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ปัจจัยต่างๆ ที่มีผลต่อการถ่ายยีนเข้าสู่ปาล์มน�้ามัน 

Factors effecting on gene transfer in oil palm (Elaeis guineensis Jacq.)
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บทคัดย่อ: ปาล์มน�้ามันเป็นพืชที่ให้ปริมาณน�า้มันสูง พื้นที่ปลูกส่วนใหญ่อยู่ทางภาคใต้ของประเทศไทย การขยายพื้นที่
ปลูกไปในภาคต่างๆ จ�าเป็นต้องหาพันธุ์ที่เหมาะสม ดังนั้นการศึกษานี้จึงมีวัตถุประสงค์เพื่อปรับปรุงพันธุ์ปาล์มน�้ามันด้วย
เทคนคิการถ่ายยนี โดยน�าเอม็บรโิอเจนคิแคลลสัปาล์มน�้ามนัทีช่กัน�าจากใบอ่อนของต้นทีใ่ห้ผลผลติสงู มาเลีย้งบนอาหาร
เตมิสารปฏชิวีนะชนดิและความเข้มข้นต่างๆ เพือ่หาความเข้มข้นทีเ่หมาะสมต่อการถ่ายยนี ผลการศกึษาพบว่า ไฮโกรมยัชนิ  
คานามัยซิน และ ฟอสฟิโนทริซิน ความเข้มข้น 20 200 และ 5 มิลลิกรัมต่อลิตร ตามล�าดับ เหมาะสมที่จะน�าใช้คัดเลือก
เอ็มบริโอเจนิคแคลลัสที่ได้รับการถ่ายยีน และซีโฟทาซีม ความเข้มข้น 200 มิลลิกรัมต่อลิตร เหมาะสมที่จะน�ามาใช้ก�าจัด
เชื้ออะโกรแบคทีเรีย ส่วนการศึกษาระยะเวลาการบ่มเอ็มบริโอเจนิคแคลลัสร่วมกับเชื้อ ระยะเวลาและวิธีการเลี้ยงร่วมกับ
เชื้อเพื่อตรวจหาการแสดงออกอย่างชั่วคราวของยีน gus หลังการถ่ายยีนเป็นเวลา 3 วัน พบว่า เอ็มบริโอเจนิคแคลลัสบ่ม
ร่วมกับเชื้อ Agrobacterium tumefaciens EHA 105 pCAMBIA 1301 เป็นเวลา 6 ชั่วโมง เลี้ยงร่วมบนอาหารเพาะเลี้ยง
เป็นเวลา 48 ชั่วโมง ส่งเสริมประสิทธิภาพการถ่ายยีนได้ 50 เปอร์เซ็นต์ พบจุดสีน�้าเงิน 8 จุดต่อชิ้นส่วน  ดังนั้นสภาวะนี ้
จงึเป็นสภาวะทีเ่หมาะสมต่อการถ่ายยนีเข้าสูเ่อม็บรโิอเจนคิแคลลสัปาล์มน�า้มนัมากทีส่ดุ อย่างไรกต็ามเมือ่น�าเอม็โอเจนคิ 
แคลลัสที่สามารถเจริญเติบโตบนอาหารที่มีไฮโกรมัยชินเป็นเวลา 4 สัปดาห์ มาตรวจสอบการมีอยู่ของยีน gus และ  
ยีน hpt  ด้วยเทคนิค PCR ไม่พบแถบดีเอ็นเอของยีนทั้งสองบนแผ่นเจล
ค�ำส�ำคัญ: ปาล์มน�้ามัน, Agrobacterium tumefaciens, การถ่ายยีน, เอ็มบริโอเจนิคแคลลัส, สารปฏิชีวนะ 

ABSTRACT: Oil palm is a highly producing oil plant. The most cultivation area is in the southern part of Thailand. 
Expended area of oil palm in the others part needs suitable variety. Thus, the object of this study was to improvement  
of oil palm via gene transfer technique. Embryogenic callus inducing from young leaves of high yield oil palm were 
cultured on various kinds and concentrations of antibiotics for screening of suitable concentration using for gene 
transformation. The result showed that hygromycin, kanamycin and phosphinotricin at 20, 200 and 5 mg/l, respectively,  
were suitable for transformed selection. Cefotaxime concentration at 200 mg/l was suitable for killing of agrobacterium.  
The study of inoculation time, co-culture time and co-culture conditions had done for examination of transient  
expression of gus gene after transformation for 3 days. It was found that embryogenic callus inoculated with  
Agrobacterium tumefaciens EHA 105 pCAMBIA 1301 for 6 h and co-cultured on solid medium for 48 h promoted 
efficiency of gene transfer, 50% with 8 blue spots/explant. Thus, this condition is the most suitable to use for gene 
transfer in oil palm. Nevertheless, embryogenic callus that could grow on medium supplemented with hygromycin 
for 4 weeks, after checking of the gus and hpt gene using PCR technique showed no band on the gel.
Key words: oil palm, Agrobacterium tumefaciens, gene transfer, embryogenic callus, antibiotic
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บทน�ำ

