
Thai Agricultural Research Journal Vol. 39 No. 2  May - August 2021	 131

การหาล�ำดบัเบสด้านข้าง LB ของ T-DNA ท่ีสอดแทรกในจโีนมกล้วยไม้สกลุหวาย 
พนัธุ ์เอยีสกลุ ดดัแปลงพันธกุรรมด้วยเทคนคิ AL-PCR
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ABSTRACT

In Agrobacterium-mediated genetic transformation, the integration site of T-DNA in 
plant genome was non-predictability. The inserted position of transgenes may affect gene 
expression and subsequent physiological traits. This research explained the utilization of 
Adaptor Ligation-Polymerase Chain Reaction (AL-PCR) technique to verify the sequence 
adjacent to the left border of T-DNA (LB T-DNA) of the transgenic Dendrobium ‘Sonia’ Earsakul 
possesses antisense CP-ACO1. The genomic DNA of transgenic orchid was digested with 
restriction enzyme PsiI to generate blunt ended DNA strands prior to ligating with the blunt 
end adapter. The PCR was performed using adapter ligated DNA fragments as the  
templates. The forward primer was designed to be complimentary with adapter sequences 
and reverse primer was specific to known sequence of hpt gene that was inserted into the 
plant genome. The analysis of amplicons resulted from AL-PCR technique revealed 3 DNA 
bands at the sizes of approximately 750, 1,500 and 2,000 base pairs. The DNA sequence 
analysis of 750 bp band revealed that part of hpt gene in T-DNA was connected to LB 
sequence that fused to the 160 bp upstream of vector backbone sequences. For the bands 
of 1,500 and 2,000 base pairs, the DNA sequence analysis could not be achieved due to 
their low purity and amount.
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บทคัดย่อ
การถ่ายยนีในพชืโดยใช้แบคทเีรยี Agro-

bacterium tumefaciens เป็นพาหะนั้น T-DNA 
ท่ีถูกส่งถ่ายเข้าสู่เซลล์พืชจะแทรกเข้าไปในจีโนม
พชืแบบสุม่ ซึง่ต�ำแหน่งทีม่กีารสอดแทรกนี ้อาจมี
ผลกระทบต่อการแสดงออกของยีนและลักษณะ
ทางสรรีะได้  ในการศกึษาครัง้นี ้ได้ท�ำการตรวจสอบ 
ล�ำดับเบสท่ีอยู่ด้านข้างของปลายด้าน LB ของ 
T-DNA ท่ีสอดแทรกอยูใ่นจโีนมกล้วยไม้สกลุหวาย 
พนัธุเ์อยีสกุล ท่ีได้รับการถ่ายยนี antisense CP-
ACO1 ด ้วยเทคนิค Adaptor Ligation- 
Polymerase Chain Reaction (AL-PCR) ซึ่งท�ำ
โดยการย่อยจีโนมิคดีเอ็นเอของกล้วยไม้ดัดแปลง
พันธุกรรม ด้วยเอนไซม์ตัดจ�ำเพาะ PsiI ที่มีจุดตัด
อยู่ภายในยีนท่ีถ่ายเข้าไป และให้ผลผลิตชิ้นส่วน
ดีเอ็นเอที่มีลักษณะปลายทู่ (blunt end) จากนั้น 
น�ำมาเชื่อมต่อกับส่วนปลายของ adaptor ซึ่งมี
ลกัษณะปลายทูเ่ช่นเดยีวกนั แล้วน�ำมาท�ำปฏิกริยิา 
PCR โดยใช้ forward primer ที่มีล�ำดับเบสคู่สม
กับ adapter ส่วนของ reverse primer นั้น 
ออกแบบให้มลี�ำดบัเบสทีจ่�ำเพาะกบั ยนี hpt ทีถ่กู
ถ่ายเข้าไปในพืช ผลจากการวิเคราะห์ผลผลิตของ 
AL-PCR พบว่า ได้แถบดีเอ็นเอ จ�ำนวน 3 แถบ 
ขนาดประมาณ 750 1,500 และ 2,000 คู่เบส ซึ่ง
เมื่อวิเคราะห์ล�ำดับเบสของแถบดีเอ็นเอที่มี
ความยาว 750 คู่เบส พบว่า ประกอบด้วยล�ำดับ
เบสในส่วนของยีน hpt และ LB ของ T-DNA 
ความยาว 554 คู่เบส ที่เชื่อมต่อกับล�ำดับเบสของ
พลาสมิด (vector backbone) ที่ถัดออกไปจาก 
LB จ�ำนวน 160 คู่เบส ส�ำหรับแถบดีเอ็นเอที่มี
ขนาด 1,500 และคู่เบส 2,000 นั้น ไม่สามารถ
วิเคราะห์ล�ำดับเบสได้ เนื่องจากมีความบริสุทธิ์
และปริมาณไม่เพียงพอ

ค�ำส�ำคญั: พชืดดัแปลงพนัธกุรรม, เทคนคิ AL-PCR, 
ต�ำแหน่งสอดแทรกของยีนเป้าหมาย 

ค�ำน�ำ
การถ่ายยนีในพชืโดยใช้แบคทเีรยี Agro-

bacterium tumefaciens เป็นพาหะนัน้ เป็นวธิกีาร
หนึ่งท่ีนิยมน�ำมาใช้ในการสร้างพืชดัดแปลง
พันธุกรรม เพื่อให้มีการแสดงออกในลักษณะที่

ต้องการ โดยการอาศยักลไกการตามธรรมชาติของ
เชื้อชนิดนี้ ส่งถ่ายชิ้นส่วน transfer DNA (T-
DNA) ทีม่ชีิน้ส่วนยนีทีเ่ราสนใจเข้าสูจ่โีนมของพชื 
ซึ่งในการท�ำพันธุวิศวกรรมของพืชนั้น สามารถ
ท�ำการดัดแปลงพันธกุรรมพชืได้ โดยการตัดต่อยนี
เป้าหมายเข้าไปอยู่ในส่วนของ T-DNA จากนัน้ น�ำ 
T-DNA ที่ได้รับการดัดแปลงนี้ใส่กลับเข้าไปใน
เซลล์ของแบคทีเรีย และเมื่อน�ำเชื้อไป infect 
เซลล์พืช เชื้อก็จะสามารถน�ำพายีนเป้าหมายที่
ต้องการเข้าสูเ่ซลล์พชืได้ อย่างไรกต็าม กระบวนการ
ที่เชื้อน�ำส่วนของ T-DNA สอดแทรกเข้าไปใน 
จีโนมพืชนั้น ไม่สามารถควบคุมให้มีการแทรกตัว
ในต�ำแหน่งทีเ่ฉพาะเจาะจงได้ จงึท�ำให้ไม่สามารถ
ก�ำหนดต�ำแหน่งของยนีเป้าหมายภายในจโีนมพชืได้  
การทราบบรเิวณทีเ่กดิการสอดแทรกของยีนเป้าหมาย
ในจโีนมพชืนัน้ เป็นส่วนส�ำคญัทีจ่ะช่วยสร้างความ
เข้าใจในกลไกทางสรรีวทิยาทีเ่กดิการเปลีย่นแปลง
ไป อันเน่ืองมาจากการถ่ายยีนได้ชัดเจนยิ่งขึ้น 
ปัจจุบันนี้ ได้มีการประยุกต์เทคนิคการตรวจสอบ
ต�ำแหน่งสอดแทรกของยีน โดยอาศัยพื้นฐานของ
เทคนิค PCR ในการเพิ่มปริมาณชิ้นส่วนดีเอ็นเอ
ที่อยู่ด้านข้างของบริเวณที่ทราบล�ำดับเบสแล้ว 
เพื่อใช้ในการวิเคราะห์ล�ำดับเบสบริเวณรอยต่อ 
ดังกล่าว ซึ่งเทคนิคที่มีรายงานว่าใช้ได้ผลดี คือ 
เทคนิค Adaptor-ligation PCR 

