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บทคัดย่อ
การทดสอบปัจจัยบางประการที่มีผลต่อความส�ำเร็จในการถ่ายยีนเข้าเน้ือเย่ือสัก โดยใช้เชื้อ Agrobacterium  
tumefaciens  2 สายพันธุ์คือ   EHA 105  และ  AGL1  ที่มีพลาสมิด pCAMBIA 1304 พบว่า A. tumefaciens สาย
พันธุ์ EHA 105  ความเข้มข้นเชื้อที่ OD

600
 = 1.0 ปลูกเชื้อนาน 3 ชั่วโมง และเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อร่วมกับเชื้อนาน 3 วัน 

ให้ประสิทธิภาพในการถ่ายยีนและมีการแสดงออกของยีนรายงานผล gus แบบชั่วคราวดีที่สุด และพบว่าการถ่ายยีน
เข้าสูเ่น้ือเย่ือข้อให้ผลดกีว่าเนือ้เย่ือฐานใบ และเมือ่ใช้สภาวะดงักล่าวถ่ายยนีต้านทานสารปฏิชวีนะ hygromycin (hpt) 
และยีนรายงานผล membrane bound green fluorescence protein (mgfp) เข้าสู่เนื้อเยื่อสัก 3 ชนิดคือ ปลายยอด 
ข้อที่ตาข้างเริ่มพัฒนา และแคลลัส หลังจากน�ำไปเพาะเลี้ยงบนอาหารที่เติมสารปฏิชีวนะ hygromycin ความเข้มข้น 
50 มิลลิกรัมต่อลิตรเป็นเวลา 2 สัปดาห์ จึงน�ำไปตรวจการเรืองแสงของโปรตีน mgfp แบบชั่วคราวภายใต้กล้อง 
 fluorescence stereo microscope พบว่าส่วนปลายยอดมีจ�ำนวนชิ้นที่เรืองแสงมากที่สุดคิดเป็นร้อยละ 90 รองลง
มาคือ ข้อที่ตาข้างเริ่มพัฒนา คิดเป็นร้อยละ 73 และในแคลลัสคิดเป็นร้อยละ 33 โดยเนื้อเยื่อบริเวณปลายยอดและ
ใบอ่อนพบมีการเรืองแสงสีเขียวของโปรตีน  mgfp มากที่สุด แต่มีเพียงข้อที่ตาข้างเริ่มพัฒนา จ�ำนวน 2 ชิ้น เท่านั้นที่
มีการแสดงออกของยีน  mgfp แบบถาวร 

ค�ำส�ำคัญ : ไม้เนื้อแข็ง การถ่ายยีน เชื้ออะโกรแบคทีเรีย ยีนเรืองแสงสีเขียว

Abstract
Certain factors affecting transformation efficiency of teak was investigated. Two strains of Agrobacterium 
tumefaciens, EHA 105 and AGL1 harboring plasmid pCAMBIA 1304 were used. It was found that  
A. tumefaciens strain EHA105 with OD

600 
=1.0, inoculation period of 3 hours and co-cultivation period of 3 

days resulted the highest efficiency of transformation and transient expression of gus reporter gene.  
The transformation of node explants yielded better result than using leaf base explants. These conditions 
were used to transform hygromycin phosphotransferase (hpt) gene and membrane bound green  
fluorescence protein (mgfp) reporter gene into in vitro shoot apices, node with developing shoot, and 
callus tissue. Two weeks after selection on 50 mg/L hygromycin containing media, the transient expression 
of mgfp gene was visualized. The highest percentage of mgfp-positived tissue was found in the shoot 
apices (90%) followed by node with developing shoot (73%) and callus (33%) respectively. The expression 
of mgfp was found in shoot tip and young leaf. However, only 2 pieces of node explants showed stable 
expression of mgfp gene. 
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ค�ำน�ำ
สัก (Tectona grandis Linn.) เป็นไม้พื้นเมืองของประเทศไทยที่มีค่าทางเศรษฐกิจมากชนิดหนึ่ง ไม้สักเป็น

