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Effect of Light to Expression Control of Eucalyptus KORRIGAN Promoter in Tobacco
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ABSTRACT
Cellulose is the most important structural component of plant cell wall. Due to the 

enormous economic benefit of tree cellulose for paper, pulp, lumber and packaging industries,  
understanding the mechanism of cellulose biosynthesis is important for the sustainability of 
these industrial businesses. KORRIGAN gene (Kor) encodes a plasma membrane bound 
enzyme, endo–1, 4- -D-glucanase, which is member of cellulose biosynthesis genes. This 
research focused on the analysis of the promoter region of the Kor gene, promoter structure 
and gene expression control under dark and light conditions. The Kor promoter region of 
Eucalyptus grandis, E. camaldulensis, and E. urophylla were cloned and sequenced.  
Sequences were analyzed by alignment against the E. glandis genome sequences using a 
ClustalW 2.1 program. The gene expression control of Kor promoter was tested, recombinant 
plant transformation plasmid, pCAMBIA1304, with the Kor promoter fused to the reporter 
gene, -glucuronidase (gusA) was transferred to tobacco (Nicotiana tabacum) and the gene 
expression controls were analyzed by real time PCR. Results revealed that Kor promoter 
nucleotide sequences from E. grandis, E. camaldulensis, and E. urophylla, are high similar to 
E. grandis  Kor promoter database at the percentages of 97, 95 and 96 respectively. Two 
transgenic tobacco lines, 15k2 and 15K3, showed the specific expressions of the reporter 
gene, gusA, but limited only in the vascular tissues, and the levels of gene expression were  
regulated by light, Under lighting conditions of 8 and 16 hrs. expression reduction from those 
under dark condition of 29%, 36%, 36% and 31% respectively were observed.

Key words: KORRIGAN Promoter, Gene expression, Light and dark gene control Cellulose 
biosynthesis
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บทคัดย่อ
เซลลูโลส (cellulose) เป็นโครงสร้างที่

ส�ำคัญที่สุดของผนังเซลล์พืช และมบีทบาทส�ำคญั

ทางเศรษฐกจิ ในอตุสาหกรรมกระดาษ เย่ือกระดาษ  

ไม ้และบรรจุภัณฑ์ การศึกษาและเข้าใจถึงกลไก

การสังเคราะห์เซลลโูลสจงึมคีวามส�ำคญัต่อความ

ยั่งยืนของอุตสาหกรรมดังกล่าว ยีน KORRIGAN 

(Kor) เป็นยีนส�ำหรับสังเคราะห์เอนไซม ์plasma 

membrane bound, endo –1,4- -D-glucanase 

ในกระบวนการสงัเคราะห์เซลลูโลสในพืช งานวจิยันี้ 

มุ่งเน้นศึกษาถึงส่วนโปรโมเตอร์ของยีน Kor จาก

ต้นยคูาลปิตัสสามชนดิเพ่ือวเิคราะห์องค์ประกอบของ

โปรโมเตอร์และการควบคมุการแสดงออกของยนี  

การโคลนส่วนโปรโมเตอร์ Kor ของยูคาลิปตัส 

สามชนิด ได ้แก ่  Eucalyptus grandis ,  

E. camaldulensis, และ E. urophylla เปรยีบเทยีบ 

กบัจโีนมของยคูาลปิตสั E. grandis จากฐานข้อมลู 

วิเคราะห์ส่วนโปรโมเตอร์ Kor ด้วยโปรแกรม 

ClustalW 2.1 และการควบคมุการแสดงออกของ

ยีนโดยเลือกใช้โปรโมเตอร์ Kor ของ E. grandis 

เชื่อมเข้ากับยีนรายงานผล -glucuronidase 

(gusA) บนพลาสมิด pCAMBIA1304 แล้วถ่าย 

ยีนเข ้าสู ่ต ้นยาสูบ (Nicotiana tabacum)  

