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บทคัดย่อ 

 
การถ่ายยีน Sucrose Synthase ลงในพืชต้นแบบ  โดยศึกษาสูตรอาหารที่เหมาะสมในการชักน้าใบ

มะเขือเทศท่ีได้รับการถ่ายยีนด้วยวิธี Leaf disc โดยใช้ Agrobacterium  tumefaciens สายพันธุ์ EHA 105  น้า
ชิ นส่วนใบมะเขือเทศมาทดสอบบนสูตรอาหาร จ้านวน 11 สูตร ประกอบด้วย สูตรอาหาร MS ที่มี  BA ที่ระดับ
ความเข้มข้น 1, 1.5, 2, 2.5 และ 3  มิลลิกรัมต่อลิตร ร่วมกับ IAA ที่ระดับความเข้มข้น 0.1 และ 0.2 มิลลิกรัมต่อ
ลิตร พบว่า การเกิดยอดใหม่ของสูตรอาหาร MS ร่วมกับ BA ความเข้มข้น 2.5 มิลลิกรัมต่อลิตร และ IAA ความ
เข้มข้น 0.1  มิลลิกรัมต่อลิตร  สามารถชักน้าให้เกิดยอดเฉลี่ยสูงสุด 4.6 ยอด ซึ่งมีความแตกต่างอย่างมีนัยส้าคัญ 
และสามารถเกิดรากเฉลี่ย 1.4 ราก  เมื่อตัดแยกต้นเดี่ยวสามารถเจริญเติบโตและมีรากเป็นต้นที่สมบูรณ์ได้  
ส้าหรับขั นตอนการเตรียมเชื อ A. tumefaciens  พบว่าค่า OD600 ที่เหมาะสมจะเท่ากับ 0.6  และปริมาตรเชื อ 10 
มิลลิลิตรจะเป็นปริมาตรที่มีความเข้มข้นของเชื อเหมาะสมในการถ่ายยีน โดยใช้ระยะเวลาการแช่ชิ นส่วนใบนาน 
10 นาที  สูตรอาหารเพ่ือการคัดเลือกที่มีการเติมสารปฏิชีวนะ Kanamycin ความเข้มข้น 50 มิลลิกรัมต่อลิตร 
ร่วมกับสารปฏิชีวนะ Carbenicillin ความเข้มข้น 100 มิลลิกรัมต่อลิตร พบว่า สารปฏิชีวนะ Carbenicillin 
ความเข้มข้น 100 มิลลิกรัมต่อลิตร ไม่สามารถก้าจัดเชื อจากเนื อเยื่อของพืชและมีผลยับยั งการเกิดยอดใหม่ 
 
ค้าส้าคัญ : เชื ออะโกรแบคทีเรียม, สารปฏิชีวนะ, มะเขือเทศ 
 

ABSTRACT 
 

Study on medium for induced shoot form tomato leaf using leaf disc technique by 
Agrobacterium tumefaciens strain EHA 105. Tomato leaf were cultured on MS medium 
containing 1, 1.5, 2, 2.5, 3 mg/L BA and 0.1 or 0.2 mg/L IAA. The result showed that the new 
shoot can growth form MS medium supplemented with 2.5 mg/L BA and 0.1 mg/L IAA. The 
medium is the best for induced new shoot is 4.6 shoot and number of new root 1.4 root. 
Preparation of A. tumefaciens was optimize OD600 = 0.6 by using 10 volume and 10 min treated 
explants. The result showed that selection medium with 50 mg/L Kanamycin and 100 mg/L 
Carbenicillin  could not eliminate A. tumefaciens from the explants. In contrast, this selection 
medium prevented shoot induction. 

 
Keyword  :  Agrobacterium tumefaciens, Kanamycin, Carbenicillin, Tomato 
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ค าน า 
 

อ้อย (Saccharum officinarum L.) เป็นพืชอุตสาหกรรมที่มีความส้าคัญมากต่อระบบเศรษฐกิจของ
ประเทศไทย ในปีการผลิต 2556/57 ผลิตอ้อยได้สูงถึง 103.67 ล้านตัน ผลิตเป็นน ้าตาลได้ประมาณ 11.29 ล้าน
ตัน ในจ้านวนนี ใช้บริโภคภายในประเทศ 2.5 ล้านตัน ส่วนที่เหลือส่งออกไปจ้าหน่ายยังต่างประเทศ สร้างมูลค่า
รวมได้ประมาณ 180,000 ล้านบาท ซึ่งหากรวมรายได้จากการแปรรูปเป็นอุตสาหกรรมต่อเนื่องอ่ืนๆ ได้แก่ การ
ผลิตเอทานอล สุรา ซอส ซีอ๊ิว ผงชูรส อาหารสัตว์ ไม้อัด กระดาษ ปุ๋ยอินทรีย์ และเชื อเพลิงผลิตไฟฟ้าแล้ว 
สามารถสร้างรายได้เพ่ิมอีกนับแสนล้านบาท   ในปีการผลิต 2557/58 มีพื นที่เพาะปลูกอ้อยในเขตพื นที่ส้ารวจรวม 
47 จังหวัด จ้านวน 10,530,927ไร่ แบ่งเป็นพื นที่ปลูกอ้อยส่งโรงงาน 9,591,448ไร่ และพื นที่ปลูกอ้อยท้าพันธุ์ 
939,479 ไร่ โดยมีพื นที่เพ่ิมขึ นจากปี การผลิต 2556/57 จ้านวน 455,784 ไร่ หรือร้อยละ 4.52   ส้าหรับการซื อ
ขายอ้อยตามค่าความหวานเริ่มใช้ตั งแต่ฤดูการผลิตปี 2535/36 เป็นต้นมา  โดยก้าหนดให้ซื อขายอ้อยตามคุณภาพ
ความหวานวัดเป็น ซี.ซี.เอส. (Commercial Cane Sugar : C.C.S.)  ซึ่งหมายความว่า ราคาอ้อยจะผันแปรไปตาม
คุณภาพหรือความหวาน  ดังนั นหากอ้อยมีความหวานมาก คือ มีค่า ซี.ซี.เอส. สูง ชาวไร่อ้อยจะรับราคาอ้อยสูงขึ นด้วย  

