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         การคัดเลือกเซลลของสายพันธุออยตานทานสารอิมาซาเพอร ไดดําเนินการเพ่ือพิจารณากลไกพ้ืนฐาน
ทางชีวเคมีและชีวโมเลกุลของความตานทานสารกําจัดวัชพืช ในการคัดเลือกเซลลออยตานทานสารอิมาซา
เพอร ไดชักนําแคลลัสจากสวนมวนใบออนของออยพันธุ K97-32 จากน้ันชักนําใหเกิดเปนเซลลแขวนลอย
โดยใชสูตรอาหาร MS ดัดแปลง ที่ประกอบดวย นํ้ามะพราว 10 เปอรเซ็นต casein hydrolysate 0.5 กรัมตอ
ลิตร myo-inositol 0.1 กรัมตอลิตร และ 2,4-D 3 มิลลิกรัมตอลิตร โดยเริ่มตนทําการคัดเลือกเซลลออย
ตานทานสารอิมาซาเพอร จากระดับความเขมขนของสารอิมาซาเพอรต้ังแต 0.1 ถึง 1 ไมโครโมลาร ใชเวลา
ในการคัดเลือกนาน 378 วัน เซลลที่รอดจากการคัดเลือกทําการเปล่ียนอาหารใหมทุก ๆ 14 วัน ซึ่งมีดัชนี
ของความตานทานสารเปน 918 เทาของเซลลออยปกติ นอกจากน้ีเมื่อเล้ียงเซลลออยตานทานในอาหารท่ี
ปราศจากสารกําจัดวัชพืชนานอยางนอย 4 เดือน เซลลออยตานทานสารยังคงความตานทานตอสารอิมาซา
เพอร การศึกษากลไกทางชีวเคมีของความตานทานสารอิมาซาเพอร โดยพิจารณาจากการเปล่ียนแปลง
กิจกรรมของเอนไซม ALS ในเซลลออยตานทานและเซลลออยปกติ พบวา เซลลออยตานทานมีกิจกรรม
ของเอนไซม ALS ที่ 3, 5, 7, 10 และ 14 วันหลังไดรับสารสูงกวาเซลลออยปกติเปน 2.65, 2.94, 3.36, 2.90 
และ 2.62 เทา ตามลําดับ นอกจากน้ี ไดทําการพิจารณาในระดับชีวโมเลกุลของยีน ALS ซึ่งเปนตําแหนง
เปาหมายในการเขาทําลายของสารกําจัดวัชพืช โดยทําการโคลนยีนและหาลําดับเบสในสวนที่ครอบคลุม
บริเวณ B และ E ของยีน ALS ขนาด 455 คูเบส จากเซลลออยปกติและเซลลออยตานทานสารอิมาซาเพอร 
ซึ่งไดทําการขึ้นทะเบียนใน GenBank รหัส EU243998 และ EU243999 ตามลําดับ เมื่อตรวจสอบลําดับเบส
ของยีน ALS ในเซลลออยตานทานสาร พบวา มีการกลายพันธุเฉพาะจุดเกิดขึ้นที่เปนแบบการหายไป ของ
กรดอะมิโนอะลานีน เกิดขึ้นที่ตําแหนง 666 เมื่อพิจารณาจากการสะสม mRNA ของยีน ALS ระดับ 
transcription ในเซลลออยตานทานสาร ไมพบความแตกตางของการสะสม mRNA ของยีน ALS เมื่อ
เปรียบเทียบกับเซลลออยปกติที่ไมไดรับสารและเซลลออยปกติที่ไดรับสาร แสดงใหเห็นวา การสะสม 
mRNA ของยีน ALS ไมมีความสัมพันธกับกิจกรรมของเอนไซม ALS ซึ่งการเกิดการกลายพันธุภายในยีน 
ALS ในเซลลออยตานทาน อาจสงผลทําใหมีการเปลี่ยนแปลงกิจกรรมของเอนไซม ALS ที่เปนแบบการ
ตอบสนองนอยตอสารกําจัดวัชพืช จึงทําใหเซลลออยตานทานไมถูกยับยั้งโดยสารอิมาซาเพอร 
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Selection of sugarcane cell line resistant to imazapyr was conducted to investigate the biochemical 
and molecular basis of herbicide resistance. Selection of sugarcane cells resistant to imazapyr was carried 
out using callus and cell suspension induced from the tight young furled leaves of sugarcane clone K97-32. 
The cell suspension was cultured in modified liquid MS medium supplemented with 10% coconut water, 0.5 
g/L casein hydrolysate, 0.1 g/L myo-inositol and 3 mg/L 2,4-D. Sugarcane cells resistant to 1 μM imazapyr 
were obtained after 378 days of stepwise selection with increasing concentrations of imazapyr from 0.1 to 1 
μM. Surviving cells were sub-cultured at 14 days interval.  This indicates that the resistant cells were 918-
fold more resistant to imazapyr than the normal cells.  Moreover, the resistant cell line remained stable for at 
least 4 months when kept in herbicide-free medium. To establish the biochemical mechanism of resistance to 
imazapyr, ALS activity was determined in the normal and resistant cells. It was found that ALS activity of 
the resistant cells at 3, 5, 7, 10 and 14 days after treatment was 2.65, 2.94, 3.36, 2.90 and 2.62-fold higher 
than that of the normal cells. In addition, to investigate the molecular basis of ALS gene at the target site 
responsible for the herbicide activity, the partial sequences of ALS gene region covering 455 bp of domain B 
and E from the normal and resistant cells was amplified and sequenced. The partial sequence of ALS gene of 
the normal and resistant cells was deposited in the GenBank database with accession number EU243998 and 
EU243999, respectively. The ALS gene sequence of the resistant cells showed the point mutation of alanine 
(A) deletion at 666 position. The accumulation of  ALS mRNA at transcription level in the resistant cell was 
not different from that in both non-treated and treated normal cells.  The results indicated the amounts of 
ALS mRNA had no correlation with the levels of ALS activity.  This suggested that the imazapyr resistance 
might be due to an alteration of the ALS activity making it less sensitive to the inhibitory effect of herbicide. 
Thus, the sugarcane cell was not inhibited by imazapyr. 
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สารบัญตาราง 

 
   ตารางท่ี หนา 
  

1 บริเวณอนุรักษท่ีเกิดการเปล่ียนแปลงภายในยีน ALS ซ่ึงมีความสัมพันธกับระดับ
ความตานทานตอสารในกลุม Sulfonylurea (SU), Imidazolinone (IM) และ 
Triazolopyrimidine (TP) 14 

2 ระดับความเขมขนของสารอิมาซาเพอรท่ีทําใหการเจริญเติบโตของเซลลออย
ลดลง 50 เปอรเซ็นต (I50) ท่ี 14 วั นหลังไดรับอิมาซาเพอรท่ีระดับความเขมขน
ตางกัน 37 

3 ผลของสารอิมาซาเพอรตอการตอบสนองของเอนไซม ALS ในเซลลออย
ตานทานสารและเซลลออยปกติ ท่ี 3, 5, 7, 10 และ 14 วนัหลังไดรับสาร 
อิมาซาเพอรท่ีระดับความเขมขน 1 ไมโครโมลาร 46 

 
ตารางผนวกท่ี  

 
1 องคประกอบของอาหารสังเคราะหสูตร MS  67 
2 การวิเคราะหความแปรปรวนของการเจริญเติบโตของเซลลออยตานทานสาร

สายพันธุ K97-32 หลังไดรับสารอิมาซาเพอรท่ีระดับความเขมขนตางกนั 68 
3 การวิเคราะหความแปรปรวนของการเจริญเติบโตของเซลลออยปกติสายพันธุ 

K97-32 หลังไดรับสารอิมาซาเพอรท่ีระดับความเขมขนตางกัน 68 
4 การวิเคราะหความแปรปรวนของการเจริญเติบโตของเซลลออยท่ีตานทาน

สาร (เปอรเซ็นตของชุดควบคุม) ท่ี 14 วนัหลังไดรับสารอิมาซาเพอรท่ีระดับ
ความเขมขนตางกัน 69 

5 การวเิคราะหความแปรปรวนของการเจริญเติบโตของเซลลออยปกติ
(เปอรเซ็นตของชุดควบคุม) ท่ี 14 วันหลังไดรับสารอิมาซาเพอรท่ีระดับความ 
เขมขนตางกัน 69 

 
 

(2) 
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สารบัญตาราง (ตอ) 
 
ตารางผนวกท่ี หนา 

   
6 การเจริญเติบโตของเซลลออยปกติท่ีไมไดรับสาร (N) เซลลออยปกติท่ีไดรับ

สาร (NT) เซลลออยตานทานท่ีไมไดรับสาร (R) และเซลลออยตานทานท่ี
ไดรับสาร (RT) ท่ี 14 วันหลังไดรับสารอิมาซาเพอรท่ีระดบัความเขมขน 1 ไม
โครโมลาร หลังจากเล้ียงในอาหารท่ีปราศจากสารอิมาซาเพอร เปนเวลานาน 
1-4 เดือน 70 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 

(3) 
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สารบัญภาพ 

ภาพท่ี หนา 
      

1 โครงสรางทางเคมีของสารอิมาซาเพอรในรูปกรด (ก) และในรูปเกลือ (ข) 6 
2 ตําแหนงการเกิดปฏิกิริยาของสารอิมาซาเพอรในการยับยัง้การทํางานของเอนไซม

ALS ภายในพชื 8 
3 บริเวณ 5 ตําแหนงภายในยนี ALS ท่ีมีการเปล่ียนแปลงเมื่อเกิดความตานทานสาร

กําจัดวัชพืชในกลุมท่ียับยั้งเอนไซม ALS               14 
4 Degenerated primer สําหรับสังเคราะหบางสวนของยนี ALS โดยครอบคลุมบริเวณ

ตําแหนง B และ E ท่ีมีขนาด 455 คูเบส 22 
5 การเจริญเติบโตของเซลลออยปกติสายพนัธุ K97-32 เม่ือไดรับสารอิมาซาเพอรท่ี

ระดับความเขมขนตางกัน 33 
6 ระยะเวลาในการคัดเลือกเซลลออยสายพันธุ K97-32 ใหตานทานตอสารอิมาซา

เพอรท่ีระดับความเขมขน 1 ไมโครโมลาร 34 
7 การเจริญเติบโตของเซลลออยท่ีตานทานสารสายพันธุ K97-32 เม่ือไดรับสาร 

อิมาซาเพอรท่ีระดับความเขมขนตางกัน  35 
8 การตอบสนองของเซลลออยปกติและเซลลออยท่ีตานทานสารสายพันธุ K97-32 ท่ี 

14 วันหลังไดรับสารอิมาซาเพอรท่ีระดับความเขมขนตางกัน 36 
9 การเจริญเติบโตของเซลลออยปกติท่ีไมไดรับสาร (N) เซลลออยปกติท่ีไดรับสาร  

(NT) เซลลออยตานทานท่ีไมไดรับสาร (R) และเซลลออยตานทานท่ีไดรับสาร
(RT) ท่ี 14 วันหลังไดรับสารอิมาซาเพอรท่ีระดับความเขมขน 1 ไมโครโมลาร 
หลังจากเล้ียงในอาหารท่ีปราศจากสารอิมาซาเพอร เปนเวลา 1-4 เดือน 39 

10 กิจกรรมของเอนไซม ALS ในเซลลออยปกติท่ีไมไดรับสาร (N) เซลลออยปกติท่ี
ไดรับสาร (NT) เซลลออยตานทานท่ีไมไดรับสาร (R) และเซลลออยตานทานท่ี
ไดรับสาร (RT) ท่ี 3 วันหลังไดรับสารอิมาซาเพอรท่ีระดับความเขมขน 1 ไมโคร
โมลาร 43 

11 กิจกรรมของเอนไซม ALS ในเซลลออยปกติท่ีไมไดรับสาร (N) เซลลออยปกติท่ี
ไดรับสาร (NT) เซลลออยตานทานท่ีไมไดรับสาร (R) และเซลลออยตานทานท่ีไดรับ
สาร (RT) ท่ี 5 วันหลังไดรับสารอิมาซาเพอรท่ีระดับความเขมขน 1 ไมโครโมลาร 43 

(4) 
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สารบัญภาพ (ตอ) 
 
ภาพท่ี หนา 

   
12 กิจกรรมของเอนไซม ALS ในเซลลออยปกติท่ีไมไดรับสาร (N) เซลลออยปกติท่ี

ไดรับสาร (NT) เซลลออยตานทานท่ีไมไดรับสาร (R) และเซลลออยตานทานท่ี
ไดรับสาร (RT) ท่ี 7 วันหลังไดรับสารอิมาซาเพอรท่ีระดับความเขมขน 1 ไมโคร
โมลาร 44 

13 กิจกรรมของเอนไซม ALS ในเซลลออยปกติท่ีไมไดรับสาร (N) เซลลออยปกติท่ี
ไดรับสาร (NT) เซลลออยตานทานท่ีไมไดรับสาร (R) และเซลลออยตานทานท่ี
ไดรับสาร (RT) ท่ี 10 วันหลังไดรับสารอิมาซาเพอรท่ีระดบัความเขมขน 1 ไมโคร
โมลาร 44 

14 กิจกรรมของเอนไซม ALS ในเซลลออยปกติท่ีไมไดรับสาร (N) เซลลออยปกติท่ี
ไดรับสาร (NT) เซลลออยตานทานท่ีไมไดรับสาร (R) และเซลลออยตานทานท่ี
ไดรับสาร (RT) ท่ี 14 วันหลังไดรับสารอิมาซาเพอรท่ีระดบัความเขมขน 1 ไมโคร
โมลาร 45 

15 ผลผลิตท่ีไดจาก RT-PCR โดยใชไพรเมอรท่ีจําเพาะตอยนี ALS ของเซลลออย
ตานทานสาร (R) และเซลลออยปกติ (N) โดยท่ี M = 1 kb DNA ladder marker 
(Fermentas, Lithuania), N = เซลลออยปกติ และ R = เซลลออยท่ีตานทานสาร 48 

16 แถบ DNA ท่ีไดจากการยอยดวยเอนไซม EcoRI ของพลาสมิดท่ีมียีน ALS ของ
เซลลออยปกติ (ก) และเซลลออยท่ีตานทานสาร (ข) ท่ีโคลนเขาสูเวคเตอร 
pGEMT®-easy 49 

17 การเปรียบเทียบลําดับกรดอะมิโนของโปรตีน ALS ในเซลลออยตานทานสาร 
เซลลออยปกติ และพืชสกุลตาง ๆ ในฐานขอมูล GenBank ดวยโปรแกรม Clustal 
W 52 

18 การสะสมของ RNA จากการแสดงออกของยีน ALS ท่ี 3, 5, 7, 10 และ 14 วันหลัง
ไดรับสารอิมาซาเพอรในเซลลออยปกติท่ีไมไดรับสาร (N) เซลลออยปกติท่ีรับสาร 
(NT) เซลลออยตานทานท่ีไมรับสาร (R) และเซลลออยตานทานท่ีรับสาร (RT) 58 

 
 
 

(5) 
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สารบัญภาพ (ตอ) 
 
ภาพผนวกท่ี                                                                                                                                  หนา 
 

1 การลงทะเบียนลําดับเบสบางสวนของยีน ALS ในฐานขอมูล GenBank ของเซลล
ออยตานทานสาร 71 

2 การลงทะเบียนลําดับเบสบางสวนของยีน ALS ในฐานขอมูล GenBank ของเซลล
ออยปกติ 72 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

(6) 
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คําอธิบายสัญลักษณและคํายอ 
 

ALS =  Acetolactate synthase  
(NH4)2SO4 = Ammonium sulphate 
Anti-DIG = Anti-digoxigenin-alkaline phosphatase  
bp                        =    Base pair 
X-gal = 5-bromo-4-chloro-3-indoyl-beta-D-galactopyranoside 
CRD            =    Complete randomized design 
DNA =    Deoxyribonucleic acid 
CDP-Star            =   Disodium 4-chloro-3-(methoxyspiro{1,2-dioxetane-3,2΄-(5-chloro)                

tricycle [3.3.1.1.3.7]decan}-4-yl)-1-phenyl phosphate 
DTT =  Dithiothreitol 
2,4-D  = 2,4-dichlorophenoxy acetic acid 

EDTA =  Ethylene diamine tetraacetic acid 
FAD = Flavin adenine dinucleotide 
g = Gravity 
I50 =  Herbicide concentration required to reduce growth by 50%  
IPTG =  Isopropyl-beta-D-thiogalactopyranoside 
MgCl2 = Magnesium chloride 
mg = Milligram 
mM = Millimolar 
M = Molar  
PCV = Packed cell volume  
PCI = Phenol: Chloroform: Isoamyl alcohol 
PCR = Polymerase chain reaction 
PVPP = Polyvinyl polypyrolidone 
K2HPO4 =  Potassium phosphate 
RT-PCR = Reverse transcription-polymerase chain reaction 
RNA =       Ribonucleic acid 
SSC = Saline-sodium citrate 

(7) 
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คําอธิบายสัญลักษณและคํายอ (ตอ) 
 
SDS = Sodium dodecyl sulfate 
NaOH = Sodium hydroxide 
H2SO4 = Sulfuric acid 
TPP = Thiamine pyrophosphate 
TAE = Tris acetate buffer 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

   (8) 
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พ้ืนฐานทางชีวโมเลกุลของสายพันธุเซลลออยท่ีตานทานสารกําจัดวัชพืชอิมาซาเพอร 
 

Molecular Basis of Imazapyr-Resistant Sugarcane Cell Line 
 

คํานํา 
 

ออยเปนพืชท่ีมีจีโนมสลับซับซอนและมีจํานวนชุดของโครโมโซมพ้ืนฐานมากกวา 2 เทา
ของสภาพ haploid หรือเรียกวาเปนพืชพวก polyploid ออยสวนใหญท่ีปลูกในปจจุบันเปนลูกผสม
ระหวาง Saccharum officinarum L. และออยชนิดอ่ืน ๆ ท่ีอยูใน species เดียวกัน (Poehlmen and 
Sleper, 1995) ทําใหเกิดความแปรปรวนทางพันธุกรรมมากกวาพืชชนิดอ่ืน ๆ ซ่ึงเปนขอจํากัดท่ีทํา
ใหการปรับปรุงพันธุออยยังไมคอยกาวหนาเทาท่ีควร (Arruda and Silva, 2007) อันเปนสาเหตุหนึ่ง
ท่ีทําใหผลผลิตของออยคอนขางตํ่า นอกจากนี้ ยังข้ึนอยูกับปจจัยอ่ืน ๆ อีก ไดแก การเขตกรรม การ
ชลประทาน และการจัดการดินยังไมเหมาะสม รวมท้ังปญหาศัตรูพืช ไดแก โรคพืช แมลงศัตรูพืช 
และวัชพืช เปนตน โดยเฉพาะปญหาทางดานวัชพืช ซ่ึงทําใหผลผลิตตกตํ่า เกษตรกรจึงนิยมใชสาร
กําจัดวัชพืชในการปองกันและกําจัดวัชพืช แตถาใชสารกําจัดวัชพืชประเภทไมเลือกทําลายบางคร้ัง
จะทําใหเกิดความเปนพิษตอพืชปลูกได ดังนั้นการปองกันไมใหพืชปลูกไดรับพิษจากสารกําจัด
วัชพืชประเภทนี้ สามารถทําไดโดยการใชสารกําจัดวัชพืชประเภทเลือกทําลายหรือพันธุพืชท่ีมี
ความตานทานตอสารกําจัดวัชพืชซ่ึงทําใหสามารถใชสารกําจัดวัชพืชไดอยางปลอดภัยตอพืชปลูก 
 

อิมาซาเพอร (imazapyr) เปนสารกําจัดวัชพืชท่ีอยูในกลุม imidazolinone ท่ียับยั้งการสราง
กรดอะมิโน (amino acid synthesis inhibitors) หรือเรียกวา กลุมท่ียับยั้งการทํางานของเอนไซม 
เอนไซมอะซิโตแลคเตทซินเธส (ALS-inhibiting herbicides) อิมาซาเพอรเปนสารประเภทไมเลือก
ทําลาย สามารถเคล่ือนยายไดท้ังภายในทอลําเลียงน้ําและทอลําเลียงอาหารของพืช สารจะเขาไป
ยับยั้งการทํางานของเอนไซม ALS ซ่ึงเปนตําแหนงเปาหมายท่ีสารกําจัดวัชพืชแสดงปฏิกิริยาในการ
ยับยั้งภายในพืช การเขาทําลายของสารกําจัดวัชพืชเกิดข้ึนภายในคลอโรพลาสตของเซลลพืช โดยท่ี
เอนไซม ALS ภายในพืชมีการสังเคราะหข้ึนไดจากการลอกรหัสพันธุกรรมของยีนในนิวเคลียส และ
แปลรหัสยีนดังกลาวบริเวณไซโตพลาสซึมแลวจึงถูกสงไปยังคลอโรพลาสต เพื่อทําหนาท่ีในการ
สังเคราะหกรดอะมิโนตอไป โดยมี pyruvate เปนสารต้ังตน และมีเอนไซม ALS เปนตัวเรงปฏิกิริยา
ในการสังเคราะหกรดอะมิโนท่ีเปนลูกโซซ่ึงจะเกิดข้ึน 2 ปฏิกิริยา โดยท่ีปฏิกิริยาแรกจะเกิดการ
รวมตัวของ 2 โมเลกุลของ pyruvate กลายเปน 2-acetolactate ซ่ึงเปนตัวกลางในการสังเคราะห  
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กรดอะมิโน valine และ leucine สวนอีกหนึ่งปฏิกิริยาจะเกิดการรวมตัวของ pyruvate และ α-
kytobutyrate แลวเปล่ียนไปเปน 2-aceto-2-hydroxybutyrate ซ่ึงเปนตัวกลางนําไปสรางกรดอะมิโน 
isoleucine ตอไป โดยกรดอะมิโนเหลานี้จําเปนในการเจริญเติบโตของพืช (Singh and Shaner, 1995) 
การพิจารณากลไกของความตานทานสารกําจัดวัชพืชในกลุมท่ียับยั้งการทํางานของเอนไซม ALS ท่ี
เกี่ยวของกับตําแหนงเปาหมายท่ีสารกําจัดวัชพืชแสดงปฏิกิริยาในการยับยั้งภายในพืช (target site-
based) และไมใชตําแหนงเปาหมาย (non-target site-based) ซ่ึงกลไกความตานทานท่ีเกี่ยวของกับ
ตําแหนงเปาหมาย พบวา มี 2 รูปแบบ คือ การตอบสนองนอยตอสารกําจัดวัชพืช  (Devine and 
Shukla, 2000; Shimizu et al., 2002; Corbett and Tradiff, 2006) และมีการสรางเอนไซมท่ีมากกวา
ปกติ (Corbett and Tradiff, 2006) สวนใหญกลไกของความตานทานสารจะเปนแบบการตอบสนอง
นอยตอสารกําจัดวัชพืช สวนในกรณีท่ีเปนแบบไมใชตําแหนงเปาหมายนั้น จะเกี่ยวของกับการดูด
ซึม การเคล่ือนยาย และกระบวนการเมตาบอลิซึมภายในเซลลพืช เพื่อท่ีจะทําใหสารกําจัดวัชพืชเขาสู
ตําแหนงเปาหมายใหนอยลงหรือชาลง เปนตน (Corbett and Tradiff, 2006) 

