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บทคัดยอ่ 

 
 วัตถุประสงค์ของงานวิจัยช้ินน้ีมีคือการทดสอบผลของชนิดอาหารเพาะเล้ียง 2 ชนิดต่อการแสดงออก
ของยีนที่เกี่ยวข้องกับการสังเคราะห์แป้งใน L. punctata ซึ่งมีช่ือสามัญภาษาไทยคือแหน และภาษาอังกฤษคือ 
ducweed อาหารเพาะเล้ียง 2 ชนิดที่ใช้ทดสอบคืออาหารสูตร Murashige and Skoog (MS) และสูตร 
Hoagland ยีนที่ตรวจสอบคือยีน LeAPL1 และ LeAPS ซึ่งก าหนดการสร้างโปรตีน ADP-
glucosepyrophosphorylase large subunit 1 และ ADP-glucose pyrophosphorylase small subunit 
ตามล าดับ การโคลนช้ินส่วนของยีนที่ก าหนดการสร้างโปรตีนทั้ง 2 ชนิดพบว่าล าดับเบสของยีนที่โคลนได้มี
ความแตกต่างบางประการเมื่อเทียบกับล าดับเบสในฐานข้อมูล การเพาะเล้ียงแหนในอาหารทั้ง 2 ชนิดดังกล่าว
พบว่าส่งผลให้แหนมีอัตราการเจริญเติบโตที่แตกต่างกัน ในภาพรวมแหนที่เพาะเล้ียงในอาหาร MS มีอัตราการ
เจริญเติบโตต่ ากว่าแต่คงอัตราการเจริญเติบโตได้นานกว่าแหนที่เพาะเล้ียงในอาหาร Hoagland การตรวจวัด
ระดับการแสดงออกของยีน LeAPL1 และ LeAPS พบว่าการแสดงออกของยีน 2 ยีนน้ีเป็นไปในทิศทางเดียวกัน 
กล่าวคือยีนแสดงออกในระดับสูงในแหนที่เพาะเล้ียงในอาหาร Hoagland จนกระทั่งถึงวันที่ 14 ของการ
เพาะเล้ียงจากน้ันการแสดงออกของยีนค่อยๆ ลดระดับลงจนอยู่ในระดับค่อนข้างคงท่ี ในขณะที่การแสดงออก
ของยีนในแหนที่เพาะเล้ียงในอาหาร MS มีการพิ่มขึ้นภายหลังจากวันที่ 28 ของการเพาะเล้ียง ผลการทดลองน้ี
ช้ีให้เห็นว่าอาหารเพาะเล้ียงมีผลต่ออัตราการเจริญเติบโต ปริมาณแป้ง และการแสดงออกของยีนใน L. 
punctata 
 

ค าส าคัญ :  Landoltia punctata, การแสดงออกของยีน, ADP-glucosepyrophosphorylase 
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ABSTRACT 

 The main objective of this study was to determine the effects of two cultures media 
on the starch-biosynthesis genes in L. punctata, generally known as duckweed. The media 
used in this study were Murashige and Skoog’s (MS) and Hoagland’s medium. The starch-
biosynthesis genes were LeAPL1 and LeAPS that coded for ADP-glucosepyrophosphorylase 
large subunit 1 and ADP-glucose pyrophosphorylase small subunit, respectively. Cloning and 
sequencing of the two genes showed that the sequences of both genes were relatively 
different from those found in the database. Duckweeds grown on the two media displayed 
different growth rates. Overall, duckweeds grown in MS medium showed a slower and steadier 
growth when compared to those in Hoagland’s medium. Gene expression analysis of LeAPL1 
and LeAPS showed similar patterns. In Hoagland’s medium, relatively higher transcriptionaly 
levels were observed until day 14 of the experiment. Subsequently, gene expression declined 
and became stable. In contrast, expression of both genes in MS medium increased after day 
28 of the experiment. The results obtained in this study demonstrated the effects of culture 
media on growth rate, starch content and gene expression level in L. punctata.      
Keywords :  Landoltia punctata, gene expression, ADP-glucosepyrophosphorylase 
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 บทที่ 1 
บทน า 

