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(2) 

สารบัญตาราง 
 

ตารางที่                                                                                   หนา 
1        แสดงการพัฒนาการถายยีนเขาสูจีโนมคลอโรพลาสตในพืชชนดิตาง ๆ       11 

    2 ตัวอยางพลาสมิดเวคเตอรสําหรับการถายยนีเขาสูจีโนมคลอโรพลาสตที่ 
ประกอบดวยโปรโมเตอร 5'-UTR และ 3'-UTR ชนิดตาง ๆ และระดับการแสดงออก 
ของยีนเปาหมายของตนพืชที่ไดรับการถายยีนเปาหมายเขาสูจีโนมคลอโรพลาสต  18 

 3        การแสดงออกของยีน uidA  แบบชั่วคราวของชิ้นเนื้อเยื่อใบยาสบูที่ถายยีนดวย 
เครื่องยิงอนุภาคแบบ PDS-1000/He Biolistic® (Bio Rad gun) โดยใชอนภุาคทอง 
ขนาด 1 ไมโครเมตร ที่เคลือบดวยคลอโรพลาสตเวคเตอร pUM 75 เพาะเลี้ยง 
ในสภาพปลอดเชื้อนาน 2 วนั  42 

4 จํานวนตนยาสูบที่ตานทานตอการคัดเลือกในอาหารคัดเลือกที่เติมสารปฏิชีวนะ 
spectinomycin ภายหลังจากไดรับการถายยีนจากคลอโรพลาสตเวคเตอร pUM 75  
ดวยเครื่องยิงอนุภาคแบบ PDS-1000/He Biolistic® (Bio Rad gun) ที่สภาวะตาง ๆ  46 

5 จํานวนตนยาสูบที่ตานทานตอการคัดเลือกดวยสารปฏิชีวนะ spectinomycin ที่มี 
ยีน aadA ที่สภาวะตาง ๆ ของการถายยีนโดยใชเครื่องยิงอนุภาคแบบ PDS-1000/He 
Biolistic® (Bio Rad gun) จํานวนทั้งหมด 26 โคลน   51 

6 ผลการตรวจสอบการมีอยูของยีน uidA ยีน aadA และตําแหนงการสอดแทรกของ 
ชุดยีน chloroplast expression cassette เขาที่ตําแหนงเปาหมายบริเวณยีน rbcL และ 
ยีน accD บนจีโนมคลอโรพลาสตของตนยาสูบที่ตานทานตอการคัดเลือกที่สภาวะ 
การถายยีนตาง ๆ โดยเทคนคิ PCR  58 

 
ตารางผนวกที่                        

1  แสดงประสิทธิภาพการถายยีนจากคลอโรพลาสตเวคเตอร pUM 75 เขาสูใบยาสูบ 
ดวยเครื่องยิงอนุภาคในสภาวะการทดลองตาง ๆ และคัดเลือกใบยาสูบบน 
อาหารคัดเลือกที่เติมสารปฏิชีวนะ spectinomycin ความเขมขน 500 มิลลิกรัมตอลิตร 
 นาน 3 เดือน และผลการตรวจสอบจํานวนตนยาสูบที่มยีีน aadA  ดวยวิธี PCR  74 

2  จํานวนขนาดดีเอ็นเอของจีโนมคลอโรพลาสตยาสูบที่ตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ 
 Hind III ทั้งหมด 41 แถบดีเอ็นเอ    75 

3 องคประกอบของอาหารสังเคราะหสูตร Murashige and Skoog (1962)  79 
4 องคประกอบของอาหารเลี้ยงเชื้อแบคทีเรียสูตร LB   80 



 

(3) 

สารบัญภาพ 
 

ภาพที ่           หนา 
1 แผนที่จีโนมคลอโรพลาสตของยาสูบ (Nicotiana tabacum) ขนาด 155,939 คูเบส  

ประกอบดวยบริเวณลําดับเบส LSC, SSC, IR A และ IRB  5 
2 การถายยีนเปาหมายเขาสูจีโนมคลอโรพลาสตตอเซลลใบพืชหนึ่งเซลล (a) ซ่ึงมี 

