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บทคดัย่อ 
 
 

รหสัโครงการ:              MRG 5380221 
 
ช่ือโครงการ:                การควบคุมการเหีย่วของดอกปทุมมาโดยการใชเ้ทคนิคแอนตเิซนและการ 
                                ประยกุตใ์ชไ้อออนบมี 
 
ช่ือนักวิจยัและสถาบนั: ดร. สุภคั มหทัธนพรรค    มหาวทิยาลยัพะเยา 
 
อีเมล:์                        burinka@hotmail.com 
ระยะเวลาโครงการ:      2 ปี 
 
บทคดัย่อ: 

งานวจิยัน้ีไดร้ายงานถงึการกระตุน้ใหเ้กดิการส่งถ่ายยนีในพชืโดยใชไ้อออนบมีพลงังานต ่า  โดย
มวีตัถุประสงคใ์นของการวจิยัคอืการยบัยัง้การแสดงออกของยนีเอซซีซีนิเทสในดอกปทุมมา  โดยการ
แยกชิน้ส่วนของซดีเีอน็เอทีเ่ขา้รหสัยนีเอซซีซีนิเทสและเอซซีอีอกซเิดส จากดอกปทุมมาจากนัน้น ามา
ศกึษาการแสดงออกของยนีโดยวธิ ีNorthern blot และ RT-PCR โดยใชด้เีอน็เอทีม่คีวามจ าเพาะเจาะจง
กบัยนีนัน้ ผลการวจิยัแสดงว่ายนี Ca-ACSI  และ Ca-ACOI   ตรวจพบในกลบีเทยีมและดอกของดอก
ปทุมมาและมกีารแสดงออกอยา่งชดัเจนในระหว่างหลงัการเกบ็เกี่ยว จากนัน้ยนี Ca-ACSI  ถูกน าไป
แทรกในส่วนของดเีอน็เอพาหะคอืพลาสมดิ pBI121  โดยใหช้ื่อว่า pBI121-Ca-ACSI  แลว้น าไปส่งถ่าย
เขา้สู่พชืตวัอยา่งคอืดอกแววมยรุา (Torenia foumieri) โดยการประยกุตใ์ชไ้อออนบมีพลงังานต ่าที่
พลงังาน 28–50 keV ทีค่วามถี่1014–1016 ions/cm2  หลงัจากการส่งถ่ายยนีไดท้ าการตรวจสอบผลโดย
เทคนิค PCR และการตรวจการแสดงออกของยนี GUS  พบว่าการใชไ้อออนบมีพลงังานต ่ามี
ประสทิธภิาพในการส่งถ่ายยนีได ้ นอกจากนี้ไดน้ าพชืทีท่ าการส่งถ่ายแลว้ไปตรวจสอบการเสื่อมสภาพ
ของดอก ซึง่ผลการวจิยัแสดงตน้ทีไ่ดร้บัการส่งถ่ายยนีสามารถยดือายขุองดอกไดโ้ดยแตกต่างกนัทาง
สถติเิมือ่เปรยีบเทยีบกบัพนัธุเ์ดมิ 

 
ค าหลกั : ปทุมมา เอซซีซีนิเทส ไอออนบมี 
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Abstract 
 
 

Project Code :     MRG 5380221 
 
Project Title :      Control of flower Senescence-Association on Curcuma alismatifolia  
                         Gagnep. by using antisense technique and ionbeam application 
 
Investigator :      Dr. Supuk Mahadtanapuk 
 
E-mail Address :  burinka@hotmail.com 
 
Project Period :    2 years 
 
Abstract: 

In this report we present a novel method to induce gene transfer in plant using a low-
energy ion beam. Aim of this work was to suppress an expression of ACC synthase gene in 
Siam tulip, Curcuma alismatifolia Gagnep. An cDNA fragment encoding ACC synthase from C. 
alismatifolia Gagnep. was isolated and its expression was analyzed. To determine the 
expression of pCa-ACSI , the northern blot analysis and RT-PCR was used for gene analysis 
by specific primer. The result showed that the Ca-ACSI  and Ca-ACOI genes were detected in 
bract and flower of curcuma. The highest expression of genes was observed at postharvesting.  
after flower was cut. The Ca-ACSI  was subcloned pBI121 resulting in pBI121-Ca-ACSI  , then 
transformed into model plant (Torenia foumieri) by application low-energy ion beam at an 
energy of 28–50 keV with a fluence range of 1014–1016 ions/cm2. After this treatment, the 
transgenic plantlets were confirmed by PCR analysis and a histochemical GUS assay. Highly 
efficient of transformant tissue was showed as a method to plant transform with application low-
energy ion beam bombardment. Moreover the transgenic plants were selected randomly and 
flower senescence was observed during natural senescence. Antisense gene-introduced 
transgenic plants showed statistic significantly greater longevity compare with wile type. 
Keywords : Curcuma, ACC synthase, ion beam 
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   เอกสารแนบหมายเลข 3 

บทคดัย่อ 
งานวจิยัน้ีไดร้ายงานถงึการกระตุน้ใหเ้กดิการส่งถ่ายยนีในพชืโดยใชไ้อออนบมีพลงังานต ่า  โดย

มวีตัถุประสงคใ์นของการวจิยัคอืการยบัยัง้การแสดงออกของยนีเอซซีซีนิเทสในดอกปทุมมา  โดยการ
แยกชิน้ส่วนของซดีเีอน็เอทีเ่ขา้รหสัยนีเอซซีซีนิเทสและเอซซีอีอกซเิดส จากดอกปทุมมาจากนัน้น ามา
ศกึษาการแสดงออกของยนีโดยวธิ ีNorthern blot และ RT-PCR โดยใชด้เีอน็เอทีม่คีวามจ าเพาะเจาะจง
กบัยนีนัน้ ผลการวจิยัแสดงว่ายนี Ca-ACSI  และ Ca-ACOI   ตรวจพบในกลบีเทยีมและดอกของดอก
ปทุมมาและมกีารแสดงออกอยา่งชดัเจนในระหว่างหลงัการเกบ็เกี่ยว จากนัน้ยนี Ca-ACSI  ถูกน าไป
แทรกในส่วนของดเีอน็เอพาหะคอืพลาสมดิ pBI121  โดยใหช้ื่อว่า pBI121-Ca-ACSI  แลว้น าไปส่งถ่าย
เขา้สู่พชืตวัอยา่งคอืดอกแววมยรุา (Torenia foumieri) โดยการประยกุตใ์ชไ้อออนบมีพลงังานต ่าที่
พลงังาน 28–50 keV ทีค่วามถี่1014–1016 ions/cm2  หลงัจากการส่งถ่ายยนีไดท้ าการตรวจสอบผลโดย
เทคนิค PCR และการตรวจการแสดงออกของยนี GUS  พบว่าการใชไ้อออนบมีพลงังานต ่ามี
ประสทิธภิาพในการส่งถ่ายยนีได ้ นอกจากนี้ไดน้ าพชืทีท่ าการส่งถ่ายแลว้ไปตรวจสอบการเสื่อมสภาพ
ของดอก ซึง่ผลการวจิยัแสดงตน้ทีไ่ดร้บัการส่งถ่ายยนีสามารถยดือายขุองดอกไดโ้ดยแตกต่างกนัทาง
สถติเิมือ่เปรยีบเทยีบกบัพนัธุเ์ดมิ 
 

In this report we present a novel method to induce gene transfer in plant using a low-
energy ion beam. Aim of this work was to suppress an expression of ACC synthase gene in 
Siam tulip, Curcuma alismatifolia Gagnep. An cDNA fragment encoding ACC synthase from C. 
alismatifolia Gagnep. was isolated and its expression was analyzed. To determine the 
expression of pCa-ACSI , the northern blot analysis and RT-PCR was used for gene analysis 
by specific primer. The result showed that the Ca-ACSI  and Ca-ACOI genes were detected in 
bract and flower of curcuma. The highest expression of genes was observed at postharvesting.  
after flower was cut. The Ca-ACSI  was subcloned pBI121 resulting in pBI121-Ca-ACSI  , then 
transformed into model plant (Torenia foumieri) by application low-energy ion beam at an 
energy of 28–50 keV with a fluence range of 1014–1016 ions/cm2. After this treatment, the 
transgenic plantlets were confirmed by PCR analysis and a histochemical GUS assay. Highly 
efficient of transformant tissue was showed as a method to plant transform with application low-
energy ion beam bombardment. Moreover the transgenic plants were selected randomly and 
flower senescence was observed during natural senescence. Antisense gene-introduced 
transgenic plants showed statistic significantly greater longevity compare with wile type. 
Keywords : Curcuma, ACC synthase, ion beam 
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สรปุโครงการ (Executive summary) 
 

 พชืสกุลปทุมมาจดัอยูใ่นพชืกลุ่ม     Zingiberaceae      ซึง่มปีระมาณ     70     ชนิด     พบ
อยูต่ามพืน้ทีเ่ขตรอ้นเช่น    อนิเดยี     พมา่    ไทย    และมาเลเซยี   ในประเทศไทยพชืสกุลปทุมมา
เป็นไมด้อกทีม่ชี่วงการออกดอกตัง้แต่ช่วงฤดแูลง้ประมาณเดอืนเมษายนจนถงึช่วงฤดฝูนประมาณเดอืน
พฤษภาคมถงึกนัยายน  หลงัจากนัน้จงึเริม่เขา้สู่การพกัหวั   ในสมยัก่อนพชืสกุลปทุมมาถูกน ามาใชเ้พื่อ
เป็นผกัและยา  แต่ในปจัจบุนัพชืสกุลปทุมมาเป็นพชืทีม่คีวามส าคญัมากในธุรกจิประเภทไมด้อกไม้
ประดบั อนัเน่ืองมาจากปทุมมามคีวามหลากหลายในรปูร่างและสสีนัของดอกจงึกลายเป็นพชืทีน่ิยมใช้
เป็นไมก้ระถาง ไมต้ดัดอกและไมป้ระดบัในแปลงทัง้ในและต่างประเทศ ท าใหไ้ดร้บัการส่งเสรมิใหเ้ป็นพชื
เศรษฐกจิทีส่ าคญัอกีชนิดหนึ่งทีม่ศีกัยภาพในการส่งออกหวัพนัธุเ์พิม่ขึน้เรือ่ย ๆ  จะเหน็ไดว้่าจากปี  
2536  มกีารส่งออกหวัพนัธุป์ทุมมาปรมิาณ 131,290  หวัเป็นมลูค่า  2,471,360  บาท     และเพิม่ขึน้
ในปี   2539    ปรมิาณหวัพนัธุส์่งออกเป็น 1,308,534 หวั มลูค่า 1,769,111 บาท     ท าใหป้ระเทศไทย
เป็นประเทศหลกัในการผลติและส่งออกพชืสกุลปทุมมาจนไดช้ื่อของปทุมมาว่าเป็น Siam  Tulip   ของ  
South East Asia  ซึง่ประเทศทีน่ าเขา้มปีระเทศหลกั ๆ  คอื ญีปุ่น่  ฮอลแลนด ์ และอเมรกิา    ในการ
ส่งออกปทุมมาสามารถส่งออกได ้ 2  รปูแบบคอื  ในรปูของหวัพนัธุ ์ และ  ไมต้ดัดอก    
 ซีง่ในการผลติไมต้ดัดอกยงัมปีญัหาเรือ่งอายหุลงัเกบ็เกี่ยวของดอกอนัเน่ืองมาจากการท างาน
ของยนีในขบวนการสรา้งเอทธลินี ท าใหด้อกปทุมมาเกดิการเสื่อมสภาพ ไมเ่ป็นทีต่อ้งการของตลาด 
ปจัจบุนัเทคนิคทางพนัธุวศิวกรรมมกีารตดัต่อพนัธุกรรมเพื่อใหด้อกไมม้อีายดุอกหลงัการตดันานขึน้ ซึง่
ท ากนัอย่างแพรห่ลายในต่างประเทศ  ในประเทศไทยการศกึษาเรือ่งยนีทีเ่กีย่วกบัการเสื่อมสภาพของ
ดอกปทุมมายงัมน้ีอยงานวจิยัน้ีจงึไดท้ าการแยกยนีทีเ่กี่ยวขอ้งกบัการเสื่อมสภาพในดอกปทุมมาเพื่อ
น าไปประยกุตใ์ชใ้นการยดือายดุอกหลงัการเกบ็เกีย่ว  อกีทัง้เป็นการประยกุตใ์ชเ้ทคโนโลยใีหมค่อืการ
ใชล้ าไอออนพลงังานต ่าในการส่งถ่ายยนีเขา้สู่พชืตวัอยา่ง  และพบว่าสามารถประยกุตใ์ชใ้นการส่งถ่าย
ยนีดงักล่าวไดส้ าเรจ็ นอกจากนี้การส่งถ่ายยนีดงักล่าวยงัสามารถยดือายดุอกของพชืตวัอยา่งไดเ้มือ่
เปรยีบเทยีบกบัพชืชุดควบคุม  จากงานวจิยัดงักล่าวจะไดแ้นวทางในการปรบัปรงุพนัธุด์อกปทุมมาใน
อนาคตโดยใชเ้ทคโนโลยชีวีภาพซึง่จะท าใหย้น่ระยะเวลาในการปรบัปรงุพนัธุไ์ด้ 
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วตัถปุระสงค ์
 

1.   ไดช้ิน้ส่วนยนีทีเ่กีย่วขอ้งกบัขบวนการผลติเอทธลีนีคอื ACC synthase หรอื ACC oxidase ของ 
ปทุมมา 

2.   ทราบล าดบัเบสของยนีและการแสดงออกของยนี ACC synthase หรอื ACC oxidase ของปทุมมา 
3.  หาแนวทางยบัยัง้หรอืลดการผลติเอทธลีนีในดอกปทุมมาโดยการน ายนี ACC synthase หรอื ACC 

oxidase ของปทุมมา ส่งถ่าย โดยเทคนิค antisense 
4.  หาสภาวะในการส่งถ่ายยนีโดยการประยกุตใ์ช ้ไอออนบมีพลงังานต ่า 
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วิธีทดลอง 
 
1. การค้นหายีน ACC synthase และ ACC oxidase ของปทุมมา 

1.1  การเตรยีมอารเ์อน็เอ 
น ากลบีดอกและกลบีเทยีมของปทุมมามาบดใหล้ะเอยีดในไนโตรเจนเหลว  จากนัน้เกบ็ตวัอยา่งที่
อุณหภมู ิ -80 ๐C เพื่อน าไปใชใ้นการสกดัอารเ์อน็เอ (total RNA) โดยใช ้ RNeasy®Mini Handbook 
(QIAGEN).  น าอารเ์อน็เอทีไ่ดไ้ปตรวจสอบคุณภาพดว้ย 1.4%agarose/EtBr electrophoresis หลงัจาก
นัน้น าไปเป็นตน้แบบในการท า cDNA 

1.2  การสงัเคราะห ์ First Strand cDNA (RevertAid® Fist  Strand cDNA Kit, Fermentas, 
U.S.A.) 