 ปาล์มน�้ามันเป็นพืชน�้ามันที่ให้ผลผลิตสูงที่สุดใน

อาณาจักรพืชน�้ามัน คือให้ผลผลิต 2-7 ตันต่อไร่ต่อปี  

และให้ผลผลิตน�้ามันปาล์มต่อหน่วยพื้นที่สูงที่สุด 

เมือ่เปรยีบเทยีบกบัการปลกูพชืน�า้มนัอืน่ๆ คอืประมาณ  

10 เท่าของน�้ามันในถั่วเหลือง ส่งผลให้น�้ามันปาล์ม 

มรีาคาถกูกว่า พชืน�า้มนัอืน่ๆ เช่น ทานตะวนั และ เรปสดี  

(ธีระ และคณะ, 2546) จากปัญหาราคาน�้ามันดิบที่มี

มูลค่าสูงขึ้น ท�าให้น�้ามันปาล์มเป็นแหล่งพลังงานทาง

เลอืกทีม่ศีกัยภาพในการน�ามาใช้ทดแทน ประเทศไทย

มีศักยภาพในการเพิ่มปริมาณการผลิตน�้ามันปาล์ม 

โดยการเพิ่มพื้นที่ปลูก และการปลูกต้นกล้าพันธุ ์ดี 

แต่เนื่องจากปาล์มน�้ามันเป็นพืชที่ต้องการน�้าและ

ความชืน้ในปรมิาณทีค่่อนข้างสงู ดงันัน้พืน้ทีป่ลกูปาล์ม

น�้ามันในประเทศไทยจึงจ�ากัดอยู่เฉพาะในภาคใต้ของ

ประเทศเท่านั้น ในขณะนี้รัฐบาลมีนโยบายที่จะขยาย

พื้นที่ปลูกปาล์มน�้ามันไปทางภาคต่างๆ ของประเทศ 

ซึง่มสีภาพภมูอิากาศทีไ่ม่เหมาะสมต่อการเจรญิเตบิโต

ของปาล์มน�้ามัน  ดังนั้นจึงจ�าเป็นต้องปรับปรุงพันธุ์

ปาล์มน�้ามันให้มีความเหมาะสมต่อการปลูกในสภาพ

ดงักล่าว และผลติต้นกล้าพนัธุด์ทีีต่รงตามสายพนัธุใ์ห้

เพียงพอ เนื่องจากการปรับปรุงพันธุ์ปาล์มน�า้มันต้อง

น�าพันธุ์ดูร่าสายพันธุ์แท้ที่มีลักษณะเด่น มีกะลาหนา

และไม่มีวงเส้นใยรอบเมล็ด มาผสมกับพันธุ์พิสิเฟอร่า 

พันธุ์แท้ที่มีลักษณะด้อย ไม่มีกะลา แต่มีวงเส้นใย 

รอบๆ เมล็ด เพื่อให้ได้พันธุ์เทเนอร่าซึ่งเป็นลูกผสมที่

มีลักษณะเด่น คือ กะลาบาง มีวงเส้นใยรอบๆ เมล็ด 

ลักษณะผลใหญ่ ให้ผลผลิตน�้ามันในชั้นของเปลือก 

และเมลด็ในของผลสงูกว่าพนัธุด์รู่าและพนัธุพ์สิเิฟอร่า  

ซึ่งเป็นพันธุ์ที่ใช้ปลูกเพื่อการค้าในปัจจุบัน  การผสม

ระหว่างสองสายพนัธุด์งักล่าว พบว่า มคีวามแปรปรวน

ทางพนัธกุรรมค่อนข้างสงู (ประมาณร้อยละ 20) ผลผลติ

ต่อต้นไม่สม�่าเสมอ ท�าให้ผลผลิตต่อพื้นที่ไม่สูงเท่าที่

ควร และต้องใช้เวลายาวนานในการผลิตลูกผสมเทอ

เนอร่าทีด่ ี(กรมวชิาการเกษตร, 2550) จากความส�าเรจ็ 

ในการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อปาล์มน�้ามัน (Guerra and 

Handro, 1998; Te-chato, 1998; Aberlene et al., 

1999) ท�าให้ผู้วิจัยมีแนวความคิดที่จะท�าการปรับปรุง

พันธุ ์ปาล์มน�้ามันพันธุ ์ลูกผสม ที่ให้ผลผลิตสูงด้วย 

การถ่ายยีน แต่ในการศึกษาการถ่ายยีนเข้าสู่พืชใน

เบื้องต้นต้องท�าการทดสอบความเข้มข้นของสาร

ปฏิชีวนะ ที่เหมาะสมต่อการคัดเลือกชิ้นส่วนพืชที่ได้

รับการถ่ายยีน ทั้งนี้การเลือกใช้ชนิดของสารปฏิชีวนะ

ขึ้นอยู่กับยีนที่อยู่บนเส้น Transfer-DNA ( T-DNA)  

