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บทคัดย่อ

	 การสร้างโปรตีนที่สนใจ และการศึกษาประสิทธิภาพของโปรโมเตอร์ในผล จำ�เป็นต้องอาศัยการถ่ายยีน

เข้าสู่พืชเป้าหมาย การถ่ายยีนแบบชั่วคราวโดยใช้เชื้ออะโกรแบคทีเรียม ถ่ายยีนเข้าสู่เนื้อเยื่อผลโดยตรงเป็นวิธีการ

ที่สะดวก รวดเร็ว และสามารถทราบผลอย่างชัดเจนว่ายีนหรือโปรโมเตอร์ที่ใช้สามารถแสดงออก และสามารถผลิต

โปรตนีทีต่อ้งการได ้การวจิยันีศ้กึษาระบบการถา่ยยนีแบบชัว่คราวเขา้สูเ่นือ้เยือ่ผลของไมผ้ล 2 ชนดิไดแ้ก ่กลว้ย (Musa 

acuminata L.)  และ มะละกอ (Carica papaya L.)ด้วยวิธีการใช้เชื้อ Agrobacterium tumefaciens สายพันธุ์ AGL-1 ที่

มี plant expression vector คือ pCAMBIA1304 ซึ่งมียีนรายงานผล b-glucuronidase (GUS) โดยถ่ายยีนเข้าเนื้อเยื่อ

ผล 2 ระยะ คือ ระยะผลดิบ และ ผลแต้ม ศึกษาเปรียบเทียบปัจจัยที่มีผลต่อประสิทธิภาพการถ่ายยีนได้แก่ ระยะการ

พฒันาของผล ปรมิาณเชือ้อะโกรแบคทเีรยีม และ เวลาทีใ่ชใ้นการแชช่ิน้เนือ้เยือ่พชืในสารแขวนลอยเชือ้ ตรวจผลการ

ถ่ายยีนโดยศึกษาจากการติดสีนํ้าเงินภายในชิ้นเนื้อเยื่อของพืช และตรวจวัดกิจกรรมของเอนไซม์ b-glucuronidase 
ที่ถูกสร้างขึ้นภายในเนื้อเยื่อของพืชที่ได้รับการถ่ายยีน ผลการทดลองพบว่าการถ่ายยีนด้วยเชื้ออะโกรแบคทีเรียมที่

ระดับความเจือจาง 1:10 และ ระยะเวลาในการแช่ชิ้นเนื้อเยื่อกับสารแขวนลอยเชื้อนาน 30 นาที ให้ผลการถ่ายยีนดี

ที่สุดกับผลไม้ทั้ง 2 ชนิด และนอกจากนั้นวิธีการถ่ายยีนจากการศึกษานี้ยังสามารถนำ�ไปใช้ถ่ายยีนแบบชั่วคราวเข้า

สู่ผลมะเขือเทศ ซึ่งเป็นพืชต้นแบบ ที่นิยมนำ�มาใช้ในการศึกษาเกี่ยวกับการแสดงออกของยีน โปรโมเตอร์ และรวม

ถึงการผลิตโปรตีนได้อีกด้วย  
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Abstract

	 Heterologous protein production and determination of fruit specific promoter require gene transformation 	

into target plant host. Fruits transformed gene by  Agrobacterium is the convenient and rapid method. The 

outcome is clearly revealed by producing heterologous and functional protein. In this study, two fruit plant species 

for heterologous protein production, banana and papaya were transiently transformed with In this study, two fruit 

plants; banana ((Musa acuminata L.) and papaya (Carica papaya L.) were determined the GUS gene expression 

and  heterologous protein production after transiettly transformation with  Agrobacterium tumefaciens AGL-1 

containing a plant expression vector, pCAMBIA1304 with b-glucuronidase (GUS) gene as a reporter gene during 

mature fruit and color break fruit . Factors influencing transformation efficiency including fruit developmental 

stages, bacterial concentration and incubation time were investigated. The transformation efficiency was determined 

by GUS staining and GUS enzymatic activity. The results showed that bacterial dilution at 1:10 for 30 min, 

was exhibited the most effective results in both fruit. This method was also applicable to tomato, a fruit model 	

commonly used for gene expression, promoter and protein production.

