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 Jatropha curcas L. อยูในวงศ EUPHORBIACEAE เปนพืชนํ้ามันสามารถนํามาหีบไดเปนนํ้ามัน และ
ใชเปนพลังงานทดแทน เน่ืองจากปริมาณผลผลิตตอไรของสบูดํายังนอยอยู จึงไดเริ่มทําการทดลองศึกษา  
สภาวะที่เหมาะสมตอการเพาะเล้ียงเน้ือเยื่อสบูดําสายพันธุ KUBP 78-9 โดยสรางแคลลัสจากใบออน กานใบ  
และลําตน ไดภายใน 1-2 สัปดาห บนอาหารสูตร MS ที่เติม BAP ความเขมขน 0.5 มิลลิกรัมตอลิตร, 2,4-D  
ความเขมขน 1.0 มิลลิกรัมตอลิตร และ IAA ที่ความเขมขน 1.0 มิลลิกรัมตอลิตร ผลที่ไดเกิดกลุมกอนแคลลัส  
มีสีเขียว และมีการแพ็คตัวกันอยางหนาแนน จากน้ันนํามาชักนําใหเกิดเปนปลายยอดทวีคูณไดสําเร็จบนสูตร 
อาหาร MS ที่เติม BAP ที่ความเขมขน 0.5 มิลลิกรัมตอลิตร และ IBA ที่ความเขมขน 1 มิลลิกรัมตอลิตร  
ในระยะเวลา 4-6 สัปดาห และสามารถชักนําใหเกิดรากไดสําเร็จ บนสูตรอาหาร ½MS ที่เติม IBA ความเขมขน 
10.0 มิลลิกรัมตอลิตร โดยใชเวลา 5-6 สัปดาห สวนงานทางดานพันธุศาสตรโมเลกุลมีรายงานมาจากหลายงาน 
วิจัยไดกลาวไววายีน APETALA2 น้ันมีบทบาทที่สําคัญในการควบคุมขนาดของเมล็ด, นํ้าหนักของเมล็ด,  
การสะสมของนํ้ามัน และโปรตีนในเมล็ด, จํานวนเซลลของเอ็มบริโอ และขนาดของเซลล จึงทําการสราง RNAi 
silencing construct เพ่ือลดการแสดงออกของยีน APETALA2 ในอะราบิดอปซิส โดยออกแบบไพรเมอรที่จําเพาะ 
3 คู เพ่ือจะเพ่ิมปริมาณช้ินยีน 3 สวนของยีน APETALA2 และสราง RNAi construct ไดสําเร็จ 2 construct โดยได
เช่ือมเขาไปในเวกเตอร pHellsgate8 แลวทําการถายฝากโครงสรางยีนเขาไปในอะโกรแบคทีเรียม จากน้ันจึง 
ดําเนินการถายฝากโครงสรางเขาไปในตนอะราบิดอปซิสดวยวิธี floral dip เพ่ือที่จะทํา Homologous gene 
silencing จากน้ันทําการคัดเลือกเมล็ดบนอาหารที่มียาปฏิชีวนะกานามัยซิน แลวตรวจสอบโดยปฏิกิริยาพีซีอาร 
โดยใชไพรเมอรที่จําเพาะสําหรับโครงสราง แลวมาตรวจสอบการแสดงออกดวยการทําปฏิกิริยา Semi-
quantitative RT-PCR โดยใช Actin เปนยีนอางอิง ผลการตรวจสอบพบวาตนอะราบิดอปซิสในรุน T1 ที่มีช้ินสวน 
pJC2/14 และ pF2/4/2 มีการแสดงออกของยีน AP2 ที่นอยลงเมื่อเปรียบเทียบกับ wild type ขณะที่ตนที่มีช้ินสวน 
pF1/3/1 พบวายังคงมีการแสดงออกเทาเดิม นอกจากน้ันไดดําเนินการถายฝาก RNAi construct เขาสูเน้ือเยื่อสบูดํา 
แตไมประสบความสําเร็จ 
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 Jatropha curcas L. is a plant in family EUPHORBIACEAE whose oil can be sqeezed out and used 
directly in low power water pump. The yield of this plant per unit area is low. First experiment was to find 
suitable tissue culture media recipe for J. curcas cv KUBP 78-9. Callus formation from young leaf, leaf 
petiole and young shoot within 1-2 weeks was achieved on MS medium supplemented with 0.5 mg/l BAP, 
1.0 mg/l 2,4-D and 1.0 mg/l IAA. These calli were green and tightly packed. Multiple shoot proliferation was 
successfully carried out on MS supplemented with 0.5 mg/l BAP and 1 mg/l IBA while root initiation was 
successfully induced on ½MS supplemented with 10 mg/l IBA. Another experiment was to decrease 
APETELA 2 expression. APETELA 2 gene was reported to have important roles in controlling seed size, seed 
weight, embryo cell numbers and size of the cell. To lower the expression of this gene in J. curcas three pairs 
of primers were designed to amplify three regions of the AP2 gene and used to successfully construct two 
RNAi silencing vectors by linking into pHellsgate8. These constructs were transferred into Agrobacterium 
tumefaciens. Floral dip method was performed to transfer these constructs into Arabidopsis to do homologous 
gene silencing. Seeds were obtained and selected on Kanamycin containing media. Then the survived plants 
were checked with Polymerase Chain Reaction using primers specific for the construct and transformants 
were identified. Expression analysis was done using semi-quantitative RT-PCR with primers specific  
AP2 gene. Actin gene expression was used as a loading control. T1 Arabidopsis plant containing pJC2/14 and 
pF2/4/2 constructs showed reduced AP2 expression while plant containing pF1/3/1 showed normal 
expression. Transformation into J. curcas tissues was performed but not successful. 
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 4 ผลการเพาะเล้ียงเน้ือเยือ่จากล าตน้และกา้น ในอาหารแขง็สูตร MS ท่ีเติม 2,4-D  
  ความเขม้ขน้ 2.0 มิลลิกรัมต่อลิตร นาน 3 สัปดาห์ 46 
 5 ความเขม้ขน้ 1.5 มิลลิกรัมต่อลิตร และ IBA ความเขม้ขน้ 0.05 มิลลิกรัมต่อลิตร  
  นาน 2 สัปดาห์   47 
 6 ผลการเพาะเล้ียงเน้ือเยือ่จากใบอ่อน ในอาหารแขง็สูตร CI/L: MS ท่ีเติม BAP  
   ความเขม้ขน้ 0.5 มิลลิกรัมต่อลิตร 2,4-D ความเขม้ขน้ 1.0 มิลลิกรัมต่อลิตร และ 
  IAA ความเขม้ขน้ 1.0 มิลลิกรัมต่อลิตร นาน 2 สัปดาห์ 47 
 7 ผลการเพาะเล้ียงเน้ือเยือ่จากแคลลสั ในอาหารแขง็สูตร MS ท่ีเติม BAP ความเขม้ขน้  
  0.5 มิลลิกรัมต่อลิตร และ IBA ท่ีความเขม้ขน้ 1.0 มิลลิกรัมต่อลิตร นาน 4-5 สัปดาห์ 48 
 8 ผลการเพาะเล้ียงเน้ือเยือ่จากตน้สบู่ด า ในอาหารแขง็สูตร ½ MS ท่ีเติม IBA 

ความเขม้ขน้ 10.0 มิลลิกรัมต่อลิตร นาน 5-6 สัปดาห์   48 
 9 แสดงล าดบัเบสของยนี AP2 ท่ีมาจาก GenBank accession number: NM_119856.2 50 
 10 เจลอิเล็กโทรโฟรีซีสของอาร์เอน็เอจากใบอ่อนของตน้อะราบิดอปซิส     51 
 11 เจลอิเล็กโทรโฟรีซีสของการสกดัอาร์เอน็เอของสบู่ด าดว้ยวธีิ PureLinkTM Plant     
  RNA Reagent 51 
 12 เจลอิเล็กโทรโฟรีซีสของการท าปฏิกิริยาพีซีอาร์โดยใชไ้พรเมอร์ท่ีจ  าเพาะต่อ 
  ยนีทั้ง 3 ช้ินส่วน 52 
 13 ผลของโคโลนีพีซีอาร์เพื่อตรวจสอบการเช่ือมต่อช้ินยีนส่วนท่ี 1 กบั pENTRTM vector 53 
 14 ผลของโคโลนีพีซีอาร์เพื่อตรวจสอบการเช่ือมต่อช้ินยีนส่วนท่ี 2 กบั pENTRTM vector 54 
 15 ผลของโคโลนีพีซีอาร์เพื่อตรวจสอบการเช่ือมต่อช้ินยีนส่วนท่ี 3 กบั pENTRTM  vector 54 
 



(4) 
 

สารบัญภาพ (ต่อ) 
 
 ภาพที ่ หน้า 
 
   16 เจลแสดงผลการสกดัพลาสมิดจากโคลนท่ีคดัเลือก ช้ินส่วนท่ี 1 คือ โคโลนีท่ี 1  

และ 4 ช้ิน ส่วนท่ี 2 จากโคโลนีท่ี 4 และ 6 ช้ิน ส่วนท่ี 3 จากโคโลนีท่ี 12 และ 13    55 
 17 เจลแสดงผลการท าปฏิกิริยาพีซีอาร์จากโคโลนีท่ีคดัเลือกมาโดยใชไ้พรเมอร์ท่ีจ  าเพาะ     55  
 18 ผลของการตรวจสอบความส าเร็จในการเคล่ือนยา้ยช้ินส่วนยนีระหวา่ง 
  เวกเตอร์ pENTR กบั pHellsgate8 ดว้ยโคโลนีพีซีอาร์โดยใชไ้พรเมอร์ท่ีจ าเพาะ 58 
 19 เจลอิเล็กโทรโฟรีซีสแสดงผลการสกดัพลาสมิด จาก pHellsgate8 ท่ีมียนี AP2 59 

20 โครงสร้างการเกิด hpRNA แบบท่ี 1 ในการแทรกของช้ินส่วนแบบโดยตรง  
 และต าแหน่งจดจ าของเอนไซมต์ดัจ าเพาะ XbaI และ XhoI       61 

21 โครงสร้างการเกิด hpRNA แบบท่ี 2 ในการแทรกของช้ินส่วนแบบจุดตดัเกิดการ 
คร่อมของช้ินอินทรอน และต าแหน่งจดจ าของเอนไซมต์ดัจ าเพาะ XbaI และ XhoI          61                         

22 เจลอิเล็กโทรโฟรีซีสของการตดัพลาสมิดดว้ยเอนไซม ์XbaI เพื่อตรวจสอบ      
  ความถูกตอ้งของ RNAi construct                                                                                      62      
23 เจลอิเล็กโทรโฟรีซีสของการตดัพลาสมิดดว้ยเอนไซม ์XhoI เพื่อตรวจสอบ 
  ความถูกตอ้งของ RNAi construct                                            63 
24       เจลอิเล็กโทรโฟรีซีสของการท าปฏิกิริยาพีซีอาร์โดยใชไ้พรเมอร์ Star-F และ Star-R 64 

 25 แผนภาพแสดงทิศทางของช้ินส่วนท่ี pF1C3 pHells 65 
 26 แผนภาพแสดงทิศทางของช้ินส่วนท่ี pF2C4 pHells 65 
 27 การคดัเลือกตน้อะราบิดอปซิสท่ีไดรั้บการถ่ายช้ิน T-DNA เขา้ไปในจีโนม  

  โดยเล้ียงบนอาหาร ½ MS ท่ีเติมยาปฏิชีวนะกานามยัซิน                    67 
28 ตน้อะราบิดอปซิสท่ีผา่นการถ่ายยนี T-DNA ในรุ่น T1 เม่ือมีการยา้ยลงปลูกในดิน           68                                        
29 เจลอิเล็กโทรโฟรีซีสของการสกดัจีโนมิกดีเอน็เอจากตน้อะราบิดอปซิส                          68  
30 เจลแสดงผลการท าปฏิกิริยาพีซีอาร์เพื่อตรวจสอบการมีโครงสร้างพลาสมิดใน 
  จีโนมพืชโดยใชไ้พรเมอร์                          69                        

 31 เจลอิเล็กโทรโฟรีซีสของการสกดัอาร์เอน็เอจากตน้อะราบิดอปซิสท่ีไดรั้บการถ่ายฝาก   70                                    
32 เจลอิเล็กโทรโฟรีซีสของการสกดัอาร์เอน็เอจากตน้อะราบิดอปซิสท่ีไดรั้บการถ่ายฝาก   71                                       
 



(5) 
 

สารบัญภาพ (ต่อ) 
 

ภาพที ่  หน้า 
 
33 เจลแสดงการท าปฏิกิริยาพีซีอาร์โดยใชไ้พรเมอร์ AtActin2-F และ AtActin2-R                  
  บนดีเอน็เอจากตน้อะราบิดอปซิสท่ีไดรั้บการถ่ายฝาก 73 

 34 เจลแสดงผลปฏิกิริยา Semi-quantitative RT-PCR โดยใชไ้พรเมอร์ท่ีจ าเพาะ                     
  ต่อช้ินส่วนท่ี pJC2/14 74 
35 เจลแสดงผลปฏิกิริยา Semi-quantitative RT-PCR โดยใชไ้พรเมอร์ท่ีจ าเพาะ                     
  ต่อช้ินส่วนท่ี pF1/3/1 75 

 36 เจลแสดงผลปฏิกิริยา Semi-quantitative RT-PCR โดยใชไ้พรเมอร์ท่ีจ าเพาะ                     
  ต่อช้ินส่วนท่ี pF2/4/2 76 

 37 แสดงการถ่ายฝาก RNAi construct เขา้ไปในเน้ือเยือ่ใบอ่อน ล าตน้  
  และกา้นของสบู่ด า    78 

38 แสดงผลเน้ือเยือ่ท่ีท  าการถ่ายฝากเขา้ตน้สบู่ด าหลงัจากของวกิฤตการณ์น ้าท่วม 
กรุงเทพมหานคร                  78 

 
ภาพผนวกที่  
 
       ก1 ล าดบัเบสของยนี AP2 ในส่วนท่ีเป็น complete coding sequence แยกออกเป็น 

3 ช้ินส่วน โดยส่วนท่ีเป็นสีแดง คือ ช้ินยนีส่วนท่ี 1, ส่วนท่ีเป็นสีเหลือง คือ 
ช้ินยนีส่วนท่ี 2 และส่วนท่ีเป็นสีฟ้า คือ ช้ินยนีส่วนท่ี 3                  90 

 ก2  ส่วนประกอบของยนี AP2 ประกอบดว้ย 10 เอกซอน 9 อินทรอน 90 
 ข1   ต าแหน่งของช้ินยนีท่ีจะเขา้จบักบั pENTR™ Directional TOPO® vector   92 
 ข2  โครงสร้างของ pENTR™ Directional TOPO® vector     92 
 ข3   แสดงโคโลนีของยนี AP2 ทั้ง 3 ส่วนจากตน้อะราบิดอปซิสท่ีผา่นการโคลน    

ดว้ย One Shot® chemically competent       93 
 ข4   ส่งหาล าดบัเบสจากช้ินยนี AP2 ในส่วนท่ี 1       93 
 ข5   ส่งหาล าดบัเบสจากช้ินยนี AP2 ในส่วนท่ี 2       94 
 ข6   ส่งหาล าดบัเบสจากช้ินยนี AP2 ในส่วนท่ี 3       94 



(6) 
 

สารบัญภาพ (ต่อ) 
 

ภาพผนวกที่ หน้า 
 
ข7  ส่งหาล าดบันิวคลีโอไทด์เพื่อตรวจสอบทิศทางของยนี AP2 ท่ีอยูใ่น 

เวกเตอร์ pHellsgate8                    95   
 ค1   โครงสร้างของเวกเตอร์ pHellsgate8                  97 
 ค2   แสดงผลการโคลนทั้ง 2 ช้ินยนีจากตน้อะราบิดอปซิสท่ีถ่ายฝากเขา้ไปใน 
  อะโกรแบคทีเรียม                    98 
 ค3   แสดงผลการโคลนทั้ง 3 ช้ินยนีจากสบู่ด าท่ีถ่ายฝากเขา้ไปในอะโกรแบคทีเรียม            98 
 ค4   การตรวจหาต าแหน่งจดจ าของเอนไซม ์XhoI บนช้ินยนีส่วนท่ี 2 ดว้ย 

โปรแกรม NEB cutter version 2.0                  98 
 ง1   ขั้นตอนโดยรวมของการถ่ายยนีดว้ยเทคนิค Floral dip              100 
 จ1   โครงสร้างของตน้อะราบิดอปซิส                 102 
 จ2   เปรียบเทียบความกวา้งท่ีมีผลต่อการแสดงออกของแต่ละยนีในการสร้างดอก            102 
 จ3   โครงสร้างและส่วนประกอบของดอกอะราบิดอปซิส              103 
 ช1   แถบดีเอ็นเอมาตรฐานท่ีใชใ้นการศึกษา คือ Fermentas GeneRuler™ 1 Kb Ladder 

(Fermentus, USA)                  111 
 ช2   แถบดีเอ็นเอมาตรฐานท่ีใชใ้นการศึกษา คือ VC 100 bp Plus DNA Ladder  
  (Vivantis, Canada)                  111 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 



(7) 
 

ค าอธิบายสัญลกัษณ์และค าย่อ 
 
bp = base pair  
CaCl2  =  calcium chloride  
CaMV = cauliflower mosaic virus 
ccdB  = colorado criminal defense Bar 
cDNA  =  complementary deoxyribonucleic acid 
CTAB = cetyltrimethylammonium bromide 
DEPC = diethyl pyrocarbonate 
DNA = deoxyribonucleic acid 
DNase  =  deoxyribonuclease 
dNTP  =  deoxynucleotide-5’-triphosphate 
E. coli  =  Escherichia coli  
EDTA = ethylenediaminetetraacetic acid 
KCl  =  potassium chloride  
LiCl = lithium chloride 
NaCl = sodium chloride 
PCR = polymerase Chain Reaction 
PVP = polyvinylpyrrolidone 
RNA = ribonucleic acid 
RNAi = ribonucleic acid interferance 
RNase  =  ribonuclease 
rRNA = ribosomal ribonucleic acid 
Taq = Thermus aquaticus 
Tris = 2-Amino-2-hydroxymethyl-propane-1,3-diol 
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การขยายพนัธ์ุสบู่ด าโดยการเพาะเลีย้งเนือ้เยือ่และการเปลีย่นแปลงการแสดงออกของ 

ยนี APETALA2 ในอะราบิดอปซิสและสบู่ด า  
 

Plant Propagation in Jatropha curcas L. by Tissue Culture and Alteration of 

APETALA2 Expression in Arabidopsis thaliana and Jatropha curcas L. 
 
 

ค าน า 
 

 ในปัจจุบนัประเทศไทยตอ้งน าเขา้เช้ือเพลิงเกือบทั้งหมด ท าใหสู้ญเสียเงินตราในการน าเขา้ 
น ้ามนัดิบปีละหลายแสนลา้นบาท และมีแนวโนม้เพิ่มข้ึนทุกปี ซ่ึงเป็นผลกระทบท่ีส าคญัต่อระบบ 
เศรษฐกิจภายในประเทศ ดงันั้นจึงควรตอ้งหาพลงังานท่ีจะมาทดแทนพลงังานจากปิโตรเลียม  
ซ่ึงนอกจากจะช่วยลดการน าเขา้พลงังานเช้ือเพลิงจากต่างประเทศ ยงัคงมีเงินตราหมุนเวยีนอยู ่
ภายใน ประเทศมากข้ึนดว้ย  
 
 ไบโอดีเซล เป็นเช้ือเพลิงเหลวท่ีผลิตมาจากน ้ามนัพืชหรือไขมนัสัตว ์โดยผา่นกระบวน 
การทางเคมีท่ีท าใหข้นาดโมเลกุลเล็กลง เรียกวา่ “Transesterification” เพื่อท าใหน้ ้ามนัไบโอดีเซล 

มีคุณสมบติัคลา้ยกบัน ้ามนัดีเซลปกติใหม้ากท่ีสุด น ้ามนัไบโอดีเซลสามารถผลิตไดจ้ากวตัถุดิบ 

หลายชนิด  เช่น ปาลม์น ้ามนั สบู่ด า น ้ามนัจากมะพร้าว ถัว่เหลือง ละหุ่ง งา ทานตะวนั หรือแมแ้ต่ 

น ้ามนั ท่ีเหลือจากการทอด เป็นตน้ ผลพลอยไดจ้ากการใชน้ ้ามนัไบโอดีเซล คือ สามารถลดปริมาณ 

การน าเขา้ เช้ือเพลิงจากต่างประเทศ ลดมลภาวะทางอากาศ ช่วยบรรเทาภาวะโลกร้อน อีกทั้งยงัเป็น 

เช้ือเพลิงทางเลือกส าหรับประเทศไทย แต่ยงัพบปัญหาบางประการเก่ียวกบัไบโอดีเซล เช่น บาง
ชนิดจะมี ความหนืดท าใหไ้ส้กรองน ้ามนัรถยนตอุ์ดตนั อนัเป็นสาเหตุใหญ่ส าหรับรถยนตท่ี์ใช ้

น ้ามนัไบโอดีเซล  
 
 สบู่ด าเป็นพืชน ้ามนัชนิดหน่ึงอยูว่งศเ์ดียวกบัยางพารา พญาไร้ใบ สลดัได โป๊ยเซียน 
คริสตม์าส หญา้ยาง สบู่ด า มีช่ือเรียกแตกต่างกนัไปตามภูมิภาค เช่น ภาคเหนือ เรียก มะหุ่งฮั้ว ภาค
อีสาน เรียกหมากเยา มะเยา หรือ สีหลอด (เพราะเป็นยาถ่ายคลา้ยสลอด) ในขณะท่ีภาคใต ้เรียกวา่ 
หงเทศ หรือ หุ่งเทศ (ละหุ่งต่างประเทศ) สบู่ด ามีช่ือวทิยาศาสตร์วา่ Jatropha curcas L.  
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อยูใ่นวงศ ์ Euphorbiaceae เมล็ดมีลกัษณะคลา้ยเมล็ดละหุ่ง ผลมีสีเขียว เม่ือสุกจะสีเหลือง  
แต่เม่ือ ผลแหง้จะมี สีน ้าตาลด า ซ่ึงท่ีผา่นมามกัจะถูกปลูกอยูริ่มร้ัวบา้น เพื่อป้องกนัสัตวเ์ขา้มากิน 

พืชผลท่ีปลูกไว ้แต่เม่ือ ราคาน ้ามนัเร่ิมสูงคนจึงหนักลบัมาใหค้วามสนใจกนัอยา่งจริงจงัมากข้ึน 
น ้ามนัท่ีสกดั หรือน ้ามนัท่ีหีบ ท่ีไดจ้ากสบู่ด านั้น เม่ือน าไปผา่นกระบวนการทางเคมีในการท า ไบ
โอดีเซลหรือท่ีเรียกวา่ กระบวน การทรานเอสเตอริฟิเคชัน่ (Transesterification) นั้นจะท าให ้ได้
น ้ามนัไบโอดีเซล 100 เปอร์เซ็นต ์(B100) ซ่ึงมีคุณสมบติัใกลเ้คียงกบัน ้ามนัดีเซลมากท่ีสุด เม่ือเทียบ
กบัไบโอดีเซลจากพืชชนิดอ่ืน โดยผลการทดสอบการใชน้ ้ามนั B100 จากสบู่ด า ปรากฏวา่ ไดผ้ลดี
และเป็นท่ีน่าพอใจมาก ทั้งยงัไม่ส่ง ผลกระทบต่อเคร่ืองยนต ์แต่การท่ีจะพฒันาให ้ 
น ้ามนัสบู่ด าใหส้ามารถใชก้บัเคร่ืองยนตดี์เซลรอบจดัได ้ตอ้งมีการปรับโครงสร้างใหเ้หมาะสมกบั 

เคร่ืองยนตด์ว้ยการน าน ้ามนัสบู่ด ามาเขา้สู่กระบวนการ ทรานเอสเตอริฟิเคชัน่ เพื่อตดัทอน 
สายโมเลกุลท่ียาวของน ้ามนัลง นอกจากนั้นการท่ีสบู่ด าเป็นพืชท่ี ไม่สามารถรับประทานได ้เหมือน
ปาลม์น ้ามนั จึงท าใหร้าคาของสบู่ด าไม่เกิดความผนัผวนไปตาม การบริโภคในตลาด และสบู่ด าก็
ยงัมีคุณภาพดีกวา่น ้ามนัปาล์มหลายประการ ท่ีเห็นชดัคือ จุดแขง็ตวั หรือเป็นไขต ่ากวา่ โดยจุด
แขง็ตวัของน ้ามนัปาลม์มีค่าประมาณ 18 องศาเซลเซียส ในขณะท่ีน ้ามนัดิบสบู่ด า ความแขง็ตวัจะ
อยูท่ี่อุณหภูมิ -7 องศาเซลเซียส ซ่ึงเพียงพอต่อการใชง้านในประเทศเขตร้อน อีกทั้ง ค่าความหนืดท่ี
มีค่าต ่ากวา่น ้ามนัปาลม์และไม่เป็นผลเสียต่อเคร่ืองยนตแ์ต่ขอ้ดอ้ยของสบู่ด า คือ มีปริมาณผลผลิต
ต่อไร่ต ่า เม่ือเทียบกบัพืชน ้ามนัชนิดอ่ืน เน่ืองจากมีทั้งดอกเพศผูแ้ละดอกเพศเมีย ในช่อดอกเดียวกนั 
โดยมีปริมาณดอกเพศผูม้ากกวา่ดอกเพศเมีย  
 
 การปรับปรุงพนัธ์ุสบู่ด าใหมี้ศกัยภาพการใหผ้ลผลิตและองคป์ระกอบผลผลิตท่ีดี เป็นแนว 
ทางหน่ึงในการแกไ้ขปัญญหาซ่ึง จากรายงานของแอนนา และคณะ (2549) รวบรวมพนัธ์ุสบู่ด า 
จากแหล่งต่างๆ ปลูกทดสอบผลผลิตท่ีไดมี้ความแตกต่างกนัมาก พบวา่มีความแปรปรวนของ 
องคป์ระกอบ ผลผลิตดา้นจ านวนช่อดอก ขนาดเมล็ด จ านวนก่ิงแรก และก่ิงรอง พบวา่พนัธ์ุท่ีให ้
ผลผลิตสูงสุด มีจ านวนผลต่อตน้มากถึง 818 ผล ขนาดของเมล็ดปานกลาง (น ้าหนกัเมล็ด 100 เมล็ด 
76 กรัม) จ านวนก่ิงแรก และก่ิงรองมากท่ีสุดท านองเดียวกนั (จเร, 2527) แยกความแตกต่างของ 
พนัธ์ุสบู่ด าจากลกัษณะผลได ้3 กลุ่ม 1. กลุ่มท่ีมีทรงผลกลม 2. กลุ่มท่ีมีทรงผลกลมยาว และมี 
เปลือกหนากวา่ 3. กลุ่มท่ีมีทรงผลกลมแต่มีขนาดเล็กกวา่ 2 กลุ่มแรก โดยกลุ่มท่ีมีทรงผลกลมจะให้
ผลผลิตดีท่ีสุด 
 
 รายงานจากหลายงานวจิยัไดก้ล่าวไวว้า่ยนี APETALA2 ท่ีพบในพืชอะราบิดอปซิส  
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นั้นมี บทบาทท่ีส าคญั ในการควบคุมขนาดของเมล็ด, น ้าหนกัของเมล็ด, การสะสมน ้ามนั และ
โปรตีน ในเมล็ด, จ  านวนเซลลใ์นเอม็บริโอ และขนาดของเซลล ์จึงสนใจท่ีจะศึกษายนี APETALA2 
ในสบู่ด า น าไปสู่การลดการแสดงออก เพื่อใหไ้ปเพิ่มของขนาดเมล็ด 
และปริมาณน ้ามนัจาก เมล็ดของสบู่ด า  
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วตัถุประสงค์ 
 

 1.  ศึกษาสูตรอาหารท่ีเหมาะสมในการเพาะเล้ียงเน้ือเยือ่สบู่ด า ชกัน าใหเ้กิดตน้ 
 
 2.  เพาะเล้ียง ใบ กา้น ล าตน้ และแคลลสั ชกัน าใหเ้ป็นตน้ เพื่อใหเ้กิดยอดหลายยอด  

 และยอดชกัน าใหเ้กิดราก 
 
 3.  สร้างโครงสร้าง RNAi ท่ีชกัน าใหเ้กิดการลดแสดงออกของยนี AP2 
 
 4.  ถ่ายฝากโครงสร้าง RNAi เขา้อะราบิดอปซิสและสบู่ด าและท าการตรวจสอบ 
การแสดงออกของยนี AP2 
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การตรวจเอกสาร 
 

สบู่ด า (Jatropha curcas L.) หรือ Physic Nut 
 

Jatropha มีรากศพัทม์าจากทางการแพทยข์องภาษากรีก 2 ค า คือ iatros แปลวา่ หมอ และ 
trophe แปลวา่ อาหาร (พรชยั, 2549) ส่วนค าวา่ curcas เป็นช่ือเรียกของสบู่ด า บริเวณเมือง Malabar 
ในประเทศอินเดีย 
 
ช่ือพืน้เมือง 

 
สบู่ด ามีช่ือพื้นเมืองหลายช่ือ เช่น มกัเยา มะเยา มะหวั มะหุ่งฮั้ว มะโห่ง หงเทก สลอดด า 

สบู่หวัเทศ สลอดป่า สลอดใหญ่ ส่ีหลอด มาเคาะ อยูใ่นวงศ ์EUPHORBIACEAE วงศเ์ดียวกบั 
ยางพารา สบู่แดง ปัตตาเวยี ฝ่ิน ตน้หรือมะละกอฝร่ัง หนุมานนัง่แท่น โป๊ยเซียน มนัส าปะหลงั 
มะยม มะขามป้อม และผกัหวานบา้น สบู่ด า เป็นไมย้นืตน้ขนาดกลางสูงประมาณ 2-7 เมตร อายยุนื
ไม่นอ้ยกวา่ 20 ปี (ระพีพนัธ์ุ, 2525) มีจ านวนโครโมโซมแบบดิพลอยด์ 2n = 22 ซ่ึงโครโมโซมของ
สบู่ด ามีขนาดเล็กมาก (Timir et al., 2007) 
 

สายพนัธ์ุสบู่ด าท่ีพบในประเทศไทย สามารถจ าแนกตาม ลกัษณะทางกายภาพได ้3 สาย
พนัธ์ุ (จเร, 2527) คือ 

 
1. สายพนัธ์ุท่ีมีผลทรงกลม ขนาดปานกลาง มีเปลือกหนาปานกลาง ปลูกทาง ภาคเหนือ 

ภาคตะวนัออกเฉียงเหนือ และภาคใต ้
2. สายพนัธ์ุท่ีมีผลทรงกลมแต่ยาวกวา่สายพนัธ์ุแรก เล็กนอ้ย ปลูกทางภาคเหนือ 
3. สายพนัธ์ุท่ีมีผลทรงกลม แต่ขนาดเล็กกวา่สองสายพนัธ์ุแรก ปลูกทางภาคเหนือ และ 

ภาคใตบ้างจงัหวดั 
 
ลกัษณะทางพฤกษศาสตร์ 

 
ล าตน้ เป็นไมย้นืตน้ขนาดกลาง มีอายไุม่นอ้ยกวา่ 20 ปี ความสูงประมาณ 6 เมตร ทรงพุม่มี 

เส้นผา่ศูนยก์ลางประมาณ 2 เมตร ยอดและใบอ่อนมีสีม่วงแกมเขียว ล าตน้ส่วนท่ีอายนุอ้ยจะมี 
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สีเขียวผวิเรียบ อวบน ้า เปราะหกัง่ายเพราะเป็นไมเ้น้ืออ่อน และไม่มีแก่น เม่ือมีอายมุากข้ึนโคนตน้มี
สีน ้าตาลอมเทา และล าตน้จะเร่ิมแตกพุม่ มีความสูงจากระดบัพื้นดินประมาณ 12 เมตร โดยมีก่ิงแตก
แขนงออกดา้นขา้ง 

 
ใบ เป็นแบบใบเด่ียว แผน่ใบเป็นแบบ palmately compound, orbicular-cardate 

(broadyovate) คลา้ยๆ ใบพุดตาลหรือใบฝ้าย แต่หนากวา่เพราะมีพวกไขเคลือบอยูท่ี่ผวิใบ ขอบใบ 
มีรอยหยกัต้ืนๆตั้งแต่ 3-7 หยกั กวา้งและยาวประมาณ 6-15 เซนติเมตร ใบสบู่ด ามีส่วนของกา้นใบ
เช่ือมติดกบัส่วนของล าตน้ กา้นใบสีเขียว ต าแหน่งของการเกิดใบจะเกิดสลบักนั สบู่ด ามกัจะทิ้งใบ
ในฤดูแลง้ โดยเม่ือแลง้จะทิ้งใบหมดทั้งตน้ (สมบติั, 2548) 

