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อัตราการแสดงออกของยีน gus จากการควบคุมของยูคาลิปตัสโปรโมเตอร์ KORRIGAN
ในเนื้อเยื่อจ�ำเพาะของยาสูบ

Expression Rate of gus Driven by Eucalyptus KORRIGAN Promoter 
in Tissue Specific Tobacco
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ABSTRACT: KORRIGAN gene (Kor) encodes an enzyme plasma membrane bound endo-1,4-β-
D-glucanase, which is member of cellulose biosynthesis genes. This gene was first discovered 
in Arabidopsis and later studied in other fiber crops, yet in the eucalyptus. The aim of this work 
focuses on Kor promoter that controls the expression of downstream gene in specific tissue 
and rating of expression in Tobacco (Nicotiana tabacum). Wherewith using sequence of 
Eucalyptus grandis genome database and extracted upstream sequence of its gene. The 
sequence was analyzed by in silico technique to identify for promoter characteristic and 
subsequently, the Kor promoter was analyzed by promoter deletion analysis. Kor promoters 
were designed Kor promoters, 1,587 bp. from E. grandis. It was fused to gus reporter genes and 
transferred to tobacco via Agrobacterium–mediation. Histochemical GUS staining of the transgenic 
tobacco showed that 1,587 bp. promoter conferred GUS expression in specific vascular tissues, 
which are in stem, petiole, leaf vain and root. The results of real time PCR analysis of 2 lines 
transgenic tobacco were compared with the CaMV 35S promoter showed that rate of expression 
about 52, 42, 11 and 9% respectively.
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บทคัดย่อ

ยีน KORRIGAN (Kor) เป็นยีนที่เกี่ยวข้องกับ
การสังเคราะห์เอนไซม์ plasma membrane bound 
endo-1,4-β-D-glucanase ในกระบวนการสงัเคราะห์
เซลลโูลสในพชื ยนีน้ีถกูพบครัง้แรกในต้นอะราบดิอฟซสิ 
(Arabidopsis thaliana) และมีการศึกษาอย่างแพร่
หลายในกลุ ่มพืชเส ้นใยอีกหลายชนิดรวมทั้งต ้น 
ยูคาลิปตัส (Eucalyptus sp.) โดยงานวิจัยนี้มุ่งเน้น
ศึกษาในส่วนโปรโมเตอร์ของยีน Kor ซ่ึงควบคุมการ
แสดงออกแบบเฉพาะเจาะจงในเนื้อเยื่อ และศึกษา
ระดับของการแสดงออกจากยีนที่ถูกควบคุมโดย Kor 
โปรโมเตอร์ ในต้นยาสูบ (Nicotiana tabacum)  
ด้วยการใช้ล�ำดับนิวคลโีอไทด์ของยนี Kor ในจโีนมของ
ต้นยูคาลิปตัส (E. grandis) และหานิวคลีโอไทด์ส่วน
เหนอืของยนี Kor และน�ำมาวเิคราะห์ล�ำดบันวิคลโีอไทด์
ด้วยเทคนิค in silico เพื่อหาส่วนของโปรโมเตอร ์ 
จากน้ันท�ำการทดสอบการแสดงออกของโปรโมเตอร์
จากต้นยคูาลิปตสั E. grandis โดยเชือ่มต่อโปรโมเตอร์
เข้ากับยีนรายงานผล gus และท�ำการถ่ายยีนเข้าสู่ 
ต้นยาสูบด้วยเทคนิค Agrobacterium–mediation 
ตรวจสอบการแสดงออกของยีนท่ีถูกควบคุมโดย
โปรโมเตอร์ด้วยปฏิกิริยาทางเคมีของยีน gus พบว่า 
มีเพียงต้นที่ได้รับการถ่ายโปรโมเตอร์ Kor ขนาด  
1,587 คู่เบส มีการแสดงออกอย่างเฉพาะเจาะจงที่
เนื้อเยื่อในส่วนของท่อล�ำเลียง ทั้งในส่วนของล�ำต้น 
ก้านใบ เส้นใบ และราก ผลการวเิคราะห์การแสดงออก
ของยีนด้วยเทคนิค Real time PCR ของต้นยาสูบที่มี
โปรโมเตอร์ 1,587 คู่เบส จ�ำนวน 2 สายต้นเทียบกับ
โปรโมเตอร์ CaMV 35S พบว่าทัง้สองสายต้นมลีกัษณะ
การแสดงออกในส่วนของล�ำต้น ก้านใบ ใบ และราก 
ร้อยละ 52, 42, 11 และ 9 ตามล�ำดับ

