
 

ปฏิบัติการ บทที่  9 
การปรับปรุงพันธุโดยการใชอะโกรแบคทีเรียม 

การปรับปรุงพันธุพืชในปจจุบันมักนิยมใชเทคนิคการถายฝากยีนรวมกับการ
เพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพืช เน่ืองจากเทคนิคการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพืชสามารถเพาะเลี้ยงช้ินสวน
ตางๆของพืชได เชน ใบ ราก กิ่ง ลําตน ดอก ละอองเกสร คัพภะ จนถึงกลุมเซลล และโป
รโตพลาสต (เซลลที่ไมมีผนังเซลล) จนเกิดเปนตนที่สมบูรณได ที่เปนเชนน้ีเน่ืองจากเกือบ
ทุกช้ินสวนของตนพืชสามารถนํามาชักนําใหเกิดเปนแคลลัส (callus) หรือกลุมเซลล เพ่ือ
เลี้ยงเปนเซลลแขวนลอย (cell suspension) และเกิดกระบวนการ organogenesis / 
embryogenesis จนกระทั่งเกิดเปนตนใหม (plantlet / regenerant) ดังน้ันจึงเรียก
คุณสมบัติพิเศษเชนนี้ในพืชวา totipotency  

สําหรับการถายฝากยีนในพืชน้ันมีหลายวิธี เชน การถายฝากยีนโดยตรง (direct 
gene transfer) การถายฝากยีนโดยใชกระแสไฟฟา (electroporation) การถายฝากยีน
โดยใชเข็มฉีด (microinjection) การถายฝากยีนโดยใชเคร่ืองยิง (biolistic technique) และ
การถายฝากยีนโดยการใชอโกรแบคทีเรียม (Agrobacterium) แตในการทดลองครั้งน้ีจะ
เลือกวิธีการถายฝากยีนโดยการใชอโกรแบคทีเรียม 

 
ลักษณะทั่วไปของอโกรแบคทีเรียม 

อโกรแบคทีเรียม เปนแบคทีเรียแกรมลบซ่ึงอยูในดิน สามารถบุกรุกเขาสูตนพืชได
บริเวณที่มีบาดแผล ทําใหเกิดเปนปุมปม (tumour) ซ่ึงเรียก crown gall disease (รูปที่ 1) 
เม่ือนําเนื้อเยื่อบริเวณที่เปนปุมปมมาเลี้ยงในอาหารสังเคราะห เน้ือเยื่อจะเจริญไดรวดเร็ว 
และโตไดไมจํากัดจนเกิดเปนสภาพที่เรียกวา แคลลัส และสามารถชักนําใหเกิดเปนตน
ใหมได อโกรแบคทีเรียมที่นิยมใชมักมีอยู 2 สายพันธุ คือ Agrobacterium tumefaciens 
ทําใหเกิดปุมปมบริเวณลําตนของพืชใบเลี้ยงคู แตไมสามารถทําใหเกิดปุมปมในพืชใบ
เลี้ยงเดี่ยว ในขณะที่ Agrobacterium rhizogenes ทําใหเกิดปุมปมบริเวณราก  
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รูปที่ 9.1 ปุมปมของพืชที่เกิดจากการบุกรุกของอโกรแบคทีเรียม 
 

Agrobacterium ที่มีเวกเตอรแบบ binary  
อโกรแบคทีเรียมจะมีพลาสมิดอยู 2 ขนาด คือ พลาสมิดขนาดเล็ก และพลาสมิด 

Ti ขนาดใหญซ่ึงมีสวนของยีนที่เรียกวา virulence gene (Vir gene) ทั้งหมด 6 ยีน ซ่ึงมี
สวนเกี่ยวของกับการยายยีนที่ช่ือวา T-DNA ซึ่งอยูในพลาสมิดขนาดเล็กของอโกร
แบคทีเรียมเขาสูเซลลพืช  ดังน้ันหากตองการใหยีนที่สนใจถายเขาสูเซลลพืช จึงจําเปน
จะตองนํายีนดังกลาวมาใสไวในสวนที่เปน T-DNA  
 

 
รูปที่ 9.2 เวกเตอรแบบ binary ของ Agrobacterium 
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หนาที่ของ virulence gene ตางๆ มีดังน้ี 
Vir A มีหนาที่เกี่ยวของกับการควบคุม และจดจําสารประกอบพวกฟโนลิคที่ผลิต

ออกมาจากพืช และยีนน้ีจะไปกระตุนยีน Vir G 
Vir G มีหนาที่เกี่ยวของกับการควบคุม และเปนตัวกระตุนใหมีการลอกรหัสของยีน

อื่นๆในกลุม 
Vir D มีหนาที่เกี่ยวของกับการตัดพันธะฟอสโฟไดเอสเทอรของ DNA ที่บริเวณ

ขวา และซายของ T-DNA คือ right border (RB) และ left border (LB) ซ่ึงมีผลใหเกิดการ
ตัด T-DNA ออกจากพลาสมิด 

Vir C มีหนาที่เกี่ยวของกับการกําหนดสายพันธุของแบคทีเรีย และชนิดของพืชที่
จะเขาบุกรุก แตยังไมทราบวามีวิธีการอยางไร 

