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บทคดัย่อ 

เบตา-พินีนเป็นสารมอโนเทอร์พีน ที่เป็นองค์ประกอบ
ส าคญัของน า้มนัหอมระเหยที่สกดัได้จากผิวของผลมะกรูด 
(Citrus hystrix) ในการศกึษาครัง้นีไ้ด้น ายีนพินีนซินเทส 
(PNS) ที่แยกได้จากมะกรูด มาเช่ือมเข้าเวคเตอร์ 
pCAMBIA1305.1 และถ่ายเข้าสูอ่ะราบิดอปซิส เพื่อ
ตรวจสอบโครงสร้างของยีน โดยให้ยีน PNS ของมะกรูดเข้า
ไปแทนท่ียีน uidA (GUS) ท าให้การแสดงออกของยีน PNS 
ถกูควบคมุด้วยโปรโมเตอร์ CaMV35S ซึง่อยูใ่นเวคเตอร์ 
pCAMBIA1305.1 ทีม่ียีนต้านทานไฮโกรมยัซินเป็นยีน
คดัเลอืกในพืช หลงัจากทดสอบระดบัความเข้มข้นของไฮโกร
มยัซินที่เหมาะสม จงึคดัเลอืกอะราบิดอปซิสแปลงพนัธุ์ทีม่ียีน 
PNS ซึง่สร้างขึน้โดยการถา่ยยนีด้วยอะโกรแบคทีเรียมสาย
พนัธุ์ EHA105 และเพาะเลีย้งบนอาหาร 1/2MS ที่มีไฮโกรมยั
ซิน 20 มิลลกิรัมตอ่ลติร เป็นเวลานาน 10 วนั แล้วเก็บเมลด็
จากอะราบิดอปซิสแปลงพนัธุ์แตล่ะต้นท่ีผา่นการคดัเลอืก 
โดยใช้ลกัษณะความต้านทานตอ่ไฮโกรมยัซินในรุ่นท่ี 1–4 
(T0–T3) พบวา่การรอดชีวิตของอะราบิดอปซิสในรุ่น T0, T1, 
T2 และ T3 เพิ่มขึน้ด้วยอตัรา 0.27, 45.17, 70.65 และ 
78.88 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดบั นอกจากนีย้งัพบวา่ยีน PNS 
ของมะกรูดสามารถแทรกเข้าสูโ่ครโมโซมของอะราบิดอปซิส
แปลงพนัธุ์ทกุต้น เมื่อตรวจสอบด้วยวิธีพีซีอาร์ โดยต้นอะรา
บิดอปซิสแปลงพนัธุ์ที่ได้รับยีนนี ้ จะน าไปศกึษาผลกระทบ

ของผลผลติของยีนตอ่องค์ประกอบของน า้มนัหอมระเหย
ของอะราบิดอปซิสตอ่ไป 

 
ABSTRACT 

β-pinene, a monoterpene, was found as a 
major component of an essential oil extracted from fruit 
peel of kaffir lime (Citrus hystrix) known as Makrut. In 
this study, the pinene synthase gene (PNS) previously 
cloned from kaffir lime was constructed into a plant 
expression vector, pCAMBIA1305.1, and transformed 
into Arabidopsis thaliana. The kaffir lime PNS was 
replaced uidA (GUS) gene which was driven by 
CaMV35S promoter in the pCAMBIA1305.1 vector 
containing hygromycin resistance gene. After testing 
for appropriate hygromycin concentration, the PNS 
transgenic Arabidopsis mediated by Agrobacterium 
tumefaciens EHA105 were selected on 1/2MS 
containing 20 mg/l hygromycin for 10 days. The 
Arabidopsis seeds were collected from each 
transgenic lines of the 1st–4th generation (T0–T3) 
selected for hygromycin resistant. After selection, the 
percentage of seed survival of T0, T1, T2 and T3 
transgenic Arabidopsis gradually increased at rate of 
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0.27, 45.17, 70.65 and 78.88, respectively. In addition, 
the kaffir lime PNS transgene was successfully 
integrated into the genome of all transgenic lines when 
detected by PCR. The obtained transgenic lines will be 
subjected to further study on the effects of this gene 
product to Arabidopsis essential oil components. 
 
