
บทท่ี 3
อุปกรณและวิธีการวิจัย

3.1 วัสดุและอุปกรณ

1. เคร่ืองแกวตางๆ ไดแก ขวดแกวขนาด 8 ออนซ กระบอกตวง บีกเกอร ปเปต
2. มีดผาตัด
3. ปากคีบ (forceps)
4. จานเพาะเลี้ยง (Petridish)
5. ตะเกียงแอลกอฮอล
6. หลอดไมโครเซนตริฟวก (microcentrifuge tube)
7. ตะแกรง
8. กระดาษทิชชู
9. กระดาษกรอง
10. กระดาษรองตัด

3.2 เคร่ืองมือ
1. เคร่ืองชั่งนํ้าหนักไฟฟาแบบละเอียดทศนิยม 4 ตําแหนง (analytical balance)
2. เคร่ืองวัดคาความเปนกรด- ดาง (pH meter)
3. เตาอบไมโครเวฟ (microwave)
4. ตูปลอดเชื้อ (laminar flow biohazard cabinet)
5. เคร่ืองหมุนเหวี่ยงความเร็วสูงควบคุมอุณหภูมิได centrifuge (beckman)
6. เคร่ืองเขยาควบคุมอุณหภูมิได (incubator shaker)
7. เคร่ืองวัดคาการดูดกลืนแสง (spectrophotometer)
8. หมอน่ึงความดัน (autoclave)
9. ตูบมเชื้อควบคุมอุณหภูมิได (Inoculator)
10. ตูอบ (hot air oven)
11. กลองจุลทรรศนแบบสเตอริโอ
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12. เคร่ืองเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ (PCR)
13. อางควบคุมอุณหภูมิ (water bath)
14. ชุดอุปกรณอิเล็กโตรโฟรีซีสชนิดแนวนอน (BIO-RAD, USA)
15. เคร่ืองจายกระแสไฟฟา (power supply; BIO-RAD, USA)
16. เคร่ืองอิเล็กโตรโพเลเตอร (electroporator) รุน Gene Pulser II System (BIO-RAD, USA)
17. เคร่ืองสองภายใตกลองยูวีพรอมกลองถายรูปเจล
18. เคร่ืองผสมสารละลาย (vortex mixer)

3.3 สารเคมี (ภาคผนวก ก)

3.4 พืชทดลอง
1. ยาสูบ (Nicotiana tabacum L.)
2. พิทูเนีย (Petunia hybrida Vilm.)
3. ขาวสายพันธุคิตาอิเกะ (Oryza sativa L. ssp. Japonica cv. Kitaake)
4. ขาวสายพันธุบือโปะโละ (Oryza sativa L. ssp. Indica cv. Ber Po Lo)

3.5 สายพันธุอะโกรแบคทีเรียมและพลาสมิด
1. อะโกรแบคทีเรียมสายพันธุ LBA4404 ที่มีพลาสมิด pSTART, LBA4404 (pSTART)
2. อะโกรแบคทีเรียมสายพันธุ LBA4404 ที่มีพลาสมิด pSTART, LBA4404 (pSTART)
3. อะโกรแบคทีเรียมสายพันธุ EHA105 ที่มีพลาสมิด pSTART, EHA105 (pSTART)
4. อะโกรแบคทีเรียมสายพันธุ EHA105 ที่มีพลาสมิด pSTART, EHA105 (pSTART)

3.5.1 ความแตกตางของสายพันธุอะโกรแบคทีเรียม
1. อะโกรแบคทีเรียมสายพันธุ LBA4404 มีพลาสมิด pAL4404 และผลิตสารออกโทปน เมื่อ

มีการนําไปใชจะตัดบริเวณ T-DNA ซึ่งเปนบริเวณที่ผลิตสารออกโทปนออกไป (Hoekema et
al.,1983) เปนสายพันธุที่นิยมใชในการสงถายยีนทั่วไป สวนใหญมักใชสงถายยีนในพืชใบเลี้ยงคู
และพืชใบเลี้ยงเด่ียวบางชนิด (Cheng et al., 1998)
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2. อะโกรแบคทีเรียมสายพันธุ EHA105 มีพลาสมิด pEHA105 และผลิตสารอะโกรปน เมื่อ
มีการนําไปใชจะตัดบริเวณ T-DNA ซึ่งเปนบริเวณที่ผลิตสารอะโกรปนออกไปและเปนสายพันธุที่มี
ความรุนแรงในการติดเชื้อ (super virulent) (Hood et al., 1986) เปนสายพันธุที่นิยมใชในการสงถาย
ยีนเขาพืชใบเลี้ยงเด่ียว (Cheng et al., 1998)

3.5.2 ความแตกตางของพลาสมิด (ภาพ 3.1)

ภาพ 3.1 แสดงโครงสรางพลาสมิด pBI121 และลําดับเบสตําแหนง 5’UTR หนายีน gus ใน
พลาสมิด pBI121 และ pSTART โดย ก) โครงสรางของพลาสมิด pBI121 และ ข) ลําเบสตําแหนง
5’UTR หนายีน gus ของพลาสมิด pSTART และ pBI121 โดยที่พลาสมิด pSTART จะมีการเติม
poly CAA และ CT motif บริเวณตําแหนง 5’UTR หนายีน gus (Francesca et al., 2007)

ก

ข
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3.6 วิธีการทดลอง

1. การเตรียม competent cell ของเชื้ออะโกรแบคทีเรียม
1. นําเชื้ออะโกรแบคทีเรียมมาเลี้ยงในอาหารสูตร LB broth (ภาคผนวก ข) ปริมาตร 5