  
         1.1 ความเป็นมาและความส าคัญของปัญหา 
 ความเจริญก้าวหน้าทางเทคโนโลยี การคมนาคมขนส่งและการเพิ่มจ านวนของประขากรโลกส่งผลให้ความ
ต้องการพลังงานเพิ่มสูงขึ้นอย่างต่อเน่ือง ที่ผ่านมาแหล่งพลังงานที่ส าคัญทางด้านการคมนาคมขนส่งคือ
เช้ือเพลิงปิโตรเลียมในรูปของน้ ามันเบนซินและน้ ามันดีเซลที่ใช้ในพาหนะประเภทต่างๆ ทั้งรถยนต์ รถบรรทุก 
รถไฟ เรือ และเครื่องบิน อย่างไรก็ดีเช้ือเพลิงปิโตรเลียมเป็นทรัพยากรประเภทที่ใช้แล้วหมดไป นอกจากน้ีการ
เผาไหม้ของเช้ือเพลิงปิโตรเลียมยังก่อให้เกิดก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์ที่เป็นก๊าซเรือนกระจกและเป็นปัจจัยที่
ส่งเสริมให้ภาวะโลกร้อนแย่ลง ด้วยเหตุน้ีในปัจจุบันจึงมีการศึกษาเกี่ยวกับแหล่งพลังงานทางเลือกจากหลาย
แหล่งเพื่อน ามาลดปริมาณการใช้น้ ามัน ตัวอย่างเช่นการใช้ประโยชน์จากพืชในการน ามาเป็นวัตถุดิบเพื่อใช้
ผลิตไบโอเอทานอลที่สามารถน ามาผสมกับน้ ามันเบนซินเพื่อผลิตน้ ามันแกสโซฮอล์ นอกจากน้ียังมีงานวิจัยอีก
จ านวนมากท่ีศึกษาเกี่ยวกับกระบวนการสะสมน้ ามันโดยสาหร่ายขนาดเล็ก อย่างไรก็ดีข้อเสียของการน าพืชมา
ใช้ประโยชน์ในการเป็นแหล่งพลังงานทางเลือกคือพืชหลายชนิดที่นิยมน ามาใช้น้ันเป็นพืชที่เป็นอาหารให้แก่
มนุษย์ด้วย ตัวอย่างเช่นข้าวโพด อ้อย มันส าปะหลัง ดังน้ันการเพาะปลูกพืชดังกล่าวเพื่อเป็นแหล่งพลังงานจึง
อาจก่อให้เกิดผลกระทบกับก าลังการผลิตอาหารให้แก่มนุษย์ การผลิตไบโอดีเซลจากสาหร่ายก็มีข้อเสียเช่นกัน
กล่าวคือการเพาะเล้ียงสาหร่ายจ าเป็นต้องใช้พลังงานปริมาณมากเพื่อท าให้สาหร่ายสามารถเจริญเติบโตได้
เต็มที่ นอกจากน้ีการเก็บรวบรวมเซลล์ของสาหร่ายขนาดเล็กน้ันท าได้ค่อนข้างยาก เหตุผลเหล่าน้ีส่งผลให้
ต้นทุนการผลิตไบโอดีเซลจากสาหร่ายสูงขึ้นจนไม่สามารถแข่งขันกับน้ ามันได้ในปัจจุบัน เพื่อหลีกเล่ียงปัญหา
ต่างๆ ที่เกิดขึ้นจึงได้มีความพยายามค้นหาแหล่งพลังงานทางเลือกอ่ืนๆ เพิ่มเติม เช่นการน าพืชชนิดอ่ืนที่ไม่
เกี่ยวข้องกับการผลิตอาหารให้แก่มนุษย์หรือการน าวัสดุเหลือทิ้งทางการเกษตรมาเป็นแหล่งผลิตไบโอเอทานอล 
 พืชชนิดหน่ึงที่ได้รับความสนใจและถูกน ามาศึกษาเกี่ยวกับความเป็นไปได้ในการน ามาใช้เป็นวัตถุดิบผลิตไบ
โอเอทานอลคือพืชในวงศ์ Lemnaceae ตัวอย่างของพืชในวงศ์น้ีที่พบเห็นได้ในหลายพื้นที่ของประเทศไทยคือ
แหนเป็ดเล็ก (Lemna sp.) แหนเป็ดใหญ่ (Landoltia sp.) และไข่น้ า (Wolffia) เป็นต้น ในอดีตพืชกลุ่มน้ีถูก
น ามาใช้เป็นตัวอย่างเพื่อศึกษากระบวนการทางชีววิทยาของพืช พืชในวงศ์ Lemnaceae ยังถูกน ามา
ประยุกต์ใช้เป็นแหล่งผลิต recombinant protein ที่ใช้กับมนุษย์ด้วยเน่ืองจากมีโอกาสต่ าที่จะเกิดการ
ปนเปื้อนของเช้ือจุลินทรีย์ที่ก่อโรคในมนุษย์ นอกจากน้ีพืชกลุ่มน้ียังมีความเหมาะสมที่จะน ามาใช้ดูดซับโลหะ
หนักที่ปนเปื้อนอยู่ในแหล่งน้ าด้วย ลักษณะส าคัญท่ีท าให้พืชในวงศ์น้ีเหมาะสมแก่การน ามาประยุกต์ใช้ในการ
ผลิตเอทานอลคืออัตราการเจริญเติบโตที่สูงและความสามารถในการเจริญเติบโตในแหล่งน้ าทิ้ง การศึกษา
เบื้องต้นช้ินหน่ึงแสดงให้เห็นว่า Spirodella polyrhiza ที่เพาะเล้ียงในบ่อที่มีน้ าทิ้งจากการปศุสัตว์สามารถ
สะสมแป้งไว้ภายในได้มากถึงร้อยละ 45.8 ของน้ าหนักแห้งของพืช ซึ่งแป้งที่ได้น้ีสามารถน ามาเข้าสู่
กระบวนการย่อยสลายให้ได้น้ าตาลเพื่อน าไปใช้ผลิตเอทานอลโดยยีสต์ผ่านทางกระบวนการหมักต่อไปได้ 
ดังน้ันข้อได้เปรียบของพืชวงศ์น้ีอีกประการหน่ึงคือการเพาะเล้ียงพืชจะมีผลในการแย่งพื้นที่เพาะปลูกน้อยกว่า
การใช้พืชชนิดอ่ืนๆ อย่างไรก็ดีวงศ์ Lemnaceae ประกอบไปด้วยสกุลที่แตกต่างกัน 5 สกุลและ 38 ชนิด 
ดังน้ันการประยุกต์ใช้พืชวงศ์ Lemnaceae เป็นวัตถุดิบผลิตเอทานอลจึงจ าเป็นต้องมีการศึกษาเพิ่มเติม
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เกี่ยวกับกระบวนการสะสมแป้งซึ่งอาจมีความแตกต่างกันทั้งในระดับของชนิดและสายพันธ์ุที่จะน ามาใช้
ตลอดจนผลกระทบของสารอาหารในน้ าต่ออัตราการสะสมแป้งในต้นพืช ด้วยเหตุน้ีผู้วิจัยจึงมีความสนใจ
เกี่ยวกับอัตราการสะสมแป้งและผลกระทบของสารอาหารต่อกระบวนการดังกล่าวในระดับโมเลกุลของ 
Landoltia punctata สายพันธ์ุท้องถิ่นที่พบในประเทศไทย โดยผลการวิจัยที่ได้จะช่วยให้ได้รับความเข้าใจ
เกี่ยวกับพืชชนิดน้ีมากข้ึนและสามารถใช้เป็นข้อมูลพื้นฐานเพื่อการน าพืชชนิดน้ีไปประยุกต์ใช้ผลิตเอทานอล
ต่อไปได้ในอนาคต 
      
      1.2 วัตถุประสงค์ของการวิจัย 
  - เพื่อโคลนช้ินส่วนของยีนที่เกี่ยวข้องกับกระบวนการสะสมแป้งใน L. punctata  
  - เพื่อตรวจสอบการสะสมแป้งใน L. punctata ที่เติบโตในอาหารเพาะเล้ียงที่แตกต่างกัน 
     - เพื่อศึกษาระดับการแสดงออกของยีนที่เกี่ยวข้องกับกระบวนการสะสมแป้งใน L. punctata ที่
เจริญเติบโตในอาหารที่แตกต่างกัน 
 

        1.3 ขอบเขตของการวิจัย 
  โครงการวิจัยน้ีจะคัดแยกพืช L. punctata ที่พบในธรรมชาติมาอย่างน้อย 1 สายพันธ์ุเพื่อน ามา
เพาะเล้ียงและเพิ่มจ านวนในสภาพปลอดเช้ือ พืชที่ได้จะถูกน ามาเป็นตัวอย่างเพื่อโคลนช้ินส่วนของยีนที่
เกี่ยวข้องกับการสะสมแป้งได้แก่ยีนที่ก าหนดการสร้าง large subunit และยีนที่ก าหนดการสร้าง small 
subunit ของเอนไซม์ ADP-glucose pyrophosphorylase และศึกษาความสัมพันธ์เชิงวิวัฒนาการของยีน
ดังกล่าวกับล าดับโปรตีนที่อยู่ในฐานข้อมูล GenBank พืชที่คัดแยกได้จะถูกน ามาเพาะเล้ียงบนอาหารที่แตกต่าง
กัน 2 ชนิดคือ Murashige and Skoog และ Hoagland’s เพื่อศึกษาผลของสารอาหารที่มีต่อปริมาณแป้งที่
สะสมในเซลล์พืชตลอดจนการแสดงออกของยีนดังกล่าวข้างต้น 
         
        1.4 วิธีด าเนินการวิจัย 

 วิธีการด าเนินการวิจัยแบ่งเป็นขั้นตอน 3 ขั้นตอนได้แก่ การเพาะเล้ียงแหน การโคลนยีน LeAPL1 
และ LeAPS การวัดอัตราการเจริญเติบโต และการวัดการแสดงออกของยีน 

 
        1.5 สมมติฐานและกรอบแนวความคิดของโครงการวิจัย 
 อาหารเพาะเล้ียงต่างสูตรมีองค์ประกอบแตกต่างกัน ดังน้ันแหนที่เจริญในอาหารเพาะเล้ียง MS และ 
Hoagland จึงควรมีอัตราการเจริญเติบโต และการแสดงออกของยีนที่แตกต่างกัน 
 