 
ดอก พบบริเวณซอกใบใกลป้ลายก่ิง ลกัษณะเป็นช่อคลา้ยช่อเชิงหลัน่ มกัออกเป็นคู่ๆ  

ช่อยาวไดถึ้ง 12 เซนติเมตร ดอกยอ่ยแยกเพศ ดอกเพศผู ้และดอกเพศเมียอยูแ่ยกกนั แต่อยูภ่ายใน 
ช่อเดียวกนัดอกเพศผูมี้กลีบเล้ียงเช่ือมติดกนั ปลายแยกเป็นแฉก รูปไข่ สีเหลืองแกมเขียวกวา้ง 1.5 
มิลลิเมตร โดยประมาณ ปลายกลมดา้นในมีขนยาวห่าง เกสรเพศผูมี้ 10 อนั แบ่งออกเป็น 2 วง  
วงนอกแยกออกจากกนั วงในเช่ือมติดกนั อบัเรณูยาว 1.5 มิลลิเมตร มีสีเหลือง ดอกเพศเมียมีขนาด
ใหญ่กวา่ดอกเพศผูแ้ละอยูก่ลางช่อยอ่ยมีกลีบเล้ียงเช่ือมติดกนั ปลายแยกเป็นแฉกยาวประมาณ 4 
มิลลิเมตร อตัราส่วนดอกเพศผู:้ ดอกเพศเมีย ประมาณ 7: 1 ปริมาณดอกยอ่ย ประมาณ 70-100 ดอก
ต่อช่อ แต่จะติดผล 7-15 ผลเท่านั้น 

 
ผล มีรูปร่างค่อนขา้งป้อมหรือรูปกระสวย กวา้ง 2-3 เซนติเมตร ยาว 2.5-3.5 เซนติเมตร มี 

เปลือกแขง็ มี 3 พ ูผลอ่อนสีเขียว ผลสุกจะเปล่ียนเป็นสีเหลือง และเม่ือแก่จดัเปลือกนอกท่ีเป็นสี 
เหลืองจะเปล่ียนไปเป็นสีด า ผลแหง้ท่ีติดอยูบ่นตน้จะไม่แตกออก แต่เม่ือผลร่วงลงสู่พื้นดินอาจแตก
ไดผ้ลสดหน่ึงผลมีน ้าหนกัประมาณ 15 กรัม ผลแหง้น ้าหนกัประมาณ 2.6 กรัม ผลเม่ือแกะผนงัดา้น
นอกและ ผนงัชั้นกลาง ออกจะพบผนงัชั้นใน สานกนัเป็นชั้นหุม้เมล็ดไวภ้ายใน หน่ึงผลมีจ านวน
เมล็ด 2-3 เมล็ด 

 
เมล็ด มีลกัษณะรูปร่างป้อมยาว รูปกระสวย กวา้งประมาณ 1 เซนติเมตร และยาวประมาณ 

2 เซนติเมตร เปลือกหุม้เมล็ดสีด า มีเยือ่หุม้เมล็ด บุอยูภ่ายใน เป็นท่ีเก็บสะสมน ้ามนั  
และสารเคอร์ซิน (Curcin) ส่วนเน้ือในและเอม็บริโอ มีสีขาว แต่ละเมล็ดมีน ้าหนกัประมาณ 0.5-1 
กรัม (ช านาญ, 2549) 
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การผสมพนัธ์ุ 

 
เป็นพืชผสมขา้มดอกหรือขา้มตน้โดยอาศยัลมหรือแมลงโดยการถ่ายละอองเกสร ซ่ึงเวลา 

บานของดอกเป็นส่ิงส าคญัท่ีควรพิจารณาในการผสมพนัธ์ุ โดยปกติดอกจะบานเวลาเชา้ประมาณ 
90% โดยดอกเพศผูจ้ะบานก่อนดอกเพศเมีย และดอกเพศผูจ้ะมีปริมาณมากกวา่ดอกเพศเมีย ท าให ้
ไดผ้ลผลิตอยูใ่นเกณฑต์ ่า นอกจากน้ีสบู่ด ายงัมีผลและเมล็ดขนาดเล็ก ท าใหไ้ดน้ ้ามนันอ้ย ดงันั้นการ 
ผสมพนัธ์ุเพื่อปรับปรุงพนัธ์ุและเพิ่มผลผลิตจึงมีการเนน้หนกัในเร่ืองต่อไปน้ี (ทวศีกัด์ิ, 2548) 
 

1. ท าใหเ้ปอร์เซ็นตด์อกเพศเมียเพิ่มมากข้ึนหรือท าใหจ้  านวนผลมากข้ึน 
2. ท าใหผ้ลหรือขนาดเมล็ดใหญ่ข้ึน 
3. ท าใหมี้การออกดอกและเมล็ดแก่เร็วข้ึน 

 
การเกบ็เกีย่วและหีบน า้มัน 

 
ตน้สบู่ด าเป็นพืชท่ีทยอยออกดอก จึงท าใหเ้ก็บเก่ียวไดไ้ม่พร้อมกนั โดยมีการเก็บเก่ียวผล 

ผลิตทุกๆ 2 สัปดาห์ ภายหลงัการเก็บเก่ียว ตอ้งน าผลไปตากแดดใหแ้หง้ก่อนน าไปกะเทาะเปลือก
แลว้น าเมล็ดสบู่ด า มาบดดว้ยเคร่ืองบดใหแ้ตกแบบหยาบ แลว้น าไปตากแดดหรือใชตู้อ้บเพื่อใหเ้กิด
ความร้อน ขั้นสุดทา้ยน ามาอดัดว้ยเคร่ืองอดัเพื่อใหไ้ดน้ ้ามนั จากนั้นน าน ้ามนัท่ีไดใ้ส่ขวดตั้งไว้
ประมาณ3 วนั เพื่อใหส้ารแขวนลอยตกตะกอน แลว้น าน ้ามนัส่วนใสมากรอง อีกคร้ังเพื่อป้องกนั
ตะกอนไปอุดตนัรูน ้ามนั ซ่ึงจะท าใหเ้คร่ืองยนตติ์ดยาก หลงัจากนั้นจึงน ามาใส่กบัเคร่ืองยนตดี์เซลล์
รอบต ่าโดยไม่ตอ้งใชน้ ้ามนัชนิดอ่ืนผสมอีก ซ่ึงเป็นคุณสมบติัพิเศษของน ้ามนัสบู่ด า ราคาเมล็ดสบู่
ด าท่ีเหมาะสม ส าหรับเกษตรกรท่ีลงทุนปลูกสบู่ด าในประเทศไทย ควรมีราคาไม่ควรต ่ากวา่
กิโลกรัมละ 5 บาทในกรณีกลา้พนัธ์ุราคา 3 บาท และไดผ้ลผลิตไม่ต ่ากวา่ไร่ละ 800 กิโลกรัมต่อปี 
และมีตน้ทุนการผลิตท่ี 2,500 บาทต่อไร่ (ศิษฏพงษ,์ 2548) เพื่อความคุม้ทุนในการปลูกสบู่ด า ตอ้งมี
เทคโนโลยกีารผลิตท่ีใหผ้ลผลิตสูงกวา่ (800 กิโลกรัมต่อไร่ต่อปี) อยา่งไรก็ตามควรมีการวเิคราะห์
แผนธุรกิจใหช้ดัเจนวา่สบู่ด า เป็นพืชท่ีเหมาะสมท่ีจะส่งเสริมใหป้ลูกในเชิงการคา้หรือไม่ หากจะ
ส่งเสริมเพื่อพฒันาไปสู่ระดบัอุสาหกรรม จ าเป็นตอ้งศึกษาตน้ทุน การผลิตอยา่งละเอียด เน่ืองจากมี
ค่าใชจ่้ายเก่ียวกบัตน้ทุนผนัแปรท่ีเพิ่มข้ึน เช่น ค่าแรงงาน ในการเพาะปลูกการดูแลรักษาตดัแต่งก่ิง
ใหน้ ้าปุ๋ย และค่าแรงในการเก็บเก่ียวผลผลิตเป็นตน้ นอกจากความคุม้ทุนทางเศรษฐศาสตร์ดงักล่าว
แลว้ภยัจากสาร phorbol ester ซ่ึงท าใหเ้กิดอนัตรายต่อมนุษยไ์ดใ้นระหวา่งการหีบน ้ามนั ส่วนกาก
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เมล็ดสบู่ด ามีสารพิษตกคา้งอยูเ่ป็นอนัตรายต่อการใชเ้ป็นอาหารสัตว ์และมีรายงานวา่ตน้สบู่ด าเป็น
แหล่งอาศยัของแมลงหวี่ขาวพาหนะของโรค cassava mosaic virus ตอ้งระมดัระวงัในการน าเขา้
สายพนัธ์ุสบู่ด าจากต่างประเทศเหล่าน้ี 
 
การผลติไบโอดีเซลจากน า้มันสบู่ด า 

 
กระบวนการผลิตไบโอดีเซลจากน ้ามนัสบู่ด ากบัน ้ามนัปาลม์ รวมถึงน ้ามนัพืชชนิดอ่ืนๆ 

มีลกัษณะท่ีเหมือนกนั ความแตกต่างกนัของน ้ามนัสบู่ด ากบัน ้ามนัปาลม์คือ น ้ามนัปาลม์จะมี
ปริมาณของกรดไขมนัอ่ิมตวัมากกวา่น ้ามนัสบู่ด า ซ่ึงท าใหน้ ้ามนัปาลม์ดิบไม่สามารถเก็บไวไ้ดน้าน
เท่ากบัน ้ามนัสบู่ด า เพราะจะท าใหเ้กิดค่า acid value ท่ีสูง ซ่ึงจะส่งผลต่อกระบวนการผลิตไบโอ
ดีเซลดว้ยวธีิการใชป้ฏิกิริยาทรานส์เอสเทอริฟิเคชัน่กบัเบส โดยท าใหเ้กิดสบู่มากข้ึนตามไปดว้ย ท า
ใหต้อ้งท าปฏิกิริยากบักรดหน่ึงขั้นตอนก่อนจะน าไปท าปฏิกิริยาทรานเอสเทอริฟิเคชัน่กบัเบส หรือ
วธีิการอ่ืนๆนอกจากน้ีไบโอดีเซลจากน ้ามนัปาลม์มีค่าจุดไหลเท และจุดหมอกควนัสูงเกินมาตรฐาน
ก าหนดของกรมธุรกิจพลงังาน ขณะท่ีไบโอดีเซลจากน ้ามนัสบู่ด าไม่มีปัญหาน้ี อยา่งไรก็ตามไบโอ
ดีเซลท่ีผลิตไดจ้ากน ้ามนัทั้งสองชนิดน้ีควรมีการเติมสาร anti-oxidant ลงไปเพื่อชะลอการเส่ือม 
สภาพและเป็นการเพิ่มค่าความเสถียรของน ้ามนั 
 
ความเป็นพษิ 
 

ในทุกส่วนของสบู่ด า เช่น ล าตน้ ใบ และ ผล มีสารไฮโดรไซยานิก (hydrocyanic) ท่ีเป็น
อนัตราย เม่ือเขา้สู่ร่างกายจะท าใหค้ล่ืนไส้ อาเจียน ปวดทอ้ง ชกั หอบ หายใจขดั และอาจตายได ้
(Gandhi et al., 1995) ในเมล็ดสบู่ด ามีสารพิษท่ีเรียกวา่ curcin หรือ cureacin และสารพวก resin 
เจือปนอยู ่หากบริโภคแลว้จะท าใหท้อ้งเดินมีฤทธ์ิคลา้ยสลอด และถา้บริโภคในปริมาณมากอาจท า
ใหเ้สียชีวติได ้ในน ้ามนัมีสารฟอร์บอลเอสเทอร์ (Phorbol ester) ซ่ึงมีฤทธ์ิในการกระตุน้ใหเ้ซลลท่ี์มี 
ยนีผดิปกติเกิดการแบ่งตวั และอาจพฒันาเป็นเซลลม์ะเร็งได ้แต่ในปัจจุบนัไดมี้รายงานวา่ มีสบู่ด า 
พนัธ์ุท่ีไม่มีพิษซ่ึงมีปริมาณของ Phorbol esters นอ้ยกวา่ 0.011% และควรจะไดรั้บการปรับปรุง
พนัธ์ุต่อไป (ช านาญ, 2549) 
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สารป้องกนัก าจัดเช้ือรา (fungicides) 

 
รายงานวา่น ้าสกดัจากเปลือกผลสบู่ด าสามารถยบัย ั้งการเจริญเส้นใยของเช้ือรา 

Phytophthora palmivora สาเหตุโรครากเน่าโคนเน่าทุเรียน และเช้ือรา Colletotrichum 
gloeosporioides สาเหตุโรคแอนแทรค ในมะม่วงได ้100% เท่ากบัสารเคมี metalaxyl และ 
prochloraz ตามล าดบั นอกจากน้ีสารสกดัสบู่ด าสามารถยบัย ั้งการสร้าง sporangia zoospore และ
การงอก zoospore ของ P. palmivora ได ้91.67, 95.83 และ 100% ตามล าดบั รวมทั้ง สามารถยบัย ั้ง
การงอก conidia ของ C. gloeosporioides ได ้100% (รังษี, 2548) 
 

ในปี 1990 Garcia and Lawas รายงานวา่น ้าสกดัจากใบสบู่ด าสามารถควบคุมโรคพืชของ 
Azolla ท่ี มีสาเหตุจากเช้ือรา Sclerotium sp. และต่อมา Thangavelu et. al. (2004) มีรายงานวา่การ 
ใชส้ารสกดัสบู่ด าท่ีความเขม้ขน้ 25 และ 50% โดยน ้าหนกัต่อปริมาตร สามารถยบัย ั้งการเจริญของ 
เช้ือรา Colletotrichum musae สาเหตุโรคแอนแทรคโนสของกลว้ยได ้100% และ ในปี 2005 Wei 
และคณะ รายงานวา่สาร β1, 3- glucanase จากเมล็ดสบู่ด าสามารถฆ่าเช้ือรา Rhizoctonia solani 
และ Gibberelle zeae ไดแ้ละสรุปวา่สารชนิดน้ีมีศกัยภาพเป็น biological fungicide ได ้
 
การใช้เป็นอาหารสัตว์ 
 

เน่ืองจากกากสบู่ด า (presscake) มีคุณค่าทางอาหารสูงแต่ประกอบดว้ยสารพิษมากมาย
ไดแ้ก่ curcin, phorbolic esters, saponin, protease inhibitors และ phytates ไดมี้การน ากากสบู่ด า  
มาผา่นกระบวนการก าจดัสารพิษก่อนน าไปเล้ียงสัตวโ์ดยการใชค้วามร้อนร่วมกบัการสกดัดว้ย
สารเคมี หรือการหมกักากน ้ามนัสบู่ด าดว้ยเช้ือรา Rhizopus oryzae (Gübitz et al., 1997) 
 

ในปี 1997 Gübitz et al., 1997 ไดร้ายงานวา่การใชใ้บของพนัธ์ุสบู่ด าจากประเทศแมก็ซิโก 
เล้ียงไหมป่า (eri silkworm) ท าใหไ้หมป่ามีชีวติรอดเพียง 5 เปอร์เซ็นตเ์ท่านั้น และน ้าหนกัเปลือกรัง 
ไหมต ่ากวา่ไหมป่าท่ีเล้ียงดว้ยใบละหุ่ง แต่ในประเทศอียิปตไ์ดมี้การใชใ้บสบู่ด าเล้ียงไหมป่า tusser 
กนัอยา่งแพร่หลาย 
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ประโยชน์ของสบู่ด าทางการแพทย์ 
 

มีการศึกษาโดย Preeti และคณะ (2011) มีรายงานวา่แต่ละเน้ือเยือ่ของสบู่ด าสามารถ
น ามาใชป้ระโยชน์ในการรักษาโรคต่างๆไดด้งัน้ี 

 
1. เน้ือเยือ่เมล็ด สามารถช่วยในการรักษา โรคขอ้ต่อกระดูกอกัเสบ (arthritis) โรคเก๊าซ์ 

(gout) และโรคดีซ่าน (jaundice) 
2. เน้ือเยือ่จากก่ิงอ่อน และล าตน้ สามารถช่วยในการรักษาอาการปวดฟัน เหงือกอกัเสบ 

ลกัปิดลกัเปิด และอาการมีหนองไหล (pyorrhea) 
3. น ้าเล้ียงภายในเน้ือเยือ่ตน้ไม ้สามารถช่วยในการรักษา ผวิหนงัอกัเสบ และแผลไฟไหม ้
4. สารสกดัจากพืช สามารถช่วยในการรักษา โรคเร้ือน (leprosy) โรคซิฟิลิส (syphilis) 

อาการแพ ้(allergies) 
5. น ้าท่ีแยกมาจากก่ิง สามารถช่วยในบรรเทาอาการจากโรคเอดส์ และเน้ืองอก (tumor) 

 
จากการศึกษาสารสกดับริสุทธ์ิจากรากสบู่ด า หรือ Curcusone C ต่อการยบัย ั้งการเจริญและ 

เหน่ียวน าให้เกิดอะพอพโทซิสของเซลลม์ะเร็งเตา้นม (MCF-7) พบวา่ Curcusone C สามารถยบัย ั้ง 
การเจริญของเซลลม์ะเร็งเตา้นมเพิ่มมากข้ึน เม่ือเพิ่มความเขม้ขน้ของสารสกดัสามารถยบัย ั้งการ
เจริญของเซลลม์ะเร็งไดน้อกจากน้ีพบวา่ Curcusone C สามารถเหน่ียวน าใหเ้พิ่มหรือลดระดบัการ 
แสดงออกของยนีท่ีเก่ียวขอ้งกบัการตายของเซลลม์ะเร็งแบบอะพอพโทซิสได ้
 
การใช้เป็นพลงังาน 
 

นอกจากการใชน้ ้ามนัสบู่ด าแปรรูปเป็น methyl หรือ ethyl esters ส าหรับผสมน ้ามนัดีเซล 
เป็นไบโอดีเซลแลว้และส่วนอ่ืนๆ ของสบู่ด าสามารถใชเ้ป็นพลงังานไดใ้น Cape Verde ใชส่้วนล า
ตน้และก่ิงเป็นฟืนส าหรับให้ความร้อน Gübitz et al., 1997 รายงานวา่การหมกัเปลือกผลสบู่ด าและ
กากน ้ามนัสบู่ด าในสภาพไร้อากาศจะได ้biogas ซ่ึง 70 เปอร์เซ็นต ์เป็นก๊าซมีเทนซ่ึงสามารถ
น ามาใชป้ระโยชน์ได ้
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การเจริญเติบโตของดอกและการผสมเกสร 
 

จากการศึกษาของวลัชลีย ์(2527) พบวา่ ดอกจะใชเ้วลาตั้งแต่เร่ิมมองเห็นดว้ยตาเปล่าจน 
กระทัง่ดอกบาน 17 วนั โดยการเจริญของดอกจะเป็นไปอยา่งรวดเร็วในช่วง 6 วนัแรก และจะมี 
อตัราการเจริญลดลงในช่วงหลงั เกสรดอกเพศผูจ้ะแตกและปล่อยละอองเกสร (pollen shed) ในช่วง 
8.00-10.00 น. ส่วนช่วงยอดเกสรเพศเมียพร้อมรับละอองเกสรจะอยูใ่นช่วง 9.00-10.00 น. ซ่ึงสังเกต 
ไดจ้ากการท่ีมีน ้าหวานเคลือบบริเวณยอดเกสรเพศเมีย และพบวา่ในแต่ละช่อดอกจะติดผล 7-15 ผล 
แมว้า่จะมีดอกยอ่ยในแต่ละช่อดอกมากถึง 70-120 ดอก ซ่ึงคาดวา่สาเหตุน่าจะมาจากการท่ีมีดอก
เพศเมียนอ้ยกวา่ดอกเพศผูม้าก โดยมีอตัราส่วน 1: 7 เท่านั้น ซ่ึงท าใหใ้นแต่ละช่อดอกมีดอกเพศเมีย
เพียง 10-15 ดอกเท่านั้นซ่ึงตรงกบั รายงานของมหาวทิยาลยัแม่โจแ้ละสมาคมนิสิตเก่ามหาวทิยาลยั 
เกษตรศาสตร์ในพระบรมราชูปถมัภ ์(2549) สรุปไดว้า่การท่ีดอกของสบู่ด าเป็นดอกแยกเพศ และ
แก่ไม่พร้อมกนั จึงท าใหโ้อกาสในการติดผลของแต่ละช่อดอกต ่าลงดว้ย 
 
Arabidopsis thaliana 
 

เป็นพืชท่ีจดัอยูใ่นกลุ่ม mustard ซ่ึงในธรรมชาติส่วนใหญ่จะพบในเขตท่ีมีอากาศหนาว 
พบในทวปียโุรป เอเชีย และอเมริกาเหนือ สายพนัธ์ุท่ีมกัจะใชใ้นการทดลองคือ สายพนัธ์ุ Columbia 
และ Landsberg (Meinke et al., 1998) จดัเป็นพืชโมเดลส าหรับการศึกษาทางดา้นพนัธุศาสตร์
โมเลกุล ทั้งน้ีเน่ืองจากอะราบิดอปซิส เป็นพืชท่ีมีวงจรชีวติท่ีสั้นเพียง 5-6 สัปดาห์ (Anderson & 
Roberts., 1998) อะราบิดอปซิส จดัเป็นพืชท่ีเป็นดอกสมบูรณ์เพศ ประกอบดว้ย 4 โครงสร้างใหญ่ๆ 
ไดแ้ก่ กลีบเล้ียง กลีบดอก เกสรเพศผู ้และเพศเมีย ขนาดของดอกจะยาว 2 มิลลิเมตร เมล็ดท่ีโตเตม็ 
ท่ีจะยาว 0.5 มิลลิเมตร ผลมีลกัษณะยาวเรียวอยูภ่ายในฝัก ตน้อ่อนจะมีการพฒันาไปเป็น rosette  
มีเส้นผา่นศูนยก์ลางระหวา่ง 2-10 เซนติเมตร ข้ึนอยูก่บัสภาพแวดลอ้ม บริเวณผิวใบจะถูกปกคลุม
ดว้ยขนขนาดเล็ก และจะมีใบตั้งแต่สัปดาห์ท่ี 3 หลงัจากปลูกลงดิน จะมีการสร้างช่อดอก การเจริญ
จะพฒันาไปจนสร้างดอกและเกิดฝัก ซ่ึงจะใชเ้วลาหลายสปัดาห์ หากโตเตม็ท่ีตน้จะสูง 15-20
เซนติเมตร (Meinke et al., 1998) และมีโครงสร้างเป็นดอกท่ีสมบูรณ์เพศ จึงเหมาะในการศึกษาได้
ง่ายโดยการน ามาผสมขา้มหรือ ผสมตวัเอง และปริมาณผลผลิตเมล็ดท่ีไดใ้น 1 ตน้ ประมาณ 1,000 
เมล็ดต่อตน้ (William, 2004) ก่อนหนา้น้ีในปี 1907 ไดมี้การศึกษาจ านวนโครโมโซมของ 
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อะราบิดอปซิสเท่ากบั 2n=2x=10 จีโนมของอะราบิดอปซิสไดถู้กศึกษาทั้งจีโนมแลว้ พบวา่เป็นพืช
ท่ีมีจีโนมขนาดเล็กประมาณ 108 นิวคลีโอไทด์ หรือมีประมาณ 25,498 ยนี สามารถเหน่ียวน าใหเ้กิด
การกลายพนัธ์ุไดง่้ายโดยการใหส้ารเคมีก่อการกลายลงไป 
 
กระบวนการสร้างดอก 
 

กลไกการสร้างดอกสามารถอธิบายไดด้ว้ยโมเดล ABC โดยท่ียนีกลุ่ม A ควบคุมการสร้าง 
กลีบเล้ียง ส่วนยนีกลุ่ม A และยนีกลุ่ม B ร่วมกนัสร้างกลีบดอก ยนีกลุ่ม B และยนีกลุ่ม C ร่วมกนั 
สร้างเกสรตวัผู ้และยนีกลุ่ม C ควบคุมการสร้างเกสรตวัเมีย ในปัจจุบนัน้ีนกัวทิยาศาสตร์ไดท้ราบ
แลว้วา่ ยนี APETALA (AP) 1 และ 2 เป็นยนีท่ีอยูใ่นกลุ่ม A ส่วน AP3 และ PISTILLATA (PI ) นั้น
อยูใ่นกลุ่ม B และยนี AGAMOUS (AG) นั้นเป็นยนีท่ีอยูใ่นกลุ่ม C นอกเหนือจากน้ีแลว้
นกัวทิยาศาสตร์ยงัทราบวา่ในการสร้างดอกท่ีสมบูรณ์จ าเป็นตอ้งมียนีอีกกลุ่ม หน่ึงคือ กลุ่ม E  
ซ่ึงประกอบไปดว้ยยนี SEPALLATA (SEP) 1 2 และ 3 ท่ีควบคุมการท างานของกลุ่ม ABC ดงันั้น 
การสร้างดอกในปัจจุบนัถูก อธิบายโดยใช ้ABCE โมเดล (Douglas et al. 2007) 
 
ถ้ายนีในแต่ละกลุ่มสูญเสียการแสดงออกจะมีผลดังนี้ (Rashid, 2009) 
 

1. หากยนีในกลุ่ม A สูญเสียการแสดงออกพบวา่ มีการสร้างเกสรเพศเมีย แทนการสร้าง 
กลีบเล้ียง ในวงท่ี 1 และมีการสร้าง เกสรเพศผู ้แทนการสร้างกลีบดอก ในวงท่ี 2 

2. หากยนีในกลุ่ม B สูญเสียการแสดงออกพบวา่ มีการสร้างกลีบเล้ียง แทนการสร้าง 
กลีบดอก ในวงท่ี 2 และมีการสร้างเกสรเพศเมีย แทนการสร้างเกสรเพศผู ้ในวงท่ี 3 

3. หากยนีในกลุ่ม C สูญเสียการแสดงออกพบวา่ มีการสร้างกลีบดอก แทนการสร้างเกสร 
เพศผู ้ในวงท่ี 3 และเช่นเดียวกนัในวงท่ี 4 จะถูกแทนดว้ยกลีบเล้ียง นัน่แสดงวา่ในพืชท่ีเป็น 
โฮโมไซกสั ถา้ยนี Agamous สูญเสียการแสดงออกพืชน้ีจะไม่มีทั้งเกสรเพศผู ้และเกสรเพศเมีย 
 

จากการศึกษาของ Ohto et al. (2004) พบวา่ยนี APETALA2 (AP2) จดัอยูใ่นกลุ่มท่ีเป็น 
AP2/EREBP (ethylene responsive element binding protein) ซ่ึงเป็น transcription factors ควบคุม 
การสร้างส่วนต่างๆ และเน้ือเยือ่เจริญ อีกทั้งยงัช่วยในการพฒันาของรังไข่ และเปลือกหุม้เมล็ด 
เม่ือเกิดการกลายแบบ deletion ในยนี AP2 ผลท่ีไดคื้อมีการเพิ่มขนาดของเมล็ดบ่งช้ีวา่ยีน AP2 มีผล 
ในการควบคุมโดยตรงต่อขนาดของเมล็ด นอกจากนั้นไดท้  าการทดลอง Reciprocal cross พบวา่ยนี 
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AP2 มีลกัษณะการถ่ายทอดทางแม่ไปยงัการควบคุมขนาดของเมล็ด ผลท่ีไดจ้ากรับการถ่ายทอดทาง 
แม่ของยนี AP2 ของเมล็ดจะไปเก่ียวขอ้งกบัการควบคุมของทั้ง จ  านวนเซลลเ์อม็บริโอ และขนาด
ของเซลล ์ขณะท่ีการศึกษาของ Jofuku et al. (2005) ไดมี้การศึกษาเพิ่มจากยนี AP2  
ในตน้อะราบิดอปซิส พบวา่ยนี AP2 จะมีส่วนควบคุมการสร้างส่วนต่างๆ และเน้ือเยือ่เจริญ  
ซ่ึงสอดคลอ้งกบัการทดลองของ Ohto et al. (2004) ยงัพบอีกวา่ยนี AP2 มีบทบาทท่ีส าคญั  
ในการควบคุมขนาดของเมล็ดน ้าหนกัของเมล็ด และการสะสมของน ้ามนัและโปรตีนในเมล็ด 
นอกจากนั้นยงัพบวา่ยนี AP2 จะมีการแสดงออกอยูใ่นทุกขั้นตอนในการสร้างดอก ดงัภาพ 
(ภาคผนวกท่ี จ2) และพบอยูใ่นเน้ือเยือ่แทบทุกส่วนของพืชในตน้อะราบิดอปซิส 
 

นอกจากน้ียงัมีการศึกษา Homolog ของยนี AP2 โดยในปี 2009 Moose et al. (2009)  
ไดศึ้กษายนี Glossy15 (Gl15) มีหนา้ท่ีควบคุมการเปล่ียนแปลงจาก ระยะตน้อ่อนไปสู่ปลายยอด 
ในขา้วโพดซ่ึงควบคุมการเปล่ียนแปลงความแตกต่างของลกัษณะของผวิเซลลข์องใบ  
ท่ีประกอบดว้ย epiticular waxes, ขนใบ และลกัษณะของผนงัเซลล์ และท าการโคลนยนี GL15 โดย
ใช ้defective Suppressor-Mutator (dSpm) element สอดแทรก transposon-tag เขา้ไป ยนีน้ีเม่ือถูก
แปลรหสัคาดวา่ท าหนา้ท่ีเป็น transcription factor ซ่ึงล าดบัจะมีความคลา้ยคลึงกบั ยนี AP2 ท่ี
ควบคุมในตน้อะราบิดอปซิส ซ่ึงจะควบคุมองคป์ระกอบของดอก และการพฒันาของรังไข่ จากการ
น าล าดบักรดอะมิโนของทั้ง GL15 และ AP2 มาเปรียบเทียบกนั พบวา่มีความคลา้ยคลึงกนัถึง 80% 
และพบมากกวา่ 170 กรดอะมิโน ท่ีเป็นบริเวณอนุรักษ ์(conserved region) 
 

นอกเหนือจากน้ี Nilsson et al. (2007) ไดท้  าการศึกษาในตน้สน พบวา่มีส่วนของยนีท่ีมี
ความคลา้ยคลึงกนักบัยนี AP2 ในกลุ่ม A จึงก าหนดให้เป็น Picea abies APETALA2 LIKE1 
(PaAP2L1), PaAP2L2 และ PaAP2L3 ซ่ึงการแสดงออกของยนี PaAP2L1 และ PaAP2L3 ของพืช
จะมีในส่วนท่ีจะสร้างเมล็ด เม่ือท าถ่ายยนี PaAP2L2 เขา้ไปในตน้อะราบิดอปซิส พบวา่ตน้มี
ลกัษณะแคระแกร็น และมีช่วงการออกดอกท่ีชา้ มีการออกดอกท่ีไม่แน่นอน และยงัพบวา่เน้ือเยือ่
เจริญท่ีถูกควบคุมดว้ยยนี WUSCHEL ไม่เกิดการเปล่ียนแปลง แต่เม่ือถ่ายฝากเขา้ไปใน ap2-1 
mutant สามารถสร้างกลีบดอกได ้บ่งช้ีไดว้า่ยนี AP2 ในตน้สนท่ีเป็น Gymnosperm สามารถท า
หนา้ท่ีทดแทนยนีกลุ่ม A ในตน้อะราบิดอปซิสได ้
 
 
 



14 
 
การถ่ายยนีเพือ่เพิม่หรือลดการแสดงออกของยนี 

 
เร่ิมดว้ยการเตรียมคอมพลีเทนเซลล์ จากเซลลแ์บคทีเรีย E. coli สายพนัธ์ุ XL1 blue ท่ีมี

บางส่วนของยนี lacZ ท่ีหายไป จากนั้นท าการทรานส์ฟอร์เมชัน่ เพื่อถ่ายเวคเตอร์ท่ีมีช้ินส่วน 
ดีเอ็นเอเช่ือมอยูโ่ดยวธีิ heat shock แลว้น าแบคทีเรียท่ีไดไ้ป เกล่ียบนอาหารแขง็  
Luria Bertani Agar ท่ีเติมยาปฏิชีวนะแอมพิซิลลิน และ IPTG รวมทั้ง X-Gal เพื่อท าการคดัเลือก
โดยวธีิ blue white selection โดยเลือกเฉพาะโคโลนีสีขาวซ่ึงคาดวา่เป็นแบคทีเรียท่ีไดรั้บเวกเตอร์
ซ่ึงมีช้ินส่วนดีเอ็นเอแทรกอยู ่