มิลลิลิตร เลี้ยงอุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส เขยาดวยความเร็ว 150 รอบตอนาที นาน 2 วัน
2. ดูดเชื้อปริมาตร 5 มิลลิลิตรใสลงในอาหารสูตร LB broth ปริมาตร 50 มิลลิลิตรในขวดรูป

ชมพูปริมาตร 250 มิลลิลิตรและเขยาดวยความเร็ว 150 รอบตอนาทีที่อุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส
ประมาณ 4-5 ชั่วโมง วัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวชวงคลื่น 600 นาโนเมตรไดเทากับ 0.5-1 ดวย
เคร่ืองวัดคาการดูดกลืนแสง (spectrophotometer)

3. นําเชื้อมาแชในนํ้าแข็งนาน 30 นาที
4. ปนเหวี่ยงที่ความเร็ว 4,000 รอบตอนาที เปนเวลา 10 นาที อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส

จากน้ัน เทสารละลายสวนใสทิ้ง เติมนํ้ากลั่นที่ผานการฆาเชื้อแลวปริมาตร 50 มิลลิลิตร นําไปเขยา
ในสภาพเย็นที่เคร่ืองเขยา ความเร็ว 350 รอบตอนาที จนกวาเซลลจะละลาย

5. ปนเหวี่ยงที่ความเร็ว 4,000 รอบตอนาที เปนเวลา 10 นาที อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส
เทสารละลายสวนใสทิ้ง เติมนํ้ากลั่นที่ผานการฆาเชื้อแลวปริมาตร 25 มิลลิลิตร นําไปเขยาในสภาพ
เย็นที่เคร่ืองเขยา ความเร็ว 350 รอบตอนาที จนกวาเซลลจะละลาย

6. ปนเหวี่ยงที่ความเร็ว 4,000 รอบตอนาที นาน 10 นาที อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส
เทสารละลายสวนใสทิ้ง เติม 10 % glycerol ปริมาตร 15 มิลลิลิตร นําไปเขยาในสภาพเย็นที่เคร่ือง
เขยาความเร็ว 350 รอบ ตอนาที จนกวาเซลลจะละลาย

7. ปนเหวี่ยงที่ความเร็ว 4,000 รอบตอนาที นาน 10 นาที อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส
เทสารละลายสวนใสทิ้ง เติม 10 % glycerol ปริมาตร 200 ไมโครลิตร นําไปเขยาในสภาพเย็น
จนกวาเซลลจะละลาย

8. แบงเก็บเซลลในหลอดไมโครเซนตริฟวก และนําไปแชในไนโตรเจนเหลว และเก็บไวที่ตู
อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียสหรือ – 80 องศาเซลเซียส
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2. การสงถายพลาสมิดโดยการใชกระแสไฟฟา (electroporation) (Dower et al., 1988)
1. นําพลาสมิดใสแยกลงใน competent cell ผสมใหเขากันในแตละหลอด จากน้ัน แชทิ้งไวใน

นํ้าแข็งประมาณ 5 นาที
2. ดูดสารละลายในแตละหลอดใสลงใน cuvette (เย็น) แลวเช็ดใหแหง นําไปกระตุนดวย

กระแสไฟฟาดวยเคร่ือง electroporation ซึ่งใชสนามแมเหล็กไฟฟาที่ 12.5 kV/cm2 ความตานทาน
200 และคาปริมาณกระแสไฟฟา 2.5 μF

3. ดูดสารละลายในแตละหลอดที่ผานการกระตุนดวยกระแสไฟฟา ลงในหลอดอาหารสูตร
LB broth ปริมาตร 1 มิลลิลิตร

4. บมที่อุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส พรอมเขยาที่ความเร็ว 150 รอบตอนาที เปนเวลา
1 ชั่วโมง

5. นําเซลลอะโกรแบคทีเรียมมาเกลี่ยใหแหงบนอาหารแข็งสูตร LB-S (ภาคผนวก ข) จากน้ัน
นําไปบมที่อุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส เปนเวลา 2-3 วัน

6. นําโคโลนีของอะโกรแบคทีเรียมไปเลี้ยงในอาหารสูตร LB-S เหลว ปริมาตร 3 มิลลิลิตร ที่
อุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส พรอมเขยาที่ความเร็ว 150 รอบตอนาที เปนเวลา 2-3 วันเพื่อเตรียมสกัด
พลาสมิดตอไป

3. การสกัดพลาสมิด (ดัดแปลงจาก Maniatis et al., 1982)
1. นําเชื้อที่ไดจากขอ 2 ดูดใสหลอดไมโครเซนตริฟวก ปริมาตร 1.5 มิลลิลิตร นําไปปน

ตกตะกอนที่ความเร็ว 13,000 รอบตอนาที อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส นาน 2 นาที เทสารละลายสวน
ในทิ้ง

2. เติมสารละลาย BP1 (ภาคผนวก ข) ปริมาตร 300 ไมโครลิตร เขยาดวยเคร่ืองผสม
สารละลาย (vortex mixer) จนกวาเซลลจะลายเขากัน

3. เติมสารละลาย BP2 (ภาคผนวก ข) ปริมาตร 300 ไมโครลิตร ผสมใหเขากัน โดยการกลับ
หลอดไปมาเบาๆ ประมาณ 10 คร้ัง

4. เติมสารละลาย BP3 (ภาคผนวก ข) ปริมาตร 300 ไมโครลิตร ผสมใหเขากัน โดยการกลับ
หลอดไปมาเบาๆ ประมาณ 10 คร้ัง จากน้ัน นําไปแชในนํ้าแข็ง นาน 30 นาที