คำ�สำ�คัญ: b- glucuronidase กล้วย มะละกอ การถ่ายยีนแบบชั่วคราวโดยใช้อะโกรแบคทีเรียม
Keywords:  b- glucuronidase, banana, papaya, Agrobacterium transient transformation 

1. บทนำ�

	 ก าร ใช้พื ช เป็นแหล่ งผลิ ต โปรตีน  เช่น 

แอนติบอดี วัคซีนและเอนไซม์ มีข้อดีเมื่อเปรียบเทียบ

กับการใช้เชื้อแบคทีเรีย คือระบบการแสดงออกของ

พืชมีการเปลี่ยนแปลงภายหลังการแปลรหัส (post 	

translational modification) เช่น glycosylation ซึ่งจำ�เป็น

ต่อการทำ�งานของโปรตีนบางชนิด นอกจากนั้นพืชยัง

สามารถผลิตโปรตีนได้ในปริมาณมาก และมีต้นทุนการ

ผลิตตํ่า (1) การใช้ผล (fruit) อาทิ มะเขือเทศ กล้วย และ 

มะละกอ เปน็แหลง่ในการผลติโปรตนีเปน็ทางเลอืกทีน่า่

สนใจ เนื่องจากผลมีข้อดีหลายประการด้วยกัน เช่น ผล

ไม้สามารถรับประทานสดได้โดยไม่ต้องผ่านขบวนการ

สกัด (2) ทำ�ให้ประหยัดเวลาและค่าใช้จ่าย นอกจากนี้ ผล

มีขนาดใหญ่ มีจำ�นวนมาก และอยู่เป็นผลเดี่ยว หรือรวม

กันเป็นกลุ่ม ทำ�ให้ง่ายต่อการเก็บเกี่ยว และผลิตโปรตีน

ได้ปริมาณมากในแต่ละครั้ง การถ่ายยีนเข้าสู่พืชมี 2 แบบ 

ได้แก่ แบบถาวร และแบบชั่วคราว แม้ว่าแบบถาวรจะ

มีความเหมาะสมในการผลิตโปรตีนในปริมาณมาก แต่

ต้องมีระบบการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อที่ดีสำ�หรับการพัฒนา

เนื้อเยื่อที่ได้รับการถ่ายยีนให้สามารถเจริญเป็นต้นที่

สมบรูณไ์ดซ้ึง่ตอ้งใชร้ะยะเวลาในการศกึษาคอ่นขา้งนาน 

เช่น การ regenerate somatic embryo ของกล้วย (3) และ

ไมย้นืตน้ เชน่ พชืตระกลูสม้ (4) การถา่ยยนีแบบชัว่คราว

โดยการถ่ายยีนเข้าสู่เนื้อเยื่อพืชโดยตรง มีข้อได้เปรียบที่

สามารถทราบผลการแสดงออกของยนีไดเ้รว็ ใชต้วัอยา่ง

นอ้ย สามารถทดสอบไดห้ลายปจัจยัพรอ้มกนั และไมต่อ้ง

มรีะบบเพาะเลีย้งเนือ้เยือ่รองรบัการพฒันาใหเ้ปน็ตน้พชื

ทีส่มบรูณ ์เชน่ การทดสอบหลายปจัจยัสำ�หรบัการถา่ยยนี

ในพชืหลายชนดิพรอ้มกนัใน ผลแอปเปลิ สาลี ่ทอ้ สตรอ

เบอรี่ มะเขือเทศ และส้ม พร้อมกัน (5) 

	 ยีน b-glucuronidase (GUS) เป็นยีนรายงาน

ผลที่นิยมใช้กันอย่างแพร่หลายเนื่องจากการแสดงออก

ของยีน GUS ในเนื้อเยื่อพืชสามารถตรวจสอบได้ง่าย

และชัดเจน โดยดูจากการติดสีนํ้าเงินของเนื้อเยื่อที่ได้รับ

การถ่ายยีนด้วยวิธี histochemical assay และตรวจสอบ

ประสทิธภิาพของเอนไซมท์ีถ่กูสรา้งขึน้ภายในเนือ้เยือ่พชื

ดว้ยวธิี enzymatic activity assay (6) ดงันัน้การศกึษาการ
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แสดงออกของยีนในผลโดยใช้ยีน GUS เป็นยีนรายงาน

