
 

รายงานผลการวจัิย 

เร่ือง 

การศึกษาเบ้ืองตนในการสงถาย Transcription factor genes ที่เกี่ยวของกับ 

การสังเคราะหรงควัตถุแอนโทไซยานินเขาสูกลวยไมเอื้องนางลม 

 (Dendrobium peguanum Lindl.) 

A preliminary study on transformation of Dendrobium peguanum Lindl. with 

 transcription factor genes that involved in anthocyanin biosynthesis 

 

โดย 

 

รัฐพร จันทรเดช 

 

มหาวิทยาลยัแมโจ 

2554 

รหัสโครงการวิจัย มจ.1-54-079 



 

รายงานผลการวจัิย 

 

เรื่อง การศึกษาเบ้ืองตนในการสงถาย Transcription factor genes ท่ีเก่ียวของกับการสังเคราะห 

รงควัตถุแอนโทไซยานินเขาสูกลวยไมเอ้ืองนางลม (Dendrobium peguanum Lindl.)  

A preliminary study on transformation of Dendrobium peguanum Lindl. with 

 transcription factor genes that involved in anthocyanin biosynthesis 

 

 

ไดรับการจัดสรรงบประมาณวิจัย ประจําป  2554 

     จํานวน  230,000 บาท 

 

หัวหนาโครงการ  นายรัฐพร จันทรเดช 

 

งานวิจัยเสร็จส้ินสมบูรณ 

                                                                                                                                 17  ตุลาคม  2554 



กิตติกรรมประกาศ 

โครงการวิจัย เร่ือง การศึกษาเบ้ืองตนในการสงถาย Transcription factor genes ท่ีเกี่ยวของกับการ

สังเคราะหรงควัตถุแอนโทไซยานินเขาสูกลวยไมเอ้ืองนางลม (Dendrobium peguanum Lindl.)                    

(A preliminary study on transformation of Dendrobium peguanum Lindl. with  transcription factor 

genes that involved in anthocyanin biosynthesis) ไดสําเร็จลุลวง โดยไดรับการสนับสนุนทุนวิจัยจาก

สํานักวิจัยและสงเสริมวิชาการเกษตร มหาวิทยาลัยแมโจ ประจําปงบประมาณ 2553-2554 

 ขอขอบพระคุณหองปฏิบัติการอณูชีววิทยาทางพืช  ภาควิชาชีววิทยา  คณะวิทยาศาสตร 

มหาวิทยาลัยเชียงใหม ท่ีใหความอนุเคราะหในการใชเคร่ืองมือทางวิทยาศาสตร ตลอดจนสถานท่ี

เพาะเล้ียงตนกลวยไม ขอขอบคุณหลักสูตรเทคโนโลยีชีวภาพ คณะวิทยาศาสตร มหาวิทยาลัยแมโจ ท่ีให

ความอนุเคราะหอุปกรณบางชนิดท่ีใชในการวิจัย ขอบคุณนักศึกษาชวยงานวิจัยทุกคนท่ีมีสวนรวมและ

สนับสนุนใหโครงการวิจัยนี้เสร็จส้ินสมบูรณ 

 

 

 

 

 



สารบัญ 

           หนา 

สารบัญตาราง          ข 

สารบัญภาพ          ค 

บทคัดยอ          1 

Abstract           2 

คํานํา           3 

วัตถุประสงคของโครงการวิจัย        5 

ประโยชนท่ีคาดวาจะไดรับ        5 

การตรวจเอกสาร          6 

อุปกรณและวธีิการทดลอง        19 

ผลการวิจัย          24 

สรุปและวิจารณผลการวิจยั        31 

เอกสารอางอิง          33 

ภาคผนวก          39 

 

 

 

 

 



  ข 

สารบัญตาราง 

           หนา 

ตารางท่ี 1 แสดงลําดับนิวคลิโอไทดของ Primers ท่ีใชในการตรวจสอบการแสดงออก  21 
 ของยีน MYC และ WD40 

ตารางท่ี 2  แสดงเง่ือนไขของปฏิกิริยา PCR ในเทคนิค RT-PCR    22 

ตารางท่ี 3 แสดงระดับความเขมขนของกานามัยซินตอการเจริญของโพรโทคอรมกลวยไม 25 

ตารางท่ี 4  จํานวนโพรโทคอรมเอ้ืองนางลมท่ีบมรวมกบั  A. tumefaciens ในอาหาร LB    26                        

ระยะเวลาตางๆท่ีตานทานตอกานามัยซิน 

ตารางท่ี 5  แสดงจํานวนโพรโทคอรมเอ้ืองนางลมท่ีไดรับการสงถายพลาสมิด       27                              

pSTART-MYC และpBI121MYC-WD40 และการแสดงออกของยีน GUS 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



  ค 

สารบัญภาพ 

           หนา 

ภาพท่ี 1 กลวยไมเอ้ืองนางลม  Dedrobium peguanum LindL     12 

ภาพท่ี 2  ลักษณะโพรโทคอรมเอ้ืองนางลมในอาหารแข็งสูตร VW ดัดแปลง อายุ 30 วัน 23 

ภาพท่ี 3  แสดงพลาสมิดท่ีสรางข้ึนในการสงถายยีน MYC (A) และ MYC-WD40 (B)   24 

ภาพท่ี 4  การตรวจสอบการแสดงออกของยีน GUS  ในช้ินสวนโพรโทคอรมของกลวยไม  28 

ภาพท่ี 5 ผลการตรวจสอบการแสดงออกของยีน MYC โดยใชไพรเมอรท่ีจําเพาะเจาะจงตอยนี  29 

ภาพท่ี 6 ผลการตรวจสอบการแสดงออกของยีน MYC และ WD40     29 

 

 

 

 

 

 

 



การศึกษาเบ้ืองตนในการสงถาย Transcription factor genes ท่ีเก่ียวของกับการสังเคราะหรงควัตถุ 

แอนโทไซยานินเขาสูกลวยไมเอ้ืองนางลม (Dendrobium peguanum Lindl.) 

A preliminary study on transformation of Dendrobium peguanum Lindl. with 
transcription factor genes that involved in anthocyanin biosynthesis 

 
รัฐพร จันทรเดช 

Ruttaporn Chundet 
คณะวิทยาศาสตร มหาวิทยาลัยแมโจ อ.สันทราย จ.เชียงใหม 50290 

-------------------------------------------------------------------------------------------- 
บทคัดยอ 

 
การศึกษาเบ้ืองตนในการสงถาย Transcription factor genes ท่ีเกีย่วของกับการสังเคราะหรงควัตถุ 

แอนโทไซยานินในกลวยไมสกุลเอ้ืองนางลมดวยเทคนิค Agrobacterium Transformation พบวา 
protocorm-like bodies (PLBs) ท่ีบมรวมกับเช้ือ Agrobacterium เปนเวลา 60 นาทีแลวนํามาเล้ียงบนอาหาร
แข็งสังเคราะหดัดเเปลงสูตร VW โดยเติมวิตามินและกรดอะมิโนตามสูตรอาหาร MS โดยเติมน้ํามะพราว 
15% (v/v)  น้ําตาลซูโคลส 2% (v/v) และผงวุน 8 กรัม/ลิตร คา pH 5.2 โดยเติมยาปฏิชีวนะกานามัยซิน 
100 มิลลิกรัมตอลิตร ทําการเพาะเล้ียงภายใตอุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส ความเขมแสง 40 μmol m-2s-1 ให
แสง 16 ช่ัวโมงตอวัน พบวาเนื้อเยื่อท่ีสามารถเจริญไดในอาหารคัดเลือกมีการแสดงออกของยีน GUS  
นอกจากนั้นไดตรวจสอบการแสดงออกของยีน MYC และ WD40 ในระดับการ Transcription ดวยเทคนิค 
RT-PCR พบการแสดงออกของยีนท้ังสองในทุกเนื้อเยื่อท่ีสามารถเจริญไดบนอาหารคัดเลือก 
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Abstract 
 
Preliminary studies on the transfer of transcription factor genes involved in anthocyanin 

pigment biosynthesis in orchid Dendrobium peguanum Lindl, with Agrobacterium Transformation were 
investigated. The protocorm-like bodies (PLBs) were incubated with the Agrobacterium solution for 60 
minutes and then cultured on solid synthetic medium, formula VW by the addition of vitamins and 
amino acids in the diet MS, 15% (v/v) coconut water, 2% (v/v) glucose, 8 g / l agar and 100 mg/l 
Kanamycin, pH 5.2. The culture temperature was 25 C, light intensity 40 μmol m-2s-1and 16 hours day 
light. All tissues that can grow in the selection medium showed the expression of GUS gene. The 
expression of MYC and WD40 gene on the level of transcription were detected by using RT-PCR 
revealed that all tissue showed expression of both genes. 
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คํานํา 
 

กลวยไมถูกจัดเปนสินคาเกษตรท่ีสําคัญของไทย โดยเปนหนึ่งในพืช Product Champion ของ
กระทรวงเกษตรและสหกรณ เนื่องจากเปนพืชท่ีทํารายไดสูงและปริมาณการสงออกมีแนวโนมเพิ่มข้ึนทุก
ป โดยตลาดสงออกท่ีสําคัญไดแก ญ่ีปุน อิตาลี และสหรัฐอเมริกา    

  
อุตสาหกรรมกลวยไมของไทยเจริญกาวหนาอยางมาก สามารถสรางรายไดเขาสูประเทศเปน

อันดับหนึ่งในบรรดาไมดอกไมประดับท้ังหมดท่ีมีการสงออก และไทยอยูในอันดับหนึ่งในการสงออก
ดอกกลวยไมของโลก  โดยกลวยไมจากไทยมีความโดดเดนท้ังในดานสีสันและรูปรางของดอก ซ่ึงการ
สงออกดอกกลวยไมและตนกลวยไมมีปริมาณและมูลคาเพิ่มข้ึนทุกป  สวนใหญตลาดตางประเทศจะนิยม
ส่ังซ้ือกลวยไมสกุลหวาย เนื่องจากมีสีสันสดใส และระยะเวลาในการใชงานนาน  

 
ปจจัยเส่ียงตอการสูญเสียตลาดของการสงออกไมดอกโดยเฉพาะกลวยไมคือ ความตองการดอก

กลวยไมในตลาดโลกมีการเปล่ียนแปลงอยูตลอดเวลา โดยตองการความแปลกใหมและหลากหลาย 
ปจจุบันการปรับปรุงพันธุกลวยไมในประเทศไทยไดรับการพัฒนาอยางตอเนื่อง แตเนื่องจากขอจํากัดดวย
วิธีการปรับปรุงพันธุแบบวิธีธรรมชาติใชเวลาคอนขางมาก ทําใหไทยเสียตลาดบางสวนใหกับใตหวัน 
และสิงคโปร หรือแมแตนิวซีแลนด  เนื่องจากประเทศเหลานี้ไดมีการนําเทคโนโลยีชีวภาพเขามาประยุกต
ในการปรับปรุงพันธุ รวมท้ังมีการรวมลงทุนกับเอกชน ทําใหเกิดกลวยไมสายพันธุใหมๆในระยะเวลา
อันรวดเร็ว  ซ่ึงหากประเทศไทยมีการสนับสนุนใหมีการพัฒนาสายพันธุกลวยไมดวยการนํา
เทคโนโลยีชีวภาพมาประยุกตใช จะเปนแนวทางหนึ่งท่ีจะสามารถดึงตลาดตางประเทศกลับมาเปนของ
ไทยได 

 
แมวาในปจจุบันไทยยังครองอันดับในการสงออกกลวยไมตัดดอกเมืองรอนไดมากเปนอันดับ

หนึ่งของโลก แตการสงออกกลวยไมของไทยก็ตองเผชิญการแขงขันท่ีรุนแรงมากข้ึนในตลาดโลกโดย
ประเทศคูแขงท้ังรายเกาและรายใหมเจาะขยายตลาดสงออกเพื่อแยงชิงสวนแบงตลาดจากไทย ท้ังนี้โดย
อาศัยการนําเทคโนโลยีมาพัฒนาสายพันธุท้ังในดานสีสัน รูปทรงและกล่ิน เพื่อใหเกิดความหลากหลาย 
เนนการตอบสนองความตองการของตลาดใหมากข้ึน  ดังนั้นจึงจําเปนอยางยิ่งท่ีประเทศไทยตองเรงพัฒนา
สายพันธุกลวยไมเพื่อรักษาตําแหนงผูสงออกอันดับหนึ่งของโลกตอไป 
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ดวยเหตุผลดังกลาวผูวิจัยจึงสนใจท่ีจะทําการศึกษาวิธีการปรับปรุงพันธุกลวยไมสกุลหวายโดย
ประยุกตใช เทคนิคทางพันธุวิศวกรรม  ซ่ึงมีเปาหมายเพื่อหาเ ง่ือนไขท่ีเหมาะสมในการสงถาย 
Transcription factor gene ท่ีเกี่ยวของกับกระบวนการสังเคราะหรงควัตถุแอนโทไซยานินเขาสูกลวยไม
สกุลหวายซ่ึงไดเลือกเอ้ืองหวายนางลมเปนตัวแทนโดยใชเทคนิค Agrobacterium Transformation เพื่อจะ
นําไปสูการพัฒนาสายพันธุของกลวยไมสกุลหวายใหมีความหลากหลายของสีสันในระยะเวลาอันส้ัน 
เพื่อท่ีสามารถแขงขันกับตางประเทศไดเนื่องจากกลวยไมสกุลหวายครองตลาดสงออกคิดเปน 80% ของ
กลวยไมท่ีประเทศไทยสงออกท้ังหมด  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 



 
 

5

วัตถุประสงคของโครงการวิจัย 
 

1.  ศึกษาเง่ือนไขท่ีเหมาะสมในการสงถาย Transcription factor gene เขาสูกลวยไมหวายนางลม   

      ดวยเทคนคิ Agrobacterium Transformation 

2. ศึกษาแนวทางในการปรับปรุงสีของดอกกลวยไมหวายนางลมโดยเทคนิคทางพันธุวศิวกรรม 
 
 

ประโยชนท่ีคาดวาจะไดรับ 
 

1. ทราบเง่ือนไขท่ีเหมาะสมตอการสงถายยีนเขาสูกลวยไมเอ้ืองนางลมดวยเทคนิค 
Agrobacterium transformation 

2. ขอมูลท่ีไดจากงานวิจยันีจ้ะสามารถนํามาใชเปนแนวทางในการปรับปรุงพันธุกลวยไมเอ้ือง
นางลมใหเปนพืชเศรษฐกจิชนิดใหมของไทยไดในอนาคต 

3. ผลงานวิจัยท่ีไดสามารถเผยแพรในวารสารทางวิชาการได 
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การตรวจเอกสาร 
 

กลวยไมเปนพชืใบเล้ียงเดีย่ว ในวงศ  Orchidaceous  ช่ือวิทยาศาสตร Orchid  ช่ือสามัญ Orchid    
ช่ืออ่ืนๆเชน เอ้ือง (ภาคเหนือ) เปนไมตัดดอกยอดนิยม เนื่องจากมีลักษณะดอกและสีสันลวดลายสวยงาม
เปนไมตัดดอกท่ีมีอายุการใชงานไดนาน กลวยไมเปนพืชเศรษฐกิจท่ีมีความสําคัญของไทย เพราะเปนไม
สงออกขายตางประเทศทํารายไดเขาประเทศปละหลายรอยลานบาท มีการปลูกเล้ียงอยางครบวงจร ต้ังแต
การผสมเกสร เพาะเล้ียงเนื้อเยื่อ เล้ียงลูกกลายไม เล้ียงตนกลายไมจนกระท่ังใหดอก ตัดดอก บรรจุหีบหอ
และสงออกเอง 

 
แหลงกําเนิดกลวยไมปาท่ีสําคัญของโลกมี 2 แหลงใหญๆ ดวยกันคือ ลาตินอเมริกา กับเอเชียแป

ซิฟค สําหรับในลาตินอเมริกาเปนอาณาบริเวณอเมริกากลางติดตอกับเขตเหนือของอเมริกาใต สวน
แหลงกําเนิดกลวยไมปาในภูมิภาคเอเชียและแปซิฟค มีประเทศไทยเปนศูนยกลาง จากการคนพบประเทศ
ไทยมีพันธุกลวยไมปาเปนจํานวนมาก แสดงใหเห็นวาประเทศไทยมีสภาพแวดลอมเอ้ืออํานวยตอการ
เจริญงอกงามของกลวยไมมาก และกลวยไมปาท่ีในพบในภูมิภาคแถบนี้มีลักษณะเดนท่ีเปนเอกลักษณ
ของตนเอง แตกตางจากกลวยไมในภูมิภาคลาตินอเมริกา 