ค�ำส�ำคัญ: โปรโมเตอร์, ยีน KORRIGAN, ยูคาลิปตัส
ยีน, กระบวนการสังเคราะห์เซลลูโลส 

บทน�ำ

กระบวนการสงัเคราะห์เซลลโูลส (cellulose 
biosynthesis) เป็นกระบวนการท่ีมคีวามส�ำคญัมากใน
พชื เก่ียวข้องกับการเพ่ิมจ�ำนวนเซลล์และการเจรญิเตบิโต 
เซลลูโลสนั้นเป็นองค์ประกอบหลักของผนังเซลล์ 
เป็นส่วนประกอบท่ีมีมากท่ีสุดในพืชประมาณร้อยละ  
38–50 และยังเป็นสารอินทรีย์ที่มีมากที่สุดในโลกอีก
ด้วย มีการน�ำสายเซลลูโลสหรือเยื่อใยจากพืชมาใช้
ประโยชน์ในอุตสาหกรรมต่าง ๆ รวมถึงเป็นวัตถุดิบ
หลักในอุตสาหกรรมกระดาษ และจากการท่ีมีอยู่เป็น
จ�ำนวนมากนั้นจึงอาจเป็นวัตถุดิบในการผลิตพลังงาน
ทดแทนในอนาคตตามจ�ำนวนประชากรและความ
ต้องการท่ีเพิ่มข้ึน กระบวนการสังเคราะห์เซลลูโลสใน
พชืเป็นกระบวนการทีซ่บัซ้อนประกอบด้วยการควบคมุ
จากยีนหลายชนิด ในปัจจุบันยังไม่สามารถสรุป 
องค์ประกอบของกระบวนการสังเคราะห์เซลลูโลส 
ได้อย่างสมบูรณ์ มีการค้นหายีน ศึกษาหน้าที่ และการ
ท�ำงานของยีนในกระบวนการสร้างเซลลูโลสในเช้ือรา 
แบคทีเรีย และพืชหลายชนิด กลุ่มยีนท่ีมีความส�ำคัญ 
เช่น ยีน Ces (cellulose synthase genes) เป็นยีน
หลักในกระบวนการสังเคราะห์เซลลูโลส ยีน cbd  
(cellulose binding domain) มีหน้าที่จับกับสาย
เซลลูโลสส่งเสริมการท�ำงานของยีน Ces ยีน Kor  
(Endo–1,4–β–D–glucanases) ยังไม่ทราบหน้าท่ี
ชัดเจนแต่มีผลต่อการสังเคราะห์เซลลูโลส cel1  
(Endo–1,4–β–glucanases) ท�ำหน้าท่ีในการยับยั้ง
พันธะระหว่าง cellulose–xyloglucan ในระยะ 
การแบ่งเซลล์ และการยืดตัวของเซลล์  และยีน csi1 
(cellulose synthase interactive) ท�ำงานร่วมกับ 
Ces แต่ยังไม่ทราบหน้าที่ท่ีชัดเจน ในปัจจุบันมีการ 
น�ำยนีในกระบวนการสงัเคราะห์เซลลโูลสมาใช้ประโยชน์ 
ในการปรบัปรงุพนัธุพ์ชืด้านการส่งเสรมิการเจรญิเตบิโต
และปริมาณเซลลูโลสในพืชหลายชนิด งานวิจัยนี้ 
ท�ำการศึกษาส่วนโปรโมเตอร์ควบคุมยีน Kor ที่มี 
ความเกี่ยวข้องในกระบวนการสังเคราะห์เซลลูโลส 
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จากต้น E. grandis กบัการแสดงออกของยนีรายงานผล
ยนี gus โดยใช้เทคนิคทาง molecular cloning สร้าง 
plasmid DNA ส�ำหรับถ่ายยีนเข้าสู่ต้นยาสูบ ในการ
ตรวจสอบการแสดงออกของโปรโมเตอร์เพื่อที่จะ
ท�ำความเข้าใจกบัการท�ำงานของโปรโมเตอร์และสามารถ
น�ำกลับมาใช้ประโยชน์ในการปรับปรุงพันธุ์ในด้านการ
เจรญิเตบิโตและคณุภาพของเซลลโูลสให้ดีขึน้ในอนาคต

อุปกรณ์และวิธีการ 

การสกัดดีเอ็นเอจากใบยูคาลิปตัส 
E. grandis จากบริษัท เอสซีจี แพคเกจจ้ิง 

จ�ำกัด มหาชน น�ำใบยูคาลิปตัสมาสกัดดีเอ็นเอด้วยวิธี
ประยุกต์จาก CTAB method โดยน�ำใบประมาณ  
1 กรัม มาบดในไนโตรเจนเหลวร่วมกับการเติมสาร 
PVP (Poloyvinylpyrrolidone) 0.2 กรัม แล้วบ่มใน 
extraction buffer [(cethyl trimethyl ammonium 
bromide (CTAB) 2%, NaCl ความเข้มข้น 1.4 M, 
ethylendiamine tetraacetic acid (EDTA) pH 8.0 
ความเข้มข้น 20 mM, Tris–HCl pH 8.0 ความเข้มข้น 
100 mM และ 2–mercaptoethanol ความเข้มข้น 
2%] 0.6 มิลลิลิตร บ่มไว้ที่อุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส 
เป็นเวลา 15 นาที หลังจากนั้นเติม Potassium  
acetate 5 M ปริมาณ 300 มิลลิลิตร แล้วน�ำไปแช่ใน
น�้ำแข็งเป็นเวลา 30–60 นาที แล้วน�ำไปปั่นเหวี่ยงที่ 
13,000 รอบต่อนาที อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็น
เวลา 30 นาที แยกสารละลายส่วนใสด้านบนมาเติม
คลอโรฟอร์ม : ไอโซเอมิลแอลกอฮอล์ (chloroform : 
isoamyl alcohol = 24 : 1) 0.7 มิลลิลิตร ผสมให้เข้า
กัน น�ำไปเขย่าเบา ๆ บน shaker เป็นเวลา 20 นาที  
แล้วน�ำไปปั่นเหวี่ยงที่ 13,000 รอบต่อนาที อุณหภูมิ 4 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที แยกสารละลายส่วน
บนมาเติม Absolute Ethanol 600–750 ไมโครลิตร 
บ่มที่อุณหภูมิ –20 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที 
น�ำไปปั ่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 13,000 รอบต่อนาที 
อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที ล้าง

ตะกอนด้วย ethanol 70% 500 ไมโครลิตร น�ำไปปั่น
เหวีย่งที ่13,000 รอบต่อนาท ีอณุหภูม ิ4 องศาเซลเซยีส 
เป็นเวลา 5 นาที ผึง่ตะกอนท่ีอณุหภูม ิ37 องศาเซลเซียส 
จนแห้งดี ละลายด้วย TE buffer (Tris–HCl pH 8.0 
ความเข้มข้น 10 mM และ EDTA pH 8.0 ความเข้มข้น 
1.0 mM) วัดค่า purity ratios ด้วยเครื่องวัดค่า 
การดูดกลืนแสง NanoDropTM ที่ความยาวคลื่น 
260/280 nm และ 260/230 nm โดยมีค่าไม่ต�่ำกว่า 
2.0 และน�ำมาใช้ในการทดลองต่อไป