  
ในการสรางสายพันธุพืชตานทานตอสารกําจัดวัชพืชในระดับพืชท้ังตน สามารถทําการ

คัดเลือกไดในสภาพแปลงทดลอง โดยคัดเลือกตนท่ีไมถูกทําลายหรือถูกทําลายนอยเม่ือไดรับสาร
กําจัดวัชพืช จากการรายงานของ Punyadee et al. (2007) ไดทําการคัดเลือกพันธุออยทนทานตอสาร
กําจัดวัชพืชอิมาซาเพอร โดยท่ีในพันธุออยท่ีทนทานสารจะแสดงอาการไดรับพิษจากการใหสาร
กําจัดวัชพืชนอยเม่ือเปรียบเทียบกับพันธุออยท่ีออนแอ สําหรับพืชท่ีทนทานสารกําจัดวัชพืชในกลุม
ท่ียับยั้งการทํางานของเอนไซม ALS นั้น สวนใหญจะพบการเกิดการกลายพันธุเปนแบบ single 
amino acid ในตําแหนงเปาหมายท่ีสารกําจัดวัชพืชแสดงปฏิกิริยายับยั้งภายในพืช  (Wright et al., 
1998; White et al., 2003; Corbett and Tradiff, 2006) จะเกิดท่ีบริเวณอนุรักษท่ีอยูภายในยีน ALS มี 
5 บริเวณ ไดแก บริเวณ A, B, C, D และ E โดยท่ี Devine and Shukla (2000) ไดรายงานวา สวน
ใหญความตานทานสารในกลุม Imidazolinone นั้น มีระดับความตานทานที่สูงเม่ือเกิดการ
เปล่ียนแปลงท่ีบริเวณตําแหนง B, C และ E อยางไรก็ตาม กลไกของความตานทานท่ีเกิดข้ึนในสาย
พันธุออยตานทานสารอิมาซาเพอรยังไมชัดเจน ดังนั้นการศึกษาในคร้ังนี้ จึงไดทําการพิจารณา
เฉพาะสวนท่ีเปนตําแหนงเปาหมายท่ีสารกําจัดวัชพืชแสดงปฏิกิริยาในการยับยั้งภายในพืชเทานั้น 
โดยศึกษาการเปล่ียนแปลงกิจกรรมการทํางานของเอนไซมอะซิโตแลคเตทซินเธส รวมท้ังพิจารณา
การเปล่ียนแปลงลําดับเบสบางสวนของยีน ALS เปรียบเทียบระหวางสายพันธุเซลลออยท่ีตานทาน
สารกับสายพันธุเซลลออยออนแอตอสารอิมาซาเพอร เพื่อนําไปใชเปนดัชนีในการอธิบายเกี่ยวกับ
กลไกทางชีวเคมีและชีวโมเลกุลของความตานทานสารอิมาซาเพอรในระดับเซลล ตลอดจน
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นําไปใชเปนแหลงพันธุกรรมในการปรับปรุงพันธุออยใหตานทานตอสารกําจัดวัชพืชในอนาคต
ตอไป 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 4 

วัตถุประสงค 
 

1.  ทําการคัดเลือกสายพันธุเซลลออยท่ีตานทานตอสารอิมาซาเพอรในระดับเซลล
แขวนลอยโดยวิธีการเพาะเล้ียงเนื้อเยื่อพืช  
 

2.  ทําการศึกษาการเปล่ียนแปลงกิจกรรมการทํางานของเอนไซมอะซิโทแลคเตทซินเธส 
โดยการเปรียบเทียบระหวางเซลลออยท่ีตานทานสารกับเซลลออยปกติ เพื่อใชเปนดัชนีในการ
อธิบายกลไกทางชีวเคมีของความตานทานในสายพันธุเซลลออยท่ีตานทานสารอิมาซาเพอร 

 
3.  ทําการศึกษาลําดับเบสบางสวนของยีน ALS และการแสดงออกของยีน ALS โดยวิธีการ 

semi-quantitative RT-PCR โดยการเปรียบเทียบระหวางเซลลออยท่ีตานทานสารกับเซลลออยปกติ 
เพื่อใชเปนดัชนีในการอธิบายกลไกทางชีวโมเลกุลของความตานทานในสายพันธุเซลลออยท่ี
ตานทานสารอิมาซาเพอร 
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การตรวจเอกสาร 
 
1.  ออย 
 

ออย (Saccharum spp.) เปนพืชใบเล้ียงเดี่ยวอยูในตระกูลหญา (Family Poaceae) และเปนพืช
ท่ีมีพันธุกรรมสลับซับซอน ออยท่ีปลูกเปนพันธุการคาในปจจุบันสวนใหญจะเปนออยลูกผสม
ระหวาง S. officinarum โดยมีจํานวนโครโมโซมแตกตางกันออกไป ต้ังแต 2n = 100-140 (Poehlmen 
and Sleper, 1995) ลักษณะทางพฤกษศาสตรของออยประกอบดวย ลําตน ใบ และระบบราก ซ่ึงลํา
ตนออยมีอยู 2 สวน ไดแก สวนใตดิน และสวนเหนือดิน สวนท่ีอยูเหนือดินจะมีความสําคัญทาง
เศรษฐกิจ บริเวณลําตนเหนือดินจะมีขอ (node) และปลอง (internode) เม่ือใบหลุดจะปรากฏรอย
กาบใบใหเห็น ความยาวระหวางปลองจากรอยกาบใบหนึ่งถึงรอยถัดไป เรียกรวมวา ขอปลอง (joint) 
โดยจะมีปุมราก (root primodia) ตรงบริเวณใตกาบใบ และท่ีขอจะมีตา ซ่ึงสามารถเจริญเติบโตเปน
ตนใหมได ลําตนออยสามารถเจริญเติบโตไดสูงประมาณ 2-6 เมตร สวนของใบจะมีอยู 2 สวน คือ 
กาบใบ (leave sheath) กับแผนใบ (leave blade) ท้ังสองสวนจะเชื่อมติดกัน โดยท่ัวไปใบจะเกิด
สลับกันท่ีขอและหุมตาเอาไว รอยตอระหวางกาบใบและแผนใบดานในจะมีล้ินใบ (ligule) เปน
แผนบางยื่นออกมาจากกาบใบ สวนท่ีอยูใตดินจะเปนตอหรือเหงา ระบบรากของออยเปนแบบ
ระบบรากฝอย แผกระจายออกไปรอบตน เพื่อหาน้ํา ธาตุอาหารและชวยพยุงลําตน รากจะ
เจริญเติบโตมากหรือนอยข้ึนอยูกับสภาพของดิน (Miller and Gilbert, 1993) ชอดอกเปนแบบพานิ
เคิล หรือท่ีเรียกวา แอโรวหรือทาสเซล (arrow or tessel) มีท้ังดอกตัวผูและดอกตัวเมียอยูในชอดอก
เดียวกัน เนื่องจากออยเปนพืชไวแสง จึงออกดอกเม่ือเวลากลางวันส้ันกวากลางคืน ชอดอกจะเปน
แบบ arrow เมล็ดของออยเปนชนิดคารีออปซิส (caryopsis)  

 
การปลูกออยเพื่อการคาสวนใหญจะใชสวนของลําตนในการขยายพันธุ ซ่ึงเรียกวา ทอน

พันธุ (seed cane, cutting) โดยในแตละทอนพันธุจะมีตาประมาณ 2-3 ตา ในการปลูกออยคร้ังหนึ่ง
สามารถไวตอไดหลายคร้ัง ซ่ึงอาจไวตอถึง 10 คร้ัง ท้ังนี้ข้ึนอยูกับการเขตกรรมและการจัดการ
ศัตรูพืช โดยเฉพาะอยางยิ่งศัตรูพืช เชน โรค แมลง และวัชพืช เปนตน ซ่ึงนับวาเปนปญหาหลักท่ี
สําคัญท่ีจะไปลดผลผลิตออย ดังนั้นจึงควรวางแผนการปลูกใหดี เพื่อเพิ่มผลผลิตและเพิ่มความหวาน 
โดยท่ัวไปออยมีอายุเก็บเกี่ยวประมาณ 10-12 เดือน แตออยบางพันธุจะใหความหวานสูงท่ีอายุ 12 
เดือน ควรเก็บเกี่ยวออยท่ีสุกแกเต็มท่ี แตถาออยออกดอกจะทําใหความหวานของออยลดลง ซ่ึงจะทํา
ใหคุณภาพของออยในการผลิตน้ําตาลลดลงไปดวย 
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2.  สารกําจัดวัชพืชอิมาซาเพอร (imazapyr) 
 
อิมาซาเพอรจัดเปนสารกําจัดวัชพืชท่ีอยูในกลุม imidazolinone ประเภทไมเลือกทําลาย ใช

ควบคุมวัชพืชตามพ้ืนท่ีรกราง วัชพืชขางถนน สวนยางพารา และไรออย เปนตน ภายใตช่ือการคา 
Arsenal, Chopper และ Assault ถูกนํามาใชคร้ังแรกในป ค.ศ. 1984 มีช่ือทางการคาวา Arsenal 
หลังจากนั้น ในป ค.ศ. 1993 ไดพัฒนาสูตรใหมมีช่ือทางการคาวา Chopper (Cox, 1996) โดยท่ัวไป
สารอิมาซาเพอร มักจะพบได 2 รูปแบบ คือ ในรูปกรด และรูปเกลือ (ภาพท่ี 1) สวนใหญจะมีการ
ผลิต และจําหนายในรูปเกลือ ซ่ึงมีช่ือทางเคมี คือ 2-[4, 5-dihydro-4-methyl-4-(1-methylethyl)-5-oxo-
1H-imidazol-2-yl]-3-pyridinecarboxylic acid (CA) หรือ 2-(4-isopropyl-4-methyl-5-oxo-2-imidazolin-
2-yl) nicotinic acid (IUPAC) มีสูตรโมเลกุลของสารเปน C13H15N3O3 ลักษณะของสารจะเปนผงสีขาว 
มีกล่ินกรดเล็กนอย (ทศพล, 2545) 
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                  (ก) Imazapyr acid                                       (ข) Imazapyr isopropylamine salt 
 
ภาพท่ี 1  โครงสรางทางเคมีของสารอิมาซาเพอรในรูปกรด (ก) และในรูปเกลือ (ข) 
ท่ีมา: Ahrens (1994)  
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อิมาซาเพอร เปนสารกําจัดวัชพืชอยูในกลุมท่ียับยั้งการสรางกรดอะมิโน (amino acid synthesis 
inhibitor) หรือเรียกวา กลุมท่ียับยั้งการทํางานของเอนไซม ALS (ALS-inhibiting herbicides) เปนสาร
ประเภทไมเลือกทําลาย มีการแนะนําใหใชท้ังแบบกอนงอก (pre-emergence) และหลังงอก (post-
emergence) เม่ือฉีดพนสารแลวพืชจะดูดซึมไดทั้งทางใบและราก สารสามารถเคล่ือนยายไดอยาง
รวดเร็วผานทาง xylem และ phloem ไปยังบริเวณท่ีเปนเนื้อเยื่อเจริญของพืช เม่ือสารเขาไปภายใน
เซลลจะไปยับยั้งการทํางานของเอนไซมอะซิโตแลคเตทซินเธท (acetolactate synthase, ALS) หรือ
อาจจะเรียกวา เอนไซมอะซิโตไฮดรอกซีซินเธท (acetohydroxy synthase, AHAS) ซ่ึงจะเปนตัวเรง
ปฏิกิริยาในกระบวนการสรางกรดอะมิโนท่ีเปนลูกโซ ไดแก valine, leucine และ isoleucine โดย
ปฏิกิริยาแรกจะเกิดการรวมตัวของ 2 โมเลกุลของไพรูเวท จะเปล่ียนไปอยูในรูปของ 2-Acetolactate 
ซ่ึงเปนตัวกลางในการสังเคราะหกรดอะมิโน valine และ leucine สวนอีกหนึ่งปฏิกิริยาจะเกิดการ
รวมตัวของไพรูเวท และแอลฟาคีโตบิวทีเรท (α-kytobutyrate) แลวเปล่ียนไปเปน 2-Aceto-2-
hydroxybutyrate ซ่ึงจะเปนตัวกลางนําไปสรางกรดอะมิโน isoleucine ตอไป (ภาพที่ 2) ซ่ึงกรดอะมิ
โนเหลานี้จําเปนในการเจริญเติบโตของพืช (Singh and Shanner, 1995) เม่ือพืชไดรับสารจะสงผลให
การสังเคราะหดีเอ็นเอ และการแบงเซลลลดลงภายใน 2-3 ช่ัวโมงหลังไดรับสาร ตอมาพืชจะแสดง
อาการไดรับพิษภายใน 1-2 สัปดาห โดยรากจะกุด ตนเปล่ียนเปนสีมวงและ จะคอย ๆ ตายไปอยาง
ชา ๆ ภายใน 1 เดือนหลังไดรับสาร แตอยางไรก็ตามจะข้ึนอยูกับสภาพแวดลอม และชนิดของพืช 
(Shanner and Singh, 1997) 

 
สารอิมาซาเพอรจะสลายตัวภายใน 24 ช่ัวโมง โดยปริมาณสารจะลดลงอยางรวดเร็ว และ

คอย ๆ ถูกปลดปลอยออกทางรากลงสูดิน โดยจุลินทรียภายในดินจะเปนตัวชวยในการยอยสลายของ
สาร มีความเปนพิษตอสัตวเล้ียงลูกดวยนม ปลา นก ตํ่า มีผลกระทบนอยตอจุลินทรียในดิน มีความ
เปนพิษทางอากาศนอยเนื่องจากสารมีการระเหยไดนอย จึงทําใหมีผลกระทบตอส่ิงแวดลอมนอย
กวาเม่ือเทียบกับสารกําจัดวัชพืชในกลุมสารสัมผัสหรือสารทําลายเยื่อหุมเซลล (Contact-membrane 
disrupters) 
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ภาพท่ี 2  ตําแหนงการเกดิปฏิกิริยาของสารอิมาซาเพอรในการยับยั้งการทํางานของเอนไซม ALS   

ภายในพืช 

ท่ีมา:  ดัดแปลงจาก Corbett and Tardif (2006) 
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3.  กลไกทางชีวเคมีของพืชตานทานสารกําจัดวัชพืชในกลุมท่ียับยั้งเอนไซม ALS 
 

เอนไซม ALS เปนเอนไซมท่ีมีความสําคัญในกระบวนการสังเคราะหกรดอะมิโน valine 
leucine และ isoleucine ซ่ึงเปนเอนไซมท่ีเปนตําแหนงเปาหมายของสารกําจัดวัชพืชในกลุมท่ียับยั้ง
เอนไซม ALS ท่ีแสดงปฏิกิริยาในการยับยั้งหรือเขาทําลายพืช โดยท่ัวไปกลไกของความตานทานสาร
กําจัดวัชพืชในกลุมท่ียับยั้งการทํางานของเอนไซม ALS นั้น จะมีความเกี่ยวของกับตําแหนงเปาหมาย 
ท่ีสารกําจัดวัชพืชแสดงปฏิกิริยาในการยับยั้งภายในพืช (target site-based) และไมใชตําแหนงเปาหมาย 
(non-target site-based) ซ่ึงกลไกของความตานทานสารกําจัดวัชพืชท่ีเกิดข้ึนโดยไมใชตําแหนง
เปาหมายน้ัน อาจจะเกิดข้ึนเนื่องจากมีการลดปริมาณสารกําจัดวัชพืชหรือลดอัตราการเคล่ือนยายของ
สารกําจัดวัชพืชไมใหไปเกาะจับท่ีตําแหนงเปาหมาย สวนกลไกของความตานทานสารกําจัดวัชพืชท่ี
เกี่ยวของกับตําแหนงเปาหมายนั้น อาจจะเกิดจากการเปล่ียนแปลงท่ีตําแหนงเปาหมายของสารกําจัด
วัชพืช ทําใหเอนไซมซ่ึงเปนตําแหนงเปาหมายท่ีสารกําจัดวัชพืชแสดงปฏิกิริยาในการยับยั้งภายในพืช 
มีการตอบสนองนอยหรืออาจจะเกิดการสรางเอนไซมท่ีมีมากกวาปกติ ซ่ึงในปจจุบันนี้ไดมีการศึกษา
ความตานทานสารกําจัดวัชพืชกลุมท่ียับยั้งเอนไซม ALS สวนใหญไดมีรายงานวา กลไกของความ
ตานทานสารกําจัดวัชพืชเกี่ยวของกับการเปล่ียนแปลงกิจกรรมของเอนไซม ALS ซ่ึงเปนตําแหนง
เปาหมายท่ีสารกําจัดวัชพืชแสดงปฏิกิริยาในการยับยั้งภายในพืช ทําใหสารกําจัดวัชพืชไมสามารถเขา
จับกับตําแหนงเปาหมายได พืชจึงเกิดความตานทานตอสารกําจัดวัชพืช (Corbette and Tardiff, 2006)  

 
การศึกษากลไกทางชีวเคมีของความตานทานสารกําจัดวัชพืชในกลุมท่ียับยั้งเอนไซม ALS ท่ี

เกี่ยวของกับตําแหนงเปาหมายน้ัน ท่ีผานมาไดมีการศึกษาในพืชปลูกหลายชนิด ซ่ึงจากการศึกษาขาว
สาลีท่ีทนทานตอสารกําจัดวัชพืชในกลุม Imidazolinone โดยทําการคัดเลือกดวยวิธี seed mutagenesis 
พบวา ประชากรในรุนท่ี 2 มีกิจกรรมของเอนไซม ALS สูงกวาในพันธุปกติ (Newhouse et  al., 1992) 
ตอมา Wright et al. (1998) ไดศึกษาการเปล่ียนแปลงกิจกรรมของเอนไซม ALS ใน sugarbeet 3 สาย
พันธุ คือ พันธุ Sir-13, พันธุ Sur และพันธุ 93R30B ท่ีตานทานสารกําจัดวัชพืชในกลุมท่ียับยั้งการ
ทํางานของเอนไซม ALS พบวา ท้ัง 3 สายพันธุเกิดการเปล่ียนแปลงกิจกรรมของเอนไซม ALS โดยท่ี
พันธุ Sir-13 มีระดับความตานทานตอสาร imazethapyr มากถึง 40 เทา เม่ือเปรียบเทียบกับพันธุ
ออนแอ สวนพันธุ Sur มีระดับความตานทานตอสาร chlosulforon 1,000 เทา และ flumetsulam 50 
เทา และพันธุ 93R30B มีความตานทานตอสารท้ัง 3 ชนิด โดยมีระดับความตานทานตอสาร 
imazethapyr, chlosulforon และ flumetsulam มากกวา 1,000, 4,300 และ 200 เทา ตามลําดับ 
เชนเดียวกันกับ White et al. (2002) ไดทําการศึกษาในทานตะวันท่ีตานทานตอสาร imazethapyr 
และ chlorimuron เม่ือพิจารณาจากกิจกรรมของเอนไซม ALS พบวา ในสายพันธุท่ีตานทานมีระดับ
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ความตานทานตอสารดังกลาวนี้ เปน 39 และ 9 เทา ตามลําดับ เม่ีอเปรียบเทียบกับสายพันธุท่ี
ออนแอ นอกจากนี้ยังไดมีการศึกษาในวัชพืชท่ีตานทานสารกําจัดวัชพืช ไดแก wild radish (Yu et 
al., 2003), eastern black nightshade (Milliman et al., 2003), smooth pigweed (Trucco et al., 2005), 
red rice (Avila et al., 2005) และ wild mustard (Christoffer et al., 2006) เปนตน ซ่ึงใหผลการทดลอง
ท่ีคลายกัน กลาวคือ ในสายพันธุท่ีตานทานสารกําจัดวัชพืชมีระดับของความตานทานสารสูงกวาใน
สายพันธุท่ีออนแอ แสดงวา ความตานทานตอสารในกลุมท่ียับยั้งเอนไซม ALS เกิดจากการ
เปล่ียนแปลงกิจกรรมของเอนไซม ALS ซ่ึงเปนตําแหนงเปาหมาย ท่ีสารกําจัดวัชพืชแสดงปฏิกิริยา
ในการยับยั้งภายในพืช 

 
กลไกของความตานทานสารกําจัดวัชพืชท่ีเกิดจากการเปล่ียนแปลงของตําแหนงเปาหมายน้ัน 

อาจจะเกิดจากการสรางเอนไซมท่ีมีมากกวาปกติ หรืออาจจะเกิดจากการของสารกําจัดวัชพืช ทําให
เอนไซมซ่ึงเปนตําแหนงเปาหมายหมายมีการตอบสนองนอยตอสารกําจัดวัชพืช กลาวคือ พืชท่ี
ตานทานสารจะลดการตอบสนองของเอนไซม ALS ตอสารกําจัดวัชพืช จึงไมถูกยับยั้งโดยสารกําจัด
วัชพืช (Tan et al., 2005) การศึกษาในคร้ังนี้ จะมุงเนนไปท่ีการเปล่ียนแปลงของตําแหนงเปาหมายท่ี
เกี่ยวของกับความตานทานตอสารกําจัดวัชพืชในกลุมท่ียับยั้งการทํางานของเอนไซม ALS เพื่อท่ีใช
เปนดัชนีอยางหน่ึงในการอธิบายเกี่ยวกับกลไกทางชีวเคมีของความตานทานสารอิมาซาเพอรตอไป 
 
