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ค าปรารภ 
 

รายงานโครงการค้นหาและศึกษาหน้าที่ของยีนเพ่ือการปรับปรุงพันธุ์พืชโดยใช้เทคโนโลยีชีวภาพ
สมัยใหม่ฉบับนี้ เป็นการศึกษาค้นหายีน ตรวจสอบยีน หน้าที่ของยีน และโคลนยีนที่มีประโยชน์ทางการเกษตร 
รวมถึงศึกษาการแสดงออกยีนในพืชต้นแบบ และถ่ายยีนเข้าสู่พืช โดยใช้เทคโนโลยีชีวภาพสมัยใหม่ มีกิจกรรม
ภายใต้โครงการจ านวน 3 กิจกรรม มีการทดลองรวมทั้งสิ้นจ านวน 9 การทดลอง ดังนี้  

กิจกรรมที่ 1 การตรวจสอบยีน และศึกษาหน้าที่ของยีนที่มีประโยชน์ทางการเกษตร 
การทดลองที่ 1.1 การตรวจสอบการแสดงออกของไซโคลฟิลินและนีโอมายซินฟอสโฟทรานส

เฟอเรสทูด้วยเทคนิคการแสดงโปรตีนบนผิวฟาจ 
การทดลองที่ 1.2 การตรวจสอบการกลายของยีนที่กระตุ้นให้เกิดความต้านทานต่อโรคไวรัส 

จุดวงแหวนมะละกอ 
 กิจกรรมที่ 2 การโคลนยีนและศึกษาการแสดงออกของยีนในสิ่งมีชีวิตต้นแบบ 

การทดลองที่ 2.1 การโคลนยีนและการแสดงออกของยีน N-acetylglutamate synthase 
เพ่ือให้ทนต่อสภาวะขาดน้ าในพืชต้นแบบ 

การทดลองที่ 2.2 การโคลน ถ่ายฝากและศึกษายีน GmPR1 เพ่ือความต้านทานโรคในพืช
ต้นแบบ Arabidopsis thaliana ส าหรับเตรียมการถ่ายฝากสู่ถั่วเหลือง 

การทดลองที่ 2.3  การถ่ายฝากยีน ERD15 ที่อยู่ในรูป RNAi เข้าสู่พืชต้นแบบ (ยาสูบ) และ
ศึกษาการแสดงออกของยีน 

การทดลองที่ 2.4  การโคลนยีน PIS (Phosphatidylinositol (Ptdlns) synthase ที่
เกี่ยวข้องกับสภาวะทนแล้งในพืชทนแล้ง 

การทดลองที่ 2.5  การโคลนยีนและศึกษาการแสดงออกของยีน calreticulin และ 
calmodulin เพ่ือให้ทนต่อสภาวะขาดน้ าและสภาวะเค็มในพืชต้นแบบ 

กิจกรรมที่ 3 การศึกษาพัฒนาพันธุ์พืชโดยใช้เทคโนโลยีชีวภาพสมัยใหม่และการทดสอบพืชดัดแปลง
พันธุกรรม 

การทดลองที่ 3.1 การถ่ายยีน Flavonoid 3',5' hydroxylase (F3' 5'H) เข้าสู่หน้าวัว  
การทดลองที่ 3.2 การโคลนยีนและการถ่ายยีนควบคุมการเกิดสีม่วง-น้ าเงินสู่กุหลาบ 

ระยะเวลาการด าเนินงานวิจัยโครงการนี้ เดิมเริ่มด าเนินการตั้งแต่เดือนตุลาคม 2558 และสิ้นสุดใน
เดือนกันยายน 2564 แต่เนื่องจากไม่ได้รับการสนับสนุนทุนวิจัยต่อเนื่องในปี 2561 ทุกรายการทดลองจึงสรุป
การด าเนินงานทดลองถึงเดือนกันยายน 2560 ดังนั้นจึงได้จัดท ารายงานโครงการวิจัยฉบับสมบรูณ์นี้ขึ้น  ซึ่ง
ข้อมูลการวิจัยที่ได้อาจไม่ครบถ้วนสมบรูณ์ตามวัตถุประสงค์ที่ตั้งไว้ อย่างไรก็ตามผลการวิจัยตลอดระยะเวลา 2 ปี 
ท าให้ได้ข้อมูลเทคนิควิธีการและยีนบางส่วนที่สามารถน าไปต่อยอดงานวิจัยปรับปรุงพันธุ์พืชต่อไปไดใ้นอนาคต  

คณะผู้วิจัยหวังเป็นอย่างยิ่งว่า รายงานฉบับนี้จะเป็นประโยชน์ต่อนักวิจัย และผู้ที่สนใจเทคนิควิธีการ
ทางด้านเทคโนโลยีชีวภาพสมัยใหม่ และน าเอาไปใช้ให้เกิดประโยชน์ต่อไป   

                                                                                                                          

(นางสาวอรุโณทัย ซาววา) 
    หัวหน้าโครงการวิจยัฯ 

                                                                               มีนาคม 2561 
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กิตติกรรมประกาศ 
 

โครงการวิจัยนี้ได้รับการสนับสนุนทุนวิจัยจากส านักงานคณะกรรมการวิจัยแห่งชาติ ขอขอบคุณ
ส านักวิจัยพัฒนาเทคโนโลยีชีวภาพ กรมวิชาการเกษตร ที่ให้การสนับสนุนห้องปฎิบัติการและเครื่องมือในการ
ทดลองวิจัย ขอขอบคุณ ผศ. ดร. รัชนี  ฮงประยูร  ภาควิชาโรคพืช คณะเกษตร มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร์ 
วิทยาเขตก าแพงแสน ดร.อลงกรณ์ กรณ์ทอง (รองอธิบดีกรมการข้าว อดีตด ารงต าแหน่งผู้อ านวยการ
ส านักวิจัยพัฒนาเทคโนโลยีชีวภาพ ) ดร.สมศักดิ์ ศรีสมบุญ (อดีตผู้เชี่ยวชาญเฉพาะด้านการจัดการพืชที่
เหมาะสมกับสภาพพ้ืนที่ สวพ.1) ดร.กษิดิศ ดิษฐบรรจง (ผู้เชี่ยวชาญด้านเทคโนโลยีชีวภาพทางการเกษตร) 
และ ผอ.ชยานิจ ดิษฐบรรจง (ผู้อ านวยการกลุ่มวิจัยเทคโนโลยีชีวภาพทางการเกษตร ส านักวิจัยพัฒนา
เทคโนโลยีชีวภาพ) ที่ให้ค าปรึกษาในการด าเนินงานวิจัย และขอขอบคุณ คุณฉลาด ไหวติง คุณศุภรัสมิ์        
พูลพัฒนสุวรรณ์ คุณวัชรินทร์ ศรีประยูร และคุณวิภาวรรณ วงศ์สุทธิ์ ที่ช่วยงานในการด าเนินงานวิจัยในครั้งนี้ 
ขอขอบคุณสถาบันวิจัยพืชสวนศรีสะเกษ และศูนย์วิจัยพัฒนาการเกษตรขอนแก่น ที่เอ้ือเฟ้ือเมล็ดมะละกอและ
ตัวอย่างใบมะละกอส าหรับการศึกษาทดลองในครั้งนี้ ขอขอบคุณพนักงานราชการ และพนักงานอัตราจ้างของ
ส านักวิจัยพัฒนาเทคโนโลยีชีวภาพทุกท่าน ที่กรุณาให้การสนับสนุนและความช่วยเหลือในด้านต่างๆ ท าให้การ
ทดลองด าเนินไปได้เป็นอย่างด ี
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ผู้วิจัย 
 
อรุโณทัย ซาววา   สังกัด ส านักวิจัยพัฒนาเทคโนโลยีชีวภาพ 
อัจฉราพรรณ ใจเจริญ   สังกัด ส านักวิจัยพัฒนาเทคโนโลยีชีวภาพ 
สุภาวดี  ง้อเหรียญ   สังกัด ส านักวิจัยพัฒนาเทคโนโลยีชีวภาพ 
จีราพร  แก่นทรัพย์   สังกัด ส านักวิจัยพัฒนาเทคโนโลยีชีวภาพ 
พยุงศักดิ์ รวยอารี   สังกัด ส านักวิจัยพัฒนาเทคโนโลยีชีวภาพ 
กุหลาบ  คงทอง   สังกัด ส านักวิจัยพัฒนาเทคโนโลยีชีวภาพ 
ภุมรินทร์  วณิชชนานันท์  สังกัด ส านักวิจัยพัฒนาเทคโนโลยีชีวภาพ 
ภรณี  สว่างศรี   สังกัด ส านักวิจัยพัฒนาเทคโนโลยีชีวภาพ 
ขนิษฐา วงศ์วัฒนารัตน์  สังกัด ส านักวิจัยพัฒนาเทคโนโลยีชีวภาพ 
ประสาน  สืบสุข   สังกัด ส านักวิจัยพัฒนาเทคโนโลยีชีวภาพ 
บุญเรือนรัตน์ เรืองวิเศษ  สังกัด ส านักวิจัยพัฒนาเทคโนโลยีชีวภาพ 
อ าไพ สินพัฒนานนท์   สังกัด ส านักวิจัยพัฒนาเทคโนโลยีชีวภาพ 
สมชาย  หลวงสนาม  สังกัด มหาวิทยาลัยศรีนครินทรวิโรฒ 
กัลยา เกาะกากลาง  สังกัด ศูนย์วิจัยและพัฒนาการเกษตรล าปาง 
อ านวย อรรถลังรอง  สังกัด สถาบันวิจัยพืชสวน 
ศรีเมฆ ชาวโพงพาง  สังกัด มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร์ 
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ค าอธิบายสัญลักษณ์และค าย่อ 
 

VL  = Light chain    VH  = Heavy chain  
L  = Liters    ml  = Milliliters  
kg  = Kilograms    cm  = Centimeters  
hr  = Hour    %  = Percentage  
0C  = Degree Celsius   µl  = Microliters  
µM  = Micromoles   mM  = Millimoles 
ng  = Nanograms    mg  = Milligrams 
g  = Grams   rpm  = Rounds per Minute 
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บทน า 
 

เทคโนโลยีชีวภาพสมัยใหม่มีบทบาทส าคัญต่อการวิจัยและพัฒนาทางด้านการปรับปรุงพันธุ์พืช 
เนื่องจากสามารถช่วยวิธีการปรับปรุงพันธุ์ปกติ (conventional breeding) ให้ง่ายและรวดเร็วขึ้น ดังนั้นจึงมี
การน าเอาเทคนิคทางด้านเทคโนโลยีชีวภาพมาช่วยในการปรับปรุงพันธุ์พืช เช่น  การโคลนยีน (genes 
cloning) เทคนิคทางพันธุวิศวกรรม (genetic engineering)  เทคโนโลยีดีเอ็นเอสายผสม (recombinant 
DNA)  การเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ (tissue culture)  อย่างไรก็ตามการใช้ประโยชน์จากเทคโนโลยีชีวภาพสมัยใหม่ 
ต้องมีการศึกษาข้อมูลพ้ืนฐานของยีนก่อนจะน ามาประยุกต์ใช้ ยกตัวอย่างเช่น การค้นหายีน (Gene 
Discovery) เป็นการด าเนินงานวิจัยในการค้นหาต าแหน่งยีนที่เป็นลักษณะที่ส าคัญทางเศรษฐกิจหรือมี
ประโยชน์ทางการเกษตร เช่น การสร้างห้องสมุดชิ้นส่วนขนาดใหญ่จีโนม (BAC Library) ท าแผนที่จีโนมทาง
กายภาพ (Physical Mapping) และการหาล าดับเบสขนาดใหญ่ เมื่อได้ยีนตามลักษณะที่ต้องการจึงน ามา
การศึกษาหน้าที่ยีน (Functional Genomics) เช่น การศึกษาแสดงออกของยีน (gene expression) ที่
ตอบสนองต่อสภาวะต่างๆ ศึกษาการถ่ายยีนให้มีการแสดงออกที่มากกว่าปกติ (Over-expression) หรือศึกษา
การถ่ายยีนให้ยับยั้งการท างานของอาร์เอ็นเอที่สนใจ (RNA interference) เพ่ือน าไปสู่การหาหน้าที่ของยีน
จากพืช การศึกษาดังกล่าวจะเป็นแหล่งข้อมูลที่สามารถรวบรวมไว้เป็นฐานข้อมูล สามารถสืบค้นหาข้อมูลได้ 
ประกอบด้วยล าดับดีเอ็นเอของพืช สามารถท านาย (prediction) บทบาทหน้าที่และการท างานของยีน
ต่างๆ รวมถึงโครงสร้างของโปรตีนซึ่งจะน าไปสู่ความเข้าใจในการแสดงออกของยีนและโปรตีนได้ดียิ่งขึ้น 

ปัจจุบันสภาพแวดล้อมของโลกมีการเปลี่ยนแปลงอย่างรวดเร็ว สาเหตุหนึ่งเกิดจากภาวะภูมิอากาศ
เปลี่ยนแปลง (Climate Change) หรือ ภาวะโลกร้อน (Global Warming) ซึ่งมีความรุนแรงมากยิ่งขึ้น และ
เป็นปัญหาส าคัญที่ส่งผลกระทบต่อการด ารงอยู่ของสิ่งมีชีวิตทั้ งคน สัตว์ และพืช ท าให้ไม่สามารถคาดการณ์
ปริมาณน้ าฝนที่ตกในแต่ละปีได้ อาจเกิดสภาวะน้ าท่วมฉับพลัน หรือเกิดความแห้งแล้งอย่างรุนแรง มีการ
ระบาดของโรคและแมลง ส่งผลกระทบต่อผลผลิตทางการเกษตรอย่างหลีกเลี่ยงไม่ได้ การปรับปรุงพันธุ์พืช
เพ่ือให้ทนทานต่อสภาวะแวดล้อมที่เปลี่ยนไปโดยอาศัยวิธีการแบบปกตินั้น ที่ผ่านมาไม่ประสบผลส าเร็จ
เท่าที่ควร และต้องอาศัยระยะเวลานานในการคัดเลือกพืชที่มีลักษณะตรงตามต้องการ นักวิจัยส่วนใหญ่ได้
พยายามหาแนวทางการปรับปรุงพันธุ์พืช โดยน าเทคโนโลยีชีวภาพสมัยใหม่เข้ามาช่วยในการพัฒนาพันธุ์พืชกัน
มากขึ้น และเป็นทางเลือกหนึ่งในการช่วยลดปัญหาอันเกิดจากภาวะโลกร้อน  อีกทั้งยังเป็นการช่วยเร่งรัด
กระบวนการปรับปรุงพันธุ์พืชอีกทางหนึ่ง นอกจากนี้การพัฒนาพันธุ์พืชให้มีความต้านทานต่อโรคและแมลง
หรือมีลักษณะทางการเกษตรที่ดี ด้วยการปรับปรุงพันธุ์โดยวิธีปกตินั้น ต้องใช้เวลา   พ้ืนที่  แรงงาน  และ
ค่าใช้จ่ายมาก นอกจากนี้การปรับปรุงพันธุ์ในอดีต เมื่อได้พันธุ์ที่ต้านทานต่อโรคแล้ว แต่เวลาผ่านไปพันธุ์
เหล่านั้นมีความต้านทานต่อโรคลดลง ดังนั้นเทคนิคการโคลนยีนและถ่ายฝากยีนที่พัฒนาลักษณะที่มีประโยชน์
ทางการเกษตร ได้เข้ามามีบทบาทในการพัฒนาพันธุ์พืชเป็นอย่างมาก  เนื่องจากสามารถเลือกยีนที่ส่งผลต่อ
ลักษณะทางการเกษตรที่ต้องการได้อย่างเจาะจง กระบวนการปฏิบัติรวดเร็วกว่าการปรับปรุงพันธุ์โดยวิธีปกติ  
ลดภาระการท างาน และค่าใช้จ่ายในการดูแลพืชได้  

การศึกษาการแสดงออกของยีนที่มีประโยชน์ทางการเกษตรในสิ่งมีชีวิตต้นแบบ ได้แก่ จุลินทรีย์ 
ยีสต์ สาหร่ายต้นแบบ (Chlamydomonas reinhardtii) หรือ พืชต้นแบบ เช่น มะเขือเทศ ยาสูบ และอราบิด
อบซิส ซึ่งสิ่งมีชีวิตเหล่านี้ ถูกใช้ในการศึกษาด้านการแสดงออกของยีนอย่างแพร่หลาย เนื่องจากวงจรชีวิตสั้น  
ทราบล าดับสารพันธุกรรมทั้งหมด การถ่ายฝากยีนสามารถท าได้ง่าย และต้นพืชมีขนาดเล็กท าให้ไม่เปลืองพ้ืนที่
ในการทดลองจึงสามารถปลูกในห้องทดลองได้ หลังจากทราบข้อมูลพ้ืนฐานที่ส าคัญของยีนแล้วก็จะสามารถ
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น ามาประยุกต์ใช้กับพืชที่ต้องการและมีความส าคัญทางเศรษฐกิจ  เช่น การสร้างพืชให้ต้านทานต่อโรคและ
แมลง การสร้างพืชที่ทนต่อสภาวะแวดล้อมที่ไม่เหมาะสมไม่ว่าจะเป็น สภาวะแล้ง ดินเค็ม หรือน้ าท่วม 
นอกจากนี้การพัฒนาอุตสาหกรรมไม้ดอกเพ่ือการส่งออกต่างประเทศ ภาคธุรกิจให้ความส าคัญกับการพัฒนา
สายพันธุ์ใหม่ๆ เพ่ือตอบสนองความต้องการของลูกค้าที่ต้องการความแปลกใหม่ของสีดอกอยู่ตลอดเวลา แนว
ทางการสร้างสายพันธุ์ใหม่ให้มีดอกสีสรรโดดเด่น แปลกใหม่ สวยงาม มีความหลากหลายของสีดอก และมีโทน
สีที่ไม่เคยปรากฏในธรรมชาตินั้น สามารถกระท าได้โดยใช้เทคโนโลยีทางพันธุวิศวกรรม ซึ่งเป็นการน าการวิจัย
ทางชีวโมเลกุลมาประยุกต์ใช้ร่วมกับงานด้านการปรับปรุงพันธุ์พืชสมัยใหม่  ที่สามารถน ายีนควบคุมการเกิดสี
ดอกจากไม้ดอกชนิดอ่ืนที่มีโทนสีตามต้องการ ส่งถ่ายเข้าไปสู่ไม้ดอกที่ส าคัญหรือยับยั้งการแสดงออกของยีนที่
มีอยู่แล้ว เพ่ือสร้างพันธุ์ใหม่ให้มีสีสรรโดดเด่น สวยงาม และเกิดความแปลกใหม่ของโทนสีที่ไม่เคยมีอยู่ใน
ธรรมชาติ ซึ่งจะน าไปสู่การเพ่ิมศักยภาพการส่งออกไม้ดอกในอนาคต 
 
วัตถุประสงค์ 
 เพ่ือค้นหายีน ตรวจสอบยีน ศึกษาหน้าที่ของยีนและโคลนยีนที่มีประโยชน์ทางการเกษตร ศึกษาการ
แสดงออกยีนในสิ่งมีชีวิตต้นแบบ และถ่ายยีนเข้าสู่พืชโดยใช้เทคโนโลยีชีวภาพสมัยใหม่ เพ่ือเป็นแนวทาง
ส าหรับการพัฒนาพันธุ์และปรับปรุงพันธุ์ในพืชเศรษฐกิจต่อไป 
 
วิธีการวิจัย 
 

กิจกรรมที่ 1 การตรวจสอบยีน และศึกษาหน้าที่ของยีนที่มีประโยชน์ทางการเกษตร 
การทดลองที่ 1.1 การตรวจสอบการแสดงออกของไซโคลฟิลินและนีโอมายซินฟอสโฟทรานสเฟอเรส

ทูด้วยเทคนิคการแสดงโปรตีนบนผิวฟาจ 
ท าการผลิตคลังแอนติบอดี (Antibody library) โดยโคลนยีนแอนติบอดีจากหนูด้วยเทคนิคการ

แสดงโปรตีนบนผิวฟาจ (phage display) จากนั้นน ารีคอมบิแนนท์ไซโคลฟิลินและ NPT II คัดเลือกแอนติบอดี
จากคลังแอนติบอดี ตรวจสอบคุณสมบัติของแอนติบอดีที่มีความจ าเพาะต่อไซโคลฟิลินและ NPT II น า
แอนติบอดีที่ได้ไปคัดเลือก/ตรวจสอบพืชดัดแปลงพันธุกรรม ด้วยวิธีทางซีรั่มวิทยา เช่น ELISA และ Western 
blotting นอกจากนี้คลังแอนติบอดีที่ผลิตได้ ยังสามารถน าไปใช้คัดเลือกโปรตีนชนิดอ่ืนๆ โดยไม่ต้องมีการ
กระตุ้นระบบภูมิคุ้มกันสัตว์ทดลองอีก เพ่ือใช้ในการตรวจสอบต่อไปในอนาคตได้ด้วย    
 
 การทดลองที่ 1.2 การตรวจสอบการกลายของยีนที่กระตุ้นให้เกิดความต้านทานต่อโรคไวรัสจุดวง
แหวนมะละกอ 

ท าการตรวจสอบและเปรียบเทียบการกลายของยีนในมะละกอที่มีการกลายพันธุ์ตามวิธี
ธรรมชาติ และมะละกอที่ได้รับการกลายพันธุ์โดยขั้นตอนที่ก่อให้เกิดการกลายพันธุ์ (mutagenesis) โดยศึกษา
ยีนที่กระตุ้นให้เกิดความต้านทานต่อไวรัสจุดวงแหวนมะละกอ ได้แก่ ยีนในกลุ่มปัจจัยเริ่มต้นการแปลรหัส
พันธุกรรม (translation initiation factors) และยีนในกลุ่มกระบวนการ RNA silencing โดยการโคลนยีน
และวิเคราะห์ล าดับสารพันธุกรรม เพ่ือศึกษาความแตกต่างของนิวคลีโอไทด์ที่เกิดการกลายของยีนส่งผลให้
ล าดับอะมิโนแอซิดของมะละกอเปลี่ยนแปลงไป 
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กิจกรรมที่ 2 การโคลนยีนและศึกษาการแสดงออกของยีนในสิ่งมีชีวิตต้นแบบ 
การทดลองที่ 2.1 การโคลนยีนและการแสดงออกของยีน N-acetylglutamate synthase เพ่ือให้

ทนต่อสภาวะขาดน้ าในพืชต้นแบบ 
ท าการโคลนยีน N-acetylglutamate synthase (NAGS) ที่เกี่ยวข้องกับการสังเคราะห์สารออร์

นิทีน (ornithine) อาร์จินีน (arginine) และโพรลีน (proline) ในพืช ซึ่งช่วยให้พืชสามารถมีชีวิตอยู่ได้ภายใต้
สภาวะเครียดอันเนื่องจากสภาวะขาดน้ า โดยท าการโคลนยีน NAGS จากพืช และน ายีนที่ได้ไปเปรียบเทียบกับ
ยีนที่มีรายงานในฐานข้อมูล NCBI จากนั้นท าการศึกษาการแสดงออกของยีน NAGS ในพืชต้นแบบ เพ่ือให้
ทราบกลไกการท างานของยีนภายใต้สภาวะขาดน้ า โดยสามารถน ายีนและข้อมูลยีนที่ได้ไปประยุกต์ใช้ใน
กระบวนการปรับปรุงพันธุ์พืชเศรษฐกิจที่ส าคัญ เพ่ือเพ่ิมศักยภาพในลักษณะการทนทานต่อสภาวะขาดน้ าได้ 

 
การทดลองที่ 2.2 การโคลน ถ่ายฝากและศึกษายีน GmPR1 เพ่ือความต้านทานโรคในพืชต้นแบบ 

Arabidopsis thaliana ส าหรับเตรียมการถ่ายฝากสู่ถั่วเหลือง 
  ท าการโคลนและถ่ายฝากยีนต้านทานโรค GmPR1 ในพืชต้นแบบ Arabidopsis thaliana โดย
อาศัยเทคนิคทางชีวโมเลกุล 

 
การทดลองที่ 2.3  การถ่ายฝากยีน ERD15 ที่อยู่ในรูป RNAi เข้าสู่พืชต้นแบบ (ยาสูบ) และศึกษาการ

แสดงออกของยีน 
ท าการโคลนและถ่ายฝากยีน ERD15 ในรูปแบบ RNAi ที่เกี่ยวข้องกับการทนแล้งหรือในสภาวะ

ขาดน้ าในยาสูบ  
 

การทดลองที่ 2.4  การโคลนยีน PIS (Phosphatidylinositol (Ptdlns) synthase ที่เก่ียวข้องกับ
สภาวะทนแล้งในพืชทนแล้ง 

ท าการโคลนและถ่ายฝากยีน PIS ในรูปแบบ over-expression ที่เกี่ยวข้องกับการทนแล้งหรือใน
สภาวะขาดน้ าในยาสูบ  
 
 การทดลองที่ 2.5  การโคลนยีนและศึกษาการแสดงออกของยีน calreticulin และ calmodulin 
เพ่ือให้ทนต่อสภาวะขาดน้ าและสภาวะเค็มในพืชต้นแบบ 
 ท าการโคลนยีน calreticulin และ calmodulin ที่เกี่ยวข้องกับการควบคุมภาวะสมดุลแคลเซียม
ไอออนภายในเซลล์พืช ซึ่งช่วยให้พืชสามารถมีชีวิตอยู่ได้ภายใต้สภาวะขาดน้ าและสภาวะเค็ม โดยท าการโคลน
ยีน calreticulin และ calmodulin จากพืช และน ายีนที่ได้ไปเปรียบเทียบกับยีนที่มีรายงานในฐานข้อมูล 
NCBI จากนั้นท าการศึกษาการแสดงออกของยีน calreticulin และ calmodulin ในพืชต้นแบบ เพ่ือให้ทราบ
กลไกการท างานของยีนภายใต้สภาวะขาดน้ าและสภาวะเค็ม โดยสามารถน ายีนและข้อมูลยีนที่ได้ไป
ประยุกต์ใช้ในกระบวนการปรับปรุงพันธุ์พืชเศรษฐกิจที่ส าคัญ เพ่ือเพ่ิมศักยภาพในลักษณะการทนทานต่อ
สภาวะเครียดดังกล่าวได้ 
 
กิจกรรมที่ 3 การศึกษาพัฒนาพันธุ์พืชโดยใช้เทคโนโลยีชีวภาพสมัยใหม่และการทดสอบพืชดัดแปลงพันธุกรรม 

การทดลองที่ 3.1 การถ่ายยีน Flavonoid 3',5' hydroxylase (F3' 5'H) เข้าสู่หน้าวัว  
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ท าการถ่ายยีน Flavonoid 3',5' hydroxylase (F3' 5'H) ที่โคลนได้จากอัญชันหรือพิทูเนียสีน้ า
เงิน ซึ่งเป็นยีนที่โคลนได้และได้ผ่านการทดสอบการแสดงออกแล้วในยาสูบ เข้าสู่ดอกหน้าวัว 
 

การทดลองที่ 3.2 การโคลนยีนและการถ่ายยีนควบคุมการเกิดสีม่วง-น้ าเงินสู่กุหลาบ 
ท าการโคลนยีน DFR จากดอกอัญชันที่มีสีน้ าเงิน และโคลนยีน DFR จากดอกกุหลาบที่มีสีแดง 

เพ่ือน ายีนทั้งสองไปสร้างเป็นชุดยีน ที่ประกอบด้วยยีน F3' 5'H ที่โคลนได้จากอัญชันสีน้ าเงิน โดยชุดยีน
ประกอบด้วย  ชุดยีนที่มียีน DFR จากดอกกุหลาบที่ออกแบบให้มีการขัดขวางการท างานของยีน DFR ในดอก
กุหลาบพันธุ์ดั้งเดิมโดยใช้เทคนิค RNAi ควบคู่กับการเพ่ิมการแสดงออกของยีน DFR จากดอกอัญชันสีน้ าเงิน 
และยีน F3’5’H จากดอก ดอกอัญชันสีน้ าเงิน ในเวลาเดียวกัน จากนั้นน าชุดยีนที่เตรียมได้เข้าสู่ binary 
vector และน า binary vector ที่มียีนเป้าหมาย มาฝากถ่ายเข้าสู่เชื้ออะโกรแบคทีเรียม  เพ่ือน าไปใช้ถ่ายเข้า
สู่กุหลาบ 
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บทคัคย่อ 
 

เทคโนโลยีชีวภาพสมัยใหม่ เป็นการใช้กระบวนการและเทคนิคทางพันธุวิศวกรรมมาใช้ในการปรับปรุง
สิ่งมีชีวิตให้ได้ลักษณะต้องการ มีประโยชน์ต่อการพัฒนาทางด้านการเกษตร สามารถช่วยพัฒนาพันธุ์และ
ปรับปรุงพันธุ์พืชให้มีลักษณะที่ดีตามที่ต้องการได้รวดเร็วขึ้น โครงการวิจัยนี้จึงมีวัตถุประสงค์เพ่ือค้นหายีน 
ตรวจสอบยีน ศึกษาหน้าที่ของยีน โคลนยีนที่มีประโยชน์ทางการเกษตร ศึกษาการแสดงออกยีนในสิ่ง มีชีวิต
ต้นแบบ และถ่ายยีนเข้าสู่พืช โดยใช้เทคโนโลยีชีวภาพสมัยใหม่ จากการผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีเพ่ือ
ตรวจสอบพืชดัดแปลงพันธุกรรมด้วยเทคนิคการแสดงโปรตีนบนผิวฟาจ ที่จ าเพาะต่อโปรตีนไซโคลฟิน (CyP) 
และนีโอมายซินฟอสโฟทรานสเฟอเรสทู (NPT II) โดยใช้ชุดไพรเมอร์ดัดแปลงโคลนยีน VH และ VL จาก B-
cell ของหนู พบว่า Phage-scFv library ที่ผลิตได้มีประสิทธิภาพในการจับกับโปรตีน NPT II และ Cry1Ab 
ส่วนการตรวจสอบการกลายของยีน CpeIF4E และ CpRDR6 จากมะละกอที่มีขนาด 711 และ 3,588 คู่เบส 
สามารถถอดรหัสได้ 236 และ1,194 อะมิโนเอซิด ตามล าดับ พบยีน CpRDR6 ในตัวอย่าง HF39 ต้นที่ 1 มี
ล าดับอะมิโนเอซิดที่แตกต่างจากทุกตัวอย่างถึง 36 อะมิโน และพบความแตกต่างของอะมิโนแอซิดที่สัมพันธ์
กับตัวอย่างที่ทนทานต่อไวรัส คือ ล าดับอะมิโน P (proline) ในตัวอย่างที่ทนทานแต่ไม่พบในตัวอย่างต้นที่
อ่อนแอต่อไวรัสเลย โครงการวิจัยนี้ได้ท าการโคลนยีนจากหลายพืช โดยท าการโคลนยีน NAGS ที่ทนต่อสภาวะ
ขาดน้ าในมะเขือเทศ 3 พันธุ์ ได้แก่ พันธุ์เชอรี่ พันธุ์ท้อ และพันธุ์สีดา ได้ยีนขนาด 1,812 คู่เบส ถอดรหัสได้ 
604 อะมิโนเอซิด เชื่อมต่อเข้ากับ pCAMBIA2300 มีขนาดประมาณ 11.5 กิโลเบส ส าหรับการโคลนยีน 
GmPR1 ในถั่วเหลือง มีขนาด 525 คู่ เบส  และชิ้นส่วน promoter ของยีน Glyma04g05080 ที่มีการ
แสดงออกสูงในส่วนใบ ดอก และราก มีขนาด 1,000 คู่เบส การออกแบบและสังเคราะห์ยีน ERD15 ให้มีขนาด
เท่ากับ 609 คู่เบส แล้วเชื่อมต่อกับเวคเตอร์ pRNAi-GG ได้ ihpRNAi+GG คอนส์ตรักส์ มีประสิทธิภาพการ
การถ่ายฝากยีน ERD15 เข้าสู่ต้นพืชยาสูบค่อนข้างต่ าเมื่อใช้อะโกรแบคทีเรียมสายพันธุ์ LBA4404 โดยต้นที่
ได้รับการถ่ายยีนไม่สามารถเติบโตเป็นแคลลัสได้ การสังเคราะห์และการถ่ายยีน PIS ที่เชื่อมกับไบนารีเวคเตอร์ 
pCAMBIA2300 ยังไม่ได้ตันยาสูบที่ได้รับการถ่ายฝากยีน ต้องมีการปรับสภาวะการทดลองเพ่ือให้ได้ต้นยาสูบที่
ประกอบด้วยยีน PIS ต่อไป การโคลนยีน CRT และ CaM ในข้าวโพด ได้ขนาดยีน 1,263 และ 450 คู่เบส 
สามารถถอดรหัสได้ 421 และ 150 อะมิโนเอซิด ตามล าดับ การถ่ายยีน F3' 5'H ที่โคลนได้จากอัญชันสีน้ าเงิน 
เข้าสู่หน้าวัวโดยใช้อะโกรแบคทีเรียมสายพันธุ์ LBA4404 สามารถน าไปถ่ายฝากเข้าสู่หน้าวัวพันธุ์โซเนตและ
พันธุ์ราปิโด ได้แคลลัสหน้าวัวหน้าที่ได้รับการถ่ายยีน และผ่านการตรวจสอบในอาหารคัดเลือกที่ เติม 
hygromycin ส าหรับน าไปเลี้ยงเพ่ือให้พัฒนาเป็นต้นที่สมบูรณ์และท าการตรวจสอบด้วยเทคนิค PCR โดยใช้
ไพรเมอร์ที่จ าเพาะต่อไป และการโคลนยีน DFR จากดอกอัญชันสีน้ าเงินและกุหลาบสีแดง ได้ยีนขนาด 1,400 
และ 1,050 คู่เบส ตามล าดับ ซึ่งข้อมูลยีนและการโคลนยีนที่ได้จากการทดลองนี้สามารถน าไปสร้างชุดยีน ใช้
เป็นข้อมูลและแนวทางส าหรับการพัฒนาพันธุ์และปรับปรุงพันธุ์พืชเศรษฐกิจ เพ่ือเพ่ิมศักยภาพการต้านทาน
โรค ทนต่อสภาวะขาดน้ า และเพ่ิมมูลค่าสินค้าเกษตรได้ต่อไปในอนาคต  
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Abstract 
 

The modern biotechnology is a newer application of biotechnology, such as genetic 
engineering for breeding some requirement of good agricultural characterization. They are 
useful for rapidly developing and improving of crop breeding. The aims of this project for 
gene discovery; gene assay; the study of gene function; gene cloning; gene expression and 
plant transformation using modern biotechnology. This project was researched the 
monoclonal antibody for GM plant detection, was produced by phage display technology, 
which specific to Cyp and NPT II. The Phage libraries were generated from mouse B- cell (VH 
and VL genes), found that the Phage-scFv could bind with NPTII and Cry1Ab protein. The 
mutation assay of CpeIF4E and CpRDR6 genes from papaya shown 36 differences amino 
acids of CpRDR6 in HF39 No.1 when compared with all samples. The P (proline) amino 
sequence has found and related to papaya resistance samples (KK80-Florida 67, Khonkhen 
80 No.2, Male Florida and Female Florida), but has not been found in the samples that 
represent to susceptible papaya tree. This project research was cloned several genes from 
plants. First gene is NAGS gene that play a critical role in regulating plant responses in order 
to survive under drought stress. It was cloned from three tomato varieties, Cherry, Tho and 
Seeda, the 9,345 bp of ORF were obtained. The NAGS genes were inserted to pCAMBIA2300 
plant expression vector with a total size of 11 .5  kb. Next, 525 bp of GmPR1 gene were 
cloned from soybean. And, the promoter of Glyma04g05080 gene that it regulates genes to 
be highly expressed in leaves, flowers and roots, while little expressed in seed and not 
expressed in seed of harvest time, with the length of 1,000 bp was cloned. For the ERD15 
gene has been designed and synthesized by GeneArt. The full-length of synthesized ERD15 is 
609 bp, was constructed into pRNAi-GG plant expression vector. The ihpRNAi+GG construct 
was successfully transformed for analysis of the growth of transgenic plants into tobacco 
plants by agrobacterium-mediated transformation. The results showed that the 
transformants examined could not be grown onto the MS media+cefotaxim+kanamycin 
using agrobacterium LBA4404 strain. Moreover, 648 bp of PIS gene has been synthesized, 
and constructed to the plant expression vectors, pCAMBIA2300, pRI909 and pRI910, it has 
been not successful to transformation in tobacco plant also need to further studies. In the 
other, CRT and CaM genes were cloned from corn. The gene sequence contains a fragment 
of 1,263 bp and 450 bp complete ORF, which encoded the 421 and 150 amino acid 
polypeptide. Consequence, the F3’5’H gene was successfully transformed into Anthurium 
spp. cv. Sonate and cv. Rahpido using A. tumefaciens. The transformed were selected on 
media containing hygromycin. Subsequently, they will to be cultured to complete plants 
and checked by PCR analysis using specific primers. The last study, the DFR gene was cloned 
from Clitoria ternatea and Rosa hybrida, generating 1,400 bp and 1,050 bp respectively. The 
DFR cloned can be used to construct gene combination with the F3'5'H gene from Clitoria 
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ternatea, generaeing DFR - F3’5’H gene cassettes for modification of flower colors in 
economic rose. However, the information about genes and gene cloning cassettes from this 
project could be benefit for improvement and breeding program in economic crop plants, to 
potentially increasing of disease resistance, drought tolerance and value added of agriculture 
production in the future. 
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กิจกรรมที่ 1  
การตรวจสอบยีน และศึกษาหน้าที่ของยีนที่มีประโยชน์ทางการเกษตร 

 
การทดลองที่ 1.1 

การตรวจสอบการแสดงออกของไซโคลฟิลินและนีโอมายซินฟอสโฟทรานสเฟอเรสทู 
ด้วยเทคนิคการแสดงโปรตีนบนผิวฟาจ 

Verification of Cyclophilin and Neomycin Phosphotransferase II (NPT II)  
Using Phage Display Technique 

 
อัจฉราพรรณ ใจเจริญ          ภุมรินทร์  วณิชชนานันท์          สภุาวดี  ง้อเหรียญ 

 
ค าส าคัญ 

 
 การแสดงโปรตีนบนผิวฟาจ (Phage display), คลังแอนติบอดี (antibody library), ไซโคลฟิลิน 
(Cyclophilin), Neomycin phosphotransferase II (NPT II) 

 
บทคัดย่อ 

 
การผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีด้วยเทคนิคการแสดงโปรตีนบนผิวฟาจ  (phage display 

technique) เป็นวิธีที่สะดวก ประหยัดกว่าการใช้เทคนิคดั้งเดิม สามารถใช้กับแอนติเจนได้หลากหลายชนิด 
ดังนั้นงานวิจัยครั้งนี้มีวัตถุประสงค์เพ่ือผลิตคลังฟาจที่ผลิต single chain variable fragment (Phage-scFv 
library) จากหนูเม้าส์ที่ไม่ได้รับการฉีดกระตุ้น เพ่ือน ามาคัดเลือก Phage-scFv ที่จ าเพาะต่อโปรตีนไซโคลฟิน 
(CyP) และนีโอมายซินฟอสโฟทรานสเฟอเรสทู (NPT II) โดยใช้ชุดไพรเมอร์ดัดแปลงโคลนยีน VH และ VL 
จาก B cell ของหนูเม้าส์สายพันธุ์ BALB/c จ านวน 5 ตัว น ายีน VH และ VL เชื่อมต่อกันเพ่ือสร้างเป็นชิ้น 
single chain variable fragment (scFv) ด้วยเทคนิค overlap extension PCR และโคลนเข้ากับเวคเตอร์ 
pCANTAB 5e  (Amersham Pharmacia Biotech,  UK) ถ่ายฝากเข้าสู่แบคทีเรีย สามารถค านวณขนาด
ของ Phage-scFv library ได้เท่ากับ 1.64 X 1010 น า Phage-scFv library ที่ได้ทดสอบความสามารถในการ
จับกับโปรตีนด้วยเทคนิค Surface Plasmon Resonance (SPR) พบว่า Phage-scFv library ที่ผลิตได้มี
ประสิทธิภาพในการจับกับโปรตีน NPT II และ Cry1Ab ได้  
 

Abstract 
 

Phage display technology has become an established technique used to produce 
specific antibodies by circumventing immunization and consequently could facilitate the 
geneation of antibodies that are difficult or impossible to gain through conventional 
methods. This study has been created of the naïve phage scFv library and used for selection 
of scFv against cyclophilin and neomycin phosphotransferase II. The scFv were generated by 
recombining heavy chain and light chain variable regions. The full length scFv fragments 
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were assembled in a process making use of all possible combinations of heavy and light 
chains, which was cloned into a plasmid vector from pCANTAB5e (Amersham Pharmacia 
Biotech, UK).  The resulting scFv gene repertoire was cloned to form a sized library 
composed of 1.64 X 1010 individual clones. Binding affinities of the phage scFv library to 
proteins were determined using Surface Plasmon Resonance (SPR). A biacore sensorgrams 
showing phage scFv can bind to NPT II and Cry1Ab protein. 

 
บทน า 

 
การผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดี ด้วยเทคนิคการแสดงโปรตีนบนผิวฟาจ  (phage display 

technique) สามารถท าได้โดยการใช้เทคโนโลยีการตัดต่อยีน ในการเชื่อมต่อแอนติบอดีที่มีเฉพาะส่วนของ 
variable fragment ของ VL และ VH ซึ่งมีการเชื่อมต่อกันด้วยสายเปปไทด์สั้นๆ เข้ากับโปรตีนที่เป็นส่วนปก
คลุมของผิวฟาจ (capsid) เรียกโมเลกุลแอนติบอดีชนิดนี้ว่า ฟาจแอนติบอดี หรือ Phage scFv โดยทั่วไปมัก
เชื่อมต่อด้านอะมิโน (N terminal) ของโปรตีนปกคลุม pVIII ซึ่งมีอยู่ประมาณ 2500 ชิ้น หรือ pVIII ซึ่งมีอยู่
ประมาณ 5 ชิ้น (ภาพที่ 1 และ 2) ซึ่งคลังแอนติบอดีที่ดีควรมีความหลากหลายของส่วนที่ท าหน้าที่จับกับ
แอนติเจน (binding site) ของแอนติอบดีที่แตกต่างกัน ประมาณ 109-11 ชนิด ซึ่งแอนติบอดีประเภทนี้ ยังคง
คุณสมบัติการเกาะจับกับแอนติเจน (affinity) และความจ าเพาะเจาะจง (specificity) ต่อแอนติเจน สูง
เทียบเท่ากับโมโนโคลนอลแอนติบอดีท่ีผลิตจากเทคนิคไฮบริโดมา (Hybridoma) 

 
ภาพที่ 1. แสดงโครงสร้างของฟาจแอนติบอดี (Phage antibody) ที่โคลนจากยีนเฉพาะส่วนของ variable 

fragment ของ light chain (VL) และ heavy chain (VH) ของแอนติบอด ี 

 
ภาพที่ 2. แสดงขั้นตอนการผลิตคลังแอนติบอดีด้วยเทคนิคการแสดงโปรตีนบนผิวฟาจ (phage display               

technique) จากหนู  
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ข้อดีของการผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีด้วยเทคโนโลยี phage display คือ สะดวก และประหยัด
กว่าการใช้เทคนิคดั้งเดิม เพราะใช้เวลาน้อยกว่า  ใช้เงินน้อยกว่า ใช้แรงงานและความช านาญน้อยกว่า  และ
ข้อส าคัญคือไม่ต้องใช้สัตว์ทดลอง สามารถใช้กับแอนติเจนได้หลากหลายชนิดกว่า เพราะสามารถใช้กับ
แอนติเจนที่เป็นพิษต่อสัตว์ แอนติเจนที่คล้ายกับโปรตีนในสัตว์ทดลอง หรืออาจใช้เซลทั้งเซลเป็นแอนติเจนก็
ได้   นอกจากนั้ น แล้ วยั งสามารถใช้กั บแอนติ เจนที่ ไม่ ส ามารถกระตุ้ น ระบ บภู มิ คุ้ มกั นของสัตว์
ได ้(nonimmunogenic antigen) สามารถใช้ในการผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีต่อแอนติเจนจ านวนมาก ซึ่ง
มีความส าคัญเป็นอย่างยิ่งในงานด้าน proteomics ในปัจจุบัน  สามารถประยุกต์ใช้ในการสร้างแอนติบอดีที่มี
คุณสมบัติ เหมือนของคน  (humanized antibody) เพ่ือใช้ ในการรักษาโรค  (therapeutic antibody)  
สามารถปรับปรุงให้มีคุณสมบัติเปลี่ยนไปตามต้องการ เช่นมีความสามารถในการจับ หรือความจ าเพาะเจาะจง
สูงขึ้น หรือทนต่อสภาวะต่างๆ และสามารถน าไปผลิตเป็นจ านวน มากได้ง่าย ด้วยเทคนิคการเพาะเลี้ยง
แบคที เรีย โดยทั่ ว ไป  เพ่ือใช้ ในการผลิ ตในระดับ อุตสาหกรรม  (http://www.sut.ac.th/iat/biotech 
/montarop/phd) 

จากคุณสมบัติของแอนติบอดีที่มีจ าเพาะต่อแอนติเจนสูง จึงนิยมน าแอนติบอดีมาใช้ประโยชน์
มากมาย เช่น ในทางการแพทย์ใช้แอนติบอดีในการตรวจวินิจฉัยและรักษาโรค ส่วนทางการเกษตรสามารถใช้
แอนติบอดีในการตรวจวินิจฉัยโรคพืชได้เช่นกัน และยังใช้ในการตรวจสอบการปนเปื้อนสารเคมีในผลิตภัณฑ์
ทางการเกษตรได้ด้วย ในงานด้านการวิเคราะห์โปรตีนอ่ืนๆ สามารถน าแอนติบอดีมาสกัดบริสุทธิ์โปรตีน
เป้าหมาย นอกจากนี้งานด้านการปรับปรุงพันธุ์พืช ซึ่งในปัจจุบันมีการน าเทคนิคทางพันธุวิศวกรรมหรือการตัด
ต่อยีนเข้ามาช่วยในการสร้างพันธุ์พืชใหม่ๆ ที่เรียกว่า พืชดัดแปลงพันธุกรรมหรือพืชจีเอ็ม [Genetically 
Modified (GM) Plant] โดยการตัดต่อรหัสพันธุกรรมจากสิ่งมีชีวิตหนึ่งไปใส่ในอีกสิ่งมีชีวิตหนึ่ง ประโยชน์ของ
เทคโนโลยีนี้ท าให้เกิดการพัฒนาสายพันธุ์ชนิดใหม่ สามารถปรับปรุงคุณภาพสายพันธุ์พืชใหม่ที่ให้ผลผลิตสูง มี
คุณภาพทางโภชนาการ ต้านทานโรค แมลง และสารก าจัดวัชพืช รวมถึงพันธุ์พืชที่มีความต้านทานต่อ
สภาพแวดล้อมที่ไม่เหมาะสมได้ เช่น ยีนไซโคลฟิลิน (Cyclophilin, CyPs) เป็นโปรตีนประเภท เปปติดิลโพ
รพิล ซิส-ทรานส์ ไอโซเมอเรส(PPIases)  ที่พบได้ทั่วไปในเซลล์ของออร์แกนเนลที่ศึกษาทั้งในเซลล์โปรคาริโอต 
และยูคาริโอต เป็นยีนที่ เกี่ยวข้องกับการสร้างระบบภูมิคุ้มกันและยับยั้งขบวนการที่ก่อให้เกิดความเสียหายแก่ 
พืช ซึ่งช่วยให้พืชด ารงชีวิตอยู่ได้ในสภาวะที่ไม่เหมาะสมนั้น เช่น การได้รับ ผลกระทบจากโรค แมลง และ
สภาพแวดล้อมที่ ไม่เหมาะสมอื่นๆ 

ในการเพาะเลี้ยงและคัดเลือกเซลล์พืชที่ได้รับการถ่ายยีน สามารถคัดเลือกต้นพืชที่ได้รับการถ่ายยีน 
โดยตรวจสอบยีนเป้าหมายที่สอดแทรกอยู่ในโครโมโซมพืช ด้วยวิธีการทางอณูชีววิทยา ท าโดยการสกัดสกัดดี
เอ็นเอจากโครโมโซมของพืช แล้วย่อยดีเอ็นเอด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะ จากนั้นแยกขนาดดีเอ็นเอด้วยเทคนิค 
gel electrophoresis แล้วใช้ เทคนิค  Southern blotting ย้ายดีเอ็นเอจากเจลไปสู่แผ่นเมมเบรน  เพ่ือ
ตรวจหาแถบดีเอ็นเอที่มียีน เป้าหมายอยู่โดยใช้ดีเอ็นเอตัวตรวจ (DNA probe) นอกจากนี้อาจตรวจหายีน
เป้า หมายบนโครโมโซมพืชด้วยเทคนิคพีซีอาร์ (polymerase chain reaction, PCR) ได้อีกวิธีหนึ่ง (หน่วย
พันธุวิศวกรรมและเทคโนโลยีแห่งชาติ, 2557) การคัดเลือกพืชที่ได้รับการถ่ายยีน จ าเป็นต้องตรวจสอบผลผลิต
ของยีนเป้าหมาย นั่นคือ โปรตีน เพ่ือเป็นการยืนยันว่า ยีนเป้าหมายมีการแสดงออกของยีนได้ในต้นพืช การ
ตรวจสอบโปรตีนที่เป็นผลผลิตของยีน นิยมใช้เทคนิคทางซีรั่มวิทยา โดยอาศัยแอนติบอดีที่มีความจ าเพาะต่อ
โปรตีนเป้าหมายเป็นตัวตรวจ วิธีที่นิยมใช้ได้แก่ ELISA และ Western blotting นอกจากการคัดเลือกโปรตีน
จากยีนเป้าหมายแล้ว ยังสามารถตรวจสอบการแสดงออกของยีนเครื่องหมาย ที่ถูกถ่ายยีนเข้าไปในต้นพืชได้
ด้วย เช่น ยีนนีโอมายซินฟอสโฟทรานสเฟอเรสทู (neomycin phosphotransferase II : NPT II) ซึ่งเป็นยีนที่ท า
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ให้ต้นพืชที่ได้รับการถ่ายยีนเจริญเติบโตได้บนอาหารที่มีสารปฏิชีวนะกานามัยซิน วิธีที่ใช้ในการตรวจสอบ นิยม
ใช้เทคนิคทางซีรั่มวิทยา เช่น ELISA ท าให้การคัดเลือกต้นพืชมีควาสะดวกรวดเร็วมากยิ่งขึ้น      

ปัจจุบันฟาจแอนติบอดีมีการน าใช้ประโยชน์ในด้านต่างๆ เช่น ทางการแพทย์  Pereira และ
คณะ (1997) ใช้ฟาจแอนติบอดีส าหรับการวินิจฉัยแอนติเจนบนผิวเซลล์ของเซลล์มะเร็ง ซึ่งสามารถแยกออก
จากโรคอ่ืนๆ ที่เกี่ยวข้องได้   นอกจากนี้ ได้มีผลิตฟาจแอนติบอดีต่อสารพิษจากทะเล ชนิด Palytoxin ซึ่งเป็น
สารพิษที่ก่อให้เกิดอาหารเป็นพิษในมนุษย์ Garet และคณะ (2010) ได้ใช้ฟาจแอนติบอดีในเทคนิคทางซีรั่ม
วิทยาพัฒนาการตรวจสอบสารพิษ Palytoxin ได้อย่างรวดเร็วและแม่นย าในหอย  

Liu และคณะ (2014) คัดเลือกฟาจแอนติบอดีที่มีความจ าเพาะต่อเชื้อไวรัสโรคของปลา ได้แก่ เชื้อ 
infectious haematopoietic necrosis virus (IHNV) และ เชื้ อ spring viraemia of carp virus (SVCV) 
(Liu et al., 2013) เพ่ือใช้ในการพัฒนาการวินิจฉัยโรค นอกจากจะใช้ฟาจแอนติบอดีในการวินิจฉัยและ
ตรวจสอบโรคแล้ว Hubert และคณะ ในปี 2014 ยังใช้ฟาจแอนติบอดีในการแยกโปรตีนเป้าหมายให้บริสุทธิ์
ด้วย ทางด้านการเกษตร มีการใช้ฟาจแอนติบอดีเป็นตัวตรวจสารพิษจากเชื้อรา ชนิด Zearalenone ที่
ปนเปื้อนในข้าวฟ่าง (Edupuganti, et al., 2013) และ ในปี 2012 Wang และคณะ ผลิตฟาจแอนติบอดีจาก
คลังแอนติบอดีที่ได้จากมนุษย์ เพ่ือใช้ตรวจสอบโปรตีน Cry1C ที่ปนเปื้อนอยู่ในอาหารที่ผลิตจากพืชดัดแปลง
พันธุกรรม นอกจาการตรวจสอบโปรตีนเป้าหมายที่อยู่พืชดัดแปลงพันธุกรรมแล้ว ยังสามารถตรวจสอบการ
แสดงออกของยีนเครื่องหมาย เช่น McKenzie และคณะ (2000) ได้ผลิตโพลีโคลนอลแอนติบอดีต่อ NPTII 
ตรวจสอบต้นพืชดัดแปลงพันธุกรรมที่มียีน NPTII 

ดังนั้นงานวิจัยครั้งนี้ท าการผลิตคลังฟาจที่ผลิต single chain variable fragment (Phage-scFv 
library) โดยสร้างจาก B cell ของหนูเม้าส์ที่ไม่ได้รับการฉีดกระตุ้น เพ่ือน ามาคัดเลือก Phage-scFv ที่จ าเพาะ
ต่อโปรตีน CyP และ NPT II และน า Phage-scFv ที่ได้ไปพัฒนาเป็นชุดตรวจสอบพืชดัดแปลงพันธุกรรมต่อไป 
 

ระเบียบวิธีการวิจัย 
 

1. การเตรียมแอนติเจน 
1.1.  โปรตีนรีคอมบิแนนท์ไซโคลฟิลิน (rCYP) 

น าพลาสมิดลูกผสมที่มียีนไซโคลฟิลินจากงานวิจัยของคุณสุภาวดี ง้อเหรียญ ถ่ายฝากใน E. coli 
สายพันธุ์ BL21 (Rosetta) ด้วยวิธีการ heat shock transformation เลี้ยงเชื้อบนอาหาร LB ที่มี Ampicillin 
100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร บ่มที่ 37 องศาเซลเซียส 16-20 ชั่วโมง น าโคโลนีเดี่ยวที่เจริญบนอาหารตรวจสอบ
โคลนที่มีชิ้นยีนอยู่โดยเทคนิค colony PCR โดยใช้ไพรเมอร์ จ านวน 2 สาย คือ ไพรเมอร์ T7- primer และ 
T7 Reverse- primer น าดีเอ็นเอที่เพ่ิมปริมาณได้มาวิเคราะห์ขนาดด้วย วิธีอิเลคโตรโฟรีซิสใน 0.8 เปอร์เซ็นต์ 
อะกาโรสเจล 

เลี้ยงเซลล์ E. coli สายพันธุ์ BL21 (Rosetta) ที่ผลิตโปรตีนไซโคฟิลิน ในอาหารเลี้ยงเชื้อ 2YT ที่มี 
Ampicillin 100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร เป็นเวลา 1 คืน ที่ 37 องศาเซลเซียส จากนั้นย้ายลงในอาหารเหลว 
2YT ที่ผสม Ampicillin 100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร เลี้ยงเชื้อต่อจนเซลล์เจริญมีค่า optical density ที่ความ
ยาวคลื่น 600 นาโนเมตร (OD600) เท่ากับ 0.5 เติม IPTG ให้มีความเข้มข้นสุดท้ายเท่ากับ 3.0 mM เลี้ยงเชื้อ
ต่อเป็นเวลาอย่างน้อย 6-8 ชั่วโมง แยกตะกอนเซลล์โดยหมุนเหวี่ยงด้วยความเร็ว 5,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 
20 นาที ละลายตะกอนเซลล์ด้วย purification buffer (100 mM NaH2PO4, 10 mM Tris-Cl, 8M Urea, 
pH 8.0) ในอัตราส่วนบัฟเฟอร์ 2 มิลลิลิตรต่อตะกอนเซลล์ที่ ได้จากอาหารเลี้ยงเชื้อ 25 มิลลิลิตร เติม 

http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0166093414001530
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lysozyme ความเข้มข้น 0.8 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร บ่มบนน้ าแข็ง นาน 30 นาที ท าให้เซลล์แตกด้วยวิธี 
freeze-thaw แล้วน ามาหมุนเหวี่ยงด้วยความเร็ว 10,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 30 นาที ที่อุณหภูมิ 4 องศา
เซลเซียส เก็บส่วนน้ าใส (crude extract) ที่มีโปรตีนมาวิเคราะห์ขนาดของโปรตีน rCyP ที่ได้ด้วยเทคนิค 
SDS-polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) ใช้  8 เปอร์ เซ็ นต์  acrylamide gel ใน  Tris-
glycine buffer (25 mM Tris pH 8.3, 192 mM Glycine, 0.1% SDS)  ใช้ความต่างศักย์คงที่ 120 โวลต์ 
เมื่อครบเวลาน ามาย้อมสีด้วยสารละลาย Coomassie blue (Fermentas, USA) 

น า crude extract ที่สกัดได้ มาผ่านคอลัมน์ Ni-NTA ล้างคอลัมน์ด้วย Wash Buffer (100 mM 
NaH2PO4, 10 mM Tris-Cl, 8M Urea, pH 6.3) 10-20 มิลลิลิตร เติม Elution Buffer (100 mM NaH2PO4, 
10 mM Tris-Cl, 8M Urea, pH 4.5) เพ่ือปล่อย rCyP ออกจากคอลัมน์ เก็บสารละลายโปรตีนที่ผ่านคอลัมน์
ออกมาเป็นส่วนๆ ส่วนละ 1 มิลลิลิตร จ านวน 10-20 ส่วน แล้วน าไปหาค่าความเข้มข้นโปรตีนด้วยการวัดค่า 
OD280  และตรวจสอบความบริสุทธิ์ของ rCyP ด้วยวิธี SDS-PAGE ใน 8 เปอร์เซ็นต์ acrylamide gel 

 
1.2. โปรตีนรีคอมบิแนนท์ NPT II 

 น าพลาสมิดลูกผสมของยีน NPT II จากงานวิจัยของคุณพงศกร สรรค์วิทยากุล ถ่ายฝากเข้าเซลล์ E. 
coli สายพันธุ์ BL21 (Rosetta) ด้วยวิธีการ heat shock transformation  น าเซลล์แบคทีเรียที่มีพลาสมิดลูก
ผสมของยีน NPT II เลี้ยง ในอาหารเลี้ยงเชื้อ 2YT ที่มี  Ampicillin 100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร เป็นเวลา 1 
คืน ที่ 37 องศาเซลเซียส จากนั้นย้ายลงในอาหารเหลว 2YT ที่ผสม Ampicillin 100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 
เลี้ยงเชื้อต่อจนเซลล์เจริญมีค่า OD600 เท่ากับ 0.5 เติม IPTG ให้มีความเข้มข้นสุดท้ายเท่ากับ 1.0 mM เลี้ยง
เชื้อต่อเป็นเวลาอย่างน้อย 6-8 ชั่วโมง วิธีการเช่นเดียวกับข้อ 1.1 น าไปหาค่าความเข้มข้นโปรตีนด้วยการวัดค่า 
OD280  และตรวจสอบความบริสุทธิ์ของ NPT II ด้วยวิธี SDS-PAGE ใน 8 เปอร์เซ็นต์ acrylamide gel 
 
2. การผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดี ด้วยเทคโนโลยีการแสดงโปรตีนบนผิวฟาจ (Phage Display 

Technology)    
2.1. การเตรียมคลังของฟาจที่ผลิต single chain variable fragment (Phage-scFv library) 

2.1.1.ออกแบบไพรเมอร์ 
ออกแบบไพรเมอร์ส าหรับยีนของส่วนแปรผัน (variable domain) ของทั้ง heavy และ light chain 

(VH และ VL) ของแอนติบอดีจากหนูเม้าส์สายพันธุ์ BALB/c ซึ่งดัดแปลงจากวิธีของ Zhou et al. (1994) โดย
แบ่งเป็น 2 ส่วน คือ เพ่ิมชิ้นส่วนของยีน VH โดยใช้ไพรเมอร์ จ านวน 2 ชุด คือ Mouse VH forward และ 
Mouse VH reverse และอีกส่วนคือเพ่ิมชิ้นส่วนของยีน VL โดยใช้ไพรเมอร์ จ านวน 2 ชุด คือ Mouse VL 
forward และ Mouse VL reverse โดยมีต าแหน่งตัดจ าเพาะของเอนไซม์ Sfi I และ Not I ส าหรับโคลนเข้า
เวคเตอร์ pCANTAB 5e  อยู่ที่ปลาย 5' ของ Mouse VH forward และ Mouse VL reverse ตามล าดับ และ
เพ่ิมส่วน linker sequence ที่ปลาย 5' ของ Mouse VH reverse และ Mouse VL forward เพ่ือใช้เชื่อมต่อ
ระหว่างยีน VH และ VL ล าดับของกรดอะมิโน ของ linker sequence คือ GSTSGSGKPGSGEGSTKG ดัง
แสดงในตารางที่ 1 
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ตารางท่ี 1  ไพรเมอร์ส าหรับโคลนยีน VH และ VL จากหนู 
Mouse VH forward primers  (5'→3') 
MKV-FOR 1 GGCCCAGCCGGCC ATG GCC GATGTGAAGCTTCAGGAGTC 
MHV-BACK4 GGCCCAGCCGGCC ATG GCC CAGGTTACTCTGAAAGAGTC 
MHV-BACK11 GGCCCAGCCGC ATG GCC CAGGTGCAGCTGAAGSAGTC 
MHV-BACK12 GGCCCAGCCGGCC ATG GCC GAGGTCCAGCTGCARCARTC 
MHV-BACK13 GGCCCAGCCGGCC ATG GCC GAGGTGAAGCTGGTGGARTC 
Mouse VH reverse primers  (5'→3') 

MHV-FOR1 
ACCAGAGCCGC 
GCCGCCGCTACCACCACCACCTGCAGAGACAGTGACCAGAGT 

MHV-FOR2 
ACCAGAGCCGCCGCCGCCGCTACCACCACCACCTGAGGAGACTGTGAGA
GTGGT 

Mouse VL forward primers (5'→3') 

MKV-BACK1 
AGCGGCGGCGGCGGCTCTGGTGGTGGTGGATCCGATGTTTTGATGACCC
AAACT 

MKV-BACK6 
AGCGGCGGCGGCGGCTCTGGTGGTGGTGGATCCGATATTGTGCTAACTC
AGTCT 

MKV-BACK9 
AGCGGCGGCGGCGGCTCTGGTGGTGGTGGATCCCAAATTGTTCTCACCC
AGTCT 

MKV-BACK10 
AGCGGCGGCGGCGGCTCTGGTGGTGGTGGATCCGATATTGTGATRACSC
AG 

MKV-BACK11 
AGCGGCGGCGGCGGCTCTGGTGGTGGTGGATCCGACATTGTGMTGACCC
ARTCT 

MKV-BACK12 
AGCGGCGGCGGCGGCTCTGGTGGTGGTGGATCCGAYATCCAGMTGACW
CAGACT 

Mouse VL reverse primers  (5'→3') 
MKV-FOR1 GCGGCCGCCCGTTTCAGCTCCAGCTTG 
MKV-FOR2 GCGGCCGCCCGTTTTATTTCCAGCTTGGT 
Primers for generation of scFv genes in SOE-PCR  (5'→3') 
SOE-BACK GGCCCAGCCGGCCATG 
SOE-FOR GCGGCCGCCCGTTT 
S = G/C,   R = G/A,   K = G/T,   M = A/C,   Y = C/T,   W = A/T,   H = A/C/T,   B = C/G/T,   
V = A/C/G,  D = A/G/T, and   N = A/T/G/C. 
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2.1.2.สกัด total RNA จากม้ามหนู 
สกัด Total RNA จากม้ามโดยใช้ ชุดสกัด FavorPrepTM Tissue Total RNA Mini Kit (Favorgen, 

Taiwan) น าม้ามหนูเม้าส์สายพันธุ์ BALB/c อายุประมาณ 1 เดือน จ านวน 5 ตัว ที่เก็บไว้ที่อุณหภูมิ -80 องศา
เซลเซียส มาบดกับไนโตรเจนเหลวในโกร่งให้ ละเอียด จากนั้นเติม FARB Buffer 350 ไมโครลิตรและ ß-
Mercaptoethanol 3.5 ไมโครลิตร.ต่อน้ าหนักม้าม 30 มิลลิกรัม ท าให้เซลล์แตกโดยใช้เข็มฉีดยาขนาด 20G 
ดูดขึ้นลง จ านวน 10 ครั้ง น าไปบ่มที่อุณหภูมิห้อง  เป็นเวลา 5 นาที ย้ายสารละลายใส่ใน Filter Column  
ปั่นเหวี่ยงที่ 12,000 xg เป็นเวลา 2 นาที ดูดสารละลายใสใส่หลอดทดลองใหม่ จากนั้นเติม 1 เท่าปริมาตรร 
ของ 70 % RNase-free ethanol ผสมให้เข้ากัน แล้วดูดสารละลายลงใน FARB Mini Column น าไปปั่น
เหวี่ยงที่ 12,000 xg เป็นเวลา 1 นาที ล้างคอลัมน์ด้วย Wash Buffer ปริมาตร 500 ไมโครลิตร ปั่นเหวี่ยงที่ 
12,000 xg เป็นเวลา 1 นาที ทิ้งส่วนน้ าใส จากนั้นเติม  Wash Buffer 2 ปริมาตร 750 ไมโครลิตร ปั่นเหวี่ยงที่ 
12,000 xg เป็นเวลา 1 นาที น า FARB Mini Column ไปปั่นเหวี่ยงที่ 12,000 xg เป็นเวลา 2 นาที เพ่ือก าจัด 
ethanol  จากนั้นเติมน้ า Rnase Dnase free 50 ไมโครลิตรลงใน FARB Mini Column เพ่ือชะอาร์เอ็นเอ
ออกจากคอลัมน์ บ่มที่อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 1 นาที ปั่นเหวี่ยงที่ 12,000 xg เป็นเวลา 2 นาที เก็บอาร์เอ็นเอ
ไว้ที่ -80 องศาเซลเซียส 
 

2.1.3. การสร้าง cDNA ของ VH และ VL 
น า  total RNA จากข้ อ  2.1.2 เปลี่ ยน ให้ เป็ น  cDNA โดย ใช้ ชุ ด  SuperScript™ III Reverse 

Transcriptase (Invitrogen, USA) โดยผสมของปฏิกิริยาดังนี้ total RNA 5 ไมโครกรัม,  50 ไมโครโมลาร์ 
oligo(dT)20, 10 มิลลิโมลาร์ dNTP Mix (dATP, dGTP, dCTP และ dTTP) บ่มที่ 65 องศาเซลเซียส เป็น
เวลา 5 นาที แล้วท าให้เย็นลงอย่างรวดเร็วโดยวางลงบนน้ าแข็งนาน 1 นาที จากนั้นเติม 1X First-Strand 
Buffer, 0.1 โมลาร์ DTT 1 ไมโครลิตร, RNaseOUT™ Recombinant RNase Inhibitor 1 ไมโครลิตร และ 
200 ยูนิต SuperScript™ III RT ในส่วนผสมของปฏิกิริยา 20 ไมโครลิตร จากนั้นท าปฏิกิริยาที่อุณหภูมิ 50 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 ชั่วโมง แล้วท าการหยุดปฏิกิริยาโดยการให้ความร้อนที่ 70 องศาเซลเซียส เป็น
เวลา 15 นาที เก็บ cDNA ไว้ที่ - 20 องศาเซลเซียส  

 
2.1.4. โคลนยีน VH และ VL ด้วยเทคนิค PCR 
น า cDNA จากข้อ 2.1.3 ใช้เป็นแม่แบบในการสร้างยีนของแอนติบอดีทั้งส่วน VH และ VL ด้วย

เทคนิค PCR โดยใช้ 1X GoTaq® Colorless Master Mix (Promega, USA) และ ใช้ชุดไพรเมอร์จากตาราง
ที่  1  (Mouse VH forward, Mouse VH  reverse, Mouse VL forward แ ล ะ  Mouse VL  reverse) 
จากนั้นน ามาท าปฏิกิริยาด้วยเครื่องควบคุมอุณหภูมิอัตโนมัติ (PCR) ยี่ห้อ GeneAmp® PCR System 9700 
(Applied Biosystems) มีการเปลี่ยนแปลงอุณหภูมิในขั้นตอนการท าปฏิกิริยาดังนี้ คือ อุณหภูมิ 95 องศา
เซลเซียส 120 วินาที ตามด้วย 35 รอบ ของอุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส 30 วินาที (denature) อุณหภูมิ 55 
องศาเซลเซียส 30 วินาที (annealing) และอุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส 30 วินาที (extension) น าดีเอ็นเอที่
เพ่ิมปริมาณแล้ว ตรวจสอบด้วยวิธีอิเลคโตรโฟรีซิสใน 1 เปอร์เซ็นต์ อะกาโรสเจล 
 

2.1.5.การสร้างเป็นชิ้น scFv 
น าชิ้นส่วนยีน VH และ VL (จากข้อ 2.1.4) เชื่อมต่อกัน ซึ่งจะเรียกยีนส่วนนี้ว่า single chain 

variable fragment (scFv) ด้วยเทคนิค PCR ในส่วนผสมของปฏิกิริยา 50 ไมโครลิตร ประกอบด้วย ยีน VH 
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และ VL ในปริมาณที่เท่ากัน 600-800 ng, 1X PCR buffer,  2 มิลลิโมล MgCl2,   80 ไมโครโมลาร์ dNTPs,  
2.5 ยูนิต  Taq DNA polymerase (Fermentas, USA) จากนั้นน ามาท าปฏิกิริยา assemble ด้วยเครื่อง
ควบคุมอุณหภูมิ อัตโนมัติ  (PCR) ยี่ห้อ GeneAmp® PCR System 9700 (Applied Biosystems) มีการ
เปลี่ยนแปลงอุณหภูมิในขั้นตอนการท าปฏิกิริยาดังนี้ คือ อุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส 120 วินาที ตามด้วย 15 
รอบ ของอุณหภูมิ  94 องศาเซลเซียส 30 วินาที  (denature) อุณหภูมิ  55 องศาเซลเซียส 30 วินาที 
(annealing) และอุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส 30 วินาที (extension) จากนั้นเติมไพรเมอร์ 0.4 ไมโครโมลาร์ 
(ประกอบด้วย SOE-BACK 0.2 ไมโครโมลาร์ และ  SOE-FOR 0.2 ไมโครโมลาร์)  แล้วท าปฏิกิริยา PCR ต่ออีก 
30 รอบ น าดีเอ็นเอที่เพ่ิมปริมาณแล้ว ตรวจสอบด้วยวิธีอิเลคโตรโฟรีซิสใน 0.8 เปอร์เซ็นต์ อะกาโรสเจล และ
สกัดบริสุทธิ์ด้วยชุด PCR Kit (Fermentas, USA) จากนั้นเก็บ DNA ที่เตรียมได้ที่ -20 องศาเซลเซียส เพ่ือใช้
ในการเชื่อม scFv เข้ากับ vector (ligation) ต่อไป 

 
2.1.6. เชื่อมต่อเข้ากับเวคเตอร์ pCANTAB 5e และถ่ายฝากเข้าแบคทีเรีย TG1 
น าชิ้นส่วนยีน scFv (จากข้อ 2.1.5) ตัดด้วยเอนไซม์ Sfi I และ Not I ในส่วนผสมของปฏิกิริยา 20 

ไมโครลิตร ประกอบด้วย ยีน scFv 20 นาโนกรัม, 1X Fast Digest buffer,  1 ไมโครลิตร Fast Digest Sfi I 
และ 1 ไมโครลิตร Fast Digest Not I บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที ตรวจสอบด้วยวิธี
อิเลคโตรโฟรีซิสใน 0.8 เปอร์เซ็นต์ อะกาโรสเจล และน าเวคเตอร์ pCANTAB 5e  (Amersham Pharmacia 
Biotech, UK)  ตัดด้วยเอนไซม์ Sfi I และ Not I เช่นเดียวกับยีน scFv  ตรวจสอบด้วยวิธีอิเลคโตรโฟรีซิสใน 
0.8 เปอร์เซ็นต์ อะกาโรสเจล หลังจากนั้นน ายีน scFv และเวคเตอร์ pCANTAB 5e  ที่ตัดด้วยเอนไซม์ Sfi I 
และ Not I แล้ว มาเชื่อมต่อกันโดยใช้เอนไซม์ T4 DNA ligase ในส่วนผสมของปฏิกิริยา 20 ไมโครลิตร
ประกอบด้วย ยีน scFv ที่ตัดด้วยเอนไซม์ Sfi I และ Not I 10 นาโนกรัม, pCANTAB 5e  ที่ตัดด้วยเอนไซม์ 
Sfi I แ ล ะ  Not I 10 น า โน ก รั ม , 1x Rapid Ligation Buffer, 5 ยู นิ ต  T4 DNA ligase (Thermo 
Scientific,USA) บ่มที่อุณหภูมิ 22 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที น าพลาสมิดลูกผสม ถ่ายฝากใน E. 
coli สายพันธุ์  TG1  ด้วยวิธีการ heat shock transformation  เลี้ยงเชื้อบนอาหาร SOBAG (20 g Bacto-
tryptone, 5g Yeast Bacto extract, 0.5 g NaCl, 0.01 MgCl2, 0.1 M Glucose, 100 ug/ml Ampicillin) 
บ่มที่ 37 องศาเซลเซียส นานข้ามคืน น าโคโลนีเดี่ยวที่เจริญบนอาหารตรวจสอบโคลนที่มีชิ้นยีนอยู่โดยเทคนิค 
colony PCR  โดยใช้ไพรเมอร์ จ านวน 2 สาย คือ ไพรเมอร์ SOE-BACK และ  SOE-FOR น าดีเอ็นเอที่เพ่ิม
ปริมาณได้มาวิเคราะห์ขนาดด้วยวิธีอิเลคโตรโฟรีซิสใน 0.8 เปอร์เซ็นต์ อะกาโรสเจล จากนั้นท าการค านวณ
ขนาดของคลังฟาจที่ผลิต single chain variable fragment (Phage-scFv library) โดยการนับจ านวนของ 
recombinant bacteria ที่โตบนจานเลี้ยง SOBAG ที่ โดยการเจือจางเซลล์ทีละ 10 เท่า (10 fold serial 
dilution) ประมาณ 4-5 ครั้งก่อนที่จะน าไปเกลี่ย (spread) ลงบนจานเลี้ยงเชื้อ บ่มที่ 37 องศาเซลเซียส นาน
ข้ามคืน จากนั้นนับจ านวนโคโลนี ค านวณหาปริมาณของแบคทีเรียทั้งหมดในคลัง  

 
2.2. การเตรียม helper phage 

เลี้ยงเซลล์  E. coli สายพันธุ์  TG1 ในอาหารเหลว 2YT ที่ เติม 2 เปอร์เซ็นต์  Glucose และ
Ampicillin ความเข้มข้น 100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร (2YT-AG) ปริมาตร 10 มิลลิลิตร เขย่าที่ 37 องศา
เซลเซียส นานข้ามคืน ย้ายเชื้อลงในอาหารเหลว 2YT-AG เลี้ยงเชื้อต่อจนเซลล์เจริญอยู่ในช่วง log phase เติม 
helper phage M13K07 ลงในเซลล์  ปริมาตร 50 ไมโครลิตร น าไปเขย่าที่ 37 องศาเซลเซียส นาน 1 ชั่วโมง 
แยกตะกอนเซลล์โดยหมุนเหวี่ยงด้วยความเร็ว 5,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 10 นาที ละลายตะกอนเซลล์ด้วย 
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2YT ที่ เติม Ampicillin ความเข้มข้น 100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร และ Kanamycin 50 ไมโครกรัมต่อ
มิลลิลิตร (2YT-AK) ปริมาตร 10 มิลลิลิตร เขย่าที่ 37 องศาเซลเซียส นานข้ามคืน  แยกตะกอนเซลล์โดยหมุน
เหวี่ยงด้วยความเร็ว 5,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 10 นาที เก็บส่วนน้ าใส ตกตะกอน helper phage ด้วย
สารละลาย PEG/NaCl [200 g PEG (MW 8,000), 146.1 g NaCl] อัตรา 1 ส่วน ต่อน้ าใส 5 ส่วน กวนเบาๆ 
บนน้ าแข็ง เป็นเวลา 1 ชั่วโมง แยกตะกอนฟาจโดยหมุนเหวี่ยงด้วยความเร็ว 5,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 10 
นาท ีละลายตะกอน helper phage ด้วย PBS ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร 

 
2.3. การขยายจ านวนคลังฟาจที่ผลิต single chain variable fragment (Phage-scFv library) 

น าเซลล์  Recombinant bacteria จากข้อ 2.1.6 เลี้ยงในอาหารเหลว 2YT-AG ปริมาตร 10 
มิลลิลิตร เขย่าที่ 37 องศาเซลเซียส นานข้ามคืน เลี้ยงเซลล์เช่นเดียวกับข้อ 3.2 ละลายตะกอน Phage-scFv 
library ด้ วยสารละลาย blocking (3 % skim milk, 0.01% NaN3, 0.1 % Triton X-100) ปริมาตร 4 
มิลลิลิตร บ่มที่อุณหภูมิห้อง นาน 15 นาท ี

 
2.4.  ทดสอบการจับกันของ Phage-scFv library ที่ผลิตได้กับ recombinant NPT II และโปรตีนอื่นๆ 

ด้วยเทคนิค Surface Plasmon Resonance (SPR)  
น าโปรตีน NPT II เคลือบลงบน Sensor Chip NTA (GE Healthcare, Sweden) จากนั้นน า 

Sensor Chip NTA ที่เคลือบด้วยโปรตีนแล้ว เข้าในเครื่อง Biacore X-100 (GE Healthcare, Sweden) ฉีด 
Phage-scFv library จากข้อ 2.3 เข้าในเครื่อง Biacore X-100 ตรวจดู sensorgram การจับกันของ Phage-
scFv และโปรตีนเป้าหมาย น าโปรตีนชนิดอื่นทดสอบการจับของ Phage-scFv 

 
ระยะเวลาด าเนินการวิจัย ตุลาคม 2558 – กันยายน 2560 รวม 2 ปี 
สถานทีด่ าเนินการวิจัย ส านักวิจัยพัฒนาเทคโนโลยีชวีภาพ อ.ธัญบุรี จ.ปทุมธานี 

 
ผลการวิจัยและอภิปรายผล 

 
1. การเตรียมแอนติเจน 

ท าการถ่ายฝากพลาสมิดลูกผสม เข้าในเซลล์ E. coli สายพันธุ์ BL21(Rosetta) คัดเลือกโคลนที่มีพ
ลาสมิดลูกผสม และทดสอบการแสดงออกของยีน ไซโคฟิลินและ NPT II โดยชักน าให้เกิดการแสดงออกของ
ยีนด้วย 1 mM IPTG เป็นเวลา  4  ชั่วโมง วิเคราะห์ผลด้วย SDS-PAGE พบว่า มีการแสดงออกของแถบ
โปรตีนขนาดประมาณ 18.4 และ 29 กิโลดาลตันตามล าดับ  โปรตีนที่ได้นี้ คือ ไซโคฟิลินและ NPT II  ที่
เกิดจากการแสดงออกร่วมกันระหว่าง 6x His tag และ ไซโคฟิลินและ NPT II ซึ่งแถบโปรตีนขนาดดังกล่าวไม่
ปรากฏในกลุ่มควบคุม  (เซลล์ E. coli สายพันธุ์  BL21(Rosetta (ภาพท่ี 3)    

ส าหรับการสกัด rCYP และ rNPT II  ให้บริสุทธิ์นั้น ท าการสกัดโดยอาศัยคุณสมบัติการเป็น Histidine 
tagged protein  น าไปผ่านคอลัมน์ Ni-NTA ตรวจสอบความบริสุทธิ์ด้วยวิธี SDS-PAGE พบว่า ความเข้มข้น
ของ rCYP และ rNPT II  ที่วัดด้วยวิธี Bradford assay ได้ปริมาตรโปรตีนทั้งหมด 6.12 และ 6.37 มิลลิกรัม 
จากอาหารเลี้ยงเชื้อเริ่มต้น 1 ลิตร ตามล าดับ 
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ภาพที่ 3.   ปริมาณของ rCYP และ rNPT II ที่ผลิตได้จากเซลล์ E. coli หลังจากชักน าด้วย IPTG (lane 1 และ 

2) แยกขนาดโปรตีนด้วย SDS-PAGE  
 
2. การผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดี ด้วยเทคโนโลยีการแสดงโปรตีนบนผิวฟาจ  (Phage Display 
Technology)    

การเตรียมคลังของฟาจที่ผลิต single chain variable fragment (Phage-scFv library) จากการ
ออกแบบไพรเมอร์ ส าหรับการโคลนยีนของ VH และ VL โดยไพรเมอร์นี้ดัดแปลงจากรายงานของ Zhou et 
al. (1994) ซึ่งเหมาะส าหรับการโคลนยีนของทั้ง VH และ VL ที่ได้จากหนูจากหนูเม้าส์สายพันธุ์ BALB/c ที่
ไม่ได้รับการกระตุ้นจากแอนติเจน   จากรายงานมีการใช้ไพรเมอร์ส าหรับโคลนยีน VH (forward primer 10 
เส้น และ reverse primer 4 เส้น) และ VL (forward primer 9 เส้น และ reverse primer 4 เส้น) จ านวน 
40 และ 36 คู่ ตามล าดับ จึงได้ท าการดัดแปลงไพรเมอร์โดยใช้ รหัส IUPAC nucleotide code แทนล าดับนิ
วคลีโอไทด์ของไพรเมอร์ที่มีความแตกต่าง  ซึ่งวิธีนี้ ท าให้ประหยัดค่าใช้จ่ายจากเดิม โดยลดจ านวนไพรเมอร์ที่
ใช้ เพียง 10 และ12 คู่ ส าหรับโคลนยีน VH (forward primer 5 เส้น และ reverse primer 2 เส้น) และยีน 
VL (forward primer 6 เส้น และ reverse primer 2 เส้น) ตามล าดับ และไพรเมอร์ทั้ ง 22 คู่  ยังคงมี
ประสิทธิภาพในการโคลนยีน VH และ VL โดยเมื่อน าไปท าปฏิกิริยา PCR สามารเพ่ิมปริมาณยีน VH และ VL 
ได้ โดยยีนมีขนาดประมาณ 400 และ 340 bp ตามล าดับ (ภาพที่ 4) เช่นเดียวกับรายงานของ Okamoto et 
al. (2004) และ Wang et al. (2000) ซึ่งทดสอบการใช้ชุดไพรเมอร์โคลนยีน VH และ VL จากเซลล์ไฮบริโด
มาของหนู จากนั้นใช้เทคนิค overlap extension PCR เชื่อมต่อยีน VH และ VL เพ่ือสร้างเป็นส่วนของยีน 
scFv โดยอาศัย linker sequence (GSTSGSGKPGSGEGSTKG) ที่อยู่บริเวณปลายของยีน VH และ VL ท า
การเพ่ิมส่วนของเอนไซม์ตัดจ าเพาะ Sfi I ทาง 5’ และ Not I ทาง 3’ ของยีน scFv โดยใช้ไพรเมอร์ SOE-
BACK และ SOE-FOR โดยยีน scFv มีขนาดประมาณ 750 เบส (ภาพที่ 4) 

 
ภาพที่ 4. แสดงส่วน variable heavy (VH) และ variable light (VL) และสายแอนติบอดีสายเดี่ยว (scFv) 
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เมื่อได้ยีน scFv ซึ่งมีส่วนประกอบของ ยีน VH และ VL น ามาตัดด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะ Sfi I  และ 
Not I และน าไปเชื่อมต่อเข้ากับเวคเตอร์ pCANTAB 5e ถ่ายฝากเวคเตอร์ลูกผสมเข้าสู่ E. coli สายพันธุ์ TG1 
ตรวจสอบยีน scFv ในแบคทีเรียที่มีเวคเตอร์ลูกผสม (คลังฟาจที่ผลิต single chain variable fragment 
:Phage-scFv library) ด้วยเทคนิค colony PCR  โดยใช้ไพรเมอร์ SOE-F และ SOE-R พบว่า ใน Phage-
scFv library มียีน scFv ขนาดประมาณ 750 bp (ภาพที่ 5ก) และเมื่อน ามาสกัดเวคเตอร์ลูกผสม เทียบกับ
เวคเตอร์ pCANTAB 5e พบว่า เวคเตอร์ลูกผสมมีขนาดใหญ่กว่า pCANTAB 5e (ภาพที่ 5ข) แสดงว่ามีการ
สอดแทรกของยีน scFv ที่สอดแทรกเข้าในเวคเตอร์ pCANTAB 5e จากนั้นท าการค านวณขนาดของ Phage-
scFv library ด้วยวิธีการนับจ านวนของ recombinant bacteria ที่โตบนอาหารแข็ง โดยการเจือจางเซลล์ที
ละ 10 เท่า (10 fold dilution) จึงน าไปเกลี่ย (spread) ลงบนจานเลี้ยงเชื้อ พบว่า สามารถค านวณขนาดของ 
Phage-scFv library ที่ค่าความเจือจาง 1010 มีขนาด 1.64 X 1010 clone/ml 

การเพ่ิมจ านวน Phage-scFv โดยใช้ฟาจตัวช่วย ( helper phage: M13K07)  เข้าไปเจริญใน
แบคทีเรียที่มี Phage-scFv library โดยการส่งผ่านดีเอ็นเอเข้าไป โดย helper phage เหล่านี้จะช่วยในการ
สร้างโปรตีนที่ใช้ในการประกอบเป็น Phage-scFv ภายในเซลล์แบคทีเรีย หลังจากนั้นสกัดแยกและท าให้
บริสุทธิ์ด้วยวิธีการตกตะกอนด้วย PEG เพ่ือสร้างเป็นคลังของเฟจที่สมบูรณ์  

 

 
ภาพที่ 5  (ก) ตรวจสอบยีน scFv ในคลังฟาจที่ผลิต single chain variable fragment :Phage-scFv library 

(lane 1-16) เทียบกับเวคเตอร์ลูกผสมที่มียีน scFv (lane 17) ด้วยเทคนิค PCR                                                                                                            
(ข) เวคเตอร์ลูกผสม (Phage-scFv library) (lane 1) เทียบกับ เวคเตอร์ pCANTAB 5e (lane 2)2 

 
2.2. ทดสอบการจับกันของ Phage-scFv library ที่ผลิตได้กับ recombinant NPT II และโปรตีน

อ่ืนๆ ด้วยเทคนิค Surface Plasmon Resonance (SPR)  
ทดสอบการจับกันของ Phage-scFv library ที่ผลิตได้กับ rNPT II ด้วยเทคนิค SPR ด้วยเครื่อง 

Biacore X-100  ผลจาก sensorgram (ภาพที่ 6) แสดงให้เห็นว่ามีการจับกันของโปรตีนเกิดขึ้น จากลักษณะ
ของเส้นกราฟที่ เกิดขึ้น โดยพบว่าเส้นกราฟสูงขึ้น เมื่อมีการฉีด Phage-scFv library เข้าในระบบ และ
เส้นกราฟคงที่  จนได้ท าการชะ Phage-scFv library  ออก ซึ่งเส้นกราฟลักษณะเช่นนี้ เป็นลักษณะของ
แอนติบอดีจับกับแอนติเจนแบบจ าเพาะเจาะจง ซึ่งเป็นการจับที่แน่นกว่าการจับกันของโปรตีนกับโปรตีนทั่วไป 
ซึ่งลักษณะ sensorgram สอดคล้องกับงานวิจัยที่ใช้เครื่อง Biacore ในการตรวจสอบการจับกันของแอนติบอดี
และแอนติเจน เช่น Schneider et. al. (1997) ท าการตรวจสอบ binding kinetics ของโมโนโคลนอล
แอนติบอดี MoAb34 กับฮอร์โมน ERYTHROPOIETIN (EPO) โดยใช้ Biacore (ภาพที่ 7) และ รายงานของ 
Christine et. al. (2012) ใช้เครื่อง Biacore ในการหาค่า Kinetics และ affinity ของการจับกันระหว่าง 
human Dickkopf protein 1 (DKK1) และโมโนโคลนอลแอนติบอดี DS4 (ภาพท่ี 8) 
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นอกจากนี้ ยังน า Phage-scFv library ที่ผลิตได้ทดสอบการจับกับโปรตีนอ่ืนๆ ได้แก่ recombinant 
Cry1Ab (rCry1Ab) จาก sensorgram พบว่า Phage-scFv สามารถจับกับโปรตีน rCry1Ab ได้เช่นเดียวกัน
(ภาพท่ี 9)  นั่นแสดงให้เห็นว่า Phage-scFv library ที่ผลิตได้ มีประสิทธิภาพในการจับกับโปรตีนได้  

 

 
ภาพที่ 6. Biacore sensorgram แสดงการจับกันของ Phage-scFv  และ rNPT II 

 
 

 
ภาพที่ 7. Biacore sensorgram จากรายงานของ Scheider et. al. (1997) แสดงการตรวจสอบ binding 

kinetics ของ โมโนโคลนอลแอนติบอดี MoAb34 กับฮอร์โมน ERYTHROPOIETIN (EPO) ที่ความ
เข้มขน้ต่างๆ โดยใช้ Biacore   
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ภาพที่ 8. Biacore sensorgram จากรายงานของ Christine et. al. (2012) แสดงการหาค่า Kinetics และ 

affinity ของการจับกันระหว่าง human Dickkopf protein 1 (DKK1) และโมโนโคลนอลแอนติบอดี 
DS4  

 

 
ภาพที่ 9. Biacore sensorgram แสดงการจับกันของ Phage-scFv และ rCry1Ab 

 
สรุปผลการวิจัย 

 
1. ชุดไพรเมอร์ส าหรับการโคลนยีน ส่วน variable ของ heavy chain (VH) และส่วน variable 

ของ light chain (VL) ซึ่งดัดแปลงให้มีจ านวนไพรเมอร์น้อยลง แต่ยังคงประสิทธิภาพในการโคลนยีน VH และ 
VL จากหนูเม้าส์สายพันธุ์ BALB/c ได้ ซึ่งท าให้ประหยัดค่าใช้จ่ายในการสังเคราะห์ไพรเมอร์ ซึ่งแต่เดิมใช้ไพร
เมอร์จ านวนมากในการโคลนยีน 

2. Phage-scFv library ได้รับการสังเคราะห์เป็นผลส าเร็จ เป็นคลังฟาจชนิด Naïve ซึ่งใช้แหล่ง
พันธุกรรมจากม้ามของหนูเม้าส์สายพันธุ์ BALB/c ที่ไม่เคยได้รับการฉีดกระตุ้น จ านวน 10 ตัว ชิ้นส่วน scFv 
สร้างมาจากส่วน variable ของ VH และส่วน variable ของ VL เชื่อมต่อกันด้วย linker sequence: 
GSTSGSGKPGSGEGSTKG และ Phage-scFv library ที่ผลิตได้มีขนาด 3.28 X 1012   

3. ทดสอบคุณสมบัติการจับของ Phage-scFv library กับแอนติเจนชนิดต่างๆ ด้วยเทคนิค SPR 
โดยใช้เครื่อง Biacore X-100 พบว่า Phage-scFv library สามารถจับกับโปรตีน NPT II และ Cry1Ab ได ้
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การทดลองที่ 1.2  
การตรวจสอบการกลายของยีนที่กระตุ้นให้เกิดความต้านทานต่อโรคไวรัสจุดวงแหวนมะละกอ 
The Mutation Assay of Genes Involved Resistant to Papaya Ringspot Disease 

 
อรุโณทัย  ซาววา          ภรณี สว่างศรี          อ านวย อรรถลังรอง          ศรีเมฆ ชาวโพงพาง 

 
ค าส าคัญ 

 
มะละกอ (Carica papaya L.), Mutation, PRSV (Papaya Ringspot Virus), Translation 

Initiation factors, RNA silencing 
 

บทคัดย่อ 
 

มะละกอ (Carica papaya L.) เป็นไม้ผลที่มีความส าคัญทางเศรษฐกิจ มีพ้ืนที่เพาะปลูกลดลง
เรื่อยๆ สาเหตุมาจากการระบาดของโรคไวรัสใบด่างจุดวงแหวนมะละกอ ปัจจุบันมีรายงานว่ายีนในกลุ่มปัจจัย
เริ่มต้นการแปลรหัสพันธุกรรม และกลุ่มกระบวนการ RNA silencing ได้แก่ยีน eIF4E และ RDR6 เกี่ยวข้อง
กับความต้านทานต่อไวรัส การทดลองนี้จึงได้ศึกษาการกลายของยีน โดยการโคลนยีน CpeIF4E และ 
CpRDR6 จากมะละกอ พบว่า ยีน CpeIF4E มีขนาด 711 คู่ เบส จาก Start codon ถึง Stop codon 
สามารถอดรหัสเป็นอะมิโนเอซิดได้ 236 อะมิโน เมื่อเปรียบเทียบกับฐานข้อมูล NCBI พบมีความเหมือนกับ 
Carica papaya eIF4E, Vasconcellea monoica eIF4E และ Manihot esculenta eIF4E ที่  identity 
99, 93 และ 85 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดับ ส าหรับล าดับอะมิโนเอซิดมีความเหมือนกับ  Carica papaya, 
Vasconcellea goudotiana แ ล ะ  Manihot esculenta ที่  identity 99, 92 แ ล ะ  80 เป อ ร์ เซ็ น ต์ 
ตามล าดับ ในส่วนของยีน CpRDR6 มีขนาด 3588 คู่เบส มีความเหมือนกับ Carica papaya RDR6, Morus 
notabilis RDR6 และ Nicotiana glutinosa RDR6 มีค่า identity 100, 75 และ 71 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดับ 
ถอดรหัสอะมิโนเอซิด 1194 อะมิโน เหมือนกับ Carica papaya, Manihot esculenta และ Herrania 
umbratical ที่เปอร์เซ็นต์ identity 100, 71 และ 70 ตามล าดับ การตรวจสอบการกลายของยีน CpRDR6 
และ CpeIF4E พบว่ามะละกอตัวอย่าง HF39 ต้น 1 มีล าดับอะมิโนเอซิดที่แตกต่างจากทุกตัวอย่างถึง 36 อะมิ
โน และพบความแตกต่างของอะมิโนแอซิดที่สัมพันธ์กับตัวอย่างที่ทนทานต่อไวรัส คือ ล าดับอะมิโน P 
(proline) พบในตัวอย่าง KK80-Florida 67, ขอนแก่น 80 ต้นที่ 2, Florida ต้นตัวผู้ และ Florida ต้นตัวเมีย 
ซึ่งเป็นตัวอย่างต้นที่ทนทานแต่ไม่พบในตัวอย่างต้นที่อ่อนแอเลย ส่วนยีน CpeIF4E พบความแตกต่างของ
ตัวอย่าง KDTP-Florida 47 เพียง 1 ต าแหน่ง คือ มีล าดับนิวคลีโอไทด์เป็น A (Adenine) ซึ่งตัวอย่างอ่ืนทุก
ตัวอย่างเป็น G (Guanine) ส่งผลให้ล าดับอะมิโนเอซิดเปลี่ยนไปเป็น K (Lycine) จากอะมิโน E (Glutamic 
acid) อย่างไรก็ตามความแตกต่างของล าดับนิวคลีโอไทด์และล าดับอะมิโนเอซิดที่พบอาจเกี่ยวข้องกับความ
ต้านทานของมะละกอ ซึ่งน่าสนใจและจ าเป็นต้องศึกษาต่อไปในอนาคต   
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Abstract 
 

Papaya (Carica papaya L.) is an economically important fruit tree. The production 
areas have been trending to be decreased, caused by the papaya ringspot disease. Recently, 
the genes involving initiation translation factor (eIF4E) and RNA silencing mechanism (RDR6) 
have been reported that related to against virus infection. This study aims to assay mutation 
of CpeIF4E and CpRDR6 genes from papaya. The CpeIF4E gene cloning was obtained 711 
base pairs of nucleotide length from start to stop codon which translate to 236 amino acids. 
The nucleotides blast searching was showed 99%, 93% and 85% sequence identity with 
Carica papaya eIF4E, Vasconcellea monoica eIF4E and Manihot esculenta eIF4E. The 
deduced amino acid was showed similarity to Carica papaya, Vasconcellea goudotiana and 
Manihot esculenta with 99%, 92% and 80% identity respectively. The CpRDR6 sequence 
result was obtained 3588 base pairs which could translate to 1194 amino acids. The 
nucleotide was showed similar with Carica papaya RDR6, Morus notabilis RDR6 and 
Nicotiana glutinosa RDR6, 100%, 75% and 71% identity. Moreover, its amino acid was 
present similarity with Carica papaya, Manihot esculenta and Herrania umbratical with 
100%, 71% and 70% identity respectively. The results of CpRDR6 gene mutation assay 
shown 36 differences amino acids in HF39 No.1 when compared with all samples. And, the P 
(proline) has related to papaya resistance samples (KK80-Florida 67, Khonkhen 80 No.2, Male 
Florida and Female Florida), but has not been found in the samples that represent to 
susceptible papaya tree. In part of CpeIF4E gene has shown 1 position of nucleotide 
polymorphism in KDTP-Florida 47, is A (Adenine) which the other samples are G (Guanine). 
The polymorphism of nucleotide has changed the codon usage of amino acid from the E 
(Glutamic acid) to K (Lycine). Consequently, the found polymorphism of nucleotides and 
amino acids might be related to virus resistance papaya which needs to be further more 
study. 
   