5. ปนตกตะกอนที่ความเร็ว13,000 รอบตอนาที อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส นาน 15 นาที
จากน้ัน ดูดสารละลายสวนใสใสในหลอดไมโครเซนตริฟวกหลอดใหม
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6. เติม isopropanol ปริมาตร 1 เทาของสารละลายสวนใส ผสมใหเขากันเบาๆ แลวเก็บไวที่ตู
อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส นาน 3 ชั่วโมงหรือขามคืน

7. ปนตกตะกอนที่ความเร็ว13,000 รอบตอนาที อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส นาน 15 นาที เท
สารละลายสวนใสทิ้งไป

8. เติม 70% ethanol ปริมาณ 200 ไมโครลิตร ผสมใหเขากันเบาๆ และปนตกตะกอนที่
ความเร็ว13,000 รอบตอนาที อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส นาน 5 นาที เทสารละลายสวนใสทิ้ง

9. ผึ่งใหแหง (air dry) ที่อุณหภูมิหอง
10. ละลายตะกอนพลาสมิดดวย deionize water ที่ผานการฆาเชื้อแลว ปริมาตร 20 ไมโครลิตร
11. เติม RNase A ความเขมขม 500 ไมโครโมลาร ปริมาตร 2 ไมโครลิตร ทิ้งไวที่อุณหภูมิ 37

องศาเซลเซียส ขามคืน
12. เตรียมพลาสมิดไวตรวจเช็คตอไป

4. การสงถายพลาสมิด pSTART และ pBI121 เขาสูชิ้นสวนใบยาสูบโดยใชเชื้ออะโกร
แบคทีเรียมสายพันธุ LBA4404 และ EHA105 (ดัดแปลงจาก Horsch et al., 1985)

เน่ืองจากยาสูบเปนพืชใบเลี้ยงคูที่นิยมนํามาศึกษาการสงถายยีน และประสบความสําเร็จใน
การสงถายยีน ดังน้ัน การศึกษาคร้ังน้ีจึงไดทําการสงถายพลาสมิด pSTART และ pBI121 เขาสูยาสูบ
เพื่อทดสอบประสิทธิภาพของพลาสมิดโดยการใชเชื้ออะโกรแบคทีเรียมสายพันธุ LBA4404 และ
EHA105 ตามขั้นตอนดังน้ี

1. เขี่ยเชื้ออะโกรแบคทีเรียม 2 สายพันธุที่มีพลาสมิด pSTART และ pBI121 ลงบนอาหารสูตร
LB-S จากน้ัน เลี้ยงเชื้อในตูบมเชื้อ (inoculator) อุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส เปนเวลา 2-3 วัน

2. นําโคโลนีเด่ียวของเชื้ออะโกรแบคทีเรียมมาเลี้ยงในอาหารสูตร LB-S เหลว ปริมาตร 20
มิลลิลิตร เขยาที่ความเร็ว 150 รอบตอนาที เปนเวลา 1 คืน

3. ปนเก็บเซลลที่ 4,000 รอบตอนาที นาน 5-10 นาที จากน้ันละลายเซลลในอาหารสูตร TAS
เหลว (ภาคผนวก ข) วัดคา OD600= 0.5- 1

4. ตัดใบของยาสูบใหมีขนาดประมาณ 1 cm  1 cm แลวนําไปเขยารวมกับสารละลายอะโกร
แบคทีเรียม  เปนเวลา 5- 10 นาที

5. นําชิ้นสวนใบยาสูบมาซับดวยกระดาษทิชชูที่ผานการฆาเชื้อแลว จากน้ันนําไปเลี้ยงใน
อาหาร co-culture สูตร TAS เพาะเลี้ยงที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส เปนเวลา 3 วันในที่มืด
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6. ลางชิ้นสวนใบยาสูบดวยนํ้ากลั่นที่ฆาเชื้อแลวประมาณ 3- 4 คร้ัง โดยคร้ังสุดทายเติมยาปฎิ
ชีวนะซีโฟแทกซิม (cefotaxime) ความเขมขน 500 มิลลิกรัมตอลิตรเพื่อกําจัดอะโกรแบคทีเรียม
สวนเกิน จากน้ันซับเน้ือเยื่อดวยกระดาษทิชชูที่ผานการฆาเชื้อแลว

7. นําเน้ือเยื่อไปเลี้ยงในอาหารสูตร TSM (ภาคผนวก ข) เปนเวลา 3-4 สัปดาห ยายอาหารทุก
สัปดาห ในชวงสัปดาหแรกทําการสุมชิ้นสวนเน้ือเยื่อเพื่อนําไปตรวจสอบการแสดงออกของยีน gus
แบบชั่วคราว (transient gus expression) ดวยวิธี GUS histochemical assay (Jefferson, 1987)
หลังจากน้ันเมื่อสังเกตเห็นวาชิ้นสวนใบยาสูบมีการเกิดยอดจึงยายไปอาหารสูตร TRM (ภาคผนวก
ข) เพื่อชักนําใหเจริญเปนตนตอไป

5. การสงถายพลาสมิด pSTART และ pBI121 เขาสูชิ้นสวนใบพิทูเนียโดยใชเชื้ออะโกร
แบคทีเรียมสายพันธุ LBA4404 และ EHA105 (ดัดแปลงจาก Ingrid, 2006)

เน่ืองจากพิทูเนียเปนพืชใบเลี้ยงคู จึงใชพิทูเนียเปนตัวแทนของพืชใบเลี้ยงคูในการศึกษา
ประสิทธิภาพของพลาสมิด โดยการสงถายพลาสมิด pSTART และ pBI121 เขาสูพิทูเนียโดยใช
เชื้ออะโกรแบคทีเรียมสายพันธุ LBA4404 และ EHA105 ตามขั้นตอนดังน้ี