1.3  การแยก ACC synthase และ ACC oxidase ดว้ยเทคนิค RT-PCR 
หลงัจากนัน้น าชิน้ส่วนดเีอน็เอทีไ่ดจ้ากขบวนการ RT-PCR ไปตรวจสอบดว้ย Agarose 

electrophoresis ตดัแถบดเีอน็เอขนาดทีต่อ้งการโดยดูขนาดเทยีบกบัขนาดของดเีอน็เอมาตรฐาน  เกบ็
ไวใ้น eppendoft tube ขนาด 1.5 ml ที ่ 4๐C เพื่อน ามาแยกเอาดเีอน็เอออกจากเจล (elute)  แลว้น า
ชิน้ส่วนดเีอน็เอทีแ่ยกไดแ้ลว้ไปเพิม่ปรมิาณโดยการ subclone 4๐C เพื่อน ามาแยกเอาดเีอน็เอออกจาก
เจล (elute)  แลว้น าชิน้ส่วนดเีอน็เอทีแ่ยกไดแ้ลว้ไปเพิม่ปรมิาณโดยการ subclone เขา้สู่พลาสมดิดเีอน็
เอ pGEM-Teasy โดยใช ้T4 DNA ligase ในการเชื่อมต่อดเีอน็เอเขา้กบัพลาสมดิแลว้น าไปส่งถ่ายเขา้สู่
แบคทเีรยี E.coli เช่น สายพนัธุ ์DH5α, สายพนัธุ ์JM109 ต่อไป 

1.4  การตรวจสอบแบคทเีรยีทีไ่ดร้บัดเีอน็เอสายผสม (recombinant DNA)      โดยการแยก 
พลาสมดิโดยวธิ ีAlkaline โดยดดัแปลงจากวธิขีอง Maniatis et al., 1982. 

1.5 การตรวจสอบพลาสมดิโดยการตดัดว้ยเอนไซมต์ดัจ าเพาะ (restriction Enzyme) ตรวจสอบ
การตดัดว้ยเอนไซมต์ดัจ าเพาะโดยท า agarose gel electrophoresis โดยเปรยีบเทยีบกบัแทบดเีอน็เอ
มาตรฐาน (molecular marker) เมือ่ได ้ clone ทีไ่ดร้บัชิน้ส่วนดเีอน็เอทีใ่ส่เขา้ไปแลว้  จงึน าไปหาล าดบั
เบสและน าไปเทยีบขอ้มลูกบัฐานขอ้มลูเช่น NCBI ต่อไปได ้clone ทีไ่ดร้บัชิน้ส่วนดเีอน็เอทีใ่ส่เขา้ไปแลว้ 
จงึน าไปหาล าดบัเบสและน าไปเทยีบขอ้มลูกบัฐานขอ้มลูเช่น  NCBI ต่อไป 

 
2.การตรวจสอบการแสดงออกของยีน โดยวิธี Northern Blot 

เตรยีม RNA จากเนื้อเยือ่ปทุมมาของส่วนต่างๆ เช่น ใบ ดอก ล าตน้ กลบีเทยีม มาสกดั RNA 
จากเนื้อเยือ่ทีต่อ้งการตรวจปรมิาณ 10 µg. น าไปน าดเีอน็เอทีไ่ดไ้ปตรวจสอบคุณภาพดว้ยเทคนิค 
agarose gel electrophoresis ท าการยา้ยดเีอน็เอไปสู่ nylon membrane (Roche) และใช ้ probe คอื 
DNA ทีเ่ขา้รหสัยนี ACC synthase และ ACC oxidase ของปทุมา  ทีไ่ดจ้ากการท า PCR โดยใชด้เีอน็
เอจากโคลนเป็นดเีอน็เอตน้แบบ (จากขอ้ 1) ซึง่ probe จะถูกตดิฉลากโดยใชชุ้ด DIG High Prime DNA 
Labelling and Detection Starter Kit II (Roche) หลงัจากนัน้ท าการ hybridization ที ่ 68 ๐C และ 
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detection โดยใช ้ chemiluminescence with CDP-Star (Roche)และ exposed โดย X-ray film 
(Amersham) 
 
3.การศึกษา Character ของยีน 

3.1  การเตรยีม DNA จากใบปทุมมา  ประยกุตใ์ชว้ธิกีารของ (Doyle and Doyle, 1990) 
3.2 การท าเทคนิค Southern blotting เพื่อหาจ านวน copy number ของยนี ACC synthase 

และ ACC oxidase โดยน าดเีอน็เอจากขอ้ 3.1 ปรมิาณ 20 µg. น ามาตดัดว้ยเอนไซมเ์ช่น EcoRI, 
HindIII, PstI แลว้น าไปน าดเีอน็เอทีไ่ดไ้ปตรวจสอบคุณภาพดว้ยเทคนิค Agarose gel electrophoresis 
ท าการยา้ยดเีอน็เอไปสู่ nylon membrane probe คอื DNA ทีเ่ขา้รหสัยนี ACC synthase หรอื ACC 
oxidase ของปทุมมา ท าการ hybridization เช่นเดยีวกบั Northern blot 

3.3 ส่งถ่ายยนีดว้ยวธิ ีantisense technique ของยนี ACC synthase และ ACC oxidase เขา้สู่
เนื้อเยือ่ปทุมมาโดย A.tumefaciens 

3.3.1 ยา้ยยนีสงัเคราะหเ์อนไซม ์ ACC synthase หรอื ACC oxidase เขา้เชื่อมต่อใน 
พลาสมดิแบบ antisense ในพลาสมดิ pBI121 (construction gene) 

3.3.2 การส่งถ่ายพลาสมดิ ดเีอน็เอ (pBI121) ACC synthase หรอื ACC oxidase การ
แยกพลาสมดิโดยวธิ ี Alkaline จากนัน้น าพลาสมดิทีไ่ดส้่งถ่ายเขา้สู่ A. tumefaciens โดยการ
ทรานสฟอรเ์มชนัดว้ยวธิอีเิลค็โตรโฟเรชนัโดยใชเ้งือ่นไขของเครือ่งอเิลค็โพรเตอร ์ คอื 
สนามไฟฟ้าที ่2.5 kV, 2.5 µF และ 200 ohms.  จากนัน้ท าการตรวจสอบโคลนทีไ่ดร้บัพลาสมดิ
และยนีทีต่อ้งการโดยการสกดัพลาสมดิดเีอน็เอมาตดัดว้ยเอน็ไซมต์ดัจ าเพาะก่อนน าแบคทเีรยี
ดงักล่าวไปท าการปลกูถ่ายเขา้สู่ปทุมมาและพชืตวัอยา่งต่อไป 

3.3.3 น า A. tumefaciens ทีผ่่านการตรวจสอบแลว้มาเลีย้ง  ในอาหารเหลวสตูร LB ทีม่ ี
50 mg/l Rifampicin และ 100 mg/l kanamycin โดยเลีย้งทีอุ่ณหภูม ิ 28 ๐C เขยา่ทีค่วามเรว็ 
150 rpm นาน 2 คนื จากนัน้น าไปปลกูถ่ายเขา้สู่เนื้อเยือ่ปทุมมาโดยวธิขีอง Supuk, 2006  
หลงัจากพชืพฒันาเป็นตน้ จงึน ามาตรวจสอบผลการส่งถ่ายยนี โดยเทคนิค GUS 
Histochemical assay และเทคนิค Polymerase Chain Reaction (PCR) ส าหรบั GUS gene 
และ 35S promoter ต่อไป 
3.4 การตรวจสอบโดยเทคนิค GUS Histochemical assay (ดดัแปลงจาก Jefferson, 1987) 
3.5 การตรวจสอบโดยใชป้ฏกิริยิา PCR การเตรยีมดเีอน็เอพชืเพื่อปฏกิริยิา PCR โดยน าเอาดี

เอน็เอทีไ่ดท้ า ปฏกิริยิา PCR ส าหรบัการตรวจสอบ GUS gene (Stummer et al., 1995) 
3.6 สงัเกตลกัษณะของตน้ทีไ่ดร้บัการส่งถ่ายยนี  โดยการวดัการเจรญิเตบิโต การผลติเอทธลินี 

และลกัษณะอื่นๆของตน้เปรยีบเทยีบกบัต้นทีเ่ป็นชุด control คอืตน้ทีไ่มไ่ดร้บัการส่งถ่าย และตน้ทีส่่ง
ถ่ายเฉพาะพลาสมดิดเีอน็เอ 
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4.การชกัน าให้เกิดการส่งถ่ายยีนโดยใช้ไอออนบีมพลงังานต า่ 
4.1 น าตวัอยา่งพชืมาวางบนแผ่กระดาษกาว ทีผ่่านฆ่าเชือ้แลว้ น าไปวางบนจานเลีย้งเชือ้ น าไป

ระดมยงิทีโ่ดยใช ้ Nitrogen ion (N+) พลงังาน 28-50 KeV  และความถี ่ 1014 ถงึ  1018 ions/cm2 มี
รายละเอยีดคอื 

4.1.1 การหาเงือ่นไขทีเ่หมาะสมเพื่อใชใ้นการส่งถ่ายยนี 
ตดัเทปกาวขนาด 2x2 cm ตดิลงบนจานเลีย้งเชือ้แลว้น าไปนึ่งฆา่เชือ้และชิน้ส่วนพชืทีผ่่านการเลีย้งโดย
การเพาะเลีย้งเนื้อเยือ่เช่น ใบดอกแววมยรุาทีอ่ายุประมาณ 7-15 วนัตดัเป็นรปูสีเ่หลีย่มขนาดประมาณ 
5x5 มลิลเิมตร น าไปวางบนเทปกาวทีผ่่านการฆ่าเชือ้แลว้  น าตวัอยา่งไประดมยงิดว้ยเครือ่งไอออน
อมิพลานเตอร ์CMU-3 ตามเงือ่นไขทีก่ าหนด 

4.1.2 หาอตัราการรอดของเซลลแ์บคทเีรยีหลงัถูกระดมยงิ 
โดยเปรยีบเทยีบกบั control คอื Vac- เป็น control ทีอ่ยูใ่นสภาพปกตแิละไมถู่กระดมยงิ และ Vac+ 
เป็น control ทีอ่ยูใ่น Vacuum และไมถู่กระดมยงิโดยน าพชื  ทีอ่ยูบ่นเทปกาวมาเลีย้งในสตูรอาหาร MS 
ทีม่ฮีอรโ์มนในการเหมาะสมในการ regenerate ของพชืแต่ละชนิด นบัจ านวนตน้ทีเ่กดิขึน้เทยีบกบั 
control ท าการระบบยงิอกีครัง้ในความรุนแรงทีท่ าใหพ้ชืมชีวีติรอดมากกว่า 50% 