ค าส าคัญ: น า้มนัหอมระเหย มะกรูด พินีน อะราบิดอปซิส 
อะโกรแบคทีเรียม 

Keywords: essential oil, kaffir lime, pinene, 
Arabidopsis, Agrobacterium 
 
บทน า 

ปัจจบุนัมีสารสกดัจากธรรมชาตหิลายชนิดที่น ามา
ท าน า้มนัหอมระเหย (essential oil) ซึง่มีประโยชน์มากตอ่
อตุสาหกรรมน า้หอมและเคร่ืองส าอาง ข้อมลูจากกรม
ศลุกากรในปี พ.ศ. 2540 ระบวุา่ในแตล่ะปีประเทศไทยน าเข้า
เคร่ืองหอมจากตา่งประเทศ คิดเป็นมลูคา่ไมต่ ่ากวา่ 3,500 
ล้านบาท (จ ารัส และพิสสม, 2546) โดยทัว่ไปน า้มนัหอม
ระเหยที่ซือ้ขายในตลาด ผลติจากพืชและดอกไม้ทีม่ีกลิน่หอม 
เช่น ดอกแก้ว ดอกโมก ดอกกล้วยไม้ มะกรูด และตะไคร้หอม 
ด้วยความต้องการของตลาดมีแนวโน้มจะเพิม่สงูขึน้ 
อตุสาหกรรมสารสกดัจากธรรมชาติจงึมีการเติบโตอยา่ง
รวดเร็วและแพร่หลาย การค้นหาแหลง่ของพชืที่มีกลิน่หอม
ใหม่ๆ  โดยเฉพาะพืชสมนุไพรไทยหลายชนดิ ถือได้วา่ช่วย
เสริมการพฒันาตลาดเคร่ืองหอมเพื่อใช้ประโยชน์ทาง
อตุสาหกรรม มะกรูดเป็นพืชหนึง่ที่ได้รับความสนใจในการใช้
เป็นแหลง่ผลติน า้มนัหอมระเหย องค์ประกอบทางเคมีที่
ส าคญัของน า้มนัหอมระเหยในมะกรูด คือ พินีน (pinene), 
ซาบินีน (sabinene), ลโิมนีน (limonene), ซิโทรเนลลอล 
(citronellal) และ เทอร์พินีนโฟร์ออล (terpinen-4-ol) 
(สถาบนัวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยีแหง่ประเทศไทย, 2548) 
สารเบตา-พินีนเป็นสารองค์ประกอบหลกั ที่มีอยูใ่นน า้มนั
หอมระเหยสกดัจากผิวมะกรูดถงึร้อยละ 30.6 (นิจศิริ และ
พะยอม, 2532) และร้อยละ 21.4 ในกลิน่หอมที่ระเหยออกมา
จากผวิมะกรูด (กิตตยิา, 2553) น า้มนัใบมะกรูดมีฤทธ์ิไลย่งุ 
ต้านเชือ้อะมีบา และน า้มนัผิวมะกรูดมีฤทธ์ิฆา่แมลง (สถาบนั

วิทยาศาสตร์และเทคโนโลยีแหง่ประเทศไทย, 2548) 
นอกจากนี ้มีการน าสารเคมีพวกพินีน ซาบินีน ลโิมนีน และ ซิ
โทรเนลลอล มาใช้แตง่กลิน่รสอาหาร เป็นสว่นประกอบของ
ยา และเคร่ืองส าอาง ชว่ยท าให้สดช่ืนและคลายกงัวล (สริิ
ลกัษณ์, 2545) การน าเทคโนโลยีชีวภาพมาใช้ศกึษายีน และ
วิเคราะห์ยีนที่เก่ียวข้องกบัการสร้างกลิน่ในมะกรูด เป็น
แนวทางหนึง่ในการปรับปรุงพนัธุ์ เพื่อให้ได้พนัธุ์ใหมท่ี่มี
ลกัษณะที่ต้องการด้วยระยะเวลาสัน้ ดงัจะเห็นได้จากการ
ทดลองของ LÜcker et al. (2004) ได้ถ่ายยีนพินีนซินเทส 
(pinene synthase; PNS) ของมะนาวเข้าสูย่าสบูด้วยอะโกร
แบคทีเรียม พบวา่ดอกยาสบูแปลงพนัธุ์ปลดปลอ่ยสารพินีน
เพิ่มมากขึน้ กิตติยา (2553) โคลนยีนที่ควบคมุการสร้าง
เอนไซม์ PNS ที่อยูใ่นวถีิการสร้างสารเทอร์พีนอยด์พวกมอโน
เทอร์พีนจากมะกรูดในประเทศไทย ส าหรับงานวิจยันีไ้ด้
สร้างพลาสมิดสายผสมของยีน PNS ที่แยกได้จากมะกรูดตดั
ตอ่เข้าเวคเตอร์พืช และถา่ยยีนเข้าสูอ่ะราบิดอบซิสซึง่เป็นพืช
โมเดล เพื่อศกึษาประสทิธิภาพของการถ่ายยีนและโครงสร้าง
ยีน PNS ที่เหมาะสมตอ่การถ่ายยีนเข้าพืช ซึง่โครงสร้างของ
ยีนที่ได้สามารถน าไปใช้ในการปรับปรุงพนัธุ์พืชส าคญัทาง
เศรษฐกิจด้านน า้มนัหอมระเหยตอ่ไป 