1. เขี่ยเชื้ออะโกรแบคทีเรียม 2 สายพันธุที่มีพลาสมิด pSTART และ pBI121 ลงบนอาหารสูตร
LB-S จากน้ัน เลี้ยงเชื้อในตูบมเชื้อ (inoculator) อุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส เปนเวลา 2-3 วัน

2. นําโคโลนีเด่ียวของเชื้ออะโกรแบคทีเรียมมาเลี้ยงในอาหารสูตร LB-S เหลว ปริมาตร 20
มิลลิลิตร เขยาที่ความเร็ว 150 รอบตอนาที เปนเวลา 1 คืน

3. ปนเก็บเซลลที่ 4,000 รอบตอนาที นาน 5-10 นาที จากน้ันละลายเซลลในอาหารสูตร PAS
เหลว (ภาคผนวก ข) วัดคา OD600=0.5-1

4. ตัดใบของพิทูเนียใหมีขนาดประมาณ 1 cm  1 cm แลวนําไปเขยารวมกับสารละลาย
อะโกรแบคทีเรียม  เปนเวลา 15- 30 นาที

5. นําชิ้นสวนใบพิทูเนียมาซับดวยกระดาษทิชชูที่ผานการฆาเชื้อแลว จากน้ันนําไปเลี้ยงใน
อาหาร co-culture สูตร PAS ที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส เปนเวลา 3 วันในที่มืด

6. ลางชิ้นสวนใบพิทูเนียดวยนํ้ากลั่นที่ฆาเชื้อแลวประมาณ 3-4 คร้ัง โดยคร้ังสุดทายเติมยาปฎิ
ชีวนะซีโฟแทกซิม ความเขมขน 500 มิลลิกรัมตอลิตรเพื่อกําจัดอะโกรแบคทีเรียมสวนเกิน จากน้ัน
ซับเน้ือเยื่อดวยกระดาษทิชชูที่ผานการฆาเชื้อแลว

7. นําเน้ือเยื่อไปเลี้ยงในอาหารสูตร PSM (ภาคผนวก ข) เปนเวลา 3-4 สัปดาห ยายอาหารทุก
สัปดาห ในชวงสัปดาหแรกทําการสุมชิ้นสวนเน้ือเยื่อเพื่อนําไปตรวจสอบการแสดงออกของยีน gus
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แบบชั่วคราว ( transient gus expression) ดวยวิธี GUS histochemical assay (Jefferson, 1987)
หลังจากน้ัน เมื่อสังเกตเห็นลักษณะของยอดจึงยายไปอาหารสูตร PRM (ภาคผนวก ข) เพื่อชักนําให
เจริญเปนตนตอไป

6. การชักนําเมล็ดขาวคิตาอิเกะใหเกิดแคลลัสและสงถายพลาสมิด pSTART และ pBI121 เขา
สูแคลลัสของขาวคิตาอิเกะ โดยใชเชื้ออะโกรแบคทีเรียมสายพันธุ LBA4404 และ EHA105
(ดัดแปลงจาก Hiei et al., 1994)

ขาวคิตาอิเกะเปนพืชใบเลี้ยงเด่ียวและเปนขาวในกลุมจาโปนิกา ซึ่งไดมีการศึกษาการสงถาย
ยีนเขาสูแคลลัสของขาวกลุมน้ีอยางแพรหลาย ดังน้ัน จึงไดทดสอบประสิทธิภาพของพลาสมิด โดย
การสงถายพลาสมิด pSTART และ pBI121 เขาสูแคลลัสขาวคิตาอิเกะโดยใชเชื้ออะโกรแบคทีเรียม
สายพันธุ LBA4404 และ EHA105 ตามขั้นตอนดังน้ี

6.1 การชักนําเมล็ดขาวคิตาอิเกะใหเกิดแคลลัส
นําเมล็ดขาวคิตาอิเกะมาแกะเปลือกออกและฟอกฆาเชื้อ โดยแชใน 70% แอลกอฮอลพรอม

เขยา เปนเวลา 15 นาที จากน้ันแชในสารละลายคลอรอกซเขมขน 25% และหยด tween 20 ประมาณ
2-3 หยด พรอมเขยา นาน 15 นาที 2 คร้ัง จากน้ันนําเมล็ดขาวคิตาอิเกะมาลางในนํ้ากลั่นที่ผานการฆา
เชื้อแลว ประมาณ 4- 5 คร้ัง หรือจนกวาฟองจะหมด

นําเมล็ดขาวคิตาอิเกะที่ผานการฟอกฆาเชื้อมาเพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร N6D (ภาคผนวก ข)
โดยวางเมล็ดขาวใหสวนที่เปนคัพภะไดสัมผัสอาหาร จากน้ันนําเมล็ดไปเพาะเลี้ยงที่อุณหภูมิ 28
องศาเซลเซียส ที่มีชวงแสง 16 ชั่วโมงตอวัน ยายอาหารทุก 2 สัปดาห เปนเวลา 4 สัปดาห เพื่อเตรียม
ไวสําหรับเปนเน้ือเยื่อเร่ิมตนในการสงถายพลาสมิด

6.2 การสงถายพลาสมิด pSTART และ pBI121 เขาสูแคลลัสของขาวคิตาอิเกะ โดยใชเชื้ออะ
โกรแบคทีเรียมสายพันธุ LBA4404 และ EHA105

1. เขี่ยเชื้ออะโกรแบคทีเรียม 2 สายพันธุที่มีพลาสมิด pSTART และ pBI121 บนอาหารสูตร
LB-S จากน้ัน เลี้ยงเชื้อในตูบมเชื้อ (inoculator) อุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส เปนเวลา 2-3 วัน