ไม้ที่มีชื่อเสียงรู้จักกันแพร่หลาย เนื่องจากเนื้อไม้มีคุณภาพสูง มีสีสันและลวดลายตามธรรมชาติท่ีสวยงาม มีความ
ทนทานต่อการท�ำลายของแมลงจ�ำพวกมอด  ปลวก  เชื้อรา  รวมทั้งยังทนทานต่อสภาพอากาศที่จะเข้ามาท�ำลายเนื้อ
ไม้ได้เป็นอย่างดี จึงเป็นท่ีนิยมน�ำมาใช้ประโยชน์กันอย่างแพร่หลาย (สมคิด, 2517) ปัจจุบันความต้องการไม้สักได้
ขยายตัวเพ่ิมมากขึ้น ในขณะที่แนวโน้มในการผลิตไม้สักอยู่ในสภาวะท่ีจ�ำกัดท้ังในด้านปริมาณและคุณภาพ จึงได้มี
การปลูกสร้างสวนป่าไม้สักขึ้นในหลายประเทศ เช่น อินโดนีเชีย  ไต้หวัน  จีน  มาเลเซีย  อินเดีย  ลาว  เมียนม่าร์  
ฟิลิปปินส์ และไทย (Rao, 1997) ไม้สักในประเทศไทยได้รับการยอมรับว่าดีที่สุดในโลกและเป็นที่ต้องการของตลาด
โลกอย่างมาก จึงท�ำให้มีความต้องการใช้สูง รัฐบาลจึงมีนโยบายส่งเสริมให้เกษตรกรหันมาปลูกไม้สักเพื่อใช้เองหรือ
เพ่ือการค้าได้ แต่การปลกูไม้สกันัน้มข้ีอจ�ำกัดท่ีส�ำคญัคอืลกัษณะการปลกูเป็นพืชเชงิเดีย่วในพ้ืนท่ีกว้าง ท�ำให้มปัีญหา
เรื่องแมลงเข้าท�ำลายต้นสัก โดยแมลงศัตรูสักท่ีส�ำคัญคือ หนอนผีเส้ือเจาะต้นสัก (teak beehole borer: Xyleutes 
ceramicus Walker) ซึ่งจะท�ำลายเนื้อไม้จากภายใน และ หนอนผีเส้ือกินใบสัก(teak defoliator: Hyblaea puera 
Cramer) ซึ่งกัดกินเน้ือใบสักส่งผลให้ต้นสักเจริญได้ไม่ดี (อภิชาติ, 2531) แนวทางแก้ไขวิธีหน่ึงคือการปรับปรุงพันธุ์
เพ่ือสร้างสายพันธ์ุสกัทีต้่านทานต่อแมลงเหล่าน้ี แต่การปรบัปรงุพันธ์ุแบบมาตรฐาน (conventional breeding) ในสกั
นัน้มข้ีอจ�ำกัดหลายประการ เช่น ใช้เวลาหลายปีกว่าจะออกดอก ผสมตดิยาก และเมลด็มกีารงอกต�ำ่และไม่สม�ำ่เสมอ 
รวมท้ังในธรรมชาติมีความหลากหลายทางพันธุกรรมต�่ำ  แนวทางในการแก้ไขปัญหาเหล่าน้ีคือ การน�ำวิธีการพันธุ
วิศวกรรมหรือการถ่ายยีนมาใช้เพ่ือสร้างสายพันธุ์สักที่ดีท่ีต้านทานต่อแมลงและโรค หรือมีอัตราการเจริญเติบโตสูง 
และให้ผลผลิตที่มีคุณภาพดี ซึ่งจะส่งผลให้เกิดการปลูกป่าสักเชิงเศรษฐกิจได้อย่างกว้างขวางมากขึ้น

ปัจจุบันมีงานวิจัยท่ีประสบผลส�ำเร็จในการถ่ายยีนเข้าสู่ไม้เนื้อแข็งหลายชนิด เช่น ยูคาลิปตัส (Mullins  
et al., 1997; Ho et al., 1998), aspen (Tzfira et al., 1999), Pinus pinea L. (Humara et al., 1999), ยางพารา  
(Hevea brasiliensis) (Montoro et al., 2000), Populus spp. (Thakur et al., 2005 ) เป็นต้น การถ่ายยีนเข้าสู่พืช
อย่างมปีระสทิธิภาพและประสบผลส�ำเรจ็นัน้มปัีจจยัต่างๆท่ีต้องพิจารณาหลายปัจจยั เช่นการเลอืกเน้ือเย่ือพืชท่ีเหมาะ
สม ซึ่งจะมีผลต่อการชักน�ำให้เกิดเป็นต้นใหม่ภายหลังการถ่ายยีน(Southerton, 2007)   และปัจจัยต่าง ๆ ที่เกี่ยวข้อง
การในกระบวนการถ่ายยีน เช่น สายพันธุ์ของเชื้อ  ความเข้มข้นของเชื้อ ระยะเวลาในการปลูกเชื้อ  และระยะเวลาใน
การเลี้ยงร่วม  (Yong et al., 2006) ดังนั้นในการทดลองครั้งนี้จึงมีวัตถุประสงค์เพื่อทดสอบปัจจัยต่างๆที่เหมาะสม
ส�ำหรับการถ่ายยีนเข้าสู่สักโดยใช้ เชื้ออะโกรแบคทีเรียม

อุปกรณ์และวิธีการ
การทดสอบปัจจัยที่มีผลต่อการถ่ายยีนรายงานผล gus เข้าเนื้อเยื่อสักโดยใช้อะโกรแบคทีเรียม
	 การเตรียมเนื้อเยื่อสัก เตรียมเนื้อเยื่อสักโดยตัดชิ้นส่วนฐานใบและข้อจากต้นอ่อนอายุประมาณ  2  เดือน ซึ่ง
เพาะเลี้ยงในสภาพปลอดเชื้อในอาหารแข็งสูตร MS (Murashige and Skoog, 1962) ที่เติม BA 2 มิลลิกรัมต่อลิตร 
โดยเลอืกใช้เน้ือเย่ือจากทกุส่วนของต้น ซึง่ก่อนการถ่ายยีนจะท�ำบาดแผลให้กับเน้ือเย่ือโดยการน�ำเน้ือเย่ือใส่ในอาหาร
เหลวสูตรเดิมแล้วน�ำไปท�ำบาดแผลโดยใช้คลื่นเสียงความถี่สูงจากเครื่อง sonicator bath (Transsonic T460/H, 35 
kHz, Elma Hans Schmidbauer, Germany) นาน 10 วินาที
	 สายพันธ์ุอะโกรแบคทีเรยีม ทดสอบประสทิธิภาพการถ่ายยีนของ Agrobacterium tumefaciens 2 สายพันธ์ุ
คอื   สายพันธ์ุ  EHA 105  และ  AGL1  ทีม่พีลาสมดิ  pCAMBIA 1304  ซึง่มยีีน β-glucuronidase (gus)  และยีน 
mgfp เป็นยีนรายงานผล  และยีน hygromycin phosphotransferase (hpt) ซึง่ควบคุมลักษณะต้านทานต่อสารปฏิชวีนะ  
hygromycin  เป็นยีนเครือ่งหมายเพ่ือคดัเลอืกชิน้ส่วนท่ีได้รบัการถ่ายยีน
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ความเข้มข้นของ A. tumefaciens ท่ี 2  ระดบั  คอืเซลล์แขวนลอยเชือ้ทีม่ค่ีา  OD
600