เทคนิค Adaptor-ligation PCR (AL-PCR) 
หรือ Ligation-mediated PCR (LM-PCR) เดิม
มกีารน�ำมาใช้ส�ำหรบัการท�ำ chromosome walk 
(Padegimas and Reichert, 1998) และต่อมามี
รายงานการน�ำเทคนิคดังกล่าวมาใช้ในการหา
ล�ำดับเบสของจีโนมพืชที่อยู ่ด้านข้างของปลาย  
T-DNA (Choi et al., 1999)  ซึง่เทคนิค AL-PCR นี้ 
เป็นการประยุกต์เทคนิค PCR ร่วมกับการอาศัย
คุณสมบัติของเอนไซม์ตัดจ�ำเพาะ ที่สามารถตัด
ย่อยดีเอน็เอ ให้มีลกัษณะเป็นชิน้ส่วนขนาดต่าง ๆ  
โดยมีขั้นตอนดังแสดงใน Figure 1  ซึ่งในขั้นตอน
แรก จะใช้เอนไซม์ตัดจ�ำเพาะตัดย่อยดีเอ็นเอของ
พืชดัดแปลงพันธุกรรมแบบสุ่ม ให้ได้เส้นดีเอ็นเอ
ที่เป็นปลายทู่ (blunt end) โดยจะได้ชิ้นส่วนของ 
ดีเอ็นเอที่มีขนาดแตกต่าง ๆ จ�ำนวนมาก ซึ่งชิ้น
ส่วนดีเอ็นเอที่มีบริเวณส่วนที่เป็นรอยต่อของ T-
DNA กับจีโนมพืช จะถูกตัดและปะปนอยู่กับชิ้น
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ส่วนดีเอ็นเออื่น ๆ (Figure 1A and 1B) ขั้นตอน
ต่อไป คือ การเชื่อมต่อปลายทั้งสองด้านของชิ้น
ส่วนดีเอ็นเอเหล่านี้ด้วย adaptor  (Figure 1B) 
แล้วเพิ่มปริมาณชิ้นส่วนที่มี adaptor เชื่อมต่ออยู่
ด้วยเทคนคิ PCR (Figure 1C) โดยในการท�ำ PCR 
ครั้งแรก จะใช้คู่ไพรเมอร์ทีม่ีไพรเมอร์หนึ่งเสน้ที่มี
ความจ�ำเพาะกับล�ำดับเบสของ adaptor ด้านใด
ด้านหนึง่ และไพรเมอร์อกีหนึง่เส้นมคีวามจ�ำเพาะ
กับยีนท่ีเราส่งถ่ายเข้าไป ดังนั้น ผลผลิตของ
ปฏกิิรยิา PCR ในครัง้แรก หรอื primary AL-PCR 
Products คอื ชิน้ส่วนดเีอน็เอทีอ่ยูใ่นบรเิวณทีเ่ป็น
รอยต่อของ T-DNA และล�ำดับเบสที่อยู่เหนือขึ้น

ไปจนถึงส่วนของจีโนมพืช 
อย่างไรก็ตาม ผลผลิตของปฏิกิริยา PCR 

ในรอบแรกนี้มักมีปริมาณน้อย ท�ำให้การตรวจ
วิเคราะห์ท�ำได้ยาก จึงมีการประยุกต์โดยน�ำ
ผลผลติของ PCR ในรอบแรกดงัอธบิายข้างต้น มา
เพิม่ปรมิาณโดยใช้ไพรเมอร์อกีคูห่นึง่ทีอ่อกแบบให้
อยู่ด้านในของผลผลิตเดิม (Figure 1C) ซึ่งการท�ำ 
PCR ครั้งที่สองหรือ secondary PCR นี้ จัดเป็น 
nested PCR ซึ่งจะท�ำให้ได้ผลผลิตชิ้นส่วน
ดเีอน็เอทีเ่ป็นช่วงรอยต่อดงักล่าวจ�ำนวนมากเพยีง
พอที่จะน�ำไปใช้ในการวิเคราะห์ล�ำดับเบสได้ ซึ่งที่
ผ่านมา  มีผู้รายงานการน�ำเทคนิค nested PCR 

Figure 1 Model diagram of isolation of flanking sequences of LB T-DNA inserted in transgenic orchid 
genome by AL-PCR technique. (A) T-DNA structure of pCAMBIA1301aACO1 contained antisense CP-ACO1 
(aACO1) gene located near RB and hygromycin phosphotransferase (hpt) gene in LB side. (B) Restricted 
genomic DNA orchid (//) with either EcoRV or PsiI that cut inside T-DNA region and random cut outside.  
The target fragment contained LB T-DNA region linked flanking sequences was ligated with adapter. (C) 
AL-PCR amplification process contained 2 steps; primary AL-PCR showed the target template and AP1 
and GSP1 primer binding site (blue and red arrow, respectively). For specific isolation, 1 ul of 50-fold 
dilution of primary PCR products were used to template in secondary AL-PCR to amplified target AL-PCR 
product by AP2 and GSP2 primer (blue and red arrow in secondary AL-PCR step, respectively).  
Furthermore, target AL-PCR product was used to analyze the flanking sequences of LB T-DNA

งานวิจยันีS  ไดป้ระยุกตใ์ชเ้ทคนิค AL-PCR ในการศึกษาลาํดบัเบสทีUอยู่ดา้นขา้งของปลายดา้น LB 

ของ T-DNA ในกล้วยไม้สกุลหวายทีUได้รับการถ่ายยีน antisense CP-ACO1 และยีน hpt เพืUอให้ทราบ

ตาํแหน่งทีUสอดแทรกของยนีบนจีโนมของกลว้ยไมด้ดัแปลงพนัธุกรรม  
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มาใช้ร่วมกบัเทคนคิ AL-PCR เพือ่เพ่ิมปรมิาณชิน้
ดีเอ็นเอบริเวณรอยต่อของ T-DNA กับล�ำดับเบส
ในจีโนมพืช ท�ำให้สามารถวิเคราะห์ต�ำแหน่งสอด
แทรกของยนีเป้าหมายได้ส�ำเรจ็ในหลายกรณี เช่น 
ใน Arabidopsis (Malley et al., 2007; Spertini 
et al., 1999) ในหอมแดง (Zheng et al., 2001) 
เป็นต้น 

งานวจิยันี ้ได้ประยกุต์ใช้เทคนคิ AL-PCR 
ในการศกึษาล�ำดบัเบสท่ีอยูด้่านข้างของปลายด้าน 
LB ของ T-DNA ในกล้วยไม้สกุลหวายที่ได้รับการ
ถ่ายยีน antisense CP-ACO1 และยีน hpt เพื่อ
ให้ทราบต�ำแหน่งทีส่อดแทรกของยนีบนจโีนมของ
กล้วยไม้ดัดแปลงพันธุกรรม 

อุปกรณ์และวิธีการ
1. พืชที่ใช้ในการทดลอง

กล ้ วย ไม ้ สกุ ลหวาย พันธุ ์ เ อี ยสกุ ล  
(Dendrobium Sonia ‘Earsakul’) สายต้น AE3 
ท่ีได้รับการถ่ายยีน antisense CP-ACO1 โดย 
วิธีการใช้ Agrobacterium tumefaciens สาย
พันธุ์ AGL-1 เป็นพาหะ มีพลาสมิด pCAMBI-
A1301aACO1 ที่ดัดแปลงให้มียีน antisense 
CP-ACO1 วางตวัอยู่ในบริเวณ T-DNA ทางปลาย
ด้าน RB และมยีนี hygromycin phosphotrans-
ferase (hpt) ซึ่งเป็นยีนคัดเลือก (selectable 
marker gene) วางตัวอยู่ใกล้กับด้าน LB ของ 
T-DNA (Figure 1A) ต้นกล้วยไม้ดัดแปลง
พันธุกรรมดังกล่าว มีการตรวจสอบยืนยันการคง
อยู่ของยีน antisense CP-ACO1 และ hpt แล้ว 
(Sornchai et al., 2015) เนื้อเยื่อพืชที่ใช้ คือ ส่วน
ใบอ่อนจากต้นกล้วยไม้ ทีป่ลกูในโรงเรอืนชวีนริภยั 
ศูนย์เทคโนโลยีชีวภาพเกษตร มหาวิทยาลัย
เกษตรศาสตร์ วิทยาเขตก�ำแพงแสน จ.นครปฐม

