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ค าปรารภ 
 

รายงานโครงการวิจัยเรื่อง การวิจัยเทคโนโลยีชีวภาพเพ่ือวิจัยพัฒนาพืชและจุลินทรีย์ในสภาวะโลกร้อน 
เป็นรายงานผลงานวิจัย ซึ่งคณะผู้วิจัยได้ด าเนินการวิจัยตั้งแต่ ตุลาคม 2556 - กันยายน 2558 โดยมีวัตถุประสงค์
เพ่ือ 1. ศึกษา ค้นหายีนและโคลนยีนที่เกี่ยวข้องความทนทานต่อสภาพแวดล้อมที่ไม่เหมาะสมหรือสภาวะโลกร้อน
และสร้างชุดยีน (plasmid construct) ส าหรับน าไปถ่ายฝากเข้าสู่พืช เพ่ือใช้ในกระบวนการปรับปรุงพันธุ์พืช เช่น 
การทนต่อสภาวะขาดน้ าของข้าวโพด และ 2. ปรับปรุงพันธุ์พืช และพัฒนาเทคนิคการถ่ายฝากยีนที่เกี่ยวข้องความ
ทนทานต่อสภาพแวดล้อมที่ไม่เหมาะสมหรือสภาวะโลกร้อน ได้แก่ การถ่ายฝากยีนของข้าวโพดที่ทนต่อการทน
สภาวะเครียดหรือสภาวะขาดน้ าในพืชต้นแบบ และปรับปรุงถั่วเหลืองโปรตีนสูงให้ทนต่อความแห้งแล้งมากขึ้น 
โดยการดัดแปลงและถ่ายฝากยีน Multistress tolerance OsSKIPa ด้วยวิธี Ovary Drip ซึ่งผลลัพธ์จากการ
ศึกษาวิจัยนี้ ได้แก่ ข้อมูลการแสดงออกของยีนที่ตอบสนองต่อสภาวะขาดน้ า   ในข้าวโพด ชุด cassette ยีนที่
เกี่ยวข้องกับลักษณะทนทานต่อสภาวะแวดล้อมไม่เหมาะสม และเทคนิคในการถ่ายยีนเข้าสู่พืชด้วยวิธีอะโกร
แบคทีเรียม และวิธี Ovary drip ซึ่งจะเป็นข้อมูลและเทคนิคที่ส าคัญต่อการน าไปพัฒนาการปรับปรุงพันธุ์พืชเพ่ือ
เพ่ิมศักยภาพในการทนทานต่อสภาวะแวดล้อมที่ไม่เหมาะสมหรือสภาวะโลกร้อนต่อไปในอนาคต  

คณะผู้วิจัยหวังเป็นอย่างยิ่งว่า รายงานเล่มนี้จะมีประโยชน์แก่นักวิจัย นักวิชาการเกษตร ตลอดจน
เกษตรกร และผู้สนใจโดยทั่วไป ที่จะได้ศึกษาและน าเทคโนโลยีที่ได้ไปใช้ให้เกิดประโยชน์ต่อไป  

 
 

                                                                   
 (นางสุภาวดี  ง้อเหรียญ)  

 หัวหน้าโครงการฯ  

 31 มีนาคม 2559  
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ทีใ่ห้การสนับสนุนทุนในการศึกษาวิจัย ส านักวิจัยพัฒนาเทคโนโลยีชีวภาพที่ให้การสนับสนุนสถานที่และเครื่องมือ

ในการทดลองและปฏิบัติงาน ศูนย์วิจัยพืชไร่นครสวรรค์ที่อนุเคราะห์เมล็ดพันธุ์ข้าวโพดที่ใช้ในการศึกษาวิจัยในครั้ง

นี้ นักวิจัยและผู้ช่วยวิจัยที่ช่วยเหลืองานวิจัยในด้านต่างๆ นอกจากนี้ยังมีผู้ที่ได้ให้การสนับสนุนงานในด้านอ่ืนๆ แต่

มิได้เอ่ยนามไว้ ซึ่งล้วนมีส่วนช่วยส่งเสริมให้โครงการวิจัยนี้ด าเนินงานจนประสบผลส าเร็จ ซึ่งคณะผู้วิจัยขอขอบคุณ

มา ณ โอกาสนี้ 
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ชม. = ชั่วโมง % = เปอร์เซ็นต์ C = องศาเซลเซียส 

µl = ไมโครลิตร µM = ไมโครโมล  ml = มิลลิลิตร 

ng = นาโนกรัม mg = มิลลิกรัม g = กรัม 
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บทน า 
 
ความส าคัญและที่มาของโครงการวิจัย 

ภาวะโลกร้อน (Global Warming) หรือ ภาวะภูมิอากาศเปลี่ยนแปลง (Climate Change) คือ การที่
อุณหภูมิเฉลี่ยของโลกเพ่ิมขึ้นประมาณ 0.5-1 องศาเซลเซียสต่อปี จากผลของภาวะเรือนกระจก (Greenhouse 
Effect) ซึ่งมีต้นเหตุมาจากการที่มนุษย์ได้เพ่ิมปริมาณก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์ ไนตรัสออกไซด์ และคลอโรฟลูโร
คาร์บอน (CFC) จากการเผาไหม้เชื้อเพลิงต่างๆ การขนส่ง การผลิตในโรงงานอุตสาหกรรม และที่ส าคัญจากการตัด
ไม้ท าลายปุาจ านวนมหาศาล ส่งผลกระทบต่อการด ารงอยู่ของสิ่งมีชีวิตทั้งคน สัตว์ และพืช ซึ่งในปัจจุบันไม่
สามารถคาดการณ์ปริมาณน้ าฝนที่ตกในแต่ละปีได้ อาจเกิดสภาวะน้ าท่วมฉับพลัน หรือแห้งแล้งอย่างรุนแรง 
ผลกระทบจากภาวะโลกร้อนที่เห็นได้ชัดเจนในระยะสั้นในประเทศไทยได้ก่อให้เกิดความเสียหายต่อผลผลิตทาง
การเกษตรเป็นจ านวนมาก การปรับปรุงพันธุ์พืชให้มีความทนทานต่อสภาวะขาดน้ า ที่ผ่านมาต้องอาศัยระยะเวลา 
และการปรับปรุงพันธุ์โดยอาศัยการปรับปรุงแบบปกติ ที่ผ่านมาไม่ประสบผลส าเร็จเท่าที่ควร นักวิจัยจึงพยายาม
หาหนทางหรือแนวทางการปรับปรุงพันธุ์ โดยอาศัยวิธีการทางเทคโนโลยีชีวภาพเข้ามาช่วยในการพัฒนาสายพันธุ์
พืชกันมากข้ึนทั้งในประเทศ และต่างประเทศ เพ่ือช่วยเร่งรัดกระบวนการปรับปรุงพันธุ์พืชให้ทนต่อสภาวะขาดน้ า
ได้ ซึ่งกรมวิชาการเกษตร โดยส านักวิจัยพัฒนาเทคโนโลยีชีวภาพได้มีงานวิจัยเกี่ยวกับการค้นหาและศึกษากลุ่มยีน 
การแสดงออกของยีนที่ตอบสนองต่อสภาวะขาดน้ าในข้าวโพดพันธุ์ทนแล้งที่มีความส าคัญทางเศรษฐกิจ เป็น
การศึกษาหน้าที่ และการท างานของยีน ค้นหายีนที่เกี่ยวข้องกับกลไกทางสรีรวิทยาของพืชที่สามารถทนต่อสภาวะ
ขาดน้ า โดยน ายีนและข้อมูลยีนที่ได้มาใช้ในการพัฒนาสายพันธุ์พืชให้มีความทนทานต่อสภาวะขาดน้ าในพืชอ่ืนๆ ที่
ต้องการ เพ่ือให้สามารถน ามาใช้ในการลดปัญหาที่เกิดจากภาวะโลกร้อนได้ ซึ่งเป็นเรื่องที่นักวิจัยไทยต้อง
ด าเนินการอย่างเร่งด่วน  
 พืชมีการปรับตัวทางสรีระวิทยาให้เข้ากับสภาวะแวดล้อมที่ไม่เหมาะสม เพ่ือให้ตัวมันเองมีความอยู่รอดใน
สภาวะแวดล้อมนั้นๆ เช่น การขาดน้ าหรือแห้งแล้ง เป็นต้น การปรับตัวของพืชให้มีการพัฒนาหรือให้เป็นไป
ตามปกติหรือคงทนอยู่ในสภาวะแวดล้อมดังกล่าวนั้น ต้องมีการแสดงออกของยีนบางชนิด ซึ่งอาจเป็นยีนเดียวหรือ
กลุ่มยีน (ยีนหลายๆ ชนิดพร้อมกันในสภาวะเดียวกัน) จึงจะท าให้พืชมีการด ารงอยู่ในสภาวะนั้นๆ ได้หรือเกิดความ
เสียหายน้อยที่สุด ที่ผ่านมานักวิจัยได้ศึกษาหน้าที่ของยีนที่เกี่ยวข้องกับการแสดงออกในพืช เพ่ือให้พืชเกิดการ
ปรับตัวให้คงทนอยู่ในสภาวะแวดล้อมที่ไม่เหมาะสมได้ดี ในปัจจุบัน ข้อมูลยีนหรือกลุ่มยีนที่เกี่ยวข้องกับการ
แสดงออกในสภาวะขาดน้ าหรือแห้งแล้ง ที่ได้จากค้นคว้าวิจัยมีจ านวนเพ่ิมมากขึ้นอย่างต่อเนื่อง ท าให้การน าข้อมูล
ที่ได้มาประยุกต์ใช้ในการปรับปรุงพันธุ์พืชให้มีลักษณะทนแล้งโดยอาศัยเทคโนโลยีชีวภาพนั้นมีความเป็นไปได้มาก
ขึ้น อีกทั้ง จากการศึกษาที่ผ่านมา มีข้อมูลที่แสดงให้เห็นชัดแล้วว่า อุณหภูมิของโลกมีแนวโน้มเพ่ิมสูงขึ้นทุกๆ ปี 
และพบว่าพืชมีการแสดงออกของยีนที่จ าเพาะบางชนิด เพ่ือที่จะตอบสนองต่อสภาวะแวดล้อมที่ไม่เหมาะสมเช่น
ขาดน้ าหรือแห้งแล้งได ้
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ความเสียหายในภาคการเกษตรที่เกิดจากอุณหภูมิผันผวนนั้น ไม่ได้เกิดจากสภาพอากาศที่ร้อนขึ้นเท่านั้น  
แต่อุณหภูมิกลางคืนที่เย็นมากขึ้นก็จะสร้างความเสียหายได้เช่นกัน ตัวอย่างเช่น ข้าวมีโอกาสเป็นหมันสูงถ้าอากาศ
หนาวเย็น งานวิจัยต่างประเทศพบว่าอุณหภูมิวิกฤติที่ท าให้เกิดการเป็นหมันจะต่างกันขึ้นอยู่กับพันธุ์ อุณหภูมิ
วิกฤติของข้าวที่ทนหนาวอยู่ระหว่าง 15-17 องศาเซลเซียส ส่วนข้าวที่ไม่ทนหนาวอยู่ระหว่าง17-19 องศาเซลเซียส 
โดยความเป็นหมันจะรุนแรงขึ้นเมื่อ อุณหภูมิลดลงอย่างต่อเนื่อง แต่จะไม่แสดงอาการเมื่ออุณหภูมิกลางวัน
ค่อนข้างอุ่นแต่กลางคืนเย็นจัด ซึ่งจะเห็นได้ว่าผลกระทบดังกล่าวส่งผลให้พืชเกิดสภาวะเครียดจากสิ่งแวดล้อมที่เรา
เรียกว่าสภาวะแวดล้อมอชีวนะ (abiotic stress) ยกตัวอย่างเช่นการ ขาดน้ าของพืช ดินเค็ม เป็นต้น 

จากปัญหาการเปลี่ยนแปลงของลักษณะภูมิอากาศต่างๆ ที่ส่งผลกระทบต่อการเจริญเติบโตของพืช ท าให้
นักวิจัยเริ่มตระหนักถึงปัญหาดังกล่าว จึงเริ่มศึกษาค้นหาลักษณะทางพันธุกรรมของพืช ที่สามารถทนต่อสภาวะ
การเปลี่ยนแปลงทางด้านปัจจัยสภาวะแวดล้อมอชีวนะซึ่ งข่าววงการวิจัยพืช ได้รายงานในวารสารวิชาการ 
Science ว่าค้นพบยีนที่ช่วยให้พืชทนต่อสภาพแวดล้อมที่เลวร้าย รวมทั้งความแห้งแล้งและความร้อน Peter 
McCourt หนึ่งในคณะวิจัยซึ่งเป็นศาสตราจารย์ทางด้านเซลล์และชีววิทยาเชิงระบบ กล่าวว่า "พืชมีระบบฮอร์โมน
ที่ช่วยให้มันปรับตัวกับความเครียดต่างๆ ได้ หากเราสามารถควบคุมฮอร์โมนเหล่านี้ ก็จะท าให้เราสามารถปกปูอง
พืชผลทางการเกษตรต่างๆ จากภาวะโลกร้อนได้" การค้นพบครั้งนี้จึงมีความส าคัญต่ออนาคตในการพัฒนาพืชที่มี
ความทนทานต่อภาวะ โลกร้อนได้ อันที่จริง สิ่งที่นักวิจัยค้นพบในรายงานนี้ ก็เป็นเพียงกุญแจดอกหนึ่งในการไข
ปริศนาว่าพืชปรับตัวอย่างไรต่อสภาพแวดล้อม ที่รุนแรง กลไกในการปรับตัวของพืชนั้นมีความซับซ้อนมากและยัง
ต้องการการวิจัยขั้นพ้ืนฐาน (Basic Research) อีกสักระยะเวลาหนึ่ง จนกว่าเราจะสามารถพัฒนาพืชเกษตรทน
ร้อนได้ (Park et. Al., 2009) จะเห็นได้ว่าฮอร์โมนที่สร้างจากพืชนั้นเป็นสิ่งหนึ่งที่พืชสร้างขึ้นมาจากรหัสพันธุกรรม
ที่อยู่บนโครโมโซมของมันอยู่แล้ว จึงเป็นแรงกระตุ้นให้นักวิทยาศาสตร์พยายามค้นหายีนที่จะช่วยให้พืชทนต่อ
ภาวะเครียดต่างๆ ที่เกิดขึ้นในปัจจุบัน เพ่ือให้พืชมีการเจริญเติบโตที่ดีในสภาพอากาศเปลี่ยนแปลงในปัจจุบันได้ 
ดังนั้น การทดลองนี้ได้น าเอายีนที่ค้นหามาจากการทดลอง การโคลนยีนที่ทนต่อสภาวะขาดน้ าในข้าวโพดพันธุ์ทน
แล้ง ซึ่งสภาวะการขาดน้ าในพืชส่งผลให้เกิดสภาวะเครียดต่อพืชได้ จึงน ายีนดังกล่าวมาศึกษาการแสดงออกของยีน 
โดยการถ่ายยีนเข้าพืชต้นแบบยาสูบ เพ่ือศึกษาการแสดงออกของยีน 

ข้าวโพด (Zea mays Linn.) เป็นพืชเศรษฐกิจที่ส าคัญชนิดหนึ่งของประเทศไทย ท ารายได้ให้กับประเทศ
เป็นอย่างมากและพบข้าวโพดพันธุ์ทนแล้งในประเทศอีกด้วย ถือได้ว่าเป็นฐานพันธุกรรมในเชิงวิจัยได้เป็นอย่างดี 
รวมทั้งข้าวโพดเป็นพืชที่มีประโยชน์ทั้งด้านบริโภคและด้านงานวิจัย ดังนั้นงานวิจัยนี้จึงมุ่งเน้นน าเสนอการค้นหา
ยีนหรือกลุ่มยีนที่ได้มีการศึกษาค้นคว้ามาแล้วในพืชชนิดต่างๆ แล้วน ายีนนั้นๆ มาศึกษากับข้าวโพดพันธุ์ทนแล้งใน
ประเทศไทยว่าข้อมูลที่ได้มีความสอดคล้องหรือแตกต่างกันหรือไม่ เพ่ือน าข้อมูลที่ ได้นั้นมาประยุกต์ใช้ในการ
ปรับปรุงพันธุ์พืชให้มีคุณลักษณะทนแล้วได้ต่อไปในอนาคต ท าให้งานวิจัยนี้สามารถให้ข้อมูลในรูปของยีนที่เป็น
ประโยชน์ทางการเกษตรของประเทศไทยได้ ข้าวโพดเป็นธัญพืชที่ส าคัญชนิดหนึ่งของโลกและของคนไทยที่นิยม
รับประทานกันมาก นอกเหนือจากน ามาใช้เป็นอาหารที่รับประทานทั่วไปแล้ว ข้าวโพดเลี้ยงสัตว์หรือพันธุ์ข้าวโพด
ไร่ (Field corn) ยังเป็นพืชอาหารที่มีความส าคัญต่ออุตสาหกรรมการเลี้ยงสัตว์เป็นอย่างดี ที่สามารถน ามาใช้เป็น
ธัญพืชเลี้ยงสัตว์ก่อให้เกิดการส่งออกในรูปเนื้อสัตว์ ส่งผลให้มีมูลค่าเพ่ิมมากกว่าการส่งออกในรูปของข้าวโพดเมล็ด
โดยตรง ท าให้ข้าวโพดเป็นพืชที่มีความส าคัญทางเศรษฐกิจชนิดหนึ่ง ทว่าความต้องการใช้ข้าวโพดเลี้ยงสัตว์ใน
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ประเทศมีแนวโน้มเพ่ิมสูงขึ้นมากหลังจากท่ีมีการขยายอุตสาหกรรมการเลี้ยงสัตว์ตั้งแต่ปี พ.ศ. 2535 เป็นผลให้การ
ส่งออกเนื้อสัตว์ลดลงตามล าดับ ปัจจุบันการผลิตข้าวโพดเลี้ยงสัตว์มีความต้องการเพ่ิมขึ้นต่อปริมาณความต้องการ
ใช้ภายในประเทศและมีปริมาณไม่แน่นอนเนื่องจากการผลิตขึ้นกับสภาพดินฟูาอากาศ ท าให้มีความเสี่ยงต่อความ
เสียหายจากภาวะโลกร้อน ความแห้งแล้งและปริมาณพ้ืนที่เพาะปลูกที่ต้องแข่งขันกับพืชเศรษฐกิ จอ่ืนๆ ที่ให้
ผลตอบแทนที่ดีกว่า ในระยะเวลา 4-5 ปี ที่ผ่านมา ประเทศไทยจ าเป็นต้องน าเข้าข้าวโพดเลี้ยงสัตว์เพ่ือให้เพียงพอ
กับความต้องการใช้ภายในทั้ง ๆ ที่ในอดีต ประเทศไทยเคยเป็นผู้ส่งออกรายใหญ่รายหนึ่งของโลกและมีศักยภาพ
ด้านการผลิตทางการตลาดที่สามารถแข่งขันกับต่างประเทศได้ ดังนั้นจึงควรเร่งรัดการผลิตข้าวโพดภายในประเทศ
ให้เพ่ิมมากขึ้นเพียงพอกับความต้องการใช้และมีเหลือส่งออก (เข้าถึงข้อมูลทางระบบอินเทอร์เน็ต บทความเรื่อง 
“ข้าวโพด” กรมส่งเสริมการเกษตร กระทรวงเกษตรและสหกรณ์ (http://www.doae.go.th/plant/corn.htm)  

ในปี พ.ศ. 2552 นักวิชาการปรับปรุงพันธุ์พืช ศูนย์วิจัยพืชไร่นครสวรรค์ กรมวิชาการเกษตร ได้พัฒนา
ปรับปรุงข้าวโพดเลี้ยงสัตว์ลูกผสมพันธุ์ใหม่ชื่อว่า “พันธุ์นครสวรรค์ 3 (NSW3)” ซึ่งเป็นพันธุ์ข้าวโพดเลี้ยงสัตว์
ลูกผสมที่มีลักษณะทนทานแล้ง (สภาวะขาดน้ า) ได้ดีเมื่อประสบภาวะแล้งในช่วงออกดอก ต้านทานต่อโรครา
น้ าค้าง และโรคราสนิม เก็บเกี่ยวด้วยมือง่าย และให้ปริมาณผลผลิตสูงถึง 1 ,106 กิโลกรัมต่อไร่ โดยข้าวโพดเลี้ยง
สัตว์พันธุ์ลูกผสมนี้ ได้มาจากข้าวโพดเลี้ยงสัตว์สายพันธุ์แท้ตากฟูา 1 (สายพันธุ์แม่) และสายพันธุ์แท้ตากฟูา 3 
(สายพันธุ์พ่อ) ต่อมาศูนย์ฯ ได้จัดท าโครงการน าร่อง เพื่อความร่วมมือในการผลิตเมล็ดพันธุ์ข้าวโพดลูกผสมทนทาน
แล้งนครสวรรค์ 3 ในเชิงพาณิชย์ โดยในปี 2551-2552 ที่ผ่านมา สามารถผลิตเมล็ดพันธุ์ข้าวโพดลูกผสมพันธุ์  
นครสรรค์ 3 ได้ประมาณ 190 ตัน น าไปส่งเสริมให้เกษตรกรปลูกได้ประมาณ 63,634 ไร่ (เข้าถึงข้อมูลทางระบบ
อินเทอร์เน็ต เรื่อง “ข้าวโพดเลี้ยงสัตว์นครสวรรค์ 3 ผลงานวิจัยดีเด่นกรมวิชาการเกษตร จดหมายข่าว ศูนย์วิจัย
พืชไร่นครสวรรค์ ฉบับเดือนมิถุนายน 2553) (http://nsfcrc-news.blogspot.com/2010/06/hk.html) สร้าง
รายได้ให้แก่เกษตรกร กลุ่มเกษตรกร สหกรณ์การเกษตร และบริษัทผลิตภัณฑ์รายย่อยได้เป็นอย่างดี โดยสามารถ
น าไปผลิตเป็นเมล็ดพันธุ์จ าหน่าย ช่วยลดต้นทุนการผลิตได้  อย่างไรก็ตาม แม้ว่าข้อมูลทางสรีระวิทยาของข้าวโพด
เลี้ยงสัตว์ลูกผสมพันธุ์นครสวรรค์ 3 ในด้านทนแล้งหรือสภาวะขาดน้ านั้น ได้ผ่านการศึกษามาเป็นอย่างดี แต่ข้อมูล
เกี่ยวกับแบบแผนการแสดงของยีนหรือกลุ่มยีน (Gene expression profiling) ที่ควบคุมการแสดงออกทางสรีระ
วิทยาดังกล่าวยังมีอยู่น้อยมาก ดังนั้น งานวิจัยนี้จึงมุ่งเน้นศึกษายีนหรือกลุ่มยีนที่แสดงออกหรือควบคุมลักษณะทน
แล้งของข้าวโพดเลี้ยงสัตว์พันธุ์นครสวรรค์ 3 โดยอาศัยเทคนิคทางชีววิทยาโมเลกุล ในงานวิจัยปี พ.ศ. 2554 ถึง 
2556 ที่ผ่านมาได้ท าการศึกษาการค้นหายีนหรือกลุ่มยีนที่แสดงออกในสภาวะขาดน้ าในข้าวโพดพันธุ์นครสวรรค์ 3 
โดยอาศัยวิธีการผลิตซีดีเอ็นเอไลบรารี่ การออกแบบไพรเมอร์ยีนทนแล้งเพ่ือท าการโคลนยีน การหาล าดับเบสและ
น าข้อมูลยีนที่ปรากฏไปเปรียบเทียบกับฐานข้อมูลชีวภาพสากลในภายหลัง ซึ่งนับได้ว่าเป็นวิธีการที่มีประสิทธิภาพ 
โดยสามารถเปรียบเทียบล าดับเบสที่ได้กับยีนที่ปรากฏอยู่ในฐานข้อมูลชีวภาพสากล ทว่าวิธีการดังกล่าวอาศัย
ขั้นตอนและวิธีการที่ซับซ้อน อาศัยผลการวิเคราะห์เชิงสถิติกับฐานข้อมูลชีวภาพสากล และมีข้อจ ากัดอยู่ที่ผลที่ได้
นั้น จ ากัดหรือเน้นยีนที่แสดงออกในจ านวนชุดของยีนที่ซ้ าๆกัน (high copy number) เท่านั้น ส่วนยีนที่แสดง
ออกแบบ low copy number (ซึ่งอาจมีความเกี่ยวข้องกับลักษณะทนแล้งหรือยีนที่มีความส าคัญ) อาจปรากฏ
ออกมาได้น้อยโดยวิธีการดังกล่าว ดังนั้นในงานวิจัยนี้ จึงได้น าเทคโนโลยีด้านการโคลนยีนมาประยุกต์ใช้ในการ

http://www.doae.go.th/plant/corn.htm
http://nsfcrc-news.blogspot.com/2010/06/hk.html
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ค้นหาและศึกษาคุณสมบัติของยีนที่เกี่ยวข้องกับลักษณะการทนต่อสภาวะขาดน้ าในข้าวโพด และสามารถน ายีนที่
ได้ไปถ่ายฝากลงในพืชเศรษฐกิจอ่ืนๆ เพ่ือให้ทนต่อสภาวะขาดน้ าต่อไป 

 ถั่วเหลือง (Glycine max (L.) Merrill) เป็นพืชเศรษฐกิจที่ส าคัญชนิดหนึ่งของประเทศไทย มีคุณค่าทาง
อาหารสูงและเป็นวัตถุดิบส าหรับอุตสาหกรรมการผลิต โดยมีผลิตภัณฑ์ต่างๆ มากมาย เช่น น้ ามัน ถั่วเหลือง นม
ถั่วเหลือง เต้าหู้ และสารชูรส เป็นต้น ลักษณะทางการเกษตรของเมล็ดถัวเหลือง เช่น  ปริมาณโปรตีน ในเมล็ด 
และขนาดเมล็ด เป็นส่วนส าคัญหรือมีบทบาทในการเป็นสิ่งบ่งชี้คุณภาพของผลิตภัณฑ์อาหารจากถั่วเหลือง (Clake 
and Wiseman, 2000; Friedman and Brandon, 2001) การน าถั่วเหลืองไปแปรรูปเป็นผลิตภัณฑ์อาหาร ถั่ว
เหลืองที่ใช้เป็นวัตถุดิบจะต้องมีปริมาณโปรตีนไม่ต่ ากว่า 36% อนึ่งปัญหาการลดลงของพ้ืนที่ปลูกถั่วเหลืองใน
ประเทศไทย เนื่องจากผลผลิตและคุณภาพของเมล็ดถั่วเหลืองไม่แน่นอน และสภาพอากาศที่ไม่เอ้ืออ านวย 
อุณหภูมิโลกที่สูงขึ้น ความแห้งแล้ง และฝนที่ไม่ตกตามฤดู ส่งผลกระทบต่อปริมาณการผลิตและคุณภาพของถั่ว
เหลือง ในขณะที่ความต้องการถั่วเหลืองส าหรับแปรรูปเป็นผลิตภัณฑ์อาหารเพ่ิมขึ้น  

การถ่ายฝากหรือการปรับปรุงยีนทนแล้ง หรือยีนซึ่งช่วยในการปรับตัวต่อสภาพอากาศที่ไม่เอ้ืออ านวย 
เป็นวิธีการหนึ่งที่จะช่วยแก้ปัญหาดังกล่าวได้ โดยช่วยเพ่ิมผลผลิตท าให้ผลผลิตถั่วเหลืองมีปริมาณคงที่ ไม่
จ าเป็นต้องใช้ปุ๋ยเคมี รวมถึงยาฆ่าแมลงเกินความจ าเป็นซึ่งอาจก่อให้เกิดสารตกค้างเป็นอันตรายต่อสุขภาพได้ และ
แม้ในสภาพอากาศที่แห้งแล้ง ปริมาณน้ าไม่เพียงพอ ถั่วเหลืองก็ยังเจริญเติบโตได้  ยีน OsSKIPa เป็นยีนที่มี
ความส าคัญต่อสิ่งมีชีวิตหลายชนิดทั้งในสิ่งมีชีวิตชั้นสูง โดยพบ Homologue ของยีนชนิดนี้อยู่ในสิ่งมีชีวิตหลาย
ชนิด จนถึงพืชบางชนิด เช่น ข้าว สิ่งนี้แสดงให้เห็นว่า gene ชนิดนี้มีความส าคัญและถูก reserve ไว้ระหว่าง
วิวัฒนาการของสิ่งมีชีวิต นอกจากนี้ยีนชนิดนี้ช่วยในการปรับตัวต่อสภาพแวดล้อมที่ไม่เอ้ืออ านวยต่อการด ารงชีวิต  
ความทนแล้ง และยีนตัวนี้อาจเป็นยีนที่ช่วยเพิ่ม “ความสามารถในการมีชีวิตอยู่และเจริญเติบโตได้ของเซลล์” หรือ 
Cell viability อีกด้วย ทั้งนี้นอกจากจะท าการถ่ายฝากยีน Stress tolerance เพ่ือปรับปรุงความทนต่อสภาวะ
แวดล้อมที่ไม่เหมาะสม การเพ่ิมผลผลิตและปริมาณโปรตีนของถั่วเหลืองแล้ว จะมีการน าเทคนิค Ovary drip มา
ใช้กับ Linear gene cassette ซึ่งจะช่วยลดขั้นตอนความยุ่งยากต่างๆ ในการท า Tissue cell culture, plant 
regeneration ของถั่วเหลืองซึ่งท าได้ยาก ซับซ้อน และต้องใช้ผู้ที่ได้รับการฝึกฝนมาเฉพาะด้านในการด าเนินการ  
นอกจากนี้การใช้ Linear gene cassette แทนการสร้างเวคเตอร์ จะช่วยลด DNA ปนเปื้อนที่จะท าการถ่ายฝาก
เข้าสู่พืชด้วย เช่น ลดการใช้ยีนคัดเลือกต่างๆ อาทิยีนซึ่งช่วยให้พืชทนทานต่อ Antibiotic เป็นต้น  

ดังนั้นโครงการวิจัยนี้ นอกจากจะช่วยตอบโจทย์ในการศึกษาวิจัยแล้ว ยังสามารถน าเทคนิคสมัยใหม่ที่มี
ประสิทธิภาพและเทคนิคที่มีความปลอดภัยทางชีวภาพ (Biosafety) มาใช้ในการพัฒนาและปรับปรุงพันธุ์พืช
เศรษฐกิจต่างๆ ให้ทนต่อสภาวะแวดล้อมที่ไม่เหมาะสมหรือสภาวะโลกร้อน อีกทั้งยังสามารถน าไปเป็นต้นแบบสู่
การวิจัยต่อไปในอนาคตอีกด้วย 

 
วัตถุประสงค ์
 1. เพ่ือศึกษา ค้นหายีน และโคลนยีนที่เกี่ยวข้องความทนทานต่อสภาพแวดล้อมที่ไม่เหมาะสมหรือสภาวะ
โลกร้อน และสร้างชุดยีน (plasmid construct) ส าหรับน าไปถ่ายฝากเข้าสู่พืช เพ่ือใช้ในกระบวนการปรับปรุง
พันธุ์พืช เช่น การทนต่อสภาวะขาดน้ าของข้าวโพด 
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2. เพ่ือปรับปรุงพันธุ์พืช และพัฒนาเทคนิคการถ่ายฝากยีนที่เกี่ยวข้องความทนทานต่อสภาพแวดล้อมที่ไม่
เหมาะสมหรือสภาวะโลกร้อน ได้แก่ การถ่ายฝากยีนของข้าวโพดที่ทนต่อการทนสภาวะเครียดหรือสภาวะขาดน้ า
ในพืชต้นแบบ และปรับปรุงถั่วเหลืองโปรตีนสูงให้ทนต่อความแห้งแล้งมากขึ้น โดยการดัดแปลงและถ่ายฝากยีน 
Multistress tolerance OsSKIPa ด้วยวิธี Ovary Drip 
 
วิธีการวิจัย 
 1. การศึกษาหายีนทนแล้งเพ่ือเตรียมไว้ส าหรับการปรับปรุงพันธุ์พืชทนแล้ง โดยการศึกษาหน้าที่ของยีน 
กลไกลการท างานของยีนที่ตอบสนองต่อสภาวะขาดน้ า ท าการโคลนยีนที่ทนต่อสภาวะขาดน้ าในข้าวโพดพันธุ์    
ทนแล้ง และสร้างชุด cassette ของยีนที่โคลนได้ จากนั้นถ่ายฝากชุดยีนดังกล่าวเข้าสู่พืชต้นแบบ (ยาสูบ) โดยใช้ 
Agrobacterium tumefaciens ท าการตรวจสอบการแสดงออกของยีนที่ทนต่อสภาวะเครียดในพืชต้นแบบ 
(ยาสูบ) ในสภาพห้องปฏิบัติการ ได้แก่ การทนต่อสภาวะเค็ม โดยใช้เกลือ (NaCl) และการทนต่อสภาวะขาดน้ า 
โดยใช้ PEG6000 เปรียบเทียบระหว่างต้นยาสูบที่ได้รับการถ่ายยีนกับต้นยาสูบปกต ิ
 2. การศึกษาและค้นหายีน/กลุ่มยีนที่ตอบสนองต่อสภาวะขาดน้ าในข้าวโพดพันธุ์นครสวรรค์ 3 (NSW3) 
โดยอาศัยเทคนิค PCR จากนั้นศึกษาการแสดงออกของยีน/กลุ่มยีนดังกล่าว โดยการวิเคราะห์และเปรียบเทียบ
ล าดับเบสที่ปรากฏระหว่างข้าวโพดที่ควบคุมการให้น้ า (treatment) และข้าวโพดที่ให้น้ าปกติ  (control) เพ่ือหา
ความแตกต่างของการแสดงออกของยีน (up-regulated, down-regulated genes) ระหว่างสองกลุ่มตัวอย่าง 
   3. การปรับปรุงและถ่ายฝากยีนทนทานสภาพแวดล้อม OsSKIPa สู่ถั่วเหลืองโปรตีนสูง โดยเทคนิค 
Ovary drip และการตรวจสอบความสามารถในการทนแล้งของถั่วเหลืองที่ได้รับการถ่ายฝากยีนในสภาพ
ห้องปฏิบัติการ น าข้อมูลที่ได้ไปเปรียบเทียบกับถ่ัวเหลืองพันธุ์ปกติ 
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บทคัดย่อ 
 

