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ABSTRACT 

The development of plants containing novel characteristics can be done using gene 

transfer of the target gene into the plant genome. This study aimed to obtain information on the 

green fluorescence expression of the gfp gene in 2 aquarium plant species, Anubias nana and 

Hygrophila difformis. The Agrobacterium-mediated gene transfer was used to transfer the gfp gene 

and other necessary genes for the process of expression into the plant target tissues. Somatic 

callus was used as the target tissue for gene transfer in A. nana, while somatic callus and shoots 

were used in H. difformis. The results found that the transformation efficiency was 280 cells of 

the Agrobacterium with plasmid (pCAMBIA1304) inside per 1 µg of the plasmid used. The gfp gene 

with all necessary other genes was successfully transferred, confirmed by the blue spots by the 

GUS gene from histochemical analysis, the occurrence of the target 327 bp band of the gfp DNA 

by the PCR technique, and the gfp expression as green fluorescence of the GFP protein. However, 

in six-month-old T1 plants produced from tissue culture from the original gene-transferred 

plantlets ( T0 ) of both A. nana and H. difformis, which the callus was used as the target tissue, did 

not show the gfp band, which was probably due to chimeras. But the T1 of H. difformis that the 

shoot was used as the target tissue showed the gfp band. It can be concluded that callus should 

not be used as the target tissue for gfp gene transfer in these two aquarium plant species, whereas 

shoots can be used as the target tissue in H. difformis. 
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บทคัดยอ 

การพัฒนาพันธุไมใหมีลักษณะแปลกใหมทำ

ไดโดยใชการสงถายยีนที่มีลักษณะตองการเขาสูเซลล

จ ีโนมพืช จ ึงไดศึกษาลักษณะเร ืองแสงสีเขียวที่

แสดงออกโดยย ีน gfp ในไม น ้ำ 2 ชน ิด ได แก   

อนูเบียสนานา (Anubias nana) และดาวกระจาย 

(Hygrophila difformis) โดยใชอะโกรแบคทีเรียม 

(Agrobacterium tumefaciens) เปนตัวกลางสงถาย

ยีน gfp และยีนอื่น ๆ ที่จำเปนตอการแสดงออกของยีน 

gfp เขาสูเนื ้อเยื ่อโซมาติกแคลลัสในอนูเบียสนานา 

ขณะที่ดาวกระจายใชทั้งเนื้อเยื่อโซมาติกแคลลัสและ

เน้ือเย่ือตนออน ผลการศึกษา พบวา ประสิทธิภาพการ

ถายฝากยีนอยูที่ 280 เซลลของอะโกรแบคทีเรียมที่มี 

พลาสมิด (pCAMBIA1304) ร ับฝากไว ในเซลลตอ 

ปริมาณพลาสมิดที ่ใช 1 ไมโครกรัม ยีน gfp พรอม

ดวยยีนอื ่น ๆ ที ่จำเปนทั ้งหมดไดรับการสงถายสู

เน้ือเย่ือเปาหมายสำเร็จ เน่ืองจากการเกิดจุดสีน้ำเงิน

ในเนื้อเยื่อจากปฏิกิริยาการติดสีน้ำเงินเนื่องจากยีน 

GUS การเกิดแถบดีเอ็นเอเปาหมายของยีน gfp ขนาด 

327 bp จากเทคนิคพีซีอาร และเกิดการแสดงออก

ของยีน gfp ดวยการเรืองแสงสีเขียวจากโปรตีน GFP 

แตในไมน้ำอนูเบียสนานาและดาวกระจายรุนลูก (T1) 