บทน า 
 

มะละกอ (Carica papaya L.) อยู่ในวงศ์ Caricaceae เป็นไม้ผลเขตร้อน และเขตกึ่งร้อน มีถิ่น
ก าเนิดอยู่ในแถบทวีปอเมริกากลาง บริเวณประเทศเม็กซิโกตอนใต้ และประเทศคอสตาริกา พืชในวงศ์ 
Caricaceae มีทั้งหมด 4 สกุล (Genera) ได้แก่ สกุล Carica มีทั้งหมด 22 ชนิด (species) สกุล Jacaratia 
มีทั้งหมด 6 ชนิด สกุล Jarilla มีทั้งหมด 1 ชนิด และสกุล Cylicomorpha มีทั้งหมด 2 ชนิด (Devi, 1952) 
โดยสกุล Carica, Jacaratia และ Jarilla มีถิ่นก าเนิดอยู่ทางแถบอเมริกา ส่วนสกุล Cylicomorpha มีถิ่น
ก าเนิดอยู่ทางแถบเส้นศูนย์สูตรของแอฟริกา สกุลที่ใช้รับประทานมีเพียงสกุลเดียวเท่านั้น คือ Carica  เช่น 
Carica papaya ใช้รับประทานได้ทั้งผลดิบและผลสุก นอกจากนี้ C. chinensis, C. goudotiana และ C. 
monoica ใช้ส่วนใบในรับประทาน (Storey, 1976) มะละกอเป็นพืชใบเลี้ยงคู่ประเภทไม้เนื้ออ่อนล าต้นเดี่ยว 
และมีใบขนาดใหญ่ลักษณะเป็นแบบ palmately lobe เจริญเติบโตได้เร็วในเขตร้อน ให้ผลผลิตประมาณ 4-8 
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เดือนหลังปลูก (วัฒนา, 2531) มะละกอสามารถน ามารับประทานได้ทั้งผลดิบ และผลสุก เป็นแหล่งสารอาหาร
ที่ดีและมีวิตามินหลากหลาย น้ ายางที่ได้จากผลดิบยังมีเอ็นไซม์ปาเปน (papain) ที่ใช้กันมากในอุตสาหกรรม 
เช่น เครื่องส าอาง การฟอกหนัง ยารักษาโรค เป็นต้น (Lines et.al., 2002) ส าหรับประเทศไทยสามารถปลูก
มะละกอได้ดีทั่วทุกภาค โดยมีแหล่งปลูกท่ีส าคัญ คือ จังหวัดราชบุรี นครปฐม ชุมพร นครราชสีมา และสระบุรี 
(สิริกุล, 2542) ปัจจุบันพ้ืนที่ปลูกมะละกอลดน้อยลงอย่างมาก เนื่องจากมีการระบาดของโรคไวรัสใบด่างจุดวง
แหวนมะละกอ ท าให้เกษตรกรไม่สามารถปลูกมะละกอได้ ท าให้ผลผลิตมะละกอลดลงอย่างต่อเนื่องทุกปี จาก
ข้อมูลการปลูกมะละกอในปี 2546 มีพ้ืนที่ปลูก 150,000 ไร่ แต่ปี 2551 พ้ืนที่ปลูกลดลงเหลือแค่ 45,836 ไร่
ต่อปี (จริงแท้ และคณะ, 2552)  

ทั่วโลกรวมทั้งประเทศไทยมีการแพร่ระบาดของเชื้อไวรัสใบด่างจุดวงแหวน (PRSV) มาเป็นเวลานาน 
การแพร่ระบาดดังกล่าวมีผลกระทบต่อปริมาณ และคุณภาพของมะละกอ โดยเฉพาะในแหล่งปลูกมะละกอที่
ส าคัญของโลก เช่น ประเทศสหรัฐอเมริกาซึ่งมีการปลูกมากที่สุดในมลรัฐฮาวาย ได้เกิดการระบาดของไวรัสใบ
ด่างจุดวงแหวนอย่างรุนแรงในปี พ.ศ. 2535 จนต้องท าลายผลผลิตมะละกอไปกว่า       50 เปอร์เซ็นต์ ท าให้
ฮาวายต้องหามาตรการควบคุมโรค ซึ่งได้พยายามวิจัยเพ่ือหาวิธีป้องกันก าจัดไวรัสใบด่างจุดวงแหวนมาอย่าง
ต่อเนื่อง (Sanford  and  Johnston, 1985) มะละกอที่เป็นโรคใบด่างจุดวงแหวนจะมีอาการใบสีเหลือง
โปร่งใสในระยะแรก ต่อมาจะมีอาการเขียวด่าง เมื่อโรคระบาดรุนแรงขึ้น พ้ืนที่ผิวใบจะแคบลง จนในที่สุดจะ
เหลือแต่เส้นกลางใบที่มีลักษณะคล้ายด้าย ที่ก้านดอก ก้านใบและล าต้นส่วนบนจะปรากฎรอยช้ าเป็นขีด ๆ 
หรือวงกลมเล็ก ๆ ผิวของผลจะมีรอยจุดเป็นรูปวงแหวนอยู่ทั่ว ถ้าเชื้อไวรัสเข้าท าลายมะละกอในระยะต้นอ่อน 
ก็จะท าให้ต้นแคระแกรน หรือไม่สามารถเจริญเติบโตต่อไปได้ แต่ถ้าเป็นต้นที่โตแล้วก็พอจะให้ผลผลิตบ้าง แต่
ทรงผลจะบิดเบี้ยว มีขนาดเล็ก ผิวผลปรากฏเป็นจุดวงแหวนเล็ก ๆ กระจายอยู่ทั่ว เนื้อภายในผลแข็งกระด้าง 
เนื้อสุกจะเป็นไตแข็ง รสขม ไม่สามารถรับประทานได้ (Gonsalves et.al., 2008) 

ไวรัสใบด่างจุดวงแหวนอยู่ในกลุ่มโพทีไวรัส (potyvirus) ถ่ายถอดได้ทั้งแบบวิธีกล และแมลงเป็น
พาหะน าโรค ได้แก่ แมลงในกลุ่มเพลี้ยอ่อน เป็นการถ่ายทอดแบบไม่คงอยู่ ในตัวแมลง (non-persistent) แบ่ง
ออกเป็น 2 ชนิดคือ ไวรัสใบด่างจุดวงแหวนชนิด P (PRSV-P) และชนิด W (PRSV-W) ส าหรับชนิด P สามารถ
ท าให้เกิดโรคได้ทั้งมะละกอ และพืชตระกูลแตง ส่วนชนิด W จะท าให้เกิดโรคเฉพาะในพืชตระกูลแตงเท่านั้น 
และไวรัสสามารถเข้าท าลายมะละกอได้ทุกระยะของการเจริญเติบโต (Purcifull et.al., 1984) จีโนมโพทีไวรัส
เป็นอาร์เอ็นเอสายเดี่ยวแบบเส้นบวก (single-stranded, positive sense RNA) ความยาวประมาณ 10,326 
นิวคลีโอไทด์ มี open reading frame (ORF) ขนาดยาว 1 ชุด ซึ่งมีลักษณะเป็น polycistronic คือหลังจาก
แปรรหัสเป็นโปรตีนแล้วจะได้โพลีโปรตีน (polyprotein) ขนาดใหญ่หนึ่งสายซึ่งเมื่อผ่านขบวนการย่อย 
(polyprotein processing) โดยเอนไซม์โปรตีเอส (protease) ของไวรัส จะได้โปรตีนขนาดเล็กหลายชนิด
เรียงล าดับจาก N-terminal (amino- terminal) ถึง C-terminal (carboxy-terminal) ของโปรตีน (หรือจาก
ป ล าย  5′ถึ ง  3′ ของจี โน ม ) ได้ แ ก่  viral genome linked protein (VPg), first protein (P1), helper 
component protein (HC-Pro), third protein (P3), cylindrical inclusion protein (CI), small 
nuclear inclusion protein (NIa), large nuclear inclusion protein (NIb) และ coat protein (CP) ดัง
ภาพที่ 1 (Riechmann et al., 1992) VPg และ CP เป็นโปรตีนที่ตรวจพบได้จากอนุภาคไวรัส โปรตีนชนิดอ่ืน
คือ HC-Pro, CI, NIa และ NIb เป็นโปรตีนที่แยกได้จากพืชที่ถูกไวรัสเข้าท าลาย ส่วน P1 และ P3 เป็นโปรตีน
ที่ยังไม่มีรายงานว่าพบในพืชที่เป็นโรค (Dougherty and Carrington, 1988) โพทีไวรัสเริ่มแปรรหัสจากนิวคลี
โอไทด์ต าแหน่งที่ 86–88 (AUG) และสิ้นสุดการแปรรหัสจากนิวคลีโอไทด์ต าแหน่งที่ 10,118–10,120  (UAG, 
UGA, UAA) ซึ่งประกอบด้วยกรดอะมิโน 3,344  ตัว  (Yeh et.al., 1988)  
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การแปลรหัส (Translation) คือ ขั้นตอนแรกในการสร้างโปรตีน และเป็นส่วนหนึ่งของการ
แสดงออกของยีน (gene expression) เป็นการสร้างโปรตีนโดยอ่านรหัสจาก mRNA ที่ได้จากการถอดรหัส 
(transcription) เกิดในบริเวณไซโตพลาสซึม (Cytoplasm) ซึ่งมีไรโบโซม (Ribosome) อยู่ โดยไรโบโซมนั้น
ประกอบด้วยหน่วยย่อยขนาดใหญ่และหน่วยย่อยขนาดเล็ก โดยทั้ง 2 หน่วยย่อยจะมาประกบกันเมื่อมีการ
แปลรหัสจาก mRNA โดยจะท าการสร้างสายโพลีเปบไทด์ (Polypeptide) จากการที่อ่านรหัสพันธุกรรมที่เป็น
ล าดับเบสบนสายของ mRNA ซึ่งรหัสพันธุกรรมนี้จะเป็นตัวก าหนดล าดับของกรดอะมิโน (amino acid) ใน
โปรตีนที่ถูกสร้างข้ึนมาจากการแปลรหัส มีอยู่ 4 ขั้นตอนคือ การเริ่มต้น (Initiation) การต่อสาย (Elongation) 
การย้ายต าแหน่ง (Translocation) และการสิ้นสุด (Termination) โดยขั้นตอนการเริ่มต้น จะเริ่มจากหน่วย
เล็กของไรโบโซมจับกับปลาย 5′ ของ mRNA โดยมี Initiation Factors (IF) เป็นตัวช่วย การสิ้นสุดของการ
สร้างสายโพลีเปบไทด์เกิดขึ้นเมื่อด้าน A ของไรโบโซมเป็นรหัสพันธุกรรมหยุด (UAA, UAG, UGA) ซึ่งจะไม่มี 
tRNA เข้ามา แต่มี Releasing Factor จะเข้ามาท าให้ปล่อยสายโพลีเปบไทด์ออกไป ปลาย 5′ ของ mRNA ไป
เป็นปลาย N ของโพลีเปบไทด์ และข้ันตอนการแปลรหัสจะเริ่มสายโพลีเปบไทด์จากปลาย N ไปยังปลาย C  

การเริ่มแปลรหัสพันธุกรรมของเอ็มอาร์เอ็นเอ (mRNA) มีกลไกที่ข้ึนอยู่กับการเกิดปฏิสัมพันธ์โปรตีน
ทางด้าน 5’-7mGpppN-cap และ 3’-poly(A) กับโปรตีนในกลุ่มปัจจัยเริ่มต้นการแปลรหัสพันธุกรรม 
(translation initiation factors) โดย จะปฏิสัมพันธ์โปรตีนและจดจ ากับ eukaryotic initiation factor 4F 
ห รื อ  iso4E (Kawaguchi and Bailey-Serres, 2002) ก ารป ฏิ สั ม พั น ธ์ ด้ าน  5 ’ เรี ย ก ว่ ากล ไก  cap-
independent mechanism ซึ่งไวรัสชนิดอาร์เอ็นเอในกลุ่ม Potyviridae, Luteoviridae, Tombusviridae 
และ Tobamovirus ไม่มีกลไกอันนี้ จึงต้องใช้ปลาย 5’ ของจีโนมเป็นตัวท าปฏิสัมพันธุ์กับโปรตีนของปัจจัย
เริ่มต้นการแปลรหัสพันธุกรรมของพืชในการจ าลองตัวเอง (replication) (Kneller et al., 2006) การแปล
ร หั ส โป ร ตี น ข อ ง พื ช จ ะ เริ่ ม ที่  Translation initiation factor 4E (eIF4E) จั บ กั บ โค ร ง ส ร้ า ง  7 -
methylguanosine cap ของเอ็มอาร์เอ็นเอ (McKendrick et al., 1999) ส าหรับไวรัสจุดวงแหวนมะละกอที่
อยู่ในกลุ่มโพทีไวรัส มีโปรตีนทางด้าน 5’ เรียกว่า virus-encoded protein (VPg) ที่ท าปฏิสัมพันธ์กับโปรตีน 
eIF4E ได ้(Grzela et al., 2006)  

กระบวนการ RNA silencing คือ กระบวนการควบคุมการแสดงออกของยีนอย่างหนึ่ง ซึ่งมีการ
ยับยั้งการแสดงออกของยีนหลังการถอดรหัสพันธุกรรม (Post-Transcriptional Gene Silencing : PTGS) 
ไม่ให้เกิดการแปลรหัส (Translation) ไปเป็นโปรตีนต่อไปได้ สามารถเกิดขึ้นได้ในสิ่งมีชีวิตยูคาริโอตทุกชนิด
รวมถึงเชื้อราด้วย ซึ่งกระบวนการเกิด RNA silencing เป็นการท างานของ Dicer ที่จดจ าต าแหน่งของ siRNA, 
hpRNA หรือ dsRNA เป็นต้น สามารถส่งถ่ายสัญญาณแบบ cell- to-cell และทางท่ออาหารได้ด้วย 
(Mlotshwa et.al., 2002) 

การท างานของกระบวนการ RNA silencing เริ่มจาก DCLs มี dsRNA-specific endonuclease ที่
สามารถจดจ าและจับ dsRNA ที่มีความคล้ายคลึง (homologue) กับ mRNA เป้าหมาย จะตัดสาย dsRNA 
ออกเป็นสายสั้นๆ ที่เรียกว่า small interference RNA (siRNA) ที่มีความยาวประมาณ 21-25 คู่ จากนั้น
AGO2 จะเข้ามาจับ siRNA ดังกล่าวเกิดเป็น ribonucleoprotein complex (RNP) และเหนี่ยวน าให้โปรตีน
ชนิดอ่ืนเข้ามารวมกันเพ่ือสร้างเป็น RISC complex จะท าการแยก siRNA สายคู่ออกเป็นสายเดี่ยว โดยสาย
เดี่ยวที่เป็น antisense ของ siRNA จะมีล าดับเบสที่เป็นคู่สมกับเอ็มอาร์เอ็นเอเป้าหมาย จึงเป็นตัวก าหนด
ความจ าเพาะ และการจดจ าให้ RISC complex เข้าจับ และท าลายเอ็มอาร์เอ็นเอเป้าหมายได้อย่างแม่นย า ซึ่ง 
RISC ที่มี siRNA สายเดี่ยวรวมอยู่ด้วย (RISC complex) เข้าจับกับเอ็มอาร์เอ็นเอ เป้าหมายโดยอาศัยล าดับ
เบสคู่สมระหว่าง siRNA และเอ็มอาร์เอ็นเอเป้าหมาย จากนั้นเอ็มอาร์เอ็นเอจะถูกย่อยโดย slicer ใน RISC 

http://www.thaibiotech.info/what-is-gene.php
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complex เป็นผลให้ไม่มีเอ็มอาร์เอ็นเอผ่านเข้าสู่กระบวนการแปลรหัสไปเป็นโปรตีน ท าให้ไม่มีการสร้าง
โปรตีนจากยีนนั้ น เกิดขึ้น  การท างานของ RNAi จึงเป็ น  post-transcriptional regulation of gene 
expression หรือ post-transcriptional gene silencing กระบวนการเกิด RNA silencing ประกอบด้วย 2 
ขั้นตอน คือ ขั้นการสังเคราะห์ short interference RNA (siRNA) และ ขั้นการท าลาย mRNA เป้าหมาย (Qu 
et.al, 2008)  

Xie และคณะ (2001) รายงานการสร้างต้นยาสูบดัดแปลงพันธุกรรม โดยยับยั้งการแสดงออกของ
ยีนที่เกี่ยวข้องกับกระบวนการ RNA silencing ในส่วนของยีน NtRDR1 เมื่อน าทดสอบปลูกถ่ายเชื้อ ไวรัสใบ
ด่างยาสูบ (tobacco mosaic virus: TMV) พบว่า ต้นที่ดัดแปลงพันธุกรรมให้ยับยั้งการแสดงออกของยีน 
NtRDR1 จะแสดงอาการอ่อนแอต่อโรคมากกว่าเมื่อเทียบกับชุดควบคุมที่เป็นต้นปกติ 

Mallory และคณะ (2001) ได้ศึกษาการส่งถ่ายสัญญาณ RNA silencing ในต้นยาสูบดัดแปลง
พันธุกรรม 3 สายพันธุ์ ได้แก่ 1.) ต้นยาสูบยับยั้งการแสดงออกของยีน GUS (6b5) 2.) ต้นยาสูบที่มีการ
แสดงออกของ GUS (T19) และ 3.) ต้นยาสูบที่มีการแสดงออกของยีน GUS และยีน Hcpro (T19HC-Pro) 
เมื่อต้นน า 6b5 มาท าเป็นต้นตอ แล้วเสียบยอดด้วยต้น T19 และต้น T19HC-Pro พบว่า ยอด T19 จะไม่มี
การแสดงออกของยีน GUS เนื่องจากต้นตอมีการส่งสัญญาณ silencing ขึ้นไปหายอดได้ จึงท าให้ยอดที่มีการ
แสดงออกของยีน GUS ถูกยับยั้ง แต่ยอด T19HC-Pro มีการแสดงออกของยีน GUS แสดงว่ายีน HcPro 
สามารถยับยั้งการท างานของกระบวน RNA silencing ได้ จึงท าให้ยีน GUS ถึงแสดงออกในต้น T19HC-Pro 

การกลายของยีนที่เกี่ยวข้องกับความต้านทานต่อไวรัสจุดวงแหวนมะละกอ ปัจจุบันได้มีรายงานแล้ว 
ได้แก่ ยีนในกลุ่มปัจจัยเริ่มต้นการแปลรหัสพันธุกรรม (translation initiation factors) จะเกิดปฏิสัมพันธ์
โปรตีน (protein interaction) กับโปรตีนของไวรัสจุดวงแหวนมะละกอ ท าให้มะละกอเกิดโรค แต่เมื่อมีการ
กลายของยีน eIF4E  พบมะละกอสามารถต้านทานต่อไวรัสจุดวงแหวนมะละกอได้ ส าหรับยีนในกลุ่ม
กระบวนการ RNA silencing เป็นกลุ่มยีนที่เกี่ยวข้องกับกลไกการสร้างภูมิคุ้มกันของพืชให้ต้านทานต่อไวรัสได้ 
ดังนั้น หากพบว่ามะละกอมีการกลายของยีนในสองกลุ่มยีนนี้ อาจส่งผลให้โปรตีนจากไวรัสไม่สามารถเกิดการ
ปฏิสัมพันธ์กับโปรตีนมะละกอได้ และอาจส่งผลให้ต้นมะละกอมีความต้านทานต่อโรคไวรัสใบด่างจุดวงแหวน
มะละกอ การทดลองนี้จึงได้ศึกษายีนและการกลายของยีนในมะละกอ เพ่ือเป็นแนวทางในการคัดเลือกต้น
มะละกอทนทานต่อโรคไวรัสใบด่างจุดวงแหวนต่อไป 
 

ระเบียบวิธีการวิจัย 
 

1. การโคลนยีนที่เกี่ยวข้องกับความต้านทานโรคไวรัสจุดวงแหวนมะละกอ 
1.1 การค้นหายีนและการออกแบบไพรเมอร์ 
ท าการค้นหายีนในกลุ่มปัจจัยเริ่มต้นการแปลรหัสพันธุกรรม (translation initiation factors) 

ได้แก่ ยีน eIF4E และยีนในกลุ่มกระบวนการ RNA silencing ได้แก่ RDR6 จากฐานข้อมูล น านิวคลีโอไทด์ของ
ยีน eIF4E หมายเลข accession FJ644949.1 และ ยีน RDR6 หมายเลข accession KF668595.1 มา
ออก แ บ บ แ ล ะต ร วจ ส อบ ด้ ว ย โป รแ ก รม  OligoClac (http://biotools.nubic.northwestern.edu/ 
OligoCalc.html) แล้วท าการสังเคราะห์ไพรเมอร์ 
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1.2 การสกัดดีเอ็นเอรวมจากใบมะละกอ 
ท าการสกัดอาร์เอ็นเอรวมจากใบมะละกอพันธุ์แขกด าศรีสะเกษ โดยใช้ RNeasy Plant Mini Kit 

ของบริษัท Qiagen น าใบปริมาณ 0.5 กรัม มาบดให้ละเอียดด้วยไนโตรเจนเหลว ใส่ลงในหลอดขนาด  1.5  
มิลลิลิตร ที่มีบัฟเฟอร์ RLT ปริมาตร 450 ไมโครลิตร และ ß-mercaptoethanol ผสมอยู่ความเข้มข้น 1 
เปอร์เซ็นต์ เขย่าสารละลายโดยการ vortex เป็นเวลา 10 วินาที จากนั้นดูดสารละลายลงไปใน QIAshredder 
spin column ปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 10,000 รอบต่อนาที นาน 2 นาที ดูดส่วนน้ าใสที่ผ่านการกรองด้วย 
QIAshredder spin column (ปริมาตรประมาณ 450 ไมโครลิตร) มาเติมลงในหลอดขนาด 1.5  มิลลิลิตร 
หลอดใหม่ แล้วเติม absolute ethanol 0.5 เท่าของส่วนใส ผสมสารละลายให้เข้ากันด้วยวิธีดูดขึ้นและลง 
แล้วดูดสารละลายดังกล่าวลงไปใน RNeasy spin column ปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 10,000 รอบต่อนาที นาน 1 
นาที   เทส่วนน้ าใสข้างล่างทิ้งไป ล้าง column ด้วยการเติมบัฟเฟอร์ RW1 ปริมาตร 700 ไมโครลิตร แล้วปั่น
เหวี่ยงที่ความเร็ว 10,000 รอบต่อนาที นาน 1 นาที เทส่วนน้ าใสข้างล่างทิ้ง ล้าง column อีกสองครั้งโดยการ
เติมบัฟเฟอร์ RPE ปริมาตร 500 ไมโครลิตร ปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 10,000 รอบต่อนาที นาน 1 นาที เทส่วนน้ า
ใสข้างล่างทิ้ง ปั่นเหวี่ยง column ที่ความเร็ว 10,000 รอบต่อนาที นาน 1 นาที เพื่อก าจัดบัฟเฟอร์ที่เหลือค้าง
อยู่บน column ให้หมดไป ย้ายเฉพาะในส่วนของ column ไปวางลง microcentrifuge tube ขนาด 1.5  
มิลลิลิตร ชะอาร์เอ็นเอออกจาก column ด้วยการเติม RNase free water ปริมาตร 40 ไมโครลิตร ที่มี 
RiboLock™ RNase Inhibitor ของบริษัท Fermentas ผสมอยู่ความเข้มข้น 0.04 ยูนิตต่อไมโครลิตร 

 
1.3 การสังเคราะห์ cDNA จากอาร์เอ็นเอรวม 
ท าการสังเคราะห์ดีเอ็นเอสายผสมด้วยชุด RevertAid First Strand cDNA Synthesis kit ยี่ห้อ 

Thermo โดยน าอาร์เอ็นเอรวมความเข้มข้น 100 นาโนกรัม/ไมโครลิตร 5 ไมโครลิตร เติมไพร์เมอร์ 
oligo(dT)18 1 ไมโครลิตร ปรับปริมาตรด้วยน้ า DEPC 6.5 ไมโครลิตร น าไปบ่มที่ 65 องศาเซลเซียส นาน 10 
นาที แล้ววางบนน้ าแข็งนาน 5 นาที จากนั้นน ามาเติมบัปเฟอร์ 5X reaction 4.5 ไมโครลิตร Ribolock™ 
RNase inhibitor 1 ไมโครลิตร 10mM dNTP mix 2 ไมโครลิตร และ ReverstAid M-MuLV 1 ไมโครลิตร 
แล้วน าไปบ่มที่ 42 องศาเซลเซียส นาน 90 นาที 72 องศาเซลเซียส นาน 10 นาที เก็บรักษาไว้ที่ -20 องศา
เซลเซียส 

 
1.4 การเพ่ิมปริมาณยีน CpRDR6 และ CpeIF4E ด้วยวิธีพีซีอาร์ (Polymerase Chain Reaction)  
น า cDNA ที่ได้จากการสังเคราะห์ มาเพ่ิมปริมาณยีน CpRDR6 และ CpeIF4E ด้วยวธิีพีซีอาร์ โดย

ใช้ไพรเมอร์ที่ออกแบบไว้ดังนี้  
 ไพรเมอร์ส าหรับยีน CpRDR6 

RDR6F: 5’-ATG GGG TCT GAA GGT AAT ATG AAG A-3’  
RDR6R: 5’-TCA TAT TCT ATC AGC AAG ATA CCT T-3’  

ไพรเมอร์ส าหรับยีน CpeIF4E 
eIF4EF: 5’-ATG GTA GTA GAA GGA ACC CCC AAA C-3’   
eIF4ER: 5’-TCA TAC CGG AGA GCG ATT CTT AGC A-3’  
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 เตรียมปฏิกิริยาพีซีอาร์ดังต่อไปนี้ 
  cDNA template    1  ไมโครลิตร  

5x Buffer       5  ไมโครลิตร 
 dNTPs (2mM)     2  ไมโครลิตร 
 MgCl2 (25mM)     2 ไมโครลิตร 
 ไพรเมอร์ Forward (10 µM)   1  ไมโครลิตร 
 ไพรเมอร์ Reverse (10 µM)   1  ไมโครลิตร 
 Taq DNA polymerase, Pomega  0.1  ไมโครลิตร 
 Distilled water     12.9  ไมโครลิตร 
 ปริมาตรรวม       25  ไมโครลิตร 

ดูดสารละลายที่กล่าวมาข้างต้นลงในหลอดพีซีอาร์ แล้วน าเข้าเครี่อง themal cycle, Gene Amp 
9700 ตั้งโปรแกรมดังนี้ 95 องศาเซลเซียส 3 นาที จ านวน 1 รอบ ตามด้วย 94 องศาเซลเซียส 30 วินาที 60 
องศาเซลเซียส 30 วินาที และ 72 องศาเซลเซียส 1 นาที จ านวน 35 รอบ จากนั้นตั้งที่ 72 องศาเซลเซียส 7 
นาที 1 รอบ แล้วตรวจสอบผลด้วยวิธีเจลอิเล็คโทรโฟรีซีส 

 
1.5 การโคลนยีนเข้าสู่พีซีอาร์เวคเตอร์ 
น าชิ้นยีนที่ได้จากพีซีอาร์มาท าปฏิกิริยา ligation ด้วยวิธีโคลนปลายทู้ (blunt-End Cloning) โดย

ใช้ชุด CloneJETTM PCR Cloning Kit (Fermentas) ประกอบด้วย 2X reaction buffer 10 ไมโครลิตร 
ผลผลิตพีซีอาร์ 2 ไมโครลิตร DNA blunting enzyme 1 ไมโครลิตร แล้วปรับปริมาตรด้วย Water 
nuclease-free ให้ได้ 18 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากันแล้วน าไปปั่น 3-5 วินาที บ่มปฏิกิริยาที่อุณหภูมิ 70 องศา
เซลเซียส นาน 5 นาที แล้ววางบนน้ าแข็ง จากนั้นเติม pJET 1.2/blunt cloning vector (50 ng/ul) 1 
ไมโครลิตร และ T4 DNA ligase (5U/ul) 1 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากันแล้วน าไปปั่น 3-5 วินาที บ่มปฏิกิริยาที่
อุณหภูมิห้องนาน 5 นาที (สามารถบ่มได้นานถึง 30 นาที) น าปฏิกิริยา ligation ที่ได้ไปฝากถ่ายเข้าเก็บเซลล์
แบคทีเรีย E.coli สายพันธุ์ DH5α 

 
1.6 การสกัดพลาสมิด 
น าโคโลนีของเชื้อ E. coli ที่ได้รับการถ่ายยีนมาเลี้ยงในอาหารเหลว LB ที่เติมสารปฏิชีวนะ Ampicillin 

ความเข้มข้น 100 มิลลิกรัมต่อลิตร น าไปเขย่าด้วยความเร็ว 250 รอบต่อนาที ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 
เป็นเวลา 16 ชั่วโมง จากนั้นท าการสกัดพลาสมิดโดยดัดแปลงวิธีการของ Sambrook และ Russell (2001) ดูด
เซลล์ที่ เลี้ยงไว้ในอาหารเหลวลงใน microcentrifuge tube ขนาด 1.5 มิลลิลิตร ปั่นเก็บเซลล์ปริมาตร 1.5 
มิลลิลิตร ด้วยเครื่องปั่นเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 13,000 รอบต่อนาที นาน 1 นาที เทอาหารทิ้งไป เติม TE buffer  
(10 mM Tris-HCl; (pH 8.0), 1 mM EDTA) ปริมาตร 150 ไมโครลิตร ละลายตะกอนเซลล์ด้วยการ vortex 
เป็นเวลาประมาณ 30 วินาที จากนั้นเติม lysis buffer (0.2 mM NaOH, 1% SDS) ปริมาตร 300 ไมโครลิตร ผสม
สารละลายให้เข้ากันโดยการพลิกหลอดขึ้นและลงเบาๆ เติม precipitation buffer (5 M potassium acetate, 96 
เปอร์เซ็นต์ acitic acid) ปริมาตร 225 ไมโครลิตร และคลอโรฟอร์ม 200 ไมโครลิตร ผสมสารละลายให้เข้ากันโดย
การพลิกหลอดขึ้นและลงเบาๆ แช่น้ าแข็ง 5 นาที น าไปปั่นเหวี่ยงที่ 13,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 10 นาที ดูด
ส่วนน้ าใสใส่หลอดใหม่ปริมาตร 500 ไมโครลิตร แล้วเติม isopropanol ปริมาตรหนึ่งเท่าของปริมาตรส่วนใส 
(500 ไมโครลิตร) พลิกหลอดไปมาเบาๆ น าไปปั่นเหวี่ยงที่ 13,000 รอบต่อนาที นาน 5 นาที เทส่วนใสทิ้งไป 
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ล้างตะกอนด้วยเอทานอล 70 เปอร์เซ็นต์ 500 ไมโครลิตร พลิกหลอดขึ้นและลง จากนั้นน าไปปั่นเหวี่ยงที่ 
13,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 1 นาที เทส่วนใสทิ้งไป ปล่อยให้ตะกอนแห้งที่อุณหภูมิห้อง แล้วจึงละลาย
ตะกอนของพลาสมิดด้วยน้ าที่เติม RNase A ความเข้มข้น 1 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร จากนั้นน าพลาสมิดที่ได้ไป
วิเคราะห์ล าดับเบส 

 
2. การตรวจสอบการกลายของยีนที่เกี่ยวข้องกับความต้านทานโรคไวรัสจุดวงแหวนมะละกอ 

2.1 ตัวอย่างมะละกอที่น ามาตรวจสอบการกลายของยีน 
แบ่งตัวอย่างมะละกอออกเป็น 3 กลุ่ม ดังต่อไปนี้ 
กลุ่มท่ี 1 มะละกอพันธุ์อ่อนแอต่อไวรัสจุดวงแหวนมะละกอ  
กลุ่มท่ี 2 มะละกอพันธุ์ทนทานต่อไวรัสจุดวงแหวนมะละกอที่มีการกลายพันธุ์ตามธรรรมชาติ  
กลุ่มท่ี 3 มะละกอที่ก่อให้เกิดการกลายพันธุ์ด้วยรังสีแกมมาที่ผ่านการคัดเลือกจากสถาบันวิจัยพืช

สวน กรมวิชาการเกษตร  
  

2.2 การสกัดอาร์เอ็นเอและดีเอ็นเอจากใบมะละกอ 
การตรวจสอบการกลายของยีน CpeIF4E จะท าการเพ่ิมปริมาณจากอาร์เอ็นเอตามวิธีการสกัดอาร์

เอ็นเอในข้อที่  1.2 ส าหรับยีน CpRDR6 ท าการเพ่ิมปริมาณจากดีเอ็นเอที่ได้จากการสกัดด้วยวิธี CTAB 
ดัดแปลงจากอรุโณทัย และคณะ (2552) ดังนี้ เตรียม Extraction buffer  [20 mM sodium EDTA and 
100 mM Tris-HCl pH 8.0, 1.4 M NaCl, 2% (W/V) CTAB(cetyltrimethylammonium bromide)] เติม 
0.2% β-mercaptoethanol ก่อนใช้บ่มที่  60 องศาเซลเซียส ชั่งใบมะละกอ 3 กรัม บดในโกร่งด้วย
ไนโตรเจนเหลวให้ละเอียดจนเป็นผงแป้ง ใส่หลอด 15 มิลลิลิตร เติม Extraction buffer 5 มิลลิลิตร ผสมให้
เข้ากัน บ่มที่ 60 องศาเซลเซียส นาน 1 ชั่วโมง (น ามาเขย่าทุก 20 นาที) แล้วน าตัวอย่างออกมาว างที่
อุณหภูมิห้องนาน 10 นาที แล้วเติม Choroform:Isoamyl alcohol (24:1) 5 มิลลิลิตร ผสมกลับหลอดไปมา 
10 นาที น าไปปั่นเหวี่ยงที่ 4 องศาเซลเซียส ความเร็ว 8,000 รอบต่อนาที นาน 10 นาที ดูดน้ าใส 750 
ไมโครลิตร ใส่ในหลอด 1.5 มิลลิลิตร เติม Choroform:Isoamyl alcohol (24:1) 750 ไมโครลิตร ผสมกลับ
หลอดไปมา 5 นาที น าไปปั่นเหวี่ยงที่ 12,000 รอบต่อนาที นาน 10 นาที ดูดน้ าใสใส่หลอด 1.5 มิลลิลิตร
หลอดใหม่ เติม 3M NaOAC 0.1 เท่า และ Isopropanol 0.6 เท่า แล้วน าไปตกตะกอนดีเอ็นเอที่ -20 องศา
เซลเซียส นาน 30 นาที น าไปปั่นเหวี่ยงที่ 4 องศาเซลเซียส ความเร็ว 12,000 รอบต่อนาที นาน 10 นาที เท
น้ าใสทิ้ง ล้างตะกอนดีเอ็นเอด้วย 70% Ethanol 750 ไมโครลิตร สองครั้ง ทิ้งตะกอนดีเอ็นเอให้แห้งแล้ว
ละลายด้วย TE 100 ไมโครลิตร และเติม RNaseA(10 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร) 4 ไมโครลิตร บ่มที่ 37 องศา
เซลเซียสนาน 30 นาที น าไปวัดค่า (O.D) โดยใช้เครื่อง spectrophotometer ที่ความยาวคลื่น A260/A280 
ให้อยู่ในช่วง 1.8-2.0  แล้วเจือจางให้ได้ความเข้มข้น 50 นาโนกรัม/ไมโครลิตร เพ่ือน าไปท าปฏิกิริยา PCR เก็บ
ดีเอ็นเอท่ี -20 องศาเซลเซียส 

 
2.3 การเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอด้วยวิธีพีซีอาร์ 
ท าการเพิ่มปริมาณยีน CpeIF4E จาก cDNA ที่สังเคราะห์ได้ และยีน CpRDR6 จากดีเอ็นเอที่สกัดได้ 

โดยใช้ไพรเมอร์ที่ออกแบบไว้ดังนี้  
 ไพรเมอร์ส าหรับยีน CpeIF4E 

eIF4EF: 5’-ATG GTA GTA GAA GGA ACC CCC AAA C-3’   



36 
 

eIF4ER: 5’-TCA TAC CGG AGA GCG ATT CTT AGC A-3’  
ไพรเมอร์ส าหรับยีน CpRDR6 ในส่วนของ active site 

atRDR6F: 5’-ACA AAA GCA TAT CGT CTG CCA CCG G -3’  
atRDR6R: 5’-ATT GGA AGT ATC ATC ATT ATA GAC-3’  

 
เตรียมปฏิกิริยาพีซีอาร์ดังต่อไปนี้ 
  cDNA template    1  ไมโครลิตร  

5x Buffer       5  ไมโครลิตร 
 dNTPs (2mM)     2  ไมโครลิตร 
 MgCl2 (25mM)     2 ไมโครลิตร 
 ไพรเมอร์ Forward (10 µM)   1  ไมโครลิตร 
 ไพรเมอร์ Reverse (10 µM)   1  ไมโครลิตร 
 Taq DNA polymerase, Pomega  0.1  ไมโครลิตร 
 Distilled water     12.9  ไมโครลิตร 
 ปริมาตรรวม       25  ไมโครลิตร 
 

ดูดสารละลายที่กล่าวมาข้างต้นลงในหลอดพีซีอาร์ แล้วน าเข้าเครี่อง themal cycle, Gene Amp 
9700 ตั้งโปรแกรมดังนี้ 95 องศาเซลเซียส 3 นาที จ านวน 1 รอบ ตามด้วย 94 องศาเซลเซียส 30 วินาที 60 
องศาเซลเซียส 30 วินาที และ 72 องศาเซลเซียส 1 นาที จ านวน 35 รอบ จากนั้นตั้งที่ 72 องศาเซลเซียส 7 
นาที 1 รอบ แล้วตรวจสอบผลด้วยวิธีเจลอิเล็คโทรโฟรีซีส 

 
2.4 การท าชิ้นส่วนพีซีอาร์ให้บริสุทธิ์ 
น าผลผลิตพีซีอาร์ที่ได้ มาท าให้บริสุทธิ์ด้วยชุด PureLink® PCR Purification Kit ยี่ห้อ Invitrogen 

ดังนี้ น าพีซีอาร์ 100 ไมโครลิตร มาเติม PureLink® Binding Buffer (B2) จ านวน 1 เท่า คือ 100 ไมโครลิตร 
ผสมให้เข้ากัน ดูดของเหลวใส่ลงใน PureLink® Spin Column น าไปปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 10,000 xg นาน 1 
นาที ทิ้งส่วนใส ล้างคอลัมน์ด้วย Wash Buffer ปริมาตร 650 ไมโครลิตร ปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 10,000 xg 
นาน 1 นาที ทิ้งส่วนใส แล้วปั่นคอลัมน์ให้แห้งอีกรอบนาน 2 นาที ย้ายคอลัมน์ใส่หลอด 1.5 มิลลิลิตร หลอด
ใหม่ จากนั้นชะผลผลิตพีซีอาร์ด้วย Elution Buffer ปริมาตร 50 ไมโครลิตร ตรวจสอบผลด้วยวิธีอิเล็คโทรโฟรี
ซีส (electropholesis) โดยหยดผลผลิตพีซีอาร์ 2 ไมโครลิตร ลงในแผ่นวุ้นอะกาโรสเจล 1 เปอร์เซ็นต์ใน 
1xTBE buffer  ใช้แรงเคลื่อนไฟฟ้า100 โวลต์ เป็นเวลา 60 นาที ย้อมด้วยเอธิเดียมโบรไมด์ บันทึกแถบดีเอ็น
เอด้วยชุดถ่ายภาพ UV Transilluminators (BIORAD) แล้วน าไปวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์  

 
2.5 การวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์และล าดับอะมิโนแอซิดของยีน CpRDR6 และ CpeIF4E 
น าล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน CpRDR6 และ CpeIF4E มาถอดรหัสเป็นอะมิโนแอซิดด้วยโปรแกรม 

ExPASy translate tool (https://web.expasy.org/translate/) แ ล้ ว ท า  alignment ด้ ว ย โป รแ ก รม 
Cluster Omega (https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/) และเพ่ือเปรียบเทียบความแตกต่างของ
ล าดับนิวคลีโอไทด์และอะมิโนแอซิด 
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ระยะเวลาด าเนินการวิจัย ตุลาคม 2558 – กันยายน 2560 รวม 2 ปี 
สถานทีด่ าเนินการวิจัย ส านักวิจัยพัฒนาเทคโนโลยีชวีภาพ อ.ธัญบุรี จ.ปทุมธานี 
 

ผลการวิจัยและอภิปรายผล 
 

1. การโคลนยีนที่เกี่ยวข้องกับความต้านทานโรคไวรัสจุดวงแหวนมะละกอ 
 การออกแบบไพร์เมอร์จากนิวคลีโอไทด์ของยีน eIF4E หมายเลข accession FJ644949.1 และยีน 
RDR6  หมายเลข accession KF668595.1 เฉพาะส่วน coding sequence ทั้งทางด้านหัวและท้ายยีน เมื่อ
ตรวจสอบไพรเมอร์ด้วยโปรแกรม OligoCalc ไม่พบการการม้วนพับ (hairpin) และการจับกันเองของไพรเมอร์ 
(Complementarity) ซึ่งเป็นลักษณะที่ดีต่อการเพ่ิมปริมาณด้วยวิธีพีซีอาร์ การสกัดอาร์เอ็นเอจากใบมะละกอ
ด้วยชุด RNeasy Plant Mini Kit ของบริษัท Qiagen พบว่า ที่ปริมาณใบ 0.5 กรัม เหมาะสมที่สุดท าให้ได้อาร์
เอ็นเอที่มีคุณภาพดีและปริมาณมาก (ภาพที่ 1) ปริมาณใบเริ่มต้นหากมากกว่า 0.5 กรัม มีผลต่อการสกัดท าให้
ได้ปริมาณอาร์เอ็นเอน้อยหรือไม่ได้เลย เนื่องจากปริมาณใบที่มากขึ้นส่งผลให้ปริมาณน้ ายาตามค าแนะน าของ
ชุดสกัดไม่เพียงพอต่อการก าจัดสิ่งปนเปื้อนอ่ืนๆ ส่งผลให้เอ็นไซม์หลายชนิดยังคงท างานได้ ท าให้ปริมาณและ
คุณภาพของอาร์เอ็นเอลดลง แต่ปริมาณใบที่น้อยกว่า 0.5 กรัม ไม่มีผลต่อการสกัดและคุณภาพของอาร์เอ็นเอ  

 
ภาพที่ 1. อาร์เอ็นรวมจากใบมะละกอที่สกัดด้วยชุด RNeasy Plant Mini Kit บนเจลอะกาโรส 1 เปอร์เซ็นต์ 

 
การโคลนยีนจากไพรเมอร์ที่ออกแบบได้ พบว่ายีน CpeIF4E ที่เพ่ิมปริมาณด้วยไพรเมอร์ eIF4EF 

กับ eIF4ER เปรียบกับเทียบกับดีเอ็นเอมาตรฐาน 100 bp ladder จะมีขนาดประมาณ 700 คู่เบส (ภาพที่ 2) 
เมื่อวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์ มีส่วนของ coding sequence ทั้งหมดขนาด 711 คู่เบส จาก start codon 
ถึง stop codon (ภาพที่ 3) สามารถถอดรหัสเป็นอะมิโนแอซิดได้ 236 อะมิโน (ภาพที่ 4) การเปรียบเทียบ
ล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน CpeIF4E กับฐานข้อมูล NCBI พบมีความเหมือนกับ Carica papaya eIF4E, 
Vasconcellea monoica eIF4E และ Manihot esculenta eIF4E ที่ identity 99, 93 และ 85 เปอร์เซ็นต์ 
ตามล าดับ ส าหรับล าดับอะมิโนเอซิดมีความเหมือนกับ Carica papaya, Vasconcellea goudotiana และ 
Manihot esculenta ที่ identity 99, 92 และ 80 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดับ ในส่วนของยีน CpRDR6 ที่เพ่ิม
ปริมาณด้วยไพรเมอร์ RDR6F กับ RDR6R เมื่อท าการตรวจสอบด้วยวิธีเจลอิเลคโตรโฟรีซีส มีขนาดประมาณ 
3500 คู่เบส (ภาพที่ 5) เมื่อน าไปวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์ได้ยีนขนาด 3588 คู่เบส (ภาพที่ 6) มีความ
เห มื อน กั บ  Carica papaya RDR6, Morus notabilis RDR6 และ  Nicotiana glutinosa RDR6 มี ค่ า 
identity 100, 75 และ 71 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดับ อะมิโนเอซิดเหมือนกับ  Carica papaya, Manihot 
esculenta และ Herrania umbratical ที่เปอร์เซ็นต์ identity 100 71 และ 70 ตามล าดับ จากข้อมูลการ
เปรียบเทียบกับฐานข้อมูลท าให้ทราบว่า ทั้งล าดับนิวคลีโอไทด์และล าดับอะมิโนเอซิดของยีน CpRDR6 และ 
CpeIF4E จากมะละกอ มีความเหมือนกับมันส าปะหลังมากที่สุด 
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ภาพที่ 2. ชิ้นส่วนยีน CpeIF4E ของมะละกอขนาดความยาว 711 คู่เบส ที่ได้จากอาร์เอ็นเอ บนเจลอะกาโรส 

1 เปอร์เซ็นต ์
 
ATGGTAGTAGAAGGAACCCCCAAACTATCATCCACATCCGTCGCGGAAGACAAACCCAATCCCAATACCGCGAACCCTAATTCTAGACCTCGTG

GCGACGAGGAAGACGAGGGGCCGGAGGAAGGGGAGATTGTGGATGAGGATGAATCCAAGAGATCATCAGCCGTTTTGCTCCAGCCGCATCCTCT

CGAGCATCCATGGACATTCTGGTTTGATAACTTCTCTGCCAAATCCAAGCAAGCCACATGGGGTAGCTCTATGCGATCCGTGTATACGTTCCGA

ACTGTTGAGGAGTTCTGGAGCCTTTACAATAATATACATCATCCAAGCAAGTTGGCTGTTGGAGCAGACTTTTATTGCTTCAAACATAAAATTG

AACCAAAATGGGAGGACCCTGTTTGTGCTAATGGAGGAAAATGGACTATGAATTTCCAAAGAGGAAAATCTGATACCTGTTGGTTGTATACGTT

GCTGGCAATGATTGGAGAACAGTTTGATCATGGAGATGAAATTTGCGGAGTTGTCGTGAATGTCAGAGGCAGGCAAGAGAAGATAGCCTTATGG

ACCAAAAATGCTGCAAACGAGGCTGCTCAGATGAGCATTGGGAAGCAGTGGAAGGAATTTCTTGATTACAATGACACCATGGGGTTCATATTTC

ACGAGGATGCAAAGAAGCTTGAGAGAGCTGCTAAGAATCGCTCTCCGGTATGA  

ภาพที่ 3. ล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน eIF4E ในส่วนของ coding sequence ทั้งหมด ความยาว 711 คู่เบส 
 
 

MVVEGTPKLSSTSVAEDKPNPNTANPNSRPRGDEEDEGPEEGEIVDEDESKRSSAVLLQPHPLEHPWTFWFDNFS

AKSKQATWGSSMRSVYTFRTVEEFWSLYNNIHHPSKLAVGADFYCFKHKIEPKWEDPVCANGGKWTMNFQRGKSD

TCWLYTLLAMIGEQFDHGDEICGVVVNVRGRQEKIALWTKNAANEAAQMSIGKQWKEFLDYNDTMGFIFHEDAKK

LERAAKNRSPV  

ภาพที่ 4. ล าดับอะมิโนเอซิดของยีน CpeIF4E ขนาดความยาว 236 อะมิโน 
 

 
ภาพที่ 5. ชิ้นสว่นยีน CpRDR6 ของมะละกอขนาดความยาว 3588 คู่เบส ที่ได้จากอาร์เอ็นเอ บนเจลอะกาโรส 

1 เปอร์เซ็นต์ 
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ATGGGGTCTGAAGGTAATATGAAGAATACTGTGGTTACTCAAGTTAGTTTTGGTGGTTTTGGTCGGAATGTTACGGCCAAAGAACTAACGGAGT

TTTTGGAAGAAGAAGTTGGACTTGTATGGAGACGTAGATTGAAGACTTCTTGCACCCCTCCAGACTCCTTCCCAGATTTTCGGATAACTGATAT

GGCAGGTGTCTGGAGGTCGGATAACTACAAGAAGGTGGAGCCACATGCATTTGTTCATTTTGCCTTGCCTAAATCGGCAACTAGAGCCATGGAG

GCTTCCGGTCGTGGTGGATTATTTTTTAAAAATCAACTATTGAAGGCCAGTCTGGGTCCTGAGAGTTCATTTCACATGAATCAGAGGAGGAGGA

CCATGATCCCCTTCAAGTTAGTTGATGTGGGTCTTGAGATTGGAACCTTGGTTAGTCCAGGTGAGTTTATTGTTGGTTGGAGAGGACCTTCCTC

TGGGATTGAATTTCTAGTGGATCCTTTTGACAGGACATGCAAGTTTTGTTTCTCAAGAGATATGGCTTTCTCTTTCAGAGGCAGTGTAGAGCAT

GCAGTGATAAAATGTAATTTTAAGATGGAGTTCTTGGTGAGAGAAATTACTGAGATTTCTAACTACAAAGATTCATCAGGTTTTGTAATTATGT

TGCAGCTGGCTTCACCACCCTGGCTTTGGTATAGAACTGCTGGTGATGATGTATATGAAACAGTTGCTTTTGATGTTTTGGATGATGATGATCC

TTGGATAAGAACCACTGATTTTACTCCTAGTGGAGCTTTCGGTCGATGTAATTCCTACAGGGTTTCTATTTCTCCCCGCTATGAGGGAAAATTG

AAAAATATCTGGGAATATCTTCAGAATCAGAGGGTGCGTGTTCACAGCCTTAAGTGGCCACCGAGTGTCAGGGATGAACTTGATTTTGGGATTC

CCATGTCAGACATATTCTCTTCTATCCATTACAGAAAAGGTATTGAATTTGAGATACTTTTTTTAGTGAATGCGGTAATGCACAAAGGCATCTT

TAACCAGTATAGGATGACTGGAAGTTTCTTTGATCTACTAAGAAGCCAACCCAAGGAGGTAAATTTGGCTGCACTGAAGCACATCTGGTCCTCT

AAATGCCCAGTGTTTGACGCCTACAAGAGGTTGAAACTTGTCCAAGAATGGATTTTGAAGAATCCCAAGGTACTTCAGAGACCCAAGCAGATGA

TCGATATTGTTGAGATCAGACGGCTGGTGATTACTCCCACAAAAGCATATCGTCTGCCACCGGAAGTTGAACTTTCCAATAGGGTTCTTAGAAG

ATATAATGATGTGTCTGATAGATTTTTAAGGGTCACCTTTATGGATGAAGGTATGCAGACGATTAATTTGAATGTTCTGAACTATTATGTTGCC

TCCATAGTGAAGGACCTAACATCAAATTCTGCCCCCCAAAAAACGACGGTGTTCAAAAGAGTGAAGACTATTCTGACTAATGGGTTTAATTTGT

GTGGGCGAAAATATTCTTTTCTAGCCTTTTCATCCAACCAATTGAGGGACCGTTCTGCTTGGTTCTTTGCTGAAGACAAGAACACATCCGTCCA

TAATATCACAAATGGAAGGGGGAAGTTCACTGACCGAAACGTTGCCAAGTGTGCTGCAAGGATGGGCCAGTGCTTCTCATCTACCTATGCTACA

ATAGAAGTTCCATCACTAGAGGTCAATTTTGAGCTTAAAGAAATCAAGAGAAATGGATATGTCTTCTCTGATGGTATTGGTACTATTTCACATG

ATCTTACAATGGAAGTTGTGGAGAAACTCAAATTGGACATGAACAACCCACCCTCAGCTTTTCAGATTAGATACGCTGGCTGCAAAGGGGTTGT

GGCTTGTTGGCCATCAAAAGGTGATGGAATCAGACTGTCACTGAGGCCCAGCATGAACAAATTCACGTCTAACCATGCTATCTTGGAGATTTGT

TCTTGGACAAGATTTCAGCCTGGTTTCCTGAACAGGCAGATTGTTACCTTACTTTCAGCGCTAATTGTTCCAGATGAAGTGTTTTGGGACATGA

TGGAGTCTATGATTTTCAAATTACACAAGATGGTAGAGGACCCAGATGTTGCATTTGAGGTTCTCCTTGCATCATGTTCTGAACAAGGGAATAG

TGCGGCCATAATGTTGAGTGCAGGTTTTAATCCTCTAACAGAACCTCATCTGAGAGGCATGTTGGCTTCAATAAGAGCAGCACAGCTTTGGGGC

CTCCGGGAGAAGGCAAGGATTTTTGTTCCTTCTGGAAGGTGGTTGATGGGCTGCTTGGATGAACTGGCAGTACTAGAACAAGGCCAGTGTTTCA

TCCAGGTCTCCGGTCCATCACTACAAAATTGCTTTTCGAAACATGGTTCTAGGTTTTCTGAGATCCAAAGAAATCTAGAAGTGGTAAAAGGATT

TGTGGTGATAGCGAAGAATCCTTGTCTTCATCCAGGGGATATAAGAATTCTCGAAGCTGTTGATGCCCCTGATCTACATCATTTGTGTGATTGC

CTTGTTTTCCCCCAGAAAGGTGATAGGCCCCACACAAATGAAGCTTCTGGGAGCGACCTTGATGGGGATCTTTATTTTGTCACCTGGGATGAAA

ATCTTGTTCCACCCAGCAAAAGAAGCTGGACTCCTATGGATTATGAACCTGCAGATACCAAAACTTTGACACACCCTGTCAGCCATCAGGACAT

AATAGGATTTTTTGCCAAGAACATGGTACATGAAAACTTGGGAGCAATTTGCAATGCCCATGTGGTTCATGCTGACAGGAGTGAGTATGGAGCT

TTGGACGAGAACTGCATACTCTTGGCAGAATTGGCAGCTATAGCTGTCGATTTTCCCAAGACTGGGAAACTTGTGACAATGCCTTCTCATTTAA

AACCAAAAATCTACCCAGATTTTATGGGAAAAGAGGATTATCGATCATATAAATCAAATAAAATTCTGGGAAGGTTGTATCGACGCATAAAAGA

TGTCTATAATGATGATACTTCCAATGCAGATTTTGTTACCGGAGATATCCCTTATGATACTGATTTGGATAAACCCGGATCTGCCGGTTTTCTT

CTTGATGCCTGGGCCCAGAAGTGTTTATACGATTGGCAGCTTACCAGTCTTCTTGGGCAGTATAAAGTGAAAAGGGAAGAAGAGATTGTAACAG

GCCATGTTTGGTCTATGCCTAGATACACCAGTAGGAAGGAAGGGGAGCTGAAGGAGAGGCTGAAACATTCTTACAGTGTCTTGAAGAAAGAATT

CCGACAGATTTTTGAGAACATGCACCCAGAATTTGAGCAACTCACTGAGGATGAGAAGAATATTCTGTATGAACAGAAGGCATCAGCTTGGTAC

CAGGTTTGTTACCACCCCAAGTGGGTGGATAAATCTCGGGAATTGCAAGAGCCTGTTTGTGCTGAAAATCCCTTAATGTTGAGTTTTGCATGGA

TTGCGGTTGATTACCTTGCTCGAATCAAGATCAAATCTCGTCAAATGGGAGATATTGATTCTACCAAGCCAGTCAACTCTCTAGCAAGGTATCT

TGCTGATAGAATATGA  

 

ภาพที่ 6. ล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน CpRDR6 ในส่วนของ coding sequence ความยาว 3588 คู่เบส 
 
 

MGSEGNMKNTVVTQVSFGGFGRNVTAKELTEFLEEEVGLVWRRRLKTSCTPPDSFPDFRITDMAGVWRSDNYKKV

EPHAFVHFALPKSATRAMEASGRGGLFFKNQLLKASLGPESSFHMNQRRRTMIPFKLVDVGLEIGTLVSPGEFIV

GWRGPSSGIEFLVDPFDRTCKFCFSRDMAFSFRGSVEHAVIKCNFKMEFLVREITEISNYKDSSGFVIMLQLASP

PWLWYRTAGDDVYETVAFDVLDDDDPWIRTTDFTPSGAFGRCNSYRVSISPRYEGKLKNIWEYLQNQRVRVHSLK

WPPSVRDELDFGIPMSDIFSSIHYRKGIEFEILFLVNAVMHKGIFNQYRMTGSFFDLLRSQPKEVNLAALKHIWS

SKCPVFDAYKRLKLVQEWILKNPKVLQRPKQMIDIVEIRRLVITPTKAYRLPPEVELSNRVLRRYNDVSDRFLRV

TFMDEGMQTINLNVLNYYVASIVKDLTSNSAPQKTTVFKRVKTILTNGFNLCGRKYSFLAFSSNQLRDRSAWFFA

EDKNTSVHNITNGRGKFTDRNVAKCAARMGQCFSSTYATIEVPSLEVNFELKEIKRNGYVFSDGIGTISHDLTME

VVEKLKLDMNNPPSAFQIRYAGCKGVVACWPSKGDGIRLSLRPSMNKFTSNHAILEICSWTRFQPGFLNRQIVTL

LSALIVPDEVFWDMMESMIFKLHKMVEDPDVAFEVLLASCSEQGNSAAIMLSAGFNPLTEPHLRGMLASIRAAQL

WGLREKARIFVPSGRWLMGCLDELAVLEQGQCFIQVSGPSLQNCFSKHGSRFSEIQRNLEVVKGFVVIAKNPCLH

PGDIRILEAVDAPDLHHLCDCLVFPQKGDRPHTNEASGSDLDGDLYFVTWDENLVPPSKRSWTPMDYEPADTKTL

THPVSHQDIIGFFAKNMVHENLGAICNAHVVHADRSEYGALDENCILLAELAAIAVDFPKTGKLVTMPSHLKPKI

YPDFMGKEDYRSYKSNKILGRLYRRIKDVYNDDTSNADFVTGDIPYDTDLDKPGSAGFLLDAWAQKCLYDWQLTS

LLGQYKVKREEEIVTGHVWSMPRYTSRKEGELKERLKHSYSVLKKEFRQIFENMHPEFEQLTEDEKNILYEQKAS

AWYQVCYHPKWVDKSRELQEPVCAENPLMLSFAWIAVDYLARIKIKSRQMGDIDSTKPVNSLARYLADRI 

 

ภาพที่ 7. ล าดับอะมิโนเอซิดของยีน CpRDR6 ขนาดความยาว 1194 อะมิโน 
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การเปรียบเทียบล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน CpRDR6 และ CpeIF4E ที่โคลนได้จากอาร์เอ็นเอกับ
ล าดับนิวคลีโอไทด์จากดี เอ็นเอจากมะละกอ พบว่า ยีน CpRDR6 มีส่วนของ coding sequence บน
โครโมโซมยาว 1773 คู่เบส (ภาพที่ 8) และเป็นส่วน active site ของโปรตีน ที่สามารถเพ่ิมปริมาณได้จากดี
เอ็นเอ การทดลองนี้จึงได้ท าการตรวจสอบการกลายของยีน CpRDR6 ตรงส่วนของ active site โดยการเพ่ิม
ปริมาณจากดีเอ็นเอด้วยไพรเมอร์ atRDR6F และ atRDR6R แต่ยีน CpeIF4E มีส่วน coding sequence  
เพียงแค่ 200 คู่เบส และขนาดยีนในส่วนของ coding sequence ทั้งหมดยาวเพียง 711 คู่เบส จึงเพ่ิมปริมาณ
จากอาร์เอ็นเอในการตรวจสอบการกลายของยีน 
 
ACAAAAGCATATCGTCTGCCACCGGAAGTTGAACTTTCCAATAGGGTTCTTAGAAGATATAATGATGTGTCTGATAGATTTTTAAGGGTCACCT

TTATGGATGAAGGTATGCAGACGATTAATTTGAATGTTCTGAACTATTATGTTGCCTCCATAGTGAAGGACCTAACATCAAATTCTGCCCCCCA

AAAAACGACGGTGTTCAAAAGAGTGAAGACTATTCTGACTAATGGGTTTAATTTGTGTGGGCGAAAATATTCTTTTCTAGCCTTTTCATCCAAC

CAATTGAGGGACCGTTCTGCTTGGTTCTTTGCTGAAGACAAGAACACATCCGTCCATAATATCACAAATGGAAGGGGGAAGTTCACTGACCGAA

ACGTTGCCAAGTGTGCTGCAAGGATGGGCCAGTGCTTCTCATCTACCTATGCTACAATAGAAGTTCCATCACTAGAGGTCAATTTTGAGCTTAA

AGAAATCAAGAGAAATGGATATGTCTTCTCTGATGGTATTGGTACTATTTCACATGATCTTACAATGGAAGTTGTGGAGAAACTCAAATTGGAC

ATGAACAACCCACCCTCAGCTTTTCAGATTAGATACGCTGGCTGCAAAGGGGTTGTGGCTTGTTGGCCATCAAAAGGTGATGGAATCAGACTGT

CACTGAGGCCCAGCATGAACAAATTCACGTCTAACCATGCTATCTTGGAGATTTGTTCTTGGACAAGATTTCAGCCTGGTTTCCTGAACAGGCA

GATTGTTACCTTACTTTCAGCGCTAATTGTTCCAGATGAAGTGTTTTGGGACATGATGGAGTCTATGATTTTCAAATTACACAAGATGGTAGAG

GACCCAGATGTTGCATTTGAGGTTCTCCTTGCATCATGTTCTGAACAAGGGAATAGTGCGGCCATAATGTTGAGTGCAGGTTTTAATCCTCTAA

CAGAACCTCATCTGAGAGGCATGTTGGCTTCAATAAGAGCAGCACAGCTTTGGGGCCTCCGGGAGAAGGCAAGGATTTTTGTTCCTTCTGGAAG

GTGGTTGATGGGCTGCTTGGATGAACTGGCAGTACTAGAACAAGGCCAGTGTTTCATCCAGGTCTCCGGTCCATCACTACAAAATTGCTTTTCG

AAACATGGTTCTAGGTTTTCTGAGATCCAAAGAAATCTAGAAGTGGTAAAAGGATTTGTGGTGATAGCGAAGAATCCTTGTCTTCATCCAGGGG

ATATAAGAATTCTCGAAGCTGTTGATGCCCCTGATCTACATCATTTGTGTGATTGCCTTGTTTTCCCCCAGAAAGGTGATAGGCCCCACACAAA

TGAAGCTTCTGGGAGCGACCTTGATGGGGATCTTTATTTTGTCACCTGGGATGAAAATCTTGTTCCACCCAGCAAAAGAAGCTGGACTCCTATG

GATTATGAACCTGCAGATACCAAAACTTTGACACACCCTGTCAGCCATCAGGACATAATAGGATTTTTTGCCAAGAACATGGTACATGAAAACT

TGGGAGCAATTTGCAATGCCCATGTGGTTCATGCTGACAGGAGTGAGTATGGAGCTTTGGACGAGAACTGCATACTCTTGGCAGAATTGGCAGC

TATAGCTGTCGATTTTCCCAAGACTGGGAAACTTGTGACAATGCCTTCTCATTTAAAACCAAAAATCTACCCAGATTTTATGGGAAAAGAGGAT

TATCGATCATATAAATCAAATAAAATTCTGGGAAGGTTGTATCGACGCATAAAAGATGTCTATAATGATGATACTTCCAAT 

ภาพที่ 8. ล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน CpRDR6 ในส่วนของ active site ความยาว 1773 คู่เบส 
  
2. การตรวจสอบการกลายของยีนที่เกี่ยวข้องกับความต้านทานโรคไวรัสจุดวงแหวนมะละกอ 

การตรวจสอบการกลายของยีนที่เกี่ยวข้องกับความต้านทานโรคไวรัสจุดวงแหวนมะละกอได้ท าการ
ตรวจสอบการกลายของยีน CpRDR6 จากดีเอ็นเอ และ CpeIF4E จากอาร์เอ็นเอ ที่สกัดจากใบมะละกอ โดย
แบ่งตัวอย่างมะละกอเป็น 3 กลุ่ม จากตัวอย่างมะละกอทั้งหมด 24 ตัวอย่าง กลุ่มที่ 1 เป็นตัวแทนมะละกอ
พันธุ์อ่อนแอต่อไวรัสจุดวงแหวนมะละกอ จ านวน 3 ตัวอย่าง ได้แก่ พันธุ์ มข.(ธ3)  แขกด าศรีสะเกษ (R1T1) 
และแขกด าศรีสะเกษ (R3T1)  กลุ่มที่ 2 มะละกอพันธุ์ทนทานต่อไวรัสจุดวงแหวนมะละกอที่มีการกลายพันธุ์
ตามธรรมชาติ จ านวน 14 ได้แก่ Florida ต้นตัวผู้, Florida ต้นตัวเมียม ขอนแก่น 80 ต้นที่ 1, ขอนแก่น 80 
ต้นที่  2 , KK80-Florida 67, KK80-Florida 19, KDTP-Florida 4, KDTP-Florida 12 , KDTP-Florida 76 , 
KDTP-Florida 41, KDTP-Florida 47, KDTP-Florida 27, KDTP-Florida 34 และ KDTP-Florida 74 กลุ่ม
ที ่3 มะละกอที่ก่อให้เกิดการกลายพันธุ์ด้วยรังสีแกมมาท่ีผ่านการคัดเลือกจากสถาบันวิจัยพืชสวน กรมวิชาการ
เกษตร 4 ตัวอย่าง ได้แก่ M13-12 ต้น 1, M13-12 ต้น 2, M13-15  และ M13-6 21 นอกจากนี้สถาบันวิจัย
พืชสวนศรีสะเกษได้ท าการทดสอบต้นมะละกอที่ทนทานต่อโรคไวรัสจุดวงแหวนมะละกอในแปลงปลูก พบมี
ต้นมะละกอที่ทนทานต่อโรคไม่แสดงอาการของโรคท้ังที่ต้นบริเวณรอบด้านเป็นโรคหมด จึงได้น ามาตรวจสอบ
การกลายของยีนด้วย จ านวน 3 ต้น ได้แก่ HF33 1/1, HF39 ต้น 1 และ HF39 ต้น 2 (ตารางที่ 1) 
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ตารางที่ 1. ตัวอย่างมะละกอที่ใช้ในการตรวจสอบการกลายของยีน CpRDR6 และ CpeIF4E 
No. ตัวอย่างมะละกอ สถานที่ปลูก กลุ่มตัวอย่างมะละกอ 
01 พันธุ์ มข.(ธ3) ศูนย์วิจัยและพัฒนาการเกษตรขอนแก่น อ่อนแอ 
02 Florida ต้นตัวผู ้ ศูนย์วิจัยและพัฒนาการเกษตรขอนแก่น ทนทาน (ตามธรรมชาติ) 
03 Florida ต้นตัวเมีย ศูนย์วิจัยและพัฒนาการเกษตรขอนแก่น ทนทาน (ตามธรรมชาติ) 
04 ขอนแก่น 80 ต้นที่ 1 ศูนย์วิจัยและพัฒนาการเกษตรขอนแก่น ทนทาน (ตามธรรมชาติ) 
05 ขอนแก่น 80 ต้นที่ 2 ศูนย์วิจัยและพัฒนาการเกษตรขอนแก่น ทนทาน (ตามธรรมชาติ) 
06 แขกด าศรีสะเกษ (R1T1) ศูนย์วิจัยและพัฒนาการเกษตรขอนแก่น อ่อนแอ 
07 แขกด าศรีสะเกษ (R3T1)  ศูนย์วิจัยและพัฒนาการเกษตรขอนแก่น อ่อนแอ 
08 KK80-Florida 67 ศูนย์วิจัยและพัฒนาการเกษตรขอนแก่น ทนทาน (ตามธรรมชาติ) 
09 KK80-Florida 19 ศูนย์วิจัยและพัฒนาการเกษตรขอนแก่น ทนทาน (ตามธรรมชาติ) 
10 KDTP-Florida 4 ศูนย์วิจัยและพัฒนาการเกษตรขอนแก่น ทนทาน (ตามธรรมชาติ) 
11 KDTP-Florida 12 ศูนย์วิจัยและพัฒนาการเกษตรขอนแก่น ทนทาน (ตามธรรมชาติ) 
12 KDTP-Florida 76 ศูนย์วิจัยและพัฒนาการเกษตรขอนแก่น ทนทาน (ตามธรรมชาติ) 
13 KDTP-Florida 41 ศูนย์วิจัยและพัฒนาการเกษตรขอนแก่น ทนทาน (ตามธรรมชาติ) 
14 KDTP-Florida 47 ศูนย์วิจัยและพัฒนาการเกษตรขอนแก่น ทนทาน (ตามธรรมชาติ) 
15 KDTP-Florida 27 ศูนย์วิจัยและพัฒนาการเกษตรขอนแก่น ทนทาน (ตามธรรมชาติ) 
16 KDTP-Florida 34 ศูนย์วิจัยและพัฒนาการเกษตรขอนแก่น ทนทาน (ตามธรรมชาติ) 
17 KDTP-Florida 74 ศูนย์วิจัยและพัฒนาการเกษตรขอนแก่น ทนทาน (ตามธรรมชาติ) 
18 M13-12 ต้น 1 ศูนย์วิจัยพืชสวนศรีสะเกษ ทนทาน (จากการฉายรังสี) 
19 M13-12 ต้น 2 ศูนย์วิจัยพืชสวนศรีสะเกษ ทนทาน (จากการฉายรังสี) 
20 M13-15 ศูนย์วิจัยพืชสวนศรีสะเกษ ทนทาน (จากการฉายรังสี) 
21 M13-6 21 ศูนย์วิจัยพืชสวนศรีสะเกษ ทนทาน (จากการฉายรังสี) 
22 HF33 1/1 ศูนย์วิจัยพืชสวนศรีสะเกษ อยู่ในระหว่างการเก็บข้อมูล 
23 HF39 ต้น 1 ศูนย์วิจัยพืชสวนศรีสะเกษ อยู่ในระหว่างการเก็บข้อมูล 
24 HF39 ต้น 2 ศูนย์วิจัยพืชสวนศรีสะเกษ อยู่ในระหว่างการเก็บข้อมูล 

 
การตรวจสอบการกลายของยีน CpRDR6 จากดีเอ็นเอ ด้วยไพรเมอร์ atRDR6F กับ atRDR6R และ

ยีน CpeIF4E ด้วยไพรเมอร์ eIF4EF กับ eIF4ER จะได้ชิ้นส่วนยีนขนาด 1773 คู่ เบส และ 711 คู่ เบส 
ตามล าดับ (ภาพที่ 9) การเพิ่มปริมาณด้วยวิธีพีซีอาร์ทั้งสองไพรเมอร์พบว่ายังมีการปนเปื้อนการจับกันของไพร
เมอร์ (primer dimer) การส่งวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์ใช้ผลผลิตพีซีอาร์โดยตรง ไม่ได้ท าการโคลนเข้าสู่พีซี
อาร์เวคเตอร์ก่อน จึงจ าเป็นต้องท าผลผลิตพีซีอาร์ให้บริสุทธิ์ก่อนน าส่งวิเคราะห์ล าดับเบส หากไม่บริสุทธิ์จะมี
ผลต่อการวิเคราะห์ อาจท าให้ได้สายนิวคลีโอไทด์สั้นลงหรือไม่ได้เลย  
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ภาพที่ 9. ชิ้นส่วนยีน CpRDR6 จากดีเอ็นเอ และ CpeIF4E จากอาร์เอ็นเอ  ที่เพ่ิมปริมาณได้ด้วยวิธีพีซีอาร์ 
บนเจลอะกาโรส 1 เปอร์เซ็นต์ 

 
การวิเคราะห์การกลายของยีน CpRDR6 และ CpeIF4E จะน าเอาล าดับนิวคลีโอไทด์ทั้งสองด้าน 