 
ในการโคลนยนีหากไม่ตอ้งใชเ้อนไซมดี์เอน็เอไลเกส (DNA ligase) ในปัจุบนัสามารถใช้

เอนไซมโ์ทโปไอโซเมอเรส โดยเอนไซมน้ี์จะท าหนา้ท่ีตดัสายดีเอน็เอเพียงหน่ึงเส้นท่ีต าแหน่งของ
ล าดบัเบสท่ีจ าเพาะแลว้ท าการเช่ือมต่อกบัปลายขา้งหน่ึงของโมเลกุลท่ีถูกตดัน้ีดว้ยพนัธะโคเวเลนซ์ 
มีผลท าใหโ้มเลกุลของดีเอน็เอท่ีมีลกัษณะขดเป็นวง (supercoiled DNA) เกิดการคลายเกลียวรอบๆ 
สายท่ีไม่ถูกตดัดว้ยเอนไซม ์ต่อจากนั้นเอนไซมจ์ะท าการเช่ือมสายท่ีถูกตดัดงักล่าวก่อนหลุดจาก
โมเลกุลของดีเอน็เอ ในการทดลองน้ีเลือกใช ้pENTR™ Directional TOPO® Cloning Kit 
(Invitrogen, USA) ซ่ึงมีพลาสมิดท่ีเป็นเส้นตรงโดยมีเอนไซมโ์ทโปไอโซเมอเรสจบัอยูท่ี่ปลาย 
เอนไซมน้ี์จะท าการเช่ือมต่อเวกเตอร์ เขา้กบัดีเอน็เอท่ีสนใจ (insert) ไดอ้ยา่งรวดเร็ว ในการโคลนดี
เอน็เอท่ีไดจ้ากปฏิกิริยาพีซีอาร์ (PCR) ซ่ึงมีเบสอะดีนีน (adenine) ต่ออยูท่ี่ปลายอนัเป็นผลมาจาก
การท างานของเอนไซม ์Taq polymerase เอนไซมโ์ทโปไอโซเมอเรสท่ีติดอยูท่ี่ปลายของเวคเตอร์จะ
จบัปลาย insert มาเช่ือมต่อกบัปลายเวกเตอร์อยา่งรวดเร็ว  
 

การโคลนโดยใชร้ะบบ Gateway® อาศยัหลกัการท่ี bacteriophage lambda ท าการบุกรุก
เซลลแ์ละน าดีเอน็เอของมนัเขา้ไปแทรกในดีเอน็เอของเซลลเ์จา้บา้นไดโ้ดยวธีิการรีคอมบิเนชนั
(recombination) ท่ีต าแหน่งจ าเพาะซ่ึงเกิดระหวา่งต าแหน่ง attP ท่ีอยูบ่นดีเอน็ของไวรัส และ
ต าแหน่ง attB ท่ีอยูบ่นจีโนมของแบคทีเรีย ซ่ึงการเกิดรีคอมบิเนชนัระหวา่งบริเวณ att จะถูกน ามา 
ใชป้ระโยชน์ในระบบ Gateway เพื่อท าการยา้ยช้ินดีเอ็นเอท่ีสนใจโดยตรงระหวา่ง 2 เวกเตอร์  
ท่ีมีบริเวณ att บนโมเลกุลส าหรับโคลนดีเอน็เอท่ีไดจ้ากปฏิกิริยาพีซีอาร์นั้นจะตอ้งใชไ้พรเมอร์ท่ีมี
ล าดบัเบสของบริเวณท่ีเป็น attB ส่วนโมเลกุลของพาหะ (vector) ซ่ึงถูกเรียกวา่ entry vector นั้นตอ้ง
มีล าดบัเบสของบริเวณท่ีเป็น attP ขนาบสองขา้งของบริเวณท่ีจะท าการแทรกช้ินดีเอน็เอเขา้ไป  
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เม่ือเติมเอนไซมรี์คอมบิเนสจะเกิดรีคอมบิเนชนัระหวา่งบริเวณ attB และ attP ท าใหเ้กิดการแทรก
โมเลกุลของดีเอเ็อเขา้ไปอยูใ่นโมเลกุลของพาหะ (มณีวรรณ, 2553) 

 
 การถ่ายยนีเขา้สู่พืชโดยอาศยัแบคทีเรียอะโกรแบคทีเรียมทูมีเฟเซียน นิยมใชพ้ลาสมิด 

สายผสมท่ีประกอบดว้ย ยนีตา้นทานยาปฏิชีวนะของแบคทีเรีย ท าใหส้ามารถน าไปใชเ้ป็นตวั
คดัเลือกเซลลพ์ืชท่ีไดรั้บ เน่ืองจากปกติเซลลพ์ืชจะไม่สามารถแบ่งตวัเจริญเติบโตไดใ้นอาหารท่ีมี 
ยาปฏิชีวนะ ยาปฏิชีวนะท่ีนิยมใช ้ไดแ้ก่ กานามยัซิน หรือ ไฮโกรมยัซิน เป็นตน้ โดยการปรับปรุง 
พลาสมิดเพื่อใหก้ารตดัต่อยนีท าไดอ้ยา่งมีประสิทธิภาพ โดยพลาสมิดท่ีนิยมใชไ้ดแ้ก่ ไบนาร่ี
เวกเตอร์ ประกอบดว้ยพลาสมิดขนาดเล็ก และ Ti-plasmid โดยแยกเอาบริเวณปลายขา้งซา้ยและ
บริเวณปลายขา้งขวา ไวใ้นพลาสมิดขนาดเล็กประมาณ 10 kb ระหวา่งปลายขา้งซา้ย และขวามียนี
เคร่ืองหมายท่ีใชค้ดัเลือกในพืชและต าแหน่งจดจ าของเอนไซม ์ส่วนนอกมีจุดเร่ิมตน้การจ าลองตวั
ของพลาสมิดในแบคทีเรีย E. coli และ อะโกรแบคทีเรียมทูมีเฟเซียน และยนีเคร่ืองหมายท่ีใช้
คดัเลือกในแบคทีเรีย การตดัต่อยนีท าไดโ้ดยตดัต่อยนีท่ีตอ้งการเขา้สู่พลาสมิดขนาดเล็กแลว้น าไป
เพิ่มจ านวนในแบคทีเรีย E.coli จากนั้นจึงน าพลาสมิดขนาดเล็กนั้นถ่ายเขา้สู่แบคทีเรียอะโกร
แบคทีเรียมทูมีเฟเซียน ท่ีมี Ti-plasmid อยูข่า้งในแลว้ 

 
การถ่ายฝากดีเอน็เอเขา้สู่พืชดว้ยวธีิ Agrobacterium cocultivation เป็นวธีิการถ่ายฝาก 

ดีเอ็นเอเขา้สู่เซลลเ์จา้บา้น (Host cell) โดยอาศยัการเกิดแผลและความสามารถของแบคทีเรียอะโกร
แบคทีเรียมทูมีเฟเซียน ในการถ่ายฝากดีเอ็นเอ ส่วนท่ีเป็น T-DNA ใน Ti-plasmid เขา้สู่นิวเคลียส
และแทรกเขา้ไปในจีโนมของพืช เม่ือน าเซลลท่ี์มีดีเอน็เอท่ีตอ้งการไปเล้ียงในสภาวะท่ีเหมาะสมต่อ
การเจริญเติบโต จะไดก้ลุ่มเซลลท่ี์สามารถถูกชกัน าโดยการเพาะเล้ียงเน้ือเยือ่ให้เจริญเติบโตมีการ
แบ่งเซลลเ์ป็นส่ิงมีชีวติดดัแปลงพนัธุกรรม และน าไปศึกษาต่อเพื่อดูการแสดงออกของยนีและ
ลกัษณะต่างๆในส่ิงมีชีวตินั้นไดใ้นท่ีสุด 
 
การเพาะเลีย้งเนื้อเยือ่ 

 
หมายถึง การเพาะเล้ียงช้ินส่วนพืช หรืออาจหมายถึง การเพาะเล้ียงเซลล ์การเพาะเล้ียง 

เน้ือเยือ่ หรือการเพาะเล้ียงอวยัวะ ในอาหารสังเคราะห์สูตรต่างๆ ภายใตส้ภาวะท่ีเหมาะสม และ 
ปลอดเช้ือ นกัวทิยาศาสตร์พบวา่เซลลข์องพืชท่ีน ามาเพาะเล้ียงมีความสามารถท่ีจะเจริญเติบโตเป็น 
พืชท่ีสมบูรณ์ได ้โดยเซลลจ์ะมีรูปร่างคลา้ยไซโกต (zygote) และท าหนา้ท่ีเป็นไซโกตได ้โดยมีการ 
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แสดงออกของยนีท่ีเหมือนเดิม ความสามารถของเซลลเ์ช่นน้ีเรียกวา่ โททิโปเทนซี (totipotency) 
ดว้ยคุณสมบติัน้ี ท าใหเ้กิดการน าเทคนิคเพาะเล้ียงเน้ือเยื่อพืชมาใชใ้นการขยายพนัธ์ุพืช ในปัจจุบนั 
มีผลผลิตพืชท่ีไดจ้ากการเพาะเล้ียงเน้ือเยือ่เป็นจ านวนมาก 
 
ประโยชน์ของการเพาะเลีย้งเนือ้เยือ่พชื 

 
ในปัจจุบนัมีการน าเทคนิคการเพาะเล้ียงเน้ือเยือ่พืชมาใชป้ระโยชน์ไดด้งัน้ี 
 
1.  การขยายพนัธ์ุ (propagation) โดยน าช้ินส่วนต่างๆ ของพืชมาเล้ียงในอาหารสังเคราะห์ 

โดยหาสภาวะท่ีเหมาะสมต่อการเจริญเติบโตของพืชแต่ละชนิด ท าใหส้ามารถควบคุมปริมาณ และ 
ช่วงเวลาในการขยายพนัธ์ุพืชไดต้ามตอ้งการและปริมาณมากในระยะเวลาอนัรวดเร็ว เช่น การขยาย 
พนัธ์ุกลว้ยไมเ้พื่อการส่งออก 

2.  การผลิตพืชท่ีปราศจากโรค โดยเฉพาะอยา่งยิง่การปราศจากเช้ือไวรัส โดยการตดัส่วน
ยอดท่ีเป็นเน้ือเยือ่เจริญของพืชใหมี้ขนาดเล็กและชกัน าเพาะเล้ียงเน้ือเยือ่ มีการศึกษาพบวา่เช้ือไวรัส
ซ่ึงเคล่ือนท่ีไปตามท่อน ้า (xylem) และท่ออาหาร (phloem) ของพืชจะไม่ไปถึงส่วนท่ีเป็นเน้ือเยือ่
เจริญดงันั้นจะไดท้่อนพนัธ์ุท่ีปราศจากเช้ือโรคเพื่อใชใ้นการขยายพนัธ์ุโดยไม่จ  าเป็นตอ้งสืบพนัธ์ุ
แบบอาศยัเพศต่อไป 

3.  การผลิตสารทุติยภูมิ (secondary metabolite) ไดมี้การน าเทคนิคการเพาะเล้ียงเน้ือเยื่อมา 
ผลิตสารต่างๆ โดยเฉพาะอยา่งยิง่การเพาะเล้ียงจากเน่ือเยือ่สมุนไพรชนิดต่างๆ ซ่ึงสร้างสารตวัยาได ้
มากกวา่ในธรรมชาติ 

4.  การผลิตสายพนัธ์ุแท ้(inbred production) การเพาะเล้ียงเน้ือเยือ่พืชโดยน าละอองเรณู 
หรืออบัเรณูมาเล้ียงในอาหารจนเกิดเน้ือเยือ่ท่ีมีโครโมโซมคร่ึงหน่ึงของเซลลป์กติ เม่ือท าการเพิ่ม
ชุดโครโมโซมใหเ้ป็น 2n ก็จะไดส้ายพนัธ์ุแท ้

5.  การคดัเลือกสายพนัธ์ุกลาย (mutant selection) เน่ืองจากการกลายท าใหเ้กิดการ
เปล่ียนแปลงทางพนัธุกรรม ซ่ึงการคดัเลือกท าไดโ้ดยจดัอาหารและสภาพแวดลอ้มตามตอ้งการ เช่น 
การคดัเลือกพนัธ์ุขา้วท่ีทนเค็ม โดยการใส่เกลือลงไปในอาหารคดัเลือก เพื่อคดัเลือกพนัธ์ุขา้วท่ีทน
เคม็ 

6.  การแปรผนัทางพนัธุกรรม (somaclonal variation) ในการเพาะเล้ียงเน้ือเยือ่นั้น พบวา่ 
อาจเกิดการเปล่ียนแปลงทางพนัธุกรรมในขั้นตอนของการเพาะเล้ียง ท าใหไ้ดส้ายพนัธ์ุท่ีกลายซ่ึง 
อาจเกิดจากสภาวะแวดลอ้มต่างๆ ในขั้นการเพาะเล้ียง 



17 
 

7.  การแปลงพนัธุกรรม (genetic transformation) ไดมี้การใชว้ธีิทางพนัธุวศิวกรรม ร่วมกบั 
การเพาะเล้ียงเน้ือเยือ่ โดยการถ่ายโอนยีนท่ีตอ้งการเขา้ไปในเซลลพ์ืช โดยอาศยัพาหะ (vector) เช่น 
แบคทีเรียน ายนีเขา้สู่เซลลพ์ืช จากนั้นชกัน ากลุ่มเซลลใ์หเ้กิดเป็นตน้พืชท่ีสมบูรณ์ 

8.  การเก็บรักษาพนัธ์ุพืช การเพาะเล้ียงเน้ือเยือ่ในขวดเป็นวธีิการรวบรวมพนัธ์ุพืชได ้
เป็นอยา่งดี สามารถส่งไปแลกเปล่ียนพนัธ์ุกบัต่างประเทศไดส้ะดวก ช่วยลดเน้ือท่ีในการปลูก และ 
ปลอดภยัจากภยัธรรมชาติ 
 

องค์ประกอบของอาหาร 
 

อาหารท่ีใชส้ าหรับเพาะเล้ียงเน้ือเยื่อพืชเป็นเกลือแร่หลายชนิด ซ่ึงอยูใ่นรูปท่ีแตกต่างกนั 
แต่เกลือแร่บางชนิดพืชตอ้งการในปริมาณท่ีมาก บางชนิดพืชตอ้งการเพียงเล็กนอ้ย ถา้มีมากเกินไป
อาจจะไปรบกวนการเจริญของพืชใหไ้ปในทิศทางท่ีไม่เหมาะสมอาหารท่ีใชเ้พาะเล้ียงเน้ือเยื่อ
ประกอบดว้ยสารประกอบหลายอยา่ง แบ่งออกเป็น 2 พวกใหญ่ๆ 
 

1.  สารอนินทรีย ์
 

     เกลือแร่เป็นส่วนประกอบท่ีส าคญัท่ีสุดอยา่งหน่ึงในอาหารเพาะเล้ียง สัดส่วนของเกลือ
แร่และชนิดของเกลือแร่ท่ีเหมาะสมท่ีพืชสามารถน าไปใชไ้ดเ้ป็นส่ิงท่ีตอ้งค านึงถึง เพราะหากวา่มี
ความเขม้ขน้สูงเกินไปอาจเป็นพิษต่อพืชได ้แต่หากวา่มีนอ้ยเกินไป การเจริญเติบโตอาจไม่สมบูรณ์ 
แร่ธาตุทั้งหมดจะถูกเติมในอาหารในรูปของเกลือท่ีพืชสามารถดูดไปใชไ้ด ้เกลือแร่ท่ีเติมในอาหาร
แบ่งออกเป็น 2 กลุ่ม คือ เกลือแร่ท่ีเติมในปริมาณค่อนขา้งสูง เน่ืองจากพืชตอ้งการปริมาณมาก 
(สารอาหารหลกั) และเกลือแร่ท่ีเติมในปริมาณนอ้ยมาก (สารอาหารรอง) 

 
1.1  สารอาหารหลกั 
      ไนโตรเจน (N) มีอิทธิพล่ออตัราการเจริญของพืช เป็นองคป์ระกอบในโมเลกุล 

ของคลอโรฟิลล,์ อลัคาลอยด์, กรดนิวคลีอิก และฮอร์โมนพืชบางชนิด และกรดอะมิโน ถา้ขาด
ไนโตรเจนจะท าใหใ้บเหลืองและตน้เต้ียแคระ หากมีไนโตรเจนมากเกินไปจะท าใหพ้ืชเจริญเติบโต
อยา่งรวดเร็วแต่จะไม่ออกดอก แหล่งไนโตรเจนในอาหารเพาะเล้ียงเน้ือเยื่อคือ สารประกอบ
แอมโมเนียม (NH4

+) และ ไนเตรต (NO3
-) 
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             ฟอสฟอรัส (P) พบมากในเน้ือเยือ่เจริญและเน้ือเยือ่ท่ีก าลงัพฒันาอยา่งรวดเร็ว
อ่ืนๆ แต่บทบาทท่ีแทจ้ริงยงัไม่ทราบ จุดประสงคท่ี์ส าคญัคือ ใชเ้ป็นตวักระตุน้เอนไซม ์ถา้หากมี
ฟอสฟอรัสนอ้ยเกินไปจะท าใหพ้ืชเห่ียวเฉา และผดิปกติ 

       โปแทสเซียม (K) จ าเป็นส าหรับในการแบ่งเซลล ์ส าหรับสังเคราะห์
คาร์โบไฮเดรต และโปรตีนส าหรับสร้างคลอโรฟิลล์ และรีดิวซ์ไนเตรต โปรแทสเซียมท่ีมีไม่
เพียงพอท าใหพ้ืชอ่อนแอและผดิปกติ 

       ก ามะถนั (S) อยูใ่นโมเลกุลของโปรตีนบางชนิดช่วยใหร้ากเจริญและใบมี 
สีเขียวเขม้ 

                     แคลเซียม (Ca) อยูเ่ป็นส่วนประกอบของผนงัเซลลพ์ืชในรูปของแคลเซียม 
เพกติน มีบทบาทในการดูดซึมสาร ใหค้วามสะดวกในการเคล่ือนท่ีคาร์โบไฮเดรตและกรดอะมิโน
ในใบตลอดทั้วทั้งตน้พืชและช่วยใหร้ากเจริญ 

        แมกนีเซียม (Mg) เป็นตวัท่ีอยูต่รงกลางในโมเลกุลของคลอโรฟิลล์ และยงั
เป็นตวักระตุน้เอนไซม ์หากขาดแมกนีเซียมท าใหพ้ืชมีสีจางและเฉา 

        เหล็ก (Fe) อยูร่่วมในการสังเคราะห์คลอโรฟิลล ์ร่วมในการเปล่ียนพลงังาน 
ในการสังเคราะห์ดว้ยแสงและการหายใจ โดยถูกรีดิวซ์จากเฟอร์ริกเป็นเฟอร์รัส พืชท่ีขาดเหล็กจะ
เกิดสภาวะพร่องคลอโรฟิลล ์
 

1.2  สารอาหารรอง 
 
             มีเกลือแร่หลายชนิดท่ีพืชตอ้งการเพื่อการเจริญเติบโตแต่ตอ้งการเพียงปริมาณ
นอ้ยมาก เรียกวา่ สารอาหารรอง (minor element, trace element หรือ micro nutrient) บทบาทหนา้ท่ี
ของสารอาหารเหล่าน้ียงัไม่แน่ชดั โดยท่ีจริงแลว้สารเหล่าน้ีเพิ่งจะทราบวา่จ าเป็นต่อการเจริญเติบ 
โตของพืช เม่ือความบริสุทธ์ิของน ้าและสารเคมีท่ีใชใ้นอาหารเพาะเล้ียงสูงข้ึน ท าใหพ้บเกลือแร่
เหล่าน้ี ถา้มีเกลือแร่เหล่าน้ีอยูม่ากมีหลายชนิดท่ีเป็นพิษต่อพืช เกลือแร่ท่ีพืชตอ้งการปริมาณนอ้ย
มากมีดงัน้ี 

                     โบรอน (B) มีบทบาทในการเคล่ือนท่ีของน ้าตาล หากขาดโบรอนจะท าให้
เน้ือเยือ่ภายในเส่ือม เช่นโรคใส้เน่าในหวัผกักาด ถา้มีโบรอนมากเกินไป จะท าใหพ้ืชตาย 
                  โมลิบดินมั (Mo) มีส่วนร่วมในการเปล่ียนแปลงไนโตรเจนเป็นแอมโมเนีย
และช่วยในการตรึง ไนโตรเจนของแบคทีเรีย 

         แมงกานีส (Mn) หากขาดจะเป็นคลอโรซีส มีใบเหลืองและแหง้เป็นจุดๆ 
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                                     สังกะสี (Zn) เก่ียวขอ้งกบัการสร้างคลอโรฟิลล์ และการสร้างออกซิน (IAA) 
โดยปริมาณท่ีตอ้งเติมลงในอาหารตอ้งการเพียงเล็กนอ้ย เพราะเติมมากจะเป็นพิษต่อพืช 

                       ทองแดง (Cu) หากขาดจะท าใหต้น้แคระแกร็น ใบพิการบิดและด่างเป็นจุด 
หรือใบอ่อนแหง้ตาย ธาตุน้ีจ  าเป็นต่อการเปล่ียนพลงังาน 

                        คลอรีน (Cl) จ  าเป็นในการกระตุน้การสังเคราะห์ดว้ยแสง การขาดท าใหใ้บ
เห่ียวแหง้กลายเป็นสีเหลืองหรือสีบรอนซ์และตายไป แต่ตอ้งการเพียงปริมาณนอ้ยมาก 

          ไอโอดีน (I) เติมในอาหารในรูปของโปแทสเซียมไอโอไดด์ (KI) ธาตุน้ี
มกัจะไม่พิจารณาเป็นธาตุจ าเป็นของพืช ถึงแมว้า่จะเป็นองคป์ระกอบของกรดอะมิโนบางชนิด แต่
อาหารบางชนิดก็ไม่เติมไอโอดีน 
 

2.  สารอินทรีย ์
 
     เป็นสารเคมีท่ีมีคาร์บอนเป็นองคป์ระกอบ เช่น คาร์โบไฮเดรต โปรตีน เอนไซม ์ฯลฯ 

สารเหล่าน้ีพืชสามารถสร้างข้ึนไดเ้อง ดงันั้นจึงไม่นิยมเติมใหก้บัพืช อยา่งไรก็ตามพืชท่ีน ามา
เพาะเล้ียงมกัจะมีขนาดเล็กเกินไปและไม่สมบูรณ์พอท่ีจะสร้างสารต่างๆเหล่าน้ีทั้งหมด ดงันั้น
สารอินทรียเ์หล่าน้ีจึงจ าเป็นตอ้งเติมในอาหารเพาะเล้ียงดว้ย เพื่อช่วยใหเ้กิดตน้อ่อนเพิ่มมากข้ึน 

 
2.1  คาร์โบไฮเดรต 
 
       เป็นแหล่งพลงังานของเน้ือเยื่อเป็นสารอินทรียเ์ช่น น ้าตาล แป้ง และเซลลูโลส 

สารประกอบเหล่าน้ีประกอบดว้ยคาร์บอน ไฮโดรเจน และออกซิเจน ซ่ึงเป็นธาตุอาหารพื้นฐานอยู ่
แลว้น ้าตาลเป็นองคป์ระกอบท่ีส าคญัมากในอาหารทุกๆสูตร น ้าตาลจ าเป็นในการเจริญเติบโตและ
การเจริญของเน้ือเยือ่พืช เพราะวา่การสังเคราะห์ดว้ยแสงของช้ินพืชยงัไม่เพียงพอดงันั้นพืชยงั
ตอ้งการแหล่งพลงังานอยู ่ซ่ึงโดยปกติแลว้จะเติมน ้าตาลลงในอาหารประมาณ 1-5% ข้ึนอยูก่บัชนิด
และขนาดของพืช โดยปกติพืชอายนุอ้ยหรือเอม็บริโอ ตอ้งการน ้าตาลค่อนขา้งสูง 
 

2.2  วติามินบีรวม 
 
        ประกอบดว้ยสารท่ีจ าเป็นในการเจริญและเมแทบอลิซึมของพืช เดิมใชส้าร

สกดัจากยสีต ์(Yeast extract) ต่อมาสามารถจ าแนกไดว้า่ประกอบดว้ย ไทอะมีน กรดนิโคทินิก และ 
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ไพริดอกซิน ซ่ึงเป็นส่วนของวติามินบีรวม พืชโดยปกติสามารถสร้างวติามินข้ึนมาใชไ้ดเ้อง แต่เม่ือ
เราน าช้ินพืชท่ีมีขนาดเล็กมาเพาะเล้ียง ช้ินพืชส่วนน้ีอาจจะไม่ใช่ช้ินส่วนท่ีสร้างวติามิน หรืออาจจะ
สร้างไดไ้ม่เพียงพอในการเจริญเติบโต ดงันั้นจึงตอ้งเติมลงในอาหารเพาะเล้ียง มีดงัน้ี อิโนซิทอล 
ไทอะมีนกรดนิโคทินิก ไพริดอกซิน กรดแพนโทเทนิก กรดโฟลิก โคลีน และไรโบฟลาวนิ 

 
2.3  วติามิน (ไบโอติน) 

         
                     เป็นโคเอนไซมใ์นเมแทบบอลิซึมของไขมนั นานๆคร้ังท่ีจะเติมในอาหาร 

 
3.  น ้า 
 
      เป็นส่วนประกอบท่ีมีอยูจ่ริง 95% ในอาหาร ส่วนใหญ่นิยมใชน้ ้ากลัน่หรืออาจใช ้

น ้ากรอง แทนก็ไดถ้า้ไม่ใช่งานวจิยั น ้าซ่ึงใชใ้นงานวจิยันั้นควรจะตอ้งอยูใ่นระดบั type II reagent 
grade น ้าในระดบั มาตรฐานน้ีจะตอ้งปราศจาก pyrogens (สารพิษซ่ึงปลดปล่อยโดยแบคทีเรีย) แก๊ส 
และสารอินทรีย ์มีความตา้นทานไฟฟ้าต ่ากวา่ 1.0 เมกกาโอห์มเซนติเมตร ความจุไฟฟ้า (electrical 
conductivity) ต ่ากวา่ 1.0 S/cm ทั้งน้ีเป็นมาตรฐานซ่ึงก าหนดโดยองคก์รท่ีเก่ียวขอ้งกบัคุณภาพน ้าใน 
ประเทศสหรัฐอเมริกา เช่น National Committee for Clinical Laboratory Standards (NCCLS) และ 
American Society for Testing and Materials (ASTM) 
 

4.  สารเร่งการเจริญเติบโตหรือฮอร์โมน 
 
     เป็นช่ือรวมท่ีใชเ้รียกสารทั้งท่ีเกิดจากธรรมชาติและสารท่ีสังเคราะห์ข้ึนมาท่ีมีอิทธิพล 

ต่อการเจริญและการเติบโตของพืช ถา้เป็นสารอินทรียท่ี์พบในธรรมชาติ ซ่ึงพืชสร้างข้ึนมาเองจะ
เรียกวา่ ฮอร์โมน สารเหล่าน้ีพืชจะสร้างข้ึนมาจากอวยัวะแห่งหน่ึง ซ่ึงเป็นคนละบริเวณกบัท่ี
ฮอร์โมนท างาน และจะใชใ้นปริมาณท่ีนอ้ยมาก แต่ในปัจจุบนัฮอร์โมนจะใชแ้ทนสารท่ีสังเคราะห์
ข้ึนมาในงานเพาะเล้ียงเน้ือเยื่อฮอร์โมนท่ีนิยมใชก้นัมาก มีอยู ่2 กลุ่ม ไดแ้ก่ ออกซิน และ 
ไซโทไคนิน โดยออกซินช่วยใหเ้ซลลย์ดืตวัและเกิดราก ส่วนไซโทไคนินช่วยท าให้เกิดการแบ่ง
เซลลแ์ละเกิดยอด นอกจากน้ียงัมีปัจจยัจาก สภาาพแวดลอ้ม เช่น แสงและอุณหภูมิ แต่ท่ีส าคญัท่ีสุด
คืออาหารจะตอ้งมีอตัราส่วนและชนิดของฮอร์โมนท่ีเหมาะสมท่ีสุด การเจริญของช้ินพืชในอาหาร
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เพาะเล้ียงอาจจะเจริญข้ึนมาโดยไม่ใชอ้อกซินและไซโทไคนิน หรืออาจตอ้งการอยา่งใดอยา่งหน่ึง 
หรืออาจจะตอ้งการทั้งออกซินและไซโทไคนิน 
 
ออกซิน (Auxin) 
 

เป็นช่ือของกลุ่มฮอร์โมน เร่ิมมีการศึกษาในศตวรรษท่ี 19 Charles Darwin และ Francis ได ้
ศึกษาการเจริญของพืช โดยน าตน้หญา้ชนิดหน่ึงมาเพื่อให้ไดรั้บแสงเพียงดา้นเดียว พบวา่ ปลายยอด
มีการเจริญในแนวโคง้เขา้หาแสง แต่เม่ือตดัปลายยอดแลว้ใหแ้สงเพียงดา้นเดียว ปลายยอดไม่โคง้
เขา้หาแสง เช่นเดียวกบัการกรณีท่ีน าวสัดุทึบแสงมาคลุมท่ีปลายยอด จึงสรุปไดว้า่มีสารบางอยา่ง
เป็นตวัรับสัญญาณแสงอยูท่ี่ปลายยอด และมีผลท าใหเ้ซลลท่ี์อยูด่า้นท่ีไดรั้บแสงเจริญเติบโตชา้กวา่
ดา้นท่ีไม่ไดรั้บแสง มีผลใหป้ลายยอดโคง้เขา้หาแสง เรียกปรากฎการณ์น้ีวา่ โฟโตโทรปิซึม 
(phototropism) ต่อมา Boysen-Jensen (1913) และ Paal (1919) แสดงใหเ้ห็นวา่มีการเคล่ือนยา้ยส่ิงท่ี
เรียกวา่growth-promoting influence ท่ีเป็นสารบริสุทธ์ิทางเคมี ซ่ึงในสภาพมืดหรือไดรั้บแสง
สม ่าเสมอจะเคล่ือนยา้ยลงมาอยา่งต่อเน่ือง มีการแยกสารน้ีไดส้ าเร็จคร้ังแรกในปี ค.ศ. 1926 โดย 
Went ท าใหท้ราบไดว้า่มีคุณสมบติัเป็นสารกระตุน้การเจิญเติบโตและพฒันา (ลิลล่ี, 2549) หลงัจาก
นั้นอีกประมาณ 50 ปี จึงพบวา่ตวัรับสัญญาณนั้นคือ ออกซิน 

 
ออกซินสามารถสังเคราะห์ข้ึนมาตามธรรมชาติ โดยมีการสร้างบริเวณเน้ือเยื่อเจริญของ 

ใบอ่อน ดอก และผลอ่อน เช่น indole-3-acetic acid (IAA) ส่วน indole-3-butyric acid (IBA) มีการ 
น ามาสกดัไดจ้ากเมล็ดและใบขา้วโพด (ลิลล่ี, 2549) ออกซินท่ีสังเคราะห์ แบ่งออกเป็น 6 กลุ่มคือ 
 

1. Indole derivative เช่น indole-3-acetic acid (IAA) และ indole-3-butyric acid (IBA) 
2. Benzoic acid เช่น 2,3,6-trichlorobenzoic และ 2-methoxy-3,6-dichlorobenzoic acid 
3. Naphthalene acid เช่น Alfa และ Bata-naphthaleneacetic acid 
4. Chlorophenoxyaacetic acid เช่น 2,4-D, 2,4,5-T 
5. Naphthoxyacetic acid เช่น Alfa และ Bata NOA 
6. Picolinic acid เช่น 4-amino-3,5,6 trichloropicolinic acid 
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บทบาทของออกซินต่อสรีรวิทยาของพชื 

 
มีผลต่อการการยดืยาวของเซลลส่์วนใหญ่มีการศึกษาใน coleoptiles และเน้ือเยือ่ของราก 

โดยจะไปเพิ่มอตัราการขยายของเซลลไ์ด ้4 ทาง คือ 1) ท าให ้osmotic potential ของเซลลล์ดลง โดย 
จะไปเพิ่มความเขม้ขน้ของสารละลายในเซลล ์2) ลดแรงเต่งรวม 3) เพิ่มค่าความสามารถในการ
ขยายตวัของผนงัเซลล์ 4) เพิ่มค่าความน าไฟฟ้าของน ้า โดยทั้งหมดมีผลในการกระตุน้การแบ่งเซลล์
โดยไปกระตุน้การท างานและสังเคราะห์ของ DNA Polymerase นอกจากนั้นมีส่วนท าใหเ้กิดการ
เจริญของผลท่ีไม่ไดรั้บการผสม ท่ีเรียกวา่ parthenocarpy ไดห้ลายชนิด เช่น สตรอเบอร่ี มะเขือเทศ 
พริกพืชตระกลูลแตง และส้ม เป็นตน้ และมีส่วนในการควบคุมการหลุดร่วงของผล แต่หากใชใ้น
ปริมาณสูงจะยบัย ั้งการยดืของรากแต่จะกระตุน้เกิดรากแขนง และกระตุน้การยดืของล าตน้  
(ลิลล่ี, 2549) 
 
ไซโทไคนิน (cytokinin) 

 
ในการเพาะเล้ียงเน้ือเยือ่พืชใหมี้การเจริญเติบโตไดดี้ นอกจากธาตุอาหารแลว้อาจตอ้งมีสาร 

