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การศึกษาคร้ังน้ีเทคนิค differential display reverse transcription-PCR (DDRT-PCR) ได้
น ามาใช้เพื่อค้นหายีนท่ีเก่ียวข้องกับการพฒันาของรากสะสมอาหาร จากเทคนิคดังกล่าวได้
คดัเลือกยีนท่ีก าหนดการสร้างโปรตีนในกลุ่ม homeodomain-leucine zipper (HD-Zip) และ 
integral membrane protein ไดแ้ก่ MeHD-ZipIII และMeTM ผลของการศึกษารูปแบบการ
แสดงออกของยีนโดย reverse transcription-PCR (RT-PCR) พบวา่ยีนทั้งสองมีการแสดงออกสูง
ในช่วงท่ีรากสะสมอาหารมีการเจริญขยายขนาดทางดา้นขา้งเพื่อการสะสมแป้ง ดงันั้นยีนดงักล่าว
จึงน่าจะเก่ียวขอ้งกบัการสะสมแป้งหรือการสร้างรากสะสมอาหาร ดงันั้นจึงไดส้ร้างพาหะท่ีชกัน า
ให้มีการแสดงออกสูงของทั้งสองยีนภายใตก้ารควบคุมของโปรโมเตอร์ 35SCaMV และ patatin 
ซ่ึงเป็นโปรโมเตอร์ท่ีชกัน าให้ยีนมีการแสดงออกจ าเพาะท่ีอวยัวะสะสมอาหาร ท าการถ่ายโอน
โครงสร้างของยีนท่ีจะส่งผลชักน าให้มีการแสดงออกสูงดังกล่าวเข้าสู่ตน้มนัฝร่ัง จากผลการ
ทดลองสามารถสร้างตน้มนัฝร่ังดดัแปรพนัธุกรรมท่ีชกัน าให้มีการแสดงออกสูงดว้ยยีน MeTM 
ภายใตโ้ปรโมเตอร์ 35SCaMV ได ้2 ตน้ โดยท าการยนืยนัแลว้วา่ในตน้ดงักล่าวมีการแทรกตวัของ
ยีน MeTM ในจีโนมของมนัฝร่ัง 1 และ 2 ชุด  และสามารถชกัน าให้ตน้ฝร่ังดดัแปรพนัธุกรรมมี
การสร้างหวัสะสมอาหารภายในขวดทดลอง  
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This study, the differential display reverse transcription-PCR (DDRT-PCR) technique 
was employed to investigate cassava genes involving in storage root development. Genes 
encoding a homeodomain-leucine zipper (HD-Zip) protein; MeHD-ZipIII, and an integral 
membrane protein; MeTM, were selected as being up-regulated during the storage root induction 
stage. Reverse transcription-PCR (RT-PCR) results confirmed that both genes are highly 
expressed in the swelling fibrous root by radial growing for starch granule storage. These two 
identified genes showed participaion in increasing of starch accumulation on storage root 
formation. Consequently, overexpression cassettes of both genes under the control of 35S 
CaMV promoter and storage organ-specific, papatin promoter, were constructed and introduced 
into potato, a model organism. Two independent transgenic lines of 35S:MeTM were found with 
a single and double copies of the transgene. This MeTM gene could induced in vitro 
tuberlization of the transgenic potatoes. 
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การบ่งช้ีและวเิคราะห์หน้าทีข่องยนีควบคุมระบบทีเ่กีย่วข้องกบัการสร้างรากสะสม
อาหารของมนัส าปะหลงั 

 
Identification and Functional Analysis of Genes Involving in Storage Root 

Formation in Cassava 
 

ค าน า 
 

ปัจจุบนัสถานการณ์ทางดา้นอาหารและพลงังานฟอสซิลเขา้สู่ภาวะวิกฤตและคาดวา่จะทวี
ความรุนแรงข้ึนในอนาคตอนัใกล ้โดยเฉพาะพลงังานเช้ือเพลิงท่ีมีปริมาณลดลงอย่างรวดเร็วอนั
เน่ืองมาจากการเพิ่มข้ึนของประชากรอย่างต่อเน่ืองและความเจริญก้าวหน้าของเทคโนโลยีท่ีใช้
พลงังานเช้ือเพลิงเป็นแหล่งก าเนิดพลงังานอยา่งไม่หยุดย ั้งท าให้ตอ้งมีมาตรการในการรองรับการ
ขาดแคลนของพลงังานเช้ือเพลิงท่ีจะเกิดข้ึนในอนาคตอนัใกลแ้ละหน่ึงในกระบวนการท่ีจะน ามาใช้
ในการทดแทนการสูญส้ินของพลงังานเช้ือเพลิงนั้นคือ การผลิตเอทานอลเพื่อน ามาใชเ้ป็นพลงังาน
ทดแทนพลงังานเช้ือเพลิง ขณะน้ีไดมี้การน าเอทานอลซ่ึงไดจ้ากการแปรรูปวสัดุทางการเกษตร เช่น 
ออ้ย กากน ้ าตาลและมนัส าปะหลงั  มาใช้เป็นส่วนผสมกบัน ้ ามนัเช้ือเพลิงเพื่อลดปริมาณการใช้
พลงังานเช้ือเพลิง โดยในปัจจุบนัแก๊ซโซฮอลซ่ึ์งมีส่วนผสมของเอทานอล 10% 20% และ 80% เป็น
ท่ีนิยมใชก้นัอยา่งแพร่หลายเน่ืองจากมีราคาต ่ากวา่น ้ ามนัเบนซินและยงัมีการเผาไหมท่ี้สมบูรณ์ข้ึน 
เน่ืองจากโครงสร้างทางเคมีของแอลกอฮอล์ท าให้ลดมลพิษในอากาศไดอี้กดว้ย ซ่ึงในขณะเดียวกนั
ไดมี้การพฒันาการผลิตเคร่ืองยนตใ์หส้ามารถรองรับการใชเ้อทานอล 100% เพื่อเป็นแหล่งพลงังาน
ในการขบัเคล่ือน รวมถึงแนวโนม้ของความตอ้งการใชป้ริมาณเอทานอลท่ีสูงข้ึนในอนาคตอีกดว้ย 
ดงันั้นผลผลิตทางการเกษตรท่ีใช้เป็นวตัถุดิบในการผลิตเอทานอลจึงจ าเป็นตอ้งมีปริมาณท่ีสูงข้ึน
ตามไปดว้ย การวิจยัและพฒันาปรับปรุงสายพนัธ์ุให้มีผลผลิตท่ีสูงข้ึนจึงเป็นหน่ึงในยุทธศาสตร์ท่ี
ถูกน ามาใชเ้พื่อพฒันาสายพนัธ์ุพืชท่ีใชเ้ป็นวตัถุดิบในการผลิตเอทานอล 

 
มนัส าปะหลังมีถ่ินก าเนิดอยู่ในทวีปอเมริกาใต้บริเวณลุ่มแม่น ้ าอะเมซอนในประเทศ

บราซิลโดยมนัส าปะหลงัจดัเป็นเป็นพืชเศรษฐกิจส าคญัของโลกเขตร้อนรวมทั้งประเทศไทยมีการ
เพาะปลูกเป็นบริเวณกวา้งเพื่อน ารากสะสมอาหารซ่ึงอุดมไปด้วยคาร์โบไฮเดรตมาใช้เพื่อการ
บริโภคและดดัแปรเป็นวตัถุดิบในวงการอุตสาหกรรมหลากหลายชนิด รวมถึงอุตสาหกรรมการ
ผลิตเอทานอลเพื่อน ามาใชเ้ป็นพลงังานทางเลือกแทนท่ีพลงังานเช้ือเพลิงท่ีก าลงัจะหมดไป จึงถือได้
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ว่ามนัส าปะหลงันั้นเป็นพืชท่ีมีศกัยภาพท่ีจะสามารถตอบโจทยข์องวิกฤตการณ์ทั้งในดา้นอาหาร
และพลงังานได ้ซ่ึงเป้าหมายหลกัของการศึกษาวิจยัเพื่อพฒันาสายพนัธ์ุมนัส าปะหลงัคือการเพิ่ม
ผลผลิตของรากสะสมอาหารใหเ้พียงพอเพื่อตอบสนองความตอ้งการในการน าไปใชใ้นการบริโภค
และการผลิตเอทานอลซ่ึงนบัแต่จะมีสูงข้ึนอยู่ตลอดเวลา ทั้งน้ีท่ีผ่านมาไดมี้ความพยายามในการ
ปรับปรุงและพฒันาสายพนัธ์ุมนัส าปะหลงัท่ีใหผ้ลผลิตรากสะสมอาหารสูง และประสบความส าเร็จ
ในการน าสายพนัธ์ุใหม่ท่ีได้พฒันาข้ึนมาอย่างต่อเน่ือง อย่างไรก็ตามการปรับปรุงพนัธ์ุมัน
ส าปะหลงันั้นท าไดย้ากและใชเ้วลานาน โดยสาเหตุหลกันั้นเน่ืองมาจากฐานขอ้มูลพนัธุกรรมของ
มนัส าปะหลงัท่ีมีอยูน่อ้ยมากท าใหป้ระสิทธิภาพและความแม่นย  าในการคดัเลือกสายพนัธ์ุนั้นต ่า จึง
มีความจ าเป็นอย่างเร่งด่วนในการศึกษาเพื่อให้ทราบถึงกลไกพนัธุกรรมควบคุมการชักน าและ
พฒันาของรากสะสมอาหารในมนัส าปะหลงัอยา่งถ่องแทแ้ละน าองคค์วามรู้ท่ีไดไ้ปช่วยเสริมให้การ
ปรับปรุงพนัธ์ุมนัส าปะหลงัใหมี้ความเป็นเลิศในการสร้างรากสะสมอาหารตามท่ีตอ้งการให้มีความ
ถูกตอ้งแม่นย  าและรวดเร็วยิง่ข้ึน 

 
วิทยานิพนธ์น้ีเป็นส่วนหน่ึงของความพยายามในการสร้างฐานองค์ความรู้ของทาง

พนัธุกรรมท่ีท าหน้าท่ีควบคุมกระบวนการพัฒนาและเจริญเติบโตของรากสะสมอาหารมัน
ส าปะหลงั เพื่อเสริมสร้างศกัยภาพของการน าความก้าวหน้าของเทคโนโลยีชีวภาพมาใช้ในการ
พฒันาสายพนัธ์ุของมนัส าปะหลัง เพื่อเป้าหมายของผลผลิตรากมนัส าปะหลังท่ีสูงข้ึนส าหรับ
รองรับกบัความตอ้งการในการน าไปใชป้ระโยชน์ในหลากหลายอุตสาหกรรม รวมถึงกระบวนการ
ผลิตเอทานอล ซ่ึงมนัส าปะหลงัเป็นพืชท่ีทนต่อสภาพท่ีแห้งแล้งและสามารถเจริญเติบโตได้ใน
พื้นท่ีท่ีมีความอุดมสมบูรณ์ต ่า นอกจากนั้นมนัส าปะหลงัยงัเป็นแหล่งคาร์โบไฮเดรตท่ีส าคญัของ
มนุษยแ์ละสัตว ์เน่ืองด้วยส่วนหัวของมนัส าปะหลงัสามารถสร้างและสะสมแป้งซ่ึงเป็นแหล่ง
คาร์โบไฮเดรตท่ีส าคญัรองมาจากออ้ย ส่งผลให้มนัส าปะหลงัเป็นแหล่งพลงังานท่ีถูกท่ีสุดเพื่อเป็น
แหล่งอาหารของทั้งคนและสัตว ์วิทยานิพนธ์น้ีเลือกน าวิธีท่ีจะใช้ในการศึกษาเก่ียวกบับทบาท
หนา้ท่ีของยนีท่ีเก่ียวขอ้งกบัการพฒันาระบบรากสะสมอาหารของมนัส าปะหลงัคือ การสืบคน้ยีนท่ี
มีการแสดงออกแตกต่างกันในช่วงระยะต่างๆ ของการพฒันารากสะสมอาหารด้วยกรรมวิธี 
differential display โดยเทคนิคน้ีจะสามารถแยกการแสดงออกของยีนท่ีแตกต่างกนัในระยะต่าง ๆ 
ระหวา่งการพฒันาไปเป็นรากสะสมอาหารไดโ้ดยใช ้cDNA ท่ีไดจ้าก mRNA เป็นแม่แบบในการท า 
PCR ดว้ยไพรเมอร์แบบสุ่ม ซ่ึงผลท่ีไดจ้ากการท า differential display สามารถท าให้แยกไดว้า่ท่ี
ระยะการเจริญต่าง ๆ ของมนัส าปะหลงัมีแถบดีเอ็นเอใดบา้งท่ีแตกต่างกนัจึงท าการเลือกแถบดีเอ็น
เอท่ีสนใจไปท าการศึกษาต่อเพื่อคน้หายีนท่ีมีบทบาทในกระบวนการกระตุ้นให้เกิดรากสะสม
อาหารของมนัส าปะหลงั และน าไปสู่การพฒันาและปรับปรุงพนัธ์ุมนัส าปะหลงัให้มีศกัยภาพสูงใน
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การสร้างรากสะสมอาหารต่อไปซ่ึงผลงานท่ีได้จากงานวิจยัน้ีจะเป็นส่วนหน่ึงของคลังความรู้
พื้นฐานของเครือข่ายพนัธุกรรมท่ีควบคุมการสร้างและพฒันาของรากสะสมอาหารมนัส าปะหลงั ท่ี
นบัวา่ยงัมีความขาดแคลนอยู ่และจะเป็นรากฐานส าคญัท่ีจะสามารถน าไปสู่การพฒันาสายพนัธ์ุมนั
ส าปะหลังท่ีมีความเป็นเลิศของผลผลิตรากสะสมอาหารเพื่อตอบสนองต่อความต้องการใช้
ประโยชน์จากแป้งมนัส าปะหลงัไดอ้ย่างเป็นรูปธรรม ทั้งน้ีเพื่อเป็นการส่งเสริมให้ประเทศไทยมี
ความมั่นคงทางอาหารและพลังงานในอนาคต ท าให้สามารถแก้ไขปัญหาเร่ืองการขาดแคลน
คาร์โบไฮเดรตในพื้นท่ีห่างไกลท่ีมีปัจจยัจากเร่ืองปริมาณอาหารไม่เพียงพอต่อการบริโภคในบาง
พื้นท่ีนอกจากน้ียงัเป็นการเพิ่มปริมาณการส่งออกผลิตภณัฑจ์ากมนัส าปะหลงัไดอี้กดว้ย 
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วตัถุประสงค์ 
 

1.  เพื่อสืบคน้ยีนท่ีมีการแสดงออกสูงในช่วงการพฒันาการของรากสะสมอาหารของมนั
ส าปะหลงั 

 
2.  เพื่อท าการศึกษารูปแบบการแสดงออกของยีนในระยะพฒันารากสะสมอาหารของมนั

ส าปะหลงั 
 

3.  เพื่อศึกษาหนา้ท่ีของยนีในมนัส าปะหลงัโดยใชม้นัฝร่ังเป็นพืชตน้แบบ 
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การตรวจเอกสาร 
 
1. มันส าปะหลงั 

 
มันส าปะหลัง มี ช่ือเรียกสามัญว่า Cassava หรือ Manioc หรือ Tapioca มีช่ือทาง

วิทยาศาสตร์ คือ Manihot esculenta Crantz. เป็นพืชอยู่ในจีนัส Manihot ภายใต้แฟมิล่ี 
Euphorbiaceae มีถ่ินก าเนิดอยูใ่นท่ีลุ่มเขตร้อนแถบทวีปอเมริกาใตบ้ริเวณลุ่มแม่น ้ าอะเมซอนในฝ่ัง
ตะวนัตกของประเทศบราซิล (Olsen et al., 1999) ตั้งแต่ประมาณ 10,000 ปีก่อนคริสต์ศกัราช 
จากนั้นมีหลกัฐานการพบมนัส าปะหลงัท่ีประเทศเมก็ซิโกและประเทศเอลซลัวาดอร์และทวีปยุโรป
ส่วนในภูมิภาคเอเชียตะวนัออกเฉียงใตน้ั้นมนัส าปะหลงัไดถู้กน าเขา้มาปลูกโดยชาวยุโรปในยุค
สมยัการล่าอาณานิคม ในปัจจุบนัการปลูกมนัส าปะหลงัมีการนิยมปลูกกนัอย่างแพร่หลายในทุก
ทวปีทัว่โลกและมนัส าปะหลงักลายเป็นพืชเศรษฐกิจส าคญัของเอเชียตะวนัออกเฉียงใต ้โดยเฉพาะ
ประเทศไทย และอินโดนีเซีย เน่ืองจากมนัส าปะหลงัเป็นพืชท่ีเจริญเติบโตไดใ้นพื้นท่ีท่ีมีความอุดม
สมบูรณ์ของดินต ่า และพื้นท่ีท่ีมีความแห้งแลง้รวมถึงพื้นท่ีท่ีมีสภาวะเป็นกรดได ้(Mussio et al., 
2006) และผลผลิตมนัส าปะหลงัสามารถน ามาใชป้ระโยชน์ไดห้ลากหลายทั้งทางตรงและทางออ้ม
ไม่ว่าจะเป็นการใช้ประโยชน์ทางดา้นอุตสาหกรรมและการน ามาใช้เป็นอาหารของทั้งมนุษยแ์ละ
สัตว์เน่ืองจากมนัส าปะหลงัสามารถสร้างและสะสมคาร์โบไฮเดรตได้ในปริมาณท่ีสูง โดยมนั
ส าปะหลงัสามารถสร้างคาร์โบไฮเดรตไดม้ากกวา่ขา้วถึง 40% และมากกวา่ขา้วโพด 25% ส่งผลให้
มนัส าปะหลังเป็นแหล่งพลงังานท่ีถูกท่ีสุด มนัส าปะหลังเป็นพืชอาหารท่ีส าคญัเป็นอนัดับท่ี 5     
ของโลก รองจากขา้วสาลี ขา้วโพด ขา้ว และมนัฝร่ัง ทั้งยงัเป็นแหล่งพลงังานของคนอีกมากกว่า 
750 ลา้นคนทัว่โลก (Cock, 1982; Nassar and Ortiz, 2010; Yang et al., 2011) โดยประมาณ 70% 
ของผลผลิตของมนัส าปะหลงัใชเ้พื่อเป็นอาหารของมนุษยแ์ละอีก 30% ใชเ้ป็นแหล่งวตัถุดิบของ
การผลิตอาหารสัตว์และในงานอุตสาหกรรม เช่น การผลิตแป้งมนัส าปะหลัง การแปรรูปมัน
ส าปะหลงัอดัเม็ด การผลิตมนัส าปะหลงัแบบเส้น รวมไปถึงการผลิตแอลกอฮอล์ซ่ึงมีสถานะของ
ความตอ้งการเป็นอย่างมากในการน ามาใช้ท่ีเป็นพลงังานทดแทนพลงังานเช้ือเพลิงในสภาวะท่ี
พลงังานเช้ือเพลิงมีร่อยหรอลงอยา่งรวดเร็วในปัจจุบนัน้ี 
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2. มันส าปะหลงัในประเทศไทย 
 

เน่ืองจากมนัส าปะหลงัเป็นพืชท่ีสามารถเพาะปลูกไดใ้นพื้นท่ีท่ีมีความสมบูรณ์ของแร่ธาตุ
อาหารในดินต ่า ทนต่อสภาวะแห้งแลง้จึงท าให้เป็นท่ีนิยมปลูกกนัอย่างแพร่หลาย ดงันั้นประเทศ
ไทยจึงเป็นประเทศท่ีมีการส่งออกมนัส าปะหลงัมากท่ีสุดในโลก ประเทศท่ีไทยส่งผลิตภณัฑ์มนั
ส าปะหลงัในรูปของมนัอดัเม็ดไปขายมากท่ีสุดคือ ประเทศในกลุ่มประชาคมยุโรป (เนเธอร์แลนด ์
สเปน เยอรมนั โปรตุเกส) เกาหลีใตแ้ละญ่ีปุ่น ส่วนในรูปของแป้งมนัส าปะหลงั ประเทศญ่ีปุ่น
สั่งซ้ือ มากท่ีสุด รองลงมาคือ ฮ่องกง สหรัฐอเมริกา มาเลเซีย สิงคโปร์ และไตห้วนั (กรมวิชาการ
เกษตร., 2009) ประเทศไทยมีการส่งออกมนัส าปะหลงัมานานกวา่ 50 ปี และมนัส าปะหลงัถือเป็น
พืชเศษฐกิจท่ีส าคญัเป็นอนัดบั 3 ของประเทศไทยรองจากขา้ว และออ้ย (Sriroth et al., 2007)  

 
3. การใช้ประโยชน์จากมันส าปะหลงั 

 
การใช้ประโยชน์จากมนัส าปะหลงัในการน ามาบริโภคเน่ืองจากในประเทศไทยมีการ

บริโภคข้าวเป็นแหล่งคาร์โบไฮเดรตหลักดังนั้ นมันส าปะหลังจึงไม่นิยมน ามาบริโภคแต่มัน
ส าปะหลงัถูกน าไปแปรรูปเป็นอาหารหวาน ถูกน ามาดดัแปรเป็นผลิตภณัฑ์แป้งเพื่อใชใ้นการประ
ส่วนกอบในอาหาร การใช้ประโยชน์จากมนัส าปะหลงัในงานอุตสาหกรรมมีการน ามนัส าปะหลงั
มาใช้ในอุตสาหกรรมส่ิงทอ อุตสาหกรรมการผลิตกระดาษ การผลิตยา ไปจนถึงการใช้มัน
ส าปะหลงัในการผลิตพลงังานทดแทน    เอทานอลเพื่อใชใ้นการทดแทนพลงังานเช้ือเพลิง 
 
4. สัณฐานวิทยาของมันส าปะหลงั 
 

มนัส าปะหลงัเป็นพืชใบเล้ียงเด่ียวมีลกัษณะเป็นไมพุ้่ม ล าตน้ตั้งตรงเป็นไมเ้น้ือแข็ง ขนาด
เส้นผา่นศูนยก์ลาง 2-6 เซนติเมตร มีความสูง 1-5 เมตร ข้ึนอยูก่บัสายพนัธ์ุ ลกัษณะของใบเป็นแบบ
ใบเด่ียวเกิดหมุนเวียนรอบล าตน้ ท่ีแผ่นใบมีลกัษณะเป็นแฉก 3-9 แฉก มีช่อดอกเป็นแบบ panical 
คือมีทั้งดอกตวัผูแ้ละดอกตวัเมียอยูบ่นตน้เดียวกนัแต่แยกกนัอยูค่นละดอก ช่อดอกมกัเกิดท่ีบริเวณ
ปลายยอดของล าตน้หรือก่ิง ดอกตวัผูมี้ขนาดเล็กกว่าดอกตวัเมีย ดอกตวัผูม้กัอยู่บริเวณส่วนปลาย
หรือยอดของช่อดอก ส่วนดอกตวัเมียมกัอยูบ่ริเวณส่วนโคนของช่อดอก ทั้งดอกตวัผูแ้ละดอกตวัเมีย
ไม่มีกลีบดอก มีกลีบรองดอก 5 กลีบ ภายในดอกตวัผูมี้เกสรตวัผู ้10 อนัแบ่งเป็น 2 วง วงละ 5 อนั 
ส่วนภายในดอกเกสรตวัเมียตรงกลางเป็นเกสรตวัเมียและรังไข่มี 3 carpel แต่ละ carpel มี 1 ovule  
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ภาพที ่1  แสดงลกัษณะสัณฐานวทิยาของมนัส าปะหลงั (Ekanayake et al., 1997)   
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ภาพที ่2  แสดงระบบรากสะสมอาหารของมนัส าปะหลงั  
 
5. การพฒันารากสะสมอาหารของมันส าปะหลงั 

 
มนัส าปะหลงัมีการขยายพนัธ์ุโดยการปักท่อนพนัธ์ุยาวประมาณ 15-20 เซนติเมตร ปักลง

ในดิน โดยท่อนพนัธ์ุท่ีใชมี้อายุ 8-12 เดือน จากนั้นประมาณ 5-15 วนัจะมีการสร้างรากออกมาจาก
ผวิของท่อนพนัธ์ุโดยท่ีรากท่ีสร้างน้ีจะเป็นฝอยโดยจะเร่ิมงอกออกจากท่อนพนัธ์ุ เรียกรากชนิดน้ีวา่ 
adventitious roots มีหนา้ท่ีในการดูดน ้าและแร่ธาตุในช่วงแรก จากนั้นรากฝอยจะมีการเปล่ียนแปลง
ไปเป็นรากสะสมอาหารโดยมีการพฒันาของของเซลล์บริเวณ vascular cambium แต่ไม่ใช่ทุกรากท่ี
จะสามารถเปล่ียนแปลงไปเป็นรากสะสมอาหาร รากท่ีไม่ไดเ้ปล่ียนแปลงไปเป็นรากสะสมอาหาร
จะมีหนา้ท่ีในการล าเลียงน ้าและแร่ธาตุเพื่อเป็นอาหารให้ตน้มนัส าปะหลงั ในการเปล่ียนแปลงของ
รากฝอยไปเป็นรากสะสมอาหารนั้นจะเกิดข้ึนตั้งแต่ช่วงเวลากลางวนัจะเกิดการสังเคราะห์แสงข้ึนท่ี
บริเวณใบของมนัส าปะหลงัแป้งท่ีเกิดจากการสังเคราะห์แสงในช่วงกลางวนัน้ีเรียกว่า transitory 
starch จะถูกเก็บสะสมไวใ้นเม็ดคลอโรพลาสท่ีบริเวณใบมนัส าปะหลงัแลว้ในช่วงกลางคืนจะเกิด
การเปล่ียนแป้งใหเ้ป็นน ้าตาลซูโครสแลว้ถูกล าเลียงผา่นท่อล าเลียงอาหาร เพื่อน าไปเก็บสะสมไวท่ี้
บริเวณเน้ือเยื่อพาเรนไคมาของราก ท าให้บริเวณเน้ือเยื่อพาเรนไคมาเกิดการขยายตวัในแนวขวาง
เพื่อเพิ่มพื้นท่ีในการเก็บสะสมแป้งดงันั้นรากท่ีมีการสะสมอาหารจึงมีลกัษณะโป่งพอง  
 

ระบบรากสะสมอาหารของมนัส าปะหลงัมีลกัษณะแตกต่างจากรากชนิดอ่ืนคือ รากสะสม
อาหารของมนัส าปะหลงัมีหน้าท่ีในการเก็บสะสมอาหารท่ีมีสารประกอบจ าพวกคาร์โบไฮเดรต 
ไขมนัและโปรตีน รากสะสมอาหารของมนัส าปะหลงัเป็นผลมาจากการพองออกของรากผา่นการ
เติบโตในระดบัทุติยภูมิ (secondary growth) รากสะสมอาหารของมนัส าปะหลงัประกอบด้วย
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เน้ือเยื่อ 5 ชั้น โดยชั้นนอกสุดประกอบดว้ย phellogen และ phelloderm ชั้นท่ีสองประกอบดว้ย ท่อ
ล าเลียงอาหารและเน้ือเยือ่ล าเลียง ชั้นท่ีสามประกอบดว้ย เซลล์พาเรนไคมาในระยะเร่ิมมีการพฒันา 
ชั้นท่ีส่ีประกอบดว้ยท่อล าเลียงน ้ าทุติยภูมิและเซลล์พาเรนไคมาท่ีพฒันาแลว้ ชั้นท่ีห้าประกอบดว้ย
ท่อล าเลียงน ้าปฐมภูมิและเซลลพ์าเรนไคมาท่ีพฒันาสมบูรณ์ (Souza., 2003) 

