยา PCR ปริมาณ  
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2 ไมโครลิตร ผสมกบั 10X loading dye ปริมาณ 0.5 ไมโครลิตร เติมน ้ าให้ครบ 5 ไมโครลิตร โดย
ใชอ้ะกาโรสเจล ความเขม้ขน้  0.8 เปอร์เซ็นต ์ในสารละลาย 0.5X TAE buffer ใชก้ระแสไฟฟ้า 100 
โวลต์ เป็นเวลา 30 นาที เปรียบเทียบกับแถบ DNA มาตรฐาน 1 Kb DNA ladder (Fermentas, USA) 
หลงัจากนั้นท าการตรวจสอบการแสดงออกของยีนจนครบทุกไพรเมอร์ดงัมีล าดับเบสแสดงใน
ตารางท่ี 3.1 

 
ตำรำงที่ 3.1 ไพรเมอร์ท่ีใชใ้นปฏิกิริยา RT-PCR และ Real time RCR เพื่อตรวจสอบการแสดงออก
ของยนี F3H  bar และ CHS 

ช่ือยนี ช่ือไพรเมอร์ 
ล ำดับนิวคลโีอไทด์  
(5' - 3') 

ขนำดของ 
ผลผลติ PCR 

18S rRNA  
18S_forward  GGCTCGAAGACGATCAGATACCG 

600 คู่เบส 
18S _reverse  GTACAAAGGGCAGGGACGTAGTCAA 

F3H 
F3H Sense F   GAGAAGCTCCGGTTCGACAT   

300 คู่เบส 
F3H Sense R TAGTTCACCACCATCTTCTGG 

bar 
bar_forward TTGACCGTGCTTGTCTCGAT 

430 คู่เบส 
bar_reverse AAGGCGGGAAACGACAATCT 

CHS 
CHSA_forward AAGAGCTCCCGTCAAGAGACTCA 

458 คู่เบส 
CHSA_reverse AAGGATCCCAGAAAATTGAGTTC 

 
3.2.3.13 กำรเปรียบเทียบกำรแสดงออกของยีน 18S rRNA F3H  bar และ CHS ใน

บัวหลวงพนัธ์ุบุณฑริกภำยหลงัจำกกำรถ่ำยโอนพลำสมิด pJA8F3H  ด้วยเทคนิค  Real time PCR 
ภายหลงัจากการสกดั RNA ตามวิธีของ Invitrap spin plant RNA mini kit 

เร่ิมดว้ยน าตวัอยา่งบวัหลวงท่ีผ่านการถ่ายโอนพลาสมิด pJA8F3H และตวัอยา่งบวัหลวงท่ีไม่ผา่น
การถ่ายโอนพลาสมิดเป็นตน้ควบคุม น ามาท าการสังเคราะห์เป็น cDNA โดยท าตามวิธีของ Revert 
Aid First Strand cDNA Synthesis Kit (Fermentas, USA) น า  cDNA ท่ี ไ ด้ ม า เป รี ยบ เที ยบ ก าร
แสดงออกของยีน 18S rRNA F3H และ CHS ในบวัหลวงพนัธ์ุบุณฑริกภายหลงัจากการถ่ายโอน 
พลาสมิด pJA8F3H ดว้ยเทคนิค Real time PCR ท่ีมีความจ าเพาะต่อยนี 18S rRNA F3H และ CHS  

3.2.3.13.1  กำรเตรียม Standard Curve 
น า cDNA ของบวัหลวง ท่ีสกดัไดม้าเจือจาง ให้มีความเขม้ขน้  

4 ระดบั คือ 1/10, 1/100, 1/1,000 และ 1/10,000 และท าทั้งหมด 3 ยีน คือยีน 18S rRNA, F3H และ 
CHS โดยท่ี 1 คู่ไพรเมอร์ ท า 3 ซ ้ า ท าปฏิกิริยา Real time PCR ใช้เคร่ือง Bio-Rad CFX Manager 3
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โดยแต่ละปฏิกิริยามีปริมาณ 20 ไมโครลิตร ประกอบด้วยน ้ ายา SsoAdvancedTM SYBR® Green 
Supermix (Bio-Rad, USA. Cat. No.172-5260) ป ริม าณ  10 ไม โครลิตร , Forward-primer และ 
Reverse-primer 10 ไมโครโมลาร์ ปริมาณ 0.5 ไมโครลิตร, dH2O ปริมาณ 5ไมโครลิตร, cDNA 
template ปริมาณ 4 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากันในหลอด PCR (Bio-Red, USA. Cat. No. 113492) 
โดยตั้งโปรแกรมดงัน้ี pre-denaturation 95 องศาเซลเซียส 1 นาที, denaturation 95 องศาเซลเซียส 10 
วินาที, annealing 58 องศาเซลเซียส  30 วินาที  จ  านวน 39 รอบ, Melt Curve 65-95 องศาเซลเซียส, 
cool 5 องศาเซลเซียส  5 วินาที เม่ือปฏิกิริยาสมบูรณ์จึงค านวณค่า Crossing point (Cp) และกราฟ 
Amplification curves ท่ีตรวจวดัสัญญาณไดด้ว้ย Software ของเคร่ือง Bio-Rad CFX Manager 3.0  

3.2.3.13.2   กำรเปรียบเทียบกำรแสดงออกของยีน 18S rRNA  F3H  bar 

และ CHS ด้วยเทคนิค Real time RCR                 
ภายหลังการท า Standard Curve แล้วท าการตรวจสอบการ

แสดงออกของยนี 18S rRNA ก่อนซ่ึงใชเ้ป็นยนีอา้งอิง แลว้จึงท าการเปรียบเทียบการแสดงออกของ
ยนี F3H  bar และ CHS โดยท่ี 1 คู่ไพรเมอร์ ท า 3 ซ ้ า ท าปฏิกิริยา Real time RCR ใชเ้คร่ือง Bio-Rad 
CFX Manager 3.0 โดยแต่ละปฏิกิริยามีปริมาณ 20 ไมโครลิตร ประกอบดว้ยน ้ ายา SsoAdvancedTM 
SYBR® Green Supermix (Bio-Red, USA. Cat. No. 172-5260) ปริมาณ 10ไมโครลิตร, Forward-
primer และ  Reverse-primer 10 ไม โครโมลาร์  ป ริม าณ  0.5 ไม โครลิตร , dH2O ป ริม าณ  5  
ไมโครลิตร, cDNA template ปริมาณ 4 ไมโครลิตร ผสมให้เขา้กนัในหลอด PCR (Bio-Red, USA. 
Cat. No. 113492) โดยตั้งโปรแกรมดังน้ี pre-denaturation 95 องศาเซลเซียส 1 นาที, denaturation 
95 องศาเซลเซียส 10 วินาที, annealing 58 องศาเซลเซียส  30 วินาที  จ  านวน 39 รอบ, Melt Curve 
65-95 องศาเซลเซียส, cool 5 องศาเซลเซียส  5 วินาที เม่ือปฏิกิริยาสมบูรณ์จึงค านวณค่า Crossing 
point (Cp) และกราฟ Amplification curves ท่ีตรวจวดัสัญญาณได้ด้วย Software ของเคร่ือง Bio-
Rad CFX Manager 3.0 แล้วน าผลท่ีได้มาค านวณหาค่าการแสดงออกของยีน (Relative gene 
expression) ตามวธีิของ Livak and Schmittgen. (2001) การแสดงออกของยนีเป้าหมาย = 2-ΔΔCp 

ΔCp1 = Cp (Target A ‐treated) –Cp (Ref B‐treated) 
ΔCp2 = Cp (Target A‐control) –Cp (Ref B‐control) 

ΔΔCp = ΔCp1 (treated) – ΔCp2 (control) 
Normalized target gene expression level = 2-ΔΔCp 

 
Cp (Target A ‐treated) = จ านวนรอบของยนีเป้าหมาย ตน้ถ่ายยนี 
Cp (Ref B‐treated)       = จ  านวนรอบของยนีอา้งอิง ตน้ถ่ายยนี 
Cp (Target A‐control)  = จ านวนรอบของยนีเป้าหมาย ตน้ควบคุม 
Cp (Ref B‐control)       = จ านวนรอบของยนีอา้งอิง ตน้ควบคุม 
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บทที ่4 

ผลการทดลอง 
4.1  ผลการชักน าให้เกดิ multiple shoot ของบัวหลวงพนัธ์ุบุณฑริก 

ผลการชักน าให้เกิด multiple shoot จากส่วนยอดของเอ็มบริโอบวัหลวงบุณฑริกโดย
เพาะเล้ียงบนอาหารสูตร MS ท่ีเติม NAA ความเขม้ขน้ 40 ไมโครโมลาร์ และ TDZ ความเขม้ขน้ 
0.5 ไมโครโมลาร์ เพื่อชกัน าให้เกิดแคลลสั เป็นเวลา 8 สัปดาห์ (ภาพท่ี 4.1A) และเพาะเล้ียงต่อบน
อาหารเพาะเล้ียงเน้ือเยื่อสูตร MS ท่ีเติม BA ความเขม้ขน้ 50 ไมโครโมลาร์ เพื่อชักน าให้เกิดยอด 
รวมเป็นระยะเวลา 16 สัปดาห์ (ภาพท่ี 4.1B,C) หลงัจากนั้นน าช้ินส่วน multiple shoot ของบวัหลวง
บุณฑริกมาท าการทดสอบหาความเข้มข้นท่ีเหมาะสมของสารก าจัดวชัพืช basta (glufosinate 
amonium) เพื่อใชเ้ป็นสารคดัเลือก และศึกษาความเขม้ขน้ท่ีเหมาะสมของสารปฏิชีวนะ augmentin 
ท่ีใชก้  าจดัอะโกรแบคทีเรียม ภายหลงัจากการถ่ายโอนพลาสมิด 

 

ภาพที่ 4.1 ช้ินส่วนตายอดจากคพัภะของบวัหลวงพนัธ์ุบุณฑริกอายุ 1 สัปดาห์ (A), ช้ินส่วน shoot 
cluster ของบวัหลวงพนัธ์ุบุณฑริกอายุ 12 สัปดาห์ (B) และช้ินส่วน multiple shoot ของบวัหลวง
พนัธ์ุบุณฑริก อาย ุ16 สัปดาห์ (C) 

4.2  ผลการศึกษาหาความเข้มข้นที่เหมาะสมของสารก าจัดวชัพชื basta (glufosinate amonium) 
เพือ่ใช้ในการคัดเลอืกช้ินส่วน multiple shoot ของบัวหลวงทีไ่ด้รับการถ่ายยนี 

ผลการศึกษาหาความเข้มข้น ท่ี เหมาะสมของสารก าจัดว ัชพืช basta (glufosinate 
amonium) เพื่อใช้ในการคดัเลือก ช้ินส่วน multiple shoot ของบวัหลวงบุณฑริกท่ีไดรั้บการถ่ายยีน 
โดยท าการเพาะเล้ียงช้ินส่วน multiple shoot ของบวัหลวงบุณฑริก บนอาหารเพาะเล้ียงเน้ือเยือ่สูตร 
MS ท่ีเติมสารควบคุมการเจริญเติบโต BA ความเขม้ขน้ 50 ไมโครโมลาร์ และสารก าจดัวชัพืช basta 
ท่ีมีความเขม้ขน้ 0, 5, 10, 15, 20 และ 25 มิลลิกรัมต่อลิตร (ภาพท่ี 4.2) ท าการบนัทึกผลการทดลอง
ได้แก่ เปอร์เซ็นต์การรอดชีวิต จ านวนยอดเฉล่ีย และจ านวนใบเฉล่ีย บันทึกผลการทดลอง  
8 สัปดาห์ และเปล่ียนอาหารทุกๆ 2 สัปดาห์  

 

A B C 

800µM 800µM 800µM 
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4.2.1   เปอร์เซ็นต์การรอดชีวิตของช้ินส่วน multiple shoot ที่รอดชีวติบนอาหารคัดเลือก 
MS ทีม่ีสารก าจัดวชัพชื basta ความเข้มข้นต่างๆ 

ภายหลงัจากท าการทดลองน าช้ินส่วน multiple shoot ของบวัหลวงบุณฑริกท่ีเล้ียง
บนอาหารคัดเลือกความเข้มข้นต่างๆ พบว่า multiple shoot ของบัวหลวงบุณฑริกหยุดการ
เจริญเติบโต และตายลงในท่ีสุด และความเขม้ขน้ของสารก าจดัวชัพืช basta ท่ีเพิ่มข้ึน (ตารางท่ี 4.1) 
พบว่าในสัปดาห์ท่ี 1, 2 และ 3 ช้ินส่วน multiple shoot ของบวัหลวงบุณฑริก มีเปอร์เซ็นตก์ารรอด
ชีวติไม่มีความแตกต่างกนัในทางสถิติ 

ผลของความเขม้ข้นท่ี 0 มิลลิกรัมต่อลิตร (Control) ช้ินส่วน multiple shoot ของ
บัวหลวงบุณฑริก มี เปอร์เซ็นต์การรอดชีวิตทั้ งหมด คิดเป็น 100 เปอร์เซ็นต์ และสามารถ
เจริญเติบโตเป็นปกติ ส่วนความเขม้ขน้ 5 มิลลิกรัมต่อลิตร พบว่าช้ินส่วน multiple shoot ของบวั
หลวงบุณฑริก เร่ิมตายบนอาหารคัดเลือกในสัปดาห์ท่ี  3 มี เปอร์เซ็นต์การรอดชีวิตคิดเป็น 
93.33±6.66 เปอร์เซ็นต ์และพบวา่ในสัปดาห์ท่ี 8 มีเปอร์เซ็นตก์ารรอดชีวติ 77.33±17.32 เปอร์เซ็นต ์
ท่ีระดบัความเขม้ขน้ท่ี 10 มิลลิกรัมต่อลิตร ช้ินส่วน multiple shoot ของบวัหลวงบุณฑริก เร่ิมตาย
บนอาหารคดัเลือกในสัปดาห์ท่ี 3 มีเปอร์เซ็นต์การรอดชีวิตคิดเป็น 93.33±6.66  เปอร์เซ็นต์ และ
พบวา่ในสัปดาห์ท่ี 8 มีเปอร์เซ็นตก์ารรอดชีวิต 0.00 เปอร์เซ็นต ์ผลของความเขม้ขน้ท่ี 15 มิลลิกรัม
ต่อลิตร ช้ินส่วน multiple shoot ของบวัหลวงบุณฑริก เร่ิมตายบนอาหารคดัเลือกในสัปดาห์ท่ี 4 มี
เปอร์เซ็นต์การรอดชีวิตคิดเป็น 73.33±6.66 เปอร์เซ็นต์ และพบว่าในสัปดาห์ท่ี 8 มีเปอร์เซ็นต์การ
รอดชีวิต 0.00 เปอร์เซ็นต์ ผลของความเขม้ขน้ท่ี 20 มิลลิกรัมต่อลิตร ช้ินส่วน multiple shoot ของ
บัวหลวงบุณฑริก เร่ิมตายบนอาหารคัดเลือกในสัปดาห์ท่ี 3 มีเปอร์เซ็นต์การรอดชีวิตคิดเป็น 
86.66±6.66 เปอร์เซ็นต ์และพบวา่ในสัปดาห์ท่ี 8 มีเปอร์เซ็นตก์ารรอดชีวิต 0.00 เปอร์เซ็นต ์และผล
ของความเขม้ขน้ท่ี 25 มิลลิกรัมต่อลิตร ช้ินส่วน multiple shoot ของบวัหลวงบุณฑริก เร่ิมตายบน
อาหารคดัเลือกในสัปดาห์ท่ี 4 มีเปอร์เซ็นต์การรอดชีวิตคิดเป็น 73.33±6.66 เปอร์เซ็นต ์และพบว่า
ในสัปดาห์ท่ี 8 มีเปอร์เซ็นต์การรอดชีวิต 0.00 เปอร์เซ็นต์ สรุปผลการศึกษาหาความเข้มข้นท่ี
เหมาะสมของสารก าจดัวชัพืช basta ท่ีความเขม้ขน้น้อยสุดท่ีท าให้ช้ินส่วน multiple shoot ของบวั
หลวงบุณฑริกตายทั้งหมดภายในสัปดาห์ท่ี 8 คือท่ีความเขม้ขน้ 10 มิลลิกรัมต่อลิตร  

4.2.2   จ านวนยอดของช้ินส่วน multiple shoot ที่รอดชีวิตบนอาหารคัดเลือก MS ที่มี
สารก าจัดวชัพชื basta ความเข้มข้นต่างๆ 

 ภายหลงัจากท าการทดลองน าช้ินส่วน multiple shoot ของบวัหลวงบุณฑริก มา
เล้ียงบนอาหารคดัเลือกท่ีมีสารก าจดัวชัพืช  basta ท่ีมีความเขม้ขน้ 0, 5, 10, 15, 20 และ25 มิลลิกรัม
ต่อลิตร เป็นเวลา 8 สัปดาห์ พบวา่ จ านวนยอดของบวัหลวงบุณฑริกจะหยุดการเจริญเติบโตลง และ
ค่อยๆ ตายลงตามระยะเวลา และความเขม้ขน้ของสารก าจดัวชัพืช basta ท่ีเพิ่มข้ึน (ตารางท่ี 4.2) 
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พบวา่ในสัปดาห์ท่ี 1 และ 2 ช้ินส่วน multiple shoot ของบวัหลวงบุณฑริก มีจ านวนยอดไม่มีความ
แตกต่างกนัในทางสถิติ  

ผลของความเขม้ขน้ท่ี 0 มิลลิกรัมต่อลิตร  (Control) ช้ินส่วน multiple shoot ของ
บวัหลวงบุณฑริก มีการเจริญเติบโตเป็นปกติ และมีการเกิดยอดเพิ่มข้ึนในแต่ละสัปดาห์ ในสัปดาห์
ท่ี 8 มีจ านวนยอดมากท่ีสุด คือ 11.93±0.69 ยอดต่อช้ินส่วน ท่ีความเข้มข้น 5 มิลลิกรัมต่อลิตร 
ช้ินส่วน multiple shoot ของบวัหลวงบุณฑริก พบว่าในสัปดาห์ท่ี 3 มีจ านวนยอด คือ 3.80±0.23 
ยอดต่อช้ินส่วน จากนั้นจ านวนยอดจะลดลง จนกระทัง่สัปดาห์ท่ี 7 และ 8 มีจ านวนยอด 1.33±0.24 
และ 1.43±0.23 ยอดต่อช้ินส่วน ตามล าดับ ต่อมาท่ีความเข้มข้น 10 มิลลิกรัมต่อลิตร ช้ินส่วน 
multiple shoot ของบัวหลวงบุณฑริก พบว่าในสัปดาห์ท่ี 5 มีจ านวนยอด คือ 2.63±0.78 ยอดต่อ
ช้ินส่วน จากนั้นจ านวนยอดจะลดลง จนกระทัง่สัปดาห์ท่ี 7 และ 8 มีจ านวนยอด 1.33±0.32 และ 
0.00 ยอดต่อช้ินส่วน ตามล าดบั เป็นความเข้มข้นท่ีเหมาะสมของสารก าจดัวชัพืช basta ท่ีความ
เขม้ขน้น้อยสุดท่ีท าให้ช้ินส่วน multiple shoot ของบวัหลวงบุณฑริกไม่มีการเจริญทางดา้นจ านวน
ยอด คือท่ีความเข้มข้น 10 มิลลิกรัมต่อลิตร ท่ีความเข้มข้น 15, 20 และ 25 มิลลิกรัมต่อลิตร ซ่ึง
ช้ินส่วน multiple shoot ของบวัหลวงบุณฑริก พบว่าในสัปดาห์ท่ี 3 มีจ านวนยอด คือ 2.33±0.13, 
2.76±0.56 และ 3.10±0.97 ยอดต่อช้ินส่วน ตามล าดับ จากนั้ นจ านวนยอดจะลดลง จนกระทั่ง
สัปดาห์ท่ี 7 มีจ านวนยอด 1.00±0.57,  1.00±0.00  และ 1.33±0.87 ยอดต่อช้ินส่วน ตามล าดบั และ
ในสัปดาห์ท่ี 8 ไม่มีการเจริญทางยอดท่ีความเขม้ขน้ 15, 20 และ 25 มิลลิกรัมต่อลิตร   

4.2.3   จ านวนใบของช้ินส่วน multiple shoot ที่รอดชีวิตบนอาหารคัดเลือก MS ที่มีสาร
ก าจัดวชัพชื basta ความเข้มข้นต่างๆ 

 ภายหลงัจากท าการทดลองน าช้ินส่วน multiple shoot ของบวัหลวงบุณฑริก มา
เล้ียงบนอาหารคดัเลือกท่ีมีสารก าจดัวชัพืช basta ท่ีความเขม้ขน้ 0, 5, 10, 15, 20 และ 25 มิลลิกรัม
ต่อลิตร เป็นเวลา 8 สัปดาห์ พบว่า จ  านวนใบ multiple shoot ของบัวหลวงบุณฑริกจะหยุดการ
เจริญเติบโต และค่อยๆ มีจ านวนใบลดลงตามระยะเวลา และความเขม้ขน้ของสารก าจดัวชัพืช basta 
ท่ีเพิ่มข้ึน (ตารางท่ี 4.3) พบว่าในสัปดาห์ท่ี 1- 3 ช้ินส่วน multiple shoot ของบวัหลวงบุณฑริก มี
จ านวนใบไม่มีความแตกต่างกนัในทางสถิติ ในทุกความเขม้ขน้ 

ผลของความเขม้ข้นท่ี 0 มิลลิกรัมต่อลิตร (Control) ช้ินส่วน multiple shoot ของ
บวัหลวงบุณฑริก มีการเจริญเติบโตเป็นปกติ และมีการเกิดใบเพิ่มข้ึนมากในแต่ละสัปดาห์ ใน
สัปดาห์ท่ี 8 มีจ านวนใบมากท่ีสุด คือ 10.60±0.46 ใบต่อช้ินส่วน ท่ีความเขม้ขน้ 5 มิลลิกรัมต่อลิตร 
ช้ินส่วน multiple shoot ของบวัหลวงบุณฑริก พบว่าในสัปดาห์ท่ี 5 มีจ านวนใบ คือ 3.33±1.20 ใบ
ต่อช้ินส่วน จากนั้นจ านวนใบจะลดลง จนกระทัง่สัปดาห์ท่ี 8 มีจ านวนใบน้อยท่ีสุด 1.13±0.13 ใบ
ต่อช้ินส่วน ความเขม้ขน้ท่ี 10 มิลลิกรัมต่อลิตร ช้ินส่วน multiple shoot ของบวัหลวงบุณฑริก พบวา่
ในสัปดาห์ท่ี 4 มีจ านวนใบมากท่ีสุด คือ 1.80±0.90 ใบต่อช้ินส่วน จากนั้ นจ านวนใบจะลดลง 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 



36 

จนกระทัง่สัปดาห์ท่ี 7 และ 8 มีจ านวนใบน้อยท่ีสุด 1.33±0.32 และ 0.00 ใบต่อช้ินส่วน ตามล าดบั 
เป็นความเข้มข้นท่ีเหมาะสมของสารก าจดัวชัพืช basta ท่ีความเข้มข้นน้อยสุดท่ีท าให้ช้ินส่วน 
multiple shoot ของบัวหลวงบุณฑริกไม่มีการเจริญทางด้านจ านวนใบ คือท่ีความเข้มข้น 10 
มิลลิกรัมต่อลิตร ท่ีความเขม้ขน้ 15, 20 และ 25 มิลลิกรัมต่อลิตร ซ่ึงช้ินส่วน multiple shoot ของบวั
หลวงบุณฑริก พบวา่ในสัปดาห์ท่ี 4 มีจ านวนใบมากท่ีสุด คือ 1.30±0.20, 1.90±0.50 และ 2.00±0.50 
ใบต่อช้ินส่วน ตามล าดบั จากนั้นจ านวนใบจะลดลง จนกระทัง่สัปดาห์ท่ี 7 มีจ านวนใบน้อยท่ีสุด 
1.00±0.00,  1.00±0.00  และ 0.00 ใบต่อช้ินส่วน ตามล าดับ และในสัปดาห์ท่ี 8 ท่ี 15, 20 และ 25 
มิลลิกรัมต่อลิตร มีจ านวนใบ 0.00 ใบต่อช้ินส่วน  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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ภาพที่ 4.2 บวัหลวงพนัธ์ุบุณฑริก ในการทดสอบระดบัความเขม้ขน้ของสารก าจดัวชัพืช basta ใช้
เป็นสารคดัเลือกท่ีระดบัความเขม้ขน้ต่างๆ ดงัน้ี 0 มิลลิกรัมต่อลิตร (A), 5 มิลลิกรัมต่อลิตร (B), 10 
มิลลิกรัมต่อลิตร (C), 15 มิลลิกรัมต่อลิตร (D), 20 มิลลิกรัมต่อลิตร (E)  และ 25 มิลลิกรัมต่อลิตร 
(F), อาย ุ8 สัปดาห์ 

