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บทคัดย่อ 
การถ่ายฝากยีนเข้าสู่เนื้อเยื่อเปลือกหุ้มเมล็ดชั้นในของยางพันธุ์ RRIM600 โดยใช้ Agrobacterium 

tumefaciens สายพันธุ์ EHA105 ที่มีพลาสมิด pCAM1304 ซึ่งมียีน gus เป็นยีนรายงานผล พบว่าการใช้ความ
เข้มข้นของเชื้อ OD600 = 0.6 และปลูกเชื้อนาน 1 วินาที ให้ประสิทธิภาพของการถ่ายยีนสูงที่สุด ยืนยันจากการ
ตรวจสอบผลของการถ่ายยีนโดยพิจารณาจากการแสดงออกของยีน gus แบบชั่วคราว (transient expression) 
โดยวิธี Gus histochemical assay โดยการนับจ านวนชิ้นเนื้อเยื่อที่ติดสีน้ าเงิน  และจ านวนจุดสีน้ าเงินบนชิ้น
เนื้อเยื่อ และจากการตรวจสอบผลการถ่ายยีนเข้าสู่เนื้อเยื่อที่รอดชีวิตโดยการท า PCR พบว่าเนื้อเยื่อที่รอดชีวิตบน
อาหารคัดเลือกได้รับการถ่ายฝากยีน gus เข้าสู่เนื้อเยื่อได้ส าเร็จ ระยะเวลาในการเลี้ยงร่วมกับ Agrobacterium 
tumefaciens ที่เหมาะสม คือ  3-5 วัน การก าจัดเชื้อ Agrobacterium tumefaciens บนอาหารที่เติม 
Cefotaxime 200-400 มิลลิกรัมต่อลิตรสามารถก าจัดเชื้อได้ดี ความเข้มข้นของ Kanamycin ที่เหมาะสมส าหรับ
การน าไปใช้คัดเลือกแคลลัสภายหลังการถ่ายยีน คือ 150 มิลลิกรัมต่อลิตร 
 
 

 



ค าน า 
การปลูกถ่ายยีนเป็นอีกวิธีการหนึ่งที่ใช้ส าหรับปรับปรุงพันธุ์พืช โดยการน ายีนที่ควบคุมลักษณะที่ต้องการ

