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การเพาะเลี้ยงเน้ือเย่ือ และการส่งถ่ายยีนเข้าสู่ต้นปทุมรตัน์ (Curcuma sp.) 
โดยใช้ Agrobacterium tumefaciens 

In Vitro Culture and Agrobacterium Tumefaciens - Mediated 
Transformation of Precious Patumma (Curcuma sp.) 
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บทคัดย่อ 
ปทุมรัตน์ (Curcuma sp.) เป็นพืชท่ีมีศักยภาพในการพัฒนาเป็นพืชเศรษฐกิจ แต่เน่ืองจากยังไม่มี

การศึกษาวิธีการท่ีเหมาะสมในการส่งถ่ายยีนเข้าสู่ต้นปทุมรัตน์ รายงานน้ีจึงศึกษาการเพาะเลี้ยงช้ินส่วนต้นอ่อนของ
ปทุมรัตน์บนสูตรอาหาร MS ท่ีเติมสารควบคุมการเจริญเติบโตในกลุ่มไซโตไคนินชนิด TDZ ความเข้มข้น 0.0, 0.1 
และ 0.5 มิลลิกรัมต่อลิตร ร่วมกับ IMA ความเข้มข้น 0, 2 และ 4 มิลลิกรัมต่อลิตร เพาะเลี้ยงเป็นเวลา 2 เดือน 
พบว่า ช้ินส่วนต้นอ่อนปทุมรัตน์ท่ีเพาะเลี้ยงบน อาหารสูตร MS ท่ีเติม TDZ ความเข้มข้น 0.5 มิลลิกรัมต่อลิตร
ร่วมกับ IMA ความเข้มข้น 4 มิลลิกรัมต่อลิตร สามารถชักนําให้เกิดการสร้างต้นอ่อนได้มากท่ีสุด 12 ต้นต่อต้นหลัก 
และศึกษาความเหมาะสมของ Agrobacterium tumefaciens และเวลาท่ีใช้ในการปลูกถ่ายเช้ือ เพ่ือเป็นพ้ืนฐาน
ในการพัฒนาการส่งถ่ายยีนของต้นปทุมรัตน์ต่อไป ในการศึกษาใช้ A. tumefaciens สายพันธ์ุ AGLO ท่ีมีพลาสมิด 

pBI121 ซึ่งมียีน neomycin phosphotransferase (nptII) เป็นยีนเครื่องหมายเพ่ือการคัดเลือก และยีน α-
glucuronidase (gus) เป็นยีนรายงานผล จากการเลี้ยงเช้ือในอาหารสูตร MS ท่ีเติม TDZ ความเข้มข้น 0.5 
มิลลิกรัมต่อลิตร ร่วมกับ IMA ความเข้มข้น 4 มิลลิกรัมต่อลิตร และ นํามาเขย่ารวมกับต้นอ่อนของปทุมรัตน์เป็น
เวลา 30 นาที จากน้ันนําต้นอ่อนมาเพาะเลี้ยงในอาหารสูตรMS ท่ีเติม TDZ ความเข้มข้น 0.5 มิลลิกรัมต่อลิตร 
ร่วมกับ IMA ความเข้มข้น 4 มิลลิกรัมต่อลิตรเป็นเวลา 3 วัน ก่อนนํามาเลี้ยงในอาหารคัดเลือกท่ีมี kanamycin 
เป็นเวลา 2 เดือน จากการนําใบของต้นท่ีรอดชีวิตมาตรวจสอบการแสดงออกของยีน gus พบว่าการใช้ A. 
tumefaciens สายพันธ์ุ AGLO และเขย่ารวมกับต้นอ่อนปทุมรัตน์ นาน 30 นาที พบช้ินส่วนท่ีมีการแสดงออกของ
ยีน gus 73.33 เปอร์เซ็นต ์
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ABSTRACT 
Precious Patumma (Curcuma sp.) was a promising ornamental plant that could benefit 

from further development using modern biotechnology. In this study, In vitro retarded shoots 
culture of Precious Patumma was conducted on MS medium supplemented with cytokinin of 
TDZ at 0.0, 0.1 and 0.5 mg/l and IMA at 0, 2 and 4 mg/l . The results indicated that the highest 
number of retarded shoots (12 retarded shoots per explant) could obtain when cultured on MS 
medium supplemented with 0.5 mg/l TDZ combination with 4 mg/l IMA and developed the 
Agrobacterium-mediated transformation protocol into Precious Patumma. The A. tumefaciens 
strain AGLO harboring the binary vector pBI121 containing the neomycin phosphotransferase 

gene (nptII) as a selectable marker and the α-glucuronidase (gus) gene as a reporter was 
cultured in MS medium supplemented with 0.5 mg/l TDZ combination 4 mg/l IMA . The bacteria 
were diluted incubated with in vitro propagated Precious Patumma retarded shoots in MS 
medium supplemented with 0.5 mg/l TDZ combination 4 mg/l IMA for 30 minutes. Treated 
retarded shoots were selected in MS medium containing 100 mg/l kanamycin for 6 weeks. GUS 
bioassay was used to observe gus gene expression in leaves of transgenic plants. The results 
revealed that the highest percentage of transformed Precious Patumma (73.33%) was obtained 
when in vitro Precious Patumma retarded shoots were inoculated with A. tumefaciens at 30 
minutes. 

