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บทคัดย่อ 
 

การปรับปรุงพนัธุ์บวัหลวงโดยวิธีการตดัแตง่พนัธุกรรม โดยการโคลนยีน chalcone synthase 
(CHS) จาก genomic DNA และ cDNA ท่ีสกดัจากกลีบดอกบวัหลวงบณุฑริก และบวัหลวงสตัตบงกช 
ด้วยเทคนิคปฏิกิริยาลกูโซโ่พลิเมอเรส (PCR) โดยใช้ไพรเมอร์จ าเพาะท่ีออกแบบจากข้อมลูในธนาคารยีน 
(GenBank) ได้ยีน CHS แบบเตม็เส้นท่ีโคลนจาก genomic DNA และ cDNA มีขนาด 1,599 คูเ่บส และ 
1,170 คูเ่บส ตามล าดบั ยีน flavonone 3-hydroxylase (F3H) โคลนจาก cDNA ของอบุลชาตเิซนต์หลยุส์
โกลด์ (Nymphaea hybrid ‘St. Louise Gold) บวัหลวงสตับงกช และบณุฑริก ยีน F3H ท่ีสงัเคราะห์ได้มี
ขนาด 1,134 คูเ่บส แปรรหสัให้โปรตีนท่ีมีขนาด 377 กรดอะมิโน และโคลนยีน chalcone 4’-O-
glucosyntrase (4’CGT) จากบวัหลวงบณุฑริก และ กลีบดอกลิน้มงักรพนัธุ์  Pixie Bells สีเหลืองซึง่มีการ
แสดงออกของยีน 4’CGT มากท่ีสดุ รองลงมาคือดอกสีส้ม แดง ขาว ชมพ ูและมว่ง ตามล าดบั ได้ชิน้สว่น
ยีน 4’CGT ขนาด 313 คูเ่บส จาก cDNA ของกลีบดอกลิน้มงักร  จากนัน้ศกึษาการแสดงออกของยีน CHS, 
F3H, 4’CGT ด้วยเทคนิค reverse transcription polymerase chain reaction (RT-PCR) ศกึษาการ
แสดงออกของยีน CHS, F3H, 4’CGT ในบวัหลวง อบุลชาต ิหรือลิน้มงักร ด้วยเทคนิค semi-quantitative 
PCR  พบวา่ดอกบวัหลวงสตัตบงกชมีปริมาณการแสดงออกของยีน CHS มากท่ีสดุในกลีบดอก และมีปริมาณ
การแสดงออกของยีน CHS มากท่ีสดุในชว่งระยะดอกตมูขนาดเล็ก และลดลงเม่ือดอกมีการพฒันามากขึน้  
ดอกบวัหลวงบณุฑริกมีปริมาณการแสดงออกของยีน CHS น้อย และมีปริมาณใกล้เคียงกนัในทกุระยะการ
พฒันาของดอก การแสดงออกของยีน 4'CGT ในกลีบดอกลิน้มงักร (Antirrhinum majus) สีตา่งๆ 
ประกอบด้วย สีส้ม สีชมพ ู สีแดง สีมว่ง สีขาวและสีเหลือง พบวา่ดอกสีเหลืองมีการแสดงออกของยีน 
4'CGT มากท่ีสดุ รองลงมาคือดอกสีส้ม แดง ขาว ชมพ ูและมว่ง ตามล าดบั สว่นยีน F3H ในเนือ้เย่ือสว่น
ตา่งๆของดอกบวัอบุลชาติพบวา่ มีการแสดงออกมากท่ีสดุในเนือ้เย่ือกลีบดอก เกสร และใบ ตามล าดบั 
และตรวจพบการแสดงออกของยีน F3H ในกลีบดอกอบุลชาตสีิมว่ง ฟ้า ชมพ ูเหลือง และชมพอูมส้ม  
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จากการศึกษาสูตรอาหารท่ีเหมาะสมส าหรับชกัน าเนือ้เย่ือ shoot cluster จากส่วนปลายยอด
ของเอมบริโอของเมล็ดบวัหลวงเพื่อใช้ถ่ายยีน พบว่าปลายยอดของเอมบริโอเพาะเลีย้งบนอาหารสตูร MS 
ท่ีเตมิ NAA 40 ไมโครโมลาร์ และ TDZ 0.5 ไมโครโมลาร์ เป็นเวลา 8 สปัดาห์ และน ามาเลีย้งบนอาหาร
สตูร MS ท่ีเตมิ BA เข้มข้น 50 ไมโครโมลาร์ เป็นเวลา 8 สปัดาห์ ได้ shoot cluster ท่ีมีลกัษณะเป็นชิน้
เนือ้เย่ือท่ีมีกระจกุยอด เกิดขึน้จากปลายยอดเดมิและจากบริเวณตาข้าง ยอดท่ีเกิดขึน้ใหมมี่กาบสีเขียว
ออ่นห่อหุ้มไว้ และมีใบอ่อนขนาดเล็กสีเขียวเกิดขึน้จากกระจกุยอด และเม่ือถ่ายยีน antisense DFR, 
antisense CHS เข้าสู่บวัหลวงพนัธุ์บุณฑริก ด้วยวิธีการยิงอนุภาค และการใช้อะโกรแบคทีเรียมเป็น
พาหะ พบว่าวิธีการถ่ายยีนโดยการยิงอนุภาค การใช้แรงดนัก๊าซฮีเลียมขนาด 1100 ปอนด์ต่อตารางนิว้
ร่วมกับระยะห่างของเนือ้เย่ือเป้าหมาย 9 เซ็นติเมตร ให้ผลการถ่ายยีนแบบถาวรดีท่ีสุด และยืนยันผล
ด้วยเทคนิค RT-PCR  
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ABSTRACT 
 

Lotus improvement was used gene transformation. Chalcone synthase (CHS) gene 
was clone from genomic DNA and cDNA of Buntharik and Satabankacha lotus by PCR 
technique using a specific primers of CHS genes designed from the genBank database. 
The CHS genes cloned from the genomic DNA and cDNA were 1,599 bp and 1,170 bp 
respectively. Full length cDNA of flavanone 3-hydroxylase (F3H) gene was cloned from 
tropically waterlily cv. St. Louise Gold (Nymphaea hybrid St. “Louise Gold”), Satabankacha 
and Buntharik lotus (Nelumbo nucifera Gaertn.). Using degenerate primers based on 
conserved regions of F3H available from GenBank, gene working and polymerase chain 
reaction (PCR) techniqure, the F3H with ORF of 1,134 nucleotides which encodes for 377 
amino acids was obtained.  The fragment of 313 bp of 4'CGT gene was cloned from cDNA of 
snapdragon var. Pixie Bells. Gene expression analysis using reverse transcription PCR (RT-
PCR) technique were conducted in order to analyze expression of CHS, F3H and 4CGT in lotus, 
waterlilies and snapdragon. Semi-quantitative RT-PCR analysis of Sattabangkacha revealed that 
highest CHS gene expression was found in early budding stage and was reduced in later 
stages. Whereas, the expression in Buntharik lotus was low in all stage of the lotus 
development. Expression study of the 4'CGT gene in various color of snapdragon flower 
(Antirrhinum majus) was conducted using gene specific primers designed from database in 
GenBank. The highest expressed of 4'CGT gene was found in yellow, orange, red, white, pink 
and violet flower, respectively. Gene expression analysis in different tissue of waterlily 
showed that expression of F3H was more abundant in petals than anthers and leaves and 
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the present of F3H mRNA was detected in all petals with different colors of  waterlily 
including purple, blue pink, yellow and pinkish orange. 

Shoot tips from the embryos of lotus were used to induced shoot clusters by cultivation 
on a MS medium supplemented with 40 µM  NAA and 0.5 µM TDZ for 8 weeks and a MS 
medium supplemented with 50 µM BA for 8 weeks. New shoots of shoot clusters were 
generated from old shoot tip and nodes. New shoots were covered by green sheaths and had 
some green small leaves. The transformation of lotus Buntharik by particle bombardment device 
model Biolistic® PDS-1000/He Particle Delivery System (BioRad) was optimized. Stable 
transformation of particle bombardment procedure demonstrated that the helium gas pressure 
of 1,100 psi and the target distance of 9 cm were confirmed by polymerase chain reaction and 
reverse transcription polymerase chain reaction techniques. 
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โดยมีอะโกรแบคทีเรียมเป็นพาหะเป็นเวลา 3 วนั 

94 
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บทที่ 1 

บทน ำ 

 
1.1  ควำมเป็นมำและควำมส ำคัญของปัญหำ 

 บวัหลวง (Nelumbo nucifera Gaertn.) หรือปทมุชาติ เป็นไม้ตดัดอกท่ีมีรูปทรงสวยงาม และ
ก าลงัได้รับความสนใจจากเกษตรกรเป็นอยา่งมาก ดงัจะเห็นได้จากการมีพืน้ท่ีปลกูบวัหลวงเชิงการค้าทัว่
ประเทศไทย นอกจากเป็นไม้ตดัดอกแล้ว บวัหลวงยงัสามารถน ามาใช้ประโยชน์ในทางยาได้ด้วย เชน่ เกสร
ตวัผู้ เป็นยาหอมบ ารุงหวัใจ บ ารุงประสาท ชูก าลงั ดีบวัมีสารอลัคาลอยด์ช่วยขยายหลอดเลือดท่ีไปเลีย้ง
หวัใจ เมล็ดบวัชว่ยบ ารุงครรภ์ บ ารุงก าลงั  ยางจากก้านใบและดอกแก้ท้องเดนิ รากบวัต้มแก้กระหายน า้ แก้
เสมหะ บวัหลวงเป็นพืชน า้อายหุลายปี อยูใ่นวงศ์ Nymphaceae (สชุาดา, 2542) มีถ่ินก าเนิดในเอเชีย
ตะวนัออกเฉียงใต้ อินเดีย เปอร์เชียตะวนัออก ออสเตรเลียเหนือ จีน ทิเบต และอาจพบได้ในรัฐฮาวาย ซึง่
ในประเทศไทยมีบวัหลวงเพียงชนิดเดียว มี 4 สายพนัธุ์ คือ บณุฑริก ปทมุ สตัตบงกช  และ สตัตบษุย์ ทัง้ 4 
สายพนัธุ์ มีเพียง 2 สี เทา่นัน้คือสีขาว และสีชมพ ูนอกจากนีย้งัมีรูปทรงดอกเพียง 2 แบบเทา่นัน้ (ปริมลาภ 
และ เสริมลาภ 2547) ท าให้ไมส่ามารถพฒันาสายพนัธุ์บวัหลวงให้มีดอกสีเหลืองด้วยวิธีการผสมพนัธุ์ได้ 
(conventional breeding) ดงันัน้การเลือกใช้เทคโนโลยีชีวภาพจงึเป็นแนวทางท่ีชว่ยในการตดัตอ่ยีนท่ี
เก่ียวข้องกบัการสงัเคราะห์สารในกลุม่ flavonoid  ซึง่เป็นองค์ประกอบส าคญัในการสร้างรงควตัถสีุเหลือง
ของพืชหลายชนิด (Nakayama et al. 2000) เข้าสูบ่วัหลวง เพ่ือบงัคบัให้บวัหลวงสร้างรงควตัถสีุเหลือง 
และเน่ืองจากประเทศไทยยงัไมมี่รายงานการศกึษากระบวนการสร้าง flavonoid หรือ anthocyanin 
pathway ในพืชตระกลูบวัหลวงมาก่อน งานวิจยันีจ้งึท าการศกึษากระบวนการดงักล่าว เพ่ือสร้างบวัหลวง
สายพนัธุ์สีเหลืองด้วยวิธีการตดัแตง่พนัธุกรรม 
 
 1.2 วัตถุประสงค์ของกำรวิจัย 
  1.2.1 เพ่ือศกึษากระบวนการสงัเคราะห์รงควตัถสีุเหลืองในพืชบวัหลวง 
  1.2.2 เพ่ือศกึษาวิธีการถ่ายยีนเข้าสูบ่วัหลวง และศกึษาการแสดงออกของยีนท่ีถ่ายเข้าสูบ่วั
หลวง 
 
 1.3 ขอบเขตของกำรวิจัย 
  การตดัตอ่ยีนท่ีเก่ียวข้องกบัการสงัเคราะห์สารในกลุม่ flavonoid ซึง่เป็นองค์ประกอบส าคญั
ในการสร้างรงควตัถสีุเหลืองของพืช เข้าสูบ่วัหลวง เพ่ือบงัคบัให้บวัหลวงสร้างรงควตัถสีุเหลือง ศกึษา
กระบวนการสร้าง flavonoid หรือ anthocyanin pathway ในพืชตระกลูบวัหลวง งานวิจยันีศ้กึษา
กระบวนการดงักลา่ว เพ่ือสร้างบวัหลวงสายพนัธุ์สีเหลืองด้วยวิธีการตดัแตง่พนัธุกรรม 
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 1.4 วิธีด ำเนินกำรวิจัย 

  โคลนยีน chalcone synthase (CHS), flavonone 3-hydroxylase (F3H), และchalcone 
4’-O-glucosyntrase (4’CGT) จากดอกของบวัหลวง และพืชชนิดอ่ืน จากนัน้ศกึษาการแสดงออกของยีน 
CHS, F3H, 4’CGT ในปทมุชาติ อบุลชาติ และดอกลิน้มงักรด้วยเทคนิค reverse transcription 
polymerase chain reaction (RT-PCR) ท าการเปรียบเทียบปริมาณการแสดงออกของยีน CHS, F3H, 
4’CGT ในปทมุชาติ อบุลชาต ิหรือลิน้มงักร ด้วยเทคนิค semi-quantitative PCR และ ศกึษาการยบัยัง้การ
แสดงออกของยีน F3H และยีน 4’CGT ในกลีบดอกปทมุชาติ อบุลชาติ หรือลิน้มงักร และท าการถ่ายยีนเข้า
สูบ่วัหลวงโดยใช้อะโกรแบคทีเรียมและเคร่ืองยิงอานภุาค 

 
1.5 สมมุตฐิำนงำนวิจัย  

  ศกึษาการแสดงออกของยีนท่ีเก่ียวข้องกบัการสร้างสี และท าการโคลนยีน CHS, F3H, 
4’CGT ถ่ายยีนเข้าสูบ่วัหลวง เพ่ือเพิ่มหรือยบัยัง้การแสดงออกของยีนดงักลา่ว และท าการศกึษาการ
แสดงออกของต้นบวัหลวงท่ีได้รับการถ่ายยีน 

 
1.6  กรอบแนวควำมคิดในกำรวิจัย  

  โคลนยีน CHS, F3H, 4’CGT จากบวัหลวง บวัอบุลชาติท่ีมีดอกสีเหลือง และยีน 4’CGT จาก
ดอกลิน้มงักรสีเหลือง เพ่ือใช้ในการศกึษาการแสองออกของยีนดงักล่าว ในกลีบดอกบวัหลวง และใช้
ส าหรับการถ่ายยีนเข้าสูบ่วัหลวงโดยวิธียิงอนภุาค และการใช้อะโกรแบคทีเรียมเป็นพาหะ จากนัน้
ตรวจสอบการมีอยู่ของยีนท่ีถ่ายเข้าไป และศกึษาการแสดงออกของยีนในต้นบวัหลวงท่ีท าการถ่ายยีนเข้า
ไป 

 
1.7  ค ำส ำคัญของกำรวิจัย  

  บวัหลวง รงควตัถสีุเหลือง การโคลนยีน การถ่ายยีน 
 

1.8 ประโยชน์ที่คำดว่ำจะได้รับ 
  ได้ข้อมลูการแสดงออกของยีนท่ีเก่ียวข้องกบัการแสดงออกของยีนในดอกบวัหลวง ทราบ
วิธีการและชิน้สว่นท่ีเหมาะสมส าหรับการถ่ายเข้าสูบ่วัหลวง ได้ต้นบวัหลวงท่ีได้ท าการถ่ายยีนมีการ
เปล่ียนแปลงอยา่งไร 
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 บทที่ 2 

แนวคิด ทฤษฎีและงำนวิจัยที่เกี่ยวข้อง/กำรทบทวนวรรณกรรม 

 

2.1 แนวคิด ทฤษฎีหลักตำมประเดน็ให้ครอบคลุมเร่ืองที่วิจัย 
 

รงควตัถ ุ(pigment) เป็นสารท่ีท าให้เกิดสีในดอกไม้ สีท่ีแตกตา่งกนัเกิดจากการสะสมรงควตัถตุา่ง
ชนิดกัน รงควตัถท่ีุให้สีในดอกไม้แบ่งเป็น 3 ชนิด คือ flavonoid, carotenoid และ belalain (To and 
Wang. 2006) สารท่ีเป็นรงควตัถใุนกลีบดอกไม้ท่ีส าคญัมี 2 สารคือ สารในกลุ่ม carotenoid ให้สีในโทนสี
เหลือง สีส้ม และสีแดง และสารในกลุ่ม flavonoid เป็นรงควตัถหุลกัท่ีส าคญั ให้สีดอกไม้ในโทนสีท่ีกว้าง
และหลายหลายได้แก่ สีเหลือง สีส้ม สีแดง สีชมพ ูสีม่วง และสีน า้เงิน (To and Wang. 2006) สารในกลุ่ม 
flavonoid ถกูสร้างจากกระบวนการสงัเคราะห์สาร flavonoid โดยแบง่สารออกเป็นกลุ่มหลกั 9 กลุ่มตาม
โครงสร้างของสาร คือ chalcone, aurone, isosalipurposide, isoflavonoid, flavone, flavonol, 
flavonoid, anthocyanin และ condensed tannin (proanthocyanin) สาร flavonoid ท่ีเป็นรงควตัถหุลกัท่ี
มีสีในกลีบดอกไม้ ได้แก่ สาร chalcone และ isosalipurposide ให้สีเหลือง สาร aurone ให้สีเหลืองเข้ม 
สาร anthocyanins เป็นสารกลุ่มใหญ่ท่ีให้สีตัง้แตสี่ชมพ ูสีแดง สีม่วง สีน า้เงิน (Forkmann and Martens. 
2001; Tanaka et al. 2008) ดงันัน้การสร้างดอกบวัสีเหลืองโดยการถ่ายยีนท่ียบัยัง้การแสดงออกของ 
anthocyanin และท าการศกึษาถ่ายยีนเข้าสู่พืชเพ่ือศกึษาการท างานและการแสดงออกของยีนในพืช เป็น
เทคนิคท่ีชว่ยท าให้เราสามารถเข้าใจการท างานของยีน โดยเทคนิคท่ีนิยมใช้ในการถ่ายยีนในปัจจบุนัมีสอง
เทคนิคคือ การใช้ Agrobacterium เป็นพาหะ และการถ่ายยีนเข้าโดยตรงโดยการยิงอนุภาค (particle 
bombardment)  เนือ้เย่ือพืชท่ีใช้ในการถ่ายยีนสามารถใช้ชิน้สว่นของพืชได้หลายชนิด เช่น ปลายราก ยอด
อ่อน ใบอ่อน ต้นอ่อน หรือแคลลสั ขึน้อยู่กับความเหมาะสมของพืชแตช่นิดและเทคนิคท่ีใช้ในการถ่ายยีน  
เพ่ือศกึษาต้นท่ีมีการแสดงออกของยีนตามต้องการตอ่ไป 

2.2 งำนวิจัยท่ีเก่ียวข้อง/กำรทบทวนวรรณกรรม 

Tsuda et al. (2004) ศกึษาการเปล่ียนแปลงสีดอกพิทเูนีย (Petunia hybrida) โดยยบัยัง้การ
แสดงออกยีน CHS ของ P. hybrida พบวา่ดอกพิทเูนียเปล่ียนจากสีมว่งเป็นสีขาว และเม่ือยบัยัง้การ
แสดงออกยีน F3'H ของ P. hybrida ร่วมกบัการเตมิยีน DFR ท่ีได้จากกหุลาบ พบวา่ดอกพิทเูนียเปล่ียน
จากสีแดงเป็นสีส้ม และพบวา่มีต้นพิทเูนียได้รับการถ่ายยีนและให้สีดอกคงท่ีเพียงจ านวนเล็กน้อย โดย
ในทางการค้าจ าเป็นต้องถ่ายยีนจ านวนหลายต้นเพ่ือใช้คดัเลือก phenotype และรักษาสายพนัธุ์ต้นท่ีได้รับ
การถ่ายยีนไว้ในห้องเพาะเลีย้งเนือ้เย่ือ  
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Davies et al. (2006) สงัเคราะห์ยีนในกลุม่ออโรน คือ aureusidin synthase (AS) และ 
aureusidin 7-O-glucosyltransferase (A7GT) ท่ีได้จากยีน AS ท่ีมีการเตมิหมูก่ลโูคส เป็นยีนท่ีให้โทนสี
เหลืองในพืชหลายๆ ชนิด โดยท าการศกึษาในลิน้มงักร (Antirrhinum majus) และศกึษาการแสดงออกของ
ยีนด้วยวิธี northern RNA analysis พบยีน AS แสดงออกเฉพาะในกลีบดอกและไมพ่บในใบ ในชว่งการ
พฒันาของดอกใน 7 ระยะ พบวา่ปริมาณ AS และ A7GT เพิ่มมากขึน้เร่ือยๆ โดยพบปริมาณของยีน AS 
มากกวา่ A7GT เม่ือท าการวิเคราะห์ด้วยเทคนิค HPLC พบสารออโรนมากท่ีสดุในดอกสีเหลือง รองลงมา
คือดอกสีเหลืองออ่น สว่นดอกสีขาวไมพ่บสารออโรน  

Katsumoto et al. (2007) ศกึษาการเปล่ียนแปลงสีของกลีบดอกกหุลาบ ซึง่เป็นดอกไม้ท่ีไมพ่บ
การสะสมของแอนโทไซยานินชนิดท่ีเป็นอนพุนัธ์ของ delphinidin จงึท าให้ดอกกหุลาบไมมี่สีน า้เงินหรือสี
มว่ง เม่ือยบัยัง้การแสดงออกของยีน DFR ในกหุลาบสายพนัธุ์ท่ีมีสีแดง ชมพแูละส้ม ซึง่มีการสะสมของ
แอนโทไซยานิน ชนิด cyanidin และ pelargonidin และเตมิยีน F3'5'H ท่ีได้จากไวโอลา (Viola odorata 
L.) และยีน DFR จากไอริส (Iris x hollandica) เข้าไป พบวา่กหุลาบดดัแปลงพนัธุกรรมมีการสะสมของ
แอนโทไซยานิน ชนิด delphinidin และมีสีดอกท่ีเป็นสีมว่งมากขึน้  

จิตเกษม  (2545) ท าการศกึษาผลของชิน้สว่นเร่ิมต้นและสารควบคมุการเจริญเติบโตท่ีมีตอ่การชกั
น าให้เกิดแคลลสัในบวัหลวงพนัธุ์บณุฑริก พบวา่ การใช้ชิน้ส่วนยอดของเอมบริโอเป็นชิน้ส่วนเร่ิมต้นในการ
ชกัน าให้เกิดแคลลสัได้ดีกว่าการใช้เอมบริโอทัง้ชิน้ ชิน้ส่วนยอดของเอมบริโอมีคะแนนการเจริญเติบโตของ
แคลลสัสงูสดุเม่ือเพาะเลีย้งในอาหารเพาะเลีย้งเนือ้เย่ือสตูร MS ท่ีมี NAA เข้มข้น 50 ไมโครโมลาร์ ร่วมกบั 
TDZ เข้มข้น 0.25 ไมโครโมลาร์ 

 วิลาสีนี  (2554) ท าการศกึษาผลของชิน้ส่วนเร่ิมต้นท่ีเหมาะสมตอ่การชกัน าให้เกิดแคลลสัของบวั
หลวงพนัธุ์บุณฑริก ใช้ชิน้ส่วนเร่ิมต้นเป็นตายอดและก้านใบจากเอมบริโอ เพาะเลีย้งบนอาหารเพาะเลีย้ง
เนือ้เย่ือสตูร MS ท่ีมีสาร NAA เข้มข้น 40 ไมโครโมลาร์ ร่วมกบัสาร TDZ เข้มข้น 0.5 ไมโครโมลาร์ เป็นเวลา 
16 สปัดาห์ พบว่า ชิน้ส่วนตายอดมีการเจริญเติบโตของแคลลสัสูงท่ีสุด แคลลสัท่ีได้ มีลกัษณะเกาะกัน
หลวมๆ สีเขียวฉ ่าน า้ และตายอดสามารถเจริญเติบโตเป็นต้นได้ ชิน้ส่วนก้านใบสามารถชักน าให้เกิด
แคลลสัได้ แตไ่มส่ามารถเจริญเตบิโตเป็นต้นได้  

Han et al. (2005) ท าการศกึษาการแสดงออกของยีน CHS ท่ีโคลนได้จาก cDNA ของกล้วยไม้ 
Phalaenopsis hybrida cv. Formosa rose โดยใช้เวกเตอร์ pBI121 ถ่ายยีน CHS เข้าสู่ต้นยาสูบ 
(Nicotiana tabacum) โดยใช้ Agrobacterium เป็นพาหะ หลงัจากท าการคดัเลือกและเพาะเลีย้งใน
โรงเรือน พบการแสดงออกของ phenotypes ของต้นยาสบูท่ีได้รับการถ่ายยีนมีดอกสีเข้มมากขึน้ มีตัง้แต ่สี
ชมพู ชมพูเข้ม ไปจนถึงสีชมพูแกมแดง ตา่งจากดอกต้นยาสูบท่ีไม่ได้รับการถ่ายยีนท่ีมีเพียงมีสีชมพูอ่อน 
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นอกจากนัน้ยงัพบว่าต้นยาสบูบางต้นท่ีได้รับการถ่ายยีน มีต้นเกสรตวัผู้ ท่ีผิดปกติ มีลกัษณะหดสัน้ และไม่
เจริญเตบิโต  

To and Wang. (2006) ศกึษากระตุ้นการท างาน (over expression) ของเอนไซม์ CHS โดยท า
การโคลนยีน CHS จาก cDNA ของดอกพิททเูนียสีม่วงเข้ม (Petunia hybrid cv. Ultra Blue) โดยใช้
เวกเตอร์ pBI121 ถ่ายยีน CHS และ CHI เข้าสู่ต้นยาสบู (N. tabacum var. W38) โดยใช้ Agrobacterium 
เป็นพาหะ ได้ต้นยาสบูท่ีได้รับการถ่ายยีนจ านวน 7 ต้น พบว่า มีต้นยาสบูท่ีได้รับการถ่ายยีน CHS 3 ต้น มี
ดอกสีชมพเูหมือนกบัต้นท่ีไมไ่ด้รับการถ่ายยีน และมีต้นยาสบูท่ีได้รับการถ่ายยีน 4 ต้น มีดอกสีขาว  

Nakatsuka et al. (2007) ศกึษาการสร้างดอกไม้ท่ีมีสีแดงโดยการดดัแปลงยีนท่ีเก่ียวข้องกับ
กระบวนการสงัเคราะห์สาร flavonoid 2 ยีน คือ ยบัยัง้การท างานของยีน F3’H ด้วยเทคนิค RNAi โดยยีน 
F3’H จากต้นยาสูบ (N. tabacum) ร่วมกับกระตุ้นการท างานของยีน DFR ท่ีโคลนจากต้นเยอบีรา 
(Gerbera hybrida) เพ่ือท าให้เกิดการสร้างสาร pelargonidin ท่ีมีสีแดง-ส้ม มากขึน้ ท าการสร้างเวกเตอร์
ส าหรับการถ่ายยีนโดยใช้ binary vector pEB ท่ีมียีน F3’Hir  และยีน GhDFR ท่ีถกูควบคมุโดย CaMV35s 
promoter ถ่ายยีนเข้าสู่ต้นด้วย A. tumifaciens สายพนัธุ์ EHA105 ต้นยาสบูท่ีได้รับการถ่ายยีน F3’Hir 
เพียงยีนเดียวดอกมีสีชมพูจางกว่าส่วนต้นยาสูบท่ีไม่ได้รับการถ่ายยีน ส่วนต้นท่ีได้รับการถ่ายยีน F3’Hir 
และ GhDFR พร้อมกนั พบวา่ ดอกมีสีท่ีหลากหลาย ตัง้แตสี่ชมพอูอ่นไปจนถึงสีแดงส้ม  

Yee et al. (2008) ศกึษาการวิธีการถ่ายยีน GFP, CHS และ hptII เข้าสู่ชิน้ส่วน protocorm like 
body (PLB) ของกล้วยไม้ Oncidium Sharry Baby ด้วยใช้วิธียิงอนุภาคโดยใช้เวกเตอร์ร่วมกันสอง
เวกเตอร์ คือ เวกเตอร์ pSM-CHS มียีนเป้าหมายเป็นยีน antisense CHS และยีนคดัเลือกเป็นยีน 
hygromycin phosphotransferase (hptII) และเวกเตอร์ p35S มียีนคัดเลือกเป็นยีน ampicillin 
resistance (amp) และยีนรายงานผลเป็นยีน GFP น าเวกเตอร์ทัง้สองอตัรา 1:1 ถ่ายเข้าสู่ชิน้ PLB พบว่า 
ความเข้มข้นท่ีเหมาะสมส าหรับการใช้สารปฏิชีวนะ hygromycin ในการคดัเลือกชิน้ PLB ท่ีได้รับการถ่าย
ยีน คือ 5 มิลลิกรัมต่อลิตร อายุของชิน้ PLB ท่ีเหมาะสมส าหรับการถ่ายยีน คือ 4 สปัดาห์ และ ขนาด
ประมาณ 5 – 6 มิลลิเมตร มีอตัราการรอดในอาหารคดัเลือกมากท่ีสดุ ในระยะเวลา 8 สปัดาห์ เม่ือน าชิน้ 
PLB ท่ีรอดชีวิตบนอาหารคดัเลือก เป็นระยะเวลา 8 สปัดาห์ น าไปสกดั DNA และตรวจสอบการมีอยู่ของ
ยีน โดยใช้เทคนิค PCR จากตวัอย่าง PLB ทัง้หมด 137 ชิน้ ตรวจพบชิน้ PLB ท่ีมียีน antisense CHS ร้อย
ละ 11 ตรวจพบยีน GFP ร้อยละ 28 และตรวจพบยีน hptII ร้อยละ 61 

Nakatsuka et al. (2008) ศกึษาการยบัยัง้การแสดงออก (suppression) ของยีน CHS, ANS และ 
F3’5’H ในต้นหรีดดอกสีน า้เงินเข้ม (Gentian hybrida cv. Albireo) โดยใช้เทคนิค RNAi mediated gene 
silencing โดยใช้ชิน้ส่วนของยีนขนาดประมาณ 500 bp ในเวกเตอร์ binary vector pSMAB704 ท่ีมี 
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bialaphos  resistance (bar) gene เป็นยีนคดัเลือก น าไปใช้ถ่ายยีนเข้าสู่ใบอ่อนของต้นหรีดด้วย A. 
tumifaciens สายพนัธุ์ EHA105 ชิน้ส่วนท่ีรอดจากการคดัเลือกด้วยสารถกูชกัน าให้เกิดรากและต้นอ่อน 
น าไปเพาะเลีย้งให้เจริญเตบิโตในโรงเรือน พบว่าต้นท่ีได้รับการถ่ายยีน CHSir เพ่ือยบัยัง้การแสดงออกของ
ยีน CHS ดอกมีสีน า้เงินลดลงมาก บางดอกมีสีขาวและบางดอกมีริว้น า้เงินอ่อนสลบัสีขาว ส่วนต้นท่ีได้รับ
การถ่ายยีน ANSir เพ่ือให้ยบัยัง้การแสดงออกของยีน ANS พบว่า ส่วนใหญ่ดอกมีสีน า้เงินอ่อน (pale-
blue) ส่วนต้นท่ีได้รับการถ่ายยีน F3’5’Hir เพ่ือยบัยัง้การแสดงออกของยีน F3’5’H พบว่า ดอกมีสีชมพอูม
มว่ง ไปจนถึงสีแดงอมมว่ง  

เบญจวรรณ และคณะ (2552) ศกึษาการใช้ยีน green fluorescent protein (GFP) gene และ -
glucuronidase (GUS) gene เป็นยีนรายงานผลในการถ่ายยีนเข้าสู่กล้วยไม้สกลุหวายพนัธุ์ปอมปาดวัร์ 
(Dendrobium orchid cv. Pompadour) สงัเกตว่าการถ่ายยีนเข้าสู่เนือ้เย่ือพืชไม่ว่าจะใช้วิธีการใดก็ตาม 
หากใช้ยีน GUS เป็นยีนรายงานผล มกัจะเกิดปัญหา false positive ขึน้ คือ ชิน้ส่วนพืชบางชนิดสามารถ
เกิดปฏิกิริยาตดิสีน า้เงินของสารท่ีใช้ทดสอบการแสดงออกของยีน GUS แม้ว่าจะไม่ได้รับการถ่ายยีนก็ตาม 
ท าให้การรายงานผลการถ่ายยีนผิดพลาดได้ นอกจากนีก้ารทดสอบการแสดงออกของยีน GUS ท าให้
ชิน้ส่วนของเนือ้เย่ือตาย ไม่สามารถน ามาเพาะเลีย้งต่อได้ จึงศึกษาแนวทางการใช้ยีน GFP ร่วมกับยีน 
GUS เป็นยีนรายงานผล โดยใช้ยีน GFP จากเวกเตอร์ pJET1/blunt cloning โคลนเข้าสู้ เวกเตอร์ pMAT21 
ท่ีมียีน GUS เป็นยีนรายงานผล และมียีน isopentenyl transferase (ipt) เป็นยีนคดัเลือก ท าการถ่ายยีน
เข้าสู่โปรโตคอร์มของกล้วยไม้ โดยใช้ A. tumefaciens สายพนัธุ์ EHA105 เป็นพาหะ ชิน้โปรโตคอร์มท่ี
ได้รับการถ่ายยีนเกิดยอดเป็นกระจกุยอดจากผลของยีน ipt และน าชิน้ส่วนไปทดสอบการแสดงออกของยีน 
GFP และยีน GUS พบวา่ เนือ้เย่ือท่ีได้รับการถ่ายยีนมีการแสดงออกของยีน GFP และยีน GUS โดยเฉพาะ
ส่วนของปลายกระจุกยอดมีการแสดงออกอย่างชัดเจน การใช้ยีน GFP และยีน GUS ร่วมกันเป็นยีน
รายงานผลในการถ่ายยีน สามารถชว่ยคดัเลือกเนือ้เย่ือท่ีได้รับการถ่ายยีนได้มีประสิทธิภาพมากขึน้ 

Buathong et al. (2013) ศกึษาการถ่ายยีน antisense DFR เข้าสู่เนือ้เย่ือ shoot cluster ของบวั
หลวงบณุฑริก ด้วยวิธียิงอนภุาค พบว่า เนือ้เย่ือส่วนยอดของเอมบริโอสามารถชกัน าให้เกิด shoot cluster 
ได้ดีท่ีสดุเม่ือเพาะเลีย้งบนอาหารเพาะเลีย้งเนือ้เย่ือสตูร MS ท่ีมี NAA เข้มข้น 40 ไมโครโมลาร์ และ TDZ 
เข้มข้น 0.5 ไมโครโมลาร์ เป็นระยะเวลา 8 สปัดาห์ และเพาะเลีย้งตอ่บนบนอาหารเพาะเลีย้งเนือ้เย่ือสตูร 
MS ท่ีมี BA เข้มข้น 40 ไมโครโมลาร์ เป็นระยะเวลา 8 สปัดาห์ และการใช้แรงดนัของแก๊สฮีเลียม 1,100 
ปอนด์ตอ่ตารางนิว้ และระยะยิง 9 เซนตเิมตร มีประสิทธิภาพในการถ่ายยีนเข้าสู ่shoot cluster มากท่ีสดุ 

Saetiew et al. (2014) ศึกษาการถ่ายยีน antisense DFR เข้าสู่เนือ้เย่ือแคลลสัของบวัหลวง
บณุฑริก โดยใช้ Agrobacterium เป็นพาหะ แคลลสัอาย ุ2 เดือนท่ีชกัน าจากเนือ้เย่ือส่วนยอดของเอมบริโอ
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ของบวัหลวงบณุฑริก โดยเพาะเลีย้งบนอาหารเพาะเลีย้งเนือ้เย่ือสตูร MS ท่ีมี NAA เข้มข้น 40 ไมโครโม
ลาร์ ร่วมกับ TDZ เข้มข้น 0.5 ไมโครโมลาร์ เป็นเวลา 16 สัปดาห์ น าไปใช้ในการถ่ายยีนโดย A. 
tumefaciens สายพนัธุ์ EHA105 พบว่า การน าชิน้เนือ้เย่ือไปเขย่าในอาหารท่ีมี A. tumefaciens เป็นเวลา 
30 นาที และการเพาะเลีย้งร่วมกนั (co-culture) เป็นเวลา 2 วนัในท่ีมืด มีประสิทธิภาพในการถ่ายยีนมาก
ท่ีสดุ  
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บทที่ 3 

วิธีด ำเนินกำรวิจัย 

 

 3.1 กำรเตรียม RNA และ cDNA 

  3.1.1 กำรเตรียมอำร์เอ็นเอ  

   บดกลีบดอกของอบุลชาตเิซนต์หลยุส์โกลด์ ปทมุชาติสตัตบงกช และปทมุชาติ
บณุฑริกให้ละเอียดด้วยไนโตรเจนเหลว น าเนือ้เย่ือแตล่ะตวัอย่างปริมาณ 1 กรัม ผสมกบั Gomez buffer (pH 
7.5) 15 มิลลิลิตร (Tris base 1.5 มิลลิโมลลาร์, EDTA 50 มิลลิโมลลาร์, SDS10เปอร์เซ็นต์) ในหลอดขนาด 
50 มิลลิลิตร เตมิ polyvinylpyrrolidone (PVP) ปริมาณ 0.5 กรัม และ β-mercaptoethanol ปริมาตร 300 
ไมโครลิตร น าไปเขย่าให้เข้ากนั จากนัน้น าไปป่ันเหว่ียงท่ีความเร็ว 4,000 รอบตอ่นาที ท่ีอณุหภมูิ 4 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 1 นาที แล้วเติม 5 M potassium acetate ปริมาตร 1.5 มิลลิลิตร และ absolute ethanol 
ปริมาตร 4 มิลลิลิตร น าไปเขยา่ให้เข้ากนั จากนัน้เตมิ chloroform : isoamyl alcohol (24:1) ปริมาตร 20 
มิลลิลิตร เขย่าให้เข้ากนัแล้วน าไปป่ันเหว่ียงท่ีความเร็ว 6,500 รอบตอ่นาที ท่ีอณุหภมูิ 4 องศาเซลเซียส เป็น
เวลา 20 นาที ดดูสารละลายสว่นใสด้านบนใสใ่นหลอดขนาด 50 มิลลิลิตร จากนัน้เติม phenol ปริมาตร 10 
มิลลิลิตร และ chloroform : isoamyl alcohol (24:1) ปริมาตร 10 มิลลิลิตร ผสมให้เข้ากนัแล้วน า ไปป่ัน
เหว่ียงท่ีความเร็ว 6,500 รอบตอ่นาที ท่ีอณุหภมูิ 4 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 20 นาที ดดูสาร ละลายส่วนใส
ด้านบนใส่ในหลอดขนาด 50 มิลลิลิตร และเตมิ chloroform : isoamyl alcohol (24:1) ปริมาตร 20 มิลลิลิตร 
ผสมให้เข้ากนัจากนัน้น าไปป่ันเหว่ียงท่ีความเร็ว 6,500 รอบตอ่นาที ท่ีอณุหภมูิ 4 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 
20 นาที ดดูสารละลายส่วนใสด้านบนใสใ่นหลอดโอ๊คริดจ์ (oakridge) ขนาด 50 มิลลิลิตร วดัปริมาตรแล้วเตมิ 
lithium chloride 6 โมลลาร์ ให้ได้ความเข้มข้นสดุท้ายเท่ากบั 3 โมลลาร์ ผสมสารละลายให้เข้ากนัโดยการพลิก
หลอดไปมา และน าสารละลายท่ีได้เก็บท่ีอณุหภมูิ 4 องศาเซลเซียสข้ามคืน จากนัน้น าสารละลายไปป่ันเหว่ียง
ท่ีความเร็ว 12,000 รอบตอ่นาที ท่ีอณุหภมูิ 4 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 20 นาที เทสารละลายด้านบนทิง้แล้ว
เตมิ lithium chloride เข้มข้น 3 โมลลาร์ ปริมาตร 5 มิลลิลิตร ใช้ปิเปตดดูขึน้ลงเพ่ือละลายตะกอน น า
สารละลายไปป่ันเหว่ียงท่ีความเร็ว 12,000 รอบตอ่นาที ท่ีอณุหภมูิ 4 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 20 นาที จากนัน้
เทสารละลายด้านบนทิง้แล้วคว ่าหลอดโอ๊คริดจ์บนกระดาษทิชช ู ทิง้ไว้ให้ตะกอนแห้งประมาณ 2 ชัว่โมง 
จากนัน้เตมิ diethyl pyrocarbonate treated water (DEPC water) ปริมาตร 350 ไมโครลิตร ใช้ปิเปตดดูขึน้
ลงเพ่ือละลายตะกอน และดดูใส่ในหลอดขนาด 1.5 มิลลิลิตร เตมิ absolute ethanol ท่ีเย็นปริมาตร 962.5 
ไมโครลิตร และ potassium acetate เข้มข้น 5 โมลลาร์ ปริมาตร 35 ไมโครลิตร น าไปเก็บไว้ท่ีอณุหภมูิ -80 
องศาเซลเซียสเป็นเวลา 16 ชัว่โมง จากนัน้น าไปป่ันเหว่ียงท่ีความเร็ว 12,000 รอบตอ่นาที ท่ีอณุหภมูิ 4 
องศาเซลเซียสเป็นเวลา 30 นาที เทสารละลายทิง้แล้วคว ่าหลอดบนกระดาษทิชช ู เพ่ือให้ตะกอนแห้ง เตมิ 
DEPC water ปริมาตร 30 ไมโครลิตรเพ่ือละลายตะกอนอาร์เอ็นเอจากนัน้น าอาร์เอ็นเอท่ีได้เก็บท่ีอณุหภมูิ -
80 องศาเซลเซียส (ดดัแปลงจาก Lopez-Gomez and Gomez-Lim. 1992) 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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  3.1.2 กำรตรวจสอบปริมำณและคุณภำพอำร์เอ็นเอด้วยกำรวัดค่ำดูดกลืนแสง 
และเทคนิคอะกำโรสเจลอิเล็กโตรโฟรีซีส 

  วดัปริมาณและความบริสทุธ์ิของอาร์เอ็นเอด้วยเคร่ืองวดัการดดูกลืนแสงท่ีความยาว
คล่ืน 230, 260 และ 280 นาโนเมตร (A230 A260 และ A280) โดยเจือจางอาร์เอ็นเอท่ีสดัส่วน 1:100 (DEPC-dH2O 
ปริมาตร 99 ไมโครลิตร และอาร์เอ็นเอปริมาตร 1 ไมโครลิตร) อาร์เอ็นเอท่ีมีความบริสทุธ์ิสงูจะมีคา่ A260/A280 
เข้าใกล้ 2.0 (Sambrook et al. 1989) น าคา่ดดูกลืนแสงท่ีวดัได้มาหาปริมาณอาร์เอ็นเอจากสมการ 

ปริมาณอาร์เอ็นเอ (ไมโครกรัมตอ่ไมโครลิตร) = A260 x 40 ไมโครกรัมตอ่มิลลิลิตร x อตัราการเจือจาง 

  จากนัน้น าอาร์เอ็นเอปริมาตร 5 ไมโครลิตร ผสมกบั 10x loading dye ปริมาตร 1 
ไมโครลิตร และน า้กลัน่ฆา่เชือ้ปริมาตร 4 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากนัแล้วท าการหยอดสารละลายทัง้หมดลง
ในหลมุของแผ่นเจลอะกาโรสความเข้มข้น 0.8 เปอร์เซ็นต์ ปลอ่ยให้โมเลกลุของอาร์เอ็นเอเคล่ือนท่ีในเคร่ืองอิ
เล็กโทรโฟรีซิสท่ีแรงเคล่ือนกระแสไฟฟ้า 100 โวลต์เป็นเวลา 45 นาที โดยมีสารละลาย 0.5x TAE buffer เป็น
ตวักลางในการน ากระแสไฟฟ้า ย้อมเจลในสารละลายเอทธีเดียมโบร-มายด์ความเข้มข้น 0.5 ไมโครกรัมตอ่
มิลลิลิตรเป็นเวลา 10 นาที แล้วล้างด้วยน า้กลัน่เป็นเวลา 5 นาที ตรวจดแูถบและขนาดของอาร์เอ็นเอด้วย
เคร่ือง UV transilluminator 

 3.1.3 กำรก ำจัดดีเอ็นเอออกจำกอำร์เอ็นเอโดยใช้เอนไซม์ DNase I 

  น าอาร์เอ็นเอของอบุลชาติ และปทมุชาตท่ีิสกดัได้จากข้อ 3.1.1 มาก าจดัดีเอ็นเอท่ี
ปนเปือ้นโดยใช้เอนไซม์ DNase I เตรียมปฏิกิริยาในปริมาตร 10 ไมโครลิตร ประกอบด้วย 10x DNase I buffer 
ท่ีมี MgCl2 1 ไมโครลิตร, RibolockTM RNase Inhibitor (Fermentas, USA) 1 ยนูิตตอ่ไมโครลิตร ปริมาณ1 
ไมโครลิตร, DNase I (Fermentas, USA) 1 ยนูิตตอ่ไมโครลิตร ปริมาณ 1 ไมโครลิตร, อาร์เอ็นเอของอบุลชาติ
หรือปทมุชาติความเข้มข้น 1 ไมโครกรัมตอ่ไมโครลิตร 1 ไมโครลิตร และ DEPC water 6 ไมโครลิตร ผสมให้
เข้ากนัในหลอดขนาด 200 ไมโครลิตร แล้วท าปฏิกิริยาท่ีอณุหภมูิ 37 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 30 นาที จากนัน้
เตมิ ethylene diamine tetraacetic acid (EDTA) 50 มิลลิโมลลาร์ ปริมาตร 1 ไมโครลิตร น าไปบม่ท่ีอณุหภมูิ 
60 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 10 นาที เก็บอาร์เอ็นเอท่ีอณุหภูมิ -80 องศาเซลเซียส 

 3.1.4 กำรสังเครำะห์ complementary DNA (cDNA) จำกอำร์เอ็นเอโดยเอนไซม์ 
reverse transcriptase  

  สงัเคราะห์ cDNA จากอาร์เอ็นเอท่ีแยกสกดัได้จากกลีบดอกของอบุลชาตเิซนต์
หลยุส์โกลด์ ปทมุชาตสิตัตบงกชและปทมุชาติบณุฑริกจากข้อท่ี 3.1.3 ตามวิธีการของ Sensiscript® Reverse 
Transcription (Qiagen, USA) เตรียมปฏิกิริยาในปริมาตร 20 ไมโครลิตรประกอบด้วย 10x buffer RT ปริมาณ 
2 ไมโครลิตร, dNTP 10 มิลลิโมลลาร์ ปริมาณ 2 ไมโครลิตร, Oligo-dt primer 10 ไมโครโมลลาร์ ปริมาณ 0.5 
ไมโครลิตร, RibolockTM RNase Inhibitor (Fermentas, USA) 40 ยนูิตตอ่ไมโครลิตร ปริมาณ 1 ไมโครลิตร, 
Sensiscript Reverse Transcriptase 1 ไมโครลิตร, อาร์เอ็นเอของอบุลชาตหิรือปทมุชาตคิวามเข้มข้น 1 
ไมโครกรัมตอ่ไมโครลิตร ปริมาณ 1 ไมโครลิตร และ DEPC water ปริมาณ 12.5 ไมโครลิตร ท าปฏิกิริยาท่ี

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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อณุหภมูิ 37 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 60 นาที และท่ีอณุหภมูิ 65 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 10 นาที เก็บ cDNA 
ไว้ท่ีอณุหภมูิ -20 องศาเซลเซียส 

 3.2 กำรโคลนยีน chalcone synthase (CHS), flavonone 3-hydroxylase (F3H), และ 
chalcone 4’-O-glucosyntrase (4’CGT)  

  การออกแบบไพรเมอร์ส าหรับสงัเคราะห์ยีน chalcone synthase (CHS), flavonone 3-
hydroxylase (F3H), และ chalcone 4’-O-glucosyntrase (4’CGT)  ไพรเมอร์ท่ีใช้ในการโคลนยีน F3H 
และยีน CHS เป็นชนิดดีเจนเนอเรต (degenerated primer) ออกแบบจากล าดบัเบสอนรัุกษ์ของยีน F3H 
หรือยีน CHS ของพืชชนิดตา่งๆ ท่ีได้มีการรายงานไว้ใน GenBank (www.ncbi.nlm.nih.gov) ได้ความ
อนเุคราะห์จาก ดร.ยศพล ผลาผล มหาวิทยาลยับรูพาวิทยาเขตจนัทบรีุ ในขณะท่ีไพรเมอร์ท่ีใช้ในการสงัเคราะห์
ยีน 4’CGT เป็นชนิดจ าเพาะ (gene specific primer) ซึง่ไพร์เมอร์ทัง้หมดท่ีใช้ในการสงัเคราะห์ยีน CHS, 
F3H, 4’CGT แสดงในตารางผนวกท่ี 1 

 3.2.1 กำรโคลนยีน chalcone synthase (CHS) 

  3.2.1.1 กำรสังเครำะห์ยีนด้วยปฏิกิริยำลูกโซ่พีซีอำร์ (Polymerase chain 
reaction) 