 
6.  ยนีที่เกีย่วข้องกบัการพฒันาอวยัวะสะสมอาหาร 

 
กลไกการพฒันาอวยัวะสะสมอาหารและกระบวนการเก็บสะสมแป้งนั้นเกิดจากการ

เจริญเติบโตแบบทุติยภูมิของเน้ือเยื่อหลายชนิด (Pardales and Yamauchi., 2003) ปัจจยัทาง
สภาพแวดล้อมก็มีผลต่อกระบวนการสะสมอาหารของรากโดยเฉพาะช่วงความยาวของแสง            
( Ewing and Struik., 1992) ช่วงวนัท่ีสั้ นและอุณหภูมิท่ีต ่าชกัน าให้เกิดการสะสมอาหาร และ
ปฏิกิริยาของฮอร์โมนต่างๆ เช่น ออกซิน ไซโตโคนิน กรดจสัโมนิก และกรดแอสคอบิกรวมไป
จนถึงการแสดงออกของยีน (Ravi et al., 2009) ลว้นมีผลต่อการพฒันาของอวยัวะสะสมอาหาร ใน
การสร้างอวยัวะสะสมอาหารของมันส าปะหลงัมี 25 วิถีท่ีส าคญัโดยเฉพาะวิถีไกลโคไรซิสและ
กลูโคนีโอจีนีซิส ( Jun et al., 2011) จากงานวิจยัของ Tanaka และคณะ ในปี 2005 ท าการศึกษาการ
แสดงออกของยีนท่ีเก่ียวขอ้งกบักระบวนการสะสมอาหารในมนัเทศจ านวน 10 ยีน คือ SRF 1-10 
พบวา่ ยีน SRF1 SRF2 SRF3 SRF5 SRF6 SRF7 และ SRF9 มีการแสดงออกท่ีเพิ่มข้ึนในช่วงของ
การพฒันารากสะสมอาหารและเม่ือท าการถอดรหสัยีน SRF6 พบวา่มีส่วนเป็น receptor-like kinase 
(RLK) ซ่ีงมีส่วนประกอบของ Leucine rich repeat (LRRs) และพบการแสดงออกของยีนสูงใน
บริเวณ primary cambium และเน้ือเยื่อเจริญบริเวณท่ีล าเลืยงซ่ึงเน้ือเยื่อเหล่าน้ีจะถูกพฒันาไปเป็น
ส่วนสะสมอาหาร 
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ภาพที ่3  สักษณะทางกายภาพของรากฝอยและรากสะสมอาหารของมนัส าปะหลงั A. รากฝอยปฐม

ภูมิ B. รากฝอยทุติยภูมิ C. รากสะสมอาหารท่ียดึติดกบัล าตน้ D. ภาพตดัขวางของรากฝอย
ปฐมภูมิ E. ภาพตดัขวางของรากฝอยทุติยภูมิ X คือ ท่อล าเลียงน ้าทุติยภูมิ P คือ periderm 
F. ภาพตดัขวางของรากสะสมอาหาร ท่ีลูกศรช้ีคือ xylem parenchyma G-I คือ 
ภาพตดัขวางของรากสะสมอาหารท่ียอ้มดว้ยซาฟรานิน ugol's reagent. H. secondary 
xylem. I. secondary phloem. (Medina et al., 2007) 
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7. กลไกการสร้างแป้ง 
 
กลไกการสร้างแป้งและสะสมอาหารในอวยัวะสะสมอาหารนั้นเร่ิมตน้ท่ีคลอโร พลาสใน

ส่วนของใบในเวลากลางวนัประกอบดว้ยขั้นตอนหลกั 3 ขั้นตอน คือ 1. การสร้าง   glucose-6-
phosphate 2. ขั้นตอนการสังเคราะห์ ADP-glucose (ADPG) จาก Glc-1-P และขั้นตอนสุดทา้ยคือ
การสังเคราะห์แป้งจาก ADPG ในขั้นตอนแรกของการสร้างแป้งเร่ิมจากการสังเคราะห์ glucose-6-
phosphate ผ่าน Calvin-Benson cycle ได้ fructose-6-phosphate จากนั้ นเอนไซม ์
phosphoglucoisomerase (PGI) จะท าการเปล่ียน fructose-6-phosphate ไดเ้ป็น glucose-6-phosphate 
ขั้นตอนถดัมาเอนไซม ์phosphoglucomutase (PGM) จะท าการเปล่ียน glucose-6-phosphate ไดเ้ป็น 
glucose-1-phosphate และ glucose-1-phosphate จะถูกเปล่ียนเป็น ADP-glucose โดยเอนไซม ์
ADPGlc pyrophosphorylase (AGPase) จากนั้นขั้นตอนสุดทา้ยคือขั้นตอนการสังเคราะห์แป้งจาก 
ADPG โดยเอนไซม ์Starch synthases branching enzymes และ debranching enzymes (SSBE, 
DBE) ไดเ้ป็นแป้งเก็บไวใ้นคลอโร พลาสตช์ัว่คราวเรียกวา่ transitory starch 

 
ในเวลากลางคืนแป้งท่ีถูกเก็บสะสมไวช้ัว่คราวในคลอโรพลาสตจ์ะถูกเปล่ียนเป็นน ้ าตาล

ซูโครสแลว้ผ่านกระบวนการล าเลียงทางท่อล าเลียงอาหาร (Phloem) จากใบไปท่ีราก โดยการ
เปล่ียน transitory starch เป็นน ้ าตาลซูโครสเร่ิมจากมีการเติมหมู่ฟอสเฟตท่ีโมเลกุลของแป้งจากนั้น
จะเกิดปฎิกิริยา dephosphorylation และ glucan hydrolysis เปล่ียนโมเลกุลของแป้งเป็นน ้ าตาล
กลูโคสและมอลโทสโดย debranching enzyme และ α-amylase เพื่อล าเลียงสู่ไซโตซอลในไซโท
ซอลมอลโทสจะถูกเปล่ียนเป็นน ้ าตาลกลูโคสโดย disproportionating enzyme จากนั้นน ้ าตาล
กลูโคสจะถูกเปล่ียนเป็น glucose-6-phosphate โดย hexokinase และเปล่ียนเป็น glucose-1-
phosphate โดย phosphoglucomutase ขั้นตอนต่อไป glucose-1-phosphate ถูกเปล่ียนเป็น UDPGlc 
โดย UDPglucose pyrophosphorylase และขั้นตอนสุดทา้ยคือการเปล่ียน UDPGlc เป็นซูโครสโดย
เอนไซม์ sucrose-phosphate synthase และ sucrose phosphate phosphatase เม่ือไดซู้โครสแลว้
จากนั้นซูโครสจะถูกล าเลียงผา่นท่อล าเลียงจากใบลงไปสู่ราก ขั้นตอนดงัท่ีไดก้ล่าวมาแสดงดงัภาพ
ท่ี 4 
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ภาพที ่4  กระบวนการสร้างแป้งและการยอ่ยแป้งเป็นน ้าตาลซูโครสและเอนไซมท่ี์เก่ียวขอ้ง  
    (Mark and Samuel., 2012) 
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ภาพที ่5  แสดงกลไกการสร้างแป้งจากซูโครส (Yuna., 2004) 
 

น ้าตาลซูโครสจะถูกล าเลียงจากใบมายงัอวยัวะเก็บสะสมอาหารทางท่อโฟลเอ็ม (Phloem) 
และถูกล าเลียงออกจากท่อล าเลียงทาง sucrose transporter ผา่นเขา้และออกจาก companion cell เพื่อ
เขา้สู่เซลล์พาเรนไคมาจากนั้นน ้ าตาลซูโครสจะเปล่ียนเป็น glucose-6-phosphate และ glucose-6-
phosphate จะถูกล าเลียงผา่นทาง glucose-6-phosphate transpoter  ออกจากเซลล์พาเรนไคมาเพื่อเขา้
สู่อะไมโล  พลาสซ่ึงเป็นเม็ดสีส าหรับเก็บสะสมแป้ง ซ่ึงในอะไมโลพลาสจะเกิดกระบวนการ
เปล่ียน glucose-6-phosphate เป็น glucose-1-phosphate โดยเอนไซม ์phosphoglucomutase จากนั้น 
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glucose-1-phosphate จะถูกเปล่ียนเป็น ADPglucose โดยเอนไซม ์ADP-glucose pyrophosphorylase 
ซ่ึง ADPglucose จะถูกสร้างเป็นแป้งโดยเอนไซม ์starch synthases และ starch branching enzymes 
และถูกเก็บสะสมไวใ้น   อะไมโลพลาสของอวยัวะสะสมอาหาร ขั้นตอนดงัท่ีกล่าวมาแสดงดงัภาพ
ท่ี 5 
 
8. Differential Display reverse transcription PCR (DDRT-PCR) 

 
เทคนิค differential display reverse transcription PCR (DDRT-PCR) นั้นไดถู้กพฒันาข้ึน

เพื่อศึกษารูปแบบการแสดงออกของยีนท่ีมีการแสดงออกท่ีแตกต่างกนัในแต่ละเน้ือเยื่อของเซลล์ยู
คาริโอต โดยเทคนิคน้ีใช้ในการเปรียบเทียบรูปแบบการแสดงออกของยีนระหว่างตวัอย่าง 2 
ตวัอยา่งข้ึนไป โดยใช ้cDNA ท่ีไดจ้ากการถอดรหสัของ mRNA เป็นตน้แบบในการท า PCR และใช้
ไพรเมอร์แบบสุ่ม จากนั้นใช ้gel electrophoresis ในการแยกขนาดของแถบดีเอ็นเอท่ีไดแ้ละท าการ
เปรียบเทียบรูปแบบของแถบดีเอน็เอระหวา่งตวัอยา่งท่ีเป็นเป้าหมายในการศึกษาการแสดงออก ซ่ึง
วิธีน้ีเป็นแนวทางเลือกใหม่ท่ีจะสามารถคน้หา functional candidate gene ใหม่ๆ จึงเป็นกุญแจท่ี
ส าคญัท่ีน าไปสู้การคน้พบองค์ความรู้ใหม่ในระดบัโมเลกุล ท่ีจะช่วยให้เขา้ใจถึงกลไกท่ีส าคญัซ่ึง
ควบคุมลักษณะการให้ผลผลิตต่างๆ ท าให้สามารถเสริมช่วยพัฒนาการปรับปรุงพันธ์ุให้มี
ประสิทธิภาพมากยิ่งข้ึน ในขั้นตอนการท าการทดลอง ประกอบดว้ย 3 ขั้นตอนคือ 1 ขั้นตอนของ
การท า reverse transcription โดนใชไ้พรเมอร์ท่ีจ าเพาะในการสร้างสาย cDNA ขั้นตอนท่ี 2 คือ 
ขั้นตอนของการท า PCR ขอ้ดีของ DDRT-PCR คือ สามารถใชใ้นการจ าลองการท างานของยีนวา่มี
มากหรือนอ้ยโดยมีขอ้ไดเ้ปรียบท่ีสามารถท าการเปรียบเทียบกนัทีละหลายตวัอยา่งและยงัสามารถ
แสดงรูปแบบของการแสดงออกของยีนให้เห็นในยีนท่ีมีการแสดงออกปานกลางไปจนถึงยีนท่ีมี
การแสดงออกต ่าและยงัมีขั้นตอนการทดลองท่ีง่ายเน่ืองจาก differential display มีขั้นตอนการท า
การทดลองเหมือนการท า PCR และ DNA sequencing gel electrophoresis นอกจากน้ี differential 
display ยงัใชร้ะยะเวลาท่ีสั้นในการท าการทดลอง  
 
9. การศึกษาหน้าทีข่องยนี 

 
การศึกษาหน้าท่ีการท างานของยีนเป้าหมายมีวิธีท่ีนิยมใช้ 2 วิธีคือ การเพิ่มระดบัการ

แสดงออกของยีนและการลดระดบัการแสดงออกของยีน 1) ในการศึกษาหนา้ท่ีการท างานของยีน
โดยการเพิ่มระดบัการแสดงออกของยีนและท าการติดตามการแสดงออกของยีนท่ีเปล่ียนแปลงไป
นั้นถูกน ามาใชภ้ายใตโ้ปรโมเตอร์ท่ีแตกต่างกนั 2 ประเภท คือ โปรโมเตอร์ท่ีควบคุมการแสดงออก
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ทุกส่วนของพืช เช่น CaMV35S โปรโมเตอร์จาก cauliflower mosaic virus เป็นโปรโมเตอร์ท่ีนิยม
ใช้ทัว่ไปในการท าพนัธุวิศวกรรมพืชเน่ืองจากเป็นโปรโมเตอร์ท่ีชักน าให้ยีนมีการแสดงออกใน
ระดบัสูงในทุกเน้ือเยื่อ ในงานวิจยัของ Anjan และคณะในปี 2006 ไดท้  าการศึกษาการแสดงออก
ของยีน StBEL5 ในตน้มนัฝร่ังท่ีไดรั้บการถ่ายโอนยีนมนัฝร่ังภายใตก้ารควบคุมการแสดงออกของ 
CaMV35S โปรโมเตอร์พบวา่ตน้มนัฝร่ังท่ีไดรั้บการถ่ายโอนยีนมนัฝร่ังมีการแสดงออกของยีนใน
ทุกส่วนของพืช และเม่ือศึกษาการลกัษณะการแสดงออกของยีนท่ีอวยัวะสะสมอาหารของตน้มนั
ฝร่ังท่ีไดรั้บการถ่ายโอนยนีมนัฝร่ังพบวา่มีการสร้างส่วนสะสมอาหารมากกวา่มนัฝร่ังท่ีไม่ไดรั้บการ
ถ่ายโอนยีน และโปรโมเตอร์ท่ีจ  าเพาะกบัเน้ือเยื่อ เช่น papatin โปรโมเตอร์ เป็นโปรโมเตอร์ท่ี
จ  าเพาะกบัอวยัวะสะสมอาหารถูกน ามาใชเ้พื่อเพิ่มการแสดงออกของยีนท่ีจ าเพาะกบัอวยัวะสะสม
อาหาร ในงานวิจยัของ Uzoma และคณะในปี 2006 ท าการศึกษาการแสดงออกของยีน glgC ในมนั
ส าปะหลงัภายใตก้ารควบคุมของ papatin โปรโมเตอร์ พบวา่ในตน้มนัฝร่ังท่ีไดรั้บการถ่ายโอนยีนมี
การแสดงออกของยีนเฉพาะในรากสะสมอาหารไม่มีการแสดงออกของยีนในใบและล าตน้ 2) การ
ลดระดบัการแสดงออกของยนีคือการท าให้หนา้ท่ีของยีนท่ีตอ้งการศึกษามีการเปล่ียนแปลงไปโดย
การลดระดบัการแสดงออกของยีน Gene knock-down หรือการท าให้ยีนสูญเสียหน้าท่ีในการ
แสดงออก gene knock-out วิธีท่ีนิยมน ามาใช้เพื่อลดการแสดงออกของยีนคือการท า RNA 
interference (RNAi) เป็นกลไกท่ีส่ิงมีชีวิตตอบสนองเพื่อต่อตา้นไม่ให้มีการแสดงออกของยีนผูบุ้ก
รุก มีการน าหลกัการดงักล่าวไปใชใ้นการศึกษาหนา้ท่ีของยนีในพืช  

 
10. การถ่ายยนีเข้าสู่พชื 

 
ในการถ่ายยนีเขา้สู่พืชเพื่อศึกษาหนา้ท่ีการท างานของการถ่ายยีนเขา้สู่พืชเป็นเคร่ืองมือท่ีมี

ประสิทธิภาพสูงในการศึกษาหนา้ท่ีการท างานของพืชในการท างานวิจยัทางดา้นพืช วิธีท่ีใชใ้นการ
ถ่ายยนีเขา้สู่พืชท่ีมีประสิทธิภาพสูงท่ีนิยมใชคื้อ การใช ้Agrobacterium เป็นตวักลางในการถ่ายยนี  
 
การถ่ายยนีโดยใช ้Agrobacterium เป็นตวักลาง 

 
Agrobacterium tumefaciens แบคทีเรียแกรมลบอาศยัอยู่ในดิน สามารถก่อให้เกิดโรค 

crown gall disease ในพืชจากการท่ี Agrobacterium tumefaciens จะเขา้สู่พืชในบริเวณท่ีมีบาดแผล
ของพืชเน่ืองจากบริเวณบาดแผลของพืชมีสารประกอบประเภทฟีนอลลิกเป็นตัวกระตุ้นให ้
Agrobacterium tumefaciens เกิดการส่งถ่ายยีนจาก Agrobacterium tumefaciens เขา้สู่ในจีโนมของ
พืชท าให้พืชเกิดการแบ่งเซลล์อยา่งไม่หยุดย ั้งเป็นผลมาจากการท างานของยีนบน Tumor inducing 
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plasmid จาก Agrobacterium tumefaciens  ดงัแสดงในภาพท่ี 6 ท าใหพ้ืชเกิดลกัษณะเป็นปุ่มปม โดย 
Agrobacterium tumefaciens สามารถก่อใหเ้กิดโรคไดเ้ฉพาะพืชใบเล้ียงคู่เท่านั้น 

 

 
 

ภาพที ่6  แสดงต าแหน่งของยนีต่างๆบน Ti plasmid   
(http://arabidopsis.info/students/paaras/t_dna.htm) 

 
เม่ือ Agrobacterium tumefaciens เข้าสู่เซลล์พืชแล้วจะท าการถ่ายส่วนของ T-region 

(บริเวณลูกศรสีเหลือง) เขา้ไปแทรกในจีโนมของพืชโดยการท างานของยีนกลุ่ม Virulence gene 
(บริเวณสีแดง) ซ่ึงบริเวณ T-region ท่ีแทรกเขา้สู่จีโนมพืชนั้นจะประกอบดว้ยยีนท่ีท าหนา้ท่ีควบคุม
การผลิตฮอร์โมนออกซิน (บริเวณสีม่วง) และยีนท่ีท าหนา้ท่ีควบคุมการผลิตฮอร์โมน       ไซโตไค
นิน (บริเวณสีแดง) ยีนหรือเรียกอีกอยา่งหน่ึงว่า oncogenic gen ท าให้พืชเกิดการแบ่งเซลล์อย่าง
รวดเร็วและไม่หยุดย ั้ง ท าให้เกิดลกัษณะเป็นปุ่มปมงอกออกมา โดยยีน Opine synthesis (บริเวณสี
เทา) ท าหนา้ท่ีสร้างสารประเภท opine (octopine หรือ nopaline แลว้แต่ประเภทของ Ti plasmid) ซ่ึง 
Agrobacterium tumefaciens จะผลิตสาร opine เพื่อใชใ้นการเจริญเติบโต กระบวนการส่งถ่ายยีน
จาก Agrobacterium tumefaciens เขา้สู่พืชนั้นเร่ิมจากยีน virA จะจดจ าสารประกอบประเภท 
phenolic compound ท่ีผลิตจากพืชขณะมีบาดแผล และไปกระตุน้ยีน virG จากนั้น virG ไปกระตุน้
ให้มีการลอกหรัสของยีนอ่ืน ๆ ในกลุ่ม vir genes เร่ิมจาก virD1 ท างานร่วมกบั virD2 ในการตดั 
phosphodiester bond สายเดียวท่ี Right-hand T-DNA border และ Left-hand T-DNA border ยีน 
virC จะเขา้จบัท่ีบริเวณ overdrive sequence ท่ี T-DNA border ท าให้เกิดการส่งถ่าย T-DNA ไดดี้ข้ึน 
virE ท าหนา้ท่ีเป็น single strand binding protein จบักบั T-DNA สายเด่ียวเพื่อป้องกนัไม่ให้โดน
ท าลายเป็นโครงสร้าง T-complex ทั้ง virD2 และ virE2 จะท างานร่วมกนัในการน าส่วนของ   T-
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DNA เขา้สู่นิวเคลียสของพืช และ virB สร้าง membrane protein ให้ T-complex  เคล่ือนออกจาก
เซลล์ Agrobacterium tumefaciens เขา้สู่เซลล์พืชท่ีบริเวณ VirB channel จากนั้นจะเกิดการการ
แทรกส่วนของ T-DNA เขา้สู่ในจีโนมของพืช กระบวนการดงักล่าวแสดงดงัภาพท่ี 7 ในการถ่าย
โอนส่วนของ T-DNA เขา้สู่เซลล์พืชนั้นเป็นแบบ Illegitimate recombination เร่ิมจากการเกิดรอย
ฉีกขาดบริเวณจีโนมของพืชเพียงแค่สายเดียว จากนั้นช่วงของล าดบัเบสคู่สมบนส่วนของ T-DNA 
เข้าจบักับล าดับเบสคู่สมบนจีโนมพืช แล้วเกิดการตัดพนัธะฟอสโฟไดเอสเธอร์ท่ีบริเวณสาย         
T-DNA เกิดการคลายออกของสาย T-DNA แลว้ใชส้าย T-DNA เป็นตน้แบบในการซ่อมแซมรอย
ฉีกขาดท่ีบนจีโนมของพืช ดงันั้นส่วนของ T-DNA จึงแทรกเขา้ในจีโนมของพืช ดงัแสดงในภาพท่ี 
8 ในการถ่ายโอนยีนเขา้สู่พืชโดยใช ้Agrobacterium tumefaciens เป็นตวักลางในการถ่ายโอนจะใช้
ยีนคดัเลือกเพื่อติดตามหาตน้พืชท่ีไดรั้บการถ่ายโอนยีนเขา้ไปซ่ึงยีนดงักล่าวจะตอ้งไม่มีผลต่อการ
เจริญเติบโตของตน้พืช ยนีคดัเลือกท่ีนิยมใชก้นัอยา่งแพร่หลาย ไดแ้ก่ ยนีตา้นทานยาปฎิชีวนะซ่ึงจะ
ใส่ยาปฏิชีวนะดงักล่าวลงในอาหารส าหรับเพาะเล้ียงตน้พืช เช่น ยีน nptII (Nigel et al, 2004) 
ตา้นทานยาปฎิชีวนะกานามยัซิน แต่อยา่งไรก็ตามความเขม้ขน้ของยาปฏิชีวนะท่ีใช้ข้ึนอยูก่บัชนิด
ของพืชและชนิดของเน้ือเยือ่พืชท่ีใชใ้นการถ่ายโอนยนี (Lorence and Verpoort., 2005)  

 
ในปัจจุบนัการถ่ายโอนยีนโดยใช ้Agrobacterium tumefaciens เป็นตวักลางในการถ่ายโอน

ยนีเขา้สู่พืชประสบความส าเร็จในพืชหลายชนิดไม่วา่จะเป็นการถ่ายโอนยีนในกลว้ย (Yonghong et 
al., 2001) ขา้วสาลี (Bhalla., 2006) ในมนัฝร่ังมีการถ่ายโอนยีนเพื่อศึกษาการแสดงออกของยีน 
StBEL5 ท่ีเก่ียวขอ้งกบัการสร้างส่วนสะสมอาหารพบวา่ตน้มนัฝร่ังท่ีไดรั้บการถ่ายโอนยีนมีปริมาณ
ส่วนสะสมอาหารมากกวา่ตน้มนัฝร่ังท่ีไม่ไดรั้บการถ่ายโอนยนี (Anjan et al., 2006)  
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ภาพที ่7  แสดงกระบวนการการส่งถ่ายยนีจาก Agrobacterium tumefaciens เขา้สู่เซลลพ์ืช 

(Andrea and Heribert., 2010)  
 

 
 

ภาพที ่8  แสดงการแทรกเขา้จีโนมพืชของ T-DNA, (Andrea and Heribert., 2010) 
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อปุกรณ์และวธีิการ 
 

อุปกรณ์ 
 

1. ตวัอยา่งพืชท่ีใชใ้นการทดลอง  
 

1.1 ตวัอยา่งมนัส าปะหลงั 
 

ตวัอยา่งมนัส าปะหลงัท่ีใชใ้นการทดลองคือสายพนัธ์ุเกษตรศาสตร์ 50 (KU50) และสาย
พนัธ์ุระยอง 9 ไดรั้บการอนุเคราะห์จาก ดร.โอภาษ บุญเส็งจากศูนยว์จิยัพืชไร่กรมวชิาการเกษตร 
จงัหวดัระยอง  

 
1.2 ตวัอยา่งมนัฝร่ัง 

 
ตวัอยา่งตน้มนัฝร่ังท่ีใชใ้นการถ่ายยนีสายพนัธ์ุสปุนตาร์ ไดรั้บการอนุเคราะห์จาก                  

รศ.ดร.ประสาทพร สมิตะมาน  
 

2. แบคทีเรียท่ีใชใ้นการทดลอง 
 
2.1 Escherichia coli DH5α 
 
2.2 Agrobacterium tumefaciens EHA105 

 
3. อุปกรณ์และสารเคมีท่ีใชส้ าหรับท าปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอร์เรส 

 
4. อุปกรณ์และสารเคมีท่ีใชส้ าหรับเพาะเล้ียงเน้ือเยือ่พืช 

 
5. อุปกรณ์และสารเคมีท่ีใชส้ าหรับตรวจสอบการแสดงออกของยนีโดยวธีิ differential display 

reverse transcription PCR 
6. อุปกรณ์และสารเคมีท่ีใชส้ าหรับเพาะเล้ียงเซลลแ์บคทีเรีย 
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7. อุปกรณ์และสารเคมีท่ีใชส้ าหรับถ่ายโอนยีนเขา้สู่พืช 
 

8. อุปกรณ์และสารเคมีท่ีใชส้ าหรับงานพนัธุวศิวกรรม 
 
9. อุปกรณ์และสารเคมีท่ีใชส้ าหรับการท า southern blot 
 

วธีิการ 
 

1. การเตรียมตัวอย่างรากมันส าปะหลงัทีอ่ายุการเจริญเติบโตต่าง ๆ 
 

ท าการเก็บตวัอยา่งรากมนัส าปะหลงัสายพนัธ์ุ เกษตรศาสตร์ 50 และ ระยอง 9 จากศูนยว์ิจยั
พืชไร่จงัหวดัระยอง ท่ีอายพุฒันาการต่างๆ ตั้งแต่รากฝอย (fibrous roots, Fi) รากท่ีเร่ิมมีการโป่งพอง 
(transition roots, TR) รากสะสมอาหาร (storage roots, SR) ใบอ่อน (young leave, YL) ใบแก่ 
(mature leave, ML) และส่วนปลายยอดของล าตน้ (top part of stem, TS) ของตน้มนัส าปะหลงัท่ีมี
อายุตั้งแต่ 5 6 และ7 สัปดาห์และ 2 3 และ 6 เดือน แลว้ท าการลา้งให้สะอาด หัน่เป็นช้ินเล็ก ๆ และ
เก็บรักษาท่ี -80oC  เพื่อใชใ้นการสกดัอาร์เอน็เอ 