อ้อย เป็นพืช C4 ซึ่งมีประสิทธิภาพในการสังเคราะห์แสงสูง กระบวนการสังเคราะห์น ้าตาลในอ้อยให้ได้
น ้าตาลซูโครส จะเกิดจากการท้างานของเอนไซม์สองชนิดมาช่วยเร่ง คือ Sucrose Phosphate Synthase (SPS) 
และ Sucrose Synthase (SS)    ซึ่งพบว่า Sucrose Synthase เป็นเอนไซม์ชนิดหนึ่งที่มีบทบาทส้าคัญใน
กระบวนการสังเคราะห์น ้าตาลซูโครส โดยเป็นเอนไซม์ท่ีส้าคัญในกระบวนการเมตาบอลิซึมคาร์โบไฮเดรต การย่อย
สลายซูโครสให้อยู่ในรูปของน ้าตาล hexoses และการเคลื่อนย้ายของน ้าตาล กระตุ้นให้มีการเปลี่ยนของน ้าตาล
ซูโครส และ UDP ไปเป็น UDP-glucose และ fructose ได้  

ในปัจจุบันมีการน้าเทคโนโลยีชีวภาพเข้ามาช่วยในการพัฒนาสายพันธุ์ อ้อยกันมากขึ นทั งในประเทศ และ
ต่างประเทศ  มีการศึกษาการท้างานของยีน โดยค้นหายีนที่เกี่ยวข้องกับลักษณะต่างๆ เช่น ยีนที่เกี่ยวข้องกั บ
กระบวนการสร้างแป้ง น ้าตาล และต้านทานโรคแมลงที่ส้าคัญในส่วนต่างๆ ของอ้อย เพ่ือพัฒนาพันธุ์ให้มีคุณภาพ
และเพ่ิมผลผลิต หากสามารถโคลนยีน Sucrose Synthase ได้ และน้ายีนที่ได้ไปใช้ในการพัฒนาพันธุ์อ้อยให้มี
ผลผลิตและค่าความหวานที่สูงขึ น หรือน้าไปถ่ายฝากลงในพืชที่มีการสร้างน ้าตาลได้น้อย เพ่ือเพ่ิมศักยภาพในการ
ผลิตน ้าตาลให้มากขึ นได้   

ดังนั นในงานวิจัยนี  จึงได้น้าเทคโนโลยีด้านการถ่ายฝากยีนที่เกี่ยวข้องกับกระบวนการสังเคราะห์น ้าตาล
ซูโครสลงในพืชต้นแบบ เพ่ือการเพ่ิมศักยภาพการผลิตน ้าตาลให้สูงขึ นและพัฒนาต่อไปในพันธุ์อ้อยในอนาคต  
สารควบคุมการเจริญเติบโตของพืช (พีรเดช, 2537) 
 ออกซิน (auxin) มีหน้าที่ควบคุมการขยายตัวของเซลล์ การเติบโตของใบ การติดผล การเกิดราก และ
เกี่ยวข้องกับกระบวนการอ่ืนๆ อีกมากมาย  IAA (indol-3-yl acetic acid) เป็นสารออกซินชนิดแรกที่ค้นพบ ซึ่ง
เป็นสารที่พืชสร้างขึ นเอง  โดยมีคุณสมบัติเป็นสารเร่งการเจริญเติบโต  มีผลกระตุ้นการขยายขนาดของเซลล์ การ
ยืดตัวของเซลล์ และยังมีผลกระตุ้นการเกิดราก 
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 ไซโตไคนิน (Cytokinins)  สารสั งเคราะห์ ในกลุ่ มไซโตไคนิน  ได้แก่  ไคเนติน  (kinetin) BAP (6-
benzylaminopurine) สารในกลุ่มนี มีผลต่อการแบ่งเซลล์  และกระตุ้นการเจริญทางด้านล้าต้นของพืช  กระตุ้น
การเจริญของตาข้าง และยังมีผลเล็กน้อยต่อการพัฒนาของผล  ใช้กันมากในงานเพาะเลี ยงเนื อเยื่อเพ่ือกระตุ้นการ
เจริญของก้อนแคลลัส (callus) ให้เติบโตขึ นเป็นล้าต้น  