การตลาดความสําคัญ 

กลวยไมเปนพืชสงออกท่ีสําคัญพืชหนึ่งของประเทศไทย กระทรวงเกษตรและสหกรณกําหนดให
กลวยไมเปนหนึ่งในส่ีของพืช Product Champion เนื่องจากเปนพืชท่ีทํารายไดสูงและปริมาณเพิ่มข้ึนทุกป 
กลวยไมหวายเปนกลวยไมท่ีมีปริมาณการสงออกสูงท่ีสุด โดยในป 2550 ประเทศไทยสงออกกลวยไมตัด
ดอกและกลวยไมกระถางได 2,544 ลานบาท และ 766 ลานบาทตามลําดับ โดยจํานวนท่ีสงออกคิดเปน
กลวยไมหวายประมาณ 80% ของกลวยไมท่ีสงออกท้ังหมดตลาดสงออกท่ีสําคัญไดแก ญ่ีปุน อิตาลี และ
อเมริกา (สํานักงานเศรษฐกิจการเกษตร, 2550) 
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ประวัติและขอมูลท่ัวไป 
 

กลวยไมเปนพืชวงศใหญ  มีกวา 700 สกุล  ท่ีพบในธรรมชาติมีประมาณ 25,000 ชนิด  มีการผสม
ขามชนิดและขามสกุลมากกวา 30,000 คูผสม  กลวยไมมีดอกสวยงาม  หลากหลายสีสัน  เปนท่ีนิยมปลูก
เล้ียงกันท่ัวโลก  ประเทศไทยเปนแหลงกําเนิดพันธุกลวยไมท่ีสวยงามหลายชนิดและมีการพัฒนากลวยไม
ลูกผสมจํานวนมากข้ึนภายในประเทศ 

 

ลักษณะทางพฤกษศาสตร 
 

กลวยไมเปนพืชวงศใหญ  มีความแตกตางกันภายในวงศอยางเห็นไดชัด  โดยท่ัวไปลําตนของ
กลวยไมไมมีแกนและเปลือก  เนื้อในเสมอกัน  ลําตนมี 2 ลักษณะ คือ  ลําตนแท  มีขอและปลองเหมือน
พืชใบเล้ียงเดี่ยวท่ัวไป  มีการเจริญเติบโตทางยอด  ลําตนเทียมหรือลําลูกกลวยไวสะสมอาหาร  มีลําตน
เปนเหงา  มีขอและปลองถ่ี  เจริญในแนวนอนไปตามผิวของเคร่ืองปลูก  รากกลมอวบเปนเสนเล็กแข็ง
หรือแบนราบ  มีท้ังรากดิน  รากกึ่งดิน  รากกึ่งอากาศ  และรากอากาศ  ใบเปนใบเล้ียงเด่ียวมีลักษณะ
ตางกันออกไป  เชน  รูปแถบ  รูปกลมยาว  หรือลดรูปเปนเพียงเกล็ด  แผนใบบางคลายใบหมาก  หนาอวบ
น้ํา  หรือเปนแทงกลม  สวนมากแลวไมมีสวนท่ีเปนกานใบชัดเจน  สีของใบเปนสีเขียวสด  บางชนิดเปนสี
มวงคลํ้า  บางชนิดก็มีลวดลาย  ดอกออกท่ีปลายลําตน  ซอกใบหรือขางลําตน  ดอกเปนดอกเดี่ยวหรือเปน
ชอ  แตละดอกมีกลีบเล้ียง 3 กลีบเรียงสลับกันกับกลีบดอก 3 กลีบ  กลีบดอกอันลางมีลักษณะตางออกไป
เรียกวากลีบปากหรือกลีบกระเปาไวสําหรับลอแมลง  กานเกสรตัวเมียและยอดเกสรตัวเมียเช่ือมติดกันกับ
เกสรตัวผูเปนเสาเกสรอยูกลางดอก  เกสรตัวผูอยูรวมกันเปนกอนเปนกลุมเรณู  แตละอับเรณูมีฝาปด  มี 2, 
4 หรือ 8 กอนแลวแตชนิดกลวยไม  ยอดเกสรตัวเมียอยูใตอับเรณู  มีลักษณะเปนเมือกเหนียว  รังไขอยูตรง
สวนของกานดอก  เม่ือไดรับการผสมจะเจริญไปเปนเมล็ดตอไป 

กลวยไมเปนพืชท่ีมีสวนตางๆ สมบูรณ คือ มีราก ตน ใบ ดอก และผล รากของกลวยไมไมมีราก
แกว ลําตนไมมีแกนไม ใบจัดเปนพืชใบเล้ียงเดี่ยวมีเสนใบขนานกันตามความยาวของใบ ซ่ึงมีรายละเอียด
ของสวนตางๆ ดังนี้ 

 
ราก 
กลวยไมมีระบบรากแบงเปนหลายชนิด เชน รากดิน รากกึ่งดิน รากกึ่งอากาศ และรากอากาศ 
 

ระบบรากดิน 
จัดเปนกลวยไมท่ีมีระบบรากเกิดจากหัวท่ีอวบน้ําอยูใตดิน ตัวรากจะมีน้ํามาก เชนกลวยไมสกุล

นางอ้ัว กลวยไมประเภทนี้พบมากบริเวณพื้นท่ีท่ีมีสภาพอากาศในฤดูกาลที่ชัดเจน เชน ฤดูฝนมีฝนตกชุก 
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และมีฤดูแลง เม่ือถึงฤดูฝนหัวจะแตกหนอใบออนจะชูพนข้ืนมาบนผิวดิน และออกดอกในตอนปลายฤดู
ฝน เม่ือพนฤดูฝนไปแลวใบก็จะทรุดโทรมและแหงไป คงเหลือแตหัวท่ีอวบน้ําและมีอาหารสะสมฝงอยูใต
ดินสามารถทนความแหงแลงได 

 

ระบบรากก่ึงดิน 
มีรากซ่ึงมีลักษณะอวบน้ํา ใหญหยาบและแตกแขนงแผกระจายอยางหนาแนน สามารถเก็บสะสม

น้ําไดดีพอสมควร กลวยไมประเภทนี้พบอยูตามอินทรียวัตถุท่ีเนาเปอยผุพังรวนโปรง กลวยไมท่ีมีระบบ
รากกึ่งดิน ไดแก กลวยไมสกุลรองเทานารี สกุล สเปโธกลอตติส สกุลเอ้ืองพราว  

 

ระบบรากก่ึงอากาศ 
เปนระบบรากท่ีมีเซลลผิวของรากมีช้ันเซลลท่ีหนาและมีลักษณะคลายฟองน้ําผิวนอกเกล้ียงไมมี

ขน มีลักษณะคลายฟองน้ํา เก็บและดูดน้ําไดมาก สามารถนําน้ําไปใชตามเซลลผิวไดตลอดความยาวของ
ราก ระบบรากกึ่งอากาศมักมีรากแขนงใหญหยาบอยูกันอยางหนาแนนไมมีรากขนออน รากมีขนาดเล็ก
กวารากอากาศ กลวยไมระบบรากกึ่งอากาศไดแก กลวยไมสกุลแคทลียา สกุลออนซิเดี้ยม เปนตน 

 

ระบบรากอากาศ 
กลวยไมท่ีมีระบบรากเปนรากอากาศ จะมีรากขนาดใหญ แขนงรากหยาบ เซลลท่ีผิวรากจะทํา

หนาท่ีดูดน้ํา เก็บน้ําและนําน้ําไปตามรากไดเปนอยางดี ทําใหสามารถทนทานตอความแหงแลงไดดี ราก
อากาศไมชอบอยูในสภาพเปยกแฉะนานเกินไป นอกจากนั้นปลายรากสดมีสีเขียวของคลอโรฟลล
สามารถทําหนาที่ปรุงอาหารไดเชนเดียวกับใบเม่ือม่ีแสงสวาง เพราะฉะน้ันรากประเภทน้ีจึงไมหลบแสง
สวางเหมือนรากตนไมดินท่ัวๆ ไป กลายไมท่ีมีระบบรากอากาศไดแก กลวยไมสกุลแวนดา สกุลชาง สกุล
กุหลาบ สกุลแมลงปอ สกุลเข็มและกลายไมสกุลเรแนนเธอรา 

 

ลําตน 
หมายถึงสวนท่ีเปนขอ บริเวณสวนเหนือขอและติดอยูกับขอจะมีตา ตาอาจจะแตกเปนหนอออน 

กิ่งออนหรือชอดอกก็ได สวนท่ีเปนขอเปนสวนท่ีมีใบ กาบใบ หรือกาบของลําตนท่ีไมมีสวนของใบเจริญ
ออกมาได สวนท่ีอยูระหวางขอเรียกวา ปลอง สําหรับลําตนของกลวยไมท่ีโผลพนจากเคร่ืองปลูกแบงได 2 
ประเภท คือ ลําตนแท และลําตนเทียม 

 

ลําตนแท  
คือลําตนท่ีมี ขอ ปลอง เหมือนกับลําตนของพืชใบเล้ียงเดี่ยวท่ัวไป ท่ีสวนเหนือขอจะมีตา ซ่ึง

สามารถเจริญเปนหนอใหม และชอดอกได ลําตนประเภทนี้จะเจริญเติบโตออกไปทางยอด ไดแก 
กลวยไมสกุลแวนดา แมลงปอ และรองเทานารี 
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ลําตนเทียม 
หรือท่ีเรียกวา ลําลูกกลวย ทําหนาท่ีสะสมอาหาร ตาท่ีอยูตามขอบนๆ ของลําลูกกลวยสามารถ

แตกเปนหนอหรือชอดอกได แตลําตนท่ีแทจริงของกลวยไมประเภทนี้คือ เหงา ซ่ึงเจริญในแนวนอนไป
ตามผิวของเคร่ืองปลูก ลักษณะของเหงามีขอและปลองถ่ี กลวยไมท่ีมีลําตนลักษณะน้ี ไดแก กลวยไมสกุล
หวาย แคทลียา เอพิเด็นดร้ัมและสกุลออนซิเดี้ยม 

 
ใบ 
กลวยไมเปนพืชใบเล้ียงเดี่ยว คือเสนใบจะอยูในลักษณะขนานกันไปตามความยาวของใบ ใบของ

กลวยไมมีลักษณะท่ีแตกตางกันออกไปตามชนิดของกลวยไม นับต้ังแตรูปราง สีสัน ขนาด และการทรง
ตัวตามธรรมชาติ ลักษณะใบของกลวยไมมีหลายชนิด เชน ใบแบน ใบกลม และใบรองซ่ึงเปนลูกผสม
ระหวางพวกใบกลมกับใบแบน แตใบกลวยไมสวนมากแลวจะมีลักษณะแบน การเรียงตัวจะมีท้ังเรียง
สลับกันและเรียงซอนทับกัน สีของใบสวนมากมีสีเขียวอมเหลืองบางชนิดใบมีสีสันลวดลายสวยงาม 
หนาท่ีของใบ คือ สังเคราะหแสง โดยสารสีเขียวเรียกวาคลอโรฟลลท่ีอยูภายในใบรวมกับแสงสวาง ชวย
ใหกาซคารบอนไดออกไซดจากอากาศผานเขาไปทางรูถายกาซของใบทําปฏิกิริยากับน้ําเกิดเปนน้ําตาล 
นอกจากนี้ใบยังทําหนาท่ีคายน้ําออกจากตน ชวยใหรากสามารถดูดน้ําและอาหารเขาสูตน เปนการแทนท่ี
น้ําท่ีระเหยออกจากใบ ทําใหตนไดอาหารหรือปุยผานเขาทางรากไดใบของกลวยไมมีลักษณะแตกตางกัน
ตามสายพันธุ เชน กลวยไมในสกุลสแพโตกลอตทิส (Spathoglottis) มีลักษณะใบเปนจีบ กลวยไม
พญาไรใบ (Chiloschista usneoides LDL) มีลักษณะใบที่เล็กมากเกาะอยูตามกิ่งไมในท่ีคอนขางรม มีราก
หนาแนนสีเขียว สามารถปรุงอาหารได ใบจึงเจริญออกมามีขนาดใหญกวาหัวเข็มหมุดเล็กนอย กลวยไม
รองเทานารี (Paphilopedilum) ลักษณะใบมีสีสรรงดงามหลายชนิดมีใบสีเขียวแกสลับเขียวออน กลวยไม 
(Anoectochilus siamensis) ลักษณะใบมีสีน้ําตาลอมแดงและมีลายหรือกระสีขาวสวยงามมาก 

 
ชอดอก 
 (Inflorescence) มีลักษณะแตกตางกันไปอยางกวางขวางแลวแตสกุลและชนิดของกลวยไม บาง

ชนิดมีกานชอส้ันมาก บางชนิดมีกานชอยาว บางชนิดมีชอดอกต้ังแข็ง (Erect) บางชนิดมีชอดอกลักษณะ
โคงหรือหอยหัวลง เชน ชอดอกกลวยไมไอยเรศ (Rhynchostylis retusa) กลวยไมบางชนิดมีชอดอกยาว
และมีแขนงแยกออกไปอีก เชน ชอดอกกลวยไมในสกุลเรแนนเธอรา (Renanthera) กานซ่ึงเปนแกนกลาง
ของชอดอกจะประกอบดวยขอและปลอง ชอดอกของกลวยไมบางชนิดมีตาซ่ึงอยูตามขอของกานท่ีเปน
แกนชอสามารถแตกและเจริญออกมาเปนตนกลวยไมเล็กๆ ได เชน กานชอของกลวยไมสกุลฟาแลนด
นอฟซิส เปนตน 
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ดอก 

ดอกกลวยไมเปนดอกสมบูรณเพศ คือ เกสรตัวผูและเกสรตัวเมียอยูในดอกเดียวกันมีหนาท่ีในการ
สืบพันธุ ดอกมีลักษณะ คือ กลีบรองดอก คือกลีบช้ันนอก เปนสวนท่ีหอหุมปองกันสวนตางๆ ในขณะท่ีมี
สภาพเปนตาดอกอยู มักมีลักษณะและสีสันคลายใบ กลีบดอก กลวยไมกลีบดอก 6 กลีบ แบงออกเปน 2 
ช้ัน ช้ันนอก 3 กลีบ และช้ันใน 3 กลีบ กลีบช้ันนอกอยูขางบนหน่ึงกลีบ ขางๆ หรือขางลาง 2 กลีบ กลีบคู
ลางนี้จะมีขนาดรูปรางและสีสันเหมือนกัน แตกลีบบนอาจแตกตางออกไป สําหรับกลีบช้ันใน 3 กลีบ 
กลีบหนึ่งอยูขางลาง อีก 2 กลีบอยูขางบน กลีบคูนี้จะมีขนาด รูปทรง สีสัน เหมือนกัน สวนกลีบลางจะ
เปล่ียนไปโดยมีขนาดเล็กลงหรือโตข้ึน และมีสีสันผิดไปจากกลีบคูบน กลีบคูลางมีช่ือเรียกเฉพาะวา ปาก 
หรือ กระเปา การจําแนกประเภทของกลวยไมออกเปนกลุมใหญๆ ตามลักษณะภายนอก เพื่อสะดวกใน
การปลูกเล้ียง การขยายพันธุ ตลอดจนการศึกษาคนควา ซ่ึงการจําแนกกลวยไมสามารถจําแนกไดดังนี้ 

จําแนกตามลักษณะราก 
เปนการจําแนกตามลักษณะรากหรือตามระบบรากของกลวยไม 

จําแนกตามลักษณะการเจริญเติบโต 
สามารถจําแนกได 2 ประเภท คือ 

ประเภทไมแตกกอ (Monopodial) เปนกลวยไมท่ีมีการเจริญเติบโตข้ึนไปทางสวนยอด คือตาท่ี
ยอดจะแตกใบใหมเจริญข้ึนเร่ือยๆ สวนโคนตนจะออกรากไลตามข้ึนไป เม่ือกลวยไมมีอายุมากข้ึนสวน
ของโคนจะแหงตายไลยอดข้ึนไป กลวยไมประเภทนี้มีระบบรากแบบรากอากาศ การเรียงตัวของใบเปน
แบบซอนทับกัน และตัวใบตางมีขอตอกับกาบใบ สวนมากเนื้อใบหนาแบน บางสกุลมีใบเปนกานกลมดู
คลายกิ่ง กลีบรองดอกคูลางมักเช่ือมติดกัน ทําใหเกิดเปนรูปคางข้ึน กลีบกระเปาตางติดอยูตรงโคนเสา
เกสรและมักจะมีเดือยหรือไมมีก็เปนรูปถุงในหลอดเดือย หรือถุงนี้มักมีตุมหรือต่ิงปรากฏอยูเสมอ กลุม
เรณูมีจํานวน 2 กลุม มีกานสงยาวและกลุมเรณูหนึ่งๆ จะมีรองความยาวปรากฎใหเห็น การออกดอกจะ
ออกท่ีตาตามขอของลําตนเทานั้นไมออกท่ียอด ลักษณะการถือฝกและเมล็ด ปลายฝกจะต้ังช้ีข้ึน เมล็ดท่ี
สมบูรณจะมีสีน้ําตาล สวนเมล็ดลีบมีสีขาว กลวยไมท่ีจัดอยูในประเภทไมแตกกอไดแก กลวยไมในสกุล
แวนดา สกุลเข็ม สกุลชาง สกุลกุหลาบ สกุลเสือโครง สกุลมาวิ่ง สกุลแมลงปอ สกุลเรแนนเธอราและสกุล
แวนดอฟซิส 

