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จดุประสงคก์ารเรียนรู้เม่ืออ่านบทท่ี 11 จบแล้วนักศึกษาสามารถ 

1. สามารถอธบิายประวตัทิางพนัธุวศิวกรรมได ้
2. สามารถอธบิายความส าคญัของพนัธุวศิวกรรมได ้
3. สามารถอธบิายขัน้ตอนการสง่ถ่ายยนีสูพ่ชืได ้
4. สามารถอธบิายประโยชน์การสง่ถ่ายยนีสูพ่ชืได ้
5. สามารถอธบิายกลไกการสง่ถ่ายยนีสูพ่ชืได ้
6. บอกผลกระทบทีอ่าจเกดิขึน้จากการสง่ถ่ายยนีสูพ่ชืได ้
7. สามารถอธบิายปญัหาต่อการปรบัปรงุพนัธุพ์ชืโดยวธิพีนัธุวศิวกรรมได ้
8. สามารถเชือ่มโยงหลกัการพนัธุวศิวกรรมกบัวทิยาศาสตรส์าขาอื่น ๆ ได ้

เน้ือหาในบทท่ี 11 ประกอบด้วย 
1. บทน า 
2. การสง่ถ่ายยนีสูพ่ชื 
3. พาหะทีใ่ชน้ าจนีเขา้สูพ่ชื 
4. การปรบัปรงุพนัธุพ์ชืโดยวธิพีนัธุวศิวกรรม 
5. ประโยชน์การสง่ถ่ายยนีสูพ่ชื 
6. ขัน้ตอนการน ายนีทีน่่าสนใจเขา้สูพ่ชื 
7. ปญัหาการสง่ถ่ายยนีเขา้สูพ่ชื 
8. การสรา้งพชืแปลงพนัธุ์ 
9. การสง่ถ่ายยนีโดยวธิตีรง 
10. บทสรปุกลไกการสง่ถ่ายยนีจาก Agrobacterium ไปยงัเซลลพ์ชื 
11. แบบประเมนิผลทา้ยบทและเฉลย 

 
 

บทท่ี  11 
การส่งถ่ายยีนสู่พืชกบัการปรบัปรงุพนัธุพื์ช 
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11.1 บทน า 
 นบัตัง้แต่มกีารคน้พบสารพนัธุกรรมและการศกึษาคน้ควา้วจิยัอยา่งต่อเน่ือง จนถงึ
ทศวรรษทีผ่า่นมา  นกัวทิยาศาสตรไ์ดค้น้พบเทคโนโลยทีีส่ามารถควบคมุและดดัแปลง
พนัธุกรรมในเซลล ์ (genetic manipulation)  ทีรู่จ้กักนัในนามของพนัธุวศิวกรรม  
(genetic engineering  หรอื  recombinant DNA technology)  ซึง่นบัวา่เป็น
ความกา้วหน้าทางวทิยาการอยา่งมาก และนบัเป็นกา้วส าคญัทีม่นุษยจ์ะสามารถวางแผน  
ออกแบบ  ควบคมุ และสรา้งลกัษณะพนัธุกรรมใหม ่ ๆ เพือ่ใหไ้ดส้ิง่มชีวีติใหมท่ีม่ี
คณุสมบตัติามตอ้งการได ้ ความสามารถเหล่านี้เปิดโอกาสใหน้กัวทิยาศาสตรไ์ดน้ า
ลกัษณะส าคญั ๆ ทีซ่่อนเรน้ในธรรมชาตขิองสิง่มชีวีติมาใชศ้กึษาวจิยัและพฒันา และ
น ามาประยกุตใ์ชใ้หเ้กดิประโยชน์ทัง้ในดา้นการแพทย ์ เภสชักรรม และดา้นการเกษตร  
ในดา้นการเกษตร พนัธุวศิวกรรมจะมบีทบาทอกีอยา่งหนึ่ง คอื การปรบัปรงุพนัธุพ์ชื 
 วธิกีารในการปรบัปรงุพนัธุพ์ชืทีใ่ชก้นัมานบัศตวรรษนิยมใชก้นัอยู ่ 2  วธิ ีคอื การ
คดัเลอืกพนัธุ ์  (selection)  จากความแปรปรวนในลกัษณะทางพนัธุกรรมของประชากร 
จนไดพ้ชืทีม่ลีกัษณะตามตอ้งการและผสมพนัธุพ์ชืทีม่ลีกัษณะดเีขา้ดว้ยกนั 
(hybridization)  เพือ่ใหล้กูหลานทีเ่กดิขึน้เป็นผลรวมของลกัษณะดเีด่นจากพอ่และแม่ 
ตามหลกัการทางพนัธุศาสตรข์องเมลเดล (Mendelian genetics)  ในทางปฏบิตักิาร
พฒันาพนัธุพ์ชืสว่นใหญ่เกดิจากการผสมพนัธุเ์พือ่เปิดโอกาสใหส้ารพนัธุกรรมรวมตวักนั 
ท าใหไ้ดป้ระชากรทีม่คีวามแปรปรวนในลกัษณะทางพนัธุกรรมทีม่ลีกัษณะดตีามตอ้งการ  
วธิกีารดงักล่าวแมว้า่จะไดผ้ลดแีละก่อใหเ้กดิจากการรวมตวักนั  ท าใหไ้ดป้ระชากรทีม่ี
ความแปรปรวนในลกัษณะทางพนัธุกรรม  จากนัน้จงึท าการคดัเลอืกพนัธุเ์พือ่หาลกูผสมที่
เกดิจากการรวมตวักนัของสารพนัธุกรรมทีม่ลีกัษณะดตีามตอ้งการ  วธิกีารดงักล่าวแมว้า่
จะไดผ้ลดแีละก่อใหเ้กดิพนัธุพ์ชืทีด่มีากมาย และยงัเป็นวธิกีารหลกัทีใ่ชใ้นการปรบัปรงุ
พนัธุพ์ชืในปจัจุบนักต็าม แต่กเ็ป็นวธิทีีส่ ิน้เปลอืงเวลา  แรงงาน  และเงนิทนุมาก และไม่
แน่ใจวา่จะประสบผลส าเรจ็เสมอไป ขอ้ความส าคญัคอืการผสมขา้ม  จะท าไดต้่อเมือ่เป็น
พชืพนัธุช์นิดเดยีวกนัหรอืใกลเ้คยีงกนัมากเทา่นัน้ ดงันัน้การน าพนัธุวศิวกรรมมา
ประยกุตใ์ชก้บัการปรบัปรงุพนัธุพ์ชื จงึก่อประโยชน์โดยไมเ่พยีงแต่จะชว่ยยน่ระยะเวลาใน
การพฒันาพชืพนัธุใ์หมเ่ท่านัน้  แต่ยงัเปิดโอกาสใหน้กัวจิยัไดถ่้ายทอดยนีจากสิง่มชีวีติ
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ต่างชนิดกนั ซึง่ไมอ่าจท าไดใ้นธรรมชาต ิ  อนัอาจจะน าไปสูก่ารปฏบิตัริปูโฉมของ
การเกษตรในอนาคตได ้
 วธิกีารอยา่งงา่ยของพนัธุวศิวกรรมท าไดโ้ดย  ข ัน้แรกท าการตดัทอ่นดเีอน็เอ หรอื
ยนีทีใ่หล้กัษณะตามตอ้งการจากดเีอน็เอผูใ้ห ้  (donor DNA)  โดยใชเ้อน็ไซมจ์ าเพาะ 
(restrition enzyme)  ซึง่เอน็ไซมน์ี้จะตดัยนีทีล่ าดบัเบสจ าเพาะดว้ย ขณะเดยีวกนักเ็ตรยีม
พาหะ  (vector)  โดยใชเ้อน็ไซมช์นิดเดยีวกนัตดัเพือ่ใหล้ าดบัเบสภายหลงัการตดัในดเีอน็
เอพาหะมคีวามสอดคลอ้ง  (complementary)  กบัล าดบัเบสตรงจุดตดัของยนีทีต่อ้งการ 
ขัน้ต่อมาจงึท าการเชือ่มดเีอน็เอทีต่อ้งการเขา้กบัดเีอน็เอพาหะ โดยใชเ้อน็ไซมไ์ลเกส  
(ligase enzyme) จะม าใหไ้ดด้เีอน็เอสายพนัธุผ์สม  (recombinant DNA)  ซึง่โมเลกุล
ดงักล่าวจะเป็นตวักลางในการถ่ายสารพนัธุกรรมทีต่อ้งการเขา้สูย่นีในพชืได ้  ในทาง
ปฏบิตักิารน าพนัธุวศิวกรรมมาใชป้รบัปรงุลกัษณะต่าง ๆ ของพชื สามารถท าไดต้าม
ขัน้ตอนกวา้ง ๆ ดงันี้ 
 1)  แยกเซลลจ์ากพชืและเลีย้งใหอ้ยูใ่นสภาพปลอดเชือ้ (ในรปูคลัลสัหรอืโปรโตพ
ลาส)  ข ัน้ตอนน้ีเป็นการเตรยีมการก่อนทีจ่ะคดัแปลงหรอืสอดแทรกยนีทีค่วบคมุลกัษณะ
ทีต่อ้งการ 
 2)  สรา้งหรอืชกัน าใหเ้กดิการเปลีย่นแปลงลกัษณะทางพนัธุกรรมภายนอกหรอื
ภายในโครโมโซมเพือ่แต่งแตม้หรอืควบคมุเปลีย่นแปลงโครงสรา้งของยนี (manipulation)  
ใหไ้ดล้กัษณะตามตอ้งการแลว้ท าการคดัเลอืดเซลลท์ีแ่สดงลกัษณะทีต่อ้งการไว ้ ข ัน้ตอน
ในขอ้นี้ใชเ้ทคโนโลยพีนัธุวศิวกรรมและอณูพนัธุศาสตร ์(molecular genetics) 
 3) ขยายจ านวนเซลลเ์หล่านัน้  แลว้กระตุน้ใหเ้จรญิเป็นตน้ทีส่มบรูณ์จะเหน็วา่ 
พนัธุวศิวกรรมเอือ้ประโยชน์ใหน้กัปรบัปรงุพนัธุส์ามารถท าการสบัเปลีย่นหรอืโยกยา้ยยนี
จากสิง่มชีวีติชนิดต่าง ๆ ซึง่ไมอ่าจเกดิขึน้ไดใ้นธรรมชาต ิ จงึเป็นการขยายขอบเขตของ
ความแปรปรวนทางพนัธุกรรมหรอืยนีพลู (gene pool)  ซึง่จะเป็นประโยชน์ในการ
ปรบัปรงุพนัธุ ์ นอกจากนี้ยงัอาจจะก่อใหเ้กดิลกัษณะใหม ่ ๆ ของพชื ซึง่การปรบัปรงุพนัธุ์
ทีใ่ชก้นัในปจัจุบนัไมส่ามารถท าได ้
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 การถ่ายยนีจากพชืสองตน้เขา้ดว้ยกนัโดยใชเ้ทคโนโลยนีี้มขีอ้ดทีีไ่มต่อ้งท างานกบั
พชืทัง้ตน้ ท าใหล้ดภาระไดม้าก และการดงึยนีจากตน้ทีเ่ป็นแหล่งยนีแลว้สอดแทรกเขา้สู่
ตน้ผูร้บั (recipient plant)  ในต าแหน่งทีเ่หมาะสมและไมร่บกวนยนีในต าแหน่งอื่น ๆ  
แลว้จะท าใหไ้มต่อ้งกงัวลกบัยนีอื่นของตน้ผูร้บัแต่อยา่งใด ขณะทีว่ธิกีารปรบัปรงุพนัธุใ์น
ปจัจุบนั  เมือ่นกัปรบัปรงุพนัธุต์อ้งการปรบัปรงุลกัษณะหน่ึง ภายหลงัจากการผสมขา้มจะ
พบวา่มยีนีทีค่วบคมุลกัษณะอื่นเกดิการรวมตวักนัขึน้ดว้ย ซึง่เป็นภาระยุง่ยากต่อนกั
ปรบัปรงุพนัธุเ์ป็นอยา่งมาก นอกจากนี้แลว้ การถ่ายทอดยนีโดยเทคโนโลยีนีี้ยงัสามารถ
ปรบัปรงุพนัธุห์รอืสรา้งพชืชนิดใหมไ่ดภ้ายในการทดลองเดยีวหรอืเพยีงชัว่รุน่ 
(generation)  หน่ึง  ขณะทีว่ธิกีารปรบัปรงุพนัธุใ์นปจัจุบนัตอ้งและคดัเลอืกหลาย ๆ รุน่ 
ซึง่ใชเ้วลานานยิง่ไปกวา่นัน้ พนัธุวศวกรรมยงัเอือ้อ านวยใหน้กัปรบัปรงุพนัธุพ์ชืสามารถ
น ายนีทีส่ าคญั ๆ เชน่ ยนีตา้นทานโรคและแมลง ยนีตา้นทานต่อสภาพแวดลอ้มทีไ่ม่
เหมาะสม ยนีดา้นทานยาปราบวชัพชื ยนีตรงึไนโตรเจนและยนีควบคมุลกัษณะส าคญัอื่น 
ๆ จากสิง่มชีวีติทีอ่ยูน่อกเหนืออาณาจกัรพชืมาใชไ้ดอ้กีดว้ย 
 ในปจัจุบนัมรีายงานถงึความส าเรจ็ของการท าพนัธุวศิวกรรมกบัพชืหลายชนิด 
เชน่ การสรา้งยาสบูตา้นทานไวรสั  TMV  หรอืตา้นทานสารปราบวชัพชืไบอลาฟอส 
(bbialaphos)  การสรา้งมะเขอืเทศ ตา้นทานยาปฏชิวีนะในขา้ว หน่อไมฝ้รัง่ ฯลฯ  
ขณะเดยีวกนันกัวทิยาศาสตรท์ัว่โลกกก็ าลงัทุม่เทศกึษาวจิยัเพือ่สรา้งพชืพนัธุใ์หม ่ ๆ และ
แสดงหาความรูเ้กีย่วขอ้งกบัยนีในพชืเพิม่ขึน้เรือ่ย ๆ และเป็นทีค่าดคะเนกนัวา่ ในราวปี 
ค.ศ. 2000  มนุษยจ์ะสามารถน าประโยชน์จากเทคโนโลยนีี้มาใชไ้ดอ้ยา่งเตม็ที ่ ซึง่เมือ่ถงึ
เวลานัน้อาจมกีารเปลีย่นรปูโฉมของการเกษตรไปจากปจัจุบนัมาก อยา่งไรกต็าม  
เทคโนโลยนีี้ตอ้งใชค้วามสามารถของการประยกุตข์ ัน้ตอนการปฏบิตัติ่าง ๆ เพือ่ให้
บรรลุผลส าเรจ็ในงานทีค่อ่นขา้งยาก เชน่ งานปรบัปรงุพนัธุพ์ชื ในอนาคตเทคโนโลยนีี้จะ
สามารถน ามาใชอ้ยา่งมปีระสทิธภิาพ และมคีวามส าคญัมากขึน้ อยา่งน้อยจะมสีว่นชว่ยใน
การปรบัปรงุลกัษณะเฉพาะบางลกัษณะของพชื ในสว่นทีย่งัเป็นจุดอ่อนของวธิกีารทีใ่ชก้นั
อยูใ่นปจัจุบนัใหบ้รรลุผลมากขึน้  นอกจากน้ียงัชว่ยเสรมิใหน้กัปรบัปรงุพนัธุไ์ดเ้ขา้ใจ
กลไกของยนี เพิม่วธิกีารทีน่ าไปสูก่ารสรา้งพชืพนัธุ์ใหมท่ีด่กีวา่  อนัจะน าไปสูก่ารปญัหา
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การขาดแคลนอาหารทีม่คีุณภาพ และปญัหาความสมดุลระหวา่งอาหารกบัประชากรของ
โลก ในขณะทีอ่ตัราการเกดิและการตายของประชากรโลกยงัไมส่มดุลกนัเชน่ทกุวนัน้ี 
 