2. นําเอาโคโลนีเด่ียวของเชื้ออะโกรแบคทีเรียมที่ไดมาละลายในอาหาร AAM (ภาคผนวก ข)
เติมอะซิโตไซริงโกน (acetosyringone) ความเขมขน 100 ไมโครโมลาร วัดคา OD600= 0.02 เขยา
สารละลายอะโกรแบคทีเรียมรวมกับแคลลัสขาวคิตาอิเกะ เปนเวลา 90 วนิาที
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3. นําแคลลัสมาซับดวยกระดาษทิชชูที่ผานการฆาเชื้อแลวและนําไปเลี้ยงในอาหาร co-culture
สูตร N6D ที่เติมอะซิโตไซริงโกนความเขมขน 100 ไมโครโมลาร เลี้ยงที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส
เปนเวลา 3 วันในที่มืด

4. ลางแคลลัสดวยนํ้ากลั่นที่ฆาเชื้อแลวประมาณ 4-5 คร้ัง โดยคร้ังสุดทายเติมยาปฏิชีวนะ
ซีโฟแทกซิมความเขมขน 500 มิลลิกรัมตอลิตรเพื่อกําจัดอะโกรแบคทีเรียมสวนเกิน จากน้ันนํา
แคลลัสมาซับดวยกระดาษทิชชูที่ผานการฆาเชื้อแลว และนําไปเลี้ยงในอาหารคัดเลือกสูตร N6D ที่
เติมกานามัยซินความเขมขน 50 มิลลิกรัมตอลิตรและยาปฏิชีวนะซีโฟแทกซิมความเขมขน 500
มิลลิกรัมตอลิตร เปนเวลา 4 สัปดาห ยายอาหารทุก 2 สัปดาหและทําการสุมแคลลัสเพื่อนําไป
ตรวจสอบการแสดงออกของยีน gus ดวยวิธี GUS histochemical assay (Jefferson, 1987)

5. นําแคลลัสที่สามารถเจริญไดในอาหารคัดเลือกยายลงในอาหารสูตร REK (ภาคผนวก ข)
เพื่อชักนําใหเจริญเปนตนตอไป

7. การสงถายพลาสมิด pSTART และ pBI121 เขาสูเน้ือเย่ือปลายยอดของขาวบือโปะโละโดย
ใชเชื้ออะโกรแบคทีเรียมสายพันธุ LBA4404 และ EHA105 (Yookongkaew et al., 2007)

ขาวกลุมอินดิกาเปนขาวที่มีการศึกษาและรายงานการสงถายยีนคอนขางนอยเน่ืองจากการ
เพาะเลี้ยงเน้ือเยื่อทําไดยาก และประสิทธิภาพการสงถายยีนคอนขางตํ่า ดังน้ัน จึงไดนําขาวบือโปะ
โละมาศึกษาการสงถายยีน โดยใชเปนตัวแทนของขาวกลุมอินดิกา อีกทั้งยังไมมีรายงานการศึกษา
การสงถายยีนในขาวสายพันธุน้ีมากอน โดยจะทําการศึกษาการเพาะเลี้ยงเน้ือเยื่อปลายยอดของ
ขาวบือโปะโละ การทดสอบความเขมขนของยาปฏิชีวนะกานามัยซิน รวมไปถึงการสงถายพลาสมิด
pSTART และ pBI121 โดยใชเชื้ออะโกรแบคทีเรียมสายพันธุ LBA4404 และ EHA105

7.1 การเพาะเลี้ยงเน้ือเย่ือปลายยอดของขาวบือโปะโละ
นําเมล็ดขาวบือโปะโละมาแกะเปลือกออกและฟอกฆาเชื้อโดยแชใน 70% แอลกอฮอลพรอม

เขยา เปนเวลา 15 นาที จากน้ันแชในสารละลายคลอรอกซเขมขน 25% หยดดวย tween 20 ประมาณ
2-3 หยด พรอมเขยา นาน 15 นาที 2 คร้ัง และนําเมล็ดขาวมาลางในนํ้ากลั่นที่ผานการฆาเชื้อแลว
ประมาณ 4- 5 คร้ัง หรือจนกวาฟองจะหมด

นําเมล็ดขาวบือโปะโละที่ผานการฟอกฆาเชื้อมาเพาะเลี้ยงบนอาหารสูตรMS-TDZ
(ภาคผนวก ข) เลี้ยงที่อุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส ชวงแสง 16 ชั่วโมงตอวัน เปนเวลา 3- 4 วัน เมื่อ
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เมล็ดมีการงอก ตัดสวนรากและสวนยอดออก โดยใหเหลือแตสวนที่เปนฐานของยอดประมาณ 3-4
มิลลิเมตรแลวนําไปเปนเน้ือเยื่อเร่ิมตนในการสงถายพลาสมิด

7.2 การทดสอบความเขมขนของยาปฏิชีวนะกานามัยซินท่ีมีผลตอการเจริญของเน้ือเย่ือปลาย
ยอดของขาวบือโปะโละ

เน่ืองจาก พลาสมิดที่ใชในการสงถายมียีน nptII ซึ่งเปนยีนที่ตานทานตอกานามัยซิน ดังน้ัน
เน้ือเยื่อที่ไดรับพลาสมิดที่มียีน nptII จะสามารถเจริญเติบโตในอาหารที่มีการเติมกานามัยซินได
ซึ่งกอนที่จะสงถายพลาสมิดตองมีการทดสอบความเขมขนของยาปฏิชีวนะกานามัยซินกอนเพื่อที่จะ
ศึกษาวาความเขมขนไหนมีผลทําใหเน้ือเยื่อปลายยอดของขาวบือโปะโละไมสามารถเจริญเติบโตได

