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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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บทคัดยอ 

การพัฒนาพันธุไมใหมีลักษณะแปลกใหมทำ

ไดโดยใชการสงถายยีนที่มีลักษณะตองการเขาสูเซลล

จ ีโนมพืช จ ึงไดศึกษาลักษณะเร ืองแสงสีเขียวที่

แสดงออกโดยย ีน gfp ในไม น ้ำ 2 ชน ิด ได แก   

อนูเบียสนานา (Anubias nana) และดาวกระจาย 

(Hygrophila difformis) โดยใชอะโกรแบคทีเรียม 

(Agrobacterium tumefaciens) เปนตัวกลางสงถาย

ยีน gfp และยีนอื่น ๆ ที่จำเปนตอการแสดงออกของยีน 

gfp เขาสูเนื ้อเยื ่อโซมาติกแคลลัสในอนูเบียสนานา 

ขณะที่ดาวกระจายใชทั้งเนื้อเยื่อโซมาติกแคลลัสและ

เน้ือเย่ือตนออน ผลการศึกษา พบวา ประสิทธิภาพการ

ถายฝากยีนอยูที่ 280 เซลลของอะโกรแบคทีเรียมที่มี 

พลาสมิด (pCAMBIA1304) ร ับฝากไว ในเซลลตอ 

ปริมาณพลาสมิดที ่ใช 1 ไมโครกรัม ยีน gfp พรอม

ดวยยีนอื ่น ๆ ที ่จำเปนทั ้งหมดไดรับการสงถายสู

เน้ือเย่ือเปาหมายสำเร็จ เน่ืองจากการเกิดจุดสีน้ำเงิน

ในเนื้อเยื่อจากปฏิกิริยาการติดสีน้ำเงินเนื่องจากยีน 

GUS การเกิดแถบดีเอ็นเอเปาหมายของยีน gfp ขนาด 

327 bp จากเทคนิคพีซีอาร และเกิดการแสดงออก

ของยีน gfp ดวยการเรืองแสงสีเขียวจากโปรตีน GFP 

แตในไมน้ำอนูเบียสนานาและดาวกระจายรุนลูก (T1) 

อายุ 6 เดือนที่ผลิตโดยการเพาะเลี ้ยงเนื ้อเยื ่อจาก 

ไมน้ำร ุ นแรกที ่ไดร ับการถายฝากยีน (T0) โดยใช

แคลลัสเปนเนื้อเยื่อเปาหมายไมปรากฏแถบดีเอ็นเอ

ของย ีน gfp ซ ึ ่ งอาจเป นพราะการเก ิดไคเมรา 

(chimera) แตพบแถบดีเอ็นเอของยีน gfp ในรุ นลูก

ของดาวกระจายที่ใชตนออนเปนเนื ้อเยื ่อเปาหมาย 

ดังน้ันการใชแคลลัสจึงไมเหมาะสมในการเปนเน้ือเย่ือ

เปาหมายในการถายยีน gfp ในไมน้ำดังกลาวทั้งสอง

ชนิด ในขณะที่การใชเนื ้อเยื ่อตนออนเปนเนื ้อเย่ือ

เปาหมายมีความเหมาะสมในไมน้ำดาวกระจาย 

คำสำคัญ: ลักษณะเรืองแสงสีเขียว; การแสดงออก

ของยีน gfp; เน้ือเย่ีอเปาหมายถายยีน; ไมน้ำสวยงาม 

บทนำ 

ไมน้ำสวยงามสำหรับตกแตงหรือประดับตูปลา

เปนพืชกลุ มไมดอกไมประดับที ่มีความสำคัญทาง

เศรษฐกิจ ไดรับความนิยมทั้งภายในและตางประเทศ 

มูลคาการสงออกไมน้ำสวยงามของไทยมีปร ิมาณ

เพิ่มขึ้นอยางตอเนื่อง (อรุณี, 2563) ประเทศผูผลิต 

ไมน้ำสวยงามเพื่อการสงออกรายใหญ ไดแก สิงคโปร 

มาเลเซีย และไทย (วิทยา และคณะ, 2540) ไมน้ำ

สวยงามเพื่อการสงออกที่นาสนใจ ไดแก อนูเบียสนานา 

(Anubias nana) และ ดาวกระจาย (water wisteria, 

Hygrophila difformis) กำล ัง เป นท ี ่ต องการของ

ตลาดทั้งในและตางประเทศ  

การผลิตไมน้ำเพื่อการจำหนายจำเปนตองมี

คุณภาพดี ปราศจากโรค มีปริมาณมากเพียงพอและ

ไดมาตรฐานตามที่ตลาดตองการ นอกจากนี้ ความ

หลากหลายและแปลกใหมในรูปลักษณะที่ปรากฏ 

สามารถเพิ่มมูลคาของไมน้ำใหสูงข้ึนได (พลชาติ และ

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

แนวความคิดที ่จะพัฒนาไมน้ำใหมีความแปลกใหม

โดยใชเทคนิคสมัยใหม เทคนิคที่นิยมใช ไดแก การสง

ถายยีน (gene transfer) ที่ทำใหเกิดลักษณะแปลก

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 

ดีเอ็นเอของยีนที่ปลูกถายต่ำ สามารถปลูกถายยีน

ขนาดใหญ  ได ด ี  ใช ช ุดของย ีนจำนวนน อย มี

ประสิทธิภาพการปลูกถายยีนส ูง และตนทุนต่ำ 

(Perez-Pineiro et al., 2012)  