ใส่ไปในพืชเพ่ือให้มีลักษณะที่ต้องการ (Estruch et al., 1997) โดยเฉพาะอย่างยิ่งยีนที่หายากและไม่มีในพืชนั้น
ตามธรรมชาติหรือแหล่งพันธุกรรม ยีนที่ใส่ลงไปมีลักษณะเป็นยีนเดี่ยวๆที่รู้หน้าที่ของยีนที่ชัดเจน โดยทั่วไป
ลักษณะของยีนที่ใส่ลงไปมีวัตถุประสงค์เพ่ือให้พืชมีผลผลิตที่สูงขึ้นและเพ่ิมลักษณะทนทานต่อโรค แมลง และ 
สภาพแวดล้อมตลอดจนปรับปรุงคุณภาพในองค์ประกอบของเมล็ด   ในขณะที่การปรับปรุงพันธุ์โดยวิธีการผสม
พันธุ์ นั้นเป็นการน าเอายีนจ านวนมากถึงหนึ่งพันยีน และเป็นยีนที่ไม่รู้หน้าที่ที่ชัดเจนใส่เข้าไปในพืชปัจจุบันมี
รายงานความส าเร็จในการปลูกถ่ายยีนได้ในพืชหลายชนิด ส าหรับการปลูกถ่ายยีนในยางพารา ปัจจุบันหลาย
ประเทศได้มีการศึกษาการปลูกถ่ายยีนโดยใช้ยีนเครื่องหมายและยีนที่มีความส าคัญทางการเกษตร ตลอดจนต้น
ยางพาราที่ได้รับการปลูกถ่ายยีนสามารถพัฒนาไปเป็นต้นที่สมบูรณ์ ได้แก่ ประเทศฝรั่งเศส มาเลเซีย อินเดีย และ
จีน ส าหรับในประเทศไทย กษิดิศ และคณะ (2544) ได้รายงานผลส าเร็จของการปลูกถ่ายยีน ในเมล็ดอ่อน
ยางพาราด้วยวิธีการใช้ Agrobacterium และ Particle bombardment โดยใช้ยีนเครื่องหมาย ยีน gus แต่ยังไม่
มีรายงานการพัฒนาของเนื้อเยื่อท่ีได้รับการปลูกถ่ายยีนเข้าไปเป็นต้นที่สมบูรณ์ได้การเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อเป็นส่วน
หนึ่งของระบบการปลูกถ่ายยีนในพืช ถึงแม้ว่าจะมีการปลูกถ่ายยีนเข้าไปในเนื้อเยื่อพืชแล้วก็ตามถ้าหากการ
เพาะเลี้ยงเนื้อยังไม่ประสพความส าเร็จ การพัฒนาไปเป็นต้นพืชที่สมบูรณ์จากเนื้อเยื่อก็ไม่สามารถเกิดขึ้นได้ ใน
ท านองเดียวกันการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อประสพความส าเร็จได้แต่ปราศจากความส าเร็จในการปลูกถ่ายยีน ก็ไม่
สามารถสร้างพืชตัดแต่งพันธุกรรมได้เช่นกัน โดยทั่วไปการพัฒนาไปเป็นต้นพืชที่สมบูรณ์ในการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ
จะข้ึนอยู่กับเซลล์ร่างกายของพืช และสามารถกระตุ้นให้มีการพัฒนาไปเป็นต้นพืชที่สมบูรณ์ได้ โดยผ่าน
กระบวนการ การสร้างอวัยวะ (organogenesis) และ การสร้างต้นอ่อน (somatic embryogenesis) ซ่ึง
กระบวนการดังกล่าวจะต้องได้รับฮอร์โมน และธาตุอาหาร ที่เหมาะสม (Skoog and Miller, 1957) กระบวนการ
สร้างอวัยวะ เป็นการพัฒนาในส่วนของยอด โดยสามารถพัฒนาได้จากส่วนของเนื้อเยื่อต่างๆ ยกเว้นในส่วนของใบ
ในพืชใบเลี้ยงเดี่ยว เพราะพืชใบเลี้ยงเดี่ยวมีเนื้อเยื่อเมอริสเต็มเฉพาะในส่วนของโคนใบ (Maheshwari et al., 
1995) ส่วนของใบเลี้ยง ชิ้นส่วนใบ ไฮโปคอทิล และ สแคเทลัมจากเอมไบรโอ มีศักยภาพในการพัฒนาไปเป็นยอด
ได้เมื่อวางเลี้ยงบนอาหารที่เติมฮอร์โมนชักน าการสร้างยอด โดยปกติใช้ฮอร์โมนพืชในกลุ่มไซโตไคนิน เช่น 6-
benzyl-aminopurineเช่นในใบเลี้ยงของถั่วเหลือง (Zhang et al., 1999) กระบวนการสร้างต้นอ่อน เป็นการ
พัฒนาของต้นอ่อนจาก เซลล์ร่างกาย เช่น ต้นอ่อนจากเมล็ด สปอร์ และ ใบ ในบางครั้งการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่ออาจ
เกิดลักษณะฉ่ าน้ าของเนื้อเยื่อ ซึ่งเป็นลักษณะผิดปกติทางสัณฐานวิทยาของเนื้อเยื่อ เรียกว่า hyperhydricityซึ่งจะ
พบได้บ่อยในพืชไม้ยืนต้น แต่ลักษณะดังกล่าวสามารถแก้ไขได้โดยการดัดแปลงชนิดของน้ าตาล  ปริมาณของแค
ลเซี่ยม หรือโดยการใช้ antivirifying agents เช่น phloridzin (Debergh et al., 1992) การเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อใน
ยางพารา มีการชักน าแคลลัสจากส่วนของล าต้นที่ผ่านการท าหนุ่มสาว รายงานครั้งแรกโดย Bouychou (1953) 
การพัฒนาของการเพาะเลี้ยงแคลลัสจาก cotyledon-like embryos รายงานครั้งแรกโดย Wilson and street 
(1975) ในขณะเดียวกัน Paranjothy and Ghandimathi (1975) สามารถชักน าเอมบริออยจากแคลลัสที่ได้จาก
การเพาะเลี้ยงอับละอองเกสร แต่อย่างไรก็ตามการทดลองเหล่านี้ยังไม่มีรายงานประสพความส าเร็จในการพัฒนา



