
 
    (1) 

สารบัญ 
 

                                                                                                                                                     หนา 
สารบัญ                                                                                                            (1) 
สารบัญตาราง                                                                                                                                 (2) 
สารบัญภาพ                                                                                                                                    (4) 
คําอธิบายยอ      (8) 
คํานํา                                                                                                                                                 1 

วัตถุประสงค                                                                                                                       3 
การตรวจเอกสาร                                       4 
 ยูคาลิปตัส คามาลดูเลนซิส           4 

ดินเค็มและการแพรกระจายดินเค็ม          4 
ผลกระทบของเกลือตอพืช           6 
ความสามารถในการทนเค็มของพืช          7 
 การปรับออสโมตกิ            7 
 การจัดเก็บโซเดียม         10 
 กลไกลดความเปนพิษของ Reactive Oxygen Species (ROS)     11 
การเปลี่ยนแปลงการแสดงออกของยีนและโปรตีนเมื่อเกิดสภาวะเครียดจากเกลือ   13 

อุปกรณและวิธีการทดลอง                                                                                                              15 
 คัดเลือกยูคาลิปโคลนทนเค็มและออนแอตัสตอสภาวะเครียดจากโซเดียมคลอไรด          15 
 การศึกษาการแสดงออกของยีนและโปรตีนภายใตสภาวะเครียดจากโซเดียมคลอไรด     16 
 สถานที่ทําการทดลอง          27 
 ระยะเวลาในการทดลอง          27 
ผลการทดลองและวจิารณ                                          28 
สรุป                                                                                                                                                 52 
เอกสารและสิ่งอางอิง             54 
ภาคผนวก             63 

 
 
 
 



 
    (2) 

สารบัญตาราง 
 

ตารางที่  หนา 
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สารตาง ๆ ที่มีการสะสมสูงขึ้นในเซลลเมื่อพืชตอบสนองตอสภาวะเครียด
จากเกลือมีหนาที่ชวยในกระบวนการทนเค็มในพืช 
Compatible solute ที่สะสมในเซลลพืชเมื่อสภาวะขาดน้ําและสภาวะเครียด
จากเกลือ 
ปฏิกิริยาการเชื่อมตอ DNA กับพลาสมิด ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปน
เวลา 16 ชั่วโมง 
Primer ที่ใชในการเพิ่มช้ินสวนของยีน Cu/Zn SOD และ APX ใน 
ยูคาลิปตัส  
ลําดับกรดอะมิโนของโพลีเปปไทด ขนาด 28 kDa จากใบยูคาลิปตัสโคลน 
C4 ที่ไดรับโซเดียมคลอไรดที่ระดับความเขมขน 100 mM 
ลําดับกรดอะมิโนของโพลีเปปไทดขนาด 70 kDa จากใบยูคาลิปตัสโคลน 
C4 ที่ไดรับโซเดียมคลอไรดที่ระดับความเขมขน 100 mM 
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สารบัญตาราง (ตอ) 
 

ตารางผนวกที่                                                                                                                               หนา 
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มวลสดและมวลแหงของยูคาลิปตัส โคลน C1, C2, C3, C4, C5 และ C6 
หลังจากเลี้ยงในสารละลายธาตุอาหารที่มีโซเดียมคลอไรดท่ีระดับความ
เขมขน 0 (control), 100 และ 200 mM เปนเวลา 14 และ 28 วัน หลังจาก
ยายปลูก  
เปอรเซนตการอยูรอดของยูคาลปิตัส โคลน C1, C2, C3, C4, C5 และ C6 
หลังจากเลี้ยงในสารละลายธาตุอาหารที่มีโซเดียมคลอไรดที่ระดับความ
เขมขน 0 (control), 100 และ 200 mM เปนเวลา 7, 14, 21 และ 28 วัน 
หลังจากยายปลูก  
มวลสดและมวลแหงของยูคาลิปตัส โคลน C1, C4 และ C6 หลังจากเลี้ยง
ในสารละลายธาตุอาหารที่มีโซเดียมคลอไรดที่ระดับความเขมขน 0 
(control), 100 และ 200 mM เปนเวลา 7, 14 และ 21 วัน หลังจากยายปลูก  
เปอรเซนตการอยูรอดของยูคาลิปตัส โคลน C1, C4 และ C6 หลังจากเลี้ยง
ในสารละลายธาตุอาหารที่มีโซเดียมคลอไรดที่ระดับความเขมขน 0 
(control), 100 และ 200 mM เปนเวลา 7, 14 และ 21 วัน หลังจากยายปลูก  
อัตราการเจริญเติบโตของยูคาลิปตัสโคลน C1, C4 และ C6 เมื่อไดรับ 
โซเดียมคลอไรดท่ีระดับความเขมขน 0 (control), 100 และ 200 mM 
การเตรียม competent cell  
สูตรและวิธีการเตรียมอาหารเลี้ยงแบคทีเรีย 
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สารบัญภาพ 
 