การศกึษาพบว่า โปรโมเตอร์ Kor จาก E. grandis, 

E. camaldulensis, และ E. urophylla เปรยีบเทยีบ 

กับล�ำดับนิวคลีโอไทด์ส่วนโปรโมเตอร์ Kor ของ 

จีโนมยคูาลปิตสั E. grandis บนฐานข้อมลู มคีวาม

เหมือนกันร้อยละ 97 95 และ 96 ตามล�ำดับ  

และพบว่า โปรโมเตอร์ Kor สามารถควบคุมการ

แสดงออกของยนี gusA ในต้นยาสบูสองโคลน คอื 

15K2 และ 15K3 ได้ โดยมีการแสดงออกของยีน

รายงานผลที่เฉพาะเจาะจงในส่วนของเนื้อเยื่อ 

ท่อล�ำเลียงและตอบสนองต่อแสง โดยในสภาพ 

ที่ให้แสง 8 และ 16 ชม. การแสดงออกของยีน 

จะลดลงร้อยละ 29 36 36 และ 31 ตามล�ำดับ 

จากในสภาพที่มืด

ค�ำส�ำคญั: KORRIGAN โปรโมเตอร์, การแสดงออก 

ของยีน, แสงและความมืดในการควบคุมยีน  

กระบวนการสังเคราะห์เซลลูโลส 

บทน�ำ
เซลลูโลส (cellulose) เป็นองค์ประกอบ

ที่ส�ำคัญที่สุดของผนังเซลล์พืช ท�ำหน้าที่เป็น

โครงสร้างของเซลล์ในการคงสภาพของรูปร่างทาง

กายภาพและการเจริญเติบโตของต้นพืช และ

เซลลูโลสจากพืชยังมีความส�ำคัญทางเศรษฐกิจ

อย่างมาก เช่น ในอุตสาหกรรมไม้ เยื่อกระดาษ

กระดาษ บรรจุภัณฑ์ และสิ่งพิมพ ์เซลลูโลสเป็น

โพลิเมอร์ของน�้ำตาลกลูโคสที่จับต่อกันเป็นสาย

ยาวด้วยพนัธะ  (1- 4) โดยเซลลูโลสจะสงัเคราะห์

ที่เยื่อหุ ้มเซลล์ (plasma membrane) ด้วย

โครงสร้าง cellulose synthase complex (CSC)

ที่ท�ำการสังเคราะห์เส้นใยเซลลูโลส (cellulose 

microfibrils) ด้วยเอ็นไซม์ cellulose synthase 

(CesA) จ�ำนวน 18 ชนดิ ทีส่งัเคราะห์จากกลุม่ยนี 

CesAs (Maleki et al., 2016) นอกเหนือจากเอ็น

ไซม ์CesA แล้วยังพบว่ามี microtubules, actin 

cytoskeleton, เอ็นไซม์ sucrose synthase 

(SuSy) โปรตีน COBRA-like และโปรตีน  

KORRIGAN (Kor) ที่เกี่ยวข้องกับการสังเคราะห์

เซลลูโลสด้วย จากการศึกษาของ Vain et al., 

(2014) พบว่า โปรตีน KOR ซึ่งเป็นเอ็นไซม ์ 

membrane-bound endo-1,4- -D-glucanase 

(EGase) ทีจ่บัอยูก่บัเย่ือหุม้เซลล์มบีทบาททีส่�ำคัญไม่

เฉพาะกบัการสงัเคราะห์สายโพลเีมอร์ของกลโูคส  

(glucan chain) และการรวมกันเป็นเส้นใย

เซลลโูลสเท่านัน้ แต่ยงัมีบทบาทต่อการเคลือ่นย้าย
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ของโครงสร้าง CSC ภายในเซลล์ด้วย ดังนั้นการ

ศึกษาให้เข้าใจถึงโปรตีน Kor และยีน Kor  

ท่ีควบคมุการสงัเคราะห์จะท�ำให้สามารถน�ำความรู ้

มาใช้ในการปรบัปรงุการสงัเคราะห์เซลลโูลสของพชื  

และส่งผลต่ออุตสาหกรรมเยื่อกระดาษ และ

อุตสาหกรรมต่อเนื่องได้

โปรโมเตอร์ของยีนท�ำหน้าท่ีเกี่ยวข้องกับ

การเริม่ต้นถอดรหสัของยนี ควบคมุการท�ำงานของ

ยีน ทั้งในด้านปริมาณ ช่วงเวลาที่แสดงออก และ

เนื้อเยื่อเป้าหมาย ซึ่งเป็นต�ำแหน่งท่ีถูกจดจ�ำ 

โดยโปรตีนที่จะน�ำเอนไซม์ RNA polymerase  

เข้ามาจับและเริ่มถอดรหัสยีน (Brown, 2002) 

โปรโมเตอร์ Kor เป็นโปรโมเตอร์ชนิดพิเศษ 

ที่เรียกว่า TATA boxless promoter ส่วนมากพบ

ควบคุมยีนในกระบวนการสังเคราะห์เซลลูโลส  

แป้งและน�้ำตาลในพืชหลายชนิด และมีส่วน  

Downstream promoter element (DPE)  