   โคลนยีน CHS แบบเตม็เส้น ขนาดประมาณ 1,600 คูเ่บส จาก genomic 
DNA และขนาดประมาณ 1,200 คูเ่บส จาก cDNA ของกลีบดอกของบวัหลวงบณุฑริกและบวัหลวง
สตัตบงกช (ตามล าดบั) ด้วยเทคนิค PCR โดยใช้ไพรเมอร์ CHSF_forward primer และ CHSF _reverse 
primer  โดยเตรียมสารในการท าปฏิกิริยา PCR ปริมาตร 20 ไมโครลิตรตอ่ปฏิกิริยา ในหลอด PCR ไมโคร
ทิวป์ขนาด 200 ไมโครลิตร ประกอบด้วย น า้กลัน่ ปริมาตร 10 ไมโครลิตร, สารละลายบฟัเฟอร์ 10x Taq 
buffer ปริมาตร 2 ไมโครลิตร, สารละลาย MgCl2 เข้มข้น 25 มิลลิโมลาร์ ปริมาตร 2 ไมโครลิตร, สารละลาย 
dNTP เข้มข้น 10 มิลลิโมลาร์ ปริมาตร 1 ไมโครลิตร, สารละลายไพรเมอร์ CHSF_forward primer เข้มข้น 10 
ไมโครโมลาร์  ปริมาตร 1 ไมโครลิตร, สารละลายไพรเมอร์ CHSF_reverse primer เข้มข้น 10 ไมโครโมลาร์  
ปริมาตร 1 ไมโครลิตร,  สารละลาย genomic DNA เจือจาง ความเข้มข้น 10 นาโนกรัมตอ่ไมโครลิตร หรือ
สารละลาย cDNA เจือจางปริมาตร 2 ไมโครลิตร ความเข้มข้น 10 นาโนกรัมตอ่ไมโครลิตร และเอนไซม์ Taq 
DNA polymerase (Fermentas, USA)  เข้มข้น 5  ยนูิตตอ่ไมโครลิตร ปริมาตร 1 ไมโครลิตร ผสมสารทัง้หมด
ให้เข้ากนัด้วยปิเปต จากนัน้น าไปท าปฏิกิริยาในเคร่ือง PCR โดยตัง้อณุหภมูิและก าหนดจ านวนรอบการท า
ปฏิกิริยาดงันี ้ ขัน้ตอน pre-denaturation ใช้อณุหภมูิ 94 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที จากนัน้เข้าสู่
ขัน้ตอนการท า PCR โดยเร่ิมจากขัน้ denaturation ใช้อณุหภมูิ 94 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 45 วินาที ขัน้ 
annealing ใช้อณุหภมูิ 58 องศาเซลเซียส  เป็นเวลา 45 วินาที ขัน้ extension ใช้อณุหภมูิ 72 องศา
เซลเซียส ส าหรับ genomic DNA ใช้เวลา 2 นาที และส าหรับ cDNA ใช้เวลา 1 นาที จากนัน้ให้ท าปฏิกิริยา
ซ า้จ านวน 35 รอบ และขัน้ตอนสดุท้าย complete extension ใช้อณุหภมูิ 72 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 
นาที น า ผลผลิต PCR ท่ีได้บางสว่นไปตรวจสอบผลการโคลนยีนด้วยเทคนิค gel electrophoresis เก็บ
ผลผลิต PCR ไว้ในตู้เย็นอณุหภมูิ -20 องศาเซลเซียส 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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    หลงัจากตรวจสอบแถบ DNA และขนาดของผลผลิต PCR ของยีน CHS 
แบบเต็มเส้นท่ีโคลนได้จาก genomic DNA และ cDNA ของกลีบดอกบวัหลวงบุณฑริกและบวัหลวง
สตัตบงกช ด้วยวิธี gel electrophoresis แล้ว  น า agarose gel ท่ีมีแถบ DNA ของยีนท่ีมีขนาดท่ีถกูต้อง 
มาตดัออกเฉพาะส่วนของผลผลิต PCR ท่ีมีขนาดท่ีต้องการ น า้หนกัไม่เกิน 0.3 กรัม ใส่ในหลอดไมโครเซนท
ริฟิวส์ขนาด 1.5 มิลลิลิตร ท าการแยก DNA ของยีนท่ีโคลนได้ออกจาก  agarose gel และท าให้บริสทุธ์ิด้วยชดุ
ส าเร็จรูป FavorPrepTM GEL/PCR purification mini kit  (Favorgen, China)  น า ไปตรวจสอบปริมาณของ 
DNA ท่ีแยกได้ด้วยการวดัคา่การดดูกลืนแสง และตรวจสอบความถกูต้องของขนาดของ DNA ท่ีแยกได้ด้วย
เทคนิค gel electrophoresis จากนัน้น า DNA ของยีนท่ีแยกได้ไปเก็บในตู้เย็นอณุหภมูิ -20 องศาเซลเซียส 

 3.2.1.2 กำรเช่ือมต่อยีน CHS เข้ำกับโคลนน่ิงเวกเตอร์ pTZ57R/T 

 น าผลผลิต PCR ของยีน CHS ท่ีโคลนจาก genomic DNA และ cDNA ของ
กลีบดอกบวัหลวงบณุฑริกและบวัหลวงสตัตบงกช ท่ีผา่นการแยกขนาดด้วยเทคนิค gel electrophoresis 
และท าให้บริสทุธ์ิแล้ว มาเช่ือมตอ่กบัโคลนนิ่งเวกเตอร์ เพ่ือน าไปตรวจวิเคราะห์ล าดบันิวคลีโอไทด์ของยีน 
CHS ท่ีโคลนได้ โดยเลือกใช้โคลนนิ่งเวกเตอร์เป็นพลาสมิด pTZ57R/T (Fermentas, USA) และใช้เอนไซม์ 
T4 ligase (Fermentas, USA) เช่ือมตอ่ DNA เข้ากบั พลาสมิด ท าการเช่ือมตอ่ DNA เข้ากบัพลาสมิด โดย
เตรียมสารในการท าปฏิกิริยาปริมาตร 20 ไมโครลิตรตอ่ปฏิกิริยา ในหลอดไมโครทิวป์ขนาด 200 ไมโครลิตร 
ประกอบด้วย น า้กลัน่ปริมาตร 11 ไมโครลิตร, สารละลายบฟัเฟอร์ 10x ligation ปริมาตร 2 ไมโครลิตร, 
พลาสมิด pTZ57R/T เข้มข้น 155 นาโนกรัมตอ่ไมโครลิตร ปริมาตร 1 ไมโครลิตร, สารละลาย DNA ของยีน CHS 
เข้มข้นประมาณ 100 นาโนกรัมตอ่ไมโครลิตร ปริมาตร 5 ไมโครลิตร และเอนไซม์ T4 DNA ligase เข้มข้น 10 ยู
นิต ตอ่ไมโครลิตร ปริมาตร 1 ไมโครลิตร ผสมทัง้หมดให้เข้ากนัด้วยปิเปต จากนัน้น าไปบม่ท่ีอณุหภมูิ 4 องศา
เซลเซียสเป็นเวลา 16 ชัว่โมง ได้พลาสมิดลกูผสมของพลาสมิด pTZ57R/T กบั ยีน CHS ท่ีโคลนได้จาก 
genomic DNA และ cDNA ของกลีบดอกบวัหลวงบณุฑริกและสตัตบงกช จากนัน้น า พลาสมิดลกูผสม
ของยีน CHS ท่ีถกูเช่ือมตอ่เข้ากบัพลาสมิด pTZ57R/T แล้ว ถ่ายโอนเข้าสูแ่บคทีเรีย E. coli สายพนัธุ์ DH5 
α ด้วยวิธี heat shock และสกดัพลาสมิดลกูผสมท่ีอยูใ่นแบคทีเรีย E. coli สายพนัธุ์ DH5α   ท่ีได้ด้วยชดุ
สกดัพลาสมิด High-Speed Plasmid Mini Kit (Geneaid, Taiwan) เพ่ือน าไปตรวจสอบการมีอยูข่อง
ชิน้สว่นของยีนและสง่วิเคราะห์ล าดบันิวคลีโอไทด์ของยีน CHS ท่ีโคลนได้   ตอ่มา ตรวจสอบการมีอยู่
ของชิน้สว่นยีน CHS ท่ีโคลนได้ ในพลาสมิดลกูผสมของยีน CHS กบัพลาสมิด pTZ57R/T ด้วยการตดัด้วย
เอนไซม์ตดัจ าเพาะ Xba I และ Hind III โดยเตรียมสารในการท าปฏิกิริยาปริมาตร 20 ไมโครลิตรตอ่ปฏิกิริยา  
และการตรวจสอบพลาสมิดลกูผสมด้วยเทคนิค PCR ตรวจสอบการมีอยูข่องชิน้สว่นยีน CHS ท่ีโคลนได้ 
ในพลาสมิดลกูผสมของยีน CHS กบัพลาสมิด pTZ57R/T ด้วยเทคนิค PCR โดยใช้ไพรเมอร์ CHSF_ 
forward primer และ CHSF_reverse primer ท าโดยเตรียมสารและท าปฏิกิริยา PCR จากนัน้น าผลผลิต 
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PCR ท่ีได้ไปตรวจสอบขนาดของผลผลิต PCR ของยีน CHS ในพลาสมิด ด้วยเทคนิค gel electrophoresis 
คดัเลือกโคลนท่ีถกูต้องของพลาสมิดลกูผสม จ านวน 3 โคลน น าพลาสมิดลกูผสมของยีนไปวิเคราะห์ล าดบันิ
วคลีโอไทด์โดยใช้ universal primer คือ M13F และ M13R  

  3.2.2 กำรโคลนยีน flavonone 3-hydroxylase (F3H)  

   สงัเคราะห์ยีนบางสว่นของ F3H จาก cDNA อบุลชาตเิซนต์หลยุส์โกลด์ ปทมุ
ชาตสิตัตบงกช และปทมุชาตบิณุฑริก ด้วยปฏิกิริยาพีซีอาร์ร่วมกบัไพรเมอร์ชนิดดีเจนเนอเรตท่ีจบับน
บริเวณล าดบัเบสอนรัุกษ์ของยีน F3H ในอบุลชาติและปทมุชาติ (ตารางผนวกท่ี 1) เตรียมปฏิกิริยาพีซีอาร์
ปริมาตร 20 ไมโครลิตรท่ีประกอบด้วย dH2O ปริมาณ 8 ไมโครลิตร, 10x Taq buffer ปริมาณ 2 ไมโครลิตร, 
MgCl2 25 มิลลิโมลลาร์ ปริมาณ 2 ไมโครลิตร, dNTP 10 มิลลิโมลลาร์ ปริมาณ 1 ไมโครลิตร, cDNA ของ
อบุลชาติหรือปทมุชาติความเข้มข้น 10 นาโนกรัมตอ่ไมโครลิตร ปริมาณ 1 ไมโครลิตร, Taq polymerase 
(Fermentas, USA) 5 ยนูิตตอ่ไมโครลิตร ปริมาณ 2 ไมโครลิตร, F3H forward primer เข้มข้น 10 ไมโคร
โมลลาร์ 2 ไมโครลิตร และ F3H reverse primer เข้มข้น 10 ไมโครโมลลาร์ (ตารางผนวกท่ี 1) 2 ไมโครลิตร 
ผสมสารทัง้หมดให้เข้ากนัในหลอดขนาด 200 ไมโครลิตร แล้วน าไปท าปฏิกิริยาด้วยเคร่ือง พีซีอาร์โดยตัง้
อณุหภมูิและก าหนดจ านวนรอบดงันี ้ 1) pre-denaturation ท่ีอณุหภมูิ 94 องศาเซลเซียส นาน 5 นาที 2) 
denaturation ท่ีอณุหภมูิ 94 องศาเซลเซียส นาน 45 วินาที 3) annealing ท่ีอณุหภมูิ 58 องศาเซลเซียส 
นาน 45 วินาที 4) extension ท่ีอณุหภมูิ 72 องศาเซลเซียส นาน 50 วินาที ท าซ า้ในขัน้ตอนท่ี 2 ถึง 4 
จ านวน 30 รอบ และ 5) post-extension ท่ีอณุหภมูิ 72 องศาเซลเซียส นาน 10 นาที เม่ือได้ข้อมลูล าดบันิ
วคลีโอไทด์ของชิน้สว่นยีน F3H น ามาออกแบบ 
ไพร์เมอร์ชนิดจ าเพาะตอ่ยีน F3H เพ่ือใช้ส าหรับการสงัเคราะห์ยีน F3H แบบเตม็เส้นด้วย SMARTerTM 
RACE cDNA Amplification Kit ดงันี ้

  3.2.2.1 กำรสังเครำะห์ยีน F3H ทำงด้ำนปลำย 5′ 

   สงัเคราะห์ยีน F3H ทางด้านปลาย 5′ (5′F3H) จาก 5′RACE cDNA ของ
อบุลชาตเิซนต์หลยุส์โกลด์ซึง่สงัเคราะห์ตามวิธีการของ SMARTerTM RACE cDNA Amplification Kit 
(Clontech, Canada)  ด้วยเทคนิค Nested พีซีอาร์ ซึง่เป็นปฏิกิริยาพีซีอาร์ท่ีมี 2 ขัน้ตอน ขัน้ตอนแรก 
5′RACE พีซีอาร์ ใช้ไพรเมอร์ท่ีมีต าแหนง่จบับริเวณ 5′ adaptor คือ UPM primer (SMARTerTM RACE 
cDNA Amplification Kit) ร่วมกบัไพรเมอร์ท่ีมีต าแหนง่จบัในบริเวณยีน F3H คือ 5′RACE GSP1 primer 
ดงัแสดงในภาพ 3.1 โดยใช้ 5′RACE cDNA ของอบุลชาตเิซนต์หลยุส์โกลด์เป็นดีเอ็นเอต้นแบบ เตรียม
ปฏิกิริยาพีซีอาร์ในปริมาตร 50 ไมโครลิตร ท่ีประกอบด้วย dH2O ปริมาณ 32.5 ไมโครลิตร, 10x Taq buffer 
ปริมาณ 5 ไมโครลิตร, MgCl2 50 มิลลิโมลลาร์ ปริมาณ 2 ไมโครลิตร, dNTP 40 มิลลิโมลลาร์ ปริมาณ 1 
ไมโครลิตร, 5′RACE cDNA ของอบุลชาตเิซนต์หลยุส์โกลด์ความเข้มข้น 10 นาโนกรัมตอ่ไมโครลิตร 
ปริมาณ 2.5 ไมโครลิตร, Taq DNA Platinum (Qiagen, USA) 5 ยนูิตตอ่ไมโครลิตร ปริมาณ 1 ไมโครลิตร, 10x 
UPM primer 5 ไมโครลิตรและ 5′RACE GSP1 primer 10 ไมโครโมลลาร์ (ตารางผนวกท่ี 1) ปริมาณ 1 
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ไมโครลิตร ผสมสารทัง้หมดให้เข้ากนัในหลอดขนาด 200 ไมโครลิตร แล้วน าไปท าปฏิกิริยาด้วยเคร่ืองพีซี
อาร์ ชนิดตัง้คา่ได้หลายอณุหภมูิโดยตัง้อณุหภมูิและก าหนดจ านวนรอบดงันี ้ 1) ท่ีอณุหภมูิ 94 องศา
เซลเซียส นาน 30 วินาที 2) ท่ีอณุหภมูิ 72 องศาเซลเซียส นาน 3 นาที ท าขัน้ตอนท่ี 1-2 จ านวน 4 รอบ 3) 
ท่ีอณุหภมูิ 94 องศาเซลเซียส นาน 30 วินาที 4) ท่ีอณุหภมูิ 70 องศาเซลเซียส นาน 30 วินาที 5) ท่ีอณุหภมูิ 
72 องศาเซลเซียส นาน 3 นาที ท าขัน้ตอนท่ี 3-5 จ านวน 4 รอบ 6) ท่ีอณุหภมูิ 94 องศาเซลเซียส นาน 30 
วินาที 7) ท่ีอณุหภมูิระหว่าง 50-66 องศาเซลเซียส นาน 30 วินาที 8) ท่ีอณุหภมูิ 72 องศาเซลเซียส นาน 3 
นาที ท าขัน้ตอนท่ี 6-8 จ านวน 30 รอบ และ 9) ท่ีอณุหภมูิ 72 องศาเซลเซียส นาน 10 นาที ตรวจสอบ
ขนาด ดีเอ็นเอของผลผลิตพีซีอาร์ด้วยเทคนิค อะกาโรสเจลอิเล็กโตรโฟรีซีสเปรียบเทียบกบัแถบดีเอ็นเอ
มาตรฐาน 1 Kb DNA ladder (Fermentas, USA) 

   จากนัน้น าผลผลิตพีซีอาร์จากปฏิกิริยาพีซีอาร์จากขัน้ตอนแรกท่ีเหลือมา
เจือจางด้วย tricine EDTA ด้วยอตัราส่วน tricine EDTA : ผลผลิตพีซีอาร์ (49:1) แล้วน ามาใช้เป็นดีเอ็นเอ
ต้นแบบในปฏิกิริยาพีซีอาร์ขัน้ตอนท่ี 2 ซึง่เป็นการท าปฏิกิริยาพีซีอาร์แบบ Nested พีซีอาร์ ด้วยไพรเมอร์ท่ี
จบัในบริเวณ 5′adaptor คือ 5′ Nested primer ร่วมกบัไพรเมอร์ท่ีมีต าแหนง่จบัในบริเวณยีน F3H คือ 
5′RACE NGSP1 primer (ภาพท่ี 3.1) เตรียมปฏิกิริยาพีซีอาร์ในปริมาตร 50 ไมโครลิตร ท่ีประกอบด้วย dH2O 
37.8 ไมโครลิตร, 10x Taq buffer ปริมาณ 5 ไมโครลิตร, MgCl2 50 มิลลิโมลลาร์ ปริมาณ 2 ไมโครลิตร, 
dNTP 40 มิลลิโมลลาร์ ปริมาณ 1 ไมโครลิตร, ผลผลิตพีซีอาร์ 5′RACE F3H ท่ีเจือจางใน tricine EDTA 
ปริมาณ 2 ไมโครลิตร, Taq DNA Platinum (Qiagen, USA) 5 ยนูิตตอ่ไมโครลิตร ปริมาณ 0.2 ไมโครลิตร, 5′ 
Nested primer 10 ไมโครโมลลาร์ ปริมาณ 1 ไมโครลิตร และ 5′RACE NGSP1 primer 10 ไมโครโมลลาร์ 
(ตารางผนวกท่ี 1) ปริมาณ 1 ไมโครลิตร ผสมสารทัง้หมดให้เข้ากนัในหลอดขนาด 200 ไมโครลิตร แล้วน าไป
ท าปฏิกิริยาด้วยเคร่ืองพีซีอาร์ชนิดตัง้คา่ได้หลายอณุหภมูิโดยตัง้อณุหภมูิและก าหนดจ านวนรอบดงันี ้ 1) ท่ี
อณุหภมูิ 94 องศาเซลเซียส นาน 30 วินาที 2) ท่ีอณุหภูมิ 72 องศาเซลเซียส นาน 3 นาที ท าขัน้ตอนท่ี 1-2 
จ านวน 4 รอบ 3) ท่ีอณุหภูมิ 94 องศาเซลเซียส นาน 30 วินาที 4) ท่ีอณุหภมูิ 70 องศาเซลเซียส นาน 30 
วินาที 5) ท่ีอณุหภมูิ 72 องศาเซลเซียส นาน 3 นาที ท าขัน้ตอนท่ี 3-5 จ านวน 4รอบ 6) ท่ีอณุหภมูิ 94 องศา
เซลเซียส นาน 30 วินาที 7) ท่ีอณุหภมูิระหวา่ง 50-66 องศาเซลเซียส นาน 30 วินาที 8) ท่ีอณุหภมูิ 72 องศา
เซลเซียส นาน 3 นาที ท าขัน้ตอนท่ี 6-8 จ านวน 30 รอบ และ 9) ท่ีอณุหภมูิ 72 องศาเซลเซียส นาน 10 นาที 
ตรวจสอบขนาดดีเอ็นเอ ของผลผลิตพีซีอาร์ด้วยเทคนิคอะกาโรสเจลอิเล็กโตรโฟรีซีสเปรียบเทียบกบัแถบดี
เอ็นเอมาตรฐาน 1 Kb DNA ladder (Fermentas, USA) 
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ภำพที่ 3.1 ต าแหนง่การเข้าจบัของไพรเมอร์บริเวณปลาย 5′ adaptor (UPM primer) คูก่บัไพรเมอร์ท่ีมี
ต าแหนง่จบัในบริเวณยีน F3H (5′RACE GSP1 primer) และไพรเมอร์ท่ีจบัในบริเวณ 5′adaptor 
(5′ Nested primer) ร่วมกบัไพรเมอร์ท่ีมีต าแหน่งจบัในบริเวณยีน F3H (5′RACE NGSP1 primer) 
ในการสงัเคราะห์ยีน F3H ปลายด้าน 5′ ด้วยปฏิกิริยา Nested พีซีอาร์  

   3.2.2.2 กำรสังเครำะห์ยีน F3H ทำงด้ำนปลำย 3′ 

    สงัเคราะห์ยีน F3H ทางด้านปลาย 3′ (3′F3H) ด้วยเทคนิค 
พีซีอาร์ โดยใช้ไพร์เมอร์ท่ีจบับนบริเวณ poly A tail คือ Oligo-dt primer ร่วมกบัไพรเมอร์ท่ีมีต าแหนง่จบัใน
บริเวณยีน F3H คือ F3H8 primer (ภาพท่ี 3.2) เตรียมปฏิกิริยาพีซีอาร์ในปริมาตร 20 ไมโครลิตร ท่ี
ประกอบด้วย dH2O ปริมาณ 9.5 ไมโครลิตร, 10x Taq buffer ปริมาณ 2 ไมโครลิตร, MgCl2 25 มิลลิ
โมลลาร์ ปริมาณ 2 ไมโครลิตร, dNTP 10 มิลลิโมลลาร์ ปริมาณ 1 ไมโครลิตร, cDNA อบุลชาติเซนต์หลยุส์
โกลด์ความเข้มข้น 10 นาโนกรัมตอ่ไมโครลิตร ปริมาณ 1 ไมโครลิตร, Taq DNA polymerase (Fermentas, 
USA) 5 ยนูิตตอ่ไมโครลิตร ปริมาณ 0.5 ไมโครลิตร F3H8 primer 10 ไมโครโมลลาร์ ปริมาณ 2 ไมโครลิตร 
และ Oligo-dt primer 10 ไมโครโมลลาร์ (ตารางผนวกท่ี 1) ปริมาณ 2 ไมโครลิตร ผสมสารทัง้หมดให้เข้ากนั
ในหลอดขนาด 200 ไมโครลิตร แล้วน าไปท าปฏิกิริยาด้วยเคร่ืองพีซีอาร์โดยตัง้อณุหภูมิและก าหนดจ านวน
รอบดงันี ้ 1) ท่ีอณุหภมูิ 94 องศาเซลเซียส นาน 5 นาที จ านวน 1 รอบ 2) ท่ีอณุหภมูิ 94 องศาเซลเซียส 
นาน 45 วินาที 3) ท่ีอณุหภูมิ 60 องศาเซลเซียส นาน 45 วินาที 4) ท่ีอณุหภมูิ 72 องศาเซลเซียส นาน 50 
วินาที ท าซ า้ในขัน้ตอนท่ี 2 ถึง 4 จ านวน 30 รอบ และ 5) ท่ีอณุหภมูิ 72 องศาเซลเซียส นาน 10 นาที 
ตรวจสอบขนาดดีเอ็นเอของผลผลิตพีซีอาร์ด้วยเทคนิคอะกาโรสเจลอิเล็กโตรโฟรีซีสเปรียบเทียบกบัแถบดี
เอ็นเอมาตรฐาน 1 Kb DNA ladder (Fermentas, USA) 

 

 

 

 

ภำพที่ 3.2 ต าแหนง่การเข้าจบัของไพรเมอร์ท่ีจบับนบริเวณ poly A tail (Oligo-dt primer) ร่วมกบัไพรเมอร์ท่ี
มีต าแหนง่จบัในบริเวณยีน F3H (F3H8 primer) ในการสงัเคราะห์ยีน F3H ปลายด้าน 3′ ด้วย
ปฏิกิริยาพีซีอาร์ 
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   3.2.2.3 กำรสังเครำะห์ยีน F3H เต็มเส้น 

      หาบริเวณรหสัเร่ิม (start codon) และรหสัหยดุ (stop codon) จากข้อมลู
ของยีน F3H ทางด้านปลาย 5′ และ 3′ โดยใช้โปรแกรม GENSCAN (http://genes.mit.edu/GENSCAN. html) 
จากนัน้ออกแบบไพรเมอร์บริเวณ stop codon เพ่ือใช้ในการสงัเคราะห์ยีน F3H ในอบุลชาตเิซน-หลยุส์โกลด์ 
ปทมุชาตสิตัตบงกชและปทมุชาติบณุฑริก ด้วยปฏิกิริยาพีซีอาร์โดยใช้ 5′RACE cDNA ของอบุลชาตเิซนต์
หลยุส์โกลด์ ปทมุชาตสิตัตบงกชหรือปทมุชาติบณุฑริกเป็นต้นแบบและใช้ไพรเมอร์ท่ีมีต าแหนง่จบับริเวณ 
5′adaptor คือ UPM primer เพ่ือสงัเคราะห์ยีน F3H และส่วนของ 5' Untranslated Region (5′ UTR) ร่วมกบั
ไพรเมอร์ท่ีมีต าแหน่งจบัในบริเวณ stop codon ของยีน F3H คือ F3H stop primer ท าปฏิกิริยาในปริมาตร 20 
ไมโครลิตร ท่ีประกอบด้วย dH2O ปริมาณ 9.5 ไมโครลิตร, 10x Taq buffer ปริมาณ 2 ไมโครลิตร, MgCl2 25 
มิลลิโมลลาร์ ปริมาณ 2 ไมโครลิตร, dNTP 10 มิลลิโมลลาร์ ปริมาณ 1 ไมโครลิตร, cDNA 5′RACE อบุลชาติ
เซนต์หลยุส์โกลด์ความเข้มข้น 10 นาโนกรัมตอ่ไมโครลิตร ปริมาณ 2 ไมโครลิตร, Taq DNA polymerase 
(Fermentas, USA) 5 ยนูิตตอ่ไมโครลิตร ปริมาณ 1 ไมโครลิตร, 10x UPM primer ปริมาณ 2 ไมโครลิตร และ 
F3H stop primer 10 ไมโครโมลลาร์ (ตารางภาคผนวกท่ี 1) ปริมาณ 0.5 ไมโครลิตร ผสมสารทัง้หมดให้เข้ากนั
ในหลอดขนาด 200 ไมโครลิตร แล้วน าไปท าปฏิกิริยาด้วยเคร่ืองพีซีอาร์โดยตัง้อณุหภูมิและก าหนดจ านวน
รอบดงันี ้ 1) ท่ีอณุหภมูิ 94 องศาเซลเซียส นาน 5 นาที จ านวน 1 รอบ 2) ท่ีอณุหภมูิ 94 องศาเซลเซียส 
นาน 45 วินาที 3) ท่ีอณุหภูมิ 58 องศาเซลเซียส นาน 45 วินาที 4) ท่ีอณุหภมูิ 72 องศาเซลเซียส นาน 50 
วินาที ท าซ า้ในขัน้ตอนท่ี 2 ถึง 4 จ านวน 32 รอบ และ 5) ท่ีอณุหภมูิ 72 องศาเซลเซียส นาน 10 นาที 
ตรวจสอบขนาดดีเอ็นเอของผลผลิตพีซีอาร์ด้วยเทคนิคอะกาโรสเจลอิเล็กโตรโฟรีซีสเปรียบเทียบกบัแถบดีเอ็น
เอมาตรฐาน 1 Kb DNA ladder (Fermentas, USA)  

 3.2.3 ยีน chalcone 4’-O-glucosyntrase (4’CGT) 

  สงัเคราะห์ยีน 4’CGT จาก cDNA ของกลีบดอกลิน้มงักรสีเหลือง โดยเตรียม
ปฏิกิริยาพีซีอาร์ปริมาตร 20 ไมโครลิตร ประกอบด้วย dH2O ปริมาณ 12.8 ไมโครลิตร, 10x Taq buffer 
ปริมาณ 2 ไมโครลิตร, MgCl2 25 มิลลิโมลลาร์ ปริมาณ 2 ไมโครลิตร, dNTP 10 มิลลิโมลลาร์ ปริมาณ 1 
ไมโครลิตร, cDNA ของกลีบดอกลิน้มงักรความเข้มข้น 10 นาโนกรัมตอ่ไมโครลิตร ปริมาณ 1 ไมโครลิตร, 
Taq DNA polymerase (Fermentas, USA) 5 ยนูิตตอ่ไมโครลิตร ปริมาณ 0.2 ไมโครลิตร, F-Bam HI-
4’CGT 10 ไมโครโมลลาร์ ปริมาณ 0.5 ไมโครลิตร และ R-4’CGT-Sac I 10 ไมโครโมลลาร์ ปริมาณ 0.5 
ไมโครลิตร โดยตัง้อณุหภมูิและก าหนดจ านวนรอบดงันี ้ 1) pre-denaturation ท่ีอณุหภมูิ 94 องศาเซลเซียส 
นาน 5 นาที 2) denaturation ท่ีอณุหภมูิ 94 องศาเซลเซียส นาน 45 วินาที 3) annealing ท่ีอณุหภมูิ 60 
องศาเซลเซียส นาน 30 วินาที 4) extension ท่ีอณุหภมูิ 72 องศาเซลเซียส นาน 1 นาที ท าซ า้ในขัน้ตอนท่ี 
2 ถึง 4 จ านวน 35 รอบ และ 5) post-extension ท่ีอณุหภูมิ 72 องศาเซลเซียส นาน 10 นาที  
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  3.2.3.1 กำรตรวจสอบผลผลิตพีซีอำร์ (PCR product)   ด้วยเทคนิคอะกำโรส
เจลอิเล็กโตรโฟรีซีส 

   ตรวจสอบขนาดดีเอ็นเอท่ีได้โดยน าผลผลิตพีซีอาร์ปริมาณ 2 ไมโครลิตร ผสมกบั 
10x loading dye ปริมาณ 1 ไมโครลิตร และน า้กลัน่ฆ่าเชือ้ปริมาณ 7 ไมโครลิตร แล้วหยอดสารละลาย
ทัง้หมดลงในหลมุของแผน่เจลอะกาโรสความเข้มข้น 0.8 เปอร์เซ็นต์ ปลอ่ยให้โมเลกลุของดีเอ็นเอเคล่ือนท่ี
ในเคร่ืองอิเล็กโทรโฟรีซิสท่ีแรงเคล่ือนกระแสไฟฟ้า 100 โวลต์เป็นเวลา 45 นาที โดยมีสารละลาย 0.5x TAE 
buffer เป็นตวักลางในการน ากระแสไฟฟ้าโดยเปรียบเทียบกบัแถบดีเอ็นเอ มาตรฐาน 1 Kb DNA ladder 
(Fermentas, USA) ย้อมเจลในสารละลายเอธิเดียมโบรไมด์ความเข้มข้น 0.5 ไมโครกรัมตอ่มิลลิลิตร เป็น
เวลา 10 นาที แล้วล้างด้วยน า้กลัน่เป็นเวลา 5 นาที ตรวจดแูถบและขนาดของดีเอ็นเอด้วยเคร่ือง UV 
transilluminator ท าการแยกดีเอ็นออกจากเจลและท าให้บริสทุธ์ิ  

  3.2.3.2 กำรแยกดีเอ็นเอจำกเจลและท ำให้บริสุทธ์ิ 

   ตดัเจลบริเวณท่ีมีแถบดีเอ็นเอขนาดท่ีต้องการ น า้หนกัไมเ่กิน 0.4 กรัม ใส่
ในหลอดขนาด 1.5 มิลลิลิตร ท าการสกดัดีเอ็นเอออกจากเจลและท าให้บริสทุธ์ิตามวิธีการของ FavorPrepTM 

GEL/PCR purification mini kit (Favorgen, China) เร่ิมจากใส่บฟัเฟอร์ FADF buffer ปริมาณ 500 
ไมโครลิตร น าไปให้ความร้อนท่ีอณุหภมูิ 55 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 10 นาที หรือจนกวา่เจลจะละลายหมด 
(พลิกหลอดให้เจลละลายทกุๆ 3 นาที) เม่ือเจลละลายแล้วให้ตัง้ทิง้ไว้ให้เย็นท่ีอณุหภมูิห้อง (ประมาณ 10 นาที) 
ดดูใส ่FADF column ท่ีอยู่บน collection tube แล้วน าไปป่ันเหว่ียงท่ีความเร็ว 6,000 รอบตอ่นาทีเป็นเวลา 
1 นาที เทสว่นสารละลายด้านลา่งทิง้ หลงัจากนัน้เตมิ wash buffer ปริมาณ 750 ไมโครลิตร แล้วน าไปป่ัน
เหว่ียงท่ีความเร็ว 8,000 รอบตอ่นาทีเป็นเวลา 1 นาที เทส่วนสารละลายด้านล่างทิง้ จากนัน้น าไปป่ันเหว่ียงท่ี
ความเร็ว 13,000 รอบตอ่นาทีเป็นเวลา 3 นาที เพ่ือให้ column แห้ง จากนัน้ย้าย column ใสล่งในหลอดขนาด 
1.5 มิลลิลิตร หลอดใหมพ่ร้อมกบัอุน่ elution buffer ท่ี 70 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 15 นาที เตมิ elution 
buffer ปริมาณ 50 ไมโครลิตร ลงบริเวณกลางแผน่กรองของ FADF column ตัง้ทิง้ไว้ 10 นาที แล้วน าไปป่ัน
เหว่ียงท่ีความเร็ว 13,000 รอบตอ่นาทีเป็นเวลา 2 นาที เพ่ือชะดีเอ็นเอลงหลอดขนาด 1.5 มิลลิลิตร เก็บดีเอ็นเอ
บริสทุธ์ิท่ีอณุหภมูิ -20 องศาเซลเซียส 

  3.2.3.3 กำรตรวจสอบปริมำณและคุณภำพดีเอ็นเอบริสุทธ์ิด้วยกำรวัดค่ำ
ดูดกลืนแสงและเทคนิคอะกำโรสเจลอิเล็กโตรโฟรีซีส 

    น าดีเอ็นเอบริสทุธ์ิไปวดัคา่ดดูกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 230, 260 และ 280 นา
โนเมตร (A230 A260 และ A280) โดยเจือจางดีเอ็นเอท่ีสดัส่วน 1:100 (ดีเอ็นเอปริมาณ 1 ไมโครลิตร และน า้กลัน่ฆ่า
เชือ้ปริมาณ 99 ไมโครลิตร) ดีเอ็นเอท่ีมีความบริสทุธ์ิสงูจะมีคา่ A260/A280 เข้าใกล้หรืออยูร่ะหวา่ง 1.8-2.0 
(Sambrook et al. 1989) น าคา่ดดูกลืนแสงท่ีวดัได้มาหาปริมาณดีเอ็นเอจากสมการ 

  ปริมาณดีเอ็นเอ (ไมโครกรัมตอ่ไมโครลิตร) = A260 x 50 ไมโครกรัมตอ่ไมโครลิตร x 
อตัราการเจือจาง 
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  น าดีเอ็นเอบริสทุธ์ิปริมาณ 2 ไมโครลิตร ผสมกบั 10x loading dye ปริมาณ 1 
ไมโครลิตร และน า้กลัน่ฆ่าเชือ้ปริมาณ 7 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากนัแล้วน าไปตรวจสอบโดยเทคนิค อะกาโรส
เจลอิเล็กโตรโฟรีซีสเปรียบเทียบกบัแถบดีเอ็นเอมาตรฐาน 1 Kb DNA ladder (Fermentas, USA) ย้อมเจลใน
สารละลายเอธิ เดียมโบรไมด์ความเข้มข้น 0.5 ไมโครกรัมตอ่มิลลิลิตร เป็นเวลา 10 นาที แล้วล้างด้วยน า้กลัน่
เป็นเวลา 5 นาที ตรวจดแูถบและขนาดของดีเอ็นเอด้วยเคร่ือง UV transilluminator 

  3.2.3.4 กำรสร้ำงดีเอ็นเอสำยผสมระหว่ำงยีนที่สังเครำะห์ได้กับพลำสมิด 
pTZ57R/T 

   น าดีเอ็นเอบริสทุธ์ิของแตล่ะยีนเช่ือมตอ่กบัพลาสมิด pTZ57R/T 
(Fermentas, USA) ด้วยเอนไซม์ T4 ligase (Fermentas, USA) เตรียมปฏิกิริยาในปริมาตร 20 ไมโครลิตร 
ประกอบด้วย dH2O ปริมาณ 13 ไมโครลิตร, 10x ligation buffer ปริมาณ 2 ไมโครลิตร, เวคเตอร์ pTZ57R/T 
ความเข้มข้น 155 นาโนกรัมตอ่ไมโครลิตร ปริมาณ 1 ไมโครลิตร, ดีเอ็นเอของยีน ปริมาณ 400 นาโนกรัม และ T4 
DNA ligase 10 ยนูิตตอ่ไมโครลิตร ปริมาณ 1 ไมโครลิตร ผสมทัง้หมดให้เข้ากนัอย่างเบาในหลอดขนาด 
200 ไมโครลิตร และบม่ท่ีอณุหภมูิ 16 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 14 ชัว่โมง 

   3.2.3.5 กำรถ่ำยโอนดีเอ็นเอสำยผสมเข้ำสู่แบคทีเรีย E. coli สำยพันธ์ุ 
DH5 

    ถ่ายโอนดีเอ็นเอสายผสมเข้าสูแ่บคทีเรีย E. coli สายพนัธุ์ DH5 ด้วยวิธี 
heat-shock ตามวิธีการของ Sambrook et al. (1989) เร่ิมจากน า competent cell แบคทีเรีย E. coli สาย
พนัธุ์ DH5 มาตัง้ไว้บนน า้แข็งเป็นเวลา 30 นาที จากนัน้เตมิดีเอ็นเอสายผสม ปริมาณ 10 ไมโครลิตร ตัง้
ไว้บนน า้แข็งเป็นเวลา 30 นาที แล้วน าไปบม่ท่ีอณุหภมูิ 42 องศาเซลเซียส นาน 90 วินาที เม่ือครบเวลาวาง
บนน า้แข็งทนัทีนาน 2 นาที เตมิอาหารเหลว LB (Luria-Bertani broth) ปริมาณ 400 ไมโครลิตร น าไปเขย่าท่ี
ความเร็ว 220 รอบตอ่นาที ท่ีอณุหภมูิ 37 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 2 ชัว่โมง จากนัน้น าสารแขวนลอยเซลล์ไป
เกล่ียบนอาหารแข็งคดัเลือก LB (Luria-Bertani agar) ท่ีมียาปฏิชีวนะแอมพิซิลลินความเข้มข้น 100 
ไมโครกรัมตอ่มิลลิลิตร และใช้ isopropyl-B-D thiogalactoside (IPTG) ปริมาณ 4 ไมโครลิตร และ 5-bromo-
4-chloro-3-indolyl-B-D-galactoside (X-gal) 0.1 โมลลาร์ ความเข้มข้น 20 มิลลิกรัมตอ่มิลลิลิตร ปริมาณ 20 
ไมโครลิตร เกล่ียลงบนผิวหน้าอาหารส าหรับการคดัเลือกด้วยเทคนิค blue/white screening บม่จานเลีย้งเชือ้
ท่ีอณุหภมูิ 37 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 14 ชัว่โมง คดัเลือกโคโลนีสีขาวไปเลีย้งในอาหารเหลว LB ท่ีมียา
ปฏิชีวนะแอมพิซิลินความเข้มข้น 100 ไมโครกรัมตอ่มิลลิลิตร เขยา่ด้วยความเร็ว 220 รอบตอ่นาที ท่ี
อณุหภมูิ 37 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 14 ชัว่โมง 

   3.2.3.6 กำรสกัดแยกดีเอ็นเอสำยผสมจำกแบคทีเรีย E. coli สำยพันธ์ุ 
DH5 

      แยกสกดัดีเอ็นเอสายผสมตามวิธีการของ High-speed plasmid mini kit 
(Geneaid, Taiwan) โดยดดูเซลล์แบคทีเรียใสล่งในหลอดขนาด 1.5 มิลลิลิตร ป่ันเหว่ียงท่ีความเร็ว 10,000 
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รอบตอ่นาทีเป็นเวลา 1 นาที และเทสารละลายใสทิง้ เตมิ PD1 buffer ท่ีเย็นปริมาณ 200 ไมโครลิตร ละลาย
เซลล์ด้วยการปิเปตขึน้ลงผสมให้เข้ากนั เตมิ PD2 buffer ท่ีอณุหภมูิ 37 องศาเซลเซียส ปริมาณ 200 
ไมโครลิตร และพลิกหลอดไปมา 10 ครัง้ ตัง้ทิง้ไว้ท่ีอณุหภมูิห้อง 2 นาที จากนัน้เติม PD3 buffer ปริมาณ 
300 ไมโครลิตร และพลิกหลอดทนัที 10 ครัง้ และน าไปป่ันเหว่ียงท่ีความเร็ว 13,000 รอบตอ่นาทีเป็นเวลา 
3 นาที จากนัน้ดดูสารละลายใสปริมาณ 600 ไมโครลิตร ลงใน PD column ท่ีอยูบ่น collection tube ตัง้ทิง้
ไว้ 15 นาที และป่ันเหว่ียงท่ีความเร็ว 6,000 รอบตอ่นาทีเป็นเวลา 30 วินาที เทสารละลายด้านลา่งทิง้ เตมิ 
W1 buffer ปริมาณ 400 ไมโครลิตร ตัง้ทิง้ไว้ 3 นาที ป่ันเหว่ียงท่ีความเร็ว 6,000 รอบตอ่นาทีเป็นเวลา 30 
วินาที เทสารละลายด้านล่างทิง้ เตมิ wash buffer ปริมาณ 600 ไมโครลิตร ตัง้ทิง้ไว้ 3 นาที ป่ันเหว่ียงท่ี
ความเร็ว 8,000 รอบตอ่นาทีเป็นเวลา 30 วินาที เทสารละลายด้านลา่งทิง้ ป่ันเหว่ียงท่ีความเร็ว 13,000 
รอบตอ่นาทีเป็นเวลา 5 นาที เพ่ือให้ column แห้งแล้วย้าย column ใสล่งในหลอดขนาด 1.5 มิลลิลิตร 
หลอดใหมพ่ร้อมกบัอุน่ elution buffer ท่ี 70 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 15 นาที เตมิ elution buffer ปริมาณ 
50 ไมโครลิตร ลงบริเวณกลาง filter ของ FADF column ตัง้ทิง้ไว้ 10 นาที แล้วน าไปป่ันเหว่ียงท่ีความเร็ว 
13,000 รอบตอ่นาทีเป็นเวลา 2 นาที เพ่ือชะดีเอ็นเอสายผสมลงหลอดขนาด 1.5 มิลลิลิตร เก็บดีเอ็นเอสาย
ผสมท่ีอณุหภมูิ -20 องศาเซลเซียส 

 3.3 กำรตรวจสอบพลำสมิด pTZ-CHS, pTZ-F3H, pTZ4’CGT  

  3.3.1 ตรวจสอบด้วยปฏิกิริยำพีซีอำร์ 

    น าโคโลนีสีขาวของแบคทีเรีย E. coli สายพนัธุ์ DH5 ท่ีแสดงถึงการมีพลาสมิดมา
ตรวจสอบชิน้สว่นของยีน CHS, F3H, 4’CGT ด้วยปฏิกิริยาพีซีอาร์โดยเตรียมปฏิกิริยา ในปริมาตร 20 
ไมโครลิตร ประกอบด้วย dH2O ปริมาณ 10 ไมโครลิตร, 10x Taq buffer ปริมาณ 2 ไมโครลิตร, MgCl2 25 
มิลลิโมลลาร์ ปริมาณ 2 ไมโครลิตร, dNTP 10 มิลลิโมลลาร์ ปริมาณ 1 ไมโครลิตร, Taq polymerase 
(Fermentas, USA) 5 ยนูิตตอ่ไมโครลิตร ปริมาณ 1 ไมโครลิตร,  F3H forward primer 10 ไมโครโมลลาร์ 
ปริมาณ 2 ไมโครลิตร และ F3H reverse primer 10 ไมโครโมลลาร์ (ตารางผนวกท่ี 1) ปริมาณ 2 ไมโครลิตร ผสม
สารทัง้หมดให้เข้ากนัในหลอดขนาด 200 ไมโครลิตร แล้วน าไปท าปฏิกิริยาด้วยเคร่ืองพีซีอาร์ตัง้อณุหภมูิและ
ก าหนดจ านวนรอบดงันี ้1) pre-denaturation ท่ีอณุหภมูิ 94 องศาเซลเซียส นาน 5 นาที 2) denaturation 
ท่ีอณุหภมูิ 94 องศาเซลเซียส นาน 45 วินาที 3) annealing ท่ีอณุหภมูิ 58 องศาเซลเซียส นาน 45 วินาที 4) 
extension ท่ีอณุหภมูิ 72 องศาเซลเซียส นาน 50 วินาที ท าซ า้ในขัน้ตอนท่ี 2 ถึง 4 จ านวน 30 รอบ 5) post-
extension ท่ีอณุหภมูิ 72 องศาเซลเซียส นาน 10 นาที ตรวจสอบขนาด ดีเอ็นเอของผลผลิตพีซีอาร์ด้วย
เทคนิคอะกาโรสเจลอิเล็กโตรโฟรีซีสเปรียบ เทียบกบัแถบดีเอ็นเอมาตรฐาน 1 Kb DNA ladder (Fermentas, 
USA) เลือกโคลนท่ีถกูต้องน าสง่วิเคราะห์ล าดบันิวคลีโอไทด์โดยใช้ universal primer คือ M13F และ M13R 

  3.3.2 กำรตรวจสอบพลำสมิดด้วยเอนไซม์ตัดจ ำเพำะ 

   ตรวจสอบพลาสมิดแตล่ะชนิดด้วยเอนไซม์ตดัจ าเพาะในปฏิกิริยาปริมาตร 20 
ไมโครลิตร ท่ีประกอบด้วย dH2O, 10x Enzyme buffer 2-4 ไมโครลิตร, พลาสมิดความเข้มข้น 1 ไมโครกรัมตอ่
ไมโครลิตร 1 ไมโครลิตร, เอนไซม์ตดัจ าเพาะ (Fermentas, USA) 10 ยนูิตตอ่ไมโครลิตร ปริมาณชนิดละ 2 unit 
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ผสมให้เข้ากนัในหลอดขนาด 1.5 มิลลิลิตร บม่ท่ีอณุหภมูิ 37 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 16 ชัว่โมง ตรวจสอบ
ขนาดดีเอ็นเอด้วยเทคนิคอะกาโรสเจลอิเล็กโตรโฟรีซีส คดัเลือกโคลนท่ีถกูต้องน าสง่วิเคราะห์ล าดบันิวคลีโอไทด์
โดยใช้ universal primer คือ M13F และ M13R 

  3.3.3 กำรวิเครำะห์ล ำดับนิวคลีโอไทด์ของยีน ยีน chalcone synthase (CHS), 
flavonone 3-hydroxylase (F3H), chalcone 4’-O-glucosyntrase (4’CGT) ที่โคลนได้จำกอุบลชำติ
เซนต์หลุยส์โกลด์ ปทุมชำตสัิตตบงกช และปทุมชำติบุณฑริก หรือดอกลิน้มังกร กับฐำนข้อมูล 

   ตรวจสอบล าดบันิวคลีโอไทด์ยีน CHS, F3H, และ 4’CGT กบัฐานข้อมลู GenBank 
ของเว็บไซต์ NCBI (www. ncbi.nlm.nih.gov/guide) โดยใช้โปรแกรม BLASTN (Basic Local Alignment 
Search Tools Nucleotide) เพ่ือหาคา่เปอร์เซ็นต์ความเหมือน (% identity) ของยีนในปทมุชาต ิ อบุลชาต ิ
และพืชอ่ืนๆ ท่ีมีรายงานไว้ในฐานข้อมลู 

 3.4 กำรศึกษำกำรแสดงออกของยีน chalcone synthase (CHS), flavonone 3-hydroxylase 
(F3H), chalcone 4’-O-glucosyntrase (4’CGT)   ในปทุมชำต ิอุบลชำต ิและดอกลิน้มังกร 

  3.4.1 กำรเตรียมอำร์เอ็นเอ 

   บดกลีบดอกของปทมุชาต ิอบุลชาต ิหรือลิน้มงักร ด้วยไนโตรเจนเหลว ท าการสกดัอาร์
เอ็นเอตามวิธีการของ Invitrap® Spin Plant RNA Mini Kit (Stratec molecular, Germany) เร่ิมจากใสผ่งก
ลีบดอกของปทมุชาติ อบุลชาติ หรือลิน้มงักร ปริมาณ 100 มิลลิกรัม ท าการสกดัอาร์เอ็นเอ ก าจดัดีเอ็นเอ และ
สงัเคราะห์ cDNA ตามวิธีข้อ 3.1.1- 3.1.4  

  3.4.2 ศึกษำกำรแสดงออกของยีน ยีน chalcone synthase (CHS), flavonone 3-
hydroxylase (F3H), chalcone 4’-O-glucosyntrase (4’CGT) ในกลีบดอกปทุมชำต ิอุบลชำติ หรือลิน้
มังกร ด้วยเทคนิค reverse transcription polymerase chain reaction (RT-PCR) 

   น า cDNA ท่ีสงัเคราะห์ได้จากข้อท่ี 3.2.1 มาใช้เป็นต้นแบบในปฏิกิริยาพีซีอาร์ โดย
เลือกใช้ไพรเมอร์ท่ีมีต าแหนง่จบัในบริเวณยีนตา่ง exon กนั คือไพรเมอร์ CHSA_forward  และ CHSA_reverse   
ส าหรับยีน CHS ไพร์เมอร์ F3H SenseF และไพรเมอร์ F3H Stop ส าหรับยีน F3H ไพร์เมอร์ F-Bam HI-4’CGT 
และไพร์เมอร์ R-4’CGT-Sac I ส าหรับยีน 4’CGT ไพร์เมอร์ F-SpeI-AS และไพร์เมอร์ R-AS-NheI ส าหรับยีน 
AS (ตารางผนวกท่ี 1) เตรียมปฏิกิริยาในปริมาตร 20 ไมโครลิตร ประกอบด้วย dH2O ปริมาณ 11.8 
ไมโครลิตร, 10x Taq buffer ปริมาณ 2 ไมโครลิตร, MgCl2 25 มิลลิโมลลาร์ ปริมาณ 2 ไมโครลิตร, dNTP 10 
มิลลิโมลลาร์ ปริมาณ 1 ไมโครลิตร, cDNA ของปทมุชาติ อบุลชาติ หรือลิน้มงักร ความเข้มข้น 10 นาโนกรัม
ตอ่ไมโครลิตร ปริมาณ 1 ไมโครลิตร, Taq DNA polymerase (Fermentas, USA) 5 ยนูิตตอ่ไมโครลิตร 
ปริมาณ 0.2 ไมโครลิตร, forward primer  10 ไมโครโมลลาร์ ปริมาณ 1 ไมโครลิตร และ reverse primer 10 ไม
โครโมลลาร์ (ตารางผนวกท่ี 1) ปริมาณ 1 ไมโครลิตร ผสมสารทัง้หมดในหลอดขนาด 200 ไมโครลิตร ให้เข้ากนั
แล้ว น าไปท าปฏิกิริยาด้วยเคร่ืองพีซีอาร์โดยตัง้อณุหภมูิและก าหนดจ านวนรอบ ดงันี ้1) ท่ีอณุหภมูิ 94 องศา
เซลเซียส นาน 5 นาที จ านวน 1 รอบ 2) ท่ีอณุหภมูิ 94 องศาเซลเซียส นาน 45 วินาที 3) ท่ีอณุหภมูิ 58 
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องศาเซลเซียส นาน 45 วินาที 4) ท่ีอณุหภมูิ 72 องศาเซลเซียส นาน 50 วินาที ท าซ า้ในขัน้ตอนท่ี 2 ถึง 4 
จ านวน 28 รอบ และ 5) ท่ีอณุหภมูิ 72 องศาเซลเซียส นาน 10 นาที ตรวจสอบขนาดดีเอ็นเอของผลผลิตพีซี
อาร์ด้วยเทคนิคอะกาโรสเจลอิเล็กโตรโฟรีซีส เปรียบเทียบกบัแถบดีเอ็นเอมาตรฐาน 1 Kb DNA ladder 
(Fermentas, USA) 

  3.4.3  กำรเปรียบเทียบปริมำณกำรแสดงออกของยีน chalcone synthase (CHS), 
flavonone 3-hydroxylase (F3H), chalcone 4’-O-glucosyntrase (4’CGT) ในปทุมชำต ิอุบลชำต ิหรือ
ลิน้มังกร ด้วยเทคนิค semi-quantitative PCR 

   3.4.3.1 กำรปรับควำมเข้มข้น cDNA เร่ิมต้นให้เท่ำกันด้วยปฏิกิริยำพีซีอำร์
โดยใช้ยีน 18S rRNA เป็นยีนอ้ำงอิง 