ผลจึงมีประโยชน์สามารถใช้ตรวจสอบปริมาณ และ

ประสิทธิภาพของ heterologous protein ที่ถูกสร้างขึ้น

ภายในผลได้ 

	 สำ�หรับรูปแบบในการถ่ายยีนเข้าสู่ผลนั้น จาก

รายงานที่ผ่านมามักจะใช้ การฉีดสารแขวนลอยเชื้ออะ

โกรแบคทีเรียม เข้าสู่ผล (7) ซึ่งต้องใช้ระยะเวลานานใน

การให้เชื้อเจริญเพื่อส่งถ่ายยีนที่ต้องการเข้าสู่เซลล์พืช 

และต้องใช้ตัวอย่างพืชและสารเคมีสำ�หรับตรวจสอบ

ปริมาณมากจึงทำ�ให้มีค่าใช้จ่ายสูง และเนื่องจากต้องใช้

ตัวอย่างพืชจำ�นวนมากจึงทำ�ให้เกิดความแปรปรวน อัน

เนื่องจากความหลากหลายของตัวอย่างพืช ซึ่งทำ�ให้การ

เปรียบเทียบลักษณะคุณภาพและปริมาณในแต่ละซํ้า

เกิดความยากลำ�บาก การศึกษาในครั้งนี้ต้องการพัฒนา

วิธีการถ่ายยีนเข้าสู่ผลมะละกอและกล้วย ซึ่งเป็นพืชที่

ใช้เป็นแหล่งในการสร้างโปรตีน ได้อย่างสะดวก รวดเร็ว 

ประหยัด และสามารถตรวจวัดการแสดงออกของยีนได้

ทัง้ลกัษณะทางคณุภาพและปรมิาณ นอกจากนีย้งัไดม้กีาร

ทดสอบวธิกีารถา่ยยนีเขา้สูผ่ลทีไ่ดพ้ฒันาขึน้ในครัง้นีก้บั

มะเขอืเทศซึง่เปน็พชืตน้แบบทีน่ยิมใชศ้กึษาเกีย่วกบัการ

ถ่ายยีนเข้าสู่ผลด้วย

 

