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4.1  การโคลนและวิเคราะห์ล าดับนิวคลโีอไทด์ ของยีน HbKR1 ในยางพาราโดยเทคนิค 
RACE  

4.1.1. การเตรียม Total RNA จากน า้ยางพารา 

จากการเตรียม Total RNA ในน ้ ายางพาราสายพนัธุ์ RRIM600 โดยประยกุต์ วิธีการ
ของ Fu, et al. (2004 : 197e) เม่ือน า Total RNA ไปตรวจสอบความบริสุทธ์ิ จากอตัราส่วนระหว่าง  
OD260/OD280 พบว่ามีค่าเท่ากบั 1.96, 1.99, 2.05 และตรวจสอบ Integrity ดว้ยการท า Electrophoresis 
ในเจลอะกาโรสความเขม้ขน้ 1 เปอร์เซ็นต์ ยอ้มดว้ย  EtBr (0.1 mg/ml) พบว่า แถบ 18S และ 28S 
rRNA แยกกนัอยา่งชดัเจน ไม่ปรากฏลกัษณะเป็นป้ืนท่ีเกดิจากการยอ่ยของเอนไซม ์ RNase (ภาพท่ี 
12) แสดงว่า Total RNA มีความเหมาะสมท่ีจะใชส้งัเคราะห์ First-Strand cDNA เพ่ือเพ่ิมปริมาณ ยนี 
HbKR1 ต่อไป  

 

 
 

ภาพท่ี 12 Agarose Gel Electrophoresis ของ Total RNA จากน ้ ายางพาราสายพนัธุ์ RRIM600  
                       (La1: Latex1, La2: Latex2, La3: Latex3) 

 
 

     La1     La2      La3 

18S rRNA 
28S rRNA 
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4.1.2. การเพิ่มปริมาณ cDNA ของยนี HbKR1 ในน า้ยางพาราด้วยเทคนิค RACE 

จากการเพ่ิมปริมาณ  cDNA ของยนี HbKR1 ทางดา้น ปลาย -3/ และปลาย -5/ ดว้ย
เทคนิค RACE โดยใชไ้พรเมอร์ท่ีมีล าดบัเบสจ าเพาะกบัยนี HbKR1 ดา้นปลาย -3/ (3/ GSP2) และดา้น
ปลาย -5/ (5/ GSP1) ร่วมกบั UPM (Universal Primer A Mix) หรือ NUP (Nested Universal Primer 
A) จากนั้นน า PCR Product ไปท า Electrophoresis ในเจลอะกาโรสความเขม้ขน้ 2 เปอร์เซ็นต์ ยอ้ม
ดว้ย EtBr (0.1 mg/ml) พบว่ามีแถบ cDNA ดา้นปลาย 3/ ขนาดประมาณ 500 คู่เบส (bp) และปลาย  5/ 
ขนาดประมาณ 1800 คู่เบส (ดงัภาพท่ี 13ก และ 13ข) ตามล าดบั  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
                        

                                   
       (ก)                                                                           (ข) 
ภาพท่ี 13 Agarose Gel Electrophoresis ของ First-Strand cDNA ท่ีไดจ้ากเทคนิค RACE  
                 (ก) ดา้นปลาย-3/ ใชเ้คร่ืองหมาย DNA ขนาด 50 คู่เบส (50 bp DNA Ladder)  
                 (ข) ดา้นปลาย-5/ ใชเ้คร่ืองหมาย DNA ขนาด 1 กโิลเบส (1 kb DNA Ladder)  

 
4.1.3. การท า TA cloning และการคัดเลือกโคโลนี 

หลงัจากแยก cDNA ของยนี HbKR1 ออกจากเจลอะกาโรสแล้ ว จึงน า cDNA ท่ีได้
เช่ือมต่อเขา้กบั pGEM@-T Easy Vecter โดยใชเ้อนไซม ์ T4 DNA Ligase ไดเ้ป็นดีเอน็เอสายผสม 
(Recombinant DNA) จากนั้น น าดีเอน็เอสา ยผสม ถ่ายโอน (Transformation) เขา้สู่ เซลล ์ E.coli 
(DH5α) ดว้ยวิธี Heat-Shock แลว้ น ามาเล้ียง บนอาหารแข็ง LB ท่ีมีส่วนผสมของยาปฏิชีวนะ 
Amphicilin ความเขม้ขน้ 100 mg/ml และสาร IPTG (Isopropyl-β-D-thiogalactoside) ซ่ึงเป็นสารท่ี
ชกัน าให้เกดิการสร้างเอนไซม ์ β-Galactosidase พร้อมกบัสาร X-gal (5-Bromo-4-chro-3-indolyl-
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β-D-Galactoside) ซ่ึงเป็น ซบัสเตรท  (Substrate) ของเอนไซม ์ β-Galactosidase ท าการคดัเลือก
โคลนท่ีมีดีเอน็เอสายผสม  ซ่ึงสงัเกต ได้จากลกัษณะการตา้นทานต่อยาปฏิชีวนะ Amphicilin ของ
เซลลแ์บคทีเรียและกจิกรรมของ เอนไซม์ β-Galactosidase โดยเซลล์ ท่ีไดร้ับ พลาสมิดท่ีไม่ใช่ ดีเอน็

เอสายผสม จะ เจริญบนอาหารท่ีมียา ปฏิชีวนะ Amphicilin ได้ และสามารถสร้างเอนไซม ์ β-
Galactosidase ไปยอ่ยสาร X-gal เกดิเป็นสารสีฟ้า ท าให้โคโลนีดงักล่าวมีสีฟ้า ส่วนเซลล์ ท่ีมีดีเอน็เอ

สายผสม สามารถ เจริญบนอาหารท่ี มียาปฏิชีวนะ Amphicilin แต่ไม่สามารถสร้างเอนไซม ์ β-
Galactosidase จึงไม่มีการยอ่ยสาร X-gal โคโลนีท่ีไดจึ้งไม่เกดิสี ส าหรับเซลลท่ี์ไม่ไดร้ับพลาสมิดจะ
ไม่สามารถเจริญบนอาหารที่มียาปฏิชีวนะ Amphicilin ได ้จากการศึกษาพบว่า เม่ือเล้ียงเซลล ์ E.coli ท่ี
ผ่านการถ่ายโ อนดีเอน็เอสายผสมสามารถเจริญบนอาหารท่ีมียา ปฏิชีวนะ  Amphicilin ได ้ซ่ึงมีทั้ง
โคโลนีสีขาวและโคโลนีสีน ้ าเงิน (ภาพท่ี 14) จากนั้นจึงเลือกโคโลนีสีขาวมาเตรียมพลาสมิดต่อไป  
 

                       
                            (ก)                                                                               (ข) 

ภาพท่ี 14 (ก) การเกดิโคโลนีสีขาวของเซลลท่ี์ไดร้ับพลาสมิดท่ีเป็นดีเอน็เอสายผสม  
              และโคโลนีสีฟ้าของเซลลท่ี์ไดร้ับพลาสมิด ท่ีไม่เป็นดีเอน็เอสายผสม  

(ข) เซลลท่ี์ไม่ไดร้ับพลาสมิดท่ีเป็นดีเอน็เอสายผสมไม่เจริญบนอาหารท่ีมียา 
ปฏิชีวนะ Amphicilin 
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4.1.4. การเตรียมพลาสมดิ 