    ปรับความเข้มข้นของ cDNA จากข้อ 3.2.1 โดยการเปรียบเทียบปริมาณการ
แสดงออกของยีน 18S rRNA ซึง่เป็นยีนท่ีจ าเป็นตอ่การสงัเคราะห์โปรตีนภายในเซลล์และมีการแสดงออก
สม ่าเสมอในเนือ้เย่ือพืชด้วยปฏิกิริยาพีซีอาร์โดยใช้ cDNA ของปทมุชาติ อบุลชาต ิ หรือลิน้มงักร ปริมาณ
อย่างละ 1 ไมโครลิตร เป็นดีเอ็นเอต้นแบบ เตรียมปฏิกิริยาในปริมาตร 20 ไมโครลิตร ประกอบด้วย dH2O 
ปริมาณ 12.8 ไมโครลิตร, 10x Taq buffer ปริมาณ 2 ไมโครลิตร, MgCl2 25 มิลลิโมลลาร์ ปริมาณ 2 
ไมโครลิตร, dNTP 10 มิลลิโมลลาร์ ปริมาณ 1 ไมโครลิตร, cDNA ของปทมุชาติ อบุลชาต ิ หรือลิน้มงักร 
ปริมาณ 1 ไมโครลิตร, Taq DNA polymerase (Fermentas, USA) 5 ยนูิตตอ่ไมโครลิตร ปริมาณ 0.2 
ไมโครลิตร, 18-SF primer 10 ไมโครโมลลาร์ ปริมาณ 0.5 ไมโครลิตร และ 18-SR primer 10 ไมโครโมลลาร์ 
(ตารางผนวกท่ี 1) ปริมาณ 0.5 ไมโครลิตร ผสมสารทัง้หมดให้เข้ากนัดีในหลอดขนาด 200 ไมโครลิตร แล้ว
น าไปท าปฏิกิริยาด้วยเคร่ืองพีซีอาร์ โดยตัง้อณุหภมูิและก าหนดจ านวนรอบดงันี ้ 1) ท่ีอณุหภมูิ 94 องศา
เซลเซียส นาน 5 นาที จ านวน 1 รอบ 2) ท่ีอณุหภมูิ 94 องศาเซลเซียส นาน 45 วินาที 3) ท่ีอณุหภมูิ 58 
องศาเซลเซียส นาน 45 วินาที 4) ท่ีอณุหภมูิ 72 องศาเซลเซียส นาน 50 วินาที ท าซ า้ในขัน้ตอนท่ี 2 ถึง 4 
จ านวน 24 รอบ และ 5) ท่ีอณุหภมูิ 72 องศาเซลเซียส นาน 10 นาที ตรวจสอบขนาดและความเข้มของ
แถบดีเอ็นเอของผลผลิตพีซีอาร์ของยีน 18S rRNA ด้วยเทคนิคอะกาโรสเจลอิเล็กโตรโฟรีซีสเปรียบเทียบกบั
แถบดีเอ็นเอมาตรฐาน 1 Kb DNA ladder (Fermentas, USA) 

   3.4.3.2 เปรียบเทียบปริมำณกำรแสดงออกของยีน ยีน chalcone synthase 
(CHS), flavonone 3-hydroxylase (F3H), chalcone 4’-O-glucosyntrase (4’CGT) ในปทุมชำติ อุบล
ชำต ิหรือลิน้มังกร ด้วยเทคนิค semi-quantitative PCR 

    เปรียบเทียบการแสดงออกของยีน CHS, F3H, 4’CGT ในปทมุชาต ิ อบุลชาต ิ
หรือลิน้มงักร ด้วยปฏิกิริยาพีซีอาร์ โดยใช้ cDNA ท่ีได้จากข้อ 3.2.1 ท่ีปรับความเข้มข้นให้เทา่กนัแล้ว เป็นดี
เอ็นเอต้นแบบในปฏิกิริยา semi-quantitative PCR ปริมาตร 20 ไมโครลิตร ท่ีประกอบด้วย dH2O ปริมาณ 
12.8 ไมโครลิตร, 10x Taq buffer ปริมาณ 2 ไมโครลิตร, MgCl2 25 มิลลิโมลลาร์ ปริมาณ 2 ไมโครลิตร, 
dNTP 10 มิลลิโมลลาร์ ปริมาณ 1 ไมโครลิตร, cDNA ของปทมุชาติ ปริมาณ 1 ไมโครลิตร, Taq DNA 
polymerase (Fermentas, USA) 5 ยนูิตตอ่ไมโครลิตร ปริมาณ 0.2 ไมโครลิตร, forward primer 10 ไมโคร
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โมลลาร์ ปริมาณ 0.5 ไมโครลิตร และ reverse primer 10 ไมโครโมลลาร์ ปริมาณ 0.5 ไมโครลิตร ผสมสาร
ทัง้หมดในหลอด 200 ไมโครลิตร ให้เข้ากนัดีแล้วน าไปท าปฏิกิริยาด้วยเคร่ืองพีซีอาร์โดยตัง้อณุหภมูิและ
ก าหนดจ านวนรอบดงันี ้ 1) ท่ีอณุหภมูิ 94 องศาเซลเซียส นาน 5 นาที จ านวน 1 รอบ 2) ท่ีอณุหภมูิ 94 
องศาเซลเซียส นาน 45 วินาที 3) ท่ีอณุหภมูิ 58 องศาเซลเซียส นาน 45 วินาที 4) ท่ีอณุหภมูิ 72 องศา
เซลเซียส นาน 50 วินาที ท าซ า้ในขัน้ตอนท่ี 2 ถึง 4 จ านวน 30 รอบ และ 5) ท่ีอณุหภมูิ 72 องศาเซลเซียส นาน 
10 นาที ตรวจสอบขนาดและความเข้มของแถบดีเอ็นเอด้วยเทคนิคอะกาโรสเจลอิเล็กโตรโฟรีซีส เปรียบเทียบ
กบัแถบดีเอ็นเอมาตรฐาน 1 Kb DNA ladder (Fermentas, USA) 

 3.5 กำรยับยัง้กำรแสดงออกของยีน flavonone 3-hydroxylase (F3H) และยีน chalcone 
4’-O-glucosyntrase (4’CGT) ในกลีบดอกปทุมชำต ิอุบลชำต ิหรือลิน้มังกร  

  ศกึษาหน้าท่ีของยีน F3H และยีน 4’CGT ในกลีบดอกปทมุชาต ิอบุลชาติ หรือลิน้มงักร โดย
การยบัยัง้การแสดงออกของยีน F3H หรือยีน 4’CGT ด้วยเทคนิค antisense suppression (antisense) 
หรือ RNA interference (RNAi) และติดตามการเปล่ียนแปลงของสีกลีบดอกร่วมกบัการแสดงออกของยีน 
F3H และยีน 4’CGT   

  3.5.1 กำรยับยัง้กำรแสดงออกของยีน F3H ในอุบลชำต ิ และยีน 4’CGT ในดอก
ลิน้มังกรด้วยเทคนิค RNAi 

   3.5.1.1 กำรเตรียมดีเอ็นเอสำยผสมรูปแบบ inverted repeat 

    3.5.1.1.1 กำรออกแบบไพรเมอร์ 

     น าข้อมลูล าดบันิวคลีโอไทด์ของยีน F3H ในปทมุชาติ
สตัตบงกชขนาด 1,131 คูเ่บส มาออกแบบไพรเมอร์ส าหรับการสงัเคราะห์ชิน้สว่นของยีน F3H ขนาด 308 คู่
เบส คือ F3H SenseF primer (ตารางผนวกท่ี 1) และ F3H SenseR primer (ตารางผนวกท่ี 1) ซึง่อยู่บน
ต าแหนง่ท่ี 336 ถึง 644 ของสาย mRNA ของยีน F3H 

     ไพร์เมอร์ท่ีใช้ในการโคลนยีน 4’CGT คือ F-EcoRI-4’CGT และ 
R-4’CGT-BamHI ออกแบบจากล าดบัเบสของยีน 4’CGT (Accession number EF650015.1) ของลิน้มงักร 
(A. majus) ท่ีรายงานใน GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov) โดยเลือกบริเวณต าแหนง่ 1,067-1,374 
นิวคลีโอไทด์  

    3.5.1.1.2 กำรสังเครำะห์ชิน้ส่วนของยีน F3H และ 4’CGT ด้วย
ปฏิกิริยำพีซีอำร์ 

     สงัเคราะห์ชิน้ส่วนของยีน F3H ขนาด 308 คูเ่บส จาก cDNA ท่ี
สงัเคราะห์จากกลีบดอกปทมุชาตสิตัตบงกชเป็นดีเอ็นเอต้นแบบ ด้วยปฏิกิริยาพีซีอาร์โดยใช้ไพรเมอร์ท่ี
ออกแบบจากข้อ 3.3.1.1.1 เตรียมปฏิกิริยาในปริมาตร 20 ไมโครลิตร ท่ีประกอบด้วย dH2O ปริมาณ 12.5 
ไมโครลิตร, 10x Taq buffer ปริมาณ 2 ไมโครลิตร, MgCl2 25 มิลลิโมลลาร์ ปริมาณ 2 ไมโครลิตร, dNTP 10 
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มิลลิโมลลาร์ ปริมาณ 1 ไมโครลิตร, cDNA ของปทมุชาติสตัตบงกชความเข้มข้น 10 นาโนกรัมตอ่ไมโครลิตร 
ปริมาณ 1 ไมโครลิตร, Taq DNA polymerase (Fermentas, USA) 5 ยนูิตตอ่ไมโครลิตร ปริมาณ 0.5 
ไมโครลิตร, F3H SenseF primer 10 ไมโครโมลลาร์ ปริมาณ 0.5 ไมโครลิตร และ F3H SenseR primer 10 
ไมโครโมลลาร์ (ตารางผนวกท่ี 1) ปริมาณ 0.5 ไมโครลิตร ผสมสารทัง้หมดในหลอดให้เข้ากนัดีในหลอด
ขนาด 200 ไมโครลิตร แล้วน าไปท าปฏิกิริยาด้วยเคร่ืองพีซีอาร์ โดยตัง้อณุหภมูิและก าหนดจ านวนรอบดงันี ้
1) ท่ีอณุหภมูิ 94 องศาเซลเซียส นาน 5 นาที จ านวน 1 รอบ 2) ท่ีอณุหภมูิ 94 องศาเซลเซียส นาน 45 
วินาที 3) ท่ีอณุหภมูิ 58 องศาเซลเซียส นาน 45 วินาที 4) ท่ีอณุหภมูิ 72 องศาเซลเซียส นาน 50 วินาที 
ท าซ า้ในขัน้ตอนท่ี 2 ถึง 4 จ านวน 30 รอบ และ 5) ท่ีอณุหภมูิ 72 องศาเซลเซียส นาน 10 นาที ตรวจสอบ
ขนาดดีเอ็นเอของผลผลิตพีซีอาร์ด้วยเทคนิคอะกาโรสเจลอิเล็กโตรโฟรีซีสเปรียบเทียบกบัแถบดีเอ็นเอ
มาตรฐาน 1 Kb DNA ladder (Fermentas, USA) 

     ท าการสงัเคราะห์ยีน 4'CGT โดยใช้ cDNA เป็นต้นแบบ ใน
ปริมาตร 20 ไมโครลิตร ประกอบด้วย dH2O ปริมาณ 12.8 ไมโครลิตร, 10x Taq buffer ปริมาณ 2 
ไมโครลิตร, MgCl2 25 มิลลิโมลลาร์ ปริมาณ 2 ไมโครลิตร, dNTP 10 มิลลิโมลลาร์ ปริมาณ 1 ไมโครลิตร
, cDNA ของลิน้มงักร ความเข้มข้น 10 นาโนกรัมต่อไมโครลิตร ปริมาณ 1 ไมโครลิตร, Taq DNA 
polymerase (Fermentas, USA) ความเข้มข้น 5 ยนูิตต่อไมโครลิตรปริมาณ 0.2 ไมโครลิตร, ไพรเมอร์ F-
Eco RI-4'CGT 10 ไมโครโมลลาร์ ปริมาณ 0.5 ไมโครลิตร และ ไพรเมอร์ R-4'CGT–Bam HI 10 ไมโคร
โมลลาร์ (ตารางผนวกท่ี 1) ปริมาณ 0.5 ไมโครลิตร โดยตัง้อณุหภูมิและก าหนดจ านวนรอบดงันี ้ 1) ท่ี
อณุหภูมิ 94 องศาเซลเซียส นาน 5 นาที 2) ท่ีอณุหภูมิ 94 องศาเซลเซียส นาน 45 วินาที 3) ท่ีอุณหภูมิ 
60 องศาเซลเซียส นาน 30 วินาที 4) ท่ีอุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส นาน 1 นาที ท าซ า้ในขัน้ตอนท่ี 2 
ถึง 4 จ านวน 38 รอบ และ 5) ท่ีอุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส นาน 10 นาที และเม่ือครบก าหนดเวลา
น าไปตรวจสอบขนาดชิน้ส่วนดีเอ็นเอโดยวิธีอะกาโรสเจลอิเล็กโตรโฟรีซีส  

 

    3.5.1.1.3 กำรเช่ือมต่อดีเอ็นเอสำยผสมระหว่ำงชิน้ส่วนยีน F3H 
หรือ 4’CGT กับพลำสมิด pCR8  

     แยกสกดัดีเอ็นเอจากเจลตามวิธีการของ FavorPrepTM 
GEL/PCR purification mini kit (Favorgen, China) ดงัข้อท่ี 3.1.8 น าชิน้ส่วนของยีน F3H ขนาด 308 คู่
เบส ท่ีได้จากการสกดัแยกไปวดัปริมาณและคณุภาพด้วยการวดัคา่ดดูกลืนแสงและเทคนิคอะกาโรสเจลอิเล็ก-
โตรโฟรีซีส จากนัน้น าชิน้สว่นของยีน F3H หรือยีน 4’CGT ขนาด 308 และ 307 คูเ่บส ตามล าดบั เช่ือมตอ่
กบัเวคเตอร์ pCR8 (Invitrogen, USA) โดยเตรียมปฏิกิริยาของการเช่ือมตอ่ในปริมาตร 6 ไมโครลิตร 
ประกอบด้วย salt solution ปริมาณ 1 ไมโครลิตร, เวคเตอร์ pCR8 ปริมาณ 1 ไมโครลิตร และชิน้สว่นยีน 
F3H หรือยีน 4’CGT ปริมาณ 4 ไมโครลิตร ผสมทัง้หมดให้เข้ากนัอยา่งเบาในหลอดขนาด 200 ไมโครลิตร 
บม่ท่ีอณุหภมูิ 25 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 5 นาที  
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     น าเวคเตอร์ pCR8 ท่ีมียีน F3H หรือ 4’CGT แทรกอยู ่(pCR8-
F3H, pCR8-4’CGT) ปริมาตร 2 ไมโครลิตร ถ่ายโอนเข้าสูแ่บคทีเรีย E. coli สายพนัธุ์ DH5 ด้วยวิธี heat-
shock ตามวิธีการของ Sambrook et al. (1989) ท่ีอณุหภมูิ 42 องศาเซลเซียส นาน 90 วินาที แชน่ า้แข็ง
ทนัทีเป็นเวลา 2 นาที และเลีย้งแบคทีเรียบนอาหารแข็ง LB ท่ีมียาปฏิชีวนะสเปคตโินมยัซิน ความเข้มข้น 
100 ไมโครกรัมตอ่มิลลิลิตร น าไปบม่ท่ีอณุหภมูิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 14 ชัว่โมง คดัเลือกโคโลนีเดี่ยว
ไปเลีย้งในอาหารเหลว LB ท่ีมียาปฏิชีวนะสเปคติโนมยัซินความเข้มข้น 100 ไมโครกรัมตอ่มิลลิลิตร บม่ท่ี 37 
องศาเซลเซียส และเขยา่ด้วยความเร็ว 220 รอบตอ่นาทีเป็นเวลา 14 ชัว่โมง จากนัน้ท าการสกดัแยก พลาส
มิดตามวิธีการของ High-Speed Plasmid Mini Kit (geneaid, Taiwan) ดงัข้อท่ี 3.1.12 น าพลาสมิด pCR8-
F3H หรือ pCR8-4’CGT ตรวจสอบด้วยปฏิกิริยาพีซีอาร์โดยท าปฏิกิริยาในปริมาตร 20 ไมโครลิตร 
ประกอบด้วย dH2O ปริมาณ 12.8 ไมโครลิตร, 10x Taq buffer ปริมาณ 2 ไมโครลิตร, MgCl2 25 มิลลิ
โมลลาร์ ปริมาณ 2 ไมโครลิตร, dNTP 10 มิลลิโมลลาร์ ปริมาณ 1 ไมโครลิตร, เวคเตอร์ pCR8-F3H หรือ 
pCR8-4’CGT  ความเข้มข้น 10 นาโนกรัมตอ่ไมโครลิตร ปริมาณ 1 ไมโครลิตร, Taq DNA polymerase 
(Fermentas, USA) 5 ยนูิตตอ่ไมโครลิตร ปริมาณ 0.2 ไมโครลิตร, F3H SenseF primer 10 ไมโครโมลลาร์ 
ปริมาณ 0.5 ไมโครลิตร และ F3H SenseR primer 10 ไมโครโมลลาร์ (ตารางผนวกท่ี 1) ปริมาณ 0.5 
ไมโครลิตร ผสมสารทัง้หมดในหลอดให้เข้ากนัดีในหลอดขนาด 200 ไมโครลิตร แล้วน าไปท าปฏิกิริยาด้วย
เคร่ือง พีซีอาร์โดยตัง้อณุหภูมิและก าหนดจ านวนรอบดงันี ้ 1) ท่ีอณุหภมูิ 94 องศาเซลเซียส นาน 5 นาที 
จ านวน 1 รอบ 2) ท่ีอณุหภูมิ 94 องศาเซลเซียส นาน 45 วินาที 3) ท่ีอณุหภมูิ 58 องศาเซลเซียส นาน 45 
วินาที 4) ท่ีอณุหภมูิ 72 องศาเซลเซียส นาน 50 วินาที ท าซ า้ในขัน้ตอนท่ี 2 ถึง 4 จ านวน 30 รอบ และ 5) ท่ี
อณุหภมูิ 72 องศาเซลเซียส นาน 10 นาที ตรวจสอบขนาดดีเอ็นเอของผลผลิตพีซีอาร์ด้วยเทคนิคอะกาโรส
เจลอิเล็กโตรโฟรีซีสเปรียบเทียบกบัแถบดีเอ็นเอมาตรฐาน 1 Kb DNA ladder (Fermentas, USA) 

    3.5.1.1.4 กำรสร้ำงดีเอ็นเอสำยผสม pJA8F3H หรือ pJA8-4’CGT  

     เช่ือมตอ่ยีนบางสว่นของ F3H หรือ 4'CGT เข้ากบั 
พลาสมิด pJAWOHL8 (ภาพท่ี 3.3 ได้รับความอนเุคราะห์จาก Sebastian Schornack, The Sainsbury 
Laboratory UK) ซึง่เป็นพลาสมิดส าหรับการสร้างรูปแบบ inverted repeat ด้วยปฏิกิริยา LR (Invitrogen, 
USA) ท าปฏิกิริยาในปริมาตร 10 ไมโครลิตร ประกอบด้วยพลาสมิด pCR8-F3H หรือ pCR8-4'CGT 
ปริมาณ 150 นาโนกรัม พลาสมิด pJAWOHL8 ปริมาณ 150 นาโนกรัม และเอนไซม์ LR clonase ปริมาตร 2 
ไมโครลิตร ผสมทัง้หมดให้เข้ากนัแล้วบม่ท่ี 25 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 16 ชัว่โมง จากนัน้ใสส่ว่นผสม
ปริมาณ 2 ไมโครลิตร ถ่ายโอนเข้าสูแ่บคทีเรีย E.coli สายพนัธุ์ DH5 โดยวิธี heat-shock ตามวิธีการของ 
Sambrook et al. (1989) ท่ีอณุหภมูิ 42 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 90 วินาที และเลีย้งแบคทีเรียบนอาหาร
แข็ง LB ท่ีเตมิสารปฏิชีวนะแอมพิซิลลินความเข้มข้น 100 ไมโครกรัมตอ่มิลลิลิตร น าไปบม่ท่ีอณุหภมูิ 37 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 16 ชัว่โมง คดัเลือกโคโลนีเดี่ยวไปเลีย้งในอาหารเหลว LB ท่ีเตมิสารปฏิชีวนะแอมพิ
ซิลลินความเข้มข้น 100 ไมโครกรัมตอ่มิลลิลิตร บม่ท่ี 37 องศาเซลเซียส และเขยา่ด้วยความเร็ว 200 รอบตอ่
นาที เป็นเวลา 14 ชัว่โมง จากนัน้ท าการสกดัแยกพลาสมิดตามวิธีการของ High-Speed Plasmid Mini Kit 
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(Geneaid, Taiwan) ดงัข้อท่ี 3.1.12 ตรวจสอบพลาสมิด pJA8-F3H หรือ pJA8-4'CGT ท่ีได้ด้วยเอนไซม์ตดั
จ าเพาะ Hind III ส าหรับ pJA8-F3H  หรือเอนไซม์ Hind III ร่วมกบั Xba I ส าหรับ pJA8-4'CGT เตรียม
ปฏิกิริยาในปริมาตร 20 ไมโครลิตร ประกอบด้วย dH2O ปริมาณ 16.6 หรือ 16.8 ไมโครลิตร, 10x Tango 
buffer ปริมาณ 2 ไมโครลิตร, pJA8-F3H หรือ pJA8-4'CGT ความเข้มข้น 1 ไมโครกรัมตอ่ไมโครลิตร ปริมาณ 
1 ไมโครลิตร และ 10 ยนูิตตอ่ไมโครลิตรเอนไซม์ตดัจ าเพาะชนิดละ 0.2 ไมโครลิตร ผสมสารให้เข้ากนัดีใน
หลอดขนาด 1.5 มิลลิลิตร บม่ท่ีอณุหภมูิ 37 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 14 ชัว่โมงและตรวจสอบขนาดดีเอ็นเอ
ด้วยเทคนิคอะกาโรสเจลอิเล็กโตรโฟรีซีส น าส่งวิเคราะห์ล าดบันิวลคีโอไทด์โดยใช้ไพรเมอร์ F-IntronpJA8 
และ R-IntronpJA8 (ตารางผนวกท่ี 1) ท่ีออกแบบจากล าดบันิวคลีโอไทด์บริเวณอินตรอนบนพลาสมิด 
pJAWOHL8 

 

ภำพท่ี 3.3 โครงสร้างของพลาสมิด pJAWOHL8  

 

   3.5.1.2 กำรถ่ำยโอนดีเอ็นเอสำยผสมเข้ำสู่อะโกรแบคทีเรียม (Agrobacterium 
tumefaciens) สำยพันธ์ุ GV3101 (ดัดแปลงจำกวิธีกำรของ Sambrook et al. 1989) 

    เตรียมเซลล์คอมพีเทนท์ โดยเลีย้งแบคทีเรียอะโกรแบคทีเรียม (A. 
tumefaciens) สายพนัธุ์ GV3101 ในอาหารเหลว yeast extract phosphate (YEP) ท่ีเตมิสารปฏิชีวนะ
ไรแฟมพิซินปริมาณ 20 ไมโครกรัมตอ่มิลลิลิตร เขยา่ท่ีความเร็ว 250 รอบตอ่นาที ท่ีอณุหภมูิ 28 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 12-14 ชัว่โมง จากนัน้ดดูสารแขวนลอยเซลล์ปริมาณ 2.5 มิลลิลิตร ใสล่งในอาหารเหลว 
LB ปริมาณ 250 มิลลิลิตร เขยา่ท่ีความเร็ว 250 รอบตอ่นาที ท่ีอณุหภมูิ 28 องศาเซลเซียส จนกระทัง่ได้คา่
ดดูกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 600 นาโนเมตร ระหวา่ง 0.5-0.8 น าเซลล์ท่ีได้มาป่ันตกตะกอนท่ี 4,000 รอบตอ่
นาที ท่ีอณุหภมูิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที ดดูของเหลวใสด้านบนทิง้ ละลายตะกอนด้วย glycerol 
ความเข้มข้น 10 เปอร์เซ็นต์ ปริมาณ 50 มิลลิลิตร น าไปป่ันตกตะกอนท่ี 4,000 รอบตอ่นาที ท่ีอณุหภมูิ 4 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที จ านวน 3 ครัง้ ละลายตะกอนด้วย glycerol ความเข้มข้น 10 เปอร์เซ็นต์ 
ปริมาณ 1.25 มิลลิลิตร สดุท้ายแบง่ใสห่ลอดไมโครเซนตริฟิวจ์ขนาด 1.5 มิลลิลิตร ปริมาณ 50 ไมโครลิตร 
เก็บท่ี -80 องศาเซลเซียส 

pJAWOHL8 (Inverted repeat) 

9,019 bp 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 



26 
 

    ถ่ายโอนเวคเตอร์ pJAWOHL, pJA8F3H หรือ pJA8-4'CGT เข้าสูอ่ะโกร
แบคทีเรียมสายพนัธุ์ GV3101 ด้วยวิธี electroporation เร่ิมจากน าพลาสมิด pJAWOHL, pJA8F3H หรือ 
pJA8-4'CGT ความเข้มข้น 1 ไมโครกรัมตอ่ไมโครลิตร ปริมาณ 1 ไมโครลิตร ใสล่งในหลอดขนาด 1.5 
มิลลิลิตร เตมิอาหารเหลว YEP Broth ปริมาณ 1 มิลลิลิตร และเตมิ competent cell ของอะโกรแบคทีเรียม
สายพนัธุ์ GV3101 ปริมาณ 50 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากันอย่างเบาแล้วน าไปแช่ในน า้แข็ง ดดูสาร
แขวนลอยเซลล์ท่ีเตรียมไว้ข้างต้นใส่ลงใน electroporation cuvette ท่ีเย็นและน า electroporation cuvette 
ใสล่งในเคร่ือง electroporation โดยปลอ่ยให้กระแสไฟฟ้าผา่นสารแขวนลอยเซลล์ จากนัน้ดดูสารแขวนลอย
เซลล์ออกจาก electroporation cuvette ใสล่งในหลอดขนาด 1.5 มิลลิลิตร น าไปเขย่าท่ีความเร็ว 250 รอบ
ตอ่นาที ท่ีอณุหภมูิ 28 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 3 ชัว่โมง จากนัน้น าสารแขวนลอยเซลล์ไปป่ันเหว่ียงท่ี
ความเร็วรอบ 6,000 รอบตอ่นาทีเป็นเวลา 5 นาที ดดูอาหารออกปริมาณ 950 ไมโครลิตร แล้วละลาย
ตะกอนด้วยการใช้ปิเปตดดูขึน้ลงช้าๆ จากนัน้แบง่ไปเกล่ียบนบนอาหารแข็ง LB ท่ีมียาปฏิชีวนะแอมพิซิลลิ
นความเข้มข้น 100 ไมโครกรัมตอ่มิลลิลิตร และไรแฟมพิซินความเข้มข้น 25 ไมโครกรัมตอ่มิลลิลิตร ใน
ปริมาณ 10, 25 และ 50 ไมโครลิตร ตอ่จานเลีย้งเชือ้ น าจานเลีย้งเชือ้ไปบม่ท่ีอณุหภมูิ 28 องศาเซลเซียส เป็น
เวลา 36 ชัว่โมง คดัเลือกโคโลนีเด่ียวไปตรวจสอบด้วยปฏิกิริยาพีซีอาร์และเทคนิคอะกาโรสเจลอิเล็กโตรโฟรี
ซีสเปรียบเทียบกบัแถบดีเอ็นเอมาตรฐาน 1 Kb DNA ladder (Fermentas, USA)  

  3.5.2 กำรยับยัง้กำรแสดงออกของยีน F3H หรือยีน 4'CGT ในดอกลิน้มังกรแบบ
ช่ัวครำวด้วยวิธี Agro-infiltration 

   น าแบคทีเรียอะโกรแบคทีเรียม สายพนัธุ์ GV3101 ท่ีมีพลาสมิด pJAWOHL8 หรือ 
pJA8F3H เข้าสูก่ลีบดอกอบุลชาต ิ และพลาสมิด pJAWOHL8 หรือ pJA8-4'CGT เข้าสู่กลีบดอกลิน้มงักร
เพ่ือศกึษาหน้าท่ีและการแสดงออกของยีนโดยเปรียบเทียบจากปริมาณการแสดงออกของยีน F3H หรือ 4'CGT 
ระหว่างกลีบดอกท่ีไมไ่ด้รับและได้รับพลาสมิด pJAWOHL8, pJA8F3H หรือ pJA8-4'CGT  

   3.5.2.1 กำรเตรียมแบคทีเรียอะโกรแบคทีเรียม สำยพันธ์ุ GV3101 ที่มี 
พลำสมิด pJAWOHL8, pJA8F3H หรือ pJA8-4'CGT  

    เลีย้งแบคทีเรียอะโกรแบคทีเรียมสายพนัธุ์  GV3101 ท่ีมี พลาสมิด 
pJAWOHL, pJA8F3H หรือ pJA8-4'CGT ตามวิธีการของ Zottini et al. (2008) โดยเลีย้งในอาหารเหลว 
YEP ท่ีเตมิสารปฏิชีวนะแอมพิซิลลินความเข้มข้น 100 ไมโครกรัมตอ่มิลลิลิตร และไรแฟมพิซินความเข้มข้น 
25 ไมโครกรัมตอ่มิลลิลิตร ท่ีอณุหภมูิ 28 องศาเซลเซียส และเขย่าด้วยความเร็ว 200 รอบตอ่นาที เป็นเวลา 48 
ชัว่โมง จากนัน้น าสารแขวนลอยเซลล์ท่ีได้ปริมาณ 25 ไมโครลิตร เลีย้งตอ่ในอาหารเหลว YEP ปริมาณ 5 
มิลลิลิตร ท่ีเตมิสารปฏิชีวนะแอมพิซิลลินความเข้มข้น 100 ไมโครกรัมตอ่มิลลิลิตร และไรแฟมพิซินความ
เข้มข้น 25 ไมโครกรัมตอ่มิลลิลิตร ท่ีอณุหภมูิ 28 องศาเซลเซียส เขยา่ด้วยความเร็ว 200 รอบตอ่นาที เป็น
เวลา 24 ชัว่โมง 
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   3.5.2.2 กำรน ำเซลล์อะโกรแบคทีเรียม ที่มีพลำสมิด pJAWOHL8 หรือ 
pJA8F3H เข้ำสู่กลีบดอกอุบลชำตด้ิวยวิธี Agro-infiltration 

    น าเชือ้อะโกรแบคทีเรียม จากข้อท่ี 3.3.2.1 มาป่ันเหว่ียงในหลอดขนาด 1.5 
มิลลิลิตร ท่ีความเร็ว 6,000 รอบตอ่นาที ท่ีอณุหภมูิ 4 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 6 นาที จากนัน้เทส่วนใส
ด้านบนทิง้ ล้างตะกอน 2 ครัง้ ด้วยสารละลาย infiltration buffer ท่ีประกอบด้วย MES (pH 5.6)  50 มิลลิ
โมลลาร์, Na3PO4 2 มิลลิโมลลาร์, glucose 0.5 เปอร์เซ็นต์ และ acetosyringone 100 มิลลิโมลลาร์ โดยเตมิ 
infiltration buffer ปริมาณ 1 มิลลิลิตร ละลายตะกอนเซลล์โดยการดดูด้วยปิเปตขึน้ลงช้าๆ และป่ันเหว่ียงท่ี
ความเร็ว 6,000 รอบตอ่นาที ท่ีอณุหภมูิ 4 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 6 นาที เม่ือได้ตะกอนท่ีล้างเสร็จแล้ว 
น าไปละลายด้วย infiltration buffer และวดัคา่ดดูกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 600 นาโนเมตร (OD600) ปรับ
ความเข้มข้นของสารแขวนลอยเซลล์ให้ได้คา่ 0.2 จากนัน้น าไปเขย่าด้วยความเร็ว 200 รอบตอ่นาที ท่ี
อณุหภมูิ 25 องศาเซลเซียสในท่ีมืดนาน 2 ชัว่โมง แล้วฉีดเข้าสู่ด้านนอกของกลีบดอกอบุลชาตลิกูผสม 
PW5409 hybrid และแสดชยัพลด้วยกระบอกฉีดยาขนาด 1 มิลลิลิตร ด้วยวิธีการ infiltration ในดอกสดบน
ต้นอบุลชาตซิึง่ใน 1 ดอก จะท าการถ่ายยีนจ านวน 2 กลีบ คือ กลีบท่ีถ่ายโอนของเวคเตอร์ pJAWOHL8 
(control) และกลีบท่ีถ่ายโอนของเวคเตอร์ pJA8F3H (RNAi) ท าการเก็บตวัอยา่งกลีบดอกอบุลชาติหลงัจาก
ท าการถ่ายยีนด้วยวิธีการ infiltration แล้ว 3 วนั 

   3.5.2.3 กำรน ำเซลล์อะโกรแบคทีเรียม ที่มีพลำสมิด pJAWOHL8 หรือ 
pJA8-4'CGT เข้ำสู่กลีบดอกลิน้มังกรด้วยวิธี Agro-infiltration 

    น าสารแขวนลอยเซลล์อะโกรแบคทีเรียม มาป่ันตกตะกอนในหลอดไมโค
รเซนตริฟิวจ์ขนาด 1.5 มิลลิลิตร ท่ีความเร็ว 6,000 รอบตอ่นาที ท่ีอณุหภมูิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 6 นาที 
จากนัน้เทสว่นใสด้านบนทิง้ ล้างตะกอน 2 ครัง้ ด้วยสารละลาย infiltration buffer ปริมาณ 1 มิลลิลิตร ท่ี
ประกอบด้วย MES (pH 5.6) 50 มิลลิโมลลาร์, sodium phosphate (Na3PO4) 2 มิลลิโมลลาร์, glucose 0.5
เปอร์เซ็นต์ (w/v) และ อะซิโตไซริงโกน 100 มิลลิโมลลาร์ ละลายตะกอนเซลล์โดยใช้ปิเปตดดูขึน้ลงช้าๆ และ
ป่ันตกตะกอนท่ีความเร็ว 6,000 รอบตอ่นาที ท่ีอณุหภมูิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 6 นาที เม่ือได้ตะกอนท่ี
ล้างเสร็จแล้ว น าไปละลายด้วย infiltration buffer และวดัคา่ดดูกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 600 นาโนเมตร ให้ได้
คา่ 0.2 จากนัน้น าไปเลีย้งในท่ีมืด นาน 2 ชัว่โมง เพ่ือปอ้งกนัไม่ให้อะซิโตไซริงโกนเส่ือมคณุสมบตัทิางเคมี 
จากนัน้ฉีดเข้าสูก่ลีบดอกลิน้มงักรด้วยกระบอกฉีดยาขนาด 1 มิลลิลิตร ตามวิธีการของ Zottini et al. 
(2008) โดยใน 1 กลีบ จะแบง่เป็นกลีบด้านซ้ายฉีดอะโกรแบคทีเรียมท่ีมีพลาสมิด pJAWOHL8 (control) 
และกลีบด้านขวาฉีดอะโกรแบคทีเรียมท่ีมีพลาสมิด pJA8-4'CGT (RNAi) (ภาพท่ี 3.4) โดยท าการทดลอง
ทัง้หมด 7 ดอก จากนัน้เก็บต้นลิน้มงักรไว้ท่ีอณุหภมูิ 25 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 3 วนั 
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ภำพท่ี 3.4  ต าแหนง่ท่ีฉีดเซลล์อะโกรแบคทีเรียมท่ีมีพลาสมิด pJAWOHL8 หรือ pJA8-4'CGT 

 

  3.5.3 กำรตรวจสอบกำรแสดงออกของยีน F3H หรือยีน 4’CGT ในกลีบดอกของอุบล
ชำติหรือลิน้มังกรภำยหลังกำรถ่ำยยีนด้วยวิธีกำร infiltration โดยวิธีกำร semi-quantitative PCR 

   3.5.3.1 กำรเตรียม cDNA 

    บดกลีบดอกของบวัอบุลชาติท่ีไมผ่า่น และผ่านการถ่ายโอนของเวคเตอร์ 
pJAWOHL8 หรือเวคเตอร์ pJA8F3H ด้วยไนโตรเจนเหลว ท าการสกดัอาร์เอ็นเอตามวิธีการของ Invitrap® 
Spin Plant RNA Mini Kit (Stratec molecular, Germany) ก าจดั DNA ปนเปือ้น และสงัเคราะห์ cDNA ดงั
ขัน้ตอนในข้อ 3.1.4 

    บดกลีบดอกของดอกลิน้มงักรท่ีไมผ่า่น และผ่านการถ่ายโอนของเวคเตอร์
 pJAWOHL8 หรือ pJA8-4'CGT ปริมาณ 100 มิลลิกรัม ตอ่ Trizol (Invitrogen, USA) 1 มิลลิลิตร 
สกดัอาร์เอ็นเอตามวิธีการของ Trizol reagent (Invitrogen, USA) ในหลอดไมโครเซนตริฟิวจ์ ขนาด 1.5 
มิลลิลิตร เขย่าให้เข้ากนั น าไปบม่ท่ีอณุหภมูิห้องเป็นเวลา 5 นาที จากนัน้เตมิ chloroform ปริมาณ 0.2 
มิลลิลิตร และเขยา่เป็นเวลา 15 วินาที บม่ท่ีอณุหภมูิห้องเป็นเวลา 3 นาที น าไปป่ันเหว่ียงท่ีความเร็ว 
12,000 รอบตอ่นาที ท่ีอณุหภมูิ 4 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 15 นาที ดดูของเหลวใสส่วนบนท่ีมีอาร์เอ็นเอใส่
หลอดไมโคร เซนตริฟิวจ์ขนาด 1.5 มิลลิลิตร หลอดใหม ่ท าการตกตะกอนอาร์เอ็นเอโดยเตมิ isopropanol 
alcohol ปริมาณ 0.5 มิลลิลิตร ตอ่ Trizol 1 มิลลิลิตร บม่ท่ีอณุหภมูิห้องเป็นเวลา 10 นาที และน าไปป่ัน
เหว่ียงท่ีความเร็ว 12,000 รอบตอ่นาที ท่ีอณุหภมูิ 4 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 10 นาที ดดูสารละลายทิง้แล้ว
เตมิ ethanol 75 เปอร์เซ็นต์ ปริมาณ 1 มิลลิลิตร ผสมให้เข้ากนัและน าไปป่ันเหว่ียงท่ีความเร็ว 12,000 รอบ
ตอ่นาที ท่ีอณุหภมูิ 4 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 5 นาที สดุท้ายท าให้ตะกอนแห้งและเติม DEPC-dH2O เพ่ือ
ละลายตะกอน ก าจดัดีเอ็นเอท่ีปนเปือ้นด้วยเอนไซม์ DNase I และสงัเคราะห์ cDNA ดงัขัน้ตอนในข้อท่ี 
3.1.3-3.1.4 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 



29 
 

    3.5.3.2 เปรียบเทียบกำรแสดงออกของยีน F3H หรือยีน 4'CGT 
ในกลีบดอกอุบลชำตหิรือลิน้มังกร ระหว่ำงกลีบที่ได้รับและไม่ได้รับพลำสมิด pJAWOHL8 หรือ 
พลำสมิด pJA8-4'CGT  

     ปรับปริมาณ cDNA เร่ิมต้นของกลีบดอกลิน้มงักรท่ีได้รับ พลาส
มิด pJAWOHL8 หรือพลาสมิด pJA8-4'CGT ให้เทา่กนัโดยใช้ยีน 18s rRNA เป็นยีนอ้างอิง เม่ือสามารถ
ปรับความเข้มข้น cDNA ของแตล่ะตวัอยา่งให้เทา่กนัแล้ว ใช้ cDNA ดงักลา่วเป็นดีเอ็นเอต้นแบบในการ
ตรวจสอบปริมาณการแสดงออกของยีน 4'CGT ด้วยเทคนิค semi-quantitative PCR ดงัขัน้ตอนในข้อ 
3.2.3.2 

 

 3.6 กำรเตรียมดีเอ็นเอสำยผสมส ำหรับถ่ำยยีนเข้ำบัวหลวง   

  ศกึษาการถ่ายยีน antisense DFR, antisense CHS, และ 4’CGT ในบวัหลวงพนัธุ์บณุฑริก
โดยการยบัยัง้การแสดงออกของยีน DFR และ CHS เพิ่มปริมาณการแสดงออกของยีน 4’CGT ด้วยวิธีการ
ถ่ายยีนโดยใช้อะโกรแบคทีเรียมเป็นพาหะหรือเคร่ืองยิงอนภุาค 

  3.6.1 กำรสร้ำงพลำสมิดที่มียีน DFR จำกปทุมมำ 

   3.6.1.1 กำรสร้ำงพลำสมิดสำยผสม pBI121DFR 

    พลาสมิด pTZDFR ขนาด 3,636 คู่เบส โดยได้รับความอนุเคราะห์
จาก รศ.ดร.สมบรูณ์ อนนัตลาโภชยั คณะวิทยาศาสตร์ มหาวิทยาลยัเชียงใหม ่ ซึง่มียีน DFR ท่ีได้มาจาก
ดอกปทมุมาอยู ่  น าพลาสมิด pTZDFR ตดัด้วยเอนไซม์ตดัจ าเพาะ SacI และ BamHI  (Fermentas®) 
เพ่ือแยกชิน้ส่วนของยีน DFR ขนาดประมาณ 750 คู่เบสออกจากพลาสมิด น ายีนท่ีได้โคลนเข้า
พลาสมิด pBI121 ขนาด 14,758 คู่เบส ในต าแหน่งแทนท่ียีน GUS  ซึ่งถูกตดัแยกออกด้วยเอนไซม์
ตดัจ าเพาะ  SacI และ BamHI  เช่นเดียวกัน โดยในปฏิกิริยามีปริมาตรรวม 50 ไมโครลิตร ประกอบด้วย 
พลาสมิดลกูผสม ปริมาตร 10 ไมโครลิตร 10X tango buffer ปริมาตร 5 ไมโครลิตร เอนไซม์ตดัจ าเพาะ 
SacI และ BamHI  ปริมาตร 2 ไมโครลิตร และปรับปริมาตรด้วยน า้กลัน่ท่ีฆา่เชือ้แล้ว จากนัน้น าไปบม่ท่ี
อณุหภมูิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 3 ชัว่โมง จากนัน้น ามาตรวจสอบด้วยเจลอิเล็คโตโฟเลซีส โดยใช้
เจลอะกาโรส 1 เปอร์เซ็นต์  ในสารละลาย 0.5X TAE buffer ใช้ความต่างศักย์ 100 โวลต์ เป็นเวลา 
40 นาที ย้อมแถบดีเอ็นเอด้วยเอธิเดียมโบรไมด์ และตรวจสอบภายใต้แสงอลัตร้าไวโอเลต จากนัน้ตัดชิน้
เจลท่ีมีชิน้ดีเอ็นเอขนาดประมาณ 750 คู่เบสของยีน DFR น าไปสกดัแยกดีเอ็นเอออกจากเจล และท า
ให้บริสทุธ์ิด้วย QIA quick gel extraction kit (QIAGEN) โดยตดัเจลครอบแถบของผลการตดัด้วยเอนไซม์ 
SacI และ BamHI  ตามขนาดท่ีต้องการ (ในทัง้ 2 พลาสมิดคือ pTZDFR และ pBI121 )ใสใ่นหลอดไมโค
รเซนตริฟิวจ์ ขนาด 1.5 มิลลิลิตร เตมิบฟัเฟอร์ QG ปริมาตร 3 เทา่ของน า้หนกัเจลท่ีตดัดได้ บม่ท่ีอณุหภมูิ 
50 องศาเซลซียส เป็นเวลา 10 นาที หรือจนกว่าเจลจะละลายหมด จงึเตมิ Isopropanol ปริมาตร 1 เทา่
ของปริมาตรตวัอยา่ง ตัง้ทิง้ไว้ท่ีอณุหภมูิห้อง ประมาณ 5-10 นาที จากนัน้ปิเปตสารละลายดีเอ็นเอใสใ่น 
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spin column น าไปป่ันเหว่ียงท่ีความเร็ว 8,000 รอบตอ่นาที เป็นเวลา 1 นาที ทิง้ของเหลวท่ีอยูภ่ายใน 
collection tube ขนาด 2  มิลลิลิตร จากนัน้เตมิบฟัเฟอร์ PE ปริมาตร 700 ไมโครลิตร ใน spin column 
น าไปป่ันเหว่ียงท่ีความเร็ว 8,000 รอบตอ่นาที เป็นเวลา 1 นาที ท าซ า้ขัน้ตอนนีอี้ก 1 รอบ จากนัน้จงึท าการ
ป่ันเหว่ียงซ า้อีกครัง้ท่ีความเร็ว 10,000 รอบตอ่นาที จงึย้าย spin column ไปใสห่ลอดไมโครเซนตริฟิวจ์
หลอดใหม ่ ทิง้ไว้ท่ีอณุหภมูิห้องประมาณ 15 นาที จงึเติมบฟัเฟอร์ EB ปริมาตร 35 ไมโครลิตร ตัง้ทิง้ไว้ท่ี
อณุหภมูิห้องเป็นเวลา 5-10 นาที จงึน าไปป่ันเหว่ียงท่ีความเร็ว 12,000 รอบตอ่นาที เป็นเวลา 1 นาที 
จากนัน้ท าการเช่ือมตอ่ โดยในปฏิกิริยามีปริมาตรรวม 20 ไมโครลิตร ประกอบด้วย พลาสมิด (pBI121 
SacI/ BamHI) ปริมาตร 5 ไมโครลิตร Insert (pTZDFR SacI/ BamHI) ปริมาตร 5 ไมโครลิตร 10X 
Ligation buffer ปริมาตร 2 ไมโครลิตร T4 DNA Ligase  ปริมาตร 1 ไมโครลิตร และปรับปริมาตรด้วยน า้
กลัน่ท่ีฆา่เชือ้แล้ว บม่มท่ีอณุหภมูิ 4 องศาเซลเซียส ข้ามคืน จากนัน้น าไป transform โดยเลีย้งบนอาหาร 
LB (streak) บม่ท่ีอณุหภมูิ 37 องศาเซลเซียส ข้ามคืน และชกัน าดีเอ็นเอสายผสมเข้าสู ่ competent cell 
(E. coli DH5α) ด้วยวิธี heat shock (Sambrook et al. 1989) โดยน า competent cell ปริมาตร 100 
ไมโครลิตร ท่ีเก็บในอณุหภมูิ -80 องศาเซลเซียส น ามาละลายโดยแชใ่นน า้แข็งเป็นเวลา 15 นาที จากนัน้
เตมิพลาสมิด pBI121DFR ปริมาตร 10 ไมโครลิตร ลงใน competent cell ผสมให้เข้ากนั โดยใช้ปิเปตดดู
ขึน้ลง  แชใ่นน า้แข็งเป็นเวลา 30 นาที จากนัน้น าไปบม่ในอา่งน า้ควบคมุอณุหภมูิ 42 องศาเซลเซียส เป็น
เวลา 90 วินาที แล้วท าให้เย็นลงอยา่งรวดเร็ว โดยการแชล่งในน า้แข็งเป็นเวลา 2 นาที เตมิอาหารเหลว
เลีย้งเชือ้ LB  900 ไมโครลิตร น าไปบม่ท่ีอณุหภมูิ 37 องศาเซลเซียส เขยา่ท่ีความเร็ว 220 รอบตอ่นาที เป็น
เวลา 2 ชัว่โมง จากนัน้น าเชือ้ไปป่ันเหว่ียงท่ีความเร็ว 8,000 รอบตอ่นาที เป็นเวลา 5 นาที ดดูสว่นใส
ด้านบนทิง้ 850 ไมโครลิตร จากนัน้ใช้ปิเปตดดูขึน้ลง เพ่ือละลายตะกอนเซลล์ น าเชือ้ท่ีได้ไปเกล่ีย (spread) 
บนอาหารเลีย้งเชือ้ LB ท่ีมียาปฏิชีวนะกานามยัซิน ความเข้มข้น 50 ไมโครกรัมตอ่มิลลิลิตร (อาหาร
คดัเลือก) โดยดดูเชือ้ในปริมาตร 50 ไมโครลิตรตอ่จานเพาะเลีย้ง น าจานเพาะเลีย้งเชือ้ไปบม่ท่ีอณุหภมูิ 37 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 12 -16 ชัว่โมง 

   3.6.1.2  กำรตรวจสอบพลำสมิดลูกผสม 

    สุม่เลือกโคโลนีของ E. coli DH5α ท่ีสามารถเติบโตบนอาหารคดัเลือก 
มาเพาะเลีย้งในอาหารเหลว LB ปริมาตร 5 มิลลิลิตร ท่ีมียาปฏิชีวนะกานามยัซิน น าไปบม่ท่ีอณุหภมูิ 37 
องศาเซลเซียส เขยา่ท่ีความเร็ว 220 รอบตอ่นาที เป็นเวลา 12-16 ชัว่โมง จากนัน้น าไปสกดัพลาสมิด โดย
ใช้ FlavoPrepTM  Plasmid DNA Extraction Mini Kit (FlavogenTM) โดยดดูอาหารเหลวท่ีมีเชือ้ ปริมาตร 
1.5 มิลลิลิตร ใสใ่นหลอดเซนตริฟิวซ์ขนาด 1.5 มิลลิลิตร จากนัน้ตกตะกอนเซลล์โดยการป่ันเหว่ียงท่ี
ความเร็ว 10,000 รอบตอ่นาที เป็นเวลา 1 นาที ดดูสว่นของอาหารด้านบนทิง้ เตมิ FAPD1 buffer ปริมาตร 
250 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากนัด้วยเคร่ือง vortex จากนัน้เตมิ FAPD2 buffer ปริมาตร 250 ไมโครลิตร ผสม
ให้เข้ากนัโดยการกลบัหลอดไปมา 5 ครัง้ ตัง้ทิง้ไว้ท่ีอณุหภมูิห้องเป็นเวลา 2 นาที  เพ่ือยอ่ยเซลล์ จากนัน้
เตมิ FAPD3 buffer ปริมาตร 350 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากนั โดยการกลบัหลอดไปมา 5 ครัง้ น าไปป่ัน
เหว่ียงท่ีความเร็ว 12,000 รอบตอ่นาที  เป็นเวลา 10 นาที  จากนัน้ดดูของเหลวด้านบน ปริมาตร 700 
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ไมโครลิตร ใสใ่น FAPD column ท่ีรองรับด้วย collection tube ขนาด 2 มิลลิลิตร น าไปป่ันเหว่ียงท่ี
ความเร็ว 6,000 รอบตอ่นาที เป็นเวลา 1 นาที เทของเหลวท่ีอยูภ่ายใน collection tube ทิง้ เตมิ W1 buffer  
ลงใน FAPD column น าไปป่ันเหว่ียงท่ีความเร็ว 6,000 รอบตอ่นาที เป็นเวลา 1 นาที เทของเหลวท่ีอยู่
ภายใน collection tube ทิง้ จากนัน้เตมิ wash buffer ลงใน FAPD column น าไปป่ันเหว่ียงท่ีความเร็ว 
6,000 รอบตอ่นาที เป็นเวลา 1 นาที เทของเหลวท่ีอยูภ่ายใน collection tube ทิง้ น าไปป่ันเหว่ียงท่ี
ความเร็ว 13,000 รอบตอ่นาที เป็นเวลา 3 นาที เพ่ือท าให้ column แห้ง แล้วจงึย้าย FAPD column ไปใส่
หลอดไมโครเซนตฟิิวจ์หลอดใหม ่ ขนาด 1.5 มิลลิลิตร เตมิ elution buffer ปริมาตร 50 ไมโครลิตร ใสใ่น 
FAPD column ตัง้ทิง้ไว้ท่ีอณุหภมูิห้องเป็นเวลา 10 นาที น าไปป่ันเหว่ียงท่ีความเร็ว 13,000 รอบตอ่นาที 
เป็นเวลา 3 นาที จากนัน้น าพลาสมิดลกูผสมท่ีได้มาตรวจสอบความเข้มข้นด้วยการวดัคา่การดูดกลืนแสง
ท่ีความยาวคล่ืน 260 นาโนเมตร จากนัน้ท าการทดสอบการมีอยู่ของชิน้ยีน DFR ในพลาสมิดลกูผสม 
โดยตดัด้วยเอนไซม์ตดัจ าเพาะ SacI และ BamHI  น าไปตรวจสอบขนาดของชิน้ดีเอ็นเอด้วยเจลอิเล็ค
โตโฟเลซีส โดยใช้เจลอะกาโรส 1 เปอร์เซ็นต์  ในสารละลาย 0.5X TAE buffer ใช้ความต่างศักย์ 100 
โวลต์ เป็นเวลา 40 นาที 