 

คําสําคัญ: ปทุมรัตน์  Agrobacterium tumefaciens  pBI121  ยีน gus 
Keywords: Precious Patumma, Agrobacterium tumefaciens, pBI121, gus gene 
 

บทนํา 
ปทุมรัตน์ (Curcuma sp.) มีช่ือสามัญว่า 

Precious Patumma ช่ือทางการค้า Khmer-Pearl 
Pink เป็นพืชท่ีมีช่อดอกสวยงาม สามารถนําไปใช้
ประโยชน์เป็นไม้ตัดดอก ไม้กระถาง (สุรวิช, 2540) 
ปทุมรัตน์เป็นไม้ดอกท่ีมีถ่ินกําเนิดในประเทศกัมพูชา 
ปัจจุบันได้รับความนิยมในตลาดโลก (เยาวลักษณ์, 
2544) ปทุมรัตน์อยู่ในกลุ่มของปทุมมา มีการส่งออกหัว
พันธ์ุไปยังประเทศเนเธอร์แลนด์ ญี่ปุ่น และแอฟริกา 
(อรัญญา, 2541) แต่ประเทศไทยไม่สามารถส่งออกได้

เพียงพอต่อความต้องการของตลาดโลก เน่ืองจาก
ปัญหาโรคเน่าท่ีเกิดจากเช้ือแบคทีเรีย Psuedomonas 
solanacearum ตลาดต่างประเทศจึงห้ามนําเข้าหัว
พันธ์ุท่ีมีเช้ือแบคทีเรียชนิดน้ีอยู่ ทําให้ไม่สามารถส่งออก
ได้ตามจํานวนท่ีต้องการ และการปลูกปทุมรัตน์อยู่
ในช่วงต้นฤดูฝน ผลผลิตออกสู่ตลาดได้ระยะเดียว จึงทํา
ให้การควบคุมระบบตลาดไม่อยู่ในทิศทางท่ีดี (สุรวิช, 
2539) การส่งออกในรูปดอกไม้สดยังมี น้อยมาก 
เน่ืองจากเกษตรกรไม่สามารถเก็บดอกตลอดฤดูปลูกได้ 
(ประสบ, 2543) 
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ปทุมรัตน์เป็นไม้ดอกท่ีมีโอกาสขยายตลาดใน
ต่างประเทศได้อีกมากรัฐบาลจึงมีการกําหนดนโยบาย
เพ่ือพัฒนาท้ังด้านการผลิต และการตลาดไม้ดอกไม้
ประดับตั้งแต่แผนพัฒนาฯ ฉบับท่ี 7 โดยดําเนินการ
วิจัยเพ่ือเพ่ิมผลผลิตของไม้ดอกไม้ประดับโดยเน้นการ
วิจัย และพัฒนาการปรับปรุงพันธ์ุเพ่ือให้ได้พันธ์ุท่ีมี
ลักษณะแปลกใหม่ ให้ผลผลิตสูง คุณภาพดี อายุการใช้
งานนาน ทนทานต่อการเข้าทําลายของโรค และแมลง 
และทนทานต่อการขนส่ง เพ่ือจะเป็นการช่วยลดปัญหา
ท่ีเกิดจากการผลิต และการตลาดของไม้ดอกไม้ประดับ
ของไทย สําหรับการส่งออกก็ต้องเผชิญการแข่งขันท่ี
รุนแรงมากข้ึน โดยประเทศคู่แข่งท้ังรายเก่าและราย
ใหม่เจาะขยายตลาดส่งออกเพ่ือแย่งชิงส่วนแบ่งตลาด
จากไทย ผู้ประกอบการของไทยต้องอาศัยการพัฒนา
เทคโนโลยีการผลิต การคิดค้นพันธ์ุใหม่ๆ ท้ังในด้าน
สีสัน และรูปทรง รวมท้ังการเน้นการขยายประเภทการ
ส่งออกไม้ดอกไม้ประดับเมืองร้อนประเภทอ่ืน ๆ ท้ังน้ี
เพ่ือให้มีความหลากหลาย เน้นการตอบสนองความ
ต้องการของตลาดให้มากข้ึน เน่ืองจากในปัจจุบัน
เทคโนโลยีชีวภาพ เทคนิคด้านการเพาะเลี้ยงเน้ือเยื่อ 
พันธุวิศวกรรม และชีววิทยาระดับโมเลกุล ได้มีการ
พัฒนา และมีบทบาทกับการดัดแปลง หรือปรับปรุง
พันธ์ุพืช รวมท้ังเพ่ิมผลผลิต และมูลค่าของพืชทําให้มี
ผลต่อการค้า และเศรษฐกิจเป็นอย่างมาก ในปัจจุบัน
การถ่ายยีนโดยใช้ Agrobacterium tumefacience 
เป็นพาหะประสบความสําเร็จในพืชใบเลี้ยงเดี่ยวหลาย
ชนิด เช่น Eustoma grandiflorum Raf. (Ledger et 
al., 1997) ข้าว ข้าวโพด และ ธัญพืช (Cheng et al., 
2004) Festuca arundinacea Schreb.(Wang and 
Ge, 2005) Aloe barbadensis Mill. (He et al., 

2007) และ Festuca pratensis Huds. (Gao et al., 
2009) นอกจากน้ี Spelt et al. (2000) ศึกษาการส่ง
ถ่ายยีน dfr (dihydroflavonol-4-reductase) ใน
ดอกพิทูเนียโดยใช้ A. tumefaciens พบการแสดงออก
ของยีน dfr และดอกของพิทูเนียเปลี่ยนแปลงไป ดังน้ัน
ในงานวิจัยน้ีได้ศึกษาการชักนําให้เกิดต้นอ่อนจํานวน
มากจากเทคนิคการเพาะเลี้ยงเน้ือเยื่อ และการส่งถ่าย
ยีนเ ข้าสู่ต้นอ่อนปทุมรัตน์ด้วยแบคทีเรีย A. 
tumefacience 
 