หลงัจากคดัเลือกโคโลนี แล ะน ามาเล้ียงในอาหารเหลว LB แลว้ จึงน าเซลล์
แบคทีเรียท่ีไดไ้ปเตรียมพลาสมิดโดยใช ้QIAprep Spin Miniprep Kit จากนั้นตรวจสอบยนีเป้าหมาย  
โดยน า พลาสมิดท่ีเตรียมได้ ไปเพ่ิมปริมาณดว้ยเทคนิค PCR ใช ้Primer ส าหรับท า RT-PCR หรือ 
M13 Forward และ M13 Reverse น า PCR Product มาท า Electrophoresis ในเจลอะกาโรสความ
เขม้ขน้ 2 เปอร์เซ็นต์ ยอ้ม ดว้ย EtBr (0.1 mg/ml) ผลปรากฏว่า โคโลนีท่ีไดเ้ลือกมีแถบเป้าหมายท่ี
คาดว่าเป็นแถบของยนี HbKR1 (ภาพท่ี 15)   

 

                                                 
           (ก)                                                                        (ข) 

ภาพท่ี 15 Agarose Gel Electrophoresis ท่ีไดจ้ากการเพ่ิมปริมาณพลาสมิด เพ่ือตรวจสอบแถบ 
   เป้าหมาย (ก) ดา้นปลาย 3/ ใชเ้คร่ืองหมาย DNA ขนาด 50 คู่เบส (50 bp DNA Ladder)  

(ข) ดา้นปลาย 5/ ใชเ้คร่ืองหมาย DNA ขนาด 1 กโิลเบส (1 kb DNA Ladder)  
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4.1.5. การวิเคราะห์ล าดบันิวคลีโอไทด์ของยนี HbKR1  

จากการเพ่ิมปริมาณ cDNA ของยนี HbKR1 ในยางพา ราบริเวณดา้นปลาย  3/RACE 
และ 5/RACE เม่ือน าไปวิเคราะห์ล าดบันิวคลีโอไทด์ พบว่าล าดบันิวคลีโอไทด์ของ ยนี HbKR1 ท่ีได้
ทั้งหมด มีขนาด  2,596 คู่เบส ประกอบดว้ยส่วนท่ีแปล รหัส (Open Reading Frame, ORF) จ านวน 
2,106 คู่เบส เป็นรหัสกรดอะมิโน 701 Residues มีน ้ าหนกัโมเลกุลเท่ากบั 72.52 กโิลดาลตนั มี ค่า pI 
(Isoelectric Point) เท่ากบั 5.60 และมีล าดบันิวคลีโอไทด์ท่ีไม่เป็นรหัสกรดอะมิโน ดา้นปลาย 5/ (5/ 
Un-translated Region หรือ 5/ UTR) จ านวน 204 คู่เบส  และดา้นปลาย 3/ (3/ Un-translated Region 
หรือ 3/ UTR) จ านวน 286 คู่เบ ส บริเวณ  5/ UTR จะพบ AC Rich Consensus Sequence 
(ATTTCGATGTGC) ต าแหน่งล าดบันิวคลีโอไทด์ท่ี  199- 209  ส่วน  3/ UTR จะพบ AU Rich 
Element Motif, ARE (ATTTA) ท่ีต าแหน่งล าดบันิวคลีโอไทด์ท่ี 2,388-2393 พบ Polyadenylation 
Site (AATAAA) ท่ีต าแหน่งล าดบันิวคลีโอไทด์ท่ี 2,440-2,446 และส่วนของ Poly A Tail เท่ากบั 58 
คู่เบส (ภาพท่ี 16)    
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5’ acatgggggcccccaaaaacccgttaaaagggagaagccaatagtcttttcctc 

tctctggttctgtgtagttaaaacttcaaagtgaagggtaaaactcaagaactttaa 

taagccagaacttttgcctggtgctctcatttttgcatttaataaagaaaaaaaagg 

gagttcgaacaaggcctgataaaggagaacatttcgatgtgcagtgggtcaaagaca 

                                     M  C  S  G  S  K  T   

ccaactcattctggtttcatcatggagaagaatgaatttcaacgacaagatgggttt 

 P  T  H  S  G  F  I  M  E  K  N  E  F  Q  R  Q  D  G  F   

tgctgtgatctctcttttctgcttgaattgtctgcctcgaatgatcttattgggttt 

 C  C  D  L  S  E  L  L  E  L  S  A  S  N  D  L  I  G  F 

aagagagaaattgaaggaggccgtgacgttgatgagccaggcttatggtatgggaga 

 K  R  E  I  E  G  G  R  D  V  D  E  P  G  L  W  Y  G  R 

agaattggctcaaaaaacatggggtttgaggagaggacacccctcatgattgctgcc 

 R  I  G  S  K  N  M  G  F  E  E  R  T  P  L  M  I  A  A 

ttacttggaggcaaagatgtcttgaattatatcttggaaatgggccgtgttgatgtt 

 L  L  G  G  K  D  V  L  N  Y  I  L  E  M  G  R  V  D  V   

aataggtgttgtgggtctgatggggtcacagcccttcactgtgctgttgcaggtggc 

 N  R  C  C  G  S  D  G  V  T  A  L  H  C  A  V  A  G  G 

tctgcatcttctcttgaggttgtcaagctcttgcttgccgcctctgctgatcataat 

 S  A  S  S  L  E  V  V  K  L  L  L  A  A  S  A  D  H  N   

gctgttgatgccaatggaaatcatgctattgatttgcttgttccagttgttaattct 

 A  V  D  A  N  G  N  H  A  I  D  L  L  V  P  V  V  N  S    

ggttttaatttgaggagaaaggcactagagcttgtgctaaagggtggttatactaga 

 G  F  N  L  R  R  K  A  L  E  L  V  L  K  G  G  Y  T  R 

gatgaatcttgtgttttggctgatctgaatcctgatgaaatagatgggcaagaacag 

 D  E  S  C  V  L  A  D  L  N  P  D  E  I  D  G  Q  E  Q   

ctggaagtttcaacaccaatattatctaaagatgggactgagaagaaggaatatcct 

 L  E  V  S  T  P  I  L  S  K  D  G  T  E  K  K  E  Y  P 

gttgatctcactcttcctgatatcaagaatggtatatttggtactgatgaatttaga 

 V  D  L  T  L  P  D  I  K  N  G  I  F  G  T  D  E  F  R 

atgtatacatttaaggtgaagccttgctcaagggcatattcccatgattggacagag 

 M  Y  T  F  K  V  K  P  C  S  R  A  Y  S  H  D  W  T  E   

tgcccatttgttcaccctggagagaatgcgaggcggcgagatccaaggaaataccat 

 C  P  F  V  H  P  G  E  N  A  R  R  R  D  P  R  K  Y  H 

tatagctgtgtcccatgccctgagtttcgaaaggggtcatgcaggcagggtgatgct 

 Y  S  C  V  P  C  P  E  F  R  K  G  S  C  R  Q  G  D  A   

tgtgaatatgcacatggtatttttgagtgctggcttcaccctgctcaatatcgaaca 

 C  E  Y  A  H  G  I  F  E  C  W  L  H  P  A  Q  Y  R  T 

cgtctttgcaaagacgagacaaattgcacaagaagggtttgtttctttgctcacaag 

 R  L  C  K  D  E  T  N  C  T  R  R  V  C  F  F  A  H  K   

cctgaagagcttcgccccttgtatgcctcaacgggttcggttgtgccttcaccaaga 

 P  E  E  L  R  P  L  Y  A  S  T  G  S  V  V  P  S  P  R 

tccttctcagccaatggttcagcactggacatgggttctgtcagtccacttgccctt 

 S  F  S  A  N  G  S  A  L  D  M  G  S  V  S  P  L  A  L 

ggttctccacctgtcttgataccacctacttccatgactccctctgggtcctcatct 

 G  S  P  P  V  L  I  P  P  T  S  M  T  P  S  G  S  S  S     

cctatggttggatggcccaaccagactagtgttgtaccccctatcttgcagcttcct 

 P  M  V  G  W  P  N  Q  T  S  V  V  P  P  I  L  Q  L  P   
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agtagcaggttgaaatctgctctgagtgctagagatatggatgtagacatggagttg 