บางอยา่งดว้ย ดงันั้นจึงไดมี้การน าสารสกดัหลายชนิดมาทดสอบ ทั้งสารสกดัจากยสีต ์น ้ามะเขือเทศ 
น ้ามะพร้าว ซ่ึงพบวา่สารท่ีใส่ออกซิน และน ้ามะพร้าว 10-20% ท าใหเ้ซลลเ์จริญเติบโตไดดี้ 
สามารถเจริญไปเป็นแคลลสัได ้แสดงวา่ในน ้ามะพร้าวน่าจะมีสารบางอยา่งอยู ่จึงท าใหเ้ซลล์
เจริญเติบโตไดดี้ F. Skoog ไดท้  าการเพาะเล้ียงเซลลจ์ากตน้ยาสูบ เขาไดใ้ส่เบสซ่ึงเป็นส่วนประกอบ
ของดีเอน็เอ จะท าใหเ้ซลลเ์จริญดีข้ึน ดงันั้นจึงใส่ DNA ท่ีไดจ้ากสเปิร์มของปลาแฮริงลงไป พบวา่
ยาสูบเจริญไดดี้ ต่อมาจึงพบวา่ DNA ท่ีใส่ไปนั้น เม่ือผา่นการน่ึงฆ่าเช้ือดว้ยความดนัแลว้ 
(autoclave) มีสาร6-furfurylaminopurine เกิดข้ึนหรือจาจเรียกสารน้ีวา่ ไคนีติน (kinetin) 
 

ไคนีติน ไม่ใช่สารธรรมชาติท่ีพบในพืชและไม่ไดเ้ป็นเบสของ DNA แต่เกิดจาก DNA ท่ี
ผา่นความร้อนแลว้เปล่ียนรูปไปหลงัจากการคน้พบไคนีติน พบวา่สารในน ้ามะพร้าวท่ีมีผลใหเ้ซลล์
แบ่งตวัไดดี้คือ ไซโตไคนิน เน้ือเยื่อบริเวณปลายราก เป็นบริเวณท่ีมีการสังเคราะห์ free cytokinins 
ของตน้พืชและเคล่ือนยา้ยจากไซเลมของรากไปสู่ล าตน้และราก สภาพแวดลอ้ม เช่น การเกิด
ความเครียดจากน ้ายงัไปมีผลท าใหไ้ซโตไคนินในไซเลมลดลง นอกจากน้ียงัมีรายงานวา่ เน้ือเยือ่
เจริญบริเวณปลายราก และปลายยอดของยาสูบมีไซโตไคนินสูง ขณะท่ียงัพบปริมาณ 
ไซโตไคนินสูง ขณะท่ีเกิดการสร้างผลและเมล็ดของพืชดว้ย 
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บทบาทของไซโตไคนินต่อสรีรวิทยาพชื 

 
ท าใหเ้ซลลพ์ืชมีการแบ่งเซลล ์ทั้งน้ี Jablenski และ Skoog พบวา่ เน้ือเยือ่สามารถแบ่งเซลล ์

ไดดี้ในอาหารท่ีมีไคนีตินและออกซิน หากเล้ียงเน้ือเยือ่ในอาหารท่ีมีออกซินอยา่งเดียว จะท าใหเ้กิด 
การจ าลองดีเอ็นเอ แต่จะไม่เกิดการแบ่งเซลล ์แต่ถา้ใส่ไซโตไคนินลงไปดว้ย จะท าใหเ้ซลลน์ั้นเขา้สู่
ขั้นตอนของไมโทซิสได ้ซ่ึงสัดส่วนของออกซินต่อไซโตไคนินมีผลต่อการพฒันาอวยัวะของพืช
ดว้ย หากน าแคลลสัไปเล้ียงในอาหารท่ีมีสัดส่วนของฮอร์โมนออกซินต่อไซโตไคนินสูง แคลลสั
นั้นจะมีการพฒันาของเซลลแ์ละมีการสร้างราก แต่หากน าแคลลสันั้นเล้ียงในอาหารท่ีมีสัดส่วนต ่า 
แคลลสัจะมีการพฒันาและสร้างยอดข้ึน (ภาคภูมิ, 2550) 
 
RNA interference หรือ RNAi 
 

เป็นกระบวนการหน่ึงในการลดการแสดงออกของยนีซ่ึงพบวา่เกิดข้ึนไดท้ั้งในพืช สัตว ์
และมนุษย ์โดยใชพ้ลาสมิดท่ีสามารถสร้าง double strand RNA (dsRNA) โดยอาศยักระบวนการ
ถอดรหสัภายในเซลล์ dsRNA จะถูกตดัโดยโปรตีน Dicer จากนั้นจะไปร่วมกบั กลุ่มโปรตีน RISC 
และถูกแยกเป็นสายเด่ียว โดยสาย antisense siRNA ท่ีถูกเรียกวา่ guide RNA มีเบสคู่สมกบั mRNA 
เป้าหมายและช่วยให ้RISC complex เขา้จบัและท าลาย mRNA เป้าหมายไดอ้ยา่งแม่นย  า 
 
เวกเตอร์ทีใ่ช้ในสร้าง RNA silencing 

 
ในพืชดดัแปลงพนัธุกรรมในการเกิดการยบัย ั้งการแสดงออกของยนี ซ่ึงถา้น าส่ิงมีชีวติท่ีมี

การถ่ายยนีแบบ sense construct และอีกส่ิงมีวติหน่ึงถ่ายยนีแบบ antisense construct มาผสมกนั
พบวา่อตัราการยบัย ั้งการแสดงออกของยนีดีกวา่การถ่าย construct อนัใดอนัหน่ึงเขา้ไป ซ่ึงหมายถึง 
กระบวนการเกิด RNAi ท่ีอาศยัอาร์เอน็เอสายคู่ ท าให ้mRNA เป้าหมายถูกท าลายลง ซ่ึงเวกเตอร์ท่ี 
ท าใหเ้กิดกลไกดงักล่าว มีอยูห่ลายชนิดข้ึนอยูก่บัชนิดของพืช เช่นในพืชใบเล้ียงเด่ียว จะนิยมใชเ้วก 
เตอร์ pStargate ขณะเดียวกนัในพืชใบเล้ียงคู่ มกัจะใชเ้วกเตอร์ pHellsgate ซ่ึงเวกเตอร์ทั้งสองจะใช ้
อาศยัหลกัการแลกเปล่ียนช้ินส่วนท่ีต าแหน่งจ าเพาะ 

 
pHellsgate vector เป็นเวกเตอร์ท่ี น าไปสู่การเกิดโครงสร้าง hpRNA ท่ีมีการฟอร์มเป็นรูป 

แบบของ inverted repeat ท่ีเกิด self-complementary ของยนีเป้าหมายทั้งสองช้ินกลายเป็น dsRNA 
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ส าหรับโครงสร้างของ pHellsagte8 มีขนาด 17,476 คู่เบส ประกอบดว้ยส่วนท่ีส าคญั right border 
(35S promotor) และ ดา้นปลาย left border (Octopine Synthase (ocs) terminator) นอกจากนั้นยงัมี 
ส่วนของ attR1 และ attR2 จ านวน 2 ชุด ท่ีใชใ้นการแลกเปล่ียน attL1 และ attL2 cassettes ท่ีเป็น
ช้ินยนีท่ีตอ้งการจะสร้าง construct โดยกระบวนการแลกเปล่ียนของปฏิกิริยาของ Gateway® LR 
ClonesTM II enzyme Mix (Invitrogen, USA) ระหวา่ง attR1 และ attR2 ถูกขั้นดว้ยยนี ccdB ซ่ึงเป็น
ยนีท่ีใชเ้ป็น negatively selectable marker นอกจากนั้นเป็นส่วนของ Intron (อินทรอน)  
จากยนี Flaveria Pdk (pyruvate orthophosphate dikinase) ยนีตา้นยาปฏิชีวนะ spec ใชเ้ป็น 
selectable marker และยงัมีต าแหน่งจดจ าของเอนไซม ์ดงัภาพ (ภาคผนวกท่ี ค1) โดยขนาดของยนี
เป้าหมายท่ีจะน ามาสร้าง hpRNA สามารถใชค้วามยาวไดต้ั้งแต่ 50 – 1 กิโลเบส แต่หากใชข้นาด
ความยาวระหวา่ง 300-600 คู่เบสจะใหผ้ลไดดี้ท่ีสุด (Helliwell and Waterhouse., 2003) 
 
การน าเทคโนโลยี RNAi มาใช้ในพชื 

 
ส่วนใหญ่แลว้จะมุ่งเนน้ไปเป็นเคร่ืองมือยบัย ั้งการแสดงออกของยนีเป้าหมายท่ีจ าเพาะ  

เพื่อปรับปรุงพนัธ์ุพืชใหมี้ลกัษณะใหม่ๆ ท่ีสามารถถ่ายทอดไปในรุ่นหลงัๆได ้การสร้าง dsRNA มี
หลายวธีิ เช่นวธีิ hpRNA โดยการสร้างล าดบัทั้ง sense และ antisense RNA ใหอ้ยูภ่ายใน 
โปรโมเตอร์เดียวกนัโดยมีอินทรอนขั้นกลาง โดยวธีิการน้ีจะมีประสิทธิภาพในการยบัย ั้งการ
แสดงออกไดดี้กวา่ dsRNA จะใหผ้ล 80-100% (Mallory et al., 2001) ส่วนมากโครงสร้าง dsRNA 
จะถูกสร้างออกมาเป็น hpRNA (Smith et al., 2000) โดยความยาวของยนีท่ีสนใจจะประกอบ 
ไปดว้ย sense และ antisense ยาวระหวา่ง 98-853 นิวคลีโอไทด ์(Wesley et al., 2001) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



25 
 

อปุกรณ์และวธีิการ 
 

อุปกรณ์ 
 

 1.  ตวัอยา่งตน้สบู่ด าสายพนัธ์ุ KUBP 78-9 และตวัอยา่งตน้อะราบิดอปซิส  
 สายพนัธ์ุ  Columbia 
 
 2.  อุปกรณ์และสารเคมีส าหรับการท าปฏิกิริยาพีซีอาร์ 
 
 3.  อุปกรณ์และสารเคมีส าหรับการเพาะเล้ียงเน้ือเยือ่พืช 
 
 4.  จดัท าโครงสร้างพลาสมิดเพื่อลดการแสดงออกของยนี AP2 
 

วธีิการ 
 

1.  การเตรียมอาหารเพาะเลีย้งเนือ้เยือ่พชืสบู่ด า 
 

เติมน ้ากลัน่ลงในบีกเกอร์ 1 ใน 3 จากนั้นดูดสารอาหารหลกั (ตารางผนวกท่ี ช3) และสาร 
อาหารรอง (ตารางผนวกท่ี ช3) ท่ีเตรียมเป็นความเขม้ขน้ต่างๆ เติมน ้าตาลซูโครส 20-60 มิลลิกรัม
ต่อลิตร ปรับปริมาตรดว้ยน ้ากลัน่ใหค้รบ 1 ลิตร น ามาปรับค่าความเป็นกรดด่าง ใหอ้ยูใ่นช่วง 5.6-
5.8 (Murashige and Skoog, 1962) เติมวุน้ลงไป 7.2 กรัมต่อลิตร หลอมวุน้ใหล้ะลายหมด จากนั้น
น าไปน่ึงฆ่าเช้ือความร้อนท่ี 121 องศาเซลเซียส นาน 15-20 นาที ท่ีความดนั 15 ปอนด์ต่อตารางน้ิว
น าขวดอาหารท่ีผา่นการน่ึงฆ่าเช้ือมาปิดฝาใหส้นิทพร้อมน าไปใช ้
 

น าเมล็ดสบู่ด าสายพนัธ์ุ KUBP 78-9 โดยความอนุเคราะห์มาจาก โครงการเคยไูบโอดีเซล 
มาลา้งดว้ยน ้าประปา เขยา่ใหส่ิ้งสกปรกบนผวิเมล็ดหลุดออก น ามาแช่ดว้ย 70% เอทิลแอลกฮอล์ 
เขยา่ทิ้งไวน้าน 10 นาที จากนั้นลา้งดว้ยน ้ากลัน่ใหส้ะอาด ตากเมล็ดใหแ้หง้ น าเมล็ดมาเคาะเปลือก
ออกแยกเอาส่วน endosperm ท่ีมีตน้อ่อนอยูภ่ายใน มาฟอกฆ่าเช้ือดว้ย ยาเบตาดีนท่ีความเขม้ขน้ 
15% ปริมาตรต่อปริมาตร นาน 15 นาที แลว้ลา้งดว้ยน ้ากลัน่ท่ีฆ่าเช้ือ 3 รอบ จากนั้นน ามาฟอกดว้ย 
สารละลายท่ีประกอบดว้ย น ้ากลัน่ 50 มิลลิลิตร, คลอรอกซ์ 25 มิลลิลิตร และ Tween-20 จ านวน 
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0.01% จ านวน 3 หยด ฟอกทิ้งไวน้าน 15 นาที จากนั้นลา้งดว้ยน ้ากลัน่ท่ีผา่นการฆ่าเช้ือจ านวน  
5 คร้ังๆละ 5 นาที น าส่วน endosperm มาวางทิ้งไวใ้หแ้หง้ จากนั้นน าเน้ือเยือ่วางในอาหารสูตร MS 
(Murashige and Skoog, 1962) ท่ีปราศจากสารเร่งการเจริญเติบโตแลว้น าไปบ่มท่ี 25 องศาเซลเซียส
นาน 2 สัปดาห์ เม่ือ endosperm แตกออก ท าการยา้ยตน้อ่อนท่ีใบเล้ียงกางออกแลว้ มาวางลงบน
อาหารสูตร MS (Murashige and Skoog, 1962) ใหเ้กิดเป็นตน้สบู่ด า น าตน้สบู่ด ามาตดัแยกแต่ละ
เน้ือเยือ่ ไดแ้ก่ ใบ กา้น และล าตน้ เพื่อเหน่ียวน าใหเ้กิดเป็นอวยัวะต่างๆของสบู่ด า โดยมาทดสอบ
สูตรอาหารท่ีเหมาะสมต่อการเกิด แคลลสั, ยอดหลายยอด และราก ดงัตารางท่ี 1 
 
ตารางที่ 1  ทดสอบสูตรอาหารท่ีเหมาะสมต่อการเกิดอวยัวะต่างๆของสบู่ด า 
 
สูตรอาหารท่ี ชนิดของอาหาร สารประกอบ เพื่อทดสอบ 

1 อาหารเหลว MS + 2,4-D 0.5 มิลลิกรัมต่อลิตร แคลลสั 
 อาหารเหลว MS + 2,4-D 1.0 มิลลิกรัมต่อลิตร แคลลสั 

 อาหารเหลว MS + 2,4-D 2.0 มิลลิกรัมต่อลิตร แคลลสั 

2 อาหารแขง็ MS + 2,4-D 0.5 มิลลิกรัมต่อลิตร แคลลสั 

 อาหารแขง็ MS + 2,4-D 1.0 มิลลิกรัมต่อลิตร แคลลสั 
 อาหารแขง็ MS + 2,4-D 2.0 มิลลิกรัมต่อลิตร แคลลสั 

3 อาหารแขง็ MS + IBA 0.5 มิลลิกรัมต่อลิตร แคลลสั 

 อาหารแขง็ MS + IBA 1.0 มิลลิกรัมต่อลิตร แคลลสั 

4 อาหารแขง็ MS + BAP 0.5 มิลลิกรัมต่อลิตร + 
2,4-D 0.05 มิลลิกรัมต่อลิตร: (CI) 

แคลลสั 

5 
 
 
6 
 
7 

อาหารแขง็ 
 
 
อาหารแขง็ 
 
อาหารแขง็ 

MS + BAP 0.5 มิลลิกรัมต่อลิตร + 
2,4-D 1 มิลลิกรัมต่อลิตร + IAA 1 
มิลลิกรัมต่อลิตร: (CI/L) 
MS + BAP 0.5 มิลลิกรัมต่อลิตร + 
IBA 1 มิลลิกรัมต่อลิตร: (SI) 
MS + IBA 10 มิลลิกรัมต่อลิตร: (RI) 

แคลลสั 
 
 
ปลายยอด 
หลายยอด 
ราก 
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2.  การออกแบบไพรเมอร์ทีจ่ าเพาะต่อยนี 
 

สืบคน้ขอ้มูลของยนีในฐานขอ้มูล GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) โดยเลือกยนี 
APETALA 2 (AP2) accession number (NM_119856.2) จากพืชอะราบิดอปซิส แลว้ออกแบบ 3  
คู่ไพรเมอร์จากส่วนท่ีเป็นบริเวณอนุรักษ ์(ภาคผนวกท่ี ก1) ตรวจสอบอุณหภูมิท่ีเหมาะสมในการ
แยกดีเอน็เอเป็นสายเด่ียว (Tm) ปริมาณ G/C content ท่ีเหมาะสม การเกิดโครงสร้างทุติยภูมิ และการ
จบักนัเองของคู่ไพร์เมอร์ดว้ยโปรแกรม oligo calc (http://www.basic.northwestern.edu/biotools/ 
oligocalc.html) 
 
ตารางที่ 2  คู่ไพรเมอร์ส าหรับโคลนล าดบันิวคลีโอไทดท่ี์สมบูรณ์ของยนีเป้าหมาย 
 

ช่ือไพรเมอร์ ไพร์เมอร์ดา้น ไพร์เมอร์ล าดบัเบส  
(5' to 3') 

อุณหภูมิ Annealing 
(องศาเซลเซียส) 

AP2/D1/F forward CACCATGTGGGA
TCTAAACGACGC 

59 
AP2/D1/R reverse TTCAACGGCTGT

GCCGGCTC 

AP2/D2/F forward GTTACGTTTTACC
GG 

50 
AP2/D2/R reverse TATCGTAAGCTCT

AGCAGCT 

AP2/D3/F forward GATCACAACCTC
GATTTGAG 

56 
AP2/D3/R reverse AGAAGGTCTCAT

GAGAGGAG 
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3.  การแยกสกดัอาร์เอน็เอ 

 
3.1  อะราบิดอปซิส 

 
       สกดัแยกอาร์เอน็เอ โดยวธีิของ Yu and Goh (2000) น าตวัอยา่งใบอะราบิดอปซิส 

แช่แขง็มา 0.5 กรัม ใส่ลงในโกร่งท่ีเยน็จดั เติมไนโตรเจนเหลว แลว้บดใหล้ะเอียด เติม Hao buffer 
(ภาคผนวกท่ี ช5) 3 มิลลิลิตร แลว้ดูดสารละลายใส่หลอดขนาด 15 มิลลิลิตร น าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 60 
องศาเซลเซียส นาน 15 นาที น าไปป่ันเหวีย่งท่ีความเร็ว 5,000 รอบต่อนาที อุณหภูมิ 4 องศา
เซลเซียส นาน15 นาที ดูดสารละลายส่วนใสดา้นบนใส่หลอดใหม่ เติมสารละลายคลอโรฟอร์ม:  
ไอโซเอมิลแอลกอฮอล์ อตัราส่วน 24: 1 ปริมาตรเท่ากบัสารละลาย เขยา่เพื่อผสมใหเ้ขา้กนั น าไป
ป่ันเหวีย่งท่ีความเร็ว 7,500 รอบต่อนาที อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส นาน 15 นาที ดูดสารละลายส่วน
ใสดา้นบนใส่หลอดใหม่ สกดัดว้ยสารละลายคลอโรฟอร์ม:ไอโซเอมิล แอลกอฮอล ์อตัราส่วน 24:1 
ตามขั้นตอนเดิมอีก 2 คร้ัง แลว้เติม LiCl 10 โมลาร์ ปริมาตร 1/3 เท่าของสารละลาย ลงในหลอด
ขนาด 1.5 มิลลิลิตรผสมโดยการกลบัหลอดไปมา น าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส นาน
ขา้มคืน เพื่อให้อาร์เอ็นเอตกตะกอน หลงัจากนั้นน าไปป่ันเหวีย่งท่ีความเร็ว 12,000 รอบต่อนาที 
อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส นาน 20 นาที ดูดสารละลายทิ้ง ลา้งตะกอนดว้ย LiCl 2.5 โมลาร์ 200 
ไมโครลิตร น าไปป่ันเหวีย่งท่ีความเร็ว 12,000 รอบต่อนาที อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส นาน 1 นาที 
ดูดสารละลายทิ้ง ลา้งตะกอนดว้ย เอธานอล 70 เปอร์เซ็นตใ์นน ้า DEPC 800 ไมโครลิตร น าไป 
ป่ันเหวีย่งท่ีความเร็ว 12,000 รอบต่อนาที อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส นาน 1 นาที ดูดสารละลายทิ้ง  
เปิดฝาทิ้งไวใ้หต้ะกอนแหง้ ละลายตะกอนดว้ยน ้า DEPC 30 ไมโครลิตร 

 
ตรวจสอบปริมาณและคุณภาพของอาร์เอน็เอ โดยวดัค่าการดูดกลืนแสงท่ี OD260 

OD260/280 และ OD260/230 ดว้ยเคร่ือง NanoDrop 2000 (Thermo Scientific, USA) และ
ตรวจสอบคุณภาพของอาร์เอ็นเอ ดว้ยวธีิอิเล็กโทรโฟรีซีสในเจลอะกาโรส 1 เปอร์เซ็นต ์ใน
บฟัเฟอร์ 0.5X TBE ยอ้มดว้ยสารละลายเอทธิเดียมโบรไมด์ น าแผน่เจลไปดูผลใตแ้สงอุลตรา 
ไวโอเลตเทียบกบัดีเอน็เอมาตรฐาน 
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3.2  สบู่ด า 
 
             สกดัอาร์เอน็เอโดยใชชุ้ดสกดัอาร์เอน็เอส าเร็จรูปของ Pure LinkTM Plant RNA 
Reagent (Invitrogen, USA) โดยการเติม PureLinkTM Plant RNA Reagent ท่ีเยน็ 0.5 มิลลิลิตร ต่อ
เน้ือเยือ่สบู่ด า ท่ีถูกบดในไนโตรเจนเหลว 0.1 กรัม ผสมใหเ้ขา้กนัและบ่มท่ีอุณหภูมิหอ้ง 5 นาที 
จากนั้นจึงน าตวัอยา่งไปป่ันเหวีย่งท่ี 12,000 รอบต่อนาที ท่ีอุณหภูมิห้อง 2 นาที และน าสารละลาย
ส่วนบนมาเติม 5M NaCl 0.1 มิลลิลิตร และคลอโรฟอร์ม 0.3 มิลลิลิตร ผสมใหเ้ขา้กนัแลว้น าไปป่ัน
เหวีย่งท่ี 12,000 รอบต่อนาที ท่ี 4 องศาเซลเซียส 10 นาที น าสารละลายส่วนบนมาเติมไอโซโพรพา
นอลแอลกฮอลใ์นปริมาณท่ีเท่ากนั ผสมใหเ้ขา้กนัและทิ้งไวท่ี้อุณหภูมิหอ้ง 10 นาที น าไปป่ันเหวีย่ง
ท่ี 12,000 รอบต่อนาที ท่ี 4 องศาเซลเซียส 10 นาที อีกคร้ังแลว้น าตะกอนท่ีไดม้าเติมแอลกอฮอล์ 
75% ปริมาตร 1 มิลลิลิตร จากนั้นจึงน าไปป่ันเหวีย่งท่ี 12,000 รอบต่อนาที ท่ีอุณหภูมิห้อง 1 นาที  
น าตะกอนท่ีไดม้าละลายใน RNase-free water 10-30 ไมโครลิตร และน าไปเก็บท่ี -80 องศาเซล  
เซียส 
 

ตรวจสอบปริมาณและคุณภาพของอาร์เอน็เอ โดยวดัค่าการดูดกลืนแสงท่ี OD260 
OD260/280 และ OD260/230 ดว้ยเคร่ือง NanoDrop 2000 (Thermo Scientific, USA) และ
ตรวจสอบคุณภาพของอาร์เอ็นเอ ดว้ยวธีิอิเล็กโทรโฟรีซีสในเจลอะกาโรส 1 เปอร์เซ็นต ์ใน
บฟัเฟอร์ 0.5X TBE ยอ้มดว้ยสารละลายเอทธิเดียมโบรไมดน์ าแผน่เจลไปดูผลใตแ้สงอุลตรา 
ไวโอเลตเทียบกบัดีเอน็เอมาตรฐาน 
 

3.3  การก าจดัดีเอ็นเอออกจากอาร์เอน็เอ 
 

    น าสารละลายอาร์เอน็เอ 1 ไมโครกรัม มาก าจดัดีเอ็นเอดว้ยเอนไซม ์DNase I 
(Fermentus, USA) โดยในปฏิกิริยาประกอบดว้ย 10X Buffer with MgCl2 1 ไมโครลิตร, เอนไซม ์
DNaseI 1 ไมโครลิตร และเติมน ้ากลัน่ใหค้รบ 10 ไมโครลิตร น าไปบ่มท่ี 37 องศาเซลเซียส นาน 30 
นาที จากนั้นเติม 50 มิลลิโมลาร์ของสารละลาย Ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA)  
1 ไมโครลิตร น าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส นาน 10 นาที 
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3.4  การก าจดัเอนไซมอ์าร์เอ็นเอส 
 
       น าสารละลายอาร์เอน็เอ 1 ไมโครกรัม มาผา่นกระบวนการเพื่อยบัย ั้งการท างานของ

เอนไซมอ์าร์เอน็เอสท่ีปนเป้ือนอยูใ่นสารละลายอาร์เอน็เอ ดว้ยชุด RiboLock™ RNase Inhibitor บ่ม
ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 10 นาที จากนั้นหยดุการท าปฏิกิริยาของเอนไซม ์RiboLock™ 
RNase Inhibitor โดยน าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 75 องศาเซลเซียส นาน 10 นาที 
 
4.  การท าปฏิกิริยารีเวอร์สทรานสคริปชันของอาร์เอน็เอ 

 
น าอาร์เอ็นเอท่ีไดม้าสร้างเป็น cDNA โดยใชชุ้ดท ารีเวอร์สทรานสคริปชนั Super ScriptTM 

III Reverse Transcriptase (Invitrogen, USA) ซ่ึงใชอ้าร์เอ็นเอ 1 ไมโครกรัม เติมไพรเมอร์ oligo 
(dT)20 50 ไมโครโมลาร์ 1.0 ไมโครลิตร เติม dNTP 10 มิลลิโมลาร์ 1 ไมโครลิตร และเติมน ้า DEPC 
จนปริมาตรสุทธิเป็น 10 ไมโครลิตร น าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส นาน 5 นาที แลว้น าไป
แช่น ้าแขง็ทนัทีนาน 1 นาที จากนั้นน ามาเติม cDNA Synthesis Mix ท่ีประกอบดว้ย 10X RT buffer 
2 ไมโครลิตร, 25 มิลลิโมลาร์ ของ MgCl2 4 ไมโครลิตร, 0.1 โมลาร์ ของ DTT 1 ไมโครลิตร, 
RNaseOUTTM 40 ยนิูตต่อไมโครลิตร จ านวน 1 ไมโครลิตร และ SuperScriptTM III RT 200 ยนิูตต่อ
ไมโครลิตร 1 ไมโครลิตร น าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส นาน 50 นาที เพื่อท าปฏิกิริยารี
เวอร์สทรานสคริปชนั จากนั้นน ามาหยดุปฏิกิริยาของเอนไซม ์โดยบ่มท่ีอุณหภูมิ 85 องศาเซลเซียส 
นาน 5 นาที จากนั้นก าจดัอาร์เอน็เอตน้แบบดว้ยการเติม RNaseH 2 ยนิูตต่อไมโครลิตร บ่มท่ี
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 10 นาที cDNA ท่ีไดม้าสามารถน าไปเก็บรักษาไวท่ี้ -20 องศา
เซลเซียส ก่อนจะใชเ้ป็นดีเอ็นเอตน้แบบในปฏิกิริยาพีซีอาร์ ดว้ยเคร่ือง PCR รุ่น LifePro Thermal 
Cycler (Bioer, China) 
 
5.  ท าปฏิกริิยาพซีีอาร์เพือ่เพิ่มปริมาณของยนีเป้าหมาย 

 
การสังเคราะห์ยนี AP2 ดว้ยไพรเมอร์ forward และ reverse ดงัตารางท่ี 1 ท่ีไดอ้อกแบบไว ้

3 คู่เพื่อเพิ่มปริมาณในส่วนของยนีเป้าหมายดว้ยปฏิกิริยาพีซีอาร์ โดยใชเ้อนไซม ์Taq DNA 
polymerase (Vivantis, Canada) ซ่ึงมีองคป์ระกอบของปฏิกิริยาไดแ้ก่ cDNA (ดีเอน็เอตน้แบบ)  
100 นาโนกรัมต่อไมโครลิตรจ านวน 1 ไมโครลิตร, ไพรเมอร์ forward และไพรเมอร์ reverse 2  
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ไมโครโมลาร์ อยา่งละ 4 ไมโครลิตร dNTP 2 มิลลิโมลาร์ ปริมาตร 2 ไมโครลิตร, 10X PCR buffer 
2 ไมโครลิตร, 25 มิลลิโมลาร์ MgCl2 1 ไมโครลิตร ส าหรับช้ินยนีส่วนท่ี 1 และส าหรับช้ินส่วนท่ี 2 
และ 3 ใช ้0.8 ไมโครลิตร, 5 ยนิูตต่อไมโครลิตร ของ Taq DNA Polymerase (Vivantis, Canada) 0.3 
ไมโครลิตร, พลาสมิด 1 ไมโครลิตร และ น ้ากลัน่ 8.7 ไมโครลิตร ปริมาตรรวม 20 ไมโครลิตร ท า
ปฏิกิริยาเป็นแบบ gradient ดงัน้ีคือ ท่ีอุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส นาน 5 นาที 1 รอบ ตามดว้ย 30 
รอบ ของ denature ท่ีอุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส นาน 30 วนิาที, annealing ท่ีอุณหภูมิ ดงัน้ี ช้ินยนีท่ี 
1 ท่ีอุณหภูมิ 59 องศาเซลเซียส 1 นาที / ช้ินยนีท่ี 2 ท่ีอุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส 1 นาที / ช้ินยนีท่ี 3 
ท่ีอุณหภูมิ 56 องศาเซลเซียส 1 นาที, ต่อดว้ยใชค้วามร้อน 72 องศาเซลเซียส 1 นาที และ final 
extension ท่ีอุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส 5 นาที แลว้ตรวจสอบผลดว้ยวธีิอิเล็กโทรโฟรีซีสใน 
เจลอะกาโรส 1 เปอร์เซ็นต ์ในบฟัเฟอร์ 0.5X TBE ยอ้มดว้ยสารละลายเอทธิเดียมโบรไมด์ น าแผน่
เจลไปดูผลใตแ้สงอุลตราไวโอเลตเทียบกบัดีเอ็นเอมาตรฐาน 
 
6.  เช่ือมต่อช้ินยนีกบัพลาสมิด pENTR 

 
6.1  ออกแบบไพรเมอร์ 

 
       เติมล าดบัเบส CACC เขา้ไปบริเวณปลาย 5' ของไพรเมอร์ ดงัตารางท่ี 2 เพื่อน าช้ินยนี

เขา้มาใน Gateway Vector® System ส่งสังเคราะห์ไพรเมอร์ (Pacific Science, Thailand) 
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ตารางที่ 3  คู่ไพรเมอร์ส าหรับเพิ่มปริมาณของยนีเป้าหมายส าหรับใชก้บั Gateway Vector® System 
 

ช่ือไพรเมอร์ ไพรเมอร์ดา้น ล าดบัเบส 
(5' to 3') 

อุณหภูมิ Annealing 
(องศาเซลเซียส) 

AP2II/D1/pENTR/F                 forward CACCCACCATGTG
GGATCTAAACGA
CGC  

59 
AP2II/D1/pENTR/R                reverse TTCAACGGCTGT

GCCGGCTC 

AP2II/D2/pENTR/F               forward CACCGTTACGTTT
TACCGG 

50 
AP2II/D2/pENTR/R              reverse TATCGTAAGCTCT

AGCAGCT 

AP2II/D3/pENTR/F             forward CACCGATCACAA
CCTCGATTTGAG 

56 
AP2II/D3/pENTR/R            reverse AGAAGGTCTCAT

GAGAGGAG 

 
6.2  เพิ่มปริมาณดว้ยปฏิกิริยาพีซีอาร์ โดยใชอ้งคป์ระกอบของปฏิกิริยา คือ ใชไ้พรเมอร์

แบบจ าเพาะ (specific primer) ท่ีออกแบบทั้ง forward primer และ reverse primer ท่ีเติมเบส CACC 
บริเวณปลาย 5'  ดงัตารางท่ี 3 เขม้ขน้ 2 ไมโครโมล/ไมโครลิตร ปริมาตรอยา่งละ 2.5 ไมโครลิตร, 
dNTP 2 มิลลิโมลาร์ ปริมาตร 2 ไมโครลิตร, 10X PCR buffer 2 ไมโครลิตร, 25 มิลลิโมลาร์ MgCl2 