   3.6.1.3   กำรสร้ำงพลำสมิดสำยผสม pCAMBIA2301DFR  

    น าพลาสมิด pBI121DFR ตดัด้วยเอนไซม์ตดัจ าเพาะ  EcoRI และ 
HindIII  (Fermentas®) เพ่ือแยกชิน้สว่นของยีน DFR ท่ีมีสว่นของ CaMV35S promoter และ NOS 
terminator ขนาดประมาณ 2,000 คูเ่บส ออกจากพลาสมิด น าชิน้ส่วนของยีน DFR ท่ีได้เช่ือมต่อกับพ
ลาสมิด pCAMBIA2301 ขนาด 11,623 คู่เบส ท่ีถูกตดัด้วยเอนไซม์ตดัจ าเพาะ  EcoRI  และ HindIII  
เชน่เดียวกนั โดยในปฏิกิริยามีปริมาตรรวม 50 ไมโครลิตร ประกอบด้วย พลาสมิดลกูผสม ปริมาตร 15 
ไมโครลิตร 10X tango buffer ปริมาตร 10 ไมโครลิตร เอนไซม์ตดัจ าเพาะ EcoRI และ HindIII  ปริมาตร 2 
ไมโครลิตร และปรับปริมาตรด้วยน า้กลัน่ท่ีฆ่าเชือ้แล้ว จากนัน้น าไปบม่ท่ีอณุหภมูิ 37 องศาเซลเซียส เป็น
เวลา 3 ชัว่โมง จากนัน้น ามาตรวจสอบด้วยเจลอิเล็คโตโฟเลซีส โดยใช้เจลอะกาโรส 1 เปอร์เซ็นต์  ใน
สารละลาย 0.5X TAE buffer ใช้ความต่างศักย์ 100 โวลต์ เป็นเวลา 40 นาที  

  3.6.2 กำรสร้ำงพลำสมิดที่มียีน CHS จำกบัวหลวงพันธ์ุบุณฑริก 

   3.6.2.1   กำรสร้ำงพลำสมิดลูกผสม pBICHSA 

    ท าการโคลนบางส่วนของยีน CHS จาก cDNA ของกลีบดอกบวัหลวง
บณุฑริกด้วยเทคนิค PCR เพ่ือน าไปใช้ถ่ายยีน CHS แบบ antisenseโดยใช้ไพรเมอร์ท่ีออกแบบจากส่วน
ล าดบันิวคลีโอไทด์อนรัุกษ์ ท่ีมีต าแหนง่ของเอนไซม์ตดัจ าเพาะ Sac I (GAGCTC) อยู่บนไพรเมอร์ส่วนหน้า 
CHSA_forward primer และมีต าแหน่งของเอนไซม์ตดัจ าเพาะ Bam HI (GGATCC) อยู่บนไพรเมอร์
ส่วนท้าย CHSA_reverse primer น าบางส่วนยีน CHS ท่ีได้มาเช่ือมตอ่เข้ากบั พลาสมิด pBI121 ขนาด 

14,758 คู่เบส ท่ีมียีน nptII (neomycin phosphotransferase) เป็นยีนคดัเลือก และยีน GUS (-
glucuronidase) เป็นยีนรายงานผล โดยน าไปเช่ือมตอ่ในต าแหน่งแทนท่ียีน GUS (ขนาด 1,812 คูเ่บส) ใน
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ลกัษณะกลบัทิศ (antisense) โดยเร่ิมต้นจากน าผลผลิต PCR ของบางส่วนของยีน CHS และพลาสมิด 
pBI121 มาตดัด้วยเอนไซม์ตดัจ าเพาะ Sac I (Fermentas, USA) และ Bam HI (Fermentas, USA) เตรียม
ปฏิกิริยาในปริมาตร 20 ไมโครลิตร ในหลอดไมโครทิวป์ ขนาด 1.5 มิลลิลิตร ประกอบด้วย น า้กลั่น 
ปริมาตร 9 ไมโครลิตร, สารละลายบฟัเฟอร์ 10x Tango ปริมาตร 4 ไมโครลิตร, สารละลายพลาสมิดเข้มข้น 
ประมาณ 2 ไมโครกรัมตอ่ไมโครลิตร ปริมาตร 5 ไมโครลิตร, เอนไซม์ตดัจ าเพาะ Sac I เข้มข้น 10 ยนูิต ตอ่
ไมโครลิตร ปริมาตร 1 ไมโครลิตร และเอนไซม์ตดัจ าเพาะ Bam HI เข้มข้น 10 ยนูิต ตอ่ไมโครลิตร ปริมาตร 
1 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากนัด้วยเคร่ือง vortex จากนัน้น าไปบม่ท่ีอณุหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 
ชั่วโมง จากนัน้น าไปแยกขนาดของชิน้ส่วน DNA ท่ีถูกตัดด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะด้วยเทคนิค gel 
electrophoresis จากนัน้ตดัชิน้ส่วน agarose gel ท่ีมีชิน้ส่วนของบางส่วนของยีน CHS ขนาดประมาณ 
450 คูเ่บส และส่วนของพลาสมิด pBI121 ท่ีถกูตดัเอาส่วนของยีน GUS ออก ขนาดประมาณ 12,900 คู่
เบส น ามาแยก DNA ออกจาก agarose gel และท าให้บริสทุธ์ิ และตรวจสอบคณุภาพของชิน้ส่วน DNA ท่ี
แยกออกมาได้ด้วยการวดัคา่การดดูกลืนแสงและตรวจสอบขนาดของ DNA ท่ีแยกออกมาได้ด้วยเทคนิค 
gel electrophoresis จากนัน้น ามาเช่ือมต่อเข้าด้วยกันด้วยเอนไซม์ T4 ligase โดยเตรียมปฏิกิริยาใน
ปริมาตร 20 ไมโครลิตร ในหลอดขนาด 1.5 มิลลิลิตร ประกอบด้วย น า้กลั่น ปริมาตร 8 ไมโครลิตร 
สารละลายบฟัเฟอร์ 10x ligation buffer ปริมาตร 2 ไมโครลิตร ชิน้ส่วน พลาสมิด pBI121 เข้มข้น
ประมาณ 50 นาโนกรัมตอ่ไมโครลิตร ปริมาตร 6 ไมโครลิตร ชิน้ส่วนของยีน CHS เข้มข้นประมาณ 50 นา
โนกรัมตอ่ไมโครลิตร ปริมาตร 3 ไมโครลิตร และเอนไซม์ T4 ligase เข้มข้น 10 ยนูิตตอ่ไมโครลิตร ปริมาตร 
1 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากนัด้วยเคร่ือง vortex น าไปบม่ท่ีอณุหภูมิ 16 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 16 ชัว่โมง 
ได้พลาสมิดลกูผสม pBICHSA (ภาพท่ี 3.7) ขนาดประมาณ 13,400 คูเ่บส จากนัน้ชกัน าพลาสมิดลกูผสม

ให้เข้าสู่เซลล์แบคทีเรีย E. coli สายพนัธุ์  DH5 เพ่ือเพิ่มปริมาณพลาสมิด ด้วยวิธี heat-shock น า
แบคทีเรียท่ีได้มาเกล่ียบนอาหารคดัเลือก LB agar ท่ีมีสารปฏิชีวนะ kanamycin เข้มข้น 50 ไมโครกรัมตอ่
มิลลิลิตร และน าไปบม่ท่ีอณุหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 16 ชัว่โมง จากนัน้คดัเลือกโคลนท่ีมีชิน้ส่วน
ของพลาสมิดลูกผสมโดยเลือกโคลนของแบคทีเรียท่ีสามารถเจริญเติบโตบนอาหารคัดเลือกได้ น ามา
เพาะเลีย้งในอาหารเหลว LB broth และน าไปบม่ในตู้บม่เชือ้แบบเขย่า โดยใช้อณุหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 
เขย่าด้วยความเร็ว 220 รอบตอ่นาที เป็นเวลา 16 ชัว่โมง จากนัน้น าเชือ้ท่ีได้ไปสกัด พลาสมิด ด้วยชุด
สกดัพลาสมิด และตรวจสอบความถกูต้องของยีน CHS ท่ีแทรกอยูใ่นพลาสมิดลกูผสม pBICHSA ด้วยการ
ตดัด้วยเอนไซม์ตดัจ าเพาะ Eco RI และ Hind III และตรวจสอบด้วยเทคนิค PCR โดยไพรเมอร์ 
CHSA_forward primer และ CHSA_reverse primer จากนัน้ตรวจสอบการกลบัทิศ  (antisense) ของ
บางสว่นของยีน CHS ท่ีอยูบ่นพลาสมิด pBICHS โดยน าไปตรวจวิเคราะห์ล าดบันิวคลีโอไทด์  
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   3.6.2.2   กำรสร้ำงพลำสมิดลูกผสม pCAMBIA1302CHSA 

  น าบางส่วนของยีน CHS แบบ antisense ท่ีอยู่บนพลาสมิด pBICHSA 
มาเช่ือมต่อเข้ากับพลาสมิด pCAMBIA1302 ขนาด 10,549 คู่เบส ท่ีมียีนคดัเลือกในพืชเป็นยีน hptII 
(hygromycin phosphotransferase) มียีนคดัเลือกในแบคทีเรียเป็นยีน nptII และมียีนรายงานผลเป็นยีน 
GFP (mGFP5; modified green fluorescent protein 5)โดยเช่ือมตอ่กบัในต าแหน่ง multiple cloning 
site (pUC19) ในต าแหน่งเอนไซม์ตดัจ าเพาะ Eco RI และ Hind III โดยเร่ิมต้นจากน าพลาสมิดลกูผสม 
pBICHSA และพลาสมิด pCAMBIA1302 มาตดัด้วยเอนไซม์ตดัจ าเพาะ EcoRI (Fermentas, USA) และ 
Hind III (Fermentas, USA) เตรียมปฏิกิริยาในปริมาตร 20 ไมโครลิตร ในหลอดไมโครทิวป์ ขนาด 1.5 
มิลลิลิตร ประกอบด้วย น า้กลั่น ปริมาตร 9 ไมโครลิตร สารละลายบฟัเฟอร์ 10x Tango ปริมาตร 4 
ไมโครลิตร สารละลายพลาสมิดเข้มข้น ประมาณ 2 ไมโครกรัมต่อไมโครลิตร ปริมาตร 5 ไมโครลิตร 
เอนไซม์ตดัจ าเพาะ Eco RI เข้มข้น 10 ยนูิต ตอ่ไมโครลิตร ปริมาตร 1 ไมโครลิตร และเอนไซม์ตดัจ าเพาะ 
Hind III เข้มข้น 10 ยนูิต ตอ่ไมโครลิตร ปริมาตร 1 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากนัด้วยเคร่ือง vortex จากนัน้
น าไปบม่ท่ีอณุหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 ชัว่โมง จากนัน้น าไปแยกขนาดของชิน้ส่วน DNA ท่ีถกู
ตดัด้วยเอนไซม์ตดัจ าเพาะด้วยเทคนิค gel electrophoresis จากนัน้ตดัชิน้ส่วน agarose gel ท่ีมีชิน้ส่วน
ของยีน CHS ขนาดประมาณ 1,500 คูเ่บส และสว่นของพลาสมิด pCAMBIA1302 ขนาดประมาณ 10,500 
คูเ่บส น ามาแยก DNA ออกจาก agarose gel และท าให้บริสทุธ์ิและตรวจสอบคณุภาพของชิน้ส่วน DNA 
ท่ีแยกออกมาได้ด้วยการวดัคา่การดดูกลืนแสงและตรวจสอบขนาดของ DNA ท่ีแยกออกมาได้ด้วยเทคนิค 
gel electrophoresis จากนัน้น ามาเช่ือมต่อเข้าด้วยกันด้วยเอนไซม์ T4 ligase โดยเตรียมปฏิกิริยาใน
ปริมาตร 20 ไมโครลิตร ในหลอดไมโครทิวป์ขนาด 1.5 มิลลิลิตร ประกอบด้วย น า้กลั่น ปริมาตร 8 
ไมโครลิตร สารละลายบัฟเฟอร์ 10x ligation buffer ปริมาตร 2 ไมโครลิตร ชิน้ส่วนพลาสมิด 
pCAMBIA1302 เข้มข้นประมาณ 50 นาโนกรัมตอ่ไมโครลิตร ปริมาตร 6 ไมโครลิตร ชิน้ส่วน DNA ของยีน 
CHS เข้มข้นประมาณ 50 นาโนกรัมตอ่ไมโครลิตร ปริมาตร 3 ไมโครลิตร และเอนไซม์ T4 ligase เข้มข้น 
10 ยนูิต ต่อไมโครลิตร ปริมาตร 1 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากนัด้วยเคร่ือง vortex น าไปบม่ท่ีอุณหภูมิ 16 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 16 ชัว่โมง ได้พลาสมิดลูกผสม pCAMBIA1302CHSA (ภาพท่ี 3.5) ขนาด
ประมาณ 11,700 คูเ่บส  ท่ีมีบางส่วนของยีน CHS แบบ antisense ขนาด 458 คูเ่บส ท่ีถกูควบคมุด้วย 
CaMV 35s promoter และ NOS terminator โดยมียีนคดัเลือกในพืชเป็นยีน hptII มียีนคดัเลือกใน
แบคทีเรียเป็นยีน nptII และมียีนรายงานผลเป็นยีน GFP จากนัน้ชกัน าพลาสมิดให้เข้าสู่เซลล์แบคทีเรีย E. 

coli สายพนัธุ์ DH5 เพ่ือเพิ่มปริมาณพลาสมิด ด้วยวิธี heat-shock น าแบคทีเรียท่ีได้มาเกล่ียบนอาหาร
คดัเลือก LB agar ท่ีมีสารปฏิชีวนะ kanamycin เข้มข้น 50 ไมโครกรัมตอ่มิลลิลิตร และน าไปบม่ท่ีอณุหภูมิ 
37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 16 ชัว่โมง จากนัน้คดัเลือกโคลนท่ีมีพลาสมิดลูกผสม โดยเลือกโคลนของ
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แบคทีเรียท่ีสามารถเจริญเติบโตบนอาหารคดัเลือกได้ น ามาเพาะเลีย้งในอาหารเหลว LB broth และน าไป
บม่ในตู้บม่เชือ้แบบเขย่า โดยใช้อณุหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เขย่าด้วยความเร็ว 220 รอบตอ่นาที เป็นเวลา 
16 ชัว่โมง จากนัน้น าเชือ้ท่ีได้ไปสกัดพลาสมิด ด้วยชดุสกัดพลาสมิด และตรวจสอบความถูกต้องของยีน 
CHS ท่ีแทรกอยู่ในพลาสมิดลกูผสม pCAMBIA1302CHSA ด้วยการตดัด้วยเอนไซม์ตดัจ าเพาะ Eco RI 
และ Hind III และเอนไซม์ตดัจ าเพาะ Sac I และ Bam HI และตรวจสอบด้วยเทคนิค PCR โดยใช้ไพรเมอร์ 
CAMV_forward primer และ NOS_reverse primer (ภาคผนวก 2.1) น าพลาสมิดลกูผสมท่ีได้ไปใช้ถ่ายยีน 
CHS แบบ antisense เข้าสู ่shoot cluster ของบวัหลวงตอ่ไป 

 

 

 

 

 

ภำพท่ี 3.5  พลาสมิดลกูผสม pCAMBIA1302CHSA  

   3.6.3  กำรสร้ำงพลำสมิดที่มียีน 4’CGT จำกดอกลิน้มังกร 

   3.6.3.1 กำรสังเครำะห์ยีน 4’CGT ขนำด 1,374 นิวคลีโอไทด์จำกดอกลิน้
มังกรด้วยปฏิกิริยำพีซีอำร์ 

    น า cDNA ของดอกลิน้มงักร เป็นดีเอ็นเอต้นแบบในการสงัเคราะห์ยีน 
4'CGT ด้วยปฏิกิริยาพีซีอาร์ โดยใช้ไพรเมอร์ F-BamHI-4'CGT และ R-4'CGT-Sac I (ตารางผนวกท่ี 1) ท่ี
ออกแบบจากข้อมลูยีน 4'CGT ของดอกลิน้มงักร โดยเพิ่มบริเวณส าหรับเอนไซม์ตดัจ าเพาะ Bam HI 
ทางด้านปลาย 5' ของยีนและเอนไซม์จดัจ าเพาะ Sac I ทางด้านปลาย 3' ของยีน ในปริมาตร 20 
ไมโครลิตร ประกอบด้วย dH2O ปริมาณ 12.8 ไมโครลิตร, 10x Taq buffer ปริมาณ 2 ไมโครลิตร, MgCl2 25 
มิลลิโมลลาร์ ปริมาณ 2 ไมโครลิตร, dNTP 10 มิลลิโมลลาร์ ปริมาณ 1 ไมโครลิตร, cDNA ของลิน้มงักร 
ความเข้มข้น 10 นาโนกรัมตอ่ไมโครลิตร ปริมาณ 1 ไมโครลิตร, Taq DNA polymerase (Fermentas, USA) 
ความเข้มข้น 5 ยนูิตตอ่ไมโครลิตรปริมาณ 0.2 ไมโครลิตร, F-Bam HI-4'CGT 10 ไมโครโมลลาร์ ปริมาณ 
0.5 ไมโครลิตร และ R-4'CGT –Sac I 10 ไมโครโมลลาร์ ปริมาณ 0.5 ไมโครลิตร โดยตัง้อณุหภมูิและ
ก าหนดจ านวนรอบดงันี ้1) ท่ีอณุหภมูิ 94 องศาเซลเซียส นาน 5 นาที 2) ท่ีอณุหภมูิ 94 องศาเซลเซียส นาน 
45 วินาที 3) ท่ีอณุหภมูิ 60 องศาเซลเซียส นาน 30 วินาที 4) ท่ีอณุหภมูิ 72 องศาเซลเซียส นาน 1 นาที 
ท าซ า้ในขัน้ตอนท่ี 2 ถึง 4 จ านวน 35 รอบ และ 5) ท่ีอณุหภมูิ 72 องศาเซลเซียส นาน 10 นาที และเม่ือครบ
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ก าหนดเวลาน าไปตรวจสอบขนาดชิน้ส่วนดีเอ็นเอโดยวิธีอะกาโรสเจลอิเล็กโตรโฟรีซีส จากนัน้ตดัเจลบริเวณท่ี
มีแถบดีเอ็นเอขนาดประมาณ 1,400 นิวคลีโอไทด์ โดยน า้หนกัเจลต้องไมเ่กิน 0.4 g ใสใ่นหลอดไมโครเซนตริ
ฟิวจ์ขนาด 1.5 มิลลิลิตร สกดัดีเอ็นเอออกจากเจลและท าให้บริสทุธ์ิตามวิธีการของ FavorPrepTM GEL/PCR 
purification mini kit (Favorgen, Taiwan) ดงัข้อท่ี 3.1.8 น าดีเอ็นเอไปวดัคา่ดดูกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 
230 260 และ 280 นาโนเมตร (A230 A260 A280) โดยเจือจางดีเอ็นเอท่ีสดัส่วน 1 ตอ่ 100 (ดีเอ็น 1 ไมโครลิตร และ 
dH2O 99 ไมโครลิตร) น าดีเอ็นเอ ปริมาณ 2 ไมโครลิตร ผสมกบั 10x loading dye ปริมาณ 1 ไมโครลิตร 
และน า้กลัน่ฆา่เชือ้ 7 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากนัแล้วน าไปตรวจสอบโดยเทคนิคอะกาโรสเจลอิเล็กโตรโฟรีซีส
โดยเปรียบเทียบกบัแถบดีเอ็นเอมาตรฐาน 1 Kb DNA ladder (Fermentas, China) 

   3.6.3.2 กำรสร้ำงดีเอ็นเอสำยผสมระหว่ำงยีน 4'CGT กับพลำสมิด 
pTZ57R/T (pTZ4'CGT) 

    น ายีน 4'CGT ขนาด 1,374 นิวคลีโอไทด์ เช่ือมตอ่กบัพลาสมิด 
pTZ57R/T (Fermentas, USA) ในอตัราสว่นผลผลิตพีซีอาร์ ความเข้มข้น 150 นาโนกรัมตอ่ไมโครลิตร 3 
ไมโครลิตร ตอ่พลาสมิด pTZ57R/T ความเข้มข้น 55 นาโนกรัมตอ่ไมโครลิตร ปริมาณ 1 ไมโครลิตร ด้วย
เอนไซม์ T4 ligase (Fermentas, USA) ท าปฏิกิริยาท่ีอณุหภมูิ 16 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 14 ชัว่โมง ถ่าย
โอนดีเอ็นสายผสม pTZ4'CGT เข้าสูแ่บคทีเรีย E. coli สายพนัธุ์ DH5 ด้วยวิธี heat-shock ตามวิธีการ
ของ Sambrook et al. (1989) ท่ีอณุหภมูิ 42 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 90 วินาที และเลีย้งแบคทีเรียบน
อาหารแข็ง LB ท่ีเตมิสารปฏิชีวนะแอมพิซิลลินความเข้มข้น 100 ไมโครกรัมตอ่มิลลิลิตร ท่ีมีการเกล่ียด้วย 
0.1M IPTG ปริมาณ 4 ไมโครลิตร และ X-gal ความเข้มข้น 20 มิลลิกรัมตอ่มิลลิลิตรปริมาณ 20 ไมโครลิตร 
เพ่ือใช้ในการตรวจสอบด้วยเทคนิค blue/white screening น าไปบม่ท่ีอณุหภมูิ 37 องศาเซลเซียส เป็น
เวลา 12-16 ชัว่โมง คดัเลือกโคโลนีสีขาวไปเลีย้งในอาหารเหลว LB ท่ีเตมิสารปฏิชีวนะแอมพิซิลินความ
เข้มข้น 100 ไมโครกรัมตอ่มิลลิลิตร บม่ท่ี 37 องศาเซลเซียส และเขย่าด้วยความเร็ว 220 รอบตอ่นาที เป็น
เวลา 12-16 ชัว่โมง ท าการแยกสกดัดีเอ็นเอสายผสมตามวิธีการของ High-Speed Plasmid Mini Kit 
(Geneaid, Taiwan) ดงัข้อท่ี 3.1.12 และน าสง่วิเคราะห์ล าดบันิวลคีโอไทด์ด้วยไพรเมอร์ M13F และ M13R 
(ตารางผนวกท่ี 1) 

   3.6.3.3 กำรสร้ำงดีเอ็นเอสำยผสม pCAMBIA2301 ที่มียีน 4'CGT 
(pCAM4'CGT) 

    พลาสมิด pCAMBIA2301 เป็นพลาสมิดท่ีมียีนรายงานผลคือ GUS และ
มียีนคดัเลือกคือ NPTII เร่ิมต้นโดยน าพลาสมิด pTZ4'CGT ตดัด้วยเอนไซม์ตดัจ าเพาะ Bam HI และ Sac I 
เพ่ือแยกบริเวณของยีน 4'CGT ขนาดประมาณ 1,374 นิวคลีโอไทด์ ออกจากพลาสมิด pTZ57R/T และพ
ลาสมิด pCAMBIA2301CHS ท่ีผา่นการดดัแปลงให้พลาสมิด pCAMBIA2301 สามารถขับเคลื่อนชิน้ยีน 
CHS ด้วยโปรโมเตอร์และเทอร์มิเนเตอร์จากพลาสมิด pBI121 ตดั pCAMBIA2301CHS ด้วยเอนไซม์
ตดัจ าเพาะ Bam HI และ Sac I เพ่ือแยกชิน้ส่วนของยีน CHS ออกจากพลาสมิด pCAMBIA2301 ตรวจสอบ
ขนาดของพลาสมิดโดยเทคนิคอะกาโรสเจลอิเล็กโตรโฟรีซีสโดยเปรียบเทียบกบัแถบดีเอ็นเอมาตรฐาน 1 kb 
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DNA ladder จากนัน้เช่ือมตอ่ยีน 4'CGT เข้าสูพ่ลาสมิด pCAMBIA2301 เพ่ือแทนท่ียีน CHS ด้วยเอนไซม์ 
T4 ligase โดยในปฏิกิริยา 20 ไมโครลิตร ประกอบด้วย dH2O ปริมาณ 5 ไมโครลิตร  10x ligation buffer 
ปริมาณ 2 ไมโครลิตร  ชิน้ยีน 4'CGT ท่ีตดัด้วยเอนไซม์ตดัจ าเพาะ Bam HI และ Sac I ความเข้มข้น 12 นา
โนกรัมตอ่ไมโครลิตร ปริมาณ 9 ไมโครลิตร พลาสมิด pCAMBIA2301 ท่ีตดัด้วยเอนไซม์ตดัจ าเพาะ Bam 
HI และ Sac I ท่ีไมมี่ยีน CHS ความเข้มข้น 15 นาโนกรัมตอ่ไมโครลิตร ปริมาณ 2 ไมโครลิตร เอนไซม์ T4 
ligase ความเข้มข้น 5 ยนูิตตอ่ไมโครลิตรปริมาณ 2 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากนับม่ท่ี 16 องศาเซลเซียส เป็น
เวลา 16 ชัว่โมง ถ่ายโอนดีเอ็นเอสายผสมเข้าสูแ่บคทีเรีย E. coli สายพนัธุ์ DH5 ด้วยวิธี heat-shock 
ตามวิธีการของ Sambrook et al. (1989) ท่ีอณุหภมูิ 42 องศาเซลเซียส นาน 90 วินาที และเลีย้งแบคทีเรีย
บนอาหารแข็ง LB ท่ีเตมิสารปฏิชีวนะกานามยัซินความเข้มข้น 50 ไมโครกรัมตอ่มิลลิลิตร น าไปบม่ท่ี
อณุหภมูิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 16 ชัว่โมง คดัเลือกโคโลนีเดี่ยวไปเลีย้งในอาหารเหลว LB ท่ีเตมิสาร
ปฏิชีวนะกานามยัซินความเข้มข้น 50 ไมโครกรัมตอ่มิลลิลิตร บม่ท่ี 37 องศาเซลเซียส และเขยา่ด้วย
ความเร็ว 220 รอบตอ่นาที เป็นเวลา 12-16 ชัว่โมง ท าการแยกสกดัดีเอ็นสายผสมตามวิธีการของ High-
Speed Plasmid Mini Kit (Geneaid, Taiwan) ดงัข้อท่ี 3.1.12 และตรวจสอบ พลาสมิดด้วยเอนไซม์
ตดัจ าเพาะ Eco RI 

  3.6.4 กำรเตรียมเซลล์คอมพีเทนท์ของอะโกรแบคทีเรียม (A. tumefaciens) สำยพันธ์ุ 
EHA105 

   เพาะเลีย้ง A. tumefaciens  สายพนัธุ์ EHA105 ตามวิธีการของวิลาสินี ลีทวีทรัพย์ 
(2554) ท่ีประสบความส าเร็จในการถ่ายโอนเซลล์อะโกรแบคทีเรียม สายพนัธุ์ EHA105 เข้าสู่บวัหลวงพนัธุ์
บณุฑริก โดยเลีย้งอะโกรแบคทีเรียมสายพนัธุ์ EHA105 บนอาหารแข็ง YM (Yeast extract-Malt extract) 
โดยการเข่ียเชือ้แบคทีเรียบนจานเพาะเลีย้ง บม่ท่ีอณุหภมูิ 28 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 48 ชัว่โมง จากนัน้
เลือก 1 โคโลนี มาเลีย้งในอาหารเหลว YM ปริมาณ 5 มิลลิลิตร (starter) เพาะเลีย้งท่ีอณุหภมูิ 28 องศา
เซลเซียส เขยา่ท่ีความเร็ว 250 รอบตอ่นาที เป็นเวลา 48 ชัว่โมง จากนัน้ดดูจากหลอด starter ปริมาณ 1 
มิลลิลิตร มาใสข่วดขนาด 250 มิลลิลิตร ท่ีมีอาหารเลีย้งเชือ้ YM ปริมาณ 150 มิลลิลิตร เลีย้งจนได้สาร
แขวนลอยเซลล์ท่ีมีความหนาแนน่ 5-10x107 cell/ml หรือวดัคา่การดดูกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 600 นาโน
เมตร อยูร่ะหวา่ง 0.6-0.7 ย้ายเชือ้จากขวดเดมิมาใสห่ลอดท่ีผ่านการฆา่เชือ้ขนาด 50 มิลลิลิตร จ านวน 3 
หลอด น าไปป่ันเหว่ียงท่ีความเร็ว 4,000 รอบตอ่นาที ท่ีอณุหภมูิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที เท
สารละลายสว่นใสทิง้ เหลือตะกอนเซลล์น าไปแช่บนน า้แข็งทนัที เตมิ glycerol ท่ีเจือจาง 10 เปอร์เซ็นต์ 
ปริมาณ 50 มิลลิลิตร ผสมตะกอนให้เข้ากบัสารละลายโดยการพลิกหลอดไปมา แล้วน าไปป่ันเหว่ียงท่ี
ความเร็ว 4,000 รอบตอ่นาที ท่ีอณุหภมูิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที เทสารละลายสว่นใสทิง้ เหลือ
ตะกอน ท าซ า้อีกครัง้ จากนัน้เตมิ glycerol ท่ีเจือจาง 10 เปอร์เซ็นต์ ปริมาณ 5 มิลลิลิตร ผสมตะกอนให้
เข้ากบัสารละลายโดยการพลิกหลอดไปมา โดยท าบนน า้แข็งตลอดการเตรียม ตกตะกอนเซลล์โดยน าไป
ป่ันเหว่ียงท่ีความเร็ว 4,000 รอบตอ่นาที ท่ีอณุหภมูิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที เทสารละลายสว่นใส
ทิง้ เหลือตะกอน เตมิ 1 M sorbitol ปริมาณ 0.5 มิลลิลิตร ผสมตะกอนให้เข้ากบัสารละลายโดยการใช้ปิเปต
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ดดูขึน้ลง แล้วแบง่ใสห่ลอดขนาด 1.5 มิลลิลิตร หลอดละ 50 ไมโครลิตร แล้วน าไปแชใ่นไนโตรเจนเหลว 
ก่อนน าไปเก็บท่ีอณุหภมูิ -80 องศาเซลเซียส 

  3.6.5 กำรถ่ำยโอนพลำสมิดเข้ำสู่อะโกรแบคทีเรียม (A. tumefaciens) สำยพันธ์ุ 
EHA105 

   ถ่ายโอนพลาสมิด pCAMBIA1302CHSA หรือ pCAM4'CGT เข้าสูเ่ซลล์อะโกร
แบคทีเรียมสายพนัธุ์ EHA105 ด้วยวิธี electroporation ตามวิธีการของ วิลาสินี ลีทวีทรัพย์ (2554) เร่ิมต้น
โดยน าพลาสมิด pCAM4'CGT ความเข้มข้น 200 นาโนกรัมตอ่ไมโครลิตร ปริมาณ 5 ไมโครลิตร ใสล่งใน
หลอดไมโครเซนตริฟิวจ์ท่ีมีอาหารเหลว YM ปริมาณ 1 มิลลิลิตร จากนัน้เตมิเซลล์คอมพีเทนท์ของอะโกร
แบคทีเรียม สายพนัธุ์ EHA105 ปริมาณ 50 ไมโครลิตร แล้วผสมกนัอยา่งเบามือ แช่บนน า้แข็ง ท าการเซ็ต
เคร่ือง electroporation โดยเลือกท่ีโหมด “Agr (Agrobacterium)” จากนัน้ดดูเซลล์อะโกรแบคทีเรียมท่ีมี 
พลาสมิดขึน้มาใสห่ลอด electroporation cuvette แล้วน าใสเ่คร่ือง electroporation จากนัน้กดปุ่ ม 
“Pulse” เพ่ือปลอ่ยกระแสไฟฟ้าให้สามารถน าพาพลาสมิดเข้าสูเ่ซลล์อะโกรแบคทีเรียม น าเซลล์อะโกร
แบคทีเรียมท่ีมี พลาสมิดแช่บนน า้แข็ง จากนัน้เลีย้งในอาหารเหลว YM น าไปเขยา่ท่ีความเร็ว 250 รอบตอ่
นาที ท่ีอณุหภมูิ 28 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 3 ชัว่โมง น าเซลล์อะโกรแบคทีเรียมป่ันเหว่ียงท่ีความเร็ว 
13,000 รอบตอ่นาที นาน 5 นาที เกล่ียเซลล์อะโกรแบคทีเรียมบนอาหารแข็ง YM ท่ีเตมิสารปฏิชีวนะกานา
มยัซินความเข้มข้น 50 ไมโครกรัมตอ่มิลลิลิตร น าไปบม่ท่ีอณุหภมูิ 28 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 48 ชัว่โมง 
ตรวจสอบโคโลนีด้วยปฏิกิริยาพีซีอาร์ 

 3.7 กำรถ่ำยยีนเข้ำสู่บัวหลวง 

  3.7.1 กำรเตรียมชิน้ส่วนพืชส ำหรับถ่ำยยีน 

   เตรียมชิน้สว่นพืชส าหรับถ่ายยีนตามวิธีการของ รวีวธู บวัทอง (2554)  เร่ิมต้นโดย
น าเมล็ดบวัหลวงพนัธุ์บณุฑริกมาผา่นน า้ไหลนาน 1 ชัว่โมง แล้วท าการฟอกด้วย  70 เปอร์เซ็นต์ นาน 1 
นาที จากนัน้ฟอกด้วยสารละลายคลอรอกซ์ 50 เปอร์เซ็นต์ ท่ีเตมิ Tween 20 0.1 มิลลิลิตร เขยา่นาน 20 
นาที แล้วล้างด้วยน า้กลัน่ท่ีผ่านการฆา่เชือ้ 3 ครัง้ ครัง้ละ 5 นาที ตดัชิน้สว่นของคพัภะบริเวณตายอด เลีย้ง
บนอาหารแข็งสตูร MS (Murashige and Skoog, 1962) ท่ีเตมิสารควบคมุการเจริญเตบิโต NAA 40 ไม
โครโมลลาร์ และ Thidiazuron (TDZ) 0.5 ไมโครโมลลาร์ เป็นเวลา 2 เดือน จากนัน้ย้ายชิน้สว่นลงใน
อาหาร MS ท่ีเตมิสารควบคมุการเจริญเตบิโต BA ความเข้มข้น 50 ไมโครโมลลาร์ เป็นเวลา 2 เดือน 
(Buathong et al 2013.) เพ่ือชกัน าให้เกิด shoot cluster ก่อนน ามาถ่ายยีนโดยใช้แบคทีเรียอะโกร
แบคทีเรียม และเคร่ืองยิงอนภุาค  

 3.7.1.1 กำรศึกษำสูตรอำหำรท่ีเหมำะสมต่อกำรเกิดแคลลัสของชิน้ส่วน
ก้ำนใบจำกคัพภะของบัวหลวงพันธ์ุบุณฑริก 
           น าชิน้สว่นก้านใบจากคพัภะของบวัหลวงพนัธุ์บณุฑริกโดยมีวิธีการตดั
ชิน้สว่นก้านใบดงัภาพท่ี 3.6 มาชกัน าการเกิดแคลลสับนอาหารแข็งสตูร MS (1962) ท่ีเตมิสารควบคมุการ
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เจริญเตบิโตตา่งๆ และเพาะเลีย้งภายใต้แสง cool white fluorescence เป็นเวลา 16 ชัว่โมงตอ่วนันาน 12 
สปัดาห์ วางแผนการทดลองแบบ Randomized complete block design (RCBD) มี 10 treatments 6 ซ า้ 
ซ า้ละ 5 ชิน้ส่วนตอ่ treatment อาหารแข็งสตูร MS (1962) ท่ีเตมิสารควบคมุการเจริญเตบิโตตา่งๆ มีดงันี ้

วิธีการท่ี 1  ไมเ่ตมิสารควบคมุการเจริญเติบโต (control) 
วิธีการท่ี 2  NAA 40 ไมโครโมลาร์ ร่วมกบั TDZ 0.5 ไมโครโมลาร์ (ภคัวดี ภกัดีงาม. 2548) 
วิธีการท่ี 3  2,4-D 4.52 ไมโครโมลาร์ ร่วมกบั TDZ 0.45 ไมโครโมลาร์ (Jheng et al. 2006) 
วิธีการท่ี 4  2,4-D 10 ไมโครโมลาร์ ร่วมกบั BA 0.5 ไมโครโมลาร์ (มนทิรา ไชยตะญากรู. 2545) 
วิธีการท่ี 5  2,4-D 9 ไมโครโมลาร์ ร่วมกบั BA 0.8  ไมโครโมลาร์ (Karami et al. 2006) 
วิธีการท่ี 6  2,4-D 18.1 ไมโครโมลาร์ ร่วมกบั BA 2.22 ไมโครโมลาร์ (Lin et al. 2000) 
วิธีการท่ี 7  picloram 10 ไมโครโมลาร์ ร่วมกบั kinetin 1 ไมโครโมลาร์ (Stefanello et al. 2005) 
วิธีการท่ี 8  picloram 4.14 ไมโครโมลาร์ ร่วมกบั kinetin 4.64 ไมโครโมลาร์ 

(Kaur and Kothari 2004)   
วิธีการท่ี 9  dicamba 11.27 ไมโครโมลาร์ ร่วมกบั picloram 4.14 ไมโครโมลาร์ 

(Przetakiewicz et al. 2003) 
 วิธีการท่ี 10  triacontanol 11.38 ไมโครโมลาร์ ร่วมกบั BA 1.1 ไมโครโมลาร์ ร่วมกบั IAA 2.85 ไม
โครโมลาร์ (Giridhar et al. 2004) 
 

 
ภำพท่ี 3.6  การตดัชิน้สว่นเร่ิมต้นก้านใบจากคพัภะของบวัหลวงพนัธุ์บณุฑริก (4.40X) 
 

3.7.1.2  ศึกษำสูตรอำหำรท่ีเหมำะสมต่อกำรเกิดแคลลัสของชิน้ส่วนตำ
ยอดจำกคัพภะของบัวหลวงพันธ์ุบุณฑริก โดยแบง่ออกเป็น 3 การทดลองดงันี ้

    3.7.1.2.1 ศกึษาสตูรอาหารท่ีเหมาะสมตอ่การเกิดแคลลสัของชิน้ส่วนตา
ยอดจากคพัภะท่ีมีขนาด 3 มิลลิเมตร ของบวัหลวงพนัธ์บณุฑริก  

น าชิน้สว่นตายอดจากคพัภะขนาด 3 มิลลิเมตร (ภาพท่ี 3.7) ของบวัหลวงพนัธุ์บณุฑริกมาชกัน า
การเกิดแคลลสับนอาหารแข็งสตูร MS (1962) ท่ีเตมิสารควบคมุการเจริญเตบิโตตา่งๆ และเพาะเลีย้ง
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ภายใต้แสง cool white fluorescence เป็นเวลา 16 ชัว่โมงตอ่วนันาน 8 สปัดาห์ วางแผนการทดลองแบบ 
RCBD มี 5 treatments 6 ซ า้ ซ า้ละ 5 ชิน้สว่น อาหารแข็งสตูร MS (1962) ท่ีเตมิสารควบคมุการ
เจริญเตบิโตตา่งๆ มีดงันี ้

วิธีการท่ี 1  NAA 40 ไมโครโมลาร์ ร่วมกบั TDZ 0.5 ไมโครโมลาร์ (ภคัวดี ภกัดีงาม. 2548)  
วิธีการท่ี 2  picloram 10 ไมโครโมลาร์ ร่วมกบั kinetin 1 ไมโครโมลาร์  (Stefanello et al. 2005)  
วิธีการท่ี 3  picloram 4.14 ไมโครโมลาร์ ร่วมกบั kinetin 4.64 ไมโครโมลาร์ (Kaur and Kothari 

2004)  
วิธีการท่ี 4  dicamba 11.27 ไมโครโมลาร์ ร่วมกบั picloram 4.14 ไมโครโมลาร์ (Przetakiewicz 

et al. 2003) 
วิธีการท่ี 5  triacontanol 11.38 ไมโครโมลาร์ ร่วมกบั BA 1.1 ไมโครโมลาร์ ร่วมกบั IAA 2.85 ไม

โครโมลาร์ (Giridhar et al. 2004)  

 
ภำพท่ี 3.7  แสดงการตดัชิน้สว่นเร่ิมต้นตายอดจากคพัภะของบวัหลวงพนัธุ์บณุฑริก (4.40X) 

 
1. การบนัทกึข้อมลู 
     1.1  เปอร์เซ็นต์การเกิดแคลลสั  

1.2  ขนาดของแคลลสั 
1.3  จ านวนยอด 
1.4  ความยาวยอด 
1.5  จ านวนราก 
1.6  ความยาวราก 
1.7  การเจริญเตบิโตของชิน้สว่น โดยการให้คะแนน 3 ระดบัดงันี ้

  คะแนน 1  ชิน้สว่นตายหรือไมเ่กิดแคลลสั (ภาพท่ี 3.8a) 
  คะแนน 2  ชิน้สว่นเกิดแคลลสั ลกัษณะเกาะตวักนัแนน่สีเขียว (ภาพท่ี 3.8b) 
  คะแนน 3 ชิน้ส่วนเกิดเอมบริโอจีนิคแคลลสั ลกัษณะเกาะตวักนัแนน่เป็นก้อนสีเขียวออ่น 
 (ภาพท่ี 3.8c) 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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ภำพท่ี 3.8  คะแนนการเจริญเตบิโตของชิน้สว่นตายอดจากคพัภะของบวัหลวงพนัธุ์บณุฑริก 
a  แสดงการให้คะแนน 1 คะแนน (2.50X)  b  แสดงการให้คะแนน 2 คะแนน (3.50X) 
c  แสดงการให้คะแนน 3 คะแนน (2.85X)   
 
   3.7.1.2.2 ศกึษาผลของ 2,4-D และ picloram ตอ่การเกิดแคลลสัจากชิน้ส่วนตา
ยอดจากคพัภะท่ีมีขนาด 3 มิลลิเมตร ของบวัหลวงพนัธุ์บณุฑริก  
        น าชิน้สว่นตายอดจากคพัภะท่ีมีขนาด 3 มิลลิเมตร ของบวัหลวงพนัธุ์บณุฑริกมาชกัน าการเกิด
แคลลสับนอาหารแข็งสตูร MS (1962) ท่ีเตมิ 2,4-D ท่ีระดบัความเข้มข้น 0, 13.5, 27.1, 40.7, 54.2 และ 
67.8 ไมโครโมลาร์และ picloram ท่ีระดบัความเข้มข้น 12.4, 24.8, 37.2, 49.6 และ 62.1 ไมโครโมลาร์ 
และเพาะเลีย้งภายใต้แสง cool white fluorescence เป็นเวลา 16 ชัว่โมงตอ่วนันาน 8 สปัดาห์ วาง
แผนการทดลองแบบ RCBD มี 11 treatments 5 ซ า้ ซ า้ละ 5 ชิน้สว่น 

1. การบนัทกึข้อมลู 
 1.1  ขนาดของแคลลสั 
1.2  จ านวนยอด 
1.3  ความยาวยอด 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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   3.7.1.2.3 ศกึษาผลของ 2,4-D และ picloram ตอ่การเกิดแคลลสัจากชิน้ส่วน
เนือ้เย่ือเจริญปลายยอดท่ีมีขนาด 0.5 มิลลิเมตร ของบวัหลวงพนัธุ์บณุฑริก  
        น าชิน้สว่นเนือ้เย่ือเจริญปลายยอดท่ีมีขนาด 0.5 มิลลิเมตร ของบวัหลวงพนัธุ์บณุฑริกมาชกัน าการ
เกิดแคลลสับนอาหารแข็งสตูร MS (1962) ท่ีเตมิ 2,4-D ท่ีระดบัความเข้มข้น 0, 13.5, 27.1, 40.7, 54.2 
และ 67.8 ไมโครโมลาร์และ picloram ท่ีระดบัความเข้มข้น 12.4, 24.8, 37.2, 49.6 และ 62.1 ไมโครโม
ลาร์และเพาะเลีย้งภายใต้แสง cool white fluorescence เป็นเวลา 16 ชัว่โมงตอ่วนันาน 8 สปัดาห์ วาง
แผนการทดลองแบบ RCBD มี 11 treatments  2 ซ า้ ซ า้ละ 25 ชิน้สว่น 

1. การบนัทกึข้อมลู 
1.1  ขนาดของแคลลสั 
1.2  จ านวนยอด 
1.3  ความยาวยอด 
1.4  การเจริญเตบิโตของชิน้สว่น โดยการให้คะแนน 4 ระดบัดงันี ้

  คะแนน 1  ชิน้สว่นตาย (ภาพท่ี 3.9a) 
  คะแนน 2  ชิน้สว่นเกิดยอดสีเขียว (ภาพท่ี 3.9b) 
  คะแนน 3  ชิน้สว่นเกิดแคลลสัเกาะตวักนัแนน่สีเขียวอ่อน (ภาพท่ี 3.9c) 
  คะแนน 4  ชิน้สว่นเกิดแคลลสัเกาะตวักนัอยา่งหลวมๆ สีขาวปนเขียว (ภาพท่ี 3.9d) 

 

 

ภำพท่ี 3.9  คะแนนการเจริญเตบิโตของชิน้สว่นเนือ้เย่ือเจริญปลายยอดของบวัหลวงพนัธุ์บณุฑริก 
a  แสดงการให้คะแนน 1 คะแนน (3.6X)  b  แสดงการให้คะแนน 2 คะแนน (3.5X) 

  c  แสดงการให้คะแนน 3 คะแนน (3X)   d  แสดงการให้คะแนน 4 คะแนน (3.9X) 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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4.7.1.3  การศกึษาสตูรอาหารท่ีเหมาะสมตอ่การชกัน าให้เกิดยอดจากแคลลสัของ
บวัหลวงพนัธุ์บณุฑริก 
           น าชิน้สว่นตายอดจากคพัภะท่ีมีขนาด 3 มิลลิเมตร ของบวัหลวงพนัธุ์
บณุฑริก มาชกัน าการเกิดแคลลสับนอาหารแข็งสตูร MS (1962) ท่ีเตมิ NAA 40 ไมโครโมลาร์ ร่วมกบั TDZ 
0.5  ไมโครโมลาร์ เป็นเวลา 8 สปัดาห์ (ภคัวดี ภกัดีงาม. 2548) ท่ีได้จากการทดลองท่ี 1.2.1 แล้วน ามาใช้
เป็นชิน้สว่นเร่ิมต้นในการชกัน าให้เกิดยอดจากแคลลสัของบวัหลวงพนัธุ์บณุฑริก โดยน ามาเพาะเลีย้งบน
อาหารสตูร MS (1962) ท่ีเติม BA ท่ีระดบัความเข้มข้น 0, 40, 50 และ 60 ไมโครโมลาร์ โดยวางแผนการ
ทดลองแบบ RCBD มี 4  treatment 15 ซ า้ ซ า้ละ 3 ชิน้สว่น และเพาะเลีย้งภายใต้แสง cool white 
fluorescence เป็นเวลา 16 ชัว่โมงตอ่วนันาน 8 สปัดาห์ จากนัน้น าชิน้สว่นท่ีได้มาใช้เป็นเนือ้เย่ือเปา้หมาย
ในการถ่ายยีนเข้าสูย่อดของบวัหลวงพนัธุ์บณุฑริก 

1. การบนัทกึข้อมลู 
1.1  ขนาดแคลลสั 
1.2  ความยาวยอด 
1.3  จ านวนยอด 
1.4  จ านวนใบ 
1.5  ความยาวใบ 

  3.7.2 กำรถ่ำยยีนโดยใช้แบคทีเรียอะโกรแบคทีเรียมเป็นพำหะ 

   ถ่ายยีนโดยใช้แบคทีเรียอะโกรแบคทีเรียมเป็นพาหะ โดยดดัแปลงวิธีการของ วิลาสินี 
ลีทวีทรัพย์ (2554) เร่ิมต้นโดยการน าโคโลนีเด่ียวของแบคทีเรียอะโกรแบคทีเรียม ท่ีได้จากข้อ 3.4.1.5 เลีย้ง
ในอาหารเหลว YM บม่ท่ีอณุหภมูิ 28 องศาเซลเซียส เขย่าด้วยความเร็ว 250 รอบตอ่นาที นาน 2 วนัน าไป
วดัคา่ดดูกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 600 นาโนเมตร ให้ได้ 0.6-0.7 แล้วน าไปหมนุเหว่ียงตกตะกอนท่ี 6,000 
รอบตอ่นาที นาน 10 นาที เทอาหารเลีย้งเชือ้ออก เตมิอาหารเหลว MS ปริมาณ 10 มิลลิลิตร และเตมิ
สารอะซิโตไซริงโกนความเข้มข้น 100 ไมโครโมลลาร์ จากนัน้เจือจางความเข้มข้นของเซลล์อะโกร
แบคทีเรียม เป็น 1:10 ด้วยอาหารเหลว MS น าชิน้สว่น shoot cluster แชน่าน 10 นาที ซบัแบคทีเรียอะโกร
แบคทีเรียม สว่นเกินออกด้วยกระดาษทิชชท่ีูผา่นการฆ่าเชือ้ จากนัน้น าไปเพาะเลีย้งบนอาหารแข็งสตูร MS 
ท่ีเตมิอะซิโตไซริงโกนความเข้มข้น 100 ไมโครโมลลาร์ เป็นเวลา 2 วนั ในสภาพมืดเพ่ือปอ้งกนัไมใ่ห้อะซิโต
ไซริงโกนเส่ือมทางเคมีแล้วน าชิน้ส่วน shoot cluster มาก าจดัเซลล์อะโกรแบคทีเรียมด้วยน า้กลัน่ฆา่เชือ้ท่ี
เตมิสารปฏิชีวนะอะม็อกซิซิลลิน ความเข้มข้น 300 มิลลิกรัมตอ่ลิตร จากนัน้น าไปเพาะเลีย้งบนอาหารแข็ง
สตูร MS ท่ีเตมิ BA ความเข้มข้น 4.44 ไมโครโมลลาร์ ท่ีเตมิสารปฏิชีวนะอะม็อกซิซิลลินความเข้มข้น 250 
มิลลิกรัมตอ่ลิตร เพ่ือใช้ก าจดัแบคทีเรียอะโกรแบคทีเรียมและสารปฏิชีวนะกานามยัซินความเข้มข้น 50 
มิลลิกรัมตอ่ลิตร ในการคดัเลือกชิน้สว่นท่ีได้รับการถ่ายยีน NPTII โดยเปล่ียนอาหารทกุๆ 2 สปัดาห์ 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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  3.7.3 กำรถ่ำยยีนโดยเคร่ืองยงิอนุภำค 

