
 

รายงานผลการวจัิย 

เร่ือง 

การศึกษาเบ้ืองตนในการสงถาย Transcription factor genes ที่เกี่ยวของกับ 

การสังเคราะหรงควัตถุแอนโทไซยานินเขาสูกลวยไมเอื้องนางลม 

 (Dendrobium peguanum Lindl.) 

A preliminary study on transformation of Dendrobium peguanum Lindl. with 

 transcription factor genes that involved in anthocyanin biosynthesis 

 

โดย 

 

รัฐพร จันทรเดช 

 

มหาวิทยาลยัแมโจ 

2554 

รหัสโครงการวิจัย มจ.1-54-079 



 

รายงานผลการวจัิย 

 

เรื่อง การศึกษาเบ้ืองตนในการสงถาย Transcription factor genes ท่ีเก่ียวของกับการสังเคราะห 

รงควัตถุแอนโทไซยานินเขาสูกลวยไมเอ้ืองนางลม (Dendrobium peguanum Lindl.)  

A preliminary study on transformation of Dendrobium peguanum Lindl. with 

 transcription factor genes that involved in anthocyanin biosynthesis 

 

 

ไดรับการจัดสรรงบประมาณวิจัย ประจําป  2554 

     จํานวน  230,000 บาท 

 

หัวหนาโครงการ  นายรัฐพร จันทรเดช 

 

งานวิจัยเสร็จส้ินสมบูรณ 

                                                                                                                                 17  ตุลาคม  2554 



กิตติกรรมประกาศ 

โครงการวิจัย เร่ือง การศึกษาเบ้ืองตนในการสงถาย Transcription factor genes ท่ีเกี่ยวของกับการ

สังเคราะหรงควัตถุแอนโทไซยานินเขาสูกลวยไมเอ้ืองนางลม (Dendrobium peguanum Lindl.)                    

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

genes that involved in anthocyanin biosynthesis) ไดสําเร็จลุลวง โดยไดรับการสนับสนุนทุนวิจัยจาก

สํานักวิจัยและสงเสริมวิชาการเกษตร มหาวิทยาลัยแมโจ ประจําปงบประมาณ 2553-2554 

 ขอขอบพระคุณหองปฏิบัติการอณูชีววิทยาทางพืช  ภาควิชาชีววิทยา  คณะวิทยาศาสตร 

มหาวิทยาลัยเชียงใหม ท่ีใหความอนุเคราะหในการใชเคร่ืองมือทางวิทยาศาสตร ตลอดจนสถานท่ี

เพาะเล้ียงตนกลวยไม ขอขอบคุณหลักสูตรเทคโนโลยีชีวภาพ คณะวิทยาศาสตร มหาวิทยาลัยแมโจ ท่ีให

ความอนุเคราะหอุปกรณบางชนิดท่ีใชในการวิจัย ขอบคุณนักศึกษาชวยงานวิจัยทุกคนท่ีมีสวนรวมและ

สนับสนุนใหโครงการวิจัยนี้เสร็จส้ินสมบูรณ 

 

 

 

 

 



สารบัญ 

           หนา 

สารบัญตาราง          ข 

สารบัญภาพ          ค 

บทคัดยอ          1 

Abstract           2 

คํานํา           3 

วัตถุประสงคของโครงการวิจัย        5 

ประโยชนท่ีคาดวาจะไดรับ        5 

การตรวจเอกสาร          6 

อุปกรณและวธีิการทดลอง        19 

ผลการวิจัย          24 

สรุปและวิจารณผลการวิจยั        31 

เอกสารอางอิง          33 

ภาคผนวก          39 

 

 

 

 

 



  ข 

สารบัญตาราง 

           หนา 

ตารางท่ี 1 แสดงลําดับนิวคลิโอไทดของ Primers ท่ีใชในการตรวจสอบการแสดงออก  21 
 ของยีน MYC และ WD40 

ตารางท่ี 2  แสดงเง่ือนไขของปฏิกิริยา PCR ในเทคนิค RT-PCR    22 

ตารางท่ี 3 แสดงระดับความเขมขนของกานามัยซินตอการเจริญของโพรโทคอรมกลวยไม 25 

ตารางท่ี 4  จํานวนโพรโทคอรมเอ้ืองนางลมท่ีบมรวมกบั  A. tumefaciens ในอาหาร LB    26                        

ระยะเวลาตางๆท่ีตานทานตอกานามัยซิน 

ตารางท่ี 5  แสดงจํานวนโพรโทคอรมเอ้ืองนางลมท่ีไดรับการสงถายพลาสมิด       27                              

pSTART-MYC และpBI121MYC-WD40 และการแสดงออกของยีน GUS 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



  ค 

สารบัญภาพ 

           หนา 

ภาพท่ี 1 กลวยไมเอ้ืองนางลม  Dedrobium peguanum LindL     12 

ภาพท่ี 2  ลักษณะโพรโทคอรมเอ้ืองนางลมในอาหารแข็งสูตร VW ดัดแปลง อายุ 30 วัน 23 

ภาพท่ี 3  แสดงพลาสมิดท่ีสรางข้ึนในการสงถายยีน MYC (A) และ MYC-WD40 (B)   24 

ภาพท่ี 4  การตรวจสอบการแสดงออกของยีน GUS  ในช้ินสวนโพรโทคอรมของกลวยไม  28 

ภาพท่ี 5 ผลการตรวจสอบการแสดงออกของยีน MYC โดยใชไพรเมอรท่ีจําเพาะเจาะจงตอยนี  29 

ภาพท่ี 6 ผลการตรวจสอบการแสดงออกของยีน MYC และ WD40     29 

 

 

 

 

 

 

 



การศึกษาเบ้ืองตนในการสงถาย Transcription factor genes ท่ีเก่ียวของกับการสังเคราะหรงควัตถุ 

แอนโทไซยานินเขาสูกลวยไมเอ้ืองนางลม (Dendrobium peguanum Lindl.) 

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

 
รัฐพร จันทรเดช 

Ruttaporn Chundet 
คณะวิทยาศาสตร มหาวิทยาลัยแมโจ อ.สันทราย จ.เชียงใหม 50290 

-------------------------------------------------------------------------------------------- 
บทคัดยอ 

 
การศึกษาเบ้ืองตนในการสงถาย Transcription factor genes ท่ีเกีย่วของกับการสังเคราะหรงควัตถุ 

แอนโทไซยานินในกลวยไมสกุลเอ้ืองนางลมดวยเทคนิค Agrobacterium Transformation พบวา 
protocorm-like bodies (PLBs) ท่ีบมรวมกับเช้ือ Agrobacterium เปนเวลา 60 นาทีแลวนํามาเล้ียงบนอาหาร
แข็งสังเคราะหดัดเเปลงสูตร VW โดยเติมวิตามินและกรดอะมิโนตามสูตรอาหาร MS โดยเติมน้ํามะพราว 
15% (v/v)  น้ําตาลซูโคลส 2% (v/v) และผงวุน 8 กรัม/ลิตร คา pH 5.2 โดยเติมยาปฏิชีวนะกานามัยซิน 
100 มิลลิกรัมตอลิตร ทําการเพาะเล้ียงภายใตอุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส ความเขมแสง 40 μmol m-2s-1 ให
แสง 16 ช่ัวโมงตอวัน พบวาเนื้อเยื่อท่ีสามารถเจริญไดในอาหารคัดเลือกมีการแสดงออกของยีน GUS  
นอกจากนั้นไดตรวจสอบการแสดงออกของยีน MYC และ WD40 ในระดับการ Transcription ดวยเทคนิค 
RT-PCR พบการแสดงออกของยีนท้ังสองในทุกเนื้อเยื่อท่ีสามารถเจริญไดบนอาหารคัดเลือก 
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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 
 

กลวยไมถูกจัดเปนสินคาเกษตรท่ีสําคัญของไทย โดยเปนหนึ่งในพืช Product Champion ของ
กระทรวงเกษตรและสหกรณ เนื่องจากเปนพืชท่ีทํารายไดสูงและปริมาณการสงออกมีแนวโนมเพิ่มข้ึนทุก
ป โดยตลาดสงออกท่ีสําคัญไดแก ญ่ีปุน อิตาลี และสหรัฐอเมริกา    

  
อุตสาหกรรมกลวยไมของไทยเจริญกาวหนาอยางมาก สามารถสรางรายไดเขาสูประเทศเปน

อันดับหนึ่งในบรรดาไมดอกไมประดับท้ังหมดท่ีมีการสงออก และไทยอยูในอันดับหนึ่งในการสงออก
ดอกกลวยไมของโลก  โดยกลวยไมจากไทยมีความโดดเดนท้ังในดานสีสันและรูปรางของดอก ซ่ึงการ
สงออกดอกกลวยไมและตนกลวยไมมีปริมาณและมูลคาเพิ่มข้ึนทุกป  สวนใหญตลาดตางประเทศจะนิยม
ส่ังซ้ือกลวยไมสกุลหวาย เนื่องจากมีสีสันสดใส และระยะเวลาในการใชงานนาน  

 
ปจจัยเส่ียงตอการสูญเสียตลาดของการสงออกไมดอกโดยเฉพาะกลวยไมคือ ความตองการดอก

กลวยไมในตลาดโลกมีการเปล่ียนแปลงอยูตลอดเวลา โดยตองการความแปลกใหมและหลากหลาย 
ปจจุบันการปรับปรุงพันธุกลวยไมในประเทศไทยไดรับการพัฒนาอยางตอเนื่อง แตเนื่องจากขอจํากัดดวย
วิธีการปรับปรุงพันธุแบบวิธีธรรมชาติใชเวลาคอนขางมาก ทําใหไทยเสียตลาดบางสวนใหกับใตหวัน 
และสิงคโปร หรือแมแตนิวซีแลนด  เนื่องจากประเทศเหลานี้ไดมีการนําเทคโนโลยีชีวภาพเขามาประยุกต
ในการปรับปรุงพันธุ รวมท้ังมีการรวมลงทุนกับเอกชน ทําใหเกิดกลวยไมสายพันธุใหมๆในระยะเวลา
อันรวดเร็ว  ซ่ึงหากประเทศไทยมีการสนับสนุนใหมีการพัฒนาสายพันธุกลวยไมดวยการนํา
เทคโนโลยีชีวภาพมาประยุกตใช จะเปนแนวทางหนึ่งท่ีจะสามารถดึงตลาดตางประเทศกลับมาเปนของ
ไทยได 

 
แมวาในปจจุบันไทยยังครองอันดับในการสงออกกลวยไมตัดดอกเมืองรอนไดมากเปนอันดับ

หนึ่งของโลก แตการสงออกกลวยไมของไทยก็ตองเผชิญการแขงขันท่ีรุนแรงมากข้ึนในตลาดโลกโดย
ประเทศคูแขงท้ังรายเกาและรายใหมเจาะขยายตลาดสงออกเพื่อแยงชิงสวนแบงตลาดจากไทย ท้ังนี้โดย
อาศัยการนําเทคโนโลยีมาพัฒนาสายพันธุท้ังในดานสีสัน รูปทรงและกล่ิน เพื่อใหเกิดความหลากหลาย 
เนนการตอบสนองความตองการของตลาดใหมากข้ึน  ดังนั้นจึงจําเปนอยางยิ่งท่ีประเทศไทยตองเรงพัฒนา
สายพันธุกลวยไมเพื่อรักษาตําแหนงผูสงออกอันดับหนึ่งของโลกตอไป 
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ดวยเหตุผลดังกลาวผูวิจัยจึงสนใจท่ีจะทําการศึกษาวิธีการปรับปรุงพันธุกลวยไมสกุลหวายโดย
ประยุกตใช เทคนิคทางพันธุวิศวกรรม  ซ่ึงมีเปาหมายเพื่อหาเ ง่ือนไขท่ีเหมาะสมในการสงถาย 
Transcription factor gene ท่ีเกี่ยวของกับกระบวนการสังเคราะหรงควัตถุแอนโทไซยานินเขาสูกลวยไม
สกุลหวายซ่ึงไดเลือกเอ้ืองหวายนางลมเปนตัวแทนโดยใชเทคนิค Agrobacterium Transformation เพื่อจะ
นําไปสูการพัฒนาสายพันธุของกลวยไมสกุลหวายใหมีความหลากหลายของสีสันในระยะเวลาอันส้ัน 
เพื่อท่ีสามารถแขงขันกับตางประเทศไดเนื่องจากกลวยไมสกุลหวายครองตลาดสงออกคิดเปน 80% ของ
กลวยไมท่ีประเทศไทยสงออกท้ังหมด  
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วัตถุประสงคของโครงการวิจัย 
 

1.  ศึกษาเง่ือนไขท่ีเหมาะสมในการสงถาย Transcription factor gene เขาสูกลวยไมหวายนางลม   

      ดวยเทคนคิ Agrobacterium Transformation 

2. ศึกษาแนวทางในการปรับปรุงสีของดอกกลวยไมหวายนางลมโดยเทคนิคทางพันธุวศิวกรรม 
 
 

ประโยชนท่ีคาดวาจะไดรับ 
 

1. ทราบเง่ือนไขท่ีเหมาะสมตอการสงถายยีนเขาสูกลวยไมเอ้ืองนางลมดวยเทคนิค 
Agrobacterium transformation 

2. ขอมูลท่ีไดจากงานวิจยันีจ้ะสามารถนํามาใชเปนแนวทางในการปรับปรุงพันธุกลวยไมเอ้ือง
นางลมใหเปนพืชเศรษฐกจิชนิดใหมของไทยไดในอนาคต 

3. ผลงานวิจัยท่ีไดสามารถเผยแพรในวารสารทางวิชาการได 
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การตรวจเอกสาร 
 

กลวยไมเปนพชืใบเล้ียงเดีย่ว ในวงศ  Orchidaceous  ช่ือวิทยาศาสตร Orchid  ช่ือสามัญ Orchid    
ช่ืออ่ืนๆเชน เอ้ือง (ภาคเหนือ) เปนไมตัดดอกยอดนิยม เนื่องจากมีลักษณะดอกและสีสันลวดลายสวยงาม
เปนไมตัดดอกท่ีมีอายุการใชงานไดนาน กลวยไมเปนพืชเศรษฐกิจท่ีมีความสําคัญของไทย เพราะเปนไม
สงออกขายตางประเทศทํารายไดเขาประเทศปละหลายรอยลานบาท มีการปลูกเล้ียงอยางครบวงจร ต้ังแต
การผสมเกสร เพาะเล้ียงเนื้อเยื่อ เล้ียงลูกกลายไม เล้ียงตนกลายไมจนกระท่ังใหดอก ตัดดอก บรรจุหีบหอ
และสงออกเอง 

 
แหลงกําเนิดกลวยไมปาท่ีสําคัญของโลกมี 2 แหลงใหญๆ ดวยกันคือ ลาตินอเมริกา กับเอเชียแป

ซิฟค สําหรับในลาตินอเมริกาเปนอาณาบริเวณอเมริกากลางติดตอกับเขตเหนือของอเมริกาใต สวน
แหลงกําเนิดกลวยไมปาในภูมิภาคเอเชียและแปซิฟค มีประเทศไทยเปนศูนยกลาง จากการคนพบประเทศ
ไทยมีพันธุกลวยไมปาเปนจํานวนมาก แสดงใหเห็นวาประเทศไทยมีสภาพแวดลอมเอ้ืออํานวยตอการ
เจริญงอกงามของกลวยไมมาก และกลวยไมปาท่ีในพบในภูมิภาคแถบนี้มีลักษณะเดนท่ีเปนเอกลักษณ
ของตนเอง แตกตางจากกลวยไมในภูมิภาคลาตินอเมริกา 