จํานวนชุดดเีอน็เอคลอโรพลาสตประมาณ 10,000 ชุดดีเอน็เอ มากกวาจาํนวนชดุ 
ดีเอ็นเอของนวิเคลียสในสภาวะดิพลอยด (b) โดยระยะแรกของการถายยีนเขาสู 
จีโนมคลอโรพลาสต (primary plastid transformation) การถายยนีเปาหมายที่เกิดขึ้น 
อาจจะแทรกเขาไปในชุดดีเอ็นเอเพียงหนึง่ชุดจากชดุดีเอ็นเอคลอโรพลาสตทั้งหมด 
ของหนึ่งเซลลพืช (c) ชุดดีเอ็นเอคลอโรพลาสตของเซลลพืชที่ไดรับการถายยีน 
เปาหมายจะเกดิการแบงตวัภายใตอาหารคัดเลือกที่เติมยาปฏิชีวนะความเขมขนสูง  
ทําใหเซลลพืชมีชุดดีเอ็นเอคลอโรพลาสตทั้งที่ไดรับและไมไดรับการถายยีนเปาหมาย 
เรียกสภาวะนีว้า “heteroplasmic” (d) เซลลพืชที่ทําการคัดเลือกนาน 2-3 คร้ัง เกิด 
การแบงตัวและสภาวะ cytoplasmic sorting ทําใหไดชุดดีเอน็เอคลอโรพลาสตที่ไดรับ 
การถายยีนเปาหมายเหมือนกนัทุกชุดดเีอ็นเอคลอโรพลาสตทั้งหมดของเซลล  
เรียกสภาวะนีว้า “homoplasmic”  7 

3 แสดงการถายยีนเขาสูจีโนมคลอโรพลาสตดวยการแลกเปลี่ยนชิ้นสวนของลําดับ 
เบสคูสม (homologous recombination) 2  ตําแหนง ระหวางจีโนมคลอโรพลาสต  
(ptDNA) และเวคเตอร (vector) ที่ขนาบขางดวยลําดับเบสคูสม left target regions 
 (LTR) และ right target regions (RTR) จีโนมคลอโรพลาสตที่ไดรับ 
การถายยีนเปาหมายสามารถกําจัดยีนคัดเลอืก (selectable marker gene)  
ออกจากจีโนมได  10 

4 การเกิดปฏิกิริยาระหวางสารตั้งตน X-Gluc กับเอนไซม β-glucuronidase  
ที่ใหผลผลิตเปนสารตกผลึกสีน้ําเงิน dibromoindigo   20 

5 แผนที่โครงสรางของคลอโรพลาสตเวคเตอร pUM 75 ที่ใชในการทดลอง 
การถายยีนเขาสูจีโนมคลอโรพลาสตโดยวธีิการใชเครื่องยิงอนุภาคแบบ  
PDS-1000/He Biolistic® (Bio Rad gun)  27 



 

(4) 

สารบัญภาพ (ตอ) 
 
ภาพที ่           หนา 

6 เครื่องยิงอนุภาคแบบ PDS-1000/He Biolistic® (Bio Rad gun) ก : อุปกรณทีใ่ชใน 
การถายยีน ข : และขั้นตอนการเตรียมยิงอนุภาคที่ถูกเคลอืบดวยคลอโรพลาสต 
เวคเตอร pUM 75 เขาสูใบยาสูบ คือ ค-ง : นําแผน rupture disk ใสลงใน rupture disk  
retaining cap จ : นํา rupture disk  retaining cap ประกอบกับเครื่องตรงสวนปลาย 
ของ gas acceleration tube ฉ : หยดอนภุาคทองคําที่ถูกเคลือบดวยพลาสมิดดีเอ็นเอ 
ลงตรงกลางแผน macrocarrier  ช : นําตะแกรงลวด (stopping screen) วางบน  
macrocarrier launch assembly ซ : นํา macrocarrier ที่แหงมาวางบน stopping screen  
ในลักษณะคว่าํลง ปดฝา macrocarrier launch assembly ฌ : ตําแหนงของ  
macrocarrier launch assembly และลักษณะเนื้อเยื่อเปาหมายภายในหองเครื่อง  30 

7 ช้ินเนื้อเยื่อเปาหมายใบยาสูบที่ตัดเปนรูปสี่เหล่ียมวางเรียงบริเวณตรงกลาง 
จานเพาะ เล้ียงรวมกับพื้นทีก่ารกระจายตัวของอนุภาค โดยตําแหนงตรงกลางที่มี 
เสนผาศูนยกลางประมาณ 1 เซนติเมตร (c) และตําแหนงรอบนอกทีม่ีเสนผาศูนยกลาง
ประมาณ 3 เซนติเมตร (a b d และ e) (ก) หลังจากนัน้นําใบยาสูบที่ผานการถายยีน 
และพักฟนนาน 2 วัน ตดัใหมีขนาดประมาณ 3x3 มิลลิเมตร (ข)  32  