อายุ 6 เดือนที่ผลิตโดยการเพาะเลี ้ยงเนื ้อเยื ่อจาก 

ไมน้ำร ุ นแรกที ่ไดร ับการถายฝากยีน (T0) โดยใช

แคลลัสเปนเนื้อเยื่อเปาหมายไมปรากฏแถบดีเอ็นเอ

ของย ีน gfp ซ ึ ่ งอาจเป นพราะการเก ิดไคเมรา 

(chimera) แตพบแถบดีเอ็นเอของยีน gfp ในรุ นลูก

ของดาวกระจายที่ใชตนออนเปนเนื ้อเยื ่อเปาหมาย 

ดังน้ันการใชแคลลัสจึงไมเหมาะสมในการเปนเน้ือเย่ือ

เปาหมายในการถายยีน gfp ในไมน้ำดังกลาวทั้งสอง

ชนิด ในขณะที่การใชเนื ้อเยื ่อตนออนเปนเนื ้อเย่ือ

เปาหมายมีความเหมาะสมในไมน้ำดาวกระจาย 

คำสำคัญ: ลักษณะเรืองแสงสีเขียว; การแสดงออก

ของยีน gfp; เน้ือเย่ีอเปาหมายถายยีน; ไมน้ำสวยงาม 

บทนำ 

ไมน้ำสวยงามสำหรับตกแตงหรือประดับตูปลา

เปนพืชกลุ มไมดอกไมประดับที ่มีความสำคัญทาง

เศรษฐกิจ ไดรับความนิยมทั้งภายในและตางประเทศ 

มูลคาการสงออกไมน้ำสวยงามของไทยมีปร ิมาณ

เพิ่มขึ้นอยางตอเนื่อง (อรุณี, 2563) ประเทศผูผลิต 

ไมน้ำสวยงามเพื่อการสงออกรายใหญ ไดแก สิงคโปร 

มาเลเซีย และไทย (วิทยา และคณะ, 2540) ไมน้ำ

สวยงามเพื่อการสงออกที่นาสนใจ ไดแก อนูเบียสนานา 

(Anubias nana) และ ดาวกระจาย (water wisteria, 

Hygrophila difformis) กำล ัง เป นท ี ่ต องการของ

ตลาดทั้งในและตางประเทศ  

การผลิตไมน้ำเพื่อการจำหนายจำเปนตองมี

คุณภาพดี ปราศจากโรค มีปริมาณมากเพียงพอและ

ไดมาตรฐานตามที่ตลาดตองการ นอกจากนี้ ความ

หลากหลายและแปลกใหมในรูปลักษณะที่ปรากฏ 

สามารถเพิ่มมูลคาของไมน้ำใหสูงข้ึนได (พลชาติ และ

คณะ,  2562; ส ุจ ิตรา และคณะ,  2563)  ได มี

แนวความคิดที ่จะพัฒนาไมน้ำใหมีความแปลกใหม

โดยใชเทคนิคสมัยใหม เทคนิคที่นิยมใช ไดแก การสง

ถายยีน (gene transfer) ที่ทำใหเกิดลักษณะแปลก

เข าส ู  เซลล จ ี โนมพ ืช น ิยมใช แบคท ีเร ียอะโกร

แ บ ค ท ี เ ร ี ย ม เ ป  น ต ั ว ก ล า ง  ( Agrobacterium-

mediated) เนื่องจากมีอัตราการเปลี่ยนแปลงลำดับ 

ดีเอ็นเอของยีนที่ปลูกถายต่ำ สามารถปลูกถายยีน

ขนาดใหญ  ได ด ี  ใช ช ุดของย ีนจำนวนน อย มี

ประสิทธิภาพการปลูกถายยีนส ูง และตนทุนต่ำ 

(Perez-Pineiro et al., 2012)  

การสงถายยีนเพื่อทำใหสิ่งมีชีวิตเรืองแสงได

เปนความแปลกใหมและนาสนใจ ไดมีการนำยนีที่ทำ

ใหเก ิดการเร ืองแสง gfp ซ ึ ่งเป นยีนในเซลลของ

แมงกระพรุนชนิด Aequorea victoria ทำหนาที่

ควบคุมการผลิตโปรตีนเร ืองแสงสีเขียว (green 

fluorescent protein, GFP) มาใชในการสงถายยีน
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อยางแพรหลาย ขอดีของการสงถายยีน gfp คือ

สามารถตรวจสอบได ในเซลลสภาพมีช ีว ิต และ

ตรวจสอบไดโดยตรงจากการสังเกตการเรืองแสงของ

โปรต ีนที่ เป นผลผล ิตจากย ีนโดยไม ต องใช สาร 

substrate หรือการยอมสีซึ่งอาจทำลายเซลลได สวน

เนื้อเยื่อพืชที่ใชเปนเนื้อเยื่อเปาหมายสำหรับการถาย

ฝากยีนตองเปนเน้ือเย่ือเจรญิ (meristic tissue) จึงจะ

สามารถพัฒนาเปนตนที่สมบูรณตอไปได เชน เน้ือเย่ือ

สวนปลายรากและใบออน ยอดตนออน และแคลลัส 

(callus) ที ่เปนเอ็มบริโอจินิก (embryogenic) หรือ 

โซมาติกแคลลัส (somatic callus) เปนตน (ศิริวรรณ, 

2550) ซ ึ ่ งน ิยมใช แคลลัสเปนเน ื ้อเยื ่อเป าหมาย 

เนื่องจากเปนเซลลที่อยูรวมกันเปนกลุม ยังไมมีการ

พัฒนาเปนเนื้อเยื่อหรือสวนตาง ๆ ของพืช สามารถ

ชักนำไดจากชิ้นสวนตาง ๆ ของพืชเกือบทุกชนิด มี

ความเหมาะสมในการถายยีนดวยอะโกรแบคทีเรียม 

ทุกเซลลในแคลลัสมีพันธุกรรมเหมือนตนพอแม เมื่อ

ปลูกถายยีนแลวสามารถชักนำใหเกิดเปนตนสมบูรณ

ไดเปนจำนวนมาก และสามารถอธิบายถึงลักษณะ

ทางสัณฐานวิทยาของพืชที่ไดรับการถายฝากยีนได  

(Li et al., 2003)  

เน่ืองจากอนูเบียสนานาและดาวกระจายเปน

ไมน้ำสวยงามเปนที่ตองการของตลาดเพื่อการสงออก 

การพัฒนาใหไมน้ำดังกลาวมีลักษณะแปลกใหมโดย

สามารถเรืองแสงไดนาจะทำใหมูลคาการตลาดเพิ่ม

มากข้ึน ดังน้ันจึงทำการทดลองโดยมีวัตถุประสงคเพือ่

ศึกษาลักษณะการแสดงออกของยีนเรืองแสงของยีน 

gfp ในไมน้ำสวยงาม ที่ผานการสงถายยีนดวยอะโกร

แบคทีเรียมสูเนื้อเยื่อเปาหมายในอนูเบียสนานาและ

ดาวกระจาย เพื่อเปนแนวทางในการพัฒนาพันธุไมน้ำ

ใหมีลักษณะการเรืองแสงได ซึ่งจะเปนประโยชนตอ

การคาขายไมน้ำสวยงามที ่ม ีความแปลกใหมใน

อนาคต 

 