 ในบรรดาเทคโนโลยทีีก่า้วหน้าในปจัจุบนั  พนัธุวศิวกรรมจดัไดว้า่เป็นเทคโนโลยี
ทีม่คีวามส าคญัต่อการใชศ้กึษาและเปลีย่นแปลงลกัษณะทางพนัธุกรรมของสิง่มชีวีติเป็น
อยา่งยิง่  ซึง่ข ัน้ตอนการสรา้งหรอืชดัน าใหเ้กดิการเปลีย่นแปลงลกัษณะทางพนัธุกรรม ท า
ไดโ้ดยภายหลงัจาการแยกเซลลพ์ชืใหเ้ป็นเซลลเ์ดีย่ว ๆ และเลีย้งใหอ้ยูใ่นสภาพปลอดเชือ้
แลว้จงึน าทอ่นยนีทีค่วบคุมลกัษณะทีต่อ้งการมาต่อเขา้กบัทอ่นยนีในเซลลข์องพชื  
จากนัน้จงึช าน าใหย้นีเกดิการแสดงออกในระดบัตน้พชื เทคโนโลยนีี้นอกจากจะใชเ้ป็น
เครือ่งมอืในการศกึษากลไกของยนี  ถ่ายทอดยนีซึง่ไมอ่าจท าไดใ้นธรรมชาต ิ  หรอื
โยกยา้ยยนีจากสิง่มชีวีตินอกอาณาจกัรพชืมาใช ้  อนัจะชว่ยแกป้ญัหาและเสรมิ
ประสทิธภิาพของวธิกีารปรบัปรงุพนัธุใ์หส้งูขึน้ แลว้ยงัเป็นการเพิม่วธิกีารใหน้กัปรบัปรงุ
พนัธุส์ามารถเลอืกประสทิธภิาพของวธิกีารปรบัปรงุพนัธุใ์หส้งูขึน้ แล้วยงัเป็นการเพิม่
วธิกีารใหน้กัปรบัปรงุพนัธุส์ามารถเลอืกใชไ้ดอ้กีดว้ย  อยา่งไรกด็กีารน าเทคโนโลยนีี้มาใช้
ใหป้ระสบผล  ควรพจิารณาถงึกลไกรแสดงออกของยนีทีต่อ้งการปรบัปรงุ การแยกยนี  
การ  clone  ยนี การเลอืกใชพ้าหะ และการท าการถ่ายทอดยนี การตรวจสอบเซลลเ์จา้
บา้นทีม่ยีนีทีต่อ้งการ รวมถงึการตรวจสอบความคงตวัของยนีดว้ย และการเพาะเลีย้ง
เซลลด์ดัแปลงนัน้ใหเ้จรญิเป็นตน้พชืทีม่กีารแสดงออกของยนี  และถ่ายทอดไปสูล่กูหลาน
ได ้  ซึง่ถา้ท าไดจ้ะสามารถสรา้งพชืใหเ้หมาะสมกบัการเพาะปลกู  มคีณุคา่ทางอาหาร
สงูขึน้ หรอืสรา้งพชืพนัธุต์า้นทานโรคและแมลง ทนต่อสภาพแวดลอ้มทีไ่มเ่หมาะสม ฯลฯ  
อนัจะน าไปสูก่ารปฏวิตัริปูโฉมของการเกษตรไปอยา่งสิน้เชงิ 
 
11.2 Transformation 
 คอืการใส่ดเีอน็เอเขา้สู่เซลล์โดยตรง โดยเวคเตอร์นัน้ต้องเป็นพลาสมดิ  และท า
เซลล์ผูร้บัใหอ้ยู่ในสภาพทีพ่รอ้มจะรบัดเีอน็เอภายนอกก่อน อาจท าไดห้ลายวธิขีึน้อยู่กบั
เซลล์ทีเ่ป็นผูร้บั ถ้าเป็นแบคทเีรยี เช่น E. coli  ตอ้งท าใหเ้ซลล์อยู่ในสภาพ competent 
cell โดยใชส้ารบางชนิด เช่น CaCl2 หรอืไอออนบวกอื่น ๆ แลว้น าไปผ่านกรรมวธิ ีheat 
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shock   ในกรณีทีเ่ซลล์ผูร้บัเป็นเซลล์พชืเทคนิคการถ่ายฝากจนีมหีลายวธิ ีเช่น การถ่าย
ฝากจนีโดยตรง การถ่ายฝากจนีโดยใชก้ระแสไฟฟ้า การถ่ายฝากจนีโดยใชเ้ขม็ฉีด การ
ถ่ายฝากจนีโดยใชเ้ครือ่งยงิ และการถ่ายฝากโดยใชแ้บคทเีรยี Agrobacterium เป็นตน้ 
11.3 การส่งถ่ายจีนสู่พืช 

ความหมายคอื กระบวนการสง่ถ่ายจนีทีเ่ราสนใจเขา้สูพ่ชื ซึง่ไม่จ าเป็นตอ้งเป็นจนี
จากพชืเสมอไป อาจเป็นจนีจากสิง่มชีวีติอื่น ๆ  กไ็ด ้เช่นอาจเป็นจนีจากแบคทเีรยี หรอื
เชือ้รา เป็นตน้  ผลลพัธ์ทีไ่ดท้ าใหม้กีารสอดแทรกของจนีเขา้ไปในจโีนมของพชื ซึง่การ
สอดแทรกนี้ต้องมคีวามเสถียร โดยสามารถผ่านขัน้ตอนของการแบ่งเซลล์แบบไมโตซสี 
และไมโอซสี ซึง่พชืทีไ่ดร้บัจนีเขา้ไปเรยีกวา่พชืแปลงพนัธุ์ 
 
11.4 พาหะท่ีใช้น าจีนเข้าสู่พืช 
พลาสมิด ( plasmid ) 
 พลาสมดิเป็น DNA ทีอ่ยู่นอกโครโมโซม พบในแบคทเีรยีหลายชนิด โครงสรา้ง
เป็นวงแหวนเกลียวคู่ มกัมีจีนซึ่งก าหนดการสร้างเอนไซม์ หรือสารที่มีประโยชน์กับ
แบคทีเรยี ท าให้แบคทเีรยีมีคุณสมบตัิพิเศษ เช่น ท าให้มีความต้านทานต่อ antibiotic  
พลาสมดิทีใ่ชเ้ป็นพาหะอาจเป็น Ti plasmid ซึง่พบใน Agrobacterium  tuemefaciens   
หรอื Ri plasmid   ซึง่พบใน A. rhizogenes 
 ในการส่งถ่ายจนีทีส่นใจเขา้สู่พชืนัน้ ส่วนของจนีทีส่่งถ่ายไปต้องมสี่วนทีเ่รยีกว่า 
โปรโมเตอร์ ( promotor ) อยู่ในส่วนของจีนนัน้ ๆ ด้วย  นอกจากนี้ยงัต้องมจีีน
เครือ่งหมาย ( selectable marker ) และจนีรายงานผล ( reporter gene หรอื screenable 
marker  ) อยูด่ว้ย เพือ่ใหง้า่ยต่อการตรวจสอบผลส าเรจ็ของการสง่ถ่ายจนี 
 
11.5 การปรบัปรงุพนัธุพ์ชืโดยวิธีพนัธวิุศวกรรม 

ในอดตีมนุษยไ์ดท้ าการปรบัปรงุพนัธุพ์ชืแบบดัง้เดมิ โดยวธิผีสมระหว่างเกสรเพศ
ผูแ้ละเกสรเพศเมยีทีเ่ป็นพนัธุ์ดแีลว้สงัเกตรุ่นลูกทีเ่กดิขึน้ว่ามลีกัษณะดขีึน้กว่ารุ่นพ่อแม่
หรอืไม ่หากแต่การปรบัปรงุพนัธุพ์ชืวธิดีงักล่าวนัน้ตอ้งใชเ้วลานานและในบางครัง้ผลทีไ่ด้
กไ็ม่ไดเ้ป็นตามทีค่าดหวงัไวเ้สมอไป หรอืบางครัง้อาจได้ลกัษณะทีเ่ราไม่ต้องการเขา้ไป
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ด้วย จงึท าใหน้ักวทิยาศาสตร์คดิคน้วธิทีีจ่ะประหยดัเวลา และให้ผลทีน่่าพอใจตามทีเ่รา
คาดหวงัไว ้แมใ้นต่างประเทศการปรบัปรุงพนัธุ์พชืแบบดัง้เดมิเริม่ตัง้แต่ก่อน 700 BC 
ชาวแอสซเีรยีนและบาบโิลเนียนส ์ใชเ้ทคนิคการผสมเทยีม (Artificially pollination) โดย
ท าการทดลองกบัตน้ date plam  

ช่วงในโลกก าลงัขาดแคลนอาหารเนื่องจากประชากรเพิม่ขึ้นอย่างรวดเรว็ซึ่งอยู่
ในช่วงปีคริสต์ศกัราช 1960-1970 จึงเป็นช่วงเวลาที่ท าให้มีการปฏิวตัิเขยีว (green 
revolution) เพื่อปรบัปรุงคุณภาพของพืชให้เพียงพอกบัความต้องการตามจ านวน
ประชากรทีเ่พิม่ขึน้ โดยเฉพาะอย่างยิง่ในประเทศทีพ่ฒันา เช่น สหรฐัอเมรกิา ได้มกีาร
คน้ควา้วจิยัทางดา้นวทิยาศาสตรก์ารเกษตร เพื่อเร่งเพิม่ผลผลติใหม้ากขึน้ เช่น การเพิม่
ผลผลติของขา้วสาล ีใหม้ผีลผลติสงูโดย นอรแ์มน อ ีโบรลาจ (Norman E. Borlaug) ผูซ้ึง่
ไดร้บัรางวลัโนเบล ในปี ครสิตศกัราช 1970 
 สาขาพนัธุวิศวกรรม (Genetic engineering) เริ่มเข้ามามีบทบาทในการ
พฒันาการเกษตรแผนใหม่ พนัธุวศิวกรรมมขีอ้ได้เปรยีบกว่าการปรบัปรุงพนัธุ์พชืแบบ
ดัง้เดมิ มากเพราะวธิทีางพนัธุวศิวกรรมท าใหเ้ราสามารถเลอืกพนัธุ์พชืใหม้ลีกัษณะตาม
ความต้องการไดใ้นระยะเวลาอนัสัน้ เมื่อเทยีบกบัวธิผีสมกลบั ในปจัจุบนัน้ีเทคนิคการส่ง
ถ่ายยนีสู่พชืมคีวามก้าวหน้ามาก สามารถถ่ายทอดยนีระหว่างสิง่มชีวีติต่างชนิดกนัได ้
และสามารถสร้างพชืทีม่คีวามต้านทานต่อโรคและแมลงต่าง ๆ ได้ซึ่งเป็นการลดปญัหา
การใชส้ารเคมจี าพวกยาฆา่แมลง และชว่ยลดมลภาวะต่อสิง่แวดลอ้มได ้ 
 