  0 mg/l   5 mg/l 

  10 mg/l 

  20 mg/l   25 mg/l 

  15 mg/l 

A B 

C D 

E F 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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  ตารางที ่4.1 เปอร์เซ็นตก์ารรอดชีวติของช้ินส่วน multiple shoot ท่ีรอดชีวติบนอาหารคดัเลือก MS ท่ีมีสารก าจดัวชัพืช basta ความเขม้ขน้ต่างๆ 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ค่าเฉล่ียท่ีมีอกัษรก ากบัต่างกนัในแนวตั้งมีความแตกต่างกนัอยา่งมีนยัส าคญัเม่ือเปรียบเทียบโดยวธีิ Duncan ‘s  New Multiple Range Test ท่ีระดบัความเช่ือมัง่ 95% และ 99% 
ns ไม่มีความแตกต่างกนัทางสถิติ ,* มีความแตกต่างทางสถิติอยา่งมีนยัส าคญั ,* * มีความแตกต่างทางสถิติอยา่งมีนยัส าคญัยิง่ 

 
 

 
 

basta (mg/l) 
เปอร์เซ็นตก์ารรอดชีวติ/อาย ุ(สปัดาห์) 

1 2 3 4 5 6 7 8 

control 100±0.00 100±0.00 100±0.00 100±0.00a 100±0.00a 100±0.00a 100±0.00a 100±0.00a 
5  100±0.00 100±0.00 93.33±6.66 93.33±6.66ab 80.00±11.54a 80.00±11.54a 77.33±17.32a 77.33±17.32b 
10  100±0.00 100±0.00 93.33±6.66 80.00±0.00abc 46.66±13.33b 33.33±6.66b 26.66±6.66b 0.00±0.00c 
15  100±0.00 100±0.00 100±0.00 73.33±6.66bc 53.33±13.33b 26.66±17.32b 6.66±6.66b 0.00±0.00c 
20  100±0.00 100±0.00 86.66±6.66 66.66±13.33bc 46.66±13.33b 20.00±11.54b 6.66±6.66b 0.00±0.00c 
25  100±0.00 100±0.00 100±0.00 73.33±6.66c 53.33±13.33b 26.66±13.33b 13.33±6.66b 0.00±0.00c 

F-test ns ns ns * * * **                          **                          
%CV 0.00 0.00 9.98 15.37                 32.44 41.86                  41.38               43.17 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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ตารางที่ 4.2 จ  านวนยอดของช้ินส่วน multiple shoot ท่ีรอดชีวติบนอาหารคดัเลือก MS ท่ีมีสารก าจดัวชัพืช basta ความเขม้ขน้ต่างๆ 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ค่าเฉล่ียท่ีมีอกัษรก ากบัต่างกนัในแนวตั้งมีความแตกต่างกนัอยา่งมีนยัส าคญัเม่ือเปรียบเทียบโดยวธีิ Duncan ‘s  New Multiple Range Test ท่ีระดบัความเช่ือมัน่ 95% และ 99% 
ns ไม่มีความแตกต่างกนัทางสถิติ ,** มีความแตกต่างทางสถิติอยา่งมีนยัส าคญัยิง่ 

 
 

 
 

basta (mg/l) 
จ านวนยอด/อาย ุ(สปัดาห์) 

1 2 3 4 5 6 7 8 

control 3.66±0.69 4.46±0.40 5.53±0.17a 6.06±0.43a 7.80±0.64a 10.13±0.75a 11.00±0.69a 11.93±0.69a 

5  3.46±0.76 3.46±0.40 3.80±0.23b 2.86±0.32b 2.63±0.63b 1.56±0.34b 1.33±0.23b 1.43±0.23b 

10  2.40±0.23 2.46±0.28 2.03±0.26c 2.63±0.78b 1.76±0.23c 1.50±0.28b 1.33±0.32b 0.00±0.00c 

15  3.33±0.17 2.93±0.17 2.33±0.13c 2.13±0.06bc 1.90±0.20b 1.10±0.09b 1.00±0.57b 0.00±0.00c 

20  3.06±0.23 3.06±0.17 2.76±0.56bc 1.73±0.35c 1.76±0.39b 1.00±0.00b 1.00±0.00b 0.00±0.00c 

25  3.86±0.95 3.73±0.97 3.10±0.97bc 2.06±0.40b 2.06±0.57b 1.83±0.92b 1.33±0.87b 0.00±0.00c 

F-test ns ns ** ** ** ** ** ** 
%CV 31.45 24.45 23.02 20.82 31.57 31.71 36.10 23.30 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 



39 

 
 

ตารางที่ 4.3 จ  านวนใบของช้ินส่วน multiple shoot ท่ีรอดชีวติบนอาหารคดัเลือก MS ท่ีมีสารก าจดัวชัพืช basta ความเขม้ขน้ต่างๆ 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ค่าเฉล่ียท่ีมีอกัษรก ากบัต่างกนัในแนวตั้งมีความแตกต่างกนัอยา่งมีนยัส าคญัเม่ือเปรียบเทียบโดยวธีิ Duncan ‘s  New Multiple Range Test ท่ีระดบัความเช่ือมัน่ 95% และ 99% 
ns ไม่มีความแตกต่างกนัทางสถิติ ,** มีความแตกต่างทางสถิติอยา่งมีนยัส าคญัยิง่ 

 
 
 

basta (mg/l) 
จ านวนใบ/อาย ุ(สปัดาห์) 

1 2 3 4 5 6 7 8 

control 2.53±0.32 2.87±0.17 3.66±0.28 4.00±0.11a 6.26±0.40a 7.86±0.40a 9.13±0.17a 10.60±0.46a 

5 2.90±0.66 3.80±0.46 3.76±0.66 2.83±0.40b 3.33±1.20b 2.06±0.29b 1.50±0.28b 1.13±0.13b 

10 2.56±0.23 2.93±0.17 2.60±0.41 1.80±0.90bc 1.43±0.86bc 1.33±0.66bc 1.33±0.32b 0.00±0.00c 

15 2.46±0.13 2.66±0.06 2.06±0.47 1.30±0.20c 1.80±0.34bc 1.00±0.00cd 1.00±0.00b 0.00±0.00c 
20 3.00±0.41 3.20±0.00 2.03±0.51 1.96±0.50bc 1.66±0.32b 1.00±0.00cd 1.00±0.00b 0.00±0.00c 
25 3.16±0.28 3.33±0.23 2.03±0.43 2.00±0.50bc 1.26±0.26c 0.00±0.00c 0.00±0.00c 0.00±0.00c 

F-test ns ns ns ** ** ** ** ** 
%CV 24.23 13.11 31.03 26.47 43.96 26.69 22.70 17.38 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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4.3  ผลการศึกษาระดับความเข้มข้นที่เหมาะสมของสารปฏิชีวนะ augmentin ที่ใช้ในการก าจัด 
อะโกรแบคทเีรียม ของบัวหลวงภายหลงัการถ่ายยนี 

ผลการศึกษาหาความเขม้ขน้ท่ีเหมาะสมของสารปฏิชีวนะ augmentin ท่ีใช้ในการก าจดั 
อะโกรแบคทีเรียม ของบวัหลวงภายหลังการถ่ายยีน ในการก าจดัอะโกรแบคทีเรียม สายพนัธ์ุ 
GV3101 ท าการถ่ายโอนพลาสมิด pJA8F3H โดยใช้อะโกรแบคทีเรียมเป็นพาหะ ท่ีความเขม้ข้น
และระยะเวลาในการแช่ช้ินส่วนของบวัหลวงในอะโกรแบคทีเรียมต่ออาหาร MS (1962)  1:10 นาน 
10 นาที (วิลาสินี  ลีทวีทรัพย.์  2554 ) ท าการเล้ียงในอาหาร MS (1962) ท่ีเติม BA ความเขม้ขน้ 50 
ไมโครโมลาร์ และสารปฏิชีวนะ augmentin ท่ีความเขม้ขน้ 6 ระดบั ดงัน้ี 0, 100, 200, 300, 400, และ 
500 มิลลิกรัมต่อลิตร ท าการบนัทึกผลการทดลองได้แก่ เปอร์เซ็นต์การรอดชีวิต เปอร์เซ็นต์การ
ปนเป้ือน และจ านวนยอดเฉล่ียต่อช้ิน บนัทึกผลการทดลอง 8 สัปดาห์ และเปล่ียนอาหารทุกๆ 2 
สัปดาห์ 

4.3.1   เปอร์เซ็นต์การรอดชีวิตของช้ินส่วน multiple shoot บนอาหาร MS ทีม่ีสาร
ปฏิชีวนะ augmentin ความเข้มข้นต่างๆ  

ภายหลังจากท าการทดลองน าช้ินส่วน multiple shoot ของบวัหลวงบุณฑริก มา
เล้ียงบนอาหารท่ีเติมสารปฏิชีวนะ augmentin ท่ีความเข้มข้น 6 ระดับ ดงัน้ี 0, 100, 200, 300, 400, 
และ 500 มิลลิกรัมต่อลิตร เป็นเวลา 8 สัปดาห์ พบว่า เปอร์เซ็นต์การรอดชีวิตของ multiple shoot 
ของบวัหลวงบุณฑริก พบวา่จะหยุดการเจริญเติบโต และค่อยๆ ตายลงตามระยะเวลาท่ีเพิ่มข้ึน แต่มี
อตัราการตายท่ีนอ้ยลงตามความเขม้ขน้ของสารปฏิชีวนะ augmentin ท่ีเพิ่มข้ึน (ตารางท่ี 4.4) ผลของ
ความเข้มข้นท่ี 0-500 มิลลิกรัมต่อลิตร  พบว่าในสัปดาห์ท่ี 1-5 ช้ินส่วน multiple shoot ของบัว
หลวงบุณฑริก มีเปอร์เซ็นตก์ารรอดชีวติ ไม่มีความแตกต่างกนัในทางสถิติ 

ผลของความเขม้ขน้ท่ี 0 มิลลิกรัมต่อลิตร (Control)  ช้ินส่วน multiple shoot ของ
บวัหลวงบุณฑริก มีเปอร์เซ็นต์การรอดชีวิตในสัปดาห์ท่ี 1-3  คิดเป็น 100 เปอร์เซ็นต์ เร่ิมตายบน
อาหารคัดเลือกในสัปดาห์ท่ี 4 มีเปอร์เซ็นต์การรอดชีวิตคิดเป็น 95.00±5.00 เปอร์เซ็นต์ และมี
เปอร์เซ็นต์การรอดชีวิตลดลงเร่ือยๆ ตามระยะเวลาท่ีเพิ่มข้ึน ซ่ึงพบวา่ในสัปดาห์ท่ี 8  มีเปอร์เซ็นต์
การรอดชีวิตนอ้ยท่ีสุดคือ 35.00±5.00 เปอร์เซ็นต ์ต่อมาผลของความเขม้ขน้ท่ี 100 มิลลิกรัมต่อลิตร 
ช้ินส่วน multiple shoot ของบัวหลวงบุณฑริก เร่ิมตายบนอาหารคัดเลือกในสัปดาห์ ท่ี  4 มี
เปอร์เซ็นตก์ารรอดชีวิตคิดเป็น 90.00±10.00 เปอร์เซ็นต์ และพบวา่ในสัปดาห์ท่ี 8 มีเปอร์เซ็นตก์าร
รอดชีวิต 45.00±9.350 เปอร์เซ็นต์ ต่อมาผลของความเข้มข้นท่ี 200 มิลลิกรัมต่อลิตร ช้ินส่วน 
multiple shoot ของบวัหลวงบุณฑริก เร่ิมตายบนอาหารคดัเลือกในสัปดาห์ท่ี 4 มีเปอร์เซ็นตก์ารรอด
ชีวิตคิดเป็น 90.00±5.50 เปอร์เซ็นต ์และพบวา่ในสัปดาห์ท่ี 8 มีเปอร์เซ็นตก์ารรอดชีวิต 55.00±5.00 
เปอร์เซ็นต ์ส่วนความเขม้ขน้ท่ี 300 และ 400 มิลลิกรัมต่อลิตร ช้ินส่วน multiple shoot ของบวัหลวง
บุณฑริก มีเปอร์เซ็นต์การรอดชีวิตในสัปดาห์ท่ี 1-6 คิดเป็น 100 เปอร์เซ็นต์ ผลของความเขม้ขน้ท่ี 
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300 มิลลิกรัมต่อลิตร เร่ิมตายบนอาหารคดัเลือกในสัปดาห์ท่ี 7 มีเปอร์เซ็นต์การรอดชีวิตคิดเป็น 
80.00±0.00 เปอร์เซ็นต ์และพบว่าในสัปดาห์ท่ี 8 มีเปอร์เซ็นตก์ารรอดชีวิต 70.00±5.50 เปอร์เซ็นต ์
ผลของความเขม้ขน้ท่ี 400 มิลลิกรัมต่อลิตร ช้ินส่วน multiple shoot ของบวัหลวงบุณฑริก เร่ิมตาย
บนอาหารคดัเลือกในสัปดาห์ท่ี 7 มีเปอร์เซ็นต์การรอดชีวิตคิดเป็น 85.00±5.00 เปอร์เซ็นต์ และ
พบว่าในสัปดาห์ท่ี 8 มีเปอร์เซ็นต์การรอดชีวิต 75.00±5.00 เปอร์เซ็นต์ และผลของความเขม้ขน้ท่ี 
500 มิลลิกรัมต่อลิตร ช้ินส่วน multiple shoot ของบวัหลวงบุณฑริกมีเปอร์เซ็นต์การรอดชีวิตใน
สัปดาห์ท่ี 1-7 คิดเป็น 100 เปอร์เซ็นต์ เร่ิมตายในสัปดาห์ท่ี 8 มีเปอร์เซ็นต์การรอดชีวิตคิดเป็น 
90.00±5.50 เปอร์เซ็นต์ สรุปผลการศึกษาหาความเขม้ขน้ท่ีเหมาะสมของสารปฏิชีวนะ augmentin 
พบวา่ในสัปดาห์ท่ี 8 ท่ีความเขม้ขน้น้อยสุดท่ีท าให้ช้ินส่วน multiple shoot  ของบวัหลวงบุณฑริก
จะมีเปอร์เซ็นต์การรอดชีวิตน้อยท่ีสุด คือความเขม้ขน้ท่ี 0 มิลลิกรัมต่อลิตร มีเปอร์เซ็นต์การรอด
ชีวิต 35.00±5.00 เปอร์เซ็นต์ ซ่ึงจะตรงขา้มกนักบัท่ีความเขม้ขน้มากสุดท่ีท าให้ช้ินส่วน multiple 
shoot  ของบวัหลวงบุณฑริกจะมีเปอร์เซ็นตก์ารรอดชีวิตมากท่ีสุด คือความเขม้ขน้ท่ี 500 มิลลิกรัม
ต่อลิตร มีเปอร์เซ็นตก์ารรอดชีวติ 90.00±5.50 เปอร์เซ็นต ์ 

4.3.2   เปอร์เซ็นต์การปนเป้ือนของช้ินส่วน multiple shoot บนอาหาร MS ทีม่ีสาร
ปฏิชีวนะ augmentin ความเข้มข้นต่างๆ   

ภายหลังจากท าการทดลองน าช้ินส่วน multiple shoot ของบวัหลวงบุณฑริก มา
เล้ียงบนอาหารท่ีเติมสารปฏิชีวนะ augmentin ท่ีความเข้มข้น 6 ระดบั ดังน้ี 0, 100, 200, 300, 400, 
และ 500 มิลลิกรัมต่อลิตร เป็นเวลา 8 สัปดาห์ พบว่า เปอร์เซ็นต์การปนเป้ือน multiple shoot ของ
บวัหลวงบุณฑริกจะหยุดการเจริญเติบโตลดลง และค่อยๆ ปนเป้ือนมาข้ึนตามระยะเวลาท่ีเพิ่มข้ึน  
แต่ถา้ความเขม้ขน้ของสารปฏิชีวนะ augmentin ท่ีสูงข้ึนจะมีอตัราการปนเป้ือนท่ีน้อยลง (ตารางท่ี 
4.5) ผลของความเขม้ขน้ 300, 400  และ 500 มิลลิกรัมต่อลิตร  พบวา่ในสัปดาห์ท่ี 1 และ 2 ช้ินส่วน 
multiple shoot ของบวัหลวงบุณฑริก มีเปอร์เซ็นตก์ารปนเป้ือนคิดเป็น 0 เปอร์เซ็นต ์ 

ผลของความเขม้ข้นท่ี 0 มิลลิกรัมต่อลิตร (Control) ช้ินส่วน multiple shoot ของ
บวัหลวงบุณฑริก มีเปอร์เซ็นต์การปนเป้ือนในสัปดาห์ท่ี 1 คิดเป็น 90.00±2.75 เปอร์เซ็นต์ และมี
เปอร์เซ็นต์การปนเป้ือนมากข้ึนเร่ือยๆ ตามระยะเวลาท่ี เพิ่มข้ึน ซ่ึงพบว่าในสัปดาห์ท่ี 2-8 มี
เปอร์เซ็นต์การปนเป้ือนมากท่ีสุดคือ 100 เปอร์เซ็นต์ ส่วนผลของความเขม้ขน้ท่ี 100 มิลลิกรัมต่อ
ลิตร พบวา่ช้ินส่วน multiple shoot ของบวัหลวงบุณฑริก ในสัปดาห์ท่ี 1 มีเปอร์เซ็นตก์ารปนเป้ือน
คิดเป็น 20 เปอร์เซ็นต ์และมีเปอร์เซ็นตก์ารปนเป้ือนมากข้ึนเร่ือยๆ ตามระยะเวลาท่ีเพิ่มข้ึน โดยพบ
การปนเป้ือน 100 เปอร์เซ็นต์ตั้งแต่สัปดาห์ท่ี 3 เป็นตน้ไป ผลของความเขม้ขน้ท่ี 200 มิลลิกรัมต่อ
ลิตร ช้ินส่วน multiple shoot ของบวัหลวงบุณฑริก ในสัปดาห์ท่ี 1 มีเปอร์เซ็นตก์ารปนเป้ือนคิดเป็น 
10 เปอร์เซ็นต์ และมีเปอร์เซ็นต์การปนเป้ือนมากข้ึนเร่ือยๆ ตามระยะเวลาท่ีเพิ่มข้ึน ซ่ึงพบว่าใน
สัปดาห์ท่ี 4-8 มีเปอร์เซ็นต์ การปนเป้ือนมากท่ีสุดคือ 100 เปอร์เซ็นต ์ส่วนความเขม้ขน้ท่ี 300, 400 
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และ 500 มิลลิกรัมต่อลิตร ช้ินส่วน multiple shoot ของบวัหลวงบุณฑริก มีเปอร์เซ็นตก์ารปนเป้ือน
ในสัปดาห์ท่ี 1, 2 คิดเป็น 0.00 เปอร์เซ็นต ์ผลของความเขม้ขน้ท่ี 300 มิลลิกรัมต่อลิตร เร่ิมปนเป้ือน
บนอาหารคดัเลือกในสัปดาห์ท่ี 3 มีเปอร์เซ็นต์การปนเป้ือนคิดเป็น 10.00±2.75 เปอร์เซ็นต์ และ
พบว่าในสัปดาห์ท่ี 7 และ 8  มีเปอร์เซ็นต์การปนเป้ือน 100 เปอร์เซ็นต์ ผลของความเขม้ขน้ท่ี 400 
มิลลิกรัมต่อลิตร ช้ินส่วน multiple shoot ของบวัหลวงบุณฑริก เร่ิมปนเป้ือนบนอาหารคดัเลือกใน
สัปดาห์ท่ี 3 มีเปอร์เซ็นต์การปนเป้ือนคิดเป็น 5.00±2.50 เปอร์เซ็นต์ และพบว่าในสัปดาห์ท่ี 8 มี
เปอร์เซ็นต์การปนเป้ือน 80.00±5.75 เปอร์เซ็นต์ และผลของความเขม้ขน้ท่ี 500 มิลลิกรัมต่อลิตร 
ช้ินส่วน multiple shoot ของบวัหลวงบุณฑริกไม่มีเปอร์เซ็นตก์ารปนเป้ือนในสัปดาห์ท่ี 1, 2 และ 3 
เร่ิมปนเป้ือนบนอาหารคัดเลือกในสัปดาห์ท่ี 4 มีเปอร์เซ็นต์การปนเป้ือน คิดเป็น 10.00±5.00 
เปอร์เซ็นต์ และพบว่าในสัปดาห์ท่ี 8 มีเปอร์เซ็นต์การปนเป้ือน 75.00±4.75 เปอร์เซ็นต์ สรุปผล
การศึกษาหาความเข้มข้นท่ีเหมาะสมของสารปฏิชีวนะ augmentin พบว่าในสัปดาห์ท่ี 8 ท่ีความ
เขม้ขน้น้อยสุดท่ีท าให้ช้ินส่วน multiple shoot  ของบวัหลวงบุณฑริกจะมีเปอร์เซ็นต์การปนเป้ือน
มากท่ีสุด คือความเขม้ขน้ท่ี 0 มิลลิกรัมต่อลิตร มีเปอร์เซ็นตก์ารปนเป้ือน 100 เปอร์เซ็นต ์ซ่ึงจะตรง
ขา้มกบัท่ีความเขม้ขน้ท่ีสูงข้ึน ท่ีท าให้ช้ินส่วน multiple shoot  ของบวัหลวงบุณฑริกมีเปอร์เซ็นต์
การปนเป้ือนน้อยท่ีสุด คือความเข้มข้น ท่ี  500 มิลลิกรัมต่อลิตร มี เปอร์เซ็นต์การปนเป้ือน 
75.00±4.75 เปอร์เซ็นต ์

4.3.3   จ านวนยอดเฉลีย่ของช้ินส่วน multiple shoot บนอาหาร MS ทีม่ีสารปฏิชีวนะ
augmentin ความเข้มข้นต่างๆ  

ภายหลังจากท าการทดลองน าช้ินส่วน multiple shoot ของบวัหลวงบุณฑริก มา
เล้ียงบนอาหารคดัเลือกท่ีเติมสารปฏิชีวนะ augmentin ท่ีความเขม้ขน้ 6 ระดบั ดงัน้ี 0, 100, 200, 300, 
400, และ 500 มิลลิกรัมต่อลิตร เป็นเวลา 8 สัปดาห์ พบว่า จ  านวนยอดเฉล่ีย multiple shoot ของบวั
หลวงบุณฑริกในระยะแรกจะหยดุการเจริญเติบโต และค่อยๆ มีจ านวนยอดท่ีเพิ่มข้ึนตามระยะเวลา
ท่ีเพิ่มข้ึน (ตารางท่ี 4.6) ผลของความเขม้ขน้ 0-500 มิลลิกรัมต่อลิตร  พบวา่ในสัปดาห์ท่ี 1 ช้ินส่วน 
multiple shoot ของบวัหลวงบุณฑริก และทุกความเขม้ขน้ มีจ านวนยอดเฉล่ียของ multiple shoot 
ไม่มีความแตกต่างกนัในทางสถิติ 