1 ไมโครลิตร ส าหรับช้ินยนีส่วนท่ี 1 และส าหรับช้ินส่วนท่ี 2 และ 3 ใช ้0.8 ไมโครลิตร, 5 ยนิูตต่อ
ไมโครลิตรของ Taq DNA Polymerase (Vivantis, Canada) 0.3 ไมโครลิตร, พลาสมิด 1 ไมโครลิตร 
และน ้ากลัน่ 8.7 ไมโครลิตร ปริมาตรรวม 20 ไมโครลิตร ท าปฏิกิริยาเป็นแบบ gradient ดงัน้ีคือ ท่ี
อุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส นาน 5 นาที 1 รอบ ตามดว้ย 30 รอบของ denature ท่ีอุณหภูมิ 94 องศา
เซลเซียส นาน 30 วนิาที, annealing ท่ีอุณหภูมิ ดงัน้ี ช้ินส่วนท่ี 1 ท่ีอุณหภูมิ 59 องศาเซลเซียส 1 
นาที/ ช้ินส่วนท่ี 2 ท่ีอุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส 1 นาที / ช้ินส่วนท่ี 3 ท่ีอุณหภูมิ 56 องศาเซลเซียส  
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1 นาที, ต่อดว้ยใชค้วามร้อน 72 องศาเซลเซียส 1 นาที และ final extension ท่ีอุณหภูมิ 72 องศา
เซลเซียส 5 นาที ท าปฏิกิริยาพีซีอาร์ดว้ยเคร่ือง PCR รุ่น LifePro Thermal Cycler (Bioer, China) 
น ามาตรวจสอบโดยวธีิอิเล็กโทรโฟรีซิส บนเจลอะกาโรส 1.0% ในบฟัเฟอร์ 0.5X TBE ยอ้มดว้ย
สารละลายเอทธิเดียมโบรไมด์ น าแผน่เจลไปดูผลใตแ้สงอุลตราไวโอเลต เทียบกบัดีเอน็เอมาตรฐาน 
เปรียบเทียบขนาดของดีเอ็นเอกบั 1 Kb DNA Ladder marker (Fermantas, USA) 
 

6.3  เช่ือมต่อเขา้ไปใน Gateway Vector® 
  
       น าช้ินยนีทั้ง 3 ช้ิน มาเช่ือมต่อเขา้กบั pENTR™ vector (Invitrogen, USA) โดยมี

ส่วนผสมของสารละลายท่ีใชท้  าปฏิกิริยาดงัน้ี พลาสมิด 3 ไมโครลิตร, Salt Solution 1 ไมโครลิตร, 
TOPO® vector 1 ไมโครลิตร และ Sterile Water ปรับปริมาตรใหไ้ดเ้ป็น 6 ไมโครลิตร ผสมเบาๆ 
และน าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 22- 23 องศาเซลเซียส นาน 5 นาที จากนั้น heat shock โดยเติม One Shot® 
chemically competent E. coli cells ลงไป 50 ไมโครลิตร บ่มท่ีอุณหภูมิ 42 องศาเซลเซียส นาน 30 
วนิาที แลว้น ามาแช่น ้าแขง็นาน 5 นาที จากนั้นเติม S.O.C medium 250 ไมโครลิตร น าไปเขยา่ดว้ย
ความเร็ว 250 รอบต่อนาที เล้ียงท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 1 ชัว่โมง จากนั้นน ามาป่ันเหวีย่ง
ท่ี 12,000 รอบต่อนาทีนาน 1 นาทีเพื่อเก็บเก่ียวเซลล ์แลว้เกล่ียเช้ือลงบนอาหารแขง็ LB (ภาคผนวก
ท่ี ช1) ท่ีมียาปฏิชีวนะกานามยัซิน เขม้ขน้ 50 ไมโครกรัมต่อไมโครลิตร น าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ  
37 องศาเซลเซียส นานขา้มคืน 

 
6.4  การคดัเลือกโคลนท่ีตอ้งการดว้ยปฏิกิริยาพีซีอาร์ 

 
       ใชไ้มจ้ิ้มฟันเข่ียโคโลนีแบคทีเรียไปจุ่มในหลอดพีซีอาร์ ซ่ึงมีน ้า ultra pure ปริมาตร 

9.7 ไมโครลิตร น าไปตม้แลว้ดูดส่วนใสมา 2 ไมโครลิตร ใชเ้ป็นดีเอน็เอตน้แบบในปฏิกิริยาพีซีอาร์ 
ซ่ึงมีองคป์ระกอบของปฏิกิริยาไดแ้ก่ ดีเอ็นเอตน้แบบ 2 ไมโครลิตร ไพรเมอร์ M13-F (5'-TGT 
AAA ACG ACG GCC AGT-3') และ M13-R (5'-CAG GAA ACA GCT ATG ACC-3') 5 ไมโคร
โมลาร์ อยา่งละ 2 ไมโครลิตร dNTP 2 มิลลิโมลาร์ ปริมาตร 2 มิลลิโมลาร์ 2 ไมโครลิตร 10X Vi 
buffer 2 ไมโครลิตร และ Taq DNA polymerase (5 ยนิูตต่อไมโครลิตร) 0.3 ไมโครลิตร (Vivantis, 
Canada) โปรแกรมท าปฏิกิริยาพีซีอาร์ คือ ท่ีอุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส นาน 5 นาที 1 รอบ ตามดว้ย 
30 รอบ ของ denature ท่ีอุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส นาน 30 วนิาที, annealing ท่ีอุณหภูมิ 55 องศา
เซลเซียส นาน 1 นาที, ต่อดว้ยใชค้วามร้อน 72 องศาเซลเซียส 1 นาที และ final extension  
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ท่ีอุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส 5 นาที แลว้ตรวจสอบผลดว้ยวธีิอิเล็กโทรโฟรีซีสในเจลอะกาโรส  
1 เปอร์เซ็นต ์ในบฟัเฟอร์ 0.5X TBE ยอ้มดว้ยสารละลายเอทธิเดียมโบรไมด์ น าแผน่เจลไป
ตรวจสอบดว้ยเคร่ือง UV transilluminator เทียบกบัดีเอน็เอมาตรฐาน เปรียบเทียบขนาดของดีเอ็นเอ
กบั 1 Kb DNA Ladder marker (Fermantas, USA) 
 

6.5  การสกดัพลาสมิดสายผสมจากโคลนแบคทีเรีย E. coli 
 

       เข่ียโคโลนีแบคทีเรีย E. coli ท่ีมีพลาสมิดสายผสมมาเล้ียงในอาหารเหลว LB 
(ภาคผนวกท่ี ช1) ท่ีมียาปฏิชีวนะกานามยัซิน ความเขม้ขน้ 50 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ปริมาตร 5 
มิลลิลิตรในหลอดขนาด 15 ไมโครลิตร ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เขยา่ดว้ยความเร็ว 200 รอบ
ต่อนาที ขา้มคืนแลว้น ามาสกดัโดยใชชุ้ดสกดัพลาสมิด AxyPrep Plasmid Miniprep Kit (Axygen,  
USA) เก็บเก่ียวเช้ือท่ีเล้ียงไวข้า้มคืน ดูดเช้ือมา 1.5 มิลลิลิตร โดยน ามาป่ันเหวีย่งท่ี 12,000 รอบต่อ
นาที นาน 1 นาทีจากนั้นเติมบฟัเฟอร์ S1 ลงในหลอด 250 ไมโครลิตร น าไป Vortex ใหต้ะกอน
ละลายหมด ตั้งทิ้งไวท่ี้อุณหภูมิหอ้งนาน 5 นาที แลว้เติมบฟัเฟอร์ S2 ลงในหลอด 250 ไมโครลิตร 
กลบัหลอดไปมาเบาๆ 4-6 คร้ัง แลว้เติมบฟัเฟอร์ S3 ลงในหลอด 350 ไมโครลิตร กลบัหลอดไปมา
เบาๆ 6-8 คร้ัง จากนั้นน าไปป่ันเหวีย่งท่ี 12,000 รอบต่อนาที นาน 10 นาที ดูดส่วนใสลงในหลอด
โดยผา่นคอลมัน์ของชุด น าไปป่ันเหวีย่ง ท่ี 12,000 รอบต่อนาที นาน 1 นาที ดึงคอลมัน์ออกจาก
หลอดแลว้เทของเหลวทิ้ง จากนั้นเติมบฟัเฟอร์ W2 ลงในหลอด 700 ไมโครลิตร โดยผา่นคอลมัน์ 
น าไปป่ันเหวีย่ง ท่ี 12,000 รอบต่อนาทีนาน 1 นาที ดึงคอลมัน์ออกจากหลอดแลว้เทของเหลวทิ้ง 
น าไปป่ันเหวีย่งซ ้ าอีกคร้ังเพื่อใหป้ราศจากบฟัเฟอร์ W2 บนคอลมัน์ จากนั้นดึงคอลมัน์ยา้ยลลง
หลอดใหม่ แลว้เติม Elute บฟัเฟอร์ลงไปบนคอลมัน์ 60-80 ไมโครลิตร วางทิ้งไวน้าน 3-5 นาที ท่ี
อุณหภูมิหอ้ง แลว้น าไปป่ันเหวีย่ง ท่ี 12,000 รอบต่อนาที นาน 1 นาที เก็บพลาสมิดไวท่ี้ -20 องศา
เซลเซียส น ามาตรวจสอบโดยวธีิอิเล็กโทรโฟรีซิส บนเจลอะกาโรส 1.0% ในบฟัเฟอร์ 0.5X TBE 
ยอ้มดว้ยสารละลายเอทธิเดียมโบรไมด์ น าแผน่เจลไปตรวจสอบดว้ยเคร่ือง UV transilluminator 
เทียบกบัดีเอ็นเอมาตรฐาน เปรียบเทียบขนาดของดีเอน็เอกบั1 Kb DNA Ladder marker (Fermantas, 
USA) 
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7.  ส่งหาล าดับนิวคลโีอไทด์และตรวจสอบช้ินดีเอน็เอในพลาสมิดสายผสม 
 

ตรวจสอบผลของการเพิ่มปริมาณช้ินยนีแต่ละช้ินท่ีคาดวา่จะมีล าดบัเบส CACC บริเวณ
ปลาย 5' โดยส่งวเิคราะห์ล าดบัเบส (Macrogen, Korea) จากนั้นน ามาตรวจสอบโดยมาเปรียบเทียบ
ล าดบัเบสกบัฐานขอ้มูล NCBI ดว้ยโปรแกรม nucleotide blast (blastn) 
 
8.  การเช่ือมช้ินยนีเข้าไปใน expression vector (pHellsgate8) 

 
น าช้ินยนีท่ีเช่ือมเขา้ไปใน Gateway Vector® pENTR™ มาแลกเปล่ียนช้ินยนีเขา้ไปใน 

pHellsgate8 ซ่ึงเป็น Expression vector ส าหรับเกิด Gene Silencing โดยใช ้Gateway® LR  
ClonaseTM II enzyme mix (Invitrogen, USA) โดยมีส่วนผสมของสารละลายท่ีใชท้  าปฏิกิริยา ดงัน้ี 
ช้ินยนีแต่ละช้ินทั้ง 2 ช้ินท่ีถูกโคลนเขา้ไปใน pENTR™ Directional TOPO® ประกอบดว้ย pD1/1 
และ pD2/6 (50-150 นาโนกรัม), เวกเตอร์ pHellsgate8, Gateway® LR ClonaseTM II Enzyme Mix  
2 ไมโครลิตร และปรับปริมาตรดว้ยน ้า ultra pure ใหไ้ดป้ริมาตรรวมเท่ากบั 8 ไมโครลิตร 
ดงัตารางท่ี 3 น าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส นานขา้มคืน จากนั้นเติม Proteinase K solution 
2 ไมโครกรัมต่อไมโครลิตรจ านวน 1 ไมโครลิตร บ่มท่ี 37 องศาเซลเซียส นาน 10 นาที 
 
9.  น าดีเอน็เอสายผสมเข้าสู่เซลล์เจ้าบ้านด้วยวธีิ heat shock 
 

น าเซลล ์50 ไมโครลิตร ท่ีผา่นการเตรียมคอมพลีเทนเซลล ์จาก E. coli สายพนัธ์ุ DH5∝ 
ผสมกบัดีเอน็เอสายผสมท่ีไดจ้ากรับการแลกเปล่ียนเขา้ไปใน pHellsgate 8 จ านวน 2 ไมโครลิตร 
แช่ในน ้าแขง็นาน 30 นาที น ามาบ่มท่ีมีอุณหภูมิ 42 องศาเซลเซียส นาน 1 นาที ยา้ยเซลลไ์ปแช่
น ้าแขง็ทนัทีนาน 2 นาที น าเซลลท่ี์ผา่นการท า heat shock เล้ียงในอาหารเหลว LB จ านวน 600 
ไมโครลิตร น าไปเขยา่ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ดว้ยความเร็ว 250 รอบต่อนาที นาน 1.30 
ชัว่โมง จากนั้นน ามาตกตะกอนโดยหมุนเหวีย่งท่ีความเร็ว 12,000 รอบต่อนาที นาน 1 นาที  
เทอาหารส่วนบนทิ้ง ดูดอาหารเล้ียงแบคทีเรียท่ีเหลืออยูร่วมทั้งเซลลแ์บคทีเรีย มาเกล่ียบนอาหาร
แขง็ LB ท่ีมียาปฏิชีวนะสเปกติโนมยัซิน เขม้ขน้ 50 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร น าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 37 
องศาเซลเซียส นานขา้มคืนเข่ียโคโลนีแบคทีเรีย E. coli ท่ีมีพลาสมิดสายผสมมาเล้ียงในอาหาร
เหลว LB (ภาคผนวกท่ี ช)ท่ีมียาปฏิชีวนะสเปกติโนมยัซิน ความเขม้ขน้ 100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 
ปริมาตร 5 มิลลิลิตรในหลอดขนาด 15 มิลลิลิตร ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เขยา่ดว้ยความเร็ว 
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200 รอบต่อนาที ขา้มคืนแลว้น ามาสกดัโดยใชชุ้ดสกดัพลาสมิด AxyPrep Plasmid Miniprep Kit 
(Axygen, USA) เก็บพลาสมิดไวท่ี้ -20 องศาเซลเซียส น ามาตรวจสอบโดยวธีิอิเล็กโทรโฟรีซิส  
บนเจลอะกาโรส 1.0% ในบฟัเฟอร์ 0.5X TBE ยอ้มดว้ยสารละลายเอทธิเดียมโบรไมด์ น าแผน่เจล
ไปตรวจสอบดว้ยเคร่ือง UV transilluminator เทียบกบัดีเอ็นเอมาตรฐาน เปรียบเทียบขนาดของ 
ดีเอ็นเอกบั 1 Kb DNA laddermarker (Fermantas, USA) 
 

 
 
ภาพที ่1  กลไลการเกิด RNAi construct ดว้ยเอนไซม ์LR ClonaseTM II (Invitrogen, USA) 
 
ทีม่า: Helliwell and Waterhouse (2003) 
 
10.  การตรวจสอบโครงสร้างพลาสมิด 
 

เก็บเก่ียวเช้ือท่ีเล้ียงไวข้า้มคืน น ามาสกดัพลาสมิดจากแบคทีเรียดว้ย Axy Prep Plasmid 
Miniprep Kit จากนั้นน ามาตดัดว้ยเอนไซม ์2 ชนิด คือ XbaI (Fermantas, Canada) และ XhoI 
(Fermantas, Canada) โดยมีส่วนผสมของสารละลายท่ีใชท้  าปฏิกิริยา ดงัตารางท่ี 4 ดงัน้ี Nuclease- 
Free water (Amresco, Malaysia) 16 ไมโครลิตร, 10X Buffer TangoTM 2 ไมโครลิตร, DNA (0.5-1 
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ไมโครกรัมต่อไมโครลิตร) 1 ไมโครลิตร และเอนไซมต์ดัจ าเพาะ 1 ไมโครลิตร บ่มท่ีอุณหภูมิ 37 
องศาเซลเซียส นาน 4 ชัว่โมง จากนั้นน ามาตรวจสอบโดยวธีิอิเล็กโทรโฟรีซิส บนเจลอะกาโรส 
1.0% ในบฟัเฟอร์ 0.5X TBE ยอ้มดว้ยสารละลายเอทธิเดียมโบรไมด์ น าแผน่เจลไปตรวจสอบดว้ย
เคร่ือง UV transilluminator เทียบกบัดีเอน็เอมาตรฐาน เปรียบเทียบขนาดของดีเอน็เอกบั 1 Kb 
DNA ladder marker (Fermantas, USA) 
 
ตารางที่ 4  อตัราส่วนการท าปฏิกิริยาการตดัดว้ยเอนไซมต์ดัจ าเพาะ XbaI และ XhoI 
 

 
 
ตารางที่ 5  คู่ไพรเมอร์ล าดบันิวคลีโอทจ์ากบนเวกเตอร์ pStargate   
 

ช่ือไพรเมอร์ ไพรเมอร์ดา้น ล าดบัเบส 
(5' to 3') 

อุณหภูมิ Annealing 
(องศาเซลเซียส) 

Star-F                 forward GGCGTCTCGCATA
TCTCATT  

55 
 Star-R                reverse TTCTGCAGGTCG

ACTCTAGA 
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11.  ถ่ายฝากโครงสร้างพลาสมิดเข้าไปใน Agrobacterium tumefaciens สายพนัธ์ุ EHA 105 ด้วย 
วธีิ Freeze-thaw 
 

ดูดสารละลายโครงสร้างพลาสมิด 2 ไมโครลิตร ใส่ในหลอดคอมพลีเทนอะโกร
แบคทีเรียม ท่ีมีอยู ่50 ไมโครลิตร น าไปแช่น ้าแขง็นาน 30 นาที จากนั้นแช่หลอดใน
ไนโตรเจนเหลวนาน 45 วนิาที แลว้น าไปบ่ม 37 องศาเซลเซียส นาน 15 นาที เติมอาหารเหลว LB 
400 ไมโครลิตร น าไปเขยา่ดว้ยความเร็ว 200 รอบต่อนาที เล้ียงท่ีอุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส นาน 4 
ชัว่โมง จากนั้นน ามาป่ันเก็บเซลลท่ี์ 12,000 รอบต่อนาที นาน 1 นาที ท่ีอุณหภูมิห้อง เทอาหารเหลว
ทิ้งพอใหเ้หลือประมาณ 100 ไมโครลิตร ผสมใหเ้ขา้กนั จากนั้นดูดมาเกล่ียบนอาหารแขง็ LB ท่ีมียา
ปฏิชีวนะกานามยัซิน เขม้ขน้ 50 ไมโครกรัมต่อไมโครลิตร ในการคดัเลือก น าไปบ่ม 28 องศา
เซลเซียส นาน 2 วนั จากนั้นเลือกโคโลนีเด่ียวมาเล้ียงลงในอาหารเหลว LB ปริมาตร 5 มิลลิลิตร ท่ีมี
ยาปฏิชีวนะไรแฟมฟิซิน และกานามยัซิน เขม้ขน้ 50 ไมโครกรัมต่อไมโครลิตร น าไปบ่ม 28 องศา
เซลเซียส นาน 2 วนั 
 
12.  การเพาะต้นอะราบิดอปซิส 
  

น าเมล็ดอะราบิดอปซิสใส่ในหลอด 1.5 มิลลิลิตร มาฟอกฆ่าเช้ือโดยใชค้วนัท่ีเกิดจาก 
การท าปฏิกิริยาของคลอรอกซ์และกรดไฮโดรครอริกซ์ท่ีเขม้ขน้ในอตัราส่วน 60 มิลลิลิตรต่อ  
5 มิลลิลิตร โดยใส่เมล็ดอะราบิดอปซิส ในหลอดและสารท่ีใชฟ้อก ใส่กล่องปิดฝาภายในตูท่ี้มีการ
หมุนเวยีนอากาศออกสู่บรรยากาศ บ่มไวน้าน 4 ชัว่โมง จากนั้นน าเมล็ดมาจดัเรียงอยา่งเป็นระเบียบ 
บนจานอาหารท่ีมีอาหาร MS น าไปบ่มในท่ีมืดอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส นาน 3 วนั จากนั้นจึงยา้ย
มาบ่มท่ีมีแสงอุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส นาน 7 วนั แลว้ยา้ยลงถาดเพาะเล้ียงท่ีมีพีทมอส ใส่ถาดลง
ในกระบะท่ีมีน ้า ปิดดว้ยพลาสติกใส น าไปบ่มท่ีมีแสงอุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส เปิดพลาสติกทุกๆ 
3 วนั เร่ิมตั้งแต่คร้ังละ 1 ใน 4 ของกระบะ จนกระทัง่เปิดพลาสติกหมด จากนั้นปล่อยใหเ้จริญเติบโต 
จนกระทัง่ออกฝัก เก็บเมล็ดโดยปล่อยใหต้น้อะราบิดอปซิส แหง้ทั้งตน้ น าถุงมาห่อทั้งตน้เพื่อเก็บ
เมล็ด คดัเลือกเฉพาะเมล็ดมาเก็บรักษาท่ี 4 องศาเซลเซียส 
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13.  ถ่ายยนีเข้าพชื 
 

13.1  ถ่ายฝากยนีเขา้ตน้อะราบิดอปซิสดว้ยวธีิ floral dip 
 
         เล้ียง Starter เช้ืออะโกรแบคทีเรียมทูมีเฟเซียน สายพนัธ์ุ EHA 105 ท่ีมี RNAi 

construct ทั้ง 3 ช้ิน construct มาเล้ียงในอาหารเหลวท่ีมียาปฏิชีวนะไรแฟมฟิซิน และกานามยัซิน 
เขม้ขน้ 50 ไมโครกรัมต่อไมโครลิตร น าไปเขยา่ท่ีอุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส ดว้ยความเร็ว 200 
รอบต่อนาที นาน 2 วนั เม่ือครบเวลาใหดู้ดเช้ือมา 200 ไมโครลิตร มาเล้ียงในอาหาร LB ปริมาตร 
50 มิลลิลิตร ท่ีมียาปฏิชีวนะไรแฟมฟิซิน และกานามยัซิน เขม้ขน้ 50 ไมโครกรัมต่อไมโครลิตร 
น าไปเขยา่ท่ีอุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส ดว้ยความเร็ว 200 รอบต่อนาที นานขา้มคืน ใหไ้ด ้
ค่าดูดกลืนแสงท่ี OD600 1.5 - 2.0 จากนั้นน ามาเก็บเก่ียวเซลลโ์ดยน าไปป่ันเหวีย่งท่ี 4,000 รอบต่อ
นาที นาน 10 นาทีท่ี 25 องศาเซลเซียส เทอาหารเหลวทิ้ง จากนั้นละลายตะกอนดว้ยตวัท าละลาย
ปริมาตร 500 มิลลิตร ท่ีประกอบดว้ย 5% sucrose (w/v) และ Tween-20 0.02% (v/v) จากนั้นน าอะ
ราบิดอปซิสท่ีผา่นการปลูกมา 3-4 สัปดาห์ ซ่ึงอยูใ่นระยะออกดอก มาจุ่มลงในสารละลายนาน  
3 นาที น าถุงพลาสติกมาหุม้เพื่อรักษาความช้ืนนาน 3 วนัในท่ีมืด จากนั้นปล่อยใหเ้จริญเติบโต 
จนกระทัง่ออกฝัก เก็บเมล็ดโดยปล่อยใหต้น้อะราบิดอปซิส แหง้ทั้งตน้ น าถุงมาห่อทั้งตน้เพื่อ 
เก็บเมล็ด คดัเลือกเฉพาะเมล็ดมาเก็บรักษาท่ี 4 องศาเซลเซียส 
 

13.2  ถ่ายฝากยนีเขา้ตน้สบู่ด าดว้ยวธีิ Agrobacterium cocultivation 
  
         เล้ียงเช้ือ Starter ในอาหารเหลว LB ปริมาตร 5 มิลลิลิตร ท่ีมียาปฏิชีวนะไรแฟมฟิซิน 

และสเปกติโนมยัซิน หรือกานามยัซิน เขม้ขน้ 50 ไมโครกรัมต่อไมโครลิตร น าไปเขยา่ดว้ยเคร่ือง
เขยา่ท่ี 28 องศาเซลเซียส นาน 2 วนั จากนั้นดูดเช้ือมา 200 ไมโครลิตร ไปเล้ียงในอาหารเหลว LB 
ปริมาตร 50 มิลลิลิตร ท่ีมียาปฏิชีวนะไรแฟมฟิซิน และสเปกติโนมยัซิน หรือกานามยัซิน เขม้ขน้ 50 
ไมโครกรัมต่อไมโครลิตร น าไปเขยา่ดว้ยเคร่ืองเขยา่ท่ี 28 องศาเซลเซียส นานขา้มคืน ใหไ้ด้้ค่าการ
ดูดกลืนแสงท่ี OD600 0.5 - 0.7 จากนั้นเทเช้ือใส่หลอด 40 มิลลิลิตร น าไปป่ันเหวีย่งท่ี 4,000 รอบต่อ
นาที นาน 10 นาที หลงัจากนั้นเทอาหารเหลวทิ้ง เติมอาหารเหลว CI/L ท่ีมี Acetosyringone (AS) 
เขม้ขน้ 20 ไมโครกรัมต่อไมโครลิตร แลว้น าไปท าใหต้ะกอนละลาย จากนั้นเทใส่ในขวดรูปชมพู่ ท่ี
มีอาหารเหลวดงักล่าว ดูดอาหารท่ีมีเช้ืออะโกรแบคทีเรียมละลายอยูม่า 600 ไมโครลิตร มาวดัค่า
ดูดกลืนแสง ใหอ้ยูร่ะหวา่ง OD600 0.5 - 0.7 น าอาหารเหลว CI/L ท่ีมี AS มาเขยา่ดว้ยความเร็ว 200 
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รอบต่อนาที นาน 30 นาที จากนั้นน าเน้ือเยื่อพืชท่ีตดัแยกใบ และล าตน้แลว้ มาเล้ียงร่วมกบัอาหาร
เหลว CI/L + AS น ามาเขยา่ดว้ยความเร็ว 100 รอบต่อนาที นาน 10-15 นาที จากนั้นน าเน้ือเยื่อพืชมา
ซบัอะโกรแบคทีเรียมส่วนเกินบนกระดาษทิชชูปลอดเช้ือ แลว้น าเน้ือเยือ่มาวางบนอาหารแขง็ CI/L 
ท่ีมี AS เขม้ขน้ 20 ไมโครกรัมต่อไมโครลิตร น ามาห่ออะลูมิเนียมฟอยล ์บ่มท่ี 25 องศาเซลเซียส 
นาน 3 วนั จากนั้นน าเน้ือเยือ่มาเล้ียงในอาหารเหลว CI/L ท่ีมียาปฏิชีวนะ Cefotaxime เขม้ขน้ 500 
ไมโครกรัมต่อไมโครลิตร น าไปเขยา่ดว้ยความเร็ว 250 รอบต่อนาที นานขา้มคืน จากนั้นน าเน้ือเยือ่
พืชมาซบัใหแ้หง้บนกระดาษทิชชู แลว้วางเน้ือเยือ่บนอาหารแขง็ CI/L ท่ีมียาปฏิชีวนะ Cefotaxime 
เขม้ขน้ 500 ไมโครกรัมต่อไมโครลิตร และกานามยัซิน เขม้ขน้ 50 ไมโครกรัมต่อไมโครลิตร น าไป
เล้ียงท่ี 25 องศาเซลเซียส ยา้ยเน้ือเยือ่สบู่ด าเพื่อเปล่ียนอาหารทุกๆ 3-4 สัปดาห์ 
 
14.  คัดเลอืกเมลด็ทีไ่ด้รับการถ่ายยนีในต้นอะราบิดอปซิส 
 

ฟอกฆ่าเช้ือโดยใชค้วนัท่ีเกิดจากการท าปฏิกิริยาของคลอรอกซ์ และกรดไฮโดรครอริกซ์ท่ี 
เขม้ขน้ ในอตัราส่วน 60 มิลลิลิตรต่อ 5 มิลลิลิตร ใส่กล่องปิดฝาภายในตูท่ี้มีการหมุนเวียนอากาศ
ออกสู่บรรยากาศ บ่มไวน้าน 4 ชัว่โมง จากนั้นน าเมล็ดมาจดัเรียงอยา่งเป็นระเบียบ บนจานอาหารท่ี
มีอาหารคดัเลือก MS + ท่ีมียาปฏิชีวนะกานามยัซิน เขม้ขน้ 50 ไมโครกรัมต่อไมโครลิตร จากนั้น
น าไปบ่มท่ี 4 องศาเซลเซียส นาน 3 วนั จากนั้นจึงยา้ยมาบ่มท่ีมีแสงอุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส นาน 
14 วนัแลว้ยา้ยเมล็ดท่ีรอดจากการคดัเลือกบนอาหารท่ีมียาปฎิชีวนะกานามยัซิน ลงถาดเพาะเล้ียงท่ีมี
พีชมอส ใส่ถาดลงในกระบะท่ีมีน ้า ปิดดว้ยพลาสติกใส น าไปบ่มท่ีมีแสงอุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส 
เปิดพลาสติกทุกๆ 3 วนัคร้ังละ 1 ใน 4 ของกระบะ จนกระทัง่เปิดพลาสติกหมด จากนั้นปล่อยให้
เจริญเติบโต เติมสารอาหาร (ภาคผนวกท่ี ช12) ช่วยใหมี้การเจริญเติบโตไดดี้ข้ึน จนกระทัง่ออกฝัก 
เก็บเมล็ดโดยปล่อยใหต้น้อะราบิดอปซิส แหง้ทั้งตน้หรือจนฝักเป็นสีน ้าตาล ใหน้ าถุงมาห่อทั้งตน้ 
แยกเมล็ดออกมาใส่ในหลอดใหม่ 1.5 มิลลิลิตร เปิดฝาแลว้ทิ้งไวท่ี้อุณหภูมิหอ้งนาน 1-3 สัปดาห์ น า 
มาเก็บรักษาเมล็ดท่ี 4 องศาเซลเซียส 
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15.  การตรวจสอบผลการถ่ายฝากยนี 

 
15.1  การสกดัดีเอน็เอของตน้อะราบิดอปซิส 
 
         เก็บใบอ่อนตน้อะราบิดอปซิส สายพนัธ์ุ Columbia มาบดในไนโตรเจนเหลวแลว้

น าไปใส่ในสารละลายของ 2X CTAB 600 ไมโครลิตร และ 2-Mercaptoethanol 1.5 ไมโครลิตร 
น าไปบ่มท่ี 60 องศาเซลเซียส นาน 1 ชัว่โมงโดยพลิกหลอดทุก 10 นาที เติม Chloroform: Isoamyl 
(24: 1) 600 ไมโครลิตร เขยา่เบาๆ น าไปป่ันเหวีย่งท่ี 12,000 รอบต่อนาทีเป็นเวลา 5 นาที  
น าสารละลายใสส่วนบนมาใส่หลอดใหม่ แลว้เติมไอโซโพรพานอล 500 ไมโครลิตร ผสมใหเ้ขา้กนั
แลว้ไปเก็บไวท่ี้ -20 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที จากนั้นน าไปป่ันเหวีย่งท่ี 12,000 รอบต่อนาที 
นาน 15 นาที เทส่วนใสทิ้ง เติม Washing buffer 500 ไมโครลิตร เคาะขา้งหลอดเบาๆเพื่อละลาย
เกลือออก เทสารละลายใสทิ้งคว  ่าหลอดใหแ้หง้แลว้เติม RNase buffer 200 ไมโครลิตร เติมเอนไซม ์
RNaseA 2 ไมโครลิตร น าไปบ่มท่ี 37 องศาเซลเซียส นาน 30 นาที จากนั้นเติม Phenol: 
Chloroform: Isoamyl (25: 24: 1) 200 ไมโครลิตร เคาะหลอดเบาๆ น าไปป่ันเหวีย่งท่ี 12,000 รอบ
ต่อนาที นาน 5 นาที ดูดส่วนใสใส่หลอดใหม่ เติมโซเดียมอะซิเตท เขม้ขน้ 3 M pH 5.2 ลงไป 10 
ไมโครลิตร และ Absolute Ethanol 400 ไมโครลิตร เพื่อตกตะกอนดีเอน็เอซ ้ า แลว้น าไปเก็บไวท่ี้  
-20 องศาเซลเซียส นาน 30 นาที น าไปป่ันเหวีย่งท่ี 12,000 รอบต่อนาที 15 นาที จากนั้นเทส่วนใส
ทิ้งลา้งตะกอนดว้ยดว้ย เอทานอล 70% ปริมาตร 500 องศาเซลเซียส น าไปป่ันเหวีย่งท่ี 12,000 รอบ
ต่อนาที นาน 3 นาที เทส่วนใสทิ้ง วางทิ้งไวใ้หต้ะกอนแห้งโดยบ่มท่ี 37 องศาเซลเซียส ละลาย
ตะกอนดว้ย TE buffer 50 ไมโครลิตร เก็บไวท่ี้ -20 องศาเซลเซียส น ามาตรวจสอบโดยวธีิอิเล็ก
โทรโฟรีซิส บนเจลอะกาโรส 1.0% ในบฟัเฟอร์ 0.5X TBE ยอ้มดว้ยสารละลายเอทธิเดียมโบรไมด์ 
น าแผน่เจลไปตรวจสอบดว้ยเคร่ือง UV transilluminator เทียบกบัดีเอน็เอมาตรฐาน เปรียบเทียบ
ขนาดของดีเอน็เอกบั 1 Kb DNA ladder marker (Fermantas,USA) 
 