=1.0  ซึง่ได้จากการเลีย้ง
เชือ้ในอาหารเหลวสตูร LB นาน 16 ชัว่โมง แล้วน�ำมาป่ันเหวีย่งเพ่ือตกตะกอนเซลล์จากน้ันน�ำตะกอนเซลล์มาละลายด้วย
อาหารเหลวสตูร  MS  ปรมิาตรเท่าอาหารสตูร LB ทีใ่ช้เลีย้งเซลล์ และเซลล์แขวนลอยเชือ้ท่ีมค่ีา  OD

600
=0.5  ซึง่ได้จาก

การน�ำสารแขวนลอยเชือ้ทีล่ะลายตะกอนด้วยอาหารสตูร MS ในขัน้ตอนแรกมาเจอืจางด้วยอาหารสตูร MS ปรมิาตรเท่า
กัน ท้ังน้ี ทีค่วามเข้มข้นของเชือ้ทัง้ 2 ระดบัจะเตมิสาร acetosyringone ท่ีความเข้มข้นสดุท้าย 100 ไมโครโมลาร์
	 ระยะเวลาปลูกเชื้อ (inoculation) ใช้ระยะเวลาปลูกเชื้อ 2 ระยะคือ  1 และ 3  ชั่วโมง ท�ำโดยน�ำเนื้อเยื่อแช่
ในเซลล์แขวนลอยเชื้อและวางบนเครื่องเขย่าความเร็ว 100 รอบต่อนาที 
ระยะเวลาการเพาะเลี้ยงชิ้นส่วนร่วมกับเชื้อ (co-cultivation) ท�ำโดยการน�ำเนื้อเยื่อที่ผ่านการปลูกเชื้อแล้ว วางลงบน
กระดาษซับท่ีผ่านการนึ่งฆ่าเช้ือแล้วเพ่ือซับเอาเชื้ออะโกรแบคทีเรียมส่วนเกินออกจากชิ้นส่วนพืช น�ำชิ้นส่วนพืชที่ได้
ไปเพาะเลีย้งต่อบนอาหารแขง็สตูร MS ท่ีเตมิสาร acetosyringone 100 ไมโครโมลาร์ ในสภาพมดืท่ีอณุหภมู ิ28 องศา
เซลเซียส เป็นระยะเวลา  3  และ  5  วัน หลังจากผ่านการ co-cultivation แล้วน�ำเนื้อเยื่อทั้งหมดมาล้างเชื้อออกด้วย
อาหารเหลวสูตร MS ที่เติมสารปฏิชีวนะ cefotaxime ความเข้มข้น 300 มิลลิกรัมต่อลิตร โดยท�ำซ�้ำ 3 ครั้ง เพื่อก�ำจัด
เชื้ออะโกรแบคทีเรียมส่วนเกิน จากนั้นน�ำเน้ือเย่ือมาเพาะเล้ียงบนอาหารคัดเลือกโดยใช้อาหารแข็งสูตร MS ท่ีเติม 
cefotaxime ความเข้มข้น 300 มิลลิกรัมต่อลิตร และ hygromycin ความเข้มข้น 50 มิลลิกรัมต่อลิตร เพาะเล้ียงท่ี
อุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส ในสภาพที่มีแสง 16 ชั่วโมงต่อวัน ความเข้มแสง 55 ไมโครโมลต่อตารางเมตรต่อวินาที

ตรวจสอบผลของปัจจัยต่างๆ ที่มีต่อการถ่ายยีน โดยตรวจสอบการแสดงออกแบบชั่วคราวของยีน gus ด้วย
วิธี GUS histochemical assay (Jefferson, 1987) ในเนื้อเยื่อสักภายหลังการ co-cultivation 3 วัน โดยบันทึกจ�ำนวน
ชิ้นของเนื้อเยื่อ และเปอร์เซ็นต์พื้นที่ที่ติดสีน�้ำเงินซึ่งเป็นผลมาจากการแสดงออกของยีน gus

การวิเคราะห์สถิติ วางแผนการทดลองแบบ completely randomized design (CRD) โดยในแต่ละขั้นตอน 
ท�ำการทดลองทรีทเมนต์ละ 4 ซ�้ำ ซ�้ำละ 30 ชิ้นเนื้อเยื่อ วิเคราะห์ค่าทางสถิติด้วยวิธี ANOVA และเปรียบเทียบความ
แตกต่างของค่าเฉลี่ยโดยวิธี DMRT ที่ระดับ p< 0.05
การถ่ายยีนรายงานผล green fluorescense protein เข้าสู่เนื้อเยื่อสัก

การทดลองนี ้ใช้ต้นสกัในสภาพเพาะเลีย้งเช่นเดยีวกับการทดลองแรก แต่ใช้เน้ือเย่ือสกั 3 ชนดิ คอื ส่วนปลาย
ยอด (ขนาดยาวประมาณ 0.3 มิลลิเมตร) ส่วนข้อที่ตาข้างเริ่มพัฒนา (ได้จากการตัดข้อเดี่ยว ๆ  ที่ไม่มีใบติดแล้วน�ำมา
เพาะเลี้ยงบนอาหารแข็งสูตร MS เป็นเวลา 2 สัปดาห์ เพื่อกระตุ้นให้ตาข้างพัฒนา) และ callus (ได้จากการเพาะเลี้ยง
ส่วนของฐานใบบนอาหารแขง็สตูร MS ทีเ่ตมิ NAA 0.1 มลิลกิรมัต่อลติร และ BA 1.0 มลิลกิรมัต่อลติร เป็นเวลา 6 
สปัดาห์) อย่างละ 30 ชิน้ น�ำมาถ่ายยีนโดยใช้ปัจจยัทีใ่ห้ผลดทีีส่ดุจากการทดลองกับยีน gus  โดยท�ำให้เนือ้เย่ือเกิด
บาดแผลโดยใช้เครือ่ง sonicator bath เป็นเวลา 10 วินาท ีและปลกูเชือ้ (inoculation) โดยแช่เนือ้เย่ือในสารแขวนลอย
เชือ้ A. tumefaciens สายพันธ์ุ EHA 105 ทีม่ค่ีา OD

