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การพัฒนาเทคนิคการถ่ายยีนโดยใช้เชื้ออะโกรแบคทีเรียมเข้ากล้วยไม้ 
Development of Agrobacterium-Mediated Transformation  

in Orchid 
ภพเก้า พุทธรักษ์1  วารุต อยู่คง2  และ  รัฐพร จันทร์เด3* 

 
บทคัดย่อ 

วัตถุประสงค์ของงานวิจัยนี้เพื่อศึกษาการส่งถ่ายยีนสู่โพรโทคอร์มกล้วยไม้สกุล Dendrobium โดยอาศัย 
Agrobacterium tumefaciens สายพันธุ์ AGLO (pBI121 หรือ pSCV1.6) ส าหรับยีนที่ใช้ในการศึกษาครั้งนี้คือ 
dihydroflavonol 4- reductase gene (DFR) โดยใช้พลาสมิด pBI121 หรือ pSCV1.6 ที่มี gus gene และ 
kanamycin resistance gene เป็นยีนรายงานผลตามล าดับ จากการตรวจสอบการแสดงออกของ gus gene 
พบว่า เนื้อเยื ่อที่ได้รับการส่งถ่ายติดสีน้ าเงิน  ในขณะที่พบการแสดงออกในระดับการ transcription ซึ ่ง
ตรวจสอบได้ด้วยเทคนิค RT-PCR 
 

ABSTRACT 
The objective of this research was to establish gene transformation procedure for genus 

Dendrobium by using Agrobacterium tumefaciens AGLO (pBI121 or pSCV1.6). The 
dihydroflavonol 4- reductase gene (DFR) were constructed in plasmid pBI121 or pSCV1.6 which 
containing gus gene and kanamycin resistance gene as reporter gene. The positive results of 
GUS assay revealed the GUS activity blue while the expression level of transcription in the 
technical was inspected by RT-PCR 
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บทน า 
กล้ วย ไม้ เ ป็ นพื ช ใบ เลี้ ย ง เ ดี่ ย ว  ในวงศ์ 

Orchidaceae ช่ือสามัญ Orchid ช่ืออื่น ๆ เอื้อง 
(ภาคเหนือ) เป็นไม้ตัดดอกยอดนิยม เนื่องจากมี
ลักษณะดอกและสีสันลวดลายสวยงามเป็นไม้ตัดดอกที่
มีอายุการใช้งานได้นาน กล้วยไม้เป็นพืชเศรษฐกิจที่มี
ความส าคัญของไทย เพราะเป็นไม้ส่งออกขาย
ต่างประเทศท ารายได้เข้าประเทศปีละหลายร้อยล้าน
บาท มีการปลูกเลี้ยงอย่างครบวงจร ตั้งแต่การผสม
เกสร เพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ เลี้ยงลูกกล้ายไม้ เลี้ยงต้นกล้าย
ไม้จนกระทั่งให้ดอก ตัดดอก บรรจุ (องค์การสวน
พฤกษศาสตร์, 2543) 

กล้วยไม้เป็นพืชส่งออกที่ส าคัญพืชหนึ่งของ
ประเทศไทย กระทรวงเกษตรและสหกรณ์ก าหนดให้
กล้วยไม้เป็นหนึ่งในสี่ของพืช ที่ศักยภาพด้านการตลาด 
เนื่องจากเป็นพืชที่ท ารายได้สูงและปริมาณเพิ่มขึ้นทุกปี 
จากข้อมูลการส่งออกกล้วยไม้ที่มีใบรับรองปลอด
ศัตรูพืชของงานมาตรฐานและบริการตรวจพืช กอง
ควบคุมพืชและวัสดุการเกษตร ในปี 2543 มีมูลค่า 
1,765 ล้านบาท และในปี 2544 มีมูลค่าสูงขึ้นเป็น 
1,806 ล้านบาท ตลาดส่งออกที่ส าคัญได้แก่ ญี่ปุ่น 
อิตาลี และอเมริกา อย่างไรก็ตามปัญหาการแข่งขันการ
ส่งออกในตลาดโลกที่สูงมาก ท าให้มีความจ าเป็นที่
จะต้องผลิตกล้วยไม้พันธุ์ใหม่ ๆ ที่มีลักษณะสีดอกที่
สวยงามและแตกต่างไปจากเดิม (ส านักวิจัยเศรษฐกิจ
การเกษตร เอกสารเศรษฐกิจการเกษตร, 2546) ดังนั้น
หากสามารถปรับปรุงพันธุ์กล้วยไม้ให้มีสีดอกแตกต่าง
ไปจากธรรมชาติเดิมที่มีอยู่  ก็จะเป็นวิธีหรือทางเลือก
หนึ่งที่จะเพิ่มมูลค่าสินค้าและสามารถขยายตลาดการ
ส่งออกให้ครอบคลุมความต้องการที่หลากหลายของ
กลุ่มลูกค้าได้มากขึ้น ส่งผลให้สามารถเพิ่มปริมาณการ
ผลิต ส่งออกและน ารายได้เข้าสู่ประเทศได้มากตามไป
ด้วย 