Vir E เปนโปรตีนที่มีหนาที่จับ DNA สายเดี่ยว เพื่อให T-DNA มีความคงตัวใน
ระหวาง และหลังจากที่มีการสงถายยีน 

Vir B เปนโปรตีนที่ไปจับตัวที่เยื่อหุมเซลล เพื่อเปนชองทางให T-DNA ผานไปยัง
เซลลพืช 
กลไลการยายยีนของ Agrobacterium  

เม่ือพืชเกิดบาดแผลจะมีการหลังสารฟนอลลิค (phenolic) ออกมา ซ่ึงสารนี้จะไป
กระตุน vir gene ตางๆที่อยูในพลาสมิด Ti ขนาดใหญของอโกรแบคทีเรียม สงผลให T-
DNA ถูกตัดออกจากพลาสมิดขนาดเล็กโดยเอนไซมที่ผลิตไดจาก Vir D จากนั้นจะมีการ
ถายทอด T-DNA เขาสูเซลลพืชในรูปแบบ DNA สายเดี่ยว 
 
วิธีการทดลอง 
 
- วิธีการยายยีนเขาสูใบเลี้ยงของมะเขือเทศโดยใชอโกรแบคทีเรียม (Qiu et al., 2007) 
 
1. นําเมล็ดของมะเขือเทศมาทําความสะอาดดวย 70% เอทานอล เปนเวลา 30 วินาที 
2. ลางดวยนํ้ากลั่นที่ผานการฆาเช้ือแลว เปนเวลา 10 วินาที 
3. แชเมล็ดใน 1% สารละลายไฮโปคลอไรด 
4. ลางดวยนํ้ากลั่นที่ผานการฆาเช้ือแลว เปนเวลา 30 นาที จํานวน 2 ครั้ง 
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5. วางเมล็ดลงบนอาหารแข็งสูตร MSB5 ((M0404 lot 102K23323)    Sigma Chemical 
Co.,) medium A (ภาคผนวก ก) แลวนําไปเลี้ยงที่อุณหภูมิ 24 องศาเซลเซียส โดยให
แสงเปนเวลา 16 ชม. เปนเวลา 4-5 วัน จนมีใบเลี้ยงงอกออกมาจากเมล็ด 

6. ทําการตัดใบเลี้ยงออกมาวางบนอาหารแข็งสูตร MSB5 medium B   แลวนําไปเลี้ยงที่
อุณหภูมิ 24 องศาเซลเซียส โดยใหรับแสงเปนเวลา 16 ชม. เปนเวลา 1 คืน 

7. หยดเช้ือ Agrobacterium ลงบนใบเลี้ยงใหชุม เขยาเบาๆ เปนเวลา 20 นาที 
8. นําใบเลี้ยงจากขอ 6 ไปวางบนกระดาษกรองที่ผานการฆาเช้ือใหปลอดโรค     เพ่ือซับ

เช้ือ Agrobacterium ที่เปนสวนเกินออก 
9. วางใบเลี้ยงบนอาหารแข็งสูตร MSB5 medium B แลวนําไปเลี้ยงที่อุณหภูมิ 24 องศา

เซลเซียส โดยใหแสงเปนเวลา 16 ชม. เปนเวลา 3 วัน 
10. ยายใบเลี้ยงไปวางบนอาหารแข็งสูตร    MSB5 medium C แลวนําไปเลี้ยงที่อุณหภูมิ 

24 องศาเซลเซียส โดยใหแสงเปนเวลา 16 ชม. เปนเวลา 3 วัน 
11. ยายใบเลี้ยงไปวางบนอาหารแข็งสูตร    MSB5 medium D  แลวนําไปเลี้ยงที่อุณหภูมิ 

24 องศาเซลเซียส โดยใหแสงเปนเวลา 16 ชม. เปนเวลา 3 อาทิตย 
12. เปลี่ยนอาหารแข็งสูตร MSB5 medium D ทุกๆ 3 อาทิตย ในระยะเวลา 6-8 สัปดาห 
 
- วิธีการเลี้ยงเช้ือ Agrobacterium สายพันธุ EHA 105 ที่มี binary vector  
 
1. เลี้ยงเช้ือ Agrobacterium สายพันธุ EHA 105 (ซ่ึงประกอบดวย พลาสมิดที่มียีน nptII 

ซ่ึงตานทานตอยาปฏิชีวนะ kanamycin และ Ti พลาสมิด)       ในอาหารเหลวสูตร LB 
(ภาคผนวก ก) ที่มีสาร rifamicin ความเขมขน 30 mg/l และ kanamycin ความเขมขน 
100 mg/l เปนเวลา 1 คืน 

2. เจือจางเชื้อ Agrobacterium ในอาหารเหลวสูตร LB   ที่ไมมียาปฏิชีวนะ แลววัดคา
ดูดกลืนแสงที่ 600 nm ให มีคาเทากับ 0.2 

3. ทําการปนตกตะกอนเช้ือ Agrobacterium    ที่ความเร็ว 4,000 rpm เปนเวลา 15 นาที 
ในหลอดขนาด 50 ml 

4. ละลายตะกอนที่ไดดวยอาหารเหลวสูตร MSB5 medium B1 (ภาคผนวก ก) 
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