 
อุปกรณ์และวิธีการ 
การเตรียมอะราบิดอปซิสและทดสอบระดับความ
เข้มข้นของไฮโกรมัยซิน 

ฟอกฆา่เชือ้เมลด็อะราบดิอปซิส (Arabidopsis 
thaliana) พนัธุ์ Columbia ด้วยเอทานอล 70% เป็นเวลา 15 
นาที และฟอกฆา่เชือ้ด้วยสารละลายคลอรอกซ์ความเข้มข้น 
10% เป็นเวลา 15 นาที และล้างด้วยน า้ deionize (dH2O) ที่
ผา่นการนึง่ฆา่เชือ้ 3 ครัง้ น าเมลด็วางบนอาหาร 1/2 MS 
(Murashige and Skoog, 1962) ที่มีสารปฏิชีวนะไฮโกรมยัซิ
นความเข้มข้น 0, 20, 30 และ 40 มิลลกิรัมตอ่ลติร เป็นเวลา 
3 สปัดาห์ บนัทกึปริมาณการอยูร่อดของอะราบดิอปซิส 
ส าหรับการเตรียมอะราบิดอปซิสเพื่อการถ่ายยีน น าเมลด็อะ
ราบิดอปซิสทีฟ่อกฆา่เชือ้แล้วมาวางบนอาหาร 1/2 MS เป็น
เวลา 1 สปัดาห์ ย้ายต้นกล้าลงปลกูในกระบะที่บรรจพุีทมอส 
เพาะเลีย้งในห้องควบคมุอณุหภมูิ 25±2 องศาเซลเซียส ให้
แสง 2,000 ลกัซ์ เป็นเวลา 16 ชัว่โมงตอ่วนั นาน 45 วนั  
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การตัดต่อและเชื่อมยนี PNS กับไบนารีเวคเตอร์ 

น าพลาสมิด pPNS4 ที่มียีน PNS ของมะกรูดขนาด 
1,809 คูเ่บส (ได้รับการอนเุคราะห์จาก กิตติยา แสงสวา่ง) 
มาเพิม่ปริมาณดีเอ็นเอของยีน PNS ด้วยเทคนิคพซีีอาร์ โดย
ใช้ไพรเมอร์ 400 PNS-SpeI (5'-
GTAGATCTGACTAGTATCTCTTAATCTG-3') กบั 401 
PNS-EcoRV (5' TCAGATATCTTAAGCAATGATT 3') 
ความเข้มข้น 25 pmole อยา่งละ 0.4 ไมโครลติร ใน
สารละลายที่ม ี 10x Pfu buffer ที่มี 20 mM MgSO4 2.5 
ไมโครลติร 0.2 mM dNTPs 0.5 ไมโครลติร เอนไซม์ Pfu 
DNA polymerase (2.5 unit) (Fermentas, แคนาดา) 0.5 
ไมโครลติร DMSO 1 ไมโครลติร และเติมน า้ให้มีปริมาตรรวม
เป็น 25 ไมโครลติร ผสมให้เข้ากนั น าสว่นผสมที่ได้ไปเพิ่ม
ปริมาณดเีอ็นเอด้วยเคร่ือง Mastercycler® gradient 
(Eppendorf, เยอรมนั) โดยตัง้โปรแกรมดงันี ้ อณุหภมู ิ 95 
องศาเซลเซียส 5 นาที จ านวน 1 รอบ 95 องศาเซลเซียส 1 
นาที 55 องศาเซลเซียส 1 นาที และ 72 องศาเซลเซียส 2 
นาที จ านวน 30 รอบ และ 72 องศาเซลเซียส 5 นาที จ านวน 
1 รอบ ตรวจสอบขนาดของชิน้ดีเอ็นเอที่ได้ด้วยวิธีอิเลก็โทร
ฟอรีซิสบนเจลอะกาโรส 0.8 เปอร์เซ็นต์ เปรียบเทียบกบัดีเอ็น
เอมาตราฐาน 
 น าดีเอ็นเอท่ีได้จากการท าพีซีอาร์มาท าให้บริสทุธ์ิ
ด้วยชดุ QIAquick PCR Purification Kit (QIAGEN 
สหรัฐอเมริกา) ตดัดีเอ็นเอที่ได้ด้วยเอนไซม์ SpeI และ 
EcoRV และ น าไบนารีเวคเตอร์ pCAMBIA-1305.1 มาตดั
ด้วยเอนไซม์ SpeI และ PmlI เช่ือมชิน้ดีเอ็นเอและเวคเตอร์
ด้วยเอนไซม์ T4 DNA Ligase และถ่ายเข้าสู ่ Escherichia 
coli ด้วยวธีิ CaCl2 heat shock transformation ตามวิธีของ 
Sambrook et al. (1989) ตรวจสอบโคลนด้วยวิธีพซีีอาร์ โดย
ใช้ไพรเมอร์ 187 CaMV35S (5'-
GATGTGATATCTCCACTGACG-3') กบั 188 NOS (5'-
GAGGATTCAATCTTAAGAAACTT-3') สง่วิเคราะห์ล าดบั
นิวคลโีอไทด์ที่บริษัท Macrogen (เกาหลใีต้)  
 