การตลาดความสําคัญ 

กลวยไมเปนพืชสงออกท่ีสําคัญพืชหนึ่งของประเทศไทย กระทรวงเกษตรและสหกรณกําหนดให
กลวยไมเปนหนึ่งในส่ีของพืช Product Champion เนื่องจากเปนพืชท่ีทํารายไดสูงและปริมาณเพิ่มข้ึนทุกป 
กลวยไมหวายเปนกลวยไมท่ีมีปริมาณการสงออกสูงท่ีสุด โดยในป 2550 ประเทศไทยสงออกกลวยไมตัด
ดอกและกลวยไมกระถางได 2,544 ลานบาท และ 766 ลานบาทตามลําดับ โดยจํานวนท่ีสงออกคิดเปน
กลวยไมหวายประมาณ 80% ของกลวยไมท่ีสงออกท้ังหมดตลาดสงออกท่ีสําคัญไดแก ญ่ีปุน อิตาลี และ
อเมริกา (สํานักงานเศรษฐกิจการเกษตร, 2550) 
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ประวัติและขอมูลท่ัวไป 
 

กลวยไมเปนพืชวงศใหญ  มีกวา 700 สกุล  ท่ีพบในธรรมชาติมีประมาณ 25,000 ชนิด  มีการผสม
ขามชนิดและขามสกุลมากกวา 30,000 คูผสม  กลวยไมมีดอกสวยงาม  หลากหลายสีสัน  เปนท่ีนิยมปลูก
เล้ียงกันท่ัวโลก  ประเทศไทยเปนแหลงกําเนิดพันธุกลวยไมท่ีสวยงามหลายชนิดและมีการพัฒนากลวยไม
ลูกผสมจํานวนมากข้ึนภายในประเทศ 

 

ลักษณะทางพฤกษศาสตร 
 

กลวยไมเปนพืชวงศใหญ  มีความแตกตางกันภายในวงศอยางเห็นไดชัด  โดยท่ัวไปลําตนของ
กลวยไมไมมีแกนและเปลือก  เนื้อในเสมอกัน  ลําตนมี 2 ลักษณะ คือ  ลําตนแท  มีขอและปลองเหมือน
พืชใบเล้ียงเดี่ยวท่ัวไป  มีการเจริญเติบโตทางยอด  ลําตนเทียมหรือลําลูกกลวยไวสะสมอาหาร  มีลําตน
เปนเหงา  มีขอและปลองถ่ี  เจริญในแนวนอนไปตามผิวของเคร่ืองปลูก  รากกลมอวบเปนเสนเล็กแข็ง
หรือแบนราบ  มีท้ังรากดิน  รากกึ่งดิน  รากกึ่งอากาศ  และรากอากาศ  ใบเปนใบเล้ียงเด่ียวมีลักษณะ
ตางกันออกไป  เชน  รูปแถบ  รูปกลมยาว  หรือลดรูปเปนเพียงเกล็ด  แผนใบบางคลายใบหมาก  หนาอวบ
น้ํา  หรือเปนแทงกลม  สวนมากแลวไมมีสวนท่ีเปนกานใบชัดเจน  สีของใบเปนสีเขียวสด  บางชนิดเปนสี
มวงคลํ้า  บางชนิดก็มีลวดลาย  ดอกออกท่ีปลายลําตน  ซอกใบหรือขางลําตน  ดอกเปนดอกเดี่ยวหรือเปน
ชอ  แตละดอกมีกลีบเล้ียง 3 กลีบเรียงสลับกันกับกลีบดอก 3 กลีบ  กลีบดอกอันลางมีลักษณะตางออกไป
เรียกวากลีบปากหรือกลีบกระเปาไวสําหรับลอแมลง  กานเกสรตัวเมียและยอดเกสรตัวเมียเช่ือมติดกันกับ
เกสรตัวผูเปนเสาเกสรอยูกลางดอก  เกสรตัวผูอยูรวมกันเปนกอนเปนกลุมเรณู  แตละอับเรณูมีฝาปด  มี 2, 
4 หรือ 8 กอนแลวแตชนิดกลวยไม  ยอดเกสรตัวเมียอยูใตอับเรณู  มีลักษณะเปนเมือกเหนียว  รังไขอยูตรง
สวนของกานดอก  เม่ือไดรับการผสมจะเจริญไปเปนเมล็ดตอไป 

กลวยไมเปนพืชท่ีมีสวนตางๆ สมบูรณ คือ มีราก ตน ใบ ดอก และผล รากของกลวยไมไมมีราก
แกว ลําตนไมมีแกนไม ใบจัดเปนพืชใบเล้ียงเดี่ยวมีเสนใบขนานกันตามความยาวของใบ ซ่ึงมีรายละเอียด
ของสวนตางๆ ดังนี้ 

 
ราก 
กลวยไมมีระบบรากแบงเปนหลายชนิด เชน รากดิน รากกึ่งดิน รากกึ่งอากาศ และรากอากาศ 
 

ระบบรากดิน 
จัดเปนกลวยไมท่ีมีระบบรากเกิดจากหัวท่ีอวบน้ําอยูใตดิน ตัวรากจะมีน้ํามาก เชนกลวยไมสกุล

นางอ้ัว กลวยไมประเภทนี้พบมากบริเวณพื้นท่ีท่ีมีสภาพอากาศในฤดูกาลที่ชัดเจน เชน ฤดูฝนมีฝนตกชุก 
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และมีฤดูแลง เม่ือถึงฤดูฝนหัวจะแตกหนอใบออนจะชูพนข้ืนมาบนผิวดิน และออกดอกในตอนปลายฤดู
ฝน เม่ือพนฤดูฝนไปแลวใบก็จะทรุดโทรมและแหงไป คงเหลือแตหัวท่ีอวบน้ําและมีอาหารสะสมฝงอยูใต
ดินสามารถทนความแหงแลงได 

 

ระบบรากก่ึงดิน 
มีรากซ่ึงมีลักษณะอวบน้ํา ใหญหยาบและแตกแขนงแผกระจายอยางหนาแนน สามารถเก็บสะสม

น้ําไดดีพอสมควร กลวยไมประเภทนี้พบอยูตามอินทรียวัตถุท่ีเนาเปอยผุพังรวนโปรง กลวยไมท่ีมีระบบ
รากกึ่งดิน ไดแก กลวยไมสกุลรองเทานารี สกุล สเปโธกลอตติส สกุลเอ้ืองพราว  

 

ระบบรากก่ึงอากาศ 
เปนระบบรากท่ีมีเซลลผิวของรากมีช้ันเซลลท่ีหนาและมีลักษณะคลายฟองน้ําผิวนอกเกล้ียงไมมี

ขน มีลักษณะคลายฟองน้ํา เก็บและดูดน้ําไดมาก สามารถนําน้ําไปใชตามเซลลผิวไดตลอดความยาวของ
ราก ระบบรากกึ่งอากาศมักมีรากแขนงใหญหยาบอยูกันอยางหนาแนนไมมีรากขนออน รากมีขนาดเล็ก
กวารากอากาศ กลวยไมระบบรากกึ่งอากาศไดแก กลวยไมสกุลแคทลียา สกุลออนซิเดี้ยม เปนตน 

 

ระบบรากอากาศ 
กลวยไมท่ีมีระบบรากเปนรากอากาศ จะมีรากขนาดใหญ แขนงรากหยาบ เซลลท่ีผิวรากจะทํา

หนาท่ีดูดน้ํา เก็บน้ําและนําน้ําไปตามรากไดเปนอยางดี ทําใหสามารถทนทานตอความแหงแลงไดดี ราก
อากาศไมชอบอยูในสภาพเปยกแฉะนานเกินไป นอกจากนั้นปลายรากสดมีสีเขียวของคลอโรฟลล
สามารถทําหนาที่ปรุงอาหารไดเชนเดียวกับใบเม่ือม่ีแสงสวาง เพราะฉะน้ันรากประเภทน้ีจึงไมหลบแสง
สวางเหมือนรากตนไมดินท่ัวๆ ไป กลายไมท่ีมีระบบรากอากาศไดแก กลวยไมสกุลแวนดา สกุลชาง สกุล
กุหลาบ สกุลแมลงปอ สกุลเข็มและกลายไมสกุลเรแนนเธอรา 

 

ลําตน 
หมายถึงสวนท่ีเปนขอ บริเวณสวนเหนือขอและติดอยูกับขอจะมีตา ตาอาจจะแตกเปนหนอออน 

กิ่งออนหรือชอดอกก็ได สวนท่ีเปนขอเปนสวนท่ีมีใบ กาบใบ หรือกาบของลําตนท่ีไมมีสวนของใบเจริญ
ออกมาได สวนท่ีอยูระหวางขอเรียกวา ปลอง สําหรับลําตนของกลวยไมท่ีโผลพนจากเคร่ืองปลูกแบงได 2 
ประเภท คือ ลําตนแท และลําตนเทียม 

 

ลําตนแท  
คือลําตนท่ีมี ขอ ปลอง เหมือนกับลําตนของพืชใบเล้ียงเดี่ยวท่ัวไป ท่ีสวนเหนือขอจะมีตา ซ่ึง

สามารถเจริญเปนหนอใหม และชอดอกได ลําตนประเภทนี้จะเจริญเติบโตออกไปทางยอด ไดแก 
กลวยไมสกุลแวนดา แมลงปอ และรองเทานารี 
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ลําตนเทียม 
หรือท่ีเรียกวา ลําลูกกลวย ทําหนาท่ีสะสมอาหาร ตาท่ีอยูตามขอบนๆ ของลําลูกกลวยสามารถ

แตกเปนหนอหรือชอดอกได แตลําตนท่ีแทจริงของกลวยไมประเภทนี้คือ เหงา ซ่ึงเจริญในแนวนอนไป
ตามผิวของเคร่ืองปลูก ลักษณะของเหงามีขอและปลองถ่ี กลวยไมท่ีมีลําตนลักษณะน้ี ไดแก กลวยไมสกุล
หวาย แคทลียา เอพิเด็นดร้ัมและสกุลออนซิเดี้ยม 

 
ใบ 
กลวยไมเปนพืชใบเล้ียงเดี่ยว คือเสนใบจะอยูในลักษณะขนานกันไปตามความยาวของใบ ใบของ

กลวยไมมีลักษณะท่ีแตกตางกันออกไปตามชนิดของกลวยไม นับต้ังแตรูปราง สีสัน ขนาด และการทรง
ตัวตามธรรมชาติ ลักษณะใบของกลวยไมมีหลายชนิด เชน ใบแบน ใบกลม และใบรองซ่ึงเปนลูกผสม
ระหวางพวกใบกลมกับใบแบน แตใบกลวยไมสวนมากแลวจะมีลักษณะแบน การเรียงตัวจะมีท้ังเรียง
สลับกันและเรียงซอนทับกัน สีของใบสวนมากมีสีเขียวอมเหลืองบางชนิดใบมีสีสันลวดลายสวยงาม 
หนาท่ีของใบ คือ สังเคราะหแสง โดยสารสีเขียวเรียกวาคลอโรฟลลท่ีอยูภายในใบรวมกับแสงสวาง ชวย
ใหกาซคารบอนไดออกไซดจากอากาศผานเขาไปทางรูถายกาซของใบทําปฏิกิริยากับน้ําเกิดเปนน้ําตาล 
นอกจากนี้ใบยังทําหนาท่ีคายน้ําออกจากตน ชวยใหรากสามารถดูดน้ําและอาหารเขาสูตน เปนการแทนท่ี
น้ําท่ีระเหยออกจากใบ ทําใหตนไดอาหารหรือปุยผานเขาทางรากไดใบของกลวยไมมีลักษณะแตกตางกัน
ตามสายพันธุ เชน กลวยไมในสกุลสแพโตกลอตทิส (Spathoglottis) มีลักษณะใบเปนจีบ กลวยไม
พญาไรใบ (Chiloschista usneoides LDL) มีลักษณะใบที่เล็กมากเกาะอยูตามกิ่งไมในท่ีคอนขางรม มีราก
หนาแนนสีเขียว สามารถปรุงอาหารได ใบจึงเจริญออกมามีขนาดใหญกวาหัวเข็มหมุดเล็กนอย กลวยไม
รองเทานารี (Paphilopedilum) ลักษณะใบมีสีสรรงดงามหลายชนิดมีใบสีเขียวแกสลับเขียวออน กลวยไม 
(Anoectochilus siamensis) ลักษณะใบมีสีน้ําตาลอมแดงและมีลายหรือกระสีขาวสวยงามมาก 

 
ชอดอก 
 (Inflorescence) มีลักษณะแตกตางกันไปอยางกวางขวางแลวแตสกุลและชนิดของกลวยไม บาง

ชนิดมีกานชอส้ันมาก บางชนิดมีกานชอยาว บางชนิดมีชอดอกต้ังแข็ง (Erect) บางชนิดมีชอดอกลักษณะ
โคงหรือหอยหัวลง เชน ชอดอกกลวยไมไอยเรศ (Rhynchostylis retusa) กลวยไมบางชนิดมีชอดอกยาว
และมีแขนงแยกออกไปอีก เชน ชอดอกกลวยไมในสกุลเรแนนเธอรา (Renanthera) กานซ่ึงเปนแกนกลาง
ของชอดอกจะประกอบดวยขอและปลอง ชอดอกของกลวยไมบางชนิดมีตาซ่ึงอยูตามขอของกานท่ีเปน
แกนชอสามารถแตกและเจริญออกมาเปนตนกลวยไมเล็กๆ ได เชน กานชอของกลวยไมสกุลฟาแลนด
นอฟซิส เปนตน 



 
 

10

ดอก 

ดอกกลวยไมเปนดอกสมบูรณเพศ คือ เกสรตัวผูและเกสรตัวเมียอยูในดอกเดียวกันมีหนาท่ีในการ
สืบพันธุ ดอกมีลักษณะ คือ กลีบรองดอก คือกลีบช้ันนอก เปนสวนท่ีหอหุมปองกันสวนตางๆ ในขณะท่ีมี
สภาพเปนตาดอกอยู มักมีลักษณะและสีสันคลายใบ กลีบดอก กลวยไมกลีบดอก 6 กลีบ แบงออกเปน 2 
ช้ัน ช้ันนอก 3 กลีบ และช้ันใน 3 กลีบ กลีบช้ันนอกอยูขางบนหน่ึงกลีบ ขางๆ หรือขางลาง 2 กลีบ กลีบคู
ลางนี้จะมีขนาดรูปรางและสีสันเหมือนกัน แตกลีบบนอาจแตกตางออกไป สําหรับกลีบช้ันใน 3 กลีบ 
กลีบหนึ่งอยูขางลาง อีก 2 กลีบอยูขางบน กลีบคูนี้จะมีขนาด รูปทรง สีสัน เหมือนกัน สวนกลีบลางจะ
เปล่ียนไปโดยมีขนาดเล็กลงหรือโตข้ึน และมีสีสันผิดไปจากกลีบคูบน กลีบคูลางมีช่ือเรียกเฉพาะวา ปาก 
หรือ กระเปา การจําแนกประเภทของกลวยไมออกเปนกลุมใหญๆ ตามลักษณะภายนอก เพื่อสะดวกใน
การปลูกเล้ียง การขยายพันธุ ตลอดจนการศึกษาคนควา ซ่ึงการจําแนกกลวยไมสามารถจําแนกไดดังนี้ 

จําแนกตามลักษณะราก 
เปนการจําแนกตามลักษณะรากหรือตามระบบรากของกลวยไม 

จําแนกตามลักษณะการเจริญเติบโต 
สามารถจําแนกได 2 ประเภท คือ 

ประเภทไมแตกกอ (Monopodial) เปนกลวยไมท่ีมีการเจริญเติบโตข้ึนไปทางสวนยอด คือตาท่ี
ยอดจะแตกใบใหมเจริญข้ึนเร่ือยๆ สวนโคนตนจะออกรากไลตามข้ึนไป เม่ือกลวยไมมีอายุมากข้ึนสวน
ของโคนจะแหงตายไลยอดข้ึนไป กลวยไมประเภทนี้มีระบบรากแบบรากอากาศ การเรียงตัวของใบเปน
แบบซอนทับกัน และตัวใบตางมีขอตอกับกาบใบ สวนมากเนื้อใบหนาแบน บางสกุลมีใบเปนกานกลมดู
คลายกิ่ง กลีบรองดอกคูลางมักเช่ือมติดกัน ทําใหเกิดเปนรูปคางข้ึน กลีบกระเปาตางติดอยูตรงโคนเสา
เกสรและมักจะมีเดือยหรือไมมีก็เปนรูปถุงในหลอดเดือย หรือถุงนี้มักมีตุมหรือต่ิงปรากฏอยูเสมอ กลุม
เรณูมีจํานวน 2 กลุม มีกานสงยาวและกลุมเรณูหนึ่งๆ จะมีรองความยาวปรากฎใหเห็น การออกดอกจะ
ออกท่ีตาตามขอของลําตนเทานั้นไมออกท่ียอด ลักษณะการถือฝกและเมล็ด ปลายฝกจะต้ังช้ีข้ึน เมล็ดท่ี
สมบูรณจะมีสีน้ําตาล สวนเมล็ดลีบมีสีขาว กลวยไมท่ีจัดอยูในประเภทไมแตกกอไดแก กลวยไมในสกุล
แวนดา สกุลเข็ม สกุลชาง สกุลกุหลาบ สกุลเสือโครง สกุลมาวิ่ง สกุลแมลงปอ สกุลเรแนนเธอราและสกุล
แวนดอฟซิส 