ผลของความเขม้ข้นท่ี 0 มิลลิกรัมต่อลิตร (Control) ช้ินส่วน multiple shoot ของ
บวัหลวงบุณฑริก ในสัปดาห์ท่ี 1 มีจ านวนยอดเฉล่ีย คือ 1.45±0.12 ยอดต่อช้ินส่วน และมีจ านวน
ยอดท่ีเพิ่มข้ึนตามระยะเวลาท่ีเพิ่มข้ึน ในสัปดาห์ท่ี 8 มีจ านวนยอดเฉล่ีย คือ 2.25±0.32 ยอดต่อ
ช้ินส่วน ท่ีความเขม้ขน้ 100 มิลลิกรัมต่อลิตร ช้ินส่วน multiple shoot ของบวัหลวงบุณฑริก พบว่า
ในสัปดาห์ท่ี 1 มีจ านวนยอด คือ 1.40±0.14 ยอดต่อช้ินส่วน จากนั้นจ านวนยอดจะค่อยๆ เพิ่มข้ึน 
จนกระทัง่สัปดาห์ท่ี 8 มีจ านวนยอด 2.66±0.23 ยอดต่อช้ินส่วน ต่อมาความเขม้ขน้ท่ี 200 มิลลิกรัม
ต่อลิตร ช้ินส่วน multiple shoot ของบัวหลวงบุณฑริก พบว่าในสัปดาห์ท่ี 1 มีจ านวนยอด คือ 
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1.45±0.15 ยอดต่อช้ินส่วน จากนั้นจ านวนยอดจะเพิ่มข้ึน จนกระทั่งสัปดาห์ท่ี 8 มีจ านวนยอด 
2.71±0.10 ยอดต่อช้ินส่วน ท่ีความเขม้ขน้ 300, 400 และ 500 มิลลิกรัมต่อลิตร ซ่ึงช้ินส่วน multiple 
shoot ของบัวหลวงบุณฑริก พบว่าในสัปดาห์ท่ี 1 มีจ านวนยอด คือ 1.70±0.17, 1.60±0.08 และ 
1.45±0.05 ยอดต่อช้ินส่วน ตามล าดบั จากนั้นจ านวนยอดจะเพิ่มข้ึนจนกระทัง่สัปดาห์ท่ี 8 มีจ านวน
ยอด 3.39±0.24, 3.12±0.12 และ 2.86±0.15 ยอดต่อช้ินส่วน ตามล าดบั สรุปผลการศึกษาหาความ
เข้มข้นท่ีเหมาะสมของสารปฏิชีวนะ augmentin พบว่าในสัปดาห์ท่ี 1 จ านวนยอดเฉล่ีย multiple 
shoot  ของบวัหลวงบุณฑริกทุกความเขม้ขน้ไม่มีความแตกต่างกนัทางสถิติ และพบวา่ในสัปดาห์ท่ี 
6 ถึงสัปดาห์ท่ี 8 จ านวนยอดเฉล่ีย multiple shoot  ของบวัหลวงบุณฑริกจะมีจ านวนยอดเพิ่มข้ึนตาม
ความเขม้ขน้ของสารปฏิชีวนะ augmentin ท่ีสูงข้ึน ในทางกลบักนัความเขม้ขน้ของสารปฏิชีวนะต ่า 
จะมีจ านวนยอดท่ีน้อยกว่าความเข้มข้นสูงๆ ทั้ งน้ีเป็นเพราะความเข้มข้นของสารปฏิชีวนะ 
augmentin ท่ีต ่าท าให้เช้ือของอะโกรแบคทีเรียมเข้าท าลาย ท าให้ multiple shoot  ของบัวหลวง
บุณฑริกไม่ค่อยเจริญเติบโต และตายลงในท่ีสุด  
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ตารางที่ 4.4 เปอร์เซ็นตก์ารรอดชีวิตของช้ินส่วน multiple shoot บนอาหาร MS ท่ีมีสารปฏิชีวนะ augmentin ความเขม้ขน้ต่างๆ 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ค่าเฉล่ียท่ีมีอกัษรก ากบัต่างกนัในแนวตั้งมีความแตกต่างกนัอยา่งมีนยัส าคญัเม่ือเปรียบเทียบโดยวธีิ Duncan ‘s  New Multiple Range Test ท่ีระดบัความเช่ือมัน่ 95%  
และ 99% ns ไม่มีความแตกต่างกนัทางสถิติ ,** มีความแตกต่างทางสถิติอยา่งมีนยัส าคญัยิง่ 

 
 

 

 

 

augmentin (mg/l) 
เปอร์เซ็นตก์ารรอดชีวติ/อาย ุ(สปัดาห์) 

1 2 3 4 5 6 7 8 

control 100±0.00 100±0.00 100±0.00 95.00±5.00 85.00±5.00 75.00±10.00b          45.00±5.00e 35.00±5.00e 
100  100±0.00 100±0.00 100±0.00 90.00±10.00 75.00±9.50 65.00±8.00b 50.00±10.00de 45.00±9.50de          
200  100±0.00 100±0.00 100±0.00 90.00±5.50 85.00±9.50 75.00±5.00b 65.00±5.00cd 55.00±5.00cd        
300  100±0.00 100±0.00 100±0.00 100±0.00                 100±0.00 100±0.00a 80.00±0.00bc 70.00±5.50bc        
400  100±0.00 100±0.00 100±0.00 100±0.00                 100±0.00 100±0.00a 85.00±5.00ab 75.00±5.00ab 
500  100±0.00 100±0.00 100±0.00 100±0.00                 100±0.00 100±0.00a 100±0.00a 90.00±5.50a 

F-test ns ns ns ns ns **    ** ** 
%CV 0 0 0 10.27 19.57 15.77                       15.24                        20.22 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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ตารางที่ 4.5 เปอร์เซ็นตก์ารปนเป้ือนของช้ินส่วน multiple shoot บนอาหาร MS ท่ีมีสารปฏิชีวนะ augmentin ความเขม้ขน้ต่างๆ   
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ค่าเฉล่ียท่ีมีอกัษรก ากบัต่างกนัในแนวตั้งมีความแตกต่างกนัอยา่งมีนยัส าคญัเม่ือเปรียบเทียบโดยวธีิ Duncan ‘s  New Multiple Range Test ท่ีระดบัความเช่ือมัน่ 95% 
 และ 99% * มีความแตกต่างทางสถิติอยา่งมีนยัส าคญั ,* * มีความแตกต่างทางสถิติอยา่งมีนยัส าคญัยิง่ 

 

 

 

 

 

augmentin (mg/l) 
เปอร์เซ็นตก์ารปนเป้ือน /อาย ุ(สปัดาห์) 

1 2 3 4 5 6 7 8 

control 90.00±2.75a 100.00±0.00a 100.00±0.00a 100.00±0.00a 100.00±0.00a 100.00±0.00a 100.00±0.00a 100.00±0.00a 
100 20.00±0.00b 60.00±4.00b 100.00±0.00a 100.00±0.00a 100.00±0.00a 100.00±0.00a 100.00±0.00a 100.00±0.00a 
200 10.00±0.00c 20.00±0.00c 50.00±2.75b 100.00±0.00a 100.00±0.00a 100.00±0.00a 100.00±0.00a 100.00±0.00a 
300 0.00±0.00d 0.00±0.00d 10.00±2.75c 70.00±9.50ab 85.00±7.50ab 95.00±2.50a 100.00±0.00a 100.00±0.00a 
400 0.00±0.00d 0.00±0.00d 5.00±2.50c 40.00±12.00bc 50.00±14.25bc 50.00±14.25b 65.00±10.25b 80.00±5.75b 
500 0.00±0.00d 0.00±0.00d 0.00±0.00c 10.00±5.00c 35.00±10.25c 35.00±10.25b 55.00±4.75b 75.00±4.75b 

F-test ** ** ** ** * ** ** * 
%CV 33.33 22.22 17.69 38.09 40.14 36.56 21.41 13.24 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 



47 

 

 

 

 

ตารางที่ 4.6 จ  านวนยอดเฉล่ียของช้ินส่วน multiple shoot บนอาหาร MS ท่ีมีสารปฏิชีวนะ augmentin ความเขม้ขน้ต่างๆ 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ค่าเฉล่ียท่ีมีอกัษรก ากบัต่างกนัในแนวตั้งมีความแตกต่างกนัอยา่งมีนยัส าคญัเม่ือเปรียบเทียบโดยวธีิ Duncan ‘s  New Multiple Range Test ท่ีระดบัความเช่ือมัน่ 95%  
และ 99% ns ไม่มีความแตกต่างกนัทางสถิติ ,* มีความแตกต่างทางสถิติอยา่งมีนยัส าคญั ,* * มีความแตกต่างทางสถิติอยา่งมีนยัส าคญัยิง่ 

 
 

 

 

augmentin (mg/l) 
จ านวนยอดเฉล่ีย/อาย ุ(สปัดาห์) 

1 2 3 4 5 6 7 8 

control 1.45±0.12 1.55±0.22c 1.80±0.26b 1.75±0.29 1.62±0.23 1.46±0.16d 2.00±0.40b 2.25±0.32c 
100 1.40±0.14 1.60±0.21bc 1.60±0.21b 1.70±0.23 1.62±0.23 1.93±0.60bc 2.41±0.25b 2.66±0.23bc 
200 1.45±0.15 1.50±0.20c 1.60±0.24b 1.88±0.25 2.30±0.36 2.04±0.13abc 2.43±0.17b 2.71±0.10bc 
300 1.70±0.17 2.10±0.19ab 2.52±0.24a 2.33±0.17 2.45±0.22 2.45±0.22a 3.54±0.40a 3.39±0.24a 
400 1.60±0.08 2.45±0.50a 2.50±0.50a 2.10±0.12 2.00±0.11 2.35±0.50ab 2.82±0.15ab 3.12±0.12ab 
500 1.45±0.05 1.45±0.09c 1.60±0.08b 1.70±0.19 1.65±0.15 1.87±0.17cd 2.40±0.80b 2.86±0.15abc 

F-test ns **   ** ns   ns                           ** ** * 
%CV 16.90 19.91                        20.85 24.70                        22.34                      14.27 21.16                      14.98 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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ภาพที่ 4.3 การปนเป้ือนในบวัหลวงพนัธ์ุบุณฑริก อายุ  8 สัปดาห์ ในการทดสอบความเขม้ขน้ของ
สารปฏิชีวนะ augmentin ท่ีใชก้  าจดัอะโกรแบคทีเรียมท่ีระดบัความเขม้ขน้ต่างๆ 0 มิลลิกรัมต่อลิตร 
(A), 100 มิลลิกรัมต่อลิตร (B), 200 มิลลิกรัมต่อลิตร (C), 300 มิลลิกรัมต่อลิตร (D), 400 มิลลิกรัม
ต่อลิตร (E) และ 500 มิลลิกรัมต่อลิตร (F)   

       0 mg/l   100 mg/l 

       400 mg/l 

  300 mg/l   200 mg/l 

  500 mg/l 

A B 

C D 

E F 
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4.4  ผลของการเพิม่ปริมาณพลาสมิด pJA8F3H เพือ่ใช้ในการถ่ายยนี 

4.4.1  ผลการตรวจสอบพลาสมิด pJA8F3H ของเช้ือ E. coli  สายพันธ์ุ DH5α โดยวิธี 
โคโลนีพซีีอาร์ (colony polymerase chain reaction) 

ภายหลังการถ่ายโอนพลาสมิด pJA8F3H ด้วยวิธี heat shock (Sambrook et al. 
1989) เข้าสู่เช้ือ E. coli  สายพันธ์ุ DH5α จากนั้ นน าโคโลนีของเช้ือ E. coli  ท่ี เจริญบนอาหาร
คดัเลือกมาตรวจสอบดว้ยปฏิกิริยา PCR ปริมาณ 20 ไมโครลิตร โดยใช้ไพรเมอร์ F3H sense F,  F3H 
sense R น าไปตรวจสอบโดยวิธี gel electrophoresis ใช้อะกาโรสเจล ความเขม้ขน้ 0.8 เปอร์เซ็นต ์
เปรียบเทียบกบั DNA มาตรฐาน 1Kb DNA ladder ซ่ึงจะได้แถบ DNA ขนาดประมาณ 300 คู่เบส 
แสดงวา่ในเซลลข์องเช้ือ E. coli สายพนัธ์ุ DH5α มีพลาสมิด pJA8F3H อยูภ่ายใน (ภาพท่ี 4.4) 

 
                            1   2   3    4    5    6    7    8    9   10   11   12   13    

 
 

ภาพที่ 4.4 การตรวจสอบพลาสมิด pJA8F3H ของเช้ือ E. coli สายพนัธ์ุ DH5α โดยวิธีโคโลนีพีซี
อาร์ (colony polymerase chain reaction) เปรียบเทียบกบั DNA มาตรฐาน 1Kb DNA ladder 
ช่องท่ี 1 DNA มาตรฐานชนิด 1Kb DNA ladder 
ช่องท่ี 2 Positive control  พลาสมิด pJA8F3H  
ช่องท่ี 3 Negative control  dH2O 
ช่องท่ี 4-13 Colony PCR ของเช้ือ E. coli สายพนัธ์ุ DH5α  
 

4.4.2  การตรวจสอบพลาสมิด pJA8F3H ด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะ 
ภายหลงัท าการตรวจสอบพลาสมิด pJA8F3H ของเช้ือ E. coli  สายพนัธ์ุ DH5α 

โดยวิธีโคโลนีพีซีอาร์ เลือกโคโลนีท่ีมีอยูข่องพลาสมิด pJA8F3H ท าการสกดัพลาสมิดโดยชุดสกดั 
พลาสมิด High-speed plasmid mini kit (Geneaid, Taiwan) แล้วน ามาท าการตัดด้วยเอนไซม์ตัด
จ า เพ าะ  Hind III (Fermentas, USA) ป ฏิ กิ ริย า  10 ไม โครลิตร  น าไปตรวจสอบโดยวิ ธี  gel 
electrophoresis ใช้อะกาโรสเจล ความเขม้ขน้ 0.8 เปอร์เซ็นต์ เปรียบเทียบกบั DNA มาตรฐาน 1Kb 
DNA ladder  ซ่ึงพลาสมิด pJA8F3H  มีความยาวทั้งหมด 6,721 คู่เบส เม่ือตดัดว้ยเอนไซมต์ดัจ าเพาะ
ไดช้ิ้น DNA 3 ช้ิน ขนาด 5,947, 533 และขนาด 241 คู่เบส (ภาพท่ี 4.5) 

   300 bp 

1000 bp 

  250 bp 
500 bp 
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                                1    2    3    4    5    6    7 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพที่ 4.5 การตรวจสอบพลาสมิด pJA8F3H ตดัดว้ยเอนไซม์ตดัจ าเพาะ Hind III เปรียบเทียบกบั 
DNA มาตรฐาน 1Kb DNA ladder 
ช่องท่ี 1 DNA มาตรฐานชนิด 1Kb DNA ladder 
ช่องท่ี 2, 4, 6 พลาสมิด pJA8F3H  ไดแ้ถบ DNA ขนาด 6,721 คู่เบส 
ช่องท่ี 3, 5, 7 พลาสมิด pJA8F3H ตดัดว้ยเอนไซมต์ดัจ าเพาะ Hind III ไดแ้ถบช้ิน DNA 3 ช้ิน ขนาด 
5947, 533 และขนาด 241 คู่เบส  

 
ภาพที ่4.6 แผนภาพเวคเตอร์ pJA8F3H และต าแหน่งของเอนไซมต์ดัจ าเพาะ Hind III  

(ท่ีมา ชยัวรกุล ไชยปัญญา. 2555) 
 

4.4.3 ก ารต รวจสอบก ารมี อ ยู่ ของพ ล าสมิ ด  pJA8F3H ใน อะ โก รแบ คที เรี ยม 

(Agrobacterium tumefaciens) สายพนัธ์ุ GV3101 โดยวธีิโคโลนีพซีีอาร์ 
ภายหลังจากการน าพลาสมิด pJA8F3H ท่ีผ่านการตรวจสอบด้วยเอนไซม์ตัด

จ าเพาะ น าพลาสมิดท่ีได้มาท าการถ่ายโอนเขา้สู่อะโกรแบคทีเรียม (Agrobacterium tumefaciens) 
สายพนัธ์ุ GV3101 ดว้ยวธีิ electroporation แลว้น าไปเล้ียงบนอาหารคดัเลือก จากนั้นท าการคดัเลือก
โคโลนีเด่ียวๆ เพื่อทดสอบการมีอยู่ของพลาสมิด pJA8F3H โดยวิธีโคโลนีพีซีอาร์ เตรียมปฏิกิริยา 
PCR ปริมาณ 20ไมโครลิตร โดยใช้ไพรเมอร์ F3H sense F, F3H sense R น าไปตรวจสอบโดยวิธี gel 

           500  bp 
          250 bp  

6 Kb 
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electrophoresis ใช้อะกาโรสเจล ความเขม้ขน้ 0.8 เปอร์เซ็นต์ เปรียบเทียบกบั DNA มาตรฐาน 1Kb 
DNA ladder ซ่ึงจะได้แถบ DNA ขนาดประมาณ 300 คู่ เบส แสดงว่าในเซลล์ของเช้ืออะโกร
แบคทีเรียมมีพลาสมิด pJA8F3H อยูภ่ายใน 

 
       1      2     3      4     5     6     7     8     9     10  

 
 

ภาพที่  4.7 การตรวจสอบพลาสมิด pJA8F3H ของเช้ืออะโกรแบคที เรียม  (Agrobacterium 
tumefaciens) ส ายพัน ธ์ุ  GV3101 โดยวิ ธี โคโล นี พี ซี อ าร์  (colony polymerase chain reaction)
เปรียบเทียบกบั DNA มาตรฐาน 1Kb DNA ladder 
ช่องท่ี 1 DNA มาตรฐานชนิด 1Kb DNA ladder 
ช่องท่ี 2 Positive control  พลาสมิด pJA8F3H  
ช่องท่ี 3 Negative control  dH2O 
ช่องท่ี 4-10 Colony PCR ของเช้ืออะโกรแบคทีเรียม สายพนัธ์ุ GV3101 
 
4.5  ผลการถ่ายโอนพลาสมิด pJA8F3H เข้าสู่ช้ินส่วน multiple shoot ของบัวหลวง 

ในเวคเตอร์  pJA8F3H  เป็นเวคเตอร์ท่ีสามารถสร้าง RNA รูปแบบ inverted repeat ใน
เวคเตอร์ pJA8F3H  มียีนคดัเลือกในพืชคือ phosphinothricin acetyl transferrase (bar gene) ซ่ึงตา้นทาน
ต่อสารก าจดัวชัพืช basta (glufosinate amonium) เม่ือท าการถ่ายโอนยีน F3H เข้าสู่บัวหลวงพันธ์ุ
บุณฑริก จะกระตุน้ให้เกิดกระบวนการ RNAi ยบัย ั้งการแสดงออกของยีน F3H ในพืช โดยท าให้เกิด
การสูญเสียกิจกรรมของยีน F3H (flavanone 3-hydroxylase) มีผลไปขัดขวางการสังเคราะห์สารกลุ่ม 
แอนโทไซยานิน การเปล่ียนแปลงของวถีิสังเคราะห์สารกลุ่มแอนโทไซยานิน จึงเป็นอีกทางเลือกหน่ึงใน
การเปล่ียนแปลงสีของดอกไมท่ี้มีขอ้จ ากดัในการพฒันาสายพนัธ์ุได ้ดงันั้นงานวิจยัน้ีจึงไดท้  าการ
ยบัย ั้งการแสดงออกของยีน F3H ดว้ยเทคนิค RNA  interference (RNAi) ในบวัหลวงพนัธ์ุบุณฑริก 
(Nelumbo  nucifera Geartn.) โดยแบ่งเป็น 2 การทดลอง คือการถ่ายโอนพลาสมิดโดยใช้เคร่ืองยิง
อนุภาค และใชอ้ะโกรแบคทีเรียมเป็นพาหะ ใหผ้ลการทดลองดงัน้ี 

 
 

300 bp 

  1 Kb 
    500 bp 

250 bp 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 



52 

4.5.1  การถ่ายโอนพลาสมิด pJA8F3H เข้าสู่ช้ินส่วน multiple shoot ของบัวหลวงโดย
ใช้อะโกรแบคทเีรียมเป็นพาหะ  

ผลการทดลองการถ่ายโอนยีน เข้าสู่บัวหลวงพันธ์ุบุณฑริกโดย ใช้อะโกร
แบคทีเรียม สายพนัธ์ุ GV3101 ท่ีมีพลาสมิด pJA8F3H เป็นพาหะ ท่ีความเขม้ขน้และระยะเวลาใน
การแช่ช้ินส่วนของบัวหลวงในอะโกรแบคทีเรียมต่ออาหาร MS (1962) คือ 1:10 นาน 10 นาที 
(วิลาสินี  ลีทวีทรัพย์.  2554) โดยใช้ช้ินส่วน multiple shoot ของบวัหลวงพนัธ์ุบุณฑริก จ านวน 5 
ช้ินส่วนต่อจานเพาะเล้ียง ท าการถ่ายโอนพลาสมิดโดยใชอ้ะโกรแบคทีเรียมทั้งหมด 3 คร้ัง คร้ังท่ี 1 
และ 2   จ  านวน 12 จานเพาะเล้ียง รวมช้ินส่วนทั้งหมด 60 ช้ินส่วน ส่วนในคร้ังท่ี 3 จ านวน 15 จาน
เพาะเล้ียง รวมช้ินส่วนทั้งหมด 75 ช้ินส่วน บ่มร่วมกบัเช้ือของอะโกรแบคทีเรียมในท่ีมืด เป็นเวลา 2 
วนั คดัเลือกเน้ือเยื้อท่ีไดรั้บการถ่ายยีน บนอาหารคดัเลือกสูตร  MS (1962) ท่ีเติม BA 50 ไมโครโม
ลาร์ ร่วมดว้ย basta 10 มิลลิกรัมต่อลิตร  และ augmentin 500 มิลลิกรัมต่อลิตร  ท าการบนัทึกผลการ
ทดลองไดแ้ก่ เปอร์เซ็นตก์ารรอดชีวติ และจ านวนยอดเฉล่ียต่อช้ิน บนัทึกผลการทดลอง 16 สัปดาห์ 
และเปล่ียนอาหารทุกๆ 2 สัปดาห์ 

4.5.1.1  ผลของการถ่ายโอนพลาสมิดเข้าสู่ช้ินส่วน multiple shoot ของบัวหลวง 
โดยใช้อะโกรแบคทเีรียมเป็นพาหะ คร้ังที ่1 

ผลของจ านวนยอด และเปอร์เซ็นต์การรอดชีวิตของ multiple shoot หลงั
การถ่ายยีนโดยใชอ้ะโกรแบคทีเรียมเป็นพาหะ บนอาหาร MS ท่ีเติม BA ความเขม้ขน้ 50 ไมโครโม
ลาร์ ร่วมกบั basta 10 มิลลิกรัมต่อลิตร และ augmentin 500 มิลลิกรัมต่อลิตร  ผลของจ านวนยอด 
พบว่าในสัปดาห์ท่ี 2 มีจ านวนยอดเฉล่ีย 2.85±0.22 ยอด และมีการเจริญของยอดใหม่เพิ่มข้ึน
เล็กนอ้ย จนถึงสัปดาห์ท่ี 12 มีจ านวนยอดเฉล่ียสูงสุดคือ 4.73±0.52 ยอด หลงัจากนั้นการเจริญและ
พฒันาของยอดจะค่อยๆ ลดลงอยา่งต่อเน่ือง ซ่ึงพบว่าจ านวนยอดเฉล่ียในสัปดาห์ท่ี 14 และ 16 มี
จ  านวนยอดเฉล่ียเท่ากบั 2.98±0.56 และ 2.41±0.36 ยอด ตามล าดบั เม่ือพิจารณาผลของเปอร์เซ็นต์
การรอดชีวิต พบว่าในสัปดาห์ท่ี 2 มีเปอร์เซ็นต์การรอดชีวิตสูงสุด 100 เปอร์เซ็นต์ ต่อมาพบว่า
เปอร์เซ็นตก์ารรอดชีวิตจะค่อยๆ ลดลงเร่ือยๆ ตามระยะเวลาท่ีเพิ่มข้ึน จนมีเปอร์เซ็นต์การรอดชีวิต
นอ้ยท่ีสุด ในสัปดาห์ท่ี 16 คือ 43.33 เปอร์เซ็นต ์(ตารางท่ี 4.7) 

 
4.5.1.2  ผลของการถ่ายโอนพลาสมิดเข้าสู่ช้ินส่วน multiple shoot ของบัวหลวง 

โดยใช้อะโกรแบคทเีรียมเป็นพาหะ คร้ังที ่2 
ผลของจ านวนยอด และเปอร์เซ็นต์การรอดชีวิตของ multiple shoot หลงั

การถ่ายยีนโดยใชอ้ะโกรแบคทีเรียมเป็นพาหะ บนอาหาร MS ท่ีเติม BA ความเขม้ขน้ 50 ไมโครโม
ลาร์ ร่วมกบั basta 10 มิลลิกรัมต่อลิตร และ augmentin 500 มิลลิกรัมต่อลิตร ผลของจ านวนยอด 
พบว่าในสัปดาห์ท่ี 2 มีจ านวนยอดเฉล่ีย 2.38±0.27 ยอด และมีการเจริญของยอดใหม่เพิ่มข้ึนเอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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เล็กนอ้ย จนถึงสัปดาห์ท่ี 10 มีจ านวนยอดเฉล่ียสูงสุดคือ 3.81±0.35 ยอด หลงัจากนั้นการเจริญและ
พฒันาของยอดจะค่อยๆ ลดลงอยา่งต่อเน่ือง ซ่ึงพบว่าจ านวนยอดเฉล่ียในสัปดาห์ท่ี 14 และ 16 มี
จ  านวนยอดเฉล่ียเท่ากับ 2.50±0.47 และ 1.66±0.77 ยอด ตามล าดับ และเม่ือพิจารณาผลของ
เปอร์เซ็นตก์ารรอดชีวติ พบวา่ในสัปดาห์ท่ี 2 มีเปอร์เซ็นตก์ารรอดชีวติสูงสุด 100 เปอร์เซ็นต ์ต่อมา
พบว่าเปอร์เซ็นต์การรอดชีวิตจะค่อยๆ ลดลงตามระยะเวลาท่ีเพิ่มข้ึน จนมีเปอร์เซ็นต์การรอดชีวิต
น้อยท่ี สุด ในสัปดาห์ ท่ี  14 และ 16 มี เปอร์เซ็นต์การรอดชีวิต 28.33 และ 16.33 เปอร์เซ็นต ์
ตามล าดบั (ตารางท่ี 4.7) 

