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การวิจัยนี้มีเปาหมายเพื่อศึกษาหนาที่ของยีนเบตากลูโคซิเดสจํานวนหายีน คือ Os1bglu1 

Os3bglu7  Os3bglu8  Os7bglu26 และ Os12bglu38 ดวยเทคนิค RNAi   ในการทดลองนี้ไดแบงการ
ยับยั้งการแสดงออกของยีนเบตากลูโคซิเดสเปนสองกลุม กลุมแรกเปนการยับยั้งการแสดงออกของ
เบตากลูโคซิเดสทั้งหายีนพรอมกันโดยใชสวนของ coding region ของ Os3bglu7 มีความคลายกับ
ยีนอ่ืนมากที่สุด    กลุมที่สองเปนการยับยั้งการแสดงออกของแตละยีนโดยใชสวนของ 3’UTR ซ่ึงมี
ความเฉพาะเจาะจงกับยีนเบตากลูโคซิเดสแตละตัว   ยีนเปาหมายถูกใสเขาไปในเวคเตอร 
pHELLSGATE8  และถูกสงเขาไปในแคลลัสของขาวโดยใชอะโกรแบคทีเรียมเพื่อสรางอารเอ็นเอ
สายคูในขาว 

การชักนําการเกิดแคลลัสบนอาหาร N6D เปนระยะเวลา 4 ถึง 6 สัปดาห ที่อุณหภูมิ 28 องศา
เซลเซียส มีประสิทธิภาพสูงที่สุดในการชักนําใหเกิดแคลลัสของขาวขาวดอกมะลิ 105 และโคชิฮิ  
คาริ ที่ 94.5 และ 93.4 เปอรเซนต ตามลําดับ   แคลลัสของขาวขาวดอกมะลิ 105 มีขนาดเล็ก ผิว
ขรุขระ และเจริญเติบโตชาเมื่อเปรียบเทียบกับโคชิฮิคาริ    สภาวะที่เหมาะสมสําหรับการถายยีนเขา
สูแคลลัสของขาว คือ การบมแคลลัสรวมกับอะโกรแบคทีเรียมที่ความเขมขน OD600 เทากับ 0.02 ใน
อาหาร   infection medium และซับแบคทีเรียสวนเกินออกบนกระดาษปลอดเชื้อกอนยายลงบน
อาหาร co-cultivation (พีเอช 5.2) ที่เติม acetosyringone 200 ไมโครโมลาร และบมเปนระยะเวลา
สามวันที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส    สารปฏิชีวนะที่มีประสิทธิภาพในการกําจัดอะโกรแบคทเีรียม
และทําความเสียหายตอแคลลัสนอยที่สุดคือ timentin ที่ความเขมขน 300 มก./ล.   การคัดเลือก
แคลลัสที่ไดรับการถายยีนบนอาหารคัดเลือก N6D ที่ใสสารปฏิชีวนะ timentin และ paromomycin 
ที่ความเขมขน 300 และ 100 มก./ล. ตามลําดับ เปนระยะเวลาสองเดือนพบวาสามารถสงถายยีนเขา
สูแคลลัสของขาวไดโดยพบแถบของดีเอนเอเปาหมายของ nptII ในแคลลัสจากการทําการเพิ่มสายดี
เอนเอดวยปฏิกิ ริยา PCR   แคลลัสที่ได รับการถายยีนเวคเตอรควบคุมที่ไมมียีนแทรกอยูมี
ประสิทธิภาพในการถายยีนมากที่สุดที่ 19.7 เปอรเซนต  สวนแคลลัสที่ไดรับการถายยีนจากเวคเตอร
อ่ืนมีคาอยูระหวาง 15.3 ถึง 15.9  เปอรเซนต   แคลลัสกลุมที่หนึ่งซึ่งไดรับการถายยีนที่ยับยั้งการ
แสดงออกของทั้งหายีนพรอมกันพบวามีการปนเปอนของอะโกรแบคทีเรียมในขาวทั้งสองสายพันธุ 
ทําใหแคลลัสไมสามารถมีชีวิตรอดบนอาหารคัดเลือกได   แคลลัสกลุมที่สองซึ่งไดรับการถายยีนที่
ยับยั้งการแสดงออกของแตละยีนบนอาหารคัดเลือก  พบการปนเปอนของอะโกรแบคทีเรียมเพียง
เล็กนอยและไมพบความแตกตางทางสรีรวิทยา 
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ผลการตรวจสอบระดับการแสดงออกของ mRNA ในแคลลัสที่ผานการยับยั้งการแสดงออก
ของแตละยีน พบวาไมมีการแสดงออกของ mRNA ของยีนนั้น ๆ ในการยับยั้งยีน Os1bglu1  
Os3bglu8  และ Os7bglu26  แตในการยับยั้ง Os3bglu7 ยังพบการแสดงออกของ mRNA ในระดับที่
ตางกันในแคลลัส  สวน Os12bglu38 นั้นปกติจะไมพบการแสดงออกของ mRNA ในแคลลัส     การ
ตรวจสอบกระบวนการ RNAi ที่เกิดขึ้นในแคลลัส โดยใช Northern blot เพื่อตรวจหา siRNA  
พบวา Os1bglu1  Os3bglu8  Os7bglu26 และ Os3bglu7 สามารถตรวจพบ siRNA ไดในระดับที่
แตกตางกันแตไมพบในแคลลัสที่ผานการถายยีนดวยเวคเตอรควบคุม     