(ด้าน Forward และ Reverse) มารวมเข้าด้วยกัน (assembly) ตัดส่วนที่คาดว่าวิเคราะห์ไม่สมบรูณ์ทางด้าน
ปลายทั้งสองด้าน น าล าดับนิวคลีโอไทด์แปลรหัสเป็นล าดับอะมิโนเอซิดด้วยโปรแกรม ExPASy translate 
tool แล้ววิเคราะห์ผลโดยการเปรียบเทียบล าดับนิวคลีโอไทด์และล าดับอะมิโนเอซิดด้วยโปรแกรม Clustal 
Omega พบว่า ยีน CpRDR6 ในตัวอย่าง HF39 ต้น 1 มีล าดับอะมิโนเอซิดที่แตกต่างจากทุกตัวอย่างถึง 36 อะ
มิโน (ภาพที่ 11) ซึ่งน่าสนใจในการน าไปพัฒนาและศึกษาความทนทานต่อโรคไวรัสจุดวงแหวนต่อไป เนื่องจาก
ต้นดังกล่าวไม่ถูกท าลายด้วยไวรัสจุดวงแหวน ในขณะที่ต้นรอบข้างทุกต้นถูกท าลายด้วย ไวรัสรอบด้าน การ
วิเคราะห์ล าดับอะมิโนเอซิดของยีน CpRDR6 ยังพบความแตกต่างของอะมิโนแอซิดที่สัมพันธ์กับตัวอย่างที่
ทนทานต่อไวรัส คือ ล าดับอะมิโน P (proline) ในตัวอย่าง KK80-Florida 67, ขอนแก่น 80 ต้นที่ 2, Florida 
ต้นตัวผู้ และ Florida ต้นตัวเมีย (ภาพที่ 12) ซ่ึงเป็นตัวอย่างต้นที่ทนทานแต่ไม่พบในตัวอย่างต้นที่อ่อนแอเลย 
ส าหรับตัวอย่างอ่ืนพบเป็นล าดับอะมิโน T (Threonine) ความแตกต่างในจุดนี้อาจเกี่ยวข้องกับความต้านทาน
ของมะละกอ ซึ่งจ าเป็นต้องศึกษาต่อไปในอนาคต  ส าหรับยีน CpeIF4E พบความแตกต่างของตัวอย่าง KDTP-
Florida 47 เพียง 1 ต าแหน่ง คือ มีล าดับนิวคลีโอไทด์เป็น A (Adenine) ซึ่งตัวอย่างอ่ืนทุกตัวอย่างเป็น G 
(Guanine) (ภาพที่ 13) ส่งผลให้ล าดับอะมิโนเอซิดเปลี่ยนไปเป็น K (Lycine) จากอะมิโน E (Glutamic acid) 
(ภาพที่ 14) การเปลี่ยนแปลงอะมิโนดังกล่าวอยู่ทางด้าน N-terminal ของโปรตีน อาจไม่มีผลต่อความ
ต้านทานต่อไวรัส เนื่องจากมีรายงานของ Nieto และคณะ (2006) รายงานไว้ว่า eIF4E เป็นปัจจัยที่ท าให้พืช
อ่อนแอและไม่ต้านทานต่อไวรัส ปัจจุบันมีรายงานว่าพืชตระกูลแตงเกิดความต้านทานต่อไวรัส เมื่อ eIF4E มี
การกลายของยีนส่งผลให้ล าดับอะมิโนเปลี่ยนแปลงไป เมื่อถูกเชื้อไวรัส Melon necrotic spot virus (MNSV) 
ที่อยู่ในกลุ่มโพทีไวรัสเข้าท าลาย พืชเกิดความต้านทานต่อไวรัสเมื่ออะมิโนแอซิดต าแหน่งที่ 228 ซึ่งอยู่ทางด้าน 
C-terminal เปลี่ยนไป จากผลการทดลองดังกล่าว  Nieto ได้ท าการทดลองต่อไป พบว่า Translation 
initiation factor 4E และ 4G สามารถกระตุ้นให้เกิดความต้านทานต่อไวรัสได้หลายชนิดในธรรมชาติ จากการ
เกิดการกลายของยีนที่เปลี่ยนอะมิโนแอซิดเพียงจุดเดียว โดยทดสอบกับไวรัสดังต่อไปนี้ Melon necrotic 
spot virus (MNSV) strains Mα5, MNSV strains 264, Cucumber vein yellowing virus (CVYV), 
Cucumber mosaic virus (CMV), Papaya ringspot virus strain W (PRSV-W), Watermelon mosaic 
virus (WMV) และ Zucchini yellow mosaic virus (ZYMV) ด้วยเทคนิค EcoTILLING พบว่า หากอะมิโน
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ต าแหน่ง 228 เปลี่ยนไปเป็น His จะเกิดความต้านทานต่อ CVYV, PRSV, WMV และ ZYMV ส าหรับ CMV 
และ MNSV- Mα5 อะมิโนต าแหน่ง 228 เปลี่ยนไปเป็น Leu จึงเกิดความต้านทาน (Nieto et al., 2007) 
อย่างไรก็ตามการยีน CpeIF4E ในต้นที่ทนทานหรือต้นที่อ่อนแอไม่มีความแตกต่างกันทางด้าน C-terminal 
นั่นหมายความว่าไวรัสสามารถจ าลองตัวเองได้อย่างปกติเมื่อเข้าสู่มะละกอ ซึ่งการยับยั้งการสร้างโปรตีน 
eIF4E ในมะละกอจึงเป็นทางเลือกหนึ่งในการสร้างมะละกอต้านทานต่อไวรัสจุดวงแหวนมะละกอได้ 

 
   
HF39_1          PPGERQGFLFLLESGLMGLLGMNWAVLETRASGFIQGLQSITYKIAFSKHGSRFSEIQRN 

FloridaW        LREKARIFVP-SGRWLMGCLDE-LAVLE-QGQCF-IQVSSPSLQNCFSKHGSRFSEIQRN 

KDSK_R1T2       LREKARIFVP-SGRWLMGCLDE-LAVLE-QGQCF-IQVSSPSLQNCFSKHGSRFSEIQRN 

KK80_1          LREKARIFVP-SGRWLMGCLDE-LAVLE-QGQCF-IQVSSPSLQNCFSKHGSRFSEIQRN 

KDTPFlo41       LREKARIFVP-SGRWLMGCLDE-LAVLE-QGQCF-IQVSSPSLQNCFSKHGSRFSEIQRN 

KDTPFlo47       LREKARIFVP-SGRWLMGCLDE-LAVLE-QGQCF-IQVSSPSLQNCFSKHGSRFSEIQRN 

KDTPFlo27       LREKARIFVP-SGRWLMGCLDE-LAVLE-QGQCF-IQVSSPSLQNCFSKHGSRFSEIQRN 

KDTPFlo74       LREKARIFVP-SGRWLMGCLDE-LAVLE-QGQCF-IQVSSPSLQNCFSKHGSRFSEIQRN 

M13_12_1        LREKARIFVP-SGRWLMGCLDE-LAVLE-QGQCF-IQVSSPSLQNCFSKHGSRFSEIQRN 

HF33_1_1        LREKARIFVP-SGRWLMGCLDE-LAVLE-QGQCF-IQVSSPSLQNCFSKHGSRFSEIQRN 

HF39_2          LREKARIFVP-SGRWLMGCLDE-LAVLE-QGQCF-IQVSSPSLQNCFSKHGSRFSEIQRN 

KK80Flo19       LREKARIFVP-SGRGLMGCLDE-LAVLE-QGQCF-IQVSSPSLQNCFSKHGSRFSEIQRN 

KKU_T3          LREKARIFVP-SGRWLKGCLDE-LAVLE-QGQCF-IQVSSPSLQNCFSKHGSRFSEIQRN 

KDTPFlo04       LREKARIFVP-SGRWLMGCLDE-LAVLE-QGQCF-IQVSSPSLQNCFSKHGSRFSEIQRN 

KDTPFlo76       LREKARIFVP-SGRWLMGCLDE-LAVLE-QGQCF-IQVSSPSLQNCFSKHGSRFSEIQRN 

KDTPFlo734      LREKARIFVP-SGRWLMGCLDE-LAVLE-QGQCF-IQVSSPSLQNCFSKHGSRFSEIQRN 

M13_12_2        LREKARIFVP-SGRWLMGCLDE-LAVLE-QGQCF-IQVSSPSLQNCFSKHGSRFSEIQRN 

KK80Flo67       LREKARIFVP-SGRWLMGCLDE-LAVLE-QGQCF-IQVSSPSLQNCFSKHGSRFSEIQRN 

FloridaM        LREKARIFVP-SGRWLMGCLDE-LAVLE-QGQCF-IQVSSPSLQNCFSNHGSRFSEIQRN 

KK80_2          LREKARIFVP-SGRWLMGCLDE-LAVLE-QGQCF-IQVSSPSLQNCFSKHGSRFSEIQRN 

KDSK_T3R1       LREKARIFVP-SGRWLMGCLDE-LAVLE-QGQCF-IQVSSPSLQNCFSKHGSRFSEIQRN 

KDTPFlo12       LREKARIFVP-SGRWLMGCLDE-LAVLE-QGQCF-IQVSSPSLQNCFSKHGSRFSEIQRN 

                   : : *:      * * *    **** :.. *   :.* : : .**:*********** 

ภาพที่ 11. การเปรียบเทียบอะมิโนเอซิดของยีน CpRDR6 ด้วยโปรแกรม Clustal Omega ที่มีความแตกต่าง
ของล าดับอะมิโนเอซิดเฉพาะตัวอย่าง HF39 ต้น 1 (ในแถบสีแดง) 

 
 

KK80Flo67       SNQLRDRSAWFFAEDKNISVHNFPNWMGKFTDRNVAKCAARMGQCFSSTYATIEVPSLEV 

KDSK_R1T2       SNQLRDRSAWFFAEDKNISVHNITNWMGKFTDRNVAKCAARMGQCFSSTYATIEVPSLEV 

KK80_2          SNQLRDRFAWFFAEDKNISVHNFPNWMGKFTDRNVAKCAARMGQCFSSTYATIEVPSLEV 

FloridaW        SNQLRDRFAWFFAEDKNISVHNIPNWMGKFTDRNVAKCAARMGQCFSSTYATIEVPSLEV 

FloridaM        SNQLRDRSAWFFAEDKNISVHNFPNWMGKFTDRNVAKCAARMGQCFSSTYATIEVPSLEV 

HF39_2          SNQLRDRSAWFFAEDKNISVHNITNWMGKFTDRNVAKCAARMGQCFSSTYATIEVPSLEV 

HF33_1_1        SNQLRDRSAWFFAEDKNISVHNITNWMGKFTDRNVAKCAARMGQCFSSTYATIEVPSLEV 

M13_12_2        SNQLRDRSAWFFAEDKNISVHNITNWMGKFTDRNVAKCAARMGQCFSSTYATIEVPSLEV 

M13_12_1        SNQLRDRSAWFFAEDKNISVHNITNWMGKFTDRNVAKCAARMGQCFSSTYATIEVPSLEV 

KDTPFlo74       SNQLRDRSAWFFAEDKNISVHNITNWMGKFTDRNVAKCAARMGQCFSSTYATIEVPSLEV 

KDTPFlo734      SNQLRDRSAWFFAEDKNISVHNITNWMGKFTDRNVAKCAARMGQCFSSTYATIEVPSLEV 

KDTPFlo27       SNQLRDRSAWFFAEDKNISVHNITNWMGKFTDRNVAKCAARMGQCFSSTYATIEVPSLEV 

KDTPFlo47       SNQLRDRSAWFFAEDKNISVHNITNWMGKFTDRNVAKCAARMGQCFSSTYATIEVPSLEV 

KDTPFlo41       SNQLRDRSAWFFAEDKNISVHNITNWMGKFTDRNVAKCAARMGQCFSSTYATIEVPSLEV 

KDTPFlo76       SNQLRDRSAWFFAEDKNISVHNITNWMGKFTDRNVAKCAARMGQCFSSTYATIEVPSLEV 

KDTPFlo12       SNQLRDRFAWFFAEDKNISVHNFTNWMGKFTDRNVAKCAARMGQCFSSTYATIEVPSLEV 

KDTPFlo04       SNQLRDRSAWFFAEDKNISVHNITNWMGKFTDRNVAKCAARMGQCFSSTYATIEVPSLEV 

KK80Flo19       SNQLRDRSAWFFAEDKNISVHNITNWMGKFTDRNVAKCAARMGQCFSSTYATIEVPSLEV 

KDSK_T3R1       SNQLRDRFAWFFAEDKNISVHNFTNWMGKFTDRNVAKCAARMGQCFSSTYATIEVPSLEV 

KK80_1          SNQLRDRSAWFFAEDKNISVHNITNWMGKFTDRNVAKCAARMGQCFSSTYATIEVPSLEV 

KKU_T3          SNQLRDRSAWFFAEDKNISVHNITNWMGKFTDRNVAKCAARMGQCFSSTYATIEVPSLEV 

M13_6           SNQLRDRSAWFFAEDKNISVHNITNWMGKFTDRNVAKCAARMGQCFSSTYATIEVPSLEV 

                ******* **************  ************************************ 

ภาพที่ 12. การเปรียบเทียบอะมิโนเอซิดของยีน CpRDR6 ด้วยโปรแกรม Clustal Omega ที่มีความแตกต่าง
กันของล าดับอะมิโนเอซิด (ในแถบสีแดง) 
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eIF14      ATGGTAGTAAAAGGAACCCCCAAACTATCATCCACATCCGTCGCGGAAGACAAACCCAAT 

eIF01      ATGGTAGTAGAAGGAACCCCCAAACTATCATCCACATCCGTCGCGGAAGACAAACCCAAT 

eIF02      ATGGTAGTAGAAGGAACCCCCAAACTATCATCCACATCCGTCGCGGAAGACAAACCCAAT 

eIF03      ATGGTAGTAGAAGGAACCCCCAAACTATCATCCACATCCGTCGCGGAAGACAAACCCAAT 

eIF07      ATGGTAGTAGAAGGAACCCCCAAACTATCATCCACATCCGTCGCGGAAGACAAACCCAAT 

eIF11      ATGGTAGTAGAAGGAACCCCCAAACTATCATCCACATCCGTCGCGGAAGACAAACCCAAT 

eIF12      ATGGTAGTAGAAGGAACCCCCAAACTATCATCCACATCCGTCGCGGAAGACAAACCCAAT 

eIF15      ATGGTAGTAGAAGGAACCCCCAAACTATCATCCACATCCGTCGCGGAAGACAAACCCAAT 

eIF16      ATGGTAGTAGAAGGAACCCCCAAACTATCATCCACATCCGTCGCGGAAGACAAACCCAAT 

eIF17      ATGGTAGTAGAAGGAACCCCCAAACTATCATCCACATCCGTCGCGGAAGACAAACCCAAT 

eIF05      ATGGTAGTAGAAGGAACCCCCAAACTATCATCCACATCCGTCGCGGAAGACAAACCCAAT 

eIF08      ATGGTAGTAGAAGGAACCCCCAAACTATCATCCACATCCGTCGCGGAAGACAAACCCAAT 

eIF09      ATGGTAGTAGAAGGAACCCCCAAACTATCATCCACATCCGTCGCGGAAGACAAACCCAAT 

eIF18      ATGGTAGTAGAAGGAACCCCCAAACTATCATCCACATCCGTCGCGGAAGACAAACCCAAT 

eIF24      ATGGTAGTAGAAGGAACCCCCAAACTATCATCCACATCCGTCGCGGAAGACAAACCCAAT 

eIF06      ATGGTAGTAGAAGGAACCCCCAAACTATCATCCACATCCGTCGCGGAAGACAAACCCAAT 

eIF10      ATGGTAGTAGAAGGAACCCCCAAACTATCATCCACATCCGTCGCGGAAGACAAACCCAAT 

eIF23      ATGGTAGTAGAAGGAACCCCCAAACTATCATCCACATCCGTCGCGGAAGACAAACCCAAT 

eIF19      ATGGTAGTAGAAGGAACCCCCAAACTATCATCCACATCCGTCGCGGAAGACAAACCCAAT 

eIF13      ATGGTAGTAGAAGGAACCCCCAAACTATCATCCACATCCGTCGCGGAAGACAAACCCAAT 

eIF04      ATGGTAGTAGAAGGAACCCCCAAACTATCATCCACATCCGTCGCGGAAGACAAACCCAAT 

eIF20      ATGGTAGTAGAAGGAACCCCCAAACTATCATCCACATCCGTCGCGGAAGACAAACCCAAT 

eIF21      ATGGTAGTAGAAGGAACCCCCAAACTATCATCCACATCCGTCGCGGAAGACAAACCCAAT 

eIF22      ATGGTAGTAGAAGGAACCCCCAAACTATCATCCACATCCGTCGCGGAAGACAAACCCAAT 

           ********* ************************************************** 

 
ภาพที่ 13. การเปรียบเทียบนิวคลีโอไทด์ยีน CpeIF4E ด้วยโปรแกรม Clustal Omega ที่มีความแตกต่างกัน

ของล าดับนิวคลีโอไทด์ (ในแถบสีแดง) 
 

eIF23        MVVEGTPKLSSTSVAEDKPNPNTANPNSRPRGDEEDEGPEEGEIVDEDESKRSSAVLLQP 

eIF22        MVVEGTPKLSSTSVAEDKPNPNTANPNSRPRGDEEDEGPEEGEIVDEDESKRSSAVLLQP 

eIF21        MVVEGTPKLSSTSVAEDKPNPNTANPNSRPRGDEEDEGPEEGEIVDEDESKRSSAVLLQP 

eIF20        MVVEGTPKLSSTSVAEDKPNPNTANPNSRPRGDEEDEGPEEGEIVDEDESKRSSAVLLQP 

eIF19        MVVEGTPKLSSTSVAEDKPNPNTANPNSRPRGDEEDEGPEEGEIVDEDESKRSSAVLLQP 

eIF13        MVVEGTPKLSSTSVAEDKPNPNTANPNSRPRGDEEDEGPEEGEIVDEDESKRSSAVLLQP 

eIF10        MVVEGTPKLSSTSVAEDKPNPNTANPNSRPRGDEEDEGPEEGEIVDEDESKRSSAVLLQP 

eIF06        MVVEGTPKLSSTSVAEDKPNPNTANPNSRPRGDEEDEGPEEGEIVDEDESKRSSAVLLQP 

eIF01        MVVEGTPKLSSTSVAEDKPNPNTANPNSRPRGDEEDEGPEEGEIVDEDESKRSSAVLLQP 

eIF02        MVVEGTPKLSSTSVAEDKPNPNTANPNSRPRGDEEDEGPEEGEIVDEDESKRSSAVLLQP 

eIF03        MVVEGTPKLSSTSVAEDKPNPNTANPNSRPRGDEEDEGPEEGEIVDEDESKRSSAVLLQP 

eIF04        MVVEGTPKLSSTSVAEDKPNPNTANPNSRPRGDEEDEGPEEGEIVDEDESKRSSAVLLQP 

eIF05        MVVEGTPKLSSTSVAEDKPNPNTANPNSRPRGDEEDEGPEEGEIVDEDESKRSSAVLLQP 

eIF07        MVVEGTPKLSSTSVAEDKPNPNTANPNSRPRGDEEDEGPEEGEIVDEDESKRSSAVLLQP 

eIF08        MVVEGTPKLSSTSVAEDKPNPNTANPNSRPRGDEEDEGPEEGEIVDEDESKRSSAVLLQP 

eIF09        MVVEGTPKLSSTSVAEDKPNPNTANPNSRPRGDEEDEGPEEGEIVDEDESKRSSAVLLQP 

eIF11        MVVEGTPKLSSTSVAEDKPNPNTANPNSRPRGDEEDEGPEEGEIVDEDESKRSSAVLLQP 

eIF12        MVVEGTPKLSSTSVAEDKPNPNTANPNSRPRGDEEDEGPEEGEIVDEDESKRSSAVLLQP 

eIF14        MVVKGTPKLSSTSVAEDKPNPNTANPNSRPRGDEEDEGPEEGEIVDEDESKRSSAVLLQP 

eIF15        MVVEGTPKLSSTSVAEDKPNPNTANPNSRPRGDEEDEGPEEGEIVDEDESKRSSAVLLQP 

eIF16        MVVEGTPKLSSTSVAEDKPNPNTANPNSRPRGDEEDEGPEEGEIVDEDESKRSSAVLLQP 

eIF17        MVVEGTPKLSSTSVAEDKPNPNTANPNSRPRGDEEDEGPEEGEIVDEDESKRSSAVLLQP 

eIF18        MVVEGTPKLSSTSVAEDKPNPNTANPNSRPRGDEEDEGPEEGEIVDEDESKRSSAVLLQP 

eIF24        MVVEGTPKLSSTSVAEDKPNPNTANPNSRPRGDEEDEGPEEGEIVDEDESKRSSAVLLQP 

             *** ******************************************************** 

 
ภาพที่ 14. การเปรียบเทียบอะมิโนเอซิดของยีน CpeIF4E ด้วยโปรแกรม Clustal Omega ที่มีความแตกต่าง

กันของล าดับอะมิโนเอซิด (ในแถบสีแดง) 
 

สรุปผลการวิจัย 
 

การโคลนยีนที่เกี่ยวข้องกับความต้านทานโรคไวรัสจุดวงแหวนมะละกอ ด้วยไพรเมอร์ที่ออกแบบ
จาก นิวคลีโอไทด์ของยีน eIF4E หมายเลข accession FJ644949.1 และยีน RDR6 หมายเลข accession 
KF668595.1 พบว่ายีน CpeIF4E มีขนาด 711 คู่เบส จาก start codon ถึง stop codon สามารถแปลรหัส
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เป็นอะมิโนแอซิดได้ 236 อะมิโน การเปรียบเทียบกับฐานข้อมูล NCBI พบมีความเหมือนกับ Carica papaya 
eIF4E, Vasconcellea monoica eIF4E และ Manihot esculenta eIF4E ที่  identity 99, 93 และ 85 
เปอร์เซ็นต์ ตามล าดับ ส าหรับล าดับอะมิโนเอซิดมีความเหมือนกับ  Carica papaya,   Vasconcellea 
goudotiana และ Manihot esculenta ที่ identity 99, 92 และ 80 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดับ ในส่วนของยีน 
CpRDR6 มีขนาด 3588 คู่เบส มีความเหมือนกับ Carica papaya RDR6, Morus notabilis RDR6 และ 
Nicotiana glutinosa RDR6 มีค่า identity 100, 75 และ 71 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดับ อะมิโนเอซิดเหมือนกับ 
Carica papaya, Manihot esculenta และ Herrania umbratical ที่เปอร์เซ็นต์ identity 100, 71 และ 
70 ตามล าดับ  

การตรวจสอบการกลายของยีน CpRDR6 จากดีเอ็นเอด้วยไพรเมอร์ atRDR6F กับ atRDR6R 
และยีน CpeIF4E จากอาร์เอ็นเอด้วยไพรเมอร์ eIF4EF กับ eIF4ER จะได้ชิ้นส่วนยีนขนาด 1773 คู่เบส และ 
711 คู่เบส ตามล าดับ การวิเคราะห์ผลโดยการเปรียบเทียบล าดับนิวคลีโอไทด์และล าดับอะมิโนเอซิด  พบว่า 
ยีน CpRDR6 ในตัวอย่าง HF39 ต้น 1 มีล าดับอะมิโนเอซิดที่แตกต่างจากทุกตัวอย่างถึง 36 อะมิโน และพบ
ความแตกต่างของอะมิโนแอซิดที่สัมพันธ์กับตัวอย่างที่ทนทานต่อไวรัส คือ ล าดับอะมิโน P (proline) พบใน
ตัวอย่าง KK80-Florida 67, ขอนแก่น 80 ต้นที่ 2, Florida ต้นตัวผู้ และ Florida ต้นตัวเมีย ซึ่งเป็นตัวอย่าง
ต้นที่ทนทานแต่ไม่พบในตัวอย่างต้นที่อ่อนแอเลย ส าหรับยีน CpeIF4E พบความแตกต่างของตัวอย่าง KDTP-
Florida 47 เพียง 1 ต าแหน่ง คือ มีล าดับนิวคลีโอไทด์เป็น A (Adenine) ซึ่งตัวอย่างอ่ืนทุกตัวอย่างเป็น G 
(Guanine) ส่งผลให้ล าดับอะมิโนเอซิดเปลี่ยนไปเป็น K (Lycine) จากอะมิโน E (Glutamic acid) แต่การ
เปลี่ยนแปลงอะมิโนดังกล่าวอยู่ทางด้าน N-terminal ของโปรตีน อาจไม่มีผลต่อความต้านทานต่อไวรัส 
ส าหรับตัวอย่างอ่ืนพบเป็นล าดับอะมิโน T (Threonine) อย่างไรก็ตามความแตกต่างของล าดับนิวคลีโอไทด์
และล าดับอะมิโนเอซิดที่พบอาจเกี่ยวข้องกับความต้านทานของมะละกอ ซึ่งน่าสนใจและจ าเป็นต้องศึกษา
ต่อไปในอนาคต 
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กิจกรรมที่ 2  
การโคลนยีนและศึกษาการแสดงออกของยีนในสิ่งมีชีวิตต้นแบบ 

 
การทดลองที่ 2.1  

การโคลนยีนและการแสดงออกของยีน N-acetylglutamate synthase 
เพื่อให้ทนต่อสภาวะขาดน  าในพืชต้นแบบ 

Gene Cloning and Gene Expression of N-acetylglutamate synthase 
for Drought Stress in Model Plant 

 
สุภาวดี  ง้อเหรียญ          ภรณี  สว่างศรี          ภุมรินทร์  วณิชชนานันท์ 

อัจฉราพรรณ  ใจเจริญ          สมชาย  หลวงสนาม 
 

ค าส าคัญ 
 

การโคลนยีน (gene cloning), การแสดงออกของยีน (gene expression), สภาวะขาดน้ า 
(drought stress), ก า ร ถ่ า ย ยี น  (gene transfer), ย า สู บ  (Nicotianum tabaccum), NAGS (N-
acetylglutamate synthase), อาร์จินีน (arginine), ออร์นิทีน (ornithine), โพรลีน (proline), วัฏจักรยูเรีย 
(urea cycle) 
 

บทคัดย่อ 
 

  การโคลนยีน N-acetylglutamate synthase (NAGS) ที่ทนต่อสภาวะขาดน้ าในมะเขือเทศ มี
วัตถุประสงค์เพ่ือโคลนยีนและศึกษาการแสดงออกของยีนที่เกี่ยวข้องกับลักษณะการทนต่อสภาวะขาดน้ าในพืช 
ส าหรับน าไปใช้    ในการพัฒนาพันธุ์พืชให้มีศักยภาพในการให้ผลผลิตและสามารถทนต่อสภาวะขาดน้ าในพืช
ได้ โดยยีน NAGS เป็นเอนไซม์หลักในกระบวนการสังเคราะห์สารออร์นิทีน (ornithine) อาร์จินีน (arginine) 
และโพรลีน (proline) ซึ่ง ornithine และ arginine เป็นสารส าคัญในวัฎจักรยูเรีย (urea cycle) เกี่ยวข้องกับ
กระบวนการก าจัดแอมโมเนียส่วนเกินออกจากเซลล์ ส่วน proline ท าหน้าที่เป็นสารออสโมไลท์ช่วยป้องกัน
การเสียสภาพของโปรตีน และโครงสร้างของเซลล์ ท าให้พืชสามารถอยู่รอดได้ภายใต้สภาวะเครียดอันเนื่องจาก
สภาวะขาดน้ า งานวิจัยนี้ได้ท าการโคลนยีน NAGS จากมะเขือเทศ โดยท าการออกแบบไพรเมอร์ในบริเวณที่มี
ความเหมือนของล าดับพันธุกรรมอย่างสูง (conserved region) จากยีน NAGS ในพืชชนิดต่างๆ ที่ค้นหาได้
จากฐานข้อมูล NCBI น าไพรเมอร์ที่ออกแบบได้มาท าปฏิกิริยา PCR กับจีโนมิกดีเอ็นเอของมะเขือเทศ 3 พันธุ์ 
ได้แก่ เชอรี่ ท้อ และสีดา ได้ยีนขนาด 9,345 คู่เบส เมื่อน าข้อมูลที่ได้มาวิเคราะห์โครงสร้างของยีนโดยใช้
โป รแกรม Software GenScan Version 1.0 พบว่า  ยี น  NAGS ที่ ได้ มี ส่ วนประกอบครบทั้ งยีน  ซึ่ ง
ประกอบด้วย ล าดับเบสในส่วนที่มีการแสดงออกของยีน Open Reading Frame (ORF) จ านวน 10 exon, 
ล าดับนิวคลีโอไทด์ต าแหน่ง TATA signal (TATAAA) อยู่ในส่วนของ 5UTR ระหว่างต าแหน่งของล าดับเบสที่ 
112–117, ล าดับนิวคลีโอไทด์ต าแหน่ง PolyA signal (AATAAA) อยู่ในส่วนของ 3UTR ระหว่างต าแหน่งของ
ล าดับเบสที่ 9111–9116 จากนั้นท าการโคลนยีนในส่วนที่มีการแสดงออกของยีน โดยการท าปฏิกิริยา RT–PCR 
กับอาร์เอ็นเอรวมของมะเขือเทศทั้ง 3 พันธุ์ ร่วมกับไพรเมอร์ที่มีความจ าเพาะกับยีน ซึ่งได้เติมต าแหน่งจดจ า
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ของเอนไซม์ตัดจ าเพาะ BamHI และ KpnI เพ่ือบังคับทิศทางของการแปลรหัส สามารถโคลนยีน NAGS มี
ขนาดเท่ากับ 1,812 คู่เบส และถอดรหัสเป็นกรดอะมิโนของยีน  NAGS ได้เท่ากับ 604 amino acids เมื่อน า
ล าดับนิวคลีโอไทด์ที่ได้ไปเปรียบเทียบกับยีนชนิดเดียวกันที่มีรายงานในฐานข้อมูล  GenBank พบว่า ยีน N-
acetylglutamate synthase (NAGS) ที่โคลนได้จากมะเขือเทศมีความเหมือนอย่างสูงกับยีน NAGS ที่พบใน
ม ะ เ ขื อ เท ศ  (Solanum lycopersicum) (FJ543466.1) แ ล ะ  มั น ฝ รั่ ง  (Solanum tuberosum) 
(XM_006350559.2) โดยมีค่า % Max Identities เท่ากับ 99% และ 98% ตามล าดับ จากนั้นท าการสร้างชุด 
cassette ยีน โดยการเชื่อมต่อชิ้นยีน SINAGS เข้ากับ  plant expression vector (pCAMBIA2300) ที่
ประกอบด้วยโปรโมเตอร์ (35SCaMV) และเทอร์มิเนเตอร์ (NOS) ท าหน้าที่เป็นตัวควบคุมการแสดงออกของ
ยีน มียีน NPTII เป็นยีนเครื่องหมายในการคัดเลือก ได้พลาสมิดสายผสม pCAMBIA2300 – SINAGS มีขนาด
ประมาณ 11.5 กิโลเบส สามารถน าชุดยีนดังกล่าวไปศึกษาการแสดงออกของยีนโดยการถ่ายฝากยีนเข้าสู่พืช
ต้นแบบ เพ่ือเป็นข้อมูลส าหรับน าไปพัฒนาพันธุ์พืชเศรษฐกิจที่สนใจ เช่น ข้าวโพด ถั่วเหลือง อ้อย ฯลฯ เพ่ือ
เพ่ิมศักยภาพการทนต่อสภาวะขาดน้ าต่อไปในอนาคต 
 

Abstract 
 

 N-acetylglutamate synthase (NAGS) genes is a major enzyme in ornithine, arginine 
and proline biosynthesis. Ornithine and arginine are important amino acid in urea cycle that 
involved the process of removing excess ammonia from the cells. Proline acts as an 
osmolite preventing against protein degradation and maintaining cell structure. These 
enzymes play a critical role in regulating plant responses in order to survive under abiotic 
stress conditions such as drought and high salinity. In this study, a full-length genomic DNA 
sequences of tomato (Solanum lycopersicum L.) encoding N-acetylglutamate synthase 
(NAGS) have been isolated from tree tomato variety names cherry, tho and seeda via PCR – 
based method. The gene sequence contains a fragment of 9,345 bp, including with 10 
exons, a 1,812 bp complete ORF, plus a TATA signal (TATTTATT) and a polyA signal AATAAA 
motif. SINAGS gene encoding the 604 amino acid polypeptide. The highly conserved region 
of the gene is probable amino-acid acetyltransferase NAGS1 which are also found in dicots 
Solanum lycopersicum (L.) (FJ543466.1) and Solanum tuberosum (L.) (XM_006350559.2) with 
99% and 98% of homology respectively.  A 1 ,812 bp fragment of the SINAGS gene was 
amplified by RT – PCR method with the addition of BamHI and KpnI restriction sites for 
protein translation purpose and then inserted into plant expression vector pCAMBIA2300 
containing 35SCaMV promoter and NOS terminator, nptII as selectable marker with total size 
of 11.5 kb for pCAMBIA2300 – SINAGS over – expression cassette. 

 
บทน า 

 

  สภาวะเครียด (abiotic stress) ได้แก่ สภาวะแห้งแล้ง ดินเค็ม อุณหภูมิต่ าท าให้อากาศหนาวเย็น
หรืออุณหภูมิสูงท าให้อากาศร้อน ที่เกิดจากภาวะภูมิอากาศเปลี่ยนแปลง (Climate Change) หรือ ภาวะโลก
ร้อน (Global Warming) ซึ่งปัจจุบันมีความรุนแรงมากยิ่งขึ้น และเป็นปัญหาส าคัญที่ส่งผลกระทบต่อการด ารง
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อยู่ของสิ่งมีชีวิตทั้งคน สัตว์ และพืช ท าให้ไม่สามารถคาดการณ์ปริมาณน้ าฝนที่ตกในแต่ละปีได้ อาจเกิดสภาวะ
น้ าท่วมฉับพลัน หรือเกิดความแห้งแล้งอย่างรุนแรง ส่งผลกระทบต่อผลผลิตทางการเกษตรอย่างหลีกเลี่ยงไม่ได้ 
การปรับปรุงพันธุ์พืชเพ่ือให้ทนต่อสภาวะเครียดต่างๆ โดยอาศัยวิธีการแบบปกติ (conventional breeding) 
ที่ผ่านมาไม่ประสบผลส าเร็จเท่าที่ควร และต้องอาศัยระยะเวลานานในการคัดเลือกพืชที่มีลักษณะตรงตาม
ต้องการ ปัจจุบันนักวิจัยได้พยายามหาแนวทางการปรับปรุงพันธุ์พืช โดยอาศัยวิธีการทางเทคโนโลยีชีวภาพเข้า
มาช่วยในการพัฒนาพันธุ์พืชกันมากข้ึนทั้งในประเทศ และต่างประเทศ ซึ่งเป็นการศึกษาวิจัยเกี่ยวกับการค้นหา
ยีน การศึกษาหน้าที่และกลไกการท างานของยีนหรือกลุ่มยีน และการแสดงออกของยีนที่ตอบสนองต่อสภาวะ
เครียด โดยการน ายีนและข้อมูลยีนที่ได้มาใช้ในการพัฒนาพันธุ์พืชเพ่ือให้ทนต่อสภาวะเครียด ซึ่งนับว่าเป็นพืช
ทางเลือกหนึ่งในการช่วยลดปัญหาอันเกิดจากภาวะโลกร้อน อีกทั้งยังเป็นการช่วยเร่งรัดกระบวนการปรับปรุง
พันธุ์พืชอีกทางหนึ่งด้วย 
  N-acetylglutamate synthase (NAGS) เป็นเอนไซม์หลักในกระบวนการสังเคราะห์สารออร์นิทีน 
(ornithine) อาร์จินีน (arginine) และโพรลีน (proline) พบได้ทั้งในเซลล์โปรคารีโอต (prokaryotes) และยูคารี
โอต (eukaryotes) โดยเป็นเอนไซม์ที่ช่วยกระตุ้นในปฏิกิริยาการผลิตสาร N-acetylglutamate (NAG) จาก 
glutamate และ acetyl-CoA (Meijer et al., 1985) ซ่ึง ornithine และ arginine เป็นสารที่มีความส าคัญ
ในวัฎจักรยูเรีย (urea cycle) ที่เกี่ยวข้องกับกระบวนการก าจัดแอมโมเนีย (McCudden and Powers-Lee, 
1996; Caldovic et al., 2004) และพบว่าเมื่ออยู่ภายใต้สภาวะเครียดจะท าให้มีปริมาณแอมโมเนียในเซลล์สูง 
จึงจ าเป็นต้องมีการก าจัดแอมโมเนีย โดยการสังเคราะห์ arginine ให้เป็นยูเรีย และขับออกนอกเซลล์ ในส่วน
ของ proline เป็นกรดอะมิโนที่ได้จากวัฏจักรการสังเคราะห์ proline โดยมี ornithine เป็นสารตั้งต้น ซึ่ง 
proline เป็นสารประกอบไนโตรเจนท าหน้าที่เป็นสารออสโมไลท์ช่วยป้องกันการเสียสภาพของโปรตีน และ
โครงสร้างของเซลล์ (Slocum, 2005) L-arginine มีบทบาทส าคัญในกระบวนการเจริญเติบโต และการงอก
ของเมล็ด รวมทั้งการขนส่งสารอาหารผ่านท่อล าเลียงต่างๆ ซึ่งสารชนิดนี้จะพบมากในพืชที่อยู่ในสภาวะเครียด 
โดย ornithine และ citrulline ท าหน้าที่เป็นสารตัวกลางในกระบวนการสังเคราะห์ arginine ส าหรับในพืช 
ornithine เป็นสารที่มีความจ าเป็นในกระบวนการสังเคราะห์ polyamines และ alkaloids (Shargool et 
al., 1988) ส่วน citrulline เป็นหนึ่งในกรดอะมิโนอิสระที่มีความส าคัญ พบสะสมในใบของแตงโมที่อยู่ใน
สภาวะขาดน้ า กรดอะมิโนชนิดนี้จะช่วยให้พืชสามารถทนต่อสภาวะเครียดเนื่องจากการขาดน้ าอย่างรุนแรงได้ 
(Akashi et al., 2001; Yokota et al., 2002) ในปัจจุบันเราสามารถทราบล าดับเบส expressed sequence 
tags (ESTs) ของ NAGS จากพืชหลายชนิด เช่น ข้าวโพด ข้าว ถั่วเหลือง และมะเขือเทศ (Slocum, 2005) 
ส าหรับยีน SINAGS1 ที่แยกได้จากมะเขือเทศ (tomato) นับเป็นยีนที่แยกได้จากพืชเป็นครั้งแรก และท าการ
ถ่ายฝากยีน NAGS ในส่วนที่มีการแสดงออกของยีน open reading frame (ORF) เข้าสู่  Arabidopsis 
thaliana ซึ่งอยู่ภายใต้การควบคุมของ CaMV35S promoter โดยใช้เชื้อ Agrobacterium tumefaciens 
ในการน ายีน SINAGS1 เข้าสู่เซลล์พืช ส่งผลท าให้พืชที่ได้รับการถ่ายยีนนี้มีความสามารถการทนต่อสภาวะ
เครียด เช่น สภาวะความเค็มสูง และสภาวะขาดน้ าได้ดี โดยพบว่ายีน SINAGS1 มีการแสดงออกระดับสูงใน
อวัยวะส่วนที่อยู่เหนือพ้ืนดิน ส่วนในเมล็ดมีการแสดงออกในระดับปกติ แต่ไม่พบในส่วนของราก นอกจากนี้ยัง
พบการแสดงออกของยีนในผลมะเขือเทศระยะที่ผลมีสีแดง และในสภาวะความเข้มข้นของออกซิเจนต่ าพบว่า 
มีการแสดงออกของยีน SINAGS1 เพ่ิมขึ้นในระยะที่ผลของมะเขือเทศมีสีเขียวและเจริญเติบโตเต็มที่ ซึ่ง
สามารถตรวจพบได้ตั้งแต่ชั่วโมงแรกที่มะเขือเทศอยู่ในสภาวะดังกล่าว ส าหรับพืชที่ได้รับการถ่ายยีน SINAGS1 
จะพบการสะสมของ ornithine ระดับสูงในส่วนของใบ เมื่อเปรียบเทียบกับพืชป่า (WT) และการทดสอบ
ความสามารถในการงอกของเมล็ดเมื่ออยู่ภายใต้สภาวะที่มีความเข้มข้นของเกลือ (NaCl) 250 mM พบว่า 
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ความสามารถในการงอกของเมล็ดสูงขึ้น เมื่อเปรียบเทียบกับพืชป่า โดยพืชที่เจริญเติบโตเต็มที่จะสามารถทน
ต่อสภาวะเครียด (สภาวะดินเค็มสูง และสภาวะขาดน้ า) ได้ดีกว่าพืชป่า (Kalamaki et al., 2009)  

ดังนั้น งานวิจัยนี้จึงได้น าเทคนิคทางเทคโนโลยีชีวภาพเข้ามาช่วยในการโคลนยีน และศึกษาการ
แสดงออกของยีนเมื่ออยู่ภายใต้สภาวะขาดน้ า หากสามารถโคลนยีน NAGS ได้ และยีนที่ได้มีการแสดงออกใน
ลักษณะทนทานต่อสภาวะขาดน้ าในพืชต้นแบบ จะเป็นข้อมูลส าคัญที่จะน าไปสู่การประยุกต์ใช้ในกระบวนการ
ปรับปรุงพันธุ์พืชเศรษฐกิจเพื่อให้ทนทานต่อสภาวะขาดน้ าได้ 

 
ระเบียบวิธีการวิจัย 

 
1. การเตรียมตัวอย่างพืช 

ท าการปลูกมะเขือเทศ จ านวน 3 พันธุ์ ได้แก่ พันธุ์เชอรี่, พันธุ์ท้อ และพันธุ์สีดา (บริษัทเจียไต๋) โดย
น าเมล็ดพันธุ์มาปลูกในกระถางที่เตรียมไว้ รดน้ าทุกวัน เมื่ออายุประมาณ 30 วัน น าใบอ่อนมาสกัดดีเอ็นเอเพ่ือ
หาส่วนของยีนทั้งจีโนม และเมื่อมะเขือเทศอายุประมาณ 45 วัน งดให้น้ า น าใบอ่อนมาสกัดอาร์เอ็นเอเพ่ือหา
ส่วนของยีนที่มีการแสดงออก   

 
2. ออกแบบไพรเมอร์ส าหรับเพิ่มปริมาณยีน N-acetylglutamate synthase 
 ท าการศึกษาและค้นหายีนที่เกี่ยวข้องกับลักษณะการทนต่อสภาวะขาดน้ าในมะเขือเทศ ได้แก่ ยีน         
N-acetylglutamate synthase (NAGS) ที่มีรายงานในพืชชนิดต่างๆ จากฐานข้อมูลทางอินเทอร์เน็ต 
(www.ncbi.nim.nih.gov/) น ามาวิเคราะห์ล าดับเบสที่มีความเหมือนกันอย่างสูง (conserve region) โดยใช้
โปรแกรม ClustalW2 Multiple Alignment (European Bioinformatics Institute, UK) ออกแบบไพร
เมอร์ส าหรับเพ่ิมปริมาณยีนคือ GNAGS (forward) และ GNAGS (reverse) ไพรเมอร์ที่ใช้ในการเพ่ิมปริมาณ
ยีนในส่วนที่มีการแสดงออกของยีนคือ CNAGS (forward) CNAGS (reverse) NAGSBamHI (forward) และ 
NAGSKpnI (reverse) ไพรเมอร์ที่ ใช้ ในการตรวจสอบการเชื่ อมต่อของชิ้นยีน  SINAGS เข้ ากับ  Plant 
Expression Vector (pCAMBIA2300) คือ NOS (forward) และ 35SCaMV (reverse) (ตารางที่ 1)  
 
3. การโคลนยีน N-acetylglutamate synthase (NAGS) ในส่วนของยีนที่สมบูรณ์   
 3.1 การสกัดดีเอ็นเอ  

 ตัวอย่างมะเขือเทศที่ใช้ในการทดลอง ได้แก่ เชอรี่ ท้อ และสีดา เมื่ออายุได้ 1 เดือน น ามาสกัดดีเอ็น
เอ โดยใช้ชุดสกัด Genomic DNA Extraction Kit (RBC Bioscience, Taiwan) ตัดใบอ่อนของอ้อยประมาณ 
50–100 กรัม บดในโกร่งพร้อมกับไนโตรเจนเหลวจนเป็นผงแป้ง ย้ายตัวอย่างลงใน Microcentrifuge tube 
ขนาด 1.5 มิลลิลิตร เติม GP1 buffer หรือ GPX1 buffer 400 ไมโครลิตร และ RNase A (10 มิลลิกรัม/
มิลลิลิตร) 5 ไมโครลิตร ผสมโดยการเอียงหลอดไปมาเบาๆ บ่มที่อุณหภูมิ 65C นาน 10 นาที เขย่าทุกๆ 5 
นาที เติม GP2 buffer 100 ไมโครลิตร ผสมโดยการเอียงหลอดไปมาเบาๆ วางตัวอย่างบนน้ าแข็งนาน 3 นาที 
วาง Filter column ลงใน Collection tube ขนาด 2 มิลลิลิตร และย้ายตัวอย่างลงใน Filter column น าไป
ปั่นเหวี่ยงด้วยเครื่อง Centrifuge ที่ความเร็ว 13,000 รอบ/นาที นาน 3 นาที ทิ้ง Filter column และย้ายน้ าใส
ลงใน Microcentrifuge tube ขนาด 1.5 มิลลิลิตร เติม GP3 buffer 750 ไมโครลิตร (1.5 เท่าของสารละลาย 
DNA ที่ ได้) เขย่าส่วนผสมให้ เข้ากัน นาน 5 วินาที วาง GD column ลงใน Collection tube ขนาด 2 
มิลลิลิตร และย้ายตัวอย่างลงใน GD column น าไปปั่นเหวี่ยงด้วยเครื่อง Centrifuge ที่ความเร็ว 13,000 
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รอบ/นาที นาน 2 นาที  ทิ้งน้ าใสใน Collection tube และเก็บ GD column ไว้ (ปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 
13,000 รอบ/นาที อีกครั้ง นาน 2 นาที ทิ้งน้ าใสใน Collection tube เติม W1 buffer 400 ไมโครลิตร ลงใน 
GD column น าไปปั่นเหวี่ยงด้วยเครื่อง Centrifuge ที่ความเร็ว 13,000 รอบ/นาที นาน 30 วินาที เทน้ าใส
ทิ้ง และวาง GD column ลงใน Collection tube อีกครั้ง เติม Wash buffer 600 ไมโครลิตร ลงใน GD 
column น าไปปั่นเหวี่ยงด้วยเครื่อง Centrifuge ที่ความเร็ว 13,000 รอบ/นาที นาน 30 วินาที เทน้ าใสทิ้ง 
และวาง GD column ลงใน Collection tube อีกครั้ง (ปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 13,000 รอบ/นาที อีกครั้ง นาน 
3 นาที เพ่ือให้  Column แห้ง) ย้าย GD column ที่แห้งแล้วลงในหลอด Microcentrifuge ขนาด 1.5 
มิลลิลิตร เติม Preheat Elution buffer 100 ไมโครลิตร ลงตรงกลางของ Column matrix ทิ้งไว้นาน 3 – 5 
นาที จนกระทั่ง Elution buffer ถูกดูดซับโดย matrix ได้มากที่สุด น าไปปั่นเหวี่ยงด้วยเครื่อง Centrifuge ที่
ความเร็ว 13,000 รอบ/นาที นาน 30 วินาที จะได้สารละลายดีเอ็นเอที่มีคุณภาพ เก็บสารละลาย DNA 
(original) ที่ –20C จนกว่าจะน าไปใช้ น าสารละลาย DNA ที่ได้ไปวัดค่าความเข้มข้น (Optical Density : 
OD) โดยใช้เครื่อง spectrophotometer และน ามาเจือจางด้วย TE (Tris-EDTA) buffer หรือน้ า ให้ได้ความ
เข้มข้น 60 นาโนกรัม เพ่ือน าไปท า PCR ต่อไป 

 
 3.2  การสังเคราะห์ดีเอ็นเอ จาก genomic DNA โดยวิธี PCR Amplification  

 น าดีเอ็นเอของมะเขือเทศท่ีสกัดได้ไปเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอส่วนที่ต้องการในหลอดทดลองกับไพรเมอร์ที่
จ าเพาะกับยีน NAGS ที่ออกแบบไว้จ านวน 1 คู่ ได้แก่ GNAGS (forward) และ GNAGS (reverse) ดังแสดงใน
ตารางที่ 1 โดยใช้ LongRange PCR Using Q-Solution (QIAGEN, USA) ในปริมาตรของปฏิกิริยาพอลิเมเรส
ทั้งหมด 50 ไมโครลิตร ประกอบด้วย สารละลายดีเอ็นเอ 40 – 100 นาโนกรัม, 1X LongRange PCR Enzyme 
Mix with Mg2+, 2U LongRange PCR Enzyme Mix, dNTP mix (500 M of each dNTP), 1X Q-
Solution, 0.4 M Gene Specific Primer (forward), 0.4 M Gene Specific Primer (reverse) โดยตั้ ง
โปรแกรมอุณหภูมิ Pre-Denature 93C 3 นาที จ านวน 1 รอบ และตั้งรอบให้เครื่องท างาน 3 ขั้นตอน ดังนี้ 
Denature 93C 15 วินาที , Anneal 60C 30 วินาที , Extend 68C 8 นาที จ านวน 40 รอบ ตามด้วย
ขั้นตอน 72C 7 นาที อีก 1 รอบ หลังจากสิ้นสุดปฏิกิริยาแล้วเก็บตัวอย่างไว้ที่ 4C และตรวจวิเคราะห์ผล โดย
น าผลผลิต PCR ที่ได้มาตรวจสอบขนาดชิ้นดีเอ็นเอด้วย 1% Agarose gel electrophoresis เทียบขนาดแถบดี
เอ็นเอกับดีเอ็นเอมาตรฐาน 1 kb DNA ladder marker (Fermentas, USA) น าไปย้อมเจลด้วยสารละลาย 
ethidium bromide 0.5 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร จากนั้นน าไปตรวจดูแถบดี เอ็นเอด้วยเครื่อง Gel-Doc 
Transluminator (Bio-Rad Laboratories, CA, USA) พร้อมบันทึกภาพ และเก็บตัวอย่างที่เหลือไว้ที่อุณหภูมิ -
20C 

 
 3.3 การโคลนยีน NAGS เข้าสู่เวกเตอร์ 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) จ าก นั้ น ตั ด แ ถ บ ดี เอ็ น เอ บ น เค รื่ อ ง  Dark Reader Transilluminators ใส่ ใน ห ล อ ด 
Microcentrifuge ขนาด 1.5 มิลลิลิตร ชั่งน้ าหนักเจลที่ได้เติม QG Buffer 3 เท่าของน้ าหนักเจล น าไปบ่มที่
อุณหภูมิ 50C นาน 1 ชั่วโมง เขย่าแรงๆ ทุก 2 นาที จนเจลละลายหมด เติม Isopropanol 1 เท่าของ
น้ าหนักเจล ผสมให้เข้ากัน ย้ายสารละลายทั้งหมดใส่ใน Binding Column บ่มทิ้งไว้ 5 นาที น าไปปั่นเหวี่ยงที่
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ความเร็ว 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 วางลงบน
หลอด Microcentrifuge ขนาด 1.5 มิลลิลิตร เติม EB Buffer (อุ่นที่อุณหภูมิ 50 - 60C) 30 ไมโครลิตร บ่ม
ทิ้งไว้ 15 – 30 นาที น าไปปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 12,000 รอบ/นาที นาน 1 นาที ตรวจสอบคุณภาพด้วย 1.5% 
Agarose gel electrophoresis น าดีเอ็นเอที่ได้มาท าปฏิกิริยา ligation โดยใช้ TOPO® XL PCR Cloning 
Kit (Invitrogen, Carlsbad, CA) ในปริมาตรของปฏิกิริยาทั้งหมด 5 ไมโครลิตร ประกอบด้วย Gel-purified 
long PCR product 4 ไมโครลิตร , pCR®-XL-TOPO® vector 1 ไมโครลิตร ผสมปฏิกิริยาให้ เข้ากันบ่ม
ปฏิกิริยาที่อุณหภูมิห้อง 25C เป็นเวลา 5 นาที หลังจากนั้นเติม 6X TOPO Cloning Stop Solution 1 
ไมโครลิตร เพ่ือหยุดปฏิกิริยา ผสมปฏิกิริยาทั้งหมดให้เข้ากันและน าไปปั่นเป็นเวลา 3 - 5 วินาที น าไปวางบน
น้ าแข็งทันที จากนั้นท าการถ่ายฝากยีนเข้าสู่เซลล์แบคทีเรีย E. coli โดยใช้ One Shot® TOP10 chemically 
competent cells น าปฏิกิริยา ligation จ านวน 2 ไมโครลิตร ใส่ลงในหลอดคอมพิเทนต์เซลล์ 50 ไมโครลิตร 
ผสมให้เข้ากัน และแช่บนน้ าแข็งเป็นเวลา 30 นาที น าไป heat – shock ที่อุณหภูมิ 42C เป็นเวลา 30 
วินาที (ไม่ต้องเขย่า) น าไปแช่บนน้ าแข็งทันทีเป็นเวลา 2 นาที เติม Super Optimal broth with Catabolite 
repression (SOC) medium 250 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากัน และน าไปเขย่าที่ความเร็ว 250 รอบต่อนาที ที่
อุณหภูมิ 37C เป็นเวลา 1 ชั่วโมง จากนั้นน าตัวอย่างที่ได้รับการถ่ายยีนเข้าสู่เซลล์แบคทีเรียแล้วไป spread 
บนอาหารแข็ง Luria Bertani (LB) (เตรียม 1 ลิตร : 10 กรัม NaCl, 10 กรัม Tryptone, 5 กรัม Yeast 
extract, 15 กรัม Bacto-Agar, ddH2O) เติมสารปฏิชีวนะ Kanamycin ที่ความเข้มข้น 50 ไมโครกรัม/
มิลลิลิตร บ่มเพลทไว้ที่อุณหภูมิ 37C นานข้ามคืน  
   
 3.4 การสกัดพลาสมิดดีเอ็นเอ และการตรวจสอบการปรากฏของยีน  
 คัดเลือกโคโลนีสีขาวที่มีชิ้น insert ของยีน น ามาเลี้ยงในอาหารเหลว LB ที่เติมสารปฏิชีวนะ 
Kanamycin ที่ความเข้มข้น 50 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร ที่อุณหภูมิ 37C เขย่าที่ความเร็ว 220 รอบ/นาที นาน 
12–16 ชั่วโมง น ามาสกัดพลาสมิดดีเอ็นเอ โดยใช้ GeneJETTM Plasmid Miniprep Kit (Fermentas, USA) 
น าเซลล์ที่เลี้ยงไว้มาปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 12,000 รอบ/นาที นาน 5 นาที เพ่ือตกตะกอนเซลล์ เทอาหารทิ้ง 
ละลายตะกอนเซลล์ด้วย Resuspension Solution  250 ไมโครลิตร เขย่าให้ เซลล์ละลาย 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 าไปปั่นเหวี่ยง
ที่ความเร็ว 12,000 รอบ/นาที นาน 1 นาที เทส่วนใสทิ้ง (ท าซ้ า 2 ครั้ง) ย้าย GeneJETTM spin column วาง
บนหลอด Microcentrifuge ขนาด 1.5 มิลลิลิตร เติม Elution Buffer 50 ไมโครลิตร บ่มทิ้งไว้นาน 15 – 30 
นาที น าไปปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 12,000 รอบ/นาที นาน 1 นาที น าพลาสมิดดีเอ็นเอที่ได้มาตรวจสอบคุณภาพ
ด้วย 1% Agarose gel electrophoresis และเก็บตัวอย่างดีเอ็นเอท่ีได้ไว้ที่อุณหภูมิ -20C 

การตรวจสอบการปรากฏของยีน NAGS โดยน าพลาสมิดดีเอ็นเอที่สกัดได้มาตัดด้วยเอนไซม์ตัด
จ าเพาะ ApaI และ KpnI ในปฏิกิริยาทั้งหมด 20 ไมโครลิตร ประกอบด้วย พลาสมิดดีเอ็นเอ 100 – 200 นาโน
กรัม, 1X FastDigest Buffer, 0.5U FastDigest Enzyme ปรับปริมาตรให้ครบด้วยน้ า ผสมให้เข้ากัน น าไป
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บ่มที่อุณหภูมิ 37C นาน 30 นาที และหยุดปฏิกิริยาที่อุณหภูมิ 80C นาน 5 นาที น ามาตรวจสอบรูปแบบ
ของแถบดีเอ็นเอด้วย 1% Agarose gel electrophoresis 

 
 3.5 การวิเคราะห์ล าดับเบส (DNA Sequencing) 
  น าตัวอย่างพลาสมิดดีเอ็นเอที่มีชิ้นส่วนของยีน NAGS มาเป็นต้นแบบในการวิเคราะห์ล าดับเบส โดย
ใช้สารเคมี ABI PRISM® BigDye® Terminator Cycle Sequencing V3.1 Kit (Perkin-Elmer) ร่วมกับไพร
เมอร์ 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 าปฏิ กิ ริยา cycle sequencing ที่ ได้  เข้ า เครื่ อง 
Thermal Cycler 9700 โดยตั้งรอบปฏิกิริยาดังนี้  Denaturation 96C 10 วินาที, Annealing 50C 5 
วินาที, Extention 60C 4 นาที จ านวน 25 รอบ และ Hold ที่ 4C infinity () หลังจากนั้นท าการล้างสี
ฟลูออเรสเซนต์ส่วนเกิน โดยน าผลผลิตที่ได้ใส่ลงในหลอด Microcentrifuge ขนาด 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 รอบ/นาที นาน 20 นาที เทส่วนใสทิ้ง ล้างตะกอนที่ได้ด้วย 70% Ethanol 300 ไมโครลิตร ผสมให้
เข้ากันโดยกลับหลอดขึ้นลงนาน 5 นาที น าไปหมุนเหวี่ยงที่อุณหภูมิ 0C ความเร็ว 14,000 รอบ/นาที นาน 
10 นาที เทส่วนใสทิ้ง ปล่อยให้ตะกอนแห้งในที่มืด จากนั้นละลายตะกอนด้วย Hidi-formamide 10 
ไมโครลิตร ผสมตัวอย่างให้เข้ากันในหลอด น าไปปั่นให้ดีเอ็นเอตกที่ก้นหลอด น าตัวอย่างใส่หลอด Septa บ่ม
ไว้ที่อุณหภูมิ 95C นาน 2 นาที และแช่ไว้บนน้ าแข็งทันที น าตัวอย่าง load เข้าเครื่อง ABI PRISM® 310 
Genetic Analyzer เพ่ือวิเคราะห์ล าดับเบส จากนั้นน าข้อมูลที่ได้มาวิเคราะห์ค่าต่างๆ ด้วยโปรแกรมส าเร็จรูป
และโปรแกรมบนเครือข่ายอินเทอร์เน็ต  
 
4. การโคลนยีน N-acetylglutamate synthase (NAGS) ในส่วนที่มีการแสดงออกของยีน 
 4.1 การสกัดอาร์เอ็นเอรวม 
  ตัวอย่างมะเขือเทศที่ใช้ในการทดลอง ได้แก่ เชอรี่ ท้อ และสีดา เมื่ออายุได้ 45 วัน งดให้น้ า น ามา
ส กั ด  อ า ร์ เ อ็ น เอ รวม  โด ย ใช้  MasterPureTM Complete DNA and RNA Purification Kit (BIONEER 
Corporation)  ตัดใบอ่อนของข้าวโพดประมาณ 5 มิลลิกรัม บดในโกร่งพร้อมกับไนโตรเจนเหลวจนเป็นผงแป้ง 
ย้ายตัวอย่างลงในหลอดทดลองขนาด 1.5 มิลลิลิตร เติม Tissue and Cell Lysis Solution 300 ไมโครลิตร 
ผสมโดยการเอียงหลอดไปมาเบาๆ บ่มตัวอย่างที่อุณหภูมิ 65C นาน 15 นาที เขย่าทุกๆ 5 นาที วางตัวอย่าง
บนน้ าแข็งนาน 3 – 5 นาที เติม MPC Protein Precipitation Reagent 150 ไมโครลิตร เขย่าส่วนผสมให้เข้า
กัน นาน 10 วินาที น าไปปั่นเหวี่ยงด้วยเครื่อง Centrifuge ที่ความเร็ว 10,000 รอบ/นาที นาน 10 นาที เพ่ือ
ตกตะกอนดีเอ็นเอ ย้ายส่วนใสใส่ในหลอดทดลองขนาด 1.5 มิลลิลิตร เติม Isopropanol 500 ไมโครลิตร กลับ
หลอดไปมา 30 – 40 ครั้ง น าไปปั่นเหวี่ยงด้วยเครื่อง Centrifuge ที่ความเร็ว 10,000 รอบ/นาที อุณหภูมิ 4C 
นาน 10 นาที เทส่วนใสออกให้หมด ละลายตะกอนดีเอ็นเอด้วย DNaseI Solution 200 ไมโครลิตร บ่ม
ตัวอย่างที่อุณหภูมิ 37C นาน 10 – 30 นาที เติม MPC Protein Precipitation Reagent 200 ไมโครลิตร 
เขย่าส่วนผสมให้เข้ากัน นาน 10 วินาที วางตัวอย่างบนน้ าแข็ง นาน 3 – 5 นาที น าไปปั่นเหวี่ยงด้วยเครื่อง 
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Centrifuge ที่ความเร็ว 10,000 รอบ/นาที นาน 10 นาที ย้ายสารละลายอาร์เอ็นเอที่ได้ลงในหลอดทดลอง
ขนาด 1.5 มิลลิลิตร เติม Isopropanol 500 ไมโครลิตร กลับหลอดไปมา 30 – 40 ครั้ง น าไปปั่นเหวี่ยงด้วย
เครื่อง Centrifuge ที่ความเร็ว 10,000 รอบ/นาที อุณหภูมิ 4C นาน 10 นาที เทส่วนใสทิ้ง ล้างตะกอนอาร์
เอ็นเอด้วย 75% Ethanol 300 ไมโครลิตร (ท า 2 ครั้ง) เอา Ethanol ออกให้หมดโดยใช้ไปเปตละลายตะกอน
อาร์เอ็นเอด้วย TE buffer 35 ไมโครลิตร แล้วเติม Script Guard RNase Inhibitor 1 ไมโครลิตร เพ่ือยับยั้ง
ไม่ ให้ อาร์ เอ็น เอถูกย่อย  วัดค่ าความเข้มข้น  (O.D.) ของสารละลายอาร์ เอ็น เอที่ ได้  โดยใช้ เครื่อง 
spectrophotometer เก็บสารละลายอาร์เอ็นเอที่ -80C จนกว่าจะใช้งาน 
 
 4.2 การสังเคราะห์ cDNA จาก total RNA โดยวิธี RT–PCR  
 ท าการสังเคราะห์ cDNA จากอาร์เอ็นเอรวมของมะเขือเทศทั้ง 3 พันธุ์ โดยใช้  SuperScripTM III      
One–Step RT–PCR System with Platinum Taq DNA Polymerase Kit ( Invitrogen, Carlsbad, CA) 
ด้วยวิธี  One–Step RT–PCR ซึ่ งใช้ ไพรเมอร์ที่มีความจ าเพาะกับยีน NAGS คือ CNAGS (forward) และ 
CNAGS (reverse) ในปริมาตรของปฏิกิริยาพอลิเมเรสทั้งหมด 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 าปฏิกิริยาเข้าเครื่อง
เพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรม PCR (Thermal Cycle 9700) โดยตั้งโปรแกรมอุณหภูมิ Pre–Denature 55C 
30 นาที จ านวน 1 รอบ ตามด้วย 94C  2 นาที จ านวน 1 รอบ และตั้งรอบให้เครื่องท างาน 3 ขั้นตอน ดังนี้ 
Denature 94C 15 วินาที, Anneal 60C 30 วินาที, Extend 68C 3 นาที จ านวน 40 รอบ ตามด้วย
ขั้นตอน 68C 5 นาที อีก 1 รอบ หลังจากสิ้นสุดปฏิกิริยาแล้วเก็บตัวอย่างไว้ที่ 4C และน า cDNA ที่
สังเคราะห์ได้มาตรวจสอบคุณภาพด้วย 1% agarose gel electrophoresis และเก็บตัวอย่างไว้ที่อุณหภูมิ -
20C 
  
 4.3 การเชื่อมต่อชิ้นยีน NAGS เข้ากับเวกเตอร์ และการตรวจสอบการปรากฏของยีน  
  4.3.1 การเชื่อมต่อชิ้นยีน NAGS 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 
ย้ายสารละลายทั้งหมดใส่ใน 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 าไปปั่นเหวี่ยง
ที่ความเร็ว 12,000 รอบ/นาที นาน 1 นาที ตรวจสอบคุณภาพด้วย 1.5% Agarose gel electrophoresis 
จากนั้นน ามาท าปฏิกิริยา ligation โดยใช้ TA Cloning Kit (Invitrogen, USA) ในปริมาตรของปฏิกิริยา
ทั้ งหมด 10 ไมโครลิตร ประกอบด้วย Gel-purified PCR product 4 ไมโครลิตร , pCR®2.1 vector 2 
ไมโครลิ ตร, 5X ExpressLink™T4 DNA Ligase Buffer 2 ไมโครลิ ตร, ExpressLink™T4 DNA Ligase 1 
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ไมโครลิตร ปรับปริมาตรให้ครบด้วยน้ า ผสมปฏิกิริยาทั้งหมดให้เข้ากัน น าไปบ่มที่อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 30 
นาที และน าไปบ่มที่อุณหภูมิ 4C นานข้ามคืน จากนั้นท าการถ่ายฝากยีนเข้าสู่เซลล์แบคทีเรีย E. coli สาย
พันธุ์ DH5 โดยน าปฏิกิริยา ligation จ านวน 2 ไมโครลิตร ใส่ลงในหลอดคอมพิเทนต์เซลล์ 50 ไมโครลิตร 
ผสมให้เข้ากัน และแช่บนน้ าแข็งเป็นเวลา 30 นาที น าไป heat – shock ที่อุณหภูมิ 42C เป็นเวลา 30 
วินาที (ไม่ต้องเขย่า) น าไปแช่บนน้ าแข็งทันทีเป็นเวลา 2 นาที เติม S.O.C. medium 250 ไมโครลิตร ผสมให้
เข้ากันและน าไปเขย่าที่ความเร็ว 250 รอบต่อนาที 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 บ่มเพลท
ไว้ที่อุณหภูมิ 37C นานข้ามคืน  
 
  4.3.2 การตรวจสอบการปรากฏของยีน NAGS ในเวกเตอร์ 
  คัดเลือกโคโลนีสีขาวที่มีชิ้นส่วนของยีนสอดแทรกอยู่ น ามาเลี้ยงในอาหารเหลว LB ที่เติมสาร
ปฏิชีวนะ amplicillin ที่ความเข้มข้น 50 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร ที่อุณหภูมิ 37C เขย่าที่ความเร็ว 220 รอบต่อ
นาที  นาน  12–16 ชั่ ว โมง น ามาสกัดพลาสมิดดี เอ็น เอ โดยใช้  GeneJETTM Plasmid Miniprep Kit 
(Fermentas, USA) น าเซลล์ที่ เลี้ยงไว้มาปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว  12,000 รอบต่อนาที นาน 5 นาที เพ่ือ
ตกตะกอนเซลล์ เทอาหารทิ้ง ละลายตะกอนเซลล์ด้วย Resuspension Solution  250 ไมโครลิตร เขย่าให้
เซลล์ละลาย เติม Lysis Solution 250 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากัน โดยกลับหลอดขึ้นลง 4 – 6 ครั้ง เติม 
Neutralization Solution 350 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากัน โดยกลับหลอดขึ้นลง 4 – 6 ครั้ง น าไปปั่นเหวี่ยงที่
ความเร็ว 12,000 รอบ/นาที นาน 5 นาที จากนั้นย้ายสารละลายเซลล์ลงใน GeneJETTM spin column 
น าไปปั่นเหวี่ยงที่ ความเร็ว 12,000 รอบ/นาที  นาน 1 นาที  เทส่วนใสทิ้ ง 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 วางบนหลอดทดลองขนาด 1.5 มิลลิลิตร เติม Elution Buffer 50 
ไมโครลิตร บ่มทิ้งไว้นาน 15 – 30 นาที น าไปปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 12,000 รอบ/นาที นาน 1 นาที น าพลาส
มิดดีเอ็นเอที่ได้มาตรวจสอบคุณภาพด้วย 1% agarose gel electrophoresis และเก็บตัวอย่างดีเอ็นเอที่ได้ไว้
ที่อุณหภูมิ -20C 
  การตรวจสอบการปรากฏของยีน NAGS โดยน าพลาสมิดดีเอ็นเอที่สกัดได้มาตัดด้วยเอนไซม์ตัด
จ าเพาะ KpnI และ NotI ในปฏิกิริยาทั้งหมด 20 ไมโครลิตร ประกอบด้วย พลาสมิดดีเอ็นเอ 100 – 200 นาโน
กรัม, 1X FastDigest Buffer, 0.5U FastDigest Enzyme ปรับปริมาตรให้ครบด้วยน้ า ผสมให้เข้ากัน น าไป
บ่มที่อุณหภูมิ 37C นาน 30 นาที และหยุดปฏิกิริยาที่อุณหภูมิ 80C นาน 5 นาที น ามาตรวจสอบรูปแบบ
ของแถบ  ดีเอ็นเอด้วย 1% agarose gel electrophoresis 

 
 4.5 การวิเคราะห์ล าดับเบส (DNA Sequencing) 

น าตัวอย่างพลาสมิดดีเอ็นเอที่มีชิ้นส่วนของยีน NAGS มาเป็นต้นแบบในการวิเคราะห์ล าดับเบส โดยใช้
สารเคมี 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 นาโน
กรัม, BigDyeTM 2 ไมโครลิตร, Ready Reaction buffer 1 ไมโครลิตร, 5 ไมโครโมล ไพรเมอร์ Forward / 
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Reverse และ ddH2O 3.4 ไมโครลิตร น าปฏิกิริยา cycle sequencing ที่ได้ เข้าเครื่อง Thermal Cycler 
9700 โดยตั้งรอบปฏิกิริยาดังนี้ Denaturation 96C 10 วินาที, Annealing 50C 5 วินาที, Extention 
60C 4 นาที จ านวน 25 รอบ และ Hold ที่ 4C infinity () หลังจากนั้นท าการล้างสีฟลูออเรสเซนต์
ส่วนเกิน โดยน าผลผลิตที่ ได้ ใส่ลงในหลอดทดลองขนาด 1.5 มิลลิลิตร  เติม Solution A (ddH2O 16 
ไมโครลิตร: 95% ethanol 64 ไมโครลิตร) ผสมให้เข้ากัน น าไปไว้ที่อุณหภูมิ 4C นาน 15 นาที ผสมให้เข้า
กันโดยกลับหลอดขึ้นลงทุก 5 นาที น าไปหมุนเหวี่ยงที่อุณหภูมิ 0C ความเร็ว 14,000 รอบต่อนาที นาน 20 
นาที เทส่วนใสทิ้ง ล้างตะกอนที่ได้ด้วย 70% Ethanol 300 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากันโดยกลับหลอดขึ้นลง
นาน 5 นาที น าไปหมุนเหวี่ยงที่อุณหภูมิ 0C ความเร็ว 14,000 รอบ/นาที นาน 10 นาที เทส่วนใสทิ้ง ปล่อย
ให้ตะกอนแห้งในที่มืด จากนั้นละลายตะกอนด้วย Hidi-formamide 10 ไมโครลิตร ผสมตัวอย่างให้เข้ากันใน
หลอด น าไปปั่นให้ดีเอ็นเอตกที่ก้นหลอด น าตัวอย่างใส่หลอด Septa บ่มไว้ที่อุณหภูมิ 95C นาน 2 นาที และ
แช่ไว้บนน้ าแข็งทันที น าตัวอย่าง load เข้าเครื่อง ABI PRISM® 310 Genetic Analyzer เพ่ือวิเคราะห์ล าดับ
เบส จากนั้นน าข้อมูลที่ได้มาวิเคราะห์ค่าต่างๆ ด้วยโปรแกรมส าเร็จรูปและโปรแกรมบนเครือข่ายอินเทอร์เน็ต 
  
5. การสร้างชุด cassette ยีน และการตรวจสอบการปรากฏของยีน SINAGS 
 5.1 การสร้างชุด cassette ยีน 
  5.1.1 การเพ่ิมปริมาณยีน SINAGS จากพลาสมิดดีเอ็นเอของข้าวโพด โดยวิธี PCR 
   น าพลาสมิดดีเอ็นเอที่มียีน SINAGS ไปเพ่ิมปริมาณส่วนที่ต้องการในหลอดทดลองกับไพรเมอร์ที่
จ าเพาะกับยีนคือ NAGSBamHI (forward) และ NAGSKpnI (reverse) ซึ่งได้เติมล าดับเบสที่เป็นต าแหน่ง
จดจ าของเอนไซม์ตัดจ าเพาะ BamHI และ KpnI เพ่ือบังคับทิศทางของการเชื่อมต่อชิ้นยีน โดยใช้ Hot Start 
Taq Master Mix Kit (QIAGEN, USA) ในปริมาตรของปฏิ กิ ริ ยาพอลิ เม เรสทั้ งหมด  50 ไม โครลิ ตร 
ประกอบด้วย สารละลายดี เอ็นเอ 100 นาโนกรัม, 0.5U HotStart Taq Master Mix, 0.4 µM Gene 
Specific Primer (forward), 0.4 µM Gene Specific Primer (reverse) ปรับปริมาตรให้ครบด้วยน้ าโดยตั้ง
โปรแกรมอุณหภูมิ Pre–Denature 93C 15 นาที จ านวน 1 รอบ และตั้งรอบให้เครื่องท างาน 3 ขัน้ตอน ดังนี้ 
Denature 94C    30 วินาที, Anneal 60C 30 วินาที, Extend 68C 1 นาที จ านวน 35 รอบ ตามด้วย
ขั้นตอน 72C 10 นาที อีก 1 รอบ หลังจากสิ้นสุดปฏิกิริยาเก็บตัวอย่างไว้ที่ 4C และตรวจวิเคราะห์ผล โดยน า
ผลผลิต PCR ที่ได้มาตรวจสอบขนาดชิ้นดีเอ็นเอด้วย 1.5% agarose gel electrophoresis น าไปย้อมเจล
ด้วยสารละลาย ethidium bromide 0.5 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร จากนั้นน าไปตรวจดูแถบดีเอ็นเอด้วยเครื่อง 
UV Transiluminators พร้อมบันทึกภาพ 
 
  5.1.2 การเชื่อมต่อชิ้นยีน SINAGS 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 SINAGS ขนาด 1,812 คู่เบส น าแต่ละตัวอย่างมาตัดด้วย
เอนไซม์ตัดจ าเพาะ BamHI และ KpnI โดยในปฏิกิริยาทั้งหมด 50 ไมโครลิตร ประกอบด้วย ดีเอ็นเอของยีน 
SINAGS/พลาสมิดดีเอ็นเอของ pCAMBIA2300 ที่ความเข้มข้นตัวอย่างละ 1 ไมโครกรัม, 1X FastDigest Buffer, 
1U FastDigest enzyme ปรับปริมาตรให้ครบด้วยน้ า ผสมปฏิกิริยาให้เข้ากัน บ่มที่อุณหภูมิ 37C นาน 30 
นาที และน าไปบ่มต่อที่อุณหภูมิ 80C นาน 5 นาที เพ่ือหยุดปฏิกิริยา จากนั้นน ามาแยกด้วย 0.8%  low 
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melting gel แล้วย้อมด้วย Gel Star (Cambrex Bio Science Rockland, Inc) ตัดแถบดีเอ็นเอที่ต้องการบน
เครื่อง Dark Reader Transilluminators และแยกสกัดดีเอ็นเอออกจากเจลโดยใช้ QIAquick Gel Extraction 
Kit (QIAGEN, USA) (ข้อ 3.3.1) จะได้ชิ้นพลาสมิด pCAMBIA2300 และชิ้นยีน SINA3/SINAT3 โดยที่ปลาย
ข้างหนึ่งเป็นต าแหน่งจ าจดของเอนไซม์ตัดจ าเพาะ BamHI และอีกข้างหนึ่งเป็นต าแหน่งของเอนไซม์ KpnI น า
ชิ้นยีน SINAGS เชื่อมต่อเข้ากับ Plant Expression Vector (pCAMBIA2300) เพ่ือสร้างพลาสมิดดีเอ็นเอสาย
ผสมที่สมบูรณ์ ในปฏิกิริยาทั้งหมด 20 ไมโครลิตร ประกอบด้วยชิ้นดีเอ็นเอของยีน SINAGS 200 นาโนกรัม, 
pCAMBIA2300 400 นาโนกรัม, 1X Ligation Buffer, T4 DNA ligase, ปรับปริมาตรด้วยน้ า บ่มที่ อุณหภูมิ 
22C นาน 1 ชั่วโมง และน าไปบ่มต่อที่อุณหภูมิ 65C นาน 10 นาที จากนั้นท าการถ่ายฝากยีนเข้าสู่เซลล์
แบคทีเรีย E. coli สายพันธุ์ DH5 โดยน าปฏิกิริยา ligation จ านวน 5 ไมโครลิตร ใส่ลงในหลอดคอมพิเทนต์
เซลล์ 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 จากนั้นน า
ตัวอย่างไป 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 ไมโครกรัมต่อ
มิลลิลิตร บ่มเพลทไว้ที่อุณหภูมิ 37C นานข้ามคืน  

 
5.2 การตรวจสอบการปรากฏของยีน SINAGS ใน Plant Expression Vector  
 5.2.1 การตรวจสอบการปรากฏของยีน SINAGS 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 

 
 5.2.2 การตรวจสอบการปรากฏของยีน SINAGS ด้วยการใช้เอนไซม์ตัดจ าเพาะ  

 การตรวจสอบการปรากฏของยีน SINAGS ด้วยการใช้เอนไซม์ตัดจ าเพาะ BamHI และ KpnI ใน
ปฏิกิริยา 20 ไมโครลิตร ประกอบด้วย พลาสมิดดีเอ็นเอ 2 ไมโครลิตร, 1X FastDigest buffer, 0.5U 
FastDigest enzyme, ปรับปริมาตรให้ครบด้วยน้ า น าไปบ่มที่อุณหภูมิ 37C นาน 30 นาที และหยุดปฏิกิริยา
ที่ 80C นาน 5 นาที จากนั้นน าไปตรวจสอบขนาดดีเอ็นเอด้วย 1.5% agarose gel electrophoresis เทียบ
ขนาดแถบดีเอ็นเอกับดีเอ็นเอมาตรฐาน 1 kb DNA ladder marker (Fermentas, USA) 
 
ระยะเวลาด าเนินการวิจัย ตุลาคม 2558 – กันยายน 2560 รวม 2 ปี 
สถานทีด่ าเนินการวิจัย ส านักวิจัยพัฒนาเทคโนโลยีชวีภาพ อ.ธัญบุรี จ.ปทุมธานี 
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ผลการวิจัยและอภิปรายผล  
  

1. การโคลนยีน N-acetylglutamate synthase (NAGS) ในส่วนของยีนที่สมบูรณ์  
จากการโคลนยีน N-acetylglutamate synthase (NAGS) ในส่วนของยีนที่สมบูรณ์ โดยท าการ

ออกแบบไพรเมอร์บริเวณที่มีความเหมือนของล าดับพันธุกรรมอย่างสูง (conserved region) ที่มีรายงานใน
พืชชนิดต่างๆ จากฐานข้อมูลทางอินเทอร์เน็ต NCBI สามารถออกแบบไพรเมอร์ที่มีความจ าเพาะกับยีน NAGS 
ได้จ านวน 1 คู่ คือ GNAGS (forward) และ GNAGS (reverse) (ตารางที่ 1) โดยน าไพรเมอร์ที่สังเคราะห์ได้มา
ท าปฏิกิริยา PCR กับจีโนมิกดีเอ็นเอของมะเขือเทศทั้ง 3 พันธุ์ (ภาพที่ 1ก) พบว่า สามารถท าปฏิกิริยาได้แถบดี
เอ็นเอขนาดประมาณ 10 กิโลเบส (ภาพที่ 1ข ) น าดีเอ็นเอของยีน NAGS ที่ได้ไปเชื่อมต่อเข้ากับเวกเตอร์ 
TOPO® XL PCR Cloning Kit และถ่ายฝากยีนเข้าสู่ เซลล์แบคที เรีย One Shot® TOP10 chemically 
competent cells คัดเลือกโคโลนีที่คาดว่ามียีน NAGS น ามาสกัดพลาสมิดดีเอ็นเอ จ านวน 6 โคลน (ภาพที่ 
2ก) และตรวจสอบโคโลนีที่ได้รับการถ่ายยีนโดยการตัดด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะ ApaI และ KpnI พบว่า 
รูปแบบของแถบดีเอ็นเอที่มีชิ้นส่วนของยีน NAGS ที่มี ความถูกต้องจ านวน 2 แถบ คือ ขนาดประมาณ 3.5 
กิโลเบส (vector) และขนาดประมาณ 10 กิโลเบส (ยีน) (ภาพที่ 2ข) น าพลาสมิดดีเอ็นเอโคลนที่มียีน NAGS 
ไปวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์ ด้วยเครื่องวิเคราะห์ล าดับพันธุกรรม ABI PRISM® 310 Genetic Analyzer 
พบว่า ยีน NAGS มีล าดับนิวคลีโอไทด์ เท่ากับ 9,345 คู่เบส (ภาพท่ี 3) 

 
ตารางที่ 1.  แสดงล าดับเบส, Melting temperature (Tm) และ % GC content ของคู่ไพรเมอร์ที่ใช้ในการ

ท าปฏิกิริยา PCR และ RT-PCR กับยีน N-acetylglutamate synthase (NAGS) 
Primer  

name 
Base sequence ( 5'  3' ) 

Size 

(bp) 

Tm 

(C) 

GC 

content 

(%) 

GNAGS_F GTC GAC AGT TAA CCA GTG GCA CTA 

CCG GTT CAT G 

34 65.3 

(60) 

52.9 

GNAGS_R CTA TGG AGC ACA AGA AGG AAC CTT 

AGC TCC AGC 

33 64.0 

(60) 

51.5 

CNAGS_F ATG TCA GCT TCA CCG GCA ACG CCT 

TGT GCT CC 

32 73.6 

(60) 

59.4 

CNAGS_R TTA TGA AAA GGG GTT GTC AAA GCG 

TAT ACC 

30 64.6 

(60) 

40.0 

NAGSBamHI_F CAC GGA TCC ATG TCA GCT TCA CCG  

GCA ACG CCT TGT GC 

38 71.1 

(60) 

60.5 

NAGSKpnI_R CAC GGT ACC TTA TGA AAA GGG GTT  

GTC AAA GCG TAT ACC 

39 64.3 

(60) 

46.2 

35sPromotor_

F 

CAT TTG GAG AGG ACA CGC TGA CAA 

GCT GAC 

30 63.9 

(60) 

53.3 

NOS_R GCC AAA TGT TTG AAC GAT CGG GGA 

AAT TCG 

30 61.9 

(60) 

46.7 
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ภาพที่ 1 ก. แสดงจีโนมิกดีเอ็นเอที่สกัดได้จากมะเขือเทศ, Lane M = ดีเอ็นเอมาตรฐาน 1 Kb DNA Ladder 

(Fermentas), Lane 1 = มะเขือเทศพันธุ์เชอรี่, Lane 2 = มะเขือเทศพันธุ์ท้อ, Lane 3 = 
มะเขือเทศพันธุ์สีดา 

  ข. แสดงแถบดีเอ็นเอของยีน N-acetylglutamate synthase (NAGS) ที่เพ่ิมปริมาณได้จากมะเขือ
เทศ 3 พันธุ์ ร่วมกับคู่ไพรเมอร์ GNAGS (forward) และ GNAGS (reverse) ด้วยเทคนิค PCR, 
Lane M = ดีเอ็นเอมาตรฐาน 1 Kb DNA Ladder (Fermentas), Lane 1 = มะเขือเทศพันธุ์
เชอรี่, Lane 2 = มะเขือเทศพันธุ์ท้อ, Lane 3 = มะเขือเทศพันธุ์สีดา  

 
 

                                        
 
 
ภาพที่ 2 ก. แสดงแถบดีเอ็นเอที่ได้จากการสกัดพลาสมิดโคโลนีสีขาวที่คาดว่ามียีน N-acetylglutamate 

synthase (NAGS), Lane M = ดีเอ็นเอมาตรฐาน 1 Kb DNA Ladder (Fermentas), Lane 1-
2 = พลาสมิดดีเอ็นเอของมะเขือเทศพันธุ์เชอรี่, Lane 3-4 = พลาสมิดดีเอ็นเอของมะเขือเทศ
พันธุ์ท้อ, Lane 5-6 = พลาสมิดดีเอ็นเอของมะเขือเทศพันธุ์สีดา   

  ข. แสดงรูปแบบของพลาสมิดดีเอ็นเอที่ตัดด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะ BamHI และ ApaI, Lane M = ดี
เอ็นเอมาตรฐาน 1 Kb DNA Ladder (Fermentas), Lane 1-2 = รูปแบบดีเอ็นเอของมะเขือเทศ
พันธุ์เชอรี่, Lane 3-4 = รูปแบบดีเอ็นเอของมะเขือเทศพันธุ์ท้อ, Lane 5-6 = รูปแบบดีเอ็นเอ
ของมะเขือเทศพันธุ์สีดา    

ก ข 

ก ข 

bp 

6000      

3000      

1000      

~10 Kb 

bp 

6000      

3000      

1000      

bp 

6000      

3000      

1000      

NAGS Gene 

Vector 

bp 

6000      

3000      

1000      



59 
 
    