4.5.1.3  ผลของการถ่ายโอนพลาสมิดเข้าสู่ช้ินส่วน multiple shoot ของบัวหลวง 
โดยใช้อะโกรแบคทเีรียมเป็นพาหะ คร้ังที ่3 

ผลของจ านวนยอด และเปอร์เซ็นต์การรอดชีวิตของ multiple shoot หลงั
การถ่ายยีนโดยใชอ้ะโกรแบคทีเรียมเป็นพาหะ บนอาหาร MS ท่ีเติม BA ความเขม้ขน้ 50 ไมโครโม
ลาร์ร่วมกบั basta 10 มิลลิกรัมต่อลิตร และ augmentin 500 มิลลิกรัมต่อลิตร ผลของจ านวนยอด 
พบว่าในสัปดาห์ท่ี 2 มีจ านวนยอดเฉล่ีย 2.45±0.19 ยอด และมีการเจริญของยอดใหม่เพิ่มข้ึน
เล็กน้อย จนถึงสัปดาห์ท่ี 8 มีจ านวนยอดเฉล่ียสูงสุดคือ 4.00±0.37 ยอด หลงัจากนั้นการเจริญและ
พฒันาของยอดจะค่อยๆ ลดลงอยา่งต่อเน่ือง ซ่ึงพบว่าจ านวนยอดเฉล่ียในสัปดาห์ท่ี 14 และ 16 มี
จ  านวนยอดเฉล่ียเท่ากับ 2.40±0.43 และ 2.04±0.29 ยอด ตามล าดับ และเม่ือพิจารณาผลของ
เปอร์เซ็นตก์ารรอดชีวติ พบวา่ในสัปดาห์ท่ี 2 มีเปอร์เซ็นตก์ารรอดชีวติสูงสุด 100 เปอร์เซ็นต ์ต่อมา
พบว่าเปอร์เซ็นต์การรอดชีวิตจะค่อยๆ ลดลงตามระยะเวลาท่ีเพิ่มข้ึน จนมีเปอร์เซ็นต์การรอดชีวิต
น้อยท่ี สุด ในสัปดาห์ ท่ี  14 และ 16 มี เปอร์เซ็นต์การรอดชีวิต 30.66 และ 24.00 เปอร์เซ็นต ์
ตามล าดบั (ตารางท่ี 4.7) 

 
 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 



54 

 
 
 
ตารางที ่4.7 จ านวนยอด (ยอด) และเปอร์เซ็นตก์ารรอดชีวติของ multiple shoot หลงัการถ่ายยนีโดยใชอ้ะโกรแบคทีเรียมเป็นพาหะ บนอาหารคดัเลือก MS และ BA 

ความเขม้ขน้ 50 ไมโครโมลาร์ ร่วมกบั basta 10 มิลลิกรัมต่อลิตร และ augmentin 500 มิลลิกรัมต่อลิตร 
 

 
 

อาย ุ(สปัดาห์) 

   2 4 6 8 10 12 14 16 
คร้ังท่ี 1 จ านวนยอดเฉล่ีย (ยอด) 2.85±0.22 3.29±0.31 3.42±0.33 3.65±0.31 3.95±0.39 4.73±0.52 2.98±0.56 2.41±0.36 

 เปอร์เซ็นตก์ารรอดชีวิต 100 88.33 85 81.66 71.66 56.66 50 43.33 

คร้ังท่ี 2 จ านวนยอดเฉล่ีย (ยอด) 2.38±0.27 2.59±0.29    2.93±0.41    3.39±0.38 3.81±0.35 3.15±0.34 2.5±0.47 1.66±0.77 

 เปอร์เซ็นตก์ารรอดชีวิต 100 81.66 71.66 61.66 55 41.66 28.33 16.33 
คร้ังท่ี 3 จ านวนยอดเฉล่ีย (ยอด) 2.45±0.19 2.91±0.42 3.44±0.37 4.00±0.37 3.14±0.42 2.57±0.40 2.40±0.43 2.04±0.29 

 เปอร์เซ็นตก์ารรอดชีวิต 100 81.33 69.33 60 52 44 30.66 24 
 

 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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4.5.2  การถ่ายโอนพลาสมิด pJA8F3H เข้าสู่ช้ินส่วน multiple shoot ของบัวหลวง โดย
ใช้เคร่ืองยงิอนุภาค (particle gun bombardment) 

ถ่ายยนีโดยเคร่ืองยงิอนุภาคตามวธีิของ (Buathong et al. 2013) โดยเคร่ืองยงิอนุภาค
ทั้งหมด 1 คร้ัง เตรียมเน้ือเยื่อท่ีมีช้ินส่วน multiple shoot ของบัวหลวงพนัธ์ุบุณฑริกจ านวน 21
ช้ินส่วนต่อจานเพาะเล้ียง จ านวน 5 จานเพาะเล้ียง รวมช้ินส่วนทั้งหมด 105 ช้ินส่วน   น ามาวางท่ีชั้น
วางให้อยู่จากระดบัยีนเป้าหมาย 9 เซนติเมตร คดัเลือกเน้ือเยื่อท่ีได้รับการถ่ายยีนเล้ียงบนอาหาร
คดัเลือกสูตร MS (1962) ท่ีเติม BA 50 ไมโครโมลาร์ และ basta 10 มิลลิกรัมต่อลิตร ท าการบนัทึก
ผลการทดลองได้แก่ เปอร์เซ็นต์การรอดชีวิต, จ  านวนยอดเฉล่ียต่อช้ิน และจ านวนตน้ท่ีรอดชีวิต 
บนัทึกผลการทดลอง 16 สัปดาห์ และเปล่ียนอาหารทุกๆ 2 สัปดาห์ 

ผลของจ านวนยอด เปอร์เซ็นต์การรอดชีวิตของ multiple shoot และ จ านวนตน้ท่ี
รอดชีวิต หลงัการถ่ายยีนโดยใช้เคร่ืองยิงอนุภาคเป็นพาหะ บนอาหาร MS ท่ีเติม BA ความเขม้ขน้ 
50 ไมโครโมลาร์ ร่วมกบั basta 10 มิลลิกรัมต่อลิตร ผลของจ านวนยอด พบวา่ในสัปดาห์ท่ี 2 และ 4  
มีจ  านวนยอดเฉล่ีย 1.90±0.44  และ 2.22±0.30 ยอด ตามล าดับ มีการเจริญของยอดใหม่เพิ่มข้ึน
เล็กน้อย จนถึงสัปดาห์ท่ี 14 และ 16 มีจ านวนยอดเฉล่ียสูงสุดคือ 2.50±0.65 และ 2.47±0.67 ยอด 
ตามล าดบั เม่ือพิจารณาผลของเปอร์เซ็นต์การรอดชีวิต พบวา่ในสัปดาห์ท่ี 2 มีเปอร์เซ็นต์การรอด
ชีวิตสูงสุด 64.05 เปอร์เซ็นต์ ต่อมาซ่ึงพบว่าเปอร์เซ็นต์การรอดชีวิตจะลดลง ตามระยะเวลาท่ี
เพิ่มข้ึน จนมีเปอร์เซ็นต์การรอดชีวิตน้อยท่ีสุด ในสัปดาห์ท่ี 12, 14 และ 16 มีเปอร์เซ็นต์การรอด
ชีวติ 28.35 เปอร์เซ็นต ์และเม่ือน าเปอร์เซ็นตก์ารรอดชีวิตมาคิดเป็นจ านวนของตน้ท่ีรอดชีวิต พบวา่
ในสัปดาห์ท่ี 2 มีจ านวนตน้ท่ีรอดชีวิต 61 ตน้ หลงัจากนั้นพบวา่จ านวนของตน้ท่ีรอดชีวิตจะลดลง
ตามระยะเวลาท่ีเพิ่มในอาหารคดัเลือก จนในสัปดาห์ท่ี 12, 14 และ 16 มีจ านวนตน้ท่ีรอดชีวิตน้อย
ท่ีสุดคือ 27 ตน้ (ตารางท่ี 4.8) 
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ตารางที่ 4.8 จ านวนยอด (ยอด) เปอร์เซ็นตก์ารรอดชีวติของ multiple shoot และจ านวนตน้ท่ีรอด (ตน้) หลงัการถ่ายยนีดว้ยวธีิการยงิอนุภาคบนอาหารคดัเลือก MS 
และ BA ความเขม้ขน้ 50 ไมโครโมลาร์ ร่วมกบั basta 10 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร จ านวนช้ินส่วนทั้งหมด 105 ช้ินส่วน 

 
 

 
ช้ินส่วน multiple shoot หลงัการถ่ายยีนดว้ยการยิงอนุภาค อาย ุ(สปัดาห์) 

   2 4 6 8 10 12 14 16 
คร้ังท่ี 1 จ านวนยอดเฉล่ีย (ยอด) 1.90±0.44 2.24±0.30 2.48±0.39 2.18±0.50 2.38±0.33 2.35±0.63 2.50±0.65 2.47±0.67 

 เปอร์เซ็นตก์ารรอดชีวิต 
จ านวนตน้ท่ีรอดชีวิต (ตน้) 

64.05 
61 

57.77 
55 

49.35 
47 

45.15 
43 

42.00 
40 

28.35 
27 

28.35 
27 

28.35 
            27 
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ภาพที่ 4.8 บวัหลวงพนัธ์ุบุณฑริกหลงัการถ่ายโอนพลาสมิด pJA8F3H โดยใช้เคร่ืองยิงอนุภาค ท่ี
สามารถพฒันาเป็นตน้ได้ และพร้อมน ามาตรวจสอบการแสดงออกของยีน ประกอบด้วยตน้บวั
หลวงท่ีไม่ไดรั้บการถ่ายโอนพลาสมิด control 1/1 (A), control 2/1 (B), control 1/3 (C) และตน้บวั
หลวงท่ีได้รับการถ่ายโอนพลาสมิด ตน้ท่ี 1/1 (D), ตน้ท่ี 2/1 (E), ตน้ท่ี 3/1 (F), ตน้ท่ี 4/1 (G) และ 
ตน้ท่ี 5/1 (H)  
 

Control 1/1 Control 2/1 
 

Control 3/1 
 

ต้นที ่1/1 ต้นที ่2/1 
 

ต้นที ่3/1 
 

ต้นที ่4/1 
 

ต้นที ่5/1

 
 

A B C 

D E F 

G H 
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4.6  การตรวจสอบการแสดงออกของยีน  F3H  bar และ CHS ในบัวหลวงพันธ์ุบุณฑริกภายหลัง

จากการถ่ายโอนพลาสมิด pJA8F3H โดยวิธี reverse transcription polymerase chain reaction 
(RT-PCR) 

ผลการทดลองการถ่ายโอนยีนเขา้สู่บวัหลวงพนัธ์ุบุณฑริก โดยใชอ้ะโกรแบคทีเรียม สาย
พนัธ์ุ GV3101 ท่ีมีพลาสมิด pJA8F3H เป็นพาหะ ท าการถ่ายโอนพลาสมิด ทั้งหมด 3 คร้ัง พบวา่ตน้
บวัหลวงไม่มีความสมบูรณ์ และไม่สามารถพฒันาเป็นตน้ใหม่ได ้การเจริญและพฒันาของยอดจะ
ค่อยๆ หยุดการเจริญเติบโตอยา่งต่อเน่ือง มีเปอร์เซ็นตก์ารปนเป้ือนมาก ท าให้มีเปอร์เซ็นตก์ารรอด
ชีวิตต ่า และลดลงตามระยะเวลาท่ีเพิ่มข้ึน จนมีเปอร์เซ็นตก์ารรอดชีวิตนอ้ยมาก และตายลงในท่ีสุด 
ท าให้ไม่สามารถน าตน้บวัหลวงท่ีไดรั้บการถ่ายโอนพลาสมิดโดยใช้อะโกรแบคทีเรียมเป็นพาหะ 
ไปท าการตรวจสอบการแสดงออกของยนีได ้

การถ่ายยีนโดยใช้เคร่ืองยิงอนุภาค ไดต้น้บวัหลวงท่ีมีความสมบูรณ์และสามารถพฒันา
เป็นต้นใหม่ได้ในอาหารคัดเลือก ภายหลังการถ่ายโอนพลาสมิด pJA8F3H จ  านวนทั้ งหมด  
5 ตน้ประกอบดว้ย ตน้บวัหลวงท่ีไดรั้บการถ่ายโอนพลาสมิด ตน้ท่ี 1/1, ตน้ท่ี 2/1, ตน้ท่ี 3/1, ตน้ท่ี 
4/1 และตน้ท่ี 5/1 และตน้บวัหลวงท่ีไม่ไดรั้บการถ่ายโอนพลาสมิด control 1/1, control 2/1, control 
3/1 (ภาพท่ี 4.8) มาท าการสกดั RNA ของบวัหลวงตามวิธีของ Invitrap Spin Plant RNA Mini Kit 
จ ากนั้ น ท าก าร เป ล่ี ยน  RNA เป็ น  cDNA (complementary DNA) โดยใช้ เอน ไซ ม์  reverse 
transcriptase น ามาตรวจสอบการแสดงออกของยนีดว้ยวธีิ RT-PCR ต่อไป 

 
4.6.1  ตรวจสอบปริมาณการแสดงออกของยีน F3H (flavanone 3-hydroxylase) 

ภายหลังจากการถ่ายโอนพลาสมิด pJA8F3H เข้าสู่บัวหลวงพนัธ์ุบุณฑริกแล้ว 
ท าการตรวจสอบการแสดงของยีน น า cDNA มาเปรียบเทียบการแสดงออกของยีน F3H โดยวิธี 
reverse transcriptase polymerase chain reaction (RT-PCR) เร่ิมจากน า cDNA ของบัวหลวงพันธ์ุ
บุณฑริกท่ีผ่านการถ่ายโอนพลาสมิด pJA8F3H และบวัหลวงท่ีไม่ไดผ้า่นการถ่ายโอนพลาสมิดมา
ปรับความเขม้ขน้ของ cDNA เร่ิมตน้ให้เท่ากนั โดยใช ้18S rRNA เป็นตวัเปรียบเทียบการแสดงออก 
และน าไปตรวจสอบดว้ยวธีิการ gel electrophoresis  จากนั้นน า cDNA ท่ีไดจ้ากการปรับความเขม้ขน้ให้
เท่ากนัขา้งตน้แลว้ ท า PCR โดยใช ้cDNA เป็น DNA แม่แบบ ผลการตรวจสอบการแสดงออกของยีน 
F3H  ด้วยชุดไพรเมอร์ท่ีมีความจ าเพาะกบัยีน F3H คือ ใช้ไพรเมอร์ F3H sense F, F3H sense R  ได้
DNA ขนาดประมาณ 300 คู่เบส  น าบวัหลวงพนัธ์ุบุณฑริกท่ีผา่นการถ่ายโอนพลาสมิด pJA8F3H 
และต้นบัวหลวงท่ีไม่ได้รับการถ่ายโอนพลาสมิดจ านวน 3 ต้นคือ control 1/1, control 2/1 และ 
control 3/1 มาตรวจสอบการแสดงออกของยีน พบว่าบวัหลวงในตน้ท่ีได้รับการถ่ายโอนพลาสมิด 
pJA8F3H (ภาพท่ี 4.9) ไดแ้ก่ ตน้ท่ี 1/1, ตน้ท่ี 2/1, ตน้ท่ี 3/1, ตน้ท่ี 4/1 และตน้ท่ี 5/1 ทั้งหมดเกิดแถบ 
DNA ขนาดประมาณ 300 คู่เบส แต่ในตน้ท่ีไดรั้บการถ่ายโอนพลาสมิดมีการแสดงออกท่ีลดลง ซ่ึง
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มีความเข้มของแถบ DNA น้อยกว่าเม่ือเปรียบเทียบกับต้นบัวหลวงท่ีไม่ได้รับการถ่ายยีน จะมี
ปริมาณการแสดงออกของยนี F3H มากกวา่  

 
 

 
 

 
ภาพที่ 4.9 การเปรียบเทียบการแสดงออกของยีน F3H ด้วยวิธี reverse transcription polymerase 
chain reaction (RT-PCR) เกิดแถบ DNA ขนาดประมาณ 300 คู่เบสโดยใช ้18S rRNA เป็นยนีอา้งอิง  
ช่องท่ี 1 DNA มาตรฐานชนิด 1Kb DNA ladder 
ช่องท่ี 2 Negative control  dH2O 
ช่องท่ี 3 Positive control  พลาสมิด pJA8F3H 
ช่องท่ี 4-6 บวัหลวงท่ีไม่ไดรั้บการถ่ายโอนพลาสมิด control 1/1 (4), control 2/1 (5) และ control 
3/1 (6)   
ช่องท่ี 7-11 บวัหลวงท่ีได้รับการถ่ายโอนพลาสมิดตน้ท่ี 1/1 (7), ตน้ท่ี 2/1 (8), ตน้ท่ี 3/1 (9), ตน้ท่ี 
4/1 (10) และตน้ท่ี 5/1 (11)   
 

4.6.2  ตรวจสอบปริมาณการแสดงออกของยีน bar (phosphinothricin acetyl transferrase) 
ภายหลังจากการถ่ายโอนพลาสมิด pJA8F3H เข้าสู่บัวหลวงพนัธ์ุบุณฑริกแล้ว

จะตอ้งมีการตรวจสอบการแสดงของยีน โดยวิธี RT-PCR ผลการตรวจสอบการแสดงออกของยีน 
bar  ดว้ยชุดไพเมอร์ bar gene F , bar gene R  มีความจ าเพาะกบัยีน bar ซ่ึงเป็นยีนคดัเลือกในพืช เกิด
แถบ DNA ขนาด 430 คู่เบส  น าบวัหลวงพนัธ์ุบุณฑริกท่ีผา่นการถ่ายโอนพลาสมิด pJA8F3H และ
ตน้บวัหลวงท่ีไม่ไดรั้บการถ่ายโอนพลาสมิดจ านวน 3 ตน้คือ control 1/1, control 2/1 และ control 
3/1 มาตรวจสอบการแสดงออกของยีน พบวา่บวัหลวงในตน้ท่ีไดรั้บการถ่ายโอนพลาสมิด pJA8F3H 
ไดแ้ก่ ตน้ท่ี 1/1, ตน้ท่ี 2/1, ตน้ท่ี 3/1, ตน้ท่ี 4/1 และตน้ท่ี 5/1เกิดแถบ DNA ขนาดประมาณ 430 คู่
เบส ของตน้บวัหลวงท่ีได้รับการถ่ายยีนโอนพลาสมิดจ านวนทั้งหมด 1 ตน้ท่ี 1/1จากจ านวนต้น
ทั้งหมด 5 ตน้ ส่วนตน้บวัหลวงท่ีไม่ไดรั้บการถ่ายยีนโอนพลาสมิด  control 1/1, control 2/1 และ 
control 3/1 ทั้ง 3 ตน้ไม่พบการมีอยูข่องยนี bar (ภาพท่ี 4.10) 

 
 
 
 

  F3H 
18S rRNA 

    1   2    3   4   5   6   7   8   9  10   11 

1 Kb 
250 bp  
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ภาพที ่4.10 การแสดงออกของยนี bar ดว้ยวธีิ RT-PCR โดยใชไ้พรเมอร์ bar gene F, bar gene R เกิด
แถบ DNA ขนาดประมาณ 430 คู่เบส เปรียบเทียบกบั DNA มาตรฐาน 1Kb DNA ladder 
ช่องท่ี 1 DNA มาตรฐานชนิด 1Kb DNA ladder 
ช่องท่ี 2 Negative control dH2O 
ช่องท่ี 3 Positive control พลาสมิด pJA8F3H  
ช่องท่ี 4-6 บวัหลวงท่ีไม่ไดรั้บการถ่ายโอนพลาสมิด control 1/1(4), control 2/1 (5)  
และ control 3/1 (6)   
ช่องท่ี 7-11 บวัหลวงท่ีไดรั้บการถ่ายโอนพลาสมิด ตน้ท่ี 1/1 (7), ตน้ท่ี 2/1 (8), ตน้ท่ี 3/1 (9), ตน้ท่ี 
4/1 (10) และตน้ท่ี 5/1 (11) 
 

4.6.3 ตรวจสอบปริมาณการแสดงออกของยนี CHS (chalcone synthase) 
ภายหลังจากการถ่ายโอนพลาสมิด pJA8F3H เข้าสู่บัวหลวงพนัธ์ุบุณฑริกแล้ว

จะตอ้งมีการตรวจสอบการแสดงของยีน น า cDNA มาเปรียบเทียบการแสดงออกของยีน CHS ซ่ึง
เป็นสารตั้งตน้ในกระบวนการสังเคราะห์สาร flavonoids โดยวิธี RT-PCR ใช้อะกาโรสเจล ความ
เข้มข้น  0.8 เปอร์เซ็นต์ เปรียบเทียบกับแถบ DNA มาตรฐาน 1 Kb DNA ladder (Fermentas, USA)  
ผลการตรวจสอบการแสดงออกของยีน  CHS ด้วยชุดไพรเมอร์ CHSA forward, CHSA reverse เกิด
แถบ DNA มีขนาดประมาณ 450 คู่เบส น าบัวหลวงพนัธ์ุบุณฑริกท่ีผ่านการถ่ายโอนพลาสมิด 
pJA8F3H และตน้บวัหลวงท่ีไม่ได้รับการถ่ายโอนพลาสมิดจ านวน 3 ตน้คือ control 1/1, control 
2/1 และ control 3/1 และตน้บวัหลวงในตน้ท่ีไดรั้บการถ่ายพลาสมิด pJA8F3H ไดแ้ก่ ตน้ท่ี 1/1, ตน้
ท่ี 2/1, ตน้ท่ี 3/1, ตน้ท่ี 4/1 และตน้ท่ี 5/1 มาตรวจสอบการแสดงออกของยีน พบว่าทั้งตน้บวัหลวงท่ี
ไม่ไดรั้บการถ่ายโอนพลาสมิด และตน้บวัหลวงในตน้ท่ีไดรั้บการถ่ายโอนพลาสมิด pJA8F3H เกิด
แถบ DNAขนาด 458 คู่เบสทั้งหมด และมีความเขม้ของแถบ DNA ไม่แตกต่างกนั (ภาพท่ี 4.11)   

 
 
 

 

500 bp   430 bp 
  250 bp 

1 Kb 

    1   2    3   4   5   6    7    8    9   10   11 
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ภาพที่ 4.11 การแสดงออกของยีน  CHS ด้วยวิธี RT-PCR โดยใช้ไพเมอร์ CHSA forward, CHSA 
reverse เกิดแถบ DNA ขนาดประมาณ 450 คู่เบส เปรียบเทียบกบั DNA มาตรฐาน 1Kb DNA ladder 
ช่องท่ี 1 DNA มาตรฐานชนิด 1Kb DNA ladder 
ช่องท่ี 2 Negative control  dH2O 
ช่องท่ี 3-5 บวัหลวงท่ีไม่ไดรั้บการถ่ายโอนพลาสมิด control 1/1 (3), control 2/1 (4) และ control 
3/1 (5)   
ช่องท่ี 6-10 บวัหลวงท่ีไดรั้บการถ่ายโอนพลาสมิด ตน้ท่ี 1/1 (6), ตน้ท่ี 2/1 (7), ตน้ท่ี 3/1 (8), ตน้ท่ี 
4/1 (9) และตน้ท่ี 5/1 (10)   
 
4.7  การตรวจสอบการแสดงออกของยีน 18S rRNA F3H  bar และ CHS ในบัวหลวงพันธ์ุบุณฑริก

ภายหลงัจากการถ่ายโอนพลาสมิด pJA8F3H ด้วยเทคนิค  Real time PCR 
ภายหลังจากการสกัด RNA ตามวิธีของ Invitrap spin plant RNA mini kit เร่ิมด้วยน า

ตวัอย่างบวัหลวงท่ีผ่านการถ่ายโอนพลาสมิด pJA8F3H และตวัอย่างบวัหลวงท่ีไม่ได้รับการถ่าย
โอนพลาสมิดเป็นตน้ควบคุม น ามาท าการสังเคราะห์เป็น cDNA โดยท าตามวิธีของ RevertAid First 
Strand cDNA Synthesis Kit (Fermentas, USA) น า cDNA ท่ีไดม้าเปรียบเทียบการแสดงออกของยีน 
โดยไพรเมอร์ท่ีมีความจ าเพาะต่อยนี 18S rRNA F3H  bar และ CHS ดว้ยเทคนิค Real time PCR  

4.7.1  ผลการเตรียม Standard Curve ของยีน 18S rRNA F3H และ CHS ด้วยเทคนิค  
Real time PCR ภายหลงัจากการถ่ายโอนพลาสมิด  