การสงถายยีนเพื่อทำใหสิ่งมีชีวิตเรืองแสงได

เปนความแปลกใหมและนาสนใจ ไดมีการนำยนีที่ทำ

ใหเก ิดการเร ืองแสง gfp ซ ึ ่งเป นยีนในเซลลของ

แมงกระพรุนชนิด Aequorea victoria ทำหนาที่

ควบคุมการผลิตโปรตีนเร ืองแสงสีเขียว (green 

fluorescent protein, GFP) มาใชในการสงถายยีน
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อยางแพรหลาย ขอดีของการสงถายยีน gfp คือ

สามารถตรวจสอบได ในเซลลสภาพมีช ีว ิต และ

ตรวจสอบไดโดยตรงจากการสังเกตการเรืองแสงของ

โปรต ีนที่ เป นผลผล ิตจากย ีนโดยไม ต องใช สาร 

substrate หรือการยอมสีซึ่งอาจทำลายเซลลได สวน

เนื้อเยื่อพืชที่ใชเปนเนื้อเยื่อเปาหมายสำหรับการถาย

ฝากยีนตองเปนเน้ือเย่ือเจรญิ (meristic tissue) จึงจะ

สามารถพัฒนาเปนตนที่สมบูรณตอไปได เชน เน้ือเย่ือ

สวนปลายรากและใบออน ยอดตนออน และแคลลัส 

(callus) ที ่เปนเอ็มบริโอจินิก (embryogenic) หรือ 

โซมาติกแคลลัส (somatic callus) เปนตน (ศิริวรรณ, 

2550) ซ ึ ่ งน ิยมใช แคลลัสเปนเน ื ้อเยื ่อเป าหมาย 

เนื่องจากเปนเซลลที่อยูรวมกันเปนกลุม ยังไมมีการ

พัฒนาเปนเนื้อเยื่อหรือสวนตาง ๆ ของพืช สามารถ

ชักนำไดจากชิ้นสวนตาง ๆ ของพืชเกือบทุกชนิด มี

ความเหมาะสมในการถายยีนดวยอะโกรแบคทีเรียม 

ทุกเซลลในแคลลัสมีพันธุกรรมเหมือนตนพอแม เมื่อ

ปลูกถายยีนแลวสามารถชักนำใหเกิดเปนตนสมบูรณ

ไดเปนจำนวนมาก และสามารถอธิบายถึงลักษณะ

ทางสัณฐานวิทยาของพืชที่ไดรับการถายฝากยีนได  

(Li et al., 2003)  

เน่ืองจากอนูเบียสนานาและดาวกระจายเปน

ไมน้ำสวยงามเปนที่ตองการของตลาดเพื่อการสงออก 

การพัฒนาใหไมน้ำดังกลาวมีลักษณะแปลกใหมโดย

สามารถเรืองแสงไดนาจะทำใหมูลคาการตลาดเพิ่ม

มากข้ึน ดังน้ันจึงทำการทดลองโดยมีวัตถุประสงคเพือ่

ศึกษาลักษณะการแสดงออกของยีนเรืองแสงของยีน 

gfp ในไมน้ำสวยงาม ที่ผานการสงถายยีนดวยอะโกร

แบคทีเรียมสูเนื้อเยื่อเปาหมายในอนูเบียสนานาและ

ดาวกระจาย เพื่อเปนแนวทางในการพัฒนาพันธุไมน้ำ

ใหมีลักษณะการเรืองแสงได ซึ่งจะเปนประโยชนตอ

การคาขายไมน้ำสวยงามที ่ม ีความแปลกใหมใน

อนาคต 

 

อุปกรณและวิธีการ 

ดำเนินการที่กองวิจัยและพัฒนาพนัธุกรรมสัตวน้ำ 

จ.ปทุมธานี ในหองปฏิบัติการระบบปด ตามระเบียบ

วิธีการศึกษาวิจัยสิ่งมีชีวิตดัดแปลงพันธุกรรม และอยู

ในความควบค ุมด ูแลของคณะกรรมการความ

ปลอดภัยทางชีวภาพระดับสถาบัน กรมประมง 

1. การเตรียมเนื้อเยื่อเปาหมาย  

1.1 เตรียมตนออน สำหรับเตรียมเนื้อเยื่อ

เปาหมายเพ่ือใชในการถายยีน 

ทำการเพาะเลี้ยงเน้ือเย่ือไมน้ำอนูเบียสนานา 

ตามว ิธ ีการของส ุจ ิตรา  และคณะ (2551) และ

ดาวกระจาย ตามวิธีของสุรางค และสุจิตรา (2551) 