11.6 ประโยชน์การส่งถ่ายยีนสู่พืช 

1) สรา้งพชืตา้นทานโรค  
เช่น การสรา้งพชืต้านทานโรคไวรสั โดยการส่งถ่ายยนีทีก่ าหนดการสรา้งโปรตนีห่อหุ้ม 
(coat protein : CP) ของไวรสัเขา้ไปในพชื เช่น หารสง่ถ่ายยนีซพี ี(CP) ของเขา้ไปใน
ยาสบู ซึง่พชืทีย่นีน้ีจะตา้นทานการบุกรกุของไวรสัชนิดนัน้ ๆ และชนิดใกลเ้คยีงได้ 

2) สรา้งพชืตา้นทานแมลง  
เช่น การสง่ถ่ายยนีทีก่ าหนดการสรา้งสารพษิจากแบคทเีรยี บาซลิลสั ทรูนิจนิซสิ 

(Bacillus thuringinsis) (bt toxin) เขา้สูพ่ชืทีต่อ้งการปรบัปรุงพนัธุ์ เมื่อแมลงมากนิพชืที่
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ยนีน้ีแลว้แมลงจะตาย ดัง้นัน้พชืทีม่ยีนีน้ีจงึมกัไมถู่กแมลงกนิเมือ่เทยีบกบัตน้พชืทีไ่มไ่ดร้บั
ยีน หรืออาจจะใช้ยีนที่ก าหนดการสร้างสารยับยัง้เอนไซม์ย่อยโปรตีน (proteinase 
inhibitor) หรอื protein trypsin inhibitor จาก cow pea  โดยมกีารทดลองถ่ายยนีนี้เขา้สู่
ยาสบูพบวา่ไดต้น้ยาสบูแปลงพน้ธุส์ามารถตา้นทานต่อการเขา้ท าลายของแมลงได้ 
 อน่ึงประโยชน์ที่ได้จากการสร้างพืชที่ต้านทานแมลงคือ ลดปญัหาการน าเข้า
สารเคมทีีเ่ป็นยาฆา่แมลงจากต่างประเทศไดอ้กีทางหนึ่ง 

3) สรา้งพชืตา้นทานต่อสารก าจดัวชัพชื 
เช่น การสร้างพชืต้านทานต่อสารก าจดัวชัพชื คอืสารไกลโฟเสท (glyphosate) (สาร
ไกลโฟเสท จะท างานยบัยัง้การท างานของสาร อีพเีอสพ ีซินเทส EPSP synthase 
(enolpyruvate shikinase-3-phosphate synthase) ซึง่เป็นเอนไซมต์วัหนึ่งในกระบวนการ
สร้างกรดอะมิโนกลุ่มอะโรมาติก) พชืที่ได้รบัสารไกลโฟเสทนี้จะเหี่ยวตายเพราะไม่
สามารถสรา้งกรดอะมโินดงักล่าวได ้
 
กลไกการต้านทานต่อสาร ไกลโฟเสท (glyphosate) 
สามารถอธบิายได ้2 วธิดีงันี้ 

วิธีทีห่นึง่ ใหพ้ชืสรา้ง EPSP synthase (enolpyruvate shikinase-3-phosphate 
synthase) ในปรมิาณทีม่าก (over product) จงึมเีอนไซมเ์พยีงพอทีจ่ะสามารถเรง่
ปฏกิริยิาได ้ซึง่สามารถท าไดโ้ดยใชย้นีควบคมุการสรา้ง EPSP synthase (enolpyruvate 
shikinase-3-phosphate synthase) จากพทิเูนียต่อเขา้กบัโปรโมเตอรแ์ละถ่ายฝากยนีเขา้
สูย่าสบูซึง่จะมกีารสรา้งเอนไซมใ์นระดบัสงู ท าใหพ้ชืทีไ่ดร้บัยนีน้ีสามารถตา้นทานต่อสาร
ไกลโฟเสท ไดด้กีวา่ตน้ทีไ่มไ่ดร้บัยนีน้ี เนื่องจากสารไกลโฟเสทเป็นสารเคมทีีไ่ปยบัยัง้การ
ท างานของเอนไซม ์EPSP synthase (enolpyruvate shikinase-3-phosphate synthase) 
พชืทีส่ามารถทนทานต่อสารไกลโฟเสท เป็นเพราะสามารถผลติเอนไซม ์EPSP synthase 
(enolpyruvate shikinase-3-phosphate synthase) ไดใ้นปรมิาณทีส่งูมาก 

วิธีทีส่อง ท าใหพ้ชืสรา้งเอนไซมท์ีต่่างจากปกต ิ(mutant enzyme) จงึไมไ่วต่อสาร
ก าจดัไกลโฟเสท ท าได้โดยใชจ้นี อาโร เอ (aro A) ควบคุมการสรา้งเอนไซม์ EPSP 
synthase (enolpyruvate shikinase-3-phosphate synthase) จากแบคทเีรยี ซลัโมเนลลา 
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ไทพมิเูรยีม (Salmonella typhimurium) ซึง่ตา้นทานต่อสารไกลโฟเสท น ามาถ่ายฝากลง
ในยาสบูเพือ่สรา้งตน้ยาสบูทีต่า้นทานต่อสารไกลโฟเสท 

4) การสรา้งพชืแปลงพนัธุช์นิดใหมท่ีม่ลีกัษณะดกีวา่เดมิ 
 การสร้างพืชแปลงพนัธุ์ให้มีลกัษณะที่ดีกว่าเดิมท าได้โดยใช้เทคนิคเพาะเลี้ยง
เนื้อเยื่อช่วย เช่นสร้างพืชที่ทนต่อดินเค็ม ทนต่อสารพิษ และสร้างพืชที่ให้คุณค่าทาง
อาหารเพิม่มากขึน้ หรอืการเพิม่ผลผลติต่อพืน้ทีใ่หส้งูขึน้ เช่นการถ่ายฝากยนีใหถ้ัว่เหลอืง
สรา้งกรดอะมโินทีจ่ าเป็นใหม้ากขึน้ และการส่งถ่ายยนีกบัขา้วโพดเพื่อได้ใหข้า้วโพดทีม่ี
โปรตนีคณุภาพดขีึน้ 

5) การสรา้งพชืพนัธุใ์หมท่ีส่ามารถตรงึไนโตรเจนได ้
 เช่น ขา้วและพชืจ าพวกธญัพชืทีเ่ป็นพชืเศรษฐกจิหลกัของโลก หรอืของประเทศ 
แต่มขีอ้ดอ้ยคอืไมส่ามารถตรงึไนโตรเจนได ้นักวทิยาศาสตรจ์งึไดม้วีธิทีีจ่ะยา้ยยนีจากพชื
ใบเลีย้งคูท่ีม่ยีนีในการตรงึไนโตรเจนไดต้ามธรรมชาต ิเช่นในพชืตระกูลถัว่ทัง้หลาย ไปใส่
ในพชืธญัพชื เช่น ขา้วหรอืขา้วสาลเีพื่อใหส้ามารถทีจ่ะตรงึไนโตรเจนไดเ้ช่นเดยีวกบัพชื
ตระกลูถัว่ เพราะการตรงึไนโตรเจนท าใหพ้ชืสามารถทีจ่ะสรา้งอาหารเพื่อการเจรญิเตบิโต
ไดด้กีวา่เดมิ และจะสง่ผลใหพ้ชืทีไ่ดร้บัยนีนัน้ใหผ้ลผลติทีส่งูขึน้ 

6) สามารถเกบ็รกัษาพชืไวไ้ดน้านขึน้ โดยไม่มปีญัหาเกีย่วกบัการขนสง่หรอืการ
เกบ็รกัษาก่อนการจ าหน่ายหรอืสง่ออก เชน่ การสรา้งมะเขอืเทศทีส่กุชา้โดยการสง่ถ่ายยนี
พวก แอนไทเซน เอซซี ีซนิเทส (antisense ACC synthase) และ เอซซีอีอกซเิดส (ACC 
oxidase) ท าใหม้ะเขอืเทศนัน้สรา้งสารเอธลินีชา้ลง สง่ผลใหม้ะเขอืเทศสกุชา้ลง จงึท าให้
สามารถเกบ็รกัษาไดน้าน 
กลไกการสรา้งสารเอธิลีน 
CH3-S-CH2-CH2-CH-COO- 
Methionine         NH+3 
                      ATP          PPi + Pi 
                                 
      CH3-S

+-CH2-CH2-CH-COO- 
          adenosine     NH+3 
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 S-adenosylmenthionine 
  (SAM) 
 
 
promote           ACC synthase 
ethylene 
biosynthesis   
 
                        1-amino-cyclopropane-1-carboxylic acid  
    (ACC) 
 

       ACC oxidase             CO2 + HCN            1/2O2 
 
       CH2=CH2 
          Ethylene 

promote            fruit ripening             ACC synthase 
ethylene  senescene 
biosynthesis  auxin 
   wounding 
   elictors /pathogens 
   stress -   drougth 

- heat 
- cold 
- UV light 
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7) สามารถส่งถ่ายยนีเดี่ยวทีค่วบคุมลกัษณะทีต่้องการเขา้ไปในต้นพชืแทนทีจ่ะ
เข้าไปเป็นกลุ่มเหมือนการผสมพนัธุ์พืชตามธรรมชาติจึงท าให้ได้ลักษณะพืชตามที่
ตอ้งการโดยไมต่อ้งพว่งลกัษณะทีไ่มต่อ้งการ 

8) ชว่ยลดปญัหารการเขา้คูก่นัไมไ่ดข้องยนี เนื่องจากเทคนิคการผสมพนัธุ์พชื
แบบดัง้เดิมสามารถท าได้กบัพชืที่มสีายพนัธุ์ใกล้ชดิกนัเท่านัน้ ส่วนพชืที่มสีายพนัธุ์ไม่
ใกลช้ดิกนัจะประสบปญัหาน้ี เน่ืองจากยนีเขา้กนัไม่ได ้ดงันัน้การน าเทคนิคน้ีมาใชจ้งึท า
ใหป้ญัหาดงักล่าวหมดไป 
 9) เป็นเครือ่งมอืทางโมเลกุลาเจนิตกิส ์(molecular genetics) ตวัอย่างเช่น ในการ
วเิคราะหห์าล าดบัของดเีอน็เอ (DNA sequence) หรอืหาโปรตนีหรอืการแสดงออกของยนี 
(gene expression) 
 
11.7 ความหมายของการส่งถ่ายยีนสู่พืช  
 การสง่ถ่ายยนีสูพ่ชื (Plant gene transfer) คอืกระบวนการสง่ถ่ายยนีทีเ่ราสนใจ
เขา้สูพ่ชื (gene of interest) ซึง่ไม่จ าเป็นตอ้งเป็นยนีทีม่าจากพชืเสมอไป อาจเป็นยนีมา
จากสิง่มชีวีติต่างชนิดกนักไ็ด้ เช่น อาจเป็นยนีจากแบคทเีรยี หรอืจากเชื้อรา จากสตัว ์
เป็นตน้ ซึง่ผลลพัธค์อืมกีารแทรกสอดยนีเขา้ไปในจโีนมของพชืได ้ซึง่การสอดแทรกนนัน้
ตอ้งมคีวามถาวรหรอืเสถยีร (stable) โดยสามารถผา่นขัน้ตอนการแบ่งเซลล์แบบไมโตซสิ
และไมโอซิส ซึ่งพชืที่ได้รบัจีนเขา้ไปเรยีกพชืนี้ว่าพชืแปลงพนัธุ์ (transgenic plants) 
ตวัอย่างพชืแปลงพนัธุ์ชนิดแรกนัน้คอืพชืทีไ่ดร้บั storage protein phaseolin จาก
ภายนอกเขา้ไป  
 
11.8 ขัน้ตอนการน ายีนท่ีน่าสนใจเข้าสู่พืช 
ในการน ายนีทีเ่ราสนใจเขา้สูพ่ชื แบ่งเป็นขัน้ตอนไดด้งันี้ 

1. ตอ้งมพีาหะ (vector) น าพายนีทีเ่ราสนใจเขา้สูพ่ชื 
2. ตอ้งมกีารรวมตวักนั(incorporation) ระหวา่งยนีภายนอกและโครโมโซมของพชื 
3. ตอ้งมกีารรวมตวักนั (incorporation) อยา่งคงที ่  และผา่นขัน้ตอนการทรานสครปิ 