600 
= 1.0  (เตรยีมเชือ้โดยวิธีการเดยีวกับการถ่ายยีน gus) จากนัน้

น�ำเนือ้เย่ือทีแ่ช่อยู่ในเซลล์แขวนลอยเชือ้ไปท�ำ vacuum infiltration โดย vacuum ท่ี 600 mmHg นาน 5 นาท ีเพ่ือให้
เชือ้สมัผสักบัเนือ้เย่ือพืชดขีึน้  แล้วน�ำเนือ้เย่ือมาวางบนเครือ่งเขย่าความเรว็ 100 รอบต่อนาที นาน 1 ชัว่โมง จากนัน้น�ำ
เน้ือเย่ือท้ังหมดวางลงบนกระดาษซบัทีผ่่านการนึง่ฆ่าเชือ้แล้วเพ่ือซบัเอาเชือ้อะโกรแบคทเีรยีมส่วนเกินออกจากชิน้ส่วน
พืช น�ำชิน้ส่วนพืชทีไ่ด้ไปเลีย้งร่วมกับเชือ้ (co-cultivation) บนอาหารแขง็สตูร MS ทีเ่ตมิสาร acetosyringone เข้มข้น 
100 ไมโครโมลาร์ เพาะเลีย้งในสภาพมดืท่ีอณุหภูม ิ28 องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 3 วนั หลงัจากน้ันน�ำเนือ้เย่ือทัง้หมดมา
ล้างในอาหารสตูร MS ทีเ่ตมิสารปฏชิวีนะ cefotaxime ความเข้มข้น 300 มลิลกิรมัต่อลติร เพ่ือก�ำจดัเชือ้อะโกรแบคที
เรยีมส่วนเกิน แล้วน�ำมาเพาะเลีย้งบนอาหารคดัเลอืกซึง่ใช้อาหารแขง็สตูร MS ทีเ่ตมิ cefotaxime ความเข้มข้น 300 
มลิลกิรมัต่อลติร และ hygromycin ความเข้มข้น 50 มลิลกิรมัต่อลติร ทีอ่ณุหภูม ิ28 องศาเซลเซยีส ในสภาพทีม่แีสง 16 
ชั่วโมงต่อวัน ความเข้มแสง 55 ไมโครโมลต่อตารางเมตรต่อวินาที เป็นเวลา 2 สัปดาห์ แล้วจึงน�ำมาตรวจสอบการ
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แสดงออกของยีน mgfp จากการเรอืงแสงสเีขยีวในเนือ้เย่ือพืช ด้วยกล้องจลุทรรศน์แบบสเตอรโิอ (Olympus รุน่ SZX12) 
ภายใต้แสงในสภาพ excitation ที ่488 นาโนเมตร และแสงในสภาพ emission ที ่510 นาโนเมตร	

จากน้ันย้ายเนือ้เย่ือมาเพาะเลีย้งต่อบนอาหารคดัเลอืก ซึง่ใช้อาหารแขง็สตูร MS ทีเ่ตมิ BA เข้มข้น 2 มลิลกิรมั
ต่อลิตร ร่วมกับ hygromycin เข้มข้น 50 มิลลิกรัมต่อลิตร โดยเปลี่ยนอาหารทุกเดือนเป็นเวลา 2 เดือน เพื่อคัดเลือก
ชิ้นเนื้อเยื่อที่ได้รับการถ่ายยีนและมีการแสดงออกของยีน mgfp แบบถาวร โดยตรวจสอบการแสดงออกของยีน mgfp 
ในเนื้อเยื่อพืชภายใต้กล้องจุลทรรศน์แบบสเตอริโอ ตามวิธีการที่กล่าวแล้ว

ผลการทดลองและวิจารณ์
ปัจจัยที่มีผลต่อการถ่ายยีน gus เข้าเนื้อเยื่อสักโดยใช้อะโกรแบคทีเรียม

ในการถ่ายยีนเข้าสู่พืชโดยใช้อะโกรแบคทีเรียมเป็นพาหะน้ัน นอกเหนือไปจากความสามารถในการพัฒนา
เป็นต้นใหม่ท่ีมยีีนทีเ่ราสนใจถูกถ่ายเข้าไปแล้วจะแตกต่างกัน ยังมรีายงานในพืชหลายชนิดว่าการเลอืกใช้เนือ้เย่ือต่าง
กันก็อาจมผีลต่อประสทิธิภาพของการถ่ายยีนท่ีแตกต่างกันด้วยเช่นกัน ในการทดลองน้ีได้ทดลองถ่ายยีนเข้าสูส่กัโดย
ใช้อะโกรแบคทีเรียมสองสายพันธุ์ คือ สายพันธุ์ EHA105 และ  AGL1 เข้าสู่เนื้อเยื่อสัก 2 ชนิดคือ เนื้อเยื่อส่วนข้อ และ 
ส่วนฐานใบ ซึ่งพบว่าค่าเฉลี่ยของการแสดงออกของยีน gus จากการถ่ายยีนโดยใช้อะโกรแบคทีเรียมทั้ง 2 สายพันธุ์ 
ในเนื้อเยื่อส่วนข้อให้ค่าสูงกว่าส่วนฐานใบอย่างมีนัยส�ำคัญทางสถิติ (Table 1)

Table 1  Effect of explants on the efficiency of Agrobacterium-mediated transformation determined by  
              transient expression of gus gene evaluated by GUS histochemical assay after transformed with  
              A. tumefaciens harboring plasmid pCAMBIA 1304.