ที่ต้องการน�าเข้าสู่เซลล์พืช สารปฏิชีวนะไฮโกรมัยซิน 

คานามัยซิน และฟอสฟิโนทริซิน เป็นสารปฏิชีวนะที่

ใช้คดัเลอืกในกรณทีีบ่นเส้น T-DNA มยีนี hygromycin 

phosphotransferase (hpt) neomycin phosphor-

transferase (nptII) และ bialaphos resistace gene 

(bar) เป็นองค์ประกอบตามล�าดับ  ส่วนสารปฏิชีวนะ

ซีโฟทาซินเป็นสารที่นิยมใช้ก�าจัดเชื้ออะโกรแบคทีเรีย

หลังการถ่ายยีนเข้าสู ่ชิ้นส่วนพืช  ดังนั้นจึงมีความ

จ�าเป็นต้องหาระดบัความเข้มข้นทีเ่หมาะสมทีส่ามารถ

ก�าจดัเชือ้ได้  และไม่ท�าให้ชิน้ส่วนพชืได้รบัความเสยีหาย  

นอกจากนี้ต้องศึกษาถึงปัจจัยอื่นๆ ที่เกี่ยวข้องกับ 

การถ่ายยีน ซึ่งเมื่อได้วิธีการที่เหมาะสมแล้วจะท�าการ

ถ่ายยีนที่ต้องการเข้าสู่ปาล์มน�้ามันเพื่อการปรับปรุง

ลักษณะที่ต้องการต่อไป

วิธีกำรศึกษำ

กำรตอบสนองของเอ็มบริ โอเจนิกแคลลัส 

ปำล์มน�้ำมันต่อสำรปฏิชีวนะ

 น�าเอ็มบริโอเจนิกแคลลัสปาล์มน�้ามันสายพันธุ ์

เทอเนร่าซึ่งชักน�าจากใบอ่อนของปาล์มน�้ามันต้นโตที่

ให้ผลผลิตสูงอายุ 7-9 ปี จากสถานีวิจัยเทพา อ.เทพา 

จ.สงขลา ตามวธิขีอง Te-chato et al. (2002)  อาย ุ 6  เดอืน   

มาวางเลีย้งบนอาหารทีเ่ตมิไฮโกรมยัซิน  0  10  20  30  

40  และ  50  มิลลิกรัมต่อลิตร  คานามัยซิน  0  50  80  

100  150  แล 20 มลิลกิรมัต่อลติร  ฟอสฟินโนทรซินิ  0  5   

10  20  50  และ  100 มลิลกิรมัต่อลติร และ  ซโีฟทาซมิ    

0  100  200  และ  300  มิลลิกรัมต่อลิตร (Figure 1) เป็น

เวลา 1 เดอืน บนัทกึความมชีวีติของเนือ้เยือ่ทีเ่พาะเลีย้ง 
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บนอาหารดังกล่าวทุก ๆ สัปดาห์ วางแผนการทดลอง