เหมือนกับโปรโมเตอร์จากยีน photosystem I 

(PsaDb) ซึ่งเป็นยีนที่มีการแสดงออกตอบสนอง

ต่อแสง (Vimoltust et al., 2018) งานวิจัยนี้ 

มีจุดประสงค์เพ่ือศึกษาล�ำดับนิวคลีโอไทด์ของ

โปรโมเตอร์ Kor จากต้นยูคาลิปตัส 3 ชนิด ที่ปลูก

ใช้เชิงพาณิชย์ในเมืองไทย และทดสอบอิทธิพล

ของแสงต่ออัตราการแสดงออกของโปรโมเตอร์ 

โดยการเชื่อมต่อเข้ากับยีนรายงานผล gusA  

บนพลาสมิดท่ีใช้ถ่ายยีนเข้าสู่ต้นยาสูบ ตรวจการ

แสดงออกของโปรโมเตอร์ Kor ในต้นยาสูบที่อยู่

ในทีมื่ดและทีส่ว่าง เพือ่เป็นแนวทางทีจ่ะเข้าใจถงึ

กลไกการท�ำงานของยีน Kor ในกระบวนการ

สงัเคราะห์เซลลโูลส ซึง่สามารถน�ำไปใช้ประโยชน์

ในการพัฒนาปรับปรุงพันธุ์ต้นยูคาลิปตัสและพืช

เส้นใยอื่น ๆ ต่อไปในอนาคต

อุปกรณ์และวิธีการ
1. การสกัดดีเอ็นเอจากยูคาลิปตัส

เก็บใบยูคาลิปตัสจากต ้นยูคาลิปตัส 

สามชนิด ดังนี้ Eucalyptus camaldulensis,  

E. grandis และ E. urophylla จากแปลงปลกูของ

บริษัทเอสซีจี แพคเกจจิ้ง จ�ำกัด (มหาชน) ต�ำบล

ท่าผา อ�ำเภอบ้านโป่ง จังหวัดราชบุรี แล้วน�ำใบ

มาสกัดจีโนมิกส์ดีเอ็นเอ ออกจากเนื้อเยื่อส่วนใบ

ด้วยวิธี CTAB (Cetyl trimetylammonium  

bromide) ตามวิธีการของ Doyle and Doyle 

(1987) และเก็บรักษาที่อุณหภูมิ - 20oซ. เพื่อใช้

ต่อไป

2.	การออกแบบไพรเมอร์และการโคลน Kor 

โปรโมเตอร์จากยูคาลิปตัส

สร้างไพรเมอร์จากฐานข้อมูล NCBI  

ของยีน Kor จาก Gen Bank Accession  

No. JX904062 จากนัน้น�ำล�ำดับนวิคลโีอไทด์ของ

ยีนดังกล่าวไปหาส่วนเหนือยีน (upstream  

sequences) โดยการเทียบจากฐานข้อมูลจีโนม

ของ E. grandis ในโปรแกรม Phytozome  

บนฐานข้อมูล https://phytozome.jgi.doe.gov/

pz/portal.html เม่ือพบส่วนของยนีแล้วจงึออกแบบ 

ไพรเมอร์ 2 ชนดิ คอื forward primer จากบรเิวณ

ของล�ำดับเบสที่อยู่เหนือ start codon (ATG)  

ของยีน Kor ขึ้นไปจากต�ำแหน่ง -1591 ถึง

ต�ำแหน่ง –1567 โดยเติมให้มีต�ำแหน่งที่ตัดด้วย

เอ็นไซม์ EcoR I (GAATCC) ที่ปลายด้าน 3 ไพร์

ให้ชื่อว่าไพรเมอร์ F1591 Korpro (5GAATTC-

CAGCCGGCCATACCATATGACAACG 3) 

และ reverse primer จากต�ำแหน่ง -1 ถงึต�ำแหน่ง 

-25 ของ start codon และเติมต�ำแหน่งตัดด้วย

เอ็นไซม์ Nco I (CCATGG) ที่ปลาย 5 ไพร์ ให้

ชื่อว่าไพรเมอร์ R1Korpro (5CCATGGGCT-

CATCCTCGCTCCGACGCGAACT3 )  

ท�ำปฏกิริยิา Polymerase chain reaction (PCR) 

เชื่อมต่อกับพลาสมิด pGEM®-T (Promega, 
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Wisconsin, USA) และถ่ายฝากเข้าสู่แบคทีเรีย 

Escherichia coli สายพันธุ์ DH5  ตามวิธีการ

ของ Vimoltust et al., (2018) จากนัน้น�ำพลาสมดิ

ดีเอ็นเอส่งไปวิเคราะห์หาล�ำดับนิวคลิโอไทด์ด้วย

เครื่อง Appl ied Biosystems® Sanger  

Sequencing 3500 Series Genetic Analyzers 

ใช้สารเคมี BigDye® Terminator v3.1 cycle 

sequencing kit chemistry, ThermoFisher 

scienti fic ตามกรรมวิธีของบริษัท 1st BASE  

Laboratories Sdn Bhd ประเทศมาเลเซีย

3.	การเปรียบเทียบล�ำดับนิวคลีโอไทด์ของ

โปรโมเตอร์ Kor

น�ำผลการวิเคราะห์หาล�ำดับนิวคลิโอไทด์ 

ของโคลนยูคาลิปตัสทั้ง 3 ชนิด มาวิเคราะห์ 

เปรียบเทียบความแตกต่างของโปรโมเตอร์ Kor 

กบัฐานข้อมลูจีโนมของ E. grandis ด้วยโปรแกรม 

Phytozome บนฐานข้อมูล https://phytozome.

jgi.doe.gov/pzportal.html โดยใช้โปรแกรม

วิเคราะห์ ClustalW 2.1 (Larkin et al., 2007)