   ถ่ายยีนโดยเคร่ืองยิงอนภุาคตามวิธีการของ รวีวธู บวัทอง (2554) ท าการปรับ
สภาพ osmotic ของชิน้สว่น shoot cluster ท่ีเตรียมไว้โดยเลีย้งบนอาหารแข็งสตูร MS ท่ีเตมิ  mannitol 2 
โมลลาร์ และ  sorbitol 2 โมลลาร์ น ากระดาษกรองรูปวงกลมเส้นผา่นศนูย์กลางประมาณ 2.5 เซนตเิมตร 
วางไว้ด้านบนอาหาร แล้วน าชิน้สว่นดงักลา่วจ านวน 20 ชิน้ วางบนแผน่กระดาษกรองรูปวงกลมเป็นเวลา 
12-24 ชัว่โมง ก่อนถ่ายยีน เตรียมพลาสมิด pCAM4'CGT เคลือบอนภุาคทองค า โดยใช้อนภุาคทองค า
ปริมาณ 60 มิลลิกรัม ใสห่ลอดไมโครเซนตริฟิวจ์ แล้วล้างด้วย ethanol 99 เปอร์เซ็นต์ ปริมาณ 1 มิลลิลิตร 
ผสมให้เข้ากนัโดยการเขย่าด้วยเคร่ือง vortex เป็นเวลา 2 นาที น าไปหมนุเหว่ียงด้วยความเร็ว 13,000 รอบ
ตอ่นาที เป็นเวลา 1 นาที เพ่ือให้อนภุาคทองค าตกตะกอน แล้วดดู ethanol ทิง้ ท าซ า้ขัน้ตอนการล้างด้วย 
ethanol 99 เปอร์เซ็นต์จ านวน 3 ครัง้ จากนัน้ล้างด้วยน า้ท่ีนึง่ฆา่เชือ้ปริมาณ 1 มิลลิลิตร โดยการเขยา่ให้
ทองค ากระจายตวัในน า้ น าไปหมนุเหว่ียงด้วยความเร็ว 13,000 รอบตอ่นาที เป็นเวลา 1 นาที เพ่ือให้
ตกตะกอนแล้วดดูน า้ใสทิง้ ท าซ า้ 3 ครัง้ หลงัจากนัน้เติม glycerol เจือจาง 50 เปอร์เซ็นต์ ท่ีผ่านการฆ่า
เชือ้แล้ว ปริมาณ 1 มิลลิลิตร เขย่าให้เข้ากัน แบ่งใส่หลอดไมโครเซนตริฟิวจ์ หลอดละ 50 ไมโครลิตร 
เก็บท่ีอณุหภมูิ -20 องศาเซลเซียส เตรียมพลาสมิด 
ดีเอ็นเอเคลือบอนภุาคทองค าโดยการน าอนภุาคทองค าท่ีเตรียมไว้มาเขย่าด้วยเคร่ือง vortex เป็นเวลา 2 
นาทีเพ่ือให้อนภุาคทองค ามีการกระจายตวั หลงัจากนัน้เตมิพลาสมิดดีเอ็นเอปริมาณ 5 ไมโครกรัม ผสมให้
เข้ากนัแล้วเตมิ แคลเซียมคลอไรด์ 2.5 โมลลาร์ ปริมาณ 50 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากนั เตมิ spermidine 
free base (Sigma-Aldrich, USA) 0.1 โมลลาร์ ปริมาณ 20 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากนั ตัง้ไว้บนน า้แข็งเป็น
เวลา 10 นาที โดยเขย่าหลอดไมโครเซนตริฟิวจ์เบาๆ เป็นระยะๆ หลงัจากนัน้น าไปหมนุเหว่ียงด้วยความเร็ว 
13,000 รอบตอ่นาที เป็นเวลา 30 วินาที ดดูน า้ใสทิง้แล้วเตมิ ethanol  70 เปอร์เซ็นต์ ปริมาณ 200 
ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากนัโดยการเขย่าเบาๆ ก่อนน าไปหมนุเหว่ียงด้วยความเร็ว 13,000 รอบตอ่นาที เป็น
เวลา 30 วินาที ดดูน า้ใสทิง้แล้วเตมิ ethanol 99 เปอร์เซ็นต์ ปริมาณ 50 ไมโครลิตร ผสมโดยการเขย่าเบาๆ 
ให้เป็นเนือ้เดียวกนัจะได้อนภุาคทองค าท่ีเคลือบด้วยพลาสมิดดีเอ็นเอเพ่ือน าไปใช้ในการถ่ายยีน 

   ยิงอนภุาคทองค าเคลือบพลาสมิดดีเอ็นเอด้วยเคร่ืองยิงอนภุาคแบบ PDS 1000/He 
(BioRad, USA) ดงัแสดงในภาพท่ี 3.10 โดยการเช็ดท าความสะอาดตู้ยิงด้วย ethanol  70 เปอร์เซ็นต์ น า 
microcarriers และ plastic insertion tool ไปนึง่ฆา่เชือ้ แชแ่ผน่กัน้ความดนัแก๊ส (rupture disk) ใน 
isopropanol แล้วน าขึน้มารอให้แห้ง จากนัน้ใสแ่ผน่กัน้ความดนัแก๊สตามขนาดความดนัท่ีต้องการลงใน 
holder ท่ีผา่นการนึง่ฆา่เชือ้แล้ว โดยการทดลองนีเ้ลือกใช้ขนาด 1,100 ปอนด์ตอ่ตารางนิว้ แล้วน าเข้า
ประกบกบัเคร่ืองตรงสว่นปลายของ gas acceleration tube ภายในตู้ยิง ประกอบ microcarriers ท่ีผา่น
การนึง่ฆ่าเชือ้แล้วซึง่เป็นแผ่นพลาสติกสีเหลืองขนาดเส้นผ่านศนูย์กลาง 2.5 cm เข้ากบั holder ใช้ปิเปต
หยดอนภุาคทองท่ีเคลือบด้วยดีเอ็นเอแล้ว ปริมาณ 10 ไมโครลิตร ลงตรงกลางแผน่ microcarriers รอให้
แห้งพอประมาณ ใช้ปากคีบหยิบตะแกรงลวด (stopping screen) มาวางบน microcarriers launch 
assembly ท่ีผา่นการนึง่ฆา่เชือ้แล้ว น า macrocarriers ท่ีแห้งแล้วมาวางบน macrocarriers holder ใน
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ลกัษณะคว ่าลง ปิดฝา macrocarriers launch assembly แล้วน าไปวางในเคร่ืองยิงอนภุาค น าจาน
เพาะเลีย้งท่ีมีเนือ้เย่ือเปา้หมายวางบนชัน้วาง (petri dish holder) ให้อยูใ่นระดบัท่ีห่างจากเนือ้เย่ือ
เปา้หมายท่ี 9 เซ็นตเิมตร หมนุปุ่ มปรับความดนัแก๊สให้เกิน 200 ปอนด์ตอ่ตารางนิว้ เปิด main switch บน
สว่นควบคมุข้างตู้ยิง กดปุ่ ม vac (vacuum) เพ่ือท าให้ภายในตู้ยิงเป็นสญุญากาศจนถึงระดบั 26-28 นิว้
ปรอท โดยให้สงัเกตจาก vacuum gauge กดปุ่ มเดมิไปท่ี hold สงัเกตว่าไฟสีแดงจะติดท่ีปุ่ ม fire ท่ีอยูข้่างๆ 
จงึกดปุ่ ม fire ค้างไว้ ระหวา่งนีใ้ห้สงัเกต He pressure gauge ให้ได้แรงดนัท่ี 1,100 ปอนด์ตอ่ตารางนิว้ 
และจะได้ยินเสียงดงัคล้ายเกิดการระเบดิภายในตู้ยิงจงึปลอ่ยมือจากปุ่ ม fire กดปุ่ ม vac ไปท่ี vent เพ่ือ
ปลอ่ยอากาศเข้าไปภายในตู้ยิง เม่ือไมมี่สภาพสญุญากาศจะสามารถเปิดฝาตู้ได้ ปิดฝาจานเพาะเลีย้งและ
น าจานเพาะเลีย้งท่ีมีเนือ้เย่ือเปา้หมายท่ีถกูยิงแล้วออกมา น าเนือ้เย่ือท่ีผ่านการถ่ายยีนแล้วมาเพาะเลีย้งตอ่
บนอาหารสตูร MS ท่ีเตมิ BA ความเข้มข้น 50 ไมโครโมลลาร์ เพ่ือปรับสภาพ osmotic ของเซลล์ เป็นเวลา 
4 ชัว่โมง และคดัเลือกเนือ้เย่ือท่ีได้รับการถ่ายยีนบนอาหารคดัเลือกสตูร MS ท่ีเตมิ BA ความเข้มข้น 50 ไม
โครโมลลาร์ ร่วมกบัสารปฏิชีวนะกานามยัซิน ความเข้มข้น 50 มิลลิกรัมตอ่ลิตร เป็นเวลา 16 สปัดาห์ โดย
เปล่ียนอาหารทกุ 2 สปัดาห์ 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภำพท่ี 3.10 สว่นประกอบตา่งๆ ของเคร่ืองยิงอนภุาครุ่น PDS 1000/He (BioRad, USA) 

 

  3.7.4   กำรตรวจสอบกำรมีอยู่ของยีนในบัวหลวงท่ีได้รับกำรถ่ำยยีน ด้วยเทคนิคพีซี
อำร์ 

     ใช้ genomic DNA ใบบวัหลวงท่ีได้รับการถ่ายยีนแบบอะโกรแบคทีเรียม และการยิง
อนภุาคมาใช้เป็นดีเอ็นเอต้นแบบในการตรวจสอบการแสดงออกของยีน GUS และ NPTII โดยท าปฏิกิริยาใน

gas acceleration tube 
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ปริมาตร 20 ไมโครลิตร ประกอบด้วย dH2O ปริมาณ 12.8 ไมโครลิตร, 10x Taq buffer ปริมาณ 2 
ไมโครลิตร, MgCl2 25 มิลลิโมลลาร์ ปริมาณ 2 ไมโครลิตร, dNTP 10 มิลลิโมลลาร์ ปริมาณ 1 ไมโครลิตร, 
cDNA ของบวัหลวง ความเข้มข้น 20 นาโนกรัมตอ่ไมโครลิตร ปริมาณ 1 ไมโครลิตร, Taq DNA polymerase 
(Fermentas, USA) ความเข้มข้น 5 ยนูิตตอ่ไมโครลิตรปริมาณ 0.2 ไมโครลิตร, ไพรเมอร์ F-gusA 10 ไมโคร
โมลลาร์ ปริมาณ 0.5 ไมโครลิตร และ ไพรเมอร์ R-gusA 10 ไมโครโมลลาร์ ปริมาณ 0.5 ไมโครลิตร ส าหรับการ
ตรวจสอบการแสดงออกของยีน GUS โดยออกแบบไพรเมอร์ตามรายงานของ Hajian et al. (2011) และ ไพร
เมอร์ F-NPTII  10 ไมโครโมลลาร์ ปริมาณ 0.5 ไมโครลิตร และ ไพรเมอร์ R-NPTII 10 ไมโครโมลลาร์ ปริมาณ 
0.5 ไมโครลิตร ส าหรับการตรวจสอบการแสดงออกของยีน NPTII โดยออกแบบไพรเมอร์ตามรายงานของ Faize 
et al. (2010) (ตารางผนวกท่ี 1) ผสมสารทัง้หมดให้เข้ากนัดีในหลอดขนาด 200 ไมโครลิตร แล้วน าไปท า
ปฏิกิริยาด้วยเคร่ืองโดยตัง้อณุหภมูิและก าหนดจ านวนรอบดงันี ้ 1) ท่ีอณุหภมูิ 94 องศาเซลเซียส นาน 5 
นาที จ านวน 1 รอบ 2) ท่ีอณุหภมูิ 94 องศาเซลเซียส นาน 45 วินาที 3) ท่ีอณุหภมูิ 60 องศาเซลเซียส นาน 
30 วินาที 4) ท่ีอณุหภมูิ 72 องศาเซลเซียส นาน 1 นาที ท าซ า้ในขัน้ตอนท่ี 2 ถึง 4 จ านวน 35 รอบ และ 5) ท่ี
อณุหภมูิ 72 องศาเซลเซียส นาน 10 นาที น าผลผลิตพีซีอาร์ตรวจสอบขนาดดีเอ็นเอด้วยเทคนิคอะกาโรส
เจลอิเล็กโตรโฟรีซีสเปรียบเทียบกบัแถบดีเอ็นเอมาตรฐาน 1 Kb DNA ladder (Fermentas, USA) 

  3.7.5 กำรตรวจสอบกำรแสดงออกของยีน 

   3.7.5.1 กำรตรวจสอบกำรแสดงออกของยีน GUS ด้วยวิธี GUS 
histochemical assay 

    ตรวจสอบการแสดงออกของยีน GUS ด้วยวิธี GUS histochemical assay 
น าใบของพืชท่ีได้รับการถ่ายโอนยีน GUS มาแชใ่นสารละลาย X-gluc (5-bromo-4-chloro-3-indolyl--D-
glucuronide) ซึง่เป็นซบัสเตรตของเอนไซม์ -glucuronidase โดยอาศยัเคร่ืองป๊ัมสญุญากาศท่ีแรงดนั 300 
มิลลิบาร์ ตามวิธีการของ Matsumoto et al. (2009) เป็นเวลา 3 นาที จากนัน้บม่ในท่ีมืดท่ีอณุหภมูิ 37 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชัว่โมง ก าจดัคลอโรฟิลล์ด้วย ethanol 70 เปอร์เซ็นต์ น ามาตรวจสอบการ
แสดงออกของ GUS โดยการสงัเกตจากการเกิดสีน า้เงินบนชิน้สว่นพืชภายใต้กล้องสเตอริโอไมโครสโคป 

   3.7.5.2 กำรตรวจสอบกำรแสดงออกของยีนในบัวหลวงที่ได้รับกำรถ่ำยยีน 

    3.7.5.2.1 กำรเตรียม cDNA ของบัวหลวงท่ีได้รับกำรถ่ำยยีน  

     สกดัอาร์เอ็นเอจากบวัหลวงตามวิธีการของ Invitrap® Spin 
Plant RNA Mini Kit (Stratec molecular, Germany) ก าจดัดีเอ็นเอปนเปือ้น และสงัเคราะห์ cDNA ดงั
ขัน้ตอนในข้อ 3.2 ใช้ cDNA ใบบวัหลวงท่ีได้รับการถ่ายยีนแบบอะโกรแบคทีเรียมเป็นพาหะและการยิงอนภุาค
เป็นดีเอ็นเอต้นแบบในการตรวจสอบการแสดงออกของยีนท่ีท าการถ่ายเข้าสู่บวัหลวงโดยท าปฏิกิริยาใน
ปริมาตร 20 ไมโครลิตร ประกอบด้วย dH2O ปริมาณ 12.8 ไมโครลิตร, 10x Taq buffer ปริมาณ 2 
ไมโครลิตร, MgCl2 25 มิลลิโมลลาร์ ปริมาณ 2 ไมโครลิตร, dNTP 10 มิลลิโมลลาร์ ปริมาณ 1 ไมโครลิตร, 
cDNA ของบวัหลวง ความเข้มข้น 20 นาโนกรัมตอ่ไมโครลิตร ปริมาณ 1 ไมโครลิตร, Taq DNA polymerase 
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(Fermentas, USA) ความเข้มข้น 5 ยนูิตตอ่ไมโครลิตรปริมาณ 0.2 ไมโครลิตร, F-Bam HI-4'CGT 10 ไมโคร
โมลลาร์ ปริมาณ 0.5 ไมโครลิตร และ R-4'CGT –Sac I 10 ไมโครโมลลาร์ (ตารางผนวกท่ี 1) ปริมาณ 0.5 
ไมโครลิตร ผสมสารทัง้หมดให้เข้ากนัดีในหลอดขนาด 200 ไมโครลิตร แล้วน าไปท าปฏิกิริยาด้วยเคร่ืองพีซีอาร์
โดยตัง้อณุหภมูิและก าหนดจ านวนรอบดงันี ้1) ท่ีอณุหภมูิ 94 องศาเซลเซียส นาน 5 นาที จ านวน 1 รอบ 2) 
ท่ีอณุหภมูิ 94 องศาเซลเซียส นาน 45 วินาที 3) ท่ีอณุหภมูิ 60 องศาเซลเซียส นาน 30 วินาที 4) ท่ีอณุหภมูิ 
72 องศาเซลเซียส นาน 1 นาที ท าซ า้ในขัน้ตอนท่ี 2 ถึง 4 จ านวน 35 รอบ และ 5) ท่ีอณุหภมูิ 72 องศา
เซลเซียส นาน 10 นาที ตรวจสอบขนาดดีเอ็นเอของผลผลิต 
พีซีอาร์ด้วยเทคนิคอะกาโรสเจลอิเล็กโตรโฟรีซีสเปรียบเทียบกบัแถบดีเอ็นเอมาตรฐาน 1 Kb DNA ladder 
(Fermentas, USA) 

    3.7.5.2.2 กำรตรวจสอบกำรแสดงออกของยีน GUS และ NPTII ใน
บัวหลวงท่ีได้รับกำรถ่ำยยีนด้วยเทคนิคพีซีอำร์ 

     ใช้ cDNA ใบบวัหลวงท่ีได้รับการถ่ายยีนแบบอะโกรแบคทีเรียม
และการยิงอนภุาคมาใช้เป็นดีเอ็นเอต้นแบบในการตรวจสอบการแสดงออกของยีน GUS และ NPTII โดยท า
ปฏิกิริยาในปริมาตร 20 ไมโครลิตร ประกอบด้วย dH2O ปริมาณ 12.8 ไมโครลิตร, 10x Taq buffer ปริมาณ 
2 ไมโครลิตร, MgCl2 25 มิลลิโมลลาร์ ปริมาณ 2 ไมโครลิตร, dNTP 10 มิลลิโมลลาร์ ปริมาณ 1 ไมโครลิตร, 
cDNA ของบวัหลวง ความเข้มข้น 20 นาโนกรัมตอ่ไมโครลิตร ปริมาณ 1 ไมโครลิตร, Taq DNA polymerase 
(Fermentas, USA) ความเข้มข้น 5 ยนูิตตอ่ไมโครลิตรปริมาณ 0.2 ไมโครลิตร, ไพรเมอร์ F-gusA 10 ไมโคร
โมลลาร์ ปริมาณ 0.5 ไมโครลิตร และ ไพรเมอร์ R-gusA 10 ไมโครโมลลาร์ ปริมาณ 0.5 ไมโครลิตร ส าหรับการ
ตรวจสอบการแสดงออกของยีน GUS โดยออกแบบไพรเมอร์ตามรายงานของ Hajian et al. (2011) และ ไพร
เมอร์ F-NPTII  10 ไมโครโมลลาร์ ปริมาณ 0.5 ไมโครลิตร และ ไพรเมอร์ R-NPTII 10 ไมโครโมลลาร์ ปริมาณ 
0.5 ไมโครลิตร ส าหรับการตรวจสอบการแสดงออกของยีน NPTII โดยออกแบบไพรเมอร์ตามรายงานของ Faize 
et al. (2010) (ตารางผนวกท่ี 1) ผสมสารทัง้หมดให้เข้ากนัดีในหลอดขนาด 200 ไมโครลิตร แล้วน าไปท า
ปฏิกิริยาด้วยเคร่ืองโดยตัง้อณุหภมูิและก าหนดจ านวนรอบดงันี ้ 1) ท่ีอณุหภมูิ 94 องศาเซลเซียส นาน 5 
นาที จ านวน 1 รอบ 2) ท่ีอณุหภมูิ 94 องศาเซลเซียส นาน 45 วินาที 3) ท่ีอณุหภมูิ 60 องศาเซลเซียส นาน 
30 วินาที 4) ท่ีอณุหภมูิ 72 องศาเซลเซียส นาน 1 นาที ท าซ า้ในขัน้ตอนท่ี 2 ถึง 4 จ านวน 35 รอบ และ 5) ท่ี
อณุหภมูิ 72 องศาเซลเซียส นาน 10 นาที น าผลผลิตพีซีอาร์ตรวจสอบขนาดดีเอ็นเอด้วยเทคนิคอะกาโรส
เจลอิเล็กโตรโฟรีซีสเปรียบเทียบกบัแถบดีเอ็นเอมาตรฐาน 1 Kb DNA ladder (Fermentas, USA) 

    3.7.5.2.3 กำรเปรียบเทียบกำรแสดงออกของยีน CHS และ F3H 
ในบัวหลวงที่ได้รับกำรถ่ำยยีนแบบอะโกรแบคทีเรียมและกำรยงิอนุภำคโดยวิธีกำร semi-
quantitative PCR 

     ท าการปรับความเข้มข้นของ cDNA เร่ิมต้นท่ีสงัเคราะห์ได้จาก
ใบของบวัหลวงท่ีได้รับการถ่ายโอนของพลาสมิด pCAM4'CGT และใบบวัหลวงท่ีไมไ่ด้รับการถ่ายโอนพ
ลาสมิด pCAM4'CGT ให้เทา่กนัโดยใช้ยีน 18s rRNA เป็นยีนอ้างอิง เม่ือปรับความเข้มข้นของ cDNA ของแต่
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ละตวัอย่างให้เทา่กนัแล้วใช้ cDNA ดงักล่าวเป็นต้นแบบในการตรวจสอบปริมาณการแสดงออกของยีน F3H 
และ CHS ด้วยวิธีการ semi-quantitative PCR 

     ตรวจสอบปริมาณการแสดงออกของยีน CHS และ F3H ด้วย
ปฏิกิริยาพีซีอาร์โดยท าปฏิกิริยาในปริมาตร 20 ไมโครลิตร ประกอบ ด้วย dH2O ปริมาณ 12.8 ไมโครลิตร, 
10x Taq buffer ปริมาณ 2 ไมโครลิตร, MgCl2 25 มิลลิโมลลาร์ ปริมาณ 2 ไมโครลิตร, dNTP 10 มิลลิ
โมลลาร์ ปริมาณ 1 ไมโครลิตร, cDNA ของบวัหลวงท่ีได้รับการถ่ายโอนพลาสมิด pCAM4'CGT หรือ 
cDNA ของบวัหลวงท่ีไมไ่ด้รับการถ่ายโอนพลาสมิด pCAM4'CGT  ปริมาณ 1 ไมโครลิตร, Taq DNA 
polymerase (Fermentas, USA) ความเข้มข้น 5 ยนูิตต่อไมโครลิตรปริมาณ 0.2 ไมโครลิตร, ไพรเมอร์ CHSF 
10 ไมโครโมลลาร์ ปริมาณ 0.5 ไมโครลิตร และ ไพรเมอร์ CHSR 10 ไมโครโมลลาร์ ปริมาณ 0.5 ไมโครลิตร 
ส าหรับการตรวจสอบการแสดงออกของยีน CHS (ตารางผนวกท่ี 1), ไพรเมอร์ F3H_SenseF 10 ไมโครโมลลาร์ 
ปริมาณ 0.5 ไมโครลิตร และ ไพรเมอร์ F3H_STOP 10 ไมโครโมลลาร์ ปริมาณ 0.5 ไมโครลิตร ส าหรับการ
ตรวจสอบการแสดงออกของยีน F3H โดยออกแบบไพรเมอร์ตามรายงานของ ชยัวรกลุ  ไชยปัญญา. (2555) 
(ตารางผนวกท่ี 1) ผสมสารให้เข้ากนัในหลอดขนาด 200 ไมโครลิตร แล้วน าไปท าปฏิกิริยาด้วยเคร่ืองพีซีอาร์
โดยตัง้อณุหภมูิและก าหนดจ านวนรอบดงันี ้1) ท่ีอณุหภมูิ 94 องศาเซลเซียส นาน 5 นาที 2) ท่ีอณุหภมูิ 94 
องศาเซลเซียส นาน 45 วินาที 3) ท่ีอณุหภมูิ 58 องศาเซลเซียส นาน 45 วินาที 4) ท่ีอณุหภมูิ 72 องศา
เซลเซียส นาน 50 วินาที ท าซ า้ในขัน้ตอนท่ี 2 ถึง 4 จ านวน 35 รอบ และ 5) ท่ีอณุหภมูิ 72 องศาเซลเซียส 
นาน 10 นาที น าผลผลิตพีซีอาร์ตรวจสอบขนาดดีเอ็นเอด้วยเทคนิคอะกาโรสเจลอิเล็กโตรโฟรีซีสเปรียบเทียบ
กบัแถบดีเอ็นเอมาตรฐาน 1 Kb DNA ladder (Fermentas, USA) 

    3.7.5.2.4 กำรเปรียบเทียบกำรแสดงออกของยีน CHS, 4'CGT, 
F3H, GUS และ NPTII ในบัวหลวงที่ได้รับกำรถ่ำยยีนแบบอะโกรแบคทีเรียมและกำรยงิอนุภำค
โดยเทคนิค real-time PCR 

     ปรับปริมาณ cDNA เร่ิมต้นของชิน้ส่วนพืชท่ีได้รับหรือไมไ่ด้รับพ
ลาสมิด pCAM4'CGT 8 ให้เทา่กนัโดยใช้ยีน 18s rRNA เป็นยีนอ้างอิง โดยเตรียมปฏิกิริยาในปริมาตร10 
ไมโครลิตร ประกอบด้วย dH2O3.5 ไมโครลิตร 2x SsoAdvanced™ Universal SYBR® Green 
Supermix ปริมาณ 5 ไมโครลิตร cDNA ของลิน้มงักร ความเข้มข้น 2 นาโนกรัมตอ่ไมโครลิตร ปริมาณ 1 
ไมโครลิตร ไพรเมอร์ F-18S ความเข้มข้น 10 ไมโครโมลลาร์ ปริมาณ 0.25 ไมโครลิตรและไพรเมอร์ R-
18S ความเข้มข้น 10 ไมโครโมลลาร์ ปริมาณ 0.25 ไมโครลิตร โดยตัง้อณุหภูมิและก าหนดจ านวนรอบ
ดงันี ้1) ท่ีอณุหภูมิ 94 องศาเซลเซียส นาน 5 นาที 2) ท่ีอณุหภูมิ 94 องศาเซลเซียส นาน 45 วินาที 3) ท่ี
อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส นาน 30 วินาที 4) ท่ีอุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส นาน 1 นาที ท าซ า้ใน
ขัน้ตอนท่ี 2 ถึง 4 จ านวน 35 รอบ และ 5) ท่ีอุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส นาน 10 นาที เม่ือสามารถ
ปรับความเข้มข้น cDNA ของแตล่ะตวัอยา่งให้เทา่กนัแล้ว ใช้ cDNA ดงักลา่วเป็นดีเอ็นเอต้นแบบในการ
ตรวจสอบปริมาณการแสดงออกของยีน 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 



48 
 

     ศกึษาการแสดงออกของยีน CHS, 4'CGT, F3H, GUS และ 
NPTII โดยเตรียมปฏิกิริยาในปริมาตร 10 ไมโครลิตร ประกอบด้วย dH2O ปริมาณ 3.5 ไมโครลิตร 
2xSsoAdvanced™ Universal SYBR® Green Supermix ปริมาณ 5 ไมโครลิตร cDNA ของลิน้มงักร
ความเข้มข้น 2 นาโนกรัมต่อไมโครลิตร ปริมาณ 1 ไมโครลิตร ไพร์เมอร์ F-CHS, R-CHS (ส าหรับยีน 
CHS) ไพร์เมอร์ F-4'CGT, R-4'CGT (ส าหรับยีน 4'CGT) ไพร์เมอร์ F-F3H, R-F3H (ส าหรับยีน F3H) ไพร์
เมอร์ F-GUS, R-GUS (ส าหรับยีน GUS) และไพร์เมอร์ F-NPTII, R-NPTII (ส าหรับยีน NPTII) ความ
เข้มข้น 10 ไมโครโมลลาร์ ชนิดละ 0.25 ไมโครลิตร โดยตัง้อณุหภูมิและก าหนดจ านวนรอบดงันี ้ 1) ท่ี
อณุหภูมิ 94 องศาเซลเซียส นาน 5 นาที 2) ท่ีอณุหภูมิ 94 องศาเซลเซียส นาน 45 วินาที 3) ท่ีอุณหภูมิ 
60 องศาเซลเซียส นาน 30 วินาที 4) ท่ีอุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส นาน 1 นาที ท าซ า้ในขัน้ตอนท่ี 2 
ถึง 4 จ านวน 45 รอบ และ 5) ท่ีอุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส นาน 10 นาที  
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บทที่ 4 

ผลกำรวิจัย 

 4.1 กำรโคลนยีน chalcone synthase (CHS), flavonone 3-hydroxylase (F3H), chalcone 
และ 4’-O-glucosyntrase (4’CGT)  

  4.1.1 ยีน CHS 

 โคลนยีน CHS แบบเต็มเส้น ด้วยเทคนิค PCR โดยใช้ DNA ต้นแบบเป็น genomic 
DNA และ cDNA ท่ีสกดัได้จากกลีบดอกบวัหลวงบณุฑริกสีขาว และกลีบดอกบวัหลวงสตัตบงกชกลีบดอก
สีชมพ ูและใช้ไพรเมอร์จ าเพาะท่ีออกแบบจากยีน CHSF ท่ีโคลนจาก cDNA ของ Nelumbo nucifera 
(accession no. FJ999632) โดยใช้ไพรเมอร์จ าเพาะ CHSF_forward primer และ CHSF_reverse 
primer ได้ผลผลิต PCR ของยีน CHS แบบเต็มเส้น ท่ีโคลนจาก genomic DNA ของบวัหลวงบณุฑริกและ
บวัหลวงสตัตบงกชขนาดใกล้เคียงกนั คือ ขนาดประมาณ 1,600 bp (ภาพท่ี 4.1 ช่อง 1 และ 3) และได้ผล
ผลิต PCR ของยีน CHS แบบเต็มเส้น ท่ีโคลนจาก cDNA ท่ีสงัเคราะห์จาก RNA ของกลีบดอกบวัหลวง
บุณฑริกสีขาว และกลีบดอกบวัหลวงสัตตบงกชกลีบดอกสีชมพูขนาดใกล้เคียงกัน คือ ขนาดประมาณ 
1,200 bp (ภาพท่ี 4.1 ชอ่ง 2 และ 4)  

 

 

ภำพท่ี 4.1 ผลผลิต PCR ของยีน CHS แบบเตม็เส้น; (1) ยีน CHS ท่ีโคลนได้จาก genomic DNA ของบวั
หลวงบณุฑริก ขนาดประมาณ 1,600 bp, (2) ยีน CHS ท่ีโคลนได้จาก cDNA ของบวัหลวง
บณุฑริก ขนาดประมาณ 1,200 bp, (3) ยีน CHS ท่ีโคลนได้จาก genomic DNA ของบวัหลวง
สตัตบงกช ขนาดประมาณ 1,600 bp และ (4) ยีน CHS ท่ีโคลนได้จาก cDNA ของบวัหลวง
สตัตบงกช ขนาดประมาณ 1,200 bp (M = 1kb DNA marker) 
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  4.1.1.1  ผลกำรวิเครำะห์ข้อมูลทำงพันธุกรรมของยีน CHS  ที่โคลนได้
จำก genomic DNA และ cDNA ของกลีบดอกบัวหลวงบุณฑริกและบัวหลวงสัตตบงกช 

 ผลการวิเคราะห์ล าดบันิวคลีโอไทด์ ของยีน CHS แบบเต็มเส้น ด้วย
โปรแกรม BioEdit (Hall, 1999) พบว่า ยีน CHS ท่ีโคลนได้จาก genomic DNA ของกลีบดอกบวัหลวง
บณุฑริกและบวัหลวงสตัตบงกช มีขนาดเท่ากัน คือ 1,599 bp และเม่ือน านิวคลีโอไทด์ของยีน CHS ท่ี
โคลนได้จาก genomic DNA มาวิเคราะห์โครงสร้างของยีนด้วยโปรแกรม GENSCAN เพ่ือตรวจหา
ต าแหนง่ exon และ intron และล าดบักรดอะมิโนท่ีเป็นไปได้  พบว่า ของยีน CHS ท่ีโคลนได้จาก genomic 
DNA ของกลีบดอกบวัหลวงบณุฑริก มีส่วนของ exon 2 ชิน้ ขนาด 178 bp (ตัง้แตต่ าแหน่งล าดบัท่ี 1 ถึง 
178) และ 992 bp (ตัง้แตต่ าแหน่งล าดบัท่ี 608 ถึง 1,599) และมีส่วนของ intron 1 ชิน้ ขนาด 429 bp 
(ตัง้แตต่ าแหน่งล าดบัท่ี 179 ถึง 607) มีส่วนท่ีเป็นรหสัของกรดอะมิโนขนาด 1,167 bp สามารถแปลรหสั
เป็นกรดอะมิโนได้ 389 กรดอะมิโน ส่วนยีน CHS ท่ีโคลนได้จาก genomic DNA ของกลีบดอกบวัหลวง
สตัตบงกช มีส่วนของ exon 2 ชิน้ ขนาด 178 bp (ตัง้แตต่ าแหน่งล าดบัท่ี 1 ถึง 178) และ 992 bp (ตัง้แต่
ต าแหน่งล าดบัท่ี 608 ถึง 1,599) และมีส่วนของ intron 1 ชิน้ ขนาด 429 bp (ตัง้แตต่ าแหน่งล าดบัท่ี 179 
ถึง 607) มีสว่นท่ีเป็นรหสัของกรดอะมิโนขนาด 1,167 bp สามารถแปลรหสัเป็นกรดอะมิโนได้ 389 กรดอะ
มิโน จากนัน้น าข้อมูลท่ีได้มาวิเคราะห์เปรียบเทียบความเหมือนของยีนด้วยวิธี ClustalW multiple 
alignment พบว่า ยีน CHS ท่ีโคลนได้จาก genomic DNA ของกลีบดอกบวัหลวงบณุฑริกและบวัหลวง
สตัตบงกช พบวา่ มีความเหมือนกนัมากกวา่ร้อยละ 99    ในระดบันิวคลีโอไทด์ (ภาพท่ี 4.2) 

  เม่ือน าข้อมลูล าดบันิวคลีโอไทด์ของยีน CHS ท่ีโคลนได้จาก cDNA 
ของกลีบดอกบวัหลวงบณุฑริกและบวัหลวงสตัตบงกช มาวิเคราะห์ด้วยโปรแกรม BioEdit (Hall, 1999) 
พบว่า ยีน CHS ท่ีโคลนได้จาก cDNA ของกลีบดอกบวัหลวงบุณฑริกและบวัหลวงสตัตบงกช มีขนาด
เท่ากนั คือ 1,170 bp และเม่ือน านิวคลีโอไทด์ของยีน CHS ท่ีโคลนได้จาก cDNA มาวิเคราะห์โครงสร้าง
ของยีนด้วยโปรแกรม GENSCAN พบว่า ของยีน CHS ท่ีโคลนได้จาก cDNA ของกลีบดอกบวัหลวง
บณุฑริก มีส่วนของยีน CHS ขนาด 1,170 bp มีส่วนท่ีเป็นรหสัของกรดอะมิโนขนาด 1,167 bp สามารถ
แปลรหสัเป็นกรดอะมิโนได้ 389 กรดอะมิโน ส่วนยีน CHS ท่ีโคลนได้จาก cDNA ของกลีบดอกบวัหลวง
สตัตบงกช มีส่วนของยีน CHS ขนาด 1,170 bp มีส่วนท่ีเป็นรหสัของกรดอะมิโนขนาด 1,167 bp สามารถ
แปลรหสัเป็นกรดอะมิโนได้ 389 กรดอะมิโน จากนัน้น าข้อมลูท่ีได้มาวิเคราะห์เปรียบเทียบความเหมือนของ
ยีนด้วยวิธี ClustalW multiple alignment พบว่า ยีน CHS ท่ีโคลนได้จาก cDNA ของกลีบดอกบวัหลวง
บณุฑริกและบวัหลวงสตัตบงกช พบวา่ มีความเหมือนกนัมากกว่าร้อยละ 99 ในระดบันิวคลีโอไทด์ (ภาพท่ี 
4.3) และมีความเหมือนกนัร้อยละ 99 ในระดบักรดอะมิโน (ภาพท่ี 4.4) 
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 4.1.1.2  ผลกำรเปรียบเทียบควำมเหมือนของล ำดับนิวคลีโอไทด์ของยีน 
CHS แบบเต็มเส้น ที่โคลนได้จำก cDNA ของกลีบดอกบัวหลวงบุณฑริกและกลีบดอกบัวหลวง
สัตตบงกช กับพืชอ่ืนท่ีมีรำยงำนบนฐำนข้อมูล GeneBank 

 เม่ือน าล าดบันิวคลีโอไทด์ของยีน CHS ท่ีโคลนได้จาก cDNA ของ
กลีบดอกบวัหลวงบณุฑริกและบวัหลวงสตัตบงกช มาเปรียบเทียบเปอร์เซ็นต์ความเหมือน (% identity)  กบั
ยีน CHS ของพืชชนิดอ่ืนท่ีมีรายงานบนฐานข้อมูล GenBank ด้วยโปรแกรม Blastn (http://blast.ncbi 
.nlm.nih.gov/Blast.cgi) พบว่า ยีน CHS ท่ีโคลนได้จาก cDNA ของกลีบดอกบวัหลวงบุณฑริก มีความ
เหมือนมากท่ีสดุ กบัยีน chalcone synthase (CHSB) ของ N. nucifera (accession no. FJ999628) มี
ความเหมือนร้อยละ 98 และยีน CHS ท่ีโคลนได้จาก cDNA ของกลีบดอกบวัหลวงสตัตบงกช มีความ
เหมือนมากท่ีสดุ กบัยีน chalcone synthase (CHSD) ของ N. nucifera (accession no. FJ999630) มี
ความเหมือนร้อยละ 98  

 เม่ือเปรียบเทียบล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน CHS ท่ีโคลนได้จาก 
cDNA ของกลีบดอกบวัหลวงทัง้สองชนิดกบัยีน CHS ของพืชชนิดอ่ืนท่ีมีรายงานบนฐานข้อมลู GenBank 
พบว่า มีความเหมือนกนัประมาณร้อยละ 79 - 83 ตวัอย่างเช่น  Juglans nigra x Juglans regia 
(วอลนทั) (accession no. X94995) ร้อยละ 83, Casuarina glauca (swamp oak) (accession no. 
AB694902) ร้อยละ 82, Vaccinium ashei (บลเูบอร่ี) (accession no. AB694902) ร้อยละ 82, Vitis 
vinifera cv. Deying 84-1 (องุ่นท าไวน์) (accession no. JF808008) ร้อยละ 82,  Rhododendron simsii 
(กหุลาบพนัปี) (accession no. AJ413277) ร้อยละ 82, Theobroma cacao (โกโก้) (accession no. 
XM007034380) ร้อยละ 82,  Lonicera japonica (สายน า้ผึง้) (accession no. JQ627646) ร้อยละ 82, 
Camellia japonica (ดอกคามีเลียญ่ีปุ่ น) (accession no. AB512766) ร้อยละ 80, Camellia sinensis 
cv. Longjing43 (ชาจีน) (accession no. KC357705) ร้อยละ 80, Gossypium hirsutum (ฝ้าย) 
(accession no. JF795275) ร้อยละ 80, Actinidia chinensis (กีว่ี) (accession no. KF157394) ร้อยละ 
80, Rosa chinensis cv. Xing-xing-hei (กุหลาบพนัธุ์จีน) (accession no. HQ423171) ร้อยละ 80,  
Humulus lupulus (ต้นฮ้อป) (accession no. AM263200) ร้อยละ 80, Prunus avium (เชอร์ร่ี) 
(accession no. GU990524) ร้อยละ 80, Anthurium andraeanum (ดอกหน้าววั) (accession no. 
AY232492) ร้อยละ 80, Rubus idaeus (แรสเบอร์รี) (accession no. AF400565) ร้อยละ 80, Malus x 
domestica (แอปเปิลกาล่า) (accession no. DQ026297) ร้อยละ 80, Prunus persica (ต้นท้อ) 
(accession no. HM543568) ร้อยละ 79, Fragaria x ananassa (สตรอเบอร์ร่ี) (accession no. 
AB201756) ร้อยละ 79 และ Pyrus pyrifolia cv Yanshan Red (สาล่ี) (accession no. JQ060997) ร้อย
ละ 79 เป็นต้น  
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 4.1.1.3 ผลกำรเปรียบเทียบควำมเหมือนของล ำดับกรดอะมิโนของยีน 
CHS แบบเต็มเส้น ที่โคลนได้จำก cDNA ของกลีบดอกบัวหลวงบุณฑริกและกลีบดอกบัวหลวง
สัตตบงกช กับพืชอ่ืนท่ีมีรำยงำนบนฐำนข้อมูล GeneBank 

 เม่ือน าล าดบักรดอะมิโนของยีน CHS ท่ีโคลนได้จาก cDNA ของกลีบ
ดอกบวัหลวงบุณฑริกและบวัหลวงสตัตบงกช มาเปรียบเทียบเปอร์เซ็นต์ความเหมือน (% identity)  กับ
ล าดบักรดอะมิโนของยีน CHS ของพืชชนิดอ่ืนท่ีมีรายงานบนฐานข้อมลู GenBank ด้วยโปรแกรม BlastX 
(http://blast. ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) พบว่า ล าดบักรดอะมิโนของยีน CHS ท่ีโคลนได้จาก cDNA 
ของกลีบดอกบวัหลวงบณุฑริก มีความเหมือนมากท่ีสดุ กบัเอนไซม์ chalcone synthase (CHS) ของ N.  
nucifera (accession no. ADD74169) มีความเหมือนร้อยละ 99 และล าดบักรดอะมิโนของยีน CHS ท่ี
โคลนได้จาก cDNA ของกลีบดอกบวัหลวงสัตตบงกช มีความเหมือนมากท่ีสุด กับเอนไซม์ chalcone 
synthase (CHS) ของ N.  nucifera (accession no. ADD74169) มีความเหมือนร้อยละ 99 ล าดบักรดอะ
มิโนของยีน CHS ท่ีโคลนได้จาก cDNA ของกลีบดอกบวัหลวงทัง้สองชนิดมีความเหมือนกบัล าดบักรดอะมิ
โนของยีน CHS ของพืชชนิดอ่ืนท่ีมีรายงานบนฐานข้อมลู GenBank ประมาณร้อยละ 95 - 86 (ตารางท่ี 
4.1) ตวัอย่างเช่น Juglans nigra x Juglans regia (วอลนทั) (accession no. CAA64452) ร้อยละ 95, 
Gossypium hirsutum (ฝ้าย) (accession no. ABS52573) ร้อยละ 93, Theobroma cacao (โกโก้) 
(accession no. XP007034442) ร้อยละ 93,  Abelmoschus manihot (ปอแก้ว) (accession no. 
ACE60221) ร้อยละ 93, Camellia sinensis  (ชาจีน) (accession no. P48386) ร้อยละ 93, Camellia 
japonica (ดอกคามีเลียญ่ีปุ่ น) (accession no. BAI66465) ร้อยละ 93, Actinidia chinensis (กีว่ี) 
(accession no. AGV53049) ร้อยละ 93,  Rhododendron simsii (กหุลาบพนัปี) (accession no. 
CAC88858) ร้อยละ 93, Vitis vinifera (องุ่นท าไวน์) (accession no. AEP17003) ร้อยละ 92, Clitoria 
ternatea (อญัชนั) (accession no. BAF49290) ร้อยละ 92, Morus notabilis (ต้นหม่อน) (accession no. 
EXB76929) ร้อยละ 91, Prunus avium (เชอร์ร่ี) (accession no. ADZ54780) ร้อยละ 91, Malus 
domestica (แอปเปิล) (accession no. AAY45748) ร้อยละ 91, Senna alata (ชมุเห็ดเทศ) (accession 
no. AAM00231) ร้อยละ 91,   Lonicera japonica (สายน า้ผึง้) (accession no. AFJ44312) ร้อยละ 91, 
Vaccinium ashei (บลเูบอร์ร่ี) (accession no. BAO58433) ร้อยละ 91, Hypericum hookerianum (ต้น
บวัทอง) (accession no. ABM63466) ร้อยละ 90, Fragaria x ananassa (สตรอเบอร์ร่ี) (accession no. 
BAE17124) ร้อยละ 90, Humulus lupulus (ต้นฮ้อป) (accession no. CAK19318) ร้อยละ 90, Pyrus 
pyrifolia (สาล่ี) (accession no. AFH68066) ร้อยละ 90, Rosa chinensis (กหุลาบ) (accession no. 
AEC13058) ร้อยละ 90, Petunia x hybrida (พิทูเนีย) (accession no. BAM17286) ร้อยละ 90, 
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Solanum lycopersicum (มะเขือเทศ) (accession no. NP001234036) ร้อยละ 89 และ Melastoma 
malabathricum  (ต้นโคลงเคลง) (accession no. NP001234036) ร้อยละ 89 เป็นต้น 

  4.1.1.4  ผลกำรวิเครำะห์ควำมสัมพันธ์ทำงวิวัฒนำกำรของล ำดับกรดอะมิ
โนของยีน  CHS  ที่โคลนได้จำก cDNA ของกลีบดอกบัวหลวงบุณฑริกและบัวหลวงสัตตบงกช กับ
ล ำดับกรดอะมิโนของยีน  CHS  พืชอ่ืนท่ีมีรำยงำนบนฐำนข้อมูล GeneBank 

 ผลการวิเคราะห์ความสมัพนัธ์ทางวิวฒันาการของล าดบักรดอะมิโนของ
ยีน  CHS  ท่ีโคลนได้จาก cDNA ของกลีบดอกบวัหลวงบณุฑริกและบวัหลวงสตัตบงกช กบัล าดบักรดอะมิโน
ของยีน  CHS  พืชอ่ืนท่ีมีรายงานบนฐานข้อมลู GeneBank ด้วยโปรแกรม MEGA5 (Tamura et al. 2011) 
โดยเลือกวิธีการค านวณทางสถิติด้วยวิธี Minimum evolution method และใช้วิธีการสร้างแผนภูมิต้นไม้ 
(phylogenetic tree) ด้วยวิธี Bootstrap test โดยใช้จ านวนรอบ 500 รอบ โดยเปรียบเทียบกบัล าดบักรดอะ
มิโนของยีน  CHS  พืชอ่ืน ได้แก่ N.  nucifera (accession no. ADD74169), Juglans nigra x Juglans 
regia (วอลนทั) (accession no. CAA64452), Abelmoschus manihot (ปอแก้ว) (accession no. 
ACE60221), Gossypium hirsutum (ฝา้ย) (accession no. ABS52573), Theobroma cacao (โกโก้) 
(accession no. XP0070344 42), Actinidia chinensis (กีว่ี) (accession no. AGV53049),  Humulus 
lupulus (ต้นฮ้อป) (accession no. CAK19318), Vitis vinifera (องุ่นท าไวน์) (accession no. 
AEP17003), Camellia japonica (ดอกคามีเลียญ่ีปุ่ น) (accession no. BAI66465), Camellia sinensis  
(ชาจีน) (accession no. P48386), Rhododendron simsii (กหุลาบพนัปี) (accession no. CAC88858), 
Vaccinium ashei (บลเูบอร์ร่ี) (accession no. BAO58433), Hypericum hookerianum (ต้นบวัทอง) 
(accession no. ABM63466), Melastoma malabathricum  (ต้นโคลงเคลง) (accession no. 
NP001234036), Malus domestica (แอปเปิล) (accession no. AAY45748), Pyrus pyrifolia (สาล่ี) 
(accession no. AFH68066),  Casuarina glauca (river oak) (accession no. Q9ZRR8), Prunus 
avium (เชอร์ร่ี) (accession no. ADZ54780), Fragaria x ananassa (สตรอเบอร์ร่ี) (accession no. 
BAE17124), Rosa chinensis (กหุลาบ) (accession no. AEC13058), Glycine max (ถัว่เหลือง) 
(accession no. ABB30178),  Petunia x hybrida (พิทเูนีย) (accession no. BAM17286), Solanum 
tuberosum (มนัฝร่ัง)  (accession no. AEN83501),  Solanum lycopersicum (มะเขือเทศ) (accession 
no. NP001234036),  Anthurium andraeanum (ดอกหน้าววั) (accession no. AAP20864), Dahlia 
pinnata (ดอกรักเร่) (accession no. BAJ14516), Gentiana triflora (ต้นเจ็นเทียน) (accession no. 
BAE45039), Zea mays (ข้าวโพด) (accession no. NP001149022), Arabidopsis thaliana (อะราบิด
อปซิส) (accession no. AAZ23741), Antirrhinum majus (ต้นลิน้มงักร) (accession no. BAE80511) 
และ Phalaenopsis hybrida (กล้วยไม้ ฟาแลนนอปซิส) (accession no. AAX54693) พบว่า ล าดบั
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กรดอะมิโนของยีน CHS ของบวัหลวงทัง้สองชนิดมีความสมัพนัธ์ทางวิวฒันาการแยกตวัออกมาจากพืชใน
กลุ่มอ่ืน อยู่ในกลุ่มย่อยเดียวกบั N.  nucifera (ภาพท่ี 4.5) และอยู่ในกลุ่มใหญ่เดียวกบั กลุ่มไม้ยืนต้น ใบ
เลีย้งคู ่เช่น Theobroma cacao (โกโก้), Camellia sinensis  (ชาจีน) และ Malus domestica (แอปเปิล) 
เป็นต้น  
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gCHSF_BUN  ATGGTGACCG TGGAAGACAT CCGCAAGGCA CAGAGGGCTG AAGGCCCGGC CACGGTGATG  60    

gCHSF_SAT  .......... .......... .......... .......... .......... ..........  60    

gCHSF_BUN  GCCATTGGAA CAGCCAATCC GCCCAACTGT GTCGACCAGA GCACATACCC CGACTACTAC  120   

gCHSF_SAT  .......... .......... .......... .......... .......... ..........  120   

gCHSF_BUN  TTCCGGATCA CCAACAGCGA GCACAAGACA GAGCTCAAAG AGAAGTTCAA GCGCATGTGT  180   

gCHSF_SAT  .......... .......... .......... .......... .......... ..........  180   

gCHSF_BUN  AAGTATCAGT GTATCACTGA TCACTGTCGA GTCGATTGGC AACCGGCAGT CGATCGGAAG  240   

gCHSF_SAT  .......... .......... .......... .......... .......... ..G.......  240   

gCHSF_BUN  ACATTGTCCC TGGGTCATGG CATCTGTCTA TTTTGAGTGA ATTGATCAAA ACAAACACAG  300   

gCHSF_SAT  .......... .......... .......... .......... .......... ..........  300   

gCHSF_BUN  ATATTGAGCT TTAGCTTATT TAGAGGGATT TGAACTTTGA AGTATGATCA TATCATACAT  360   

gCHSF_SAT  .......... .......... .......... .......... .......... ..........  360   

gCHSF_BUN  ATAGAGAGTT TCTTTAGCTA AAGTGTTTGA ATATTAGTTC ATTGTTAGAT TTTTTTTTTT  420   

gCHSF_SAT  .......... .......... .......... .......... .......... ..........  420   

gCHSF_BUN  TTCACCCAGT TTTGGGTGAA TTTATTGATC CATGGCCAAG ACAAATAGAC CTGGCCAGAA  480   

gCHSF_SAT  ....T..... .......... .......... .......... .......... ..........  480   

gCHSF_BUN  GTAGAAAGAC TTTAGGAATT GAGTAGACTC ATCATCCGGA TGACTCAACG ATCCGGCTGA  540   

gCHSF_SAT  .......... .......... .......... .......... .......... ..........  540   

gCHSF_BUN  GTTAGACACA TTAACCCAAC TTAATTTGTT TCTCTCAAGA CTCTTAACAA CTTTGATGTG  600   

gCHSF_SAT  .......... .......... .......... .......... .......... ..........  600   

gCHSF_BUN  CATTTCAGGC GAGAAATCAA TGATCAAGAA GCGCTACATG CACTTGACCG AGGAGATCTT  660   

gCHSF_SAT  .......... .......... .......... .......... .......... ..........  660   

gCHSF_BUN  GAAGGAGAAC CCAAACATCT GTGAGTACAT GGCTTCCTCG CTGGATGCTA GACAGGACAT  720   

gCHSF_SAT  .......... .......... .......... .......... .......... ..........  720   

gCHSF_BUN  GGTGGTGGTT GAGGTGCCAA AACTGGGCAA GGAGGCTGCC ACGAAGGCCA TTAAGGAATG  780   

gCHSF_SAT  .......... .......... .......... .........G .......... ..........  780   

gCHSF_BUN  GGGACAGCCC AAGTCCAAGA TCACCCACCT TGTCTTCTGC ACCACCAGTG GCGTCGACAT  840   

gCHSF_SAT  .......... .......... .......... .......... .......... ..........  840   

gCHSF_BUN  GCCCGGGGCT GACTACCAGC TCACCAAGCT CCTCGGCCTT CGCCCCTCCG TCAAGAGACT  900   

gCHSF_SAT  .......... .......... .......... .......... .......... ..........  900   

gCHSF_BUN  CATGATGTAC CAACAAGGAT GCTTCGCCGG AGGCACAGTC CTTCGCCTGG CCAAGGACCT  960   

gCHSF_SAT  .......... .......... .......... .......... .......... ..........  960   

gCHSF_BUN  TGCAGAGAAC AACAGAGGCG CCCGTGTCCT TGTCGTCTGC TCAGAGCTCA CTGCTGTTAC  1020  

gCHSF_SAT  .......... .......... .......... .......... .......... ..........  1020  

gCHSF_BUN  CTTCCGTGGT CCAAGTGATA CCCACCTCGA CAGTCTTGTA GGCCAGGCAC TCTTCGGGGA  1080  

gCHSF_SAT  .......... .......... .......... .......... .......... ..........  1080  

gCHSF_BUN  TGGAGCAGCC GCAGTTATTG TGGGTGCAGA CCCGGTGCCC GGTGTAGAAA AGCCTTTGTT  1140  

gCHSF_SAT  .......... .......... .......... .......... .......... ..........  1140  

gCHSF_BUN  TGAGTTGGTG TCGGCAGCCC AGACAATTCT CCCAGACAGC CATGGCGCCA TTGACGGGCA  1200  

gCHSF_SAT  .......... .......... .......... .......... .......... ..........  1200  

gCHSF_BUN  CCTGAGAGAG GTTGGACTTA CCTTCCACCT GCTCAAGGAT GTGCCCGGGC TCATCTCAAA  1260  

gCHSF_SAT  .......... .......... .......... .......... .......... ..........  1260  

gCHSF_BUN  GAACATCGAG AAGAGCCTGG TGGAGGCATT CCAGCCTCTG GGCATCTCCG ACTGGAACTC  1320  

gCHSF_SAT  .......... .......... .......... .......... .......... ..........  1320  

gCHSF_BUN  AATTTTCTGG ATCGCCCACC CTGGTGGTCC AGCCATCCTA GACCAAGTGG AAGAAAAGCT  1380  

gCHSF_SAT  .......... .......... .......... .......... .......... ..........  1380  

gCHSF_BUN  GGCCCTTAAG CCCGAGAAGC TAAGCGCCAC ACGACACATC CTGAGCGAGT ATGGAAACAT  1440  

gCHSF_SAT  .......... .......... .......... .......... .......... ..........  1440  

gCHSF_BUN  GTCAAGTGCT TGTGTGCTGT TCATATTGGA TGAGATGCGG AAGAAGTCGA TTGAGGATGG  1500  

gCHSF_SAT  .......... .......... .......... .......... .......... ..........  1500  

gCHSF_BUN  CCTCAAGACC ACTGGAGAAG GGCTCGAGTG GGGTGTGCTG TTTGGGTTTG GACCAGGGCT  1560  

gCHSF_SAT  .......... .......... .......... .......... .......... ..........  1560  

gCHSF_BUN  CACCGTTGAG ACTGTGGTGC TTCACAGTAT CGCTGCCTAG 1599  

gCHSF_SAT  A......... .......... .......... .......... 1599  

 