อัญจนา (2544) ได้ศึกษาพัฒนาวิธีการเพาะเลี ยงเนื อเยื่อมะเขือเทศ 2 พันธุ์  พบว่า การเพาะเลี ยงมะเขือ
เทศพันธุ์สีดาทิพย์ 3 และวีเอฟ 134-1-2 โดยใช้ชิ นส่วนใบเลี ยงเพาะเลี ยงในอาหาร MS-B5 ที่เติม BA ร่วมกับ IAA 
(BA/IAA) ในอัตรา 1.0/0.2 และ 2.5/0.2 มิลลิกรัมต่อลิตร และเพาะเลี ยงชิ นใบในที่มีแสง 16 ชั่วโม งต่อวัน  
สามารถชักน้าการเกิดยอดได้ในอัตรา 50.0 และ 60.0% ตามล้าดับ  
การก้าจัดเชื อโดยใช้สารปฏิชีวนะ  

การถ่ายยีนด้วยเชื อ Agrobacterium จ้าเป็นต้องใช้สารปฎิชีวนะในการกาจัดแบคทีเรียพาหะเม่ือเสร็จสิ น
การถ่ายยีนแล้วสารปฏิชีวนะที่นิยมใช้ ได้ แก่ carbenicillin, cefotaxime, penicillin G และ paromomycin มี
ความสามารถในการก้าจัดเชื อแบคทีเรีย ซึ่งสารปฏิชีวนะเหล่านี มีผลในการยับยั งการสร้างผนังเซลล์ของแบคทีเรีย
โดยการยับยั งการเกิด cross-link ของ petidoglycan โดยการเข้าไปเกาะและขัดขวางการสร้างเอนไซม์ในการ
สร้างผนังเซลล์ จึงมีผลท้าให้เซลล์แตก (Ling และคณะ, 1998) เนื่องจากสารปฏิชีวนะดังกล่าวเข้าจับกับ 
penicillin binding protein (PBP-3) ซึ่งเป็นโปรตีนที่เป็นองค์ประกอบของ inner membrane ใช้ในการแบ่ง
เซลล์ของแบคทีเรีย ทั งนี สารปฏิชีวนะ cefotaxime มีประสิทธิภาพในการยับยั งเชื อจุลินทรีย์ได้มากชนิดกว่าและ
ยังมีฤทธิ์ทางเภสัชสูงกว่า carbenicillin  (Mathais และ Boyd, 1986) 

นอกจากนี  carbenicillin และ penicillin G ยั งมี โครงสร้างคล้ าย auxin เมื่ อแตกตัวจะให้สาร 
phenylacetic acid ซึ่งมีลักษณะคล้ายฮอร์โมนพืชที่เกี่ยวข้องกับการชักน้าให้เกิดแคลลั สและการเกิดยอด 
(Halford และ Newbury, 1992)  อย่างไรก็ตามแม้สารปฏิชีวนะทั ง 2 ชนิด จะมีการแตกตัวให้สารที่มีคุณสมบัติ
คล้ายฮอร์โมนพืช  ซึ่งสามารถชักน้าให้เกิดแคลลัสได้  แต่ก็มีผลต่อการพัฒนาการเกิดเป็นยอดที่สมบูรณ์และลด
อัตราการเกิดยอดของพืช  เนื่องจากสารที่แตกตัวนั นท้าให้สมดุลของสัดส่วนระหว่าง auxin และ cytokinin ในพืช
เปลี่ยนไป (Nauerby และคณะ, 1997; Ling และคณะ, 1998)  

 
วัตถุประสงค์ 

ศึกษาสูตรอการที่เหมาะสมในการชักน้าต้นมะเขือเทศท่ีได้รับการถ่ายยีนด้วยวิธี Leaf disc โดยใช้ 
Agrobacterium  tumefaciens 
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วิธีด าเนินการ 
อุปกรณ์ 

1. เมล็ดมะเขือเทศพันธุ์สีดา  
2. อาหารสังเคราะห์สูตร Murashige and Skoog (MS)(1962), Phytagel, น ้าตาล sucrose  
3. อาหารสังเคราะห์สูตร Luria-Bertani broth และ Luria-Bertani Agar 
4. สารควบคุมการเจริญเติบโต เช่น  6-Benzylaminopurine (BA), Indole-3-acetic acid (IAA) 
5. อุปกรณ์และเครื่องมือวิทยาศาสตร์ที่ใช้ในห้องปฏิบัติการเพาะเลี ยงเนื อเยื่อ เช่น คีมคีบ (forcept),   มีด

ผ่าตัด, จานเพาะเลี ยง (Petri dish), หลอดเลี ยงเชื อขนาด 50 มิลลิลิตร 
6. เชื อแบคทีเรีย Agrobacterium  tumefaciens สายพันธุ์ EHA105 