ประเภทแตกกอ (Sympodial) เปนกลวยไมประเภทท่ีมีรูปทรงและการเจริญเติบโตคลายกับพืชท่ี
แตกกอท่ัวไป คือในตนหนึ่งหรือกอหนึ่งจะประกอบดวยตนยอยหลายตน ตนแทจริงของกลายไมประเภท
นี้จะอยูในเคร่ืองปลูก เชน กลวยไมในสกุลรองเทานารี อาจมีลําตนท่ีเปล่ียนแปลงรูปรางโผลยื่นออกมาซ่ึง
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มักบวมเปง และทําหนาท่ีสะสมอาหาร ตนสวนนี้เรียกวา “ลําลูกกลาย” เชน กลายไมในสกุลหวาย สกุล
แคทลียา เปนตน กลวยไมประเภทแตกกอมีระบบรากท้ังท่ีเปนรากดิน รากกึ่งดินและรากกึ่งอากาศ 
กลวยไมดินมีการเรียงตัวของใบมวนซอนเวียนกันไป สวนกลวยไมอากาศเรียงซอนทับกัน การออกดอก
บางชนิดออกดอกท่ียอด บางชนิดออกดอกท่ีตาขางตามขอของลําลูกกลวย บางชนิดออกดอกไดท้ังท่ีตา
ยอดและตาขาง บางชนิดออกดอกเฉพาะลําลูกกลวยท่ีท้ิงใบหมดแลว โคนเสาเกสรยื่นยาวออกไปและ
เช่ือมตัดกันกับกลีบรองดอก ลักษณะการถือฝกและเมล็ด ปลายฝกจะหอยช้ีดิน เมล็ดท่ีสมบูรณเม่ือแกจะมี
สีเหลือง สวนเมล็ดลีบมีสีขาว กลวยไมท่ีจัดอยูในประเภทแตกกอ ไดแก กลวยไมสกุลรองเทานารี สกุล
หวาย สกุลแคทลียา สกุลออนซิเดี้ยม และสกุลแกรมมาโตฟลล่ัม 

 กลวยไมสกุลหวาย เปนกลวยไมสกุลใหญท่ีจัดอยูในวงศ Orchidaceae วงศยอย Epidendroideae 
และสกุล Dendrobium (ชนินทร, 2540) กลวยไมสกุลหวาย เปนสกุลท่ีมีจํานวนชนิดมากท่ีสุด ในปจจุบัน
พบวากลวยไมสกุลนีม้ีมากกวา 1,000 ชนิด นักพฤกษศาสตรจึงไดจําแนกกลวยไมสกุลหวายออกเปนหมู 
ไดอีก 41 หมู (Baker and Baker, 1996) ซ่ึงในประเทศไทยพบกลวยไมสกุลนี้ตามธรรมชาติมากกวา 150 
ชนิด ทุกชนิดเปนกลวยไมอิงอาศัย ลักษณะตนมีท้ังแบบท่ีเปนลํากลมยาว ลําตนรูปลูกกลวย รูปกระสวย 
รูปเหล่ียม ตลอดจนพวกที่ลําตนผอมยาวคลายเสนลวดแตกตางกันไป (อบฉันท, 2549) กลวยไมหวายเปน
กลวยไมท่ีมีปริมาณการสงออกสูงท่ีสุด การสงออกกลวยไมมีแนวโนมเติบโตอยางตอเนื่องตามความ
ตองการที่ยังคงเพิ่มข้ึนในตลาดโลกทําใหกลวยไมเปนพืชท่ีไดรับความสนใจในการพัฒนาและปรับปรุง
พันธุอยางกวางขวาง ถึงแมวาประเทศไทยไดช่ือวาเปนประเทศท่ีมีประสบการณ มีศักยภาพในการปลูก
เล้ียงและการผลิตเพื่อขยายตนพันธุดวยการเพาะเล้ียงเนื้อเยื่อของกลวยไมอยูในระดับแนวหนา แตใน
ปจจุบันอุตสาหกรรมกลวยไมตองมีการแขงขัน จึงจําเปนตองมีการพัฒนาพันธุใหมออกสูตลาดอยูเสมอ 
ลักษณะแปลกใหมที่มีแนวโนมเปนท่ีตองการของตลาดไดแก กล่ินหอมและไมดอกกระถางขนาดเล็ก เปน
ตน ซ่ึงในประเทศไทยเปนแหลงกําเนิดของกลวยไมสกุลหวายขนาดเล็กหลายชนิด เชน เอ้ืองหวายนางลม 
(Dedrobium peguanum LindL) เอ้ืองขาวตอกปราจีน (Dendrobium oligophyllum Gagnep.) และเอ้ือง
ขาวตอก (D. compactum Rolfe ex W.Hackett.)  ซ่ึงเปนกลวยไมท่ีมีกล่ินหอม ดอกบานจํานวนมากตอชอ 
จึงมีแนวคิดในการพัฒนาปรับปรุงกลวยไมสกุลหวาย เพื่อผลิตเปนกลวยไมกระถางขนาดเล็ก ซ่ึงมีท้ังสีสัน
ท่ีสวยงามและมีกล่ินหอมเปนการคา เนื่องจากกลวยไมหวายของไทยสวนใหญจัดอยูในหมู Stachyobium, 
Distichophyllum, Formosae และ Dendrobium ในขณะท่ีกลวยไมหวายพันธุการคาเปนลูกผสมท่ีไดมาจาก
กลุม Phalaenanthe,Ceratobium, Eleutheroglossum (Spatulata) และ Latouria ซ่ึงการปรับปรุงพันธุโดย
นํากลวยไมหวายพันธุมาผสมขามรวมกับหวายลูกผสมพันธุการคาจึงควรตองมีการศึกษาความสามารถใน
การผสมขามหมูของกลวยไมชนิดตาง ๆ เพื่อดูความเปนไปไดในการพัฒนาพันธุตอไป 
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ภาพท่ี 1 กลวยไมเอ้ืองนางลม  Dedrobium peguanum LindL 
 

เอ้ืองนางลม หรือ หวายนางลม หรือ Dedrobium peguanum LindL. เปนกลวยไมอิงอาศัยจําพวก
เจริญทางดานขาง กลวยไมชนิดนี้พบข้ึนเฉพาะถ่ินทางภาคเหนือของประเทศไทย มีมากท่ีสุดในแถบ
จังหวัดเชียงใหม และจังหวัดตาก เม่ือตนเจริญเติบโตเต็มท่ีแลวสามารถแตกตนใหม หรือหนอใหมจาก
โคนกอ หรือตามขอลําตนได มีมากมายหลายสกุล เชน สกุลหางแมงเงา สกุลสิงโต สกุลน้ําตน กระเรก
ระรอนสกุลหวายและวานเพชรหึงเปนตน 

ลําตนของหวาย หรือ ลําลูกกลวยของ “หวายนางลม” เปนรูปไข หรือเกือบกลม ใบเปนรูปขอบ
ขนานแกมรูปรี ออกสลับท่ีปลายยอด ใบคอนขางหนา ผิวใบเรียบ ปลายแหลม โคนใบเปนกาบหุมลําตน 
หรือลําลูกกลวย เปนสีเขียวสด ดอก ออกเปนชอแบบกระจะตามซอกใบ หรือตามขอลําตนชวงปลายยอด 
แตละชอประกอบดวยดอกยอยจํานวนมาก กลีบเล้ียงเปนรูปขอบขนาน กลีบดอกรูปเคียว ท้ังกลีบเล้ียงและ
กลีบดอกเปนสีขาวแกมมวงออน กลีบปากเปนสีมวงและมีเสนสีน้ําตาลอมมวงปลายกลีบบิดเปนคล่ืน
เล็กนอยชัดเจน ดอก เม่ือบานเต็มท่ีกวางประมาณ0.8 ซม. ดอกมีกล่ินหอมแบบพิเศษคือ หอมเหมือนกล่ิน
น้ําผ้ึง เวลามีดอกดกและดอกบานพรอมกันท้ังตนจะดูสวยงามและสงกล่ินหอม ใหสูดดมเปนท่ีช่ืนใจยิ่งอีก
ท้ังดอกออกตลอดป แตขอดอยของหวายนางลมคือความหลากหลายของสีดอกท่ีมีอยูจํากัด ดวยเหตุผล
ดังกลาวจึงเปนท่ีนาสนใจท่ีจะทําการปรับปรุงพันธุหวายนางลมโดยอาศัยเทคนิคทางพันธุวิศวรรมใหมี
ความหลากหลายของสีสันของดอก เพื่อใหเปนอีกทางเลือกหนึ่งของตลาดกลวยไมไทย 
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การเกิดสีในพชื 
 

               โดยปกติการเกิดสีของดอกไมข้ึนอยูกับรงควัตถุ  ดังนี้  คือ flavonoids และ carotenoids โดยท่ี
รงควัตถุ  carotenoid  จะพบสะสมท่ี  chromoplasts  ซ่ึงกระจายอยูภายในไซโตพลาสซึม รงควัตถุชนิดนี้
กอใหเกิดสีเหลือง  สมและแดง  สําหรับรงควัตถุ flavonoid  พบสะสมอยูในแวคคิวโอลของเซลลและ
กอใหเกิดสีแดง  มวงและน้ําเงิน   หากมีการผสมระหวางรงควัตถุท้ังสองไดจะทําใหเกิดแถบและ สีท่ีมี
ลวดลายสวยงาม  flavonoids  มีบทบาทสําคัญตอการดํารงชีวิตของพืช  แอนโทไซยานินเปนรงควัตถุท่ีจัด
อยูในกลุมของ flavonoids พบในแวคคิวโอลและในเนื้อเยื่อดอก  และใบของพืช  แอนโทไซยานินพบมาก
ในแวคคิวโอลของกลีบดอก (petal) เปนรงควัตถุที่ทําใหเกิดสีท่ีแตกตางกันในพืชผัก ผลไม และดอกไม  
(Martin, 1993)   

แอนโทไซยานินเปนกลุมของรงควัตถุท่ีมีสีแดงไปจนถึงสีมวงหรือสีน้ําเงิน (Mol et al., 1998) อยู
ในกลุมของ flavonoid biosynthesis pathway แอนโทไซยานินเปนรงควัตถุท่ีละลายนํ้าได  โดยจะมีการ
เปล่ียนแปลงโครงสรางและสีไปตามคาความเปนกรดดาง (pH) ของสารละลายในแวคคิวโอลท่ี
เปล่ียนแปลงไป สีท่ีเกิดข้ึนของดอกไมเกิดข้ึนจากกลุมยีนท่ีเกี่ยวของกับรงควัตถุดังกลาว สารในกลุมของ 
แอนโทไซยานิน มีประมาณ 200 หรือมากกวา 200 ชนิด (Liew  et al., 1998)  รงควัตถุแอนโทไซยานินจะมี 
flavan nucleus เปนโครงสรางหลัก แตจะแตกตางกันไปบางข้ึนอยูกับ side chain ของ ring โดยเฉพาะตรง
ตําแหนงของ B-ring ซ่ึงเปน ring ท่ีมี functional group ตาง ๆ มาเกาะทําใหเกิดชนิดของแอนโทไซยานินท่ี
แตกตางกันไป สามารถแบงออกไดเปน 6 กลุมใหญ ๆ คือ pelargonidin (สม-แดง)  cyanidin (แดง)  
peonidin  (แดง - แดงเขม) delphinidin (มวงออน - น้ําเงิน)  petunidin  (มวง -น้ําเงิน) และ malvidin (มวง) 
(Aida et al.,2000)  แตละกลุมมีโครงสรางท่ี B-ring ตางกัน 
 

โดยท่ัวไปดอกไมสีแดงจะมีรงควัตถุแอนโทไซยานินชนิดท่ีเรียกวา cyanidine สวนดอกไมสีน้ํา
เงินจะมี delphinidin แตดอกไมท่ีมีรงควัตถุแอนโทไซยานินเดียวกัน แตมีสีแตกตางกัน  เกิดเนื่องจาก
ความแตกตางของ pH ภายในเซลล หาก pH ในเซลลเปนดางมากสีท่ีเกิดระหวางการรวมตัวของแอนโท
ไซยานินกับ co-pigment จะใหสีน้ําเงิน (โดยท่ี pH ในดินจะมีผลกระทบนอยมากตอระดับ pH ในเซลล
ของดอกไม) แสดงวา ระดับ pH ในเซลลของดอกไมจะตองมีการควบคุมอยูใหคงท่ีตลอดเวลา เพื่อไมให
เกิดการเปล่ียนแปลงของสีไดงาย (Harborne & Williams, 1992)   

 สีของดอกไมจัดวามีความสําคัญตอลักษณะของไมดอก  การสรางสายพันธุใหมท่ีไดสีดอกใหม
เปนเปาหมายของนักปรับปรุงไมดอก  จากการควบคุมการแสดงออกของยีนท่ีเกี่ยวของในกลไกของการ
สังเคราะหรงควัตถุได  สามารถท่ีจะคัดเลือกพันธุท่ีมีสีท่ีตองการได  (Aida et al.,  2000) เปนระยะเวลา
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ยาวนานท่ีบรรดานักคัดพันธุไมดอกไดพยายามคัดเลือกพันธุไมดอกท่ีมีลักษณะท่ีดีทีสุด แตก็ยังไมไดสาย
พันธุท่ีมีสีตามท่ีตองการทุกประการ  เนื่องมาจากขอจํากัดใน  gene  pool  ของพืชชนิดนั้น ๆ เชน  ยีนท่ี
เกี่ยวของกับรงควัตถุนั้น ๆ ไมปรากฏในพืชชนิดนั้น  อาทิเชน  แอนโทไซยานินแมพบมากมายในไมดอก
หลายชนิด  แตสีน้ําเงินเปนรงควัตถุท่ีไมสามารถพบไดในไมดอกหลายชนิด  เชน  กุหลาบ  คารเนช่ัน  ทิว
ลิป และ เบญจมาศ การคนหาดอกไมท่ีมีสีท่ีแตกตางไปจากเดิมจึงมีความจําเปนท่ีจะตองเปล่ียนแปลง
พันธุกรรมภายในพืช การสงถายยีนโดยใชเทคนิคทางพันธุวิศวกรรมก็เปนวิธีหนึ่งท่ีนิยมใชในปจจุบัน แต
ในเบ้ืองตนตองคนหายีนท่ีตองการจะสงถายใหได  
  