ประเภทแตกกอ (Sympodial) เปนกลวยไมประเภทท่ีมีรูปทรงและการเจริญเติบโตคลายกับพืชท่ี
แตกกอท่ัวไป คือในตนหนึ่งหรือกอหนึ่งจะประกอบดวยตนยอยหลายตน ตนแทจริงของกลายไมประเภท
นี้จะอยูในเคร่ืองปลูก เชน กลวยไมในสกุลรองเทานารี อาจมีลําตนท่ีเปล่ียนแปลงรูปรางโผลยื่นออกมาซ่ึง
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มักบวมเปง และทําหนาท่ีสะสมอาหาร ตนสวนนี้เรียกวา “ลําลูกกลาย” เชน กลายไมในสกุลหวาย สกุล
แคทลียา เปนตน กลวยไมประเภทแตกกอมีระบบรากท้ังท่ีเปนรากดิน รากกึ่งดินและรากกึ่งอากาศ 
กลวยไมดินมีการเรียงตัวของใบมวนซอนเวียนกันไป สวนกลวยไมอากาศเรียงซอนทับกัน การออกดอก
บางชนิดออกดอกท่ียอด บางชนิดออกดอกท่ีตาขางตามขอของลําลูกกลวย บางชนิดออกดอกไดท้ังท่ีตา
ยอดและตาขาง บางชนิดออกดอกเฉพาะลําลูกกลวยท่ีท้ิงใบหมดแลว โคนเสาเกสรยื่นยาวออกไปและ
เช่ือมตัดกันกับกลีบรองดอก ลักษณะการถือฝกและเมล็ด ปลายฝกจะหอยช้ีดิน เมล็ดท่ีสมบูรณเม่ือแกจะมี
สีเหลือง สวนเมล็ดลีบมีสีขาว กลวยไมท่ีจัดอยูในประเภทแตกกอ ไดแก กลวยไมสกุลรองเทานารี สกุล
หวาย สกุลแคทลียา สกุลออนซิเดี้ยม และสกุลแกรมมาโตฟลล่ัม 

 กลวยไมสกุลหวาย เปนกลวยไมสกุลใหญท่ีจัดอยูในวงศ Orchidaceae วงศยอย Epidendroideae 
และสกุล Dendrobium (ชนินทร, 2540) กลวยไมสกุลหวาย เปนสกุลท่ีมีจํานวนชนิดมากท่ีสุด ในปจจุบัน
พบวากลวยไมสกุลนีม้ีมากกวา 1,000 ชนิด นักพฤกษศาสตรจึงไดจําแนกกลวยไมสกุลหวายออกเปนหมู 
ไดอีก 41 หมู (Baker and Baker, 1996) ซ่ึงในประเทศไทยพบกลวยไมสกุลนี้ตามธรรมชาติมากกวา 150 
ชนิด ทุกชนิดเปนกลวยไมอิงอาศัย ลักษณะตนมีท้ังแบบท่ีเปนลํากลมยาว ลําตนรูปลูกกลวย รูปกระสวย 
รูปเหล่ียม ตลอดจนพวกที่ลําตนผอมยาวคลายเสนลวดแตกตางกันไป (อบฉันท, 2549) กลวยไมหวายเปน
กลวยไมท่ีมีปริมาณการสงออกสูงท่ีสุด การสงออกกลวยไมมีแนวโนมเติบโตอยางตอเนื่องตามความ
ตองการที่ยังคงเพิ่มข้ึนในตลาดโลกทําใหกลวยไมเปนพืชท่ีไดรับความสนใจในการพัฒนาและปรับปรุง
พันธุอยางกวางขวาง ถึงแมวาประเทศไทยไดช่ือวาเปนประเทศท่ีมีประสบการณ มีศักยภาพในการปลูก
เล้ียงและการผลิตเพื่อขยายตนพันธุดวยการเพาะเล้ียงเนื้อเยื่อของกลวยไมอยูในระดับแนวหนา แตใน
ปจจุบันอุตสาหกรรมกลวยไมตองมีการแขงขัน จึงจําเปนตองมีการพัฒนาพันธุใหมออกสูตลาดอยูเสมอ 
ลักษณะแปลกใหมที่มีแนวโนมเปนท่ีตองการของตลาดไดแก กล่ินหอมและไมดอกกระถางขนาดเล็ก เปน
ตน ซ่ึงในประเทศไทยเปนแหลงกําเนิดของกลวยไมสกุลหวายขนาดเล็กหลายชนิด เชน เอ้ืองหวายนางลม 
(Dedrobium peguanum LindL) เอ้ืองขาวตอกปราจีน (Dendrobium oligophyllum Gagnep.) และเอ้ือง
ขาวตอก (D. compactum Rolfe ex W.Hackett.)  ซ่ึงเปนกลวยไมท่ีมีกล่ินหอม ดอกบานจํานวนมากตอชอ 
จึงมีแนวคิดในการพัฒนาปรับปรุงกลวยไมสกุลหวาย เพื่อผลิตเปนกลวยไมกระถางขนาดเล็ก ซ่ึงมีท้ังสีสัน
ท่ีสวยงามและมีกล่ินหอมเปนการคา เนื่องจากกลวยไมหวายของไทยสวนใหญจัดอยูในหมู Stachyobium, 
Distichophyllum, Formosae และ Dendrobium ในขณะท่ีกลวยไมหวายพันธุการคาเปนลูกผสมท่ีไดมาจาก
กลุม Phalaenanthe,Ceratobium, Eleutheroglossum (Spatulata) และ Latouria ซ่ึงการปรับปรุงพันธุโดย
นํากลวยไมหวายพันธุมาผสมขามรวมกับหวายลูกผสมพันธุการคาจึงควรตองมีการศึกษาความสามารถใน
การผสมขามหมูของกลวยไมชนิดตาง ๆ เพื่อดูความเปนไปไดในการพัฒนาพันธุตอไป 
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ภาพท่ี 1 กลวยไมเอ้ืองนางลม  Dedrobium peguanum LindL 
 

เอ้ืองนางลม หรือ หวายนางลม หรือ Dedrobium peguanum LindL. เปนกลวยไมอิงอาศัยจําพวก
เจริญทางดานขาง กลวยไมชนิดนี้พบข้ึนเฉพาะถ่ินทางภาคเหนือของประเทศไทย มีมากท่ีสุดในแถบ
จังหวัดเชียงใหม และจังหวัดตาก เม่ือตนเจริญเติบโตเต็มท่ีแลวสามารถแตกตนใหม หรือหนอใหมจาก
โคนกอ หรือตามขอลําตนได มีมากมายหลายสกุล เชน สกุลหางแมงเงา สกุลสิงโต สกุลน้ําตน กระเรก
ระรอนสกุลหวายและวานเพชรหึงเปนตน 

ลําตนของหวาย หรือ ลําลูกกลวยของ “หวายนางลม” เปนรูปไข หรือเกือบกลม ใบเปนรูปขอบ
ขนานแกมรูปรี ออกสลับท่ีปลายยอด ใบคอนขางหนา ผิวใบเรียบ ปลายแหลม โคนใบเปนกาบหุมลําตน 
หรือลําลูกกลวย เปนสีเขียวสด ดอก ออกเปนชอแบบกระจะตามซอกใบ หรือตามขอลําตนชวงปลายยอด 
แตละชอประกอบดวยดอกยอยจํานวนมาก กลีบเล้ียงเปนรูปขอบขนาน กลีบดอกรูปเคียว ท้ังกลีบเล้ียงและ
กลีบดอกเปนสีขาวแกมมวงออน กลีบปากเปนสีมวงและมีเสนสีน้ําตาลอมมวงปลายกลีบบิดเปนคล่ืน
เล็กนอยชัดเจน ดอก เม่ือบานเต็มท่ีกวางประมาณ0.8 ซม. ดอกมีกล่ินหอมแบบพิเศษคือ หอมเหมือนกล่ิน
น้ําผ้ึง เวลามีดอกดกและดอกบานพรอมกันท้ังตนจะดูสวยงามและสงกล่ินหอม ใหสูดดมเปนท่ีช่ืนใจยิ่งอีก
ท้ังดอกออกตลอดป แตขอดอยของหวายนางลมคือความหลากหลายของสีดอกท่ีมีอยูจํากัด ดวยเหตุผล
ดังกลาวจึงเปนท่ีนาสนใจท่ีจะทําการปรับปรุงพันธุหวายนางลมโดยอาศัยเทคนิคทางพันธุวิศวรรมใหมี
ความหลากหลายของสีสันของดอก เพื่อใหเปนอีกทางเลือกหนึ่งของตลาดกลวยไมไทย 

 



 
 

13

การเกิดสีในพชื 
 

               โดยปกติการเกิดสีของดอกไมข้ึนอยูกับรงควัตถุ  ดังนี้  คือ flavonoids และ carotenoids โดยท่ี
รงควัตถุ  carotenoid  จะพบสะสมท่ี  chromoplasts  ซ่ึงกระจายอยูภายในไซโตพลาสซึม รงควัตถุชนิดนี้
กอใหเกิดสีเหลือง  สมและแดง  สําหรับรงควัตถุ flavonoid  พบสะสมอยูในแวคคิวโอลของเซลลและ
กอใหเกิดสีแดง  มวงและน้ําเงิน   หากมีการผสมระหวางรงควัตถุท้ังสองไดจะทําใหเกิดแถบและ สีท่ีมี
ลวดลายสวยงาม  flavonoids  มีบทบาทสําคัญตอการดํารงชีวิตของพืช  แอนโทไซยานินเปนรงควัตถุท่ีจัด
อยูในกลุมของ flavonoids พบในแวคคิวโอลและในเนื้อเยื่อดอก  และใบของพืช  แอนโทไซยานินพบมาก
ในแวคคิวโอลของกลีบดอก (petal) เปนรงควัตถุที่ทําใหเกิดสีท่ีแตกตางกันในพืชผัก ผลไม และดอกไม  
(Martin, 1993)   

แอนโทไซยานินเปนกลุมของรงควัตถุท่ีมีสีแดงไปจนถึงสีมวงหรือสีน้ําเงิน (Mol et al., 1998) อยู
ในกลุมของ flavonoid biosynthesis pathway แอนโทไซยานินเปนรงควัตถุท่ีละลายนํ้าได  โดยจะมีการ
เปล่ียนแปลงโครงสรางและสีไปตามคาความเปนกรดดาง (pH) ของสารละลายในแวคคิวโอลท่ี
เปล่ียนแปลงไป สีท่ีเกิดข้ึนของดอกไมเกิดข้ึนจากกลุมยีนท่ีเกี่ยวของกับรงควัตถุดังกลาว สารในกลุมของ 
แอนโทไซยานิน มีประมาณ 200 หรือมากกวา 200 ชนิด (Liew  et al., 1998)  รงควัตถุแอนโทไซยานินจะมี 
flavan nucleus เปนโครงสรางหลัก แตจะแตกตางกันไปบางข้ึนอยูกับ side chain ของ ring โดยเฉพาะตรง
ตําแหนงของ B-ring ซ่ึงเปน ring ท่ีมี functional group ตาง ๆ มาเกาะทําใหเกิดชนิดของแอนโทไซยานินท่ี
แตกตางกันไป สามารถแบงออกไดเปน 6 กลุมใหญ ๆ คือ pelargonidin (สม-แดง)  cyanidin (แดง)  
peonidin  (แดง - แดงเขม) delphinidin (มวงออน - น้ําเงิน)  petunidin  (มวง -น้ําเงิน) และ malvidin (มวง) 
(Aida et al.,2000)  แตละกลุมมีโครงสรางท่ี B-ring ตางกัน 
 

โดยท่ัวไปดอกไมสีแดงจะมีรงควัตถุแอนโทไซยานินชนิดท่ีเรียกวา cyanidine สวนดอกไมสีน้ํา
เงินจะมี delphinidin แตดอกไมท่ีมีรงควัตถุแอนโทไซยานินเดียวกัน แตมีสีแตกตางกัน  เกิดเนื่องจาก
ความแตกตางของ pH ภายในเซลล หาก pH ในเซลลเปนดางมากสีท่ีเกิดระหวางการรวมตัวของแอนโท
ไซยานินกับ co-pigment จะใหสีน้ําเงิน (โดยท่ี pH ในดินจะมีผลกระทบนอยมากตอระดับ pH ในเซลล
ของดอกไม) แสดงวา ระดับ pH ในเซลลของดอกไมจะตองมีการควบคุมอยูใหคงท่ีตลอดเวลา เพื่อไมให
เกิดการเปล่ียนแปลงของสีไดงาย (Harborne & Williams, 1992)   

 สีของดอกไมจัดวามีความสําคัญตอลักษณะของไมดอก  การสรางสายพันธุใหมท่ีไดสีดอกใหม
เปนเปาหมายของนักปรับปรุงไมดอก  จากการควบคุมการแสดงออกของยีนท่ีเกี่ยวของในกลไกของการ
สังเคราะหรงควัตถุได  สามารถท่ีจะคัดเลือกพันธุท่ีมีสีท่ีตองการได  (Aida et al.,  2000) เปนระยะเวลา
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ยาวนานท่ีบรรดานักคัดพันธุไมดอกไดพยายามคัดเลือกพันธุไมดอกท่ีมีลักษณะท่ีดีทีสุด แตก็ยังไมไดสาย
พันธุท่ีมีสีตามท่ีตองการทุกประการ  เนื่องมาจากขอจํากัดใน  gene  pool  ของพืชชนิดนั้น ๆ เชน  ยีนท่ี
เกี่ยวของกับรงควัตถุนั้น ๆ ไมปรากฏในพืชชนิดนั้น  อาทิเชน  แอนโทไซยานินแมพบมากมายในไมดอก
หลายชนิด  แตสีน้ําเงินเปนรงควัตถุท่ีไมสามารถพบไดในไมดอกหลายชนิด  เชน  กุหลาบ  คารเนช่ัน  ทิว
ลิป และ เบญจมาศ การคนหาดอกไมท่ีมีสีท่ีแตกตางไปจากเดิมจึงมีความจําเปนท่ีจะตองเปล่ียนแปลง
พันธุกรรมภายในพืช การสงถายยีนโดยใชเทคนิคทางพันธุวิศวกรรมก็เปนวิธีหนึ่งท่ีนิยมใชในปจจุบัน แต
ในเบ้ืองตนตองคนหายีนท่ีตองการจะสงถายใหได  
  
การควบคุมรูปแบบของการเกิดสี 
 
 กลีบดอกไมจะมีรูปแบบการเกิดสีซ่ึงเกิดจากการสะสมของ anthocyanins ท่ีเซลลจําเพาะ การ
ควบคุมชีวสังเคระห anthocyanins จะควบคุมท่ีระดับการถอดรหัสยีนเปนสวนใหญ ยีนท่ีเกี่ยวของกับ
ชีวสังเคระห anthocyanins แบงไดเปน 2 กลุม คือกลุมของยีนโครงสรางซ่ึงทําใหเอนไซมท่ีเกี่ยวของกับ
ปฏิกิริยาชีวเคมีการสรางสาร anthocyanins  และกลุมของยีนควบคุม จะใหโปรตีนซ่ึงกําหนดการ
แสดงออกของยีนโครงสรางและรูปแบบของการสะสมเม็ดสี โดยการแสดงออกกของยีนควบคุม จะมี
รูปแบบท่ีจําเพาะตอรูปแบบของการเกิดสี (Holton T.A. และ Cornish E.C. 1995)  ถึงแมวาในพืชหลาย
ชนิดจะมีความแตกตางทางพันธุกรรม แตก็พบวายีนโครงสราง และยีนควบคุมซ่ึงทําหนาท่ีเดียวกัน  ในชีว
สังเคราะห anthocyanins นั้น จะมีบริเวณอนุรักษ (conserved region) รวมกัน และยีนเหลานี้ยังถูกกระตุน
การแสดงออกดวยแสง การศึกษาถึงการควบคุมชีวสังเคระห anthocyanins โดยเฉพาะเทคนิคการกลาย
พันธุนั้นพบวาการควบคุมชีวสังเคระห นี้สวนใหญเกิดจากการทํางานรวมกันของยีนควบคุม ในการ
กําหนดรูปแบบการแสดงออกของยีนโครงสราง 
 