เพื่อใหไดจำนวนตนออนเพียงพอสำหรับการเตรียม

เน้ือเย่ือเปาหมายเพื่อใชในการถายยีน 

1.2 เตรียมเนื้อเยื่อเปาหมายเพ่ือใชในการถายยนี 

เตร ียมโซมาติกแคลลัสเพื ่อเป นเนื ้อเ ย่ือ

เปาหมายในขอ 1.1 เพื่อใหเจริญเปนโซมาติกแคลลัส 

ตามวิธีการของสุรียพร และคณะ (2563) และทดลอง

ใชเนื ้อเยื ่อตนออน โดยไมผานขั ้นตอนการชักนำ

แคลลัส เปนเน้ือเย่ือเปาหมายในการสงถายยีนในไมน้ำ

ดาวกระจายดวย  

2. ขั้นตอนกระบวนการสงถายยีน 

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) ดวยการนำเชื้อที่เก็บ

แชแข็งมาละลายที่อุณหภูมิประมาณ 4 ºซ. แลวนำ 
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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 ้ยงบมเชื ้อบนเครื ่องเขยาสาร 

ความเร็ว 120 รอบ/นาที ที่อุณหภูมิ 25 ºซ. และทำ

การเตรียมพลาสมิด pCAMBIA1304 (Marker Gene 

Technologies Inc., U.S.A) ซึ ่งเปน binary vector 

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

ไมโครกรัม/มก. ที่มีลำดับดีเอ็นเอในสวน T-DNA ซึ่งมี

ยีนควบคุมการสรางโปรตีนเรืองแสง gfp (mgfp5) ยีน

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

ตานทานยาปฏิชีวนะ Kanamycin R (KanR) และ 

Hygromycin R (HygR) เป นย ีนค ัดเล ือก และยีน 

gusA (GUS) เปนยีนรายงานผล (reporting gene)  

2 .2  นำพลาสม ิด เข  าส ู  เ ซลล  อะ โกร

แบคทีเรียม (transformation) 

ดำเนินการตาม พลชาติ และคณะ (2562) 

และ สุจิตรา และคณะ (2563) โดยนำพลาสมิดเขาสู

เซลลเช้ืออะโกรแบคทีเรียมดวยวิธี electroporation 

ซึ ่งเปนการกระตุ นโดยใชกระแสไฟฟา 2 กิโลโวลต 

ความตานทาน 200 โอหม ความจุไฟฟา 25 ไมโครฟารดั 

โดยใชเครื ่อง electroporation (BTX electro cell 

manipulator 600, U.S.A) เลี้ยงเชื้ออะโกรแบคทเีรียม

ที่ผานการทำ electroporation ในอาหารเหลว SOC 

(super optimal broth with catabolite repression) 

ปริมาตร 1 มล. จากนั้นยายปริมาตรทั้งหมดไปเลี้ยง

บนอาหาร ซึ ่งเปนอาหารกึ ่งแข็งสูตร LB ที่ผสมยา

ปฏิชีวนะกานามัยซิน เพื ่อใชคัดเลือกเชื ้ออะโกร

แบคทีเร ียมที่ ไดร ับพลาสมิด pCAMBIA1304 นับ

จำนวนโคโลนีของเช้ืออะโกรแบคทีเรียมที่เจริญข้ึนบน

อาหารเพื ่อนำไปคำนวณประสิทธิภาพการถายพ

ลาสม ิดเข าสู เซลล   ( transformation efficiency; 