 S  S  R  L  K  S  A  L  S  A  R  D  M  D  V  D  M  E  L 

cttgggcttgacagtcaccatcgccggcaacaacaattggtcaatgagattggtttc 

 L  G  L  D  S  H  H  R  R  Q  Q  Q  L  V  N  E  I  G  F 

tcgtcaccttccggttggaataatgatttgtccactgcttcagcttttgctgtctca 

 S  S  P  S  G  W  N  N  D  L  S  T  A  S  A  F  A  V  S 

ggtgatcgaactttggagttggataggcttggaggagtgaagccaactaaccttgaa 

 G  D  R  T  L  E  L  D  R  L  G  G  V  K  P  T  N  L  E 

gatatttttggatctcatgatcctacaattttgcctcaattgcagagactcacagtg 

 D  I  F  G  S  H  D  P  T  I  L  P  Q  L  Q  R  L  T  V   

gattccactgtatcccagttacagtctcaaacagggattcagatgtgccagaacata 

 D  S  T  V  S  Q  L  Q  S  Q  T  G  I  Q  M  C  Q  N  I 

aaccagaagctccgctcaagctaccctaccaacttctcatcttctcctgtgaggaca 

 N  Q  K  L  R  S  S  Y  P  T  N  F  S  S  S  P  V  R  T 

tcatcttttggatttgatccgtctggggtagcggcagcagcagttttgaattcaagg 

 S  S  F  G  F  D  P  S  G  V  A  A  A  A  V  L  N  S  R     

tctgctgcctttgcaaagcggagccagagttttattgaacgaaatgccgtgaaccgt 

 S  A  A  F  A  K  R  S  Q  S  F  I  E  R  N  A  V  N  R 

catactggtttttcttcaccaacttcttcaccaactataatgccttctaatctatcg 

 H  T  G  F  S  S  P  T  S  S  P  T  I  M  P  S  N  L  S 

gattggggttcccccgatggcaaattggaatggggtattcaaggagaagagcttaat 

 D  W  G  S  P  D  G  K  L  E  W  G  I  Q  G  E  E  L  N   

aaactgcgcaagtctgcttcttttggcattcgaagcaatggcagcagtttggcagca 

 K  L  R  K  S  A  S  F  G  I  R  S  N  G  S  S  L  A  A   

ggtgcggtatcaatgcctgcagctcttgatgagccagatgtgtcgtgggtccagtcc 

 G  A  V  S  M  P  A  A  L  D  E  P  D  V  S  W  V  Q  S   

tgggtaaaggataaccctcccttgaattctgggcacttgggttttgaggaacagcag 

 W  V  K  D  N  P  P  L  N  S  G  H  L  G  F  E  E  Q  Q 

caacaatgccatcttaatactggaggttcagaaatgcttccagcatgggtggagcaa 

 Q  Q  C  H  L  N  T  G  G  S  E  M  L  P  A  W  V  E  Q 

ttgtacattgagcaggagcagatggtggcttaaaacaacagtagcctacagttggct 

 L  Y  I  E  Q  E  Q  M  V  A  * 

cctaaaacattttaactagttattattttttccattttttgaatatttactagttcc 

aacatatatctaggaggaaagaaattgaagaaaggaaataaaaaaaggaaaaaggtc 

cggggagaaaacaaagaagttgggcaggatgatggatatctgctcatcgtgttgtta 

gttaatgatgaatgatagtttctttttctagttaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaa 

aaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaa  3’ 
 

ภาพท่ี 16 ล าดบันิวคลีโอไทด์และล าดบักรดอะมิโนของยนี HbKR1 ซ่ึงประกอบดว้ยเบส ATG เป็น 
รหัสเร่ิมตน้ (Start Codon), รหัสหยดุ (Stop Codon) คือ TAA, ต าแหน่ง ARE (ATTTA),  
Polyadenylation Site (AATAA) และ Poly A Tail 
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4.1.6 การเปรียบเทียบล าดบักรดอะมโินของ HbKR1 กับพืชชนิดอื่นๆ 

 เม่ือ เปรียบเทียบ ล าดบักรดอะมิโนของ HbKR1 ของยางพารา กบัพืชชนิดอ่ืนใน
ฐานขอ้มูล NCBI โดยใชโ้ปรแกรม ClustalX 2.1 พบว่า  HbKR1 ของยางพารา มีบริเวณ  Conserved 
Sequences ท่ีบ่งช้ีว่าเป็นโปรตีน  Ankyrin-Repeat Domain C3H1 Zinc Finger Protein เหมือนกบัพืช
ชนิดอ่ืน  โดยมีบริเวณ  Conserved Sequences ของ โปรตีน Ankyrin Repeat (ANK) จ านวน 72 
Residues มีต าแหน่งของล าดบักรดอะมิโนท่ี 73-133 จ านวน 2 Domains อยูบ่ริเวณดา้น N-Terminal 
และมีบริเวณ Conserved sequences ของโปรตีน Zinc Finger (ZFP) ชนิดท่ีมีกรดอะมิโน Cysteine 3 
Residues และ Histidine 1 Residues (Cx8Cx5Cx3H) อยูบ่ริเวณต าแหน่งของกรดอะมิโน ท่ี 275-297 
เม่ือเปรีย บเทียบล าดบักรดอะมิโนของ HbKR1 ของยางพารากบั KR1 ของพืชชนิดอ่ืนๆ พบว่า 
Homology กบัล าดบักรดอะมิโนของ  Ricinus communis, Capsicum annuum, Arabidopsis thaliana, 
Oryza sativa และ Medicago truncatula เท่ากบั 81 .2%, 56.6%, 54 .5%, 43.3% และ 39.4% 
ตามล าดบั (ภาพท่ี 17) 
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Hevea            -----------------------------------------------------MCSGSK- 6 

Capsicum         -----------------------------------------------------MCSGSG- 6 

Ricinus          -----------------------------------------------------MCSGSKR 7 

Arabidopsis      ------------------------------------------------------------ 

Medicago         MNLFFTRSCFLLPIHSSTFSIQIFSSTSLILNPIFFTNTRNWMCGGPDKSKSIATSSSSS 60 

Oryza            -------------MNGTPISASAAAGVDGVG-------------------AAVALAAATK 28 

                                                                              

 

Hevea            TPTHSGFIMEKNEFQRQDGFCCDLSFLLELSASNDLIGFKREIEG-GRD-VDEPGLWYGR 64 

Capsicum         SRVCSADLAMEAKIQDQKELVPNFSLLLELSASDDIRNFQKAVEEEGHD-INEVGLWYVR 65 

Ricinus          KPTHLGFID---ELQKEDYFCYDLSILLELSASNDLIGFKRAIEEEGRD-VDEPGLWYGR 63 

Arabidopsis      -------------MGVDELSHLKFSLLLESSACNDLSGFKSLVEEEGLESIDGSGLWYGR 47 

Medicago         SSAAEGSNTVEDMKNLTVRTDDSFSSLLEHASNNDFEDFKVALD-SDASLINEVGFWYVR 119 

Oryza            KSAAAAAAVAEMAKTLTVDTDDAFAGLLELAADDDAEGLRRALERAPPAAADEAGLWYGR 88 

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

 

Hevea            RIGSKNMGFEERTPLMIAALLGGKDVLNYILEMGRVDVNRCCGSDGVTALHCAVAGGSAS 124 

Capsicum         KVGVKKMGYEERTPLMVAATFGSKQVLNYILEKGCVDVNQTCGSDRATALHCAIVGGSSA 125 

Ricinus          RIGSRKMGIEERTPLMIAALFGSKDVLNYILETGRADVNRGLGSDGATALHCAAAGGSAA 123 

Arabidopsis      RLGSKKMGFEERTPLMIAALFGSKEVVDYIISTGLVDVNRSCGSDGATALHCAVSGLSAN 107 

Medicago         QKGSNQIVLEHRTPLMVAASYGSIDILKLILSYPEADVNFSCGTDKSTALHCAASSGSVN 179 

Oryza            RK-----VLEHRTPLMVAATYGSLAVLRLLLSLPSVDVNRRCGSDGTTALHCAASGGSPS 143 

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

 