2. วิธีวิจัย

	 2.1	 การคัดเลือกพืชทดลอง

	 คัดเลือกผล มะละกอ และกล้วย ระยะผลดิบ

และผลแต้ม โดยแบ่งระยะการพัฒนาของผลจากรูป

ทรง ลักษณะของสีเปลือก และการพัฒนาของเมล็ด 

มะละกอระยะผลดิบเลือกใช้มะละกอที่มีผิวสีเขียวเข้ม 

เมล็ดภายในมีสีเทา สำ�หรับระยะผลแต้มใช้มะละกอที่

เปลือกเริ่มมีจุดแต้มสีส้มเกิดขึ้นและเมื่อนำ�มาผ่าแล้ว

เมล็ดภายในมีสีดำ�  กล้วยระยะผลดิบเลือกที่เปลือกมีสี

เขียว ลักษณะผลยังเห็นเป็นเหลี่ยมอยู่เล็กน้อย สำ�หรับ

กล้วยระยะผลแต้มใช้กล้วยที่ผลไม่มีเหลี่ยมแล้ว เปลือก

มีสีเขียวอ่อนออกเหลือง มะเขือเทศดิบเลือกที่มีเปลือก

สีเขียว หรือสีเปลือกไข่ ระยะผลแต้มเลือกที่เปลือกมีสี

เหลืองอมส้ม

	 2.2	 การเตรยีมเนือ้เยือ่ผลสำ�หรบัใชใ้นการถา่ย

ยีน

	 นำ�ผลมะละกอ กล้วย และมะเขือเทศ ทั้ง

สองระยะมาล้างทำ�ความสะอาดบริเวณผิวด้วยการแช่

ในสารละลายโซเดียมไฮเปอร์คลอไรด์ ความเข้มข้น 1 

เปอร์เซ็นต์ นาน 10 นาที แล้วล้างด้วยนํ้ากลั่นนึ่งฆ่าเชื้อ 

3 ครั้ง จากนั้นนำ�ผล มะละกอ และกล้วย ที่ล้างทำ�ความ

สะอาดแลว้มาหัน่เปน็ชิน้ขนาด 1x1 เซนตเิมตร หนา 0.2-

0.3 มิลลิเมตร  จำ�นวน 5 ชิ้น ต่อซํ้า ทำ�การทดลองจำ�นวน 

2 ซํา้ นำ�ชิน้เนือ้เยือ่ของผลทีเ่ตรยีมไวม้าแชใ่นสารละลาย

โซเดียมไฮเปอร์คลอไรด์ ความเข้มข้น 0.1 เปอร์เซ็นต์ที่

ผสม Tween 20 เข้มข้น 0.05 เปอร์เซ็นต์ นาน 10 นาที 

แล้วล้างด้วยนํ้ากลั่นนึ่งฆ่าเชื้อ 3 ครั้ง แล้วนำ�ไปแช่ใน

สารละลาย cefotaxime ความเขม้ขน้ 200 มลิลกิรมัตอ่ลติร 

นาน 2 นาที จากนั้นล้างด้วยนํ้ากลั่นนึ่งฆ่าเชื้อ 3 ครั้ง ทำ�

แผลที่บริเวณชิ้นเนื้อเยื่อโดยใช้ใบมีดผ่าตัดกรีดเป็นแผล

ยาวขนาด 0.3 - 0.5 เซนติเมตร จำ�นวน 3-4 แผล

	 2.3	 การเตรียมเชื้ออะโกรแบคทีเรียม

	 เลี้ยงเชื้ออะโกรแบคทีเรียมสายพันธุ์ AGL-1 

บรรจุ plant expression vector pCAMBIA-1304 (CAM-

BIA, Australia) ซึ่งมียีน GUS เป็นยีนรายงานผล โดยมี

โปรโมเตอร ์CaMV35S เปน็ตวัควบคมุการแสดงออกของ

ยีน เลี้ยงเชื้ออะโกรแบคทีเรียมบนอาหารคัดเลือก YEP 

(Bacto tryptone 10 g/l, yeast extract 10 g/l, NaCl 5 g/l, 

agarose 15 g/l pH 7.0) ซึ่งใส่สารปฏิชีวนะ rifampicin 

ความเข้มข้น 25 มิลลิกรัมต่อลิตร ร่วมกับ kanamycin 

ความเข้มข้น 50 มิลลิกรัมต่อลิตร นาน 3 วัน จากนั้นย้าย

โคโลนีเดี่ยวของเชื้อมาเลี้ยงต่อในอาหาร YEP ชนิดเหลว

ปริมาตร 20 มิลลิลิตร ซึ่งใส่สารปฏิชีวนะ kanamycin 

ความเขม้ขน้ 50 มลิลกิรมัตอ่ลติรและสาร acetosyringone 

ความเขม้ขน้ 200 ไมโครโมลาร ์เขยา่เชือ้ดว้ยความเรว็ 200 

รอบต่อนาที ที่ 28 องศาเซลเซียส จนเชื้อมีความเข้มข้นที่

ช่วงดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 600 นาโนเมตร อยู่ใน

ช่วง 0.8 -1.00 เจือจางเชื้อให้ได้ความเข้มข้น 3 ระดับคือ 

1:10 1:50 และ 1: 100 ด้วยอาหารเหลว MS (8) และเติม 

สาร acetosyringone ความเขม้ขน้ 200 ไมโครโมลาร์ ผสม

สารแขวนลอยเชื้อให้เข้ากัน
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	 2.4 	 การถ่ายยีนเข้าสู่เนื้อเยื่อผล

	 แช่ชิ้นเนื้อเยื่อผลที่เตรียมไว้ซึ่งผ่านการทำ�

บาดแผลแล้วในสารแขวนลอยเชื้ออะโกรแบคทีเรียม 

ความเข้มข้น 3 ระดับคือ 1:10 1:50 และ 1: 100 เป็นเวลา

นาน 10 20 และ 30 นาที ตามลำ�ดับ และแช่ชิ้นเนื้อเยื่ออีก

สว่นหนึง่ในอาหารเหลว MS นาน 10 20 และ 30 นาท ีตาม

ลำ�ดับเช่นเดียวกัน เพื่อใช้เป็นตัวเปรียบเทียบ (negative 	

control) แล้วนำ�ไปบ่มในที่มืด อุณหภูมิ 25-28 องศา

เซลเซยีส นาน 24 ชัว่โมง และใชส้ารแขวนลอยเชือ้อะโกร

แบคทีเรียม ความเข้มข้น 1:10 เวลา 20 นาที สำ�หรับการ

ถา่ยยนีเขา้มะเขอืเทศ ซึง่เปน็ผลไมต้น้แบบ (Fruit model) 

สำ�หรับการผลิตโปรตีนในพืช 

	 2.5	 การตรวจสอบการถ่ายยีนโดยวิธี GUS 

histochemical assay

	 ตรวจสอบการแสดงออกของยีน GUS ภายใน

เนื้อเยื่อที่ได้รับการถ่ายยีนด้วยวิธี GUS Histochemical 

assay โดยดกูารตดิสนีํา้เงนิของชิน้เนือ้เยือ่ทีไ่ดร้บัการถา่ย

ยีน ซึ่งเกิดจากการทำ�งานของเอนไซม์ b-glucuronidase 
นำ�เนื้อเยื่อที่ผ่านการถ่ายยีนครบ 24 ชั่วโมงแล้ว มาล้าง

ในสารละลาย cefotaxime ความเข้มข้น 200 มิลลิกรัม

ต่อมิลลิลิตร นาน 2 นาที แล้วล้างด้วยนํ้ากลั่นนึ่งฆ่าเชื้อ 

3 ครั้ง ซับนํ้าส่วนเกินที่ติดมากับชิ้นเนื้อเยื่อออกแล้วนำ�

เนื้อเยื่อนั้นมาแช่ในสารละลาย 5-bromo-4-chloro-3-

indolyl glucuronide (X-Gluc) (0.05 mM X-Gluc in 10 

mM Na
2
HPO

4
 , 10 mM NaH

2
PO

4
0.1% Triton X-100, 0.5 

mM K
3
Fe(CN)