แบบสุม่สมบรูณ์ (Completely Randomized Design, 

CRD) ท�า 4 ซ�้า ซ�้าละ 20 แคลลัสต่อจานเพาะเลี้ยง 

ระยะเวลำกำรบ่มเชื้อ วิธีกำรเลี้ยงร่วม และระยะ

เวลำกำรเลีย้งร่วมต่อประสทิธภิำพกำรถ่ำยยนีเข้ำ

สู่เอ็มบริโอเจนิคแคลลัสปำล์มน�้ำมัน

 น�าเอ็มบริโอเจนิกแคลลัสปาล์มน�้ามันมาบ่ม  

(Inoculation) ร่วมกบัเชือ้ Agrobacterium  tumefaciens  

EHA 105 pCAMBIA 1301 ทีม่ยีนี hpt เป็นยนีคดัเลอืก

ในพืช และยีน gus เป็นยีนรายงานผล ในอาหารที่เติม

อะซีโตไซริงกอน 200 ไมโครโมลาร์ ในที่มืด ที่อุณหภูมิ 

28 องศาเซลเซยีส เป็นเวลา  30 นาท ี 4  6  และ  8 ชัว่โมง  

จากนั้นย้ายเอ็มบริโอเจนิกแคลลัสไปเลี้ยงร่วมกับเชื้อ 

(Co-culture) ด้วยวิธีวางเลี้ยงบนอาหารเพาะเลี้ยง 

และ วางเลี้ยงบนกระดาษกรองที่นึ่งฆ่าเชื้อแล้ว ท�าให้

กระดาษกรองชืน้ด้วยการหยดน�า้กลัน่นึง่ฆ่าเชือ้ ทัง้ 2 วธิี  

ท�าที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 48 และ 72 

ชั่วโมง จากนั้นย้ายเอ็มบริโอเจนิกแคลลัสไปวางเลี้ยง

บนอาหารสตูรชกัน�าต้น MS (Murashige and Skoog, 

1962) ปราศจากสารควบคุมการเจริญเติบโต น�้าตาล

ซโูครส 3 เปอร์เซน็ต์ และกรดแอสคอร์บคิ 200 มลิลกิรมั

ต่อลิตร) เติมซีโฟทาซิม 200 มิลลิกรัมต่อลิตร และ

ไฮโกรมัยซิน 20  มิลลิกรัมต่อลิตร เปลี่ยนอาหารใหม ่

ทุกๆ 2 สัปดาห์ แต่ละหน่วยทดลองใช้เอ็มบริโอเจน

นิกแคลลัสจ�านวน 30 ชิ้น ตรวจสอบความมีชีวิตของ

เอ็มบริโอเจนิกแคลลัสบนอาหารคัดเลือกทุกสัปดาห์ 

ตรวจสอบการแสดงออกของยนี gus แบบชัว่คราว ด้วย

วธิ ีhistochemical assay ตามวธิขีอง Jefferson et al. 

(1987) หลังการถ่ายยีนเป็นเวลา 3 วัน และตรวจสอบ

การมีอยู่อย่างถาวรของยีน gus และยีน hpt โดยใช้

เทคนิค PCR หลังการถ่ายยีนเป็นเวลา 6 สัปดาห์ การ

สกดัดเีอน็เอท�าตามวธิกีารของ ของ Doyle and Doyle 

(1990) โดยใช้ไพรเมอร์ที่เฉพาะเจาะจงกับยีน hpt คือ 

5′-CCTGAACTCACCGCGACG-3′ และ 5′-AAGAC-

CAATGCGGAGCATATA-3′ ซึ่งให้ชิ้นส่วนดีเอ็นเอ

ขนาด 800 คู่เบส ส่วนไพรเมอร์ที่เฉพาะเจาะจงกับ 

ยนี gus คอื 5′-CTGCGACGCTCACACCGATAC-3′ 

และ 5′-TCACCGAAGTTCATGCCAGTCCAG-3′ ซึง่

ให้ชิ้นส่วนดีเอ็นเอขนาด 441 คู่เบส (กาญจนา, 2551)

  

 Figure 1 Effect of types and concentrations of antibiotics on viability of oil palm embryogenic calli  
  cultured for 4 weeks. A. Hygromycin  B. Kanamycin  C. Phophinotricin  D. Cefotaxime
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Table 1 Effect of kanamycin at difference concentrations on percentage of embryogenic calli induction and  
number of embryogenic callus/explants of oil palm cultured for 4 weeks.

Kanamycin concentrations

(mg/l)

Embryogenic callus induction

(%)

Number of embryogenic calli/

explant
0 100a 4.33±2.88

50 12.50 b 0.83±1.67
80 0 d 0.00±0.00

100 2.50 c 1.92±2.32
150 15 b 3.89±2.53
200 5 c 1.00±2.00

F-test * ns
C.V. (%) 34.56 27.10

*Significant different at p ≤ 0.05 
Means followed by the same letter do not different significantly, compared with Duncan Multiple Range Test (DMRT)

Table 2 Effect of cefotaxime at difference concentrations on percentage of embryogenic calli induction and  
number of embryogenic callus/explants of oil palm cultured for 4 weeks.

Cefotaxime concentrations
(mg/l)

Embryogenic callus induction
(%)

Number of embryogenic calli/
explant

0 100 a 4.33±2.88 a
100 15 c 1.31±0.32 b
200 75 b 5.35±2.87 a
300 5 d 0.95±0.59 c

F-test * *
C.V. (%) 26.33 10.17

*Significant different at p ≤ 0.05 
Means followed by the same letter do not different significantly, compared with Duncan Multiple Range Test (DMRT)