วิธีการ 
1. การทดสอบสตูรอาหารเพื่อการชักน ายอดจากชิ้นส่วนใบมะเขือเทศ 

เตรียมเมล็ดพันธุ์มะเขือเทศมาฟอกฆ่าเชื อตามขั นตอนดังนี    
1) น้าเมล็ดมะเขือเทศมาล้างด้วยน ้าผสมน ้ายาล้างจานให้สะอาด 
2) แช่เมล็ดมะเขือเทศในแอลกอฮอล์ 70 เปอร์เซ็นต์ นาน 2 นาที 
3) น้าเมล็ดมะเขือเทศมาฟอกฆ่าเชื อด้วยสารละลายโซเดียมไฮโปคลอไรด์ (NaOCl) Haiter ® ความเข้มข้น 20 

เปอร์เซ็นต์ ระยะเวลา 20 นาที  
4) ล้างด้วยน ้าสะอาดนึ่งฆ่าเชื อ 3 ครั ง 
5) น้าเมล็ดมะเขือเทศมาเลี ยงบนสูตรอาหาร MS จ้านวน 10 เมล็ดต่อขวด 
 ตัดชิ นส่วนใบมะเขือเทศให้มีเส้นกลางใบ ขนาด 0.5 X 0.5 ตารางเซนติเมตร  น้ามาทดสอบการเกิดยอด

และรากบนสูตรอาหาร MS ที่ประกอบด้วย BA ที่ความเข้มข้น 1, 1.5, 2, 2.5 และ 3  mg/l  ร่วมกับ IAA ที่ระดับ
ความเข้มข้น 0.1 และ 0.2 mg/l  รวม 11 กรรมวิธี  ดังนี  

1)  MS (Control) 
2)  MS + BA  1  mg/l  + IAA  0.1  mg/l  
3)  MS + BA  1  mg/l  + IAA  0.2  mg/l  
4)  MS + BA  1.5  mg/l  + IAA  0.1  mg/l  
5)  MS + BA  1.5  mg/l  + IAA  0.2  mg/l  
6)  MS + BA  2  mg/l  + IAA  0.1  mg/l  
7)  MS + BA  2  mg/l  + IAA  0.2  mg/l  
8)  MS + BA  2.5  mg/l  + IAA  0.1  mg/l  
9)  MS + BA  2.5  mg/l  + IAA  0.2  mg/l  
10)  MS + BA  3  mg/l  + IAA  0.1  mg/l  
11)  MS + BA  3  mg/l  + IAA  0.2  mg/l  
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วางแผนการทดลองแบบ Completely Randomized Design (CRD) ประกอบด้วย 11 กรรมวิธี โดยแต่
ละกรรมวิธีมีจ้านวน 10 ซ ้า  

บันทึกจ้านวนยอดและจ้านวนราก  
2. เตรียมอะโกรแบคทีเรียม และทดสอบความเข้มข้นของอะโกรแบคทีเรียมที่เหมาะสมและระยะเวลาที่ใช้

ในการถ่ายยีน 
 น้าเชื อ A. tumefaciens ที่มียีนเป้าหมาย Sucrose Synthase (SuSy) มาเลี ยงบนอาหารแข็ง Luria-

Bertani (LB) เติม Kanamycin 50 มิลลิกรัมต่อลิตร เลี ยงที่ อุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส ระยะเวลา 2 -3 วัน 
จากนั นคัดเลือกโคโลนีเดี่ยวมาเลี ยงในอาหารเหลว LB ที่เติม Kanamycin 50 มิลลิกรัมต่อลิตร เลี ยงบนเครื่อง
เขย่าด้วยความเร็ว 200 รอบต่อนาที  อุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส นาน 16 ชั่วโมง  

 น้ามาวัดค่า OD ด้วยเครื่อง spectrophotometer ที่ความยาวคลื่น 600 นาโนเมตร ให้มีค่า 0.6-0.8  
จากนั นน้าเชื อปริมาตร 5 หรือ 10 มิลลิลิตร มาปั่นแยกเซลล์แบคทีเรียด้วยความเร็ว 12,000 รอบต่อนาที นาน 5 
นาที  เทอาหารเหลวทิ ง เติมอาหารเหลว MS ลงไปปริมาณ 10 มิลลิลิตร เขย่าจนเซลล์ทั งหมดแขวนลอยอยู่ใน
อาหาร เจือจางเซลล์แบคที เรียใน อัตรา 1  : 1 ด้วยอาหารเหลว MS ปริมาตร 5 มิลลิลิตร  เติมสาร 
acetosyringone 200 ไมโครโมลาร์  

 การถ่ายยีนเข้าสู่มะเขือเทศ โดยวิธี leaf disc  
 ตัดชิ นส่วนใบมะเขือเทศให้มีเส้นกลางใบ ขนาด 0.5 X 0.5 ตารางเซนติเมตร  น้ามาแช่ในสารละลายที่