4.	การสร้าง Recombinant plasmid และ 

การถ่ายยีนเข้าสู่ต้นยาสูบ

น�ำพลาสมิด pG+15E.gKorpro ที่ได้จาก

การเชื่อมตอ่ผลติภณัฑ ์PCR ของ E. grandis เขา้

กับพลาสมิด pGEM®-T จากการทดลองท่ี 2 และ

พลาสมิดท่ีใช้ถ่ายยีนเข้าสู่พืช pCAMBIA 1304  

มาตัดด้วยเอนไซม์ EcoRI และ NcoI เพือ่ตัดส่วน

โปรโมเตอร์ Kor ของ E. gradis ออกจากพลาสมดิ 

pGEM®-T และตัดส่วนของยีน LacZ  และ 
35sCaMV promoter ออกจากพลาสมดิ pCAMBIA  

1304 จากนั้นเชื่อมต่อส่วนของโปรโมเตอร์ Kor 

เข้ากบัพลาสมดิ pCAMBIA 1304 ให้ชือ่พลาสมิด

ท่ีได้ว่า pC15Korpro ถ่ายพลาสมิดเข้าสู่เซลล์ 

Agrobacterium tumefaciens สายพันธุ์ LBA 

4404 ด้วยวิธี electroporation และถ่ายยีนเข้าสู่

ต้นยาสบู (Nicotiana tabacum ‘Xanthi’) ด้วยวธีิ 

leaf-disc co-cultivation method ตามวิธีการ

ของ Vimoltust et al., (2018)

5.	การตรวจวิเคราะห์การแสดงออกของยีน

รายงานผล

ตดัชิน้ส่วนจากต้นยาสบูดดัแปลงพนัธกุรรม 

ตามข้างต้น มาตรวจการแสดงออกของยีน gusA 

ด้วยวิธี GUS histochemical assay โดยเตรยีม

สารละลาย X-gluc ซึง่ประกอบด้วย 0.1 M sodium  

phosphate buffer pH 7.0, 10 mM EDTA pH 

7.0, 0.5 mM potassium ferricyanide pH 7.0, 

0.5 mM potassium ferrocyanide pH 7.0, 1 

mM X-gluc (5-bromo-4-chloro-3-indolyl-

-D-glucuronide) และ 0.1% Triton X-100 น�ำ

ชิ้นส่วนยาสูบแช่ในสารละลาย บ่มไว้ที่อุณหภูมิ 

37°oซ. ข้ามคืน น�ำมาหยุดปฏิกิริยาโดยการล้าง

เนือ้เยือ่ด้วย ethanol 95% ตรวจผลการแสดงออก

ของยนี gusA จากการเกดิสนี�ำ้เงนิของชิน้เนือ้เยือ่

ภายใต้กล้องจลุทรรศน์ (Stomp, 1992; Jefferson  

et al., 1987)

6.	การศึกษาอิทธิพลของแสงต่อการแสดงออก

ของยีนรายงานผลด้วยเทคนิค real-time PCR

ท�ำการสกัด mRNA ด ้วยชุดสกัด 

RNeasy® PlusMini Kit (Qiagen Inc., USA) 

โดยใช้เนื้อเยื่อ 0.2 กรัม จากก้านใบจากต้นยาสูบ

ที่ได้รับการถ่ายยีนทั้ง 2 โคลน คือ 15Kor2 และ 

15Kor3 อายุ 60 วัน น�ำมาเพาะเลี้ยงให้อยู่ในที่

มืดเป็นเวลา 8 ชม. เก็บตัวอย่างส�ำหรับการ

แสดงออกในที่มืด จากนั้นให้รับแสงเป็นเวลา  

8 ชม. และ 16 ชม. ส�ำหรับการแสดงออกเมื่อได้

รับแสง ท�ำการสังเคราะห์ cDNA จาก mRNA 

เพ่ือใช้เป็นต้นแบบในการท�ำปฏิกิริยา real-time 
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PCR ในแต่ละตัวอย่างจะทดสอบ 3 ซ�้ำ  โดยใช้ 

KAPA SYBR® FAST qPCR Kits (KAPA  

Biosystems, Massachusetts, USA) ปฏิกิริยา

ประกอบด้วย KAPA master mixed (2X)  

10µ l cDNA template 5µ l Forward primer  

1µ l Reverse primer 1µ l น�้ำกลั่น 3µ l โดยตรวจ

สอบการแสดงออกของยีน gusA ซึ่งเป็นยีน

รายงานผลจากการแสดงออกของโปรโมเตอร์ของ

ยีน Kor เทียบกับการแสดงออกแบบ relative 

expression ใช้ 18s rRNA ซึง่เป็น housekeeping  

gene และท�ำปฏกิิรยิาด้วยเครือ่ง Mastercycler®ep  

realplex (Eppendorf, Hamburg, Germany) 