 มีการจําแนก ยีนควบคุมชีวสังเคระห anthocyanins ในพืชหลายชนิด ในขาวโพดพบวามียีน
ควบคุม 2 กลุม คือ r และ cl  ซ่ึงควบคุมการแสดงออกของยีนโครงสรางในเน้ือเยื่อตางๆ สมาชิกของยีน
ในกลุม r (r, lc, sn, b) จะถอดและแปลรหัสใหโปรตีนซ่ึงมีกรดอะมิโนท่ีเปนกรดท่ีปลาย N จํานวนมาก 
และท่ีปลาย C มีสวนของ basic helix-loop-helix (bHLH) ทําหนาท่ีจับกับ DNA (DNA binding domain) 
ในขณะท่ีสมาชิกของกลุม cl (cl และ pl) จะถอดและแปลรหัสใหโปรตีนซ่ึงมีโดเมน MYB ท่ีมีสวนของ 
helix-turn-helix สําหรับจับกับ DNA ในขาวโพดจะมีสองกลุมนี้หลายยีน แตมีรูปแบบการแสดงออกท่ี
แตกตางกันไป (Ludwig และ Wessler 1990), (Cone et al., 1993) กลไกการควบคุมการแสดงออกของยีน
ในชีวสังเคราะหนี้ยังไมเปนท่ีทราบแนชัด แตมีรายงานการทํางานของยีนควบคุมในการควบคุมการ
แสดงออกท่ีเหนือโปรโมเตอรของ DFR (Grotewold et al., 1994), (Sainz et al., 1997) 
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MYC transcription factor 
 

นอกจากชนิดและรูปทรงแลว สีสันของไมดอกไมประดับยังนับเปนส่ิงท่ีสําคัญมาก ท่ีจะดึงดูด
ความสนใจและทําใหเกิดความประทับใจในยามท่ีมองเห็น สีสันของดอกไมท่ีเรามองเห็นนั้นเปนผลมา
จากกลุมของรงควัตถุในพืช (plant pigments) รงควัตถุ 3 กลุมหลักใหญ ๆ ท่ีทําใหญเกิดสีสันในไมดอกใน
ธรรมชาติ ไดแก betelains, carotenoids และ anthocyanins รงควัตถุแอนโทไซยานิน ซ่ึงสรางข้ึนจาก 
flavonoid pathway เปนรงควัตถุท่ีทําใหเกิดสีสม, แดง, มวง และนํ้าเงินในดอกไมชนิดตาง ๆ  

วิถีการสังเคราะหรงควัตถุแอนโทไซยานิน ถูกนํามาเปนเปาหมายหลักในงานดานการปรับปรุง
พันธุไมดอกโดยใชเทคโนโลยีชีวภาพและเทคนิคทางดานพันธุวิศวกรรม เพื่อท่ีจะสรางสารประกอบท่ีจะ
ทําใหเกิดไมดอกท่ีมีสีสันแปลกใหมหรือเปล่ียนแปลงไปจากพันธุท่ีมีอยูในธรรมชาติ การควบคุมการ
สังเคราะหแอนโทไซยานิน เปนระบบการควบคุมการแสดงออกของยีนในพืชท่ีมีการศึกษากันมากท่ีสุด
ระบบหนึ่ง (Grotewold, 2006) ปจจัยหลักท่ีสําคัญอยางหนึ่งในการควบคุมการแสดงออกในระดับการ
ถอดรหัสของยีน ก็คือ transcription factors ซ่ึงเปนโปรตีนท่ีทําหนาท่ีในการกระตุนการเกิดกระบวนการ
ถอดรหัส (transcription) โดยผานทางการเขาจับกับลําดับเบสในสวนท่ีเปนโปรโมเตอรของยีนโดยตรง
หรือเขาจับกับ RNA polymerese หรือโปรตีนอ่ืน ๆ ในกระบวนการเร่ิมตนการถอดรหัส (transcription 
initiation)  

 
 โปรตีน transcription factors ท่ีสําคัญชนิดหนึ่งท่ีควบคุมการแสดงออกของยีนในวิถีการ
สังเคราะหแอนโทไซยานิน ไดแก bHLH (basic-helix-loop-helix) ซ่ึงพบท้ังในพืชใบเล้ียงเดี่ยวและใบ
เล้ียงคู (Nicola et al., 2003) bHLH เปนโปรตีนในกลุมของ transcription factor MYC- like protein มี
โครงสรางทุติยภูมิและตติยภูมิท่ีประกอบดวย motif  ท่ีมีลักษณะเปน basic helix loop helix มีหนาท่ี
ควบคุมการถอดรหัสของยีนท่ีเขารหัสใหเอนไซมในข้ันตอน Late stage ของวิถีการสังเคราะหแอนโทไซ
ยานินซ่ึงเร่ิมจากข้ันตอนท่ีเรงปฏิกิริยาโดยเอนไซม dihydroflavonol reductase (DFR) (Quattrocchio et 
al., 1999)  
 
 จากการศึกษาในขาวโพด พบวาโปรตีน bHLH และ MYB transcription factors สามารถกระตุน
การถอดรหัสของยีนหลายตัวท่ีเขารหัสใหเอนไซมในวิถีการสังเคราะหแอนโทไซยานิน (Roth et al., 
1991; Bodeau and Walbot, 1992; Lesnick and Chandler, 1998) เชน เดียวกับในพืชใบเล้ียงคู ท่ีมีการ
คนพบโปรตีน bHLH ท่ีควบคุมวิถีการสังเคราะหแอนโทไซยานิน ตัวอยางเชน โปรตีน DELILA ท่ีทํา
หนาท่ีในการควบคุมสีท่ีปรากฏในกลีบดอกของดอกล้ินมังกร (Snapdragon) (Goodrich et al., 1992) 
โปรตีน JAF13 และ AN1 ท่ีควบคุมสีของดอกพิทูเนีย (Petunia) (Quattrocchio et al., 1993, 1998, 2000) 
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และโปรตีน TT8 ท่ีควบคุมการสรางแอนโทไซยานินในตนออนของ Arabidopsis (Shirley et al., 1995) 
และการสราง proanthocyanidin ในฝก (siliques) (Nesi et al., 2000) 
 

 ในป ค.ศ. 1992 Lloyd และคณะ ไดทําการสงถายยีน Lc ซ่ึงเปน bHLH ในขาวโพดเขาสู 
Arabidopsis พบวาสามารถเพิ่มปริมาณรงควัตถุแอนโทไซยานินและเพ่ิมจํานวน trichromes ท่ีสรางข้ึนใน
ตนออนของ Arabidopsis ได นอกจากน้ียังไดมีการศึกษา ยีน R ซ่ึงเปน bHLH ท่ีควบคุมการสังเคราะห
แอนโทไซยานินในขาวโพดเชนเดียวกันกับยีน Lc พบวาสามารถแสดงออกไดในพืชใบเล้ียงคู เชน 
Arabidopsis, พิทูเนีย, ยาสูบ และมะเขือเทศได โดยทําใหเกิดการสะสมของรงควัตถุแอนโทไซยานินใน
พืชดังกลาว (Lloyd et al., 1992; Goldsbrough et al., 1996; Bradley et al., 1998) เชนเดียวกันกับการ
แสดงออกของยีน delila ท่ีสามารถทําใหปริมาณรงควัตถุแอนโทไซยานินเพิ่มข้ึนในตนมะเขือเทศทั้งใน
สวนท่ีเปนเนื้อเยื่อของลําตน ใบ และดอก เม่ือทําการสงถายยีนดังกลาวเขาไปในพืชท้ังสองชนิด  
 

 จากการทดลองท่ีไดกลาวมาขางตน จะเห็นไดวาโปรตีนในกลุมของ bHLH หรือ MYC like 
proteins สามารถควบคุมการแสดงออกของยีนในวิถีการสังเคราะหแอนโทไซยานิน การสงถายยีนท่ี
เขารหัสใหโปรตีนในกลุมดังกลาวเขาสูพืช สามารถทําใหเกิดการเปล่ียนแปลงการสรางหรือการสะสม
รงควัตถุแอนโทไซยานินในเนื้อเยื่อสวนตาง ๆ ของพืชไดไมวาจะเปนพืชใบเล้ียงเดี่ยวหรือพืชใบเล้ียงคู 
   ใน  pathway  ของการสังเคราะห  anthocyanin  มีเอนไซมหลายตัวท่ีเกี่ยวของ โดยเอนไซม
ท่ีสําคัญไดแก chalcone synthase (CHS) , chalcone-flavanone  isomerase (CHI) , flavanone 3-
hydroxylase  (F3H) ; flavonoid 3’-hydroxylase (F3’H) ; flavonoid 3’ , 5’-hydroxylase  (F3’ 5’H) และ 
dihydroflavonol-4-reductase (DFR)  เอนไซม  Flavoniod  3-hydroxylase (F3’H) และ flavoniod 3’-5’ 
hydroxylase  ตามลําดับ   
  ปจจุบันยีนท่ีเขารหัสการสังเคราะหเอนไซมเหลานี้ถูกคนพบแลวในพืชหลายชนิด  (Holton 
et al., 1995) รวมท้ังมีรายงานถึงการประยุกตใชในการเปล่ียนแปลงสีดอกไมโดยวิธีทาง      พันธุ
วิศวกรรมดวย ในการคนหายีนท่ีเกี่ยวของกับการสังเคราะห anthocyanin นั้นมีรายงานการใชวิธีการตาง ๆ 
ท่ีประสบผลสําเร็จ ในการคนพบยีนดังกลาวไดเปนจํานวนมาก  เชน  การใช homologous gene สามารถ
คนหาโดยวิธี hybridization วิธีการเชนนี้สามารถคนหายีนท่ีคอนขาง conserved เชน CHS   Ueyama et al. 
(2002) รายงานการพบ flavonoid 3’-hydroxylase (F3’H) , flavonoid 3’ , 5’ - hydroxylase (F3’  5’H) และ 
flavone synthase II (FNSII)  จากสรอยมยุรา  โดยท่ีการสะสม  anthocyanin  หรือ flavonol เกิดจากหนาท่ี
ของเอนไซมแตละตัวท่ีจะทํางานควบคุมซ่ึงกันและกัน 
  ในแงการประยุกตใช  ซ่ึงมีรายงานการเปล่ียนสีดอกไมโดยวิธีการสงถายยีนสังเคราะห
เอนไซมสําหรับ  anthocyanin  เขาสูพืชดอกหลายชนิด  เชน  กุหลาบ  คารเนช่ัน  ทิวลิป  โดยสามารถ
เปล่ียนสีไดสายพันธุใหมมากมาย  โดยวิธีท้ัง  Sense  and  Antisense  เพื่อท่ีจะ  ยับยั้ง (inactivate) ยีนท่ีมี
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อยูแลวในเซลล สําหรับการสงถายยีน  Flavonol  3-5 Hydroxylase (F3’ 5’H)  เขาสูเนื้อเยื่อพิทูเนีย  โดยวิธี 
Sense เขาพิทูเนีย  สามารถเพ่ิมสีแดงของพิทูเนียมากข้ึนโดยเปล่ียนเปนสี magenta อีกท้ัง transgenic plants 
บางตนจะใหแบบของสีท่ีไมเหมือนของเดิม  เชน  star-shaped pattern  เปนตน  หากสง  Antisense  ของ
ยีน  F3’ 5’H  เขาตนสีน้ําเงินพบวาทําใหลดจากนํ้าเงินเขมเปนสีน้ําเงินออน หรือเปล่ียนเปนสีชมพู  แสดง
วายีน  F3’ 5’H   นั้นเปนตัวควบคุมหรือสวิทซการเปดปดในกระบวนการสังเคราะห F3’ 5’H    (Shimada 
et al., 2001) 

 
      จากการศึกษาของ Jaakola et al. (2002) รายงานวาแอนโทไซยานินเปน  รงควัตถุท่ีทําใหเกิด

สีในดอกไม  การท่ีดอกไมมีสีท่ีแตกตางกันข้ึนอยูกับปริมาณและชนิดหรือกลุมของรงควัตถุแอนโทไซ
ยานินท่ีเปนองคประกอบ ชนิดของน้ําตาลท่ีเกาะกับแอนโทไซยานิดินเพื่อสรางเปนแอนโทไซยานิน  
ดังนั้นหากสามารถควบคุมการแสดงออกของยีนท่ีเกี่ยวของกับกระบวนการสังเคราะหแอนโทไซยานินใน
กลวยไม ดวยเทคนิคทางพันธุวิศวกรรมได อาจมีผลตอการเปล่ียนแปลงสีดอกของกลวยไม ซ่ึงมีรายงาน
การเปล่ียนสีดอกไมโดยวิธีการสงถายยีนท่ีเกี่ยวของกับการสังเคราะหแอนโทไซยานิน เขาสูพืชดอกหลาย
ชนิด เชน กุหลาบ คารเนช่ัน ทิวลิป พบวาสามารถทําใหเกิดสายพันธุใหมท่ีมีสีดอกแตกตางไปจากเดิม 
(Deroles et al., 1997; Tanaka et al., 1998) การใชดีเอ็นเอเทคโนโลยีจึงเปนอีกวิธีหนึ่งท่ีมีประสิทธิภาพสูง
ในการปรับปรุงพันธุพืชใหไดสายพันธุท่ีมีคุณสมบัติตามท่ีตองการและใชเวลารวดเร็ว  

 จะเห็นไดวามีรายงานถึงการการปรับปรุงพันธุพืชโดยเฉพาะการเปล่ียนสีของดอกไมดวย
เทคนิคพันธุวิศวกรรมไดโดยตรงโดยใชยีนท่ีเกี่ยวของกับการสังเคราะหรงควัตถุแอนโทไซยานิน  ดังนั้น
ในการทดลองนี้จึงมีเปาหมายที่จะศึกษาการสงถาย Transcription factor genes ท่ีเกี่ยวของกับการ
สังเคราะหรงควัตถุในพืชเขาสูกลวยไมเอ้ืองนางลม เพื่อนําไปสูการศึกษาตอยอดเพื่อสรางกลวยไมสาย
พันธุใหมท่ีมีสีดอกตางจากเดิมในอนาคต 
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อุปกรณและวิธีการทดลอง 

 

1) พืชท่ีใชในการทดลอง 

   กลวยไมเอ้ืองนางลม   Dendrobium   peguanum  Lindl  

 

2) พลาสมิดและแบคทีเรียท่ีใชในการทดลอง ไดแก  
  

2.1 แบคทีเรียท่ีใชในการโคลนยีน ไดแก    Escherichia  coli  สายพันธุ DH5 alpha 
 และ JM109   Agrobacterium tumefacien สายพันธุ LBA4404 และ AGL1 

2.2 พลาสมิดเพื่อการสงถายยีนไดแก pSTART, pBI121 โดยท่ีพลาสมิด ท้ังสองมียีนท่ีใช
ในการติดตามคือ Gus gene  

   

3) การสรางชดุยีนสําหรับการสงถายเขาสูกลวยไมเอ้ืองนางลม 
3.1)  ออกแบบคูไพรเมอรของ Transcription factor gene ไดแก MYC และ WD40 ท่ีได

จากขาวพันธุกลาย BKOS  
3.2)  เตรียม total RNA จากตัวอยางใบขาว BKOS โดยใช  TRIZOL (GIBCO BRL.)         
3.3)  เปล่ียนสาย total RNA ใหเปน cDNA โดยเอ็นไซม reverse transcriptase และ   

ไพรเมอร oligo- dT 
3.4)  สังเคราะหช้ินสวนดีเอ็นเอของยีน MYC และ WD40โดยใช cDNA (จาก 

ขอ 3.3 ) เปนแมพิมพดวยไพรเมอรจําเพาะ (จากขอ 3.1)   
3.5) จากนัน้โคลนช้ินสวนยนีท่ีสังเคราะหไดโดยวิธี nested RT-PCR  
3.6)  subclone ช้ินสวน DNA เขาเวคเตอร pGEM-T easy  (Promega) 
3.7)  นําโคลนท่ีไดไปหาลําดับเบส (sequencing)  แลวนาํไปวเิคราะหเพื่อตรวจสอบใน   

ฐานขอมูลคอมพิวเตอร โดยใชโปรแกรม BLASTA จาก National center for Biotechnology 
Information ; NCBI (Bethesda, Md., USA)  