4.1.3น าชิน้พชืทีผ่่านการระดมยงิทีค่วามเขม้ขน้ของไปออนบมีทีเ่หมาะสม (จากการ
ทดลองในชอ้ 4.1.2) มาจุ่มในสารละลายทีม่พีลาสมดิดเีอน็เอเช่น pBI121 ทีบ่รรจุยนีทีเ่ขา้รหสั ACC 
synthase ซึง่บรรจแุบบ sense หรอื antisense ในความเขม้ขน้ต่างๆ เช่น 1, 10, 100 ไมโครกรมัของดี
เอน็เอ ในระยะเวลาทีจุ่่มแตกต่างกนัเช่น 1, 5, 10 นาท ีหลงัจากนัน้น าเนื้อเยือ่หรอืชิน้ส่วนพชืทีผ่่านการ
ส่งถ่ายยนีไปเลีย้งในอาหารสตูร MS ทีม่อีอรโ์มน เพื่อการกระตุน้ regenerate ไปเป็นตน้ต่อไป 
4.1.4น าตน้พชืทีผ่่านการส่งถ่ายยนีมาคดัเลอืกโดยวธิกีารตรวจสอบการท างาน GUS gene และวธิ ีPCR 
ดงัไดอ้ธบิายมาแลว้ขา้งตน้ (ขอ้ 3.4 และ 3.5) 
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ผลการทดลอง 

 
1. การค้นหายีน ACC synthase และ ACC oxidase ของปทุมา 

จากการเตรยีม total RNA โดยการสกดัจากกลบีดอกและกลบีเทยีมของปทุมมามาบดให้
ละเอยีดในไนโตรเจนเหลว  จากนัน้เกบ็ตวัอยา่งทีอุ่ณหภมู ิ -80 ๐C เพื่อน าไปใชใ้นการสกดัอารเ์อน็เอ 
(total RNA) โดยใช ้ RNeasy®Mini Handbook (QIAGEN).  น าอารเ์อน็เอทีไ่ดไ้ปตรวจสอบคุณภาพ
ดว้ย 1.4% agarose/EtBr electrophoresis  พบว่า total RNA  ทีไ่ดม้คีุณภาพดโีดยจะสงัเกตเหน็แถบ 
28S และ18S ribosomal RNA ดงัแสดงดงัภาพที ่1  

 
 

 
 
ภาพที ่1 อารเ์อน็เอทีต่รวจสอบคุณภาพดว้ย 1.4% agarose/EtBr electrophoresis   
 
 หลงัจากนัน้น าไปเป็นตน้แบบในการท า cDNA  โดยการสงัเคราะห ์ First Strand cDNA 

(RevertAid® Fist  Strand cDNA Kit, Fermentas, U.S.A.) เตรยีมสารละลายลงใน eppendorf tube 
ขนาด 0.2 ml ซึง่ประกอบดว้ย อารเ์อนเอทัง้หมด 0.1-5 g , oligo(dT)18 primer 0.5  g และ 
deionized water ใหค้รบ 20  l ผสมใหเ้ขา้กนัเบาๆ บ่มที ่ 70C นาน 5 min จากนัน้แช่หลอดบน
น ้าแขง็แลว้เตมิ 1x reaction buffer, RiboLock Ribonuclease inhibitor 20 Unit/reaction และเตมิ 
dNTPs 1 mM (dATP, dTTP, dCTP และ dGTP) ผสมใหเ้ขา้กนั บ่มที ่ 37Cนาน 5 min จากนัน้เตมิ 
RevertAidM-MuLV Reverse Transcriptase 200 Unit/reaction บ่มที ่ 42C นาน 1 hr และหยดุ
ปฏกิริยิาโดยความรอ้นที ่ 70C นาน 10 min เกบ็ First Strand cDNA ไวท้ี ่ -70C  น าไปเพิม่ขยาย
ปรมิาณดเีอน็เอโดยขบวนการ RT-PCR โดยมสีภาวะของการท าดงัตารางที ่1 
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ตารางที ่1 แสดงเงือ่นไขของปฏกิริยิา PCR ในเทคนิค RT-PCR เพื่อแยกดเีอน็เอขนาดประมาณ  
                500-600 คู่เบส 

 
อุณหภมู ิ       94C         94 C            56C             72C         72 C          4C 
ระยะเวลา 2 min        45 sec         45 sec            1 min          10 min          
จ านวนรอบ                                            35 รอบ                              

 
 
หลงัจากนัน้น าชิน้ส่วนดเีอน็เอทีไ่ดจ้ากขบวนการ PCR ไปตรวจสอบดว้ย Agarose 

electrophoresis ตดัแถบดเีอน็เอขนาดทีต่อ้งการโดยดูขนาดเทยีบกบัขนาดของดเีอน็เอมาตรฐาน  เกบ็
ไวใ้น eppendoft tube ขนาด 1.5 ml ที ่ 4๐C เพื่อน ามาแยกเอาดเีอน็เอออกจากเจล (elute)  แลว้น า
ชิน้ส่วนดเีอน็เอทีแ่ยกไดแ้ลว้ไปเพิม่ปรมิาณโดยการ subclone 4๐C เพื่อน ามาแยกเอาดเีอน็เอออกจาก
เจล (elute)  แลว้น าชิน้ส่วนดเีอน็เอทีแ่ยกไดแ้ลว้ไปเพิม่ปรมิาณโดยการ subclone เขา้สู่พลาสมดิดเีอน็
เอ คอื pGEM-Teasy โดยใช ้ T4 DNA ligase ในการเชื่อมต่อดเีอน็เอเขา้กบัพลาสมดิแลว้น าไปส่งถ่าย
เขา้สู่แบคทเีรยี E.coli สายพนัธุ ์ DH5α ซีง่มกีารคดัเลอืกแบคทเีรยีโดยดลูกัษณะสขีาวซึง่แสดงบน
อาหารคดัเลอืก   จากนัน้น าแบคทเีรยีทีค่าดว่าไดร้บัการส่งถ่ายยนีไปท าการตรวจสอบแบคทเีรยีทีไ่ดร้บั
ดเีอน็เอสายผสม (recombinant DNA)      โดยการแยก พลาสมดิโดยวธิ ีAlkaline โดยดดัแปลงจากวธิี
ของ Maniatis et al., 1982.  แลว้ท าการตรวจสอบพลาสมดิโดยการตดัดว้ยเอนไซมต์ดัจ าเพาะ 
(restriction Enzyme) ตรวจสอบการตดัดว้ยเอนไซมต์ดัจ าเพาะโดยท า agarose gel electrophoresis 
โดยเปรยีบเทยีบกบัแทบดเีอน็เอมาตรฐาน (molecular marker) เมือ่ได ้ clone ทีไ่ดร้บัชิน้ส่วนดเีอน็เอที่
ใส่เขา้ไปแลว้  จงึน าไปหาล าดบัเบสและน าไปเทยีบขอ้มลูกบัฐานขอ้มลูเช่น NCBI พบว่าชิน้ส่วนดเีอน็เอ
ทีไ่ดเ้ป็นยนีทีเ่ขา้รหสัเอซซีซีนิเทสและเอซซีอีอกซเิดสซึง่เมือ่น าเอาล าดบัเบสไปท าแปลงเป็นกรดอะมโิน
แลว้ท าการเปรยีบเทยีบกบัพชืชนิดอื่นมคีวามเหมอืนกบัพชืชนิดอื่นๆ คอื ในเอซซีซีนิเทสมลี าดบั
เหมอืนกบัพชือื่น  69-82 % โดยไปเหมอืนกบัพชืดงัต่อไปนี้  Musa acuminata, Cymbidium sp.,  
Vigna radiate, Citrus sinensis, Pelargonium hortorum, Petunia และ Nicotiana tabacum           
ส่วนเอซซีอีอกซเิดสมลี าดบัเหมอืนกบัพชือื่นคอืในฐานขอ้มลู NCBI คอื  Solanum tuberosum, 
Nicotiana tabacum, Pelargonium hortorum, Prunus persica และ  Trifolium repens โดยมคีวาม
เหมอืน 80 %, 79%, 77% 76% และ 75% ตามล าดบั ดงัแสดงในภาพที ่2 และ 3  โดยยนีเอซซีซีนิเทส
และเอซซีอีอกซเิดสในการวจิยันี้ใหช้ื่อว่า Ca-ACSI  และ Ca-ACOI ตามล าดบั 
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ภาพที ่ 2 การเปรยีบเทยีบความเหมอืนของยนีเอซซีซีนิเทสจากงานวจิยักบัพชืชนิดอื่นๆ ในฐานขอ้มลู 

NCBI โดยใชโ้ปรแกรม Phylogeny PhyML program. 
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ภาพที ่3 การเปรยีบเทยีบความเหมอืนของยนีเอซซีอีอกซเิดสจากงานวจิยักบัพชืชนิดอื่นๆ ในฐานขอ้มลู 

NCBI โดยเครือ่งหมาย * แสดงความเหมอืนของกรดอะมโินในพชืแต่ละชนิด 
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2.การตรวจสอบการแสดงออกของยีน โดยวิธี Northern Blot 
จากการเตรยีม RNA จากเนื้อเยือ่ปทุมมาของส่วนต่างๆ เช่น ใบ ดอก ล าตน้ กลบีเทยีม มาสกดั 

RNA จากเนื้อเยือ่ทีต่อ้งการตรวจปรมิาณ 10 µg. น าไปน าดเีอน็เอทีไ่ดไ้ปตรวจสอบคุณภาพดว้ยเทคนิค 
agarose gel electrophoresis ท าการยา้ยดเีอน็เอไปสู่ nylon membrane (Roche) และใช ้ probe คอื 
DNA ทีเ่ขา้รหสัยนี ACC synthase และ ACC oxidase ของปทุมมา  ทีไ่ดจ้ากการท า PCR โดยใชด้เีอน็
เอจากโคลนเป็นดเีอน็เอตน้แบบ (จากขอ้ 1) ซึง่ probe จะถูกตดิฉลากโดยใชชุ้ด DIG High Prime DNA 
Labelling and Detection Starter Kit II (Roche) หลงัจากนัน้ท าการ hybridization ที ่ 68 ๐C และ 
detection โดยใช ้ chemiluminescence with CDP-Star (Roche)และ exposed โดย X-ray film 
(Amersham) ผลปรากฏว่ายนี Ca-ACSI  ตรวจพบในกลบีเทยีมของดอกปทุมมาและมกีารแสดงออก
อยา่งชดัเจนในกลบีเทยีมหลงัจากตดัดอกแลว้ 2 วนั  ดงัภาพที ่4 ส่วนในยนี Ca-ACOI  ตรวจพบในกลบี
ดอกและกลบีเทยีมของดอกปทุมมาและมกีารแสดงออกอยา่งชดัเจนในกลบีดอกและกลบีเทยีมหลงัจาก
ตดัดอกแลว้ 1 วนั โดยไมแ่สดงออกในสภาพทีก่ระตุน้ใหเ้กดิบาดแผล ดงัภาพที ่5 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที ่4 การตรวจสอบการแสดงออกของยนี Ca-ACSI  โดยวธิ ีNorthern Blot  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

       ใบ         ล ำต้น        ดอก       กลบีเทยีม            0            1             2              3           4 
 

        ช้ินส่วนทีท่ ำกำรศึกษำ                             หลงักำรตดัดอก ในส่วนของกลบีเทยีม (วนั) 

 
 
 
 
 
 
total 
RNA 
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ภาพที ่4 การตรวจสอบการแสดงออกของยนี Ca-ACSI  โดยวธิ ีNorthern Blot 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
   
 
 

 
Ca-ACO1 
 
 
 
 
total 
RNA 
 

 
Ca-ACO1 
 
 
 
total 
RNA 
 

                 ช้ินส่วนทีท่ ำกำรศึกษำ                  กำรกระตุ้นโดยท ำบำดแผล (นำท)ี 
                  ใบ         ล าต้น     กลีบเทียม     ดอก                              0            30          60 
 
 
 

หลงักำรตดัดอก ในส่วนของกลบีเทยีม (วนั)               หลงักำรตดัดอก ในส่วนของกลบีดอก (วนั)                 

       0        1           2          3          4               0            1            2            3     
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เมือ่ตรวจการแสดงออกของยนี Ca-ACSI และ Ca-ACOI   โดยเทคนิค RT-PCR โดยใชส้ภาวะตาม
ตารางที ่ 2  พบว่าผลปรากฏว่ายนี Ca-ACSI  ตรวจพบในกลบีเทยีมของดอกปทุมมาและมกีาร
แสดงออกอยา่งชดัเจนในกลบีเทยีมหลงัจากตดัดอกแลว้ 2 ถงึ 3 วนั  ส่วนในยนี Ca-ACOI  ตรวจพบใน
กลบีดอกปทุมมาและมกีารแสดงออกอยา่งชดัเจนในกลบีดอกและกลบีเทยีมหลงัจากตดัดอกแลว้ 1 ถงึ 2 
วนั ดงัภาพที ่5 
 
ตารางที ่2    แสดงเงือ่นไขของปฏกิริยิา PCR ในเทคนิค RT-PCR เพื่อแยกดเีอน็เอโดยใชไ้พเมอรท์ี ่
                เฉพาะเจาะจงกบัยนี Ca-ACSI และ Ca-ACOI    
 
อุณหภมู ิ       94C         94 C            59C             72C         72 C          4C 
ระยะเวลา 2 min        45 sec         45 sec            1 min          10 min          
จ านวนรอบ                                            35 รอบ                              

 
 

 
 

   
 
 
 
 

 
 
ภาพที ่5 การตรวจสอบการแสดงออกของยนี Ca-ACSI และ Ca-ACOI   โดยวธิ ีRT-PCR 
 

           หลงักำรตดัดอก ในส่วนของกลบีเทยีม (วนั) 
1                       2                     3                       4                     5 
 

