
บทที ่6 

การส่งถ่ายยนี chitinase สู่ออ้ยพนัธุ ์Phil 66-07  

 

 

1. บทน า 

 Chitinase เป็นเอนไซม์กลุ่มไฮโดรเลส มีบทบาทในการย่อยผนังเซลล์ของเช้ือราซ่ึงเป็น

สาเหตขุองโรคพืชหลายชนิดนอกจากน้ียังสามารถท าลายแมลงศัตรูพืชที่มีไคตินเป็นส่วนประกอบ

หลักอยู่ในทางเดินอาหารของแมลง ดังน้ันหากสามารถส่งถ่ายยีน chitinase เข้าสู่เน้ือเย่ืออ้อย กจ็ะ

ส่งผลให้อ้อยต้านทานต่อโรคและแมลงศัตรูอ้อย ซ่ึงจะช่วยลดการใช้สารก าจัดแมลง ท าให้ลด

ต้นทุนการผลิตและเพ่ิมขีดความสามารถในการแข่งขันด้านอุตสาหกรรมน ้าตาลในตลาดโลก 

ดังน้ันในการวิจัยคร้ังน้ีเพ่ือท าการศึกษาการส่งถ่ายยีน chitinase สู่แคลลัสอ้อยพันธุ์ Phil 66-07 

โดยใช้ A. tumefaciens สายพันธุ์ LBA4404 (pCAMBIA1305.1) ซ่ึงมีวัตถุประสงค์เพ่ือหา

ระยะเวลาที่เหมาะสมในการบ่มแคลลัสอ้อยร่วมกับ A. tumefaciens ส าหรับการถ่ายยีนโดยใช้

เคร่ือง particle bombardment ต้องศึกษาหา ระยะระหว่างจุดปล่อยกระสุนถึงเน้ือเย่ือเป้าหมาย 

และแรงดันของก๊าซฮีเลียมที่เหมาะสม เพ่ือเป็นข้อมูลพ้ืนฐานในการสร้างอ้อยแปลงพันธุ์ให้

ต้านทานต่อโรคและแมลงศัตรูอ้อย 

 

2. อุปกรณแ์ละวิธีการ 

การทดลองที ่1 ศึกษาการเจริญเติบโตของเช้ือ A. tumefaciens สายพนัธุ ์LBA4404 

(pCAMBIA 1305.1) 

 ท าการเพาะเล้ียงเช้ือ A. tumefaciens สายพันธุ ์LBA4404 (pCAMBIA 1305.1) ใน

อาหารเหลว LB ที่มีสารปฏชีิวนะกานามัยซิน 100 มก./ล. โดยใช้หัวเช้ือ 1 เปอร์เซน็ต์ บ่มบน

เคร่ืองเขย่าชนิด reciprocal shaker ความเรว็ 150 รอบต่อนาท ีที่อุณหภมิู 25±2 
o
C เป็นเวลา 32 

ช่ัวโมง น าอาหารเหลวมาวัดการเจริญเติบโตของเช้ือ A. tumefaciens โดยวัดค่า OD ที่ความยาว

คล่ืน 600   นาโนเมตร (OD600 ) ที่เวลาต่างๆคือ 0, 3, 6, 9, 12, 15, 18, 20, 22, 24, 26, 

28, 30 และ 32 ช่ัวโมง จากน้ันน าค่า OD600 ที่ได้ไปเขียนกราฟการเจริญเติบโตของเช้ือ A. 

tumefaciens   

การทดลองที ่2 ผลของซีโฟแทกซีมต่อการเจริญของเช้ือ A. tumefaciens สายพนัธุ ์

LBA4404 (pCAMBIA 1305.1) 

ท าการเล้ียงเช้ือ A. tumefaciens  สายพันธุ ์LBA4404 (pCAMBIA 1305.1) ในอาหาร

เหลว LB ที่มีกานามัยซิน 100 มก./ล. และเติมซีโฟแทกซีมความเข้มข้นต่างๆกนัคือ 0, 25, 50, 

75, 100, 125, 150 และ 175 มก./ล. บ่มบนเคร่ืองเขย่าด้วยความเรว็ 150 รอบต่อนาท ี ที่

อุณหภมูิห้อง เป็นเวลา 24 ช่ัวโมง ตรวจสอบผลการเจริญของเช้ือ A. tumefaciens โดยน าอาหาร
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เหลว LB มาวัดค่า OD600  เพ่ือตรวจสอบการเจริญของเช้ือ A. tumefaciens จากน้ันน าอาหาร