นําเน้ือเยื่อปลายยอดของขาวบือโปะโละ (ไดจากการทดลองที่ 7.1) มาเลี้ยงในอาหารสูตร
MS-TDZ ที่เติมกานามัยซินความเขมขนตางๆ คือ 0 50 75 และ 100 มิลลิกรัมตอลิตร เปนเวลา 4
สัปดาหสังเกตและบันทึกผล

7.3 การสงถายพลาสมิด pSTART และ pBI121 เขาสูเน้ือเย่ือปลายยอดของขาวบือโปะโละ
โดยใชเชื้ออะโกรแบคทีเรียมสายพันธุ LBA4404 และ EHA105

1. เขี่ยเชื้ออะโกรแบคทีเรียม 2 สายพันธุที่มีพลาสมิด pSTART และ pBI121 บนอาหารสูตร
LB-S จากน้ัน เลี้ยงเชื้อในตูบมเชื้อ (inoculator) อุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส เปนเวลา 2-3 วัน

2. นําเอาโคโลนีเด่ียวของเชื้ออะโกรแบคทีเรียมที่ไดมาเลี้ยงในอาหารสูตร LB-S เหลว
ปริมาตร 20 มิลลิลิตร เขยาที่ความเร็ว 150 รอบตอนาที เปนเวลา 1 คืน

3. ปนเก็บเซลลที่ 4,000 รอบตอนาที นาน 10 นาที จากน้ันละลายเซลลในอาหารสูตร MS-
TDZ-AS เหลว ปริมาตร 30 มิลลิลิตร วัดคา OD600= 1.0 เขยาสารละลายอะโกรแบคทีเรียมรวมกับ
เน้ือเยื่อปลายยอดของขาวที่ตัดใหมีขนาด ประมาณ 3- 4 มิลลิเมตร เปนเวลา 15 นาที

4.นําเน้ือเยื่อปลายยอดมาซับดวยกระดาษทิชชูที่ผานการฆาเชื้อแลวและยายไปเลี้ยงในอาหาร
co- culture สูตร MS-TDZ-AS อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส เปนเวลา 3 วัน ในที่มืด

5. ลางเน้ือเยื่อปลายยอดดวยนํ้ากลั่นที่ฆาเชื้อแลวประมาณ 3-4 คร้ัง โดยคร้ังสุดทายเติมยา
ปฏิชีวนะซีโฟแทกซิม ความเขมขน 500 มิลลิกรัมตอลิตรเพื่อกําจัดอะโกรแบคทีเรียมสวนเกิน

% การรอดของเน้ือเยื่อปลายยอด
จํานวนเน้ือเยื่อทั้งหมด

=
จํานวนเน้ือเยื่อที่รอด

 100
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จากน้ันซับเน้ือเยื่อดวยกระดาษทิชชูที่ผานการฆาเชื้อแลวนําไปเลี้ยงในอาหารสูตรMS-TDZ-S
(ภาคผนวก ข) เปนเวลา 4 สัปดาห ยายอาหารทุกสัปดาห ในชวงสัปดาหแรกทําการสุมเน้ือเยื่อปลาย
ยอดเพื่อนําไปตรวจสอบการแสดงออกของยีน gus ดวยวิธี GUS histochemical assay (Jefferson,
1987)

6. ยายเน้ือเยื่อที่รอดในอาหารคัดเลือกลงในอาหารสูตร MS-TDZ-R (ภาคผนวก ข)
7. นําใบขาวไปสกัดดีเอ็นเอ โดยดัดแปลงวิธีการของ Doyle and Doyle (1990)

8. การสงถายพลาสมิด pSTART และ pBI121 เขาสูแคลลัสของขาวบือโปะโละโดยใชเชื้ออะ
โกรแบคทีเรียมสายพันธุ LBA4404 และ EHA105

ในการศึกษาการสงถายพลาสมิดเขาสูแคลลัสของขาวบือโปะโละ จะตองมีการศึกษาการชัก
นําเมล็ดใหเกิดแคลลัส การทดสอบความเขมขนของกานามัยซิน และการชักนําแคลลัสใหเจริญเปน
ตนกอน จากน้ันจึงทําการสงถายพลาสมิด pSTART และ pBI121 เขาสูแคลลัสของขาวบือโปะโละ
โดยใชเชื้ออะโกรแบคทีเรียมสายพันธุ LBA4404 และ EHA105 ดังน้ี

8.1 ศึกษาอิทธิพลของสารควบคุมการเจริญเติบโต 2,4 D ในการชักนําเมล็ดขาวบือโปะโละให
เกิดแคลลัส

นําเมล็ดขาวบือโปะโละมาแกะเปลือกออกและฟอกฆาเชื้อโดยแชใน 70% แอลกอฮอลพรอม
เขยา เปนเวลา 15 นาที จากน้ันแชในสารละลายคลอรอกซเขมขน 25% หยดดวย tween 20 ประมาณ
2-3 หยด พรอมเขยา นาน 15 นาที 2 คร้ัง และนําเมล็ดขาวมาลางในนํ้ากลั่นที่ผานการฆาเชื้อแลว
ประมาณ 4- 5 คร้ัง หรือจนกวาฟองจะหมด

นําเมล็ดขาวบือโปะโละที่ผานการฟอกฆาเชื้อมาเพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร MSD (ภาคผนวก ข)
และเติม 2,4 D ความเขมขนตางๆ คือ 0 2 4 และ 6 มิลลิกรัมตอลิตร โดยวางเมล็ดขาวใหสวนที่
เปนคัพภะไดสัมผัสอาหาร จากน้ันนําเมล็ดไปเพาะเลี้ยงที่อุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส ที่มีชวงแสง 16
ชั่วโมงตอวัน ยายอาหารทุก 2 สัปดาห เปนเวลา 4-6 สัปดาห สังเกตและบันทึกผลของการเกิด
แคลลัส