A. tumefaciens Strain Blue stained explant (%)1/ Blue stained area (%)1/

node 91.71a 58.33a

Leaf base 75.19b 44.45 b

F-test * *

C.V. (%) 22.63 36.801
* Significantly different (p <0.05), 1/ Means in each column and each parameter followed by the same letter were not  

 significantly different according to DMRT.

ส�ำหรับประสิทธิภาพของสายพันธุ์เชื้อนั้น ในการถ่ายยีนเข้าสู่สักโดยใช้อะโกรแบคทีเรียมสองสายพันธุ์ คือ 
สายพันธุ์ EHA105 และ  AGL1 ซึ่งเป็นสายพันธุ์ที่รุนแรง (hypervirulent strain)  เพื่อทดสอบประสิทธิภาพในการถ่าย
ยีนเข้าสู่เนื้อเย่ือสัก 2 ชนิด คือส่วนฐานใบ และส่วนข้อ โดยเปรียบเทียบประสิทธิภาพของการถ่ายยีนจากการตรวจ
สอบการแสดงออกของยีน gus แบบชั่วคราวโดยวิธี GUS histochemical assay พบว่าการใช้ A. tumefaciens  
สายพันธุ์ EHA105 เป็นพาหะมีผลท�ำให้ชิ้นเนื้อเยื่อที่ให้ผลการแสดงออกของยีน gus เฉลี่ยรวมของทั้ง 2 ชิ้นส่วนพืช
สูงถึง 83.29  เปอร์เซ็นต์  และมีพื้นที่ของชิ้นส่วนที่ติดสีน�้ำเงิน  55.43  เปอร์เซ็นต์  ซึ่งสูงกว่าการใช้สายพันธุ์ AGL 1 
(Table 2) แสดงว่าสายพันธุ์  EHA 105 มีประสิทธิภาพในการถ่ายยีนเข้าเนื้อเยื่อสักสูงกว่าสายพันธุ์ AGL1

ทั้งนี้สายพันธุ์ของเชื้อ A.tumefaciens ที่แตกต่างกันมีความสามารถและความจ�ำเพาะในการถ่ายยีนเข้าสู่
พืชแต่ละชนิดหรือพืชชนิดเดียวกันแต่ต่างพันธุ์กันได้แตกต่างกัน เช่น รายงานของ Jube and Borthakur (2009)   
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ได้ศึกษาประสิทธิภาพของ A. tumefaciens  3  สายพันธุ์  ได้แก่ EHA 105  LBA 4404  และ  C58C1 ในการถ่ายยีน
เข้าสู่ Leucaena leucocephala พบว่า สายพันธุ์ C58C1 มีประสิทธิภาพการถ่ายยีนสูงที่สุด ส่วน Widiyanto  
et al. (2004)  ได้ศึกษาการใช้สายพันธุ์  LBA 4404 และ GV3101  ในการถ่ายยีนเข้าสู่เนื้อเยื่อสัก พบว่า การใช้สาย
พันธุ์  LBA 4404  ท�ำให้มีการแสดงออกของยีน  gus แบบชั่วคราวสูง  

Table 2 Effect of Agrobacterium tumefaciens strain on transient expression of gus gene evaluated by  
               GUS histochemical assay after transformed with A. tumefaciens harboring plasmid pCAMBIA 1304.

A. tumefaciens Strain Blue stained explant (%)1/ Blue stained area (%)1/

AGL 1 72.89b 46.18b

EHA 105 83.29a 55.43a

F-test * *

C.V. (%) 21.16 26.74
* Significantly different (p <0.05), 1/ Means in each column and each parameter followed by the same letter were not  

significantly different according to DMRT.

เมื่อเปรียบเทียบประสิทธิภาพการถ่ายยีนโดยใช้เชื้อ A. tumefaciens สายพันธุ์ EHA 105 ที่มีความเข้มข้น
ของเชื้อแตกต่างกัน คือใช้เชื้อที่มีค่า OD

600
=1.0  เปรียบเทียบกับเชื้อที่มีค่า OD

600
=0.5 พบว่าการใช้เชื้อที่ OD

600
=1.0 

ส่งผลให้มีชิ้นเนื้อเยื่อทั้ง 2 ชนิดมีการแสดงออกของยีน gus สูงสุด คือ มีค่าเฉลี่ยรวมจากจ�ำนวนชิ้นที่ติดสีน�้ำเงินจาก
ทั้ง 2 ชนิดของเนื้อเยื่อ คิดเป็นร้อยละ 85.88  โดยมี ร้อยละของพื้นที่การแสดงออกของยีน gus  อยู่ที่  43.66  ส่วนการ
เจือจางเชื้อที่อัตราส่วน 1:1 พบว่ามีชิ้นเนื้อเย่ือท่ีติดสีน�้ำเงินร้อยละ 72.27 และมีพ้ืนที่ที่ติดสีน�้ำเงินร้อยละ 56.70 
(Table 3) ความเข้มข้นของเชื้อ A. tumefaciens ที่ใช้มีผลต่อประสิทธิภาพการถ่ายยีน  เนื่องจากเชื้อที่มีความเข้มข้น
สูงจะเพ่ิมโอกาสให้เซลล์พืชถูกเชือ้เข้าบุกรุกได้มากขึ้น แต่ความเข้มข้นของเชื้อที่มากเกินไปจะท�ำให้ก�ำจัดได้ยากใน
ภายหลัง ซึ่งส่งผลในทางอ้อมให้ประสิทธิภาพการถ่ายยีนต�่ำลงได้เช่นกัน ซึ่ง รักชนก (2549) พบว่าการใช้เชื้อ   
A. tumefaciens  ทีม่ค่ีา OD

600
=1.0  มปีระสทิธิภาพการถ่ายยีนกล้วยไม้สกุลหวายสงู นอกจากน้ี Zhang et al. (2003)  

รายงานว่าการใช้ A. tumefaciens ทีค่วามเข้มข้นสงูน้ัน  อาจมคีวามจ�ำเป็นต่อพืชทีม่ปีระสทิธิภาพการถ่ายยีนต�ำ่  เช่น
ในไม้ยืนต้นและไม้ผล  ซึ่งจากการทดลองน้ีพบว่าการถ่ายยีนในสักโดยใช้ A.tumefaciens สายพันธุ์ EHA 105  
เป็นพาหะ ควรเลือกใช้ความเข้มข้นของเชื้อที่ค่า OD

600
=1.0 
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Table 3   Effect of Agrobacterium tumefaciens concentration  on transient expression of gus gene which  
             evaluated by GUS histochemical assay after transformed with A. tumefaciens strain EHA 105  
                harboring plasmid pCAMBIA 1304.