เตรียมได้จากข้อ 2 นาน 5 หรือ 10 นาที ซับชิ นส่วนใบบนกระดาษกรองปลอดเชื อ แล้วย้ายชิ นส่วนใบมา
เพาะเลี  ยงบนอาหารแข็งสูตร MS ที ่เติม acetosyringone 200 ไมโครโมลาร์ บ่มในที่มืด อุณหภูมิ 28 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 3 วัน จากนั นย้ายเนื อเยื่อมาเลี ยงในสภาพที่มีแสง บนอาหารสูตรที่คัดเลือกจากข้อ 1 ที่เติม 
Kanamycin 50 หรือ 100 มิลลิกรัมต่อลิตร ร่วมกับสารปฏิชีวนะคัดเลือก Carbennicillin 50 หรือ 100 
มิลลิกรัมต่อลิตร เพาะเลี ยงเป็นเวลา 1 เดือน โดยเปลี่ยนอาหารทุก 2 สัปดาห์ จากนั นคัดเลือกต้นที่สามารถ
เจริญเติบโตบนอาหารที่มีสารปฏิชีวนะคัดเลือก Carbennicillin มาเลี ยงบนอาหารสูตรที่ไม่มีสารปฏิชีวนะให้
เจริญเติบโต โดยเปลี่ยนอาหารทุก 4 สัปดาห์  น้าต้นที่ได้รับการถ่ายยีนมาตรวจสอบยีนด้วยวิธี PCR  
 3. ตรวจสอบการปรากฏของยีนในมะเขือเทศด้วยเทคนิค PCR 

 การตรวจสอบการปรากฏของยีน SuSy โดยน้าพลาสมิดดีเอ็นเอที่สกัดได้จากต้นมะเขือเทศท่ีได้รับการ
ถ่ายยีนมาท้าปฏิกิริยา PCR รว่มกับไพรเมอร์ NOS (forward) และ 35SCaMv (reverse) จากนั นตัดด้วยเอนไซม์
ตัดจ้าเพาะ XbaI และ KpnI   

 
เวลาและสถานที่ 

ระยะเวลาท้าการทดลอง  เดือนตุลาคม 2557 – เดือนกันยายน 2558 
สถานที่ท้าการทดลอง  ส้านักวิจัยพัฒนาเทคโนโลยีชวีภาพ  

   อาคารทรัพยากรพันธุกรมพืชสิรินธร  อ.ธัญบุรี  จ.ปทุมธานี 
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ผลและวิจารณ์ผลการทดลอง 
1. การทดสอบสูตรอาหารเพื่อการชักน ายอดจากชิ้นส่วนใบมะเขือเทศ 

น้าเมล็ดพันธุ์มะเขือเทศพันธุ์สีดามาเพาะในสภาพปลอดเชื อ บนอาหารสังเคราะห์สูตร MS  ใช้ระยะเวลา 7-
10 วัน จะเกิดต้นมะเขือเทศ จากนั นน้าชิ นส่วนใบมะเขือเทศมาทดสอบบนสูตรอาหารเพ่ือการชักน้าให้เกิดยอด 
จ้านวน 11 สูตร ประกอบด้วย สูตรอาหาร MS ที่มี  BA ที่ระดับความเข้มข้น 1, 1.5, 2, 2.5 และ 3  มิลลิกรัมต่อ
ลิตร ร่วมกับ IAA ที่ระดับความเข้มข้น 0.1 และ 0.2 มิลลิกรัมต่อลิตร  พบว่า การเกิดยอดใหม่ของสูตรอาหาร 
ร่วมกับ BA ความเข้มข้น  2.5  มิลลิกรัมต่อลิตร และ  IAA  ความเข้มข้น 0.1  มิลลิกรัมต่อลิตร  มีการชักน้าให้
เกิดยอดเฉลี่ยสูงสุด 4.6 ยอด ซึ่งมีความแตกต่างอย่างมีนัยส้าคัญ และสามารถเกิดรากเฉลี่ย 1.4 ราก  เมื่อตัดแยก
ต้นเดี่ยวสามารถเจริญเติบโตและมีรากเป็นต้นที่สมบูรณ์ได้ (ภาพที่ 1) ในขณะที่สูตรอาหาร MS (control) มีค่า
ความแตกต่างอย่างมีนัยส้าคัญยิ่ง โดยมีค่าเฉลี่ยการเกิดรากสูงสุด 2.6 ราก  (ตารางที่ 1)  สอดคล้องกับการ
รายงานของ อัญจนา (2544) ได้ศึกษาพัฒนาวิธีการเพาะเลี ยงเนื อเยื่อมะเขือเทศ 2 พันธุ์  พบว่า การเพาะเลี ยง
มะเขือเทศพันธุ์สีดาทิพย์ 3 และวีเอฟ 134-1-2 โดยใช้ชิ นส่วนใบเลี ยงเพาะเลี ยงในอาหาร MS-B5 ที่เติม BA 
ร่วมกับ IAA (BA/IAA) ในอัตรา 1.0/0.2 และ 2.5/0.2 มิลลิกรัมต่อลิตร และเพาะเลี ยงชิ นใบในที่มีแสง 16 ชั่วโมง
ต่อวัน  สามารถชักน้าการเกิดยอดได้ในอัตรา 50.0 และ 60.0% ตามล้าดับ  

 