ไปเป็นต้นที่สมบูรณ์ จนกระทั่งมีรายงานประสพความส าเร็จของการพัฒนาต้นยางโดยผ่านกระบวนการสร้างต้น
อ่อนจากการเพาะเลี้ยงอับละอองเกสร ของประเทศจีน โดย Chen et al. (1977) ส าหรับสถาบันวิจัยยางมาเลเซีย 
ประสพความส าเร็จในการเพาะเลี้ยงเนื้อยางเป็นครั้งแรกในต้นปี 1980 โดยได้ต้นยางพันธุ์ GT1จากการเพาะเลี้ยง
เนื้อเยื่ออับละอองเกสร (Wan et al., 1982) และในปี 1990 สามารถเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อโดยผ่านกระบวนการสร้าง
ต้นอ่อน ในยางพันธุ์ RRIM600 (Hafsah and Wan, 1995) ที่ผ่านมาเป็นการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อจากส่วนของผนัง
เซลล์อับละอองเกสร ในระยะต่อมาสถาบันวิจัยของฝรั่งเศส โดย Etienne et al., 1993; Carron et al., 1995) 
ได้พัฒนาการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อยางโดยใช้ส่วนของเนื้อเยื่อชั้นในของเยื้อหุ้มเมล็ดอ่อน นอกจากนั้นยังมีการ
เพาะเลี้ยงโอวุล ซึ่งรายงานครั้งแรกโดย Guo et al. (1982) ในปี 1990 สถาบันวิจัยยางมาเลเซีย สามารถ
เพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อโดยชักน าต้นพืชที่สมบูรณ์ได้โดยกระบวนการสร้างต้นอ่อนจากการเพาะเลี้ยงโอวุล (Hafsah 
and Wan, 1995) ต้นที่ได้จากการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อเหล่านั้นได้มีการน าไปปลูกในแปลงได้ส าเร็จ และมีการเก็บ
เกี่ยวผลผลิตตามล าดับ ส าหรับการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อยางพาราในประเทศไทยมีรายงานถึงความก้าวหน้าในระดับ
หนึ่ง โดยการเพาะเลี้ยงเยื่อหุ้มชั้นในของเมล็ดอ่อน (กรรณิการ์ และคณะ, 2542; Te-chato and Chartikul, 
1993; กษิดิศ และคณะ, 2544) เพาะเลี้ยงส่วนของล าต้นของต้นกล้าและต้นพันธุ์ (ปัทมา และ ภัทราวุธ, 2535; 
อรุณี และสมปอง, 2535ก; อรุณี และสมปอง, 2535ข) เพาะเลี้ยงอับละอองเกสร (สมปอง และ วันทนา, 2531) 
การเพาะเลี้ยงเซลล์ซัสเพนชัน การแยก และการเลี้ยงโปรโตพลาสต์ (พจมาลย์ และ สมปอง, 2542) อย่างไรก็ตาม
จากรายงานประสพความส าเร็จในการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อในประเทศไทยมีเพียง Te-chato and Chartikul, 1993 
และ กรรณิการ์ และคณะ, 2542 เท่านั้นที่สามารถพัฒนาต้นพืชที่สมบูรณ์ได้จากต้นอ่อนที่ได้จากการเพาะเลี้ยง
เยื่อหุ้มชั้นในของเมล็ดอ่อนจากยางพันธุ์ TJIR1 และ  BPM24, PB260, PB311, RRII105 และ RRIM600 
ตามล าดับ กรรณิการ์ และคณะ, 2542   ได้น ายางพันธุ์ BPM24 ไปปลูกในสภาพแปลงปลูกพบว่ามีการ
เจริญเติบโตได้ดีกว่าต้นยางที่ได้จากการติดตา 

 
วิธีการด าเนินการ 
อุปกรณ์ 

1. อุปกรณ์เครื่องแก้ว ได้แก่ บีกเกอร์ฟลาสก์ ขวดเก็บสารละลาย จานเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ ขวดเพาะเลี้ยง
เนื้อเยื่อ หลอดเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ 