ชัน่และทรานสเลชัน่ (transcription and translation) 
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4. ตอ้งมกีารถ่ายทอดยนีนัน้โดยผา่นขัน้ตอนการแบ่งเซลลแ์บบไมโตซสิและไมโอซสิ 
 

พาหะท่ีใช้ในการน ายีนเข้าสู่พืช (Plant gene vectors) 
พาหะทีใ่ชน้ ายนีเขา้สูพ่ชืสามารถแบ่งไดเ้ป็น 

1. พลาสมดิ (plasmids) 
พลาสมดิเป็นดเีอน็เอทีอ่ยูน่อกโครโมโซม พบในแบคทเีรยีหลายชนิด โครงสรา้ง

เป็นวงแหวนเกลยีวคู ่ มกัมยีนีทีก่ าหนดการสรา้งเอนไซม ์ หรอืสารทีเ่ป็นประโยชน์กบั
แบคทเีรยีท าใหแ้บคทเีรยีมคีณุสมบตัพิเิศษ เชน่ ท าใหม้คีวามตา้นทานต่อสารปฏชิวีนะ 
พลาสมดิทีใ่ชเ้ป็นพาหะอาจเป็น Ti plasmid ซึง่พบใน Agrobacterium tumefaciens หรอื  
Ri plasmid  ซึง่พบใน  A. rhizogenes 

2. Lambda phage  
Lambda phage มจีโีนมเป็นดเีอน็เอ เกลยีวคูข่นาดประมาณ 48,000 bp. เมือ่อยูใ่น

อนุภาคของ Phage DNA จะเป็นสายเดีย่ว แต่เมือ่เขา้ไปในเซลลข์อง E. coli แลว้ปลายที่
เป็นสายเดีย่วจะวกกลบัมาจบักนัดว้ยพนัธะไฮโดรเจนเปลีย่นเป็นดเีอน็เอรปูวงแหวน  
3. Yaest Artificial Chromosome (YAC) 

YAC เป็นเวคเตอรท์ีม่ลีกัษณะคลา้ยโครโมโซมขนาดเลก็ Yaest Artificial 
Chromosome จะประกอบดว้ยเซนโทรเมยีรแ์ละทโีลเมยีรเ์ป็นเวคเตอรท์ีใ่ชก้บัยนีทีม่ี
ขนาดใหญ่ ซึง่มขีนาดตัง้แต่ 400,000 bp. ซึง่ไมส่ามารถใชก้บัเวคเตอรช์นิดอื่นได ้ 
4. Virus  

ไวรสัทีใ่ชเ้ป็นพาหะเชน่พวก CaMV (Cauliflower mosaic virus)  
5. Cosmid  

คอืพลาสมดิทีม่สีว่นของคอสไซท ์ ของแลมป์ดาฝาจ อยูค่อสมดิมสีว่นของดเีอน็เอ
ทีเ่ป็นจุดเริม่ตน้ของการจ าลองตวัของแบคทเีรยี มยีนีเครือ่งหมายใชเ้ป็นตวัคดัเลอืกเซลล์
ทีไ่ดร้บัคอสมดิ  

 
11.9 ปัญหาการส่งถ่ายยีนสู่พืช 
ปญัหาการสง่ถ่ายยนีสูพ่ชืมดีงัต่อไปน้ี คอื 
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1. ในพชืใบเลีย้งเดีย่วบางชนดิไมเ่ป็นทีอ่าศยัของ Agrobacterium  
2. สายพนัธุข์อง Agrobacterium  คอ่นขา้งจ าเพาะต่อพชืมาก  ท าใหก้ารสง่ถ่ายยนีสู ่

พชืโดยใช ้Agrobacteriumv อาจมปีญัหาในพชืใบเลีย้งเดีย่ว 
3. การสง่ถ่ายยนีโดยใช ้Agrobacterium  จะตอ้งมขี ัน้ตอนของการก าจดัแบคทเีรยีชือ่ 

Agrobacterium เมือ่สง่ถ่ายยนีเรยีบรอ้ยแลว้ ถา้ไมก่ าจดัอาจเป็นอนัตรายต่อพชืได ้
4. ในพชืบางชนิดการชกัน าใหเ้กดิเป็นตน้ใหมย่ากมาก       ตวัอยา่งเชน่พบในพชืใบ 

เลีย้งเดีย่ว พชืตระกลูถัว่ และพชืมเีนื้อไม ้ (woody species) ดงันัน้แมจ้ะมกีาร 
transformation ส าเรจ็แต่ไมส่ามารถชกัน าใหเ้กดิเป็นตน้ไดก้ไ็มเ่กดิประโยชน์อะไร 

5. ในการสง่ถ่ายยนีโดยวธิตีรง  (direct transformation)     นัน้ไมอ่าจใช ้selectable  
marker เป็นพวกสารปฏชิวีนะได ้ (antibiotic) เพราะถา้ใชจ้ะท าใหเ้อม็บรโิอทีย่งัอ่อนอยู ่
(immature embryo) ตายก่อนทีจ่ะเจรญิไปเป็นตน้ได ้

6. การสง่ถ่ายยนีโดยวธิตีรงบางครัง้พชืแปลงพนัธุ ์(transgenic plant) ทีไ่ดอ้าจไมค่ง 
ที ่(stable) เป็นการแสดงออกเพยีงชัว่คราวถอืเป็น transient expression 

7. ปญัหาการอกีปญักาหน่ึงคอื การแสดงออกของยนีในเซลลท์ีต่อ้งการ และในเวลาที ่
ตอ้งการ ซึง่ตอ้งเฉพาะเจาะจงมากทีท่ าใหบ้างครัง้ไมม่กีารแสดงออกของยนี 
 
ข้อควรระวงัเก่ียวกบัเทคโนโลยีการส่งถ่ายยีนสู่พืช 
 ทกุสิง่ทกุอยา่งเมือ่มปีระโยชน์กย็อ่มมโีทษบา้ง ดงันัน้การสง่ถ่ายยนีน้ีจงึควรมขีอ้
ควรระวงัดงัต่อไปน้ี 

1. อาจเกดิความเป็นพษิ หรอืเกดิเชือ้โรค เชน่ ไวรสั ตวัใหม ่ๆ ขึน้ได ้
2. อาจเกดิการทนทานต่อยาก าจดัวชัพชื จนกระทัง่ไมส่ามารถควบคมุวชัพชืนัน้  

ๆ ได ้
3. อาจมคีวามเสีย่งสงู ถา้เราไมท่ราบวา่ยนีทีส่อดแทรกเขา้ไปนัน้จะไปท าอะไรใน 

พชืบา้ง 
4. ความเสีย่งอนัเน่ืองจากการผสมขา้มระหวา่ง สปีชสี ์เชน่ หญา้ กบัขา้ว อาจจะ 

ไดพ้ชืพนัธุใ์หมท่ีไ่มต่อ้งการเกดิขึน้ 
5. ยนีทีน่ ามาศกึษานัน้ อาจถูกสง่ต่อไปสูพ่ชืชนิดอื่น ๆ ทีไ่มต่อ้งการได ้
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6. อนัตรายต่อสภาพแวดลอ้มทีค่าดไมถ่งึเชน่ เกีย่วกบัหว่งโซ่อาหารในธรรมชาติ 
อาจเปลีย่นแปลงไป 

7. การทิง้สารเคม ีและเชือ้แบคทเีรยีโดยไมร่ะมดัระวงัอาจท าใหแ้พรก่ระจายไปสู่ 
สภาพแวดลอ้ม ซึง่อาจเป็นอนัตรายทัง้ต่อสขุภาพและสิง่แวดลอ้ม 
 
ขอ้มลูพืน้ฐานทีต่อ้งศกึษาก่อนทีจ่ะสง่ถ่ายยนีสูพ่ชื 
 ก่อนเริม่ตน้การสง่ถ่ายยนีสูพ่ชืนัน้ตอ้งมกีารศกึษาขอ้มลูดงัต่อไปน้ี 
 1.การศกึษาวธิกีารเพิม่ประสทิธภิาพในการชกัน าใหพ้ชืนัน้เกดิตน้ใหมใ่หไ้ด้
เปอรเ์ซน็ตท์ีส่งู 
 2. การหาชนิดของ Agrobacterium ทีเ่จาะจงต่อพชืทีเ่ราตอ้งการสง่ถ่ายยนีเขา้ไป 
 3. คดัเลอืกสารปฏชิวีนะทีเ่หมาะสมในการก าจดัเชือ้ Agrobacterium 
 4.คดัเลอืก selecting agent ทีเ่หมาะสมในการคดัเลอืกพชืแปลงพนัธุ ์(transgenic 
plants) 
11.10 การสรา้งพชืแปลงพนัธุ ์
 การสรา้งพชืแปลงพนัธุโ์ดยใช ้Agrobacterium –mediated transformation ขึน้อยู่
กบัความสามารถในการสง่ถ่ายยนีเขา้สูพ่ชืและในชกัน าใหเ้กดิเป็นตน้ใหมน่ัน้ มวีธิ ี 2 วธิี
ดงันี้คอื 

1. protoplast co-cultivation โดย incubate protoplast กบั Agrobacterium หลงั 
จากนัน้ centrifuge เอา Agrobacterium ออก แลว้เพาะเลีย้งโพรโทพลาสตใ์หส้รา้งแคลลสั 
ซึง่ต่อมาจะใช ้antibiotic เป็นตวัคดัเลอืก (select) transgenic tissue และต้องก าจดั 
Agrobacterium ใหห้มดไปจากนัน้จงึชกัน าแคลลสัใหเ้กดิเป็นยอดและรากต่อไป 

2. tissueexplant inoculatioโดย incubate explants เชน่ leaf disc กบัแบคทเีรยี  
Agrobacterium จากนัน้น า leaf disc ไปวางบนอาหารทีช่กัน าใหเ้กดิแคลลสั และคดัเลอืก
พชืแปลงพนัธุ ์โดยใชส้ารปฏชิวีนะ (antibiotic) จากนัน้จงึชกัน าใหเ้กดิเป็นตน้ต่อไป  
ข้อดีของการส่งถ่ายยีนโดยใช้ Agrobacterium  

1. สามารถสง่ถ่ายดเีอน็เอจากภายนอกเขา้สูเ่นื้อเยือ่หรอืโพรโทพลาสตไ์ด้ 
2. เนื่องจาก ทดีเีอน็เอ (T-DNA) ม ีborder sequence เป็นบรเิวณทีก่ าหนด 
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ขอบเขตที่แน่นอนของชิ้นดเีอน็เอ เมื่อสอดแทรกเขา้ไปในโครโมโซมของพชืแล้ว จึงไม่
พบว่ามกีารจดัเรยีงตวัผดิไป แต่ถ้าใชร้ะบบสง่ถ่ายดเีอน็เอโดยตรง พลาสมดิทีเ่ขา้ไปใน
เซลล์พชืจะมกีารจดัเรยีงตวัและเกดิการต่อกนัหลายโมเลกุลก่อนทีเ่กดิการสอดแทรกเขา้
ไปในโครโมโซมพชื จงึเป็นเหตุใหเ้กดิการจดัเรยีงตวัของโครโมโซมพชืผดิไป  
ขัน้ตอนการสร้างพืชแปลงพนัธุโ์ดยใช้ Agrobacterium 
 การสรา้งพชืแปลงพนัธุโ์ดย Agrobacterium ใชป้ระกอบดว้ย 4 ขัน้ตอนดงันี้ 

1. การสง่ยนีทีต่อ้งการศกึษาเขา้สู ่Agrobacterium 
2. ให ้Agrobacterium น ายนีทีส่นใจเขา้สูเ่ซลลพ์ชื 
3. การเพาะเลีย้งเนื้อเยือ่พชืในสภาพปลอดเชือ้และคดัเลอืกตน้ทีเ่จรญิจากเซลลท์ีไ่ด้ 

รบัยนีนัน้ 
4. การตรวจสอบการแสดงออกของยนีในตน้พชืทีผ่า่นการคดัเลอืกแลว้ 

กลไกการส่งถ่ายยีนจาก Agrobacterium ไปยงัเซลลพ์ืช 
 ข ัน้ตอนการสง่ถ่ายยนีจาก Agrobacterium ไปยงัเซลลพ์ชืมขี ัน้ตอนดงันี้ 

1. พชืทีเ่กดิบาดแผลสงัเคราะหส์าร acetosyringone (AS)    ซึง่เป็นสารพวกฟีโนลคิ   
(phenolic compound) และปลดปล่อยออกมาจากบรเิวณทีม่บีาดแผล 

2. สาร phenolic compound ไปกระตุน้ผลติผลของยนี chv ซึง่อยูบ่นโครโมโซมของ  
Agrobacterium  ท าให ้Agrobacterium เขา้ไปเกาะกบัเซลลพ์ชืตรงบรเิวณทีม่บีาดแผล  

3. โปรตนีจากยนี Vir A ท าหน้าทีเ่ป็น chemoreceptor จดจ า AS และไปกระตุน้ให ้
Vir G ท างาน 