เหลวที่ได้มาเข่ีย (streak) บนอาหารแขง็ LB เพ่ือยืนยันผลการทดลอง โดยบ่มในอุณหภมูิ 28 
o
C 

เป็นเวลา 24 ช่ัวโมง บันทกึผลการเจริญของเช้ือ A. tumefaciens บนอาหารแขง็ โดยสงัเกตว่าเช้ือ

มีการเจริญบนอาหารแขง็หรือไม่ 

การทดลองที ่3 ศึกษาสภาวะทีเ่หมาะสมในการบ่มแคลลสัออ้ยร่วมกบัเช้ือ  

A.  tumefaciens สายพนัธุ ์LBA4404 (pCAMBIA 1305.1) 

 ท าการเล้ียงเช้ือ A. tumefaciens สายพันธุ ์ LBA4404 (pCAMBIA1305.1) ที่มียีน 

chitinaseในอาหารเหลว LB ที่มีกานามัยซิน 100 มก./ล. เขย่าบนเคร่ืองเขย่าด้วยความเรว็ 150 

รอบต่อนาท ีที่อุณหภมิู 28 
o
C เป็นเวลา  24    ช่ัวโมง วัดค่า OD600 เทา่กบั 1.0-1.5 จากน้ันบ่ม

แคลลัสอ้อยอายุ 4 สปัดาห์ ร่วมกบั Agrobacterium ที่เพาะเล้ียงในอาหารเหลว LB โดยบ่มที่เวลา 

0, 30, 60, 90 และ 120 นาท ีน าแคลลัสอ้อยมาซับเช้ือ Agrobacterium ออก ด้วยกระดาษทชิชู

ปลอดเช้ือ แล้วน าแคลลัสไปเพาะเล้ียงบนอาหารแขง็สตูรที่ชักน าให้เกดิแคลลัส น าไปเพาะเล้ียงใน

สภาพที่มีแสง 16 ช่ัวโมง/วัน ความเข้มแสง 40 µmol m
-2

s
-1

 อุณหภมูิ 25±2 
o
C เป็นเวลา 3 วัน 

จากน้ันก าจัดเช้ือ  Agrobacterium โดยการล้างแคลลัสอ้อยในน า้กล่ันปลอดเช้ือที่มีซีโฟแทกซีม 

500 มก./ล. 3 คร้ังๆละ 20 นาท ี ล้างด้วยน า้กล่ันปลอดเช้ือ 3 คร้ังๆละ 5 นาท ี       แล้วน า

แคลลัสอ้อยมาเพาะเล้ียงบนอาหารแขง็สตูรที่ชักน าให้เกิดแคลลัสที่มี ไฮโกรมัยซิน 25 มก./ล. 

และซีโฟแทกซีม 500     มก./ล. น าไปเพาะเล้ียงในสภาพที่มีแสง 16 ช่ัวโมง/วัน ความเข้มแสง 

40 µmol m
-2

s
-1

 อุณหภมูิ 25±2 
o
C เป็นเวลา 60 วัน สุ่มเลือกแคลลัสไปตรวจสอบผลของการส่ง

ถ่ายยีนโดยวิธี GUS assay  โดยน าแคลลัสที่บ่มร่วมกบั  Agrobacterium   เป็นระยะเวลา 0, 30, 

60, 90 และ 120 นาท ี  แช่ในสารละลาย x-gluc น าไปบ่มที่ตู้บ่มอุณหภมิู 37 
o
C เป็นเวลา 24 

ช่ัวโมง บันทกึผลการทดลองโดยสงัเกตสฟ้ีาที่เกิดข้ึนบนแคลลัส 

   การทดลองที่ 4 การส่งถ่ายยีน chitinase สู่แคลลสัออ้ยพนัธุ ์Phil 66-07 โดย ใช ้ 

                              เครือ่งยิงอนุภาค (particle bombardment) 

 ท าการส่งถ่ายยีนสู่แคลลัสอ้อย โดยใช้เคร่ือง particle bombardment รุ่น Biolistic PDS-

1000 / He particle deliver system (Bio-Rad) (ภาพที่ 41 และ 42) โดยใช้กระสนุทงัสเตน 

ขนาด 1.1 µm แปรผันระยะการยิง (ระยะทางระหว่างจุดปล่อยกระสนุกบัเน้ือเยื่อเป้าหมาย) 3 

ระยะคือ 6, 9 และ 12 ซม. ใช้ rupture disc ที่ทนแรงดันกา๊ซฮีเลียม 900 และ 1,100 ปอนด์/