ภายหลงัจากการน า cDNA ของบวัหลวง ท่ีสกดัไดม้าเจือจาง ให้มีความเขม้ขน้ 4 
ระดับ คือ 1/10, 1/100, 1/1,000 และ 1/10,000 และท าทั้ งหมด 3 ยีน คือยีน 18S rRNA, F3H และ 
CHS โดยท่ี 1 คู่ไพรเมอร์ ท า 3 ซ ้ า ใช้ dH2O เป็นตวัควบคุม ท าปฏิกิริยา Real time PCR ใช้เคร่ือง 
Bio-Rad CFX Manager 3 โดยแต่ละปฏิ กิ ริยามีปริมาณ  20 ไมโครลิตร ประกอบด้วยน ้ ายา
SsoAdvancedTM SYBR® Green Supermix ( Bio-Rad, USA. Cat. No.172-5260)  ป ริ ม า ณ  10
ไมโครลิตร เม่ือปฏิกิริยาสมบูรณ์จึงค านวณค่า Crossing point (Cp) และกราฟ Amplification curves 
ท่ีตรวจวดัสัญญาณไดด้ว้ย Software ของเคร่ือง Bio-Rad CFX Manager 3.0  
 

 500 bp 

            1     2     3     4     5     6    7     8     9    10 
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    1 Kb 
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4.7.1.1  ผลการเตรียม Standard Curve ของยนี F3H 
หลงัจากท่ีน า cDNA ของบวัหลวงพนัธ์บุณฑริก การท า Standard Curve ท่ี

ความเขม้ขน้ต่างๆ 4 ระดบั คือ 1/10, 1/100, 1/1,000 และ 1/10,000 โดยใชไ้พรเมอร์ท่ีมีความจ าเพาะ
กับยีน F3H คือ ไพรเมอร์ F3H sense F, F3H sense R  มีขนาดประมาณ 300 คู่ เบส เม่ือปฏิกิริยา
ด าเนินไปจนครบ 44 รอบ สามารถตรวจพบการแสดงออกของยีนท่ีความเขม้ขน้สูงสุด คือ 1/10 มี
ค่า Cp เฉล่ีย  20.45 รอบ ท่ีความเขม้ขน้ คือ 1/100 มีค่า Cp เฉล่ีย  23.07 รอบ  ต่อมาท่ีความเขม้ขน้ 
คือ 1/1,000 มีค่า Cp เฉล่ีย  26.47 รอบ และท่ีความเขม้ขน้ต ่าสุด คือ 1/10,000 มีค่า Cp เฉล่ีย  30.33 
รอบ  ตามตารางท่ี 4.9 แสดงใน Crossing point (Cp) หลังจากนั้นมาสร้างกราฟมาตรฐานแสดง
ความสัมพนัธ์ระหว่างความเขม้ขน้ของ cDNA ของบวัหลวง และค่า Crossing point (Cp) ไดค้่า R2 
เท่ากบั 0.992 ดงัภาพท่ี 4.12   
 
ตารางที่ 4.9 จ  านวนรอบ Crossing point (Cp) ปฏิกิริยาท่ีตรวจพบการแสดงออกของยนี F3H ในบวั
หลวงพนัธ์ุบุณฑริกโดยใช้ไพรเมอร์ท่ีมีความจ าเพาะกบัยีน ท่ีความเขม้ขน้ต่างๆ ของ cDNA ดงัน้ี 
1/10x, 1/100x, 1/1,000x และ 1/10,000x 
 

ตวัอยา่ง ความเขม้ขน้ DNA จ านวนรอบ 
(Cp) 

จ านวนรอบ 
เฉล่ีย (Cp) 

control 1/1 1/10x 20.49 20.45 1/10x 20.42 
control 1/1 1/100x 23.05 23.07 1/100x 23.09 

control 1/1 1/1000x 26.35 26.47 1/1000x 26.60 

control 1/1 1/10000x 30.44 30.33 1/10000x 30.22 

NTC-1 dH2O 00.00 00.00 dH2O 00.00 
control 1/1 คือต้นบัวหลวงท่ีไม่ได้รับการถ่ายโอนพลาสมิด, Non template control (NTC) คือหลอดท่ีไม่เติม 
DNA ตวัอยา่ง 
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ภาพที่ 4.12 Standard curves แสดงความสัมพนัธ์ระหว่างความเข้มข้นของ cDNA ของบวัหลวง
พนัธ์ุบุณฑริกท่ีความเขม้ขน้ต่างๆ กบัค่า Crossing point (Cp) โดยใช้ไพรเมอร์ท่ีมีความจ าเพาะกบั
ยนี F3H    
 

4.7.1.2  ผลการเตรียม Standard Curve ของยนี 18S rRNA 
หลงัจากท่ีน า cDNA ของบวัหลวงพนัธ์ุบุณฑริก การท า Standard Curve ท่ี

ความเขม้ขน้ต่างๆ 3 ระดบั คือ 1/10, 1/100 และ 1/1,000 โดยใช้ไพรเมอร์ท่ีมีความจ าเพาะกบัยีน  
18S rRNA คือ ไพรเมอร์ 18S_forward, 18S_reverse ได ้DNA ขนาดประมาณ 600 คู่เบส เม่ือปฏิกิริยา
ด าเนินไปจนครบ 44 รอบ สามารถตรวจพบการแสดงออกของยีนท่ีความเขม้ขน้สูงสุด คือ 1/10 มี
ค่า Cp เฉล่ีย  18.32 รอบ ท่ีความเขม้ขน้ คือ 1/100 มีค่า Cp เฉล่ีย  21.65 รอบ  และท่ีความเขม้ข้น
ต ่ าสุด คือ 1/1,000 มีค่า Cp เฉล่ีย  24.70 รอบ ตามตารางท่ี  4.10 แสดงใน Crossing point (Cp) 
หลงัจากนั้นมาสร้างกราฟมาตรฐานแสดงความสัมพนัธ์ระหว่างความเขม้ขน้ของ cDNA ของบวั
หลวง และค่า Crossing point (Cp) ไดค้่า R2 เท่ากบั 0.979 ดงัภาพท่ี 4.13  แสดงใน Standard curves 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

Standard Curve 

             SYBR E=100.8%  R2=0.992  Slope=-3.303 
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ตารางที่ 4.10 จ  านวนรอบ Crossing point (Cp) ปฏิกิริยาท่ีตรวจพบการแสดงออกของยนี 18S rRNA 
ในบวัหลวงพนัธ์ุบุณฑริกโดยใช้ไพรเมอร์ท่ีมีความจ าเพาะกบัยีน ท่ีความเขม้ขน้ต่างๆ ของ cDNA 
ดงัน้ี 1/10x, 1/100x และ 1/1,000x  
 

ตวัอยา่ง ความเขม้ขน้ DNA จ านวนรอบ 
(Cp) 

จ านวนรอบ 
เฉล่ีย (Cp) 

control 1/1 
1/10x 18.21 

18.32 1/10x 18.10 
1/10x 18.67 

control 1/1 
1/100x 22.02 

21.65 1/100x 21.08 
1/100x 21.84 

control 1/1 
1/1000x 24.25 

24.70 1/1000x 25.28 
1/1000x 24.56 

NTC-1 dH2O 00.00 00.00 dH2O 00.00 
control 1/1 คือต้นบัวหลวงท่ีไม่ได้รับการถ่ายโอนพลาสมิด, Non template control (NTC) คือหลอดท่ีไม่เติม 
DNA ตวัอยา่ง 
 
 

 
 
 
ภาพที่ 4.13 Standard curves แสดงความสัมพนัธ์ระหว่างความเข้มข้นของ cDNA ของบวัหลวง
พนัธ์ุบุณฑริกท่ีความเขม้ขน้ต่างๆ กบัค่า Crossing point (Cp) โดยใช้ไพรเมอร์ท่ีมีความจ าเพาะกบั
ยนี 18S rRNA 

 
4.7.1.3  ผลการเตรียม Standard Curve ของยนี CHS 

หลงัจากท่ีน า cDNA ของบวัหลวงพนัธ์ุบุณฑริก การท า Standard Curve ท่ี
ความเขม้ขน้ต่างๆ 3 ระดบั คือ 1/10, 1/100 และ 1/1,000 โดยใช้ไพรเมอร์ท่ีมีความจ าเพาะกบัยีน  

             SYBR E=105.1%  R2=0.979  Slope=-3.184 
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CHS คือ ไพรเมอร์ CHSA forward, CHSA reverse ได ้DNA ขนาดประมาณ 450 คู่เบส เม่ือปฏิกิริยา
ด าเนินไปจนครบ 44 รอบ สามารถตรวจพบการแสดงออกของยีนท่ีความเขม้ขน้สูงสุด คือ 1/10 มี
ค่า Cp เฉล่ีย  15.60 รอบ ท่ีความเขม้ข้น คือ 1/100 มีค่า Cp เฉล่ีย 20.49 รอบ  และท่ีความเข้มข้น
ต ่ าสุด คือ 1/1,000 มีค่า Cp เฉล่ีย  29.60 รอบ ตามตารางท่ี  4.11 แสดงใน Crossing point (Cp) 
หลงัจากนั้นมาสร้างกราฟมาตรฐานแสดงความสัมพนัธ์ระหว่างความเขม้ขน้ของ cDNA ของบวั
หลวง และค่า Crossing point (Cp) ไดค้่า R2 เท่ากบั 0.979 ดงัแสดงใน Standard curves ภาพท่ี 4.14  

 
ตารางที่ 4.11 จ  านวนรอบ Crossing point (Cp) ปฏิกิริยาท่ีตรวจพบการแสดงออกของยีน CHS ใน
บวัหลวงพนัธ์ุบุณฑริกโดยใชไ้พรเมอร์ท่ีมีความจ าเพาะกบัยีน ท่ีความเขม้ขน้ต่างๆ ของ cDNA ดงัน้ี 
1/10x, 1/100x, 1/1,000x และ 1/10,000x         
                                                                                                                                                             

ตวัอยา่ง ความเขม้ขน้ DNA จ านวนรอบ 
(Cp) 

จ านวนรอบ 
เฉล่ีย (Cp) 

control 1/1 1/10x 15.23 15.60 1/10x 15.97 

control 1/1 1/100x 21.00 20.49 1/100x 20.99 
control 1/1 1/1000x 29.13 29.60 1/1000x 30.07 

NTC-1 dH2O 00.00 00.00 dH2O 00.00 
Control 1/1 คือต้นบัวหลวงท่ีไม่ได้รับการถ่ายโอนพลาสมิด, Non template control (NTC) คือหลอดท่ีไม่เติม 
DNA ตวัอยา่ง 
 

 
 
ภาพที่ 4.14 Standard curves แสดงความสัมพนัธ์ระหว่างความเข้มข้นของ cDNA ของบวัหลวง
พนัธ์ุบุณฑริกท่ีความเขม้ขน้ต่างๆ กบัค่า Crossing point (Cp) โดยใช้ไพรเมอร์ท่ีมีความจ าเพาะกบั
ยนี CHS    

             SYBR E=93.1%  R2=0.979  Slope=-3.500 
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4.7.2  ผลการเปรียบเทยีบการแสดงออกของยีน 18S rRNA  F3H  bar และ CHS ด้วย
เทคนิค  Real time PCR ภายหลงัจากการถ่ายโอนพลาสมิด 

ภายหลังการท า Standard Curve ของยีน 18S rRNA  F3H และ CHS ด้วยเทคนิค  
Real time PCR จากนั้นน า cDNA ของบวัหลวงพนัธ์ุบุณฑริกท่ีผา่นการถ่ายโอนพลาสมิด pJA8F3H 
และบวัหลวงท่ีไม่ไดผ้า่นการถ่ายโอนพลาสมิดท่ีไดป้รับความเขม้ขน้ของ cDNA เร่ิมตน้ให้เท่ากนั 
โดยใช้ 18S rRNA เป็นตัวเปรียบเทียบการแสดงออก  และน าไปตรวจสอบด้วยวิธีการ gel 
electrophoresis  น า cDNA ดงักล่าวมาเปรียบเทียบการแสดงออกของยีน 18S rRNA  F3H  bar และ 
CHS ด้วยเทคนิค  Real time PCR เร่ิมต้นจากการเปรียบเทียบการแสดงออกของยีน 18S rRNA 
เพื่อให้ได ้cDNA เร่ิมตน้มีปริมาณใกลเ้คียงกนั โดยการตรวจสอบการแสดงออกของยีน ด้วยเทคนิค 
Real time PCR จะท าการตรวจสอบการแสดงออก  2  คร้ัง คร้ังท่ี 1 ได้แก่ต้น ท่ีได้รับการถ่ายโอน 
พลาสมิดจ านวนทั้งหมด 5 ตน้คือ ตน้ท่ี 1/1, ตน้ท่ี 2/1, ตน้ท่ี 3/1, ตน้ท่ี 4/1 และตน้ท่ี 5/1 ส่วนตน้ท่ี
ไม่ได้รับการถ่ายโอนพลาสมิดจ านวนทั้งหมด 1 ตน้คือ control 1/1 คร้ังท่ี 2 ตรวจสอบการแสดง
ของยีนห่างจากคร้ังท่ี 1 เป็นเวลา 10 เดือน เพื่อเป็นการยนืยนัผลการแสดงออกของยนีอีกคร้ัง น าบวั
หลวงพนัธ์ุบุณฑริกท่ีผ่านการถ่ายโอนพลาสมิด pJA8F3H และเพิ่มตน้บวัหลวงท่ีไม่ไดรั้บการถ่าย
โอนพลาสมิดเพิ่มเป็น 3 ตน้คือ control 1/1, control 2/1 และ control 3/1 มาตรวจสอบการแสดงออก
ของยีน คร้ังท่ี 2 บวัหลวงในตน้ท่ีไดรั้บการถ่ายโอนพลาสมิด pJA8F3H ไดแ้ก่ ตน้ท่ี 1/1, ตน้ท่ี 2/1, 
ตน้ท่ี 3/1, ตน้ท่ี 4/1 และตน้ท่ี 5/1  ซ่ึงใหใ้หผ้ลดงัต่อไปน้ี 

 
4.7.2.1  ตรวจสอบปริมาณการแสดงออกของยีน 18S rRNA ด้วยเทคนิค  Real time 

PCR  
ผลของการปรับความเขม้ขน้ของ cDNA โดยใช ้18S rRNA เป็นยีนอา้งอิง

โดยใช้ไพรเมอร์ท่ีมีความจ าเพาะกับยีน 18S rRNA คือ ไพรเมอร์ 18S_forward, 18S_reverse  ได ้ 
DNA ขนาดประมาณ 600 คู่เบส ท าการตรวจสอบคร้ังท่ี 1 ผลปรากฏในตาราง Crossing point (Cp) 
(ตารางท่ี 4.12) พบว่าต้นท่ีไม่ได้รับการถ่ายโอนพลาสมิด คือ control 1/1 สามารถตรวจพบการ
แสดงออกของยนี มีค่า Cp เฉล่ีย  28.37 รอบ ส่วนตน้ท่ีไดรั้บการถ่ายโอนพลาสมิดตน้ท่ี 1/1 มีค่า Cp 
เฉล่ีย 30.25 รอบ ตน้ท่ี 2/1 มีค่า Cp เฉล่ีย 29.56 รอบ ตน้ท่ี 3/1 มีค่า Cp เฉล่ีย 26.22 รอบ ตน้ท่ี 4/1 มี
ค่า Cp เฉล่ีย 29.60 รอบ และตน้ท่ี 5/1 มีค่า Cp เฉล่ีย 27.93 รอบ (ภาพท่ี 4.15)   

ตรวจอบการแสดงออกของยีนคร้ังท่ี 2 พบว่าต้นท่ีไม่ได้รับการถ่ายโอน 
พลาสมิด คือตน้ท่ี 1 control 1/1 สามารถตรวจพบการแสดงออกของยีน มีค่า Cp เฉล่ีย  22.41 รอบ 
ต้นท่ี 2 control 2/1 มีค่า Cp เฉล่ีย  22.05 รอบ และต้นท่ี 3 control 3/1 มีค่า Cp เฉล่ีย  22.63 รอบ 
ส่วนตน้ท่ีได้รับการถ่ายโอนพลาสมิดตน้ท่ี 1/1 มีค่า Cp เฉล่ีย 25.14 รอบ ตน้ท่ี 2/1 มีค่า Cp เฉล่ีย 
22.54 รอบ ตน้ท่ี 3/1 มีค่า Cp เฉล่ีย 24.91 รอบ ตน้ท่ี 4/1 มีค่า Cp เฉล่ีย 23.68 รอบ และตน้ท่ี 5/1 มี
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ค่า Cp เฉล่ีย 24.56 รอบ ส่วน non-template control (NCT-1) คือหลอดท่ีไม่ได้ใส่ cDNA template
ไม่สามารถตรวจพบการแสดงออกของยีน (ตารางท่ี 4.12, ภาพท่ี 4.16) หลังจากการปรับความ
เขม้ขน้ของ cDNA โดยใช ้18S rRNA เป็นยีนอา้งอิงแลว้ซ่ึงให้ผลจ านวนรอบ Crossing point (Cp) มี
จ  านวนรอบท่ีใกลเ้คียงกนั แลว้ท าการตรวจสอบการแสดงออกของยนี F3H  bar และ CHS ต่อไป 

 
ตารางที่ 4.12 จ  านวนรอบ Crossing point (Cp) ปฏิกิริยาท่ีตรวจพบการแสดงออกของยนี 18S rRNA 
ในบวัหลวงพนัธ์ุบุณฑริก โดยใช้ไพรเมอร์ท่ีมีความจ าเพาะกบัยีน 18S rRNA เป็นยีนอา้งอิง ท าการ
ตรวจสอบ คร้ังท่ี1 และคร้ังท่ี 2  
 

ตวัอยา่ง จ านวนรอบ 
(Cp) 1 

จ านวนรอบ 
เฉล่ีย (Cp) 1 

จ านวนรอบ 
(Cp) 2 

จ านวนรอบ 
เฉล่ีย (Cp) 2 

control 1/1 
28.47 

28.37 
22.17 
22.53 
22.53 

22.41 28.35 
28.31 

control 2/1 
 

 
21.96 
22.10 
22.10 

22.05  
 

control 3/1 
 

 
22.40 
22.46 
23.05 

22.63  
 

ตน้ท่ี 1/1 30.20 
30.31 30.25 

24.79 
25.03 
25.60 

25.14 

ตน้ท่ี 2/1 29.94 
29.19 29.56 

22.43 
22.78 
22.42 

22.54 

ตน้ท่ี 3/1 26.18 
26.26 26.22 

24.93 
24.80 
25.01 

24.91 

ตน้ท่ี 4/1 29.55 
29.66 29.60 

23.63 
23.69 
23.78 

23.68 

ตน้ท่ี 5/1 28.03 
27.83 27.93 

24.63 
24.63 
25.42 

24.56 

NTC-1 0.00 
0.00 00.00 00.00 

00.00 00.00 
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ภาพที่ 4.15 Amplification Curve (คร้ังท่ี 1) ท่ีแสดงความสัมพนัธ์ในการเพิ่มปริมาณของยีน 18S 
rRNA เป็นยีนอา้งอิงกบัจ านวนรอบ Crossing point (Cp) ในบวัหลวงพนัธ์ุบุณฑริก เส้นกราฟสีม่วง 
คือตน้ท่ีไม่ไดรั้บการถ่ายโอนพลาสมิด เส้นสีแดง คือตน้ท่ีไม่ไดรั้บการถ่ายโอนพลาสมิด และเส้นสี
เขียว คือ non-template control (NCT-1)  
 
 

 
 
ภาพที่ 4.16 Amplification Curve (คร้ังท่ี 2) ท่ีแสดงความสัมพนัธ์ในการเพิ่มปริมาณของยีน 18S 
rRNA เป็นยีนอา้งอิงกบัจ านวนรอบ Crossing point (Cp) ในบวัหลวงพนัธ์ุบุณฑริก เส้นกราฟสีม่วง 
คือตน้ท่ีไม่ไดรั้บการถ่ายโอนพลาสมิด เส้นสีแดง คือตน้ท่ีไม่ไดรั้บการถ่ายโอนพลาสมิด และเส้นสี
เขียว คือ non-template control (NCT-1) 
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4.7.2.2  ตรวจสอบปริมาณการแสดงออกของยีน F3H ด้วยเทคนิค  Real time PCR  
ผลของการเปรียบเทียบการแสดงออกของยนี F3H ดว้ยเทคนิค  Real time 

PCR โดยใช้ไพรเมอร์ท่ีมีความจ าเพาะกับยีน F3H คือ ไพรเมอร์ F3H sense F, F3H sense R  ได ้
DNA ขนาดประมาณ 300 คู่เบส ท าการตรวจสอบคร้ังท่ี 1 ผลปรากฏในตาราง Crossing point (Cp) 
(ตารางท่ี 4.13)  พบว่าตน้ท่ีไม่ได้รับการถ่ายโอนพลาสมิด คือ control 1/1 สามารถตรวจพบการ
แสดงออกของยนี มีค่า Cp เฉล่ีย  24.11 รอบ ส่วนตน้ท่ีไดรั้บการถ่ายโอนพลาสมิดตน้ท่ี 1/1 มีค่า Cp 
เฉล่ีย 28.86 รอบ ตน้ท่ี 2/1 มีค่า Cp เฉล่ีย 28.90 รอบ ตน้ท่ี 3/1 มีค่า Cp เฉล่ีย 28.57 รอบ ตน้ท่ี 4/1 มี
ค่า Cp เฉล่ีย 28.80 รอบ และตน้ท่ี 5/1  มีค่า Cp เฉล่ีย 29.05 รอบ (ภาพท่ี 4.17) 

ตรวจสอบการแสดงออกของยีนคร้ังท่ี 2  ห่างจากคร้ังแรก 10 เดือน พบว่า 
พลาสมิด pJA8F3H (Positive Ctrl-1) สามารถตรวจพบการแสดงออกของยีน มีค่า Cp เฉล่ีย  13.26 
รอบ ต่อมาเป็นตน้ท่ีไม่ได้รับการถ่ายโอนพลาสมิด คือตน้ท่ี 1 control 1/1 สามารถตรวจพบการ
แสดงออกของยีน มีค่า Cp เฉล่ีย  24.76 รอบ ตน้ท่ี 2 control 2/1 มีค่า Cp เฉล่ีย  23.33 รอบ และตน้
ท่ี 3 control 3/1มีค่า Cp เฉล่ีย  25.09 รอบ ส่วนตน้ท่ีไดรั้บการถ่ายโอนพลาสมิด ตน้ท่ี 1/1 มีค่า Cp 
เฉล่ีย 28.55 รอบ ตน้ท่ี 2/1 มีค่า Cp เฉล่ีย 27.67 รอบ ตน้ท่ี 3/1 มีค่า Cp เฉล่ีย 29.10 รอบ ตน้ท่ี 4/1 มี
ค่า Cp เฉล่ีย 26.68 รอบ และตน้ท่ี 5/1 มีค่า Cp เฉล่ีย 27.25 รอบ non-template control (NCT-1) คือ
หลอดท่ีไม่ไดใ้ส่ cDNA templateไม่สามารถตรวจพบการแสดงออกของยีน (ตารางท่ี 4.13, ภาพท่ี 
4.18)  
 

 
ภาพที่ 4.17 Amplification Curve (คร้ังท่ี 1) ท่ีแสดงความสัมพนัธ์ในการเพิ่มปริมาณของยีน F3H 
กับจ านวนรอบ Crossing point (Cp) ในบัวหลวงพนัธ์ุบุณฑริก เส้นกราฟสีน ้ าเงิน คือพลาสมิด
pJA8F3H สีม่วง คือต้นท่ีไม่ได้รับการถ่ายโอนพลาสมิด เส้นสีแดง คือต้นท่ีได้รับการถ่ายโอน 
พลาสมิด และเส้นสีเขียว คือ non-template control (NCT-1) 
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ตารางที่ 4.13 จ  านวนรอบ Crossing point (Cp) ปฏิกิริยาท่ีตรวจพบการแสดงออกของยีน F3H ใน
บวัหลวงพนัธ์ุบุณฑริกโดยใชไ้พรเมอร์ท่ีมีความจ าเพาะกบัยนี ท าการตรวจสอบ คร้ังท่ี 1 และคร้ังท่ี 2  
 