โคลนโปรโมเตอร์ของยีน Kor จากยูคาลิปตัส
สร้างไพรเมอร์จากข้อมูลฐานข้อมูลจีโนม 

ของ E. grandis เลขข้อมูลในฐาน NCBI Reference  
Sequence: XM_010066898.2 โดยท�ำการออกแบบ
ไพรเมอร์ 3 ชนิด ตามล�ำดับเบสท่ีอยู่เหนือยีน Kor  
ขึน้ไป 1,591 ล�ำดบัเบส ดงันี ้forward primer F1591 
Korpro (5’ CAGCTATGACCATGATTACGAATTC 
CAGCCGGCCATACCATATGACAACG 3’) ออกแบบ
ให้มจีดุจดจ�ำของเอน็ไซม์ EcoRI และ reverse primer 
R1Korpro (5’ CCTTTACTAGTCAGATCTACCATGG 
GCTCATCCTCGCTCCGACGCGAACT 3’) ออกแบบ
ให้มีจุดจดจ�ำของเอ็นไซม์ NcoI ปฏิกิริยาดีเอ็นเอ 
ของยูคาลิปตัส 40 นาโนกรัม ไพรเมอร์ เข้มข้น  
10 พิโคโมลต่อไมโครลิตร 3.0 ไมโครลิตร 10X PCR 
buffer 2.0 ไมโครลิตร dNTP 5.0 ไมโครลิตร  
AccuPrime Pfx polymerase (5 ยูนิตต่อไมโครลิตร)  
(Invitrogen, Korea) 1.0 ไมโครลิตร และน�้ำ  
36 ไมโครลติร ปรมิาตรรวม 50 ไมโครลติร ท�ำปฏกิริยิา
โดยใช้โปรแกรม 94 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 4 นาที 
1 รอบ, 94 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 นาที และ 60 
องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 1 นาที และ 72 องศาเซลเซยีส 
เป็นเวลา 80 วินาที 30 รอบ และ 72 องศาเซลเซียส 
เป็นเวลา 10 นาท ี1 รอบ เชือ่มต่อโปรโมเตอร์ Kor เข้า
กับพลาสมิดเวคเตอร์ pGEM®–T น�ำสารละลาย
ดเีอน็เอทีไ่ด้จากการท�ำปฏกิริยิาลกูโซ่โพลเีมอเรสเชือ่ม
ต่อเข้ากับ พลาสมิด pGEM®–T Vector (Promega, 
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USA) เรยีกว่า พลาสมิด pG + 15E.gKorpro ตามล�ำดับ  
หลังจากนั้นถ่ายเข้าสู่แบคทีเรีย E. coli ด้วยวิธี Heat–
shocked transformation (ดัดแปลงจาก Sambrook 
et al., 1989)

การวิเคราะห์ล�ำดับนิวคลีโอไทด์เหนือยีน Kor
น�ำล�ำดับนิวคลีโอไทด์ที่ได้จากการโคลนทั้ง 3 

สายพนัธุน์�ำมาท�ำการเปรยีบเทยีบกบัล�ำดบันวิคลโีอไทด์
จากฐานข้อมลูจโีนมของต้นยคูาลปิตสัโดยใช้โปรแกรม 
Clustalw ในการวเิคราะห์ความเหมอืนและความแตก
ต่างของจากล�ำดับนิวคลีโอไทด์ต้นแบบในฐานข้อมูล 
Phytozome จากนั้นน�ำล�ำดับนิวคลีโอไทด์ของ  
Eucalyptus grandis ที่ได ้มาท�ำการวิเคราะห ์
ล�ำดับนิวคลีโอไทด์ที่เป็นส่วนประกอบของโปรโมเตอร์
จากฐานข้อมลู PLACE 26.0 (https://sogo.dna.affrc.
go.jp) และฐานข้อมูล PlantCARE (http://bioinfor-
matics.psb. ugent.be/webtools/plantcare/
html/)

การเชื่อมต่อ Kor promoter เข้ากับพลาสมิด 
pCAMBIA 1304

น�ำพลาสมิด pCAMBIA 1304 และ pG + 
15E.gKorpro ตัดด้วยเอนไซม์ EcoRI และ NcoI เพื่อ
ตัดส่วน 35s CaMV promoter ออกจากพลาสมิด 
pCAMBIA 1304 และตัดส่วน Kor promoter  
ออกจากพลาสมิด pGEM®–T Vector ท�ำการเชือ่มต่อ
ส่วนของ Kor promoter เข้ากับพลาสมิด pCAMBIA 
1304 ที่ตัดส่วน CaMV 35s Promoter ออกเพื่อให้ 
Kor promoter ควบคุมการแสดงออกของยีนรายงาน
ผล โดยมอีงค์ประกอบของปฏกิริยิาดงันี ้Kor promoter 
3 ไมโครกรัม 5 ไมโครลิตร และ พลาสมิด pCAMBIA 
1304 1 ไมโครกรัม 2 ไมโครลิตร 10X บัฟเฟอร์  
1 ไมโครลิตร T4 ligase enzyme (NEB) 2 ไมโครลิตร 
น�้ำ 1 ไมโครลิตร บ่มที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็น
เวลาข้ามคืน ซึ่งเรียกว่า พลาสมิด pC15Korpro และ
การบรรจุพลาสมิดเข้าสู ่เซลล์ A. tumefaciens  

ด้วยวิธี electroporation ที่ค่าความต่างศักย์ไฟฟ้า  
2.5 กิโลโวลต์ ความจุไฟฟ้า 25 ไมโครฟารัด ค่าความ
ต้านทาน 600 โอห์ม