            หลงักำรตดัดอก ในส่วนของกลบีดอก (วนั)        

    1                       2                     3                       4                        5    
      

Ca-ACSI 
 
 
 
 
Actin 

Ca-ACOI 
 
 
 
 
Actin 
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โดยการแสดงออกของยนี Ca-ACSI ทีต่รวจพบในกลบีเทยีมของดอกปทุมมาและมกีาร

แสดงออกอยา่งชดัเจนในกลบีเทยีมหลงัจากตดัดอกแลว้ 2 วนั  และยนี Ca-ACOI  มกีารแสดงออกอยา่ง
ชดัเจนในกลบีดอกและกลบีเทยีมหลงัจากตดัดอกแลว้ 1 วนั นัน้มคีวามสอดคลอ้งกบัการผลติเอทธลินีใน
ดอกปทุมมาหลงัการตดัดอกดงัภาพที ่  6 กล่าวคอืปรมิาณเอทธลีนีในดอกมปีรมิาณสงูในวนัที ่ หลงัจาก
การตดัดอก 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที ่6 ลกัษณะดอกปทุมมาและการผลติเอทธลีนิหลงัตดัดอก 
 
 
 
 

ดอก 

กลบีเทยีม 

                         0                               1                                2                            3 (วนั)         

          0                      1                            2                            3                       4 (วนั)         
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3.การศึกษา Character ของยีน 

การเตรยีม DNA จากใบปทุมมา  ประยกุตใ์ชว้ธิกีารของ (Doyle and Doyle, 1990) แลว้ท าการ
วเิคราะหโ์ดยเทคนิค Southern blotting เพื่อหาจ านวน copy number ของยนี ACC synthase โดยน าดี
เอน็เอจากขอ้ 3.1 ปรมิาณ 20 µg. น ามาตดัดว้ยเอนไซมเ์ช่น EcoRI, PstI,  HindIII แลว้น าไปน าดเีอน็เอ
ทีไ่ดไ้ปตรวจสอบคุณภาพดว้ยเทคนิค Agarose gel electrophoresis ท าการยา้ยดเีอน็เอไปสู่ nylon 
membrane probe คอื DNA ทีเ่ขา้รหสัยนี Ca-ACSI ของปทุมมา ท าการ hybridization เช่นเดยีวกบั 
Northern blot  พบว่ายนี Ca-ACSI มตี าแหน่งเดยีวเมือ่ตดัดว้ยเอนไซมด์งักล่าวดงัแสดงในภาพที ่7 

 
  

 
ภาพที ่7 การวเิคราะห ์Ca-ACSI โดยเทคนิค Southern blotting 
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จากนัน้ท าการส่งถ่ายยนีดว้ยวธิ ี antisense technique ของยนี ACC synthase เขา้สู่เนื้อเยือ่
ปทุมมาโดย A.tumefaciens  โดยยา้ยยนีสงัเคราะหเ์อนไซม ์ ACC synthase หรอื ACC oxidase 
เขา้เชื่อมต่อใน พลาสมดิแบบ antisense ในพลาสมดิ pBI121 (construction gene) ดงัแสดงในภาพที ่8 

 

 
ภาพที ่8 ภาพต าแหน่งการเชื่อมต่อยนีแบบ antisense ของยนี Ca-ACSI ในพลาสมดิ pBI121 
 
หลงัจากการเชื่อต่อยนีแบบ antisense ในพลาสมดิ pBI121  แลว้ส่งถ่ายพลาสมดิดเีอน็เอสาย

ผสมเขา้สู่แบคทเีรยี A. tumefaciens โดยการทรานสฟอรเ์มชนัดว้ยวธิอีเิลค็โตรโฟเรชนัโดยใชเ้งือ่นไข
ของเครือ่งอเิลค็โพรเตอร ์คอื สนามไฟฟ้าที ่2.5 kV, 2.5 µF และ 200 ohms.  จากนัน้ท าการตรวจสอบ
โคลนทีไ่ดร้บัพลาสมดิและยนีทีต่อ้งการโดยการสกดัพลาสมดิดเีอน็เอมาตดัดว้ยเอน็ไซมต์ดัจ าเพาะก่อน
น าแบคทเีรยีดงักล่าวไปท าการปลกูถ่ายเขา้สู่พชืตวัอย่าง โดยน า A. tumefaciens ทีผ่่านการตรวจสอบ
แลว้มาเลีย้ง  ในอาหารเหลวสตูร LB ทีม่ ี 50 mg/l Rifampicin และ 100 mg/l kanamycin ทีอุ่ณหภมู ิ 
28 ๐C เขยา่ทีค่วามเรว็ 150 rpm นาน 2 คนื จากนัน้น าไปปลกูถ่ายเขา้สู่เนื้อเยือ่พชืตวัอยา่งคอื        
กล๊อกซเีนีย (Sinningia speciosa) และ แววมยรุา (Torenia foumieri) โดยวธิขีอง Supuk, 2006  
หลงัจากพชืพฒันาเป็นตน้ จงึน ามาตรวจสอบผลการส่งถ่ายยนี โดยเทคนิค GUS Histochemical assay 
และเทคนิค Polymerase Chain Reaction (PCR) พบว่าพชืตวัอยา่งทีท่ าการส่งถ่ายพบแถบดเีอน็เอที่
ใชไ้พเมอรท์ีเ่ฉพาะเจาะจงกบัยนี GUS gene ดงัแสดงในภาพที ่ 9 และเนื้อเยือ่พชืแสดงการท างานของ 
GUS gene โดยแสดงสนี ้าเงนิในตวัอยา่งพชื ดงัแสดงในภาพที ่10-11 

 
 
 
 
 
 
 
 

 

  NOS 
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Probe 
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(C)        T(days)    
0        1         2        3        4 
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ภาพที ่ 9 การตรวจพชืตวัอยา่งทีผ่่านการส่งถ่ายยนีโดยเทคนิค Polymerase Chain Reaction 

(PCR) โดยใชไ้พเมอรท์ีเ่ฉพาะเจาะจงกบัยนีในการตรวจสอบ GUS gene เมือ่ M คอื 
DNA Marker, C คอื พชืทีไ่มไ่ดส้่งถ่ายยนี และ P คอื พลาสมดิดเีอน็เอ, 1-7 คอืพชืที่
ผ่านการส่งถ่ายยนี 

 

 
ภาพที ่ 10 การตรวจการท างานของ GUS gene ในเนื้อเยือ่กล๊อกซเีนีย (Sinningia speciosa) 

เมือ่ A-D คอื เนื้อเยือ่พชืทีเ่พาะเลีย้งใน tissue culture และ E-F คอืเนื้อเยือ่ที่
ตรวจสอบการแสดงออกของ GUS gene 

 M           C           P            1             2          3           4          5            6            7 

A 

B 

C D 

E F 

       control           pBI121        pBI121-Ca ACSI   control               pBI121             pBI121-Ca-ACSI 
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ภาพที ่ 11 การตรวจการท างานของ GUS gene ในเนื้อเยือ่ใน แววมยรุา (Torenia foumieri) 

และปทุมมาเมือ่ A-C คอื เนื่อเยือ่พชืทีเ่พาะเลีย้งใน tissue culture และ D-E คอื 
เนื้อเยือ่ทีต่รวจสอบการแสดงออกของ GUS gene ในปทุมมาและแววมยรุา  

 
 
 
 

(D) (E) 
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นอกจากนี้ยงัมกีารตรวจสภาวะทีเ่หมาะสมในการส่งถ่ายยนีเขา้สู่พชืตวัอยา่งโดยเลอืกใช้

พชืกล๊อกซเีนียซึง่เปรยีบเทยีบชนิดของ A. tumefaciens ชนิดต่าง ๆ คอื AGLO และ  LBA4404 โดย
พบว่าสายพนัธุ ์ AGLO ใหป้ระสทิธภิาพการส่งถ่ายสงูกว่า LB4404 จงึเลอืกสายพนัธุ ์ AGLO ในการ
เปรยีบเทยีบความเขม้ขน้ของแบคทเีรยีโดยทดลองตัง้แต่ความเขม้ขน้ของแบคทเีรยี ทีม่คี่า O.D.      
0.1- 1.0 จากการทดลองพบว่าที ่ O.D. ค่าเท่ากบั 1.0 ใหป้ระสทิธภิาพการส่งถ่ายมากทีสุ่ดและเมือ่น า
แบคทเีรยีทีม่คี่าดดูกลนืแสง O.D. 1.0 ดงักล่าวไปทดสอบในการบ่มกบัเนื้อเยือ่ในระยะเวลาทีแ่ตกต่าง
กนัคอืตัง้แต่ 3 ถงึ 9 วนั พบว่า บ่มเชือ้กบัเนื้อเยือ่เป็นเวลา 7 วนั  จะท าใหป้ระสทิธภิาพการส่งถ่ายมาก
ทีสุ่ดดงัแสดงในภาพที ่ 12  และเมือ่สุ่มตวัอยา่งกล๊อกซเีนียทีผ่่านการส่งถ่ายไปตรวจสอบต าแหน่งของ
การแทรกตวัของยนีพบว่าการแทรกตวัของยนีทีส่่งถ่ายเขา้สู่พชืไดใ้นต าแหน่งทีแ่ตกต่างกนัดงัภาพที ่13 

 

 
 
ภาพที ่12 การตรวจสภาวะทีเ่หมาะสมในการส่งถ่ายยนีเขา้สู่พชืตวัอยา่ง 
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ภาพที ่ 13 การตรวจสอบต าแหน่งของยนีทีท่ าการส่งถ่ายในกล๊อกซเีนียโดยวธิ ี Southern blot 

analysis โดย ยนี GUS เป็น probe  เมือ่  P คอื พลาสมดิดเีอน็เอ (pBI121), C 
คอื พชืทีไ่มไ่ดส้่งถ่ายยนี และ 1-8 คอืพชืทีผ่่านการส่งถ่ายยนี 

 
 
 
 
 
 
 

  P         C       1        2       3        4        5       6       7     8  

 
 
 
 
Kb 
23 
 
 
 
 
 
 
9.5 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
5.5 
 
 
4.3 
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4.การชกัน าให้เกิดการส่งถ่ายยีนโดยใช้ไอออนบีมพลงังานต า่ 

เมือ่น าตวัอยา่งพชืโดยน าใบของแววมยรุาจากการเพาะเลีย้งเนื้อเยือ่อายปุระมาณ 1 เดอืน มา
ตดัขนาดประมาณ 0.5x0.5 cm วางบนแผ่กระดาษกาว ทีผ่่านฆ่าเชือ้แลว้ น าไปวางบนจานเลีย้งเชือ้ 
น าไประดมยงิทีโ่ดยใช ้Nitrogen ion (N+) พลงังาน 28-50 KeV  และความถี ่1014 ถงึ  1018 ions/cm2 
โดยตดัเทปกาวขนาด 2x2 cm ตดิลงบนจานเลีย้งเชือ้แลว้น าไปนึ่งฆา่เชือ้และชิน้ส่วนพชืทีผ่่านการเลีย้ง
โดยการเพาะเลีย้ง น าไปวางบนเทปกาวทีผ่่านการฆ่าเชือ้แลว้  น าตวัอยา่งไประดมยงิดว้ยเครือ่งไอออน
อมิพลานเตอร ์CMU-3 ซึง่มสี่วนประกอบต่างๆ ดงัภาพที ่ 14   ตามเงือ่นไขทีก่ าหนด 

 
 

 
                
              ภาพที ่14 เครือ่งไอออนอมิพลานเตอร ์CMU-3 

  
จากนัน้หาอตัราการรอดของเซลลแ์บคทเีรยีหลงัถูกระดมยงิโดยเปรยีบเทยีบกบั control คอื 

Vac- เป็น control ทีอ่ยูใ่นสภาพปกตแิละไมถู่กระดมยงิ และ Vac+ เป็น control ทีอ่ยูใ่น Vacuum และ
ไมถู่กระดมยงิโดยน าพชื  ทีอ่ยูบ่นเทปกาวมาเลีย้งในสตูรอาหาร MS ทีม่ฮีอรโ์มนในการเหมาะสมในการ 
regenerate ของพชืแต่ละชนิด นบัจ านวนต้นทีเ่กดิขึน้เทยีบกบั control ท าการระบบยงิอกีครัง้ในความ
รนุแรงทีท่ าใหพ้ชืมชีวีติรอดมากกว่า 50% แลว้จงึน าตวัอยา่งเพื่อน ามาระดมยงิดว้ยสภาวะเดมิอกีครัง้พ
ว่าทีพ่ลงังาน 30 keV และความถี ่ 1015  ions/cm2  ท าใหเ้กดิการส่งถ่ายยนีมากทีสุ่ด 
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ตารางที ่3 การหาสภาวะการส่งถ่ายยนีโดยใชไ้อออนบมีพลงังานต ่า 