ตวัอยา่ง จ านวนรอบ 
(Cp) 1 

จ านวนรอบ 
เฉล่ีย (Cp) 1 

จ านวนรอบ 
(Cp) 2 

จ านวนรอบ 
เฉล่ีย (Cp) 2 

pJA8F3H 
12.40 

13.26 
12.40 
13.20 
14.19 

13.26 13.58 
13.80 

control 1/1 
24.33 

24.11 
24.70 
24.78 
24.82 

24.76 24.22 
23.79 

control 2/1 
 

 
23.17 
23.18 
23.65 

23.33  
 

control 3/1 
 

 
25.25 
25.09 
24.91 

25.09  
 

ตน้ท่ี 1/1 
30.22 

28.86 
28.42 
28.60 
28.64 

28.55 29.88 
29.49 

ตน้ท่ี 2/1 
29.27 

28.90 
27.82 
27.13 
28.08 

27.67 28.69 
28.75 

ตน้ท่ี 3/1 
28.79 

28.57 
28.94 
29.06 
29.32 

29.10 28.22 
28.72 

ตน้ท่ี 4/1 
28.37 

28.80 
26.68 
26.63 
26.75 

26.68 29.03 
29.00 

ตน้ท่ี 5/1 
29.47 

29.05 
27.33 
27.30 
27.13 

27.25 29.29 
28.39 

NTC-1 00.00 00.00 00.00 
00.00 00.00 00.00 
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ภาพที่ 4.18 Amplification Curve (คร้ังท่ี 2) ท่ีแสดงความสัมพนัธ์ในการเพิ่มปริมาณของยีน F3H 
กับจ านวนรอบ Crossing point (Cp) ในบัวหลวงพนัธ์ุบุณฑริก เส้นกราฟสีน ้ าเงิน คือพลาสมิด
pJA8F3H สีม่วง คือต้นท่ีไม่ได้รับการถ่ายโอนพลาสมิด เส้นสีแดง คือต้นท่ีได้รับการถ่ายโอน 
พลาสมิด และเส้นสีเขียว คือ non-template control (NCT-1) 
 

4.7.2.3  ตรวจสอบปริมาณการแสดงออกของยีน bar ด้วยเทคนิค  Real time PCR  
ผลของการเปรียบเทียบการแสดงออกของยีน bar ดว้ยเทคนิค  Real time 

PCR โดยใช้ไพรเมอร์ท่ีมีความจ าเพาะกับยีน bar คือ ไพรเมอร์ bar gene F , bar gene R ได้ DNA
ขนาดประมาณ 430 คู่เบส ท าการตรวจสอบ คร้ังท่ี 1 ผลปรากฏในตาราง Crossing point (Cp) (ตาราง
ท่ี 4.14)  พบว่าต้นท่ีไม่ได้รับการถ่ายโอนพลาสมิด คือ control 1/1 ไม่สามารถตรวจพบการ
แสดงออกของยีน ส่วนตน้ท่ีไดรั้บการถ่ายโอนพลาสมิดตน้ท่ี 1/1 มีค่า Cp เฉล่ีย 31.50 รอบ ตน้ท่ี 
2/1 มีค่า Cp เฉล่ีย 34.45 รอบ ตน้ท่ี 3/1 มีค่า Cp เฉล่ีย 33.20 รอบ ตน้ท่ี 4/1 มีค่า Cp เฉล่ีย 32.84 รอบ 
และตน้ท่ี 5/1 มีค่า Cp เฉล่ีย 32.50 รอบ (ภาพท่ี 4.19)    

ตรวจสอบการแสดงออกของยีนคร้ังท่ี  2  พบว่า พลาสมิด pJA8F3H 
(Positive Ctrl-1) สามารถตรวจพบการแสดงออกของยีน มีค่า Cp เฉล่ีย  6.63 รอบ ต่อมาเป็นตน้ท่ี
ไม่ไดรั้บการถ่ายโอนพลาสมิด คือตน้ท่ี 1 control 1/1 ตน้ท่ี 2 control 2/1 และตน้ท่ี 3 control 3/1 ทั้ง 
3 ตน้ไม่สามารถตรวจพบการแสดงออกของยีน ส่วนตน้ท่ีไดรั้บการถ่ายโอนพลาสมิด ตน้ท่ี 1/1 มี
ค่า Cp เฉล่ีย 32.02 รอบ ตน้ท่ี 2/1 มีค่า Cp เฉล่ีย 30.44 รอบ ตน้ท่ี 3/1 มีค่า Cp เฉล่ีย 33.39 รอบ ตน้
ท่ี  4/1 มีค่า Cp เฉล่ีย 31.92 รอบ และต้นท่ี  5/1 มีค่า Cp เฉล่ีย 31.46 รอบ non-template control 
(NCT-1) คือหลอดท่ีไม่ไดใ้ส่ cDNA templateไม่สามารถตรวจพบการแสดงออกของยีน (ตารางท่ี 
4.14, ภาพท่ี 4.20) 
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ภาพที ่4.19 Amplification Curve (คร้ังท่ี 1) ท่ีแสดงความสัมพนัธ์ในการเพิ่มปริมาณของยนี bar กบั
จ านวนรอบ Crossing point (Cp) ในบัวหลวงพันธ์ุบุณฑริก เส้นกราฟสีน ้ าเงิน คือพลาสมิด
pJA8F3H สีม่วง คือต้นท่ีไม่ได้รับการถ่ายโอนพลาสมิด เส้นสีแดง คือต้นท่ีได้รับการถ่ายโอน 
พลาสมิด และเส้นสีเขียว คือ non-template control (NCT-1)  
 
 

 
ภาพที ่4.20 Amplification Curve (คร้ังท่ี 2) ท่ีแสดงความสัมพนัธ์ในการเพิ่มปริมาณของยนี bar กบั
จ านวนรอบ Crossing point (Cp) ในบัวหลวงพันธ์ุบุณฑริก เส้นกราฟสีน ้ าเงิน คือพลาสมิด
pJA8F3H สีม่วง คือต้นท่ีไม่ได้รับการถ่ายโอนพลาสมิด เส้นสีแดง คือต้นท่ีได้รับการถ่ายโอน 
พลาสมิด และเส้นสีเขียว คือ non-template control (NCT-1)  
 
 
 เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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ตารางที่ 4.14 จ  านวนรอบ Crossing point (Cp) ปฏิกิริยาท่ีตรวจพบการแสดงออกของยีน bar ในบวั
หลวงพนัธ์ุบุณฑริกโดยใชไ้พรเมอร์ท่ีมีความจ าเพาะกบัยนี ท าการตรวจสอบ คร้ังท่ี 1 และคร้ังท่ี 2  
 

ตวัอยา่ง จ านวนรอบ 
(Cp) 1 

จ านวนรอบ 
เฉล่ีย (Cp) 

จ านวนรอบ 
(Cp) 

จ านวนรอบ 
เฉล่ีย (Cp) 

pJA8F3H 25.85 
28.10 26.97 

7.78 
5.83 
6.29 

6.63 

control 1/1 00.00 
00.00 00.00 

00.00 
00.00 
00.00 

00.00 

control 2/1 
 

 
00.00 
00.00 
00.00 

00.00  
 

control 3/1 
 

 
00.00 
00.00 
00.00 

00.00  
 

ตน้ท่ี 1/1 31.63 
31.38 31.50 

32.62 
32.05 
31.39 

32.02 

ตน้ท่ี 2/1 34.50 
34.40 34.45 

30.46 
30.51 
30.36 

30.44 

ตน้ท่ี 3/1 32.36 
34.05 33.20 

32.17 
33.39 
33.71 

33.39 

ตน้ท่ี 4/1 33.73 
31.95 32.84 

32.34 
32.17 
31.27 

31.92 

ตน้ท่ี 5/1 32.39 
32.62 32.50 

31.50 
31.23 
31.65 

31.46 

NTC-1 00.00 00.00 00.00 
00.00 00.00 00.00 

 

4.7.2.4  ตรวจสอบปริมาณการแสดงออกของยีน CHS ด้วยเทคนิค  Real time PCR  
ผลของการเปรียบเทียบการแสดงออกของยีน CHS ดว้ยเทคนิค  Real time 

PCR โดยใช้ไพรเมอร์ท่ีมีความจ าเพาะกบัยีน CHS คือ ไพรเมอร์ CHSA forward, CHSA reverse ได ้
DNA ขนาดประมาณ 450 คู่เบส ท าการตรวจสอบ คร้ังท่ี 1 ผลปรากฏในตาราง Crossing point (Cp) 
(ตารางท่ี 4.15) พบว่าต้นท่ีไม่ได้รับการถ่ายโอนพลาสมิด คือ control 1/1 สามารถตรวจพบการ
แสดงออกของยนี มีค่า Cp เฉล่ีย  27.62 รอบ ส่วนตน้ท่ีไดรั้บการถ่ายโอนพลาสมิดตน้ท่ี 1/1 มีค่า Cp 
เฉล่ีย 21.40 รอบ ตน้ท่ี 2/1 มีค่า Cp เฉล่ีย 23.81 รอบ ตน้ท่ี 3/1 มีค่า Cp เฉล่ีย 22.96 รอบ ตน้ท่ี 4/1  มี
ค่า Cp เฉล่ีย 25.84 รอบ และตน้ท่ี 5/1 มีค่า Cp เฉล่ีย 22.58 รอบ (ภาพท่ี 4.21)  
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ตรวจสอบการแสดงออกของยีนคร้ังท่ี 2 พบว่าตน้ท่ีไม่ได้รับการถ่ายโอน 
พลาสมิด คือตน้ท่ี 1 control 1/1 สามารถตรวจพบการแสดงออกของยีน มีค่า Cp เฉล่ีย  27.64 รอบ 
ต้นท่ี 2 control 2/1 มีค่า Cp เฉล่ีย  27.02 รอบ และต้นท่ี 3 control 3/1 มีค่า Cp เฉล่ีย  27.73 รอบ 
ส่วนตน้ท่ีได้รับการถ่ายโอนพลาสมิดตน้ท่ี 1/1 มีค่า Cp เฉล่ีย 27.96 รอบ ตน้ท่ี 2/1 มีค่า Cp เฉล่ีย 
30.12 รอบ ตน้ท่ี 3/1 มีค่า Cp เฉล่ีย 28.29 รอบ ตน้ท่ี 4/1 มีค่า Cp เฉล่ีย 28.91 รอบ และตน้ท่ี 5/1 มี
ค่า Cp เฉล่ีย 29.54 รอบ non-template control (NCT-1) คือหลอดท่ีไม่ได้ใส่ cDNA templateไม่
สามารถตรวจพบการแสดงออกของยนี (ตารางท่ี 4.15, ภาพท่ี 4.22) 
 

 
ภาพที่ 4.21 Amplification Curve (คร้ังท่ี 1) ท่ีแสดงความสัมพนัธ์ในการเพิ่มปริมาณของยีน CHS 
กบัจ านวนรอบ Crossing point (Cp) ในบวัหลวงพนัธ์ุบุณฑริก เส้นกราฟสีน ้ าเงิน คือตน้ท่ีไม่ไดรั้บ
การถ่ายโอนพลาสมิด เส้นสีแดง คือต้นท่ีได้รับการถ่ายโอนพลาสมิด และเส้นสีเขียว คือ non-
template control (NCT-1)  

 
ภาพที่ 4.22 Amplification Curve (คร้ังท่ี 2) ท่ีแสดงความสัมพนัธ์ในการเพิ่มปริมาณของยีน CHS 
กบัจ านวนรอบ Crossing point (Cp) ในบวัหลวงพนัธ์ุบุณฑริก เส้นกราฟสีม่วง คือตน้ท่ีไม่ได้รับ
การถ่ายโอนพลาสมิด เส้นสีแดง คือต้นท่ีได้รับการถ่ายโอนพลาสมิด และเส้นสีเขียว คือ non-
template control (NCT-1)  
 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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ตารางที่ 4.15 จ  านวนรอบ Crossing point (Cp) ปฏิกิริยาท่ีตรวจพบการแสดงออกของยีน CHS ใน
บวัหลวงพนัธ์ุบุณฑริกโดยใชไ้พรเมอร์ท่ีมีความจ าเพาะกบัยนี ท าการตรวจสอบ คร้ังท่ี 1 และคร้ังท่ี 2  
 

ตวัอยา่ง จ านวนรอบ 
(Cp) 1 

จ านวนรอบ 
เฉล่ีย (Cp) 1 

จ านวนรอบ 
(Cp) 2 

จ านวนรอบ 
เฉล่ีย (Cp) 2 

control 1/1 
27.45 

27.62 
27.87 
27.52 
27.53 

27.64 27.60 
27.82 

control 2/1 
 

 
27.05 
26.98 
27.04 

27.02  
 

control 3/1 
 

 
27.79 
27.48 
27.92 

27.73  
 

ตน้ท่ี 1/1 
21.64 

21.40 
28.04 
27.82 
28.04 

27.96 21.03 
21.54 

ตน้ท่ี 2/1 
23.48 

23.81 
30.03 
30.00 
30.33 

30.12 23.87 
24.09 

ตน้ท่ี 3/1 
22.68 

22.96 
28.33 
28.29 
28.26 

28.29 23.10 
23.10 

ตน้ท่ี 4/1 
25.65 

25.84 
29.01 
29.08 
28.65 

28.91 25.37 
26.51 

ตน้ท่ี 5/1 
22.50 

22.58 
29.42 
29.70 
29.50 

29.54 22.44 
22.81 

NTC-1 00.00 00.00 00.00 
00.00 00.00 00.00 

 
 
 

4.7.3  ผลการค านวณค่าการแสดงออกของยีน F3H (Relative gene expression ) โดยใช้

ยนี 18S rRNA เป็นยนีอ้างองิ  ด้วยเทคนิค  Real time PCR  
จากผลเปรียบเทียบการแสดงออกของยีน โดยดูจากกราฟ Amplification Curve ท่ี

แสดงความสัมพนัธ์ในการเพิ่มปริมาณของยีน F3H กับจ านวนรอบ Crossing point (Cp) ในบัว
หลวงพนัธ์ุบุณฑริก จากนั้นน าค่าจ  านวนรอบ Crossing point (Cp) ของยีน F3H มาค านวณหาค่าการ
แสดงออกของยีน F3H (Relative gene expression) โดยใชย้ีน 18S rRNA เป็นยีนอา้งอิง ตามวิธีของ 
Livak and Schmittgen. (2001)  
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4.7.3.1  ผลการค านวณค่าการแสดงออกของยนี F3H คร้ังที ่1 
ผลการค านวณค่าการแสดงออกของยีน F3H มีระดับการแสดงออกท่ี

ลดลงเม่ือเปรียบเทียบกบัตน้ท่ีไม่ไดรั้บการถ่ายโอนพลาสมิด (control) ซ่ึงมีค่าการแสดงออกของยีน
เท่ากบั 1 ส่วนตน้ท่ีไดรั้บการถ่ายโอนพลาสมิด ตน้ท่ี 1/1 มีค่าการแสดงออกของยนี 0.068, ตน้ท่ี 2/1 
มีค่าการแสดงออกของยีน 0.052, ต้นท่ี 3/1 มีค่าการแสดงออกของยีน 0.010, ต้นท่ี 4/1 มีค่าการ
แสดงออกของยนี 0.094 และตน้ท่ี 5/1 มีค่าการแสดงออกของยนี 0.024 (ภาพท่ี 4.23)           
 

 
 
 
 
 
 
 

 
ภาพที่ 4.23 ค่าการแสดงออกของยีน F3H (Relative gene expression) โดยใชย้ีน 18S rRNA เป็นยีน
อา้งอิง (คร้ังท่ี 1) ประกอบดว้ยตน้ท่ีไม่ไดรั้บการถ่ายโอนพลาสมิด (control) และตน้ท่ีไดรั้บการถ่าย
โอนพลาสมิด ไดแ้ก่ ตน้ท่ี 1-5 (ภาคผนวกท่ี 3.4) 
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ตวัอยา่ง           Relative expression F3H SD 
control 
ตน้ท่ี 1 
ตน้ท่ี 2 
ตน้ท่ี 3 
ตน้ท่ี 4 
ตน้ท่ี 5 

1 
0.068 
0.052 
0.010 
0.094 
0.024 

0 
0.011 
0.033 
0.003 
0.031 
0.006 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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4.7.3.2  ผลการค านวณค่าการแสดงออกของยนี F3H คร้ังที ่2 

ภายหลงัการค านวณค่าการแสดงของยีนคร้ังท่ี 1 เพื่อเป็นการยืนยนัผลการ
แสดงออกของยีน น าบวัหลวงพนัธ์ุบุณฑริก มาค านวณค่าการแสดงออกของยีนคร้ังท่ี 2  ผลการ
ค านวณค่าการแสดงออกของยีน F3H ยงัมีระดับการแสดงออกท่ีลดลงเม่ือเปรียบเทียบกบัต้นท่ี
ไม่ไดรั้บการถ่ายโอนพลาสมิด (control) ซ่ึงมีค่าการแสดงออกของยีนเท่ากบั 1 ส่วนตน้ท่ีไดรั้บการ
ถ่ายโอนพลาสมิด ตน้ท่ี 1/1 มีค่าการแสดงออกของยีน 0.487, ตน้ท่ี 2/1 มีค่าการแสดงออกของยีน 
0.155, ตน้ท่ี 3/1 มีค่าการแสดงออกของยีน 0.284, ตน้ท่ี 4/1 มีค่าการแสดงออกของยีน 0.611 และ
ตน้ท่ี 5/1 มีค่าการแสดงออกของยนี 0.796 (ภาพท่ี 4.24)           
 

 
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 4.24 ค่าการแสดงออกของยีน F3H (Relative gene expression) โดยใชย้ีน 18S rRNA เป็นยีน
อา้งอิง (คร้ังท่ี 2) ประกอบดว้ยตน้ท่ีไม่ไดรั้บการถ่ายโอนพลาสมิด (control) และตน้ท่ีไดรั้บการถ่าย
โอนพลาสมิด ไดแ้ก่ ตน้ท่ี 1-5 (ภาคผนวกท่ี 3.5) 
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บทที ่5 

วจิารณ์ผลการทดลอง 
5.1  การศึกษาหาระดับความเข้มข้นที่เหมาะสมของสารก าจัดวชัพชื basta (glufosinate amonium)  
เพือ่ใช้ในการคัดเลอืก ช้ินส่วน multiple shoot ของบัวหลวงทีไ่ด้รับการถ่ายยนี  

การศึกษาหาระดับความเข้มข้นท่ี เหมาะสมของสารก าจัดวชัพืช basta (glufosinate 
amonium) เพื่อใช้ในการคดัเลือกช้ินส่วน multiple shoot ของบวัหลวงบุณฑริกท่ีไดรั้บการถ่ายยีน 
พบวา่ความเขม้ขน้ของสารก าจดัวชัพืช basta ท่ี 10  มิลลิกรัมต่อลิตร เป็นความเขม้ขน้ต ่าสุดท่ีท าให้
multiple shoot ของบวัหลวงตายภายใน 8 สปัดาห์ สารก าจดัวชัพืช basta เป็นสารปราบวชัพืชท่ีนิยม
น ามาใช้คดัเลือกพืชท่ีไดรั้บการถ่ายยีน มีคุณสมบติัในการออกฤทธ์ิยบัย ั้งการท างานของเอนไซม ์
glutamine synthase ซ่ึ งปก ติพื ช จะ เป ล่ี ยน  glutamate เป็ น  glutamine ด้วยแอมโม เนี ยม  แ ต่ 
phosphinothricin ท าให้แอมโมเนียมรวมตวักบั glutamate ไม่ไดจึ้งเกิดการสะสมของแอมโมเนียม 
ซ่ึงเป็นพิษต่อเซลล์พืช (Bai and Qu. 2001; พจมาลย ์สุรนิลพงศ ์และคณะ. 2554) ซ่ึงในการหาความ
เขม้ขน้ของสารปฏิชีวนะในบวัหลวงมีรายงานของ วิลาสินี ลีทวีทรัพย์ (2554) และรวีวธู บวัทอง 
(2554) ได้ท าการถ่ายยีน antisense DFR เข้าสู่บัวหลวง และใช้สารคัดเลือกเป็นสารปฏิชีวนะ 
kanamycin ท่ีความเขม้ขน้ 50 มิลลิกรัมต่อลิตร ใช้ระยะเวลาคดัเลือก 16 สัปดาห์ และ ปฤษฎางค ์ 
อะโน (2557) ได้ท าการถ่ายยีน chalcone synthase (CHS) เขา้สู่บวัหลวง และใช้สารคดัเลือกเป็น
สารปฏิชีวนะ hygromycin ท่ีความเขม้ขน้ 15 มิลลิกรัมต่อลิตร ใช้ระยะเวลาคดัเลือก 8 สัปดาห์ ซ่ึง
ยงัไม่เคยมีรายงานการใช้สารก าจดัวชัพืช basta ในการคัดเลือกช้ินส่วน multiple shoot ของบัว
หลวงบุณฑริกภายหลงัการถ่ายยีนมาก่อน แต่ก็ไดมี้การศึกษาความเขม้ขน้ท่ีเหมาะสมของสารก าจดั
วชัพืช basta ในพืชชนิดอ่ืนๆ ไดแ้ก่ในกลว้ย (Pisang Rastali AAB) เล้ียงในอาหาร MS-solid ท่ีเติม
สารก าจดัวชัพืช basta ความเขม้ขน้ 15-20 มิลลิกรัมต่อลิตร (Sreeramanan et al. 2006) ในสาหร่ายสี
เขียวแกมน ้ าเงิน (Dunaliella salina) สามารถต้านทานสารก าจัดวชัพืช basta ความเข้มข้น 20 
มิลลิกรัมต่อลิตร (Tan et al. 2005) ในต้นข้าว (Oryza sativa L. ssp.) ได้ใช้สารก าจดัวชัพืช basta 
ความเขม้ขน้ 5 มิลลิกรัมต่อลิตร (Dedicova et al. 2015)  และในกะหล ่าปลี (Brassica oleracea var.) 
สามารถตา้นทานสารก าจดัวชัพืช basta ความเขม้ขน้ 10 มิลลิกรัมต่อลิตร  (Christey et al. 1999) จะ
เห็นได้ว่าการใช้สารก าจดัวชัพืช basta ในพืชชนิดอ่ืนใช้ความเขม้ขน้ 10-25 มิลลิกรัมต่อลิตร ซ่ึง
สอดคลอ้งกบังานวิจยัน้ีท่ีความเขม้ขน้ 10  มิลลิกรัมต่อลิตร เป็นความเขม้ขน้ต ่าสุดท่ีท าให้ช้ินส่วน
บวัหลวงตายภายในเวลา 8 สัปดาห์  
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5.2  การศึกษาหาระดับความเข้มข้นที่เหมาะสมของสารปฏิชีวนะ  augmentin (amoxicillin)  ที่ใช้
ในการก าจัดอะโกรแบคทเีรียม ของบัวหลวงภายหลงัการถ่ายยนี 