    ภาพที่                                                                                                                                       หนา 
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กลไกลลดความเปนพิษของ Reactive oxygen species (ROS) ใน           
คลอโรพลาส 
Promoter และ Multiple Cloning Sequence ของ pGEM®-T Easy Vectors 
(A) และ pGEM®-T Easy Vector Circle Maps  (B) 
a) ผลของโซเดียมคลอไรดตอมวลสด b) ผลของโซเดียมคลอไรดตอมวล
แหง  c) การกระจายมวลแหงของยูคาลิปตัส ในแตละโคลน (C1, C2, C3, 
C4, C5 และ C6) ที่ไดรับโซเดียมคลอไรดที่ความเขมขนระดับตาง ๆ เมื่อ 0 
= 0 mM (control), 100 = 100 mM และ 200 = 200 mM เปนเวลา 14 วนั
หลังจากยายปลูก 
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a) ผลของโซเดียมคลอไรดตอมวลสด b) ผลของโซเดียมคลอไรดตอมวล
แหง c) การการกระจายมวลแหงของยูคาลิปตัส ในแตละโคลน (C1, C2, 
C3, C4, C5 และ C6) ที่ไดรับโซเดียมคลอไรดที่ความเขมขนระดับตาง ๆ 
เมื่อ 0 = 0 mM (control), 100 = 100 mM และ 200 = 200 mM เปนเวลา 28 
วัน หลังจากยายปลูก 
เปอรเซนตการอยูรอดของยูคาลิปตัส ในแตละโคลน (C1, C2, C3, C4, C5 
และ 6) ที่ไดรับโซเดียมคลอไรดที่ระดับความเขมขน 3 ระดับ  เมื่อ 0 = 0 
mM (control), 100 = 100 mM และ 200 = 200 mM เปนเวลา 7 วัน (a),14 
วัน (b), 21 วัน (c) และ 28 วนั (d) หลังจากยายปลูก 
a) ผลของโซเดียมคลอไรดตอมวลสด b) ผลของโซเดียมคลอไรดตอมวล
แหง c) การกระจายมวลแหงของยูคาลิปตัส ในแตละโคลน (C1, C4 และ 
C6) ที่ไดรับโซเดียมคลอไรดที่ระดับความเขมขน 3 ระดับ เมื่อ 0 = 0 mM 
(control), 100 = 100 mM และ 200 = 200 mM เปนเวลา 7 วัน หลังจากยาย
ปลูก 
a) ผลของโซเดียมคลอไรดตอมวลสด b) ผลของโซเดียมคลอไรดตอมวล
แหง c) การกระจายมวลแหงของยูคาลิปตัสในแตละโคลน (C1, C4 และ 
C6) ที่ไดรับโซเดียมคลอไรดที่ระดับความเขมขน 3 ระดับ เมื่อ 0 = 0 mM 
(control), 100 = 100 mM และ 200 = 200 mM เปนเวลา 14 วัน หลังจาก
ยายปลูก 
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สารบัญภาพ (ตอ) 
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a) ผลของโซเดียมคลอไรดตอมวลสด b) ผลของโซเดียมคลอไรดตอมวล
แหง c) การกระ จายมวลแหงของยูคาลิปตัสในแตละโคลน (C1, C2 และ 
C3) ที่ไดรับโซเดียมคลอไรดที่ระดับความเขมขน 3 ระดับ เมื่อ 0 = 0 mM 
(control), 100 = 100 mM และ 200 = 200 mM เปนเวลา 21 วัน หลังจาก
ยายปลูก 
เปอรเซนตการอยูรอดของยูคาลิปตัสในแตละโคลน (C1, C4 และ C6) ที่
ไดรับโซเดียมคลอไรดที่ระดับความเขมขน 3 ระดับ เมื่อ 0 = 0 mM 
(control), 100 = 100 mM และ 200 = 200 mM เปนเวลา 7 วัน (a) 14 วัน 
(b) และ 21วัน (c) หลังจากยายปลูก 