ตารางน้ิว พลาสมิดที่ใช้คือ pCAMBIA 1305.1 ซ่ึงสกัดจาก A. tumefaciens สายพันธุ ์ LBA 

4404 (ภาพที่ 43 ) ที่มียีนchitinase (ภาพที่ 44) โดยมีขั้นตอนสกดั การล้าง และเคลือบกระสนุ 

ดังแสดงในภาคผนวก ค 
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     ภาพที ่41 เคร่ือง particle bombardment (Biolistic PDS-1000/He Diliver System)  

       ทีม่า: www.science.ru.nl/ instr/particlegun.html  

 

 
                   

          ภาพที่ 42 ลักษณะการท างานของเคร่ือง particle bombardment 

              ทีม่า: www.fisio.dipbsf.uninsubria.it/ scuola/biolistic.html 
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ภาพที ่43 แผนที่พลาสมิด pCAMBIA 1305.1 ขนาด 11846 bp ที่มีโปรโมเตอร์คือ 

CaMV35s promoter ยีนเคร่ืองหมายคือ nptII gene ต้านทานต่อกานามัยซิน และยีน 

hpt ต้านทานต่อไฮโกรมัยซิน ยีนรายงานผลคือ gus gene 

ทีม่า: เกศสคุนธ ์มณีวรรณ, 2548 

 

 

 
 

ภาพที ่44 แสดงส่วนของพลาสมิด pCAMBIA 1305.1 ที่มียีน chitinase 

ทีม่า: เกศสคุนธ ์มณีวรรณ, 2548 
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การทดลองที่ 4.1 การเปรียบเทียบแรงดนักา๊ซฮีเลียมทีใ่ชใ้นการส่งถ่ายยีน 

น าแคลลัสของอ้อยอายุ 4 สปัดาห์ มาวางบนอาหารสตูรชักน าให้เกดิแคลลัส ในจาน

เพาะเล้ียงขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 9 ซม. โดยให้แคลลัสอ้อยอยู่ตรงกลางของจานเพาะเล้ียงที่มี

เส้นผ่านศูนย์กลางประมาณ 3 ซม. ท าการส่งถ่ายยีนเข้าสู่แคลลัสของอ้อย ใช้ระยะห่างระหว่างจุด

ปล่อยกระสนุถึงเน้ือเยื่อเป้าหมาย เทา่กบั 9 ซม. rupture disc ขนาดทนแรงดันกา๊ซฮีเลียม 900 

และ 1,100 ปอนด์/ตารางน้ิว ภายหลังการยิงย้ายแคลลัสอ้อยไปวางบนอาหารสตูรชักน าให้เกดิ

แคลลัสเป็นเวลา 5 วัน  หลังจากน้ันย้ายแคลลัสอ้อยไปเพาะเล้ียงต่อบนอาหารที่มีไฮโกรมัยซิน 

25 มก./ล.   น าไปเพาะเล้ียงในสภาพที่มีแสง 16 ช่ัวโมง/วัน ความเข้มแสง 40 µmol m
-2

s
-1

 

อุณหภมู ิ25±2 
o
C เป็นเวลา 1 สปัดาห์ แล้วจึงย้ายไปเพาะเล้ียงในอาหารสตูรที่ชักน าให้เกดิต้นที่

เติมไฮโกรมัยซิน  50 มก./ล. คัดเลือกแคลลัสที่ต้านทานต่อไฮโกรมัยซินจ านวน 5 ช้ิน ไปท าการ

ตรวจสอบการแสดงออกของยีนโดยวิธี gus assay โดยน าแคลลัสมาแช่ในสารละลาย X-gluc 

น าไปบ่มที่อุณหภมูิ 37  
o
C เป็นเวลา 1 คืน ตรวจสอบสฟ้ีาที่เกดิข้ึนบนแคลลัสภายใต้กล้อง

จุลทรรศน์ 

การทดลองที่ 4.2 การเปรียบเทียบระยะทางระหว่างจุดปล่อยกระสุน (stopping   

                                  screen) ถงึเนื้ อเยือ่เป้าหมาย ( target tissue) 

น าแคลลัสของอ้อยที่มีอายุ 4 สปัดาห์ มาวางบนอาหารสตูรชักน าให้เกดิแคลลัส ในจาน

เพาะเล้ียงขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 9 ซม. ระยะห่างระหว่างจุดปล่อยกระสนุถึงเน้ือเย่ือเป้าหมาย 