  
2. การสกดั genomic DNA จากใบอ่อนกล้วยไม้ 
และตรวจสอบการคงอยู่ของยีน

สกดั genomic DNA จากใบอ่อนกล้วยไม้
ดัดแปลงพันธุกรรมด้วยวิธี CTAB (Doyle and 
Doyle, 1990) โดยใช้ใบอ่อนน�ำ้หนกั 0.1 กรมั แล้ว
น�ำดีเอ็นเอมาตรวจสอบความเข้มข้นโดยใช้สเปค
โตรโฟโตมิเตอร์ และตรวจสอบคุณภาพโดยวิธี 
อะกาโรสเจลอิเลคโตรโฟรซิสิ น�ำมาตรวจสอบการ

คงอยู่ของยนี hpt และยนี antisense CP-ACO1 
ซึง่เป็นส่วนท่ีอยูภ่ายใน T-DNA ด้วยเทคนคิ PCR 
จากนัน้น�ำผลผลติของแต่ละตัวอย่างทีไ่ด้จากการท�ำ
ปฏิกิริยา PCR มาตรวจสอบด้วยวิธีอะกาโรส
เจลอิเลคโตรโฟรซิสิ โดยมยีนี actin เป็น internal 
control ตามกรรมวธีิของ ปิยนุช (2558)

3. 	การตรวจสอบต�ำแหน่งทีส่อดแทรกของยนีบน
จีโนมของกล้วยไม้ดัดแปลงพันธุกรรม 
	 3.1 การตัดย่อย genomic DNA กล้วยไม้
ด้วยเอนไซม์ตัดจำ�เพาะ 

สร้าง genomic DNA libraries โดยย่อย 
genomic DNA ของกล้วยไม้ดัดแปลงพันธุกรรม
ที่สกัดได้จากข้อ 1 ด้วยเอนไซม์ตัดจ�ำเพาะที่ให้
ผลผลิตชิ้นส่วนดีเอ็นเอที่มีลักษณะปลายทู่ (blunt 
end) สามารถเชือ่มต่อกบัส่วนปลายของ adaptor 
ซึ่งมีลักษณะปลายทู่เช่นเดียวกัน ในงานวิจัยนี้
เลือกใช้เอนไซม์ตัดจ�ำเพาะ PsiI มีต�ำแหน่งตัดอยู่
ภายในชิ้นส่วน T-DNA (อ้างอิงข้อมูลล�ำดับเบส
ของ pCAMBIA1301 บริเวณ T-DNA จากฐาน
ข้อมูล NCBI Accession No.: AF234297.1)  
จากนัน้ ตรวจสอบผลของปฏกิริยิาของเอนไซม์ตดั
จ�ำเพาะด้วยวิธีอะกาโรสเจลอิเลคโตรโฟริซิส  
เทียบกับดีเอ็นเอมาตรฐาน 1 kb DNA ladder 
marker และน�ำผลผลิตดังกล่าวมาท�ำให้บริสุทธิ์
โดยการใช้ GenepHlowTMGel/PCR Kit เพื่อน�ำ
ดเีอน็เอทีต่ดัแล้วนีไ้ปใช้ในขัน้ตอนของการเชือ่มต่อ
กบั adaptor 
	 3.2 การเตรียม adaptor และการเชื่อมต่อ  
adaptor กับชิ้นดีเอ็นเอ 

ส�ำหรับ adaptor ที่ใช้ในงานวิจัยนี้ เป็น
ชิ้นส่วนดีเอ็นสายคู่ที่ถูกออกแบบและสังเคราะห์
ขึน้โดยอ้างองิล�ำดบัเบสจาก Universal Genome-
WalkerTM2.0 User Manual (Clontech  
Laboratories, Inc.) จะประกอบด้วยสาย upper 
strand (48 นิวคลีโอไทด์) และ lower strand  
(8 นิวคลีโอไทด์) ที่เป็นคู่สมกัน 

การเชื่อมต่อ (ligation) ชิ้นส่วนดีเอ็นเอ
ทีถ่กูตัดย่อยด้วยเอนไซม์ตัดจ�ำเพาะเข้ากบั adaptor 
ในปฏกิริยิาที ่ประกอบด้วย 5’extended adaptor 
(25 µM) ปริมาตร 0.95 ไมโครลิตร, 10x Ligation 
buffer ปริมาตร 0.4 ไมโครลิตร, T4 DNA Ligase 
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(6 units/µμl) ปริมาตร 0.25 ไมโครลิตร และ  
purified-digested genomic DNA ปริมาตร 2.4 
ไมโครลิตร ซึ่งมีปริมาตรรวม 4 ไมโครลิตร บ่ม
ปฏิกิริยาที่อุณหภูมิ 16 º ํซ. เป็นเวลา 16 ชม. และ
หยุดปฏิกิริยาโดยแช่หลอดในน�้ำที่อุณหภูมิ 70 ํ ºซ. 
เป็นเวลา 5 นาท ี หลงัจากนัน้เตมิน�ำ้กลัน่ปรมิาตร 
16 ไมโครลติร เพือ่ให้มีปรมิาตรสดุท้าย 20 ไมโครลติร 
แล้วจงึน�ำไปใช้เป็นดเีอน็เอแม่แบบ (DNA template) 
ในปฏิกิริยา AL-PCR amplification ต่อไป
	 3.3 การออกแบบไพรเมอร์และการเพิม่ปรมิาณ
ดเีอน็เอด้วยปฏกิริยิา AL-PCR amplification

การเพิม่ปริมาณดเีอน็เอในปฏิกริิยา AL-PCR 
amplification นี้ ประกอบด้วย ไพรเมอร์ จ�ำนวน 
2 ชุด คือ ชุดไพรเมอร์ส�ำหรับ primary AL-PCR 
และ secondary (nested) AL-PCR โดยในแต่ละ
ชุดจะมี forward primer หรือในที่นี้ คือ adaptor 
primer (AP) ซึ่งมีล�ำดับเบสที่จ�ำเพาะต่อ upper 
strand ของ adaptor ในลักษณะซ้อนเหลื่อมกัน 
ได้แก่ ไพรเมอร์ AP1 (22 คู่เบส) และ AP2 (19 
คู่เบส) (Table 1) ส�ำหรับ reverse primer หรือ
ที่เรียกว่า gene specific primer (GSP) เป็น 
ไพรเมอร์ที่มีการออกแบบให้มีความจ�ำเพาะ
เจาะจงกับบริเวณล�ำดับเบสของยีน hpt ซึ่งมี
ต�ำแหน่งอยู่ใกล้กับด้านปลาย LB ของ T-DNA 
และเป็นส่วนที่มีการตรวจสอบการคงอยู่ของยีน
ภายในจีโนมแล้ว ข้อมูลล�ำดับเบสที่ใช้ในการ
ออกแบบไพรเมอร์บริเวณดังกล่าวอ้างอิงจากฐาน
ข้อมูลล�ำดับเบสของยีน hpt ใน T-DNA ของ 

พลาสมดิ pCAMBIA1301 จาก NCBI Database 
accession No.: AF234297.1 ซึง่ไพรเมอร์ GSP1 
ที่ใช้ในปฏิกิริยา primary AL-PCR และไพรเมอร์ 
GSP2 ส�ำหรับ secondary (Nested) AL-PCR 
จะไม่ซ้อนเหลื่อมกัน และ GSP2 ซึ่งมีต�ำแหน่งที่
ใกล้ทางด้านปลาย LB มีความยาวถึง 28 คู่เบส 
เพือ่เพิม่ความจ�ำเพาะเจาะจงมากยิง่ขึน้ (Table 1)

ปฏกิริยิา primary AL-PCR ประกอบด้วย
สารละลายทีใ่ช้ในการท�ำปฏกิริยิา ได้แก่ 10x Taq 
Buffer with (NH