โดยใช ้โปรแกรมการท�ำปฏิกิ ริยา enzyme  

activation step ที ่96°oซ. 2 นาที จากนั้น step 

cycling จ�ำนวน 35 รอบ ดังนี้ ที่ 95°oซ. 30 วินาที 

ที ่60°oซ. 20 วินาที และ ที ่72°oซ. 20 วินาที ตรวจ

สอบความจ�ำเพาะของผลผลิตจากปฏกิิรยิาพซีีอาร์

โดยวัดค่าการเรืองแสงของสี SYBR® Green 

ผลการทดลองและวิจารณ์
1.	 การวิเคราะห์ล�ำดับนิวคลีโอไทด์ส่วนเหนือ 

ของยีน Kor จากยูคาลิปตัส 3 ชนิด

ผลการวิเคราะห์ล�ำดับนิวคลีโอไทด์หน้า

ยีน Kor โดยใช้ไพรเมอร์ F1591Korpro และ 

R1Korpro ซึง่ออกแบบให้เพิม่จ�ำนวนนวิคลโีอไทด์

ก่อนหน้ายีน Kor จ�ำนวน 1,591 คู่เบส พบว่า  

โคลนที่ ไ ด ้ จ าก  Euca l yp tus  g r and i s ,  

E. camaldulensis และ E. urophylla มีล�ำดับ 

นวิคลีโอไทด์ จ�ำนวน 1,587 1,575 และ 1,588 คู่เบส  

ตามล�ำดับ และมีความเหมือนกันร้อยละ 97 95 

และ 96 กับล�ำดับเบสของจีโนมของ E. grandis 

จากฐานข้อมูล Phytozome เมื่อวิเคราะห์ด้วย

โปรแกรม ClustalW 2.1 และเม่ือเปรียบเทียบ

แต่ละคู่ระหว่างต้นยูคาลิปตัสสามชนิดที่ใช้ในการ

ทดลองพบว่า E. grandis กับ E. camaldulensis 

มีความเหมือนกันร้อยละ 95 E. grandis กับ  

E. urophylla ความเหมือนกันร้อยละ 98 และ  

E camaldulensis กบั E. urophylla ความเหมือนกนั 

ร้อยละ 95 รายละเอียดดังแสดงใน Table 1  

ผลจากการทดลองน้ีท�ำให ้ทราบว่าส ่วนของ

โปรโมเตอร์ Kor เป็นส่วนท่ีมีล�ำดับนิวคลีโอไทด์ 

ทีม่คีวามอนรุกัษ์สงูซึง่อาจบ่งชีถ้งึความส�ำคญัของ

โปรโมเตอร์ Kor ทีมี่ต่อการควบคุมการสงัเคราะห์

เส้นใยเซลลโูลสของต้นยคูาลปิตัสจงึเลอืกโปรโมเตอร์  

Kor จากของ E. grandis มาเพื่อศึกษาถึงกลไก

การควบคุมการแสดงออกของยีน เนื่องจากเป็น 

ยคูาลปิตัสชนดิทีม่ฐีานข้อมลูจโีนมทีส่มบรูณ์ น�ำมาใช้

สนับสนุนการวิเคราะห์ข้อมูลได ้ และโปรโมเตอร ์ 

Kor ซ่ึงเป็นชนดิทีไ่ม่มี TATA box (TATA boxless  

promoter) ซ่ึงประกอบด้วย ส่วนประกอบของ 

core promoter 2 ชนิด คือ ล�ำดับนิวคลีโอไทด์

อนุรักษ์ CTCACTTTC ชื่อ INRNTPSADB  

(Initiator; Inr) ที่เป็นต�ำแหน่งเริ่มต้นของการเกิด 

transcription (transcription start site) และ

ส่วน Downstream promoter element (DPE) 

ที่มีล�ำดับนิวคลีโอไทด์อนุรักษ์ AGACC เช่นเดียว

กับโปรโมเตอร์จากยีน photosystem I (PsaDb) 

ในต้นยาสูบ (N. tabacum) และพบส่วนของ 

proximal promoter ที่อยู ่ เหนือส ่วนของ  

transcription start site ทีมี่ล�ำดับนวิคลโีอไทด์

เหมือนกบัยนีในกระบวนการสังเคราะห์เซลลโูลส แป้ง  

และน�ำ้ตาลในพชืหลายชนดิ เช่น มันเทศ ข้าวบาเลย์  

และ Arabidopsis thaliana ซึ่งเป็นกระบวนการ

ที่ตอบสนองต่อแสง (Vimoltust et al., 2018)  

จึงท�ำการศึกษาผลการแสดงออกของยีนที่ถูก

ควบคุมโดยโปรโมเตอร์ Kor ในสภาวะมีแสงและ

ไม่มีแสงดังแสดงในผลการทดลองขั้นต่อไป
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Table 1	 Nucleotide sequence homology of the upstream nucleotides of Kor gene from 

three eucalyptus species, Eucalyptus grandis, E. camaldulensis, and E. urophylla, compare 

to E. grandis genome database

No. Name1 Length No. Name1 Length Score (%)