Hevea            SLEVVKLLLAASADHNAVDANGNHAIDLLVP--VVNSGFNLRRKALELVLKGGYTRD--- 179 

Capsicum         LPEVVKLLLDASADANLVDADGKRAVDLIS---SRGRCLNSRRKILEHLL-GGNSGD--- 178 

Ricinus          SLEVVKRLLDASADPSAVDANGNHAGDLIAP--VVSSGLTSRRKALEIMLKGGSSGD--- 178 

Arabidopsis      SLEIVTLLLKGSANPDSCDAYGNKPGDVIFP--CLSPVFSARMKVLERLLKGNDDLN--- 162 

Medicago         AVDAIKLLLSAGADINSVDANGKRPVDVIVVPIVVPHKLEGVKTILEELLSDSASEGSVD 239 

Oryza            CVEAVKLLLAAGADADATDASGYRPADVISV----PPKMFDAKIALQDLLGCPKAGHGVL 199 

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

 

Hevea            ------ESCVLADLNPDEIDGQEQLEVSTPILSKDG-------TEKKEYPVDLTLPDIKN 226 

Capsicum         ------EGEGSGCIDQIISEQAEEQLLLTPTVSKFG-------SEKKEYPVDPSLPDIKN 225 

Ricinus          ------EFCVLADQNPFEMYGQELQEVSTPRVSKDG-------TEKKEYPVDLTLPDIKN 225 

Arabidopsis      ------EVNGQEESEP-------EVEVEVEVSPPRG-------SERKEYPVDPTLPDIKN 202 

Medicago         DCSLPLSLISSSPGSSAPLSSAENGSPSSPVAPKFTDTAVNSTSEKKEYPVDPSLPDIKN 299 

Oryza            RVVTRAANSMLSPVSSPTAEDARSPSAAVMMTTKFADLPRVVTSEKKEYPVDPSLPDIKN 259 

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

 

Hevea            GIFGTDEFRMYTFKVKPCSRAYSHDWTECPFVHPGENARRRDPRKYHYSCVPCPEFRKGS 286 

Capsicum         GIYGTDDFRMYIFKVKPCSRAYSHDWTECPFVPPGENARRRDPSKYHYSCVPCPDFRKGT 285 

Ricinus          GIYGTDEFRMYTFKVKPCSRAYSHDWTECPFVHPGENARRRDPRKYHYSCVPCPEFRKGS 285 

Arabidopsis      GVYGTDEFRMYAFKIKPCSRAYSHDWTECPFVHPGENARRRDPRKYHYSCVPCPEFRKGS 262 

Medicago         SMYATDEFRMYSFKVRPCSRAYSHDWTECPFVHPGENARRRDPRKFHYSCVPCPDFRKGA 359 

Oryza            SIYASDEFRMYSFKIRPCSRAYSHDWTECPFVHPGENARRRDPRKYHYSCVPCPDFRKGV 319 

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

 

Hevea            CRQGDACEYAHGIFECWLHPAQYRTRLCKDETNCTRRVCFFAHKPEELRPLYASTGSVVP 346 

Capsicum         CQRADACEYAHGIFECWLHPAQYRTRMCKDETNCNRRVCFFAHKPGELRPLYPSTGSAVL 345 

Ricinus          CRQGDACEYAHGIFECWLHPAQYRTRLCKDEINCTRRVCFFAHKPEELRPLYASTGSAVP 345 

Arabidopsis      CSRGDTCEYAHGIFECWLHPAQYRTRLCKDETNCSRRVCFFAHKPEELRPLYPSTGSGVP 322 

Medicago         CRRSDMCEYAHGVFECWLHPAQYRTRLCKDGMGCNRRVCFFAHSPEELRPLYVSTGSAVP 419 

Oryza            CRRGDMCEYAHGVFECWLHPAQYRTRLCKDGTSCNRRVCFFAHTTDELRPLYVSTGSAVP 379 

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

 

Hevea            SPRS-FS--ANGSALDMGSVSPLALGSPP----VLIPPTS---MTPSGSSSPMVG---WP 393 

Capsicum         SPRS-YS--NGTTSLDISSITPLALGSPS----VMMPPTSTPPMSPAGASS-VGGS-LWP 396 

Ricinus          SPRS-YS--ANGSTLDMGSISPLALGSPS----VLIPPTSTPPMTPTGSSSPMGG---WS 395 

Arabidopsis      SPRSSFSSCNSSTAFDMGPISPLPIG-----------ATTTPPLSPNGVSSPIGGGKTWM 371 

Medicago         SPRS---AASTANVMDMAAAMSLFPGSPSSISLMSQSPFAQPPLSPSANGNN---AWPQP 473 

Oryza            SPR-----ASATATMEMAAAMGLMPGSPSSVSAV-MSPFT-PPMSPSGNGMPPSLGWQQP 432 

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

 

Hevea            NQTSVVPPILQLPSSRLKSALSARDMDVDMELLGLDSHHRRQQQLVNEIGFS---SPSGW 450 

Capsicum         GQSSHSTPTLQLPISRLKTSINARHMELG------NGYLRQDQLMDDLSALS---SPSRW 447 

Ricinus          NQSNIVPPTLQLPGSRLKSALSVRDMELEMELLGLDSHRRRQQLMDELSGLS---SPSSW 452 

Arabidopsis      NWPNITPPALQLPGSRLKSALNAREIDFS----------------EEMQSLT---SPTTW 412 

Medicago         NVPALHLPGSINQTSRLRSSLSARDMPHDDFNNMLQDFDGQQQILNDLSCFSQPRPGAIS 533 

Oryza            NVPTLHLPGSSLQSSRLRTSLSARDMPADDYS-LMQDIDS--QLINDL-CYS--RIGSST 486 

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

 

 

Ankyrin Repeat 

C3H1 Zinc Finger 
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Hevea            NNDLSTASAFAVSG-DRTLELDRLGGVKPTN------LEDIFGSHDPTILPQLQRLTVDS 503 

Capsicum         NGSSAKAATFATSFNDLNGELGRHGGLEPTN------LDDILATLDSKILSQLQGLSLDA 501 

Ricinus          NNGLSTSSAFAASSSDRTGELHRLGGVKPTN------LEDIFGSLDPSILPQLQGLSVDA 506 

Arabidopsis      NN-TPMSSPFSGKGMNRLAG----GAMSPVNS-----LSDMFGTEDN------------- 449 

Medicago         VGRSGRPKTLTPSNLDDLFCAEIASSPRYSDPAAASVFSPTHKSAVFNQFQQLQSS-LSP 592 

Oryza            GNHTSRTKSLNPSNLDDLFSAEMVSSPRYSNADQGGMFSPSHKAAFLNQFQQQQQALLSP 546 

                  .    . .:  .  :        ..    :      :.    :                 

 

Hevea            TVSQLQSQTGIQMCQNINQKLRSSYPTNFSSSP-VRTSS-FGFDPSGVAAAAVLNSRSAA 561 

Capsicum         VSPHLQSPKGMQMRQNMNQQHMTSYSSGQSSPS-FRTSSSYGIDASIAAATAASSSRSAA 560 

Ricinus          TSSQLQSPTGIQIRQNINQQLRSSYPTNFSSSP-VRPSS-FGIDPSGAAAAAVLTSRSAA 564 

Arabidopsis      -------TSGLQIRRSVINPQLHSNS--LSSSP-VGANSLFSMDSS-----AVLASRAAE 494 

Medicago         INTNVMSPTNVE------HPLFHQASYGLSSPGRMSPRSMEALSPMSSRLS-AFAQREKQ 645 

Oryza            INT-VFSPKSVDNQQLPSHSSLLQASLGISSPGRMSPRCVESGSPMNSHLAAALAQREKQ 605 

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

 