2. เครื่องชั่งละเอียด เครื่องชั่งแบบหยาบ เครื่องปรับความเป็นกรดด่าง เครื่องคนสารละลาย ไมโครเวฟ 
หม้อนึ่งความดัน  

3. อุปกรณ์อ่ืน ๆ ได้แก่ ฟอร์แซบ ด้ามมีด ใบมีดผ่าตัด ถาดใส่เครื่องมือ 
4. ตู้ย้ายเลี้ยงเนื้อเยื่อ  
5. ชั้นวางเลี้ยงเนื้อเยื่อพร้อมติดตั้งระบบไฟฟ้าและตัวควบคุมการปิดเปิดไฟฟ้าและเครื่องปรับอากาศ

พร้อมตัวควบคุมปิดเปิด 
 
 



วิธีการ 
1. ศึกษาระดับความเข้มข้นของ Agrobacterium ที่เหมาะสมต่อการปลูกถ่ายยีน น าแคลลัส เอ็มบริโอเจ

นิคแคลลัส และโซมาติกเอ็มบริโอ ที่ได้มาปลูกถ่ายเชื้อ Agrobacterium ที่ความเข้มข้น OD600 0, 0.2, 0.4, 0.6 
และ 0.8  โดยวิธีการจุ่มแช่ ระยะเวลา 3-5 นาที และเลีย้งร่วมบนอาหารเป็นระยะเวลา 3 วัน จากนั้นน าไปล้าง
ด้วยน้ ากลั่นนึ่งฆ่าเชื้อเติม Cefotaxim ความเข้มข้น 250 มิลลิกรัมต่อลิตร จ านวน 3 ครั้ง เพ่ือก าจัดเชื้อแบคทีเรีย 
และน าไปวางเลี้ยงบนอาหารที่เติม Cefotaxim ความเข้มข้น 250 มิลลิกรัมต่อลิตร เพ่ือควบคุมการเจริญของเชื้อ
แบคทีเรียและน าไปวางเลี้ยงบนอาหารคัดเลือกที่เติม Kanamycin ความเข้มข้น 100 มิลลิกรัมต่อลิตรหลังจาก
เปลี่ยนย้ายบนอาหารคัดเลือก 3 ครั้ง ตามล าดับ ตรวจสอบจ านวนแคลลัสที่รอดชีวิตบนอาหารคัดเลือก และน า
แคลลัสและชิ้นส่วนพืชที่รอดชีวิตจากการวางเลี้ยงบนอาหารคัดเลือกไปตรวจสอบความส าเร็จในการปลูกถ่ายยีน
โดยตรวจวิเคราะห์ยีนบนโครโมโซมแคลลัสด้วยเทคนิค PCR บันทึกข้อมูลความส าเร็จในการท า PCR  

2. ศึกษาระยะเวลาการเลี้ยงร่วมที่เหมาะสมกับเชื้อ Agrobacterium น าแคลลัส เอ็มบริโอเจนิคแคลลัส 
และโซมาติกเอ็มบริโอ ที่ได้มาปลูกถ่ายเชื้อ Agrobacterium ที่ความเข้มข้น OD600 ที่เหมาะสมจากการทดลองที่ 
1 จุ่มแช่ ระยะเวลา 0, 1, 3, 5, 7  และ 9  นาที และเลีย้งร่วมบนอาหารเป็นระยะเวลา 3 วัน จากนั้นน าไปล้าง
ด้วยน้ ากลั่นนึ่งฆ่าเชื้อเติม Cefotaxim ความเข้มข้น 250 มิลลิกรัมต่อลิตรจ านวน 3 ครั้ง เพ่ือก าจัดเชื้อแบคทีเรีย 
และน าไปวางเลี้ยงบนอาหารที่เติม Cefotaximความเข้มข้น 250 มิลลิกรัมต่อลิตรเพ่ือควบคุมการเจริญของเชื้อ
แบคทีเรียและน าไปวางเลี้ยงบนอาหารคัดเลือกที่เติม Kanamycin ความเข้มข้น 100 มิลลิกรัมต่อลิตรหลังจาก
เปลี่ยนย้ายบนอาหารคัดเลือก 3 ครั้ง ตามล าดับ ตรวจสอบจ านวนแคลลัสที่รอดชีวิตบนอาหารคัดเลือก และน า
แคลลัสและชิ้นส่วนพืชที่รอดชีวิตจากการวางเลี้ยงบนอาหารคัดเลือกไปตรวจวิเคราะห์ยีนบนโครโมโซมแคลลัส
ด้วยเทคนิค PCR บันทึกข้อมูลความส าเร็จในการท า PCR  