EDVOTEK, 2024) นำโคโลนีเด่ียวที่เจริญบนอาหาร

ไปเลี้ยงขยายในอาหารเหลว LB เพื่อใหไดเชื้ออะโกร

แบคทีเรียมจำนวนเพียงพอ 

2.3 ถายยีน gfp เขาสูเนื้อเยื่อเปาหมายท่ี

เตรียมไว 

โดยมีขั้นตอนดำเนินการเริ่มตนจากตัดแบง

ช้ินเน้ือเย่ือเปาหมายที่เตรียมไวจากขอ 1.2 ใหมีขนาด

ประมาณ 0.5 ซม. ทำการเลี้ยงอะโกรแบคทีเรียมที่

มีพลาสมิด pCAMBIA1304 ในอาหารเหลวสูตร LB 

แลววัดระดับการเจริญของอะโกรแบคทีเรียมโดยวัด

การดูดกลืนแสงที่ความยาวชวงคลื่น 600 นาโนเมตร 

(optical density, O.D.600) ดวยเครื่อง spectrophotometer 

เมื่ออะโกรแบคทีเรียมเจร ิญถึงระดับ log phase 

(O.D.600 = 1.0–1.2) นำไปป นเหวี ่ยงใหตกตะกอน

แลวนำไปเปลี่ยนถายอาหารเหลวสูตร LB ที่ผสมสาร 

acetosyringone 100 ไมโครโมลาร  และผสมสาร 

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

เปาหมายใหเกิดบาดแผล นำชิ้นเนื้อเยื่อเปาหมายแช

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

รวมกันบนอาหารกึ่งแข็งสูตร LB นาน 5 วัน นำช้ิน

เนื้อเยื่อที่ผานการเลี้ยงบมรวมกับอะโกรแบคทีเรียม

มาแชในอาหารเหลวสูตร LB ที่ผสมยา cefotaxime 

400 มก./ล. นาน 10 นาทีเพื่อกำจัดเช้ืออะโกรแบคทีเรียม 

และกำจัดเชื้ออะโกรแบคทีเรียมที่ยังหลงเหลืออยูซ้ำ

อีกโดยนำชิ ้นเนื ้อเยื ่อไปเล ี ้ยงบนอาหารกึ ่ งแข็ง 

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

cefotaxime 200 มก./ล. นาน 7 วัน 

2.4 คัดเลือกเนื้อเยือ่เปาหมายท่ีไดรับการถายยนี 

นำเน้ือเย่ือแคลลัสของอนูเบียสนานาไปเลี้ยง

บนอาหารสังเคราะหสูตร MS ที่ไมเติมสารควบคุม

การเจร ิญเติบโต BA (N6-benzyl adenine) และ 

NAA (naphthalene acetic acid) สวนแคลลัสของ

ไมน้ำดาวกระจายเลี้ยงบนอาหารสูตร MS ที่เติม BA 

0.3 มก./ล. รวมกับ NAA 0.1 มก./ล. ซึ่งมีผลกระตุน

ใหแคลลัสดาวกระจายเจริญเปนตนออน ผสมยา

ปฏิชีวนะฮัยโกรมัยซิน 30 มก./ล. ทั้งในอาหารเลี้ยง

ทั้ง 2 พืช เพื่อเปนตัวคัดเลือก  
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สำหรับไมน้ำดาวกระจายที่เน้ือเย่ือเปาหมาย

เปนตนออน คัดเลือกโดยนำตนออนที่กำจัดเช้ืออะโกร

แบคทีเรียมแลวไปเลี ้ยงบนอาหารสูตร MS (สุรางค 

และสุจิตรา, 2551) และผสมยาปฏิชีวนะฮัยโกรมัยซิน 

เขมขน 15 มก./ล. ที ่อุณหภูมิ 25-30 ºซ. และเก็บ

ขอมูลจำนวนเน้ือเย่ือที่รอดตายและเจริญเปนตนออน

หลังจากเลี้ยงนาน 30 วัน โดยเนื้อเยื่อพืชที่ไมไดรับ

การถายยีนจะตายในอาหารคัดเลือก เนื่องจากเปน

เนื้อเยื่อที่ไมมียีน HygR ที่ตานยาฮัยโกรมัยซิน ทำให

สามารถคัดเลือกเนื ้อเยื ่อที่ไดร ับถายยีนออกจาก

เน้ือเย่ือที่ไมไดรับถายยีนได 

 

3. ตรวจสอบการสงถายยีนและลักษณะแสดงออก

ของยีน gfp ในเนื้อเยื่อ 

3.1 GUS histochemical analysis 

ตรวจสอบการสงถายยีนจากการแสดงออก

ของยีน GUS (gusA) ซึ ่งเปนยีนรายงานผลที่อยู ใน 

พลาสมิด pCAMBIA1304 โดยนำเนื้อเยื่อสวนลำตน

และใบ (ของเน้ือเย่ือไมน้ำถายยีนที่เจริญเปนตนออน) 

ไปแชในน้ำยายอมสีเนื ้อเยื ่อ X-Gluc (5-bromo-4-

chloro-3-indole-β-D-glucuronide) โดยใชชุดยอม

สีเนื้อเยื่อพืชสำเร็จรูป β–glucuronidase reporter 

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

เน้ือเย่ือพืชที่ไดรับการถายยีน GUS จะติดสีน้ำเงิน 

3.2 พีซีอาร (PCR) 

ตรวจสอบยีน gfp ที่ปรากฏโดยแถบดีเอ็นเอ 

ขนาด 327 bp บนเจลวุน (agarose gel) โดยทำการ

สกัดดีเอ็นเอจากเน้ือเย่ือไมน้ำที่ไดรับการถายยีนดวย

วิธี CTAB ของ Doyle and Doyle (1987) แลวนำไป

เพิ่มปริมาณดีเอ็นเอดวยวิธีปฏิกิริยาพีซีอาร โดยใชคู

ไพรเมอรตามที่ พลชาติ และคณะ (2562) รายงานไว 

ไดแก Forward (5–ACT ACA AGA CAC GTG CTG 

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

โดยมีองคประกอบในการทำพีซีอาร 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 