6
 และ 0.5 mM K

4
Fe(CN)

6
) แลว้นำ�ไปบม่ที่

อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 14 ชั่วโมง เมื่อครบเวลา

หยุดปฏิกิริยาด้วยการเติมเอทธานอล 70 เปอร์เซ็นต์ และ 

การแช่ตัวอย่างในเอทธานอล 95 เปอร์เซ็นต์ นาน 15-20 

นาที จำ�นวน 2 ครั้ง เพื่อให้เห็นการติดสีนํ้าเงินชัดเจนขึ้น

ด้วย หรือจนกระทั่งเห็นว่าคลอโรฟิลล์หมด แล้วตรวจดู

การแสดงออกของยีน GUS จากการติดสีนํ้าเงินภายใน

ชิ้นเนื้อเยื่อที่ได้รับการถ่ายยีน

	 2.6	 การสกดัโปรตนีจากเนือ้เยือ่ผลทีไ่ดร้บัการ

ถ่ายยีน GUS 

	 นำ�เนื้อเยื่อผลที่ได้รับการถ่ายยีนและล้างด้วย

วิธีการข้างต้น มาบดด้วยไนโตรเจนเหลวจนละเอียด 

เติม GUS extraction buffer (50 mM Sodium phosphate; 

pH 7.0 10 mM Dithiothreitol, 1 mM Disodium EDTA, 

0.1% Sodium lauryl sarcosine, 0.1% Triton X-100) ใน

อัตราส่วนเนื้อเยื่อผล 1 กรัม ต่อ buffer 3  มิลิลิตร และ 

Proteinase inhibitor (Sigma, USA) อัตราส่วน 3:100 

(กรัม ต่อ ไมโครลิตร) นำ�ไป vortex นาน 2 นาที และ

หมุนเหวี่ยงด้วยความเร็ว 11,000 รอบต่อนาที ที่ 4 องศา

เซลเซียส นาน 15 นาที นำ�ส่วนใสที่ได้มาทำ�ให้โปรตีน

มีความเข้มข้นมากขึ้นด้วย Protein concentrator (Piece, 

Germany) ที่มี molecular weight cut off 20 กิโลดาล

ตัน โดยหมุนเหวี่ยงด้วยความเร็ว 3,500 g นาน 20 นาที 

หรือจนกว่าจะได้โปรตีนที่มีความเข้มข้นตามต้องการ ที่ 

4 องศาเซลเซียส จากนั้นนำ�ส่วนใสที่สกัดได้ไปคำ�นวณ

หาความเข้มข้นของโปรตีน โดยเปรียบเทียบกับโปรตีน

มาตรฐาน Bovine serum albumin (BSA) ดว้ยวธิ ีBradford 

(9) แล้วนำ�ไปตรวจสอบกิจกรรมของเอนไซม์ทันที หรือ

เก็บไว้ในอุณหภูมิ 0 องศาเซลเซียส ได้นาน 2 วัน

	 2.7	 การตรวจสอบกิจกรรมของเอนไซม์ 

b-glucuronidase จากเนื้อเยื่อผลที่ได้รับการถ่ายยีน

	 นำ�โปรตีนที่สกัดได้ 100 ไมโครกรัม ใส่ลง

ใน GUS assay buffer (1.2 mM 4-methylumbelliferyl-	

beta-D-glucuronide; MUG,10 mM b-mercaptoethanol 
ใน 1x reaction buffer) ปริมาตร 500 ไมโครลิตรนำ�ไปบ่ม

ที่ 37 องศาเซลเซียส นาน 30 นาที หยุดปฏิกิริยาด้วยการ

เตมิ 1xStop buffer (BIORAD, USA) ปรมิาตร 1 มลิลลิติร 

ตรวจผลการสร้าง 4-methylumbelliferone (4-MU) ด้วย

เครือ่ง spectrofluorometer (Shimadzu,Japan) ที ่emission 

และ excitation ความยาวคลื่น 360 และ 460 นาโนเมตร 

ตามลำ�ดับ โดยเปรียบเทียบกับ 4-MU มาตรฐาน ตาม

วิธีการของผู้ผลิต และนำ�ข้อมูลที่ได้ไปวิเคราะห์ความ

แปรปรวนทางสถิติโดยใช้โปรแกรม Statistical Analysis 

System (SAS)

3. ผลการวิจัยและอภิปราย

	 3.1	 ตรวจสอบการแสดงออกของยนี GUS ใน

เนื้อเยื่อพืชที่ได้รับการถ่ายยีนแบบชั่วคราวด้วยวิธี GUS 

Histochemical assay  
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	 อะโกรแบคทีเรียม สายพันธุ์ AGL-1 สามารถ