 
เมือ่น าชิน้พชืทีผ่่านการระดมยงิทีค่วามเขม้ขน้ของไปออนบมีทีเ่หมาะสม มาจุม่ใน

สารละลายทีม่พีลาสมดิดเีอน็เอเช่น pBI121 ทีบ่รรจยุนีทีเ่ขา้รหสั ACC synthase ซึง่บรรจแุบบ sense 
และ antisense ในความเขม้ขน้ต่างๆ เช่น 1, 10, 100 ไมโครกรมัของดเีอน็เอ ในระยะเวลาทีจุ่ม่แตกต่าง
กนัเช่น 1, 5, 10 นาท ี จากการทดลองพบว่าการจุ่มทีค่วามเขม้ขน้ 100 ไมโครกรมั และ 5 นาท ี ให้
ประสทิธภิาพการส่งถ่ายยนีมากทีสุ่ด หลงัจากนัน้น าเนื้อเยือ่หรอืชิน้ส่วนพชืทีผ่่านการส่งถ่ายยนีไปเลีย้ง
ในอาหารสตูร MS ทีม่อีอรโ์มน เพื่อการกระตุน้ regenerate ไปเป็นตน้แลว้น าตน้พชืทีผ่่านการส่งถ่ายยนี
มาคดัเลอืกโดยวธิกีารตรวจสอบ PCR และการท างาน GUS gene ซึง่พบว่าในพชืทีท่ าการส่งถ่ายยนีมี
แถบดเีอน็เอขนาดประมาณ 500 bp ซึง่เป็นขนาดของยนีทีค่าดหมายของ GUS gene ดงัแสดงในภาพที่
15 นอกจากนี้พชืตวัอยา่งยงัแสดงการท างานของ GUS gene  โดยแสดงสนี ้าเงนิขึน้หลงัจากการท า 
GUS Histochemical assay ดงัภาพที ่ 16 หลงัจากนัน้น าพชืตน้ทีผ่่านการส่งถ่ายยนีไปเลีย้งในสภาวะ
หลอดทดลองและยา้ยสู่กระถาง เพื่อตรวจลกัษณะดอกและอายดุอก พบว่าในพชืทีไ่ดร้บัการส่งถ่ายมอีายุ
ดอกทีน่านกว่าในพนัธุเ์ดมิดงัแสดงในภาพที ่17 

 
 
 
 
 
 
 
 

Application low-energy ion beam 

at an energy of  30 keV  with a 

different fluence range 

Percentage of explants showing 

GUS spots (%) 

Frequency of transformed shoot 

showing positive PCR 
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ภาพที ่ 15 การตรวจสอบพชืที ่ ไดร้บัการส่งถ่ายโดยไอออนบมีพลงังานต ่า โดย 1 คอื plasmid 

pBI121, 2 คอื พชืทีส่่งถ่ายดว้ย plasmid pBI121, 3 คอื พชืทีส่่งถ่ายดว้ย pBI121-Ca-ACS1 และ 4 คอื
พชืทีไ่มไ่ดส้่งถ่ายยนี 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

    DNA marker             1                 2                    3                 4       
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ภาพที ่ 16 พชืตวัอยา่งการท างานของ GUS gene  โดยแสดงสนี ้าเงนิขึน้หลงัจากการท า GUS 

Histochemical assay โดย A คอื พชืทีไ่มไ่ดส้่งถ่ายยนี, B คอื พชืทีส่่งถ่าย plasmid 
pBI121  และ C คอื พชืทีส่่งถ่ายดว้ย pBI121-Ca-ACS1  
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        ภาพที ่17 อายดุอกของแววมยรุาหลงัจากไดร้บัการส่งถ่ายยนีเปรยีบเทยีบกบัพนัธุเ์ดมิ  
      เมือ่ T1-T6 คอืพชืทีไ่ดร้บัการส่งถ่ายยนีแบบ antisense ของยนี Ca-ACS1 
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สรปุและวิจารณ์ผลการทดลองและข้อเสนอแนะส าหรรบงงานวิจบในนอนาต  
 
งานวจิยัน้ีไดร้ายงานถงึการกระตุน้ใหเ้กดิการส่งถ่ายยนีในพชืโดยใชไ้อออนบมีพลงังานต ่า  โดย

มวีตัถุประสงคใ์นของการวจิยัคอืการยบัยัง้การแสดงออกของยนีเอซซีซีนิเทสในดอกปทุมมา    โดย
เบือ้งตน้ท าการแยกชิน้ส่วนของซดีเีอน็เอทีเ่ขา้รหสัยนีเอซซีซีนิเทส และเอซซีอีอกซเิดส จากดอกปทุม
มาจากนัน้น ามาศกึษาล าดบัเบสและการแสดงออกของยนีโดยวธิ ีNorthern blot และ RT-PCR พบว่าทัง้
สองมกีารแสดงออกในดอกปทุมมาในระหว่างหลงัการเกบ็เกีย่ว ซึง่จากผลการทดลองจะการแสดงออก
ของยนีทัง้สองมคีวามสอดคลอ้งกบัการสรา้งเอทธลินีในดอกปทุมมาและการเสื่อมสภาพของดอก จงึคาด
ว่าทัง้สองยนีเป็นยนีทีเ่กี่ยวขอ้งกบัขบวนการสงัเคราะหเ์อทธลีนี  ทัง้สีจ้งึท าการส่งถ่ายยนีแบบ 
antisense เพื่อเป้าหมายในการยบัยัง้การแสดงออกของยนีดงักล่าวในพชืตวัอยา่งคอื กลอ๊กซเีนีย และ
ดอกแววมยรุา  เนื่องจากเป็นพชืทีม่อีายสุัน้ ส่วนในต้นปทุมมานัน้หากผ่านขบวนการส่งถ่ายและตรวจ
ลกัษณะดอกหลงัการส่งถ่ายจะใชเ้วลานานคอืประมาณ 2-3 ปี แต่จากการวจิยักท็ าใหท้ราบแนวทางการ
ยบัยัง้การเสื่อมสภาพของดอก เนื่องจากในดอกแววมยรุาพบว่าเมือ่ท าการส่งถ่ายยนี Ca-ACSI  แบบ 
antisense จะท าใหส้ามารถยดือายดุอกได ้และมลีกัษณะพโีนไทป์อื่นๆ เช่นลกัษณะดอก ส ีเหมอืนพนัธุ์
เดมิ   นอกจากนี้จากการวจิยัพบว่าการประยกุตใ์ชไ้อออนบมีพลงังานต ่าทีพ่ลงังาน 28–50 keV ที่
ความถี่1014–1016 ions/cm2  สามารถกระตุน้ใหเ้กดิการส่งถ่ายไดใ้นดอกแววมยุรา  ส่วนในปทุมมา
เนื่องจากทีน่ ามาจากการเพาะเลีย้งเนื้อเยือ่มคีวามชืน้มาก ท าใหไ้มส่ามารถน าไปกระตุน้ใหเ้กดิการส่ง
ถ่ายไดใ้นสภาวะดงักล่าวไดเ้นื่องจากการยงิดว้ยล าไอออนตอ้งอยูใ่นสภาวะสุญญากาศ ท าใหย้ากในการ
ดดูความชืน้จากเนื้อเยือ่ตวัอยา่งออกไดห้มด ซึง่ในงานวจิยัในอนาคตจ าเป็นตอ้งหาสภาวะในการกระตุ้น
ดว้ยล าไอออนใหมโ่ดยอาจใชช้ิน้ส่วนของพชืส่วนอื่น ๆ เช่นเมลด็ หรอืห่อหุม้เนื้อเยือ่ดว้ยสารเคลอืบผวิ
ก่อน ทัง้นี้หากงานวจิยัดงักล่าวสามารถหาสภาวะทีเ่หมาะสมไดก้จ็กัเป็นประโยชน์อยา่งยิง่ในการพฒันา
พนัธุป์ทุมมาโดยเทคโนโลยชีวีฟิสกิส ์  เนื่องจากไอออนบมีนัน้มรีายงานว่าสามารถท าใหเ้กดิการกลาย
พนัธุใ์นพชืได ้โดยในอนาคตอนัใกลน้ี้จะมกีารต่อยอดงานวจิยัเพื่อปรบัปรุงพนัธุป์ทุมมาต่อไป  
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ภาตผนวก 

 
การเตรียมสารเคมี 

1. DNA Extraction Buffer 

 
ล าดบัที ่ สารเคม ี
1. 0.7 M NaCl 
2. 10mM EDTA pH = 8.0 
3. 50mM Tris-HCl pH = 8.0 
4. 4% CTAB 
5. 1.5% PVPP 
6. 20mM β-mercaptoethanol 
7. 100µg/ml RNase 
8. Deionized Water 

 
2. การเตรยีม agarose gel 

การเตรยีม 01.4 % agarose gel ละลาย agrose powder  1.4 g ใน TBE  buffer 

ปรมิาตร 100 ml ใส่ลงใน flask ขนาด 100 ml น าไปอุ่นใหล้ะลายจนหมด จากนัน้ทิง้ไวท้ี่

อุณหภมูหิอ้ง รอจนเจลอุ่นประมาณ 60°C จากนัน้เทลงบนชุดประกอบเจลและใส่หวเีสยีบ (comb) 

จากนัน้รอใหเ้จลแขง็ตวัประมาณ 10-15 นาท ี

 

3. การเตรยีม 5X TBE buffer 

ส่วนประกอบ : Tris-base   54 g 
   Boric acid   27.5 g 
   EDTA    4.65 g 
   Autoclaved distilled water 1000 ml 
ผสมใหเ้ขา้กนั เกบ็ไวท้ีอุ่ณหภมูหิอ้ง 
 

4. การเตรยีม TE buffer 

ส่วนประกอบ : Tris-base 40 mM 
   EDTA    2 mM 
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น าส่วนผสมทัง้หมดผสมใหเ้ขา้กนั แลว้ปรบั pH ใหเ้ท่ากบั 8.0 ดว้ย glacial acetic acid น าไป
นึ่งฆา่เชือ้ดว้ยความดนัไอน ้าทีอุ่ณหภูม ิ121°C ความดนั 15 ปอนดต่์อตารางนิ้ว นาน 15 นาท ี
 

5. การเตรยีม Gel loading buffer (6X) 

ส่วนประกอบ : Bromophenol blue  0.5% 
    Xylene cyanol  0.25% 
    Glycerol  30% 
ผสมใหเ้ขา้กนั แลว้เกบ็รกัษาในตูเ้ยน็ 4 °C 
 

 ภาพแสดงขนาดของ DNA Marker  
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DNA Marker: Lambda PstI 
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Output จากโตรงการวิจบใท่ีได้ร บงทุนจาก สกว. 

 
1. ผลงานตพีมิพใ์นวารสารวชิาการนานาชาต ิ(ระบุชื่อผูแ้ต่ง ชื่อเรือ่ง ชื่อวารสาร ปี เล่มที ่

เลขที ่และหน้า) หรอืผลงานตามทีค่าดไวใ้นสญัญาโครงการ 
อยูร่ะหว่างการส่งเพื่อตพีมิพใ์นวารสารระดบันานาชาตอิยา่งน้อยจ านวน 2 เรือ่ง ดงั
รายละเอยีดของเอกสารแนบทา้ย 

2. การน าผลงานวจิยัไปใชป้ระโยชน์ 

เชงิวชิาการ  มกีารพฒันาการเรยีนการสอน 2 วชิาคอื  วชิาเทคโนโลยชีวีภาพพชื และ
วชิาเพาะเลีย้งเนื้อเยือ่  สรา้งนกัวจิยัใหม่จ านวน 2 คน ซึง่ปจัจุบนัก าลงัศกึษาต่อในระดบั
ปรญิญาโท  มหาวทิยาลยัพะเยา 

 
3. อื่นๆ มกีารเสนอผลงานในทีป่ระชุมวชิาการระดบันานาชาต ิ2 เรือ่ง ดงัรายละเอยีดของ

เอกสารแนบทา้ย 
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เอกสารแนบท้าย 
การน าเสนอผลงานในระดบันานาชาติ 
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เอกสารแนบท้าย 
การตีพิมพใ์นวารสารระดบันานาชาติ 

(อยู่ระหว่างการส่งไปยงัวารสาร) 
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Abstract 

In this paper we present a novel method to induce gene transfer in plant using a low-

energy ion beam. Aim of this work was to suppress an expression of ACC synthase gene in 

Siam tulip, Curcuma alismatifolia Gagnep. An cDNA fragment encoding ACC synthase from 

C. alismatifolia Gagnep. was isolated and its expression was analyzed. To determine the 

expression of pCa-ACSI , the northern blot analysis and RT-PCR was used for gene analysis 

by specific primer. The result showed that the pCa-ACSI  gene was detected in bract of 

curcuma and the highest expression was observed at 2 days after flower was cut. The Ca-

ACSI  was subcloned pBI121 resulting in pBI121-Ca-ACSI , then transformed into model 

plant (Torenia foumieri) by application low-energy ion beam at an energy of 28–50 keV with 

a fluence range of 1014–1016 ions/cm2. After this treatment, the transgenic plantlets were 

confirmed by PCR analysis and a histochemical GUS assay. Highly efficient of transformant 
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tissue was showed as a method to plant transform with application low-energy ion beam 

bombardment.  