 
1.1  การสกดัแยก total RNA คุณภาพสูงจากมนัส าปะหลงัท่ีระยะพฒันาการต่างๆ 
 
อาร์เอ็นเอทั้งหมดจากเน้ือเยื่อมนัส าปะหลงัถูกแยกออกมาโดยใช ้ConcertedTM Plant RNA 

Reagent (Invitrogen) โดยท าการบดเน้ือเยื่อให้ละเอียดในไนโตรเจนเหลวจนมีลกัษณะเป็นผงแป้ง 
จากนั้นเทใส่ลงในหลอดทดลองขนาด 15 มิลลิลิตร จากนั้นใส่บฟัเฟอร์ส าหรับสกดัอาร์เอ็นเอท่ีเยน็
ลงไป ผสมให้เข้ากัน เม่ือผสมเข้ากันแล้วตั้ งไวท่ี้อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 5 นาที โดยวางหลอด 
ทดลองในแนวนอน เม่ือครบ 5 นาทีท าการป่ันเหวี่ยงท่ี 2,600 x g อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็น
เวลา 5 นาที จากนั้นดูดส่วนท่ีเป็นสารละลายใส่ลงในหลอดทดลองขนาด 15 มิลลิลิตร จากนั้นท า
การเติม 5M NaCl ปริมาณ 0.2 เท่าของปริมาตรของสารละลายใสท่ีดูดได้ แลว้เติม chloroform 
ปริมาตร 0.6 เท่าของปริมาตรของสารละลายใสท่ีดูดได ้ผสมสารละลายให้เขา้กนัโดยการเขยา่อยา่ง
แรง จากนั้นน าไปป่ันเหวี่ยงท่ี 2,600 x g อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที และน า
สารละลายใสท่ีไดใ้ส่ในหลอดใหม่จากนั้นท าการตกตะกอนอาร์เอ็นเอดว้ย isopropanol ปริมาตร 
0.9 เท่าของสารละลายใสท่ีดูดไดผ้สมสารละลายโดยการพลิกหลอดไปมาแลว้ตั้งไวท่ี้อุณหภูมิห้อง
เป็นเวลา 10 นาที เก็บตะกอนอาร์เอ็นเอท่ีได้โดยการป่ันเหวี่ยงท่ี 2,600 x g อุณหภูมิ 4 องศา
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เซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที ละลายตะกอนอาร์เอ็นเอโดยใช้ DEPC-treated water ปริมาตร 900 
ไมโครลิตร และท าการดูดสารละลายใส่ลงในหลอดทดลองขนาด 1.5 มิลลิลิตร จากนั้นเติม 10M  
LiCl ปริมาตร 0.3 เท่าของสารละลาย ผสมสารละลายให้เขา้กนัท าการบ่มสารละลายท่ีอุณหภูมิ        
-20 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 คืน เพื่อให้อาร์เอ็นเอตกตะกอนมากข้ึนจากนั้นเก็บตะกอนอาร์เอ็นเอ
โดยการป่ันเหวี่ยงท่ี 13,000 x g เป็นเวลา 20 นาที แลว้ท าการลา้งตะกอนดว้ย 2.5 M LiCl ปริมาตร   
1 มิลลิลิตร ท าการป่ันเหวี่ยงท่ี 13,000 x g เป็นเวลา 5 นาที และท าการลา้งตะกอนอาร์เอ็นเออีกคร้ัง
ดว้ย absolute ethanol ท่ีเยน็ ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ตากตะกอนอาร์เอ็นเอให้แห้ง จากนั้นท าการ
ละลายตะกอนอาร์เอน็เอดว้ย DEPC-treated water เก็บอาร์เอน็เอไวท่ี้ -80 oC 
 

1.2 การก าจดัดีเอน็เอท่ีปนเป้ือนในสารละลายอาร์เอน็เอ 
 
น าตวัอย่างอาร์เอ็นเอท่ีได้ทั้ งหมดมาท าการบ่มกบัเอนไซม์ DNaseI เพื่อก าจดัดีเอ็นเอท่ี

ปนเป้ือนในตวัอย่างอาร์เอ็นเอท่ีสกัดได้ ปฏิกิริยาดังกล่าวประกอบด้วยอาร์เอ็นเอปริมาณ 20 
ไมโครกรัม 10X reaction buffer ปริมาตร 10 ไมโครลิตร RQ1 RNase Free-DNase (Promega) 
ความเขม้ขน้ 1 ยูนิต/ไมโครลิตร ปริมาตร 20 ไมโครลิตร และเติม deionized water จนกระทัง่
ปริมาตรสุทธิรวม 100 ไมโครลิตร บ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที จากนั้นเติมน ้ า 
DEPC ปริมาตร 100 ไมโครลิตร ลงในหลอดทดลอง เติมสารละลายผสม acid phenol และ 
chloroform (1:1) ปริมาตร 200 ไมโครลิตร จากนั้นเขยา่สารละลาย เป็นเวลา 2 นาที แลว้น าไปป่ัน
เหวี่ยงท่ีความเร็ว 13,000 x g ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที ท าการดูดสารละลาย
ส่วนใสชั้นบนใส่หลอดทดลองใหม่ จากนั้นเติมสารละลายคลอโรฟอร์ม ปริมาตร 200 ไมโครลิตร 
เขยา่สารละลาย เป็นเวลา 2 นาที น าไปป่ันเหวี่ยงท่ีความเร็ว13,000 x g ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
เป็นเวลา 10 นาที ท าการดูดสารละลายส่วนใสชั้นบนใส่หลอดใหม่ เติมเอทานอลเขม้ขน้และ
โซเดียมอะซิเตท (Sodium acetate) ความเขม้ขน้ 3M pH 5.2 ปริมาตร 2.5 เท่า และ 0.1 เท่าของ
สารละลายส่วนใส ตามล าดบั กลบัหลอดทดลองไปมา 10 คร้ัง  และบ่มท่ีอุณหภูมิ -20 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 1 คืน จากนั้นท าการตกตะกอนอาร์เอ็นเอโดยน าไปป่ันเหวี่ยงท่ีความเร็ว 13,000 
x g ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที ท าการดูดสารละลายส่วนใสทิ้งแลว้ลา้งตะกอน
ดว้ยเอทานอลในน ้ า DEPC ความเขม้ขน้ 75% ปริมาตร 1 มิลลิลิตร แลว้น าไปป่ันเหวี่ยงท่ีความเร็ว 
13,000 x g ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที ดูดสารละลายส่วนใสทิ้งเปิดฝาทิ้งไวใ้ห้
ตะกอนแหง้ เป็นเวลา 15 นาที จากนั้นละลายตะกอนดว้ยน ้า DEPC ปริมาตร 40 ไมโครลิตร 
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1.3 การตรวจสอบหาปริมาณและคุณภาพของอาร์เอน็เอ 
 
ท าการวดัปริมาณและคุณภาพของอาร์เอน็เอท่ีสกดัไดโ้ดยน าอาร์เอ็นเอท่ีสกดัไดท้ั้งหมดมา

วดัค่าการดูดกลืนแสงดว้ยเคร่ือง spectrophotometer (NANODROP model) โดยวดัค่าการดูดกลืน
แสงท่ีความยาวคล่ืน 230 260 และ 280 นาโนเมตร จากนั้นวิเคราะห์อตัราส่วนของค่าการดูดกลืน
แสงท่ี 260 และ 280 นาโนเมตร (OD260/OD280) ควรอยูใ่นช่วงระหวา่ง 1.8-2.0 และอตัราส่วนของค่า
การดูดกลืนแสงท่ี 260 และ 230 นาโนเมตร (OD260/OD230) ควรมากกวา่หรือเท่ากบั 2.0 แสดงวา่
ตวัอยา่งอาร์เอน็เอท่ีสกดัไดไ้ม่มีการปนเป้ือนโปรตีนและสารประกอบโพลีฟีนอลิก 

 
1.4 การตรวจสอบคุณภาพของอาร์เอ็นเอและการปรับความเข้มข้นอาร์เอ็นเอโดยใช ้

denaturing agarose gel electrophoresis 
 
การตรวจสอบคุณภาพของอาร์เอ็นเอและการปรับความเขม้ขน้อาร์เอ็นเอให้เท่ากนัโดยวิธี 

denaturing agarose gel electrophoresis โดยการเตรียม agarose gel ความเขม้ขน้ของ agarose 1.2% 
w/v มีส่วนประกอบดงัน้ี agarose 1.08 กรัม 10X MOPS 9 มิลลิลิตร (200 mM MOPS 80 mM 
sodium acetate 10 mM EDTA pH8.0) และ DEPC-treated water 78.3 มิลลิลิตร น าส่วนประกอบ
ทุกอยา่งมาผสมให้เขา้กนัในขวดทดลองขนาด 250 มิลลิลิตร จากนั้นท าการหลอม agarose ดว้ยเตา 
microwave จนกระทัง่ agarose หลอมหมดรวมเป็นเน้ือเดียวกนั ทิ้งไวท่ี้อุณหภูมิห้องเพื่อให้อุณหภูมิ
ของสารละลาย agarose ลดลงเล็กนอ้ย จากนั้นเติม 37% formaldehyde 2.7 มิลลิลิตร ผสมให้เขา้กนั
แลว้เทลงในถาดส าหรับเตรียม electrophoresis gel ท่ีเตรียมไว ้ทิ้งไวป้ระมาณ 30 นาที หรือสังเกตดู
จนกระทัง่เจลแขง็ แลว้ท าการเตรียมอาร์เอน็เอปริมาณ 1 ไมโครกรัม ละลายใน DEPC-treated water 
ให้ได้ปริมาตร 5 ไมโครลิตร จากนั้นใส่ RNA loading dye 5 ไมโครลิตร (100% deionized 
formamide 250 ไมโครลิตร 37% formaldehyde 83 ไมโครลิตร 10X MOPS buffer 50 ไมโครลิตร 
2.5% bromophenol blue 10 ไมโครลิตร DEPC-treated water 57 ไมโครลิตร กลีเซอรอล 50 
ไมโครลิตร และ 10 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร ethidium bromide 10 ไมโครลิตร) แลว้ให้ความร้อนท่ี 65 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที แลว้แช่อาร์เอ็นเอในน ้ าแข็งอย่างรวดเร็ว จากนั้นน าไปแยกดว้ย 
denaturing gel ท่ีเตรียมไว ้ซ่ึงแผน่เจลจะอยูใ่นสารละลาย 1X MOPS buffer ใชก้ระแสไฟ 50 โวลต์ 
เป็นเวลา 1 ชัว่โมง แลว้น าไปตรวจสอบและถ่ายภาพดว้ยเคร่ือง UV transilluminatorโดยดูจากขนาด
ของแถบอาร์เอ็นเอท่ีปรากฏ ประกอบดว้ย 28S และ 18S ของ ribosomal RNA (rRNA) ท าการวดั
ความเขม้ของแถบอาร์เอ็นเอดว้ย densitometer และค านวณปริมาณอาร์เอ็นเอของทุกตวัอย่างให้
เท่ากนัโดยใช้ผลจากการวดัดว้ย densitometer เพื่อปรับความเขม้ขน้อาร์เอ็นเอใหม่ให้เท่ากนัทุก
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ตวัอย่าง และน ามาตรวจสอบความเข้มข้นอีกคร้ังหน่ึงด้วย RNA denaturing agarose gel 
electrophoresis จนกระทัง่แถบของอาร์เอ็นเอเท่ากนัในทุกตวัอยา่ง แลว้จึงน ามาท าการสังเคราะห์
เป็น cDNA 

 
2. การวเิคราะห์ด้วยเทคนิค Differential display RT-PCR 
 

ท าการวิเคราะห์เพื่อคน้หายีนท่ีแสดงออกแตกต่างกนัในระยะพฒันาการของรากสะสม
อาหารตั้งแต่ระยะรากฝอย fibrous root (Fi) ระยะท่ีรากเร่ิมมีการโป่งพอง transition root (TR) และ 
ระยะท่ีรากมีการสะสมอาหาร storage root (SR) โดยใชชุ้ดน ้ายาส าเร็จรูป มีวธีิการดงัน้ี 

 
2.1 การท า Reverse transcription เพื่อสร้าง cDNA ส าหรับท า DDRT-PCR 

 
เม่ือได้อาร์เอ็นเอท่ีมีปริมาณเท่ากนัทุกตวัอย่างและมีคุณภาพตามท่ีตอ้งการแล้วขั้นตอน

ต่อมาคือการสร้างสาย cDNA จาก mRNA ของรากมนัส าปะหลงัท่ีระยะพฒันาการต่าง ๆ ตั้งแต่ ราก
ฝอย (Fi) รากท่ีเร่ิมมีการสะสมอาหาร (TR) และรากสะสมอาหาร (SR) เร่ิมตน้จากน า   อาร์เอ็นเอท่ี
สกดัไดจ้  านวน 3 ไมโครกรัม 10 µM dT-ACP1 2 ไมโครลิตร และ DEPC-treated water 4.5 
ไมโครลิตร มาผสมให้เขา้กนัจากนั้นน าส่วนผสมดงักล่าวไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 80 องศาเซลเซียส เป็น
เวลา 3 นาที แล้วแช่ในน ้ าแข็งเป็นเวลา 2 นาที แล้วจึงน าไปป่ันในระยะเวลาสั้ นๆ ในขั้นตอนน้ี 
primer dT-ACP1 จะเขา้จบักบั poly A ของอาร์เอ็นเอแลว้ต่อมาจะท าการสร้างเส้น cDNA โดยท า
การเติม 5X RT buffer 4 ไมโครลิตร 2mM dNTP 1 ไมโครลิตร  RNase inhibitor (40 ยนิูต/
ไมโครลิตร) 0.5 ไมโครลิตร และ Reverse trancriptase (200 ยนิูต/ไมโครลิตร) 1 ไมโครลิตร ลงใน
ส่วนผสมในขั้นแรกแลว้น าส่วนผสมดงักล่าวไปบ่มท่ี 42 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 90 นาที จากนั้น
น าไปใหค้วามร้อนท่ีอุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2 นาที และแช่น ้ าแข็งเป็นเวลา 2 นาที ใน
ขั้นตอนน้ีจะไดเ้ป็นเส้น cDNA ท่ีสมบูรณ์เพื่อน าไปใชใ้นขั้นตอนการท าปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรส 

 
 
2.2 การเพิ่มปริมาณ cDNA ดว้ยปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรส 

 
น า cDNAจากตวัอย่างจากรากมนัส าปะหลงัท่ีระยะพฒันาการต่าง ๆ ตั้งแต่ รากฝอย (Fi) 

รากท่ีเร่ิมมีการสะสมอาหาร (TR) และรากสะสมอาหาร (SR) ท่ีได้ในขั้นตอนก่อนหน้ามา
เปรียบเทียบการแสดงออกโดยใชชุ้ดไพรเมอร์ (Arbitary ACP) โดยการศึกษาคร้ังน้ีจะใชไ้พรเมอร์
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จากชุดน ้ ายาส าเร็จรูป 20 ไพรเมอร์ ซ่ึงปฏิกิริยา PCR ทั้งหมด 20 ไมโครลิตรจะประกอบไปดว้ย 
cDNA 50 ไมโครกรัม 5 µM Arbitary ACP 2 ไมโครลิตร 10 µM dT-ACP2 1 ไมโครลิตร distilled 
water 2x SeeAmpTMACPTMMasterMix (Seegene) 
 
กระบวนการท่ีเกิดข้ึนในเคร่ือง PCR 

 
ขั้นตอนท่ี จ านวนรอบ           อุณหภูมิ   ระยะเวลา 
      1          1          94°ซ    5 นาที 
      2           1   50°ซ            3 นาที 
      3           1   72°ซ           1 นาที 
      4          40   94°ซ           40 วนิาที 

    65°ซ            40 วนิาที 
     72°ซ           40 วนิาที 
      5          1   72°ซ             5 นาที 
 
จากนั้นท าการวิเคราะห์ผลดว้ยวิธีอิเล็กโทรโฟรีซีสโดยใชเ้จลอะกาโรสความเขม้ขน้ 1.8% 

ในการวิเคราะห์ จากนั้นยอ้มดว้ยเอธิเดียมโบรไมด์และตรวจสอบดว้ยเคร่ือง UV transilluminator 
(BIO-RAD) เลือกแถบดีเอน็เอท่ีมีการแสดงออกแตกต่างกนัในระยะต่างๆ 
 

2.3 ขั้นตอนการเช่ือมดีเอน็เอเป้าหมายเขา้กบัดีเอ็นเอพาหะและการถ่ายโอนยีนเขา้ในเซลล ์
E. coli สายพนัธ์ุ DH5α 
 

โดยท าการเช่ือมต่อแถบดีเอ็นเอท่ีสนใจเข้ากบัดีเอ็นเอพาหะ pGEM-T® Easy vector 
(Promega) จากนั้นท าการถ่ายโอนพลาสมิดสายผสมเขา้สู่เซลล์แบคทีเรีย E. coli DH5α เพื่อเพิ่ม
จ านวนดีเอน็เอสายผสมเพื่อน าไปใชใ้นการตรวจหาล าดบัเบสต่อไป 

 
2.3.1 การเช่ือมแถบดีเอน็เอเขา้กบัเวกเตอร์ 

 
การเช่ือมต่อดีเอ็นเอเขา้สู่เวกเตอร์จะใช้ชุดส าเร็จรูป pGEM®-T Easy (Promega) ใน

ปฏิกิริยาการเช่ือมต่อดีเอ็นเอเขา้สู่เวกเตอร์ทั้งหมด 10 ไมโครลิตรจะประกอบไปดว้ย 1x ligation 
buffer T4 DNA ligase 3 ยนิูต pGEM®-T Easy vector 50 นาโนกรัม และแถบดีเอ็นเอท่ีสนใจ
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ปริมาณ 3 ไมโครลิตร ปฏิกิริยาจะบ่มท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 คืน จากนั้นจะท าการ
ถ่ายโอนเวกเตอร์เขา้สู่เซลลแ์บคทีเรียต่อไป 
 

2.3.2 การถ่ายโอนดีเอน็เอลูกผสมเขา้สู่เซลลแ์บคทีเรีย 
 

2.3.2.1 การเตรียมเซลลแ์บคทีเรียใหพ้ร้อมส าหรับการรับการถ่ายยนี 
 

Competent cell ถูกเตรียมตามวิธีของ Inoue et al., 1990 โดยเร่ิมจากการเตรียมเช้ือ E. coli 
สายพนัธ์ุ DH5α ในอาหารเหลว LB ท่ีเติม 20 mM MgSO4ท าการเล้ียงท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 
พร้อมกบัเขยา่ท่ี 250 รอบต่อนาที เป็นเวลา 6 ชัว่โมง จากนั้นน าเช้ือท่ีเล้ียงไดจ้  านวน 3 มิลลิลิตร ถ่าย
ลงในอาหาร LB ซ่ึงเติม 20 mM MgSO4 ปริมาตร 100 มิลลิลิตร บ่มไวท่ี้อุณหภูมิ 18 องศาเซลเซียส 
พร้อมกบัเขยา่ท่ี 250 รอบต่อนาที เป็นเวลา 1 คืน น าเช้ือท่ีเล้ียงไดม้าบ่มในน ้ าแข็งเป็นเวลา 10 นาที 
จากนั้นน าไปป่ันเหวีย่งท่ี 3000 x g อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที ทิ้งส่วนท่ีเป็นอาหาร
เล้ียงเช้ือแลว้น าเซลล์ท่ีไดม้าละลายใน transformation buffer (10 mM Pipes-NaOH pH 6.7 15 mM 
CaCl2 0.25 mM KCl และ 55mM MnCl2) ท่ีเยน็ จากนั้นแช่น ้าแขง็เป็นเวลา 10 นาที แลว้จึงน าไปป่ัน
เหวี่ยงท่ี 3000 x g อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที ละลายตะกอนดว้ย TB buffer ท่ีเยน็ 
20 มิลลิลิตร และ DMSO 1.5 มิลลิลิตร น าไปแช่ในน ้ าแข็งเป็นเวลา 10 นาที ก่อนท่ีจะแบ่งใส่หลอด 
microcentrifuge ท่ีเยน็ ท าให้เยน็ในไนโตรเจนเหลวและเก็บไวท่ี้ -80 องศาเซลเซียส เพื่อไวใ้ชใ้น
การถ่ายโอนเวกเตอร์ 

 
2.3.2.2 Heat-shock transformation 

 
เพื่อถ่ายโอน recombinant plasmid เขา้สู่เซลล์ E. coli โดยดูดสารละลายจากปฏิกิริยา 

ligation 5ไมโครลิตร ใส่ลงใน competent cell 50 ไมโครลิตร และบ่มไวใ้นน ้ าแข็งเป็นเวลา  45  
นาที จากนั้นท าการ heat-shock เซลลท่ี์อุณหภูมิ 42 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 45 วินาที จากนั้นแช่ใน
น ้ าแข็ง 3 นาที  แลว้เติมอาหาร LB ลงไป 500 ไมโครลิตร จากนั้นน าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศา
เซลเซียส พร้อมกบัเขย่า 200 รอบต่อนาที เป็นเวลา 1 ชั่วโมง จากนั้นน าเซลล์ประมาณ 100-150 
ไมโครลิตร มาเล้ียงบนอาหาร LB solid medium ท่ีประกอบไปดว้ย 100 ไมโครลิตร/มิลลิลิตร 
ampicillin 1.6 มิลลิกรัม X-Gal และ 2.5 mM IPTG  บ่มไวท่ี้อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 
12-16 ชัว่โมง หรือจนกระทัง่เห็นเป็น colony และสามารถเลือกโคลนไดโ้ดยใชห้ลกัการ blue-white 
screen แลว้จึงน าโคโลนีสีขาวท่ีไดม้าตรวจสอบโดยการท า colony PCR ต่อไป 
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2.3.2.3 การเลือกโคลนท่ีตอ้งการดว้ยเทคนิค Colony polymerase chain 
reaction (colony PCR) 

 
ในการท า Colony PCR จะเลือกโคโลนีท่ีมีสีขาวมาท าโดยในปฏิกิริยาประกอบดว้ยไพร

เมอร์ M13-F และ M13-R ความเขม้ขน้ 10 µM ปริมาตรอยา่งละ 0.3 ไมโครลิตร 10 mM dNTPs 0.2 
ไมโครลิตร 10X reaction buffer water 8.15 ไมโครลิตร และTaq DNA polymerase (fermentas) 
0.05 ไมโครลิตร และใชไ้มจ้ิ้มฟันจ้ิมโคโลนีท่ีตอ้งการใส่ลงไปในปฏิกิริยาแลว้ท าการตั้งค่าเคร่ือง 
PCR  โดยตั้งค่าโปรแกรมดงัน้ี 

 
ขั้นตอนท่ี จ านวนรอบ  อุณหภูมิ  ระยะเวลา 
1          1       94 oซ  3 นาที 
2          35    94 oซ    30 วนิาที 

   55 oซ   30 วนิาที 
   72 oซ   30 วนิาที 

3          1   72 oซ    5 นาที 
 

จากนั้นน าผลท่ีไดจ้ากการท า colony PCR มาตรวจสอบผลโดยวิธีอิเล็กโทรโฟรีซีสโดยใช้ 
เจลอะกาโรสความเขม้ขน้ 1.0% ในการวิเคราะห์ จากนั้นยอ้มดว้ยเอธิเดียมโบรไมด์และตรวจสอบ
ดว้ยเคร่ือง UV transilluminator แลว้ท าการเลือกเฉพาะโคโลนีท่ีมีแถบดีเอ็นเอขนาดท่ีตอ้งการข้ึน
เพื่อน าไปตรวจสอบอีกคร้ังหน่ึงโดยการสกดัพลาสมิดและท าการตดัดว้ยเอนไซมต์ดัจ าเพาะ 
 

2.3.2.4 การตรวจสอบพลาสมิดหลงัจากท่ีถ่ายโอนดีเอ็นเอลูกผสมเขา้ไป
ในเซลลแ์บคทีเรียโดยการตดัดว้ยเอนไซมต์ดัจ าเพาะ 

 
เพื่อตรวจสอบหายีนท่ีแทรกเขา้ไปในเวกเตอร์หลงัจากท่ีถ่ายโอน เขา้ไปในแบคทีเรียแลว้   

และเพื่อดูวา่พลาสมิดน้ีมียนีเช่ือมต่ออยูจ่ริงและเขา้ไปในเซลลข์องแบคทีเรียไดจ้ริงหรือไม่ 
 

2.3.2.4.1 การสกดัพลาสมิดสายผสมจากโคลนแบคทีเรีย E. coli 
 
การสกดัพลาสมิดดีเอ็นเอจะใช้ชุดน ้ ายาส าเร็จรูปของ QIAprep Spin Miniprep kit 

(QIAGEN) โดยจะตอ้งท าการเล้ียงเช้ือ E. coli ในอาหารเล้ียงเช้ือ LB ท่ีท าการเติม ampicillin ความ
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เขม้ขน้ 100ไมโครกรัม/มิลลิลิตร เป็นเวลา 1 คืน จากนั้นท าการป่ันเพื่อแยกเซลล์ออกจากอาหาร
เล้ียงเช้ือ น าส่วนของเซลล์ละลายดว้ย buffer A1 ปริมาณ 250 ไมโครลิตรจากนั้นใส่ buffer A2 
ปริมาณ 250 ไมโครลิตร ท าการผสมสารละลายน้ีโดยพลิกหลอดไปมา จากนั้น ใส่ buffer A3 
ปริมาณ 350 ไมโครลิตร ผสมสารละลายให้เขา้กนัดี จากนั้นท าการป่ันตกตะกอน 13,000 x g เป็น
เวลา 10 นาที ดูดส่วนสารละลายใส่ใน QIAprep spin column ลา้งดว้ย PE buffer ก่อนชะ DNA ดว้ย 
EB buffer จากนั้นตรวจสอบความเข้มข้นของพลาสมิดโดยเคร่ืองวดัการดูดกลืนแสง 
(Spectrophotometer model NANODROP) 

 
2.3.2.4.2 การตรวจสอบพลาสมิดสายผสมโดยการตัดด้วย

เอนไซมต์ดัจ าเพาะ EcoRI 
 
เพื่อตรวจสอบอีกคร้ังว่าเป็นพลาสมิดสายผสมท่ีมีช้ินส่วนดีเอ็นเอท่ีต้องการปฏิกิริยา

ประกอบดว้ยพลาสมิดท่ีสกดัได ้1 ไมโครลิตร 10X EcoRI buffer ปริมาตร 1 ไมโครลิตร เอนไซม ์
EcoRI (Fermentas) ความเขม้ขน้ 10 ยนิูต/ไมโครลิตร ปริมาตร 0.3 ไมโครลิตร และ deionized 
water ปริมาตร 7.7 ไมโครลิตร จากนั้นน าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 37 oซ เป็นเวลา 1-2 ชัว่โมงแลว้หยุด
ปฏิกิริยาของเอนไซมโ์ดยบ่มท่ีอุณหภูมิ 65 oซ ระยะเวลา 15 นาที ตรวจสอบผลดว้ยวธีิอิเล็กโทรโฟรี
ซีสโดยใชเ้จลอะกาโรสความเขม้ขน้ 1% ยอ้มดว้ยเอธิเดียมโบรไมด์และตรวจสอบดว้ยเคร่ือง UV 
transilluminator จากนั้นท าการเลือกโคโลนีท่ีมีแถบของยีนท่ีตอ้งการท าการหาล าดบัเบสเพื่อน ามา
วเิคราะห์หายนีท่ีตอ้งการ 
 