แถบชิ้นสวนของยีน Cu/Zn SOD ขนาดประมาณ 400 คูเบส (lane 1) และ 
ยีน APX ขนาดประมาณ 700 คูเบส (lane 2) ที่ไดจากการสังเคราะห cDNA 
จาก RNA ของใบยูคาลิปตัส โดยใช primer S1, S2 และ A1, A2 ตามลําดับ 
M คือ DNA ขนาดมาตรฐานขนาดตางกัน 100 คูเบส 
ลําดับนิวคลีโอไทดของชิ้นสวนของยีน Cu/Zn SOD จากยูคาลิปตัส ขนาด 
390 คูเบส โดยใชไพรเมอร S1 และ S2 
ลําดับนิวคลีโอไทดของชิ้นสวนของยีน APX จากยูคาลิปตัส ขนาด 684  คู
เบส โดยใชไพรเมอร A1 และ A2 
การวิเคราะห multiple alignments ระหวางลําดับเบสของยีน Cu/Zn SOD 
ในยูคาลิปตัส กับลําดับเบสของยีน Cu/Zn SOD ในพืชชนิดอื่น 
การวิเคราะห multiple alignments ระหวางลําดับเบสของยีน APX ในยูคา
ลิปตัส กับลําดับ เบสของยีน APX ในพืชชนิดอ่ืน 
การแสดงออกของยีน Cu/Zn SOD และ APX ของใบยูคาลิปตัส ทั้ง 3 
โคลน (C1, C4 และ C5) หลังจากใหโซเดียมคลอไรดที่ระดับความเขมขน 
3 ระดับ เมื่อ 0 = 0 mM (Control), 100 = 100 mM และ 200 = 200 mM 
เปนเวลา 21 วัน หลังจากยายปลูก 
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สารบัญภาพ (ตอ) 
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รูปแบบของโปรตีน โดยการทํา SDS-PAGE ในใบยูคาลิปตัสทั้ง 3 โคลน 
(C1, C4 และ C6) ที่ไดรับโซเดียมคลอไรดที่ระดับความเขมขนตาง ๆ เมื่อ 
0 = 0 mM (control), 100 = 100 mM และ 200 = 200 mM และ ตาํแหนง 
โพลีเปปไทด ขนาดประมาณ 28 และ 70 kDa ที่มีการแสดงออกเพิ่มขึ้น 
หลังจากไดรับโซเดียมคลอไรดเปนเวลา 21 วัน หลังยายปลูก 
ลําดับกรดอะมิโนของโปรตีนขนาดประมาณ 28 kDa (ตัวอักษรสีแดง) ที่
เหมือนกับลําดับกรดอะมิโน ในฐานขอมูล gi60460816: ATP synthase 
CF1 beta subunit 
ลําดับกรดอะมิโนของโปรตีนขนาดประมาณ 70 kDa (ตัวอักษรสีแดง) ที่
เหมือนกับลําดับ กรดอะมิโน ในฐานขอมูล gi 224970:  heat shock protein 
70 (HSP70) 
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สารบัญภาพ (ตอ) 
 

ภาพผนวกที่ หนา 
1 ลักษณะอาการของยูคาลิปตัสโคลน C1 (a), C4 (b) และ C5 (c) หลังจาก

เล้ียงในสารละลายธาตุอาหารที่มีโซเดียมคลอไรดที่ระดับความเขมขน 3 
ระดับ ไดแก  0 (Control), 100 และ 200 mM เปนเวลา 21 วันหลังจากยาย
ปลูก 
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    (8) 

คําอธิบายคํายอ 
 

คํายอ คําอธิบาย 
APX  Ascorbate peroxidase 
CaCl2 Cacium Chloride 
Cu/Zn SOD Copper/Zinc Superoxide dismutase 
DEPC Diethylpyrocarbonate 
DTT Dithiothreitol 
EDTA 
g 

Ethylenediaminetetraacetic Acid 
กรัม 

IPTG Isopropyl-ß-D-Thiogalactopyranosid 
kb กิโลเบส 
KCl Potassium Chloride 
kDa กิโลดาลตัน 
LiCl Lithium Chloride 
MgCl2 Magnesium Chloride  
mM มิลลิโมลาร 
MnCl2 Manganese Chloride  
Na2HPO4 Disodium Hydrogen Phosphate Dodecahydrate 
NaCl Sodium Chloride 
NaH2PO4 Sodium Phosphate Monobasic 
NaOAC Sodium Acetate 
NaOH Sodium Hydroxide 
ng นาโนกรัม 
PMSF Phenylmetylsulfonyl Fluoride  
SDS Sodium Dodecyl Sulfate 
ß-Mercaptoethanol 2-Mercaptoethanol 
Tris-HCL Tris-Base ปรับ pH ดวย HCl 
X-Gal 5-Bromo-4-Chloro-3-Indolyl b-D-Galactopyranoside 

 