15.2  การแยกสกดัอาร์เอน็เอของตน้อะราบิดอปซิส 
 

         สกดัแยกอาร์เอน็เอทั้งหมดจาก โดยวธีิของ Yu and Goh (2000) ดูขอ้ 3.1 
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15.3  น าอาร์เอ็นเอท่ีไดจ้ากขอ้ 15.2 มาท าปฏิกิริยารีเวอร์สทรานสคริปชนัของอาร์เอ็นเอ  
 

                     น าอาร์เอ็นเอท่ีไดม้าเปล่ียนเป็น cDNA โดยใชชุ้ดท ารีเวอร์สทรานสคริปชนั
SuperScriptTM III Reverse Transcriptase (Invitrogen, USA) วธีิการทดลองขอ้ท่ี 4 โดยใช ้mRNA 
ปริมาณ 300 นาโนกรัม 
 
16.  ท าปฏิกริิยาพซีีอาร์เพือ่ตรวจสอบผลการถ่ายยนี 

 
16.1  น าตน้อะราบิดอปซิส ในรุ่น T1 ท่ีผา่นการถ่ายฝากยนี มาสกดัดีเอ็นเอ และท าปฏิกิริยา

พีซีอาร์ โดยใชไ้พร์เมอร์ท่ีออกแบบจากยนีตา้นยาปฏิชีวนะกานามยัซิน ล าดบัเบสดูจากตารางท่ี 5  
ท่ีจ  าเพาะบนเวกเตอร์ pHellsgate8 
 
ตารางที่ 6  แสดงล าดบัเบสของคู่ไพร์เมอร์ท่ีจ  าเพาะบนเวกเตอร์ pHellsgate8 
 

 
 

16.2  เพื่อตรวจสอบการแสดงออกของยีน AP2 จากการแยกอาร์เอน็เอ ท่ีสกดัไดท้  า
ปฏิกิริยารีเวอร์สทรานสคริปชนัไดเ้ป็น cDNA แลว้มาท าปฏิกิริยาพีซีอาร์ เพื่อปรับความเขม้ขน้
เร่ิมตน้ให้ cDNA เร่ิมตน้เท่ากนัทุกตวัอยา่ง โดยใชไ้พร์เมอร์ท่ีออกแบบจากส่วนของยีน Actin ดงั
ตารางท่ี 6 
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ตารางที่ 7  คู่ไพรเมอร์ล าดบันิวคลีโอทจ์ากยนี Actin ของตน้อะราบิดอปซิส 
 

 
 

16.3   เม่ือปรับความเขม้ขน้ใหเ้ท่ากนัทุกตวัอยา่งแลว้ สามารถน ามาตรวจสอบการ
แสดงออกได ้โดยใชไ้พรเมอร์ท่ีจ  าเพาะต่อยนี AP2 โดยใชส้ภาวะของการท าปฏิกิริยาพีซีอาร์  
ดงัตารางท่ี 3 และตารางท่ี 7 
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ตารางที่ 8  คู่ไพรเมอร์ส าหรับเพิ่มปริมาณของยนีเป้าหมายจากพืชสบู่ด า 
 

ช่ือไพรเมอร์ ไพร์เมอร์ดา้น ไพร์เมอร์ล าดบัเบส  
(5' to 3') 

อุณหภูมิ Annealing 
(องศาเซลเซียส) 

AP2 domain (F)                forward CACCTTCACCACC
AAAACC 

55 
AP2 domain (R)               reverse CCTTCAATGTGG

GACCCTT 

AP2 nondomain (F)               forward CACCTAAGCCTCT
CCATTCCTC 

55 
AP2 nondomain (R)             reverse TAACCTTCTCCGC

CGTCG 

AP2 3' UTR (F)             forward CACCGATTGGGC
TTCTCTTTTAT 

55 
AP2 5' UTR (R)           reverse TGCAACTGCCAA

AAACTCATT 

 
จากนั้นน ามาตรวจสอบผลโดยเทียบสายพนัธ์ุท่ีมี RNAi construct กบั wild type ดว้ย 

วธีิเจลอิเล็กโทรโฟรีซีสในเจลอะกาโรส 1 เปอร์เซ็นต ์ในบฟัเฟอร์ 0.5X TBE ยอ้มดว้ยสารละลาย 
เอทธิเดียมโบรไมด์ น าแผน่เจลไปตรวจสอบดว้ยเคร่ือง UV transilluminator เทียบกบัดีเอ็นเอ
มาตรฐาน เปรียบเทียบขนาดของดีเอน็เอกบั VC 100 bp Plus DNA Ladder (Vivantis, Canada) 
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ผลและวจิารณ์ 
 
1.  ผลการเพาะเลีย้งเนือ้เยื่อพชื 
 

จากการทดสอบสูตรอาหารต่างๆ ในการชกัน าใบ กา้น และตน้ใหเ้กิดเป็น แคลลสั พบวา่
สูตรท่ี 1 (MS + 2,4-D ท่ีความเขม้ขน้ 0.5, 1 และ 2 มิลลิกรัมต่อลิตร) ในอาหารเหลว พบวา่ เน้ือเยือ่
ทั้งใบ กา้น และล าตน้ ไม่สามารถสร้างเป็นแคลลสัได ้อีกทั้งยงัท าใหเ้น้ือเยื่อพืชตาย ดงัแสดงใน
ภาพท่ี 2โดยในภาพแสดงผลการเจริญเติบโตของ MS + 2,4-D ท่ีความเขม้ขน้ 2 มิลลิกรัมต่อลิตร 
ส่วนในอาหารสูตรท่ี 2 ท่ีเป็นอาหารแขง็ ซ่ึงประกอบไปดว้ย MS + 2,4-D ท่ีความเขม้ขน้ 0.5, 1 และ 
2 มิลลิกรัมต่อลิตร พบวา่ทุกเน้ือเยื่อเกิดเป็นแคลลสัได ้แต่แคลลสัเกาะกนัหลวมๆ และมีสีเหลือง ดงั 
ภาพท่ี 3 ในอาหารสูตรท่ี 3 MS + IBA ท่ีความเขม้ขน้ 0.5 และ 1 มิลลิกรัมต่อลิตร พบวา่ไม่สามารถ 
ชกัน าใหเ้ป็นแคลลสัได ้โดยพบวา่เน้ือเยือ่เกิดการแหง้เห่ียว หรือกลายเป็นสีเหลือง ดงัในภาพท่ี 4 
ส่วนในอาหารสูตรท่ี 4 (CI) ท่ีประกอบดว้ย MS + BAP ท่ีความเขม้ขน้ 1.5 มิลลิกรัมต่อลิตร และ 
IBA ท่ีความเขม้ขน้ 0.05 มิลลิกรัมต่อลิตร พบวา่ไดเ้น้ือเยื่อแคลลสัท่ี มีการแพค็กนัอยา่งหนาแน่น 
แต่พบวา่ เน้ือเยื่อส่วนท่ีเป็นใบเล้ียง ใชเ้วลาในการเหน่ียวน าใหเ้กิดเป็นแคลลสัตอ้งใชเ้วลานานกวา่ 
4 สัปดาห์ ขณะท่ีเน้ือเยือ่ในส่วนเป็นกา้นและล าตน้ใชเ้วลาประมาณ 3 สัปดาห์ จึงเจริญเป็นแคลลสั
ได ้ดงัในภาพท่ี 5 จากปัญหาของการเหน่ียวน าเน้ือเยือ่ส่วนของใบท่ีใชเ้วลานาน จึงไดด้ดัแปลงสูตร
อาหารไดเ้ป็นสูตรอาหารท่ี 5 (CI/L) ประกอบดว้ย MS + BAP ท่ีความเขม้ขน้ 0.5 มิลลิกรัมต่อลิตร 
+ 2,4-D 1 มิลลิกรัมต่อลิตร + IAA 1 มิลลิกรัมต่อลิตร พบวา่ใชเ้วลาเพียง 1-2 สัปดาห์เท่านั้น ก็พบ
กลุ่มกอ้นแคลลสับนส่วนของใบเล้ียงแลว้ นอกจากนั้นไดท้ดลองใชสู้ตรดงักล่าว ในการเหน่ียวน า
เน้ือเยือ่กา้น และล าตน้ ก็พบวา่สามารถเกิดกลุ่มกอ้นแคลลสัท่ีแพค็ตวักนัหนาแน่น และเกิดไดเ้ร็ว
กวา่สูตร CI เดิม ดงัแสดงในภาพท่ี 6 จากนั้นเหน่ียวน าให้เกิดเป็นยอดทวคูีณ โดยสูตรอาหารสูตรท่ี 
6 ซ่ึงประกอบไปดว้ย MS + BAP 0.5 มิลลิกรัมต่อลิตร + IBA ท่ีความเขม้ขน้ 1 มิลลิกรัมต่อลิตร 
พบวา่สามารถเกิดยอดหลายยอด 4-5 ยอด ภายในเวลา 4-6 สัปดาห์ ดงัแสดงในภาพท่ี 7 และส าหรับ
การเหน่ียวน าใหเ้กิดราก โดยสูตรอาหารสูตร MS + IBA 10.0 มิลลิกรัมต่อลิตร พบวา่ใชเ้วลา 5-6 
สัปดาห์ ดงัแสดงในภาพท่ี 8 แต่ในการเหน่ียวน าใหเ้กิดรากท าไดค้่อนขา้งยาก จึงควรจะใช้
ระยะเวลาในการศึกษาสูตรเพิ่มเติม อาจจะใชฮ้อร์โมนร่วมกนัระหวา่งออกซินและไซโตไคนิน แต่
ควรใชฮ้อร์โมนออกซินในปริมาณท่ีมากกวา่ไซโตไคนิน เน่ืองจากมีรายงานวา่ออกซินในปริมาณท่ี
มากจะไปกระตุน้การเกิดรากแต่จะไปยบัย ั้งการเกิดยอด ถา้ความเขม้ขน้ของไซโตไคนินสูงจะ
กระตุน้การเกิดยอด แต่จะไปยบัย ั้งการเกิดราก (นิตยศ์รี, 2551) 
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ภาพที ่2  ผลการเพาะเล้ียงเน้ือเยือ่จากกา้น ในอาหารเหลวสูตร MS ท่ีเติม 2,4-D ความเขม้ขน้ 

 2.0 มิลลิกรัมต่อลิตร นาน 2 สัปดาห์ 
 

 
 
ภาพที ่3  ผลการเพาะเล้ียงเน้ือเยือ่จากล าตน้ ในอาหารแขง็สูตร MS ท่ีเติม IBA ความเขม้ขน้ 

 0.5 มิลลิกรัมต่อลิตร นาน 2 สัปดาห์ 
 

 
 
ภาพที ่4  ผลการเพาะเล้ียงเน้ือเยือ่จากล าตน้และกา้น ในอาหารแขง็สูตร MS ท่ีเติม 2,4-D 

 ความเขม้ขน้ 2.0 มิลลิกรัมต่อลิตร นาน 3 สัปดาห์ 
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ภาพที ่5  ผลการเพาะเล้ียงเน้ือเยือ่จากล าตน้ และกา้น ในอาหารแขง็สูตร CI: MS ท่ีเติม BAP 

 ความเขม้ขน้ 1.5 มิลลิกรัมต่อลิตร และ IBA ความเขม้ขน้ 0.05 มิลลิกรัมต่อลิตร 
 นาน 2 สัปดาห์ 

 

 
 
ภาพที ่6  ผลการเพาะเล้ียงเน้ือเยือ่จากใบอ่อน ในอาหารแขง็สูตร CI/L: MS ท่ีเติม BAP  

 ความเขม้ขน้ 0.5 มิลลิกรัมต่อลิตร 2,4-D ความเขม้ขน้ 1.0 มิลลิกรัมต่อลิตร และ IAA  
 ความเขม้ขน้1.0 มิลลิกรัมต่อลิตรนาน 2 สัปดาห์ 
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ภาพที ่7  ผลการเพาะเล้ียงเน้ือเยือ่จากแคลลสั ในอาหารแขง็สูตร MS ท่ีเติม BAP ความเขม้ขน้ 

  0.5 มิลลิกรัมต่อลิตร และ IBA ท่ีความเขม้ขน้ 1.0 มิลลิกรัมต่อลิตร นาน 4-5 สัปดาห์ 
 

 
 
ภาพที ่8  ผลการเพาะเล้ียงเน้ือเยือ่จากตน้สบู่ด า ในอาหารแขง็สูตร MS ท่ีเติม IBA ความเขม้ขน้ 

 10.0 มิลลิกรัมต่อลิตร นาน 5-6 สัปดาห์ 
 

 จากการทดลองหาสภาวะท่ีเหมาะสม ในการเกิดแคลลสัได ้สูตรท่ีเหมาะสม คือ สูตร
อาหารท่ี 5 (CI/L) ประกอบดว้ย MS + BAP ท่ีความเขม้ขน้ 0.5 มิลลิกรัมต่อลิตร + 2,4-D 1 มิลลิกรัม
ต่อลิตร +IAA 1 มิลลิกรัมต่อลิตร โดยสามารถเหน่ียวน าใหท้ั้ง ใบเล้ียง ล าตน้ และกา้น มีการสร้าง
แคลลสัไดอ้ยา่งรวดเร็วโดยใชเ้วลาเพียง 1-2 สัปดาห์ ซ่ึงจะรวดเร็วกวา่ สูตรท่ี 4 (CI) ท่ีประกอบดว้ย 
MS + BAP ท่ีความเขม้ขน้ 1.5 มิลลิกรัมต่อลิตร และ IBA ท่ีความเขม้ขน้ 0.05 มิลลิกรัมต่อลิตร โดย
สูตรน้ีจะใชเ้วลามากกวา่ 4 สัปดาห์ ในการเหน่ียวน าให้เกิดเป็นแคลลสั จากนั้นน าแคลลสัท่ีไดม้า
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ชกัน าใหเ้กิดเป็นปลายยอดหลายยอด ดว้ยอาหารสูตรท่ี 6 (SI) ซ่ึงประกอบไปดว้ย MS + BAP 0.5 
มิลลิกรัมต่อลิตร + IBAท่ีความเขม้ขน้ 1 มิลลิกรัมต่อลิตร สามารถเกิดยอดทวคูีณ 4-5 ยอด  
ในระยะเวลาเวลา 4-6 สัปดาห์จากนั้นน ามาเหน่ียวน าใหเ้กิดราก จะใชอ้าหารสูตร MS + IBA 10.0 
มิลลิกรัมต่อลิตร พบวา่ใชเ้วลา5-6 สัปดาห์ แต่การชกัน าให้เกิดรากนั้นค่อนขา้งยาก จึงจ าเป็นตอ้งมี
ระยะเวลาในการศึกษา โดยใชฮ้อร์โมนออกซิน และไซโตไคนิน ในอตัราส่วนท่ีเหมาะสม แต่ใน
การทดลองเหน่ียวน าให้เกิดรากนั้นจ าเป็นตอ้งมีเน้ือเยือ่สบู่ด าจ  านวนมากพอท่ีจะมาทดสอบ 
เน่ืองจากส่วนใหญ่แลว้ถา้สูตรอาหารไม่เหมาะสม จะท าใหพ้ืชเกิดการชะงกัการเติบโตและจะมีการ
ทิ้งใบ และเน้ือเยือ่ท่ีน ามาจะแหง้เห่ียวตายไปในท่ีสุด 
 

2. ออกแบบไพรเมอร์ทีจ่ าเพาะต่อยนี APETALA2 
 

สืบคน้ขอ้มูลของยนีในฐานขอ้มูล GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) โดยเลือกยนี 
APETALA2 (AP2) accession number (NM_119856.2) จากตน้อะราบิดอปซิส ในส่วนของแปลรหสั 
(coding sequence, CDS) แลว้สามารถเช่ือมโยงไปยงัฐานขอ้มูลเฉพาะของตน้อะราบิดอปซิส คือ 
ฐานขอ้มูล TAIR (The Arabidopsis Information Resource) จากเวป็ไซด์
http://www.arabidopsis.org/index.jsp ท่ีมีรายละเอียดของยนี AP2 โดยพบวา่มีความยาว 2,486 คู่
เบส ประกอบดว้ย 10 เอกซอน และ 9 อินทรอน mRNA มีขนาด 1,298 คู่เบส และสามารถแปลรหสั
ไปเป็นโปรตีนได ้432 กรดอะมิโน ดงัภาพ (ภาคผนวกท่ี ก1) ท าการออกแบบไพรเมอร์ 3 คู่  
ท่ีจ  าเพาะต่อ 3 เอกซอน ท่ียาวท่ีสุด ไดค้วามยาวช้ินท่ี 1 ยาว 360 คู่เบส, ช้ินท่ี 2 ยาว 408 คู่เบส และ
ช้ินท่ี 3 ยาว 399 คู่เบส (ภาคผนวกท่ี ก1) ล าดบัเบสของไพรเมอร์ทั้ง 3 คู่ รวมทั้งอุณหภูมิท่ีเหมาะสม
ในการแยกดีเอน็เอเป็นสายเด่ียวของไพรเมอร์ (Tm) ไดแ้สดงไวใ้นตารางท่ี 2 
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ภาพท่ี 9  แสดงล าดบัเบสของยนี AP2 ท่ีมาจาก GenBank accession number: NM_119856.2 
 
หมายเหตุ: 
ไพรเมอร์ตวัอกัษรหนาขีดเส้นใต:้ 1  ไพรเมอร์ AP2II/D1/pENTR/F, 2  ไพรเมอร์ AP2II/D1/ 
pENTR/R ของยนีท่ี 1 / 3  ไพรเมอร์ AP2II/D2/pENTR/F, 4  ไพรเมอร์ AP2II/D2/ pENTR/R ของ
ยนีท่ี 2 / 5  ไพรเมอร์ AP2II/D3/pENTR/F, 6  ไพรเมอร์ AP2II/D3/ pENTR/R ของยนีท่ี 3 

 
3.  ผลการแยกสกดัอาร์เอ็นเอ 
 

 3.1  ผลการสกดัอาร์เอน็เอจากตน้อะราบิดอปซิส 
 
       สกดัแยกอาร์เอน็เอ โดยวธีิของ Yu and Goh (2000) โดยใชส่้วนท่ีเป็นใบอ่อน rosette 

น าไปตรวจสอบปริมาณ และคุณภาพของอาร์เอน็เอ โดยวดัค่าการดูดกลืนแสงท่ี OD260 
OD260/280 ดว้ยเคร่ือง NanoDrop 2000 (Thermo Scientific, USA) ไดค้วามเขม้ขน้เท่ากบั 825.9 
ng/μl และตรวจสอบคุณภาพของอาร์เอน็เอ ดว้ยวธีิเจลอิเล็กโทรโฟรีซีส ดงัแสดงใน ภาพท่ี 10 
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ภาพที ่10  เจลอิเล็กโทรโฟรีซีสของอาร์เอน็เอจากใบอ่อนของตน้อะราบิดอปซิส 
 

3.2  ผลการสกดัอาร์เอน็เอจากตน้สบู่ด า 
 

       สกดัอาร์เอน็เอโดยใชชุ้ดสกดัอาร์เอน็เอส าเร็จรูป (Kit) ของ PureLinkTM Plant RNA 
Reagent (Invitrogen, USA) จากใบอ่อนของตน้สบู่ด า ท่ีผา่นการเพาะเล้ียงเน้ือเยือ่มาสกดั น าไป
ตรวจสอบคุณภาพของอาร์เอ็นเอดว้ยวธีิเจลอิเล็กโทรโฟรีซีส ดงัแสดงในภาพท่ี 11 
 

 
 
ภาพที ่11  เจลอิเล็กโทรโฟรีซีสของการสกดัอาร์เอ็นเอของสบู่ด าดว้ยวธีิ PureLinkTM Plant RNA 

   Reagent (Invitrogen, USA) 
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4.  ผลการท าปฏิกริิยารีเวอร์สทรานสคริปชันของอาร์เอ็นเอ และสังเคราะห์ยนี AP2 
 

น า RNA ท่ีสกดัมาไดจ้ากทั้งพืชสบู่ด า และตน้อะราบิดอปซิส มาเจือจางใหมี้ความเขม้ขน้
อยูใ่นช่วง 1 พิโคกรัม -5 ไมโครกรัม เพื่อใชใ้นการสร้างดีเอน็เอสายแรก (cDNA) โดยใชชุ้ดท า 
รีเวอร์สทรานสคริปชนั SuperScriptTM III Reverse Transcriptase (Invitrogen, USA) ตามวธีิการ
ทดลองขอ้ท่ี 4 เม่ือส้ินสุดปฏิกิริยา น า cDNA ท่ีไดม้าเป็นตน้แบบในการสังเคราะห์ช้ินยนี โดยใช้
ไพรเมอร์ท่ีจ  าเพาะต่อยนีเป้าหมาย มาท าปฏิกิริยา Polymerase Chain Reaction (PCR) โดยใช้
เอนไซม ์Taq DNA polymerase (Vivantis, Canada) และน ามาตรวจสอบโดยวธีิ เจลอิเล็กโทร 
โฟรีซิส เปรียบเทียบขนาดของดีเอน็เอกบั 1 Kb DNA ladder marker (Fermantas, USA) โดย
ช้ินส่วนท่ี 1 มีขนาด 360 คู่เบส, ช้ินส่วนท่ี 2 มีขนาด 408 คู่เบส และช้ินส่วนท่ี 3 มีขนาด 399 คู่เบส 
 

 
 
ภาพที ่12  เจลอิเล็กโทรโฟรีซีสของการท าปฏิกิริยาพีซีอาร์โดยใชไ้พรเมอร์ท่ีจ  าเพาะต่อช้ินยนี 
    ทั้ง 3 ช้ินส่วน 
 

ช้ินส่วนท่ี 1 ใชไ้พรเมอร์ AP2II/D1/pENTR/F และ AP2II/D1/ pENTR/R, ช้ินส่วนท่ี 2  
ใชไ้พรเมอร์ AP2II/D2/pENTR/F และ AP2II/D2/ pENTR/R, ช้ินส่วนท่ี 3 ใชไ้พรเมอร์ 
AP2II/D3/pENTR/F และ AP2II/D3/ pENTR/R 
 
หมายเหตุ: 
M = DNA ladder 1 kb (Fermentus, USA) 
1 = ช้ินยนีส่วนท่ี 1 ขนาด 360 คู่เบส 
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2 = ช้ินยนีส่วนท่ี 2 ขนาด 408 คู่เบส 
3 = ช้ินยนีส่วนท่ี 3 ขนาด 399 คู่เบส 
 
5.  ผลการเช่ือมต่อช้ินยนีกบัพลาสมิด 
 

เช่ือมต่อช้ินดีเอน็เอท่ีสังเคราะห์ไดเ้ขา้กบั pENTR™ vector (Invitrogen, USA) ดูจากวธีิ 
ทดลองขอ้ท่ี 6.3 ผลท่ีไดจ้ากการเกล่ียบนอาหารเล้ียงเช้ือท่ีมียาปฏิชีวนะกานามยัซิน พบวา่มี 
การเจริญเติบโตมากกวา่ 200 โคโลนี ดงัภาพ (ภาคผนวกท่ี ข3) เลือกมาพลาสมิดละ 15 โคโลนี  
มาท าโคโลนีพีซีอาร์ โดยใชไ้พรเมอร์ท่ีออกแบบมาจากตารางท่ี 3 และน ามาตรวจสอบโดย 
วธีิเจลอิเล็กโทรโฟรีซิสโดยเปรียบเทียบขนาดของดีเอน็เอกบั 1 Kb DNA ladder marker 
(Fermantas, USA) ดงัแสดงในภาพท่ี 13-15 
 

น าโคโลนีท่ีคดัเลือกมาเล้ียงในอาหารเหลวและสกดัพลาสมิดดว้ย ชุดสกดัพลาสมิด 
AxyPrep Plasmid Miniprep Kit (Axygen, USA) และวดัความเขม้ขน้ของพลาสมิดดว้ยเคร่ือง 
NanoDrop 2000 (Thermo Scientific, USA) ดูผลดงัตารางท่ี 9 
 

 
 
ภาพที ่13  ผลของโคโลนีพีซีอาร์เพื่อตรวจสอบการเช่ือมต่อช้ินยนีส่วนท่ี 1 กบัเวกเตอร์ pENTRTM 
 
หมายเหตุ: 
M = DNA ladder 1 kb (Fermentus, USA) 
1 -15 = โคโลนีท่ี 1-15 
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ภาพที ่14  ผลของโคโลนีพีซีอาร์เพื่อตรวจสอบการเช่ือมต่อช้ินยนีส่วนท่ี 2 กบัเวกเตอร์ pENTRTM 
 
หมายเหตุ: 
M = DNA ladder 1 kb (Fermentus, USA) 
1 -15 = โคโลนีท่ี 1-15 
 

 
 
ภาพที ่15  ผลของโคโลนีพีซีอาร์เพื่อตรวจสอบการเช่ือมต่อช้ินยนีส่วนท่ี 3 กบัเวกเตอร์ pENTRTM 
 
หมายเหตุ: 
M = DNA ladder 1 kb (Fermentus, USA) 
1 -15 = โคโลนีท่ี 1-15 
 

จากผลการคดัเลือกโคโลนีส าหรับทั้ง 3 ส่วนของยนีดว้ยโคโลนีพีซีอาร์ ไดเ้ลือกมาส่วนละ 
2 โคโลนี ส าหรับช้ินส่วนท่ี 1 คือ โคโลนีท่ี 1 และ 4 ช้ินส่วนท่ี 2 จากโคโลนีท่ี 4 และ 6 ช้ินส่วนท่ี 3 
จากโคโลนีท่ี 12 และ 13 เพื่อน ามาเล้ียงและสกดัพลาสมิดเพื่อท่ีจะส่งหาล าดบัเบส ดงัภาพ 
(ภาคผนวกท่ี ข4) 
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ภาพที ่16  เจลแสดงผลการสกดัพลาสมิดจากโคลนท่ีคดัเลือกมาช้ินส่วนท่ี 1 คือ โคโลนีท่ี 1  

    และ 4 ช้ินส่วนท่ี 2 จากโคโลนีท่ี 4 และ 6 ช้ินส่วนท่ี 3 จากโคโลนีท่ี 12 และ 13 
 
หมายเหตุ: 
M = DNA ladder 1 kb (Fermentus, USA) 
1-2 = โคโลนีท่ี 1 และ 4 จากช้ินยนีส่วนท่ี 1 
3-4 = โคโลนีท่ี 4 และ 6 จากช้ินยนีส่วนท่ี 2 
5-6 = โคโลนีท่ี 12 และ 13 จากช้ินยนีส่วน 3 
 

 
 
ภาพที ่17  เจลแสดงผลการท าปฏิกิริยาพีซีอาร์จากโคโลนีท่ีคดัเลือกมาโดยใชไ้พร์เมอร์ท่ีจ  าเพาะ 
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หมายเหตุ: 
M = DNA ladder 1 kb (Fermentus, USA) 
1 = โคโลนีท่ี 1 จากช้ินยนีส่วนท่ี 1 
2 = โคโลนีท่ี 4 จากช้ินยนีส่วนท่ี 1 
3 = โคโลนีท่ี 4 จากช้ินยนีส่วนท่ี 2 
4 = โคโลนีท่ี 6 จากช้ินยนีส่วนท่ี 2 
5 = โคโลนีท่ี 12 จากช้ินยนีส่วนท่ี 3 
6 = โคโลนีท่ี 13 จากช้ินยนีส่วนท่ี 3 
 

จากภาพท่ี 17 ผลจากการท าปฎิกิริยาพีซีอาร์ จากพลาสมิดพบวา่ในยนีช้ินท่ี 1 และ 2 
สามารถเพิ่มปริมาณไดใ้นขนาดท่ีถูกตอ้ง แต่ยนีในช้ินส่วนท่ี 3 พบขนาดท่ีถูกตอ้งแต่พบในปริมาณ
ท่ีนอ้ยมากแต่เม่ือกลบัไปเลือกโคโลนีอ่ืนแลว้ท าโคโลนีพีซีอาร์ ก็พบวา่ไม่สามารถเพิ่มปริมาณใน
ช้ินส่วนท่ี 3 ไดโ้ดยพบเป็น smear band ทุกโคลน จึงไดท้  าการถ่ายฝากยนี ซ ้ าอีกคร้ัง ไดท้ั้งหมด 27 
โคโลนี แต่เม่ือน ามาตรวจสอบดว้ยโคโลนีพีซีอาร์โดยใชไ้พรเมอร์ท่ีจ  าเพาะก็ไม่พบช้ินส่วนดีเอ็นเอ
ของช้ินยนีส่วนท่ี 3 จึงพิจารณาวา่ควรหยดุการท าช้ินยนีส่วนน้ีไปก่อนเน่ืองจากระยะเวลาท่ีจ ากดั 
 

 
หมายเหตุ: pDX/X หมายถึง พลาสมิดจากช้ินส่วนท่ี X/ โคโลนีท่ี X 

ตารางท่ี 9  ผลการวดัค่าความเขม้ขน้ของ pENTR™ Directional TOPO® vector: Fragment 
 

ตวัอยา่ง OD 260/280 (นาโนกรัมต่อไมโครลิตร) 

pD1/1 54.9 

pD1/4 53.6 

pD2/4 78.2 

pD2/6 80.9 

pD3/12 45.1 

pD3/13 40.3 

 
หมายเหตุ: pDX/X หมายถึง พลาสมิดจากช้ินส่วนท่ี X/ โคโลนีท่ี X 
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6.  ผลการส่งหาล าดับนิวคลโีอไทด์และตรวจสอบช้ินดีเอน็เอในพลาสมิดสายผสม 
  

ส่งพลาสมิดท่ีไดค้ดัเลือกไว ้เพื่อวเิคราะห์ล าดบัเบส (Macrogen, Korea) จากนั้นน ามาตรวจ 
สอบโดยมาเปรียบเทียบล าดบัเบสกบัฐานขอ้มูล NCBI ดว้ยโปรแกรม Nucleotide Blast (blastn) 
(ภาคผนวกท่ี ข4, ข5 และ ข6 ตามล าดบั) 
 
7.  ผลการเช่ือมช้ินยีนเข้าไปใน expression vector (pHellsgate8) 
 

เม่ือไดรั้บการยนืยนัล าดบัเบสท่ีถูกตอ้งแลว้ มาท าการยา้ยช้ินส่วนของยนี AP2 เขา้ไปใน 
pHellsgate8 จากนั้นน าดีเอน็เอสายผสมเขา้สู่เซลลเ์จา้บา้นดว้ยวธีิ heat shock และสกดัพลาสมิด 
โดยใชชุ้ดสกดัพลาสมิด Axy Prep Plasmid Miniprep Kit (Axygen, USA) ตามวธีิการทดลองท่ี 6.5  
และวดัความเขม้ขน้ของพลาสมิดดว้ยเคร่ือง NanoDrop 2000 (Thermo Scientific, USA) 
 

ผลของการแลกเปล่ียนช้ินยนีเขา้ไปใน pHellsgate8 พบวา่ได ้20 โคโลนี จึงคดัเลือกโคโลนี 
มาช้ินส่วนละ 5 โคโลนี แลวัน าไปตรวจสอบดว้ยการท าโคโลนีพีซีอาร์ โดยใชไ้พรเมอร์ท่ีจ าเพาะ
ต่อแต่ละช้ินส่วน และผลท่ีไดพ้บวา่มีช้ินส่วนยนี AP2 ในทั้ง 10 โคโลนี ดงัภาพท่ี 18 

 
จากผลการเช่ือมช้ินยนีเขา้ไปในเวกเตอร์ pHellsgate8 จึงเปล่ียนการเรียกช่ือของโคโลนีท่ี

ไดจ้ากขั้นท่ีเช่ือมช้ินยนีเขา้ไปในเวกเตอร์ pENTRTM จากตวัอยา่ง pD1/1 ไปเป็น pD1.7C.3 และ 
pD2/6 ไปเป็น pD2.9C.3 
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ภาพที ่18  ผลของการตรวจสอบความส าเร็จในการเคล่ือนยา้ยช้ินส่วนยนีระหวา่ง 

   เวกเตอร์ pENTR กบั pHellsgate8 ดว้ยโคโลนีพีซีอาร์โดยใชไ้พรเมอร์ท่ีจ าเพาะ 
 
หมายเหตุ: 
M = DNA ladder 1 kb (Fermentus, USA) 
1-5 = โคโลนีท่ี 1-5 จากช้ินยนีส่วนท่ี 1 
6-10 = โคโลนีท่ี 6-10 จากช้ินยนีส่วนท่ี 2 
 