3 ระยะคือ 6, 9 และ 12 ซม. ใช้แรงดันกา๊ซฮีเลียม เทา่กบั 900 ปอนด์/ตารางน้ิว ภายหลังการ

ยิง น าแคลลัสอ้อยไปเล้ียงบนอาหารชักน าให้เกดิแคลลัสเป็นเวลา 5 วัน หลังจากน้ันย้ายแคลลัส

อ้อยไปเพาะเล้ียงต่อบนอาหารที่มีไฮโกรมัยซิน 25 มก./ล.    น าไปเพาะเล้ียงในสภาพที่มีแสง 16 

ช่ัวโมง/วัน ความเข้มแสง 40 µmol m
-2

s
-1

 อุณหภมูิ 25±2 
o
C    เป็นเวลา 1 สปัดาห์ แล้วจึงย้าย

ไปเพาะเล้ียงในอาหารสตูรที่ชักน าให้เกดิต้นที่เติมไฮโกรมัยซิน 50 มก./ล. น าแคลลัสอ้อยที่

ต้านทานต่อไฮโกรมัยซิน   ไปตรวจสอบการแสดงออกของยีนโดยวิธี gus assay โดยน าแคลลัสมา

แช่ในสารละลาย X-gluc น าไปบ่มที่อุณหภมูิ 37 
o
C เป็นเวลา 1 คืน ตรวจสอบสฟ้ีาที่เกดิข้ึนบน

แคลลัสภายใต้กล้องจุลทรรศน์ 

การทดลองที ่5 การตรวจสอบการส่งถ่ายยีนในตน้อ่อนออ้ยทีไ่ดร้บัการส่งถ่ายยีน 

chitinase  

การทดลองที ่5.1 การตรวจสอบตน้อ่อนออ้ยทีไ่ดร้บัการส่งถ่ายยีน chitinase ดว้ยวิธี 

gusassay 

 ท าการคัดเลือกอ้อยแปลงพันธุท์ี่ผ่านการส่งถ่ายยีน ที่สามารถเจริญบนอาหารที่เติม 

ไฮโกรมัยซิน ท าการตัดใบของอ้อย แช่ใน 70% เอทานอล เพ่ือก าจัดคลอโรฟิลล์ออกจากใบอ้อย 

ท าการตรวจสอบการแสดงออกของยีน gus ด้วยวิธ ีgus assay  โดยน าใบอ้อยมาแช่ในสารละลาย 
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X-gluc น าไปบ่มที่อุณหภมูิ 37  
o
C เป็นเวลา 1 คืน ตรวจสอบสฟ้ีาที่เกดิข้ึนบนใบอ้อยภายใต้

กล้องจุลทรรศน์ คัดเลือกต้นที่มีการแสดงออกของยีนไปท าการศึกษาต่อไป 

การทดลองที ่5.2 การศึกษากายวิภาคศาสตรข์องตน้อ่อนออ้ยทีไ่ดร้บัการส่งถ่ายยีน 

chitinase 

 น าต้นอ้อยที่ผ่านการส่งถ่ายยีน  ที่สามารถเจริญบนอาหารที่เติมไฮโกรมัยซินและต้นอ้อย

ที่ไม่ผ่านการส่งถ่ายยีน โดยน าใบอ้อยมาแช่ในสารละลาย X-gluc น าไปบ่มที่อุณหภมูิ 37 
o
C เป็น

เวลา 1 คืน มาท าการตัดใบตามขวางด้วยใบมีดโกน ผนึกสไลด์ด้วยน า้กล่ัน  ตรวจสอบสฟ้ีาที่เกดิ 

ขึ้นภายในเซลล์ของใบอ้อย ภายใต้กล้องจุลทรรศน์ 

การทดลองที ่5.3 การตรวจสอบการสอดแทรกของยีน chitinase โดยเทคนคิ PCR  

             (Polymerase Chain Reaction) 

 ท าการสกดัดีเอน็เอจากใบอ้อยที่ไม่ผ่านการส่งถ่ายยีน    และที่ผ่านการส่งถ่ายยีนโดยใช้  

particle bombardment และมีการแสดงออกของยีน gus โดยมีขั้นตอนการสกดัดีเอน็เอดังแสดงใน