4
)
2
SO

4
 ปริมาตร 2 ไมโครลิตร,  

1 mM dNTP mix ปรมิาตร 4 ไมโครลติร, 25 mM 
MgCl

2
 ปริมาตร 1 ไมโครลิตร,   AP1 primer 

ปริมาตร 1 ไมโครลิตร, GSP1 primer ปริมาตร 
1 ไมโครลิตร, 2U Taq DNA polymerase  
(Invitrogen) ปริมาตร 1 ไมโครลิตร, น�้ำกลั่น 
ปริมาตร 8 ไมโครลิตร และ Adaptor-Ligated 
DNA ปริมาตร 1 ไมโครลิตร มีปริมาตรรวม  
20 ไมโครลิตร โดยใช้อุณหภูมิส�ำหรับท�ำปฏิกิริยา  
2 ขั้นตอน คือ ขั้นตอนแรก จ�ำนวน 7 รอบ เริ่ม
ด้วยการ denaturation ทีอ่ณุหภมิู 94 ºซํ. เป็นเวลา 
25 วินาที และตามด้วย annealing/extension  
ที่อุณหภูมิ 72 ºซํ. เป็นเวลา 3 นาที  ขั้นตอนที่สอง 
จ�ำนวน 32 รอบ ประกอบด้วย denaturation  
ที่อุณหภูมิ 94 ºซํ. 25 วินาที และ annealing/
extension ที่อุณหภูมิ 67 ºซํ. เป็นเวลา 3 นาที 
และสิ้นสุดปฏิกิริยาที่อุณหภูมิ 67 ºซํ. เป็นเวลา  
7  นาที จากนั้น น�ำผลผลิตของแต่ละตัวอย่างที่ได้
จากการท�ำปฎิกิริยา PCR มาตรวจสอบด้วยวิธี 

Table 1 Oligonucleotide sequences of adaptor and primers that were used in AL-PCR 

Oligonucleotide name  Sequence (5’-3’)

Adaptor*                   AP1                        AP2

Upper strand of adaptor GTAATACGACTCACTATAGGGCACGCGTGGTCGACGGCCC

GGGCTGGT
Lower strand of Adaptor PO

4
-ACCAGCCC-NH

2
 

AL-PCR Primers

Adaptor primer1 (AP1) GTAATACGACTCACTATAGGGC

Gene specifif ic primer1 (GSP1) AATACGAGGTCGCCAACATCTTCTTCTG

Adaptor primer2 (AP2) ACTATAGGGCACGCGTGGT

Gene specifif ic primer2 (GSP2) TATATGCTCCGCATTGGTCTTGACCAAC

Noted: *The sequences of AP1 and AP2 showed primer binding site of AP1 (__) and AP2   (__) on upper strand of adaptor.
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อะกาโรสเจลอเิลคโตรโฟรซิสิ ความเข้มข้น 0.8% 
ใน 0.5x TBE buffer ใช้แรงเคลือ่นไฟฟ้า 100 โวลต์ 
นาน 30 นาที เทียบกับดีเอ็นเอมาตรฐาน  
1 kb DNA ladder marker ส�ำหรับปฏิกิริยา  
secondary (nested) AL-PCR ประกอบด้วย
สารละลายและวิธีการเช่นเดียวกันกับปฏิกิริยา 
primary AL-PCR แต่ใช้ผลผลิตจากปฏิกิริยา 
primary AL-PCR ซึ่งเจือจาง 50 เท่า ปริมาตร 
1 ไมโครลติร เป็นดเีอน็เอแม่แบบ และใช้ไพรเมอร์ 
AP2 และ GSP2 ในการท�ำปฏิกิริยา
	 3.4 การวิเคราะห์ล�ำดับเบสและข้อมูล 
จากผลผลติจากปฏกิริยิา AL-PCR amplification 

น�ำผลผลิตของแต่ละตัวอย่างที่ได้จาก 
ปฎกิิรยิา secondary (nested) AL-PCR มาตรวจ
สอบด้วยวิธีอะกาโรสเจลอิเลคโตรโฟริซิส ความ
เข้มข้น 0.8% ใน 0.5x TBE buffer ใช้แรงเคลื่อน
ไฟฟ้า 100 โวลต์ นาน 30 นาที เทียบกับดีเอ็นเอ
มาตรฐาน 1 kb DNA ladder marker จะปรากฏ
แถบดเีอน็เอขนาดต่าง ๆ  ตดัและสกดัแยกดเีอน็เอ
ทีแ่ยกแถบได้ชดัเจนจากเจลโดยใช้ GenepHlowTM 

Gel/PCR Kit และน�ำดีเอ็นเอแต่ละขนาดที่สกัด
แยกได้ไปตรวจสอบหาล�ำดับเบสดีเอ็นเอด้วย
เทคนิค DNA sequencing จากนั้น ท�ำการ
วิเคราะห์ข้อมูลล�ำเบสที่ได้มาโดย VecScreen 
และเปรยีบเทยีบล�ำดบัเบสทีไ่ด้กบัล�ำดบัเบสอ้างองิ
จากพลาสมิด pCAMBIA1301 โดยโปรแกรม 
MEGA6 และ SnapGene® Viewer

ผลทดลองและวิจารณ์
1. การสกดั genomic DNA จากใบอ่อนกล้วยไม้ 
และการตรวจสอบการคงอยู่ของยีน

ผลผลติจากปฏกิริิยา secondary (nested) 
AL-PCR ในตวัอย่างทีผ่่านการตดัด้วยเอนไซม์ตดั
จ�ำเพาะ PsiI พบแถบดีเอ็นเอ จ�ำนวน 3 แถบ  
ที่ขนาดประมาณ 2,000, 1,500 และ 750 คู่เบส 
(Figure 2A) จ�ำนวนแถบดีเอ็นเอที่ปรากฏจ�ำนวน 
3 แถบนี้ แสดงว่าน่าจะมีดีเอ็นเอที่ถูกถ่ายเข้าไป
ในกล้วยไม้สายต้นนี้ประมาณอย่างน้อย 3 ชุด ซึ่ง
สอดคล้องกับผลงานวิจัยของ Sornchai et al. 
(2015) ที่ศึกษาจ�ำนวนชุดยีนท่ีถูกถ่ายเข้าไปใน
กล้วยไม้สายต้นนี้ ด้วยเทคนิค Southern blot 
analysis โดยใช้ดเีอน็เอโพรบท่ีจ�ำเพาะเจาะจงกบั

บรเิวณ CaMV35S promoter และยนี antisense 
CP-ACO1 ที่วางตัวอยู่ทางด้าน RB ของ T-DNA 
และรายงานว่า ตรวจพบชุดยีนที่ถูกถ่ายเข้าสู ่
กล้วยไม้สายต้น AE3 จ�ำนวน 4 ชุด ทั้งนี้ ส�ำหรับ
การตรวจด้วยเทคนิค AL-PCR และพบแถบ
ดเีอน็เอ จ�ำนวน 3 แถบ อาจเป็นไปได้ว่าม ี1 ชดุยนี 
ที่ไม่สามารถตรวจพบได้ เพราะอาจมีส่วนของ  
T-DNA และ LB ที่ไม่สมบูรณ์ จึงไม่สามารถให้
ผลผลติดเีอน็เอได้  และเมือ่สกดัแยกดเีอ็นเอแต่ละ
แถบจากอะกาโรสเจลเพื่อน�ำไปวิเคราะห์ล�ำดับ
เบส (Figure 2B) พบว่า แถบดีเอ็นเอแถบที่ 1 
(2,000 bp) และ 2 (1,500 bp) ไม่สามารถ
วเิคราะห์ผลล�ำดบัเบสได้ เนือ่งจากมคีวามบรสิทุธิ์
และปรมิาณความเข้มข้นทีไ่ม่เพียงพอต่อการตรวจ
สอบล�ำดับเบสได้  ท�ำให้สามารถวเิคราะห์ได้เพียง
แถบที่ 3 ที่มีขนาด 750 คู่เบส เท่านั้น