อุปกรณและวิธีการ 

ดำเนินการที่กองวิจัยและพัฒนาพนัธุกรรมสัตวน้ำ 

จ.ปทุมธานี ในหองปฏิบัติการระบบปด ตามระเบียบ

วิธีการศึกษาวิจัยสิ่งมีชีวิตดัดแปลงพันธุกรรม และอยู

ในความควบค ุมด ูแลของคณะกรรมการความ

ปลอดภัยทางชีวภาพระดับสถาบัน กรมประมง 

1. การเตรียมเนื้อเยื่อเปาหมาย  

1.1 เตรียมตนออน สำหรับเตรียมเนื้อเยื่อ

เปาหมายเพ่ือใชในการถายยีน 

ทำการเพาะเลี้ยงเน้ือเย่ือไมน้ำอนูเบียสนานา 

ตามว ิธ ีการของส ุจ ิตรา  และคณะ (2551) และ

ดาวกระจาย ตามวิธีของสุรางค และสุจิตรา (2551) 

เพื่อใหไดจำนวนตนออนเพียงพอสำหรับการเตรียม

เน้ือเย่ือเปาหมายเพื่อใชในการถายยีน 

1.2 เตรียมเนื้อเยื่อเปาหมายเพ่ือใชในการถายยนี 

เตร ียมโซมาติกแคลลัสเพื ่อเป นเนื ้อเ ย่ือ

เปาหมายในขอ 1.1 เพื่อใหเจริญเปนโซมาติกแคลลัส 

ตามวิธีการของสุรียพร และคณะ (2563) และทดลอง

ใชเนื ้อเยื ่อตนออน โดยไมผานขั ้นตอนการชักนำ

แคลลัส เปนเน้ือเย่ือเปาหมายในการสงถายยีนในไมน้ำ

ดาวกระจายดวย  

2. ขั้นตอนกระบวนการสงถายยีน 

2.1 เตรียมเชื้ออะโกรแบคทีเรียมและพลาสมิด 

ดำเนินการตามวิธีของพลชาติ และคณะ 

(2562) และ ส ุจ ิตรา และคณะ (2563) โดยใช  

เ ช ื ้ ออะ โกรแบคท ี เ ร ี ยมชน ิ ด  Agrobacterium 

tumefaciens สายพันธุ LBA4404 (ElectroMaxTM, 

Invitrogen Life Technologies, Crop., U.S.A) ท ำ

การ เตร ียม เช ื ้ ออะโกรแบคท ี เ ร ียมที่พร อมรับ 

พลาสมิด (plasmid) หร ือ competent cells ตาม

ว ิธ ีการในเอกสารกำกับการใช   (Invitrogen Life 

Technologies, Crop. U.S.A) ดวยการนำเชื้อที่เก็บ

แชแข็งมาละลายที่อุณหภูมิประมาณ 4 ºซ. แลวนำ 
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เช ื ้อเล ี ้ยงในอาหารเหลวสูตร LB (Luria bertani 

broth; tryptone 10 ก./ล. yeast extract 5 ก./ล. 

และ NaCl 5 ก./ล.) ที่เติมยา Rifampicin 50 มก./ล. 

และปรับ pH 7.0 เลี ้ยงบมเชื ้อบนเครื ่องเขยาสาร 

ความเร็ว 120 รอบ/นาที ที่อุณหภูมิ 25 ºซ. และทำ

การเตรียมพลาสมิด pCAMBIA1304 (Marker Gene 

Technologies Inc., U.S.A) ซึ ่งเปน binary vector 

ขนาด 12,362  bp (base pair) ความ เข  มข  น  1 

ไมโครกรัม/มก. ที่มีลำดับดีเอ็นเอในสวน T-DNA ซึ่งมี

ยีนควบคุมการสรางโปรตีนเรืองแสง gfp (mgfp5) ยีน

โ ป ร โ ม เ ต อ ร  (promoter gene) CaMV35S ยี น

ตานทานยาปฏิชีวนะ Kanamycin R (KanR) และ 

Hygromycin R (HygR) เป นย ีนค ัดเล ือก และยีน 

gusA (GUS) เปนยีนรายงานผล (reporting gene)  

2 .2  นำพลาสม ิด เข  าส ู  เ ซลล  อะ โกร

แบคทีเรียม (transformation) 

ดำเนินการตาม พลชาติ และคณะ (2562) 

และ สุจิตรา และคณะ (2563) โดยนำพลาสมิดเขาสู

เซลลเช้ืออะโกรแบคทีเรียมดวยวิธี electroporation 

ซึ ่งเปนการกระตุ นโดยใชกระแสไฟฟา 2 กิโลโวลต 

ความตานทาน 200 โอหม ความจุไฟฟา 25 ไมโครฟารดั 

โดยใชเครื ่อง electroporation (BTX electro cell 

manipulator 600, U.S.A) เลี้ยงเชื้ออะโกรแบคทเีรียม

ที่ผานการทำ electroporation ในอาหารเหลว SOC 

(super optimal broth with catabolite repression) 

ปริมาตร 1 มล. จากนั้นยายปริมาตรทั้งหมดไปเลี้ยง

บนอาหาร ซึ ่งเปนอาหารกึ ่งแข็งสูตร LB ที่ผสมยา

ปฏิชีวนะกานามัยซิน เพื ่อใชคัดเลือกเชื ้ออะโกร

แบคทีเร ียมที่ ไดร ับพลาสมิด pCAMBIA1304 นับ

จำนวนโคโลนีของเช้ืออะโกรแบคทีเรียมที่เจริญข้ึนบน

อาหารเพื ่อนำไปคำนวณประสิทธิภาพการถายพ

ลาสม ิดเข าสู เซลล   ( transformation efficiency; 