อุปกรณ์และวิธีการทดลอง 
ผลของ IMA (Imazalil) และ TDZ (Thidiazuron) 
ต่อการพัฒนาต้นอ่อนปทุมรัตน์ในสภาพปลอดเชื้อ 

นําต้นอ่อนปทุมรัตน์ (retarded shoots) ท่ี
อยู่ในสภาพปลอดเช้ือ (ได้รับความอนุเคราะห์จาก 
ศูนย์วิจัยพืชสวน จังหวัดเชียงราย) (รูปท่ี 1A) ลอกกาบ
หุ้มออก และตัดให้ได้ขนาดประมาณ 0.5 เซนติเมตร 
นําไปเลี้ยงบนสูตรอาหาร MS (Murashige and 
Skoog, 1962) ท่ีเติม IMA ความเข้มข้น 0, 2 และ 4 
มิลลิกรัมต่อลิตร และ TDZ ความเข้มข้น 0, 0.1 และ 
0.5 มิลลิกรัมต่อลิตร ทําการทดลองท้ังหมด 10 ซ้ํา 
แล้วนําไปเก็บท่ีอุณหภูมิ 25±2 องศาเซลเซียส ความ
สว่างของแสง 1,000 ลักซ์ เป็นเวลา 16 ช่ัวโมงต่อวัน 
วา งแผนทดลองแบบสุ่ ม สม บู รณ์  ( completely 
randomized design; CRD) เพาะเลี้ยงต้นอ่อนปทุม
รัตน์เป็นเวลา 2 เดือน บันทึกจํานวนยอด ความยาว
ยอด จํานวนใบ และจํานวนราก วิเคราะห์ความ
แปรปรวนของข้อมูลจากน้ันวิเคราะห์ความแตกต่างของ
ค่าเฉลี่ยด้วย Duncan's multiple test 
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รูปท่ี 1 การเพาะเลี้ยงเน้ือเยื่อ และการส่งถ่ายยีนเข้าสู่ต้นอ่อนปทุมรัตน์ (A): ตัวอย่างต้นของปทุมรัตน์ท่ีใช้ในการ
ทดลอง ซึ่งได้รับการอนุเคราะห์จากศูนย์วิจัยพืชสวน จังหวัดเชียงราย (B): ต้นอ่อนปทุมรัตน์ท่ีเพาะเลี้ยง
บนสูตรอาหาร MS ท่ีเติม TDZ ความเข้มข้น 0.5 มิลลิกรัมต่อลิตร ร่วมกับ IMA ความเข้มข้น 4 มิลลิกรัม
ต่อลิตร เป็นเวลา 1 เดือน (C): ต้นปทุมรัตน์ท่ีรอดชีวิตหลังจากนําออกปลูกในสภาพโรงเรือน (D): ต้นอ่อน
ปทุมรัตน์ท่ีไม่ได้รับการส่งถ่ายยีน (control) หลังการเพาะเลี้ยงเป็นเวลา 2 เดือน เมื่อตรวจสอบการ
แสดงออกของยีน gus ด้วยเทคนิค GUS histochemical assay เน้ือเยื่อไม่ติดสีนํ้าเงิน (E และ F): ปทุม
รัตน์ท่ีได้รับการส่งถ่ายยีน หลังการเพาะเลี้ยงเป็นเวลา 2 เดือน เมื่อตรวจสอบการแสดงออกของยีน gus 
ด้วยเทคนิค GUS histochemical assay เน้ือเยื่อติดสีนํ้าเงิน 
 

นําต้นปทุมรัตน์ท่ีมรีากจากการเพ่ิมปริมาณใน
สภาพปลอดเช้ือมาปรับสภาพในอุณหภูมิห้องนาน 1 
สัปดาห์ก่อนย้ายปลูกหลังจากน้ันนํามาย้ายปลูกในวัสดุ
ปลูกในกระถางท่ีประกอบด้วย ดินร่วน ทราย และข้ีเถ้า
แกลบ อัตราส่วน 1:1:1 รดนํ้าให้ชุ่ม เป็นเวลานาน 3 
สัปดาห ์
แบคทีเรีย และพลาสมิดท่ีใช้ในการทดลอง 

การส่งถ่ายยีนครั้งน้ีใช้ Agrobacterium 
tumefaciens สายพันธ์ุ AGLO ท่ีมีพลาสมิด pBI121 
(ท่ีมียีน dfr (dihydroflavonol-4-reductase) ได้รับ
ความอนุเคราะห์จาก รศ. ดร.สมบูรณ์ อนันตลาโภชัย 
มหาวิทยาลัยเชียงใหม่) ท้ังน้ีพลาสมิด pBI121 จะถูก

นําเข้าสู่เซลล์แบคทีเรียโดยวิธี electroporation 
สําหรับโครงสร้างของเวคเตอร์ pBI121 มียีน 
neomycin phosphotransferase (nptII) เป็นยีน
เครื่องหมายเพ่ือการคัดเลือกซึ่งอยู่ภายใต้การควบคุม

ของโปรโมเตอร์ NOS และยีน α-glucuronidase 
(gus) เป็นยีนรายงานผล ซึ่งอยู่ภายใต้การควบคุมของ
โปรโมเตอร ์CaMV 35S 
ศึกษาการส่งถ่ายยีนเข้าสู่ต้นอ่อนปทุมรัตน์โดย A. 
tumefaciens สายพันธุ ์AGLO 