การควบคุมรูปแบบของการเกิดสี 
 
 กลีบดอกไมจะมีรูปแบบการเกิดสีซ่ึงเกิดจากการสะสมของ anthocyanins ท่ีเซลลจําเพาะ การ
ควบคุมชีวสังเคระห anthocyanins จะควบคุมท่ีระดับการถอดรหัสยีนเปนสวนใหญ ยีนท่ีเกี่ยวของกับ
ชีวสังเคระห anthocyanins แบงไดเปน 2 กลุม คือกลุมของยีนโครงสรางซ่ึงทําใหเอนไซมท่ีเกี่ยวของกับ
ปฏิกิริยาชีวเคมีการสรางสาร anthocyanins  และกลุมของยีนควบคุม จะใหโปรตีนซ่ึงกําหนดการ
แสดงออกของยีนโครงสรางและรูปแบบของการสะสมเม็ดสี โดยการแสดงออกกของยีนควบคุม จะมี
รูปแบบท่ีจําเพาะตอรูปแบบของการเกิดสี (Holton T.A. และ Cornish E.C. 1995)  ถึงแมวาในพืชหลาย
ชนิดจะมีความแตกตางทางพันธุกรรม แตก็พบวายีนโครงสราง และยีนควบคุมซ่ึงทําหนาท่ีเดียวกัน  ในชีว
สังเคราะห anthocyanins นั้น จะมีบริเวณอนุรักษ (conserved region) รวมกัน และยีนเหลานี้ยังถูกกระตุน
การแสดงออกดวยแสง การศึกษาถึงการควบคุมชีวสังเคระห anthocyanins โดยเฉพาะเทคนิคการกลาย
พันธุนั้นพบวาการควบคุมชีวสังเคระห นี้สวนใหญเกิดจากการทํางานรวมกันของยีนควบคุม ในการ
กําหนดรูปแบบการแสดงออกของยีนโครงสราง 
 
 มีการจําแนก ยีนควบคุมชีวสังเคระห anthocyanins ในพืชหลายชนิด ในขาวโพดพบวามียีน
ควบคุม 2 กลุม คือ r และ cl  ซ่ึงควบคุมการแสดงออกของยีนโครงสรางในเน้ือเยื่อตางๆ สมาชิกของยีน
ในกลุม r (r, lc, sn, b) จะถอดและแปลรหัสใหโปรตีนซ่ึงมีกรดอะมิโนท่ีเปนกรดท่ีปลาย N จํานวนมาก 
และท่ีปลาย C มีสวนของ basic helix-loop-helix (bHLH) ทําหนาท่ีจับกับ DNA (DNA binding domain) 
ในขณะท่ีสมาชิกของกลุม cl (cl และ pl) จะถอดและแปลรหัสใหโปรตีนซ่ึงมีโดเมน MYB ท่ีมีสวนของ 
helix-turn-helix สําหรับจับกับ DNA ในขาวโพดจะมีสองกลุมนี้หลายยีน แตมีรูปแบบการแสดงออกท่ี
แตกตางกันไป (Ludwig และ Wessler 1990), (Cone et al., 1993) กลไกการควบคุมการแสดงออกของยีน
ในชีวสังเคราะหนี้ยังไมเปนท่ีทราบแนชัด แตมีรายงานการทํางานของยีนควบคุมในการควบคุมการ
แสดงออกท่ีเหนือโปรโมเตอรของ DFR (Grotewold et al., 1994), (Sainz et al., 1997) 
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MYC transcription factor 
 

นอกจากชนิดและรูปทรงแลว สีสันของไมดอกไมประดับยังนับเปนส่ิงท่ีสําคัญมาก ท่ีจะดึงดูด
ความสนใจและทําใหเกิดความประทับใจในยามท่ีมองเห็น สีสันของดอกไมท่ีเรามองเห็นนั้นเปนผลมา
จากกลุมของรงควัตถุในพืช (plant pigments) รงควัตถุ 3 กลุมหลักใหญ ๆ ท่ีทําใหญเกิดสีสันในไมดอกใน
ธรรมชาติ ไดแก betelains, carotenoids และ anthocyanins รงควัตถุแอนโทไซยานิน ซ่ึงสรางข้ึนจาก 
flavonoid pathway เปนรงควัตถุท่ีทําใหเกิดสีสม, แดง, มวง และนํ้าเงินในดอกไมชนิดตาง ๆ  

วิถีการสังเคราะหรงควัตถุแอนโทไซยานิน ถูกนํามาเปนเปาหมายหลักในงานดานการปรับปรุง
พันธุไมดอกโดยใชเทคโนโลยีชีวภาพและเทคนิคทางดานพันธุวิศวกรรม เพื่อท่ีจะสรางสารประกอบท่ีจะ
ทําใหเกิดไมดอกท่ีมีสีสันแปลกใหมหรือเปล่ียนแปลงไปจากพันธุท่ีมีอยูในธรรมชาติ การควบคุมการ
สังเคราะหแอนโทไซยานิน เปนระบบการควบคุมการแสดงออกของยีนในพืชท่ีมีการศึกษากันมากท่ีสุด
ระบบหนึ่ง (Grotewold, 2006) ปจจัยหลักท่ีสําคัญอยางหนึ่งในการควบคุมการแสดงออกในระดับการ
ถอดรหัสของยีน ก็คือ transcription factors ซ่ึงเปนโปรตีนท่ีทําหนาท่ีในการกระตุนการเกิดกระบวนการ
ถอดรหัส (transcription) โดยผานทางการเขาจับกับลําดับเบสในสวนท่ีเปนโปรโมเตอรของยีนโดยตรง
หรือเขาจับกับ RNA polymerese หรือโปรตีนอ่ืน ๆ ในกระบวนการเร่ิมตนการถอดรหัส (transcription 
initiation)  

 
 โปรตีน transcription factors ท่ีสําคัญชนิดหนึ่งท่ีควบคุมการแสดงออกของยีนในวิถีการ
สังเคราะหแอนโทไซยานิน ไดแก bHLH (basic-helix-loop-helix) ซ่ึงพบท้ังในพืชใบเล้ียงเดี่ยวและใบ
เล้ียงคู (Nicola et al., 2003) bHLH เปนโปรตีนในกลุมของ transcription factor MYC- like protein มี
โครงสรางทุติยภูมิและตติยภูมิท่ีประกอบดวย motif  ท่ีมีลักษณะเปน basic helix loop helix มีหนาท่ี
ควบคุมการถอดรหัสของยีนท่ีเขารหัสใหเอนไซมในข้ันตอน Late stage ของวิถีการสังเคราะหแอนโทไซ
ยานินซ่ึงเร่ิมจากข้ันตอนท่ีเรงปฏิกิริยาโดยเอนไซม dihydroflavonol reductase (DFR) (Quattrocchio et 
al., 1999)  
 
 จากการศึกษาในขาวโพด พบวาโปรตีน bHLH และ MYB transcription factors สามารถกระตุน
การถอดรหัสของยีนหลายตัวท่ีเขารหัสใหเอนไซมในวิถีการสังเคราะหแอนโทไซยานิน (Roth et al., 
1991; Bodeau and Walbot, 1992; Lesnick and Chandler, 1998) เชน เดียวกับในพืชใบเล้ียงคู ท่ีมีการ
คนพบโปรตีน bHLH ท่ีควบคุมวิถีการสังเคราะหแอนโทไซยานิน ตัวอยางเชน โปรตีน DELILA ท่ีทํา
หนาท่ีในการควบคุมสีท่ีปรากฏในกลีบดอกของดอกล้ินมังกร (Snapdragon) (Goodrich et al., 1992) 
โปรตีน JAF13 และ AN1 ท่ีควบคุมสีของดอกพิทูเนีย (Petunia) (Quattrocchio et al., 1993, 1998, 2000) 
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และโปรตีน TT8 ท่ีควบคุมการสรางแอนโทไซยานินในตนออนของ Arabidopsis (Shirley et al., 1995) 
และการสราง proanthocyanidin ในฝก (siliques) (Nesi et al., 2000) 
 

 ในป ค.ศ. 1992 Lloyd และคณะ ไดทําการสงถายยีน Lc ซ่ึงเปน bHLH ในขาวโพดเขาสู 
Arabidopsis พบวาสามารถเพิ่มปริมาณรงควัตถุแอนโทไซยานินและเพ่ิมจํานวน trichromes ท่ีสรางข้ึนใน
ตนออนของ Arabidopsis ได นอกจากน้ียังไดมีการศึกษา ยีน R ซ่ึงเปน bHLH ท่ีควบคุมการสังเคราะห
แอนโทไซยานินในขาวโพดเชนเดียวกันกับยีน Lc พบวาสามารถแสดงออกไดในพืชใบเล้ียงคู เชน 
Arabidopsis, พิทูเนีย, ยาสูบ และมะเขือเทศได โดยทําใหเกิดการสะสมของรงควัตถุแอนโทไซยานินใน
พืชดังกลาว (Lloyd et al., 1992; Goldsbrough et al., 1996; Bradley et al., 1998) เชนเดียวกันกับการ
แสดงออกของยีน delila ท่ีสามารถทําใหปริมาณรงควัตถุแอนโทไซยานินเพิ่มข้ึนในตนมะเขือเทศทั้งใน
สวนท่ีเปนเนื้อเยื่อของลําตน ใบ และดอก เม่ือทําการสงถายยีนดังกลาวเขาไปในพืชท้ังสองชนิด  
 

 จากการทดลองท่ีไดกลาวมาขางตน จะเห็นไดวาโปรตีนในกลุมของ bHLH หรือ MYC like 
proteins สามารถควบคุมการแสดงออกของยีนในวิถีการสังเคราะหแอนโทไซยานิน การสงถายยีนท่ี
เขารหัสใหโปรตีนในกลุมดังกลาวเขาสูพืช สามารถทําใหเกิดการเปล่ียนแปลงการสรางหรือการสะสม
รงควัตถุแอนโทไซยานินในเนื้อเยื่อสวนตาง ๆ ของพืชไดไมวาจะเปนพืชใบเล้ียงเดี่ยวหรือพืชใบเล้ียงคู 
   ใน  pathway  ของการสังเคราะห  anthocyanin  มีเอนไซมหลายตัวท่ีเกี่ยวของ โดยเอนไซม
ท่ีสําคัญไดแก 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   
  ปจจุบันยีนท่ีเขารหัสการสังเคราะหเอนไซมเหลานี้ถูกคนพบแลวในพืชหลายชนิด  (Holton 
et al., 1995) รวมท้ังมีรายงานถึงการประยุกตใชในการเปล่ียนแปลงสีดอกไมโดยวิธีทาง      พันธุ
วิศวกรรมดวย ในการคนหายีนท่ีเกี่ยวของกับการสังเคราะห anthocyanin นั้นมีรายงานการใชวิธีการตาง ๆ 
ท่ีประสบผลสําเร็จ ในการคนพบยีนดังกลาวไดเปนจํานวนมาก  เชน  การใช homologous gene สามารถ
คนหาโดยวิธี hybridization วิธีการเชนนี้สามารถคนหายีนท่ีคอนขาง conserved เชน CHS   Ueyama et al. 
(2002) รายงานการพบ flavonoid 3’-hydroxylase (F3’H) , flavonoid 3’ , 5’ - hydroxylase (F3’  5’H) และ 
flavone synthase II (FNSII)  จากสรอยมยุรา  โดยท่ีการสะสม  anthocyanin  หรือ flavonol เกิดจากหนาท่ี
ของเอนไซมแตละตัวท่ีจะทํางานควบคุมซ่ึงกันและกัน 
  ในแงการประยุกตใช  ซ่ึงมีรายงานการเปล่ียนสีดอกไมโดยวิธีการสงถายยีนสังเคราะห
เอนไซมสําหรับ  anthocyanin  เขาสูพืชดอกหลายชนิด  เชน  กุหลาบ  คารเนช่ัน  ทิวลิป  โดยสามารถ
เปล่ียนสีไดสายพันธุใหมมากมาย  โดยวิธีท้ัง  Sense  and  Antisense  เพื่อท่ีจะ  ยับยั้ง (inactivate) ยีนท่ีมี
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อยูแลวในเซลล สําหรับการสงถายยีน  Flavonol  3-5 Hydroxylase (F3’ 5’H)  เขาสูเนื้อเยื่อพิทูเนีย  โดยวิธี 
Sense เขาพิทูเนีย  สามารถเพ่ิมสีแดงของพิทูเนียมากข้ึนโดยเปล่ียนเปนสี magenta อีกท้ัง transgenic plants 
บางตนจะใหแบบของสีท่ีไมเหมือนของเดิม  เชน  star-shaped pattern  เปนตน  หากสง  Antisense  ของ
ยีน  F3’ 5’H  เขาตนสีน้ําเงินพบวาทําใหลดจากนํ้าเงินเขมเปนสีน้ําเงินออน หรือเปล่ียนเปนสีชมพู  แสดง
วายีน  F3’ 5’H   นั้นเปนตัวควบคุมหรือสวิทซการเปดปดในกระบวนการสังเคราะห F3’ 5’H    (Shimada 
et al., 2001) 

 
      จากการศึกษาของ Jaakola et al. (2002) รายงานวาแอนโทไซยานินเปน  รงควัตถุท่ีทําใหเกิด

สีในดอกไม  การท่ีดอกไมมีสีท่ีแตกตางกันข้ึนอยูกับปริมาณและชนิดหรือกลุมของรงควัตถุแอนโทไซ
ยานินท่ีเปนองคประกอบ ชนิดของน้ําตาลท่ีเกาะกับแอนโทไซยานิดินเพื่อสรางเปนแอนโทไซยานิน  
ดังนั้นหากสามารถควบคุมการแสดงออกของยีนท่ีเกี่ยวของกับกระบวนการสังเคราะหแอนโทไซยานินใน
กลวยไม ดวยเทคนิคทางพันธุวิศวกรรมได อาจมีผลตอการเปล่ียนแปลงสีดอกของกลวยไม ซ่ึงมีรายงาน
การเปล่ียนสีดอกไมโดยวิธีการสงถายยีนท่ีเกี่ยวของกับการสังเคราะหแอนโทไซยานิน เขาสูพืชดอกหลาย
ชนิด เชน กุหลาบ คารเนช่ัน ทิวลิป พบวาสามารถทําใหเกิดสายพันธุใหมท่ีมีสีดอกแตกตางไปจากเดิม 
(Deroles et al., 1997; Tanaka et al., 1998) การใชดีเอ็นเอเทคโนโลยีจึงเปนอีกวิธีหนึ่งท่ีมีประสิทธิภาพสูง
ในการปรับปรุงพันธุพืชใหไดสายพันธุท่ีมีคุณสมบัติตามท่ีตองการและใชเวลารวดเร็ว  

 จะเห็นไดวามีรายงานถึงการการปรับปรุงพันธุพืชโดยเฉพาะการเปล่ียนสีของดอกไมดวย
เทคนิคพันธุวิศวกรรมไดโดยตรงโดยใชยีนท่ีเกี่ยวของกับการสังเคราะหรงควัตถุแอนโทไซยานิน  ดังนั้น
ในการทดลองนี้จึงมีเปาหมายที่จะศึกษาการสงถาย Transcription factor genes ท่ีเกี่ยวของกับการ
สังเคราะหรงควัตถุในพืชเขาสูกลวยไมเอ้ืองนางลม เพื่อนําไปสูการศึกษาตอยอดเพื่อสรางกลวยไมสาย
พันธุใหมท่ีมีสีดอกตางจากเดิมในอนาคต 
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อุปกรณและวิธีการทดลอง 

 

1) พืชท่ีใชในการทดลอง 

   กลวยไมเอ้ืองนางลม   Dendrobium   peguanum  Lindl  

 

2) พลาสมิดและแบคทีเรียท่ีใชในการทดลอง ไดแก  
  

2.1 แบคทีเรียท่ีใชในการโคลนยีน ไดแก    Escherichia  coli  สายพันธุ DH5 alpha 
 และ JM109   Agrobacterium tumefacien สายพันธุ LBA4404 และ AGL1 

2.2 พลาสมิดเพื่อการสงถายยีนไดแก pSTART, pBI121 โดยท่ีพลาสมิด ท้ังสองมียีนท่ีใช
ในการติดตามคือ Gus gene  

   

3) การสรางชดุยีนสําหรับการสงถายเขาสูกลวยไมเอ้ืองนางลม 
3.1)  ออกแบบคูไพรเมอรของ Transcription factor gene ไดแก MYC และ WD40 ท่ีได

จากขาวพันธุกลาย BKOS  
3.2)  เตรียม total RNA จากตัวอยางใบขาว BKOS โดยใช  TRIZOL (GIBCO BRL.)         
3.3)  เปล่ียนสาย total RNA ใหเปน cDNA โดยเอ็นไซม reverse transcriptase และ   

ไพรเมอร oligo- dT 
3.4)  สังเคราะหช้ินสวนดีเอ็นเอของยีน MYC และ WD40โดยใช cDNA (จาก 