   1 gtcgacagtt  aaccagtggc actaccggtt catgtccatt cccgttgccg  gcgaacattt 

                                                               TATAsignal 

  61 cttattcaaa  attctccgat  tccgactccg  actctgactt  cagcaactcc  ctataaattt 

 121 ccaatgtcag  cttcaccggc  aacgccttgt  gctccagtta  ttaaacaatg  taagctacca   

 181 attttcgctc  gcagcgatgt  ttggacaact  ccagttgaaa  atagtttcca  agggaggcga    

 241 aagttgttat  cattaagggt  taatttttcg  aagagattgt  caattaggtg  cggtgtttat  

 301 ggggaaacgg  aaagtgcagc  tggtttttcc  gacgtgagca  gtgcaataaa  agatgactta  

 361 ttcattgggt  tttttcgaga  agcttggcct  tattttcttg  cgcatagagg  aagcactttt   

 421 gttgttttaa tctcagctga aattgttgat agtcctcatt tggatcatct tcttatggca   

 481 tgttcctatt ttaactttgt cttccagtta tctcgtttgg ccatacattt tgaagctaaa 

 541 acttgaaaat atgagtttgc gaagttgtga ttttgggaac ttcaagtttt gtttggacat  

 601 ggattttaat  tgaattgttt  tgtcaagttt  cgcgattgaa  agtgaaattt  ctttcaaaac   

 661 ggcgagtttt  tggaaacttg  taaatgttcg  aagatcagat  ttcatggcca  aatagatatt  

 721 tgaagataaa  ttttcagaaa  ctactggcaa  gatctatggc  caaacgttag  ctcaatgtgt  

 781 ttgttttctt  tttccttttc  tagtagtgac  attccaagtt  tggatttttt  taaataagat  

 841 ttggttggag  attttgtaac  tctgctgttt  aatgtgtgat  ttagggaagt  tataaatttt   

 901 aagagaactt  taactgataa  aaaatttaag  aagattcacg  tagttgaact  gggttagttt   

 961 gggattgagt agtgattgat tgatttttgg taattgtaag ttcattagtt tgttgattta 

1021 tcccactttt  agtaatgcat  gacggtttgt  tttacgcaca aactttgcag  gatatctcgc  

1081 tccttcatgg  cctgggaatc  aagtttgttc  ttgtacccgg aactcatgtc  caaattgata  

1141 ggtttctggc tgaaagaggt cagcaaaatg ttgttgtttt cttttcttgt tcagtttgat 

1201 agtgctagtt  tctagcagct  cgtgtgtttt  cttcactatt  tctgatgctg  atagcaaata  

1261 attgttattc  tcttaatttt  attattcttg  atgatagaca  aaaaatttca  gcttaggctc  

1321 cacttaaatt  aggtcaatat  ttaccaggag  tcttcgtact  tagtgaaaga  cttgtatgtc  

1381 catgttcttt  gagatttagt  taacctcttg  ttttagagaa  ctcgtaatat  aattttaaaa  

1441 acactctgga  gtacttagta  ttggaacgaa  atggagctga  atgtgaattc  agttgattcg  

1501 tatagctggt  gttggctagt  ttgtgattga  tacagagtta  atcaattaat  agttatatca  

1561 gacggagttt  tgatgacttt  tgtcttagct  aaaatattaa  ttttcctcgt  cttgatgttg  

1621 tcatcgtcta  gaaagtgtcc  ctgcgttggt  acatgcatca  tcctattaga  ttaacagaaa  

1681 caatctaagc  atgttttact  gacaaactct  gaagatatta  agctaataaa  gactcagtaa  

1741 agtctaaaag  gtattctgcc  tctaatttcg  ctcgacaatt  gcttgggtct  gctctaaaca  

1801 gtgaaaactt  caggttaaag  cttgatcaac  ttgctaatga  tgagctggag  ctcataacct  

1861 agtaaatagt  ttagatgcaa  gatccttttt  cctattatat  tgattgtaat  gcatttccaa  

1921 aaattgctaa  aattaacatg  gagaaaccca  aagcttcggc  atccattttc  attcatagaa  

1981 agaggaatca  atagcattaa  tggcttgatg  attatgcatt  ttagaataac  caaattttgc  

2041 atggaaagga  gtttaacagt  ctttactatt  caaactcctg  gattttttcc  tttttaatta  

2101 gcaccattat  attatttttc  tttctctaaa  ctacaacttt  atctctatct  taagaagaat  

2161 attctcagaa  gcaagtgatt  tgaaactctt  tcttacagga  agtgagccca  agtatgtagg  

2221 ccgctacaga  gtaacagacc  ctgattcact  gatggctgca  atggatgcag  ctggaagaat  

2281 tcgtcttatg  atagaggcaa  agttgtctcc  ggggccatca  ttgactggtg  tccgccggca  

2341 tggagaaaat  agtcgctggc  atgatggtgt  tagtgttgct  agcggtaatt  ttctagcaat  

2401 gaaggtgaga  atataatgtc  attgcacaat  gtaaatatta  tgaaatatat  ttcattcttt  

2461 taaggtttta  aattttttgc  atcaaatgtc  atttcaatga  caatgaggtt  gacttgggat  

2521 tttcattata  aatttcggca  gagaagagga  gttgtagaag  gaactgatta  tgcagcgact  

2581 ggtgaagtaa  agaagataga  cgtttctcgc  attcgtgaga  gacttgatcg  ggatagcatt  

2641 gtgttattaa gcaatcttgg  atattccagc  tctggagaag  ttttgaactg  caagtatgct  

2701 ttatggtttt tgataggtat ctttgttgtt gttgagcatc attagtcctg catcttgttc  

2761 taagaaaatc  gtcaaaatca  gcgagcaaac  agaatttcag  gaagctatat  actagagtat 

2821 agtgatacat aagacttcac cttagtagtg atcaattttc cggttctacc ctctgtttta 

2881 ataaaactgg taagcttcta ttatcaagtt tcctttaact tatgggacat tctcctttct 

2941 ttcttcaact gcttgacagg cattaagtgc tccttctctc ttcttcttcg cctgcttatt 

3001 cttcttcatc tttttttttt ttgtgaaaac tcgtgcactt ggaagattgc aatacttaaa  
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3061 tctcagtgat aggatcaaaa ctcataagct aaatcaaaag gaagtcttct agtgaaattc  

3121 ttaaaacgaa aaaaggggaa ataactaaca agaatgtgat ttatgcctag ggtgcatgtc 

3181 aactattatc agaagtgtaa aattaattat tgtaaaagaa atatttcttc aggttgatct 

3241 cattttggtc acacttttgg gtttatgttt acttgattga ataggttaca ctcaatttgg 

3301 gtggtttctt atggtaacat tacctatcaa ttattgtctt cacgattcat gtagttttag 

3361 atataattca gacactatca acacggtgat aaggaagtac actaacattc tctgctcttc 

3421 tttcattaca agatagtact aataaaaaaa tattgtgctc gtgcagacac acacacatat 

3481 ttgacattat gactcccatc tattgggggc gatatagatg gacttgtgga gttgaagtta 

3541 gcttaacatc gaactttgaa catatctcta tccctcacca tgagtagaag ccaataattt 

3601 catgatttta tgtgtgtcag tgccctctgc gggaatgcta tttttttaat atcaatctgc 

3661 ttttcttggg aacttagctt gttttaatca gtggtcatgt gtttgcagat attacttcat 

3721 ttcttaatgt gtactagttt ttcatgtttt tacaaaacta tttctagagg ctctagagga 

3781 aaaagtcttt ctacttacaa aaggtagggt aaggctgcgt aacaaaaccc tccccagacc 

3841 ccacttgtag gattacactg gttatgttgt tgtacaaaac tatatctaat taactgggct 

3901 agatgttcag tacaccacat ttttctgaaa ctaccattgt aagtcagctt tttgtgaata 

3961 tgtttaagtg tgtcacagcc ctcgatgtga atgcttatct tttaaatcaa tctactatct 

4021 tgggaactca acttgtatta cacagtcgtc atctgttcat gatcccatgt tgacttatgt 

4081 tagaatagga ataagtattt cttacttaat atagggatta gaataggaac aagaatagga 

4141 attctagttg gaaaaggttt ccaatgtagt gtctataaat agggtcttca tgtaacaata 

4201 gatacgcaat tcaaaagtat tttctccaat atttctcaca agttatgttg agttaattca 

4261 ttttacaatt cctaatgtgt aacatgtttt actttttcct ataagcattt tccgattgat 

4321 taagctatag atgctcagca cacgacattc ccgactcttc aatcatgagt cggtgtttcg 

4381 tggatatgtt ttttctttcc gtctttattt tgccttgagt ttaagattga tagtgtgttt 

4441 tattttattg aagcacatat gaagttgcta cagcttgtgc cttggctcta ggagcagaga 

4501 aactgatttg tattatagat ggtccaattc tggatgagtc tggccgtctt attcgtttct 

4561 tgactcttca agatgctgac atgctggttc gcaaacgagc agaacaaagt gaggcagcag 

4621 ctaattatgt aaaagctgtc  agtcaagagg acttcaattg tttaggtcac aatggttcta  

4681 atggatcaat ctcttcctac aatatgaatg ggtttagcca aaaatacagt gtttttcaga  

4741 atggtgttgg ttttgacaat gggaatgggc tttggtctag tgagcagggt tttgccattg 

4801 gaggacaaga gaggttaagt cgactaaatg gttatctttc agagttagct gcagctgctt 

4861 tcgtgtgcag agtaagatcc tggctgtcta atcactatat ctgcagattt ttcgaagtgt 

4921 ccaaactaga gaataattgt ctatgttatt tacccgaacc ctaaacatac aacagaaaat 

4981 tgcatgtttt ctaaacttga ccgttgatgg ctaaaggggt agaatttgga agttgtcact 

5041 ctttgctgtt aaaacttctt ttataatagc ttgtgcatta gagatatgta tatttacaga 

5101 atagtaacta gtttcatgtt ctcactacat attatggcta tatatggttt gctgtgtcta 

5161 gtaactatca acttttacag tgatctatca tctgatcaaa ttttcatgtc tctactaaat 

5221 tgactcctca tttatcaata tgatatctct attggcttat tggttaaaaa ttttgccaat 

5281 tctgtactcc atttgccatc agggaggtgt tcaacgagtt cacctgctgg atggtactat 

5341 tggtggagtt ttactaaagg aattgttcca aagagatgga gttgggacaa tggtagctag 

5401 gtatgcaaat cttgatgaaa tattgcttgt aatttagtca agacatgttg atattcattt 

5461 ctccacattt acatcatttc ctctttaagt tgatcaatga tattcacttt tccttgtgtt 

5521 tttgaaccgt caaatccatg gtacaaatag ttcactgtca aagcaagtca tgaatgagac 

5581 gacaaaaata taatctacaa ttaacgagct cagttggtta agagtaacaa actgggctaa 

5641 tgtgagccac ctttcaccat tatgattaaa acaccaccaa tgtggagaag aacagctgaa 

5701 attactgtgc tattatttca ttccaaattt gacattttgt ttctttgtgg agaaatccat 

5761 ggcgcaactt acaagattca atcccctagg acacaatttg gtatatgact aattgaagta 

5821 atatccagaa tttcctaaga tgttaaacga gctacttaca ttgccaaaat aaacttagct 

5881 ttacttttac aatattgata tatagaactc cctgagcagt gagaatctac atgtctctgg 

5941 ttgtctgatc gtctccctat atgacattat gtttctcacc acaaaagttc atggtttcgc 

6001 ggtctctagg attaacagtt gtactctcag tcgtataatt acgttaggac atggctaatt  

6061 gatatttgct atctttttta tgactatctt tcgactaaga tgtgcatgaa tctctttttc  

6121 tcagtgatct ttatgaagga acacgaatgg ctcggctgtc agatattccc gagatcaaac  

6181 aattattaca acctctagaa gagtctggaa cattgatcag aaggagcgag gaagaggtta 
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6241 atcttgatgc tttttattat ggaaaaatac ttgctaaatc agcttctatt tggttaatgt  

6301 ttgtatcact tttctttttt cataattatg tgttttttac ttattctagc ttgtggaggc 

6361 actgcattca ttcattgttg tggagagaga aggccatgtt atagcttgtg ctgctctctt 

6421 tccttacttt gaagaaaaat gtggagaggt tgctgctatt gccgtttctc ctgattgtcg 

6481 tggccaagga caaggagaca aattactagg taactctttc tcatagtaaa actaattact 

6541 tcttcgatta taatgcatgt aagcagtttc aggatgttgt gattatttgc atttgtccga 

6601 tgaagttgca aacacgttaa caaaggaaca accttaggtt taaaatattt cgtaaagcct 

6661 ttaatcactt ggattagcaa acagtgcaaa gcataaaata aagacatgat gaatctactt 

6721 accatgaatg acatgttata tatcagaaca ttgtcacaaa tgataatatg ccaccaacat 

6781 aagttgtaag actaagttca gtacctccag taatacctta agatttttta ggaagctcaa 

6841 gcattaaaat gagccaatta tacatactgt atatagcaat ggaatgtgat catttagtat 

6901 ttccccatgt gattatccat tcctccaaac tttccttgta cgtgtggaag aaatttttga 

6961 aagcaaacac ttagatataa aagctcctca actacaccct tacgtgcttt ccctctaaga 

7021 tgtccctcaa cttttgtgtt tctctcatta caacctctac tctctctaat aatcagacac 

7081 agtctagcct ttttccgttc tatgaaaatc catagttcga aatcaactca ccgaaatcat 

7141 tgacatttgt tgaatttctt gaggttattt tctagaatgg aattgatgtg aagagtaagg 

7201 gatgataaaa gctaacaggc taaaatcaac gaaataaatg agaaagcaca aatgaaatat 

7261 tggatcaata ttaagaacat tttactgcaa actagcacta gattgttctc aaccagaatc 

7321 caattttttg cccaccaatg gattttgtct agccataaaa tcaaagaaaa ttctttctcc 

7381 tgtttttttc cccctaatat tcttcttgaa tataaacaat aacaacaatg aaaacaaccg 

7441 tcgtttttac tttttattaa taaacaagaa ctaagacata aaggtttata ggaataagtc 

7501 caagccaaag ctgtgatttt agatcattgt tttttttttt ttttgaggaa gtaacttgta 

7561 ttaccaatag aggagtactc cagaagtagt ccagtaatac ttgcaaaaca aagatcacag 

7621 atttggaata cctttaaacc agaacttgac aattagatgt tacttgggta gcaaatgcaa 

7681 cttattgact cgtattttgt aacaatgttc tcttcaactt gtttgtaaaa attcccaagc  

7741 tccaaacgag gtattccttg aacgccttgg tcttgacacg agttaacggt ccactaaaca  

7801 tctcagaatt gtacacaata ggctgcttag tgtctgtcta tccaggatcg tatcaactta  

7861 tttctcatag ttatgctttg ttggtcttac actttattaa agaatgttgt gtccttaaaa 

7921 gttgagacaa attgttatgt gtttacttct tttctatcta cctaaacaca gttggtgtcc 

7981 ttgaacattt tggtctgatc aaaattctgc acttattatt gcaatagcca ataactttct 

8041 attccaaaaa tgaattgtag attacatcga gaagaaggca tcatcccttg gattgcaaat 

8101 gttgtttctg cttacaactc gcacagctga ttggtacgct ctttccactt tcctgctccc 

8161 tggctaatat atacattgtt cttccaattg gcaaacgaac attgattgcc aaactaaagt 

8221 gcaatggaca atggcagatt actgagtgtc attaaattta ttgcaatatt tatactgaat 

8281 ttgagaatac aagtccttta gtcatttcaa cggggagata aagctaagat gctatgtcaa 

8341 ggtacagaga atcataaagg aaaagaagaa aagagttcct cttgattatt attactactt 

8401 gttttttggg tatgcatgtt gcacgtgtaa ttcatatcaa tgagtataaa attttaaaaa 

8461 tagcataaat atttaaaact gcgtttgagt tataaaatta attcaaaagt ataagctctt 

8521 tgagaagatg gatgttgatc ctatttaact aacccaataa aaaaagctgt cccgtaaaag 

8581 tattcagatg ctttgttata attttgacat gttagttctg catttgcttt acagcacaga 

8641 cagtagcaca atgtgcttac ttgtacatca ttaaatcatg aagttcatgt gatttacttt 

8701 gttaaactca aaatggagca ctaatgaatc taacattttc tcttaagata aagctgccct 

8761 gcaagagtat tcagacacaa gaaacctcat aatcaagcat ttttgtcata gttgcattca 

8821 tataatgttc aaagttgaga ctggattttg tccttgaaca agaaaaatat cattaacaga 

8881 tggtttcttg atttgatatt catgtatgca tttctctcct ttacaggttt gtgaggcgcg 

8941 gtttttctga atgttctatc gaccgtatac cagctcaaaa aaggaaaaag atcaatctct 

9001 ctcgtaggtc aaagtactac atgaagaagc tgctacctga tagaagtggt atacgctttg                                                                              

              PolyA signal 

9061 acaacccctt ttcataagaa caaaaacggg tttctgcgta gtgtctctgc aataaagctt  

9121 ggattaaatg gttaatcctt gttaatctgt gtccattagg tgtaatcata gcaaagaatg 

9181 tataaagcta tgcacctgta aaatctcagg catggtacat tgtctgctct ataatgtagc 

9241 ttatgcttga tttggtcgct aacattcatc tgtcttttac ctttttgggt caaattttta 

9301 gagttaagaa aagctggagc taaggttcct tcttgtgctc  catag 
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เมื่อน าข้อมูลที่ ได้มาวิ เคราะห์ โครงสร้างของยีน โดยใช้โปรแกรม Software GenScan บน
อินเทอร์เน็ต พบว่า ยีน N-acetylglutamate synthase ที่ได้มีส่วนประกอบครบทั้งยีน ซึ่งประกอบด้วย 
ล าดับเบสในส่วนที่มีการแสดงออกของยีน Open Reading Frame (ORF) จ านวน 10 exons (ตารางที่ 2) และ
พบล าดับนิวคลีโอไทด์ต าแหน่ง TATA signal (TATAAA) อยู่ในส่วนของ 5UTR ระหว่างต าแหน่งของล าดับ
เบสที่ 112–117, ล าดับ     นิวคลีโอไทด์ต าแหน่ง PolyA signal (AATAAA) อยู่ในส่วนของ 3UTR ระหว่าง
ต าแหน่งของล าดับเบสที่ 9111–9116 (ภาพที่ 3) 

 
ตารางที่ 2. แสดงล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน N-acetylglutamate synthase (NAGS) ในส่วนของยีนที่มีการ

แสดงออก (exon) บนอินเทอร์เน็ตโปรแกรม www.genes.mit.edu/GENSCAN.html  
  

 
 
2. การโคลนยีน N-acetylglutamate synthase (NAGS) ในส่วนที่มีการแสดงออก 

ท าการโคลนยีน NAGS ในส่วนที่มีการแสดงออก โดยน าข้อมูลล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน NAGS ทั้ง
จีโนมที่วิเคราะห์ได้ มาออกแบบไพรเมอร์ที่มีความจ าเพาะกับยีนในส่วนของยีนที่มีการแสดงออก  ซึ่งได้เติม
ล าดับเบสที่เป็นต าแหน่งจดจ าของเอนไซม์ตัดจ าเพาะ BamHI และ KpnI เพ่ือบังคับทิศทางของการแปลรหัส 
คือ NAGSBamHI (forward) และ NAGSKpnI (reverse) (ตารางที่ 1) โดยน าไพรเมอร์ที่สังเคราะห์ไว้มาท า
ปฏิกิริยา RT-PCR กับอาร์เอ็นเอรวมของมะเขือเทศทั้ง 3 พันธุ์ (ภาพที่ 4ก) พบว่า สามารถท าปฏิกิริยาได้แถบ
ดีเอ็นเอขนาดประมาณ 1.8 กิโลเบส (ภาพท่ี 4ข) น าแถบดีเอ็นเอท่ีได้ไปเชื่อมต่อเข้ากับเวกเตอร์ T&A Cloning 
Vector และถ่ายฝากยีนเข้าสู่เซลล์แบคทีเรียสายพันธุ์ DH5 ท าการคัดเลือกโคโลนีสีขาวน ามาสกัดพลาสมิดดี
เอ็นเอ (ภาพที่ 5ก) และตรวจสอบโคโลนีที่มีชิ้นส่วนของยีน NAGS โดยการตัดด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะ KpnI 
และ NotI พบรูปแบบของแถบดีเอ็นเอที่มีความถูกต้องจ านวน 2 แถบ ได้แก่ ขนาดประมาณ 2.7 กิโลเบส เป็น
ขนาดของเวกเตอร์ (Vector) และ 1.8 กิโลเบส เป็นขนาดของยีน (NAGS Gene) ตามล าดับ (ภาพที่ 5ข) 
จากนั้นน าพลาสมิดดีเอ็นเอที่มีชิ้นส่วนของยีนไปวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์ ด้วยเครื่องวิเคราะห์ล าดับ
พันธุกรรม ABI PRISM® 310 Genetic Analyzer พบว่า ยีน NAGS ล าดับนิวคลีโอไทด์ เท่ากับ 1,812 คู่เบส 
สามารถถอดรหัสเป็นกรดอะมิโนของยีน    N-acetylglutamate synthase (NAGS) โดยใช้โปรแกรม 

http://www.genes.mit.edu/GENSCAN.html
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ExPASy Bioinformatics Resource Portal บนอินเทอร์เน็ต จ านวน 604  amino acid และอยู่ภายใน 
Open reading frame ระหว่างต าแหน่งของล าดับดับเบสที่ 1 – 1,812 (ภาพที่ 6) เมื่อน าล าดับนิวคลีโอไทด์
ที่ได้ไปเปรียบเทียบกับยีนชนิดเดียวกันที่มีรายงานในฐานข้อมูล GenBank พบว่า ยีนที่ได้มีความเหมือนอย่างสูง
กั บ ยี น  N-acetylglutamate synthase (NAGS) ที่ พ บ ใน ม ะ เขื อ เท ศ  (Solanum lycopersicum) 
(FJ543466.1) และ มันฝรั่ง (Solanum tuberosum) (XM_006350559.2) โดยมีค่า % Max Identities 
เท่ากับ 99% และ 98% ตามล าดับ (ตารางท่ี 3) 

 

                                          
 
ภาพที่ 4 ก. แสดงอาร์เอ็นเอรวมที่สกัดได้จากมะเขือเทศ, Lane M = ดีเอ็นเอมาตรฐาน 1 Kb DNA Ladder 

(Fermentas), Lane 1 = มะเขือเทศพันธุ์ เชอรี่ , Lane 2 = มะเขือเทศพันธุ์ท้อ, Lane 3 = 
มะเขือเทศพันธุ์สีดา 

  ข. แสดงแถบดีเอ็นเอของยีน N-acetylglutamate synthase (NAGS) ที่ เพ่ิมปริมาณได้จาก
มะเขือเทศ 3 พันธุ์ ร่วมกับคู่ไพรเมอร์ GNAGS (forward) และ GNAGS (reverse) ด้วยเทคนิค 
RT-PCR, Lane M = ดีเอ็นเอมาตรฐาน 1 Kb DNA Ladder (Fermentas), Lane 1 = มะเขือ
เทศพันธุ์เชอรี่, Lane 2 = มะเขือเทศพันธุ์ท้อ, Lane 3 = มะเขือเทศพันธุ์สีดา            

                                          
 
ภาพที่ 5 ก. แสดงแถบดี เอ็นเอที่ ได้จากการสกัดพลาสมิดโคโลนีสีขาวที่มียีน  N-acetylglutamate 

synthase (NAGS), Lane M = ดีเอ็นเอมาตรฐาน 1 Kb DNA Ladder (Fermentas), Lane 1-
2 = พลาสมิด ดีเอ็นเอมะเขือเทศพันธุ์เชอรี่, Lane 3-4 = พลาสมิดดีเอ็นเอมะเขือเทศพันธุ์ท้อ, 
Lane 5-6 = พลาสมิดดีเอ็นเอมะเขือเทศพันธุ์สีดา      

  ข. แสดงรูปแบบของพลาสมิดดีเอ็นเอที่ตัดด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะ KpnI และ NotI, Lane M = ดี
เอ็นเอมาตรฐาน 1 Kb DNA Ladder (Fermentas), Lane 1-2 = รูปแบบดีเอ็นเอมะเขือเทศ
พันธุ์เชอรี่, Lane 3-4 = รูปแบบดีเอ็นเอมะเขือเทศพันธุ์ท้อ, Lane 5-6 = รูปแบบดีเอ็นเอมะเขือ
เทศพันธุ์สีดา 
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ภาพที่ 6. แสดงล าดับนิวคลีโอไทด์และล าดับกรดอะมิโนของยีน N-acetylglutamate synthase (NAGS) ใน

ส่วนที่มีการแสดงออก 
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ตารางที่ 3. การเปรียบเทียบล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน N-acetylglutamate synthase (NAGS) ที่โคลนได้
จากมะเขือเทศพันธุ์สีดากับยีนชนิดเดียวกันที่มีรายงานในฐานข้อมูล GenBank บนอินเทอร์เน็ต
โปรแกรม www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST  

 
Description Max 

score 
Total 
score 

Query 
cover 

E 
value 

Identities Accession 

Solanum lycopersicum 
N-acetylglutamate 
synthase mRNA, 
complete cds  

3263 3263 100% 0.0 99% FJ543466.1 

Solanum tuberosum 
probable amino-acid 
acetyltransferase 
NAGS1, chloroplastic 
(LOC102598178),transcr
ipt variant X2, mRNA  

3092 3092 100% 0.0 98% XM006350559.
2 

Solanum torvum N-
acetylglutamate 
synthase (NAGS) mRNA, 
complete cds  

2771 2771 100% 0.0 94% JN812058.1 

Nicotiana tabacum 
probable amino-acid 
acetyltransferase 
NAGS1, chloroplastic 
(LOC107774310),transcr
ipt variant X3, mRNA  

2486 2486 94% 0.0 92% XM016593808.
1 

Nicotiana sylvestris 
probable amino-acid 
acetyltransferase 
NAGS1, chloroplastic 
(LOC104246911),transcr
ipt variant X2, mRNA  

2486 2486 94% 0.0 92% XM009802820.
1 

Capsicum annuum  
probable amino-acid 
acetyltransferase 
NAGS1, chloroplastic 
(LOC107868013),transcr
ipt variant X1, mRNA  

2360 2360 85% 0.0 94% XM016714550.
1 
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เมื่อน าข้อมูลยีน N-acetylglutamate synthase (NAGS) จากมะเขือเทศมาศึกษาความสัมพันธ์กับยีน 
NAGS ในพืชชนิ ดต่ างๆ ที่ มี รายงานในฐานข้ อมูล GenBank (www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/treeview/ 
treeView.cgi) พ บ ว่ า  ยี น  NAGS ที่ สั ง เค ร าะห์ ได้ จ าก ม ะ เขื อ เท ศ  (Solanum lycopersicum L.) มี
ความสัมพันธ์อย่างใกล้ชิดกับพืชกลุ่มใบเลี้ยงคู่ ได้แก่ มันฝรั่ง (solanum tuberosum L.) และ มะเขือพวง 
(Solanum torvum L.) มากกว่าพืชกลุ่มใบเลี้ยงคู่ ได้แก่ งา (Sesamum indicum L.) และ องุ่น (Vitis vinifera 
L.) (ภาพท่ี 7) 

 

 
 

ภาพที่ 7. แสดงความสัมพันธ์ระหว่างยีน N-acetylglutamate synthase (NAGS) ที่โคลนได้จากมะเขือเทศ
เปรียบ เที ยบกับ พื ชชนิ ดต่ างๆ โดยใช้ โปรแกรม www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/treeview/ 
treeView.cgi  

 
3. การสร้างชุด cassette ยีน และการตรวจสอบการปรากฏของยีน SINAGS ใน Plant Expression 
Vector 

 น าชิ้นยีน SINAGS ที่สังเคราะห์ได้ มีขนาด 1,812 คู่เบส มาเชื่อมต่อเข้ากับ  Plant Expression 
Vector (pCAMBIA2300) (ภาพที่ 8) ขนาดประมาณ 9,640 คู่เบส ซึ่งผ่านการท า double digestion ด้วย
เอน ไซ ม์ ตั ด จ า เพ าะ  BamHI แล ะ  KpnI (ภ าพ ที่  9ก  แล ะ  9ข ) โด ยที่  Plant Expression Vector 
(pCAMBIA2300) ประกอบด้วยโปรโมเตอร์ (35SCaMV) และเทอร์มิเนเตอร์ (NOS) เป็นตัวควบคุมการ
แสดงออกของยีน และมียีน NPTII (kanamycin) เป็นยีนคัดเลือก จากนั้นตรวจสอบการปรากฏของยีน 
SINAGS ซึ่งมีด้วยกัน 2 วิธี วิธีแรกคือ การตรวจสอบด้วยเทคนิค PCR โดยใช้ไพรเมอร์ NOS (forward) และ 
35SCaMV (reverse) พบว่า สามารถท าปฏิกิริยาได้แถบดีเอ็นเอของยีน SINAGS ขนาดประมาณ 1.8 กิโลเบส 
(ภาพที่ 10ก) และวิธีที่สองคือ การใช้เอนไซม์ตัดจ าเพาะ BamHI และ KpnI พบรูปแบบของแถบดีเอ็นเอที่
ถูกต้องจ านวน 2 แถบ ได้แก่ ขนาด 1.8 และ 9.6 กิโลเบส ตามล าดับ (ภาพที่ 10ข) โดยโครงสร้างของพ
ลาสมิดสายผสมที่มีความสมบูรณ์สามารถเชื่อมต่อชิ้นยีน SINAGS เข้ากับ Plant Expression Vector 
(pCAMBIA2300 – SINAGS) จะมีขนาดประมาณ 11.5 กิโลเบส (ภาพที่ 11) 

SlNAGS 
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ภาพที่ 8. แผนที่ของ Plant Expression Vector (pCAMBIA2300) และต าแหน่งในการเชื่อมต่อชิ้นยีน          

N-acetylglutamate synthase (NAGS) 
 

 

                                                                 
 
 
ภาพที่ 9 ก. แสดงแถบดีเอ็นเอของ Plant Expression Vector (pCAMBIA2300) ที่ตัดด้วยเอนไซม์ตัด

จ าเพาะ BamHI และ KpnI, Lane M = ดีเอ็นเอมาตรฐาน 1 Kb DNA Ladder (Fermentas), 
Lane 1 =แถบดีเอ็นเอของ pCAMBIA2300, Lane 2 = แถบดีเอ็นเอของ pCAMBIA2300 ที่ตัด
ด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะ BamHI และ KpnI 

 ข. แสดงแถบดีเอ็นเอของยีน NAGS ที่ตัดด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะ BamHI และ KpnI, Lane M =       
ดีเอ็นเอมาตรฐาน 1 Kb DNA Ladder (Fermentas), Lane 1 = แถบดีเอ็นเอของมะเขือเทศพันธุ์
เชอรี่, Lane 2 = แถบดีเอ็นเอของมะเขือเทศพันธุ์ท้อ, Lane 3 = แถบดีเอ็นเอของมะเขือเทศ
พันธุ์สีดา 

 

bp 

6000      

3000      

1000      

ก ข 

bp 

6000      

3000      

1000      
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ภาพที่ 10 ก.  แสดงแถบดีเอ็นเอที่ ได้จากการท าปฏิกิริยา PCR กับโคโลนีที่คาดว่ามีพลาสมิดสายผสม 

pCAMBIA2300 – SINAGS โดยใช้ไพรเมอร์ NOS (forward) และ 35SCaMV (reverse),,  Lane 
M = ดีเอ็นเอมาตรฐาน 1 Kb DNA Ladder (Fermentas), Lane 1-3 = แถบดีเอ็นเอของมะเขือ
เทศพันธุ์เชอรี่, Lane 4-6 = แถบดีเอ็นเอของมะเขือเทศพันธุ์ท้อ, Lane 7-9 = แถบดีเอ็นเอของ
มะเขือเทศพันธุ์สีดา 

   ข. แสดงรูปแบบแถบดีเอ็นเอที่ ได้จากการตัดพลาสมิดดีเอ็นเอสายผสม pCAMBIA2300 – 
SINAGS ด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะ BamHI และ KpnI, Lane M = ดีเอ็นเอมาตรฐาน 1 Kb 
DNA Ladder (Fermentas), Lane 1 = รูปแบบแถบดีเอ็นเอของมะเขือเทศพันธุ์เชอรี่, Lane 2 
= รูปแบบแถบ    ดีเอ็นเอของมะเขือเทศพันธุ์ท้อ, Lane 3 = รูปแบบแถบดีเอ็นเอของมะเขือเทศ
พันธุ์สีดา  

  
    

  
 

ภาพที่ 11. แสดงโครงสร้างพลาสมิดสายผสม pCAMBIA2300 – SINAGS 
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สรุปผลการวิจัย 
 

การโคลนยีน N-acetylglutamate synthase (NAGS) ในส่วนของยีนทั้งจีโนมจากจีโนมิกดีเอ็นเอ
ของมะเขือเทศ จ านวน 3 พันธุ์ ได้แก่ เชอรี่ ท้อ และสีดา พบว่า ยีนที่เพ่ิมปริมาณได้มีขนาด 9,345 คู่เบส เมื่อ
น าไปวิเคราะห์โครงสร้างของยีนด้วยโปรแกรม Software GenScan บนอินเทอร์เน็ต พบว่า ยีน SINAGS มี
ส่วน ประกอบครบทั้งยีน ซึ่งประกอบด้วย ล าดับเบสในส่วนที่มีการแสดงออกของยีน Open Reading Frame 
(ORF) จ านวน 10 exons 

การโคลนยีน NAGS ในส่วนของยีนที่มีการแสดงออกจากอาร์เอ็นเอรวมของมะเขือเทศทั้ง 3 พันธุ์ 
ด้วยเทคนิค RT-PCR โดยน าข้อมูลยีนที่ได้มาออกแบบไพรเมอร์ในส่วนของยีนที่มีการแสดงออกทางปลาย 5’ 
และ 3’ พบว่า ยีนที่สังเคราะห์ได้มีขนาด 1,812 คู่เบส และสามารถถอดรหัสเป็นกรดอะมิโนในส่วนที่มีการ
แสดงออกของยีน (ORF) ของยีน NAGS จ านวน 604 amino acid เมื่อน าล าดับนิวคลีโอไทด์ที่ ได้ ไป
เปรียบเทียบกับยีนชนิดเดียวกันที่มีรายงานในฐานข้อมูล GenBank พบว่า ยีนที่ได้มีความเหมือนอย่างสูงกับ
ยีน N-acetylglutamate synthase (NAGS) ที่พบในมะเขือเทศ (Solanum lycopersicum) (FJ543466.1) 
และ มันฝรั่ง (Solanum tuberosum) (XM_006350559.2) โดยมีค่า % Max Identities เท่ากับ 99% และ 
98% ตามล าดับ 

การสร้างพลาสมิดสายผสม โดยการเชื่อมต่อชิ้นยีน SINAGS เข้ากับ Plant Expression Vector 
(pCAMBIA2300) ภายใต้การควบคุมของโปรโมเตอร์ 35SCaMV และเทอร์มิเนเตอร์ NOS ได้พลาสมิดดีเอ็นเอ
สายผสม pCAMBIA2300– SINAGS มีขนาดประมาณ 11.5 กิโลเบส ตรวจสอบผลการปรากฏของยีน SINAGS      
โดยการตัดด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะ และเทคนิค PCR พบว่า สามารถสร้างพลาสมิดดีเอ็นเอสายผสมที่มีความ
สมบู รณ์  ได้จ านวน 9 โคลน ซึ่ งยีนชุดยีน pCAMBIA2300 – SINAGS ที่ โคลนได้สามารถน าไปใช้ ใน
กระบวนการปรับปรุงพันธุ์พืช เพ่ือเพ่ิมศักยภาพในการให้ผลผลิตและสามารถทนทานต่อสภาวะขาดน้ าได้ อีก
ทั้งยังเป็นพืชทางเลือกในการเร่งรัดกระบวนการปรับปรุงพันธุ์พืชในอนาคตได้  
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การทดลองที่ 2.2 
การโคลน ถ่ายฝากและศึกษายีน GmPR1 เพื่อความต้านทานโรคในพืชต้นแบบ  

Arabidopsis thaliana ส าหรับเตรียมการถ่ายฝากสู่ถั่วเหลือง 
Cloning, Expressing and Studying of GmPR1 Gene in Arabidopsis thaliana  

 
จีราพร แก่นทรัพย์     ขนิษฐา วงศ์วัฒนารัตน์     ประสาน สืบสุข     กุหลาบ คงทอง 

 
ค าส าคัญ 

ถั่ ว เหลื อง (Glycine max (L.) Merrill), พื ชต้ นแบบ  Arabidopsis thaliana (Model plant 
Arabidopsis thaliana), การต้านทานโรค (Disease resistance), การโคลนและถ่ายฝากยีน (Cloning and 
expressing of gene) 

 
บทคัดย่อ 

งานวิจัยนี้ มี วัตถุประสงค์ เพ่ือโคลนและถ่ายฝากยีนต้านทานโรค GmPR1 ในพืชต้นแบบ 
Arabidopsis thaliana ทดสอบประสิทธิภาพก่อนการถ่ายฝากสู่ถั่วเหลือง โดยส่วน promoter หรือชิ้นส่วนดี
เอ็นเอที่ควบคุมการแสดงออกของยีนจะใช้ promoter ของยีน Glyma04g05080 ที่มีรายงานว่ามีการ
แสดงออกสูงในส่วนใบ ดอก และราก แต่มีการแสดงออกต่ าในเมล็ดและไม่แสดงออกในเมล็ดระยะใกล้เก็บ
เกี่ยว การถ่ายฝากชุดยีน GmPR1 ภายใต้การควบคุมของ promoter ดังกล่าวจะท าให้ยีน GmPR1 แสดงออก
ในระดับที่สูงกว่าถั่วเหลืองปกติโดยแสดงออกเฉพาะส่วนใบ ดอกและราก ส่งผลให้สามารถผลิตถั่วเหลืองที่มี
ความต้านทานต่อโรคได้ โดยไม่เกิดอันตรายต่อผู้บริโภคเมล็ดถั่วเหลือง ในงานวิจัยท าการสกัดดีเอ็นเอจากใบ
ของถั่วเหลืองพันธุ์เชียงใหม่ 5 ซ่ึงเป็นพันธุ์ต้านทานโรคราสนิม โรคราน้ าค้างและโรคใบจุดนูน ส าหรับน ามาใช้
เป็นดีเอ็นเอต้นแบบ (template DNA)  ในการโคลนยีน GmPR1 และชิ้นส่วน promoter เนื่องจากยีน 
GmPR1 ประกอบด้วยส่วน Exon เพียงชนิดเดียว ไม่มีส่วน Intron ในตัวยีน กล่าวคือ มีล าดับเบสเหมือนกับจี
โนมดีเอ็นเอ และชิ้นส่วน promoter เป็นจีโนมดีเอ็นเอเช่นเดียวกัน  

ผลการโคลนยีน GmPR1 ได้พลาสมิดดีเอ็นเอสายผสมของยีน GmPR1 ภายใน cloning vector ชื่อ 
พลาสมิด pBS 35S MCS GmPR1 โดยชิ้นส่วนยีน GmPR1 ที่ท าการโคลนมีขนาดถูกต้อง (525 bp) และมี
ล าดั บ  ดี เอ็ น เอถู ก ต้ อ งต รงต ามฐาน ข้ อมู ล  SoyBase และ  National Center for Biotechnology 
Information (NCBI) โดยมีความเหมือน (Identities) กับ CDS ของยีน GmPR1 (Glyma13g251600) 100% 
สามารถน าไปต่อยอดในการสร้างชุดยีนอื่นๆ เพ่ือผลิตพันธุ์พืชทีต่้านทานโรคสูงในอนาคต 

ส าหรับผลการโคลนชิ้นส่วน promoter ได้พลาสมิดดีเอ็นเอสายผสมของ promoter ขนาด 1,000 
bp ภายใน cloning vector ชื่อพลาสมิด pBS 35S MCS A1000 โดยชิ้นส่วน promoter ที่ท าการโคลนมี
ขนาดถูกต้อง (1,000 bp) และมีล าดับดีเอ็นเอถูกต้องตรงตามฐานข้อมูล Soybean Upstream Regulatory 
Element (SURE) โดยมีความเหมือน (Identities) กับล าดับดีเอ็นเอของ A1000 ที่รายงานในฐานข้อมูล 
SURE คิดเป็น 98.9% สามารถน าไปต่อยอดในการสร้างชุดยีนอื่นๆ โดยใช้เป็นส่วนที่ควบคุมการแสดงออกของ
ยีน 
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Abstract 
 The objective of this research was to clone GmPR1 gene from soybean (Glycine 
max (L.) Merrill) and transform it to Arabidopsis thaliana for testing gene function before 
transformation to soybean. A promoter is a region of DNA that initiates transcription of a 
particular gene. In this research, the promoter of Glyma04g05080 gene was used because it 
was reported that it regulates genes to be highly expressed in leaves, flowers and roots, 
while little expressed in seed and not expressed in seed of harvest time. By transformation 
of a gene cassette containing the promoter of Glyma04g05080 gene and GmPR1 gene, the 
transformed soybean is expected to have expression of GmPR1 gene with high level in 
leaves, flowers and roots, and with low level or none in seed. Consequently, the 
transformed soybean is supposed to be resistant to diseases and safe for consumers. A Thai 
soybean variety, namely Chiangmai 5, is reported to be resistant to soybean rust, downy 
mildew and leaf spot disease. DNA from young leaves of Chiangmai 5 soybean was extracted 
and used as a template DNA in cloning GmPR1 gene, because GmPR1 has only one exon 
and no intron in gene structure. DNA of Chiangmai 5 soybean was used as a template DNA in 
cloning the promoter as well. 

GmPR1 gene was cloned into a cloning vector and a recombinant plasmid, namely 
pBS 35S MCS GmPR1, was generated. The full length of GmPR1 coding sequences (CDS) was 
525 bp. From sequence analysis, the cloned GmPR1 CDS showed identity with GmPR1 
(Glyma13g 251600) CDS reported in Soybase and NCBI with the identities of 100%. The 
cloned GmPR1 can be used in gene cassette construction aimed to improve crop disease 
resistance in the future. 

The promoter of Glyma04g05080 gene with the length of 1,000 bp was cloned into 
a cloning vector and a recombinant plasmid, namely pBS 35S MCS A1000, was generated. 
The fragment of the cloned A1000 was sequenced and analysed. The result showed that 
the cloned promoter A1000 showed identity with sequence of A1000 reported in Soybean 
Upstream Regulatory Element database (SURE) with the identities of 98.9%. The cloned 
promoter A1000 will be useful for gene cassette construction with ability of gene expression 
regulation. 
 

บทน า 
ถั่วเหลือง (Glycine max (L.) Merrill) เป็นพืชเศรษฐกิจที่ส าคัญของประเทศไทย เป็นแหล่งอาหาร

ส าคัญทั้งโปรตีนและไขมัน รวมถึงมีสารที่เป็นประโยชน์ต่อสุขภาพ เช่น สารละลายคอเลสเตอรอล lecithin 
และสารช่วยเพ่ิมมวลกระดูกและรักษาผิว isoflavone นอกจากนี้ถั่วเหลืองยังมีประโยชน์ทางด้านการเกษตร
เป็นพืชหมุนเวียนอีกด้วย ปัจจุบันประเทศไทยมีพ้ืนที่ปลูกถั่วเหลืองประมาณ 212,000 ไร่ ได้ผลผลิตประมาณ 
55,979 ตันต่อปี  การผลิตถั่วเหลืองในประเทศไทยไม่พอเพียงกับความต้องการใช้ภายในประเทศ ท าให้ต้องมี
การน าเข้าจากต่างประเทศเป็นจ านวนมาก ในปี 2560 ความต้องการใช้เมล็ดถั่วเหลืองมีปริมาณ 2.7 ล้านตัน 
ซ่ึงมีสัดส่วนการใช้ผลผลิตภายในประเทศร้อยละ 2.05 และน าเข้าร้อยละ 97.95 ของปริมาณความต้องการใช้
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ทั้งหมด (ส านักวิจัยเศรษฐกิจการเกษตร, 2559) ดังนั้นการวิจัยเพ่ือเพ่ิมประสิทธิภาพการผลิตถั่วเหลืองให้ผลิต
ได้มากขึ้นและมีคุณภาพสูงขึ้นจึงเป็นสิ่งจ าเป็น ซึ่งวิธีการเพ่ิมประสิทธิภาพการผลิตวิธีการหนึ่ง ได้แก่ การ
พัฒนาพันธุ์ถั่วเหลืองให้มีความต้านทานโรคสูงขึ้น เนื่องจากการติดโรคของถั่วเหลืองจะส่งผลให้ผลผลิตลดลง 
โรคที่เป็นปัญหาส าคัญ ได้แก่ โรคราสนิม โรคราน้ าค้าง โรคใบจุดนูน และโรคแอนแทรคโนส เป็นต้น  (กรม
วิชาการเกษตร, 2547)  

การพัฒนาพันธุ์พืชให้มีความต้านทานโรคสูงหรือมีลักษณะทางการเกษตรที่ดีด้วยการปรับปรุงพันธุ์
โดยใช้วิธีมาตรฐาน (conventional breeding) ใช้ระยะเวลา พ้ืนที่ แรงงาน และค่าใช้จ่ายมาก ในปัจจุบัน
เทคนิคการโคลนยีนและถ่ายฝากยีนที่พัฒนาลักษณะทางการเกษตรของพืช ได้เข้ามามีบทบาทในการพัฒนา
พันธุ์พืชเป็นอย่างมาก  เนื่องจากสามารถเลือกยีนที่ส่งผลต่อลักษณะทางการเกษตรที่ต้องการได้อย่างเจาะจง 
กระบวนการปฏิบัติรวดเร็วกว่าการปรับปรุงพันธุ์โดยใช้วิธีมาตรฐาน ลดภาระการท างาน และค่าใช้จ่ายในการ
ดูแลพืช ตัวอย่างของยีนที่ถ่ายฝากเพ่ือพัฒนาลักษณะทางการเกษตร ได้แก่ ยีน 1-aminocyclopropane-1-
carboxylate (ACC) deaminase เพ่ือชะลอการสุกในมะเขือเทศ (Klee et al., 1991) ยีน Coat Protein 
(CP) จาก papaya ringspot virus (PRSV) เพ่ือสร้างความต้านทานต่อโรคจุดวงแหวนในมะละกอ (Lius et 
al., 1997) และยีน Crystal (Cry) เพ่ือเพ่ิมความต้านทานต่อแมลงศัตรูพืชในข้าว ข้าวโพด ฝ้าย ยาสูบ มะเขือ
เทศและถ่ัวเหลือง (Castagnola and Jurat-Fuentes, 2012) 

ยีน Pathogenesis-related (PR) เป็นยีนที่ท าหน้าที่ในระบบต้านทานการรุกรานจากเชื้อโรคของ
พืช (Plant’s defense response) ยีน PR ถูกชักน าให้แสดงออกเมื่อเกิดการรุกรานจากเชื้อโรคหรือถูกกัดกิน
จากแมลง โดยโปรตีนของกลุ่มยีน PR นี้ท าหน้าที่เป็นสารต้านทานเชื้อโรค เป็นเอนไซม์ในการท าลายโปรตีน
โครงสร้างของเชื้อโรค รวมถึงเป็นสารที่ขัดขวางการท างานของ RNase ที่ผลิตมาจากเชื้อโรค (Singha et al., 
2014) เนื่องจากยีน PR มีคุณสมบัติในการต้านทานการรุกรานจากเชื้อโรคของพืช จึงมีการค้นคว้าวิจัยและ
ผลิตพืชที่มีการแสดงออกของยีน PR สูงเพ่ือสร้างพืชที่มีความต้านทานโรคและแมลง เช่น การถ่ายฝากยีน PR1 
ในยาสูบเพ่ือให้มีการแสดงออกของยีนดังกล่าวสูงส่งผลให้ยาสูบมีความต้านทานต่อเชื้อรา Oomycete เพ่ิมข้ึน 
(Alexander et al., 1993) นอกจากนี้การถ่ายฝากยีน PR5 หรือเรียกอีกชื่อหนึ่งว่า Osmotin ในมันฝรั่ง
เพ่ือให้มีการแสดงออกของยีนดังกล่าวสูงส่งผลให้มันฝรั่งมีความต้านทานต่อเชื้อโรคเพ่ิมข้ึน (Liu et al., 1994) 

การโคลนยีน GmPR1 จากถั่วเหลือง จากนั้นท าการถ่ายฝากและศึกษายีนดังกล่าวในพืชต้นแบบ 
Arabidopsis thaliana ก่อนท าการถ่ายฝากสู่ถั่วเหลือง จะท าให้ทราบว่ายีน GmPR1 ที่โคลนมาจากถั่ว
เหลืองนั้นมีประสิทธิภาพในการแสดงออกหรือไม่ ส่งผลให้การสร้างถั่วเหลืองพันธุ์ต้านทานโรคในอนาคตมี
ประสิทธิภาพ โดยส่วน promoter หรือชิ้นส่วนดีเอ็นเอที่ควบคุมการแสดงออกของยีนจะใช้ promoter ของ
ยีน Glyma04g05080 ที่มีรายงานว่ามีการแสดงออกสูงในส่วนใบ ดอก และราก แต่แสดงออกต่ าในเมล็ดและ
ไม่แสดงออกในเมล็ดระยะใกล้เก็บเกี่ยว (SoyBase) การใช้ promoter นี้มีจุดประสงค์คือ เมื่อผลิตถั่วเหลือง
ด้วยการถ่ายฝากยีน GmPR1 ภายใต้การควบคุมของ promoter ดังกล่าวแล้ว ยีน GmPR1 จะแสดงออกใน
ระดับท่ีสูงกว่าถั่วเหลืองปกติโดยแสดงออกเฉพาะส่วนใบ ดอกและราก ส่งผลให้สามารถผลิตถั่วเหลืองท่ีมีความ
ต้านทานต่อโรคได้โดยไม่เกิดอันตรายต่อผู้บริโภคเมล็ดถั่วเหลือง ซึ่งงานวิจัยนี้มีแผนด าเนินการเป็นระยะเวลา 
4 ปี (ปีงบประมาณ 2559-2562) โดยในปีงบประมาณ 2559-2560 ด าเนินการโคลนยีน GmPR1 และ 
promoter จากถั่วเหลืองจากนั้นท าการสร้างชุดยีน GmPR1 ภายใต้การควบคุมของ promoter ดังกล่าว 
ส าหรับในปีงบประมาณ 2561-2562 มีแผนด าเนินการถ่ายฝากชุดยีน GmPR1 ภายใต้การควบคุมของ 
promoter เข้าสู่พืชต้นแบบ Arabidopsis thaliana โดยใช้เชื้ออะโกรแบคทีเรีย วิธีการ floral dip และ
ทดสอบการแสดงออกของยีน อย่างไรก็ตามแผนงานปีงบประมาณ 2561-2562 ถูกระงับจึงไม่ได้ด าเนินการต่อ 
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ระเบียบวิธีการวิจัย 
1. การโคลนยีน GmPR1 

 1.1 ศึกษาข้อมูลล าดับดีเอ็นเอและโครงสร้างของยีน GmPR1 จากฐานข้อมูล SoyBase และ NCBI 
น าข้อมูลล าดับดีเอ็นเอของยีน GmPR1 ไปวิเคราะห์ด้วยโปรแกรม BioEdit เพ่ือวางแผนการตัดต่อชุดยีนว่าจะ
เลือกใช้เอนไซม์ตัดจ าเพาะชนิดใด จากนั้นออกแบบไพรเมอร์จ าเพาะส าหรับการเพ่ิมปริมาณชิ้นส่วนดีเอ็นเอ
ของยีน GmPR1 

1.2 จัดหาถั่วเหลืองพันธุ์เชียงใหม่ 5 ซึ่งเป็นพันธุ์ต้านทานโรคราสนิม โรคราน้ าค้างและโรคใบจุดนูน 
โดยขอความอนุเคราะห์จากศูนย์วิจัยพืชไร่เชียงใหม่ จากนั้นน ามาสกัดดีเอ็นเอเพ่ือน าไปใช้เป็นดีเอ็นเอต้นแบบ 
(template DNA) ในการโคลนยีน GmPR1 การสกัดดีเอ็นเอจากใบอ่อนของถั่วเหลืองใช้วิธี Cetyltrimethyl 
ammonium bromide (CTAB) โดยดัดแปลงจาก Keim et al. (1988) ซึ่งมีวิธีการสกัดดีเอ็นเอโดยละเอียด
ดังนี้  

- เก็บใบถั่วเหลืองมาใส่ในโกร่งจากนั้นเติม Extraction buffer (2% CTAB, 1.4 mM NaCl, 100 
mM Tris-Cl pH 8.0, 20 mM EDTA)  1,000 ไมโครลิตร ท าการบดตัวอย่างให้ละเอียดซึ่ ง 
Extraction buffer 1,000 ไมโครลิตรเหมาะกับการบดตัวอย่างใบถั่วเหลืองที่มีน้ าหนักประมาณ 
0.25 กรัม  

- ดูดสารที่ได้จากการบดตัวอย่าง 500 ไมโครลิตรใส่ในหลอด 1.5 ml microtube 
- แช่ใน water bath อุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที โดยผสมเบาๆ ทุก 10 นาท ี
- วางไว้ที่อุณหภูมิห้องประมาณ 3 นาทีเพ่ือปล่อยให้เย็น จากนั้นใส่ 24:1 chloroform/isoamyl 

alcohol 500 ไมโครลิตรและผสมเบาๆ   
- ปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 12,000 rpm 15 นาที 
- ดูดน้ าใสส่วนบน supernatant 300 ไมโครลิตรใส่ในหลอด 1.5 ml microtube อันใหม่ 
- ใส่ isopropanol ที่แช่เย็น 180 ไมโครลิตร และผสมเบาๆ  
- ปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 12,000 rpm 15 นาที 
- เทน้ าใสส่วนบน supernatant ทิ้ง 
- ใส่ 70% Ethanol 500 ไมโครลิตร 
- ปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 12,000 rpm 10 นาที 
- เทน้ าใสส่วนบน supernatant ทิ้งด้วยความระมัดระวัง เพ่ือไม่ให้ตะกอนดีเอ็นเอหล่นออกไป 
- ปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 12,000 rpm 5 นาที และดูดน้ าส่วนที่เหลือออกให้หมด รอให้แห้ง จากนั้น

ใส่ TE (2 M Tris-Cl pH 8.0 1 ml, 0.5 M EDTA 0.4 ml ในน้ า 200 ml)  30 ไมโครลิตร เพ่ือ
ละลาย  ดีเอ็นเอ 

- น าดี เอ็ น เอที่ ส กั ด ได้ ม า ต รวจสอบ ความบ ริ สุ ท ธิ์  แ ล ะวั ด ค ว าม เข้ ม ข้ น ด้ วย เค รื่ อ ง 
spectrophotometer  

- ค านวณปรับความเข้มข้นให้เป็น 50 ng/μl ก่อนท าปฏิกิริยาพีซีอาร์ด้วยไพรเมอร์ที่เตรียมไว้ 
 

1.3 เพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอของชิ้นส่วนยีน GmPR1 โดยใช้เทคนิคพีซีอาร์ด้วยไพรเมอร์ที่จ าเพาะกับยีน 
GmPR1ไ ด้ แ ก่  SmaIPR1 Fw (5’-CCGAcccgggATGGGGTACATGTGCATTAAGATTTCGTTT-3’) แ ล ะ 
SacIPR1Rvpri (5’-TGCCgagctcCTACAGTTTGTAGGGTCTTTCACCAAC-3’) ใช้ เอ น ไซ ม์  Phusion Hot 
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Start II High-Fidelity DNA Polymerase (Thermo Scientific) โดยมีอุณหภูมิและเวลาในการท าปฏิกิริยา 
ดังนี้ 

ขั้นที่ 1  98 องศาเซลเซียส  30 วินาที 
 ขั้นที่ 2  98 องศาเซลเซียส  10 วินาที 
                72 องศาเซลเซียส  30 วินาที 

ท าซ้ าจ านวน 30 รอบ 
ขั้นที่ 3  72 องศาเซลเซียส  10 นาที 
1.4 ตัดต่อชิ้นส่วนยีน GmPR1 เข้าสู่ดีเอ็นเอพาหะที่ใช้ในการเพ่ิมปริมาณชิ้นส่วนดีเอ็นเอ (cloning 

vector) ได้แก่ pBS 35S MCS GFP (ที่ได้ตัดชิ้นส่วนของยีน GFP ออก) ซึ่ง pBS 35S MCS GFP (Ampicillin 
resistance)ได้รับความอนุเคราะห์จาก Dr.Daisuke Tsugama และ Prof.Dr.Tetsuo Takano จาก The 
University of Tokyo ถ่ายฝากดีเอ็นเอสายผสมเข้าสู่ E.coli สายพันธุ์ DH5α เพ่ือเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอส าหรับ
น าไปตรวจสอบวิเคราะห์หาล าดับดีเอ็นเอจากนั้นเปรียบเทียบความถูกต้องของล าดับดีเอ็นเอกับฐานข้อมูล 
NCBI และ SoyBase ก่อนการน าไปใช้ในการสร้างชุดยีน GmPR1 ภายใต้การควบคุมของ promoter 
 
2. การโคลนชิ นส่วน promoter ของยีน Glyma04g05080 

2.1 ศึกษาข้อมูลล าดับดีเอ็นเอของชิ้นส่วน promoter ของยีน Glyma04g05080 จากฐานข้อมูล 
SoyBase และ Soybean Upstream Regulatory Element (SURE) โดยยีน Glyma04g05080 มีความ
คล้ายคลึงกับยีน At5g10510 ของพืชต้นแบบ Arabidopsis thaliana ซึ่งเป็น AP2-domain transcription 
factor น าข้อมูลล าดับดีเอ็นเอของชิ้นส่วน promoter ไปวิเคราะห์ด้วยโปรแกรม BioEdit เพ่ือวางแผนการตัด
ต่อชุดยีนว่าจะเลือกใช้เอนไซม์ตัดจ าเพาะชนิดใด จากนั้นออกแบบไพรเมอร์จ าเพาะส าหรับการเพ่ิมปริมาณ
ชิ้นส่วนดีเอ็นเอของ promoter 

2.2 น าดีเอ็นเอของถั่วเหลืองพันธุ์ เชียงใหม่ 5 ที่สกัดได้ในข้อ 1.2 มาใช้เป็นดีเอ็นเอต้นแบบ 
(template DNA) ในการโคลนชิ้นส่วน promoter 

2.3 เพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอของชิ้นส่วน promoter โดยใช้เทคนิคพีซีอาร์ด้วยไพรเมอร์ที่จ าเพาะกับ 
promoter ของยีน Glyma04g05080 ได้แก่  SmHiA1000Fw (5’-atatCCCGGGaagcttCCAAGGCACATA 
GACACAGACACCCTC-3’) แ ล ะ  SaXbAP2pRvpri (5’-ggccGAGCTCtctagaCTTCAATGCAACCAAGTTCAC 
AATGTAATG-3’) ใ ช้ เ อ น ไ ซ ม์  Phusion Hot Start II High-Fidelity DNA Polymerase (Thermo 
Scientific) โดยมีอุณหภูมิและเวลาในการท าปฏิกิริยา ดังนี้ 

ขั้นที่ 1  98 องศาเซลเซียส  30 วินาที 
 ขั้นที่ 2  98 องศาเซลเซียส  10 วินาที 
                72 องศาเซลเซียส  40 วินาที 

ท าซ้ าจ านวน 30 รอบ 
 ขั้นที่ 3  72 องศาเซลเซียส  10 นาท ี

2.4 ตัดต่อชิ้นส่วน promoter เข้าสู่ดีเอ็นเอพาหะที่ใช้ในการเพ่ิมปริมาณชิ้นส่วนดีเอ็นเอ (cloning 
vector) ได้แก่ pBS 35S MCS GFP (ที่ได้ตัดชิ้นส่วนของยีน GFP ออก) ถ่ายฝากดีเอ็นเอสายผสมเข้าสู่ E.coli 
สายพันธุ์ DH5α เพ่ือเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอส าหรับน าไปตรวจสอบวิเคราะห์หาล าดับดีเอ็นเอจากนั้นเปรียบเทียบ
ความถูกต้องของล าดับดีเอ็นเอกับฐานข้อมูล SoyBase และ SURE ก่อนการน าไปใช้ในการสร้างชุดยีน 
GmPR1 ภายใต้การควบคุมของ promoter 
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3. การสร้างชุดยีน GmPR1 ภายใต้การควบคุมของ promoter 
ในการสร้างชุดยีน GmPR1 ภายใต้การควบคุมของ promoter ของยีน Glyma04g05080 ดีเอ็นเอ

พาหะที่ ใช้ส าหรับการถ่ายฝากยีน ในพืช  (plant vector) ได้แก่  pBI121 35S MCS GFP (Kanamycin 
resistance) ซึ่งได้รับความอนุเคราะห์จาก Dr.Daisuke Tsugama และ Prof.Dr.Tetsuo Takano จาก The 
University of Tokyo ด าเนินการตัดต่อชิ้นส่วนของยีน GmPR1 และชิ้นส่วนของ promoter จาก cloning 
vector เข้าสู่ plant vector 
 
ระยะเวลาด าเนินการวิจัย ตุลาคม 2558 – กันยายน 2560 รวม 2 ปี 
สถานทีด่ าเนินการวิจัย ส านักวิจัยพฒันาเทคโนโลยีชวีภาพ อ.ธัญบุรี จ.ปทุมธานี 
 

ผลการวิจัยและอภิปรายผล 
 

1. การโคลนยีน GmPR1 
 จากการศึกษาข้อมูลล าดับดีเอ็นเอและโครงสร้างของยีน GmPR1 (Glyma13g251600) จาก
ฐานข้อมูล SoyBase และ NCBI พบว่ายีน GmPR1 ประกอบด้วยส่วน Exon เพียงอย่างเดียว ไม่มีส่วน Intron 
ซึ่งส่วน Exon มีขนาด 525 bp เมื่อน าข้อมูลล าดับดีเอ็นเอของยีน GmPR1 ไปวิเคราะห์ด้วยโปรแกรม 
BioEdit เพ่ือวางแผนการตัดต่อชุดยีน พบว่ายีน GmPR1 ไม่ถูกตัดด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะชนิด BamHI, 
HindIII, SacI, SmaI, SpeI, XbaI และในส่วน promoter ของยีน Glyma04g05080 ไม่ถูกตัดด้วยเอนไซม์
ตัดจ าเพาะชนิด BamHI, HindIII, SacI, SmaI, SpeI, XbaI เช่นกัน ดังนั้นจึงตัดสินใจใช้เอนไซม์ตัดจ าเพาะ
ชนิด HindIII, SacI, SmaI และ XbaI ในการตัดต่อชุดยีน จากนั้นจัดเตรียมไพรเมอร์ที่จะใช้ในการโคลนยีน 

ท าการปลูกถั่วเหลืองพันธุ์เชียงใหม่ 5 ซ่ึงเป็นพันธุ์ต้านทานโรคราสนิม โรคราน้ าค้างและโรคใบจุด
นูน  สกัดดีเอ็นเอจากใบอ่อนของถั่วเหลืองด้วยวิธี CTAB จากนั้นน าดีเอ็นเอที่สกัดได้มาท าปฏิกิริยาพีซีอาร์เพ่ือ
เพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอของชิ้นส่วนยีน GmPR1 เนื่องจากยีน GmPR1 นั้นประกอบด้วยส่วน Exon เพียงชนิด
เดียว ไม่มีส่วน Intron ในตัวยีน กล่าวคือ เป็นชิ้นส่วนเดียวกับจีโนมดีเอ็นเอ (ล าดับเบสเดียวกัน) จึงสามารถใช้
ดีเอ็นเอที่สกัดเป็นดีเอ็นเอต้นแบบ (template DNA) ในปฏิกิริยาพีซีอาร์ได้ ผลการทดลองปรากฏแถบชิ้นส่วน
ดีเอ็นเอท่ีต้องการและตรงตามขนาดประมาณ 525 bp (ภาพที่ 1) 

 
ภาพที่ 1. ผลการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอของชิ้นส่วน promoter (A1000) และชิ้นส่วนยีน GmPR1 
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ตัดต่อชิ้นส่วนยีน GmPR1 เข้าสู่ดีเอ็นเอพาหะที่ใช้ในการเพ่ิมปริมาณชิ้นส่วนดีเอ็นเอ (cloning 
vector) ได้แก่ pBS 35S MCS GFP (ที่ได้ตัดชิ้นส่วนของยีน GFP ออก) ได้เป็น pBS 35S MCS GmPR1 ถ่าย
ฝากดีเอ็นเอสายผสมเข้าสู่ E.coli สายพันธุ์ DH5α เมื่อตรวจสอบด้วยการท าโคโลนีพีซีอาร์โดยใช้ไพรเมอร์ที่
จ าเพาะกับยีน GmPR1 พบชิ้นส่วนดีเอ็นเอที่มีขนาดตามก าหนด (525 bp) จึงสกัดพลาสมิดของดีเอ็นเอสาย
ผสมของแต่ละโคโลนีไว้ จากนั้นท าการตัดด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะชนิด SmaI-SacI เพ่ือทดสอบความถูกต้อง
ของชิ้นส่วนดีเอ็นเอที่ท าการโคลนดังภาพที่ 2 ก่อนการน าไปวิเคราะห์หาล าดับดีเอ็นเอ (sequencing) 

 
 

ภาพที่ 2. การตรวจสอบความถูกต้องของโคโลนี pBS 35S MCS GmPR1 ด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะชนิด SmaI-
SacI 

 
การตรวจสอบวิเคราะห์หาล าดับดีเอ็นเอของชิ้นส่วนยีน GmPR1 ภายใน cloning vector และ

เปรียบเทียบความถูกต้องของล าดับดีเอ็นเอกับฐานข้อมูล SoyBase และ NCBI รวมถึงการ pairwise 
alignment โดยใช้โปรแกรม BioEdit พบว่า ชิ้นส่วนที่ท าการโคลนมีล าดับดีเอ็นเอถูกต้องตรงตามฐานข้อมูล 
(ภ า พ ที่  3) มี ค ว า ม เห มื อ น  (Identities) กั บ  CDS ห รื อ  coding sequences ข อ ง ยี น  GmPR1 
(Glyma13g251600) 100% (ภาพที่ 4) ซึ่งได้น าชิ้นส่วนยีน GmPR1 ดังกล่าวไปสร้างชุดยีน GmPR1 ภายใต้
การควบคุมของ promoter ของยีน Glyma04g05080 โดยตัดต่อเข้าสู่ดีเอ็นเอพาหะที่ใช้ส าหรับการถ่ายฝาก
ยีนในพืช (plant vector) ในล าดับต่อไป 
 

 



77 
 

ภาพที่ 3. ล าดับดีเอ็นเอของชิ้นส่วนยีน GmPR1 ที่ตรวจวิเคราะห์จากโคโลนีที่ 10 
 

 
ภาพที่ 4. การเปรียบเทียบล าดับดีเอ็นเอของยีน GmPR1 จากโคโลนีที่ 10 กับ CDS ของยีน GmPR1 
(Glyma13g251600) โดยใช้โปรแกรม BioEdit 

 
2. การโคลนชิ นส่วน promoter ของยีน Glyma04g05080 

จากการศึกษาข้อมูลล าดับดีเอ็นเอของชิ้นส่วน promoter ของยีน Glyma04g05080 จาก
ฐานข้อมูล SoyBase และ SURE พบว่า promoter ของยีน Glyma04g05080 มีความยาวมากสุดที่ 1,767 
bp อย่างไรก็ตามมีรายงานว่าชิ้นส่วน promoter โดยทั่วไปมีขนาดประมาณ 100 - 1,000 bp นับจาก
จุดเริ่มต้นของยีนที่ควบคุม (https://en.wikiversity.org/wiki/Gene_transcriptions/Distal_promoters) 
ดังนั้นในงานวิจัยนี้จึงท าการโคลนชิ้นส่วน promoter ขนาด 1,000 bp ใช้รหัสว่า A1000 เมื่อน าข้อมูลล าดับ
ดีเอ็นเอของชิ้นส่วน promoter (A1000) ไปวิเคราะห์ด้วยโปรแกรม BioEdit เพ่ือวางแผนการตัดต่อชุดยีน 
พบว่า promoter (A1000) ไม่ถูกตัดด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะชนิด BamHI, HindIII, SacI, SmaI, SpeI, XbaI 
จากนั้นจัดเตรียมไพรเมอร์ที่จะใช้ในการโคลนชิ้นส่วน promoter (A1000)  

น าดีเอ็นเอของถั่วเหลืองพันธุ์เชียงใหม่ 5 ที่สกัดได้มาท าปฏิกิริยาพีซีอาร์เพื่อเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอของ
ชิ้นส่วน promoter (A1000) เนื่องจากชิ้นส่วน promoter นั้นเป็นจีโนมดีเอ็นเอ จึงสามารถใช้ดีเอ็นเอที่สกัด
เป็น ดีเอ็นเอต้นแบบ (template DNA) ในปฏิกิริยาพีซีอาร์ได้ ผลการทดลองปรากฏแถบชิ้นส่วนดีเอ็นเอที่
ต้องการและตรงตามขนาดประมาณ 1000 bp (ภาพที่ 1) 

ตัดต่อชิ้นส่วน promoter (A1000) เข้าสู่ดีเอ็นเอพาหะที่ใช้ ในการเพ่ิมปริมาณชิ้นส่วนดีเอ็นเอ 
(cloning vector) ได้แก่ pBS 35S MCS GFP (ที่ได้ตัดชิ้นส่วนของยีน GFP ออก) ได้เป็น pBS 35S MCS 
A1000 ถ่ายฝาก ดีเอ็นเอสายผสมเข้าสู่ E.coli สายพันธุ์ DH5α เมื่อตรวจสอบด้วยการท าโคโลนีพีซีอาร์โดยใช้
ไพรเมอร์ที่จ าเพาะกับชิ้นส่วน promoter (A1000) พบชิ้นส่วนดีเอ็นเอที่มีขนาดตามก าหนด (1,000 bp) จึง
สกัดพลาสมิดของดีเอ็นเอสายผสมของแต่ละโคโลนีไว้ จากนั้นท าการตัดด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะชนิด SmaI-
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SacI เพ่ือทดสอบความถูกต้องของชิ้นส่วนดีเอ็นเอที่ท าการโคลนดังภาพที่ 5 ก่อนการน าไปวิเคราะห์หาล าดับดี
เอ็นเอ (sequencing) 

 
ภาพที่ 5. การตรวจสอบความถูกต้องของโคโลนี pBS 35S MCS A1000 ด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะชนิด SmaI-SacI 

 
การตรวจสอบวิเคราะห์หาล าดับดีเอ็นเอของชิ้นส่วน promoter (A1000) ภายใน cloning vector 

และเปรียบเทียบความถูกต้องของล าดับดีเอ็นเอกับฐานข้อมูล SoyBase และ SURE รวมถึงการ pairwise 
alignment โดยใช้โปรแกรม BioEdit พบว่า ชิ้นส่วนที่ท าการโคลนมีล าดับดีเอ็นเอถูกต้องตรงตามฐานข้อมูล 
(ภาพที่ 6) มีความเหมือน (Identities) กับล าดับดีเอ็นเอของ A1000 ที่รายงานในฐานข้อมูล SURE คิดเป็น 
98.9% (ภาพที่ 7) ซ่ึงไดน้ าชิ้นส่วน promoter (A1000) ที่ท าการโคลนดังกล่าวไปสร้างชุดยีน GmPR1 ภายใต้
การควบคุมของ promoter ของยีน Glyma04g05080 โดยตัดต่อเข้าสู่ดีเอ็นเอพาหะที่ใช้ส าหรับการถ่ายฝาก
ยีนในพืช (plant vector) ในล าดับต่อไป 
 

 
ภาพที่ 6. ล าดับดีเอ็นเอของชิ้นส่วน promoter (A1000) ที่ตรวจวิเคราะห์จากโคโลนีที่ 5 (A1000clone) 
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ภาพที่ 7. การเปรียบเทียบล าดับดีเอ็นเอของ promoter (A1000) จากโคโลนีที่ 5 กับล าดับดีเอ็นเอของ 
A1000 จากฐานข้อมูล SURE โดยใช้โปรแกรม BioEdit 

 
3. การสร้างชุดยีน GmPR1 ภายใต้การควบคุมของ promoter 

น าพลาสมิดของดีเอ็นเอสายผสมแต่ละชนิด ได้แก่ ยีน GmPR1 ภายใน cloning vector (pBS 35S 
MCS GmPR1) แ ล ะ  promoter ข อ งยี น  Glyma04g05080 ภ าย ใน  cloning vector (pBS 35S MCS 
A1000) ที่ตรวจสอบความถูกต้องของล าดับดีเอ็นเอแล้ว มาท าการตัดด้วยเอนไซม์และสกัดชิ้นส่วนยีน 
GmPR1 รวมถึงชิ้นส่วน promoter (A1000) ส าหรับน าไปต่อเข้าสู่ดีเอ็นเอพาหะที่ใช้ส าหรับการถ่ายฝากยีนใน
พืช (plant vector) ได้แก่ pBI121 35S MCS GFP 

ท าการต่อชิ้นส่วนยีน GmPR1 เข้าสู่ pBI121 35S MCS ที่ได้ตัดชิ้นส่วนของยีน GFP ออกไปแล้ว ได้
เป็น pBI121 35S MCS GmPR1 จากนั้นถ่ายฝากเข้าสู่ E.coli สายพันธุ์ DH5α พบว่ามีโคโลนีเกิดขึ้น แต่ใช้
ระยะเวลานานกว่าจะปรากฏให้เห็น น าโคโลนีที่ปรากฏมาเพ่ิมปริมาณโดยเลี้ยงในอาหารเหลว LB ที่ผสมยา
ปฏิชีวนะกานามัยซิน พบว่า E.coli สายพันธุ์ DH5α เจริญเติบโตได้ช้ามาก เมื่อท าการสกัดพลาสมิดออกมา
และน าไปทดสอบโดยการท าปฏิกิริยาพีซีอาร์ด้วยไพรเมอร์ของยีน GmPR1 พบว่า มีแถบดีเอ็นเอปรากฏแต่
แถบดีเอ็นเอจาง คาดว่าการถ่ายฝากชุดยีน pBI121 35S MCS GmPR1 อาจส่งผลท าให้ E.coli สายพันธุ์ 
DH5α เจริญเติบโตได้ไม่ดีเนื่องจากในชุดยีนดังกล่าวมียีน GmPR1 ที่ท างานในระบบต้านทานโรคของพืช
รวมอยู่ด้วยซึ่งอาจเป็นพิษต่อ E.coli (Singha et al., 2014) 
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สรุปผลการวิจัย 

 
 1. ได้ดีเอ็นเอที่สกัดจากถั่วเหลืองพันธุ์เชียงใหม่ 5 ซึ่งเป็นพันธุ์ต้านทานโรคราสนิม โรคราน้ าค้างและ
โรคใบจุดนูน น ามาเป็นดีเอ็นเอต้นแบบ (template DNA) ในการโคลนยีน GmPR1 และชิ้นส่วน promoter 
ของยีน Glyma04g05080  
 2. ได้พลาสมิดดีเอ็นเอสายผสมของยีน GmPR1 ภายใน cloning vector (pBS 35S MCS GmPR1) 
ที่ตรวจสอบแล้ว พบว่า ชิ้นส่วนยีน GmPR1 ที่ท าการโคลนมีขนาดถูกต้อง (525 bp) และมีล าดับดีเอ็นเอ
ถูกต้องตรงตามฐานข้อมูล โดยมีความเหมือน (Identities) กับ CDS ของยีน GmPR1 (Glyma13g251600) 
100% สามารถน าไปต่อยอดในการสร้างชุดยีนอื่นๆ ได้ 
 3. ได้พลาสมิดดีเอ็นเอสายผสมของ promoter ของยีน Glyma04g05080 ภายใน cloning vector 
(pBS 35S MCS A1000) ที่ตรวจสอบแล้ว พบว่า ชิ้นส่วน promoter ที่ท าการโคลนมีขนาดถูกต้อง (1,000 
bp) และมีล าดับดีเอ็นเอถูกต้องตรงตามฐานข้อมูล โดยมีความเหมือน (Identities) กับล าดับดีเอ็นเอของ 
A1000 ที่รายงานในฐานข้อมูล SURE คิดเป็น 98.9% สามารถน าไปต่อยอดในการสร้างชุดยีนอื่นๆ ได้ 
 4. เนื่องจากชุดยีน pBI121 35S MCS GmPR1 อาจส่งผลให้ E.coli สายพันธุ์ DH5α เจริญเติบโตได้
ไม่ดี ดังรายละเอียดในผลการทดลองและวิจารณ์ข้างต้น ดังนั้นถ้ามีการด าเนินการทดลองต่อในอนาคต 
คณะผู้วิจัยมีความคิดเห็นว่าการปรับเปลี่ยนล าดับการตัดต่อยีน โดยท าการต่อชิ้นส่วน promoter (A1000) 
เข้าสู่ plant vector แทนที่ 35S promoter ก่อน จากนั้นท าการต่อชิ้นส่วนยีน GmPR1 เข้าไป อาจเป็น
แนวทางหนึ่งที่ช่วยแก้ปัญหา E.coli สายพันธุ์ DH5α เจริญเติบโตได้ไม่ดี อันมีสาเหตุมาจากการผลิตยีน 
GmPR1 ทีม่ากเกินไป 
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การทดลองที่ 2.3   

การถ่ายฝากยีน ERD15 ที่อยู่ในรูป RNAi เข้าสู่พืชต้นแบบ (ยาสูบ) และศึกษาการแสดงออกของยีน 
ERD15 gene transformation in the form of RNAi into the model plant  

(Tobacco) and gene expression study 
 

พยุงศักดิ์ รวยอารี          อรุโณทัย ซาววา          ภรณี สวา่งศรี          บุญเรือนรัตน์ เรอืงวิเศษ 
 

ค าส าคัญ 
 

การโคลนยีน (Gene cloning), RNAi, การแสดงออกของยีน, ERD4 gene 
 

บทคัดย่อ 
 

ปัจจุบันพืชประสบปัญหาสภาวะขาดน้ าจากสภาวแวดล้อมที่ ไม่เหมาะสม เทคโนโลยี RNA 
interference (RNAi) ได้ถูกน ามาใช้ในการเพ่ิมคุณสมบัติของพืชให้มีลักษณะทนแล้งโดยใช้ยีนทนแล้งต่างๆ 
งานวิจัยนี้ได้ออกแบบเวคเตอร์ pRNAi-GG plant expression vector ที่ประกอบด้วยยีน ERD15 ในทิศทาง 
sense และ antisense  ที่ประกอบด้วยยีนอินทรอน pdk คั่นกลาง และ ยีน ccdB (lethal gene) ถูกแทนที่
ด้วย ERD15 โดยอาศัยวิธีการ One tube restriction-ligation method เมื่อตัดด้วยเอนไซม์ BsaI และ
เชื่อมต่อด้วยเอนไซม์ T4 DNA ligase ตามวิธีการของ Pu Yan et al.  2012 ออกแบบและสังเคราะห์ยีน 
ERD15 ให้มีขนาดเท่ากับ 609 คู่เบส เติมจุดตัด BsaI ที่ด้านปลาย 5’ และ 3’ ของยีน บนพลาสมิดเวคเตอร์ 
pRNAi-GG (Golden gate vector) ที่ประกอบด้วยต าแหน่งไพรเมอร์จ าเพาะเพ่ือใช้ในการคัดเลือกทรานส์
ฟอร์แมนส์และโครงสร้าง RNAi ที่ได้ประกอบด้วยทั้ง CaMV35S promoter และ Nos terminator ศึกษา
ควบคุมการท างานของยีนในลักษณะการยับยั้ งการท างานของยีน ERD15 (gene silencing) เมื่อ ccdB 
lethal gene ถูกแทนที่ด้วยยีน ERD15 ทั้งทิศทาง sense และ antisense ตรวจสอบผลการแทรกแซงของยีน 
ERD15 ในคอนส์ตรักส์ โดยการหาล าดับเบสและโดยการใช้ไพรเมอร์จ าเพาะทิศทาง ผลการทดลองพบว่า ได้
ยีน ERD15 ที่อยู่ใน pRNAiGG+ERD15  จ านวน 100% (12 โคโลนี จาก 12 โคโลนี) จากนั้นถ่ายฝากพลาสมิด 
pRNAi-GG ที่ประกอบด้วยยีน ERD15 (pRNAi+ERD15 construct) เข้าสู่คอมพิเทนต์เซลล์ E. coli เพ่ือเพ่ิม
จ านวน โดยวิธี Electroporation ผลจากการตรวจสอบทรานส์ฟอร์แมนส์ พบว่า ล าดับกรดอะมิโนของ 
ERD15 มีล าดับเบสคล้ายคลึงอย่างสูงกับ ERD15 ของ Arabidopsis thaliana และได้ ihpRNAi+GG คอนส์ต
รักส์ที่ประกอบด้วยยีน ERD15 ทั้งทิศทาง sense และ antisense ที่ถูกต้อง ท าการทดลองระหว่างปี 2559 
ถึง 2560 ณ ส านักวิจัยพัฒนาเทคโนโลยีชีวภาพ จากนั้น ท าการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อต้นยาสูบ เพ่ือท าการถ่าย
ฝากยี น  ERD15 โด ยอาศั ย วิ ธี ก าร  Agrobacterium transformation เข้ าสู่ เชื้ อ อะ โก รแบ คที เรี ย ม 
ElectroMAX LBA4404 และ A10460 ผลการทดลองในเบื้องต้น พบว่า ทรานส์ฟอร์แมนส์ที่ถ่ายฝากเข้าสู่เชื้อ 
Agrobacterium A10460 ได้ค่อนข้างสูง ซึ่งเป็นไปตามทฤษฎี โดย A10460 มีคุณสมบัติต้านทานต่อยีน  
ccdB แต่ประสิทธิภาพการการถ่ายฝากยีน ERD15 เข้าสู่ต้นพืชยาสูบค่อนข้างต่ าเมื่อใช้ LBA4404 โดยทรานส์
ฟอร์แมนส์ ไม่สามารถเติบโตเป็นแคลลัสได้  จากการถ่ายฝากยีน  แต่การทดลองควบคุม (control 
experiments) โดยอาศัยใบของต้นยาสูบ ประสบความส าเร็จ 100% สรุปได้ว่า ต้องศึกษาโดยใช้ 
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Agrobacterium สายพันธุ์อ่ืนๆ พร้อมกับท าการปรับหาสภาวะที่เหมาะสมในการถ่ายฝากยีน ERD15 ใน
รูปพลาสมิด ihpRNAI+GG ด้วยวิธี  ELECTRO agrobacterium transformation  เพ่ือให้ ได้ต้นยาสูบที่
ประกอบด้วยยีน ERD15 เพ่ิมเติมต่อไป 

 
Abstract  

 
RNA interference (RNAi) of ERD15 gene has largely been used to study abiotic stress 

such as drought tolerance trait. Plasmid pRNA-GG plant expression vector comprising ERD15 
(Early Responsive to Dehydration 15) has been designed by GeneArtGene synthesis and RNAi 
silencing method according to Restriction-ligation method of Pu Yan et al., 2012. pRNAi-GG 
(Golden gate vector) contains both ccdB lethal genes and 5’ and 3’ end, pdk introns and 
primers-flanking sites for transformant screening in its constructs. In this experiment, the full-
length of synthesized ERD15 cDNA is 609 bp with BsaI restriction sites at 5’ and 3’ ends. The 
resulted ERD15 protein shares high protein amino acid similarity with ERD15 of Arabidopsis 
thaliana in the database. Then, the construct was transformed into E. coli electrocompetent 
cells for amplification.  The results showed that a 100% of the transformants was shown. 
Furthermore, ERD15 gene was successfully transformed for analysis of the growth of 
transgenic plants into tobacco plants by agrobacterium- mediated transformation using both 
agrobacterium strains, LBA4404 and A10460. The results showed that the resulted 
transformants examined could not be grown onto the MS media+cefotaxim+kanamycin 
using agrobacterium LBA4404 strain comprising ccdB lethal gene and pdk intron in between. 
In constrast, the thransformants was able to grow on Agrobacterium A10460 lacking ccdB 
lethal gene. Our result indicated that the pRNAi-GG+ERD15 plasmid vector was successfully 
constructed for further analysis but further transformation using the different agrobacterium 
strains needed to be used for success plant transformation.  