การถ่ายฝากโปรโมเตอร์และยีนรายงานผลเข้าสูย่าสบู
น�ำต้นยาสูบในสภาพปลอดเช้ือท่ีขยายเพิ่ม

จ�ำนวนได ้ย ้ายลงในอาหารแข็งสังเคราะห ์สูตร  
Murashige and Skoog medium ท่ีไม่เตมิสารควบคมุ
การเจริญเติบโต และเพาะเลี้ยงโดยให้ได้รับแสง 16 
ชั่วโมงต่อวัน ที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส เป็นเวลา  
2 สัปดาห์ เลี้ยงเชื้อที่มีแบคทีเรีย A. tumefacienes 
แบคทีเรียที่มีพลาสมิด pCAM1304 + Korpro  
โดยใช้ช้ินส่วนใบประมาณ 25 ช้ินต่อสารละลายเช้ือ  
25 มิลลิลิตร น�ำไปเขย่าที่ความเร็วรอบ 100 รอบต่อ
นาที เป็นเวลา 30 นาที หลังจากนั้นน�ำใบยาสูบมาซับ
ด้วยกระดาษทิชชู น�ำไปเพาะเลี้ยงในอาหาร MS  
และคัดเลือกตามวิธีการของ Sirifongnugoon (2005)

การตรวจวิเคราะห์การแสดงออกของยีนรายงานผล
ตัดช้ินส่วนของยาสูบน�ำมาตรวจสอบการ

แสดงออกของยีน gus ด้วยวิธี GUS histochemical 
assay โดยเตรียมสารละลาย x–gluc ซึ่งประกอบด้วย 
0.1M phosphate buffer pH 7.0, 10 mM Ethylene 
diamine tetra–acetic acid pH 7.0, 0.5 mM  
potassium ferricyanid pH 7.0, 0.5 mM potassium 
ferrocyanide pH 7.0, 1mM x–gluc (5–bromo–4–
chloro–3–indolyl–β–D–glucuronide) และ 0.1% 
Triton x–100  น�ำไปบ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 
ข้ามคนื แล้วจงึน�ำมาหยดุปฏิกริยิาโดยล้างเนือ้เยือ่ด้วย
เอธานอล 95% สังเกตการเกิดสีน�้ำเงินของชิ้นเนื้อเยื่อ 
(Stomp, 1992; Jefferson et al., 1987)

การวเิคราะห์การแสดงออกด้วยเทคนคิ Real−time 
PCR

ท�ำการสังเคราะห์ cDNA จาก mRNA จาก
เนื้อเยื่อจาก ล�ำต้น ก้านใบ และราก โดยใช้ RNA  
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น�ำมาท�ำปฏิกิริยา reverse transcription ด้วยชุดท�ำ
ปฏิกิริยาของ Omniscript Reverse Transcription 
(Qiagen) โดยมีปฏิกิริยาดังนี้ 2 ไมโครกรัม RNA 10X 
buffer 4 ไมโครลิตร Oligo–dT primer 4 ไมโครลิตร 
5 mM dNTPs 4 ไมโครลิตร Rnase inhibitor 
(Fermentas) 0.5 ไมโครลิตร Omniscript Reverse 
Transcriptase 2 ไมโครลิตร น�้ำกลั่นนึ่ง 23.5 
ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากันจากนั้นบ่มปฏิกิริยาไว้ท่ี  
37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 60 นาที จากนั้นน�ำมาใช้
เป็นต้นแบบในการท�ำปฏิกิริยา Real−time PCR ใน
แต่ละตัวอย่างจะท�ำการทดสอบ 3 ซ�้ำ โดยปฏิกิริยา
ประกอบด้วยองค์ประกอบดังต่อไปนี้ 2x Kappa 
master mixed 10 ไมโครลิตร cDNA template 5 
ไมโครลิตร Forward primer 1 ไมโครลิตร Reverse 
primer 1 ไมโครลิตร และน�้ำกลั่น 3 ไมโครลิตร โดย
ตรวจสอบการแสดงออกของยีน gus ซึง่เป็นยนีรายงาน
ผลจากการแสดงออกของโปรโมเตอร์ของยนี Kor เทยีบ
กับการแสดงออกของโปรโมเตอร์ CaMV 35S ที่เป็น
โปรโมเตอร์เดิมในพลาสมิด pCAMBIA1304 ส�ำหรับ
การตรวจสอบการแสดงออกแบบ relative expression 
ใช้ยีน  18s rRNA ซึ่งเป็น housekeeping gene โดย
ใช้ KAPA SYBR® FAST qPCR Kits และท�ำปฏิกิริยา
ด้วยเครื่อง Mastercycle ep® realplex, Smart 
cycle โดยใช้โปรแกรมการท�ำปฏิกิริยา enzyme 
activation step ที ่96 องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 2 นาที 
จากน้ัน step cycling จ�ำนวน 35 รอบ ดังนี ้denature 
ที่ 95 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 3 วินาที annealing ที่ 
60 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 20 วนิาท ีและ extension 

ที่ 72 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 20 วินาที และการท�ำ 
melting curve analysis เพือ่ตรวจสอบความจ�ำเพาะ
ของผลผลิตจากปฏิกิริยาพีซีอาร ์โดยวัดการเกิด
ปฏิกิริยาด้วยวัดการเปล่งแสงของสี syber green ท่ี
ระยะ extension ที่อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส

ผลการทดลองและวิจารณ์

ผลการวิเคราะห์ล�ำดับนิวคลีโอไทด์เหนือยีน Kor
ผลการวเิคราะห์ล�ำดบันิวคลโีอไทด์ส่วนเหนอื 