EDVOTEK, 2024) นำโคโลนีเด่ียวที่เจริญบนอาหาร

ไปเลี้ยงขยายในอาหารเหลว LB เพื่อใหไดเชื้ออะโกร

แบคทีเรียมจำนวนเพียงพอ 

2.3 ถายยีน gfp เขาสูเนื้อเยื่อเปาหมายท่ี

เตรียมไว 

โดยมีขั้นตอนดำเนินการเริ่มตนจากตัดแบง

ช้ินเน้ือเย่ือเปาหมายที่เตรียมไวจากขอ 1.2 ใหมีขนาด

ประมาณ 0.5 ซม. ทำการเลี้ยงอะโกรแบคทีเรียมที่

มีพลาสมิด pCAMBIA1304 ในอาหารเหลวสูตร LB 

แลววัดระดับการเจริญของอะโกรแบคทีเรียมโดยวัด

การดูดกลืนแสงที่ความยาวชวงคลื่น 600 นาโนเมตร 

(optical density, O.D.600) ดวยเครื่อง spectrophotometer 

เมื่ออะโกรแบคทีเรียมเจร ิญถึงระดับ log phase 

(O.D.600 = 1.0–1.2) นำไปป นเหวี ่ยงใหตกตะกอน

แลวนำไปเปลี่ยนถายอาหารเหลวสูตร LB ที่ผสมสาร 

acetosyringone 100 ไมโครโมลาร  และผสมสาร 

celite (SiO2) 5 มก . /มล .  เพ ื ่ อกระต ุ น เน ื ้ อ เ ย่ือ

เปาหมายใหเกิดบาดแผล นำชิ้นเนื้อเยื่อเปาหมายแช

ล ง ใ น เ ช ื ้ อ อ ะ โ ก ร แ บ ค ท ี เ ร ี ย ม ท ี ่ ผ ส ม ส า ร 

acetosyringone นาน 30 นาที จากนั ้นนำไปเลี้ยง

รวมกันบนอาหารกึ่งแข็งสูตร LB นาน 5 วัน นำช้ิน

เนื้อเยื่อที่ผานการเลี้ยงบมรวมกับอะโกรแบคทีเรียม

มาแชในอาหารเหลวสูตร LB ที่ผสมยา cefotaxime 

400 มก./ล. นาน 10 นาทีเพื่อกำจัดเช้ืออะโกรแบคทีเรียม 

และกำจัดเชื้ออะโกรแบคทีเรียมที่ยังหลงเหลืออยูซ้ำ

อีกโดยนำชิ ้นเนื ้อเยื ่อไปเล ี ้ยงบนอาหารกึ ่ งแข็ง 

ส ู ตร  MS (Murashige and Skoog, 1962) ท ี ่ ผสม 

cefotaxime 200 มก./ล. นาน 7 วัน 

2.4 คัดเลือกเนื้อเยือ่เปาหมายท่ีไดรับการถายยนี 

นำเน้ือเย่ือแคลลัสของอนูเบียสนานาไปเลี้ยง

บนอาหารสังเคราะหสูตร MS ที่ไมเติมสารควบคุม

การเจร ิญเติบโต BA (N6-benzyl adenine) และ 

NAA (naphthalene acetic acid) สวนแคลลัสของ

ไมน้ำดาวกระจายเลี้ยงบนอาหารสูตร MS ที่เติม BA 

0.3 มก./ล. รวมกับ NAA 0.1 มก./ล. ซึ่งมีผลกระตุน

ใหแคลลัสดาวกระจายเจริญเปนตนออน ผสมยา

ปฏิชีวนะฮัยโกรมัยซิน 30 มก./ล. ทั้งในอาหารเลี้ยง

ทั้ง 2 พืช เพื่อเปนตัวคัดเลือก  
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สำหรับไมน้ำดาวกระจายที่เน้ือเย่ือเปาหมาย

เปนตนออน คัดเลือกโดยนำตนออนที่กำจัดเช้ืออะโกร

แบคทีเรียมแลวไปเลี ้ยงบนอาหารสูตร MS (สุรางค 

และสุจิตรา, 2551) และผสมยาปฏิชีวนะฮัยโกรมัยซิน 

เขมขน 15 มก./ล. ที ่อุณหภูมิ 25-30 ºซ. และเก็บ

ขอมูลจำนวนเน้ือเย่ือที่รอดตายและเจริญเปนตนออน

หลังจากเลี้ยงนาน 30 วัน โดยเนื้อเยื่อพืชที่ไมไดรับ

การถายยีนจะตายในอาหารคัดเลือก เนื่องจากเปน

เนื้อเยื่อที่ไมมียีน HygR ที่ตานยาฮัยโกรมัยซิน ทำให

สามารถคัดเลือกเนื ้อเยื ่อที่ไดร ับถายยีนออกจาก

เน้ือเย่ือที่ไมไดรับถายยีนได 

 

3. ตรวจสอบการสงถายยีนและลักษณะแสดงออก

ของยีน gfp ในเนื้อเยื่อ 

3.1 GUS histochemical analysis 

ตรวจสอบการสงถายยีนจากการแสดงออก

ของยีน GUS (gusA) ซึ ่งเปนยีนรายงานผลที่อยู ใน 

พลาสมิด pCAMBIA1304 โดยนำเนื้อเยื่อสวนลำตน

และใบ (ของเน้ือเย่ือไมน้ำถายยีนที่เจริญเปนตนออน) 

ไปแชในน้ำยายอมสีเนื ้อเยื ่อ X-Gluc (5-bromo-4-

chloro-3-indole-β-D-glucuronide) โดยใชชุดยอม

สีเนื้อเยื่อพืชสำเร็จรูป β–glucuronidase reporter 

gene staining kit (Sigma–Aldrich, U.S.A) โ ด ย

เน้ือเย่ือพืชที่ไดรับการถายยีน GUS จะติดสีน้ำเงิน 

3.2 พีซีอาร (PCR) 