Hevea            ---FAK-RSQSFIERN-AVNRHTGFSSPTSSPTIMPSNLSDWGS-PDGKLEWGIQGEELN 615 

Capsicum         ---FAK-RSQSFIDRS-AVGRLS-------NASAMPSNLSGWGS-PDGKLDWGIQKDELN 607 

Ricinus          ---FAK-RSQSFVERS-AVNRHTGFSSPTSSATIMASNFSDWGS-PDGKLDWGIQGEELN 618 

Arabidopsis      ---FAKQRSQSFIERNNGLNHHP------AISSMTTTCLNDWGS-LDGKLDWSVQGDELQ 544 

Medicago         QQQQQQLRSLSSRELG--ANNPLS-----AVGSPVN-SWSKWGSSPIGKADWSVNPNDFG 697 

Oryza            ---QQTMRSLSSRDLGPSAARASG-----VVGSPLSSSWSKWGS-PSGTPDWGVNGEELG 656 

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

 

Hevea            KLRKSASFGIRSNGSSLAAGAVS--MPAALDEPDVSWVQSWVKDNPPLNSGHLGFEEQQQ 673 

Capsicum         KLRKSASFGLRNSGNRFPTNEGS--VSDSSVESDVSWVQP--LDSP---ARQLAMEDQQY 660 

Ricinus          KLRKSASFGIRNNGG-AGAAATS--LPATLNAPDVSWVQSLVKDAPSTSPRQLGFEEQQQ 675 

Arabidopsis      KLRKSTSFRLR--AGGMESRLPN--EGTGLEEPDVSWVEP------------LVKEPQET 588 

Medicago         QTQRSTSFEHGNNGEEPDVGWVHSLVKDPTPEK----KEKLAGSGP----IPSVEKNPNP 749 

Oryza            KLRRSSSFELRSGGDDPDLSWVHTLVKESPPEKQVTTAESINSVGPSPLMPPSVSNGEGP 716 

                 : ::*:**     .                        :                :     

 

Hevea            Q---CHLNTGGSEMLPAWVEQLYIEQEQMVA-- 701 

Capsicum         R---LNASRG-SEATPTWVDQLYMEQEQIVH-- 687 

Ricinus          ----CHLNTGNSEIFPAWVEQLYIEQEQMVA-- 702 

Arabidopsis      ------------RLAPVWMEQSYMETEQTVA-- 607 

Medicago         ----QADGIDHS-VLGAWLEQLQLDQLVV---- 773 

Oryza            SLNAPLDGHDQAAVIGALLEQMQLDQHIGSLAT 749 

                                 . ::*  ::         

 

ภาพท่ี 17 เปรียบเทียบล าดบักรดอะมิโน HbKR1 ของยางพารากบัพืชชนิดอ่ืนๆ ในฐานขอ้มูล NCBI  
ประกอบดว้ย Capsicum annuum (DQ862464), Ricinus communis (XM_002525609.1),  
Arabidopsis thaliana (NP200670.2), Medicago truncatula  (ABE84364.2 ) และ Oryza  
sativa (XP69392)   
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4.2  การแสดงออกของยีน HbKR1 ในเนือ้เยื่อต่างๆ ของกล้ายางพาราสายพันธ์ุ 
RRIM600  

4.2.1. การเตรียม Total RNA  

จากการเตรียม Total RNA ใน เน้ือเยือ่ต่างๆ ของตน้กลา้ยางพาราสายพนัธุ์ 
RRIM600 อาย ุ3 เดือน ไดแ้ก ่ ใบอ่อน ใบเจริญเต็มท่ี ใบแก ่ กา้นใบ  รากและน ้ ายาง โดยใชว้ิธี การ
เดียวกนักบัขอ้ 4.1.1 เม่ือน ามาวิเคราะห์ ความบริสุทธ์ิ จากอตัราส่วนระหว่าง  OD260/OD280 เท่ากบั 
1.82, 1.84, 2.00, 1.80, 2.00 และ 1.99 ตามล าดบั จากนั้นน า  Total RNA ไปวิเคราะห์ Integrity ดว้ย
การท า Electrophoresis ในเจลอะกาโรสความเขม้ขน้ 1 เปอร์เซ็นต์ ยอ้มดว้ย EtBr (0.1 mg/ml) พบว่า 
แถบ18S และ  28S rRNA แยกกนัอยา่งชดัเจน ไม่ปรากฏลกัษณะเป็นป้ืนท่ีเกดิจากการยอ่ยของ
เอนไซม ์RNase (ภาพท่ี 18)  

                  

                   

ภาพท่ี 18 Agarose Gel Electrophoresis ของ Total RNA จากเน้ือเยือ่ใบอ่อน (Young Leaves: YL)  
   ใบเจริญเต็มท่ี (Mature Leaves: ML) ใบชราภาพ (Senescence Leaves: SL) กา้นใบ  
   (Petioles: P) ราก (Roots: R) และน ้ ายาง (Latex: La) ของตน้กลา้ยางพาราสายพนัธุ์  
   RRIM600  

 
4.2.2. การแสดงออกของยนี HbKR1 ในเนือ้เยือ่ต่างๆ  

เม่ือวิเคราะห์ การแสดงออกของ ยนี HbKR1 ในเน้ือเยือ่ ต่างๆ โดยน า RT-PCR 
Product ของยนีไปท า Electrophoresis ในเจลอะกาโรส ความเขม้ขน้ 2 เปอร์เซ็นต์   และวดัความเขม้
ของแถบ (Intensity) cDNA ของยนี HbKR1 และยนี 18S rRNA จากนั้นวิเคราะห์การแสดงออกของ

       YL        ML         SL           P            R         La      

28S rRNA 
18S rRNA 
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ยนีจากค่าอตัราส่วนระหว่างความเขม้ของแถบ  cDNA ของยนี HbKR1 และยนี 18S rRNA พบว่า
ค่าเฉล่ีย การแสดงออกของ ยนี HbKR1 ในเน้ือเยือ่ต่างๆ แตกต่างกนัอยา่งมีนยัส าคญั ทางสถิติ  
(p<0.05) ซ่ึงมีค่าเท่ากบั  1.0850 , 1.4390, 1.0125, 1.3415, 0.7420 และ 0.8695 ตามล าดบั โดยใน
เน้ือเยือ่ใบเจริญเต็มท่ีมีการแสดงออกสูงท่ีสุด รองมาเป็นกา้นใบ  ส าหรับ ใบอ่อนและใบชราภาพมี
การแสดงออกไม่แตกต่างกนั  ส่วนในน ้ ายางและรากมีการแสดงออกของยนีนอ้ย  โดยในรากนอ้ย
ท่ีสุด (ภาพท่ี 19)      
 

 
 
 
 
 

 
หมายเหตุ อกัษร a b c ท่ีแตกต่างกนัในเน้ือเยือ่ต่างๆ แสดงว่ามีความแตกต่างกนัอยา่งมีนยัส าคญัทาง
สถิติ (p<0.05)               

 

ภาพท่ี 19 (ก) Agarose Gel Electrophoresis ของ RT-PCR product ของยนี HbKR1 และยนี 18S  
                 rRNA ในเน้ือเยือ่ใบอ่อน (YL) ใบเจริญเต็มท่ี (ML) ใบชราภาพ  (SL) กา้นใบ (P) ราก (R)   
   และน ้ ายาง (La)  ของตน้กลา้ยางพาราสายพนัธุ์ RRIM600 (ข) ค่าเฉล่ียการแสดงออกของ 
                 ยนี HbKR1 ในเน้ือเยือ่ต่างๆ  

18S rRNA 

HbKR1 
(ก) 

(ข) 