อุปกรณ์และวิธีการ 
การเตรียมพืชทดลอง กล้วยไม้สกุล Dendrobium 

ฟอกฆ่าเช้ือฝักกล้วยไม้ (Dendrobium sp.) 
โดยน ามาเผาไฟและแช่แอลกอฮอล์ 95% นาน 5 นาที 
แล้วน าไปแช่คลอรอกซ์ความเข้มข้น 10% Tween20 
1-2 หยด เขย่านาน 20 นาที (ทิวา, 2551) จากนั้น ล้าง
ด้วยน้ ากลั่น 3 ครั้ง ซับเอาน้ าออกด้วยกระดาษกรอง 
น าเมล็ดท่ีอยู่ในฝักไปวางบนอาหารสูตรอาหารท่ีชักน า
ให้เกิดต้นเล็กๆหรือต้นที่มีลักษณะเป็นโพรโตคอร์ม ให้
แสง fluorescent (day light) เป็นเวลา 16 ช่ัวโมงต่อ
วัน ความเข้มแสง 1,000 ลักซ์ อุณหภูมิ 25-26 องศา
เซลเซียส เลือกต้นที่สมบูรณ์ ตัดให้มีขนาดประมาณ 
0.5 × 0.5 ตารางเซนติเมตร เพื่อใช้ในการส่งถ่ายยีน 
โดยจ านวนตัวอย่างที่ใช้ส่งถ่ายยีนไม่น้อยกว่า 200 ช้ิน 
(explants) 
พลาสมิดและยีนที่ใช้ในการทดลอง 

พลาสมิดเพื่อการโคลนยีนได้แก่ pUC 18 
และ 19, pGEM-T easy ส่วนพลาสมิดเพื่อการส่งถ่าย
ยีนได้แก่ pBI121 หรือ pSCV1.6 โดยที่พลาสมิด 
pBI121 มี ยีนที่ใช้ในการติดตามคือ Gus gene และ 
pSCV1.6 มียีนที่ใช้ในการติดตาม คือ kanamycin 
resistance gene โดยที่ยีนทั้งหมดอยู่ภายใต้การ
ควบคุมของ 35S promoter แบคทีเรียที่ใช้ในการ
โคลนยีน ได้แก่ Escherichia coli สายพันธุ์ DH5 
alpha และ JM109 ยีนที่ใช้ในการทดลองคือ ยีน F3’H 
หรือ DFR ในกล้วยไม้สกุลแอสโคเซนดา ซึ่งเป็นยีนที่
เกี่ยวข้องกับการสังเคราะห์รงควัตถุแอนโทไซยานิน 
(ได้รับความอนุเคราะห์จาก รศ.ดร.สมบูรณ์ อนันตลา-
โภชัย มหาวิทยาลัยเชียงใหม่) 
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การส่งถ่ายโดย Agrobacterium tumefaciens 
สายพันธุ์ AGLO 

น าช้ินส่วนของกล้วยไม้มาแช่ในสารละลาย
แบคทีเรีย A. tumefaciens สายพันธุ์ AGLO นาน 30 
น า ที  ซั บ ด้ ว ย ก ร ะ ด า ษ ก ร อ ง ที่ ฆ่ า เ ช้ื อ 
(Manickavasagum et al., 2004) แล้วน ามาเลี้ยงบน
กระดาษกรองที่ชุ่มด้วยอาหาร MS-20 ที่วางบนอาหาร
สูตร MS - TB เป็นเวลา 2 วัน ในที่มืด เรียกวิธีการนี้ว่า 
co-cultivation เพื่อให้ A. tumefaciens สายพันธุ์ 
AGLO ส่งถ่าย T-DNA เข้าสู่เซลล์พืช น าช้ินส่วนของ
กล้วยไม้มาล้างเพื่อก าจัดเช้ือ Agrobacterium โดยล้าง
ด้วยน้ ากลั่นปราศจากเช้ือ 3-5 ครั้ง ล้างด้วยน้ ากลั่นที่มี 
400 mg/l ซีโฟทาซิม เป็นเวลา 30 นาที และเลี้ยงต่อ
บนอาหารสูตรชักน าให้เกิดต้น ในสูตรอาหารดัดแปลง 
MS–CM ที่มีสารปฏิชีวนะ400 mg/l ซีโฟทาซิม และ 
50 mg/l Kanamycin ย้ายเนื้อเยื่อทุก ๆ 2 สัปดาห์
หลังจากพืชพัฒนาเป็นต้น จึงน ามาตรวจสอบผลการส่ง
ถ่ายยีน โดยเทคนิค GUS Histochemical assay  และ
เทคนิค Polymerase chain Reaction (PCR) ส าหรับ 
gus gene และ 35S promoter ต่อไป 
 