ตรวจสอบยีน gfp ที่ปรากฏโดยแถบดีเอ็นเอ 

ขนาด 327 bp บนเจลวุน (agarose gel) โดยทำการ

สกัดดีเอ็นเอจากเน้ือเย่ือไมน้ำที่ไดรับการถายยีนดวย

วิธี CTAB ของ Doyle and Doyle (1987) แลวนำไป

เพิ่มปริมาณดีเอ็นเอดวยวิธีปฏิกิริยาพีซีอาร โดยใชคู

ไพรเมอรตามที่ พลชาติ และคณะ (2562) รายงานไว 

ไดแก Forward (5–ACT ACA AGA CAC GTG CTG 

AAG–3)  
Reverse (5–GGG CAG ATT GTG TGG AC–3) 

โดยมีองคประกอบในการทำพีซีอาร คือ 10 pg DNA 

template, 1X reaction buffer, 1.5 mM MgCl2, 

200 M dNTPs, 0.2 M forward แล ะ  reverse 

primer, 1 unit Taq DNA polymerase (Promega) 

และอุณหภูมิในการทำพีซอีาร คือ ที่ 95 ºซ. นาน 5 นาที 

แลวเขาสู วงรอบปฏิกริยา denaturation ที ่ 94 ºซ. 

นาน 0.5 นาที annealing ที ่ 56 ºซ. นาน 0.5 นาที 

และ extension ที ่ 72 ºซ. นาน 1 นาที จำนวน 30 

รอบ และรอบสุดทายที่ 72 ºซ. นาน 5 นาที หลังจาก

นั ้นจึงนำผลผลิตดีเอ็นเอที ่เพิ ่มปริมาณแลวไปแยก

ขนาดโดยว ิธ ี  agarose gel electrophoresis เพื่อ

แสดงแถบดีเอ็นเอขนาด 327 bp ของยีน gfp  

3.3 การเรืองแสงภายใตกลองจุลทรรศน

ฟล ู ออ เรส เซนต   ( inverted fluorescent  

microscope) 

ตรวจสอบการเรืองแสงของโปรตีน GFP ใน

เนื้อเยื่อไมน้ำถายยีน โดยนำชิ้นสวนเนื้อเยื่อสวนใบ

และตนของตนออนไมน้ำทั้งที่ไดรับการถายยีนและตน

ปกติไปตรวจสอบการเรืองแสงสีเขียวภายใตกลอง

จุลทรรศนฟลูออเรสเซนต บันทึกภาพการเรืองแสงสี

เขียวที่เกิดจากโปรตีน GFP  

 

ผลการทดลองและวิจารณ 

1. ประสิทธิภาพการถายฝากพลาสมิดที่มียีน gfp 

เขาสูอะโกรแบคทีเรียม  

ก า ร ถ  า ยพล าส ม ิ ด  pCAMBIA1304  

ที่ ม ีย ีน gfp เข  าส ู  อะโกรแบคท ี เ ร ียม ด วยว ิ ธี  

electroporation ใชพลาสมิดในปริมาณ 5 ไมโครกรัม 

ไดอะโกรแบคทีเรียมที ่ร ับฝากพลาสมิด รวม 1,400 

โคโลน ี (Figure 1) สำหร ับข ั ้นตอนการถ ายฝาก 

พลาสมิด ไดใชปร ิมาตรสุดทายจากการถายฝาก

ทั้งหมดไป spread บนอาหารเลี้ยงเชื้อโดยไมมีการ

เจือจาง พบวา มีประสิทธิภาพการถายฝากยีน 280 

เซลล/ไมโครกรัม ซึ่งคำนวณตามวิธีของ EDVOTEK (2024)  
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Figure 1 Colonies of Agrobacterium with 

plasmid pCAMBIA 1304 transformed 

by electroporation 

 

 

2. ตรวจสอบการสงถายยีนโดย GUS histochemical analysis 

การตรวจสอบผลโดยการแสดงออกของยีน 

GUS (gusA) ซึ่งเปนยีนรายงานผลที่อยูในพลาสมิด 

pCAMBIA1304 พบวา ตนอนูเบียสชุดที ่ไดร ับการ

ถายฝากยีนเกิดจุดสีน้ำเงินข้ึนที่เน้ือเย่ือสวนลำตนและ

ใบ ขณะที่ตนอนูเบียสปกติไมเกิดจุดสีน้ำเงิน (Figure 

2) สวนไมน้ำดาวกระจายที่ไดรับการถายฝากยีนสู

เน้ือเย่ือทั้ง 2 แบบ (แคลลัส และตนออน) พบวา เกิด

จุดสีน้ำเงินในเนื้อเยื่อทั้งสวนใบและลำตน ขณะที่ตน

ปกติไมมีจุดสีน้ำเงิน (Figure 2)  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 2 GUS histochemical analysis reporting gene transferred into target tissues of two aquarium plants, 

the callus of Anubias nana and the callus and shoots of Hygrophila difformis. The blue markings 

or spots, pointed by the blue and white arrows, confirmed the reporting gene gusA ( GUS) 

together with the others including the gfp gene having been transferred into the plant tissue 
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การตรวจสอบผลการสงถายยีน จากการ