ตารางที่ 1   แสดงค่าเฉลี่ยจ้านวนยอดและจ้านวนรากที่เกิดจากชิ นส่วนใบมะเขือเทศ เมื่อเลี ยงบนสูตรอาหาร MS 
ร่วมกับ BA ความเข้มข้น 1, 1.5, 2, 2.5 และ 3  มิลลิกรัมต่อลิตร ร่วมกับ IAA ที่ระดับความเข้มข้น 
0.1 และ 0.2  มิลลิกรัมต่อลิตร 

สูตรอาหาร ค่าเฉลี่ย 
จ้านวนยอด (ยอด) จ้านวนราก (ราก) 

MS (Control) 3.2 ab 1/ 2.6 a 
MS + BA 1 mg/l + IAA 0.1 mg/l 1.8 b 1.0 bcd 
MS + BA 1 mg/l + IAA 0.2 mg/l 1 b 0.4 cd 
MS + BA 1.5 mg/l + IAA 0.1 mg/l 1.6 b 0 d 
MS + BA 1.5 mg/l + IAA 0.2 mg/l 1.6 b 0 d 
MS + BA 2 mg/l + IAA 0.1 mg/l 4.4 a 0.4 cd 
MS + BA 2 mg/l + IAA 0.2 mg/l 2.6 ab 0.6 cd 
MS + BA 2.5 mg/l + IAA 0.1 mg/l 4.6 a 1.4 bc 
MS + BA 2.5 mg/l + IAA 0.2 mg/l 2.8 ab 1.2 bcd 
MS + BA 3 mg/l + IAA 0.1 mg/l 3.2 ab 2.0 ab 
MS + BA 3 mg/l + IAA 0.2 mg/l 3.2 ab 0.8 cd 
F-test * **  
c.v.(%) 57.97  89.63  
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*  :  แตกต่างทางสถิติที่ระดับความเชื่อมั่น 95 เปอร์เซ็นต์ 
**  :  แตกต่างทางสถิติที่ระดับความเชื่อมั่น 99 เปอร์เซ็นต์ 
1/  :  ตัวอักษรที่เหมือนกันในแนวตั งไม่มีความแตกต่างเมื่อเปรียบเทียบค่าเฉลี่ยโดยวิธี Duncan’s Multiple 

Range Test ที่ระดับความเชื่อมั่น 95 เปอร์เซ็นต ์
 

 

    
MS (Control) MS+BA 1 mg/l + IAA 0.1 mg/l MS+BA 1 mg/l + IAA 0.2 mg/l MS+BA 1.5 mg/l + IAA 0.1 mg/l 

    
MS+BA 1.5 mg/l + IAA 0.2 mg/l MS+BA 2 mg/l + IAA 0.1 mg/l MS+BA 2 mg/l + IAA 0.2 mg/l MS+BA 2.5 mg/l + IAA 0.1 mg/l 

   

 

MS+BA 2.5 mg/l + IAA 0.2 mg/l MS+BA 3 mg/l + IAA 0.1 mg/l MS+BA 3 mg/l + IAA 0.2 mg/l  
ภาพที่ 1  การเกิดยอดและรากของต้นมะเขือเทศ เมื่อเลี ยงบนสูตรอาหาร MS ร่วมกับ BA ความเข้มข้น  1, 1.5, 2, 2.5 
และ 3 มิลลิกรัมต่อลิตร  ร่วมกับ  IAA  ความเข้มข้น 0.1 และ 0.2  มิลลิกรัมต่อลิตร   
 
2. เตรียมอะโกรแบคทีเรียม และทดสอบความเข้มข้นของอะโกรแบคทีเรียมที่เหมาะสมและระยะเวลาที่ใช้ใน
การถ่ายยีน 

 จากการรายงานของ สุภาวดี (2556) ที่ท้าการโคลนยีน Sucrose Synthase (SuSy)  ที่เกี่ยวข้องกับการ
สังเคราะห์น ้าตาล ได้ท้าการโคลนยีนและเชื่อมต่อชิ นยีน Sucrose Synthase ขนาด 2376 คู่เบสเข้ากับ Plant 
Expression Vector (pCAMBIA2300) ขนาด 9640 คู่เบส และท้าการตรวจสอบการปรากฏของยีน (ภาพที่ 2)  
น้ าพ ล าสมิ ด ดี เ อ็ น เอส ายผ สม ที่ มี ยี น  Susy เข้ าสู่ เชื อ  A. tumefaciens ส าย พั น ธุ์  EHA105 ด้ ว ย วิ ธี 
electroporation คัดเลือกเซลล์ของ A. tumefaciens ที่ได้รับพลาสมิดสายผสมที่มียีน Susy บนอาหารแข็งสูตร 
LB ที่ผสม Kanamycin ความเข้มข้น 50 มิลลิกรัมต่อลิตร และท้าเป็น mater plate เพ่ือน้าไปใช้ในการถ่ายยีน
เข้าสู่พืช 
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ภาพที่ 2 ก. แสดงรูปแบบแถบดีเอ็นเอที่ได้จากการตัดพลาสมิดดีเอ็นเอสายผสม pCAMBIA2300–SuSy ด้วย
เอนไซม์ ตั ดจ้ าเพาะ XbaI และ KpnI, Lane M = ดี เอ็น เอมาตรฐาน  1 Kb DNA Ladder 
(Fermentas), Lane 1-10 = แถบดีเอ็นเอของพลาสมิดดีเอ็นเอสายผสมโคลนที่ 1–10 ที่ตัดด้วย
เอนไซม์ตัดจ้าเพาะ XbaI และ KpnI  