4.  ชีวโมเลกุลพื้นฐานของพืชตานทานสารกําจัดวัชพืชในกลุมท่ียับยั้งเอนไซม ALS 
 

การศึกษากลไกของความตานทานสารกําจัดวัชพืชในกลุมท่ียับยั้งเอนไซม ALS ท่ีผานมา
ไดมีการศึกษาในระดับสรีรวิทยาและชีวเคมี ซ่ึงเปนการพิจารณาเกี่ยวกับการตอบสนองของพืชท่ีมี
ตอสารกําจัดวัชพืช รวมท้ังการเปล่ียนแปลงกิจกรรมของเอนไซม ALS เมื่อไดรับสาร ในปจจุบันนี้
ไดมีการศึกษาเกี่ยวกับกลไกของความตานทานสารกําจัดวัชพืชในระดับชีวโมเลกุล โดยพิจารณาจาก
การเปล่ียนแปลงและการแสดงออกของยีน ALS ในระดับ DNA และ RNA ซ่ึงยีน ALS เปนยีนท่ี
ควบคุมการแสดงออกของเอนไซม ALS และสังเคราะหข้ึนโดยการลอกรหัสพันธุกรรมจากยีนใน
นิวเคลียส และแปลรหัสยีนดังกลาวบริเวณไซโตพลาสซึมแลวจะถูกสงไปยังคลอโรพลาสต เพื่อทํา
หนาท่ีในการสังเคราะหกรดอะมิโนตอไป มักจะพบยีน ALS นี้ ในแบคทีเรีย รา สาหราย ยีสต และ
พืช แตจะไมพบในสัตวเล้ียงลูกดวยนม ในพืชไดมีการศึกษาคร้ังแรกใน Arabidopsis thaliana และ
ยาสูบ หลังจากนั้นจึงไดมีการศึกษาในพืชชนิดอ่ืน ๆ ตอมา (Shimizu et al., 2002) 
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 สารกําจัดวัชพืชในกลุมท่ียับยั้งการทํางานของเอนไซม ALS ซ่ึงมีอยูดวยกัน 5 กลุม คือ 
Sulfonylurea (SU), Imidazolinone (IM), Triazolopyrimidine (TP), Pyrimidineylthio-oxybenzoate 
(POB) และ Sulfonylamino-carbonyl-triazolinone (SCT) ในปจจุบันนี้การศึกษาเกี่ยวกับความตานทาน
ของพืชท่ีมีตอสารกําจัดวัชพืชในกลุมท่ียับยั้งเอนไซม ALS ไดมีการนําเทคนิคทางดาน DNA มาใชกัน
มากข้ึน ซ่ึงมีรายงายวา สวนใหญพืชท่ีตานทานสารกําจัดวัชพืชในกลุมท่ียับยั้งเอนไซม ALS มีการเกิด
การกลายพันธุเปนแบบ single amino acid ท่ีบริเวณตําแหนงเปาหมาย (Corbett และ Tradiff, 2006; Tan 
et al., 2005; White et al., 2003; Wright et al., 1998) การเกิดการกลายพันธุตรงตําแหนงเปาหมายน้ัน 
จะเกิดท่ีบริเวณอนุรักษ (conserve domain) ท่ีอยูภายในยีน ALS มี 5 บริเวณท่ีมีการเปล่ียนแปลง ไดแก 
บริเวณ A, B, C, D และ E เม่ือเกิดความตานทานสารกําจัดวัชพืชในกลุมท่ียบัยัง้เอนไซม ALS (ภาพท่ี 3 
และตารางท่ี 1) อยางไรก็ตาม การเกิดการกลายพันธุในแตละตําแหนงของยีน ALS นั้น จะข้ึนอยูกับ
ชนิดของ พืช พันธุพืช และชนิดของสารกําจัดวัชพืชในแตละกลุม โดยท่ี Devine และ Shukla (2000) 
ไดรายงานวา สารกําจัดวัชพืชในกลุม sulfonylurea และ triazolopyrimidine มีระดับความตานทานท่ีสูง 
เม่ือเกิดการเปล่ียนแปลงของยีน ALS ท่ีบริเวณตําแหนง A แตมีการเปล่ียนแปลงเล็กนอยท่ีบริเวณ
ตําแหนง B, C และ E สวนสารในกลุม Imidazolinone มีการเปล่ียนแปลงของยีน ALS เล็กนอยท่ี
บริเวณตําแหนง A แตจะมีระดับความตานทานท่ีสูง เม่ือเกิดการเปล่ียนแปลงท่ีบริเวณตําแหนง B, C 
และ E   
 

สวนใหญความตานทานสารกําจัดวัชพืชที่เกิดข้ึน มักจะเกิดจากการกลายพันธุในระดับยีน 
โดยมีการเกิดการกลายพันธุเฉพาะจุดท่ีเปนแบบการแทนท่ีลําดับเบส (base-pair substitution) ทําให
กรดอะมิโนในโปรตีนเกิดการเปล่ียนแปลงไป (Tan et al., 2006; Wang et al., 2007; Zhou et al., 
2007; Pornprom et al., 2009) หรือเปนแบบการหายไปของนิวคลีโอไทปในลําดับเบส (deletion) 
ทําใหกรดอะมิโนหายไปดวย (Kim et al., 2004) ซ่ึงสงผลใหเกิดความตานทานตอสารกําจัดวัชพืช
ในพืช จากการศึกษาของ Wright et al. (1998) ไดทําการคัดเลือก sugarbeet 3 สายพันธุ คือ พันธุ 
Sir-13 มีความตานทานตอสารกําจัดวัชพืชในกลุม Imidazolinone เม่ือพิจารณาจากลําดับเบสของยีน 
ALS พบวา เกิดการเปล่ียนแปลงของกรดอะมิโนจาก threonine เปน alanine ท่ีตําแหนง 113 สวน
พันธุ Sur ท่ีมีความตานทานตอสาร chlosulforon และ flumetsulam เม่ือพิจารณาลําดับเบสของยีน 
ALS พบวา เกิดการเปล่ียนแปลงของยีนทําใหลําดับกรดอะมิโนเปลี่ยนจาก surine กลายเปน proline 
ที่ตําแหนง 188 และพันธุ 93R30B มีความตานทานตอสาร imazethapyr, chlosulforon และ 
flumetsulam จะเกิดการเปลี่ยนแปลงของกรดอะมิโน 2 ตําแหนงจาก threonine กลายเปน alanine 
ที่ตําแหนง 113 และ surine กลายเปน proline ที่ตําแหนง 188 นอกจากนี้ ไดมีรายงานใน



 12 

ทานตะวันที่ตานทานสาร imazethapyr และ chlorimuron-ethyl พบวา เกิดการเปลี่ยนแปลงของ
กรดอะมิโนที่ตําแหนง 205 จาก alanine เปน valine (White et al., 2003) เชนเดียวกับการรายงาน
ของ Yu et al. (2003) ไดทําการศึกษาใน wild radish จํานวน 8 สายพันธุที่ตานทานตอสาร 
chlosulfuron, metosulam และ metsulfuron พบวา เกิดการเปล่ียนแปลงของกรดอะมิโน proline ท่ี
ตําแหนง 197 (เมื่อเปรียบเทียบกับตําแหนงลําดับกรดอะมิโนของ Arabidopsis) ในบริเวณ A ของ
ยีน ALS เมื่อทําการศึกษาการแสดงออกของยีน ALS ในระดับ mRNA โดยวิธี northern blot 
เปรียบเทียบระหวางสายพันธุที่ตานทานกับสายพันธุออนแอ พบวา ระดับของการสะสม mRNA 
ไมแตกตางกัน เชนเดียวกับรายงานของ Trucco et al. (2005) ไดทําการศึกษาลําดับเบสของยีน 
ALS บริเวณตําแหนง A และ B ใน smooth pigweed สายพันธุที่ตานทานตอสาร imazethapyr 
พบวา สายพันธุที่ตานทานจะเกิดการเปลี่ยนแปลงของกรดอะมิโนจาก alanine เปน threonine ท่ี
ตําแหนง 122 บริเวณตําแหนง A สวนบริเวณตําแหนง B ไมพบการเปลี่ยนแปลงของกรดอะมิโน 
ตอมา Chistoffers et al. (2006) ไดทําการศึกษาใน wild mustard ที่ตานทานตอสารกําจัดวัชพืชใน
กลุมยับยั้งการทํางานของเอนไซม ALS โดยพิจารณาลําดับเบสของยีน ALS เปรียบเทียบระหวาง
สายพันธุท่ีตานทานกับสายพันธุออนแอ พบวา ในสายพันธุท่ีตานทานจะเกิดการเปลี่ยนแปลงของ
กรดอะมิโนจาก triptophan เปน leucine ที่ตําแหนง 574 (เมื่อเปรียบเทียบกับตําแหนงลําดับ
กรดอะมิโนของ Arabidopsis) นอกจากนี้ จากผลการรายงานของพืชและวัชพืชอีกหลายชนิด เชน 
red rice (Rajguru et al., 2005), common ragweed (Zheng et al., 2005) และ grass weed 
(Marshall and Moss, 2008) เปนตน แสดงใหเห็นวา การเกิดการเปลี่ยนแปลงของลําดับกรดอะมิ
โนจะสงผลใหเกิดความตานทานตอสารกําจัดวัชพืชในกลุมที่ยับยั้งเอนไซม ALS ซึ่งการศึกษาใน
ครั้งนี้จะพิจารณาลําดับเบสบางสวนของยีน ALS เพื่อใชเปนดัชนีอยางหนึ่งในการอธิบายกลไก
พื้นฐานในระดับชีวโมเลกุลของความตานทานในเซลลออยท่ีตานทานสารอิมาซาเพอรตอไป 
 
 การศึกษากลไกของความตานทานสารกําจัดวัชพืชในระดับชีวเคมีและชีวโมเลกุลในพืชท่ี
ตานทานสารกําจัดวัชพืช นับวาเปนส่ิงท่ีสําคัญมากในการปรับปรุงพันธุพืชใหมีความตานทานตอสาร
กําจัดวัชพืช เนื่องจากการตอบสนองของพืชท่ีมีตอสารกําจัดวัชพืชนั้น เปนกระบวนการท่ีเกิดข้ึนภายใน
พืชอยางตอเนื่องและมีความซับซอนมาก ดังนั้น การพิจารณาเกี่ยวกับกลไกทางชีวเคมีและชีวโมเลกุล
ของพืชตานทานสารกําจัดวัชพืช สามารถชวยในการอธิบายเกี่ยวกับกลไกของความตานทานสารกําจัด
วัชพืชใหมีความชัดเจนมากยิ่งข้ึนข้ึน (Corbett และ Tardiff, 2006) ซ่ึงการศึกษาวิจัยในคร้ังนี้ สามารถใช
เปนขอมูลพื้นฐานในข้ันตอนของการดําเนินงานทางดานการผลิตและการปรับปรุงพันธุพืช เพื่อใหมี
ความตานทานสารกําจัดวัชพืชไดตอไป โดยเฉพาะอยางยิ่งขอมูลเกี่ยวกับการเกิดการกลายพันธุของยีน 
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ALS ท่ีทําใหพืชเกิดความตานทานตอสารกําจัดวัชพืชในกลุมท่ียับยั้งเอนไซม ALS ซ่ึงแนวทางในการ
พัฒนาพืชตานทานสารกําจัดวัชพืช จะชวยใหเกษตรกรลดการใชสารกําจัดวัชพืชภายในไรนา และเปน
วิธีการหลีกเล่ียงความเสียหายท่ีอาจจะเกิดข้ึนจากการใชสารกําจัดวัชพืชไดตอไป 
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ตารางท่ี 1  บริเวณอนุรักษท่ีเกิดการเปล่ียนแปลงภายในยีน ALS ซ่ึงมีความสัมพันธกับระดับความ  
                 ตานทานตอสารในกลุม Sulfonylurea (SU), Imidazolinone (IM) และ Triazolopyrimidine  
                  (TP) 
  

ระดับความตานทานสารกําจดัวัชพืช 
บริเวณอนุรักษ 

SU IM TP 
    
C (VFAYPGGASMEIHQALTRS) ตํ่ามาก สูง ตํ่ามาก 
A (AITGOVPRRMIGT) สูง - คอนขางตํ่า 
D (AFQETP) สูง - - 
B (QWED) สูง สูง สูง 
E (IPSGG) ตํ่า สูง - 
    
 
ท่ีมา: Devine and Shukla (2000) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพท่ี 3  บริเวณ 5 ตําแหนงภายในยนี ALS ท่ีมีการเปล่ียนแปลง เม่ือเกดิความตานทาน 

                 สารกําจัดวัชพืชในกลุมท่ียับยั้งเอนไซม ALS       
ท่ีมา: Devine and Shukla (2000) 
 

 

5΄ 3 ́

Transit 
peptide 

VFAYPGGASMEIHQALTRS 

Domain C 

AITGOVPRRMIGT 
Domain A 

AFQETP 

Domain D QWED 

Domain B 

IPSGG 

Domain E 
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อุปกรณและวิธีการ 
 

อุปกรณ 
 

1.  พันธุออย 
 
 ออยพันธุ K97-32 เปนพนัธุออยลูกผสมของศูนยสงเสริมเกษตรและอุตสาหกรรมออยและ
น้ําตาล สํานักงานคณะกรรมการออยและน้ําตาลทราย กระทรวงอุตสาหกรรม 
 
2.  สารกําจัดวัชพืช 
 
 สารอิมาซาเพอร ในรูป technicial grade ความบริสุทธ์ิ 98.8 เปอรเซ็นต 
 
3.  อุปกรณและสารเคมีสําหรับวิธีการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพืช 
 
 3.1  อุปกรณท่ีใชในการเตรียมอาหารและอุปกรณท่ีใชในตูปลอดเช้ือ เชน เคร่ืองช่ัง ตูอบ
ลมรอน ไมโครเวฟ เคร่ืองวัดความเปนกรด – ดาง หมอนึ่งความดันไอ เคร่ืองปนเหวี่ยง เตาอบความ
รอน ขวดรูปชมพู ขวดวัดปริมาตร บีกเกอร จานแกว หลอดไซริงจ ปากคีบ ตะเกียง และไมโครป
เปตต เปนตน 
 

3.2  สารเคมีท่ีใชในการเตรียมอาหารสูตร MS (Murashige and Skoog, 1962) และฮอรโมนท่ี
ใชในการเพาะเล้ียงเนื้อเยื่อ (ตารางภาคผนวกท่ี 1) 

 
3.3  อุปกรณท่ีใชในการเก็บรักษาเนื้อเยื่อท่ีทําการเพาะเล้ียงในอาหารสังเคราะห เชน เคร่ือง

ควบคุมอุณหภูมิและแสง ช้ันสําหรับวางขวดเนื้อเยื่อ ตูปลอดเช้ือ และเคร่ืองเขยา เปนตน 
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4.  อุปกรณท่ีใชในการศึกษากิจกรรมของเอนไซมอะซิโตแลคเตทซินเธส 
 
4.1  อุปกรณท่ีใชในการศึกษากิจกรรมของเอนไซม ALS ไดแก 
 
 - เคร่ืองปนเหวี่ยง เคร่ืองวัดคาการดูดกลืนแสง (Beckman couter DUR 530)  
 - เคร่ืองบมอุณหภูมิ (water bath)  
 - คอลัมน (SephadexTM G-25; PD-10) (Amersham Bioscience)  
 - ไมโครปเปตต P10, P20, P200 และ P1000 (Gilson) 
  
4.2  สารเคมีท่ีใชในการศึกษากิจกรรมของเอนไซม โดยวิธีของ Osuna et al. (2003) 

 
5.  อุปกรณและสารเคมีในการศึกษาดานชีวโมเลกุล 
 

5.1  อุปกรณท่ัวไป ไดแก  
 
  - เคร่ืองปนเหวี่ยงท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส (Jouan MR23i)  

  - เคร่ืองปนเหวี่ยง (eppendorf)  
  - ไมโครปเปตต P10, P20, P200 และ P1000 (Gilson)  
  - Gel electrophoresis (GelMate 2000 Toyobo)  
  - เคร่ืองวัดคาการดูดกลืนแสง (Amersham Biosciences, Ultras1100pro)  
  - เคร่ือง PCR (ThermoHybaid PXE0.2)  
  - เคร่ือง PCR (Biometra Thermocycler)  
  - Gel documentary (SYNGENE)  
  - ตู hybridization (Hot air oven hybaid)  
  - ตูบมอุณหภูมิ waterbath (Memmert WB-45) incubator (Memmert)  
  - เคร่ือง seal ถุงพลาสติก (FJ SFM-200)  
  - Gel electrophoresis (Gelmate TOYOBO) gel electrophoresis (Mupid-Exu) 
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5.2  สารเคมีท่ีใชสําหรับการสกัด RNA และโคลนยีน ALS ไดแก  
 
 - ไนโตรเจนเหลว  
 - TLES buffer (0.1 M LiCl, 0.1 M Tris pH 8.0, 0.01 M EDTA, 1% SDS) 
 - Phenol chloroform: isoamyl alcohol (24 : 1 v/v)  
 - PCI (phenol : chloroform : isoamyl alcohol; 25 : 24 : 1 v/v)  
 - 100% ethanol, 70 % ethanol, น้ําปราศจาก RNase 
 - ชุดสําเร็จรูปในการทําปฏิกิริยา RT-PCR ( QIAGEN, Germany) 
 - ชุดสําเร็จรูปท่ีใชในการโคลนยีนโดยใชเวคเตอร pGEM®-T Easy vector 
 (Promega, USA)  
 - Solution I (50 mM Glucose, 10 mM EDTA, 25 mM Tris pH 8.0)  
 - Solution II (0.2 N NaOH, 1% SDS ควรเตรียมเม่ือตองการใช)  
 - Solution III (3 M potassium acetate, 5 M glacial acetic acid)  
 - อาหารเล้ียงเช้ือ 2XYT, X-gal, IPTG, ยาปฏิชีวนะ ampicilin   
 - เอนไซมตัดจําเพาะ EcoRI (Biolab, England)  
 - ชุดสําเร็จรูปสําหรับสกัด DNA จากอะกาโรสเจล (Vivantis, Malaysia) 
 - TAE 

  
5.3  สารเคมีท่ีใชในการวิเคราะห southern blot hybridization ไดแก  

  
  - ชุดสําเร็จรูปในการทํา probe (Roche, Germany)  
  - 20X SSC (3 M NaCl, 0.3 M sodium citrate pH 7.0, 1% SDS)  
  - 2X SSC  
  - Blocking reagent hybridization solution (Roche, Germany)  
  - CDP-star (Roche, Germany)  
  - Anti-DIG (Roche, Germany)  
  - Detection buffer (0.1 M Tris pH 9.5, 0.1 M NaCl)  
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วิธีการ 
 
 1.  การคัดเลือกสายพันธุเซลลออยท่ีตานทานสารกําจัดวัชพืชอิมาซาเพอร 
 
 1.1  การคัดเลือกเซลลออยท่ีตานทานสารกาํจัดวัชพืชอิมาซาเพอร 
 

นําออยพันธุ K97-32 ท่ีไดจากการคัดเลือกในสภาพแปลงทดลอง (Punyadee et al., 
2007) ซ่ึงมีแนวโนมวา มีความทนทานตอสารอิมาซาเพอร มาชักนําใหเกิดเปนแคลลัส โดยนํา
ช้ินสวนใบมวนยอดออนมาเพาะเล้ียงในอาหารแข็งสูตร MS (Murashige and Skoog, 1962) pH 5.7 
ท่ีเติม 2,4-D 3 มิลลิกรัมตอลิตร myo-inositol 100 มิลลิกรัมตอลิตร casein hydrolysate 500 
มิลลิกรัมตอลิตร น้ํามะพราว 10 เปอรเซ็นตโดยปริมาตร น้ําตาลซูโครส 2 เปอรเซ็นต และ agar 
powder 7 กรัมตอลิตร นึ่งฆาเช้ือท่ี 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้ว นาน 15 นาที
หลังจากนั้น 6 สัปดาห ตัดช้ินสวนของแคลลัสนําไปเล้ียงในอาหารเหลวสูตรเดียวกับท่ีชักนําใหเกิด
แคลลัสแตไมเติมผงวุน ปริมาตร 50 มิลลิลิตรในขวดรูปชมพูขนาด 125 มิลลิลิตร นําไปวางบน
เคร่ืองเขยา ดวยความเร็ว 120 รอบตอนาที ในสภาพท่ีมีแสง 16 ช่ัวโมง ท่ีอุณหภูมิ 25+2 องศา
เซลเซียส ทําการยายเปล่ียนอาหารใหมทุก ๆ 14 วัน เพื่อชักนําใหเกิดเปนเซลลแขวนลอย ตอจากนั้น
นํามาศึกษาการตอบสนองของเซลลออยตอสารอิมาซาเพอรท่ีระดับความเขมขน ต้ังแต 0, 0.0001, 
0.001, 0.01, 0.1, 1ไมโครโมลาร ท่ี 0, 5, 7, 10 และ 14 วันหลังจากไดรับสาร โดยทําการวัดปริมาตร
เซลลดวย packed cell volume (PCV) เพื่อพิจารณาการเจริญเติบโตของเซลลตอไป จากนั้นทําการ
คัดเลือกสายพันธุเซลลออยท่ีตานทานสารอิมาซาเพอร พิจารณาจากระดับความเขมของสารท่ีทําให
เซลลมีการเจริญเติบโตลดลง 50 เปอรเซ็นต โดยวิธีเพิ่มความเขมขนของสารกําจัดวัชพืชเปนลําดับ 
(stepwise selection) จากระดับความเขมขนเร่ิมตนท่ีทําใหเซลลออยมีการเจริญเติบโตลดลง 50 
เปอรเซ็นต จนกระท่ังเซลลออยมีอัตราเจริญเติบโตเทากับเซลลออยปกติท่ีไมไดรับสารกําจัดวัชพืช 
จึงยายไปเล้ียงในอาหารเหลวท่ีมีการเติมสารอิมาซาเพอรท่ีระดับความเขมขนสูงมากข้ึนเร่ือย ๆ 
จนกระท่ังไดสายพันธุเซลลออยท่ีมีความตานทานตอสารอิมาซาเพอร ท่ีมีลักษณะเหมือนเซลลออย
ปกติ จึงนํามาศึกษาการตอบสนองของเซลลออยท่ีตานทานสารท่ีมีตอสารอิมาซาเพอรท่ีระดับความ
เขมขน 0, 0.1, 1, 10, 100 และ 1,000 ไมโครโมลาร ท่ี 0, 5, 7, 10 และ 14 วันหลังจากไดรับสาร โดย
ทําการวัดปริมาตรเซลลดวย packed cell volume (PCV) จากนั้น นําขอมูลท่ีไดไปวิเคราะหความ
แปรปรวนแลวนําคาเฉล่ียมาสรางกราฟการตอบสนองของเซลลออยปกติและเซลลออยท่ีตานทาน
สารตอสารอิมาซาเพอร  
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y = C  + 
  D – C 
1+(x/I0)

b 

พิจารณาคาระดับความเขมขนของสารกําจัดวัชพืชท่ีทําใหเซลลพืชมีการเจริญเติบโต
ลดลง 50 เปอรเซ็นต (I50) โดยวัดปริมาตรเซลลของเซลลออยปกติและเซลลออยท่ีตานทานสาร หลัง
ไดรับสารอิมาซาเพอรท่ีระดับความเขมขน 0, 0.0001, 0.001, 0.01, 0.1, 1 10, 100 และ 1,000 ไมโคร
โมลาร ท่ี 14 วันหลังไดรับสาร ทําการคํานวณคา I50 จากวิธีการของ Seefeldt et al. (1995) ดัง
สมการตอไปนี้ 
 

 

  