แสดงออกของยีนรายงานผล gusA ที่ถายฝากไป

พรอมกับยีน gfp เพื่อยืนยันผลสำเร็จของการสงถาย

ยีนเปาหมาย gfp เขาส ู  เซลลเนื ้อเยื ่อเป าหมาย

สามารถตรวจสอบการแสดงออกไดโดยตรงบน

เนื้อเยื่อพืช ยีนรายงานผล gusA เปนยีนที่แปลรหัส

เปนเอนไซม β–glucuronidase ซึ่งเมื่อทำปฏิกรยิา

กับสาร X-Gluc จะเปลี่ยนเปนสารอนุพันธอินโดลิล 

(indolyl derivatives) ไดตะกอนสีน้ำเงินบนเน้ือเย่ือ

พืช การตรวจสอบการแสดงออกของยีน GUS จึง

เปนวิธีที่ง าย และมีความเฉพาะเจาะจง (Chalfie  

et al., 1994) จากผลการตรวจสอบ พบวา ไมน้ำ 

อนูเบียสนานาและดาวกระจายที่ผานการถายฝากยีน 

ทั ้งที ่ใชเนื ้อเยื ่อแคลลัสและตนออนเปนเนื ้อเย่ือ

เปาหมาย เกิดจุดสีน้ำเงินขึ้นที่เนื้อเยื่อทั้งสวนลำตน

และใบ ขณะที่ไมน้ำปกติไมเกิดจุดสีน้ำเงิน (Figure 2) 

เปนการยืนยันวา T-DNA ที่มียีน GUS พรอมดวยยีน

เปาหมาย gfp ซึ ่งอยู ในพลาสมิด pCAMBIA1304 

ไดรับการถายฝากเขาไปในดีเอ็นเอของไมน้ำที่ศึกษา 

ท ั ้ งในอนูเบ ียสนานาท ี ่ ใช แคลลัสเป นเน ื ้อเย่ือ

เปาหมาย และดาวกระจายที ่ใชท ั ้งแคลลัสและ 

ตนออนเปนเน้ือเย่ือเปาหมาย  

3. ตรวจสอบยีนเปาหมาย gfp ในดีเอ็นเอโดยวิธีพีซีอาร 

การตรวจสอบดวยวิธีพีซีอาร โดยใชไพรเมอร

สังเคราะหผลผลิตช้ินดีเอ็นเอในสวนของยีน gfp ที่มี

ขนาด 327 bp พบวา เกิดแถบดีเอ็นเอขนาด 327 

bp ในไมน้ำที่ไดรับการถายฝากยีน ทั้งอนูเบียสนานา

ที่ใชแคลลัสเปนเน้ือเย่ือเปาหมาย และดาวกระจายที่

ใชแคลลัสและตนออนเปนเนื้อเยื่อเปาหมาย ขณะที่

ตนปกติทุกตัวอยางไมเกิดแถบดีเอ็นเอขนาดดังกลาว 

(Figure 3) ผลการตรวจสอบไมน้ำที่ไดรับการถาย

ฝากยีนรุนแรก (T0) นี้ เปนการยืนยันวายีน gfp ได

ถูกสงถายเขาไปในดีเอ็นเอของไมน้ำทั้ง 2 ชนิด ทั้ง

การใชเนื ้อเยื ่อแคลลัสหรือตนออนเปนเนื ้อเย่ือ

เปาหมายสำเร็จแลว 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 3 Analysis of gfp gene fragment in Anubias nana, with callus as the target tissue of gfp-

transfer, and Hygrophila difformis, with shoots and callus as the target tissues of gfp-transfer. 

The bands being pointed by the white arrows are the 327 bp DNA bands of the gene gfp 

having been transferred into the plant target tissue 
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อยางไรก็ตาม ผลการศึกษาเพิ่มเติมโดยใชวิธี