นําต้นอ่อนปทุมรัตน์ (retarded shoots) ท่ี
ปลอดเช้ือ ขนาดประมาณ 0.5 มิลลิเมตร ท่ีได้จากการ
เพาะเลี้ยงเน้ือเยื้อมาบ่มร่วมกับอาหารเหลวสูตร MS ท่ี

retarded shoots 

gus expansions 

gus expansions 
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เติม TDZ ความเข้มข้น 0.5 มิลลิกรัมต่อลิตร, IMA 
ความเข้มข้น 4 มิลลิกรัมต่อลิตร, สารละลายเช้ือ A. 
tumefaciens สายพันธ์ุ AGLO ท่ีมีพลาสมิด pBI121 
(เจือจางจากสารละลายเช้ือท่ี OD600 = 0.65) โดยเขย่า
ร่วมกันเป็นเวลา 30 นาที จากน้ันซับส่วนเกินของเช้ือ 
A. tumefaciens แล้วนําต้นอ่อนปทุมรัตน์ไปเลี้ยงบน
สูตรอาหาร MS ท่ีเติม TDZ ความเข้มข้น 0.5 มิลลิกรัม
ต่อลิตร, IMA ความเข้มข้น 4 มิลลิกรัมต่อลิตร เป็น
เวลา 3 วัน จากน้ันกําจัดเช้ือ A. tumefaciens โดย
ล้ างต้น อ่อนปทุมรั ต น์ด้ วย นํ้ ากลั่นปลอดเ ช้ือ ท่ีม ี
cefotaxime ความเข้มข้น 500 มิลลิกรัมต่อลิตร เป็น
เวลา 5 นาที ล้างด้วยนํ้ากลั่นปลอดเช้ือ 3 ครั้ง หลังจาก
น้ันจึงนําต้นอ่อนปทุมรัตน์ไปเพาะเลี้ยงต่อบนอาหาร
คัดเลือกท่ีเติม kanamycin ความเข้มข้น 100 
มิลลิกรัมต่อลิตร และ cefotaxime ความเข้มข้น 500 
มิลลิกรัมต่อลิตร เปลี่ยนอาหารทุก ๆ 2 สัปดาห์ เป็น
เวลา 2 เดือน 
การตรวจสอบการแสดงออกของยีน gus ด้วยเทคนิค 
GUS histochemical assay 

นําต้นอ่อนปทุมรัตน์ท่ีผ่านการคัดเลือกบน
อาหารท่ีมีสารปฏิชีวนะ kanamycin มาตรวจสอบการ
แสดงออกของยีน gus โดยใช้ส่วนของต้นอ่อนจากการ
เพาะเลี้ยงเน้ือเยื่อมาตรวจสอบโดยวิธี GUS 
histochemical assay โดยตัดต้นอ่อนมาแช่ใน
สารละลายบัฟเฟอร์ 5-bromo-4-chloro-3-indolyl-
Dglucuronide (X-Gluc) [50 mM NaHPO4, pH 7; 
10 mM EDTA, pH 7; 0.5 mM K3Fe(CN)6; 0.5 mM 
K4Fe(CN)6; 0.1% Triton X-100; 1 mM XGluc] เป็น
เวลา 1 คืน ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส โดยการ
แสดงออกของยีน gus จะทําให้เกิดการทําปฏิกิริยากับ 
X-Gluc และเห็นเป็นสีนํ้าเงิน จากน้ันล้างช้ินส่วนต้น
อ่อนโดยแช่แอลกอฮอล์ 70 เปอร์เซ็นต์ เพ่ือกําจัดสี

เขียวของคลอโรฟิลล์ออก ซึ่งจะทําให้เห็นสีนํ้าเงิน
ชัดเจนข้ึน 
การตรวจสอบยีน gus โดยวิธี Polymerase chain 
reaction (PCR) 

ยีน gus จะถูกตรวจสอบโดยเทคนิค 
Polymerase chain reaction (PCR) โดยการใช้ 
พลาสมิด pBI121 เป็น positive control และต้นอ่อน
ท่ีไม่ได้รับการส่งถ่ายยีนเป็น negative control โดย
ตัวอย่างท่ีใช้ทดสอบจะถูกนําไปเพ่ิมปริมาณดีเอนเอ 
โดยใช้ไพรเมอร์ gusF (5' -CTG TAG AAA CCC CAA 
CCC GTG- 3') และ gusR (5' -CAT TAC GCT GCG 
ATG GAT CCC-3') ในแต่ละปฏิกิริยาใช้ DNA 
template (10 ng/µl) 1 µl, 10x PCR buffer 2 µl, 
50 mMMgCl2 0.5 µl, 25 mM dNTP 0.16µl, 
Primer F (20 pmol/µl) 1 µl, Primer R (20 
pmol/µl) 1 µl, Taq DNA polymerase 0.5 unit, 
steriled ddH2O 15 µl ปริมาตรสุดท้าย 20 µl 
ปฏิกิริยา PCR เริ่มจากการแยกสายดีเอ็นเอเกลียวคู่
ออกจากกัน (denaturation) โดยใช้อุณหภูมิ 94 องศา
เซลเซียส นาน 30 วินาที ทําปฏิกิริยาจํานวน 30 รอบ
โดยใช้อุณหภูมิ 62 องศาเซลเซียส นาน 30 วินาที
เพ่ือให้เกิดการจับของไพร์เมอร์กับดีเอ็นเอแม่แบบ 
(annealing) จากน้ันจึงใช้อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส 
นาน 45 วินาที ต่อด้วย 72 องศาเซลเซียส นาน 5 นาที 
เพ่ือให้เกิดการสังเคราะห์ดีเอ็นเอสายใหม่ต่อจากไพร
เมอร์ (extension) เมื่อปฏิกิริยาครบ 30 รอบแล้วจึง
นําสารท่ีได้มาแยกโดยวิธี gel electrophoresis บน 
agarose gel เข้มข้น 0.8 เปอร์เซ็นต์ ผสมกับ 0.5X 
บัฟเฟอร์ TBE และ นําแผ่น agarose gel ไปตรวจดู
แถบดีเอ็นเอด้วย UV transilluminator พร้อม
บันทึกภาพเก็บไว้ 
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ผลการทดลอง 
ผลของ IMA (Imazalil) และ TDZ (Thidiazuron) 
ต่อการพัฒนาต้นอ่อนปทุมรัตน์ในสภาพปลอดเชื้อ 