1 15E.gKorpro 1587 2 15E.cKorpro 1575 95

1 15E.gKorpro 1587 3 15E.uKorpro 1588 98

1 15E.gKorpro 1587 4 15E.gGenome 1591 97

2 15E.cKorpro 1575 3 15E.uKorpro 1588 95

2 15E.cKorpro 1575 4 15E.gGenome 1591 95

3 15E.uKorpro 1588 4 15E.gGenome 1591 96

1	 15E.gKorpro promoter sequence from E. grandis, 15E.cKorpro promoter sequence from E. camaldulensis,  
	 15E.uKorpro promoter sequence from E. urophylla and 15E.gGenome promoter sequence from  
	 eucalyptus genome (phytozome)

2. การโคลนโปรโมเตอร์ของยีน Kor จากยูคาลปิตสั 

และเชื่อมต่อ Kor promoter เข้ากับพลาสมิด 

pCAMBIA 1304 ส�ำหรับถ่ายยีนเข้าสู่พืช

ผลวิเคราะห์นิวคลีโอไทด์ ท่ีเป ็นองค์

ประกอบของโปรโมเตอร์ Kor  ของ E. grandis ขนาด 

1,587 นิวคลโีอไทด์ ในการควบคมุการแสดงออก 

ของยีนรายงานผล โดยตัดพลาสมิดดีเอ็นเอ 

pCAMBIA 1304 กับพลาสมิด pG+15Korpro  

ด้วยเอ็นไซม์ EcoR I และ Nco I ซึ่งจะตัดปลาย

ชิ้นของโปรโมเตอร์ให้ปลายทั้งสองด้านมีล�ำดับ 

นิวคลีโอไทด์ที่พร้อมจะเชื่อมต่อกันกับพลาสมิด 

pCAMBIA 1304 ที่ตัดบริเวณส่วนของดีเอ็นเอ 

ในส่วนของที่ก�ำหนดการสร้างโปรตีน LacZ   
และโปรโมเตอร์ 35s CaMV ที่มีขนาดรวม  

813 คู่เบส ที่ควบคุมการแสดงออกของยีน gfp 

และ gusA ออกด้วยคู่เอ็นไชม์ตดัจ�ำเพาะ EcoR I 

และ Nco I ที่เหมือนกันเชื่อมต่อส่วนโปรโมเตอร์

ของ ยีน  Kor  เ ข ้ ากั บพลาสมิ ด  ถ ่ ายยี น 

สู่พืช pCAMBIA1304 ที่ส่วนต้นของยีน gusA 

รวมพลาสมิดมีขนาด 13,136 คู่เบส และให้ชื่อว่า 

pC15Korpro (Figure 1)
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Figure 1 PCR product of Kor promoter element of Eucalyptus grandis and recombinant plant 

transformation plasmid, (A) Gel electrophoresis of Kor promoter element of E. glandis, 1587 

bp (E.g15), lane2; NT, non-transform, lane1; and M, molecular marker, laneM; (B) Recombinant  

plasmid pC15Korpro, which the Kor promoter ligated to gusA gene of plant transformation 

plasmid, pCAMBIA 1304

3.	การถ่ายโปรโมเตอร์และยีนรายงานผลเข้าสู่

ยาสูบ

การถ่ายพลาสมิดเข้าสู่ต้นยาสูบหลังจาก

เลีย้งช้ินใบบนอาหารคดัเลือกทีม่สีาร hygromycin 

เป็นเวลา 60 วัน พบว่า มีชิ้นใบที่ยังมีชีวิต และ

เป็นต้นยาสูบท่ีสมบูรณ์ได้โดยในการทดสอบ 

ครั้งที่ 1 พบต้นรอดชีวิตเพียง 1 โคลน (1/8)  

ไม่ได้เลือกมาใช้ทดลองต่อ การทดสอบครั้งที่ 2  

พบต้นรอดชีวิต จ�ำนวน 4 โคลน (2/4; 2/6; 2/7; 