3. ศึกษาวิธีการเลี้ยงร่วมกับเชื้อ Agrobacterium น าแคลลัสที่ได้มาปลูกถ่ายเชื้อ Agrobacterium โดย
วิธีการจุ่มแช่ที่ความเข้มข้น OD600 ที่เหมาะสมจากการทดลองท่ี 1 ระยะเวลาการจุ่มแช่และเลี้ยงร่วมบนอาหาร
ตามระยะเวลาที่เหมาะสมจากการทดลองที่ 2 และวิธีการเลี้ยงร่วมกับเชื้อโดยการหยดเชื้อลงบนแคลลัส จากนั้น
น าไปล้างด้วยน้ ากลั่นนึ่งฆ่าเชื้อเติม Cefotaxim ความเข้มข้น 250 มิลลิกรัมต่อลิตร จ านวน 3 ครั้ง เพ่ือก าจัดเชื้อ
แบคทีเรีย และน าไปวางเลี้ยงบนอาหารที่เติม Cefotaxim ความเข้มข้น 250 มิลลิกรัมต่อลิตร เพ่ือควบคุมการ
เจริญของเชื้อแบคทีเรียและน าไปวางเลี้ยงบนอาหารคัดเลือกท่ีเติม Kanamycin ความเข้มข้น 100 มิลลิกรัมต่อ
ลิตรหลังจากเปลี่ยนย้ายบนอาหารคัดเลือก 3 ครั้ง ตามล าดับ ตรวจสอบจ านวนแคลลัสที่รอดชีวิตบนอาหาร
คัดเลือกและน าแคลลัสและชิ้นส่วนพืชที่รอดชีวิตจากการวางเลี้ยงบนอาหารคัดเลือกไปตรวจสอบความส าเร็จใน
การปลูกถ่ายยีนโดยตรวจวิเคราะห์ยีนบนโครโมโซมแคลลัสด้วยเทคนิค PCR บันทึกข้อมูลความส าเร็จในการท า 
PCR  

4.  การพัฒนาต้นยางที่ปลูกถ่ายยีนโดยเชื้อ Agrobacterium ผ่านกระบวนการสร้างต้นอ่อน แคลลัส 
เอ็มบริโอเจนิคแคลลัส และโซมาติกเอ็มบริโอ ที่ได้มาปลูกถ่ายเชื้อ Agrobacterium โดยวิธีการที่เหมาะสมจาก
การทดลองที่ 1-3 และน าไปวางเลี้ยงบนอาหารที่ชักน าการพัฒนาไปเป็นต้นพืชที่สมบูรณ์โดยผ่านการสร้างต้นอ่อน 
และตรวจวิเคราะห์ยีนบนโครโมโซมจากต้นที่ได้ด้วยเทคนิค PCR บันทึกข้อมูลความส าเร็จในการท า PCR 



เวลาและสถานที่ 
 เริ่มต้น ตุลาคม  2554 สิ้นสุด ตุลาคม  2558 
 สถานที่ท าการทดลอง ศูนย์วิจัยยางฉะเชิงเทรา 
  

ผลการทดลองและวิจารณ์ผล 
การศึกษาปัจจัยท่ีมีผลต่อประสิทธิภาพการถ่ายยีนเข้าสู่เนื้อเยื่อเปลือกหุ้มเมล็ดชั้นในของยางพันธุ์ RRIM600 
โดยใช้ Agrobacterium tumefaciens 