% การเกิดแคลลัส
จํานวนเมล็ดที่ใชทั้งหมด

=
จํานวนเมล็ดที่เกิดแคลลัส

 100
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8.2 ทดสอบความเขมขนของยาปฏิชีวนะกานามัยซินท่ีมีผลตอการเจริญของแคลลัสขาวบือ
โปะโละ

เน่ืองจาก พลาสมิดที่ใชในการสงถายมียีน nptII ซึ่งเปนยีนที่ตานทานตอกานามัยซิน ดังน้ัน
เน้ือเยื่อที่ไดรับพลาสมิดที่มียีน nptII จะสามารถเจริญเติบโตในอาหารที่มีการเติมกานามัยซินได ซึ่ง
กอนที่จะสงถายพลาสมิดตองมีการทดสอบความเขมขนของยาปฏิชีวนะกานามัยซินกอนเพื่อที่จะ
ศึกษาวาความเขมขนไหนมีผลทําใหแคลลัสขาวบือโปะโละไมสามารถเจริญเติบโตได

นําแคลลัสขาวบือโปะโละ (จากการทดลองที่ 8.1) มาทดสอบความเขมขนของกานามัยซินที่มี
ผลตอการเจริญของแคลลัสขาวบือโปะโละโดยการเติมกานามัยซินความเขมขนตางๆ คือ 0 50 100
และ 150 มิลลิกรัมตอลิตรในอาหารสูตร MSD ที่มี 2,4 D ความเขมขน 4 มิลลิกรัมตอลิตร เพาะเลี้ยง
เปนเวลา 4 สัปดาห และสังเกตผล

8.3 การชักนําแคลลัสของขาวบือโปะโละใหเกิดตน
นําแคลลัสของขาวบือโปะโละมาเลี้ยงในอาหาร 3 สูตร คือ RE1 (ดัดแปลงจาก Samiphak

and Siwarungson, 2006) RE2 (ดัดแปลงจาก Zaidi et al, 2006) และ RE3 (ดัดแปลงจาก Lin and
Zhang, 2005) (ภาคผนวก ข) เพาะเลี้ยงเปนเวลา 4-5 สัปดาห และยายอาหารทุก 2 สัปดาห จากน้ัน
บันทึกการเกิดจุดเขียวและการเกิดตน

8.4 การสงถายพลาสมิด pSTART และ pBI121 เขาสูแคลลัสของขาวบือโปะโละโดยใชเชื้ออะ
โกรแบคทีเรียมสายพันธุ LBA4404 และ EHA105

1. เขี่ยเชื้ออะโกรแบคทีเรียม 2 สายพันธุที่มีพลาสมิด pSTART และ pBI121 บนอาหารสูตร
LB-S จากน้ัน เลี้ยงเชื้อในตูบมเชื้อ (inoculator) อุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส เปนเวลา 2-3 วัน

2. นําเอาโคโลนีเด่ียวของเชื้ออะโกรแบคทีเรียมที่ไดมาละลายในอาหาร AAM (ภาคผนวก ข)
เติมอะซิโตไซริงโกนความเขมขน 100 ไมโครโมลาร วัดคา OD600=0.5-1 เขยาสารละลายอะโกร
แบคทีเรียมรวมกับแคลลัสขาว  เปนเวลา 30 นาที

3.นําแคลลัสมาซับดวยกระดาษทิชชูที่ผานการฆาเชื้อแลวและนําไปเลี้ยงในอาหาร co-culture
สูตร MSD-AS (ภาคผนวก ข) เลี้ยงที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส เปนเวลา 3 วัน ในที่มืด

% การเกิดจุดเขียวและการเกิดตน
จํานวนแคลลัสทั้งหมด

=
จํานวนแคลลัสที่เกิดจุดเขียวหรือเกิดตน

100
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4. ลางแคลลัสดวยนํ้ากลั่นที่ฆาเชื้อแลวประมาณ 4-5 คร้ัง โดยคร้ังสุดทาย เติมยาปฏิชีวนะ
ซีโฟแทกซิม ความเขมขน 500 มิลลิกรัมตอลิตรเพื่อกําจัดอะโกรแบคทีเรียมสวนเกิน จากน้ันนํา
แคลลัสมาซับดวยกระดาษทิชชูที่ผานการฆาเชื้อแลว นําไปเลี้ยงในอาหารคัดเลือกสูตร MSD-S
(ภาคผนวก ข) เปนเวลา 4 สัปดาห ยายอาหารทุก 2 สัปดาหและทําการสุมแคลลัสเพื่อนําไป
ตรวจสอบการแสดงออกของยีน gus ดวยวิธี GUS histochemical assay (Jefferson, 1987)

5. นําแคลลัสที่สามารถเจริญไดในอาหารคัดเลือกยายลงในอาหารที่ชักนําใหเปนตน และ
นําไปตรวจสอบการแสดงออกของยีน gus ดวยวิธี GUS histochemical assay และเทคนิคพีซีอาร

การบันทึกผลประสิทธิภาพการสงถายในขาวท่ีไดรับการสงถายยีน

9. การตรวจสอบการแสดงออกของยีน gus ดวยวิธี GUS histochemical assay
(Jefferson, 1987)