 
บทน า 

 
 ปัจจุบัน เป็นที่ทราบกันดีว่าอุณหภูมิของโลกมีแนวโน้มเพ่ิมสูงขึ้นอันเนื่องมาจากกิจกรรมของมนุษย์ 
ทั้งภาคเกษตรกรรมและภาคอุตสาหกรรม จ านวนประชากรมนุษย์ที่เพ่ิมสูง จ านวนพ้ืนที่เพาะปลูกหรือภาค
การเกษตรที่ลดลงเพ่ือใช้ในกิจกรรมอย่างอ่ืนที่ไม่ใช่ภาคเกษตร บวกกับเทคโนโลยีใหม่ๆที่มนุษย์สร้างขึ้น ท าให้
โลกต้องประสบกับปริมาณก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์เพ่ิมขึ้นในชั้นบรรยากาศ (ชั้นบรรยากาศบางลง) บวกกับ
ปัจจัยอ่ืนๆ เช่น รังสี ความเค็ม และความเครียดอ่ืนๆที่ส่งผลต่อพืช (Levitt, 1980) ท าให้เป็นที่คาดการณ์กัน
ว่า มนุษย์ต้องเผชิญกับภาวะโลกร้อน ภาวะเรือนกระจกหรือสภาพการเปลี่ยนแปลงของภูมิอากาศ (climate 
change) อย่างมากในอนาคตอันใกล้และปัจจุบันได้เกิดข้ึนแล้ว (Sun et al., 2014) โดยจะส่งผลกระทบต่อท้ัง
ธรรมชาติและมนุษย์  ปัจจุบันผลที่เกิดจากภาวะโลกร้อนได้ท าให้มนุษย์เห็นแล้วว่าส่งผลกระทบและมี
ความส าคัญอย่างแท้จริง เช่น ท าให้สภาพแวดล้อมของโลกเปลี่ยนแปลงไป เช่น ฝนตกไม่ถูกต้องตามฤดูกาล 
พืชเกิดสภาวะขาดน้ าจากภาวะโลกร้อน โดยเฉพาะอย่างยิ่ง ในภาคการเกษตร พืชต้องประสบกับปัญหาภัยแล้ง
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ในบางฤดูกาล เพราะฝนไมต่กตามช่วงเวลาที่เหมาะสม ท าให้พืชประสบปัญหาภัยแล้ง และพืชบางพันธุ์อ่อนแอ
ต่อสภาวะขาดน้ า โดยสภาวะขาดน้ านี้เป็นปัญหาที่พบได้ทั่วไป ท าให้พืชมีปริมาณน้ าในเซลล์ลดลง ความต่าง
ศักย์ของน้ าในเซลล์ลดลง สูญเสียความดันน้ าในเซลล์ ปากใบปิดน้อยลงท าให้เกิดการสูญเสียน้ าและท้ายสุดท า
ให้พืชมีการเจริญเติบโตลดลง และเกิดการเปลี่ยนแปลงทางด้านการแสดงออกของยีนและขบวนการเมตาบอลิ
ซึม (Shinozaki et al., 2007) โดยทั่วไปแล้ว พืชจะมีการแสดงออกของยีนในสภาวะขาดน้ าเป็นสองช่วง คือ 
ในช่วงที่ขาดน้ า (dehydration) และช่วงระยะเริ่มต้น (early responsive to dehydration) ท าให้เกษตรกร
สูญเสียรายได้เพราะปริมาณพืชที่คาดหวังภายหลังการเพาะปลูกลดลง ทั้งมีสาเหตุมาจากไม่สามารถเพาะปลูก
พืชได้ตามที่ต้องการหรือสูญเสียผลผลิตพืชที่ได้เพาะปลูกไป (yield loss) กล่าวโดยทั่วไปว่า ภัยแล้งจัดเป็น
ปัญหาทางกายภาพที่ส าคัญที่สุดที่ทั่วโลกเผชิญ และท าให้การปรับปรุงพันธุ์ประสบความยากล าบากและท้า
ทาย (Cattivelli et al., 2008)  เท่าที่ผ่านมา นอกเหนือจากวิธีการทางภาคเกษตรตามปกติแล้ว ได้มีการน า
เทคโนโลยีชีวภาพมาใช้ในการแก้ไขปัญหาดังกล่าว โดยการพัฒนาพืชให้มีความทนทานแล้ง ทนต่อสภาวะขาด
น้ า  หรือทนต่อสภาวะเครียดในช่วงการเพาะปลูกได้ (drought stress tolerance) โดยการศึกษาหายีนทน
แล้งต่างๆ และน ายีนต่างๆ เหล่านั้นเข้าสู่จีโนมของพืชที่ต้องการให้มีสรีรวิทยาตามต้องการ อย่างไรก็ตาม 
การศึกษาตามวิธีการทางเทคโนโลยีชีวภาพดังกล่าว ต่างให้ผลลัพธ์ที่แตกต่างกันออกไป เช่น ระดับการ
ตอบสนองต่อการขาดน้ าหลังการได้รับยีนที่ผันแปรไปตามแต่ละชนิดยีนหรือชนิดพืช เป็นต้น อีกทั้งในด้าน
ความซับซ้อนของการตอบสนองของสภาวะขาดน้ า ท าให้การระบุหายีนที่มีผลต่อความทนทานต่อการขาดน้ า
นั้นเป็นเรื่องยาก  
 ยีน ERD (Early Responsive to Dehydration) จัดอยู่ในประเภท gene family เป็นยีนที่ถูก
กระตุ้นอย่างรวดเร็วในช่วงขาดน้ า (Kiyosue et al., 1994) และพบมีความเป็นอนุรักษ์ในพืชทุกชนิด 
(conserved) จากการศึกษาโปรตีน ERD4 ในวัชพืชอะราบิดอบซิส (Arabidopsis thaliana) พบว่า ERD 
เป็นโปรตีนประเภท Integral membrane protein พบที่บริเวณเยื่อหุ้มคลอโรพลาสต์ (chloroplastic 
envelop membrane) เป็นโดเมนที่ยังไม่ทราบหน้าที่แน่ชัด (unknown function) (Froehlich et al., 
2003)  
 ที่ผ่านมา การศึกษายีน ERD15 ใน Arabidopsis พบว่าการท าให้ยีนมีการแสดงออกที่สูงมากเกิน 
(overexpression) เป็นสาเหตุให้เกิดการตอบสนองของวิถีทนทานต่อสภาวะขาดน้ าที่วิถี (pathway) ที่ต้อง
อาศัย ABA และ SA (abscisic acid และ  salicylic acid (SA)-dependent pathway) โดยท าให้การ
ตอบสนองของ ABA ลดลง  มีผลท าให้ Arabidopsis ดัดแปรพันธุกรรม (transgenic plant) เกิดความ
ทนทานต่อสภาวะขาดน้ าลดลงและไม่สามารถที่จะเพ่ิมความทนทานต่อสภาวะเย็นจัดเมื่อถูกให้ด้วยฮอร์โมนได้ 
ในทางตรงกันข้าม การสูญเสียการท างานของ ERD15 อันเนื่องมาจากภาวะ gene silencing ท าให้เกิดภาวะ 
hypersensitivity ต่อ ABA และท าให้พืชที่ไม่มีการแสดงออกของยีน (silenced plants) ดังกล่าว แสดงความ
ทนทานต่อสภาวะขาดน้ าและสภาพเย็นจัดได้ (Kariola et al.,  2006) 
 แม้ว่าการศึกษาเกี่ยวกับยีนทนแล้งจะมีอยู่ก็ตาม แต่ก็มีอยู่อย่างจ ากัด ส่วนมากเป็นรายงานการศึกษา
จากต่างประเทศ ด้วยเหตุนี้ การศึกษานี้จึงมีวัตถุประสงค์ในการหาหน้าที่ของยีน ERD15 ในสภาวะที่เกิด 
gene silencing ที่มีผลในเชิงสรีรวิทยาต่อการตอบสนองต่อสภาวะขาดน้ าของพืชต้นแบบ (ยาสูบ) ซึ่งอาจเป็น
ประโยชน์ต่อการได้มาซึ่งข้อมูลในด้านความทนแล้งและกับการปรับปรุงพันธุ์พืชให้ทนต่อสภาวะแวดล้อมที่ไม่
เหมาะสมในประเทศต่อไปในอนาคต  
 พืชมีการปรับตัวทางสรีระวิทยาให้เข้ากับสภาวะแวดล้อมที่ไม่เหมาะสม เพ่ือให้ตัวมันเองปรับตัวและ
มีความอยู่รอดในสภาวะแวดล้อมนั้นๆได ้ เช่น ขาดน้ าหรือแห้งแล้งเป็นต้น การปรับตัวของพืชให้มีการพัฒนา
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หรือให้เป็นไปตามปกติหรือคงทนอยู่ในสภาวะแวดล้อมดังกล่าวนั้น ต้องมีการแสดงออกของยีนบางชนิด ซึ่ง
อาจเป็นยีนเดียวหรือกลุ่มยีนส์ (ยีนหลายๆ ชนิดพร้อมกันในสภาวะเดียวกัน) จึงจะท าให้พืชมีการด ารงอยู่ใน
สภาวะนั้นๆ ได้หรือเกิดความเสียหายน้อยที่สุด ที่ผ่านมา นักวิจัยได้ศึกษาหน้าที่ของยีนที่เกี่ยวข้องกับการ
แสดงออกในพืช เพ่ือให้พืชเกิดการปรับตัวให้คงทนอยู่ในสภาวะแวดล้อมที่ไม่เหมาะสมได้ดี ในปัจจุบัน ข้อมูล
ยีนหรือกลุ่มยีนส์ที่เกี่ยวข้องกับการแสดงออกในสภาวะขาดน้ าหรือแห้งแล้งที่ได้จากค้นคว้าวิจัยมีจ านวนเพิ่ม
มากขึ้นอย่างต่อเนื่อง ท าให้การน าข้อมูลที่ได้มาประยุกต์ใช้ในการปรับปรุงพันธุ์พืชให้มีลักษณะทนแล้งโดย
อาศัยวิธีการเทคโนโลยีชีวภาพนั้นมีความเป็นไปได้มากข้ึน อีกทั้ง จากการศึกษาที่ผ่านมา มีข้อมูลที่แสดงให้
เห็นชัดแล้วว่า อุณหภูมิของโลกมีแนวโน้มเพ่ิมสูงขึ้นทุกๆ ปี และพบว่าพืชมีการแสดงออกของยีนที่จ าเพาะบาง
ชนิด เพ่ือที่จะตอบสนองต่อสภาวะแวดล้อมที่ไม่เหมาะสมเช่นขาดน้ าหรือแห้งแล้งได้  
 ในประเทศไทย พืชข้าวโพดนับเป็นพืชเศรษฐกิจที่ส าคัญชนิดหนึ่งที่ท ารายได้ให้กับประเทศเป็นอย่าง
มากและพบข้าวโพดพันธุ์ทนแล้งในประเทศอีกด้วย นับเป็นฐานพันธุกรรมในเชิงวิจัยได้เป็นอย่างดี รวมทั้ง
ข้าวโพดเป็นพืชที่มีประโยชน์ทั้งด้านบริโภคและด้านงานวิจัย ดังนั้น งานวิจัยนี้มีวัตถุประสงค์   เพ่ือถ่ายฝากยีน 
ERD15 ที่อยู่ในรูป RNAi เข้าสู่พืชต้นแบบ และเพ่ือศึกษาระดับความทนแล้งของพืชต้นแบบ (ยาสูบ) ภายหลัง
การถ่ายฝากยีน ERD15 เพ่ือน าข้อมูลที่ได้นั้นมาประยุกต์ใช้ในการปรับปรุงพันธุ์พืชให้มีคุณลักษณะทนแล้งได้
ต่อไปในอนาคต ท าให้งานวิจัยนี้สามารถให้ข้อมูลในรูปยีนที่เป็นประโยชน์ทางการเกษตรของประเทศไทยได้  

 
ระเบียบวิธีการวิจัย 
  

1. สืบค้นข้อมูลยีน ERD15 ของพืชชนิดต่างๆ ในฐานข้อมูลชีวภาพสากล 
สืบค้นข้อมูลล าดับนิวคลิโอไทด์ของยีน ERD15 จากฐานข้อมูลชีวภาพสากล NCBI เพ่ือใช้ในการ

ออกแบบส่วนของยีน ERD15 ที่สามารถซับโคลนเข้าสู่พลาสมิดเวคเตอร์ pRNAi+GG (Expression Golden 
gate vector)  

2. ออกแบบไพรเมอร์ 5’-accaggtctcaggag-gene ERD15 forward specific primers-3’ 
3. ออกแบบไพรเมอร์ 5’-acca ggtctc atcgt-gene ERD15 specific reverse primers-3’ 
4. ท าการสังเคราะห์ยีน ERD15 ที่มีปลาย 5’ และ 3’ เชื่อมต่อด้วยเอนไซม์ BsaI (GeneArt 

GeneSynthesis, Invrtrogen, USA) ขนาด 609 bp BsaI restriction site (GGTCTC) 
เพราะฉะนั้น ปลาย 3’ ไป 5’ ของ BsaI คือ CCAGAG ตัด DNA ด้วยเอนไซม์ BsaI และ พลาสมิดดีเอ็นเอ 
pRNAi+GG ด้วยเอนไซม์ BsaI และเชื่อมต่อเข้ากันด้วย T4 DNA ligase ในหลอดเดียว (single tube 
reaction หรือ one tube reaction จากนั้น ท าการ transformation เข้าสู่  DH5 alpha หรือ Stellar 
Electrocompetent Cell เพ่ือเพ่ิมขยายจ านวน  
 
 One tube reaction 
  50 ng PCR product หรือ ERD gene fragment synthesis (Template DNA) 

200 ng Vector plastmid DNA (pRNAi-GG vecter) 
5 Units BsaI Enzyme (NEB) 
10 Units T4 DNA ligase (Promega, High concentration 20U/ul) 
1x Ligation buffer 
 Total 10 ul 
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บ่มปฏิกิริยานาน 37 องศาเซลเซียสนาน 2 ชั่วโมง ต่อด้วย 5 นาทีที่ 50 องศาเซลเซียส 

 8 นาที ที่ 80 องศาเซลเซียส (Heat inactivation) ทรานส์ฟอร์มด้วย stellar electrocompetent 
cells, Invitrogen โดยการเพลทจานเพาะเชื้อ LB Medium + 25 mg/L คานามัยซิน และ 5ug/L คลอ
แรมเฟนิคอลเพื่อคัดเลือกรีคอมบิแนนต์ ตรวจสอบด้วย PCR และ DNA sequencing  
ใช้ไพรเมอร์ P21 P22 P23 P24 และ P25 ตาม Pu Yan  et al., 2012 

5. ซับ โคลนยีน  (gene subcloning) ERD15 ขนาด  609 bp ที่ สั ง เคราะห์ ได้  เข้ าสู่
ค อ ม พิ เท น ต์ เซ ล ล์  E. coli Stellar Electrocompetent cell ห รื อ  DH5 alpha เ พ่ื อ เก็ บ ไว้ เป็ น
แบคทีเรียลสต๊อค ที่อุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียส ตามคู่มือผู้ผลิต  

6. ตรวจสอบความถูกต้องของยีน ERD15 ตามต าแหน่งจุดตัดเอนไซม์ (restriction sites) 
เช่น ด้วยการใช้เอนไซม์ BsaI และด้วยการหาล าดับเบส (sequencing) เปรียบเทียบล าดับเบสที่ได้กับ 
Similarity Blast search ก่อนท าการตัดต่อเข้าสู่พลาสมิด RNAi vector (pRNAi vector) 

7. เตรียมยีนและพลาสมิดในรูป RNAi (pRNAiGG + ERD15) หรือที่เรียกว่า พลาสมิด 
คอนส์ตรักส์ pRNAiGG+ERD15 Constructs ท าการทรานส์ฟอร์ม พลาสมิดคอนส์ตรักส์เข้า

สู่เชื้อแบคทีเรีย E. coli (Stellar Electrocompetent cells) ด้วยวิธีการยิงยีน ที่สภาวะ 2-2.5 K, 25 µF 
200 โอห์ม บนอาหาร  และ ตรวจสอบรีคอมบิแนนต์ (recombinants) ด้วยวิธีการหาล าดับเบส (5 คู่ ไพร
เมอร์) ตามขั้นตอนดังนี้ น า competent cells ของเชื้อ A. tumefaciens  จาก – 80 องศาเซลเซียส มา
ละลายในน้ าแข็ง เป็นเวลา 5 นาที จากนั้นน าพลาสมิด pRNAiGG + ERD15 ปริมาตร 5 ไมโครลิตร มาใส่ลง
ในหลอด competent cells ผสมกันให้เข้ากัน เบาๆ น าไปวางบนน้ าแข็งเป็นเวลา 15 - 30 นาทีดูดส่วนผสม
ที่ได้จากข้อ 3 มาใส่ลงใน cuvette ขนาด 0.2 ซม. จากนั้น เคลื่อนย้ายพลาสมิดเข้าสู่เซลล์โดยใช้สภาวะ 
(Conditions) ตามค าแนะน าของบริษัท / คู่มือผู้ผลิต (Biorad- Gene Pulser) ดังนี้ 

a. Cuvette   0.2 cm 
b. Voltage  2.5 kV 
c. Capacity  25 µF 
d. Resistance  360 – 480  โอหม์ 

 
ก่อน pulse เช็ด cuvette ให้แห้ง อย่าให้มีฟองอากาศเด็ดขาด หลัง pulse แล้ว เติมอาหาร 

YEP (ไม่เติมปฏิชีวนะ)  ปริมาตร 1 มิลลิลิตร แล้วย้ายส่วนผสมลงในหลอดเลี้ยงเชื้อ น าไปวางไว้บนน้ าแข็ง
นาน 30 นาที แล้วไปเลี้ยงที่อุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส เขย่าที่ความเร็ว 220 rpm เป็นเวลา 2 ถึง 3 ชั่วโมง 
จากนั้นตกตะกอนเซลล์ด้วยความเร็ว 5,000 รอบ/นาที เทอาหารเหลวทิ้ง แล้วเติมอาหารเลี้ยงเชื้อ YEP 
ปริมาตร 200 ไมโครลิตร น าไปSpread plate บนอาหารแข็ง + rifam YEP (control) + rifam และบน
อาหารแข็ง YEP + rifam + kanamycin เพลทละ 80 ไมโครลิตร เลี้ยงที่อุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส นาน 2 -
3 วัน แล้งน าโคโลนีที่ เจริญ เลี้ยงบนอาหารเลี้ยงเชื้อ มาตรวจสอบหายีนด้วย ไพรเมอร์ Forward และ 
Reverse primers (colony PCR) 

8. เตรียมต้นยาสูบด้วยวิธีการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ ในห้องปฏิบัติการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ  
8.1 การเพาะเมล็ดยาสูบ 
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ขั้นตอนการปฏิบัติ (ทุกอย่างท าในตู้ปลอดเชื้อ) 
  - ห่อเมล็ดยาสูบด้วยผ้าขาวบาง 
  - เตรียมขวดตามล าดับ 
  - น าปากคีบลนไฟที่ตะเกียงแอลกอฮอล์ ทิ้งไว้ให้เย็น 
  - ใช้ปากคีบ คีบห่อเมล็ดยาสูบลงไปในขวดที่เตรียมไว้ 
  - ล้างด้วยแอลกอฮอล์ 95 % 5 นาที เขย่าขวดด้วยมือ 
  - ล้างด้วย Clorox 10 %  ครั้งละ 10 นาที 2 ครั้ง เขย่าขวดด้วยมือ 
  - ล้างด้วย H2O ครั้งละ 5 นาที 2 ครั้ง เขย่าขวดด้วยมือ  
  - ใช้ปากคีบ คีบห่อเมล็ดยาสูบออกจากขวด วางลงในจานอาหาร (Plate) ที่มีกระดาษทิชชู่ 
เพ่ือซับน้ า 
  - เปิดผ้าขาวบางออก ผึ่งเมล็ด 
  - น าปากคีบ คีบเมล็ดวางบนขวดอาหาร MS  
  - ปิดฝาขวดวางในที่ควบคุมแสงและอุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส  
  - เมล็ดใช้เวลางอก  1 เดือน 
  - ท าการย้ายใส่ขวดอาหารใหม่ เพื่อลดการปนเปื้อน จากขวดเพาะเมล็ดที่ไม่งอก 
  - รอจนต้นยาสูบโต แล้วท าในขั้นตอนต่อไป 
  หมายเหตุ :  1. ปากคีบต้องลนไฟและทิ้งไว้ให้เย็นทุกครั้ง 
               2. ก่อนเปิดและปิดฝาขวด ต้องลนไฟที่คอขวดทุกครั้ง 
 

9. เตรียมเชื้ออะโกรแบคทีเรียม ซึ่งมี origin of replication ต่ ากว่า E. coli เพ่ือเตรียมไว้ใช้
ในการถ่ายฝากยีนด้วยวิธีการ Electrotransformation  

10. ถ่ายฝากยีนด้วยวิธีการ ยิงยีน (ELEXTROMAX LBA4404) และตรวจสอบการถ่ายฝาก
ยีน เปรียบเทียบกับการท าเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อที่ไม่ได้ท าการถ่ายฝากยีน (control)  
 
ระยะเวลาด าเนินการวิจัย ตุลาคม 2558 – กันยายน 2560 รวม 2 ปี 
สถานทีด่ าเนินการวิจัย ส านักวิจัยพัฒนาเทคโนโลยีชวีภาพ อ.ธัญบุรี จ.ปทุมธานี 
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ผลการวิจัยและอภิปรายผล 

 
1. การโคลนชิ นยีน ERD15 โดยการออกแบบและสังเคราะห์ยีนเข้าสู่เวคเตอร์ pUC19 

โดยได้ชื้นยีน ERD15 Fragment จากการออกแบบและสังเคราะห์ (ORF 609 คู่เบส) เพ่ือโคลนเข้า
สู่เวคเตอร์ pUC19 และถ่ายฝากเข้าสู่  Stellar Electrocompetent cells เพ่ือเพ่ิมขยายจ านวน โดยได้
ออกแบบไพรเมอร์ที่ด้านปลาย 5’ (5’-end) ที่เติม protective bases-adapters ส าหรับ pRNAi-GG (5’-
protective abases adapters -BsaI- ORF (ERD open reading frame)–BsaI -Protective bases 
adapters - 3’) (ภาพที่ 1) ตามด้วย gene specific sequences-3’ ที่ปลาย 3’ (3’-end) (ภาพที่ 2) เมื่อท า
การหาล าดับเบสของ pRNAi คอนส์ตรักส์และเปรียบเทียบล าดับเบสกับฐานข้อมูลชีวภาพสากล ได้ผลดังภาพที่ 3  
 

 
ภาพที่ 1. แสดงล าดับเบสของยีน ERD15 ที่เติมจุดตัดเอนไซม์ BsaI ที่ด้านปลาย 5’ และ 3’ -IhpRNAiERD15 

construct 

 

 
5’-ACCA  GGT CTC AGGAG 

ATGGCGTTAGTTTCAGGAGGAAGGTCGACACTGAATCCGAATGCACCTCTTTTCATCCCGTCTTATGTGCGTCAA

GTGGAGGACTTTTCACCCGAATGGTGGAATTTGGTGACAACTTCGACATGGTTCCATGATTATTGGACGAGGCAG

CATCAAGGAGAGGAATATGGCGATGATGCTTTTGGTTTTACTGGGAATGATGTTGCTGACTTGCTTCCCGAAAAT

ATCGATCTTGATGTTGATGAAGATATTTTGAACATGGAAGCTCAGTTTGAAGAATTCCTCCAATCATCTGAAAGT

GAACAACAAGGAATCAAGTCATCACCCTATGGTATCAGTGGTATGCTTCTATTTGGTATATATCTCCATTATCTT

ACAATTATAGTCATGATAGTGATAGAGCCACAAATTTATACTAGGGGATTCAAAAGTATACTGACCAAGGGTTCG

GAGGCACTCGTAAGGACACTGAGCATATCAAAGGGGCCAAAATCTCCCATTGAGCCACCAAAGTACTATGAGAAA

CCAGCAAAGATTGTTAGCCCAAAGAACAGCCTTCGCCGCATCCAGCAACCTCGCTAAACGATGAGACCTGGT-3’ 

 
ภาพที่ 2. แสดง IhpRNAiERD15 construct ที่ประกอบด้วยล าดับไพรเมอร์ที่ด้านปลาย 5’ (5’-end) และ 3’ 

(3’end) ที่เติม protective bases-adapters ส าหรับ pRNAi-GG ( 5’-protective abases 
adapters -BsaI- ORF (ERD open reading frame)–BsaI -Protective bases adapters - 3’ ) 
ทั้งนี้ BsaI มีจุดตัด GGTCTC 
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ภาพที่ 3. แสดงผลที่ได้จากการท า blast search ระหว่าง ล าดับนิวคลิโอไทด์ของ IhpRNAiERD15 กับล าดับ

นิวคลิโอไทด์ของ ERD15 ในฐานข้อมูลชีวภาพสากล  
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2. การสร้างคาสเซตต์ของ pRNAiERD15 
การสร้างคาสเซตต์ของ pRNAiERD15 จากยีน ccdB คอนส์ตรักส์ โดย (ภาพที่ 4) แสดงคาสเซตต์

หรือคอนส์ตรักส์ของ ERD15 ที่แทนที่ ccdB lethal gene ในทิศทาง sense และ antisense ที่ประกอบด้วย 
35s Promoter; Pdk Intron และ Nos terminator และตรวจสอบทิศทางการโคลนคาสเซตต์ของ ERD15 
โดยการตัดด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะ (BsaI) (ภาพท่ี 5) 

 
 

 

 
ภาพที่  4. แสดงแผนภาพคอนส์ตรักส์ของ ERD15 ที่แทนที่  ccdB lethal gene ในทิศทาง sense และ 

antisense ที่ประกอบด้วย 35s Promoter; Pdk Intron และ Nos terminator 100 bp   ERD15 
 

 
ภาพที่ 5. ภาพอะกาโลสเจลแสดงการเชื่อมต่อพลาสมิด pRNAi เข้ากับยีน ERD15 และการตัดพลาสมิด 

pRNAi+ERD15 คอนส์ตรักส์ด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะต่างๆ 
 

3. การหาล าดับเบสเพื่อยืนยันความถูกต้องของยีนและเทียบกับฐานข้อมูลชีวภาพสากล (NCBI) 
 ผลการท า blast search พบว่า match กับยีน Early responsive to dehydration ของ

พื ช  Nicotiana tabacum (100% identity), Nicotiana sylvestris (100% identity), Nicotiana 
termentiformis (95$ identity), Capsicum annum (90% identity), Solanum pennelii (83% 
identity) , Solanum lycopersicum, (83% identity), Arabidopsis thaliana (76% identity), Glycine 
max (70% identity) และ Balsamifera populus (70% identity) ตามล าดับ ผลการหาล าดับเบสของพ
ลาสมิด pRNAi-GG ด้วยไพรเมอร์ P22 
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(ก.)        (ข.) 

 
(ค.) 

 
 

ภาพที่ 6. แสดงผลการหาล าดับเบสของพลาสมิด pRNAi-GG ด้วยไพรเมอร์ P22 (ก) จากการ match จากการ
ท า blast search ของยีน  ERD15 เที ยบกับฐานข้อมูลชีวภาพสากล  NCBI database  ค่ า 
alignment scores ของล าดับเบสยีน ERD15 เทียบกับฐานข้อมูลชีวภาพสากล (ข) และ ค่า 
sequences producing significant alignments ข อ ง  alignment scores ( ค )  แ ส ด ง 
sequences producing significant alignments 
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4. การท าทรานส์ฟอร์เมชั่น 
ก า รท า ท ร าน ส์ ฟ อ ร์ เม ชั่ น ข อ งแ ฟ ร ก เม น ต์  ERD15 เข้ า สู่ เชื้ อ  อี โค ไล  (E.coli) ช นิ ด 

Electrocompetent cells (ให้ผลตามข้อ 6) ท ากลีเซอรอลสต็อคเพ่ือเก็บรักษาที่ -20 องศาเซลเซียสไว้ใช้
ต่อไป แล้วท าการสกัดพลาสมิดดีเอ็นเอเพ่ือใช้ในการถ่ายฝากเข้าสู่เนื้อเยื่อพืชต่อไป  โดยการสกัดแยกไบนารี่
เวคเตอร์ที่เตรียมไว้แล้ว (ภาพที่ 7) เมื่อท าการหาล าดับเบสของยีน ERD15 จากจ านวน 17 โคโลนี พบว่ามี 4 
โคโลนี ได้แก่ โคโลนี S1. S4, S10 และ S11 ที่ให้ผลเป็นยีน ERD15 (ภาพที่ 8) ล าดับนิวคลิโอไทด์ของโคโลนี 
S1, S4, S10 และ S11 ผลการเปรียบเทียบล าดับนิวคลิโอไทด์กับฐานข้อมูลชีวภาพสากล (blastx) ล าดับ
นิวคลิโอไทด์กับล าดับกรดอะมิโอ (ภาพที่ 9) แล้วท าออกแบบไพรเมอร์ที่ใช้ในการหา gene fragments ที่
เชื่อมต่อเข้ากับไบนารี่เวคเตอร์ (one tube restriction-ligation reaction) เมื่อท าการทรานส์ฟอร์เมชั่นแล้ว 
(ตารางที่ 1) ต าแหน่งของไพรเมอร์ P21, P22, P23, P24 และ P25 ต าแหน่งยีนของคอนส์ตรักส์ที่ใช้ในการ
ตรวจสอบทิศทางของคอนส์ตรักส์ (ภาพท่ี 10) 

 

 
ภาพที่ 7. แสดงพลาสมิดดีเอ็นเอของไบนารี่เวคเตอร์ 

 

 
ภาพที่ 8. แสดงพลาสมิดดีเอ็นเอท่ีสกัดได้จาก pRNAiGG+ERD15 ได้แก่ S1, S4, S10 และ S11 
 

ตารางที่ 1. แสดงรายละเอียดไพรเมอร์ที่ใช้ในการหาล าดับเบสรีคอมบิแนนต์ยีน ERD คอนสตรักส์ 
Primer Sequence (5’- 3’ description) 
P21 accatttacgaacgatagcc For Recombinants identification 

P22* gtaaaacgacggccagtg For Recombinants identification and sequencing 

P23 cgaatctcaagcaatcaagc For Recombinants sequencing 

P24 cattttagcttccttagctcc For Recombinants and intron orientation identification 

P25 catttggattgattacagttgg For Recombinants and intron orientation identification 

หมายเหตุ  ทุกรีคอมบิแนนต์ ยืนยันผลการหาล าดับเบสและตรวจสอบทิศทาง 
และการท า Blast searching 
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 >S1 

 
 >S4 

 
 >S10 

 
 >S11 

 
ภาพที่ 9 แสดงล านิวคลิโอไทด์ของโคโลนี S1, S4, S10 และ S11 

 

 
ภาพที่ 10. แสดงต าแหน่งไพรเมอร์ที่ใช้ในการหาล าดับเบสที่ต าแหน่งของยีน ERD15 คอนสตรักส์ 
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การเลี้ยงเชื้อของเซลล์และสกัดพลาสมิดดีเอ็นเอของเวคเตอร์ p-RNAi-GG (kanamycin resistant) 
ท าการหาล าดับเบสโดยใช้ไพรเมอร์ M13F และ M13R พบว่าเป็นเวคเตอร์ที่ถูกต้องจากจ านวน 12 โคโลนี 
(Forward และ Reverse) รวมเป็น 24 reactions (100% match) ยกตัวอย่าง 5 โคโลนีแรก มีล าดับเบสที่ 
match กับ pRNAi-GG (Gene Bank Accession no. JQ085427) ภาพที่ 11 ส าหรับการตัดยีน ERD15 ที่ได้
จากการท าทรานส์ฟอร์เมชั่น ตรวจสอบความถูกต้องของยีน จ านวน 8 โคโลนี ทั้งทิศทาง 5 ’ และ 3’ ตัดด้วย
เอนไซม์ตัดจ าเพาะดังต่อไปนี้ (เลนที่ 1; SacI-HindIII), (เลนที่ 2; XbaI-BamHI), RNAi (เลนที่ 3; ตัดด้วย 
BsaI), (เลนที่ 4; RNAi loading) และ (เลนที่ 5; RNAi+T4 DNA ligase) เพ่ือท าการทรานส์ฟอร์เมชั่น ได้ผล
ดังต่อไปนี้ (M: DNA ladder 100 bp) (ภาพท่ี 12ก) 

    1bp      1kb 

 
ภาพที่  11. แสดง 5 โคโลนีแรก มีล าดับ เบสที่  match กับ pRNAi-GG (Gene Bank Accession no. 

JQ085427) 
      ( ก ) 

   
  ( ข ) 

 
ภาพที่ 12. (ก) แสดงการตัดยีน ERD15 ที่ได้จากการท าทรานส์ฟอร์เมชั่นด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะต่างๆ การ

เชื่อมต่อกับ T4 DNA ligase และ pRNAi loading (ข) แสดงโคโลนีที่ปรากฏภายหลังการท าทรานส
ฟอร์เมชั่นยีน ERD15 + T4 DNA ligase ด้วยปฏิกิริยา one-tube ligation reaction system 
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การท าทรานส์ฟอร์เมชั่น plasmid pRNAi+GG expression vector ซึ่งประกอบด้วยยีน ccdB ใน
คอนส์ตรักส์ (ทิศทาง sense และ anti-sense) เข้าสู่ อะโกรแบคทีเตรียมสายพันธุ์LBA4404 และถ่ายฝากเข้า
สู่พืชยาสูบ (Nicotiana tabacum) ท าการทดลอง 2 ครั้ง ผลการทดลองให้ผลตามทฤษฏีคือ ต้นยาสูบไม่
สามารถเติบโตได้ ดังนั้น จึงพิสูจน์ได้ว่า การไลเกต pRNAi+GG เข้าสู่เวคเตอร์ pRNAi+GG ซึ่งประกอบด้วยยีน 
ccdB ซึ่งเป็น lethal gene ต่ออะโกรแบคทีเรียมสายพันธุ์ LBA4404 ประสบความส าเร็จ อย่างไรก็ตาม หาก
ต้องการทดสอบการทรานส์ฟอร์มคอนส์ตรักส์ ยีน ERD15+plasmid RNAi+GG เข้าสู่ต้นยาสูบ อาจทดสอบ
ด้วยอะโกรแบคทีเรียมสายพันธุ์อ่ืนๆที่ไม่ประกอบด้วยยีน ccdB นอกเหนือจาก LBA4404 แล้วศึกษาการ
เติบโตของต้นยาสูบที่ได้รับการถ่ายฝากยีนต่อไป ซึ่งเป็นค าแนะน าที่ได้จากการศึกษาในครั้งนี้  จากการทดลอง
เบื้องต้น ได้สุ่มทดสอบน าคอนส์ครักส์ (ภาพที่ 13) pRNAiGG+ERD15 เข้าสู่ LBA4404 และท าการเพาะเลี้ยง
เนื้อเยื่อต้นยาสูบ อยู่ระหว่างท าการสุ่มโคโลนี คอนส์ตรักส์เพ่ือทรานส์ฟอร์มต่อได้ ค าแนะน าคือ อาจเปลี่ยนไป
ใช้อะโกรแบคทีเรียมสายพันธุ์อ่ืน หรือ สุ่ม pRNAiGG+ERD15 เพ่ิมเติมที่ได้จากการท าทรานส์ฟอร์เมชั่นก่อน
หน้านี้  และภาพที่ 14 ผลการ MATCH ของยีน ERD15 จาก pRNAi เวคเตอร์ เทียบกับยีน ERD15 ของต้น
ยาสูบที่ปรากฏในฐานช้อมูลชีวภาพ 
 

COLONY 1 

CGGGATCCGATCCAANTACCAGGTCTCATCGTGCGAGGTTGCNGGATGCGGCGAAGGCTGTTCTTTGGGCTAACAATCTT 

TGCTGGTTTCTCATAGTACTTTGGTGGCTCAATGGGAGATTTTGGCCCCTTTGATATGCTCAGTGTCCTTACGAGTGCCT 

CCGAACCCTTGGTCAGTATACTTTTGAATCCCCTAGTATAAATTTGTGGCTCTATCACTATCATGACTATAATTGTAAGA 

TAATGGAGATATATACCAAATAGAAGCATACCACTGATACCATAGGGTGATGACTTGATTCCTTGTTGTTCACTTTCAGA 

TGATTGGAGGAATTCTTCAAACTGAGCTTCCATGTTCAAAATATCTTCATCAACATCAAGATCGATATTTTCCGGAAGCA 

AGTCAGCAAAATCATTCCCAGTAAAACCCA 

COLONY 4 

CTCTGCAGTCGACGGGCNGGGATCCGATCCAATACCAGGTCTCATCGTGCGAGGTTGCTGGATGCGGCGAAGGCTGTTCT 

TTGGGCTAACAATCTTTGCTGGTTTCTCATAGTACTTTGGTGGCTCAATGGGAGATTTTGGCCCCTTTGATATGCTCAGT 

GTCCTTACGAGTGCCTCCGAACCCTTGGTCAGTATACTTTTGAATCCCCTAGTATAAATTTGTGGCTCTATCACTATCAT 

GACTATAATTGTAAGATAATGGAGATATATACCAAATAGAAGCATACCACTGATACCATAGGGTGATGACTTGATTCCTT 

GTTGTTCACTTTCAGATGATTGGAGGAATTCTTCAAACTGAGCTTCCATGTTCAAAATATCTTCATCAACATCAAGATCG 

ATATTTTCGGGAAGCAAGTCAGCAACATCATTCCCAGTAAAACCAAAAGCATCATCGCCATATTCCTCTCCTTGATGCTG 

CCTCGTCCAATAATCATGGAACCATGTCGAAGTTGTCACCAAATTCCACCATTCGGGTGAAAAGTCCTCCACTTGACGCA 

CATAAGACGGGATGAAAAGAGGTGCATTCGGATTCAGTGTCGACCTTCCTCCTGAAACTAACGCCATCTCCTGAGACCTG 

GTATTGGATCTAGATGTATTCGCGAGGTACCGAGCTCGAATTCTCTGGCCGTCGTTTTACAACGTCGTGACTGGGAAAAC 

CCTGGCGTTACCCAACTTAATCGCCTTGCAGCACATCCCCCTTTCGCCAGCTGGCGTAATAGCGAAGAGGCCCGCACCGA 

TCGCCCTTCCCAACAGTTGCGCAGCCTGAATGGCGAATGGCGCCTGATGCGGTATTTTCTCCTTACGCATCTGTGCGGTA 

TTTCACACCGCATATGGCGCACTCTCAGTACAATCTGCTCTGATGCCGCATAGTTAANCNAGCCACGACACCCGTCACNA 

CCCGCTGACGCGCCCTGACGGGTTTGTCCGCTCCCGGCATCC 

 

ภาพที่ 13. โคโลนี ERD15+plasmid RNAi+GG ที่สุ่มได้จากเพลทจานเพาะเลี้ยงภายหลังการทรานส์ฟอร์เมชั่น 
 
PREDICTED: Nicotiana tabacum protein EARLY RESPONSIVE TO DEHYDRATION 15-like (LOC107763558), 

transcript variant X1, mRNA 

NCBI Reference Sequence: XM_016582043.1 

GenBank Graphics 

>gi|1025403043|ref|XM_016582043.1| PREDICTED: Nicotiana tabacum protein EARLY RESPONSIVE TO 

DEHYDRATION 15-like (LOC107763558), transcript variant X1, mRNA 

TAATAGAACCTTCTGTCATTGGGGATAAGACTTCATACGTGTACGAGTCGTTCCTGTAGTTGAAAGATAT 

TTTCTCTCATTTCGAAGACATCTTGAGGTAACAATTTGGAGAAAGGAGAATGGCGTTAGTTTCAGGAGGA 

AGGTCGACACTGAATCCGAATGCACCTCTTTTCATCCCGTCTTATGTGCGTCAAGTGGAGGACTTTTCAC 

CCGAATGGTGGAATTTGGTGACAACTTCGACATGGTTCCATGATTATTGGACGAGGCAGCATCAAGGAGA 

GGAATATGGCGATGATGCTTTTGGTTTTACTGGGAATGATGTTGCTGACTTGCTTCCCGAAAATATCGAT 

CTTGATGTTGATGAAGATATTTTGAACATGGAAGCTCAGTTTGAAGAATTCCTCCAATCATCTGAAAGTG 

AACAACAAGGAATCAAGTCATCACCCTATGGTATCAGTGGTATGCTTCTATTTGGTTTACCCAAGGGTTC 

GGAGGCACTCGTAAGGACACTGAGCATATCAAAGGGGCCAAAATCTCCCATTGAGCCACCAAAGTACTAT 

GAGAAACCAGCAAAGATTGTTAGCCCAAAGAACAGCCTTCGCCGCATCCAGCAACCTCGCTAAATGTAGT 

TTAGCTTAAGCAAAAGCTCTTGGTTTGTAGTTTGGGCATGTCAGTTCTTAATTTGCAGCTTTGTCTTCTT 

CACAAAGCAGCAGTTGAGAGTCTCTAAGAGTTTAGTTTCTGGTAACCTTTTGTATAGAGCAAGGTAGGTG 

GCACCTTCTGTATCTAGCCTTGTTCATAGTTGTAGTATCCTTTGTTCAGTTTTTAACTTGTAAACAGCAA 

AACTGTTAAAAGGGAAAAAATGTAAAAATCAGTTTACAAAATTGCAAAAAGAGCGTCTTTGAGTTTTATT 

TCAGGTAA 

ภาพที่ 14. ผลการ MATCH ของยีน ERD15 จาก pRNAi เวคเตอร์ เทียบกับยีน ERD15 ของต้นยาสูบที่
ปรากฏในฐานช้อมูลชีวภาพ 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/1025403043?report=genbank
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/1025403043?report=graph
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5. การเพาะเลี ยงเนื อเยื่อต้นยาสูบ 
ท าการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อต้นยาสูบ ดัดแปลงจาก  Paul J. Bottino (2016) ตามขั้นตอนในตู้ปลอด

เชื้อดังต่อไปนี้  น าใบยาสูบมาท าให้ปลอดเชื้อตามล าดับดังนี้ 95% เอทานอล นาน 15 วินาที และ 25% 
chlorox นาน 5 นาที จากนั้นล้างด้วยน้ าปลอดเชื้อ น าไปซับด้วยกระดาษปลอดเชื้อ เจาะยาสูบประมาณ 30-
40 ชิ้นด้วย (hole punch) เก็บไว้ในจานเพาะเชื้อปลอดเชื้อ ท าการเทเชื้อ Agrobacterium ที่เพาะเลี้ยงไว้
นานข้ามคืน และบ่มต่อด้วยการเขย่าเบาๆนาน 5-10 นาที ขจัดแบคทีเรียส่วนเกินออกโดยการวางลงบน
กระดาษซับและกระดาษปลอดเชื้อ และถ่ายไปยังอาหารเลี้ยงเชื้อ MS cocultivation medium แล้ว 
Cocultivate ในสภาวะมืดนาน 48 ชั่วโมง หลังจาก cocultivation ให้ถ่ายโอนไปยังอาหารเลี้ยงเชื้อ MS 
selection medium โดยให้มีทิศทางด้านล่างของใบอยู่หงายขึ้น บ่มในสภาวะมืด และสังเกตการเกิดขึ้นของ 
transformed callus เป็นเวลาสองสัปดาห์ เมื่อปรากฏยอดใบแล้ว ให้ย้ายจานเพาะเชื้อไปที่มีแสงและที่
ควบคุมอุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส เพ่ือการเจริญเติบโตของพืช (ภาพท่ี 15) 
 

 
ภาพที่ 15. แสดงแสดงต้นยาสูบที่ได้จากการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ 

 
สรุปผลการวิจัย 

 
งานวิจัยนี้ เป็นการประยุกต์ใช้วิธีการของ Pu Yan et al., 2012 ในการสับโคลน (subcloning) ชื้น

ส่วนยีน ERD15เข้าสู่ RNAi เวคเตอร์ ที่เรียกว่า Plasmid Golden Gate Expression Vector โดยวิธีนี้ มีข้อดี
คือเป็นการซับโคลนที่ค่อนข้างง่าย อาศัยการตัดด้วยเอนไซม์ BsaI และการหาล าดับเบส ภายในคาสเซ็ตส์ 
(cassettes) ที่ประกอบด้วย ccdB lethal gene หากการสับโคลนประสบความส าเร็จจะเกิดโคโลนี แต่การ
ถ่ายฝากเข้าสู่เชื้ออะโกรแบคทีเรียมจะไม่สามารถเติบโตได้ เพ่ือเป็นการยืนยันการสร้างคอนส์ตรักส์ในเบื้องต้น 
การตรวจสอบทิศทางและรีคอมบิแนนต์ โดยวิธีการดังกล่าว ได้ประยุกต์ใช้การสังเคราะห์ยีน ทดแทนการโคลน
โดยวิธีเติมจุดตัดเอนไซม์ (restriction sites) แต่น าเอาจุดตัดเอนไซม์ (BsaI) ที่มีอยู่บน pRNAi มาใช้ เพ่ือง่าย
และสะดวกต่อการตรวจสอบรีคอมบิแนนต์ร่วมกับการหาล าดับเบส ดังกล่าว   
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การทดลองที่ 2.4   
การโคลนยีน PIS (Phosphatidylinositol (Ptdlns) synthase ที่เกี่ยวข้องกับสภาวะทนแล้งในพืชทนแล้ง 

PIS (Phosphatidyl Inositol (Pdlns) Synthase) Gene Cloning for Drought Tolerance  
Traits Study in Tobacco Plant 

 
พยุงศักดิ์ รวยอารี          ภรณี สว่างศรี         บุญเรือนรตัน์ เรืองวิเศษ          สุภาวด ีง้อเหรียญ 

 
ค าส าคัญ 

 
การโคลนยีน (Gene cloning), การแสดงออกของยีน, PIS gene 

 
บทคัดย่อ 

 
รวบรวมล าดับเบสของยีน PIS (Phosphatidyl (pdlns) Inositol Synthase) จากฐานข้อมูลชีวภาพ

สากล (NCBI) ออกแบบและสังเคราะห์ยีน PIS ด้วยวิธี GeneArt Gene Synthesis ที่ประกอบด้วย 3 คู่ จุดตัด
เอนไซม์ตัดจ าเพาะ (restriction enzymes) ที่ปลายด้าน 5’ และ 3’ ได้แก่ XbaI-BamHI, XbaI-EcoRI, และ 
XbaI-KpnI โคลนยีน PIS ที่สังเคราะห์ได้เข้าสู่  TOPO cloning vector และ pUC19 ทรานส์ฟอร์มเข้าสู่
แบคทีเรีย E .coli DH5 alpha เพ่ือเพ่ิมจ านวน ตรวจสอบความถูกต้องด้วยวิธีการหาล าดับเบส จากนั้น ตัดพ
ลาสมิดไบนารีเวคเตอร์ pCAMBIA2300 ที่ประกอบด้วย CaMV35S promoter และ Nos Terminator และ 
pRI909/pRI910 ที่ประกอบด้วย Nos promoter และ Nos terminator พร้อมด้วยยีน PIS ใน TOPO 
cloning vector ด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะตามสามคู่จุดตัดเอนไซม์เดียวกัน (compatible restriction sites) 
ท าการทดลองระหว่างปี 2559 ถึงปี 2560 ที่ส านักวิจัยพัฒนาเทคโนโลยีชีวภาพ การเชื่อมต่อยีน PIS เข้ากับ 
pCAMBIA2300, pRI909, และ pRI910 ทั้งสามคู่จุดตัดเอนไซม์ ด้วย T4 DNA ligase ผลการทดลองพบว่า 
สามารถสร้างคอนส์ตรักส์ของยีน PIS เข้ากับไบนารีเวคเตอร์ทั้งสามชนิดพลาสมิดได้ อีกทั้ง ท าการเพาะเลี้ยง
เนื้อเยื่อต้นยาสูบเพ่ือเตรียมไว้ส าหรับการถ่ายฝากยีนด้วยวิธี Agrobacterium transformation ด้วยอะโกร
แบคทีเรียมสายพันธุ์ ELEXTROMAX LBA4404  และเตรียมเชื้ออะโกรแบคทีเรียมตามความเข้มข้นที่แตกต่าง
กันต่อไป ผลการทดลองการถ่ายฝากยีนในเบื้องต้น ยังไม่ได้ตันยาสูบที่ได้รับการถ่ายฝากยีน อาจต้องมีการปรับ
สภาวะการทดลองเพ่ือให้ได้ต้นยาสูบที่ประกอบด้วยยีน PIS ต่อไป ส่วนการทดลองควบคุม และเพลทอาหาร
เลี้ยงเชื้อที่ท าการทรานส์ฟอร์เมชั่นด้วยสายพันธุ์ LBA4404 ให้ผล 100 เปอร์เซ็นต์ และได้ต้นต้นยาสูบสมบูรณ์
ที่ได้จากการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อเพ่ือใช้ในการถ่ายฝากยีนต่อไป 

 
Abstract 

 
PIS DNA base sequences were retrieved from National Centre for Bioinformatics 

Information (NCBI Database). The open reading frame of PIS gene has been designed and 
synthesized by GeneArt gene synthesis method. The full-length of PIS gene contains 648 
base pairs comprising 3 pairs of restriction sites at their 5’ and 3’-ends which are XbaI-
BamHI, XbaI-EcoRI, and XbaI-KpnI. The PIS gene then was cloned into TOPO cloning system 
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and pUC19 for gene amplification and for transformation into tobacco plant. DNA 
sequencing was used to confirm the identity of the correction of DNA bases. The DNA 
sequencing and blast search results showed homology with other PIS plant genes in the 
database. The plant expression vector, pCAMBIA2300, pRI909 and pRI910 were cut with the 
same sites of their compatible restriction enzymes. The experiments were conducted 
between 2016 and 2017. The results showed that the construction of PIS gene with all three 
plant expression vectors has been successful. The agrobacterium-mediated transformation 
of PIS gene constructs using LBA4404 were under studied. Furthermore, the tobacco plant 
tissue culture was succeeded for further gene transformation. The preliminary results 
showed that the appropriate conditions of gene transformation need to be adjusted for 
successful transformation.  
 

บทน า 
 

ปัจจุบันเป็นที่ทราบกันดีว่าอุณหภูมิของโลกมีแนวโน้มเพ่ิมสูงขึ้นอันเนื่องมาจากกิจกรรมของมนุษย์
ทั้งภาคเกษตรกรรมและภาคอุตสาหกรรม จ านวนประชากรมนุษย์ที่เพ่ิมสูง จ านวนพ้ืนที่เพาะปลูกหรือภาค
การเกษตรลดลงเพ่ือใช้ในกิจกรรมอย่างอ่ืนที่ไม่ใช่ภาคเกษตร บวกกับเทคโนโลยีใหม่ๆที่มนุษย์สร้างขึ้น จนท า
ให้โลกต้องประสบกับปริมาณก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์เพ่ิมขึ้นในชั้นบรรยากาศ (ชั้นบรรยากาศบางลง) รังสี 
ความเค็ม และความเครียดทางสิ่งแวดล้อมอ่ืนๆ (Environmental stresses) ที่ส่งผลต่อพืช (Levitt, 1980) 
ท าให้เป็นที่คาดการณ์กันว่า มนุษย์ต้องเผชิญกับภาวะโลกร้อน ภาวะเรือนกระจกหรือสภาพการเปลี่ยนแปลง
ของภูมิอากาศ (climate change) อย่างมากในอนาคตอันใกล้และปัจจุบันได้เกิดขึ้นแล้ว (Sun et al., 2014) 
โดยจะส่งผลกระทบต่อทั้งธรรมชาติและมนุษย์  ปัจจุบันผลที่เกิดจากภาวะโลกร้อนได้ท าให้มนุษย์เห็นแล้วว่า
ส่งผลกระทบและมีความส าคัญอย่างแท้จริง เช่น ท าให้สภาพแวดล้อมของโลกเปลี่ยนแปลงไป เช่น ฝนตกไม่
ถูกต้องตามฤดูกาล พืชเกิดสภาวะขาดน้ าจากภาวะโลกร้อน โดยเฉพาะอย่างยิ่ง ในภาคการเกษตร พืชต้อง
ประสบกับปัญหาภัยแล้งในบางฤดูกาล เพราะฝนไม่ตกตามช่วงเวลาที่เหมาะสม ท าให้พืชประสบปัญหาภัยแล้ง 
และพืชบางพันธุ์อ่อนแอต่อสภาวะขาดน้ า ท าให้เกษตรกรสูญเสียรายได้เพราะปริมาณพืชที่คาดหวังภายหลัง
การเพาะปลูกลดลง ทั้งมีสาเหตุมาจากไม่สามารถเพาะปลูกพืชได้ตามที่ต้องการหรือสูญเสียผลผลิตพืชที่ได้
เพาะปลูกไป (yield loss) กล่าวโดยทั่วไปว่า ภัยแล้งจัดเป็นปัญหาทางกายภาพที่ส าคัญที่สุดที่ทั่วโลกเผชิญ 
และท าให้การเพ่ิมปริมาณผลผลิตของพืช (Hezky, 2008)  เท่าที่ผ่านมา นอกเหนือจากวิธีการทางภาคเกษตร
ตามปกติแล้ว ได้มีการน าเทคโนโลยีชีวภาพมาใช้ในการแก้ไขปัญหาดังกล่าว โดยการพัฒนาพืชให้มีความ
ทนทานแล้ง ทนต่อสภาวะขาดน้ า  หรือทนต่อสภาวะเครียดในช่วงการเพาะปลูกได้ (drought stress 
tolerance) โดยการศึกษาหายีนทนแล้งต่างๆ และน ายีนต่างๆ เหล่านั้นเข้าสู่จีโนมของพืชที่ต้องการให้มี
สรีรวิทยาตามต้องการ อย่างไรก็ตาม การศึกษาตามวิธีการทางเทคโนโลยีชีวภาพดังกล่าว ต่างให้ผลลัพธ์ที่
แตกต่างกันออกไป เช่น ระดับการตอบสนองต่อการขาดน้ าหลังการได้รับยีนที่ผันแปรไปตามแต่ละชนิดยีนหรือ
ชนิดพืช เป็นต้น ด้วยเหตุนี้   ในงานวิจัยนี้ มุ้งเน้นการศึกษาหายีน PIS (Phosphatidylinositol (PtdIns) 
synthase) ซึ่งเป็นยีนที่ได้ผ่านการศึกษามาแล้วว่ามีผลต่อคุณลักษณะทนแล้งในพืชทนแล้ง ในอนาคต อาจ
น าไปใช้ในต่อยอดและทดสอบกับพืชต้นแบบต่อไป แม้ว่าการศึกษาเกี่ยวกับยีนทนแล้งจะมีอยู่ก็ตาม แต่ก็มีอยู่
อย่างจ ากัด ส่วนมากเป็นรายงานการศึกษาจากต่างประเทศ ด้วยเหตุนี้ วัตถุประสงค์ของการทดลองนี้เพ่ือเป็น
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การหาข้อมูลการตอบสนองต่อสภาวะขาดน้ ากับพืชส าคัญในประเทศไทย อาจเป็นประโยชน์ต่อการปรับปรุง
พันธุ์พืชให้ทนต่อสภาวะแวดล้อมที่ไม่เหมาะสมในประเทศต่อไปในอนาคต 
 นอกจากเนื่องจากอุณหภูมิโลกมีแนวโน้มสูงขึ้น หรือที่เรียกกันว่าภาวะโลกร้อน ดังกล่าวนั้น ท าให้
จ านวนพื้นที่การเพาะปลูกและผลผลิตของพืชลดลง เกษตรกรทั่วโลกสูญเสียรายได้ โดยปกติแล้ว เมื่อพืชต้อง
ประสบปัญหาในการเจริญเติบโตในสภาวะขาดน้ า พืชจะมีกลไกควบคุมภายในเซลล์อย่างเป็นระบบเพ่ือ
ตอบสนองต่อสภาวะที่ไม่เหมาะสมนั้นๆ ตามธรรมชาติ ตัวอย่างเช่น การมีองค์ประกอบโครงสร้างส าคัญของ
เยื่อหุ้มเซลล์ ที่ประกอบด้วยเอ็นไซม์ส าคัญในวิถีฟอสโฟลิปิด (phospholipid pathways) ชื่อว่า PIS 
(Phosphatidylinositol (PtdIns) synthase)   ที่ถูกสร้างข้ึนมาจากแหล่งเริ่มต้นส าคัญในการสร้างลิปิดที่
ประกอบด้วยอินอสซิทอล (inositol-containing lipid precursor) ชื่อว่า Phosphatidylinositol 
(PtdIns)  นี้ โดยสามารถถูกสร้างขึ้นมาได้ทั้งจาก cytidine-diphosphodiacylglycerol (CDP-DG) และ 
myo-inositol โดย PtdIns synthase (PIS) พบได้ทั่วไปทั้งในเซลล์พืชและสัตว์ทุกชนิด  
 PtdIns พบที่เยื่อหุ้มเซลล์ และเป็นตัวช่วยส าคัญในกระบวนการเมตาบอลึซึม อีกท้ัง เป็นโมเลกุลตัว
ส่งสัญญาณ (signal molecules) เพ่ือควบคุมการตอบสนองต่อสภาวะแวดล้อมที่ไม่เหมาะสมในพืช ที่ควบคุม
การตอบสนองต่อสภาวะเครียดทางสิ่งแวดล้อม (Zhai et al., 2012; Lie et al., 2013) จากการศึกษายีน PIS 
ในยีสต์มิวแตนท์ ชื่อว่า BY4743 ยืนยันว่ายีน ZmPIS และ ZmPIS2 ในข้าวโพด มีการแสดงออกในระดับท
รานส์คริปชั่นที่เพ่ิมสูงขึ้น (transcriptional up-regulated) เพ่ือตอบสนองต่อสภาวะขาดน้ า (drought 
stress) และภายใต้สภาวะดังกล่าว ข้าวโพดจะมีการแสดงออกของยีน ZmPIS ที่สูงขึ้น ก่อให้เกิดระดับที่
เพ่ิมข้ึนของฟอสโฟลิปิดและกาแลคโคลิปิด (galactolipids) ในใบเทียบกับระดับของยีนดังกล่าวในพันธุ์ปกติ 
โดยพบมีการเชื่อมโยงการปิดของปากใบเมื่อพืชอยู่ในสภาวะขาดน้ า (stomatal closure)  

ต้นยาสูบดัดแปลงพันธุกรรมที่ได้รับการถ่ายฝากยีนจากข้าวโพด ZmPIS มีระดับลิปิดเพ่ิมข้ึนที่ส่วน
ใบอย่างมีนัยส าคัญเทียบกับต้นยาสูบที่ไม่ได้รับการถ่ายฝากยีน ท าให้มีความแข็งแรงของเยื่อหุ้มเซลล์ (cell 
integrity) เพ่ิมขึ้น อีกท้ัง เซลล์สามารถเก็บรักษาน้ าและสารอาหารต่างๆ (solutes) ต่างๆ ให้อยู่ภายในเซลล์
ได้นานขึ้นภายใต้สภาวะแวดล้อมที่ไม่เหมาะสม (Liu et al., 2013; Zhai et al., 2012)   
 

ระเบียบวิธีการวิจัย 
 

1. ออกแบบไพรเมอร์ PIS พร้อมจุดตัดเอนไซม์ตัดจ าเพาะที่ด้านปลาย 5’ และ 3’  
  ออกแบบไพรเมอร์ส าหรับยีน PIS โดยเพ่ิมจ านวน 3 คู่ จุดตัดเอนไซม์ ที่ด้านปลาย 5’ และ 3’ 
XbaI-BamHI, XbaI-KpnI, XbaI-SacI ส าหรับเติมเข้า pMAT – vector โดยวิธีการออกแบบและสังเคราะห์
ยีน (Invitrogen, USA) คู่จุดตัดเอนไซม์และต าแหน่งไพรเมอร์ของ PIS gene ที่ด้านปลาย 3’ และ 5’ พร้อม
ไพรเมอร์ตรวจสอบชิ้นยีน (Screening primers) เพ่ือให้ได้ยีน PIS แบบเต็มยีน (Full-length) จ านวน 3 เส้น 
ความยาวของยีนประมาณ 650 เบส โดยยีน PIS ที่ได้ประกอบด้วยต าแหน่งจุดตัดบริเวณปลาย 5’ และ ปลาย 
3’ จ านวน 3 ชุดต าแหน่งจุดตัดเอนไซม์ ได้แก่ XbaI-KpnI , XbaI-SacI และ XbaI-BamHI และ PIS gene 
screening primers  รวบรวมข้อมูลล าดับเบสของยีน PIS มาออกแบบและสังเคราะห์โดยวิธีการออกแบบและ
สังเคราะห์ยีน (GeneArt and GeneSynthesis, Invitrogen, USA) ตามคู่ไพรเมอร์ ให้ได้แบบเต็มสายยีน 
(full-length) พร้อมต าแหน่งจุดตัดเอ็นไซม์ที่เพ่ิมลงไปทั้งด้านปลาย 5’ และ ปลาย 3’ ของยีน  
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 XbaI-BamHI 
  PIS-XbaI(forward) 5’- TAAGCATCTAGAATGCCATCAGTTTATCTTTAC -3’ 
  PIS-BamHI(reverse) 5’-TGCTTAGAATCCTCATTTGCTGCGCTTCAGATC-3’ 
 XbaI-KpnI 
  PIS-XbaI(forward) 5’- TAAGCATCTAGAATGCCATCAGTTTATCTTTAC -3’ 
  PIS-KpnI(reverse) 5’- TGCTTAGGTACCTCATTTGCTGCGCTTCAGATC-3’ 
 XbaI-SacI  
  PIS-XbaI(forward) 5’- TAAGCATCTAGAATGCCATCAGTTTATCTTTAC-3’ 
  PIS-SacI(reverse) 5’- TCTAGAGAGCTCTCATTTGCTGCGCTTCAGATC-3’ 

 
: PIS gene screening primers 

  PIS(scr)-Fv : ATGCCATCAGTTTATCTTTACATCCCTAACATT (33) 
  PIS(scr)-Rv : TCATTTGCTGCGCTTCAGATCATACACG (31) 

   
2. การเชื่อมต่อยีนเข้ากับเวคเตอร์ดีเอ็นเอ 
  ท าปฏิกิริยาไลเกชันโดยการน าเวคเตอร์ดีเอ็นเอ 3 ไมโครลิตร อินเสิร์ตดีเอ็นเอ (3 คู ่ จุดตัด
เอ น ไซ ม ์)  (xbaI-KpnI. xbaI-sacI, xbaI-bamHI) 1 ไ ม โ ค ร ล ิต ร  T4 DNA ligase (Promega) 0.5 
ไมโครลิตร ไลเกสบัฟเฟอร์ 1 ไมโครลิตร เติมน้ า ปริมาตรสุดท้าย 10 ไมโครลิตร บ่มที่ 4 องศาเซลเซียส 
นานข้ามคืน ท าการถ่ายฝากเข้าสู ่เชื ้อแบคทีเรีย Escherichia coli บน วุ้นอาหารเลี้ยงเชื ้อ LB โดยวิธี 
Heat shock หรือใช้ TOPO cloning kit ต่อไป  
 
3. การท าทรานส์ฟอร์เมชั่น 
  เติม 2 ไมโครลิตรของปฏิกิริยาไลเกชั่นข้างต้น ลงในหลอด competent cells บ่มบนน้ าแข็ง
นาน 50 นาที ท าปฏิกิริยา Heat Shock นาน 30 นาที ที่ 42 องศาเซลเซียส วางหลอดลงบนน้ าแข็ง เติม 
อาหารเหลว S.O.C. 250 ไมโครลิตร ลงในหลอด แล้วเชย่านาน 2.5 ชั่วโมง ที่ 200 rpm  ท าการเพลท
จานอาหารเลี้ยงเชื้อ 50 ไมโครลิตร ถึง 100 ไมโครลิตร บนวุ้นอาหาร LB บ่มที่ 37 องศาเซลเซียส นาน
ข้ามคืน 
 
4. การคัดเลือกโคโลนีแบคทีเรียที่ประกอบด้วยรีคอมบิแนนต์ที่ถูกต้อง 
  คัดเลือกโคโลนีที่ได้บนอาหารเลี้ยงเชื้อที่ประกอบสารปฏิชีวนะ เพื่อน ามาหายีนสอดแทรกหรือ        
อินเสิร์ทยีน (inserted gene) ที ่ต้องการด้วยวิธีโคโลนีพีซีอาร์ โดยใช้ไฟรเมอร์จ านวน 2 สาย ได้แก่ 
PIS(scr)-Fv และ PIS(scr)-Rv และ/หรือต ัดด ้วยเอนไซม ์ต ัดจ าเพาะเพื ่อ เก ็บ ไว ้เป ็น  glycerol stock 
(อุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียส) ตรวจสอบความถูกต้องด้วยการหาล าดับเบส  
 
5. สกัดพลาสมิดดีเอ็นเอเพื่อตรวจสอบอินเสิร์ทดีเอ็นเอ   
  ท าพลาสมิดดีเอ็นเอมิน ิเพรพของโคโลนี เพื ่อให้ได้ยีนจ านวนมาก พร้อมโคลนเข้าสู ่ไบนารี่
เวคเตอร์ (vector construct) ในขั้นตอนต่อไป น าดีเอ็นเอมินิเพรพที่ได้จากข้อ 2 มาตัดด้วยเอนไซม์ตัด
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จ าเพาะ ตามต าแหน่งที่เข้ากันได้กับต าแหน่งจุดตัดจ าเพาะของพลาสมิดไบนารี่เวคเตอร์  และเชื่อมต่อเข้ากัน
ด้วยเอนไซม์ DNA ligase ตรวจสอบขนาดของแถบดีเอ็นเอที่ได้ 
 
6. การเพาะเลี ยงเนื อเยื่อยาสูบ 

เตรียมต้นยาสูบด้วยวิธีการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ ในห้องปฏิบัติการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ ตามขั้นตอนการ
เพาะเมล็ดยาสูบ ดังนี้ 
 

 
ขั้นตอนการปฏิบัติ (ทุกอย่างท าในตู้ปลอดเชื้อ) 
  - ห่อเมล็ดยาสูบด้วยผ้าขาวบาง 
  - เตรียมขวดตามล าดับ 
  - น าปากคีบลนไฟที่ตะเกียงแอลกอฮอล์ ทิ้งไว้ให้เย็น 
  - ใช้ปากคีบ คีบห่อเมล็ดยาสูบลงไปในขวดที่เตรียมไว้ 
  - ล้างด้วยแอลกอฮอล์ 95 % 5 นาที เขย่าขวดด้วยมือ 
  - ล้างด้วย Clorox 10 %  ครั้งละ 10 นาที 2 ครั้ง เขย่าขวดด้วยมือ 
  - ล้างด้วย H2O ครั้งละ 5 นาที 2 ครั้ง เขย่าขวดด้วยมือ 
  - ใช้ปากคีบ คีบห่อเมล็ดยาสูบออกจากขวด วางลงในจานอาหาร (Plate) ที่มีกระดาษทิชชู่ เพื่อซับน้ า 
  - เปิดผ้าขาวบางออก ผึ่งเมล็ด 
  - น าปากคีบ คีบเมล็ดวางบนขวดอาหาร MS  
  - ปิดฝาขวดวางในที่ควบคุมแสงและอุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส  
  - เมล็ดใช้เวลางอก 1 เดือน 
  - ท าการย้ายใส่ขวดอาหารใหม่ เพื่อลดการปนเปื้อน จากขวดเพาะเมล็ดที่ไม่งอก 
  - รอจนต้นยาสูบโต แล้วท าในขั้นตอนต่อไป 
 
7. การถ่ายฝากเข้าสู่พืชต้นแบบยาสูบ  

ท าการถ่ายฝากเข้าสู่พืชต้นแบบ (ยาสูบ) โดยวิธีการ Agrobacterium-mediated transformation 
ด้วยเชื้ออะโกรแบคทีเรียม (ELECTROMAX LBA4404) 
 
ระยะเวลาด าเนินการวิจัย ตุลาคม 2558 – กันยายน 2560 รวม 2 ปี 
สถานทีด่ าเนินการวิจัย ส านักวิจัยพัฒนาเทคโนโลยีชวีภาพ อ.ธัญบุรี จ.ปทุมธานี 
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ผลการวิจัยและอภิปรายผล 
 

การสังเคราะห์สายไพรเมอร์ พร้อม 3 คู่ จุดตัดเอนไซม์และท่อนยีน PIS โดยวิธีการสังเคราะห์ยีน ท า
ให้ล าดับเบสและความยาวของยีนประมาณ 648 คู่เบส (bp) และเชื่อมต่อเข้าสู่ pMAT vector (ภาพท่ี 1) 
ถ่ายยีนเข้าสู่ pMAT- vector เพ่ือเพ่ิมจ านวนส าเร็จ โดย pMAT vector ประกอบด้วย ยีนต้านทานปฏิชีวนะ
แอมพิซิลิน สกัดพลาสมิดดีเอ็นเอและเม่ือท าการเปรียบเทียบล าดับเบสของ พลาสมิดดีเอ็นเอกับฐานข้อมูล
ชีวภาพสากล (ภาพท่ี 2) ล าดับเบสของยีน PIS (ขนาด 648 คู่เบส) และ 2 คู่จุดตัดเอนไซม์ที่ด้านปลาย 5’ และ 
3’ ได้แก่ (XbaI-KpnI และ XbaI-BamHI) (ภาพท่ี 3) พบว่า มีค่า alignment scores ที่ match กับยีน PIS ที่
ปรากฏในฐานข้อมูลชีวภาพสากล (ภาพท่ี 4) ภาพที่ 5 แสดงค่า Sequences producing significant 
alignments ของยีน PIS ที่ 100% 
 เมื่อเปรียบเทียบความสัมพันธ์ของล าดับนิวคลิโอไทด์ของยีน PIS กับยีน PIS ของสิ่งมีชีวิตที่ปรากฏใน
ฐานข้อมูลชีวภาพสากล พบว่า มีความสัมพันธ์อย่างสูง (ภาพที่ 6) และความสัมพันธ์ระหว่างยีน PIS ของพืช 
Dicot และ Monocot (ภาพที่ 7) ภาพที่ 8 แสดงล าดับนิวคลิโอไทด์ของยีน PIS แบบเต็มสายยีน (full-
length) ภาพที่ 9 ภาพแสดงต้นยาสูบที่ได้จากการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อเพ่ือเตรียมไว้ใช้ในการถ่ายฝากยีน 
 

 
 

ภาพที่ 1. แสดงแผนที่การถ่ายยีน PIS เข้าสู่ pMAT- vector >Sense strand, 5’-3’ : Sequence length: 648 bp 
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ภาพที่ 2. แสดงล าดับนิวคลิโอไทด์ของยีน PIS 

 

 
ภาพที่ 3. แสดงล าดับเบสของยีน PIS (ขนาด 648 คู่เบส) และ 2 จุดตัดเอนไซม์ที่ด้านปลาย 5’ และ 3’ ได้แก ่

(XbaI-KpnI และ XbaI-BamHI) 
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ภาพที่ 4. แสดงการ match จากการท า blast search ของยีน PIS เทียบกับฐานข้อมูลชีวภาพสากล NCBI 

database 
 
 

 
 

ภาพที่ 5. แสดง Sequences producing significant alignments ของยีน PIS 
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ภาพที่ 6. แสดงการเปรียบเทียบล าดับเบสของยีน PIS  (Phylogenetic tree) ที่ได้กับยีน PIS ของสิ่งมีชีวิต
อ่ืนๆ ในฐานข้อมูลชีวภาพสากล (NCBI)  

 

 
 

ภาพที่ 7. แสดง Phylogenetic tree ของยีน PIS ระหว่าง monocot และ eudicot 
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ภาพที่ 8. แสดงล าดับนิวคลิโอไทด์ของยีน PIS 

 

 
ภาพที่ 9. ภาพแสดงต้นยาสูบที่ได้จากการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อเพ่ือเตรียมไว้ใช้ในการถ่ายฝากยีน 

 
สรุปผลการวิจัย 

 
1. ชุดยีน PIS construct ที่ได้จากการวิจัยนี้ ได้มาจากการออกแบบไพรเมอร์ที่ด้านปลาย 5’ และ 

3’ และจากการสังเคราะห์ยีน ท าให้ประหยัดเวลาในการโคลนนิ่งและตรวจสอบทิศทางของยีน ท าให้ความ
ถูกต้องและความแม่นย าในทิศทางของยีนในเวคเตอร์สูงขึ้น 

2. คอนส์ตรักส์ของยีน PIS ที่ได้ มีจ านวน 2 คอนส์ตรักส์ ได้แก่ ยีน PIS1 และ ยีน PIS2 ซึ่งสามารถ
น าไปประยุกต์ใช้ในการออกแบบและสังเคราะห์ยีนที่มีความส าคัญทางการเกษตรอ่ืนๆต่อไปได้ 
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การทดลองที่ 2.5   
การโคลนยีนและศึกษาการแสดงออกของยีน calreticulin และ calmodulin 

เพื่อให้ทนต่อสภาวะขาดน  าและสภาวะเค็มในพืชต้นแบบ 
Gene Cloning and Expression of Gene Calreticulin and Calmodulin 

for Drought and Salt Stress in Model Plant 
 

สุภาวดี  ง้อเหรียญ          ภรณี  สว่างศรี           ภุมรินทร์  วณิชชนานันท ์
อัจฉราพรรณ  ใจเจริญ          อรุโณทัย  ซาววา 

 
ค าส าคัญ 

 
การโคลนยีน  (gene cloning), การแสดงออกของยีน  (gene expression), สภาวะขาดน้ า 

(drought stress), สภาวะเค็ม (salt stress), แคลเซียมไอออน (calcium ion; Ca2+), การปรับปรุงพันธุ์พืช 
(plant breeding) 
 

บทคัดย่อ 
 

   การโคลนยีน calreticulin (CRT) และ calmodulin (CaM) ในข้าวโพด มีวัตถุประสงค์เพ่ือโคลน
ยีนและศึกษาการแสดงออกของยีนที่เกี่ยวข้องกับลักษณะการทนต่อสภาวะขาดน้ าและสภาวะเค็มในพืช 
ส าหรับน าไปใช้ในการพัฒนาพันธุ์พืชให้มีศักยภาพในการให้ผลผลิตและสามารถทนต่อสภาวะเครียดเนื่องจาก
การขาดน้ าและดินเค็มได้ โดย CRT และ CaM เป็นยีนที่เกี่ยวข้องกับการควบคุมการท างานของเซลล์ในส่วน
ของระบบภูมิคุ้มกัน โดยท าหน้าที่ในการรับส่งสัญญาณ (signal transduction) การควบคุมการแสดงออกของ
ยีน (gene expression) การจับตัวของเซลล์ (cell adhesion) และการยับยั้งขบวนการท าลายของระบบ 
complement นอกจากนี้ยังเป็นยีนที่เกี่ยวข้องกับการรักษาระดับความเข้มข้นของแคลเซียมไอออน (Ca2+) 
ภายในเซลล์ ซึ่งพบว่าเมื่อพืชอยู่ภายใต้สภาวะแวดล้อมที่ไม่เหมาะสมหรือถูกกระตุ้นจากภายนอกเซลล์ จะท า
ให้ระดับความเข้มข้นของ Ca2+ ภายในเซลล์เพ่ิมขึ้น ส่งผลให้เกิดการกระตุ้นเอนไซม์ต่างๆ ในระดับที่เกินปกติ
จนอาจท าให้เซลล์ตายได้ ดังนั้น พืชจ าเป็นต้องมีการปรับสมดุลแคลเซียมไอออนภายในเซลล์เพื่อให้มีชีวิตอยู่ได้
ภายใต้สภาวะเครียดดังกล่าว งานวิจัยนี้ได้ท าการโคลนยีน CRT และ CaM จากข้าวโพด โดยท าการออกแบบ
ไพรเมอร์ในบริเวณที่มีความเหมือนของล าดับพันธุกรรมอย่างสูง (conserved region) จากยีน CRT และ 
CaM ในพืชชนิดต่างๆ ที่ค้นหาได้จากฐานข้อมูล NCBI น ามาท าปฏิกิริยา PCR กับจีโนมิกดีเอ็นเอของข้าวโพด 
4 พันธุ์ ได้แก่ ตากฟ้า 1 ตากฟ้า 3 นครสวรรค์ 3 และ นครสวรรค์ 1 ได้ยีนขนาด 3,699 และ 2,472 คู่เบส 
ตามล าดับ น าข้อมูลที่ได้มาวิเคราะห์โครงสร้างของยีนโดยใช้โปรแกรม Software GenScan Version 1.0 
พบว่า ยีน CRT และ CaM ที่ได้มีส่วนประกอบครบทั้งยีน ซึ่งประกอบด้วยล าดับเบสในส่วนที่มีการแสดงออก
ของยีน Open Reading Frame (ORF) จ านวน 14 และ 2 exon ตามล าดับ จากนั้นท าการโคลนยีน ในส่วนที่มี
การแสดงออกของยีน โดยการท าปฏิกิริยา RT–PCR กับอาร์เอ็นเอรวมของข้าวโพดทั้ง 4 พันธุ์ ร่วมกับไพรเมอร์
ที่มีความจ าเพาะกับยีน ซึ่งได้เติมต าแหน่งจดจ าของเอนไซม์ตัดจ าเพาะ เพ่ือบังคับทิศทางของการแปลรหัส ได้
ยีน CRT และ CaM มีขนาดเท่ากับ 1,263 และ 450 คู่เบส ตามล าดับ สามารถถอดรหัสเป็นกรดอะมิโนของ
ยีนได้เท่ากับ 421 และ 150 amino acids ตามล าดับ เปรียบเทียบล าดับ    นิวคลีโอไทด์ที่ได้กับยีนชนิด
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เดียวกันที่มีรายงานในฐานข้อมูล GenBank พบว่า ยีน CRT ที่โคลนได้จากข้าวโพด   มีความเหมือนอย่างสูง
กับยีน  calreticulin (CRT) ที่พบในข้าวโพด (Zea mays L.) (EU961008.1) และ ข้าวฟ่าง (Sorghum 
bicolor L.) (XM_021453764.1) โดยมีค่า % Max Identities เท่ากับ 99% และ 95% ตามล าดับ และยีน 
CaM ที่ โคลนได้มีความเหมือนอย่างสูงกับยีน  calmodulin (CaM) ที่พบในข้าวโพด (Zea mays L.) 
(NM_001111985.2) แ ล ะ  ข้ า ว ฟ่ า ง  (Sorghum bicolor L.) (XM_002441253.2) โด ย มี ค่ า  % Max 
Identities เท่ากับ 99% และ 98% ตามล าดับ 
 

Abstract 
 

 Calreticulin (CRT) and calmodulin (CaM) genes are involved in the regulation of 
cellular functions, including the regulation of immune system, signal transduction pathways, 
gene expression, cell adhesion and inhibit the destruction of the complement system. In 
addition, these are also a gene involved in the maintaining of calcium ion concentration 
within cells. When plants are under an environment stimuli both biotic and abiotic stress. 
Ca2+ within the cell increases, resulting in the activation of various enzymes in excessive 
levels can cause death of cells. So, plants need to balance calcium ions inside the cell to 
survive under abiotic stress conditions. In this study, a full-length genomic DNA sequences of 
corn (Zea mays L.) encoding calreticulin (CRT) and calmodulin (CaM) have been isolated 
from four corn variety names TAKFA 1, TAKFA 3, NAKORNSAWAN 3 and NAKORNSAWAN 1 via 
PCR – based method. The gene sequence contains a fragment of 3,699 bp and 2,472 bp, 
including with 14 exons and 2 exons, a 1,263 bp and 450 bp complete ORF, plus a polyA 
signal AAATAA motif in CaM gene. CRT and CaM gene encoding the 421 and 150 amino acid 
polypeptide. The highly conserved region of the gene is calreticulin and colmodulin which 
are also found in monocots Zea mays (L.) (EU961008.1, NM_001111985.2) and Sorghum 
bicolor (L.) XM_021453764.1, XM_002441253.2) with 99% and 95% (CRT gene) and 99% and 
98% (CaM gene) of homology respectively.  