         YL            ML           SL              P              R             La      
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4.3  ผลของการขาดน า้ต่อการแสดงออกของยีน HbKR1 ในเนือ้เยื่อใบและล าต้น ของกล้า
ยางพาราติดตาสายพันธ์ุ RRIM600  

การวิเคราะห์ผลของการขาดน ้ าต่อการแสดงออกของ ยนี HbKR1 ในเน้ือเยือ่ใบและล าตน้ 
โดยใชก้ลา้ยางพาราติดตาสายพนัธุ์ RRIM600 ท่ีมีอาย ุ 3 เดือนและวางเล้ียงไวใ้นห้องท่ี อุณหภูมิ
ประมาณ 25-26 องศาเซลเซียส ความช้ืน 60 + 2 เปอร์เซ็นต์ และให้แสงสว่าง 3000 ลกัซ์ เป็นเวลา 12 
ชัว่โมงต่อวนั เม่ือ งดให้น ้ าเป็นเวลาต่างๆ คือ 1 วนั 2 วนั 4 วนั 6 วนั 8 วนัและ 10 วนั ส่วนกลุ่ม
ควบคุม (Control) ให้น ้ าทุกวนัและเกบ็ตวัอยา่งในวนัท่ี 10 จากนั้นน าตวัอยา่งใบและล าตน้ ไปเตรียม 
Total RNA และวิเคราะห์การแสดงออกของยนี HbKR1 โดยเทคนิค sqRT-PCR ดงัน้ี 

4.3.1. การเตรียม Total RNA  

การเตรียม Total RNA ในเน้ือเยือ่ใบและล าตน้ของกลา้ยางพารา ติดตา ท่ีขาดน ้ า เม่ือ
วิเคราะห์ความบริสุทธ์ิของ Total RNA จากอตัราส่วนระหว่าง OD260/OD280 ในเน้ือเยือ่ใบ ท่ีงดให้น ้ า
เป็นเวลา 1 วนั 2 วนั 4 วนั 6 วนั 8 วนั 10 วนัและ Control มีค่าเท่ากบั 1.82, 2.06, 2.00, 2.03, 2.05, 
2.09, 2.09 ส่วนในเน้ือเยือ่ล าตน้มีค่า  OD260/OD280 เท่ากบั 1.99, 1.99, 2.04, 2.00, 1.99, 2.03, 2.04 
ตามล าดบั จากนั้นน า  Total RNA มาวิเคราะห์ Integrity ดว้ยการท า Electrophoresis ในเจลอะกา-
โรสความเขม้ขน้ 1 เปอร์เซ็น ต์ ยอ้มดว้ย EtBr (0.1 mg/ml) พบว่า แถบ 18S และ 28S rRNA แยกกนั
อยา่งชดัเจน ไม่ปรากฏลกัษณะเป็นป้ืนท่ีเกดิจากการยอ่ยของเอนไซม ์RNase (ภาพท่ี 20)  

 

   
 

ภาพท่ี 20 Agarose Gel Electrophoresis ของ Total RNA จากเน้ือเยือ่ต่างๆ ของกลา้ยางพาราติดตา 
                 สายพนัธุ์ RRIM600 ท่ีขาดน ้ า (ก) เน้ือเยือ่ใบ (ข) เน้ือเยือ่ล าตน้ 

 
 
 
 

28S rRNA 
18S rRNA 

   C      1         2        4        6       8      10              C      1        2        4        6       8      10          

(ก) (ข) 
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4.3.2. การแสดงออกของยนี HbKR1 ในเนือ้เยือ่ใบและล าต้น 

4.3.2.1 เน้ือเยือ่ใบ 
  จากการวิเคราะห์การแสดงออกของยนี  HbKR1 โดยน า RT-PCR Product 

ของยนีไปท า Electrophoresis ในเจลอะกาโรส ความเขม้ขน้ 2 เปอร์เซ็นต์ และวดัความเขม้ของแถบ 
(Intensity) cDNA ของยนี HbKR1 และยนี 18S rRNA จากนั้นวิเคราะห์การแสดงออกของยนีจากค่า
อตัราส่วนระหว่างความเขม้ของแถบ  cDNA ของยนี HbKR1 และยนี 18S rRNA พบว่าค่าเฉล่ียการ
แสดงออกของ ยนี HbKR1 ในช่วงเวลา ต่างๆ แตกต่างกนัอยา่งมีนยั ส าคญั (p<0.05) ซ่ึงมีค่าเท่ากบั 
0.6398, 1.2290, 1.4138, 1.3335, 1.2619, 1.5491 และ 1.9212 ตามล าดบัโดยระดบัของการแสดงออก
สูงข้ึนทนัทีหลงัจากท่ีงดให้น ้ าเป็นเวลา 1 วนั และมีการแสดงออก สูงข้ึนในระดบัใกลเ้คียง กนัจนถึง
วนัท่ีงดให้น ้ าเป็นเวลา 6 วนั จากนั้นจึงมีการแสดงออกเพ่ิมข้ึนในวนัท่ี 8 และวนัท่ี 10 ของการงดให้
น ้ า เม่ือเปรียบเทียบการแสดงออกของยนี  HbKR1 ในกลุ่มตน้กลา้ยางท่ีขาดน ้ าเป็นเวลา 10 วนัและ
กลุ่มท่ีไดรั้บน ้ าทุกวนัเป็นเวลา 10 วนั พบว่า กลุ่มท่ีขาดน ้ ามีระดบัการแสดงออกของยนี  HbKR1 สูง
กว่ากลุ่มท่ีไดรั้บน ้ าทุกวนัประมาณ 3 เท่า (ภาพท่ี 21)  
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หมายเหตุ อกัษร a b c ท่ีแตกต่างกนัของเน้ือเยือ่ใบท่ีขาดน ้ าในเวลาต่างๆ แสดงว่ามีความแตกต่างกนั
อยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (p<0.05)               

 
ภาพท่ี 21 (ก) Agarose Gel Electrophoresis ของยนี HbKR1 และยนี 18S rRNA ในเน้ือเยือ่ใบท่ีขาด 
   น ้ าท่ีช่วงเวลาต่างๆ ไดแ้ก ่ไดรั้บน ้ าทุกวนัเป็นเวลา 10 วนั (Control: C) งดให้น ้ า 1 วนั (1)  
   งดให้น ้ า 2 วนั (2) งดให้น ้ า 4 วนั (4) งดให้น ้ า 6 วนั (6) งดให้น ้ า 8 วนั (8) งดให้น ้ า 10 วนั  
                 (10) (ข) ค่าเฉล่ียการแสดงออกของยนี HbKR1 ในช่วงเวลาต่างๆ 
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4.3.2.2 เน้ือเยือ่ล าตน้  
 เม่ือวิเคราะห์ การแสดงออกของยนี  HbKR1 ในเน้ือเยือ่ล าตน้ โดยน า RT-

