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Transformation Efficiency of Glutinous Rice cv. Niaw Sanpahtawng 
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��!�����
%��
��&�-/1
%��
��&��2�4�$!���
$�����&
,��;	�����������,-�.��4��� *"�
&$+�	

������+��4������
%��
��&�*�"$�&�-/���� !�$�����&
��8 ��$+������������,-�.����$����	�

�� ��
�����

9���
��������$
����6����,��
%��������%�&'���9&�
"���*9""&� �'�	� +q����&
I��,��9���
������ 50 

��""���&�4	�"�4� 
%��������%�&'!6�!����9&�
"���*9""&�,��+���&'����	�

�� ��������8 +�����������	$

�	�

����	����
%��
���

6�8�����*'9,�
��
� ��
�&�-/1 AGL1 ,���� binary vector pCAMBIA1303 ��
!6���-�

,���&�*�"$�������	�

��!�����
%��
��&�-/1 �� 6 �'�	� 6	�$
�"�,��
%��������%�&'���'	�*9""&�!�

���"�"�
����*'9,�
��
� 9�� 15 ��,� ��
!%�*9""&�,��4���
�+q����&
I����$��$ 54.37 
���1
I#�41 I��$��$

��	�!���
$��,��;	���������? 35 
���1
I#�41 *9""&�,��4���
�+q����&
I�� �����*��$�����$
�� 

gusA *"��������&J��
���4��+�� ��������
9���%14������!����&'��
"�/"���

,9��9��I����1 ��
!6�����

�����
�#�
�,����&����!'���� *"�!6�+��
���1,�����
���4	�
�� gusA *"� hptII �'�	� �����*,����$
��!�

�������$4�������&�*�"$�&�-/���� ���;"������&
��8*��$!%�
%#��	�����������$4������
%��
��&��2�4�$

�&�*�"$�&�-/���� *"���������&'��/$�&�-/1����
%��
��&��2�4�$���

,9��9�&�-/��������!����94+�� 
 

Abstract 
 

Transformation efficiency of glutinous rice cv. Niaw Sanpahtawng has remained low and 

transgenic plants have not yet been obtained. The objective of this research was to study the 

effects of certain factors on rice transformation to improve transformation efficiency. It was found 

that the antibiotic hygromycin concentration for selection of transformed Niaw Sanpahtawng calli 

was 50 mg/l which inhibited growth of untransformed calli about 92%.  Agrobacterium-mediated 

transformation was performed using A. tumefaciens AGL1 harboring binary vector pCAMBIA1303 

according to the modified method of transformation of RD 6.  The infection time of 15 min 

produced the highest percentage (54.37%) of hygromycin-resistant calli that was about 35% higher 

than previously reported. PCR analysis of leaf genomic DNA from transformed plants was 

conducted using primers specific to gusA and hptII genes. The result indicated that the hptII and 

gusA genes were integrated into the rice genome.  The first transgenic Niaw Sanpahtawng was 

grown in the greenhouse. Overall, this research provided the promising result for future 

improvement of Niaw Sanpahtawng rice variety by genetic engineering.   

Key words:  transformation, binary vector, PCR, transgenic plant 
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 ����
%��
�,����
�'���.9
�����%��%"&�!�.�9
%���*"�4��&����
W�
$
%���  ��
����
%��
�

�&�-/1
%��
��&��2�4�$
�������
%��
�,���"�����
����&��&'�����$.�9
%��� *"�
�������,����"&��?�,���� 

9/?.������&����� ,��%/$4���	���/	� �8��%�&�
�"#��� ��
!%�;";"�4
W"��
4	�+�	��$ ���%�	�
+����9� 
��4���

��$��
��"���&���� *4	����
%��
��&��2�4�$
�������+�4	�6	�$*�$ �"��+��
W���!�������P
,	��&8�  (�����

,�"�$�����&��2�4�$, 2547)  

 �����&'��/$�&�-/1������
���9&�
"���%"&$���;�������&�-/1*''�&8$
��� !6�
�"����%"�
�P ��	�

��9&�
"���+���&�-/1!%�	,����+�� ������
��
,9��9,�$�&�-/�������� ��!6�!������&'��/$�&�-/1����
��������-�

%���$
����,����"���
�
�"���$�����&'��/$�&�-/1!%��&8�"$ *"�+��"&��?�4��,��4��$�����
+�	
������

��5
��
"&��?�,������$*4	"��&�-/1+� I��$
,9��9�&�-/��������,�������!6�!������&'��/$�&�-/1�����	��!%5	 

+��*�	 ���!6�
9����$
�$��/.�9  *"�����	�

����
!6�*'9,�
��
����*'9,�
��
� 

 ����	�

����
!6�����*'9,�
��
� 
�����-�����	�

����
!6���%�
���4&��"�$!�������
��
�����	


I""1��6 .�
!�*'9,�
��
����
�#�
�,��
����$%����"����� Ti (tumor inducing plasmid) 
���4&�6&����!%�
���

����	$�	�

�� '� Ti plasmid  I��$
����	����$��
�#�
�,��
��
��	� T-DNA ������	$���*'9,�
��

���+�!�

���
9"�
���$
I""1��6 *"�����4&�
����&'�9����I���6 (�%���,
�"&

��4����4�1, 2546) 

 ���!6�����*'9,�
��
�������� 9�� ���%
&� 
����$���+�	!6�
9����$���*"��&��/,������9�*�$  ,��!%�

�����!�����	�

�� ���,&8$ ��
�#�
�,���	�
,��
���+�������&�
��
$4&�!%�	���
  *"�
��,���	�

���+��&8�

�������	�
,����	�/	�4	�+�+���
	�$
���
� (Hiei et al., 1997) 

 9������
�#�!�����	�

����8��&'����&
���9&5%"�
������ +��*�	 ���6&����!%�
���*9""&�,���� 

�����,-�.��!����6&����!%�*9""&�
���5
���4��  �����$�.���!�����	�

�� (Hiei et al., 1997) �&$�&8� !�

$�����&
��8 ���&4�/����$91
���������9���
��������$+q����&
I��,��
%�����!����9&�
"���*9""&� *"���
�
�"�

��$���'	�*9""&��&'
6�8�����*'9,�
��
� 
����
���������,-�.��!�����	�

����$����
%��
��&��2�4�$ 
 

�����@(#�������	� 
 

�	�$�	�$��7�
#*��"�  

 ���
�"#�*�	��$����
%��
��&��2�4�$��"��
�"������ *"��,�����M���	�
6�8����
�I
��
�       

+q��9"�+�,1 10% ��$
�"#�����'���%����4� N6D ,���������?���"�� 2.88 �./". *"� 2,4-D 2 ��./". 
"�8
$

!�,����� �/?%.��� 28 �$��
I"
I�
� 
���
�"� 4 �&���%1 
����6&����!%�
���*9""&� %"&$����&8� ,�����
��


*9""&���
/ 4 �&���%1 "$��%��!%�	��4� N6D 
���
�"� 3 �&� 
����
4��
����%�&',������	�

�� 

 

�	�'\�/	���%	@�	�^�,����!_+��%"�`��
��$6%	��%����	�*"�$�:��#*��"�
��!���"���� 


��
*9""&�,��
���
"�8
$ 4 �&���%1 "$'���%��9&�
"�����4� N6D ,����
����6����9���
���������&'

4	�$w �&� 9�� 20, 30, 40 *"� 50 ��./". ��

"�8
$,���/?%.��� 28 �$��
I"
I�
� !�,����� 
���
�"� 2 �&���%1 
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�	���	����+���,�$,:7��+��#�*
�$���% 

,������	�

����
��-�,���&�*�"$��� Pipatpanukul et al. (2004) ��
"�"�

6�8�����*'9,�
��
� 

"$!���%��
%"� LB ,��
4��
����6���������&
I�� 50 ��./". !%���9	��������"��*�$,��9���
��9"��� 600 

����
�4� 
,	��&' 0.1 - 0.5 *"��
4�� acetosyringone 100 +��9���"��1 ,�8$+�������? 2 6&����$ ���*9""&�,��


4��
�+��*"��'	��	���&'���"�"�
����*'9,�
��
�,���/?%.���%��$ 
���
�"� 5, 10 *"� 15 ��,� *"��
��


*9""&���$'���%��*�#$��4�  2N6 - AS  
����,�����
���
"�8
$�	���&���$
6�8�����*'9,�
��
�*"�*9""&� 

��� 3 �&� !�,����� �/?%.��� 28 �$��
I"
I�
� %"&$����&8� "��$*9""&� *"��
��
"$'���%��9&�
"���,����
�

���6����+q����&
I��,��
%����� *"��
��
*9""&�,��4���,��
�+q����&
I��"$��%����4� MS ,���� NAA 0.2 