สภาวะโลกร้อน (Global Warming) หรือ สภาวะภูมิอากาศเปลี่ยนแปลง (Climate Change) ส่งผล
กระทบต่อพ้ืนที่เกษตรกรรมโดยตรงทั้งปัญหาโรคพืช แมลงศัตรูพืช และสภาพแวดล้อมไม่เหมาะสม เช่น สภาวะ
ขาดน้ า ดินเค็ม และน้ าท่วมฉับพลัน เป็นต้น โครงการวิจัยนี้วัตถุประสงค์เพ่ือ 1. ค้นหายีนและโคลนยีนที่เกี่ยวข้อง
ความทนทานต่อสภาพแวดล้อมที่ไม่เหมาะสม และสร้างชุด cassette ยีน ส าหรับน าไปใช้ในการปรับปรุงพันธุ์พืช
เพ่ือให้ทนต่อสภาวะแวดล้อมไม่เหมาะสม และ 2. เพ่ือปรับปรุงพันธุ์พืชและพัฒนาเทคนิคการถ่ายฝากยีนที่
เกี่ยวข้องความทนทานต่อสภาพแวดล้อมที่ไม่เหมาะสม โดยใช้เทคนิคการถ่ายยีนเข้าสู่พืชและเทคนิค Ovary Drip  
งานวิจัยนี้ได้ท าการโคลนยีนที่ทนต่อสภาวะขาดน้ าในข้าวโพดพันธุ์ทนแล้ง ได้แก่ ยีน SINA3 และ SINAT3 จาก
ข้าวโพดพันธุ์ทนแล้ง 4 พันธุ์ ได้แก่ ตากฟูา 1 (TF1), ตากฟูา 3 (TF3), นครสวรรค์ 3 (NS3) และ นครสวรรค์ 1 (NS1) 
โดยใช้เทคนิค RT–PCR พบว่า สามารถเพ่ิมปริมาณยีน SINA3 และ SINAT3 มีขนาดเท่ากับ 1,026 คู่เบส และ 
1,050 คู่เบส ตามล าดับ สามารถถอดรหัสเป็นกรดอะมิโนของยีนได้เท่ากับ 341 และ 349 amino acids จากนั้น
ท าการสร้างชุด cassette ยีน โดยการเชื่อมต่อชิ้นยีน ZmSINA3 และ ZmSINAT3 เข้ากับ plant expression 
vector (pCAMBIA2300) ที่ประกอบด้วยโปรโมเตอร์ (35SCaMV) และเทอร์มิเนเตอร์ (NOS) ได้พลาสมิดสายผสม 
pCAMBIA2300 – ZmSINA3 และ pCAMBIA2300 – ZmSINAT3 มีขนาด 10.6 และ 10.7 กิโลเบส ตามล าดับ 
และได้มีการน าชุด cassette ยีน pCAMBIA2300 – ZmSINA3 ไปถ่ายฝากยีนเข้าสู่พืชต้นแบบ (ยาสูบ) เพ่ือศึกษา
การแสดงออกของยีนที่ทนต่อสภาวะเครียดในยาสูบ โดยการเพาะเลี้ยงยาสูบที่ได้รับการถ่ายยีน SINA3 บนอาหาร
สูตร MS ซึ่งแบ่งเป็น 2 กลุ่มคือ สภาวะขาดน้ า เติม PEG 6000 ความเข้มข้น 0, 10, 15, 20 และ 25 เปอร์เซ็นต์ 
(w/v) และสภาวะเครียดเกลือ เติม NaCl ความเข้มข้น 0, 1, 1.5, 2, 2.5 และ 3 เปอร์เซ็นต์ (w/v) เปรียบเทียบ
กับยาสูบปกติที่เพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร MS ที่เติม PEG6000 และ NaCl ระดับความเข้มข้นเดียวกันเป็นชุด
ควบคุม เพาะเลี้ยงเป็นเวลา 30 วัน พบว่า ต้นยาสูบที่มียีน SINA3 ให้ผลการทดลองสอดคล้องกับต้นยาสูบชุด
ควบคุม ทั้งน้ าหนักสด ความสูงของต้น และจ านวนใบ แสดงว่ายีน SINA3 ที่ถ่ายฝากเข้าสู่ยาสูบ แบบ over 
expression นั้น ไม่สามารถทนทานต่อสภาวะเครียดเกลือและสภาวะขาดน้ าได้ งานวิจัยการศึกษาและค้นหายีนที่
ตอบสนองต่อสภาวะขาดน้ าของข้าวโพดพันธุ์นครสวรรค์ 3 (NSW3) โดยอาศัยเทคนิค PCR พบว่า เมื่อน า cDNA 
ของใบข้าวโพดขาดน้ านาน 7 วัน และ cDNA จากใบข้าวโพดให้น้ าปกติ (control) มาท าปฏิกิริยา PCR โดยใช้ 
arbitrary ACP primers จ านวน 12 ไพรเมอร์ สามารถตรวจหาการแสดงออกของยีนที่แตกต่างกันได้ 
(differentially expressed genes) และพบ ACP primers จ านวน 2 คู่ ที่ให้แถบดีเอ็นเอของยีนที่แตกต่างกัน
ชัดเจนที่สุด (up-regulated) ได้แก่ ACP2 และ ACP12 ซึ่งข้อมูลที่ได้อาจน าไปสู่การศึกษาหน้าที่ของยีนที่
เกี่ยวข้องกับการตอบสนองต่อสภาวะขาดน้ าในพืชและพัฒนาการปรับปรุงพันธุ์พืชทนแล้งต่อไป ส าหรับงานวิจัย
การปรับปรุงและถ่ายฝากยีนทนทานสภาพแวดล้อม OsSKIPa สู่ถั่วเหลืองโปรตีนสูงโดยเทคนิค Ovary drip นั้น
เป็นการพัฒนาเทคนิคในการถ่ายยีน ซึ่งเป็นเทคนิคใหม่ท่ีมีประโยชน์อย่างมากเพราะสามารถลดข้อกังวลที่เกิดจาก
การใช้เวคเตอร์ เช่น ยีนต้านทานต่อสารปฏิชีวนะและยีนที่ไม่พึงประสงค์อ่ืนๆ ซึ่งจะติดมากับเวคเตอร์  ในขณะที่ 
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linear gene cassette ที่ออกแบบไว้จะมีเพียงยีนที่เราต้องการเท่านั้น งานวิจัยนี้ได้ท าการออกแบบ linear gene 
cassette ของยีน OsSKIPa ส าหรับใช้ในการถ่ายฝากยีนเข้าสู่ถั่วเหลืองโดยวิธีการ Ovary drip ผลจากการถ่ายยีน 
OsSKIPa เข้าสู่ถั่วเหลืองพันธุ์ไทยนี้ยังไม่พบ Insert จาก linear gene cassette ในถั่วเหลืองรุ่นลูกที่ได้รับการ
ถ่ายยีนโดยวิธีดังกล่าวซึ่งสาเหตุอาจเกิดจากสภาวะแวดล้อมและอุณหภูมิของประเทศไทยที่ไม่เหมาะสมต่อวิธีการ
ดังกล่าวและท าให้ไม่เกิดการถ่ายยีน 
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Abstract 
 

Global warming or climate change is a directly affect to agricultural crops, diseases, 
insect pests and abiotic stress such as drought salinity and flooding, etc. This research study 
aimed to (1.) gene discovery and clone to abiotic stress and invent expression cassette for 
applying to plant variety improvement particularly against abiotic stress; and (2.) plant variety 
improvement and gene transfer technique improvement to abiotic stress by plant gene transfer 
and ovary drip techniques. In this study, two full-length cDNA sequences of corn (Zea mays L.) 
encoded to ZmSINA3 and ZmSINAT3 were isolated from four corn variety names TAKFA 1, 
TAKFA 3, NAKORNSAWAN 3 and NAKORNSAWAN 1 via RT – PCR based method. The SINA3 and 
SINAT3 gene sequence contains a fragment of 1,026 and 1,050 bp complete ORF, encoded to 
341 and 349 amino acids polypeptide. A 1,026 bp and 1,050 bp fragment of ZmSINA3 and 
ZmSINAT3 gene were inserted into plant expression vector pCAMBIA2300 containing 35SCaMV 
promoter and NOS terminator. NPTII was used as a selectable marker in this selection. It were 
found that the total size of derived over – expression cassette (pCAMBIA2300 – ZmSINA3 and 
pCAMBIA2300 – ZmSINAT3) were 10.6 and 10.7 kb. The SINA3 gene was constructed into a plant 
expression vector and transformed into Nicotiana tabacum. Transgenic tobaccos were grown in 
MS medium. Drought was induced by adding Polyethylene glycol 6000 (PEG 6000) to the 
culture medium at concentrations of 0, 10, 15, 20 and 25 % (w/v), while salinity was induced by 
adding sodium chloride (NaCl) to the medium at concentrations of 0, 1, 1.5, 2, 2.5 and 3 % 
(w/v). The plant growth parameters were analyzed after 30 days in culture. Differentiation fresh 
weight, number of leaves and shoot length of the transgenic plants were similar to those of 
wild-type plants. The result showed that overexpression of SINA3 gene do not tolerant to salt 
and drought stresses in transgenic tobacco. The research project of genes discovery expressed 
in response to drought stress in the drought tolerant Maize (NSW3 variety) by PCR technique, 
we have used an annealing control primer (ACP) based reverse transcription polymerase chain 
reaction to identify drought-stress-induced differentially expressed genes in cDNA of maize 
leaves at 7 days after water depletion and cDNA from maize leaves to usually water (control) 
using 12 ACP-based RT-PCR screening method, two up-regulated ACPs were identified which 
were ACP2 and ACP12. The information might be helpful for better understanding of drought 
stress mechanism in maize to further gaining information about the plant genetic improvement 
for drought tolerance in plant. The research project of genetic manipulation and gene insertion 
of OsSKIPa, a multistress tolerance gene to high protein soybean using ovary drip transformation, 
we have the development of direct transformation become very useful and more attractive to 
researcher because of the concerning on using genetic maker in the vector such as antibiotic 
gene or other illegal inserts. With directed transformation method, linear gene cassette will be 
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the only insert to plant genome. This study is intended to transform drought resistance gene 
OsSKIPa to soybean via Ovary drip. The experiment was done successfully with the synthesis of 
linear gene cassette and development of the protocol via remove mostly styles and direct DNA 
drip to the soybean flower. Despite all efforts and many tries, the transformation frequencies 
come out o% and no Insert found in F1 Thai soybean cultivar which may cause from high 
temperature and inappropriate environment & condition. 
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การทดลองที่ 1 

การโคลนยีนที่ทนต่อสภาวะขาดน้ าในข้าวโพดพันธุ์ทนแล้ง 
Cloning of Drought Stress Gene in Zea mays (L.) 

 

       สุภาวดี  ง้อเหรียญ             พยุงศักดิ์  รวยอารี           อรุโณทัย  ซาววา         หทัยรัตน์  อุไรรงค์ 
Suphawadee   Ngorian    Payungsak  Rauyaree    Aroonothai  Sawwa    Hathairat   Urairong 

 

ค าส าคัญ (Key words) 
 

การโคลนยีน (cloning)  สภาวะขาดน้ า (drought stress) ข้าวโพด (Zea mays L.), เวคเตอร์ (plant 
expression vector), ชุด cassette ยีน (gene cassette) 

 
บทคัดย่อ 

 

การโคลนยีนที่ทนต่อสภาวะขาดน้ าในข้าวโพดพันธุ์ทนแล้ง มีวัตถุประสงค์เพ่ือโคลนยีนและศึกษา
คุณสมบัติของยีนที่เกี่ยวข้องกับลักษณะการทนต่อสภาวะขาดน้ าในพืช ส าหรับน าไปใช้ในการพัฒนาพันธุ์พืชให้มี
ศักยภาพในการให้ผลผลิตและสามารถทนต่อสภาวะเครียดอันเกิดจากภาวะขาดน้ าในพืชได้ ซึ่งยีนที่ท าการโคลนใน
ครั้งนี้ได้แก่ ยีน SINA3 และ SINAT3 เป็นยีนที่อยู่ในกลุ่ม E3 ubiquitin ligase เป็นเอนไซม์ที่มีบทบาทส าคัญใน
การควบคุมการแสดงออกของยีนที่ตอบสนองต่อสภาวะเครียดของพืช โดยการควบคุมการเปลี่ยนแปลง
กระบวนการถอดรหัส (responsive transcription factors) ที่จ าเป็นส าหรับการปรับตัวให้เข้ากับสภาวะเครียด
และการควบคุมกิจกรรมของโปรตีนต่างๆ ส าหรับน าไปใช้ภายในเซลล์พืช งานวิจัยนี้ได้ท าการโคลนยีน SINA3 และ 
SINAT3 จากข้าวโพดพันธุ์ทนแล้ง โดยท าการออกแบบไพรเมอร์ที่มีความจ าเพาะกับยีน SINA3 และ SINAT3    
น ามาท าปฏิกิริยา RT–PCR กับอาร์เอ็นเอรวมของข้าวโพด 4 พันธุ์ ได้แก่ ตากฟูา 1 (TF1), ตากฟูา 3 (TF3), 
นครสวรรค์ 3 (NS3) และ นครสวรรค์ 1 (NS1) ได้ยีน SINA3 และ SINAT3 มีขนาดเท่ากับ 1,026 คู่เบส และ 1,050 
คู่เบส ตามล าดับ เมื่อน าข้อมูลที่ได้มาวิเคราะห์โครงสร้างของยีนโดยใช้โปรแกรม EMBL-EBI database พบว่า ยีน 
SINA3 และ SINAT3 ที่ได้มีส่วนประกอบครบทั้งยีน ซึ่งประกอบด้วย ล าดับเบสในส่วนที่มีการแสดงออกของยีน 
Open Reading Frame (ORF) จ านวน 1 exon สามารถถอดรหัสเป็นกรดอะมิโนของยีน SINA3 และ SINAT3 
เท่ากับ 341 และ 349 amino acids เมื่อน าล าดับนิวคลีโอไทด์ที่ได้ไปเปรียบเทียบกับยีนชนิดเดียวกันที่มีรายงานใน
ฐานข้อมูล GenBank พบว่า ยีน SINA3 ที่โคลนได้จากข้าวโพดมีความเหมือนอย่างสูงกับยีนในกลุ่ม E3 ubiquitin 
protein ligase ที่พบในข้าวโพด (Zea mays L.) (EF434383.1) และข้าวฟุางหางหมา (Setaria italica (L.) Beauv.) 
(XM003572636.1) โดยมีค่า % Max Identities เท่ากับ 99% และ 90% ตามล าดับ และล าดับนิวคลีโอไทด์ของ
ยีน SINAT3 ที่ได้มีความเหมือนอย่างสูงกับยีน E3 ubiquitin protein ligase ที่พบในข้าวโพด (Zea mays L.) 
(EU966994.1) และข้าวฟุางหางหมา (Setaria italica (L.) Beauv.) (XM004960614.1) โดยมีค่าความเหมือน 
(% Max Identities) เท่ากับ 99% และ 90% ตามล าดับ จากนั้นท าการสร้างชุด cassette ยีน โดยการเชื่อมต่อชิ้น
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ยีน ZmSINA3 และ ZmSINAT3 เข้ากับ plant expression vector (pCAMBIA2300) ที่ประกอบด้วยโปรโมเตอร์ 
(35SCaMV) และเทอร์มิเนเตอร์ (NOS) ได้พลาสมิดสายผสม pCAMBIA2300 – ZmSINA3 และ pCAMBIA2300 
– ZmSINAT3 มีขนาด 10.6 และ 10.7 กิโลเบส ตามล าดับ สามารถน าชุดยีนดังกล่าวไปศึกษาการแสดงออกของ
ยีนโดยการถ่ายฝากยีนเข้าสู่พืชต้นแบบ เพ่ือเป็นข้อมูลส าหรับน าไปพัฒนาพันธุ์พืชเศรษฐกิจที่สนใจ เช่น ถั่วเหลือง 
ข้าวโพด อ้อย ฯลฯ เพ่ือเพ่ิมศักยภาพการทนต่อสภาวะขาดน้ าต่อไปในอนาคต  

 
Abstract 

 
 SINA3 and SINAT3 genes is an E3 ubiquitin ligase enzyme that plays a critical role in 

regulating plant responses to abiotic stresses such as drought, temperature fluctuations, high 
salinity, radiation and nutrient deprivation adversely affect growth, development and productivity. 
In this study, two full-length cDNA sequences of corn (Zea mays L.) encoding ZmSINA3 and 
ZmSINAT3 have been isolated from four corn variety names TAKFA 1, TAKFA 3, NAKORNSAWAN 
3 and NAKORNSAWAN 1 via RT – PCR based method with SINA3 (forward) + SINA3 (reverse) and 
SINAT3 (forward) + SINAT3 (reverse). The SINA3 and SINAT3 gene sequence contains a fragment 
of 1026 and 1050 bp complete ORF, encoded for 341 and 349 amino acids polypeptide. The 
highly conserved region of the gene is E3 ubiquitin protein ligase which are also found in 
monocots Zea mays L. (EF434383.1, EU966994.1) and Setaria italica (L.) Beauv. (XM003572636.1, 
XM004960614.1) with 99% and 90% of homology respectively. A 1,026 bp and 1,050 bp 
fragment of the ZmSINA3 and ZmSINAT3 gene was inserted into plant expression vector 
pCAMBIA2300 containing 35SCaMV promoter and NOS terminator, nptII as selectable marker 
with total size of 10.6 and 10.7 kb for pCAMBIA2300 – ZmSINA3 and pCAMBIA2300 – ZmSINAT3 
over – expression cassette. 
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บทน า 

สภาวะโลกร้อน (Global Warming) หรือ สภาวะภูมิอากาศเปลี่ยนแปลง (Climate Change) คือ การที่
อุณหภูมิเฉลี่ยของโลกเพ่ิมขึ้นประมาณ 0.5-1 องศาเซลเซียสต่อปี จากผลของภาวะเรือนกระจก (Greenhouse 
Effect) และปรากฏการณ์เอลนิโน (ELNINO) ซึ่งเป็นหนึ่งในวิกฤติการณ์ที่ส่งให้อากาศในโลกร้อนข้ึนเรื่อยๆ สภาวะ
อากาศเปลี่ยนแปลงไปอย่างไม่เคยพบมาก่อน เช่น ฤดูหนาวที่สั้นลง ฤดูร้อนที่ยาวนานขึ้น ภาวะภัยแล้ง และ
อุทกภัยที่เกิดบ่อยครั้งและรุนแรงขึ้นส่งผลกระทบต่อสิ่งมีชีวิต ตลอดจนพืชผลทางการเกษตร ความรุนแรงของภัย
แล้งขึ้นกับความชื้นในอากาศ ความชื้นในดินและระยะเวลาที่เกิดความแห้งแล้ง ในช่วงหลายปีที่ผ่านมา นอกจาก
ประเทศไทยจะประสบกับปัญหาอุทกภัยที่รุนแรงแล้ว ปัญหาการขาดน้ าทั้งด้านอุปโภคบริโภค และการเกษตร ซึ่ง
อาจท าให้พืชชะงักการเจริญเติบโต และพ้ืนที่การเกษตรเสียหาย ซึ่งมีต้นเหตุมาจากการที่มนุษย์ได้เพ่ิมปริมาณก๊าซ
คาร์บอนไดออกไซด์ ไนตรัสออกไซด์ และคลอโรฟลูโรคาร์บอน (CFC) จากการเผาไหม้เชื้อเพลิงต่างๆ การขนส่ง 
การผลิตในโรงงานอุตสาหกรรมและที่ส าคัญจากการตัดไม้ท าลายปุาจ านวนมหาศาล ส่งผลกระทบต่อการด ารงอยู่
ของสิ่งมีชีวิตทั้งคน สัตว์ และพืช (http://www.baanjomyut.com/library/global_warming) ซึ่งในปัจจุบันไม่
สามารถคาดการณ์ปริมาณน้ าฝนที่ตกในแต่ละปีได้ อาจเกิดสภาวะน้ าท่วมฉับพลัน หรือแห้งแล้งอย่างรุนแรง 
ผลกระทบจากภาวะโลกร้อนที่เห็นได้ชัดเจนในระยะสั้นในประเทศไทยได้ก่อให้เกิดความเสียหายต่อผลผลิตทาง
การเกษตรเป็นจ านวนมาก  

การตอบสนองต่อสภาวะขาดน้ าของพืชในระดับยีน จากการศึกษาในพืชชนิดต่างๆ พบว่า มียีนจ านวน
มากที่เก่ียวข้องกับความสามารถในการทนแล้งและการตอบสนองต่อสภาวะแล้งของพืชจะชักน าให้มีการแสดงออก
ของยีนต่างๆ การศึกษาการแสดงออกของยีนต่อสภาวะขาดน้ า สามารถแบ่งได้เป็น 3 กลุ่มส าคัญ คือ (1) กลุ่มยีนที่
เกี่ยวข้องกับ signal transduction pathways (STPs) และการควบคุมการถอดรหัส (2) กลุ่มยีนที่ปูองกันเมม
เบรนและฟังก์ชันของโปรตีน และ (3) กลุ่มยีนที่เก่ียวข้องกับการดูดซึมน้ า ไอออน และการขนส่ง (Vierling, 1991; 
Ingram and Bartels, 1996; Smirnoff, 1998; Shinozaki and Yamaguchi-Shinozaki, 2000) และพบว่ายีนที่
ถูกชักน าให้แสดงออกในช่วงที่พืชเผชิญสภาวะขาดน้ า มีหน้าที่หลัก 2 ด้านคือ ช่วยปูองกันเซลล์จากการขาดน้ า
และช่วยควบคุมการแสดงออกของยีนระหว่างที่พืชอยู่ภายใต้ภาวะเครียดจากการขาดน้ า 

การปรับปรุงพันธุ์พืชให้มีความทนทานต่อสภาวะขาดน้ า ที่ผ่านมาต้องอาศัยระยะเวลา และการปรับปรุง
พันธุ์โดยอาศัยการปรับปรุงแบบปกติ ที่ผ่านมาไม่ประสบผลส าเร็จเท่าที่ควร นักวิจัยจึงพยายามหาหนทางหรือแนว
ทางการปรับปรุงพันธุ์ โดยอาศัยวิธีการทางเทคโนโลยีชีวภาพเข้ามาช่วยในการพัฒนาสายพันธุ์พืชกันมากขึ้นทั้งใน
ประเทศ และต่างประเทศ เพ่ือช่วยเร่งรัดกระบวนการปรับปรุงพันธุ์พืชให้ทนต่อสภาวะขาดน้ าได้ ซึ่งกรมวิชาการ
เกษตร โดยส านักวิจัยพัฒนาเทคโนโลยีชีวภาพได้มีงานวิจัยเกี่ยวกับการค้นหาและศึกษากลุ่มยีน การแสดงออกของ
ยีนที่ตอบสนองต่อสภาวะขาดน้ าในข้าวโพดพันธุ์ทนแล้งที่มีความส าคัญทางเศรษฐกิจ เป็นการศึกษาหน้าที่การ
ท างานของยีน และค้นหายีนที่เกี่ยวข้องกับกลไกทางสรีรวิทยาของพืชที่สามารถทนต่อสภาวะขาดน้ า โดยน ายีน
และข้อมูลยีนที่ได้มาใช้ในการพัฒนาสายพันธุ์พืชให้มีความทนทานต่อสภาวะขาดน้ าในพืชเศรษฐกิจอ่ืนๆ ที่ต้องการ 

http://www.baanjomyut.com/library/global_warming
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เพ่ือให้สามารถน ามาใช้เป็นพืชทางเลือกในการลดปัญหาที่เกิดจากภาวะโลกร้อนได้ ซึ่งเป็นเรื่องที่นักวิจัย ไทยต้อง
ด าเนินการอย่างเร่งด่วน  

ดังนั้นในงานวิจัยนี้ จึงได้น าเทคโนโลยีด้านการโคลนยีนมาประยุกต์ใช้ในการค้นหาและศึกษาคุณสมบัติ
ของยีนที่เกี่ยวข้องกับลักษณะการทนต่อสภาวะขาดน้ าในข้าวโพด และสามารถน ายีนที่ได้ไปถ่ายฝากลงในพืช
เศรษฐกิจอ่ืนๆ เพ่ือให้ทนต่อสภาวะขาดน้ าต่อไป 

ระเบียบวิธีการวิจัย 
 
ประเด็นวิจัย : เป็นการศึกษาและวิเคราะห์ข้อมูลยีน/กลุ่มยีนที่เกี่ยวข้องกับความทนทานต่อสภาวะขาดน้ าในพืช     
โดยท าการโคลนยีนที่ทนต่อสภาวะขาดน้ าจากข้าวโพด และสร้างชุด cassette ยีน ส าหรับน าไปถ่ายฝากเข้าสู่พืชที่
สนใจ เพื่อเพ่ิมศักยภาพในการทนทานต่อสภาวะขาดน้ าได้ 
สถานที่ทดลอง :   ส านักวิจัยพัฒนาเทคโนโลยีชีวภาพ 
ระยะเวลาท าการวิจัย :  ตุลาคม  2556 -  กันยายน  2557 
วิธีการทดลอง 
1. การเตรียมตัวอย่างพืช 

 ได้คัดเลือกพันธุ์ข้าวโพดที่มีลักษณะทนแล้ง ได้แก่ พันธุ์ตากฟูา 1, ตากฟูา 3, นครสวรรค์ 3 และ 
นครสวรรค์ 1 ซึ่งได้รับความอนุเคราะห์เมล็ดพันธุ์ข้าวโพดจากศูนย์วิจัยพืชไร่นครสวรรค์ โดยน าเมล็ดพันธุ์มาปลูก
ในกระถางที่เตรียมไว้ รดน้ า 2 – 3 วัน/ครั้ง เมื่ออายุประมาณ 45 วัน งดให้น้ า น าใบอ่อนมาสกัดอาร์เอ็นเอเพ่ือหา
ส่วนของยีนที่มีการแสดงออก  

 

2. ออกแบบไพรเมอร์ส าหรับเพิ่มปริมาณยีน SINA3 และ SINAT3 
 ท าการศึกษา และค้นหายีนที่เกี่ยวข้องกับลักษณะการทนต่อสภาวะขาดน้ าในข้าวโพด ได้แก่ ยีน SINA3 
และ SINAT3 ที่มีรายงานในพืชชนิดต่างๆ จากฐานข้อมูลทางอินเทอร์เน็ต (www.ncbi.nim.nih.gov/) น ามา
วิเคราะห์ล าดับเบสที่มีความเหมือนกันอย่างสูง (conserve region) โดยใช้โปรแกรม ClustalW2 Multiple 
Alignment (European Bioinformatics Institute, UK) ออกแบบไพรเมอร์ส าหรับเพ่ิมปริมาณยีน SINA3 และ 
SINAT3 คือ SINA3 (forward) SINA3 (reverse) SINAT3 (forward) และ SINAT3 (reverse) ไพรเมอร์ที่ใช้ใน
การเพ่ิมปริมาณยีนในส่วนที่มีการแสดงออกของยีน SINA3 และ SINAT3 คือ SINAXbaI (forward) SINAKpnI 
(reverse) SINATXbaI (forward) และ SINATKpnI (reverse) ไพรเมอร์ที่ใช้ในการตรวจสอบการเชื่อมต่อของชิ้นยีน 
SINA3 และ SINAT3 เข้ากับ Plant Expression Vector (pCAMBIA2300) คือ NOS (forward) และ 35SCaMV 
(reverse) (ตารางท่ี 1)  
 
 
 
 

http://www.ncbi.nim.nih.gov/


21 
 
3. การโคลนยีน SINA3 และ SINAT3 ในส่วนที่มีการแสดงออกของยีน 
 3.1 การสกัดอาร์เอ็นเอรวม 
  ตัวอย่างข้าวโพดที่ใช้ในการทดลอง ได้แก่ ตากฟูา 1, ตากฟูา 3, นครสวรรค์ 3 และ นครสวรรค์ 1 เมื่ออายุ
ได้ 45 วัน งดให้น้ า น ามาสกัดอาร์เอ็นเอรวม โดยใช้ MasterPureTM Complete DNA and RNA Purification 
Kit (BIONEER Corporation) ตัดใบอ่อนของข้าวโพดประมาณ 5 มิลลิกรัม บดในโกร่งพร้อมกับไนโตรเจนเหลวจน
เป็นผงแปูง ย้ายตัวอย่างลงในหลอดทดลองขนาด 1.5 มิลลิลิตร เติม Tissue and Cell Lysis Solution 300 

ไมโครลิตร ผสมโดยการเอียงหลอดไปมาเบาๆ บ่มตัวอย่างที่อุณหภูมิ 65C นาน 15 นาที เขย่าทุกๆ 5 นาที วาง
ตัวอย่างบนน้ าแข็งนาน 3 – 5 นาที เติม MPC Protein Precipitation Reagent 150 ไมโครลิตร เขย่าส่วนผสม
ให้เข้ากัน นาน 10 วินาที น าไปปั่นเหวี่ยงด้วยเครื่อง Centrifuge ที่ความเร็ว 10,000 รอบ/นาที นาน 10 นาที 
เพ่ือตกตะกอนดีเอ็นเอ ย้ายส่วนใสใส่ในหลอดทดลองขนาด 1.5 มิลลิลิตร เติม Isopropanol 500 ไมโครลิตร 
กลับหลอดไปมา 30 – 40 ครั้ง น าไปปั่นเหวี่ยงด้วยเครื่อง Centrifuge ที่ความเร็ว 10,000 รอบ/นาที อุณหภูมิ 

4C นาน 10 นาที เทส่วนใสออกให้หมด ละลายตะกอนดีเอ็นเอด้วย DNaseI Solution 200 ไมโครลิตร        

บ่มตัวอย่างที่อุณหภูมิ 37C นาน 10 – 30 นาที เติม MPC Protein Precipitation Reagent 200 ไมโครลิตร 
เขย่าส่วนผสมให้เข้ากัน นาน 10 วินาที วางตัวอย่างบนน้ าแข็ง นาน 3 – 5 นาที น าไปปั่นเหวี่ยงด้วยเครื่อง 
Centrifuge ที่ความเร็ว 10,000 รอบ/นาที นาน 10 นาที ย้ายสารละลายอาร์เอ็นเอที่ได้ลงในหลอดทดลองขนาด 
1.5 มิลลิลิตร เติม Isopropanol 500 ไมโครลิตร กลับหลอดไปมา 30 – 40 ครั้ง น าไปปั่นเหวี่ยงด้วยเครื่อง 

Centrifuge ที่ความเร็ว 10,000 รอบ/นาที อุณหภูมิ 4C นาน 10 นาที เทส่วนใสทิ้ง ล้างตะกอนอาร์เอ็นเอด้วย 
75% Ethanol 300 ไมโครลิตร (ท า 2 ครั้ง) เอา Ethanol ออกให้หมดโดยใช้ไปเปตละลายตะกอนอาร์เอ็นเอด้วย 
TE buffer 35 ไมโครลิตร แล้วเติม Script Guard RNase Inhibitor 1 ไมโครลิตร เพ่ือยับยั้งไม่ให้อาร์เอ็นเอถูกย่อย 
วัดค่าความเข้มข้น (O.D.) ของสารละลายอาร์เอ็นเอที่ได้ โดยใช้เครื่อง spectrophotometer เก็บสารละลาย  

อาร์เอ็นเอที่ -80C จนกว่าจะใช้งาน 
 
 3.2 การสังเคราะห์ cDNA จาก total RNA โดยวิธี RT–PCR  
 ท าการสังเคราะห์ cDNA จากอาร์เอ็นเอรวมของข้าวโพดทั้ง 4 พันธุ์ โดยใช้ SuperScripTM III One–Step 
RT–PCR System with Platinum Taq DNA Polymerase Kit (Invitrogen, Carlsbad, CA) ด้วยวิธี One–Step 
RT–PCR ซึ่งใช้ไพรเมอร์ที่มีความจ าเพาะกับยีน SINA3 คือ SINA3 (forward) และ SINA3 (reverse) และไพรเมอร์
ที่มีความจ าเพาะกับยีน SINAT3 คือ SINAT3 (forward) และ SINAT3 (reverse) ในปริมาตรของปฏิกิริยาพอลิเมเรส

ทั้งหมด 50 ไมโครลิตร ประกอบด้วย สารละลาย total RNA 10 นาโนกรัม – 1 ไมโครกรัม, 10 M Gene Specific 

Primer (forward), 10 M Gene Specific Primer (reverse), 2X Reaction Mix, 2U SuperScriptTMIII 
RT/Platinum Taq Mix น าปฏิกิริยาเข้าเครื่องเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรม PCR (Thermal Cycle 9700) โดยตั้ง

โปรแกรมอุณหภูมิ Pre–Denature 55C 30 นาที จ านวน 1 รอบ ตามด้วย 94C 2 นาที จ านวน 1 รอบ และ 
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ตั้งรอบให้เครื่องท างาน 3 ขั้นตอน ดังนี้ Denature 94C 15 วินาที, Anneal 60C 30 วินาที, Extend 68C   