PCR Product ของยนีไปท า Electrophoresis ในเจลอะกาโรส ความเขม้ขน้ 2 เปอร์เซ็นต์ และวดั
ความเขม้ ของแถบ (Intensity) cDNA ของยนี HbKR1 และยนี 18S rRNA จากนั้นวิเคราะห์การ
แสดงออกของยนีจากค่าอตัราส่วนระหว่างความเขม้ของแถบ  cDNA ของยนี HbKR1 และยนี 18S 
rRNA พบว่ามีค่าเฉล่ียการแสดงออกของ ยนี HbKR1 แตกต่างกนัอยา่งมีนยัส าคญั (p<0.05) ซ่ึงมีค่า
เท่ากบั 0.5215 , 0.5198, 0.6067, 0.9565, 1.5242, 1.6913 และ 2.3778 ตามล าดบั  โดยระดบัการ
แสดงออกของยนีไม่แตกต่างกนัหลงัจากงดให้น ้ า 1 วนัและ 2 วนัจากนั้นค่อยๆ สูงข้ึนหลงัจากงดให้
น ้ าเป็นเวลา 4 วนั 6 วนั 8 วนัและสูงท่ีสุดหลงังดให้น ้ า 10 วนั เม่ือเปรียบเทียบการแสดงออกของยนี  
HbKR1 ในกลุ่มตน้กลา้ยางท่ีขาดน ้ าเป็นเวลา 10 วนัและกลุ่มท่ีไดรั้บน ้ าทุกวนัเป็นเวลา 10 วนั พบว่า 
กลุ่มท่ีขาดน ้ ามีระดบัการแสดงออกของยนี  HbKR1 สูงกว่า กลุ่มท่ีไดรั้บน ้ าทุกวนั ประมาณ  4 เท่า  
(ภาพท่ี 22) 
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หมายเหตุ อกัษร a b c ท่ีแตกต่างกนัของเน้ือเยือ่ล าตน้ท่ีขาดน ้ าในเวลาต่างๆ แสดงว่ามีความแตกต่าง
กนัอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (p<0.05)               

 

ภาพท่ี 22 (ก) Agarose Gel Electrophoresis ของยนี HbKR1 และยนี 18S rRNA ในเน้ือเยือ่ล าตน้ท่ี 
    ขาดน ้ าท่ีช่วงเวลาต่างๆ ไดแ้ก ่ไดร้ับน ้ าทุกวนัเป็นเวลา 10 วนั (Control: C) งดให้น ้ า 1 วนั  
    (1) งดให้น ้ า 2 วนั (2) งดให้น ้ า 4 วนั (4) งดให้น ้ า 6 วนั (6) งดให้น ้ า 8 วนั (8) งดให้น ้ า 10 
    วนั (10)  (ข) ค่าเฉล่ียการแสดงออกของยนี HbKR1 ในช่วงเวลาต่างๆ 
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4.4  ผลของโซเดียมคลอไรด์ต่อการแสดงออกของยีน HbKR1 ในเนือ้เยื่อใบและล าต้น
ของกล้ายางพาราติดตาสายพันธ์ุ RRIM600 

การวิเคราะห์ผลโซเดียมคลอไรด์ต่อการแสดงออกของยนี HbKR1 ในเน้ือเยือ่ใบและล าตน้ 
โดยใชก้ลา้ยางพาราติดตาสายพนัธุ์ RRIM600 ท่ีมีอาย ุ3 เดือนและวางเล้ียงไวใ้น ห้องเพาะเล้ียงกลา้
ภายใตก้ารควบคุมปริมาณสภาวะแวดลอ้มท่ีเหมาะสมตามขอ้ท่ี 4.3 รดน ้ าตน้ยางดว้ยน ้ าท่ีมีโซเดียม
คลอไรด์ท่ีมีความเขม้ขน้ 0.5 โมลาร์  วางไวท่ี้เวลาต่างๆ ไดแ้ก ่ 0, 0.5, 3, 6, 12, 24 และ 48 ชัว่โมง  
จากนั้นน าตวัอยา่งมาเตรียม Total RNA และวิเคราะห์การแสดงออกของยนี HbKR1 โดยเทคนิค 
sqRT-PCR ดงัน้ี 

4.4.1 การเตรียม Total RNA  

  เม่ือเตรียม Total RNA จากเน้ือเยือ่ใบและล าต้ นของกลา้ยางพาราท่ีไดร้ับโซเดียม
คลอไรด์ท่ีมีความเขม้ขน้ 0.5 โมลาร์ วางไวท่ี้เวลาต่างๆ คือ 0, 0.5, 3, 6, 12, 24 และ 48 ชัว่โมง โดย  
เม่ือน ามา วิเคราะห์ ความบริสุทธ์ิของ Total RNA จากอตัราส่ วนระหว่าง  OD260/OD280 พบว่า ใน
เน้ือเยือ่ใบมีค่าเท่ากบั 2.06, 2.11, 2.08, 2.08, 2.07, 2.05, 2.09 ส่วนในเน้ือเยือ่ล าตน้มีค่าเท่ากบั 2.05, 
2.08, 2.02, 2.09, 1.98, 1.97, 1.93 ตามล าดบั จากนั้นน า Total RNA มาวิเคราะห์ Integrity ดว้ยการท า 
Electrophoresis ในเจลอะกาโรสความเขม้ขน้ 1 เปอร์เซ็นต์ ยอ้มดว้ย EtBr (0.1 mg/ml) พบว่า แถบ
18S และ 28S rRNA แยกกนัอยา่งชดัเจน ไม่ปรากฏลกัษณะเป็นป้ืนท่ีเกดิจากการยอ่ยของเอนไซม ์
RNase (ภาพท่ี 23)  

 

   
 

ภาพท่ี 23 Agarose Gel Electrophoresis ของ Total RNA จากกลา้ยางพาราท่ีไดร้ับโซเดียมคลอไรด์  
    ความเขม้ขน้ 0.5 โมลาร์ (ก) เน้ือเยือ่ใบ (ข) เน้ือเยือ่ล าตน้ 

 

 

18S rRNA 
28S rRNA 

   0      0.5     3     6      12     24   48hr.          0      0.5      3       6      12     24   48hr.         

(ก) (ข) 
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4.4.2.  การแสดงออกของยนี HbKR1 ในเนือ้เยือ่ใบและล าต้น 

4.4.2.1 เน้ือเยือ่ใบ 
  เม่ือวิเคราะห์ผลของโซเดียมคลอไรด์ต่อ การแสดงออกของยนี  HbKR1 ใน

เน้ือเยือ่ใบ โดยน า RT-PCR Product ของยนีไปท า Electrophoresis ในเจลอะกาโรส ความเขม้ขน้ 2 
เปอร์เซ็นต์ และวดัความเขม้ของแถบ (Intensity) cDNA ของยนี HbKR1 และยนี 18S rRNA จากนั้น
วิเคราะห์การแสดงออกของยนีจากค่าอตัราส่วนระหว่างความเขม้ของแถบ  cDNA ของยนี HbKR1 
และยนี 18S rRNA พบว่า ค่าเฉล่ีย การแส ดงออก ของ ยนี HbKR1 แตกต่างกนัอยา่ง มีนยั ส าคญั 
(p<0.05) ซ่ึงมีค่าเท่ากบั 0.7508, 1.2298, 1.0565, 1.0863, 1.1297, 1.4406 และ 1.4349 ตามล าดบั โดย
ระดบัการแสดงออกของยนีจะเพ่ิมข้ึนทนัทีหลงัจากท่ีไดร้ับโซเดียมคลอไรด์ ท่ีช่วงเวลา  0.5 ชัว่โมง  
และแสดงออกอยา่งคงท่ีใน  3, 6, 12 ชัว่โมง ส่วนในเวลา 24  ชัว่โมงและ 48 ชัว่โมง พบว่า มีระดบั
การแสดงออกของยนีสูงท่ีสุด (ภาพท่ี 24)  
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หมายเหตุ อกัษร a b c ท่ีแตกต่างกนัของเน้ือเยือ่ใบท่ีไดร้ับโซเดียมคลอไรด์ในเวลา ต่างๆ แสดงว่ามี
ความแตกต่างกนัอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (p<0.05)               

 

ภาพท่ี 24 (ก) Agarose Gel Electrophoresis ของยนี HbKR1 และยนี 18S rRNA ในเน้ือเยือ่ใบท่ีไดร้ับ 
โซเดียมคลอไรด์ ความเขม้ขน้ 0.5 โมลาร์ ช่วงเวลาต่างๆ ไดแ้ก ่0, 0.5, 3, 6, 12, 24 และ  
 48 ชัว่โมง (ข) ค่าเฉล่ียการแสดงออกของยนี HbKR1 ในช่วงเวลาต่างๆ 
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4.4.2.1 เน้ือเยือ่ล าตน้ 
  เม่ือวิเคราะห์ผลของโซเดียมคลอไรด์ต่อการแสดงออกของยนี  HbKR1 ใน