และ 2/8) เลือกน�ำโคลนที่ 2/4 มาใช้ทดสอบ

เนื่องจาก ตรวจพบการแสดงออกของยีนรายงาน

ผลที่ชัดเจน และให้ชื่อว่า โคลน 15K2 และการ

ทดสอบครั้งที่ 3 พบต้นรอดชีวิตจ�ำนวน 4 โคลน 

(3/1; 3/3; 3/4; และ 3/5) เลือกโคลน 3/3 มาใช้

ศึกษาและให้ชื่อว่าโคลน 15K3

4.	การตรวจการแสดงออกของยีนรายงานผล

การตรวจสอบกิจกรรมของเอนไซม ์ 

-glucuronidase (GUS) จากยีน gusA ที่ถูก

ควบคุมการแสดงออกในต้นยาสูบโดยโปรโมเตอร์

จากยนี Kor การแสดงออกของยนี gusA สามารถ

ยืนยันถึงการท�ำงานของโปรโมเตอร์ได้ว่าสามารถ

ท�ำงานให้เกิดการแสดงออกในต้นยาสูบ และยัง

สามารถใช้ตรวจสอบการท�ำงานของโปรโมเตอร์ใน

การควบคุมการแสดงออกที่จ�ำเพาะเจาะจงใน

เนื้อเยื่อของพืชได้เนื่องจากปฏิกิริยาของเอนไซม ์

GUS จะท�ำปฏิกิริยากับสับสเตรท 5-bromo-4-

chloro-3-indolyl glucuronide (X-Gluc) และ

เกดิสารเชงิซ้อนสนี�ำ้เงนิ (X-X dimer precipitate) 

สามารถตรวจได้ด้วยตาเปล่าภายใต้กล้องจลุทรรศน์  

พบว ่า ต ้นที่ ได ้รับการถ ่ายยีนจากพลาสมิด 

pCa+15Korpro จ�ำนวน 2 โคลน ได้แก่ 15K2 

และ 15K3 ที่ประกอบด้วยโปรโมเตอร์ 1587 

Korpro ควบคุมยีน gusA น้ันมีการแสดงออกของ

เอ็นไซม์ GUS และติดสีน�้ำเงินพบการแสดงออก

ในเนือ้เยือ่กลุม่ท่อล�ำเลยีงทัง้ในล�ำต้น และก้านใบ

ผลการตัดชิ้นส่วนแบบตัดขวาง (cross section) 

ของล�ำต้นเพ่ือตรวจดูภายใต้กล้องจุลทรรศน์พบ

การติดสีน�้ำเงินเฉพาะในเน้ือเยื่อกลุ่มท่อล�ำเลียง

ในส่วนของล�ำต้นเท่านั้น (Figure 2) 
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Figure 2 Histochemical localization of GUS expression with Korpromoter in transgenic  

tobacco, (A) Non transformed plant stem cross-section, (B) Transgenic tobacco stem 

cross-section and (C) Transgenic tobacco leaf petiole cross-section at high magnification 

400X; (VC) vascular cambium (VP) phloem and (VX) xylem

ต้นยาสูบที่ได้รับการถ่ายยีน 2 โคลน คือ 15K2 

และ 15K3 เปรียบเทียบโดยใช้การหาเชิงปริมาณ

สมัพทัธ์ (relative quantification PCR) โดยการน�ำ

ค่าของ threshold cycle (Ct) ที่ได้จากการท�ำ

ปฏิกิริยา (Ct sample) น�ำมาเทียบกับค่าที่ได้จาก

กลุ่มที่ต้องการค�ำนวณเปรียบเทียบในกรณีนี้ใช้ 

housekeeping gene 18s rRNA เปรียบเทียบ  

(Ct housekeeping gene) โดยการใช้วิธีการ

วิเคราะห์แบบเปรียบเทียบ ∆∆Ct มีสมการ ดังนี้ 

5.	 อิทธิพลของแสงต่อการแสดงออกของยีน

รายงานผลด้วยเทคนิค real-time PCR

จากผลการวิเคราะห์โปรโมเตอร์ Kor  

ในการทดลองทีก่ล่าวมาข้างต้นในหวัข้อท่ี 4 พบว่า  

โปรโมเตอร ์Kor เป็นโปรโมเตอร์ชนิด TATA box 

-less promoter และเป็นชนิดที่ตอบสนองการ

แสดงออกด้วยแสง (Nakamura et al., 2002) 

จากการเปรยีบเทยีบการแสดงออกของโปรโมเตอร์ 

Kor ในที่มืดและที่สว่าง โดยท�ำการทดลองโดยใช้

R = 2 - [(Ct sample – Ct housekeeping gene)-(Ct calibrator – Ct housekeeping gene)]

และเปรยีบเทยีบอตัราการแสดงออกของ

ยีนที่แตกต่างกันหรือแสดงอัตราการแสดงออก

ของยนีในเวลาท่ีต่างกัน (Livak and Schmittgen, 

2001) โดยใช้การแสดงออกในทีม่ดืเป็นตัวต้ังเทยีบ

กับให้แสงสว่างที ่8 และ 16 ชม. พบว่า ต้นยาสูบ 

2 โคลน คือ 15K2 และ 15K3 ในที่สว่าง 

มีการแสดงออกเพียงร้อยละ 71 64 64 และ  

69 ตามล�ำดับ หรือมีอัตราการแสดงออกลดลง 
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เม่ือได้รับแสงร้อยละ 29 36 36 และ 31  