ท าการถ่ายฝากยีนเข้าสู่เนื้อเยื่อเปลือกหุ้มเมล็ดชั้นในของยางพันธุ์ RRIM600 โดยใช้ Agrobacterium 
tumefaciens สายพันธุ์ EHA105 ที่มีพลาสมิด pCAM1304 ซึ่งมียีน gusเป็นยีนรายงานผลที่ระดับความเข้มของ 
Agrobacterium tumefaciens ที่ค่า OD600 เท่ากับ 0.4, 0.6 และ 0.8 ระยะเวลาการปลูกเชื้อ 1, 5, 10, 20, 40 
และ 60 วินาที หลังจากการปลูกเชื้อนาน 1 สัปดาห์ น าเนื้อเยื่อมาตรวจสอบผลของการถ่ายยีนโดยพิจารณาจาก
การแสดงออกของยีน gus แบบชั่วคราว (transient expression) โดยวิธ ีGus histochemical assay โดยการ
นับจ านวนชิ้นเนื้อเยื่อที่ติดสีน้ าเงิน  และจ านวนจุดสีน้ าเงินบนชิ้นเนื้อเยื่อ พบว่า จากการค านวณทางสถิติ ทุกสิ่ง
ทดลองให้ผลไม่แตกต่างกัน (ภาพที่1)  ซึ่งเมื่อน าข้อมูลทั้งสองชุดมาพิจารณา พบว่า สิ่งทดลองที่ให้ประสิทธิภาพ
ของการถ่ายยีนสูงที่สุด คือ การใช้ความเข้มข้นของเชื้อ OD600 = 0.6 และปลูกเชื้อนาน 1 วินาที (ตารางที่ 1) และจาก
การศึกษาระบบการถ่ายฝากยีนโดยใช้ Agrobacterium tumefaciens กับแคลลัสยางพาราพันธุ์ BPM24, 
RRIM600 และ RRIT251 โดยใช้ยีนรายงานผล (gus) พบว่าสามารถถ่ายฝากยีน gusโดยใช้ Agrobacterium ทั้ง
สองสายพันธุ์ คือ EHA105 และ GL1 ใช้ระยะเวลาในการเลี้ยงร่วม 3-5 วัน  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



ตารางท่ี 1 ผลของการแสดงออกของยีน gusแบบช่ัวคราว (transient expression) บนเนื้อเยื่อที่เลี้ยง
ร่วมกับ Agrobacterium tumefaciens ความเข้มข้นและระยะเวลาต่างกัน โดยวิธี Gus histochemical 
assay 

สิ่งทดลอง 
(ความเข้มข้น,ระยะเวลา (วินาที) 

จ านวนชิ้นเนื้อเยื่อ 
ติดสีน้ าเงินเฉลี่ย 

จ านวนจุดสีน้ าเงิน 
บนเนื้อเยื่อเฉลี่ย 

ชุดเปรียบเทียบ 0 0 
0.4,1 5.5 9.3 
0.4,5 6.0 11.7 
0.4,10 3.5 6.9 
0.4,20 1.5 5.3 
0.4,40 4.0 5.8 
0.4,60 3.5 13.8 
0.6,1 8.5 6.4 
0.6,5 4.0 9.8 
0.6,10 5.5 8.6 
0.6,20 2.0 11.1 
0.6,40 2.0 12.5 
0.6,60 6.0 13.1 
0.8,1 1.0 3.0 
0.8,5 2.0 13.8 
0.8,10 5.0 19.7 
0.8,20 3.5 11.9 
0.8,40 6.0 28.8 
0.8,60 4.0 14.4 

 
 
 
 

 



 
 

ภาพที่1  แสดงช้ินส่วนแคลลัสยางพาราที่ตรวจสอบประสิทธิภาพการถ่ายยีนโดยใช้ Agrobacterium  

tumefaciens (EHA105; Gus, Cocultivate 3-5 d.)โดยวิธี Gus histochemical assay: ก : แคลลัสท่ีไม่ได้รับการถ่ายยีน ข : 
แคลลัสท่ีได้รับการถ่ายยีน 

 
 

การตรวจสอบผลการถ่ายฝากยีนเข้าสู่เนื้อเยื่อโดยใช้ปฏิกิริยา PCR 

น าเนื้อเยื่อที่ผ่านการถ่ายฝากยีนมาเพาะเลี้ยงบนอาหารสูตรก าจัดเชื้อ MH (IN) ที่เติม Cefotaximeความ
เข้มข้น 250 มิลลิกรัมต่อลิตรระยะเวลา 2 สัปดาห์ และอาหารสูตรคัดเลือก MH (IN) Kanamycin ความเข้มข้น 50 