ภำพท่ี 4.2  การเปรียบเทียบความเหมือนของล าดบันิวคลีโอไทด์ของยีน CHS ท่ีโคลนได้จาก genomic 
DNA ของกลีบดอกบวัหลวงบณุฑริก (gCHSF_BUN) และบวัหลวงสตัตบงกช (gCHSF 
_SAT) ด้วยโปรแกรม ClustalW multiple alignment (ตวัอกัษรทึบ แสดงต าแหนง่นิวคลีโอ
ไทด์ start codon (ATG) และ stop codon (TAG) ของยีน, ล าดบันิวคลีโอไทด์ในชว่ง intron 
แสดงเป็นตวัอกัษรขีดเส้นใต้ และเคร่ืองหมาย . แสดงความเหมือนกนัของนิวคลีโอไทด์ในแต่
ละต าแหนง่)  
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cCHSF_BUN  ATGGTGACCG TGGAAGACAT CCGCAAGGCA CAGAGGGCTG AAGGCCCGGC CACGGTGATG  60 

cCHSF_SAT  .......... .......... .......... .......... .......... ..........  60 

cCHSF_BUN  GCCATTGGAA CAGCCAATCC GCCCAACTGT GTCGACCAGA GCACATACCC CGACTACTAC  120 

cCHSF_SAT  .......... .......... .......... .......... .......... ..........  120 

cCHSF_BUN  TTCCGGATCA CCAACAGCGA GCACAAGACA GAGCTCAAAG AGAAGTTCAA GCGCATGTGC  180 

cCHSF_SAT  .......... .......... .......... .......... .......... ..........  180 

cCHSF_BUN  GAGAAATCAA TGATCAAGAA GCGCTACATG CACTTGACCG AGGAGATCTT GAAGGAGAAC  240 

cCHSF_SAT  .......... .......... .......... .......... .......... ..........  240 

cCHSF_BUN  CCAAACATCT GTGAGTACAT GGCTTCCTCG CTGGATGCTA GACAGGACAT GGTGGTGGTT  300 

cCHSF_SAT  .......... .......... .......... .......... .......... ..........  300 

cCHSF_BUN  GAGGTGCCAA AACTGGGCAA GGAGGCTGCG ACGAAGGCCA TTAAGGAATG GGGACAGCCC  360 

cCHSF_SAT  .......... .......... .......... .......... .......... ..........  360 

cCHSF_BUN  AAGTCCAAGA TCACCCACCT TGTCTTCTGC ACCACCAGTG GCGTCGACAT GCCCGGGGCT  420 

cCHSF_SAT  .......... .......... .......... .......... .......... ..........  420 

cCHSF_BUN  GACTACCAGC TCACCAAGCT CCTCGGCCTT CGCCCCTCCG TCAAGAGACT CATGATGTAC  480 

cCHSF_SAT  .......... .......... .......... .......... .......... ..........  480 

cCHSF_BUN  CAACAAGGAT GCTTCGCCGG AGGCACAGTC CTTCGCCTGG CCAAGGACCT TGCAGAGAAC  540 

cCHSF_SAT  .......... .......... .......... .......... .......... ..........  540 

cCHSF_BUN  AACAGAGGCG CCCGTGTCCT TGTCGTCTGC TCAGAGCTCA CTGCTGTTAC CTTCCGTGGT  600 

cCHSF_SAT  .......... .......... .......... .......... .......... ..........  600 

cCHSF_BUN  CCAAGTGATA CCCACCTCGA CAGTCTTGTA GGCCAGGCAC TCTTCGGGGA TGGAGCAGCC  660 

cCHSF_SAT  .......... .......... .......... .......... .......... ..........  660 

cCHSF_BUN  GCAGTTATTG TGGGTGCAGA CCCGGTGCCC GGTGTAGAAA AGCCTTTGTT TGAGTTGGTG  720 

cCHSF_SAT  .......... .......... .........T .......... .......... ..........  720 

cCHSF_BUN  TCGGCAGCCC AGACAATTCT CCCAGACAGC CATGGCGCCA TTGACGGGCA CCTGAGAGAG  780 

cCHSF_SAT  .......... .......... .......... .......... .......... ..........  780 

cCHSF_BUN  GTTGGACTTA CCTTCCACCT GCTCAAGGAT GTGCCCGGGC TCATCTCAAA GAACATCGAG  840 

cCHSF_SAT  .......... .......... .......... .......... .......... ..........  840 

cCHSF_BUN  AAGAGCCTGG TGGAGGCATT CCAGCCTCTG GGCATCTCCG ACTGGAACTC AATTTTCTGG  900 

cCHSF_SAT  .......... .......... .......... .......... .......... ..........  900 

cCHSF_BUN  ATCGCCCACC CTGGTGGTCC AGCCATCCTA GACCAAGTGG AAGAAAAGCT GGCCCTTAAG  960 

cCHSF_SAT  .......... .......... .......... .......... .......... ..........  960 

cCHSF_BUN  CCCGAGAAGC TAAGCGCCAC ACGACACATC CTGAGCGAGT ATGGAAACAT GTCAAGTGCT  1020 

cCHSF_SAT  .......... .......... .......... .......... .......... ..........  1020 

cCHSF_BUN  TGTGTGCTGT TCATATTGGA TGAGATGCGG AAGAAGTCGA TTGAGGATGG CCTCAAGACC  1080 

cCHSF_SAT  .....T.... .......... .......... .......... .......... G.........  1080 

cCHSF_BUN  ACTGGAGAAG GGCTCGAGTG GGGTGTGCTG TTTGGGTTTG GACCAGGGCT AACCGTTGAG  1140 

cCHSF_SAT  .......... .......... .......... .......... .......... ..........  1140 

cCHSF_BUN  ACTGTGGTGC TTCACAGTAT CGCTGCCTAG  1170 

cCHSF_SAT  .......... .......... ..........  1170 

 

ภำพท่ี 4.3 การเปรียบเทียบความเหมือนของล าดบันิวคลีโอไทด์ของยีน CHS ท่ีโคลนได้จาก cDNA ของ
กลีบดอกบวัหลวงบณุฑริก (cCHSF_BUN) และบวัหลวงสตัตบงกช (cCHSF_SAT) ด้วย
โปรแกรม ClustalW multiple alignment (สว่นท่ีขีดเส้นใต้แสดงต าแหนง่นิวคลีโอไทด์ start 
codon (ATG) และ stop codon (TAG) ของยีน, เคร่ืองหมาย (.) แสดงความเหมือนกนัของนิ
วคลีโอไทด์ในแตล่ะต าแหนง่) 
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cCHSF_BUN  MVTVEDIRKA QRAEGPATVM AIGTANPPNC VDQSTYPDYY FRITNSEHKT ELKEKFKRMC  60   

cCHSF_SAT  .......... .......... .......... .......... .......... ..........  60   

 

cCHSF_BUN  EKSMIKKRYM HLTEEILKEN PNICEYMASS LDARQDMVVV EVPKLGKEAA TKAIKEWGQP  120  

cCHSF_SAT  .......... .......... .......... .......... .......... ..........  120  

 

cCHSF_BUN  KSKITHLVFC TTSGVDMPGA DYQLTKLLGL RPSVKRLMMY QQGCFAGGTV LRLAKDLAEN  180  

cCHSF_SAT  .......... .......... .......... .......... .......... ..........  180  

 

cCHSF_BUN  NRGARVLVVC SELTAVTFRG PSDTHLDSLV GQALFGDGAA AVIVGADPVP GVEKPLFELV  240  

cCHSF_SAT  .......... .......... .......... .......... .......... ..........  240  

 

cCHSF_BUN  SAAQTILPDS HGAIDGHLRE VGLTFHLLKD VPGLISKNIE KSLVEAFQPL GISDWNSIFW  300  

cCHSF_SAT  .......... .......... .......... .......... .......... ..........  300  

 

cCHSF_BUN  IAHPGGPAIL DQVEEKLALK PEKLSATRHI LSEYGNMSSA CVLFILDEMR KKSIEDGLKT  360  

cCHSF_SAT  .......... .......... ....R..... .......... .......... ..........  360  

 

cCHSF_BUN  TGEGLEWGVL FGFGPGLTVE TVVLHSIAA*  389  

cCHSF_SAT  .......... .......... .........*  389 

 

ภำพท่ี 4.4 การเปรียบเทียบความเหมือนของล าดบักรดอะมิโนของยีน CHS ท่ีโคลนได้จาก cDNA ของ
กลีบดอกบวัหลวงบณุฑริก (cCHSF_BUN) และบวัหลวงสตัตบงกช (cCHSF_SAT) ด้วย
โปรแกรม ClustalW multiple alignment (เคร่ืองหมาย * หมายถึง ไมส่ามารถแปลเป็น
กรดอะมิโนได้ เน่ืองจากเป็น stop codon)  
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ตำรำงที่  4.1 ผลการเปรียบเทียบค่าเปอร์เซ็นต์ความเหมือน (% identity) ของล าดบักรดอะมิโนของยีน 
CHS ท่ีโคลนได้จาก cDNA ของกลีบดอกบวัหลวงบณุฑริกและบวัหลวงสตัตบงกช กบัล าดบั
กรดอะมิโนของยีน CHS ของพืชชนิดอ่ืนท่ีมีรายงานบนฐานข้อมลู GenBank ด้วยโปรแกรม 
BlastX 
พืช ช่ือสามญั Accession no. Enzyme name % identity 

N. nucifera cv. Buntharik  - chalcone synthase  - 
N. nucifera cv. Sattabangkacha  - chalcone synthase  99 
N. nucifera  บวัหลวง ADD74169 chalcone synthase   98 
Juglans nigra x Juglans regia วอลนทั CAA64452   naringenin-chalcone synthase 95 
Abelmoschus manihot ปอแก้ว ACE60221 chalcone synthase 93 
Gossypium hirsutum ฝา้ย ABS52573 chalcone synthase 94 
Theobroma cacao โกโก้ XP007034442 chalcone and stilbene synthase 93 
Actinidia chinensis กีวี่ AGV53049  chalcone synthase 93 
Humulus lupulus ต้นฮ้อป CAK19318 naringenin-chalcone synthase 90 
Vitis vinifera องุ่นท าไวน์ AEP17003 chalcone synthase 92 
Camellia sinensis ชาจีน P48386 naringenin-chalcone synthase 1  93 
Rhododendron simsii กหุลาบพนัปี CAC88858 chalcone synthase 93 
Vaccinium ashei บลเูบอร์ร่ี BAO58433 chalcone synthase 91 
Melastoma malabathricum ตนับวัทอง AGW24283 chalcone synthase 89 
Malus domestica แอปเปิล AAY45748 chalcone synthase 91 
Pyrus pyrifolia สาลี ่ AFH68066   chalcone synthase 90 
Casuarina glauca River oak Q9ZRR8 chalcone synthase  93 
Prunus avium เชอร่ี ADZ54780 naringenin-chalcone synthase 91 
Fragaria x ananassa สตรอเบอร์ร่ี BAE17124 chalcone synthase 90 
Rosa chinensis กหุลาบ AEC13058   chalcone synthase 90 
Glycine max ถัว่เหลือง ABB30178 chalcone synthase1 90 
Petunia x hybrida พิทเูนีย BAM17286 chalcone synthase 90 
Solanum lycopersicum มะเขือเทศ NP001234036 chalcone synthase 2 89 
Solanum tuberosum  มนัฝร่ัง AEN83501 chalcone synthase 89 
Anthurium andraeanum ดอกหน้าววั AAP20864 chalcone synthase 90 
Dahlia pinnata ดอกรักเร่ BAJ14516 chalcone synthase 89 
Gentiana triflora ต้นเจ็นเทียน BAE45039 chalcone synthase 88 
Zea mays ข้าวโพด NP001149022 chalcone synthase 86 
Arabidopsis thaliana อราบิดอปซิส AAZ23741 chalcone synthase 85 
Antirrhinum majus ต้นลิน้มงักร BAE80511 chalcone synthase 86 
Phalaenopsis hybrida  กล้วยไม้  AAX54693 chalcone synthase 85 
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ภำพที่ 4.5     ความสมัพนัธ์ทางวิวฒันาการของล าดบักรดอะมิโนของยีน CHS  ท่ีโคลนได้จาก cDNA ของ

กลีบดอกบวัหลวงบณุฑริก และบวัหลวงสตัตบงกช  กบัล าดบักรดอะมิโนของยีน CHS ของพืช
ชนิดอ่ืนท่ีมีรายงานบนฐานข้อมลู GenBank ด้วยโปรแกรม MEGA5 (Tamura et al. 2011) 
ตวัเลขบนแขนง (node) แสดงเปอร์เซ็นต์ความน่าเช่ือถือจากการค านวณด้วย Bootstrap test 
จ านวน 500 รอบ (สเกลแสดงระยะห่างทางพนัธุกรรม 0.05 แสดงการแทนท่ีของกรดอะมิโน 5 
เปอร์เซ็นต์) 
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  4.1.2 ยีน F3H 

   4.1.2.1 กำรสังเครำะห์ยีน F3H บำงส่วน โดยใช้ degenerated primer 

    สงัเคราะห์ยีน F3H ในดอกอบุลชาตเิซนต์หลยุส์โกลด์มีกลีบดอกสีเหลือง 
ปทมุชาตสิตัตบงกช กลีบดอกสีชมพ ู และปทมุชาตบิณุฑริกกลีบดอกสีขาว เพ่ือศกึษาความแตกตา่งและ
ความสมัพนัธ์ทางวิวฒันาการของยีน F3H ระหวา่งปทมุชาตสีิตา่งๆ และระหวา่งปทมุชาตกิบัอบุลชาติ ด้วย
ปฏิกิริยาพีซีอาร์คูก่บั degenerated primer คือ F3H Forward primer และ F3H Reverse primer (ตาราง
ผนวกท่ี 1) ท่ีจบับริเวณต าแหนง่อนรัุกษ์บนยีน F3H ซึง่ออกแบบจากล าดบันิวคลีโอไทด์อนรัุกษ์ของยีน F3H 
ในพืชตา่งๆ ผลท่ีได้จากปฏิกิริยาพีซีอาร์พบชิน้ดีเอ็นเอขนาด ประมาณ 900 นิวคลีโอไทด์ เม่ือใช้อณุหภมูิ 62 
องศาเซลเซียส เทา่นัน้ส าหรับขัน้ตอน annealing ในปฏิกิริยาพีซีอาร์โดยเปรียบเทียบกบัแถบดีเอ็นเอ
มาตรฐาน 1 Kb DNA ladder (ภาพท่ี 4.6) จากนัน้สกดัแยกผลผลิตพีซีอาร์ออกจากเจลเพ่ือน าไปเช่ือมตอ่กบั
เวคเตอร์ pTZ57R/T แล้วถ่ายโอนเข้าแบคทีเรีย E. coli สายพนัธุ์ DH5α เพ่ือเพิ่มปริมาณชิน้ดีเอ็นเอ เลือก
โคโลนีสีขาวเพ่ือตรวจสอบชิน้สว่นของยีน F3H ท่ีแทรกอยู่ในเวคเตอร์ pTZ57R/T (pTZ-F3H) ด้วยปฏิกิริยา
พีซีอาร์ ผลปฏิกิริยาพีซีอาร์พบชิน้ดีเอ็นเอขนาดประมาณ 900 นิวคลีโอไทด์ จากโคโลนี pTZ-F3H จากตวัอยา่ง
ของอบุลชาติเซนต์หลยุส์โกลด์ ปทมุชาตสิตัตบงกชและปทมุชาติบณุฑริก คดัเลือกโคลนท่ีถกูต้องน าสง่
วิเคราะห์ล าดบันิวคลีโอไทด์โดยใช้ universal primer คือ M13F และ M13R 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภำพท่ี 4.6 ผลของปฏิกิริยาพีซีอาร์ในการสงัเคราะห์ยีน F3H จาก cDNA ของอุบลชาติเซนต์หลุยส์โกลด์ 
(1) ปทมุชาติสตัตบงกช (2) ปทมุชาติบณุฑริก (3) ได้ชิน้ดีเอ็นเอขนาดประมาณ 900   นิวคลีโอ
ไทด์ เม่ือเปรียบเทียบกบัดีเอ็นเอมาตรฐาน 1 Kb DNA ladder (M) 

 

  

        M    1         2        3 

1,000 bp  - 

750 bp  - 
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   4.1.2.2 ผลกำรวิเครำะห์ล ำดับนิวคลีโอไทด์ยีนบำงส่วนของ F3H ในอุบล
ชำตเิซนต์หลุยส์โกลด์ ปทุมชำตสัิตตบงกช และปทุมชำตบุิณฑริก 

    ผลการวิเคราะห์ล าดบันิวคลีโอไทด์พบวา่ชิน้ส่วนยีน F3H ท่ีโคลนได้มี
ขนาด 823 นิวคลีโอไทด์ เม่ือน าล าดบันิวคลีโอไทด์ชิน้ส่วนยีน F3H ท่ีโคลนได้จากอบุลชาติเซนต์หลยุส์โกลด์ 
ปทมุชาตสิตัตบงกช และปทมุชาตบิณุฑริก มาเปรียบเทียบกนัด้วยโปรแกรม BioEdit พบวา่มีความ
เหมือนกนั 100 เปอร์เซ็นต์ (ภาพท่ี 4.7) เม่ือน าข้อมลูล าดบันิวคลีโอไทด์ชิน้สว่นยีน F3H ไปเปรียบเทียบกบั
ข้อมลูล าดบักรดอะมิโนของโปรตีน F3H ของพืชตา่งๆ ท่ีมีรายงานอยูใ่น GenBank ด้วยโปรแกรม BLASTX 
พบวา่ยีน F3H ท่ีสงัเคราะห์ได้จากอบุลชาตเิซนต์หลยุส์โกลด์ ปทมุชาตสิตัตบงกช และปทมุชาตบิณุฑริก 
แสดงความเหมือนกบัล าดบักรดอะมิโนของโปรตีน F3H ของไอรีส (Iris hollandica) (BAD86791.1) 82 
เปอร์เซ็นต์ มนัเทศ (Ipomoea batatas) (BAA75309.1) 79 เปอร์เซ็นต์ สตรอเบอร์ร่ี (Fragaria ananassa) 
(AAU04791.1) 75 เปอร์เซ็นต์ สมอจีน (Canarium album) (AEO36935.1) 73 เปอร์เซ็นต์ ฝา้ย 
(Gossypium hirsutum) (ABM64799.1) 71 เปอร์เซ็นต์ และหรีด (Gentiana triflora) (BAD91807.1) 71 
เปอร์เซ็นต์ ดงัแสดงในตารางท่ี 4.2 
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                  10        20        30        40        50        60        70        80        90       100     

                    ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 

F3H St.Louise Gold  TCCCAAGGTGGCTTACAATGACTTCAGCAACGACGTCCCCGTCATCTCCCTCGCCGGCCTCGAGTCGGATCCCGCGAGCCGCTCCGCCATCCGGGACGTC  

F3H Satabankacha    ....................................................................................................  

F3H Buntharik       ....................................................................................................  

                            110       120       130       140       150       160       170       180       190       200     

                    ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 

F3H St.Louise Gold  ATCGTCAAGGCCTGCGAGGAGTGGGGCGTCTTCCAGGTCGTGGACCACGGGGTCGACGCGGTGATCGTATCGGCGATGACCGACATGGCGAACCGCTTCT  

F3H Satabankacha    ....................................................................................................  

F3H Buntharik       ....................................................................................................  

                            210       220       230       240       250       260       270       280       290       300     

                    ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 

F3H St.Louise Gold  TCCGGCTGCCGCAGGAGGAAAAGCTCCGCTTTGACATGAGTGGCGGAAAGCGCGGCGGCTTCATCGTCAGCAGCCACCTGCAGGATGGCGGGTGCAAACG  

F3H Satabankacha    ....................................................................................................  

F3H Buntharik       ....................................................................................................  

                            310       320       330       340       350       360       370       380       390       400        

                    ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 

F3H St.Louise Gold  AGTTCTGAATTATGATCACGGCGGTTTCTAATGCGAAATGCCTCCATCTGTACTTGTAGGGCGAGTCGGTGCAGGATTGGCGTGAGATTGCGACGTTCTT  

F3H Satabankacha    ....................................................................................................  

F3H Buntharik       ....................................................................................................  

                            410       420       430       440       450       460       470       480       490       500          

                    ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 

F3H St.Louise Gold  CACTTATCCAGTGAAGGGGAGGGACTACTTGAGGTGGCCTGACGTGCCGGAGGGGTGGCCGGACGTGACGAAGAGGTACAGCGAGCAACCGATGAGACTG  

F3H Satabankacha    ....................................................................................................  

F3H Buntharik       ....................................................................................................  

                            510       520       530       540       550       560       570       580       590       600          

                    ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 

F3H St.Louise Gold  GCGTGCAAGCTTCTGGCTATACTGTCAGAGGGGCTGGGGCTGACGAGGGAGGCACTGAAGGAGGCGTGCCTGGACATGGACCAGAAGGTGGTGGTGAACT  

F3H Satabankacha    ....................................................................................................  

F3H Buntharik       ....................................................................................................  

                            610       620       630       640       650       660       670       680       690       700          

                    ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 

F3H St.Louise Gold  ACTACCCGCCGTGCCCGTAGCCGGAGGTGCTGGGGCTAAAGAGGCACACCGACCCGCTGCAGGACCAAGTCGGGGGGTCTCCAGGCCACCAAAGGACGGC  

F3H Satabankacha    ....................................................................................................  

F3H Buntharik       ....................................................................................................  

                            710       720       730       740       750       760       770       780       790       800          

                    ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 

F3H St.Louise Gold  GGAAAGACTTGGATCACCGTCCAGCCGCTCCAGGGCGCCTTCGTCTTCAACCTCGGTGACCATGCCCATGTGATTCCCTCTCTCTGACAGCTTCTTGGTT  

F3H Satabankacha    ....................................................................................................  

F3H Buntharik       ....................................................................................................  

                            810       820  

                    ....|....|....|....|.... 

F3H St.Louise Gold  TGCTACTTCCTACAAGCTCTTGG  

F3H Satabankacha    .......................  

F3H Buntharik       .......................  

 

ภำพท่ี 4.7 ผลการเปรียบเทียบล าดบันิวคลีโอไทด์ชิน้ส่วนยีน F3H ขนาด 823 นิวคลีโอไทด์ ของอบุลชาติ
เซนต์หลุยส์โกลด์ ปทุมชาติสตัตบงกช และปทมุชาตบิณุฑริก ด้วยโปรแกรม BioEdit (Hall, 
1999) เคร่ืองหมาย . แสดงความเหมือนกนัของนิวคลีโอไทด์ในแตล่ะต าแหนง่ 
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ตำรำงท่ี 4.2 ผลการเปรียบเทียบล าดบันิวคลีโอไทด์ยีน F3H ของอบุลชาตเิซนต์หลยุส์โกลด์ ปทมุชาตสิตัตบงกชและปทมุชาติบณุฑริก กบัฐานข้อมลู โปรตีนบน 
GenBank (BLASTX)  

 

Accession number Plant Gene name %Identity score 

 

 

 

BAD86791.1 

BAA75309.1 

Nelumbo nucifera Geartn. ‘Satabankacha’ 

Nelumbo nucifera Geartn. ‘Buntharik’ 

Nymphaea hybrid ‘St.Louise Gold’ 

Iris hollandica 

Ipomoea batatas 

flavanone 3-hydroxylase (F3H) gene 

flavanone 3-hydroxylase (F3H) gene 

flavanone 3-hydroxylase (F3H) gene 

flavanone 3-hydroxylase (F3H) gene 

flavanone 3-hydroxylase (F3H) gene 

100 

100 

100 

82 

79 

AAU04791.1 

AEO36935.1 

ABM64799.1 

BAD91807.1 

Fragaria ananassa 

Canarium album 

Gossypium hirsutum 

Gentiana triflora 

flavanone 3-hydroxylase (F3H) gene 

flavanone 3-hydroxylase (F3H) gene 

flavanone 3-hydroxylase (F3H) gene 

flavanone 3-hydroxylase (F3H) gene 

75 

73 

71 

71 
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   4.1.2.3 กำรสังเครำะห์ยีน F3H บริเวณด้ำนปลำย 5′ (5′F3H) จำก cDNA 
กลีบดอกอุบลชำติเซนต์หลุยส์โกลด์ 

    ผลจากการสงัเคราะห์ยีน F3H ทางด้านปลาย 5′ ตามวิธีการของ 
SMARTerTM RACE ด้วยปฏิกิริยา Nested PCR ซึง่เป็นปฏิกิริยาพีซีอาร์ท่ีมี 2 ขัน้ตอน และใช้ไพรเมอร์ 2 คู ่คือ 
ขัน้ตอนแรก 5′RACE PCR ใช้ไพรเมอร์ 10X UPM ซึง่จบับริเวณปลายของ 5′ adaptor ของสาย 5′ RACE cDNA 
จากอบุลชาตเิซนต์หลยุส์โกลด์ คูก่บัไพรเมอร์ 5′RACE GSP1 ซึง่จบับริเวณภายในยีน F3H ผลท่ีได้จาก
ปฏิกิริยาพีซีอาร์ขัน้ตอนแรก 5′RACE PCR พบชิน้ดีเอ็นเอขนาดประมาณ 1,600 นิวคลีโอไทด์ ในตวัอยา่ง
ของ cDNA กลีบดอกลิน้มงักรสีเหลือง และขนาดประมาณ 1,100 นิวคลีโอไทด์ ในตวัอยา่งของ cDNA 
กลีบดอกอบุลชาตเิซนต์หลยุส์โกลด์ เม่ือใช้อณุหภมูิ 60 องศาเซลเซียส ส าหรับขัน้ตอน annealing และเม่ือ
เพิ่มอณุหภมูิในขัน้ตอน annealing เป็น 62 องศาเซลเซียส สามารถสงัเคราะห์ชิน้ดีเอ็นเอขนาดประมาณ 
1,400 นิวคลีโอไทด์ ในตวัอยา่งของ cDNA กลีบดอกลิน้มงักรสีเหลือง และขนาดประมาณ 800 นิวคลีโอ
ไทด์ ในตวัอยา่งของ cDNA กลีบดอกอบุลชาตเิซนต์หลยุส์โกลด์ (ภาพท่ี 4.8)  

 

 

 

 

 

 

  

 

 

ภำพท่ี 4.8 ผลของปฏิกิริยาพีซีอาร์ขัน้ตอน 5′RACE PCR ในการสงัเคราะห์ยีน F3H ด้านปลาย 5′ เม่ือใช้ 
cDNA ของดอกลิน้มงักรสีเหลือง (1 และ 3) ดอกอบุลชาติเซนต์หลยุส์โกลด์ (2 และ 4) เป็นดีเอ็น
เอต้นแบบท่ีอุณหภูมิ  60 และ 62 องศาเซลเซียส ในขัน้ตอน annealing ของปฏิกิริยา 
เปรียบเทียบกบัดีเอ็นเอมาตรฐาน 1 Kb DNA ladder (M) 

 
  

~ 1,600 bp 

~ 1,100 bp 
~ 1,400 bp 

 ~ 800 bp 

  M     1         2      3        4 

60oC 62oC 

  750 bp  - 

2,000 bp  - 
1,500 bp  - 
1,000 bp  - 
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    น าผลผลิตพีซีอาร์จากปฏิกิริยาพีซีอาร์ขัน้ตอนแรก 5′RACE PCR มาท า
การเจือจางด้วย Tricine-EDTA ด้วยอตัราส่วน 49:1 (Tricine EDTA : ผลผลิตพีซีอาร์) แล้วน ามาใช้เป็นดีเอ็นเอ
ต้นแบบในปฏิกิริยาพีซีอาร์ขัน้ตอนท่ี 2 คือ Nested PCR โดยในขัน้ตอนนีจ้ะใช้ไพรเมอร์ 5′Nested ท่ีจบั
บริเวณ 5′ adaptor คูก่บัไพรเมอร์ 5′RACE NGSP1 ท่ีจบับนยีน F3H ด้วยอณุหภมูิ 62 องศาเซลเซียส ส าหรับ
ขัน้ตอน annealing ผลจากปฏิกิริยาพีซีอาร์ขัน้ตอนท่ี 2 พบชิน้ดีเอ็นเอขนาดประมาณ 800 นิวคลีโอไทด์ จาก
ผลผลิตพีซีอาร์ 5′RACE ในขัน้ตอนแรกท่ีเจือจางด้วย Tricine EDTA ของกลีบดอกอบุลชาตเิซนต์หลยุส์
โกลด์ เม่ือใช้อณุหภมูิ 62 องศาเซลเซียส แตไ่มพ่บชิน้ดีเอ็นเอเม่ือใช้อณุหภมูิ 60 องศาเซลเซียส ส าหรับ
ขัน้ตอน annealing และไมพ่บชิน้ดีเอ็นเอจาก cDNA ของดอกลิน้มงักรสีเหลือง ในทัง้อณุหภมูิ 60 และ 62 
องศาเซลเซียสส าหรับขัน้ตอน annealing (ภาพท่ี 4.9) 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

ภำพท่ี 4.9 ผลของปฏิกิริยาพีซีอาร์ขัน้ตอนท่ี 2 หรือ Nested PCR ในการสงัเคราะห์ยีน F3H ด้านปลาย 
5′ ด้วยวิธีการของ SMARTerTM RACE จากการใช้ผลผลิตพีซีอาร์ 5′ RACE ของดอกลิน้มงักรสี
เหลือง (1, 3) และผลผลิตพีซีอาร์ 5′ RACE ของดอกอบุลชาติเซนต์หลยุส์โกลด์ (2, 4) เป็นดี
เอ็นเอต้นแบบท่ีอุณหภูมิ 60 และ 62 องศาเซลเซียส ในขัน้ตอน annealing ของปฏิกิริยา 
เปรียบเทียบกบัดีเอ็นเอมาตรฐาน 1 Kb DNA ladder (M) 

 

    สกดัแยกชิน้ดีเอ็นเอของ 5 Nested RACE F3H ขนาดประมาณ 800 นิ
วคลีโอไทด์ จากตวัอย่างของดอกอบุลชาตเิซนต์หลยุส์โกลด์ออกจากเจลแล้วน าไปเช่ือมตอ่กบัเวคเตอร์ 
pTZ57R/T เพ่ือสร้างเวคเตอร์ pTZ-5 Nested RACE F3H แล้วถ่ายโอนเข้าแบคทีเรีย E. coli สายพนัธุ์ DH5α 
เพ่ือเพิ่มปริมาณชิน้ดีเอ็นเอ คดัเลือกโคโลนีสีขาวเพ่ือตรวจสอบชิน้สว่นยีน 5 Nested RACE F3H ท่ีแทรกอยู่
ในเวคเตอร์ pTZ-5 Nested RACE F3H ผลการตรวจสอบด้วยปฏิกิริยาพีซีอาร์พบชิน้ส่วนดีเอ็นเอขนาด

60oC 62oC 

  M       1         2         3        4 

1,000 bp- 
750 bp - 

 800 bp 
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ประมาณ 800 นิวคลีโอไทด์ ซึง่มีขนาดเทา่กบั 5 Nested RACE F3H จ านวน 4 โคลน (ภาพท่ี 4.10) คดัเลือก 
pTZ-5 Nested RACE F3H โคลนท่ี 1 สง่วิเคราะห์ล าดบันิวคลีโอไทด์โดยใช้ universal primer คือ M13F 
และ M13R 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภำพท่ี 4.10 ผลการตรวจสอบชิน้สว่นของยีน 5′ Nested RACE F3H ของอบุลชาตเิซนต์หลยุส์โกลด์ท่ี
แทรกอยูใ่นเวคเตอร์ pTZ57R/T (pTZ-5 Nested RACE F3H) โคลนท่ี 1-4 (1-4) ด้วยปฏิกิริยาพีซี
อาร์ เปรียบเทียบกบัดีเอ็นเอมาตรฐาน 1 Kb DNA ladder (M) 

 

    จากการคดัเลือกและวิเคราะห์ pTZ-5Nested RACE F3H พบล าดบันิ
วคลีโอไทด์ของยีน F3H จ านวน 740 นิวคลีโอไทด์ เม่ือเปรียบเทียบล าดบันิวคลีโอไทด์ของยีน F3H ด้านปลาย 
5′ ท่ีได้กบัฐานข้อมลู GenBank พบว่ามีความเหมือนกบัยีน F3H ของฝา้ย (Gossypium hirsutum) 
(ABM64799.1) 77 เปอร์เซ็นต์ หน้าววั (Anthurium andraeanum) (ABI50233.1) 73 เปอร์เซ็นต์ อะโวคาโด 
(Persea Americana) (ACQ99190.1) 73 เปอร์เซ็นต์ ชมพูม่ะเหม่ียว (Syzygium malaccense) 
(GU233759.1) 72 เปอร์เซ็นต์ และกล้วยไม้ดนิ (Bromheadia finlaysoniana) (GU269859.1) 57 เปอร์เซ็นต์ 
(ตางรางท่ี 4.3) 

 

 

 

 

~ 800bp 
1,000 bp  - 

750 bp  - 

 M     1      2      3     4      
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ตำรำงท่ี 4.3 ผลการเปรียบเทียบล าดบันิวคลีโอไทด์ยีน F3H ของอบุลชาตเิซนต์หลยุส์โกลด์ด้านปลาย 5′ กบัฐานข้อมลู GenBank (BLASTX) 

 

 

 

 

Accession number Plant Gene name Identity score (%) 

 

ABM64799.1 

ABI50233.1 

ACQ99190.1 

GU233759.1 

Nymphaea hybrid ‘St.Louise Gold’ 

Gossypium hirsutum 

Anthurium andraeanum 

Persea americana 

Syzygium malaccense 

flavanone 3-hydroxylase (F3H) gene 

flavanone 3-hydroxylase (F3H) gene 

flavanone 3-hydroxylase (F3H) gene 

flavanone 3-hydroxylase (F3H) gene 

flavanone 3-hydroxylase (F3H) gene 

100 

77 

73 

73 

72 

GU269859.1 Bromheadia finlaysoniana flavanone 3-hydroxylase (F3H) gene 57 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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   4.1.2.4 กำรสังเครำะห์ยีน F3H บริเวณด้ำนปลำย 3′ (3′F3H) จำก cDNA 
กลีบดอกอุบลชำติเซนต์หลุยส์โกลด์ 

    โคลนยีน F3H ทางด้านปลาย 3′ จาก cDNA กลีบดอกเซนต์หลยุส์โกลด์ 
ด้วยปฏิกิริยาพีซีอาร์คูก่บัการใช้ไพรเมอร์ Oligo-dt ท่ีจบับนต าแหนง่ poly A tail ของสาย cDNA และไพรเมอร์ 
F3H8 (ตารางผนวกท่ี 1) ท่ีจบับนยีน F3H ผลปฏิกิริยาพีซีอาร์สามารถสงัเคราะห์ชิน้ดีเอ็นเอขนาดประมาณ 
800  
นิวคลีโอไทด์ จาก cDNA ของกลีบดอกอบุลชาตเิซนต์หลยุส์โกลด์ เม่ือใช้อณุหภมูิ 62 องศาเซลเซียส ในขณะ
ท่ีการใช้อณุหภมูิ 55, 58 และ 60 องศาเซลเซียส ส าหรับขัน้ตอน annealing ในปฏิกิริยาพีซีอาร์ ไมพ่บชิน้ดี
เอ็นเอ (ภาพท่ี 4.11) 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภำพท่ี 4.11 ผลของปฏิกิริยาพีซีอาร์ในการสงัเคราะห์ยีน F3H ด้านปลาย 3′ ของอบุลชาตเิซนต์หลยุส์โกลด์ท่ี
อณุหภมูิ 55 (1), 58 (2), 60 (3) และ 62 องศาเซลเซียส (4) เปรียบเทียบกบัดีเอ็นเอมาตรฐาน 
100 bp DNA ladder (M) 

 

    จากนัน้สกดัแยกดีเอ็นเอออกจากเจลเพ่ือน าไปเช่ือมตอ่กบัเวคเตอร์ 
pTZ57R/T เพ่ือสร้างเวคเตอร์ pTZ-3′F3H แล้วถ่ายโอนเข้าแบคทีเรีย E. coli สายพนัธุ์ DH5α เพ่ือเพิ่ม
ปริมาณชิน้ดีเอ็นเอ คดัเลือกโคโลนีสีขาวมาตรวจสอบด้วยปฏิกิริยาพีซีอาร์ ผลการตรวจสอบชิน้สว่นยีน 3′F3H 
ท่ีแทรกอยูใ่นเวคเตอร์ pTZ-3′F3H พบชิน้ดีเอ็นเอขนาดประมาณ 800 นิวคลีโอไทด์ ซึง่มีขนาดเทา่กบัชิน้ส่วน
ยีน 3′F3H จ านวน 6 โคลน (ภาพท่ี 4.12) คดัเลือกโคลนท่ี 1, 2 และ 3 สง่วิเคราะห์ล าดบันิวคลีโอไทด์โดยใช้ 
universal primer คือ M13F และ M13R 

 

 

     M      1          2          3         
4 

1,000 bp - 
800 bp - 

500 bp - 

 ~ 800 
bp 
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ภำพท่ี 4.12 ผลการตรวจสอบชิน้ส่วนยีน 3′F3H ของอบุลชาติเซนต์หลยุส์โกลด์ท่ีแทรกอยูใ่นเวคเตอร์ pTZ-
3′F3H โคลนท่ี 1-6 (1-6) ด้วยปฏิกิริยาพีซีอาร์ เปรียบเทียบกบัดีเอ็นเอมาตรฐาน 100 bp DNA 
ladder (M) 

 

    จากการคดัเลือกและวิเคราะห์ pTZ-3′F3H จ านวน 3 โคลน พบวา่ข้อมลู
ของชิน้สว่นยีน 3′F3H มีจ านวน 629 นิวคลีโอไทด์ พบนิวคลีโอไทด์แตกตา่งกนั 3 ต าแหนง่ โคลนท่ี 2 มี
จ านวนนิวคลีโอไทด์บริเวณหน้า poly A tail มากกวา่โคลนท่ี 1 และ 3 จ านวน 15 นิวคลีโอไทด์ และพบรหสั
หยดุ (stop codon) คือ TGA ในต าแหนง่ท่ี 463 ของทัง้ 3 โคลน (ภาพท่ี 4.13) เม่ือเปรียบเทียบล าดบันิวคลีโอ
ไทด์ยีน F3H ด้านปลาย 3′ ท่ีได้กบัฐานข้อมลู GenBank พบวา่มีความเหมือนกบัยีน F3H ของพิทเูนีย 
(Petunia hybrid) (AAC49929.1) 89 เปอร์เซ็นต์ พริก (Capsicum annuum) (ACN60402.1) 88 เปอร์เซ็นต์ 
ยาสบู (Nicotiana tabacum) (BAF96938.1) 87 เปอร์เซ็นต์ หน้าววั (Anthurium andraeanum) 
(DQ972935.1) 82 เปอร์เซ็นต์ และข้าวโพด (Zea mays) (NM 001112225.1) 81 เปอร์เซ็นต์ (ตารางท่ี 4.4) บง่
บอกว่ายีน F3H ของอบุลชาตเิซนต์หลยุส์โกลด์ มีความใกล้เคียงกนัมากกบัยีน F3H ในพืชอ่ืนๆ 

 

 

 

 

 

  

1,000 bp - 

 M      1      2      3      4       5      6 

800 bp - 
500 bp - 

  ~ 800bp 
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                10        20        30        40        50        60        70        80        90       100                   

       ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 

3′F3H1 CTGACCCTGGGGCTGAAGCGGCACACCGACCCCGGCACCATCACCCTTCTGCTGCAGGACCTGGTCGGAGGCCTGCAGGCCACCAGGGACGGCGGCAAAA  

3′F3H2 ....................................................................................................  

3′F3H3 ....................................................................................................  

 

               110       120       130       140       150       160       170       180       190       200          

       ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 

3′F3H1 CGTGGATCACCGTCCAGCCAATCGCCGGCGCCTTCGTCGTCAACCTCGGCGACCACGGCCATTACCTTAGCAATGGAAGGTTCATGAACGCGGATCACCA  

3′F3H2 .........................................................................C.............G............  

3′F3H3 ....................................................................................................  

 

               210       220       230       240       250       260       270       280       290       300          

       ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 

3′F3H1 AGCGGTCGTCAACGCAAACTGCAGCCGCCTATCGATAGCCACGTTCCAGAATCCGTCGCCGGACGCCATCGTGTACCCATTGAAGATCAGAGAGGGAGAG  

3′F3H2 ....................................................................................................  

3′F3H3 ....................................................................................................  

 

               310       320       330       340       350       360       370       380       390       400          

       ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 

3′F3H1 AAATCGATAATGGATGAGCCCATCACCTTCGCAGAGATGTACAAGAGGAAGATGGCCAGAGACCTGGAGCTTGCCAGGCTCAAAAAGCTCGCCAAGGAGG  

3′F3H2 ....................................................................................................  

3′F3H3 ....................................................................................................  

 

               410       420       430       440       450       460       470       480       490       500          

       ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 

3′F3H1 ACAAAAGCGAGGAGCAGGTCGACGAGATAGCCAAAGCCAAATCGATCAATGAAATTCTGGCCTGAGCTGAAAGCAGTTGCTGCAAAGTAGTTCCTACTTA  

3′F3H2 ....................................................................................................  

3′F3H3 ....................................................................................................  

 

               510       520       530       540       550       560       570       580       590       600          

       ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 

3′F3H1 GTTCCATAAATTTGCAGCAACACGTGATGCCACTTTCTGAATTCACTTTCCACATCAAGTTGTTCACTGAGGTTGTTTTTTGGTTTTTCTA---------  

3′F3H2 ...............................................................C...........................TCGTTGCTT  

3′F3H3 ...........................................................................................---------  

 

     610       620        

.|....|....|....|....|.... 

3′F3H1 ------AAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA  

3′F3H2 GGCTGT.......................  

3′F3H3 ------.......................  

 

ภำพท่ี 4.13 การเปรียบเทียบล าดบันิวคลีโอไทด์ยีน 3′F3H ของอบุลชาตเิซนต์หลยุส์โกลด์ โคลนท่ี 1 
(3′F3H1), 2 (3′F3H2) และ 3 (3′F3H3) ด้วยโปรแกรม BioEdit (Hall, 1999) รหสัหยดุ คือ TGA 
เคร่ืองหมาย . แสดงความเหมือนกนัของนิวคลีโอไทด์ในแตล่ะต าแหนง่ 
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ตำรำงท่ี 4.4 ผลการเปรียบเทียบล าดบันิวคลีโอไทด์ของยีน F3H ของอบุลชาตเิซนต์หลยุส์โกลด์ทางด้านปลาย 3′ กบัฐานข้อมลูโปรตีนบน GenBank 

Accession number Plant Gene name Identity score (%) 

 

AAC49929.1 

ACN60402.1 

BAF96938.1 

DQ972935.1 

Nymphaea hybrid ‘St.Louise Gold’ 

Petunia hybrida 

Capsicum annuum 

Nicotiana tabacum 

Anthurium andraeanum 

flavanone 3-hydroxylase (F3H) gene 

flavanone 3-hydroxylase (F3H) gene 

flavanone 3-hydroxylase (F3H) gene 

flavanone 3-hydroxylase (F3H) gene 

flavanone 3-hydroxylase (F3H) gene 

100 

89 

88 

87 

82 

NM 001112225.1 Zea mays flavanone 3-hydroxylase (F3H) gene 81 

  

 

 

 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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    เม่ือน าข้อมลูยีน F3H จากทางด้านปลาย 5′ และปลาย 3′ ท่ีโคลนได้มา
ประกอบกนั (contig) ด้วยโปรแกรม BioEdit ท าให้ได้ full length cDNA โดยมีช่วงท่ีทบัซ้อนกนั (overlap) 
ประมาณ 128 นิวคลีโอไทด์ (ภาพท่ี 4.14) จากนัน้น าข้อมลูบริเวณ stop codon ทางด้านปลาย 3′ มา
ออกแบบไพรเมอร์เพ่ือใช้ในการสงัเคราะห์ยีน F3H เตม็เส้น (full length) 

 

 

 

 

 

ภำพท่ี 4.14 แผนภาพแสดงการรวมข้อมลูล าดบันิวคลีโอไทด์ท่ีสงัเคราะห์ได้จากด้านปลาย 5′ (สีน า้เงิน) และ
ด้านปลาย 3′ (สีแดง) ของยีน F3H ในอบุลชาตเิซนต์หลยุส์โกลด์ด้วยวิธีการของ SMARTerTM 
RACE แสดงชว่งทบัซ้อนกนัของข้อมลูล าดบันิวคลีโอไทด์จ านวน 128 นิวคลีโอไทด์  

 

   4.1.2.5 กำรสังเครำะห์ยีน F3H เต็มเส้น (full length) จำก 5′RACE cDNA 
ของอุบลชำติเซนต์หลุยส์โกลด์ และปทุมชำติ 

    ผลปฏิกิริยาพีซีอาร์ท่ีใช้ 5′′RACE cDNA ของอบุลชาตเิซนต์หลยุส์โกลด์ 
ปทมุชาตสิตัตบงกช และบณุฑริก เป็นดีเอ็นเอต้นแบบคูก่บัไพรเมอร์ UPM ท่ีจบับริเวณปลาย 5′adaptor กบั
ไพรเมอร์ F3Hstop ท่ีจบับริเวณรหสัหยดุของยีน F3H พบชิน้สว่นดีเอ็นเอขนาดประมาณ 1,200 นิวคลีโอไทด์ 
ในตวัอย่างของ 5′RACE cDNA อบุลชาตเิซนต์หลยุส์โกลด์ ปทมุชาตสิตัตบงกชและปทมุชาตบิณุฑริก เม่ือใช้
อณุหภมูิ 58 องศาเซลเซียส ส าหรับขัน้ตอน annealing ในปฏิกิริยาพีซีอาร์ (ภาพท่ี 4.15) จากนัน้สกดัแยก
ดีเอ็นเอออกจากเจลน าไปเช่ือมตอ่กบัเวคเตอร์ pTZ57R/T เพ่ือสร้างเวคเตอร์ pTZ-F3H full แล้วถ่ายโอนเข้า
แบคทีเรีย E. coli สายพนัธุ์ DH5α เพ่ือเพิ่มปริมาณชิน้ดีเอ็นเอ เลือกสกดัพลาสมิดจากโคลนท่ีมีโคโลนีสีขาว 
แล้วตรวจสอบ ชิน้สว่นยีน F3H ท่ีแทรกอยูใ่นเวคเตอร์ pTZ-F3H full ด้วยเอนไซม์ตดัจ าเพาะ Bam HI และ Eco RI 
ผลการตดัพบชิน้ดีเอ็นเอ 2 ชิน้ คือ ชิน้ดีเอ็นเอของเวคเตอร์ pTZ57R/T ท่ีมีขนาดประมาณ 2,800 นิวคลีโอไทด์ 
และชิน้ดีเอ็นเอของยีน F3H ขนาดประมาณ 1,200 นิวคลีโอไทด์ (ภาพท่ี 4.16) จากนัน้น าสง่วิเคราะห์ล าดบันิ
วคลีโอไทด์โดยใช้ universal primer คือ M13F และ M13R 
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ภำพท่ี 4.15 ผลของปฏิกิริยาพีซีอาร์ในการสงัเคราะห์ยีน F3H ตามวิธีการของ SMARTerTM RACE ได้ชิน้ดี
เอ็นเอขนาดประมาณ 1,200 นิวคลีโอไทด์ ของอบุลชาตเิซนต์หลยุส์โกลด์ (1) ปทมุชาติ
สตัตบงกช (2) ปทมุชาตบิณุฑริก (3) เป็นดีเอ็นเอต้นแบบ เปรียบเทียบกบัดีเอ็นเอมาตรฐาน 1 
Kb DNA ladder (M)  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภำพท่ี 4.16 การตรวจสอบพลาสมิด pTZ-F3H full ของอบุลชาตเิซนต์หลยุส์โกลด์ (1) ปทมุชาตสิตัตบงกช 
(2) ปทมุชาตบิณุฑริก (3) โดยการตดัด้วยเอนไซม์ตดัจ าเพาะ Bam HI และ Eco RI พบชิน้ดีเอ็นเอ 
ของเวคเตอร์ pTZ57R/T ขนาดประมาณ 2,800 นิวคลีโอไทด์ และชิน้ดีเอ็นเอของยีน F3H 
ขนาดประมาณ 1,200 นิวคลีโอไทด์ เปรียบเทียบกบัแถบดีเอ็นเอมาตรฐาน 1 Kb DNA 
ladder (M) 
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    ผลการวิเคราะห์ยีน F3H ในอบุลชาตเิซนต์หลยุส์โกลด์ ปทมุชาติ
สตัตบงกช และปทมุชาตบิณุฑริก พบว่ายีน F3H มี open reading frame ขนาด 1,134 นิวคลีโอไทด์ แปล
รหสัเป็นโปรตีนได้ขนาด 377 กรดอะมิโน เม่ือเปรียบเทียบล าดบันิวคลีโอไทด์ยีน F3H ของอบุลชาตเิซนต์
หลยุส์โกลด์ ปทมุชาติ สตัตบงกช และปทมุชาตบิณุฑริกด้วยโปรแกรม BioEdit พบว่าล าดบันิวคลีโอไทด์ของ
ยีน F3H ของอบุลชาต ิ และปทมุชาต ิ มีความเหมือนกนั 100 เปอร์เซ็นต์ (ภาพท่ี 4.17) และเม่ือน าล าดบั
กรดอะมิโนของโปรตีน F3H ของอบุลชาติเซนต์หลยุส์โกลด์ ปทมุชาตสิตัตบงกช และปทมุชาติบณุฑริกไป
เปรียบเทียบกบักรดอะมิโนของ F3H ในพืชชนิดอ่ืนๆ ด้วยโปรแกรม BioEdit พบชว่งอนรัุกษ์ท่ีแสดงความ
เหมือนกบัพืชอ่ืนๆ ในชว่งล าดบักรดอะมิโน (domain) ท่ี 52 ถึง 162 และช่วงกรดอะมิโนท่ี 207 ถึง 308 (ภาพท่ี 
4.18) โดยล าดบักรดอะมิโนท่ี 52-162 มีความเหมือนกบั domain ปลายทางด้าน N-terminus ของเอนไซม์ 2-
oxogluta-rate/Fe(II)-dependent dioxygenase ซึง่ domain นีย้งัพบในเอนไซม์ anthocyanidin synthase 
ในอะราบิดอปซิส (Arabidopsis thaliana) (1GP5 A) เอนไซม์ flavanone 3-hydroxylase ในงาขีม้้อน (Perilla 
frutescens) (gi75276801) เอนไซม์ anthocyanidin synthase ในแปะก๊วย (Ginkgo biloba) 
(gi184186927) และเอนไซม์ flavonol synthase ในชา (Camellia sinensis) (gi76786311) (ภาพท่ี 4.19) 
และช่วงล าดบักรดอะมิโนท่ี 207-308 มีความเหมือนกบั domain เอนไซม์ 2-oxoglutarate (2OG)/Fe(II)-
dependent oxygenase ซึง่ domain นีย้งัพบในเอนไซม์ 2'-deoxymugineic-acid 2'-dioxygenase ในข้าว
บาร์เลย์ (Hordeum vulgare) (gi269969449) เอนไซม์ Hyoscyamine 6 beta-hydroxylase ในราตรีมฤตย ู
(Atropa belladonna) (gi75315330) เอนไซม์ Dioxygenase ในมะเขือมว่ง (Solanum melongena) 
(gi75282600) เอนไซม์ Gibberellin 20 oxidase 3 ใน   อะราบิดอปซิส (Arabidopsis thaliana) 
(gi60390168) เอนไซม์ Gibberellin 20-oxidase ในผกักาดหอม (Lactuca sativa) (gi75315999) เอนไซม์ 
Putative anthocyanidin synthase ในข้าว (Oryza sativa Japonica) (gi75315326) (ภาพท่ี 4.20) (Marchler-
Bauer et al. 2011) จากการเปรียบเทียบล าดบั นิวคลีโอไทด์ของยีน F3H ท่ีได้กบัฐานข้อมลู GenBank พบว่า
มีความเหมือนกบัยีน F3H ของชา (Camellia nitidissima) (ADZ28514.1) 76 เปอร์เซ็นต์ หน้าววั (Anthurium 
andraeanum) (ABI50233.1) 73 เปอร์เซ็นต์ และหรีด (Gentiana triflora) (BAD91806.1) 69 เปอร์เซ็นต์ 
(ตางรางท่ี 4.5) ผลการวิเคราะห์ความสมัพนัธ์ทางวิวฒันาการของโปรตีน F3H ในอบุลชาตเิซนต์หลยุส์โกลด์ 
ปทมุชาตสิตัตบงกช และปทมุชาตบิณุฑริก กบัพืชชนิดตา่งๆ ท่ีมีรายงานบน GenBank ได้แก่ เบญจมาศ 
(Dendranthema grandiflorum) (DXU86837), ฝา้ย (Gossypium barbadense) (DQ912945), หงอนนกยงู 
(Tecomaria capensis) (GU587738), มธุรดา (Campis grandiflora) (GU587737), พริก (Capsicum 
annuum) (JN808445), ดอกหรีด (Gentiana triflora) (AB193311), คาร์มีเลีย (Camelia nitidissima) 
(HQ290517), ฮิมาลายนักล๊อกซิเนีย (Incarvillea arguta) (GU587735), อญัชนั (Clitoria ternatea) 
(AB185899), ข้าวโพด (Zea mays) (NM001112225), หน้าววั (Anthurium andraeanum) (DQ972935), อะ
ราบิดอปซิส (Arabidopsis thaliana) (U33932), ไอรีส (Iris hollandica) (AB265226) ข้าวสาลี (Triticum 
aestivum) (AB223025) และ รักเร่ (Dahlia pinnata) (BAJ21534) พบวา่โปรตีน F3H ของอบุลชาตแิละปทมุ
ชาตมีิสายสมัพนัธ์ทางวิวฒันาการแยกตวัออกมาจากพืชในกลุม่อ่ืนอยา่งเห็นได้ชดั (ภาพท่ี 4.21) 
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                             10        20        30        40        50        60        70        80        90       100 

                                                                              

|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 

F3H St.Louise Gold  GAGCAGAGAGTGAGAGAGATGGCACCAACACTGGTGGTGGAGTCGTCGCCGGCCGCTGCTCAGCCGAGACCGTTTCTGCCGACGCTGAACGAGGAGAAGA  

F3H Satabankacha    ....................................................................................................  