พีซีอารตรวจสอบยีน gfp ในรุนลูก (T1) ซึ่งเปนตนไม

น้ำ T0 อายุ 6 เดือน ไมพบแถบดีเอ็นเอขนาด 327 bp 

ในอนูเบียสนานาและดาวกระจายรุนลูกที่ใชแคลลัส

เปนเนื ้อเยื ่อเปาหมาย แตพบในดาวกระจายที ่ใช 

ตนออนเปนเน้ือเย่ือเปาหมาย (Figure 4) การที่ไมพบ

แถบดีเอ ็นเอ น้ี น าจะเปนผลจากการเกิดไคเมรา 

(chimera) ซึ่ง พลชาติ และคณะ (2562) อธิบายวา การ

เกิดไคเมราเนื่องจากในระหวางกระบวนการถายยีนสู

เน้ือเย่ือเปาหมายของพืชน้ัน มีทั้งเซลลเน้ือเย่ือที่ไดรบั

และไมไดรับการถายฝากยีนอยู ดวยกัน เปนเหตุให

เซลลที่ไมไดรับการถายยีนมีโอกาสไดรับการปกปอง

จากเซลลที่ไดรับการถายยีนซึ่งมียีนตานยาปฏิชีวนะ

ฮัยโกรมัยซินที่ใชในการคัดเลือกอยูดวย จึงทำใหเซลล

ที่ไมไดร ับการถายยีนรอดตายจากการคัดเลือก เมื่อ

เจร ิญเปนตนพืชจึงไม ม ีย ีนเปาหมายอยูในจ ี โนม 

(Flachowsky et al., 2008; Wang et al., 2008) จาก

การใชทั้งแคลลัสและตนออนเปนเน้ือเย่ือเปาหมายของ

ดาวกระจายทำใหเขาใจวา ไคเมรา มีโอกาสเกิดกับ

เนื้อเยื่อแคลลัสมากกวาตนออนที่ใชถายยีน (สุจิตรา 

และคณะ, 2563) ปรากฏการณที่ส ันนิษฐานวาเกิด 

ไคเมราในพืชถายฝากยีน เชน รายงานของ Dong and 

McHughen ( 1993) ที่ ศ ึ ก ษา ในพ ื ช  flax (Linum 

usitatissimum) พบวา พืชถายฝากยีนรุนลูกไมไดรบัยีน

เปาหมาย แมวาในรุนพอแมตรวจพบการแสดงออกของ

ยีน GUS และเกิดแถบดีเอ็นเอเปาหมายเมื่อทำพีซีอาร 

สวนในการถายยีนสูเนื้อเยื่อปลายยอดของไมน้ำกลุม

ใบพาย (Cryptocoryne spp.) โดยใชอะโกรแบคทีเร ียม 

ของนุชจรี (2552) ไดรายงานการตรวจสอบการยังคงมี

อยูของยีนที่สงถาย โดยการนำแตละยอดที่ตรวจสอบ

ดวยพีซีอารแลววามียีนที่สงถายไปชักนำใหเกิดยอด

ใหมเพิ่มข้ึนอีก แลวทำการตรวจสอบดวยพีซีอารเปน

ครั ้งที ่สอง พบวา มีบางยอดที่พัฒนาขึ ้นมาใหมไม

ปรากฏแถบดีเอ็นเอของยีนที ่ส งถายเขาไป และ

สรุปวาการสงถายยีนเขาสู เนื้อเยื ่อไมน้ำ C. affinis 

อาจไมไดเกิดขึ ้นทุกเซลล เปนผลใหตนไมน้ำที่ไดมี

ลักษณะเปนไคเมรา 

 

 

 

 

 

 

Figure 4 Analysis of gfp gene fragment in the 

T1 of Hygrophila difformis which were 

the 6 months old plants produced 

by tissue culture from the original 

gene-transferred planlets ( T0)  that the 

shoot had been used as the target 

tissue. The analysis presented the 

target 327 bp bands of the transferred 

gfp (pointed by the white arrows)  

 

4. การเรืองแสงภายใตกลองจุลทรรศนฟลูออเรสเซนต 

การตรวจสอบภายใตกลองจุลทรรศนฟลูออ

เรสเซนต จากลักษณะการเรืองแสงสีเขียวของโปรตีน

เรืองแสง GFP พบวา ชุดที่ไดรับการถายฝากยีน gfp 

ทั้งของอนูเบียสนานา และดาวกระจายที่ถายฝากยีนสู

เนื้อเยื่อทั้ง 2 รูปแบบ (แคลลัสและตนออน) มีการ

เรืองแสงสีเขียว ขณะที่ชุดตนปกติไมมีการเรืองแสง 

(Figure 5) 

5. ผลการศึกษาในภาพรวม 

ผลที่ปรากฏจากการศึกษาทั้งหมด สามารถ

สร ุปประเด ็นรายละเอียดได ตาม Table 1 จาก

การศึกษาที่ไมพบแถบดีเอ็นเอของยีน gfp ในรุนลูก 

(T1) ของทั้งไมน้ำอนูเบียสนานาและดาวกระจายที่ใช

แคลลัสเปนเน้ือเย่ือเปาหมายถายยีน นาจะเปนผลจาก

การเกิด ไคเมรา จ ึงควรมีการศึกษาเพิ ่มเติมเพื่อ

ปองกันการเกิดไคเมรา หรือปรับเทคนิคดำเนินการ

เพื่อใหการถายโอนยีนประสบผลสำเร็จดีย่ิงข้ึน และ 
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Figure 5 Normal and gfp-transferred tissues of two aquarium plants, Anubias nana and 

Hygrophila difformis, seen under normal and fluorescent lights sourced from inverted 

fluorescent microscope. The green fluorescence of the GFP protein is presented in the 

gfp-transferred tissues of the two plants 
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Table 1 Conclusive results from the study  

Generation of the 

gene-transferred 

plantlets 

Examining of the 

transferred genes 

and the expression  

Aquarium plant species and target tissues of gene transfer 

Anubias nana Hygrophila difformis  

Callus Callus Shoot 

T0 (the original 

gene-transferred 

shoots/plantlets) 

GUS 

PCR 

Fluorescent 

yes1/ 

yes 

yes 

yes 

yes 

yes 

yes 

yes 

yes 

T1 (the 6 months old 

plants produced 

by tissue culture 

from the original 

gene-transferred 

plantlets) 

PCR no2/ no yes 

1/ yes = positive result 

2/ no = negative result 

 

และสำหรับไมน้ำดาวกระจาย เนื ้อเยื ่อที ่เหมาะสม

สำหรับใชเปนเนื ้อเยื ่อเปาหมายถายยีนนาจะเปน 

ตนออนมากกวาแคลลัส เน่ืองจากสามารถตรวจพบแถบ

ดีเอ็นเอเปาหมายขนาด 327 bp ของยีน gfp ในไมน้ำ

ดาวกระจายทั้งรุนแรก (T0) และรุนลูก (T1) 
 

ผลการศึกษาโดยรวมสามารถพัฒนาและใช

เป นแนวทางของการศึกษาในไมน้ำชนิดอื ่น ๆ ที่

นาสนใจตอไป อีกทั้งยังแสดงใหเห็นวามีความเปนไปได

ที่จะนำไปสูการพัฒนาลักษณะเรืองแสงใหเปนลักษณะ

แปลกใหมในไมน้ำสวยงาม ที ่ส วนใหญใชประดับ

ตกแตงในตูอควาเรียม ซึ ่งโดยปกติตองมีการติดต้ัง

อุปกรณไฟฟาเพื่อใหแสงสวาง ที่มิใชจำเปนตอการ

สังเคราะหแสงของไมน้ำเทาน้ัน แตยังจำเปนเพื่อชวย

ใหไมน้ำสวยงามโดดเดนยิ่งขึ้นอีกดวย โดยเฉพาะใน

พื้นที ่อับแสงหรือในเวลากลางคืน กอนหนานี ้ไดมี

รายงานวา นักวิจัยสามารถถายโอนดีเอ็นเอของเช้ือ

เห็ดราบางชนิดที่มีสารเรืองแสงเขาสูตนใบยาสูบแลว

ทำใหมันเรืองแสงไดในที ่มืด เปลงแสงสีเขียวสดใส 

และยังคงอยูตลอดวงจรชีวิตจนโตเต็มวัย รวมถึงยัง

สามารถทำใหไมดอก เชน พิท ูเนีย กุหลาบ และ

แพงพวย เรืองแสงไดเชนเดียวกัน (Mitiouchkina et 

al., 2020) จากงานวิจัยโดย ยี ่โถ (2564) ไดแสดง

ลักษณะการแสดงออกที่เสถียร (stable expression) 