การศึกษาผลของ IMA และ TDZ ในระดับ
ความเข้มข้นต่าง ๆ ต่อการเพ่ิมปริมาณต้นอ่อนของ
ปทุมรัตน์ หลังจากการเพาะเลี้ยงนาน 2 เดือน พบว่า 
ต้นอ่อนปทุมรัตน์ท่ีเพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร MS ท่ีไม่ได้
เติมสารควบคุมการเจริญเติบโต มีจํานวนต้นอ่อน 0.6 
ต้นต่อต้นหลัก ขณะท่ีผลของการใช้ TDZ เพียงอย่าง
เดียวท่ีความเข้มข้น 0.1 และ 0.5 มิลลิกรัมต่อลิตรให้

ต้นใหม่จํานวน 4.6 และ 9.2 ต้นต่อต้นหลักตามลําดับ 
ต้นท่ีได้มีกาบใบขนาดเล็กและไม่มีการแผ่ของใบ ส่วน
การใช้ IMA ร่วมกับ TDZ สามารถเพ่ิมจํานวนต้นใหม่
ได้มากท่ีสุด และมากกว่าใช้ TDZ เพียงอย่างเดียว น่ัน
คือ IMA ความเข้มข้น 4 มิลลิกรัมต่อลิตร ร่วมกับ TDZ 
ความเข้มข้น 0.5 มิลลิกรัมต่อลิตร เมื่อเพาะเลี้ยงเป็น
เวลา 1 เดือนเริ่มมีการสร้างต้นอ่อนเกิดข้ึน (รูปท่ี 1B) 
เมื่อเพาะเลี้ยงเป็นเวลา 2 เดือนให้ต้นใหม่จํานวน 12 
ต้นต่อต้นหลัก (ตารางท่ี 1) 

 

ตารางท่ี 1 ผลของ IMA และ TDZ ต่อการพัฒนาต้นอ่อนปทุมรัตน์ในสภาพปลอดเช้ือ 
IMA 

(mg/l) 
TDZ 
(mg/l) 

Shoot number 
/explants 

Shoot length 
/explants 

Leaf number 
/explants 

Root number 
/explants 

0 0 0.60±0.24a 1.00±0.44a 1.00±0.44a 1.60±0.62bcd 
2 0 0.40±0.24a 0.60±0.40a 1.00±0.63a 1.40±0.87bcd 
4 0 2.20±0.20b 3.20±0.37b 2.20±0.20b 3.20±0.20e 
0 0.1 4.60±0.24c 1.40±0.24a 1.40±0.24ab 1.60±0.24bcd 
2 0.1 10.20±0.39f 1.40±0.24a 1.00±0.31a 2.00±0.31cde 
4 0.1 8.20±0.37d 0.82±0.09a 1.40±0.24ab 2.60±0.24de 
0 0.5 9.20±0.30e 1.40±0.24a 0.80±0.37a 0.80±0.37abc 
2 0.5 11.20±0.37g 0.80±0.12a 0.60±0.24a 0.00±0.00a 
4 0.5 12.00±0.31g 058±0.11a 0.60±0.24a 0.40±0.24ab 

Values represent means ±SE means followed by the same letter within columns are not significantly different (p ≤ 0.05) 
using Duncan's multiple test. 

 

การนําต้นปทุมรัตน์ท่ีเกิดข้ึนใหม่จากการ
เพาะเลี้ยงเน้ือเยื่อท่ีมีความแข็งแรงและเกิดราก ปลูกใน
วัสดุปลูกท่ีมีส่วนผสมของดินร่วน ทราย และข้ีเถ้า
แกลบ อัตราส่วน 1:1:1 ในสภาพแวดล้อมภายนอก 
เมื่อย้ายปลูกเป็นเวลา 3 สัปดาห์ พบว่า ต้นปทุมรัตน์
เจริญเติบโตได้ดี โดยมีการเจริญของยอดใหม่เกิดข้ึน 
และอัตราการรอดชีวิตสูงท่ีสุด 80 เปอร์เซ็นต์ (รูปท่ี 
1C) 