 สารปฏิชีวนะไฮโกรมัยซินเมื่อเข ้าไปเกาะที่  

binding site ของ elongation factor2 (EF2) จะยบัยัง้ 

peptide chain elongation ท�าให้เซลล์ไม่สามารถ

สังเคราะห์โปรตีนได้  เซลล์จึงไม่สามารถเจริญและ

พัฒนาได้ ในขณะที่พืชที่ได้รับการปลูกถ่ายยีน hpt  

จะสามารถเจริญและพัฒนาได้ตามปกติ เนื่องจาก

ยีนดังกล่าวมีรหัสส�าหรับสร้างเอ็นไซม์ hygromycin 

phosphotransferase  ซึง่มฤีทธิต้์านทานสารปฏชิวีนะ 

ไฮโกรมัยซิน โดยมีการเติมหมู ่ฟอสเฟตให้แก่หมู ่ 

ไฮดรอกซิลของไฮโกรมัยซิน (สุมนทิพย์, 2540; อ้าง

โดยกัลยา, 2550) การศึกษานี้พบว่า ไฮโกรมัยซิน

เข้มข้น 20 มิลลิกรัมต่อลิตร เป็นความเข้มข้นต�่าสุด 

ที่ท�าให้เอ็มบริโอเจนิคแคลลัสรอดชีวิตได้น้อยกว่า 50 

เปอร์เซ็นต์ ดังนั้นจึงใช้ไฮโกรมัยซินความเข้มข้นนี้ใน

การคัดเลือกเอ็มบริโอเจนิคแคลลัสที่ได้รับการถ่าย

ยีน ซึ่งสอดคล้องกับการศึกษาของ Men et al. (2003)   

ที่ใช้ไฮโกรมัยซินเข้มข้น 20 มิลลิกรัมต่อลิตร ในการ 

คดัเลอืก Protocom-Like Bodies (PLBs) ของกล้วยไม้

ลกูผสมระหว่าง Dendrobium phalaenopsis Banyan 

Pink และ D. nobile  ที่ได้รับการถ่ายยีน  Abdullah  

et al. (2005) ใช้ไฮโกรมยัซนิเข้มข้น 20 มลิลกิรมัต่อลติร  

ในการคดัเลอืก immature embryo ทีไ่ด้รบัการถ่ายยนี 
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ในปาล์มน�้ามัน สารปฏิชีวนะคานามัยซินเมื่อเข้าไป

เกาะที่ binding site ของ 30S ribosomal จะยับยั้ง 

plastid translation (McCabe and Martinell, 1993) 