 
บทน า 

 
  ปัญหาภัยแล้งอันเกิดจากสภาพการเปลี่ยนแปลงภูมิอากาศ (climate change) หรือที่เรียกว่า ภาวะ
โลกร้อน (global warming) เป็นปัญหาส าคัญและพบว่ามีความรุนแรงมากยิ่งขึ้น ส่งผลกระทบต่อการด ารงอยู่
ของสิ่งมีชีวิต โดยเฉพาะผลผลิตทางการเกษตร เนื่องจากน้ าเป็นปัจจัยหลักที่ส าคัญที่สุดต่อการงอกและการ
เจริญเติบโตของพืช การเกิดสภาวะขาดน้ า (drought stress) ซึ่งอาจมีสาเหตุมาจากหลายปัจจัย เช่น ปริมาณ
น้ าในดินน้อย อัตราการระเหยของน้ าสูง สภาพอากาศที่หนาวเย็นหรือแห้งแล้ง ปริมาณน้ าฝนน้อย หรือสภาพ
ดินเค็ม ซึ่งองค์ประกอบของพืชส่วนใหญ่คือ น้ า และน้ ายังเป็นตัวกลางในการเกิดปฏิกิริยาทางชีวเคมีที่ส าคัญ
ภายในเซลล์พืช ดังนั้น เมื่อพืชเกิดสภาวะขาดน้ าจะท าให้พืชเกิดความผิดปกติต่างๆ เช่น แรงดันเต่งภายใน
เซลล์ลดลง และพืชจะแสดงอาการเหี่ยว อัตราการเจริญเติบโตช้าลง เซลล์ใหม่ที่เกิดขึ้นมีขนาดเล็ก กระบวนการ
เมตาบอลิซึมต่างๆ ของโปรตีนและกรดอะมิโนจะค่อยๆ ถูกท าลายในที่สุด การปรับปรุงพันธุ์พืชเพ่ือให้ทนต่อ



108 
 

สภาวะเครียดอันเกิดจากการขาดน้ าและสภาวะดินเค็ม โดยอาศัยวิธีการทางเทคโนโลยีชีวภาพเข้ามาช่วยในการ
พัฒนาพันธุ์พืช ซึ่งเป็นการศึกษาวิจัยเกี่ยวกับการค้นหายีน การศึกษาหน้าที่และกลไกการท างานของยีนหรือ
กลุ่มยีน และการแสดงออกของยีนที่ตอบสนองต่อสภาวะขาดน้ าและสภาวะดินเค็ม โดยการน ายีนและข้อมูล
ยีนที่ได้มาใช้ในการพัฒนาพันธุ์พืชเพ่ือให้พืชสามารถเจริญเติบโตและให้ผลผลิตได้เมื่อต้องอยู่ภายใต้สภาวะ
เครียดดังกล่าว ซึ่งนับว่าเป็นพืชทางเลือกหนึ่งในการช่วยลดปัญหาอันเกิดจากภาวะโลกร้อน  อีกทั้งยังเป็นการ
ช่วยเร่งรัดกระบวนการปรับปรุงพันธุ์พืชอีกทางหนึ่งด้วย 
  calreticulin (CRT) เป็นโปรตีนที่มีส่วนเกี่ยวข้องกับการควบคุมการท างานของเซลล์โดยเฉพาะใน
ส่วนของระบบภูมิคุ้มกัน โดยมีหน้าที่ในการรับส่งสัญญาณ การควบคุมการท างานของยีน (gene expression) 
การจับตัวของเซลล์ (cell adhesion) และยับยั้งขบวนการท าลายของระบบ complement (สถาพร และ
คณะ, 2557) นอกจากนี้ calreticulin (CRT) และ calmodulin (CaM) เป็นยีนที่เกี่ยวข้องกับการรักษาภาวะ
สมดุลของแคลเซียมไอออนภายในเซลล์ ซึ่ง calcium ion (Ca2+) ท าหน้าที่ในกระบวนการเมตาบอลิซึม 
(metabolism) และกระบวนการทางสรีรวิทยา (physiology) เช่น การเจริญเติบโต การท างานของเซลล์ การ
แสดงออกของยีน ดังนั้น เซลล์จ าเป็นต้องมีกลไกการรักษาภาวะคงที่ของ Ca2+ ภายในเซลล์ ซึ่งในบาง
กระบวนการอาจต้องใช้พลังงาน ถ้าเซลล์สูญเสียการรักษาภาวะคงที่ของ Ca2+ ไม่ว่าจะมาจากสาเหตุใดก็ตาม
จะท าให้ Ca2+ ภายในเซลล์เพ่ิมขึ้นส่งผลให้เกิดการกระตุ้นเอนไซม์ต่างๆ ในระดับที่เกินปกติจนอาจท าให้เซลล์
ตายได้ ซึ่งในการรักษาภาวะคงที่ของ Ca2+ โดยปกติเซลล์รักษาระดับ Ca2+ ในเซลล์ให้มีค่าประมาณ 100 
nmol/L หรือน้อยกว่าความเข้มข้นของ Ca2+ ที่อยู่นอกเซลล์ประมาณ 10 เท่า แต่เมื่อมีสิ่งเร้าหรือ สิ่งกระตุ้น 
เช่น ฮอร์โมน (hormones), สภาวะเครียด (stress), แสง (light) หรือ เชื้อก่อโรค (pathogenesis) จะท าให้
กลไกการรักษาภาวะคงที่ของ Ca2+ เสียไป ดังนั้นเซลล์จึงมีกลไกในการรักษาภาวะของ Ca2+ ให้คงที่ทั้งภายใน
เซลล์และไซโตพลาสซึม (cytoplasm) ซึ่งส่งผลท าให้พืชสามารถปรับสมดุลแคลเซียมไอออนภายในเซลล์เพ่ือให้
มีชีวิตอยู่ได้ภายใต้เครียดจากการขาดน้ าและสภาวะดินเค็มได้       จากรายงานพบว่า ยีน calreticulin (CRT) 
ถูกแยกได้ครั้งแรกจากข้าวบาร์เลย์ (Chen Chandler et al., 1994), ผักขม (Menegazzi et al., 1993), 
ยาสู บ  (Denecke et al., 1993), ข้ าว โพด  (Kwiatkowski et al., 1995, Dresselhaus et al., 1996) , 
Arabidopsis (Nelson et al., 1997) และ ข้าว (Li and Komatsu, 2000) นอกจากนี้ยังได้มีการศึกษาการ
แสดงออกของยีน calreticulin ในพืช โดยการถ่ายฝากยีน calreticulin จากข้าวโพดเข้าสู่พืชอะราบิดอพซิส 
พบว่า เมื่อพืชอยู่ในสภาวะเครียดจะมีการสะสม Ca2+ เพ่ิมมากขึ้นเมื่อเทียบกับพันธุ์ wide type (Wyatt et 
al., 2002) เมื่อถ่ายฝากยีน calreticulin จากข้าวสาลีเข้าสู่ยาสูบ พบว่า ยาสูบที่มียีน calreticulin เมื่ออยู่
ภายใต้สภาวะขาดน้ าสามารถเจริญเติบโตได้ดีกว่ายาสูบที่ไม่ได้รับการถ่ายฝากยีน (Jia et al., 2008) และเมื่อ
ถ่ายฝากยีน calreticulin ที่แยกได้จากข้าวโพดเข้าสู่มะเขือเทศ พบว่า มะเขือเทศที่ได้รับการถ่ายยีนมีปริมาณ
ของแคลเซียม คลอโรฟิลล์ และผลผลิตเมล็ดเพ่ิมขึ้นเมื่ออยู่ภายใต้สภาวะขาดน้ าโดยเปรียบเทียบกับพืช wild 
type ส าหรับการศึกษาการแสดงออกของยีน calmodulin (CaM) ในพืชนั้น ได้มีการศึกษาวิจัยโดยการสร้าง
ข้าวดัดแปลงพันธุกรรมจากยีน  OsCam1-1 ที่ควบคุมด้วยโปรโมเตอร์  35SCaMv ภายในเวกเตอร์ 
pCAMBIA1301 โดยวิธีอะโกรแบคทีเรีย พบว่า ข้าวแปลงพันธุ์ดังกล่าวมีอัตราการเจริญเติบโตและความสามารถ
ในการทนเค็มสูงกว่าข้าวที่เป็นชุดควบคุม อีกท้ังยังมีปริมาณ ABA สูงกว่าข้าวที่เป็นชุดควบคุมเมื่อปลูกในภาวะ
ปกติและภาวะที่ได้รับความเครียดจากความเค็มอีกด้วย (Buaboocha, 2009) 
  ดังนั้น งานวิจัยนี้จึงได้น าเทคนิคทางเทคโนโลยีชีวภาพเข้ามาช่วยในการโคลนยีน และศึกษาการ
แสดงออกของยีนเมื่ออยู่ภายใต้สภาวะขาดน้ าและสภาวะเค็ม หากสามารถโคลนยีน calreticulin และ 
calmodulin ได้ และยีนที่ได้มีการแสดงออกในลักษณะทนต่อสภาวะขาดน้ าและสภาวะเค็มในพืชต้นแบบ 
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(ยาสูบ) จะเป็นข้อมูลส าคัญที่จะน าไปสู่การประยุกต์ใช้ในกระบวนการปรับปรุงพันธุ์พืชเศรษฐกิจเพ่ือให้ทนทาน
ต่อสภาวะเครียดดังกล่าวได้ 

 
ระเบียบวิธีการวิจัย 

 
1. การเตรียมตัวอย่างพืช 

คัดเลือกพันธุ์ข้าวโพดที่มีลักษณะทนแล้ง ได้แก่ พันธุ์ตากฟ้า 1, ตากฟ้า 3, นครสวรรค์ 3 และ 
นครสวรรค์ 1 ซึ่งได้รับความอนุเคราะห์เมล็ดพันธุ์ข้าวโพดจากศูนย์วิจัยพืชไร่นครสวรรค์ โดยน าเมล็ดพันธุ์มา
ปลูกในกระถางที่เตรียมไว้ รดน้ า 2 – 3 วัน/ครั้ง เมื่ออายุประมาณ 30 วัน น าใบอ่อนมาสกัดดีเอ็นเอเพ่ือหา
ส่วนของยีนทั้งจีโนม  และเมื่ออายุประมาณ 45 วัน งดให้น้ า น าใบอ่อนมาสกัดอาร์เอ็นเอเพ่ือหาส่วนของยีนที่
มีการแสดงออก    

 
2. ออกแบบไพรเมอร์ส าหรับเพิ่มปริมาณยีน Calreticulin (CRT) และ Calmodulin (CaM) 
 ท าการศึกษาและค้นหายีนที่เกี่ยวข้องกับลักษณะการทนต่อสภาวะขาดน้ าในข้าวโพด ได้แก่ ยีน CRT 
และ CaM ที่มีรายงานในพืชชนิดต่างๆ จากฐานข้อมูลทางอินเทอร์เน็ต  (www.ncbi.nim.nih.gov/) น ามา
วิเคราะห์ล าดับเบสที่มีความเหมือนกันอย่างสูง (conserve region) โดยใช้โปรแกรม ClustalW2 Multiple 
Alignment (European Bioinformatics Institute, UK) ออกแบบไพรเมอร์ส าหรับเพ่ิมปริมาณยีนคือ GCRT 
(forward)  GCRT (reverse) GCaM (forward) และ GCaM (reverse) ไพรเมอร์ที่ใช้ในการเพิ่มปริมาณยีนใน
ส่วนที่มีการแสดงออกของยีนคือ CCRT (forward) CCRT (reverse) CCaM (forward) และ CCaM (reverse) 
CRTXbaI (forward) CRTKpnI (reverse) CaMBamHI (forward) และ CaMKpnI (reverse) (ตารางที่ 1)  
 
3. การโคลนยีน Calreticulin (CRT) และ Calmodulin (CaM) ในส่วนของยีนที่สมบูรณ์   
 3.1 การสกัดดีเอ็นเอ  
 ตัวอย่างพันธุ์ข้าวโพดที่ใช้ในการทดลอง ได้แก่ ตากฟ้า 1, ตากฟ้า 3, นครสวรรค์ 3 และ นครสวรรค์ 
1 เมื่ออายุได้ 1 เดือน น ามาสกัดดีเอ็นเอ โดยใช้ชุดสกัด Genomic DNA Extraction Kit (RBC Bioscience, 
Taiwan) ตัดใบอ่อนของอ้อยประมาณ 50–100 กรัม บดในโกร่งพร้อมกับไนโตรเจนเหลวจนเป็นผงแป้ง ย้าย
ตั วอย่ างลงใน  Microcentrifuge tube ขนาด 1.5 มิลลิ ลิ ตร เติ ม  GP1 buffer หรือ GPX1 buffer 400 
ไมโครลิตร และ RNase A (10 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร) 5 ไมโครลิตร ผสมโดยการเอียงหลอดไปมาเบาๆ  บ่มที่
อุณหภูมิ 65C นาน 10 นาที เขย่าทุกๆ 5 นาที เติม GP2 buffer 100 ไมโครลิตร ผสมโดยการเอียงหลอดไป
มาเบาๆ วางตัวอย่างบนน้ าแข็งนาน 3 นาที วาง Filter column ลงใน Collection tube ขนาด 2 มิลลิลิตร 
และย้ายตัวอย่างลงใน Filter column น าไปปั่นเหวี่ยงด้วยเครื่อง Centrifuge ที่ความเร็ว 13,000 รอบ/นาที 
นาน 3 นาที ทิ้ง Filter column และย้ายน้ าใสลงใน Microcentrifuge tube ขนาด 1.5 มิลลิลิตร เติม GP3 
buffer 750 ไมโครลิตร (1.5 เท่าของสารละลาย DNA ที่ได้) เขย่าส่วนผสมให้เข้ากัน นาน 5 วินาที วาง GD 
column ลงใน Collection tube ขนาด 2 มิลลิลิตร และย้ายตัวอย่างลงใน GD column น าไปปั่นเหวี่ยงด้วย
เครื่อง Centrifuge ที่ความเร็ว 13,000 รอบ/นาที นาน 2 นาที ทิ้งน้ าใสใน Collection tube และเก็บ GD 
column ไว้ (ปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 13,000 รอบ/นาที อีกครั้ง นาน 2 นาที ทิ้งน้ าใสใน Collection tube เติม 
W1 buffer 400 ไมโครลิตร ลงใน GD column น าไปปั่นเหวี่ยงด้วยเครื่อง Centrifuge ที่ความเร็ว 13,000 
รอบ/นาที นาน 30 วินาที เทน้ าใสทิ้ง และวาง GD column ลงใน Collection tube อีกครั้ง เติม Wash 
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buffer 600 ไมโครลิตร ลงใน GD column น าไปปั่นเหวี่ยงด้วยเครื่อง Centrifuge ที่ความเร็ว 13,000 รอบ/
นาที นาน 30 วินาที เทน้ าใสทิ้ง และวาง GD column ลงใน Collection tube อีกครั้ง (ปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 
13,000 รอบ/นาที อีกครั้ง นาน 3 นาที เพ่ือให้ Column แห้ง ย้าย GD column ที่แห้งแล้วลงในหลอด 
Microcentrifuge ขนาด 1.5 มิลลิลิตร เติม Preheat Elution buffer 100 ไมโครลิตร ลงตรงกลางของ 
Column matrix ทิ้งไว้นาน 3 – 5 นาที จนกระทั่ง Elution buffer ถูกดูดซับโดย matrix ได้มากที่สุด น าไป
ปั่นเหวี่ยงด้วยเครื่อง Centrifuge ที่ความเร็ว 13,000 รอบ/นาที นาน 30 วินาที จะได้สารละลายดีเอ็นเอที่มี
คุณภาพ เก็บสารละลาย DNA (original) ที่ –20C จนกว่าจะน าไปใช้ น าสารละลาย DNA ที่ได้ไปวัดค่าความ
เข้มข้น (Optical Density : OD) โดยใช้เครื่อง spectrophotometer และน ามาเจือจางด้วย TE (Tris-EDTA) 
buffer หรือน้ า ให้ได้ความเข้มข้น 60 นาโนกรัม เพ่ือน าไปท า PCR ต่อไป 
 
 3.2  การสังเคราะห์ดีเอ็นเอ จาก genomic DNA โดยวิธี PCR Amplification  

 น าดีเอ็นเอของข้าวโพดที่สกัดได้ไปเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอส่วนที่ต้องการในหลอดทดลองกับไพรเมอร์ที่
จ าเพาะกับยีน CRT และ CaM ที่ออกแบบไว้จ านวน 2 คู่ ได้แก่ GCRT (forward) GCRT (reverse) GCaM 
(forward) และ GCaM (reverse) ดังแสดงในตารางที่ 1 โดยใช้ Hot Start Taq Master Mix Kit (QIAGEN, 
USA) ในปริมาตรของปฏิกิริยาพอลิเมเรสทั้งหมด 50 ไมโครลิตร ประกอบด้วย สารละลายดีเอ็นเอ 100 นาโน
ก รั ม ,  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 หลังจาก
สิ้นสุดปฏิกิริยาแล้วเก็บตัวอย่างไว้ที่ 4C และตรวจวิเคราะห์ผล โดยน าผลผลิต PCR ที่ได้มาตรวจสอบขนาด
ชิ้นดีเอ็นเอด้วย 1% Agarose gel electrophoresis เทียบขนาดแถบดีเอ็นเอกับดีเอ็นเอมาตรฐาน 1 kb DNA 
ladder marker (Fermentas, USA) น าไปย้อมเจลด้วยสารละลาย ethidium bromide 0.5 ไมโครกรัม/
มิลลิลิตร จากนั้นน าไปตรวจดูแถบดีเอ็นเอด้วยเครื่อง Gel-Doc Transluminator (Bio-Rad Laboratories, 
CA, USA) พร้อมบันทึกภาพ และเก็บตัวอย่างที่เหลือไว้ที่อุณหภูมิ -20C 

 
 3.3 การโคลนยีน CRT และ CaM เข้าสู่เวกเตอร์ 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) จ าก นั้ น ตั ด แ ถ บ ดี เอ็ น เอ บ น เค รื่ อ ง  Dark Reader Transilluminators ใส่ ใน ห ล อ ด 
Microcentrifuge ขนาด 1.5 มิลลิลิตร ชั่งน้ าหนักเจลที่ได้เติม QG Buffer 3 เท่าของน้ าหนักเจล น าไปบ่มที่
อุณหภูมิ 50C นาน     1 ชั่วโมง เขย่าแรงๆ ทุก 2 นาที จนเจลละลายหมด เติม Isopropanol 1 เท่าของ
น้ าหนักเจล ผสมให้เข้ากัน   ย้ายสารละลายทั้งหมดใส่ใน Binding Column บ่มทิ้งไว้ 5 นาที น าไปปั่นเหวี่ยง
ที่ความเร็ว 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 วางลงบน
หลอด Microcentrifuge ขนาด 1.5 มิลลิลิตร เติม EB Buffer (อุ่นที่อุณหภูมิ 50 - 60C) 30 ไมโครลิตร บ่ม
ทิ้งไว้ 15 – 30 นาที น าไปปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 12,000 รอบ/นาที นาน 1 นาที ตรวจสอบคุณภาพด้วย 1.5% 
Agarose gel electrophoresis น าดีเอ็นเอที่ได้มาท าปฏิกิริยา ligation โดยใช้ TA Cloning Kit (Invitrogen, 
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USA) ในปริมาตรของปฏิกิริยาทั้ งหมด 10 ไมโครลิตร ประกอบด้วย Gel-purified PCR product 4 
ไม โครลิ ตร , pCR®2.1 vector 2 ไม โครลิ ตร, 5X ExpressLink™T4 DNA Ligase Buffer 2 ไมโครลิ ตร , 
ExpressLink™T4 DNA Ligase 1 ไมโครลิตร ปรับปริมาตรให้ครบด้วยน้ า ผสมปฏิกิริยาทั้งหมดให้เข้ากัน 
น าไปบ่มที่อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 30 นาที และน าไปบ่มที่อุณหภูมิ 4C นานข้ามคืน จากนั้นท าการถ่ายฝาก
ยีนเข้าสู่เซลล์แบคทีเรีย E. coli สายพันธุ์ DH5 โดยน าปฏิกิริยา ligation จ านวน 2 ไมโครลิตร ใส่ลงใน
หลอดคอมพิเทนต์เซลล์ 50 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากัน และแช่บนน้ าแข็งเป็นเวลา 30 นาที น าไป heat – 
shock ที่อุณหภูมิ 42C เป็นเวลา 30 วินาที (ไม่ต้องเขย่า) น าไปแช่บนน้ าแข็งทันทีเป็นเวลา 2 นาที เติม 
S.O.C. medium 250 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากันและน าไปเขย่าที่ความเร็ว 250 รอบต่อนาที 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 ที่ความ
เข้มข้น 50 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร บ่มเพลทไว้ที่อุณหภูมิ 37C นานข้ามคืน  
   
 3.4 การสกัดพลาสมิดดีเอ็นเอ และการตรวจสอบการปรากฏของยีน  
 คัดเลือกโคโลนีสีขาวที่มีชิ้น insert ของยีน น ามาเลี้ยงในอาหารเหลว LB ที่เติมสารปฏิชีวนะ 
amplicillin ที่ความเข้มข้น 50 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร ที่อุณหภูมิ 37C เขย่าที่ความเร็ว 220 รอบ/นาที นาน 
12–16 ชั่วโมง น ามาสกัดพลาสมิดดีเอ็นเอ โดยใช้ GeneJETTM Plasmid Miniprep Kit (Fermentas, USA) 
น าเซลล์ที่เลี้ยงไว้มาปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 12,000 รอบ/นาที นาน 5 นาที เพ่ือตกตะกอนเซลล์ เทอาหารทิ้ง 
ละลายตะกอนเซลล์ด้วย Resuspension Solution  250 ไมโครลิตร เขย่าให้ เซลล์ละลาย 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 าไปปั่นเหวี่ยง
ที่ความเร็ว 12,000 รอบ/นาที นาน 1 นาที เทส่วนใสทิ้ง (ท าซ้ า 2 ครั้ง) ย้าย GeneJETTM spin column วาง
บนหลอด Microcentrifuge ขนาด 1.5 มิลลิลิตร    เติม Elution Buffer 50 ไมโครลิตร บ่มทิ้งไว้นาน 15 – 
30 นาที น าไปปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 12,000 รอบ/นาที นาน 1 นาที น าพลาสมิดดีเอ็นเอที่ได้มาตรวจสอบ
คุณภาพด้วย 1% Agarose gel electrophoresis และเก็บตัวอย่างดีเอ็นเอท่ีได้ไว้ที่อุณหภูมิ -20C 

การตรวจสอบการปรากฏของยีน CRT และ CaM โดยน าพลาสมิดดีเอ็นเอที่สกัดได้มาตัดด้วย
เอนไซม์ตัดจ าเพาะ XbaI + KpnI (CRT) และ BamHI + ApaI (CaM) ในปฏิกิริยาทั้งหมด 20 ไมโครลิตร 
ประกอบด้วย พลาสมิดดีเอ็นเอ 100 – 200 นาโนกรัม, 1X FastDigest Buffer, 0.5U FastDigest Enzyme 
ปรับปริมาตรให้ครบด้วยน้ า ผสมให้เข้ากัน น าไปบ่มที่อุณหภูมิ 37C นาน 30 นาที และหยุดปฏิกิริยาที่
อุณ หภู มิ  80C น าน  5 นาที  น าม าต รวจสอบ รูป แบบ ของแถบดี เอ็ น เอด้ วย  1% Agarose gel 
electrophoresis 

 
 3.5 การวิเคราะห์ล าดับเบส (DNA Sequencing) 
  น าตัวอย่างพลาสมิดดีเอ็นเอที่มีชิ้นส่วนของยีน CRT และ CaM มาเป็นต้นแบบในการวิเคราะห์
ล าดั บ เบส  โดยใช้ส ารเคมี  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 
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–GCG GAT AAC AAT TTC ACA CAG G – 3 ในการท าปฏิกิริยาทั้งหมด 10 ไมโครลิตร ประกอบด้วย พลาส
มิดดีเอ็นเอ 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 โดยตั้งรอบปฏิกิริยาดังนี้  Denaturation 96C 10 วินาที, Annealing 50C 5 
วินาที, Extention 60C 4 นาที จ านวน 25 รอบ และ Hold ที่ 4C infinity () หลังจากนั้นท าการล้างสี
ฟลูออเรสเซนต์ส่วนเกิน โดยน าผลผลิตที่ได้ใส่ลงในหลอด Microcentrifuge ขนาด 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 รอบ/นาที นาน 20 นาที เทส่วนใสทิ้ง ล้างตะกอนที่ได้ด้วย 70% Ethanol 300 ไมโครลิตร ผสมให้
เข้ากันโดยกลับหลอดขึ้นลงนาน 5 นาที น าไปหมุนเหวี่ยงที่อุณหภูมิ 0C ความเร็ว 14,000 รอบ/นาที นาน 
10 นาที เทส่วนใสทิ้ง ปล่อยให้ตะกอนแห้งในที่มืด จากนั้นละลายตะกอนด้วย Hidi-formamide 10 
ไมโครลิตร ผสมตัวอย่างให้เข้ากันในหลอด น าไปปั่นให้ดีเอ็นเอตกที่ก้นหลอด น าตัวอย่างใส่หลอด Septa บ่ม
ไว้ที่อุณหภูมิ 95C นาน 2 นาที และแช่ไว้บนน้ าแข็งทันที น าตัวอย่าง load เข้าเครื่อง ABI PRISM® 310 
Genetic Analyzer เพ่ือวิเคราะห์ล าดับเบส จากนั้นน าข้อมูลที่ได้มาวิเคราะห์ค่าต่างๆ ด้วยโปรแกรมส าเร็จรูป
และโปรแกรมบนเครือข่ายอินเทอร์เน็ต  
 
4. การโคลนยีน Calreticulin (CRT) และ Calmodulin (CaM) ในส่วนที่มีการแสดงออกของยีน 
 4.1 การสกัดอาร์เอ็นเอรวม 
  ตัวอย่างพันธุ์ข้าวโพดที่ใช้ในการทดลอง ได้แก่ ตากฟ้า 1, ตากฟ้า 3, นครสวรรค์ 3 และ นครสวรรค์ 
1 เมื่ออายุได้ 45 วัน งดให้น้ า น ามาสกัดอาร์เอ็นเอรวม โดยใช้ MasterPureTM Complete DNA and RNA 
Purification Kit (BIONEER Corporation) ตัดใบอ่อนของข้าวโพดประมาณ 5 มิลลิกรัม บดในโกร่งพร้อมกับ
ไนโตรเจนเหลวจนเป็นผงแป้ง ย้ายตัวอย่างลงในหลอดทดลองขนาด 1.5 มิลลิลิตร เติม Tissue and Cell 
Lysis Solution 300 ไมโครลิตร ผสมโดยการเอียงหลอดไปมาเบาๆ บ่มตัวอย่างที่อุณหภูมิ 65C นาน 15 นาที 
เขย่าทุกๆ 5 นาที วางตัวอย่างบนน้ าแข็งนาน 3 – 5 นาที เติม MPC Protein Precipitation Reagent 150 
ไมโครลิตร เขย่าส่วนผสมให้เข้ากัน 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 ที่
ความเร็ว 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 ย้ายสารละลาย
อาร์เอ็นเอที่ได้ลงในหลอดทดลองขนาด 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 ออกให้
หมดโดยใช้ไปเปตละลายตะกอนอาร์เอ็นเอด้วย TE buffer 35 ไมโครลิตร แล้วเติม Script Guard RNase 
Inhibitor 1 ไมโครลิตร เพ่ือยับยั้งไม่ให้อาร์เอ็นเอถูกย่อย วัดค่าความเข้มข้น (O.D.) ของสารละลายอาร์เอ็นเอที่
ได้ โดยใช้เครื่อง spectrophotometer เก็บสารละลาย  อาร์เอ็นเอที่ -80C จนกว่าจะใช้งาน 
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 4.2 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 CRT และ CaM คือ CCRT (forward) 
CCRT (reverse) CCaM (forward) และ CCaM (reverse) ในปริมาตรของปฏิกิริยาพอลิเมเรสทั้งหมด 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) โดย
ตั้งโปรแกรมอุณหภูมิ Pre–Denature 55C 30 นาที จ านวน 1 รอบ ตามด้วย 94C 2 นาที จ านวน 1 รอบ 
และตั้งรอบให้เครื่องท 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 หลังจากสิ้นสุดปฏิกิริยาแล้วเก็บ
ตั วอย่ า ง ไว้ ที่  4C และน า  cDNA ที่ สั ง เค ราะห์ ได้ ม าต รวจสอบ คุณ ภ าพ ด้ วย  1% agarose gel 
electrophoresis และเก็บตัวอย่างไว้ที่อุณหภูมิ -20C 
  
 4.3 การเชื่อมต่อชิ้นยีน CRT และ CaM เข้ากับเวกเตอร์ และการตรวจสอบการปรากฏของยีน  
  4.3.1 การเชื่อมต่อชิ้นยีน CRT และ CaM 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 
ย้ายสารละลายทั้งหมดใส่ใน 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 าไปปั่นเหวี่ยง
ที่ความเร็ว 12,000 รอบ/นาที นาน 1 นาที ตรวจสอบคุณภาพด้วย 1.5% Agarose gel electrophoresis 
จากนั้นน ามาท าปฏิกิริยา ligation โดยใช้ TA Cloning Kit (Invitrogen, USA) ในปริมาตรของปฏิกิริยา
ทั้ งหมด 10 ไมโครลิตร ประกอบด้วย Gel-purified PCR product 4 ไมโครลิตร , pCR®2.1 vector 2 
ไมโครลิ ตร, 5X ExpressLink™T4 DNA Ligase Buffer 2 ไมโครลิ ตร, ExpressLink™T4 DNA Ligase 1 
ไมโครลิตร ปรับปริมาตรให้ครบด้วยน้ า ผสมปฏิกิริยาทั้งหมดให้เข้ากัน น าไปบ่มที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 30 
นาที และน าไปบ่มที่อุณหภูมิ 4C นานข้ามคืน จากนั้นท าการถ่ายฝากยีนเข้าสู่เซลล์แบคทีเรีย E. coli สาย
พันธุ์ DH5 โดยน าปฏิกิริยา ligation จ านวน 2 ไมโครลิตร ใส่ลงในหลอดคอมพิเทนต์เซลล์ 50 ไมโครลิตร 
ผสมให้เข้ากัน และแช่บนน้ าแข็งเป็นเวลา 30 นาที น าไป heat – shock ที่อุณหภูมิ 42C เป็นเวลา 30 
วินาที (ไม่ต้องเขย่า) น าไปแช่บนน้ าแข็งทันทีเป็นเวลา 2 นาที เติม S.O.C. medium 250 ไมโครลิตร ผสมให้
เข้ากันและน าไปเขย่าที่ความเร็ว 250 รอบต่อนาที ที่อุณหภูมิ 37C เป็นเวลา 1 ชั่วโมง จากนั้นน าตัวอย่างไป 
spread บนอาหารแข็ง LB (เตรียม 1 ลิตร : 10 กรัม NaCl, 10 กรัม Tryptone, 5 กรัม Yeast extract, 15 
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กรัม Bacto-Agar, ddH2O) เติมสารปฏิชีวนะ amplicillin ที่ความเข้มข้น 50 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร บ่มเพลท
ไว้ที่อุณหภูมิ 37C นานข้ามคืน  
 
  4.3.2 การตรวจสอบการปรากฏของยีน CRT และ CaM ในเวกเตอร์ 
  คัดเลือกโคโลนีสีขาวที่มีชิ้นส่วนของยีนสอดแทรกอยู่ น ามาเลี้ยงในอาหารเหลว LB ที่เติมสาร
ปฏิชีวนะ amplicillin ที่ความเข้มข้น 50 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร ที่อุณหภูมิ 37C เขย่าที่ความเร็ว 220 รอบต่อ
นาที  นาน  12–16 ชั่ ว โมง น ามาสกัดพลาสมิดดี เอ็น เอ โดยใช้  GeneJETTM Plasmid Miniprep Kit 
(Fermentas, USA) น าเซลล์ที่ เลี้ยงไว้มาปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว  12,000 รอบต่อนาที นาน 5 นาที เพ่ือ
ตกตะกอนเซลล์ เทอาหารทิ้ง ละลายตะกอนเซลล์ด้วย Resuspension Solution 250 ไมโครลิตร เขย่าให้
เซลล์ละลาย เติม Lysis Solution 250 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากัน โดยกลับหลอดขึ้นลง 4 – 6 ครั้ง เติม 
Neutralization Solution 350 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากัน โดยกลับหลอดขึ้นลง 4 – 6 ครั้ง น าไปปั่นเหวี่ยงที่
ความเร็ว 12,000 รอบ/นาที นาน 5 นาที จากนั้นย้ายสารละลายเซลล์ลงใน GeneJETTM spin column 
น าไปปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 12,000 รอบ/นาที  นาน 1 นาที  เทส่วนใสทิ้ ง 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 วางบนหลอดทดลองขนาด 1.5 มิลลิลิตร เติม Elution Buffer 50 
ไมโครลิตร บ่มทิ้งไว้นาน 15 – 30 นาที น าไปปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 12,000 รอบ/นาที นาน 1 นาที น าพลาส
มิดดีเอ็นเอที่ได้มาตรวจสอบคุณภาพด้วย 1% agarose gel electrophoresis และเก็บตัวอย่างดีเอ็นเอที่ได้ไว้
ที่อุณหภูมิ -20C 
  การตรวจสอบการปรากฏของยีน CRT และ CaM โดยน าพลาสมิดดีเอ็นเอที่สกัดได้มาตัดด้วย
เอนไซม์ตัดจ าเพาะ XbaI + KpnI (CRT) และ BamHI + ApaI (CaM) ในปฏิกิริยาทั้งหมด 20 ไมโครลิตร 
ประกอบด้วย พลาสมิดดีเอ็นเอ 100 – 200 นาโนกรัม, 1X FastDigest Buffer, 0.5U FastDigest Enzyme 
ปรับปริมาตรให้ครบด้วยน้ า ผสมให้เข้ากัน น าไปบ่มที่อุณหภูมิ 37C นาน 30 นาที และหยุดปฏิกิริยาที่
อุณ หภู มิ  80C น าน  5  น าที  น ามาตรวจสอบรูป แบ บของแถบ ดี เอ็ น เอด้ วย  1% agarose gel 
electrophoresis 

 
 4.5 การวิเคราะห์ล าดับเบส (DNA Sequencing) 

น าตัวอย่างพลาสมิดดีเอ็นเอที่มีชิ้นส่วนของยีน CRT และ CaM มาเป็นต้นแบบในการวิเคราะห์ล าดับ
เบส โดยใช้สารเคมี ABI PRISM® BigDye® Terminator Cycle Sequencing V3.1 Kit (Perkin-Elmer) ร่วมกับ
ไพรเมอร์ 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 ที่ได้เข้าเครื่อง Thermal 
Cycler 9700 โดยตั้งรอบปฏิกิริยาดังนี้  Denaturation 96C 10 วินาที , Annealing 50C 5 วินาที , 
Extention 60C 4 นาที จ านวน 25 รอบ และ Hold ที่ 4C infinity () หลังจากนั้นท าการล้างสีฟลูออ
เรสเซนต์ส่วนเกิน โดยน าผลผลิตที่ได้ใส่ลงในหลอดทดลองขนาด 1.5 มิลลิลิตร  เติม Solution A (ddH2O 16 
ไมโครลิตร: 95% ethanol 64 ไมโครลิตร) ผสมให้เข้ากัน น าไปไว้ที่อุณหภูมิ 4C นาน 15 นาที ผสมให้เข้า
กันโดยกลับหลอดขึ้นลงทุก 5 นาที น าไปหมุนเหวี่ยงที่อุณหภูมิ 0C ความเร็ว 14,000 รอบต่อนาที นาน 20 
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นาที เทส่วนใสทิ้ง ล้างตะกอนที่ได้ด้วย 70% Ethanol 300 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากันโดยกลับหลอดขึ้นลง
นาน 5 นาที น าไปหมุนเหวี่ยงที่อุณหภูมิ 0C ความเร็ว 14,000 รอบ/นาที นาน 10 นาที เทส่วนใสทิ้ง ปล่อย
ให้ตะกอนแห้งในที่มืด จากนั้นละลายตะกอนด้วย Hidi-formamide 10 ไมโครลิตร ผสมตัวอย่างให้เข้ากันใน
หลอด น าไปปั่นให้ดีเอ็นเอตกที่ก้นหลอด น าตัวอย่างใส่หลอด Septa บ่มไว้ที่อุณหภูมิ 95C นาน 2 นาที และ
แช่ไว้บนน้ าแข็งทันที น าตัวอย่าง load เข้าเครื่อง ABI PRISM® 310 Genetic Analyzer เพ่ือวิเคราะห์ล าดับ
เบส จากนั้นน าข้อมูลที่ได้มาวิเคราะห์ค่าต่างๆ ด้วยโปรแกรมส าเร็จรูปและโปรแกรมบนเครือข่ายอินเทอร์เน็ต 
  
ระยะเวลาด าเนินการวิจัย ตุลาคม 2558 – กันยายน 2560 รวม 2 ปี 
สถานทีด่ าเนินการวิจัย ส านักวิจัยพัฒนาเทคโนโลยีชวีภาพ อ.ธัญบุรี จ.ปทุมธานี 
 

ผลการวิจัยและอภิปรายผล 
  

1. การโคลนยีน Calreticulin (CRT) และ Calmodulin (CaM) ในส่วนของยีนที่สมบูรณ์ที่สมบูรณ์  
จากการโคลนยีน Calreticulin (CRT) และ Calmodulin (CaM) ในส่วนของยีนทั้งจีโนม โดยท า

การออกแบบไพรเมอร์บริเวณที่มีความเหมือนของล าดับพันธุกรรมอย่างสูง (conserved region) ที่มีรายงาน
ในพืชชนิดต่างๆ จากฐานข้อมูลทางอินเทอร์เน็ต NCBI สามารถออกแบบไพรเมอร์ที่มีความจ าเพาะกับยีน CRT 
และ CaM จ านวน 2 คู่ คือ GCRT (forward) GCRT (reverse) GCaM (forward) และ GCaM (reverse) (ตาราง
ที่ 1) โดยน าไพรเมอร์ที่สังเคราะห์ได้มาท าปฏิกิริยา PCR กับจีโนมิกดีเอ็นเอของข้าวโพดทั้ง 4 พันธุ์ (ภาพที่ 1ก)    
พบว่า สามารถท าปฏิกิริยาได้แถบดีเอ็นเอขนาดประมาณ 3.7 และ 2.5 กิโลเบส ตามล าดับ (ภาพที่ 2ก และ 2
ข)    

 
ตารางที่ 1.  แสดงล าดับเบส, Melting temperature (Tm) และ % GC content ของคู่ไพรเมอร์ที่ใช้ในการ

ท าปฏิกิริยา PCR และ RT-PCR กับยีน Calreticulin (CRT) และ Calmodulin (CaM) 
Primer  

name 
Base sequence ( 5'  3' ) 

Size 

(bp) 

Tm 

(C) 

GC 

content

(%) 

GCRT_F GCT CGC TCT CCG CAG TGA CCG ATA GAA CAC G 31 67.3 

(60) 

61.3 

GCRT_R TGC AAA GTC CAC ACG CGT GAC GGA ACC AGT GC 32 69.3 

(60) 

59.4 

GCaM_F CAT CCG CTC AGG CCA ATC AAC AGA AGT G 28 63.0 

(60) 

53.6 

GCaM_R CCA GGT ATC TGA TGT CGC GTT CCC ATG 27 62.6 

(60) 

55.6 

CCRT_F ATG TCA GCT TCA CCG GCA ACG CCT TGT GCT CC 32 73.6 

(60) 

59.4 

CCRT_R TTA TGA AAA GGG GTT GTC AAA GCG TAT ACC 30 64.6 

(60) 

40.0 

CCaM_F ATG GCG GAC CAG CTC ACC GAC GAG C 25 68.6 

(60) 

68.0 

CCaM_R TCA CTT GGC CAT CAT AAC CTT GAC GA 26 60.1 

(60) 

46.2 

 

น าดีเอ็นเอของยีน CRT และ CaM ที่ได้ไปเชื่อมต่อเข้ากับเวกเตอร์ TA Cloning Kit และถ่ายฝาก
ยีนเข้าสู่เซลล์แบคทีเรียสายพันธุ์ DH5 คัดเลือกโคโลนีที่คาดว่ามียีน CRT และ CaM น ามาสกัดพลาสมิดดีเอ็นเอ 
จ านวน 16 โคลน (ภาพที่ 3ก และ 3ข) และตรวจสอบโคโลนีที่ได้รับการถ่ายยีนโดยการตัดด้วยเอนไซม์ตัด
จ าเพาะ XbaI + KpnI (CRT) และ BamHI + ApaI (CaM) พบว่า รูปแบบของแถบดีเอ็นเอที่มีชิ้นส่วนของยีน 
CRT และ CaM ที่มีความถูกต้องจ านวน 2 แถบ คือ ขนาดประมาณ 3.9 กิโลเบส เป็นขนาดของเวกเตอร์ 
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(vector) และขนาดประมาณ   3.7 กิโลเบส เป็นขนาดของยีน CRT และ ขนาดประมาณ 2.5 กิโลเบส เป็นขนาด
ของยีน CaM ตามล าดับ (ภาพที่ 4ก และ 4ข) น าพลาสมิดดีเอ็นเอโคลนที่มียีน CRT และ CaM ไปวิเคราะห์
ล าดับนิวคลีโอไทด์ ด้วยเครื่องวิเคราะห์ล าดับพันธุกรรม ABI PRISM® 310 Genetic Analyzer พบว่า ยีน 
CRT มีล าดับนิวคลีโอไทด์ เท่ากับ 3,699 คู่เบส (ภาพที่ 5) และยีน CaM มีล าดับนิวคลีโอไทด์ เท่ากับ 2,472 คู่
เบส (ภาพที่ 6) 

 
ภาพที่ 1. แสดงจีโนมิกดีเอ็นเอที่สกัดได้จากข้าวโพด 4 พันธุ์ , Lane M = ดีเอ็นเอมาตรฐาน 1 Kb DNA 

Ladder (Fermentas), Lane 1 = ข้าวโพดพันธุ์ตากฟ้า 1 (TF1), Lane 2 = ข้าวโพดพันธุ์ตากฟ้า 3 
(TF3), Lane 3 = ข้าวโพดพันธุ์นครสวรรค์ 3 (NS3) และ Lane 4 = ข้าวโพดพันธุ์นครสวรรค์ 1 
(NS1) 

 

                                               
  

ภาพที่ 2  ก. แสดงแถบดีเอ็นเอของยีน calreticulin (CRT) ที่เพ่ิมปริมาณได้จากข้าวโพดทั้ง 4 พันธุ์ ร่วมกับคู่   
ไพรเมอร์  GCRT (forward) และ GCRT (reverse) ด้วยเทคนิค PCR, Lane M = ดี เอ็นเอ
มาตรฐาน 1 Kb DNA Ladder (Fermentas), Lane 1 = ข้าวโพดพันธุ์ตากฟ้า 1 (TF1), Lane 
2 = ข้าวโพดพันธุ์ตากฟ้า 3 (TF3), Lane 3 = ข้าวโพดพันธุ์นครสวรรค์ 3 (NS3) และ Lane 4 = 
ข้าวโพดพันธุ์นครสวรรค์ 1 (NS1) 

  ข. แสดงแถบดีเอ็นเอของยีน calmodulin (CaM) ที่เพ่ิมปริมาณได้จากข้าวโพดทั้ง 4 พันธุ์ ร่วมกับ
คู่   ไพรเมอร์ GCaM (forward) และ GCaM (reverse) ด้วยเทคนิค PCR, Lane M = ดีเอ็นเอ
มาตรฐาน 1 Kb DNA Ladder (Fermentas), Lane 1 = ข้าวโพดพันธุ์ตากฟ้า 1 (TF1), Lane 
2 = ข้าวโพดพันธุ์ตากฟ้า 3 (TF3), Lane 3 = ข้าวโพดพันธุ์นครสวรรค์ 3 (NS3) และ Lane 4 = 
ข้าวโพดพันธุ์นครสวรรค์ 1 (NS1)  

~ 3.7 kb 
~ 2.5 kb 

ก ข 

bp 

 6000      

 3000      

 1000      

bp 

 6000      

 3000      

 1000      

bp 

6000      

3000      

1000      
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ภาพที่ 3 ก. แสดงรูปแบบพลาสมิดดีเอ็นเอของยีน CRT, Lane M = ดีเอ็นเอมาตรฐาน 1 Kb DNA Ladder 

(Fermentas), Lane 1-2 = พลาสมิดดีเอ็นเอข้าวโพดพันธุ์ตากฟ้า 1 (TF1), Lane 3-4 = พลาส
มิด  ดีเอ็นเอข้าวโพดพันธุ์ตากฟ้า 3 (TF3), Lane 5-6 = พลาสมิดดี เอ็นเอข้าวโพดพันธุ์
นครสวรรค์ 3 (NS3) และ Lane 7-8 = พลาสมิดดีเอ็นเอข้าวโพดพันธุ์นครสวรรค์ 1 (NS1) 

 ข. แสดงรูปแบบพลาสมิดดีเอ็นเอของยีน CaM, Lane M = ดีเอ็นเอมาตรฐาน 1 Kb DNA Ladder 
(Fermentas), Lane 1-2 = พลาสมิดดีเอ็นเอข้าวโพดพันธุ์ตากฟ้า 1 (TF1), Lane 3-4 = พลาส
มิด ดี เอ็นเอข้าวโพดพันธุ์ตากฟ้า 3 (TF3 ), Lane 5-6 = พลาสมิดดี เอ็นเอข้าวโพดพันธุ์
นครสวรรค์ 3 (NS3) และ Lane 7-8 = พลาสมิดดีเอ็นเอข้าวโพดพันธุ์นครสวรรค์ 1 (NS1) 

 

                                        
 
ภาพที่ 4 ก. แสดงรูปแบบแถบดีเอ็นเอของยีน CRT ที่ได้จากการตัดพลาสมิดดีเอ็นเอด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะ 

XbaI และ KpnI, Lane M = ดีเอ็นเอมาตรฐาน 1 Kb DNA Ladder (Fermentas), Lane 1-2 
= แถบดีเอ็นเอของข้าวโพดพันธุ์ตากฟ้า 1 (TF1), Lane 3-4 = แถบดีเอ็นเอของข้าวโพดพันธุ์
ตากฟ้า 3 (TF3), Lane 5-6 = แถบดีเอ็นเอของข้าวโพดพันธุ์นครสวรรค์ 3 (NS3) และ Lane 7-8 
= แถบดีเอ็นเอของข้าวโพดพันธุ์นครสวรรค์ 1 (NS1) 

 ข. แสดงรูปแบบแถบดีเอ็นเอของยีน CaM ที่ได้จากการตัดพลาสมิดดีเอ็นเอด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะ 
BamHI และ ApaI, Lane M = ดีเอ็นเอมาตรฐาน 1 Kb DNA Ladder (Fermentas), Lane 1-
2 = แถบดีเอ็นเอของข้าวโพดพันธุ์ตากฟ้า 1 (TF1), Lane 3-4 = แถบดีเอ็นเอของข้าวโพดพันธุ์
ตากฟ้า 3 (TF3), Lane 5-6 = แถบดีเอ็นเอของข้าวโพดพันธุ์นครสวรรค์ 3 (NS3) และ Lane 7-
8 = แถบดีเอ็นเอของข้าวโพดพันธุ์นครสวรรค์ 1 (NS1) 
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   1 gctcgctctc  cgcagtgacc  gatagaacac  gaccttaggg  gttcagatcg  gatcggaagc 

  61 ttccataagt  ttccatcggg  cgtcgccggt  atggcgatcc  gcaaggggtc  ttcgtacgcc  

 121 gtcgcggcac  ttctcgcgct  cgcctctgtc  gccgccgtcg  caggggaggt  cttcttccag  

 181 gagaagttcg  aaggtgattc  ccttgatccc  accactcgaa  cagtgcgatc  tggtctgttg 

 241 cgatgcgccc  tatgtcttgg  cccgaccgcc  cgaatgcagt  gcgtgtgaaa  tggtaggcat 

 301 taatttcgtc  ggaccagtgg gtttttggct cgttcatgcg  atttaacagt  gtgtaggtgt 

 361 gtgacggtgg  tcgagatttg  ctcgtaagat  ctggtggcat gtatatatgg tgttcggtac  

 421 ttcagttatc  tccgtatgca  tggatcctgc  ggttgtgatt  tttcgtgtgg  tagtttgggt 

 481 aatctgttcg  aatggtgttg  cctttggtca  gcattcatat  tcggctgtat  agtgcggtga  

 541 atcttatggc  atttctgctg aggcgatcaa  attttatact  atttgtaccc  ttgacctgaa  

 601 tgtgttttga  tttgggatta  tgtgttgatg  tttatttcac  ctagattagg  aacatgtcgt  

 661 gcagttctcc  cgagtaagtt  tggaccagct  ggtggttcac  attaggaatt  ataggatctc 

 721 caatactgac  tgtcattttt  gttgtaccgc  gaagcatttt  ctaattttga  cattaccctt  

 781 catgacattt  tgcactgttg tgatggccag atggctggga aagtaggtgg gtcaagtctg  

 841 agtggaagaa  ggatgagaac  atggctggtg  aatggaacca cacctcggga aaatggaatg  

 901 gagatgccga  ggacaaaggt  aaattccaaa  acatcagaag  attggtggtt  tcagtttatt 

 961 tatgagttgc tcaacgtgtt tcttgttgca ggtattcaaa cctccgagga ttacaggttc  

1021 tatgccattt cagccgaata ccctgagttc agcaacaagg ataagaccct ggtgctgcag 

1081 ttctctgtga agcacgagca gaagcttgac tgcggcggtg gctacgtcaa  attgctgggt  

1141 ggtgatgtag accagaagaa atttggtgga gacacatctt acaggtagac tttgaacaat 

1201 attgttgcgc  tccttctccc  tatcatatct  catcttgtac  atgtaacctc  attcttctgt  

1261 actgcagcat tatgtttgga ccagatatct gtgggtacag caccaagaag gttcacacta  

1321 tcctgaccaa ggatggcaag  aaccacttga  tcaagaagga tgtgccttgt  gagactgatc  

1381 agttgactca tgtttacact  ttgatcatcc  gtcctgatgc  aacatacagc  attctcattg 

1441 ataatgaaga gaagcaaact ggcagcatct acgagcattg ggatattctt ccccctaaga  

1501 aaatcaagga  cccagaggct aagaaggtgt gaagagttaa tatttattat tgtgtttcaa 

1561 tttctttgtt  tgcacctgtt  tggaaataat  tgagatttat gtgttgattg cagcctgagg 

1621  actgggatga  caaggagtac  attcctgacc  ctgaggacaa  gaagccagag  gtagtgtttt 

1681 atttcttgct tggcgcccta agcttatgtc tcttacctga ccacaattta agagcttcta 

1741  ttgtatagta  tttaatgaga aatttgctat tacgcaagtc actagtttcc ttaattttgt 

1801  agaacagtac  agctcattgc  cttttttcca  ttactttcca gggctatgat gatattccca 

1861 aggaaattcc  tgaccctgat  gctaagaagg  tacttatgtg  gttatttgtt  atgtagtttc 

1921 tgtcatatga ttaataacat gggtatataa attctaaaat gtccattgca gcctgaggac 

1981 tgggacgatg  aggaagatgg tgaatggact gcccctacca ttcccaaccc agaatacaag  

2041 ggaccatgga aacaaaaggt atggcagttc ctttaaccta taaactgaca gcaattcgta 

2101  ttctgatatc  tgacaacatg  ttgtttcact  tgccagaaaa  tcaagaaccc  gaactaccag 

2161 ggtaaatgga aggcacctat gattgacaac ccaggtatgt ttgcctgaaa cggatcctta  

2221 tatcttctta  ctgtttggct attactacgt cccttctcga atatttgtcg ctcgctagtt  

2281 catttttgaa  ctaaaacgcg  acaaataaaa  aagaaaggag tgagtagaat gttagtgctg 

2341  aatctaattc  ttgtgcatca  cagattttaa  ggatgatcca  tacatttacg  ccttcgacag 

2401 cttgaagtac attggcattg agctgtggca ggtcggtgtt ggatagtgat tgtcggatct  

2461 tcctctctct  tgttcagaag gacatcacag ttatgcctct cttttttttg tttttctatg 

2521  tacaggttaa  atcgggcact  ctgtttgaca  acatcatcat cactgatgac cctgcgttgg

ภาพที่ 5 แสดงล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน calreticulin (CRT) ในข้าวโพดพันธุ์นครสวรรค์ 1 (NSW 1) 
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2581 ccaagacttt  tgcagaggag  acctggggca  agcacaagga  ggtgtgtttt  tcctctcagt 

2641 aacatctcac tcagtaactc atggtttatt caggcacatg cactaactat gcttgttctt 

2701 aacaggcaga aaaggctgct tttgatgagg ccgagaaaaa gaaggaagaa gaggtatata  

2761 tttaaacacc atatatagtg tttttgtgac  gggtgtatgc atgtgtccct tatattgggt 

2821  tttgctgtat  gttgtgtctt  tgccatgcat  cctggtttat  gttgacgtag  ggaatagctt 

2881 tgttaggttg aactgaatga actataacca gtggcaagtg catgtgagtt taacagataa 

2941 aactatcgag  tttaaccgtc cgttgtgttt ttttgtgtcc tgcatatcaa cagtttggct 

3001  gaactcatct  ttatgaacca  caaggtctgt  gcttttctgt tggaggtttg cacgtcgctg 

3061  attgtgaatc  gctttctctt  gtcaacagga  tgccgccaag  ggtggggatg  atgaggatga 

3121 tgacctagag gtcagcattg catcttcata ttcttcatgg gccattacgt ttcatatatg 

3181  cagcttaaat  gatctaatca ataaattgta catggtatcg gtctcaggat gaggaagacg  

3241 atgagaaggc  agacgaggac  aaggccgact  ctgatgccga ggatagcaag gattctgatg 

3301 atgagaagca  gcacgtaaga  aactctttct  tgagacctga  ccaagcattt  gtcatgtctc 

3361 tctctgtcta atgccctcac acgcctgttg tgatgaaatg ccatttgcag gacgagctct  

3421 agatggcgag  gatgatgttg cggccgctgg cctagattta tcagctctgc cactatgaag  

3481 ttcttttttt  ttcccgtgac  caccaagaat  gtagaacact gctaataagc agatggacag  

3541 tttgggtcgc  cgtagcgctt  tgtagtcatt  tttcccatta  aagccgataa  cactgaacaa 

3601 ggaggaagga tcttttgccc acgattgtta tctccctttc tgatgttaaa tgtgagcctt  

3661 tgcgaaagca  ctggttccgt cacgcgtgtg  gactttgca  
 

ภาพที่ 5.  แสดงล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน calreticulin (CRT) ในข้าวโพดพันธุ์นครสวรรค์ 1 (NSW 1) (ต่อ) 
 

เมื่อน าข้อมูลที่ ได้มาวิ เคราะห์ โครงสร้างของยีน โดยใช้โปรแกรม Software GenScan บน
อินเทอร์เน็ต พบว่า ยีน CRT ที่ได้มีส่วนประกอบครบทั้งยีน ซึ่งประกอบด้วย ล าดับเบสในส่วนที่มีการ
แสดงออกของยีน Open Reading Frame (ORF) จ านวน 14 exons (ตารางที่  2) พบล าดับนิวคลีโอไทด์
ทางด้านปลาย 5 ซึ่งไม่เกี่ยวกับการแปลรหัสโปรตีน (5 Untranslated region หรือ 5 URT) มีขนาดเท่ากับ 
90 คู่เบส และทางปลาย 3 ซึ่งไม่เกี่ยวกับการแปลรหัสโปรตีน (3 Untranslated region หรือ 3 URT) มี
ขนาดเท่ากับ 277 คู่เบส (ภาพที่ 5) และยีน CaM ที่ได้มีส่วนประกอบครบทั้งยีน ซึ่งประกอบด้วย ล าดับเบสใน
ส่วนที่มีการแสดงออกของยีน Open Reading Frame (ORF) จ านวน 2 exons (ตารางที่ 3) ล าดับนิวคลีโอ
ไทด์ทางด้านปลาย 5 ซึ่งไม่เกี่ยวกับการแปลรหัสโปรตีน (5 Untranslated region หรือ 5 URT) มีขนาด
เท่ากับ 102 คู่เบส และทางปลาย 3 ซึ่งไม่เกี่ยวกับการแปลรหัสโปรตีน (3 Untranslated region หรือ 3 
URT) มีขนาดเท่ากับ 170 คู่เบส และพบล าดับนิวคลีโอไทด์ต าแหน่ง PolyA signal (AAATAA) อยู่ในส่วนของ 
3UTR ระหว่างต าแหน่งของล าดับเบสที่ 2,318–2,323 (ภาพที่ 6) 
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   1 catccgctca ggccaatcaa cagaagtgac gcgagcacga gcacacatcc cctcccttct  

  61 tcggttattc  ctcgtcgcgt gccctcgccg cagacctctg ccatggcgga ccagctcacc  

 121 gacgagcaga  tcgcggagtt  caaggaggcc  ttcagcctct tcgataagga tggcgacggt 

 181 acccacctgg  ccccctccct  tttcctccct  gctaggctcc  ttgatctcgc  ggccggatcg 

 241 ggatcgagct cccgtcccgc cccgatacag cacgaattgt ggggttcgtg taggagctgt 

 301 tgctagtagg  gctctagatc cggtcggccg tgtgctgtgg tgcttaggat ttggtgatct  

 361 ctgagtcgat  actcgatagg  acattcgatg  gtattttggg cgtatttgcg tgcagcgatt  

 421 tagcacctgg  ttatgtattt  atttacggct  accatctgtt  tattgtataa  gattttacca 

 481 tcaggtggca gggcagtaaa atgatgtttt tgggagttct actcacggcg ggagaacgat  

 541 ttgggatcga  gaatttattg ccttacccta gcagggctgg aattcaaatg tctcgtaaag  

 601 cattctaggg  aatggacagc  gaacgtagca  tgatctgata attcaacttt gcgggtcagc  

 661 ttatcagcgt  ggttgcataa  tctacgtatc  tagtgccagt  agatgtatcg  actacgacta 

 721 tctcgagcaa gcagcttatc catcccctat ccccatattc aaactccact ctgcgaatac  

 781 tgctgcagtc  tacttttcaa aatagtgttt tacacgggca tataattaag ctgctggagg  

 841 cagtcagaga  atgtgttgat  gttggagcaa  gatagctgag gatgtggatt ctagctatgc  

 901 cttgaaataa  agttgttaat  ccggttgttg  tctactaata  tgttaagcag  tagccattct 

 961 ttgttttaga ttttttttct tttgtacatt ttctttaaat gtgtatcttt gtttgtgttt  

1021 catcaatgta  tgttttggta tatgatagct ttccagttgg tcgtaaagtg cttactgtgt  

1081 agtcttagac  caacccatga  ttgtggagca  ctcattatta gccacttcct atcactgata  

1141 atctctggaa  gctttttact  gttctgttga  ataattacta  tagtactaac  aagttgtaca 

1201 cacaggctga actagtgcat gatttgtgcc atacctatta cacgttatca tttttatttt  

1261 gttctacatc  tgttctcgaa aatttgtcgc ccgctagttc attttttaat taaaacgcga  

1321 caaataaaaa  gaacggtggg  agtattttac  acattaatag ttggtaagca tggtgcttca  

1381 ttaaagtgtc  aggaaacaga  ttgagtttat  taaagctgtg  atgcattaat  ctcttcattt 

1441 tacaccgtta gatggatggt ggtttttact atattgtttc cccaagtgtt catgatatta  

1501 tgtgatatag  atccataaat tgaccgcttg tatttggtag tggatgacca acatcattga  

1561 tattttgtga  aaatgactgt  cactttacta  tttcctcatg tacttgttta aataactttc  

1621 atccttctgt  tgtaatgcaa  cattgtgcta  gtttagatga  ctccctccgg  agcaatgtct 

1681 gtttaccatt tttttcctgc tactgtaagt ttttgtttaa taagagcatg caagtgattt  

1741 ggatgtgctg  ctgaaagtga tgatggtgtc tccaaaatgt gcattttata agctgcgcat  

1801 aatcttaaca  gattcgccac  tgtatttggc  actttgttaa aacaaaccag tgatattgat  

1861 ggaccccttg  atgagaagat  tgttttttcc  caatactaat  ccaagtttgg  tttactcacc 

1921 ctctgcaggc tgcatcacta ccaaggagct tggaacggtg atgcgctccc ttggccagaa  

1981 ccctaccgag  gcagagctgc aggacatgat caacgaggtc gacgccgatg gcaatgggac  

2041 catcgacttc  ccggagttcc  tgaacctgat  ggcgaggaag atgaaggaca cggactcgga 

2101  ggaggagctc  aaggaggcct  tccgcgtctt  tgacaaggac  cagaacggtt  tcatctcagc 

2161 tgccgagctc cgccatgtca tgaccaacct tggcgagaag ctgactgacg aggaggtcga  

2221 cgagatgatc  cgtgaggccg acgtcgacgg cgacggccag atcaactacg aggagttcgt  

                                            PolyA signal 

2281 caaggttatg  atggccaagt  gaggagcggt  ccccgtgaaa taagtatcta tggattgaag  

2341 cgaattatca  ggcacacaag  ctgtactttg  tcatgtccct  ttgagttacg  catcagtgtc 

2401 atgcaggtgg taatgtcttg tagtggtccg tttaggcggt gtagtcatgg gaacgcgaca  

2461 tcagatacct gg 

ภาพที่ 6.  แสดงล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน calmodulin (CaM) ในข้าวโพดพันธุ์นครสวรรค์ 1 (NSW 1) 
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ตารางที่ 2. แสดงล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน calreticulin (CRT) ในส่วนของยีนที่มีการแสดงออก (exon)            
บนอินเทอร์เน็ตโปรแกรม www.genes.mit.edu/GENSCAN.html  

  

 
 
 
ตารางที่ 3. แสดงล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน calmodulin (CaM) ในส่วนของยีนที่มีการแสดงออก (exon)            

บนอินเทอร์เน็ตโปรแกรม www.genes.mit.edu/GENSCAN.html  
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2. การโคลนยีน Calreticulin (CRT) และ Calmodulin (CaM) ในส่วนที่มีการแสดงออก 
จากการโคลนยีน CRT และ CaM ในส่วนที่มีการแสดงออก โดยการออกแบบไพรเมอร์ที่ มี

ความจ าเพาะกับยีน CRT คือ CCRT (forward) และ CCRT (reverse) และไพรเมอร์ที่มีความจ าเพาะกับยีน 
CaM คือ CaM (forward) และ CaM (reverse) (ตารางที่ 1) โดยน าไพรเมอร์ที่สังเคราะห์ไว้มาท าปฏิกิริยา RT-
PCR กับอาร์เอ็นเอรวมของข้าวโพดทั้ง 4 พันธุ์ (ภาพที่ 7) พบว่า สามารถท าปฏิกิริยาได้แถบดีเอ็นเอของยีน 
CRT และ CaM ได้ยีนขนาดประมาณ 1.3 กิโลเบส และ 0.5 กิโลเบส ตามล าดับ (ภาพที่ 8ก และ 8ข) น าแถบ
ดีเอ็นเอที่ได้ไปเชื่อมต่อเข้ากับเวกเตอร์ TA Cloning Vector และถ่ายฝากยีนเข้าสู่เซลล์แบคทีเรียสายพันธุ์ 
DH5 ท าการคัดเลือกโคโลนีสีขาวน ามาสกัดพลาสมิดดีเอ็นเอ (ภาพที่ 9ก และ 9ข) และตรวจสอบโคโลนีที่มี
ชิ้นส่วนของยีน CRT และ CaM โดยการตัดด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะ XbaI + KpnI (CRT) และ BamHI + 
ApaI (CaM) พบรูปแบบของแถบดีเอ็นเอของยีน CRT ที่มีความถูกต้องจ านวน 2 แถบ ได้แก่ ขนาดประมาณ 
3.9 กิโลเบส เป็นขนาดของเวกเตอร์ (vector) และขนาดประมาณ 1.3 กิโลเบส เป็นขนาดของยีน (CRT 
Gene) และรูปแบบของแถบดีเอ็นเอของยีน CaM ที่มีความถูกต้องจ านวน 2 แถบ ได้แก่ ขนาดประมาณ 3.9 
กิโลเบส เป็นขนาดของเวกเตอร์ (vector) และขนาดประมาณ 0.5 กิโลเบส (CaM Gene) (ภาพที่ 10ก และ 
10ข) จากนั้นน าพลาสมิดดีเอ็นเอที่มีชิ้นส่วนของยีนไปวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์ ด้วยเครื่องวิเคราะห์ล าดับ
พันธุกรรม ABI PRISM® 310 Genetic Analyzer พบว่า ยีน CRT มีล าดับนิวคลีโอไทด์ เท่ากับ 1,263 คู่เบส 
สามารถถอดรหัสเป็นกรดอะมิโนของยีน CRT โดยใช้โปรแกรม ExPASy Bioinformatics Resource Portal 
บนอินเทอร์เน็ต จ านวน 421 amino acid และอยู่ภายใน Open reading frame ระหว่างต าแหน่งของล าดับ
ดับเบสที่ 1 – 1,263 (ภาพที่ 11) และยีน CaM มีล าดับนิวคลีโอไทด์ เท่ากับ 450 คู่เบส สามารถถอดรหัสเป็น
กรดอะมิโนของยีน CaM จ านวน 150 amino acid และอยู่ภายใน Open reading frame ระหว่างต าแหน่ง
ของล าดับดับเบสที่ 1 – 450 (ภาพที่ 12) เมื่อน าล าดับนิวคลีโอไทด์ที่ได้ไปเปรียบเทียบกับยีนชนิดเดียวกันที่มี
รายงานในฐานข้อมูล  GenBank พบว่า ยีน CRT ที่ โคลนได้จากข้าวโพดมีความเหมือนอย่างสูงกับยีน 
calreticulin (CRT) ที่ พบ ในข้ าวโพด  (Zea mays) (EU961008.1) และข้ าว ฟ่ าง (Sorghum bicolor) 
(XM_021453764.1) โดยมีค่า % Max Identities เท่ากับ 99% และ 95% ตามล าดับ  และยีน CaM ที่โคลน
ได้มีความเหมือนอย่างสูงกับยีน calmodulin (CaM) ที่พบในข้าวโพด (Zea mays) (NM_001111985.2) และ
ข้าวฟ่าง (Sorghum bicolor) (XM_002441253.2) โดยมีค่า % Max Identities เท่ากับ 99% และ 98% 
ตามล าดับ (ตารางที่ 4) (ตารางท่ี 5) 
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ภาพที่ 7. แสดงอาร์เอ็นเอรวมที่สกัดได้จากข้าวโพด 4 พันธุ์ , Lane M = ดีเอ็นเอมาตรฐาน 1 Kb DNA 

Ladder (Fermentas), Lane 1 = ข้าวโพดพันธุ์ตากฟ้า 1 (TF1), Lane 2 = ข้าวโพดพันธุ์ตากฟ้า 3 
(TF3), Lane 3 = ข้าวโพดพันธุ์นครสวรรค์ 3 (NS3) และ Lane 4 = ข้าวโพดพันธุ์นครสวรรค์ 1 
(NS1) 

 

                                                
  

 

ภาพที่ 8  ก. แสดงแถบดีเอ็นเอของยีน calreticulin (CRT) ที่เพ่ิมปริมาณได้จากข้าวโพดทั้ง 4 พันธุ์ ร่วมกับคู่   
ไพรเมอร์  CCRT (forward) และ CCRT (reverse) ด้วยเทคนิค RT-PCR, Lane M = ดี เอ็นเอ
มาตรฐาน 1 Kb DNA Ladder (Fermentas), Lane 1 = ข้าวโพดพันธุ์ตากฟ้า 1 (TF1), Lane 2 
= ข้าวโพดพันธุ์ตากฟ้า 3 (TF3), Lane 3 = ข้าวโพดพันธุ์นครสวรรค์ 3 (NS3) และ Lane 4 = 
ข้าวโพดพันธุ์นครสวรรค์ 1 (NS1) 

  ข. แสดงแถบดีเอ็นเอของยีน calmodulin (CaM) ที่เพ่ิมปริมาณได้จากข้าวโพดทั้ง 4 พันธุ์ ร่วมกับ
คู่   ไพรเมอร์ CCaM (forward) และ CCaM (reverse) ด้วยเทคนิค RT-PCR, Lane M = ดีเอ็นเอ
มาตรฐาน 1 Kb DNA Ladder (Fermentas), Lane 1 = ข้าวโพดพันธุ์ตากฟ้า 1 (TF1), Lane 2 
= ข้าวโพดพันธุ์ตากฟ้า 3 (TF3), Lane 3 = ข้าวโพดพันธุ์นครสวรรค์ 3 (NS3) และ Lane 4 = 
ข้าวโพดพันธุ์นครสวรรค์ 1 (NS1)  
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ภาพที่ 9 ก. แสดงรูปแบบพลาสมิดดีเอ็นเอของยีน CRT, Lane M = ดีเอ็นเอมาตรฐาน 1 Kb DNA Ladder 

(Fermentas), Lane 1-2 = พลาสมิดดีเอ็นเอข้าวโพดพันธุ์ตากฟ้า 1 (TF1), Lane 3-4 = พลาส
มิด  ดีเอ็นเอข้าวโพดพันธุ์ตากฟ้า 3 (TF3), Lane 5-6 = พลาสมิดดี เอ็นเอข้าวโพดพันธุ์
นครสวรรค์ 3 (NS3) และ Lane 7-8 = พลาสมิดดีเอ็นเอข้าวโพดพันธุ์นครสวรรค์ 1 (NS1) 

 ข. แสดงรูปแบบพลาสมิดดีเอ็นเอของยีน CaM, Lane M = ดีเอ็นเอมาตรฐาน 1 Kb DNA Ladder 
(Fermentas), Lane 1-2 = พลาสมิดดีเอ็นเอข้าวโพดพันธุ์ตากฟ้า 1 (TF1), Lane 3-4 = พลาส
มิด ดี เอ็นเอข้าวโพดพันธุ์ตากฟ้า 3 (TF3 ), Lane 5-6 = พลาสมิดดี เอ็นเอข้าวโพดพันธุ์
นครสวรรค์ 3 (NS3) และ Lane 7-8 = พลาสมิดดีเอ็นเอข้าวโพดพันธุ์นครสวรรค์ 1 (NS1) 

 

                                    
 
ภาพที่ 10 ก. แสดงรูปแบบแถบดีเอ็นเอของยีน CRT ที่ได้จากการตัดพลาสมิดดีเอ็นเอด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะ 

BamHI และ KpnI, Lane M = ดีเอ็นเอมาตรฐาน 1 Kb DNA Ladder (Fermentas), Lane 1-
2 = แถบดีเอ็นเอของข้าวโพดพันธุ์ตากฟ้า 1 (TF1), Lane 3-4 = แถบดีเอ็นเอของข้าวโพดพันธุ์
ตากฟ้า 3 (TF3), Lane 5-6 = แถบดีเอ็นเอของข้าวโพดพันธุ์นครสวรรค์ 3 (NS3) และ Lane 7-8 
= แถบดีเอ็นเอของข้าวโพดพันธุ์นครสวรรค์ 1 (NS1) 

 ข. แสดงรูปแบบแถบดีเอ็นเอของยีน CaM ที่ได้จากการตัดพลาสมิดดีเอ็นเอด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะ 
XbaI และ KpnI, Lane M = ดีเอ็นเอมาตรฐาน 1 Kb DNA Ladder (Fermentas), Lane 1-2 
= แถบดีเอ็นเอของข้าวโพดพันธุ์ตากฟ้า 1 (TF1), Lane 3-4 = แถบดีเอ็นเอของข้าวโพดพันธุ์
ตากฟ้า 3 (TF3), Lane 5-6 = แถบดีเอ็นเอของข้าวโพดพันธุ์นครสวรรค์ 3 (NS3) และ Lane 7-
8 = แถบดีเอ็นเอของข้าวโพดพันธุ์นครสวรรค์ 1 (NS1) 
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ภาพที่ 11. แสดงล าดับนิวคลีโอไทด์และล าดับกรดอะมิโนของยีน calreticulin (CRT) ในส่วนที่มีการแสดงออก 

 
ภาพที่ 12. แสดงล าดับนิวคลีโอไทด์และล าดับกรดอะมิโนของยีน calreticulin (CRT) ในส่วนที่มีการแสดงออก 
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ตารางที่ 4. การเปรียบเทียบล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน calreticulin (CRT) ที่โคลนได้จากข้าวโพดพันธุ์
นครสวรรค์ 3 (NS3) กับยีนชนิดเดียวกันที่มีรายงานในฐานข้อมูล GenBank บนอินเทอร์เน็ต
โปรแกรม www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST  

 

Description Max 
score 

Total 
score 

Query 
cover 

E 
value 

Identities Accession 

Zea mays clone 230424  
calreticulin precursor, 
mRNA, complete cds. 

2232 2335 100% 0.0 99% EU961008.1 

Zea mays calreticulin (CRT) 
mRNA, complete cds. 

2188 2292 100% 0.0 98% AF190454.1 

Sorghum bicolor 
calreticulin 
(LOC110432839), transcript 
variant X1, mRNA 

1997 2106 100% 0.0 95% XM021453764.1 

Setaria italic calreticulin 
(LOC101774614), mRNA 

1885 1987 100% 0.0 93% XM004987369.2 

Cenchrus americanus 
calreticulin (CRT) mRNA, 
complete cds. 

1806 1908 99% 0.0 92% JX099538.1 

 

ตารางที่ 5. การเปรียบเทียบล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน calmodulin (CaM) ที่โคลนได้จากข้าวโพดพันธุ์
นครสวรรค์ 3 (NS3) กับยีนชนิดเดียวกันที่มีรายงานในฐานข้อมูล GenBank บนอินเทอร์เน็ต
โปรแกรม www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST  

 

Description Max 
score 

Total 
score 

Query 
cover 

E 
value 

Identities Accession 

Zea mays calmodulin, 
mRNA 

780 882 100% 0.0 98% NM001111985.2 

Sorghum bicolor 
calmodulin (LOC8064169), 
mRNA 

699 790 100% 0.0 94% XM002441253.2 

Brachypodium distachyon 
calmodulin 
(LOC100837560), mRNA 

672 770 100% 0.0 93% XM014899528.1 

Setaria italic calmodulin 
(LOC101778363), mRNA 

668 716 100% 0.0 93% XM004961610.2 

Oryza sativa clone 
KCB717D05 calreticulin-2 
mRNA, complete cds. 

654 696 100% 0.0 92% KX302606.1 
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เมื่อน าข้อมูลยีน calreticulin (CRT) และ calmodulin (CaM) จากข้าวโพดมาศึกษาความสัมพันธ์กับ
ยีน CRT และ CaM ในพืชชนิดต่างๆ ที่มีรายงานในฐานข้อมูล GenBank (www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/ 
treeview/treeView.cgi) พบว่า ยีน CRT ที่สังเคราะห์ได้จากข้าวโพด (Zea mays L.) มีความสัมพันธ์อย่าง
ใกล้ชิดกับพืชกลุ่มใบเลี้ยงเดี่ยว ได้แก่ ข้าวฟ่าง (Sorghum bicolor L.) และ ข้าวฟ่างหางหมา (Setaria italic 
L.) มากกว่าพืชกลุ่ ม ใบเลี้ ยงเดี่ ยว ได้แก่  สับปะรด (Ananas comosus (L.) Merr.) และ กล้วย (Musa 
acuminata Colla) (ภาพที่ 13) ยีน CaM ที่สังเคราะห์ได้จากข้าวโพด (Zea mays L.) มีความสัมพันธ์อย่าง
ใกล้ ชิ ด กั บ พื ช กลุ่ ม ใบ เลี้ ย ง เดี่ ย ว  ได้ แก่  ข้ า ว ฟ่ าง  (Sorghum bicolor L.) และ พื ช ต ระกู ล ห ญ้ า 
(Brachypodium distachyon L.) มากกว่าพืชกลุ่มใบเลี้ยงเดี่ยว ได้แก่ สับปะรด (Ananas comosus (L.) 
Merr.) และ อ้อย (Saccharum officinarum L.) (ภาพท่ี 14) 

 

 
 

ภาพที่ 13.  แสดงความสัมพันธ์ระหว่างยีน calreticulin (CRT) ที่โคลนได้จากข้าวโพด เปรียบเทียบกับพืชชนิด
ต่างๆ โดยใช้โปรแกรม www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/treeview/treeView.cgi  

 

 

 

ภาพที่ 14.  แสดงความสัมพันธ์ระหว่างยีน calmodulin (CaM) ที่โคลนได้จากข้าวโพดเปรียบเทียบกับพืชชนิด
ต่างๆ โดยใช้โปรแกรม www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/treeview/treeView.cgi  

ZmCRT 

ZmCaM 
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สรุปผลการวิจัย 
 

การโคลนยีน cereticulin (CRT) และ calmodulin (CaM) ในส่วนของยีนที่สมบูรณ์จากจีโนมิกดี
เอ็นเอของข้าวโพด จ านวน 4 พันธุ์ ได้แก่ ตากฟ้า 1, ตากฟ้า 3, นครสวรรค์ 3 และ นครสวรรค์ 1 ด้วยเทคนิค 
PCR พบว่า ยีน CRT และ CaM ทีเ่พ่ิมปริมาณได้มีขนาด 3,699 คู่เบส และ 2,472 คู่เบส ตามล าดับ เมื่อน าไป
วิเคราะห์โครงสร้างของยีนด้วยโปรแกรม Software GenScan บนอินเทอร์เน็ต พบว่า ยีน CRT และ CaM มี
ส่วนประกอบครบทั้งยีน ซึ่งประกอบด้วย ล าดับเบสในส่วนที่มีการแสดงออกของยีน Open Reading Frame 
(ORF) จ านวน 14 exons และ 2 exons ตามล าดับ 

การโคลนยีน CRT และ CaM ในส่วนของยีนที่มีการแสดงออกจากอาร์เอ็นเอรวมของข้าวโพดทั้ง 4 
พันธุ์ ด้วยเทคนิค RT-PCR โดยน าข้อมูลยีนที่ได้มาออกแบบไพรเมอร์ในส่วนของยีนที่มีการแสดงออกทางปลาย 5 
และ 3 พบว่า ยีน CRT และ CaM ที่สังเคราะห์ได้มีขนาด 1,263 คู่เบส และ 450 คู่เบส ตามล าดับ และ
สามารถถอดรหัสเป็นกรดอะมิโนในส่วนที่มีการแสดงออกของยีน (ORF) ของยีน CRT และ CaM จ านวน 421 
amino acid และ 150 amino acid ตามล าดับ เมื่อน าล าดับนิวคลีโอไทด์ที่ได้ไปเปรียบเทียบกับยีนชนิด
เดียวกันที่มีรายงานในฐานข้อมูล GenBank พบว่า ยีน CRT ที่ได้มีความเหมือนอย่างสูงกับยีน calreticulin 
(CRT) ที่พบในข้าวโพด (Zea mays) และ ข้าวฟ่าง (Sorghum bicolor) โดยมีค่า % Max Identities เท่ากับ 
99% และ 95% ตามล าดับ และยีน CaM ที่ได้มีความเหมือนอย่างสูงกับยีน calmodulin (CaM) ที่พบใน
ข้าวโพด (Zea mays) และ ข้าวฟ่าง (Sorghum bicolor) โดยมีค่า % Max Identities เท่ากับ 99% และ 
98% ตามล าดับ 
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กิจกรรมที ่3 
การศึกษาพัฒนาพันธุ์พืชโดยใช้เทคโนโลยีชีวภาพสมัยใหม่และการทดสอบพืชดัดแปลงพันธุกรรม 

 
การทดลองที่ 3.1 

การถ่ายยีน Flavonoid 3',5' hydroxylase (F3' 5'H) เข้าสู่หน้าวัว Transformation of Flavonoid 
3',5' hydroxylase (F3' 5'H)  Gene in Anthurium. 

Transformation of Flavonoid 3',5' hydroxylase (F3' 5'H)  Gene in Anthurium. 
 

กุหลาบ  คงทอง          ประสาน  สืบสุข           จีราพร  แก่นทรัพย์ 
อ าไพ  สินพัฒนานนท์          กัลยา เกาะกากลาง 

 
ค าส าคัญ 

 
หน้าวัว, ยีนควบคุมสีดอก, Flavonoid 3',5' hydroxylase (F3' 5'H), ถ่ายยีน 

 
บทคัดย่อ 

 
ยีน Flavonoid 3’,5’ hydroxylase (F3’5’H) เป็นยีนที่เกี่ยวข้องกับการสังเคราะห์สารในกลุ่ม 

ฟลาโวนอยด์โดยเฉพาะอย่างยิ่งกลุ่มรงควัตถุแอนโทไซยานินสีน้ าเงินหรือสีม่วง ในงานวิจัยนี้ได้ท าการถ่ายยีน  
Flavonoid 3',5' hydroxylase (F3' 5'H) ที่โคลนได้จากอัญชันสีน้ าเงินและน าเข้าสู่ เวคเตอร์แบบไบนารี่ 
pMDC32 ได้เป็น CtF3’5’H.pMDC32 ซึ่งเป็นชุดยีนที่โคลนได้และได้ผ่านการทดสอบการแสดงออกแล้วใน
ยาสูบ (โดยกุหลาบ และ ประสาน 2557) มาท าการถ่ายสู่หน้าวัวโดยใช้อะโกรแบคทีเรียมสายพันธุ์ LBA4404 
สามารถน าไปถ่ายฝากสู่หน้าวัวพันธุ์โซเนตและพันธุ์ราปิโด ได้แคลลัสหน้าวัวหน้าที่ได้รับการถ่ายยีน และผ่าน
การตรวจสอบในอาหารคัดเลือกที่เติม hygromycin ส าหรับน าไปเลี้ยงเพ่ือให้พัฒนาเป็นต้นที่สมบูรณ์และท า
การตรวจสอบด้วยเทคนิค PCR โดยใช้ไพรเมอร์ที่จ าเพาะต่อไป 

 
Abstract 

 
 Flavonoid 3’,5’ hydroxylase (F3’5’H) gene is involved in flavonoid pathway leading 
to the production of the blue or purple-colored anthocyanins . F3’5’H from Clitoria ternatea 
was cloned into a pMDC32 binary vector, generating CtF3’5’H.pMDC32. The 
CtF3’5’H.pMDC32 was introduced into the Agrobacterium tumefaciens strain LBA4404. 
Anthurium spp. cv. Sonate and cv. Rahpido transformation were performed using the A. 
tumefaciens. The transformation of F3’5’H into Anthurium spp was successful. The 
transformed calli of Anthurium spp. were selected on media containing hygromycin. 
Subsequently, they will to be cultured to complete plants and checked by PCR analysis 
using specific primers.  
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บทน า 
 

ในแต่ละปีประเทศไทยได้ผลิตไม้ดอกส าหรับใช้ทั้งภายในประเทศ และส่งออก  แม้การผลิตเพ่ือป้อน
ตลาดภายในประเทศจะมีอยู่มาก แต่การผลิตเพ่ือส่งออกให้มูลค่าที่สูงกว่า ท ารายได้เข้าประเทศเป็นจ านวน
มาก และมีแนวโน้มจะขยายตัวเพ่ิมขึ้น  เนื่องจากตลาดไม้ดอกเป็นตลาดที่มีผู้ค้าจ านวนมาก มีการแข่งขันสูง  
ดังนั้นการพัฒนาศักยภาพเพ่ือการผลิตไม้ดอกเพ่ือส่งออกเป็นความจ าเป็นที่ผู้ผลิตต้องเอาใจใส่ และตอบสนอง
ความต้องการของลูกค้าในทุกรูปแบบ ปัจจุบันลูกค้าให้ความส าคัญกับสีสันของดอกไม้เป็นอันดับแรก ผู้ผลิตจึง
ต้องสร้างความแปลกใหม่ในตัวสินค้า เพ่ือรักษาและเพ่ิมส่วนแบ่งการตลาดให้ได้มากที่สุด ซึ่งวิธีสร้างความ
หลากหลายด้านสีดอกเป็นแนวทางหนึ่งที่สามารถตอบสนองความต้องการของผู้บริโภคได้  เป็นการเพ่ิม
ศักยภาพการผลิต และการส่งออกได้อย่างมีประสิทธิภาพ 
 หน้าวัวเป็นไม้ดอกชนิดหนึ่งที่มีความส าคัญทางเศรษฐกิจ ที่ ได้รับความนิยมเพ่ิมขึ้นเรื่อยๆ  ตลาด
ต่างประเทศและตลาดภายในประเทศต้องการ นอกจากการผลิตเพ่ือ ตัดดอกแล้วยังผลิตเป็นไม้กระถางได้อีก
ด้วย ประเทศไทยมีพ้ืนที่การปลูกประมาณ  120 ไร่ กระจายไปทั่วประเทศ ได้แก่ กรุงเทพฯ  นนทบุรี  
ปทุมธานี เลย กระบี่ ภูเก็ต  ล าปาง เชียงใหม่ เชียงราย นครราชสีมา ชุมพร สุราษฎร์ธานี เป็นต้น มีผลผลิตทั่ว
ประเทศ ประมาณ  4,800,000 ดอกต่อปี และเพ่ิมปริมาณขึ้นทุกปี ปัจจุบันมีความต้องการหน้าวัวที่มีสีสันและ 
รูปร่างแปลกใหม่ มีความหลากหลายมากขึ้น  จึงมีการมีการน าเข้าพันธุ์หน้าวัวจากต่างประเทศ โดยเฉพาะ
ประเทศเนเธอร์แลนด์ เมื่อปี 2544 สั่งเข้ามา  ประมาณ 140,000  ต้น  ปี 2549 ดอกหน้าวัวมี ปริมาณการ
ส่งออก 270,556 ชิ้น มูลค่าการส่งออก 2,220,383 บาท ใบหน้าวัวมีปริมาณ 47,508 ชิ้น มูลค่าการ ส่งออก 
261,552 บาท ต้นหน้าวัวมีปริมาณการส่งออก1,466 ขวด 42,499 ต้น มูลค่าการส่งออก 972,133 บาท รวม
มู ลค่ าการส่ งออก  3,454,068 บ าท ( http://www.gardencenter.co.th/thai/love_suan/kasat) เป็ น
ผลผลิตจากหน้าวัวพันธุ์ลูกผสมพันธุ์ใหม่ส่วนใหญ่ได้มาจากพันธุ์ที่น าเข้ามาจากต่างประเทศ ซึ่งส่วนใหญ่น าเข้า
จากเนเธอร์แลนด์ และมลรัฐฮาวาย  สหรัฐอเมริกา เนื่องจากหน้าวัวมีความหลากหลายของพันธุ์มากขึ้น 
คุณภาพดอกดีขึ้น เทคโนโลยีการปลูกเลี้ยงหน้าวัวในประเทศมีการพัฒนามากข้ึน และเป็นพืชที่สามารถปลูกได้
ทั่วประเทศ ประกอบกับทัศนคติในการใช้ดอกหน้าวัวเปลี่ยนแปลงไป  จึงมีการนิยมน าดอกหน้าวัวไปใช้งาน
มงคลมากขึ้น เมื่อเปรียบเทียบกับดอกไม้อ่ืนๆ หน้าวัวมีราคาสูงกว่าดอกไม้หลายชนิด รวมทั้งแนวโน้มตลาด
ดอกหน้าวัวในตลาดโลกขยายตัวอย่างต่อเนื่อง ทั้งหมดจึงเป็นปัจจัยสนับสนุนให้มีการปลูกหน้าวัวเป็นการค้า
มากขึ้น   

ในอนาคตหน้าวัวจะมีศักยภาพในการพัฒนาไปสู่อุตสาหกรรมไม้ดอกเพ่ือการส่งออกต่างประเทศ 
ปัจจุบันภาคธุรกิจให้ความส าคัญกับการผลิตหน้าวัว ซึ่งได้พัฒนาสายพันธุ์ใหม่ๆเพ่ือตอบสนองความต้องการ
ของลูกค้าที่ต้องการความแปลกใหม่ของสีดอกอยู่ตลอดเวลา ซึ่งการปรับปรุงพันธุ์แบบดั้งเดิมสามารถท าได้แต่
มีข้อจ ากัดคือ ไม่สามารถผสมพันธุ์ให้ได้สีดอกที่แตกต่างจากโทนสีของพ่อแม่ แนวทางการสร้างหน้าวัวสาย
พันธุ์ใหม่ให้มีดอกสีสรรโดดเด่น แปลกใหม่ สวยงาม มีความหลากหลายของสีดอก และมีโทนสีที่ไม่เคยปรากฏ
ในธรรมชาตินั้น สามารถกระท าได้โดยใช้เทคโนโลยีทางพันธุวิศวกรรม ซึ่งเป็นวิธีการปรับปรุงพันธุ์พืชสมัยใหม่ 
ที่สามารถน ายีนควบคุมการเกิดสีดอกจากไม้ดอกชนิดอ่ืนที่มีโทนสีตามต้องการ ส่งถ่ายเข้าไปสู่หน้าวัว หรือ
ยับยั้งการแสดงออกของยีนที่มีอยู่แล้ว เพ่ือสร้างหน้าวัวพันธุ์ใหม่ให้มีสีสรรโดดเด่น สวยงาม และเกิดความ
แปลกใหม่ของโทนสีที่ไม่เคยมีอยู่ในธรรมชาติ ซึ่งจะน าไปสู่การเพ่ิมศักยภาพการส่งออกไม้ดอกในอนาคต   
การทดลองนี้ท าการถ่ายยีน Flavonoid 3',5' hydroxylase (F3' 5'H) ซึ่งยีนที่เกี่ยวข้องกับเอนไซม์ที่ส าคัญใน
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การสร้างรงควัตถุที่ให้ดอกไม้มีสีน้ าเงินหรือสีม่วงสู่หน้าวัว เพ่ือปรับปรุงพันธุ์หน้าวัว ให้มีสีสรรหลากหลาย ซึ่ง
จะน าไปสู่การพัฒนาอุตสาหกรรมไม้ดอกเพ่ือการส่งออกในอนาคต 
 

ระเบียบวิธีการวิจัย 
 

1. การเตรียมพืชส าหรับใช้ถ่ายยีน มีข้ันตอนการด าเนินงานดังนี้ 

  1.1. ฟอกฆ่าเชื้อชิ้นส่วนใบของหน้าวัว โดยใช้หน้าวัวพันธุ์ ราปิโด ดอกสีชมพู 

  1.2. น าใบหน้าวัวมาเลี้ยงในอาหารสังเคราะห์สูตร MS ในสภาพปลอดเชื้อ 

  1.3. ชักน าให้ใบหน้าวัวเกิดแคลลัส 

  1.4. เพ่ิมปริมาณแคลลัส 

เตรียมแคลลัสหน้าวัวส าหรับใช้ในการถ่ายยีน โดยดัดชิ้นส่วนใบอ่อนหน้าวัวพันธุ์ราปิโด้ และ 
พันธุ์โซเนต น ามาฟอกฆ่าเชื้อแล้ว น ามาเลี้ยงในอาหารสังเคราะห์ MS โดยท าการตัดใบหน้าวัวเป็นรูป สี่เหลี่ยม
ขนาด 0.5-1 เซนติเมตร เลี้ยงในอาหารสูตร MS วาง 5 ชิ้น/plate เลี้ยงจนกระทั่งเกิดเป็นแคลลัส และเพ่ิม
แคลลัสให้ได้ปริมาณมากเพียงพอส าหรับน าไปใฃ้ในการถ่ายยีนต่อไป 
 

2. การถ่ายยีน F3' 5'H เข้าสู่ แคลลัสหน้าวัว มีข้ันตอนการด าเนินงานดังนี้ 

  2.1. เตรียม Agrobacterium ที่ม ีBinary vector pMDC32 + F3' 5'H เพ่ือน าไปใช้ถ่ายเข้า
สู่หน้าวัว 
  2.2. ถ่ายยีนเข้าสู่หน้าวัวโดยน าแคลลัสหน้าวัวมาเลี้ยงร่วมกับเชื้อ Agrobacterium ทีมี่ 
Binary vector pMDC32 + F3' 5'H 

  2.3. น าแคลลัสหน้าวัวมาลี้ยงในอาหารสังเคราะห์สูตร MS และท าการก าจัดเชื้อส่วนเกินออก
จากเนื้อเยื่อ 

  2.4. น าแคลลัสที่ผ่านการถ่ายยีนมาเลี้ยงบนอาหารคัดเลือก เพื่อคัดเลือกชิ้นส่วนที่ได้รับยีน 
F3' 5'H ส าหรับน ามาเลี้ยงและตรวจสอบขั้นต่อไป 

เต รียม เชื้ ออะโกรแบคที เรีย ม  เลี้ ย งเชื้ ออะโกรแบคที เรีย ม  LBA4404 ที่ มี พ ลาสมิ ด                       
Ct F3’5’H.pMDC32 (กุหลาบ และ ประสาน 2555) (Figure 1) มาเลี้ยงเพ่ิมปริมาณในอาหารเหลว YEP             
(peptone 10 g/l +Yeast extract 10 g/l , NaCl 5 g/l pH 7.0) ที่เติม Kanamycin 50 μg/ml เลี้ยงเชื้อที่
อุณหภูมิ 28ºC เป็นเวลา 16-18 ชั่วโมง  spin down และ resuspend pellet bacteria ด้วย co-culture 
media ที่ประกอบด้วยอาหารเหลว สูตรMS ที่เติม NAA 0.1 mg/l ร่วมกับ BA 2 mg/l sucrose 3 %  pH 
5.7 ในอัตราส่วนเชื้อ Agrobacterium : อาหารเหลว เป็น 1 : 10  ให้ได ้OD.600 ประมาณ 0.6-1.0   

น าแคลลัสหน้าวัวที่ได้จากการเลี้ยงใบหน้าวัวที่เตรียมไว้มา เลี้ยงเขย่าร่วมกับ Agrobacterium 
15 นาที ล้างด้วยน้ ากลั่นที่นึ่งฆ่าเชื้อ แล้วซับเนื้อเยื่อให้แห้งด้วยกระดาษกรอง เลี้ยงในอาหารแข็ง สูตรMS ที่
อุณหภูมิห้องในสภาพมืดเป็นเวลา 3 วัน ล้างใบด้วย cefotaxime 500 mg/lg เลี้ยงในอาหารแข็ง สูตรMS ที่
เติม cefotaxime 200 mg/l เปลี่ยนอาหารใหม่ทุก 10 วัน เป็นเวลา 6 สัปดาห์ จากนั้นน าไปเลี้ยงในอาหาร 
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MS ที่เติม hygromycin 50 mg/l เป็นเวลา 4 สัปดาห์ ย้ายไปเลี้ยงในอาหารที่ไม่มี antibiotic เพ่ือน าไปเลี้ยง
ให้พัฒนาส าหรับน าไปตรวจสอบต่อไป 

 
ระยะเวลาด าเนินการวิจัย ตุลาคม 2558 – กันยายน 2560 รวม 2 ปี 
สถานทีด่ าเนินการวิจัย ส านักวิจัยพัฒนาเทคโนโลยีชวีภาพ อ.ธัญบุรี จ.ปทุมธานี 

 
ผลการวิจัยและอภิปรายผล 

 
1. การเตรียมพืชส าหรับใช้ถ่ายยีน  
 จากการน าชิ้นส่วนใบอ่อนหน้าวัวมาท าการฟอกฆ่าเชื้อที่ผิว และเลี้ยงในอาหารสังเคราะห์สูตรMS. ท า
ให้ได้ชิ้นส่วนใบอ่อนของหน้าวัวในสภาพปลอดเชื้อ ดังภาพที่1 จากนั้นชักน าให้ชิ้นส่วนหน้าวัวในสภาพปลอด
เชื้อให้เกิดแคลลัส  ชิ้นส่วนหน้าวัวเริ่มพัฒนาเกิดเป็นแคลลัสรอบๆเนื้อเยื่อหลังจากเลี้ยงเป็นเวลา 3 เดือน เมื่อ
น าแคลลัสมาเลี้ยงเพื่อเพ่ิมปริมาณท าให้ได้แคลลัสจากหน้าวัวในปริมาณเพ่ิมมากขึ้น ดังภาพที ่2,3 
 

 
 

ภาพที ่1. ชิ้นส่วนใบของหน้าวัวในสภาพปลอดเชื้อ 
 

 
 

ภาพที ่2. การเกิดแคลลัสหลังจากน ามาชิ้นใบหน้าวัวมาเลี้ยงเพ่ือชักน า ให้เกิดแคลลัส 
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ภาพที ่3. แคลลัสหน้าวัวหลังจากน ามาเลี้ยงเพ่ือเพ่ิมปริมาณเป็นเวลา 9 เดือน 
 
 จากการน าแคลลัสที่ได้จากการเลี้ยงชิ้นส่วนหน้าวัวในสภาพปลอดเชื้อ มาเลี้ยงในอาหารสูตร MS 
ส าหรับเพิม่ปริมาณแคลลัส ท าให้ได้แคลลัส ในปริมาณเพ่ิมมากขึ้น ดังภาพที่ 4 จากการทดสอบระดับไฮโกรมัย
ซินต่อการเจริญเติบโตของต้นหน้าวัวพบว่าระดับไฮโกรมัยซินที่ 50 มิลลิกรัมต่อลิตร เป็นระดับท่ีเหมาะสม
ส าหรับน าไปใช้ในการคัดเลือกหน้าวัวที่ได้รับการถ่ายยีนต่อไป 
 

 
 

ภาพที ่4. แคลลัสหน้าวัวหลังจากน ามาเลี้ยงเพ่ือเพ่ิมปริมาณเป็นเวลา 12 เดือน 
 
2. การถ่ายยีน F3' 5'H เข้าสู่ แคลลัสหน้าวัว 
 จากการเตรียมเชื้ออะโกรแบคทีเรียมส าหรับน ามาใช้ในการถ่ายยีน โดยการเลี้ยงเชื้ออะโกรแบคทีเรียม 
LBA4404 ที่มีพลาสมิด Ct F3’5’H.pMDC32 (กุหลาบ และ ประสาน 2555) มาเลี้ยงเพ่ิมปริมาณในอาหาร
เหลว YEP (peptone 10 g/l +Yeast extract 10 g/l , NaCl 5 g/l pH 7.0) ที่เติม Kanamycin 50 μg/ml 
เลี้ยงเชื้อที่อุณหภูมิ 28ºC เป็นเวลา 16-18 ชั่วโมง ท าให้ได้ Agrobacterium LBA4404 ที่มี พลาสมิด Ct 
F3’5’H.pMDC32 ส าหรับน าไปใช้ถ่ายเข้าสู่หน้าวัว (ภาพท่ี 5) 
 เมื่ อ ท า ก า ร  spin down แ ล ะ  resuspend pellet bacteria ด้ ว ย  co-culture media ที่
ป ระกอบด้ วยอาหาร เหลว  สู ต รMS ที่ เติ ม  NAA 0.1 mg/l ร่ วมกับ  BA 2 mg/l ใน อัตราส่ วน เชื้ อ 
Agrobacterium : อาหารเหลว เป็น 1 : 10  ท าให้ได้ OD.600 ประมาณ 0.8 ซึ่งเป็นระดับที่เหมาะสมส าหรับ
การถ่ายยีนเข้าสู่แคคลัสหน้าวัว  
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ภาพที่ 5. แสดงแผนที่ของยีน F3' 5'H (Ct F3’5’H) อยู่ใน เวคเตอร์ pMDC32 
 
  จากการถ่ายยีน f35h เข้าสู่แคลลัสหน้าวัวโดยใช้อะโกรแบคทีเรียม โดยการน าแคลลัสหน้าวัวที่ได้จาก
การเลี้ยงใบหน้าวัวที่เตรียมไว้มา มาเลี้ยงเขย่าร่วมกับ Agrobacterium แล้วน ามาเลี้ยงในอาหารแข็ง สูตรMS 
ที่อุณหภูมิห้องในสภาพมืดเป็นเวลา 3 วัน  ล้างใบด้วย cefotaxime เลี้ยงในอาหารแข็ง สูตรMS ที่ เติม 
cefotaxime 200 mg/ เป็นเวลา 6 สัปดาห์ จากนั้นน าไปเลี้ยงในอาหาร MS ที่เติม hygromycin 50 mg/l 
เป็นเวลา 4 สัปดาห์  หลังจากเพาะเลี้ยงเป็นเวลา 1 เดือน พบว่าแคลลัสหน้าวัวที่ได้รับการถ่ายยีนจะ
เจริญเติบโตและพัฒนาต่อไปได้ ส่วนแคลลัสหน้าวัวที่ไม่ได้รับการถ่ายยีนจะกลายเป็นสีน้ าตาลและตายในที่สุด    
จากนั้นย้ายไปเลี้ยงในอาหารที่ไม่มี antibiotic ท าให้ได้แคลลัสที่ได้รับการถ่ายยีน และผ่านการตรวจสอบใน
อาหารคัดเลือกที่เติม hygromycin (ภาพที่6 และ7) ส าหรับน าไปเลี้ยงเพ่ือให้พัฒนาเป็นต้นที่สมบูรณ์และท า
การตรวจสอบต่อไป 
 

 
 

ภาพที่ 6. แคลลัสหน้าวัวที่ผ่านการถ่ายยีนหลังจากเลี้ยงเป็นเวลา 3 วัน 
 

CtF3'5'H.pMDC32

11827 bp

hygromycin resistance

kanamycin resistance

CtF3'5'H

2X35S promoterattB1

attB2

LB

RB

pBR322 origin

pVS1

nos terminator
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ภาพที ่7. แคลลัสหน้าวัวที่ได้รับการถ่ายยีนและผ่านการตรวจสอบในอาหารคัดเลือก hygromycin เป็นเวลา 
30 วัน (สีเขียว=แคลลัส ที่ผ่านการตรวจสอบแล้วรอดชีวิต , สีน้ าตาล=แคลลัสที่ผ่านการตรวจสอบ
แล้วไม่รอดชีวิต) 

 
สรุปผลการวิจัย 

 
จากการน ายีน Flavonoid 3',5' hydroxylase (F3' 5'H) ที่โคลนได้จากอัญชันสีน้ าเงินและน าเข้าสู่

เวคเตอร์ ได้เป็น CtF3’5’H.pMDC32 ซึ่งเป็นชุดยีนที่โคลนได้และได้ผ่านการทดสอบการแสดงออกแล้วใน
ยาสูบ (โดยกุหลาบ และ ประสาน 2557) มาท าการถ่ายสู่หน้าวัวโดยใช้อะโกรแบคทีเรียมสายพันธุ์ LBA4404 
สามารถถ่ายยีนสู่หน้าวัวพันธุ์โซเนตและพันธุ์ราปิโด ได้แคลลัสหน้าวัวหน้าที่ได้รับการถ่ายยีน และผ่านการ
ตรวจสอบในอาหารคัดเลือกที่เติม hygromycin ส าหรับน าไปเลี้ยงเพ่ือให้พัฒนาเป็นต้นที่สมบูรณ์และท าการ
ตรวจสอบต่อไป 

เนื่องจากการทดลองนี้ได้รับการสนับสนุนบบประมาณ ในปี 2559-2560 ไม่ได้รับสนับสนุนงบวิจัย
ต่อในปี2561 จึงต้องยุติการท างานวิจัยลง ไม่ได้ด าเนินการต่อตามแผนการด าเนินงานวิจัยในส่วนของการเลี้ยง
แคลลัสที่หน้าวัวที่ได้รับการถ่ายยีนและผ่านการคัดเลือกในอาหารคัดเลือก  hygromycin ให้พัฒนาเป็นต้นที่
สมบูรณ์รวมทั้งตรวจสอบต้นทีได้รับยีน F3' 5'H ด้วยเทคนิค PCR โดยใช้ไพรเมอร์ที่จ าเพาะ 
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การทดลองที่ 3.2 
การโคลนยีนและการถ่ายยีนควบคุมการเกิดสีม่วง-น  าเงินสู่กุหลาบ 

Cloning and Tranformation of Violet-blue Color Regulation Gene in Rose 
 

กุหลาบ  คงทอง          ประสาน  สืบสุข           จีราพร  แก่นทรัพย์           อ าไพ  สินพัฒนานนท์ 
 

ค าส าคัญ 
 

 ยีนควบคุมสีดอก, dihydroflavonol 4-reductase (DFR), กุหลาบ,  Flavonoid 3',5' hydroxylase 
(F3' 5'H),  ถ่ายยีน 

 
บทคัดย่อ 

 
 การเกิดสีของดอกไม้ส่วนใหญ่ถูกควบคุมโดย ยีนที่เกี่ยวข้องกับการเกิดสีในวัฎจักรการสังเคราะห์รงค
วัตถุ anthocyanin ซึ่งจัดเป็นฟลาโวนอยชนิดหนึ่งที่ประกอบเป็นสีของดอกไม้หลากหลายตั้งแต่สีส้ม  สีแดง
จนถึงสีม่วง และสีน้ าเงิน ในงานวิจัยนี้ได้ท าการโคลนยีน DFR จากดอกอัญชันสีน้ าเงินและกุหลาบสีแดง โดย
ท าการสืบค้นข้อมูลออกแบบไพรเมอร์และเพ่ิมปริมาณยีน DFR จากดอกอัญชันและกุหลาบ พบว่ายีนที่โคลน
ได้มีขนาด 1,400 และ 1050 bp. ตามล าดับ ยีน DFR นี้สามารถน ามาใช้ในการสร้างชุดยีนร่วมกับยีน F3’5’H 
ที่โคลนได้จากดอกอัญชัน ได้เป็นชุดยีน  DFR - F3’5’H ส าหรับถ่ายฝากสู่กุหลาบเพื่อปรับแต่งสีดอกให้มีความ
หลากหลายมากข้ึนในโอกาสต่อไป  

ABSTRACT 

 
 Flower color formation is mainly controlled by anthocyanin pigment synthesis gene, 
involved in flavonoid pathway leading to the production of the orange, red, blue or purple-
colored anthocyanins. In this study, DFR was cloned from Clitoria ternatea and Rosa 
hybrida, generating 1400 bp DFR and 1050 bp DFR. The DFR cloned can be used to 
construct gene combination with the F3'5'H gene from Clitoria ternatea, generaeing DFR - 
F3’5’H gene cassets for modification of flower colors in economic rose. 