3 นาที จ านวน 40 รอบ ตามด้วยขั้นตอน 68C 5 นาที อีก 1 รอบ หลังจากสิ้นสุดปฏิกิริยาแล้วเก็บตัวอย่างไว้ที่ 

4C และน า cDNA ที่สังเคราะห์ได้มาตรวจสอบคุณภาพด้วย 1% agarose gel electrophoresis และเก็บ

ตัวอย่างไว้ที่อุณหภูมิ -20C 
  
 3.3 การเชื่อมต่อช้ินยีน SINA3 และ SINAT3 เข้ากับเวกเตอร์ และการตรวจสอบการปรากฏของยีน  
  3.3.1 การเชื่อมต่อชิ้นยีน SINA3 และ SINAT3 เข้ากับเวกเตอร์ และการถ่ายฝากยีนเข้าสู่เซลล์แบคทีเรีย 
   น าผลผลิต PCR มาท าให้บริสุทธิ์ โดยใช้ชุดสกัดดีเอ็นเอออกจากเจล QIAquick Gel Extraction 
Kit (QIAGEN, USA) น ามาแยกด้วย 0.8% low melting gel แล้วย้อมด้วย Gel Star (Cambrex Bio Science 
Rockland, Inc) จากนั้นตัดแถบดีเอ็นเอบนเครื่อง Dark Reader Transilluminators ใส่ในหลอดทดลองขนาด    

1.5 มิลลิลิตร ชั่งน้ าหนักเจลที่ได้เติม QG Buffer 3 เท่าของน้ าหนักเจล น าไปบ่มที่อุณหภูมิ 50C นาน 1 ชั่วโมง 
เขย่าแรงๆ ทุก 2 นาที จนเจลละลายหมด เติม Isopropanol 1 เท่าของน้ าหนักเจล ผสมให้เข้ากัน ย้ายสารละลาย
ทั้งหมดใส่ใน Binding Column บ่มทิ้งไว้ 5 นาที น าไปปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 12,000 รอบ/นาที นาน 1 นาที     
เทส่วนใสทิ้ง เติม PE Buffer 750 ไมโครลิตร บ่มทิ้งไว้ 5 นาที น าไปปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 12,000 รอบ/นาที   
นาน 1 นาที เทส่วนใสทิ้ง ย้าย Binding Column วางลงบนหลอดทดลองขนาด 1.5 มิลลิลิตร เติม EB Buffer 

(อุ่นที่อุณหภูมิ 50 – 60C) 30 ไมโครลิตร บ่มทิ้งไว้ 15 – 30 นาที น าไปปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 12,000 รอบ/นาที 
นาน 1 นาที ตรวจสอบคุณภาพด้วย 1.5% Agarose gel electrophoresis จากนั้นน ามาท าปฏิกิริยา ligation 
โดยใช้ T&A Cloning Kit (RBC Bioscience, Taiwan) ในปริมาตรของปฏิกิริยาทั้งหมด 10 ไมโครลิตร 
ประกอบด้วย Gel-purified PCR product 4 ไมโครลิตร, T&A Cloning vector 2 ไมโครลิตร, Ligation Buffer A 
1 ไมโครลิตร, Ligation Buffer B 1 ไมโครลิตร, T4 DNA Ligase 1 ไมโครลิตร ปรับปริมาตรให้ครบด้วยน้ า    

ผสมปฏิกิริยาทั้งหมดให้เข้ากัน น าไปบ่มที่อุณหภูมิห้อง 22C เป็นเวลา 15 – 30 นาที และน าไปบ่มที่อุณหภูมิ 

4C นานข้ามคืน จากนั้นท าการถ่ายฝากยีนเข้าสู่เซลล์แบคทีเรีย E. coli สายพันธุ์ DH5 โดยน าปฏิกิริยา 
ligation จ านวน 2 ไมโครลิตร ใส่ลงในหลอดคอมพิเทนต์เซลล์ 50 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากัน และแช่บนน้ าแข็ง

เป็นเวลา 30 นาที น าไป heat – shock ที่อุณหภูมิ 42C เป็นเวลา 30 วินาที (ไม่ต้องเขย่า) น าไปแช่บนน้ าแข็ง
ทันทีเป็นเวลา 2 นาที เติม S.O.C. medium 250 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากันและน าไปเขย่าที่ความเร็ว 250 รอบ

ต่อนาที ที่อุณหภูมิ 37C เป็นเวลา 1 ชั่วโมง จากนั้นน าตัวอย่างไป spread บนอาหารแข็ง LB (เตรียม 1 ลิตร : 
10 กรัม NaCl, 10 กรัม Tryptone, 5 กรัม Yeast extract, 15 กรัม Bacto-Agar, ddH2O) เติมสารปฏิชีวนะ 

amplicillin ที่ความเข้มข้น 50 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร บ่มเพลทไว้ที่อุณหภูมิ 37C นานข้ามคืน  
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  3.3.2 การตรวจสอบการปรากฏของยีน SINA3 และ SINAT3 ในเวกเตอร์ 
  คัดเลือกโคโลนีสีขาวที่มีชิ้นส่วนของยีนสอดแทรกอยู่ น ามาเลี้ยงในอาหารเหลว LB ที่เติมสาร

ปฏิชีวนะ amplicillin ที่ความเข้มข้น 50 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร ที่อุณหภูมิ 37C เขย่าที่ความเร็ว 220 รอบต่อนาท ี
นาน 12 – 16 ชั่วโมง น ามาสกัดพลาสมิดดีเอ็นเอ โดยใช้ GeneJETTM Plasmid Miniprep Kit (Fermentas, 
USA) น าเซลล์ที่เลี้ยงไว้มาปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 12,000 รอบต่อนาที นาน 5 นาที เพ่ือตกตะกอนเซลล์ เทอาหาร
ทิ้ง ละลายตะกอนเซลล์ด้วย Resuspension Solution  250 ไมโครลิตร เขย่าให้เซลล์ละลาย เติม Lysis 
Solution 250 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากัน โดยกลับหลอดขึ้นลง 4 – 6 ครั้ง เติม Neutralization Solution 350 
ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากัน โดยกลับหลอดขึ้นลง 4 – 6 ครั้ง น าไปปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 12,000 รอบ/นาที นาน 5 
นาที จากนั้นย้ายสารละลายเซลล์ลงใน GeneJETTM spin column น าไปปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 12,000 รอบ/นาที 
นาน 1 นาที เทส่วนใสทิ้ง เติม Wash Solution 500 ไมโครลิตร เพ่ือล้าง column น าไปปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 
12,000 รอบ/นาที นาน 1 นาที เทส่วนใสทิ้ง (ท าซ้ า 2 ครั้ง) ย้าย GeneJETTM spin column วางบนหลอด
ทดลองขนาด 1.5 มิลลิลิตร เติม Elution Buffer 50 ไมโครลิตร บ่มทิ้งไว้นาน 15 – 30 นาที น าไปปั่นเหวี่ยงที่
ความเร็ว 12,000 รอบ/นาที นาน 1 นาที น าพลาสมิดดีเอ็นเอที่ได้มาตรวจสอบคุณภาพด้วย 1% agarose gel 

electrophoresis และเก็บตัวอย่างดีเอ็นเอท่ีได้ไว้ที่อุณหภูมิ -20C 
  การตรวจสอบการปรากฏของยีน SINA3 และ SINAT3 โดยน าพลาสมิดดีเอ็นเอที่สกัดได้มาตัดด้วย
เอนไซม์ตัดจ าเพาะ BamHI และ KpnI ในปฏิกิริยาทั้งหมด 20 ไมโครลิตร ประกอบด้วย พลาสมิดดีเอ็นเอ 100 – 
200 นาโนกรัม, 1X FastDigest Buffer, 0.5U FastDigest Enzyme ปรับปริมาตรให้ครบด้วยน้ า ผสมให้เข้ากัน 

น าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 37C นาน 30 นาที และหยุดปฏิกิริยาที่อุณหภูมิ 80C นาน 5 นาที น ามาตรวจสอบรูปแบบ
ของแถบดีเอ็นเอด้วย 1% agarose gel electrophoresis 

 

 3.5 การวิเคราะห์ล าดับเบส (DNA Sequencing) 
น าตัวอย่างพลาสมิดดีเอ็นเอที่มีชิ้นส่วนของยีน SINA3 และ SINAT3 มาเป็นต้นแบบในการวิเคราะห์ล าดับเบส 

โดยใช้สารเคมี ABI PRISM® BigDye® Terminator Cycle Sequencing V3.1 Kit (Perkin-Elmer) ร่วมกับไพรเมอร์ 

M13 (forward) 5 – GTA AAA CGA CGG CCA GT – 3 และ M13 (reverse) 5 –GCG GAT AAC AAT TTC 

ACA CAG G – 3 ในการท าปฏิกิริยาทั้งหมด 10 ไมโครลิตร ประกอบด้วย พลาสมิดดีเอ็นเอ 100 นาโนกรัม, 
BigDyeTM 2 ไมโครลิตร, Ready Reaction buffer 1 ไมโครลิตร, 5 ไมโครโมล ไพรเมอร์ Forward / Reverse 
และ ddH2O 3.4 ไมโครลิตร น าปฏิกิริยา cycle sequencing ที่ได้ เข้าเครื่อง Thermal Cycler 9700 โดยตั้ง

รอบปฏิกิริยาดังนี้ Denaturation 96C 10 วินาที, Annealing 50C 5 วินาที, Extention 60C 4 นาที 

จ านวน 25 รอบ และ Hold ที่ 4C infinity () หลังจากนั้นท าการล้างสีฟลูออเรสเซนต์ส่วนเกิน โดยน าผลผลิต
ที่ได้ใส่ลงในหลอดทดลองขนาด 1.5 มิลลิลิตร เติม Solution A (ddH2O 16 ไมโครลิตร: 95% ethanol 64 

ไมโครลิตร) ผสมให้เข้ากัน น าไปไว้ที่อุณหภูมิ 4C นาน 15 นาที ผสมให้เข้ากันโดยกลับหลอดขึ้นลงทุก 5 นาที 

น าไปหมุนเหวี่ยงที่อุณหภูมิ 0C ความเร็ว 14,000 รอบต่อนาที นาน 20 นาที เทส่วนใสทิ้ง ล้างตะกอนที่ได้ด้วย 
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70% Ethanol 300 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากันโดยกลับหลอดขึ้นลงนาน 5 นาที น าไปหมุนเหวี่ยงที่อุณหภูมิ 0C 
ความเร็ว 14,000 รอบ/นาที นาน 10 นาที เทส่วนใสทิ้ง ปล่อยให้ตะกอนแห้งในที่มืด จากนั้นละลายตะกอนด้วย 
Hidi-formamide 10 ไมโครลิตร ผสมตัวอย่างให้เข้ากันในหลอด น าไปปั่นให้ดีเอ็นเอตกที่ก้นหลอด น าตัวอย่างใส่

หลอด Septa บ่มไว้ที่อุณหภูมิ 95C นาน 2 นาที และแช่ไว้บนน้ าแข็งทันที น าตัวอย่าง load เข้าเครื่อง ABI 
PRISM® 310 Genetic Analyzer เพ่ือวิเคราะห์ล าดับเบส จากนั้นน าข้อมูลที่ได้มาวิเคราะห์ค่าต่างๆ ด้วย
โปรแกรมส าเร็จรูปและโปรแกรมบนเครือข่ายอินเทอร์เน็ต   

 
4. การสร้างชุด cassette ยีน และการตรวจสอบการปรากฏของยีน SINA3 และ SINAT3 
 4.1 การสร้างชุด cassette ยีน 
  4.1.1 การเพิ่มปริมาณยีน SINA3 และ SINAT3 จากพลาสมิดดีเอ็นเอของข้าวโพด โดยวิธี PCR 
   น าพลาสมิดดีเอ็นเอที่มียีน SINA3 และ SINAT3 ไปเพ่ิมปริมาณส่วนที่ต้องการในหลอดทดลองกับ
ไพรเมอร์ที่จ าเพาะกับยีน SINA3 คือ SINAXbaI (forward) และ SINAKpnI (reverse) และยีน SINAT3 คือ 
SINATXbaI (forward) และ SINATKpnI (reverse) ซึ่งได้เติมล าดับเบสที่เป็นต าแหน่งจดจ าของเอนไซม์ตัด
จ าเพาะ XbaI และ KpnI เพ่ือบังคับทิศทางของการเชื่อมต่อชิ้นยีน โดยใช้ Hot Start Taq Master Mix Kit 
(QIAGEN, USA) ในปริมาตรของปฏิกิริยาพอลิเมเรสทั้งหมด 50 ไมโครลิตร ประกอบด้วย สารละลายดีเอ็นเอ 100 
นาโนกรัม, 0.5U HotStart Taq Master Mix, 0.4 µM Gene Specific Primer (forward), 0.4 µM Gene 

Specific Primer (reverse) ปรับปริมาตรให้ครบด้วยน้ าโดยตั้งโปรแกรมอุณหภูมิ Pre–Denature 93C 15 นาที 

จ านวน 1 รอบ และตั้งรอบให้เครื่องท างาน 3 ขั้นตอน ดังนี้ Denature 94C 30 วินาที, Anneal 60C 30 วินาที, 

Extend 68C 1 นาที จ านวน 35 รอบ ตามด้วยขั้นตอน 72C 10 นาที อีก 1 รอบ หลังจากสิ้นสุดปฏิกิริยาเก็บ

ตัวอย่างไว้ที่ 4C และตรวจวิเคราะห์ผล โดยน าผลผลิต PCR ที่ได้มาตรวจสอบขนาดชิ้นดีเอ็นเอด้วย 1.5% 
agarose gel electrophoresis น าไปย้อมเจลด้วยสารละลาย ethidium bromide 0.5 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 
จากนั้นน าไปตรวจดูแถบดีเอ็นเอด้วยเครื่อง UV Transiluminators พร้อมบันทึกภาพ 
 

  4.1.2 การเชื่อมต่อช้ินยีน SINA3 และ SINAT3 เข้ากับ Plant Expression Vector 
 น าพลาสมิด pCAMBIA2300 ที่มีส่วนประกอบของโปรโมเตอร์ (35SCaMV) และเทอร์มิเนเตอร์ 

(NOS) ซึ่งมีขนาด 9,648 คู่เบส มาใช้เป็น Plant Expression Vector มียีน nptII (kanamycin) เป็นยีน
เครื่องหมายในการคัดเลือก และชิ้นดีเอ็นเอของยีน SINA3 และ SINAT3 ขนาด 1,026 คู่เบส และ 1,050 คู่เบส 
น าแต่ละตัวอย่างมาตัดด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะ XbaI และ KpnI โดยในปฏิกิริยาทั้งหมด 50 ไมโครลิตร 
ประกอบด้วย ดีเอ็นเอของยีน SINA3 และ SINAT3/พลาสมิดดีเอ็นเอของ pCAMBIA2300 ที่ความเข้มข้นตัวอย่างละ 
1 ไมโครกรัม, 1X FastDigest Buffer, 1U FastDigest enzyme ปรับปริมาตรให้ครบด้วยน้ า ผสมปฏิกิริยาให้เข้า

กัน บ่มที่อุณหภูมิ 37C นาน 30 นาที และน าไปบ่มต่อที่อุณหภูมิ 80C นาน 5 นาที เพ่ือหยุดปฏิกิริยา จากนั้น
น ามาแยกด้วย 0.8% low melting gel แล้วย้อมด้วย Gel Star (Cambrex Bio Science Rockland, Inc)     
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ตัดแถบดีเอ็นเอที่ต้องการบนเครื่อง Dark Reader Transilluminators และแยกสกัดดีเอ็นเอออกจากเจลโดยใช้ 
QIAquick Gel Extraction Kit (QIAGEN, USA) (ข้อ 3.3.1) จะได้ชิ้นพลาสมิด pCAMBIA2300 และชิ้นยีน 
SINA3/SINAT3 โดยที่ปลายข้างหนึ่งเป็นต าแหน่งจ าจดของเอนไซม์ตัดจ าเพาะ XbaI และอีกข้างหนึ่งเป็นต าแหน่ง
ของเอนไซม์ KpnI น าชิ้นยีน SINA3 และ SINAT3 เชื่อมต่อเข้ากับ Plant Expression Vector (pCAMBIA2300) 
เพ่ือสร้างพลาสมิดดีเอ็นเอสายผสมที่สมบูรณ์ ในปฏิกิริยาทั้งหมด 20 ไมโครลิตร ประกอบด้วยชิ้นดีเอ็นเอของยีน 
SINA3/SINAT3 200 นาโนกรัม, pCAMBIA2300 400 นาโนกรัม, 1X Ligation Buffer, T4 DNA ligase, ปรับ

ปริมาตรด้วยน้ า บ่มที่อุณหภูมิ 22C นาน 1 ชั่วโมง และน าไปบ่มต่อที่อุณหภูมิ 65C นาน 10 นาที จากนั้นท า

การถ่ายฝากยีนเข้าสู่เซลล์แบคทีเรีย E. coli สายพันธุ์ DH5 โดยน าปฏิกิริยา ligation จ านวน 5 ไมโครลิตร ใส่ลง
ในหลอดคอมพิเทนต์เซลล์ 50 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากัน และแช่บนน้ าแข็งเป็นเวลา 30 นาที น าไป heat – shock 

ที่อุณหภูมิ 42C เป็นเวลา 45 วินาที น าไปแช่บนน้ าแข็งทันทีเป็นเวลา 30 นาที เติม S.O.C. medium 250 

ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากันและน าไปเขย่าที่ความเร็ว 250 รอบ/นาที ที่อุณหภูมิ 37C เป็นเวลา 1 ชั่วโมง จากนั้น
น าตัวอย่างไป spread บนอาหารแข็ง LB (เตรียม 1 ลิตร : 10 กรัม NaCl, 10 กรัม Tryptone, 5 กรัม Yeast 
extract, 15 กรัม Bacto-Agar, ddH2O) เติมสารปฏิชีวนะ kanamycin ที่ความเข้มข้น 50 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 

บ่มเพลทไว้ที่อุณหภูมิ 37C นานข้ามคืน  
 

4.2 การตรวจสอบการปรากฏของยีน ใน Plant Expression Vector  
 4.2.1 การตรวจสอบการปรากฏของยีน SINA3 และ SINAT3 ด้วยเทคนิค PCR 

 คัดเลือกโคโลนีที่คาดว่าได้รับพลาสมิดสายผสม น ามาสกัดพลาสมิดดีเอ็นเอ โดยใช้ชุดสกัดพลาสมิด 
GeneJETTM Plasmid Miniprep Kit (Fermentas, USA) (ข้อ 3.3.2) น าพลาสมิดดีเอ็นเอที่สกัดได้น ามาท า
ปฏิกิริยา PCR ร่วมกับไพรเมอร์ NOS (forward) และ 35SCaMV (reverse) (ตารางที่ 1) ในปฏิกิริยาทั้งหมด 20 
ไมโครลิตร ประกอบด้วย พลาสมิดดีเอ็นเอ 50 นาโนกรัม, 2U HotStart Taq Master Mix, 0.5 µM Primer 
(forward), 0.5 µM Primer (reverse) ปรับปริมาตรให้ครบด้วยน้ า โดยตั้งโปรแกรมอุณหภูมิ Pre–Denature 

95C 15 นาที จ านวน 1 รอบ และตั้งรอบให้เครื่องท างาน 3 ขั้นตอน ดังนี้ Denature 94C 30 วินาที, Anneal 

60C 30 วินาที, Extend 72C 3 นาที จ านวน 35 รอบ ตามด้วยขั้นตอน 72C 10 นาที อีก 1 รอบ และ Hold 

ที่ 4C infinity () ตรวจวิเคราะห์ผลด้วย 1.5% agarose gel electrophoresis เทียบขนาดแถบดีเอ็นเอกับ   
ดีเอ็นเอมาตรฐาน 1 kb DNA ladder marker พร้อมบันทึกภาพ 

 
 4.2.2 การตรวจสอบการปรากฏของยีน SINA3 และ SINAT3 ด้วยการใช้เอนไซม์ตัดจ าเพาะ  

 การตรวจสอบการปรากฏของยีน SINA3 และ SINAT3 ด้วยการใช้เอนไซม์ตัดจ าเพาะ XbaI และ 

KpnI ในปฏิกิริยา 20 ไมโครลิตร ประกอบด้วย พลาสมิดดีเอ็นเอ 2 ไมโครลิตร, 1X FastDigest buffer, 0.5U 

FastDigest enzyme, ปรับปริมาตรให้ครบด้วยน้ า น าไปบ่มที่อุณหภูมิ 37C นาน 30 นาที และหยุดปฏิกิริยาที่ 
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80C นาน 5 นาที จากนั้นน าไปตรวจสอบขนาดดีเอ็นเอด้วย 1.5% agarose gel electrophoresis เทียบขนาดแถบ
ดีเอ็นเอกับดีเอ็นเอมาตรฐาน 1 kb DNA ladder marker (Fermentas, USA) 

 
ผลการทดลองและอภิปราย  

  
1. การโคลนยีน SINA3 และ SINAT3 จากข้าวโพดในส่วนของยีนที่มีการแสดงออก  
 จากการโคลนยีน SINA3 และ SINAT3 ในส่วนของยีนที่มีการแสดงออก โดยท าการออกแบบไพรเมอร์ที่มี
ความจ าเพาะกับยีน SINA3 คือ SINA3 (forward) และ SINA3 (reverse) และไพรเมอร์ที่มีความจ าเพาะกับยีน 
SINAT3 คือ SINAT3 (forward) และ SINAT3 (reverse) (ตารางที่ 1) โดยน าไพรเมอร์ที่สังเคราะห์ได้มาท า
ปฏิกิริยา RT – PCR กับอาร์เอ็นเอรวมของข้าวโพดพันธุ์ตากฟูา 1 (TF1), ตากฟูา 3 (TF3) (ภาพที่ 1ก), 
นครสวรรค์ 3 (NS3) และ นครสวรรค์ 1 (NS1) (ภาพที่ 1ข) พบว่า สามารถสังเคราะห์ยีน SINA3 และ SINAT3 
จากข้าวโพดทั้ง 4 พันธุ์ ได้แถบดีเอ็นเอขนาดประมาณ 1.0 กิโลเบส (ภาพที ่2ก และ 2ข) น าดีเอ็นเอของยีน SINA3 
และ SINAT3 ที่ได้ไปเชื่อมต่อเข้ากับเวกเตอร์ T&A Cloning Vector Kit และถ่ายฝากยีนเข้าสู่เซลล์แบคทีเรีย 

DH5 คัดเลือกโคโลนีที่คาดว่ามียีน SINA3 และ SINAT3 น ามาสกัดพลาสมิดดีเอ็นเอ (ภาพที่ 3ก และ 3ข) และ
ตรวจสอบโคโลนีที่ได้รับการถ่ายยีนโดยการตัดด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะ BamHI และ KpnI พบว่า รูปแบบของแถบ
ดีเอ็นเอที่มีชิ้นส่วนของยีน SINA3 และ SINAT3 ที่มีความถูกต้องจ านวน 2 แถบ ได้แก่ ขนาดประมาณ 2.7 กิโลเบส 
เป็นขนาดของเวกเตอร์ (Vector) และ 1.0 กิโลเบส เป็นขนาดของยีน SINA3 ตามล าดับ (ภาพที่ 4ก และ 4ข)  
น าพลาสมิดดีเอ็นเอโคลนที่มียีน SINA3 และ SINAT3 จากข้าวโพดทั้ง 4 พันธุ์ ไปวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์ด้วย
เครื่องวิเคราะห์ล าดับพันธุกรรม ABI PRISM® 310 Genetic Analyzer พบว่า ยีน SINA3 จากข้าวโพดทั้ง 4 พันธุ์ 
มีล าดับนิวคลีโอไทด์ เท่ากับ 1,026 คู่เบส และสามารถถอดรหัสเป็นกรดอะมิโนในส่วนที่มีการแสดงออก (ORF) 
ของยีน SINA3 จ านวน 341 amino acid (ภาพที่ 5) และ ยีน SINAT3 จากข้าวโพดทั้ง 4 พันธุ์ มีล าดับนิวคลีโอไทด์ 
เท่ากับ 1,050 คู่เบส และสามารถถอดรหัสเป็นกรดอะมิโนในส่วนที่มีการแสดงออก (ORF) ของยีน SINAT3 
จ านวน 349 amino acid (ภาพที่ 6)  
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ตารางท่ี 1 แสดงคู่ไพรเมอร์ที่ใช้ในการท าปฏิกิริยา RT – PCR ของยีน SINA3 และ SINAT3 
 

ชื่อไพรเมอร์ ล าดับนิวคลีโอไทด์ ( 5'  3' ) 
ขนาด 
(bp.) 

อุณหภูมิ 

Tm (C) 
GC content 

(%) 

SINA3(forward) ATG GAG CTG GAC AGC ATC 

GAG TGC ATG TCC TAC 

33 71.6(55) 54.5 

SINA3(reverse) TCA GCT GAA CAA ATT GGG 

AAT GCA GGC TCC TG 

32 69.4(55) 50.0 

SINAT3(forward) ATG GAC ATG GAC AGG GAC 

AGC GTG GAG TGC CTC 

33 73.2(55) 60.6 

SINAT3(reverse) TCA GCT GCA AAG GTT AGG 

AAT GCA GGC TCC 

30 70.4(55) 53.3 

SINAXbaI(forward) CAC TCT AGA ATG GAG CTG 

GAC AGC ATC GAG TGC ATG  

36 68.0(55) 52.8 

SINAKpnI(reverse) CAC GGT ACC TCA GCT GAA 

CAA ATT GGG AAT GCA GGC  

36 68.0(55) 52.8 

SINATXbaI(forward) CAC TCT AGA ATG GAC ATG 

GAC AGG GAC AGC GTG GAG  

36 69.0(55) 55.6 

SINATKpnI(reverse) CAC GGT ACC TCA GCT GCA 

AAG GTT AGG AAT GCA GGC 

36 69.0(55) 55.6 

NOS(forward) GTT TGA ACG ATC GGG GAA 

ATT CGA GCT C 

28 67.5(60) 50.0 

35SCaMV(reverse) CAT TTG GAG AGG ACA CGC 

TGA CAA GCT GAC 

30 70.1(60) 53.3 

                                                
 

ภาพที่ 1 ก. แสดงอาร์เอ็นเอรวมที่สกัดได้จากข้าวโพด 2 พันธุ์, Lane M = ดีเอ็นเอมาตรฐาน 1 Kb DNA Ladder 
(Fermentas), Lane 1 = ข้าวโพดพันธุ์ตากฟูา 1 (TF1) และ Lane 2 = ข้าวโพดพันธุ์ตากฟูา 3 (TF3) 

  ข. แสดงอาร์เอ็นเอรวมที่สกัดได้จากข้าวโพด 2 พันธุ์, Lane M = ดีเอ็นเอมาตรฐาน 1 Kb DNA Ladder 
(Fermentas), Lane 1 = ข้าวโพดพันธุ์นครสวรรค์ 3 (NS3) และ Lane 2 = ข้าวโพดพันธุ์นครสวรรค์ 1 (NS1)  

 

ข 

bp 

6000      

3000      

1000      

ก 

bp 

6000      

3000      

1000      



28 
 

                                           
                                                                                

ภาพที่ 2 ก. แสดงแถบดีเอ็นเอของยีน SINA3 ที่เพิ่มปริมาณได้จากข้าวโพด 4 พันธุ์ ร่วมกับคู่ไพรเมอร์ SINA3 
(forward) และ SINA3 (reverse) ด้วยเทคนิค RT-PCR, Lane M = ดีเอ็นเอมาตรฐาน 1 Kb DNA 
Ladder (Fermentas), Lane 1 = แถบดีเอ็นเอของยีน SINA3 ในข้าวโพดพันธุ์ตากฟูา 1(TF1), Lane 2 = 
แถบดีเอ็นเอของยีน SINA3 ในข้าวโพดพันธุ์ตากฟูา 3 (TF3), Lane 3 = แถบดีเอ็นเอของยีน SINA3 ใน
ข้าวโพดพันธุ์นครสวรรค์ 3 (NS3) และ Lane 4 = แถบดีเอ็นเอของยีน SINA3 ในข้าวโพดพันธุ์นครสวรรค์ 1 
(NS1) 

  ข. แสดงแถบดีเอ็นเอของยีน SINAT3 ที่เพิ่มปริมาณได้จากข้าวโพด 4 พันธุ์ ร่วมกับคู่ไพรเมอร์ SINAT3 
(forward) และ SINAT3 (reverse) ด้วยเทคนิค RT-PCR, Lane M = ดีเอ็นเอมาตรฐาน 1 Kb DNA 
Ladder (Fermentas), Lane 1 = แถบดีเอ็นเอของยีน SINAT3 ในข้าวโพดพันธุ์ตากฟูา 1(TF1), Lane 2 
= แถบดีเอ็นเอของยีน SINAT3 ในข้าวโพดพันธุ์ตากฟูา 3 (TF3), Lane 3 = แถบดีเอ็นเอของยีน SINAT3 
ในข้าวโพดพันธุ์นครสวรรค์ 3 (NS3) และ Lane 4 = แถบดีเอ็นเอของยีน SINAT3 ในข้าวโพดพันธุ์
นครสวรรค์ 1 (NS1)           
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ภาพที่ 3 ก. แสดงแถบดีเอ็นเอที่ได้จากการสกัดพลาสมิดดีเอ็นเอโคโลนีที่คาดว่ามียีน SINA3, Lane M = ดีเอ็นเอ

มาตรฐาน 1 Kb DNA Ladder (Fermentas), Lane 1-2 = แถบดีเอ็นเอของพลาสมิดดีเอ็นเอข้าวโพดพันธุ์
ตากฟูา 1 (TF1), Lane 3-4 = แถบดีเอ็นเอของพลาสมิดดีเอ็นเอข้าวโพดพันธุ์ตากฟูา 3 (TF3), Lane 5-6 
= แถบดีเอ็นเอของพลาสมิดดีเอ็นเอข้าวโพดพันธุ์นครสวรรค์ 3 (NS3) และ Lane 7-8 = แถบดีเอ็นเอของ 
พลาสมิดดีเอ็นเอข้าวโพดพันธุ์นครสวรรค์ 1 (NS1) 

  ข. แสดงแถบดีเอ็นเอที่ได้จากการสกัดพลาสมิดดีเอ็นเอโคโลนีที่คาดว่ามียีน SINAT3, Lane M = ดีเอ็นเอ
มาตรฐาน 1 Kb DNA Ladder (Fermentas), Lane 1-2 = แถบดีเอ็นเอของพลาสมิดดีเอ็นเอข้าวโพด
พันธุ์ตากฟูา 1 (TF1), Lane 3-4 = แถบดีเอ็นเอของพลาสมิดดีเอ็นเอข้าวโพดพันธุ์ตากฟูา 3 (TF3), Lane 
5-6 = แถบดีเอ็นเอของพลาสมิดดีเอ็นเอข้าวโพดพันธุ์นครสวรรค์ 3 (NS3) และ Lane 7-8 = แถบดีเอ็นเอ
ของพลาสมิดดีเอ็นเอข้าวโพดพันธุ์นครสวรรค์ 1 (NS1) 

                           

                
 
 

ภาพที่ 4 ก. แสดงรูปแบบของพลาสมิดดีเอ็นเอของยีน SINA 3 ที่ตัดด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะ BamHI และ KpnI, Lane 
M = ดีเอ็นเอมาตรฐาน 1 Kb DNA Ladder (Fermentas), Lane 1-2 = รูปแบบของแถบ ดีเอ็นเอข้าวโพด
พันธุ์ตากฟูา 1 (TF1), Lane 3-4 = รูปแบบของแถบดีเอ็นเอข้าวโพดพันธุ์ตากฟูา 3 (TF3), Lane 5-6 = 
รูปแบบของแถบดีเอ็นเอข้าวโพดพันธุ์นครสวรรค์ 3 (NS3) และ Lane 7-8 = รูปแบบของแถบดีเอ็นเอ
ข้าวโพดพันธุ์นครสวรรค์ 1 (NS1)    

  ข. แสดงรูปแบบของพลาสมิดดีเอ็นเอของยีน SINAT 3 ที่ตัดด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะ BamHI และ KpnI, Lane 
M = ดีเอ็นเอมาตรฐาน 1 Kb DNA Ladder (Fermentas), Lane 1-2 = รูปแบบของแถบดีเอ็นเอข้าวโพด
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พันธุ์ตากฟูา 1 (TF1), Lane 3-4 = รูปแบบของแถบดีเอ็นเอข้าวโพดพันธุ์ตากฟูา 3 (TF3), Lane 5-6 = 
รูปแบบของแถบดีเอ็นเอข้าวโพดพันธุ์นครสวรรค์ 3 (NS3) และ Lane 7-8 = รูปแบบของแถบดีเอ็นเอ
ข้าวโพดพันธุ์นครสวรรค์ 1 (NS1) 

 
 
 

 
ภาพที่ 5 แสดงล าดับนิวคลีโอไทด์และล าดับกรดอะมิโนของยีน SINA3 ที่โคลนได้จากข้าวโพดพันธุ์นครสวรรค์ 3 

(NS3) ในส่วนที่มีการแสดงออก   
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ภาพที่ 6 แสดงล าดับนิวคลีโอไทด์และล าดับกรดอะมิโนของยีน SINAT3 ที่โคลนได้จากข้าวโพดพันธุ์นครสวรรค์ 3 

(NS3) ในส่วนที่มีการแสดงออก   
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เมื่อน าล าดับกรดอะมิโนของยีน SINA3 และ SINAT3 มาวิเคราะห์ความสัมพันธ์ระหว่างยีน โดยใช้
โปรแกรม ClustalW Multiple Alignment บนอินเทอร์เน็ต พบว่า ล าดับกรดอะมิโนของยีน SINA3 และ 
SINAT3 มีค่าความเหมือนกัน (% Identities) เท่ากับ 78 % (ภาพที่ 7) และพบว่ายีน SINA3 และ SINAT3 เป็น
ยีนที่อยู่ในกลุ่ม E3 ubiquitin ligase ซี่งอยู่ในกระบวนการ ubiquitination คือ เป็นหนึ่งในกระบวนการ post-
translational modification (กระบวนการดัดแปลงโปรตีนภายหลังการแปลรหัส เช่น การเติมหมู่ฟอสเฟต, การ
เติมหมู่น้ าตาล หรือโมเลกุลอ่ืนๆ ให้กับโปรตีน) ซึ่งเกี่ยวข้องกับการเจริญเติบโตและการพัฒนาทั้งหมดในเซลล์ 
eukaryotic เกิดการสร้างพันธะ covalent โดยอาศัยการเติม ubiquitin เข้าไปยังหมู่กรดอะมิโนไลซีน (lysine 
residue) ของโปรตีนเปูาหมาย เพื่อควบคุมความกระบวนการต่างๆ ในเซลล์พืช เช่น ความคงตัว, การเกิดกิจกรรม 
และการขนส่ง เป็นต้น โดยโปรตีน E3 ubiquitin ligase เป็นกลุ่มโปรตีนที่มีบทบาทส าคัญในการควบคุมการทน
ต่อสภาวะเครียด ซึ่งเกี่ยวข้องโดยตรงระหว่างกระบวนการ ubiquitin proteosome system (UPS) กับกลไกการ
ตอบสนองต่อสภาวะความเครียดต่างๆ โดย UPS อาจท าหน้าที่ในการรับรู้ต่อการกระตุ้นจากสิ่งเร้าภายนอกอย่าง
รวดเร็ว มีประสิทธิภาพ ซึ่งจะช่วยให้เซลล์ของพืชมีการปรับตัวเพ่ือสามารถเจริญเติบโตและมีชีวิตรอดได้เมื่ออยู่ใน
สภาวะไม่เหมาะสม (Thomann et al., 2005; Sonoda et al., 2009; Pokhilko et al., 2011.) 