        1.6 ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับ 

 ทราบล าดับเบสของยีน LeAPL1 และ LeAPS ผลของอาหารเพาะเล้ียงต่อการเจริญเติบโต และการ
แสดงออกของยีนในแหน 
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บทที่ 2  

ทฤษฎีและงานวิจัยที่เกี่ยวขอ้ง 
  

         2.1 ทฤษฎีและงานวิจัยที่เก่ียวข้อง  
  พืชในวงศ์ Lemnaceae หรือที่รู้จักกันในช่ือทั่วไปว่าแหนหรือ duckweed เป็นพืชกลุ่มที่ได้รับความสนใจ
ในการน ามาประยุกต์ใช้เป็นแหล่งวัตถุดิบเพื่อผลิตเอทานอล การแพร่กระจายของพืชในวงศ์น้ีพบได้ในหลาย
ประเทศทั่วโลกรวมไปถึงประเทศไทยด้วย ตัวอย่างของพืชในวงศ์ Lemnaceae ที่พบในประเทศไทยเช่น แหน
เป็ดใหญ่ (S. polyrhiza), แหนเป็ดเล็ก (Lemna minor) และไข่น้ าหรือผ า (Wolffia sp.) เป็นต้น พืชกลุ่มน้ี
ถูกจัดจ าแนกให้อยู่ในกลุ่มของพืชดอก (Angiosperms) และอยู่ในกลุ่มย่อยของพืชใบเล้ียงเด่ียว 
(Monocotyledons) ในปัจจุบันพืชในวงศ์ Lemnaceae ถูกแบ่งออกเป็น 5 จีนัสได้แก่ Spirodela, 
Landoltia, Lemna, Wolffia และ Wolffiela และมีพืชที่ถูกจัดอยู่ในจีนัสต่างๆ เหล่าน้ีรวมจ านวน 38 สปีชีส์ 
(Les et al., 1997; Wang et al., 2010) พืชในวงศ์ Lemnaceae เป็นพืชน้ าทั้งหมดโดยต้นพืชลอยอยู่ที่เหนือ
ผิวน้ า การศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาของพืชกลุ่มน้ีแสดงให้เห็นว่าโครงสร้างต่างๆ ของต้นพืชมีการ
เปล่ียนแปลงเป็นอย่างมากเมื่อเทียบกับพืชในกลุ่มอ่ืนๆ โดยโครงสร้างสีเขียวที่มีลักษณะคล้ายใบเรียกว่า frond 
ซึ่งเป็นโครงสร้างที่ท าหน้าที่เหมือนกับใบและล าต้นของพืชทั่วๆ ไป ภายในเซลล์ของ frond มีคลอโรพลาสท์
จ านวนมากท่ีท าหน้าที่สังเคราะห์แสง นอกจากน้ี frond หน่ึงๆ สามารถสร้าง frond อันใหม่ขึ้นมาและอยู่
ติดกันเป็นโคโลนี เมื่อ frond ลูกน้ีเจริญเติบโตเต็มที่แล้วอาจแยกตัวออกแล้วเจริญเติบโตสร้างโคโลนีต่อไปได้ 
ดังน้ันจึงกล่าวได้ว่า frond ท าหน้าที่เป็นอวัยวะสืบพันธ์ุแบบไม่อาศัยเพศให้กับพืชด้วย นอกจากน้ีแหนหลายส
ปีชีส์สามารถสร้างโครงสร้างที่เรียกว่า turion ในช่วงเวลาที่ไม่เหมาะสมแก่การเจริญเติบโตได้ด้วยเช่น ช่วงหน้า
หนาวของประเทศในเขตอบอุ่น turion มีลักษณะพิเศษคือมีสีค่อนข้างคล้ าเมื่อเทียบกับ frond ปกติ และ
ภายใน turion สะสมแป้งในปริมาณมากท าให้ turion มีน้ าหนักเพิ่มมากขึ้นและจมลงไปในน้ าช่วยให้แหน
สามารถหลีกเล่ียงอันตรายจากการที่น้ ากลายเป็นน้ าแข็งบริเวณผิวหน้าของน้ าด้วย จนกระทั่งสภาวะแวดล้อม
เปล่ียนกลับมาอยู่ในสภาพที่เหมาะสม turion จะเกิดการเจริญเติบโตเพื่อสร้าง frond ใหม่ข้ึนมาต่อไป ด้วย
เหตุน้ี turion จึงนับได้ว่าเป็นเหมือนระยะพักตัวของแหนน่ันเอง (Wang and Messing, 2014) 
 พืชพลังงานที่ใช้เป็นวัตถุดิบเพื่อน ามาใช้ผลิตไบโอเอทานอลสามารถแบ่งออกได้เป็น 3 กลุ่มได้แก่ 
 1.) พืชที่สะสมน้ าตาล เช่น อ้อย หัวบีท เป็นต้น 
 2.) พืชที่สะสมแป้ง เช่น ข้าวโพด มันส าปะหลัง ข้าวสาลี เป็นต้น 
 3.) พืชที่มี lignocellulose สะสมอยู่มากที่ผนังเซลล์ เช่น หญ้า switchgrass กากอ้อยที่ผ่านการคั้นน้ า
แล้ว เป็นต้น 
 กระบวนการปรับแต่งพืชพลังงานที่น ามาใช้เป็นวัตถุดิบในการผลิตไบโอเอทานอลมีความแตกต่างกันไป
ตามแต่ละกลุ่มพืช โดยจุดประสงค์หลักคือจ าเป็นต้องเปล่ียนสารชีวโมเลกุลกลุ่มคาร์โบไฮเดรตที่สะสมในเซลล์
ของพืชให้กลายเป็นน้ าตาล จากน้ันจึงน าน้ าตาลที่ได้ไปใช้เป็นแหล่งพลังงานให้กับจุลินทรีย์ในกระบวนการหมัก
เพื่อให้จุลินทรีย์เหล่าน้ีเปล่ียนน้ าตาลให้กลายเป็นเอทานอล (Mousdale, 2010) รายละเอียดในการเตรียม
วัตถุดิบของพืชแต่ละกลุ่มมีความแตกต่างกันออกไป โดยแป้งที่สะสมในพืชพลังงานกลุ่มที่ 2 น้ันจัดเป็นโพลี
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เมอร์ในกลุ่มคาร์โบไฮเดรตที่ประกอบขึ้นมาจากน้ าตาลกลูโคสที่เป็นหน่วยย่อยจ านวนมาก โดยน้ าตาลกลูโคส
เหล่าน้ีเช่ือมกันด้วยพันธะไกลโคลซีดิก แป้งท่ีพบในพืชทั่วๆ ไปมีอยู่ 2 ชนิดได้แก่ amylose และ 
amylopectin ส่ิงที่ท าให้ amylose แตกต่างจาก amylopectin คือ amylose มีน้ าตาลกลูโคสมาเช่ือมกัน
ด้วยพันธะ (1,4)  เป็นสายยาวและไม่มีการแตกกิ่งก้านสาขา ในขณะที่ amylopectin น้ันมีการแตก
กิ่งก้านสาขาโดยบริเวณท่ีเป็นสาขาน้ันจะเช่ือมกับสายหลักด้วยพันธะ (1,6) ที่ปลายหน่ึงของโมเลกุลของแป้ง
มีลักษณะเป็นปลาย reducing ตรงข้ามกับอีกปลายหน่ึงซึ่งเป็นปลาย non-reducing ความแตกต่างระหว่าง
ปลายทั้ง 2 ด้านของโมเลกุลแป้งมีความส าคัญต่อกระบวนการย่อยสลายแป้งให้เป็นน้ าตาลโดยการใช้เอนไซม์
เป็นอย่างมาก (Cardona et al., 2010) 
 ปัจจัยหลายชนิดมีผลต่อการเจริญเติบโตและอัตราการสะสมแป้งในพืชเป็นอย่างมาก ตัวอย่างเช่น ปริมาณ
ของแร่ธาตุอาหารที่จ าเป็นต่อการเจริญเติบโต ปริมาณก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์ น้ า อุณหภูมิ ปริมาณแสง เป็น
ต้น โดยงานวิจัยช้ินหน่ึงที่ผ่านมาแสดงให้เห็นว่าปริมาณของแร่ธาตุมีผลกระทบโดยตรงต่อการเจริญเติบโตและ
การสะสมแป้งใน L. punctata โดยเมื่อเพาะเล้ียงพืชในน้ ากล่ันพืชมีการสะสมแป้งเพิ่มมากข้ึนถึง 42 เท่า 
(Tao et al., 2013) แร่ธาตุที่มีความส าคัญต่อการเจริญเติบโตและพัฒนาของพืชคือธาตุอาหารหลักไนโตรเจน
และฟอสฟอรัส โดยแร่ธาตุ 2 ชนิดน้ีเป็นแร่ธาตุพื้นฐานที่พบในสารชีวโมเลกุลจ านวนมากภายในพืช เช่น ATP 
nucleic acid โปรตีน เป็นต้น อย่างไรก็ดีเมื่อพืชอยู่ในสภาวะขาดไนโตรเจนและฟอสฟอรัสแล้วพืชจะเพิ่มอัตรา
การสะสมแป้งให้มากข้ึน (Nielsen et al., 1998) นอกจากน้ียังพบว่าปริมาณของแร่ธาตุฟอสฟอรัสมีผลต่อการ
แสดงออกของยีนทีเกี่ยวข้องกับการสังเคราะห์ด้วยแสงและการสังเคราะห์น้ าตาลซูโครสในพืชด้วย (Cai et al., 
2013) งานวิจัยอีกชิ้นหน่ึงโดย Kittiwongwattana and Vuttipongchaikij แสดงให้เห็นว่าเม่ือ L. punctata 
และ Lemna aequinoctialis ถูกน ามาเพาะเล้ียงในอาหารที่แตกต่างกัน 2 ชนิดคือ Murashige and Skoog 
(MS) และ Hoagland’s พืชทั้ง 2 ชนิดจะมีอัตราการเจริญเติบโตที่แตกต่าง โดยพืชที่เจริญในอาหาร MS 