การตรวจสอบการแสดงออกของยีน gus ด้วยเทคนิค 
GUS histochemical assay 

จากการนําต้นปทุมรัตน์ท่ีทําการส่งถ่ายด้วย 
A. tumefaciens สายพันธ์ุ AGLO ท่ีมีพลาสมิด 
pBI121 ท่ีต้านทานต่อ kanamycin นํามาตรวจสอบ
การแสดงออกของยีน gus โดย GUS bioassay พบว่า
ต้นอ่อนท่ีได้รับการถ่ายยีน และมีการแสดงออกของยีน 
gus มีสีนํ้าเงินตามบริเวณเส้นใบ (รูปท่ี 1E และ 1F) 
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และต้นควบคุมจะกลายเป็นสีเหลืองอ่อน (รูปท่ี 1D) 
โดยต้นอ่อนท่ีเขย่าร่วมกับ A. tumefaciens เป็นเวลา 
30 นาที ม ีGUS activity 73.33 เปอร์เซ็นต ์
การตรวจสอบยีน gus โดยวิธี Polymerase chain 
reaction (PCR) 

จากการนําต้นอ่อนท่ีมีการแสดงออกของยีน 
gus มาตรวจสอบการมีอยู่ของยีน gus โดยใช้พลาสมิด 
pBI121 เป็น positive control และต้นอ่อนปทุมรัตน์
ท่ีไม่ได้รับการส่งถ่ายยีนเป็น negative control โดย
การทํา PCR ด้วยคู่ไพรเมอร์ท่ีจําเพาะ พบว่ามีแถบท่ี
ระบุขนาดของยีน gus ประมาณ 510 bp (รูปท่ี 2) 
 

อภิปรายผลการทดลอง 
การศึกษาผลของ IMA และ TDZ ในระดับ

ความเข้มข้นต่าง ๆ ต่อการเพ่ิมปริมาณต้นอ่อนปทุม
รัตน์ หลังจากการเพาะเลี้ยงนาน 2 เดือน บนสูตร
อาหาร MS พบว่า ต้นปทุมรัตน์ท่ีเพาะเลี้ยงบนสูตร
อาหาร MS ท่ีไม่ได้เติมสารควบคุมการเจริญเติบโตมี
จํานวนต้นอ่อน 0.6 ต้นต่อต้นหลัก ขณะผลของการใช้ 
TDZ ความเข้มข้น 0.1 และ 0.5 มิลลิกรัมต่อลิตรให้ต้น
ใหม่จํานวน 4.6 และ 9.2 ต้นต่อต้นหลักตามลําดับ Lu 
(1993) รายงานว่า TDZ มีผลทําให้เกิดการแบ่งเซลล ์
และชักนําให้เกิดต้นพิเศษ (adventitious shoot) 
จํานวนมาก โดยอาหารท่ีเติม TDZ สามารถชักนําให้
เกิดต้นได้มากกว่าอาหารท่ีเติมไซโตไคนินชนิดอ่ืน ๆ 
(BA, kinetin และ zeatin) สูงถึง 42 เปอร์เซ็นต์ 
นอกจากน้ี Werbrouck and Debergh (1996) 

รายงานผลของ TDZ ท่ีความเข้มข้น 0.5 มิลลิกรัมต่อ
ลิตร สามารถชักนําให้เกิดยอดจากปลายยอดของ 
Spathiphyllum flouribundum จํานวนมากถึง 50 
ยอดต่อช้ินส่วนพืช การใช้ IMA ความเข้มข้น 2 และ 4 
มิลลิกรัมต่อลิตร สามารถเพ่ิมจํานวนต้นใหม่ได้เพียง 
0.4 และ 2.2 ต้นต่อต้นหลักตามลําดับ แต่การใช้ IMA 
ร่วมกับ TDZ สามารถเพ่ิมจํานวนต้นใหม่ได้มาก และ
มากกว่าใช้ TDZ เพียงอย่างเดียว ผลของ IMA ความ
เข้มข้น 2 มิลลิกรัมต่อลิตร ร่วมกับ TDZ ความเข้มข้น 
0.1 และ 0.5 มิลลิกรัมต่อลิตรให้ต้นใหม่จํานวน 10.20 
และ 11.20 ต้นต่อต้นหลักตามลําดับ และ IMA ความ
เข้มข้น 4 มิลลิกรัมต่อลิตร ร่วมกับ TDZ ความเข้มข้น 
0.1 และ 0.5 มิลลิกรัมต่อลิตรให้ต้นใหม่จํานวน 8.20 
และ 12.00 ต้นต่อต้นหลักตามลํ าดับ ซึ่ ง  IMA มี
บทบาทในการเพ่ิมประสิทธิภาพของ TDZ ต่อการเพ่ิม
ปริมาณต้นอ่อนปทุมรัตน์ ซึ่งสอดคล้องกับรายงานของ 
Werbrouck and Debergh (1996) ท่ีใช้ IMA ความ
เข้มข้น 2 มิลลิกรัมต่อลิตร ร่วมกับ TDZ 0.5 มิลลิกรัม
ต่อลิตรให้จํานวน 77 ต้น มากกว่า TDZ เพียงอย่าง
เดี ยว ท่ี ให้ จํ านวน 50 ต้น  ในการขยายพัน ธ์ุ  S. 
flouribundum บทบาทของ IMA ในการช่วยให้ TDZ 
ทํางานได้ดีข้ึนยังไม่มีการศึกษาระดับสรีรวิทยา แต ่
Werbrouck and Debergh (1996) สันนิษฐานว่า
น่าจะเป็นการทําให้ระดับฮอร์โมนพืชหลายชนิดภายใน
ต้นเปลี่ยนแปลงไปในระดับท่ีเหมาะสมต่อการเพ่ิม
ปริมาณต้น 
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รูปท่ี 2 การตรวจสอบยีน gus โดยวิธี PCR โดยใช้ primer 
control, N: negative control, 1-5: transgenic plant (
ขนาดประมาณ 510 bp) 
 