4. โปรตนีจากยนี Vir G  ไปกระตุน้  Vir อื่น ๆ   ใหท้ างานและในทีส่ดุกระตุน้ Vir D  
ใหท้ างาน 

5. โปรตนีจากยนี Vir D ซึง่เป็นเอนไซม ์endonuclease       ตดัพนัธะฟอสโฟไดเอส 
เทอรท์ีต่ าแหน่งของ RB และ LB 

6. เกดิ T-DNA  สายเดีย่ว หรอื t- strand 
7. Vir gene จะท าหน้าทีส่ง่ t-strand     เขา้สูเ่ซลลพ์ชืซึง่จะไปแทรกอยูใ่นโครโมโซม 

ของพชื 
8. เกดิการแสดงออกของยนีทีอ่ยูใ่นสว่นของ T-DNA     ซึง่จะท าใหเ้นื้อเยือ่พชืมกีาร 
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แบ่งตวัเพิม่จ านวนมากมายแลว้กลายสภาพเป็นเน้ือเยือ่  ทีเ่ป็นปุม่ปม (crown gall) และมี
การผลติสารออกโทปีนออกมาก 

9. สารออกโทปีนจะไปเหนี่ยวน าใหเ้กดิการลอกรหสัของยนี   ท าหน้าทีส่รา้งเอนไซม ์
เพือ่ใชส้ารน้ีเป็นแหล่งพลงังาน 
 
ตารางสรปุข้อดีและข้อเสียของการส่งถ่ายยีนสู่พืชโดยวิธี Agrobacterium 
mediated transformation 

ข้อดี ข้อเสีย 
1. มปีระสทิธภิาพสงูในการทีจ่ะสรา้ง

พชืแปลงพนัธุเ์มือ่เทยีบกบัวธิสีง่
ถ่ายยนีโดยวธิตีรง 

2. เป็นวธิกีารทีง่า่ยเมือ่เทยีบการสง่
ถ่ายยนีโดยวธิตีรง ซึง่ตอ้งใช้
เครือ่งมอืทีม่รีาคาแพง 

3. อาจใชส้ว่นของพชืสว่นใดกไ็ดไ้ม่
จ าเป็นตอ้งใชโ้พรโทพลาสตห์รอื
เซลลเ์หมอืนวธิตีรง ซึง่การสง่ถ่าย
ยนีสูพ่ชืโดยใช ้Agrobacterium 
สว่นของพชืทีใ่ชอ้าจเป็น ใบ กา้นใบ 
ปลอ้ง หรอืใบเลีย้ง 

4. คา่ใชจ้่ายถูก 
5. พชืแปลงพนัธุท์ีไ่ดจ้ะทคีวามคงที่

ของยนี ซึง่ไมค่อ่ยเปลีย่นแปลง 

1. มคีวามยุง่ยากในการก าจดั 
Agrobacterium 

 
2. Agrobacterium แต่ละสายพนัธุ ์

(strain) จะเจาะจงกบัพชืแต่ละ
ชนิด ซึง่เป็นการยุง่ยากในการหา 
Agrobacterium ทีเ่หมาะสมกบั
พชืแต่ละชนิด 

 
11.11 การส่งถ่ายยีนโดยวิธีตรง (Direct gene transfer) 

การสง่ถ่ายยนีโดยใช ้Agrobacterium มขีอ้จ ากดัหลายอยา่งไดแ้ก่ มคีวามยุง่ยากใน
การก าจดั Agrobacterium และ Agrobacterium แต่ละสายพนัธุ์ (strain) จะเจาะจงกบั
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พชืแต่ละชนิด ซึง่เป็นการยุง่ยากในการหา Agrobacterium ทีเ่หมาะสมกบัพชืแต่ละชนิด 
โดยเฉพาะในพชืใบเลีย้งเดีย่วไดแ้ก ่ ขา้ว ขา้วโพด ขา้วสาลแีละขา้วฟา่ง นกัวทิยาศาสตร์
จงึหนัมาสนใจแกไ้ขปญัหาดงักล่าวโดยการสง่ถ่ายยนีโดยวธิตีรง ซึง่มหีลายวธิดีงัน้ี 

1. การสง่ถ่ายยนีโดยใชส้าร Polyethylene glycol (PEG) 
 สาร Polyethylene glycol (PEG) มปีระสทิธภิาพในการชกัน าใหเ้กดิการรวมตวั
กนัของโพรโทพลาสต ์และจากคณุสมบตันิี้สาร Polyethylene glycol (PEG)จงึถูกน ามาใช้
ในการกระตุน้ใหเ้กดิการชกัน า ดเีอน็เอ เขา้สูเ่ซลล์ 
 2. การสง่ถ่ายยนีโดยใชก้ระแสไฟฟ้า (Electroporation) 
 3. การสง่ถ่ายยนีโดยใช ้Microprojectile microprojectile bombardment particle 
gun 

4. การสง่ถ่ายยนีโดยใช ้Microinjection 
5. การสง่ถ่ายยนีโดยเขา้สู ่single cell หรอื Protoplast โดยใช ้microinjection  
6. การสง่ถ่ายยนีโดยเขา้สู ่multicellular structure โดยใช ้microinjection  
7. การสง่ถ่ายยนีโดยใช ้Electrophoretic 
8. การสง่ถ่ายยนีโดยใช ้Ultrasonication 

9. การสง่ถ่ายยนีโดยใชว้ธิอีื่น ๆ 
 
จีนรายงานผล หรือ reporter gene หรือ screenable marker 
 จนีรายงานผลเป็นจนีทีก่ าหนดลกัษณะบางอย่างทีท่ าใหท้ราบว่าส่วนของโปรโม
เตอร์ทีต่่ออยู่กบัจนีนัน้ มกีารแสดงออกหรอืไม่และแสดงออกไดม้ากน้อยเพยีงใดในเซลล์
หรอืในเนื้อเยือ่สว่นใด ตวัอยา่งเชน่ gus ( beta-glucuronidase ) 
 
beta-glucuronidase ( gus ) gene 
 เป็นจนีจากแบคทเีรยี E. coli  นิยมใชก้นัอย่างกวา้งขวางในการศกึษาดา้นชวี
โมเลกุล เอนไซม์ beta-glucuronidase ท าหน้าทีค่ะตะไลซ์ปฏิกิรยิาไฮโดรไลซิส ของ 
glucuronidase เนื่องจากมกีารสนันิษฐานวา่ไมพ่บกจิกรรมของ intrinsic gus ในพชืชัน้สงู
อนัเป็นเหตุผลทีส่ าคญัทีท่ าใหม้กีารใชจ้นี gus เป็น reporter gene  
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การตรวจสอบผลการแสดงออกของจนี 
 หลังจากที่มีการส่งถ่ายจีนเข้าไปในพืชแล้วต้องมีการตรวจสอบพืชว่ามีการ
แสดงออกของจนีหรอืไม ่อาจตรวจสอบไดโ้ดยวธิกีารดงันี้ 
 
gus assay 

การใชจ้นี gus เป็นจนีรายงานผลนัน้  gus gene จะเป็นตวัก าหนดการสรา้ง
เอนไซม ์-glucuronidase ซึง่จะเปลีย่น substrate ( X-gluc ) ทีเ่ตมิลงไป หรอืสาร 5-
bromo-4-chloro-3-indole--D glucuronide ใหเ้ป็นสารอนิโดลลิ ( indolyl derivatives ) 
ทีม่สีฟ้ีาของ  5-bromo-4-chloro-indico ดงัสมการ 
     -glucuronidase 
   X-gluc     5-bromo-4-chloro-indico 
(5-bromo-4-chloro-3-indole--D glucuronide)  (ท าใหเ้น้ือเยือ่พชืมสีฟ้ีา) 
 
 ดงันัน้ถา้เนื้อเยือ่พชืไดร้บั DNA สายผสมไป กจ็ะท าใหเ้นื้อเยื่อของพชืสว่นทีไ่ดร้บั 
gus gene มสีฟ้ีา 
 
การส่งถ่ายจีนโดยใช้ Agrobacterium 

Agrobacterium  เป็นแบคทเีรยีแกรมลบชนิด aerobic bacteria ทีอ่าศยัอยูใ่นดนิ 
เป็นสิง่มชีวีติชนิดแรกทีก่่อใหเ้กดิการสง่ถ่ายจนีตามธรรมชาตหิรอืก่อใหเ้กดิพนัธุวศิวกรรม
ตามธรรมชาต ิจดัอยูใ่น Family Rhizobiaceae 
 Agrobacterium  ม ี4 ชนิด คอื 
1. Agrobacterium tumefaciens 
2. A. rubi 
3. A. rhizogenes 
4. A. radiobacter ซึง่เป็น avirulent sp. 

ชนิดทีส่ าคญั คอื Agrobacterium tumefaciens  ซึง่ก่อใหเ้กดิโรค crown gall และ 
A. rhizogenes ซึง่ก่อใหเ้กดิโรค hairy root 
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ภายในเซลล์ Agrobacterium ม ีextrachromosomal plasmid ขนาดใหญ่ มขีนาด
ประมาณ 200 kb โดยพบว่าม ีTi ( turmor inducing ) plasmid ใน Agrobacterium 
tumefaciens  และ Ri ( root inducing ) plasmid ใน A. rhizogenes   

 
Ti  plasmid ใน Agrobacterium tumefaciens เป็น DNA  รปูวงแหวนอยู่นอก

โครโมโซม Ti  plasmid ทีพ่บมาก 2 ชนิด คอื ชนิดออกโทปีน ( octopine ) และโนปาลนี 
( nopaline ) 

สารพวกออกโทปีน และโนปาลนีเป็นสารโอปีนทีเ่ซลล์พชืบรเิวณทีถู่กบุกรุกด้วย 
Agrobacterium สรา้งขึน้ไดต้ามชนิดของพลาสมดิ Ti  พชืทีเ่ป็นโรค crown-gall tumour 
จะผลติสารโอปีนชนิดใดชนิดหน่ึงเทา่นัน้ 

 
โอปีน ( Opine )  

โอปีน เป็นแหล่งคารบ์อนและแหล่งไนโตรเจนที ่Agrobacterium  จะน าไปใช ้โอ
ปีน แบ่งเป็น 4 กลุ่ม คอื 

1. ออกโทปีน ( octopine ) เป็น carboxyethyl derivative     ของ อารจ์นีิน  
( arginine ) 

2. โนปาลนี ( nopaline ) เป็น dicarboxypropyl derivative   ของ อารจ์นิีน  
( arginine ) 

3. อะโกรปีน ( agropine ) เป็น bicyclic sugar derivative ของกรดกลตูามคิ  
( glutamic acid ) 

4. อะโกรซโินปีน ( agrocinopine ) เป็นสาร     พวก phosphorylated sugar  
 
Ti   plasmid 
 Ti  plasmid ทีพ่บใน Agrobacterium tumefaciens  เป็นสาเหตุทีก่่อใหเ้กิดโรค 
crown-gall diseases  
 Ti  plasmid จะม ี2 บรเิวณทีม่คีวามส าคญัต่อการสง่ถ่ายจนีสูพ่ชื คอื 

1. T-DNA ( transfer DNA ) 
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2. Vir region ( virulence region ) 
 
T – DNA 

 T-DNA ประกอบดว้ย DNA ประมาณ 23 kb ขอบเขตของ  DNA  ก าหนดโดย
ล าดบัเบสซ ้า ( terminal repeat ) ประมาณ 25 bp อยู่สองขา้งของ  T-DNA ซึง่เรยีกว่า 
left border ( LB ) และ right border ( RB ) ดงัแสดงในภาพ 11.1  ในพบว่าบน T-DNA 
มรีหสัส าหรบัการสรา้งเอนไซม ์ทีจ่ าเป็นส าหรบัการสงัเคราะหส์ารโอปีน  ฮอรโ์มนออกซนิ
และไซโทไคนิน  ดงัแสดงในภาพ 11.2 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
ภาพท่ี 11.1 แสดง left border (LB) และ right border (RB) ทีอ่ยูส่องขา้งของ  

T-DNA 
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ภาพท่ี 11.2   แสดงโครงสรา้ง T-DNA ทกี าหนดการสรา้งสารโนปาลนี (บน) และออกโท
ปีน (ล่าง) 
 

Vir  region 
 สว่นส าคญัอกีสว่นหน่ึงทีท่ าใหม้กีารสง่ T-DNA จาก Agrobacterium ไปยงัพชื คอื

สว่นของ  Vir region ซึ่งมขีนาดประมาณ 35-40 Kbp กลุ่มจนีนี้ประกอบด้วย จนี 6 
ต าแหน่งคอื Vir A, Vir B, Vir C, Vir D, Vir G และ  Vir E 
การส่งถ่าย T-DNA เข้าสู่เซลลพื์ช 
 การสง่ถ่าย T-DNA เขา้สูเ่ซลลพ์ชืเกดิขึน้จากการท างานของ virulence gene และ 
chv gene คอืจนีทีอ่ยู่บนโครโมโซมของ Agrobacterium โดยสามารถกระตุน้การท างาน
ของ Vir region บน Ti  plasmid ไดด้ว้ย specific wound substance ซึง่เป็นสารพวก 
phenolic compounds เช่น acetosyringone และ alphahydroxy ดงัแสดงในภาพท่ี 11.3  
ซึง่ปลดปล่อยออกจากบาดแผลของพชื 
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 ภาพท่ี 11.3  แสดงพลาสมดิ Ti ชนิดออกโทปีน (ซา้ย) และโนปาลนี (ขวา) 
 