2.4 การสืบหาล าดบันิวคลีโอไทดข์องช้ินดีเอน็เอ 
 

โดยการน าพลาสมิดท่ีผ่านการตรวจสอบแล้วว่ามีช้ินของยีนท่ีตอ้งการแทรกอยู่จริงเพื่อ
ส่งไปท าการหาล าดบัเบสท่ี 1st base INC น าขอ้มูลล าดบัเบสท่ีไดเ้ทียบกบัฐานขอ้มูลโปรตีนใน 
NCBI ดว้ยโปรแกรม BlastX และเทียบกบัฐานขอ้มูลจีโนมมนัส าปะหลงัเพื่อคาดคะเนถึงหนา้ท่ีของ
ยนี (http://www.phytozome.net/cassava) 
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3. การศึกษารูปแบบการแสดงออกของกลุ่นยนีทีค่ัดเลอืกได้โดยใช้เทคนิค semi-quantitative 
RT-PCR 
 
เพื่อติดตามรูปแบบการแสดงออกและอวยัวะมีการแสดงออกของยีนท่ีน่าสนใจท่ีคดัเลือก

ไดจ้ากเทคนิค differential display RT-PCR โดยระบบ semi-quantitative RT-PCR จะไดถู้กน ามาใช้
ในงานวจิยัน้ีโดยท าการออกแบบคู่ไพรเมอร์ท่ีมีความจ าเพาะต่อยีนท่ีน่าสนใจ จากล าดบัเบสของยีน 
และน าไพรเมอร์เขา้สู่ปฏิกิริยา RT-PCR กบัอาร์เอน็เอท่ีสกดัจากรากสะสมอาหารของมนัส าปะหลงั
ท่ีระยะการเจริญต่างๆ ตั้ งแต่รากฝอย เข้าสู่รากท่ีเร่ิมมีการโป่งพอง และรากสะสมอาหาร 
เปรียบเทียบกบัส่วนของใบอ่อน ใบท่ีเจริญเต็มวยัและส่วนยอดของล าตน้ของมนัส าปะหลงั ท่ีระยะ
การเจริญเติบโต 2 3 และ 6 เดือน ซ่ึงในการทดลองจะใชว้ิธีการสกดัอาร์เอ็นเอ การก าจดัดีเอ็นเอท่ี
ปนเป้ือนในอาร์เอน็เอและการปรับอาร์เอ็นเอให้เท่ากนัในทุกตวัอยา่งเหมือนขั้นตอนการเตรียมอาร์
เอน็เอส าหรับท า differential display แต่จะแตกต่างกนัในขั้นตอนต่อไปน้ี 

 
3.1 การสร้างสาย cDNA 

 
ในการสังเคราะห์สาย cDNA ส าหรับใชใ้นการศึกษารูปแบบแสดงออกของยีนนั้นเร่ิมจาก

ใชก้ารผสม อาร์เอ็นเอ 1 ไมโครกรัม random hexamer 1 ไมโครลิตร 10mM dNTPs mix 1 
ไมโครลิตร เติมน ้ า DEPC จนไดป้ริมาตร 13 ไมโครลิตรจากนั้นน าไปท าการบ่มท่ีอุณหภูมิ 65  
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที แล้วท าการแช่ลงในน ้ าแข็งอย่างรวดเร็ว จากนั้นท าการเติม 5x 
reverse transcription buffer 4 ไมโครลิตร 10mM dNTPs mixed 1 ไมโครลิตร 0.1M DTT 2 
ไมโครลิตร 100 µM QT  primer 0.5 ไมโครลิตร RiboLockTM10 ยนิูต และ reverse transcriptase 
(Invitrogen) 200 ยนิูต จากนั้นท าการบ่มท่ีอุณหภูมิห้องเป็นเวลา 5 นาที แลว้น าไปบ่มต่อท่ีอุณหภูมิ 
50 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 ชัว่โมง แลว้ท าการหยุดปฏิกิริยาโดนน าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 75 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที แลว้ท าการเก็บรักษา cDNAท่ีไดท่ี้อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส เพื่อไวใ้ช้
ในการทดลองต่อไป 

 
3.2  ปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรส 

 
เพื่อวิเคราะห์หารูปแบบการแสดงออกของยีนท่ีแตกต่างกันในอวยัวะต่างๆ ของมัน

ส าปะหลงัโดยวธีิ semi-quantitative RT-PCR โดยในปฏิกิริยาประกอบดว้ย first strand cDNA ท่ีเจือ
จาง 20 เท่า จ  านวน 2 ไมโครลิตร 10µM forward primer และ reverse primer อย่างละ 0.2 
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ไมโครลิตร DreamTaqTM PCR master mix (Fermentas) 5 ไมโครลิตร และน ้ ากลัน่ท่ีผา่นการฆ่าเช้ือ 
2.6 ไมโครลิตร ท าการตั้งค่าการท างานของเคร่ืองพีซีอาร์ดงัต่อไปน้ี 

 
ขั้นตอนของปฏิกิริยาลูกโซ่ MeHD-ZIPIII  MeTM 
Denaturation   94°ซ, 1 นาที   94°ซ, 1 นาที 

 
    31 รอบ   30 รอบ  

Denaturation   94°ซ, 30 วนิาที  94°ซ, 30 วนิาที 
Annealing   60°ซ, 30 วนิาที  60°ซ, 30 วนิาที 
Extension   72°ซ, 1 นาที  72°ซ, 1 นาที 
Final extension   72°ซ, 5 นาที  72°ซ, 5 นาที 

 
จากนั้นน าผลท่ีไดจ้ากการท า semi-quantitative RT-PCR มาตรวจสอบผลโดยวิธีอิเล็ก

โทรโฟรีซีสโดยใช้ agarose gel ความเขม้ขน้ 2.0% ในการวิเคราะห์ จากนั้นยอ้มดว้ยเอธิเดียมโบร
ไมดแ์ละตรวจสอบดว้ยเคร่ือง UV transilluminator 
 
4.  การสร้างโครงสร้างส าหรับเพิ่มการแสดงออกของยีนเพื่อเตรียมพร้อมส าหรับการถ่ายโอนยีน

เพือ่ตรวจสอบหน้าทีข่องยนี 
 
เป้าหมายการเพื่อตรวจสอบหนา้ท่ีของยีน MeHD-ZIPIII  และ integral membrane protein 

(MeTM) ท่ีแยกไดจ้ากรากท่ีเร่ิมโป่งพองของมนัส าปะหลงั 
 
4.1 การโคลน full-length cDNA 

 
ท าการโคลน full-length cDNA เพื่อสร้างโครงสร้างส าหรับเพิ่มการแสดงออกของยีนเพื่อ

ใชใ้นการตรวจสอบหนา้ท่ีของยีน MeHD-ZIPIII และ MeTM โดยท าการออกแบบไพรเมอร์ส าหรับ
สังเคราะห์ยีน MeHD-ZIPIII และ MeTM  ท่ีบริเวณ 5’ และ 3’ UTR ของล าดบัดีเอ็นเอของยีนซ่ึง
ไพรเมอร์ท่ีออกแบบไดจ้ะมีการเติมต าแหน่งตดัของเอนไซม ์BamHI และ SacI เขา้ไปดว้ยเพื่อใชใ้น
การตดัต่อยีนเขา้กบัเวกเตอร์ pBI121 ดงัแสดงในตารางท่ี 1 จากนั้นท าการสังเคราะห์ยีนโดยใชพ้ีซี
อาร์ใช ้cDNA ของรากสะสมอาหารของมนัส าปะหลงัเป็นตน้แบบในการสังเคราะห์ยีน เม่ือไดช้ิ้น
ยีนท่ีตอ้งการแลว้ท าการเช่ือมต่อยีนเขา้กบัเวกเตอร์ pGEM®-T Easy vector แลว้ท าการถ่ายเวกเตอร์
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ดงักล่าวเขา้สู่แบคทีเรีย E. coli DH5α จากนั้นท าการคดัเลือกโคโลนีของแบคทีเรียท่ีมียีนท่ีตอ้งการ
น าไปตรวจสอบล าดบัเบสแลว้ท าการเก็บรักษาสายพนัธ์ุท่ีอุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียส  

 
ตารางที่ 1   แสดงไพรเมอร์ของยีน MeHD-ZIPIII และ MeTM ท่ีได้รับการออกแบบโดยเพิ่ม

ต าแหน่งของเอนไซม์ BamHI และ SacI (บริเวณท่ีขีดเส้นใต)้ เพื่อใช้ในการสร้าง
โครงสร้างเพื่อศึกษาการแสดงออกของยนี 

 
primer name Sequence 

MeTM  F 5´- CA ACC GGA TCC TTT TCT TCA GGC CAA A -3´ 

MeTM R 5´- TGA TTA CAA ATA CAT GAC AGT GAG AGC TC -3´  

MeHD-ZIPIII F 5´- GCC GCC AAC TTG GAT CCG TTT CTC TTC-3´ 

MeHD-ZIPIII R 5´- GTG ATG TTA CTG GAG CTC GCT CGT AAC-3´ 

 
4.2 การตดัส่วนท่ีเป็น GUS gene ออกจากเวกเตอร์ pBI121  

 
เพื่อท าการสร้างส่วนของ backbone เวกเตอร์ส าหรับเช่ือมต่อกบัยีน MeHD-ZIPIII และ 

MeTM โดยการน าเวกเตอร์ pBI121 มาท าการตดัดว้ยเอนไซม ์BamHI (NEB) และ SacI (NEB)โดย
ในปฏิกิริยาประกอบดว้ย pBI121 30 ไมโครกรัม, 10x NEB buffer3 3 ไมโครลิตร, 1 มิลลิกรัม/
มิลลิลิตร BSA 3 ไมโครลิตรและ BamHI (NEB) 20 ยนิูต ในปริมาตร 30 ไมโครลิตรจากนั้นน าไป
ท าปฏิกิริยาท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 3 ชัว่โมง แลว้ท าการหยุดปฏิกิริยาของเอนไซม์
โดยการน าไปใหค้วามร้อนท่ี 75 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที จากนั้นท าการตดัอีกคร้ังหน่ึงดว้ย
เอนไซม์ SacIโดยท าการเติม 10x NEB buffer3 3 ไมโครลิตร, 1 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร BSA 3 
ไมโครลิตรและ SacI 20 ยูนิต ลงในปฏิกิยา BamHI ในปริมาตร 60 ไมโครลิตรแลว้น าไปท า
ปฏิกิริยาท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 3 ชั่วโมง จากนั้นน าไปท าปฏิกิริยา alkaline 
phosphatase เพื่อท าการเคล่ือนยา้ยหมู่ฟอสเฟตออกจาก backbone vector โดยในการท าปฏิกิริยา 
alkaline phosphatase ประกอบดว้ย ปฏิกิริยา double digestion 60 ไมโครลิตร 10x NEB buffer3 6 
ไมโครลิตรและ CIP (NEB) 10 ยนิูต ในปริมาตร 120 ไมโครลิตร น าปฏิกิริยาไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 37 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 ชั่วโมง จากนั้นท าการตกตะกอนดีเอ็นเอโดยการสกดัด้วย ฟีนอล/
คลอโรฟอร์ม แลว้ตกตะกอนดว้ย 3M sodium acetate pH5.2 ในปริมาณ 0.1 เท่าของปริมาตร
ทั้งหมด และ เอทานอลเขม้ขน้ ปริมาณ 2.5 เท่าของปริมาตรทั้งหมด แลว้ท าการบ่มท่ี -20 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 1 คืน จากนั้นท าการเก็บตะกอนดีเอ็นเอโดยการน าไปป่ันเหวี่ยงท่ี 13,000 รอบ
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ต่อนาที ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที แลว้ท าการลา้งตะกอนดีเอ็นเอดว้ยเอทานอล 
70% v/v น าตะกอนผึ่งใหแ้หง้แลว้ละลายตะกอนในน ้ากลัน่ท่ีผา่นการฆ่าเช้ือ 

 
4.3 การตดัช้ินส่วนของยีน MeHD-ZIPIII และ MeTM ออกจากพลาสมิด pGEM®-T Easy 

vector  
 
น าพลาสมิด pGEM®-T Easy vector (Promega) ท่ีมียีน MeHD-ZIPIII และ MeTM มาท า

การตดัดว้ยเอนไซม ์BamHI และ SacI เพื่อให้ไดเ้ฉพาะช้ินส่วนของยีนท่ีตอ้งการน าไปเช่ือมต่อกบั 
pBI121 backbone vector โดยในปฏิกิริยาประกอบดว้ย พลาสมิด pGEM®-T Easy vector ท่ีมียีน 
MeHD-ZIPIII หรือ integral membrane protein 30 ไมโครกรัม, 10x NEB buffer3 3 ไมโครลิตร 1 
มิลลิกรัม/มิลลิลิตร BSA 3 ไมโครลิตร และ BamHI (NEB) 20 ยนิูต ในปริมาตร 30 ไมโครลิตร
จากนั้นน าไปท าปฏิกิริยาท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 3 ชัว่โมง แลว้ท าการหยุดปฏิกิริยา
ของเอนไซมโ์ดยการน าไปใหค้วามร้อนท่ี 75 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที จากนั้นท าการตดัอีก
คร้ังหน่ึงดว้ยเอนไซม ์SacI โดยท าการเติม 10x NEB buffer3 3 ไมโครลิตร 1 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร 
BSA 3 ไมโครลิตรและ SacI (NEB) 20 ยนิูต ลงในปฏิกิยา BamHI ในปริมาตร 60 ไมโครลิตร แลว้
น าไปท าปฏิกิริยาท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 3 ชัว่โมง น าปฏิกิริยาท่ีไดม้าท าการแยกช้ิน
ดีเอ็นเอของยีนออกจากพลาสมิด pGEM®-T Easy vector โดยท าการแยกขนาดดีเอ็นเอดว้ยวิธีอิเล็ก
โตรโฟรีซิสใน 1% agarose gel จากนั้นท าการตดัช้ินดีเอ็นเอของยีนท่ีตอ้งการออกจากเจลและสกดั
ดีเอ็นเอออกจากเจลโดยใช้ชุดสกดั QIAquick® Gel extraction kit (QIAGEN) และท าการเก็บ
ช้ินส่วนของยีน MeHD-ZIPIII และ MeTM ไวท่ี้อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส เพื่อท าการทดลอง
ต่อไป 
 

4.4 การเช่ือมต่อช้ินส่วนของยนี MeHD-ZIPIII และ MeTM 
 
ท  าการเช่ือมต่อช้ินส่วนของยนี MeHD-ZIPIII และ MeTM เขา้กบัส่วนของ backbone พลาส

มิด pBI121:35S และ pBI121:B33 ท่ีผา่นการตดัส่วนของ GUS gene ออกไปโดยในปฏิกิริยาการ
เช่ือมต่อประกอบดว้ย pBI121 backbone พลาสมิดจ านวน 5 ไมโครลิตร ช้ินส่วนของยีน MeHD-
ZIPIII และ MeTM ปฏิกิริยาละ 10 ไมโครลิตร 5x T4 DNA ligase buffer 4 ไมโครลิตร T4 DNA 
ligase (Invitrogen) 5 ยนิูต น าไปท าปฏิกิริยาท่ีอุณหภูมิห้องเป็นเวลา 2 ชัว่โมง จากนั้นน าไปท าการ
ถ่ายเขา้สู่เซลล์ E. coli DH5α ท าการคดัเลือกในอาหารแข็ง LB ท่ีผสม ampicillin 50 ไมโครกรัม/
มิลลิลิตร และท าการตรวจสอบยนีท่ีถ่ายเขา้ไปโดยวธีิโคโลนีพีซีอาร์ เม่ือไดเ้ซลลท่ี์ท่ีไดรั้บยีนเขา้ไป
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แลว้ท าการเล้ียงเซลล์ในอาหารเหลว LB ท่ีผสม ampicillin 50 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร ท าการสกดัพ
ลาสมิดออกจากเซลลแ์ละท าการตดัพลาสมิดสายผสมดว้ยเอนไซม ์BamHI และ SacI เพื่อตรวจสอบ
ดูความถูกตอ้งของขนาดของช้ินยีนท่ีท าการเช่ือมต่อเขา้ไป เม่ือไดพ้ลาสมิดสายผสมท่ีมียีนขนาดท่ี
ถูกตอ้งแลว้น าพลาสมิดดงักล่าวไปท าการถ่ายเขา้สู่เซลล์ Agrobacterium เพื่อใชถ่้ายเขา้สู่ตน้มนัฝร่ัง
ต่อไป 
 

4.5 การถ่ายพลาสมิดสายผสมเขา้สู่เซลล ์Agrobacterium 
 

4.5.1 การเตรียม Agrobacterium competent cell 
 
ท าการเพาะเล้ียงโคโลนีเด่ียวของ Agrobacterium สายพนัธ์ุ EHA105 ในอาหารเล้ียงเช้ือ 

YEP ปริมาตร 5 มิลลิลิตร ท่ีอุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส เขยา่ท่ีความเร็วรอบ 250 รอบต่อนาที เป็น
เวลา 1 คืน จากนั้นน าเช้ือท่ีเล้ียงไดม้าท าการเล้ียงในปริมาตร 45 มิลลิลิตร ท่ีอุณหภูมิ 28 องศา
เซลเซียส เขยา่ท่ีความเร็วรอบ 200 รอบต่อนาที เป็นเวลา 3-5 ชัว่โมง หรือจนกวา่ค่า OD600ได ้0.5 
จากนั้นท าการเก็บเซลล์โดยการน าไปป่ันเหวี่ยงท่ี 3000 × g อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 
นาที แลว้ลา้งตะกอนของเซลล์ท่ีไดด้ว้ย 0.15 M NaCl 15 มิลลิลิตร จากนั้นละลายตะกอนท่ีไดใ้น
สารละลาย 20 mM CaCl2 ท่ีเยน็จดั 
 

4.5.2 การถ่ายโอนพลาสมิดดีเอ็นเอเขา้สู่เซลล์ Agrobacterium โดยใช้วิธี freeze-
thaw method 

 
เพื่อท าการถ่ายโอนพลาสมิดเขา้สู่เซลล์ Agrobacteriumใชพ้ลาสมิดดีเอ็นเอ 1 ไมโครกรัม 

ใส่ลงไปใน Agrobacterium competent cell 200 ไมโครลิตร แลว้น าปฏิกิริยาดงักล่าวไปท าการบ่ม
ในน ้ าแข็งเป็นเวลา 30 นาที จากนั้นน าปฏิกิริยาไปท าให้แข็งแบบทนัทีทนัใดในไนโตรเจนเหลว
แลว้น าไปท าให้ละลายโดยการบ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที แลว้ท าการเติม
อาหารเล้ียงเช้ือ YEP เขา้ไป 1 มิลลิลิตร แลว้น าไปเล้ียงให้ Agrobacterium ฟ้ืนตวัท่ีอุณหภูมิ 28 
องศาเซลเซียส เขยา่ท่ี 250 รอบต่อนาที เป็นเวลา 4 ชัว่โมง จากนั้นน าเซลล์ Agrobacterium ท่ีผา่น
การถ่ายโอนพลาสมิดดีเอ็นเอมาท าการเล้ียงบนอาหารแข็ง YEP ท่ีเติม kanamycin เขา้ไปความ
เขม้ขน้ 50 มิลลิกรัมต่อลิตร น าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2-3 วนั ท าการ
ตรวจสอบโคโลนี Agrobacterium ว่าได้รับพลาสมิดดีเอ็นเอหรือไม่โดยการท าโคโลนีพีซีอาร์ 
จากนั้นท าการเก็บรักษาสายพนัธ์ุท่ีอุณหภูมิ –80 องศาเซลเซียส 
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5 การถ่ายยนีเข้าสู่พชื  
 
ในงานวจิยัน้ีท าการถ่ายยนีท่ีตอ้งการศึกษาหนา้ท่ีการแสดงออกของยีนท่ีสนใจเขา้สู่มนัฝร่ัง

เพื่อใช้เป็นตวัแทนในการศึกษาหน้าท่ีและการแสดงออกของยีนจากมนัส าปะหลงัเน่ืองดว้ยในมนั
ฝร่ังและมนัส าปะหลงัมีกระบวนการในการพฒันาการสะสมอาหารและการสะสมแป้งท่ีคลา้ยคลึง
กนัแต่การถ่ายยนีในมนัส าปะหลงัยงัท าไดย้ากและใชเ้วลานาน ดงันั้นในงานวจิยัน้ีจึงไดเ้ลือกท าการ
ถ่ายยนีในมนัฝร่ัง  
 

5.1 การเตรียมเซลล ์Agrobacterium ส าหรับถ่ายโอนยนีเขา้สู่พืช 
 
ส าหรับยนีท่ีจะท าการถ่ายโอนเขา้สู่พืชคือ ยีน MeHD-ZIPIII และ MeTM ไดถู้กสังเคราะห์

ข้ึนและท าการโคลนเขา้ใน pBI121:35S และ pBI:B33 โดยมี cauliflower mosaic virous 35S (P35S) 
และ storage organ specific papatin promoter (B33) เป็นโปรโมเตอร์ส าหรับควบคุมการแสดงออก
ของ recombination vector ไดถู้กท าการถ่ายลงใน Agrobacterium tumefaciens สายพนัธ์ุ EHA105 
ในการถ่ายยีนเขา้สู่พืชนั้นเร่ิมจากการเตรียมเซลล์ Agrobacterium โดยท าการเพาะเล้ียงเช้ือท่ีไดท้  า
การเก็บรักษาไวท่ี้ -80 องศาเซลเซียส บนอาหารแข็ง YEP ท่ีมีส่วนผสมของ kanamycin 50 
ไมโครกรัม/มิลลิลิตร ท าการเล้ียงท่ีอุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2-3 วนั จากนั้นเลือกเอา
โคโลนีเด่ียวมาเล้ียงในอาหาร YEP แบบเหลวท่ีเติม kanamycin 50 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร ปริมาตร 
40 มิลลิลิตร เล้ียงท่ีอุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส เขยา่ท่ี 250 รอบต่อนาที เป็นเวลาหน่ึงคืน จากนั้น
น าไปวดั OD600 ใหไ้ด ้0.6 ท าการเก็บเซลลด์ว้ยการป่ันเหวีย่งท่ี 7000 x g 5 นาที ลา้งตะกอนท่ีไดด้ว้ย 
infection media; IM จากนั้นละลายเซลล์ใน IM ปริมาตร 40 มิลลิลิตร เติม 200 mM acetosyringone 
แลว้น าเซลล์ไปเล้ียงต่อท่ีอุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส เขยา่ท่ี 250 รอบต่อนาที เป็นเวลา 2 ชัว่โมง 
แลว้น าไปแช่ในน ้าแขง็เพื่อรอท าการ co-cultivation ต่อไป 

 
5.2 การถ่ายยนีเขา้สู่พืชและการชกัน าใหพ้ืชเจริญเป็นตน้ 
 
ส าหรับการถ่ายยีนเขา้สู่พืชนั้นไดท้  าตามวิธีของ Benerjee et al., 2006b. โดยใชส่้วนท่ีเป็น

ตาและล าตน้ของมนัฝร่ังอาย ุ4 สัปดาห์ท่ีเพาะเล้ียงในห้องทดลอง เร่ิมจากตดัส่วนของล าตน้ของมนั
ฝร่ังระหวา่งตา แลว้ท าการสร้างบาดแผลให้มนัฝร่ังแลว้แช่ใน IM เม่ือไดป้ริมาณของช้ินส่วนพืชท่ี
จะท าการถ่ายยนีครบแลว้ น าช้ินส่วนพืชท่ีตดัไวเ้หล่านั้นไปแช่ใน Agrobacterium ท่ีไดเ้ตรียมไวใ้น
ขั้นตน้ น าไปเขยา่ท่ีความเร็วรอบ 40 รอบต่อนาทีเป็นเวลา 45 นาที ในท่ีมืด จากนั้นน าช้ินส่วนพืช
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มาซบัส่วนท่ีเป็นเซลล์ Agrobacterium ออกดว้ยกระดาษกรองท่ีผา่นการฆ่าเช้ือแลว้ แลว้น าช้ินส่วน
พืชมาวางลงบนอาหาร MGC ท่ีมีส่วนผสมของ 200 mM acetosyringone แลว้ท าการเพาะเล้ียงท่ี
อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 48 ชัว่โมง ในสภาวะท่ีมืด เม่ือครบ 48 ชัว่โมง ท าการยา้ย
ช้ินส่วนพืชมาเล้ียงในอาหาร MGS แลว้ท าการเพาะเล้ียงท่ีอุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส จากนั้นใช้
เวลาประมาณ 14-17 วนัจะเห็นส่วนยอดเร่ิมงอกออกมาจากล าตน้ของมนัฝร่ัง 

 
5.3 การตรวจสอบหาตน้มนัฝร่ังท่ีไดรั้บยนีเขา้ไป 
 

5.3.1 การคดัเลือกตน้มนัฝร่ังท่ีผ่านการถ่ายยีนเขา้ไป และการชกัน าให้เจริญเป็น
ตน้มนัฝร่ัง 

 
หลงัจากผา่นกระบวนการถ่ายยีนเขา้สู่มนัฝร่ังท าการคดัเลือกตน้มนัฝร่ังท่ีไดรั้บยีนเขา้ไป

บนอาหารเพาะเล้ียง MGS ท่ีมีส่วนผสมของยาปฏิชีวนะ kanamycin ความเขม้ขน้ 50 มิลลิกรัมต่อ
มิลลิลิตร และ cefotaxim ความเขม้ขน้ 250 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร จากนั้นท าการคดัเลือกตน้มนัฝร่ัง
ท่ีสามารถเจริญเติบโตบนอาหารเพาะเล้ียงท่ีมีส่วนผสมของยาปฏิชีวนะ ตดัเอาส่วนใบมาใชใ้นการ
สกดัจีโนมิกดีเอน็เอเพื่อท าการตรวจสอบวา่มียนีท่ีตอ้งการแทรกเขา้ไปในจีโนมพืชหรือไม่ 