 
บทน า 

 
ประเทศไทยได้ผลิตไม้ดอกเพ่ือใช้ภายในประเทศ และส่งออก มูลค่าที่สูง   ท ารายได้เข้าประเทศเป็น

จ านวนมากในแต่ละปี  และมีแนวโน้มจะขยายตัวเพ่ิมขึ้น  สืบเนื่องจากตลาดไม้ดอกเป็นตลาดที่มีผู้ค้าจ านวน
มาก มีการแข่งขันสูง  ดังนั้นการพัฒนาศักยภาพเพ่ือการผลิตไม้ดอกเพ่ือส่งออกเป็นความจ าเป็นที่ ผู้ผลิตต้อง
เอาใจใส่ และตอบสนองความต้องการของลูกค้าในทุกรูปแบบ ปัจจุบันลูกค้าให้ความส าคัญกับสีสันของดอกไม้
เป็นอันดับแรก ผู้ผลิตจึงต้องสร้างความแปลกใหม่ในตัวสินค้า เพ่ือรักษาและเพ่ิมส่วนแบ่งการตลาดให้ได้มาก
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ที่สุด ซึ่งวิธีสร้างความหลากหลายด้านสีดอกเป็นแนวทางหนึ่งที่สามารถตอบสนองความต้องการของผู้บริโภค
ได้  เป็นการเพ่ิมศักยภาพการผลิต และการส่งออกได้อย่างมีประสิทธิภาพ 

การพัฒนาอุตสาหกรรมไม้ดอกเพ่ือการส่งออกต่างประเทศ ภาคธุรกิจให้ความส าคัญกับการพัฒนา
สายพันธุ์ใหม่ๆเพ่ือตอบสนองความต้องการของลูกค้าที่ต้องการความแปลกใหม่ของสีดอกอยู่ตลอดเวลา แนว
ทางการสร้างสายพันธุ์ใหม่ให้มีดอกสีสรรโดดเด่น แปลกใหม่ สวยงาม มีความหลากหลายของสีดอก และมีโทน
สีที่ไม่เคยปรากฏในธรรมชาตินั้น สามารถกระท าได้โดยใช้เทคโนโลยีทางพันธุวิศวกรรม ซึ่งเป็นการน าการวิจัย
ทางชีวโมเลกุลมาประยุกต์ใช้ร่วมกับงานด้านการปรับปรุงพันธุ์พืชสมัยใหม่  ที่สามารถน ายีนควบคุมการเกิดสี
ดอกจากไม้ดอกชนิดอ่ืนที่มีโทนสีตามต้องการ ส่งถ่ายเข้าไปสู่ไม้ดอกที่ส าคัญหรือยับยั้งการแสดงออกของยีนที่
มีอยู่แล้ว เพ่ือสร้างพันธุ์ใหม่ให้มีสีสรรโดดเด่น สวยงาม และเกิดความแปลกใหม่ของโทนสีที่ไม่เคยมีอยู่ใน
ธรรมชาติ ซึ่งจะน าไปสู่การเพ่ิมศักยภาพการส่งออกไม้ดอกในอนาคต 

กุหลาบ (Rosa hybrids) เป็นดอกไม้ที่ได้รับความนิยมปลูกมากที่สุดชนิดหนึ่งของโลก ผู้คนนิยม
ปลูกเพ่ือความสวยงาม ตกแต่งสวน , ประดับตกแต่งบ้าน, ประดับสถานที่, ปลูกเพ่ือการพาณิชย์ อาทิ เพ่ือ
น าไปสกัดน้ าหอม น าไปท าเป็นส่วนประกอบของสปา เป็นต้น กุหลาบเป็นไม้ตัดดอกท่ีมีการปลูกเป็นการค้ากัน
แพร่หลายทั่วโลกมานานแล้ว และเป็นไม้ตัดดอกที่มีการซื้อขายเป็นอันดับหนึ่งในตลาดประมูลอัลสเมีย 
ประเทศเนเธอร์แลนด์ ซึ่งเป็นตลาดประมูลไม้ดอก ที่ใหญ่ที่สุดของโลก เมื่อ พ.ศ. 2542 มีการซื้อขายถึง 1,672 
ล้านดอก และมักจะมียอดขายสูงสุดในประเทศต่าง ๆ เมื่อเปรียบเทียบกับไม้ดอกชนิดอ่ืน ๆ ปัจจุบันประเทศ
ไทยมีพ้ืนที่ปลูกกุหลาบตัดดอกประมาณ 5,500 ไร่ กระจายอยู่ทั่วทุกภาคของประเทศ แหล่งปลูกท่ีส าคัญได้แก่ 
เชียงใหม่ เชียงราย ตาก นครปฐม สมุทรสาคร ราชบุรี และกาญจนบุรี ตลาดของกุหลาบคุณภาพปานกลางถึง
ต่ า (ตลาดล่าง) ในปัจจุบันถึงขั้นอ่ิมตัว ส่วนตลาดของกุหลาบที่มีคุณภาพสูง (ตลาดบน) ผลผลิตในประเทศยัง
ไม่เพียงพอ และขาดความต่อเนื่อง ท าให้ยังต้องน าเข้าดอกกุหลาบจากต่างประเทศ เช่น เนเธอร์แลนด์ และ
มาเลเซีย เป็นต้นประเทศไทยมีศักยภาพในการผลิตกุหลาบคุณภาพสูงอย่างต่อเนื่อง หากแต่จะต้องผลิตใน
พ้ืนที่ที่เหมาะสม  

กุหลาบเป็นไม้ดอกชนิดหนึ่งที่มีศักยภาพมากในอุตสาหกรรมไม้ดอก ปัจจุบันภาคธุรกิจให้ความส าคัญ
กับการผลิตกุหลาบ ซึ่งได้พัฒนาสายพันธุ์ใหม่ๆเพ่ือตอบสนองความต้องการของลูกค้าที่ต้องการความแปลก
ใหม่ของสีดอกอยู่ตลอดเวลา แม้ว่ากุหลาบทั่วโลกมีหลายสายพันธุ์ มีสีดอกหลากหลายและนักปรับปรุงพันธุ์
สามารถท าการผสมพันธุ์เพ่ือสร้างพันธุ์ที่มีดอกสวยงามแตกต่างกันไปโดยอาศัยเทคนิคการผสมพันธุ์แบบดั้งเดิม 
แต่ไม่สามารถใช้เทคนิคดังกล่าวผสมพันธุ์ให้ได้กุหลาบที่มีสีดอกในโทนสีม่วงน้ าเงินได้ และในธรรมชาติสีดอก
กุหลาบยังขาดโทนสีม่วงน้ าเงิน เนื่องจากดอกกุหลาบไม่มียีนที่ก าหนดการสร้างเอนไซม์  Flavonoid 3',5' 
hydroxylase (F3' 5'H) ส่งผลให้ไม่สามารถสังเคราะห์ delphinidin-based anthocyanin  ซึ่งมีโทนสีม่วงน้ า
เงินได้  ด้วยเหตุนี้นักวิจัยจึงสนใจและประยุกต์ใช้เทคนิคทางพันธุวิศวกรรมในการปรับปรุงพันธุ์กุหลาบให้มี
ดอกสีน้ าเงินอย่างต่อเนื่อง  

แนวทางการสร้างกุหลาบสายพันธุ์ใหม่ให้มีดอกสีสรรโดดเด่น แปลกใหม่ สวยงาม มีความหลากหลาย
ของสีดอก และมีโทนสีที่ไม่เคยปรากฏในธรรมชาตินั้น สามารถกระท าได้โดยใช้เทคโนโลยีทางพันธุวิศวกรรม 
ซึ่งสามารถน ายีนควบคุมการเกิดสีดอกจากไม้ดอกชนิดอ่ืนที่มีโทนสีตามต้องการ ส่งถ่ายเข้าไปสู่กุหลาบ หรือ
ยับยั้งการแสดงออกของยีนที่มีอยู่แล้ว เพ่ือสร้างกุหลาบพันธุ์ใหม่ให้มีสีสรรโดดเด่น สวยงาม และเกิดความ
แปลกใหม่ของโทนสีที่ไม่เคยมีอยู่ในธรรมชาติแม้ว่าในต่างประเทศได้มีผู้รายงานผลความส าเร็จของการศึกษา
การแสดงออกของยีนรวมทั้งการโคลนยีนที่ควบคุมสีดอกในวัฏจักรการสังเคราะห์  anthocyanin ในพืชหลาย

http://th.wikipedia.org/w/index.php?title=%E0%B8%95%E0%B8%A5%E0%B8%B2%E0%B8%94%E0%B8%9B%E0%B8%A3%E0%B8%B0%E0%B8%A1%E0%B8%B9%E0%B8%A5%E0%B8%AD%E0%B8%B1%E0%B8%A5%E0%B8%AA%E0%B9%80%E0%B8%A1%E0%B8%B5%E0%B8%A2&action=edit&redlink=1
http://th.wikipedia.org/wiki/%E0%B9%80%E0%B8%99%E0%B9%80%E0%B8%98%E0%B8%AD%E0%B8%A3%E0%B9%8C%E0%B9%81%E0%B8%A5%E0%B8%99%E0%B8%94%E0%B9%8C
http://th.wikipedia.org/wiki/%E0%B9%80%E0%B8%8A%E0%B8%B5%E0%B8%A2%E0%B8%87%E0%B9%83%E0%B8%AB%E0%B8%A1%E0%B9%88
http://th.wikipedia.org/wiki/%E0%B9%80%E0%B8%8A%E0%B8%B5%E0%B8%A2%E0%B8%87%E0%B8%A3%E0%B8%B2%E0%B8%A2
http://th.wikipedia.org/wiki/%E0%B8%95%E0%B8%B2%E0%B8%81
http://th.wikipedia.org/wiki/%E0%B8%99%E0%B8%84%E0%B8%A3%E0%B8%9B%E0%B8%90%E0%B8%A1
http://th.wikipedia.org/wiki/%E0%B8%AA%E0%B8%A1%E0%B8%B8%E0%B8%97%E0%B8%A3%E0%B8%AA%E0%B8%B2%E0%B8%84%E0%B8%A3
http://th.wikipedia.org/wiki/%E0%B8%A3%E0%B8%B2%E0%B8%8A%E0%B8%9A%E0%B8%B8%E0%B8%A3%E0%B8%B5
http://th.wikipedia.org/wiki/%E0%B8%81%E0%B8%B2%E0%B8%8D%E0%B8%88%E0%B8%99%E0%B8%9A%E0%B8%B8%E0%B8%A3%E0%B8%B5
http://th.wikipedia.org/wiki/%E0%B8%A1%E0%B8%B2%E0%B9%80%E0%B8%A5%E0%B9%80%E0%B8%8B%E0%B8%B5%E0%B8%A2
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ชนิดแล้ว แต่ยีนที่ค้นพบมักจะน าไปจดสิทธิบัตร ผู้ไม่ใช่เจ้าของสิทธิบัตรจึงไม่สามารถน ายีนเหล่านี้มาใช้
ประโยชน์ได้  
 ส าหรับงานวิจัยนี้ ได้ เสนอการโคลนและการถ่ายยี นควบคุมสีดอกในวัฏจักรการสังเคราะห์ 
anthocyanin โดยท าการโคลนยีน dihydroflavonol 4-reductase (DFR) จาก mRNA ของดอกอัญชัน และ
กุหลาบ ซึ่งยีนนี้สามารถน าไปใช้น ามาใช้ในการสร้างชุดยีนร่วมกับยีน  Flavonoid 3’,5’ hydroxylase 
(F3’5’H) ซึ่งเป็นยีนที่เกี่ยวข้องกับเอนไซม์ที่ส าคัญในการสร้างรงควัตถุที่ให้ดอกไม้มีสีม่วงหรือสีน้ าเงิน ที่โคลน
ได้จาก mRNA ของดอกอัญชันสีน้ าเงิน และได้ผ่านการทดสอบการแสดงออกในยาสูบซึ่งส่งผลให้มีการ
เปลี่ยนแปลงสีดอก จากสีขาวอมชมพูเป็นชมพูม่วง (กุหลาบ และ ประสาน 2557) เพ่ือสร้างชุดยีน   DFR - 
F3’5’H ส าหรับถ่ายฝากสู่กุหลาบเพ่ือสร้างความหลากหลายของสีดอกกุหลาบ หรือเพ่ือปรับปรุงพันธุ์กุหลาบ
ให้มีดอกในโทนสีม่วงน้ าเงิน ซึ่งจะน าไปสู่การพัฒนาอุตสาหกรรมไม้ดอกในอนาคต  

 
ระเบียบวิธีการวิจัย 

 
1. การสืบค้นข้อมูลยีน และออกแบบไพรเมอร์ 

สืบค้นข้อมูลล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีนที่เป็นรหัสของเอนไซม์ Dihydroflavonol 4-reductase 
(DFR) ของดอกอัญชันและดอกกุหลาบ ที่มีรายงานในฐานข้อมูลสาธารณะ NCBI น าข้อมูลล าดับเบสที่ได้มา
วิเคราะห์หาต าแหน่งที่เหมาะสมในการออกแบบไพรเมอร์ โดยใช้โปรแกรม Vector NTI (ชนิดระบุระยะเวลา
การใช้งาน) เพ่ือโคลนยีน DFR  

 
2. การโคลนชิ นส่วนของยีน DFR จากดอกอัญชันและกุหลาบ 

 2.1 การสกัด Total RNA  
น าตัวอย่างดอกอัญชันและและกุหลาบในระยะเริ่มเกิดสีน้ าเงินและสีแดงตามล าดับ มาตัด

ดอกเป็นชิ้นเล็ก ๆ น้ าหนัก 100 มิลลิกรัมด้วยมีดผ่าตัดที่ปลอดเชื้อ และน ามาสกัด Total RNA ตามวิธีการ
ของ Spectrum  Plant Total RNA Kit (Sigma) น าสารละลาย Total RNA ที่ได้ไปหาปริมาณและความ
บริสุทธิ์ของ RNA โดยการวัดค่าการดูดกลืนแสงด้วยเครื่อง spectrophotometer และตรวจสอบดูแถบ 
RNA ด้วย 1.5% Agarose gel electrophoresis ที่ย้อมด้วย GelStar  แล้วน าไปใช้หรือเก็บไว้ที่อุณหภูมิ –
80 C เพ่ือน าไปใช้ต่อไป 

2.2 การสังเคราะห์สาย cDNA และเพ่ิมปริมาณยีน DFR การสังเคราะห์สาย cDNA จาก 
mRNA ของยีน DFR ด้วยเทคนิค RT-PCR นั้น จะต้องท าการก าจัดดีเอ็นเอที่อาจจะปะปนอยู่ใน Total RNA 
ก่อน โดยใช้ DNase I Amplification Grade (Invitrogen life technology)  

ท าการสั งเคราะห์สาย cDNA จาก Total RNA ของดอกอัญชันและกุหลาบโดยใช้ 
SuperScrip III First-Strand Synthesis System for RT-PCR (Invitrogen life technology) ที่ มี ก า ร
เตรียมส่วนผสมของปฏิกิริยา RNA/primer mixture ในหลอดขนาด 0.2 มิลลิลิตร ที่ประกอบด้วยTotal RNA 
1 ไมโครลิตร , Oligo (dT ) 20 primer 1ไมโครลิตร , 10mM dNTP mix 1 ไมโครลิตร , DEPC-treated 
water 7 ไมโครลิตร รวมปริมาตร 10 ไมโครลิตร จากนั้นน ามาบ่มที่อุณหภูมิ 65 C นาน 5 นาที และน าไป
ไว้ในน้ าแข็งทันทีอย่างน้อยเป็นเวลานาน 1 นาที ในระหว่างนั้นให้เตรียมส่วนผสม cDNA Synthesis mix ซึ่ง
ส่วนผสมประกอบด้วย 10xRTbuffer 2 ไมโครลิตร, 25 mM MgCl2 4 ไมโครลิตร,  0.1M DTT 2 ไมโครลิตร, 
RNaseOUT (40 U/ul ) 1 ไมโครลิตร, SuperScrip III RT (200 U/ul) 1ไมโครลิตร 
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เติม cDNA Synthesis mix ปริมาตร 10 ไมโครลิตร  ลงใน RNA/primer mixture  ผสมให้
เข้ากัน แล้วน าไปบ่มที่อุณหภูมิ 50 C เวลานาน 50 นาที  และหยุดปฏิกิริยาโดยน าไปบ่มที่ อุณหภูมิ 85 C 
นาน 5 นาที จากนั้นในไปแช่ในน้ าแข็งทันที  เติม RNase H ปริมาตร 1 ไมโครลิตร น าไปบ่มที่อุณหภูมิ 37 C 
นาน 20 นาที  หลังจากนั้นสามารถน าปฏิกิริยา cDNA Synthesis ไปใช้ทันทีหรือเก็บไว้ที่ อุณหภูมิ- 20 C 
เพ่ือไปใช้ท าพีซีอาร์ต่อไป 

  การเพ่ิมปริมาณยีน DFR ด้วยเทคนิคพีซีอาร์โดยการเตรียมส่วนผสมของปฏิกิริยาในหลอดพีซี
อาร์ ขนาด 0.2 มิลลิลิตร ที่ประกอบด้วย 10X PCR Buffer  2 ไมโครลิตร, 10mM dNTP 0.4ไมโครลิตร, 50 
mM MgCl2 0.6 ไมโครลิตร,5 uM Forward Primer (DFR)  2 ไมโครลิตร, 5 uM Reverse Primer (DFR) 2 
ไมโครลิตร, cDNA Template 1ไมโครลิตร, 5 U/ul Platinum Taq DNA Polymerase 0.2 ไมโครลิตร, 
DEPC-treated water11.8 ไมโครลิตร รวมปริมาตร 20ไมโครลิตร 

จากนั้นผสมสารละลายทั้งหมดให้เข้ากัน แล้วจึงน าไปเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอด้วยเครื่องเพ่ิม
ปริมาณสารพันธุกรรมในหลอดทดลอง ที่ก าหนดสภาวะการท าปฏิกิริยา PCR ดังนี้ 

  94 oC  2 นาที 1 รอบ 
  94 oC  1 นาท ี
  55 oC  1 นาที       35 รอบ 
  72 oC  2 นาที  
  72 oC 10 นาที 1 รอบ 
 
จากนั้นน าตัวอย่างไปวิเคราะห์ผลโดยใช้ 2 % Agarose gel electrophoresis แล้วย้อมเจล

ด้วยสารละลาย Ethidium bromide ความเข้มข้น 0.5 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร น าไปตรวจดูแถบดีเอ็นเอด้วย
เครื่อง Gel documentation พร้อมบันทึกภาพ 

 
2.3 การเตรียมชิ้นดีเอ็นเอให้บริสุทธิ์ 

น าชิ้นดีเอ็นเอของยีน DFR ที่เพ่ิมปริมาณด้วยเทคนิคพีซีอาร์ มาแยกด้วย 1.5 % Agarose 
gel electrophoresis แล้วย้อมด้วย gel star (Cambrex) และตรวจดูแถบดีเอ็นเอโดยใช้ เครื่อง Dark 
Reader transilluminators และตัดแถบดีเอ็นเอเป้าหมายมาท าให้บริสุทธิ์ด้วย QIAquick Gel Extraction 
Kit (QIAGEN) แล้วน าสารละลายดีเอ็นเอไปตรวจสอบด้วย 1% Agarose gel electrophoresis เก็บชิ้นดีเอ็น
เอที่แยกได้ที่ –20 oC เพ่ือน าไปเชื่อมต่อกับเวคเตอร์พาหะต่อไป 

 
2.4 การเชื่อมต่อชิ้นยีน DFR เข้ากับเวคเตอร์ และถ่ายเข้าสู่เซลล์แบคทีเรีย 

การเชื่อมต่อชิ้นดีเอ็นเอเข้ากับเวคเตอร์ ใช้ pGEM-T Easy Vector System (Promega) โดย
เตรียมส่วนผสมของปฏิกิริยาที่ประกอบด้วย 2x Rapid ligation buffer, T4 DNA ligase 2.5ไมโครลิตร, 
pGEM-T Easy Vector (50ng) 0.5ไมโครลิตร, PCR  product 1.5 ไมโครลิตร T4 DNA ligase  0.5 
ไมโครลิตร 

ผสมสารละลายทั้งหมดให้เข้ากัน แล้วจึงน าไปเก็บที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 1 ชั่วโมง  หรือน า
ปฏิกิริยาที่ได้ไปเก็บที่ 4 oC นานข้ามคืน น าสารละลายที่ได้ไปใช้ในขั้นตอนส่งถ่ายดีเอ็นเอเข้าสู่แบคทีเรีย โดย
น ายีน DFR ที่เชื่อมต่อกับเวคเตอร์เข้าสู่เซลล์แบคทีเรีย โดยการส่งถ่ายดีเอ็นเอเข้าเชื้ อ Escherichia coli 
JM109 (Promega) มีข้ันตอนการด าเนินงานดังนี้ 
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1. ดูดสารละลายในปฏิกิริยาการเชื่อมต่อชิ้นยีน DFR เข้ากับเวคเตอร์ (ligation) ปริมาตร 2 
ไมโครลิตร ใส่หลอด 1.5 มิลลิลิตร ที่อยู่ในน้ าแข็ง 

2. น า competent cell JM109 ออกจากตู้ -80 oC มาไว้ในน้ าแขง็ท าให้ละลายช้าๆ  แล้ว
ผสมให้เข้ากันโดยดีดหลอดเบาๆ   

3. ดูดสารละลาย competent cell ปริมาตร 50 ไมโครลิตร ใส่ในปฏิกิริยา ligation ดีด
หลอดเบาๆ และน าไปแช่ในน้ าแข็งเป็นเวลา 20 นาที   

4. น าไป Heat-shock cell โดยแช่ใน water- bath ที่มีอุณหภูมิ 42 oC เวลา 50 วินาที 
และรีบน ามาแช่ในน้ าแข็งทันที  เป็นเวลานาน 2 นาที   

5. เติมสารละลาย soc medium (อุณหภูมิห้อง) ปริมาตร 950 ไมโครลิตร 
6. น าไปบ่มในตู้เลี้ยงเชื้อที่มีอุณหภูมิ 37 oC เขย่าที่ความเร็ว 150 รอบต่อนาที เป็นเวลานาน 

1 ชั่วโมง 30 นาที   
7. น าไป plate บนอาหารแข็ง LB ที่เติม 100 ug/ml ampicillin  0.5 mM IPTG และ 50 

mg/ml X-Gal  แล้วน าไปเลี้ยงที่อุณภูมิ 37 oC เป็นเวลา 16 ชั่วโมง 
 

2.5 การคัดเลือกโคลนเป้าหมาย 
น าโคโลนีของแบคทีเรียที่มีสีขาวไปตรวจหาชิ้นดีเอ็นเอเป้าหมายด้วยวิธี Single colony PCR โดย

ใช้ไม้จิ้มฟันจิ้มโคโลนีที่มีสีขาว น าไปใส่ในหลอดที่มีปฏิกิริยาของพีซีอาร์ทีประกอบด้วย  10X PCR Buffer 2 
ไมโครลิตร, 10 mM dNTP 0.4 ไมโครลิตร , 50 mM MgCl2 0.6 ไมโครลิตร , 5 uM Forward Primer 
(M13F) 2 ไม โค รลิ ต ร , 5 uM Reverse Primer (M13R) 2 ไม โค รลิ ต ร , 5 U/ul Platinum Taq DNA 
Polymerase 0.2 ไมโครลิตร ,น้ ากลั่นนึ่งฆ่าเชื้อ 12.8 ไมโครลิตร รวมปริมาตร20  ไมโครลิตร 

จากนั้นผสมสารละลายทั้งหมดให้เข้ากัน แล้วจึงน าไปเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอในเครื่องด้วยเครื่อง
เพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรมในหลอดทดลอง ที่ก าหนดสภาวะการท าปฏิกิริยา PCR ดังนี้ 

  94 oC  2 นาที 1 รอบ 
  94 oC  1 นาท ี
  55 oC  1 นาที       35 รอบ 
  72 oC  2 นาที  
  72 oC 10 นาที 1 รอบ 
 
น าตัวอย่างไปวิเคราะห์ผลโดยใช้ 1.5 % Agarose gel electrophoresis แล้วย้อมเจลด้วย

สารละลาย Ethidium bromide ความเข้มข้น 0.5 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร น าไปตรวจดูแถบดีเอ็นเอด้วย
เครือ่ง Gel documentation พร้อมบันทึกภาพ 

 
2.6 การสกัดพลาสมิด 

เลี้ยงเชื้อโคโลนีที่ได้ผ่านการตรวจสอบว่ามียีนเป้าหมายปรากฏอยู่ น าไปสกัด    พลาสมิดด้วย 
QIAprep Spin Miniprep Kit ตรวจสอบพลาสมิดที่สกัดได้โดยใช้ 1% Agarose gel electrophoresis แล้ว
ย้อมด้วย ethidium bromide น าสารละลายที่เหลือเก็บไว้ที่ –20 oC จนกว่าจะน าไปใช้หาล าดับเบส 
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2.7 การวิเคราะห์ล าดับเบสของยีน DFR 
น าพลาสมิดที่มีชิ้นดีเอ็นเอของยีน DFR เป็นดีเอ็นเอต้นแบบในการหาล าดับเบสโดยใช้

สารเคมีชุด ABI PRISM BigDyeTerminator v3.1 Cycle Sequencing Kit โดยเตรียมส่วนผสมต่างๆ 
ในหลอดพีซีอาร์ขนาด 0.2 มิลลิลิตร ดังนี้  2.5X Sequencing Buffer 3ไมโครลิตร,Terminator Ready 
Reaction Mix 2ไมโครลิตร,3.2 uM primer (T7 or SP6) 1ไมโครลิตร, Plasmid Template200 น า
โนกรัม เติมน้ ากลั่นนึ่งฆ่าเชื้อจนครบ20ไมโครลิตร   

น าไปใส่ในเครื่องเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอในหลอดทดลองที่ก าหนดสภาวะการท าปฏิกิริยา PCR 
ดังนี้ 

  94 oC  2   นาที 1 รอบ 
  94 oC  10 วินาที 
  55 oC  5   วินาที        35 รอบ 
  60 oC  4   นาที  
  60 oC 10  นาที 1 รอบ 
 

น าสารละลายของปฏิกิริยาไปท าความสะอาดก่อนน าเข้าวิเคาะห์หาล าดับเบส น าไปวิเคราะห์
หาล าดับเบสด้วยเครื่อง ABI PRISM 310 Genetic Analyzer น าล าดับเบสของยีน DFR ที่โคลนได้จากดอก
อัญชันและกุหลาบไปเปรียบเทียบกับยีนในฐานข้อมูลสาธารณะ NCBI โดยใช้โปรแกรม Blast เพ่ือตรวจสอบ
กับยีนที่มีผู้รายงานมาก่อน 

 
ระยะเวลาด าเนินการวิจัย ตุลาคม 2558 – กันยายน 2560 รวม 2 ปี 
สถานทีด่ าเนินการวิจัย ส านักวิจัยพัฒนาเทคโนโลยีชวีภาพ อ.ธัญบุรี จ.ปทุมธานี 

      
ผลการวิจัยและอภิปรายผล 

 
1. โคลนยีน Dihydroflavonol 4-reductase (DFR) จากดอกอัญชันสีน  าเงิน 
  จากการสืบค้นข้อมูลล าดับนิวคลีโอไทด์ที่กี่ยวข้องกับยีน DFR จากฐานข้อมูลNCBI น าข้อมูลมา
วิเคราะห์หาส่วนที่ เหมือนกันโดยใช้โปรแกรมออกแบบไพรเมอร์  ท าให้ได้ไพรเมอร์ของยีน DFR คือ
Primer:CT_DFR_F และ  CT_DFR_R ส าหรับน ามาใช้เพ่ิมปริมาณยีนจาก  cDNA ของดอกอัญชัน สามารถ
ท าการสกัด mRNA จากดอกอัญชันสีน้ าเงินและสังเคราะห์สาย cDNA จาก mRNA ของดอกอัญชันด้วย
เทคนิค RT-PCR  และได้ชิ้นยีนจากการเพ่ิมปริมาณยีนด้วยเทคนิค PCR มีขนาดประมาณ1400 bp.  ดังภาพที่
1 และ 2 ได้โคลนเป้าหมายที่มีชิ้นดีเอ็นเอเชื่อมต่อเข้ากับ เวกเตอร์ โดยการเชื่อมต่อชิ้นดีเอ็นเอเข้ากับเวกเตอร์
พร้อมทั้งถ่ายยีนเข้าสู่แบคทีเรีย ภาพที่3. 
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ภาพที่1. แสดงแถบ RNA ที่สกัดได้จากดอกอัญชันสีน้ าเงิน 

     M    =  100 base plus markers 
     1,2    = RNA 
 

 
ภาพที ่2. แสดงแถบดีเอ็นเอของชิ้นส่วนยีน DFR (CtDFR-attB1) ที่เพ่ิมปริมาณได้จากดอกอัญชันสีน้ าเงิน 
    M   =  100 base plus ,  DNA markers     
    1   =  ชิ้นส่วนของยีน DFR ที่เพ่ิมปริมาณได้ ขนาด 1400 คู่เบส 
  

 
ภาพที ่3. แสดงผลการตรวจสอบการเชื่อมต่อของชิ้นส่วนยีน DFR (CtDFR-attB1) กับเวกเตอร์ pDORN221 
ด้วยเทคนิค PCR โดยใช้ไพรเมอร์ M13 
 M   =  100 base plus ,  DNA markers     
 1-3,5-7  = แถบดีเอ็นเอที่เพ่ิมปริมาณได้จากโคโลนีที่มี pDORN221Vector ที่คาดว่ามียีน CtDFR-

attB1 แทรกอยู่ 
 4   =  แถบดีเอ็นเอที่เพ่ิมปริมาณได้จากโคโลนีที่ไม่มีการเชื่อมต่อของยีน 
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จากการสกัดพลาสมิดได้พลาสมิดจากโคลนเป้าหมาย เมื่อน าไปวิเคราะห์ล าดับเบส ท าให้ทราบ
ล าดับเบสของยีน DFR ที่โคลนได้จากดอกอัญชัน (ดังภาพที่4และ5 ตามล าดับ) จากการเปรียบเทียบกับล าดับ
เบสของยีน DFR ที่โคลนได้จากดอกอัญขันกับฐานข้อมูลที่มีการเผยแพร่ที่อยู่ใน  GenBank ด้วยโปรแกรม 
Blast-N พบว่าล าดับเบสของยีน DFR ที่โคลนได้มีล าดับเบสเหมือนกับยีน DFR ที่รายงานไว้ในฐานข้อมูล NCBI 
คิดเป็น100% กับ accession AB185901 ดังภาพที่ 6 
 

 
ภาพที ่4.  แสดงพลาสมิด CtDFR-plasmid ที่สกัดได้จากโคลนเป้าหมาย 

         1-3  =  CtDFR- plasmid  
    M      = 1 kb ,  DNA markers   
 

 
ภาพที ่5. แสดงผลการวิเคราะห์ล าดับเบสของชิ้นส่วนยีน DFR ทีโ่คลนได้จากดอกอัญชันโดยใช้ไพรเมอร์ M13F 
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ภาพที่ 6. แสดงการเปรียบเทียบล าดับเบสของยีน ctDFR ในฐานข้อมูล NCBI  มีความเหมือนกัน 100% กับ 

accession AB185901 
 
2. โคลนยีน Dihydroflavonol 4-reductase (DFR) จากดอกกุหลาบสีแดง  
  จากการสืบค้นข้อมูลและออกแบบไพรเมอร์ในการโคลนยีน Dihydroflavonol 4-reductase (DFR) 
จาก cDNAของดอกกุหลาบสีแดง โดยการค้นหานิวคลีโอไทด์ที่เกี่ยวข้องกับยีน DFR จากฐานข้อมูล NCBI  
และเมื่อน ามาวิเคราะห์หาส่วนที่เหมือนกันโดยใช้โปรแกรมออกแบบไพรเมอร์ ได้ไพรเมอร์ของยีน DFR คือไพร
เมอร์ RH_DFR_F และ  RH_DFR_R  ส าหรับน ามาใช้เพ่ิมปริมาณยีนจาก  cDNA ของดอกกุหลาบ สามารถท า
การสกัด mRNA จากดอกกุหลาบและสังเคราะห์สาย cDNA จาก mRNA ของดอกกุหลาบด้วยเทคนิค RT-
PCR  และได้ชิ้นยีนจากการเพ่ิมปริมาณยีนด้วยเทคนิค PCR มีขนาดประมาณ 1050 bp.  ดังภาพที่ 7 ได้โคลน
เป้าหมายที่มีชิ้นดีเอ็นเอเชื่อมต่อเข้ากับ เวกเตอร์ โดยการเชื่อมต่อชิ้นดีเอ็นเอเข้ากับเวกเตอร์พร้อมทั้งถ่ายยีน
เข้าสู่แบคทีเรีย ภาพที่ 8 จากการสกัดพลาสมิดและน ามาตรวจสอบความถูกต้องของโคลน ได้พลาสมิดจาก
โคลนเป้าหมายที่ผ่านการตรวจสอบความถูกต้อง ดังภาพที่ 9  
   

 
ภาพที่ 7. แสดงแถบดีเอ็นเอของชิ้นส่วนยีน DFR (RHDFR-attB1) ที่เพ่ิมปริมาณได้จากดอกกุหลาบ 

      M   =  100 base plus ,  DNA markers     
      1   =  ชิ้นส่วนของยีน DFR ที่เพ่ิมปริมาณได้ ขนาด 1050 คู่เบส 
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ภาพที ่8. แสดงผลการตรวจสอบการเชื่อมต่อของชิ้นส่วนยีน DFR (RHDFR-attB1) กับเวกเตอร์  pDORN221 
ด้วยเทคนิค PCR โดยใช้ไพรเมอร์ M13  
   M  = 100 base plus ,  DNA markers     
 1-4,6-10 = แถบดีเอ็นเอที่เพ่ิมปริมาณได้จากโคโลนีที่มี pDORN221Vector ที่คาดว่ามียีน RHDFR-

attB1 แทรกอยู่ 
  5  =  แถบดีเอ็นเอที่เพ่ิมปริมาณได้จากโคโลนีที่ไม่มีการเชื่อมต่อของยีน 
 

 
ภาพที่ 9  แสดงพลาสมิด RHDFR-plasmid ที่สกัดได้จากโคลนเป้าหมาย 

         1-2  =  RHDFR- plasmid  
    M   = 1 kb ,  DNA markers   

 
  เมื่อน าพลาสมิดจากโคลนเป้าหมายที่ผ่านการตรวจสอบไปวิเคราะห์ล าดับเบส ท าให้ทราบล าดับเบส
ของยีน DFR ที่โคลนได้จากดอกกุหลาบ (ดังภาพที่10) และจากการเปรียบเทียบกับล าดับเบสของยีน DFR ที่
โคลนได้จากดอกกุหลาบกับฐานข้อมูลที่มีการเผยแพร่ที่อยู่ใน GenBank ด้วยโปรแกรม Blast-N พบว่าล าดับ
เบสของยีน DFR ที่โคลนได้มีล าดับเบสเหมือนกับยีน DFR ที่รายงานไว้ในฐานข้อมูล NCBI คิดเป็น 99% กับ 
accession KM203111 ดังภาพที1่1 
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ภาพที ่10. แสดงผลการวิเคราะห์ล าดับเบสของชิ้นส่วนยีน DFR ที่โคลนได้จากดอกกุหลาบโดยใช้ไพรเมอร์ M13F 
 

 
 
ภาพที่ 11. แสดงการเปรียบเทียบล าดับเบสของยีน RH DFR ในฐานข้อมูล NCBI  มีความเหมือนกัน 99% กับ 

accession KM203111 
  

สรุปผลการวิจัย 
 

ยีนที่เกี่ยวข้องกับการเกิดสีในวัฎจักรการสังเคราะห์รงควัตถุ anthocyanin จัดเป็นฟลาโวนอยชนิด
หนึ่งที่ประกอบเป็นสีของดอกไม้หลากหลายตั้งแต่สีส้ม สีแดงจนถึงสีม่วง และสีน้ าเงิน จากการโคลนยีน 
dihydroflavonol 4-reductase (DFR) จากดอกอัญชันสีน้ าเงินและดอกกุหลาบสีแดง ได้ชิ้นยีนขนาด 1,400 
และ1050 bp. ตามล าดับ ยีนที่ได้นี้สามารถน ามาสร้างเป็นชุดยีนร่วมกับยีน F3’5’H ที่โคลนได้จากดอกอัญชัน
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สีน้ าเงิน (กุหลาบ และ ประสาน,2557) ส าหรับใช้ถ่ายฝากสู่กุหลาบ หรือไม้ดอกที่มีความส าคัญทางเศรษฐกิจ
เพ่ือปรับแต่งสีดอกให้มีความหลากหลายมากข้ึนในโอกาสต่อไป 

เนื่องจากการทดลองนี้ได้รับการสนับสนุนบบประมาณ ในปี 2559-2560 ไม่ได้รับสนับสนุนงบวิจัย
ต่อในปี 2561 จึงต้องยุติการท างานวิจัยลง ได้ท าแค่ส่วนของโคลนยีน DFR จาก mRNA ของดอกอัญชันที่มีสี
น้ าเงิน และโคลนยีน DFR จาก mRNA ของดอกกุหลาบที่มีสีแดง ไม่ได้ด าเนินการต่อตามแผนการด าเนินงาน
วิจัยในส่วนของ การสร้างชุดยีน ที่ประกอบด้วยยีน F3' 5'H ที่โคลนได้จากอัญชันสีน้ าเงิน (เป็นยีนที่โคลนได้
และได้ผ่านการทดสอบการแสดงออกแล้วในยาสูบ โดยกุหลาบ และ ประสาน 2557) โดยชุดยีนประกอบด้ วย  
ชุดยีน ที่มียีน DFR จากดอกกุหลาบที่ออกแบบให้มีการขัดขวางการท างานของยีน DFR ในดอกกุหลาบพันธุ์
ดั้งเดิมโดยใช้เทคนิค RNAi ควบคู่กับการเพ่ิมการแสดงออกของยีน DFR จากดอกอัญชันสีน้ าเงิน และยีน 
F3’5’H จากดอก ดอกอัญชันสีน้ าเงิน ในเวลาเดียวกัน รวมทั้งไม่ได้ด าเนินการต่อตามแผนการด าเนินงานวิจัย
ในส่วนของ การน าชุดยีนฝากถ่ายเข้าสู่เชื้ออะโกรแบคทีเรียมและน าไปใช้ถ่ายเข้าสู่กุหลาบ  
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บทสรุปและข้อเสนอแนะ 
 

สรุปผลการวิจัยของโครงการ 
1. โครงการวิจัยนี้ได้ข้อมูลวิธีการและเทคนิคการสร้าง Phage-scFv library ซ่ึงเป็นชนิด Naïve 

library เพราะสร้างจาก B-cell (ม้าม) ของหนูที่ไม่ได้รับการกระตุ้นด้วยแอนติเจนใดๆมาก่อน เทคนิคการ
ตรวจสอบการกลายของยีน เทคนิคการโคลนยีน เทคนิค RNA interference และเทคนิคการถ่ายยีนแบบ 
Over expression เข้าสู่พืช ได้แก่ ยาสูบ อะราบิดอฟซิส และหน้าวัว 

2. ได้ข้อมูลและยีน CpeIF4E และ CpRDR6 ที่เกี่ยวข้องกับความต้านทานโรคไวรัสจุดวงแหวนจาก
มะละกอ ยีน NAGS ที่ทนต่อสภาวะขาดน้ าจากมะเขือเทศ ยีน ERD15 และ PIS ที่เกี่ยวข้องกับสภาวะเครียด
และการทนแล้งของพืช ยีน GmPR1 ที่เกี่ยวข้องกับการต้านทานโรคจากถั่วเหลือง ยีน CRT และ CaM ที่ทน
ต่อสภาวะขาดน้ าและสภาวะเค็มในข้าวโพด และ ยีน DFR ที่เกี่ยวข้องกับการสร้างสีดอกจากดอกอัญชันสีน้ า
เงินและกุหลาบสีแดง 

3. ได้แคลลัสหน้าวัวหน้าที่ได้รับการถ่ายยีน และผ่านการตรวจสอบในอาหารคัดเลือกที่เติม 
hygromycin ส าหรับน าไปเลี้ยงเพ่ือให้พัฒนาเป็นต้นที่สมบูรณ์และท าการตรวจสอบด้วยเทคนิค PCR โดยใช้
ไพรเมอร์ที่จ าเพาะต่อไป  

 
ข้อเสนอแนะ 
1. การสร้าง Phage-scFv library มีแอนติบอดีค่อนข้างหลากหลาย ดังนั้น สามารถใช้ Phage-

scFv library จากงานวิจัยนี้ ในการคัดหา Phage-scFv ที่จ าเพาะต่อแอนติเจนชนิดใหม่ๆ ได้ทันที โดยไม่ต้อง
ผลิต Phage-scFv library ใหม่ ท าให้ลดเวลาและประหยัดค่าใช้จ่ายในการผลิตแอนติบอดีที่จ าเพาะต่อ
แอนติเจน ซึ่งส่งผลให้การพัฒนางานวิจัยที่ใช้แอนติบอดีมีความรวดเร็วขึ้น 

2. นักวิชาการ อาจารย์ นักศึกษา และนักวิจัยมะละกอ สามารถน าข้อมูลยีน CpRDR6 และ 
CpeIF4E ข้อมูลล าดับนิวคลีโอไทด์ ข้อมูลล าดับอะมิโนเอซิด และเครื่องหมายโมเลกุลที่ให้ความแตกต่างของ
มะละกอที่อยู่ในกลุ่มอ่อนแอและต้านทาน ไปศึกษาและพัฒนาต่อ เพ่ือค้นหาความสัมพันธ์ต่อความต้านทาน
ต่อไวรัสจุดวงแหวนในมะละกอต่อไป 

3. การโคลนยีน NAGS ที่เกี่ยวข้องกับการทนต่อสภาวะขาดน้ า และการสร้างชุด cassette ยีน ซึ่ง
ชุดยีนที่ได้อยู่ในรูปของพลาสมิดดีเอ็นเอสายผสมที่มีความสมบูรณ์ (pCAMBIA2300 – SINAGS) สามารถน า
ชุดยีนที่น าไปศึกษาการแสดงออกของยีนในพืชต้นแบบ เพ่ือศึกษาข้อมูลของยีนในด้านต่างๆ ก่อนที่จะน าไป
ถ่ายฝากเข้าสู่พืชเศรษฐกิจ เช่น อ้อย มันส าปะหลัง ข้าวโพด เป็นต้น เพ่ือเพ่ิมศักยภาพในการให้ผลผลิตและ
สามารถทนทานต่อสภาวะขาดน้ าได้ อีกทั้งยังเป็นพืชทางเลือกในการเร่งรัดกระบวนการปรับปรุงพันธุ์พืชใน
อนาคตได้ 

4. การโคลนยีน GmPR1 จากถั่วเหลืองสายพันธุ์ไทย เป็นยีนที่มีคุณสมบัติในการต้านทานการ
รุกรานจากเชื้อโรค สามารถใช้สร้างชุดยีนถ่ายฝากสู่ถั่วเหลืองเพ่ือผลิตถั่วเหลืองพันธุ์ต้านทานโรคสูง และ
ชิ้นส่วน promoter ของยีน Glyma04g05080 ที่ได้จากถั่วเหลือมีคุณสมบัติในการควบคุมการแสดงออกของ
ยีนให้แสดงออกมากเฉพาะส่วนใบ ดอกและราก สามารถน าไปต่อยอดโดยใช้กับยีนชนิดอื่นหรือพืชชนิดอื่นได้ 

5. การสร้าง pRNA+ERD15 คอนส์ตรักส์ ซึ่งเป็นชนิด inphRNAi ที่สามารถน าไปใช้ในงานปรับปรุง
พันธุ์พืชให้มีลักษณะทนทานต่อสภาวะขาดน้ าหรือลักษณะ (traits) ที่ส าคัญอ่ืนๆ ได้  
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6. การสร้างคอนส์ตรักส์ของยีน PIS ซึ่งเป็นยีนทนแล้งในพืช เข้าสู่เวคเตอร์ โดยวิธีการสังเคราะห์
ยีน ท าให้ประหยัดเวลาในการโคลนนิ่งและการคัดเลือกโคลน งานต่อไปคือการออกแบบยีน PIS หรือยีนทาง
การเกษตรอ่ืนๆจากพืชใหม่ๆ เพ่ือหาหน้าที่ของยีนและทดสอบการถ่ายฝากเข้าสู่เพ่ือพัฒนาพืชทนต่อสภาวะ
แวดล้อมที่ไม่เหมาะสมต่อไป อีกท้ังสามารถถ่ายทอด หรือเผยแพร่เป็นผลงานทางวิชาการ ให้แก่กลุ่มเป้าหมาย
ที่เป็นนักวิชาการด้านโมเลกุลชีววิทยาด้านพืช และนักปรับปรุงพันธุ์ได้ รวมทั้ง ผลงานที่ได้จากการวิจัย 
สามารถน าไปประยุกต์ใช้กับยีนที่มีลักษณะส าคัญทางการเกษตรอ่ืนๆ ได้โดยวิธีเดียวกันนี้ 

7. การโคลนยีน CRT และ CaM ที่เกี่ยวข้องกับลักษณะการทนต่อสภาวะขาดน้ าและสภาวะเค็ม 
สามารถยีนที่ได้ไปศึกษาการแสดงออกของยีนในพืชต้นแบบ เพ่ือศึกษาข้อมูลของยีนในด้านต่างๆ ก่อนที่จะ
น าไปถ่ายฝากเข้าสู่พืชเศรษฐกิจ เช่น ถั่วเหลือง อ้อย มันส าปะหลัง ข้าวโพด เป็นต้น เพ่ือเพ่ิมศักยภาพในการ
ให้ผลผลิตและสามารถทนทานต่อสภาวะเครียดจากการขาดน้ าและความเค็มสูงได้ อีกทั้งยังเป็นพืชทางเลือกใน
การเร่งรัดกระบวนการปรับปรุงพันธุ์พืชในอนาคตได้ 

8. หน้าวัวที่ได้รับการถ่ายยีน Flavonoid 3',5' hydroxylase (F3' 5'H) เพ่ือปรับแต่งสีดอกที่เป็นของ
กรมวิชาการเกษตรส าหรับน าไป สามารถน าไปใช้ประโยชน์ในการสร้างความหลากหลายของสีดอกในหน้าวัว   

9. ยีนที่ควบคุมการสร้างเอนไซม์ DFR (dihydroflavonol 4-reductase gene) จากอัญชัน และ 
กุหลาบ สามารถน าไปใช้ประโยชน์ในการสร้างชุดยีนน าไปปรับแต่งสีดอกไม้โดยวิธีการถ่ายยีน เพ่ือสร้างความ
หลากหลายของสีดอก  
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การสกัดพลาสมิด  
โดยใชชุ้ดสกัดพลาสมิด  GeneJET™ Plasmid Miniprep Kit (Fermentas, USA) 

 
เลี้ยงเชื้อ E. coli ที่มีพลาสมิดหรือดีเอ็นเอลูกผสมในอาหารเลี้ยงเชื้อสูตร LB ที่มียาปฏิชีวนะตามที่ระบุ

ส าหรับพลาสมิดหรือดีเอ็นเอลูกผสม ปริมาตร 5 มิลลิลิตร น าไปเขย่าในเครื่องเขย่าแบบควบคุมอุณหภูมิที่
ความเร็วรอบ 200 รอบต่อนาที อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 16-20 ชั่วโมง   ปั่นเก็บตะกอนเซลล์ที่
ความเร็ว 10,000 รอบต่อนาที อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที แล้วน าไปสกัดพลาสมิดตามวิธีการ
ดังต่อไปนี้ 

1. ละลายตะกอนเซลล์ด้วย Resuspension Solution  ปริมาตร 250 ไมโครลิตร  
2. เติม Lysis Solution  ลงในสารละลายข้อ 1 ปริมาตร 250 ไมโครลิตร แลวกลับ หลอดเบาๆ            

4-6 ครั้ง เพื่อผสมให้เข้ากัน 
3. เติม Neutralization Solution ลงในสารละลายข้อ 2 ปริมาตร 350 ไมโครลิตรแลวกลับ หลอด

เบาๆทันที 4-6 ครั้ง  
4. น าไปปั่นตกตะกอนที่ 12,000 รอบตอ่นาที  เป็นเวลา 5 นาที 
5. ใช้ไมโครไปเปตดูดสารละลายใสในข้อ 4 ใสลงใน GeneJET™ spin column 
6. น าไปปั่นเหวี่ยงที่ 12,000 รอบตอ่นาที เป็นเวลา 1 นาที แล้วเทของเหลวทิ้ง 
7. ล้าง GeneJET™ spin column ด้วย Wash Solution ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร แลว น าไปปั่น    

เหวี่ยงที่ 12,000 รอบตอ่นาที เป็นเวลา 1 นาที แล้วเทของเหลวทิ้ง  
8. ล้าง GeneJET™ spin column ด้วย Wash Solution  ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร แลว น าไปปั่น            

เหวี่ยงที่ 12,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 1 นาที 
9. เทของเหลวในข้อ 8 ทิ้ง แล้วน าไปปั่นเหวี่ยงซ้ า ที่ 12,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 2 นาที เพ่ือก าจัด

บัฟเฟอรอ์อกจาก Column 
10. น า GeneJET™ spin column ไปวางในหลอด microcentrifuge ใหม่ แล้วเติม Elution   Buffer  

ปริมาตร 20 ไมโครลิตร ลงตรงกลางของ GeneJET™ spin column เพ่ือละลาย    ดีเอ็นเอออกมา บ่ม 2 
นาที แล้วน าไปปัน่เหวี่ยงที่ 12,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 1 นาที 
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การตรวจขนาดดีเอ็นเอดวยวิธีเจลอิเลคโตรโฟรีซิส ( Agarose Gel Electrophoresis) 
1. เตรียม agarose gel 0.8 % ใน 1X TBE buffer 
2. อุ่นให้เจลละลาย รอให้เย็นพอที่มือจับได้ 
3. เทลงในถาดส าหรับเตรียมเจล แลววาง comb  รอให้เจลแข็งประมาณครึ่งชั่วโมง   วางถาดเจลลงใน 

chamber เท 1xTBE ให้ท่วมเจล แลวจึงดึง comb ออก 
4. load ดีเอ็นเอตัวอย่างเปรียบเทียบกับ  DNA/Hind III marker  
5. แยกแถบดีเอ็นเอด้วยกระแสไฟฟา 120 โวลต์ ตั้งเวลา 30 นาท ี 
6. แกะเจลออกจากถาดน าไปแช่ในสารละลาย ethidium bromide 0.5 M เป็นเวลา 5 นาที เพื่อย้อมสีแถบ

ดีเอ็นเอ  
7. น าเจลลงแช่ในน้ ากลั่นเพื่อล้างสีส่วนเกินออก เป็นเวลา 10 นาท ี
8. ตรวจการเรืองแสงของแถบดีเอ็นเอบนเจลโดยใช้เครื่อง Gel Document 
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ภาคผนวก ค 
 
การแยกโปรตีนโดยวิธีการท าเจลอิเลคโตรโฟรีซิสแบบเอสดีเอส (Sodium Dodecyl Sulfate 
Polyacrylamide Gel Electrophoresis : SDS-PAGE) 

 
การเตรียมเจล 
1. ประกอบชุดแผ่นแก้วเข้าด้วยกันคั่นดวย spacers ล็อคให้แนบติดกันด้วย clamp แล้วขัน สกรูให้แน่นวาง
ลงใน casting stand 
2. เตรียมสารละลายเจล 8% โดยผสมสารต่อไปนี้ ตามล าดับ คนเบาๆให้เข้ากัน แต่ยังไม่ต้องเติม TEMED 
(N,N,N’,N’-Tetramethylethylenediamine) กับ ammonium persulfate 

น้ าปราศจากไอออน     4.6 มิลลิลิตร 
30% acrylamide monomer solution 2.7 มิลลิลิตร 
1.5 M Tris buffer pH 8.8   2.5 มิลลิลิตร 
10% SDS     0.1 มิลลิลิตร 
10% ammonium persulfate  0.1 มิลลิลิตร 
TEMED     6 ไมโครลิตร 

3. เติม TEMED กับ ammonium persulfate แลวเขย่าวนเบาๆ ระวังไม่ให้เกิดฟองอากาศ 
4. ใช้ไปเปตดูดสารละลายเจลใส่ลงที่มุมแผ่นแก้ว จากนั้นค่อยๆหยดน้ ากลั่นให้คลุมผิวเจล ทิ้งไว้ใหเจลแข็ง
ตัว ใช้เวลาประมาณ 45-60 นาท ี
5. เตรียม stacking gel monomer โดยผสมสารตอ่ไปนี้ 

น้ าปราศจากไอออน     2.7 มิลลิลิตร 
30% acrylamide monomer solution 0.67 มิลลิลิตร 
1.0 M Tris buffer pH 6.8   0.5 มิลลิลิตร 
10% SDS     0.04 มิลลิลิตร 
10% ammonium persulfate  0.04 มิลลิลิตร 
TEMED     4 ไมโครลิตร 

6. เทน้ าที่ปดิหน้าเจลออก ซับให้แห้งด้วยกระดาษ 
7. ดูดสารละลายเจลใส่ลงระหว่างแผ่นแกว้ เสียบ comb เพ่ือให้เกิดช่อง (well)  
8. ทิ้งไว้จนกว่าเจลจะแข็ง ใช้เวลาประมาณ 45-60 นาที 
9. เอา comb ออก ระวังอย่าให้เจลขาด เติม Tank buffer ลงใน chamber 
 
การท าอิเลคโตรโฟรีซิส 
1. ใส่สารตัวอย่างที่ผสมกับ 2x sample buffer แลวหยอดลงในแต่ละช่องของเจล 
2. ต่อชุดอิเลคโตรโฟรีซิสทั้งหมดเข้าด้วยกัน เสียบปลั๊กต่อกับเครื่องจาย กระแสไฟฟ้า 
3. ตั้งกระแสไฟฟ้าไว้ที่ 120 โวลต์ ใช้เวลาประมาณ 2 ชั่วโมง ส าหรับเจล 1 แผ่น 
4. ปิดเครื่องจ่ายกระแสไฟฟ้าเมื่อ tracking dye ลงมาถึงดา้นล่าง  
5. น าแผ่นแก้วออกจาก chamber เอา spacers ออก แล้วใช้ spatula งัดแผ่นแก้วเบาๆ เจลจะติดอยู่ที่

แผ่นแก้วข้างหนึ่ง ค่อยๆเทเจลลงในถาดย้อม 
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การเตรียมสีย้อม PageBlue™ Protein Staining Solution (Fermentas, USA) 
1. เติมน้ ากลั่นปริมาตร 100 มิลลิลิตร ลงในเจล น าไปเข้า microwave ด้วยไฟแรง นาน 1 นาที เขย่าต่อ 5 

นาที  เทน้ าทิ้ง 
2. ท าซ้ าข้อ 1 จ านวน 3 ครั้ง  
3. เติม PageBlue™ Protein Staining Solution ปริมาตร 20 มิลลิลิตร น าไปเข้า  microwave ด้วยไฟ

แรง นาน 30 วินาที  เขย่าต่อ 20 นาที  เทสารละลายทิ้ง 
4. ล้างเจลด้วยน้ ากลั่น  5 ครั้ง 
 

 
ล าดับนิวคลีโอไทด์ในส่วน active site ของยีน CpRDR6 

 
>RDR01 

AGATATAATGATGTGTCTGATAGATTTTTAAGGGTCACCTTTATGGATGAAGGTATGCAGACGATTAATTTGAATGTTCTGAACTATTATGTTG

CCTCCATAGTGAAGGACCTAACATCAAATTCTGCCCCCCAAAAAACGACGGTGTTCAAAAGAGTGAAGACTATTCTGACTAATGGGTTTAATTT

GTGTGGGCGAAAATATTCTTTTCTAGCCTTTTCATCCAACCAATTGAGGGACCGTTCTGCTTGGTTCTTTGCTGAAGACAAGAACATATCCGTC

CATAATATCACAAATTGGATGGGGAAGTTCACTGACCGAAACGTTGCCAAGTGTGCTGCAAGGATGGGCCAGTGCTTCTCATCTACCTATGCTA

CAATAGAAGTTCCATCACTAGAGGTCAATTTTGAGCTTAAAGAAATCAAGAGAAATGGATATGTCTTCTCTGATGGTATTGGTACTATTTCACA

TGATCTTACAATGGAAGTTGTGGAGAAACTCAAATTGGACATGAACAACCCACCCTCAGCTTTTCAGATTAGATACGCTGGCTGCAAAGGGGTT

GTGGCTTGTTGGCCATCAAAAGGTGATGGAATCAGACTGTCACTGAGGCCCAGCATGAACAAATTCACGTCTAACCATGCTATCTTGGAGATTT

GTTCTTGGACAAGATTTCAGCCTGGTTTCCTGAACAGGCAGATTGTTACCTTACTTTCAGCGCTAAATGTTCCAGATGAAGTGTTTTGGGACAT

GATGGAGTCTATGATTTTCAAATTACACAAGATGGTTGAGGACCCAGATGTTGCATTTGAGGTTCTCCTTGCATCATGTTCTGAACAAGGGAAT

AGTGCGGCCATAATGTTGAGTGCAGGTTTTAATCCTCTAACAGAACCTCATCTGAAAGGCATGTTGGCTTCAATAAGAGCAGCACAGCTTTGGG

GCCTCCGGGAGAAGGCAAGGATTTTTGTTCCTTCTGGAAGGTGGTTGAAGGGCTGCTTGGATGAACTGGCAGTACTAGAACAAGGCCAGTGTTT

CATCCAGGTCTCCAGTCCATCACTACAAAATTGCTTTTCGAAACATGGTTCTAGGTTTTCTGAGATCCAAAGAAATCTAGAAGTGGTAAAAGGA

TTTGTGGTGATAGCGAAGAATCCTTGTCTTCATCCAGGGGATATAAGAATTCTCGAAGCTGTTGATGCCCCTGATCTACATCATTTGTGTGATT

GCCTTGTTTTCCCCCAGAAAGGTGATAGGCCCCACACAAATGAAGCTTCTGGGAGCGACCTTGATGGGGATCTTTATTTTGTCACCTGGGATGA

AAATCTTGTTCCACCCAGCAAAAGAAGCTGGACTCCTATGGATAGACTCCGTCCCCCTC 

 

>RDR02 

AGATATAATGATGTGTCTGATAGATTTTTAAGGGTCACCTTTATGGATGAAGGTATGCAGACGATTAATTTGAATGTTCTGAACTATTATGTTG

CCTCCATAGTGAAGGACCTAACATCAAATTCTGCCCCCCAAAAAACGACGGTGTTCAAAAGAGTGAAGACTATTCTGACTAATGGGTTTAATTT

GTGTGGGCGAAAATATTCTTTTCTAGCCTTTTCATCCAACCAATTGAGGGACCGTTCTGCTTGGTTCTTTGCTGAAGACAAGAACATATCCGTC

CATAATTTCCCAAATTGGATGGGGAAGTTCACTGACCGAAACGTTGCCAAGTGTGCTGCAAGGATGGGCCAGTGCTTCTCATCTACCTATGCTA

CAATAGAAGTTCCATCACTAGAGGTCAATTTTGAGCTTAAAGAAATCAAGAGAAATGGATATGTCTTCTCTGATGGTATTGGTACTATTTCACA

TGATCTTACAATGGAAGTTGTGGAGAAACTCAAATTGGACATGAACAACCCACCCTCAGCTTTTCAGATTAGATACGCTGGCTGCAAAGGGGTT

GTGGCTTGTTGGCCATCAAAAGGTGATGGAATCAGACTGTCACTGAGGCCCAGCATGAACAAATTCACGTCTAACCATGCTATCTTGGAGATTT

GTTCTTGGACAAGATTTCAGCCTGGTTTCCTGAACAGGCAGATTGTTACCTTACTTTCAGCGCTAAATGTTCCAGATGAAGTGTTTTGGGACAT

GATGGAGTCTATGATTTTCAAATTACACAAGATGGTTGAGGACCCAGATGTTGCATTTGAGGTTCTCCTTGCATCATGTTCTGAACAAGGGAAT

AGTGCGGCCATAATGTTGAGTGCAGGTTTTAATCCTCTAACAGAACCTCATCTGAGAGGCATGTTGGCTTCAATAAGAGCAGCACAGCTTTGGG

GCCTCCGGGAGAAGGCAAGGATTTTTGTTCCTTCTGGAAGGTGGTTGATGGGCTGCTTGGATGAACTGGCAGTACTAGAACAAGGCCAGTGTTT

CATCCAGGTCTCCAGTCCATCACTACAAAATTGCTTTTCGAACCATGGTTCTAGGTTTTCTGAGATCCAAAGAAATCTAGAAGTGGTAAAAGGA

TTTGTGGTGATAGCGAAGAATCCTTGTCTTCATCCCGGGGATATAAGAATTCTCGAAGCTGTTGATGCCCCTGATCTACATCATTTGTGTGATT

GCCTTGTTTTCCCCCAGAAAGGTGATAGGCCCCACACAAATGAAGCTTCTGGGAGCGACCTTGATGGGGATCTTTATTTTGTCACCTGGGATGA

AAATCTTGTTCCACCCAGCAAAAGAAGCTGGACTCCTATGGATAGAGCTCCGTCCTCCTC 

 

>RDR03 

AGATATAATGATGTGTCTGATAGATTTTTAAGGGTCACCTTTATGGATGAAGGTATGCAGACGATTAATTTGAATGTTCTGAACTATTATGTTG

CCTCCATAGTGAAGGACCTAACATCAAATTCTGCCCCCCAAAAAACGACGGTGTTCAAAAGAGTGAAGACTATTCTGACTAATGGGTTTAATTT

GTGTGGGCGAAAATATTCTTTTCTAGCCTTTTCATCCAACCAATTGAGGGACCGTTTTGCTTGGTTCTTTGCTGAAGACAAGAACATTTCCGTC

CATAATATCCCAAATTGGATGGGGAAGTTCACTGACCGAAACGTTGCCAAGTGTGCTGCAAGGATGGGCCAGTGCTTCTCATCTACCTATGCTA

CAATAGAAGTTCCATCACTAGAGGTCAATTTTGAGCTTAAAGAAATCAAGAGAAATGGATATGTCTTCTCTGATGGTATTGGTACTATTTCACA

TGATCTTACAATGGAAGTTGTGGAGAAACTCAAATTGGACATGAACAACCCACCCTCAGCTTTTCAGATTAGATACGCTGGCTGCAAAGGGGTT

GTGGCTTGTTGGCCATCAAAAGGTGATGGAATCAGACTGTCACTGAGGCCCAGCATGAACAAATTCACGTCTAACCATGCTATCTTGGAGATTT

GTTCTTGGACAAGATTTCAGCCTGGTTTCCTGAACAGGCAGATTGTTACCTTACTTTCAGCGCTAAATGTTCCAGATGAAGTGTTTTGGGACAT

GATGGAGTCTATGATTTTCAAATTACACAAGATGGTTGAGGACCCAGATGTTGCATTTGAGGTTCTCCTTGCATCATGTTCTGAACAAGGGAAT

AGTGCGGCCATAATGTTGAGTGCAGGTTTTAATCCTCTAACAGAACCTCATCTGAGAGGCATGTTGGCTTCAATAAGAGCAGCACAGCTTTGGG

GCCTCCGGGAGAAGGCAAGGATTTTTGTTCCTTCTGGAAGGTGGTTGATGGGCTGCTTGGATGAACTGGCAGTACTAGAACAAGGCCAGTGTTT

CATCCAGGTCTCCAGTCCATCCCTACAAAATTGCTTTTCGAAACATGGTTCTAGGTTTTCTGAGATCCAAAGAAATCTAGAAGTGGTAAAAAGG

ATTTGTGGTGATAGCCGAAGAATCCTTGGTCTTCCTCCAGGGGATATAAGAATTCTCGAAGCTGTTGATGCCCCTGATCTACATCATTTGTGTG

ATTGCCTTGTTTTCCCCCAGAAAGGTGATAGGCCCCACACAAATGAAGCTTCTGGGAGCGACCTTGATGGGGATCTTTATTTTGTCACCTGGGA

TGAAAATCTTGTTCCACCCAGCAAAAGAAGCTGGACTCCTATGATAGAGCTCGTTCCGCCCAC 

 

>RDR04 

GGGGGGGACTTTCATAGGGTTCTTAGAAGATATAATGATGTGTCTGATAGATTTTTAAGGGTCACCTTTATGGATGAAGGTATGCAGACGATTA

ATTTGAATGTTCTGAACTATTATGTTGCCTCCATAGTGAAGGACCTAACATCAAATTCTGCCCCCCAAAAAACGACGGTGTTCAAAAGAGTGAA

GACTATTCTGACTAATGGGTTTAATTTGTGTGGGCGAAAATATTCTTTTCTAGCCTTTTCATCCAACCAATTGAGGGACCGTTCTGCTTGGTTC



163 
 
TTTGCTGAAGACAAGAACATATCCGTCCATAATATCACAAATTGGATGGGGAAGTTCACTGACCGAAACGTTGCCAAGTGTGCTGCAAGGATGG

GCCAGTGCTTTTCATCTACCTATGCTACAATAGAAGTTCCATCACTAGAGGTCAATTTTGAGCTTAAAGAAATCAAGAGAAATGGATATGTCTT

CTCTGATGGTATTGGTACTATTTCACATGATCTTACAATGGAAGTTGTGGAGAAACTCAAATTGGACATGAACAACCCACCCTCAGCTTTTCAG

ATTAGATACGCTGGCTGCAAAGGGGTTGTGGCTTGTTGGCCATCAAAAGGTGATGGAATCAGACTGTCACTGAGGCCCAGCATGAACAAATTCA

CGTCTAACCATGCTATCTTGGAGATTTGTTCTTGGACAAGATTTCAGCCTGGTTTCCTGAACAGGCAGATTGTTACCTTACTTTCAGCGCTAAA

TGTTCCAGATGAAGTGTTTTGGGACATGATGGAGTCTATGATTTTCAAATTACACAAGATGGTTGAGGACCCAGATGTTGCATTTGAGGTTCTC

CTTGCATCATGTTCTGAACAAGGGAATAGTGCGGCCATAATGTTGAGTGCAGGTTTTAATCCTCTAACAGAACCTCATCTGAGAGGCATGTTGG

CTTCAATAAGAGCAGCACAGCTTTGGGGCCTCCGGGAGAAGGCAAGGATTTTTGTTCCTTCTGGAAGGTGGTTGATGGGCTGCTTGGATGAACT

GGCAGTACTAGAACAAGGCCAGTGTTTCATCCAGGTCTCCAGTCCATCACTACAAAATTGCTTTTCGAAACATGGTTCTAGGTTTTCTGAGATC

CAAAGAAATCTAGAAGTGGTAAAAGGATTTGTGGTGATAGCGAAGAATCCTTGTCTTCATCCAGGGGATATAAGAATTCTCGAAGCTGTTGATG

CCCCTGATCTACATCATTTGTGTGATTGCCTTGTTTTCCCCCAGAAAGGTGATAGGCCCCACACAAATGAAGCTTCTGGGAGCGACCTTGATGG

GGATCTTTATTTTGTCACCTGGGATGAAAATCTTGTTCCACCCAGCAAAAGAAGCTGGACTCCTATGATATTATCTCATCCCCTATCCC 

 

>RDR05 

AGATATAATGATGTGTCTGATAGATTTTTAAGGGTCACCTTTATGGATGAAGGTATGCAGACGATTAATTTGAATGTTCTGAACTATTATGTTG

CCTCCATAGTGAAGGACCTAACATCAAATTCTGCCCCCCAAAAAACGACGGTGTTCAAAAGAGTGAAGACTATTCTGACTAATGGGTTTAATTT

GTGTGGGCGAAAATATTCTTTTCTAGCCTTTTCATCCAACCAATTGAGGGACCGTTTTGCTTGGTTCTTTGCTGAAGACAAGAACATATCCGTC

CATAATTTCCCAAATTGGATGGGGAAGTTCACTGACCGAAACGTTGCCAAGTGTGCTGCAAGGATGGGCCAGTGCTTCTCATCTACCTATGCTA

CAATAGAAGTTCCATCACTAGAGGTCAATTTTGAGCTTAAAGAAATCAAGAGAAATGGATATGTCTTCTCTGATGGTATTGGTACTATTTCACA

TGATCTTACAATGGAAGTTGTGGAGAAACTCAAATTGGACATGAACAACCCACCCTCAGCTTTTCAGATTAGATACGCTGGCTGCAAAGGGGTT

GTGGCTTGTTGGCCATCAAAAGGTGATGGAATCAGACTGTCACTGAGGCCCAGCATGAACAAATTCACGTCTAACCATGCTATCTTGGAGATTT

GTTCTTGGACAAGATTTCAGCCTGGTTTCCTGAACAGGCAGATTGTTACCTTACTTTCAGCGCTAAATGTTCCAGATGAAGTGTTTTGGGACAT

GATGGAGTCTATGATTTTCAAATTACACAAGATGGTTGAGGACCCAGATGTTGCATTTGAGGTTCTCCTTGCATCATGTTCTGAACAAGGGAAT

AGTGCGGCCATAATGTTGAGTGCAGGTTTTAATCCTCTAACAGAACCTCATCTGAGAGGCATGTTGGCTTCAATAAGAGCAGCACAGCTTTGGG

GCCTCCGGGAGAAGGCAAGGATTTTTGTTCCTTCTGGAAGGTGGTTGATGGGCTGCTTGGATGAACTGGCAGTACTAGAACAAGGCCAGTGTTT

CATCCAGGTCTCCAGTCCATCACTACAAAATTGCTTTTCGAAACATGGTTCTAGGTTTTCTGAGATCCAAAGAAATCTAGAAGTGGTAAAAGGA

TTTGTGGTGATAGCGAAGAATCCTTGTCTTCATCCAGGGGATATAAGAATTCTCGAAGCTGTTGATGCCCCTGATCTACATCATTTGTGTGATT

GCCTTGTTTTCCCCCAGAAAGGTGATAGGCCCCACACAAATGAAGCTTCTGGGAGCGACCTTGATGGGGATCTTTATTTTGTCACCTGGGATGA

AAATCTTGTTCCACCCAGCAAAAGAAGCTGGACTCCTATGGATT 

 

>RDR06 

AGGGATATTCATAGGGTTCTTAGAAGATATAATGATGTGTCTGATAGATTTTTAAGGGTCACCTTTATGGATGAAGGTATGCAGACGATTAATT

TGAATGTTCTGAACTATTATGTTGCCTCCATAGTGAAGGACCTAACATCAAATTCTGCCCCCCAAAAAACGACGGTGTTCAAAAGAGTGAAGAC

TATTCTGACTAATGGGTTTAATTTGTGTGGGCGAAAATATTCTTTTCTAGCCTTTTCATCCAACCAATTGAGGGACCGTTCTGCTTGGTTCTTT

GCTGAAGACAAGAACATATCCGTCCATAATATCACAAATTGGATGGGGAAGTTCACTGACCGAAACGTTGCCAAGTGTGCTGCAAGGATGGGCC

AGTGCTTCTCATCTACCTATGCTACAATAGAAGTTCCATCACTAGAGGTCAATTTTGAGCTTAAAGAAATCAAGAGAAATGGATATGTCTTCTC

TGATGGTATTGGTACTATTTCACATGATCTTACAATGGAAGTTGTGGAGAAACTCAAATTGGACATGAACAACCCACCCTCAGCTTTTCAGATT

AGATACGCTGGCTGCAAAGGGGTTGTGACTTGTTGGCCATCAAAAGGTGATGGAATCAGACTGTCACTGAGGCCCAGCATGAACAAATTCACGT

CTAACCATGCTATCTTGGAGATTTGTTCTTGGACAAGATTTCAGCCTGGTTTCCTGAACAGGCAGATTGTTACCTTACTTTCAGCGCTAAATGT

TCCAGATGAAGTGTTTTGGGACATGATGGAGTCTATGATTTTCAAATTACACAAGATGGTTGAGGACCCAGATGTTGCATTTGAGGTTCTCCTT

GCATCATGTTCTGAACAAGGGAATAGTGCGGCCATAATGTTGAGTGCAGGTTTTAATCCTCTAACAGAACCTCATCTGAGAGGCATGTTGGCTT

CAATAAGAGCAGCACAGCTTTGGGGCCTCCGGGAGAAGGCAAGGATTTTTGTTCCTTCTGGAAGGTGGTTGATGGGCTGCTTGGATGAACTGGC

AGTACTAGAACAAGGCCAGTGTTTCATCCAGGTCTCCAGTCCATCACTACAAAATTGCTTTTCGAAACATGGTTCTAGGTTTTCTGAGATCCAA

AGAAATCTAGAAGTGGTAAAAGGATTTGTGGTGATAGCGAAGAATCCTTGTCTTCATCCAGGGGATATAAGAATTCTCGAAGCTGTTGATGCCC

CTGATCTACATCATTTGTGTGATTGCCTTGTTTTCCCCCAGAAAGGTGATAGGCCCCACACAAATGAAGCTTCTGGGAGCGACCTTGATGGGGA

TCTTTATTTTGTCACCTGGGATGAAAATCTTGTTCCACCCAGCAAAAGAAGCTGGACTCCTATGATAGATCCGCAATCCCCCATTG 

 

