
 

ปฏิบัติการ บทที่  9 
การปรับปรุงพันธุโดยการใชอะโกรแบคทีเรียม 

การปรับปรุงพันธุพืชในปจจุบันมักนิยมใชเทคนิคการถายฝากยีนรวมกับการ
เพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพืช เน่ืองจากเทคนิคการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพืชสามารถเพาะเลี้ยงช้ินสวน
ตางๆของพืชได เชน ใบ ราก กิ่ง ลําตน ดอก ละอองเกสร คัพภะ จนถึงกลุมเซลล และโป
รโตพลาสต (เซลลที่ไมมีผนังเซลล) จนเกิดเปนตนที่สมบูรณได ที่เปนเชนน้ีเน่ืองจากเกือบ
ทุกช้ินสวนของตนพืชสามารถนํามาชักนําใหเกิดเปนแคลลัส (callus) หรือกลุมเซลล เพ่ือ
เลี้ยงเปนเซลลแขวนลอย (cell suspension) และเกิดกระบวนการ organogenesis / 
embryogenesis จนกระทั่งเกิดเปนตนใหม (plantlet / regenerant) ดังน้ันจึงเรียก
คุณสมบัติพิเศษเชนนี้ในพืชวา totipotency  

สําหรับการถายฝากยีนในพืชน้ันมีหลายวิธี เชน การถายฝากยีนโดยตรง (direct 
gene transfer) การถายฝากยีนโดยใชกระแสไฟฟา (electroporation) การถายฝากยีน
โดยใชเข็มฉีด (microinjection) การถายฝากยีนโดยใชเคร่ืองยิง (biolistic technique) และ
การถายฝากยีนโดยการใชอโกรแบคทีเรียม (Agrobacterium) แตในการทดลองครั้งน้ีจะ
เลือกวิธีการถายฝากยีนโดยการใชอโกรแบคทีเรียม 

 
ลักษณะทั่วไปของอโกรแบคทีเรียม 

อโกรแบคทีเรียม เปนแบคทีเรียแกรมลบซ่ึงอยูในดิน สามารถบุกรุกเขาสูตนพืชได
บริเวณที่มีบาดแผล ทําใหเกิดเปนปุมปม (tumour) ซ่ึงเรียก crown gall disease (รูปที่ 1) 
เม่ือนําเนื้อเยื่อบริเวณที่เปนปุมปมมาเลี้ยงในอาหารสังเคราะห เน้ือเยื่อจะเจริญไดรวดเร็ว 
และโตไดไมจํากัดจนเกิดเปนสภาพที่เรียกวา แคลลัส และสามารถชักนําใหเกิดเปนตน
ใหมได อโกรแบคทีเรียมที่นิยมใชมักมีอยู 2 สายพันธุ คือ Agrobacterium tumefaciens 
ทําใหเกิดปุมปมบริเวณลําตนของพืชใบเลี้ยงคู แตไมสามารถทําใหเกิดปุมปมในพืชใบ
เลี้ยงเดี่ยว ในขณะที่ Agrobacterium rhizogenes ทําใหเกิดปุมปมบริเวณราก  
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รูปที่ 9.1 ปุมปมของพืชที่เกิดจากการบุกรุกของอโกรแบคทีเรียม 
 

Agrobacterium ที่มีเวกเตอรแบบ binary  
อโกรแบคทีเรียมจะมีพลาสมิดอยู 2 ขนาด คือ พลาสมิดขนาดเล็ก และพลาสมิด 

Ti ขนาดใหญซ่ึงมีสวนของยีนที่เรียกวา virulence gene (Vir gene) ทั้งหมด 6 ยีน ซ่ึงมี
สวนเกี่ยวของกับการยายยีนที่ช่ือวา T-DNA ซึ่งอยูในพลาสมิดขนาดเล็กของอโกร
แบคทีเรียมเขาสูเซลลพืช  ดังน้ันหากตองการใหยีนที่สนใจถายเขาสูเซลลพืช จึงจําเปน
จะตองนํายีนดังกลาวมาใสไวในสวนที่เปน T-DNA  
 

 
รูปที่ 9.2 เวกเตอรแบบ binary ของ Agrobacterium 
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หนาที่ของ virulence gene ตางๆ มีดังน้ี 
Vir A มีหนาที่เกี่ยวของกับการควบคุม และจดจําสารประกอบพวกฟโนลิคที่ผลิต

ออกมาจากพืช และยีนน้ีจะไปกระตุนยีน Vir G 
Vir G มีหนาที่เกี่ยวของกับการควบคุม และเปนตัวกระตุนใหมีการลอกรหัสของยีน

อื่นๆในกลุม 
Vir D มีหนาที่เกี่ยวของกับการตัดพันธะฟอสโฟไดเอสเทอรของ DNA ที่บริเวณ

ขวา และซายของ T-DNA คือ right border (RB) และ left border (LB) ซ่ึงมีผลใหเกิดการ
ตัด T-DNA ออกจากพลาสมิด 