8 การเพาะเลีย้งใบยาสูบบนอาหารสังเคราะหสูตร MS ที่เติม NAA ความเขมขน 0.1 
มิลลิกรัมตอลิตร รวมกับ BA ความเขมขน 1 มิลลิกรัมตอลิตร นาน 3 สัปดาห (ก)  
และการชักนําใหเกิดยอดจากใบยาสูบ (ข) ภายใตความเขมแสง 55 ไมโครโมลตอ 
ตารางเมตรตอวินาที นาน 16 ช่ัวโมงตอวัน อุณหภูมิ 25±2 องศาเซลเซียส  37 

9 การเพาะเลีย้งใบยาสูบบนอาหารชักนําใหเกิดแคลลัสสูตร MS ที่เติม NAA  
ความเขมขน   0.1 มิลลิกรัมตอลิตร รวมกับ BA ความเขมขน 1 มิลลิกรัมตอลิตร (ก)  
เปรียบเทียบกบัใบยาสูบที่คดัเลือกบนอาหารคัดเลือกดวยสารปฏิชีวนะ  
spectinomycin ความเขมขน 500 มิลลิกรัมตอลิตร ทําการเปลี่ยนอาหาร 
ทุก 2 สัปดาห นาน 3 เดือน ใบยาสูบมีลักษณะขาวซีดและตายในที่สุด (ข)   
ภายใตความเขมแสง 55 ไมโครโมลตอตารางเมตรตอวินาที นาน 16 ช่ัวโมงตอวัน  
อุณหภูมิ 25±2 องศาเซลเซียส  39 

 
 
 



 

(5) 

สารบัญภาพ (ตอ) 
 
ภาพที ่           หนา 

10 การแสดงออกของยีน uidA  แบบชั่วคราววิธี GUS histochemical assay ของ 
เนื้อเยื่อใบยาสบู  ภายหลังไดรับการถายยีนนาน 2 วนั เมื่อใชแรงดันกาซฮีเลียม 
และระยะหางของเนื้อเยื่อเปาหมายตางกัน คือ ก-ค : ช้ินเนื้อเยือ่เปาหมายทีแ่รงดัน 
กาซฮีเลียม 650 ปอนดตอตารางนิ้ว ระยะหางของเนื้อเยื่อเปาหมาย 6  9 และ 12  
เซนติเมตร ตามลําดับ ง-ฉ : ช้ินเนื้อเยื่อเปาหมายทีแ่รงดันกาซฮีเลียม 1,100  
ปอนดตอตารางนิ้ว ระยะหางของเนื้อเยื่อเปาหมาย 6  9 และ 12 เซนติเมตร 
ตามลําดับ ช และ ซ คือ เนื้อเยื่อที่ไดรับการถายยีนเขาสูนวิเคลียสและ 
เนื้อเยื่อที่ไมไดรับการถายยนี ตามลําดับ  40 

11 เปรียบเทียบจํานวนจุดสีน้ําเงนิเฉลี่ยตอช้ินเนื้อเยื่อใบยาสบูของพื้นที่การกระจายตัว 
ของอนุภาค ตาํแหนงตรงกลางเสนผาศูนยกลาง 1 เซนติเมตร และตําแหนงรอบนอก 
เสนผาศูนยกลาง 3 เซนติเมตร ภายหลังไดรับการถายยีนนาน 2 วัน ภายใตแรงดัน 
กาซฮีเลียมที่ 650 และ 1,100 ปอนดตอตารางนิ้ว รวมกับระยะหางของเนื้อเยื่อ 
เปาหมายที่ 6  9 และ 12 เซนติเมตร ตามลําดับ  44  

12 การเกิดยอดยาสูบที่ตานทานตอการคัดเลือกดวยสารปฏิชีวนะ spectinomycin  
ความเขมขน 500 มิลลิกรัมตอลิตร หลังจากไดรับการถายยีนนาน 45-50 วัน (ก)  
และพัฒนาเปนตนยาสูบที่สมบูรณ (ข) ภายใตความเขมแสง 55 ไมโครโมลตอ 
ตารางเมตรตอวินาที นาน 16 ช่ัวโมงตอวัน อุณหภูมิ 25±2 องศาเซลเซียส  45 

13 ตัวอยางการตรวจสอบการมอียูของยีน uidA ในตนยาสูบอายุ 3 เดือน ที่ตานทานตอ 
การคัดเลือกดวยสารปฏิชีวนะ spectinomycin ความเขมขน 500 มิลลิกรัมตอลิตร  
ดวยวิธีปฏิกิริยาลูกโซ PCR โดยใชไพรเมอร uidA  48  

14 ตัวอยางการตรวจสอบการมอียูของยีน aadA ในตนยาสูบอายุ 3 เดือน ที่ตานทาน 
ตอการคัดเลือกดวยสารปฏิชีวนะ spectinomycin ความเขมขน 500 มิลลิกรัมตอลิตร  
ดวยวิธีปฏิกิริยาลูกโซ PCR โดยใชไพรเมอร aadA  50 