เจริญเติบโตได้น้อยกว่าพืชที่เล้ียงในอาหาร Hoagland’s แต่เมื่อพืชเหล่าน้ีถูกย้ายมาเพาะเล้ียงต่อในน้ าที่มี
ปริมาณแร่ธาตุอาหารจ ากัดการเจริญเติบโตของพืชที่เคยอยู่ในอาหาร MS มีอัตราการเจริญเติบโตที่สูงกว่าพืชที่
เคยอยู่ในอาหาร Hoagland’s สมมติฐานหน่ึงที่อาจเกี่ยวข้องกับการเจริญเติบโตที่แตกต่างในอาหารสังเคราะห์
และน้ าน้ีอาจมีส่วนเกี่ยวข้องกับการสะสมแป้งภายในเซลล์ของพืช โดยอาหาร MS อาจที่จะสามารถส่งเสริม
การสะสมแป้งในพืชซึ่งแป้งน้ีถูกเปล่ียนให้เป็นน้ าตาลที่เป็นแหล่งพลังงานส าหรับการเจริญเติบโตของพืชเมื่อมัน
ถูกย้ายมาอยู่ในน้ าที่มีแร่ธาตุอาหารน้อยลงได้  
 เอนไซม์ ADP glucose pyrophosphorylase (AGPase) เป็นเอนไซม์ที่ส าคัญท่ีมีผลต่ออัตราการสะสม
แป้งในกระบวนการสังเคราะห์แป้ง (Sakulsingharoj et al., 2004) เอนไซม์ AGPase ในพืชมีหน้าที่เร่ง
ปฏิกิริยาการสังเคราะห์ ADP-glucose (Ballicola et al., 2004)   มีองค์ประกอบสองส่วนคือหน่วยย่อย 
large subunit 2 หน่วย และหน่วยย่อย small subunit 2 หน่วย หน่วยย่อยแต่ละหน่วยน้ีถูกก าหนดการสร้าง
โดยยีนที่แตกต่างกัน โดยที่ส่วนของ large subunit ท าหน้าที่เก่ียวข้องกับการควบคุมการท างานของเอนไซม์
ในลักษณะของ allosteric regulation โดยมี glycerate-3-phosphate (3-PGA) และหมู่ฟอสเฟต (Pi) เป็น
ตัวกระตุ้น (activator) และตัวยับย้ัง (inhibitor) การท างานของเอนไซม์ตามล าดับ (Slattery et al., 2000) 
ส่วนหน่วยย่อย small subunit เกี่ยวข้องกับการเร่งปฏิกิริยา งานวิจัยที่ผ่านมา 2 ชิ้นแสดงให้เห็นถึงผลของ
หน่วยย่อย large subunit ต่อการสะสมแป้งในพืชคืองานวิจัยช้ินหน่ึงพบว่าการเกิด overexpression ของยีน
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ที่ก าหนดการสร้างหน่วยย่อยน้ีในข้าวสาลีส่งผลให้เมล็ดข้าวสาลีมีปริมาณแป้งสูงขึ้น (Kang et al., 2013) ส่วน
งานวิจัยอีกชิ้นหน่ึงแสดงให้เห็นว่าสายพันธ์ุกลายของข้าวที่ไม่สามารถสร้างหน่วยย่อย large subunit มี
ปริมาณแป้งสะสมในใบลดลงเป็นอย่างมากเม่ือเทียบกับสายพันธ์ุด้ังเดิม (Tsai and Nelson, 1966) เอนไซม์  
อ่ืนในพืชก็มีความส าคัญต่อระดับปริมาณแป้งที่สะสมในเซลล์พืช ตัวอย่างเช่นเอนไซม์ soluble starch 
synthesis (SSS), alpha-amylase, beta-amylase เป็นต้น โดยเอนไซม์ alpha-amylase เป็นเอนไซม์หลัก
ที่สามารถสลายพันธะ (1,4) glycosidic และเอนไซม์ beta-amylase ท าหน้าที่หลักในการย่อยสลายเม็ด
แป้ง (starch granules) ภายในเซลล์พืช (Zhao et al., 2015) 
 Wang and Messing (2012) รายงานผลการโคลนและการหาล าดับเบสของยีน 3 ยีนได้แก่ APL1 APL2 
และ APL3 ที่ก าหนดการสร้างหน่วยย่อย large subunit ของเอนไซม์ AGPase ใน S. polyrhiza การ
วิเคราะห์ล าดับเบสจากยีน 3 ยีนน้ีพบว่ามีการอนุรักษ์ล าดับเบสระหว่างยีนทั้ง 3 ยีนในบริเวณท่ีเป็น exon ซึ่งมี
รหัสพันธุกรรมอย่างไรก็ดีบริเวณ intron ของยีนเหล่าน้ีซึ่งไม่มีรหัสพันธุกรรมอยู่มีความแปรปรวนค่อนข้างสูง
เน่ืองจากมีช้ินส่วนของ inverted-repeat transposable elements แทรกแตกต่างกันในแต่ละยีน การ
วิเคราะห์การแสดงออกของยีนทั้ง 3 ยีนน้ีด้วยวิธี quantitative RT-PCR พบว่ายีนแต่ละยีนมีการแสดงออกท่ี
แตกต่างกันในแต่ละช่วงเวลาของการสร้าง turion ใน S. polyrhiza โดยยีน APL1 มีการแสดงออกต่ าตลอด
ระยะเวลาในการสร้าง turion ในขณะที่ยีน APL2 และ APL3 มีการแสดงออกสูงในช่วงต้นของการสร้าง 
turion  
 Zhao et al. (2015) ศึกษาการสังเคราะห์แป้งและการแสดงออกของยีนต่างๆ ที่เกี่ยวข้องกับการ
สังเคราะห์แป้งใน L. punctata ภายใต้สภาวะขาดแคลนแร่ธาตุไนโตรเจนและฟอสฟอรัส โดยพบว่าการขาด
แร่ธาตุไนโตรเจนและฟอสฟอรัสส่งเสริมให้พืชมีการสะสมแป้งเพิ่มมากขึ้นประมาณ 3 และ 4 เท่าตามล าดับเมื่อ
เทียบกับกลุ่มควบคุม การวิเคราะห์กิจกรรมของเอนไซม์ AGPase เพิ่มสูงขึ้นโดยเพิ่มขึ้นจาก 2.1 U เป็น 16.7 
U ภายในระยะเวลา 168 ช่ัวโมงในสภาวะขาดแร่ธาตุไนโตรเจนและเพิ่มขึ้นจาก 2.1 U เป็น 5.8 U ในสภาวะ
ขาดแร่ธาตุฟอสฟอรัส การโคลนยีน LeAPL1 และยีน LeAPS ใน L. punctata พบว่ายีน LeAPL1 
ก าหนดการสร้างหน่วยย่อย large subunit ประกอบไปด้วยล าดับเบสจ านวน 1,554 คู่เบสและก าหนดการ
สร้างโปรตีนขนาด 57.7 kDa ที่ประกอบด้วยกรดอะมิโนจ านวน 517 กรดอะมิโน ส่วนยีน LeAPS ก าหนดการ
สร้างหน่วยย่อย small subunit มีความยาวทั้งส้ิน 1,578 คู่เบสก าหนดการสร้างโปรตีนขนาด 57 kDa ที่
ประกอบไปด้วยกรดอะมิโน 525 กรดอะมิโน การศึกษาการแสดงออกของยีนต่างๆ ที่เกี่ยวข้องกับการ
สังเคราะห์แป้งได้แก่ยีน LeAPL1 LeAPL2 LeAPL3 LeAPS LeSSS, LeAMY และ LeBMY ในสภาพขาด
แคลนแร่ธาตุไนโตรเจนพบว่ายีน LeAPL1 และ LeAPL3 มีการแสดงออกสูงขึ้น 3.-6 และ 3.1 เท่าตามล าดับ
ในช่วงระยะเวลา 0-2 ช่ัวโมงแรก หลังจากน้ันการแสดงออกของยีน LeAPL2 จึงเพิ่มสูงขึ้นต้ังแต่ช่ัวโมงที่ 2 ถึง 
72 โดยที่ช่ัวโมงท่ี 72 ยีน LeAPL2 มีการแสดงออกเพิ่มขึ้น 5.9 เท่าในขณะที่การแสดงออกของยีน LeAPL1 
และ LeAPL3 ลดลง 0.72 และ 0.7 เท่าตามล าดับเมื่อเทียบกับการแสดงออกของยีนในช่ัวโมงท่ี 0 ในทาง
ตรงกันข้ามการแสดงออกของยีน LeAPS น้ันเพิ่มขึ้นอยู่ในช่วงระหว่างร้อยละ 13-67 ตลอดระยะการทดลอง 
รูปแบบของการแสดงออกดังกล่าวน้ีแตกต่างไปจากการแสดงออกของยีนชุดเดียวกันในสภาพขาดแร่ธาตุ
ฟอสฟอรัส โดยในช่วง 2 ช่ัวโมงแรกยีน LeAPL1 และ LeAPL3 มีการแสดงออกเพิ่มขึ้นในขณะที่ยีน LeAPL2 
มีการแสดงออกเพิ่มขึ้นในช่วงเวลาต้ังแต่ 2 ถึง 72 ช่ัวโมง ในขณะที่ยีน LeAPS มีการแสดงออกเพิ่มขึ้นเพียงใน
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ช่วงเวลา 2 ช่ัวโมงแรกของการทดลองเท่าน้ัน ส่วนการแสดงออกของยีน LeSSS ที่ก าหนดการสร้างเอนไซม์ 
SSS น้ันพบว่าเพิ่มสูงขึ้นทั้งในสภาวะการขาดแร่ธาตุไนโตรเจนและฟอสฟอรัส ส่วนการแสดงออกของยีน 
LeAMY และ LeBMY ที่ก าหนดการสร้างเอนไซม์ alpha-amylase และ beta-amylase น้ันพบว่ามีระดับที่
สูงขึ้นในช่วง 2 ช่ัวโมงแรกของการทดลองแล้วลดลงอย่างรวดเร็ว   
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บทที่ 3  