การน าพลาสมิดเข้าสู่อะโกรแบคทีเรียมโดยวิธี 
electroporation 

เตรียมเซลล์คอมพเิทนต์ของอะโกรแบคทีเรียมสาย
พนัธุ์ EHA 105 ตามวิธีของ Xiuren et al. (2006) ผสมอะโกร
แบคทีเรียม (1 x 1010 cells/ml) กบัพลาสมิด 1 ไมโครกรัมตอ่
ไมโครลติร ให้เข้ากนัแล้วดดูใสใ่นคเูวตต์ ขนาด 0.1 
เซนตเิมตร (Biorad, แคนาดา) ที่แช่เย็น ให้กระแสไฟฟ้าด้วย
เคร่ือง electroporator (Eppendorf, เยอรมนั) โดยใช้ 
electrical pulse ของ capacitance 25 µF 2.5 kV และ 
resistance 200 Ohm ระยะเวลาที่ใช้อยูใ่นช่วง 4-5 
มิลลวิินาที หลงัการให้กระแสไฟฟ้าน าหลอดแช่น า้แขง็ทนัที 
เติม LB 1 มิลลลิติร น าไปเขยา่ที่ 200 รอบตอ่นาที ที่อณุหภมู ิ
28 องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 2-3 ชัว่โมง น าเซลล์เกลีย่บนจาน
อาหาร LB ที่มีสารปฏิชีวนะกานามยัซินและไรแฟมพิซิน ที่มี
ความเข้มข้นอยา่งละ 50 มิลลกิรัมตอ่ลติร น าไปบม่ที่
อณุหภมูิ 28 องศาเซลเซยีสข้ามคืน น าโคโลนีท่ีเจริญได้ไป
ตรวจสอบผลด้วยวิธีพซีีอาร์ และตดัด้วยเอนไซม์ BamHI และ 
EcoRI  
 
การถ่ายยนีเข้าอะราบดิอปซิสด้วยวธีิ floral dip  

เลีย้งเชือ้อะโกรแบคทเีรียมทีม่ีพลาสมิดของยีน 
PNS ในอาหารเหลว LB ที่เติมสารปฏิชีวนะกานามยัซินและ
ไรแฟมพิซิน ที่มีความเข้มข้นอยา่งละ 50 มิลลกิรัมตอ่ลติร 
เขยา่ทีค่วามเร็วรอบ 200 รอบตอ่นาที ที่อณุหภมูิ 28 องศา
เซลเซยีส ในท่ีมืด จนมีคา่ OD600 เทา่กบั 2 ละลายตะกอน
เซลล์ในสารละลายซูโครสความเข้มข้น 5 เปอร์เซ็นต์ ที่ผสม 
Tween-20 เข้มข้น 0.03 เปอร์เซน็ต์ น าดอกอะราบิดอปซิสมา
แช่ในสารละลายนาน 10 วินาที แล้วเก็บไว้ในท่ีมืด 16-24 
ชัว่โมง หลงัจากนัน้น าไปไว้ในห้องควบคมุอณุหภมูิ 25 ±2 
องศาเซลเซียส ให้แสง 2,000 ลกัซ์ เป็นเวลา 16 ชัว่โมง 
จนกระทัง่ตดิเมลด็ เก็บเมลด็อะราบิดอปซิสแปลงพนัธุ์ที่ได้ 
มาฟอกฆา่เชือ้ดงัที่กลา่วมาข้างต้น และเพาะบนอาหาร 
1/2MS ที่ผสมสารปฏิชีวนะไฮโกรมยัซิน 20 มิลลกิรัมตอ่ลติร 
เพาะเลีย้งในห้องควบคมุอณุหภมูิ 25±2 องศาเซลเซียส ให้
แสง 2,000 ลกัซ์ เป็นเวลา 16 ชัว่โมงตอ่วนั แล้วน าต้นท่ีเจริญ
บนอาหารเพาะลงพีทมอสเพื่อตรวจสอบผลการถา่ยยีน 
 
การตรวจสอบยนีที่ถ่ายเข้าอะราบิดอปซิสด้วยวิธีพีซี
อาร์ 
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สกดัดีเอ็นเอจากใบอะราบิดอปซสิหนกั 100 
มิลลกิรัม ด้วยวิธีการตามค าแนะน าของ Sabai Kit (BSU, 
กระทรวงวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยี) น าดีเอ็นเอมา
ตรวจสอบยีน PNS ที่ถ่ายเข้าพชืด้วยเทคนคิพีซีอาร์ ใช้คูไ่พร
เมอร์ระหวา่งโปรโมเตอร์กบัยีน คอื 187 CaMV35S และ 367 
PNS 5’Pin (5' AGTAGCGTCCCATCTCTCAA 3') เพิ่ม
ปริมาณดเีอ็นเอที่สภาวะดงันี ้อณุหภมูิ 95 องศาเซลเซียส 10 
นาที 1 รอบ อณุหภมูิ 95 องศาเซลเซียส 60 วินาที 55 องศา
เซลเซยีส 60 วินาที และ 72 องศาเซลเซียส 90 วินาที จ านวน 
30 รอบ และ 72 องศาเซลเซียส นาน 5 นาที จ านวน 1 รอบ 
ตรวจสอบผลที่ได้ด้วยวิธีวิธีอิเลก็โทรฟอรีซิสในเจลอะกาโรส 
0.8 เปอร์เซ็นต์ 