ขอ 3.3 ) เปนแมพิมพดวยไพรเมอรจําเพาะ (จากขอ 3.1)   
3.5) จากนัน้โคลนช้ินสวนยนีท่ีสังเคราะหไดโดยวิธี nested RT-PCR  
3.6)  subclone ช้ินสวน DNA เขาเวคเตอร pGEM-T easy  (Promega) 
3.7)  นําโคลนท่ีไดไปหาลําดับเบส (sequencing)  แลวนาํไปวเิคราะหเพื่อตรวจสอบใน   

ฐานขอมูลคอมพิวเตอร โดยใชโปรแกรม BLASTA จาก National center for Biotechnology 
Information ; NCBI (Bethesda, Md., USA)  

3.8)  สรางเวคเตอรท่ีมีช้ินสวน sense ของยีน MYC และ WD40  ลงใน พลาสมิด 
pSTART  

3.9) สงถายพลาสมิดเขาสู Agrobacterium tumefacien LBA4404 และ AGL1 เพื่อเตรียม
สงถายเขาสูพืช 
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4) ผลของความเขมขนของกานามัยซินตอการเจริญของโพรโทคอรมกลวยไมเอ้ืองนางลม 
 ทําการเพาะเล้ียงโพรโทคอรมกลวยไมเอ้ืองนางลมบนอาหารสังเคราะหสูตร Vacin and Went 
(VW) (1994) เปนเวลา 60 วนั จากนั้นยายลงเล้ียงในอาหาร VW ท่ีมียาปฏิชีวนะกานามัยซิน ความเขมขน
ตางๆไดแก 0, 10, 20, 30, 50 และ 100 มิลลิกรัมตอลิตร สังเกตลักษณะของโพรโตคอรมในระยะเวลา
ตางๆเพ่ือดูอิทธิพลของกานามัยซินตอการเจริญ 
  
5) การหาสภาวะท่ีเหมาะสมตอการสงถายยีนเขาสูเนื้อเยือ่ของเอื้องนางลมโดยเทคนิค 
 Agrobacterium Transformation 
 
 เตรียมเช้ือ Agrobacterium  LBA4404 ท่ีไดรับ recombinant plasmids โดยเล้ียงในอาหารเหลว LB 
ท่ีมีกานามัยซิน 100 มิลลิกรัมตอลิตรและสเตร็บโตมัยซิน 30 มิลลิกรัมตอลิตรท่ีอุณหภูมิ 28 องศา
เซลเซียส เปนเวลา 36 ช่ัวโมง นํา Protocorm-like body ของเอ้ืองนางลมท่ีทําใหเกิดบาดแผลแลวมาแชใน
สารละลายเช้ือในเวลาตางๆ (10, 15, 30, 45 และ 60 นาที) ยายเนื้อเยื่อกลวยไมมาวางบนกระดาษซับเพื่อ
ซับเช้ือสวนเกินออก และนํามาเล้ียงบนอาหารท่ีเติมคารเบนิซิลิน 500 มิลลิกรัมตอลิตรเพ่ือกําจัดเช้ือ 
Agrobacterium และกานามัยซิน 100 มิลลิกรัมตอลิตร เพื่อคัดเลือกตนท่ีไดรับการถายยีน เปล่ียนอาหาร
ทุกๆ 2 สัปดาห และชักนําใหเกิดตนและราก 
 
6) การตรวจสอบการสงถายยีนดวยวิธี GUS assay 
  
 ตรวจสอบกิจกรรมของเอนไซม GUS ในเนื้อเยื่อสวนตางๆของตนกลวยไม ท่ีคัดเลือกแลวดวยวิธี 
Histochemical Staining (Jefferson, 1987) โดยปฏิกิริยาท่ีเกิดข้ึนจะทําใหเกิดสีฟาข้ึนในตัวอยางท่ีไดรับ
การถายยีน 
  
7) การตรวจสอบการแสดงออกของยีนในตนกลวยไมดดัแปลงพันธุกรรมดวยเทคนิค  RT-PCR 

 
7.1)   เตรียม Total RNA จากสวนใบของกลวยไมท่ีไดรับการคัดเลือกดวย Trizol reagent  

  -  นําตัวอยางพืชมาบดใหละเอียดในไนโตรเจนเหลว 
  - นําตัวอยางท่ีบดละเอียด 50-100 mg ใสใน eppendorf tube ขนาด 1.5 ml ท่ีมี 

TRIZOL Reagent ปริมาตร 1 ml ผสมตัวอยางกับ reagent โดยวิธี vortex และท้ิงไวท่ี
อุณหภูมิหอง นาน 15 นาที 
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- เติม chloroform ปริมาตร 0.2 ml พลิกหลอดกลับไปมาเบาๆ 10 คร้ัง  จากน้ันท้ิงไวท่ี
อุณหภูมิหอง นาน 2 นาที 

- นําไปหมุนเหวี่ยง (centrifuge) ท่ีความเร็วรอบ 10,000 rpm เปนเวลา 17 นาที อุณหภูมิ 4 
C แลวจึงดูดเอาเฉพาะสวนใสดานบน (aqueous phase) ใสหลอดใหม 

- เติม Isopropyl alcohol ปริมาตร 0.5 ml พลิกหลอดกลับไปมา 5 คร้ัง  จากน้ันท้ิงไวท่ี
อุณหภูมิหองนาน 10 นาที 

- นําไปหมุนเหวี่ยง (centrifuge) ท่ีความเร็วรอบ 12,000 rpm เปนเวลา 10 นาที อุณหภูมิ 4 
C  เทสวนใสดานบนท้ิงไปเหลือไวเฉพาะสวนของตะกอน หลังจากนั้นลางตะกอนโดยเติม 75% 
ethanol ปริมาตร 1 ml นําไปหมุนเหวี่ยง (centrifuge) ท่ีความเร็วรอบ 7,500 rpm นาน 5 นาที ท่ี
อุณหภูมิ 4 C   

- นําตะกอนอารเอ็นเอมาทําใหแหงโดยวิธี air dry ท่ีอุณหภูมิหองประมาณ 8 นาที 
จากนั้นละลายตะกอนอารเอ็นเอในน้ําท่ีปราศจาก RNase (Rnase-free water) ปริมาตร 20 l 

- ตรวจสอบอารเอ็นเอทั้งหมดดวย 1.4% denaturing formaldehyde agarose/EtBr 
electrophoresis โดยจะสังเกตเห็นแถบ 28S และ18S ribosomal RNA 

  - เก็บ total RNA ไวท่ี -80C 
 
7.2)  สังเคราะห First Strand cDNA ดวย 
  - นํา DEPC-treated water ปริมาตร 7 l ใสลงใน eppendorf tube ขนาด 0.2 ml  จากนั้น
เติม total RNA ปริมาตร 4 l และ oligo(dT)18 ปริมาตร 1 l  จากนั้นผสมเบา ๆ แลวนําไปบมท่ี

อุณหภูมิ 70C นาน 5 นาที 

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

ปริมาตร 1 l  จากนั้นผสมเบา ๆ แลวนําไปบมท่ีอุณหภูมิ 37C นาน 5 นาที 

  - เติม M-MuLV ปริมาตร 1 l  จากนั้นผสมเบา ๆ แลวนําไปบมท่ี 42C นาน 1 ช่ัวโมง 

และท่ี 70C นาน 10 นาที 

  - เก็บ First Strand cDNA ไวท่ี -20C 
 
7.3) เพิ่มปริมาณช้ินสวนของยีน MYC และ WD40 โดยใช specific primers ดวยเทคนิค Reverse 

Transcriptase Polymerase Chain Reaction 
- ทําการออกแบบ Primers ท่ีใชในการเพิ่มปริมาณช้ินสวนของยีน MYC และ WD40 

แสดงในตารางท่ี1  
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ตารางท่ี 1 แสดงลําดับนิวคลิโอไทดของ Primers ท่ีใชในการตรวจสอบการแสดงออกของยีน MYC และ 
WD40 
 

รายชื่อไพรเมอร 
ลําดับนิวคลีโอไทด  5’                  3’ 

MYCF GGATAACTAGAAAATGTG 

MYCR CTTGTAATGAAGCCGGTT 

WD40F TTAGTGTCTTAGGTTCCA 

WD40R AAGAATGTTTCGGATACC 

  
 องคประกอบในปฏิกิริยา PCR 
 เตรียมสารละลายปริมาตร 50 l ลงใน eppendorf tube ขนาด 0.2 ml ซ่ึงประกอบดวย  

- 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        94C            94 C            55C             72C         72 C          4C 
ระยะเวลา 2 min           30 sec         30 sec          1 min        10 min          
จํานวนรอบ                                       35 รอบ                              

 
- ตรวจสอบผลโดย Agarose Gel Electrophoresis 

 

อุปกรณท่ีใชในการวิจัย 
 

  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 
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ผลการวิจัย 
 
1.การเตรียมโพรโทคอรมกลวยไมเอ้ืองนางลม 

นําฝกกลวยไมเอ้ืองนางลมอายุฝกประมาณ 7-8 เดือน มาทําความสะอาดโดยตัดสวนหัว สวน
ปลายออก ทําการลางฝกดวยน้ําผสมผงซักฟอก ตามดวยน้ําสะอาด นําเขาตู larminar flow ทําการฟอกฝก
ในสารละลายคลอรอกซ 15% (v/v) เปนเวลา 15 นาที ลางน้ํากล่ันฆาเช้ือ 3 คร้ัง จากนั้นผาฝกกลวยไม เคาะ
เมล็ดกลวยไมลงในอาหารสังเคราะหสูตร Vacin and Went (VW) (1994) โดยเติมวิตามินและกรดอะมิโน
ตามสูตรอาหาร MS โดยเติมน้ํามะพราว 15% (v/v)  น้ําตาลซูโคลส 2% (v/v) และผงวุน 8 กรัม/ลิตร คา 
pH 5.2  ทําการเพาะเล้ียงภายใตอุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส ความเขมแสง 40 μmol m-2s-1 ใหแสง 16 
ช่ัวโมงตอวัน ทําการเพาะจนกวาจะงอกและเจริญเปนโพรโทคอรม (ภาพท่ี 2 ) 

 

 

ภาพท่ี 2  ลักษณะโพรโทคอรมเอ้ืองนางลมในอาหารแข็งสูตร VW ดัดแปลง อายุ 30 วัน 

 

2. การสรางพลาสมิดเวคเตอรเพื่อใชในการสงถายยีน MYC และ WD40 เขาสูกลวยไมเอ้ืองนางลม 

 จากงานวิจัยกอนหนานี้ ผูวิจัยไดทําการโคลนยีน MYC และ WD40 จากขาวพันธุกลายสาย
พันธุ BKOS โดยในงานวิจัยนี้ไดทําการสรางพลาสมิดเวคเตอร 2 ชนิด เพื่อสงถายยีนท้ังสองเขาสูกลวยไม
เอ้ืองนางลมไดแก pSTART-MYC และ pBI121-MYC-WD40 ซ่ีงการแสดงออกของยีนท่ีสงถายเขาไปนั้น
จะถูกควบคุมดวย 35s promoter ตามภาพท่ี 3  
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A 

 

 

 

B 

 

ภาพท่ี 3  แสดงพลาสมิดท่ีสรางข้ึนในการสงถายยีน MYC (A) และ MYC-WD40 (B) โดยยีนท้ังสองจะถูก
ควบคุมการแสดงออกดวย 35S promoter  
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 ทําการสงถายพลาสมิด pSTART-MYC และ pBI121MYC-WD40 เขาสู Agrobacterium 
tumefaciens สายพันธุ LBA4404 ดวยเทคนิค Electroporation  จากนั้นทําการคัดเลือกและเพาะเล้ียง A. 
tumefaciens ท่ีไดรับการสงถายพลาสมิดท้ังสองในอาหาร LB ท่ีมียาปฏิชีวนะกานามัยซิน 100 มิลลิกรัม
ตอลิตร นําไปเขยาท่ีความเร็ว 150 รอบตอนาทีท่ีอุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส เปนเวลา 35-40 ช่ัวโมง  นํา
อาหารเหลวมาวัดการเจริญเติบโตของแบคทีเรีย โดยวัดคา OD ท่ี 550 nm ในเวลาตางๆ เพื่อติดตามอัตรา
การเจริญ และหาชวงเวลาท่ีเหมาะสมท่ีจะใชในการสงถายยีนเขาสูกลวยไมเอ้ืองนางลม 

3. ผลของความเขมขนของกานามัยซินตอการเจริญของโพรโทคอรมกลวยไมเอ้ืองนางลม 

  ในการศึกษาถึงระดับความเขมขนของยาปฏิชีวนะกานามัยซินตอการเจริญของโพรโทคอร
มกลวยไมเอ้ืองนางลม ไดผลตามตารางท่ี  3 โดยจากตารางจะเห็นไดวาท่ีความเขมขนของกานามัยซิน
เทากับ 0, 10, 20, 30, 50 มิลลิกรัมตอลิตร โพรโทคอรมสามารถเจริญเติบโตได แตท่ีความเขมขนท่ี 50 
มิลลิกรัมตอลิตรจํานวนโพรโทคอรมท่ีสามารถเจริญไดจะตํ่ากวาท่ีความเขมขน 30 มิลลิกรัมตอลิตร 
ในขณะท่ีความเขมขนของกานามัยซิน 100 มิลลิกรัมตอลิตรพบวาโพรโทคอรมท้ังหมดไมสามารถ
เจริญเติบโตไดโดยเนื้อเยื่อโพรโทคอรมจะเปล่ียนเปนสีขาวในเบ้ืองตนจากนั้นจะคอยๆเปล่ียนเปนสี
น้ําตาลและตายในท่ีสุด 

 

ตารางท่ี 3 แสดงระดับความเขมขนของกานามัยซินตอการเจริญของโพรโทคอรมกลวยไมเอ้ืองนางลม 

ความเขมขนของ 

กานามัยซิน (mg/l) 

จํานวนโพรโทคอรม เปอรเซ็นตการตานทาน
ตอกานามัยซิน (%) 

เร่ิมตน ตานทานตอกานามัยซิน 

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. การหาระยะเวลาที่เหมาะสมในการบมโพรโทคอรมกลวยไมเอ้ืองนางลมรวมกับ A. tumefaciens 
LBA4404 

 จากการศึกษาระยะเวลาท่ีเหมาะสมในการบมโพรโทคอรมของกลวยไมเอ้ืองนางลมรวมกับ 
A. tumefaciens LBA4404 ท่ีมีพลาสมิด  pSTART ในอาหารเหลว LB (0, 10, 30, 45, 60 นาที) พบวาเม่ือ
ทําการบม โพรโทคอรมรวมกับ A. tumefaciens และเพาะในอาหารแข็งสูตร VW ท่ีมี acetosyringone 200 
μM เปนเวลา 3 วัน จะสังเกตเห็นเช้ือเจริญรอบๆโพรโทคอรมโดยมีลักษณะโคโลนีสีขาวขุน     ทําการ
กําจัด A. tumefaciens ออกจากช้ินโพรโทคอรมโดยการลางดวยน้ํากล่ันฆาเช้ือท่ีมีซีโฟแทกซีม 500 
มิลลิกรัมตอลิตร แลวนําไปเล้ียงในอาหารแข็งท่ีมีซีโฟแทกซีม 200 มิลลิกรัมตอลิตรและกานามัยซิน 100 
มิลลิกรัมตอลิตร เปนเวลา 90 วัน พบวา มีโพรโทคอรมทีสามารถเจริญในอาหารดังกลาวจํานวน 12 โพร
โทคอรม  คิดเปน 1.07 เปอรเซ็นต ในขณะท่ีโพรโทคอรมในชุดควบคุมท่ีไมไดรับการสงถายยีนไม
สามารถเจริญในอาหารดังกลาวไดเลย โดยจะมีสีเหลือง ซีดขาวและตายในท่ีสุด  ทําการตรวจสอบการ
แสดงออกของยีน GUS ซ่ึงจะมีสีฟาเกิดข้ึนใน (ภาพท่ี 4) โพรโทคอรมท้ัง 12 ช้ินท่ีไดรับการสงถายยีน ซ่ึง
ระยะเวลานอยท่ีสุดท่ีใชในการบมโพรโทคอรมเอ้ืองนางลมรวมกับ A. tumefaciens ในอาหารเหลว LB 
นั้น คือ 45 นาที  