2. การวิเคราะห์ต�ำแหน่งที่สอดแทรกของยีนบน
จีโนมของกล้วยไม้ดัดแปลงพันธุกรรม 

ส�ำหรับการวเิคราะห์ล�ำดับเบสของแถบที่ 
3 ด้วยเทคนิค DNA sequencing แล้วน�ำข้อมูล
มาวิเคราะห์ด้วย VecScreen พบว่า ล�ำดับเบส
ของแถบที่ 3 มีความยาว 751 คู่เบส มีความ
เหมือนกับล�ำดับเบสของ vector ในระดับที่สูง 
(Figure 3A)  และเมือ่วเิคราะห์ข้อมูลเปรยีบเทยีบ
กับล�ำดับเบสของ pCAMBIA1301 ที่รายงานบน
ฐานข้อมูล NCBI database โดยใช้โปรแกรม 
MEGA6 และ SnapGene พบว่า ล�ำดับเบสของ
แถบดีเอ็นเอที่ 3 ที่ต�ำแหน่งที่ 1-37 เหมือนกับ
ล�ำดับเบสของ adaptor และไพรเมอร์ AP2  
ส�ำหรับต�ำแหน่งที่ 38-197 ซึ่งเป็นบริเวณที่เชื่อม
ต่ออยู่กับ LB T-DNA พบว่า มีความเหมือนกับ
ล�ำดับเบสดีเอ็นเอในส่วนของพลาสมิด pCAM-
BIA1301 ซึ่งอยู่นอกบริเวณขอบเขตของ T-DNA 
ออกไป มีความยาวในส่วนดังกล่าว 160 คู่เบส 
ส่วนต�ำแหน่งที่ 198-751 นั้น เหมือนกันกับล�ำดับ
เบสของ T-DNA ต้ังแต่บรเิวณปลาย LB ถดัเข้าไป
จนถงึบรเิวณยีน hpt ตรงต�ำแหน่ง GSP2 primer 
โดยมคีวามยาวในส่วนนีท้ัง้สิน้ 554 คูเ่บส (Figure 3B)  

จากผลการศึกษาดังกล่าว ท�ำให้ทราบว่า 
ในกล้วยไม้ท่ีได้รับการดัดแปลงพันธุกรรมสายต้น 
AE3 พบการมีอยูข่องส่วน T-DNA และล�ำดับเบส
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ที่อยู่นอกเหนือจากขอบเขตของ T-DNA โดยส่วน
ท่ีอยู่นอกเหนือขอบเขตดังกล่าว เป็นส่วนของ 
พลาสมิด pCAMBIA1301 หรือที่เรียกว่า vector 
backbone (VB) ที่ถูกส่งถ่ายเข้าไปด้วย โดย

เหตุการณ์ดังกล่าว เรียกว่า co-transformation 
ซึ่งพบได้บ่อยในการถ่ายยีนพืช 

ส�ำหรบักระบวนการเกดิ co-transformation 
ของ VB นั้น เกิดขึ้นจาก 2 สมมติฐาน โดย

Figure 2 The secondary (nested) AL-PCR products of PsiI-digested DNA library (P2)  
compared with 1 kb DNA ladder marker (M) (A).  Three bands of the secondary (Nested) 
AL-PCR product were then eluted and separately analyzed on agarose gel and approximately 
size showed 2,000 (1), 1,500 (2) and 750 (3) bp (B)

กล้วยไม้สายต้นนีS  ด้วยเทคนิค Southern blot analysis โดยใช้ดีเอ็นเอโพรบทีUจาํเพาะเจาะจงกับบริเวณ 

CaMV35S promoter และยนี antisense CP-ACO1 ทีUวางตวัอยูท่างดา้น RB ของ T-DNA และรายงานวา่ ตรวจ

พบชุดยนีทีUถูกถ่ายเขา้สู่กลว้ยไมส้ายตน้ AE3 จาํนวน 4 ชุด ทัSงนีS  สาํหรับการตรวจดว้ยเทคนิค AL-PCR และ

พบแถบดีเอ็นเอจาํนวน 3 แถบ นัSน อาจเป็นไปไดว้่ามี 1 ชุดยีน ทีUไม่สามารถตรวจพบได ้เพราะอาจมีส่วน

ของ T-DNA และ LB ทีUไม่สมบูรณ์จึงไม่สามารถให้ผลผลิตดีเอ็นเอได ้จึงตรวจพบแถบดีเอ็นเอไดเ้พียง 3 

แถบ เท่านัSน  และเมืUอสกดัแยกดีเอน็เอแต่ละแถบจากอะกาโรสเจลเพืUอนาํไปวเิคราะห์ลาํดบัเบส (Figure 2B)  

พบว่า แถบดีเอ็นเอแถบทีU 1 (2,000 bp) และ 2 (1,500 bp) ไม่สามารถวิเคราะห์ผลลาํดบัเบสได ้เนืUองจากมี

ความบริสุทธิc และปริมาณความเขม้ขน้ทีUไม่เพียงพอต่อการตรวจสอบลาํดบัเบสได ้ ทาํใหส้ามารถวิเคราะห์

ไดเ้พียงแถบทีU 3 ทีUมีขนาด 750 คู่เบส เท่านัSน 
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DNA ladder marker (M) (A).  Three bands of the secondary (Nested) AL-PCR product were then eluted and 

separately analyzed on agarose gel and approximately size showed 2,000 (1), 1,500 (2) and 750 (3) bp (B).  

 

2. การวเิคราะห์ตาํแหน่งที3สอดแทรกของยนีบนจีโนมของกล้วยไม้ดดัแปลงพนัธุกรรม  

สาํหรับการวเิคราะห์ลาํดบัเบสของแถบทีU 3 ดว้ยเทคนิค DNA sequencing แลว้นาํขอ้มูลมาวิเคราะห์

ดว้ย VecScreen พบวา่ ลาํดบัเบสของแถบทีU 3 มีความยาว 751 คู่เบส มีความเหมือนกบัลาํดบัเบสของ vector 

ในระดบัทีUสูง (Figure 3A)  และเมืUอวิเคราะห์ขอ้มูลเปรียบเทียบกบัลาํดบัเบสของ pCAMBIA1301 ทีUรายงาน

บนฐานขอ้มูล NCBI database โดยใชโ้ปรแกรม MEGA6 และ SnapGene พบวา่ ลาํดบัเบสของแถบดีเอน็เอ

ทีU 3 ทีUตาํแหน่งทีU 1-37 เหมือนกบัลาํดบัเบสของ adaptor และไพรเมอร์ AP2  สาํหรับตาํแหน่งทีU 38-197 ซึU ง

เป็นบริเวณทีUเชืUอมต่ออยู่กบั LB T-DNA พบว่า มีความเหมือนกบัลาํดบัเบสดีเอ็นเอในส่วนของพลาสมิด 

pCAMBIA1301 ซึU งอยูน่อกบริเวณขอบเขตของ T-DNA ออกไป มีความยาวในส่วนดงักล่าว 160 คู่เบส ส่วน

ตาํแหน่งทีU 198-751 นัSน เหมือนกนักบัลาํดบัเบสของ T-DNA ตัSงแต่บริเวณปลาย LB ถดัเขา้ไปจนถึงบริเวณ

ยนี hpt ตรงตาํแหน่ง GSP2 primer โดยมีความยาวในส่วนนีSทัSงสิSน 554 คู่เบส (Figure 3B)   

Figure 3 (A) VecScreen result of PsiI band no.3 (751 bp) sequences showed high matching 
of vector. (B) This sequences were analyzed and identified by MEGA6 and SnapGene  
programs, the result revealed Adaptor sequences (37 bp), T-DNA sequences contained 
partial hpt gene and CAMV poly(A) signal terminator and intact LB (554 bp), which linked 
with 160 bp of vector backbone (VB) sequences of pCAMBIA1301aACO1 plasmid. Blue and 
yellow short arrows represented AP2 and GSP2 primer sites of sequences (respectively)
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This sequences were analyzed and identified by MEGA6 and SnapGene programs, the result revealed 