เน้ือเยือ่ล าตน้ โดยน า RT-PCR Product ของยนีไปท า Electrophoresis ในเจลอะกาโรส ความเขม้ขน้ 
2 เปอร์เซ็นต์ และวดัความเขม้ของแถบ (Intensity) cDNA ของยนี HbKR1 และยนี 18S rRNA 
จากนั้นวิเคราะห์การแสดงออกของยนีจากค่าอตัราส่วนระหว่างความเขม้ของแถบ  cDNA ของยนี 
HbKR1 และยนี 18S rRNA พบว่า มีค่าอตัราส่วนการแสดงออกของ ยนี HbKR1 แตกต่างกนัอยา่งมี
นยัส าคญั (p<0.05) ซ่ึงมีค่าเท่ากบั 0.5596 , 0.7132, 0.6235, 0.7549, 1.0809, 1.4137 และ 1.3026 
ตามล าดบั โดยมีระดบัการแสดงออกของยนีสูงข้ึนหลงัจากท่ีไดร้ับโซเดียมคลอไรด์เป็นเวลา 0.5, 3, 
6 ชัว่โมง และมีการแสดงออกสูงข้ึนกว่าเดิมในเวลา 12 ชัว่โมง  ส่วนในเวลา 24 ชัว่โมงมีระดบัการ
แสดงออกสูงท่ีสุดและคงท่ีในเวลา 48 ชัว่โมง (ภาพท่ี 25) 
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หมายเหตุ อกัษร a b c ท่ีแตกต่างกนัของเน้ือเยือ่ล าตน้ท่ีไดรั้บโซเดียมคลอไรด์ในเวลาต่างๆ แสดงว่า
มีความแตกต่างกนัอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (p<0.05)               

 

ภาพท่ี 25 (ก) Agarose Gel Electrophoresis ของยนี HbKR1 และยนี 18S rRNA ในเน้ือเยือ่ล าตน้ท่ี 
    ไดร้ับโซเดียมคลอไรด์ ความเขม้ขน้ 0.5 โมลาร์ ช่วงเวลาต่างๆ ไดแ้ก ่0, 0.5, 3, 6, 12, 24  
     และ 48 ชัว่โมง (ข) ค่าเฉล่ียการแสดงออกของยนี HbKR1 ในช่วงเวลาต่างๆ 
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4.5  ผลของการกรีดต่อการแสดงออกของยีน HbKR1 ในยางพาราสายพันธ์ุ RRIC110 
 4.5.1 การเตรียม Total RNA     

  เม่ือเตรียม Total RNA จากน ้ า ยางพาราท่ีกรีดถ่ีและกรีดปกติ และน าไป วิเคราะห์
ความบริสุทธ์ิจากจากอตัราส่วนระหว่าง OD260/OD280 ของวนัท่ี 1 วนัท่ี 4 วนัท่ี 7 และวนัท่ี 10 พบว่า
มีค่าเท่ากบั  2.02, 2.05, 2.03, 2.00, 1.92, 1.98, 2.00, 1.82 จากนั้นน า  Total RNA ไปวิเคราะห์ 
Integrity ดว้ยการท า Electrophoresis ในเจลอะกาโรสความเขม้ขน้ 1 เปอร์เซ็นต์ ยอ้มดว้ย EtBr (0.1 
mg/ml) พบว่า แถบ18S และ 28S rRNA แยกกนัอยา่งชดัเจน ไม่ปรากฏลกัษณะเป็นป้ืนท่ีเกดิจากการ
ยอ่ยของเอนไซม ์RNase (ภาพท่ี 26)  

 
 

                  
 

ภาพท่ี 26 Agarose Gel Electrophoresis ของ Total RNA จากน ้ ายางพาราสายพนัธุ์  RRIC110 
       ท่ีกรีดถ่ี (1) และกรีดปกติ (2) 
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 4.5.2 การแสดงออกของยนี HbKR1 ในน า้ยางพาราที่กรีดถี่และกรีดปกต ิ

จากการวิเคราะห์การแสดงออกของยนี HbKR1 ในน ้ ายางของยางพารากลุ่มท่ีกรีดถ่ี
กบักลุ่มกรีดปกติเป็นเวลา  10 วนั พบว่า  ค่าเฉล่ียกา รแสดงออกของยนีในกลุ่มท่ีกรีดถ่ี ของวนัท่ี 1 
วนัท่ี 4 วนัท่ี 7 และวนัท่ี 10 มีค่าเท่ากบั 0.3849, 1.7429, 1.0556 และ 0.9940 ตามล าดบั ส่วนค่าเฉล่ีย
การแสดงออกของยนีในกลุ่มท่ีกรีดปกติของวนัท่ี 1 วนัท่ี 4 วนัท่ี 7 และวนัท่ี 10 มีค่าเท่ากบั 0.3970 , 
0.8274, 0.8853 และ 0.6890 ตามล าดบั  เม่ือเปรียบเทียบ การแสดงออกของยนี ภายในกลุ่มเดียวกนั  
พบว่ากลุ่มท่ีกรีดถ่ีมีค่าเฉล่ียการแสดงออกของยนีในแต่ละวนัแตกต่ างกนัอยา่งมีนยัส าคญั (p<0.05) 
โดยวนัท่ี 1 มีการแสดงออกของยนีต ่าสุดและเพ่ิมข้ึนสูงสุดในวนัท่ี  4 จากนั้นจึงลดลงในวนัท่ี 7 และ
วนัท่ี 10 ตามล าดบั ส่วนกลุ่มท่ีกรีดปกติมีค่าเฉล่ียการแสดงออกของยนีในแต่ละวนั แตกต่างกนั อยา่ง
มีนยัส าคญัทางสถิติ (p<0.05)  โดยวนัท่ี 1 มีการแสดงออกของยนีต ่าสุด  และเพ่ิมข้ึนในวนัท่ี 4 วนัท่ี 
7 และวนัท่ี 10 ไม่แตกต่างกนั และเม่ือเปรียบเทียบการแสดงออกของยนี HbKR1 ระหว่างกลุ่มท่ีกรีด
ถ่ีและกรีดปกติพบว่า วนัท่ี  1 ค่าเฉล่ีย การแสดงออกของยนีในกลุ่มท่ีกรีดถ่ีกบักลุ่มกรีดปกติ ไม่
แตกต่างกนั ส่วนวนัท่ี 4, 7 และ 10 ค่าอตัราส่วนการแสดงออกของยนีในกลุ่มท่ีกรีดถ่ี และกลุ่มท่ีกรีด
ปกติแตกต่างกนัอยา่งมีนยัส าคญั (p<0.05) โดยกลุ่มท่ีกรีดถ่ีระดบัการแสดงออกของยนีสูงกว่ากลุ่มท่ี
กรีดปกติ (ภาพท่ี 27)  
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หมายเหตุ อกัษร a b c ท่ีแตกต่างกนัในวนัต่างๆ แสดงว่ามีความแตกต่างกนัอยา่งมีนยัส าคญัทาง
สถิติ (p<0.05)               

 
ภาพท่ี 27 ผลของการกรีดถ่ีและกรีดปกติต่อการแสดงออกของยนี HbKR1  

(ก) Agarose Gel Electrophoresis ของ RT-PCR Product ของยนี HbKR1 และ 18S rRNA  
(ข) ค่าเฉล่ียการแสดงออกของยนี HbKR1 ในน ้ ายางของกลา้ยางพาราสายพนัธุ์ RRIC110  

 

 
 

 

HbKR1 

18S rRNA 

           1           2          1           2            1           2           1          2             
วนัท่ี 1 วนัท่ี 4 วนัท่ี 7 วนัท่ี 10 (ก) 

(ข) 