3.8)  สรางเวคเตอรท่ีมีช้ินสวน sense ของยีน MYC และ WD40  ลงใน พลาสมิด 
pSTART  

3.9) สงถายพลาสมิดเขาสู Agrobacterium tumefacien LBA4404 และ AGL1 เพื่อเตรียม
สงถายเขาสูพืช 
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4) ผลของความเขมขนของกานามัยซินตอการเจริญของโพรโทคอรมกลวยไมเอ้ืองนางลม 
 ทําการเพาะเล้ียงโพรโทคอรมกลวยไมเอ้ืองนางลมบนอาหารสังเคราะหสูตร Vacin and Went 
(VW) (1994) เปนเวลา 60 วนั จากนั้นยายลงเล้ียงในอาหาร VW ท่ีมียาปฏิชีวนะกานามัยซิน ความเขมขน
ตางๆไดแก 0, 10, 20, 30, 50 และ 100 มิลลิกรัมตอลิตร สังเกตลักษณะของโพรโตคอรมในระยะเวลา
ตางๆเพ่ือดูอิทธิพลของกานามัยซินตอการเจริญ 
  
5) การหาสภาวะท่ีเหมาะสมตอการสงถายยีนเขาสูเนื้อเยือ่ของเอื้องนางลมโดยเทคนิค 
 Agrobacterium Transformation 
 
 เตรียมเช้ือ Agrobacterium  LBA4404 ท่ีไดรับ recombinant plasmids โดยเล้ียงในอาหารเหลว LB 
ท่ีมีกานามัยซิน 100 มิลลิกรัมตอลิตรและสเตร็บโตมัยซิน 30 มิลลิกรัมตอลิตรท่ีอุณหภูมิ 28 องศา
เซลเซียส เปนเวลา 36 ช่ัวโมง นํา Protocorm-like body ของเอ้ืองนางลมท่ีทําใหเกิดบาดแผลแลวมาแชใน
สารละลายเช้ือในเวลาตางๆ (10, 15, 30, 45 และ 60 นาที) ยายเนื้อเยื่อกลวยไมมาวางบนกระดาษซับเพื่อ
ซับเช้ือสวนเกินออก และนํามาเล้ียงบนอาหารท่ีเติมคารเบนิซิลิน 500 มิลลิกรัมตอลิตรเพ่ือกําจัดเช้ือ 
Agrobacterium และกานามัยซิน 100 มิลลิกรัมตอลิตร เพื่อคัดเลือกตนท่ีไดรับการถายยีน เปล่ียนอาหาร
ทุกๆ 2 สัปดาห และชักนําใหเกิดตนและราก 
 
6) การตรวจสอบการสงถายยีนดวยวิธี GUS assay 
  
 ตรวจสอบกิจกรรมของเอนไซม GUS ในเนื้อเยื่อสวนตางๆของตนกลวยไม ท่ีคัดเลือกแลวดวยวิธี 
Histochemical Staining (Jefferson, 1987) โดยปฏิกิริยาท่ีเกิดข้ึนจะทําใหเกิดสีฟาข้ึนในตัวอยางท่ีไดรับ
การถายยีน 
  
7) การตรวจสอบการแสดงออกของยีนในตนกลวยไมดดัแปลงพันธุกรรมดวยเทคนิค  RT-PCR 

 
7.1)   เตรียม Total RNA จากสวนใบของกลวยไมท่ีไดรับการคัดเลือกดวย Trizol reagent  

  -  นําตัวอยางพืชมาบดใหละเอียดในไนโตรเจนเหลว 
  - นําตัวอยางท่ีบดละเอียด 50-100 mg ใสใน eppendorf tube ขนาด 1.5 ml ท่ีมี 

TRIZOL Reagent ปริมาตร 1 ml ผสมตัวอยางกับ reagent โดยวิธี vortex และท้ิงไวท่ี
อุณหภูมิหอง นาน 15 นาที 
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- เติม chloroform ปริมาตร 0.2 ml พลิกหลอดกลับไปมาเบาๆ 10 คร้ัง  จากน้ันท้ิงไวท่ี
อุณหภูมิหอง นาน 2 นาที 

- นําไปหมุนเหวี่ยง (centrifuge) ท่ีความเร็วรอบ 10,000 rpm เปนเวลา 17 นาที อุณหภูมิ 4 
C แลวจึงดูดเอาเฉพาะสวนใสดานบน (aqueous phase) ใสหลอดใหม 

- เติม Isopropyl alcohol ปริมาตร 0.5 ml พลิกหลอดกลับไปมา 5 คร้ัง  จากน้ันท้ิงไวท่ี
อุณหภูมิหองนาน 10 นาที 

- นําไปหมุนเหวี่ยง (centrifuge) ท่ีความเร็วรอบ 12,000 rpm เปนเวลา 10 นาที อุณหภูมิ 4 
C  เทสวนใสดานบนท้ิงไปเหลือไวเฉพาะสวนของตะกอน หลังจากนั้นลางตะกอนโดยเติม 75% 
ethanol ปริมาตร 1 ml นําไปหมุนเหวี่ยง (centrifuge) ท่ีความเร็วรอบ 7,500 rpm นาน 5 นาที ท่ี
อุณหภูมิ 4 C   

- นําตะกอนอารเอ็นเอมาทําใหแหงโดยวิธี air dry ท่ีอุณหภูมิหองประมาณ 8 นาที 
จากนั้นละลายตะกอนอารเอ็นเอในน้ําท่ีปราศจาก RNase (Rnase-free water) ปริมาตร 20 l 

- ตรวจสอบอารเอ็นเอทั้งหมดดวย 1.4% denaturing formaldehyde agarose/EtBr 
electrophoresis โดยจะสังเกตเห็นแถบ 28S และ18S ribosomal RNA 

  - เก็บ total RNA ไวท่ี -80C 
 
7.2)  สังเคราะห First Strand cDNA ดวย 
  - นํา DEPC-treated water ปริมาตร 7 l ใสลงใน eppendorf tube ขนาด 0.2 ml  จากนั้น
เติม total RNA ปริมาตร 4 l และ oligo(dT)18 ปริมาตร 1 l  จากนั้นผสมเบา ๆ แลวนําไปบมท่ี

อุณหภูมิ 70C นาน 5 นาที 

  - เติม 5x r×n buffer 4 l , 10mMdNTP mix ปริมาตร 2 l และ Ribonuclease inhibitor 

ปริมาตร 1 l  จากนั้นผสมเบา ๆ แลวนําไปบมท่ีอุณหภูมิ 37C นาน 5 นาที 

  - เติม M-MuLV ปริมาตร 1 l  จากนั้นผสมเบา ๆ แลวนําไปบมท่ี 42C นาน 1 ช่ัวโมง 

และท่ี 70C นาน 10 นาที 

  - เก็บ First Strand cDNA ไวท่ี -20C 
 
7.3) เพิ่มปริมาณช้ินสวนของยีน MYC และ WD40 โดยใช specific primers ดวยเทคนิค Reverse 

Transcriptase Polymerase Chain Reaction 
- ทําการออกแบบ Primers ท่ีใชในการเพิ่มปริมาณช้ินสวนของยีน MYC และ WD40 

แสดงในตารางท่ี1  
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ตารางท่ี 1 แสดงลําดับนิวคลิโอไทดของ Primers ท่ีใชในการตรวจสอบการแสดงออกของยีน MYC และ 
WD40 
 

รายชื่อไพรเมอร 
ลําดับนิวคลีโอไทด  5’                  3’ 

MYCF GGATAACTAGAAAATGTG 

MYCR CTTGTAATGAAGCCGGTT 

WD40F TTAGTGTCTTAGGTTCCA 

WD40R AAGAATGTTTCGGATACC 

  
 องคประกอบในปฏิกิริยา PCR 
 เตรียมสารละลายปริมาตร 50 l ลงใน eppendorf tube ขนาด 0.2 ml ซ่ึงประกอบดวย  

- Deionized water 38.5   l 
- 10X PCR buffer   5.0   l 
- 50mM MgCl2       1.5   l 
- 10mM dNTP    1.0   l 
- 1st stand    1.0   l 
- Forward primer   1.0   l 
- Reward primer     1.0   l  
- Tag DNA polymerase  1.0   l 
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- เง่ือนไขของปฏิกิริยา PCR (PCR condition) ในเทคนิค RT- PCR  
 
  ตารางท่ี 2  แสดงเง่ือนไขของปฏิกิริยา PCR ในเทคนิค RT-PCR  
 

อุณหภูมิ        94C            94 C            55C             72C         72 C          4C 
ระยะเวลา 2 min           30 sec         30 sec          1 min        10 min          
จํานวนรอบ                                       35 รอบ                              

 
- ตรวจสอบผลโดย Agarose Gel Electrophoresis 

 

อุปกรณท่ีใชในการวิจัย 
 

  1 Power supply 
  2 Liquid nitrogen container 
  3 Refrigerator 
  4 Freezer 
  5 Balance 
  6 UV box 
  7 Refrigerated centrifuge 
  8 Water bath 
  9 Spectrophotometer 
  10 Mortar and pistil 
  11 Microwave 
  12 PCR machine 
  13 Hybridization oven 
  14 Autoclave 
  15 pH meter 
  16 Electrophoretic apparatus 
  17 DNA detection and printer 

 



 
 

23

ผลการวิจัย 
 
1.การเตรียมโพรโทคอรมกลวยไมเอ้ืองนางลม 

นําฝกกลวยไมเอ้ืองนางลมอายุฝกประมาณ 7-8 เดือน มาทําความสะอาดโดยตัดสวนหัว สวน
ปลายออก ทําการลางฝกดวยน้ําผสมผงซักฟอก ตามดวยน้ําสะอาด นําเขาตู larminar flow ทําการฟอกฝก
ในสารละลายคลอรอกซ 15% (v/v) เปนเวลา 15 นาที ลางน้ํากล่ันฆาเช้ือ 3 คร้ัง จากนั้นผาฝกกลวยไม เคาะ
เมล็ดกลวยไมลงในอาหารสังเคราะหสูตร Vacin and Went (VW) (1994) โดยเติมวิตามินและกรดอะมิโน
ตามสูตรอาหาร MS โดยเติมน้ํามะพราว 15% (v/v)  น้ําตาลซูโคลส 2% (v/v) และผงวุน 8 กรัม/ลิตร คา 
pH 5.2  ทําการเพาะเล้ียงภายใตอุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส ความเขมแสง 40 μmol m-2s-1 ใหแสง 16 
ช่ัวโมงตอวัน ทําการเพาะจนกวาจะงอกและเจริญเปนโพรโทคอรม (ภาพท่ี 2 ) 

 

 

ภาพท่ี 2  ลักษณะโพรโทคอรมเอ้ืองนางลมในอาหารแข็งสูตร VW ดัดแปลง อายุ 30 วัน 

 

2. การสรางพลาสมิดเวคเตอรเพื่อใชในการสงถายยีน MYC และ WD40 เขาสูกลวยไมเอ้ืองนางลม 

 จากงานวิจัยกอนหนานี้ ผูวิจัยไดทําการโคลนยีน MYC และ WD40 จากขาวพันธุกลายสาย
พันธุ BKOS โดยในงานวิจัยนี้ไดทําการสรางพลาสมิดเวคเตอร 2 ชนิด เพื่อสงถายยีนท้ังสองเขาสูกลวยไม
เอ้ืองนางลมไดแก pSTART-MYC และ pBI121-MYC-WD40 ซ่ีงการแสดงออกของยีนท่ีสงถายเขาไปนั้น
จะถูกควบคุมดวย 35s promoter ตามภาพท่ี 3  
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A 

 

 

 

B 

 

ภาพท่ี 3  แสดงพลาสมิดท่ีสรางข้ึนในการสงถายยีน MYC (A) และ MYC-WD40 (B) โดยยีนท้ังสองจะถูก
ควบคุมการแสดงออกดวย 35S promoter  
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 ทําการสงถายพลาสมิด pSTART-MYC และ pBI121MYC-WD40 เขาสู Agrobacterium 
tumefaciens สายพันธุ LBA4404 ดวยเทคนิค Electroporation  จากนั้นทําการคัดเลือกและเพาะเล้ียง A. 
tumefaciens ท่ีไดรับการสงถายพลาสมิดท้ังสองในอาหาร LB ท่ีมียาปฏิชีวนะกานามัยซิน 100 มิลลิกรัม
ตอลิตร นําไปเขยาท่ีความเร็ว 150 รอบตอนาทีท่ีอุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส เปนเวลา 35-40 ช่ัวโมง  นํา
อาหารเหลวมาวัดการเจริญเติบโตของแบคทีเรีย โดยวัดคา OD ท่ี 550 nm ในเวลาตางๆ เพื่อติดตามอัตรา
การเจริญ และหาชวงเวลาท่ีเหมาะสมท่ีจะใชในการสงถายยีนเขาสูกลวยไมเอ้ืองนางลม 

3. ผลของความเขมขนของกานามัยซินตอการเจริญของโพรโทคอรมกลวยไมเอ้ืองนางลม 

  ในการศึกษาถึงระดับความเขมขนของยาปฏิชีวนะกานามัยซินตอการเจริญของโพรโทคอร
มกลวยไมเอ้ืองนางลม ไดผลตามตารางท่ี  3 โดยจากตารางจะเห็นไดวาท่ีความเขมขนของกานามัยซิน
เทากับ 0, 10, 20, 30, 50 มิลลิกรัมตอลิตร โพรโทคอรมสามารถเจริญเติบโตได แตท่ีความเขมขนท่ี 50 
มิลลิกรัมตอลิตรจํานวนโพรโทคอรมท่ีสามารถเจริญไดจะตํ่ากวาท่ีความเขมขน 30 มิลลิกรัมตอลิตร 
ในขณะท่ีความเขมขนของกานามัยซิน 100 มิลลิกรัมตอลิตรพบวาโพรโทคอรมท้ังหมดไมสามารถ
เจริญเติบโตไดโดยเนื้อเยื่อโพรโทคอรมจะเปล่ียนเปนสีขาวในเบ้ืองตนจากนั้นจะคอยๆเปล่ียนเปนสี
น้ําตาลและตายในท่ีสุด 

 

ตารางท่ี 3 แสดงระดับความเขมขนของกานามัยซินตอการเจริญของโพรโทคอรมกลวยไมเอ้ืองนางลม 

ความเขมขนของ 

กานามัยซิน (mg/l) 

จํานวนโพรโทคอรม เปอรเซ็นตการตานทาน
ตอกานามัยซิน (%) 

เร่ิมตน ตานทานตอกานามัยซิน 

0 100 100 100 

10 100 98 98 

20 100 95 95 

30 100 91 91 

50 100 62 62 

100 100 0 0 
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3. การหาระยะเวลาที่เหมาะสมในการบมโพรโทคอรมกลวยไมเอ้ืองนางลมรวมกับ A. tumefaciens 
LBA4404 

 จากการศึกษาระยะเวลาท่ีเหมาะสมในการบมโพรโทคอรมของกลวยไมเอ้ืองนางลมรวมกับ 
A. tumefaciens LBA4404 ท่ีมีพลาสมิด  pSTART ในอาหารเหลว LB (0, 10, 30, 45, 60 นาที) พบวาเม่ือ
ทําการบม โพรโทคอรมรวมกับ A. tumefaciens และเพาะในอาหารแข็งสูตร VW ท่ีมี acetosyringone 200 
μM เปนเวลา 3 วัน จะสังเกตเห็นเช้ือเจริญรอบๆโพรโทคอรมโดยมีลักษณะโคโลนีสีขาวขุน     ทําการ
กําจัด A. tumefaciens ออกจากช้ินโพรโทคอรมโดยการลางดวยน้ํากล่ันฆาเช้ือท่ีมีซีโฟแทกซีม 500 
มิลลิกรัมตอลิตร แลวนําไปเล้ียงในอาหารแข็งท่ีมีซีโฟแทกซีม 200 มิลลิกรัมตอลิตรและกานามัยซิน 100 
มิลลิกรัมตอลิตร เปนเวลา 90 วัน พบวา มีโพรโทคอรมทีสามารถเจริญในอาหารดังกลาวจํานวน 12 โพร
โทคอรม  คิดเปน 1.07 เปอรเซ็นต ในขณะท่ีโพรโทคอรมในชุดควบคุมท่ีไมไดรับการสงถายยีนไม
สามารถเจริญในอาหารดังกลาวไดเลย โดยจะมีสีเหลือง ซีดขาวและตายในท่ีสุด  ทําการตรวจสอบการ
แสดงออกของยีน GUS ซ่ึงจะมีสีฟาเกิดข้ึนใน (ภาพท่ี 4) โพรโทคอรมท้ัง 12 ช้ินท่ีไดรับการสงถายยีน ซ่ึง
ระยะเวลานอยท่ีสุดท่ีใชในการบมโพรโทคอรมเอ้ืองนางลมรวมกับ A. tumefaciens ในอาหารเหลว LB 
นั้น คือ 45 นาที  

ตารางท่ี 4  จํานวนโพรโทคอรมเอ้ืองนางลมท่ีบมรวมกับ  A. tumefaciens ในอาหาร LB ระยะเวลาตางๆที่
ตานทานตอกานามัยซินเปนเวลา 90 วันและมีการแสดงออกของยีน GUS 