ตารางท่ี 4  จํานวนโพรโทคอรมเอ้ืองนางลมท่ีบมรวมกับ  A. tumefaciens ในอาหาร LB ระยะเวลาตางๆที่
ตานทานตอกานามัยซินเปนเวลา 90 วันและมีการแสดงออกของยีน GUS 

เวลาท่ีใชใน
การบม 
(นาที) 

จํานวนโพรโทคอรม เปอรเซ็นตการตานทานตอ
กานามัยซิน (%) 

กิจกรรมของ GUS gene 

เร่ิมตน ตานทานตอ
กานามัยซิน 

(90 วัน) 

เร่ิมตน 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. การสงถายยีน MYC และ MYC-WD40 เขาสูโพรโทคอรมกลวยไมเอ้ืองนางลมดวยเทคนิค 
Agrobacterium Transformation  

 จากการศึกษาระยะเวลาท่ีเหมาะสมในการบมโพรโทคอรมของกลวยไมเอ้ืองนางลมรวมกับ 
A. tumefaciens LBA4404 ท่ีมีพลาสมิด  pSTART ในการทดลองท่ี 3 และความเขมขนของกานามัยซินตอ
การเจริญของโพรโทคอรมในการทดลองท่ี 2 ผูวิจัยไดเลือกสภาวะท่ีเหมาะสมในการสงถายพลาสมิดท่ีมี
ยีน MYC (pSTART-MYC) และยีน MYC-WD40 (pBI121MYC-WD40) โดยทําการบมเนื้อเยื่อโพรโท
คอรมรวมกับ A. tumefaciens ในอาหารเหลว LB เปนเวลา 60 นาที พบวาเม่ือทําการบม โพรโทคอรม
รวมกับ A. tumefaciens และเพาะในอาหารแข็งสูตร VW ท่ีมี acetosyringone 200 μM เปนเวลา 3 วัน จะ
สังเกตเห็นเช้ือเจริญรอบๆโพรโทคอรมโดยมีลักษณะโคโลนีสีขาวขุน     ทําการกําจัด A. tumefaciens ออก
จากช้ินโพรโทคอรมโดยการลางดวยน้ํากล่ันฆาเช้ือท่ีมีซีโฟแทกซีม 500 มิลลิกรัมตอลิตร แลวนําไปเล้ียง
ในอาหารแข็งท่ีมีซีโฟแทกซีม 200 มิลลิกรัมตอลิตรและกานามัยซิน 100 มิลลิกรัมตอลิตร เปนเวลา 90 วัน 
พบวา มีโพรโทคอรมทีไดรับการสงถายพลาสมิด pSTART-MYC สามารถเจริญในอาหารดังกลาวจํานวน 
24 โพรโท      คอรมจากจํานวนท่ีใชในการสงถาย 185 โพรโทคอรม   ในขณะท่ีโพรโทคอรมท่ีไดรับการ
สงถายพลาสมิด pBI121MYC-WD40 สามารถเจริญในอาหารดังกลาวได 16 โพรโทคอรมจากจํานวนการ
สงถาย 185 โพรโทคอรม (ตารางท่ี 5) โพรโทคอรมที่เจริญท้ังหมดถูกนํามาทําการตรวจสอบการ
แสดงออกของยีน GUS ซ่ึงจะมีสีฟาเกิดข้ึนดังในภาพท่ี 4   

ตารางท่ี 5  แสดงจํานวนโพรโทคอรมเอ้ืองนางลมที่ไดรับการสงถายพลาสมิด  pSTART-MYC และ
pBI121MYC-WD40 และการแสดงออกของยีน GUS 

 

พลาสมิด จํานวนโพรโทคอรม  เปอรเซ็นตการสง
ถายยีน (%) 

เร่ิมตน ตานทานตอกานา
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  ในช้ินสวนโพรโทคอรมของตนท่ีไมไดรับการสงถาย 
พลาสมิด (C) ตนท่ีไดรับการสงถายดวยพลาสมิด pSTART-MYC  และ ตนท่ีรับการสงถายดวยพลาสมิด   
pBI121MYC-WD40                             

 

5. การตรวจสอบการแสดงออกของยีน MYC และ WD40 ดวยเทคนิค RT-PCR 

 ทําการสกัด Total RNA จากใบของกลวยไมท่ีผานการสงถายยีน MYC และ MYC-WD40 โดย
เช้ือ A. tumefaciens สายพันธุ LBA4404  (pSTART-MYC และ pBI121MYC-WD40) เพื่อนํามาตรวจสอบ
การแสดงออกของยีนในระดับการ Transcription ดวยเทคนิค RT-PCR โดยใช Primers ท่ีจําเพาะเจาะจง
ตอยีน MYC และ WD40  ท่ีโคลนไดจากขาว BKOS โดยจากการทําปฏิกิริยา PCR โดยใช Primer MYCF 
และ MYCR จะไดชิ้นดีเอ็นเอขนาด 350 bp  (ภาพท่ี 5)ในขณะท่ีใช Primer WD40F และ WD40R จะได
ช้ินดีเอ็นเอขนาด 470 bp  (ภาพท่ี 6)  โดยจากภาพท่ี 5 แสดงใหเห็นวาในใบกลวยไมท่ีไดรับการสงถายยีน
นั้นพบการแสดงออกของยีน MYC จากการสงถายดวยพลาสมิด pSTART-MYC  เชนเดียวกันกับภาพท่ี 6 
แสดงใหเห็นวาในใบกลวยไมท่ีไดรับการสงถายยีนนั้นพบการแสดงออกของยีน MYC และ WD40 ทุก
ตัวอยางท่ีนํามาทําการทดสอบ ในขณะท่ีไมพบการแสดงออกของยีนท้ังสองในกลวยไมท่ีไมไดรับการสง
ถายยีน  
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                                  C       1        2        3        4        5         6         7         8 

 

 

ภาพท่ี 5 ผลการตรวจสอบการแสดงออกของยีน MYC โดยใชไพรเมอรท่ีจําเพาะเจาะจงตอยีน เลน C = 
RNA ของกลวยไมเอ้ืองนางลมท่ีไมผานการสงถายยีน เลน 1 -8 = RNA ของกลวยไมเอ้ืองนางลมท่ีไดรับ
การสงถายยีน 

 

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

 

 

ภาพท่ี 6 ผลการตรวจสอบการแสดงออกของยีน MYC และ WD40 โดยใชไพรเมอรท่ีจําเพาะเจาะจงตอยีน  
ท้ังสอง  เลน C = RNA ของกลวยไมเอ้ืองนางลมท่ีไมผานการสงถายยีน เลน 1 = พลาสมิด DNA ของ 
plasmid pBI121-MYC-WD40  เลน 2 – 17 = RNA ของเอ้ืองนางลมท่ีผานการสงถายยนี 

 

 

 

 
MYC 
 
 
Actin 

 
MYC 
 
WD40 
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สรุปและวิจารณผลการวิจัย 

 การวิจัยนี้เปนการศึกษาเบ้ืองตนในการปรับปรุงพันธุกลวยไมเอ้ืองนางลมดวยเทคนิคทาง
พันธุวิศวกรรม โดยในการทดลองน้ีไดหาสภาวะท่ีเหมาะสมท่ีจะใชในการสงถายยีนเขาสูกลวยไมเอ้ือง
นางลมโดยเทคนิค Agrobacterium Transformatin เนื่องจากกลวยไมดังกลาวนั้นมีคุณสมบัติเดนคือมีกล่ิน
หอม แตลักษณะของสีกลีบดอกจะคอนขางมีสีออน ผูวิจัยจึงใหความสนใจท่ีจะปรับปรุงลักษณะสีของ
กลีบดอกใหมีสีท่ีแตกตางออกไปจากสายพันธุเดิม โดยในเบ้ืองตนนี้ไดทําการสงถายยีนในกลุมของ 
Transcription factor ท่ีมีบทบาทควบคุมการสังเคราะหรงควัตถุแอนโทไซยานินท่ีทําใหสีสันในพืชตางๆ 
โดยการทดลองนี้ไดใชยีน MYC และ WD40 ท่ีโคลนจากขาวพันธุกลายสายพันธุ BKOS โดยจากรายงาน
ของ Quattrocchio ในป1998 ไดรายงานไววายีน MYC สามารถกระตุนใหเกิดการทํางานของยีนใน
ตอนตนของวิถีสังเคราะหแอนโทไซยานินในพืชบางชนิด นอกจากน้ันยีน MYC ยังทําการรวมกับยีน 
WD40 และ MYB โดยการรวมตัวกันเกิดเปน complex structure ซ่ึงสามารถกระตุนใหเกิดการทํางานของ
ยีนเกือบทุกยีนในวีถีสังเคราะหแอนโทไซยานินได 

 จากการวิจัยสามารถหาสภาวะท่ีเหมาะสมตอการสงถายยีนเขาสูกลวยไมเอ้ืองนางลมโดยทํา
การเตรียมโพรโทคอรมในอาหาร Vacin and Went (VW) (1994) โดยเติมวิตามินและกรดอะมิโนตามสูตร
อาหาร MS โดยเติมน้ํามะพราว 15% (v/v)  น้ําตาลซูโคลส 2% (v/v) และผงวุน 8 กรัม/ลิตร คา pH 5.2  ทํา
การเพาะเล้ียงภายใตอุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส ความเขมแสง 40 μmol m-2s-1 ใหแสง 16 ช่ัวโมงตอวัน  
โดยโพรโทคอรมท่ีสมบูรณและพรอมท่ีจะใชในการสงถายยีน (ขนาดประมาณ 3-5 เซนติเมตร)  จะถูกบม
รวมกับเช้ือ Agrobacterium ท่ีมีพลาสมิด pSTART-MYC  และ pBI121-MYC-WD40  เปนเวลาอยางนอย 
60 นาที และทําการคัดเลือกโพรโทคอรมท่ีไดรับการสงถายยีนโดยเล้ียงในอาหาร VW ท่ีมีการปรับปรุง
โดยมียาปฏิชีวนะกานามัยซิน 100 มิลลิกรัมตอลิตร ซ่ึงจากสภาวะท่ีกลาวมานี้สามารถประสบความสําเร็จ
ในการสงถายพลาสมิดท้ังสองเขาสูโพรโทคอรมของเอื้องนางลมได โดยมีเปอรเซ็นตการสงถาย 12.9% 
สําหรับ พลาสมิด pSTART-MYC และ 8.6% สําหรับพลาสมิด pBI121MYC-WD40  

 การตรวจสอบการแสดงออกของยีนท่ีไดสงถายเขาสูโพรโทคอรมเอ้ืองนางลมนั้นพบวา ใน
สวนของการแสดงออกของ Marker gene ซ่ึงในการทดลองนี้ใชยีน GUS ในการศึกษา โดยโพรโทคอรมท่ี
สามารถเจริญไดบนอาหารคัดเลือกนั้นมีการแสดงออกของยีน GUS ทุกโพรโทคอรม เชนเดียวกันกับ
การศึกษาการแสดงออกของยีน MYC และ WD40 ในระดับการ Transcription ดวยเทคนิค RT-PCR พบ
การแสดงออกของยีนท้ังสองในทุกๆเนื้อเยื่อท่ีนํามาตรวจสอบ 
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 ผลการวิจัยนี้เปนแนวทางเบ้ืองตนในการนําเทคนิคทางพันธุวิศวกรรมมาใชในการปรับปรุง
กลวยไมสายพันธุเอ้ืองนางลมเพื่อเปนการเพิ่มมูลคาใหแกกลวยไมสายพันธุนี้อีกท้ังจะเปนอีกทางเลือก
หนึ่งใหแกเกษตรกรในอนาคต 
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ภาคผนวก ก 
 

การเพาะเลีย้งเน้ือเย่ือพืช (Plant   Tissue Culture) 
 
 
 

 
          

การเพาะเล้ียงเนื้อเยื่อพืชกําเนิดมาจากหลักการ totipotency ท่ีวา "เซลลพืชเดี่ยว ๆ (single cells) 
ทุกเซลลมีลักษณะและองคประกอบทางพันธุกรรมสมบรูณเหมือนตนแม ซ่ึงสามารถเจริญและพัฒนาเปน
ตนพืชท้ังตน (whole plant) ได" เซลลพืชเหลานี้ไมวาจะเปนเซลลท่ีเจริญเต็มท่ี (nature cell) หรือเนื้อเยื่อท่ี
มีการเปล่ียนแปลงไปทําหนาท่ีเฉพาะอยาง (differentiated tissue) ไดแก เนื้อเยื่อใบ สามารถเจริญและ
แบงตัวเปน callus หรือพัฒนาเปนอวัยวะ (organ) เชน ยอดออน (shoot) และราก (root) ซ่ึงสามารถเจริญ
ตอไปเปนตนพืชท้ังตนได ในทางเดียวกัน callus ซ่ึงเปนกอนของกลุม parenchyma cells ซ่ึงยังไมมีการ
เปล่ียนแปลงไปทําหนาท่ีเฉพาะเจาะจง (undifferentiated cells)  สามารถเจริญและแบงตัวเปน callus หรือ
พัฒนาเปนยอดออน และ ราก ข้ึนกับการกระตุนของ plant growth regulator ท่ีเหมาะสมซ่ึงหลักการท่ี
สําคัญของการเพาะเล้ียงเนื้อเยื่อพืชคือตองทําในสภาพท่ีปราศจากเช้ือจุลินทรียกลาวคือ ทุกข้ันตอนจะตอง
ปราศจากการปนเปอนของเช้ือจุลินทรีย  
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ปจจัยท่ีมีผลในการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพืช 
 

 ปจจัยท่ีมีผลตอการเพาะเล้ียงเนื้อเยื่อ  คือ  อาหารเพาะเล้ียง     ช้ินสวนพืชท่ีนํามาเพาะเล้ียง  และ
สภาวะในการเพาะเล้ียงแตปจจัยท่ีสําคัญคืออาหารเพาะเล้ียงซ่ึงมีหลายสูตรใหเลือกใช ตามความเหมาะสม
เชน อาหาร สูตร MS (Murashige and Skoong ) เปนสูตรพื้นฐานสําหรับเพาะเล้ียงพืชท่ัวไป สูตร Vacin 
and Went เหมาะสําหรับเพาะเล้ียงกลวยไมสกุลตางๆ สูตร Woody Plant  Medium (WPM)  เหมาะสําหรับ
เพาะเล้ียงไมเนื้อแข็ง   โดยท่ัวไปสูตรอาหารเหลานี้จะประกอบไปดวยธาตุอาหารหลักท่ีพืชตองการใน
ปริมาณมาก  ไดแก โบรอน (B) โมลิบดินัม  แมงกานีส    โคบอลต  สังกะสี  ทองแดง   ไอโอดีน  และธาตุ
อาหารอ่ืนๆ   เชน  วิตามิน  กรดอะมิโน  และน้ําตาล    นอกจากนี้อาจจะมีสวนประกอบอ่ืนๆ  เชน น้ํา
มะพราว  มันฝร่ัง  กลวยหอม  สารสกัดจากยีสต  ซ่ึงจะมีสารชวยเรงการเจริญเติบโต 
 
การเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพืชประกอบดวยขั้นตอนสําคัญ 6 ขัน้ตอน    ดังนี ้      
       

1.การเตรียมอาหารสําหรับการเพาะเล้ียงเนื้อเยื่อพืช  ซ่ึงประกอบดวย  สารกลุมอนินทรีย และสาร
กลุมอินทรีย                

2.การคัดเลือกเนื้อเยื่อพืช  การเลือกเนื้อเยื่อท่ีดีไดสวนท่ีถูกตองจะทําใหเกิดการฟอกฆาเช้ือและ
การ ชักนําใหเกิดตนประสบความสําเร็จสูง 

3.การฟอกฆาเช้ือ  เปนการทําใหช้ินสวนของพืชปลอดเช้ือ  โดยการใชสารเคมี  ไดแกยาระงับเช้ือ 
และยาทําลายเช้ือ  ซ่ึงจะทําหนาท่ีใหสวนประกอบท่ีสําคัญของจุลินทรียเสียไป กอนท่ีจะนํามาเพาะเล้ียง
ในอาหาร 