แลวเขาสู 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 และรอบสุดทายที่ 72 ºซ. นาน 5 นาที หลังจาก

นั ้นจึงนำผลผลิตดีเอ็นเอที ่เพิ ่มปริมาณแลวไปแยก

ขนาดโดยว ิธ ี  agarose gel electrophoresis เพื่อ

แสดงแถบดีเอ็นเอขนาด 327 bp ของยีน gfp  

3.3 การเรืองแสงภายใตกลองจุลทรรศน

ฟล ู ออ เรส เซนต   ( inverted fluorescent  

microscope) 

ตรวจสอบการเรืองแสงของโปรตีน GFP ใน

เนื้อเยื่อไมน้ำถายยีน โดยนำชิ้นสวนเนื้อเยื่อสวนใบ

และตนของตนออนไมน้ำทั้งที่ไดรับการถายยีนและตน

ปกติไปตรวจสอบการเรืองแสงสีเขียวภายใตกลอง

จุลทรรศนฟลูออเรสเซนต บันทึกภาพการเรืองแสงสี

เขียวที่เกิดจากโปรตีน GFP  

 

ผลการทดลองและวิจารณ 

1. ประสิทธิภาพการถายฝากพลาสมิดที่มียีน gfp 

เขาสูอะโกรแบคทีเรียม  

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 ใชพลาสมิดในปริมาณ 5 ไมโครกรัม 

ไดอะโกรแบคทีเรียมที ่ร ับฝากพลาสมิด รวม 1,400 

โคโลน ี (Figure 1) สำหร ับข ั ้นตอนการถ ายฝาก 

พลาสมิด ไดใชปร ิมาตรสุดทายจากการถายฝาก

ทั้งหมดไป spread บนอาหารเลี้ยงเชื้อโดยไมมีการ

เจือจาง พบวา มีประสิทธิภาพการถายฝากยีน 280 

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

plasmid pCAMBIA 1304 transformed 

by electroporation 

 

 

2. ตรวจสอบการสงถายยีนโดย GUS histochemical analysis 

การตรวจสอบผลโดยการแสดงออกของยีน 

GUS (gusA) ซึ่งเปนยีนรายงานผลที่อยูในพลาสมิด 

pCAMBIA1304 พบวา ตนอนูเบียสชุดที ่ไดร ับการ

ถายฝากยีนเกิดจุดสีน้ำเงินข้ึนที่เน้ือเย่ือสวนลำตนและ

ใบ ขณะที่ตนอนูเบียสปกติไมเกิดจุดสีน้ำเงิน (Figure 

2) สวนไมน้ำดาวกระจายที่ไดรับการถายฝากยีนสู

เน้ือเย่ือทั้ง 2 แบบ (แคลลัส และตนออน) พบวา เกิด

จุดสีน้ำเงินในเนื้อเยื่อทั้งสวนใบและลำตน ขณะที่ตน

ปกติไมมีจุดสีน้ำเงิน (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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การตรวจสอบผลการสงถายยีน จากการ

แสดงออกของยีนรายงานผล gusA ที่ถายฝากไป

พรอมกับยีน gfp เพื่อยืนยันผลสำเร็จของการสงถาย

ยีนเปาหมาย gfp เขาส ู  เซลลเนื ้อเยื ่อเป าหมาย

สามารถตรวจสอบการแสดงออกไดโดยตรงบน

เนื้อเยื่อพืช ยีนรายงานผล gusA เปนยีนที่แปลรหัส

เปนเอนไซม β–glucuronidase ซึ่งเมื่อทำปฏิกรยิา

กับสาร X-Gluc จะเปลี่ยนเปนสารอนุพันธอินโดลิล 

(indolyl derivatives) ไดตะกอนสีน้ำเงินบนเน้ือเย่ือ

พืช การตรวจสอบการแสดงออกของยีน GUS จึง

เปนวิธีที่ง าย และมีความเฉพาะเจาะจง (Chalfie  

et al., 1994) จากผลการตรวจสอบ พบวา ไมน้ำ 

อนูเบียสนานาและดาวกระจายที่ผานการถายฝากยีน 

ทั ้งที ่ใชเนื ้อเยื ่อแคลลัสและตนออนเปนเนื ้อเย่ือ

เปาหมาย เกิดจุดสีน้ำเงินขึ้นที่เนื้อเยื่อทั้งสวนลำตน

และใบ ขณะที่ไมน้ำปกติไมเกิดจุดสีน้ำเงิน (Figure 2) 