Adaptor sequences (37 bp), T-DNA sequences contained partial hpt gene and CAMV poly(A) signal 

terminator and intact LB (554 bp), which linked with 160 bp of vector backbone (VB) sequences of 
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จากผลการศึกษาดงักล่าว ทาํให้ทราบว่า ในกลว้ยไมที้Uไดรั้บการดดัแปลงพนัธุกรรมสายตน้ AE3 

พบการมีอยู่ของส่วนของ T-DNA และลาํดบัเบสทีUอยู่นอกเหนือจากขอบเขตของ T-DNA โดยส่วนทีUอยู่

นอกเหนือขอบเขตดงักล่าว เป็นส่วนของพลาสมิด pCAMBIA1301 หรือทีUเรียกวา่ vector backbone (VB) ทีU

ถูกส่งถ่ายเขา้ไปดว้ย โดยเหตุการณ์ดงักล่าว เรียกวา่ co-transformation ซึU งพบไดบ่้อยในการถ่ายยนีพืช  

สําหรับกระบวนการเกิด co-transformation ของ VB นัSน เกิดขึSนจาก 2 สมมติฐาน โดยสมมติฐาน

แรก อธิบายวา่ อาจเกิดจากขัSนตอนของการสร้าง T-Strand ซึU งในบางกรณีโปรตีน Vir (VirD) ของเชืSออาจมี

ความผิดปกติ ทาํให้ไม่สามารถจดจาํตาํแหน่งตดัทีUจาํเพาะเจาะจงบริเวณ LB ของ T-DNA ซึU งเป็นบริเวณ

ปลายทีUสิSนสุดของ T-Strand ได ้ ดงันัSน เมืUอกระบวนการสร้าง T-Strand เริUมจากทางดา้น RB จนมาถึงดา้น 

LB จึงอาจเกิดเหตุการณ์ทีUเรียกว่า “read-through” หรือ “overdrive” โดยไม่จดจาํตาํแหน่ง LB ของ T-DNA 

ทาํใหมี้ตาํแหน่งตดัทีUเลยออกไป ซึUงเป็นบริเวณของ VB (Kononov et al., 1997; Kuraya et al., 2004) สาํหรับ

สมมติฐานทีUสอง มีขอ้สันนิษฐานว่า อาจเกิดจากกระบวนการสร้าง T-Strand เริUมจากทางดา้น LB และมี

ความต่อเนืUองไปทางดา้น RB ซึU งเป็นผลใหติ้ดส่วน VB ไปดว้ย โดยอาจจะปรากฏหรือไม่ปรากฏบริเวณของ 

T-DNA ก็ได ้(Kohli et al., 2010) แต่อย่างไรก็ตาม สมมติฐานขอ้ทีUสองไม่มีขอ้พิสูจน์ทีUเด่นชดัเท่าขอ้แรก  
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สมมตฐิานแรก อธบิายว่า อาจเกดิจากขัน้ตอนของ
การสร้าง T-Strand ซ่ึงในบางกรณีโปรตีน Vir 
(VirD) ของเช้ืออาจมีความผิดปกติ ท�ำให้ไม่
สามารถจดจ�ำต�ำแหน่งตดัทีจ่�ำเพาะเจาะจงบรเิวณ 
LB ของ T-DNA ซึ่งเป็นบริเวณปลายที่สิ้นสุดของ 
T-Strand ได้ ดังนั้น เมื่อกระบวนการสร้าง  
T-Strand เริ่มจากทางด้าน RB จนมาถึงด้าน LB 
จึงอาจเกิดเหตุการณ์ที่เรียกว่า “read-through” 
หรือ “overdrive” โดยไม่จดจ�ำต�ำแหน่ง LB ของ 
T-DNA ท�ำให้มีต�ำแหน่งตัดที่เลยออกไป ซึ่งเป็น
บริเวณของ VB (Kononov et al., 1997; Kuraya 
et al., 2004) ส�ำหรับสมมติฐานท่ีสอง มีข้อ
สันนิษฐานว่า อาจเกิดจากกระบวนการสร้าง  
T-Strand เริม่จากทางด้าน LB และมคีวามต่อเน่ือง
ไปทางด้าน RB ซึ่งเป็นผลให้ติดส่วน VB ไปด้วย 
โดยอาจจะปรากฏหรือไม่ปรากฏบริเวณของ 
T-DNA กไ็ด้ (Kohli et al., 2010) แต่อย่างไรกต็าม 
สมมติฐานข้อที่สองไม่มีข้อพิสูจน์ที่เด่นชัดเท่าข้อ
แรก  จากการรายงานผลการวิจัยที่ผ่านมา พบว่า 
มีล�ำดับเบสของ VB เชื่อมต่ออยู่กับบริเวณปลาย 
ของ T-DNA นั้น เกิดขึ้นเพียงด้านใดด้านหนึ่ง
เท่านั้น (Sha et al., 2004; Zhang et al., 2008)  
ซ่ึงส่วนใหญ่เกดิขึน้กบัทางด้านปลาย LB (De Buck 
et al., 2000; Fu et al., 2006)   เช่น จากการ
ศึกษาล�ำดับเบสที่อยู่ด้านข้างของ LB T-DNA ใน
ฝ้ายดดัแปลงพนัธกุรรม พบว่า 51% ของตวัอย่าง
มีส่วนของ VB อยู่ด้วย Yang et al. (2013) และ 
Zeng et al. (2010) รายงานว่า ในการศึกษาต้น 
birch ดดัแปลงพันธกุรรม พบว่า มสีายต้นทีมี่ส่วน
ของ VB เชื่อมต่อกับทางด้านปลาย LB T-DNA 
จ�ำนวน 10 ตัวอย่าง จากท้ังหมด 26 ตวัอย่าง และ 
Afolabi et al. (2004) พบว่า ในข้าวดัดแปลง
พนัธกุรรมมคีวามถีข่องการพบ VB อยูถ่งึ 53-66% 
นอกจากนี ้ยงัมรีายงานการพบ VB ในพชืดดัแปลง
พนัธกุรรมชนดิอ่ืนด้วย เช่น ยาสูบ (Kononov et al. 
1997) สตรอเบอร์รี่ (Abdal-Aziz et al., 2006) 
และมันฝรั่ง (Cullen et al., 2011) เป็นต้น 

ปัจจัยที่เกี่ยวข้องที่ท�ำให้เกิด VB ในพืช
ดดัแปลงพนัธุกรรมอาจเกดิได้จากหลายปัจจยั เช่น 
Oltmanns et al. (2010) ได้อธิบายว่า อาจจะ
เก่ียวข้องกับสายพันธุ ์ของ Agrobacterium  
tumefaciens โดยสายพันธุ์ที่แตกต่างกันมีอัตรา

การเกิด VB ที่แตกต่างกัน Petti et al. (2009) ได้
รายงานว่า การใช้ Agrobacterium tumefaciens 
สายพันธุ์ LBA4404 มีโอกาสในการพบ VB ของ
ปลายท้ังสองด้านของ T-DNA มากกว่า Agrobacterium 
tumefaciens  สายพันธุ ์AGL1 และจากการศกึษา
ของ Okwuonu et al. (2019)  พบว่า จ�ำนวนชุด
ของยีนหรือ T-DNA มีความสัมพันธ์กับอัตราการ
พบ VB โดยพบว่า มันส�ำปะหลังที่ได้รับการถ่าย
ยีนที่มีจ�ำนวนชุดยีนภายในจีโนม 3 ชุด ขึ้นไป มี
โอกาสพบ VB สูงกว่ากลุ่มตัวอย่างที่มีจ�ำนวนชุด
ยีน 1-2 ชุด ซึ่ง Ziemienowicz et al. (2008) 
รายงานผลในท�ำนองเดียวกัน คือ Arabidopsis 
ดัดแปลงพันธุกรรมที่มี 1 ชุดยีนภายในจีโนม  
(single-copy) มีการพบ VB น้อย ดงัน้ัน ในการ
ศึกษาน้ี ที่มีการตรวจสอบในเบื้องต้นแล้วว่าต้น
กล้วยไม้ทีไ่ด้รบัการถ่ายยนีสายต้น AE3 มจี�ำนวนชดุ
ยนีมากถงึ 4 ชดุ จึงมีโอกาสท่ีจะพบ VB ได้เช่นกนั