ผลการทดลองและอภิปราย 
การเตรียมเนื้อเยื่อเพ่ือการส่งถ่ายยีน 

จากการชักน าและเพาะเลี้ยงโพรโตคอร์มและ
ต้นอ่อนของ Dendrobium บนอาหารแข็งสูตร VW2 
ที่เติมสารปฏิชีวนะไฮโกรมัยซิน พบว่าเนื้อเยื่อสามารถ

เจริญได้ดังรูปที่ 1 และพร้อมที่จะใช้ในการส่งถ่ายยีน 
อัตราการเจริญเติบโตของพืชเป็นปัจจัยหนึ่งที่มีผลต่อ
การถ่ายยีนในช่วงการคัดเลือก ซึ่งได้กล่าวโดย 
McCabe and Chirstou (1993) 
การส่งถ่ายพลาสมิด โดย A. tumefaciens สาย
พันธุ์ AGLO 

ท าการส่งถ่ายพลาสมิด pDFR โดยการบ่ม
ร ่วมโพรโตคอร ์มอาย ุ 2 เด ือนร ่วมก ับเ ชื ้อ 
Agrobacterium ทีอุณหภูมิห้อง จากนั้นท าการเลี้ยง
เนื้อเยื่อที่ได้รับการส่งถ่ายลงบนอาหารที่มี  ซีโฟทาซิม 
200 mg/L และไฮโกรมัยซิน 40 mg/L เป็นเวลา 60 
วัน พบว่าโพรโตคอร์มมีเปอร์เซ็นต์การรอดเท่ากับ 
0.16% และเมื ่อน าโพรโตคอร ์มดัง  กล่าวมา
ตรวจสอบการแสดงออกของยีน gus ด้วยวิธี Gus 
assay โพรโตคอร์มดังกล่าวมีการแสดงออกของยีน 
gus โดยจะมีสีฟ้าเกิดขึ้นดังรูปที่ 2 เช่นเดียวกับ
งานวิจัยของ ภพเก้า (2554) ศึกษาการส่งถ่ายยีนเข้า
สู่ช่อดอกย่อยของปทุมมา โดยใช้ A. tumefaciens 
สายพันธุ์ AGLO พบว่ามีการแสดงออกของยีน gus 
บนช้ินส่วนเนื้อเยื่อของปทุมมา มีลักษณะเป็นสีน้ าเงิน 
คิดเป็นร้อยละ 40 

จากนั้นท าการตรวจสอบการแสดงออกของ
ยีนในระดับการ Transcription ของยีน gus ด้วย
เทคนิค RT-PCR และท าการวิเคราะห์ด้วย Agarose 
Gel Electrophoresis เปรียบเทียบกับ Positive 
control (รูปที3่) 

 
รูปที ่1 แสดงลักษณะของโพรโตคอร์มของกล้วยไม้ Dendrobium ที่เพาะเลีย้งบนอาหารสูตร VW2  

ที่มีสารปฏิชีวนะซีโฟแทกซีม 
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รูปที่ 2 ลักษณะการแสดงออกของยีน gus ในเนื้อเยื่อโพรโตคอร์มของกล้วยไม้ Dendrobium ที่ได้รับการส่งถ่าย

ยีน DFR ด้วยเทคนิค Agrobacterium Transformation โดยผ่านการคัดเลือกในอาหารสูตร VW2 ที่มี 
ไฮโกรมัยซิน 40 mg/L เป็นเวลา 45 วัน 

 
รูปที่ 3 ผลการตรวจสอบการแสดงออกของยีน gus ในพืช Transgenic ด้วยเทคนิค RT-PCR (M = molecular 

marker; Cn=non-template; C1, C2=non-transform; P1, P2 = positive control vectors; LBA1, 
LBA2 = positive control; A1, A2, A3, A4 = DFR transformed Dendrobium) 

 

สรุป 
จากการศึกษาการส่งถ่ายยีน DFR เข้าสู่

กล้วยไม้สกุล Dendrobium โดยเลือกใช้เนื้อเยื่อชนิด
โพ โ ต ร ค อ ร ์ม  โ ด ย ท า ก า ร ส ่ง ถ ่า ย ด ้ว ย เ ทค น ิค 
Agrobacterium Transformation พบว่าประสบ
ความส าเร็จในการส่งถ่ายยีนเข้าสู ่เนื ้อเยื ่อดังกล่าว 
โดยได้ท าการตรวจสอบการแสดงออกของยีน gus 
พบเนื้อเยื่อที่ได้รับการส่งถ่ายติดสีน้ าเงิน ในขณะที่
พบการแสดงออกในระดับการ Transcription ซึ่งท า
การต รวจสอบได ้ด ้วย เทคน ิค  RT-PCR ซึ ่ง จ าก
ผลการวิจัยนี้จะใช้เป็นแนวทางในการประยุกต์เทคนิค
ทางพันธุวิศวกรรมมาใช้ในการปรับปรุงสายพันธุ์
กล้วยไม้สกุลอื่นได้ 
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