ส่งถ่ายยีน  GUS เข้าไปในชิ้นผลของมะละกอและกล้วย

ได ้โดยเหน็ไดจ้ากการตดิสนีํา้เงนิในชิน้เนือ้เยือ่พชืทีไ่ดร้บั

การถ่ายยีน และนอกจากนี้วิธีการถ่ายยีนเข้าสู่ผลด้วยวิธี

การดังกล่าวยังสามารถนำ�ไปใช้กับผลมะเขือเทศได้ด้วย 

สำ�หรับสภาวะที่เหมาะสมต่อการถ่ายยีนคือ การใช้สาร

แขวนลอยเชื้อเจือจางอัตรา 1:10 และเวลาในการแช่ชิ้น

เนือ้เยือ่ในสารแขวนลอยเชือ้นาน 30 นาท ีมปีระสทิธภิาพ

ในการถา่ยยนีไดด้ทีีส่ดุในพชืทัง้สองชนดิ เนือ่งจากพบวา่

ชิ้นเนื้อเยื่อติดสี นํ้าเงินเข้มทั่วทั้งชิ้นเนื้อเยื่อและมีความ

สมํ่าเสมอในลักษณะเดียวกันในทุกซํ้าที่ทำ�การทดลอง 

และเมื่อนำ�มาเปรียบเทียบกับเนื้อเยื่อผลที่แช่ในอาหาร

เหลว MS (negative control) ไมพ่บการตดิสนีํา้เงนิ ดงัรปู

ที่ 1 เมื่อครบ 24 ชั่วโมงภายหลังการถ่ายยีนพบว่าเนื้อเยื่อ

ที่ผ่านขั้นตอนการถ่ายยีนยังคงอยู่ในสภาพดี เนื้อเยื่อไม่

เหี่ยวหรือเละ ลักษณะการติดสีนั้นส่วนใหญ่จะพบใน

เนื้อเยื่อผล ท่อลำ�เลียง (vascular tissues) และบริเวณที่

มีบาดแผล สำ�หรับมะละกอพบว่าติดสีนํ้าเงินเข้มทั่วทั้ง

ชิ้นทั้งในระยะผลดิบและผลแต้ม แต่สำ�หรับกล้วยพบ

ว่ามีการติดสีนํ้าเงินเฉพาะในส่วนของเนื้อเยื่อผลเท่านั้น 

ไม่พบการติดสีนํ้าเงินที่เปลือกผลซึ่งมีสีนํ้าตาลเข้มเกือบ

ดำ�  และลักษณะการติดสีนํ้าเงินในเนื้อเยื่อผลของกล้วย

มลีกัษณะทีแ่ตกตา่งกบัมะละกอ โดยพบวา่มลีกัษณะการ

ติดสีนํ้าเงินเป็นลักษณะของจุดประเล็กๆกระจายอยู่และ

จะมีบริเวณที่ติดเข้มเป็นบางจุด และพบอีกว่าไม่ติดสีนํ้า

เงินที่บริเวณบาดแผล ซึ่งแตกต่างกับมะละกอที่พบการ

ติดสีนํ้าเงินเข้มทั่วทั้งชิ้นเนื้อเยื่อ และสำ�หรับมะเขือเทศ

จะเห็นได้ว่ามีการติดสีนํ้าเงินในเนื้อเยื่อผล ท่อลำ�เลียง 

เมล็ดและเจล ดังรูปที่ 2 

รูปที่ 1. 	 ลักษณะการติดสีนํ้าเงินจากการแสดงออกของยีน GUS ในเนื้อเยื่อผล มะละกอ และ กล้วย ระยะผลดิบ

	 และผลแต้มที่แช่ในสารแขวนลอยเชื้ออะโกรแบคทีเรียม ความเข้มข้นอัตรา 1:10 นาน 30 นาที  ภายหลัง	

	 จากไดร้บัการถา่ยยนีแบบชัว่คราว นาน 24 ชัว่โมงเปรยีบเทยีบกบัเนือ้เยือ่ผลทีแ่ชใ่นอาหารเหลว MS ตรวจ	

	 สอบผลดว้ยวธิ ีHistochemical assay สำ�หรบัมะเขอืเทศ ใชส้ารแขวนลอยเชือ้อะโกรแบคทเีรยีม ความเขม้ขน้	

	 อัตรา 1:10 นาน 20 นาที (นำ�มาแสดง 3 ซํ้า จาก 5 ซํ้า ที่ทำ�การทดลอง)
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รูปที่ 2.	 ภาพถา่ยขยายแสดงการตดิสนีํา้เงนิภายในเนือ้เยือ่ผลของ มะละกอ กลว้ยและมะเขอืเทศทีไ่ดร้บัการถา่ยยนี 