4.การขยายพันธุเพิ่มจํานวน  ตนพืชท่ีไดจากการชักนําใหเกิดตนจะมีความเยาววัย  (juveniliti 
)  สามารถท่ีจะชักนําใหเกิดตนจํานวนมากไดงาย  โดยทําการเพาะเล้ียงในอาหารที่มีสารควบคุมการ
เจริญเติบโตกลุมไซโตไคนิน 

5.การชักนํารากพืช  ตนพืชท่ีไดจากการเพิ่มจํานวนตนสามารถชักนําใหเกิดรากในอาหารที่มีสาร
ควบ คุมการเจริญเติบโตกลุมออกซิน  ซ่ึงจะสงเสริมการเกิดรากและยับยั้งการเกิดยอด6.การยายออก
ปลูก  ซ่ึงตองการปรับสภาพของตนพืชใหคุนเคยกับสภาพแวดลอมภายนอกประมาณ 2-4 สัปดาห  จะทํา
ใหลดเปอรเซนตของการตายของตนพืชเนื่องจากการยายปลูก 

6. การยายออกปลูก  ซ่ึงตองการปรับสภาพของตนพืชใหคุนเคยกับสภาพแวดลอมภายนอก
ประมาณ 2-4 สัปดาห  จะทําใหลดเปอรเซ็นตการตายของตนพืชเนื่องจากการยายออกปลูก 
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ประโยชนของเทคนิคการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ 
 

สําหรับประโยชนของเทคนคิการเพาะเล้ียงเน้ือเยื่อมีหลายดานดังนี ้
1. ประโยชนทางดานเกษตรกรรม เชน การขยายพันธุพชื โดยเฉพาะพืชท่ีมีคาทางเศรษฐกิจ พืชท่ีมีปญหา
ดานการเพาะปลูกเนื่องจากสภาพแวดลอมไมเหมาะสม 

            -ใหพนัธุพืชท่ีไดมีผลผลิตสูงภายในระยะเวลาท่ีรวดเร็ว 
 - นําไปใชในการปรับปรุงพันธุพืช (Plant  Breeding) เชนเพิ่มความทนทานตอความแหงแลง 
 -  การแยกและเล้ียงพืชปลอดโรค  เชน  กําจัดโรคไวรัสในพืช เนื่องจากการเพาะเล้ียงเน้ือเยื่อเจริญ
ในสภาพท่ีปลอดเช้ือ 
 - ตนพืชท่ีผลิตไดจะมีลักษณะทางพนัธุกรรมเหมือนตนแม  คือมีลักษณะตรงตามพันธุโดยการใช
เทคนิคของการเล้ียงจากตาของพืชพัฒนาเปนตนโดยตรง 
 -  การผสม โปรโตพลาสต (เซลลท่ีถุกยอย cell wall เหลือแต cell membrane บางๆ) ของพืช 2 
ชนิดเขาดวยกนัทําใหไดพนัธุใหมท่ีรวมคุณลักษณะท่ีดขีองพืชท้ังสองชนิด ไวดวยกัน 
 - การเก็บรักษาพันธุพชืไวไดเปนระยะเวลานานไวไดเปนระยะเวลานาน โดยเก็บไวใน
ไนโตรเจนเหลวท่ีอุณหภูมิตํ่าๆ  เม่ือตองการนํามาใชจึงทําการถายเนื้อเยื่อลงสูอาหารสังเคราะห 

 - ตนพืชท่ีไดมีขนาดสม่ําเสมอ ผลผลิตท่ีไดมีมาตรฐานและเก็บเกี่ยวไดคร้ังละมากๆพรอมกันหรือ
ในเวลาเดียวกนั 

2.ดานอุตสาหกรรม    
 - นอกจากประโยชนเชิงเกษตรกรรมยังมีการประยุกตใชการเพาะเล้ียงเนื้อเยื่อการผลิตสารทุติยภูมิ 
(secondary metabolite)  หรือการเล้ียงเนื้อเยื่อสมุนไพรเพื่อผลิตสารท่ีมีฤทธ์ิทางยา  โดยเร่ิมจากการเล้ียง
เนื้อเยื่อสมุนไพรในอาหารกึง่แข็งกึ่งเหลว  แลวหาวิธีการหรือเทคนิคตางๆไปกระตุนเซลลพืชผลิตสารให
มากข้ึน  ไดแก  การปรับเปล่ียนสภาวะแวดลอม  การปรับเปล่ียนสูตรอาหาร  ท่ีมีผลตอการผลิตสารสําคัญ
นั้นๆ การเติมสารต้ังตนของกระบวนการกึง่สังเคราะห (Biosynthetic  pathway) ลงในอาหารเล้ียงเซลล
และการเหนี่ยวนําเซลลพืชใหเกิดความเครียด (stress) เปนตน  
 

3.ดานอ่ืนๆ เชน การใช ประโยชนในการศกึษาทางดานชีวเคมีสังเคราะหและสรีรวิทยาของพืชเพื่อใชเปน
แนวทางการศกึษาวจิัยใหเกดิเทคโนโลยีท่ีมีการพัฒนาหลากหลายมากข้ึน 
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ภาคผนวก  ข 
การเตรียม buffer และสารละลายเขมขน 

 
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 ในความเขมขนท่ีตองการ หลังจากนั้นแบงใส eppendrof tube ไว
ประมาณ 500 ไมโครลิตร (หอ eppendrof tube ดวยฟรอยลไวเพื่อไมใหสารละลายโดนแสง) 

2. Loading buffer  

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

 ผสมสารท้ังหมดเขาดวยกนั ปรับปริมาตรดวยน้ํากล่ันใหไดตามท่ีตองการกอนนําไปน่ึงฆาเช้ือท่ี 
121 º c นาน 15 นาที แลวเกบ็สารละลายไวท่ี 4 ºc 

3. TE buffer (Tris-EDTA buffer) 

3.1 Tris-Hcl     10  Mm 

3.2 EDTA     1    Mm 
ผสมสารละลายท้ังสองเขาดวยกันกอนนําไปน่ึงฆาเช้ือท่ี121 º c นาน 15 นาที แลวเกบ็สารละลายไวท่ี 4 ºc 

4. Ethidium bromide 10 mg/ml 

ช่ัง  Ethidium bromide มา 1 กรัม นําไปละลายในน้ํากล่ัน 100 มิลลิลิตร กวนดวย magnetic stirrer 
จนกระท่ังสารละลายละลายหมด ซ่ึงอาจใชเวลาหลายช่ัวโมง  จากนั่นเก็บไวในขวดสีชาท่ีอุณหภูมิ 4 º c 
ในการเตรียมสารน้ีตองระมัดระวังอยางมาก ขณะเตรียมจะตองสวมถุงมือและอยาหายใจเอาผงของ 
Ethidium bromide เขา เพราะสารนี้มีคุณสมบัติเปน strong mutagent  
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5. 0.5 % acetic acid / 95 % ethyl alcohol (EtOH) 

5.1  Acitic  acid     0.250 มิลลิลิตร 
5.2 ปรับปริมาตรดวย 95 %EtOH  ใหไดปริมาตร 50 มิลลิลิตร เก็บไวท่ี 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 
   ละลายสารในขอ 6.1 และ 6.2 ดวยน้ํากล่ันจากนัน้ผสมสารท้ังสามชนิดเขาดวยกันแลวปรับ
ปริมาตรดวยน้าํกล่ันใหไดปริมาตร 1 ลิตร  กอนนําไปนึ่งฆาเช้ือท่ี  121 ºc นาน 15 นาที  แลวเก็บไวท่ี
อุณหภูมิหอง 
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การวิเคราะหดีเอ็นเอภายใตสนามแมเหล็กโดยผานตัวกลางชนดิวุน  (Determination of   DNA by gel 
eletrophoresis)   
 

จากดีเอ็นเอมีโครงสรางท่ีประกอบดวยหมูฟอสเฟตทําใหมีประจุลบ  เม่ืออยูในสนามไฟฟาจะ
ถูกผลักใหเคล่ือนท่ีจากข้ัวลบไปข้ัวบวก  ซ่ึงจากหลักการดังกลาวจึงใชวิเคราะหดีเอ็นเอภายใตสนามไฟฟา 
(Electrophoresis : EP) โดยผานตัวกลางคือวุน  การเคล่ือนท่ีผานตัวกลางนั้นทําใหสามารถแยกช้ินดีเอ็นเอ
ตามขนาดและรูปรางตางๆได   ตัวกลางท่ีนิยมโดยท่ัวไปคือ polyacrylamide  gel และ agarose gel ใชใน
การแยกดีเอ็นเอขนาด 200 bp ถึง 20 bp  โดย agarose  เปน linear polymer   ท่ีสกัดมาจากสาหรายทะเล   
เม่ือถูกหลอมดวยความรอนสรางพันธะไฮโดรเจนทําใหเปนวุนท่ีประกอบดวยรูพรุนโดยท่ีขนาดของรู
พรุนจะแปรผกผันกับความเขมขนของ agarose ซ่ึงความเขมขนปกติจะอยูในชวง 0.3-3 % 

ปจจัยท่ีมีผลตอความสามารถในการเคล่ือนท่ีของดีเอ็นเอผานตัวกลาง  คือ 
 
1. ขนาดของดเีอ็นเอ   
 

  ความสามารในการเคล่ือนท่ีผานตัวกลางมีความสัมพันธในเชิงแปผกผันกับ log ของน้ําหนกั
โมเลกุลของดีเอ็นเอหรือขนดของดีเอ็นเอ โดยดีเอ็นเอทีมี่ขนาดเล็กเคล่ือนท่ีไดเร็วกวานาดใหญและดีเอ็น
เอขนาดใหญเคล่ือนท่ีไดชากวาขนาดเล็ก  

 
 

 
 
 
 
 

ขนาดใหญ 

ขนาดเล็ก 
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2. ความเขมขนของตัวกลาง 
 
 คือ เจลที่มีความเขมขนสูงๆจะมีขนาดรูพรุนภายในเจลเล็กกวาเจลท่ีมีความเขมขนตํ่า ทําใหดเีอ็น
เอเคล่ือนท่ีไดผานไดยากกวาตัวกลางท่ีมีความเขมขนตํ่า 
 
3. กระแสไฟฟา/แรงเคล่ือนไฟฟา   
 โดยคาแรงเคล่ือนไฟฟาท่ีเหมาะสมในการแยกขนาดของดีเอ็นเอประมาณ 5-8 โวลท/เซนติเมตร 
(ระยะหางระหวางข้ัวท้ังสอง) 
บัพเฟอร(buffer)    ท่ีใชในการทํา electrophoresis  มีสองชนิด  คือ running buffer  และ loading  dye  
buffer 

1. Running buffer  ท่ีมักใชในการวิเคราะหดเีอ็นเอโดยอิเล็กโตรโฟริซิสชนิด 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 การใชบัฟเฟอรใดนั้นเลือกจากคุณสมบัติของ

บัพเฟอรแตละชนิด คือ 

- TAE เปนบัฟเฟอรท่ีนิยมใช  เพราะราคาถูกและสามารถแยกช้ินดีเอ็นเอขนาดตางๆได
ดีกวา แตมีความเปนบัฟเฟอรตํ่า  หากใชในการแยกขนาดของดีเอ็นเอเปนเวลานานตองมี
การถายเทหมุนเวยีนของบัฟเฟอรในขณะที่ทําอิเล็กโตรโฟริซิส 
- TBE เปนท่ีนยิมใชเชนกัน มีความเปนบัฟเฟอรสูงกวาและกรดบอรคิยังสามารถยับยั้ง
การเจริญของแบคทีเรีย แตไมนิยมใชหากตองการแยกบริสุทธ์ิดีเอ็นเอจากเจล 

2. Loading dye  buffer  
 ใชผสมกับดีเอ็นเอกอนหลอดลงในหลุม/ชอง โดยประกอบดวยสารทีมี่โมเลกุลหนกั (40% 
sucrose  หรือ 30% glycerol หรือ 15% Ficoll type 400) เพิ่มความหนืดชวยถวงดีเอ็นเอใหลงไปในชอง  
ทําใหดเีอ็นเอไมฟุงกระจายขณะหยอดลงในชอง และอีกองคประกอบหน่ึงคือ สี (dye) มักเปน 0.25% 
Bromophenol  blue และ/หรือ 0.25% xylene cyanol ท่ีมีประจุลบท่ีมีขนาดโมเลกุลเล็กเคล่ือนผาน
ตัวกลางไดอยางอิสระ  

3. การยอมดีเอ็นเอ 
 เม่ือเสร็จส้ินการทําอิเล็กโตรโฟริซิสดีเอ็นเอที่อยูภสายในเจลจะถูกทําใหมองเห็นไดโดยการยอม
ดวย ethidium bromide (EtBr)  สารนี้มีโครงสรางท่ีแทรกเขาไประหวางคูเบสของดีเอ็นเอได 
(Intercalating  agent)  

 EtBr เปนสารกอมะเร็งท่ีอันตรายจึงตองสวมถุงมือและใชอยางระมัดระวัง 
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ภาคผนวก ค 
 
พื้นฐานเทคนคิ PCR (Polymerase Chain Reaction) 
ทฤษฎีและหลักการของเทคนิค    Polymerase Chain Reaction 

เทคนิคPCRหรือPolymerase Chain Reaction เปนเทคนิคท่ีใชเพิ่มจาํนวนเสนดีเอ็นท่ีเราสนใจ   
โดยอาศัยหลักการDNA replication  เนื่อจากเทคนิคดงักลาวเร่ิมตนจากการทดลองภายในหลอดทดลอง 
ดังนั้นเทคนิคนี้จึงมีช่ือเรียกอีกอยางวา In Vitro enzymatic amplification โดยเทคนิคนี้จําเปนท่ีจะตองมี
สวนประกอบดังนี ้

1. DNA templateเพื่อใชเปนแมแบบเร่ิมตนในการสังเคราะหเสนอ่ืนๆตอไป 
2. Deoxynucleotideท้ังส่ีชนิด ไดแก A, T, C, G 
3.Thermostable DNA polymerase enzyme 
4. Oligonucleotide primer 
5. Buffer 

สําหรับข้ันตอนท่ีสําคัญในการเพ่ิมจํานวนDNAไดแก 

1. Denaturation เปนข้ันตอนท่ีทําใหDNAเสนคูกลายเปนเสนเดี่ยว โดยใชความรอนท่ีอุณหภูมิ 
90-95 องศาเซลเซียส 

2. Annealing เปนข้ันตอนท่ีใหคูprimerสามารถจับกับDNA templateได เพื่อใชในการเร่ิมตน
การสังเคารหDNAเสนใหมโดยใชอุฌหภูมิประมาณ 45-60 องศาเซลเซียส 

3. Extension เปนข้ันตอนเพ่ิมสายDNAเขาไปตอท่ีปลาย3′ของprimer โดยอาศัย
deoxyribonucleotideท่ีใสเขาไป นอกจากนี้ยังตองอาศัยthermostable DNA polymerase enzyme เชน Taq 
polymerase อุณหภูมิอยูในชวง 70-75องศาเซียลเซียส 

จากข้ันตอนท่ี 1-3 ซ่ึงนับเปนจํานวน 1 รอบ (one cycle) จะใหผลผลิตเปนดีเอ็นเอสายคูท่ีมีลําดับ
เบสเปนคูสมกับดีเอ็นเอที่เปนตนแบบเพ่ิมข้ึนเปนสองเทา เม่ือจัดใหเกดิปฏิกิริยาลูกโซจากข้ันท่ี 1 ถึง 3 
หมุนเวียนไปอีกหลาย ๆ รอบจะเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอได มากมาย ประมาณวาปฏิกิริยา 20 รอบ สามารถเพ่ิม
ปริมาณสารดีเอ็นเอไมไดนอยกวา 100,000 เทา 