เวลาท่ีใชใน
การบม 
(นาที) 

จํานวนโพรโทคอรม เปอรเซ็นตการตานทานตอ
กานามัยซิน (%) 

กิจกรรมของ GUS gene 

เร่ิมตน ตานทานตอ
กานามัยซิน 

(90 วัน) 

เร่ิมตน GUS % 

0 250 0 0 0 0 0 

10 250 0 0 0 0 0 

30 250 0 0 0 0 0 

45 250 14 5.6 10 10 100 

60 250 33 13.2 10 10 100 
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4. การสงถายยีน MYC และ MYC-WD40 เขาสูโพรโทคอรมกลวยไมเอ้ืองนางลมดวยเทคนิค 
Agrobacterium Transformation  

 จากการศึกษาระยะเวลาท่ีเหมาะสมในการบมโพรโทคอรมของกลวยไมเอ้ืองนางลมรวมกับ 
A. tumefaciens LBA4404 ท่ีมีพลาสมิด  pSTART ในการทดลองท่ี 3 และความเขมขนของกานามัยซินตอ
การเจริญของโพรโทคอรมในการทดลองท่ี 2 ผูวิจัยไดเลือกสภาวะท่ีเหมาะสมในการสงถายพลาสมิดท่ีมี
ยีน MYC (pSTART-MYC) และยีน MYC-WD40 (pBI121MYC-WD40) โดยทําการบมเนื้อเยื่อโพรโท
คอรมรวมกับ A. tumefaciens ในอาหารเหลว LB เปนเวลา 60 นาที พบวาเม่ือทําการบม โพรโทคอรม
รวมกับ A. tumefaciens และเพาะในอาหารแข็งสูตร VW ท่ีมี acetosyringone 200 μM เปนเวลา 3 วัน จะ
สังเกตเห็นเช้ือเจริญรอบๆโพรโทคอรมโดยมีลักษณะโคโลนีสีขาวขุน     ทําการกําจัด A. tumefaciens ออก
จากช้ินโพรโทคอรมโดยการลางดวยน้ํากล่ันฆาเช้ือท่ีมีซีโฟแทกซีม 500 มิลลิกรัมตอลิตร แลวนําไปเล้ียง
ในอาหารแข็งท่ีมีซีโฟแทกซีม 200 มิลลิกรัมตอลิตรและกานามัยซิน 100 มิลลิกรัมตอลิตร เปนเวลา 90 วัน 
พบวา มีโพรโทคอรมทีไดรับการสงถายพลาสมิด pSTART-MYC สามารถเจริญในอาหารดังกลาวจํานวน 
24 โพรโท      คอรมจากจํานวนท่ีใชในการสงถาย 185 โพรโทคอรม   ในขณะท่ีโพรโทคอรมท่ีไดรับการ
สงถายพลาสมิด pBI121MYC-WD40 สามารถเจริญในอาหารดังกลาวได 16 โพรโทคอรมจากจํานวนการ
สงถาย 185 โพรโทคอรม (ตารางท่ี 5) โพรโทคอรมที่เจริญท้ังหมดถูกนํามาทําการตรวจสอบการ
แสดงออกของยีน GUS ซ่ึงจะมีสีฟาเกิดข้ึนดังในภาพท่ี 4   

ตารางท่ี 5  แสดงจํานวนโพรโทคอรมเอ้ืองนางลมที่ไดรับการสงถายพลาสมิด  pSTART-MYC และ
pBI121MYC-WD40 และการแสดงออกของยีน GUS 

 

พลาสมิด จํานวนโพรโทคอรม  เปอรเซ็นตการสง
ถายยีน (%) 

เร่ิมตน ตานทานตอกานา
มัยซิน 

กิจกรรมของ 
GUS gene 

pSTART-MYC 185 24 24 12.9 

pBI121MYC-WD40 185 16 16 8.6 
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                     C                                               pSTART-MYC                               pBI121MYC-WD40 

ภาพท่ี 4  การตรวจสอบการแสดงออกของยีน GUS  ในช้ินสวนโพรโทคอรมของตนท่ีไมไดรับการสงถาย 
พลาสมิด (C) ตนท่ีไดรับการสงถายดวยพลาสมิด pSTART-MYC  และ ตนท่ีรับการสงถายดวยพลาสมิด   
pBI121MYC-WD40                             

 

5. การตรวจสอบการแสดงออกของยีน MYC และ WD40 ดวยเทคนิค RT-PCR 

 ทําการสกัด Total RNA จากใบของกลวยไมท่ีผานการสงถายยีน MYC และ MYC-WD40 โดย
เช้ือ A. tumefaciens สายพันธุ LBA4404  (pSTART-MYC และ pBI121MYC-WD40) เพื่อนํามาตรวจสอบ
การแสดงออกของยีนในระดับการ Transcription ดวยเทคนิค RT-PCR โดยใช Primers ท่ีจําเพาะเจาะจง
ตอยีน MYC และ WD40  ท่ีโคลนไดจากขาว BKOS โดยจากการทําปฏิกิริยา PCR โดยใช Primer MYCF 
และ MYCR จะไดชิ้นดีเอ็นเอขนาด 350 bp  (ภาพท่ี 5)ในขณะท่ีใช Primer WD40F และ WD40R จะได
ช้ินดีเอ็นเอขนาด 470 bp  (ภาพท่ี 6)  โดยจากภาพท่ี 5 แสดงใหเห็นวาในใบกลวยไมท่ีไดรับการสงถายยีน
นั้นพบการแสดงออกของยีน MYC จากการสงถายดวยพลาสมิด pSTART-MYC  เชนเดียวกันกับภาพท่ี 6 
แสดงใหเห็นวาในใบกลวยไมท่ีไดรับการสงถายยีนนั้นพบการแสดงออกของยีน MYC และ WD40 ทุก
ตัวอยางท่ีนํามาทําการทดสอบ ในขณะท่ีไมพบการแสดงออกของยีนท้ังสองในกลวยไมท่ีไมไดรับการสง
ถายยีน  
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                                  C       1        2        3        4        5         6         7         8 

 

 

ภาพท่ี 5 ผลการตรวจสอบการแสดงออกของยีน MYC โดยใชไพรเมอรท่ีจําเพาะเจาะจงตอยีน เลน C = 
RNA ของกลวยไมเอ้ืองนางลมท่ีไมผานการสงถายยีน เลน 1 -8 = RNA ของกลวยไมเอ้ืองนางลมท่ีไดรับ
การสงถายยีน 

 

              C      1        2        3        4        5         6        7        8        9       10       11      12      13      14      15      16      17   

 

 

ภาพท่ี 6 ผลการตรวจสอบการแสดงออกของยีน MYC และ WD40 โดยใชไพรเมอรท่ีจําเพาะเจาะจงตอยีน  
ท้ังสอง  เลน C = RNA ของกลวยไมเอ้ืองนางลมท่ีไมผานการสงถายยีน เลน 1 = พลาสมิด DNA ของ 
plasmid pBI121-MYC-WD40  เลน 2 – 17 = RNA ของเอ้ืองนางลมท่ีผานการสงถายยนี 

 

 

 

 
MYC 
 
 
Actin 

 
MYC 
 
WD40 
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สรุปและวิจารณผลการวิจัย 

 การวิจัยนี้เปนการศึกษาเบ้ืองตนในการปรับปรุงพันธุกลวยไมเอ้ืองนางลมดวยเทคนิคทาง
พันธุวิศวกรรม โดยในการทดลองน้ีไดหาสภาวะท่ีเหมาะสมท่ีจะใชในการสงถายยีนเขาสูกลวยไมเอ้ือง
นางลมโดยเทคนิค Agrobacterium Transformatin เนื่องจากกลวยไมดังกลาวนั้นมีคุณสมบัติเดนคือมีกล่ิน
หอม แตลักษณะของสีกลีบดอกจะคอนขางมีสีออน ผูวิจัยจึงใหความสนใจท่ีจะปรับปรุงลักษณะสีของ
กลีบดอกใหมีสีท่ีแตกตางออกไปจากสายพันธุเดิม โดยในเบ้ืองตนนี้ไดทําการสงถายยีนในกลุมของ 
Transcription factor ท่ีมีบทบาทควบคุมการสังเคราะหรงควัตถุแอนโทไซยานินท่ีทําใหสีสันในพืชตางๆ 
โดยการทดลองนี้ไดใชยีน MYC และ WD40 ท่ีโคลนจากขาวพันธุกลายสายพันธุ BKOS โดยจากรายงาน
ของ Quattrocchio ในป1998 ไดรายงานไววายีน MYC สามารถกระตุนใหเกิดการทํางานของยีนใน
ตอนตนของวิถีสังเคราะหแอนโทไซยานินในพืชบางชนิด นอกจากน้ันยีน MYC ยังทําการรวมกับยีน 
WD40 และ MYB โดยการรวมตัวกันเกิดเปน complex structure ซ่ึงสามารถกระตุนใหเกิดการทํางานของ
ยีนเกือบทุกยีนในวีถีสังเคราะหแอนโทไซยานินได 

 จากการวิจัยสามารถหาสภาวะท่ีเหมาะสมตอการสงถายยีนเขาสูกลวยไมเอ้ืองนางลมโดยทํา
การเตรียมโพรโทคอรมในอาหาร Vacin and Went (VW) (1994) โดยเติมวิตามินและกรดอะมิโนตามสูตร
อาหาร MS โดยเติมน้ํามะพราว 15% (v/v)  น้ําตาลซูโคลส 2% (v/v) และผงวุน 8 กรัม/ลิตร คา pH 5.2  ทํา
การเพาะเล้ียงภายใตอุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส ความเขมแสง 40 μmol m-2s-1 ใหแสง 16 ช่ัวโมงตอวัน  
โดยโพรโทคอรมท่ีสมบูรณและพรอมท่ีจะใชในการสงถายยีน (ขนาดประมาณ 3-5 เซนติเมตร)  จะถูกบม
รวมกับเช้ือ Agrobacterium ท่ีมีพลาสมิด pSTART-MYC  และ pBI121-MYC-WD40  เปนเวลาอยางนอย 
60 นาที และทําการคัดเลือกโพรโทคอรมท่ีไดรับการสงถายยีนโดยเล้ียงในอาหาร VW ท่ีมีการปรับปรุง
โดยมียาปฏิชีวนะกานามัยซิน 100 มิลลิกรัมตอลิตร ซ่ึงจากสภาวะท่ีกลาวมานี้สามารถประสบความสําเร็จ
ในการสงถายพลาสมิดท้ังสองเขาสูโพรโทคอรมของเอื้องนางลมได โดยมีเปอรเซ็นตการสงถาย 12.9% 
สําหรับ พลาสมิด pSTART-MYC และ 8.6% สําหรับพลาสมิด pBI121MYC-WD40  

 การตรวจสอบการแสดงออกของยีนท่ีไดสงถายเขาสูโพรโทคอรมเอ้ืองนางลมนั้นพบวา ใน
สวนของการแสดงออกของ Marker gene ซ่ึงในการทดลองนี้ใชยีน GUS ในการศึกษา โดยโพรโทคอรมท่ี
สามารถเจริญไดบนอาหารคัดเลือกนั้นมีการแสดงออกของยีน GUS ทุกโพรโทคอรม เชนเดียวกันกับ
การศึกษาการแสดงออกของยีน MYC และ WD40 ในระดับการ Transcription ดวยเทคนิค RT-PCR พบ
การแสดงออกของยีนท้ังสองในทุกๆเนื้อเยื่อท่ีนํามาตรวจสอบ 
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 ผลการวิจัยนี้เปนแนวทางเบ้ืองตนในการนําเทคนิคทางพันธุวิศวกรรมมาใชในการปรับปรุง
กลวยไมสายพันธุเอ้ืองนางลมเพื่อเปนการเพิ่มมูลคาใหแกกลวยไมสายพันธุนี้อีกท้ังจะเปนอีกทางเลือก
หนึ่งใหแกเกษตรกรในอนาคต 
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ภาคผนวก ก 
 

การเพาะเลีย้งเน้ือเย่ือพืช (Plant   Tissue Culture) 
 
 
 

 
          

การเพาะเล้ียงเนื้อเยื่อพืชกําเนิดมาจากหลักการ totipotency ท่ีวา "เซลลพืชเดี่ยว ๆ (single cells) 
ทุกเซลลมีลักษณะและองคประกอบทางพันธุกรรมสมบรูณเหมือนตนแม ซ่ึงสามารถเจริญและพัฒนาเปน
ตนพืชท้ังตน (whole plant) ได" เซลลพืชเหลานี้ไมวาจะเปนเซลลท่ีเจริญเต็มท่ี (nature cell) หรือเนื้อเยื่อท่ี
มีการเปล่ียนแปลงไปทําหนาท่ีเฉพาะอยาง (differentiated tissue) ไดแก เนื้อเยื่อใบ สามารถเจริญและ
แบงตัวเปน callus หรือพัฒนาเปนอวัยวะ (organ) เชน ยอดออน (shoot) และราก (root) ซ่ึงสามารถเจริญ
ตอไปเปนตนพืชท้ังตนได ในทางเดียวกัน callus ซ่ึงเปนกอนของกลุม parenchyma cells ซ่ึงยังไมมีการ
เปล่ียนแปลงไปทําหนาท่ีเฉพาะเจาะจง (undifferentiated cells)  สามารถเจริญและแบงตัวเปน callus หรือ
พัฒนาเปนยอดออน และ ราก ข้ึนกับการกระตุนของ plant growth regulator ท่ีเหมาะสมซ่ึงหลักการท่ี
สําคัญของการเพาะเล้ียงเนื้อเยื่อพืชคือตองทําในสภาพท่ีปราศจากเช้ือจุลินทรียกลาวคือ ทุกข้ันตอนจะตอง
ปราศจากการปนเปอนของเช้ือจุลินทรีย  
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ปจจัยท่ีมีผลในการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพืช 
 

 ปจจัยท่ีมีผลตอการเพาะเล้ียงเนื้อเยื่อ  คือ  อาหารเพาะเล้ียง     ช้ินสวนพืชท่ีนํามาเพาะเล้ียง  และ
สภาวะในการเพาะเล้ียงแตปจจัยท่ีสําคัญคืออาหารเพาะเล้ียงซ่ึงมีหลายสูตรใหเลือกใช ตามความเหมาะสม
เชน อาหาร สูตร MS (Murashige and Skoong ) เปนสูตรพื้นฐานสําหรับเพาะเล้ียงพืชท่ัวไป สูตร Vacin 
and Went เหมาะสําหรับเพาะเล้ียงกลวยไมสกุลตางๆ สูตร Woody Plant  Medium (WPM)  เหมาะสําหรับ
เพาะเล้ียงไมเนื้อแข็ง   โดยท่ัวไปสูตรอาหารเหลานี้จะประกอบไปดวยธาตุอาหารหลักท่ีพืชตองการใน
ปริมาณมาก  ไดแก โบรอน (B) โมลิบดินัม  แมงกานีส    โคบอลต  สังกะสี  ทองแดง   ไอโอดีน  และธาตุ
อาหารอ่ืนๆ   เชน  วิตามิน  กรดอะมิโน  และน้ําตาล    นอกจากนี้อาจจะมีสวนประกอบอ่ืนๆ  เชน น้ํา
มะพราว  มันฝร่ัง  กลวยหอม  สารสกัดจากยีสต  ซ่ึงจะมีสารชวยเรงการเจริญเติบโต 
 
การเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพืชประกอบดวยขั้นตอนสําคัญ 6 ขัน้ตอน    ดังนี ้      
       

1.การเตรียมอาหารสําหรับการเพาะเล้ียงเนื้อเยื่อพืช  ซ่ึงประกอบดวย  สารกลุมอนินทรีย และสาร
กลุมอินทรีย                

2.การคัดเลือกเนื้อเยื่อพืช  การเลือกเนื้อเยื่อท่ีดีไดสวนท่ีถูกตองจะทําใหเกิดการฟอกฆาเช้ือและ
การ ชักนําใหเกิดตนประสบความสําเร็จสูง 

3.การฟอกฆาเช้ือ  เปนการทําใหช้ินสวนของพืชปลอดเช้ือ  โดยการใชสารเคมี  ไดแกยาระงับเช้ือ 
และยาทําลายเช้ือ  ซ่ึงจะทําหนาท่ีใหสวนประกอบท่ีสําคัญของจุลินทรียเสียไป กอนท่ีจะนํามาเพาะเล้ียง
ในอาหาร 

4.การขยายพันธุเพิ่มจํานวน  ตนพืชท่ีไดจากการชักนําใหเกิดตนจะมีความเยาววัย  (juveniliti 
)  สามารถท่ีจะชักนําใหเกิดตนจํานวนมากไดงาย  โดยทําการเพาะเล้ียงในอาหารที่มีสารควบคุมการ
เจริญเติบโตกลุมไซโตไคนิน 