เปนการยืนยันวา T-DNA ที่มียีน GUS พรอมดวยยีน

เปาหมาย gfp ซึ ่งอยู ในพลาสมิด pCAMBIA1304 

ไดรับการถายฝากเขาไปในดีเอ็นเอของไมน้ำที่ศึกษา 

ท ั ้ งในอนูเบ ียสนานาท ี ่ ใช แคลลัสเป นเน ื ้อเย่ือ

เปาหมาย และดาวกระจายที ่ใชท ั ้งแคลลัสและ 

ตนออนเปนเน้ือเย่ือเปาหมาย  

3. ตรวจสอบยีนเปาหมาย gfp ในดีเอ็นเอโดยวิธีพีซีอาร 

การตรวจสอบดวยวิธีพีซีอาร โดยใชไพรเมอร

สังเคราะหผลผลิตช้ินดีเอ็นเอในสวนของยีน gfp ที่มี

ขนาด 327 bp พบวา เกิดแถบดีเอ็นเอขนาด 327 

bp ในไมน้ำที่ไดรับการถายฝากยีน ทั้งอนูเบียสนานา

ที่ใชแคลลัสเปนเน้ือเย่ือเปาหมาย และดาวกระจายที่

ใชแคลลัสและตนออนเปนเนื้อเยื่อเปาหมาย ขณะที่

ตนปกติทุกตัวอยางไมเกิดแถบดีเอ็นเอขนาดดังกลาว 

(Figure 3) ผลการตรวจสอบไมน้ำที่ไดรับการถาย

ฝากยีนรุนแรก (T0) นี้ เปนการยืนยันวายีน gfp ได

ถูกสงถายเขาไปในดีเอ็นเอของไมน้ำทั้ง 2 ชนิด ทั้ง

การใชเนื ้อเยื ่อแคลลัสหรือตนออนเปนเนื ้อเย่ือ

เปาหมายสำเร็จแลว 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

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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อยางไรก็ตาม ผลการศึกษาเพิ่มเติมโดยใชวิธี

พีซีอารตรวจสอบยีน gfp ในรุนลูก (T1) ซึ่งเปนตนไม

น้ำ T0 อายุ 6 เดือน ไมพบแถบดีเอ็นเอขนาด 327 bp 

ในอนูเบียสนานาและดาวกระจายรุนลูกที่ใชแคลลัส

เปนเนื ้อเยื ่อเปาหมาย แตพบในดาวกระจายที ่ใช 

ตนออนเปนเน้ือเย่ือเปาหมาย (Figure 4) การที่ไมพบ

แถบดีเอ ็นเอ น้ี น าจะเปนผลจากการเกิดไคเมรา 

(chimera) ซึ่ง พลชาติ และคณะ (2562) อธิบายวา การ

เกิดไคเมราเนื่องจากในระหวางกระบวนการถายยีนสู

เน้ือเย่ือเปาหมายของพืชน้ัน มีทั้งเซลลเน้ือเย่ือที่ไดรบั

และไมไดรับการถายฝากยีนอยู ดวยกัน เปนเหตุให

เซลลที่ไมไดรับการถายยีนมีโอกาสไดรับการปกปอง

จากเซลลที่ไดรับการถายยีนซึ่งมียีนตานยาปฏิชีวนะ

ฮัยโกรมัยซินที่ใชในการคัดเลือกอยูดวย จึงทำใหเซลล

ที่ไมไดร ับการถายยีนรอดตายจากการคัดเลือก เมื่อ

เจร ิญเปนตนพืชจึงไม ม ีย ีนเปาหมายอยูในจ ี โนม 

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

การใชทั้งแคลลัสและตนออนเปนเน้ือเย่ือเปาหมายของ

ดาวกระจายทำใหเขาใจวา ไคเมรา มีโอกาสเกิดกับ

เนื้อเยื่อแคลลัสมากกวาตนออนที่ใชถายยีน (สุจิตรา 

และคณะ, 2563) ปรากฏการณที่ส ันนิษฐานวาเกิด 

ไคเมราในพืชถายฝากยีน เชน รายงานของ Dong and 

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

usitatissimum) พบวา พืชถายฝากยีนรุนลูกไมไดรบัยีน

เปาหมาย แมวาในรุนพอแมตรวจพบการแสดงออกของ

ยีน GUS และเกิดแถบดีเอ็นเอเปาหมายเมื่อทำพีซีอาร 

สวนในการถายยีนสูเนื้อเยื่อปลายยอดของไมน้ำกลุม

ใบพาย (Cryptocoryne spp.) โดยใชอะโกรแบคทีเร ียม 

ของนุชจรี (2552) ไดรายงานการตรวจสอบการยังคงมี

อยูของยีนที่สงถาย โดยการนำแตละยอดที่ตรวจสอบ

ดวยพีซีอารแลววามียีนที่สงถายไปชักนำใหเกิดยอด

ใหมเพิ่มข้ึนอีก แลวทำการตรวจสอบดวยพีซีอารเปน

ครั ้งที ่สอง พบวา มีบางยอดที่พัฒนาขึ ้นมาใหมไม

ปรากฏแถบดีเอ็นเอของยีนที ่ส งถายเขาไป และ

สรุปวาการสงถายยีนเขาสู เนื้อเยื ่อไมน้ำ C. affinis 

อาจไมไดเกิดขึ ้นทุกเซลล เปนผลใหตนไมน้ำที่ไดมี

ลักษณะเปนไคเมรา 

 