โดยท่ี   C = ขีดจํากัดลาง (lower limit) 
                D = ขีดจํากัดบน (upper limit) 
                X = ระดับความเขมขนของสารกําจัดวัชพืช 
                 b = คาความชันของกราฟท่ีตําแหนง I50 

 

     หลังจากนั้น นําไปพิจารณาคาดัชนีของความตานทานสารกําจัดวัชพืช (resistance index 
= I50 value of resistant cells/ I50 value of normal cells) ทําการวิเคราะหความแปรปรวนทางสถิติ 
ตามแผนการทดลองแบบ Completely randomized design (CRD) จํานวน 3 ซํ้า เม่ือพบวา มีความ
แตกตางกันทางสถิติ ใชการเปรียบเทียบคาเฉล่ียโดยวิธี Dancan´s New Multiple Range Test 
(DMRT)  

 
1.2  การทดสอบความคงตัวของความตานทานสารกําจัดวัชพืชของเซลลออย 
         
        ในการทดสอบความคงตัวของความตานทานสารกําจัดวัชพืช ประยุกตใชตามวิธีของ 

Chompoo และ Pornprom (2008) โดยนําเซลลออยท่ีตานทานสารอิมาซาเพอรในระดับความเขมขน 1 
ไมโครโมลารและเซลลออยปกติ มาทําการเปล่ียนอาหารใหมทุก ๆ 14 วัน โดยปราศจากการเติม
สารอิมาซาเพอรท่ีความเขมขน 1 ไมโครโมลาร เปนเวลา 4 เดือน บันทึกผลการทดลองทุก ๆ 1 เดือน 
โดยเม่ือครบ 1 เดือน สุมเลือกเซลลออยปกติ เซลลออยตานทานท่ีปราศจากสารอิมาซาเพอร มาเล้ียง
ในอาหารที่เติม และไมเติมสารอิมาซาเพอรในระดับความเขมขน 1 ไมโครโมลาร นําเซลลออยปกติ 
เซลลออยปกติท่ีไดรับสาร เซลลออยตานทานท่ีไมไดรับสาร และเซลลออยตานทานท่ีไดรับสาร มา
ทําการวัดการเจริญเติบโตของเซลลโดยวิธี PCV ท่ี 14 วันหลังไดรับสารอิมาซาเพอรท่ีระดับความ
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เขมขน 1 ไมโครโมลาร แลวนําเซลลออยปกติและเซลลออยตานทานท่ีไมไดรับสาร หลังทําการวัด
การเจริญเติบโตของเซลลมาเล้ียงตอในอาหารท่ีปราศจากสาร จนกระท่ังเก็บขอมูลครบ 4 เดือน แลว
ทําการการเปรียบเทียบการเจริญเติบโตของเซลลออยปกติท่ีไมไดรับสาร (N = normal cells) เซลล
ออยปกติท่ีไดรับสาร (NT = normal cells treated with the herbicide) เซลลออยตานทานท่ีไมไดรับ
สาร (R = resistant cells without the herbicide) และเซลลออยตานทานท่ีไดรับสาร (RT = resistant 
cells treated with the herbicide)  
 

2.  การศึกษากิจกรรมของเอนไซมอะซิโตแลคเตทซินเธส 
 
2.1  การสกัดเอนไซม ALS 

 
        เซลลออยปกติท่ีไมไดรับสาร (N) เซลลออยปกติท่ีไดรับสาร (NT) เซลลออยตานทานท่ี

ไมไดรับสาร (R) และเซลลออยตานทานท่ีไดรับสาร (RT) ท่ีอายุ 3, 5, 7, 10 และ 14 วันหลังไดรับ
สาร ตัวอยางละ 2 กรัม ไปกรองและบดใหละเอียดดวยไนโตรเจนเหลว แลวนํามาสกัดเอนไซม 
ALS โดยประยุกตจากวิธีการของ Osuna et al. (2003) ดวย extraction buffer [ประกอบดวย 0.1 M 
K2HPO4 pH 7.5, 1 mM sodium pyruvate,  0.5 mM MgCl2, 0.5 mM TPP, 10 μM FAD,  12 mM 
DTT และ 10% glycerol (1:9 โดยปริมาตร)] 3 มิลลิลิตรตอตัวอยางเซลล 1 กรัม แลวเติม PVPP 0.5 
กรัม ผสมใหเขากัน แลวกรองดวยผากรอง 4 ช้ัน จากนั้นนําไปปนเหวี่ยงดวยความเร็ว 12,000 rpm 
เปนเวลา 15 นาที หลังจากนั้น ทําการตกตะกอนโปรตีนโดยดูดสารละลายใสสวนบน มาเติมดวย
สารละลาย (NH4)2SO4 ท่ีอ่ิมตัว 50 เปอรเซ็นต ในปริมาตร 3 เทาของปริมาตรสารละลายใสสวนบน 
จากน้ันแชในน้ําแข็งนาน 60 นาที เพื่อใหการตกตะกอนของ crude enzyme เกิดข้ึนอยางสมบูรณ 
แลวนําไปปนเหวี่ยงท่ีความเร็ว 12,000 rpm เปนเวลา 15 นาที ดูดสารละลายใสสวนบนท้ิง นํา
ตะกอนโปรตีนท่ีไดละลายดวย extraction buffer ปริมาตร 0.3 มิลลิลิตร แลวทํา desalting โดยใช 
Sephadex G-25 PD-10 คอลัมน ซ่ึงผานการ equilibrate ดวย elution buffer pH 7.5 [ประกอบดวย 
0.1 M K2HPO4 pH 7.5, 0.5 mM MgCl2 และ 20 mM sodium pyruvate] จากนั้นนําไปวิเคราะห
กิจกรรมของเอนไซม ALS ในทันที 
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2.2  การวิเคราะหกิจกรรมของเอนไซม ALS  
 
        ดูดสารละลายใสสวนบนปริมาตร 0.05 มิลลิลิตร ใสในหลอดไมโครเซ็นตริฟวจ เติม 

assay buffer ปริมาตร 0.1 มิลลิลิตร [ประกอบดวย 0.08 M K2HPO4 pH 7.5, 0.15 M sodium pyruvate, 
1.5 mM MgCl2 และ 160 μM FAD] เติมสารอิมาซาเพอรในระดับความเขมขน 0, 0.01, 0.1, 1, 10 และ 
100 ไมโครโมลาร แลวเติม 0.04 โมลาร dibasic potassium phosphate (pH 7.0) เพื่อปรับใหมีปริมาตร
รวมท้ังหมด 0.25 มิลลิลิตร นําไปบมท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ดวยตูบมอุณหภูมิ (water bath) 
นาน 60 นาที แลวหยุดปฏิกิริยาดวย 3 โมลาร H2SO4  ปริมาตร 0.25 มิลลิลิตร แลวบมท่ีอุณหภูมิ 60 
องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที เพื่อชวยใหเกิดการ decarboxylate ของ acetolactate เปน acetoin 
จากนั้นเติม α-naphthol ปริมาตร 0.25 มิลลิลิตร (5 กรัมตอลิตรใน 2.5 โมลาร NaOH) และ creatine 
ปริมาตร0.25 มิลลิลิตร (5 กรัมตอลิตร) จากนั้นนําไปบมท่ีอุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส นาน 15 นาที 
แลวท้ิงไวใหเย็น นําไปปนเหวี่ยงท่ีความเร็ว 12,000 rpm ท่ีอุณหภูมิหอง นาน 5 นาที หลังจากนั้น นํา
สารละลายใสไปวัดคาการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 525 นาโนเมตร ดวยเคร่ืองวัดคาดูดกลืนแสง 
(Beckman couter DUR530) (Westerfeld, 1945) 
 

 การวิเคราะหปริมาณโปรตีน ใชวิธีประยุกตตามวิธีการของ Bradford (1976) โดยใช 
bovine serum albumin ความเขมขน 1 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร เปนสารละลายโปรตีนมาตรฐาน วัดคา
การดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 595 นาโนเมตร นําคาการดูดกลืนแสงของเอนไซม ALS และ
โปรตีนเปรียบเทียบกับกราฟมาตรฐาน แลวจึงนํามาคํานวณคากิจกรรมของเอนไซม ALS โดยมี
หนวยเปน ไมโครโมล acetoin ตอมิลลิกรัมโปรตีนตอนาที (μmol acetoin/ mg protein /min) โดย
วิเคราะหความแปรปรวนทางสถิติ ตามแผนการทดลองแบบ CRD จํานวน 3 ซํ้า โดยท่ีสายพันธุ
เซลลออย มี 4 แบบ คือ เซลลออยปกติท่ีไมไดรับสาร (N) เซลลออยปกติท่ีไดรับสาร (NT) เซลล
ออยตานทานท่ีไมไดรับสาร (R) และเซลลออยตานทานท่ีไดรับสาร (RT) เม่ือพบวามีความแตกตาง
กันทางสถิติ จึงใชการเปรียบเทียบคาเฉล่ียโดยวิธี DMRT  
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3.  การโคลนยีนและการหาลําดับเบสบางสวนของยีน ALS 
 
 3.1  ออกแบบไพรเมอร  
        
        ไพรเมอรท่ีใชในการเพ่ิมปริมาณบางสวนของยีน ALS จะเปน degenerated primer ท่ี
ออกแบบมาจากบริเวณอนุรักษของสวน B และ E ซ่ึงจะอยูทางดานปลาย 3΄ ของยีน โดยจะทําการ
สืบคนขอมูล amino acid sequence ของยีน ALS จากพืชสกุลตาง ๆ ซ่ึงประกอบดวย Arabidosis thaliana 
(X51514) ขาวโพด (Zea mays, X63553) ขาว (Oryza sativa, AY885674) และขาวสาลี (Triticum aestivum 
L., AY210408) จากฐานขอมูล GenBank ของ National Center for Biotechnology Information (NCBI) 
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov) ท่ีมีขนาด 455  คูเบส (ภาพท่ี 4) 
 
 
ไพรเมอร ALS2F (forward):  5΄CTGGTCTGGGGGCAATGGGRTTTGG 3  ́
ไพรเมอร ALS2R   (reverse) :   5΄GTCCTTGAAAGCNCCACCACTCGG 3  ́
 
                                         C                        A             D                     B                        E     
ALS gene       5  ́                                                                                                                            3  ́
                                                                                                                   455 bp 
 
 
ภาพท่ี 4  Degenerated ไพรเมอรสําหรับสังเคราะหบางสวนของยีน ALS โดยครอบคลุมบริเวณ 
                ตําแหนง B และ E ท่ีมีขนาด 455 คูเบส 
                          

 3.2  สกัด RNA จากเซลลออยท่ีตานทานสารและเซลลออยปกติ 
 
                                 เม่ือเซลลมีอายุได 7 วันหลังจากการเปล่ียนอาหารMS สูตรดัดแปลง นําตัวอยาง
ของเซลลออยปกติและเซลลออยท่ีตานทานสาร มาสกัด total RNA ทําการประยุกตตามวิธีของ 
Verwoerd et al. (1989) โดยใชตัวอยางเซลลออยอยางละ 1 กรัม มาบดใหละเอียดในไนโตรเจนเหลว 
ตักใสหลอด microcentrifuge tube ท่ีมี TLES บัฟเฟอร (100 mM Tris pH 8.0, 100 mM LiCl, 100 
mM EDTA และ 1% SDS) ปริมาตร 600 ไมโครลิตร และ phenol ปริมาตร 600 ไมโครลิตร ผสมให
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เขากันโดยใช vortex หลังจากนั้นนําไปปนเหว่ียงท่ีความเร็ว 12,000 รอบตอนาที ท่ี 4 องศาเซลเซียส 
นาน 15 นาที นําสารละลายสวนใสใสหลอดใหมแลวเติม chloroform : isoamyl alcohol (24 : 1; โดย
ปริมาตร) ปริมาตร 1 เทา ของสารละลาย  ผสมใหเขากันโดยใช vortex แลวจึงนําไปปนเหวี่ยงท่ี
ความเร็วและอุณหภูมิเทาเดิม นาน 15 นาที นําสารละลายสวนใสดานบนใสหลอดใหม เติม 4 โมลาร 
LiCl ปริมาตร 1 เทาของสารละลาย แลวนําไปบมท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส นานขามคืน จึงนําไป
ปนเหวี่ยงท่ีความเร็วและอุณหภูมิเทาเดิม นาน 15 นาที เก็บตะกอนไวแลวละลายตะกอนดวยน้ําท่ี
ปราศจาก RNase นําไปบมท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 30 นาที จากนั้นนํามาเติม 100% ethanol 
ปริมาตร 2.5 เทาของสารละลายและ 2.6 โมลาร CH3COONa pH 6.0 ปริมาตร 0.1 เทาของสารละลาย 
พลิกหลอดไปมาแลวนําไปแชท่ีอุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียส นานขามคืน จึงนํามาปนเหวี่ยงท่ี
ความเร็วและอุณหภูมิเทาเดิม นาน 15 นาที ลางตะกอนท่ีไดดวย 70% ethanol ปริมาตร 500 
ไมโครลิตร ปนเหวี่ยงอีกคร้ังท่ีความเร็วและอุณหภูมิเทาเดิม นาน 5 นาที เก็บตะกอนและทําใหแหง
โดย vacuum แลวละลายตะกอนดวยน้ําท่ีปราศจาก RNase  
 
     ตรวจสอบลักษณะของ RNA ท่ีได ดวยอะกาโรสเจลอิเลคโทรโฟริซิส โดยใช 0.8 
เปอรเซ็นต อะกาโรสเจลใน 1X TAE ใชกระแสไฟฟาท่ีคาความตางศักย 100 โวลท นาน 30 นาที 
ยอมอะกาโรสเจลดวยเอทธิเดียมโบรไมด และถายภาพเจลดวยเคร่ือง Gel Documentation (Syngene) 
เก็บ RNA ท่ีตรวจคุณภาพแลวไวในตูแชแข็งท่ี -80 องศาเซลเซียส จนกวาจะใชงาน  

 
3.3  การเพิ่มปริมาณยีน ALS โดยวิธี RT-PCR 

 
         นํา RNA ท่ีไดมาเพ่ิมปริมาณยีน ALS ดวย degenerated primer ท่ีออกแบบมาจาก
บริเวณอนุรักษของสวน B และ E ท่ีมีขนาด 455 คูเบส โดยใชไพรเมอร ALS2F และ ALS2R ความ
เขมขน 10 ไมโครโมล เปนแมแบบ ทําการเพิ่มปริมาณยีนดวยเทคนิค RT-PCR ดวยชุดสําเร็จรูป 
one step RT-PCR (QIAGEN, Germany) ตามวิธีการที่ผูผลิตระบุ โดยใชปฏิกิริยาดังนี้  
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  ปฏิกิริยา    อุณหภูมิ (องศาเซลเซียส)                  เวลา (นาที) 
 การสังเคราะหสาย cDNA           50         30 
 การแยกสาย DNA เปนแมแบบเร่ิมตน        95         15 
 การแยกสาย DNA แมแบบ            95           1   
 เร่ิมตนจับคู primer กับ DNA ตนแบบ          60          1 
 สังเคราะห DNA  ตอจาก DNA แมแบบ          72          1 
 การสังเคราะห DNA รอบสุดทาย           72       10  
  
   ทําการตรวจวิเคราะหช้ิน DNA ท่ีไดจากการทําปฏิกิริยา PCR ดวย 0.8 เปอรเซ็นตอะกา
โรสเจลใน 1X TAE ใชกระแสไฟฟาท่ีคาความตางศักย 100 โวลท นาน 30 นาที ยอมอะกาโรสเจล
ดวยเอทธิเดียมโบรไมด และถายภาพเจลดวยเคร่ือง Gel Documentation (Syngene) ทําการแยก
ช้ินสวนของ DNA ของยีน ALS ท่ีมีขนาด 455 คูเบส โดยทําการตัดเจลท่ีตําแหนงท่ีตองการภายใต
แสง UV นําเจลท่ีตัดไดมาสกัด DNA ใหบริสุทธ์ิโดยชุดสําเร็จรูป gel-recovery kit (Vivantis, 
Malaysia) ตามที่วิธีการท่ีผูผลิตระบุไว เก็บ DNA ท่ีไดจากการสกัดจากเจลไวท่ี -20 องศาเซลเซียส 
จนกวาจะนําไปใชในข้ันตอนตอไป 
 
 3.4.  การชักนําพลาสมิดเขาสูเซลลแบคทีเรีย 
 

      นํา DNA ของยีน ALS ท่ีสกัดไดจากเจลมาทําการเช่ือมตอกับพลาสมิดพาหะเพื่อเขาไป
เพิ่มปริมาณยีนภายในเซลลของแบคทีเรีย โดยทําการเชื่อมตอ DNA ท่ีไดเขาสูเวคเตอรสําเร็จรูป 
pGEM®-T Easy vector (Promega, USA) ในปฏิกิริยา 20 ไมโครลิตร ซ่ึงประกอบดวย 2X Rapid 
ligation buffer 2 ไมโครลิตร pGEM®-T Easy vector (50 นาโนกรัมตอไมโครลิตร) ปริมาตร 0.5 
ไมโครลิตร PCR product 8.5 ไมโครลิตร และ เอนไซม T4 DNA ligase (3 ยูนิตตอไมโครลิตร) 
ปริมาตร 1 ไมโครลิตร จากนั้นเติมน้ําใหได 20 ไมโครลิตร บมท่ีอุณหภูมิ 16 องศาเซลเซียส นาน 
12-16 ช่ัวโมง 
 

        การนําพลาสมิดเขาสูเซลลของแบคทีเรียดวยวิธี heat shock transformation โดยทํา
การผสม  ligation mixture ปริมาตร 20 ไมโครลิตร กับเซลลของแบคทีเรีย E. coli สายพันธุ DH5α 
ปริมาตร 120 ไมโครลิตร วางบนนํ้าแข็งนาน 20 นาที บมท่ีอุณหภูมิ 42 องศาเซลเซียส นาน 1 นาที 
และวางบนน้ําแข็งทันที 5 นาที จากนั้นเติมอาหารเหลว SOC ปริมาตร 1 มิลลิลิตร แลวนําไปบมท่ี
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เขยานาน 1 ช่ัวโมง ปนตกตะกอนเซลลแบคทีเรีย และนําไปเล้ียงบน
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อาหารแข็ง 2XYT ท่ีผสมสารปฏิชีวนะ Ampicilin ความเขมขน 100 มิลลิกรัมตอลิตร X-gal ( 20 
มิลลิกรัมตอลิตร) และ IPTG (20 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร) เล้ียงไวท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 
12-16 ช่ัวโมง 
 

3.5  การแยกสกัดพลาสมิด 
 
         คัดเลือกแบคทีเรียท่ีมีโคโลนีเดี่ยวสีขาว ซ่ึงคาดวานาจะมี DNA สายผสม นํามาเล้ียง

บนอาหารแข็งสูตร 2XYT ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 12-16 ช่ัวโมง เพื่อเก็บเปน master 
plate จากนั้นนําเช้ือแบคทีเรียไปเล้ียงในอาหารเหลวสูตรเดิม ท่ีเติมสารปฏิชีวนะ Ampicilin 100 
มิลลิกรัมตอลิตร เล้ียงไวที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส บนเคร่ืองเขยาท่ีความเร็วรอบ 200 รอบตอ
นาที เปนเวลา 12-16 ช่ัวโมง 

  
        ทําการสกัด DNA สายผสมจากเซลลแบคทีเรีย โดยปนตกตะกอนเซลลแบคทีเรียท่ี

ความเร็ว 10,000 รอบตอนาที นาน 1 นาที เทอาหารทิ้งแลวเติม Solution I (50 mM Glucose, 10 
mM EDTA, 25 mM Tris pH 8.0) ปริมาตร 100 ไมโครลิตร ผสมใหเขากันโดยใช vortex แชน้ําแข็ง
ทันที 5 นาที แลวเติม Solution II (0.2 N NaOH, 1% SDS) ปริมาตร 200 ไมโครลิตร พลิกหลอดไปมา 
แชน้ําแข็งทันที 5 นาที จากนั้นเติม Solution III (3M potassium acetate, 5M glacial acetic acid) 
ปริมาตร 150 ไมโครลิตร พลิกหลอดไปมาใหสารผสมเขากัน แชน้ําแข็งทันที 5 นาที จากนั้นนําไป
ปนเหวี่ยงท่ีความเร็วเทาเดิม นาน 5 นาที จึงดูดสวนใสใสหลอดใหม (ประมาณ  400-500 
ไมโครลิตร) แลวเติม PCI ปริมาตร 1 เทาของสวนใสท่ีเก็บได ผสมใหเขาดวย vortex ปนเหวี่ยงให
ตกตะกอนดวยความเร็วและเวลาเทาเดิม ดูดสวนในดานบนใสหลอดใหม ตกตะกอน DNA ดวย 
100% ethanol ปริมาตร 1 มิลลิลิตร เก็บไวท่ีอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส นาน 10-15 นาที จากนั้น 
นํามาปนเหวี่ยงท่ีความเร็วและเวลาเทาเดิม ลางตะกอนดวย 70% ethanol ปริมาตร 500 ไมโครลิตร 
ปนเหวี่ยงท่ีความเร็วเทาเดิม นาน 1 นาที ทําตะกอนใหแหงโดยใชเคร่ือง desiccators นาน 5 นาที 
และละลายตะกอนดวย TE บัฟเฟอรท่ีมี RNaseA ความเขมขน 20 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 
 

ตรวจสอบพลาสมิดลูกผสมท่ีไดโดยการตัด DNA ดวยเอนไซม EcoRI (Biolab, 
England) ในปฏิกิริยาประกอบดวย DNA 5 ไมโครลิตร 10X buffer สําหรับเอนไซม EcoRI ปริมาณ 
1 ไมโครลิตร เอนไซม EcoRI (20 ยูนิต ตอไมโครลิตร) ปริมาตร 1 ไมโครลิตร แลวเติมน้ําใหได 10 
ไมโครลิตร ทําปฏิกิริยาท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลาขามคืน หลังจากนั้นตรวจสอบผลการ
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ตัดของเอนไซม ดวย 0.8 เปอรเซ็นต อะกาโรสเจลอิเลคโตรโฟเรซิส ใชกระแสไฟฟาท่ีความตาง
ศักย 100 โวลท นาน 30 นาที ยอมดวยเอทธิเดียมโบรไมด และตรวจดูช้ินยีนดวยเคร่ือง gel 
documentation (Syngene) 