ของยีนเรืองแสง gfp ในตนพิทูเนียที่ไดรับการถายยีน 

(transgenic) ซึ่งปรากฏวาในสวนใบของตนพิทูเนียที่

ไดรับการถายยีนแลวมีการเรืองแสงถาวร ดังน้ันหาก

สามารถทำการปรับแตงพันธุกรรมไมน้ำสวยงามใหมี

ลักษณะเรืองแสงที่เสถียร หรือเรืองแสงถาวรไดในตนไม

น้ำที่โตแลว จนพัฒนาเปน ลักษณะทางการคาที่ตลาด

ตองการได ก็จะเปนการสงเสริมธุรกิจและตลาดไมน้ำ

สวยงามใหขยายวงกวางข้ึน  

 

สรุปผลการทดลอง 

 จากการศึกษาลักษณะการแสดงออกของ

ย ีนเร ืองแสง gfp ในไม น ้ำสวยงาม 2 ชน ิด คือ  

อนูเบียสนานา และดาวกระจาย โดยผานการสงถาย

ยีนดวยอะโกรแบคทีเรียมสูเนื้อเยื่อเปาหมาย พบวา

สามารถสงถายยีนเรืองแสง gfp ไดสำเร็จในแคลลัส 

ของอนูเบียสนานา แคลลัสและตนออนดาวกระจาย 

ซึ่งยืนยันผลไดจากการพบวามีการแสดงออกของยีน 
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GUS ดวยการติดสีน้ำเงินใหเห็นในเน้ือเย่ือไมน้ำ และ

จากการตรวจสอบดวยวิธีพีซีอารพบแถบดีเอ็นเอ

ขนาด 327 bp ของยีนเปาหมาย gfp ที ่ฝากถายสู

จีโนมไมน้ำทั้งสองชนิด และที่สำคัญที่สุดคือ การเรืองแสง

สีเขียวของโปรตีน GFP ซึ ่งเป นผลผลิตจากการ

แสดงออกของยีน gfp ที่สงถายสูเนื้อเยื ่อเปาหมาย

ของไมน้ำทั้งสองชนิด ภายใตประสิทธิภาพการถาย

ฝากยีน ซึ่งคิดเปนจำนวนเซลลหรือโคโลนีของอะโกร

แบคทีเรียมที ่รับฝากพลาสมิดไวได ที ่จำนวน 280 

เซลล ตอ ปริมาณพลาสมิดที่ใช 1 ไมโครกรัม  แตใน

ไมน้ำรุนลูก (T1) อายุ 6 เดือนที่ผลิตโดยการเพาะเลีย้ง

เนื้อเยื่อจากไมน้ำรุนแรกที่ไดรับการถายฝากยีน (T0) 

พบวา ไมปรากฏแถบดีเอ็นเอของยีน gfp ในรุ นลูก 

ของอนูเบียสนานาและดาวกระจายที่ใชแคลลัสเปน

เนื้อเยื่อเปาหมายของการถายยีนในรุนแรก ซึ่งนาจะ

เนื ่องมาจากการเกิดไคเมรา อยางไรก็ตามพบแถบ 

ดีเอ็นเอของยีน gfp ในรุ นลูกของดาวกระจายที่ใช 

ตนออนเปนเนื้อเยื่อเปาหมายของการถายยีน ดังน้ัน 

ควรมีการศึกษาเพิ่มเติมเพื่อปองกันการเกิดไคเมรา 

ในไมน้ำที่ใชแคลลัสเปนเน้ือเย่ือเปาหมายถายยีน และ

ควรทดลองใชเนื้อเยื่อตนออนเปนเปาหมายการถาย

ยีนในไมน้ำอนูเบียสนานา เพื่อพัฒนาลักษณะเรือง

แสงเปนลักษณะแปลกใหมใหประสบผลสำเร็จ  

 

คำขอบคุณ 

งานวิจัยน้ีดำเนินการโดยใชงบประมาณจาก

แผนบูรณาการสงเสร ิมการวิจ ัยและพัฒนา กรม

ประมง ภายใตแผนงานวิจัย “การถายฝากยีนในไมน้ำ

สวยงามเพื ่อพ ัฒนาลักษณะพันธ ุ ท ี ่แปลกใหม” 

ขอขอบคุณขาราชการและเจาหนาที่ของกลุมวิชาการ 

และกลุมวิจัยและพัฒนาธนาคารเชื้อพันธุ กองวิจัย

และพัฒนาพันธุกรรมสัตวน้ำ กรมประมง เปนกำลัง

สำคัญในการดำเนินงานจนสำเร็จลุลวงดวยดี โดยเฉพาะ 

ดร.ศรีรัตน สอดศุข อดีตผู อำนวยการกองวิจัยและ

พัฒนาพันธุกรรมสัตวน้ำเปนอยางย่ิง คุณประโยชนที่

เกิดจากการตีพิมพเผยแพรบทความวิจัยน้ี ขออุทิศให

นายพลชาติ ผิวเณร อดีตหัวหนากลุมวิจัยและพัฒนา

ธนาคารเชื ้อพันธุ  กองวิจัยและพัฒนาพันธุกรรม 

สัตวน้ำ  
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