Keywords 

Ion beam bombardment, transformation, ACC synthase, cloning 

 

1. Introduction  

Flower longevity is one of the most important characters of ornamental plants and 

extension of the longevity is a major target for improving the flower quality. Generally, the 

cause of short vase life is influenced by ethylene in many ornamental plants[1]. Ethylene, a 

gaseous major phytohormone, is one of the simplest organic molecular that exhibit biological 

activity.  The biochemistry of ethylene biosynthesis has been a subject of intensive study in 

plant hormone physiology [2]. In the ethylene synthesis pathway were the establishment of S-

adenosylmethionine (SAdoMet) and ACC as the precursors of ethylene [3].  On the basis of 

the pathway, the first committed step of ethylene biosynthesis is the conversion of SAdoMet 

to ACC by ACC synthase (Sadenosyl-L-methionine methylthioadenosine-lyase, EC4.4.14) 

[4]. In addition to ACC, ACC synthase (ACS) also produces 5-methylthioadenosine (MTA) in 

this reaction, which is then converted to methionine by using a modified methionine cycle 

[5]. Finally, ACC is oxidized by ACC oxidase (ACO) to form ethylene. 

On the basis of this knowledge, the enzymes that catalyze these reactions were 

characterized and purified using biochemistry approaches. The first successes in molecular 

cloning of the 1-aminocyclopropane-1-carboxylic acid (ACC) synthase gene [6] and ACC 

oxidase (ACO) genes led to the demonstration that these enzymes belong to a multigene 

family [7]. Since then, ACC synthase has been isolated and its expression analyzed from 

many plants [8], such as winter squash, pear, apple, banana, and carnation. Further, the 

endogenous plant genes can be inhibited very effectively by antisense genes.  This was shown 
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Aida et al [9] who used an ACC oxidase antisense gene to inhibit ethylene production in the 

flower petals of transgenic torenia plants. These results indicate the general feasibility of 

down-regulating ethylene synthesis.  It seems likely that, if the production of ethylene can be 

reduced further, it may be possible to delay senesces process in transgenic plants. In addition, 

the introduction of ACC synthase gene, or ACC oxidase gene [10] by antisense technology 

caused reduction of ethylene production and a delay of flower senescence [11]. Therefore our 

hypothesis is that the suppression of the genes involving in ethylene biosynthesis that 

regulate flower senescence of curcuma might extend its flower longevity.   

        To understand the molecular functions of ACC synthase genes in Curcuma and to mean 

ethylene production knockout by recombinant technique, cloning and expression of ACC 

synthase genes are essential for anti-senesce or gene silencing technique that reduces ethylene 

production, ultimately enhancing the storage life and quality of the harvested products. 

Moreover, the new technique of transformation into plant tissue by application of low-energy 

ion bombardment has presented. 

 

2. Experimental  

2.1 Plant materials 

Curcuma (Curcuma alismalifolia Gagnep.) were obtained from the Chiang Rai 

Horticultureal Research Center. The curcuma var. Chiang Mai Pink was grown under the 

greenhouse condition and used for RNA preparation. 

 

2.2 RNA isolation, Cloning, and Sequencing 

Total RNA from fresh Curcuma (Curcuma alismalifolia Gagnep.) flowers was 

extracted by using RNeasy® Mini Handbook (QIAGEN). The RNA was used as template for 

reverse transcriptase (RT-PCR), degenerate forward and reverse primers were designed from 



50 
 

highly conserved domains of ACC synthase sequences such as  TNPSNPLGTT (F1) ,  

PGWFRVCFAN (R1) and HIVYSLSKDL (R2) (forward primer1 : 5’PAC IAA YCS ITC 

IAA YCC ICT IGG IAC , reverse primer1 : 5’ CG(CT) TT(AG) TG(ACGT) G(GT)(CT) 

TTG GT, reverse primer2 : 5’PCC IAC ICK RAA ICC IGG  for ACC synthase. The 

amplified cDNAs were ligated into pGEM T-easy plasmid and named pGEM-Teasy-Ca-

ACSI . Plasmid vectors that positive hybridized with ACC synthase gene were sequenced by 

BSU (Bio Service Unit), National Science and Technology Development Agency (NSTDA), 

Bangkok, Thailand.  Plasmid DNA was prepared for sequencing using the Big-Dye 

Terminator Cycle Sequencing Kit (Perkin-Elmer) and following manufacturer’s instructions.  

The sequences obtained were analyzed with the Genome Net (NCBI) database and the 

fragments for ACC synthase named Ca-ACS I. 

 

2.3 Northern blot analysis 

Total RNA isolated different organs (petal, bract, stem, and leave) and bracts after 

postharvest of cut flower were run on formaldehyde agarose gels (20 g per lane).  RNA was 

transferred to nylon membranes (Roche) with 20x SSC and the blots were baked by UV light. 

For probe preparation, a cDNA of ACC synthase named Ca-ACSI  from pGEM-Teasy were 

digested with EcoRI and labeled with DIG High Prime DNA Labelling and Detection Starter 

Kit II (Roche) as probes.  Hybridization and detection procedures were performed as 

described by manufacture. The prehybridization was performed for 3 hr at 68 oC in a solution 

containing 5x SSC, 50% formamides, 0.1% N-lauroylsarcosine, 0.02% SDS, and 2% 

blocking reagent (Roche).  Hybridization and detection procedures were performed as 

described by manufacture (Amersham Pharmacia Biotech). 

 

2.4 Plant Transformation 



51 
 

To prepare the plant tissue for transformation by ion beam bombardment, Leaf 

tissues of Torenia foumieri from tissues culture were cut with 0.5x0.5 cm. of size. Then the 

explants were transferred on a sterile adhesive tape which was attached to a Petri dish and 

then placed inside a sample holder. The holder was capable of sequentially exposing a 

number of samples to the ion beam, as well as housing the unbombarded control sample. Ion 

bombardment was carried out using the bioengineering applicable ion-implantation facility at 

Chiang Mai University. Nitrogen ions were chosen for ion bombardment in the energy range 

of 28–50 keV with a fluence range of 1014–1016 ions/cm2. Inside the target chamber the 

temperature of the target was about 0 oC as both low ion flux and water cooling was used. 

The samples were maintained under these conditions for about 1.5–2 h, allowing for system 

pump-down and ion bombardment. 

     After implantation, the sample was immediately incubated at 25 oC in a shaker 

incubator with Murashige and Skoog medium (MS medium) containing 1 ug/ml of plasmid 

DNA for 30 min. Then the explants were cultured in vitro as described by Mahadtanapuk et 

al. [12] and transferred onto regeneration medium containing 100 mg/L kanamycin.  The 

explants were subcultured every 2 weeks. After that transformants were detected according 

PCR and GUS assay were used to confirm the transformation. The histochemical GUS assay 

was conducted as described by Jefferson et al. [13].  

 

3. Results and Discussion 

For suppression of the genes involving in ethylene biosynthesis, the partial of ACC 

synthase was cloned by RT-PCR method. After sequencing, the cDNA of 645 bp contains an 

open reading frame encoding 215 amino acids.  A homology search was performed using the 

BLAST program (NCBI). The analysis demonstrated that the amplified fragment encoded for 

part of the ACC synthase gene. When the sequence of the fragment was compared the ACC 
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genes in databases by Phylogeny PhyML program, Ca-ACSI  had a high sequence similarity 

(69-74%) to Musa acuminata, Cymbidium sp. Vigna radiate, Citrus sinensis, Pelargonium 

hortorum, Petunia and Nicotiana tabacum ACC synthase genes (Fig. 1). To determine the 

most significant ACS gene related to senescence in curcuma, northern analysis was 

performed with mRNA from different time points at postharvested curcuma.  In Fig. 2., only 

signals for the Ca-ACSI  gene were detected in the bracts of curcuma.  The Ca-ACSI  was 

expressed during postharvest in bracts at 2 days after cutting the flower. This result was 

related the respiration and the ethylene production of open florets increased as they 

approached senescence. In bract of bloom curcuma results in an increase level of respiration 

and ethylene production from 2 to 4 day after harvesting and the prominent indication for the 

termination of vase life was the brown of the tip of coma bract or bract [14]. 

 To manipulate these genetically-engineered plant tissue, the techniques in 

transformation or gene delivery are needed.  Therefore, a model plant (Torenia foumieri) was 

used for gene transformation. Consequently, Ca-ACSI  was subcloned in pBI121 resulting in 

pBI121-Ca-ACSI , and transformed into leaf tissues of T. foumieri by application of ion beam 

bombardment (Fig 3A). Six weeks after bombardment (Fig 3C,D) , 12 and 14% explants of 

50 shoots from T. foumieri transformed by pBI121 and pBI121-Ca-ACS1 respectively, 

showed positive GUS gene. The transformation frequency was evaluated by histochemical 

GUS activity  and PCR analysis (Table1). The PCR reaction revealed the presence of the 

GUS fragment with expected size of 500 bp in genomic DNA of each putative transgenic 

plant (Fig. 4). The prominent GUS activity was found in leaves and stems of the transformed 

plantlets with high expression in explants transformed with pBI121-Ca-ACSI  (antisense) and 

pBI121 by using application low-energy ion beam at an energy of 30 keV with a fluence 

range of 1015 ions/cm2 (Fig. 5). 

In the knowledge of, the Curcuma is a monocotyledonous plant species. To 
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introduce desirable traits by a gene transformation system, an efficient regeneration protocol 

is essential in Curcuma. The most important prerequisite for the method is the possibility to 

regenerate plants from callus tissues or explants, although comparative data, concerning 

tissue proposition and regeneration of Curcuma tissue, is very rare.  In recent years, the 

Agrobecerium-mediated transformation for Curcuma alismalifolia Gagnep.has been reported 

by Supuk et al [12] and their transformation frequency was about 15%. In our transformation 

experiments, we report here the first transformation evidence of ACS gene from C. 

alismalifolia Gagnep. into T. foumieri by application of ion beam bombardment.  This 

establish, the transformation efficiency was calculated, based on the number of transgenic 

plants recovered by the number of the original intact shoots, the transformation frequency 

with pBI121 and pBI121-Ca-ACS1 was approximately 2-14%. Moreover the antisense 1-

aminocyclopropane-1-carboxylic acid (ACC) synthase gene isolated from C. alismatifolia 

was tried to introduce by this method, in an attempt to prolong vase life of the inflorescence 

after harvesting. 

 
 

5. Conclusions 

In this study we investigated the role of ACC synthase in curcuma by   cloning 

cDNA and examining expression patterns of the genes. We have investigated the effects of 

wounding, organ difference, and posthavest of cut curcuma. The expression of curcuma ACC 

synthase gene (Ca-ACSI ) was specifically in bracts and the high expression of the Ca-ACSI  

at 2 day after harvesting might be involved in vase life and the  low ion beam bombardment 

at an energy of 30 keV with a fluence range of 1014–1016 ions/cm2 can induct gene 

transformation in Torenia foumieri  
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Figure Captions 

Fig.1. The sequence of the fragment was compared the ACC genes in databases by Phylogeny 

PhyML program, Ca-ACSI  had a high sequence similarity (69-74%) to Musa acuminata, 

Cymbidium sp. Vigna radiate, Citrus sinensis, Pelargonium hortorum, Petunia and Nicotiana 
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tabacum ACC synthase genes. 

 

Fig.2. Expression analysis of curcuma ACC synthase gene (Ca-ACSI ) by Northern blotting 

on total RNA from different organ; L: Leaves, S: Stem, B: Bract, Pe: Petal and P: Bracts after 

postharvest of cut flower. 

 

Fig. 3. Plasmid DNA was transformed into leaf tissues of Torenia foumieri by application of 

ion beam bombardment; A: the preparation of the plant tissue for transformation by ion beam 

bombardment, B: the explants were cultured in vitro and transferred onto regeneration 

medium, C: the transformants at six weeks of age. 

 
 
Fig. 4. PCR amplification; PstI molecular size marker: 1, plasmid pBI121: 2, plant transform 

with plasmid pBI121: 3, plant transform with plasmid pBI121-Ca-ACS1: 4, non-transformed 

plant: 5. Arrow indicates the PCR products of expected size after GUS gene amplified (500 

bp). 

 

Fig. 5. Histochemical observation, shoots 6 weeks after transformation; non-transformed 

plant (A), plasmid pBI121(B), plasmid pBI121-Ca-ACS1 (C).  
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Table 1. Transformation and selection ratio in transgenic plant. 

 

 

 

Figure 1 

 

 

 

 

 

 

Application low-energy ion beam 

at an energy of  30 keV  with a 

different fluence range 

Percentage of explants showing 

GUS spots (%) 

Frequency of transformed shoot 

showing positive PCR 

pBI121 pBI121-Ca-ACS1 pBI121 pBI121-Ca-ACS1 

1014ions/cm2 

1015ions/cm2 

1016ions/cm2 

2 

4 

0 

4 

6 

4 

8 

12 

6 

8 

14 

12 
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Abstract 

Bacillus licheniformis (B. licheniformis) is a common soil bacterium with an 

antagonistic effect on Curcuma alismatifolia Gagnep. In an attempt to control fungal diseases 

of local Curcuma by utilizing B. licheniformis, we carried out gene analysis of the bacterium 

to understand the bacterial antagonistic mechanism. The bacterial cells were bombarded to 

induce mutations using nitrogen ion beam at energy of 30 kilo-electron-volts (keV) with 

fluences in the range of 1014–1016 ions/cm2. After ion beam bombardment, a HAT-RAPD 

(high annealing temperature-random amplified polymorphic DNA) scan revealed that the 

modified polymorphism fragment present in the wild type was missing in a bacterial mutant 

which lost the antifungal activity. These polymorphic bands were then subcloned into a 

pTZ57R/T plasmid and sequenced. One of the fragments conserved in the wild type and lost 

in the mutant bacteria was identified to code for the thioredoxin reductase (TrxR) gene. The 

RT-PCR (Reverse transcription polymerase chain reaction) gene analysis result showed 

that the TrxR gene from B. licheniformis had the expression of the antagonism to fungi in a 

synchronous time evolution with the fungus inhibition when the bacteria were co-cultivated 

with the fungi. The collective results indicate the TrxR gene responsible for the antagonism of 

bacteria B. licheniformis to fungal infection. 