 
5.3.2 การสกดัจีโนมิกดีเอน็เอ 

 
การสกดัจีโนมิกดีเอ็นเอของใบมนัฝร่ังนั้นจะน าส่วนใบ 0.5-1 กรัม ท าการบดให้ละเอียด

จนกลายเป็นผงแป้งในไนโตรเจนเหลวจากนั้นเติม CTAB isolation buffer (2% 2-
hexadecyltrimethyl-ammoniumbromide; CTAB 0.2 % 2-mercaptoethanol 20 mM EDTA 100 
mM Tris-HCL pH 8.0) ท่ีผ่านการให้ความร้อนท่ี 65 องศาเซลเซียส จ านวน 600 ไมโครลิตร 
จากนั้นน าไปท าการบ่มท่ีอุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 ชัว่โมง ท าการเติม chloroform: 
isoamyl alcohol (24:1) จ านวน 600 ไมโครลิตรเขยา่ให้เขา้กนั แลว้น าไปป่ันเหวี่ยงท่ี 13,000 รอบ
ต่อนาที เป็นเวลา 10 นาที ท่ีอุณหภูมิห้อง จากนั้นดูดเอาแต่ส่วนใสชั้นบนสุดใส่ในหลอดทดลอง
ใหม่ แลว้ท าการเติมไอโซโพรพานอลในปริมาตร 0.7 เท่าของปริมาตรทั้งหมด ในขั้นตอนน้ีจะ
เห็นจีโนมิกดีเอ็นเอเป็นเส้นสีขาวขุ่นใช้ตะขอเก่ียวดีเอ็นเอข้ึนมาใส่ในหลอดทดลองใหม่แลว้ท า
การลา้งดีเอ็นเอดว้ยเอทานอล 70 % v/v ปริมาตร 1 มิลลิลิตร น าไปป่ันเหวี่ยงท่ีความเร็วรอบ 
13,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 5 นาที ดูดส่วนท่ีเป็นเอทานอล 70 % v/v ออกให้หมด ท าการผึ่ง
ตะกอนจีโนมิกดีเอ็นเอให้แห้งแลว้ละลายดีเอ็นเอท่ีไดใ้น TE buffer ท่ีมีส่วนผสมของ RNase เพื่อ
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ก าจดัอาร์เอน็เอท่ีปนเป้ือนออกไป จากนั้นท าการเก็บรักษาจีโนมิกดีเอ็นเอท่ี -20 องศาเซลเซียส 
เพื่อไวใ้ชง้านต่อไป 

 
5.3.3 การออกแบบไพรเมอร์ส าหรับตรวจสอบหาตน้มนัฝร่ังท่ีไดรั้บยนีเขา้ไป 

 
ท าการออกแบบไพรเมอร์ส าหรับตรวจสอบหาตน้มันฝร่ังท่ีไดรั้บยีนเขา้ไป โดยไพรเมอร์

ท่ีใชใ้นการตรวจสอบนั้นไดถู้กออกแบบจากบริเวณ NOS promoter,  NptII,  NOS terminator และ
ภายในบริเวณของยนีโดยไพรเมอร์ท่ีใชแ้สดงในตารางท่ี 2 
 
ตารางที ่2  แสดงไพรเมอร์ท่ีใชใ้นการตรวจสอบหาตน้มนัฝร่ังมนัฝร่ังท่ีไดรั้บการถ่ายโอนยนี 

 
primer name Sequence 

NOS-promoterF1 5´-GTCGCCTAAGGTCACTATCAGCTAGCA-3´ 

nptIIR 5´-TGGCCGCTTTTCTGGATTCATCGACTGT-3´ 

HD-ZIPIII RT-F 5´- CCT GGA AAG TGT TGA ACG AAG AGG -3´ 
A22 RT-F 5´- CTC GTA AAG AAG TTG AAG GAG ATG C -3´ 
pBITnos-R 5´-AGTAACATAGATGACACCGCGC-3´ 

 
5.3.4   ปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรส 

 
เพื่อตรวจสอบหาช้ินดีเอ็นเอท่ีถูกถ่ายโอนเขา้ในตน้มนัฝร่ัง ดว้ยปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอร์

เรสซ่ึงประกอบดว้ย 1/20 diluted genomic DNA 5 ไมโครลิตร 10x ExTaq buffer 1.2 ไมโครลิตร 
2.5 mM dNTP mix 2 ไมโครลิตร 25 mM MgCl2 0.4 ไมโครลิตร forward primer 0.2 ไมโครลิตร  
reverse primer 0.2 ไมโครลิตร ExTaq (TAKARA) 0.12 ไมโครลิตรในปริมาตรทั้งหมด 10 
ไมโครลิตรโดยมีขั้นตอนการท าพีซีอาร์ดงัต่อไปน้ี  
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PCR Step  MeHD-ZIPIII  MeTM     NOS-F NptII-R 
Denaturation 94°ซ, 4 นาที   94°ซ, 4 นาที  94°ซ, 4 นาที 

   37 รอบ    37 รอบ    37 รอบ 
Denaturation 94°ซ, 30 วนิาที  94°ซ, 30 วนิาที  94°ซ, 30 วนิาที 
Annealing 55°ซ, 30 วนิาที  57°ซ, 30 วนิาที  64°ซ, 30 วนิาที 
Extension  72°ซ, 1 นาที  72°ซ, 1 นาที  72°ซ, 1 นาที 
Final extension 72°ซ, 10 นาที  72°ซ, 10 นาที  72°ซ, 10 นาที 
 

5.4 การตรวจสอบการแสดงออกของยนีในตน้มนัฝร่ังท่ีไดรั้บการถ่ายโอนยนี 
 

5.4.1 การทดสอบหาลกัษณะท่ีแสดงออกของตน้มนัฝร่ังท่ีไดรั้บการถ่ายโอนยนี 
 
ท าการทดสอบหาฟีโนไทป์ของต้นมันฝร่ังท่ีได้รับการถ่ายโอนยีนโดยวิธี in vitro 

tuberization โดยการ sub-culture ตน้มนัฝร่ังท่ีไดรั้บการถ่ายโอนยีนแลว้น าไปปลูกในขวดทดลองท่ี
ใส่อาหารส าหรับชกัน าให้เกิดหัวแล้วน าไปเล้ียงใน growth chamber ภายใตอุ้ณหภูมิ 25 องศา
เซลเซียส ความช้ืนสัมพทัธ์ 70% ช่วงแสง 8 ชัว่โมง และช่วงมืด 16 ชัว่โมง เป็นเวลา 7 สัปดาห์ 
 

5.4.2 การสกดัอาร์เอ็นเอจากตน้มนัฝร่ังท่ีไดรั้บการถ่ายโอนยนีมนัฝร่ังและตน้มนั
ฝร่ังท่ีไม่มียนีเป้าหมาย 

 
 ท าการตดัใบจากตน้มนัฝร่ังและตน้มนัฝร่ังท่ีไดรั้บการถ่ายโอนยีนมนัฝร่ังจ านวน 1 กรัม 

จากนั้นท าการบดให้ละเอียดในไนโตรเจนเหลว แลว้ท าการสกดัอาร์เอ็นเอโดยใช้ RNeasy Plant 
Mini Kit (QIAGEN) โดยท าตามวธีิการของผูผ้ลิต จะได ้total RNA จากนั้นท าการสร้าง cDNA เพื่อ
ใชใ้นการตรวจสอบการแสดงออกของยนีต่อไป 

 
5.4.3 การสร้าง cDNAจาก total RNA   

 
ในการสังเคราะห์สาย cDNA ส าหรับใชใ้นการศึกษารูปแบบการแสดงออกของยีนนั้นเร่ิม

จาก อาร์เอ็นเอ 1 ไมโครกรัม random hexamer 1 ไมโครลิตร 10mM dNTPS mix 1 ไมโครลิตรเติม
น ้า DEPC จนไดป้ริมาตร 13 ไมโครลิตร จากนั้นน าไปท าการบ่มท่ีอุณหภูมิ 65  องศาเซลเซียส เป็น
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เวลา 5 นาที แลว้ท าการแช่ลงในน ้ าแข็งอย่างรวดเร็ว จากนั้นท าการเติม 5x reverse transcription 
buffer 4 ไมโครลิตร 10mM dNTPs mixed 1 ไมโครลิตร 0.1M DTT 2 ไมโครลิตร 100 µM 
Random hexamer 0.5 ไมโครลิตร RiboLockTM10 ยนิูต และreverse transcriptase (Invitrogen) 200 ยู
นิต จากนั้นท าการบ่มท่ีอุณหภูมิห้องเป็นเวลา 5 นาที แลว้น าไปบ่มต่อท่ีอุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส 
เป็นเวลา 1 ชัว่โมง แลว้ท าการหยุดปฏิกิริยาโดยน าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 75 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 
นาที แลว้ท าการเก็บรักษา cDNA ท่ีอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส ส าหรับการทดลองต่อไป 

 
 

5.4.4 การท า Nested semi-quantitative RT-PCR เพื่อตรวจสอบปริมาณกา
แสดงออกของยนีท่ีถ่ายโอนเขา้สู่มนัฝร่ัง 

 
เพื่อวิเคราะห์หารูปแบบการแสดงออกของยีนท่ีแตกต่างกันในอวยัวะต่าง ๆ ของมัน

ส าปะหลงัโดยวิธี nested semi-quantitative RT-PCR ใชไ้พรเมอร์จ านวน 2 คู่ ในการท าพีซีอาร์ 2 
คร้ัง ดงัแสดงในตารางท่ี 3 ในการท าพีซีอาร์รอบแรกใช ้cDNA เป็นตน้แบบในการท าพีซีอาร์ ใน
การท าพีซีอาร์รอบท่ี 2 ใชผ้ลิตผลท่ีไดจ้ากการท าพีซีอาร์ในรอบแรกเป็นตน้แบบในการท าพีซีอาร์ 
โดยในปฏิกิริยาพีซีอาร์รอบแรกประกอบด้วย first strand cDNA ท่ีเจือจาง 20 เท่า จ  านวน 2 
ไมโครลิตร 10 µM forward primer และ reverse primer อยา่งละ 0.5 ไมโครลิตร ExtaqTM buffer 2.5 
ไมโครลิตร Extaq 0.15 ไมโครลิตร และน ้ากลัน่ท่ีผา่นการฆ่าเช้ือ 17.35 ไมโครลิตร ท าการตั้งค่าการ
ท างานของเคร่ืองพีซีอาร์ดงัต่อไปน้ี 
 

1st PCR Step  MeHD-ZIPIII  MeTM 
 Denaturation  94°ซ, 1 นาที  94°ซ, 1 นาที 
    35 รอบ    35 รอบ 
 Denaturation  94°ซ, 30 วนิาที  94°ซ, 30 วนิาที 
 Annealing  57°ซ, 30 วนิาที  60°ซ, 30 วนิาที 
 Extension  72°ซ, 30 วนิาที  72°ซ, 30 วนิาที 
 Final extension  72°ซ, 5 นาที  72°ซ, 5 นาที 

 
จากนั้นน าผลท่ีได้จากการท า 1st PCR มาตรวจสอบผลโดยวิธีอิเล็กโทรโฟรีซีสโดยใช้

agarose gel ความเขม้ขน้ 2.0% ในการวิเคราะห์ จากนั้นยอ้มดว้ยเอธิเดียมโบรไมด์และตรวจสอบ
ดว้ยเคร่ือง UV Transilluminator 
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น าผลิตผลจาก 1st PCR มาใช้เป็นตน้แบบในการท า 2nd PCR โดยในปฏิกิริยาพีซีอาร์
ประกอบดว้ย 1st PCR จ านวน 2 ไมโครลิตร 10µM forward primer และreverse primer อยา่งละ 0.5 
ไมโครลิตร ExtaqTM buffer 2.5 ไมโครลิตร Extaq 0.15 ไมโครลิตร และน ้ ากลัน่ท่ีผา่นการฆ่าเช้ือ 
17.35 ไมโครลิตร ท าการตั้งค่าการท างานของเคร่ืองพีซีอาร์ดงัต่อไปน้ี 
 

1st PCR Step  MeHD-ZIPIII  MeTM 
 Denaturation  94°ซ, 1 นาที  94°ซ, 1 นาที 
    40 รอบ   40 รอบ  
 Denaturation  94°ซ, 30 วนิาที  94°ซ, 30 วนิาที 
 Annealing  55°ซ, 30 วนิาที  55°ซ, 30 วนิาที 

 Extension  72°ซ, 30 วนิาที  72°ซ, 30 วนิาที 
 Final extension  72°ซ, 5 นาที  72°ซ, 5 นาที 
  

ตารางที ่3  แสดงไพรเมอร์ท่ีใชใ้นการท า Semi-quantitative nested RT-PCR 
 

Primer name Sequence 

HDOuter-F 5´-AAGTATCTGCCTGTCAAGTTGGAC-3´ 

HDRT-F 5´-CCTGCAAAGTGTTGAACGAAGAGG-3´ 

A22Outer-F 5´-GAAGTTCTGCAGAAGAATGGCAGC-3´ 

A22RT-F 5´-CTCGTAAAGAAGTTGAAGGAGATGC-3´ 
pBITnosR 5´-AGTAACATAGATGACACCGCGC-3´ 

pBITnosinR 5´-ATCGCAAGACCGGCAACAGGATTC -3´ 

 
จากนั้นน าผลท่ีไดจ้ากการท า 2nd PCR มาตรวจสอบผลโดยวิธีอิเล็กโทรโฟรีซีสโดยใช้

agarose gel ความเขม้ขน้ 2.0% ในการวิเคราะห์ จากนั้นยอ้มดว้ยเอธิเดียมโบรไมด์และตรวจสอบ
ดว้ยเคร่ือง UV transilluminaton 
 
 
 
 



39 

5.5 การตรวจสอบจ านวนชุดของยนีในตน้มนัฝร่ังท่ีไดรั้บการถ่ายโอนยนีโดยวธีิ 
southern blot hybridization 

 
5.5.1 การเตรียมดีเอน็เอ  

 
การสกดัจีโนมิกดีเอ็นเอของใบมนัฝร่ังนั้นจะน าส่วนใบ 5 กรัม ท าการบดให้ละเอียดจน

กลายเป็นผงแป้งในไนโตรเจนเหลวจากนั้นเติม CTAB isolation buffer (2% 2-hexadecyltrimethyl-
ammoniumbromide; CTAB 0.2% 2-mercaptoethanol 20 mM EDTA 100 mM Tris-HCl pH 8.0) ท่ี
ผา่นการใหค้วามร้อนท่ี 65 องศาเซลเซียส จากนั้นน าไปท าการบ่มท่ีอุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส เป็น
เวลา 1 ชัว่โมง ท าการเติม chloroform: isoamyl alcohol (24:1) ในปริมาณเท่ากบั 2% CTAB  เขยา่
ให้เขา้กนั แลว้น าไปป่ันเหวี่ยงท่ี 13,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 10 นาที ท่ีอุณหภูมิห้อง จากนั้นดูด
เอาแต่ส่วนใสชั้นบนสุดใส่ในหลอดทดลองใหม่ แลว้ท าการเติมไอโซโพรพานอลในปริมาตร 0.7 
เท่าของปริมาตรทั้งหมด ในขั้นตอนน้ีจะเห็นจีโนมิกดีเอ็นเอเป็นเส้นสีขาวขุ่นใชต้ะขอเก่ียวดีเอ็นเอ
ข้ึนมาใส่ในหลอดทดลองใหม่แลว้ท าการลา้งดีเอ็นเอดว้ยเอทาอนล 70 %v/v ปริมาตร 1 มิลลิลิตร 
น าไปป่ันเหวี่ยงท่ีความเร็วรอบ 13,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 5 นาที ดูดส่วนท่ีเป็นเอทานอล 70 
%v/v ออกให้หมด ท าการตากตะกอนจีโนมิกดีเอ็นเอให้แห้งแลว้ละลาย ดีเอ็นเอท่ีไดใ้น TE buffer 
ท่ีมีส่วนผสมของ RNase เพื่อก าจดัอาร์เอ็นเอท่ีปนเป้ือนออกไป จากนั้นท าการเก็บรักษาจีโนมิกดี
เอน็เอท่ีอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส เพื่อไวใ้ชง้านต่อไป 

 
5.5.2 การตดัจีโนมิกดีเอน็เอดว้ยเอนไซมต์ดัจ าเพาะ 

 
น าจีโนมิกดีเอ็นเอจ านวน 45 ไมโครกรัม ท าการตดัดว้ยเอนไซมต์ดัจ าเพาะท่ีมีต าแหน่งตดั 

1 ต าแหน่งบนบริเวณ T-DNA โดยเลือกใช้เอนไซม์ HindIII และ EcoRI ท่ีความเขม้ขน้ 1 
ไมโครกรัมดีเอ็นเอ ต่อความเขม้ขน้เอนไซม ์10 ยนิูต ท าการบ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็น
เวลา 1 คืนแลว้ท าการหยุดปฏิกิริยาเอนไซม์โดยการสกดัดว้ย phenol:chloroform:IAA (25:24:1) 
แลว้ท าการตกตะกอนดีเอ็นเอโดยใชโ้ซเดียมอะซีเตตในปริมาตร 0.1 เท่า ของสารละลาย และเอทา
นอล 2.5 เท่าของสารละลาย จากนั้นน าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ  -20 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 คืน แลว้
น ามาป่ันเหวี่ยงท่ีความเร็วรอบ 12,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 30 นาที แลว้ลา้งตะกอนดีเอ็นเอดว้ย 
70% เอทานอล ป่ันเหวี่ยงท่ีความเร็วรอบ 12,000 รอบต่อนาทีเป็นเวลา 5 นาที ดูดเอทานอลทิ้งให้
หมดแลว้ผึ่งตะกอนดีเอ็นเอเป็นเวลา 10 นาที จากนั้นท าการละลายตะกอนดีเอ็นเอในน ้ ากลัน่ท่ีผา่น
การฆ่าเช้ือใหดี้เอน็เอละลายท่ี 4 องศาเซลเซียส  
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5.5.3 การแยกขนาดดีเอ็นเอดว้ยวธีิอิเล็กโตรโฟรีซิสบนเจลอะกาโรส 
 
ท าการแยกขนาดดีเอ็นเอดว้ยวิธีอิเล็กโตรโฟรีซิสบนเจลอะกาโรสความเขม้ขน้ 0.8 %w/v 

โดยผสมสียอ้มดีเอน็เอในสารละลายดีเอน็เอ แลว้ท าการแยกแถบดีเอ็นเอท่ีกระแสไฟ 60 โวลต ์เป็น
เวลา 1 คืน หรือ จนกวา่จะสังเกต เห็นสีน ้าเงินของสียอ้มดีเอน็เอเคล่ือนท่ีจนสุดขอบล่างของเจล 

 
5.5.4 การเคล่ือนยา้ยแถบดีเอน็เอจากเจลลงสู่เมมเบรน  

 
น าเจลท่ีผา่นการแยกขนาดดีเอ็นเอท าการตดัส่วนของ DNA ladder ออก เพื่อน าไปยอ้มดี

เอน็เอดว้ยเอธิเดียมโบรไมดแ์ลว้ท าการบนัทึกภาพภายใตแ้สงอลัตร้าไวโอเลตเพื่อเปรียบเทียบขนาด
ดีเอ็นเอต่อไป ส่วนของเจลท่ีเหลือน าไปแช่ในกรดไฮโรคลอริกความเขม้ขน้ 250 mM เป็นเวลา 20 
นาที พร้อมเขย่า ลา้งเจลดว้ยน ้ าท่ีผ่านการฆ่าเช้ือ จากนั้นน าเจลไปแช่ต่อใน denaturation solution 
(0.5 M NaOH 1.5 M NaCl) เป็นเวลา 15 นาทีพร้อมเขยา่ ในขั้นตอนน้ีท าซ ้ า 2 คร้ัง ลา้งเจลดว้ยน ้ าท่ี
ผา่นการฆ่าเช้ือ จากนั้นน าเจลไปแช่ใน neutralization solution (0.5M Tris-HCl pH 7.5 1.5M NaCl)  
เป็นเวลา 15 นาทีพร้อมเขยา่ ในขั้นตอนน้ีท าซ ้ า 2 คร้ัง แลว้น าเจลไปแช่ใน 20X SSC เป็นเวลาอยา่ง
นอ้ย 10 นาที 
 

ท าการเคล่ือนยา้ยแถบดีเอ็นเอจากเจลสู่ positive charge nylon membrane ตามภาพท่ี 9 โดย
ในการเคล่ือนยา้ยแถบดีเอน็เอใชเ้วลา 16 ชัว่โมงจากนั้นน าแผน่ positive charge nylon membrane ท่ี
ถูกยา้ยดีเอ็นเอมาแลว้ท าการตรึงดีเอ็นเอให้อยูบ่นเมมเบรนโดย UV crosslinking ท่ี 120 mJ ลา้งเมม
เบรนโดยใช้น ้ าท่ีผ่านการฆ่าเช้ือ แล้วท าการผึ่งเมมเบรนให้แห้งเพื่อน าไปใช้ในกระบวนการ 
hybridization ต่อไป 
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ภาพที ่9  แสดงการจดัวางอุปกรณ์ส าหรับการเคล่ือนยา้ยแถบดีเอน็เอจากเจลลงสู่เมมเบรน 
 

5.5.5 การสังเคราะห์โพรบ 
 

ท าการออกแบบไพรเมอร์เพื่อสังเคราะห์โพรบในบริเวณ NptII gene เม่ือไดไ้พรเมอร์แลว้
ท าการติดฉลากโพรบโดยใช ้PCR DIG Probe Synthesis Kit (Roche) โดยในปฏิกิริยาประกอบดว้ย 
pBI:35S:A22 จ านวน 0.5 ไมโครลิตร 10µM forward primer และreverse primer อยา่งละ 2.5 
ไมโครลิตร PCR buffer with MgCl2 5 ไมโครลิตร PCR DIG mix 5 ไมโครลิตรenzyme mix 0.75 
ไมโครลิตร และน ้ ากลัน่น่ึงฆ่าเช้ือ 33.75 ไมโครลิตร ท าการตั้งค่าการท างานของเคร่ืองพีซีอาร์
ดงัต่อไปน้ี 
 

ขั้นตอนของปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรส 
   
 Denaturation  95°ซ, 1 นาที 
    30 รอบ   
 Denaturation  95°ซ, 30 วนิาที   
 Annealing  57°ซ, 30 วนิาที   
 Extension  72°ซ, 40 วนิาที   
 Final extension  72°ซ, 7 นาที  
 

จากนั้นน าผลท่ีไดจ้ากการสังเคราะห์โพรบมาตรวจสอบผลโดยวิธีอิเล็กโทรโฟรีซีสโดยใช้
เจลอะกาโรสความเขม้ขน้ 1.0% ในการวิเคราะห์ จากนั้นยอ้มดว้ยเอธิเดียมโบรไมด์และตรวจสอบ
ดว้ยเคร่ือง UV Transilluminator 
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5.5.6 การท า Hybridization  
 

น าเมมเบรนใส่ในหลอด hybridiztion ใส่ DIG hybridization granule 25 มิลลิลิตร จากนั้น
น าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 42 องศาเซลเซียส หมุนดว้ยความเร็วระดบั 2 เป็นเวลา 30 นาที จากนั้นเท DIG 
hybridization granule ทิ้ง แลว้เติม DIG hybridization buffer 15 มิลลิลิตร บ่มท่ีอุณหภูมิ 49 องศา
เซลเซียส หมุนดว้ยความเร็วระดบั 2 เป็นเวลา 16 ชั่วโมง จากนั้นน าเมมเบรนออกจากหลอด 
hybridization ใส่ลงในถาดพลาสติกท่ีมี low stringency buffer (2x SSC 0.1% SDS) จ านวน 200 
มิลลิลิตร บ่มท่ีอุณหภูมิห้อง 5 นาที พร้อมเขยา่  ท าซ ้ า 2 คร้ัง จากนั้นเท low Stringency buffer ทิ้ง 
แลว้เติม high stringency buffer (0.5x SSC 0.1% SDS) ท่ีถูกท าให้อุ่นท่ีอุณหภูมิ 65  องศาเซลเซียส 
จากนั้นน าไปบ่มท่ีอุณภูมิ 65 องศาเซลเซียส พร้อมเขยา่ เป็นเวลา 15 นาที ท าซ ้ า 2 คร้ัง   

 
5.5.7  ขั้นตอนการตรวจสอบผล 

 
ยา้ยเมมเบรนมาใส่ในถาดพลาสติกใส่ washing buffer (0.1 M Maleic acid 0.15 M NaCl; 

pH 7.5 0.3% v/v Tween 20) บ่มท่ีอุณหภูมิห้องเป็นเวลา 2 นาที พร้อมเขยา่ เท washing buffer ทิ้ง 
เติม blocking Solution 100 มิลลิลิตร บ่มท่ีอุณหภูมิห้องเป็นเวลา 30 นาที พร้อมเขยา่ เท blocking 
solution ทิ้ง ยา้ยเมมเบรนใส่ในหลอด hybridization ใส่ antibody solution 20 มิลลิลิตร บ่มท่ี
อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 30 นาที พร้อมเขย่า เท antibody solution ทิ้ง จากนั้นลา้งเมมเบรนใน 
washing buffer บ่มท่ีอุณหภูมิหอ้งเป็นเวลา 15 นาที พร้อมเขยา่ ท าซ ้ า 2 คร้ัง จากนั้นน าเมมเบรนแช่
ใน detection buffer (0.1 M Tris-HCl 0.1 M NaCl; pH 9.5) เป็นเวลา 3 นาที น าเมมเบรนวางบน
ถุงพลาสติก หยด CSPD (ROCHE) ใหท้ัว่เมมเบรน บ่มท่ีอุณภูมิห้องเป็นเวลา 5 นาที จากนั้นท าการ
ซีลปิดถุง น าเมมเบรนไปวางใน cassette แลว้น าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 
นาที แลว้ท าการประกบฟิลม์เอก็ซเรยเ์ป็นเวลา 5 ชัว่โมง จากนั้นท าการลา้งฟิลม์เพื่อตรวจสอบผล    
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ผลและวจิารณ์ 
 

1. การค้นหายนีที่เกีย่วข้องกบักลไกการควบคุมและพฒันาของรากสะสมอาหารมันส าปะหลงั 

 

การคน้หายีนท่ีคาดว่ามีส่วนเก่ียวขอ้งกบักลไกการควบคุมและพฒันาการของรากสะสม
อาหารมนัส าปะหลงัในงานวิจยัไดใ้ชเ้ทคนิค differential display RT-PCR เร่ิมจากท าการสกดัแยก
อาร์เอ็นเอจากตวัอยา่งรากสะสมอาหารมนัส าปะหลงัระยะ fibrous root (Fi) transition root (TR) 
และ storage root (SR) ท่ีอายุ 2 เดือน เพื่อใชเ้ป็นตน้แบบในการทดลอง จากนั้นท าการวดัปริมาณ 
อา ร์ เอ็น เอและ คุณภาพของอา ร์ เอ็น เอ ท่ีสกัดแยกได้โดยการว ัดด้วย เค ร่ือง  nanodrop 
spectrophotometer ร่วมกบัวิธีการท า denaturing gel electrophoresis ซ่ึงอาร์เอ็นเอท่ีไดมี้คุณภาพดี
โดยจะสังเกตเห็นหน่วยยอ่ยขนาด 18S และ 28S ไดช้ดัเจน ดงัแสดงในภาพท่ี 10  จากนั้นท าการ
ปรับปริมาตรอาร์เอ็นเอให้เท่ากนัทุกตวัอยา่ง เพื่อน าไปใชเ้ป็นแม่แบบในการการสังเคราะห์ cDNA 
ท่ีมี dT-ACP1 เป็นไพรเมอร์น า cDNA ท่ีไดม้าใช้เป็นตน้แบบในการคน้หายีนและพบว่ามีการ
แสดงออกของยีนท่ีระดบัต่างกนัของรากมนัส าปะหลงัท่ีระยะต่างๆ โดยใช้ชุดไพรเมอร์แบบสุ่ม 
arbitrary ACP จ านวน 20 คู่  

  

 
 

ภาพที่ 10  แสดงคุณภาพของอาร์เอ็นเอท่ีสกดัจากรากท่ีระยะพฒันาการต่างๆ ของมนัส าปะหลงั     
Fi คือ ระยะรากฝอย TR คือ ระยะรากเร่ิมโป่งพอง SR คือ ระยะรากสะสมอาหาร จาก
ภาพแสดงอาร์เอน็เอปริมาณ 1 ไมโครกรัม 