วิธีด าเนินการวิจัย 
การเก็บตัวอย่างพืช L. punctata 
 เก็บรวบรวมตัวอย่างพืช L. punctata ที่เจริญเติบโตในแหล่งน้ าธรรมชาติมาอย่างน้อย 1 ตัวอย่าง
แล้วน ามาเพาะเล้ียงไว้ในภาชนะท่ีบรรจุน้ าจากแหล่งตัวอย่างเพื่อศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาเพื่อ
ยืนยันชนิดของพืชก่อนที่จะน าตัวอย่างพืชน้ีไปด าเนินการทดลองต่อไป  
 การฟอกท าความสะอาดพื้นผิวภายนอกของ L. punctata 
 น าต้นพืชไปฟอกล้างท าความสะอาดในน้ าที่ผสมน้ ายาล้างจานเพื่อล้างส่ิงสกปรกภายนอกออก 
จากน้ันย้ายต้นพืชลงในหลอดทดลองขนาด 1.5 มิลลิลิตรที่ปราศจากเช้ือแล้วเติมน้ ายาฆ่าเช้ือที่มี
ส่วนผสมของโซเดียมไฮโปคลอไรท์ 10% ลงไปแล้วฟอกท าความสะอาดโดยการเขย่าหลอดอย่างต่อเน่ือง
เป็นระยะเวลาประมาณ 3-5 นาที แล้วย้ายต้นพืชลงในหลอดทดลองใหม่ที่มีน้ ากล่ันปราศจากเช้ือบรรจุ
อยู่ ปิดฝาหลอดแล้วเขย่าหลอดซ้ าอีกครั้งเพื่อล้างน้ ายาฆ่าเช้ือออกจากพืช ล้างน้ ากล่ันซ้ าอีก 2 ครั้ง
จากน้ันใช้ไม้จ้ิมฟันเขี่ยเอาต้นพืชไปเพาะเล้ียงต่อบนอาหารสังเคราะห์ MS ซึ่งมีองค์ประกอบดังน้ี 
 