 

 

Keywords: Ion beam bombardment, Mutation, Thioredoxin reductase (TrxR), Bacterium, 

Bacillus licheniformis, Fungus, Antagonism. 

 

 

http://en.wikipedia.org/wiki/Reverse_transcription_polymerase_chain_reaction
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2. Introduction  

 

Colletotrichum is a large genus of Ascomycete fungi containing species that are 

amongst the most successful plant pathogenic fungi. These fungi can cause significant 

economic damage to crops in tropical, subtropical, and temperate regions (Mills, 1992). The 

current method to protect against this disease has been through the application of synthetic 

fungicides, but alternative methods to combat this disease could potentially be less harmful to 

human health and the environment (O’Brien, 1989). One such method has already achieved 

considerable success utilizing antagonism (McLaughlin, 1992), in which naturally occurring 

nonpathogenic microorganisms reduce the activity of plant pathogens and thereby suppress 

diseases. The antagonistic microorganisms can compete with pathogens for nutrients and 

hence inhibit pathogen multiplication by secreting antibiotics or toxins, or reduce pathogen 

population through parasitism. Moreover, some of these microorganisms can induce 

generalized resistance in plants, which enables the plant hosts to better defend themselves 

against pathogens (van Loon, 2000). 

  Bacillus spp., a potential antagonistic bacterium, has been applied to control 

anthracnose in many plants (Jeffries, 2000). Being pervasive in most soils, Bacillus spp. is 

highly thermally tolerant, capable of rapid growing in liquid culture and easy forming 

resistant spores, hence it is considered to be a safe biological agent. Therefore, the use of this 

bacterial species shows great potential in being as a biocontrol agent (Siala, 1974). However, 

the mechanism by which it can suppress plant pathogens has not been extensively 

investigated. In this study, we developed a novel way to identify gene involved in the 

bacterial antagonism to the fungal infection of ornamental crops by using low-energy ion 

beam bombardment of Bacillus spp. bacteria to induce mutation and screening useful 
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phenotypes which could be used for gene selection and cloning in order to investigate the 

antagonistic property of Bacillus licheniformis on Anthracnose, a disease caused by 

Colletotrichum musae (C. musae) in Curcuma alismatifolia Gagnep. (Mahadtanapuk, 2003). 

Low-energy ion beams have been developed for biotechnology applications (Yu, 

2006).  The key component in ion beam biotechnology is the use of energetic charged 

particles to produce radiation damage in biological matter. The ion-beam-induced radiation 

damage acts as a new mutagenic source for genetic modification of organisms. The 

generation and application of low-energy ion beams are inexpensive and technically easier, 

especially in small scale laboratories and developing countries. It has been reported that low-

energy ion beams can produce biological effects as significant as using high-energy ion 

beams, and therefore, research into low-energy ion beam biotechnology has shown recently 

rapid growth (Yu, 2006; Feng, 2007; Yu, 2007; Yu, 2010). One important application of ion 

beam biotechnology is the induction of mutations in biological objects including rice (Yu, 

1991; Phanchaisri, 2007), flowers (Yamaguchi, 2003) and bacteria (Xie, 2004). Ion beam 

bombardment can induce a broad spectrum of mutations and treat a large number of 

biological targets simultaneously. The intended effect of the induced mutations is generally to 

create improved biological samples. However, in this work, we used ion-beam-induced 

mutation for gene identification. Bacterial cells of Bacillus licheniformis (B. licheniformis), 

obtained from hot springs in Chiang Mai, having ability to suppress the fungal growth were 

bombarded by nitrogen ion beam. Genetic alteration of the bombarded bacteria caused them 

to lose their antagonistic property. Thus, the change in phenotype was then investigated using 

the high annealing temperature-random amplified polymorphic DNA (HAT-RAPD) 

technique (Anuntalabhochai, 2000). The difference in the fingerprint profiles between the 

bombarded bacteria and the wild type was analyzed to find the gene involved in the 

antagonistic activity.  

http://www.thaiscience.info/Article%20for%20ThaiScience/Article/6/Ts-6%20high%20annealing%20temperature-random%20amplified%20polymorphic%20dna%20analysis%20of%20three%20paramphistome%20flukes%20from%20thailand.pdf
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2. Material and Methods 

2.1 Media and culture conditions 

The plant disease fungi, C. musae, initially isolated from Curcuma alismatifolia 

Gagnep. bract (Fig. 1 A and B), were routinely subcultured onto potato dextrose agar (PDA) 

(Mahadtanapuk, 2007). The fungal isolation was following the standard fungi isolation 

procedures (Agrios, 2005). The diseased tissues of curcuma were collected from a local farm 

and returned to the laboratory. The disease symptoms were examined and the casual agent 

isolated and identified under microscope. The diseased curcuma was cut into small pieces (3-

5 mm). Each piece of the tissue was sterilized by dipping in 10% Clorox for 3-5 min and 

washing in 2 or 3 series of sterile water, and then placed separately on PDA plates. The plates 

were incubated at room temperature (28-30°C) and observed periodically. The growing edges 

of colonies developing from the leaf disks were then transferred aseptically to cornmeal agar 

slant. The fungi were stored at 4°C and cultured on slants of PDA. The B. licheniformis strain 

with highly antagonistic activity against fungal diseases on C. alismatifolia Gagnep. and 

thermo-tolerance was isolated from local hot springs in Sankampaeng, Chiang Mai, Thailand. 

Typical colonies of the isolates were streaked on lysogeny broth (LB) medium and selected 

for storage at 4°C. The bacteria were tested to demonstrate the antagonistic activity in dual 

culture (Skidmore and Dickinson, 1976) (Fig. 2A) and on plants as well (Fig. 1 C and D). In 

the dual culture, the bacteria and pathogenic fungi were inoculated dually on PDA medium in 

petri dishes 2-2.5 cm apart. The inhibition of actively growing fungi by the bacteria on PDA 

plates was quantified as the fungal radial growth distance perpendicular to the bacteria in 

centimeters. The inhibition percentage of the growth of the fungi was obtained using the 

formula:  
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100 × (R1 - R2) / R1 [or, = 100 × (1 – R2/R1)],      (1) 

where R1 was the furthest radial growth distance of the fungus in control (or without the 

antagonistic bacteria) and R2 was the radial growth distance of the fungus in dual culture 

with the antagonistic bacteria (Royse and Ries, 1977). It can be seen from eq. (1) that the 

longer the R1 and/or the shorter the R2, the higher the inhibition. The cultures were incubated 

at room temperature, and growth of the fungi towards and away from the bacteria was 

allowed for 5, 7, and 10 days after incubation. After the test, the bacteria were cultured on 

slants of LB medium at 4°C for use in the mutation induction by low-energy ion beam 

bombardment. 

 

2.2 Ion beam bombardment and median lethal dose (LD50) determination 

 

For the median lethal dose (LD50) determination, one loop of cells of B. licheniformis 

was transferred into 100 ml of LB medium [Trypton (10 g), yeast extract (5 g), NaCl (5 g), 

water (1 liter)] in a 500-ml flask. 18-g agar was added to the medium for 1 liter of LB agar 

medium. The culture was then incubated for 24 h at 37°C in a shaker with a rotating speed of 

120 rpm. The cells of B. licheniformis were centrifuged to precipitate the cells and then 

spread as a single-cell layer on a sterile adhesive tape which was attached to a Petri dish and 

then placed inside a sample holder. The holder was capable of sequentially exposing a 

number of samples to the ion beam, as well as housing samples as vacuum control which was 

not exposed to ion beam but kept in the same vacuum environment for the same time as the 

samples under ion bombardment. Ion beam bombardment was carried out using the 

bioengineering ion beam facility at Chiang Mai University (Fig.3). The technical details of 

the ion beam facility have been described elsewhere (Yu, 2007). In brief, the facility uses a 

low-energy ion beam (maximum accelerating voltage of 30 kV), with a vertical setup for 
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convenient holding of the biosamples, double beam steering to avoid neutral particle 

contamination, a small target chamber to reduce evacuation time and in-situ atomic force 

microscope equipment. In the experiment, nitrogen (N) ions were used for ion irradiation 

with energy of 30 keV and fluences in the range of 1014 – 1016 ions/cm2 at a normal ion flux 

of an order of 1013 ions/cm2/sec. This flux level was shown to be low enough to maintain the 

cells survival (Yu, 2006). The bacterial cells were bombarded in vacuum with a pressure of 

10-4 Pa, which led to the target temperature of about 0°C. Bacterial cells have been 

demonstrated to be able to survive in vacuum during ion bombardment for a certainly long 

time period of some hours (Yu, 2006). 

 After ion beam bombardment, the samples under each condition, including the 

control, were separately washed down with 10-ml LB solution and centrifuged for 1 min at 

9000 rpm. The precipitates were resuspended in 5 ml of LB medium and incubated for 30 

min at 37°C on a rotating shaker at a speed of 220 rpm until the optical density at 600 nm 

(OD600) reached 0.3 to 0.6. These cell suspensions were subsequently 10-fold diluted to form 

samples at concentrations ranging from 10-1 to 10-11 and grown on solid LB medium. All 

culture plates were then incubated for 1 day at 37°C to ensure cell viability, which was shown 

by observed living cells. Then the number of cells for the same dilution of different fluences 

was counted and compared with the number of the control cells to determine the survival 

frequency, provided that all cells had the same division rate in the same dilution. Bacterial 

mutants were screened for the phenotype which lost their antagonistic ability against the 

fungi to be further tested. The mutant screening was operated using the dual culture method 

as mentioned above (Fig. 2).  

 

2.3 DNA fingerprint determination 
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Genetic alteration in terms of the fingerprint of the ion-bombarded bacteria was 

detected by HAT-RAPD, more than 30 arbitrary RAPD primers (QIAGEN OPERON, USA) 

were used in PCR amplification. The HAT-RAPD technique used an increased annealing 

temperature in polymerase chain reaction (PCR) up to 46°C, resulting in greater 

polymorphism, reproducibility and high resolution (Anuntalabhochai, 2000). The PCR was 

performed in a total volume of 20 µl containing: 

- 10 × PCR buffer (Tris-HCl 100 mM, pH8.3, KCl 500 mM) 

- 100 µM each dNTP (dATP, dTTP, dGTP, dCTP) 

- 2.5 mM MgCl2  

- 0.2-0.4 µM primer 

- 0.5 unit of Taq DNA polymerase 

- 20 ng of DNA template 

Reaction tubes were placed in Perkin-Elemer thermal cycle (Gene Amp PCR system 2400) 

and the following cycling profile was used: 95°C for 2 min, then 95°C for 30 sec for 

denaturation, 46-48°C for 30 sec for annealing, 72°C for 45 sec for extension, totally 35 

cycles, and finally, 72°C for 5 min. After the thermal cycling program was completed, the 

amplification samples were stored at 4°C for electrophoresis.   

 

2.4 Cloning and sequencing of the gene  

 

From the HAT-RAPD fingerprint, the polymorphic fragment, which was missing in the 

mutant with an absence of DNA bands in a comparison between the mutant bacteria and wild 

type bacteria, was reamplified by PCR. The PCR product was electrophoretically resolved on 

a 1% (w/v) agarose gel, and the appropriate DNA fragment recovered with an Agarose Gel 

DNA Extraction Kit (Roche, Germany). The purified DNA fragment was ligated into a 
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pTZ57R/T plasmid system, according to the manufacturer’s recommendations, transferred 

into Escherichia coli (E. coli) DH5α competent cells, and the bacterial cells were plated on 

LB agar plates containing 100 µg/ml ampicillin. A clone containing the correct insert was 

identified by restriction enzyme analysis, denoted as pTZ57R-Trx1. The nucleotide sequence 

of the pTZ57R-Trx1 was conformed to B. licheniformis (trx gene) by the sequencing method. 

After that the full length of trx gene was amplified by 3   race method. The gene specific 

primer, 5' ATGTATGACGTCATTATTAT 3' and oligo-dT primers were used for PCR 

reaction following cDNA Amplification Kits for Rapid Amplification of cDNA Ends - 5' 

RACE & 3' RACE  (Clontech ,Takara Bio Company) manuscript.  

 

2.5 Culture and preparation of bacteria cell for gene expression analysis 

 

To determine the expression level of the thioredoxin reductase (TrxR) gene from B. 

licheniformis, the bacterial cells were grown in LB medium at 37°C for 24 h in an incubator 

shaker.  These cells were then tested using a dual culture procedure (Mahadtanapuk, 2007). 