มิลลิกรัมต่อลิตรระยะเวลา 2 สัปดาห์ จากนั้นท าการตรวจสอบผลการถ่ายยีนเข้าสู่เนื้อเยื่อที่รอดชีวิตโดยการท า 
PCR พบว่าเนื้อเยื่อที่รอดชีวิตบนอาหารคัดเลือกได้รับการถ่ายฝากยีน Gus เข้าสู่เนื้อเยื่อ (ภาพที่ 2) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
   ภาพที่ 2 ผลของปฏิกิริยาPCR ของเนื้อเยื่อยางพันธุ์RRIM600 ที่ถ่ายฝากยีนโดยใช้ Agrobacterium  

  tumefaciens ที่มียีน  Gus 

M    1    2     3     4     5     6     7     8     9   10   11   12   13  14  

15 

16  17   18    19  20   21  22  23   P1  P2   N  H20   M 

M = 1 kb marker 

1-23 = sample 1-23 

P1-2 = positive control 

N = negative control 

 



ศึกษาผลความเข้มข้นของสารปฏิชีวนะ Cefotaxime ต่อการก าจัดเชื้อ Agrobacterium tumefaciens 

ทดสอบผลของ Cefotaximeที่ความเข้มข้นต่างๆ กัน คือ 0, 100, 200, 300 และ 400มิลลิกรัมต่อลิตร ต่อการ
ก าจัดเชื้อ Agrobacterium tumefaciens สายพันธุ์ EHA105 และ GL1 โดยการสเปรชเชื้อบนอาหาร LB ที่เติม Cefotaxime

ความเข้มข้นต่างๆ พบว่า 
ผลจากการสเปรชเชื้อ สายพันธุ์ EHA105 บนอาหาร LB ที่เติม Cefotaxime ความเข้มข้นต่างๆ กันพบว่า 

อาหารที่ไม่เติม Cefotaxime เชือ้เจริญขึ้นเต็ม plate ทุก plate ในขณะที่ อาหารที่เติม Cefotaxime100 มิลลิกรัมต่อ
ลิตรพบเชื้อเจริญเฉลี่ย 1 colony/plate และ อาหารที่เติม Cefotaxime 200-400 มิลลิกรัมต่อลิตรไม่พบเชื้อ
เจริญขึ้น 

ผลจากการสเปรชเชื้อสายพันธุ์ GL1 บนอาหาร LB ที่เติม Cefotaxime ความเข้มข้นต่างๆ กัน พบว่า
อาหารที่ไม่เติม Cefotaxime เชื้อเจริญขึ้นเต็ม plate ทุก plate ในขณะที่ อาหารที่เติม Cefotaxime 100-400 
มิลลิกรัมต่อลิตร ไม่พบเชื้อเจริญขึ้น 
ศึกษาผลของสารปฏิชีวนะ Kanamycin ต่อการเจริญเติบโตของแคลลัสยางพารา 

ตัดแคลลัสให้มีขนาดประมาณ 0.5ลูกบาศก์เซนติเมตร และเพาะเลี้ยงลงบนอาหารสูตร MH (IN) ที่เติม 
Kanamycin ความเข้มข้นต่างๆกัน คือ 0, 50, 100, 150 และ 200 มิลลิกรัมต่อลิตร เปลี่ยนอาหารทุก 2 สัปดาห์ 
ท าการทดลองจ านวน 4 ซ้ า ๆ ละ 10 ชิ้น จากผลการทดลอง ความเข้มข้นของ Kanamycin ที่เหมาะสมส าหรับ
การน าไปใช้คัดเลือกแคลลัสภายหลังการถ่ายยีน คือ 150 มิลลิกรัมต่อลิตร (ตารางที่ 2) 

 
ตารางท่ี 2   ผลการรอดชีวิตของแคลลัสจากการเพาะเลี้ยงบนอาหารที่เติม kanamycin เป็นระยะเวลา 4 
สัปดาห์ 

ความเข้มข้น 
Kanamycin (มก./ล.) 