 
 

28s rRNA

18s rRNA

Fi TR     SR

28s rRNA

18s rRNA

28s rRNA

18s rRNA

Fi TR     SR
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ตารางที ่4  แสดงผลการท า differential display RT-PCR โดยใชไ้พรเมอร์ A21 ถึง A40 รูปเจลเรียง
ตามระยะพฒันาการของมนัส าปะหลงั Fi คือ ระยะรากฝอย TR คือ ระยะรากเร่ิมโป่ง
พอง SR คือ ระยะรากสะสมอาหาร 

 

 
 
 

Identities

(%)

A21 No Bands NIL NIL NIL

A22 200 Integral membrane protein 97

A23 300 nuclear movement protein 87

A24 No Bands NIL NIL NIL

A25 No Bands NIL NIL NIL

A26 NIL NIL NIL

A27 NIL NIL NIL

A28 600 AGC protein kinases 100

A29 NIL NIL NIL

A30 NIL NIL NIL

A31 No Bands NIL NIL NIL

A32 NIL NIL NIL

A33 NIL NIL NIL

A34 400 auxin resontive protein 97

A35 No Bands NIL NIL NIL

Primer Picture Band Size (bp) Identified gene

*All gel picture is in the sequence of fibrous root (Fi), transition root (TR) and storage root (SR)
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ตารางที ่4 (ต่อ)  
 

 
 

รูปแบบของแถบดีเอ็นเอท่ีไดด้้วยการด าเนินการของ differential display RT-PCR จาก     
ไพรเมอร์ 20 คู่ พบว่ามีคู่ไพรเมอร์จ านวน 7 คู่ ท่ีแสดงความแตกต่างของแถบดีเอ็นเอในระยะการ
พฒันาของรากมนัส าปะหลงั (Masaru et al., 2005) จึงไดท้  าการเช่ือมต่อแถบดีเอ็นเอดงักล่าวเขา้สู่ 
pGEM® T easy vector เพื่อตรวจหาล าดบัเบสของแถบดีเอ็นเอท่ีสนใจทั้ง 7 แถบ จากนั้นน าผลการ
ตรวจหาล าดบัเบสท่ีไดไ้ปท าการเปรียบเทียบกบัฐานขอ้มูล NCBI (Aron et al., 2008) และกลุ่มยีนท่ี
ได ้เม่ือน าไปตรวจสอบและวิเคราะห์หนา้ท่ีของยีนเบ้ืองตน้พบว่า มี 4 กลุ่มยีนท่ีไดจ้าก 4 คู่ไพร
เมอร์ คือ A22 A28 A34 และ A36 ท่ีมีความสัมพนัธ์เก่ียวขอ้งกบักลไกการพฒันารากสะสมอาหาร 
ซ่ึงในการทดลองน้ีไดค้ดัเลือก 2 ยีน คือ Integral membrane protein และhomeodomain-leucine 
zipper (HD-ZIP) ท่ีคาดวา่มีความสัมพนัธ์มากท่ีสุดคือ A22 และ A36 มาศึกษาและวจิยัต่อไป  
 
 
 
 
 
 

Identities

(%)

A36 200 Photosystem protein 100

A36 1000
homeodomain-leucine 

zipper (HD-Zip) 
98

A37 NIL NIL NIL

A38 200
phosphatidic acid 

phosphatase related protein
98

A39 NIL NIL NIL

A40 NIL NIL NIL

*All gel picture is in the sequence of fibrous root (Fi), transition root (TR) and storage root (SR)

Primer Picture Band Size (bp) Identified gene
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1.1 Homeodomain-leucine zipper (HD-ZIP) ในมนัส าปะหลงั 

 

จากขอ้มูลล าดบัเบสท่ีไดจ้ากการท า DDRT-PCR น าไปสู่การหาขอ้มูล full lengh ของยีน 

HD-ZIP จากฐานขอ้มูลจีโนมมนัส าปะหลงัทั้งน้ีเพื่อศึกษาถึงหนา้ท่ีของยีนจึงน า full lengh ของยีน

ท าการถอดรหัสเป็นล าดบักรดอะมิโนเพื่อหาความสัมพนัธ์ของยีนท่ีได้กบัยีนกลุ่ม HD-ZIP ใช้

แผนภาพความสัมพนัธ์ทางพนัธุกรรม (MEGA4) ในการวิเคราะห์โดยน าล าดบักรดอะมิโนของยีน

ตวัแทนในกลุ่ม HD-ZIP จากพืชต่างๆ ท่ีได้ถูกจ าแนกอยู่ในกลุ่ม HD-ZIP ท่ี 1 ถึง กลุ่มท่ี 4 

(Mohamed and Claudio, 2009) กลุ่มละ 4 ชนิดเพื่อใช้ในการเปรียบเทียบจดัหมวดหมู่ล  าดบั

ววิฒันาการ ซ่ึงพบวา่ยนี HD-ZIP ท่ีไดจ้ากมนัส าปะหลงัมีความสัมพนัธ์กบัยีน HD-ZIP กลุ่มท่ี 3 ดงั

แสดงในภาพท่ี 11 มีความสัมพนัธ์ใกลเ้คียงกบัยีน ATHB15 และยีน ATHB8 ซ่ึงเป็นกลุ่ม HD-

ZIPIII  ท่ีแยกไดจ้าก Arabidopsis thalina โดยยีนกลุ่ม HD-ZIP แบ่งออกได ้4 กลุ่ม (Federico et al., 

2007) ตามองคป์ระกอบของ domain ท่ีพบในโปรตีนโดยทุกกลุ่มจะตอ้งมีส่วนของ homeodomain-

leucine zipper domain และมี domain กลุ่มอ่ืนท่ีแตกต่างกนัดงัแสดงในภาพท่ี 12 และเม่ือน าล าดบั

กรดอะมิโนของยนี MeHD-ZIPIII มาเทียบเคียงกบัโปรตีนกลุ่ม HD-ZIPIII ใน Populus trichocarpa 

(PtbZIPIII) และ Arabidopsis thalina (ATHB14)  เพื่อวิเคราะห์หา domain พบวา่ MeHD-ZIPIII 

PtbZIPIII และ ATHB14 มีองคป์ระกอบของโดเมนท่ี 1 และ 2 คือ homeodomain-leucine zipper 

domain (บริเวณแถบสีเขียว เหลือง และส้ม) โดเมนท่ี 3 คือ START domain (บริเวณแถบสีฟ้า) และ

โดเมนท่ี 4 MEKHLA domain (บริเวณแถบสีชมพู) ซ่ึง MAKHLA domain เป็น domail ท่ีพบเฉพาะ

ยนีในกลุ่ม HD-ZIPIII เท่านั้น (Krishanu and Burglin, 2006) ดงัแสดงในภาพท่ี 13  ดงันั้นจึงสรุปได้

วา่ยีน MeHD-ZIP จดัอยูใ่นกลุ่ม HD-ZIPIII ซ่ึงยีนในกลุ่ม HD-ZIPIII น้ีมีหนา้ท่ีเก่ียวขอ้งกบั การ

พฒันาเอมบริโอ การพฒันาของยอด การเกิดตาขา้ง กระบวนการพฒันาใบ กระบวนการพฒันา

ระบบท่อล าเลียงน ้ าและอาหาร และการขนส่งฮอร์โมนออกซิน หนา้ท่ีของยีน HD-ZIP ทั้ง 4 กลุ่มมี

ดงัท่ีแสดงดงัตารางท่ี 5 ซ่ึงจากงานวิจยัมีผูศึ้กษาหน้าท่ีของยีนกลุ่ม HD-ZIPIII ใน Populus 

trichocarpa พบวา่ยีน PtbZIPIII มีหนา้ท่ีเก่ียวขอ้งกบัการเจริญในแนวขวางของการสร้างเซลล์และ

เพิ่มปริมาณเน้ือไม้ของล าต้น (Marcel et al., 2011) ดังนั้นยีน MeHD-ZIPIII อาจมีส่วนใน

กระบวนการพฒันาของเซลล์พาเรนไคมา (Kyoko et al., 2995) เพื่อสะสมอาหารในบริเวณราก

สะสมอาหารของมนัส าปะหลังน่าจะมีผลจากยีน MeHD-ZIPIII ซ่ึงหน้าท่ีของยีนในรากสะสม
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อาหารมนัส าปะหลงัน้ีจะถูกน ามาศึกษา โดยการเพิ่มระดบัการแสดงออกของยีนและใชม้นัฝร่ังเป็น

ตน้แบบในการศึกษาต่อไป 

 

 
 

ภาพที ่11  แผนภาพความสัมพนัธ์ทางพนัธุกรรมแสดงความสัมพนัธ์ของยนีกลุ่ม HD-ZIP ในพืช 

โดยยนี HD-ZIP ของมนัส าปะหลงัท่ีถูกคน้พบในการศึกษาน้ีถูกจดัอยูใ่นกลุ่ม HD-ZIP 

Class III ถูกบ่งช้ีดว้ยวงกลมสีแดง 
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ภาพที ่12  แสดงการจ าแนกกลุ่มของยนี HD-ZIP และโดเมนท่ีพบในยนี HD-ZIP แต่ละกลุ่ม 

(Federico et al., 2007) 

   

ตารางที ่5  แสดงหนา้ท่ีของยีน HD-ZIP ทั้ง 4 กลุ่ม (Federico et al., 2007) 

 

Subfamily functions 

HD-ZIPI Response to abiotic stress, Response to ABA, De-etiolation,  

Blue-light signaling 

HD-ZIPII Response to illumination conditions 

Shade avoidance, Response to auxin 

HD-ZIPIII Embryogenesis, Meristem regulation, lateral organ initiation 

Leaf polarity, Vascular system development 

Auxin transport 

HD-ZIPIV Epidermal cell differentiation, Anthocyanin accumulation 

Root development, Trichomes formation 
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ภาพที่ 13  ผลการเทียบเคียงล าดบักรดอะมิโนและการหา domain ของโปรตีนสมาชิกกลุ่ม               

HD-ZIPIII ของมนัส าปะหลงัคือ MeHD-ZIPIII กบัโปรตีน HD-ZIPIII ท่ีพบในพืชอ่ืน 

(Pt = Populus trichocarpa, At = Arabidopsis thalina)  
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1.2 Integral membrane protein ในมนัส าปะหลงั 

 

 ผลท่ีไดจ้ากการท า DDRT-PCR พบว่าแถบดีเอ็นเอของยีนรหัสของ integral membrane 

protein ให้ช่ือวา่ MeTM มีการแสดงออกสูงในช่วงรากฝอยและรากท่ีเร่ิมโป่งพอง จึงคาดว่าน่าจะ

เก่ียวขอ้งกบัการควบคุมและพฒันาการของรากสะสมอาหารมนัส าปะหลงัอนัน าไปสู่การสืบหา

ขอ้มูล Full lengh ของยีนรหัสของ MeTM จากฐานขอ้มูลจีโนมมนัส าปะหลงั เน่ืองจาก integral 

membrane protein บางยีนมีลกัษณะเป็น transmembrane protein เน่ืองจากมีส่วนของ membrane 

spining region ฝังอยูใ่น membrane มากกวา่ 2 ต าแหน่ง (Johm, 2000) ดงันั้นจึงท าการถอดรหสัยีน

รหัสของ MeTM เป็นล าดับกรดอะมิโนเพื่อวิเคราะห์โครงสร้างของโปรตีน โดยใช้โปรแกรม 

TMHMM พบว่า ยีนรหสัของ integral membrane protein ในมนัส าปะหลงัท่ีไดจ้ากการศึกษามี

ลกัษณะเป็น transmembrane protein เน่ืองจากมีโครงสร้างของ transmembrane spanning region 4 

ต าแหน่ง ดงัแสดงในภาพท่ี 14 และเม่ือท าการวิเคราะห์โครงสร้างและต าแหน่งของ transmenbrane 

region พบวา่โครงสร้างของ transmembrane spanning region 4 ต าแหน่ง มีลกัษณะการเรียงตวัเป็น

แบบ primary helix ดังแสดงในภาพท่ี 15 โดยมีล าดับกรดอะมิโนและความยาวของแค่ละ 

transmembrane region ดงัแสดงในตารางท่ี 6 
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ภาพที่ 14  แสดงผลการวิเคราะห์ transmembrane ในโครงสร้างโปรตีนของยีนรหัสของ MeTM 

บริเวณท่ีคาดวา่จะเป็น transmembrane spanning region ถูกแทนดว้ยบริเวณสีแดง 

 

 
 

ภาพที ่15  แสดงผลการวเิคราะห์บริเวณและโครงสร้างของ transmembrane region ของยีนรหสัของ 

MeTM ในมนัส าปะหลงั 

 



52 

ตารางที่ 6  แสดงล าดบักรดอะมิโนของ transmembrane protein ทั้ง 4 ต าแหน่งท่ีพบในโปรตีน 

MeTM 

 

ล าดบั

ท่ี 

ต าแหน่ง

ของกรดอะ

มิโนท่ี C-

terminal 

Transmembrane region ต าแหน่งของ

กรดอะมิโน

ท่ี C-

terminal 

ประเภท ค ว า ม

ยาว 

1 5 LKLFDCSLRLFVIPLTAASIWL 26 PRIMARY 23 

2 46 MGLKYMVCISAICGGYAFVAAVS 68 PRIMARY 23 

3 82 FVSDQIITYLMITSGAALIDLIY 104 PRIMARY 23 

4 130 KLALILHAMAVFCFIVLAVISSY 152 PRIMARY 23 

 

2. การศึกษารูปแบบการแสดงออกของยนี MeHD-ZIPIII และ integral membrane protein 

(MeTM) จากรากสะสมอาหารมันส าปะหลัง 
 

ท าการศึกษารูปแบบการแสดงออกของยีน HD-ZIPIII และ MeTM โดยใช้เทคนิค semi- 
quantitative RT-PCR เพื่อศึกษารูปแบบการแสดงออกของยีนท่ีสนใจในระยะพฒันาการต่างๆ ของ
การสะสมอาหารในรากสะสมอาหารมนัส าปะหลงั เร่ิมตั้งแต่ระยะรากฝอย รากท่ีเร่ิมมีการพฒันา
เป็นรากสะสมอาหารไปจนถึงรากสะสมอาหาร และในส่วนใบอ่อน ใบแก่และส่วนยอดตวัอยา่งท่ี
ถูกน ามาใชใ้นการทดลองดงัแสดงในภาพท่ี 16 โดยใช้ยีน 18S rRNA เป็นยีนควบคุมภายใน จาก
การศึกษารูปแบบการแสดงออกของยีนพบว่าทั้งยีน HD-ZIPIII และยีน MeTM มีรูปแบบการ
แสดงออกท่ีเหมือนกนัคือ มีการแสดงออกของยีนในระดบัต ่ามากในเน้ือเยื่อส่วนท่ีอยูเ่หนือพื้นดิน
คือ ส่วนปลายยอด ใบอ่อน ใบแก่ แต่ในเน้ือเยื่อส่วนท่ีอยูใ่ตพ้ื้นดินพบระดบัการแสดงออกของยีน
ในระดบัสูงในเน้ือเยือ่ส่วนรากตั้งแต่ส่วนรากฝอยอาย ุ5 สัปดาห์จนถึงในระยะรากสะสมอาหารอาย ุ
2 เดือน ในส่วนของรากฝอยอายุ 7 สัปดาห์การแสดงออกของยีนสูงท่ีสุด และยีนทั้งสองมีการ
แสดงออกลดลงในรากสะสมอาหารอายุ 6 เดือน (Masaru et al., 2005) โดยการแสดงออกของยีน 
HD-ZIPIII แสดงในภาพท่ี 17 และยีน MeTM แสดงในภาพท่ี 18 ซ่ึงผลการทดลองดังกล่าว
สอดคล้องกบัผลการคน้หายีนด้วยวิธี differential display RT-PCR ท่ีพบว่ายีนทั้งสองมีการ
แสดงออกสูงในช่วงของการพฒันาจากรากฝอยไปเป็นรากท่ีเร่ิมมีการสะสมอาหาร และมีการแสดง
ท่ีลดลงในรากสะสมอาหารซ่ึงสอดคล้องกบัหน้าท่ีของยีนกลุ่ม HD-ZIP class III ท่ีเก่ียวขอ้งกบั
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กระบวนการพฒันาระบบล าเลียงอาหาร (Mohamed and Claudio, 2009) และลักษณะของ 
transmembrane protein ท่ีเก่ียวกบักระบวนการขนถ่ายระหวา่งเซลล์ (Liwen and Rogers. 1998) โดย
จะท าการศึกษาหน้าท่ีของยีน HD-ZIPIII และ MeTM ให้ชดัเจนดว้ยการท า overexpression เพื่อ
ศึกษาหน้าท่ีของยีนดงักล่าวโดยใช้มนัฝร่ังเป็นตวัแทนในการศึกษาหน้าท่ีของยีนดงักล่าวจากมนั
ส าปะหลงั 
  
 

 
ภาพที่ 16  ตวัอย่างเน้ือเยื่อแต่ละส่วนของกระบวนการพฒันารากสะสมอาหารและเน้ือเยื่อส่วน

เหนือพื้นดิน AP, apex; YL, young leaf; ML, mature leaf; TS, top of stem; Fi, fibrous 
root; TR1, thickening root stage1; TR2, thickening root stage2; SR, storage root; SRP, 
storage root parenchyma; SRC, storage root cortex 
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ภาพที ่17  ระดบัการแสดงออกของยนี HD-ZIPIII ในเน้ือเยือ่แต่ละส่วนของกระบวนการพฒันาราก

สะสมอาหารและเน้ือเยื่อส่วนเหนือพื้นดิน AP, apex; YL, young leaf; ML, mature leaf; 
TS, top of stem; 5WFi1, 5 weeks fibrous root stage 1; 5WFi2, 5 weeks fibrous root 
stage 2; 5WFi3, 5 weeks fibrous root stage 3; 7WFi2, 7 weeks fibrous root stage 2; 
7WTR1, 7 weeks thickening root stage 1; 7WTR2, 7 weeks thickening root stage 2; 
8WSR, 8 weeks storage root; 2SR, 2 months storage root; 2SRP, 2 months storage root 
parenchyma; 2SRC, 2 months storage root cortex; 6M, 6 months storage root. ยีนท่ีใช้
ควบคุมคือยนี 18S rRNA 

 

 
 
ภาพที่ 18  ระดบัการแสดงออกของยีน MeTM ในเน้ือเยื่อแต่ละส่วนของกระบวนการพฒันาราก

สะสมอาหารและเน้ือเยื่อส่วนเหนือพื้นดิน AP, apex; YL, young leaf; ML, mature leaf; 
TS, top of stem; 5WFi1, 5 weeks fibrous root stage 1; 5WFi2, 5 weeks fibrous root 
stage 2; 5WFi3, 5 weeks fibrous root stage 3; 7WFi2, 7 weeks fibrous root stage 2; 
7WTR1, 7 weeks thickening root stage 1; 7WTR2, 7 weeks thickening root stage 2; 
8WSR, 8 weeks storage root; 2SR, 2 months storage root; 2SRP, 2 months storage root 
parenchyma; 2SRC, 2 months storage root cortex; 6M, 6 months storage root. ยีนท่ีใช้
ควบคุมคือยนี 18S rRNA 
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3. การเพิม่ระดับการแสดงออกและการตรวจสอบพชืทีไ่ด้รับยนีเป้าหมาย 
 

3.1 การสร้างโครงสร้างท่ีเพิ่มระดบัการแสดงออกของยนีในกลุ่ม MeHD-ZIPIII และยนี
กลุ่ม integral membrane protein (MeTM) 
 
 ท าการสร้างโครงสร้างท่ีเพิ่มระดบัการแสดงออกของยีนเพื่อศึกษาหนา้ท่ีของยีนสมาชิกใน
กลุ่ม MeHD-ZIPIII  และยีนกลุ่ม MeTM ท่ีไดจ้ากกระบวนการชกัน าให้เกิดการสร้างรากสะสม
อาหารของมนัส าปะหลงั (Uzoma et al., 2006) ภายใตก้ารควบคุมของโปรโมเตอร์ท่ีมีการ
แสดงออกสูง 2 ชนิดคือ 35S CaMV  ซ่ึงเป็นโปรโมเตอร์ท่ีมีการส่งผลให้ยีนแสดงออกสูงในทุก
ส่วนของตน้พืช (Jacobo et al., 2010) และ papatin (B33) ซ่ึงเป็นโปรโมเตอร์ท่ีส่งผลให้ยีน
แสดงออกสูงท่ีมีความจ าเพาะกบัส่วนอวยัวะสะสมอาหาร โดยลกัษณะโครงสร้างดงักล่าวแสดงดงั
ภาพท่ี 19 ก. และ ข. คือโครงสร้างของพลาสมิดสายผสม pBI121:35S::MeHD-ZIPIII และ 
pBI121:B33::MeHD-ZIPIII ตามล าดบั ส่วนภาพท่ี 20 ก. และ ข. คือโครงสร้างของพลาสมิดสาย
ผสม pBI121:35S::MeTM และ pBI121:B33::MeTM ตามล าดบั 
 
ก.     ข. 

 
 
ภาพที่ 19  แสดงลกัษณะโครงสร้างพลาสมิดสายผสมเพื่อเพิ่มการแสดงออกของยีน MeHD-ZIPIII  

ก.โครงสร้างของพลาสมิดสายผสม pBI121:35S::MeHD-ZIPIII ข.โครงสร้างของของพ
ลาสมิดสายผสม pBI121:B33::MeHD-ZIPIII ตั้งแต่ส่วนของ RB คือ Right border; Pnos 
คือ Nos promoter; NptII คือ ยีนตา้นทานยาปฏิชีวนะกานามยัซิน; Tnos คือ Nos 
terminator; 35S CaMV หรือ B33 คือ 35S Cauliflower mosaic virus  promoter หรือ 
Papatin promoter; Tnos คือ Nos terminator; LB คือ left border     
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ก.     ข. 
 

  
 
ภาพที่ 20  แสดงลักษณะโครงสร้างพลาสมิดสายผสมเพื่อเพิ่มการแสดงออกของยีน MeTM           

ก.โครงสร้างของพลาสมิดสายผสม pBI121:35S::MeTM ข.โครงสร้างของของพลาสมิด
สายผสม pBI121:B33::MeTM ตั้งแต่ส่วนของ RB คือ Right border; Pnos คือ Nos 
promoter; NptII คือ ยีนตา้นทานยาปฏิชีวนะกานามยัซิน; Tnos คือ Nos terminator; 35S 
CaMV หรือ B33 คือ 35S Cauliflower mosaic virus  promoter หรือ Papatin promoter; 
Tnos คือ Nos terminator; LB คือ left border     

 
3.2 การหาขอ้มูลล าดบัเบสของยนีกลุ่ม MeHD-ZIPIII และ MeTM 

 
 จากขอ้มูลล าดบัเบสบางส่วนของยีนกลุ่ม MeHD-ZIPIII และ MeTM ท่ีได้จากการท า 

Differential display RT-PCR น ามาท าการเปรียบเทียบกบัฐานขอ้มูลล าดบัเบสของมนัส าปะหลงั 
(www.phytozome.com) เพื่อหาขอ้มูลล าดบัเบสแบบเต็มยีนของยีนกลุ่ม MeHD-ZIPIII และ MeTM 
ซ่ึงจากฐานขอ้มูลไดค้น้พบล าดบัเบสของยนีกลุ่ม MeHD-ZIPIII ในมนัส าปะหลงั ดงัแสดงในภาพท่ี 
21 ซ่ึง full length mRNA ของยีน MeHD-ZIPIII ประกอบดว้ย 5’UTR 305 คู่เบส 3’UTR 113 คู่เบส 
และCDS 2559 คู่เบส แปลรหัสไดโ้ปรตีน 852 กรดอะมิโน และขอ้มูลล าดบัเบสของยีนกลุ่ม 
Integral membrane protein ในมนัส าปะหลงั ดงัแสดงในภาพท่ี 22 ในขณะท่ี full length mRNA 
ของยีนกลุ่ม MeTM ประกอบดว้ย 5’UTR 159 คู่เบส 3’UTR 73 คู่เบส และCDS 519 คู่เบส แปล
รหสัไดโ้ปรตีน 172 กรดอะมิโน  
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ภาพที ่21  แสดงล าดบันิวคลีโอไทดข์อง full length mRNA ของยนีกลุ่ม MeHD-ZIPIII ซ่ึง

ประกอบ ดว้ยล าดบันิวคลีโอไทดบ์ริเวณ 5’UTR 305 คู่เบส บริเวณ CDS 2559 คู่เบส 
และบริเวณ 3’UTR 113 คู่เบส 
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ภาพที ่22   แสดงล าดบันิวคลีโอไทดข์อง full length mRNA ของยนีกลุ่ม MeTM ซ่ึงประกอบดว้ย

ล าดบันิวคลีโอไทดบ์ริเวณ 5’UTR 159 คู่เบส บริเวณ CDS 519 คู่เบส และบริเวณ 
3’UTR 73 คู่เบส 

 
3.3 การโคลนยนีกลุ่ม MeHD-ZIPIII และยนีกลุ่ม MeTM จากรากสะสมอาหารของมนั

ส าปะหลงั 
 

3.3.1 การออกแบบไพรเมอร์ 
 

ในการศึกษาหนา้ท่ีการท างานของยีนกลุ่ม MeHD-ZIPIII และ ยีนกลุ่ม MeTM โดยการใช้
มนัฝร่ังเป็นตน้แบบในการศึกษาจึงตอ้งมีการสร้างโครงสร้างท่ีเพิ่มการแสดงออกของยีนดงักล่าว
โดยในขั้นตอนแรกน าขอ้มูลล าดบันิวคลีโอไทด์ของยีนกลุ่ม MeHD-ZIPIII และ ยีนกลุ่ม MeTM มา
ท าการออกแบบไพรเมอร์ส าหรับการท าพีซีอาร์เพื่อสร้างยีนกลุ่มดงักล่าวและน าไปใชใ้นการโคลน
ยีนเขา้สู่เวกเตอร์เพื่อใชใ้นการตรวจสอบการแสดงออกของยีน MeHD-ZIPIII และยีนกลุ่ม MeTM 
ในมนัฝร่ังต่อไป โดยท าการออกแบบฟอร์เวิร์ดไพรเมอร์ท่ีต าแหน่งท่ีล าดบัเบสก่อนถึง start codon 
และรีเวิร์สไพรเมอร์ท่ีต าแหน่งถดัจาก stop codon ดงัภาพท่ี 23 และภาพท่ี 24  และในบริเวณของ
ฟอร์เวิร์ดและรีเวิร์สไพรเมอร์จะท าการเติมต าแหน่งตดัจ าเพาะของเอนไซม ์BamHI (5’ GGA TCC 
3’) และ SacI (5’ GAG CTC 3’) ตามล าดบัเพื่อใชเ้ป็นต าแหน่งตดัต่อในการโคลนยีนดงักล่าวเขา้สู่ 
pBI121:35S และ pBI121::B33 เวกเตอร์ (Chen et al., 2003) เพื่อใชใ้นการตรวจสอบหนา้ท่ีของยีน 
MeHD-ZIPIII และ ยนีกลุ่ม MeTM ต่อไป  
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ภาพที ่23  แสดงต าแหน่งท่ีออกแบบฟอร์เวิดและรีเวิร์สไพรเมอร์ (บริเวณท่ีขีดเส้นได)้ ของยนี 