องค์ประกอบ ความเข้มข้น (มิลลิกรัม/ลิตร) 
KNO3 

MgSO4.7H2O 
KH2PO4 
NH4NO3 

CaCl2.2H2O 
H3BO3 

Na2MoO4.2H2O 
MnSO4.H2O 
ZnSO4.7H2O 
CuSO4.5H2O 
CoCl2.6H2O 
FeSO4.7H2O 

KI 
Na2EDTA 

Myo-inositol 
Nicotinic acid 
Pyridoxine.HCl 

Glysine 
Thiamine 

1900 
370 
170 
1650 
440 
6.2 
0.25 
16.9 
8.6 

0.025 
0.025 
27.8 
0.83 
37.2 
100 
0.5 
0.5 
2 

0.1 
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 น าต้นพืชไปเพาะเล้ียงต่อในห้องเพาะเล้ียงเน้ือเย่ือที่ควบคุมอุณหภูมิที่ 25+2 องศาเซลเซียส และให้
แสง 16 ช่ัวโมงต่อวัน เพาะเล้ียงต่อเน่ืองจนกระทั่งได้ต้นพืชจ านวนที่มากพอจึงน าต้นพืชไปด าเนินการ
ศึกษาต่อในขั้นถัดไป 
 
 การทดสอบการเจริญเติบโตของ L. punctata ในอาหาร MS และ Hoagland’s 

     น าต้นพืชที่เพิ่มปริมาณได้ย้ายลงในขวดแก้วที่บรรจุอาหารเหลว MS และ Hoagland’s ปริมาตร 50 
มิลลิลิตรโดยต้นพืชที่ย้ายจะประกอบด้วย frond จ านวน 2-3 frond ต่อต้น และเพาะเล้ียงจ านวน 6 ต้นต่อ
ขวด ช่ังน้ าหนักของต้นพืชในช่วงเริ่มต้นของการเพาะเล้ียงแล้วเพาะเล้ียงในอาหารในห้องเพาะเล้ียงเน้ือเย่ือที่
ควบคุมอุณหภูมิที่ 25+2 องศาเซลเซียส และให้แสง 16 ช่ัวโมงต่อวัน เป็นระยะวลา 35 วัน จากน้ันน าต้นพืช
ทั้งหมดมาช่ังน้ าหนัก  
 

การสกัดอาร์เอ็นเอจากเนื้อเยื่อ L. punctata  
ต้นพืชที่เก็บรวบรวมมาได้จะถูกน ามาใช้ในการสกัดแยกอาร์เอ็นเอด้วยชุดสกัด Favorprep Plant Total 

RNA Purification Mini Kit (Favorgen) ตามวิธีการในคู่มือ ย่อยดีเอ็นเอด้วยเอนไซม์ RQ1 RNase-Free 
DNase (Promega) บนคอลัมน์ ตามวิธีการในคู่มือ จากน้ันตรวจสอบคุณภาพและปริมาณของอาร์เอ็นเอด้วย 
NanoDrop Spectrophotometer 

  
การเพิ่มปริมาณช้ินส่วนยีน LeAPL1 และ LeAPS 
น าสารละลายดีเอ็นเอความเข้มข้น 50 ng/µl มาเพิ่มปริมาณยีนด้วยไพรเมอร์ 2 คู่ (Zhao et al., 2015) 

คือ 
 ยีน LeAPL1  
 ไพรเมอร์ LeAGPL1F 5’-ATGGCGCTGCGGATTGAG-3’   
 ไพรเมอร์ LeAGPL1R 5’-TCAGATGACAAGGCCATCCTT-3’ 
 ยีน LeAPS 
 ไพรเมอร์ LeAPSF 5’-ATGGCGGCGACGAGCTTC-3’ 
 ไพรเมอร์ LeAPSR 5’- TCATATGATGGTTCCGCTAGGG -3’ 
 ปฏิกิริยา PCR ที่ใช้คือ  
 1.) 94 องศาเซลเซียส  5 นาที   
 2.) 94 องศาเซลเซียส  45 วินาที  
 3.) 50 องศาเซลเซียส  45 วินาท ี
 4.) 72 องศาเซลเซียส  90 วินาท ี
 ขั้นตอนที่ 2-4 ท าซ้ า 40 รอบ 
 5.) 72 องศาเซลเซียส  10 นาท ี
จากน้ันน าผลที่ได้มาทดสอบโดยวิธี agarose gel electrophoresis  
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การโคลนชิ้นส่วนยีน LeAPL1 และ LeAPS 
น าช้ินส่วนดีเอ็นเอของยีนทั้งสองยีนมาท าความสะอาดโดยใช้น้ ายาส าเร็จรูป FavorPrep (Favorgen 

Inc.) แล้วน าไปบ่มร่วมกับพลาสมิด pGEMT-easy (Promega Inc.) จากน้ันถ่ายพลาสมิดสายผสมเข้าสู่
แบคทีเรีย Escherichia coli DH5 ด้วยวิธี heat-shock transformation โดยบ่มแบคทีเรียในน้ าแข็งเป็น
เวลา 30 นาทีแล้วน าไปแช่ที่อุณหภูมิ 42 องศาเซลเซียสนาน 1 นาทีแล้วย้ายลงน้ าแข็ง 2 นาที เติมอาหารเล้ียง
เช้ือ Luria-Bertani (LB) ปริมาตร 1 มิลลิลิตรแล้วน าไปเขย่าที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียสแล้วน าเช้ือแบคทีเรีย
มาเพาะเล้ียงบนอาหาร LB ที่เติมยาปฏิชีวนะ ampicillin ความเข้มข้น 50 µg/ml นาน 18 ช่ัวโมงแล้วน า
โคโลนีของแบคทีเรียที่เติบโตมาตรวจสอบพลาสมิดสายผสมด้วยวิธี PCR โดยการใช้ไพรเมอร์ M13 forward 
และ M13 reverse จากน้ันเพาะเล้ียงแบคทีเรียที่มีพลาสมิดสายผสมในอาหาร LB ปริมาตร 10 มิลลิลิตรที่เติม
ยาปฏิชีวนะ ampicillin ความเข้มข้น 50 µg/ml แล้วน าเซลล์แบคทีเรียมาสกัดแยกพลาสมิดด้วยน้ ายา
ส าเร็จรูปเพื่อส่งหาล าดับเบสต่อไป ล าดับเบสที่ได้ถูกน ามาวิเคราะห์หาล าดับกรดอะมิโนและเปรียบเทียบความ
คล้ายคลึงในฐานข้อมูลของ GenBank ต่อไป 