จ านวนแคลลัสรอดชีวิตเฉลี่ย 
(ชิ้น) 

อัตราการรอดชีวิตเฉลี่ย 
(%) 

0 10 100 
50 2.5 25 
100 1.25 12.5 
150 0 0 
200 0 0 

 
สรุปผลการทดลองและข้อเสนอแนะ 

การศึกษาปัจจัยที่มีผลต่อประสิทธิภาพการถ่ายยีนเข้าสู่เนื้อเยื่อเปลือกหุ้มเมล็ดชั้นในของยางพันธุ์ 
RRIM600 โดยใช้ Agrobacterium tumefaciens การถ่ายฝากยีนเข้าสู่เนื้อเยื่อเปลือกหุ้มเมล็ดชั้นในของยางพันธุ์ 
RRIM600 โดยใช ้ Agrobacterium tumefaciens สายพันธุ์ EHA105 ที่มีพลาสมิด pCAM1304 ซึ่งมียีน Gus 
เป็นยีนรายงานผล พบว่าการใช้ความเข้มข้นของเชื้อ OD600 = 0.6 และปลูกเชื้อนาน 1 วนิาที ให้ประสิทธิภาพของ
การถ่ายยีนสูงที่สุด ยืนยันจากการตรวจสอบผลของการถ่ายยีนโดยพิจารณาจากการแสดงออกของยีน gus แบบ



ชั่วคราว (transient expression) โดยวิธี Gus histochemical assay โดยการนับจ านวนชิ้นเนื้อเยื่อที่ติดสีน้ าเงิน  
และจ านวนจุดสีน้ าเงินบนชิ้นเนื้อเยื่อ และจากการตรวจสอบผลการถ่ายยีนเข้าสู่เนื้อเยื่อที่รอดชีวิตโดยการท า PCR 

พบว่าเนื้อเยื่อที่รอดชีวิตบนอาหารคัดเลือกได้รับการถ่ายฝากยีน gus เข้าสู่เนื้อเยื่อได้ส าเร็จ นอกจากนั้นยังสามารถ
ถ่ายฝากยีน โดยใช้ Agrobacterium สายพันธุ์ คือ GL1 ได้ โดยระยะเวลาในการเลี้ยงร่วมทั้งสองสายพันธุ์ที่
เหมาะสม คือ  3-5 วัน จากศึกษาผลความเข้มข้นของสารปฏิชีวนะ Cefotaxime ต่อการก าจัดเชื้อ 
Agrobacterium tumefaciens พบว่า สายพันธุ์ EHA105 อาหารที่เติม Cefotaxime200-400 มิลลิกรัมต่อลิตร
สามารถก าจัดเชื้อได้ดี สายพันธุ์ GL1 อาหารที่เติม Cefotaxime100-400 มิลลิกรัมต่อลิตร สามารถก าจัดเชื้อได้ดี 
จากการศึกษาผลของสารปฏิชีวนะ Kanamycin ต่อการเจริญเติบโตของแคลลัสยางพารา ความเข้มข้นของ 
Kanamycin ที่เหมาะสมส าหรับการน าไปใช้คัดเลือกแคลลัสภายหลังการถ่ายยีน คือ 150 มิลลิกรัมต่อลิตร 

 
การน าผลงานวิจัยไปใช้ประโยชน์ 
 การเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อยางพาราเป็นเครื่องมือส าคัญส าหรับการพัฒนางานด้านยางพาราทั้งการขยายพันธุ์ 
การปรับปรุงพันธุ์ ตลอดจนการปรับปรุงการผลิตยางโดยการใช้เทคโนโลยีชีวภาพทั้งในปัจจุบันและในอนาคต 
โดยเฉพาะการพัฒนางานวิจัยทางด้านวิทยาศาสตร์ของยางพาราซึ่งจะต้องลงไปในเชิงลึก เช่น การศึกษา
เครื่องหมายโมเลกุลในการปรับปรุงพันธุ์ยาง การถ่ายฝากยีนในยางพาราเพ่ือศึกษาคุณสมบัติและหน้าที่ของยีน 
ตลอดจนการถ่ายฝากยีนเข้าไปในยางพาราเพ่ือการปรับปรุงพันธุ์ยาง ดังนั้นผลงานวิจัยนี้ถือเป็นเครื่องมือที่มี
ประโยชน์มากส าหรับน าไปใช้ต่อยอดงานวิจัยเชิงลึกในการพัฒนางานวิจัยด้านยางพาราต่อไป 
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