Vir C มีหนาที่เกี่ยวของกับการกําหนดสายพันธุของแบคทีเรีย และชนิดของพืชที่
จะเขาบุกรุก แตยังไมทราบวามีวิธีการอยางไร 

Vir E เปนโปรตีนที่มีหนาที่จับ DNA สายเดี่ยว เพื่อให T-DNA มีความคงตัวใน
ระหวาง และหลังจากที่มีการสงถายยีน 

Vir B เปนโปรตีนที่ไปจับตัวที่เยื่อหุมเซลล เพื่อเปนชองทางให T-DNA ผานไปยัง
เซลลพืช 
กลไลการยายยีนของ Agrobacterium  

เม่ือพืชเกิดบาดแผลจะมีการหลังสารฟนอลลิค (phenolic) ออกมา ซ่ึงสารนี้จะไป
กระตุน vir gene ตางๆที่อยูในพลาสมิด Ti ขนาดใหญของอโกรแบคทีเรียม สงผลให T-
DNA ถูกตัดออกจากพลาสมิดขนาดเล็กโดยเอนไซมที่ผลิตไดจาก Vir D จากนั้นจะมีการ
ถายทอด T-DNA เขาสูเซลลพืชในรูปแบบ DNA สายเดี่ยว 
 
วิธีการทดลอง 
 
- วิธีการยายยีนเขาสูใบเลี้ยงของมะเขือเทศโดยใชอโกรแบคทีเรียม (Qiu et al., 2007) 
 
1. นําเมล็ดของมะเขือเทศมาทําความสะอาดดวย 70% เอทานอล เปนเวลา 30 วินาที 
2. ลางดวยนํ้ากลั่นที่ผานการฆาเช้ือแลว เปนเวลา 10 วินาที 
3. แชเมล็ดใน 1% สารละลายไฮโปคลอไรด 
4. ลางดวยนํ้ากลั่นที่ผานการฆาเช้ือแลว เปนเวลา 30 นาที จํานวน 2 ครั้ง 
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5. วางเมล็ดลงบนอาหารแข็งสูตร MSB5 ((M0404 lot 102K23323)    Sigma Chemical 
Co.,) medium A (ภาคผนวก ก) แลวนําไปเลี้ยงที่อุณหภูมิ 24 องศาเซลเซียส โดยให
แสงเปนเวลา 16 ชม. เปนเวลา 4-5 วัน จนมีใบเลี้ยงงอกออกมาจากเมล็ด 

6. ทําการตัดใบเลี้ยงออกมาวางบนอาหารแข็งสูตร MSB5 medium B   แลวนําไปเลี้ยงที่
อุณหภูมิ 24 องศาเซลเซียส โดยใหรับแสงเปนเวลา 16 ชม. เปนเวลา 1 คืน 

7. หยดเช้ือ Agrobacterium ลงบนใบเลี้ยงใหชุม เขยาเบาๆ เปนเวลา 20 นาที 
8. นําใบเลี้ยงจากขอ 6 ไปวางบนกระดาษกรองที่ผานการฆาเช้ือใหปลอดโรค     เพ่ือซับ

เช้ือ Agrobacterium ที่เปนสวนเกินออก 
9. วางใบเลี้ยงบนอาหารแข็งสูตร MSB5 medium B แลวนําไปเลี้ยงที่อุณหภูมิ 24 องศา

เซลเซียส โดยใหแสงเปนเวลา 16 ชม. เปนเวลา 3 วัน 
10. ยายใบเลี้ยงไปวางบนอาหารแข็งสูตร    MSB5 medium C แลวนําไปเลี้ยงที่อุณหภูมิ 

24 องศาเซลเซียส โดยใหแสงเปนเวลา 16 ชม. เปนเวลา 3 วัน 
11. ยายใบเลี้ยงไปวางบนอาหารแข็งสูตร    MSB5 medium D  แลวนําไปเลี้ยงที่อุณหภูมิ 

24 องศาเซลเซียส โดยใหแสงเปนเวลา 16 ชม. เปนเวลา 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 (ซ่ึงประกอบดวย พลาสมิดที่มียีน nptII 

ซ่ึงตานทานตอยาปฏิชีวนะ kanamycin และ Ti พลาสมิด)       ในอาหารเหลวสูตร LB 
(ภาคผนวก ก) ที่มีสาร rifamicin ความเขมขน 30 mg/l และ kanamycin ความเขมขน 
100 mg/l เปนเวลา 1 คืน 

2. เจือจางเชื้อ Agrobacterium ในอาหารเหลวสูตร LB   ที่ไมมียาปฏิชีวนะ แลววัดคา
ดูดกลืนแสงที่ 600 nm ให มีคาเทากับ 0.2 

3. ทําการปนตกตะกอนเช้ือ Agrobacterium    ที่ความเร็ว 4,000 rpm เปนเวลา 15 นาที 
ในหลอดขนาด 50 ml 

4. ละลายตะกอนที่ไดดวยอาหารเหลวสูตร MSB5 medium B1 (ภาคผนวก ก) 
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