ภาคผนวก ค 

การเพิม่ปริมาณดีเอ็นเอโดยเทคนคิ PCR 

น าดีเอน็เอที่สกดัจากตัวอย่างอ้อยมาท าการเพ่ิมปริมาณดีเอน็เอโดยเทคนิค PCR โดยมี

ส่วนผสมของปฏกิริิยา PCR ในแต่ละหลอดดังตารางที่ 1 โดยมี primer ที่ใช้ตรวจสอบได้แก่ 

primer 35S, NOS และ chitinase  

ตารางที ่1 ส่วนผสมของปฏกิริิยา PCR ในแต่ละหลอด 

สารละลาย ปริมาตร/reaction (µl) ความเข้มข้นสดุท้าย 

1. 10x PCR buffer 2.5 1x 

2. 25 mM MgCl2 1.5 1.5 mM 

3. 10 mM dNTPs 2.5 0.32 mM 

4. น า้กล่ันปลอดเช้ือ 5.6 - 

5. primer 1 (5 pmol/µl) 5 1 pmol/µl 

6. primer 2 (5 pmol/µl) 5 1 pmol/µl 

7. Tag DNA polymerase (5 

unit/µl) 

0.4 0.08 unit 

8. DNA solution (200 ng/µl) 2.5 20 ng/l 

การใช้ Primer ในการทดลองแต่ละ reaction คือ ใช้ 35S คู่กบั anti – 35S ใช้ NOS คู่

กบั anti – NOS และใช้ chitinase (chi) คู่กบั anti-chi โดย primer ที่ใช้ในการทดลองมีล าดับ

เบสดังน้ี 

35S    มีล าดับเบสคือ 5 ' GCT CCT ACA AAT GCC ATC A 3 ' 
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anti – 35s    มีล าดับเบสคือ 5 ' GAT AGT GGG ATT GTG CGT CA 3 ' 

NOS            มีล าดับเบสคือ 5 ' GAA TCC TGT TGC CGG TCT TG 3 ' 

anti – NOS   มีล าดับเบสคือ 5 ' TTA TCC TAG TTT GCG CGC TA 3 ' 

chitinase       มีล าดับเบสคือ  5 ' CTC CAT CAT ATC CCC CTC 3 ' 

anti – chitinase  มีล าดับเบสคือ 5 ' ATC CAG AAC CAG AAC GCC 3 ' 

เมื่อเตรียมสารละลายในแต่ละหลอดครบ จากน้ันน าเข้าเคร่ืองเพ่ิมปริมาณดีเอน็เอ 

(DNA thermal cycle) โดยตั้งอุณหภมูิและจ านวนรอบดังน้ี 

ข้ันตอนที่ 1  predenaturation อุณหภมูิ 94 
o
C เป็นเวลา 3 นาท ี

ข้ันตอนที่ 2  ประกอบด้วย 3 ขั้นตอนย่อย ดังน้ี 

- denaturation อุณหภมูิ 94 
o
C เป็นเวลา 20 วินาท ีเพ่ือให้ดีเอน็เอคลายเกลียวออกจาก

กนั 

- annealing อุณหภมูิ 55 
o
C ส าหรับ primer 35S และ NOS และอุณหภมูิ 60 

o
C 

ส าหรับ primer chitinase เป็นเวลา 40 วินาท ีเพ่ือให้ primer เข้าจับดีเอน็เอสายเด่ียว 

- extension อุณหภมูิ 72 
o
C เป็นเวลา 1 นาท ีเพ่ือให้ Taq DNA polymerase ท า

ปฏกิริิยา สร้างดีเอน็เอสายที่เข้าคู่กนั 

ข้ันตอนที่ 3 – final extension อุณหภมูิ 72 
o
C เป็นเวลา 3 นาท ี

ในข้ันตอนที่ 2 ท าซ า้ 40 รอบ ส าหรับ primer 35S และ NOS และ 30 รอบ ส าหรับ 

primer chitinase ในข้ันตอนที่ 1 และ 3 ท า 1 รอบ หลังจากน้ันตรวจดีเอน็เอที่ได้จากการท า PCR 

โดยวิธี agarose gel electrophoresis โดยความเข้มข้นของ agarose เทา่กบั 1.5 % 

 

การทดลองที ่6 การตรวจสอบการแสดงออกของยีน chitinase โดยเทคนคิ RT-PCR 

(Reverse Transcriptase Polymerase Chain Reaction) 

การตรวจสอบการแสดงออกของยีนในอ้อยที่ได้รับการส่งถ่ายยีนและอ้อยที่ไม่ได้รับการส่ง

ถ่ายยีนมีการทดลองแบ่งออกเป็นขั้นตอนต่อไปนี้  

การสกดัอารเ์อ็นเอทั้งหมด (total RNA) 