Agrobacterium concentration Blue stained explant (%)1/ Blue stained area (%)1/

OD
600

=1.0 85.88a 43.66a

OD
600

=0.5 72.27b 56.70b

F-test * *
C.V. (%) 20.29 28.49

* Significantly different (p <0.05),  1/ Means in each column and each parameter followed by the same letter were  

  not significantly different according to DMRT.

ส�ำหรับการปลูกเชื้อ (inoculation) นั้น เป็นขั้นตอนที่ช่วยท�ำให้เชื้อ A. tumefaciens ยึดเกาะกับผิวของชิ้น
ส่วนพืช  ซึ่งมีความส�ำคัญต่อประสิทธิภาพการถ่ายยีน การใช้ระยะเวลาในการปลูกเชื้อท่ีเหมาะสมจะช่วยส่งเสริม
ประสิทธิภาพในการถ่ายยีน แต่ถ้าใช้ระยะเวลาในการปลูกเชื้อนานเกินไปจะส่งผลท�ำให้อัตราการรอดชีวิตและ 
-การชกัน�ำให้เกิดต้นของพืชลดลง ซึง่โดยส่วนใหญ่แล้วมรีายงานว่าการถ่ายยีนในพืชชนิดต่าง ๆ  นิยมใช้ระยะเวลาการ
ปลูกเชื่อ 1-3 ชั่วโมง (Yong et al., 2006)  จากการทดสอบระยะเวลาที่ใช้ในการปลูกเชื้อบนเนื้อเยื่อสัก พบว่าการปลูก
เชื้อที่ระยะเวลา 1 และ 3 ชั่วโมง มีชิ้นเนื้อเยื่อที่มีการแสดงออกของยีน gus ร้อยละ 77.25 และ  85.53 ตามล�ำดับ โดย
มีร้อยละของพื้นที่การแสดงออกของยีน gus ที่  47.42 และ 48.99 ตามล�ำดับ ซึ่งเมื่อวิเคราะห์ค่าทางสถิติแล้วพบว่า
ไม่มีความแตกต่างกัน (Table 3)

อย่างไรก็ตาม ระยะเวลาการปลูกเชื้อที่เหมาะสมนอกจากจะขึ้นอยู่กับชนิดและชิ้นส่วนของพืชแล้ว ยังขึ้นอยู่
กับสายพันธุ์และความเข้มข้นของเชื้ออีกด้วยเช่น การถ่ายยีนใน Platanus acerifolia พบว่าการปลูกเชื้อโดยใช้ความ
เข้มข้นของเชื้อที่  OD

600
= 0.8-1.0 และใช้เวลาในการปลูกเชื้อเป็นระยะเวลา  8-20  นาที มีการแสดงออกของยีน gus 

สูงถึงร้อยละ  60-70 ในขณะที่การใช้เชื้อที่  OD
600

 น้อยกว่า  0.4  ไม่พบการแสดงออกของยีน gus ในทุกๆ ระยะเวลา
การปลกูเชือ้ท่ีทดสอบ  นอกจากน้ีการใช้ระยะเวลาในการปลกูเชือ้ท่ีนานถึง 20 นาท ียังส่งผลเสยีต่ออตัราการรอดชวีติ
ของชิ้นส่วนพืชอีกด้วย  (Li et al., 2007) ส่วนการถ่ายยีนในถั่วเหลือง พบว่าการปลูกเชื้อโดยใช้เชื้อที่มีค่า OD

600
=1.0  

เป็นเวลา 1 ชัว่โมง  มปีระสทิธิภาพการถ่ายยีนและอตัราการรอดชวิีตของเน้ือเย่ือสงูสดุ ในขณะท่ีการปลกูเชือ้เป็นระยะ
เวลา 30 นาที  มีอัตราการรอดชีวิตของชิ้นส่วนเพิ่มขึ้น  แต่มีการแสดงออกของยีน gus ลดลง  (Zia et al., 2010)

Table 4 Effect of inoculation periods on transient expression of gus gene which evaluated by GUS  
         histochemical assay after transformed with Agrobacterium tumefaciens strain EHA105 
               harboring plasmid pCAMBIA 1304.

Parameters Blue stained explant (%) Blue stained area (%)

1 Hours inoculation 77.25 47.42
3 Hours inoculation 85.53 48.99

F test ns ns

C.V. (%) 22.32 30.00
ns = non significantly different
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นอกจากนี้ ระยะเวลาการเพาะเลี้ยงชิ้นส่วนร่วมกับเชื้อ A. tumefaciens  หรือการ co-cultivation น้ัน  
จัดเป็นเป็นปัจจัยที่มีความส�ำคัญเนื่องจากในข้ันตอนน้ีจะมีการถ่ายชิ้นส่วนของยีนเข้าสู่จีโนมของพืช และเป็นช่วงท่ี
เซลล์พืชต้องการระยะเวลาในการปรบัตวั และฟ้ืนฟูเซลล์เน่ืองจากมกีารรบัยีนท่ีแปลกปลอมเข้าไป  การเพาะเล้ียงร่วม
ในระยะเวลาสั้นๆ อาจท�ำให้การถ่ายยีนไม่สมบูรณ์  แต่ถ้าเพาะเลี้ยงร่วมเป็นระยะเวลานานเกินไปจะท�ำให้เชื้อ  
A. tumefaciens  เจริญปกคลุมชิ้นส่วน  ท�ำให้ก�ำจัดได้ยาก และอาจท�ำให้เนื้อเยื่อเสียหายไม่สามารถพัฒนาต่อไปได้ 
(Li et al., 2007)   ระยะเวลาการเพาะเลีย้งเนือ้เย่ือพืชร่วมกับเชือ้แบคทเีรยีท่ีเหมาะสมในพืชแต่ละชนดิจะแตกต่างกัน
ไปขึ้นอยู่กับความสามารถในการปรับตัวของเซลล์พืชและการเจริญเติบโตของเชื้อ  (Mannan et al., 2009)