การชักนําใหเกิดตนของแคลลัสบนอาหารสูตรชักนําใหเกิดตน  พบวาเฉพาะแคลลัสที่
ไดรับการถายยีนดวยเวคเตอรควบคุมและ Os12bglu38 สามารถชักนําใหเกิดตนได 5.5 และ 3.1 
เปอรเซนต ตามลําดับ  และพบแถบของดีเอนเอเปาหมายของ nptII    แตไมพบความแตกตางทาง
สรีระวิทยาระหวางตนขาวที่ไดรับถายยีนดวยเวคเตอรควบคุมและ Os12bglu38      
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β-GLUCOSIDASE/RICE/AGROBACTERIUM/RNA INTERFERENCE/TRANSFORMATION 

 

This research attempted to study the function of 5 β-glucosidase genes 

(Os1bglu1, Os3bglu7, Os3bglu8, Os7bglu26 and Os12bglu38) by RNAi technique.   

The suppression of β-glucosidase genes was divided into 2 parts.  In the first part, 5 

β-glucosidase genes were knocked down with one construct containing a highly 

conserved coding region that matched all 5 genes which were based on the Os3bglu7 

sequence.  In the second part, individual β-glucosidase genes were knocked down 

with 3’UTR sequences of each gene.  The target genes fragments were cloned into 

the pHELLSGATE8 vector, then transferred into rice calli via Agrobacterium to 

produce dsRNA in rice. 

High percentages of effective callus induction of 94.5% and 93.4%, 

respectively, were obtained when seeds of rice cv. KDML105 and Koshihikari were 

cultured on N6D medium for 4-6 weeks at 28oC.  KDML105 calli were small, with 

rough surfaces and their growth rate was slower than Koshihikari. The suitable 

conditions for rice transformation were incubation of the calli with Agrobacterium 

(OD600 = 0.02) in infection medium and blotted dry on sterile tissue paper to remove 

excess bacteria cells, then transferred to co-cultivation media (pH 5.2) with 200 µM 

acetosyringone and incubated for 3 days at 25oC.  Timentin at 300 mg/L was able to 

eliminate Agrobacterium with little damage to the calli.  The calli were grown on N6D 

selection medium supplemented with 300 mg/L timentin and 100 mg/L paromomycin 
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for 2 months, then checked for the presence of the nptII gene to confirm the integration 

of T-DNA fragment in the calli.  High transformation efficiency of 19.7% was obtained 

from the calli transformed with control plasmid while the individual gene knock down 

constructs had transformation efficiencies of about 15.3-15.9%.  However, the 

transformation of knock down 5 genes construct into the calli of KDML105 and 

Koshihikari were contaminated with Agrobacterium and all calli died after being 

transferred onto a selection medium.  The knock down individual genes in calli had low 

Agrobacterium contamination and did not show any different phenotypes when 

compared to the control calli.   

Expression of Os1bglu1, Os3bglu8 and Os7bglu26 mRNA was not found in 

calli transformed with their respective knock down constructs.  However, Os3bglu7 still 

shows mRNA expression at different levels after transformation with its knock down 

construct.  The mRNA expression of Os12bglu38 was not found in a nontransformed 

callus.  Northern blot analysis was performed to check the presence of siRNA to 

confirm the RNAi mechanism in calli.  The results indicated that different siRNA levels 

were found in the calli with the Os1bglu1, Os3bglu8, Os7bglu26 and Os3bglu7 

constructs but no siRNA could be detected in the control transformed calli.  

The plantlet regeneration efficiencies at 5.5% and 3.1% were obtained from the 

calli transformed with the control and Os12bglu38 contructs, respectively.  All 

transformed plantlets contained the nptII gene from the T-DNA integration.   Plantlets 

transformed with the control and Os12bglu38 contructs did not show any differences in 

the phenotype.     
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