 
3.6  การวิเคราะหลําดับเบสของช้ินสวนยีน ALS  

            
                                 ตรวจสอบลําดับเบสของช้ินสวนของยีน ALS ท่ีไดจากการทําปฏิกิริยา RT-PCR  
โดยใชบริการของ DNA technology laboratory ศูนยพันธุวิศวกรรมและเทคโนโลยีชีวภาพแหงชาติ 
มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร วิทยาเขตกําแพงแสน จังหวัดนครปฐม จากน้ันนําลําดับเบสท่ีไดมาตรวจ
วิเคราะหโดยโปรแกรม Edit sequence เพื่อแปลรหัสเปนกรดอะมิโน หลังจากนั้นทําการเปรียบเทียบ
ลําดับกรดอะมิโนของยีน ALS ในเซลลออยปกติ เซลลออยท่ีตานทานสาร ดวยโปรแกรม MegAlign 
(Laser gene DNAStar, USA) และพืชอ่ืน ๆ จากฐานขอมูล GenBank ของNational Center for 
Biotechnology Information (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Genbank/) ตอไป 
 
4.  การตรวจสอบการแสดงออกของยีน ALS โดยวิธี Semi-quantitative RT-PCR  

        
4.1  การสราง probe สําหรับยีน ALS และ Actin  

 
 นําดีเอ็นเอลูกผสมท่ีไดจากการสกัดพลาสมิดท่ีผานการตรวจสอบแลววามีช้ินยีน ALS มา

เปนตนแบบในการทําปฏิกิริยา PCR โดยใชชุดสําเร็จรูปของ DIG PCR probe labeling (Roche ประเทศ
เยอรมนี) ใชไพรเมอร ALS2F และ ALS2R ซ่ึงเปนไพรเมอรท่ีจําเพาะเจาะจงสําหรับบางสวนของยีน ALS 
ตามวิธีการที่ระบุโดยผูผลิต สวนการสราง probe ของยีน Actin เพื่อเปน Internal control คลายกับการสราง 
probe ในยีน ALS โดยใชไพรเมอร Actin-O-F 5´AAGCTGTTCTTTCCCTATATGCTAGTGG 3´และ 
ไพรเมอร Actin-O-R 5´CTTCTCCTTGATGTCCCTGACAATTT 3  ́ ซ่ึงเปนไพรเมอรสําหรับยีน Actin 
ของกลวยไม มีขนาด 250 คูเบส (Rungruchkanon et al., 2007) 
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4.2  Semi-quantitative RT-PCR 
    
4.2.1  นํา RNA สกัดไดจากเซลลออยปกติ (N) เซลลออยปกติท่ีไดรับสารอิมาซาเพอร 

1 ไมโครโมลาร (NT) เซลลออยตานทานสารท่ีไดรับสารอิมาซาเพอร 1 ไมโครโมลาร (RT) และ
เซลลออยตานทานสารท่ีไมไดรับสาร (R) ท่ีอายุ 3, 5, 7, 10 และ 14 วันหลังจากไดรับสาร หลังจาก
นั้น กําจัด DNA ออกจากสารละลาย RNA ดวยเอนไซม DNase I (Fermentas, Lithuania) ใน
ปฏิกิริยาประกอบดวย RNA ปริมาณ 2 ไมโครกรัม เอนไซม DNase I (1 ยูนิตตอไมโครลิตร) 
ปริมาตร 1 ไมโครลิตร 10X reaction buffer ปริมาตร 1 ไมโครลิตร เติมน้ําจนครบ 10 ไมโครลิตร 
ทําปฏิกิริยาท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 นาที หลังจากนั้นนํามาเติม 0.25 มิลลิโมลาร 
EDTA ปริมาตร 1 ไมโครลิตร เพื่อหยุดปฏิกิริยา บมท่ีอุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส นาน 10 นาที 

 
   ทดสอบความเขมขนของ RNA เร่ิมตนท่ีเหมาะสมในการทําปฏิกิริยา RT-PCR 

โดยใชการแสดงออกของยีน Actin ในปฏิกิริยา RT-PCR เปนตัวควบคุม โดยใชปฏิกิริยาดังนี้ 
 

    ปฏิกิริยา    อุณหภูมิ (องศาเซลเซียส)                  เวลา (นาที) 
 การสังเคราะหสาย cDNA           50         30 
 การแยกสาย DNA เปนแมแบบเร่ิมตน        95         15 
 การแยกสาย DNA แมแบบ            95            1 
 เร่ิมตนจับคู primer กับ DNA ตนแบบ          55           1 
 สังเคราะห DNA  ตอจาก DNA แมแบบ          72           1 
 การสังเคราะห DNA รอบสุดทาย           72        10  

 
               ตรวจสอบผลของการทําปฏิกิริยา PCR ดวย 0.8 เปอรเซ็นต อะกาโรสเจลอิเลค
โตรโฟเรซิส ใชกระแสไฟฟาท่ีความตางศักย 100 โวลท นาน 30 นาที ยอมดวยเอทธิเดียมโบรไมด 
และตรวจดูช้ินยีนดวยเคร่ือง gel documentation (Syngene) 
 
          4.2.2  ทดสอบการแสดงออกของยีน ALS โดยปฏิกิริยา RT-PCR 20 ไมโครลิตร 
ประกอบดวย ความเขมขนของ RNA ท่ีทดสอบดวยการแสดงออกของยีน actin วาเทากันแลวท่ี
ความเขมขน 300 นาโนกรัม โดยใชการแสดงออกของยีน actin เปนตัวควบคุม ใชไพรเมอร ALS2F 
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และไพรเมอร ALS2R ความเขมขน 0.5 ไมโครโมลาร เพื่อเปนแมแบบในการเพิ่มปริมาณยีน ALS 
และเตรียมปฏิกิริยาตามวิธีการที่ผูผลิตแนะนํา โดยใชปฏิกิริยา PCR ดังนี้ 
                                ปฏิกิริยา    อุณหภูมิ (องศาเซลเซียส)                  เวลา (นาที) 
 การสังเคราะหสาย cDNA           50         30 
 การแยกสาย DNA เปนแมแบบเร่ิมตน        95         15 
 การแยกสาย DNA แมแบบ            95           1 
 เร่ิมตนจับคู primer กับ DNA ตนแบบ          55          1 
 สังเคราะห DNA  ตอจาก DNA แมแบบ          72          1 
 การสังเคราะห DNA รอบสุดทาย  72        10 
 
           ตรวจสอบผลของการทําปฏิกิริยา PCR ดวย 0.8 เปอรเซ็นต อะกาโรสเจลอิเลค
โตรโฟเรซิส ใชกระแสไฟฟาท่ีความตางศักย 100 โวลท นาน 30 นาที ยอมเจลดวยเอทธิเดียมโบร
ไมด และตรวจดูช้ินยีนดวยเคร่ือง gel documentation (Syngene) 
 
       4.2.3  การตรวจสอบผลของ RT-PCR ดวยเทคนิค southern blot ปรับสภาพเจลดวย 0.25 
M HCl นาน 10 นาที และ 0.4 N NaOH นาน 5 นาที ยาย DNA ท่ีอยูบนเจลไปยัง positively charged 
nylon membrane (Roche, Germany) ดวยเทคนิค capillary force ในสารละลาย 0.4 N NaOH เปนเวลา 
16-18 ช่ัวโมง แช nylon membrane ใน 2X SSC นาน 10 นาที ตรึง DNA บนแผน membrane ดวยการ
อบแผน membrane ท่ีอุณหภูมิ 120 องศาเซลเซียส นาน 30 นาที ตรวจสอบผลยีน ALS และยีน Actin 
ดวย probe ท่ีไดเตรียมไวแลว โดยทําการ hybridize membrane ดวย hybridization solution ท่ีมี probe 
นาน 12-14 ช่ัวโมง ทําการลาง membrane ดวย washing I buffer (2X SSC + 0.1% SDS) 2 คร้ัง ๆ ละ 
10 นาที หลังจากนั้นลางดวย washing II buffer (0.5X SSC + 0.1% SDS) 2 คร้ัง ๆ ละ 15 นาที ท่ี
อุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส  ลางดวย washing buffer (1X maleic acid + 0.3% tween 20) นาน 5 นาที 
หลังจากนั้นเติมสารละลาย blocking 40 นาที ตามดวย blocking ท่ีมี Anti-DIG (1 : 20,000) นาน 30 
นาที ลางดวย washing buffer 2 คร้ัง ๆ ละ 15 นาที ตอจากนั้นตรวจสอบผลดวย CDP Star (Roche, 
Germany) และตรวจสอบผลการทําปฏิกิริยาของ CDP Star บน X-ray ฟลม (Kodak, USA)  
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  สถานท่ีทําการทดลอง 
 

 1. หองปฏิบัติการเพาะเล้ียงเนื้อเยื่อพืช ภาควิชาพืชไรนา คณะเกษตร กําแพงแสน 
มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร วิทยาเขตกําแพงแสน จังหวัดนครปฐม 
 
 2. หองปฏิบัติการของหนวยวิจัยดานพืช หนวยปฏิบัติการวิจัยกลางไบโอเทค ศูนยพันธุ
วิศวกรรมและเทคโนโลยีชีวภาพแหงชาติ มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร วิทยาเขตกําแพงแสน จังหวัด
นครปฐม  
 

                             ระยะเวลาในการทําการทดลอง 
 

เร่ิมต้ังแตเดือนธันวาคม 2548 ถึงเดือนตุลาคม 2551 
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ผลการทดลองและวิจารณ 

 
 1. การคัดเลือกสายพันธุเซลลออยท่ีตานทานสารกําจัดวัชพืชอิมาซาเพอร  
 
 1.1  การคัดเลือกเซลลออยท่ีตานทานสารกาํจัดวัชพืชอิมาซาเพอร 
 
        นําเซลลแขวนลอยท่ีไดจากการนําแคลลัสมาเล้ียงในอาหารเหลวใหไดปริมาณมากพอ จึงนําไป
คัดเลือกเซลลใหตานทานตอสารอิมาซาเพอร โดยพิจารณาการตอบสนองของเซลลออยปกติท่ีมีตอ
สารอิมาซาเพอรในระดับความเขมขน ต้ังแต 0, 0.0001, 0.001, 0.01, 0.1 และ 1 ไมโครโมลาร แลว
วัดการเจริญเติบโตโดยการใช packed cell volume เม่ือวิเคราะหความแปรปรวนของการ
เจริญเติบโตของเซลลออยปกติในระยะเวลาตางกัน หลังจากไดรับสารอิมาซาเพอรท่ีระดับความ
เขมขนตางกัน (ตารางผนวกท่ี 2) พบวา ระยะทําเวลาท่ีทําการวัดปริมาตรเซลลในแตละวัน และ
ระดับความเขมขนของสารอิมาซาเพอรแตละระดับ มีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญยิ่ง ท่ีระดับ
ความเช่ือม่ัน 99 เปอรเซ็นต เซลลของออยมีการเจริญเติบโตลดลงตามระดับความเขมขนของสารอิ
มาซาเพอรท่ีสูงข้ึน (ภาพท่ี 5) โดยท่ีระดับความเขมขนของสารอิมาซาเพอร 0.1 ไมโครโมลาร ทําให
เซลลออยมีการเจริญเติบโตลดลง 50 เปอรเซ็นต เมื่อเปรียบเทียบกับเซลลออยปกติท่ีไมไดรับสารอิ
มาซาเพอร เนื่องจากเซลลออยไมสามารถปรับตัวใหเขากับสภาวะท่ีมีสารอิมาซาเพอรได จึงทําใหมี
การเจริญเติบโตลดลง ดังนั้นในการคัดเลือกเซลลออยใหตานทานตอสารอิมาซาเพอร จึงเร่ิมตนทํา
การคัดเลือกจากท่ีระดับความเขมขนของสารอิมาซาเพอร 0.1 ไมโครโมลาร และเพิ่มระดับความ
เขมขนของสารอิมาซาเพอรใหสูงข้ึนเร่ือย ๆ ทีละนอย เพื่อทําใหเซลลออยท่ีตานทานสารคอย ๆ มี
การปรับตัวไดเหมือนเซลลปกติ จนกระท่ังไดเซลลท่ีตานทานสารอิมาซาเพอรในระดับความ
เขมขน 1 ไมโครโมลาร ใชเวลาในการคัดเลือกนาน 378 วัน (ภาพท่ี 6) ซ่ึงเรียกเซลลออยท่ีไดทําการ
คัดเลือกนี้วา เซลลออยท่ีตานทานสารอิมาซาเพอรท่ีระดับความเขมขน 1 ไมโครโมลาร หรือเรียกวา 
เซลลออยท่ีตานทานสาร  
 
 หลังจากนั้นพิจารณาการตอบสนองของเซลลออยท่ีตานทานสารตอสารอิมาซาเพอรใน
ระดับความเขมขนต้ังแต 0, 0.1, 1, 10, 100 และ 1,000 ไมโครโมลาร (ภาพท่ี 7) เม่ือวิเคราะหความ
แปรปรวนของการเจริญเติบโตของเซลลออยท่ีตานทานสารอิมาซาเพอรในระยะเวลาตางกัน 
หลังจากไดรับสารอิมาซาเพอรท่ีระดับความเขมขนตางกัน (ตารางผนวกท่ี 3) พบวา ระยะทําเวลาท่ี
ทําการวัดปริมาตรเซลลในแตละวัน และระดับความเขมขนของสารอิมาซาเพอรแตละระดับ มีความ
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แตกตางกันอยางมีนัยสําคัญยิ่ง ท่ีระดับความเช่ือม่ัน 99 เปอรเซ็นต เม่ือเพิ่มระดับความเขมขนของ
สารอิมาซาเพอรท่ีสูงมากข้ึน เซลลออยท่ีตานทานสารจะมีการเจริญเติบโตลดลง โดยในระดับความ
เขมขน 100 ไมโครโมลาร จะทําใหการเจริญเติบโตของเซลลออยท่ีตานทานสารลดลงไป 50 
เปอรเซ็นต เม่ือเปรียบเทียบกับเซลลออยท่ีตานทานท่ีไมไดรับสารอิมาซาเพอร 

 
 เม่ือเปรียบเทียบระดับความแตกตางของความตานทานสารอิมาซาเพอรระหวางเซลล
ออยท่ีตานทานสารกับเซลลออยปกติ ท่ี 14 วันหลังไดรับสารอิมาซาเพอรในระดับความเขมขน
ต้ังแต 0, 0.0001, 0.001, 0.01, 0.1, 1, 10, 100 และ 1000 ไมโครโมลาร (ภาพท่ี 8 และตารางท่ี 1) 
พบวา เซลลออยท่ีตานทานสารมีอัตราการเจริญเติบโตลดลง 50 เปอรเซ็นต ท่ีความเขมขน 7.014 ไม
โครโมลาร ในขณะที่เซลลออยปกติจะมีอัตราการเจริญเติบโตลดลง 50 เปอรเซ็นต ท่ีความเขมขน 
0.007 ไมโครโมลาร เม่ือพิจารณาดัชนีของความตานทานสารกําจัดวัชพืช (resistance index) โดย
เปรียบเทียบระดับความเขมขนของสารกําจัดวัชพืชท่ีทําใหการเจริญเติบโตของเซลลลดลง 50 
เปอรเซ็นต ในเซลลออยท่ีตานทานสารและเซลลออยปกติ พบวา ในเซลลออยท่ีตานทานสารมี
ระดับของความตานทานสารอิมาซาเพอรมากกวา 918 เทาของเซลลออยปกติ แสดงใหเห็นวา เม่ือ
เซลลออยท่ีตานทานสารไดรับสารอิมาซาเพอรท่ีระดับความเขมขน 1 ไมโครโมลาร จะยังคง
สามารถเจริญเติบโตไดเปนปกติ ในขณะท่ีเซลลออยปกติจะมีการเจริญเติบโตลดลง  
 

 จากการศึกษาในคร้ังนี้ ใหผลการทดลองสอดคลองกับการศึกษาในพืชปลูกและสาร
กําจัดวัชพืชหลายชนิด โดยท่ี Rajasekaran et al. (1996) ไดทําการคัดเลือกฝายท่ีตานทานตอ
สารพริมซัลฟูรอน (primsulfuron) พบวา พันธุฝายท่ีตานทานสาร มีระดับของความตานทาน
สารพริมซัลฟูรอนสูงกวาในพันธุฝายท่ีออนแอประมาณ 100-1,000 เทา เชนเดียวกับ Warabi et al. 
(2001) ไดทําการคัดเลือกเซลลถ่ัวเหลืองใหตานทานสารตอสาร oxyfluorfen ท่ีความเขมขน 10-7 โม
ลาร โดยวิธี stepwise selection ซ่ึงท่ีระดับความเขมขนนี้ เซลลถ่ัวเหลืองปกติสายพันธุเดียวกันไม
สามารถมีชีวิตรอดอยูได เม่ือพิจารณาระดับความตานทานของสาร พบวา เซลลท่ีตานทานมีระดับ
ความตานทานสารเปน 1,000 เทา มากกวาเซลลปกติสายพันธุเดียวกัน ตอมา Zambrano et al. 
(2003) ไดคัดเลือกเซลลออยท่ีตานทานสารไกลโฟเสทในระดับความเขมขน 0.8 มิลลิโมลารตอลิตร 
ซ่ึงมีระดับของความตานทานสารมากกวาในพันธุท่ีออนแอ 12.5 เทา เชนเดียวกับ Panyadee et al. 
(2007) ไดคัดเลือกเซลลออยสายพันธุ K95-282 ใหตานทานตอสารอิมาซาเพอรท่ีระดับความเขมขน 
1 ไมโครโมลาร ใชเวลาในการคัดเลือกนาน 420 วัน ซ่ึงมีดัชนีความตานทานสารเปน 116.67 เทา
ของเซลลออยปกติสายพันธุเดียวกัน นอกจากนี้ Chompoo and Pornprom (2008) ไดทําการคัดเลือก
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เซลลขาวโพดใหตานทานตอสารกลูโฟซิเนทในระดับความเขมขน 10-6 โมลาร และมีดัชนีความ
ตานทานสารเปน 120 เทาของเซลลขาวโพดปกติสายพันธุเดียวกัน ซ่ึงจะเรียกวาเซลลท่ีไดคัดเลือก
วา เซลลขาวโพดที่ตานทานสารกลูโฟซิเนทในระดับความเขมขน 10-6 โมลาร เชนเดียวกับ 
Pornprom et al. (2009) ไดทําการคัดเลือกเซลลถ่ัวเหลืองใหตานทานสารกลูโฟซิเนทในระดับความ
เขมขน 10-6 โมลาร และมีดัชนีความตานทานสารเปน 50 เทา ของเซลลถ่ัวเหลืองปกติสายพันธุ
เดียวกัน แสดงใหเห็นวา การคัดเลือกพืชตานทานสารกําจัดวัชพืชโดยใชวิธี stepwise selection นั้น 
เปนวิธีการที่สามารถนํามาใชในการคัดเลือกพืชใหตานทานสารกําจัดวัชพืชเปนอยางดี การศึกษาใน
คร้ังนี้ไดตั้งสมมุติฐานเบ้ืองตนของสาเหตุท่ีทําใหเซลลออยเกิดความตานทานสารอิมาซาเพอร วามี
ความเกี่ยวของหรือไมในการกลายพันธุของยีน ALS ท่ีเกิดข้ึนภายในเซลลของสายพันธุออยท่ี
ตานทานสารอิมาซาเพอร โดยพิจารณาจากความคงตัวของความตานทานสารกําจัดวัชพืช และ
พิจารณากลไกของความตานทานสารกําจัดวัชพืชในระดับชีวเคมีและในระดับชีวโมเลกุลตอไป 
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ภาพท่ี 5  การเจริญเติบโตของเซลลออยปกติสายพันธุ K97-32 เม่ือไดรับสารอิมาซาเพอรท่ีระดับ 

               ความเขมขนตางกนั                                      
หมายเหตุ  Vertical bar แสดงคา ± standard error ของคาเฉล่ีย 3 คา 
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   ภาพที่ 6  ระยะเวลาในการคัดเลือกเซลลออยสายพันธุ K97-32 ใหตานทานตอสารอิมาซาเพอรที่ระดับความเขมขน 1 ไมโครโมลาร 
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ภาพท่ี 7  การเจริญเติบโตของเซลลออยท่ีตานทานสารสายพันธุ K97-32 เม่ือไดรับสารอิมาซาเพอร 

               ท่ีระดับความเขมขนตางกัน       
 
หมายเหตุ  Vertical bar แสดงคา ± standard error ของคาเฉล่ีย 3 คา 
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ภาพท่ี 8  การตอบสนองของเซลลออยปกติและเซลลออยท่ีตานทานสารสายพันธุ K97-32 ท่ี 14 วนั   
               หลังไดรับสารอิมาซาเพอรท่ีระดบัความเขมขนตางกัน 
 
หมายเหตุ  Vertical bar แสดงคา ± standard error ของคาเฉล่ีย 3 คา 
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ตารางท่ี 2  ระดับความเขมขนของสารอิมาซาเพอรท่ีทําใหการเจริญเติบโตของเซลลออย 
                   ลดลง 50 เปอรเซ็นต (I50) ท่ี 14 วั นหลังไดรับสารอิมาซาเพอรท่ีระดับ 
                   ความเขมขนตางกัน 
 
เซลลออย คา I50 (ไมโครโมลาร)

1/ 

  
เซลลออยปกติ  0.007 ± 0.003 
เซลลออยท่ีตานทานสาร  7.014 ± 0.004 
  
ดัชนีความตานทานสาร2/ 918 

 

1/ คาความเขมขน ± standard error ของคาเฉล่ีย 3 คา 
 2/ ดัชนีความตานทานสาร = I50 ของเซลลออยท่ีตานทานสาร/ I50 ของเซลลออยปกติ 
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1.2  การทดสอบความคงตัวของความตานทานสารกําจัดวัชพืชของเซลลออย 
 
 ทําการเล้ียงเซลลออยท่ีตานทานในอาหารเหลวท่ีปราศจากสารอิมาซาเพอรท่ีความเขมขน 1 
ไมโครโมลาร นําเซลลออยท่ีตานทานท่ีเล้ียงในอาหารท่ีปราศจากสารอิมาซาเพอรทุก 1 เดือน มาทํา
การวัดปริมาตรของเซลลท่ี 14 วันหลังจากไดรับสาร เปนเวลาอยางนอย 4 เดือน (ตารางผนวกท่ี 4) 
จากผลการทดลองพบวา เซลลออยปกติท่ีไมไดรับสาร (N) เซลลออยตานทานท่ีไมไดรับสาร (R) 
และเซลลออยตานทานท่ีรับสาร (RT) ปริมาตรเซลลท่ีวัดไดไมแตกตางกัน แสดงวา มีการ
เจริญเติบโตของเซลลท่ีเปนปกติ สวนเซลลออยปกติท่ีรับสาร (NT) มีการเจริญเติบโตท่ีลดลง 
ปริมาตรของเซลลท่ีวัดไดนอยกวาเซลลท้ัง 3 แบบดังกลาว เม่ือเปรียบเทียบปริมาตรของเซลลออย
ตานทานท่ีไดรับสารกับเซลลออยปกติท่ีไดรับสารเปนระยะเวลานานอยางนอย 4 เดือน พบวา 
ปริมาตรเซลลของเซลลออยท่ีตานทานสารมากกวาเซลลออยปกติท่ีไดรับสาร (ภาพท่ี 9)  
 