5.การชักนํารากพืช  ตนพืชท่ีไดจากการเพิ่มจํานวนตนสามารถชักนําใหเกิดรากในอาหารที่มีสาร
ควบ คุมการเจริญเติบโตกลุมออกซิน  ซ่ึงจะสงเสริมการเกิดรากและยับยั้งการเกิดยอด6.การยายออก
ปลูก  ซ่ึงตองการปรับสภาพของตนพืชใหคุนเคยกับสภาพแวดลอมภายนอกประมาณ 2-4 สัปดาห  จะทํา
ใหลดเปอรเซนตของการตายของตนพืชเนื่องจากการยายปลูก 

6. การยายออกปลูก  ซ่ึงตองการปรับสภาพของตนพืชใหคุนเคยกับสภาพแวดลอมภายนอก
ประมาณ 2-4 สัปดาห  จะทําใหลดเปอรเซ็นตการตายของตนพืชเนื่องจากการยายออกปลูก 
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ประโยชนของเทคนิคการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ 
 

สําหรับประโยชนของเทคนคิการเพาะเล้ียงเน้ือเยื่อมีหลายดานดังนี ้
1. ประโยชนทางดานเกษตรกรรม เชน การขยายพันธุพชื โดยเฉพาะพืชท่ีมีคาทางเศรษฐกิจ พืชท่ีมีปญหา
ดานการเพาะปลูกเนื่องจากสภาพแวดลอมไมเหมาะสม 

            -ใหพนัธุพืชท่ีไดมีผลผลิตสูงภายในระยะเวลาท่ีรวดเร็ว 
 - นําไปใชในการปรับปรุงพันธุพืช (Plant  Breeding) เชนเพิ่มความทนทานตอความแหงแลง 
 -  การแยกและเล้ียงพืชปลอดโรค  เชน  กําจัดโรคไวรัสในพืช เนื่องจากการเพาะเล้ียงเน้ือเยื่อเจริญ
ในสภาพท่ีปลอดเช้ือ 
 - ตนพืชท่ีผลิตไดจะมีลักษณะทางพนัธุกรรมเหมือนตนแม  คือมีลักษณะตรงตามพันธุโดยการใช
เทคนิคของการเล้ียงจากตาของพืชพัฒนาเปนตนโดยตรง 
 -  การผสม โปรโตพลาสต (เซลลท่ีถุกยอย cell wall เหลือแต cell membrane บางๆ) ของพืช 2 
ชนิดเขาดวยกนัทําใหไดพนัธุใหมท่ีรวมคุณลักษณะท่ีดขีองพืชท้ังสองชนิด ไวดวยกัน 
 - การเก็บรักษาพันธุพชืไวไดเปนระยะเวลานานไวไดเปนระยะเวลานาน โดยเก็บไวใน
ไนโตรเจนเหลวท่ีอุณหภูมิตํ่าๆ  เม่ือตองการนํามาใชจึงทําการถายเนื้อเยื่อลงสูอาหารสังเคราะห 

 - ตนพืชท่ีไดมีขนาดสม่ําเสมอ ผลผลิตท่ีไดมีมาตรฐานและเก็บเกี่ยวไดคร้ังละมากๆพรอมกันหรือ
ในเวลาเดียวกนั 

2.ดานอุตสาหกรรม    
 - นอกจากประโยชนเชิงเกษตรกรรมยังมีการประยุกตใชการเพาะเล้ียงเนื้อเยื่อการผลิตสารทุติยภูมิ 
(secondary metabolite)  หรือการเล้ียงเนื้อเยื่อสมุนไพรเพื่อผลิตสารท่ีมีฤทธ์ิทางยา  โดยเร่ิมจากการเล้ียง
เนื้อเยื่อสมุนไพรในอาหารกึง่แข็งกึ่งเหลว  แลวหาวิธีการหรือเทคนิคตางๆไปกระตุนเซลลพืชผลิตสารให
มากข้ึน  ไดแก  การปรับเปล่ียนสภาวะแวดลอม  การปรับเปล่ียนสูตรอาหาร  ท่ีมีผลตอการผลิตสารสําคัญ
นั้นๆ การเติมสารต้ังตนของกระบวนการกึง่สังเคราะห (Biosynthetic  pathway) ลงในอาหารเล้ียงเซลล
และการเหนี่ยวนําเซลลพืชใหเกิดความเครียด (stress) เปนตน  
 

3.ดานอ่ืนๆ เชน การใช ประโยชนในการศกึษาทางดานชีวเคมีสังเคราะหและสรีรวิทยาของพืชเพื่อใชเปน
แนวทางการศกึษาวจิัยใหเกดิเทคโนโลยีท่ีมีการพัฒนาหลากหลายมากข้ึน 
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ภาคผนวก  ข 
การเตรียม buffer และสารละลายเขมขน 

 
1. การเตรียม Stainring solution  

1. H2O  

2. NaPO4  Ph 7    0.1 M  

3. EDTA     10 Mm 

4. Triton X-100    0.1 % 

5. X- GLUC     2 Mm  

6. K2Fe(CN)6     1 mM 

ผสมสารละลายท้ังหมด ในความเขมขนท่ีตองการ หลังจากนั้นแบงใส eppendrof tube ไว
ประมาณ 500 ไมโครลิตร (หอ eppendrof tube ดวยฟรอยลไวเพื่อไมใหสารละลายโดนแสง) 

2. Loading buffer  

Bromophenol  blue    0.25 % (w/v) 
Xylene cyanol FF   0.25 % (w/v) 
Sucrose     40 % (w/v) 

 ผสมสารท้ังหมดเขาดวยกนั ปรับปริมาตรดวยน้ํากล่ันใหไดตามท่ีตองการกอนนําไปน่ึงฆาเช้ือท่ี 
121 º c นาน 15 นาที แลวเกบ็สารละลายไวท่ี 4 ºc 

3. TE buffer (Tris-EDTA buffer) 

3.1 Tris-Hcl     10  Mm 

3.2 EDTA     1    Mm 
ผสมสารละลายท้ังสองเขาดวยกันกอนนําไปน่ึงฆาเช้ือท่ี121 º c นาน 15 นาที แลวเกบ็สารละลายไวท่ี 4 ºc 

4. Ethidium bromide 10 mg/ml 

ช่ัง  Ethidium bromide มา 1 กรัม นําไปละลายในน้ํากล่ัน 100 มิลลิลิตร กวนดวย magnetic stirrer 
จนกระท่ังสารละลายละลายหมด ซ่ึงอาจใชเวลาหลายช่ัวโมง  จากนั่นเก็บไวในขวดสีชาท่ีอุณหภูมิ 4 º c 
ในการเตรียมสารน้ีตองระมัดระวังอยางมาก ขณะเตรียมจะตองสวมถุงมือและอยาหายใจเอาผงของ 
Ethidium bromide เขา เพราะสารนี้มีคุณสมบัติเปน strong mutagent  
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5. 0.5 % acetic acid / 95 % ethyl alcohol (EtOH) 

5.1  Acitic  acid     0.250 มิลลิลิตร 
5.2 ปรับปริมาตรดวย 95 %EtOH  ใหไดปริมาตร 50 มิลลิลิตร เก็บไวท่ี 4º c 

6.   10x Tris borate  buffer (10x  TBE buffer) 
      6.1 Tris  base    108 กรัม 
     6.2 boric    acid    55 กรัม 
      6.3 0.5 Mm EDTA  Ph 8.0   40 กรัม 
   ละลายสารในขอ 6.1 และ 6.2 ดวยน้ํากล่ันจากนัน้ผสมสารท้ังสามชนิดเขาดวยกันแลวปรับ
ปริมาตรดวยน้าํกล่ันใหไดปริมาตร 1 ลิตร  กอนนําไปนึ่งฆาเช้ือท่ี  121 ºc นาน 15 นาที  แลวเก็บไวท่ี
อุณหภูมิหอง 
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การวิเคราะหดีเอ็นเอภายใตสนามแมเหล็กโดยผานตัวกลางชนดิวุน  (Determination of   DNA by gel 
eletrophoresis)   
 

จากดีเอ็นเอมีโครงสรางท่ีประกอบดวยหมูฟอสเฟตทําใหมีประจุลบ  เม่ืออยูในสนามไฟฟาจะ
ถูกผลักใหเคล่ือนท่ีจากข้ัวลบไปข้ัวบวก  ซ่ึงจากหลักการดังกลาวจึงใชวิเคราะหดีเอ็นเอภายใตสนามไฟฟา 
(Electrophoresis : EP) โดยผานตัวกลางคือวุน  การเคล่ือนท่ีผานตัวกลางนั้นทําใหสามารถแยกช้ินดีเอ็นเอ
ตามขนาดและรูปรางตางๆได   ตัวกลางท่ีนิยมโดยท่ัวไปคือ polyacrylamide  gel และ agarose gel ใชใน
การแยกดีเอ็นเอขนาด 200 bp ถึง 20 bp  โดย agarose  เปน linear polymer   ท่ีสกัดมาจากสาหรายทะเล   
เม่ือถูกหลอมดวยความรอนสรางพันธะไฮโดรเจนทําใหเปนวุนท่ีประกอบดวยรูพรุนโดยท่ีขนาดของรู
พรุนจะแปรผกผันกับความเขมขนของ agarose ซ่ึงความเขมขนปกติจะอยูในชวง 0.3-3 % 

ปจจัยท่ีมีผลตอความสามารถในการเคล่ือนท่ีของดีเอ็นเอผานตัวกลาง  คือ 
 
1. ขนาดของดเีอ็นเอ   
 

  ความสามารในการเคล่ือนท่ีผานตัวกลางมีความสัมพันธในเชิงแปผกผันกับ log ของน้ําหนกั
โมเลกุลของดีเอ็นเอหรือขนดของดีเอ็นเอ โดยดีเอ็นเอทีมี่ขนาดเล็กเคล่ือนท่ีไดเร็วกวานาดใหญและดีเอ็น
เอขนาดใหญเคล่ือนท่ีไดชากวาขนาดเล็ก  

 
 

 
 
 
 
 

ขนาดใหญ 

ขนาดเล็ก 



 
 

45

2. ความเขมขนของตัวกลาง 
 
 คือ เจลที่มีความเขมขนสูงๆจะมีขนาดรูพรุนภายในเจลเล็กกวาเจลท่ีมีความเขมขนตํ่า ทําใหดเีอ็น
เอเคล่ือนท่ีไดผานไดยากกวาตัวกลางท่ีมีความเขมขนตํ่า 
 
3. กระแสไฟฟา/แรงเคล่ือนไฟฟา   
 โดยคาแรงเคล่ือนไฟฟาท่ีเหมาะสมในการแยกขนาดของดีเอ็นเอประมาณ 5-8 โวลท/เซนติเมตร 
(ระยะหางระหวางข้ัวท้ังสอง) 
บัพเฟอร(buffer)    ท่ีใชในการทํา electrophoresis  มีสองชนิด  คือ running buffer  และ loading  dye  
buffer 

1. Running buffer  ท่ีมักใชในการวิเคราะหดเีอ็นเอโดยอิเล็กโตรโฟริซิสชนิด agarose  gel  คือ  Tris 

acetate –EDTA (TAE ; 40 mMTris-acetate และ 1 mMEDTA)หรือ Tris-EDTA (TBA ; 90 

mMTris-borate และ 2mMedta ) ท่ี Ph7.5-8.0 การใชบัฟเฟอรใดนั้นเลือกจากคุณสมบัติของ

บัพเฟอรแตละชนิด คือ 

- TAE เปนบัฟเฟอรท่ีนิยมใช  เพราะราคาถูกและสามารถแยกช้ินดีเอ็นเอขนาดตางๆได
ดีกวา แตมีความเปนบัฟเฟอรตํ่า  หากใชในการแยกขนาดของดีเอ็นเอเปนเวลานานตองมี
การถายเทหมุนเวยีนของบัฟเฟอรในขณะที่ทําอิเล็กโตรโฟริซิส 
- TBE เปนท่ีนยิมใชเชนกัน มีความเปนบัฟเฟอรสูงกวาและกรดบอรคิยังสามารถยับยั้ง
การเจริญของแบคทีเรีย แตไมนิยมใชหากตองการแยกบริสุทธ์ิดีเอ็นเอจากเจล 

2. Loading dye  buffer  
 ใชผสมกับดีเอ็นเอกอนหลอดลงในหลุม/ชอง โดยประกอบดวยสารทีมี่โมเลกุลหนกั (40% 
sucrose  หรือ 30% glycerol หรือ 15% Ficoll type 400) เพิ่มความหนืดชวยถวงดีเอ็นเอใหลงไปในชอง  
ทําใหดเีอ็นเอไมฟุงกระจายขณะหยอดลงในชอง และอีกองคประกอบหน่ึงคือ สี (dye) มักเปน 0.25% 
Bromophenol  blue และ/หรือ 0.25% xylene cyanol ท่ีมีประจุลบท่ีมีขนาดโมเลกุลเล็กเคล่ือนผาน
ตัวกลางไดอยางอิสระ  

3. การยอมดีเอ็นเอ 
 เม่ือเสร็จส้ินการทําอิเล็กโตรโฟริซิสดีเอ็นเอที่อยูภสายในเจลจะถูกทําใหมองเห็นไดโดยการยอม
ดวย ethidium bromide (EtBr)  สารนี้มีโครงสรางท่ีแทรกเขาไประหวางคูเบสของดีเอ็นเอได 
(Intercalating  agent)  

 EtBr เปนสารกอมะเร็งท่ีอันตรายจึงตองสวมถุงมือและใชอยางระมัดระวัง 
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ภาคผนวก ค 
 
พื้นฐานเทคนคิ PCR (Polymerase Chain Reaction) 
ทฤษฎีและหลักการของเทคนิค    Polymerase Chain Reaction 

เทคนิคPCRหรือPolymerase Chain Reaction เปนเทคนิคท่ีใชเพิ่มจาํนวนเสนดีเอ็นท่ีเราสนใจ   
โดยอาศัยหลักการDNA replication  เนื่อจากเทคนิคดงักลาวเร่ิมตนจากการทดลองภายในหลอดทดลอง 
ดังนั้นเทคนิคนี้จึงมีช่ือเรียกอีกอยางวา In Vitro enzymatic amplification โดยเทคนิคนี้จําเปนท่ีจะตองมี
สวนประกอบดังนี ้

1. DNA templateเพื่อใชเปนแมแบบเร่ิมตนในการสังเคราะหเสนอ่ืนๆตอไป 
2. Deoxynucleotideท้ังส่ีชนิด ไดแก A, T, C, G 
3.Thermostable DNA polymerase enzyme 
4. Oligonucleotide primer 
5. Buffer 

สําหรับข้ันตอนท่ีสําคัญในการเพ่ิมจํานวนDNAไดแก 

1. Denaturation เปนข้ันตอนท่ีทําใหDNAเสนคูกลายเปนเสนเดี่ยว โดยใชความรอนท่ีอุณหภูมิ 
90-95 องศาเซลเซียส 

2. Annealing เปนข้ันตอนท่ีใหคูprimerสามารถจับกับDNA templateได เพื่อใชในการเร่ิมตน
การสังเคารหDNAเสนใหมโดยใชอุฌหภูมิประมาณ 45-60 องศาเซลเซียส 

3. Extension เปนข้ันตอนเพ่ิมสายDNAเขาไปตอท่ีปลาย3′ของprimer โดยอาศัย
deoxyribonucleotideท่ีใสเขาไป นอกจากนี้ยังตองอาศัยthermostable DNA polymerase enzyme เชน Taq 
polymerase อุณหภูมิอยูในชวง 70-75องศาเซียลเซียส 

จากข้ันตอนท่ี 1-3 ซ่ึงนับเปนจํานวน 1 รอบ (one cycle) จะใหผลผลิตเปนดีเอ็นเอสายคูท่ีมีลําดับ
เบสเปนคูสมกับดีเอ็นเอที่เปนตนแบบเพ่ิมข้ึนเปนสองเทา เม่ือจัดใหเกดิปฏิกิริยาลูกโซจากข้ันท่ี 1 ถึง 3 
หมุนเวียนไปอีกหลาย ๆ รอบจะเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอได มากมาย ประมาณวาปฏิกิริยา 20 รอบ สามารถเพ่ิม
ปริมาณสารดีเอ็นเอไมไดนอยกวา 100,000 เทา 