ก า ร ส่ ง ถ่ า ย ยี น ด้ ว ย แ บ ค ที เ รี ย  A. 
tumefaciens สายพันธ์ุ AGLO พบว่า สามารถส่งถ่าย
ยีนเข้าสู่ต้นอ่อนปทุมรัตน์ โดยการบ่มในอาหารเหลว 
MS ท่ีเติม TDZ ความเข้มข้น 0.5 มิลลิกรัมต่อลิตร
IMA ความเข้มข้น 4 มิลลิกรัมต่อลิตร ร่วมกับ
สารละลายเช้ือ A. tumefaciens สายพันธ์ุ AGLO 
มีพลาสมิด pBI121 โดยมียีน dfr เป็นเวลา 30 นาที 
ต้นอ่อนปทุมรัตน์ท่ีมีการแสดงออกของยีน gus มีมาก
ถึง 73.33 เปอร์เซ็นต์ และสามารถยืนยันการมีอยู่ของ
ยีนได้โดยการใช้ปฏิกิริยา PCR ซึ่งการศึกษาน้ีสามารถ
ทดสอบ และยืนยันการแสดงออกของยีน gus ได้ จาก
การศึกษาของ Buddharak (2010) รายงายการส่งถ่าย
ยีน gus เข้าสู่ช่อดอกย่อย (coinflorescense) ของ
ปทุมมาโดย A. tumefaciens สายพันธ์ุ AGLO 
ตร วจสอบผลกา รส่ ง ถ่ ายยี นด้ ว ย เ ทค นิค  GUS 
histochemical assay พบว่าเน้ือเยื่อช่อดอกย่อยของ
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primer จําเพาะต่อยีน gus M: DNA marker, P: positive 
5: transgenic plant (ลูกศรช้ีแถบท่ีปรากฏเป็นตําแหน่งของยีน gus 

A. 
ถ่าย

อาหารเหลว 
มิลลิกรัมต่อลิตร 

มิลลิกรัมต่อลิตร ร่วมกับ 
AGLO ท่ี

นาที 
มีมาก

และสามารถยืนยันการมีอยู่ของ
ซึ่งการศึกษาน้ีสามารถ

จาก
รายงายการส่งถ่าย

ของ
AGLO 
GUS 

พบว่าเน้ือเยื่อช่อดอกย่อยของ

ปทุมมาท่ีส่งถ่ายด้วยพลาสมิด pSCV1.6 เมื่อนํามา
ต ร ว จ ส อบพบก า ร เ กิ ด จุ ด สี นํ้ า เ งิ น  ( transient 
expression)  มี ก า ร แ ส ด ง อ อ ก ข อ ง ยี น  gus 65 
เปอร์เซ็นต์ ส่วนเน้ือเยื่อปทุมมาท่ีส่งถ่ายด้วยพลาสมิด 
pBI121 เมื่อตรวจสอบพบการเกิดจุดสีนํ้าเงินมีการ
แสดงออกของยีน gus 40 เปอร์เซ็นต์ ซึ่งเทคนิคการ
เลี้ยงเน้ือเยื่อร่วมกับเช้ือ น้ีมีการใช้ศึกษาการถ่ายยีนเข้า
สู่ใบแอปเป้ิล (Malus zumi Matsum.) โดยใช้ A. 
tumefaciens สายพันธ์ุ EHA105 ท่ีมีพลาสมิด 
pBI121 ท่ีระดับเข้มข้นของเช้ือแบคทีเรีย 1:10 และ
เขย่าร่วมกับใบนาน 10 นาที ก่อนนํามาเลี้ยงในอาหาร
เป็นเวลาต่าง ๆ กัน พบว่าเวลาท่ีใช้ในการเลี้ยงเน้ือเยื่อ
ร่วมกับเช้ือแบคทีเรียส่งผลต่อการกําจัดเช้ือออกจาก
เน้ือเยื่อ ซึ่งแม้ว่าการเลี้ยงเน้ือเยื่อร่วมกับเช้ือแบคทีเรีย
นาน 4 วัน ให้ผลการตรวจสอบการแสดงออกของยีน 
gus สูงสุดคือ 22 เปอร์เซ็นต์ แต่การใช้เวลาเลี้ยง



งานวิจัย วารสารวิทยาศาสตร์ มข. ปีท่ี 40 ฉบับท่ี 3 875 

 

 

เน้ือเยื่อร่วมกับเช้ือแบคทีเรียนาน 2 วัน ทําให้สามารถ
กําจัดเช้ือแบคทีเรียออกจากเน้ือเยื่อได้ดีกว่า (Xu et 
al., 2009) เช่นเดียวกับงานวิจัยของ Petri (2004) 
รายงานถึงการใช้สารละลายเช้ือ A. tumefaciens บ่ม
กับใบของอัลมอนด์ พบว่าการบ่มเป็นเวลานานกว่า 30 
นาที ไม่มีผลเพ่ิมความสามารถในการส่งถ่ายยีน แต่เพ่ิม
ปัญหาในการกําจัดแบคทีเรียภายหลังการส่งถ่ายยีน 
ดังน้ันในการศึกษาระยะเวลาในการเลี้ยงเน้ือเยื่อร่วมกับ
เช้ือแบคทีเรียท้ังระยะเวลาในการเขย่ารวมกับเช้ือ
แบคทีเรีย และระยะเวลาในการเลี้ยงบนอาหาร
เพาะ เลี้ ย ง ก่อน นํ ามา กํ าจั ด เ ช้ื อแบค ที เ รี ย จึ งมี
ความสําคัญ 
 