จากการศึกษาการถ่ายยีนเข้าสู่เนื้อเยื่อสักครั้งนี้พบว่าการใช้ ระยะเวลา co-cultivation ที่ 3 และ 5 วัน ให้
ร้อยละของเน้ือเย่ือและร้อยละของพ้ืนท่ีที่มีการแสดงออกของยีน gus ไม่แตกต่างกันทางสถิติ คือ 82.0 และ 84.9  
ตามล�ำดับ และ  51.26 และ 51.82 ตามล�ำดับ (Table 5) ดังนั้นระยะเวลาในการ co-cultivation  ที่เหมาะสมส�ำหรับ
การถ่ายยีนในสักจึงควรใช้ที่  3 วัน  เนื่องจากเป็นระยะเวลาท่ีมีเชื้อแบคทีเรียเจริญในปริมาณท่ีน้อยกว่าระยะเวลา  
5 วนั ซึง่ส่งผลให้การก�ำจัดเชือ้จากชิน้ส่วนพืชท�ำได้ง่ายกว่า นอกจากนียั้งช่วยลดเวลาในข้ันตอนการถ่ายยีน ท�ำให้การ
ปฏิบัติงานสะดวกขึ้นอีกด้วย

Table 5 Effect of co-cultivation periods on transient expression of gus gene which evaluated by GUS  
               histochemical assay after transformed with Agrobacterium tumefaciens strain EHA105 harboring  
              plasmid pCAMBIA 1304.

co-cultivation period Blue stained explant (%) Blue stained area (%)

3 Days 82.00 51.26

5 Days 84.90 51.82

F test ns      ns

C.V. (%) 22.64 36.80
ns = non significantly different

การถ่ายยีนรายงานผล green fluorescense protein (mgfp) เข้าสู่เนื้อเยื่อสัก
จากการถ่ายยีน mgfp  เข้าสูเ่นือ้เย่ือสกัโดยใช้เชือ้อะโกรแบคทเีรยีมเป็นพาหะน้ีใช้เน้ือเย่ือส่วนปลายยอด ข้อ

ที่ตาข้างเริ่มพัฒนา และแคลลัส หลังการเพาะเลี้ยงบนอาหารคัดเลือกที่มีสารปฏิชีวนะ hygromycin 50 มิลลิกรัมต่อ
ลิตร เป็นเวลา 2 สัปดาห์ พบเนื้อเยื่อส่วนยอดจ�ำนวน 27 ชิ้น  ข้อที่ตาข้างเริ่มพัฒนาจ�ำนวน 22 ชิ้น และแคลลัส 10 ชิ้น 
ที่มีการเรืองแสงสีเขียว คิดเป็นการแสดงออกแบบชั่วคราวร้อยละ 90 73 และ 33 ตามล�ำดับ (Table 6) โดยพบการ
เรอืงแสงสเีขยีวในบางส่วนของชิน้เนือ้เย่ือ (Figure1 B, D  and F) โดยในชิน้ส่วนยอดพบมกีารเรอืงแสงสเีขยีวในบรเิวณ
โคนใบ ในเนือ้เย่ือส่วนข้อท่ีตาข้างเริม่พัฒนาพบการเรอืงแสงสเีขยีวตรงบรเิวณยอดทีแ่ตกออกมาใหม่ ส�ำหรบัในแคลลสั
นัน้พบการเรอืงแสงสเีขยีวน้อยกว่าเน้ือเยือ่ท้ังสองส่วนท่ีกล่าวแล้ว ท้ังนีอ้าจเน่ืองมาจากแคลลสัสกัมลีกัษณะแข็งและ
หนากว่าชิน้ส่วนอืน่ การท�ำบาดแผลจงึอาจท�ำได้ไม่ดีเท่าท่ีควร จงึท�ำให้การถ่ายยีนมปีระสทิธิภาพต�ำ่กว่าการใช้เน้ือเย่ือ
ส่วนอื่น ๆ ซึ่งมีรายงานผลในลักษณะนี้ในสักด้วยเช่นกัน (Widiyanto et al., 2003 and 2005) 