 
ผลการทดลอง 
ระดับความเข้มข้นของไฮโกรมัยซินที่มีผลต่ออะราบิด
อปซิส 

สารปฏิชีวนะไฮโกรมยัซินทกุความเข้มข้น คือ 20, 
30 และ 40 มิลลกิรัมตอ่ลติร มผีลตอ่การเจริญเติบโตของอะ
ราบิดอปซิส พนัธุ์ Columbia โดยพบวา่อะราบิดอปซิสชะลอ
การงอกและลดอตัราการเจริญนบัตัง้แตว่นัท่ี 3 ของการเพาะ
เมลด็บนอาหาร 1/2MS ที่ผสมไฮโกรมยัซิน และเมื่อปลกูเลีย้ง
ตอ่ไปเป็นเวลา 2 สปัดาห์ ต้นอะราบิดอปซิสบนอาหารท่ีมีไฮ
โกรมยัซินทกุความเข้มข้นตายทัง้หมด อยา่งไรก็ตามอตัรา
การอยูร่อดของอะราบิดอปซิสท่ีเพาะบนอาหาร 1/2MS ที่
ผสมไฮโกรมยัซิน 20 และ 30 มิลลกิรัมตอ่ลติร มีความ
ใกล้เคยีงกนั ดงั Figure 1 และ Table 1 เมื่อเพาะเมลด็อะรา
บิดอปซิสบน อาหาร 1/2MS ที่ปลอดสารปฏิชีวนะ เป็นเวลา 
10 วนั พบวา่อะราบิดอปซิสเร่ิมมีใบเลีย้ง 2 ใบ เมื่อย้ายปลกู
บนพีทมอส หลงัจากนัน้ 6 สปัดาห์ อะราบิดอปซิสเร่ิมมีดอก
พร้อมส าหรับการถา่ยยีน 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 1 Effects of 0-40 mg/l hygromycin B (Hyg) on the growth of A. thaliana seedlings. 

0 day 

3 days 

7 days 

10 days 

15 days 

      1/2MS        Hyg 20 mg/l      Hyg 30 mg/l      Hyg 40 mg/l 
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Table 1 Variation of hygromycin B (Hyg) concentration affecting A. thaliana seedling survival.  

Hyg mg/l 
% Survival 

0 day 3 days 7 days 10 days 15 days 
0 100 100 100 100 100 
20 100 66.5 50.25 34.25 0 
30 100 63.25 45.25 26.25 0 
40 100 52.25 27.25 0 0 

 
การตัดต่อยนี PNS เข้าเวคเตอร์ pCAMBIA1305.1 

ขนาดของชิน้ดีเอ็นเอของยีน PNS ของมะกรูดที่ได้
จากพลาสมิด pPNS4 ด้วยเทคนิคพีซีอาร์ คือ 1.8 กิโลเบส 
เมื่อเช่ือมเข้ากบัเวคตอร์ pCAMBIA1305.1 ขนาด 11.8 กิโล
เบส แล้วน าเข้าสู ่E. coli ได้คดัเลือกโคโลนีเดี่ยว 3 โคลน น า
โคลนที่ได้ไปตรวจสอบยีน PNS ด้วยวิธีพีซีอาร์ โดยใช้ไพร
เมอร์ 187 CaMV35S และ 188 NOS แล้วน าผลผลิตพีซีอาร์
มาตดัด้วยเอนไซม์ BamHI พบแถบดีเอ็นเอขนาดประมาณ 
1.6 และ 0.4 กิโลเบส และ EcoRI พบแถบดีเอ็นเอขนาด 1.5 

และ 0.5 กิโลเบส อย่างถกูต้อง เมื่อน าไปหาล าดบันิวคลีโอ
ไทด์และเปรียบเทียบเปอร์เซ็นต์ความเหมือนกับพืชชนิดอื่น
พบว่า ล าดบันิวคลีโอไทด์ของยีน PNS ของมะกรูด มีความ
เหมือนกบัยีน PNS ของพืชตระกูลส้ม มากกว่า 95% (Table 
2) แสดงให้เห็นว่าพลาสมิดที่ได้มียีนและการตดัต่อที่ถกูต้อง
ดงัแสดงใน Figure 2 และได้ตัง้ช่ือพลาสมิดที่ได้ว่า pPink26 
จากนัน้น าพลาสมิดถ่ายเข้าสูอ่ะโกรแบคทีเรียม 

 
Table 2 Percentage of nucleotide and amino acid identities between kaffir lime pinene synthase gene and other 

related genes. 

Accession # Plant species 
size 
(bp) 

% nucleotide 
Identity 

% amino acid 
Identity 

HQ636424 Citrus hystrix 888 99 91 
AF514288 Citrus limon 888 96 85 
AB266585 Citrus jambhiri 889 96 93 
AB110641 Citrus unshiu 889 96 85 
AB110640 Citrus unshiu 889 96 82 

 

 
 
Figure 2 Pinene synthase gene construction of pPink26 for Agrobacterium transformation from backbone of 
pCAMBIA1305.1. 
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หลงัจากน าพลาสมิด pPink26 (Figure 2) ถ่ายเข้า

สูเ่ซลล์เจ้าบ้าน Agrobacterium tumefacien EHA105 ด้วย
วิธี electroporation คดัเลือกเซลล์เจ้าบ้านที่ได้รับพลาสมิด
สายผสมบนอาหารสตูร LA ที่ผสมกานามยัซิน ความเข้มข้น 
50 มิลลิกรัมต่อลิตร สุม่โคลน 23-26 มาตรวจสอบยีนด้วย
เทคนิคพีซีอาร์ ด้วยไพรเมอร์คู่ 400 PNS-SpeI และ 401 
PNS-PmlI ได้ชิน้ดีเอ็นเอของยีน PNS ขนาด 1.8 กิโลเบส 
และเมื่อตรวจสอบยีนและโปรโมเตอร์ CaMV35S และเทอร์
มิเนเตอร์ NOS ด้วยไพรเมอร์ 187 CaMV35S และ 188 NOS 
พบแถบดีเอ็นเอขนาด 2.3 กิโลเบส ซึ่งมีความถูกต้องตรง
ตามที่คาดหวงั (Figure 3) จึงน าอะโกรแบคทีเรียมที่มียีน 
PNS ของมะกรูด และยีนคดัเลือกไฮโกรมยัซินถ่ายเข้าอะรา
บิดอปซิส 
 