เม่ือเล้ียงในอาหารที่ปราศจากสารอิมาซาเพอรเปนเวลาอยางนอย 4 เดือน สงผลทําใหเซลล
ออยท่ีตานทานสารยังคงมีความตานทานตอสารอิมาซาเพอรท่ีความเขมขน 1 ไมโครโมลารได ซ่ึงผล
ท่ีไดสอคลองกับ Choompoo and Pormprom (2008) ไดรายงานวา เซลลขาวโพดตานทานสารกลูโฟ
ซิเนทท่ีความเขมขน 10-6 โมลาร เม่ือเล้ียงในอาหารท่ีปราศจากสารกลูโฟซิเนทเปนเวลาอยางนอย 6 
เดือน ยังคงมีความตานทานตอสารกลูโฟซิเนท เม่ือเปรียบเทียบกับเซลลขาวโพดปกติ ดังนั้น ความ
ตานทานท่ีเกิดข้ึนในเซลลออยท่ีตานทานสารอิมาซาเพอร จึงเปนความตานทานท่ีเปนแบบถาวรและ
มีความคงตัวของความตานทานเกิดข้ึนภายในเซลลออยท่ีตานทานสาร แสดงใหเห็นวา ความ
ตานทานสารกําจัดวัชพืชท่ีเกิดข้ึนนั้น ไมไดเปนความแปรปรวนท่ีเกิดจากการเพาะเล้ียงเนื้อเยื่อ 
ดังนั้นในการศึกษาขั้นตอนตอไป ควรจะทําการพิจารณาเกี่ยวกับกลไกของความตานทานสารอิมาซา
เพอร ในระดับชีวเคมีโดยพิจารณาการเปล่ียนแปลงกิจกรรมการทํางานของเอนไซม ALS และใน
ระดับชีวโมเลกุลโดยพิจารณาจากการเปล่ียนแปลงและการแสดงออกของยีน ALS โดยการ
เปรียบเทียบระหวางเซลลออยท่ีตานทานสารกับเซลลออยปกติ 

 
 
 
 
 
 



 39 

 
 

0

1

2

3

4

5

1 2 3 4

เวลา (เดือน)

ป
ริม
าต
รเ
ซ
ลล
 

( ม
ิลลิ
ลิต
ร/
อา
ห
าร

 5
 ม
ิลลิ
ลิต
ร) N

NT
R
RT

 
ภาพท่ี 9  การเจริญเติบโตของเซลลออยปกติท่ีไมไดรับสาร (N) เซลลออยปกติท่ีไดรับสาร (NT) 
               เซลลออยตานทานท่ีไมไดรับสาร (R) และเซลลออยตานทานท่ีไดรับสาร (RT)   
               ท่ี 14 วันหลังไดรับสารอิมาซาเพอรท่ีระดับความเขมขน 1 ไมโครโมลาร หลังจากเล้ียงใน 
               อาหารที่ปราศจากสารอิมาซาเพอร เปนเวลานาน 1-4 เดือน 
 
หมายเหตุ  Vertical bar แสดงคา ± standard error ของคาเฉล่ีย 3 คา 
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2.  การศึกษากิจกรรมของเอนไซมอะซิโตแลคเตทซินเธส 
 
 การศึกษากิจกรรมของเอนไซม ALS ซ่ึงเปนตําแหนงเปาหมายท่ีสารอิมาซาเพอรแสดง
ปฏิกิริยาในการยับยั้งภายในพืช สามารถวัดเปนปริมาณของ acetoin ไดภายหลังจากการเปล่ียนแปลง
ปฏิกิริยาของ acid-catalysed decarboxylation ของ 2-acetolactate เปน acetoin (Westerfeld, 1945) ใน
ข้ันตอนแรกของกระบวนการสังเคราะหกรดอะมิโนดังกลาว ซ่ึงจะบงบอกถึงกิจกรรมของเอนไซม 
ALS ได (Corbett and Tardif, 2006) 
  
 เม่ือพิจารณาจากการเปล่ียนแปลงกิจกรรมของเอนไซม ALS ในเซลลออย ท่ี 3, 5, 7, 10 
และ 14 วัน หลังจากไดรับสารอิมาซาเพอรความเขมขน 1 ไมโครโมลาร ซ่ึงประกอบดวย เซลลออย
ปกติท่ีไมไดรับสาร (N) เซลลออยปกติท่ีไดรับสาร (NT) เซลลออยตานทานท่ีไมไดรับสาร (R) และ
เซลลออยตานทานท่ีไดรับสาร (RT) พบวา เซลลออยปกติท่ีไมไดรับสาร เซลลออยตานทานท่ีไมได
รับสาร และเซลลออยตานทานท่ีไดรับสาร มีกิจกรรมของเอนไซม ALS ท ี่ 3 วันหลังไดรับสาร เปน 
42.90, 42.95 และ 42.64 ไมโครโมล acetoin ตอมิลลิกรัมโปรตีนตอนาที ซ่ึงมากกวาเซลลออยปกติ
ท่ีไดรับสาร ท่ีมีกิจกรรมของเอนไซม ALS เพียง 16.67 ไมโครโมล acetoin ตอมิลลิกรัมโปรตีนตอ
นาที (ภาพท่ี 10) เม่ือพิจารณากิจกรรมของเอนไซม ALS ท่ี 5 วันหลังจากไดรับสาร พบวา ในเซลล
ออยปกติท่ีไมไดรับสาร เซลลออยตานทานท่ีไมไดรับสาร และเซลลออยตานทานท่ีไดรับสาร มี
กิจกรรมของเอนไซม ALS เปน 45.43, 45.59 และ 45.47 ไมโครโมล acetoin ตอมิลลิกรัมโปรตีน
ตอนาที ซ่ึงสูงกวาเซลลออยปกติท่ีไดรับสาร ท่ีมีกิจกรรมของเอนไซม ALS เพียง 16.67 ไมโครโมล 
acetoin ตอมิลลิกรัมโปรตีนตอนาที (ภาพท่ี 11) เม่ือพิจารณา ท่ี 7, 10 และ 14 วันหลังไดรับสาร 
พบวา เซลลออยปกติท่ีไมไดรับสาร มีกิจกรรมของเอนไซม ALS เปน 50.57, 44.78 และ 40.27 ไม
โครโมล acetoin ตอมิลลิกรัมโปรตีนตอนาที ตามลําดับ เซลลออยตานทานท่ีไมไดรับสาร มี
กิจกรรมของเอนไซม ALS เปน 50.65, 44.76 และ 40.25 ไมโครโมล acetoin ตอมิลลิกรัมโปรตีน
ตอนาที ตามลําดับ และเซลลออยตานทานท่ีไดรับสาร มีกิจกรรมของเอนไซม ALS เปน 50.62, 
44.73 และ 40.22 ไมโครโมล acetoin ตอมิลลิกรัมโปรตีนตอนาที ตามลําดับ โดยท่ีเซลลออยท้ัง 3 
แบบดังกลาวนี้ มีกิจกรรมของเอนไซม ALS สูงกวาเซลลออยปกติท่ีไดรับสาร ท่ี 7, 10 และ 14 วัน
หลังจากไดรับสาร ซ่ึงมีกิจกรรมของเอนไซม ALS เทากับ 15.05, 15.39 และ 15.35 ไมโครโมล 
acetoin ตอมิลลิกรัมโปรตีนตอนาที ตามลําดับ (ภาพท่ี 12, 13 และ 14) แสดงวา ท่ี 3-14 วันหลังจาก
ไดรับสาร เซลลออยปกติท่ีไมไดรับสาร เซลลออยตานทานท่ีไมไดรับสาร และเซลลออยตานทานท่ี
ไดรับสาร มีกิจกรรมของเอนไซม ALS สูงกวาเซลลออยปกติท่ีไดรับสารท่ีระดับความเขมขนท่ี 1 



 41 

ไมโครโมลาร เม่ือเปรียบเทียบกิจกรรมของเอนไซม ALS ของเซลลออยปกติท่ีไมไดรับสาร เซลล
ออยตานทานที่ไมไดรับสาร และเซลลออยตานทานท่ีไดรับสาร มีกิจกรรมของเอนไซม ALS ไม
แตกตางกันทางสถิติ ท่ี 3, 5, 7, 10 และ 14 วันหลังไดรับสาร อยางไรก็ตาม เม่ือพิจารณาความ
ตานทานสารกําจัดวัชพืชจากกิจกรรมของเอนไซม ALS ระหวางเซลลออยตานทานท่ีไดรับสารและ
เซลลออยปกติท่ีไดรับสาร (ตารางท่ี 2) พบวา เซลลออยตานทานท่ีไดรับสาร มีกิจกรรมของ
เอนไซม ท่ี 3, 5, 7, 10 และ 14 วันหลังไดรับสาร มากถึง 2.65, 2.49, 3.36, 2.90 และ 2.62 เทา เม่ือ
เปรียบเทียบกับเซลลออยปกติท่ีไดรับสาร ตามลําดับ  
 

จากการศึกษากิจกรรมของเอนไซม ALS แสดงใหเห็นวา เซลลออยท่ีตานทานสารมีกิจกรรม
จําเพาะของเอนไซม ALS สูงกวาเซลลออยปกติเม่ือไดรับสารอิมาซาเพอรท่ีระดับความเขมขน 1 ไม
โครโมลาร ซ่ึงสอดคลองกับการทดลองของ Rajasekaran et al. (1996) ไดรายงานวา เซลลของฝายพนัธุ 
SUR-6C ที่ตานทานสารพริมซัลฟูรอน ซ่ึงมีดัชนีความตานทานสารประมาณ 100-1,000 เทา และมี
กิจกรรมของเอนไซม ALS ลดลง 50 เปอรเซ็นต เม่ือไดรับสารพริมซัลฟูรอนในระดับความเขมขน 
2.13 ไมโครโมลาร ตอมา Wright et al. (1998) ไดศึกษาการเปล่ียนแปลงกิจกรรมของเอนไซม ALS ใน 
sugarbeet 3 สายพันธุท่ีตานทานสารกําจัดวัชพืชในกลุมท่ียับยั้งเอนไซม ALS พบวา ท้ัง 3 สายพันธุเกดิ
การเปล่ียนแปลงกิจกรรมของเอนไซม ALS โดยท่ีพันธุ Sir-13 มีระดับความตานทานตอสารอิมา
เซทธาเพอร มากถึง 40 เทา เม่ือเปรียบเทียบกับพันธุออนแอ สวนพันธุ Sur ท่ีมีระดับความตานทานตอ
สารคลอซัลฟูรอน 1,000 เทา และฟลูเมทซูแรม 50 เทา และพันธุ 93R30B มีความตานทานตอสารท้ัง 3 
ชนิดดังกลาว โดยท่ีมีระดับความตานทานตอสารอิมาเซทธาเพอร คลอซัลฟูรอน และฟลูเมทซูแรม 
มากกวา 1,000, 4,300 และ 200 เทา ตามลําดับ เชนเดียวกับ White et al. (2002) ไดทําการศึกษา
ทานตะวันท่ีตานทานตอสารอิมาเซทธาเพอร และคลอริมูรอน เม่ือพิจารณากิจกรรมของเอนไซม ALS 
ช้ีใหเห็นวา ในสายพันธุท่ีตานทานมีระดับความตานทานตอสารเปน 39 และ 9 เทา ตามลําดับ เม่ือ
เทียบกับสายพันธุท่ีออนแอ เชนเดียวกับรายงานของ Yu et al. (2003) ไดศึกษากิจกรรมของเอนไซม 
ALS ใน wild radish จํานวน 8 สายพันธุท่ีตานทานตอสารในกลุมท่ียับยั้งการทํางานของเอนไซม ALS 
พบวา พันธุที่ตานทานสารมีความตานทานตอสารคลอซัลฟูรอน ไตรอะโซโลไพริมิดีน และเมทซัลฟู
รอน มากถึง 20-160, 10-46 และ 3-8 เทา ตามลําดับ ตอมา Milliman et al. (2003) ไดศึกษากิจกรรมของ
เอนไซม ALS ในหญา eastern black-grass จํานวน 2 ไบโอไทป ใน Illinois resistant ไบโอไทปท่ี
ตานทานตอสารในกลุมอิมิดาโซลิโนน พบวา มีกิจกรรมของเอนไซม ALS สูงกวาไบโอไทปท่ีออนแอ 
881 เทา สวนใน Indiana resistant ไบโอไทป มีกิจกรรมของเอนไซม ALS สูงกวาไบโอไทปท่ีออนแอ 
118 เทา นอกจากนี้ Buker et al. (2004) ไดทําการศึกษากิจกรรมของเอนไซม ALS ในพริกและมะเขือ
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เทศ เม่ือไดรับสารไพรมิซัลฟูรอนท่ีระดับความเขมขนตางกัน พบวา ในพริกมีกิจกรรมของเอนไซม 
ALS สูงกวาในมะเขือเทศมากถึง 10 เทา ในขณะท่ี Avila et al. (2005) ไดรายงานวา ขาวพันธุ CL-
161 มีความตานทานสารอิมาเซทธาเพอรเปน 32 เทา เม่ือเปรียบเทียบกับพันธุ CL-121 ซ่ึงทนทาน
ตอสารดังกลาว ตอมา Marshall and Moss (2008) ไดทําการศึกษาความตานทานสารกําจัดวัชพืชใน
กลุมท่ียับยั้งการทํางานของเอนไซม ALS ในหญา Alopecurus myosuroides จํานวน 8 สายพันธุ เม่ือ
พิจารณากิจกรรมการทํางานของเอนไซม ALS เม่ือไดรับสาร sulfometuron พบวา พันธุ PelRES มี
กิจกรรมของเอนไซม ALS มากถึง 16.3 เทา เม่ือเปรียบเทียบกับสายพันธุ Roth ซ่ึงเปนสายพันธุท่ี
ออนแอ 

 
การศึกษากลไกของความตานทานสารกําจัดวัชพืช ไดมีรายงานวา มีความเกี่ยวของกับ

ตําแหนงเปาหมายท่ีสารกําจัดวัชพืชแสดงปฏิกิริยาในการยับยั้งภายในพืช และไมใชตําแหนงเปาหมาย 
(Corbett and Tardif, 2006) ซ่ึงการทดลองในคร้ังนี้ ไดทําการพิจารณาเฉพาะที่เกี่ยวของกับตําแหนง
เปาหมายเทานั้น กลาวคือ ศึกษาการเปล่ียนแปลงกิจกรรมของเอนไซม ALS พบวา เซลลออยท่ี
ตานทานสารมีกิจกรรมการทํางานของเอนไซม ALS เปน 2.65, 2.49, 3.36, 2.90 และ 2.62 เทา ของ
เซลลออยปกติ ท่ี 3, 5, 7, 10 และ 14 วันหลังไดรับสารอิมาซาเพอร ตามลําดับ แสดงวา กลไกทาง
ชีวเคมีของความตานทานท่ีเกิดข้ึน มีความเกี่ยวของกับการเปล่ียนแปลงของตําแหนงเปาหมายท่ีสาร
กําจัดวัชพืชแสดงปฏิกิริยาการยับยั้งภายในพืช โดยท่ีในเซลลออยท่ีตานทานสารมีการปรับตัวเปน
แบบการตอบสนองนอยตอสารกําจัดวัชพืช เม่ือพืชไดรับสารอิมาซาเพอร จึงทําใหเซลลออยท่ี
ตานทานสารยังคงสามารถมีชีวิตรอดอยูได เนื่องจากตําแหนงเปาหมายมีการเปล่ียนแปลงเกิดข้ึน สาร
กําจัดวัชพืชจึงไมสามารถทําปฏิกิริยากับเอนไซม ALS ได จึงทําใหเซลลออยท่ีตานทานสารไมถูก
ยับยั้งโดยสารอิมาซาเพอร ในขณะท่ีเซลลออยปกติท่ีไดรับสารไมสามารถมีชีวิตรอดอยูได เนื่องจาก
สารอิมาซาเพอรจะเขาไปยับยั้งกิจกรรมการทํางานของเอนไซม ALS สงผลทําใหเซลลออยปกติไม
สามารถสังเคราะหกรดอะมิโนท่ีจําเปนได ทําใหพืชชะงักการเจริญเติบโต และตอมาพืชจะตายไปใน
ท่ีสุด ซ่ึงในข้ันตอนตอไปควรจะทําการศึกษาเกี่ยวกับกลไกพ้ืนฐานในระดับชีวโมเลกุลของเซลลออย
ท่ีตานทานตอสารอิมาซาเพอร โดยพิจารณาจากลําดับเบสบางสวนของยีน ALS ท่ีควบคุมการ
แสดงออกของเอนไซมดังกลาวนี้ เปรียบเทียบระหวางเซลลออยท่ีตานทานสารกับเซลลออยปกติ เพื่อ
นําไปใชเปนดัชนีในการอธิบายกลไกของความตานทานสารกําจัดวัชพืชในระดับชีวโมเลกุลไดชัดเจน
ยิ่งข้ึนอีกตอไป 
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ภาพท่ี 10  กิจกรรมของเอนไซม ALS ในเซลลออยปกติท่ีไมไดรับสาร (N) เซลลออยปกติท่ีไดรับ  
                 สาร (NT) เซลลออยตานทานท่ีไมไดรับสาร (R) และเซลลออยตานทานท่ีไดรับสาร (RT)   
                 ท่ี 3 วันหลังไดรับสารอิมาซาเพอรท่ีระดับความเขมขน 1 ไมโครโมลาร 
 
หมายเหตุ  ตัวอักษรท่ีเหมือนกันในแตละชนิดของเซลลออยไมมีความแตกตางกันทางสถิติท่ีระดับ 
                  ความเช่ือม่ัน 99 เปอรเซ็นต และ vertical bar แสดงคา ± standard error ของคาเฉล่ีย 3 คา 
                                                                                                                          

                                                    
ภาพท่ี 11  กิจกรรมของเอนไซม ALS ในเซลลออยปกติท่ีไมไดรับสาร (N) เซลลออยปกติท่ีไดรับ  
                  สาร (NT) เซลลออยตานทานท่ีไมไดรับสาร (R) และเซลลออยตานทานท่ีไดรับสาร 
                  (RT) ท่ี 5 วันหลังไดรับสารอิมาซาเพอรท่ีระดับความเขมขน 1 ไมโครโมลาร 
หมายเหต ุ ตัวอักษรท่ีเหมือนกันในแตละชนิดของเซลลออยไมมีความแตกตางกันทางสถิติท่ีระดับ 
                  ความเช่ือม่ัน 99 เปอรเซ็นต และ vertical bar แสดงคา ± standard error ของคาเฉล่ีย 3 คา 
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ภาพท่ี 12  กิจกรรมของเอนไซม ALS ในเซลลออยปกติท่ีไมไดรับสาร (N) เซลลออยปกติท่ีไดรับ  
                 สาร (NT) เซลลออยตานทานท่ีไมไดรับสาร (R) และเซลลออยตานทานท่ีไดรับสาร  
                 (RT) ท่ี 7 วันหลังไดรับสารอิมาซาเพอรท่ีระดับความเขมขน 1 ไมโครโมลาร 
 
หมายเหตุ  ตัวอักษรท่ีเหมือนกันในแตละชนิดของเซลลออยไมมีความแตกตางกันทางสถิติท่ีระดับ 
                  ความเช่ือม่ัน 99 เปอรเซ็นต และ vertical bar แสดงคา ± standard error ของคาเฉล่ีย 3 คา 

                                      
ภาพท่ี 13  กิจกรรมของเอนไซม ALS ในเซลลออยปกติท่ีไมไดรับสาร (N) เซลลออยปกติท่ีไดรับ  
                 สาร (NT) เซลลออยตานทานท่ีไมไดรับสาร (R) และเซลลออยตานทานท่ีไดรับสาร  
                 (RT) ท่ี 10 วันหลังไดรับสารอิมาซาเพอรท่ีระดับความเขมขน 1 ไมโครโมลาร 
 
หมายเหตุ  ตัวอักษรท่ีเหมือนกันในแตละชนิดของเซลลออยไมมีความแตกตางกันทางสถิติท่ีระดับ 
                  ความเช่ือม่ัน 99 เปอรเซ็นต และ vertical bar แสดงคา ± standard error ของคาเฉล่ีย 3 คา 
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ภาพท่ี 14  กิจกรรมของเอนไซม ALS ในเซลลออยปกติท่ีไมไดรับสาร (N) เซลลออยปกติท่ีไดรับ  
                 สาร (NT) เซลลออยตานทานท่ีไมไดรับสาร (R) และเซลลออยตานทานท่ีไดรับสาร (RT)  
                 ท่ี 14 วันหลังไดรับสารอิมาซาเพอรท่ีระดับความเขมขน 1 ไมโครโมลาร 
 
หมายเหตุ  ตัวอักษรท่ีเหมือนกันในแตละชนิดของเซลลออยไมมีความแตกตางกันทางสถิติท่ีระดับ 
                  ความเช่ือม่ัน 99 เปอรเซ็นต และ vertical bar แสดงคา ± standard error ของคาเฉล่ีย 3 คา 
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ตารางท่ี 3  ผลของสารอิมาซาเพอรตอการตอบสนองของเอนไซม ALS ในเซลลออยท่ีตานทานสาร 
                  และเซลลออยปกติ ท่ี 3, 5, 7, 10 และ 14 วนัหลังไดรับสารอิมาซาเพอรท่ีระดับความ 
                  เขมขน 1 ไมโครโมลาร 
  

กิจกรรมของเอนไซม ALS (µmol min-1 mg-1 protein) 
เซลล 

3 DAT1/ 5 DAT 7 DAT 10 DAT 14 DAT 
      
เซลลออยปกติท่ีไมไดสาร (N) 42.90 a  45.43 a   50.57 a  44.78 a 40.27 a 
เซลลออยปกติท่ีไดรับสาร (NT) 16.67 b 15.45 b 15.05 b 15.39 b 15.35 b 
เซลลออยท่ีตานทานท่ีไมรับสาร (R) 42.95 a  45.59 a  50.65 a 44.76 a 40.25 a 
เซลลออยตานทานท่ีไดรับสาร (RT) 42.64 a 45.47 a 50.62 a 44.73 a 40.22 a 
      
สัดสวนระหวาง RT/NT2/ 2.65 2.94 3.36 2.90 2.62 
 
1/ DAT = days after treatment 
 
2/ สัดสวนระหวาง RT/NT =  
 
หมายเหตุ  ตัวอักษรท่ีเหมือนกันในแตละคอลัมนไมมีความแตกตางทางสถิติท่ีระดับ 
                  ความเช่ือม่ัน 99 เปอรเซ็นต  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

กิจกรรมของเอนไซม ALS ในเซลลออยท่ีตานทานสาร (RT 

กิจกรรมของเอนไซม ALS ในเซลลออยปกติ (NT) 
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3.  การโคลนยีนและการหาลําดับเบสบางสวนของยีน ALS 
  