เมื่อน�ำเนื้อเยื่อทั้งหมดที่ผ่านการตรวจการเรืองแสงของโปรตีน mgfp ย้ายไปเพาะเลี้ยงบนอาหารคัดเลือกที่
มีสารปฏิชีวนะ hygromycin 50 มิลลิกรัมต่อลิตร เป็นเวลา 2 เดือน กลับพบว่าส่วนยอดและแคลลัสไม่มีชีวิตรอดหลัง
การคดัเลอืก แต่ส�ำหรบัส่วนข้อท่ีตาข้างเริม่พัฒนาพบว่ามชีิน้เน้ือเย่ือท่ีสามารถรอดชวิีตอยู่บนอาหารคัดเลือกได้จ�ำนวน 
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2 ชิ้น ซึ่งคิดเป็นร้อยละ 6.67 (Table 6) และเมื่อน�ำเนื้อเยื่อที่รอดชีวิตนี้ไปเพาะเลี้ยงบนอาหารคัดเลือกต่ออีกเป็นเวลา 
2 เดือน พบว่าเนื้อเยื่อเกิดการพัฒนาเป็นแคลลัส ซึ่งเมื่อน�ำแคลลัสที่เกิดขึ้นนี้มาตรวจการเรืองแสงของโปรตีน mgfp 
อีกครั้ง พบว่าแคลลัสทั้งสองชิ้นมีการเรืองแสงสีเขียวภายใต้แสง UV (Figure 1 G and H)  จึงจัดว่าเป็นเนื้อเยื่อที่มีการ
แสดงออกของยีน mgfp แบบถาวร (stable transformant)  แล้ว เนื่องจากเป็นเนื้อเยื่อที่เกิดข้ึนใหม่ที่พัฒนามาจาก
ชิ้นส่วนข้อเดิมบนอาหารคัดเลือกและมีการแสดงออกของยีนได้

Table 6  The results of mgfp transformation as evaluated by the green florescence of tissue by fluorescence  
              stereo microscope (Olympus/SZX12)

Explant type
Number  

of 
explants

Number (and %) of explants 
with green florescence after  

2 weeks

Number (and %) of explants  
with green florescence after  

2 months

Shoot 30 27 (90 %) 0 (0 %)

Node with developing 
shoot

30 22 (73 %) 2 (6.67 %)

callus 30 10 (33 %) 0 (0 %)

(stable transformant)  แล้ว เนื่องจากเป็นเนื้อเยื่อที่เกิดขึ้นใหม่ที่พัฒนามาจากชิ้นส่วนข้อเดิมบนอาหาร
คัดเลือกและมีการแสดงออกของยีนได้ 
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Figure 1 Visualization of green fluorescence spots under blue light on explants (indicated by 

arrows) after 2 weeks of transformation (B, D and F) compared with the non-transformed 
teak tissues (A, C and E).The green fluorescence of mgfp protein detected on whole 
piece of calli after 2 months cultured on MS selective medium containing 2 mg/L BA and 
50 mg/L hygromycin  in figure G and H demonstrated the stable transformation.  

 

H 

Figure 1 Visualization of green fluorescence spots under blue light on explants (indicated by arrows)  
             after 2 weeks of transformation (B, D and F) compared with the non-transformed teak tissues  
           (A, C and E).The green fluorescence of mgfp protein detected on whole piece of calli after  
                2 months cultured on MS selective medium containing 2 mg/L BA and 50 mg/L hygromycin  in  
                figure G and H demonstrated the stable transformation. 

 callus
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จากผลการทดลองครัง้นี ้พบว่า การใช้เนือ้เย่ือข้อทีต่าข้างเริม่พัฒนาของสกัเป็นเนือ้เย่ือเป้าหมายในการถ่าย
ยีนมโีอกาสทีจ่ะประสบความส�ำเรจ็ได้มากกว่าการใช้ปลายยอดและแคลลสั อาจเน่ืองจากเนือ้เยือ่ส่วนน้ีมส่ีวนของตา
ข้างท่ีเริม่พัฒนาข้ึนใหม่ซึง่เป็นเน้ือเยือ่อ่อนทีม่อีายุน้อยกว่า ท�ำให้การท�ำบาดแผลมปีระสทิธิภาพดกีว่า เชือ้อะโกรแบค
ทเีรยีมจงึอาจบกุรกุเข้าสูเ่ซลล์ได้ดกีว่า อย่างไรก็ตามการรอดชวิีตของเน้ือเยือ่ในอาหารคัดเลือกยังค่อนข้างน้อย ดังน้ัน
จงึควรมกีารศกึษาเพ่ิมเตมิโดยทดลองใช้เน้ือเยือ่เป้าหมายชนดิอืน่ๆ ซึง่อาจจะเป็นแนวทางหน่ึงซึง่ช่วยเพ่ิมประสทิธิภาพ
ในการถ่ายยีนในสักให้มีความส�ำเร็จมากขึ้น

สรุป
	ในการถ่ายยีนเข้าสู่เน้ือเย่ือสักโดยใช้ยีนรายงานผล gus น้ัน พบว่า การใช้เน่ือเย่ือส่วนข้อให้ผลดีกว่าส่วน

ฐานใบ ส่วนปัจจัยที่เหมาะสมต่อการถ่ายยีนเข้าเนื้อเยื่อสักได้แก่การใช้ A. tumefaciens สายพันธุ์ EHA 105  ความ
เข้มข้นของเซลล์แขวนลอยแบคที่เรียที่ OD

600
 = 1.0 ปลูกเชื้อนาน 1 ชั่วโมง และเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อร่วมกับเชื้อนาน 3 

วัน ส�ำหรับการถ่ายยีนรายงานผล green fluorescense protein (mgfp) เข้าสู่เนื้อเยื่อสัก 3 ชนิดคือ ปลายยอด  ข้อ
ที่ตาข้างเริ่มพัฒนาและแคลลัส เมื่อตรวจการเรืองแสงของโปรตีน mgfp แบบชั่วคราวภายใต้กล้อง fluorescence 
stereo microscope พบว่า ปลายยอดมีจ�ำนวนชิ้นที่เรืองแสงมากที่สุดคิดเป็นร้อยละ 90 รองลงมาคือข้อที่ตาข้างเริ่ม
พัฒนา คดิเป็นร้อยละ 73 และในแคลลสัคดิเป็นร้อยละ 33 แต่มเีฉพาะเนือ้เย่ือจากข้อทีต่าข้างเริม่พัฒนาจ�ำนวน 2 ชิน้ 
เท่านั้น ที่รอดชีวิตได้ในอาหารคัดเลือกและเนื้อเยื่อพัฒนาเป็นแคลลัสที่มีการแสดงออกของยีน mgfp อย่างถาวร 
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