	 GUS 

	 3.2	 การตรวจสอบกิจกรรมของเอนไซม์ 

b-glucuronidase จากเนื้อเยื่อผลที่ได้รับการถ่ายยีน

	 ตรวจพบกจิกรรมของเอมไซม ์b-glucuronidase 
สูงสุดในมะละกอระยะผลแต้ม (8347.15 ± 352.52 

nmolMU/min/µg) และมะละกอระยะผลดิบ (6653.35 

± 182.32 nmolMU/min/µg) ตามลำ�ดับ สำ�หรับในกล้วย

นัน้พบวา่กจิกรรมของเอมไซม์ b-glucuronidase คอ่นขา้ง

ตํ่าคือ ในผลแต้มวัดได้ 2181.01 ± 8.97 nmolMU/min/

µg และในผลดิบวัดได้ 411.13 ± 1.29  nmolMU/min/µg 

ตามลำ�ดับ ดังรูปที่ 3 เมื่อเปรียบเทียบระยะผลดิบและผล

แต้ม พบว่าระยะผลแต้มให้ค่า GUS enzymatic activity 

สูงกว่าระยะผลดิบซึ่งมีลักษณะเดียวกันในมะละกอและ

กล้วย ในมะเขือเทศพบว่ากิจกรรมของเอมไซม์ b-

glucuronidase ในระยะผลแต้มวัดได้ 5,736.27 ± 275.73 

nmolMU/min/µg และในระยะผลดิบ วัดได้ 9095.72 ± 

83.34 nmolMU/min/µg ตามลำ�ดับ ระดับกิจกรรมของ

เอมไซม์ b-glucuronidase ที่วัดได้สอดคล้องกับผลการ
ตดิสนีํา้เงนิซึง่เกดิจากการแสดงออกของยนี GUS ภายใน

ชิ้นเนื้อเยื่อพืชทั้งสามชนิด

รูปที่ 3. 	 กิจกรรมของเอมไซม์ GUS จากเนื้อเยื่อผลของมะละกอ กล้วย และมะเขือเทศ ระยะผลดิบและผลแต้มที่

	 แชใ่นสารแขวนลอยเชือ้อะโกรแบคทเีรยีม ความเขม้ขน้อตัรา 1:10 นาน 30 นาท ีภายหลงัจากไดร้บัการถา่ยยนี	

	 แบบชั่วคราว นาน 24 ชั่วโมงเปรียบเทียบกับเนื้อเยื่อผลที่แช่ในอาหารเหลว MSสำ�หรับมะเขือเทศ ใช้สาร	

	 แขวนลอยเชื้ออะโกรแบคทีเรียม ความเข้มข้นอัตรา 1:10 นาน 20 นาที
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	 3.3	 การอภิปรายผล