>RDR07 

AGATATAATGATGTGTCTGATAGATTTTTAAGGGTCACCTTTATGGATGAAGGTATGCAGACGATTAATTTGAATGTTCTGAACTATTATGTTG

CCTCCATAGTGAAGGACCTAACATCAAATTCTGCCCCCCAAAAAACGACGGTGTTCAAAAGAGTGAAGACTATTCTGACTAATGGGTTTAATTT

GTGTGGGCGAAAATATTCTTTTCTAGCCTTTTCATCCAACCAATTGAGGGACCGTTTTGCTTGGTTTTTTGCTGAAGACAAGAACATATCCGTC

CATAATTTCACAAATTGGATGGGGAAGTTCACTGACCGAAACGTTGCCAAGTGTGCTGCAAGGATGGGCCAGTGCTTTTCATCTACCTATGCTA

CAATAGAAGTTCCATCACTAGAGGTCAATTTTGAGCTTAAAGAAATCAAGAGAAATGGATATGTCTTCTCTGATGGTATTGGTACTATTTCACA

TGATCTTACAATGGAAGTTGTGGAGAAACTCAAATTGGACATGAACAACCCACCCTCAGCTTTTCAGATTAGATACGCTGGCTGCAAAGGGGTT

GTGGCTTGTTGGCCATCAAAAGGTGATGGAATCAGACTGTCACTGAGGCCCAGCATGAACAAATTCACGTCTAACCATGCTATCTTGGAGATTT

GTTCTTGGACAAGATTTCAGCCTGGTTTCCTGAACAGGCAGATTGTTACCTTACTTTCAGCGCTAAATGTTCCAGATGAAGTGTTTTGGGACAT

GATGGAGTCTATGATTTTCAAATTACACAAGATGGTTGAGGACCCAGATGTTGCATTTGAGGTTCTCCTTGCATCATGTTCTGAACAAGGGAAT

AGTGCGGCCATAATGTTGAGTGCAGGTTTTAATCCTCTAACAGAACCTCATCTGAGAGGCATGTTGGCTTCAATAAGAGCAGCACAGCTTTGGG

GCCTCCGGGAGAAGGCAAGGATTTTTGTTCCTTCTGGAAGGTGGTTGATGGGCTGCTTGGATGAACTGGCAGTACTAGAACAAGGCCAGTGTTT

CATCCAGGTCTCCAGTCCATCACTACAAAATTGCTTTTCGAAACATGGTTCTAGGTTTTCTGAGATCCAAAGAAATCTAGAAGTGGTAAAAGGA

TTTGTGGTGATAGCGAAGAATCCTTG 

 

>RDR08 

AGATATAATGATGTGTCTGATAGATTTTTAAGGGTCACCTTTATGGATGAAGGTATGCAGACGATTAATTTGAATGTTCTGAACTATTATGTTG

CCTCCATAGTGAAGGACCTAACATCAAATTCTGCCCCCCAAAAAACGACGGTGTTCAAAAGAGTGAAGACTATTCTGACTAATGGGTTTAATTT

GTGTGGGCGAAAATATTCTTTTCTAGCCTTTTCATCCAACCAATTGAGGGACCGTTCTGCTTGGTTTTTTGCTGAAGACAAGAACATTTCCGTC

CATAATTTCCCAAATTGGATGGGGAAGTTCACTGACCGAAACGTTGCCAAGTGTGCTGCAAGGATGGGCCAGTGCTTTTCATCTACCTATGCTA

CAATAGAAGTTCCATCACTAGAGGTCAATTTTGAGCTTAAAGAAATCAAGAGAAATGGATATGTCTTCTCTGATGGTATTGGTACTATTTCACA

TGATCTTACAATGGAAGTTGTGGAGAAACTCAAATTGGACATGAACAACCCACCCTCAGCTTTTCAGATTAGATACGCTGGCTGCAAAGGGGTT

GTGGCTTGTTGGCCATCAAAAGGTGATGGAATCAGACTGTCACTGAGGCCCAGCATGAACAAATTCACGTCTAACCATGCTATCTTGGAGATTT

GTTCTTGGACAAGATTTCAGCCTGGTTTCCTGAACAGGCAGATTGTTACCTTACTTTCAGCGCTAAATGTTCCAGATGAAGTGTTTTGGGACAT

GATGGAGTCTATGATTTTCAAATTACACAAGATGGTTGAGGACCCAGATGTTGCATTTGAGGTTCTCCTTGCATCATGTTCTGAACAAGGGAAT

AGTGCGGCCATAATGTTGAGTGCAGGTTTTAATCCTCTAACAGAACCTCATCTGAGAGGCATGTTGGCTTCAATAAGAGCAGCACAGCTTTGGG

GCCTCCGGGAGAAGGCAAGGATTTTTGTTCCTTCTGGAAGGTGGTTGATGGGCTGCTTGGATGAACTGGCAGTACTAGAACAAGGCCAGTGTTT

CATCCAGGTCTCCAGTCCATCACTACAAAATTGCTTTTCGAAACATGGTTCTAGGTTTTCTGAGATCCAAAGAAATCTAGAATTGGTAAAAGGA

TTTGTGGTGATAGCGAAGAATCCTTGTCTTCATCCAGGGGATATAAGAATTCTCGAAGCTGTTGATGCCCCTGATCTACATCATTTGTGTGATT



164 
 
GCCTTGTTTTCCCCCAGAAAGGTGATAGGCCCCACACAAATGAAGCTTCTGGGAGCGACCTTGATGGGGATCTTTATTTTGTCACCTGGGATGA

AAATCTTGTTCCACCCAGCAAAAGAAGCTGGACTCCTATGATAGAGCTCATCCTTTATCAACG 

 

>RDR09 

AGATATAATGATGTGTCTGATAGATTTTTAAGGGTCACCTTTATGGATGAAGGTATGCAGACGATTAATTTGAATGTTCTGAACTATTATGTTG

CCTCCATAGTGAAGGACCTAACATCAAATTCTGCCCCCCAAAAAACGACGGTGTTCAAAAGAGTGAAGACTATTCTGACTAATGGGTTTAATTT

GTGTGGGCGAAAATATTCTTTTCTAGCCTTTTCATCCAACCAATTGAGGGACCGTTCTGCTTGGTTCTTTGCTGAAGACAAGAACATATCCGTC

CATAATATCACAAATTGGATGGGGAAGTTCACTGACCGAAACGTTGCCAAGTGTGCTGCAAGGATGGGCCAGTGCTTCTCATCTACCTATGCTA

CAATAGAAGTTCCATCACTAGAGGTCAATTTTGAGCTTAAAGAAATCAAGAGAAATGGATATGTCTTCTCTGATGGTATTGGTACTATTTCACA

TGATCTTACAATGGAAGTTGTGGAGAAACTCAAATTGGACATGAACAACCCACCCTCAGCTTTTCAGATTAGATACGCTGGCTGCAAAGGGGTT

GTGGCTTGTTGGCCATCAAAAGGTGATGGAATCAGACTGTCACTGAGGCCCAGCATGAACAAATTCACGTCTAACCATGCTATCTTGGAGATTT

GTTCTTGGACAAGATTTCAGCCTGGTTTCCTGAACAGGCAGATTGTTACCTTACTTTCAGCGCTAAATGTTCCAGATGAAGTGTTTTGGGACAT

GATGGAGTCTATGATTTTCAAATTACACAAGATGGTTGAGGACCCAGATGTTGCATTTGAGGTTCTCCTTGCATCATGTTCTGAACAAGGGAAT

AGTGCGGCCATAATGTTGAGTGCAGGTTTTAATCCTCTAACAGAACCTCATCTGAAAGGCATGTTGGCTTCAATAAGAGCAGCACAGCTTTGGG

GCCTCCGGGAGAAGGCAAGGATTTTTGTTCCTTCTGGAAGGGGGTTGATGGGCTGCTTGGATGAACTGGCAGTACTAGAACAAGGCCAGTGTTT

CATCCAGGTCTCCAGTCCATCACTACAAAATTGCTTTTCGAAACATGGTTCTAGGTTTTCTGAGATCCAAAGAAATCTAGAAGTGGTAAAAGGA

TTTGTGGTGATAGCGAAGAATCCTTGTCTTCATCCAGGGGATATAAGAATTCTCGAAGCTGTTGATGCCCCTGATCTACATCATTTGTGTGATT

GCCTTGTTTTCCCCCAGAAAGGTGATAGGCCCCACACAAATGAAGCTTCTGGGAGCGACCTTGATGGGGATCTTTATTTTGTCACCTGGGATGA

AAATCTTGTTCCACCCAGCAAAAGAAGCTGGACTCCTATGATAGAGCTCGTCTCCCGC 

 

>RDR10 

AGATATAATGATGTGTCTGATAGATTTTTAAGGGTCACCTTTATGGATGAAGGTATGCAGACGATTAATTTGAATGTTCTGAACTATTATGTTG

CCTCCATAGTGAAGGACCTAACATCAAATTCTGCCCCCCAAAAAACGACGGTGTTCAAAAGAGTGAAGACTATTCTGACTAATGGGTTTAATTT

GTGTGGGCGAAAATATTCTTTTCTAGCCTTTTCATCCAACCAATTGAGGGACCGTTCTGCTTGGTTCTTTGCTGAAGACAAGAACATATCCGTC

CATAATATCACAAATTGGATGGGGAAGTTCACTGACCGAAACGTTGCCAAGTGTGCTGCAAGGATGGGCCAGTGCTTCTCATCTACCTATGCTA

CAATAGAAGTTCCATCACTAGAGGTCAATTTTGAGCTTAAAGAAATCAAGAGAAATGGATATGTCTTCTCTGATGGTATTGGTACTATTTCACA

TGATCTTACAATGGAAGTTGTGGAGAAACTCAAATTGGACATGAACAACCCACCCTCAGCTTTTCAGATTAGATACGCTGGCTGCAAAGGGGTT

GTGGCTTGTTGGCCATCAAAAGGTGATGGAATCAGACTGTCACTGAGGCCCAGCATGAACAAATTCACGTCTAACCATGCTATCTTGGAGATTT

GTTCTTGGACAAGATTTCAGCCTGGTTTCCTGAACAGGCAGATTGTTACCTTACTTTCAGCGCTAAATGTTCCAGATGAAGTGTTTTGGGACAT

GATGGAGTCTATGATTTTCAAATTACACAAGATGGTTGAGGACCCAGATGTTGCATTTGAGGTTCTCCTTGCATCATGTTCTGAACAAGGGAAT

AGTGCGGCCATAATGTTGAGTGCAGGTTTTAATCCTCTAACAGAACCTCATCTGAAAGGCATGTTGGCTTCAATAAGAGCAGCACAGCTTTGGG

GCCTCCGGGAGAAGGCAAGGATTTTTGTTCCTTCTGGAAGGTGGTTGATGGGCTGCTTGGATGAACTGGCAGTACTAGAACAAGGCCAGTGTTT

CATCCAGGTCTCCAGTCCATCACTACAAAATTGCTTTTCGAAACATGGTTCTAGGTTTTCTGAGATCCAAAGAAATCTAGAAGTGGTAAAAGGA

TTTGTGGTGATAGCGAAGAATCCTTGTCTTCATCCAGGGGATATAAGAATTCTCGAAGCTGTTGATGCCCCTGATCTACATCATTTGTGTGATT

GCCTTGTTTTCCCCCAGAAAGGTGATAGGCCCCACACAAATGAAGCTTCTGGGAGCGACCTTGATGGGGATCTTTATTTTGTCACCTGGGATGA

AAATCTTGTTCCACCCAGCAAAAGAAGCTGGACTCCTATGGATAGAGCTGCATCACTCGC 

 

>RDR11 

AGATATAATGATGTGTCTGATAGATTTTTAAGGGTCACCTTTATGGATGAAGGTATGCAGACGATTAATTTGAATGTTCTGAACTATTATGTTG

CCTCCATAGTGAAGGACCTAACATCAAATTCTGCCCCCCAAAAAACGACGGTGTTCAAAAGAGTGAAGACTATTCTGACTAATGGGTTTAATTT

GTGTGGGCGAAAATATTCTTTTCTAGCCTTTTCATCCAACCAATTGAGGGACCGTTTTGCTTGGTTCTTTGCTGAAGACAAGAACATATCCGTC

CATAATTTCACAAATTGGATGGGGAAGTTCACTGACCGAAACGTTGCCAAGTGTGCTGCAAGGATGGGCCAGTGCTTTTCATCTACCTATGCTA

CAATAGAAGTTCCATCACTAGAGGTCAATTTTGAGCTTAAAGAAATCAAGAGAAATGGATATGTCTTCTCTGATGGTATTGGTACTATTTCACA

TGATCTTACAATGGAAGTTGTGGAGAAACTCAAATTGGACATGAACAACCCACCCTCAGCTTTTCAGATTAGATACGCTGGCTGCAAAGGGGTT

GTGGCTTGTTGGCCATCAAAAGGTGATGGAATCAGACTGTCACTGAGGCCCAGCATGAACAAATTCACGTCTAACCATGCTATCTTGGAGATTT

GTTCTTGGACAAGATTTCAGCCTGGTTTCCTGAACAGGCAGATTGTTACCTTACTTTCAGCGCTAAATGTTCCAGATGAAGTGTTTTGGGACAT

GATGGAGTCTATGATTTTCAAATTACACAAGATGGTTGAGGACCCAGATGTTGCATTTGAGGTTCTCCTTGCATCATGTTCTGAACAAGGGAAT

AGTGCGGCCATAATGTTGAGTGCAGGTTTTAATCCTCTAACAGAACCTCATCTGAGAGGCATGTTGGCTTCAATAAGAGCAGCACAGCTTTGGG

GCCTCCGGGAGAAGGCAAGGATTTTTGTTCCTTCTGGAAGGTGGTTGATGGGCTGCTTGGATGAACTGGCAGTACTAGAACAAGGCCAGTGTTT

CATCCAGGTCTCCAGTCCATCACTACAAAATTGCTTTTCGAAACATGGTTCTAGGTTTTCTGAGATCCAAAGAAATCTAGAAGTGGTAAAAGGA

TTTGTGGTGATAGCGAAGAATCCTTGTCTTCATCCAGGGGATATAAGAATTCTCGAAGCTGTTGATGCCCCTGATCTACATCATTTGTGTGATT

GCCTTGTTTTCCCCCAGAAAGGTGATAGGCCCCACACAAATGAAGCTT 

 

>RDR12 

AGATATAATGATGTGTCTGATAGATTTTTAAGGGTCACCTTTATGGATGAAGGTATGCAGACGATTAATTTGAATGTTCTGAACTATTATGTTG

CCTCCATAGTGAAGGACCTAACATCAAATTCTGCCCCCCAAAAAACGACGGTGTTCAAAAGAGTGAAGACTATTCTGACTAATGGGTTTAATTT

GTGTGGGCGAAAATATTCTTTTCTAGCCTTTTCATCCAACCAATTGAGGGACCGTTCTGCTTGGTTCTTTGCTGAAGACAAGAACATATCCGTC

CATAATATCACAAATTGGATGGGGAAGTTCACTGACCGAAACGTTGCCAAGTGTGCTGCAAGGATGGGCCAGTGCTTCTCATCTACCTATGCTA

CAATAGAAGTTCCATCACTAGAGGTCAATTTTGAGCTTAAAGAAATCAAGAGAAATGGATATGTCTTCTCTGATGGTATTGGTACTATTTCACA

TGATCTTACAATGGAAGTTGTGGAGAAACTCAAATTGGACATGAACAACCCACCCTCAGCTTTTCAGATTAGATACGCTGGCTGCAAAGGGGTT

GTGGCTTGTTGGCCATCAAAAGGTGATGGAATCAGACTGTCACTGAGGCCCAGCATGAACAAATTCACGTCTAACCATGCTATCTTGGAGATTT

GTTCTTGGACAAGATTTCAGCCTGGTTTCCTGAACAGGCAGATTGTTACCTTACTTTCAGCGCTAAATGTTCCAGATGAAGTGTTTTGGGACAT

GATGGAGTCTATGATTTTCAAATTACACAAGATGGTTGAGGACCCAGATGTTGCATTTGAGGTTCTCCTTGCATCATGTTCTGAACAAGGGAAT

AGTGCGGCCATAATGTTGAGTGCAGGTTTTAATCCTCTAACAGAACCTCATCTGAAAGGCATGTTGGCTTCAATAAGAGCAGCACAGCTTTGGG

GCCTCCGGGAGAAGGCAAGGATTTTTGTTCCTTCTGGAAGGTGGTTGATGGGCTGCTTGGATGAACTGGCAGTACTAGAACAAGGCCAGTGTTT

CATCCAGGTCTCCAGTCCATCACTACAAAATTGCTTTTCGAAACATGGTTCTAGGTTTTCTGAGATCCAAAGAAATCTAGAAGTGGTAAAAGGA

TTTGTGGTGATAGCGAAGAATCCTTGTCTTCATCCAGGGGATATAAGAATTCTCGAAGCTGTTGATGCCCCTGATCTACATCATTTGTGTGATT

GCCTTGTTTTCCCCCAGAAAGGTGATAGGCCCCACACAAATGAAGCTTCTGGGAGCG 

 

>RDR13 

AGATATAATGATGTGTCTGATAGATTTTTAAGGGTCACCTTTATGGATGAAGGTATGCAGACGATTAATTTGAATGTTCTGAACTATTATGTTG

CCTCCATAGTGAAGGACCTAACATCAAATTCTGCCCCCCAAAAAACGACGGTGTTCAAAAGAGTGAAGACTATTCTGACTAATGGGTTTAATTT

GTGTGGGCGAAAATATTCTTTTCTAGCCTTTTCATCCAACCAATTGAGGGACCGTTCTGCTTGGTTCTTTGCTGAAGACAAGAACATATCCGTC

CATAATATCACAAATTGGATGGGGAAGTTCACTGACCGAAACGTTGCCAAGTGTGCTGCAAGGATGGGCCAGTGCTTCTCATCTACCTATGCTA

CAATAGAAGTTCCATCACTAGAGGTCAATTTTGAGCTTAAAGAAATCAAGAGAAATGGATATGTCTTCTCTGATGGTATTGGTACTATTTCACA

TGATCTTACAATGGAAGTTGTGGAGAAACTCAAATTGGACATGAACAACCCACCCTCAGCTTTTCAGATTAGATACGCTGGCTGCAAAGGGGTT
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GTGGCTTGTTGGCCATCAAAAGGTGATGGAATCAGACTGTCACTGAGGCCCAGCATGAACAAATTCACGTCTAACCATGCTATCTTGGAGATTT

GTTCTTGGACAAGATTTCAGCCTGGTTTCCTGAACAGGCAGATTGTTACCTTACTTTCAGCGCTAAATGTTCCAGATGAAGTGTTTTGGGACAT

GATGGAGTCTATGATTTTCAAATTACACAAGATGGTTGAGGACCCAGATGTTGCATTTGAGGTTCTCCTTGCATCATGTTCTGAACAAGGGAAT

AGTGCGGCCATAATGTTGAGTGCAGGTTTTAATCCTCTAACAGAACCTCATCTGAGAGGCATGTTGGCTTCAATAAGAGCAGCACAGCTTTGGG

GCCTCCGGGAGAAGGCAAGGATTTTTGTTCCTTCTGGAAGGTGGTTGATGGGCTGCTTGGATGAACTGGCAGTACTAGAACAAGGCCAGTGTTT

CATCCAGGTCTCCAGTCCATCACTACAAAATTGCTTTTCGAAACATGGTTCTAGGTTTTCTGAGATCCAAAGAAATCTAGAAGTGGTAAAAGGA

TTTGTGGTGATAGCGAAGAATCCTTGTCTTCATCCAGGGGATATAAGAATTCTCGAAGCTGTTGATGCCCCTGATCTACATCATTTGTGTGATT

GCCTTGTTTTCCCCCAGAAAGGTGATAGGCCCCACACAAATGAAGCTTCTGGGAGCGACCTTGATGGGG 

 

>RDR14 

ATGCAGACGATTAATTTGAATGTTCTGAACTATTATGTTGCCTCCATAGTGAAGGACCTAACATCAAATTCTGCCCCCCAAAAAACGACGGTGT

TCAAAAGAGTGAAGACTATTCTGACTAATGGGTTTAATTTGTGTGGGCGAAAATATTCTTTTCTAGCCTTTTCATCCAACCAATTGAGGGACCG

TTCTGCTTGGTTCTTTGCTGAAGACAAGAACATATCCGTCCATAATATCACAAATTGGATGGGGAAGTTCACTGACCGAAACGTTGCCAAGTGT

GCTGCAAGGATGGGCCAGTGCTTTTCATCTACCTATGCTACAATAGAAGTTCCATCACTAGAGGTCAATTTTGAGCTTAAAGAAATCAAGAGAA

ATGGATATGTCTTCTCTGATGGTATTGGTACTATTTCACATGATCTTACAATGGAAGTTGTGGAGAAACTCAAATTGGACATGAACAACCCACC

CTCAGCTTTTCAGATTAGATACGCTGGCTGCAAAGGGGTTGTGGCTTGTTGGCCATCAAAAGGTGATGGAATCAGACTGTCACTGAGGCCCAGC

ATGAACAAATTCACGTCTAACCATGCTATCTTGGAGATTTGTTCTTGGACAAGATTTCAGCCTGGTTTCCTGAACAGGCAGATTGTTACCTTAC

TTTCAGCGCTAAATGTTCCAGATGAAGTGTTTTGGGACATGATGGAGTCTATGATTTTCAAATTACACAAGATGGTTGAGGACCCAGATGTTGC

ATTTGAGGTTCTCCTTGCATCATGTTCTGAACAAGGGAATAGTGCGGCCATAATGTTGAGTGCAGGTTTTAATCCTCTAACAGAACCTCATCTG

AGAGGCATGTTGGCTTCAATAAGAGCAGCACAGCTTTGGGGCCTCCGGGAGAAGGCAAGGATTTTTGTTCCTTCTGGAAGGTGGTTGATGGGCT

GCTTGGATGAACTGGCAGTACTAGAACAAGGCCAGTGTTTCATCCAGGTCTCCAGTCCATCACTACAAAATTGCTTTTCGAAACATGGTTCTAG

GTTTTCTGAGATCCAAAGAAATCTAGAAGTGGTAAAAGGATTTGTGGTGATAGCGAAGAATCCTTGTCTTCATCCAGGGGATATAAGAATTCTC

GAAGCTGTTGATGCCCCTGATCTACATCATTTGTGTGATTGCCTTGTTTTCCCCCAGAAAGGTGATAGGCCCCACACAAATGAAGCTTCTGGGA

GCGACCTTGATGGGGATCTT 

 

>RDR15 

TGTGTCTGATAGATTTTTAAGGGTCACCTTTATGGATGAAGGTATGCAGACGATTAATTTGAATGTTCTGAACTATTATGTTGCCTCCATAGTG

AAGGACCTAACATCAAATTCTGCCCCCCAAAAAACGACGGTGTTCAAAAGAGTGAAGACTATTCTGACTAATGGGTTTAATTTGTGTGGGCGAA

AATATTCTTTTCTAGCCTTTTCATCCAACCAATTGAGGGACCGTTCTGCTTGGTTCTTTGCTGAAGACAAGAACATATCCGTCCATAATATCAC

AAATTGGATGGGGAAGTTCACTGACCGAAACGTTGCCAAGTGTGCTGCAAGGATGGGCCAGTGCTTCTCATCTACCTATGCTACAATAGAAGTT

CCATCACTAGAGGTCAATTTTGAGCTTAAAGAAATCAAGAGAAATGGATATGTCTTCTCTGATGGTATTGGTACTATTTCACATGATCTTACAA

TGGAAGTTGTGGAGAAACTCAAATTGGACATGAACAACCCACCCTCAGCTTTTCAGATTAGATACGCTGGCTGCAAAGGGGTTGTGGCTTGTTG

GCCATCAAAAGGTGATGGAATCAGACTGTCACTGAGGCCCAGCATGAACAAATTCACGTCTAACCATGCTATCTTGGAGATTTGTTCTTGGACA

AGATTTCAGCCTGGTTTCCTGAACAGGCAGATTGTTACCTTACTTTCAGCGCTAAATGTTCCAGATGAAGTGTTTTGGGACATGATGGAGTCTA

TGATTTTCAAATTACACAAGATGGTTGAGGACCCAGATGTTGCATTTGAGGTTCTCCTTGCATCATGTTCTGAACAAGGGAATAGTGCGGCCAT

AATGTTGAGTGCAGGTTTTAATCCTCTAACAGAACCTCATCTGAGAGGCATGTTGGCTTCAATAAGAGCAGCACAGCTTTGGGGCCTCCGGGAG

AAGGCAAGGATTTTTGTTCCTTCTGGAAGGTGGTTGATGGGCTGCTTGGATGAACTGGCAGTACTAGAACAAGGCCAGTGTTTCATCCAGGTCT

CCAGTCCATCACTACAAAATTGCTTTTCGAAACATGGTTCTAGGTTTTCTGAGATCCAAAGAAATCTAGAAGTGGTAAAAGGATTTGTGGTGAT

AGCGAAGAATCCTTGTCTTCATCCAGGGGATATAAGAATTCTCGAAGCTGTTGATGCCCCTGATCTACATCATTTGTGTGATTGCCTTGTTTTC

CCCCAGAAAGGTGATAGGCCCCACACAAATGAAGCTTCTGGGAGCGACCTTGATGGGGATC 

 

>RDR16 

AGATATAATGATGTGTCTGATAGATTTTTAAGGGTCACCTTTATGGATGAAGGTATGCAGACGATTAATTTGAATGTTCTGAACTATTATGTTG

CCTCCATAGTGAAGGACCTAACATCAAATTCTGCCCCCCAAAAAACGACGGTGTTCAAAAGAGTGAAGACTATTCTGACTAATGGGTTTAATTT

GTGTGGGCGAAAATATTCTTTTCTAGCCTTTTCATCCAACCAATTGAGGGACCGTTCTGCTTGGTTCTTTGCTGAAGACAAGAACATATCCGTC

CATAATATCACAAATTGGATGGGGAAGTTCACTGACCGAAACGTTGCCAAGTGTGCTGCAAGGATGGGCCAGTGCTTCTCATCTACCTATGCTA

CAATAGAAGTTCCATCACTAGAGGTCAATTTTGAGCTTAAAGAAATCAAGAGAAATGGATATGTCTTCTCTGATGGTATTGGTACTATTTCACA

TGATCTTACAATGGAAGTTGTGGAGAAACTCAAATTGGACATGAACAACCCACCCTCAGCTTTTCAGATTAGATACGCTGGCTGCAAAGGGGTT

GTGGCTTGTTGGCCATCAAAAGGTGATGGAATCAGACTGTCACTGAGGCCCAGCATGAACAAATTCACGTCTAACCATGCTATCTTGGAGATTT

GTTCTTGGACAAGATTTCAGCCTGGTTTCCTGAACAGGCAGATTGTTACCTTACTTTCAGCGCTAAATGTTCCAGATGAAGTGTTTTGGGACAT

GATGGAGTCTATGATTTTCAAATTACACAAGATGGTTGAGGACCCAGATGTTGCATTTGAGGTTCTCCTTGCATCATGTTCTGAACAAGGGAAT

AGTGCGGCCATAATGTTGAGTGCAGGTTTTAATCCTCTAACAGAACCTCATCTGAAAGGCATGTTGGCTTCAATAAGAGCAGCACAGCTTTGGG

GCCTCCGGGAGAAGGCAAGGATTTTTGTTCCTTCTGGAAGGTGGTTGATGGGCTGCTTGGATGAACTGGCAGTACTAGAACAAGGCCAGTGTTT

CATCCAGGTCTCCAGTCCATCACTACAAAATTGCTTTTCGAAACATGGTTCTAGGTTTTCTGAGATCCAAAGAAATCTAGAAGTGGTAAAAGGA

TTTGTGGTGATAGCGAAGAATCCTTGTCTTCATCCAGGGGATATAAGAATTCTCGAAGCTGTTGATGCCCCTGATCTACATCATTTGTGTGATT

GCCTTGTTTTCCCCCAGAAAGGTGATAGGCCCCACACAAATGAAGCTTCTGGGAGCGACCTTGATG 

 

>RDR17 

GTGTCTGATAGATTTTTAAGGGTCACCTTTATGGATGAAGGTATGCAGACGATTAATTTGAATGTTCTGAACTATTATGTTGCCTCCATAGTGA

AGGACCTAACATCAAATTCTGCCCCCCAAAAAACGACGGTGTTCAAAAGAGTGAAGACTATTCTGACTAATGGGTTTAATTTGTGTGGGCGAAA

ATATTCTTTTCTAGCCTTTTCATCCAACCAATTGAGGGACCGTTCTGCTTGGTTCTTTGCTGAAGACAAGAACATATCCGTCCATAATATCACA

AATTGGATGGGGAAGTTCACTGACCGAAACGTTGCCAAGTGTGCTGCAAGGATGGGCCAGTGCTTCTCATCTACCTATGCTACAATAGAAGTTC

CATCACTAGAGGTCAATTTTGAGCTTAAAGAAATCAAGAGAAATGGATATGTCTTCTCTGATGGTATTGGTACTATTTCACATGATCTTACAAT

GGAAGTTGTGGAGAAACTCAAATTGGACATGAACAACCCACCCTCAGCTTTTCAGATTAGATACGCTGGCTGCAAAGGGGTTGTGGCTTGTTGG

CCATCAAAAGGTGATGGAATCAGACTGTCACTGAGGCCCAGCATGAACAAATTCACGTCTAACCATGCTATCTTGGAGATTTGTTCTTGGACAA

GATTTCAGCCTGGTTTCCTGAACAGGCAGATTGTTACCTTACTTTCAGCGCTAAATGTTCCAGATGAAGTGTTTTGGGACATGATGGAGTCTAT

GATTTTCAAATTACACAAGATGGTTGAGGACCCAGATGTTGCATTTGAGGTTCTCCTTGCATCATGTTCTGAACAAGGGAATAGTGCGGCCATA

ATGTTGAGTGCAGGTTTTAATCCTCTAACAGAACCTCATCTGAGAGGCATGTTGGCTTCAATAAGAGCAGCACAGCTTTGGGGCCTCCGGGAGA

AGGCAAGGATTTTTGTTCCTTCTGGAAGGTGGTTGATGGGCTGCTTGGATGAACTGGCAGTACTAGAACAAGGCCAGTGTTTCATCCAGGTCTC

CAGTCCATCACTACAAAATTGCTTTTCGAAACATGGTTCTAGGTTTTCTGAGATCCAAAGAAATCTAGAAGTGGTAAAAGGATTTGTGGTGATA

GCGAAGAATCCTTGTCTTCATCCAGGGGATATAAGAATTCTCGAAGCTGTTGATGCCCCTGATCTACATCATTTGTGTGATTGCCTTGTTTTCC

CCCAGAAAGGTGATAGGCCCCACACAAATGAAGCTTCTGGGAGCGACCTTGATGG 

 

>RDR18 

TTTTTAAGGGTCACCTTTATGGATGAAGGTATGCAGACGATTAATTTGAATGTTCTGAACTATTATGTTGCCTCCATAGTGAAGGACCTAACAT

CAAATTCTGCCCCCCAAAAAACGACGGTGTTCAAAAGAGTGAAGACTATTCTGACTAATGGGTTTAATTTGTGTGGGCGAAAATATTCTTTTCT
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AGCCTTTTCATCCAACCAATTGAGGGACCGTTCTGCTTGGTTCTTTGCTGAAGACAAGAACATATCCGTCCATAATATCACAAATTGGATGGGG

AAGTTCACTGACCGAAACGTTGCCAAGTGTGCTGCAAGGATGGGCCAGTGCTTCTCATCTACCTATGCTACAATAGAAGTTCCATCACTAGAGG

TCAATTTTGAGCTTAAAGAAATCAAGAGAAATGGATATGTCTTCTCTGATGGTATTGGTACTATTTCACATGATCTTACAATGGAAGTTGTGGA

GAAACTCAAATTGGACATGAACAACCCACCCTCAGCTTTTCAGATTAGATACGCTGGCTGCAAAGGGGTTGTGGCTTGTTGGCCATCAAAAGGT

GATGGAATCAGACTGTCACTGAGGCCCAGCATGAACAAATTCACGTCTAACCATGCTATCTTGGAGATTTGTTCTTGGACAAGATTTCAGCCTG

GTTTCCTGAACAGGCAGATTGTTACCTTACTTTCAGCGCTAAATGTTCCAGATGAAGTGTTTTGGGACATGATGGAGTCTATGATTTTCAAATT

ACACAAAATGGTTGAGGACCCAGATGTTGCATTTGAGGTTCTCCTTGCATCATGTTCTGAACAAGGGAATAGTGCGGCCATAATGTTGAGTGCA

GGTTTTAATCCTCTAACAGAACCTCATCTGAGAGGCATGTTGGCTTCAATAAGAGCAGCACAGCTTTGGGGCCTCCGGGAGAAGGCAAGGATTT

TTGTTCCTTCTGGAAGGTGGTTGATGGGCTGCTTGGATGAACTGGCAGTACTAGAACAAGGCCAGTGTTTCATCCAGGTCTCCAGTCCATCACT

ACAAAATTGCTTTTCGAAACATGGTTCTAGGTTTTCTGAGATCCAAAGAAATCTAGAAGTGGTAAAAGGATTTGTGGTGATAGCGAAGAATCCT

TGTCTTCATCCAGGGGATATAAGAATTCTCGAAGCTGTTGATGCCCCTGATCTACATCATTTGTGTGATTGCCTTGTTTTCCCCCAGAAAGGTG

ATAGGCCCCACACAAATGAAGCTTCTGGGAGCGACCTTGATGGGGATCTTTATTTTGTCACCTGGGATGA 

 

>RDR19 

GTGTCTGATAGATTTTTAAGGGTCACCTTTATGGATGAAGGTATGCAGACGATTAATTTGAATGTTCTGAACTATTATGTTGCCTCCATAGTGA

AGGACCTAACATCAAATTCTGCCCCCCAAAAAACGACGGTGTTCAAAAGAGTGAAGACTATTCTGACTAATGGGTTTAATTTGTGTGGGCGAAA

ATATTCTTTTCTAGCCTTTTCATCCAACCAATTGAGGGACCGTTCTGCTTGGTTCTTTGCTGAAGACAAGAACATATCCGTCCATAATATCACA

AATTGGATGGGGAAGTTCACTGACCGAAACGTTGCCAAGTGTGCTGCAAGGATGGGCCAGTGCTTCTCATCTACCTATGCTACAATAGAAGTTC

CATCACTAGAGGTCAATTTTGAGCTTAAAGAAATCAAGAGAAATGGATATGTCTTCTCTGATGGTATTGGTACTATTTCACATGATCTTACAAT

GGAAGTTGTGGAGAAACTCAAATTGGACATGAACAACCCACCCTCAGCTTTTCAGATTAGATACGCTGGCTGCAAAGGGGTTGTGGCTTGTTGG

CCATCAAAAGGTGATGGAATCAGACTGTCACTGAGGCCCAGCATGAACAAATTCACGTCTAACCATGCTATCTTGGAGATTTGTTCTTGGACAA

GATTTCAGCCTGGTTTCCTGAACAGGCAGATTGTTACCTTACTTTCAGCGCTAAATGTTCCAGATGAAGTGTTTTGGGACATGATGGAGTCTAT

GATTTTCAAATTACACAAAATGGTTGAGGACCCAGATGTTGCATTTGAGGTTCTCCTTGCATCATGTTCTGAACAAGGGAATAGTGCGGCCATA

ATGTTGAGTGCAGGTTTTAATCCTCTAACAGAACCTCATCTGAAAGGCATGTTGGCTTCAATAAGAGCAGCACAGCTTTGGGGCCTCCGGGAGA

AGGCAAGGATTTTTGTTCCTTCTGGAAGGTGGTTGATGGGCTGCTTGGATGAACTGGCAGTACTAGAACAAGGCCAGTGTTTCATCCAGGTCTC

CAGTCCATCACTACAAAATTGCTTTTCGAAACATGGTTCTAGGTTTTCTGAAATCCAAAGAAATCTAGAAGTGGTAAAAGGATTTGTGGTGATA

GCGAAGAATCCTTGTCTTCATCCAGGGGATATAAGAATTCTCGAAGCTGTTGATGCCCCTGATCTACATCATTTGTGTGATTGCCTTGTTTTCC

CCCAGAAAGGTGATAGGCCCCACACAAATGAAGCTTCTGGGAGCGACCTTGATGGGGATCTTTATTTTGTCC 

 

>RDR20 

TGTGTCTGATAGATTTTTAAGGGTCACCTTTATGGATGAAGGTATGCAGACGATTAATTTGAATGTTCTGAACTATTATGTTGCCTCCATAGTG

AAGGACCTAACATCAAATTCTGCCCCCCAAAAAACGACGGTGTTCAAAAGAGTGAAGACTATTCTGACTAATGGGTTTAATTTGTGTGGGCGAA

AATATTCTTTTCTAGCCTTTTCATCCAACCAATTGAGGGACCGTTCTGCTTGGTTCTTTGCTGAAGACAAGAACATATCCGTCCATAATATCAC

AAATTGGATGGGGAAGTTCACTGACCGAAACGTTGCCAAGTGTGCTGCAAGGATGGGCCAGTGCTTCTCATCTACCTATGCTACAATAGAAGTT

CCATCACTAGAGGTCAATTTTGAGCTTAAAGAAATCAAGAGAAATGGATATGTCTTCTCTGATGGTATTGGTACTATTTCACATGATCTTACAA

TGGAAGTTGTGGAGAAACTCAAATTGGACATGAACAACCCACCCTCAGCTTTTCAGATTAGATACGCTGGCTGCAAAGGGGTTGTGGCTTGTTG

GCCATCAAAAGGTGATGGAATCAGACTGTCACTGAGGCCCAGCATGAACAAATTCACGTCTAACCATGCTATCTTGGAGATTTGTTCTTGGACA

AGATTTCAGCCTGGTTTCCTGAACAGGCAGATTAGTGTTTTGGGACATGATGGAGTCTA 

 

>RDR21 

GTGTCTGATAGATTTTTAAGGGTCACCTTTATGGATGAAGGTATGCAGACGATTAATTTGAATGTTCTGAACTATTATGTTGCCTCCATAGTGA

AGGACCTAACATCAAATTCTGCCCCCCAAAAAACGACGGTGTTCAAAAGAGTGAAGACTATTCTGACTAATGGGTTTAATTTGTGTGGGCGAAA

ATATTCTTTTCTAGCCTTTTCATCCAACCAATTGAGGGACCGTTCTGCTTGGTTCTTTGCTGAAGACAAGAACATATCCGTCCATAATATCACA

AATTGGATGGGGAAGTTCACTGACCGAAACGTTGCCAAGTGTGCTGCAAGGATGGGCCAGTGCTTCTCATCTACCTATGCTACAATAGAAGTTC

CATCACTAGAGGTCAATTTTGAGCTTAAAGAAATCAAGAGAAATGGATATGTCTTCTCTGATGGTATTGGTACTATTTCACATGATCTTACAAT

GGAAGTTGTGGAGAAACTCAAATTGGACATGAACAACCCACCCTCAGCTTTTCAGATTAGATACGCTGGCTGCAAAGGGGTTGTGGCTTGTTGG

CCATCAAAAGGTGATGGAATCAGACTGTCACTGAGGCCCAGCATGAACAAATTCACGTCTAACCATGCTATCTTGGAGATTTGTTCTTGGACAA

GATTTCAGCCTGGTTTCCTGAACAGGCAGATTGTTACCTTACTTTCAGCGCTAAATGTTCCAGATGAAGTGTTTTGGGACATGATGGAGTCTAT

GATTTTCAAATTACACAAAATGGTTGAGGACCCAGATGTTGCATTTGAGGTTCTCCTTGCATCATGTTCTGAACAAGGGAATAGTGCGGCCATA

ATGTTGAGTGCAGGTTTTAATCCTCTAACAGAACCTCATCTG 

 

>RDR22 

AGATTTTTAAGGGTCACCTTTATGGATGAAGGTATGCAGACGATTAATTTGAATGTTCTGAACTATTATGTTGCCTCCATAGTGAAGGACCTAA

CATCAAATTCTGCCCCCCAAAAAACGACGGTGTTCAAAAGAGTGAAGACTATTCTGACTAATGGGTTTAATTTGTGTGGGCGAAAATATTCTTT

TCTAGCCTTTTCATCCAACCAATTGAGGGACCGTTCTGCTTGGTTCTTTGCTGAAGACAAGAACATATCCGTCCATAATATCACAAATTGGATG

GGGAAGTTCACTGACCGAAACGTTGCCAAGTGTGCTGCAAGGATGGGCCAGTGCTTCTCATCTACCTATGCTACAATAGAAGTTCCATCACTAG

AGGTCAATTTTGAGCTTAAAGAAATCAAGAGAAATGGATATGTCTTCTCTGATGGTATTGGTACTATTTCACATGATCTTACAATGGAAGTTGT

GGAGAAACTCAAATTGGACATGAACAACCCACCCTCAGCTTTTCAGATTAGATACGCTGGCTGCAAAGGGGTTGTGGCTTGTTGGCCATCAAAA

GGTGATGGAATCAGACTGTCACTGAGGCCCAGCATGAACAAATTCACGTCTAACCATGCTATCTTGGAGATTTGTTCTTGGACAAGATTTCAGC

CTGGTTTCCTGAACAGGCAGATTGTTACCTTACTTTCAGCGCTAAATGTTCCAGATGAAGTGTTTTGGGACATGATGGAGTCTATGATTTTCAA

ATTACACAAGATGGTTGAGGACCCAGATGTTGCATTTGAGGTTCTCCTTGCATCATGTTCTGAACAAGGGAATAGTGCGGCCATAATGTTGAGT

GCAGGTTTTAATCCTCTAACAGAACCTCATCTGAGAGGCATGTTGGCTTCAATAAGAGCAGCACAGCTTTGGGGCCTCCGGGAGAAGGCAAGGA

TTTTTGTTCCTTCTGGAAGGTGGTTGATGGGCTGCTTGGATGAACTGGCAGTACTAGAACAAGGCCAGTGTTTCATCCAGGTCTCCAGTCCATC

ACTACAAAATTGCTTTTCGAAACATGGTTCTAGGTTTTCTGAGATCCAAAGAAATCTAGAAGTGGTAAAAGGATTTGTGGTGATAGCGAAGAAT

CCTTGTCTTCATCCAGGGGATATAAGAATTCTCGAAGCTGTTGATGCCCCTGATCTACATCATTTGTGTGATTGCCTTGTTTTCCCCCAGAAAG

GTGATAGGCCCCACACAAATGAAGCTTCTGGGAGCGACCTTGATGGGG 

 

>RDR23 

GTGTCTGATAGATTTTTAAGGGTCACCTTTATGGATGAAGGTATGCAGACGATTAATTTGAATGTTCTGAACTATTATGTTGCCTCCATAGTGA

AGGACCTAACATCAAATTCTGCCCCCCAAAAAACGACGGTGTTCAAAAGAGTGAAGACTATTCTGACTAATGGGTTTAATTTGTGTGGGCGAAA

ATATTCTTTTCTAGCCTTTTCATCCAACCAATTGAGGGACCGTTCTGCTTGGTTCCTTGCTGAAGACAAGAACATATCCGTCCATAATATCACA

AATTGGATGGGGAAGTTCACTGACCGAAACGTTGCCAAGTGGGCTGCAAGGATGGGCCAGTGCTTCTCATCTACCTATGCTACAATAGAAGTTC

CATCACTAGAGGTCAATTTTGAGCTTAAAGAAATCAAGAGAAATGGATATGTCTTCTCGGATGGTATTGGTACTATTTCACATGATCTTACAAT

GGAAGTTGTGGAGAAACTCAAATTGGACATGAACAACCCACCCTCAGCTTTTCAGATTAGATACGCTGGCTGCAAAGGGGTTGTGGCTTGTTGG

CCATCAAAAGGTGATGGAATCAGACTGTCACTGAGGCCCAGCATGAACAAATTCACGTCTAACCATGCTATCTTGGAGATTTGTTCTTGGACAA

GATTTCAGCCTGGTTTCCTGAACAGGCAGATTGTTACCTTACTTTCAGCGCTAAATGTTCCAGATGAAGTGTTTTGGGACATGATGGAGTCTAT
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GATTTTCAAATTACACAAGATGGTTGAGGACCCAGATGTTGCATTTGAGGTTCTCCTTGCATCATGTTCTGAACAAGGGAATAGTGCGGCCATA

ATGTTGAGTGCAGGTTTTAATCCTCTAACAGAACCTCATCTGAAAGGCATGTTGGCTTCAATAAGAGCAGCACAGCTTTGGGGGCCTCCGGGAG

AAAGGCAAGGATTTTTGTTCCTTCTGGAAAGTGGTTTGATGGGCTTGCTTGGGATGAACTGGGCAGTACTAGAAACAAGGGCCAGTGGTTTCAT

CCAGGGTCTCCAGTCCATCACTTACAAAATTGCTTTTTCGAAACATGGTTCTAGGTTTTCTGAGATCCAAAGAAATCTAGAAGTGGTAAAAGGA

TTTGTGGTGATAGCGAAGAATCCTTGTCTTCATCCAGGGGATATAAGAATTCTCGAAGCTGTTGATGCCCCTGATCTACATCATTTGTGTGATT

GCCTTGTTTTCCCCCAGAAAGGTGATAGGCCCCACACAAATGAAGCTTCTGGGAGCGACCTT 

 

>RDR24 

TTTTTAAGGGTCACCTTTATGGATGAAGGTATGCAGACGATTAATTTGAATGTTCTGAACTATTATGTTGCCTCCATAGTGAAGGACCTAACAT

CAAATTCTGCCCCCCAAAAAACGACGGTGTTCAAAAGAGTGAAGACTATTCTGACTAATGGGTTTAATTTGTGTGGGCGAAAATATTCTTTTCT

AGCCTTTTCATCCAACCAATTGAGGGACCGTTCTGCTTGGTTCTTTGCTGAAGACAAGAACATATCCGTCCATAATATCACAAATTGGATGGGG

AAGTTCACTGACCGAAACGTTGCCAAGTGTGCTGCAAGGATGGGCCAGTGCTTCTCATCTACCTATGCTACAATAGAAGTTCCATCACTAGAGG

TCAATTTTGAGCTTAAAGAAATCAAGAGAAATGGATATGTCTTCTCTGATGGTATTGGTACTATTTCACATGATCTTACAATGGAAGTTGTGGA

GAAACTCAAATTGGACATGAACAACCCACCCTCAGCTTTTCAGATTAGATACGCTGGCTGCAAAGGGGTTGTGGCTTGTTGGCCATCAAAAGGT

GATGGAATCAGACTGTCACTGAGGCCCAGCATGAACAAATTCACGTCTAACCATGCTATCTTGGAGATTTGTTCTTGGACAAGATTTCAGCCTG

GTTTCCTGAACAGGCAGATTGTTACCTTACTTTCAGCGCTAAATGTTCCAGATGAAGTGTTTTGGGACATGATGGAGTCTATGATTTTCAAATT

ACACAAGATGGTTGAGGACCCAGATGTTGCATTTGAGGTTCTCCTTGCATCATGTTCTGAACAAGGGAATAGTGCGGCCATAATGTTGAGTGCA

GGTTTTAATCCTCTAACAGAACCTCATCTGAGAGGCATGTTGGCTTCAATAAGAGCAGCACAGCTTTGGGGCCTCCGGGAGAAGGCAAGGATTT

TTGTTCCTTCTGGAAGGTGGTTGATGGGCTGCTTGGATGAACTGGCAGTACTAGAACAAGGCCAGTGTTTCATCCAGGTCTCCAGTCCATCACT

ACAAAATTGCTTTTCGAAACATGGTTCTAGGTTTTCTGAGATCCAAAGAAATCTAGAAGTGGTAAAAGGATTTGTGGTGATAGCGAAGAATCCT

TGTCTTCATCCAGGGGATATAAGAATTCTCGAAGCTGTTGATGCCCCTGATCTACATCATTTGTGTGATTGCCTTGTTTTCCCCCAGAAAGGTG

ATAGGCCCCACACAAATGAAGCTTCTGGGAGCGACCTTGA 

 

ล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน CpeIF4E 
 

>eIF01 

ATGGTAGTAGAAGGAACCCCCAAACTATCATCCACATCCGTCGCGGAAGACAAACCCAATCCCAATACCGCGAACCCTAATTCTAGACCTCGTG

GCGACGAGGAAGACGAGGGGCCGGAGGAAGGGGAGATTGTGGATGAGGATGAATCCAAGAGATCATCAGCCGTTTTGCTCCAGCCGCATCCTCT

CGAGCATCCATGGACATTCTGGTTTGATAACTTCTCTGCCAAATCCAAGCAAGCCACATGGGGTAGCTCTATGCGATCCGTGTATACGTTCCGA

ACTGTTGAGGAGTTCTGGAGCCTTTACAATAATATACATCATCCAAGCAAGTTGGCTGTTGGAGCAGACTTTTATTGCTTCAAACATAAAATTG

AACCAAAATGGGAGGACCCTGTTTGTGCTAATGGAGGAAAATGGACTATGAATTTCCAAAGAGGAAAATCTGATACCTGTTGGTTGTATACGTT

GCTGGCAATGATTGGAGAACAGTTTGATCATGGAGATGAAATTTGCGGAGTTGTCGTGAATGTCAGAGGCAGGCAAGAGAAGATAGCCTTATGG

ACCAAAAATGCTGCAAACGAGGCTGCTCAGATGAGCATTGGGAAGCAGTGGAAGGAATTTCTTGATTACAATGACACCATGGGGTTCATATTTC

ACGAGGATGCAAAGAAGCTTGAGAGAGCTGCTAAGAATCGCTCTCCGGTATGAAA 

 

>eIF02 

ATGGTAGTAGAAGGAACCCCCAAACTATCATCCACATCCGTCGCGGAAGACAAACCCAATCCCAATACCGCGAACCCTAATTCTAGACCTCGTG

GCGACGAGGAAGACGAGGGGCCGGAGGAAGGGGAGATTGTGGATGAGGATGAATCCAAGAGATCATCAGCCGTTTTGCTCCAGCCGCATCCTCT

CGAGCATCCATGGACATTCTGGTTTGATAACTTCTCTGCCAAATCCAAGCAAGCCACATGGGGTAGCTCTATGCGATCCGTGTATACGTTCCGA

ACTGTTGAGGAGTTCTGGAGCCTTTACAATAATATACATCATCCAAGCAAGTTGGCTGTTGGAGCAGACTTTTATTGCTTCAAACATAAAATTG

AACCAAAATGGGAGGACCCTGTTTGTGCTAATGGAGGAAAATGGACTATGAATTTCCAAAGAGGAAAATCTGATACCTGTTGGTTGTATACGTT

GCTGGCAATGATTGGAGAACAGTTTGATCATGGAGATGAAATTTGCGGAGTTGTCGTGAATGTCAGAGGCAGGCAAGAGAAGATAGCCTTATGG

ACCAAAAATGCTGCAAACGAGGCTGCTCAGATGAGCATTGGGAAGCAGTGGAAGGAATTTCTTGATTACAATGACACCATGGGGTTCATATTTC

ACGAGGATGCAAAGAAGCTTGAGAGAGCTGCTAAGAATCGCTCTCCGGTATGAAA 

 

>eIF03 

ATGGTAGTAGAAGGAACCCCCAAACTATCATCCACATCCGTCGCGGAAGACAAACCCAATCCCAATACCGCGAACCCTAATTCTAGACCTCGTG

GCGACGAGGAAGACGAGGGGCCGGAGGAAGGGGAGATTGTGGATGAGGATGAATCCAAGAGATCATCAGCCGTTTTGCTCCAGCCGCATCCTCT

CGAGCATCCATGGACATTCTGGTTTGATAACTTCTCTGCCAAATCCAAGCAAGCCACATGGGGTAGCTCTATGCGATCCGTGTATACGTTCCGA

ACTGTTGAGGAGTTCTGGAGCCTTTACAATAATATACATCATCCAAGCAAGTTGGCTGTTGGAGCAGACTTTTATTGCTTCAAACATAAAATTG

AACCAAAATGGGAGGACCCTGTTTGTGCTAATGGAGGAAAATGGACTATGAATTTCCAAAGAGGAAAATCTGATACCTGTTGGTTGTATACGTT

GCTGGCAATGATTGGAGAACAGTTTGATCATGGAGATGAAATTTGCGGAGTTGTCGTGAATGTCAGAGGCAGGCAAGAGAAGATAGCCTTATGG

ACCAAAAATGCTGCAAACGAGGCTGCTCAGATGAGCATTGGGAAGCAGTGGAAGGAATTTCTTGATTACAATGACACCATGGGGTTCATATTTC

ACGAGGATGCAAAGAAGCTTGAGAGAGCTGCTAAGAATCGCTCTCCGGTATGAAA 

 

>eIF04 

ATGGTAGTAGAAGGAACCCCCAAACTATCATCCACATCCGTCGCGGAAGACAAACCCAATCCCAATACCGCGAACCCTAATTCTAGACCTCGTG

GCGACGAGGAAGACGAGGGGCCGGAGGAAGGGGAGATTGTGGATGAGGATGAATCCAAGAGATCATCAGCCGTGTTGCTCCAGCCGCATCCTCT

CGAGCATCCATGGACATTCTGGTTTGATAACTTCTCTGCCAAATCCAAGCAAGCCACATGGGGTAGCTCTATGCGATCCGTGTATACGTTCCGA

ACTGTTGAGGAGTTCTGGAGCCTTTACAATAATATACATCATCCAAGCAAGTTGGCTGTTGGAGCAGACTTTTATTGCTTCAAACATAAAATTG

AACCAAAATGGGAGGACCCTGTTTGTGCTAATGGAGGAAAATGGACTATGAATTTCCAAAGAGGAAAATCTGATACCTGTTGGTTGTATACGTT

GCTGGCAATGATTGGAGAACAGTTTGATCATGGAGATGAAATTTGCGGAGTTGTCGTGAATGTCAGAGGCAGGCAAGAGAAGATAGCCTTATGG

ACCAAAAATGCTGCAAACGAGGCTGCTCAGATGAGCATTGGGAAGCAGTGGAAGGAATTTCTTGATTACAATGACACCATGGGGTTCATATTTC

ACGAGGATGCAAAGAAGCTTGAGAGAGCTGCTAAGAATCGCTCTCCCGGTATGAAA 

 

>eIF05 

ATGGTAGTAGAAGGAACCCCCAAACTATCATCCACATCCGTCGCGGAAGACAAACCCAATCCCAATACCGCGAACCCTAATTCTAGACCTCGTG

GCGACGAGGAAGACGAGGGGCCGGAGGAAGGGGAGATTGTGGATGAGGATGAATCCAAGAGATCATCAGCCGTGTTGCTCCAGCCGCATCCTCT

CGAGCATCCATGGACATTCTGGTTTGATAACTTCTCTGCCAAATCCAAGCAAGCCACATGGGGTAGCTCTATGCGATCCGTGTATACGTTCCGA

ACTGTTGAGGAGTTCTGGAGCCTTTACAATAATATACATCATCCAAGCAAGTTGGCTGTTGGAGCAGACTTTTATTGCTTCAAACATAAAATTG

AACCAAAATGGGAGGACCCTGTTTGTGCTAATGGAGGAAAATGGACTATGAATTTCCAAAGAGGAAAATCTGATACCTGTTGGTTGTATACGTT

GCTGGCAATGATTGGAGAACAGTTTGATCATGGAGATGAAATTTGCGGAGTTGTCGTGAATGTCAGAGGCAGGCAAGAGAAGATAGCCTTATGG

ACCAAAAATGCTGCAAACGAGGCTGCTCAGATGAGCATTGGGAAGCAGTGGAAGGAATTTCTTGATTACAATGACACCATGGGGTTCATATTTC

ACGAGGATGCAAAGAAGCTTGAGAGAGCTGCTAAGAATCGCTCTCCGGTATGAAA 
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>eIF6 

ATGGTAGTAGAAGGAACCCCCAAACTATCATCCACATCCGTCGCGGAAGACAAACCCAATCCCAATACCGCGAACCCTAATTCTAGACCTCGTG

GCGACGAGGAAGACGAGGGGCCGGAGGAAGGGGAGATTGTGGATGAGGATGAATCCAAGAGATCATCAGCCGTTTTGCTCCAGCCGCATCCTCT

CGAGCATCCATGGACATTCTGGTTTGATAACTTCTCTGCCAAATCCAAGCAAGCCACATGGGGTAGCTCTATGCGATCCGTGTATACGTTCCGA

ACTGTTGAGGAGTTCTGGAGCCTTTACAATAATATACATCATCCAAGCAAGTTGGCTGTTGGAGCAGACTTTTATTGCTTCAAACATAAAATTG

AACCAAAATGGGAGGACCCTGTTTGTGCTAATGGAGGAAAATGGACTATGAATTTCCAAAGAGGAAAATCTGATACCTGTTGGTTGTATACGTT

GCTGGCAATGATTGGAGAACAGTTTGATCATGGAGATGAAATTTGCGGAGTTGTCGTGAATGTCAGAGGCAGGCAAGAGAAGATAGCCTTATGG

ACCAAAAATGCTGCAAACGAGGCTGCTCAGATGAGCATTGGGAAGCAGTGGAAGGAATTTCTTGATTACAATGACACCATGGGGTTCATATTTC

ACGAGGATGCAAAGAAGCTTGAGAGAGCTGCTAAGAATCGCTACTTCGGTATGAAA 

 

>eIF07 

ATGGTAGTAGAAGGAACCCCCAAACTATCATCCACATCCGTCGCGGAAGACAAACCCAATCCCAATACCGCGAACCCTAATTCTAGACCTCGTG

GCGACGAGGAAGACGAGGGGCCGGAGGAAGGGGAGATTGTGGATGAGGATGAATCCAAGAGATCATCAGCCGTTTTGCTCCAGCCGCATCCTCT

CGAGCATCCATGGACATTCTGGTTTGATAACTTCTCTGCCAAATCCAAGCAAGCCACATGGGGTAGCTCTATGCGATCCGTGTATACGTTCCGA

ACTGTTGAGGAGTTCTGGAGCCTTTACAATAATATACATCATCCAAGCAAGTTGGCTGTTGGAGCAGACTTTTATTGCTTCAAACATAAAATTG

AACCAAAATGGGAGGACCCTGTTTGTGCTAATGGAGGAAAATGGACTATGAATTTCCAAAGAGGAAAATCTGATACCTGTTGGTTGTATACGTT

GCTGGCAATGATTGGAGAACAGTTTGATCATGGAGATGAAATTTGCGGAGTTGTCGTGAATGTCAGAGGCAGGCAAGAGAAGATAGCCTTATGG

ACCAAAAATGCTGCAAACGAGGCTGCTCAGATGAGCATTGGGAAGCAGTGGAAGGAATTTCTTGATTACAATGACACCATGGGGTTCATATTTC

ACGAGGATGCAAAGAAGCTTGAGAGAGCTGCTAAGAATCGCTCTCCGGTATGAAA 

 

>eIF08 

ATGGTAGTAGAAGGAACCCCCAAACTATCATCCACATCCGTCGCGGAAGACAAACCCAATCCCAATACCGCGAACCCTAATTCTAGACCTCGTG

GCGACGAGGAAGACGAGGGGCCGGAGGAAGGGGAGATTGTGGATGAGGATGAATCCAAGAGATCATCAGCCGTGTTGCTCCAGCCGCATCCTCT

CGAGCATCCATGGACATTCTGGTTTGATAACTTCTCTGCCAAATCCAAGCAAGCCACATGGGGTAGCTCTATGCGATCCGTGTATACGTTCCGA

ACTGTTGAGGAGTTCTGGAGCCTTTACAATAATATACATCATCCAAGCAAGTTGGCTGTTGGAGCAGACTTTTATTGCTTCAAACATAAAATTG

AACCAAAATGGGAGGACCCTGTTTGTGCTAATGGAGGAAAATGGACTATGAATTTCCAAAGAGGAAAATCTGATACCTGTTGGTTGTATACGTT

GCTGGCAATGATTGGAGAACAGTTTGATCATGGAGATGAAATTTGCGGAGTTGTCGTGAATGTCAGAGGCAGGCAAGAGAAGATAGCCTTATGG

ACCAAAAATGCTGCAAACGAGGCTGCTCAGATGAGCATTGGGAAGCAGTGGAAGGAATTTCTTGATTACAATGACACCATGGGGTTCATATTTC

ACGAGGATGCAAAGAAGCTTGAGAGAGCTGCTAAGAATCGCTCTCCGGTATGAAA 

 

>eIF09 

ATGGTAGTAGAAGGAACCCCCAAACTATCATCCACATCCGTCGCGGAAGACAAACCCAATCCCAATACCGCGAACCCTAATTCTAGACCTCGTG

GCGACGAGGAAGACGAGGGGCCGGAGGAAGGGGAGATTGTGGATGAGGATGAATCCAAGAGATCATCAGCCGTGTTGCTCCAGCCGCATCCTCT

CGAGCATCCATGGACATTCTGGTTTGATAACTTCTCTGCCAAATCCAAGCAAGCCACATGGGGTAGCTCTATGCGATCCGTGTATACGTTCCGA

ACTGTTGAGGAGTTCTGGAGCCTTTACAATAATATACATCATCCAAGCAAGTTGGCTGTTGGAGCAGACTTTTATTGCTTCAAACATAAAATTG

AACCAAAATGGGAGGACCCTGTTTGTGCTAATGGAGGAAAATGGACTATGAATTTCCAAAGAGGAAAATCTGATACCTGTTGGTTGTATACGTT

GCTGGCAATGATTGGAGAACAGTTTGATCATGGAGATGAAATTTGCGGAGTTGTCGTGAATGTCAGAGGCAGGCAAGAGAAGATAGCCTTATGG

ACCAAAAATGCTGCAAACGAGGCTGCTCAGATGAGCATTGGGAAGCAGTGGAAGGAATTTCTTGATTACAATGACACCATGGGGTTCATATTTC

ACGAGGATGCAAAGAAGCTTGAGAGAGCTGCTAAGAATCGCTCTCCGGTATGAAA 

 

>eIF10 

ATGGTAGTAGAAGGAACCCCCAAACTATCATCCACATCCGTCGCGGAAGACAAACCCAATCCCAATACCGCGAACCCTAATTCTAGACCTCGTG

GCGACGAGGAAGACGAGGGGCCGGAGGAAGGGGAGATTGTGGATGAGGATGAATCCAAGAGATCATCAGCCGTTTTGCTCCAGCCGCATCCTCT

CGAGCATCCATGGACATTCTGGTTTGATAACTTCTCTGCCAAATCCAAGCAAGCCACATGGGGTAGCTCTATGCGATCCGTGTATACGTTCCGA

ACTGTTGAGGAGTTCTGGAGCCTTTACAATAATATACATCATCCAAGCAAGTTGGCTGTTGGAGCAGACTTTTATTGCTTCAAACATAAAATTG

AACCAAAATGGGAGGACCCTGTTTGTGCTAATGGAGGAAAATGGACTATGAATTTCCAAAGAGGAAAATCTGATACCTGTTGGTTGTATACGTT

GCTGGCAATGATTGGAGAACAGTTTGATCATGGAGATGAAATTTGCGGAGTTGTCGTGAATGTCAGAGGCAGGCAAGAGAAGATAGCCTTATGG

ACCAAAAATGCTGCAAACGAGGCTGCTCAGATGAGCATTGGGAAGCAGTGGAAGGAATTTCTTGATTACAATGACACCATGGGGTTCATATTTC

ACGAGGATGCAAAGAAGCTTGAGAGAGCTGCTAAGAATCGCTACTCCGGTATGAAA 

 

>eIF11 

ATGGTAGTAGAAGGAACCCCCAAACTATCATCCACATCCGTCGCGGAAGACAAACCCAATCCCAATACCGCGAACCCTAATTCTAGACCTCGTG

GCGACGAGGAAGACGAGGGGCCGGAGGAAGGGGAGATTGTGGATGAGGATGAATCCAAGAGATCATCAGCCGTTTTGCTCCAGCCGCATCCTCT

CGAGCATCCATGGACATTCTGGTTTGATAACTTCTCTGCCAAATCCAAGCAAGCCACATGGGGTAGCTCTATGCGATCCGTGTATACGTTCCGA

ACTGTTGAGGAGTTCTGGAGCCTTTACAATAATATACATCATCCAAGCAAGTTGGCTGTTGGAGCAGACTTTTATTGCTTCAAACATAAAATTG

AACCAAAATGGGAGGACCCTGTTTGTGCTAATGGAGGAAAATGGACTATGAATTTCCAAAGAGGAAAATCTGATACCTGTTGGTTGTATACGTT

GCTGGCAATGATTGGAGAACAGTTTGATCATGGAGATGAAATTTGCGGAGTTGTCGTGAATGTCAGAGGCAGGCAAGAGAAGATAGCCTTATGG

ACCAAAAATGCTGCAAACGAGGCTGCTCAGATGAGCATTGGGAAGCAGTGGAAGGAATTTCTTGATTACAATGACACCATGGGGTTCATATTTC

ACGAGGATGCAAAGAAGCTTGAGAGAGCTGCTAAGAATCGCTCTCCGGTATGAAA 

 

>eIF12 

ATGGTAGTAGAAGGAACCCCCAAACTATCATCCACATCCGTCGCGGAAGACAAACCCAATCCCAATACCGCGAACCCTAATTCTAGACCTCGTG

GCGACGAGGAAGACGAGGGGCCGGAGGAAGGGGAGATTGTGGATGAGGATGAATCCAAGAGATCATCAGCCGTTTTGCTCCAGCCGCATCCTCT

CGAGCATCCATGGACATTCTGGTTTGATAACTTCTCTGCCAAATCCAAGCAAGCCACATGGGGTAGCTCTATGCGATCCGTGTATACGTTCCGA

ACTGTTGAGGAGTTCTGGAGCCTTTACAATAATATACATCATCCAAGCAAGTTGGCTGTTGGAGCAGACTTTTATTGCTTCAAACATAAAATTG

AACCAAAATGGGAGGACCCTGTTTGTGCTAATGGAGGAAAATGGACTATGAATTTCCAAAGAGGAAAATCTGATACCTGTTGGTTGTATACGTT

GCTGGCAATGATTGGAGAACAGTTTGATCATGGAGATGAAATTTGCGGAGTTGTCGTGAATGTCAGAGGCAGGCAAGAGAAGATAGCCTTATGG

ACCAAAAATGCTGCAAACGAGGCTGCTCAGATGAGCATTGGGAAGCAGTGGAAGGAATTTCTTGATTACAATGACACCATGGGGTTCATATTTC

ACGAGGATGCAAAGAAGCTTGAGAGAGCTGCTAAGAATCGCTCTCCGGTATGAAA 

 

>eIF13 

ATGGTAGTAGAAGGAACCCCCAAACTATCATCCACATCCGTCGCGGAAGACAAACCCAATCCCAATACCGCGAACCCTAATTCTAGACCTCGTG

GCGACGAGGAAGACGAGGGGCCGGAGGAAGGGGAGATTGTGGATGAGGATGAATCCAAGAGATCATCAGCCGTTTTGCTCCAGCCGCATCCTCT

CGAGCATCCATGGACATTCTGGTTTGATAACTTCTCTGCCAAATCCAAGCAAGCCACATGGGGTAGCTCTATGCGATCCGTGTATACGTTCCGA

ACTGTTGAGGAGTTCTGGAGCCTTTACAATAATATACATCATCCAAGCAAGTTGGCTGTTGGAGCAGACTTTTATTGCTTCAAACATAAAATTG
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AACCAAAATGGGAGGACCCTGTTTGTGCTAATGGAGGAAAATGGACTATGAATTTCCAAAGAGGAAAATCTGATACCTGTTGGTTGTATACGTT

GCTGGCAATGATTGGAGAACAGTTTGATCATGGAGATGAAATTTGCGGAGTTGTCGTGAATGTCAGAGGCAGGCAAGAGAAGATAGCCTTATGG

ACCAAAAATGCTGCAAACGAGGCTGCTCAGATGAGCATTGGGAAGCAGTGGAAGGAATTTCTTGATTACAATGACACCATGGGGTTCATATTTC

ACGAGGATGCAAAGAAGCTTGAGAGAGCTGCTAAGAATCGCTCTCCGGGTATGAAA 

 

>eIF14 

ATGGTAGTAAAAGGAACCCCCAAACTATCATCCACATCCGTCGCGGAAGACAAACCCAATCCCAATACCGCGAACCCTAATTCTAGACCTCGTG

GCGACGAGGAAGACGAGGGGCCGGAGGAAGGGGAGATTGTGGATGAGGATGAATCCAAGAGATCATCAGCCGTTTTGCTCCAGCCGCATCCTCT

CGAGCATCCATGGACATTCTGGTTTGATAACTTCTCTGCCAAATCCAAGCAAGCCACATGGGGTAGCTCTATGCGATCCGTGTATACGTTCCGA

ACTGTTGAGGAGTTCTGGAGCCTTTACAATAATATACATCATCCAAGCAAGTTGGCTGTTGGAGCAGACTTTTATTGCTTCAAACATAAAATTG

AACCAAAATGGGAGGACCCTGTTTGTGCTAATGGAGGAAAATGGACTATGAATTTCCAAAGAGGAAAATCTGATACCTGTTGGTTGTATACGTT

GCTGGCAATGATTGGAGAACAGTTTGATCATGGAGATGAAATTTGCGGAGTTGTCGTGAATGTCAGAGGCAGGCAAGAGAAGATAGCCTTATGG

ACCAAAAATGCTGCAAACGAGGCTGCTCAGATGAGCATTGGGAAGCAGTGGAAGGAATTTCTTGATTACAATGACACCATGGGGTTCATATTTC

ACGAGGATGCAAAGAAGCTTGAGAGAGCTGCTAAGAATCGCTCTCCGGTATGAAA 

 

>eIF15 

ATGGTAGTAGAAGGAACCCCCAAACTATCATCCACATCCGTCGCGGAAGACAAACCCAATCCCAATACCGCGAACCCTAATTCTAGACCTCGTG

GCGACGAGGAAGACGAGGGGCCGGAGGAAGGGGAGATTGTGGATGAGGATGAATCCAAGAGATCATCAGCCGTTTTGCTCCAGCCGCATCCTCT

CGAGCATCCATGGACATTCTGGTTTGATAACTTCTCTGCCAAATCCAAGCAAGCCACATGGGGTAGCTCTATGCGATCCGTGTATACGTTCCGA

ACTGTTGAGGAGTTCTGGAGCCTTTACAATAATATACATCATCCAAGCAAGTTGGCTGTTGGAGCAGACTTTTATTGCTTCAAACATAAAATTG

AACCAAAATGGGAGGACCCTGTTTGTGCTAATGGAGGAAAATGGACTATGAATTTCCAAAGAGGAAAATCTGATACCTGTTGGTTGTATACGTT

GCTGGCAATGATTGGAGAACAGTTTGATCATGGAGATGAAATTTGCGGAGTTGTCGTGAATGTCAGAGGCAGGCAAGAGAAGATAGCCTTATGG

ACCAAAAATGCTGCAAACGAGGCTGCTCAGATGAGCATTGGGAAGCAGTGGAAGGAATTTCTTGATTACAATGACACCATGGGGTTCATATTTC

ACGAGGATGCAAAGAAGCTTGAGAGAGCTGCTAAGAATCGCTCTCCGGTATGAAA 

 

>eIF16 

ATGGTAGTAGAAGGAACCCCCAAACTATCATCCACATCCGTCGCGGAAGACAAACCCAATCCCAATACCGCGAACCCTAATTCTAGACCTCGTG

GCGACGAGGAAGACGAGGGGCCGGAGGAAGGGGAGATTGTGGATGAGGATGAATCCAAGAGATCATCAGCCGTTTTGCTCCAGCCGCATCCTCT

CGAGCATCCATGGACATTCTGGTTTGATAACTTCTCTGCCAAATCCAAGCAAGCCACATGGGGTAGCTCTATGCGATCCGTGTATACGTTCCGA

ACTGTTGAGGAGTTCTGGAGCCTTTACAATAATATACATCATCCAAGCAAGTTGGCTGTTGGAGCAGACTTTTATTGCTTCAAACATAAAATTG

AACCAAAATGGGAGGACCCTGTTTGTGCTAATGGAGGAAAATGGACTATGAATTTCCAAAGAGGAAAATCTGATACCTGTTGGTTGTATACGTT

GCTGGCAATGATTGGAGAACAGTTTGATCATGGAGATGAAATTTGCGGAGTTGTCGTGAATGTCAGAGGCAGGCAAGAGAAGATAGCCTTATGG

ACCAAAAATGCTGCAAACGAGGCTGCTCAGATGAGCATTGGGAAGCAGTGGAAGGAATTTCTTGATTACAATGACACCATGGGGTTCATATTTC

ACGAGGATGCAAAGAAGCTTGAGAGAGCTGCTAAGAATCGCTCTCCGGTATGAAA 

>eIF17 

ATGGTAGTAGAAGGAACCCCCAAACTATCATCCACATCCGTCGCGGAAGACAAACCCAATCCCAATACCGCGAACCCTAATTCTAGACCTCGTG

GCGACGAGGAAGACGAGGGGCCGGAGGAAGGGGAGATTGTGGATGAGGATGAATCCAAGAGATCATCAGCCGTTTTGCTCCAGCCGCATCCTCT

CGAGCATCCATGGACATTCTGGTTTGATAACTTCTCTGCCAAATCCAAGCAAGCCACATGGGGTAGCTCTATGCGATCCGTGTATACGTTCCGA

ACTGTTGAGGAGTTCTGGAGCCTTTACAATAATATACATCATCCAAGCAAGTTGGCTGTTGGAGCAGACTTTTATTGCTTCAAACATAAAATTG

AACCAAAATGGGAGGACCCTGTTTGTGCTAATGGAGGAAAATGGACTATGAATTTCCAAAGAGGAAAATCTGATACCTGTTGGTTGTATACGTT

GCTGGCAATGATTGGAGAACAGTTTGATCATGGAGATGAAATTTGCGGAGTTGTCGTGAATGTCAGAGGCAGGCAAGAGAAGATAGCCTTATGG

ACCAAAAATGCTGCAAACGAGGCTGCTCAGATGAGCATTGGGAAGCAGTGGAAGGAATTTCTTGATTACAATGACACCATGGGGTTCATATTTC

ACGAGGATGCAAAGAAGCTTGAGAGAGCTGCTAAGAATCGCTCTCCGGTATGAAA 

 

>eIF18 

ATGGTAGTAGAAGGAACCCCCAAACTATCATCCACATCCGTCGCGGAAGACAAACCCAATCCCAATACCGCGAACCCTAATTCTAGACCTCGTG

GCGACGAGGAAGACGAGGGGCCGGAGGAAGGGGAGATTGTGGATGAGGATGAATCCAAGAGATCATCAGCCGTGTTGCTCCAGCCGCATCCTCT

CGAGCATCCATGGACATTCTGGTTTGATAACTTCTCTGCCAAATCCAAGCAAGCCACATGGGGTAGCTCTATGCGATCCGTGTATACGTTCCGA

ACTGTTGAGGAGTTCTGGAGCCTTTACAATAATATACATCATCCAAGCAAGTTGGCTGTTGGAGCAGACTTTTATTGCTTCAAACATAAAATTG

AACCAAAATGGGAGGACCCTGTTTGTGCTAATGGAGGAAAATGGACTATGAATTTCCAAAGAGGAAAATCTGATACCTGTTGGTTGTATACGTT

GCTGGCAATGATTGGAGAACAGTTTGATCATGGAGATGAAATTTGCGGAGTTGTCGTGAATGTCAGAGGCAGGCAAGAGAAGATAGCCTTATGG

ACCAAAAATGCTGCAAACGAGGCTGCTCAGATGAGCATTGGGAAGCAGTGGAAGGAATTTCTTGATTACAATGACACCATGGGGTTCATATTTC

ACGAGGATGCAAAGAAGCTTGAGAGAGCTGCTAAGAATCGCTCTCCGGTATGAAA 

 

>eIF19 

ATGGTAGTAGAAGGAACCCCCAAACTATCATCCACATCCGTCGCGGAAGACAAACCCAATCCCAATACCGCGAACCCTAATTCTAGACCTCGTG

GCGACGAGGAAGACGAGGGGCCGGAGGAAGGGGAGATTGTGGATGAGGATGAATCCAAGAGATCATCAGCCGTGTTGCTCCAGCCGCATCCTCT

CGAGCATCCATGGACATTCTGGTTTGATAACTTCTCTGCCAAATCCAAGCAAGCCACATGGGGTAGCTCTATGCGATCCGTGTATACGTTCCGA

ACTGTTGAGGAGTTCTGGAGCCTTTACAATAATATACATCATCCAAGCAAGTTGGCTGTTGGAGCAGACTTTTATTGCTTCAAACATAAAATTG

AACCAAAATGGGAGGACCCTGTTTGTGCTAATGGAGGAAAATGGACTATGAATTTCCAAAGAGGAAAATCTGATACCTGTTGGTTGTATACGTT

GCTGGCAATGATTGGAGAACAGTTTGATCATGGAGATGAAATTTGCGGAGTTGTCGTGAATGTCAGAGGCAGGCAAGAGAAGATAGCCTTATGG

ACCAAAAATGCTGCAAACGAGGCTGCTCAGATGAGCATTGGGAAGCAGTGGAAGGAATTTCTTGATTACAATGACACCATGGGGTTCATATTTC

ACGAGGATGCAAAGAAGCTTGAGAGAGCTGCTAAGAATCGCTCTCCCGGTATTGAA 

 

>eIF20 

ATGGTAGTAGAAGGAACCCCCAAACTATCATCCACATCCGTCGCGGAAGACAAACCCAATCCCAATACCGCGAACCCTAATTCTAGACCTCGTG

GCGACGAGGAAGACGAGGGGCCGGAGGAAGGGGAGATTGTGGATGAGGATGAATCCAAGAGATCATCAGCCGTGTTGCTCCAGCCGCATCCTCT

CGAGCATCCATGGACATTCTGGTTTGATAACTTCTCTGCCAAATCCAAGCAAGCCACATGGGGTAGCTCTATGCGATCCGTGTATACGTTCCGA

ACTGTTGAGGAGTTCTGGAGCCTTTACAATAATATACATCATCCAAGCAAGTTGGCTGTTGGAGCAGACTTTTATTGCTTCAAACATAAAATTG

AACCAAAATGGGAGGACCCTGTTTGTGCTAATGGAGGAAAATGGACTATGAATTTCCAAAGAGGAAAATCTGATACCTGTTGGTTGTATACGTT

GCTGGCAATGATTGGAGAACAGTTTGATCATGGAGATGAAATTTGCGGAGTTGTCGTGAATGTCAGAGGCAGGCAAGAGAAGATAGCCTTATGG

ACCAAAAATGCTGCAAACGAGGCTGCTCAGATGAGCATTGGGAAGCAGTGGAAGGAATTTCTTGATTACAATGACACCATGGGGTTCATATTTC

ACGAGGATGCAAAGAAGCTTGAGAGAGCTGCTAAGAATCGCTCTCCCGGTATGAAA 

 

>eIF21 
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ATGGTAGTAGAAGGAACCCCCAAACTATCATCCACATCCGTCGCGGAAGACAAACCCAATCCCAATACCGCGAACCCTAATTCTAGACCTCGTG

GCGACGAGGAAGACGAGGGGCCGGAGGAAGGGGAGATTGTGGATGAGGATGAATCCAAGAGATCATCAGCCGTGTTGCTCCAGCCGCATCCTCT

CGAGCATCCATGGACATTCTGGTTTGATAACTTCTCTGCCAAATCCAAGCAAGCCACATGGGGTAGCTCTATGCGATCCGTGTATACGTTCCGA

ACTGTTGAGGAGTTCTGGAGCCTTTACAATAATATACATCATCCAAGCAAGTTGGCTGTTGGAGCAGACTTTTATTGCTTCAAACATAAAATTG

AACCAAAATGGGAGGACCCTGTTTGTGCTAATGGAGGAAAATGGACTATGAATTTCCAAAGAGGAAAATCTGATACCTGTTGGTTGTATACGTT

GCTGGCAATGATTGGAGAACAGTTTGATCATGGAGATGAAATTTGCGGAGTTGTCGTGAATGTCAGAGGCAGGCAAGAGAAGATAGCCTTATGG

ACCAAAAATGCTGCAAACGAGGCTGCTCAGATGAGCATTGGGAAGCAGTGGAAGGAATTTCTTGATTACAATGACACCATGGGGTTCATATTTC

ACGAGGATGCAAAGAAGCTTGAGAGAGCTGCTAAGAATCGCTCTCCCGGTATGAAA 

 

>eIF22 

ATGGTAGTAGAAGGAACCCCCAAACTATCATCCACATCCGTCGCGGAAGACAAACCCAATCCCAATACCGCGAACCCTAATTCTAGACCTCGTG

GCGACGAGGAAGACGAGGGGCCGGAGGAAGGGGAGATTGTGGATGAGGATGAATCCAAGAGATCATCAGCCGTTTTGCTCCAGCCGCATCCTCT

CGAGCATCCATGGACATTCTGGTTTGATAACTTCTCTGCCAAATCCAAGCAAGCCACATGGGGTAGCTCTATGCGATCCGTGTATACGTTCCGA

ACTGTTGAGGAGTTCTGGAGCCTTTACAATAATATACATCATCCAAGCAAGTTGGCTGTTGGAGCAGACTTTTATTGCTTCAAACATAAAATTG

AACCAAAATGGGAGGACCCTGTTTGTGCTAATGGAGGAAAATGGACTATGAATTTCCAAAGAGGAAAATCTGATACCTGTTGGTTGTATACGTT

GCTGGCAATGATTGGAGAACAGTTTGATCATGGAGATGAAATTTGCGGAGTTGTCGTGAATGTCAGAGGCAGGCAAGAGAAGATAGCCTTATGG

ACCAAAAATGCTGCAAACGAGGCTGCTCAGATGAGCATTGGGAAGCAGTGGAAGGAATTTCTTGATTACAATGACACCATGGGGTTCATATTTC

ACGAGGATGCAAAGAAGCTTGAGAGAGCTGCTAAGAATCGCTCTCCCGGTATGAAA 

 

>eIF23 

ATGGTAGTAGAAGGAACCCCCAAACTATCATCCACATCCGTCGCGGAAGACAAACCCAATCCCAATACCGCGAACCCTAATTCTAGACCTCGTG

GCGACGAGGAAGACGAGGGGCCGGAGGAAGGGGAGATTGTGGATGAGGATGAATCCAAGAGATCATCAGCCGTGTTGCTCCAGCCGCATCCTCT

CGAGCATCCATGGACATTCTGGTTTGATAACTTCTCTGCCAAATCCAAGCAAGCCACATGGGGTAGCTCTATGCGATCCGTGTATACGTTCCGA

ACTGTTGAGGAGTTCTGGAGCCTTTACAATAATATACATCATCCAAGCAAGTTGGCTGTTGGAGCAGACTTTTATTGCTTCAAACATAAAATTG

AACCAAAATGGGAGGACCCTGTTTGTGCTAATGGAGGAAAATGGACTATGAATTTCCAAAGAGGAAAATCTGATACCTGTTGGTTGTATACGTT

GCTGGCAATGATTGGAGAACAGTTTGATCATGGAGATGAAATTTGCGGAGTTGTCGTGAATGTCAGAGGCAGGCAAGAGAAGATAGCCTTATGG

ACCAAAAATGCTGCAAACGAGGCTGCTCAGATGAGCATTGGGAAGCAGTGGAAGGAATTTCTTGATTACAATGACACCATGGGGTTCATATTTC

ACGAGGATGCAAAGAAGCTTGAGAGAGCTGCTAAGAATCGCTCCCCGGGTATGAAA 

 

>eIF24 

ATGGTAGTAGAAGGAACCCCCAAACTATCATCCACATCCGTCGCGGAAGACAAACCCAATCCCAATACCGCGAACCCTAATTCTAGACCTCGTG

GCGACGAGGAAGACGAGGGGCCGGAGGAAGGGGAGATTGTGGATGAGGATGAATCCAAGAGATCATCAGCCGTGTTGCTCCAGCCGCATCCTCT

CGAGCATCCATGGACATTCTGGTTTGATAACTTCTCTGCCAAATCCAAGCAAGCCACATGGGGTAGCTCTATGCGATCCGTGTATACGTTCCGA

ACTGTTGAGGAGTTCTGGAGCCTTTACAATAATATACATCATCCAAGCAAGTTGGCTGTTGGAGCAGACTTTTATTGCTTCAAACATAAAATTG

AACCAAAATGGGAGGACCCTGTTTGTGCTAATGGAGGAAAATGGACTATGAATTTCCAAAGAGGAAAATCTGATACCTGTTGGTTGTATACGTT

GCTGGCAATGATTGGAGAACAGTTTGATCATGGAGATGAAATTTGCGGAGTTGTCGTGAATGTCAGAGGCAGGCAAGAGAAGATAGCCTTATGG

ACCAAAAATGCTGCAAACGAGGCTGCTCAGATGAGCATTGGGAAGCAGTGGAAGGAATTTCTTGATTACAATGACACCATGGGGTTCATATTTC

ACGAGGATGCAAAGAAGCTTGAGAGAGCTGCTAAGAATCGCTCTCCGGTATGAAA 
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ภาพผนวกที่ 1 การวิเคราะห์ alignment ระหว่างล าดับเบสของยีน N-acetylglutamate synthase 

(NAGS) ของมะเขือเทศที่ accession number FJ543466.1 กับ ล าดับเบสของยีน NAGS ที่
โคลนได ้ 
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ภาพผนวกที่ 1 การวิเคราะห์ alignment ระหว่างล าดับเบสของยีน calreticulin (CRT) ของข้าวโพดที่ 
accession number AF190454.1 กับ ล าดับเบสของยีน CRT ที่โคลนได้  
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ภาพผนวกที่ 1  การวิเคราะห์ alignment ระหว่างล าดับเบสของยีน calmodulin (CaM) ของข้าวโพดที่ 
 accession number NM001111985.2 กับ ล าดับเบสของยีน CaM ที่โคลนได้ 

 
 