(upstream sequences, 5’) ของยีน Kor โดยใช้ 
ไพรเมอร์ F1591Korpro และ R1Korpro ซึ่งออกแบบ
จากข้อมูลจีโนมของ E. grandis ท่ีรายงานไว้โดยใช้
โปรแกรม Phytozome บนฐานข้อมูล https://
phytozome.jgi.doe.gov/pz/portal.html ที่
ออกแบบให้เพิ่มจ�ำนวนนิวคลีโอไทด์ก่อนหน้ายีน Kor 
จ�ำนวน 1,591 คู่เบส น�ำไพร์เมอร์ที่ได้ดังกล่าวข้างต้น
มาใช้โคลนยนีจาก E. grandis สายพนัธุข์อง บรษิทั เอส
ซจี ีแพคเกจจิง้ จ�ำกดั มหาชน พบว่า โคลนทีไ่ด้มลี�ำดบั
นวิคลโีอไทด์ ขนาด 1,587 bp เมือ่เปรยีบเทียบกับล�ำดบั
นิวคลีโอไทด์ในจีโนมของ E. grandis จากฐานข้อมูล 
Phytozome ด้วยโปรแกรม ClustalW 2.1 พบว่า  
มีความเหมือนกันร้อยละ 97 (Figure 1) จากผลการ
ทดลองท�ำให้ทราบว่า ในส่วนของโปรโมเตอร์เป็นส่วน
ของล�ำดับนิวคลีโอไทด์ที่มีความเหมือนกันในทุกสาย
พันธุ์ ซึ่งอาจบ่งชี้ถึงความส�ำคัญของโปรโมเตอร์ Kor  
ท่ีมีต่อการควบคุมการสังเคราะห์เส้นใยเซลลูโลสของ
ต้นยูคาลิปตัสที่มีอัตราการเจริญเติบโตที่รวดเร็ว
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Figure 1   Comparison of the upstream nucleotide sequences of Kor gene, 1,591 base pairs of E. grandis 
(15E.gKorpro) in this study with E. grandis in published genome database (15E.gGenome)

ผลการวิเคราะห์หาความเป็นไปได้และล�ำดับ
นิวคลีโอไทด์ที่เป็นส่วนประกอบของโปรโมเตอร์จาก
ฐานข้อมูล PLACE 26.0 และฐานข้อมูล PlantCARE 
พบว่า มีล�ำดับนิวคลีโอไทด์ที่เป็นส่วนประกอบของ
โปรโมเตอร์ 368 สัญญาณ โดยพบทั้งในสาย sense 
และ antisense กระจายตัวอยู่ท่ัวทั้ง 1,587 คู่เบส 
(Higo et al., 1999) โปรโมเตอร์เป็นจุดเริ่มต้นของ
กระบวนการ transcription ในสิ่งมีชีวิต จะมีส่วน
ประกอบหลกัทีเ่รยีกว่า transcription start site (TSS) 
จะมีส่วนประกอบ 2 ส่วน ส่วนแรกคือ initiator 
element (Inr) เป็นล�ำดับนิวคลีโอไทด์เริ่มต้นใน
กระบวนการนับเบส A ตรงกลาง Inr มีล�ำดับเป็น +1 
และส่วนทีส่องเรยีกว่า transcription factor binding 

sites ซ่ึงโดยปกติจะประกอบไปด้วย TATA box  
ในกรณีที่เป็นโปรโมเตอร์ชนิดไม่มี TATA box (TATA 
boxless promoter) Inr จ�ำเป็นต้องท�ำงานร่วมกับ 
(downstream promoter element, DPE) ในการ
เริ่มต้นกระบวนการและถือว่าเป็นส่วนของ core 
promoter ในการท�ำงาน Smale and Kadonaga 
(2003) ผลจากการวิเคราะห์โปรโมเตอร์ยีน Kor  
พบ ล�ำดับนิวคลีโอไทด์ Inr ชื่อ (INRNTPSADB) ซึ่งพบ
ในยีน psaDb มีล�ำดับนิวคลีโอไทด์คือ CTCACTTTC 
ซึ่งเป็นชนิด TATA boxless promoter ที่พบใน 
ต้นยาสูบ (Nakamura et al., 2002) อยู่ในต�ำแหน่ง
ล�ำดับนิวคลีโอไทด์เหนือ start codon ของยีน Kor  
ขึ้นไป 149 ล�ำดับเบส และพบส่วนของ DPE มีล�ำดับ 
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นิวคลีโอไทด์คือ AGACC ที่พบในโปรโมเตอร์ของสิ่งมี
ชีวติทัว่ไปอยูใ่นต�ำแหน่งล�ำดบันวิคลโีอไทด์เหนอื start 
codon ของยีน Kor ขึ้นไปจ�ำนวน 99 ล�ำดับเบส 
นอกจากส่วนของ core promoter ส่วนประกอบที่
ส�ำคัญอีกส่วนหนึ่งเรียกว่า Proximal promoter จาก
การวิเคราะห์พบ 5 ล�ำดับนิวคลีโอไทด์ แบ่งออกเป็น
ล�ำดบัทีห่นึง่ท�ำหน้าทีเ่ป็น CAAT box ชือ่ CCAATBOX1 
พบในโปรโมเตอร์ของสิ่งมีชีวิตทั่วไป ท�ำหน้าที่ร่วมกับ 
TATA box ในการจับกับเอ็นไซม์ RNA polymerase 
มีล�ำดับนิวคลีโอไทด์ คือ CCAAT มีต�ำแหน่งอยู่เหนือ 
start codon ของยีน Kor  ขึ้นไป 254 ล�ำดับเบส และ 
ล�ำดับที่ 2–5 ท�ำหน้าที่เป็น specific transcription 
factor binding sites และเคยมีรายงานว่าพบในยีนที่
เกีย่วข้องกบักระบวนการสงัเคราะห์แป้งและน�ำ้ตาลใน
พชืชนดิต่าง ๆ  ซ่ึงใกล้เคยีงกบัยนี Kor (endo–1,4–B–D–
glucanases) ในการสังเคราะห์เซลลูโลส ล�ำดับที่สอง 
คือ SBOXATR BCS ที่พบในต้นอะราบิดอฟซีส ท�ำ
หน้าที่เป็น cis–acting element (CER) ของยีนใน
กระบวนการสังเคราะห์น�้ำตาลมีล�ำดับนิวคลีโอไทด์  
คือ CACCTCCA มีต�ำแหน่งอยู่เหนือ start codon  