 

 
ภาพที่ 7 แสดงการเปรียบเทียบความสัมพันธ์ของล าดับกรดอะมิโนระหว่างยีน SINA3 และ SINAT3 ที่โคลนได้

จากข้าวโพดพันธุ์นครสวรรค์ 3 (NS3) วิเคราะห์โดยโปรแกรม ClustalW Multiple Alignment 
http://www.ebi.ac.uk/clustalw/ 

 

http://www.ebi.ac.uk/clustalw/
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เมื่อน าข้อมูลมาวิเคราะห์โครงสร้างของยีน โดยใช้โปรแกรม EMBL – EBI database บนอินเทอร์เน็ต 
พบว่า ยีน SINA3 และ SINAT3 มีส่วนประกอบครบทั้งยีน ซึ่งประกอบด้วย ล าดับเบสส่วนที่มีการแสดงออกของ
ยีน open reading frame (ORF) หรือ coding sequence (CDS) ของยีน SINA3 ขนาด 1,026 คู่เบส มีจ านวน 
1 exon (ภาพที่ 8) และของยีน SINAT3 ขนาด 1,050 คู่เบส มีจ านวน 1 exon (ภาพท่ี 9) น าล าดับนิวคลีโอไทด์ที่
ได้ไปเปรียบเทียบกับยีนชนิดเดียวกันที่มีรายงานในฐานข้อมูล GenBank พบว่า ล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน SINA3 
ที่ได้มีความเหมือนอย่างสูงกับยีนในกลุ่ม E3 ubiquitin protein ligase ที่พบในข้าวโพด (Zea mays L.) 
(EF434383.1) และข้าวฟุางหางหมา (Setaria italic (L.) Baeuv.) (XM004952220.1) โดยมีค่า % Max 
Identities เท่ากับ 99% และ 90% ตามล าดับ (ตารางที่ 2) และล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน SINAT3 ที่ได้มีความ
เหมือนอย่างสูงกับยีน E3 ubiquitin protein ligase ที่พบในข้าวโพด (Zea mays L.) (EU966994.1) และข้าว
ฟุางหางหมา (Setaria italic (L.) Baeuv.) (XM004960614.1) โดยมีค่า % Max Identities เท่ากับ 99% และ 
90% ตามล าดับ (ตารางท่ี 3) 

 

 
 
ภาพที่ 8 โครงสร้างของยีน SINA3 ในส่วนที่มีการแสดงออกของยีน coding sequence (CDS) มีขนาด 1,026 คู่เบส  
  (แถบลูกศรสีแดง) วิเคราะห์โดยโปรแกรม EMBL-EBI database.  
 

 
 
ภาพที่ 9 โครงสร้างของยีน SINAT3 ในส่วนที่มีการแสดงออกของยีน coding sequence (CDS) มีขนาด 1,050 คู่เบส 
  (แถบลูกศรสีแดง) วิเคราะห์โดยโปรแกรม EMBL-EBI database. 
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ตารางท่ี 2 การเปรียบเทียบล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน SINA3 ที่โคลนได้จากข้าวโพดพันธุ์นครสวรรค์ 3 (NS3)  
  กับยีนชนิดเดียวกันที่มีรายงานในฐานข้อมูล GenBank บนอินเทอร์เน็ตโปรแกรม   

www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST  

Description Max 
score 

Total 
score 

Query 
cover 

E 
value 

Identities Accession 

Zea mays SINA3 mRNA, 
complete cds 

1950 1950 100% 0.0 99% EF434383.1 

Setaria italica E3 ubiquitin-
protein ligase SINAT4-like 
(LOC101753703), mRNA 

1367 1367 100% 0.0 90% XM004952220.1 

Brachypodium distachyon 
E3 ubiquitin-protein ligase 
SINAT5-like 
(LOC100826252), mRNA 

1029 1106 90% 0.0 89% XM003572636.1 

Phyllostachys praecox 
SINA mRNA, partial cds 

1038 1038 79% 0.0 89% DQ013805.1 

Oryza brachyantha E3 
ubiquitin-protein ligase 
SINAT3-like 
(LOC102707930), mRNA 

952 1030 94% 0.0 87% XM006647122.1 

 
ตารางท่ี 3 การเปรียบเทียบล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน SINAT3 ที่โคลนได้จากข้าวโพดพันธุ์นครสวรรค์ 3 (NS3) 

กับยีนชนิดเดียวกันที่มีรายงานในฐานข้อมูล GenBank บนอินเทอร์เน็ตโปรแกรม   
www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST  

Description Max 
score 

Total 
score 

Query 
cover 

E 
value 

Identities Accession 

Zea mays clone 298706 
ubiquitin ligase SINAT3 
mRNA, complete cds 

1880 1880 100% 0.0 99% EU966994.1 

Setaria italica E3 ubiquitin-
protein ligase SINAT3-like 
(LOC101763752), mRNA 

1385 1385 99% 0.0 90% XM004960614.1 

Brachypodium distachyon 
E3 ubiquitin-protein ligase 
SINAT3-like 
(LOC100822426), mRNA 

1148 1148 99% 0.0 86% XM003566357.1 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST
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Oryza brachyantha E3 
ubiquitin-protein ligase 
SINAT3-like 
(LOC102711436), partial  

1079 1079 79% 0.0 89% XM006655063.1 

Phyllostachys praecox 
SINA mRNA, partial cds 

687 687 77% 0.0 81% DQ013805.1 

เมื่อน าข้อมูลยีน SINA3 และ SINAT3 จากข้าวโพดมาศึกษาความสัมพันธ์กับยีนชนิดเดียวกันในพืช      
ชนิดต่างๆ ที่มีรายงานในฐานข้อมูล GenBank (www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/treeview/ treeView.cgi) พบว่า 
ยีน SINA3 และ SINAT3 ที่สังเคราะห์ได้จากข้าวโพด (Zea mays L.) มีความสัมพันธ์อย่างใกล้ชิดกับพืชในกลุ่ม 
ใบเลี้ยงเดี่ยว คือ ข้าวโพด (Zea may L.) ข้าวฟุางหางหมา (Setaria italica (L.) Beauv.) และพืชตระกูลหญ้า 
(Brachypodium distachyon) มากกว่าพืชในกลุ่มใบเลี้ยงคู่ (ภาพที่ 10 และ ภาพที่ 11)  

 

 
 

ภาพที่ 10 แสดงความสัมพันธ์ระหว่างยีน SINA3 ที่โคลนได้จากข้าวโพด เปรียบเทียบกับพืชชนิดต่างๆ  
  โดยใช้โปรแกรม www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/treeview/treeView.cgi  

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/treeview/%20treeView.cgi
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/treeview/treeView.cgi
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ภาพที่ 11 แสดงความสัมพันธ์ระหว่างยีน SINAT3 ที่โคลนได้จากข้าวโพด เปรียบเทียบกับพืชชนิดต่างๆ  

  โดยใช้โปรแกรม www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/treeview/treeView.cgi 

 
3. การสร้างชุด cassette ยีน และการตรวจสอบการปรากฏของยีน SINA3 และ SINAT3  
 ใน Plant Expression Vector 

การเพ่ิมปริมาณยีน SINA3 และ SINAT3 ในส่วนที่มีการแสดงออกของยีน โดยการท าปฏิกิริยา PCR กับ 
พลาสมิดดีเอ็นเอของข้าวโพดทั้ง 4 พันธุ์ โดยใช้ไพรเมอร์ที่มีความจ าเพาะกับยีน SINA3 คือ SINAXbaI (forward) 
และ SINAKpnI (reverse) และยีน SINAT3 คือ SINATXbaI (forward) และ SINATKpnI (reverse) ซึ่งได้เติม
ต าแหน่งจดจ าของเอนไซม์ตัดจ าเพาะ XbaI และ KpnI ได้ชิ้นยีนขนาด 1,026 คู่เบส และ 1,050 คู่เบส ตามล าดับ 
น ามาเชื่อมต่อเข้ากับ plant expression vector (pCAMBIA2300) ที่มีขนาด 9,640 คู่เบส โดยที่ pCAMBIA2300 
ประกอบด้วย โปรโมเตอร์ (35SCaMV) และเทอร์มิเนเตอร์ (NOS) ท าหน้าที่เป็นตัวควบคุมการแสดงออกของยีน มี
ยีน neomycin phosphortransferase (nptII) ควบคุมลักษณะต้านทานต่อสารปฏิชีวนะ kanamycin เป็นยีน
เครื่องหมายในการคัดเลือก (ภาพที่ 12ก) ซึ่งผ่านการท า double digestion ด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะ XbaI และ 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/treeview/treeView.cgi
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KpnI (ภาพที่ 12ข) จากนั้นท าการเชื่อมต่อชิ้นยีน SINA3 และ SINAT3 เข้ากับ Plant Expression Vector 
(pCAMBIA2300) ในต าแหน่งของเอนไซม์ตัดจ าเพาะ XbaI และ KpnI ท าการถ่ายฝากชุด cassette ยีนทั้ง 2 ชุด 

เข้าสู่เซลล์แบคทีเรียสายพันธุ์ DH5 โดยวิธี heat – shock และตรวจสอบการปรากฏของยีน SINA3 และ 
SINAT3 ที่อยู่ใน pCAMBIA2300 ซึ่งมี 2 วิธีด้วยกัน วิธีแรกคือ การตรวจสอบด้วยเทคนิค PCR โดยใช้ไพรเมอร์ 
NOS (forward) และ 35SCaMV (reverse) พบว่า สามารถท าปฏิกิริยาได้แถบดีเอ็นเอของยีน SINA3 และ SINAT3 
ขนาดประมาณ 1.0 กิโลเบส (ภาพที่ 13ก และ 13ข) และวิธีที่สองคือ การตรวจสอบด้วยการใช้เอนไซม์ตัด
จ าเพาะ XbaI และ KpnI พบรูปแบบของแถบดีเอ็นเอที่ถูกต้องจ านวน 2 แถบ ได้แก่ ขนาดประมาณ 1.1 กิโลเบส 
(ยีน SINA3 และยีน SINAT3) และขนาดประมาณ 9 กิโลเบส (pCAMBIA2300) ตามล าดับ (ภาพที่ 14ก และ 14ข) 
เมื่อน าพลาสมิดดีเอ็นเอสายผสมที่มีชิ้นส่วนของยีน SINA3 และ SINAT3 สอดแทรกอยู่ไปวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์
ทั้งหมด พบว่า ต าแหน่งในการเชื่อมต่อของยีน SINA3 และ SINAT3 ที่อยู่ภายในเวกเตอร์ pCAMBIA2300        
มีความถูกต้อง โดยโครงสร้างของพลาสมิดสายผสมที่มีความสมบูรณ์สามารถเชื่อมต่อชิ้นยีน SINA3 และ SINAT3 
เข้ากับ Plant Expression Vector (pCAMBIA2300 – ZmSINA3 และ pCAMBIA2300 – ZmSINAT3) จะมี
ขนาดประมาณ 10.6 กิโลเบส และ 10.7 กิโลเบส ตามล าดับ (ภาพที่ 15)  

 

 

         
                   
 

ภาพที่ 12 ก. แผนที่ของ Plant Expression Vector (pCAMBIA2300) และต าแหน่งในการเชื่อมต่อชิ้นยีน 
SINA3 และ SINAT3 

 ข. แสดงแถบดีเอ็นเอของ Plant Expression Vector (pCAMBIA2300) ที่ตัดด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะ 
XbaI และ KpnI, Lane M = ดีเอ็นเอมาตรฐาน 1 Kb DNA Ladder (Fermentas), Lane 1 = 
แถบดีเอ็นเอของ pCAMBIA2300, Lane 2 = แถบดีเอ็นเอของ pCAMBIA2300 ที่ตัดด้วยเอนไซม์ตัด
จ าเพาะ XbaI และ KpnI  
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ภาพที่ 13 ก. แสดงแถบดีเอ็นเอที่ได้จากการท าปฏิกิริยา PCR กับพลาสมิดดีเอ็นเอสายผสม pCAMBIA2300 – 
ZmSINA3 โดยใช้ไพรเมอร์ NOS (forward) และ 35SCaMV (reverse), Lane M = ดีเอ็นเอมาตรฐาน 1 
Kb DNA Ladder (Fermentas), Lane 1–2 = แถบดีเอ็นเอของข้าวโพดพันธุ์ตากฟูา 1 (TF1), Lane 3–4 
= แถบดีเอ็นเอของข้าวโพดพันธุ์ตากฟูา 3 (TF3), Lane 5–6 = แถบดีเอ็นเอของข้าวโพดพันธุ์นครสวรรค์ 3 
(NS3) และ Lane 7–8 = แถบดีเอ็นเอของข้าวโพดพันธุ์นครสวรรค์ 1 (NS1)  

 ข. แสดงแถบดีเอ็นเอที่ได้จากการท าปฏิกิริยา PCR กับพลาสมิดดีเอ็นเอสายผสม pCAMBIA2300 – 
ZmSINAT3 โดยใช้ไพรเมอร์ NOS (forward) และ 35SCaMV (reverse), Lane M = ดีเอ็นเอมาตรฐาน 1 
Kb DNA Ladder (Fermentas), Lane 1–2 = แถบดีเอ็นเอของข้าวโพดพันธุ์ตากฟูา 1 (TF1), Lane 3–4 
= แถบดีเอ็นเอของข้าวโพดพันธุ์ตากฟูา 3 (TF3), Lane 5–6 = แถบดีเอ็นเอของข้าวโพดพันธุ์นครสวรรค์ 3 
(NS3) และ Lane 7–8 = แถบดีเอ็นเอของข้าวโพดพันธุ์นครสวรรค์ 1 (NS1)    

 

                                       
 

ภาพที่ 14 ก. แสดงรูปแบบของแถบดีเอ็นเอที่ได้จากการตัดพลาสมิดดีเอ็นเอสายผสม pCAMBIA2300 – ZmSINA3 
ด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะ XbaI และ KpnI, Lane M = ดีเอ็นเอมาตรฐาน 1 Kb DNA Ladder 
(Fermentas), Lane 1–2 = แถบดีเอ็นเอของข้าวโพดพันธุ์ตากฟูา 1 (TF1), Lane 3–4 = แถบดีเอ็นเอ
ของข้าวโพดพันธุ์ตากฟูา 3 (TF3), Lane 5–6 = แถบดีเอ็นเอของข้าวโพดพันธุ์นครสวรรค์ 3 (NS3) และ 
Lane 7–8 = แถบดีเอ็นเอของข้าวโพดพันธุ์นครสวรรค์ 1 (NS1) 
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  ข. แสดงรูปแบบของแถบดีเอ็นเอที่ได้จากการตัดพลาสมิดดีเอ็นเอสายผสม pCAMBIA2300 – ZmSINAT3 

ด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะ XbaI และ KpnI, Lane M = ดีเอ็นเอมาตรฐาน 1 Kb DNA Ladder 
(Fermentas), Lane 1–2 = แถบดีเอ็นเอของข้าวโพดพันธุ์ตากฟูา 1 (TF1), Lane 3–4 = แถบดีเอ็นเอ
ของข้าวโพดพันธุ์ตากฟูา 3 (TF3), Lane 5–6 = แถบดีเอ็นเอของข้าวโพดพันธุ์นครสวรรค์ 3 (NS3) และ 
Lane 7–8 = แถบดีเอ็นเอของข้าวโพดพันธุ์นครสวรรค์ 1 (NS1) 

  
 

  
 

ภาพที่ 15 แสดงโครงสร้างพลาสมิดสายผสม pCAMBIA2300 – ZmSINA3 และ pCAMBIA2300 – ZmSINAT3 
ที่มีความสมบูรณ์ 

 
สรุปผลการทดลองและข้อเสนอแนะ 

 
การโคลนยีน SINA3 และ SINAT3 ในส่วนของยีนที่มีการแสดงออกจากอาร์เอ็นเอรวมของข้าวโพดทั้ง     

4 พันธุ์ ด้วยเทคนิค RT – PCR พบว่า ยีน SINA3 ที่สังเคราะห์ได้มีขนาด 1,026 คู่เบส และยีน SINAT3 ที่
สังเคราะห์ได้มีขนาด 1,050 คู่เบส เมื่อน าไปวิเคราะห์โครงสร้างของยีนด้วยโปรแกรม EMBL-EBI database บน
อินเทอร์เน็ต พบว่า ยีนที่โคลนได้มีส่วนประกอบครบทั้งยีน และเมื่อน าล าดับนิวคลีโอไทด์ ไปแปลรหัสเป็นโปรตีน 
พบว่า ยีน SINA3 สามารถถอดรหัสเป็นกรดอะมิโนได้จ านวน 341 amino acid และ ยีน SINAT3 สามารถ
ถอดรหัสเป็นกรดอะมิโนได้จ านวน 349 amino acid 

เมื่อน าล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน SINA3 และ SINAT3 ไปเปรียบเทียบกับยีนชนิดเดียวกันที่มีรายงานใน
ฐานข้อมูล GenBank พบว่า ยีน SINA3 มีความเหมือนอย่างสูงกับยีนในกลุ่ม E3 ubiquitin protein ligase ที่พบ
ในข้าวโพด และข้าวฟุางหางหมา (Setaria italic (L.) Baeuv.) (XM004952220.1) โดยมีค่าความเหมือน       
(% Max Identities) เท่ากับ 99% และ 90% ตามล าดับ และล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน SINAT3 ที่ได้มีความ
เหมือนอย่างสูงกับยีน E3 ubiquitin protein ligase ที่พบในข้าวโพด และข้าวฟุางหางหมา (Setaria italic (L.) 
Baeuv.) (XM004960614.1) โดยมีค่า % Max Identities เท่ากับ 99% และ 90% ตามล าดับ  
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การสร้างชุด cassette ยีน โดยการเชื่อมต่อชิ้นยีน SINA3 และ SINAT3 เข้ากับ Plant Expression 
Vector (pCAMBIA2300) ภายใต้การควบคุมของโปรโมเตอร์ 35SCaMV และเทอร์มิเนเตอร์ NOS ได้พลาสมิด    
ดีเอ็นเอสายผสม pCAMBIA2300 – ZmSINA3 และ pCAMBIA2300 – ZmSINAT3 มีขนาดประมาณ 10.6 และ 
10.7 กิโลเบส ตามล าดับ  

การโคลนยีนทีท่นต่อสภาวะขาดน้ าในข้าวโพดพันธุ์ทนแล้ง ได้แก่ ยีน SINA3 และ SINAT3 และการสร้าง
ชุด cassette ยีน ที่อยู่ในรูปแบบของพลาสมิดดีเอ็นเอสายผสมที่มีความสมบูรณ์ (pCAMBIA2300 – ZmSINA3 
และ pCAMBIA2300 – ZmSINAT3) ซึ่งขณะนี้ได้มีการน าชุดยีนดังกล่าวไปถ่ายฝากเข้าสู่พืชต้นแบบเพ่ือศึกษาการ
แสดงออกของยีน และศึกษาข้อมูลของยีนในด้านต่างๆ ก่อนที่จะน าไปถ่ายฝากเข้าสู่พืชเศรษฐกิจ เช่น ถั่วเหลือง 
ข้าวโพด อ้อย และมันส าปะหลัง เป็นต้น เพ่ือเพ่ิมศักยภาพในการให้ผลผลิตและสามารถทนทานต่อสภาวะขาดน้ าได้ 
อีกท้ังยังเป็นพืชทางเลือกในการเร่งรัดกระบวนการปรับปรุงพันธุ์พืชต่อไปในอนาคต 



41 
 

การทดลองท่ี 2 

การถ่ายยีนและศึกษาการแสดงออกของยีนที่ทนต่อสภาวะเครียดในพืชตน้แบบ 
Transformation and Expression of Gene for Abiotic Stress Tolerances in Model Plants 

 

อัจฉราพรรณ ใจเจริญ     อรุโณทัย  ซาววา     สุภาวดี  ง้อเหรียญ    
พยุงศักดิ์  รวยอาร ี    หทัยรัตน์  อุไรรงค์ 

Adcharapun  Chaicharoen     Aroonothai  Sawwa     Suphawadee   Ngorian     
Payungsak  Rauyaree     Hathairat   Urairong 

 
ค าส าคัญ 

 

ยีน SINA3 (SINA3 gene), สภาวะเครียดเกลือ (Salt stress), สภาวะขาดน้ า (Drought stress),       
การแสดงออกของยีน (Genes expression), การถ่ายยีน (Transformation) 

 

บทคัดย่อ 
 

ยีน SINA3 เป็นยีนที่อยู่ในกลุ่ม E3 ubiquitin ligase เป็นเอนไซม์ที่มีบทบาทส าคัญในการควบคุมการ
แสดงออกของยีนที่ตอบสนองต่อสภาวะเครียดของพืช โดยการควบคุมการเปลี่ยนแปลงกระบวนการถอดรหัส 
(responsive transcription factors) ที่จ าเป็นส าหรับการปรับตัวให้เข้ากับสภาวะเครียดและการควบคุมกิจกรรม
ของโปรตีนต่างๆ ส าหรับน าไปใช้ภายในเซลล์พืช งานวิจัยนี้ได้ได้น าเอายีน SINA3 มาศึกษาการแสดงออกของยีน 
โดยการถ่ายยีนเข้าพืชต้นแบบยาสูบ เพ่ือศึกษาผลของการถ่ายยีนและตรวจสอบการแสดงออกของยีนที่ทนต่อ
สภาวะเครียดในยาสูบ โดยน ายาสูบที่ได้รับการถ่ายยีน SINA3 เพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร MS โดยแบ่งเป็น 2 กลุ่ม 
คือ สภาวะขาดน้ าโดยเติม Polyethylene glycol 6000 (PEG 6000) ลงในอาหารที่ความเข้มข้น 0, 10, 15, 20 
และ 25 เปอร์เซ็นต์ (w/v) และ สภาวะเครียดเกลือเกิดจากการเติม sodium chloride (NaCl) ลงในอาหาร 
ความเข้มข้น 0, 1, 1.5, 2, 2.5 และ 3 เปอร์เซ็นต์ (w/v) โดยเพาะเลี้ยงยาสูบปกติบนอาหารสูตร MS ที่เติม 
PEG6000 และ NaCl ระดับความเข้มข้นเดียวกันเป็นชุดควบคุม เพาะเลี้ยงเป็นเวลา 30 วัน พบว่าต้นยาสูบที่มียีน 
SINA3 ให้ผลการทดลองสอดคล้องกับต้นยาสูบชุดควบคุม ทั้งน้ าหนักสด ความสูงของต้น และจ านวนใบ แสดงว่า
ยีน SINA3 ที่ถ่ายฝากเข้าสู่ยาสูบ แบบ over expression นั้น ไม่สามารถทนทานต่อสภาวะเครียดเกลือและ
สภาวะขาดน้ าได้ 

 

Abstract 
 

SINA3 genes is an E3 ubiquitin ligase enzyme that plays a critical role in regulating plant 
responses to abiotic stresses such as drought, temperature fluctuations, high salinity, radiation and 
nutrient deprivation adversely affect growth, development and productivity. In this study, the 
SINA3 gene was constructed into a plant expression vector and transformed into Nicotiana 
tabacum. Transgenic tobaccos were grown in MS medium. Drought was induced by adding 
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Polyethylene glycol 6000 (PEG 6000) to the culture medium at concentrations of 0, 10, 15, 20 
and 25 % (w/v), while salinity was induced by adding sodium chloride (NaCl) to the medium at 
concentrations of 0, 1, 1.5, 2, 2.5 and 3 % (w/v). The plant growth parameters were analyzed 
after 30 days in culture. Differentiation fresh weight, number of leaves and shoot length of 
the transgenic plants were similar to those of wild-type plants. The result showed that 
overexpression of SINA3 gene do not tolerant to salt and drought stresses in transgenic tobacco. 

บทน า 
 

สภาวะโลกร้อนหรือโกลบบอลวอร์มมิ่ง (Global warming) ได้ท าให้เกิดความผกผันของอากาศทั่วโลก 
ส่งผลกระทบต่างๆ นานา ด้านผลกระทบที่มีต่อการเจริญเติบโตของพืชมีสองส่วนหลัก คือผลกระทบโดยตรงจาก
การที่อุณหภูมิมีแนวโน้มสูงขึ้น ซึ่งสามารถวัดผลกระทบในเชิงวิทยาศาสตร์ได้ค่อนข้างชัดเจน นักวิชาการด้านพืชได้
ให้ความเห็นว่าแม้ว่าอุณหภูมิเฉลี่ยทั้งปีจะไม่ได้สูงขึ้นมาก แต่ส าหรับพืชนั้นความผันผวนของอุณหภูมิเพียงไม่กี่นาที 
ที่เกิดขึ้นในช่วงใดช่วงหนึ่งของการเจริญเติบโตจะท าให้ผลผลิตลดลงได้ ความเสียหายในภาคการเกษตรที่เกิดจาก
อุณหภูมิผันผวนนั้น ไม่ได้เกิดจากสภาพอากาศที่ร้อนขึ้นเท่านั้น แต่อุณหภูมิกลางคืนที่เย็นมากขึ้นก็จะสร้างความ
เสียหายได้เช่นกัน ตัวอย่างเช่น ข้าวมีโอกาสเป็นหมันสูงถ้าอากาศหนาวเย็น ซึ่งจะเห็นได้ว่าผลกระทบดังกล่าว
ส่งผลให้พืชเกิดสภาวะเครียดจากสิ่งแวดล้อมที่เราเรียกว่าสภาวะแวดล้อมอชีวนะ (abiotic stress) ยกตัวอย่างเช่น
การขาดน้ าของพืช ดินเค็ม เป็นต้น 

ปัจจัยสภาวะแวดล้อมอชีวนะ (abiotic stress) เป็นปัจจัยที่เกิดจากสิ่งไม่มีชีวิต ส่งผลกระทบต่อการ
เจริญเติบโตของพืชและผลผลิตของพืชอย่างมาก เพื่อความอยู่รอดของพืชเองหรือเพ่ือตอบสนองต่อสภาพแวดล้อม
ที่ไม่เหมาะสมนี้ พืชต้องอาศัยกลไกและกลยุทธ์การปรับตัวที่ซับซ้อน เช่น การเจริญเติบโตหรือพัฒนาการของเซลล์ 
สัณฐานวิทยา สรีรวิทยา หรือชีวเคมี ลักษณะความทนทานดังกล่าว เกี่ยวข้องกับกลไกการปรับตัวที่หลากหลาย 
เช่น การปรับสภาพแรงดันออสโมติกหรือวิถีการสังเคราะห์หรือสลายแรงดันออสโมติก วิถีเอสโอเอส (SOS) หรือ
วิถีโปรตีนไคเนสที่พ่ึงพาแคลเซียมหรือซีดีพีเค (CDPK) เป็นต้น (Tarczynsk et al., 1993; Sanchez-Barrena et 
al., 2005) อีกทั้งการศึกษาพบการท างานของยีนเพื่อตอบสนองหรือถูกควบคุมขณะเติบโตในสภาพแวดล้อมอชีวนะ 
และชีวนะ (biotic stress) มีความเชื่อมโยงที่สัมพันธ์หรือเกี่ยวข้องกัน (Kunkel et al., 2002) เช่น กลุ่มยีน
ประเภททรานส์คริปชันนัล แฟกเตอร์ พลาสมาเมมเบรนโปรตีน และกลุ่มยีนอื่นๆ เป็นต้น 

SINA และ SINAT เป็นยีนที่อยู่ในกลุ่ม E3 ubiquitin ligases เป็นโปรตีน Ubiquitination ที่มีกลไก
ส าคัญในการควบคุมหน้าที่ของเซลล์ เช่น การเจริญเติบโต การแบ่งเซลล์ วัฏจักรเซลล์ การตอบสนองต่อ
ความเครียด และการตายของเซลล์ โปรตีน SINA จะมีส่วนด้าน N-terminal RING (Really Interesting New 
Gene) ที่สามารถไปจับกับส่วน C-terminal ของโปรตีนเปูาหมาย โดยส่วน RING ของ E3 จะท าปฏิสัมพันธ์กันกับ
โปรตีน E2 ubiquitin-conjugation เพ่ือส่งถ่าย ubiquitin ไปยังโปรตีนที่ต้องการ โดย E3 จะจดจ าและเชื่อมต่อ
เข้าหาโปรตีนเปูาหมายที่ท าหน้าที่เฉพาะอย่างแม่นย า เป็นการควบคุมการแสดงออกของโปรตีนภายหลังการแปล
รหัส (Post-translational protein regulation)(Peralta et al., 2013) โปรตีน SINA หรือ E3 ubiquitin 
ligases มีการศึกษาในสัตว์และมนุษย์มาก่อน แล้วค่อยศึกษาในพืชโดยเริ่มต้นเปรียบเทียบโปรตีนดังกล่าวกับพืช 
พบว่ามีความคล้ายคลึงกันมาก เมื่อศึกษายีนดังกล่าวในต้นอะราบิดอบซิส พบว่า ต้นที่ได้รับการถ่ายยีนแบบยับยั้ง
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การสร้างโปรตีน SINA หรือ E3 ubiquitin ligases โดยวิธีการกลายพันธุ์ มีความต้านทานต่อเชื้อ Pseudomonas 
syringae ลดลง แต่ต้นที่ได้รับการถ่ายยีนแบบ over expression จะมีความต้านทานต่อเชื้อ Pseudomonas 
syringae เพ่ิมขึ้น (Kim et al. ,2006) นอกจากนี้มีการทดลองเกี่ยวกับการสร้างปมของต้นอะราบิดอบซิสภาย
หลังจากการฝากถ่ายเชื้อไรโซเบียม โดยเปรียบเทียบต้นปกติ กับต้นที่ได้รับการถ่ายฝากยีน  35s: SINAT5DN 
พบว่า ต้นที่ได้รับการถ่ายยีนมีการสร้างปมมากกว่า ล าต้นยาวกว่า ขนาดใบใหญ่กว่า และมีจ านวนรากที่ มากกว่า
ต้นปกติ (Den Herder et al., 2008)  

จากปัญหาการเปลี่ยนแปลงของลักษณะภูมิอากาศต่างๆ ที่ส่งผลกระทบต่อการเจริญเติบโตของพืช ท าให้
นักวิจัยเริ่มตระหนักถึงปัญหาดังกล่าว จึงเริ่มศึกษาค้นหาลักษณะทางพันธุกรรมของพืช ที่สามารถทนต่อสภาวะ
การเปลี่ยนแปลงทางด้านปัจจัยสภาวะแวดล้อมอชีวนะ ซึ่งข่าววงการวิจัยพืช ได้รายงานในวารสารวิชาการ 
Science ว่าค้นพบยีนที่ช่วยให้พืชทนต่อสภาพแวดล้อมที่เลวร้าย รวมทั้งความแห้งแล้งและความร้อน Peter 
McCourt หนึ่งในคณะวิจัยซึ่งเป็นศาสตราจารย์ทางด้านเซลล์และชีววิทยาเชิงระบบ กล่าวว่า "พืชมีระบบฮอร์โมน
ที่ช่วยให้มันปรับตัวกับความเครียดต่างๆ ได้ หากเราสามารถควบคุมฮอร์โมนเหล่านี้ ก็จะท าให้เราสามารถปกปูอง
พืชผลทางการเกษตรต่างๆ จากภาวะโลกร้อนได้" การค้นพบครั้งนี้จึงมีความส าคัญต่ออนาคตในการพัฒนาพืชที่มี
ความทนทานต่อภาวะ โลกร้อนได้ อันที่จริง สิ่งที่นักวิจัยค้นพบในรายงานนี้ ก็เป็นเพียงกุญแจดอกหนึ่งในการไข
ปริศนาว่าพืชปรับตัวอย่างไรต่อสภาพแวดล้อมที่รุนแรง กลไกในการปรับตัวของพืชนั้นมีความซับซ้อนมากและยัง
ต้องการการวิจัยขั้นพ้ืนฐาน (Basic Research) อีกสักระยะเวลาหนึ่ง จนกว่าเราจะสามารถพัฒนาพืชเกษตรทน
ร้อนได้ (Park et. Al., 2009) จะเห็นได้ว่าฮอร์โมนที่สร้างจากพืชนั้นเป็นสิ่งหนึ่งที่พืชสร้างขึ้นมาจากรหัสพันธุกรรม
ที่อยู่บนโครโมโซมของมันอยู่แล้ว จึงเป็นแรงกระตุ้นให้นักวิทยาศาสตร์พยายามค้นหายีนที่จะช่วยให้พืชทนต่อ
ภาวะเครียดต่างๆ ที่เกิดขึ้นในปัจจุบัน เพ่ือให้พืชมีการเจริญเติบโตที่ดีในสภาพอากาศเปลี่ยนแปลงในปัจจุบันได้ 
ดังนั้น การทดลองนี้ได้น าเอายีน SINA3 ที่ค้นหามาจากการทดลอง การโคลนยีนที่ทนต่อสภาวะขาดน้ าในข้าวโพด
พันธุ์ทนแล้ง มาศึกษาการแสดงออกของยีน โดยการถ่ายยีนเข้าพืชต้นแบบยาสูบ เพ่ือศึกษาผลของการถ่ายยีนและ
ตรวจสอบการแสดงออกของยีนที่ทนต่อสภาวะเครียดในพืชต้นแบบ 