15 ตัวอยางการตรวจสอบตําแหนงการสอดแทรกของยีน aadA ใน chloroplast  
expression cassette จากคลอโรพลาสตเวคเตอร pUM 75 เขาสูจีโนมของยาสูบ 
ดวยวิธี PCR ที่ใชไพรเมอร CP-F และไพรเมอร CP-R   52 

 
 



 

(6) 

สารบัญภาพ (ตอ) 
 
ภาพที ่           หนา 

16 ตําแหนงของยนี aadA จากคลอโรพลาสตเวคเตอร pUM 75 ที่สอดแทรกเขาสู 
จีโนมของคลอโรพลาสตในตนยาสูบดวยกลไกการแลกเปลี่ยนยนี homologous  
recombination เมื่อตรวจสอบโดยวิธี PCR ดวยไพรเมอร CP-F และ CP-R  (       ) 
พบวา ตนยาสบูที่ไมไดรับการถายยีนตองใหขนาดดีเอ็นเอเทากับ 820 คูเบส ขณะที ่
ตนยาสูบที่ไดรับการถายยีนเขาสูจีโนมของคลอโรพลาสตตองใหขนาดดีเอ็นเอ 
เทากับ  5.2 กิโลคูเบส และแสดงตําแหนงการเขาจับของไพรเมอร aadA (        )  
และไพรเมอร uidA (     )  53 

17 ตัวอยางการตรวจสอบตําแหนงการสอดแทรกของชุดยนี chloroplast expression  
cassette ตรงตําแหนงยีน aadA จากคลอโรพลาสตเวคเตอร pUM 75 เขาสูตําแหนง 
เปาหมายบริเวณยนี rbcL บนจีโนมคลอโรพลาสตของยาสูบดวยวิธี PCR ที่ใช 
ไพรเมอร aadA-R และไพรเมอร CP-F  56 

18 ตัวอยางการตรวจสอบตําแหนงการสอดแทรกของชุดยนี chloroplast expression  
cassette ตรงตําแหนงยีน uidA  จากคลอโรพลาสตเวคเตอร pUM 75 เขาสูตําแหนง 
เปาหมายบริเวณยนี accD บนจีโนมคลอโรพลาสตในยาสูบดวยวธีิ PCR ที่ใช 
ไพรเมอร uidA-F และไพรเมอร CP-R  57 

19 เทคนิค Sounthern blot ในการตรวจสอบตําแหนงสอดแทรกของชุดยีนเปาหมาย 
ทั้งยีน uidA และยีน aadA เขาสูจีโนมคลอโรพลาสตในตัวอยางโคลนตาง ๆ ของ 
ตนยาสูบอายุ 3 เดือน ที่ผานการตรวจสอบดวยวิธี PCR แลววามยีีน aadA  
โดยสกัดดีเอ็นเอของตนยาสบู ความเขมขน 10 ไมโครกรัมตอโคลน แตละตนมา 
ตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะชนิด Hind III และทําปฏิกิริยาไฮบริไดเซชั่นกบัดีเอ็นเอ 
ตรวจสอบยีน aadA ที่ติดฉลากดวย DIG โดยตนยาสูบทีไ่ดรับการถายยีนเขาสู 
จีโนมของคลอโรพลาสตนั้นตองใหขนาดดีเอ็นเอเทากบั 4.2 กิโลเบส  60 

 
ภาพผนวกที ่           

1 ขนาดดีเอ็นเอของจีโนมคลอโรพลาสตยาสูบที่ตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ Hind III     
เปรียบเทียบกบัดีเอ็นเอเครื่องหมายโมเลกลุ 1 kb DNA ladder จากบริษัท BioLabs   77 

2 การถายดีเอ็นเอจากแผนอะกาโรสเจลสูแผนเมมเบรน   95 
 



 

(7) 

คําอธิบายสัญลักษณ และคํายอ 
 

aadA : aminoglycoside 3’-adenylytransferase 
BA : 6-benzyladenine 
bp : base pairs 
EDTA : ethylenediaminetetraacelate dehydrate 
GUS : β-glucuronidase 
He : helium gas 
kp : kilobase pairs 
MS : Murashige and Skoog medium 
NAA : α-napthalene acetic acid 
PCR : polymerase chain reaction 
PDS-1000/He : Biolistic ® particle delivery system model PDS-1000/He 
PEG : polyethylene glycol 
pH : logarithm of reciprocol of hydrogen (H+) ion concentration 
psi : pound per square inch 
Tween 20TM : polyethylene sorbitan 
X-Gluc : 5-bromo-4-chloro-3-indolyl-β-D-glucuronide 
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