กลไกการส่ง T-DNA สู่เซลลพื์ช 
 กลไกการสง่ T-DNA เขา้ไปในเซลล์พชืควบคุมโดยกลุ่มจนี Vir region ทีอ่ยู่ใน Ti  
plasmid 
 ข ัน้ตอนแรกสดุที ่Agrobacterium จะบุกรกุเซลลพ์ชืได ้คอื Agrobacterium  จะเขา้
เกาะทีต่ าแหน่งจ าเพาะบนเซลล์พชื สารทีเ่ป็นตวัรบัรู ้( receptor ) ของเซลล์พชือยู่ทีผ่นงั
เซลล์ซึ่งคาดกันว่าอาจจะเป็นคาร์โบไฮเดรตและโปรตีน  จากการศึกษาพบว่า บน
โครโมโซมของ Agrobacterium มจีนีทีค่วบคุมการเขา้เกาะกบัเซลล์พชื คอื จนี chv เมื่อ
พชืมบีาดแผลจะหลัง่สารฟีนอลลกิ เช่น acetosyringone ( 4-acetyl 2, 6 dimethoxy 
phenol ) ซึง่จะไปกระตุน้ให ้vir gene มกีารแสดงออก คอื  มกีารลอกรหสัและแปลรหสั
ออกมา  โดยมโีปรตนีของ Vir A  ท าหน้าทีเ่ป็น chemoreceptor รบัรูส้ารประกอบของพชื 
Vir A ม ีhydrophobic region 2 ต าแหน่งอยู่ทางดา้นปลายกรดอะมโินซึง่จะเกาะอยู่กบั
เยื่อหุ้มออร์กาเนลล์ภายในเซลล์ ส่วนปลายคาร์บอกซิลอยู่ในไซโทพลาซึม และมี
ความสามารถเตมิหมู่ฟอสเฟตเขา้สูโ่มเลกุลเองได ้( autophosphorylating activity ) ดงั
แสดงในภาพ จากนัน้โปรตนีทีส่งัเคราะห ์จาก Vir A จะกระตุน้ Vir G ซึง่ท าหน้าทีเ่ป็น 
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regulator component สนันิษฐานวา่ท าหน้าทีก่ระตุน้กระบวนการลอกรหสั ในบรเิวณ Vir 
region อื่น ๆ  Vir D เกีย่งขอ้งกบัขัน้ตอนแรก ในกระบวนการขนสง่ T-DNA  Vir D1 มี
คุณสมบตั ิtopoisomerase activity   Vir D2     มคีุณสมบตัขิอง endonuclease activity    
ตดัพนัธะฟอสโฟไดเอสเตอร ์ ทีบ่รเิวณ right border ( RB) และ left border ( LB) ของ T-
DNA    Vir C มสีว่นช่วย Vir D1 และ Vir D2 ซึง่เท่ากบัเป็นการสง่เสรมิประสทิธภิาพใน
การสง่ T-strand   ดงัแสดงในภาพ Vir D2และ Vir E จะเขา้เกาะทางดา้นปลาย 5 ของ 
T- strand  ที่ถูกตดัแล้ว เพื่อป้องกนัไม่ให้เอนไซม์ในกลุ่ม exonuclease  และ 
endonuclease มายอ่ยสลาย  T-strand ในระหวา่งทีม่กีารขนสง่ผ่านจาก Agrobacterium 
ไปยงัเซลลพ์ชื และท าให ้T-strand อยูใ่นรปูเสน้ตรง มขีอ้สนันิษฐานว่า Vir B ก าหนดการ
สร้างโปรตีนที่ท าให้ผนังเซลล์ของ Agrobacterium ม ีลกัษณะคล้ายกบักระบวนการ 
conjugation ของแบคทเีรยี แต่การขนสง่ T-strand ผา่นเซลลพ์ชืและเยือ่หุม้นิวเคลยีสของ
พชืรวมไปถึงการเขา้แทรกของ T-strand ในโครโมโซมพชื จะเหมอืนกบัการบุกรุกของ
ไวรสั ดงัแสดงในภาพท่ี  11.5 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพท่ี 11.4 แสดง disarmed plasmid ทีต่ดั T-DNA ออก แลว้ใส ่antibiotic  

      resistance gene แทน 
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ภาพท่ี  11.5   แสดงกลไกการสง่ถ่ายจนีจาก Agrobacterium ไปยงัเซลลพ์ชื  
  
วิธีการศึกษา 

ตวัอย่างพชืทีจ่ะน ามาท าการส่งถ่ายจนีนี้เป็น callus ของต้นถัว่ส่วนต่าง ๆ คอื 
shoot, cotyledon, epicotyl, hypocotyl และ  leaf    และจากตน้อ่อนของตน้ถัว่สว่นต่าง 
ๆ คอื cotyledon, epicotyl, hypocotyl และ  leaf โดยมขี ัน้ตอนดงันี้ 

1. ตดั callus จากสว่นต่าง ๆ ประมาณ 4-5 ชิน้   และตดัสว่นต่าง ๆ ของตน้อ่อน 
ใหเ้ป็นชิน้เลก็ ๆ ประมาณ 4-5 ชิน้ และตดัสว่นต่าง ๆ ใหเ้กดิบาดแผล 

2. เตรยีม Agrobacterium โดยเลีย้งในอาหารเหลวสตูร LB ทีม่ ีantibiotic แลว้ใส ่
ในเครือ่งเขยา่ความเรว็ 150 รอบต่อนาท ีทีอุ่ณหภมู ิ25 C เป็นเวลา 48 ชัว่โมง 

3. น า Agrobacterium 1 ml ไปป ัน่เหวีย่ง   ที ่1,800 g เป็นเวลา 1 นาท ี ดดูเอา 
สว่นของเหลวทิง้  ละลานตะกอนแบคทเีรยีดว้ยอาหารเหลวสตูร MS   1  ml 

4. ผสมสารละลาย Agrobacterium กบัอาหารเหลวทีจ่ะใชเ้ลีย้งตน้ถัว่ใหไ้ดค้วาม 
เขม้ขน้ประมาณ 2X107 – 3X107  เซลลต์่อมลิลลิติร 

5. น าสว่นของ callus และตน้สดทีต่ดัไวจุ้่มลง   ในสารละลายอาหารเหลวทีม่เีชือ้  
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Agrobacterium เป็นเวลา 10 นาท ี
6. ยา้ยสว่นของ callus และตน้สด มาวางบนกระดาษทีป่ลอดเชือ้    แลว้จงึน าไป 

วางในอาหารสตูร MS ทีเ่ตมิน ้าตาลซโูครส 3% วุน้ 0.7% เพาะเลีย้งทีค่วามเขม้แสง1,500 
ลกัซ ์เวลา 16 ชัว่โมง อุณหภมู ิ25C เป็นเวลา 48 ชัว่โมง 

7. ยา้ยสว่นใบมาเพาะเลีย้งในอาหารสตูรชกัน าใหเ้กดิตน้    ทีเ่ตมิ antibiotic เพือ่ 
ก าจดั Agrobacterium และ selecting agent เชน่ กานามยัซนิ เพือ่คดัเลอืกพชืทีไ่ดร้บัจนี
ทีส่ง่ถ่ายเขา้ไป สงัเกตการเจรญิเตบิโตของเนื้อเยือ่พชืและเปลีย่นอาหารใหมทุ่ก ๆ 14 วนั 

8. น าสว่นต่าง ๆ ของตน้ถัว่มาตรวจสอบการแสดงออกของจนีโดย GUS  assay
   

 
การแยกโพรโทพลาสตจ์ากโปรโตครอ์มของกล้วยไม้ 

โพรโทพลาสต ์คอื เซลลร์า่งกาย (somatic cell) ทีไ่ม่มผีนงัเซลล์ มเีพยีงเซลล์เมม
เบรนทีหุ่ม้นิวเคลยีสและไซโทพลาซมึไว ้เนื่องจากโพรโตพลาสต์ไม่มผีนังเซลล์ดงันัน้จงึ
ท าใหส้ะดวกต่อการใม่ยนีหรอืสารพนัธุกรรมที่เราสนใจเพื่อปรบัปรุงพนัธุ์พชืใหเ้กดิพนัธุ์
ใหมต่ามทีต่อ้งการ 

ปี 1982 เริม่มกีารใชว้ธิกีลในการแยกโพรโทพลาสต ์ โดย Klercher แต่มป่ระสบ
ความส าเรจ็เพราะมโีพรโทพลาสตอ์อกมาน้อย Cocking (1960) ไดท้ดลองใชเ้อนไซม ์
cellulase แยกโพรโทพลาสตจ์ากสว่นปลายรากพชื 

Takebe, Otsuki and Aoki (1986) ไดแ้ยกโพรโตพลาสตแ์บบวธิกีลและใช้
เอนไซมร์ว่มดว้ยท าใหส้ามารถแยกโพรโทพลาสตจ์ากยาสบูไดจ้ านวนมาก แต่มปีญัหาคอื
ไมส่ามารถเพาะเลีย้งโพรโทพลาสตใ์หเ้จรญิเป็นแคลลสัได ้และในปี 1986 Takebe, Labib 
and Melckers ไดเ้พาะเลีย้งโพรโทพลาสตจ์ากใบยาสบูจนสามารถ regenerate เป็นตน้ได้
เป็นครัง้แรก 
 
วิธีการแยกโพรโตพลาสต ์ท าได้ 2 วิธีคือ 
1. วธิกีล (mechanical method)  
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เป็นวธิกีารแรกทีม่นุษยใ์ชใ้นการแยกโพรโทพลาสต์ออกจากเนื้อเยื่อของพชืโดย
เอาเนื้อเยื่อพชืมาแช่ในสารละลายทีม่คีวามเขม้ขน้สงู (hypertonic solution) น ้าในเซลล์
พชืจะถูกดงึออกมาภายนอกท าใหโ้พรโทพลาสต์หดตวัลงคอืเซลล์เกดิ plasmolysis สว่น
เยื่อหุม้เซลล์จงึแยกออกจากผนังเซลล์ แล้วตดัเนื้อเยื่อพชืเป็นชิ้นบาง ๆแล้วน าไปแช่ใน
สารละลายทีม่คีวามเขม้ขน้น้อย (hypotonic solution) โพรโทพลาสต์ จะพองตวัและหลุด
ออกมา 
2. วธิใีชเ้อนไซม ์(enzymatic method) 

เป็นวธิทีีส่ามารถแยกโพรโทพลาสตไ์ดส้มบรูณ์และมปีรมิาณมาก   โดยใชเ้อนไซม์ 
เซลลเูลส (cellulase) และเพคตเินส (pectinase)  มายอ่ยสลายผนงัเซลลจ์ะไดส้ว่นทีเ่หลอื
เป็นโพรโทพลาสต ์
 
ขัน้ตอนการแยกโพรโทพลาสต ์

น าโปรโตคร์อมกล้วยไม้มาย่อยโดยใชเ้อนไซม์ pectinase ซึ่งจะท าหน้าที่ย่อย
สารประกอบเพคตนิและสารประกอบทีเ่ชื่อมตดิกนัใหแ้ยกออกมาเป็นเซลล์เดี่ยว ๆ ย่อย
บนเครือ่งเขยา่เบา ๆ เมือ่เซลลห์ลุดออกมาเป็นเซลล์เดีย่ว ๆ แลว้จงึใชเ้อนไซม ์cellulase 
ซึง่ท าหน้าทีย่อ่ยผนงัเซลลอ์อกจนได ้โพรโทพลาสต์ 
วิธีการเล้ียงโพรโทพลาสต ์
1. เลีย้งในอาหารกึง่แขง็หรอือาหารแขง็ 
1.1 Plating method 
1.2 Feeder layer 
2. เลีย้งในอาหารเหลว 
2.1 suspension or drop culture 
2.2 micro-drop culture 
2.3 microchamber techniqe 
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ปัจจยัท่ีมีผลต่อการเจริญและการแบ่งตวัของโพรโทพลาสต ์
1. ความเขม้ขน้ของโพรโทพลาสต์ ควรมคีวามเขม้ขน้ 5X104-105  โพรโทพลาสต์ต่อ

มลิลลิติร 
2. การทีเ่ซลล์โพรโทพลาสต์สรา้งผนังเซลล์เรว็ท าใหเ้ป็นอุปสรรคในการรวมกนัของโพ

รโทพลาสต ์
3. การเกบ็โพรโทพลาสตท์ีเ่ลีย้งในอาหาร ควรเกบ็โพรโทพลาสต์ทีแ่ยกใหม่ ๆ ในที ่ๆ มี

แสงสลวั เพราะถา้ไดร้บัแสงทนัทโีพรโทพลาสตอ์าจตายได ้
4. อุณหภมูทิีเ่หมาะสมกบัการเลีย้งโพรโทพลาสตค์อื 25-29 องศาเซลเซยีส 
 