��./". *"� Kinetin 2 ��./". 
����6&����!%�
���4��  

 

�	�
�����	�#��
�����
��� gusA 

 ���*9""&�'�$�	��,��
���5'���%��9&�
"���,����
�+q����&
I�� *"�6�8��	��!'��$4������ ��

,���'����	�

�� ��
'	��	���&'���"�"�
 X-gluc (5-bromo-4-chloro-3-indolyl glucuronide) ,��

�/?%.��� 37 �$��
I"
I�
� 
���
�"� 1–24 6&����$ *9""&�,�������*��$�����$
�� gusA ������$
��+I�1  

�-glucuronidase *"��
�"��
� X-gluc !%�+�������MO� 

 

�	���"���+�%����$�&�$� 

 ���!'���������? 100 ��""���&� ����&����������
�#�
���
��-�,���&�*�"$��� Hwang and Kim 

(2000) ��
'�!'����!�+��4�
��
%"� ����&8� 
4�����"�"�
 mCTAB (CTAB 2%, NaCl 1.4 ��"��1, Tris-

HCl 100 ��""���"��1 pH 8.0, EDTA 50 ��""���"��1, PVP 1%, sodium metabisulfile 0.5%, �-

mercaptoethanol 1%) ����&8�'	�,���/?%.��� 65 �$��
I"
I�
� ��� 10 ��,� ����
%���
$ 
�#'�	��!�+�� *"��
4��

9"���M��1�
��������&����4��   ����&8�����
%���
$
����*
�6&8��8��  *"��
4�� absolute ethanol  
����4�4����       

��
�#�
� 

�	���$*�	�6(��$�&�$��������	�+��$
*��*��`��	�(  

4�����'����,��+���&'����	�

�� ��

,9��9��I����1!��������
� 50 +��9�"�4� �����'���
������� 

��
�#�
� 200 ������&�, 1X PCR buffer, MgCl2 2 ��""���"��1, dNTP 0.2 ��""���"��1, +��
���1 25 ���9��" 

*"� Taq DNA polymerase (Fermentas) 1.25 %�	�
 ��
!6�+��
���1 2 9�	 �&$��8 9�	,�� 1 9�� FgusA-1 (Biobasic) 

5’-TGA AGA TGC GGA CTT ACG TG-3’ *"� RgusA-1 (Biobasic) 5’-GGC ACA GCA CAT CAA AGA GA-3’ 

9�	,�� 2 9�� FhptII (BSU) 5’-CTT GAC ATT GGG GAG TTT AGC GAG A-3’ *"� RhptII (BSU) 5’-ATC GGC 

GAG TAC TTC TAC ACA GCC A-3’ 

+��
���19�	,�� 1 ���
���4	� 
�� gusA +��
���19�	,�� 2 ���
���4	�
�� hptII I��$��+��*�'��
�#�
�����  

500 *"� 750 9�	
'� 4��"���&' �.�����$��I����1 
9����$ PTC-100 Thermal Cycler (MJ Research) ,��!6� 9�� 

95 �$��
I"
I�
� ��� 3 ��,� ����&8�
�����	 94 �$��
I"
I�
� ��� 1 ��,� (Denaturation) 55 �$��
I"
I�
� 

��� 1 ��,� (Annealing) *"� 72 �$��
I"
I�
� ��� 1 ��,� (Extension) ��
,��I8�������� 35 ��' ��$
�����	 

72 �$��
I"
I�
� ��� 10 ��,� ����&8���
9���%1;"��$��I����1 ��

,9��9 agarose gel electrophoresis  
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*�	%$��%�����
�	�^�,����!_+��%"�`��
��$6%	��%����	�*"�$�:��#*��"� 

!��&8�4������	�

�� ��4��$,�����9&�
"���*9""&�,��+���&'
��������*9""&�,��+�	+���&'
�� ��


���&
9/?��'&4����4���
����6������$*9""&�,��+���&'
�� �&$�&8� ��$+��,���'9���
��������$
����6����,��

������
&'
&8$���
���5
4�'�4��$*9""&�,��+�	+���&'����	�

�� 
����!6�
���9���
������,��
%�����!����

9&�
"���*9""&�,��+���&'
�� 


����
��
*9""&���$����
%��
��&��2�4�$,��
"�8
$'���%����4� N6D 
���
�"� 4 �&���%1 ��

,���'%�9���
��������$
����6����+q����&
I�� ��
�������$'���%��9&�
"���,����9���
������

��$+q����&
I��4	�$w �&� 
���
�"� 2 �&���%1 �'�	� +q����&
I��,��9���
������ 50 ��./".,��!%�*9""&�,��

+�	+���&'
��+�	
���5
4�'�4��$ 92 
���1
I#�41 �&$�&8� ��$
���9���
������,��
%�����,����!6�9&�
"���*9""&�

��$����
%��
��&��2�4�$,��+���&'
��*"�4���,��4	�
�+q����&
I�� (4���$,�� 1 *"�.��,�� 1) *9""&���$����


%��
��&��2�4�$ ������4���,��
����6����+q����&
I��+��!����&',����$ 
����
���
'
,�
'�&' �� 6 *"�����

5���/2��&�-/1 Kitaake I��$
�+q����&
I��,��
%��������%�&'���9&�
"���*9""&�,��+���&'
�� 9�� 15 ��./". (6	�

,��� *"�9?�, 2548�) *"� 30 ��./". (Sakulsingharoj et al., 2004) 4��"���&' ��
%#�+���	�����*4	"��&�-/1

,�4	����&'
�4	�$w �&� !�������������	�

�� 9�������9���
%�������$���&'
����6���� �	��,����,��

����	�

�� 
 

�	�	

�� 1 9���
��������$
�+q����&
I��,����;"4	����
���5��$*9""&���$����
%��
��&��2�4�$ 
 
 

   
1/9	�
W"��
.�
!�9�"&��1,����4&��&���
%�����&� +�	*4�4	�$�&�,�$���4� ,�����&'9���
6����&�� 99 
���1
I#�41  

  (
���
'
,�
',�$���4����
��-� DMRT) 
 

 

 

 

*�	%$��%�����
�	!_+��%"�`�� 

(%�./�.) 

�;	���#*��"�

$���%��� 

�;	���#*��"�


��$���<!�� 

$���($`&��(#*��"�
��$���<

!�����	6	�*"�$�:��1/ 

20 61 54 88.61
a
 

30 61 47 77.05
ab

 

40 59 41 69.49
b
 

50 48 4 8.33
c
 

 F-test  ** 

 CV(%)  10.30 
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�	�
�� 1 "&��?�*9""&�,��
���5'���%��9&�
"���,����9���
��������$
����6����+q����&
I��4	�$w �&� 
 

����$��	�;	6�"��	���%#*��"����	����	��+��#�*
�$���% 

����	�

��!�����
%��
��&��2�4�$��
��-�,���&�*�"$�������	�

��!�����5���/2� (Toki, 1997) I��$

��
$����
6	�,��� *"�9?� (2548�) �������,-�.��4��� *"�
����4���4������,��+���&'����	�

�� +�	�'


��
9����$%��
*"�
����
$��;"!������ ��$+��,�����,�"�$%��.���,��
%����� 
����
���������,-�.��

!�����	�

�� ��
��-�,���&�*�"$�������	�

��!�����
%��
� �� 6 (Pipatpanukul et al., 2004; 6	�,���

*"�9?�, 2548�) I��$4	�$���
���,����4���%��*"����
4��
�
6�8�����*'9,�
��
� �'�	� ��
�
�"�,��!6�'	�

*9""&��	���&'
6�8�����*'9,�
��
�,��
%�����,���/� 9�� 15 ��,�    
����$���!%�
���1
I#�41*9""&�,��4���


�+q����&
I����$��$ 54.37 
���1
I#�41 (4���$,�� 2 *"�.��,�� 2)  I��$��$��	���-���$6	�,��� *"�9?� 

(2548�) I��$!%�*9""&�,��4���
�+q����&
I�� 40.38 
���1
I#�41   

%"&$���
���
"�8
$*9""&�'���%��9&�
"���
���
�"� 2 �&���%1 +���/	�*9""&���,���'���

*��$�����$
�� gusA  �'�	� *9""&�������
�����MO� *��$�	� *9""&�+���&'
��,���	�

���+� 

 

 

�	�	

�� 2   ��,-��"��$��
�
�"����'	�*9""&��	���&'���"�"�
����*'9,�
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