1. ช่ังตัวอย่างพืช 0.1 กรัม บดในโกร่งปลอดเช้ือโดยใช้ไนโตรเจนเหลว จนเป็นผงละเอยีด 

 2. เทตัวอย่างพืชที่บดอย่างละเอียดลงในหลอด microcentrifuge tube ขนาด 1.5 มล. แล้ว

เติม RLT buffer ปริมาตร 450 µl  

3.  น าหลอดไปอุ่นที่อุณหภมิู 56 
o
C นาน 3 นาท ีจากน้ันน าหลอดไปป่ันเหว่ียงที่ 13,000 

รอบต่อนาท ีเป็นเวลา 2 นาท ีจากน้ันดูดของเหลวด้านบนใส่หลอดใหม่  

4. เติม 100% เอทานอล 0.5 เทา่ ของปริมาตรเดิม แล้วใช้ปิเปตดูดของเหลวขึ้นลง 

5. ย้ายของเหลวไปใส่ลงในหลอด RNeasy spin column แล้วปิดฝาเบาๆ น าหลอดไปป่ัน

เหว่ียงที่ 13,000 รอบต่อนาท ีเป็นเวลา 15 วินาท ี
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6. เทสารละลายที่ตกลงไปที่หลอดด้านล่างทิ้งไป แล้วน าหลอดสวมกลับเข้าเหมือนเดิม 

7. เติม RW1 buffer ปริมาตร 700 µl ลงในหลอด RNeasy spin column น าหลอดไปป่ัน

เหว่ียงที่ 13,000 รอบต่อนาท ีเป็นเวลา 15 วินาท ี แล้วเทสารละลายที่ตกลงไปที่หลอดด้านล่าง

ทิ้งไป แล้วน าหลอดสวมกลับเข้าเหมือนเดิม 

8. เติม RPE buffer ปริมาตร 500 µl ลงในหลอด RNeasy spin column น าหลอดไปป่ัน

เหว่ียงที่ 13,000 รอบต่อนาท ีเป็นเวลา 15 วินาท ี แล้วเทสารละลายที่ตกลงไปที่หลอดด้านล่าง

ทิ้งไป แล้วน าหลอดสวมกลับเข้าเหมือนเดิม 

9. เติม RPE buffer ปริมาตร 500 µl ลงในหลอด RNeasy spin column น าหลอดไปป่ัน

เหว่ียงที่ 13,000 รอบต่อนาท ีเป็นเวลา 2 นาท ี แล้วเทสารละลายที่ตกลงไปที่หลอดด้านล่างทิ้ง

ไป แล้วน าหลอดสวมกลับเข้าเหมือนเดิม 

      10.น าหลอด RNeasy spin column น าหลอดไปป่ันเหว่ียงที่ 13,000 รอบต่อนาท ีเป็นเวลา 

1นาท ีแล้วน าหลอดที่มีสารละลายที่ตกลงด้านล่างทิ้งไป 

      11.น า RNeasy spin column สวมเข้ากับหลอด microcentrifuge tube ขนาด 1.5 มล. ที่ตัด

ฝาแล้ว จากน้ันเติม RNase-free water 30 µl ลงใน spin column membrane ปิดฝาเบาๆ น า

หลอดไปป่ันเหว่ียงที่ 13,000 รอบต่อนาท ีเป็นเวลา 5 นาท ี 

     12. เกบ็ RNA ที่ -80 
o
C  

13. วัดปริมาณอาร์เอน็เอ โดยน าสารละลายดีเอน็เอมา 5 µl เติมน า้กล่ัน 995 µl วัดค่า OD 

ที่ความยาวคล่ืน 260 และ 280 นาโนเมตร (A260 และ A280) โดยใช้น า้กล่ันเป็น blank 

14. ค านวณปริมาณดีเอน็เอโดยใช้สตูร 

RNA concentration (µg/ml) =A260x 40 µg / ml x dilution factor 

การก าจัดดีเอ็นเอ 

1. น า RNA ปริมาตร 1.12 µl มาใส่หลอด microcentrifuge tube ขนาด 1 มล. แล้วเติม 

RNase-free water ปริมาตร 6.88 µl  

2. เติม RNase-free DNase 1 µl  

3. เติม 10x reaction buffer 1 µl  

4. จากน้ันน าหลอดไปบ่มที่อุณหภมิู 37 
o
C นาน 30 นาท ี

การสงัเคราะห ์cDNA สายเดีย่ว 

1. น า RNA ที่ผ่านการก าจัดดีเอน็เอ มาแบ่งใส่หลอด microcentrifuge tube ขนาด 0.2 มล.   