 
 
 
 
Figure 3 Detection of pinene synthase gene in 
Agrobacterium clones 23-26 by PCR. (A) 1.8 kb DNA 
fragment was amplified using 400 PNS-SpeI and 401 
PNS-PmlI primers and (B) 2.3 kb DNA fragment 
amplified using 87 CaMV35S and 188 NOS primers. 
 
ประสิทธิภาพของการถ่ายยนี 

หลังจากเลี ย้งอะโกรแบคที เ รียมที่มีพลาสมิด 
pPink26 (pCaMV35S:PNS:Nos) จนมีความเข้มข้น OD600 
เท่ากบั 2 และถ่ายเข้าสู่ดอกอะราบิดอปซิส อาย ุ6 สปัดาห์
แล้ว  จึ งคัดเลือกอะราบิดอปซิสแปลงพันธุ์ บนอาหาร
สงัเคราะห์ 1/2MS ที่ผสมไฮโกรมยัซิน 20 มิลลกิรัมตอ่ลติร ใช้
เวลาคัดเลือกนาน 10 วัน พบว่าอะราบิดอปซิสที่ได้รับพ
ลาสมิด pPink26 มีการเจริญเติบโตและพฒันาเป็นต้นได้ 
เมื่อย้ายลงปลกูบนพีทมอสเป็นระยะเวลา 3 สปัดาห์ พบว่า
อตัราการเจริญ ลกัษณะล าต้น และใบ ของอะราบิดอปซิส
แปลงพันธุ์  และต้นอะราบิดอปซิสที่ รับพลาสมิด 
pCAMBIA1305.1 (pCaMV35S:GUS:Nos) และอะราบิดอป

ซิสที่ไม่ได้รับการถ่ายยีน มีลกัษณะโดยทัว่ไปไม่แตกต่างกัน 
(Figure 4)  

 
 
 

 
 
 
 
 

 
Figure 4 Growth of transgenic Arabidopsis plants 
transformed with either pCAMBIA1305.1 (GUS) or 
pPINK26 (PNS) in comparison with wild type plant. See 
color figure on the journal website. 
 

หลงัจากอะราบิดอปซิสแปลงพนัธุ์เร่ิมให้ฝักและติด
เมล็ด (5 สปัดาห์) เก็บเมล็ดจากต้นอะราบิดอปซิส (T0) มา
เพาะบนอาหารสงัเคราะห์ 1/2MS ที่ผสมไฮโกรมัยซิน 20 
มิลลกิรัมตอ่ลติร แล้วนบัจ านวนต้นท่ีอยูร่อด ก่อนย้ายไปปลกู
เดี่ยวในกระบะพีทมอส จากนัน้ผสมตวัเองจนได้เมล็ดของอะ
ราบิดอปซิสแปลงพนัธุ์ รุ่นที่ 1 (T1) คัดเลือกต้นที่ต้านทาน
ตอ่ไฮโกรมยัซิน ผสมและคดัเลอืกจนได้เมล็ดจากอะราบิดอป
ซิสแปลงพนัธุ์รุ่นท่ี 2 (T2) ผสมตวัเองอีกครัง้จนได้รุ่นที่ 3 (T3) 
จากการตรวจสอบอัตราการรอดของอะราบิดอปซิสแปลง
พนัธุ์ในแต่ละรุ่น พบว่าอตัราการรอดในรุ่น T0, T1, T2 และ 
T3 เพิ่มขึน้คิดเป็นร้อยละ 0.27, 45.17, 70.65, 78.88 
ตามล าดบั (Table 3) 
 
การตรวจสอบยีน PNS ของมะกรูดที่ ถ่ายเข้าอะราบิด
อปซิสด้วยวิธีพีซีอาร์ 
  สกดัดีเอ็นเอจากใบอะราบิดอปซิสแปลงพนัธุ์รุ่น T0, 
T1, T2 และT3 และตรวจสอบยีน PNS ด้วยวิธีพีซีอาร์ โดยใช้
ไพรเมอร์ 187 CaMV35S และ 367 5’PNS (5' 
AGTAGCGTCCCATCTCTCAA 3') เปรียบเทียบกับพ
ลาสมิด pPink26 (positive control) พบแถบดีเอ็นเอของยีน 

  WT (control)       GUS               PNS 

A 
B 

  M  23  24  25  26 
2 kb 

2 kb 
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PNS ที่สงัเคราะห์ได้ขนาดประมาณ 1.4 กิโลเบส เท่ากับ
ขนาดของยีน PNS ที่ได้จากการท าพีซีอาร์ของพลาสมิด 
pPink26 (Figure 5) แสดงให้เห็นว่าอะราบิดอปซิสแปลง
พันธุ์ที่ผ่านการคัดเลือกและตรวจสอบ ต่างได้รับยีน PNS 
ของมะกรูดที่อยู่ในพลาสมิด pPink26 ที่ได้รับการถ่ายยีน
โดยอะโกรแบคทีเรียม  
 
Table 3 Transformation efficiency of T0-T3 Arabidopsis 
explants on 1/2MS medium containing 20 mg/l 
hygromycin.  