F3H Buntharik       ....................................................................................................  

                            110       120       130       140       150       160       170       180       190       200 

                                                                         

|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 

F3H St.Louise Gold  CGCTGAGGGAGTCGTTCGTGCGAGACGAGGACGAGCGGCCGAAGGTGGCCTACAACGACTTCAGCAACGACGTCCCCGTCATCTCCCTGGCCGGCCTCGA  

F3H Satabankacha    ....................................................................................................  

F3H Buntharik       ....................................................................................................  

                            210       220       230       240       250       260       270       280       290       300 

                                                                               

|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 

F3H St.Louise Gold  CTCCGACGACTCCCGCCGTGCCGAGGTCCGGGACGCCATCGTCCGGGCGTGCGAGGAGTGGGGGGTCTTCCAGGTCGTGGACCACGGCGTGGACGCCTCC  

F3H Satabankacha    ....................................................................................................  

F3H Buntharik       ....................................................................................................  

                            310       320       330       340       350       360       370       380       390       400 

                                                                              

|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 

F3H St.Louise Gold  CTCGTCTCCTCCATGACGGAGATGGCGGCCGCCTTCTTCAAGTTGCCCCCCGAGGAGAAGCTCCGGTTCGACATGTCCGGCGGGAAGCGCGGGGGGTTCA  

F3H Satabankacha    ....................................................................................................  

F3H Buntharik       ....................................................................................................  

                            410       420       430       440       450       460       470       480       490       500 

                                                                              

|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 

F3H St.Louise Gold  TCGTGAGCAGCCACCTGCAGGGGGAGGCGGTGAAGGACTGGCGGGAGATCGTGACGTTCTTCTCGTACCCGTTGGCGGGGAGGGACTACTCCCGGTGGCC  

F3H Satabankacha    ....................................................................................................  

F3H Buntharik       ....................................................................................................  

                            510       520       530       540       550       560       570       580       590       600 

                                                                              

|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 

F3H St.Louise Gold  GGACGTCCCCGAGGGGTGGCGCGCGGTGGCGGAGAGGTACAGCGAGGAGCTGATGGCGCTGGCGTGTAAGCTTTTGGGGGTGCTGTCGGAGGCGATGGGG  

F3H Satabankacha    ....................................................................................................  

F3H Buntharik       ....................................................................................................  

                            610       620       630       640       650       660       670       680       690       700 

                                                                               

|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 

F3H St.Louise Gold  CTGCCGTCGGATGCGCTCCGGGATGCGTGCCGGGACATGGACCAGAAGATGGTGGTGAACTACTACCCGCCGTGCCCGCAGCCGGACCTGACCCTGGGGC  

F3H Satabankacha    ....................................................................................................  

F3H Buntharik       ....................................................................................................  

                            710       720       730       740       750       760       770       780       790       800 

                                                                               

|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 

F3H St.Louise Gold  TGAAGCGGCACACCGACCCCGGCACCATCACCCTTCTGCTGCAGGACCTGGTCGGAGGCCTGCAGGCCACCAGGGACGGCGGCAAAACGTGGATCACCGT  

F3H Satabankacha    ....................................................................................................  

F3H Buntharik       ....................................................................................................  

                            810       820       830       840       850       860       870       880       890       900 

                                                                               

|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 

F3H St.Louise Gold  CCAGCCAATCGCCGGCGCCTTCGTCGTCAACCTCGGCGACCACGGCCATTACCTTAGCAATGGAAGGTTCATGAACGCGGATCACCAAGCGGTCGTCAAC  

F3H Satabankacha    ....................................................................................................  

F3H Buntharik       ....................................................................................................  

                            910       920       930       940       950       960       970       980       990       1000 

                                                                               

|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 

F3H St.Louise Gold  GCAAACTGCAGCCGCCTATCGATAGCCACGTTCCAGAATCCGTCGCCGGACGCCATCGTGTACCCATTGAAGATCAGAGAGGGAGAGAAATCGATAATGG  

F3H Satabankacha    ....................................................................................................  

F3H Buntharik       ....................................................................................................  

                            1010      1020      1030      1040      1050      1060      1070      1080      1090      1100 

                                                                               

|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 

F3H St.Louise Gold  ATGAGCCCATCACCTTCGCAGAGATGTACAAGAGGAAGATGGCCAGAGACCTGGAGCTTGCCAGGCTCAAAAAGCTCGCCAAGGAGGACAAAAGCGAGGA  

F3H Satabankacha    ....................................................................................................  

F3H Buntharik       ....................................................................................................  

                            1110      1120      1130      1140      1150    

                                 |....|....|....|....|....|....|....|....|....|... 

F3H St.Louise Gold  GCAGGTCGACGAGATAGCCAAAGCCAAATCGATCAATGAAATTCTGGCCTGA  

F3H Satabankacha    ....................................................  

F3H Buntharik       ....................................................  

ภำพท่ี 4.17 การเปรียบเทียบล าดบันิวคลีโอไทด์ของยีน F3H ของอบุลชาตเิซนต์หลยุส์โกลด์ (F3H 
St.Louise Gold) ปทมุชาติสตัตบงกช (F3H Satabankacha) และปทมุชาติบณุฑริก (F3H 
Buntharik) ด้วยโปรแกรม BioEdit (Hall, 1999) เคร่ืองหมาย . แสดงความเหมือนกนัของนิ
วคลีโอไทด์ในแตล่ะต าแหนง่ 

start codon 

stop codon 
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                                         10        20        30        40        50        60        70        80        90       100                   

                                ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 

Dendranthema grandiflorum       ----------------------MDD-NSLHENRFVRDEDERPKVPYNKFSSEIPVISLKGIDDVEESSGGIKSRRAEICEKIIKACEDWGIFQVVDHGVD  

Gossypium barbadense]           --MA------------PSTLTALAE-EKTLQAS...........A..Q..ND......A.....D-------GK.G...K..VE......V.........  

Campsis grandiflora             -------------------------------------.......A..QL.N.......V...ESG-------GN.....R..AA...........E....  

Capsicum annuum                 --MP------------PSSLTSLAN-ETTVPTS.I...Q..S..A..N..DD.......D..EI--------GT.G......VE................  

Gentiana triflora               MAPPP-P---------PSTLTALSK-EKTLQQT.I........IA..Q..N.........LE.GD-------E.KG-.....VE................  

Incarvillea arguta              -------------------------------------.......A..E..DD......V...EIG-------.K.D.T.RR.VA..............I.  

Clitoria ternatea               MASP------------VKTLTTLAE-EKTL.SS...........A..E..D......IA...E.D-------G..G...N..VE...N.....I......  

Triticum aestivum               MAPVSN----------ETFLPTAAWGEATLRPS...........AHDR..DAV.....D...--------GAR.-...RDRVAA...G............  

Dahlia pinnata                  MAPA---------------SLKW.E-T...QD..................N............IG---------..D..D..V.................  

Camellia nitidissima            MAP-------------TTTLTALAE-EKSLQQK...........A..V..N.......A...EI.-------G..S...R..VE......V.........  

Zea mays                        MAPVSIS--------AVPFLPTAAEGETNVRAS...E........HDR..D.V..V..E...--------GPR.....RGRVAA................  

Anthurium andraeanum            MVPAAT-----------PFLPTTAE-EATLRPS.I..........H.Q..DA...L..A....SD-----GSP....L.RE.VE...G............  

Arabidopsis thaliana            MAPG--------------TLTELAG-E.KLNSK...........A..V..D.......A.....D-------GK.G...RQ.VE...N............  

Iris hollandica                 MAPGAST---------PPFLPTSSN-ETTLPAT.....E.....A..V..D.......E...EAIVG-----G..E..RR..AAS...............  

Nymphaea hybrid ’St.Louise Gold’MAPTLVVESSPAAAQPRPFLPTLNE-EKTLRES...........A..D..NDV.....A.L.SDD-------.....VRDA.VR...E..V.........  

Nelumbo nucifera Satabankacha   MAPTLVVESSPAAAQPRPFLPTLNE-EKTLRES...........A..D..NDV.....A.L.SDD-------.....VRDA.VR...E..V.........  

Nelumbo nucifera Buntharik      MAPTLVVESSPAAAQPRPFLPTLNE-EKTLRES...........A..D..NDV.....A.L.SDD-------.....VRDA.VR...E..V.........  

 

                                        110       120       130       140       150       160       170       180       190       200          

                                ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 

Dendranthema grandiflorum       TKMLSEMTRLAREFFEMPAEEKLRFDMTGGKKGGFIVSSHLQGEAVQDWREIVTYFSYPIKARDYSRWPDKPKEWRAVTEKYSEDLMGLGCKLLEVLSEA  

Gossypium barbadense]           ..LV.....F.....AL..........S...............................L.S..........EG.IE..KE...K....A..........  

Campsis grandiflora             SELIAD......K..AL..........S...R............V..............V............EG......A...Q..K.A.........V  

Capsicum annuum                 PQLI.Q..KF.K...AL.S........S................V...............R...........HG.I........K..E.A..........  

Gentiana triflora               LDVVN..........DL.P........S..................R..............S..........EG.KS.......Q..N.A.........S  

Incarvillea arguta              GNLIR..I.......AL..........S................V............................S......E...Q...............  

Clitoria ternatea               P.LV.K..L..K...A..P........S................S.R....M.........E...K....T.........E...KV.N.A..........  

Triticum aestivum               ADLIAD....S....AL...D...Y..S...............................V.....G...E..AG....V.R...R....S....G.....  

Dahlia pinnata                  ..L.V..........A..P...F.....................T..............................K.I..E..NE....A..........  

Camellia nitidissima            ANLIA..........AL.P........S................................R...........EG.S....T...K..D.A..........  

Zea mays                        AALVAD.A....D..AL.P.D......S...............................V............AA....V.R...Q..A.A.R..G.....  

Anthurium andraeanum            PGLVAD.....T...AL.P.D...Y..S...............................VR....T......EG....V.A...G....A....G.....  

Arabidopsis thaliana            .NLVAD......D..AL.P.D......S...............................VRN.......N..EG.VK...E...R..S.A..........  

Iris hollandica                 AGLVVD.........AL.P.........................V...........T...IS..F....G..G...S.......K..Q.A....G.....  

Nymphaea hybrid ’St.Louise Gold’ASLV.S..EM.AA..KL.P........S...R..............K.......F....LAG........V.EG....A.R...E..A.A....G.....  

Nelumbo nucifera Satabankacha   ASLV.S..EM.AA..KL.P........S...R..............K.......F....LAG........V.EG....A.R...E..A.A....G.....  

Nelumbo nucifera Buntharik      ASLV.S..EM.AA..KL.P........S...R..............K.......F....LAG........V.EG....A.R...E..A.A....G.....  

 

                                        210       220       230       240       250       260       270       280       290       300          

                                ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 

Dendranthema grandiflorum       MGLEKEALKDACVDMDQKVVLNYYPKCPQPDLTLGLKRHTDPGTITLLLQDQVGGLQATRDGGKTWITVEPIEGAFVVNLGDHGHYLSNGRFKNADHQAV  

Gossypium barbadense]           ........TK..........V.F......................................N.......Q.V............................  

Campsis grandiflora             .....D..SK..........V.F....................................Q....A....Q.V...................L........  

Capsicum annuum                 ........TK..........V.F....................................K.N.......K..............................  

Gentiana triflora               .R......TK........I.V.F.........................................S....Q.VD...........................  

Incarvillea arguta              .....D..TK..........V.F.....H.N......................................Q.VD...........................  

Clitoria ternatea               ....RD..TK..........I..............................H.......N.N.......Q..Q...........................  

Triticum aestivum               ....S...AK..........V.F..R.........................L.................Q..S............-..............  

Dahlia pinnata                  ........TK..........V..........................................EN......V............................  

Camellia nitidissima            ........TK..........I.F..............................................Q.V............................  

Zea mays                        ...DT...AR..........V.F..R.........................L...........R.....Q.V.............L..............  

Anthurium andraeanum            ...D....AK..........V.F..R.........V.................................Q.V.............L..............  

Arabidopsis thaliana            ......S.TN........I.V........................................N.......Q.V.............F..............  

Iris hollandica                 ....T...TK..........V.F....................................K.........Q..Q.S........A.F..............  

Nymphaea hybrid ’St.Louise Gold’...PSD..R...R.....M.V....P.........................L.................Q..A...................M.......  

Nelumbo nucifera Satabankacha   ...PSD..R...R.....M.V....P.........................L.................Q..A...................M.......  

Nelumbo nucifera Buntharik      ...PSD..R...R.....M.V....P.........................L.................Q..A...................M.......  

 

                                        310       320       330       340       350       360       370       380       390               

                                ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 

Dendranthema grandiflorum       VNSNTSRLSIATFQNPAPNAIVYPLIVNEGEKSIMEEAITFMDMYKKKMSTDLELARLKKLAKAK------QQDLE-----------KAKPIESILA  

Gossypium barbadense]           ....C.............D.T....KIR....P.L..P...AE..RR...K.........V..EQQQLKEKEAEN.K-------PKLE...L.E...  

Campsis grandiflora             ...DC.............E......KIR.........K.A.SE...R..------------------------------------------------  

Capsicum annuum                 ....S.............E......KIR....AV.D.P...AE..RR...K...A..F.....EQQIQAEEVAEK---------AKLESM...EF..  

Gentiana triflora               ....Y.............E.T....AIRD...PVLD.P...AE..RR...K.........Q..EELKN----VEK---------AKIEG.AL.E...  

Incarvillea arguta              ....Y....V......S.D.V....KIR....AV.H.....SE...R..------------------------------------------------  

Clitoria ternatea               ....Y...............T....KIR....PVL..P...AE..RR...K......M.....E.QLQDIENAK-----------KLET..LKE...  

Triticum aestivum               ..GES.......S.....D.R.W..A.R...EP.L..P...AE..RR..ER..D..KR..Q..DQLMQQQL.LQQQQQAVAAAPMPTAS.SLNE...  

Dahlia pinnata                  ..................D.T....K......P...KP....E.......A............ESKLATDT..V..-----------.V..V.N.F.  

Camellia nitidissima            ....C.............E.T....KIR....PVL..P...A....R...K.I...K......E.LLQDQQDIEK---------AKLEI.STDE.F.  

Zea mays                        ...EC.............D.T....A.RD..AP.LDHP...AE..RR..AR.I.......Q...DKKQQQQSANK.F---------ADS..LDA.F.  

Anthurium andraeanum            ...ER.............EGV....A.R....PVLD.P.S.SE..RR...R.........Q..LQQQEVLAKAEDAN----------.H.ALDE...  

Arabidopsis thaliana            ....S.............D.T....K.R....A.L..P...AE...R..GR............EERDH-----------------KEV...VDQ.F.  

Iris hollandica                 ....SN............D.D....AIR...TPVLD.P.K.TE..RR..RR.....K......VVENAKVEEAVA------------QP.GLNG.F.  

Nymphaea hybrid ’St.Louise Gold’..A.C...........S.D......KIR.......D.P...AE...R..AR............EDKSEEQVDEIA------------...S.NE...  

Nelumbo nucifera Satabankacha   ..A.C...........S.D......KIR.......D.P...AE...R..AR............EDKSEEQVDEIA------------...S.NE...  

Nelumbo nucifera Buntharik      ..A.C...........S.D......KIR.......D.P...AE...R..AR............EDKSEEQVDEIA------------...S.NE...  

 
ภำพท่ี 4.18 การเปรียบเทียบล าดบักรดอะมิโนโปรตีน F3H ของอบุลชาตเิซนต์หลยุส์โกลด์ ปทมุชาติ

สตัตบงกช และปทมุชาตบิณุฑริกกบัพืชชนิดตา่งๆ ท่ีมีรายงานบน GenBank ด้วยโปรแกรม 
BioEdit (Hall, 1999) ภายในกรอบส่ีเหล่ียมสีแดงแสดงช่วง (domain) ล าดบักรดอะมิโนท่ีมี
ความเหมือนกบัปลายทางด้าน N-terminus ของโปรตีน 2-oxoglutarate/Fe(II)-dependent 
dioxygenase และกรอบส่ีเหล่ียมสีเขียวแสดงช่วง (domain) ล าดบักรดอะมิโนท่ีมีความเหมือน 
กบัโปรตีน 2-oxoglutarate (2OG)/Fe(II)-dependent oxygenase  

 

 

 

 

 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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Lotus             -NDVPVISLAGLDSDD-SRRAEVRDAIVRACEEWGVFQVVDHGVDASLVSSMTEMAAAFF 107 

Ginkgo biloba       TGQIPVVDMAGWEEGGEARRKEIMRQVAEASEEWGVMQVLNHGISDSLIARLQAAGKAFF 108 

Camellia sinensis   -VTVPVISLS-------QPHDVVVDALSKACSEWGFFLITDHGVEPSLIGRLKEVGEEFF 89 

Perilla frutescens -SEIPVISLARIDESG-DKRAEVCRRIVAACEDWGIFQVVDHGVHPMVVEGMTRLAREFF 96 

 

Lotus             KLPPEEK--LRFDMSGGKRGGFIVSSHLQGEAVKDWREIVTFFSYPLAGRDYSRWPDVPE 165 

Ginkgo biloba     DLPIEEKEVYANDSASGKIAGYGSKLANNASGQLEWEDYYFHLLWPTHERDMTTWPKYPS 168 

Camellia sinensis  KLPQEEKESYANDPSSGSFEGYGTKMTKNFDEKVEWIDYYFHVMHPPKKLNLDMWPKNPS 149 

Perilla frutescens ALPDHEK--LRFDMSGGKKGGFIVSSHLQGEVVQDWREIVTYFSYPITARDYSRWPDKPV 154 

 

ภำพท่ี 4.19 การเปรียบเทียบช่วงล าดบักรดอะมิโน (domain) ท่ี 52-162 โปรตีน F3H ของอบุลชาตเิซนต์หลยุส์
โกลด์ ปทมุชาตสิตัตบงกช และปทมุชาตบิณุฑริก (Lotus) กบัพืชชนิดตา่งๆ สว่นแรเงาแสดงช่วง
โครงสร้าง (structure) ของโปรตีนท่ีอยูใ่นรูปแบบเดียวกนั 

 

 
Lotus                      YSEELMALACKLLGVLSEAMGLPSDALRDACRDMDQKMVVNYYPPCPQPD 223 

Oryza sativa Japonica      YSDSMKDLAQKLLRIVSESLNLPPSYIEEAVGEVYQNITVSYYSPCPQPD 218 

Arabidopsis thaliana       YAEAMNTLSLKIMELLGMSLGVERRYFKEFFEDSDSIFRLNYYPQCKQPE 238 

Lactuca sativa             YCNAMSRLSLGIMELLGMSLGVEQSHFKEFFKENDSIMRLNYYPPCQKPD 230 

Atropa belladonna          YSVEVRKLTMRILDYICEGLGLKLGYFDNELSQIQMMLTN-YYPPCPDPS 209 

Solanum melongena          YSDELRRVSKVILGMVAEGLGLEPGFFDKGLG--QRMLVN-HYPACPDPS 209 

Hordeum vulgare            FTSQTRDVGKELLRLLCEGMGIQADYFEGDLSGGNVILNINHYPSCPNPD 201 

 

Lotus                      LTLGLKRHTDPGTITLLLQDLVGGLQATRDGGKTWITVQPIAGAFVVNLG 273 

Oryza sativa Japonica      LALGLQSHSDMGAITLLIQDDVGGLEVLKDG--LWIPVPSLPDGILVILA 266 

Arabidopsis thaliana       LALGTGPHCDPTSLTILHQDQVGGLQVFVDN--KWQSIPPNPHAFVVNIG 286 

Lactuca sativa             LTLGTGPHCDPTSLTILHQDTVGGLEVFIDN--EWRSIAPNLNTFVVNIG 278 

Atropa belladonna          STLGSGGHYDGNLITLLQQNLPGLQQLIEDA--KWIAVEPIPTAFVVNLG 257 

Solanum melongena          LTLGVGGHCDPNLITIIQQEVYGLQILKDD---KWIGVEPKPNAFVVNSG 256 

Hordeum vulgare            KALGQPPHCDRNLITLLLPGAVNGLEVSYKG--DWIKVDPAPNAFVVNFG 249 

 

Lotus                      DHGHYLSNGRFMNADHQAVVNANCSRLSIATFQNPSPDAIVYPLKIREGE 323 

Oryza sativa Japonica      DQTEIITNGRYKSAVHRAIVNADRARLSVATFYDPSK-----SRKICTAP 311 

Arabidopsis thaliana       DTFMALTNGRYKSCLHRAVVNSERERKTFAFFLCPKG------EKVVKPP 330 

Lactuca sativa             DTFMALSNGQYRSCLHRAVVNNKIHRKSLAFFLCPKK------DKVVSPP 322 

Atropa belladonna          LTLKVITNEKFEGSIHRVVTNPTRDRVSIATLIGPDYS------CTIEPA 301 

Solanum melongena          LPITVISNGKLASVAHRVVTNTTHSRTSIGTFICPEN--------IVEPA 298 

Hordeum vulgare            QQLEVVTNGLLKSIEHRAMTNSALARTSVATFIMPTQE------CLIGPA 293 

 

 

ภำพท่ี 4.20 การเปรียบเทียบช่วงล าดบักรดอะมิโน (domain) ท่ี 207-308 โปรตีน F3H ของอบุลชาตเิซนต์
หลยุส์โกลด์ ปทมุชาตสิตัตบงกช และปทมุชาติบณุฑริก (Lotus) กบัพืชชนิดตา่งๆ ส่วนแรเงา
แสดงชว่งโครงสร้าง (structure) ของโปรตีนท่ีอยูใ่นรูปแบบเดียวกนั 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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ตำรำงท่ี 4.5  ผลการเปรียบเทียบล าดบันิวคลีโอไทด์ของยีน F3H ของอบุลชาตเิซนต์หลยุส์โกลด์ ปทมุชาตสิตัตบงกช และปทมุชาตบิณุฑริก กบัฐานข้อมลู 
GenBank 

Accession number Plant Gene name %Identity score 

 

 

 

ADZ28514.1 

         ABI50233.1 

 BAD91806.1 

Nelumbo nucifera Geartn. ‘Satabankacha’ 

Nelumbo nucifera Geartn. ‘Buntharik’ 

Nymphaea hybrid ‘St.Louise Gold’ 

Camellia nitidissima 

Anthurium andraeanum 

Gentiana triflora 

flavanone 3-hydroxylase (F3H) gene 

flavanone 3-hydroxylase (F3H) gene 

flavanone 3-hydroxylase (F3H) gene 

flavanone 3-hydroxylase (F3H) gene 

flavanone 3-hydroxylase (F3H) gene 

flavanone 3-hydroxylase (F3H) gene 

100 

100 

100 

76 

73 

69 
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ภำพที่ 4.21 ความสมัพนัธ์ทางวิวฒันาการของโปรตีน F3H จากปทมุชาตสิตัตบงกช (N. nucifera Gaertn. 
‘Satabankacha’) ปทมุชาติบณุฑริก (N. nucifera Gaertn. ‘Buntharik’) และอบุลชาติเซนต์หลยุส์
โกลด์ (N. hybrid ‘St.Louise Gold’) กบัโปรตีน F3H จากพืชอ่ืนๆ ท่ีมีรายงานบน GenBank ด้วย
โปรแกรม MEGA5 (Tamura et al. 2011) ตวัเลขบนแขนง (node) แสดงเปอร์เซ็นต์ความ
นา่เช่ือถือจากการค านวณด้วย Bootstrap test จ านวน 1,000 รอบ สเกล (scale) แสดง
ระยะหา่งทางพนัธุกรรม (0.02 แสดงการแทนท่ีของกรดอะมิโน 2 เปอร์เซ็นต์) 

 

  4.1.3 ยีน 4’CGT 

   4.1.3.1 กำรสังเครำะห์ยีน 4’CGT บำงส่วนด้วยปฏิกิริยำพีซีอำร์ 

    สงัเคราะห์ชิน้ส่วนยีน 4'CGT จาก cDNA ของดอกลิน้มงักรสีเหลือง พนัธุ์ 
Pixie Bells โดยออกแบบไพรเมอร์ส าหรับนิวคลีโอไทด์ต าแหนง่ท่ี 1,062 ถึง 1,374 บนสาย mRNA ของยีน 
4'CGT  ผลจากปฏิกิริยาพีซีอาร์พบชิน้ดีเอ็นเอขนาดประมาณ 300 นิวคลีโอไทด์ (ภาพท่ี 4.22) เม่ือใช้
อณุหภมูิ 60 องศาเซลเซียส ส าหรับขัน้ตอน annealing ในปฏิกิริยาพีซีอาร์ จากนัน้น าผลผลิตพีซีอาร์เช่ือมตอ่
กบัพลาสมิด pCR8 เพ่ือสร้างพลาสมิด pCR8-4'CGT (ภาพท่ี 4.23) แล้วถ่ายโอนเข้าสูแ่บคทีเรีย E. coli 
สายพนัธุ์ DH5α ด้วยวิธี heat-shock เพ่ือเพิ่มปริมาณชิน้ดีเอ็นเอ ตรวจสอบโคโลนีด้วยปฏิกิริยาพีซีอาร์คู่

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 



 
 

80 
 

500 bp 

250 bp 313 bp 

    M         1         2 

กบัไพรเมอร์ F-EcoRI-4'CGT และ R-4'CGT-SacI จากนัน้คดัเลือกโคโลนีเลีย้งในอาหารเหลว LB ท่ีมีสาร
ปฏิชีวนะสเปคตโินมยัซิน ความเข้มข้น 100 มิลลิกรัมตอ่ลิตร เขย่าด้วยความเร็ว 220 รอบตอ่นาที ท่ีอณุหภมู ิ
37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 14 ชัว่โมง จากนัน้สกดัพลาสมิดเพ่ือตรวจสอบชิน้สว่นยีน 4'CGT ขนาดประมาณ 
300 นิวคลีโอไทด์ ท่ีแทรกอยู่ในพลาสมิด pCR8-4'CGT ด้วยเอนไซม์ตดัจ าเพาะ Eco RI พบแถบดีเอ็นเอ
ขนาด 2,817 นิวคลีโอไทด์ ท่ีเป็นขนาดของพลาสมิด pCR8 และ 313 นิวคลีโอไทด์ ท่ีเป็นยีน 4'CGT 
บางส่วน (ภาพท่ี 4.24) น าส่งตรวจสอบล าดบันิวคลีโอไทด์โดยพบล าดบันิวคลีโอไทด์ยีน 4'CGT จ านวน 
313 นิวคลีโอไทด์ ในพลาสมิด pCR8-4'CGT เหมือนกบัล าดบันิวคลีโอไทด์ของยีน 4'CGT ของลิน้มงักร 
(EF650015.1) ต าแหน่งท่ี 336 ถึง 644 นิวคลีโอไทด์ จากนัน้ท าการคดัเลือก พลาสมิด pCR8-4'CGT ท่ีมี
ล าดบันิวคลีโอไทด์ถกูต้องส าหรับน าไปใช้ในขัน้ตอนตอ่ไป  
 

 
 
 
 
 
 
 
 
ภำพท่ี 4.22  ผลของปฏิกิริยาพีซีอาร์ในการสงัเคราะห์ยีนบางสว่น 4'CGT จาก cDNA ของดอกลิน้มงักร

พนัธุ์ Pixie Bells ได้ชิน้ดีเอ็นเอขนาด 313 นิวคลีโอไทด์ (2) เม่ือเปรียบเทียบกบัดีเอ็นเอ
มาตรฐาน 1 kb DNA ladder (M) และ negative control คือ ผลผลิตพีซีอาร์ท่ีไมไ่ด้ใส่ cDNA 
ของดอกลิน้มงักร (1) 

 
 

 
 
 
 
 
 
ภำพท่ี 4.23 แผนภาพพลาสมิด pCR8-4'CGT ท่ีมีขนาด 3,130 นิวคลีโอไทด์และต าแหน่งของ

เอนไซม์ตัดจ าเพาะ Eco RI 

3,130 bp 

EcoRI EcoRI 

313 bp 
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313 bp 

500 bp 

250 bp 

3,000 bp 2,817 bp 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภำพท่ี 4.24 ผลการตรวจสอบชิน้สว่นยีน 4'CGT ท่ีแทรกอยูใ่นพลาสมิด pCR8-4'CGT ด้วยเอนไซม์ตดั

จ าเพาะ Eco RI (2) เปรียบเทียบกบัดีเอ็นเอมาตรฐาน 1 kb DNA ladder (M) พลาสมิด 
pCR8-4'CGT ท่ีไมไ่ด้ตดัด้วยเอนไซม์ตดัจ าเพาะ (1) 

  

   4.1.3.2 กำรสังเครำะห์ยีน 4’CGT แบบเตม็เส้น 

    สงัเคราะห์ยีน 4'CGT ด้วยปฏิกิริยาพีซีอาร์คูก่บัไพรเมอร์ F-BamHI-
4'CGT และ R-4'CGT-SacI ท่ีจบับริเวณต าแหนง่อนรัุกษ์บนยีน 4'CGT ซึง่ออกแบบจาก ล าดบันิวคลีโอไทด์
อนรัุกษ์ของยีน 4'CGT ใน cDNA ของลิน้มงักร ขนาด 1,374 นิวคลีโอไทด์ จากนัน้น าผลผลิตพีซีอาร์เช่ือมตอ่
กบัพลาสมิด pTZ57R/T เพ่ือสร้างพลาสมิด pTZ4'CGT แล้วถ่ายโอนเข้าสู่แบคทีเรีย E. coli สายพนัธุ์ 
DH5α ด้วยวิธี heat-shock เพ่ือเพิ่มปริมาณชิน้ดีเอ็นเอ คดัเลือกโคโลนีท่ีได้น าสง่ตรวจสอบล าดบันิวคลีโอ
ไทด์ โดยพบล าดบันิวคลีโอไทด์ยีน 4'CGT ในพลาสมิด pTZ4'CGT เหมือนกบัล าดบันิวคลีโอไทด์ของยีน 
4'CGT ของลิน้มงักร (EF650015.1) 100 เปอร์เซ็นต์ 

 

 4.2 กำรแสดงออกของยีน chalcone synthase (CHS), flavonone 3-hydroxylase (F3H), 
chalcone และ 4’-O-glucosyntrase (4’CGT)  

  4.2.1   กำรศึกษำปริมำณกำรแสดงออกของยีน CHS ในกลีบดอกบัวหลวง
บุณฑริกและดอกบัวหลวงสัตตบงกช ด้วยเทคนิค Semi-quantitative RT-PCR 

   ผลการศึกษาปริมาณการแสดงออกของยีน CHS กับในกลีบดอกบวัหลวงบณุฑริกสี
ขาว และบวัหลวงสตัตบงกชสีชมพ ูและปริมาณการแสดงออกของยีน CHS ในกลีบดอกบวัหลวงในช่วงระยะ
ของการพฒันาของดอกบวัหลวง ด้วยเทคนิค semi-quantitative RT-PCR  

  M           1            2 
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 4.2.1.1  ผลกำรโคลนบำงส่วนของยีน CHS จำก cDNA ของกลีบดอกบัว
หลวงบุณฑริกและบัวหลวงสัตตบงกช ด้วยเทคนิค PCR 

 ท าการโคลนบางส่วนของยีน CHS จาก cDNA ของกลีบดอกบวัหลวง
บณุฑริกและบวัหลวงสตัตบงกชด้วยเทคนิค PCR โดยท าการออกแบบไพรเมอร์จากส่วนของล าดบัอนรัุกษ์ 
ได้บางส่วนยีน CHS ขนาดประมาณ 450 bp (ภาพท่ี 4.25) จากนัน้น าผลผลิต PCR ของบางส่วนของยีน 
CHS ท่ีโคลนได้น าไปเช่ือมต่อกับโคลนนิ่งเวกเตอร์ pTZ57R/T จากนัน้น าไปวิเคราะห์ล าดบันิวคลีโอไทด์ 
พบว่า บางส่วนของยีน CHS ท่ีโคลนได้จาก cDNA ของกลีบดอกบวัหลวงบณุฑริกและบวัหลวงสตัตบงกช 
มีขนาดเท่ากนั คือ 458 bp (ภาพท่ี 4.26) บางส่วนของยีน CHS ท่ีโคลนได้น าไปใช้ในการสร้างพลาสมิดใน
การถ่ายยีน CHS แบบ antisense และใช้ศกึษาปริมาณการแสดงออกของยีน CHS ในกลีบดอกบวัหลวง  

 

  

 

 

 

 

 

ภำพท่ี 4.25 ผลผลิต PCR ของบางสว่นของยีน CHS ท่ีโคลนได้จาก; (1) cDNA ของกลีบดอกบวัหลวง
บณุฑริก ขนาดประมาณ 450 bp และ (2) cDNA ของกลีบดอกบวัหลวงสตัตบงกช ขนาด
ประมาณ 450 bp (M = 100 bp DNA marker) 

 
 
 
 
 
 
 
 

     M                1                  2                            

 

 ~ 450 bp 

1,000 bp 

500 bp 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 



 
 

83 
 

CHSF_BUN   ATGGTGACCG TGGAAGACAT CCGCAAGGCA CAGAGGGCTG AAGGCCCGGC CACGGTGATG GCCATTGGAA  70 

CHSA_BUN   ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------  1 

CHSA_SAT   ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------  1 

 

CHSF_BUN   CAGCCAATCC GCCCAACTGT GTCGACCAGA GCACATACCC TGACTACTAC TTCCGGATCA CCAACAGCGA  140 

CHSA_BUN   ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------  1 

CHSA_SAT   ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------  1 

 

CHSF_BUN   GCACAAGACA GAGCTTAAAG AGAAATCCAA GCGCATGTGC GAGAAATCGA TGATCAAGAA GCGCTACATG  210 

CHSA_BUN   ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------  1 

CHSA_SAT   ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------  1 

 

CHSF_BUN   CACTTGACGG AGGAAATCTT GAAGGAGAAC CCGAACGCCT GTGCGTACAT GGCGCCCTCG CTGGATGCTA  280 

CHSA_BUN   ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------  1 

CHSA_SAT   ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------  1 

 

CHSF_BUN   GACAGGACAT GGTGGTGGTT GAGGTGCCAA AACTGGGCAA GGAGGCTGCG ACGAAGGCCA TTAAGGAATG  350 

CHSA_BUN   ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------  1 

CHSA_SAT   ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------  1 

 

CHSF_BUN   GGGACAGCCC AAGTCCAAGA TCACCCACCT TGTCTTCTGC ACCACCAGTG GCGTCGACAT GCCCGGGGCC  420 

CHSA_BUN   ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------  1 

CHSA_SAT   ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------  1 

 

CHSF_BUN   GACTACCAGC TCACCAAGCT CCTCGGCCTT CGCCCCTCCG TCAAGAGACT CATGATGTAC CAACAAGGAT  490 

CHSA_BUN   ---------- ---------- ---------A AGAGCTCCCG TCAAGAGACT CATGATGTAC CAACAAGGAT  41 

CHSA_SAT   ---------- ---------- ---------A AGAGCTCCCG TCAAGAGACT CATGATGTAC CAACAAGGAT  41 

 

CHSF_BUN   GCTTCGCCGG AGGCACAGTC CTTCGCCTGG CCAAGGACCT TGCAGAGAAC AACAGAGGCG CCCGTGTCCT  560 

CHSA_BUN   GCTTCGCCGG AGGCACGGTC CTTCGCCTGG CCAAGGACCT TGCAGAGAAC AACAGAGGCG CCCGTGTCCT  111 

CHSA_SAT   GCTTCGCCGG AGGCACAGTC CTTCGCCTGG CCAAGGACCT TGCAGAGAAC AACAGAGGCG CCCGTGTCCT  111 

 

CHSF_BUN   TGTCGTCTGC TCAGAGCTCA CTGCTGTTAC CTTCCGTGGC CCAAGTGACA CCCACCTCGA CAGCCTTGTA  630 

CHSA_BUN   TGTCGTCTGC TCAGAGCTCA CTGCTGTTAC CTTCCGTGGT CCAAGTGATA CCCACCTCGA CAGTCTTGTA  181 

CHSA_SAT   TGTCGTCTGC TCAGAGCTCA CTGCTGTTAC CTTCCGTGGT CCAAGTGATA CCCACCTCGA CAGTCTTGTA  181 

 

CHSF_BUN   GGCCAGGCAC TCTTCGGGGA TGGAGCAGCC GCAGTTATTG TGGGTGCAGA CCCGGTGCCC GGTGTAGAAA  700 

CHSA_BUN   GGCCAGGCAC TCTTCGGGGA TGGAGCAGCC GCAGTTATTG TGGGTGCAGA CCCGGTGCCC GGTGTAGAAA  251 

CHSA_SAT   GGCCAGGCAC TCTTCGGGGA TGGAGCAGCC GCAGTTATTG TGGGTGCAGA CCCGGTGCCC GGTGTAGAAA  251 

 

CHSF_BUN   AGCCTTTGTT TGAGTTGGTG TCGGCAGCCC AGACAATTCT CCCAGACAGC CATGGCGCCA TTGACGGGCA  770 

CHSA_BUN   AGCCTTTGTT TGAGTTGGTG TCGGCAGCCC AGACAATTCT CCCAGACAGC CATGGCGCCA TTGACGGGCA  319 

CHSA_SAT   AGCCTTTGTT TGAGTTGGTG TCGGCAGCCC AGACAATTCT CCCAGACAGC CATGGCGCCA TTGACGGGCA  319 

 

CHSF_BUN   CCTGAGAGAG GTTGGACTTA CCTTCCACCT GCTCAAGGAT GTGCCCGGGC TCATCTCAAA GAACATCGAG  840 

CHSA_BUN   CCTGAGAGAG GTTGGACTTA CCTTCCACCT GCTCAAGGAT GTGCCCGGGC TCATCTCAAA GAACATCGAG  391 

CHSA_SAT   CCTGAGAGAG GTTGGACTTA CCTTCCACCT GCTCAAGGAT GTGCCCGGGC TCATCTCAAA GAACATCGAG  391 

 

CHSF_BUN   AAGAGCCTGG TGGAGGCATT CCAGCCTCTG GGCATCTCCG ACTGGAACTC AATTTTCTGG ATCGCCCACC  910 

CHSA_BUN   AAGAGCCTGG TGGAGGCATT CCAGCCTCTG GGCATCTCCG ACTGGAACTC AATTTTCTGG GATCCTT---  458 

CHSA_SAT   AAGAGCCTGG TGGAGGCATT CCAGCCTCTG GGCATCTCCG ACTGGAACTC AATTTTCTGG GATCCTT---  458 

 

CHSF_BUN   CTGGTGGTCC AGCCATCCTA GACCAAGTGG AAGAAAAGCT GGCCCTTAAG CCCGAGAAGC TAAGCGCCAC  980 

CHSA_BUN   ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------  458 

CHSA_SAT   ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------  458 

 

CHSF_BUN   ACGACACATC CTGAGCGAGT ATGGAAACAT GTCAAGTGCT TGTGTGCTGT TCATATTGGA TGAGATGCGG  1050 

CHSA_BUN   ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------  458 

CHSA_SAT   ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------  458 

 

CHSF_BUN   AAGAAGTCGA TTGAGGACGG CCTCAAGACC ACTGGAGAAG GGCTCGAATG GGGTGTGCTG TTTGGGTTCG  1120 

CHSA_BUN   ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------  458 

CHSA_SAT   ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------  458 

 

CHSF_BUN   GACCAGGGCT AACAGTTGAG ACTGTGGTGC TTCACAGTAT CGCTGCCTAG 1170 

CHSA_BUN   ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- 458 

CHSA_SAT   ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- 458 

ภำพที่ 4.26  การเปรียบเทียบล าดบันิวคลีโอไทด์ของยีน CHS ท่ีโคลนได้จาก cDNA ของกลีบดอกบวัหลวง
บณุฑริก (CHS_BUN) ขนาด 1,170 bp กบับางส่วนของยีน CHS ท่ีโคลนได้จาก cDNA ของ
กลีบดอก บวัหลวงบุณฑริก (CHSA_BUN) และบวัหลวงสตัตบงกช (CHSA_SAT)  ขนาด 458 
bp  (ส่วนท่ีขีดเส้นใต้ คือ ไพรเมอร์ส่วนต้น CHSA_forward primer และไพรเมอร์ส่วนท้าย 
CHSA _reverse primer และแถบสีเทาแสดงล าดบันิวคลีโอไทด์ท่ีแตกตา่งกนั) 
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   4.2.1.2  ผลกำรศึกษำปริมำณของกำรแสดงออกของยีน CHS ในกลีบ
ดอกบัวหลวง ด้วยเทคนิค Semi-quantitative RT-PCR 

         ศกึษาเปรียบเทียบปริมาณการแสดงออกของยีน CHS ในกลีบดอกบวัหลวง
บณุฑริกดอกสีขาวและกลีบดอกบวัหลวงสตัตบงกชดอกสีชมพ ูในแตล่ะช่วงระยะของการพฒันาของดอกบวั
หลวง  ด้วยเทคนิค Semi-quantitative RT-PCR ตามวิธีการของ ชยัวรกลุ  ไชยปัญญา (2556)โดยเร่ิมต้น
จากปรับความเข้มข้นของ cDNA ให้เท่ากนัโดยการเปรียบเทียบจากปริมาณการแสดงออกของยีน 18S rRNA 
ซึ่งเป็นยีนอ้างอิง ด้วยเทคนิค PCR น า cDNA ท่ีได้ไปใช้ท าปฏิกิริยา PCR โดยใช้ไพรเมอร์ CHSA_forward 
primer และ CHSA_reverse primer พบว่า  ความเข้มของแถบ DNAของผลผลิต PCR ของบางส่วนของยีน 
CHS ท่ีโคลนได้จาก cDNA ของกลีบดอกบวัหลวงบณุฑริกในระยะท่ี 1 (B1) มีความเข้มมากท่ีสดุ เม่ือเทียบ
กบักลีบดอกบวัหลวงในระยะท่ี 2 (B2), ระยะท่ี 3 (B3), ระยะท่ี 4 (B4) และ ระยะท่ี 5 (B5) ท่ีมีความเข้ม
ใกล้เคียงกนั ส่วนความเข้มของแถบ DNAของผลผลิต PCR ของบางส่วนของยีน CHS ท่ีโคลนได้จาก cDNA 
ของกลีบดอกบวัหลวงสตัตบงกช ระยะท่ี 1 (S1) มีความเข้มมากท่ีสดุ และค่อยๆ ลดลงในระยะท่ี 2 (S2), 
ระยะท่ี 3 (S3), ระยะท่ี 4 (S4) และ ระยะท่ี 5 (S5) ตามล าดบั (ภาพท่ี 4.27) ในขณะท่ีความเข้มของแถบ 
DNAของผลผลิต PCR ของยีน 18S rRNA ซึ่งเป็นยีนอ้างอิงมีความเข้มใกล้เคียงกนั แสดงให้เห็นว่า ยีน CHS 
มีปริมาณการแสดงออกมากท่ีสดุในช่วงระยะการพฒันาของดอกบวัหลวงระยะท่ี 1 มากท่ีสดุ และมีปริมาณการ
แสดงออกลดลงในระยะท่ี 2, ระยะท่ี 3และ ระยะท่ี 4 ตามล าดบั และในระยะท่ี 5 มีปริมาณการแสดงออกน้อย
ท่ีสดุ  

    เม่ือเปรียบเทียบความเข้มของแถบ DNAของผลผลิต PCR ของบางส่วนของ
ยีน CHS ท่ีโคลนได้จาก cDNA ของกลีบดอกบวัหลวงบุณฑริกสีขาวและบวัหลวงสัตตบงกชสีชมพู พบว่า  
ความเข้มของแถบ DNAของผลผลิต PCR ของบางส่วนของยีน CHS ท่ีโคลนได้จาก cDNA ของกลีบดอกบวั
หลวงสตัตบงกชมีความเข้มมากกว่าแถบ DNAของผลผลิต PCR ของบางส่วนของยีน CHS ท่ีโคลนได้จาก 
cDNA ของกลีบดอกบวัหลวงบณุฑริก โดยเฉพาะในระยะท่ี 1, ระยะท่ี 2 และระยะท่ี 3 มีความเข้มมากกว่าอย่าง
ชดัเจน ส่วนในระยะท่ี 4 และระยะท่ี 5 มีความเข้มใกล้เคียงกนั แสดงให้เห็นว่า กลีบดอกบวัหลวงสตัตบงกชสี
ชมพ ูมีปริมาณการแสดงออกของยีน CHS มากกวา่กลีบดอกบวัหลวงบณุฑริกสีขาว  
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ภำพท่ี 4.27 การเปรียบเทียบปริมาณการแสดงออกของยีน CHS (ขนาด 458 bp) ในแตล่ะระยะการ
พฒันาของดอกบวัหลวง ด้วยเทคนิค Semi-quantitative RT-PCR โดยใช้ยีน 18S rRNA เป็น
ยีนอ้างอิง (ขนาดประมาณ 600 bp); ดอกบวัหลวงบณุฑริก (B1) ระยะท่ี 1, (B2) ระยะท่ี 2, 
(B3) ระยะท่ี 3, (B4) ระยะท่ี 4 และ (B5) ระยะท่ี 5 และดอกบวัหลวงสตัตบงกช (S1) ระยะท่ี 
1, (S2) ระยะท่ี 2, (S3) ระยะท่ี 3, (S4) ระยะท่ี 4 และ (S5) ระยะท่ี 5 (M = 1 kp DNA 
marker) 

  4.2.2 กำรแสดงออกของยีน F3H 

   4.2.2.1 กำรแสดงออกของยีน F3H ในกลีบดอกอุบลชำติสีต่ำงๆ 

    จากการคดัเลือกตวัแทนอบุลชาตจิากกลุม่สีตา่งๆ เพ่ือใช้ในการศกึษา
ความสมัพนัธ์ระหวา่งการแสดงออกของยีน F3H กบัการเกิดสีตา่งๆ ในกลีบดอกอบุลชาตนิอกเหนือจากสี
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เหลือง พบการแสดงออกของยีน F3H ในกลีบดอกอบุลชาตทิกุสีท่ีน ามาใช้ตรวจสอบ โดยพบชิน้ดีเอ็นเอของ
ยีน F3H ขนาด 800 นิวคลีโอไทด์ จากปฏิกิริยาพีซีอาร์ท่ีใช้ cDNA ของอบุลชาติฉลองขวญัซึง่มีกลีบดอกสีม่วง
เข้ม ฟ้าสคุนธ์มีกลีบดอกสีฟ้า ปิยลาภมีกลีบดอกสีชมพ ูแสดชยัพลมีกลีบดอกสีชมพอูมส้ม เซนต์หลยุส์โกลด์
มีกลีบดอกสีเหลือง และลกูผสม PW5409 hybrid มีกลีบดอกสีม่วงอมเหลือง เป็นดีเอ็นเอต้นแบบ (ภาพท่ี 
4.28) 