จากผลการสกดัพลาสมิดในภาพท่ี 19 พบวา่ในเลนท่ี 1-5 คือ พลาสมิด pHellsgate8 จากยนี 
ในช้ินส่วนท่ี 1 โคลนท่ี 1-5, ในเลนท่ี 6-10 คือ พลาสมิด pHellsgate8 จากยนีในช้ินส่วนท่ี 2 โคลน 
ท่ี 1-5 จากเลนท่ี 7 พบวา่มีช้ินส่วน ขนาดประมาณ 3000 bp ท่ีแตกต่างจากเลนอ่ืน ซ่ึงปกติแลว้ 
ไม่ควรจะมีแถบดีเอน็เอน้ีเกิดข้ึนมา ดงัภาพท่ี 19 ท าใหไ้ม่เลือกโคลนน้ีมาท าการทดลองต่อไป 
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ภาพที ่19  เจลอิเล็กโทรโฟรีซีสแสดงผลการสกดัพลาสมิดจาก pHellsgate8 ท่ีมียนี AP2 
 
หมายเหตุ: 
M = DNA ladder 1 kb (Fermentus, USA) 
1-5 = โคโลนีท่ี 1-5 จากช้ินยนีส่วนท่ี 1 
6-10 = โคโลนีท่ี 6-10 จากช้ินยนีส่วนท่ี 2 
 

จากผลการเช่ือมช้ินยนีเขา้ไปในเวกเตอร์ pHellsgate8 จึงเปล่ียนการเรียกช่ือของโคโลนีท่ี
ไดจ้ากขั้นท่ีเช่ือมช้ินยนีเขา้ไปในเวกเตอร์ pENTRTM จากตวัอยา่ง pD1.7C.3 ไปเป็น pF1C3 และ 
pD2.9C.3 ไปเป็น pF2C4 
 
ตารางท่ี 10  ผลการวดัค่าความเขม้ขน้ของ RNAi construct 
 

ตัวอย่าง OD 260/280 (นาโนกรัมต่อไมโครลติร) 

pF1C3/1 541.8 
pF1C3/2 391.6 
pF1C3/3 340.3 
pF2C4/1 278.6 
pF2C4/2 477.7 
pF2C4/3 346.3 
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จากภาพท่ี 19 ไดเ้ลือกมาอยา่งละ 1 ช้ินส่วน ส าหรับช้ินส่วนท่ี 1 เลือกเลนท่ี 1 คือ pF1C3/1
และช้ินส่วนท่ี 2 pF2C4/2 จากเลนท่ี 6 โดยพิจารณาจากค่าความเขม้ขน้ 541.8 (ng/μl) และ 477.7 
(ng/μl) ตามล าดบั ดงัตารางท่ี 10 มาใชเ้พื่อน าไปตรวจสอบทิศทางการเขา้ไปในโครงสร้างของช้ิน
ยนีท่ีจะน าไปสู่การยบัย ั้งการแสดงออกในพืชต่อไป โดยจะตรวจสอบโดยการตดัดว้ยเอนไซมต์ดั
จ าเพาะสองชนิด คือ XbaI และ XhoI ต่อไป 
 
8.  ผลการตรวจสอบช้ิน RNAi construct 
 

เม่ือได ้RNAi construct ท่ีมียนี AP2 ท่ีคาดวา่จะน าไปสู่การเกิดการยบัย ั้งการแสดงออกของ
ยนี ตอ้งมีการตรวจสอบทิศทางของยนี AP2 ในโครงสร้างน้ีดว้ยการตดัดว้ยเอนไซมต์ดัจ าเพาะสอง 
ชนิด ไดแ้ก่ XbaI และ XhoI 
 

การตดัดว้ยเอนไซมต์ดัจ าเพาะทั้ง 2 ชนิด โดยการตดัแยกแต่ละเอนไซมเ์พื่อเป็นการ 
ตรวจสอบโครงสร้างพลาสมิด และพบวา่บนโครงสร้างจะมีต าแหน่งจดจ าของเอนไซมต์ดัจ าเพาะ 
ดงัภาพท่ี 20 และผลของการแลกเปล่ียนสามารถเป็นไปได ้2 รูปแบบ โดยยนีช้ินส่วนท่ี 1 มีความ
ยาว 360 คู่เบส และเม่ือแทรกเขา้ไปจะท าใหเ้ม่ือตดัดว้ยเอนไซมต์ดัจ าเพาะ XbaI แลว้ไดช้ิ้นส่วนท่ีมี
ความยาว 560 คู่เบส และส าหรับยนีช้ินส่วนท่ี 2 มีความยาว 408 คู่เบส และเม่ือแทรกเขา้ไปจะท าให้
เม่ือตดัดว้ยเอนไซมต์ดัจ าเพาะ XbaI แลว้ไดช้ิ้นส่วนท่ีมีความยาว 608 คู่เบส และแบบท่ี 2 ช้ินยนี
ช้ินส่วนท่ี 1 มีความยาว 360 คู่เบส และเม่ือแทรกเขา้ไปจะท าใหเ้ม่ือตดัดว้ยเอนไซมต์ดัจ าเพาะ XhoI 
แลว้ไดช้ิ้นส่วนท่ีมีความยาว 1300 คู่เบส และส าหรับยนีช้ินส่วนท่ี 2 มีความยาว 408 คู่เบส และเม่ือ
แทรกเขา้ไปจะท าให้เม่ือตดัดว้ยเอนไซมต์ดัจ าเพาะ XhoI แลว้ไดช้ิ้นส่วนท่ีมีความยาว 1300 คู่เบส 
ดงัภาพท่ี 21 
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ภาพที ่20  โครงสร้างการเกิด hpRNA แบบท่ี 1 ในการแทรกของช้ินส่วนแบบโดยตรง  

    และต าแหน่งจดจ าของเอนไซมต์ดัจ าเพาะ XbaI และ XhoI 
 

 
 
ภาพที ่21  โครงสร้างการเกิด hpRNA แบบท่ี 2 ในการแทรกของช้ินส่วนแบบจุดตดัเกิด 

    การคร่อมของช้ินอินทรอน และต าแหน่งจดจ าของเอนไซมต์ดัจ าเพาะ XbaI และ XhoI 
 

จากผลการตดัดว้ยเอนไซม ์XbaI ทั้ง 2 ช้ินส่วนของยนีคือ pF1C3 และ pF2C4 โดยเลือก 
โคโลนีท่ี 1 ถึง 3 พบวา่มีการตดัเกิดข้ึน ดงัภาพท่ี 22 ซ่ึงขนาดดา้นบน คือ ส่วนของเวกเตอร์ 
pHellsgate8 มีขนาดประมาณ 15,476 คู่เบส ส่วนช้ินดา้นล่างไดข้นาดประมาณ 1,618 คู่เบส 
ซ่ึงผลการไม่เป็นไปตามท่ีคาดหวงั  
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ภาพที ่22  เจลอิเล็กโทรโฟรีซีสของการตดัพลาสมิดดว้ยเอนไซม์ XbaI เพื่อตรวจสอบ 
    ความถูกตอ้งของ RNAi construct 
 
หมายเหตุ: 
M = DNA ladder 1 kb (Fermentus, USA) 
1 = เวกเตอร์ pHellsgate8 
2 = pF1C3/1 จากช้ินยนีส่วนท่ี 1 
3 = pF1C3/2 จากช้ินยนีส่วนท่ี 1 
4 = pF1C3/3 จากช้ินยนีส่วนท่ี 1 
5 = pF2C4/1 จากช้ินยนีส่วนท่ี 2 
6 = pF2C4/2 จากช้ินยนีส่วนท่ี 2 
7 = pF2C4/3 จากช้ินยนีส่วนท่ี 2 
 

จากผลการตดัดว้ยเอนไซม ์XhoI ในโครงสร้าง RNAi construct คือ pF1C3 และ pF2C4 
โดยเลือกโคลนท่ี 1 ถึง 3 (ส าหรับทั้งโครงสร้างช้ินส่วนท่ี 1 และโครงสร้างช้ินส่วนท่ี 2) พบวา่ใน
โครงสร้าง pF1C3 เกิดการตดัมาไดข้นาดประมาณ 1,500 คู่เบส ดงัภาพท่ี 23 ขณะท่ีช้ินส่วนของยนี 
pF2C4 ไดช้ิ้นดีเอน็เอขนาด 15,476 คู่เบส ซ่ึงคือขนาดของเวกเตอร์ pHellsgate8 มีขนาดประมาณ 
1,200 คู่เบส และ 100-200 คู่เบส ดงัภาพท่ี 23 ซ่ึงคาดวา่เป็นส่วนท่ีเกิดจากการตดัภายในช้ินส่วน 
ยนี AP2 ซ่ึงมีต าแหน่งของ XhoI อยูท่ี่เบสต าแหน่งท่ี 98 คู่เบส และ 251 คู่เบส (ภาคผนวก ค4)  
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ภาพที ่23  เจลอิเล็กโทรโฟรีซีสของการตดัพลาสมิดดว้ยเอนไซม์ XhoI เพื่อตรวจสอบ 
    ความถูกตอ้งของ RNAi construct 
 
หมายเหตุ: 
M = DNA ladder 1 kb (Fermentus, USA) 
1 = เวกเตอร์ pHellsgate8 
2 = pF1C3/1 pHells จากช้ินยนีส่วนท่ี 1 
3 = pF1C3/2 pHells จากช้ินยนีส่วนท่ี 1 
4 = pF1C3/3 pHells จากช้ินยนีส่วนท่ี 1 
5 = pF2C4/1 pHells จากช้ินยนีส่วนท่ี 2 
6 = pF2C4/2 pHells จากช้ินยนีส่วนท่ี 2 
7 = pF2C4/3 pHells จากช้ินยนีส่วนท่ี 2 
 

สรุปจากการตดัดว้ยเอนไซมท์ั้งเอนไซม ์XhoI และ XbaI เพื่อตรวจสอบ พบวา่ไม่ไดข้นาด
ท่ีคาดหวงั จึงตอ้งมีการตรวจสอบดว้ยการท าปฏิกิริยาพีซีอาร์ โดยใชไ้พรเมอร์ท่ีจ  าเพาะบนเวกเตอร์ 
pHellsgate8 ร่วมกบัไพรเมอร์ท่ีจ  าเพาะบนยนี ดงัตารางท่ี 5 ซ่ึงไดรั้บความอนุเคราะห์ไพรเมอร์มา
จาก รศ.ดร.สุรินทร์ ปิยะโชคณากุล  

 



64 
 

 
 
ภาพที ่24  เจลอิเล็กโทรโฟรีซีสของการท าปฏิกิริยาพีซีอาร์ โดยใชไ้พรเมอร์ Star-F และ Star-R  
 
หมายเหตุ: ไดเ้ลือกเลนท่ี 2, 3, 7 และ 9 
M = DNA ladder 1 kb (Fermentus, USA) 
เลนท่ี 2 = pF1C3 pHells เลือกใชไ้พรเมอร์ Star-F กบั AP2II/D1/pENTR/F จากช้ินยนีส่วนท่ี 1 
เลนท่ี 3 = pF1C3 pHells เลือกใชไ้พรเมอร์ Star-R กบั AP2II/D1/pENTR/R จากช้ินยนีส่วนท่ี 1 
เลนท่ี 7 = pF2C4 pHells เลือกใชไ้พรเมอร์ Star-F กบั AP2II/D2/pENTR/R จากช้ินยนีส่วนท่ี 2 
เลนท่ี 9 = pF2C4 pHells เลือกใชไ้พรเมอร์ Star-R กบั AP2II/D2/pENTR/R จากช้ินยนีส่วนท่ี 2 
 
 จากผลของการท าปฏิกิริยาพีซีอาร์เพื่อตรวจสอบช้ินส่วนของยนี AP2 ทั้ง 2 ส่วน ดงัภาพท่ี 
24 พบวา่มีช้ินส่วนอยูภ่ายในเวกเตอร์ pHellsgate8 จึงส่งผลของการท าปฏิกิริยาพีซีอาร์ จากตวัอยา่ง
ในเลนท่ี 2, 3, 7 และ 9 ไปหาล าดบันิวคลีโอไทดเ์พื่อตรวจสอบทิศทางของยนี AP2 ท่ีแทรกเขา้ไป
ในเวกเตอร์ pHellsgate8 แลว้น าผลท่ีไดม้าสร้างเป็นแผนภาพ ดงัภาพท่ี 25 และ 26 
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ภาพที ่25  แผนภาพแสดงทิศทางของช้ินส่วนท่ี pF1C3 pHells 
 

 
 
ภาพที ่26  แผนภาพแสดงทิศทางของช้ินส่วนท่ี pF2C4 pHells 
 
 จากผลการสร้างแผนภาพแสดงทิศทางของช้ินท่ีสอดแทรกเขา้ไปในเวกเตอร์ pHellsgate8 
พบวา่ในช้ินส่วนท่ี pF1C3 pHells ดงัภาพท่ี 25 จะไม่สามารถเกิด silencing ขณะท่ี pF2C4 pHells 
ดงัภาพท่ี 26 สามารถเกิด silencing โดยการเกิดโครงสร้าง hpRNA ได ้จึงเลือกทั้งสองช้ินส่วนมาท า
การถ่ายฝากเขา้ไปในอะโกรแบคทีเรียม โดยช้ินส่วนท่ี pF1C3 pHells ท่ีไม่สามารถเกิด silencing มา
ท าเป็น control  
 
9.  ผลการถ่ายฝากช้ินโครงสร้างพลาสมิดเข้าไปใน Agrobacterium tumefaciens สายพนัธ์ุ  
EHA 105 ด้วยวธีิ Freeze-thaw 
 

น าทั้ง pF1C3/1 และ pF2C4/2 ท่ีผา่นการตรวจสอบดว้ยการตดัดว้ยเอนไซมแ์ลว้มาถ่ายฝาก
เขา้ไปในอะโกรแบคทีเรียมทูมีเฟเซียน สายพนัธ์ุ EHA 105 ดว้ยวธีิ Freeze-thaw (ภาคผนวก ค2) 
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นอกจากน้ีในหอ้งปฏิบติัการยงัมี RNAi construct ท่ีสร้างข้ึนมาโดย  
นางสาวกิตติยา แสงสวา่ง โดยใหช้ิ้นยนีท่ีโคลนมาจากยนี AP2 ของตน้สบู่ด า ซ่ึงประกอบดว้ย  
3 ส่วนของยนี บริเวณ domain AP2 (ขนาด 228 คู่เบส), บริเวณ non domain AP2 (ขนาด 158 คู่เบส) 
และบริเวณ 3’UTR AP2 (ขนาด 124 คู่เบส) อยูใ่นเวกเตอร์ pHellgate8 ท่ีผา่นการตดัดว้ยเอนไซม์
เพื่อตรวจสอบโครงสร้าง RNAi construct ท่ีไดถ่้ายฝากเขา้สู่อะโกรแบคทีเรียมทูมีเฟเซียน สายพนัธ์ุ 
EHA 105 ดว้ยวธีิ Freeze-thaw พร้อมๆ กนักบัช้ินยนีทั้ง 2 ช้ิน (ภาคผนวก ค3) น ามาท าการถ่ายฝาก
เขา้ตน้สบู่ด า และถ่ายฝากเขา้ตน้อะราบิดอปซิสพร้อมกนัดว้ย 
 

จากผลการถ่ายฝากช้ินโครงสร้างพลาสมิดเขา้ไปในอะโกรแบคทีเรียมทูมีเฟเซียน สายพนัธ์ุ 
EHA 105 จึงเปล่ียนการเรียกช่ือของโคโลนีท่ีไดจ้ากขั้นท่ีเช่ือมช้ินยนีเขา้ไปในเวกเตอร์ pENTRTM 
จากตวัอยา่ง pF1C3 ไปเป็น pF1/3/1 และ pF2C4 ไปเป็น pF2/4/2 ประกอบกบัมี RNAi construct 
จากส่วนท่ีไดจ้าก นางสาวกิตติยา แสงสวา่ง คือ pJC2/4, pJC39/44 และ pJC66/84 น ามาท าการถ่าย
ฝากยนีเขา้พืชดว้ย 
 
10. ผลการถ่ายยีนเข้าพชืเข้าต้นอะราบิดอปซิส ด้วยวธีิ floral dip 

 
ไดท้  าการถ่ายยนีจ านวน 1 คร้ัง โดยมี RNAi construct ทั้งหมด 5 ช้ิน แบ่งโครงสร้าง 

พลาสมิดละ 20 ตน้ ไดผ้ลผลิตของเมล็ดอะราบิดอปซิส ในปริมาณท่ีมาก ดงัตารางท่ี 11 
 
ตารางท่ี 11  จ  านวนเมล็ดท่ีไดจ้ากการถ่ายยนีในรุ่น T1 
 

ช้ินส่วนของยีน น า้หนัก (มิลลกิรัม) จ านวนเมลด็โดยประมาณ 
(เมลด็) 

pF1/3/1 79.1 32,750 
pF2/4/2 114.3 47,320 
pJC2/4 194.8 80,650 

pJC39/44 118.3 48,490 
pJC66/84 166.5 68,931 

 
หมายเหตุ: ในน ้าหนกั 1 มิลลิกรัม จะมีเมล็ดเท่ากบั 207 เมล็ด 
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11.  ผลการคัดเลอืกเมลด็ทีไ่ด้รับการถ่ายยนีในต้นอะราบิดอปซิส 

 
ในการคดัเลือกเมล็ดน้ีจะใชก้ารฟอกดว้ยควนั โดยการน าเมล็ดในรุ่น T0 ไปหยดุระยะ 

พกัตวั แลว้น าเมล็ดมาวางเรียงบนอาหารคดัเลือก MS + ท่ีมียาปฏิชีวนะกานามยัซินเขม้ขน้ 50 
ไมโครกรัมต่อไมโครลิตร เพื่อคดัเลือกเมล็ดท่ีมี T-DNA ซ่ึงขั้นตอนของการคดัเลือกเป็นส่ิงท่ีจ  าเป็น
เพราะตน้ท่ีมี T-DNA จะสามารถตา้นยาปฏิชีวนะกานามยัซินได ้ส่วนตน้ท่ีไม่ไดรั้บการถ่าย  
T-DNA จะมีการเจริญอยูบ่า้ง แต่ภายหลงัจะเปล่ียนสีเขียวกลายเป็นสีขาวและตายในท่ีสุด  
ดงัภาพท่ี 24 จากนั้นยา้ยตน้ท่ีผา่นการคดัเลือกดว้ยยาปฏิชีวนะนาน 14 วนั ลงไปปลูกในพีทมอส 
และปลูกจนกระทัง่เก็บเมล็ด T1 
 

 
 
ภาพที ่27  การคดัเลือกตน้อะราบิดอปซิสท่ีไดรั้บการถ่ายช้ิน T-DNA เขา้ไปในจีโนม 
    โดยเล้ียงบนอาหาร ½ MS ท่ีเติมยาปฏิชีวนะกานามยัซิน 

 
จากภาพท่ี 27 ในการคดัเลือกสังเกตไดว้า่มีบางตน้ท่ีเจริญเติบโตไดดี้ มีสีเขียว และสูงกวา่

ตน้อ่ืน ภายหลงัจากการคดัเลือกบนอาหารท่ีมียาปฏิชีวนะนาน 14 วนั ในกรอบส่ีเหล่ียมสีแดง คือ 
ตน้ท่ีไม่ไดรั้บการถ่ายฝากยนี ส่วนในกรอบสีน ้าเงิน คือ ตน้ท่ีไดรั้บการถ่ายฝากยนีท าให้
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เจริญเติบโตไดดี้ ในอาหารท่ีมียาปฏิชีวนะกานามยัซินได ้จากนั้นยา้ยตน้ท่ีเจริญเติบโตลงเพาะในดิน 
ดงัภาพท่ี 28 
 

 
 
ภาพที ่28  ตน้อะราบิดอปซิสท่ีผา่นการถ่ายยนี T-DNA ในรุ่น T1 เม่ือมีการยา้ยลงปลูกในดิน 
 
12.  ผลการตรวจสอบผลการถ่ายฝากยนีจากต้นอะราบิดอปซิส 
 

 
 
ภาพที ่29  เจลอิเล็กโทรโฟรีซีสของการสกดัจีโนมิกดีเอ็นเอจากตน้อะราบิดอปซิส 
 
หมายเหตุ: 
M = DNA ladder 1 kb (Fermentus, USA) 
1 = pJC39/44: T1 
2 = pJC66/84: T1 
3 = pF1/3/1: T1 
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4 = pF2/4/2: T1 
5 = wild type: negative control 

 
จากภาพท่ี 29 สาเหตุท่ีไม่มีตวัอยา่ง pJC2/14 เน่ืองจากในขั้นตอนการปลูกลงพีทมอส 

ตวัอยา่งเกิดการตายไปในระหวา่งเพาะเล้ียง ซ่ึงต่างจากตวัอยา่งจากช้ินยนีอ่ืนท่ีเจริญเติบโตไดอ้ยา่ง 
ปกติ 
 
13.  ผลการท าปฏิกริิยาพซีีอาร์เพือ่ตรวจสอบผลการถ่ายยีนเข้าไปในอะราบิดอปซิส 
 

13.1  น าดีเอน็เอท่ีสกดัมาจากแต่ละตน้ท่ีเจริญเติบโตได ้มาท าปฏิกิริยาพีซีอาร์ โดยใช ้
ไพรเมอร์จากยนีตา้นยาปฏิชีวนะกานามยัซิน และท าปฏิกิริยาจากตารางท่ี 5 
 

 
 
ภาพที ่30  เจลแสดงผลการท าปฏิกิริยาพีซีอาร์เพื่อตรวจสอบการมีโครงสร้างพลาสมิดในจีโนมพืช 
 
หมายเหตุ: 
M = DNA ladder 1 kb (Fermentus, USA) 
1 = pJC39/44: T1 
2 = pJC66/84: T1 
3 = pF1/3/1: T1 
4 = pF2/4/2: T1 
5 = wild type: negative control 
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6 = pHellsgate8: positive control 

 
จากภาพท่ี 30 น าดีเอน็เอท่ีสกดัมาจากตวัอยา่งตน้อะราบิดอปซิส มาท าปฏิกิริยาพีซีอาร์ 

โดยใชไ้พรเมอร์ท่ีออกแบบมาจากยนีตา้นยาปฏิชีวนะกานามยัซิน ดงัตารางท่ี 5 พบวา่ผลของการท า 
ปฏิกิริยาพีซีอาร์ ทุกตวัอยา่งสามารถเพิ่มปริมาณของยนีตา้นยาปฏิชีวนะกานามยัซิน ไดข้นาด 520 
คู่เบส ไดอ้ยา่งถูกตอ้ง เม่ือเทียบกบั pHellsgate8 (positive control) ขณะท่ีตวัอยา่งท่ีเป็น wild type 
(negative control) ตอ้งไม่สามารถเพิ่มปริมาณในส่วนของยนีตา้นยาปฏิชีวนะได ้ซ่ึงเป็นผลท่ี
ถูกตอ้งแลว้ เน่ืองจากพืช wild type ไม่มียนีตา้นยาปฏิชีวนะใดๆ อยูใ่นจีโนมของพืช ท าใหส้รุปได้
วา่ประสบความส าเร็จในการถ่ายยนีเขา้ไปในอะราบิดอปซิส 
 

13.2  ผลการแยกสกดัอาร์เอ็นเอของตน้อะราบิดอปซิส 
 

 
 
ภาพที ่31  เจลอิเล็กโทรโฟรีซีสของการสกดัอาร์เอ็นเอจากตน้อะราบิดอปซิสท่ีไดรั้บการถ่ายฝาก 
 
หมายเหตุ: 
M = DNA ladder 1 kb (Fermentus, USA) 
1 = pJC2/14: T1 
2 = pJC39/44: T1 
3 = pJC66/84: T1 
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จากภาพท่ี 31 เป็นผลการสกดัอาร์เอ็นเอจากตน้อะราบิดอปซิส ท่ีมาจากตวัอยา่ง  
pJC2/14: T1, pJC39/44: T1 และ pJC66/84: T1 พบวา่ตวัอยา่งตน้ท่ีมาจากตวัอยา่งของ pJC2/14  
มีปริมาณอาร์เอน็เอท่ีนอ้ยเน่ืองจากตวัอยา่งมีปริมาณเน้ือเยือ่ท่ีเจริญบนพีทมอสนอ้ยมาก 
 

ส่วนจากผลการสกดัอาร์เอ็นเอท่ีมาจากตวัอยา่ง pF1/3/1:T1, pF2/4/2:T1 และ wild type ดงั 
แสดงในภาพท่ี 32 
 

 
 
ภาพที ่32  เจลอิเล็กโทรโฟรีซีสของการสกดัอาร์เอ็นเอจากตน้อะราบิดอปซิสท่ีไดรั้บการถ่ายฝาก 
 
หมายเหตุ: 
M = DNA ladder 1 kb (Fermentus, USA) 
1 = ตน้อะราบิดอปซิส รุ่น T1 ท่ีมี pF1/3/1: T1 
2 = ตน้อะราบิดอปซิส รุ่น T1 ท่ีมี pF2/4/2: T1 
3 = wild type 
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ตารางที่ 12  ผลการวดัค่าความเขม้ขน้ของอาร์เอน็เอท่ีแยกสกดัมาไดจ้ากตน้อะราบิดอปซิสรุ่น T1 
 

ตัวอย่าง OD 260/280 (นาโนกรัมต่อไมโครลติร) 
pF1/3/1 291.4 
pF2/4/2 661.3 

wild type 169.7 
pJC2/4 51.4 

pJC39/44 362.1 
pJC66/84 174.5 

 
จากผลของการแยกสกดัอาร์เอน็เอ พบวา่คุณภาพของอาร์เอน็เอของแต่ละตวัอยา่งมีความ 

แตกต่างกนั เน่ืองมาจากปกติแลว้ปริมาณของอาร์เอน็เอในเซลลมี์เพียง 20 พิโคกรัม และมี mRNA 
ประมาณ 1.5-2.5% ซ่ึงมีปริมาณนอ้ยมากดงันั้นการท่ีจะเตรียม mRNA ใหมี้คุณภาพท่ีดีนั้นเป็นส่ิง 
ท่ียาก แต่คุณภาพท่ีไดเ้พียงพอท่ีจะน ามาใชใ้นขั้นตอนต่อไป 
 
14.  ผลการท าปฏิกริิยาพซีีอาร์เพือ่ตรวจสอบผลการถ่ายยีน AP2 ในต้นอะราบิดอปซิส รุ่น T1 
 

น าอาร์เอ็นเอท่ีสกดัไดจ้ากตน้ดดัแปลงพนัธุกรรมมาท าปฏิกิริยารีเวอร์สทรานสคริปชนั 
ไดเ้ป็น cDNA และน ามาตรวจสอบผลการลดการแสดงออกของยนี AP2 โดย RNAi construct โดย
การท าปฏิกิริยา Semi-quantitative RT-PCR ท่ีจ านวน 25, 30 และ 35 รอบ และใชไ้พรเมอร์ท่ี
จ  าเพาะของแต่ละช้ินส่วนยนี AP2 โดยน า wild type มาใชใ้นการเปรียบเทียบระดบัการแสดงออก
ปริมาณ cDNA เร่ิมตน้ โดยใชป้ริมาณ cDNA ในแต่ละตวัอยา่งเท่ากนั โดยทราบจากระดบั 
การแสดงออกของยนี Actin ท่ีเท่ากนัท่ี 35 รอบของปฏิกิริยาพีซีอาร์ ดงัแสดงในภาพท่ี 33 
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ภาพที ่33  เจลแสดงการท าปฏิกิริยาพีซีอาร์โดยใชไ้พรเมอร์ AtActin2-F และ AtActin2-R  
     บนดีเอน็เอจากตน้อะราบิดอปซิสท่ีรับการถ่ายฝาก 
 
หมายเหตุ: 
M = VC 100 bp Plus DNA Ladder (Vivantis, Canada) 
1 = ตน้อะราบิดอปซิส รุ่น T1 ท่ีมี pJC2/14: T1 
2 = ตน้อะราบิดอปซิส รุ่น T1 ท่ีมี pJC39/44: T1 
3 = ตน้อะราบิดอปซิส รุ่น T1 ท่ีมี pJC66/84: T1 
4 = ตน้อะราบิดอปซิส รุ่น T1 ท่ีมี pF1/3/1: T1 
5 = ตน้อะราบิดอปซิส รุ่น T1 ท่ีมี pF2/4/2: T1 
6 = wild type; negative control 
 

ผลของการปรับความเขม้ขน้ของ cDNA โดยใชย้นี Actin เป็นยนีเปรียบเทียบ จากภาพท่ี 33 
ทั้ง pJC2/14: T1, pJC39/44: T1, pJC66/84: T1, pF1/3/1: T1, pF2/4/2: T1 และ wild type เม่ือน ามา
ปรับความเขม้ขน้ โดยดูจากผลจะพบแถบดีเอน็เอขนาด 257 คู่เบส ในแต่ะตวัอยา่งท่ีเท่ากนั และจะ
ใชป้ริมาณ cDNA ท่ีเร่ิมตน้น้ี ในการตรวจสอบการแสดงออกของยนี AP2 ต่อไป 
 

น าปริมาณของ cDNA เร่ิมตน้ท่ีเท่ากนัในแต่ละตวัอยา่งมาตรวจสอบการแสดงออก โดยใช้
ไพรเมอร์ท่ีจ  าเพาะของแต่ละช้ินส่วนของยนี โดยเปรียบเทียบการแสดงออกกบัตน้ท่ีเป็น wild type 
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แลว้น ามาตรวจสอบผลโดยวิธีเจลอิเล็กโทรโฟรีซิส โดยเปรียบเทียบขนาดของดีเอน็เอกบั VC 100 
bp Plus DNA Ladder (Vivantis, Canada) ดงัภาพท่ี 34-36 
 

 
 
ภาพที ่34  เจลแสดงผลปฏิกิริยา Semi-quantitative RT-PCR โดยใชไ้พรเมอร์ท่ีจ าเพาะ 

   ต่อช้ินส่วนท่ี pJC2/14 
 
หมายเหตุ: 
M = VC 100 bp Plus DNA Ladder (Vivantis, Canada) 
1 = wild type ท่ี 25 รอบ 
2 = ตน้อะราบิดอปซิส รุ่น T1 ท่ีมี pJC2/14 ท่ี 25 รอบ 
3 = wild type ท่ี 30 รอบ 
4 = ตน้อะราบิดอปซิส รุ่น T1 ท่ีมี pJC2/14 ท่ี 30 รอบ 
5 = wild type ท่ี 35 รอบ 
6 = ตน้อะราบิดอปซิส รุ่น T1 ท่ีมี pJC2/14 ท่ี 35 รอบ 
 

จากภาพท่ี 34 จากปริมาณ cDNA ท่ีเท่ากนั (เทียบดว้ยการแสดงออกของยีน Actin) เม่ือ
น ามาตรวจการแสดงออกดว้ยไพรเมอร์ท่ีจ  าเพาะต่อยนี AP2 โดยเปรียบเทียบกบั wild type พบวา่
ตน้อะราบิดอปซิส รุ่น T1 ท่ีมี RNAi construct ในส่วน pJC2/14 มีการแสดงออกของยีน AP2 ท่ี
นอ้ยลง 
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ภาพที ่35  เจลแสดงผลปฏิกิริยา Semi-quantitative RT-PCR โดยใชไ้พรเมอร์ท่ีจ าเพาะ 

   ต่อช้ินส่วนท่ี pF1/3/1 
 
หมายเหตุ: 
M = VC 100 bp Plus DNA Ladder (Vivantis, Canada) 
1 = wild type ท่ี 25 รอบ 
2 = ตน้อะราบิดอปซิส รุ่น T1 ท่ีมี pF1/3/1 ท่ี 25 รอบ 
3 = wild type ท่ี 30 รอบ 
4 = ตน้อะราบิดอปซิส รุ่น T1 ท่ีมี pF1/3/1 ท่ี 30 รอบ 
5 = wild type ท่ี 35 รอบ 
6 = ตน้อะราบิดอปซิส รุ่น T1 ท่ีมี pF1/3/1 ท่ี 35 รอบ 
 

จากภาพท่ี 35 จากปริมาณ cDNA ท่ีเท่ากนั (เทียบดว้ยการแสดงออกของยีน Actin) เม่ือ
น ามาตรวจสอบการแสดงออก ดว้ยไพรเมอร์ท่ีจ  าเพาะต่อยีน AP2 โดยเปรียบเทียบกบั wild type 
พบวา่ตน้อะราบิดอปซิส รุ่น T1 ท่ีมี RNAi construct ในส่วน pF1/3/1 มีการแสดงออกของยนี AP2 
ท่ีเท่าเดิม 
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ภาพที ่36  เจลแสดงผลปฏิกิริยา Semi-quantitative RT-PCR โดยใชไ้พรเมอร์ท่ีจ าเพาะ 

    ต่อช้ินส่วนท่ี pF2/4/2 
 
หมายเหตุ: 
M = VC 100 bp Plus DNA Ladder (Vivantis, Canada) 
1 = wild type ท่ี 25 รอบ 
2 = ตน้อะราบิดอปซิส รุ่น T1 ท่ีมี pF2/4/2 ท่ี 25 รอบ 
3 = wild type ท่ี 30 รอบ 
4 = ตน้อะราบิดอปซิส รุ่น T1 ท่ีมี pF2/4/2 ท่ี 30 รอบ 
5 = wild type ท่ี 35 รอบ 
6 = ตน้อะราบิดอปซิส รุ่น T1 ท่ีมี pF2/4/2 ท่ี 35 รอบ 
 