ส�ำหรับข้อจ�ำกดัของการศกึษาครัง้นี ้พบว่า 
ยังไม่สามารถหาต�ำแหน่งที่เป็นจุดสิ้นสุดรอยต่อ
ของ VB กบัจโีนมคิดเีอ็นเอของกล้วยไม้ได้ ซึง่เป็น
ไปได้ว่า VB อาจมีความยาวมาก สอดคล้องกับ
รายงานวิจัยที่พบการมีอยู่ของ VB ขนาดยาวใน
พืชได้รับการถ่ายยีน เช่น การศึกษาของ Nicolia 
et al. (2017) พบว่า ใน Alfalfa ดดัแปลงพนัธกุรรม 
ปรากฏล�ำดับเบสของ VB ทางด้าน LB ของ T-
DNA ที่มีความยาว 346 คู ่เบส และ Meza  
et al. (2002) พบว่า ความยาวของ VB ทางด้าน 
LB T-DNA ใน Arabidopsis มีความยาวอยู่ใน
ช่วง 1239 – 5324 คู่เบส ดังนั้น การศึกษาเพิ่ม
เติมจะสามารถท�ำได้โดยการเปลี่ยนคู่ไพรเมอร์ให้
อยู่บนส่วนของ VB ที่ได้ล�ำดับเบสมาแล้ว เพื่อที่
จะสามารถศกึษาส่วนดีเอน็เอทีอ่ยูห่่างออกไปจาก 
LB มากยิ่งขึ้น ซึ่งจะท�ำให้พบส่วนที่เป็นรอยต่อ
ระหว่าง VB และจโีนมิคดีเอน็เอของกล้วยไม้ และ
ท�ำให้ทราบต�ำแหน่งสอดแทรกในจโีนมของยนีทีถ่่าย
เข้าไปได้

อย่างไรกต็าม การทีพ่บว่าส่วนของ VB ถกู
ส่งถ่ายเข้าไปในจโีนมกล้วยไม้สายต้น AE3 นี ้ ไม่ส่ง
ผลกระทบต่อลกัษณะทางสรรีะในภาพรวม ซึง่ยนืยนั
โดยงานวิจยัทีม่มีาก่อนหน้าน้ีของ Sornchai et al. 
(2020) ทีร่ายงานลกัษณะประจ�ำพนัธุข์องต้นกล้วยไม้
สกลุหวายทีไ่ด้รบัการถ่ายยนีสายต้น AE3 นี ้ทีอ่ายุ  
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2 ปี หลงัออกปลกูในสภาพโรงเรอืน เปรยีบเทยีบกบั
กล้วยไม้สกลุหวายทีไ่ม่ได้รบัการถ่ายยนี จากการตรวจ
สอบท้ังหมด 117 ลกัษณะ ประกอบด้วย ลกัษณะเชงิ
คณุภาพ 103 ลกัษณะ และลกัษณะเชงิปรมิาณ  
14 ลกัษณะ พบว่า ลกัษณะเชงิคณุภาพของกล้วยไม้
สายต้น AE3 จ�ำนวน 99 ลกัษณะ ไม่แตกต่างจาก
กล้วยไม้สกลุหวายพนัธุ ์ เอยีสกุล ทีไ่ม่ได้รบัการถ่าย
ยนี และมเีพียง 4 ลกัษณะ เท่านัน้ ทีแ่ตกต่างกนัเพียง
เลก็น้อย คอื ส่วนของกลบีปาก และในการวเิคราะห์
ลักษณะเชิงปริมาณนั้น ผลในภาพรวมสรุปได้ว่า 
กล้วยไม้สกลุหวายพนัธุ ์เอยีสกลุ ทีไ่ด้รบัการถ่ายยนี 
สายต้น AE3 มจี�ำนวนใบต่อกอเฉล่ีย ความกว้างล�ำ
เมือ่สดุล�ำ  ความสงูเมือ่สดุล�ำ  และจ�ำนวนล�ำต่อกอ  
ไม่แตกต่างทางสถติกิบัต้นกล้วยไม้สกลุหวายพันธุ์  
เอยีสกลุ ทีไ่ม่ได้รบัการถ่ายยนี นอกจากนี ้Sornchai 
et al. (2020) ยงัรายงานด้วยว่า ปรมิาณดเีอน็เอของ
กล้วยไม้ทีไ่ม่ได้รบัการถ่ายยนีมปีรมิาณดเีอ็นเอเฉลีย่ 
2.54 pg/2C ซ่ึงไม่แตกต่างทางสถิติกับปริมาณ
ดเีอน็เอของกล้วยไม้สายต้น AE3 ทีม่ค่ีาเฉลีย่ 2.41 
pg/2C และมรีะดบั ploidy เป็น 2n นอกจากนี ้จาก
การประเมินความปลอดภัยทางชีวภาพของต้น
กล้วยไม้ดดัแปลงพนัธกุรรมสายต้น AE3 ทีร่ายงาน
โดย ปิยนชุ, (2558) พบว่า ไม่แตกต่างกบักล้วยไม้ที่
ไม่ได้รบัการดดัแปลงพนัธกุรรมอกีด้วย  ซึง่สอดคล้อง
กบั De Buck et al. (2000) ทีร่ายงานว่า VB ทีถ่กู
ส่งถ่ายเข้าไปในจโีนมพชืนัน้ อาจไม่ส่งผลกระทบต่อ
สรรีวทิยาพชื หรือส่งผลต่อการแสดงออกของยนีที่
ถ่ายเข้าไป ท�ำให้สรรีวทิยาหรอืเป้าหมายทีไ่ด้จากการ
ถ่ายยนีแตกต่างออกไป 

สรุปผลการทดลอง
การตรวจสอบล�ำดับเบสด้านข้างของ

ปลาย LB ของ T-DNA ของกล้วยไม้สกุลหวาย
พันธุ์ เอียสกุล สายต้น AE3 ที่ได้รับการถ่ายยีน 
antisense CP-ACO1 ด้วยเทคนิค AL-PCR  
พบว่า ได้ผลผลิตดีเอ็นเอ จ�ำนวน 3 แถบ ขนาด
ประมาณ 750, 1,500 และ 2,000 คู่เบส ซึ่งผล
การวิเคราะห์ล�ำดับเบสของแถบดีเอ็นเอขนาด  
751 คู่เบส พบว่า ประกอบด้วยล�ำดับเบสในส่วน
ของยนี hpt และ LB ของ T-DNA ความยาว 554 
คูเ่บส และพบส่วนที่อยู่ถัดออกไปจาก LB ซึ่งเป็น
ล�ำดับเบสของพลาสมิด (vector backbone; VB) 

จ�ำนวน 160 คู่เบส แต่ยังไม่พบจุดเชื่อมต่อกับ 
จีโนมกล้วยไม้ ทั้งนี้ ล�ำดับเบสส่วน VB ที่เกินมา
นั้นไม่ส่งผลต่อลักษณะทางสรีรวิทยาและระดับ 
ploidy ของกล้วยไม้ที่ได้รับการถ่ายยีนสายต้น 
AE3 ส�ำหรบัแถบดเีอ็นเอขนาด 2,000 และ 1,500 
คูเ่บส ไม่สามารถวิเคราะห์ล�ำดับเบสได้ เนื่องจาก
ผลผลิตมีความบริสุทธิ์และปริมาณไม่เพียงพอ

ค�ำขอบคุณ
งานวิจัย น้ี ได ้รับการสนับสนุนจาก  
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พฒันาบณัฑติศกึษาและวจิยัด้านวิทยาศาสตร์และ
เทคโนโลย ีส�ำนกังานคณะกรรมการการอดุมศกึษา 
กระทรวงการอุดมศึกษา วิทยาศาสตร์ วิจัยและ
นวตักรรม และศนูย์วทิยาการขัน้สงูเพือ่เกษตรและ
อาหาร สถาบันวิทยาการขั้นสูงแห่งมหาวิทยาลัย
เกษตรศาสตร์ ภายใต้โครงการส่งเสริมการวจิยัใน
อุดมศึกษาและพัฒนามหาวิทยาลัยวิจัยแห่งชาต ิ
ส�ำนกังานคณะกรรมการการอดุมศกึษา 

เอกสารอ้างอิง
ปิยนชุ ศรชยั. 2558. การตรวจสอบความปลอดภยั

ทางชีวภาพของกล้วยไม้สกุลหวายที่ได้รับ
การถ่ายยีน antisense CP-ACO1 ใน
ระดับโรงเรือน. วิทยานิพนธ์ปริญญาเอก, 
มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร์.