 3.1 การโคลนยีนบางสวนของยีน ALS  
 

      เอนไซม ALS เปนตําแหนงเปาหมายในการเขาทําลายของสารอิมาซาเพอร เม่ือพืชไดรับ
สารสงผลทําใหกระบวนการสังเคราะหกรดอะมิโน leucine, valine และ isoleucine ถูกยับยั้ง ซ่ึงการ
สังเคราะหเอนไซม ALS เกิดข้ึนไดโดยการลอกรหัสสารพันธุกรรมจากยีนในนิวเคลียส หลังจากนั้นจะ
แปลรหัสเปนกรดอะมิโนท่ีไซโตพลาสซึม แลวถูกสงไปทํางานท่ีคลอโรพลาสต (chloroplast) ซ่ึงอยู
ภายในเซลลพืช เพื่อทําหนาท่ีในการสังเคราะหกรดอะมิโนตอไป (Shimizu et al., 2002; Corbett and 
Tardif, 2006) การศึกษากลไกในระดับชีวโมเลกุลของความตานทานสารกําจัดวัชพืช จะพิจารณาบริเวณ
อนุรักษของยีน ALS ซ่ึงมีดวยกัน 5 ตําแหนง อยางไรก็ตาม การศึกษาในคร้ังนี้ ทําการพิจารณาเฉพาะ
บริเวณ B และ E ซ่ึงเปนบริเวณท่ีเกิดการเปล่ียนแปลงมากท่ีสุดเม่ือพืชเกิดความตานทานตอสารในกลุม 
Imidazolinone หลังจากนั้น ทําการโคลนยีนและวิเคราะหหาลําดับเบสของยีน ALS เปรียบเทียบระหวาง
เซลลออยท่ีตานทานสารกับเซลลออยปกติ วามีการเรียงตัวของลําดับเบสแตกตางกันหรือไม ดังนั้นจึง
ไดทําการสังเคราะห cDNA บางสวนของยีน ALS จาก total RNA โดยใชเทคนิค RT-PCR (one step RT-
PCR) เพื่อตรวจหาลําดับเบสบางสวนของยีน ALS โดยใชไพรเมอรท่ีมีความจําเพาะกับยีน ALS  

 
        เม่ือทําการสังเคราะหบางสวนของยีน ALS ดวยไพรเมอรท่ีมีความจําเพาะกับยีน โดยใช

เทคนิค RT-PCR พบวา ไดแถบดีเอ็นเอจํานวน 1 แถบเหมือนกันท้ังในเซลลออยปกติและเซลลออยท่ี
ตานทานสาร จากบางสวนของยีน ALS ท่ีมีขนาด 455 คูเบส (ภาพท่ี 15) หลังจากนั้นไดนํา PCR product 
ไดจากการเพ่ิมปริมาณยีนดวยวิธี RT-PCR มาทําการโคลนยีน โดยเช่ือมตอกับเวคเตอร pGEM®-T easy 
(Promaga, USA) แลวจึงไดชักนําพลาสมิดเขาสูเซลลแบคทีเรีย E. coli สายพันธุ DH5α เพื่อเพิ่มปริมาณ
ยีน ALS ดวยวิธี heat shock transformation สุมเลือกโคโลนีสีขาวท่ีเจริญบนอาหารแข็ง 2XYT ท่ีเติม 
ampicillin, IPTG และ X-gal นํามาเล้ียงในอาหารเหลวสูตรเดียวกัน แตเติมเฉพาะ ampicillin เพื่อเพิ่ม
ปริมาณเช้ือ ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส และเขยาเปนเวลานานขามคืน แลวจึงทําการแยกสกัดพลาสมิ
ดลูกผสมออกมา จากนั้นตรวจสอบพลาสมิดลูกผสม โดยการยอยดวยเอนไซม EcoRI ซ่ึงจะไดช้ินดีเอ็น
เอบางสวนของยีน ALS ท่ีมีขนาด 455 คูเบส และช้ินดีเอ็นเอของเวคเตอรท่ีมีขนาด 3,017 คูเบส จะพบวา 
ทุกโคลนท่ีนํามาทําการตรวจเช็ค ท้ังในเซลลออยปกติและเซลลออยท่ีตานทานสาร พบช้ิน DNA ขนาด 
455 คูเบส ซ่ึงเปนขนาดบางสวนของยีน ALS (ภาพท่ี 16ก และ 16ข) แลวจึงไดเลือกโคลนท่ีไดรับการ
ตรวจสอบแลววามียีน ALS เพื่อสงวิเคราะหหาลําดับเบส 
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ภาพท่ี 15  ผลผลิตท่ีไดจาก RT-PCR โดยใชไพรเมอรท่ีจําเพาะตอยีน ALS ของเซลลออย   
                 ตานทานสาร (R) และเซลลออยปกติ (N) โดยที่ M = 1 kb DNA ladder marker   
                (Fermentas, Lithuania), N  =  เซลลออยปกติ และ R = เซลลออยท่ีตานทานสาร 
                   
                   
 
 
 
 
 
 
 

455 bp 

M            R           N         H2O 

500 bp 

250 bp 
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ภาพท่ี 16  แถบ DNA ท่ีไดจากการยอยดวยเอนไซม EcoRI ของพลาสมิดท่ีมียีน ALS ของเซลล   
                 ออยปกติ (ก) และเซลลออยท่ีตานทานสาร (ข) ท่ีโคลนเขาสูเวคเตอร pGEMT®-easy 
 
 

 
 

455 bp 

455 bp 

500 bp 

500 bp 

250 bp 

250 bp 

   M         N1         N2         N3 

   M          R1          R2         R3 

(ข) 

(ก) 
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3.2  การวิเคราะหหาลําดับเบสของยีน ALS  
 
       เม่ือนําผลจากการหาลําดับเบสมาเปรียบเทียบการเรียงลําดับกรดอะมิโนบางสวนของ

ยีน ALS ของเซลลออยปกติและเซลลออยท่ีตานทานสาร และยีน ALS ในพืชสกุลตาง ๆ จาก
ฐานขอมูลใน GenBank โดยใชโปรแกรม MegAlign (Lasergene; DNASTAR, USA) พบวา การ
เรียงลําดับกรดอะมิโนของเซลลออยท่ีตานทานสารและเซลลออยปกติ มีความเหมือนกันของยีน 97.3 
เปอรเซ็นต มีความแตกตางกันของยีนเพียง 0.7 เปอรเซ็นตเทานั้น ผลจากความแตกตางกันของการ
เรียงลําดับกรดอะมิโนในเซลลออยปกติและเซลลออยท่ีตานทานสาร กลาวคือ เกิดการหายไปของ
กรดอะมิโนอะลานีนท่ีตําแหนง 666 (Ala666) เม่ือเปรียบเทียบกับลําดับกรดอะมิโนของ A. thaliana (ภาพ
ท่ี 17) จึงนําลําดับของเบสและลําดับกรดอะมิโนของเซลลออยปกติและเซลลออยท่ีตานทานสาร ไปข้ึน
ทะเบียนในฐานขอมูลของ GenBank รหัส EU243998 และ EU243999 ตามลําดับ (ภาพผนวกท่ี 1 และ 2) 

 
        จากรายงานการศึกษาเกี่ยวกับกลไกพ้ืนฐานในระดับชีวโมเลกุลของพืชท่ีตานทานสาร

กําจัดวัชพืชในกลุม Imidazolinone ช้ีเห็นไดวา ลักษณะของความตานทานสารกําจัดวัชพืชจะเกิด
จากการกลายพันธุในระดับยีน ALS ซ่ึงจะเปนแบบการกลายพันธุเฉพาะจุด (point mutation) ท่ีเปน
แบบการแทนท่ีลําดับเบส (base-pair substitution) ในสาย DNA แลวทําใหกรดอะมิโนในโปรตีน
เปล่ียนแปลงไป โดยท่ี Milliman et al. (2003) ไดศึกษาความตานทานของสารกําจัดวัชพืชในกลุม 
Imidazolinone (ไดแก สาร imazethapyr และ imazamox) ในหญา eastern black-grass จํานวน 2 ไบ
โอไทป เม่ือเปรียบเทียบลําดับกรดอะมิโน พบวา ในพืชท่ีตานทานสารจะเกิดการกลายพันธุเฉพาะ
จุดท่ีเปนแบบการแทนท่ีลําดับเบส ทําใหเกิดการเปล่ียนแปลงของลําดับกรดอะมิโนจาก alanine 
กลายเปน theronine ท่ีตําแหนง 121 เชนเดียวกับรายงานของ Diebold et al. (2003) ไดศึกษาใน 
powell amaranth ซ่ึงเปนวัชพืชท่ีตานทานสาร atrazine และ imazethapyr ในการเกิดการกลายพันธุ
ของยีน psbA ท่ีเปนตําแหนงเปาหมายของสาร atrazine เทานั้น พบวา มีการแทนท่ีกรดอะมิโนจาก 
glysine กลายเปน serine ท่ีตําแหนง 264 ในโปรตีน D1 สวนการเกิดการกลายพันธุของยีน ALS ท่ี
เปนตําแหนงเปาหมายของสาร imazethapyr นั้น พบวา มีการแทนท่ีลําดับกรดอะมิโนเชนเดียวกัน 
โดยท่ีมีการแทนท่ีลําดับเบสของกรดอะมิโน serine กลายเปน threonine ท่ีตําแหนง 652 
เชนเดียวกับการศึกษาใน sugarbeet ท่ีตานทานสารกําจัดวัชพืชในกลุม Imidazolinone ก็เกิดการ
แทนท่ีลําดับเบสทําใหกรดอะมิโน threoinine กลายเปน alanine ท่ีตําแหนง 13 (Wright et al., 1998) 
นอกจากนี้ยังพบวามี การเกิดการกลายพันธุของยีน ALS ท่ีทําใหเกิดความตานทานตอสารกําจัด
วัชพืชในกลุมท่ียับยั้งเอนไซม ALS ในพืชหลายชนิด เชน ทานตะวัน (White et al., 2003), red rice 
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(Rajguru et al., 2005), common ragweed (Zheng et al., 2005) และ grass weed (Alopecurus 
myosuroides) (Marshall and Moss, 2008) เปนตน ซ่ึงกรดอะมิโนท่ีอยูในบริเวณ 5 ตําแหนงภายในยีน 
ALS ท่ีมักพบการเกิดการกลายพันธุบอย เม่ือพืชเกิดความตานทานสารคือ Alanine122, Proline197, 
Alanine205, Triptophan574 และ Serine653 (Tan et al., 2006; Christoffers et al., 2006; Corbett and Tardif, 
2006; Tan et al., 2005) อยางไรก็ตาม การเกิดการกลายพันธุในแตละตําแหนงของยนี จะข้ึนอยูกบัชนดิ
ของ พืช พันธุพืช และชนิดของสารกําจัดวัชพืชในแตละกลุม เชนเดียวกับในรายงานของ Pornprom et 
al. (2009) ไดทําการศึกษาการกลายพันธุของยีน Glutamine synthetase (GS) ในเซลลถ่ัวเหลืองท่ี
ตานทานสารกลูโฟซิเนท โดยพิจารณาลําดับเบสบางสวนของยีน (GS) พบวา เกิดการกลายพันธุเฉพาะ
จุดท่ีเปนแบบการแทนท่ีของลําดับเบสทําใหกรดอะมิโนในโปรตีนเกิดการเปล่ียนแปลงไป กลาวคือ 
มีการเปล่ียนกรดอะมิโนจาก histidine (His) กลายเปน tyrosine (Tyr) ท่ีตําแหนง 249 จึงสงผลทําให
เซลลถ่ัวเหลืองเกิดความตานทานตอสารกําจัดวัชพืช โดยจะไปลดการตอบสนองของเอนไซมท่ีเปน
แบบตอบสนองนอยตอสารกําจัดวัชพืช  

 

การศึกษาในคร้ังนี้ แสดงใหเห็นวา ในเซลลออยท่ีตานทานสารจะมีการกลายพันธุเฉพาะจุด
เกิดข้ึนภายในยีน ALS ท่ีเปนแบบ deletion ซ่ึงเปนการเกิดการหายไปของลําดับนิวคลีโอไทป 
(nucleotide) ทําใหลําดับกรดอะมิโน alanine ท่ีตําแหนง 666 (Ala666) หายไปดวย เม่ือเปรียบทียบกับ
ลําดับกระอะมิโนของ A. thaliana ซ่ึงเปนไปไดวา การเกิดการกลายพันธุเฉพาะจุดของยีน ALS ใน
เซลลออยท่ีตานทานสารท่ีเปนแบบการหายไป จึงสงผลตอการเปล่ียนแปลงคุณสมบัติของตําแหนง
เปาหมาย (ALS) อาจจะสงผลทําใหพืชสามารถตานทานสาร อยางไรก็ตาม การศึกษาเกี่ยวกับลําดับ
เบสของยีน ALS ในคร้ังนี้ สามารถอธิบายเกี่ยวกับกลไกพ้ืนฐานในระดับชีวโมเลกุลของความ
ตานทานสารกําจัดวัชพืชไดเพียงระดับหนึ่งเทานั้น แตยังไมทราบแนชัดเกี่ยวกับกลไกของความ
ตานทานสารกําจัดวัชพืชท่ีเกิดข้ึนในระดับ mRNA วาจะมีสวนเกี่ยวของกับการกลายพันธุของยีน 
ALS หรือไม ซ่ึงในการศึกษาขั้นตอนตอไป ควรจะพิจารณาการแสดงออกของยีน ALS ในระดับ 
mRNA ในเซลลออยท่ีตานทานสารอิมาซาเพอร เพื่อใชเปนดัชนีในการอธิบายกลไกทางชีวโมเลกุล
ของความตานทานในสายพันธุเซลลออยท่ีตานทานสารอิมาซาเพอร ในระดับชีวโมเลกุลไดชัดเจน
ยิ่งข้ึนอีกตอไป 
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Wheat          GLGAMGFGLPAAAGAAVANPGVTVVDIDGDGSFLMNIQELALIRIENLPVKVMILNNQHL  
Rice           GLGAMGFGLPAAAGASVANPGVTVVDIDGDGSFLMNIQELALIRIENLPVKVMVLNNQHL  
Corn           GLGAMGFGLPAAAGASVANPGVTVVDIDGDGSFLMNVQELAMIRIENLPVKVFVLNNQHL  
Arabidopsis    GLGAMGFGLPAAIGASVANPDAIVVDIDGDGSFIMNVQELATIRVENLPVKVLLLNNQHL  
Normal cell    GLGAMGFGLPAAAGAAVANPGVTVVDIDGDGSFLMNIQELAMIRIENLPVKVFVLNNQHL 
Resistant cell GLGAMGFGLPAAAGAAVANPGVTVVDIDGDGSFLMNIQELAMIRIENLPVKVFVLNNQHL  
               ************ **:****.. **********:**:**** **:*******::******  
 
Wheat          GMVVQWEDRFYKANRAHTYLGNPENESEIYPDFVTIAKGFNVPAVRVTKKSEVTAAIKKM  
Rice           GMVVQWEDRFYKANRAHTYLGNPECESEIYPDFVTIAKGFNIPAVRVTKKSEVRAAIKKM  
Corn           GMVVQWEDRFYKANRAHTYLGNPENESEIYPDFVTIAKGFNIPAVRVTKKNEVRAAIKKM  
Arabidopsis    GMVMQWEDRFYKANRAHTFLGDPAQEDEIFPNMLLFAAACGIPAARVTKKADLREAIQTM  
Normal cell    GMVVQWEDRFYKANRAHTYLGNPENESEIYPDFVTIAKGFNIPAVRVTKKSEVHAAIKKM  
Resistant cell GMVVQWEDRFYKANRAHTYLGNPENESEIYPDFVTIAKGFNIPAVRVTKKSEVHAAIKKM  
               ***:**************:**:*  *.**:*::: :* . .:**.***** ::  **:.* 
 
Wheat          LETPGPYLLDIIVPHQEHVLPMIPNGGAFKD  
Rice           LETPGPYLLDIIVPHQEHVLPMIPSGGAFKD  
Corn           LETPGPYLLDIIVPHQEHVLPMIPSGGAFKD  
Arabidopsis    LDTPGPYLLDVICPHQEHVLPMIPNGGTFND  
Normal cell    LETPGPYLLDIIVPHQEHVLPMIPSGGAFKD  
Resistant cell LETPGPYLLDIIVPHQEHVLPMIPSGG-FKD 669 
               *:********:* ***********.** *:* 
 

 
ภาพท่ี 17  การเปรียบเทียบลําดับกรดอะมิโนของโปรตีน ALS ในเซลลออยท่ีตานทานสาร เซลล

ออยปกติ และพืชสกุลตาง ๆ ในฐานขอมูล GenBank ดวยโปรแกรม Clustal W (เม่ือ
เปรียบเทียบกบัลําดับกรดอะมิโนของ Arabidopsis  thaliana) 
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4.  การตรวจสอบการแสดงออกของยีน ALS โดยวิธี Semi-quantitative RT-PCR และ Southern 
blot hybridization 

 
การศึกษาการแสดงออกของยีน ALS ในระดับ transcription (mRNA) ระหวางเซลลออยท่ี

ตานทานสารและเซลลออยปกติ ซ่ึงประกอบดวย เซลลออยปกติท่ีไมไดรับสาร (N) เซลลออยปกติท่ี
ไดรับสาร (NT) เซลลออยตานทานท่ีไมไดรับสาร (R) และเซลลออยตานทานท่ีไดรับสาร (RT) ทํา
การเก็บตัวอยางมาศึกษา ท่ี 3, 5, 7, 10 และ 14 วัน หลังไดรับสารอิมาซาเพอรท่ีความเขมขน 1 ไมโคร
โมลาร โดยมีตัวอยางควบคุมคือ RNA ของยีน actin ซ่ึงเปนยีนท่ีมีการแสงออกตลอดระยะการ
เจริญเติบโตของพืช จึงใชเปน internal standard เพื่อใชสําหรับ Semi-quantitative RT-PCR ซ่ึงความ
เขมขนของ RNA เร่ิมตนท่ีทําใหการแสดงออกของยีน actin เทากันคือ 300 นาโนกรัมตอไมโครลิตร 
ดังนั้นจึงใชความเขมขนของ RNA ดังกลาว ในการทํา RT-PCR เม่ือไดผลิตภัณฑของ PCR นํามา
ตรวจสอบดวยวิธีอะกาโรสเจลอิเลคโทรโฟริซิส หลังจากนั้น จึงนํา RT-PCR 1 ไมโครลิตร มา
วิเคราะหผลอีกคร้ังดวยวิธี southern blot hybridization  

 
การแสดงออกของยีน ALS ของเซลลออยปกติท่ีไมไดรับสาร ท่ี 3, 5, 7, 10 และ 14 วันหลัง

ไดรับสาร พบวา มีการสะสม mRNA ของยีน ALS มากกวา เซลลออยปกติท่ีไดรับสาร (NT) เซลล
ออยตานทานท่ีไมไดรับสาร (R) และเซลลออยตานทานที่ไดรับสาร (RT) เพียงเล็กนอย สวนการ
สะสม mRNA ของยีน ALS ในเซลลออยปกติท่ีไดรับสาร (NT) เซลลออยตานทานท่ีไมไดรับสาร 
(R) และเซลลออยตานทานท่ีไดรับสาร (RT) มีการสะสม mRNA ไมแตกตางกัน ท่ี 3, 5, 7, 10 และ 
14 วันหลังไดรับสาร (ภาพท่ี 18) เม่ือพิจารณาจากกิจกรรมของเอนไซม ALS (ในการทดลองท่ี 2) 
และการวิเคราะหหาลําดับเบสบางสวนของยีน ALS (ในการทดลองท่ี 3) พบวา เซลลออยปกติท่ี
ไดรับสารอิมาซาเพอรมีกิจกรรมของเอนไซม ALS ตํ่ากวาเซลลออยปกติท่ีไมไดรับสาร เซลลออย
ตานทานท่ีไมไดรับสาร และเซลลออยตานทานท่ีไดรับสาร ถึงแมวาเซลลท่ีออยตานทานสาร มีการ
เกิดการกลายพันธุเฉพาะจุดท่ีเปนแบบการหายไปของกรดอะมิโน alanine ท่ีตําแหนง 666 (Ala666) 
แตการสะสม mRNA ของยีน ALS ในระดับ transcription ไมมีความแตกตางกัน แสดงวา สารอิมา
ซาเพอรไมมีผลตอการสะสม mRNA ซ่ึงผลการทดลองในคร้ังนี้ สอดคลองกับการศึกษาของ Yu et 
al. (2003) ไดศึกษาใน wild radish สายพันธุตานทานจํานวน 8 สายพันธุ พบวา สายพันธุท่ีตานทาน
สารท้ัง 8 สายพันธุ มีความตานทานตอสาร chlorsulfuron มากท่ีสุด โดยมีกิจกรรมของเอนไซม 
ALS 20-160 เทา เม่ือเปรียบเทียบกับสายพันธุออนแอ นอกจากนี้ เม่ือทําการเปรียบเทียบลําดับ
กรดอะมิโน พบวา มีการเกิดการเปล่ียนแปลงของกรดอะมิโน proline ท่ีบริเวณตําแหนง A ภายใน
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ยีน ALS เม่ือทําการศึกษาการแสดงออกของยีน ALS ในระดับ mRNA โดยวิธี northern blot 
analysis เปรียบเทียบระหวางสายพันธุตานทานกับสายพันธุออนแอ พบวา ระดับของการสะสม 
mRNA ไมแตกตางกัน แสดงวา ความตานทานสารท่ีเกิดข้ึนใน wild radish ไมมีความสัมพันธกัน
ระหวางการแสดงออกของยีน ALS ในระดับ mRNA กับกิจกรรมของเอนไซม ALS อยางไรก็ตาม 
ระดับกิจกรรมของเอนไซม ALS จะไมเกี่ยวของในระดับ transcription แตอาจจะมีสวนชวยในการ
ทําใหเกิดความตานทานตอสาร chlorsulfuron ภายในพืชก็ได 