ของยีน Kor ขึ้นไป 328 ล�ำดับเบส ล�ำดับที่สาม คือ 
SP8BFIBSP8BIB พบในต้นมันเทศท�ำหน้าท่ีเป็น 
Promoter binding site (PBS) ของยีน gB–Amy  
ผลิตเอ็นไซม์ beta–amylase มีล�ำดับนิวคลีโอไทด ์
 คือ TACTATT มีต�ำแหน่งอยู่เหนือ start codon ของ
ยีน Kor ข้ึนไป 119 ล�ำดับเบส (Ishiguro and 
Nakamura, 1993) ล�ำดับท่ีสี่ คือ WBOXHVISO1  
พบในข้าวบาเล่ย์ท�ำหน้าท่ีเป็น PBS ของโปรโมเตอร ์
ที่ เกี่ยวข้องกับยีน barley iso1  ผลิตเอ็นไซม์ 
isoamylase1 มีล�ำดับนิวคลีโอไทด์ คือ TGACT  
มีต�ำแหน่งอยู่เหนือ start codon ของยีน Kor ขึ้นไป 
440 ล�ำดับเบส และล�ำดับที่ห้า คือ TCA1MOTIF  
พบในข้าวบาเล่ย์ท�ำหน้าท่ีเป็น PBS ของโปรโมเตอร์
เก่ียวข้องกับยีนผลิตเอ็นไซม์ beta–1,3–glucanase  
มีล�ำดับนิวคลีโอไทด์ คือ TCATTTCTT มีต�ำแหน่ง 
อยู่เหนือ start codon ของยีน Kor ขึ้นไป 444 ล�ำดับ
เบส (Mhiri et al., 1997) และน�ำมาจัดล�ำดับ 
นิวคลีโอไทด์ตามส่วนประกอบจากนั้นน�ำข ้อมูล 
องค์ประกอบดังกล่าวมาเขียนเป็นภาพจ�ำลองของ
โปรโมเตอร์ (Figure 2)

Figure 2  The simulation structure of the Kor promoter in Eucalyptus grandis
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ผลการเชื่อมต่อโปรโมเตอร์ Kor เข้าพลาสมิด 
pCAMBIA 1304 และการถ่ายฝากโปรโมเตอร์และ
ยีนรายงานผลเข้าสู่ยาสูบ

ตัดพลาสมิดดีเอ็นเอ pCAMBIA1304 กับ 
พลาสมิด pG + 15Korpro ด้วยเอ็นไซม์ EcoR I และ 
Nco I ซึ่งเอ็นไซม์ EcoRI และ NcoI จะตัดปลายชิ้น
ของโปรโมเตอร์ Kor ออกจากพลาสมิด pGEM®–T  
ให้ปลายทั้งสองด้านมีล�ำดับนิวคลีโอไทด์ที่พร้อม 
เช่ือมต่อกนักบัพลาสมดิ pCAMBIA 1304 ทีต่ดับรเิวณ
ส่วนของดีเอ็นเอที่ก�ำหนดการสร้างโปรตีน LacZ  
หน่วยแอลฟา รวมทั้งโปรโมเตอร์ CaMV 35S ซึ่งมี
ขนาดประมาณ 800 คู่เบส ด้วยคู่เอ็นไชม์ตัดจ�ำเพาะที่
เหมือนกัน เชื่อมต่อโปรโมเตอร์ของยีน Kor  เข้ากับ  
พลาสมิดเวคเตอร์ pCAMBIA1304 และเรียกว่า 
พลาสมิด pCa + 15Korpro (Figure 3) 

น�ำแบคทีเรีย A. tumefaciens ที่มีพลาสมิด 
pCa + 15Korpro เลี้ยงในอาหารเหลวชนิด LB เพื่อ
เพ่ิมปริมาณส�ำหรับการถ่ายพลาสมิดเข้าสู่ต้นยาสูบ  
ใช้ปริมาณเชื้อที่ค่า O.D. 1.0 ที่ความยาวดูดกลืนแสงที่ 
600 นาโนเมตร (O.D. 600) ละลายตะกอนเชื้อ ด้วย
อาหารสูตร B5 (Gamborg et al., 1986) แช่ชิ้นใบ
ยาสูบในสารแขวนลอยเชื้อโดยวิธี co–cultivation 
กระบวนการถ่ายยีนจะเกิดขึ้นในช่วงการเลี้ยงใบพืช
และแบคทีเรียร่วมกันบนอาหารสังเคราะห์ ส่งถ่ายยีน
ที่อยู่ในส่วนของ T–DNA border ที่อยู่ระหว่างส่วนหัว
และท้าย left border (L) และ right border (R) เข้า
สู่โครโมโซมพืช ซ่ึงจะมียีน hpt ซึ่งก�ำหนดการสร้าง
เอนไซม์ hygromycin phosphotransferase ท�ำให้
ใบที่ถ่ายยีนทนทานต่อสารปฏิชีวนะ hygromycin ได้ 
และยีน gus ทีเ่ชือ่มต่อกับโปรโมเตอร์ Kor ซึง่สร้างเอน็
ไซม์ β –glucuronidase (GUS) เป็นตัวบ่งชีก้ารควบคุม
การแสดงออกยีนรายงานผล ใช้ในการตรวจต้นยาสูบ
ดัดแปลงพันธุกรรม พบว่า เมื่อเลี้ยงชิ้นใบดังกล่าวบน