 
การตรวจสอบการแสดงออกของยีน LeAPL1 และ LeAPS ใน L. punctata ในอาหาร MS และ 

Hoagland’s 
น าเน้ือเย่ือพืชที่เพาะเล้ียงในอาหาร MS และ Hoagland’s มาสกัด RNA ด้วยน้ ายา GeneZol 

(Geneaid) แล้วน ามาท าปฏิกิริยา reverse transcription ด้วยน้ ายา iscript supermix (Biorad) จากน้ันใช้
ไพรเมอร์ต่างๆ ในการตรวจสอบการแสดงออกของยีนด้วยวิธี quantitative RT-PCR โดยการใช้เครื่อง Real-
Time PCR system (BioRad) โดยมีไพรเมอร์ดังน้ี  

 ยีน LeAPL1  
 ไพรเมอร์ APL1Q-F1 5’-AGAACTCGAAGATCAGGAACTGC-3’   
 ไพรเมอร์ APL1Q-R1 5’-TCTTTCGGCTTCTTGGATTCCCTC-3’ 
 ยีน LeAPS 
 ไพรเมอร์ APSQ-F1 5’-TCCCAGATTTCAGCTTCTATGATCGG-3’ 
 ไพรเมอร์ APSQ-R4 5’-TGAATCTTGCAGTTCTTAATCACGC-3’ 
 ปฏิกิริยา PCR ที่ใช้คือ  
 1.) 95 องศาเซลเซียส  3 นาที   
 2.) 95 องศาเซลเซียส  15 วินาท ี 
 3.) 60 องศาเซลเซียส  15 วินาท ี
 ขั้นตอนที่ 2-3 ท าซ้ า 40 รอบ 
ผลการทดลองที่ได้น ามาวิเคราะห์ระดับการแสดงออกของยีน LeAPL1 และ LeAPS โดยเปรียบเทียบกับ

กราฟมาตรฐานที่สร้างขึ้นจากสารละลาย cDNA ความเข้มข้น 1X, 0.1X, 0.01X และ 0.001X 

 
 
 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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บทที่ 4  
ผลการวิจัย 

 
       แหนตัวอย่างที่เก็บมาจากแหล่งน้ าธรรมชาติในบริเวณเขตลาดกระบัง กรุงเทพมหานครฯ มีลักษณะทาง
สัณฐานวิทยาที่สอดคล้องกับลักษณะของ L. punctata กล่าวคือ มี dorsal papillae ที่บริเวณด้านบนของ 
frond และด้านล่างของ frond มีรากจ านวนมากกว่า 1 ราก (ภาพที่ 4.1) ดังน้ันจึงน าแหนดังกล่าวไปล้างท า
ความสะอาดด้วยน้ า แล้วฟอกฆ่าเช้ือพื้นผิวภายนอก จนกระทั่งได้ frond ที่ปราศจากเช้ือ จากน้ันน าไป
เพาะเล้ียงบนอาหาร MS จากน้ันน า daughter frond ที่เกิดจาก mother frond เดียวกันมาขยายพันธ์ุต่อไป
โดยการเพาะเล้ียงในอาหาร MS (ภาพที่ 4.1) 
 

 
ภาพที่ 4.1 ลักษณะด้านบน (ก) และด้านล่าง (ข) ของ frond และ L. punctata ในอาหารเพาะเล้ียงสูตร MS 
(ค) 
 
 ต้นไม้ที่ปราศจากเช้ือถูกน ามาขยายพันธ์ุเพิ่มจ านวน ต้นไม้บางส่วนแบ่งมาสกัดอาร์เอ็นเอเพื่อใช้เป็น
แม่แบบสังเคราะห์ cDNA จากน้ันเพิ่มปริมาณช้ินส่วนยีน LeAPL1 และ LeAPS จาก cDNA ที่เตรียมได้โดยใช้
ไพรเมอร์และวิธีการดังอธิบายในบทที่ 3 ผลการทดลองพบว่าสามารถเพิ่มปริมาณช้ินส่วนยีนของทั้ง 2 ยีนได้ 
โดยช้ินดีเอ็นเอที่เพิ่มปริมาณได้มีขนาดประมาณ 1,500 คู่เบสทั้ง 2 ยีน จากน้ันแยกช้ินดีเอ็นเอออกจากเจลอะ
กาโรสเพื่อน าไปโคลนในพลาสมิด พลาสมิดลูกผสมที่ได้น าไปหาล าดับเบส ได้ผลเป็นล าดับเบสดังแสดงในภาพที่ 
4.2 และ 4.3 เมื่อน าล าดับเบสที่ได้มาน้ีไปเปรียบเทียบกับล าดับเบสของยีนเดียวกันในฐานข้อมูล GenBank 
พบว่าช้ินส่วนยีน LeAPL1 ที่ได้จากการศึกษาครั้งน้ีมีล าดับเบสที่แตกต่างไปจากฐานข้อมูลจ านวน 3 คู่ เบส 
ได้แก่คู่เบสต าแหน่งที่ 563, 680 และ 754 ที่เป็นเบส C, A และ A ในช้ินส่วนดีเอ็นเอที่โคลนได้ ในขณะที่คู่เบส

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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ในต าแหน่งดังกล่าวในฐานข้อมูลเป็นเบส T, G และ G ตามล าดับ ส าหรับยีน LeAPS พบว่ามีคู่เบสต าแหน่งที่ 
575 และ 769 ที่เป็นเบส A และ C ในช้ินดีเอ็นเอที่โคลนได้ แต่เป็นเบส G และ G ในฐานข้อมูล ตามล าดับ  
 

 
ภาพที่ 4.2 ล าดับเบสของยีน LeAPL1  

  
  

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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ภาพที่ 4.3 ล าดับเบสของยีน LeAPL1 

  
 ต้นไม้ที่เพิ่มปริมาณได้ถูกน ามาทดสอบการเจริญเติบโตโดยเพาะเล้ียงในอาหารสูตร MS และ 
Hoagland ผลการทดลองพบว่าในช่วงระยะเวลา 35 วันน้ันน้ าหนักสดของต้นไม้ในอาหารทั้ง 2 สูตรเพิ่มขึ้นไม่
ต่างกันจนกระทั่งถึงวันที่ 7 ของการทดลอง หลังจากน้ันต้นไม้ในอาหารสูตร Hoagland มีน้ าหนักสดเพิ่มขึ้น
มากกว่าต้นไม้ในอาหารสูตร MS อย่างไรก็ดีในวันที่ 28 ของการทดลองพบว่าต้นไม้ในอาหารทั้ง 2 สูตรมี
น้ าหนักท่ีไม่แตกต่างกัน ภายหลังจากน้ันการน้ าหนักสดของต้นไม้ในอาหาร Hoagland เพิ่มขึ้นอีกเพียงเล็กน้อย
จนถึงวันที่ 35 ของการทดลอง ในขณะที่ต้นไม้ในอาหารสูตร MS ยังคงมีน้ าหนักสดเพิ่มขึ้นต่อเน่ืองจนกระทั่งมี
น้ าหนักสดสูงกว่าต้นไม้ในอาหารสูตร Hoagland ในวันที่ 35 ของการทดลอง (ภาพที่ 4.4) 
 