 

 

 

 

 

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. การเรืองแสงภายใตกลองจุลทรรศนฟลูออเรสเซนต 

การตรวจสอบภายใตกลองจุลทรรศนฟลูออ

เรสเซนต จากลักษณะการเรืองแสงสีเขียวของโปรตีน

เรืองแสง GFP พบวา ชุดที่ไดรับการถายฝากยีน gfp 

ทั้งของอนูเบียสนานา และดาวกระจายที่ถายฝากยีนสู

เนื้อเยื่อทั้ง 2 รูปแบบ (แคลลัสและตนออน) มีการ

เรืองแสงสีเขียว ขณะที่ชุดตนปกติไมมีการเรืองแสง 

(Figure 5) 

5. ผลการศึกษาในภาพรวม 

ผลที่ปรากฏจากการศึกษาทั้งหมด สามารถ

สร ุปประเด ็นรายละเอียดได ตาม Table 1 จาก

การศึกษาที่ไมพบแถบดีเอ็นเอของยีน gfp ในรุนลูก 

(T1) ของทั้งไมน้ำอนูเบียสนานาและดาวกระจายที่ใช

แคลลัสเปนเน้ือเย่ือเปาหมายถายยีน นาจะเปนผลจาก

การเกิด ไคเมรา จ ึงควรมีการศึกษาเพิ ่มเติมเพื่อ

ปองกันการเกิดไคเมรา หรือปรับเทคนิคดำเนินการ

เพื่อใหการถายโอนยีนประสบผลสำเร็จดีย่ิงข้ึน 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 

 

และสำหรับไมน้ำดาวกระจาย เนื ้อเยื ่อที ่เหมาะสม

สำหรับใชเปนเนื ้อเยื ่อเปาหมายถายยีนนาจะเปน 

ตนออนมากกวาแคลลัส เน่ืองจากสามารถตรวจพบแถบ

ดีเอ็นเอเปาหมายขนาด 327 bp ของยีน gfp ในไมน้ำ

ดาวกระจายทั้งรุนแรก (T0) และรุนลูก (T1) 
 

ผลการศึกษาโดยรวมสามารถพัฒนาและใช

เป นแนวทางของการศึกษาในไมน้ำชนิดอื ่น ๆ ที่

นาสนใจตอไป อีกทั้งยังแสดงใหเห็นวามีความเปนไปได

ที่จะนำไปสูการพัฒนาลักษณะเรืองแสงใหเปนลักษณะ

แปลกใหมในไมน้ำสวยงาม ที ่ส วนใหญใชประดับ

ตกแตงในตูอควาเรียม ซึ ่งโดยปกติตองมีการติดต้ัง

อุปกรณไฟฟาเพื่อใหแสงสวาง ที่มิใชจำเปนตอการ

สังเคราะหแสงของไมน้ำเทาน้ัน แตยังจำเปนเพื่อชวย

ใหไมน้ำสวยงามโดดเดนยิ่งขึ้นอีกดวย โดยเฉพาะใน

พื้นที ่อับแสงหรือในเวลากลางคืน กอนหนานี ้ไดมี

รายงานวา นักวิจัยสามารถถายโอนดีเอ็นเอของเช้ือ

เห็ดราบางชนิดที่มีสารเรืองแสงเขาสูตนใบยาสูบแลว

ทำใหมันเรืองแสงไดในที ่มืด เปลงแสงสีเขียวสดใส 

และยังคงอยูตลอดวงจรชีวิตจนโตเต็มวัย รวมถึงยัง

สามารถทำใหไมดอก เชน พิท ูเนีย กุหลาบ และ

แพงพวย เรืองแสงไดเชนเดียวกัน (Mitiouchkina et 

al., 2020) จากงานวิจัยโดย ยี ่โถ (2564) ไดแสดง

ลักษณะการแสดงออกที่เสถียร (stable expression) 