	 การถ่ายยีนแบบชั่วคราวด้วยเชื้ออะโกรแบคที

เรียมเข้าผลด้วยวิธีการหั่นเป็นชิ้น พบว่าได้ผลดี สะดวก 

รวดเร็ว ไม่มีขบวนการที่ซับซ้อน และสามารถนำ�ไปใช้

กบัพชืทีม่ผีลขนาดใหญ่ และ เนือ้แขง็ อยา่งมะละกอและ

กล้วยได้ สำ�หรับมะเขือเทศ ซึ่งประกอบด้วยนํ้าเป็นส่วน

ใหญ่ วิธีการนี้จะดีกว่าวิธีการฉีดเชื้อ อะโกรแบคทีเรียม 

เขา้ไปในผลทีม่รีายงานมากอ่น เนือ่งจากแรงดนัภายในผล

จะทำ�ให้ฉีดเชื้อเข้าไปได้ยาก จึงทำ�ให้ปริมาณเชื้อที่เข้าไป

ภายในผลน้อย และไม่สมํ่าเสมอ จนอาจเกิดการกระจาย

ตัวของเชื้อที่ไม่ทั่วถึงกัน (5) ใช้วิธีการแช่ชิ้นเนื้อเยื่อใน

สารแขวนลอยเชื้อ ทำ�ให้เนื้อเยื่อทุกบริเวณได้มีโอกาส

สัมผัสกับเชื้อโดยตรงจึงช่วยเพิ่มประสิทธิภาพในการ

ถ่ายยีน ภายหลังการถ่ายยีนครบ 24 ชั่วโมง เนื้อเยื่อผล

ยังมีสภาพดี มีการติดสีนํ้าเงินเข้มทั่วทั้งชิ้นเนื้อเยื่อ เมื่อ

เปรียบเทียบชนิดของพืชพบว่าประสิทธิภาพในการถ่าย

ยีนมีความแตกต่างกันเนื่องจาก ผลกล้วยมีปริมาณแป้ง

สูง และ มีการผลิตสารประเภท phenolic (10) ทำ�ให้เกิด

การเปลี่ยนสีของเปลือกและเนื้อกล้วยเป็นสีนํ้าตาล ซึ่ง

ขัดขวางการเข้าสู่เซลล์ของเชื้ออะโกรแบคทีเรียม ทำ�ให้

ประสิทธิภาพการถ่ายยีนเข้าผลกล้วยลดลงโดยเฉพาะ

กล้วยในระยะผลดิบ รายงานที่มีมาก่อนโดยวิธี vacuum-

infiltrated และเก็บเนื้อเยื่อภายหลังการถ่ายยีนในที่มืด

นาน 3 วัน (11) การติดสีนํ้าเงินภายในเนื้อเยื่อผลไม่แตก

ต่างกับการศึกษาในครั้งนี้ซึ่งใช้เวลาเพียง 24 ชั่วโมง การ

ใช้สารละลายที่มีความเป็นกรดอ่อนๆ เช่น กรด salicylic 	

หรือ กรด ascorbic เจือจาง อาจช่วยลดการสร้างสาร 	

phenolic (12) และ ชว่ยทำ�ใหก้ารถา่ยยนีมปีระสทิธภิาพดี

ขึน้ สว่นผลทีม่ยีางแตส่ามารถลา้งออกไดเ้ชน่มะละกอไม่

พบปัญหาสามารถถ่ายยีนได้อย่างมีประสิทธิภาพ 

	 การถ่ายยีนเข้าผลในระยะแต้มมีประสิทธิภาพ

ดีกว่าในระยะผลดิบในมะละกอและกล้วย อาจเนื่องจาก

ในผลแตม้ เซลลผ์ลจะเรยีงตวักนัอยา่งหลวมๆไมอ่ดัแนน่

เหมอืนผลดบิและมผีนงัเซลลท์ีบ่างกวา่ จงึทำ�ใหโ้อกาสที่

เชือ้อะโกรแบคทเีรยีมจะเขา้สูเ่นือ้เยือ่หรอืเซลลจ์งึเปน็ไป

ได้ง่ายกว่าในผลดิบ 

	 สำ�หรับการสกัดโปรตีนจากเนื้อเยื่อผล เพื่อ

นำ�ไปวิเคราะห์การทำ�งานของเอนไซม์สามารถทำ�ได้ง่าย 

รวดเร็ว จึงช่วยลดการเสื่อมสลายของโปรตีนได้ การติด

สนีํา้เงนิของชิน้เนือ้เยือ่พชืมคีวามสอดคลอ้งกบักจิกรรม

ของเอนไซม ์GUS โดยจะเหน็ไดว้า่เมือ่เนือ้เยือ่มสีเีขม้มาก

กจ็ะมกีจิกรรมของเอนไซม ์GUS ทีส่งูดว้ย ซึง่สามารถนำ�

ไปประยกุตใ์ชก้บัการศกึษาการสรา้งและการทำ�งานของ

โปรตีนที่สนใจในผล และตรวจสอบโดยวิธีการอาทิ การ

ย้อม (histochemical) การทำ�งานของเอนไซม ์นอกจาก

นั้นวิธีการนี้ยังสามารถนำ�มาใช้ทดสอบโปรโมเตอร์ที่

ควบคุมการแสดงออกในผล ซึ่งจะช่วยทำ�ให้ทราบผลได้

อย่างรวดเร็ว และสามารถนำ�มาปรับใช้ได้กับผลไม้ที่มี

ลักษณะที่แตกต่างกัน

4. สรุป

	 การถ่ายยีนแบบชั่วคราวโดยใช้เชื้ออะโกรแบค

ทีเรียม เข้าสู่เนื้อเยื่อผลมะละกอ และ กล้วยวิธีการหั่น

ชิ้น สามารถถ่ายยีนเข้าสู่เนื้อเยื่อพืช และทราบผลการ

แสดงออกของยีนได้อย่างรวดเร็วภายในระยะเวลา 24 

ชั่วโมง วิธีการนี้มีประสิทธิภาพดี พืชที่ได้รับการถ่ายยีน

สามารถผลติโปรตนีภายในเนือ้เยือ่ผล และสามารถตรวจ

วดัปรมิาณและการทำ�งานของโปรตนีทีถ่กูสรา้งขึน้ได ้ซึง่

วิธีการถ่ายยีนแบบชั่วคราวที่ได้พัฒนาขึ้นนี้สามารถใช้

เป็นเครื่องมือสำ�หรับตรวจสอบการแสดงออกของยีน

และการสรา้งโปรตนี ทีม่คีวามเฉพาะในผล เบือ้งตน้กอ่น

ที่จะมีการถ่ายยีนแบบถาวรเข้าสู่พืชต่อไป 
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