 ข.  แสดงแถบดีเอ็นเอที่ได้จากการท้าปฏิกิริยา PCR กับพลาสมิดดีเอ็นเอสายผสม pCAMBIA2300 – 
SuSy โดยใช้ไพรเมอร์ NOS (forward) และ 35SCaMV (reverse),,  Lane M = ดีเอ็นเอมาตรฐาน     
1 Kb DNA Ladder (Fermentas), Lane 1-10 = แถบดีเอ็นเอที่ได้จากการท้าปฏิกิริยา PCR โคลนที่ 
1 – 10   

 
 การถ่ายยีนเข้าสู่มะเขือเทศ โดยวิธี leaf disc  
 น้าเชื อ A. tumefaciens สายพันธุ์ EHA 105 ที่มียีนเป้าหมาย Sucrose Synthase (SuSy) ซึ่งได้เตรียม

เป็น master plate มาเลี ยงท้าการ streak เพ่ือให้เกิดเป็นโคโลนีเดี่ยวบนอาหารแข็ง Luria-Bertani (LB) เติม 
Kanamycin 50 มิลลิกรัมต่อลิตร เลี ยงที่อุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส ระยะเวลา 2-3 วัน จากนั นคัดเลือกโคโลนี
เดี่ยวมาเลี ยงในอาหารเหลว LB ที่เติม Kanamycin 50 มิลลิกรัมต่อลิตร เลี ยงบนเครื่องเขย่าด้วยความเร็ว 200 
รอบต่อนาที อุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส นาน 16 ชั่วโมง  

 น้ามาวัดค่า OD ด้วยเครื่อง spectrophotometer ที่ความยาวคลื่น 600 นาโนเมตร ให้มีค่า 0.6-0.8  โดย
ใช้ระยะเวลาการเลี ยง 4-6 ชั่วโมง พบว่า ในการทดลองค่าที่เหมาะสมจะเท่ากับ 0.6  และจากทดสอบน้าเชื อ
ปริมาตร 5 หรือ 10 มิลลิลิตร พบว่า ปริมาตร 10 มิลลิลิตรจะเป็นปริมาตรที่เหมาะสมมีปริมาณของเซลล์ที่
เพียงพอ  เมื่อน้ามาปั่นแยกเซลล์แบคทีเรียด้วยความเร็ว 12,000 รอบต่อนาที นาน 5 นาที เทอาหารเหลวทิ ง เติม
อาหารเหลว MS ลงไปปริมาณ 10 มิลลิลิตร เขย่าจนเซลล์ทั งหมดแขวนลอยอยู่ในอาหาร  เจือจางเซลล์แบคทีเรีย
ในอัตรา 1 : 1 ด้วยอาหารเหลว MS ปริมาตร 5 มิลลิลิตร  เติมสาร acetosyringone 200 ไมโคร โมลาร์ ช่วยเพิ่ม
ประสิทธิภาพของ Agrobacterium ในการน้ายีนเข้าสู่เนื อเยื่อพืช 

จากนั นเตรียมชิ นส่วนใบมะเขือเทศให้มีเส้นกลางใบ ขนาด 0.5 X 0.5 ตารางเซนติเมตร  น้ามาแช่ใน
สารละลายที่มีเซลล์ A. tumefaciens  จากการทดสอบระยะเวลาในการแช่ชิ  นส่วนใบลงในสารละลาย ที่มี
เซลล์ พบว่า การแช่ชิ นใบนาน 10 นาทีจะท้าให้ประสิทธิภาพการเข้าสู่เซลล์เนื อเยื่อพืชของ A. tumefaciens  