 
ระเบียบวิธีการวิจัย 

 
ประเด็นวิจัย : เป็นงานศึกษาวิจัยต่อเนื่องจากการทดลอง การโคลนยีนที่ทนต่อสภาวะขาดน้ าในข้าวโพดพันธุ์ทน
แล้ง ซึ่งสภาวะขาดน้ าในพืชส่งผลให้เกิดสภาวะเครียดต่อพืช จึงได้น ายีนที่โคลนได้จากการทดลองดังกล่าวมา
ท าการศึกษาผลของการถ่ายยีนและตรวจสอบการแสดงออกของยีนที่ทนต่อสภาวะเครียด โดยท าการถ่ายเข้าสู่พืช
ต้นแบบ (ยาสูบ) เพ่ือตรวจสอบการแสดงออกของยีนเมื่ออยู่ภายใต้สภาวะเครียดต่างๆ เช่น สภาวะเค็ม และ 
สภาวะขาดน้ าในสภาพห้องปฏิบัติการ 
สถานที่ทดลอง :   ส านักวิจัยพัฒนาเทคโนโลยีชีวภาพ 
ระยะเวลาท าการวิจัย :  ตุลาคม  2557 -  กันยายน  2558 
วิธีการทดลอง 
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1. การเคลื่อนย้ายชุดยีน SINA3 เข้าสู่เซลล์ A. tumefaciens ด้วยวิธี electroporation 

1.1 การเตรียม competent cell ของเชื้อ A. tumefaciens 
เลี้ยงเชื้อ A. tumefaciens สายพันธุ์ EHA105 ในอาหารเหลว 2YT ที่ 28 องศาเซลเซียส เขย่าด้วย

เครื่องเขย่า เป็นเวลา 16 ชั่วโมง น าเชื้อปริมาตร 1 มิลลิลิตรมาเลี้ยงต่อในอาหารเหลว 2YT ปริมาตร 100 
มิลลิลิตร เลี้ยงที่อุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส เขย่าด้วยเครื่องเขย่านาน 2 -3 ชั่วโมง จนได้ค่า optical density 
(OD) ทีค่วามยาวคลื่น 600 นาโนเมตร ประมาณ 0.2-0.3 แช่เชื้อไว้บนน้ าแข็งนาน 15-30 นาที จากนั้นตกตะกอน
เซลล์ด้วยความเร็ว 3500 รอบต่อนาที ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส นาน 15 นาที เทอาหารทิ้ง ละลายตะกอน
เซลล์ด้วย 10% glycerol ทีแช่เย็นปริมาตร 100 มิลลิลิตร แช่น้ าแข็งต่อเป็นเวลา 10 นาที น าไปตกตะกอนและ
ละลายตะกอนเซลล์ด้วย 10% glycerol ทีแช่เย็นปริมาตร 20 มิลลิลิตร น าไปตกตะกอนและละลายตะกอนเซลล์
ด้วย 10% glycerol ทีแช่เย็นปริมาตร 2 มิลลิลิตร แบ่ง competent cell ใส่หลอดขนาด 1.5 มิลลิลิตร หลอดละ 
50 ไมโครลิตร เก็บเซลล์ที่ได้ท่ีอุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียส 

 
1.2 การเคลื่อนย้ายชุดยีน SINA3 เข้าสู่เซลล์ A. tumefaciens 

น า competent cell ของเชื้อ A. tumefaciens จาก -80 องศาเซลเซียส มาละลายในน้ าแข็งเป็นเวลา 
5 นาที น าพลาสมิดทีมียีน SINA3 ปริมาตร 2 ไมโครลิตร มาใส่ลงในหลอด competent cell ผสมให้เข้ากันเบาๆ 
แช่ในน้ าแข็งเป็นเวลา 30 นาที จากนั้นน าส่วนผสมมาใส่ลงใน cuvette แช่เย็นในน้ าแข็ง นาน 30 นาที 
เคลื่อนย้ายพลาสมิดเข้าสู่เซลล์ด้วยวิธี electroporation (BTX ECM600) ตามสภาวะดังนี้ 
 Cuvette Gap 0.2 cm 
 Voltage 1.4 kV 

 Capacitor 25.0 F 

 Resistor 360.0  
 Time Constant 8-9 msec 

หลังจาก pulse แล้ว เติมอาหารเหลว 2YT ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ทันที แล้วย้ายส่วนผสมลงในหลอด
เลี้ยงเชื้อ เลี้ยงต่อที่อุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส เขย่าด้วยเครื่องเขย่า นาน 1 ชั่วโมง ตกตะกอนเซลล์ด้วยความเร็ว 
10,000 รอบต่อนาที เทอาหารเหลวทิ้ง แล้วเติมอาหารเหลวใหม่ลงไป 100 ไมโครลิตร แบ่งมา 50 ไมโครลิตร เพ่ือ
เลี้ยงบนอาหารแข็ง 2YT ที่เติมกานามัยซิน 50 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร เลี้ยงต่อที่อุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส เป็น
เวลา 2-3 วัน น าโคโลนีที่เจริญได้บนอาหารเลี้ยงเชื้อมาตรวจสอบยีน SINA3 ด้วยเทคนิค PCR   

 
1.3 การตรวจสอบโคลนที่มี ยีน SINA3 จากเซลล์ A. tumefaciens ด้วยเทคนิค PCR 

ตรวจสอบโคโลนีของเชื้อ A. tumefaciens ที่เจริญได้บนอาหารคัดเลือก โดยใช้ไพรเมอร์ SINA3 
(forward) 5'-ATGGAGCTGGACAGCATCGAGTGCATGTCCTAC-3’ และ SINA3 (reverse) 5'- TCAGCTGAA                   
CAAATTGGGAATGCAGGCTCCTG-3’ โดยเตรียมปฏิกิริยา 50 ไมโครลิตร ดังต่อไปนี้ 
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 dH2O 32.1 ไมโครลิตร 
 5X buffer 10.0  ไมโครลิตร 
 1 mM dNTPs 4.0  ไมโครลิตร 

 10 M forward primer 1.0 ไมโครลิตร 

 10 M reward primer 1.0 ไมโครลิตร 
 DMSO  1.5 ไมโครลิตร 
 Phusion DNA Polymerase  0.4 ไมโครลิตร 

ใช้ไม้จิ้มฟันเขี่ยเชื้อที่เป็นโคโลนีเดี่ยวๆ มาจุ่มลงในปฏิกิริยา PCR โดยใช้เครื่อง GeneAmp® PCR 
System 9700 (Applied Biosystems) ในการท าปฏิกิริยา PCR โดยก าหนดรอบการท าปฏิกิริยาดังนี้  

เริ่มต้นปฏิกิริยาที่ : 
  98 oC  30 วินาที 
ตามด้วยโปรแกรมดังต่อไปนี้ จ านวน 35 รอบ 
  98 oC  30 วินาที 
  55 oC  30 วินาที 
  72 oC  60 วินาที 
ปิดท้ายปฏิกิริยาที่ : 
  72 oC  7 นาที 

 4 oC  α 
หลังจากสิ้นสุดปฏิกิริยาแล้ว น าดีเอ็นเอที่เพ่ิมปริมาณได้มาตรวจวิเคราะห์ด้วย 0.8 % agarose gel   

2. การถ่ายยีนในยาสูบ 
2.1 การเตรียมเนื้อเยื่อยาสูบส าหรับการถ่ายยีน 

 ฟอกเมล็ดยาสูบ (Nicotiana  tabacum) โดยใช้คลอร็อกซ์ความเข้มข้น 10% ผสม 0.5% Tween-20 
2-3 หยด น าไปเขย่าเป็นเวลา 5 นาที จากนั้นแช่ใน คลอร็อกซ์ 5% ผสม 0.5% Tween-20 ประมาณ 2-3 หยด
เขย่าเป็นเวลา 10 นาที เมื่อครบเวลาแล้วล้างคลอร็อกซ์ออก ด้วยน้ ากลั่นนึ่งฆ่าเชื้อ 3 ครั้ง จากนั้นน าเมล็ดยาสูบไป
เพาะในอาหารแข็งสูตร MS (Murashige and Skoog, 1962) ขวดละ 15-20 เมล็ด เมื่อเมล็ดเริ่มงอกจนมีใบชน
กัน จะท าการย้ายขวดโดยเลี้ยงเป็นต้นเดี่ยวๆ ในอาหารสูตรเดิม หลังจากเพาะเลี้ยงอยู่นานประมาณ 3 -4 สัปดาห์ 
ภายใต้แสงฟลูออเรสเซนต์ ความเข้มแสง 1,500 ลักซ์ นาน 16 ชั่วโมง/วัน อุณหภูมิ 25-27 องศาเซลเซียส จะได้
ต้นยาสูบที่สมบูรณ์ มีความสูงประมาณ 2-3 เซนติเมตร พร้อมที่จะน าใบมาใช้ส าหรับการถ่ายยีน   

 
2.2 การเตรียมเชื้อ A. tumefaciens 

เลี้ยงเชื้อ A. tumefaciens ที่มียีนเปูาหมายบนอาหารแข็ง 2YT ที่เติมกานามัยซิน 50 ไมโครกรัมต่อ
มิลลิลิตร  เลี้ยงต่อที่อุณหภูมิ  28 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2-3 วัน ย้ายโคโลยีเดี่ยวมาเลี้ยงในอาหารเหลว 2YT ที่
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เติมกานามัยซิน 50 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร  เลี้ยงบนเครื่องเขย่าด้วยความเร็ว 200 รอบต่อนาที ที่อุณหภูมิ 28 
องศาเซลเซียส นาน 16 ชั่วโมง น ามาวัดค่า OD ที่ความยาวคลื่น 600 นาโนเมตร ให้มีค่าประมาณ 1.6-2.0 จากนั้น
น าเชื้อปริมาตร 5 มิลลิลิตร มาปั่นแยกเซลล์แบคทีเรียด้วยความเร็ว 12 ,000 รอบต่อนาที นาน 5 นาที เทอาหาร
เหลวทิ้ง เติมอาหารเหลว MS ลงไปปริมาตร 5 มิลลิลิตร เขย่าจนเซลล์ทั้งหมดแขวนลอยอยู่ในอาหารเจือจางเซลล์
แบคทีเรียในอัตรา 1 ต่อ 1 ด้วยอาหารเหลว MS 5 มิลลิลิตร ที่มีสาร acetosyringone 200 ไมโครโมลาร์   

 
2.3 การถ่ายยีนเข้าสู่เนื้อเยื่อยาสูบด้วยวิธี Leaf disc 

ตัดชิ้นส่วนของใบให้ติดเส้นกลางใบขนาดประมาณ 0.5 x 0.5 ตารางเซนติเมตร น ามาผสมกับสาร
แขวนลอยเชื้อจากข้อ 2.2 นาน 10 นาที ซับเนื้อเยื่อบนกระดาษกรองปลอดเชื้อ แล้วย้ายเนื้อเยื่อมาเพาะเลี้ยงบน
อาหารแข็งสูตร MS ที่เติม acetosyringone 200 ไมโครโมลาร์ บ่มในที่มืด อุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 
3 วัน จากนั้นย้ายเนื้อเยื่อมาเพาะเลี้ยงในสภาพที่มีแสง บนอาหารสูตร MS ที่เติมกานามัยซิน 50 ไมโครกรัมต่อ
มิลลิลิตร เพาะเลี้ยงเป็นเวลาประมาณ 1 เดือน โดยเปลี่ยนอาหารทุกๆ 2 สัปดาห์ ย้ายเนื้อเยื่อที่สามารถเจริญได้ใน
อาหารที่มีสารปฏิชีวนะคัดเลือก มาเพาะเลี้ยงต่อในอาหารสูตรเดิมที่ไม่มีสารปฏิชีวนะคัดเลือก เพาะเลี้ยงให้พัฒนา
เป็นต้นโดยเปลี่ยนอาหารทุกๆ 4 สัปดาห์ น าต้นที่ได้รับการถ่ายยีนมาตรวจสอบยีนด้วยวิธี PCR 

 
2.4 การคัดเลือกและการตรวจสอบยาสูบท่ีได้รับการถ่ายยีน 

ใช้ไพรเมอร์ SINA3 (forward) และ SINA3 (reverse) ในการตรวจสอบยาสูบที่ได้รับการถ่ายยีน โดยบด
ใบยาสูบ ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางประมาณ 0.5 มิลลิเมตร ในปฏิกิริยา PCR 20 ไมโครลิตร ดังต่อไปนี้ 

 dH2O  7.0 ไมโครลิตร 
 2x PCR master mix 10.0  ไมโครลิตร 

 10 M forward primer 1.0 ไมโครลิตร 

 10 M reward primer 1.0 ไมโครลิตร 
ใช้เครื่อง GeneAmp® PCR System 9700 (Applied Biosystems) ในการท าปฏิกิริยา PCR โดย

ก าหนดรอบการท าปฏิกิริยาดังนี้  
 

 เริ่มต้นปฏิกิริยาที่ :  
  98 oC  5 นาที 
 ตามด้วยโปรแกรมดังต่อไปนี้ จ านวน 35 รอบ  
  98 oC  5 วินาที 
  55 oC  5 วินาที 
  72 oC  20 วินาที 
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 ปิดท้ายปฏิกิริยาที่ : 
  72 oC  7 นาที 

   4 oC  α 
หลังจากสิ้นสุดปฏิกิริยาแล้ว น าดีเอ็นเอที่เพ่ิมปริมาณได้มาตรวจวิเคราะห์ด้วย 0.8 % agarose gel   
 

 2.5 การเพิ่มปริมาณต้นยาสูบที่ได้รับการถ่ายยีน 
ตัดล าต้นของยาสูบให้มีส่วนตาข้าง ขนาดประมาณ 1-2 เซนติเมตร ย้ายมาเลี้ยงในอาหารสูตร MS 

หลังจากนั้นน าขวดเลี้ยงเนื้อเยื่อวางบนชั้นในห้องเพาะเลี้ยง ภายใต้แสงฟลูออเรสเซนต์ ความเข้มแสง 1 ,500 ลักซ์ 
นาน 16 ชั่วโมง/วัน อุณหภูมิ 25-27 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2 สัปดาห์  
 
3. ทดสอบระดับการทนสภาวะเครียดของต้นยาสูบบนอาหารสูตร MS ที่เติม NaCl และ Polyethylene glycol 

(PEG) 6000 
ทดสอบระดับการทนสภาวะเครียดของยาสูบที่ได้รับการถ่ายยีน SINA3 วางแผนการทดลองแบบสุ่ม

สมบูรณ์ (Completely Random Design; CRD) โดยน าต้นยาสูบที่ได้รับการถ่ายยีน SINA3 อายุประมาณ 2 
สัปดาห์ เพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร MS ที่เติม NaCl ที่ความเข้มข้น 0, 1.0, 1.5, 2.0 2.5 และ 3.0 เปอร์เซ็นต์ 
(w/v) และ เพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร MS ที่เติม PEG 6000 ที่ความเข้มข้น 0, 10.0, 15.0, 20.0 และ 25.0 
เปอร์เซ็นต์ (w/v) ระดับความเข้มข้นละ 5 ซ้ า โดยเพาะเลี้ยงยาสูบปกติบนอาหารสูตร MS ที่เติม NaCl และ  
PEG6000 ระดับความเข้มข้นเดียวกัน เป็นชุดควบคุม เพาะเลี้ยงเป็นเวลา 30 วัน บันทึกผลการทดลอง 
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ผลการทดลองและอภิปราย 

1. การเคลื่อนย้ายชุดยีน SINA3 เข้าสู่เซลล์ A. tumefaciens ด้วยวิธี electroporation 

น าพลาสมิดสายผสมที่มียีน SINA3 (ภาพที่ 1) ถ่ายเข้าสู่ A. tumefaciens สายพันธุ์ EHA105 ด้วยวิธี 
electroporation คัดเลือกเซลล์ A. tumefaciens ที่ได้รับพลาสมิดสายผสมที่มียีน SINA3 บนอาหารสูตร 2YT ที่
ผสมกานามัยซิน ความเข้มข้น 50 มิลลิกรัมต่อลิตร สุ่มโคลนมาตรวจสอบยีนด้วยวิธี PCR โดยใช้ไพรเมอร์ SINAT3 
(forward) และ SINAT3 (reverse) ได้ชิ้นดีเอ็นเอของยีน SINA3 ขนาด 1.0 กิโลเบส (ภาพที่ 2) ซึ่งมีขนาดของยีน
ถูกต้องตรงตามท่ีรายงานไว้คือ ยีน SINA3 มีขนาดของชิ้นดีเอ็นเอ 1.026 กิโลเบส 

 

 

  

 

 

ภาพที่ 1  เจลอิเล็คโตรโฟริซิสแสดงแถบดีเอ็นเอของพลาสมิดสายผสมที่มียีน SINA3 (lane 2) เทียบกับดีเอ็นเอ

มาตรฐาน 1 Kb DNA Ladder; Fermentas (lane 1) 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที่ 2  เจลอิเล็คโตรโฟริซิสแสดงแถบดีเอ็นเอของผลผลิต PCR ของยีน SINA3 จากเซลล์ A. tumefaciens ที่

ได้รับพลาสมิดสายผสม (lane 2) เทียบกับดีเอ็นเอมาตรฐาน 1 Kb DNA Ladder; Fermentas (lane 1) 
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2. การถ่ายยีน SINA3 เข้าสู่เนื้อเยื่อยาสูบด้วยวิธี Leaf disc 

หลังจากเลี้ยง A. tumefaciens สายพันธุ์ EHA105 ที่มีพลาสมิดสายผสม จนมีค่า OD ที่ความยาวคลื่น 

600 นาโนเมตร เท่ากับ 2 น าไปถ่ายเข้าสู่ยาสูบใบกลางและคัดเลือกเนื้อเยื่อยาสูบบนอาหารสูตร MS ที่เติมกานา

มัยซิน 50 มิลลิกรัมต่อลิตร ใช้เวลาคัดเลือกนาน 15 วัน เนื้อเยื่อยาสูบเริ่มพัฒนาเป็นแคลลัส เลี้ยงบนอาหาร

คัดเลือกต่ออีกเป็นเวลา 45 วัน เนื้อเยื่อยาสูบจึงพัฒนาเป็นต้น (ภาพที่ 3) จึงน ามาตรวจสอบยีน SINA3 ด้วย

เทคนิค PCR พบว่า มีต้นยาสูบจ านวน 4 ต้น ที่ตรวจพบชิ้นดีเอ็นเอขนาดประมาณ 1 กิโลเบส (ภาพที่ 4)  ซึ่งตรง

กับขนาดของยีน SINA3 จึงน ายาสูบทั้ง 4 ต้น เพ่ิมปริมาณเพ่ือทดสอบการทนเค็มและทนแล้งต่อไป 

 

 

 

 

 

ภาพที่ 3  การเกิดแคลลัสและต้นของใบยาสูบที่ได้รับการถ่ายยีน SINA3 หลังจากเพาะเลี้ยงในอาหารคัดเลือกเป็น

เวลา 60 วัน 

 

 

 

 

 

 

ภาพที่ 4  เจลอิเล็คโตรโฟริซิสแสดงแถบดีเอ็นเอของผลผลิต PCR ของยีน SINA3 จากต้นยาสูบที่ได้รับการถ่ายยีน 

ต้นที่ 1 2 3 และ 4 (lane 2 3 4 และ 5 ตามล าดับ) เทียบกับดีเอ็นเอมาตรฐาน 100 bp Plus DNA 

Ladder; Fermentas (lane 1)  
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3. ทดสอบระดับการทนสภาวะเครียดของต้นยาสูบบนอาหารสูตร MS ที่เติม NaCl และ PEG 6000  

น าต้นยาสูบที่มียีน SINA3 อายุประมาณ 2 สัปดาห์ (ภาพที่ 5) มาเพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร MS ที่เติม 

NaCl ซึ่งเป็นสูตรอาหารที่ทดสอบสภาวะเครียดเกลือของต้นยาสูบที่มียีน SINA3 โดยอาหารสูตร MS ที่เติม NaCl 

ที่ระดับความเข้มข้น  0, 1, 1.5, 2, 2.5 และ 3 เปอร์เซ็นต์ มีค่าการน าไฟฟูา เท่ากับ 6.2, 22, 29, 36.3, 44.6 และ 

50.3 มิลลิเดซิซิเมนต่อเซนติเมตร ตามล าดับ (ตารางที่ 1) ซึ่งอาหารสูตร MS ที่เติม NaCl ที่ระดับความเข้มข้น 1 

เปอร์เซ็นต์ ขึ้นไป จัดเป็นอาหารที่ให้ความเค็มจัด เนื่องจากมีการการน าไฟฟูามากกว่า 15 มิลลิเดซิซิเมนต่อ

เซนติเมตร ตามการจ าแนกความเค็มที่มีผลกระทบต่อพืชของ FAO (1976) (ตารางที่ 2) หลังจากเพาะเลี้ยงยาสูบ 

เป็นเวลา 7 วัน พบว่า ต้นยาสูบชุดควบคุมและยาสูบที่มียีน SINA3 ที่เพาะเลี้ยงบนอาหารที่เติม NaCl ระดับความ

เข้มข้น 1 เปอร์เซ็นต์ ขึน้ไป ใบยาสูบมีสีเหลืองซีด และต้นยาสูบหยุดการเจริญเติบโตหลังจากเพาะเลี้ยงบนอาหาร

ที่เติม NaCl นาน 14 วัน เมื่อเทียบกับต้นยาสูบชุดควบคุมและยาสูบที่มียีน SINA3 ที่เพาะเลี้ยงบนอาหารที่ไม่เติม 

NaCl ยังคงมีการเจริญเติบโต โดยมีความสูงและจ านวนใบสีเขียวที่เพ่ิมขึ้น (ตารางที่ 3) ซึ่งสอดคล้องกับงานวิจัย

ของ Shi et.al. (2015) ทดสอบสภาวะเครียดเกลือในต้นยาสูบ (Nicotiana tabacum) ที่ได้รับการถ่ายยีน 

Lycopene β-cyclase เพื่อให้มีการเจริญเติบโตและต้านทานต่อสภาวะเครียด พบว่า ต้นยาสูบปกติเมื่ออยู่ใน

สภาวะเครียดเกลือจะแสดงอาการใบเหลืองซีดและชะงักการเจริญเติบโตเช่นเดียวกัน 

 

 

 

 

 

 
ภาพที่ 5  ต้นยาสูบที่ได้รับการถ่ายยีน SINA3 อายุ 2 สัปดาห์ ที่ท าการขยายชิ้นส่วนเพ่ือทดสอบการทนสภาวะเครียด  
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ตารางท่ี 1  ค่าการน าไฟฟูาของอาหารสูตร MS ที่เติม NaCl ความเข้มข้นระดับต่างๆ  

ปริมาณ NaCl (% w/v) ค่าการน าไฟฟ้า (mS/cm) 

0 6.2 

1.0 22.0 

1.5 29.0 

2.0 36.3 

2.5 44.6 

3.0 50.3 

 

ตารางท่ี 2  การจ าแนกระดับความเค็มที่มีผลกระทบต่อพืช (FAO, 1976) 

ค่าการน าไฟฟ้า (mS/cm) ระดับความเค็ม การตอบสนองของพืช 

น้อยกว่า 2 ไม่เค็ม ไม่มีผลกระทบต่อพืช 

2-4 เค็มน้อย มีผลกระทบต่อการเจริญเติบโตของพืชไม่ทนเค็ม 

4-8 เค็มปานกลาง มีผลกระทบต่อการเจริญเติบโตของพืชหลายชนิด 

8-15 เค็มมาก พืชทนเค็มสามารถเจริญเติบโตและให้ผลผลิตได้ 

มากกว่า 15 เค็มจัด พืชทนเค็มสูงสามารถเจริญเติบโตและให้ผลผลิตได้ 

 
จากผลการวิเคราะห์ข้อมูลทางสถิติ (ตารางที่ 4)  พบว่า ค่าเฉลี่ยของน้ าหนักสดของต้นยาสูบที่มียีน SINA3 

และต้นยาสูบชุดควบคุม ที่เพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร MS ที่เติม NaCl ที่ระดับความเข้มข้น 0, 1, 1.5, 2, 2.5 และ 
3 เปอร์เซ็นต์ เป็นเวลา 30 วัน มีความแตกต่างกันทางสถิติอย่างมีนัยส าคัญ ที่ระดับความเชื่อมั่น 95 เปอร์เซ็นต์ 
จะพบว่าน้ าหนักสดของต้นยาสูบที่มียีน SINA3 และต้นยาสูบชุดควบคุม ที่เพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร MS ที่เติม 
NaCl ที่ระดับความเข้มข้น 0, 1 และ 1.5 เปอร์เซ็นต์ มีน้ าหนักสดเฉลี่ยไม่แตกต่างกัน โดยมีน้ าหนักสดอยู่ในช่วง 
1.22-1.94 กรัม ซึ่งแตกต่างจากตน้ยาสูบที่มียีน SINA3 และต้นยาสูบชุดควบคุม ที่เพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร MS ที่
เติม NaCl ที่ระดับความเข้มข้น 2, 2.5 และ 3 เปอร์เซ็นต์ จะมีน้ าหนักสดเฉลี่ยน้อยกว่าอยู่ในช่วง 0.84 – 1.06 กรัม 
เมื่อวิเคราะห์ความสูงของต้นยาสูบที่มียีน SINA3 และต้นยาสูบชุดควบคุม ที่เพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร MS ที่เติม 
NaCl ที่ระดับความเข้มข้น 1, 1.5, 2, 2.5 และ 3 เปอร์เซ็นต์ มีความสูงเฉลี่ยอยู่ในช่วง 3.5 – 5.30 เซนติเมตร ซึ่ง
แตกต่างจากต้นยาสูบที่มียีน SINA3 และต้นยาสูบชุดควบคุมที่เพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร MS ที่ไม่เติม NaCl โดยมี
ความสูงเฉลี่ยเท่ากับ 8.50 และ 5.90 เซนติเมตร ตามล าดับ นอกจากนี้ เมื่อวิเคราะห์จ านวนใบของต้นยาสูบที่มียีน 
SINA3 และต้นยาสูบชุดควบคุม ที่เพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร MS ที่เติม NaCl ที่ระดับความเข้มข้น 0, 1, 1.5, 2, 
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2.5 และ 3 เปอร์เซ็นต์ พบว่า มีลักษณะเช่นเดียวกับความสูงของต้นยาสูบคือ ต้นยาสูบที่มียีน SINA3 และต้น
ยาสูบชุดควบคุมที่เพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร MS ที่ไม่เติม NaCl มีจ านวนใบเฉลี่ย เท่ากับ 6.80 และ 5.80 ใบ 
ตามล าดับ ซึ่งแตกต่างจากต้นยาสูบที่มียีน SINA3 และต้นยาสูบชุดควบคุม ที่เพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร MS ที่เติม 
NaCl ที่ระดับความเข้มข้น 1, 1.5, 2, 2.5 และ 3 เปอร์เซ็นต์ มีจ านวนใบเฉลี่ยอยู่ในช่วง 2 – 9.20 ใบ   

หลังจากเพาะเลี้ยงต้นยาสูบบนอาหารสูตร MS ที่เติม PEG6000 ความเข้มข้นระดับ 0, 10, 15, 20 และ 
25 % (w/v) เป็นเวลา 7 วัน พบว่าต้นยาสูบชุดควบคุมและยาสูบที่มียีน SINA3 ที่เพาะเลี้ยงบนอาหารที่เติม  
PEG6000 ความเข้มข้น 15 เปอร์เซ็นต์ ขึ้นไป ต้นยาสูบมีลักษณะแคระแกร็นและเพาะเลี้ยงบนอาหารที่เติม สูตร
เดิม นาน 14 วัน ต้นยาสูบชุดควบคุมและยาสูบที่มียีน SINA3 ที่เพาะเลี้ยงบนอาหารที่เติม PEG6000 ความเข้มข้น 
10 เปอร์เซ็นต์ ขึ้นไป หยุดการเจริญเติบโต แต่ยังคงมีใบสีเขียว ซึ่งสอดคล้องกับงานวิจัยของ Almansouri et.al 
(2001). พบว่าเมื่อข้าวสาลีอยู่ในสภาวะขาดน้ า จะมีความยาวของล าต้นน้อยลง เช่นเดียวกับรายงานของ OKÇU 
et al. (2005) พบว่า PEG6000 มีผลต่องอกและการยืดของยอดถั่วลันเตา 

 เมื่อวิเคราะห์ผลจากข้อมูลทางสถิติ (ตารางที่ 6)  พบว่า ค่าเฉลี่ยของน้ าหนักสด ความสูงของต้น และ
จ านวนใบของต้นยาสูบที่มียีน SINA3 และต้นยาสูบชุดควบคุม ที่เพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร MS ที่เติม PEG6000 ที่
ความเข้มข้น 10 เปอร์เซ็นต์ ขึ้นไป มีความแตกต่างจากต้นยาสูบที่มียีน SINA3 และต้นยาสูบชุดควบคุม ที่
เพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร MS ที่ไม่เติม PEG6000 โดยน้ าหนักสดเฉลี่ยของต้นยาสูบที่เพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร MS 
ที่เติม PEG6000 อยู่ในช่วง 0.37–0.74 กรัม เมื่อเทียบกับต้นยาสูบที่มียีน SINA3 และต้นยาสูบชุดควบคุมที่
เพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร MS ที่ไม่เติม PEG6000 มีน้ าหนักสดเฉลี่ย เท่ากับ 1.94 และ 1.22 กรัม ตามล าดับ ส่วน
ความสูงเฉลี่ยของต้นยาสูบที่มียีน SINA3 และต้นยาสูบชุดควบคุมที่เพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร MS ที่ไม่เติม 
PEG6000 มีความสูงเฉลี่ย เท่ากับ 8.50 และ 5.90 เซนติเมตร ตามล าดับ ในขณะที่ความสูงเฉลี่ยของต้นยาสูบที่มี
ยีน SINA3 และต้นยาสูบชุดควบคุม ที่เพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร MS ที่เติม PEG6000 อยู่ในช่วง 2.38–4.24 
เซนติเมตร เช่นเดียวกับจ านวนใบเฉลี่ยของต้นยาสูบที่มียีน SINA3 และต้นยาสูบชุดควบคุมที่เพาะเลี้ยงบนอาหาร
สูตร MS ที่ไม่เติม PEG6000 มีจ านวนใบเท่ากับ 6.80 และ 5.80 ใบ ตามล าดับ โดยที่จ านวนใบเฉลี่ยของต้นยาสูบ
ที่มียีน SINA3 และต้นยาสูบชุดควบคุม ที่เพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร MS ที่เติม PEG6000 อยู่ในช่วง 2.40–5.00 ใบ  
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ตารางท่ี 3  ลักษณะของต้นยาสูบที่มียีน SINA3 ที่เพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร MS ที่เติม NaCl ความเข้มข้นระดับ   

0, 1.0, 1.5, 2.0, 2.5 และ 3.0 % (w/v) เป็นเวลา 7, 14, 21 และ 30 วัน เทียบกับต้นยาสูบปกติ     
ที่เพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร MS ที่ไม่เติม NaCl 
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ตารางท่ี 4  ค่าเฉลี่ยของน้ าหนักสด ความสูงของต้น และจ านวนใบของยาสูบที่มียีน SINA3 และยาสูบชุดควบคุม 

ที่เพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร MS ที่เติม NaCl ที่ระดับความเข้มข้น 0, 1, 1.5, 2, 2.5 และ 3 
เปอร์เซ็นต์ เป็นเวลา 30 วัน 

 

ความเข้มข้นของ NaCl (%) 
ค่าเฉลี่ย 

น้ าหนักสด (g) ความสูง (cm) จ านวนใบ (ใบ) 