อาหารทีม่สีารปฏชิวีนะ hygromycin เป็นเวลา 45 วนั 
พบว่า มชีิน้ใบทีย่งัมชีวีติรอดเป็นจ�ำนวนมาก และชกัน�ำ
ให ้พัฒนาเป ็นต ้นยาสูบท่ีสมบูรณ์ และคัดเลือก  
2 สายต้น คือ 15Kor2 และ 15Kor3

ผลการตรวจวเิคราะห์การแสดงออกของยีนรายงานผล
การตรวจสอบกิจกรรมของเอนไซม์ β –

glucuronidase (GUS) จากยีน gus ที่ถูกควบคุมการ
แสดงออกในต้นยาสูบโดยโปรโมเตอร์จากยีน Kor  
ซ่ึงท�ำการออกแบบไว้ในส่วนประกอบของพลาสสมิด
สายผสม pCa + 15Korpro ท�ำให้การแสดงออกของ
ยนี gus สามารถยนืยนัถงึการท�ำงานของโปรโมเตอร์ว่า
แสดงออกในต้นยาสูบได้ จากปฏิกิริยาของเอนไซม์ 
GUS ท�ำปฏิกิริยากับสารสับสเตรท 5–bromo–4–
chloro–3–indolyl glucuronide (X–Gluc) และเกิด
สารเชิงซ้อนสีน�้ำเงิน (X–X dimers precipitate)  
พบว่า ต้นยาสบูท่ีได้รับการถ่ายยนีจากพลาสมดิ pCa + 
15Korpro มีการแสดงออกของเอ็นไซม์ GUS โดยพบ
การเปลี่ยนสีของเนื้อเยื่อเป ็นสีน�้ำเงินในเนื้อเยื่อ 
ของต้นยาสูบ (Figure 4) เมื่อเปรียบเทียบกับต้นยาสูบ
ที่ได้รับการถ่าย พลาสมิด pCAMBIA 1304 ที่มี
โปรโมเตอร์จาก 35S cauliflower mosaic virus 
(CaMV) ที่ควบคุมการแสดงออกในระดับสูงในเนื้อเยื่อ
ต่าง ๆ ตลอดเวลา และมีความเสถียรโดยเฉพาะในพืช
ใบเลี้ยงคู่ จึงเป็นโปรโมเตอร์ที่นิยมน�ำใช้ในการถ่ายยีน
เข้าสู่พืชตั้งแต่ ปี พ.ศ. 2523 จนถึงปัจจุบัน Tepfer  
et al. (2004) พบว่า ต้นยาสบูทีไ่ด้รบัการถ่ายพลาสมดิ
ที่มีโปรโมเตอร์ Kor ควบคุมการท�ำงานของยีน gus  
ให้แสดงออกได้จากการตรวจพบสารเชิงซ้อนสีน�้ำเงิน 
แต่ในปรมิาณท่ีน้อยกว่า และพบในเนือ้เยือ่บางส่วนของ
ต้นยาสูบ เช่น ส่วนของล�ำต้น ก้านใบ เส้นใบ และราก 
ซ่ึงแสดงถึงความจ�ำเพาะของโปรโมเตอร์ Kor ใน 
การควบคุมการแสดงออกของยีน (Figure 5)
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Figure 3  Cloning of Kor promoter of E. grandis and recombinant plasmid
(A) Nucleotide sequence of Kor gene upstream 2,000 base pairs, start codon in the pink box, 
forward primer in the yellow box and reward primers in the green box. (B) Recombinant 
plasmid pC15korpro, with Kor promoter ligated into plasmid pCAMBIA 1304
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Figure 4  Comparison of reporter gene (Gus) with different promoter sequences in transgenic tobacco 
plants, with 35S CaMV promoter (A), with Kor promoter (B), control plant (C)

Figure 5  Histochemical localization of GUS expression with 1587 Kor promoter in transformed tobacco 
stems cross–section (A), petiole cross–section (B) and root cross–section (C) at high 
magnification 400X, vascular cambium (VC) phloem (VP) and xylem (VX)
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ผลการวิเคราะห์การแสดงออกด้วยเทคนิค Real−
time PCR

ในการทดลองใช้โปรโมเตอร์ CaMV 35S เป็น
โปรโมเตอร์ต้นแบบในการเปรียบเทียบระดับการ
ควบคมุการแสดงออกของยนี gus เทยีบกบัโปรโมเตอร์ 
Kor จากต้นยาสูบที่ได้รับการถ่ายยีน 2 สายพันธุ์ คือ 
15Kor2 และ 15Kor3 ในการเปรยีบเทยีบให้อตัราการ
แสดงออกของโปรโมเตอร์ CaMV 35S  ถือเป็นร้อยละ 
100 โดยการน�ำค่า cycle threshold (CT) ที่ได้จาก
การแสดงออกของยนี gus ทีถ่กูควบคมุโดยโปรโมเตอร์
ทั้งสองชนิด จากนั้นน�ำมาเปรียบเทียบโดยใช้การหา 
เชิงปริมาณสัมพัทธ์ หรือ (Quantification and 
relative quantification PCR) โดยการน�ำสัญญาณ 
ที่ได้จากการท�ำปฏิกิริยาน�ำมาเทียบกับสัญญาณของ
สายดีเอ็นเอที่ได้มาจากกลุ่มที่ต้องการค�ำนวณเปรียบ
เทียบความแตกต่างของระดับการแสดงออกของยีนท่ี
สนใจโดยการใช้วิธีการวิเคราะห์แบบเปรียบเทียบ 
∆∆CT มีสมการดังนี้ R = 2 – [(CT sample–CT 
housekeeping gene)–(CT calibrator–CT 
housekeeping gene)] และเปรยีบเทยีบการอตัราการ
แสดงออกของยีนท่ีแตกต่างกันหรือแสดงอัตราการ