นอกจากนี้ยังมีข้ันตอนอ่ืนๆของเทคนิค PCR ท่ีจําเปนอีกดวย เชน กอนท่ีตะเร่ิมตนการ
denaturationควรจะมีการpreheatกอนท่ีอุณหภูมิ ประมาณ70องศาเซลเซียส ประมาณ5นาที เพื่อทําให 
enzyme ตางๆพรอมท่ีจะทํางาน   ในการsynthesisสายDNAได แลวเม่ือเสร็จส้ินข้ันตอนทุกอยางจนถึงข้ัน
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สุดทายของextension processแลว อาจะมีการใหความรอนตอไปอีกท่ีอุณหภูมิ 70 องศาเซลเซียส 5 นาที 
เพื่อทําใหข้ันตอนการเพิ่มจํานวนเสนDNAเปนไปอยางสมบูรณท่ีสุด องคประกอบและภาวะตางๆท่ี
เกี่ยวของในการทําPCRมาตรฐาน 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.ดีเอ็นเอตนแบบ(Template-DNA) DNA ตนแบบท่ีมีลักษณะลําดับเบสเปาหมาย หรือ ดีเอ็นเอเปาหมาย 
(DNA Target) สามารถใชในปฏิกิริยาของ PCR ในลักษณะดีเอ็นเอสายเด่ียวหรือสายคูก็ได   แมวาขนาด
ของดีเอ็นเอไมใชจุดท่ีมีปญหามากนัก แตการเพิ่มจํานวนดีเอ็นเอโดยแอ็นเอมีขนาดส้ันๆอยูในรูป
ปลายเปดจะมีประสิทธิภาพท่ีดีกวา เพราะ primer จะเขาไปจับซ่ึงชวยใหงายตอการเพ่ิมจํานวนและลด
ผลผลิต ดีเอ็นเอที่ไมจําเปนลงโดยท่ัวไปควรทดสอบปริมาณดีเอ็นเอตนแบบที่เหมาะสมเพ่ือใหไดปริมาณ
ดีเอ็นเอที่ตองการเพียงพอและมีความไวท่ีเหมาะสมสําหรับปริมาณดีเอ็นเอตนแบบท่ีเหมาะสมสําหรับการ
ทํา PCR จะอยูในชวง 102-105 copies โกยในกรณี genomic DNA ของคนหรือสัตวเล้ียงลูกดวยนม 
ปริมาณดีเอ็นเอที่ใชเทากับ 0.1-1 μg  สําหรับ bacterial DNA ใชปริมาณ 1-10 ng สวน plasmid DNA ใช
ปริมาณ 0.1-1 ng 
 
2.นิวคลีโอไทดต้ังตน(Primer) 
         การเลือกออกแบบ primer  ท่ีจะใชควรเลือกใหเหมาะสมกับแตละงานโดยอาศัยหลักการจับคูแบบ
จําเพาะของสายดีเอ็นเอที่ตองการตรวจหากับ primer โดยลําดับนิวคลีโอไทดของ primer เปนตัวกําหนด
ความจําเพาะในการสังเคราะห DNA ดังนั้นจึงตองทราบลําดับเบสท่ีนํามาสังเคราะห primer  

ขอแนะนําในการเลือกและออกแบบprimer  
-  ความยาวของ primer  :  ควรมีความยาวประมาณ 18-30 นิวคลีโอไทด ข้ึนอยูกับงานท่ีใช ควร

เลือก primer ท่ีมี GC-content อยูระหวาง 50-60% ไมควรเลือก primer ท่ีมี GC content ท่ีสูงเกินไป-primer
ตองมีความจะเพาะกับลําดับเบสเปาหมาย(target sequence)  

-หลีกเล่ียงลําดับเบสท่ีจับกับลําดับเบสของตัวเอง 
-ควรหลีกเล่ียงลําดับเบสของแตละ primer ไมใหเปนคูสมกันเอง 
- คา Tm (Melting Temperature) ของแตละ primer ควรใกลเคียงกันโดยท่ัวไปควรอยูในชวง 55-

80 องศาเซลเซียส  
- primer ควรมีลําดับกับคูสมกัลปปลายดาน 3ของลําดับนิวคลีโอไทดในแตละสายของดีเอ็นเอ

ตนแบบ 
 
3.Thermostable  DNA polymerase 

     Thermostable  DNA polymerase   ท่ีนิยมใชกันมากท่ีสุดคือ Taq DNA Polymerase ซ่ึงแยกได
จากเช้ือแบคทีเรียท่ีเจริญไดในน้ําพุรอนท่ีมีช่ือ Thermus  Aquaticuse (Taq)  ซ่ึงมีคุณสมบัติทนความรอน
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ไดสูงและไมเสียคุณสมบัติของเอนไซมในข้ันตอน denature และสามารถเรงปฏิกิริยาการสราง DNA ไดท่ี
อุณหภูมิสูงคือ 70-85 องศาเซลเซียสและอุณหภูมิท่ีเหมาะสมในการเรงปฏิกิริยาคือ 72 องศาเซลเซียส         
Taq  DNA Polymerase เปนโปรตีนท่ีมีน้ําหนักโมเลกุล 94 กิโลดาลตัน ขาดคุณสมบัติ 3-5 exonuclease  
activity จึงขาดคุณสมบัติในการตรวจสอบท่ีเรียกวา proofreading ความเขมขนของ DNA Polymerase อยู
ในชวง 1.0-2.5 units  ความเขมขนท่ีใชข้ึนอยูกับปริมาณและลักษณะของดีเอ็นเอตนแบบ ,primer รวมท้ัง
สารประกอบอื่นๆ การใชปริมาณความเขมขนท่ีมากเกินไปจะทําใหเกิดผลผลิต PCR ท่ีไมจําเพาะข้ึน ทํา
ใหเกิด nonspecific  background มากแตถาใชความเขมขนนอยเกินไปก็จะทําใหไดผลผลิตนอย 
4. Deoxynucleotide triphosphate (dNTP) 

ความเขมขนของ  dNTPs (dATP,dTTP ,dCTP,dGTP) ปกติอยูระหวาง 50-200 μMของแตละ dNTP
แตถาเปน dNTPs ท้ัง 4ตัว จะมีสวนประกอบรวมไมเกิน 800 μM  ถาหากใช dNTP ท่ีมความเขมขนสูง
เกินไปจะเกิดการตอลําดับเบสคูสมท่ีผิดพลาด ในการเตรียม dNTPs ควรเตรียมเปน primary stock  
solution  ท่ีเจือจาง 10 mMแลวแบง aiquot เก็บท่ี -20 องศาเซลเซียส  
5.  บัฟเฟอร (buffer) 

สวนประกอบของบัฟเฟอรประกอบดวย Tris HCL ,KCL ,MgCl2 และ glycerol  ความเขมขนและ
ภาวะท่ีเหมาะสมของสวนประกอบตางๆในบัฟเฟอรมีดังนี้ 
5.1 ความเขมขนของ Magnesium ion (Mg2+) 

Taq  DNA Polymerase  ตองการ  Magnesium ion (Mg2+) เพื่อชวยสงเสริมใหการขยายสายดีเอ็น
เอดําเนินตอไปได โดย magnesium ion จําทําหนาท่ีเปน co-factor  นอกจากนั้น magnesium  ion  ยังมีผล
ตอการทํางานของเอนไซมดวย (enzyme fidelity) และมีผลตอการ anneal ของ primer ความเขมขนของ 
magnesium ion ตองปรับความเขมขนใหเหมาะสมกับ dNTPs โดยท่ัวไปความเขมขนของ nagnesium  ion 
คือตองเหลือ magnesium ในรูปอิสระประมาณ 0.5-1 mMโดยท่ัวไปใช magnesium ความเขมขนท้ังหมด
เปน 1.5 Mm ความเขมขนของ magnesium ion ท่ีมากเกินไปทําใหเกิดผลผลิตดีเอ็นท่ีไมจําเพาะ และพบวา
การปรับคา magnesium  ion ก็ชวยให primer มีการ anneal ท่ีมีความจําเพาะข้ึนเชนเดียวกับการ
เปล่ียนแปลงอุณหภูมิ 

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

เซลเซียส แตปกติ  Taq DNA polymerase   จะอยูใน Tris buffer ซ่ึงมี pH8.5-9ท่ี 25 องศาเซลเซียส  
เนื่องจาก pHของ Tris buffer จะลดลงประมาณ 0.03ของอุณหภูมิท่ีเพิ่มข้ึนแตละองศา  ดังนั้นเม่ืออุณหภูมิ
เพิ่มข้ึนเปน 72 องศาเซลเซียส จะได pHเปน 7.3 
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6.องคประกอบอ่ืนๆในปฏิกิริยา PCR 
 โดยท่ัวไปสวนประกอบของบัฟเฟอรท่ีใชใน 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 เชน 0.01%NP40 และ 0.01% Tween 20 การทดลองบางแหงใช DMSO ใสลงไปในในปฏิกิริยา 
เพื่อลด secondary structure ของ DNA แตพบวา 10% DMSO ไมเหมาะกับ Taq DNA polymerase    
เพราะไปยังยั้งปฏิกิริยาของเอนไซมทําใหไดผลผลิต PCR ท่ีนอยลง gelatin หรือ Bovine serum albumin 
(BSA) ท่ีมีความเขมขนตํ่าๆ (100μg/ml)  สามารถชวยคงสภาพของเอนไซมได  แต  BSA ถูกทําลายไดงาย
ท่ีอุณหภูมิสูงและอาจตกตะกอนกับ Taq DNA polymerase     
 
Temperature  cycling 

1. Denatulation  อุณหภูมิท่ีใชสวนใหญประมาณ 94-95 ºc เปนเวลา 30-60 นาที การใชเวลานอย
และอุณหภูมสูงเกินไปจะทําใหเอนไซมและนิวคลีโอไทดสูญเสียคุณสมบัติได  แตถาใชเวลาและอุณหภูมิ
ตํ่าเกินไปจะทําใหสาย DNA แยกออกจากกันไมดีสงผลใหผลผลิต PCR ลดลง  กรณีท่ี DNA templateมี
ปริมาณ G+C content ท่ีสูงมากตองเพ่ิมอุณหภูมิใหสูงข้ึนดวย 

2.Annealing   โดยท่ัวไปใชอุณหภูมิในข้ันนี้ประมาณ 55-72 ºc ซ่ึงใช annealing temperature  ท่ีตํ่า
กวา Tm ของ primer ประมาณ 5ºc การใชอุณหภูมิท่ีสูงในข้ันตอนนี้จะชวยในการเพิ่มความจําเพาะในการ
จับคู  เวลาท่ีใชในข้ันตอนนี้ประมาณ 30 วินาที 

3. Extention   เวลาท่ีใชในข้ันตอนนี้ข้ึนกับความยาว   ความเขมขนและลําดับเบสของ DNA 
template   โดยท่ัวไปใชเวลาประมาณ 1 นาที ท่ีอุณหภูมิ 72 ºc โดยปกติ Taq DNA polymerase     สามารถ
เพิ่มความยาวของสาย DNA ไดประมาณ 6000 นิวคลีโอไทดตอนาที ท่ี อุณหภูมิ 72 ºc การใชเวลาท่ีมาก
ในข้ันตอนแรกจะมีประโยชนสําหรับ DNA template ท่ีมีจํานวนนอย 

  
จํานวนรอบในการทํา PCR (Cycle Number )  

จํานวนรอบในการทํา PCR ข้ึนกับปริมาณ DNA template ถาใชจํานวนรอบท่ีมากข้ึนเทาใดโอกาส
ท่ีจะไดผลผลิต PCR ผิดพลาดก็มากข้ึนตามไปดวย เนื่องจากผลผลิต PCR ท่ีไดจะมีความจําเพาะเจาะจงท่ี
นอยลงและ Background มากข้ึนแตถาใชจาํนวนรอบนอยเกินไปผลผลิต PCR ท่ีไดกน็อยลง 
 
การตรวจวิเคราะหผลผลิต PCR (PCR Product)  
 การตรวจวิเคราะหผลผลิตมีดวยกันหลายวิธีท่ีนิยมใชกันท่ัวไปคือ 

1. Gel  electrophoresis  โดยนําผลผลิต PCR มาแยกตามขนาดของ DNA โดยใชกระแสไฟฟาแยก 
DNA บน agarose gel หรือ  polyacrylamide gel  เปรียบเทียบกับ DNA มาตรฐานท่ีทราบขนาดแนนอน  
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จากนั้นยอมช้ิน DNA ดวย Ethidium  bromide แลวนําไปสองดูดวยแสงอัลตราไวโอเลต  ผลผลิต PCR ท่ีดี
ควรใหช้ิน DNA ท่ีชัดเจนและตรงตามขนาดความตองการ แตถามีขนาดเล็กและแถบดีเอ็นเอไมชัดเจนอาจ
เปนดีเอ็นเอที่เปน primer dimmer 

2. Necleic acid hybridization 
 ในกรณีท่ีดูผลจากเจลไมชัดเจนสามารถนําผลผลิต PCR ท่ีไดมาตรึงกับแผน nitrocellulose หรือ 
แผน nylon แลวนํามาทํา Southern  blot ,dot blot , หรือ slot  blot  โดยอาศัยตัวติดตาม (probe)  ท่ีจําเพาะ
กับเบสคูสมซ่ึงติดฉลากดวยสารกัมมันตรังสีหรือสารปลอดรังสีแลวจึงนําผลไปดูการจับของผลผลิต PCR 
กับตัวติดตามได 

3. Diirect   Sequencinng  
 ในกรณีท่ีตองการรูรายละเอียดของลําดับเบสหรือของผลผลิต PCR วาถุกตองแนนอนหรือไม
สามารถตรวจหาลําดับเบสโดยวิธี  Sequencinng PCR ท่ีเปนสายคู (double strand PCR products) หรือ
อาจจะ Sequencinng PCR ท่ีเปนสายเด่ียว (single strand PCR products) 
 

ขอควรระวังในการทํา PCR  
การปนเปอน (Contamination) 
แมวาเทคนิค PCR  จะเปนวิธีหนึ่งท่ีสามารถเพ่ิมจํานวน DNA ไดมากหลายเทาแตก็สามารถเพ่ิม

จํานวน DNA ท่ีปนเปอนเพียงเล็กนอยไดมากเชนกัน  ทําใหเกิดผลบวกปลอมได  การปนเปอนอาจเกิดได
จากหลายสาเหตุ  เชน  การสกัดแยก DNA หรือจากการปนเปอนของผลผลิต PCR คร้ังกอน  (carry  over 
contamination) ซ่ึงมักอยูในรูปของละอองลอย  ท่ีมักเกิดข้ึนขณะการเปด-ปดฝาหลอดและการปน
ตกตะกอนละอองลอยน้ีสามารถปนเปอนกับส่ิงตางๆในหองปฏิบัติการ  ท้ังอุปกรณเคร่ืองมือและวัสดุ
ตางๆรวมท้ัง ผิวหนัง ผม และมือผูปฏิบัติการได  ดังนั้นควรมรการระวังการปนเปอนใหมากโดยเฉพาะ
การปนเปอน ชนิด carry  over contamination  
 

วิธีการท่ีจะปองกันการปนเปอนมีดวยกันหลายอยาง เชน  
1.> ควรแบงพืน้ท่ีหรือหองทํางานในชวงกอนและหลังทํา PCR (separate workspace) 
2.>แบงสารเคมีลงในหลอดเล็กๆเพ่ือในการนํามาใชแตละคร้ังไมปนกนั 
3.> ใช Micropipette และ filter tip ซ่ึงเปน tip ชนิดพิเศษท่ีปองกันการแพรกระจายของละอองลอย

โดยมีลักษณะสําคัญคือ มีไสกรอง (membrane) อยูภายใน 
4.> มีตัวควบคุมท่ีเหมาะสมในการทํา PCR โดยตัวควบคุมจะมีดวยกัน 3 แบบ คือแบบแรกเปนตัว

ควบคุมท่ีไมมีดีเอ็นเอ เพื่อเปนการควบคุมการปนเปอนของสารท่ีใช (negative control )  แบบท่ีสองเปน
เปนตัวควบคุมท่ีมีดีเอ็นเอ ชนิดท่ีไมมีลําดับเบสเปาหมายอยู (positive control) และแบบท่ีสามเปนตัว
ควบคุมท่ีมีด ีDNA template ท่ีเปน positive control 