ยาสูบชุดควบคุม    

MS+NaCl 0 1.22 abc1/ 5.90 b1/ 5.80 bc1/ 

MS+NaCl 1 0.91 c 4.70 bcd 4.20 cd 

MS+NaCl 1.5 1.33 abc 5.04 bcd 4.00 cde 

MS+NaCl 2 0.98 bc 4.78 bcd 3.00 de 

MS+NaCl 2.5 0.92 c 3.50 d 2.00 de 

MS+NaCl 3 0.84 c 3.80 cd 2.20 de 

ยาสูบท่ีมียีน SINA3    

MS+NaCl 0 1.94 a 8.50 a 6.80 b 

MS+NaCl 1 1.81 ab 5.28 bc 9.20 a 

MS+NaCl 1.5 1.80 ab 5.30 bc 4.00 cde 

MS+NaCl 2 0.93 c 3.94 cd 3.00 de 

MS+NaCl 2.5 0.99 bc 3.96 cd 2.60 de 

MS+NaCl 3 1.06 bc 3.90 cd 2.40 de 

F test      *     **     ** 

C.V. (%)  46.79 23.26 34.20 

*  : แตกต่างทางสถิติท่ีระดับความเชื่อม่ัน 95 เปอร์เซ็นต์ 
** : แตกต่างทางสถิติท่ีระดับความเชื่อม่ัน 99 เปอร์เซ็นต์ 
1/ : ตัวอักษรที่เหมือนกันในแนวตั้งไม่มีความแตกต่างเมื่อเปรียบเทียบค่าเฉลี่ย                                   

โดยวิธี Duncan’s Multiple Range Test ที่ระดับความเชื่อมั่น 95 เปอร์เซ็นต์ 
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ตารางท่ี 5 ลักษณะของต้นยาสูบที่มียีน SINA3 ที่เพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร MS ที่เติม PEG6000 ความเข้มข้น

ระดับ 0, 10, 15, 20 และ 25 % (w/v) เป็นเวลา 7, 14, 21 และ 30 วัน เทียบกับต้นยาสูบปกติ      
ที่เพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร MS ที่ไม่เติม PEG6000 
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ตารางท่ี 6  ค่าเฉลี่ยของน้ าหนักสด ความสูงของต้น และ จ านวนใบของยาสูบที่มียีน SINA3 และยาสูบชุด

ควบคุม ที่เพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร MS ที่เติม PEG6000 ที่ระดับความเข้มข้น 0, 10, 15, 20 และ 

25 เปอร์เซ็นต์ เป็นเวลา 30 วัน 

 

ความเข้มข้นของ PEG 

(%) 

 ค่าเฉลี่ย  

น้ าหนักสด (g) ความสูง (cm) จ านวนใบ (ใบ) 

ยาสูบชุดควบคุม    

MS+PEG 0 % 1.22 b1/ 5.90 b1/ 5.80 ab1/ 

MS+PEG 10 % 0.68 c 3.96 cd 5.00 abc 

MS+PEG 15 % 0.37 c 3.20 cde 4.60 bcd 

MS+PEG 20 % 0.52 c 2.38 e 4.00 bcde 

MS+PEG 25 % 0.51 c 3.30 cde 2.40 e 

ยาสูบท่ีมียีน SINA3    

MS+PEG 0 % 1.94 a 8.50 a 6.80 a 

MS+PEG 10 % 0.74 c 4.24 c 4.20 bcde 

MS+PEG 15 % 0.58 c 2.60 de 3.60 cde 

MS+PEG 20 % 0.55 c 3.60 cde 3.60 cde 

MS+PEG 25 % 0.51 c 3.18 cde 2.80 de 

F test ** ** ** 

C.V. (%) 46.05 24.06 32.20 

** : แตกต่างทางสถิติท่ีระดับความเชื่อม่ัน 99 เปอร์เซ็นต์ 

1/ : ตัวอักษรที่เหมือนกันในแนวตั้งไม่มีความแตกต่างเมื่อเปรียบเทียบค่าเฉลี่ย                                   

โดยวิธี Duncan’s Multiple Range Test ที่ระดับความเชื่อมั่น 95 เปอร์เซ็นต์ 
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สรุปผลการทดลองและข้อเสนอแนะ 
 

จากการทดลองนี้ได้น าเอายีน SINA3 ถ่ายฝากยีนเข้าพืชต้นแบบยาสูบ เพ่ือศึกษาผลของการแสดงออก
ของยีนที่ทนต่อสภาวะเครียดเกลือและสภาวะขาดน้ า โดยน าชุดยีนที่มียีน SINA3 เข้าสู่ เซลล์แบคทีเรีย             
A. tumefaciens สายพันธุ์ EHA105 ได้ และถ่ายฝากยีน SINA3 เข้าสู่เนื้อเยื่อยาสูบ ด้วยวิธี Leaf disc คัดเลือก
ต้นยาสูบที่มียีน SINA3 ได้ จ านวน 4 ต้น เพ่ิมปริมาณและน ามาทดสอบสภาวะเครียดเกลือและสภาวะขาดน้ า
โดยเพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร MS ที่เติม NaCl และ PEG6000 นั้น พบว่าต้นยาสูบที่มียีน SINA3 ให้ผลการ
ทดลองสอดคล้องกับต้นยาสูบชุดควบคุม ทั้งน้ าหนักสด ความสูงของต้น และจ านวนใบ แสดงว่าต้นยาสูบที่ได้รับ
การถ่ายยีน SINA3 ไม่สามารถทนทานต่อสภาวะเครียดเกลือและสภาวะขาดน้ าได้ ซึ่งอาจเกิดจากการท างานของ
โปรตีน SINA มีทั้งส่งเสริมและยับยั้งหน้าที่ของโปรตีนชนิดอ่ืนภายในเซลล์ จากการศึกษาการควบคุมการ
ตอบสนองต่อสภาวะขาดน้ าในข้าว โดยตั้งชื่อโปรตีนในกลุ่ม E3 ubiquitin ligases ว่า OsDIS1 (for Oryza sitiva 
Drought-induced SINA protein 1) พบว่า ข้าวที่ได้รับการถ่ายยีน OsDIS1 แบบ over expression จะท าให้
ความทนแล้งของข้าวลดลง แต่เมื่อยับยั้งการท างานของยีน OsDIS1 ด้วยเทคนิค RNAi ท าให้ข้าวมีความทนแล้ง
เพ่ิมขึ้น (Ning (1) et al., 2011) ต่อมาพบว่า การ over expression ยีน OsDIS1 ในข้าวแล้วส่งเสริมให้ทนแล้ง
ลดลงนั้น เกิดจากโปรตีน OsDIS1 ท าปฏิสัมพันธ์กับโปรตีน OsNek6 ซึ่งยีน Nek6 เป็นยีนที่ตอบสนองต่อความ
เค็มและสภาวะ osmotic stress โปรตีน OsNek6 จะขัดขวางไม่ให้ OsDIS1 ท างานกับ ubiquitinates จึงท าให้
ข้าวไม่ทนต่อสภาวะขาดน้ า แต่เมื่อ OsDIS1 ท าปฏิสัมพันธ์กับโปรตีน OsSKIPa ซึ่งจะขัดขวางการท างานของ 26s 
proteasome ท าให้โปรตีน OsDIS1 ท างานร่วมกับ ubiquitinates โดยตรง จึงท าให้ข้าวเกิดการทนแล้งขึ้นมาได้ 
(Ning (2) et al., 2011) 

จากงานวิจัยครั้งนี้ จะพบว่ายีน SINA3 ที่ถ่ายฝากเข้าสู่ยาสูบ แบบ over expression นั้น ยังไม่สามารถ
ท าให้ยาสูบที่ได้รับการถ่ายยีนมีความต้านทานต่อสภาวะเครียดได้ ดังนั้น ในการศึกษายีน SINA3 ต่อไป อาจต้องใช้
เทคนิค RNAi ร่วมกับการการถ่ายยีนแบบ over expression เพ่ือศึกษาความทนทานต่อสภาวะเครียดของพืช
นั้นๆ ต่อไป นอกจากนี้ยังมีข้อมูลพ้ืนฐานส าหรับความทนทานต่อสภาวะเครียดเกลือและสภาวะขาดน้ าของต้น
ยาสูบ (Nicotiana tabacum) โดยเมื่อเพาะเลี้ยงยาสูบใบกลางบนอาหารสูตร MS ที่เติม NaCl 1 เปอร์เซ็นต์ ขึ้น
ไป เป็นเวลา 7 วัน ต้นยาสูบจะเริ่มมีใบสีเหลืองซีด และหยุดการเจริญเติบโต ภายในเวลา 14 วัน ส่วนต้นยาสูบใบ
กลางที่เพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร MS ที่เติม PEG6000 ความเข้มข้น 10 เปอร์เซ็นต์ ขึ้นไป มีผลต่อการเจริญเติบโต
และการยืดยาวของล าต้น ภายใน 7 วัน 
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การทดลองที่ 3 

การศึกษาและค้นหายีนที่ตอบสนองต่อสภาวะขาดน้ าของข้าวโพดพันธุ์นครสวรรค์ 3 (NSW3) 
โดยอาศัยเทคนิค PCR 

Genes Discovery expressed in response to drought stress in the drought tolerant Maize 
(NSW3 variety) by PCR technique. 

 

  พยุงศักดิ์  รวยอาร ี        สรุิพัฒน์  ไทยเทศ 
Payungsak  Rauyaree     Suriphat  Thaitad 

 
ค าส าคัญ 

 

การค้นหายีน (genes discovery), สภาวะขาดน้ า (drought stress), ข้าวโพด (Zea mays L.),           
การแสดงออกของยีน (Gene Expression) 

 
บทคัดย่อ 

 

น าวิธีการ PCR ที่อิงไพรเมอร์ควบคุมการเชื่อมต่อสาย (Annealing Control-Primers-based Gene 
Fishing Technique) มาใช้ในการระบุยีนที่แสดงออกจากใบข้าวโพดพันธุ์นครสวรรค์ 3 ในสภาวะขาดน้ านาน 7 
วัน (treated) จากการใช้ 20 ไพรเมอร์ควบคุมกับ cDNA ใบข้าวโพดขาดน้ าเป็นเทมเพลทในปฏิกิริยา PCR เทียบ
กับ cDNA จากใบข้าวโพดให้น้ าปกติ (untreated) แอมพลิคอนยีนที่ปรากฏจะถูกน ามาสกัดแยกดีเอ็นเอ โคลนนิ่ง 
หาล าดับเบสเปรียบเทียบล าดับเบสและหาหน้าที่ของยีน (putative gene functions) เทียบกับฐานข้อมูลชีวภาพ
สากล ข้อมูลเบื้องต้นโดยใช้ cDNA ควบคุม (control cDNA ) ในการท าปฏิกิริยา PCR ผลการทดลองให้ผลบวก 
ส่วนปฏิกิริยา PCR ที่ใช้อาร์เอ็นเอที่สกัดได้จากข้าวโพดพันธุ์นครสวรรค์ 3 ในสภาวะขาดน้ านาน 7 วัน เป็นเทม
เพลท โดยใช้ไพรเมอร์ควบคุม พบการเชื่อมต่อสายกับไพรเมอร์สองเส้นที่แสดงออก (up-regulated) ได้แก่ ACP2 
และ ACP12 ข้อมูลที่ได้ในเบื้องต้นอาจน ามาสู่การศึกษาหน้าที่ของยีน หรือความเข้าใจมากขึ้นเกี่ยวกับการ
ตอบสนองต่อสภาวะขาดน้ าในพืช และน าไปสู่การพัฒนาการปรับปรุงพันธุ์พืชทนแล้งต่อไป 

 
Abstract 

 

In the present study, we have used an annealing control primer (ACP) based reverse 
transcription polymerase chain reaction (Annealing Control-Primers-based Gene Fishing 
Technique) to identify drought-stress-induced differentially expressed genes in 19 days maize 
leaves after seedling. The total RNA was extracted from maize leaves at 7 days after water 
depletion. Using 12 ACP-based RT PCR screening method, two up-regulated ACPs were identified 
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which were ACP2 and ACP12. DEG screening was performed by GeneFishing method. The 
identified up-regulated ACPs were then isolated, cloned and sequenced for their putative gene 
functions. The results of these two ACPs, ACP2 and ACP12 are hypothethical proteins. The 
information might be helpful for better understanding of drought stress mechanism in maize to 
further gaining information about the plant genetic improvement for drought tolerance in plant. 

บทน า 
 
PCR (Polymerase Chain Reaction) เป็นปฏิกิริยาเอนไซม์ที่อาศัยหลักการที่ง่าย ท านายผลง่ายและ

รวดเร็ว ใช้ปริมาณดีเอ็นเอน้อย การศึกษาท่ีผ่านมา สามารถน าวิธีการนี้มาใช้ในการค้นหาที่เกี่ยวข้องกับสภาวะทน
แล้งที่ส่งผลต่อผลผลิตได้ เช่น ยีน DREB (Garg, et al., 2008) พืชมีการปรับตัวทางสรีระวิทยาให้เข้ากับสภาวะ
แวดล้อมต่างๆที่ไม่เหมาะสม เพ่ือให้ตัวมันเองมีความอยู่รอดในสภาวะแวดล้อมนั้นๆ เช่น ในสภาพเซลล์ขาดน้ า
หรือแห้งแล้ง เป็นต้น การปรับตัวของพืชให้มีการพัฒนาหรือให้เป็นไปตามปกติหรือคงทนอยู่ในสภาวะแวดล้ อม
ดังกล่าวนั้น ต้องมีการแสดงออกของยีนบางชนิด ซึ่งอาจเป็นยีนเดียวหรือกลุ่มยีน (ยีนหลายๆ ชนิดแสดงออกเพ่ือ
ตอบสนองพร้อมกันในสภาวะเดียวกัน) ยีนที่ตอบสนอง เช่น ดีไฮดรินส์, LEA (late embryogeneis abundant 
protein group II) (Ingram and Bartels, 1996), ไซโคลฟิลิต (Gasser et al., 1990) Dedydration responsive 
element binding (DREB) (Skinner et al., 2005; Latini et al., 2007) เป็นต้น จึงจะท าให้พืชมีการด ารงอยู่ใน
สภาวะนั้นๆ ได้หรือเกิดความเสียหายน้อยที่สุด ที่ผ่านมานักวิจัยได้ศึกษาหน้าที่ของยีนที่เกี่ยวข้องกับการแสดงออก
ในพืช เพื่อให้พืชเกิดการปรับตัวให้คงทนอยู่ในสภาวะแวดล้อมที่ไม่เหมาะสมได้ดี  

ในปัจจุบัน ข้อมูลยีนหรือกลุ่มยีนที่เกี่ยวข้องกับการแสดงออกในสภาวะขาดน้ าหรือแห้งแล้งที่ได้จาก
ค้นคว้าวิจัยมีจ านวนเพิ่มขึ้นอย่างต่อเนื่อง ท าให้การน าข้อมูลที่ได้มาประยุกต์ใช้ในการปรับปรุงพันธุ์พืชให้มีลักษณะ
ทนแล้งโดยอาศัยวิธีการเทคโนโลยีชีวภาพนั้นมีความเป็นไปได้มากขึ้น อีกทั้ง จากการศึกษาที่ผ่านมา มีข้อมูลที่
แสดงให้เห็นชัดแล้วว่า อุณหภูมิของโลกมีแนวโน้มเพ่ิมสูงขึ้นทุกๆ ปี และพบว่าพืชมีการแสดงออกของยีนที่จ าเพาะ
บางชนิด เพ่ือที่จะตอบสนองต่อสภาวะแวดล้อมที่ไม่เหมาะสมเช่นขาดน้ าหรือแห้งแล้งได้  งานวิจัยนี้ จึงมี
วัตถุประสงค์น าเทคนิค PCR มาใช้ในการค้นหาการแสดงออกของยีนที่ตอบสนองต่อสภาวะขาดน้ าในข้าวโพดเลี้ยง
สัตว์พันธุ์ลูกผสมนครสวรรค์ 3 (ชื่อเดิมว่า NSX 042029) เป็นพันธุ์ลูกผสมเดี่ยว เกิดจากการผสมข้ามระหว่างพันธุ์
แท้ตากฟูา 1 (พันธุ์แม่) และพันธุ์แท้ตากฟูา 3 (พันธุ์พ่อ) ซึ่งศูนย์วิจัยพืชไร่นครสวรรค์ ได้ท าการศึกษาระหว่างปี 
2547-2551 มีลักษณะทนต่อความแล้งและให้ปริมาณสูงถึง  1,147 กิโลกรัมต่อไร่ (http://www.food-
resources.org/news/view.php?id=2646) โดยกรมวิชาการได้คาดการณ์ไว้ว่า จะสามารถผลิตเมล็ดข้าวโพดได้ 
350 ตัน น าไปส่งเสริมให้เกษตรกรปลูกได้ 10,000 ไร่  

ในประเทศไทย ข้าวโพดนับเป็นพืชเศรษฐกิจที่ส าคัญชนิดหนึ่งที่ท ารายได้ให้กับประเทศเป็นอย่างมากและ
พบข้าวโพดพันธุ์ทนแล้งในประเทศอีกด้วย นับเป็นฐานพันธุกรรมในเชิงวิจัยได้เป็นอย่างดี รวมทั้งข้าวโพดเป็นพืชที่มี
ประโยชน์ทั้งด้านบริโภคและด้านงานวิจัย ดังนั้น งานวิจัยนี้จึงมุ่งเน้นการค้นหายีนหรือกลุ่มยีนที่ได้มีการศึกษา

http://www.food-resources.org/news/view.php?id=2646
http://www.food-resources.org/news/view.php?id=2646


60 
 
ค้นคว้ามาแล้วในพืชชนิดต่างๆ แล้วน ายีนนั้นๆ มาศึกษากับข้าวโพดพันธุ์ทนแล้งในประเทศไทยว่าข้อมูลที่ได้มีความ
สอดคล้องหรือแตกต่างกันหรือไม่ เพ่ือน าข้อมูลที่ได้นั้นมาประยุกต์ใช้ในการปรับปรุงพันธุ์พืชให้มีคุณลักษณะทนแล้ง
ได้ต่อไปในอนาคต ท าให้งานวิจัยนี้สามารถให้ข้อมูลในรูปยีนที่เป็นประโยชน์ทางการเกษตรของประเทศไทยได้ 

 
ระเบียบวิธีการวิจัย 

 
ประเด็นวิจัย : เป็นการศึกษาการแสดงออกของยีนที่เกี่ยวข้องกับสภาวะขาดน้ าในข้าวโพดพันธุ์นครสวรรค์ 3 
โดยใช้เทคนิค PCR ที่อิงไพรเมอร์ควบคุมการเชื่อมต่อสาย (Annealing Control-Primers-based Gene Fishing 
Technique) ในการระบุยีนที่แสดงออกจาก cDNA ใบข้าวโพดที่งดให้น้ านาน 7 วัน (treated) เทียบกับ cDNA 
จากใบข้าวโพดให้น้ าปกติ (untreated) ข้อมูลที่ได้น ามาสู่การศึกษาหน้าที่ของยีนที่ตอบสนองต่อสภาวะขาดน้ าใน
ข้าวโพดและน าไปสู่การพัฒนาการปรับปรุงพันธุ์พืชทนแล้งต่อไป 
สถานที่ทดลอง :   ส านักวิจัยพัฒนาเทคโนโลยีชีวภาพ 
ระยะเวลาท าการวิจัย :  ตุลาคม  2556 -  กันยายน  2557 

วิธีการทดลอง 
ขั้นตอนที่ 1  การเตรียมพืชทดลอง การงดให้น้ า และการเก็บพืชตัวอย่าง 
 เพาะเมล็ดข้าวโพดเลี้ยงสัตว์พันธุ์นครสวรรค์ 3 ในถุงพลาสติกด าขนาด 10x10x10 นิ้ว ที่ใส่ดินและปุ๋ย 
ในช่วงเดือนกันยายนถึงตุลาคม พ.ศ. 2556 ให้น้ าทุกวันเป็นเวลา 2 สัปดาห์ ก่อนงดให้น้ าเป็นเวลา 7 วัน 
(treated) จึงตัดใบ ส่วน control plant ให้น้ าต่อไปปกติ (untreated) เก็บใบพืชที่อุณหภูมิ -80°C จนกว่าจะ
น ามาใช้สกัดสารพันธุกรรมอาร์เอ็นเอรวม (Total RNA)  

 
ขั้นตอนที ่2  การสกัดสารพันธุกรรม Total RNA จากใบข้าวโพดตัวอย่าง 
          2.1  ตัดใบข้าวโพดตัวอย่างจากตู้แช่เย็นอุณหภูมิ -80°C สกัดอาร์เอ็นเอด้วยสาร TRIzol® Reagent และ/
หรือด้วยการใช้ชุดสกัด Plant RNeasy mini kit (Qiagen, CA, USA) 
 2.2  ส าหรับการสกัดด้วยการใช้ TRIzol® Reagent ชั่งน้ าหนักใบพืชตัวอย่างละประมาณ 100 มิลลิกรัม
และเติมสาร TRIzol ปริมาตร 1 มิลลิลิตร บดตัวอย่างใบให้ละเอียดโดยการใช้โกร่งและในสภาพไนโตรเจนเหลว 
ตักตัวอย่างที่บดละเอียดแล้วลงในหลอดขนาด 1.5 มิลลิลิตร หรือในหลอดโพลิโพรพิลีนขนาด 15 มิลลิลิตร 
(Greiner Bio-one Inc, USA) ขึ้นอยู่กับอัตราส่วนปริมาตรการสกัด ส่วนการสกัดด้วยวิธีการใช้ชุดสกัด  ท าตาม
ค าแนะน าท่ีระบุไว้ในคู่มือผู้ผลิต 
 2.3  บ่มสารละลายที่อุณหภูมิห้องนาน 5 นาที  

2.4  เติมสารละลายคลอโรฟอร์ม 200 มิลลิลิตร (ส าหรับหลอดทดลองขนาด 1.5 มิลลิลิตร) เขย่าหลอดให้
ทั่วนาน 15 วินาที และบ่มท่ีอุณหภูมิห้องนาน 2 ถึง 3 นาที  
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2.5  ปั่นหลอดที่อุณหภูมิ 4°C ที่ความเร็ว 12,000 g นาน 15 นาที ดูดสารละลายใส (supernatant) ลง
ในหลอดใหม่ และเหวี่ยงหลอดด้วยความเร็วสูงซ้ าอีกครั้งนาน 5 นาที ที่ 10,000 rpm ดูดสารละลายใสลงในหลอด
ใหม่  
 2.6  ตกตะกอน RNA ด้วยการเติมไอโซโพรพานอลปริมาตร 100 ไมโครลิตร (ส าหรับหลอดขนาดเล็ก)  
และ 1 มิลลิลิตร (ส าหรับหลอดขนาดใหญ่) ผสมให้เข้ากัน เหวี่ยงหลอดด้วยความเร็วสูงนาน 15 นาที ที่ความเร็ว  
5,000 g ใช้ไปเปตดูดสารละลายใสทิ้งไป ล้าง RNA ที่ได้ด้วยเอทานอล 70% จากนั้นดูดเอทานอลทิ้งปั่นเหวี่ยง
หลอดซ้ าอีกครั้ง ดูดเอทานอลที่เหลือออกซ้ าอีกครั้งด้วยไปเปต  
 2.7  เติมบัฟเฟอร์ GTE ปริมาตร 100 ไมโครลิตร ละลาย RNA ให้เข้ากัน เก็บรักษาในระยะสั้น RNA ไว้ที่

อุณหภูมิ -20C (และเก็บที่ -80C ในระยะยาว) 
2.8  วิเคราะห์ RNA ที่สกัดได้โดยน ามาแยกผ่านเครื่องวิเคราะห์สารพันธุกรรมด้วยกระแสไฟฟูา (Gel 

electrophoresis) ขนาด 80 โวลต์ นาน 30 – 45 นาที โดยใช้ 2 เปอร์เซ็นต์ Agarose Gel เป็นตัวกลาง         
จากนั้นน า Agarose Gel มาย้อมด้วยสาร GelStar นาน 10 ถึง 15 นาท ีล้างเจลด้วยน้ ากลั่นนานประมาณ 5 นาที 
และบันทึกภาพด้วยเครื่องส่องดูแถบดีเอ็นเอภายใต้แสง Ultraviolet (GelDoc transluminator) วัดปริมาณและ
คุณภาพของปริมาณ RNA ที่สกัดได้ด้วยเครื่องวัดค่าการดูดกลืนแสง (Spectrophotometer) เก็บรักษา RNA ที่ได้
ไว้ที่อุณหภูมิ -80°C  

 
 

ขั้นตอนที่ 3 การสังเคราะห์ cDNA สายแรก (First-Strand cDNA synthesis) โดยเอ็นไซม์ Reverse 
transcriptase (Promega, Madison, USA) ในปริมาตร 20 ไมโครลิตร ประกอบด้วยปฏิกิริยาดังต่อไปนี้ 
 3.1  อาร์เอ็นเอที่สกัดไว้ความเข้มข้นประมาณ 3 ไมโครกรัม    x  ไมโครลิตร 

3.2  5x reaction buffer     4  ไมโครลิตร 
3.3  dNTPs (2Mm แต่ละชนิด)     5  ไมโครลิตร 
3.4  dT-ACP1 (10µM)     2  ไมโครลิตร   
3.5  Rnase inhibitor (40U/µl)    0.5  ไมโครลิตร 
3.6  Moloney murine leukemia -   1  ไมโครลิตร 
   virus reverse transtriptase (200U/ µl)  
3.7  เติมน้ า (dH20) ลงในปฏิกิริยาข้างต้น   x - 8  ไมโครลิตร 
3.8  ปริมาตร      20 ไมโครลิตร 
3.9  ด าเนินปฏิกิริยาที่ อุณหภูมิ 42 องศาเซลเซียส  นาน 1.5 ชั่วโมง  
3.10 เติมน้ า (dH20) ลงในปฏิกิริยาข้างต้นอีก  80  ไมโครลิตร 
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ขั้นตอนที่ 4  การเตรียมปฏิกิริยา PCR ส าหรับ ACP-based Gene Fishing PCR (Second-Strand cDNA 
Synthesis and Cloning), การโคลนแอมพลิคอนยีนที่ปรากฏเข้าสู่เวคเตอร์ TOPO cloning vector, และการหา
ล าดับเบส    

1. เตรียมปฏิกิริยา PCR ส าหรับ ACP-based PCR ตามท่ีได้อธิบายไว้ใน Kim และคณะ (2004) 
2. 2x seeAmp ACPTM mastermix  
3. Reverse transcriptase 
4. 2 mM dNTP RNase inhibitor 
5. RNase-free water 
6. PCR Thermocyclers 
7. สังเคราะห์ cDNA สายสอง ส าหรับใช้ในปฏิกิริยาในปฏิกิริยา PCR ที่อุณหภูมิที่เหมาะสม โดยน าcDNA  

สายแรกในขั้นตอนที่ 3 มาใช้ (ความเข้มข้น 50 นาโนกรัม โดยประมาณ) ปริมาตร 3-5 ไมโครลิตร และปรับสภาวะ 
PCR ให้เหมาะสม ตามท่ีได้อธิบายไว้ใน Kim และคณะ (2004) 

8. แยกแถบที่ปรากฏบน 2% อะกาโลสเจล  
9. ย้อมด้วย GelStar และตัดแถบ PCR -DEG ที่ปรากฏ  
10. แถบดีเอ็นเอจากอะกาโลสเจล (Gel / PCR DNA Fragments Extraction Kit, Geneaid, Taiwan) 
11. น าแถบดีเอ็นเอโคลนเข้าสู่ TOPO TA cloning vector (Invitrogen, Calsbad, CA, USA) ตาม

ค าแนะน าจากคู่มือผู้ผลิต 
12. หาล าดับเบสจากพลาสมิดดีเอ็นเอด้วยการใช้ M13 ไพรเมอร์ โดยใช้เครื่องหาล าดับเบส (ABI 

PRISM® 377 DNA Sequencer) เปรียบเทียบล าดับเบสที่ได้กับฐานข้อมูลชีวภาพสากล  
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ผลการทดลองและอภิปราย 
 

รูปที่ 1 แสดงภาพโดยสรุป (overview) ของเทคนิค PCR-DEG เพ่ือที่จะระบุยีนที่แสดงออกหรือ
ตอบสนองในสภาวะขาดน้ า ในการทดลองนี้ได้น าวิธีการ ACP-based Gene Fishing Technique มาใช้ร่วมกับ
ไพรเมอร์ ACP จ านวน 12 คู่ (Seegene, South Korea) ที่อยู่ในชุดคิท (รูปที่ 2) โดยเทคนิคนี้ ได้ประยุกต์เทคนิค
ระบบ Annealing control primer system มาใช้ในการค้นหาการแสดงแสดงของยีนที่แตกต่าง (Kim et al., 
2004) รูปที่ 3 แสดงอาร์เอ็นเอรวม (total RNA) ที่น ามาใช้ในปฏิกิริยาควบคุม และใช้อาร์เอ็นเอจากตับหนูและไต
หนูเป็นตัวอย่างควบคุม  

ภายหลังทดสอบปฏิกิริยาควบคุมแล้ว จากการสังเคราะห์ cDNA สายแรก โดยใช้ oligo(dT)15 ACP เป็น
ไพรเมอร์ และใช้ RNA ตัวอย่างจริงเป็นเทมเพลท ท าให้แต่ละตัวอย่าง RNA สังเคราะห์เป็น cDNA สายแรกได้ 
และน า cDNA สายแรกที่ได้ มาใช้เป็นเทมเพลทในการสังเคราะห์ cDNA สายสอง จากการใช้ arbitrary ACP 
primers และสามารถตรวจหา (detect) การแสดงออกของยีนที่แตกต่างกันได้ (differentially expressed 
genes) พบว่า ACP จ านวน 2 คู่ ให้ผลแถบดีเอ็นเอที่แสดงของยีนที่แตกต่างกันชัดเจนที่สุด (up-regulated) 
ได้แก่ ACP2 และ ACP12 โดยในตัวอย่าง RNA จากใบข้าวโพดที่อยู่ในสภาวะขาดน้ าแสดงแถบพีซีอาร์เข้ม (รูปที่ 3) 
เมื่อเทียบกับตัวอย่าง RNA จากข้าวโพดที่ให้น้ าปกติ  

เพ่ือทดสอบการแสดงออกของยีนว่ามีการ up-regulated หรือ down-regulated การทดลองเกี่ยวกับ
การวิเคราะห์ northern blot และ/หรือ real time PCR สามารถน ามาใช้ต่อยอดในการยืนยันการแสดงออกของ
ยีนที่เกี่ยวข้องกับสภาวะขาดน้ าต่อไปได้ ส่วนการทดลองแบบ large scale หรือการค้นหายีนจ านวนมากในสภาวะ
ที่ก าหนด สามารถน าเทคนิคดีเอ็นเอไมโครแอเรย์ หรือดีเอ็นเอชิพ (Shalon, 2008) มาใช้ทดสอบการทดสอบการ
แสดงออกของยีนในสองสภาวะ เพ่ือหาการปรากฏของยีนได้พร้อมกันในเวลาเดียวกัน  

เพ่ือที่จะท าการศึกษาในเบื้องต้นต่อการปรากฏของยีนที่ตอบสนองในสภาวะขาดน้ ากับข้าวโพดเลี้ยงสัตว์
พันธุ์ลูกผสมนครสวรรค์ 3 การทดลองนี้ได้ท าการเลือกยีนที่ได้แสดงออกในสภาวะขาดน้ าในพืชชนิดต่างๆ ที่ได้เคย
มีการศึกษามาแล้ว โดยน าวิธีการพีซีอาร์มาใช้ ได้แก่ ยีน Extensin, Dehydrin, Dreb1, Dr4, Dhn1, SAD2, 
ARBE และ lea2 ผลการทดลองสังเกตพบแอมพลิคอนยีนปรากฏจากการท าปฏิกิริยาพีซีอาร์ ยกเว้นยีน ARBE, 
lea2 และ sad2 ดังรูปที่ 4 ท าการยืนยันยีนที่ได้จากปฏิกิริยาพีซีอาร์ด้วยวิธีการหาล าดับเบส พบมีความเหมือนกับ
ชนิดยีนที่ต้องการ  

ยีน Dreb ประกอบด้วย 2 subfamilies ได้แก่ Dreb1 และ Dreb2 และจัดเป็น homologous ยีน และ
เกิดการการแสดงอย่างสูง (induction) ในสภาวะเค็มจัด, เย็นจัด และขาดน้ า  

อย่างไรก็ตาม ผลที่เกิดขึ้นอาจเนื่องมาจากความซับซ้อนของยีนแฟมิลี่ (gene family) หรือเนื่องมาจาก
ความไม่ชัดเจนจากปฏิกิริยาพีซีอาร์  

มากไปกว่านั้น ผลที่ได้จากการทดลองนี้จะได้น าไปใช้ต่อยอดในการศึกษาการแสดงออกที่แตกต่างของยีน
ในสภาวะขาดน้ าเชิงปริมาณหรือที่เรียกว่าวิธี “quantitative RT-PCR” เพ่ือน าพัฒนาเป็นโมเลกุลเครื่องหมาย 
(molecular markers) หรือเป็นเครื่องมือ (tools) ในการปรับปรุงพันธุ์พืชทนแล้งต่อไป   
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ในการทดลองใช้เทคนิคนี้ เพ่ือศึกษาการแสดงออกของยีนต่อสภาวะแล้งในพืชอ่ืนๆ เช่น บาร์เลย์ พบว่า 
ภายใน 6 ชั่วโมง หลังงดให้น้ า มีการแสดงออกของระดับ mRNA เพ่ิมมากขึ้นของยีนดีไฮดริน รีเซบเตอร์ ไคเนส 
(receptor kinase) และกรดแจสโมนิค (Jasmonic acid) (Lee, et al., 2011) 