Abdal-Aziz, S.A., F. Pliego-Alfaro, M.A.  
Quesada and J.A. Mercado. 2006. 
Evidence of frequent integration of 
non-T-DNA vector backbone sequences 
in transgenic strawberry plants. J. 
Biosci. Bioeng. 101(6): 508-510.

Afolabi, A.S., B. Worland, J.W. Snape and 
P. Vain. 2004. A large-scale study of 
rice plants transformed with different 
T-DNAs provides new insights into 
locus composition and T-DNA linkage 
configurations. Theor. Appl. Genet. 109: 
815–826.



140	 วารสารวิชาการเกษตร ปีที่ 39 ฉบับที่ 2 พฤษภาคม - สิงหาคม 2564

Choi, Y.I, E.W. Noh, M.S. Han and S.H. Son. 
1999. Adaptor-aided PCR to identify 
T-DNA junctions in transgenic plants. 
BioTechniques. 27: 222-226.

Cullen, D., W. Harwood, M. Smedley, H. 
Davies and M. Taylor. 2011. Comparison 
of DNA Walking Methods for Isolation 
of Transgene-Flanking Regions in GM 
Potato. Mol Biotechnol. 49(1): 19-31.

De Buck, S.D., C.D. Wilde, M.V. Montagu 
and A. Depicker. 2000. T-DNA vector 
backbone sequences are frequently 
integrated into the genome of transgenic 
plants obtained by Agrobacterium- 
mediated transformation. Mol. Breeding. 
6: 459-468.

Fu, D., P.C.St. Amand, Y. Xiao, S. Muthukrishnan 
and G.H. Liang. 2006. Characterization 
of T-DNA integration in creeping  
bentgrass. Plant Sci. 170: 225–237.

Kohli, A., B. Miro and R.M. Twyman. 2010. 
Transgene integration, expression and 
stability in plants: strategies for  
improvements. In: Kole, C., C.H. Mi-
chler, A.G. Abbott, T.C. Hall (eds.). 
Transgenic Crop Plants. 451: 201-237. 

Kononov, M.E., B. Bassuner and S.B. Gelvin. 
1997. Integration of T-DNA binary 
vector ‘backbone’ sequences into the 
tobacco genome: evidence for multiple 
complex patterns of integration. The 
Plant J. 11(5): 945-957.

Kuraya, Y., S. Ohta and M. Fukude. 2004. 
Suppression of transfer of non-T-DNA 
‘vector backbone’ sequences by 
multiple left border repeat in vector 
for transformation of higher plants 
med ia t ed  by  Agrobac te r i um  
tumefaciens. Mol Breed. 14: 309-320.

Malley, R.C.O., J.S. Alonso, C.J. Kim, T.J. 
Leisse and J.R. Ecker. 2007. An adapter 
ligation-mediated PCR method for 

high throughput mapping of T-DNA 
inserts in the Arabidopsis genome. 
Nat. Protoc. 2(11): 2910-2917.

Meza, T.J., B. Stangeland, I.S. Mercy, M. 
Skarn, D.A. Nymoen, A. Berg, M.A. 
Butenko, A.M. Hakelian, C. Haslekas, 
L.A. Meza-Zepeda and R.B. Aalen. 
2002. Analyses of single-copy  
Arabidopsis T-DNA-transformed lines 
show that the presence of vector 
backbone sequences, short inverted 
repeats and DNA methylation is not 
suf fif  icient or necessary for the  
induction of transgene silencing. Nucleic 
Acids Res. 30(20): 4556-4566.

Nicolia, A., N. Ferradini, F. Veronesi and D. 
Rosellini. 2017. An insight into T-DNA 
integration events in Medicago sativa. 
Int. J. Mol. Sci. 18: 1951-1966.

Okwuonu, I.C., C.N. Egesi and N.J. Taylor. 
2019. Vector backbone integration in 
transgenic cassava is significantly  
correlated to T-DNA copy number. 
Nig. J. Biotech. 36(2): 77-86.

Oltmanns, H., B. Frame, L.Y. Lee, S. Johnson, 
B. Li, K. Wang and S.B. Gelvin. 2010. 
Generation of Backbone-free, Low 
transgene copy plants by launching 
T-DNA from the Agrobacterium  
chromosome. Plant Physiol. 152: 1158-
1166.  

Padegimas, L.S. and N.A. Reichert. 1998. 
Adaptor ligation-based polymerase 
chain reaction mediated walking.  
Anal Biochem. 260: 149-153.

Petti, C., T. Wendt, C. Meade and E. Mullins. 
2009. Evidence of genotype dependency 
within Agrobacterium tumefaciens in 
relation to the integration of vector 
backbone sequence in transgenic  
Phytophthora infestans-tolerant potato. 
J. Biosci. Bioeng. 107(3): 301-306.



Thai Agricultural Research Journal Vol. 39 No. 2  May - August 2021	 141

Sha, Y., S. Li, Z. Pei, L. Luo, Y. Tian and C. 
He. 2004. Generation and flanking 
sequence analysis of rice T-DNA 
tagged population. Theor.Appl.Genet. 
108: 306-314.

Sornchai, P., R. Koto, P. Burns, S. Chan-
prame, W. Imsabai and S. Chanprame. 
2015. Genetic transformation of  
Dendrobium ‘Sonia Earsakul’ with 
antisense Carica papaya ACO1 gene. 
Mod. Appl. Sci. 9(12): 125-133.

Sornchai, P., W.G. van Doorn, W. Imsabai, 
P. Burns and S. Chanprame. 2020. 
Dendrobium orchids carrying antisense 
ACC oxidase: Small changes in flower 
morphology and a delay of bud abortion, 
flower senescence, and abscission of 
flowers. Transgenic Res. 29:429-442.

Spertini, D., C. Beliveau and G. Bellemare. 
1999. Screening of transgenic plants 
by amplification of unknown genomic 
DNA flanking T-DNA. Biotechniques. 
27: 308-314.

Yang, X., F. Li, X. Zhang, K. Liu, Q. Wang, 
C. Zhang, C. Liu, W. Zhu, G. Shan, 
C.K. Chin and W. Fang. 2013. Integration 
and characterization of T-DNA insertion 
in Upland Cotton. Czech j. Genet. 
Plant Breed. 49(2): 51-57.

Zeng, F., Y. Zhan, H. Zhao, Y. Xin, H. Qi and 
C. Yang. 2010. Molecular character-
ization of T-DNA integration sites in 
transgenic birch. Trees. 24: 753–762.

Zhang, J., C. Lin, J.Q. Cheng, H.Z. Mao, X.P. 
Fan, Z.H. Meng, K.M. Chan, H.J. 
Zhang, J.F. Qi, L.H. Ji and Y. Hong. 
2008. Transgene integration and  
organization in cotton (Gossypium 
hirsutum L.) genome. Transgenic Res. 
17: 293-306. 

Zheng, S.J., B. Henken, Sofiari, E. Jacobsen, 
F.A. Krens and C. Kik. 2001. Molecular 
characterization of transgenic shallots 
(Allium cepa L.) by adaptor ligation 
PCR (AL-PCR) and sequencing of 
genomic DNA flanking T-DNA borders. 
Transgenic Res. 10: 237–245.

Ziemienowicz, A., T. Tzvi and B. Hohn. 2008. 
Mechanisms of T-DNA integration. 
Pages 395-440. In: Agrobacterium: 
From Biology to Biotechnology; Tzvi 
Tzfif ira and Vitaly Citrovsky, Ed.;  
Springer New York 