หลอดละ 4 µl จ านวน 2 หลอด (ส าหรับหลอดที่เติมและไม่เติมเอนไซม์ reverse 

transcriptase 

2. เติม oligodT primer หลอดละ 1 ul 

3. น าเข้าเคร่ือง PCR โดยตั้งอุณหภมูแิละเวลาดังน้ี 

ข้ันตอนที่ 1  อุณหภมูิ 70 
o
C นาน 5 นาท ี
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ข้ันตอนที่ 2  อุณหภมูิ 4 
o
C นาน 5 นาท ี 

4. เกบ็ ไว้ที่อุณหภมิู 4 
o
C  

5. เตรียมสารท าปฏกิริิยา Reverse Transcriptase (RT) ประกอบด้วยส่วนประกอบดังน้ี 

 

ส่วนประกอบ หลอดที่เติม RT หลอดที่ไม่เติม RT 

RNase-free water 

5x Reaction buffer 

25 mM MgCl2 

10 mM dNTPs 

Rnase inhibitor (40 unit/ ul) 

Reverse transcriptase enzyme  

6.1 ul 

4.0 ul 

2.4 ul 

1.0 ul 

0.5 ul 

1.0 ul 

7.1 ul 

4.0 ul 

2.4 ul 

1.0 ul 

0.5 ul 

- 

ปริมาตรรวม 15 ul 15 ul 

  

6. จากน้ันดูด RNA  ที่เตรียมไว้มาใส่หลอดที่เติม RT และไม่เติม RT   

7. น าเข้าเคร่ือง PCR โดยตั้งอุณหภมูแิละเวลาดังน้ี 

ข้ันตอนที่ 1  อุณหภมูิ 25 
o
C นาน 5 นาท ี

ข้ันตอนที่ 2  อุณหภมูิ 42 
o
C นาน 60 นาท ี 

ข้ันตอนที่ 3  อุณหภมูิ 70 
o
C นาน 15 นาท ี 

8. เกบ็ cDNA ไว้ที่อุณหภมิู -20 
o
C  

การสงัเคราะหย์ีน chitinase  และ TPI (Housekeeping gene)  

1. น า cDNA สายเด่ียวที่ได้มาท าการสงัเคราะห์ cDNA คู่ผสม โดยเทคนิค PCR โดยมี

ส่วนผสมของปฏกิริิยา PCR ในแต่ละหลอดดังตารางที่ 1 โดยใช้ไพรเมอร์ chitinase และ TPI ใน

การตรวจสอบการแสดงออกของยีน chitinase และ TPI ซ่ึงไพรเมอร์ที่ใช้ในการทดลองมีล าดับ

เบสดังน้ี 

chitinase        มีล าดับเบสคือ 5 ' CTC CAT CAT ATC CCC CTC 3 ' 

anti-chitinase  มีล าดับเบสคือ 5 ' ATC CAG AAC CAG AAC GCC 3 ' 

TPI          มีล าดับเบสคือ  5 ' CAA TGA CTG GAG CAA CGT AG 3 ' 

anti-TPI        มีล าดับเบสคือ 5 ' GTA ACA GAG CCT CCG TAG AT 3 ' 
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2. น าส่วนผสมของปฏกิริิยา PCR ในแต่ละหลอดเข้าเคร่ือง PCR โดยตั้งอุณหภมูิและเวลา

ดังน้ี 

ข้ันตอนที่ 1  Predenaturation อุณหภมูิ 94 
o
C เป็นเวลา 3 นาท ี

ข้ันตอนที่ 2  Denaturation อุณหภมู ิ94 
o
C เป็นเวลา 20 วินาท ี 

              Annealing อุณหภมู ิ60 
o
C เป็นเวลา 40 วินาท ี 

           Extension อุณหภมู ิ72 
o
C เป็นเวลา 1 นาท ี 

ข้ันตอนที่ 3  Final extension อุณหภมูิ 72 
o
C เป็นเวลา 3 นาท ี 

 ในข้ันตอนที่ 2 ท าซ า้ 30 รอบ ข้ันตอนที่ 1 และ 3 ท า 1 รอบ จากน้ันน าดีเอน็เอที่ได้จาก

ปฏกิริิยามาตรวจสอบการเพ่ิมปริมาณดีเอน็เอโดยวิธี Agarose gel elctrophoresis โดยใช้ความ

เข้มข้นของ Agarose gel 1.5 % และย้อมด้วย Ethidium bromide  ตรวจผลภายใต้เคร่ือง UV 

visible  
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3. ผลการทดลอง 

ผลการทดลองที ่1 ศึกษาการเจริญเติบโตของเช้ือ A. tumefaciens สายพนัธุ ์

LBA4404 (pCAMBIA 1305.1) 