MeHD-ZIPIII 
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ภาพที ่24  แสดงต าแหน่งท่ีออกแบบฟอร์เวิดและรีเวิร์สไพรเมอร์ (บริเวณท่ีขีดเส้นได)้ ของยนี 

MeTM 
 

3.3.2 การสร้างโอนยนีส าหรับยนี MeHD-ZIPIII และ ยนี MeTM 
 

การท า PCR โดยใช้ cDNA จากรากสะสมอาหารของมนัส าปะหลงัอายุ 6 เดือน เป็น
ตน้แบบในการสังเคราะห์ยีน MeHD-ZIPIII และ Integral membrane protein โดยการท าพีซีอาร์ ได้
ขนาดแถบดีเอ็นเอของยีน MeHD-ZIPIII มีขนาดประมาณ 3,000 คู่เบส และยีน MeTM มีขนาด
ประมาณ 750 คู่เบส ดงัแสดงในภาพท่ี 25 และภาพท่ี 26 ตามล าดบั  

 
หลงัจากท่ีไดแ้ถบดีเอ็นเอของทั้งยีน MeHD-ZIPIII และ MeTM มาแลว้ น าแถบดีเอ็นเอ

ดงักล่าวมาท าการเช่ือมต่อกบัเวกเตอร์ pGEM® T easy vector จากนั้นท าการตรวจสอบความถูกตอ้ง
ของล าดบัเบสของยีนทั้งสองโดยการ sequencing แลว้น าล าดบัเบสท่ีได้จากการหาล าดบัเบสมา
เปรียบเทียบความถูกตอ้งกบัขอ้มูลล าดบัเบสของยนี MeHD-ZIPIII และ MeTM 

 
 



61 

 
 

ภาพที่ 25  แสดงแถบดีเอ็นเอของยีน MeHD-ZIPIII ขนาดประมาณ 3,000 คู่เบส ท่ีไดจ้ากปฏิกิริยา
ลูกโซ่พอลิเมอร์เรส 

 

 
 

ภาพที ่26  แสดงแถบดีเอน็เอของยนี MeTM ขนาดประมาณ 750 คู่เบส ท่ีไดจ้ากปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิ
เมอร์เรส 
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3.3.3 การสร้างพลาสมิดสายผสม pBI:35S::MeHD-ZIPIII pBI:B33::MeHD-
ZIPIII pBI:35S::MeTM และpBI:B33::MeTM 

 
เม่ือไดพ้ลาสมิดสายผสม pGEM® T easy vector ท่ีมีช้ินส่วนล าดบันิวคลีโอไทด์ท่ีถูกตอ้ง

ของยีน MeHD-ZIPIII และ MeTM ท่ีโคลนไดจ้ากรากสะสมอาหารของมนัส าปะหลงั น าพลาสมิด
ดงักล่าวมาตดัดว้ยเอนไซม์ตดัจ าเพาะ SacI และ BamHI แลว้ท าการแยกช้ินส่วนของยีน MeHD-
ZIPIII และ MeTM ออกจากพลาสมิด pGEM® T easy vector จากนั้นน าช้ินยีนไปท าการเช่ือมต่อ
กบัพลาสมิด pBI121 เพื่อใชใ้นการส่งถ่ายยีนเขา้สู้พืช (Chen et al., 2003) โดยใชพ้ลาสมิด pBI121 
ท่ีประกอบดว้ยโปรโมเตอร์ 2 ชนิดคือ pBI121:35S และ pBI121:B33 ท่ีตดัเอาช้ินส่วนของยีน GUS 
ออกด้วยเอนไซม์ตดัจ าเพาะ  SacI และ BamHI เม่ือเช่ือมต่อกันจะได้พลาสมิดสายผสม 
pBI:35S::MeHD-ZIPIII pBI:B33::MeHD-ZIPIII pBI:35S::MeTM และ pBI:B33::MeTM ถ่ายโอนพ
ลาสมิดสายผสมดงักล่าวเขา้สู่เซลล ์E. coli DH5α เล้ียงเซลลบ์นอาหารคดัเลือก จากนั้นน าโคโลนีท่ี
ข้ึนมาท าโคโลนีพีซีอาร์ เพื่อตรวจสอบหายีนท่ีท าการโคลนเขา้สู่เวกเตอร์ทั้งสองโดยผลการท าพีซี
อาร์เพื่อตรวจสอบพลาสมิดสายผสม pBI:35S::MeHD-ZIPIII และ pBI:B33::MeHD-ZIPIII ไดผ้ล
ดงัท่ีแสดงในภาพท่ี 27 ก. ซ่ึงผลการทดลองบ่งช้ีโคโลนีหมายเลข 5, 6 และ9 มีแถบดีเอ็นเอขนาด
ประมาณ 3,000 คู่เบสของยนี MeHD-ZIPIII เกิดข้ึนแสดงวา่โคโลนีหมายเลข 5, 6 และ9 มีพลาสมิด
สายผสม pBI:35S::MeHD-ZIPIII อยูจ่ริง และภาพท่ี 28 ข. จากผลการทดลองบ่งช้ีโคโลนีหมายเลข 
4 มีแถบดีเอน็เอขนาดประมาณ 3,000 คู่เบส ของยีน MeHD-ZIPIII เกิดข้ึนแสดงวา่โคโลนีหมายเลข 
4 มีพลาสมิดสายผสม pBI:35S::MeHD-ZIPIII อยู่จริง และจากผลการท าโคโลนีพีซีอาร์เพื่อ
ตรวจสอบพลาสมิดสายผสม pBI:35S::MeTM และ pBI:B33::MeTM ไดผ้ลดงัแสดงในภาพท่ี 28 ก. 
ซ่ึงจากผลการทดลองบ่งช้ีวา่โคโลนีหมายเลข 1 ถึงหมายเลข 10 มีแถบดีเอน็เอขนาดประมาณ 750 คู่
เบส ของยีน MeTM เกิดข้ึนแสดงว่าโคโลนีหมายเลข 1 ถึงหมายเลข 10  มี พลาสมิดสายผสม 
pBI:35S::MeTM อยู่จริง  และภาพท่ี 28 ข. ซ่ึงจากผลการทดลองบ่งช้ีว่าโคโลนีหมายเลข 1 ถึง
หมายเลข 10 ทุกโคโลนียกเวน้โคโลนีหมายเลข 3 มีแถบดีเอ็นเอขนาดประมาณ 750 คู่เบส ของยีน 
MeTM เกิดข้ึนแสดงว่าโคโลนีทุกโคโลนียกเวน้โคโลนีหมายเลข 3 มีพลาสมิดสายผสม 
pBI:B33::MeTM อยูจ่ริง  
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ก.                         
                                                           

 
 
 

 ข. 
 

 
 

ภาพที่ 27  แสดงผลการท าโคโลนีพีซีอาร์ตรวจสอบการมียีนอยู่ของพลาสมิดสายผสมของยีน     
MeHD-ZIPIII โดยในภาพ ก. แสดงผลการตรวจสอบการมียีนอยูข่องพลาสมิดสายผสม 
pBI121:35S::MeHD-ZIPIII และในภาพ ข. แสดงผลการตรวจสอบการมียีนอยูข่องพ
ลาสมิดสายผสม pBI121:B33::MeHD-ZIPIII 
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ก.                 
                                                                     

 
 
ข. 
 

 
 
ภาพที่ 28  แสดงผลการท าโคโลนีพีซีอาร์ตรวจสอบการมียีนอยู่ของพลาสมิดสายผสมของยีน 

MeTM โดยในภาพ ก. แสดงผลการตรวจสอบการมียีนอยู่ของพลาสมิดสายผสม 
pBI121:35S:: MeTMและในภาพ ข. แสดงผลการตรวจสอบการมียีนอยูข่องพลาสมิด
สายผสม pBI121:B33:: MeTM 

 
จากผลการท าโคโลนีพีซีอาร์เพื่อสืบหาพลาสมิดสายผสมจึงเลือกน าโคโลนีหมายเลข 5, 6 

และ 9  ของพลาสมิดสายผสม pBI121:35S::MeHD-ZIPIII และโคโลนีหมายเลข 4 ของพลาสมิด
สายผสม pBI121:B33::MeHD-ZIPIII  มาท าการเล้ียงเพิ่มจ านวนแลว้ท าการสกดัพลาสมิดและตดั
ดว้ยเอนไซมต์ดัจ าเพาะ SacI และ BamHI เพื่อยนืยนัผลความถูกตอ้งของการสร้างพลาสมิดสายผสม
อีกคร้ังหน่ึงไดผ้ลดงัภาพท่ี 29 โดยเม่ือตดัพลาสมิดสายผสมดว้ยเอนไซมต์ดัจ าเพาะ พลาสมิดสาย
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ผสมท่ีถูกตอ้งจะได้ช้ินส่วนของพลาสมิด pBI:35S ขนาดประมาณ 12,000 คู่เบส หรือ พลาสมิด 
pBI:B33 ขนาด 14 kbp  และยนี MeHD-ZIPIII ขนาดประมาณ 3,000 คู่เบส จากผลการทดลองพบวา่
โคโลนีหมายเลข 5, 6  ของพลาสมิดสายผสม pBI121:35S::MeHD-ZIPIII และโคโลนีหมายเลข 4 
ของพลาสมิดสายผสม pBI121:B33::MeHD-ZIPIII เป็นพลาสมิดสายผสมท่ีมียีน MeHD-ZIPIII 
เช่ือมต่ออยูจ่ริง  

 
จากการท าโคโลนีพีซีอาร์หาพลาสมิดสายผสมจึงเลือกน าโคโลนีหมายเลข 1และ2 ของพ

ลาสมิดสายผสม pBI:35S::MeTM  และโคโลนีหมายเลข 1และ2 ของพลาสมิดสายผสม 
pBI121:B33:: MeTM มาท าการเล้ียงเพิ่มจ านวนแลว้ท าการสกดัพลาสมิดและตดัดว้ยเอนไซม์ตดั
จ าเพาะ SacI และ BamHI เพื่อยืนยนัผลความถูกตอ้งของการสร้างพลาสมิดสายผสมอีกคร้ังหน่ึง
ไดผ้ลดงัภาพท่ี 30 โดยเม่ือตดัพลาสมิดสายผสมดว้ยเอนไซมต์ดัจ าเพาะ พลาสมิดสายผสมท่ีถูกตอ้ง
จะไดช้ิ้นส่วนของพลาสมิด pBI:35S ขนาดประมาณ 14 kbpหรือ พลาสมิด pBI:B33 ขนาดประมาณ 
14 kbp   และยนี MeHD-ZIPIII ขนาดประมาณ 750 คู่เบส จากผลการทดลองพบวา่โคโลนีหมายเลข 
1 และ 2  ของพลาสมิดสายผสม pBI:35S::MeTM และโคโลนีหมายเลข 1 และ 2 ของพลาสมิดสาย
ผสม pBI121:B33::MeTM  เป็นพลาสมิกสายผสมท่ีมียนี MeTM เช่ือมต่ออยูจ่ริง  

 

 
 

ภาพที่ 29  แสดงพลาสมิด pBI121:35S::MeHD-ZIPIII และ pBI121:B33::HD-ZIPIII ท่ีตดัด้วย
เอนไซม ์SacI และ BamHI โดยช่องท่ี 1 และช่องท่ี 6 คือ 2 log DNA marker ช่องท่ี 2 , 
3 และช่องท่ี 4 คือ pBI121:35S::MeHD-ZIPIII หมายเลขท่ี 5, 6 และ 9 ตามล าดบั ช่อง
ท่ี 5 คือ pBI121:B33::HD-ZIPIII pBI:B33::MeHD-ZIPIII หมายเลข 4  
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ภาพที่ 30  แสดงพลาสมิด pBI121:35S::MeTM#1,2 และ pBI121:B33::MeTM#1,2 ท่ีตดัด้วย
เอนไซม ์SacI และ BamHI โดยช่องท่ี 1 และช่องท่ี 6 คือ 2 log DNA marker ช่องท่ี 2 
และช่องท่ี 3 คือ pBI:121:35S::MeTM หมายเลขท่ี 1 และ 2 ตามล าดบั ช่องท่ี 4 และ 5 
คือ pBI121:B33:MeTM หมายเลข 1 และ 2 ตามล าดบั 

 
4 การสร้างระบบการถ่ายโอนยนีในมันฝร่ังเพือ่วเิคราะห์หน้าที่ของยีนเป้าหมาย 
 

ผลจากการวิเคราะห์การแสดงออกของยีน MeHD-ZIPIII และMeTM แสดงให้เห็นวา่ยีนมี
การแสดงออกท่ีสอดคลอ้งไปกบัการพฒันารากช่วงแรกซ่ึงเร่ิมสร้างเป็นรากสะสมอาหารอยา่งไรก็
ตามยงัไม่สามารถสรุปไดว้า่ยีนดงักล่าวเก่ียวขอ้งหรือส่งผลต่อการพฒันารากสะสมอาหารของมนั
ฝร่ังโดยตรง การวิเคราะห์ลกัษณะทางฟีโนไทป์ท่ีเกิดจากการชักน าของยีนเป้าหมายจึงเป็นอีก
แนวทางหน่ึงในการศึกษาหน้าท่ีของยีนซ่ึงจากการถ่ายโอนยีนเป้าหมายเขา้สู่มนัฝร่ังพบว่ามีการ
แสดงออกสูงในพืชตน้แบบเน่ืองจากมนัฝร่ังมีกรรมวิธีถ่ายยีนและระบบการชกัน าให้เกิดเป็นตน้
จนกระทัง่เจริญเติบโตนั้นมีระยะเวลาของการเจริญท่ีสั้นกว่าจึงเเลือกพืชชนิดน้ีมาใช้ในการศึกษา
หนา้ท่ีของยีนเป้าหมายจากมนัส าปะหลงั อีกทั้งมีความเหมือนของกระบวนการสร้างส่วนท่ีสะสม
อาหารของทั้งมนัส าปะหลงัและมนัฝร่ังซ่ึงคาดว่าจะเกิดจากปัจจยัควบคุมภายในท่ีเหมือนกนัหรือ
ใกลเ้คียงกนั (Ku et al., 2008) ดงันั้นในงานวจิยัจึงเลือกใชม้นัฝร่ังเป็นตน้แบบในการศึกษา 
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4.1 การถ่ายยนีเขา้สู่ Agrobacterium tumefaciens 
 

น าพลาสมิดสายผสม pBI:35S::MeHD-ZIPIII , pBI:B33::MeHD-ZIPIII , pBI:35S::MeTM 
และ pBI:B33::MeTM มาท าการถ่ายโอนเขา้ใน Agrobacterium tumefaciens สายพนัธ์ุ EHA105 เพื่อ
ใชเ้ป็นพาหะในการถ่ายยีนเขา้สู่ตน้มนัฝร่ังต่อไป (Sarria et al., 2000) หลงัจากท าการถ่ายยีนเขา้สู่ 
Agrobacterium แล้วท าการตรวจสอบหาพลาสมิดสายผสมท่ีถ่ายเขา้สู่ Agrobacterium ด้วยวิธี
โคโลนีพีซีอาร์ โดยเลือกโคโลนีท่ีไดรั้บการถ่ายฝากพลาสมิดสายผสมท่ีข้ึนในอาหารคดัเลือกพ
ลาสมิดละ 10 โคโลนี แลว้ท าการตรวจสอบหาพลาสมิดสายผสมพบวา่ทั้ง pBI:35S::MeHD-ZIPIII , 
pBI:B33::MeHD-ZIPIII ทุกโคโลนีมีแถบดีเอ็นเอขนาดประมาณ 700 คู่เบส ของพลาสมิดสายผสม
อยูจ่ริง ดงัแสดงในภาพท่ี 31ก และข และพลาสมิดสายผสม pBI:35S::MeTM และ pBI:B33::MeTM 
ทุกโคโลนีมีแถบดีเอน็เอขนาดประมาณ 900 คู่เบส ของพลาสมิดสายผสมอยูจ่ริง ดงัแสดงในภาพท่ี  
32 ก และ ข  
 

ก.                               
                                                       

 
 
ข. 

 
 
ภาพที่ 31   แสดงผลการท าโคโลนีพีซีอาร์ของ Agrobacterium tumefaciens EHA105 โดยภาพ ก. 

แสดงผลการถ่ายเวกเตอร์ pBI121:35S::MeHD-ZIPIII ภาพ ข. แสดงผลการถ่ายเวกเตอร์ 
pBI121:B33::MeHD-ZIPIII 
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ก.                                            
                                               

 
 
ข. 
 

 
  
ภาพที่ 32  แสดงผลการท าโคโลนีพีซีอาร์ของ Agrobacterium tumefaciens EHA105 โดยภาพ ก. 

แสดงผลการถ่ายเวกเตอร์ pBI121:35S::MeTM ภาพ ข. แสดงผลการถ่ายเวกเตอร์ 
pBI121:B33::MeTM 

 
4.2 การถ่ายยนีจากเซลล ์Agrobacterium tumefaciens เขา้สู่มนัฝร่ัง 

 
สร้างต้นมันฝร่ังท่ีได้รับการถ่ายโอนยีนมันฝร่ังเพื่อตรวจสอบการแสดงออกของยีน 

MeHD-ZIPIII และยีน MeTM โดยท าการถ่ายยีนจาก Agrobacterium tumefaciens EHA105 เขา้สู่
ส่วนขอ้ของมนัฝร่ังตามวิธีการของ (Benerjee et al., 2006) ส่วนขอ้ท่ีผา่นการถ่ายโอนยีนจะถูกชกั
น าให้เกิดเป็นต้น และถูกน าไปชักน าให้เจริญเติบโตต่อไปในอาหาร MS ท่ีมีส่วนผสมของยา
ปฏิชีวนะกานามยัซินเพื่อคดัเลือกให้มีการเจริญเฉพาะตน้ท่ีไดรั้บการถ่ายโอนยีนเขา้ไป โดยเฉพาะ
ส่วนของ T-DNA เท่านั้นท่ีถูกถ่ายโอนเขา้พืช ดงัแสดงในภาพท่ี 33  
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ก. 

 
ข. 

 
ค. 

 
ง. 

 
 
ภาพที่  33  แสดงส่วนของ T-DNA ของพลาสมิดสายผสม ก.  pBI:35S::MeHD-ZIPIII  

ข.pBI:B33::MeHD-ZIPIII  ค. pBI:35S::MeTM และ ง. pBI:B33::MeTM ท่ีถูกถ่ายโอน
จาก Agrobacterium tumefaciens เขา้สู่มนัฝร่ัง  ตั้งแต่ส่วนของ RB คือ Right border; 
Pnos คือ Nos promoter; NptII คือ ยีนตา้นทานยาปฏิชีวนะกานามยัซิน; Tnos คือ Nos 
terminator; CaMV35S หรือ B33 คือ Cauliflower mosaic virus 35S promoter หรือ 
Papatin promoter; Tnos คือ Nos terminator; LB คือ left border     

 
4.3 การตรวจหาตน้มนัฝร่ังท่ีไดรั้บการถ่ายโอนยนี 

 
เม่ือไดต้น้มนัฝร่ังท่ีเจริญเติบโตสมบูรณ์ในขวดจากนั้นท าการตดัใบของตน้มนัฝร่ังแลว้ท า

การสกดัจีโนมิก ดีเอ็นเอ เพื่อใช้เป็นตน้แบบในการตรวจสอบหาช้ินส่วนของยีนท่ีได้ท าการถ่าย
โอนเขา้สู่ตน้มนัฝร่ังโดยการท าพีซีอาร์ (Chen et al., 2003) โดยมีตน้มนัฝร่ังท่ีไม่ไดรั้บการถ่ายโอน
ยนี และพลาสมิดสายผสมท่ีใชใ้นการถ่ายโอนยีนเป็นตวัควบคุม และใชไ้พรเมอร์ในการตรวจสอบ
ทั้งหมด 2 คู่ คือไพรเมอร์ท่ีจบักบัส่วนของยนีท่ีตอ้งการตรวจสอบการแสดงออก (HD-ZIPIII RT-F) 
และ NOS terminator (pBITnos-R) จะไดแ้ถบดีเอ็นเอขนาดประมาณ 300 คู่เบส และไพรเมอร์ท่ีจบั
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กบัส่วนของ Nopaline Synthase promoter (NOS promoter-F1) กบัส่วนของ kanamycin resistance 
gene (nptII-R) ไดแ้ถบดีเอ็นเอขนาด 400 คู่เบส ดงัภาพท่ี 34 ก และ ข แสดงต าแหน่งไพรเมอร์บน 
T-DNA ของ pBI:35S::MeHD-ZIPIII และ pBI:B33::MeHD-ZIPIII ตามล าดบั ผลการท าพีซีอาร์เพื่อ
ตรวจหาต้นมันฝร่ังท่ีได้รับการถ่ายโอนยีนโดยใช้ไพรเมอร์คู่ ท่ีจ  าเพาะกับยีนและ Nopaline 
Synthase terminator (Pierre et al., 1991) แสดงในภาพท่ี 35 ก. และ ข. พบวา่ตน้มนัฝร่ังท่ีไดรั้บการ
ถ่ายโอนยีนหมายเลข 31, 34 และ 35 มีแถบดีเอ็นเอขนาดประมาณ 300 คู่เบส และ 400 คู่เบส จึง
สรุปไดว้า่ตน้มนัฝร่ังท่ีไดรั้บการถ่ายโอนยนีหมายเลข 31, 34 และ 35 เป็นตน้มนัฝร่ังท่ีไดรั้บการถ่าย
โอนยีนมนัฝร่ังท่ีไดรั้บการถ่ายโอนยีน pBI:35S::MeHD-ZIPIII และจากผลการทดลองหาตน้มนั
ฝร่ังท่ีได้รับการถ่ายโอนยีน pBI:B33::MeHD-ZIPIII พบว่าต้นมันฝร่ังท่ีได้รับการถ่ายโอนยีน
หมายเลข 31, 33, 34, 35, 38 และ 39 มีแถบดีเอ็นเอประมาณ 300 คู่เบส และ 400 คู่เบส ของทั้งสอง
คู่ไพรเมอร์เกิดข้ึน ดงัแสดงในภาพท่ี 36 ก. และ ข สรุปไดว้า่ตน้มนัฝร่ังหมายเลขดงักล่าวเป็นตน้มนั
ฝร่ังท่ีไดรั้บการถ่ายโอนยนีมนัฝร่ังท่ีไดรั้บการถ่ายโอนยนี pBI:B33::MeHD-ZIPIII เขา้ไปอยูจ่ริง 
 
ก. 

 
ข. 

 
 

ภาพที่ 34    แสดงต าแหน่งของไพรเมอร์บน T-DNA ท่ีใชใ้นการตรวจสอบหาตน้มนัฝร่ังท่ีไดรั้บกา
ถ่ายโอนยีนของยีน ก. T-DNA ของยีน pBI:35S::MeHD-ZIPIII ข. T-DNA ของยีน 
pBI:B33::MeHD-ZIPIII ตั้งแต่ส่วนของ RB คือ Right border; Pnos คือ Nos promoter; 
NptII คือ ยีนตา้นทานยาปฏิชีวนะกานามยัซิน; Tnos คือ Nos terminator; 35SCaMVหรือ 
B33 คือ 35S Cauliflower mosaic virus  promoter หรือ Papatin promoter; Tnos คือ Nos 
terminator; LB คือ left border     
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ก.    ข. 
 

 
 
ภาพที ่35  แสดงการตรวจหาตน้มนัฝร่ังท่ีไดรั้บการถ่ายโอนยีน pBI:35S::MeHD-ZIPIII ดว้ยวิธีพีซี

อาร์ ก. ไพรเมอร์คู่ท่ีจ  าเพาะกบัยีน MeHD-ZIPIII และ NOS terminator ข.ไพรเมอร์คู่ท่ี
จ  าเพาะกบั NOS promoter และ kanamycin resistance gene โดย WT คือ ตน้มนัฝร่ังท่ี
ไม่ไดรั้บการถ่ายโอนยีน; –re คือ negative control; +re คือ possitive control และ MK 
คือ 100 bp DNA ladder 

 
ก. ข. 

 

 
 
ภาพที่ 36  แสดงการตรวจหาตน้มนัฝร่ังท่ีไดรั้บการถ่ายโอนยีน pBI:B33::MeHD-ZIPIII ก. ไพร

เมอร์คู่ท่ีจ  าเพาะกบัยีน MeHD-ZIPIII และ NOS terminator ข.ไพรเมอร์คู่ท่ีจ  าเพาะกบั 
NOS promoter และ kanamycin resistance gene โดย WT คือ ตน้มนัฝร่ังท่ีไม่ไดรั้บการ
ถ่ายโอนยีน; –re คือ negative control; +re คือ possitive control และ MK คือ 100 bp 
DNA ladder 
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การตรวจสอบหาตน้มนัฝร่ังท่ีไดรั้บการถ่ายโอนยีน pBI:35S:MeTM ดว้ยไพรเมอร์จ านวน 
2 คู่ คือไพรเมอร์ท่ีจบักบัส่วนของยีนท่ีต้องการตรวจสอบการแสดงออก (A22RT-F) และ NOS 
terminator (pBITnos-R) จะไดแ้ถบดีเอ็นเอขนาดประมาณ 300 คู่เบส และไพรเมอร์ท่ีจบักบัส่วน
ของ NOS promoter (NOS promoter-F1) (Chen et al., 2003) กบัส่วนของ kanamycin resistance 
gene (nptII-R) ไดแ้ถบดีเอน็เอขนาด 400 คู่เบสโดยแต่ละคู่ไพรเมอร์มีต าแหน่งบนส่วนของ T-DNA 
ดงัภาพท่ี 37 ก. และ ข. ตามล าดบั  ผลการท าพีซีอาร์เพื่อตรวจหาตน้มนัฝร่ังท่ีไดรั้บการถ่ายโอนยีน
โดยใชไ้พรเมอร์คู่ท่ีจ  าเพาะกบัยีนและ NOS terminator (Pierre et al., 1991) แสดงในภาพท่ี 38 ก. 
พบว่าตน้มนัฝร่ังท่ีได้รับการถ่ายโอนระบบยีนหมายเลข 31, 32 และ 34 มีแถบดีเอ็นเอขนาด
ประมาณ 300 คู่เบส เกิดข้ึนและเม่ือท าพีซีอาร์โดยใชไ้พรเมอร์คู่ท่ีจ  าเพาะกบั NOS promoter และ 
kanamycin resistance gene ดงัแสดงในภาพท่ี 38 ข. พบว่าตน้มนัฝร่ังท่ีไดรั้บการถ่ายโอนยีน
หมายเลข 31, 32, 33 และ34 มีแถบดีเอน็เอขนาดประมาณ 400 คู่เบส เกิดข้ึน สรุปไดว้า่ตน้มนัฝร่ังท่ี
ไดรั้บการถ่ายโอนยีนหมายเลข 31, 32 และ 34 เป็นตน้มนัฝร่ังท่ีไดรั้บการถ่ายโอนยีนมนัฝร่ังท่ี
ได้รับการถ่ายโอนยีน pBI:35S::MeTM จากการทดสอบหาต้นมนัฝร่ังท่ีได้รับการถ่ายโอนยีน 
pBI:B33::MeTM พบวา่หมายเลข 31, 33 และ 34 มีแถบดีเอ็นเอขนาดประมาณ 300 คู่เบส และ 400 
คู่เบส จากไพรเมอร์ทั้งสองคู่เกิดข้ึน ดงัแสดงในภาพท่ี 39  ก และ ข สรุปไดว้า่ตน้มนัฝร่ังหมายเลข 
31, 33 และ 34 เป็นตน้มนัฝร่ังท่ีไดรั้บการถ่ายโอนยนีท่ีไดรั้บการถ่ายโอนยีน pBI:B33::MeTM 
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ก. 