ตามล�ำดบั (Table 2) โดยทีโ่ปรโมเตอร์ Kor ท�ำให้มี

การแสดงออกของยีน gusA ลดลงเมือ่พืชได้รบัแสง  

และสอดคล้องกับการท�ำงานของยีน Kor ซึ่งเป็น

ยีนที่อยู่ในกระบวนการสังเคราะห์เซลลูโลสในพืช 

(Plasma membrane-bound endo-1,4- -D-glu-

canase) ท�ำหน้าที่ในการน�ำเอาสาย glucan  

ออกจาก sterol sitosterol เพื่อน�ำไปต่อเป็นสาย

เซลลูโลส (micofibril) ร่วมกับเอ็นไซม์ cellulose 

sythase ที่สังเคราะห์มาจากกลุ่มยีน CesAs  

ซ่ึงกระบวนการสังเคราะห์สายเซลลโูลสส่วนใหญ่

จะเกิด ข้ึนในเวลากลางคืนหลังจากที่พืชได ้

สังเคราะห์แสงผลิตโมเลกุลของน�้ำตาลสะสมใน

เวลากลางวัน (Jdeniro and Cooper, 1989)

Table 2	 Analysis of the gusA gene expression rate which control by Kor promoter element 

of two transgenic tobacco clones, 15K2 and 15K3 under dark and light conditions by  

real-time PCR

Tobacco

clones

Light 

conditions

Duration

 (hr)

Expression rate

gene 

gusA

gene 

18s rRNA

R = 2 - [∆∆AACt] R 100 

(%)

Ct Mean  Ct Mean

15Kor2 Dark 8 25.33±+0.1 13.13±+0.1 1 100

15Kor2 Light 8 25.89±+0.1 13.20±+0.1 0.71 71

15Kor2 Light 16 26.09±+0.1 13.25±+0.1 0.64 64

15Kor3 Dark 8 26.64±+0.1 13.70±+0.1 1 100

15Kor3 Light 8 26.80±+0.1 13.21±+0.1 0.64 64
15Kor3 Light 16 26.76±+0.1 13.28±+0.1 0.69 69

Note: (R = 2 - [∆∆AACt]) R = 2 - [(Ct sample – Ct housekeeping gene)-(Ct calibrator – Ct housekeeping gene)] 

(sample) gene gusA, (housekeeping) gene 18s rRNA, (calibrator) gusA gene in dark conditions  

Ct mean from 3 replications

สรุปผลการทดลอง
ส่วนนิวคลีโอไทด์ของโปรโมเตอร์ Kor 

จากต้นยูคาลิปตัส 3 ชนิด คือ Eucalyptus  

grandis, E. camaldulensis และ E. urophylla 

มีล�ำดับเบสของจีโนมที่มีความเหมือนร้อยละ 97 

95 และ 96 เมื่อน�ำมาเชื่อมต่อกับยีน gusA และ

ถ่ายยีนเข้าสูต้่นยาสบู พบว่า ควบคุมการแสดงออก

ของยนี gusA ได้ โดยแสดงออกจ�ำเพาะในเนือ้เยือ่

กลุม่ท่อล�ำเลยีงน�ำ้ (xylem) และท่อล�ำเลยีงอาหาร 

(phloem) ทั้งที่ส่วนล�ำต้นและก้านใบและพบว่า

โปรโมเตอร์ Kor มีการแสดงออกในที่มืดได้ดีกว่า

ในที่สว่าง ซึ่งการแสดงออกจะลดลงประมาณ 
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ร้อยละ 33 เมื่ออยู่ในแสงเป็นเวลา 8 ชม. และ

การแสดงออกจะลดลงประมาณร้อยละ 34 เมื่อ

อยู่ในแสงเป็นเวลา 16 ชม ซึ่งสอดคล้องกับการ

ท�ำงานของยีนสังเคราะห์เซลลูโลสพืชท่ีท�ำงานได้

ดใีนสภาพท่ีไม่มแีสงจงึมคีวามเป็นไปได้ทีจ่ะน�ำเอา

โปรโมเตอร์ Kor มาใช้ประโยชน์ในการปรับปรุง

พนัธุพ์ชืเน่ืองจากสามารถเลอืกการแสดงออกของ

ยีนในช่วงเวลาที่ไม่มีแสง และแสดงออกจ�ำเพาะ

ในเนื้อเยื่อท่อล�ำเลียงน�้ำและอาหาร และยังเป็น

ประโยชน์ในการศึกษายีนต่าง ๆ ในกระบวนการ

สังเคราะห์เซลลูโลสในพืชต่อไปในอนาคต

ค�ำขอบคุณ
ขอขอบคุณ ศูนย์ความเป็นเลิศด้าน

เทคโนโลยีชีวภาพเกษตร ส�ำนักพัฒนาบัณฑิต

ศึกษาและวิจัยด้านวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยี 

ส�ำนักงานคณะกรรมการการอดุมศึกษา ท่ีสนบัสนนุ 

ทุนการวิจัย และบริษัท เอสซีจี แพคเกจจิ้ง  

จ�ำกัด (มหาชน) ที่สนับสนุนทุนการวิจัยและ 

ต้นยูคาลิปตัสในการทดลอง
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