นําเน้ือเยื่อพืชที่ผานการสงถายพลาสมิดแลว มาตรวจสอบการแสดงออกของยีน ดวยวิธี GUS
histochemical assay (Jefferson, 1987) (ภาคผนวก ข) โดยการสุมเน้ือเยื่อพืชที่ไดรับการสงถาย
พลาสมิดมาแชในสารละลาย 5-bromo-4-chloro-3-indolyl-β-glucuronic acid sodium salt (x-gluc)
ซึ่งเปนสารต้ังตนของเอนไซม β-glucuronidase โดยในสารละลายประกอบดวย phosphate buffer
pH 7.0 ความเขมขน 0.1 โมลาร EDTA pH 7.0 ความเขมขน 10 มิลลิโมลาร potassium ferricyanide
ความเขมขน 0.5 มิลลิโมลาร potassium ferrocyanide ความเขมขน 0.5 มิลลิโมลาร Triton X-100
ความเขมขน 0.1 เปอรเซ็นต และ x-gluc ความ เขมขน 1 มิลลิโมลาร บมในที่มืด อุณหภูมิ 37 องศา
เซลเซียส เปนเวลา 24 ชั่วโมง กรณีที่เน้ือเยื่อมีสีเขียวทําการสกัดคลอโรฟลลออกดวยเอธานอล 95
เปอรเซ็นต ตรวจนับจํานวนเน้ือเยื่อที่เกิดสีนํ้าเงินภายใตกลองจุลทรรศนแบบสเตอริโอ

ประสิทธิภาพในการสงถาย (%) =
จํานวนเน้ือเยื่อที่ใชในการสงถาย

ทั้งหมด

จํานวนเน้ือเยื่อที่มีการแสดงออกของยีน gus
 100
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10. การสกัดดีเอ็นเอโดยดัดแปลงวิธีการของ Doyle and Doyle (1990)
1. นําเน้ือเยื่อพืชมาบดใหละเอียดดวยไนโตรเจนเหลวใหไดประมาณ 0.1 กรัม ใสลงในหลอด

ไมโครเซนตริฟวก ที่มี extraction buffer (ภาคผนวก ข) ปริมาตร 700 ไมโครลิตร ผสมกันโดยใช
เคร่ืองผสมสารละลาย (vertex mixer)

2. นําไปบมในอางควบคุมอุณหภูมิ (water bath) ที่อุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1
ชั่วโมง พลิกหลอดกลับไปมาทุกๆ 10 นาที

3. เติม chloroform : isoamyl alcohol (24:1) ปริมาตร 700 ไมโครลิตร ผสมใหเขากันโดยพลิก
หลอดไปมาเบา ๆ จากน้ันนําไปปนเหวี่ยงที่ความเร็ว 12,000 รอบตอนาที เปนเวลา 5 นาที ที่อุณหภูมิ
4 องศาเซลเซียส แลวดูดเอาสวนใส (supernatant) ใสหลอดไมโครเซนตริฟวกหลอดใหม

4. เติม isopropanol ปริมาตรเปน 1 เทา ผสมใหเขากันเบาๆ นําไปแชในตูเย็น -20 องศา
เซลเซียส 2 ชั่วโมงหรือทิ้งไว 1 คืน

5. นําไปปนเหวีย่งที่ความเร็ว 12,000 รอบตอนาที เปนเวลา 30 นาที ที่อุณหภูมิ 4 องศา
เซลเซียส จากน้ันเทสวนใสทิ้งและลางตะกอนดีเอ็นเอดวย 70% ethyl alcohol ปนตกตะกอนดีเอ็นเอ
อีกคร้ัง จากน้ันนําไปผึ่งตะกอน (air dry) ดีเอ็นเอไวใหแหงที่อุณหภูมิหอง

6. ละลายตะกอนดีเอนเอดวย deionnized water หรือ TE buffer ปริมาตร 20 ไมโครลิตรเขยา
เบา ๆ จนตะกอนละลายหมด

7. เติม RNase A เขมขน 500 ไมโครลิตรตอมิลลิลิตรและนําไปบมที่อุณหภูมิ 37 องศา
เซลเซียส นาน 1 คืน

8. ทําการตรวจสอบคุณภาพดีเอนเอดวยเทคนิค agarose gel electrophoresis หรือวัดปริมาณ
ดีเอนเอดวยเคร่ืองวัดคาการดูดกลืนแสง (spectrophotometer) ที่ความยาวชวงคลื่น 260 นาโนเมตร



33

11. การตรวจสอบยีน gus โดยใชเทคนิคพีซีอาร (PCR)
นําดีเอ็นเอที่ไดจากการทดลองที่ 10 มาเจือจางโดยใช deionized water ใหมีความเขมขน

ประมาณ 20 นาโนกรัมตอไมโครลิตร และใชคูไพรเมอรที่จําเพาะตอยีน gus ซึ่งสามารถเพิ่มปริมาณ
ดีเอ็นเอใหมีขนาด 500 คูเบส โดยมีลําดับเบสดังน้ี

Forward primer 5’- ACCGTTTGTGTGAACAACGA-3’
Reward primer  5’-CATGACGACCAAAGCCAGTA-3’

องคประกอบพีซีอาร
10x PCR buffer 2 μl
25 mM MgCl 1.6 μl
10 mM dNTPs 0.4 μl
primer (150pmole/μl) 1.5 μl
DNA template (20 ng/ μl) 1 μl
Taq polymerase(5U/ μl) 0.5 μl
deionize water to 20 μl

ปฎิกริิยาพีซีอาร
Denaturation 94 องศาเซลเซียส นาน 45 วนิาที
Annealiing 68 องศาเซลเซียส นาน 30 วินาที
Extension (30 cycle) 72 องศาเซลเซียส นาน 50 วินาที
Final extension 72 องศาเซลเซียส นาน 10 นาที