 
ข. 

 
 

ภาพที่ 37  แสดงต าแหน่งของไพรเมอร์บน T-DNA ท่ีใชใ้นการตรวจสอบหาตน้มนัฝร่ังท่ีไดรั้บการ
ถ่ายโอนยีน ก. T-DNA ของ pBI:35S::MeTM ข. T-DNA ของ pBI:B33::MeTM ตั้งแต่ส่วน
ของ RB คือ Right border; Pnos คือ Nos promoter; NptII คือ ยีนตา้นทานยาปฏิชีวนะ
กานามยัซิน; Tnos คือ Nos terminator; 35S CaMV หรือ B33 คือ 35S Cauliflower mosaic 
virus 35S promoter หรือ Papatin promoter; Tnos คือ Nos terminator; LB คือ left border     

 
ก.     ข. 

 

 
 
ภาพที ่38  แสดงการตรวจหาตน้มนัฝร่ังท่ีไดรั้บการถ่ายโอนยีน pBI:35S::MeTM ดว้ยวิธีลูกโซ่พอลิ

เมอร์เรส ก. ไพรเมอร์คู่ท่ีจ  าเพาะกบัยีน MeTM และ NOS terminator ข.ไพรเมอร์คู่ท่ี
จ  าเพาะกบั NOS promoter และ kanamycin resistance gene โดย WT คือ ตน้มนัฝร่ังท่ี
ไม่ไดรั้บการถ่ายโอนยีน; –re คือ negative control; +re คือ possitive control และ MK 
คือ 100 bp DNA ladder 
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ก.      ข.  
   

  
ภาพที่ 39  แสดงการตรวจหาตน้มนัฝร่ังท่ีไดรั้บการถ่ายโอนยีน pBI:B33::MeTM ดว้ยวิธีพี่ซีอาร์ ก. 

ไพรเมอร์คู่ท่ีจ  าเพาะกบัยีน MeTM และ NOS terminator ข.ไพรเมอร์คู่ท่ีจ  าเพาะกบั NOS 
promoter และ kanamycin resistance gene  

 
5. การตรวจสอบลกัษณะทีแ่สดงออกของต้นมันฝร่ังทีไ่ด้รับการถ่ายโอนยีนมันฝร่ัง 
 

5.1 การตรวจดูฟีโนไทป์ของมนัฝร่ัง 
 

ท าการตรวจดูเปรียบเทียบลกัษณะท่ีแสดงออกของตน้มนัฝร่ังท่ีไดรั้บการถ่ายโอนยีนมนั
ฝร่ังผ่านการถ่ายโอนยีนเพื่อศึกษาหน้าท่ีโดยการเพิ่มการแสดงออกของยีน MeHD-ZIPIII ภายใต้
การควบคุมของ 35S CaMV  promoter และ Papatin promoter เปรียบเทียบกบัตน้มนัฝร่ังท่ีไม่ไดรั้บ
การถ่ายโอนยีนในขวดทดลองโดยเทคนิค in vitro tuberlization (Hoque, 2010) ท าการเพาะเล้ียงใน
ขวดทดลองเป็นเวลา 7 สัปดาห์ พบวา่ตน้มนัฝร่ังท่ีไม่ไดรั้บการถ่ายโอนยีนไม่มีส่วนท่ีสะสมอาหาร
เกิดข้ึนขณะท่ีต้นมันฝร่ังท่ีได้รับการถ่ายโอนยีนมันฝร่ังท่ีได้รับการถ่ายโอนยีน MeHD-ZIPIII 
ภายใตก้ารควบคุมของ 35S CaMV และ papatin promoter (Anjan et al., 2006) มีหวัมนัฝร่ังเกิดข้ึน
ซ่ึงอาจเป็นผลเน่ืองมาจากการแสดงออกของยีน HD-ZIP class III ซ่ึงยีนดงักล่าวท าหนา้ท่ีเก่ียวขอ้ง
กบัการควบคุมการแบ่งเซลลข์องระบบท่อล าเลียงอาหาร (Kyoko et al., 2005) ดงัแสดงในภาพท่ี 40 
ก. และ ข. ตามล าดบั 
 
 
 
 
 



75 

ก. 
 

 
 
ข. 
 

 
 
ภาพที่  40  แสดงผลการแสดงออกของตน้มนัฝร่ังท่ีไดรั้บการถ่ายโอนยีนท่ีไดรั้บการถ่ายโอนยีน 

MeHD-ZIPIII ก. ตน้มนัฝร่ังท่ีไดรั้บการถ่ายโอนยีนท่ีไดรั้บการถ่ายโอนยีน HD-ZIPIII 
ภายใต ้35S CaMV promoter ข.ตน้มนัฝร่ังท่ีไดรั้บการถ่ายโอนยีนท่ีไดรั้บการถ่ายโอน
ยนี HD-ZIPIII ภายใต ้papatin promoter 
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การเปรียบเทียบลกัษณะท่ีแสดงออกของตน้มนัฝร่ังท่ีไดรั้บการถ่ายโอนยีนมนัฝร่ังผา่นการ
ถ่ายโอนยีนเพื่อศึกษาหนา้ท่ีโดยการเพิ่มการแสดงออกของยีน MeTM ภายใตก้ารควบคุมของ 35S 
CaMV  promoter และ Papatin promoter เปรียบเทียบกบัตน้มนัฝร่ังท่ีไม่ไดรั้บการถ่ายโอนยีนใน
ขวดทดลองโดยเทคนิค in vitro tuberization ( Hoque, 2010) ท าการเพาะเล้ียงในขวดทดลองเป็น
เวลา 7 สัปดาห์ พบวา่ตน้มนัฝร่ังท่ีไม่ไดรั้บการถ่ายโอนยีนไม่มีอวยัวะสะสมอาหารเกิดข้ึนส่วนตน้
มนัฝร่ังท่ีไดรั้บการถ่ายโอนยีนมนัฝร่ังท่ีไดรั้บการถ่ายโอนยีน MeTM ภายใตก้ารควบคุมของ 35S 
CaMV และ papatin promoter (Anjan et al., 2006) มีหวัมนัฝร่ังเกิดข้ึนซ่ึงผลการทดลองดงักล่าว
สอดคลอ้งกบัการแสดงออกของยีน MeTM ท่ีมีการแสดงออกสูงในระยะท่ีเร่ิมมีการสะสมอาหาร
ของรากสะสมอาหารมนัส าปะหลัง ดงันั้นยีนดงักล่าวอาจจะมีหน้าท่ีเก่ียวข้องกบักระบวนการ
สะสมอาหาร (Lusching et al., 2013) ดงัแสดงในภาพท่ี 41 ก. และ ข. ตามล าดบั   
 
ก. 
 

 
 
ข. 

 
 
ภาพที่ 41  แสดงผลการแสดงออกของตน้มนัฝร่ังท่ีได้รับการถ่ายโอนยีนท่ีได้รับการถ่ายโอนยีน 

MeTM ก. ตน้มนัฝร่ังท่ีไดรั้บการถ่ายโอนยีนท่ีไดรั้บการถ่ายโอนยีน MeTM ภายใต ้35S 
CaMV promoter ข. ตน้มนัฝร่ังท่ีไดรั้บการถ่ายโอนยีนท่ีไดรั้บการถ่ายโอนยีน MeTM 
ภายใต ้papatin promoter 
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5.2 การศึกษาการแสดงออกของยนีในตน้มนัฝร่ังท่ีไดรั้บการถ่ายโอนยนีมนัฝร่ัง 

 
ท าการหาระดบัการแสดงออกของยีน MeHDZIPIII และ MeTM ในตน้มนัฝร่ังท่ีไดรั้บการ

ถ่ายโอนยีนเปรียบเทียบกบัตน้มนัฝร่ังท่ีไม่ไดรั้บการถ่ายโอนยีนดว้ยวิธี semi-quantitative nested 
RT-PCR โดยท าการอาร์เอ็นเอจากตน้มนัฝร่ังท่ีไม่ไดรั้บการถ่ายโอนยีน และตน้มนัฝร่ังท่ีไดรั้บการ
ถ่ายโอนยีนท่ีไดรั้บการถ่ายโอนยีน pBI:35S::MeHDZIPIII หมายเลข 31 และ 35 และตน้มนัฝร่ังท่ี
ไดรั้บการถ่ายโอนยีนท่ีไดรั้บการถ่ายโอนยีน pBI:35S:: MeTM หมายเลข 31 32 และ 34 จากนั้นท า
การสังเคราะห์ cDNA โดยใช ้random hexamer  เป็นไพรเมอร์ในการสังเคราะห์ cDNA จากนั้นท า 
nested PCR โดยใชไ้พรเมอร์ 2 คู่  

 
จากการท า semi-quantitative nested RT-PCR ในตน้มนัฝร่ังท่ีได้รับการถ่ายโอนยีน 

pBI:35S::MeHDZIPIII  โดยใชไ้พรเมอร์ทั้ง 2 คู่ ดงัภาพท่ี 43 ก แสดงการท า nested PCR คร้ังท่ี 1 
และ ภาพท่ี 43 ข แสดงการท า nested PCR คร้ังท่ี 2 โดยใชผ้ลผลิตจากการท าปฏิกิริยาลูกโซ่พอลีเมอ
เรสในคร้ังแรกเป็นตน้แบบ (Anjan et al., 2006) พบวา่ไม่มีการแสดงออกของยีนเกิดข้ึนทั้งในตน้
มนัฝร่ังท่ีไม่ไดรั้บการถ่ายยนีและตน้มนัฝร่ังท่ีไดรั้บการถ่ายโอนยนีมนัฝร่ังซ่ึงเหตุการณ์ดงักล่าวอาจ
เกิดจากกระบวนการถ่ายโอนยีนจาก Agrobacterium เขา้สู่พืชท่ีใชส่้วนของขอ้เป็นอวยัวะท่ีรับการ
ถ่ายยนีและชกัน าใหเ้กิดเป็นตน้มนัฝร่ังท่ีไดรั้บการถ่ายโอนยีนโดยไม่ผา่นกระบวนการชกัน าให้เกิด
เป็นแคลลสั (Beaujean et al., 1998) ดงันั้น สูญหายของยีนในระหวา่งกระบวนการ sub-culture เพื่อ
เพิ่มปริมาณตน้มนัฝร่ังท่ีไดรั้บการถ่ายโอนยีนในการน ามาใชใ้นการทดลอง (Trujillo et al., 2001) 
ในส่วนของยีน pBI:35S::MeTM ผลการท า PCR โดยใชไ้พรเมอร์ 2 คู่ แสดงดงัภาพท่ี 44 ก และ ข 
พบวา่ตน้มนัฝร่ังท่ีไดรั้บการถ่ายโอนยีน pBI:35S::MeTM หมายเลข 31 และหมายเลข 34 มีแถบดี
เอ็นเอท่ีบ่งช้ีถึงการแสดงออกของยีนเกิดข้ึนโดยตน้มนัฝร่ังท่ีไดรั้บการถ่ายโอนยีนหมายเลข 31 มี
การแสดงออกสูงกว่าตน้มนัฝร่ังท่ีไดรั้บการถ่ายโอนยีนหมายเลข 34 ในขณะท่ีตน้มนัฝร่ังท่ีไดรั้บ
การถ่ายโอนยีนหมายเลข 32 ไม่มีแถบดีเอ็นเอเกิดข้ึนซ่ึงตน้มนัฝร่ังท่ีไดรั้บการถ่ายโอนยีนดงักล่าว
อาจ เ กิ ดก าร สูญหายของยีน เ กิ ด ข้ึน เ ช่น เ ดี ยวกับต้นมันฝ ร่ั ง ท่ี ได้ รั บก าร ถ่ า ย โอนยีน 
pBI:35S::MeHDZIPIII (Trujillo et al., 2001) 
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ก. 
 

 
 
ข. 

 
 
ภาพที ่42    แสดงต าแหน่งของไพรเมอร์ 2 คู่ท่ีใชใ้นการท า Nested PCR ก.แสดงต าแหน่งของไพร

เมอร์ บนT-DNA ของ pBI:35S::MeHDZIPIII ข.แสดงต าแหน่งของไพรเมอร์ บน T-
DNA ของ pBI:35S::MeTM 

 
ก.     ข. 
 

 
 
ภาพที ่43    แสดงผลการท า Semi-quantitative Nested RT-PCR ของตน้มนัฝร่ังท่ีไดรั้บการถ่ายโอน

ยีน pBI:35S::MeHDZIPIII ก. ผลการท า PCR โดยใช้ไพรเมอร์คู่ท่ีอยู่ด้านนอก 
(pBITnosR, HDOuter-F) ข. ผลการท า PCR โดยชไ้พรเมอร์คู่ท่ีอยูด่า้นใน (pBITnosinR 
, HDRT-F) โดย WT คือ ตน้มนัฝร่ังท่ีไม่ไดรั้บการถ่ายโอนยีน; +re คือ possitive control 
และ MK คือ 100 bp DNA ladder และ 1kb DNA ladder 
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ก.     ข. 
 

 
 
ภาพที่ 44  แสดงผลการท า Semi-quantitative Nested RT-PCR ของตน้มนัฝร่ังท่ีไดรั้บการถ่ายโอน

ยีน pBI:35S::MeTM ก. ผลการท า PCR โดยใช้ไพรเมอร์คู่ท่ีอยู่ดา้นนอก (pBITnosR 
A22Outer-F) ข. ผลการท า PCR โดยชไ้พรเมอร์คู่ท่ีอยู่ดา้นใน (pBITnosinR A22RT-F) 
โดย WT คือ ตน้มนัฝร่ังท่ีไม่ไดรั้บการถ่ายโอนยีน; +re คือ possitive control และ MK 
คือ 100 bp DNA ladder และ 1kb DNA ladder 

 
6. การหาจ านวนชุดของยนีในต้นมันฝร่ังทีไ่ด้รับการถ่ายโอนยนีมันฝร่ัง 
 

6.1 การสังเคราะห์โพรบ 
 

 ในการท า Southern blot hybridization เพื่อหาจ านวนชุดของยีนท่ีแทรกเขา้ไปในจีโนมของ
ตน้มนัฝร่ังท่ีไดรั้บการถ่ายโอนยีนมนัฝร่ัง โดยใช้โพรบท่ีจ าเพาะกบัยีน NptII ซ่ึงอยู่บนบริเวณ T-
DNA (Pierre et al., 1991) ของพลาสมิดสายผสมท่ีถูกถ่ายโอนเขา้สู่จีโนมมนัฝร่ังต าแหน่งของโพ
รบแสดงในภาพท่ี 45 โพรบมีขนาด 596 คู่เบส จากนั้นท าการสังเคราะห์โพรบโดยวิธีพีซีอาร์ติด
ฉลากโพรบดว้ย DIG แสดงในภาพท่ี 46  
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ภาพที ่45  แสดงต าแหน่งและขนาดของโพรบ NptII บน T-DNA ของยนี pBI:35S::MeTM 
 

 
 

ภาพที่ 46  แสดงผลการสังเคราะห์ NptII โพรบลูกศรสีแดงช้ีคือแถบดีเอ็นเอของ NptII probe ท่ีถูก
ติดฉลากดว้ย DIG แถบดีเอ็นเอในช่องท่ี 3 คือ nptII PCR control ท่ีไม่ไดติ้ดฉลาก และ 
แถบดีเอน็เอในช่องสุดทา้ย คือ tPA control  

 
6.2 การท า Southern blot hybridization  

  
ท าการสกดัจีโนมิกดีเอน็เอจากใบมนัส าปะหลงั จากนั้นน าจีโนมิกดีเอ็นเอท่ีสกดัไดจ้  านวน 

45 ไมโครกรัม ตดัดว้ยเอนซ์ตดัจ าเพาะ SacI และ HindIII จากนั้นท าการแยกแถบดีเอ็นเอท่ีถูกตดั
บน 0.8% agarose gel แลว้ท าการถ่ายแถบดีเอน็เอท่ีผา่นการแยกขนาดลงบน H+ bond nitrocellulose 
membrane น าเมมเบรนท าการ hybridization กบั NptII probe ท าการตรวจผลบนฟิล์มเอ็กซเรย ์
ได้ผลการทดลองดังภาพท่ี 47 จากผลการทดลองพบว่าต้นมันฝร่ังท่ีได้รับการถ่ายโอนยีน 
pBI:35S::MeTM หมายเลข 31 ไดรั้บการถ่ายโอนยีนเขา้ไป 2 ต าแหน่ง และตน้มนัฝร่ังท่ีไดรั้บการ
ถ่ายโอนยีน pBI:35S::MeTM หมายเลข 34 ไดรั้บการถ่ายโอนยีนเขา้ไป 1 ต าแหน่ง ซ่ึงจ านวนชุด
ของยีนท่ีแทรกเขา้ไปในตน้มนัฝร่ังท่ีไดรั้บการถ่ายโอนยีนดงักล่าวสอดคลอ้งกบัผลการศึกษาการ
แสดงออกของยีน MeTM โดยใชว้ิธี Semi-quantitative nested RT-PCR ท่ีพบวา่ตน้มนัฝร่ังท่ีไดรั้บ
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การถ่ายโอนยนี pBI:35S::MeTM หมายเลข 31 มีการแสดงออกท่ีสูงกวา่มนัฝร่ังท่ีไดรั้บการถ่ายโอน
ยนี pBI:35S::MeTM หมายเลข 34 
 

 
 

ภาพที ่47  แสดงผลการท า Southern blot hybridization ของตน้มนัฝร่ังท่ีไดรั้บการถ่ายโอนยีน  
pBI:35S::MeTM 
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สรุปและข้อเสนอแนะ 
 

สรุป 
 

1. การสืบหายีนทีเ่กี่ยวข้องกบัการพฒันารากสะสมอาหารของมันส าปะหลงั 
 

 จากการค้นหายีนท่ีเก่ียวข้องกับการพฒันารากสะสมอาหารของมันส าปะหลังโดยวิธี 
differential display RT-PCR พบวา่มียีนท่ีอาจท าหนา้ท่ีเก่ียวขอ้งกบักระบวนการพฒันารากสะสม
อาหารมนัส าปะหลงัจ านวน 4 ยีน คือ AGC protein kinases, auxin resontive protein, 
homeodomain-leucine zipper (HD-ZIP) และยีน integral membrane protein ท่ีมีการแสดงออกสูง
ในช่วงรากฝอยและรากท่ีเร่ิมมีการโป่งพอง จึงคาดว่ายีนดังกล่าวน่าจะมีส่วนเก่ียวข้องกับ
กระบวนการพฒันารากสะสมอาหาร และจากฐานขอ้มูลพบว่ายีน homeodomain-leucine zipper 
(HD-ZIP) ในมนัส าปะหลงัท่ีถูกจดัอยูใ่น class III มีรายงานถึงบทบาทในการท าหน้าท่ีเก่ียวขอ้ง
โดยตรงกบักระบวนการเจริญเติบโตแนวขวางและการพฒันาของระบบท่อล าเลียง ส่วนยีน Integral 
membrane protein อาจมีส่วนในกระบวนการล าเลียงสารอาหารต่างๆ เขา้สู่เซลล์ของรากสะสม
อาหาร ดังนั้นในงานวิจยัน้ีจึงได้เลือกศึกษาหน้าท่ีของยีน integral membrane protein และ
homeodomain-leucine zipper (HD-ZIP) ในมนัส าปะหลัง โดยใช้มนัฝร่ังเป็นพืชต้นแบบใน
การศึกษา 
 
2. การศึกษาลักษณะการแสดงออกของยีน homeodomain-leucine zipper (HD-ZIP) และ 

integral membrane protein ของมันส าปะหลงั 
 
 จากการศึกษาลกัษณะการแสดงออกของยีน homeodomain-leucine zipper (MeHD-ZIPIII) 
และintegral membrane protein (MeTM) ในมนัส าปะหลงัพบวา่ยีนทั้ง 2 มีการแสดงออกท่ีนอ้ยมาก
ในส่วนของพืชท่ีอยูเ่หนือพื้นดินไดแ้ก่ ปลายยอด ใบอ่อน ใบแก่ และล าตน้ แต่มีการแสดงออกท่ีสูง
ในช่วงระยะการเจริญของรากโดยเฉพาะ รากท่ีเร่ิมโป่งพองและรากสะสมอาหารในระยะแรกของ
การพฒันาการ และการแสดงออกจะลดลงในระยะท่ีรากสะสมอาหารมีอายุ 6 เดือน ดงันั้นจึงคาดวา่
ยนีทั้งสองมีความเก่ียวขอ้งกบักระบวนการพฒันารากสะสมอาหารในมนัส าปะหลงั 
 
 
3. การศึกษาการแสดงออกของยนี MeHD-ZIPIII  และ MeTM ในมันฝร่ัง 
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 ท  าการสร้างโครงสร้างเพื่อเพิ่มการแสดงออกของยีน MeHD-ZIPIII และ MeTM ภายใตก้าร
ควบคุมการแสดงออกของ CaMV 35S และ Papatin โปรโมเตอร์ และศึกษาการแสดงออกของยีน
ในมนัฝร่ัง เม่ือท าการศึกษาการเจริญของส่วนของพืชท่ีสะสมอาหารในขวดทดลองพบวา่ตน้มนัฝร่ัง
ท่ีได้ รับการถ่ ายโอนยีน  pBI:35S::MeHDZIPIII pBI:B33::MeHDZIPIII pBI:35S::MeTM และ
pBI:B33::MeTM มีการสร้างส่วนของพืชท่ีสะสมอาหารเกิดข้ึนเม่ือเปรียบเทียบกบัตน้มนัฝร่ังสาย
พนัธ์ุท่ีไม่ไดรั้บการถ่ายโอนยีนท่ีสภาวะเพาะเล้ียงเดียวกนั ดงันั้นจึงมีความเป็นไปไดท่ี้ยีนทั้งสองมี
บทบาทท่ีเก่ียวขอ้งกบักลไกการพฒันาการของอวยัวะสะสมอาหาร 
 
4. การศึกษาระดับการแสดงออกของยีน pBI:35S::MeHD-ZIPIII และ pBI:35S::MeTM ใน

ต้นมันฝร่ังทีไ่ด้รับการถ่ายโอนยนี 
 
 การศึกษาการแสดงออกของยีน pBI:35S::MeHD-ZIPIII  และ pBI:35S::MeTM ท่ีถูกถ่าย
โอนเขา้ไปในตน้มนัฝร่ังท่ีไดรั้บการถ่ายโอนยีนดว้ยวิธี Semi-quantitative nested RT-PCR พบวา่ไม่
พบการแสดงออกของยีน pBI:35S::MeHD-ZIPIII อาจเน่ืองมาจากการเกิดการสูญหายของยีนใน
ขั้นตอนการ sub-culture เพื่อเพิ่มปริมาณตน้มนัฝร่ังท่ีไดรั้บการถ่ายโอนยีน ส่วนตน้มนัฝร่ังท่ีไดรั้บ
การถ่ายโอนยนี pBI:35S::MeTM พบวา่ตน้มนัฝร่ังท่ีไดรั้บการถ่ายโอนยีน หมายเลข 31 มีระดบัการ
แสดงออกของยีนสูงกวา่ตน้มนัฝร่ังท่ีไดรั้บการถ่ายโอนยีนหมายเลข 34 ส่วนหมายเลข 32 นั้นคาด
วา่เกิดการสูญหายของยนีเช่นเดียวกบัตน้มนัฝร่ังท่ีไดรั้บการถ่ายโอนยนี pBI:35S::MeHDZIPIII   
 
5. การหาจ านวนชุดของยนีในต้นมันฝร่ังทีไ่ด้รับการถ่ายโอนยนี 

 
 ท าการหาจ านวนชุดของยีน pBI:35S::MeTM ในต้นมันฝร่ังท่ีได้รับการถ่ายโอนยีน
หมายเลข 31 และ 34 ดว้ยวิธี southern blot hybridization พบวา่ตน้มนัฝร่ังท่ีไดรั้บการถ่ายโอนยีน
หมายเลข 31 มีจ านวนชุดของยนี 2 ชุด และตน้มนัฝร่ังท่ีไดรั้บการถ่ายโอนยนีหมายเลข 34 มีจ านวน
ชุดของยีน 1 ชุด จึงพบระดบัการแสดงออกของยีนในตน้มนัฝร่ังท่ีไดรั้บการถ่ายโอนยีนหมายเลข 
31 สูงกวา่ตร้มนัฝร่ังท่ีไดรั้บการถ่ายโอนยนีหมายเลข 34 
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ข้อเสนอแนะ 
 

Integral membrane protein ในมันส าปะหลงั 
 
 เน่ืองจากการแสดงออกท่ีโดดเด่นของยีน integral membrane protein ในตน้มนัส าปะหลงั 
และยงัมีขอ้มูลการศึกษาหนา้ท่ีของยนีท่ีเก่ียวขอ้งกบัระบบการพฒันาส่วนท่ีสะสมอาหารของพืชอยู่
น้อยมากดังนั้นยีน integral membrane protein จึงมีความน่าสนใจในการศึกษาต่อไปเก่ียวกับ
ความสัมพันธ์ของยีนท่ีมีต่อกระบวนการสะสมอาหาร รวมถึงหน้าท่ีของยีนท่ีมีผลต่อการ
เจริญเติบโตของพืชอ่ืนๆ 
  
การถ่ายยนีเข้าสู่มันฝร่ัง 
 
 ในกระบวนการถ่ายยีนเขา้สู่มนัฝร่ัง ไดใ้ช้ส่วนของขอ้มนัฝร่ังและชกัน าให้เกิดเป็นตน้มนั
ฝร่ังท่ีไดรั้บการถ่ายโอนยีน กระบวนการท่ีส่วนของ T-DNA แทรกเขา้ในไปจีโนมมนัฝร่ังนั้นเกิด
การแทรกเขา้ไปใน 1 เซลล์จากเซลล์เป็นลา้นเซลล์ ดงันั้นจึงมีโอกาสเกิดการสูญหายของยีนไดอ้นั
เน่ืองมาจากกระบวนการ sub-culture เพื่อเพิ่มจ านวนตน้มนัฝร่ังท่ีไดรั้บการถ่ายโอนยีนเพื่อใช้ใน
กระบวนการตรวจสอบต่างๆ เน่ืองจากแต่ละกระบวนการมีความตอ้งการใชต้วัอยา่งในปริมาณมาก
เพื่อใหไ้ดม้าซ่ึงจีโนมิกดีเอน็เอ และอาร์เอ็นเอ ในปริมาณสูง ดงันั้นจึงควรมีการพฒันากระบวนการ
ถ่ายโอนยนีเขา้สู่มนัฝร่ังเพื่อใหไ้ดม้าซ่ึงความเสถียรของตน้มนัฝร่ังท่ีไดรั้บการถ่ายโอนยนี  
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