จากการเล้ียง A. tumefaciens สายพันธุ์ LBA 4404 pCAMBIA 1305.1 (ที่มียีน 

chitinase) ที่เพาะเล้ียงในอาหารเหลว LB ที่มีสารปฏชีิวนะกานามัยซิน 100 มก./ล. เขย่าบน

เคร่ืองเขย่าด้วย ความเรว็ 150 รอบต่อนาท ี อุณหภมูิ 28 
o
C เป็นเวลา 32 ช่ัวโมง วัดการ

เจริญเติบโตของ A. tumefaciens โดยวัดความขุ่น ที่ความยาวคล่ืน 600 nm  (OD600) พบว่าเช้ือ 

A. tumefaciens มีการเจริญอย่างช้าๆ ในช่วง 0-9 ช่ัวโมงซ่ึงเป็นระยะ lag phase มีค่า OD600 

เทา่กบั 0.01-0.10 และมีการเจริญเข้าสู่ระยะ log phase ในช่ัวโมงที่ 12 โดยพบว่ามีอตัราการ

เจริญสงูสดุในช่วงเวลา 24 - 30 ช่ัวโมง มีค่า OD600 เทา่กบั 1.15-1.72 หลังจากน้ันจึงเข้าสู่ 

stationary phase การเจริญของเช้ือช้าลงแล้วคงที่ (ภาพที่ 45) 

 

0
0.2
0.4
0.6
0.8

1
1.2
1.4
1.6
1.8

2

0 3 6 9 12 15 18 20 22 24 26 28 30 32

อายุของ A. tumefaciens (ชม.)

O
D

 6
0

0
 n

m

 
  

ภาพที่ 45 การเจริญของ A. tumefaciens สายพันธุ์ LBA4404 (pCAMBIA 1305.1) ที่   

  เพาะเล้ียงในอาหารเหลว LB ที่ระยะเวลาการเพาะเล้ียงต่างๆ 
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ผลการทดลองที ่2 ผลของซีโฟแทกซีมต่อการเจริญของเช้ือ A. tumefaciens  สาย

พนัธุ ์LBA4404 (pCAMBIA 1305.1) 

จากการศึกษาอทิธพิลของซีโฟแทกซีมต่อการเจริญของ A. tumefaciens  สายพันธุ์ 

LBA4404 (pCAMBIA 1305.1) ในอาหารเหลว LB เป็นเวลา 24 ช่ัวโมง พบว่าในอาหารเหลว 

LB ที่ไม่เติมซีโฟแทกซีมเช้ือ Agrobacterium สามารถเจริญได้ปกติโดยวัดค่า OD600 เทา่กบั 

1.275 แต่เมื่อเติมซีโฟแทกซีมลงในอาหารพบว่าสามารถก าจัดเช้ือ Agrobacterium โดยอาหาร

เหลวที่เติมซีโฟแทกซีมความเข้มข้น 25 มก./ล. มีค่า OD600 เทา่กบั 0.016  อาหารมีลักษณะ

ค่อนข้างใส และในอาหารเหลวที่เติมซีโฟแทกซีมความเข้มข้น 50, 75, 100, 125, 150 และ 

175  มก./ล. มีค่า OD600 เทา่กบั 0.013, 0.011, 0.010, 0.009, 0.009 และ 0.007 

ตามล าดับ (ภาพที่ 46) เมื่อน าเช้ือ Agrobacterium มาตรวจสอบการเจริญโดยการเข่ียเช้ือลงบน

อาหารแขง็ LB พบว่ามีการเจริญของเช้ือ Agrobacterium บนอาหารแขง็ LB ที่ไม่เติมซีโฟแทกซีม 

ลักษณะโคโลนีของเช้ือมีลักษณะเป็นสขีาว แต่ในอาหารแขง็ LB ที่เติมซีโฟแทกซีมความเข้มข้น

ต่างๆ ไม่มีการเจริญของเช้ือ  Agrobacterium เกดิข้ึนเลย (ภาพที่ 47) 
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ภาพที ่46 การวัดค่า OD600 เปรียบเทยีบการเจริญของ A. tumefaciens สายพันธุ ์LBA4404  

(pCAMBIA 1305.1) ในอาหารเหลว LB ที่เติมซีโฟแทกซีมความเข้มข้นต่างๆ 

              เป็นเวลา 24 ช่ัวโมง 