การศึกษาหาความเข้มข้นท่ีเหมาะสมของสารปฏิชีวนะ augmentin ท่ีใช้ในการก าจัด 
อะโกรแบคทีเรียม เพื่อใชค้ดัเลือก multiple shoot ของบวัหลวงภายหลงัการถ่ายยนี และพบวา่ความ
เข้มข้น 500 มิลลิกรัมต่อลิตร เป็นความเข้มข้นท่ีท าให้ช้ินส่วน multiple shoot ของบัวหลวง มี
เปอร์เซ็นต์การปนเป้ือนน้อยท่ีสุด 75 เปอร์เซ็นต์ พบวา่ช้ินส่วน multiple shoot ของบวัหลวงมีการ
ปนเป้ือนอาจมีสาเหตุมาจาก การเส่ือมประสิทธิภาพของสารปฏิชีวนะ augmentin ท่ีถูกเก็บไวเ้ป็น
เวลานาน สอดคล้องกบังานวิจยัของ สุภาภรณ์ เอ่ียมเข่ง และคณะ (2547) ได้ศึกษาประสิทธิภาพ
ของสารปฏิชีวนะ augmentin ในการก าจดัเช้ืออะโกรแบคทีเรียมหลงัการถ่ายยีนเขา้สู่มะเขือเทศ 
พบว่าท่ีความเขม้ขน้ท่ี 300-500 มิลลิกรัมต่อลิตร สามารถยบัย ั้งการเจริญเติมโตของเช้ือได ้ไม่มีผล
ต่อการชักน าการเกิดแคลลสั และการเกิดยอด แต่อย่างไรก็ตามพบว่าสารปฏิชีวนะ augmentin มี
เสถียรภาพและประสิทธิภาพต ่าลงเม่ือเตรียมเป็น stock solution และเก็บไวท่ี้อุณหภูมิ -20 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 4 สัปดาห์ข้ึนไป ในการศึกษาการใช้สารปฏิชีวนะ augmentin ใช้ก าจดัอะโกร
แบคทีเรียมในพืชอ่ืน พบว่าระดบัความเขม้ขน้อยู่ในช่วง 300-500 มิลลิกรัมต่อลิตร เช่นในตน้ถัว่
ฝร่ัง (Madicago truncatula) เล้ียงในอาหารแข็ง CIM medium ท่ีเติมสารปฏิชีวนะ kanamycin ความ
เขม้ขน้ 50 มิลลิกรัมต่อลิตร และ augmentin ความเขม้ขน้ 400 มิลลิกรัมต่อลิตร สามารถตา้นทานต่อ
เช้ืออะโกรแบคทีเรียม สายพนัธ์ุ LBA4404 (Chabaud et al. 2007) ในตน้โกศจุฬาลมัพา (Artemisia 
annua L.) ใชค้วามเขม้ขน้สารปฏิชีวนะ augmentin ความเขม้ขน้ 300 มิลลิกรัมต่อลิตร ในการก าจดั
เช้ืออะโกรแบคทีเรียม สายพันธ์ุ C58C1 (Vergauwe et al. 1996) ในต้นยูคาลิปตัส (Eucalyptus 
camaldulensis) ได้ใช้สารปฏิชีวนะ augmentin ก าจัดเช้ืออะโกรแบคทีเรียม สายพันธ์ุ C58C1 ท่ี
ระดับความเข้มขน้ 300 มิลลิกรัมต่อลิตร (Quisen et al. 2009) และในตน้เมล่อน ใช้ก าจดัอะโกร
แบคทีเรียม สายพันธ์ุ C58C1 โดยเล้ียงในอาหาร embryo-induction (EI) ท่ี เติมสารปฏิชีวนะ 
kanamycin ความเขม้ขน้ 25 มิลลิกรัมต่อลิตร และ augmentin ความเขม้ขน้ 375 มิลลิกรัมต่อลิตร 
เป็นเวลา 9 สัปดาห์ พบวา่ 83.3 เปอร์เซ็นต ์สามารถเจริญเป็นตน้ได ้(Kennedy et al. 2003) และไดมี้
การรายงานการใชส้ารปฏิชีวนะ cefotaxime ในบวัหลวงมาแลว้ดงังานวจิยัของ วรวฒิุ เอ้ือมงคลการ 
(2556) ท าการถ่ายยีน  chalcone 4'-O-glucosyltransferase (4'CGT) เข้าสู่บัวหลวงโดยใช้สาร
ปฏิชีวนะ cefotaxime ท่ีใชค้วามเขม้ขน้คือ 250 มิลลิกรัมต่อลิตร พบวา่ไม่สามารถก าจดัเช้ืออะโกร
แบคทีเรียมของตน้บวัหลวงภายหลงัการถ่ายยนีได ้
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5.3  การถ่ายโอนพลาสมิด pJA8F3H เข้าสู่ช้ินส่วน multiple shoot ของบัวหลวงโดยใช้อะโกร
แบคทเีรียมเป็นพาหะ และเคร่ืองยงิอนุภาค (particle gun bombardment)  

การถ่ายโอนพลาสมิด pJA8F3H เขา้สู่บวัหลวงพนัธ์ุบุณฑริกโดยใช้อะโกรแบคทีเรียม 
พบวา่ทั้ง 3 คร้ัง ตน้ท่ีไดไ้ม่สามารถพฒันาเป็นตน้ใหม่ไดใ้นอาหารคดัเลือก ทั้งน้ีอาจมีสาเหตุมาจาก
ปัจจยัหลายอย่าง เช่น ระยะเวลาในการ cocultivation แสง ความเข้มข้นของ acetosyringon สาย
พนัธ์ุของเช้ือ และช้ินส่วนเร่ิมตน้ ซ่ึงพืชแต่ละชนิดมีเน้ือเยื่อท่ีเหมาะสมในการถ่ายยีนแตกต่างกนั 
(Nandakumar et al. 2004) แต่อยา่งไรก็ตามไม่ควรใชเ้น้ือเยือ่ท่ีมีซอกมุม หรือมีขนาดเล็กมาก เพราะ
วิธีการถ่ายยีนโดยใช้อะโกรแบคทีเรียมเป็นพาหะ จ าเป็นตอ้งท าบาดแผลให้กบัเน้ือเยื่อเป้าหมาย 
และตอ้งก าจดัเช้ือออกจากเน้ือเยือ่ภายหลงัการถ่ายยีน ซ่ึงเน้ือเยื่อท่ีมีขนาดเล็กท าให้เกิดการบอบซ ้ า
ได้ง่าย และเน้ือเยื่อท่ีมีซอกมุมมากท าให้การก าจดัเช้ืออะโกรแบคทีเรียมออกภายหลงัท าได้ยาก 
(สนธิชยั จนัทร์เปรม. 2549) สายพนัธ์ุของเช้ืออะโกรแบคทีเรียมเป็นอีกปัจจยัท่ีมีความส าคญัมาก 
ซ่ึงเช้ืออะโกรแบคทีเรียมแต่ละชนิดมีความสามารถในกระบวนการส่งถ่าย DNA ท่ีแตกต่างกนั จาก
งานวิจยัของ Lee et al. (2006) ได้ท าการทดสอบเช้ืออะโกรแบคทีเรียม 3 สายพนัธ์ุ คือ EHA105, 
GV3101 และ LBA4404 เพื่อท่ีจะหาสายพนัธ์ุท่ีเหมาะสมท่ีสุดในการถ่ายยีนเขา้สู่แคลลสัของหญา้ 
Orchardgrass (Dactylis glomerata L.) ท าการตรวจสอบการแสดงออกของยีน  GUS พบสายพนัธ์ุ 
EHA105 มีการแสดงออกของยีน GUS มากท่ีสุด Riva et al. (1998) ได้อธิบายถึงสาเหตุท่ีพืชเม่ือ
ไดรั้บการถ่ายยีนโดยเช้ืออะโกรแบคทีเรียมแลว้ไม่สามารถพฒันาเป็นตน้ใหม่ไดใ้นอาหารคดัเลือก 
มีสาเหตุมาจากการแทรกตวัของ T-DNA ซ่ึงมียีนท่ีก าหนดการสังเคราะห์ฮอร์โมนในกลุ่มของออก
ซิน และไซโตไคนิน เขา้ไปในจีโมนของพืช ส่งผลให้พืชมีการเจริญอย่างรวดเร็ว แต่ไม่สามารถ
พฒันาไปเป็นยอดหรือรากได้ และปัญหาส าคญัมากคือในเร่ืองของการปนเป้ือน ส่วนใหญ่ปัญหา
ของการปนเป้ือนมาจากการถ่ายยนีโดยใชอ้ะโกรแบคทีเรียมเป็นพาหะ ซ่ึงมีความยุง่ยากมากในการ
ก าจดั แต่การถ่ายยีนโดยใชเ้คร่ืองยิงอนุภาคจะสามารถลดปัญหาดา้นการปนเป้ือนภายหลงัการถ่าย
ยีนได ้(Latham et al. 2005) และการถ่ายยีนโดยใชเ้คร่ืองยิงอนุภาค โดยสามารถถ่ายยีนไดม้ากกว่า
หน่ึงยีนไปพร้อมกนั และไม่มีขอ้ก าหนดดา้นขนาดของเวคเตอร์ (Altpeter et al. 2005) ดงันั้นดว้ย
สาเหตุและปัญหาต่างๆ ในการถ่ายยีนเขา้สู่บวัหลวงโดยใชอ้ะโกรแบคทีเรียมเป็นพาหะ ไม่ค่อยจะ
ประสบความส าเร็จ จึงได้เปล่ียนวิธีการถ่ายยีนโดยเคร่ืองยิงอนุภาคตามวิธีของ (Buathong et al. 
2013) โดยใชร้ะยะห่างในการยิง 9 เซนติเมตร และแรงดนัของก๊าซฮีเลียม 1,100 ปอนด์ต่อตารางน้ิว
ได้ต้นบวัหลวงท่ีมีความสมบูรณ์และสามารถพฒันา เป็นต้นใหม่ได้ในอาหารคดัเลือก จ านวน
ทั้ งหมด 5 ต้น ซ่ึงสอดคล้องกับงานวิจัยของ Petrillo et al. (2008) ท าการถ่ายโอนพลาสมิด 
pCAMBIA 3301 เขา้สู่เอ็มบริโอของขา้วโพด (Zea mays) ใช้แรงดนัของก๊าซฮีเลียม 1,100  ปอนด์
ต่อตารางน้ิว และท าการทดสอบหาระยะห่างในการยิงท่ี 9 เซนติเมตร สามารถตรวจสอบการ
แสดงออกของยนี GUS มากท่ีสุด 56.73 เปอร์เซ็นต ์เช่นเดียวกบักบังานวิจยัของ สุนทรียา กาละวงศ ์
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(2553) ท าการหาระยะห่างในการยิงท่ีเหมาะสมกบั เอ็มบริโอเจนิคแคลลสัของปาล์มน ้ ามนั (Elaeis 
guineensis Jacq) พบวา่ระยะห่างในการยงิกบัเน้ือเยือ่เป้าหมายท่ี 9 เซนติเมตร ให้การแสดงออกของ
ยนี GUS ดีท่ีสุด 62.33 เปอร์เซ็นต ์ 
 
5.4  การตรวจสอบการแสดงออกของยีน  F3H  bar และ CHS ในบัวหลวงพันธ์ุบุณฑริกภายหลัง

จากการถ่ายโอนพลาสมิด pJA8F3H โดยวิธี reverse transcription polymerase chain reaction 
(RT-PCR) 

บวัหลวงพนัธ์ุบุณฑริกท่ีไดรั้บการถ่ายโอนพลาสมิด pJA8F3H มีการแสดงออกท่ีลดลง 
ซ่ึงเป็นผลมาจากการยบัย ั้งการแสดงออกดว้ยเทคนิค RNAi โดยเวคเตอร์ pJA8F3H เป็นเวคเตอร์ท่ี
สามารถสร้าง RNA รูปแบบ inverted repeat เม่ือท าการถ่ายโอนยีน F3H  เขา้สู่พืช  จะกระตุน้ให้เกิด
กระบวนการ RNAi ยบัย ั้งแสดงออกของยีน F3H  ในพืช (gene silencing)โดยท าให้เกิดการสูญเสีย
กิจกรรมของยีน F3H  มีผลไปขดัขวางการสังเคราะห์สารกลุ่มแอนโทไซยานิน (พชัรี บุญศิริ และคณะ. 
2551) สอดคล้องกับงานวิจยัของ ชัยวรกุล ไชยปัญญา (2555) ได้ศึกษาหน้าท่ีของยีน F3H ด้วย
เทคนิค RNAiโดยการถ่ายยีนเขา้กลีบดอกอุบลชาติ ลูกผสม PW5409 hybrid และอุบลชาติแสดชยัพล 
ดว้ยวิธีการ infiltration โดยมีอะโกรแบคท่ีเรียมเป็นพาหะ ภายหลงัการถ่ายยีนเป็นเวลา 3 วนั ไม่พบ
การเปล่ียนแปลงของสีในกลีบดอกอุบลชาติทั้ง 2 ชนิด แต่ในกลีบดอกอุบลชาติท่ีไดรั้บการถ่ายโอน
เวคเตอร์ pJAWOHL8 (control) มีปริมาณการแสดงออกของยีน F3H มากท่ีสุด และพบว่าการ
แสดงออกของยีน F3H ลดลงในเน้ือเยื่อกลีบดอกอุบลชาติท่ีได้รับการถ่ายโอนเวคเตอร์ pJA8F3H 
สอดคลอ้งกบังานวิจยัของ Nakatsuka et al. (2007) ไดท้  าการถ่ายยีน flavonal synthase (FLS) และ
ยีน flavanone 3-hydroxylase (F3H) ในรูปแบบของ RNAi เพื่อยบัย ั้งการแสดงออก และถ่ายยีน 
Dihydroflavonol 4-reductase (DFR) จากตน้เยอบีร่าในรูปแบบของการเพิ่มการแสดงออก เขา้สู่ตน้
ยาสูบ (Nicotina tobaccum) โดยใช้อะโกรแบคทีเรียม สายพันธ์ุ  EHA105 ตรวจสอบโดยวิธี 
northern blot พบวา่ยีน FLS และยีน F3H มีการแสดงออกท่ีลดลง และพบว่ายีน DFR ท่ีไดจ้ากตน้
เยอบีร่ามีการแสดงออกท่ีเพิ่มข้ึน ส่งผลให้ดอกของตน้ยาสูบเปล่ียนจากสีชมพูอ่อนเป็นสีแดง ซ่ึง
เกิดจากการสะสมของสาร pelargonidin เป็นสารในกลุ่มโทนสี ส้ม-แดง เพิ่มมากข้ึนในตน้ท่ีไดรั้บ
การถ่ายยีน และยงัสอดคลอ้งกบังานวิจยัของ Tsuda et al. (2004) ไดศึ้กษาการแสดงออกของยีนใน
ตน้พิทูเนีย (Petunia hybrida) เพื่อให้ได้ดอกสีส้ม โดยท าการถ่ายยีน F3H ในรูปแบบของ RNAi 
และยีน DFR จากตน้กุหลาบ โดยใชอ้ะโกรแบคทีเรียมเป็นพาหะ พบว่าเม่ือท าการถ่ายยีน F3H ใน
รูปแบบยบัย ั้งการแสดงออกเพียงยีนเดียว ดอกพิทูเนียกลายเป็นสีขาว หลงัจากนั้นท าการถ่ายยีน 
F3H ในรูปแบบยบัย ั้งการแสดงออกร่วมดว้ย DFR ในรูปแบบเพิ่มการแสดงออก พบวา่ดอกพิทูเนีย
เปล่ียนเป็นสีส้มแดง เกิดจากการสะสมของสาร pelargonidin ภายหลงัการถ่ายยนี DFR เขา้ไปในตน้
ท่ีไดรั้บการถ่ายยีน จากผลของการยบัย ั้งการแสดงออกของยีน F3H  ดว้ยเทคนิค RNAi ในตน้บวั
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หลวง ตน้ยาสูบ และตน้พิทูเนีย ภายหลงัการทดสอบดว้ยวิธี  RT-PCR พืชทั้ง 3 ชนิด ให้ผลไปใน
แนวทางท่ีสอดคลอ้งกนั ผลการทดลองไดแ้สดงวา่ยนี F3H  มีการแสดงออกท่ีลดลงเม่ือเปรียบเทียบ
กบัตน้ท่ีไม่ไดรั้บการถ่ายยีน ซ่ึงบ่งบอกไดว้า่การยบัย ั้งการแสดงออกของยีน F3H ดว้ยเทคนิค RNAi 
เป็นเทคนิคท่ีมีประสิทธิภาพ  
 ผลการตรวจสอบการแสดงออกของยีน  bar จ านวนทั้ งหมด 5 ตน้ มีเพียง 1 ต้นท่ีพบการ
แสดงออกของยีน bar อาจมาจากสาเหตุในช่วงเวลาท่ีเพาะเล้ียงตน้บวัหลวงเม่ือยา้ยจากอาหาร
คดัเลือก มาอยูใ่นอาหาร MS ท่ีเติมสารควบคุมการเจริญเติบโต BA ความเขม้ขน้ 50 ไมโครโมลาร์ 
ตน้บวัหลวงมีการเจริญอยา่งรวดเร็ว และจ าเป็นตอ้งท าการเปล่ียนอาหารใหม่ มีการตดัแต่งตน้บวั
หลวงให้เหมาะสม ท าให้เกิดการแบ่งเซลล์ใหม่ เน้ือเยื่อของบวัหลวงท่ีแตกออกมาใหม่เกิดจาก
เน้ือเยื่อท่ีไม่ไดรั้บการถ่าย จึงพบยีนท่ีถ่ายเขา้ไปเพียงตน้เดียว และเม่ือเวลาผา่นไปมีการขยายพนัธ์ุ
เพิ่มมากข้ึนตน้ท่ีตรวจพบ เม่ือน ามาท าการตรวจสอบใหม่อาจไม่พบการแสดงออกของยีน (Tardif 
et al. 1985) หรือเกิดจากสาเหตุท่ียีนท่ีถ่ายเขา้ไปบางส่วนอาจขาดหายไปในระหว่างนั้น เน่ืองจาก
ทิศทางการส่งถ่ายจะเร่ิมจากขอบเขตทางดา้นขวา Right Border (RB) เป็นส่วนท่ีจ าเป็นมากส าหรับ
การส่ง T-DNA ส่วนขอบเขตทางดา้นซ้าย Left Border (LB) ท าหน้าท่ีเป็นตวัก าหนดปลายของช้ิน 
DNA ท่ีจะส่งเท่านั้น (Lee and Gelvin. 2008) ซ่ึงในเวคเตอร์ pJA8F3H ท่ีถูกควบคุมดว้ย  CaMV 35s 
promoter และ CaMV 35s terminator  มี ยีนคัดเลื อกในพื ชคือ phosphinothricin acetyl transferrase   
(bar gene) อยู่ทางด้านซ้าย Left Border (LB) ของเวคเตอร์ ซ่ึงสอดคล้องกบังานวิจยัของ กาญจนา 
แซ่เฮ๊ียบ (2551) ไดศึ้กษาการถ่ายยีนเขา้สู่กลว้ยไมเ้หลืองจนัทบูรโดยใชอ้ะโกรแบคทีเรียม สายพนัธ์ุ 
EHA105 ท่ีมีพลาสมิด pCAMBIA 1301 ซ่ึงมียีน GUS  เป็นยีนรายงานผล และยีน hpt เป็นยีน
คดัเลือก ผลการตรวจสอบการส่งถ่ายยนีโดยวิธี RT-PCR ไม่พบการแสดงออกของยีน GUS และยีน 
hpt  

จากผลการยบัย ั้งการแสดงออกของยีน F3H ดว้ยเทคนิค RNAi และท าการตรวจสอบการ
แสดงออกของยีน CHS จากใบของบัวหลวงอาจมีการแสดงออกของยีน CHS ท่ีไม่แตกต่างกัน 
สอดคล้องงานวิจยัของ วรวุฒิ เอ้ือมงคลการ (2556) ศึกษาปริมาณการแสดงออกของยีน CHS 
ภายหลงัการถ่ายโอนพลาสมิด pCAM4'CGT เขา้สู่ multiple shoot ของบวัหลวง น าใบจากตน้บวั
หลวงท่ีไดรั้บการถ่ายโอนพลาสมิด pCAM4'CGT ดว้ยวิธีการยิงอนุภาคมาสกดั RNA และท าการ
สังเคราะห์ cDNA เพื่อใช้เป็น DNA ต้นแบบในปฏิกิริยา RT-PCR พบการแสดงออกของยีน CHS  
ในตัวอย่าง cDNA จากใบบัวหลวงท่ีได้รับการถ่ายโอนและไม่ได้รับการถ่ายโอนพลาสมิด 
pCAM4'CGT โดยการแสดงออกของยีน CHS นั้นไม่มีการเปล่ียนแปลงเม่ือเปรียบเทียบกบัตน้บวั
หลวงท่ีไม่ไดรั้บการถ่ายโอนพลาสมิด pCAM4'CGT 
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5.5  การเปรียบเทียบการแสดงออกของยนี F3H  bar และ CHS และผลการค านวณค่าการแสดงออก

ของยีน F3H (Relative gene expression) ด้วยเทคนิค  Real time PCR ภายหลังจากการถ่ายโอน 
พลาสมิด 

การแสดงออกของยีน F3H  ในบวัหลวงพนัธ์ุบุณฑริกภายหลงัการถ่ายโอนพลาสมิด ซ่ึง
พบวา่ไดว้า่เม่ือเปรียบเทียบการแสดงออกทั้ง 2 คร้ัง ระหว่างตน้บวัหลวงท่ีไดรั้บการถ่ายโอนพลาสมิด 
มีจ านวนรอบ  Crossing point (Cp) เฉล่ียสูงกวา่ตน้ไม่ไดรั้บการถ่ายยนี ซ่ึงเป็นท่ียนืยนัไดว้า่การถ่าย
ยีน F3H ดว้ยเทคนิค RNAi เป็นเทคนิคท่ีมีประสิทธิภาพสามารถยบัย ั้งการแสดงของของยีน F3H 
ในบวัหลวงพนัธ์ุบุณฑริกได ้และการเปรียบเทียบการแสดงออกของยีน CHS พบวา่ตน้ท่ีไดรั้บ และ
ไม่ไดรั้บการถ่ายโอนพลาสมิด มีค่า Cp เฉล่ียใกลเ้คียงกนั สอดคลอ้งกบัการแสดงออกของยนี CHS 
เปรียบเทียบการแสดงออกของยนีโดยวธีิ RT-PCR ทั้งตน้บวัหลวงท่ีไม่ได ้ และตน้บวัหลวงท่ีไดรั้บ
การถ่ายโอนพลาสมิด มีความเขม้ของแถบ DNA ไม่แตกต่างกนั และสอดคล้องกบังานวิจยัของ 
ชยัวรกุล ไชยปัญญา (2555) ศึกษาหน้าท่ีของยีน F3H ดว้ยเทคนิค RNAiโดยการถ่ายยีนใน กลีบดอก
อุบลชาติ ด้วยวิธีการ infiltration โดยมีอะโกรแบคท่ีเรียมเป็นพาหะ ถ่ายโอนเวคเตอร์ pJAWOHL8 
(control) และโอนเวคเตอร์ pJA8F3H ภายหลงัการถ่ายยีนเป็นเวลา 3 วนั ตรวจสอบการแสดงออก
ของยีน CHS ในเน้ือเยื่อกลีบดอกอุบลชาติทั้งท่ีไม่ไดรั้บและไดรั้บการถ่ายยีน ไม่พบการเปล่ียนแปลง
ของปริมาณการแสดงออกของยนี CHS ในเน้ือเยือ่กลีบดอกของอุบลชาติทั้ง 2 ชนิด 

ผลการค านวณค่าการแสดงออกของยีน F3H คร้ังท่ี 1 มีค่าการแสดงออกของยีน F3H ท่ี
ลดลงเม่ือเปรียบเทียบกับตน้ท่ีไม่ได้รับการถ่ายโอนพลาสมิด (control) ส่วนตน้ท่ีได้รับการถ่าย
โอนพลาสมิดเฉล่ียทั้ง 5 ตน้ มีค่าการแสดงออกของยีน 0.0496 เท่า ค  านวณค่าการแสดงออกของยีน 
F3H คร้ังท่ี 2 พบว่าในต้นท่ีได้รับการถ่ายโอนพลาสมิเฉล่ียทั้ง 5 ตน้ มีค่าการแสดงออกของยีน 
0.466 เท่า เม่ือท าการเปรียบเทียบค่าการแสดงออกของยีนในต้นท่ีได้รับการถ่ายโอนพลาสมิด 
ระหวา่งค่าการแสดงออกของยีน F3H  ทั้ง 2 คร้ัง พบว่าค่าการแสดงออกของยีน F3H คร้ังท่ี 2 มีค่า
การแสดงออกของยีนเฉล่ียมากกวา่ คร้ังท่ี 1 ถึง 0.419 เท่า เป็นเพราะการยบัย ั้งการแสดงออกของยีน 
F3H  ดว้ยเทคนิค RNAi มีค่าการแสดงออกของยีนท่ีความแตกต่างกนั เน่ืองจากการตรวจสอบการ
แสดงออกของยีน คร้ังท่ี 1 และคร้ังท่ี 2 ห่างกนัเป็นเวลาถึง 10 เดือน มีการเปล่ียนอาหารเล้ียงใหม่ 
และมีการตดัแต่งตน้บวัหลวงให้เหมาะสม ท าให้เกิดการแบ่งเซลล์ใหม่ เน้ือเยื่อของบวัหลวงท่ีแตก
ออกมาใหม่เกิดจากเน้ือเยื่อท่ีไม่ไดรั้บการถ่ายยีน จึงท าให้ประสิทธิของการยบัย ั้งการแสดงออกของ
ยีน F3H  ดว้ยเทคนิค RNAi เม่ือเวลาผา่นไปท าให้ความสามารถในการยบัย ั้งการแสดงออกของยีน
F3H ลดลง สอดคลอ้งกบัการตรวจสอบการแสดงออกของยีน F3H  โดยวิธี RT-PCR และวิธี Real 
Time PCR โดยดูค่าการเพิ่มปริมาณของยีนกบัจ านวนรอบ Crossing point (Cp) ตน้บวัหลวงท่ีไดรั้บ
การถ่ายโอนพลาสมิด มีจ านวนรอบของปฏิกิริยา (Cp) เฉล่ียสูงกวา่ตน้ไม่ไดรั้บการถ่ายยนี 
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บทที ่6 

สรุปผลการทดลอง 
ผลการศึกษาหาความเขม้ขน้ท่ีเหมาะสมของสารก าจดัวชัพืช basta เพื่อใชใ้นการคดัเลือกและ

ศึกษาระดบัความเขม้ขน้ท่ีเหมาะสมของสารปฏิชีวนะ augmentin ท่ีใช้ก าจดัอะโกรแบคทีเรียมช้ินส่วน 
multiple shoot ของบัวหลวงภายหลังการถ่ายยีน ความเข้มข้นท่ีเหมาะสมของสารก าจดัวชัพืช basta  
10 มิลลิกรัมต่อลิตร และความเขม้ขน้ท่ีเหมาะสมของสารปฏิชีวนะ augmentin ดบัความเขม้ขน้ท่ี 500 
มิลลิกรัมต่อลิตร มีเปอร์เซ็นต์การปนเป้ือน 75.00±4.75 เปอร์เซ็นต์ และมีเปอร์เซ็นต์การรอดชีวิต 
90.00±5.50 เปอร์เซ็นต ์

ผลการตรวจสอบปริมาณการแสดงออกของยีน F3H  bar และ CHS  ด้วยเทคนิค  RT-PCR  
การแสดงออกของยีน F3H ในบวัหลวงต้นท่ีได้รับการถ่ายโอนพลาสมิดมีการแสดงออกท่ีลดลง การ
แสดงออกของยีน bar ตน้บวัหลวงท่ีไดรั้บการถ่ายยีนโอนพลาสมิดพบเพียง 1 ตน้ จากตน้ท่ีไดรั้บการถ่าย
ยีน 5 ตน้ และการตรวจสอบการแสดงออกของยีน CHS ยงัคงเดิมไม่มีความแตกต่าง เม่ือเทียบกับต้นท่ี
ไม่ไดรั้บการถ่ายยนี 

 ผลของการเปรียบเทียบการแสดงออกของยีน F3H  bar และ CHS ด้วยเทคนิค  Real time 
PCR ท าการตรวจสอบ ทั้ง 2 คร้ัง (ห่างกนั 10 เดือน)  การเปรียบเทียบการแสดงออกของยีน F3H  พบการ
แสดงออกของยีน F3H ในต้นท่ีได้รับการถ่ายยีนมีการแสดงออกท่ีลดลงจากค่า Cp ท่ีสูงข้ึน การ
เปรียบเทียบการแสดงออกของยีน bar พบเฉพาะตน้ท่ีไดรั้บการถ่ายโอนพลาสมิด และการเปรียบเทียบ
การแสดงออกของยีน CHS ตน้ท่ีไม่ไดรั้บ และตน้ท่ีไดรั้บการถ่ายโอนพลาสมิด สามารถตรวจพบการ
แสดงออกของยนีมีค่า Cp ท่ีใกลเ้คียงกนั ผลการค านวณค่าการแสดงออกของยีน F3H ในตน้ท่ีไดรั้บการ
ถ่ายโอนพลาสมิด 5 ตน้ ค่าการแสดงออก 0.0496 เท่า และ 0.466 เท่า ตามล าดบั พบวา่การยบัย ั้งการแสดง
ของยนีลดลงเม่ือตน้ถูกเล้ียงเป็นเวลานาน 
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1.1  การเตรียมอาหารเพาะเลีย้งเนือ้เยือ่พชืสูตร MS (Murashige and Skoog. 1962.) 