 
 
 
 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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ภาพที่ 4.4 น้ าหนักสดของ L. punctata ที่เล้ียงในอาหารสูตร MS และ Hoagland error bar คือส่วน

เบี่ยงเบนมาตรฐาน 
 
 การทดลองต่อมาคือการวิเคราะห์ระดับการแสดงออกของยีน LeAPL1 และ LeAPS ในต้นไม้ที่
เพาะเล้ียงในอาหารทั้ง 2 สูตรในช่วงเวลาการเพาะเล้ียง 35 วัน ผลการทดลองพบว่าการแสดงออกของยีน 
LeAPL1 ของต้นไม้ในอาหารเพาะเล้ียง Hoagland และ MS ไม่แตกต่างกันจนถึงวันที่ 7 ของการเพาะเล้ียง 
ส่วนวันที่ 14 ของการเพาะเล้ียง ต้นไม้ในอาหาร Hoagland มีการแสดงออกของยีนดังกล่าวสูงกว่าในอาหาร 
MS จากน้ันการแสดงออกของยีนในต้นไม้ทั้ง 2 กลุ่มมีระดับลดลงจนกระทั่งถึงวันที่ 28 ของการทดลอง ที่วันน้ี
ระดับการแสดงออกของยีนในกลุ่มที่อยู่ในอาหาร MS กลับมามีระดับการแสดงออกที่สูงกว่ากลุ่มในอาหาร 
Hoagland และยังคงสูงกว่าจนกระทั่งถึงวันที่ 35 ของการเพาะเล้ียง (ภาพที่ 4.5) 
 ในส่วนของการแสดงออกของยีน LeAPS น้ันพบว่าระดับการแสดงออกมีลักษณะคล้ายคลึงกับการ
แสดงออกของยีน LeAPL1 จนถึงวันที่ 14 กล่าวคือต้นไม้ในอาหารทั้ง 2 สูตรมีระดับการแสดงออกที่ใกล้เคียง
กันจนถึงวันที่ 7 ของการทดลอง จากน้ันพบว่ากลุ่มที่อยู่ในอาหาร Hoagland มีระดับการแสดงออกที่สูงกว่า
กลุ่มในอาหาร MS ในวันที่ 14  อย่างไรก็ดีการแสดงออกของยีนน้ีในกลุ่มทดลองในอาหาร MS ยังคงมีระดับ
การแสดงออกที่สูงขึ้นจนถึงวันที่ 21 แล้วมีการแสดงออกลดลงในวันที่ 28 จากน้ันจึงมีการแสดงออกสูงขึ้นอีก
ครั้งจนถึงวันที่ 35 ในทางตรงกันข้ามกลุ่มที่อยู่ในอาหาร Hoagland มีการแสดงออกลดลงอย่างต่อเน่ือง
ภายหลังจากวันที่ 14 จนถึงวันที่ 35 ของการเพาะเล้ียง และมีระดับการแสดงออกที่ต่ ากว่ากลุ่มในอาหาร MS 
ในช่วงวันที่ 21 ถึงวันที่ 35 ด้วย 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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ภาพที่ 4.5 ระดับการแสดงออกของยีน LeAPL1 ของ L. punctata ในอาหารเพาะเล้ียง MS และ Hoagland 

error bar คือส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐาน 

 
ภาพที่ 4.6 ระดับการแสดงออกของยีน LeAPS ของ L. punctata ในอาหารเพาะเล้ียง MS และ Hoagland 

error bar คือส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐาน 
 
 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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บทที่ 5  
สรุปผลการวิจัย และขอ้เสนอแนะ 

 
         5.1  สรุปผลการวิจัย 
 แหนที่คัดแยกได้จากแหล่งน้ าธรรมชาติในงานวิจัยน้ีมีลักษณะทางสัณฐานวิทยาใกล้เคียงกับลักษณะ
ของพืชชนิด L. punctata การศึกษาล าดับเบสของยีน LeAPL1 และ LeAPS พบว่ามีคู่เบสที่แตกต่างไปจาก
ล าดับเบสในฐานข้อมูลจ านวน 3 และ 2 คู่เบสในยีนดังกล่าว ตามล าดับ การศึกษาผลของอาหารต่อน้ าหนักสด
ของต้นไม้พบว่าอาหาร Hoagland ช่วยให้ต้นไม้มีน้ าหนักสดสูงกว่าอาหาร MS จนถึงวันที่ 21 ของการทดลอง 
ในขณะที่อาหาร MS ช่วยให้ต้นไม้มีน้ าหนักสดสูงกว่าในวันที่ 32 ของการทดลอง การศึกษาระดับการแสดงออก
ของยีน LeAPL1 และ LeAPS ของต้นไม้ทั้ง 2 กลุ่มพบว่าอาหารมีผลต่อระดับการแสดงออกของยีน โดยอาหาร 
Hoagland ช่วยให้ยีนมีการแสดงออกสูงขึ้นจนถึงวันที่ 14 แต่อาหาร MS ช่วยคงระดับการแสดงออกของยีนได้
จนถึงวันที่ 35 ของการทดลอง 
  
         5.2 ข้อเสนอแนะ 
 ควรศึกษาปริมาณแป้งในต้นไม้ที่เพาะเล้ียงในอาหารทั้ง 2 สูตรเพื่อศึกษาความสัมพันธ์ระหว่างการ
เจริญเติบโต ปริมาณแป้ง และระดับการแสดงออกของยีน LeAPL1 และ LeAPS การศึกษาเพิ่มเติมน้ีจะช่วยให้
ทราบว่าปัจจัยทางด้านอาหารเพาะเล้ียงมีความสัมพันธ์กับดัชนีช้ีวัดทั้ง 3 ด้านน้ีหรือไม่ 
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บทที่ 6  
สรปุผลผลิตงานวิจัย 

 
        6.1 สรุปรายช่ือและรายละเอียดผลผลิตงานวิจัยที่ผลิตได้ 
    6.1.1 การน าเสนอผลงานในรูปแบบโปสเตอร์ในงานประชุมวิชาการระดับนานาชาติ The 4th RSU 
National and International Research Conference on Science and Technology, Social Science, 
and Humanities 2019 ณ มหาวิทยาลัยรังสิต ในหัวข้อ New primer for quantitation of Landoltia 
punctata ADP-glucose pyrophosphorylase 1 (LeAPL1) cDNA 
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สรุปค่าใช้จ่ายการด าเนินงานโครงการวิจัย 
 

รายการ จ านวนเงิน (บาท) 
1. งบประมาณที่ได้รับการอนุมัติ 
 

 

1.1 จ านวนเงินที่ได้รับงวดที่ 1 
 

42,500 

1.2 จ านวนเงินที่ได้รับงวดที่ 2 
 

7,500 

1.3 ดอกเบี้ยรายรับ 
 

61.07 

รวม 50,061.07 
2. ค่าใช้จ่าย  

2.1 ค่าใช้สอย 1,438.08 
2.1 ค่าวัสดุ 48,614.52 

รวม 50,052.60 
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