ท�าให้เซลล์พืชไม่สามารถสังเคราะห์โปรตีนได้  เซลล์

พืชจึงไม่สามารถเจริญเติบโตและพัฒนาต่อไปได้  

(Kapaun and Cheng, 1999)  ในขณะที่พืชที่ได้รับ

การปลูกถ่ายยีน hpt II  มีรหัสส�าหรับสร้างเอ็นไซม์ 

neomycin phosphotransferase  ซึ่งมีฤทธิ์ต้านทาน

สารปฏิชีวนะคานามัยซิน  สามารถเจริญพัฒนาได้ 

ตามปกต ิ(Flavell et al., 1992)  นอกจากนีค้านามยัซนิ 

มีคุณสมบัติส่งเสริมการพัฒนาของเนื้อเยื่อพืชบาง

ชนดิ เช่น การเพาะเลีย้งชิน้ส่วนใต้ใบเลีย้งและใบเลีย้ง 

ของฝ้าย  (Gossypium hirsutum L.)  พบว่า อัตรา 

การสร้างแคลลัส  เอ็มบริโอเจนิคแคลลัส  และจ�านวน 

โซมาตกิเอม็บรโิอต่อชิน้ส่วนพชื สงูกว่าอาหารทีไ่ม่เตมิ

คานามยัซนิ  (Bao-Hon et al., 2001) การศกึษานี ้พบว่า  

คานามยัซนิเข้มข้น 200 มลิลกิรมัต่อลติร เหมาะสมต่อ

การคัดเลือกเอ็มบริโอเจนิคแคลลัสปาล์มน�้ามันที่ได้

รับการถ่ายยีน เนื่องจากความเข้มข้นนี้เอ็มบริโอเจนิก 

แคลลัสมีเปอร ์เซ็นต์การรอดชีวิตต�่าที่สุดคือ 65 

เปอร์เซ็นต์ แต่ส่งเสริมการเพิ่มปริมาณและจ�านวน

เอ็มบริโอเจนิคแคลลัสน้อยกว่าความเข้นข้น 150 

มิลลิกรัมต่อลิตร  สารปฏิชีวนะฟอสโฟทริซินเป็น 

สารปราบวัชพืชที่นิยมน�ามาใช้คัดเลือกพืชที่ได้รับ 

การถ่ายยีน ยีน bar ควบคุมการสร ้างเอ็นไซน์  

phosphinothricin acetytransferase มีคุณสมบัติใน

การออกฤทธิ์ยับยั้งการท�างานของเอนไซม์ glutamine 

synthase ทีใ่ช้ในกระบวนการ aminonia assimilation  

ซึ่งปกติพืชเปลี่ยน glutamate เป็น glutamine 

ด้วย NH+
4
 (แอมโมเนียม) แต่ฟอสโฟทริซินท�าให้

แอมโมเนยีมรวมกบั glutamate ไม่ได้ จงึเกดิการสะสม 

แอมโมเนียม ซึ่งเป็นพิษต่อเซลล์พืช (Krieg et al., 

1990; Schulz et al., 1990)  ดังนั้นพืชที่มียีนนี้อยู่

จะมีลักษณะต้านทานต่อสารปราบวัชพืช bialaphos   

การศึกษานี้พบว่า ฟอสโฟทริซินเป ็นพิษต่อเอ็ม 

บริโอเจนิคแคลลัสปาล์มน�้ามันสูงกว่าสารปฏิชีวนะ

ชนดิอืน่ๆ ความเข้มข้นของสาร 5 มลิลกิรมัต่อลติร ท�าให้

เอ็มบริโอเจนิคแคลลัสมีชีวิตรอดเพียง 25 เปอร์เซ็นต์ 

เท่านั้น สารปฏิชีวนะซีโฟทาซิม เป็นสารปฏิชีวนะที่

ใช้ก�าจัดเชื้ออะโกรแบคที่เรียออกจากเนื้อเยื่อที่ได้รับ 

การถ่ายยีน เป็นสารชนิด  β-lactam  ออกฤทธิ์ต้าน

การเจรญิเตบิโตของแบคทเีรยีแกรมลบ และแกรมบวก  

(Mathias and Boyd, 1986; อ้างโดย สุภาวดี, 2548)  

ซีโฟทาซิมจะเข้าไปจับกับเอ็นไซม์ peptidoglycan 

transpeptidase ท�าให้ไม่มีการเชื่อมต่อของสาย  

peptidoglycan มีผลยับยั้งการสร้างผนังเซลล์ของ

แบคทีเรีย ซึ่งกลไกดังกล่าวไม่มีผลต่อเซลล์พืช  

นอกจากนี้พบว่า ซีโฟทาซิม มีผลทั้งส่งเสริมและยับยั้ง

พัฒนาการของเซลล์  การศึกษานี้พบว่า ซีโฟทาซิม 

เข้มข้น 200 มิลลิกรัมต่อลิตร เหมาะสมต่อการก�าจัด 

เชื้ออะโกรแบคทีเรีย เนื่องจากส่งเสริมเปอร์เซ็นต ์

การรอดชวีติและการเพิม่จ�านวนเอม็บรโิอเจนคิแคลลสั      

สอดคล้องกับการศึกษาของ  Caboni et al. (2002)  

ทีพ่บว่า การเตมิซโีฟทาซมิในอาหารเพาะเลีย้งใบ wild 

pear  ส่งเสริมอัตราการสร้างยอด และจ�านวนยอดต่อ

ชิ้นพืชได้ดีกว่าอาหารที่ไม่เติมซีโฟทาซิม  ส่วน Chai  

et al. (2002)  พบว่า ซีโฟทาซิมเข้มข้น 200 มิลลิกรัม

ต่อลิตร  เหมาะสมต่อการก�าจัดเชื้อส่วนเกิน หลังการ 

ถ่ายยีนเข้าสู ่ PLBs ของกล้วยไม้ Phalaenopsis  

อย่างไรก็ตามในการถ่ายยีนเข้าสู่ immature embryo 

ของปาล์มน�้ามัน  Abdullah et al. (2005)  พบว่า  

ซีโฟทาซิมเข้มข้น 250 มิลลิกรัมต่อลิตร  เหมาะสมที่ 

จะน�ามาใช้ก�าจัดเชื้อส่วนเกิน  ดังนั้นความเข้มข้นที่

เหมาะสมของสารปฏิชีวนะแต่ละชนิดที่จะน�ามาใช้ 

คัดเลือกพืชที่ได้รับการถ่ายยีนขึ้นอยู่กับชนิดของพืช 

และชนิดของเนื้อเยื่อพืช

ระยะเวลำกำรบ่มเชื้อ วิธีกำรเลี้ยงร่วม และระยะ

เวลำกำรเลี้ยงร่วมต่อประสิทธิภำพกำรถ่ำยยีน 

เข้ำสู่เอ็มบริโอเจนิคแคลลัสปำล์มน�้ำมัน

 เอ็มบริโอเจนิคแคลลัสบ่มร ่วมกับเชื้ออะโกร

แบคทเีรยีเป็นเวลา 4 ชัว่โมง เลีย้งร่วมกบัเชือ้บนอาหาร

เพาะเลี้ยงเป็นเวลา 72 ชั่วโมง และบ่มร่วมกับเชื้อ

เป็นเวลา 6 ชั่วโมง เลี้ยงร่วมกับเชื้อบนกระดาษกรอง  
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หรือบนอาหารเพาะเลี้ยงเป็นเวลา 48 และ 72 ชั่วโมง  