 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 5 PCR detection of PNS gene to identify each of 
transgenic Arabidopsis lines (lane 1-5) in 4 
generations (T0-T3) and wild type (WT) using pPink26 
as positive control (lane 6).  
 
วิจารณ์ผลการทดลอง 

การสร้างพลาสมิดสายผสมส าหรับการถ่ายยีนเข้า
พืช pPink26 ประกอบด้วยยีนพินีนซินเทส ที่แยกจากผิว
มะกรูด (กิตติยา, 2553) ท าโดยน ายีน PNS ของมะกรูดมา
เช่ือมเข้ากับเวคเตอร์ pCAMBIA1305.1 โดยก าหนดให้ยีน 
PNS แทนที่ยีน uidA (GUS) ดงันัน้ยีน PNS นีจ้ะถกูควบคมุ
การสงัเคราะห์อาร์เอ็นเอด้วยโปรโมเตอร์ CaMV35S และ

หยุดการสงัเคราะห์อาร์เอ็นเอด้วย NOS terminator และ
เวคเตอร์ชนิดนีย้งัประกอบด้วย ยีนคดัเลอืกที่ต้านทานตอ่สาร
ปฏิชีวนะไฮโกรมยัซิน อย่างไรก็ตาม ลกัษณะทางพนัธุกรรม
ของพืชมีอิทธิพลต่อระบบการคัดเลือก ดังนัน้การทดสอบ
ปริมาณความเข้มข้นของไฮโกรมยัซิน ต่อการตายของอะรา
บิดอปซิสจึงนบัว่ามีความส าคญั จากผลการทดลองในครัง้นี ้
พบว่า ความเข้มข้นของไฮโกรมัยซินระดบั 20 มิลลิกรัมต่อ
ลิตร สามารถฆ่าอะราบิดอปซิสได้ภายใน 10 วัน โดย 
Hongying and Xiaosheng (2007) ได้รายงานว่าไฮโกรมยั
ซินมีผลตอ่การเจริญของราก และใบเลีย้งของอะราบิดอปซิส 
โดยที่ไฮโกรมยัซินจะไปยบัยัง้การสงัเคราะห์โปรตีน ที่มีผลต่อ
การเจริญของรากในคลอโรพลาสต์และไมโทรคอนเดรีย 

(Hongying et al., 2011) 
ถึงแม้ประสิทธิภาพของการถ่ายยีนในครัง้นีจ้ะต ่า

เพียง 0.27% ในอัตราการมีชีวิตรอดของเมล็ดในรุ่น T0 
(Table 3) แตเ่มื่อผสมตวัเอง อตัราการมีชีวิตรอดของเมลด็ใน
ลูกรุ่น T1-T3 เพิ่มขึน้อย่างต่อเนื่องจนถึงระดับ 78.88% 
แสดงวา่การแทรกของยีนในโครโมโซมเกิดขึน้แบบถาวร โดย
ยืนยนัผลจากการตรวจสอบยีน PNS ที่ต่อเข้ากบัโปรโมเตอร์ 
CaMV35S ด้วยการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอในบริเวณดังกล่าว
ด้วยวิธีพีซีอาร์ เปรียบเทียบกับอะราบิดอปซิสที่ไม่ได้รับการ
ถ่ายยีน พบอะราบิดอปซิสแปลงพนัธุ์ที่ต้านทานตอ่ไฮโกรมยัซิ
นทุกต้นที่สุม่มาทดลอง มียีน PNS ของมะกรูด (Figure 5) 
นอกจากนีเ้ทคนิคในการถ่ายยีนก็มีส่วนเสริมประสิทธิภาพ
ของการถ่ายยีน วิธีการถ่ายยีนที่ใช้ในการทดลองนีม้ีความ
สอดคล้องกับรายงานของ Xiuren et al. (2006) ในด้าน
ปริมาณเชือ้อะโกรแบคทีเรียมที่ใช้ นอกจากนีส้่วนประกอบ
ของสารละลายน า้ตาลซูโครส และ Tween20 ที่ใช้ในขณะ
ถ่ายยีนมีประสทิธิภาพใกล้เคียงกบัรายงานของ Steven and 
Andrew (1998) ที่ใช้ Silwet-77 ซึง่ท าให้อตัราการมีชีวิตรอด
ของเมล็ดคิดเป็นร้อยละ 0.3 ระยะเวลาในการถ่ายยีนเข้าสู่
ดอกอะราบิดอปซิสในงานวิจยันีค้ือ 10 วินาที สอดคล้องกบั
รายงานของ Logeman et al. (2006) และ Xiuren et al. 
(2006) ซึ่งต่างจากรายงานของ Steven and Andrew 
(1998) ที่ใช้เวลาจุ่มดอกลงในเชือ้อะโกรแบคทีเรียมเพียง 3-5 
วินาที ทัง้นีข้ึน้อยู่กับปริมาณความเข้มข้นของเชือ้อะโกร
แบคทีเรียม 