พนัธวิุศวกรรมของเมลด็พืชท่ีเกบ็สะสมโปรตีน 

ในชว่งทีม่กีารพฒันาการของเมลด็นัน้ พชืสว่นใหญ่มกีารสะสมสารหรอือาหารทีจ่ะ
เกี่ยวข้องกับกระบวนการเมทาโบลิซึมเพื่อใช้ในการงอกในช่วงแรกของต้นอ่อน ซึ่ง
พลงังานเหล่านี้จะอยู่ในรปูของสารประกอบจ าพวกคารโ์บไฮเดรต (แป้ง) และไขมนั สว่น
ในเมลด็ทีม่สีารประกอบพวกโปรตนีจะสะสมในรูปของธาตุไนโตรเจน (N) คาร์บอน (C) 
และซลัเฟอร ์(S) ซึง่มนุษยม์กีารใชป้ระโยชน์จากเมลด็โดยการหมกัเพื่อใหไ้ด ้อลักอฮฮล ์
เช่นจากขา้วโพด และโปรตนีจากถัว่เหลอืง เป็นต้น เมลด็พนัธุ์พชืไร่ได้แก่ ขา้วโพด ขา้ว
สาล ีขา้วโอ๊ต และถัว่เหลอืง สว่นใหญ่นิยมปลกูจากเมลด็  ในดา้นอุตสาหกรรมการเกษตร 
ทีต่อ้งการคณุภาพเมลด็เพิม่ขึน้ ระหว่างศตวรรษทีผ่่านมา นกัปรบัปรุงพนัธุ์พชืไดป้บัปรุง
พนัธุพ์ชืใหม่ ๆ ทีม่สีารสะสมในเมลด็มากกว่าแต่ก่อน ซึง่ไม่เพยีงแต่เพิม่ปรมิาณของแป้ง 
ไขมนั และโปรตนีเท่านัน้ แต่มกีารปรบัปรุงใหม้กีรดไลโนเลอกิ ในเมลด็ถัว่เหลอืงลดลง 
เพือ่ใหม้กีลิน่ทีน่่าพอใจยิง่ขึน้ 
 การสงัเคราะหค์าร์โบไฮเดรตและไขมนั รวมทัง้สารประกอบอื่น ๆ โดยน าวธิทีาง
พนัธุวศิวกรรมชว่ย ในการเพิม่ประสทิธภิาพได้ เช่นในกจิกรรม หนึ่งหรอืสองเอนไซม ์แต่
ขอ้จ ากดัคอืไมม่คีวามสมดุลของธาตุคารบ์อนในเมลด็ สว่นการปรบัปรงุพนัธุต์ามธรรมชาติ
จะเหมาะสมกวา่ในดา้นการพฒันาใหเ้มลด็สะสมคารโ์บไฮเดรตและไขมนั  
 การตดัต่อยนีโดยตรงเพื่อต้องการเพิม่คุณภาพเมลด็ เป็นสิง่ทีส่ าคญั ในเมล็ดที่
สะสมโปรตนีนัน้มกัจะมกีารขาดกรดอะมโินทีจ่ าเป็นตวัใดตวัหนึ่งไป ในธญัพชืจะมกีรดอะ
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มโิน ชนิด Lysine และ Tryptophan น้อย ส่วนพชืตระกูลถัว่ มกัจะขาด ธาตุซลัเฟอร ์
Methionine และ Cystein ในช่วงทีม่กี่รพฒันาด้านเศรษฐกิจจะมคีวามต้องการเพิม่
ปรมิาณสารอาหารในเมลด็ใหม้ากขึน้ เชน่ในประเทศสหรฐัอเมรกิา มกีารผลติขา้วโพดและ
ถัว่เหลอืงถงึ 16 ลา้นตนัต่อปี เพือ่ป้อนโรงงานอุตสาหกรรม และเกบ็ไวบ้รโิภค  
 นักปรบัปรุงพนัธุ์มีข้อจ ากัดในด้านการส่งถ่ายยีนเพื่อเพิ่มปริมาณโปรตีนให้มี
ระดบัสงูในเมลด็พชื แต่พบว่ายนีไม่มกีารแสดงออกในพชืเหล่านัน้ได้ แมจ้ะเกดิอุปสรรค
ขึน้ แต่กป็ระสบความส าเรจ็ในการสกดั DNA สายผสมได้ และส่งถ่ายเขา้สู่เซลล์พชืใน
หลอดทดลองเพื่อใหเ้กดิการกลายพนัธุ์ซึง่มลี าดบัของกรดอะมโินแทรกอยู่ดว้ย โดยมกีาร
ทดลองในขา้วโพดและถัว่เหลอืง เมลด็ทีส่ะสมโปรตนีนี้มโีครงสรา้งและต าแหน่งทีเ่ฉพาะ
ซึง่อยูภ่ายในเซลล์เมลด็ ซึง่สามารถดดัแปลงโดยไม่ท าใหโ้ครงสรา้งเหล่านัน้เปลีย่นแปลง
ไป 
 การจดักลุ่มเมล็ดที่เก็บสะสมโปรตีน ซึ่งโปรตีนเหล่านี้จะอยู่ในรูปเป็นเยื่อบาง 
เรยีกว่า protein bodies เมื่อเมลด็งอกปรมิาณโปรตนีจะลดลง โดยเมลด็ใชพ้ลงังานจาก
ธาตุ N, C และ S เพื่อการเจรญิในระยะแรก ๆ โปรตีนทีล่ะลายน ้าได้มชีื่อเรยีกว่า 
albumins และสามารถละลายในสารละลายของเกลือได้ ถ้าไม่ละลายน ้าอยู่ในรูปของ 
glubulins ละลายในอลักอฮอลเ์รยีกวา่ prolamins  หรอืละลายในสารละลายทีเ่ป็นกรดหรอื
เบสไดเ้รยีกวา่ glutelins 
 

อธิบายค าศพัทบ์างค าทางชีวโมเลกลุ 
 

adapter 
 โมเลกุลดเีอน็เอสัน้ ๆ ทีส่งัเคราะห์ขึน้ ประกอบด้วยส่วนปลายด้านหนึ่งเป็นสาย
เดีย่วทีเ่ป็นคูส่มกบัปลายดเีอน็เอทีต่ดัดว้ยเอนไซมต์ดัจ าเพาะชนิดใดชนิดหน่ึง 
agar 

โพลแีซคคาไรดท์ีส่กดัจากสาหรา่ยทะเลชนิดหนึ่งใชส้ าหรบัท าใหอ้าหารแขง็ตวั 
agarose 
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 โพลเิมอรข์องดกีาแลกโทสสลบักบั 3,6 แอนไฮโดรกาแลกโทส แยกมาจากอะการ์
อกีทหีนึ่งใชเ้ป็นตวักลางในการท าอเิลก็โทรโฟรซีสิ 
 
Agrobacterium tumefaciens 
 แบคทเีรยีทีส่ามารถท าใหเ้กดิปุ่มปมขึน้ในพชืใบเลี้ยงคู่หลายชนิด โดยแบคทเีรยี
จะบุกรกุเขา้สูเ่ซลลท์ีต่ายหรอืมบีาดแผลเทา่นัน้ และแบคทเีรยีจะสง่ทีเ่ป็น 
พลาสมดิเขา้ไปในเซลลพ์ชื 
Angstrom unit 
 หน่วยความยาวมคี่าเท่ากบั 10–4 ไมครอน หรอื 10–10 เมตร ใชส้ญัลกัษณ์ A๐ ตัง้
ชือ่เพือ่เป็นเกยีรตแิก่นกัฟิสกิสช์าวสวเีดน Anders Janas Anstrom 
antibody 
 โปรตีนที่ผลิตขึ้นโดยเซลล์น ้าเหลือง เพื่อตอบสนองต่อสารแปลกปลอมที่เข้าสู่
เซลลท์ีเ่รยีกวา่แอนตเิจน และสามารถท าปฏกิริยิาจ าเพาะกบัสารดงักล่าวได้ 
anticoding strand 
 สายหนึ่งของดเีอน็เอเกลยีวคูท่ีใ่ชเ้ป็นตน้แบบในการลอกรหสัเป็นอารเ์อน็เอ มเีบส
เป็นคูส่มกบัอารเ์อน็เอทีไ่ด ้เรยีกอกีอยา่งหนึ่งวา่ template strand 
antigen 
 สารแปลกปลอม ซึง่เมือ่น าเขา้สูส่ตัวม์กีระดกูสนัหลงั จะกระตุน้ใหม้กีารสงัเคราะห์
แอนตบิอดทีีจ่ าเพาะต่อกนั 
antisense RNA  
 โมเลกุลของอารเ์อน็เอทีม่ลี าดบัเบสเป็นคู่สมกบั mRNA ซึง่สงัเคราะหข์ึน้ในเซลล์
โดยทัว่ไป 
antitermination factor 
 โปรตนีซึง่ท าหน้าทีช่่วยใหเ้อนไซม ์RNA polymerase ละเลยสญัญาณการหยุด
ลอกรหสั ทีต่ าแหน่งหนึ่งบนโมเลกุลของดเีอน็เอ 
autoradiography 
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 เทคนิคการหาต าแหน่งของโมเลกุลทีต่ดิฉลากด้วยสารกมัมนัตรงัส ีโดยวางฟิล์ม
เอกซ์เรย์บนตวัอย่างทีเ่ตรยีมไวเ้ป็นเวลาหลายชัว่โมงจนถงึหลายวนั จะปรากฎเป็นจุดสี
ด าบนฟิลม์ตรงต าแหน่งทีส่นใจ 
autotroph 
 สิ่งมีชีวิตที่สามารถสร้างสารโมเลกุลใหญ่จากสารอนินทรีย์ง่าย ๆ ใช้ส าหรับ
ด ารงชวีติได ้เชน่ แอมโมเนีย คารบ์อนไดออกไซด ์ไดแ้ก่ พชื และแบคทเีรยีบางชนิด 
 
auxotroph 
 จุลนิทรยีพ์นัธุก์ลายซึง่ไมส่ามารถสรา้งสารบางชนิดไดด้ว้ยตวัเอง จะเจรญิเตบิโต
ไดใ้นสารอาหารทีเ่ตมิสารดงักล่าวแลว้เทา่นัน้ 
 
bacteriophage 
 ไวรสัของแบคทเีรยีเรยีกสัน้ ๆ วา่ฝาจ  ตวัอยา่งเชน่ P1,P2 แลมบด์า เป็นไวรสั
ของแบคทเีรยี E.coli 
 
biotin 
 วติามนิชนิดหนึ่งท าหน้าทีเ่ป็นแฟคเตอรร์ว่มของเอนไซมบ์างชนิด สามารถจบัตวั
ไดด้กีบัสารปฏชิวีนะ streptavidin 
 
biotinylated DNA 
 DNA probe ทีต่ดิฉลากดว้ยสารไบโอตนิ 
 
cDNA 
 ดเีอน็เอคูส่มซึง่สงัเคราะหข์ึน้โดยใชอ้ารเ์อน็เอเป็นตน้แบบ ใชเ้อนไซม ์reverse 
transcriptase  
 
cDNA library 



AG 103 343 

 แหล่งรวมของ cDNA ทีเ่ป็นตวัแทนของ mRNA ทุกชนิดทีส่รา้งขึน้จากเซลล์หรอื
อวยัวะหนึ่งของสิง่มีชวีิต ที่ต่อเชื่อมอยู่กบัเวคเตอร์ เช่น พลาสมดิ หรือ ฝาจแลมบ์ดา 
เนื่องจากยนีทกุยนีในสิง่มชีวีติไมไ่ดม้กีารแสดงออกในทกุ ๆ เซลล ์cDNA library จึ ง
เป็นแหล่งรวมของยนีทีม่กีารแสดงออกในสว่นนัน้เทา่นัน้ 
 
chromosome walking 

วธิแียกหาโคลนทีม่ชีิน้ดเีอน็เอซ้อนต่อเนื่องกนัเป็นล าดบั เพื่อจะหาชิน้สว่นของดี
เอน็เอบนโครโมโซมทีย่าวมากเกนิกว่าทีจ่ะบรรจุไวใ้นเวคเตอรเ์พยีงโมเลกุลเดยีวได ้อาจ
ใชเ้ทคนิคนี้ในการหายนีหรอืชิน้ดเีอน็เอทีไ่ม่ม ีprobe ส าหรบัตดิตามได ้แต่ทราบว่ายนี
ดงักล่าวนี้แยกตวัไปพรอ้มกบัชิ้นดเีอน็เอชิ้นหนึ่งทีแ่ยกไวแ้ล้ว ใชด้เีอน็เอทีแ่ยกได้นี้เป็น 
probe เพื่อตรวจหาโคลนทีม่ดีเีอน็เอซอ้นกนักบัสว่นของ probe จากgeomic library แลว้
แยกดเีอน็เอจากโคลนทีไ่ดใ้หม ่ท าแผนทีโ่ดยการตดัดว้ยเอน็ไซมต์ดัจ าเพาะ เลอืกใชส้ว่น
ปลายทีอ่ยู่ไกลจาก probe ชิน้แรกเป็น probe ต่อไป เพื่อตรวจหาโคลนทีม่สีว่นของดเีอน็
เอซอ้นกนัยาวออกไปเรือ่ย ๆ ทัง้ 2 ทศิทาง จนกวา่จะถงึยนีทีส่นใจ 
 
