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แดง ทิ  แทน ตั้ม : การศึกษาบทบาทและหนาท่ีของยีนบีตากลูโคสิเดสในขาวโดยเทคนิค 
RNAi (STUDYING THE GENETIC FUNCTION OF RICE β-GLUCOSIDASE VIA 
RNA INTERFERENCE) อาจารยท่ีปรึกษา : ผูชวยศาสตราจารย ดร.มารินา  เกตุทัต-
คารนส, 89 หนา. 

 
การแสดงออกของยีน Os3bglu7 และยีนบีตากลูโคสิเดสอีกส่ียีนในขาว ถูกยับยั้งการ 

(knocked down) โดยใชพลาสมิด pOpOff2 ท่ีสามารถยับยั้งการแสดงออกของยีนดวยเทคนิค RNAi 
เม่ือถูกกระตุนดวยสาร dexamethasone (DEX)  พลาสมิด pOpOff2/Bglu7 ซ่ึงมีลําดับยีนเปาหมาย
จําเพาะกับ 3’UTR ของยีน Os3bglu7 ถูกสรางเพ่ือใชในการยับยั้งแสดงออกของยีน Os3bglu7 และ 
พลาสมิด pOpOff2/Kn5 ถูกออกแบบเพ่ือ ยับยั้งการแสดงออกของกลุมยีนบีตากลูโคสิเดสจํานวน 5 
ยีน โดยใชลําดับนิวคลีโทดท่ีจําเพาะตอยีน Os3bglu7 โดยเช้ืออะโกรแบคทีเรีย สายพันธุ EHA105 
ถูกนํามาใชเพ่ือถายยีนเขาสูขาว อีกท้ังรีคอมบิแนนทบีตากลูโคสิเดส (rOs3BGlu7) และ/หรือ DEX 
ถูกนํามาเติมในขบวนการถายยีน เพ่ือศึกษาบทบาทและหนาท่ีของยีนบีตากลูโคสิเดสในขาว จากผล
การทดลองพบวา แคลลัสท่ีเล้ียงบนอาหารท่ีไมเติม DEX และ rOs3BGlu7 (กลุมควบคุม) มีจํานวน
แคลลัสท่ีตายนอยกวาแคลลัสท่ีเล้ียงบนอาหารคัดเลือกท่ีเติม DEX และ rBGlu7 นอกจากนี้ การเติม 
DEX เพ่ือ ยับยั้งการแสดงออกของกลุมยีนบีตากลูโคสิเดสท้ัง 5 ยีน สงผลใหปริมาณเช้ือ อะโกร
แบคทีเรียท่ีปนเปอนบนผิวของแคลลัสเพ่ิมขึ้นเม่ือเทียบกับกลุมควบคุม  สําหรับการยับยั้งการ
แสดงออกของยีน Os3bglu7 พบวาการเติม DEX และ rOs3BGlu7 ไมมีผลตอการเปล่ียนแปลง
ปริมาณของเช้ืออะโกรแบคทีเรีย 
  นอกจากนี้ยังศึกษา การงอกและการพัฒนาของขาวดัดแปลงพันธุกรรม โดยหลังจากเติม 
DEX เพ่ือ ยับยั้งการแสดงออกของยีนบีตากลูโคสิเดสท้ัง 5 พบวามีผลตอการงอกของเมล็ด และการ
ยืดยาวของยอด และราก จากนั้นนํายอดของตนขาวดังกลาวมาทําการตรวจวัดระดับการแสดงออก
ของยีนบีตากลูโคสิเดสท้ัง 5 ดวย real-time PCR ซ่ึงพบวา ยีนดังกลาวถูกยับยั้งการแสดงออก
หลังจากเติม DEX จากผลการทดลองแสดงใหเห็นวา การแสดงออกของกลุมยีนบีตากลูโคสิเดส 
อาจจะมีบทบาทสําคัญตอการเจริญของตนออน อยางไรก็ตามเม่ือเติม DEX ท่ีความเขมขน 150 µM 
พบวามีผลในทางลบตอการงอกของรากท้ังในขาวดัดแปลงพันธุกรรม และขาวปกติ  โปรโมเตอร 
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pOp6 ท่ีใชในการทดลองนี้ไมเหมาะสมกับการแสดงออกในขาว เพราะการยอม GUS พบวา GUS 
ไมไดมีการแสดงออกในเนื้อเยื่อทุกสวน 
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 The highly expressed Os3bglu7 and four other rice β-glucosidase genes were 

knocked down via a high-throughput dexamethasone (DEX) induced RNAi vector, 

pOpOff2. In the first construct (pOpOff2/Bglu7), the highly expressed Os3bglu7 was 

knocked down with a construct that contains the target specific 3’UTR sequence. The 

second construct, pOpOff/Kn5, was designed to knock down a group of five closely 

related rice β-glucosidase genes. In this construct, the target sequence was amplified 

from the coding region of Os3bglu7. The rice transformation was done with 

Agrobacterium strain EHA105. Recombinant β-glucosidase protein (rOs3BGlu7) 

and/or DEX were added in the transformation processes. The results show that control 

treatment (no dexamethasone, no recombinant β-glucosidase protein added) had a 

lower number of dead calli indicating higher efficiency of transformation on selection 

medium than the treatments that applied DEX and supplemented with recombinant 

protein in both constructs. Moreover, adding DEX to knock down the five β-

glucosidase genes increased the Agrobacterium population on the surface of the calli 

when compared to the control. No effects on the Agrobacterium population were 

observed for addition of DEX to knock down Os3bglu7 and the supplementation with 

rOs3BGlu7.  
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Furthermore, when DEX was added to knock down the β-glucosidase genes’ 

expression in germination and in the development of transgenic plantlets, the 

knocking down of these genes suppressed the germination of transgenic rice seed and 

the elongation of the shoot. The expression of these five β-glucosidase genes in shoots 

were measured by real-time PCR, which showed that they were partially knocked 

down after DEX treatment. These data indicated that these β-glucosidase genes may 

play important roles in the development of plantlet shoot. However, the effect of high 

concentration of DEX (150 µM) was observed on the development of root in both 

wild type and transgenic rice. The pOp6 promoter is not strong in rice, since GUS 

staining did not express in every tissue. 
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