จากภาพท่ี 36 จากปริมาณ cDNA (เทียบดว้ยการแสดงออกของยนี Actin) เม่ือน ามาตรวจ 
สอบการแสดงออก ดว้ยไพรเมอร์ท่ีจ  าเพาะต่อยีน AP2 โดยเปรียบเทียบกบั wild type พบวา่ 
ตน้อะราบิดอปซิส รุ่น T1 ท่ีมี RNAi construct ในส่วน pF2/4/2 มีการแสดงออกของยนี AP2  
ท่ีลดลง 
 

สรุปจากการตรวจสอบการแสดงออกของยีน AP2 ในตน้อะราบิดอปซิส ท่ีมี RNAi 
construct ส าหรับยนี AP2 ในรุ่น T1 พบวา่มีการลดการแสดงออกเป็นจ านวน 2 ตน้จาก 3 ตน้ 
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ท่ีไดท้  าการทดสอบ 
 
15.  ผลการถ่ายฝากยนีเข้าต้นสบู่ด าด้วยวธีิ Agrobacterium cocultivation 
 

ช้ินยนีท่ีน ามาใชใ้นการถ่ายฝากเขา้สู่เน้ือเยือ่สบู่ด าดว้ยวธีิ Agrobacterium cocultivation 
ประกอบดว้ย ช้ินยนี AP2 ท่ีมาจากตน้อะราบิดอปซิสจ านวน 2 ช้ิน คือ pF1/3 และ pF2/12 นอกจาก 
นั้นยงัมีส่วนของยนี AP2 ท่ีมาจากสบู่ด าจ  านวน 3 ส่วน คือ pJC2/14 (บริเวณ domain AP2), 
pJC39/44 (บริเวณ non domain AP2) และ pJC66/84 (บริเวณ 3’UTR AP2) ในคร้ังแรกๆ พบวา่มี
การเจริญของอะโกรแบคทีเรียมในขั้นของการคดัเลือก จนท าใหเ้น้ือเยือ่ตายในท่ีสุด แต่ในช่วง
หลงัจากท่ีเร่ิมมีเน้ือเยือ่เจริญไปเป็นแคลลสัใน 3-4 สัปดาห์ บนอาหารคดัเลือกสูตร CI/L ท่ีมียา
ปฏิชีวนะ Cefotaxime เขม้ขน้ 500 มิลลิกรัมต่อลิตร และกานามยัซิน 50 มิลลิกรัมต่อลิตร และท า
การยา้ยเน้ือเยือ่ท่ีไม่พบการปนเป้ือนของอะโกรแบคทีเรียม ลงในอาหารเพาะเล้ียงเน้ือเยือ่สูตร SR 
(Shoot Regeneration) ท่ีมียาปฏิชีวนะเพื่อเป็นการกระตุน้ใหเ้กิดปลายยอด โดยบนอาหารน้ีจะลด 
ยาปฏิชีวนะ Cefotaxime ลงเหลือเขม้ขน้ 250 ไมโครกรัมต่อไมโครลิตร แต่ยงัคงมียาปฏิชีวนะ 
กานามยัซิน จากนั้นหลงัจาก 5-6 สัปดาห์ จะยา้ยลงอาหารสูตร RI (Root Induction) เพื่อน าไปสู่การ
เหน่ียวน าให้เกิดราก จนกระทั้งขั้นท่ีจะลงปลูกในแปลงทดลอง แต่จากการทดลองเกิดวกิฤตทาง
ธรรมชาติ มีผลตอ้งมีการตดัไฟฟ้าท่ีตึกภาควชิาพนัธุศาสตร์ และท าใหไ้ม่สามารถท าการยา้ยเน้ือเยือ่
ไปสู่อาหารใหม่ได ้รวมทั้งอุณหภูมิในห้องสูงข้ึน ท าใหเ้น้ือเยื่อไม่สามารถเจริญเติบโตในสภาวะ 
ท่ีเหมาะสมได ้ภายหลงัพบวา่เน้ือเยือ่สบู่ด า เกิดการปนเป้ือนจากเช้ือแบคทีเรียและรา บางส่วน
แคลลสัมีสีเหลืองและตายในท่ีสุดดงัภาพท่ี 37 และ 38 ดว้ยระยะเวลาในการท างานวจิยัท่ีจ  ากดั  
จึงจ าเป็นตอ้งหยดุการถ่ายยนีในส่วนของสบู่ด าเพียงแค่การเหน่ียวน าใหเ้กิดเน้ือเยือ่แคลลสั 
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ภาพที ่37  แสดงการถ่ายฝาก RNAi construct เขา้ไปในเน้ือเยือ่ใบอ่อน ล าตน้ และกา้นของสบู่ด า 
 

โดยไดท้  าการถ่ายฝากทั้ง 5 ช้ินส่วน เขา้เน้ือเยือ่สบู่ด าจ  านวน 7 คร้ัง แต่ละในการถ่ายยนีจะ
ใชเ้น้ือเยื่อทั้งหมดในการถ่ายฝากประมาณ 250 ช้ิน/1ช้ินส่วนของ RNAi construct ดงัภาพท่ี 37 รวม 
ทั้งหมด 8,750 ช้ิน 
 

 
 
ภาพที ่38  แสดงผลเน้ือเยือ่ท่ีท  าการถ่ายฝากเขา้ตน้สบู่ด าหลงัจากเกิดวกิฤตการณ์ 

   น ้าท่วมกรุงเทพมหานคร 
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สรุปและข้อเสนอแนะ 
 

ไดท้  าการเพาะเล้ียงเน้ือเยือ่จากสบู่ด า เพื่อมุ่งไปสู่การเหน่ียวน าใหเ้กิด แคลลสั ปลายยอด 
หลายยอด และเกิดราก โดยไดส้ภาวะท่ีเหมาะสมของการเกิดแคลลสั จากสูตรอาหาร CI/L (MS ท่ี
เติม BAP ท่ีความเขม้ขน้ 0.5 มิลลิกรัมต่อลิตร เติม 2,4-D ท่ีความเขม้ขน้ 1.0 มิลลิกรัมต่อลิตร และ
เติม IAA ท่ีความเขม้ขน้ 1 มิลลิกรัมต่อลิตร) ซ่ึงเกิดกลุ่มกอ้นแคลลสัท่ีรวดเร็วและเกิดการแพค็
ตวัอยา่งหนาแน่น ในระยะเวลา 1-2 สัปดาห์ ขณะท่ีไดสู้ตรอาหารท่ีเหมาะสมกบัการเกิดปลายยอด
ทวคูีณ จากสูตรอาหาร SI (MS ท่ีเติม BAP 0.5 มิลลิกรัมต่อลิตร และเติม IBA ท่ีความเขม้ขน้ 1 
มิลลิกรัมต่อลิตร)โดยสามารถชกัน าใหเ้กิดปลายยอดไดสู้งสุด 4-5 ยอด ในระยะเวลา 4-6 สัปดาห์ 
และชกัน าใหเ้กิดรากไดส้ าเร็จ จากสูตรอาหาร MS ท่ีเติม IBA ท่ีความเขม้ขน้ 10 มิลลิกรัมต่อลิตร 
แต่การชกัน าให้เกิดกลุ่มกอ้นแคลลสั ควรจะเพิ่มถ่านกมัมนัเขา้ไป เพื่อช่วยในการดูดซบัสารพิษท่ี
อยูใ่นสบู่ด า ท่ีเกิดหลงัจากการตดัเน้ือเยือ่พืช  
 

ส่วนงานทางดา้นพนัธุศาสตร์โมเลกุล ไดศึ้กษายนี AP2 จากตน้อะราบิดอปซิสท่ีมีรายงาน
วา่ เม่ือลดการแสดงออกแลว้ จะท าใหข้นาดของเมล็ด ปริมาณน ้ามนัภายในเมล็ด และเพิ่มขนาดของ
เซลเ์อมบริโอ จึงเป็นท่ีน่าสนใจท่ีจะน าความรู้เหล่าน้ี มาใชใ้นการปรับปรุงพนัธ์ุตน้สบู่ด าโดยขนาด
ของยนี AP2 มีขนาดใหญ่ 1,298 bp ซ่ึงการน ามาสร้าง RNAi construct เลือก AP2 Domain ในส่วน
ของ 3 เอกซอน ท่ีมีขนาดยาวท่ีสุด แลว้น ามาสร้างเป็น RNAi construct โดยเพิ่มปริมาณทั้ง 3 ส่วน
ของยนีมาได ้แลว้น าไปตรวจสอบล าดบัเบส จากนั้นเลือกใช ้pHellsgate8 ซ่ึงเป็นเวกเตอร์ส าหรับ
การสร้างเป็น RNAi construct แลว้ไดถ่้ายฝากโครงสร้างดีเอน็เอ เขา้ไปในอะโกรแบคทีเรียม 
ทูมีเฟเซียน สายพนัธ์ุ EHA 105 แลว้น ามาถ่ายฝากเขา้ไปใน ตน้อะราบิดอปซิสดว้ยวธีิ floral dip 
จากนั้นจึงเก็บเมล็ดอะราบิดอปซิสในรุ่น T0 มาคดัเลือกบนอาหาร MS ท่ีมียาปฏิชีวนะกานามยัซิน 
โดยจะใชเ้วลาในการคดัเลือกบนอาหาร 2 สัปดาห์ เลือกตน้ท่ีเจริญเติบโตได ้มาปลูกลงพีทมอส ตดั
ส่วนของใบอ่อนของตน้อะราบิดอปซิสมาสกดัดีเอ็นเอ แลว้มาท าปฏิริยาพีซีอาร์โดยใชไ้พรเมอร์ท่ี
ออกแบบจากยนีตา้นยาปฏิชีวนะกานามยัซิน ท่ีอยูบ่นเวกเตอร์ pHellsgate8 ผลท่ีไดพ้บวา่สามารถ
เพิ่มปริมาณช้ินส่วนของยนีตา้นยาปฏิชีวนะกานามยัซิน ไดท้ั้ง pF1/3/1, pF2/4/2, pJC39/44, 
pJC66/84 แสดงวา่ไดรั้บการถ่ายฝากตามท่ีคาดไว ้ 

 
สกดัอาร์เอน็เอ เพื่อตรวจสอบการแสดงออกของยนี AP2 จากตวัอยา่งตน้อะราบิดอปซิส 

แลว้น ามาสร้าง cDNA ดว้ยเอนไซมรี์เวอร์สทรานสคริปชนั แลว้มาท าปฏิกิริยาพีซีอาร์ โดยใช ้
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ไพรเมอร์ท่ีออกแบบมาจากยีน Actin เพื่อท าการปรับความเขม้ขน้เร่ิมตน้ใหเ้ท่ากนัทุกตวัอยา่ง 
ตรวจสอบการแสดงออกของยนี AP2 พบวา่ ตน้อะราบิดอปซิส รุ่น T1 ท่ีมีโครงสร้าง RNAi ในส่วน 
pJC2/14 และ pF2/4/2 มีการแสดงออกของยนี AP2 ท่ีนอ้ยลง ขณะท่ี pF1/3/1 มีการแสดงออกของ
ยนี AP2 ท่ีเท่าเดิม และไดท้  าการถ่ายฝากเขา้ตน้สบู่ด าดว้ยวธีิ Agrobacterium cocultivation แต่การ
ถ่ายฝากไม่ประสบความส าเร็จ 
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ภาคผนวก ก 

การแบ่งช้ินยนี AP2 เป็น 3 ส่วน และจ านวน coding region 
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ภาพผนวกที ่ก1  ล าดบัเบสของยนี AP2 ในส่วนท่ีเป็น complete coding sequence แยกออกเป็น 

              3 ช้ินส่วน โดยส่วนท่ีเป็นสีแดง คือ ช้ินยนีส่วนท่ี 1, ส่วนท่ีเป็นสีเหลือง คือ 
             ช้ินยนีส่วนท่ี 2 และส่วนท่ีเป็นสีฟ้า คือ ช้ินยนีส่วนท่ี 3 

 

 
 
ภาพผนวกที่ ก2  ส่วนประกอบของยนี AP2 ประกอบดว้ย 10 เอกซอน 9 อินทรอน 
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ภาคผนวก ข 
ภาพโครงสร้าง pENTR™ Directional TOPO® วธีิสร้างพลาสมิดสายผสม 

และส่งหาล าดบันิวคลีโอไทด ์
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ภาพผนวกที่ ข1  ต  าแหน่งของช้ินยนีท่ีจะเขา้จบักบั pENTR™ Directional TOPO® vector 
 
ทีม่า: Invitrogen (2006) 
 

 
 
ภาพผนวกที่ ข2 โครงสร้างของ pENTR™ Directional TOPO® vector 
 
ทีม่า: Invitrogen (2006) 
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ภาพผนวกที่ ข3  แสดงโคโลนีของยนี AP2 ทั้ง 3 ส่วนจากตน้อะราบิดอปซิสท่ีผา่นการโคลน 

              ดว้ย One Shot® chemically competent 
 

 
 
ภาพผนวกที่ ข4  ส่งหาล าดบัเบสจากช้ินยนี AP2 ในส่วนท่ี 1 
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ภาพผนวกที่ ข5  ส่งหาล าดบัเบสจากช้ินยนี AP2 ในส่วนท่ี 2 
 

 
 
ภาพผนวกที่ ข6  ส่งหาล าดบัเบสจากช้ินยนี AP2 ในส่วนท่ี 3 
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ภาพผนวกที่ ข7  ส่งหาล าดบันิวคลีโอไทดเ์พื่อตรวจสอบทิศทางของยนี AP2 ท่ีอยูใ่น 

เวกเตอร์ pHellsgate8 



96 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาคผนวก ค 
ภาพโครงสร้าง pHellsgate8 และวธีิสร้างพลาสมิดสายผสม 
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ภาพผนวกที่ ค1  โครงสร้างของเวกเตอร์ pHellsgate8 
 
ทีม่า: CSIRO/ Peter M. Waterhouse (2008) 
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ภาพผนวกที่ ค2  แสดงผลการโคลนทั้ง 2 ช้ินยนีจากตน้อะราบิดอปซิสท่ีถ่ายฝากเขา้ไปใน 

              อะโกรแบคทีเรียม 
 

 
 
ภาพผนวกที่ ค3  แสดงผลการโคลนทั้ง 3 ช้ินยนีจากสบู่ด าท่ีถ่ายฝากเขา้ไปในอะโกรแบคทีเรียม 
 

 
 
ภาพผนวกที่ ค4  การตรวจหาต าแหน่งจดจ าของเอนไซม ์XhoI บนช้ินยนีส่วนท่ี 2 ดว้ย 

             โปรแกรม NEB cutter version 2.0 
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ภาคผนวก ง 
ขั้นตอนโดยรวมของเทคนิค Floral dip 
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ภาพผนวกที่ ง  ขั้นตอนโดยรวมของการถ่ายยนีดว้ยเทคนิค Floral dip 
 
ทีม่า: Xiuren Zhang (2006) 
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ภาคผนวก จ 
โครงสร้างของตน้ และดอกจากตน้อะราบิดอปซิส และเปรียบเทียบ 

ยนีท่ีมีผลต่อการสร้างดอก 
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ภาพผนวกที่ จ1  โครงสร้างของตน้อะราบิดอปซิส 
 
ทีม่า: Taiz (2006) 
 

 
 
ภาพผนวกที่ จ2  เปรียบเทียบความกวา้งท่ีมีผลต่อการแสดงออกของแต่ละยนีในการสร้างดอก 
 
ทีม่า: Anderson and Roberts (1998) 
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ภาพผนวกที่ จ3  โครงสร้างและส่วนประกอบของดอกอะราบิดอปซิส 
 
ทีม่า: Anderson and Roberts (1998) 
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ภาคผนวก ฉ 
ขั้นตอนการดูแลตลอดจนการเก็บเมล็ด ตน้อะราบิดอปซิส 
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ข้ันตอนการปลูก ดูแล และเก็บผลผลติต้นอะราบิดอปซิส (Martinez-Zapater and Salinas., 1998) 
 

ในการปลูกตน้อะราบิดอปซิส วสัดุท่ีใชใ้นการปลูกประกอบดว้ย perlite, vermiculite และ 
พีทมอสในการเตรียมถาด และแผนในการปลูก 
 

1. อบฆ่าเช้ือดิน 30 นาที เพื่อฆ่าแมลงหรือสัตวท่ี์อยูภ่ายในดิน 
2. อบใหดิ้นแหง้สนิท 

 
การดูแลพืชระหวา่งท่ีเจริญเติบโต 
 

ภายใตแ้สงท่ีใหอ้ยา่งต่อเน่ืองท่ีอุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส, ปริมาณน ้าท่ีเพียพอ 
และสารอาหารเมล็ดสายพนัธ์ุ Columbia จะเร่ิมพฒันาตั้งแต่ช่วง 3-5 วนั หลงัจากลงปลูก, จะมีการ
สร้างrosettes และสร้างดอกภายใน 3-4 สัปดาห์ และสามารถเก็บเก่ียวไดภ้ายใน 8 สัปดาห์ 
 

แสง 
 
ระดบัแสงท่ีเหมาะสม คือ ประมาณ 150 ME/m2/s. Cool white และช่วงเวลาของแสงท่ี 

เหมาะสมในการเจริญเติบโตคือ การใหแ้สงอยา่งต่อเน่ืองนาน 16 ชัว่โมง 
 

อุณหภูมิ 
 

ตน้อะราบิดอปซิสจะเจริญเติบโตไดดี้ท่ีอุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส หากต ่ากวา่น้ี
เล็กนอ้ยก็สามารถทนได ้แต่หากถา้อุณหภูมิสูงกวา่น้ีจะท าใหมี้ผลต่อการพฒันาของ rosette 
สามารถทดลองอุณหภูมิไดสู้งท่ีสุด 30 องศาเซลเซียส แต่ถา้หากปรับอุณหภูมิใหไ้ดอ้ยูใ่นช่วง  
23 องศาเซลเซียส ไดอ้ยูใ่นช่วงท่ีดีมาก 
 

น ้าและความช้ืน 
 

ภายหลงัจากการงอกปริมาณน ้าจะเป็นส่ิงท่ีตอ้งการ เน่ืองจากน ้ามีผลท าใหเ้กิด
สภาวะเครียด แต่ปริมาณน ้าท่ีมากเกินไปจะท าใหเ้กิดการเจริญของ algal หรือ fungal อยูบ่ริเวณ 
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ผวิดิน ภายหลงัจากพืชมีการสร้างใบแท ้อาจจะลดความถ่ีของการใหน้ ้าเหลือ 1 คร้ังต่อสัปดาห์ 
จนกระทัง่พืชมีการสร้างดอก ความช้ืนท่ีเหมาะสมส าหรับคุณภาพของเมล็ดจะต ่ากวา่ 50% จะดี
ท่ีสุด เม่ือฝักเร่ิมมีการพฒันา 
 

ในการเก็บเก่ียวเมล็ด 
 

เมล็ดจากฝักสามารถเก็บเก่ียวไดภ้ายหลงัจากท่ีฝักเปล่ียนเป็นสีเหลือง เน่ืองจาก
เมล็ดจะมีระดบัของการยบัย ั้งการงอกไดสู้ง โดยปกติการเก็บเก่ียวเมล็ดจะท าหลงัจากฝักเปล่ียนเป็น
สีน ้าตาลและไม่ควรน าน้ิวไปบีบกด เพราะจะท าใหเ้กิดการแตกกระจายของเมล็ด ควรน าถุงมาหุม้
ทั้งตน้ ทิ้งไวจ้น ทั้งตน้แหง้ จากนั้นใชมื้อบีบเบาๆ ทัว่ภายนอกถุง เพื่อให้เมล็ดแยกออกจากฝัก  
น าเมล็ดมาเก็บใส่ภาชนะท่ีแหง้ 
 

การท าใหเ้มล็ดแหง้ 
 

ความช้ืนภายหลงัจากเก็บเมล็ดอะราบิดอปซิส จะอยูป่ระมาณ 10% แต่การเก็บ
รักษาควรเก็บใหค้วามช้ืนอยูใ่นช่วง 5-6% เพราะหากเก็บไวท่ี้ความช้ืนสูงจะท าใหเ้มล็ดเส่ือม
คุณภาพลง โดยการท าใหค้วามช้ืนต ่าลงโดย Air-dry เมล็ดทิ้งไวท่ี้อุณหภูมิหอ้งนาน 1-3 สัปดาห์ 
 

การเก็บรักษาเมล็ด 
 

ภายหลงัจากความช้ืนภายในเมล็ดอยูใ่นช่วงท่ีเหมาะสมแลว้ ควรน ามาเก็บใน
ภาชนะท่ีแหง้และซีล เพื่อป้องกนัความช้ืนเพิ่มข้ึนปริมาณของเมล็ดท่ีเก็บไดมี้ประมาณ 1,250 เมล็ด 
เท่ากบั 25 กรัม = 50 มิลลิลิตร ส าหรับการเก็บรักษาเมล็ดภายหลงัจากการก าจดัความช้ืน หากเก็บใน
ระยะเวลาสั้น ควรเก็บไวท่ี้อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส สามารถเก็บไดถึ้ง 5 ปี แต่หากตอ้งการเก็บ
ระยะเวลานาน สามารถเก็บไวท่ี้อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส ควรใหแ้หง้สนิท หรือ ห่อหุม้ดว้ยเจ
ลาติน ท่ีเก็บในขวดแกว้ จะสามารถเก็บไดน้านถึง 10 ปี หากน าเมล็ดท่ีเก็บรักษามาใชค้วรจะท าการ 
Break Dormancy ซ่ึงเป็นส่ิงท่ีส าคญัส าหรับการน ามาปลูกเพื่อท่ีจะใหเ้มล็ดมีสภาวะท่ีเหมาะกบัการ
เจริญเติบโตไดเ้ตม็ท่ี และปริมาณการผลิตภายหลงัจากกิจกรรมของเซลลถู์กหยดุท างานมานาน  
โดยการน าเมล็ดมาแช่น ้าแลว้เก็บไวใ้นอุณหภูมิ 2-4 องศาเซลเซียส นาน 2-4 วนั 
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ภาคผนวก ช 
วธีิเตรียมสาร 
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1.  LB medium (ปริมาตร 1 ลติร) 
 

น ้ากลัน่      950 มิลลิลิตร 
Tryptone       10  กรัม 
Yeast extract         5  กรัม 
NaCl        10  กรัม 

 
ปรับปริมาตรเป็น 1 ลิตร ปรับ pH = 7.0 ถา้เป็นอาหารแข็งเติม ผงวุน้ลงไป 15 กรัม แลว้

น าไปน่ึงฆ่าเช้ือ (autoclave) 
 
2.  การเตรียมเช้ือแบคทีเรียเจ้าบ้าน (competent cell) 
 

น าเช้ืออีโคไล สายพนัธ์ุ DH5∝ ท่ีเก็บรักษาใน -80 องศาเซลเซียส มาแยกเช้ือใหไ้ดเ้ป็น 
โคโลนีเด่ียว จากนั้นเข่ียโคโลนีเด่ียวมาเล้ียงในอาหาร LB 3 มิลลิลิตร น าไปเขยา่ดว้ยความเร็ว 250 
รอบต่อนาที ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นานขา้มคืน จากนั้นดูดเช้ือมา 1 มิลลิลิตร ใส่ในอาหาร 
LB 50 มิลลิลิตร น าไปเขยา่ดว้ยความเร็ว 250 รอบต่อนาทีล้ียงท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส จนให้ 
ไดค้่าการดูดกลืนแสงท่ี OD600 0.3 - 0.4 จากนั้นแบ่งเช้ือแยกมาใส่หลอดละ 25 มิลลิลิตร  
จ านวน 2 หลอด น าไปป่ันเหวีย่ง 4,000 รอบต่อนาที ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส นาน 10 นาที 
เทของเหลว ทิ้ง เติม CaCl2 0.1 โมลาร์ ลงไป 10 มิลลิลิตร เขยา่เบาๆ วางบนน ้าแขง็ 20 นาที  
แบ่งเซลลท่ี์ได ้100 ไมโครลิตร ใส่หลอดไมโครเซนตริฟิวจข์นาด 1.5 มิลลิลิตร แช่ไนโตรเจนเหลว  
จากนั้นน าไปเก็บรักษาท่ี -80 องศาเซลเซียส 
 

3.  เตรียมเช้ือแบคทเีรียเจ้าบ้าน Agrobacterium Tumefaciens สายพนัธ์ุ EHA 105 
 

น าตน้เช้ือมาแยกใหไ้ดเ้ป็นโคโลนีเด่ียว บนอาหารแขง็ LB ท่ีมียาปฏิชีวนะไรแฟมฟิซิน 
เขม้ขน้ 50 ไมโครกรัมต่อไมโครลิตร น าไปบ่มท่ี 28 องศาเซลเซียส นาน 2 วนั จากนั้นเลือก 
โคโลนีเด่ียวมาเล้ียงในอาหารเหลว LB ปริมาตร 5 มิลลิลิตร ท่ีมียาปฏิชีวนะไรแฟมฟิซินเขม้ขน้ 50 
ไมโครกรัมต่อไมโครลิตร น าไปเขยา่ท่ีอุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส ดว้ยความเร็ว 200 รอบต่อนาที 
นาน 2 วนั เม่ือครบเวลาใหดู้ดเช้ือมา 100 ไมโครลิตร มาเล้ียงในอาหาร LB ปริมาตร 50 มิลลิลิตร 
น าไปเขยา่ท่ีอุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส ดว้ยความเร็ว 200 รอบต่อนาที นาน 4 ชัว่โมง ใหไ้ดค้่า 
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การดูดกลืนแสงท่ี OD600 0.4 - 0.5 จากนั้นน ามาป่ันเหวีย่งท่ี 5,000 รอบต่อนาที ท่ีอุณหภูมิ 4 
องศาเซลเซียส นาน 10 นาที เพื่อเก็บเก่ียวเซลล ์เทสารละลายทิ้ง เติม NaCl ท่ีแช่เยน็ เขม้ขน้ 200 
มิลลิโมลาร์ ปริมาตร 5 มิลลิลิตร น ามาป่ันเหวีย่งท่ี 5,000 รอบต่อนาที ท่ีอุณหภูมิ 4 องศา 
เซลเซียส นาน 10 นาที เทสารละลายทิ้ง จากนั้นเติม CaCl2 ท่ีแช่เยน็เขม้ขน้ 100 มิลลิโมลาร์ 
ปริมาตร 5 มิลลิลิตร น ามาแช่ในน ้าแขง็นาน 60 นาที น ามาป่ันเหวีย่งท่ี 7,500 รอบต่อนาที ท่ี 
อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส นาน 15 นาที เทสารละลายทิ้ง จากนั้น เติม CaCl2 ท่ีแช่เยน็ เขม้ขน้ 
100 มิลลิโมลาร์ ปริมาตร 1,600 ไมโครลิตร และเติม Glycerol เขม้ขน้ 30%W/W ปริมาตร 1,200 
ไมโครลิตร แบ่งใส่หลอดๆ ละ 100 ไมโครลิตร น าไปแช่ในไนโตรเจนเหลว จากนั้นเก็บรักษาไวท่ี้ 
-80 องศาเซลเซียส 
 
5.  Hao buffer (ปริมาตร 50 มิลลลิติร) 

 
CTAB       1  กรัม 
1 M Tris-HCl pH 8.0    7.2  มิลลิลิตร 
0.5 M EDTA      2  มิลลิลิตร 
5 M NaCl      20   มิลลิลิตร 
DEPC-water      26  มิลลิลิตร 

 
ก่อนใชเ้ติม PVP-90 0.5 กรัม และ 2-mercaptoethanol 1 มิลลิลิตร 
 
6.  สารละลาย 1M Tris-HCl pH 8.0 
 

ตวง Tris base ปริมาตร 50 มิลลิลิตร ผสมกบั 0.1N NaCl ปริมาตร 9.2 มิลลิลิตร 
ปรับปริมาตรใหไ้ดเ้ท่ากบั 100 มิลลิลิตร ดว้ยน ้า sterile และท าการปรับ pH ใหไ้ด ้8.0 
 
7.  สารละลาย 0.5 M EDTA pH 8.0 
 

ชัง่สาร EDTA 18.164 กรัม ละลายดว้ยน ้า sterile ปริมาตร 100 มิลลิลิตร และท าการ 
ปรับ pH ใหไ้ด ้8.0 
 



110 
 
8.  สารละลาย 5 M NaCl 
 

ชัง่สาร NaCl 29.2 กรัม ละลายในน ้ากลัน่ใหไ้หป้ริมาตรสุดทา้ยเท่ากบั 100 มิลลิลิตร 
น าสารละลายท่ีเตรียมไดท้  าการฆ่าเช้ือโดยการ autoclave ท่ีความดนั 15 psi อุณหภูมิ 121 
องศาเซลเซียส นาน 15 นาที 
 
9.  10X TBE buffer (ปริมาตร 1 ลติร) 
 

ชัง่สาร Tris base 108 กรัม และ Boric acid 55 กรัม ละลายในน ้ากลัน่ แลว้เติม sterile 40 
มิลลิลิตร ของ 500 mM EDTA pH 8.0 ปรับปริมาตรสุดทา้ยใหไ้ด ้1 ลิตร ดว้ยน ้ากลัน่ sterile 
 
10.  0.5X buffer (ปริมาตร 1 ลติร) 
 

ตวง 10X TBE buffer ปริมาตร 50 มิลลิลิตร ผสมดว้ยน ้ากลัน่ sterile ปริมาตร 950 
มิลลิลิตร ผสมใหเ้ขา้กนั 
 
11.  สารละลาย 0.1 M CaCl2 
 

ชัง่สาร CaCl2 0.56 กรัม ละลายในน ้ากลัน่ปริมาตร 30 ml จากนั้นปรับปริมาตร ใหไ้ด ้50 
ml ดว้ยน ้ากลัน่ น าสารละลายท่ีเตรียมไดท้  าการฆ่าเช้ือโดยการ autoclave ท่ีความดนั 15 psi, 121oC 
นาน 15 นาที 
 
12.  Ethidium bromide (10 mg/ml) ปริมาตร 100 มิลลลิติร 
 

ละลาย Ethidium bromide 1 กรัม ในน ้ากลัน่ 100 มิลลิลิตร เก็บในขวดกล่องหรือ 
ภาชนะท่ีหุม้ดว้ยอลูมิเนียมฟรอย เก็บท่ีอุณหภูมิหอ้ง 
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ภาพผนวกที่ ช1  แถบดีเอน็เอมาตรฐานท่ีใชใ้นการศึกษา คือ Fermentas GeneRuler™ 1 Kb  

Ladder (Fermentus, USA) 
 

 
 
ภาพผนวกที่ ช2  แถบดีเอน็เอมาตรฐานท่ีใชใ้นการศึกษา คือ VC 100 bp Plus DNA  

Ladder (Vivantis, Canada) 
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12.  สารอาหารเสริมส าหรับต้นอะราบิดอปซิส (ปริมาตร 1 ลติร: ความเข้มข้น 10X) 
 

KNO3     6.32  กรัม 
KH2PO4 pH 6.5    4.25  กรัม 
MgSO4     12.32  กรัม 
Ca(NO3)2     5.91  กรัม 

 
ปรับปริมาตรเป็น 1 ลิตร ปรับ pH = 6.5 เม่ือน ามาใชจ้ะน าไปเจือจางใหเ้หลือ 

ความเขม้ขน้สุดทา้ยเท่ากบั 1X โดยน ามา 100 มิลลิลิตร ละลายลงในน ้าประปา 900 มิลลิลิตร 
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ตารางผนวกที่ ช3  สารเคมีในอาหารสังเคราะห์สูตร MS (Murashige and Skoog, 1962) 
 

สารเคมี ความเขม้ขน้ (มิลลิกรัมต่อลิตร) 
Macroelements  

NH4NO3 1650.0 
KNO3 1900.0 

     CaCl2.2H2O 440.0 
       MgSO4.7H2O 370.0 

KH2PO4 170.0 
Microelements  

Na2EDTA 37.3 
FeSO4.7H2O 27.8 

H3BO3 6.2 
MnSO4.4H2O 22.3 
ZnSO4.2H2O 8.6 

KI 0.85 
CuSO4.5H2O 0.025 
CoCl2.6H2O 0.025 

Organic compounds  

Myo-inositol 100.0 
Glycine 2.0 

Nicotinic acid 0.5 
Pyridoxin-HCL 0.5 
Thaimine-HCL 0.5 
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ประวตัิการศึกษาและการท างาน 
 
ช่ือ -นามสกุล     นายเฉลิมพล ศรีอดุลยพ์นัธ์ุ 
วนั เดือน ปี ทีเ่กดิ    วนัท่ี 22 กรกฏาคม 2527 
สถานทีเ่กดิ    กรุงเทพมหานคร 
ประวตัิการศึกษา     ปริญญาตรีวทิยาศาสตรบณัฑิต 
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