ของยีนเรืองแสง gfp ในตนพิทูเนียที่ไดรับการถายยีน 

(transgenic) ซึ่งปรากฏวาในสวนใบของตนพิทูเนียที่

ไดรับการถายยีนแลวมีการเรืองแสงถาวร ดังน้ันหาก

สามารถทำการปรับแตงพันธุกรรมไมน้ำสวยงามใหมี

ลักษณะเรืองแสงที่เสถียร หรือเรืองแสงถาวรไดในตนไม

น้ำที่โตแลว จนพัฒนาเปน ลักษณะทางการคาที่ตลาด

ตองการได ก็จะเปนการสงเสริมธุรกิจและตลาดไมน้ำ

สวยงามใหขยายวงกวางข้ึน  

 

สรุปผลการทดลอง 

 จากการศึกษาลักษณะการแสดงออกของ

ย ีนเร ืองแสง gfp ในไม น ้ำสวยงาม 2 ชน ิด คือ  

อนูเบียสนานา และดาวกระจาย โดยผานการสงถาย

ยีนดวยอะโกรแบคทีเรียมสูเนื้อเยื่อเปาหมาย พบวา

สามารถสงถายยีนเรืองแสง gfp ไดสำเร็จในแคลลัส 

ของอนูเบียสนานา แคลลัสและตนออนดาวกระจาย 

ซึ่งยืนยันผลไดจากการพบวามีการแสดงออกของยีน 
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GUS ดวยการติดสีน้ำเงินใหเห็นในเน้ือเย่ือไมน้ำ และ

จากการตรวจสอบดวยวิธีพีซีอารพบแถบดีเอ็นเอ

ขนาด 327 bp ของยีนเปาหมาย gfp ที ่ฝากถายสู

จีโนมไมน้ำทั้งสองชนิด และที่สำคัญที่สุดคือ การเรืองแสง

สีเขียวของโปรตีน GFP ซึ ่งเป นผลผลิตจากการ

แสดงออกของยีน gfp ที่สงถายสูเนื้อเยื ่อเปาหมาย

ของไมน้ำทั้งสองชนิด ภายใตประสิทธิภาพการถาย

ฝากยีน ซึ่งคิดเปนจำนวนเซลลหรือโคโลนีของอะโกร

แบคทีเรียมที ่รับฝากพลาสมิดไวได ที ่จำนวน 280 

เซลล ตอ ปริมาณพลาสมิดที่ใช 1 ไมโครกรัม  แตใน

ไมน้ำรุนลูก (T1) อายุ 6 เดือนที่ผลิตโดยการเพาะเลีย้ง

เนื้อเยื่อจากไมน้ำรุนแรกที่ไดรับการถายฝากยีน (T0) 

พบวา ไมปรากฏแถบดีเอ็นเอของยีน gfp ในรุ นลูก 

ของอนูเบียสนานาและดาวกระจายที่ใชแคลลัสเปน

เนื้อเยื่อเปาหมายของการถายยีนในรุนแรก ซึ่งนาจะ

เนื ่องมาจากการเกิดไคเมรา อยางไรก็ตามพบแถบ 

ดีเอ็นเอของยีน gfp ในรุ นลูกของดาวกระจายที่ใช 

ตนออนเปนเนื้อเยื่อเปาหมายของการถายยีน ดังน้ัน 

ควรมีการศึกษาเพิ่มเติมเพื่อปองกันการเกิดไคเมรา 

ในไมน้ำที่ใชแคลลัสเปนเน้ือเย่ือเปาหมายถายยีน และ

ควรทดลองใชเนื้อเยื่อตนออนเปนเปาหมายการถาย

ยีนในไมน้ำอนูเบียสนานา เพื่อพัฒนาลักษณะเรือง

แสงเปนลักษณะแปลกใหมใหประสบผลสำเร็จ  

 

คำขอบคุณ 

งานวิจัยน้ีดำเนินการโดยใชงบประมาณจาก

แผนบูรณาการสงเสร ิมการวิจ ัยและพัฒนา กรม

ประมง ภายใตแผนงานวิจัย “การถายฝากยีนในไมน้ำ

สวยงามเพื ่อพ ัฒนาลักษณะพันธ ุ ท ี ่แปลกใหม” 

ขอขอบคุณขาราชการและเจาหนาที่ของกลุมวิชาการ 

และกลุมวิจัยและพัฒนาธนาคารเชื้อพันธุ กองวิจัย

และพัฒนาพันธุกรรมสัตวน้ำ กรมประมง เปนกำลัง

สำคัญในการดำเนินงานจนสำเร็จลุลวงดวยดี โดยเฉพาะ 

ดร.ศรีรัตน สอดศุข อดีตผู อำนวยการกองวิจัยและ

พัฒนาพันธุกรรมสัตวน้ำเปนอยางย่ิง คุณประโยชนที่

เกิดจากการตีพิมพเผยแพรบทความวิจัยน้ี ขออุทิศให

นายพลชาติ ผิวเณร อดีตหัวหนากลุมวิจัยและพัฒนา

ธนาคารเชื ้อพันธุ  กองวิจัยและพัฒนาพันธุกรรม 

สัตวน้ำ  
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