clone 
 ถ้าเป็นค านามหมายถึงกลุ่มเซลล์ทีก่ าเนิดมาจากเซลล์เดยีวกนั ดงันัน้จงึมยีนีทีม่ี
คุณสมบตัเิหมอืนกนั เมื่อเป็นค ากรยิาหมายถึงการสรา้งกลุ่มเซลล์ทีม่ีสารพนัธุกรรมหรอื
ยนีเหมอืนกนัหรอืเป็นการขยายเพิม่ปรมิาณเซลล์ทีม่ยีนีทีต่้องการใหม้จี านวนมาก เพื่อ
เป็นการเพิม่ปรมิาณยนีนัน้ ๆ ใหม้ากขึน้ดว้ย 
 
coat protein 
 โปรตนีโครงสรา้งทีห่อ่หุม้อยูน่อกอนุภาคของไวรสั 
 
coding strand 
 สายหนึ่งของดเีอน็เอเกลยีวคู่ ซึง่มลี าดับเบสเหมอืนกบั mRNA ยกเวน้ T แทนที่
ดว้ย U ในอารเ์อน็เอ 
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colony hybridization 
 เทคนิคทีใ่ชแ้ยกแบคทเีรยีทีม่เีวคเตอร์ทีม่ชีิ้นดเีอน็เอทีส่นใจสอดแทรกอยู่ วธิที า
คอืถ่ายโคโลนีของแบคทเีรยีจากจานเลี้ยงเชื้อไปสูแ่ผ่นเมมเบรนฟิลเตอร์ แล้วจงึน าแผ่น
ฟิลเตอรไ์ป hybridize กบั probe ทีต่ดิฉลากไวแ้ลว้ดว้ยสารกมัมนัตรงัสหีรอืสารปลอดรงัส ี
เพือ่หาต าแหน่งของโคโลนีทีม่ยีนีทีส่นใจต่อไป 
 
competence 
 สภาพของแบคทเีรยีช่วงที่เซลล์สามารถจบักบัดีเอ็นเอภายนอก และดูดเขา้ไป
ภายในเซลลไ์ด ้คอืท าใหเ้กดิ transfromation นัน่เอง 
 
concatemer 
 โครงสรา้งทีเ่กดิจากการเชื่อมต่อโมเลกุลของสารทีม่หีลาย ๆ หน่วย โดยต่อไปใน
ทศิทางเดยีวกนัตลอด เชน่ ดเีอน็เอจากจโีนมของฝาจแลมบ์ดาทีต่่อกนัเป็นสายยาวหลาย
หน่วยในขณะทีม่กีารจ าลองโมเลกุล 
 
concensus sequence 
 ล าดับการเรียงตัวของเบสภายในดีเอ็นเอที่พบบ่อยในบริเวณหนึ่ง ๆ เ มื่อ
เปรยีบเทยีบยนีหลายยนีหรอืยนีทีม่าจากสิง่มชีวีติหลายชนิด 
cosmid 
 พลาสมดิทีม่ ีcos site ของฝาจแลมบ์ดาอยู่ดว้ย เพื่อใหส้ามารถสอดใสช่ิน้ดเีอน็เอ
ทีม่ขีนาดใหญ่และบรรจุลงในโปรตนีหอ่หุม้ของฝาจแลมบด์าไดใ้นหลอดทดลอง 
 
dalton 
 หน่วยของสารมคีา่เทา่กบัมวลของอะตอมของไฮโดรเจน (1.67X10 -24 กรมั) 
 
denaturation  
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 การสญูเสยีโครงสรา้งของธรรมชาตขิองสารโมเลกุลใหญ่ โดยความรอ้น pH หรอื
สารเคมบีางชนิด มกัจะท าใหส้ญูเสยีความสามารถในกจิกรรมต่าง ๆ ไปดว้ย เช่น ดเีอน็เอ
เมือ่เกดิเสยีสภาพหมายถงึการเปลีย่นจากเกลยีวคูเ่ป็นสายเดีย่ว 
 
DNA cloning  
 การเพิม่ปรมิาณชิน้ดเีอน็เอจ าเพาะใหม้ปีรมิาณมากขึน้ โดยการเพิม่ปรมิาณเซลล์
ทีม่ชีิน้ดเีอน็เอดงักล่าวอยู่ 
 
DNA library 
 แหล่งรวมของชิน้ดเีอน็เอจากสิง่มชีวีติชนิดหนึ่งทีต่่ออยู่กบัเวคเตอร ์และถ่ายฝาก
ลงในเซลลผ์ูร้บัทีเ่หมาะสม และมขีนาดเลก็กวา่ genomic library 
 
DNA ligase 
 เอนไซม์ที่ท าหน้าที่เชื่อมต่อชิ้นดีเอ็นเอ โดยสร้างพนัธะฟอสโฟไดแอสเทอร์
ระหวา่งดเีอน็เอทัง้สองชิน้นัน้ 
 
electrophoresis 
 วิธีแยกสารโดยอาศัยการเคลื่อนที่ของโมเลกุลที่มีประจุในสารละลายใน
สนามไฟฟ้า โดยทัว่ไปมกัจะมีตัวกลางเพื่อเป็นที่ยึดเกาะของโมเลกุลของสาร เช่น 
กระดาษกรอง แผน่เซลลโูลสอะซเีตท เจลทีท่ าจากอะการ ์อะกาโรส หรอืโพลอีะครลีาไมด ์
เป็นต้น ซึ่งเป็นการแยกสารโดยอาศยัความแตกต่างของประจุไฟฟ้า ขนาด และรูปทรง
ของโมเลกุล 
 
electroporation 
 เทคนิคการท าใหเ้ยื่อหุม้เซลล์เกดิช่อง เพื่อใหย้อมรบัชิน้ดเีอ็นเอจากภายนอกเขา้
ไปได้ดขีึน้ โดยใชก้ระแสไฟฟ้าเป็นจงัหวะทีเ่หมาะสมใช้ได้กบัเซลล์สตัว์ โพรโทพลาสต์
ของพชื หรอืเซลลแ์บคทเีรยีกไ็ด ้
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enhancer  
 ล าดบัของนิวคลีโอไทด์ ซึ่งส่งเสรมิกิจกรรมการลอกรหสัของยนีที่อยู่ใกล้กนันัน้ 
enhancer จะท างานโดยเพิม่ 
 
11.11 บทสรปุกลไกการส่งถ่ายยีนจาก Agrobacterium ไปยงัเซลลพ์ืช 
 1. ข ัน้ตอนการสง่ถ่ายยนีจาก Agrobacterium ไปยงัเซลล์พชืมขี ัน้ตอนดงันี้พชืที่
เกดิบาดแผลสงัเคราะหส์าร acetosyringone (AS) ซึง่เป็นสารพวกฟีโนลคิ  (phenolic 
compound) และปลดปล่อยออกมาจากบรเิวณทีม่บีาดแผล 

2. สาร phenolic compound ไปกระตุน้ผลติผลของยนี chv ซึง่อยู่บนโครโมโซม
ของ Agrobacterium  ท าให้ Agrobacterium เขา้ไปเกาะกบัเซลล์พชืตรงบรเิวณที่มี
บาดแผล  

3. โปรตนีจากยนี Vir A ท าหน้าทีเ่ป็น chemoreceptor จดจ า AS และไปกระตุน้
ให ้Vir G ท างาน 

4. โปรตนีจากยนี Vir G  ไปกระตุน้  Vir อื่น ๆ ใหท้ างานและในทีส่ดุกระตุน้ 
Vir D ใหท้ างาน 

5.โปรตนีจากยนี Vir D ซึง่เป็นเอนไซม ์endonuclease ตดัพนัธะฟอสโฟไดเอส
เทอรท์ีต่ าแหน่งของ RB และ LB 

6. เกดิ T-DNA  สายเดีย่ว หรอื t- strand 
7. Vir gene จะท าหน้าทีส่ง่ t-strand เขา้สูเ่ซลลพ์ชืซึง่จะไปแทรกอยูใ่นโครโมโซม

ของพชื 
8. เกดิการแสดงออกของยนีทีอ่ยูใ่นสว่นของ T-DNA  ซึง่จะท าใหเ้นื้อเยือ่พชืมกีาร

แบ่งตวัเพิม่จ านวนมากมายแลว้กลายสภาพเป็นเน้ือเยือ่ทีเ่ป็นปุม่ปม (crown gall)   และมี
การผลติสารออกโทปีนออกมาก 

9. สารออกโทปีนจะไปเหนี่ยวน าใหเ้กดิการลอกรหสัของยนีท าหน้าทีส่รา้งเอนไซม์
เพือ่ใชส้ารน้ีเป็นแหล่งพลงังาน 
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ภาพท่ี 11.6 แสดงขัน้ตอนที ่Agrobacterium  T-DNA เขา้สูเ่ซลลพ์ชื  
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(ดดัแปลงจาก สมุนทพิย ์บุนนาค, 2540) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพท่ี 11.7 แสดงการทดลองเลีย้งเนื้อเยือ่ Crow gall ในอาหารสงัเคราะหซ์ึง่ไมม่ ี 
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              ฮอรโ์มนซึง่ปรากฏวา่เนื้อเยือ่ Crow gall นัน้สามารถเจรญิเตบิโตได ้
      

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพท่ี 11.8 ข ัน้ตอนการถ่ายยนี EPSP สูต่น้ยาสบูเพือ่ใหต้า้นทานต่อยาก าจดัวชัพชื 
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      (glyphosate) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพท่ี 11.9 แสดงขัน้ตอนการสรา้งเวคเตอรท์ีม่ยีนีทีส่นใจใน Agrobacterium 
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      (ดดัแปลงจาก สมุนทพิย ์บุนนาค, 2540) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพท่ี 11.10 สรปุกระบวนการสง่ถ่ายยนีสูพ่ชืโดย Agrobacterium 
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       (ดดัแปลงจาก สมุนทพิย ์บุนนาค, 2540) 
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ภาพท่ี 11.11 แสดงการสรา้งเวคเตอรท์ีจ่ะน ายนี EPSP synthase เขา้สูพ่ชื 
      (ดดัแปลงจาก สมุนทพิย ์บุนนาค, 2540) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพท่ี 11.12 ข ัน้ตอนการสง่ถ่ายยนีสูพ่ชืเพือ่ใหเ้กดิพชืแปลงพนัธุ์ 
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ภาพท่ี 11.13 แสดงแผนที ่(A) Ti plasmid (B) Ri plasmid  
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ภาพท่ี 11.14 แสดงการวธิกีารท า southern bloting  
        (ดดัแปลงจาก สมุนทพิย ์บุนนาค, 2540) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพท่ี 11.15 การสง่ถ่ายยนีวธิตีรงโดยใช ้microprojectile bombartment 
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        (ดดัแปลงจาก สมุนทพิย ์บุนนาค, 2540) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพท่ี 11.16 การสง่ถ่ายยนีวธิตีรงโดยใช ้microprojectile 
        (ดดัแปลงจาก สมุนทพิย ์บุนนาค, 2540) 
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ภาพท่ี 11.17 การสง่ถ่ายยนีวธิตีรงโดยใช ้microinjection 
        (ดดัแปลงจาก สมุนทพิย ์บุนนาค, 2540) 
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แบบประเมินผลท้ายบท 
จงเลอืกค าตอบทีถู่กตอ้งเพยีงขอ้เดยีว 
1. พชืหรอืสตัวท์ีไ่ดจ้ากการดดัแปลงหรอืตดัต่อสารพนัธุกรรมเรยีกวา่ ? 
 1) GMOs    2) DMOs 

3) GMS    4) GTS  
2.วธิกีารปรบัปรงุพนัธุพ์ชืทีนิ่ยมใชก้นัในปจัจุบนัคอืขอ้ใด ? 

1) selection    2) hybridization 
3) combination   4) ขอ้ 1 และขอ้ 2 ถูกตอ้ง 

3. พาหะทีน่ ายนีเขา้สูเ่ซลลพ์ชืนัน้นิยมใชส้ิง่มชีวีติชนิดใด ? 
1) แบคทเีรยี    2) พชื 
3) สตัว ์    4) โปรโตซวั 

4. เอนไซมท์ีใ่ชใ้นการตดัล าดบัเบสคอื ? 
1) ligase enzyme 
2)  restriction enzyme 
3)  recombinant  
4)  complementary 

5. ในปจัจุบนัน้ีพชืชนิดใดทีไ่ดท้ าการตดัแต่งสารพนัธุกรรมส าเรจ็แลว้ 
1) ยาสบูตา้นทานไวรสั TMV 
2)  มะเขอืเทศตา้นทานสาร glyphosate 
3)  พทิเูนีย 
4)  ถูกตอ้งทกุขอ้ 

 
 
เฉลยแบบประเมินผล  
 1. 1) 2. 4) 3. 1) 4. 2) 5. 4) 
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