 1.1.1   การเตรียม Stock solution ของอาหารเพาะเลีย้งเนือ้เยือ่  
 การเตรียม Stock solution ของอาหารเพาะเล้ียงเน้ือเยื่อสูตร MS โดยเตรียมส่วน

ของ Macroelements (MS1-MS5) ให้มีความเขม้ขน้ 10 เท่า ของความเขม้ขน้ท่ีตอ้งการใช ้และส่วน
ของ Microelements (MS6-MS8) ใหมี้ความเขม้ขน้ 100 เท่า ดงัตารางดา้นล่าง 

MS สารเคมี 
ความเข้มข้น 

(mg/L) 
ความเข้มข้นของ 

stock solution (g/L) 
ปริมาตรของ 

stock solution 

Macroelements 
MS1 
MS2 
MS3 
MS4 
MS5 

 
NH4NO3 

KNO3 
CaCl2·2H2O 

MgSO4·7H2O 
KH2PO4 

 
1,650.00 
1,900.00 
450.00 
370.00 
170.00 

(100 เท่า) 
16.50 
19.00 
4.50 
3.70 
1.70 

 
100 มิลลิลิตร 
100 มิลลิลิตร 
100 มิลลิลิตร 
100 มิลลิลิตร 
100 มิลลิลิตร 

Microelements 
MS6 

 

 
ZnSO4.5H2O 
MnSO4.4H2O 

H3BO3 
KI 

Na2MoO4.2H2O 
CuSO4.5H2O 
CoCl2.6H2O 

 
86.0 
22.3 
6.2 

0.83 
0.25 

0.025 
0.025 

(10 เท่า) 
8.60 
2.23 
0.62 

0.083 
0.025 

0.0025 
0.0025 

 
10 มิลลิลิตร 

Microelements 
MS7 

 
Na2EDTA.2H2O 

FeSO4.7H2O 

 
37.30 
27.85 

(10 เท่า) 
3.73 

2.785 

 
10 มิลลิลิตร 

Organic 
nutrients 

MS8 

 
Myo-inositol 
Nicotinic acid 

Pyridoxine.HCl 
Thiamine.HCl 

Glycine 

 
100.0 

0.5 
0.5 
0.1 
2.0 

(10 เท่า) 
10.0 
0.05 
0.05 
0.01 
0.2 

 
10 มิลลิลิตร 
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1.2  การเตรียมอาหารเพาะเลีย้งแบคทเีรีย อาหารเลีย้งเช้ือ Luria-Bertani (LB) 
 1.2.1  การเตรียมอาหารเลีย้งเช้ือ Luria-Bertani agar ปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร 
  Tryptone   10 กรัม 
  Yeast-extract   5 กรัม 
  NaCl    5 กรัม 
  Agar    15 กรัม 
  ละลายส่วนผสมทั้งหมดในน ้ากลัน่ ปรับปริมาตรใหค้รบ 1,000 มิลลิลิตร น าไปน่ึง
ฆ่าเช้ือท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดนั 15 ปอนดต่์อตารางน้ิว เป็นเวลา 15 นาที 

 1.2.2  การเตรียมอาหารเลีย้งเช้ือ Luria-Bertani broth ปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร 
  Tryptone   10 กรัม 
  Yeast-extract   5 กรัม 
  NaCl    5 กรัม 
  ละลายส่วนผสมทั้งหมดในน ้ากลัน่ ปรับปริมาตรใหค้รบ 1,000 มิลลิลิตร น าไปน่ึง
ฆ่าเช้ือท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดนั 15 ปอนดต่์อตารางน้ิว เป็นเวลา 15 นาที 

1.2.3  การเตียม Yeast Extract Phosphate broth ปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร 

  Bacto-Trypton   10 กรัม 
Yeast extract   10 กรัม 
NaCl    10 กรัม 

  น ้ากลัน่    800 มิลลิลิตร 
  ละลายส่วนผสมทั้ งหมดในน ้ ากลั่นปริมาตร 800 มิลลิลิตร ปรับ pH ให้ได้ค่า 7.0 
จากนั้นปรับปริมาตรใหค้รบ 1,000 มิลลิลิตรดว้ยน ้ ากลัน่ น าไปน่ึงฆ่าเช้ือท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส 
ความดนั 15 ปอนดต่์อตารางน้ิว เป็นเวลา 15 นาที 
 

1.3 การเตรียมสารเคมสี าหรับการเตรียมคอมพเีทนต์เซลล์ (Sambrook et al. 1989) 

1.3.1  100 mM CaCl2 ปริมาตร 100 มิลลลิติร 
  CaCl2    1.12 กรัม 
  น ้ากลัน่    70 มิลลิลิตร 

ละลาย CaCl2 ในน ้ ากลัน่ปริมาตร 70 มิลลิลิตร ปรับปริมาตรให้ครบ 100 มิลลิลิตร
ดว้ยน ้ ากลัน่ น าไปน่ึงฆ่าเช้ือท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดนั 15 ปอนด์ต่อตารางน้ิว เป็นเวลา 
15 นาที 
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1.3.2 20% Glycerol : 50 mM CaCl2 ปริมาตร 100 มิลลลิติร 
  Glycerol   20 มิลลิลิตร 
  100 mM CaCl2   25 มิลลิลิตร 
  น ้ากลัน่    70 มิลลิลิตร 

 ผสมสารทั้งหมดให้เป็นเน้ือเดียวกนัแลว้ปรับปริมาตรให้ครบ 100 มิลลิลิตรดว้ยน ้ า
กลัน่ น าไปน่ึงฆ่าเช้ือท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดนั 15 ปอนดต่์อตารางน้ิว เป็นเวลา 15 นาที 
 

1.4  การเตรียมบัฟเฟอร์ CTAB ปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร (Doyle and Doyle. 1987) 
 1M Tris buffer pH 8.0   100  มิลลิลิตร 

 5M NaCl    280  มิลลิลิตร 
 0.5M EDTA    40  มิลลิลิตร  
 CTAB (Cetyl Trimethyl Ammonium Bromide) 20 กรัม   
 ละลายส่วนผสมทั้งหมดในน ้ ากลัน่ปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร เม่ือจะน าบฟัเฟอร์ไป

ใช้สกัด DNA ให้เติมสาร polyvinylpyrrolidone มวลโมเลกุล 40,000 (PVP-40) 4 กรัม และสาร  
β-mercaptoethanol 500 ไมโครลิตร ต่อปริมาตรสารละลายบฟัเฟอร์ 100 มิลลิลิตร (เตรียมก่อนใช)้ 
 

1.5  การเตรียมสารละลาย TE (Tris - EDTA) buffer  
 10mM Tris - HCl pH 8.0  1000  ไมโครลิตร 
 1mM EDTA pH 8.0  100  ไมโครลิตร 
 ผสมสารละลายให้เขา้กนั จากนั้นปรับปริมาตรดว้ยน ้ ากลัน่ 50 มิลลิลิตรน าไปน่ึง

ฆ่าเช้ือท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนด์ต่อตารางน้ิว เป็นเวลา 15 นาที เก็บท่ี
อุณหภูมิหอ้ง 

 
1.6  การเตรียมสารละลาย TAE (Tris  acetate EDTA) buffer  
 1.6.1  การเตรียมสารละลาย 50X TAE buffer ปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร 

Tris-base  242  กรัม 
  Acetic acid   57.1  มิลลิลิตร 
  0.5M EDTA pH 8.0  100  มิลลิลิตร 
  น ้ากลัน่    700 มิลลิลิตร 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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  ผสมสารละลายให้เขา้กนัและปรับปริมาตรของสารละลายให้ครบ 1,000 มิลลิลิตร
ดว้ยน ้ากลัน่ น าไปน่ึงฆ่าเช้ือท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดนั 15 ปอนดต่์อตารางน้ิว เป็นเวลา 
15 นาที Acetic acid เป็นกรดเขม้ขน้ ควรใส่ถุงมือกนักรด และเตรียมภายในตูดู้ดควนั 
 1.6.2 การเตรียมสารละลาย 0.5X TAE buffer ปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร 
  ตวงสารละลาย 50x TAE buffer ปริมาตร 10 มิลลิลิตร เจือจางดว้ยน ้ากลั้นท่ีฆ่าเช้ือ
แลว้จนมีปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร เขยา่ใหเ้ขา้กนั เก็บท่ีอุณหภูมิหอ้ง 
 

1.7  การเตรียม 10X loading buffer ปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร 
  0.25 %  Bromophenol blue  
  30 %  Glycerol      

60 mM   EDTA 
  ผสมสารละลายทั้งหมดให้เขา้กนั ปรับปริมาตรให้ครบ 1,000 มิลลิลิตรด้วยน ้ า
กลัน่ น าไปน่ึงฆ่าเช้ือท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดนั 15 ปอนด์ต่อตารางน้ิว เป็นเวลา 15 
นาที 
 

1.8 การเตรียม Ethidium bromide ความเขม้ขน้ 0.5 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร  
  Ethidium bromide  0.5 กรัม 
  น ้ากลัน่    1,000 มิลลิลิตร 
  ละลาย Ethidium bromide ในน ้ ากลัน่ 1,000 มิลลิลิตรให้เขา้กนั เก็บสารละลายใน
ขวดแกว้ทึบแสง Ethidium bromide เป็นสารก่อมะเร็ง ควรใส่ถุงมือในการเตรียม 
 

1.9 การเตรียม 100 mM Acetosyringone ปริมาตร 10 มิลลิลิตร 
Acetosyringone    0.0196  กรัม 
Dimethylsulfoxide  1 มิลลิลิตร 

  ละลาย Acetosyringone ใน Dimethylsulfoxide (DMSO) ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ปรับ
ปริมาตรใหค้รบ 10 มิลลิลิตรดว้ยน ้ากลัน่ฆ่าเช้ือ 
 

1.10 การเตรียม 20 % Glucose ปริมาตร 60 มิลลิลิตร 
  Glucose    2.16 กรัม 

 น ้ากลัน่ฆ่าเช้ือ   50 มิลลิลิตร 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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  ละลาย Glucose ในน ้ ากลั่นฆ่าเช้ือปริมาตร 50 มิลลิลิตร ปรับปริมาตรให้ครบ 60 
มิลลิลิตร ดว้ยน ้ากลัน่ฆ่าเช้ือน าไปกรองดว้ยแผน่กรองขนาด 0.2 ไมโครเมตร 
 

1.11  การเตรียม 1 M Sorbitol ปริมาตร 100  มิลลิลิตร 
  Sorbitol    18.2 กรัม 

น ้ากลัน่    80 มิลลิลิตร 
  ละลาย Sorbitol ในน ้ ากลั่นฆ่าเช้ือปริมาตร 80 มิลลิลิตร ปรับปริมาตรให้ครบ 100 
มิลลิลิตร ดว้ยน ้ ากลัน่ฆ่าเช้ือ น าไปน่ึงฆ่าเช้ือท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดนั 15 ปอนด์ต่อ
ตารางน้ิว เป็นเวลา 15 นาที 
 

1.12  การเตรียม 1U/µl Ribolock RNase Inhibiter ปริมาตร 40 ไมโครลติร 

10X buffer DNase I  5 ไมโครลิตร 

DEPC    45 ไมโครลิตร 

ใชปิ้เปตดูข้ึนลงผสมใหเ้ขา้กนั ในหลอดไมโครเซนติฟิวต ์ขนาด 1000 ไมโครลิตร 

ไดส้ารละลายตวัท่ีไวส้ าหรับเจือจาง 40U/µl Ribolock RNase Inhibiter 

10X buffer DNase I ท่ีมี DEPC 39 ไมโครลิตร 

40U/µl Ribolock RNase Inhibiter 1 ไมโครลิตร 

ใชปิ้เปตดูข้ึนลงผสมใหเ้ขา้กนั ในหลอดไมโครเซนติฟิวต ์ขนาด 1000 ไมโครลิตร

จะได ้1U/µl Ribolock RNase Inhibiter ปริมาตร 40 ไมโครลิตร 

 

1.13  การเตรียม Alkaline lysis solution ส าหรับสกดัพลาสมดิ 

1.13.1 การเตรียม Alkaline lysis solution I ปริมาตร 200 ไมโครลิตร 

 50mM Glucose   10 มิลลิลิตร 

 25mM Tris- HCl pH8.0  5 มิลลิลิตร 

 10mM EDTA   4 มิลลิลิตร 

 ปรับปริมาตรให้ครบ 200 มิลลิลิตรด้วยน ้ ากลั่นฆ่าเช้ือ น าไปน่ึงฆ่าเช้ือท่ีอุณหภูมิ 
121 องศาเซลเซียส ความดนั 15 ปอนดต่์อตารางน้ิว เป็นเวลา 15 นาที 
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1.13.2 การเตรียม Alkaline lysis solution II ปริมาตร 100 ไมโครลิตร 

 0.2N NaOH   2 มิลลิลิตร 

 1% w/v SDS   10.2 มิลลิลิตร 

 ปรับปริมาตรให้ครบ 100 มิลลิลิตรดว้ยน ้ากลัน่ฆ่าเช้ือ ไม่ตอ้งน าไปน่ึงฆ่าเช้ือ (การ

เตรียม Alkaline lysis solution II ตอ้งเตรียมสดทุกคร่ัง) เก็บท่ีอุณหภูมิห้อง 

1.13.3 การเตรียม Alkaline lysis solution III ปริมาตร 100 ไมโครลิตร 

 3M Potasium acetate  60 มิลลิลิตร 

 5M Glacial acetic acid  11.5 มิลลิลิตร 

 ปรับปริมาตรให้ครบ 100 มิลลิลิตรด้วยน ้ ากลั่นฆ่าเช้ือ น าไปน่ึงฆ่าเช้ือท่ีอุณหภูมิ 
121 องศาเซลเซียส ความดนั 15 ปอนดต่์อตารางน้ิว เป็นเวลา 15 นาที 
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ภาคผนวก  2 

ไพรเมอร์ที่ใช้ในการทดลอง 
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ตารางที่ 2.1 ไพรเมอร์ท่ีใชใ้นปฏิกิริยา PCR และ Real time RCR เพื่อตรวจสอบการแสดงออกของ
ยนี F3H, CHS และ bar  

ช่ือยนี ช่ือไพรเมอร์ 
ล าดับนิวคลโีอไทด์  
(5' - 3') 

ขนาดของ 
ผลผลติ PCR 

18S rRNA 
18S_forward  GGCTCGAAGACGATCAGATACCG 

600 คู่เบส 
18S_reverse  GTACAAAGGGCAGGGACGTAGTCAA 

F3H 
F3H Sense F   GAGAAGCTCCGGTTCGACAT   

308 คู่เบส 
F3H Sense R TAGTTCACCACCATCTTCTGG 

bar gene 
bar_forward TTGACCGTGCTTGTCTCGAT 

429 คู่เบส 
bar_reverse AAGGCGGGAAACGACAATCT 

CHS 
CHSA_forward AAGAGCTCCCGTCAAGAGACTCA 

458 คู่เบส 
CHSA_reverse AAGGATCCCAGAAAATTGAGTTC 
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ภาคผนวก 3 

กราฟแสดง Amplification curves 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 



101 
 

 

 
ภาพที ่3.1 Amplification curves ของบวัหลวงพนัธ์ุบุณฑริกโดยใชไ้พรเมอร์ท่ีมีความจ าเพาะกบัยนี 
F3H ท่ีความเขม้ขน้ต่างๆ ของ cDNA ต่อจ านวนรอบ (Cycles) ของปฏิกิริยา Real time PCR 
 
 

 
ภาพที่ 3.2 Amplification curves ของบวัหลวงพนัธ์ุบุณฑริกโดยใชไ้พรเมอร์ท่ีมีความจ าเพาะกบัยีน 

18S rRNA ท่ีความเขม้ขน้ต่างๆ ของ cDNA ต่อจ านวนรอบ (Cycles) ของปฏิกิริยา Real time PCR 

 

 
ภาพที ่3.3 Amplification curves ของบวัหลวงพนัธ์ุบุณฑริกโดยใชไ้พรเมอร์ท่ีมีความจ าเพาะกบัยนี 
CHS ท่ีความเขม้ขน้ต่างๆ ของ cDNA ต่อจ านวนรอบ (Cycles) ของปฏิกิริยา Real time PCR 
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ตารางที ่3.4 เปรียบเทียบการแสดงของยนี F3H ของบวัหลวงพนัธ์ุบุณฑริก จ านวนทั้งหมด 5 ตน้ โดยใช ้18S rRNA เป็นยนีอา้งอิง (คร้ังท่ี1) 
 
sample Cp-18S Cp-F3H transform ∆Cp average ∆Cp 2^∆∆Cp  average 2^∆∆Cp SD SEM 
ตน้ control 28.47 24.33 -4.14 -4.263333333 1 1 0 0 

 
28.35 24.22 -4.13 

 
1 

   
 

28.31 23.79 -4.52 
 

1 
   ตน้ท่ี 1 30.2 30.22 0.02 -0.39 0.055939067 0.068899211 0.011332707 0.006542942 

 
30.31 29.88 -0.43 

 
0.076946526 

   
 

30.25 29.49 -0.76 
 

0.073812041 
   ตน้ท่ี 2 29.94 29.27 -0.67 0.173333333 0.090245575 0.052238632 0.033119042 0.019121288 

 
28.06 28.69 0.63 

 
0.036906021 

   
 

28.19 28.75 0.56 
 

0.029564301 
   ตน้ท่ี 3 26.18 28.97 2.79 2.416666667 0.008200912 0.010195299 0.003891811 0.002246938 

 
26.26 28.22 1.96 

 
0.014680043 

   
 

26.22 28.72 2.5 
 

0.007704943 
   ตน้ท่ี 4 29.55 28.37 -1.18 -0.803333333 0.128514228 0.094322068 0.031645318 0.018270433 

 
29.66 29.03 -0.63 

 
0.088388348 

   
 

29.6 29 -0.6 
 

0.066063628 
   ตน้ท่ี 5 28.03 29.47 1.44 1.12 0.020905118 0.024450689 0.006266581 0.003618012 

 
27.83 29.29 1.46 

 
0.020760716 

   
 

27.93 28.39 0.46 
 

0.031686234 
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        ตารางที ่3.5 เปรียบเทียบการแสดงของยนี F3H ของบวัหลวงพนัธ์ุบุณฑริก จ านวนทั้งหมด 5 ตน้ โดยใช ้18S rRNA เป็นยนีอา้งอิง (คร้ังท่ี 2) 
 
sample Cp-18S Cp-F3H transform ∆Cp average ∆Cp 2^∆∆Cp  average 2^∆∆Cp SD SEM 
ตน้ control 22.17 24.7 2.53 2.356666667 1 1 0 0 

 
22.53 24.78 2.25 

 
1 

   
 

22.53 24.82 2.29 
 

1 
   ตน้ท่ี 1 24.79 28.42 3.63 3.413333333 0.466516496 0.487218331 0.098676652 0.056970992 

 
25.03 28.6 3.57 

 
0.400534939 

   
 

25.6 28.64 3.04 
 

0.594603558 
   ตน้ท่ี 2 22.43 27.82 5.39 5.133333333 0.137738139 0.1559064 0.070057445 0.040447685 

 
22.78 27.13 4.35 

 
0.233258248 

   
 

22.42 28.08 5.66 
 

0.096722812 
   ตน้ท่ี 3 24.93 28.94 4.01 4.193333333 0.358488812 0.284440037 0.064133852 0.037027697 

 
24.8 29.06 4.26 

 
0.248273124 

   
 

25.01 29.32 4.31 
 

0.246558176 
   ตน้ท่ี 4 23.63 26.86 3.23 3.066666667 0.615572207 0.611447013 0.015206469 0.008779459 

 
23.63 26.63 3 

 
0.594603558 

   
 

23.78 26.75 2.97 
 

0.624165274 
   ตน้ท่ี 5 24.63 27.33 2.7 2.69 0.888842681 0.796296893 0.080189145 0.046297224 

 
24.63 27.3 2.67 

 
0.747424624 

   
 

24.43 27.13 2.7 
 

0.752623374 
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ประวตัิผู้เขยีน 
 

ช่ือ-นามสกุล  นายชาตรี  กอนี 
วนั เดือน ปีเกิด  16  มีนาคม  พ.ศ. 2533 
ท่ีอยูปั่จจุบนั  16/2 หมู่ 16 ถนนร่มเกลา้ แขวงแสนแสบ เขตมีนบุรี กรุงเทพมหานคร 
ประวติัการศึกษา  พ.ศ. 2554 ส าเร็จการศึกษาระดบัปริญญาตรีวทิยาศาสตรบณัฑิต  
  สาขาวชิาพืชสวน คณะเทคโนโลยกีารเกษตร สถาบนัเทคโนโลยพีระจอม

เกลา้เจา้คุณทหารลาดกระบงั 10520 
ทุนวจิยัท่ีไดรั้บ  ทุนสนบัสนุนจากกองทุนวิจยั สถาบนัเทคโนโลยพีระจอมเกลา้เจา้คุณทหาร

ลาดกระบงั ภายใตโ้ครงการปรับปรุงพนัธ์ุบวัหลวงโดยวิธีตดัแต่งพนัธุกรรม 
ทุนสนับสนุนจากศูนยค์วามเป็นเลิศดา้นเทคโนโลยีชีวภาพเกษตร ส านัก
พฒันาบณัฑิตศึกษา และวิจยัดา้นวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยี ส านกังาน
คณะกรรมการการอุดมศึกษา กระทรวงศึกษาธิการ (AG-BIO/PERDO-
CHE)  

ผลงานทางวชิาการ ชาตรี  กอนี , สุเม อรัญนารถ, นงลักษณ์ เภรินทวงค์ และกญัจนา แซ่
เตียว. "การยบัย ั้งการแสดงออกของยีน flavanone 3-hydroxylase (F3H) ดว้ย
เทคนิค RNA interference (RNAi) ในบัวหลวงพันธ์ุบุณฑริก  (Nelumbo  
nucifera Geartn.)" วารสารเกษตรพระจอมเกล้า ปี ท่ี  34 ฉบับท่ี  2 เดือน 
พฤษภาคม – สิงหาคม 2559. 
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