นอกจากนี้ยังมีข้ันตอนอ่ืนๆของเทคนิค PCR ท่ีจําเปนอีกดวย เชน กอนท่ีตะเร่ิมตนการ
denaturationควรจะมีการpreheatกอนท่ีอุณหภูมิ ประมาณ70องศาเซลเซียส ประมาณ5นาที เพื่อทําให 
enzyme ตางๆพรอมท่ีจะทํางาน   ในการsynthesisสายDNAได แลวเม่ือเสร็จส้ินข้ันตอนทุกอยางจนถึงข้ัน
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สุดทายของextension processแลว อาจะมีการใหความรอนตอไปอีกท่ีอุณหภูมิ 70 องศาเซลเซียส 5 นาที 
เพื่อทําใหข้ันตอนการเพิ่มจํานวนเสนDNAเปนไปอยางสมบูรณท่ีสุด องคประกอบและภาวะตางๆท่ี
เกี่ยวของในการทําPCRมาตรฐาน ส ว น ป ร ะ ก อ บ ต า ง ๆ ใ น ก า ร เ พ่ิ ม ป ริ ม า ณ ดี เ อ็ น เ อ มี ดั ง นี้ 
1.ดีเอ็นเอตนแบบ(Template-DNA) DNA ตนแบบท่ีมีลักษณะลําดับเบสเปาหมาย หรือ ดีเอ็นเอเปาหมาย 
(DNA Target) สามารถใชในปฏิกิริยาของ PCR ในลักษณะดีเอ็นเอสายเด่ียวหรือสายคูก็ได   แมวาขนาด
ของดีเอ็นเอไมใชจุดท่ีมีปญหามากนัก แตการเพิ่มจํานวนดีเอ็นเอโดยแอ็นเอมีขนาดส้ันๆอยูในรูป
ปลายเปดจะมีประสิทธิภาพท่ีดีกวา เพราะ primer จะเขาไปจับซ่ึงชวยใหงายตอการเพ่ิมจํานวนและลด
ผลผลิต ดีเอ็นเอที่ไมจําเปนลงโดยท่ัวไปควรทดสอบปริมาณดีเอ็นเอตนแบบที่เหมาะสมเพ่ือใหไดปริมาณ
ดีเอ็นเอที่ตองการเพียงพอและมีความไวท่ีเหมาะสมสําหรับปริมาณดีเอ็นเอตนแบบท่ีเหมาะสมสําหรับการ
ทํา PCR จะอยูในชวง 102-105 copies โกยในกรณี genomic DNA ของคนหรือสัตวเล้ียงลูกดวยนม 
ปริมาณดีเอ็นเอที่ใชเทากับ 0.1-1 μg  สําหรับ bacterial DNA ใชปริมาณ 1-10 ng สวน plasmid DNA ใช
ปริมาณ 0.1-1 ng 
 
2.นิวคลีโอไทดต้ังตน(Primer) 
         การเลือกออกแบบ primer  ท่ีจะใชควรเลือกใหเหมาะสมกับแตละงานโดยอาศัยหลักการจับคูแบบ
จําเพาะของสายดีเอ็นเอที่ตองการตรวจหากับ primer โดยลําดับนิวคลีโอไทดของ primer เปนตัวกําหนด
ความจําเพาะในการสังเคราะห DNA ดังนั้นจึงตองทราบลําดับเบสท่ีนํามาสังเคราะห primer  

ขอแนะนําในการเลือกและออกแบบprimer  
-  ความยาวของ primer  :  ควรมีความยาวประมาณ 18-30 นิวคลีโอไทด ข้ึนอยูกับงานท่ีใช ควร

เลือก primer ท่ีมี GC-content อยูระหวาง 50-60% ไมควรเลือก primer ท่ีมี GC content ท่ีสูงเกินไป-primer
ตองมีความจะเพาะกับลําดับเบสเปาหมาย(target sequence)  

-หลีกเล่ียงลําดับเบสท่ีจับกับลําดับเบสของตัวเอง 
-ควรหลีกเล่ียงลําดับเบสของแตละ primer ไมใหเปนคูสมกันเอง 
- คา Tm (Melting Temperature) ของแตละ primer ควรใกลเคียงกันโดยท่ัวไปควรอยูในชวง 55-

80 องศาเซลเซียส  
- primer ควรมีลําดับกับคูสมกัลปปลายดาน 3ของลําดับนิวคลีโอไทดในแตละสายของดีเอ็นเอ

ตนแบบ 
 
3.Thermostable  DNA polymerase 

     Thermostable  DNA polymerase   ท่ีนิยมใชกันมากท่ีสุดคือ Taq DNA Polymerase ซ่ึงแยกได
จากเช้ือแบคทีเรียท่ีเจริญไดในน้ําพุรอนท่ีมีช่ือ Thermus  Aquaticuse (Taq)  ซ่ึงมีคุณสมบัติทนความรอน
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ไดสูงและไมเสียคุณสมบัติของเอนไซมในข้ันตอน denature และสามารถเรงปฏิกิริยาการสราง DNA ไดท่ี
อุณหภูมิสูงคือ 70-85 องศาเซลเซียสและอุณหภูมิท่ีเหมาะสมในการเรงปฏิกิริยาคือ 72 องศาเซลเซียส         
Taq  DNA Polymerase เปนโปรตีนท่ีมีน้ําหนักโมเลกุล 94 กิโลดาลตัน ขาดคุณสมบัติ 3-5 exonuclease  
activity จึงขาดคุณสมบัติในการตรวจสอบท่ีเรียกวา proofreading ความเขมขนของ DNA Polymerase อยู
ในชวง 1.0-2.5 units  ความเขมขนท่ีใชข้ึนอยูกับปริมาณและลักษณะของดีเอ็นเอตนแบบ ,primer รวมท้ัง
สารประกอบอื่นๆ การใชปริมาณความเขมขนท่ีมากเกินไปจะทําใหเกิดผลผลิต PCR ท่ีไมจําเพาะข้ึน ทํา
ใหเกิด nonspecific  background มากแตถาใชความเขมขนนอยเกินไปก็จะทําใหไดผลผลิตนอย 
4. Deoxynucleotide triphosphate (dNTP) 

ความเขมขนของ  dNTPs (dATP,dTTP ,dCTP,dGTP) ปกติอยูระหวาง 50-200 μMของแตละ dNTP
แตถาเปน dNTPs ท้ัง 4ตัว จะมีสวนประกอบรวมไมเกิน 800 μM  ถาหากใช dNTP ท่ีมความเขมขนสูง
เกินไปจะเกิดการตอลําดับเบสคูสมท่ีผิดพลาด ในการเตรียม dNTPs ควรเตรียมเปน primary stock  
solution  ท่ีเจือจาง 10 mMแลวแบง aiquot เก็บท่ี -20 องศาเซลเซียส  
5.  บัฟเฟอร (buffer) 

สวนประกอบของบัฟเฟอรประกอบดวย Tris HCL ,KCL ,MgCl2 และ glycerol  ความเขมขนและ
ภาวะท่ีเหมาะสมของสวนประกอบตางๆในบัฟเฟอรมีดังนี้ 
5.1 ความเขมขนของ Magnesium ion (Mg2+) 

Taq  DNA Polymerase  ตองการ  Magnesium ion (Mg2+) เพื่อชวยสงเสริมใหการขยายสายดีเอ็น
เอดําเนินตอไปได โดย magnesium ion จําทําหนาท่ีเปน co-factor  นอกจากนั้น magnesium  ion  ยังมีผล
ตอการทํางานของเอนไซมดวย (enzyme fidelity) และมีผลตอการ anneal ของ primer ความเขมขนของ 
magnesium ion ตองปรับความเขมขนใหเหมาะสมกับ dNTPs โดยท่ัวไปความเขมขนของ nagnesium  ion 
คือตองเหลือ magnesium ในรูปอิสระประมาณ 0.5-1 mMโดยท่ัวไปใช magnesium ความเขมขนท้ังหมด
เปน 1.5 Mm ความเขมขนของ magnesium ion ท่ีมากเกินไปทําใหเกิดผลผลิตดีเอ็นท่ีไมจําเพาะ และพบวา
การปรับคา magnesium  ion ก็ชวยให primer มีการ anneal ท่ีมีความจําเพาะข้ึนเชนเดียวกับการ
เปล่ียนแปลงอุณหภูมิ 

5.2 Ph 
pHท่ีเหมาะสมในการทํางานสําหรับ Taq DNA polymerase  คือท่ี pH7-7.5  ท่ีอุณหภูมิ 72 องศา

เซลเซียส แตปกติ  Taq DNA polymerase   จะอยูใน Tris buffer ซ่ึงมี pH8.5-9ท่ี 25 องศาเซลเซียส  
เนื่องจาก pHของ Tris buffer จะลดลงประมาณ 0.03ของอุณหภูมิท่ีเพิ่มข้ึนแตละองศา  ดังนั้นเม่ืออุณหภูมิ
เพิ่มข้ึนเปน 72 องศาเซลเซียส จะได pHเปน 7.3 
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6.องคประกอบอ่ืนๆในปฏิกิริยา PCR 
 โดยท่ัวไปสวนประกอบของบัฟเฟอรท่ีใชใน PCR คือ 10-15 Mm Tris-HCL ท่ี Ph8.4 ท่ี 25 องศา
เซลเซียส , 50mMKCL,1.5mMMaCl2,0.01% gelatin(w/v)  หรืออาจใช  non-ionic detergent  อ่ืนแทน 
gelatin ได เชน 0.01%NP40 และ 0.01% Tween 20 การทดลองบางแหงใช DMSO ใสลงไปในในปฏิกิริยา 
เพื่อลด secondary structure ของ DNA แตพบวา 10% DMSO ไมเหมาะกับ Taq DNA polymerase    
เพราะไปยังยั้งปฏิกิริยาของเอนไซมทําใหไดผลผลิต PCR ท่ีนอยลง gelatin หรือ Bovine serum albumin 
(BSA) ท่ีมีความเขมขนตํ่าๆ (100μg/ml)  สามารถชวยคงสภาพของเอนไซมได  แต  BSA ถูกทําลายไดงาย
ท่ีอุณหภูมิสูงและอาจตกตะกอนกับ Taq DNA polymerase     
 
Temperature  cycling 

1. Denatulation  อุณหภูมิท่ีใชสวนใหญประมาณ 94-95 ºc เปนเวลา 30-60 นาที การใชเวลานอย
และอุณหภูมสูงเกินไปจะทําใหเอนไซมและนิวคลีโอไทดสูญเสียคุณสมบัติได  แตถาใชเวลาและอุณหภูมิ
ตํ่าเกินไปจะทําใหสาย DNA แยกออกจากกันไมดีสงผลใหผลผลิต PCR ลดลง  กรณีท่ี DNA templateมี
ปริมาณ G+C content ท่ีสูงมากตองเพ่ิมอุณหภูมิใหสูงข้ึนดวย 

2.Annealing   โดยท่ัวไปใชอุณหภูมิในข้ันนี้ประมาณ 55-72 ºc ซ่ึงใช annealing temperature  ท่ีตํ่า
กวา Tm ของ primer ประมาณ 5ºc การใชอุณหภูมิท่ีสูงในข้ันตอนนี้จะชวยในการเพิ่มความจําเพาะในการ
จับคู  เวลาท่ีใชในข้ันตอนนี้ประมาณ 30 วินาที 

3. Extention   เวลาท่ีใชในข้ันตอนนี้ข้ึนกับความยาว   ความเขมขนและลําดับเบสของ DNA 
template   โดยท่ัวไปใชเวลาประมาณ 1 นาที ท่ีอุณหภูมิ 72 ºc โดยปกติ Taq DNA polymerase     สามารถ
เพิ่มความยาวของสาย DNA ไดประมาณ 6000 นิวคลีโอไทดตอนาที ท่ี อุณหภูมิ 72 ºc การใชเวลาท่ีมาก
ในข้ันตอนแรกจะมีประโยชนสําหรับ DNA template ท่ีมีจํานวนนอย 

  
จํานวนรอบในการทํา PCR (Cycle Number )  

จํานวนรอบในการทํา PCR ข้ึนกับปริมาณ DNA template ถาใชจํานวนรอบท่ีมากข้ึนเทาใดโอกาส
ท่ีจะไดผลผลิต PCR ผิดพลาดก็มากข้ึนตามไปดวย เนื่องจากผลผลิต PCR ท่ีไดจะมีความจําเพาะเจาะจงท่ี
นอยลงและ Background มากข้ึนแตถาใชจาํนวนรอบนอยเกินไปผลผลิต PCR ท่ีไดกน็อยลง 
 
การตรวจวิเคราะหผลผลิต PCR (PCR Product)  
 การตรวจวิเคราะหผลผลิตมีดวยกันหลายวิธีท่ีนิยมใชกันท่ัวไปคือ 

1. Gel  electrophoresis  โดยนําผลผลิต PCR มาแยกตามขนาดของ DNA โดยใชกระแสไฟฟาแยก 
DNA บน agarose gel หรือ  polyacrylamide gel  เปรียบเทียบกับ DNA มาตรฐานท่ีทราบขนาดแนนอน  
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จากนั้นยอมช้ิน DNA ดวย Ethidium  bromide แลวนําไปสองดูดวยแสงอัลตราไวโอเลต  ผลผลิต PCR ท่ีดี
ควรใหช้ิน DNA ท่ีชัดเจนและตรงตามขนาดความตองการ แตถามีขนาดเล็กและแถบดีเอ็นเอไมชัดเจนอาจ
เปนดีเอ็นเอที่เปน primer dimmer 

2. Necleic acid hybridization 
 ในกรณีท่ีดูผลจากเจลไมชัดเจนสามารถนําผลผลิต PCR ท่ีไดมาตรึงกับแผน nitrocellulose หรือ 
แผน nylon แลวนํามาทํา Southern  blot ,dot blot , หรือ slot  blot  โดยอาศัยตัวติดตาม (probe)  ท่ีจําเพาะ
กับเบสคูสมซ่ึงติดฉลากดวยสารกัมมันตรังสีหรือสารปลอดรังสีแลวจึงนําผลไปดูการจับของผลผลิต PCR 
กับตัวติดตามได 

3. Diirect   Sequencinng  
 ในกรณีท่ีตองการรูรายละเอียดของลําดับเบสหรือของผลผลิต PCR วาถุกตองแนนอนหรือไม
สามารถตรวจหาลําดับเบสโดยวิธี  Sequencinng PCR ท่ีเปนสายคู (double strand PCR products) หรือ
อาจจะ Sequencinng PCR ท่ีเปนสายเด่ียว (single strand PCR products) 
 

ขอควรระวังในการทํา PCR  
การปนเปอน (Contamination) 
แมวาเทคนิค PCR  จะเปนวิธีหนึ่งท่ีสามารถเพ่ิมจํานวน DNA ไดมากหลายเทาแตก็สามารถเพ่ิม

จํานวน DNA ท่ีปนเปอนเพียงเล็กนอยไดมากเชนกัน  ทําใหเกิดผลบวกปลอมได  การปนเปอนอาจเกิดได
จากหลายสาเหตุ  เชน  การสกัดแยก DNA หรือจากการปนเปอนของผลผลิต PCR คร้ังกอน  (carry  over 
contamination) ซ่ึงมักอยูในรูปของละอองลอย  ท่ีมักเกิดข้ึนขณะการเปด-ปดฝาหลอดและการปน
ตกตะกอนละอองลอยน้ีสามารถปนเปอนกับส่ิงตางๆในหองปฏิบัติการ  ท้ังอุปกรณเคร่ืองมือและวัสดุ
ตางๆรวมท้ัง ผิวหนัง ผม และมือผูปฏิบัติการได  ดังนั้นควรมรการระวังการปนเปอนใหมากโดยเฉพาะ
การปนเปอน ชนิด carry  over contamination  
 

วิธีการท่ีจะปองกันการปนเปอนมีดวยกันหลายอยาง เชน  
1.> ควรแบงพืน้ท่ีหรือหองทํางานในชวงกอนและหลังทํา PCR (separate workspace) 
2.>แบงสารเคมีลงในหลอดเล็กๆเพ่ือในการนํามาใชแตละคร้ังไมปนกนั 
3.> ใช Micropipette และ filter tip ซ่ึงเปน tip ชนิดพิเศษท่ีปองกันการแพรกระจายของละอองลอย

โดยมีลักษณะสําคัญคือ มีไสกรอง (membrane) อยูภายใน 
4.> มีตัวควบคุมท่ีเหมาะสมในการทํา PCR โดยตัวควบคุมจะมีดวยกัน 3 แบบ คือแบบแรกเปนตัว

ควบคุมท่ีไมมีดีเอ็นเอ เพื่อเปนการควบคุมการปนเปอนของสารท่ีใช (negative control )  แบบท่ีสองเปน
เปนตัวควบคุมท่ีมีดีเอ็นเอ ชนิดท่ีไมมีลําดับเบสเปาหมายอยู (positive control) และแบบท่ีสามเปนตัว
ควบคุมท่ีมีด ีDNA template ท่ีเปน positive control 