The bacterial cells extracted from different incubation times with the fungi were then used for 

RNA extraction to test for the gene expression analysis. 

 

2.6 Gene expression by RT-PCR analysis 

  

 Total RNA from B. licheniformis at different incubation times (5, 7 and 10 days) with 

fungi was extracted according to the standard from the RNeasy® Mini Handbook (QIAGEN). 

The RNA was used as the template for a reverse transcriptase polymerase chain reaction (RT-

PCR), where specific forward and reverse primers were designed from the B. licheniformis 

(trx gene) sequences, Trx-F (5' ATGTATGACGTCATTATTAT 3') and Trx-R (5' 

http://en.wikipedia.org/wiki/Escherichia_coli
http://www.takara-bio.com/
http://en.wikipedia.org/wiki/Reverse_transcription_polymerase_chain_reaction
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TGCCGATGTAGATAAAGACG 3'). The PCR mixture contained 20 ng of the cDNA, 200 

µM dNTPs, 25 mM MgCl2, 20 mM Tris-HCl, 0.25 µM of each primer and 2 units of Taq 

polymerase buffer in a 20-µl total volume. Amplification was carried out with a thermal 

cycler (Perkin Elmer, Gene Amp PCR 2400) for 30 cycles at 94°C for 1 minute, 60°C for 1 

minute and 72°C for 1 minute. A final elongation step was carried out at 72°C for 5 minutes. 

The PCR products were separated by electrophoresis on 1% agarose gels. 

  

The entire experimental and investigational flow diagram is depicted in Fig. 4. 

 

3. Results and Discussion 

 

3.1 Ion beam bombardment effects on survival and mutation  

 

To determine the ion beam fluence which could best induce mutation, the median 

lethal dose (LD50) was determined as shown in Fig. 5. As expected, the survival of the ion-

beam-bombarded bacteria decreased with increasing of the ion fluence. In addition, the 

vacuum also slightly reduced cell survival as demonstrated by the survival curve of the 

vacuum control cells which were un-bombarded but exposed to vacuum only. Since the ion 

beam fluence was linearly proportional to the bombarding time, higher fluence corresponded 

to longer vacuum exposure times for the cells. The slight decreases in the vacuum control cell 

survival indicated that the vacuum had very limited effect on the cell survival, and thus in the 

study of the ion bombardment effect, the vacuum effect could be neglected. As can be seen in 

Fig. 5, the cell survival rates of the un-bombarded cells and the bombarded cells are not 

significantly different at fluence levels of 1014 and 1015 ions/cm2, whereas they significantly 

differ at the fluence of 1016 ions/cm2, which gives rise to the lowest survival rate. This fact 
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indicates that ion bombardment at the highest ion fluence induced the most damage to the 

bacterial cell and the cell inner components as well, considerably more than the damage 

caused by the vacuum alone. Therefore, the ion fluence of 1016 ions/cm2 was used in the 

experiment to induce mutations in B. licheniformis. 

Many studies have reported that low-energy ion beams can induce mutations in 

bacteria (Xie, 2004; Yu, 2006; Zhang, 2008; Mahadtanapuk, 2009). The physical 

mechanisms for these mutations are thought to include both direct and indirect interactions 

between the energetic ions and DNA. In the case of bacteria, the direct interaction is thought 

to be dominant. B. licheniformis is a gram positive bacterium with a size on the order of a few 

micrometers and has a cell wall of about 25 nm in thickness surrounding its plasma 

membrane (Voet and Voet, 1990), which is fairly thin (only a few nanometers). The 

projectile range of 30-keV N ions in the cell wall material is calculated to be 134 nm with a 

sputtering yield of 0.363 (PROFILE, 2003). Using the cell wall model (Yu, 2003) yields a 

final ion penetration depth of about 400 nm through the cell wall for a fluence of 1016 

ions/cm2. Since this ion penetration depth is greater than the total thickness of the bacterial 

cell envelope, the N ions not only pierce the bacterial cell envelope but can also penetrate 

into the cytoplasm to interact directly with DNA. Although such ions most likely have 

reduced energies due to cell penetration, reports have already demonstrated that ions with the 

energy as low as keV and even lower are still able to induce DNA conformation change 

(Chen, 1998; Lacomb, 2004; Deng, 2005; Hunniford, 2007) and subsequently potential 

mutation of bacteria (Norarat, 2009; Sarapirom, 2010). Therefore, bacterial mutation 

induction by the 30-keV N-ion beam is completely possible. 

To identify mutants, the ion-bombarded bacteria were screened and selected for 

antagonistic activity. To study the gene(s) and the functions involved in their antagonistic 

ability, a dual culture test was performed using more than 100 colonies selected at random 
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from both ion-bombarded and un-bombarded bacteria (control), respectively. The un-

bombarded bacteria and most of the bombarded bacteria showed the same inhibition ability to 

the disease caused by C. musae, but one isolate of the bombarded bacteria was found to have 

lost the antifungal activity, as shown in Fig. 2B. That bacterial isolate was subsequently used 

to test for the mutation induced by the ion beam irradiation. The HAT-RAPD fingerprint 

analysis showed a different fingerprint when using primer by sequence 5    TGCCGATGTA 3   

show polymorphism band with an absence of DNA bands between the bacterial isolate and 

the wild type, but the same fingerprints for other primers between the isolate and the wild 

type, showing a single change in the mutant DNA (Fig 6).   

 

3.2 Gene identification 

 

After the mutant was found, the polymorphic fragment from the HAT-RAPD 

fingerprint, which was the only one missing in the mutant, was subcloned into a pTZ57R/T 

plasmid and subsequently sequenced. The resulting nucleotide sequence, which contained 

711 bp. (237 amino acids), was blasted against the National Center for Biotechnology 

Information (NCBI) database. It was found that the gene was significantly related to the 

thioredoxin reductase (TrxR) gene. Using this gene target, the full length of the TrxR gene 

was amplification by PCR using specific primer. After full gene anlysis with 3   race method, 

the cDNA frangment content with 942 bp. (314 amino acid). When the nucleotide sequence 

from this analysis was blasted against the NCBI database, it was found to be highly 

homologous to the TrxR gene from multiple bacterial strains, including Bacillus licheniformis 

ATCC 14580, Bacillus subtilis subsp. spizizenii str. W23 and Exiguobacterium sibiricum 

255-15 with 97%, 81% and 72% identities, respectively, as shown in Table 1. Moreover, 

when the nucleotide sequence was translated to amino acids, it was also found to be highly 
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homologous to the thioredoxin reductase amino acids from multiple Bacillus strains, 

including Bacillus licheniformis ATCC 14580, Bacillus subtilis, and Bacillus pumilus 

SAFR032 (Fig. 7). The function of the TrxR gene is in the defense against stress and the 

thioredoxin system of bacteria, yeasts and mammals is involved in regulating DNA synthesis, 

gene transcription, enzyme synthesis, cell growth and apoptosis (Holmgren, 1985). 

Thioredoxin reductase, a flavoenzyme homodimer, binds flavin adenine dinucleotide and 

nicotinamide adenine dinucleotide phosphate (NADPH), reduces the oxidoreductase 

thioredoxin and is found in two forms throughout all five kingdoms. The high-molecular-

weight isoform which most likely evolves from glutathione reductase rather than the 

prokaryotic thioredoxin reductase (Prinz, 1997) is present in mammals and some parasites, 

while the low-molecular-weight isoform is found in most bacteria, plants, and fungi (Windle, 

2000). Both isoforms are thought to have independently evolved to have similar substrate 

specificity profiles. Although both isoforms have similar functions, they have very distinct 

protein structures.  

 

3.3 Gene expression for antagonism to fungal infection 

 

To investigate the gene expression, an assay for antagonism of B. licheniformis 

against the fungus was performed on PDA medium by a dual culture method (Mahadtanapuk, 

2007), as shown in Fig. 8. It can be seen in the figure that the fungal growth is clearly 

inhibited particularly for 10 days of culture. The B. licheniformis sample showed fungal 

inhibition percentages of 71%, 80% and 92% at 5, 7 and 10 days, respectively, as shown in 

Fig. 8A. The result was related to the expression of the TrxR gene activity. Fig. 8B shows the 

result of the RT-PCR analysis of the gene in terms of the level of the gene expression or the 

transcription of TrxR. The thickness of the DNA band, or the amount of cDNA, indicates the 
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gene expression level. As seen from the figure, both the fungal inhibition percentages and the 

DNA band thickness in the RT-PCR analysis increase with the co-cultivating days, whereas 

when the bacteria were not co-cultivated with fungi there was small DNA band and thus  low 

expression of the TrxR gene. Fig. 9 gives a quantitative illustration of the co-cultivating time 

evolution of both the inhibition percentages and the TrxR gene expression. The almost 

synchronous time evolution of the fungal inhibition due to the bacteria B. licheniformis and 

the TrxR gene expression demonstrates the TrxR gene indeed responsible for the fungal 

inhibition. As for the uniqueness of the gene involved and mechanisms of how this gene is 

related to protein, enzyme or antagonistic activity, further studies are being carried out. 

 

4.  Conclusion 

 

In order to locate and identify the gene involved in the antagonistic mechanism of B. 

licheniformis against fungal disease, we adopted a novel method. Low-energy ion beam was 

applied to induce bacterial mutants which lost the antagonistic property, and then the 

polymorphism band that was missing in the fingerprint of the bacterial mutant but present in 

the wild-type bacteria was found, subcloned and sequenced. Our analysis revealed that the 

gene which was missing in the mutant and should thus be responsible for the antagonistic 

property was related to the thioredoxin reductase (TrxR) gene. This gene was demonstrated to 

have the highest expression when the bacteria were co-cultivated with disease fungi for 10 

days, indicating the gene indeed being as the contributor for the bacteria B. licheniformis to 

be antagonistic to disease fungi. 
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Table 1. The nucleotide sequence of the TrxR gene from Bacillus licheniformis (A), and the 

result of the sequence comparison with the NCBI database (B). 
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         (A)  
 

 
 
 

Red letter is show primer sites in HAT-RAPD and underline is show primer site in RT-
PCR 

 
 

          (B) 

Bacterial species Identity (%) 

Bacillus licheniformis (this paper) 

Bacillus licheniformis ATCC 14580 

Bacillus subtilis subsp. spizizenii str. W23 

Exiguobacterium sibiricum 255-15 

100 

97 

81 

72 
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Figure Captions 

 

Fig. 1.  Anthacnose of curcuma: (A) conidia and (B) acervulus of C. musae, (C) diseased 

flower and (D) diseased flower controlled by B. licheniformis. Scale bar: 10 µm. 

 

Fig. 2. A dual culture test of the bacterial antagonistic activity. (A) Wild type of B. 

licheniformis. (B) Mutant of B. licheniformis. In each dish, on the left side are the bacteria 

while on the right are the fungi C. musae. In (A), the fungal radial growth was inhibited by 

the bacteria, showing the antagonism of the bacteria, but in (B) the fungal radial growth was 

expanded, showing the lost antagonism. (B) can be actually taken as control for a comparison 

with the bacterial antagonism shown in (A). In eq. (1), R1 is the fungal radial growth distance 

shown in (B) while R2 is that shown in (A). 

 

Fig. 3. Photograph of the bioengineering ion beam facility at Chiang Mai University. 

 

Fig. 4. Experimental flow and logic diagram. 

 

Fig. 5. The result of the median lethal dose (LD50) test. 

 

Fig. 6. HAT-RAPD amplification products of the bacteria. A: bacterial mutant. B: irradiated 

but normal bacteria. C: control. The arrow indicates the band of polymorphism, which was 

missing in A and was later subcloned into pTZ57R/T plasmid. 
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Fig. 7. Comparison in TrxR gene from B. licheniformis with that from other Bacillus bacteria.  

(A) The multiple sequence alignment of amino acid part of the TrxR peptide from 11 species 

of Bacillus spp. including the B. licheniformis used in this study. (B) The phylogenetic tree of 

the 11 Bacillus species analyzed in (A), showing the identity of the amino acid of the B. 

licheniformis used in this study to those of the other species. This part of the phylogenetic 

tree was constructed based on the entire phylogenetic tree of Bacillus (PATRIC, 2009). 

 

Fig. 8. The gene expression analysis of gene TrxR in B. licheniformis bacterial cells at 

different co-cultivation times with the fungus. (I) Bacteria (at the left side of each dish) were 

co-cultivated with the fungus (at the right side of each dish) at varying times. (II) RT-PCR 

analysis: The bacteria were co-cultivated with the fungus for 5, 7 and 10 days, respectively 

and the bacteria were not co-cultivated with the fungi for the same time. The total RNA is a 

control to indicate the gene expression having no errors from the initial total RNA.  

 
 

Figure 9. Quantitative analysis of the fungus inhibition and the TrxR gene expression. The 

fungus inhibition percentages are calculated according to the text in Results and Discussion. 

The gene expression percentages are calculated based on the relative thickness (or intensity) 

of the TrxR fragment band obtained from the RT-PCR analysis (see Fig. 8B) such that the 

band thickness at the 10th co-cultivating day is used as 100% and other bands are relative to 

it. The data show an almost synchronous time evolution of both fungus inhibition and TrxR 

gene expression.  
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Figure 9  
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