ในปัจจุบัน เป็นที่ทราบกันดีว่า การเปลี่ยนแปลงสภาวะภูมิอากาศของโลก เป็นสิ่งส าคัญยิ่งที่ส่งผลกระทบ
ต่อปริมาณผลผลิตพืช ดังนั้น เป็นสิ่งจ าเป็นอย่างยิ่งที่จะต้องค้นหายีนใหม่ๆ เพ่ือใช้พัฒนาปรับปรุง พันธุ์พืชให้มี
ลักษณะทนแล้ง 

 
 

 
 

   
ที่มา (GeneFishing Kit, K1021;  

Seegene, Soule, South Korea) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

  

  
 
รูปที่ 1  ภาพโดยสรุปของเทคนิค PCR-DEG 

Sample A 

(ex. Normal) 

Sample B 

(ex. Tumor) 

 Synthesize first-strand cDNA 

by RT using dT-ACP1 

First-strand cDNAs 

 

First-strand cDNAs 

Amplify differentially expressed cDNAs 

by GeneFishingTM PCR 

with an arbitrary ACP and dT-ACP2 

PCR products PCR products 

Display DEGs on an agarose gel 
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• dT- ACP1 (10 µM): For Reverse Transcription, ใช้เปลี่ยนเปน็ first stranded cDNA 

dT-ACP1: 5′-CTGTGAATGCTGCGACTACGATXXXXX(T)18 -3′ 
• dT- ACP2 (10 µM):, ใช้ส าหรับ GeneFishingTM PCR โดยใช้คู่ไพรเมอรเ์ส้นใดเส้นหนึ่งต่อไปนี้ในชุดคิท 
กับ dT-ACP2: 5′-CTGTGAATGCTGCGACTACGATXXXXX(T)15 -3′ 

Arbitrary ACPs (5 µM): 
ACP1 : 5′-GTCTACCAGGCATTCGCTTCATXXXXXGCCATCGACC-3′ 
ACP2 : 5′-GTCTACCAGGCATTCGCTTCATXXXXXAGGCGATGCC-3′ 
ACP3 : 5′-GTCTACCAGGCATTCGCTTCATXXXXXCCGGAGGATG-3′ 
ACP4 : 5′-GTCTACCAGGCATTCGCTTCATXXXXXGCTGCTCGCG-3′ 
ACP5 : 5′-GTCTACCAGGCATTCGCTTCATXXXXXAGTGCGCTCG-3′ 
ACP6 : 5′-GTCTACCAGGCATTCGCTTCATXXXXXGGCCACATCG-3′ 
ACP7 : 5′-GTCTACCAGGCATTCGCTTCATXXXXXCTGCGGATCG-3′ 
ACP8 : 5′-GTCTACCAGGCATTCGCTTCATXXXXXGGTCACGGAG-3′ 
ACP9 : 5′-GTCTACCAGGCATTCGCTTCATXXXXXGATGCCGCTG-3′ 
ACP10: 5′-GTCTACCAGGCATTCGCTTCATXXXXXTGGTCGTGCC-3′ 
ACP11: 5′-GTCTACCAGGCATTCGCTTCATXXXXXCTGCAGGACC-3′ 
ACP12: 5′-GTCTACCAGGCATTCGCTTCATXXXXXACCGTGGACG-3′ 
ACP13: 5′-GTCTACCAGGCATTCGCTTCATXXXXXGCTTCACCGC-3′ 
ACP14: 5′-GTCTACCAGGCATTCGCTTCATXXXXXGCAAGTCGGC-3′ 
ACP15: 5′-GTCTACCAGGCATTCGCTTCATXXXXXCCACCGTGTG-3′ 
ACP16: 5′-GTCTACCAGGCATTCGCTTCATXXXXXGTCGACGGTG-3′ 
ACP17: 5′-GTCTACCAGGCATTCGCTTCATXXXXXCAAGCCCACG-3′ 
ACP18: 5′-GTCTACCAGGCATTCGCTTCATXXXXXCGGAGCATCC-3′ 
ACP19: 5′-GTCTACCAGGCATTCGCTTCATXXXXXCTCTGCGAGC-3′ 
ACP20: 5′-GTCTACCAGGCATTCGCTTCATXXXXXGACGTTGGCG-3′ 

 

รูปที่ 2  ไพรเมอร์ (arbitrary primers) ที่ใช้ในปฏิกิริยา PCR-DEG (GeneFishingTM Kit, Cat. No. K1021-
k1026, Seegene, Soul, Korea) 
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รูปที่ 3  (a) แสดงภาพแยกชิ้นส่วนสารพันธุกรรมผ่านกระแสไฟฟูา (อะกาโลสเจลอิเลกโตรฟอเรซิส) ของ Total 

RNA ที่สกัดได้จากใบข้าวโพดตัวอย่างก่อนน ามาผ่านเอ็นไซม์ DNaseI (b) ปฏิกิริยาควบคุม ACP-based 
Gene Fishing โดยใช้ liver mouse RNA และ kidney mouse RNA (control experiment)        
(c) การท าปฏิกิริยา ACP-based PCR โดยใช้ RNA จากใบข้าวโพดตัวอย่างให้น้ าปกติ (ควบคุม) และใบ
ข้าวโพดตัวอย่างขาดน้ า (3 เลนขวามือ) และน าแถบดีเอ็นเอที่แยกได้มาแอมพลิไฟล์ด้วยการใช้ ACP 
primers (5µM) ในชุดคิทจ านวน 2 คู่ (ACP2 และ ACP 12) จากจ านวน 12 คู่ 

 
 

                     
  Dreb I              Cystatin         Dr4 

 

รูปที่ 4  แสดงพีซีอาร์แอมพลิคอนที่ได้จากปฏิกิริยาพีซีอาร์ของยีน DrebI, Cystatin และ Dr4 โดยใช้ Gene 
Specific primers 

 
 
 

 

a 
b c 
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     Dreb I         Dedydrin 

 
 

    Extensin 

รูปที่ 5  แสดงพลาสมิดดีเอ็นเอและแอมพลิคอนยีนชนิดต่างๆ ที่โคลนและแยกได้โดยวิธี colony PCR รูปที่ (1) 

แสดง Dreb I แอมพลิคอน, Dedydrin แอมพลิคอน และ Extensin แอมพลิคอน 

  

รูปที่ 6  ตัวอย่างล าดับดีเอ็นเอที่ได้จากเครื่องหาล าดับเบส 
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ยีน DREB (มีความเหมือนกับ NCBI Reference Sequence : NM_001111611.1) nucleotide (57-902) 

 

TTTTGGCCAACGTCGCATGCTCCGGCCGCCATGGCGGCCGCGGGAATTCGATTGCTCAAGAGCTCCACGAAACGTCCTCTT 

GCTCTGCCACCACCACCTCGTCGTGCACCACATCCTGCTGCTCGTCCACTGTCACAGACTCGTCCTCTTCGCCCCCGTCAC 

CGGCGGCGGCCAATGCCGCGCCCGCGACACGGAAGCGGCAGGCGTTGGAGGCCGAGGCCGAGGCCGAGGCGGGCGGTGAGG 

AGGAGGAGGAGGAGGAGGAAGGCTGTGCTGGTAATAAGGCGGCGCCGGCCAAGAAGCGACCGCGGGGCAGCGAGGGGAAGC 

ACCCGACGTTCCGCGGCGTGCGGATGCGGACGTGGGGCAAGTGGGTGTCGGAGATCCGCGAGCCGCGCAAGAAGTCGCGCA 

TATGGCTCGGCACGTTCCCCACCGCCGAGATGGCCGCGCGCGCCCACGACGTCGCGGCGCTCGCCATCAAGGGCCGCGCCG 

CGCACCTCAACTTCCCGGACCTTGCCGGCGCGCTGCCGCGCGCCGCGTCCGCGGCGCCCAAGGACGTCCAGGCGGCCGCCG 

CATTGGCCGCTGCGTTCACGTCGCCGTCATCGGAGCCCGGCGCCGGCGCCGGCGCGCACGAGGAGCCCGCTGCCAAGGACG 

GCGCCGCGCCCGCGCCCGCGCCCGAGGAGGCAGCCGCCGACGCACAGGCACCAGTACCAGTAGCACTACCACCGCAATCAC 

TAGTGAATTCGCGGCCGCCTGCAGGTCGACCATATGGGAGAGCTCCCAACGCGTTGGATGCATAGCTTGAGTATTCTATAG 

TGTCACCTAAATAGCTTGGCGTAATCATGGTCATAGCTGTTTCCTGTGTGAAATTGTTATCCGCTCACAATTCCACACAAA 

CATACGAGCCGGAAGCATAAAGTGTAAAGCCTGGGGGTGCCTAATGAGTGAGCTAACTCAACATTAAATTGCGTGGCGCTC 

ACCTGCCCGCCTTT 

 
ยีน DREB (มีความเหมือนกับ NCBI Reference Sequence : NM_001111611.1) nucleotide (51-723) 

 

TGGGGCCCGAGTTCCATGCTCCCCGGCCGCCATGGCGGCCGCGGGAATTCGATTGCTCAAGAGCTCCACGAAACGTCCTCT 

TGCTCTGCCACCACCACCTCGTCGTGCACCACATCCTGCTGCTCGTCCACTGTCACAGACTCGTCCTCTTCGCCCCCGTCA 

CCGGCGGCGGCCAATGCCGCGCCCGCGACACGGAAGCGGCAGGCGTTGGAGGCCGAGGCCGAGGCCGAGGCGGGCGGTGAG 

GAGGAGGAGGAGGAGGAGGAAGGCTGTGCTGGTAATAAGGCGGCGCCGGCCAAGAAGCGACCGCGGGGCAGCGAGGGGAAG 

CACCCGACGTTCCGCGGCGTGCGGATGCGGACGTGGGGCAAGTGGGTGTCGGAGATCCGCGAGCCGCGCAAGAAGTCGCGC 

ATATGGCTCGGCACGTTCCCCACCGCCGAGATGGCCGCGCGCGCCCACGACGTCGCGGCGCTCGCCATCAAGGGCCGCGCC 

GCGCACCTCAACTTCCCGGACCTTGCCGGCGCGCTGCCGCGCGCCGCGTCCGCGGCGCCCAAGGACGTCCAGGCGGCCGCC 

GCATTGGCCGCTGCGTTCACGTCGCCGTCATCGGAGCCCGGCGCCGGCGCCGGCGCGCACGAGGAGCCCGCTGCCAAGGAC 

GGCGCCGCGCCCGCGCCCGCGCCCGAGGAGGCAGCCGCCGACGCACAGGCACCAGTACCAGTAGCACTACCACCGCAATCA 

CTAGTGAATTCGCGGCCGCCTGCAGGTCGACCATATGGGAGAGCTCCCAACGCGTTGGATGCATAGCTTGAGTATTCTATA 

GTGTCACCTAAATAGCTTGGCGTAATCATGGTCATAGCTGTTTTCCTGTGTGAAATGTTATCCGCTCACATCTCCACACAA 

CATACGAGCCGGAAGCATAAAGTGTAAAGCCTGGGGGTGCCTAAATGAGTGAGCTAACTCACATTAATTGCGGTTGGCG 

 

รูปที่ 7  ล าดับเบสของยีนทนแล้งที่ได้จากซีดีเอ็นเอใบข้าวโพดลูกผสมพันธุ์นครสวรรค์ 3 เมื่อเปรียบเทียบกับ

ฐานข้อมูลชีวภาพสากล 
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ตารางท่ี 1  ไพรเมอร์ยีนชนิดต่างๆที่ใช้ในการปฏิกิริยาพีซีอาร์ (PCR) 
 

Gene Names ™(˚C) Primers PCR Sizes 

Dreb (60°C)  drebF1 (5'-gctcaagagctccacgaaac-3')  700 bp 

 drebR1 (5'-gcggtggtagtgctactggt-3'   

Dehydrin (39°C)  dehyF (5'-GAYGARTAYGGIAAYCC-3')  300  bp 

 dehyR (5'-GGIARYTTYTCYTTIATYTT-3)'   

Cystatin (55°C)  cysF1(5'-aaaactacaggctgcgcatt-3')  200 bp 

 cysR1(5'-acgcggtacttgcagaattt-3')   

 cysF1(5'-aaaactacaggctgcgcatt-3')  200 bp 

 cysR2(5'-tcctagaaggcgactcgaac-3')   

RiP5 (extensin) (60°C)  extF2(5'-cgcattgtctgaaggactga-3')  200 bp 

 extR2(5'-gtcttgggcttaggcctttt-3')   
 

   

สรุปผลการทดลองและข้อเสนอแนะ 
 

ได้สารพันธุกรรม (Total RNA - อาร์เอ็นเอรวม) จากใบข้าวโพดพันธุ์นครสวรรค์ 3 อายุสองสัปดาห์ที่ให้
น้ าปกติ (untreated) และ งดให้น้ า (treated) ที่สภาวะก าหนดขาดน้ า 7 วัน โดยใช้วิธีการพีซีอาร์อิงไพรเมอร์
ควบคุมเอซีพีด้วยการเชื่อมต่อสายดีเอ็นเอกับไพรเมอร์จ านวน 20 ไพรเมอร์ (ACP-based primers Gene Fishing 
reverse transcription PCR) มาใช้ในการหาการแสดงออกของแถบซีดีเอ็นเอท่ีปรากฏ เพ่ือท าการโคลนนิ่ง และหา
ล าดับเบส และเทียบล าดับเบสที่ได้กับฐานข้อมูลชีวภาพสากล ผลการทดลองให้แถบดีเอ็นเอที่มีความแตกต่าง 
ระหว่างใบข้าวโพดภายใต้สองสภาวะได้แก่ ให้น้ าปกติ (control) และสภาวะขาดน้ า (treated) และพบแถบดีเอ็นเอ
ที่ปรากฏได้แก่ ACP2 กับ ACP12 และล าดับเบสพบมีความเหมือนกับ hypothethical proteins ผลจาก
การศึกษานี้ พบว่า ระดับการแสดงออกของยีนระหว่างสองสภาวะมีความแตกต่างกัน จึงได้ออกแบบไพรเมอร์ยีน
ทนแล้งจ านวน 5 ยีน ที่ได้มีการศึกษาก่อนหน้านี้ (ในการทดลองการศึกษาการแสดงออกของกลุ่มยีนที่ตอบสนอง
ต่อสภาวะขาดน้ าในระดับอาร์เอ็นเอในข้าวโพดพันธุ์ทนแล้งที่มีความส าคัญทางเศรษฐกิจ) เพ่ือน ามาใช้ศึกษากับยีน
ทนแล้งในข้าวโพดพันธุ์ลูกผสมนครสวรรค์ 3 อาจอาศัยเทคนิค RT-PCR เพ่ือเปรียบเทียบแบบแผนการแสดงออก
ของยีนทนแล้งเพ่ิมเติมที่ปรากฏกับพืชที่ได้มีการศึกษาก่อนหน้านี้ และเพ่ือเป็นข้อมูลในการปรับปรุงพันธุ์ข้าวโพด
ต่อไป 

การตอบสนองต่อสภาวะที่ไม่เหมาะสม เช่น ขาดน้ า เย็นจัด หรือ เค็ม หรือสภาวะเครียดอ่ืนๆในพืช เป็น
สิ่งที่พืชในแต่ละสปีชีส์แตกต่างกันในแง่ของการตอบสนอง เพ่ือให้อยู่รอดภายใต้สภาวะที่ไม่เหมาะสมต่างๆ 
เหล่านั้น ทั้งทางด้านสรีระวิทยา โครงสร้างของเซลล์ และชีวโมเลกุล แม้ว่าที่ผ่านมาได้มีการศึกษาถึงปัจจัยที่
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ควบคุมการตอบสนองต่อการแสดงออกของยีนที่เหนี่ยวน าในสภาวะที่ไม่เหมาะสมในพืชหลายๆ ชนิด เช่น อะรา
บิดอปซิส ข้าว บาร์เลย์และพืชอ่ืนๆ เป็นต้น แต่ในข้าวโพดพันธุ์นครสวรรค์ 3 ที่พัฒนาโดยนักวิชาการศูนย์วิจัยพืช
ไร่นครสวรรค์ 3 กรมวิชาการเกษตร ยังไม่มีการศึกษาในแง่ของการแสดงออกของยีนที่ตอบสนองในสภาวะขาดน้ า 
(stress inducible gene expression) จึงได้มีการน า ACP-based Gene Fishing Techniques มาใช้ในการหา
ยีนที่แสดงออกของยีนในสภาวะขาดน้ า 7 วัน ในข้าวโพดเลี้ยงสัตว์ลูกผสมพันธุ์นครสวรรค์ 3 จากการน า arbitrary 
primers มาใช้จ านวน 20 เส้น ร่วมกับ ACP ไพรเมอร์ พบว่า ไพรเมอร์เส้นที่ ACP2 และ ACP12 มีการปรากฏ 
(up-regulated) จากการปฏิกิริยา PCR การตรวจสอบต่อไปโดยใช้วิธีการ northern blot analysis หรือการ
วิเคราะห์หาการแสดงออกของยีนเชิงปริมาณ (quantitative real time PCR) จะเป็นประโยชน์ต่อไป  

อย่างไรก็ตาม ผลการทดลองพบว่า ยีนบางชนิดมีการแสดงออกของแบบ up-regulated ได้แก่ ยีน 
Extensin, Dehydrin, Dreb1, Dr4, Dhn1, SAD2, ARBE และ lea2 ผลการทดลองสังเกตพบแอมพลิคอนทุก
ชนิดยีนปรากฏจากการท าปฏิกิริยาพีซีอาร์ ยกเว้นยีน ARBE, lea2 และ sad2 ท าการยืนยันยีนที่ได้จากปฏิกิริยา
พีซีอาร์ด้วยวิธีการหาล าดับเบส พบมีความเหมือนกับชนิดยีนที่ต้องการ จากนั้น จึงน ายีนที่สนใจมาหาการ
แสดงออกของยีนดัวยวิธีการ quantitative realtime PCR ผลการทดลองเบื้องต้นพบว่ามีการแสดงออกของยีน
บางชนิดในเชิงปริมาณของพืชในสภาวะขาดน้ านาน 7 วัน ในงานวิจัยต่อเนื่อง จะได้น าวิธีการ quantitative real 
time PCR มาใช้ในการหาแสดงออกของยีนเชิงปริมาณที่ได้คัดเลือกได้จ านวน 5 ชนิดยีน และ อีก 3 ชนิดยีนที่
แสดงในทุกสภาวะ (housekeeping genes) มาทดสอบซ้ าต่อไป 
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การทดลองที่ 4 
 

การปรับปรุงและถ่ายฝากยีนทนทานสภาพแวดล้อม OsSKIPa สู่ถั่วเหลืองโปรตีนสูง โดยเทคนิค Ovary-drip 

Genetic Manipulation and Gene Insertion of OsSKIPa, a Multistress Tolerance Gene, to 

High Protein Soybean Using Ovary Drip Transformation. 

 
                พงศกร  สรรค์วิทยากุล             สุภาวดี  ง้อเหรียญ              สุมนา  งามผ่องใส      

Pongsagorn Sunvittayagul    Suphawadee   Ngorian    Summana  Ngampongsai 
 
 

ค าส าคัญ 
 

การถ่ายยีน (Transformation), ถั่วเหลือง (Glycine max  L. Merrill), ยีนทนทานสภาพแวดล้อม 
(multistress tolerance), เทคนิค Ovary drip (Ovary drip technique) 

 
บทคัดย่อ 

 
การพัฒนาเทคนิคในการถ่ายยีนโดยตรงซึ่งเป็นเทคนิคใหม่จะมีประโยชน์อย่างมาก และที่นิยมมากขึ้น

เรื่อยๆ เพราะความกังวลที่เกิดจากการใช้เวคเตอร์ ยีนต่อต้านสารปฏิชีวนะต่างๆและยีนที่ไม่พึงประสงค์อ่ืนๆ ซึ่งจะ
ติดมากับเวคเตอร์ แต่ linear gene cassette จะมีเพียงยีนที่เราต้องการเท่านั้นที่จะท าการถ่ายเข้าสู่พืช ในงาน
ทดลองนี้ได้ด าเนินการศึกษาเพ่ือจะท าการถ่ายยีนทนแล้ง OsSKIPa เข้าสู่ถั่วเหลืองโดยวิธี Ovary drip และ
ประสบความส าเร็จในการออกแบบและสังเคราะห์ linear gene cassette เพ่ือใช้ในการด าเนินการทดลอง รวมถึง
พัฒนาวิธีการ Ovary drip ในถั่วเหลืองพันธุ์ไทย แต่อย่างไรก็ดียังไม่พบ Insert จาก linear gene cassette ใน 
ถั่วเหลืองรุ่นลูกที่ได้รับการถ่ายยีนโดยวิธีดังกล่าวซึ่งสาเหตุอาจเกิดจากสภาวะแวดล้อมและอุณหภูมิของประเทศไทย
ที่ไม่เหมาะสมต่อวิธีการดังกล่าวและท าให้ไม่เกิดการถ่ายยีนขึ้น 

 
Abstract 

 
Development of direct transformation become very useful and more attractive to 

researcher because of the concerning on using genetic maker in the vector such as antibiotic 
gene or other illegal inserts. With directed transformation method, linear gene cassette will be 
the only insert to plant genome. This study is intended to transform drought resistance gene 
OsSKIPa to soybean via Ovary drip. The experiment was done successfully with the synthesis of 
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linear gene cassette and development of the protocol via remove mostly styles and direct DNA 
drip to the soybean flower. Despite all efforts and many tries, the transformation frequencies 
come out o% and no Insert found in F1 Thai soybean cultivar which may cause from high 
temperature and inappropriate environment & condition. 
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บทน า 
 

สิ่งที่แตกต่างระหว่างพืชกับสัตว์นั้นคือ พืชจ าเป็นที่จะต้องปรับตัวต่อสภาพแวดล้อมที่เปลี่ยนแปลง
ตลอดเวลาโดยการปรับตัวระดับโมเลกุลและทางสรีรวิทยา ปัจจัยส าคัญอย่างหนึ่งในกระบวนการปรับตัวนี้คือ ยีนซึ่ง
อยู่กลุ่ม Transcription factor ในพืช (S. Yamaguchi et al., 2006, JK. Zhu 2002) จากหลักฐานที่ผ่านมามีข้อ
บ่งบอกว่า กระบวนการสังเคราะห์ RNA มีส่วนเกี่ยวข้องกับ การปรับตัวของพืชต่อสภาพแวดล้อมที่ไม่เอ้ืออ านวย 
นอกจากนี้มีการค้นพบว่ามียีน 8 ยีน ที่อยู่ในกระบวนการสังเคราะห์ RNA มีความเกี่ยวข้องกับการตอบสนองต่อ 
สภาพแวดล้อมที่ไม่เอ้ืออ านวย หรือ phytohormone abcisic acid เช่น โปรตีน STABILIZED 1 เป็น Ortholog 
ของ PRP46 ใน Arabidopsis โปรตีนชนิดนี้ เป็น Splicing factor ของ Pre-mRNA ท าหน้าที่ตัด หรือเปลี่ยน
สภาพ pre-mRNA ที่ไม่เสถียร (แต่ Pre-mRNA ตัวนี้ส าคัญต่อการปรับตัวของพืชต่อสภาพแวดล้อมที่ไม่เอ้ืออ านวย 
(GH. Lee et al., 2006)  

อย่างไรก็ตาม หน้าที่ของยีนที่เกี่ยวข้องในกระบวนการสังเคราห์ RNA เหล่านี้ ยังไม่เป็นที่เปิดเผยแน่ชัดว่า 
เกี่ยวข้องอย่างไรกับกระบวนการปรับตัวของพืช แต่หลักฐานเหล่านี้เป็นหลักฐานส าคัญที่สนับสนุนว่า RNA 
metabolism มีส่วนส าคัญต่อการปรับตัว และการตอบสนองของพืชต่อปัจจัยที่ไม่เอ้ืออ านวยต่างๆ หนึ่งในนั้นก็คือ 
ยีน OsSKIPa, ยีน OsSKIPa สังเคราะห์โปรตีนที่ชื่อว่า SKIP หรือ SKI interating protein มีรายงานว่า โปรตีน 
SKIP มีความส าคัญต่อ Cell viability ในสิ่งมีชีวิตหลากหลายชนิด โปรตีน SKIP และ โฮโมลอกส์ Bx42 ได้ถูก
ค้นพบใน Drosophila (H. Saumweber et al., 1990) และ ระบุเอกลักษณ์โดยใช้เทคนิค two-hybrid 
screening (R. Dahl et al. 1998) โปรตีน SKIP ได้รับการระบุว่าเป็น transcriptional coregulator และ 
spliceosome component ในมนุษย์ (JD. Figueroa et al. 2004, GM. Leong et al. 2004)  

โฮโมลอกส์ทั้งหมดของ SKIP ที่ได้รับการวิจัยประกอบด้วยโดเมน SNW/SKIP มี Signature เป็นรหัสเปปไทน์   
S-N-W-K-N ซึ่งอาจจะมีความส าคัญต่อหน้าที่พ้ืนฐานของโปรตีน ตัวอย่างเช่น เป็น Cofactor ใน Transcription 
และ Splicing (Folk P. et al. 2004) อย่างไรก็ตาม หน้าที่อ่ืนๆ ของ โฮโมลอกส์ SKIP แตกต่างกันไปตามสาย
พันธุ์ของสิ่งมีชีวิต เช่น โฮโมลอกส์ Bx42 ใน Drosophila melanogaster มีหน้าที่ร่วมในส่วนของ ecdysone-
stimulated transcription (C. Wieland et al.1994) และ การถ่ายทอด Notch signal (D. Negeri et al. 
2002) นอกจากนี้ โปรตีน SKIP ยังจ าเป็นต่อการพัฒนาระบบประสาท (AI. Ivanov et al. 2004) และเนื่อเยื่อ
อ่ืนๆอีกด้วย (D. Negeri et al. 2002) ในยีสต์ Saccharomyces cerevisiae โปรตีน PRP45 เป็นโปรตีนซึ่ง
ประกอบด้วยโดเมน SNW/SKIP มีความจ าเป็นต่อ cell viability (M. Albers et al. 2003) โฮโมลอกส์ ของ SKIP  
CeSKIP (Skp-1) ใน Caenorhabditis elegans (หนอนจ าพวกหนึ่ง) ได้ถูกระบุว่าเป็นส่วนประกอบส าคัญใน 
transcription complexe ของ RNA Polymerase II และ C. elegans ไม่สามารถขาดโปรตีนตัวนี้ได้ในการ
ด ารงชีวิตอยู่ (M. Kostrouchova et al. 2002) ส าหรับในพืชนั้น โฮโมลอกส์ ของ Ski-interacting protein 
(SKIP) ในขา้ว (Oryza sativa L.) มีความเกี่ยวข้องโดยจ าเป็นกับ cell viability และการปรับตัวต่อสภาวะความเครียด
ในข้าว (Xin Hou. et al. 2009)   
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ส าหรับการถ่ายยีนในถั่วเหลืองนั้น วีธีที่นิยมใช้กันในปัจจุบันคือ การเหนี่ยวน าการถ่ายยีนโดย 
Agrobacterium ใน cotyledonary nodes และ การใช้ gene gun particle bombardment ใน embryogenic 
cultures (Sato et al. 1993, Droste et al. 2002, Paz et al. 2004; 2006, Xue et al. 2006) อย่างไรก็ตาม
เทคนิคที่กล่าวมานั้นมีวิธีการที่ซับซ้อนและต้องการความเชี่ยวชาญ โดยเฉพาะในขั้นตอนการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อถั่ว
เหลืองซึ่งท าได้ยาก (Bent 2000, Mello-Farias and Chaves 2008). การพัฒนาเทคนิคการถ่ายยีนสู่พืชโดยตรง
ด้วยประอัตราความส าเร็จสูงและไม่ต้องผ่านกระบวนการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อจะเป็นประโยชน์อย่างมาก เทคนิค
ดังกล่าวอาจช่วยแก้ปัญหาด้านข้อจ ากัดของ Genotype specificity ปัญหาจากการแปรผันทางพันธุกรรมซึ่งเป็น
ผลมาจากการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อและการลดลงของภาวะเจริญพันธุ์ (Hu and Wang, 1999)  

เทคนิคการถ่ายยีน โดยใช้ Agrobacterium เป็นตัวเหนี่ยวน าในเซลล์สืบพันธุ์ของพืช (ดอก) หรือการถ่าย
ยีนแบบ in planta floral-dip เป็นที่นิยมใช้และประสบความส าเร็จในการใช้ในพืชต้นแบบ Arabidopsis 
thaliana และพืชตระกูลถั่ว Medicago truncatula (Clough and Bent. 1998, Trieu et al. 2000, Bent 
2006, Zhang et al. 2006) โดยเทคนิคการใช้ Agrobacterium เพ่ือการถ่ายยีนแบบ in planta floral-dip นั้น
กระท าโดยการแช่ เซลล์สืบพันธุ์ซึ่งพัฒนาเต็มที่แล้วลงในสารละลาย Agrobacterium ซึ่งมี Plasmid DNA อยู่
ภายใน โดยมีเปูาหมายที่เซลล์สืบพันธุ์เพศเมียรวมถึง Ovary (Ye et al. 1999, Bechtold et al. 2000, Bent 
2000, Desfeux et al. 2000) อัตราความส าเร็จในการถ่ายยีนใน Arabidopsis thaliana มีค่าอย่างน้อย 1% 
และในถั่ว Medicago มีค่าอยู่ระหว่าง 4.7% - 76% (Trieu et al. 2000) 

ดังนั้นหากสามารถพัฒนาเทคนิคในการถ่ายยีนโดยตรง จะมีประโยชน์อย่างมาก ซึ่งมีรายงานการใช้
เทคนิคการถ่ายยีนซึ่งเป็นสายรหัสพันธุกรรมอย่างเดียวโดยตรงผ่าน Stigma เพ่ือให้รหัสพันธุกรรมเข้าสู่เซลล์ไข่ 
หรือเรียกว่า Ovary-drip ทั้งแบบใช้ Agrobacterium เป็นสื่อน า ในฝูาย (Chen et al. 2010) ข้าวสาลี (Zale et 
al., 2009) และใช้ linear gene cassette อย่างเดียวในข้าว (Luo and Wu, 1988) ข้าวโพด (Yang et al., 
2009; Wu et al. 2008) ถั่วเหลือง (Gao et al. 2007; Liu et al. 2009a; Liu et al. 2009b) หัวหอม (Cheng 
et al. 2009) มะเขือเทศ (Chen et al. 2010) ถั่วเขียว (ศิริวรรณ อินทร์พรหม 2548)โดยมีอัตราความส าเร็จใน
การถ่ายยีนอยู่ระหว่าง 3% - 11%  ทั้งนี้การใช้ linear gene cassette เป็นที่นิยมมากขึ้นเรื่อยๆเพราะความ
กังวลที่เกิดจากการใช้เวคเตอร์ ยีนต่อต้านสารปฏิชีวนะต่างๆและยีนที่ไม่พึงประสงค์อ่ืนๆ ซึ่งจะติดมากับเวคเตอร์  
แต่ linear gene cassette จากมีเพียงยีนที่เราต้องการเท่านั้นที่จะท าการถ่ายเข้าสู่พืช  

ในงานทดลองนี้จะท าการถ่ายยีนทนแล้ง OsSKIPa เข้าสู่ถั่วเหลืองโดยวิธี Ovary-drip และใช้ linear 
gene cassette เป็นหลักเพ่ือพัฒนาเทคนิคดังกล่าวมาใช้กับถ่ัวเหลืองพันธุ์ไทย 
 

ระเบียบวิธีการวิจัย 
 
ประเด็นวิจัย : งานวิจัยนี้เป็นการพัฒนาวิธีการถ่ายฝากยีน Stress tolerance (OsSKIPa) เพ่ือปรับปรุงความ
ทนทานต่อสภาพอากาศ การเพ่ิมผลผลิตและปริมาณโปรตีนของถั่วเหลือง โดยการน าเทคนิค Ovary drip มาใช้
กับ Linear gene cassette ในถั่วเหลืองพันธุ์ไทยซึ่งจะช่วยลดขั้นตอนความยุ่งยากต่างๆ ในการท า Tissue cell 
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culture, plant regeneration ของถั่วเหลืองซึ่งท าได้ยาก ซับซ้อน และต้องใช้ผู้ที่ได้รับการฝึกฝนมาเฉพาะด้านใน
การด าเนินการ นอกจากนี้การใช้ Linear gene cassette แทนการสร้างเวคเตอร์จะช่วยลด DNA ปนเปื้อนที่จะท า
การถ่ายฝากเข้าสู่พืชด้วย เช่น ลดการใช้ยีนคัดเลือกต่างๆ อาทิ  ยีนที่ช่วยให้พืชทนทานต่อ Antibiotic เป็นต้น 
ดังนั้นงานวิจัยนี้นอกจากจะช่วยปรับปรุงพันธุ์ถั่วเหลือง เพ่ือให้ทนต่อสภาวะโลกร้อนมากขึ้นแล้ว ยังมีการน า
เทคนิคที่มีประสิทธิภาพและมีความปลอดภัยทางชีวภาพ (Biosafety) มาใช้เพ่ือเป็นต้นแบบสู่การวิจัยต่อไปใน
อนาคตอีกด้วย  
สถานที่ทดลอง :    ส านักวิจัยพัฒนาเทคโนโลยีชีวภาพ 
ระยะเวลาท าการวิจัย :  ตุลาคม  2557 -  กันยายน  2558 

วิธีการทดลอง 
การโคลน Cassette และการตรวจสอบความถูกต้องของ Vector และ Cassette 
 น าเวคเตอร์ pCAMBIA2300 ซึ่งมี Cassette OsSKIPa ที่อยู่ภายใน Transform เข้าสู่ E. coli สายพันธุ์ 

DH5α (ดูวิธีการทดลอง, ดัดแปลงจาก Chung, C. T. et al. 1989) 
 