ส ่งเสริมประสิทธิภาพการถ่ายยีนเท ่ากันคือ 50 

เปอร์เซ็นต์ (Table 3) ในขณะที่เอ็มบริโอเจนิค

แคลลัสในชุดควบคุม และที่บ่มร่วมกับเชื้อเป็นเวลา 

30 นาที เลี้ยงร่วมกับเชื้อบนอาหารเพาะเลี้ยงหรือ 

บนกระดาษกรองเป็นเวลา 48 และ 72 ชัว่โมง ไม่ส่งเสรมิ 

ประสิทธิภาพการถ่ายยีน (ข้อมูลไม่ได้แสดง) แต่

พบจุดสีน�้าเงินเนื่องจากการแสดงออกของยีน gus  

มากที่สุด (8 จุดต่อชิ้นส่วน) ที่ระยะเวลาการบ่มเชื้อ 

6 ชั่วโมง เลี้ยงร่วมบนอาหารเพาะเลี้ยงเป็นเวลา  

48 ชัว่โมง ดงันัน้สภาวะนีจ้งึเป็นสภาวะทีเ่หมาะสมต่อ

การถ่ายยีนเข้าสู่เอ็มบริโอเจนิคแคลลัสปาล์มน�้ามัน

มากที่สุด สอดคล้องกับ Sugimura et al. (2005)   

ที่พบว่า การบ่มแคลลัสของ patchouli ร่วมกับเชื้อ 

อะโกรแบคทีเรียเป็นเวลา 6 ชั่วโมง เหมาะสมต่อ 

การถ่ายยีนมากที่สุด ในขณะที่ สุภาวดี (2548) พบว่า  

โพรโตคอร์มกล้วยไม้ Cymbidium findlaysonianum  

Lindl  บ่มร่วมกับเชื้อเป็นเวลา 4 ชั่วโมง ส่งเสริม

ประสทิธภิาพการถ่ายยนีสงูทีส่ดุ ส่วน Men et al. (2003)   

ประสบความส�าเร็จในการถ่ายยีนเข้าสู ่กล้วยไม้  

D. nobile โดยใช้เวลาในการบ่ม PLBs ร่วมกบัเชือ้เป็น

เวลา 30 นาที  ส่วนระยะเวลาในการเลี้ยงชิ้นส่วนร่วม

กับเชื้ออะโกรแบคทีเรียนั้น Kushikawa et al. (2001) 

พบว่า การเลี้ยงชิ้นส่วนร่วมกับเชื้อเป็นเวลา 48 ชั่วโมง  

เหมาะสมต่อการถ่ายยีนเข้าสู่ Saintpaulia ionantha 

Wendl   ส่วน Chai et al. (2002) พบว่า การเลีย้ง PLBs 

ร่วมกับเชื้อเป็นเวลา 48 ชั่วโมง ส่งเสริมประสิทธิภาพ

การถ่ายยีนเข้าสู่ PLBs กล้วยไม้ Phalaenopsis สูงถึง  

77.5 เปอร์เซ็นต์  นอกจากนี้ Yu et al. (2001) พบว่า 

การเลีย้ง PLBs กล้วยไม้หวายร่วมกบัเชือ้เป็นเวลานาน 

ส่งเสริมประสิทธิภาพในการถ่ายยีนให้สูงขึ้น  แต่การ

ศึกษานี้พบว่า เมื่อเลี้ยงเอ็มบริโอเจนิคแคลลัสร่วมกับ

เชื้อเป็นเวลานาน คือ 72 ชั่วโมง ประสิทธิภาพการ

ถ่ายยีนลดลง สอดคล้องกับ Belarmino et al. (2000) 