สรุป 
การเพาะเลี้ยงเน้ือเยื่อปทุมรัตน์โดยใช้สิ้นส่วน

ต้นอ่อน (retarded shoots) มาเพาะเลี้ยงบนสูตร
อาหาร MS พบว่าสูตรอาหารท่ีเหมาะท่ีสุดในการชักนํา
ให้เกิดต้นใหม่จํานวนมาก คือสูตรอาหาร MS ท่ีเติม 
TDZ ความเข้มข้น 0.5 มิลลิกรัมต่อลิตร ร่วมกับ IMA 
ความเข้มข้น 4 มิลลิกรัมต่อลิตร และสูตรอาหาร MS ท่ี
เติม TDZ ความเข้มข้น 0.5 มิลลิกรัมต่อลิตร ร่วมกับ 
IMA ความเข้มข้น 2 มิลลิกรัมต่อลิตร ให้ผลไม่แตกต่าง
กันทางสถิติ A. tumefaciens สายพันธ์ุ AGLO 
(pBI121) มีประสิทธิภาพในการส่งถ่ายยีนเข้าสู่ต้นอ่อน
ปทุมรัตน์โดยมีแสดงการออกของยีน gus ถึง 73.33 
เปอร์เซ็นต ์

 
เอกสารอ้างอิง 
ประสบ บุตรพลอย. (2543). การผลิตและการตลาดปทุมมาเพื่อ

ก า ร ส่ ง ออ ก ในภ าค เหนื อ ขอ งปร ะ เทศ ไทย . 
วิทยานิพนธ์วิทยาศาสตรมหาบัณฑิต. สาขาวิชา
ส่ง เส ริมการเกษตร.  มหาวิทยา ลัย เชี ยงใหม่ , 
เชียงใหม.่ 64 หน้า. 

เยาวลักษณ์ แลงทั่น. (2544). ปทุมมานอกฤดูและการเก็บรักษา
หัวพันธุ.์ กสิกร 74(5): 78-68. 

สุรวิช วรรณไกรโรจน.์ (2539). ผลของคุณภาพและการเก็บเกี่ยว
หัวพันธุ์ต่อการผลิตปทุมมา. รายงานการประชุมวิชา
ไม้ดอกไม้ประดับแห่งชาติ คร้ังที่ 2: 66-77. 

สุรวิช วรรณไกรโรจน์ . (2540). ปทุมมาและกระเจียว 
(Curcuma) ไม้ดอกไม้ประดับ. บริษัทอมรินทร์ต้ิง
แอนด์พับลิชชิ่ง จํากัด (มหาชน) กรุงเทพฯ. 83 หน้า. 

อรัญญา คัมภิรานนท.์ (2541). ปทุมมาทิวลิปแห่งสยาม. วารสาร 
ธ.ก.ส. 21(2): 41-51. 

Buddharak, P. (2010). Genetically modified plant with 
Agrobacterium tumefaciens: a tool for plant 
transformation. KKU Sci. J. 39(1): 14-27. 

Cheng, M., Lowe, B.A., Spencer, T.M., Ye, X.D. and 
Armstrong, C.L. (2004). Factors influencing 
Agrobacterium-medated transformation of 
monocotyledonous species. In Vitro Cell 
Dev Biol Plant. 40: 31-45. 

He, C., Zhang, J., Chen, J., Ye, X., Du, L., Zhao, H. and 
Dong, Y. (2007). Genetic transformation of 
Aloe barbadensis miller by Agrobacterium 
tumefaciens. Post. Biol. Tec. 34: L 1053-
1060. 

Ledger, S., Deroles, S. C. and Manson, D. G. (1997). 
Transformation of lisianthus (Eustoma 
grandiflorum). Plant Cell Rep. 16: 853-858. 

Lu, C. (1993). The use of thidiazuron in tissue culture. 
In Vitro Cell. Dev. Biol. 29: 92-96. 

Murashige, T. and Skoog, F. (1962). A revised medium 
for rapid growth and bio-assays with tobacco 
tissue cultures. Physiologia Plantarum 15: 
473-497. 

Petri, C. (2004). Factors affecting gene transfer 
efficiency to apricot leaves during early 
Agrobacterium mediated transformation 
step. J. Hort. Sci & Biotech. 79(5): 704-12. 

Spelt, C., Quattrocchio, F., Mol, J. N. M. and Koes, R. 
(2000). Anthocyanin l of petunia encodes a 



876  KKU Science Journal Volume 40 Number 3 Research 

 

 

basic helix-loop-helix protein that directly 
activates transcription of structural 
anthocyanin genes. Plant Cell 12: 1619-1631. 

Wang, Z. Y. and Ge, Y. (2005). Agrobacterium-mediated 
high efficiency transformation of tall fascus 
(Festuca arundinacea). Plant Physiol 162: 
103-113. 

Werbrouck, S.P.O. and Debergh, P.C. (1996). Imidazole 
fungicides and paclobutrazol enhance 
cytokinin induced adventitious shoot 
proliferation in Araceae. J. Plant Growth 
Regul. 15: 81-85.  

Xu, J., Wang, Y.Z., Yin, Y.H.X. and Liu, X.J. (2009). 
Efficient Agrobacterium tumefaciens-
mediated transformation of Malus zumi 
(Matsumura) Rehd using leaf explant 
regeneration system. Electronic Journal of 
Biotechnology 12: 1–8. 

Gao, C., Liu, J. and Nielsen. K. K. (2009). 
Agrobacterium-mediated transformation of 
meadow fascue (Festuca pratensis Huds.). 
Plant Cell Rep. 28: 1431-1437. 

 

����� 