 
กลไกพื้นฐานในระดับชีวโมเลกุลของความตานทานสารอิมาซาเพอรท่ีเกิดข้ึนภายในเซลล

ออยท่ีตานทานสาร จะไมเกี่ยวของกับสะสม mRNA ของยีน ALS ในระดับ transcription ซ่ึงอาจ
เปนไปไดวา ในเซลลออยท่ีตานทานสาร เกิดการหายไปของกรดอะมิโน alanine ท่ีมีคุณสมบัติทาง
เคมีเปนพวกไมมีข้ัว (nonpolar) และไมชอบน้ํา (hydrophobic) จึงทําใหคุณสมบัติทางเคมีและ
โครงสรางของโปรตีนมีการเปล่ียนแปลงไปจากเดิม แตอาจจะเกี่ยวของกับกระบวนการ post-
trancription และ post-tranlation จึงสงผลตอการเปล่ียนแปลงคุณสมบัติของตําแหนงเปาหมายท่ีสาร
กําจัดวัชพืชแสดงปฎิกิริยาการยับยั้งภายในพืช ในการเขาทําลายของสารกําจัดวัชพืช เนื่องจากสาร
ในกลุม Imidazolinone จะเขาทําลายพืชโดยการยับยั้งการทํางานของเอนไซม ALS เม่ือตําแหนง
ของเอนไซมเกิดการเปล่ียนแปลงไป จึงทําใหเซลลออยท่ีตานทานสารไมถูกยับยั้งโดยสารกําจัด
วัชพืช สงผลทําใหเซลลออยท่ีตานทานสารนั้น มีความตานทานตอสารอิมาซาเพอรไดมากกวาใน
เซลลออยปกติ ซ่ึงเปนแบบตอบสนองนอยตอสารกําจัดวัชพืช ดังนั้นเม่ือเซลลออยท่ีตานทานสาร
ไดรับสารอิมาซาเพอร สารกําจัดวัชพืชจะไมสามารถเขาไปยับยั้งเอนไซม ALS ไดท้ังหมด จึงทําให
เซลลออยท่ีตานทานสารสามารถมีชีวิตรอดอยูได สวนเซลลออยปกติเม่ือไดรับสารอิมาซาเพอร สาร
กําจัดวัชพืชสามารถเขาไปยับยั้งการทํางานของเอนไซม ALS ได ทําใหเซลลออยปกติถูกทําลายไป 
จึงไมสามารถมีชีวิตรอดอยูได  

 
กลไกความตานทานสารในกลุมท่ียับยั้งการทํางานของเอนไซม ALS นั้น มีความเกี่ยวของ

กับตําแหนงเปาหมายที่สารกําจัดวัชพืชแสดงปฏิกิริยาการยับยั้งภายในพืช และไมใชตําแหนง
เปาหมาย ในปจจุบันการศึกษาความตานทานสารกําจัดวัชพืชในกลุมดังกลาวนี้ สวนใหญจะเกี่ยวของ
กับตําแหนงเปาหมายท่ีสารกําจัดวัชพืชแสดงปฏิกิริยาการยับยั้งภายในพืช โดยเกิดจากการที่ตําแหนง
เปาหมายของสารกําจัดวัชพืชมีการเปล่ียนแปลงไป ทําใหสารไมสามารถเขาจับกับบริเวณเกาะจับ
ภายในตําแหนงเปาหมายไดหรือเขาจับไดนอยพืชจึงเกิดความตานทานตอสาร (Corbett and Tardif; 
2006; Tan et al., 2005; Tranel and Wright, 2002; Devine and Shukla, 2000) สําหรับพืชตานทานสาร
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กําจัดวัชพืชในกลุม Imidazolinone สวนใหญจะเกิดจากการเปล่ียนแปลงของตําแหนงเปาหมายใน
ระดับชีวโมเลกุลท่ีเกี่ยวของกับการเปลี่ยนแปลงและการแสดงออกของยีน ALS โดยมักพบการเกิด
การกลายพันธุท่ีตําแหนง Ala122, Ala 205 , Trp574 และ Ser652 (Tan et al., 2005; Corbett and Tardif, 
2006; Tan et al., 2006; Zhou et al., 2007) ซ่ึงเม่ือเกิดการเปล่ียนแปลงในตําแหนงดังกลาวนี้ท่ีคาดวา
จะเปนบริเวณเกาะจับของสาร (herbicide binding site) จึงทําใหเกิดความตานทานตอสารกําจัดวัชพืช
ได (Tan et al., 2006; Zhou et al., 2007) 

 
จากการศึกษาในครั้งนี้ ในสายพันธุเซลลออยท่ีตานทานสารอิมาซาเพอรมีความคงตัวของ

ความตานทานสารกําจัดวัชพืช แมวาจะเล้ียงเซลลออยท่ีตานทานสารในอาหารท่ีปราศจากสารอิมา
ซาเพอร เปนเวลานานอยางนอย 4 เดือน เม่ือไดรับสารกําจัดวัชพืชเซลลออยท่ีตานทานสารก็ยังคงมี
ความคงตัวของความตานทานสารกําจัดวัชพืชไวได แสดงใหเห็นวา ความตานทานสารกําจัดวัชพืช
ที่เกิดข้ึนนั้น ไมไดเกิดจากความแปรปรวนของการเพาะเล้ียงเนื้อเยื่อ เม่ือพิจารณาจากกิจกรรมการ
ทํางานของเอนไซม ALS ซ่ึงเปนตําแหนงเปาหมายท่ีสารอิมาซาเพอรแสดงปฏิกิริยาในการยับยั้ง
ภายในพืช พบวา ในสายพันธุเซลลออยท่ีตานทานสารมีกิจกรรมของเอนไซม ALS สูงกวาในเซลล
ออยปกติสายพันธุเดียวกัน แสดงวา ความตานทานสารกําจัดวัชพืชท่ีเกิดข้ึนเกิดจากการเปล่ียนแปลง
ของตําแหนงเปาหมายท่ีสารอิมาซาเพอรแสดงปฏิกิริยาในการยับยั้งภายในพืช โดยท่ีในสายพันธุ
เซลลออยท่ีตานทานมีการปรับตัวเปนแบบการตอบสนองนอยตอสารกําจัดวัชพืช เม่ือพิจารณาการ
เปล่ียนแปลงและการแสดงออกของยีน ALS พบวา ในเซลลออยท่ีตานทานสารเกิดการเปล่ียนแปลง
ภายในยีน ALS ท่ีบริเวณ B และ E ซ่ึงเปนการกลายพันธุแบบการหายไปของยีน ทําใหกรดอะมิโน
หายดวย นอกจากนี้ การแสดงออกของยีนดังกลาวไมมีความแตกตางกันระหวางเซลลออยท่ี
ตานทานสารกับเซลลออยปกติสายพันธุเดียวกัน แสดงวา กลไกความตานทานที่เกิดข้ึนเปนแบบ
ตอบสนองนอยตอสารกําจัดวัชพืช อยางไรก็ตาม การศึกษาการเปล่ียนแปลงของยีนนั้นเปน
การศึกษาท่ีบริเวณส้ัน ๆ กลาวคือ บริเวณ B และ E ท่ีนํามาใชศึกษาในคร้ังนี้ มีความยาวของยีน
เพียง 455 คูเบส ถึงแมจะมีรายงานวาบริเวณดังกลาวเปนบริเวณท่ีเกิดการเปล่ียนแปลงมากท่ีสุด เม่ือ
เกิดความตานทานสารกําจัดวัชพืชในกลุม Imidazolinone ซ่ึงบริเวณอ่ืนก็อาจจะเกิดการเปล่ียนแปลง
เกิดข้ึนได เนื่องจากวายีน ALS นั้นเปนยีนท่ีขนาดประมาณ 2,000 เบส และมีบริเวณอนุรักษถึง 5 
บริเวณ นอกจากนี้ยังพบวา กลไกของความตานทานในเซลลออยท่ีตานทานสารไมเกี่ยวของกับ
กระบวนการ transcription เพราะการแสดงออกของยีน ALS ไมพบความแตกตางกันในทั้งเซลล
ออยท่ีตานทานสารและเซลลออยปกติ แตอยางไรก็ตามยังไมทราบแนชัดวา ความตานทานสาร
กําจัดวัชพืชท่ีเกิดข้ึนนั้นเกิดท่ีไหนในขั้นตอนของการทํางานภายในเซลล จากผลของการศึกษาใน
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คร้ังนี้ คาดวาจะเกิดจากการเปล่ียนแปลงของกรดอะมิโน alanine ท่ีตําแหนง 666 (Ala666) แลวทําให
โครงสรางของโปรตีนมีการเปล่ียนแปลงไป จึงทําใหตําแหนงบริเวณในการเกาะจับของสารกําจัด
วัชพืชในเอนไซม ALS เกิดการเปล่ียนแปลงไป สารอิมาซาเพอรจึงไมสามารถท่ีจะไปยับยั้งการ
ทํางานของเอนไซม ALS ได ในข้ันตอนตอไปจึงควรศึกษาในระดับ post-translation และ
โครงสรางของเอนไซม ALS ท่ีเปล่ียนแปลงไปในเซลลออยท่ีตานทานสารอิมาซาเพอร เพื่อให
ทราบถึงกลไกของความตานทานสารกําจัดวัชพืชไดชัดเจนยิ่งข้ึนอีก 

 
การคัดเลือกสายพันธุเซลลออยท่ีตานทานสารอิมาซาเพอร โดยใชวิธี stepwise selection 

เปนวิธีการที่สามารถคัดเลือกพืชใหตานทานตอสารกําจัดวัชพืชไดเปนอยางดี ซ่ึงการนําเทคนิคการ
เพาะเล้ียงเน้ือเยื่อมาใชในการศึกษาวิจัยทางดานการปรับปรุงพันธุพืชตานทานสารกําจัดวัชพืชนั้น 
สามารถนํามาศึกษาถึงผลกระทบของสารตอพืชในดานตาง ๆ ได ไมวาจะเปนในดานสรีรวิทยา 
ชีวเคมี และชีวโมเลกุล รวมท้ังยังชวยประหยัดพื้นท่ี เวลา และแรงงานท่ีนํามาใชในการคัดเลือก 
นอกจากนี้ การทดลองในหองปฏิบัติการยังสามารถควบคุมสภาพแวดลอมใหเหมาะสมตอการ
คัดเลือก และลดปจจัยท่ีอาจมีผลตอการดูดซึม การเคล่ือนยายของสารไดดีกวาในสภาพแปลง
ทดลอง อยางไรก็ตาม การนําเทคนิคทางดานเพาะเล้ียงเนื้อเยื่อมาใชเพื่อคัดเลือกพันธุพืชใหตานทาน
สารกําจัดวัชพืชนั้น จะมีขอจํากัดในการชักนําใหเกิดตนใหม โดยท่ีพืชจะมีความแปรปรวนของ
จํานวนชุดโครโมโซมเกิดข้ึน ทําใหผลการคัดเลือกคลาดเคล่ือน และไมสามารถนําไปใชไดกับทุก
พืช (ทศพล, 2541) เม่ือพิจารณาจากการศึกษากลไกความตานทานในระดับชีวเคมีของเซลลออยท่ี
ตานทานสารอิมาซาเพอร พบวา การทํางานของเอนไซม ALS เปนแบบตอบสนองนอยตอสารอิมา
ซาเพอร โดยเม่ือเซลลออยท่ีตานทานสารไดรับสารอิมาซาเพอร เอนไซม ALS จะยังคงมีกิจกรรม
และสามารถทํางานตอไปได ทําใหเซลลออยสามารถสรางกรดอะมิโนท่ีจําเปนในการเจริญเติบโต
ตอไปได จึงทําใหเซลลออยท่ีตานทานสารยังมีชีวิตรอดอยูไดเม่ือไดรับสารอิมาซาเพอร เม่ือ
พิจารณากลไกพื้นฐานในระดับชีวโมเลกุล พบวา มีการเกิดการเปล่ียนแปลงของกรดอะมิโน 
alanine ท่ีตําแหนง 666 (Ala666) โดยเกิดการหายไปท่ีบริเวณ B และ E ภายในยีน ALS ซ่ึงเปน
บริเวณท่ีจะเกิดการเปล่ียนแปลงมากท่ีสุด เม่ือพืชเกิดความตานทานตอสารกําจัดวัชพืชในกลุม 
Imidazolinone จึงคาดวานาจะทําใหพืชเกิดความตานทานตอสาอิมาซาเพอรได อยางไรก็ตามยังมี
บริเวณอ่ืน ๆ ท่ียังไมไดทําการศึกษาถึงลําดับเบส เนื่องจากวา ภายในยีน ALS มีดวยกัน 5 บริเวณท่ี
เกิดการเปล่ียนแปลงเม่ือพืชเกิดความตานทานตอสารกําจัดวัชพืชในกลุมท่ียับยั้งการทํางานของ
เอนไซม ALS เนื่องจากพืชแตละชนิดมีการตอบสนองตอสารกําจัดวัชพืชท่ีแตกตางกันซ่ึง เปนไป
ไดวาอาจมีบริเวณอ่ืน ๆ ภายในยีน ALS ท่ีเกิดการเปล่ียนแปลงเกิดข้ึนเชนเดียวกับบริเวณ B และ E 
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นอกจากนี้ควรทําการศึกษากลไกของความตานทานสารในระดับชีวเคมีและชีวโมเลกุลในระดับท่ี
เปนพืชท้ังตน เพื่อนํามาใชเปนขอมูลพื้นฐานในข้ันตอนการผลิตและปรับปรุงพันธุพืชใหมีตานทาน
สารกําจัดวัชพืช  

 
เนื่องจากการตอบสนองของพืชท่ีมีตอสารกําจัดวัชพืชนั้น เปนกระบวนการท่ีเกิดข้ึนอยาง

ตอเนื่องภายในพืช และมีความซับซอนมาก ซ่ึงการศึกษาในคร้ังนี้ สามารถนํามาใชเปนดัชนีในการ
อธิบายเกี่ยวกับกลไกของความตานทานสารกําจัดวัชพืชใหมีความชัดเจนมากยิ่งข้ึน โดยเฉพาะอยาง
ยิ่งขอมูลเกี่ยวกับการเกิดการกลายพันธุของยีน ALS ท่ีทําใหพืชเกิดความตานทานตอสารกําจัด
วัชพืชในกลุมท่ียับยั้งการทํางานของเอนไซม ALS การสรางพืชตานทานสารกําจัดวัชพืชสวนใหญ
จะเลือกสารกําจัดวัชพืชท่ีเปนพิษส่ิงแวดลอมนอย ไมเคล่ือนยายในดินหรือมีผลตกคางในดินไม
นาน ซ่ึงสารอิมาซาเพอรเปนสารกําจัดวัชพืชท่ีสามารถใชในปริมาณท่ีนอย และไมเปนพิษตอสัตว
เล้ียงลูกดวยนม สามารถกําจัดวัชพืชไดอยางมีประสิทธิภาพ ดังนั้น การพัฒนาพันธุพืชตานทานหรือ
ทนทานสารกําจัดวัชพืช นับวาเปนทางเลือกหนึ่งท่ีทําใหเกษตรกรเลือกใชสารกําจัดวัชพืชไดอยาง
ปลอดภัย และลดการใชสารกําจัดวัชพืชในสภาพไรนาได โดยท่ีพืชปลูกไมไดรับอันตราย แต
ในขณะท่ีวัชพืชจะไดรับอันตรายจากการใชสารกําจัดวัชพืช 
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ภาพท่ี 18  การสะสมของ RNA จากการแสดงออกของยีน ALS ท่ี 3, 5, 7, 10 และ 14 วันหลังไดรับ  
                  สารอิมาซาเพอรในเซลลออยปกติท่ีไมไดรับสาร (N) เซลลออยปกติท่ีรับสาร (NT) เซลล  
                  ออยตานทานท่ีไมรับสาร (R) และเซลลออยตานทานท่ีรับสาร (RT) 

 
 

 
 
 

ALS Actin 
  3         5        7       10     14     3         5       7       10      14     (DAT) 

N 

NT 

R 

RT 
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สรุปผลการทดลอง 
 

1.  จากการคัดเลือกเซลลของสายพันธุเซลลออยท่ีตานทานสารอิมาซาเพอร ท่ีความเขมขน 1 
ไมโครโมลาร ไดเซลลออยท่ีมีดัชนีของความตานทานสารกําจัดวัชพืชเปน 918 เทาของเซลลออยปกติ 
ซ่ึงจะเรียกวา สายพันธุเซลลออยท่ีตานทานสารอิมาซาเพอรในระดับความเขมขน 1 ไมโครโมลาร 
(หรือ เซลลออยท่ีตานทานสาร)  

 
2.  เซลลออยท่ีตานทานสารมีกิจกรรมของเอนไซม ALS สูงถึง 2.62-3.39 เทา ของเซลล

ออยปกติท่ีไดรับสาร แสดงวา กลไกทางชีวเคมีของความตานทานสารอิมาซาเพอร มีความเกี่ยวของ
กับตําแหนงเปาหมาย (target site-based) ท่ีสารกําจัดวัชพืชแสดงปฏิกิริยาในการยับยั้งภายในเซลล 
โดยท่ีเซลลออยท่ีตานทานสารมีการปรับตัวเปนแบบตอบสนองนอย (less sensitivity) ตอสารอิมาซา
เพอร 

 

3.  การพิจารณาจากลําดับเบสบางสวนของยีน ALS ท่ีมีขนาด 455 คูเบส พบวา ในเซลลออย
ท่ีตานทานสารจะเกิดการกลายพันธุเฉพาะจุด ท่ีเกิดจากการหายไปของกรดอะมิโน alanine และนํา
ลําดับเบสของเซลลออยปกติและเซลลออยท่ีตานทานสารไปข้ึนทะเบียนในฐานขอมูล GenBank 
รหัส EU243998 และ EU243999 ตามลําดับ อยางไรก็ตาม เม่ือพิจารณาการแสดงออกของยีน ALS 
ในระดับ transcription พบวา เซลลออยท่ีตานทานสารไมมีความแตกตางในการสะสมของ mRNA 
ของยีน ALS เม่ือเปรียบเทียบกับเซลลออยปกติท่ีไดรับสาร ดังนั้นการแสดงออกของยีน ALS จึงไม
เกี่ยวของกับกิจกรรมของเอนไซม ALS แสดงวา ความตานทานท่ีเกิดข้ึนนาจะเกิดในข้ันตอนของ
กระบวนการ post-transcription และ post-translation ท่ีเกี่ยวของกับการสรางโปรตีน 
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ตารางผนวกท่ี 1  องคประกอบของอาหารสังเคราะหสูตร MS (Murashige and Skoog, 1962) 
 

สารเคมี มิลลิกรัมตอลิตร 
 
Macroelements: 

 

NH4NO3 1650.00 
CaCl2.2H2O 1900.00 
MgSO4.7H2O   370.00 
KH2PO4   170.00 

  
Microelements:  

NH2-EDTA    37.30 
FeSO4.7H2O    27.80 
H3BO3      6.20 
MnSO4.4H2O    22.30 
ZnSO4.H2O      8.60 
KI      0.85 
NaMoO4.2H2O      0.025 
CoCl2.6H2O      0.025 

  
Organic compounds:  

Myo-inositol   100.00 
Glycine       2.00 
Nicotinic acid       0.50 
Pyridoxine-HCl       0.50 

       Thiamine-HCl 
 

      0.10 
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ตารางผนวกท่ี 2  การวิเคราะหความแปรปรวนของการเจริญเติบโตของเซลลออยท่ีตานทานสาร  
                   สายพันธุ K97-32 ในระยะเวลาแตกตางกัน หลังไดรับสารอิมาซาเพอรท่ีระดับ 
                            ความเขมขนตางกัน 
  

Source of variation SS df MS F-value 
     
Concentrations 3.52 5 0.70 252.65** 

Days after treatment 6.97 4 1.74 624.91** 

Concentrations x Days after treatment 2.02 20 0.10 36.35** 

Error 0.16 60 0.002  
     
 
** มีความแตกตางกันทางสถิติท่ีระดับความเช่ือม่ัน 99 เปอรเซ็นต 
 
 
ตารางผนวกท่ี 3  การวิเคราะหความแปรปรวนของการเจริญเติบโตของเซลลออยปกติสายพันธุ  
                  K97-32 ในระยะเวลาแตกตางกัน หลังไดรับสารอิมาซาเพอรท่ีระดับความเขมขน 
                           ตางกัน 
 

Source of variation SS df MS F-value 
     
Concentrations 2.222 5 0.44 346.71** 

Days after treatment 4.74 4 1.18 925.90** 
Concentrations x Days after treatment 1.5 20 0.07 60.15** 
Error 0.08 60 0.001  
     
 
** มีความแตกตางกันทางสถิติท่ีระดับความเช่ือม่ัน 99 เปอรเซ็นต 
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ตารางผนวกท่ี 4  การวิเคราะหความแปรปรวนของการเจริญเติบโตของเซลลออยท่ีตานทานสาร  
                            (เปอรเซ็นตของชุดควบคุม) ท่ี 14 วันหลังไดรับสารอิมาซาเพอรท่ีระดับความ 
                            เขมขนตางกัน 
  

Source of variation SS df MS F-value 
     
Between Groups 29847.84 8 3730.98 15385.48 
Within Groups 4.365 18 0.2425  
Total 29852.205 26   
     
 
 
ตารางผนวกท่ี 5  การวิเคราะหความแปรปรวนของการเจริญเติบโตของเซลลออยปกติ  
                            (เปอรเซ็นตของชุดควบคุม) ท่ี 14 วันหลังไดรับสารอิมาซาเพอรท่ีระดับความ 
                            เขมขนตางกัน 
  

Source of variation SS df MS F-value 
     
Between Groups 22015.29 8 2751.91 3104.74 
Within Groups 15.95 18 0.88  
Total 22031.24     26   
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ตารางผนวกท่ี 6  การเจริญเติบโตของเซลลออยปกติท่ีไมไดรับสาร (N) เซลลออยปกติท่ีไดรับสาร  
                            (NT) เซลลออยตานทานที่ไมไดรับสาร (R) และเซลลออยตานทานที่ไดรับสาร  
                            (RT) ท่ี 14 วันหลังไดรับสารอิมาซาเพอรท่ีระดับความเขมขน 1 ไมโครโมลาร  
                            หลังจากเล้ียงในอาหารทีป่ราศจากสารอิมาซาเพอร เปนเวลานาน 1-4 เดือน 
 

ระยะเวลาท่ีปราศจากสารอิมาซาเพอร (เดอืน) ชนิดของเซลล 
1 2 3 4 

                                 ปริมาตรเซลล (มิลลิลิตรตอ 5 มิลลิลิตร)1/ 
                  

N 2.23 ± 0.20 2.13 ± 0.15 2.46 ± 0.05 2.43 ± 0.11 
NT 0.41 ± 0.05 0.43 ± 0.03 0.46 ± 0.05 0.47 ± 0.05 
R 2.16 ± 0.11 2.23 ± 0.20 2.20 ± 0.10 2.60 ± 0.28 
RT 2.30 ± 0.17 2.20 ± 0.17 2.10 ± 0.17 2.40 ±0.58 
     
 
1/ปริมาตรเซลล ± standard error ของคาเฉล่ีย 3 คา 
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ภาพผนวกท่ี 1  การลงทะเบียนลําดับเบสบางสวนของยีน ALS ในฐานขอมุล GenBank ของเซลล 
                         ออยตานทาน 
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ภาพผนวกท่ี 2  การลงทะเบียนลําดับเบสบางสวนของยีน ALS ในฐานขอมุล GenBank ของเซลล 
                             ออยปกติ 