ที่พบว่า การเลี้ยงร่วมกับเชื้อเป็นเวลา 5-7 วัน ไม่เพิ่ม

ประสิทธิภาพการถ่ายยีนในกล้วยไม้ Phalaenopsis 

แต่ส่งผลให้เซลล์พืชตายมากขึ้น ส่วนวิธีการเลี้ยง

ชิ้นส่วนร่วมกับเชื้อในการศึกษานี้พบว่า มีผลต่อ

ประสิทธิภาพถ่ายยีนน้อยกว่าระยะเวลาการบ่มเชื้อ

และการเลี้ยงร่วมกับเชื้อ

 อย่างไรก็ตามเมื่อน�าเอ็มบริโอเจนิกแคลลัสที่

สามารถเจรญิเตบิโตบนอาหารคดัเลอืกอาย ุ6 สปัดาห์ 

ไปตรวจสอบการมีอยู่อย่างถาวรของยีน gus  และยีน 

hpt  ด้วยเทคนคิ PCR ไม่พบแถบดเีอน็เอของยนีทัง้สอง  

เนือ่งจากยนี gus ทีใ่ช้ศกึษาอยูภ่ายใต้การควบคมุการ

แสดงออกของโปรโมเตอร์ CaMV35S ท�าให้ยีน gus มี

การแสดงออกในชิ้นส่วนแบบไม่จ�าเพาะเจาะจง  การ

ศกึษานีพ้บจดุสนี�า้เงนิทีเ่กดิขึน้เนือ่งจากการแสดงออก

อย่างชัว่คราวของยนี gus บรเิวณส่วนฐาน และบรเิวณ

รอบๆ ชิ้นส่วน ไม่พบจุดสีน�้าเงินบนเอ็มบริโอเจนิค

แคลลัสที่เกิดขึ้นใหม่บนเอ็มบริโอเจนนิกแคลลัสที่ได้

รับการถ่ายยีน ทั้งนี้เนื่องจากเอ็มบริโอเจนิคแคลลัส

ที่ชักน�าได้ใหม่เกิดจากเซลล์ที่ไม่ได้รับการถ่ายยีน 

ท�าให้เกิดการแสดงออกของยีนแบบ chimeric (Yu et 

al., 1999) สอดคล้องกับการศึกษาของ Christo and 

Ford (1995)  ที่พบว่า แคลลัสหรือชิ้นส่วนพืชที่มีการ

แสดงออกของยีน chimeric ส่วนใหญ่เกิดจากเซลล์

ที่ไม่ได้รับการถ่ายยีน ซึ่ง Chia et al. (1994) พบการ

แสดงออกหลังการถ่ายยีนแบบ chimeric ค่อนข้างสูง

ในกล้วยไม้ ดังนั้นการคัดเลือกชิ้นส่วนพืชที่ได้รับการ

ปลกูถ่ายยนีถอืเป็นขัน้ตอนส�าคญัอกีขัน้ตอนหนึง่  โดย

เฉพาะในปาล์มน�้ามันที่การแสดงออกของการถ่ายยีน

เป็นแบบ chimeric มีโอกาสสูงมากที่การพัฒนาของ

เซลล์ที่เกิดขึ้นใหม่จะเกิดจากเนื้อเยื่อที่ไม่ได้รับการ

ปลูกถ่ายยีน  ในการคัดเลือกชิ้นส่วนที่รอดชีวิตจาก

การถ่ายยีน และชักน�าพืชต้นใหม่  ต้องมั่นใจว่าพืชต้น

ใหม่ที่ชักน�าได้ต้องเกิดจากเซลล์เดี่ยว ๆ เท่านั้น จึงจะ

ประสบความส�าเร็จในการถ่ายยีน หากปัจจัยต่างๆ ดัง

กล่าวข้างต้นมคีวามเหมาะสม กจ็ะส่งเสรมิความส�าเรจ็

ในการปรับปรุงพันธุ์ปาล์มน�า้มันโดยวิธีพันธุวิศวกรรม

ต่อไป
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สรุป

 ชนดิและความเข้มข้นของสารปฏชิวีนะ ระยะเวลา

ในการบ่มเชือ้ร่วมกบัชิน้ส่วนพชื และระยะเวลาในการ

เลี้ยงร่วมชิ้นส่วนพืชกับเชื้อมีผลต่อความส�าเร็จในการ

ถ่ายยีนเข้าสู่ปาล์มน�้ามันโดยใช้เชื้ออะโกรแบคทีเรีย 

จากการศึกษาพบว่า

 ไฮโกรมัยชิน คานามัยซิน และ ฟอสฟิโนทริซิน 

ความเข้มข้น 20 200 และ 5 มลิลกิรมัต่อลติร ตามล�าดบั  

เหมาะสมที่จะน�าใช้คัดเลือกเอ็มบริโอเจนิคแคลลัส

ที่ได้รับการถ่ายยีน ซีโฟทาซีม ความเข้มข้น 200 

มิลลิกรัมต่อลิตร เหมาะสมที่จะน�ามาใช้ก�าจัดเชื้อ 

อะโกรแบคทีเรีย การบ่มเอ็มบริโอเจนิคแคลลัสร่วม

กับเชื้ออะโกรแบคทีเรียเป็นเวลา 6 ชั่วโมง เลี้ยงร่วม

บนอาหารเพาะเลี้ยงเป็นเวลา 48 ชั่วโมง เป็นสภาวะ

ที่เหมาะสมต่อการถ่ายยีนเข้าสู่เอ็มบริโอเจนิคแคลลัส

ปาล์มน�้ามันมากที่สุด

Table 3 Inoculation times, co-culture methods and co-culture times on efficiency of oil palm embryogenic calli 
transformation

Inoculation times
Co-culture 
methods

Co-culture 
times

Transient expres-
sion (%)

Number of blue 
spots/explant

Concentration of 
bule spot/explant

4 hr

On culture 
medium

48 0 0 -

72 50 2.5 +

On whatman 
paper

48 0 0 -

72 0 0 -

6 hr

On culture 
medium

48 50 8 ++

72 50 2.5 +

On whatman 
paper

48 50 3 +

72 50 1.5 +

8 hr

On culture 
medium

48 25 1 +

72 25 1 +

On whatman 
paper

48 25 1 +

72 25 1 +
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