 
Test/Total 
clones 

#Tested 
seeds 

% Survival  

T0 2/2 750 0.27 
T1 5/402 890 45.17 
T2 10/1242 1758 70.65 
T3 25/2558 3243 78.88 

T0 
T1 

T2 
T3 

M WT 1   2   3   4   5   6 
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การทดลองในครัง้นีป้ระสบความส าเร็จในการ
สร้างพลาสมิดสายผสมช่ือ pPink26 โดยมี เวคเตอร์ 
pCAMBIA1305.1 เป็นแกนหลกั เมื่อน า pPink26 ถ่ายเข้าอะ
ราบิดอปซิสโดยการส่งผ่านยีนด้วยอะโกรแบคทีเรียมสาย
พนัธุ์ EHA105 พบการแทรกตวัของยีนแบบถาวร โดยยีนเข้า
ไปอยู่ในโครโมโซมของอะราบิดอปซิสแปลงพนัธุ์ทุกต้น และ
สามารถถ่ายทอดไปยังรุ่นลูกได้ ดังนัน้พลาสมิดสายผสม 
pPink26 ที่สร้างได้ เหมาะส าหรับการน าไปใช้ในการถ่ายยีน
เข้าพืชที่ส าคญัทางเศรษฐกิจตอ่ไป  
 
กิตติกรรมประกาศ 
 ง า น วิ จั ย นี ไ้ ด้ รั บ ทุ น อุ ด หนุน วิ จั ย  ป ร ะ เ ภท
บณัฑิตศึกษา ประจ าปี 2553 ส านกังานคณะกรรมการวิจัย
แห่ ง ชาติ  และทุนวิ จัย  สถาบั นวิ จัยและพัฒนาแห่ ง
มหาวิทยาลยัเกษตรศาสตร์ 
 
เอกสารอ้างอิง 
กิตติยา แสงสว่าง. 2553. การโคลนยีนเทอร์ปีนซินเทสที่

เกี่ยวข้องกับการสร้างกล่ินของตะไคร้หอม และ
ม ะ ก รู ด . วิ ท ย า นิ พ น ธ์ ป ริ ญญา โ ท . 
มหาวิทยาลยัเกษตรศาสตร์, กรุงเทพฯ 

จ ารัส เซ็นนิล และ พิสสม มะลิสวุรรณ. 2546. หอมระเหย...
ศาสตร์แห่งการบ าบดั. ส านกัพิมพ์อมรินทร์บุ๊คส์เซ็น
เตอร์ กรุงเทพฯ 

นิจศิริ เรืองศิริ และ พะยอม ตนัติวตัน์. 2532. พืชสมุนไพร. 
โรงพิมพ์แหง่จฬุาลงกรณ์มหาวิทยาลยั. กรุงเทพฯ 

สถาบนัวิทยาศาสตร์ และเทคโนโลยีแห่งประเทศไทย. 2548. 
น ้ามันหอมระเหยไทย . ส านักพิมพ์ซีเอ็ดยูเคชั่น . 
กรุงเทพฯ. น. 55-69. 

สริิลกัษณ์ มาลานิยม. 2545. สมอ.สาร. ส านกังานมาตรฐาน
ผลติภณัฑ์อตุสาหกรรม กรุงเทพฯ. น. 2. 

Logeman, E., Rainer, P.B., Bekir, Ü. and Imre, E.S. 
2006. An improved method for preparing 
Agrobacterium cells that simplifies the 
Arabidopsis transformation protocol. Plant 
Methods. 2: 16. 

Lücker, J., Schwab, W., Franssen, M.C.R., Van Der 
Plas, L.H.W., Bouwmeester, H.J. and 
Verhoeven, H.A. 2004. Metabolic engineering 
of monoterpene biosynthesis: two-step 
production of (+)-trans-isopiperitenol by 
tobacco. Plant J. 39: 135–145.  

Hongying, D. and Xiaosheng, D. 2007. Effect of 
hygromycin on growth and development of 
Arabidopsis seedling roots. Pak. J. Bot. 39: 
2167–2173. 

Hongying, D., Xiaosheng, D., Zhiqing, W., Chune, Z. 
and Yanqing, Z. 2011. The influences of 
hygromycin B on growth of Arabidopsis 
thaliana cotyledon and leaf. Afr. J. Biotechnol. 
10: 17742–17747. 

Murashige, T. and Skoog, F. 1962. A revised medium 
for rapid growth and bioassays with tobacco 
tissue cultures. Physiol Plantarum 15: 473–
497. 

Sambrook, J., Fritsch, E.D. and Maniatis, T., 1989. 
Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 2nd 
ed. Cold Spring Harbor Laboratory Press. 
New York. 

Steven, J.C. and Andrew, F.B. 1998. Floral dip: a 
simplified method for Agrobacterium-
mediated transformation of Arabidopsis 
thaliana. Plant J. 16:735–743. 

Xiuren Z., Rossana H., Shih-S. L., Qi-W.N. and Nam-
H.C. 2006. Agrobacterium-mediated 
transformation of Arabidopsis thaliana using 
the floral dip method. Nat. Protoc. 1: 641–646. 

 