แสดงออกของยีนในเวลาที่ต ่างกัน (Livak and 
Schmittgen, 2001) อัตราการแสดงออกของ
โปรโมเตอร์ Kor จาก 2 สายพนัธุ ์คอื 15Kor2, 15Kor3 
และต้นปกติ การแสดงออกในส่วนของใบมีการ
แสดงออกเพยีงร้อยละ 11.2, 12.0 และ 0.2 ตามล�ำดบั 
ซึ่งเกิดจากการแสดงออกในส่วนของเส้นใบที่ประกอบ
ไปด้วยเนื้อเยื่อระบบท่อล�ำเลียง ในส่วนของก้านใบ  
พบว่า มีการแสดงออกร้อยละ 42, 40 และ 0.6  
ตามล�ำดับ ในส่วนของล�ำต้น พบว่า มีการแสดงออก
ร้อยละ 52, 48 และ 1 ตามล�ำดับ และในราก พบว่า  
มีการแสดงออกร้อยละ 9.0, 8.7 และ 0.1 ตามล�ำดับ 
(Figure 6) จากผลการทดลองจะเห็นได้ว่ามีผลท่ี 
สอดคล้องกัับการแสดงออกท่ีมีความจ�ำเพาะเจาะจง 
กับเนื้อเยื่อท่ีประกอบไปด้วยส่วนของท่อล�ำเลียงน�้ำ 
และอาหารซ่ึงเป็นกลุ ่มเนื้อเยื่อกลุ ่มหลักที่มีหน้าที่ 
สร้างเนื้อไม้ มีการพัฒนาเซลล์ท่ีมีส่วนประกอบของ
เซลลโูลสสงู โดยมรีะดบัการแสดงออกทีม่ากทีส่ดุในส่วน
ของล�ำต้น ซึ่งเป็นส่วนหลักที่ต้นไม้มีการผลิตเนื้อเยื่อ
เซลลโูลสตามกระบวนการสงัเคราะห์เซลลโูลส เนือ่งจาก
โปรโมเตอร์จากยีน Kor เป็นยีนที่อยู่ในกระบวนการ
สังเคราะห์เซลลูโลสมาท�ำการทดลอง

Figure 6  Relative expression of gus gene in 2 lines of transgenic tobacco with Kor promoter (15Kor2 
and 15Kor3) compare with normal tobacco (control) and transgenic tobacco with CaMV 35S 
promoter (35s pro) in stem, petiole, leaf and root
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สรุป

สามารถค้นหายีน Kor และโคลนโปรโมเตอร์
ของยีน Kor ท่ีเกี่ยวข้องกับกระบวนการสังเคราะห์
เซลลู โลสในพืช  ซึ่ งพบรายงานไว ้ เพียงในต ้น  
A. thaliana โดยการถอดรหัสจากล�ำดับกรดอะมิโน 
ให้เป็นล�ำดับนิวคลีโอไทด์ และค้นหาในฐานข้อมูล 
จีโนมของ E. grandis ได้โดยตรง ซึ่งยีนนี้ยังไม่เคยมี
รายงานมาก่อนในยูคาลิปตัส เมื่อสามารถหายีนและ
สามารถวิเคราะห์หาล�ำดับนิวคลีโอไทด์ส่วนประกอบ
ของยีนในส่วนโปรโมเตอร์ที่อยู่เหนือยีนขึ้นไป พบว่า  
มีความคล้ายคลึงกันมากกว่าร้อยละ 97 และวิเคราะห์
ด้วยเทคนิค in silico หาส่วนองค์ประกอบของ
โปรโมเตอร์ Kor ด้วยโปรแกรม PLACE 26.0 และ 
PlantCARE พบว่า โปรโมเตอร์ Kor เป็นโปรโมเตอร์
ชนิดพิเศษที่เรียกว่า TATA boxless promoter คือ 
โปรโมเตอร์ที่ท�ำงานได้โดยไม่ต้องมี TATA box แต่จะ
ท�ำงานร่วมกับ DPE โดยท�ำหน้าที่เป็นจุดจดจ�ำในการ
เข้าจับกับ transcription factor เพื่อเริ่มกระบวนการ
แสดงออกของยีน ส่วนของ Inr ที่พบมีชื่อเฉพาะว่า 
(INRNTPSADB) ซึ่งพบในยีน psaDb และเมื่อน�ำมา
ทดสอบกับการแสดงออกของยีนรายงานผล gus  
พบว่า โปรโมเตอร์ Kor สามารถควบคุมการแสดงออก

ของยีนรายงานผล gus ให้แสดงออกในต้นยาสูบได้ 
และมคีวามจ�ำเพาะต่อเนือ้เยือ่ในกลุม่ท่อล�ำเลยีงเท่านัน้ 
และมรีะดบัการแสดงออกของยนีรายงานผลสอดคล้อง
กัน โดยมีระดับการแสดงออกสูงในเนื้อเยื่อระบบ 
ท่อล�ำเลียงและเป็นแหล่งสร้างเซลลูโลสของพืช 
ในส่วนของล�ำต้นและก้านใบ และพบการแสดงออก
น้อยมากในส่วนของใบและราก การศึกษาด้วยเทคนิค 
in silico เป็นการน�ำข้อมูลส่วนประกอบและหน้าท่ี 
ของล�ำดับนิวคลีโอไทด์ท่ีเคยมีรายงานไว้ในสิ่งมีชีวิต 
ต่าง ๆ รวบรวมเป็นรูปแบบฐานข้อมูล และสามารถใช้
โปรแกรมคอมพิวเตอร์ในการประมวลผลเปรียบเทียบ
กับสิ่งมีชีวิตชนิดใหม่ท่ียังไม่มีการศึกษามาก่อน ท�ำให้
เกิดความสะดวกรวดเร็วในการศึกษาและพัฒนางาน
ทางด้านวิทยาศาสตร์สามารถเชื่อมโยงข้อมูล และ 
น�ำองค์ความรู้มาประยุกต์ใช้ประโยชน์ได้รวดเร็วยิ่งขึ้น
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