ก ข 

bp 

6000      

3000      

1000      

bp 

6000      

3000      

1000      
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เกิดขึ นได้ดีกว่า การแช่นาน 5 นาที   น้าชิ นใบขึ นมาซับเซลล์แบคทีเรียออกบนกระดาษกรองฆ่าเชื อ  แล้วจึง
ย้ายชิ  นส่วนใบมาเพาะเลี  ยงบนอาหารแข็งสูตร MS ที ่เติม acetosyringone 200 ไมโครโมลาร์ บ่มในที่มืด 
อุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 3 วัน จากนั นย้ายเนื อเยื่ อมาเลี ยงในสภาพที่มีแสง บนอาหาร Co-
cultivation  สูตร MS ร่วมกับ BA 2.5 มิลลิกรัมต่อลิตร และ IAA 0.1 มิลลิกรัมต่อลิตร ที่เติม Kanamycin ความ
เข้มข้น 50 มิลลิกรัมต่อลิตร ร่วมกับสารปฏิชีวนะ Carbenicillin ความเข้มข้น 100 มิลลิกรัมต่อลิตร (ภาพที่ 3) 
พบว่า  เชื อ A. tumefaciens  ที่เข้าสู่เนื อเยื่อพืชมีปริมาณมากและสารปฏิชีวนะ Carbenicillin ความเข้มข้น 
100 มิลลิกรัมต่อลิตร ไม่สามารถก้าจัดเชื อจากเนื อเยื่อของพืชได้ และเมื่อระยะเวลาผ่านไปจะท้าให้เนื อเยื่อใบ
มะเขือเทศไม่สามารถพัฒนาเกิดเป็นแคลลัสซึ่งจะพัฒนาต่อเป็นยอดใหม่ได้  โดยใบมะเขือเทศจะมีลักษณะใบ
เป็นสีเหลือง หรือบางชิ นใบจะมีเชื อ A. tumefaciens  เกิดขึ นรอบๆ บริเวณใบมะเขือเทศ  (ภาพที่4 )  Sheila 
(1991) ได้รายงานว่า การถ่ายยีนในมะเขือเทศ  จะท้าได้ยากกว่าการถ่ายยีนในพืชชนิดอื่นๆ เช่น พิทูเนีย และ 
ยาสูบ ซึ่งจะมีอัตราความส้าเร็จที่สูงกว่า รวมทั งขึ นอยู่กับปัจจัยอื่น คือ สายพันธุ์ของเชื อ  Agrobacterium, 
ชนิดของสารปฏิชีวนะ และจากรายงานของ สุมนทิพย์ และ เนริสา (1997) ได้ศึกษาอิทธิพลของสารปฏิชีวนะ  
(antibiotic) timentin, cefotaxime และ carbenicillin ต ่ออ ัตราการเจริญของแคลลัส ถั ่ว พุ ่ม   พบว ่า 
timentin และ cefotaxime มีผลยับยั งการเจริญของแคลลัสถั่วพุ่มที่ระดับความเข้มข้น 50 มิลลิกรัมต่อลิตร 
ในขณะที่ carbenicillin ต้องใช้ความเข้มข้นสูงถึง 100 มิลลิกรัมต่อลิตร ส้าหรับความสามารถในการก้าจัด A. 
tumefaciens strain EHA 105 และจากคุณสมบัติของ carbenicillin ที่มีการแตกตัวให้สารที่มีคุณสมบัติคล้าย
ฮอร์โมนพืช  ซึ่งสามารถชักน้าให้เกิดแคลลัสได้  แต่ก็มีผลต่อการพัฒนาการเกิดเป็นยอดที่สมบูรณ์และลดอัตราการ
เกิดยอดของพืช  เนื่องจากสารที่แตกตัวนั นท้าให้สมดุลของสัดส่วนระหว่าง auxin และ cytokinin ในพืชเปลี่ยนไป 
(Nauerby และคณะ, 1997; Ling และคณะ, 1998)  
 
 

 
 
ภาพที่ 3 การถ่ายยีน Sucrose synthase เข้าสู่ใบมะเขือเทศ โดยใช้เทคนิค leaf disc  
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ภาพที่ 4 ชิ นส่วนใบมะเขือเทศที่ได้รับการถ่ายยีนด้วยวิธี leaf disc และมีการปนเปื้อนของเชื อ A. tumefaciens 

 
สรุปผลการทดลองและข้อเสนอแนะ 

 
1. เทคนิคการถ่ายยีนด้วยวิธี leaf disc โดย Agrobacterium tumefaciens. สายพันธุ์ EHA 105 ในขั นตอน

การเตรียมเชื อควรวัดค่า OD600= 0.6 จะเป็นค่าที่เหมาะสมส้าหรับการน้าเชื อไปใช้ในการถ่ายยีน  โดยใช้ปริมาตรของ
เชื อ 10 มิลลิลิตร และใช้เวลาในการแช่ชิ นส่วนใบ นาน 10 นาที   

2. สูตรอาหารคัดเลือก ประกอบด้วยสารปฏิชีวะ Kanamycin ความเข้มข้น 50 มิลลิกรัมต่อลิตร และ สาร
ปฏิชีวนะที่ใช้ก้าจัดเชื อ A. tumefaciens. ไม่ควรเลือกใช้ carbenicillin เนื่องจากมีผลยับยั งต่อการชักน้าให้เกิดยอด
ใหม่จากชิ นส่วนใบพืช  

3. สูตรอาหารที่เหมาะสมในการชักน้าให้เกิดต้นใหม่ในมะเขือเทศพันธุ์สีดา ได้แก่ สูตรอาหาร ร่วมกับ BA 
ความเข้มข้น  2.5  มิลลิกรัมต่อลิตร และ  IAA  ความเข้มข้น 0.1  มิลลิกรัมต่อลิตร   
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การน าผลงานวิจัยไปใช้ 
 

เป็นข้อมูลพื นฐานเพื่อน้าไปพัฒนาด้านการปรับปรุงพันธุ์พืช  โดยการถ่ายฝากยีนที่เป็นประโยชน์ทางด้าน
การเกษตรในพืชเศรษฐกิจที่ส้าคัญ เช่น  ยีนต้านทานโรคและแมลง ยีนเพื่อการเพ่ิมผลผลิต  เป็นต้น  
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