การตรวจสอบ Transformants 
Spread เชื้อที่ได้รับการถ่าย Vector ลงบน Plate อาหาร LB Agar ผสม Kanamycin ความเข้มข้น 50 

µg/ml และ Spread เชื้อที่ไม่ได้รับการถ่าย Vector (negative control) ลงบน Plate อาหาร LB Agar ผสม 
Kanamycin ความเข้มข้นเดียวกัน ตรวจสอบการเจริญเติบโตของเชื้อบน Plate  
 ด าเนินการตรวจสอบ Transformant โดยตรวจสอบ Vector ที่ได้รับการถ่ายเข้าสู่แบคทีเรียโดยเทคนิค 
Colony PCR โดยใช้ Primer Os1_F และ Os1_R (Ta = 53oC) โดยมี PCR product มีขนาด 1,007 bp และ 
746 bp เพ่ือใช้ตรวจสอบทิศของโพรโมเตอร์และยีน 
   

การเพิ่มปริมาณ Transform cassette 
น าเวคเตอร์จาก Clone ที่ 5 มาใช้ในการเพ่ิมปริมาณ Transform cassette โดย Conventional PCR 

ด้วย primer LB_Os และ RB_Os ที่ Ta=47oC Volume total 50 µl เพ่ือให้ได้ Transform cassette ที่ขนาด 
2,810 bp และท าให้บริสุทธิ์ (QIAquick PCR purification Kit) และวัดความเข้มข้น โดยจะได้ความเข้มข้นของ 
Transform cassette ระหว่าง 100 – 200 ng/µl  
 

การทดสอบ Artificial pollination และการท า Ovary drip 
ด าเนินการปลูกถั่วเหลืองพันธุ์ S17-3 ในกระถาง จ านวน 22 กระถาง และ เชียงใหม่ 60 (Control) 

จ านวน 2 กระถาง เมื่อถั่วเหลืองโตถึงระดับ node ที่ 6 จึงเริ่มเตรียม Transform cassette เพ่ือใช้ทดสอบ 
Ovary drip ตาม Protocol ดัดแปลงจาก Ellen B. et al. 2003 ในการทดลองนี้ได้เตรียม Transform cassette 
ให้ได้ความเข้มข้นประมาณ 100 ng/µl กับ DMSO 0.25%, NAA 4mg/l และ GA 4 mg/l  
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ภาพที่ 1 แสดงแผนผังการปลูกถั่วเหลืองในกรงกันหนู/แมลง 
 

เมื่อถั่วเหลืองออกดอก เลือกดอกถ่ัวเหลืองที่บานแล้วมีอายุ 1 วัน ใช้ Forcep ขนาดหัว 0.15 mm ค่อยๆ
ฉีกกลีบดอกชั้นนอกและกลีบดอกชั้นในออก จากนั้นตัดเกสรตัวผู้ใส่แผ่นฟลอยด์เก็บใส่ sterile petri-dish ที่ 4oC 
จากนั้นเลือกตัวแทนดอกถั่วเหลืองที่จะท าการทดสอบมา 50 ดอกที่ยังไม่บาน ใช้ Forcep ขนาดหัว 0.15 mm 
ค่อยๆ ฉีกกลีบดอกชั้นนอกและกลีบดอกชั้นในออก โดยไม่ได้ฉีกฐานรองดอกออกตัดเกสรตัวผู้ออกทั้งหมดจากนั้น
ปูายเกสรตัวผู้ด้วยพู่กันที่เกสรตัวเมีย และท าสัญลักษณ์ไว้ ทิ้งไว้ประมาณ 20 ชั่วโมง เพ่ือให้เกสรตัวผู้ต่อท่อเกสรถึง
เกสรตัวเมีย จากนั้นจึงด าเนินการท า Ovary drip โดยการเฉือนที่โคนของ Style เกสรตัวเมีย จึงหยอดสารละลาย 
Transform cassette ที่ความเข้มข้นประมาณ 100 ng/µl, DMSO 0.25%, NAA 4mg/l และ GA 4 mg/l 
ปริมาตร 7 µl ทั้ง 50 ดอก และท าสัญลักษณ์ไว้ 
การท า Ovary drip ในดอกท่ีผ่านการผสมตัวเองแล้ว 

เมื่อถั่วเหลืองออกดอกแล้ว เลือกดอกถั่วเหลืองที่บานแล้วมีอายุประมาณ 1 วัน (ประมาณ 20 ชั่วโมง)  
และยังบานไม่เต็มที่ใช้ Forcep ขนาดหัว 0.15 mm ค่อยๆฉีกกลีบดอกชั้นนอกและกลีบดอกชั้นในออกเพ่ือให้
เกสรตัวผู้ต่อท่อเกสรถึงเกสรตัวเมีย เด็ดเกสรตัวผู้ทิ้งและจึงด าเนินการท า Ovary drip โดยการเฉือนที่โคนของ 
Style เกสรตัวเมีย แล้วหยอดสารละลาย Transform cassette ที่ความเข้มข้น DNA ประมาณ 100 ng/µl, 
DMSO 0.25%, NAA 4mg/l และ GA 4 mg/l ปริมาตร 7 µl จ านวน 50 ดอก และท าสัญลักษณ์ไว้ 

 
การสกัดดีเอ็นเอการตรวจสอบ Transformant 

น าใบมาต้นละ 4 ใบ เพ่ือให้ได้ปริมาณ 200 – 300 mg จากนั้นจึงบดตัวอย่างด้วยไนโตรเจนเหลว และ
สกัดดีเอ็นเอด้วยวิธี 2% CTAB และด าเนินการท า DNA ให้บริสุทธิ์โดยการผ่านคอลัมน์ และท าให้บริสุทธิ์ด้วย 
Resin และตรวจสอบ Transformant โดยใช้ Primer Os1_F และ Os1_R (Ta = 53oC) 

 
ผลการทดลองและอภิปราย 

 

การศึกษาข้อมูลยีน OsSKIPa โดยวิธี Bioinformatic เพื่อสังเคราะห์ Transformation cassette 
สืบค้นข้อมูลความเหมือนของล าดับเบสของ SKIP จาก ฐานข้อมูล NCBI (gene bank) พบ SKIP/SNW 

Domain อยู่บนจีโนมของสิ่งมีชีวิตหลายชนิด เลือกสายรหัส ยีน snw1 บนจีโนมมนุษย์ บน Chromosome คู่ที่ 
14; NC_000014.9 (77717599..77761201, complement) โดยน า CDS ของยีน snw1 SNW domain-

C C 
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containing protein 1 [Homo sapiens] Accession No. NP_036377 ไป Blast กับฐานข้อมูลจีโนมของข้าว 
The Institute for Genomic Research (http://rice.plantbiology.msu.edu/) Rice Genome Annotation 
Project พบ putative SKIP homologs ในข้าวชื่อว่า LOC_Os02g52250 หรือ OsSKIPa บนโครโมโซมคู่ที่ 2 
ต าแหน่ง 31,997,697–31,995,218 ยีนมีขนาด 1,824 bp สายรหัสยีน putative SKIP ที่พบในข้าวมีความ
เหมือนกับ SKIP ของ มนุษย ์61% โดย ORF สามารถสังเคราะห์โปรตีนความยาว 608 aa เมื่อน าสายรหัสเปปไทด์
ไป Blast กับฐานข้อมูลโปรตีน Pfam database พบว่า SKIP/SNW Domain อยู่ระหว่างอะมิโนแอซิดที่ 190 
และ 350 (ภาพท่ี 2) โดยมีสายรหัสเปปไทด์ดังนี้  
 
“SKFIKYKPSQQSAAFNSGAKERIIRMSEMAQDPLEPPKFKHKRVPRASGSPPVPVMHSPPRPVTVKDQQDwKIPPC

ISNWRNPKGYTIPLDKRLAADGRGLQEVQINDNFAKLSEALYVAEQKAREAVQMRSKVQRELQLKEKERKEQELRAL

AQKARMERTGAPPAPTGVPAGGGRGAVDDREEDMDLEQPREQRRESREEREARIERDRIREERRRERERERRLEARD

AAMGKKSKLTRDRDRDVSEKIALGMASTGGAKGGEVMYDQRLFNQDKGMDSGFATDDQYNIYSKGLFTAQPTLSTLY

RPKKDGDSDVYGDADEQLEKVMKTDRFKPDKGFSGASERSGKR” 

 

 น าข้อมูลสายรหัสพันธุกรรมจาก สุภาวดี และ คณะ 2555 (เรื่องเต็ม) ซึ่งโคลนได้จากยีนข้าวสายพันธุ์ไทย 
KDML 105 มา Blast กับฐานข้อมูลจีโนมของข้าว The Institute for Genomic Research  
(http://rice.plantbiology.msu.edu/) Rice Genome Annotation Project พบ putative SKIP homologs 
ในข้าวชื่อว่า LOC_Os02g52250 เช่นเดียวกับการ Blast ยีน snw1 ของมนุษย์ โดยสายรหัสยีน putative SKIP 
ที่พบในข้าวมีความเหมือนกับ SKIP LOC_Os02g52250 ของ Database 99.67% โดยพบว่ามีรหัสเบส
เปลี่ยนแปลงไป 6 เบส เมื่อน ามาจ าลองการ Translation พบว่า มีอะมิโนแอซิดเปลี่ยนไป 3 ต าแหน่งคือ ต าแหน่ง
ที่ 23, 120 และ 564 โดยเปลี่ยนจาก Serine (S) เป็น Glycine (G), Glycine (G) เป็น Serine (S) และ Lysine 
(K) เป็น Glutamic acid (E) อย่างไรก็ตาม ต าแหน่งที่กรดอะมิโนมีการเปลี่ยนแปลงไม่ใช่ส่วนที่เป็น SKIP/SNW 
Domain จึงไม่น่ามีผลกระทบต่อการท างานของโปรตีน   

 
 

ภาพที่ 2  แสดงต าแหน่ง SKIP/SNW Domain 
  

เพ่ือวิเคราะห์การวิวัฒนาการระดับ Genome และ Proteome น าข้อมูลสายรหัสพันธุกรรมจาก สุภาวดี 
และ คณะ 2555 (เรื่องเต็ม) ไป Blast กับ NCBI Database Nucleotide จ าลองการ Translation และน าสาย
รหัสกรดอะมิโนไป Blast อีกครั้งกับ BlastP พบว่า ในระดับจีโนมหรือยีนมีการกระจายตัวของรหัสพันธุกรรม
ค่อนข้างน้อยและจ าเพาะเจาะจงอยู่เฉพาะในพืชจ าพวกข้าวและ ข้าวโพด เท่านั้น (ภาพที่ 3) ในขณะที่การกระจาย
ตัวในระดับ Proteome พบการกระจายตัวในสิ่งมีชีวิตหลากหลายกว่าและมีการใช้ SKIP/SNW Domain ร่วมกัน
มากว่า (ภาพที่ 3) จึงสรุปได้ว่า SKIP/SNW Domain มีการวิวัฒนาการร่วมกันในระดับโปรตีโอมิคมากกว่าจีโนมิค 

http://rice.plantbiology.msu.edu/
http://rice.plantbiology.msu.edu/
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จากข้อมูลดังกล่าวแสดงให้เห็นว่าโปรตีน SKIP มีความส าคัญต่อสิ่งมีชีวิตชั้นสูง (Eukaryote) หลายชนิดและ 
SKIP/SNW protein Domain ได้รับการอนุรักษ์ไว้ในวิวัฒนาการของสิ่งมีชีวิตชั้นสูง (Eukaryote) ด้วยเช่นกัน 

 
 

 
 

ภาพที่ 3  แสดงการน าข้อมูลรหัสพันธุกรรมมา Blast Nucleotide database 
 

 
 

ภาพที่ 4  แสดงการน าข้อมูลรหัสเปปไทด์มา Blast protein database 
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การออกแบบ Transformation cassette  

ด าเนินการออกแบบ Transformation cassette โดยออกแบบจากข้อมูล ยีน Insert ภายใน vector 
pCAMBIA2300 – OsSKIPa (สุภาวดี และ คณะ, 2555) (ภาพที่ 5) โดยเติม Left border ที่ 5’UTR Camv35S 
และ Right order ที่ 3’UTR Nos terminator (ภาพที่ 5) เพ่ือให้สาย Transform cassette มีความเสถียร 

 
 

pCambia2300+OsSKIPa

11445 bp

nptII

nptII

OsSKIPa

Left border

Right border

bom

STA region

CaMV 35S promoter

LacZ promoter

Camv 35S

Camv 35S

pVS1-REP

pBR322 rep

polyA

Nos terminator

EcoRI (8359)

HindIII (11113)

BamHI (8711)

BamHI (9801)

 
 

ภาพที่ 5  แสดง pCambia2300+OsSKIPa 
 

35s OsSKIPa NOS

2810 bp

OsSKIP aLeft border Right border

LB Os RB Os

Os1 F

Os1 R

Os2 F Os2 R

Os3 F

Os3 R

Os1 F

CaMV 35S

CaMV 35S

NOS terminator

EcoRI (278 1)HindIII (27)

 
 

ภาพที่ 6  แสดงแผนภาพ Transform cassette และต าแหน่ง primer ที่ออกแบบบน Transform cassette  
 

ด าเนินการออกแบบไพรเมอร์เพ่ือใช้โคลน Transform cassette และใช้ตรวจสอบ Transformation 
cassette โดย Forward ไพรเมอร์ LB_Os และ RB_Os ออกแบบให้มี Left border และ Right border โดยมี 
Binding site อยู่ในบริเวณ 5’UTR Camv35S ใช้โคลนและตรวจสอบต าแหน่งของ Transform cassette บน
จีโนมของถั่วเหลืองในกรณีที่มีการ transform cassette เข้าสู่ถั่วเหลือง ในส่วนของ Os(1-3)_F และ Os(1-3)_R 
มี Binding site อยู่ในบริเวณ โปรโมเตอร์ Camv35S ยีน OsSKIPa และ Nos terminator ใช้ตรวจสอบต าแหน่ง
ของโปรโมเตอร์ Camv35S ยีน OsSKIPa และ Nos terminator (ตารางที่ 1, ภาพที่ 6) 
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ตารางท่ี 1  ตารางแสดงไพรเมอร์ใช้ในการโคลนและตรวจสอบ Transformation cassette และยีน OsSKIPa 

หมายเหตุ Name Sequence(5'-3') 
Tm 
(oC) 

Size 
(bp) 

ใช้โคลนตั้งแต่ส่วนหัวของ 
Transform cassette 
ของ OsSKIPa 

LB_Os 
TGGCAGGATATATTGTGGTGTAAACAAGCTTGCATGCCTGCAGGTCCGAT  
Binding site: AAGCTTGCATGCCTGCAGGTCCGA 

67.2 50 

ใช้โคลนตั้งแต่ส่วนปลาย
ของ Transform 
cassette ของ OsSKIPa 

RB_Os 
GTTTACCCGCCAATATATCCTGTCAGAATTCCCGATCTAGTAACATAGAT  
Binding site: GAATTCCCGATCTAGTAACATAGAT 

49.3 50 

ใช้แอมส่วนต้นของ 
Transform cassette 
ของ OsSKIPa 

Os1_F CATTGCGATAAAGGAAAGGC 51.8 20 

ใช้แอมส่วนต้นของ 
Transform cassette 
ของ OsSKIPa 

Os1_R GCTTTAGTTCGTTCAGTGGT 46.2 20 

ใช้แอมส่วนกลางของ 
Transform cassette 
ของ OsSKIPa 

Os2_F GAAGAAACCACTGAACGAACTAAAG 52.7 25 

ใช้แอมส่วนกลางของ 
Transform cassette 
ของ OsSKIPa 

Os2_R TTTGTCTGGTTTGAACCTATCTGTC 53.4 25 

ใช้แอมส่วนปลายของ 
Transform cassette 
ของ OsSKIPa 

Os3_F CAGATAGGTTCAAACCAGACAAAGG 55.2 25 

ใช้แอมส่วนปลายของ 
Transform cassette 
ของ OsSKIPa 

Os3_R GATAATCATCGCAAGACCGG 52.1 20 

การโคลน Cassette และการตรวจสอบความถูกต้องของ Vector และ Cassette 
 น าเวคเตอร์ pCAMBIA2300 ซึ่งมี Cassette OsSKIPa ที่อยู่ภายใน Transform เข้าสู่ E. coli สายพันธุ์ 

DH5α (ดูวิธีการทดลอง, ดัดแปลงจาก Chung, C. T. et al. 1989) 
 

การตรวจสอบ Transformants 
 Spread เชื้อที่ได้รับการถ่าย Vector ลงบน Plate อาหาร LB Agar ผสม Kanamycin ความเข้มข้น 50 
µg/ml และ Spread เชื้อที่ไม่ได้รับการถ่าย Vector (negative control) ลงบน Plate อาหาร LB Agar ผสม 
Kanamycin ความเข้มข้นเดียวกัน พบว่าไม่มีเชื้อที่ไม่ได้รับการถ่าย Vector (negative control) โตบน Plate 
เลย และมี Colony ของเชื้อโตบน Plate อาหาร LB Agar ผสม Kanamycin ประมาณ 2,140 colonies 
สามารถค านวน Transformant efficiency ได้ตามสูตร colonies on plate/ng of DNA plated X 1000 
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ng/µg โดยใช้จ านวน colony บน Plate ที่ Spread เชื้อปริมาตร 200 µl ค านวนพบ Transformant efficiency 
มีค่าเท่ากับ 8.56 x 103 Transformants/µg DNA  
 ด าเนินการตรวจสอบ Transformant โดย Duplicate single colony จ านวน 9 colonies ลง Plate 
อาหาร LB Agar ผสม Kanamycin และ ตรวจสอบ Vector ที่ได้รับการถ่ายเข้าสู่แบคทีเรียโดยเทคนิค Colony 
PCR โดยใช้ Primer Os1_F และ Os1_R (Ta = 53oC, ดูวิธีการ, ภาพที่ 6) โดยได้ PCR product มีขนาด 1007 
bp และ 746 bp เพ่ือใช้ตรวจสอบทิศของโพรโมเตอร์และยีน 
 เมื่อด าเนินการตรวจ Colony ทั้ง 9 colonies พบว่า ปฏิกิริยา PCR เกิดขึ้นได้ดีใน Colony ที่ 4, 5, 7, 8 
และ 9 และได้ PCR Product ที่ 1,007 bp และ 746 bp ตามท่ีคาดการ (ภาพที่ 7) ทั้งนี้ได้เลือก E-coli clone ที่ 
5,7,8 และ 9 ไปท า Stock และเก็บไว้ที่ -80oC และน า Clone ที่ 5 มาใช้เพ่ือ Clone Vector และสกัด Plasmid 
ต่อไป 
 

 
 

ภาพที่ 7  แสดงผลการท า Colony PCR ใน Transformant 1 – 9  
 
การเพิ่มปริมาณ Transform cassette 
 น าเวคเตอร์จาก Clone ที่ 5 มาใช้ในการเพ่ิมปริมาณ Transform cassette ทดสอบ Gradient PCR 
เพ่ือหา Optimal temperature ที่จะใช้เพ่ือให้ได้ปริมาณ DNA และความบริสุทธิ์ที่ดีที่สุด พบว่าอุณหภูมิ 47oC 
เป็นอุณหภูมิที่เหมาะสมที่เป็นอุณหภูมิที่ไม่สูงเกินไปและให้ลักษณะของ DNA band ที่เป็น band เดี่ยว และมี 
สเมียร์ต่ า (ภาพที่ 8) จากนั้นด าเนินการท า Conventional PCR ด้วย primer LB_Os และ RB_Os ที่ Ta=47oC 
Volume total 50 µl ได้ Transform cassette ที่ขนาด 2,810 bp และท าให้บริสุทธิ์ (QIAquick PCR 
purification Kit) และวัดความเข้มข้น ได้ความเข้มข้นของ Transform cassette ระหว่าง 100 – 200 ng/µl 



82 
 

 
 

ภาพที่ 8  แสดงการทดสอบ Gradient PCR เพ่ือหา Optimal temperature ของ primer LB_Os และ RB_Os 
ในการเพิ่มปริมาณ Transform cassette 

 
การทดสอบ Artificial pollination และการท า Ovary drip 
 ด าเนินการปลูกถั่วเหลืองพันธุ์ S17-3 ในกระถาง จ านวน 22 กระถาง และ เชียงใหม่ 60 (Control) 
จ านวน 2 กระถาง (ภาพที่ 9) เมื่อถั่วเหลืองโตถึงระดับ node ที่ 6 จึงเริ่มเตรียม Transform cassette เพ่ือใช้
ทดสอบ Ovary drip ตาม Protocol ดัดแปลงจาก Ellen B. et al. 2003 ในการทดลองนี้ได้เตรียม Transform 
cassette ให้ได้ความเข้มข้นประมาณ 100 ng/µl กับ DMSO 0.25%, NAA 4mg/l และ GA 4 mg/l 
 
 
 
 
  

 
ภาพที่ 9  แสดงแผนผังการปลูกถั่วเหลืองในกรงกันหนู/แมลง 

 
 เมื่อถั่วเหลืองออกดอกแล้ว เลือกดอกถั่วเหลืองที่บานแล้วมีอายุ 1 วัน ใช้ Forcep ขนาดหัว 0.15 mm 
ค่อยๆ ฉีกกลีบดอกชั้นนอกและกลีบดอกชั้นในออก จากนั้นตัดเกสรตัวผู้ใส่แผ่นฟลอยด์เก็บใส่  sterile petri-dish 
ที่ 4oC จากนั้นเลือกตัวแทนดอกถั่วเหลืองที่จะท าการทดสอบมา 50 ดอกที่ยังไม่บาน ใช้ Forcep ขนาดหัว 0.15 
mm ค่อยๆฉีกกลีบดอกชั้นนอกและกลีบดอกชั้นในออก โดยไม่ได้ฉีกฐานรองดอกออกตัดเกสรตัวผู้ออกทั้งหมด 
(ภาพที่ 10) จากนั้นปูายเกสรตัวผู้ด้วยพู่กันที่เกสรตัวเมียและท าสัญลักษณ์ไว้ ทิ้งไว้ประมาณ 20 ชั่วโมง เพ่ือให้
เกสรตัวผู้ต่อท่อเกสรถึงเกสรตัวเมีย จากนั้นจึงด าเนินการท า Ovary drip โดยการเฉือนที่โคนของ Style เกสรตัว
เมีย จึงหยอดสารละลาย Transform cassette ที่ความเข้มข้นประมาณ 100 ng/µl, DMSO 0.25%, NAA 

C C 
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4mg/l และ GA 4 mg/l ปริมาตร 7 µl ทั้ง 50 ดอก และท าสัญลักษณ์ไว้ พบว่าหลังจาก 4 วัน ดอกที่ด าเนินการ
ท า Ovary drip จากการท า Artificial pollination ไม่ติดและร่วงทั้งหมด   
 

 
 

ภาพที่ 10  แสดงภาพของดอกถ่ัวเหลืองที่ได้รับการดึงกลีบดอกออกท้ังหมดเหลือแต่เกสรตัวผู้และเกสรตัวเมีย 
 
การท า Ovary drip ในดอกท่ีผ่านการผสมตัวเองแล้ว 
 เมื่อถั่วเหลืองออกดอกแล้วเลือกดอกถ่ัวเหลืองที่บานแล้วมีอายุประมาณ 1 วัน (ประมาณ 20 ชั่วโมง) และ
ยังบานไม่เต็มที่ใช้ Forcep ขนาดหัว 0.15 mm ค่อยๆฉีกกลีบดอกชั้นนอกและกลีบดอกชั้นในออกเพ่ือให้เกสรตัว
ผู้ต่อท่อเกสรถึงเกสรตัวเมีย เด็ดเกสรตัวผู้ทิ้งและจึงด าเนินการท า Ovary drip โดยการเฉือนที่โคนของ Style 
เกสรตัวเมีย แล้วหยอดสารละลาย Transform cassette ที่ความเข้มข้น DNA ประมาณ 100 ng/µl, DMSO 
0.25%, NAA 4mg/l และ GA 4 mg/l ปริมาตร 7 µl ทั้ง 50 ดอก และท าสัญลักษณ์ไว้ พบว่ามีดอกติดและไม่ร่วง 
ทั้งสิ้น 33 ดอก และสามารถพัฒนาไปเป็นฝัก ได้ 17 ฝัก (ตารางที่ 2) อย่างไรก็ตาม ด้วยสภาพการปลูกในกระถาง
อาจเป็นสาเหตุที่ท าให้ฝักพัฒนาได้ไม่เต็มที่และต้นแห้งตาย เมล็ดที่ได้มีลักษณะแคระแกรนไม่สามารถปลูกขึ้นเพ่ือ
ใช้เป็นรุ่น F1 ได้และมีเมล็ดเพียง 34 ที่น่าจะสามารถน าไปปลูกต่อเพ่ือทดสอบในขั้นต่อไปได้ จึงต้องด าเนินการ
ปลูกใหม่และท าซ้ า  
  
ตารางท่ี 2  แสดงผลการท า Ovary drip เปรียบวิธีการ 2 วิธี Ovary drip with Artificial pollination และ 

Ovary drip with self-pollinated 
 
Transformation method Number of flower 

with successful drip 
Number of 

pod 
Number of Maturing 

seed  
Ovary drip with Artificial 
pollination 

0 0 Not available 

Ovary drip with self-
pollinated 

33 17 34 
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การสกัดดีเอ็นเอ 
 ด าเนินการปลูกเมล็ดถั่วเหลืองทั้ง 34 เมล็ดเพ่ือตรวจสอบ Transformant ในบ่อซีเมนต์ใหญ่ที่ได้จากการ
ท า Ovary drip (ภาพที่ 11) เมื่อต้นกล้าถั่วเหลืองโตได้ที่จึงเด็ดใบมาต้นละ 4 ใบ เพ่ือให้ได้ปริมาณ 200 – 300 
mg จากนั้นจึงบดตัวอย่างด้วยไนโตรเจนเหลว และสกัดดีเอ็นเอด้วยวิธี 2% CTAB และด าเนินการท า DNA ให้
บริสุทธิ์โดยการผ่านคอลัมน์ และท าให้บริสุทธิ์ด้วย Resin พบว่า ได้ปริมาณ Genomic DNA 200 – 1,000 ng/ul 
(ภาพท่ี12) 

 
 

ภาพที่ 11  การปลูกถั่วเหลืองในบ่อซีเมนต์แทนการปลูกในกระถางช่วยให้ถั่วเหลือง  เจริญเติบโตได้ดีและต้นไม่
แคระแกรน 

 

 
 

ภาพที่ 12  แสดงผลการสกัดจีโนมิคดีเอ็นเอของถั่วเหลือง 
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การตรวจสอบ Insert Cassette 

 ด าเนินการตรวจสอบ Transformant โดยใช้ Primer Os1_F และ Os1_R (Ta = 53oC, ดูวิธีการ, ภาพที่ 5) 
อย่างไรก็ตามปรากฏว่าผล PCR เป็น Negative ทั้งหมด คือไม่มี Insert อยู่ภายในจึงต้องด าเนินการปลูกต้น     
ถั่วเหลืองเพ่ิมและด าเนินการทดลองซ้ าโดยหยอด DNA ลงในดอกทั้งสิ้น 60 ดอก และเว้นช่วงเวลาที่คาดว่าท่อ
เกสรตัวผู้สามารถต่อลงถึงรังไข่โดยกะระยะเวลาให้ได้ใกล้เคียงมากที่สุด เป็น 20 ชั่วโมง 25 ชั่วโมง และ 30 ชั่วโมง 
แบ่งเป็นชุดชุดละ 20 ดอก หลังจากหยอดดีเอ็นเอแล้วพบว่ามีดอกประมาณ 90% อนึ่งหลังจากดอกติดเมล็ด 
พบว่า สามารถเจรญิไปเป็นฟักได้ทั้งหมด ประมาณ 51% และได้เมล็ดทั้งหมด 78 เมล็ด (ตารางที่ 3) 
 
ตารางท่ี 3 แสดงผลการท า Ovary drip จาก self-pollinated 
 

 Transformation method Number of flower 
with successful drip 

Number of 
pod 

Number of 
Maturing seed  

Ovary drip with self-pollinated 
at 20 h after pollination 

14 8 23 

Ovary drip with self-pollinated 
at 25 h after pollination 

20 11 30 

Ovary drip with self-pollinated 
at 30 h after pollination 

20 10 25 

 

สรุปผลการทดลองและข้อเสนอแนะ 
 

น าเมล็ดถั่วเหลืองที่ได้ไปปลูกและเก็บใบอ่อนไปสกัดดีเอ็นเมื่อน าไปตรวจด้วยวิธีการ PCR พบว่าไม่พบ 
Insert gene อยู่ภายในถั่วเหลืองรุ่นลูกที่ได้ และจากการทดลองด าเนินการเช่นเดิม ยังคงตรวจไม่พบ Insert ในรุ่น
ลูกถั่วเหลือง 

สาเหตุความเป็นไปได้จากผลการทดลองอาจเกิดจากหลายประการคือ สภาพแวดล้อมในการปลูกภายใน
โรงเรือนมีอากาศร้อน อบ และแสงไม่เพียงพอ ซึ่งอาจท าให้สภาพของต้นถั่วไม่สมบูรณ์แข็งแรงและดอกถั่วเหลืองมี
ลักษณะผิดปกติ ท าให้ DNA ที่ drip ไม่สามารถ Insert เข้าไปในจีโนมได้ หากสามารถปลูกถั่วเหลืองได้ในปริมาณ
มากในสภาวะอากาศที่อุณหภูมิที่เหมาะสมอาจท าให้การ Ovary drip ประสบผลส าเร็จมากกว่านี้  

นอกจากนี้ นักวิชาการ/นักวิชาการเกษตรที่สนใจยังสามารถน าข้อมูลยีน OsSKIPa และชุด Transform 
cassette ที่ออกแบบไว้รวมถึงข้อมูลวิธีการด าเนินการ Ovary drip ไปใช้ในงานวิจัยต่อไปได ้
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บทสรุปและข้อเสนอแนะ 
 

ผลการวิจัยของโครงการ (output) ประกอบด้วย  
1. ยีนและข้อมูลยีนที่ทนต่อสภาวะขาดน้ าจากข้าวโพดในส่วนที่มีการแสดงออกของยีนและชุด cassette 

ยีนที่ทนต่อสภาวะขาดน้ า จ านวน 2 ชุด ได้แก่ pCAMBIA2300 – ZmSINA3 และ pCAMBIA2300 –  ZmSINAT3 
ส าหรับน าไปถ่ายฝากเข้าสู่พืชต้นแบบ  

2. ทราบหน้าที่และการแสดงออกของยีนที่ทนต่อสภาวะเครียดในพืชต้นแบบ (ยาสูบ)  
3. ข้อมูลไพรเมอร์ยีนที่เก่ียวข้องกับสภาวะขาดน้ าของพืชและชุดไพรเมอร์ส าหรับจ าแนกชนิดของยีน  
4. กลุ่มยีนทีค่าดว่าเกี่ยวข้องกับความทนแล้งของข้าวโพดพันธุ์ทนแล้งนครสวรรค์ 3 (DREB-like protein 

(Dreb1) และ ARBE binding protein (AP2)) จากการการท าปฏิกิริยาพีซีอาร์และจากการใช้ชุดไพรเมอร์จ าแนก  
5. เทคนิค Ovary drip ในการถ่ายฝากยีน OsSKIPa สู่ถั่วเหลือง 

ข้อเสนอแนะ (outcome) ประกอบด้วย 
1. สามารถน ายีน ZmSINA3 และ ZmSINAT3 และชุด cassette ยีน (pCAMBIA2300 – ZmSINA3 

และ pCAMBIA2300 – ZmSINAT3) ไปถ่ายฝากเข้าสู่พืชเศรษฐกิจ เช่น ถั่วเหลือง ข้าวโพด อ้อย และมันส าปะหลัง 
เป็นต้น เพ่ือเพ่ิมศักยภาพในการให้ผลผลิตและสามารถทนทานต่อสภาวะขาดน้ าได้ อีกทั้งยังเป็นพืชทางเลือกในการ
เร่งรัดกระบวนการปรับปรุงพันธุ์พืชต่อไปในอนาคต 

2. ได้องค์ความรู้หน้าที่และการแสดงออกของยีน ZmSINA3 ที่ทนต่อสภาวะเครียดในพืชต้นแบบ (ยาสูบ)  
และสามารถน าไปต่อยอดโดยการถ่ายฝากเข้าสู่พืชเศรษฐกิจเพ่ือให้ทนต่อสภาวะเครียดต่อไป 

3. ได้ชุดไพรเมอร์ส าหรับใช้จ าแนกยีนที่เกี่ยวข้องกับลักษณะทนแล้งของข้าวโพดพันธุ์นครสวรรค์ 3 และ
สามารถน าไปใช้ศึกษาการแสดงออกของยีนที่ตอบสนองต่อสภาวะขาดน้ าในข้าวโพดได้  

4. ได้กลุ่มยีนที่เกี่ยวข้องกับลักษณะการทนทานต่อสภาวะขาดน้ าจากข้าวโพดพันธุ์นครสวรรค์ 3 คือ 
DREB-like protein (Dreb1) และ ARBE binding protein (AP2) ส าหรับน าไปพัฒนาปรับปรุงพันธุ์พืชเพ่ือให้ทน
ต่อสภาวะขาดน้ าต่อไป 

5. ได้เทคนิคการถ่ายฝากยีน OsSKIPa แบบ Ovary drip ในถั่วเหลืองโปรตีนสูง เพื่อให้ทนต่อสภาวะแล้ง 
และสามารถน าองค์ความรู้ไปพัฒนาวิธีการถ่ายฝากยีนกับพืชมีดอกชั้นสูงอ่ืนๆ ต่อไปในอนาคต 
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