 

 

 

 

 

 

ภำพท่ี 4.28 การแสดงออกของยีน F3H ในกลีบดอกอบุลชาตสีิตา่งๆ ด้วยเทคนิค reverse transcription 
polymerase chain reaction (RT-PCR) จากการใช้ดีเอ็นเออบุลชาตเิซนหลยุส์โกลด์ (D) 
cDNA ของอบุลชาติฉลองขวญั (1) ฟ้าสคุนธ์ (2) ปิยลาภ (3) แสดชยัพล (4) เซนหลยุส์โกลด์ 
(5) และลกูผสม PW5409 hybrid (6) เป็นต้นแบบในปฏิกิริยาพีซีอาร์ เปรียบเทียบขนาดกบัดี
เอ็นเอมาตรฐาน 1 Kb DNA ladder (M) 

 

   4.2.2.2 กำรแสดงออกของยีน F3H ในเนือ้เยื่อต่ำงชนิดของอุบลชำติ 

    ในการเปรียบเทียบการแสดงออกของยีนท่ีสนใจ จ าเป็นต้องคดัเลือกยีนท่ีมี
การแสดงออก สม ่าเสมอในเนือ้เย่ือพืชท่ีสนใจ หรือ housekeeping gene เพ่ือใช้เป็นยีนอ้างอิงส าหรับ
ปริมาณ cDNA เร่ิมต้นท่ีใช้เป็นต้นแบบในปฏิกิริยา semi-quantitative พีซีอาร์ ซึง่ในการทดลองนีเ้ลือกใช้
ยีน 18S rRNA เป็นยีนอ้างอิง เม่ือสามารถปรับปริมาณ cDNA ของแตล่ะตวัอย่างให้เท่ากนัส าหรับการท า 
semi-quantitative PCR จงึท าการเปรียบเทียบการแสดงออกของยีน F3H ในเนือ้เย่ือเกสร กลีบดอก และใบ
ของอบุลชาตเิซนต์หลยุส์โกลด์ ผลการเปรียบเทียบจากความเข้มของแถบดีเอ็นเอบนเจลพบวา่ยีน F3H ใน
อบุลชาตเิซนต์หลยุส์โกลด์มีการแสดงออกท่ีเนือ้เย่ือของกลีบดอกมากท่ีสดุ รองลงมาคือเกสรและมีการ
แสดงออกท่ีน้อยมากในเนือ้เย่ือใบ (ภาพท่ี 4.29) 

 

 

 

1,500 bp - 
2,000 bp - 

M     D       1      2      3      4      5      6 

 500 bp - 

1,000 bp - 
800 bp  750 bp - 
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ภำพท่ี4.29 ผลการเปรียบเทียบการแสดงออกของยีน F3H ในเกสร กลีบดอก และใบ ของอบุลชาตเิซนต์
หลยุส์โกลด์ ด้วยเทคนิค semi-quantitative PCR โดยใช้การแสดงออกของยีน 18S rRNA เป็น
ยีนอ้างอิงเพ่ือควบคมุปริมาณ cDNA ต้นแบบ 

 

   4.2.2.3 กำรแสดงออกของยีน F3H ในดอกปทุมชำติสัตตบงกชและ
บุณฑริก 

    ท าการเปรียบเทียบปริมาณการแสดงออกของยีน F3H ในเนือ้เย่ือของ
เกสร กลีบดอกของดอกปทมุชาตสิตัตบงกชและบณุฑริก ในระยะการพฒันาของดอก 3 ระยะ คือ ตมู 
(ระยะท่ี 1) แย้มบาน (ระยะท่ี 2) และบาน (ระยะท่ี 3) (ภาพท่ี 4.30) ด้วยปฏิกิริยา semi-quantitative PCR 
เพ่ือศกึษาความสมัพนัธ์ระหว่างสีของกลีบดอกท่ีเปล่ียนแปลงตามระยะการพฒันาของดอกกบัปริมาณการ
แสดงออกของยีน F3H พบว่าในกลีบดอกระยะท่ี 1 ของปทมุชาตสิตัตบงกชมีการแสดงออกของยีน F3H มาก
ท่ีสดุ รองลงคือระยะท่ี 2 และระยะท่ี 3 ตามล าดบั ในเนือ้เย่ือเกสรระยะท่ี 1 และระยะท่ี 2 ไมพ่บการ
แสดงออกของยีน F3H แตพ่บการแสดงออกในเนือ้เย่ือเกสรระยะท่ี 3 ทัง้นีป้ริมาณการแสดงออกของยีน 
F3H ในกลีบดอกปทมุชาติสตัตบงกชในแตล่ะระยะการพฒันาของดอกสอดคล้องกบัสีกลีบดอก โดยกลีบ
ดอกระยะท่ี 1 มีความเข้มสีมากท่ีสดุ รองลงมาคือระยะท่ี 2 และระยะท่ี 3 ตามล าดบั (ภาพท่ี 4.31) 

    การแสดงออกของยีน F3H ในปทมุชาตบิณุฑริกพบว่า เนือ้เย่ือกลีบดอก
ระยะท่ี 2 มีการแสดงออกของยีน F3H มากท่ีสดุ รองลงมาคือ กลีบดอกระยะท่ี 1 และไมพ่บการแสดงออก
ในกลีบดอกระยะท่ี 3 ในเนือ้เย่ือเกสรไมพ่บการแสดงออกของยีน F3H ในทกุระยะการพฒันาของดอกซึง่การ
แสดง ออกของยีน F3H ในเนือ้เย่ือกลีบดอกสอดคล้องกบัสีของกลีบดอกปทมุชาตบิณุฑริกท่ีมีสีชมพอูอ่นเจือ
อยู่บริเวณปลายกลีบในระยะท่ี 1 และชดัเจนในระยะท่ี 2 จากนัน้สีชมพจูะหายไปในระยะท่ี 3 ดงัแสดงในภาพ
ท่ี 4.30 

 

 

 

 

เกสร  

18S-rRNA 

F3H 

  กลีบดอก ใบ  

30 cycle 

24 cycle 
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ภำพท่ี 4.30 ดอกปทมุชาตสิตัตบงกชและบณุฑริกทัง้ 3 ระยะการพฒันาของดอก  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภำพท่ี4.31 ผลการเปรียบเทียบการแสดงออกของยีน F3H ในเนือ้เย่ือกลีบดอกและเกสรของปทุมชาติ
สตัตบงกช และปทุมชาติบุณฑริกทัง้ 3 ระยะการพัฒนาของดอก ด้วยเทคนิค semi-quantitative 
PCR โดยใช้การแสดงออกของยีน 18S rRNA เป็นยีนอ้างอิงเพ่ือควบคมุปริมาณ cDNA ต้นแบบ 
(1) การพฒันาของดอกระยะท่ี1 (2) การพฒันาของดอกระยะท่ี2 (3) การพฒันาของดอกระยะ
ท่ี3 

 

                      ปทมุชาติสตัตบงกช                                                    ปทมุชาตบิุณฑริก 

    (1)      (2)              (3)                         (1)     (2)              (3) 
 

F3H 

18s 
rRNA 

F3H 

18s rRNA 

  (1)     (2)     (3)    (1)     (2)     (3)  

     กลีบดอก               เกสร 
 

ปทุมชาติ
สัตตบงกช 

ปทุมชาติปุณฑริก 
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  4.2.3 กำรแสดงออกของยีน 4’CGT 

   4.2.3.1 กำรแสดงออกของยีน 4'CGT ในกลีบดอกลิน้มังกรสีต่ำงๆ ด้วย
ปฏิกิริยำพีซีอำร์ 

    โดยศกึษาในกลีบดอกลิน้มงักรพนัธุ์ Pixie Bells ดอกสีเหลือง สีชมพ ู สี
มว่ง และ สีขาว และ พนัธุ์ Cameo ดอกสีส้มและสีแดง (ภาพท่ี 4.32) ในการเปรียบเทียบการแสดงออกของ
ยีนท่ีสนใจ จ าเป็นต้องคดัเลือกยีนท่ีมีการแสดงออกสม ่าเสมอในเนือ้เย่ือพืช (housekeeping gene) เป็นยีน
อ้างอิงในการปรับปริมาณ cDNA เร่ิมต้นท่ีใช้เป็นต้นแบบในปฏิกิริยา semi-quantitative PCR ให้เทา่กนัซึง่
ในการทดลองนีเ้ลือกใช้ยีน 18s rRNA เป็นยีนอ้างอิง เม่ือสามารถปรับปริมาณ cDNA ของแตล่ะตวัอยา่งให้
เทา่กนัส าหรับการท า semi-quantitative PCR แล้วจงึท าการศกึษาการแสดงออกของยีน 4'CGT ในกลีบ
ดอกของลิน้มงักรสีตา่งๆ ผลของปฏิกิริยาพีซีอาร์บนเจลพบชิน้ดีเอ็นเอขนาดประมาณ 1,400 bp ใน
ตวัอยา่ง cDNA จากทกุสีดอกและเม่ือเปรียบเทียบปริมาณการแสดงออกของยีน 4'CGT ในแตล่ะสีดอก 
พบวา่ดอกสีเหลืองมีปริมาณการแสดงออกของยีน 4'CGT โดยมีความเข้มข้นของแถบดีเอ็นเอมากท่ีสดุ 
รองลงมาคือสีส้ม สีแดง สีขาว สีชมพ ูและสีมว่ง (ภาพท่ี 4.33) 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภำพท่ี 4.32 ดอกลิน้มงักร สีส้ม (ก) สีชมพ ู (ข) สีแดง (ค) สีมว่ง (ง) สีขาว (จ) สีเหลือง (ฉ) ท่ีใช้ในการ

ทดลอง 

 

 

 

 

 

ก ข ค 

ง จ ฉ 
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4'CGT 

18S rRNA 

 

 
       
       
 
 
ภำพท่ี 4.33 เปรียบเทียบปริมาณการแสดงออกของยีน 4'CGT ในกลีบดอกลิน้มงักร สีส้ม (O) สีชมพ ู (P) 

 สีแดง (R) สีมว่ง (V) สีขาว (W) และสีเหลือง (Y) ด้วยเทคนิค semi-quantitative PCR โดยใช้
ยีน 18S rRNA เป็นยีนอ้างอิง 

 

 4.3 ผลกำรยับยัง้กำรแสดงออกของยีน F3H และยีน 4’CGT  

  4.3.1 ผลกำรยับยัง้กำรแสดงออกของยีน F3H ด้วยเทคนิค RNA interference 
(RNAi) 

   ศกึษาหน้าท่ีของยีน F3H ในกลีบดอกอบุลชาตลิกูผสม PW5409 hybrid และแสด
ชยัพล โดยยบัยัง้การแสดงออกของยีน F3H ด้วยเทคนิค RNAi และติดตามการเปล่ียนแปลงของสีกลีบดอก
ร่วมกบัการแสดงออกของยีน F3H และ CHS 

   4.3.1.1 กำรสร้ำงดีเอ็นเอสำยผสมรูปแบบ inverted repeat เพื่อกระตุ้นให้
เกิดกระบวนกำร RNAi ในกลีบดอกอุบลชำตลูิกผสม PW5409 hybrid และแสดชัยพล 

    การสงัเคราะห์ชิน้ส่วนยีน F3H จาก cDNA ของปทมุชาติสตัตบงกช โดย
เลือกบริเวณล าดบันิวคลีโอไทด์ต าแหนง่ท่ี 336 ถึง 644 บนสาย mRNA ของยีน F3H ในการออกแบบไพรเมอร์ 
ผลจากปฏิกิริยาพีซีอาร์พบชิน้ดีเอ็นเอขนาดประมาณ 300 นิวคลีโอไทด์ เม่ือใช้อณุหภมูิ 58 องศาเซลเซียส 
ส าหรับขัน้ตอน annealing ในปฏิกิริยาพีซีอาร์ จากนัน้ท าการแยกสกดัแถบดีเอ็นเอออกจากเจลเพ่ือน าไป
เช่ือมตอ่กบัเวคเตอร์ pCR8 แล้วถ่ายโอนเข้าแบคทีเรีย E. coli สายพนัธุ์ DH5α เพ่ือเพิ่มปริมาณชิน้ดีเอ็นเอ
ตรวจสอบชิน้ส่วนยีน F3H ขนาดประมาณ 300 นิวคลีโอไทด์ ท่ีแทรกอยูใ่นเวคเตอร์ pCR8 (pCR8-F3H) ด้วย
ปฏิกิริยาพีซีอาร์ ผลจากปฏิกิริยาพีซีอาร์พบชิน้ส่วนของยีน F3H ขนาด 300 นิวคลีโอไทด์ เม่ือ
เปรียบเทียบกับแถบดีเอ็นเอมาตรฐาน 100 bp DNA ladder จากนัน้ท าการถ่ายโอนชิน้ส่วนยีน F3H ใน
เวคเตอร์ pCR8-F3H เข้าสูเ่วคเตอร์ pJAWOHL8 (pJA8F3H) ด้วยปฏิกิริยา LR โดยเวคเตอร์ pJAWOHL8 
เป็นเวคเตอร์ท่ีสามารถสร้างอาร์เอ็นเอรูปแบบ inverted repeat ซึง่เม่ือท าการถ่ายโอนยีน F3H เข้าสูพื่ช 
pJA8F3H จะกระตุ้นให้เกิดกระบวนการ RNAi ยบัยัง้การแสดงออกของยีน F3H ในพืช 

 

 O           P            R            V           W            Y 
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   4.3.1.2 กำรตรวจสอบกำรถ่ำยโอนชิน้ส่วนยีน F3H ในเวคเตอร์ pCR8-F3H 
เข้ำสู่เวคเตอร์ pJAWOHL8 ด้วยเอนไซม์ตัดจ ำเพำะ Hind III 

    ผลจากการตรวจสอบการถ่ายโอนชิน้สว่นยีน F3H จากเวคเตอร์ pCR8-
F3H เข้าสู ่ เวคเตอร์ pJAWOHL8 (pJA8F3H) ด้วยเอนไซม์ตดัจ าเพาะ Hind III พบชิน้สว่นดีเอ็นเอ 3 ชิน้ 
ขนาด 5947 นิวคลีโอไทด์, ขนาด 533 นิวคลีโอไทด์ และขนาด 241 นิวคลีโอไทด์ (ภาพท่ี 4.34) โดยชิน้ดี
เอ็นเอท่ีได้เกิดจากการตดัของเอนไซม์ Hind III บริเวณภายในยีน F3H สาย sense 1 ต าแหนง่ สาย 
antisense 1 ต าแหนง่ และบริเวณ intron ของเวคเตอร์ pJAWOHL8 1 ต าแหนง่ (ภาพท่ี 4.35) จากนัน้น า
เวคเตอร์ pJA8F3H โคลนท่ี 2, 3 และ 4 สง่วิเคราะห์ล าดบันิวคลีโอไทด์ด้วยไพรเมอร์ F-pJAintron และ R-
pJAintron ท่ีออกแบบจากล าดบั  นิวคลีโอไทด์บริเวณ intron บนเวคเตอร์ pJAWOHL8 (ภาพท่ี 4.36) เพ่ือ
ตรวจสอบความถกูต้องของล าดบันิวคลีโอไทด์และทิศทางของชิน้ส่วนยีน F3H ในเวคเตอร์ pJA8F3H 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภำพท่ี 4.34 การตรวจสอบชิน้ส่วนยีน F3H ของปทมุชาตสิตัตบงกชท่ีแทรกอยู่ในเวคเตอร์ pJAWOHL8 
(pJA8F3H) โคลนท่ี 1-4 (1-4) ด้วยเอนไซม์ตดัจ าเพาะ Hind III เปรียบเทียบกบัดีเอ็นเอ
มาตรฐาน 1 Kb DNA ladder (M) 

 

 

 

 

ภำพท่ี 4.35 แผนภาพเวคเตอร์ pJA8F3H และต าแหนง่ของเอนไซม์ตดัจ าเพาะ Hind III (ดดัแปลงจาก 
Pillman. 2009) 

 M       1        2        3        4      

1 kb  - 

3 kb  - 

6 kb  - 
8 kb  -  5,947 bp 

 533 bp 

 241 bp 

750 bp  - 
  500 bp  - 

250 bp  - 
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   4.3.1.3 ผลกำรวิเครำะห์ล ำดับนิวคลีโอไทด์ยีน F3H ของปทุมชำติ
สัตตบงกช ท่ีแทรกอยู่ในเวคเตอร์ pJAWOHL8 (pJA8F3H) 

    ผลการวิเคราะห์ล าดบันิวคลีโอไทด์ของเวคเตอร์ pJA8F3H โคลนท่ี 2, 3 
และ 4 พบล าดบันิวคลีโอไทด์ยีน F3H ในเวคเตอร์ pJA8F3H ทัง้ 3 โคลน เหมือนกับล าดบันิวคลีโอไทด์
ของยีน F3H ของปทมุชาติสตัตบงกช ต าแหน่งท่ี 336 ถึง 644 ทกุนิวคลีโอไทด์และชิน้ส่วนของยีน F3H 
อยู่บริเวณขนาบทัง้ 2 ข้าง intron ของเวคเตอร์ pJAWOHL8 ในทิศทาง sense และ antisense (ภาพท่ี 
4.36) จากนัน้คดัเลือกเวคเตอร์ pJA8F3H โคลนท่ี 2 ถ่ายโอนเข้าสู่อะโกรแบคทีเรียมสายพนัธุ์ GV3101 ด้วย
วิธีการ electroporation ตอ่ไป 

 

 

 

 

 

ภำพท่ี 4.36 ต าแหนง่จบัของไพรเมอร์ pJAintronF และไพรเมอร์ pJAintronR บริเวณ intron ของเวคเตอร์ 
pJAWOHL8 ท่ีใช้ในการวิเคราะห์ล าดบันิวคลีโอไทด์ของเวคเตอร์ pJA8F3H (ดดัแปลงจาก 
Pillman. 2009) 

 

   4.3.1.4 ผลกำรตรวจสอบกำรถ่ำยโอนเวคเตอร์ pJA8F3H หรือ 
pJAWOHL8 เข้ำสู่อะโกรแบคทีเรียม สำยพันธ์ุ GV3101 ด้วยปฏิกิริยำพีซีอำร์ 

    ผลปฏิกิริยาพีซีอาร์จากการใช้โคโลนีอะโกรแบคทีเรียมเป็นต้นแบบ พบชิน้
ดีเอ็นเอของยีน F3H ขนาด 300 นิวคลีโอไทด์ ในโคลนอะโกรแบคทีเรียมสายพนัธุ์ GV3101 ท่ีได้รับการถ่าย
โอนเวคเตอร์ pJA8F3H แตไ่มพ่บชิน้ดีเอ็นเอของยีน F3H ในโคลนอะโกรแบคทีเรียมสายพนัธุ์ GV3101 ท่ี
ได้รับการถ่ายโอนเวคเตอร์ pJAWOHL8 ด้วยวิธีการ electroporation (ภาพท่ี 4.37) 
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ภำพท่ี 4.37 การตรวจสอบการถ่ายโอนเวคเตอร์ pJAWOHL8 (1) หรือ pJA8F3H (2) เข้าสู่อะโกร
แบคทีเรียมสายพนัธุ์ GV3101 ด้วยปฏิกิริยาพีซีอาร์ เปรียบเทียบกบัดีเอ็นเอมาตรฐาน 1 Kb 
DNA ladder (M) 

 

   4.3.1.5 ผลกำรถ่ำยโอนเวคเตอร์ pJAWOHL8 หรือเวคเตอร์ pJA8F3H เข้ำ
สู่กลีบดอกอุบลชำตด้ิวยวิธีกำร infiltration 

    ลักษณะกลีบดอกอุบลชำตภิำยหลังกำรถ่ำยโอนเวคเตอร์ 
pJAWOHL8 หรือเวคเตอร์ pJA8F3H  

    หลงัจากการถ่ายโอนเวคเตอร์ pJAWOHL8 หรือเวคเตอร์ pJA8F3H ด้วย
วิธีการ infiltration โดยมีอะโกรแบคทีเรียมเป็นพาหะในกลีบดอกของอบุลชาติลกูผสม PW5409 hybrid และ
แสดชยัพลเป็นเวลา 3 วนั ไม่พบการเปล่ียนแปลงของสีในทัง้กลีบดอกท่ีมีการถ่ายโอนเวคเตอร์ pJAWOHL8 
หรือเวคเตอร์ pJA8F3H เม่ือเปรียบเทียบกบักลีบดอกท่ีไมไ่ด้รับการถ่ายโอนเวคเตอร์ (ภาพท่ี 4.38) จากนัน้
น ากลีบดอกอบุลชาตลิกูผสม PW5409 hybrid และแสดชยัพลท่ีได้รับและไมไ่ด้รับการถ่ายโอนเวคเตอร์ 
pJAWOHL8 หรือเวคเตอร์ pJA8F3H ไปตรวจสอบปริมาณการแสดงออกของยีน F3H และยีน CHS ด้วย
เทคนิค semi-quantitative PCR 

  

 M       1        2  

250 bp - 
500 bp - 

300 bp 
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ภำพท่ี 4.38 ลกัษณะกลีบดอกของอบุลชาติลกูผสม PW5409 hybrid และแสดชยัพล ภายหลงัได้รับการ
ถ่ายโอนเวคเตอร์ pJAWOHL8 หรือเวคเตอร์ pJA8F3H ด้วยวิธีการ infiltrationโดยมีอะโกร
แบคทีเรียมเป็นพาหะเป็นเวลา 3 วนั 

 (A) แสดงกลีบดอกอบุลชาตท่ีิไม่ผา่นการถ่ายโอนเวคเตอร์ 

 (B) แสดงกลีบดอกอบุลชาติท่ีผา่นการถ่ายโอนเวคเตอร์ pJAWOHL8 (negative control) 

 (C) แสดงกลีบดอกอบุลชาตท่ีิผา่นการถ่ายโอนเวคเตอร์ pJA8F3H (RNAi) 

 

    กำรตดิตำมปริมำณกำรแสดงออกของยีน F3H และยีน CHS ด้วย
เทคนิค semi-quantitative PCR  

   ปรับความเข้มข้นของ cDNA เร่ิมต้น ท่ีได้จากกลีบดอกของอบุลชาตลิกูผสม 
PW5409 hybrid และแสดชยัพล ท่ีไมผ่า่นและผา่นการถ่ายโอนเวคเตอร์ pJAWOHL8 หรือเวคเตอร์ 
pJA8F3H ให้เท่ากนั โดยเปรียบเทียบจากความเข้มแถบดีเอ็นเอของยีน 18S rRNA บนเจลเป็นยีนอ้างอิง 
(ภาพท่ี 4.39) จากนัน้น า cDNA ท่ีได้จากการปรับความเข้มข้นให้เทา่กนัแล้วข้างต้น ใช้เป็นดีเอ็นเอต้นแบบใน
ปฏิกิริยา semi-quantitative PCR เพ่ือตรวจสอบปริมาณการแสดงออกของยีน F3H และ CHS ตอ่ไป 

(A) (B) (C) 

อุบลชาติแสดชยัพล 

อุบลชาติลูกผสม PW5409 hybrid 

(A) (B) (C) 
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  ผลจากปฏิกิริยา semi-quantitative PCR เม่ือเปรียบเทียบปริมาณการ
แสดงออกของยีน F3H โดยเปรียบเทียบจากความเข้มของแถบดีเอ็นเอบนเจล จากการทดลองในดอกอบุล
ชาตแิสดชยัพลจ านวน 3 ดอก กลีบดอกอบุลชาตขิองดอกท่ี 1 และ 2 ท่ีได้รับการถ่ายโอนเวคเตอร์ 
pJAWOHL8 (control) ด้วยวิธีการ infiltration โดยมีเชือ้อะโกรแบคทีเรียมเป็นพาหะ มีปริมาณการ
แสดงออกของยีน F3H มากท่ีสดุ แตก่ารแสดงออกของยีน F3H ในเนือ้เย่ือกลีบดอกอบุลชาตท่ีิได้รับการถ่าย
โอนเวคเตอร์ pJA8F3H ลดลงอย่างมาก เม่ือเปรียบเทียบกบักลีบดอกท่ีได้รับการถ่ายโอนเวคเตอร์ 
pJAWOHL8 (control) ในขณะท่ีการแสดงออกของยีน F3H ของดอกอบุลชาตแิสดชยัพลดอกท่ี 3 ลดลง
เพียงเล็กน้อยเทา่นัน้ การทดลองในดอกอบุลชาตลิกูผสม PW5409 hybrid พบปริมาณการแสดงออกของ
ยีน F3H ในเนือ้เย่ือกลีบดอกอบุลชาตท่ีิได้รับการถ่ายโอนเวคเตอร์ pJAWOHL8 (control) และไมพ่บการ
แสดงออกในเนือ้เย่ือกลีบดอกท่ีได้รับการถ่ายโอนเวคเตอร์ pJA8F3H  

  เม่ือติดตามการแสดงออกของยีน CHS ในเนือ้เย่ือกลีบดอกอบุลชาตทิัง้ท่ี
ไมไ่ด้ รับและได้รับการถ่ายโอน ไมพ่บการเปล่ียนแปลงของปริมาณการแสดงออกของยีน CHS ในเนือ้เย่ือ
กลีบดอกของอบุลชาตทิัง้ 2 ชนิด (ภาพท่ี 4.39) 
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CHS 

F3H 

18S rRNA 

อุบลชาตแิสดชัยพล I อุบลชาตแิสดชัยพล II อุบลชาตแิสดชัยพล III 

   1         2          3             1          2          3            1          2          3 

 

 

 

 

 

 

 

 

     

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภำพท่ี 4.39 การเปรียบเทียบการแสดงออกของยีน CHS และ F3H ในกลีบดอกของอบุลชาตลิกูผสม 
PW5409 และแสดชยัพลท่ีไม่ผา่นการถ่ายโอน (1) ผา่นการถ่ายโอนเวคเตอร์ pJAWOHL8 (2) 
ผา่นการถ่ายโอนเวคเตอร์ pJA8F3H (3) ด้วยวิธีการ infiltration ด้วยเทคนิค semi-quantitative 
PCR โดยใช้การแสดงออกของยีน 18S rRNA เป็นยีนอ้างอิงเพ่ือควบคมุปริมาณ cDNA ต้นแบบ  

   

  

    1        2        3           1         2       3 

อุบลชาติลูกผสม 
PW5409 hybrid I 

 

อุบลชาติลูกผสม 
PW5409 hybrid II 

 

CHS 

F3H 

18S rRNA 
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4.3.2 ผลกำรยับยัง้กำรแสดงออกของยีน 4’CGT ด้วยเทคนิค RNA interference (RNAi) 

   ศกึษาหน้าท่ีของยีน 4'CGT ในกลีบดอกลิน้มงักรพนัธุ์ Pixie Bells โดยยบัยัง้การ
แสดงออกของยีน 4'CGT ด้วยเทคนิค RNAi และติดตามการเปล่ียนแปลงของสีกลีบดอกร่วมกบัการ
แสดงออกของยีน 4'CGT 

   4.3.2.1 กำรสร้ำงดีเอ็นเอสำยผสมรูปแบบ inverted repeat เพื่อกระตุ้นให้
เกิดกระบวนกำร RNAi ในกลีบดอกลิน้มังกรพันธ์ุ Pixie Bells 

     สงัเคราะห์ชิน้ส่วนยีน 4'CGT จาก cDNA ของดอกลิน้มงักรสีเหลือง พนัธุ์ 
Pixie Bells ด้วยปฏิกิริยาพีซีอาร์และเช่ือมตอ่กบัพลาสมิด pCR8 ดงัอธิบายในข้อ 4.1.3.1 เม่ือผ่านการ
คดัเลือกและตรวจสอบล าดบันิวคลีโอไทด์แล้ว น าไปใช้ในการถ่ายโอนเข้าสูพ่ลาสมิด pJAWOHL8 ด้วย
ปฏิกิริยา LR แล้วถ่ายโอนเข้าสูแ่บคทีเรีย E. coli สายพนัธุ์ DH5α ด้วยวิธี heat-shock เพ่ือเพิ่มปริมาณพ
ลาสมิดดีเอ็นเอ  

   4.3.2.2 กำรตรวจสอบกำรถ่ำยโอนชิน้ส่วนยีน 4’CGT ในพลำสมิด pCR8-
4’CGT เข้ำสู่พลำสมิด pJAWOHL8 ด้วยเอนไซม์ตัดจ ำเพำะ 

    น าพลาสมิด pCR8-4'CGT มาตรวจสอบการมีอยู่ของยีน 4'CGT ด้วย
เอนไซม์ตดัจ าเพาะ Hind III และ Xba I พบชิน้สว่นดีเอ็นเอ 2 ชิน้ ขนาด 898 นิวคลีโอไทด์ และขนาด 
5,833  
นิวคลีโอไทด์ (ภาพท่ี 4.40) ซึง่ชิน้ดีเอ็นเอท่ีได้เกิดจากการตดัของเอนไซม์ Hind III บริเวณ intron ของพ
ลาสมิด pJAWOHL8 1 ต าแหนง่ และการตดัของเอนไซม์ Xba I บนต าแหนง่นิวคลีโอไทด์ท่ี 3,798 ของพ
ลาสมิด pJAWOHL8 จากนัน้น าพลาสมิด pJA8-4'CGT สง่วิเคราะห์ล าดบันิวคลีโอไทด์  

   4.3.2.3 ผลกำรวิเครำะห์ล ำดับนิวคลีโอไทด์ยีน 4’CGT ของกลีบดอกลิน้
มังกรพันธ์ุ Pixie Bells ท่ีแทรกอยู่ในพลำสมิด pJAWOHL8 (pJA8-4’CGT) 

    ผลการวิเคราะห์ล าดบันิวคลีโอไทด์ของพลาสมิด pJA8-4'CGT ด้วยไพร
เมอร์ F-IntronpJA8 และ R-IntronpJA8 ท่ีออกแบบจากล าดบันิวคลีโอไทด์บริเวณ intron บนพลาสมิด 
pJAWOHL8 เพ่ือตรวจสอบความถกูต้องของล าดบันิวคลีโอไทด์และทิศทางของชิน้ส่วนยีน 4'CGT ในพ
ลาสมิด pJA84'CGT พบล าดบันิวคลีโอไทด์ยีน 4'CGT ในพลาสมิด pJA8-4'CGT เหมือนกบัล าดบันิวคลีโอ
ไทด์ของยีน 4'CGT ของลิน้มงักร ต าแหน่งท่ี 1,062 ถึง 1,374 (EF650015.1) และพบว่าชิน้ส่วนของยีน 
4'CGT อยู่ขนาบทัง้ 2 ข้างของ intron ในพลาสมิด pJA8-4'CGT ในทิศทาง sense และ antisense (ภาพ
ท่ี 4.41) จากนัน้น าพลาสมิด pJA8-4'CGT ถ่ายโอนเข้าสูอ่ะโกรแบคทีเรียมสายพนัธุ์ GV3101 ด้วยวิธีการ 
electroporation 
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898 bp 

 
 
 
 
 
 
 
 
ภำพท่ี 4.40 ผลการตรวจสอบพลาสมิด pJA84'CGT (2) ด้วยเอนไซม์ตดัจ าเพาะ Hind III และ Xba I 

เปรียบเทียบกบัดีเอ็นเอมาตรฐาน 1 kb DNA ladder (M) และพลาสมิด pJAWOHL8 ท่ีตดั
ด้วยเอนไซม์ตดัจ าเพาะ Hind III และ Xba I (1) 

 

  

 

 
 
ภำพท่ี 4.41 แผนภาพพลาสมิด pJA8-4'CGT แสดงต าแหน่งไพรเมอร์ F-IntronpJA8 และไพร 
 เมอร์ R-IntronpJA8 และต าแหน่งของเอนไซม์ตัดจ าเพาะ Hind III และ Xba I  
 (ดดัแปลงจาก Pillman. 2009) 
 

   4.3.2.4 ผลกำรตรวจสอบกำรถ่ำยโอนพลำสมิด pJA8-4’CGT เข้ำสู่อะโกร
แบคทีเรียมสำยพันธ์ุ GV3101 ด้วยปฏิกิริยำพีซีอำร์ 

    เม่ือถ่ายโอนพลาสมิด pJA8-4'CGT เข้าสู่อะโกรแบคทีเรียมแล้ว ท าการ
ตรวจสอบโคโลนีเด่ียวด้วยปฏิกิริยาพีซีอาร์คูก่บัไพรเมอร์ F-EcoRI-4'CGT และ R-4'CGT-SacI จากการใช้
โคโลนีอะโกรแบคทีเรียมเป็นต้นแบบ พบชิน้ดีเอ็นเอขนาด 313 นิวคลีโอไทด์ จากโคโลนีท่ีได้รับการถ่ายโอน
เวคเตอร์ pJA8-4'CGT (ภาพท่ี 4.42) 

898 bp 

5,833 bp 

1,000 bp 

750 bp 

6,000 bp 

M        1         2 

Xba I 

           6,731 bp 

Hind III 
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313 bp 250 bp 

   M         1          2         3          4          5         6         7          8         9 

 
 
 
 
 
 
 
ภำพท่ี 4.42 ผลการตรวจสอบพลาสมิด pJA8-4'CGT ในอะโกรแบคทีเรียมสายพนัธุ์ GV3101 จ านวน 9 

โคโลนี (1-9) ด้วยปฏิกิริยาพีซีอาร์ร่วมกบัไพรเมอร์ F-EcoRI-4'CGT และ R-4'CGT-SacI 
เปรียบเทียบกบัดีเอ็นเอมาตรฐาน 1 kb DNA ladder (M) 

  

   4.3.2.5 ผลกำรถ่ำยโอนพลำสมิด pJAWOHL8 หรือพลำสมิด pJA8-4’CGT 
เข้ำสู่กลีบดอกลิน้มังกรด้วยวิธีกำร Agro-infiltration 

    ลักษณะกลีบดอกลิน้มังกรภำยหลังกำรถ่ำยโอนพลำสมิด 
pJAWOHL8 หรือ pJA8-4’CGT  

   หลงัจากการถ่ายโอนพลาสมิด pJAWOHL8 หรือพลาสมิด pJA8-4'CGT เข้า
สูก่ลีบดอกลิน้มงักรพนัธุ์ Pixie Bells ดอกสีเหลือง นาน 3 วนั ด้วยวิธีการ infiltration จ านวน 2 ต้น โดยต้น
ท่ี 1 ถ่ายโอน 3 ดอก ต้นท่ี 2 ถ่ายโอน 4 ดอก ไม่พบการเปล่ียนแปลงของสีในกลีบดอกท่ีได้รับพ
ลาสมิด pJAWOHL8 หรือพลาสมิด pJA8-4'CGT เม่ือเปรียบเทียบกบักลีบดอกปกตท่ีิไมไ่ด้รับการถ่ายโอนพ
ลาสมิด (ภาพท่ี 4.43) จากนัน้น ากลีบดอกลิน้มงักรท่ีไมไ่ด้รับและได้รับพลาสมิด pJAWOHL8 หรือพลาสมิด 
pJA8-4'CGT ไปตรวจสอบการแสดงออกของยีน 4'CGT ด้วยเทคนิค semi-quantitative PCR 

    กำรตดิตำมปริมำณกำรแสดงออกของยีน 4’CGT ด้วยเทคนิค 
semi-quantitative PCR 

   ปรับ cDNA เร่ิมต้นท่ีได้จากกลีบดอกของลิน้มงักรท่ีผา่นการถ่ายโอนพ
ลาสมิด pJAWOHL8 หรือพลาสมิด pJA8-4'CGT ให้มีความเข้มข้นเท่ากนั โดยเปรียบเทียบจากความเข้ม
แถบดีเอ็นเอของยีน 18S rRNA บนเจลท่ีใช้เป็นยีนอ้างอิง (ภาพท่ี 4.44) จากนัน้ใช้ cDNA ท่ีผา่นการปรับความ
เข้มข้นให้เท่ากนัแล้วเป็นดีเอ็นเอต้นแบบในปฏิกิริยา semi-quantitative PCR เพ่ือตรวจสอบปริมาณการ
แสดง ออกของยีน 4'CGT 
   ผลจากปฏิกิริยา semi-quantitative PCR เม่ือเปรียบเทียบปริมาณการ
แสดงออกของยีน 4'CGT โดยเปรียบเทียบจากความเข้มของแถบดีเอ็นเอบนเจล จากการทดลองในดอกลิน้
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มงักรพนัธุ์ Pixie Bells ดอกสีเหลืองจ านวน 2 ต้น ต้นท่ี 1 ท าการถ่ายโอน 3 ดอก ต้นท่ี 2 ท าการถ่ายโอน 4 
ดอก พบว่าในต้นท่ี 1 มีจ านวน 1 ดอก ท่ีมีปริมาณการแสดงออกของยีน 4'CGT มากท่ีสดุในกลีบดอกได้รับ
การถ่ายโอนเวคเตอร์ pJAWOHL8 (control) ด้วยวิธีการ infiltration แตก่ารแสดงออกของยีน 4'CGT ในกลีบ
ดอกลิน้มงักรท่ีได้รับการถ่ายโอนเวคเตอร์ pJA8-4'CGT ลดลงอยา่งมาก เม่ือเปรียบเทียบกบักลีบดอกท่ีได้รับ
การถ่ายโอนเวคเตอร์ pJAWOHL8 (control) การทดลองในต้นท่ี 2 จ านวน 4 ดอก พบว่ามีปริมาณการ
แสดงออกของยีน 4'CGT ลดลงจ านวน 2 ดอก ในขณะท่ีอีก 2 ดอก มีระดบัการแสดงออกของยีน 4'CGT ไม่
เปล่ียนแปลงเม่ือเปรียบเทียบกบัดอกท่ีถ่ายพลาสมิด pJAWOHL8 เม่ือเปรียบเทียบเป็นเปอร์เซ็นต์ระหว่าง
ดอกท่ีมีปริมาณการแสดงออกของยีน 4'CGT ลดลง กบัดอกท่ีมีปริมาณการแสดงออกของยีน 4'CGT ไม่
เปล่ียนแปลง พบวา่ดอกท่ีมีการแสดงออกของยีน 4'CGT ลดลงอยูท่ี่ 57.14 เปอร์เซ็นต์เม่ือเปรียบเทียบกบั
จ านวนดอกทัง้หมดท่ีได้รับการถ่ายโอนพลาสมิด pJA84'CGT 
 
 
 
 
 
 
 
ภำพท่ี 4.43 ดอกลิน้มงักรท่ีได้รับการถ่ายโอนพลาสมิด pJA8-4’CGT ด้วยวิธีการ infiltration โดยมีอะโกร

แบคทีเรียมเป็นพาหะเป็นเวลา 3 วนั (ขวา) เปรียบเทียบกบัดอกลิน้มงักรท่ีไมไ่ด้รับการถ่ายโอน 
พลาสมิด pJA8-4’CGT (ซ้าย) 

  

ก ข 
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ต้นที่ 2 ต้นที่ 1 
 
 
 
 
 
                      1       2       3      4            1      2      3      4      5 
 
ภำพที่ 4.44 ผลเปรียบเทียบการแสดงออกของยีน 4'CGT ในกลีบดอกลิน้มงักรท่ีผา่นการถ่ายโอนพลาสมิด 

pJAWOHL8 (1) และกลีบดอกท่ีผา่นการถ่ายโอนพลาสมิด pJA8-4'CGT (2-4 ส าหรับต้นท่ี 1, 
2-5 ส าหรับต้นท่ี 2) และมียีน 18s rRNA เป็นยีนอ้างอิง 

  

 4.4 กำรเตรียมดีเอ็นเอสำยผสมส ำหรับถ่ำยยีนเข้ำสู่บัวหลวง 

  4.4.1.   กำรสร้ำงพลำสมิดที่มียีน DFR จำกปทุมมำ 

   กำรสร้ำงพลำสมิดสำยผสม pBI121DFR ด้วยกำรตัดด้วยเอนไซม์ตัดจ ำเพำะ  
SacI และ BamHI   

    พลาสมิด pBI121DFR ท่ีมีขนาด 13,696 bp ได้จากการตดัยีน DFR ท่ีอยู่ในพ
ลาสมิด pTZDFR มาตอ่เข้าพลาสมิด pBI121 โดยท าการตดัด้วยเอนไซม์ตดัจ าเพาะ SacI และ BamHI  
(ภาพท่ี 4.45)  จะพบแถบดีเอ็นเอ 2 ชิน้ คือ ขนาด 2,886 bp และขนาดประมาณ 750 bp ซึ่งเป็นส่วน
ของยีน DFR (ช่องที่  1-4) ในพลาสมิด pTZDFR  และในช่องท่ี 6-8  เป็นการตดัด้วยเอนไซม์ตดั
จ าเพาะ  SacI และ BamHI  เช่นเดียวกัน ในพลาสมิด pBI121 จะพบแถบดีเอ็นเอ 2 ชิน้  คือ ขนาด
ประมาณ 10,000 bp และอีก 1 ชิ น้จะแยกเอาส่วนของยีน GUS ขนาด 1,812 bpออก
จากพลาสมิด pBI121 เพื่อรอการเชื่อมต่อตรงต าแหน่งท่ีถูกตัดออก โดยตรวจสอบในเจลอะกาโรส 
1 เปอร์เซ็นต ์ 

 
กำรตรวจสอบพลำสมิดสำยผสม pBI121DFR โดยใช้ FlavoPrepTM  Plasmid 

DNA Extraction Mini Kit 
 

                   พลาสมิดสายผสม pBI121DFR ท่ีสกัดได้นีป้ระกอบด้วยส่วนของยีน DFR ขนาด 
750 bp ภายใต้การควบคมุของโปรโมเตอร์ CaMV35S และเทอร์มิเนเตอร์ NOS และยีนคดัเลือก NPTII ขนาด 
254 bp ภายใต้การควบคมุของโปรโมเตอร์ NOS และเทอร์มิเนเตอร์ NOS มาตรวจสอบความเข้มข้นในเจลอะ

4'CGT 

18s rRNA 
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กาโรส 1 เปอร์เซ็นต์ หลงัจากการเช่ือมตอ่ โดยท าการตดัด้วยเอนไซม์ตดัจ าเพาะ SacI และ BamHI  อีกครัง้ 
(ภาพท่ี 4.46) ในช่องท่ี 3 และ 4 จะพบแถบดีเอ็นเอ 2 ชิน้คือ ขนาด 750 bp และ ขนาด 11,633 bp แสดงว่า
ในพลาสมิด pBI121DFR มีขนาดยีน DFR เท่ากับท่ีอยู่ในพลาสมิด pTZDFR ก่อนตดัด้วยเอนไซม์ โดย
โครงสร้างของพลาสมิด pBI121DFR และในช่องท่ี 5 พบแถบดีเอ็นเอ 4 ชิน้คือ ขนาดประมาณ 700 bp 
ขนาดประมาณ 800 bp ขนาดประมาณ 2,000 bp และขนาด 9,633 bp 

กำรสร้ำงพลำสมิดสำยผสม pCAMBIA2301DFR ด้วยกำรตัดด้วยเอนไซม์
ตัดจ ำเพำะ  EcoRI และ HindIII    

                   พลาสมิด pCAMBIA2301DFR ท่ีมีขนาด 12,383 bp ได้จากการตัดตัง้แต่
ต าแหน่งของโปรโมเตอร์ CaMV35S จนถึงเทอร์มิเนเตอร์ NOS ท่ีมียีน DFR  อยู่ จากพลาสมิด pBI121DFR 
มาตอ่เข้าพลาสมิด pCAMBIA2301 โดยท าการตดัด้วยเอนไซม์ตดัจ าเพาะ EcoRI และ HindIII  (ภาพท่ี 
4.47)  ในพลาสมิด pCAMBIA2301 เม่ือตดัด้วยเอนไซม์ตดัจ าเพาะ จะพบแถบดีเอ็นเอขนาดประมาณ 
10,000 bp และชิน้ท่ีเป็นต าแหน่งของ multiple cloning site ซึ่งมีขนาดเล็กมากจนหลดุออกไป และในพ
ลาสมิด pBI121DFR จะพบแถบดีเอ็นเอ 2  ชิน้ คือ ขนาดประมาณ 2,000 bp และขนาดประมาณ 10,000 
bp จากการตรวจสอบในเจลอะกาโรส 1 เปอร์เซ็นต ์ 

กำรตรวจสอบพลำสมิดสำยผสม pCAMBIA2301DFR  โดยใช้ FlavoPrepTM  
Plasmid DNA Extraction Mini Kit 

 

            พลาสมิดสายผสม pCAMBIA2301DFR ท่ีสกัดได้นีป้ระกอบด้วยส่วนของยีน GUS 
ขนาด ประมาณ 2,000 bp และ ยีน DFR ขนาด 750 bp ภายใต้การควบคมุของโปรโมเตอร์ CaMV35S และ
เทอร์มิเนเตอร์ NOS และยีนคดัเลือก NPTII ขนาด 254 bp ภายใต้การควบคมุของโปรโมเตอร์ NOS และเทอร์
มิเนเตอร์ PolyA มาตรวจสอบความเข้มข้นในเจลอะกาโรส 1 เปอร์เซ็นต์ หลงัจากการเช่ือมตอ่ โดยท าการตดั
ด้วยเอนไซม์ตดัจ าเพาะ EcoRI และ HindIII  อีกครัง้ (ภาพท่ี 4.48) พบว่ามีเพียงช่องท่ี 3 และ 6 ท่ีพบแถบดี
เอ็นเอ 2 ชิน้คือ ขนาดประมาณ 2,000 bp และขนาดประมาณ 10,000 bp แสดงว่าในพลาสมิด 
pCAMBIA2301DFR ได้รับยีนท่ีตรงกับพลาสมิด pBI121DFR (ภาพท่ี 4.49) ก่อนตัดด้วยเอนไซม์ โดย
โครงสร้างของพลาสมิด pCAMBIA2301DFR  (ภาพท่ี 4.50) โดยมีตัง้แตต่ าแหน่งโปรโมเตอร์ CaMV35S และ
เทอร์มิเนเตอร์ NOS ท่ีมียีน DFR อยูต่รงกลาง 
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ภำพที่  4.45  การตรวจสอบพลาสมิดด้วยการตัดด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะ  BamHI และ SacI ท่ี M) ดี
เอ็นเอมาตรฐานชนิด 1 kb DNA ladder  1) พลาสมิด pTZDFR  2,3,4) พลาสมิด pTZDFR 
ตดัด้วยเอนไซม์ BamHI และ SacI ได้แถบดีเอ็นเอ ขนาด 750 และ 2,886 bp  5) พลาสมิด 
pBI121 6), 7), 8) พลาสมิด pBI121 ตดัด้วยเอนไซม์ BamHI และ SacI ได้แถบดีเอ็นเอ 
ขนาด 1,812 และขนาด 10,000 bp 

 

 

 

 

 

 

 

ภำพที่  4.46  การตรวจสอบพลาสมิด pBI121DFR ตัดด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะ BamHI SacI XbaI 
และ NcoI 1) ดีเอ็นเอมาตรฐานชนิด 1 kb DNA ladder 2) pBI121DFR  3) pBI121DFR ตดั
ด้วย SacI และ BamHI ได้แถบดีเอ็นเอ ขนาด 750 bp และ ขนาด 11,633 bp 4) 
pBI121DFR ตดัด้วย XbaI ได้แถบดีเอ็นเอ ขนาด 750 bp และ ขนาด 11,633 bp 5) 
pBI121DFR ตดัด้วย NcoI ได้แถบดีเอ็นเอ ขนาดประมาณ 700 bpขนาดประมาณ 800 bp 
ขนาด 2,000 bp และขนาด 9,633 bp  

 

 

~ 2,000 bp 

~ 750 bp 

5 4 3 2 1 
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ภำพที่  4.47  พลาสมิด pCAMBIA2301 และ pBI121DFR ด้วยการตัดด้วยเอนไซม์ EcoRI และ 
HindIII  M) 1 kb DNA ladder  1) pCAMBIA2301 ตดัด้วยเอนไซม์ EcoRI และ HindIII ได้
แถบดีเอ็นเอ ขนาดประมาณ 10,000 bp 2)pBI121DFR ตดัด้วยเอนไซม์ EcoRI และ HindIII 
ได้แถบดีเอ็นเอ ขนาดประมาณ 2,000 bp และ ขนาดประมาณ 10,000 bp 

 

 
 

ภำพที่  4.48 พลาสมิด pCAMBIA2301DFR หลังจากการเช่ือมต่อด้วยการตัดด้วยเอนไซม์ตัด
จ าเพาะ EcoRI และ HindIII  M)  1 kb DNA ladder  1) pCAMBIA2301DFR  2และ 5) 
pCAMBIA2301DFR ตดัด้วย EcoRI และ HindIII ได้ดีเอ็นเอประมาณ 10,000 bp 4) 
pCAMBIA2301DFR ตดัด้วย EcoRI และ HindIII ไมพ่บแถบดีเอ็นเอ  3และ 6) 
pCAMBIA2301DFR ตดัด้วย EcoRI และ HindIII ได้ดีเอ็นเอประมาณ 2,000 bp และขนาด
ประมาณ 10,000 bp 
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ภำพท่ี 4.49 โครงสร้างพลาสมิด pBI121DFR 

 
 
 

 

 

 

 

 

ภำพท่ี 4.50  โครงสร้างพลาสมิด pCAMBIA2301DFR 

 

  4.4.2  กำรสร้ำงพลำสมิดที่มียีน CHS จำกดอกบัวหลวงบุณฑริก 

 ผลกำรโคลนบำงส่วนของยีน CHS จำก cDNA ของกลีบดอกบัวหลวง
บุณฑริก  

 ผลการโคลนบางส่วนของยีน CHS จาก cDNA ของกลีบดอกบวัหลวงบณุฑริกด้วย
เทคนิค PCR ได้ผลผลิต PCR ของบางส่วนยีน CHS ขนาดประมาณ 450 bp (ภาพท่ี 4.51) น าผลผลิต 
PCR ของบางสว่นของยีน CHS ท่ีโคลนได้ ไปใช้ในการสร้างพลาสมิดลกูผสมเพ่ือใช้ในการถ่ายยีนตอ่ไป  

 

EcoRI HindIII 

~ 2,000 bp 

~12,303 bp 

  
RB      LB   NOS Ter   NPTII   GUS    Poly A Ter    CaMV 35S Pro    CaMV 35S Pro   NOS Ter   CaMV 35S Pro     Antisense    

 DFR   
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ภำพท่ี 4.51 ผลผลิต PCR ของบางสว่นของยีน CHS ท่ีโคลนได้จาก cDNA ของกลีบดอกบวัหลวงบณุฑริก 
ขนาดประมาณ 450 bp, M = 100 bp DNA marker 

 ผลกำรสร้ำงพลำสมิดลูกผสม pBICHSA 

 น าผลผลิต PCR ของบางสว่นของยีน CHS ท่ีโคลนได้จาก cDNA ของกลีบดอกบวั
หลวงบณุฑริก ขนาดประมาณ 450 bp มาเช่ือมตอ่เข้ากบัพลาสมิด pBI121 ขนาด 14,758 bp ในต าแหนง่
แทนท่ียีน GUS ในลกัษณะกลบัทิศ (anti sense) โดยเร่ิมต้นจากน าผลผลิต PCR ของบางสว่นของยีน 
CHS มาตดัด้วยเอนไซม์ตดัจ าเพาะ Sac I และ Bam HI พบวา่ ผลผลิต PCR ของบางสว่นของยีน CHS ตดั
ถกูเอนไซม์ตดัจ าเพาะตดัออกเป็น 2 สว่น ขนาดประมาณ 300 bp และขนาดประมาณ 150 bp (ภาพท่ี 4.52) 
เลือกชิน้สว่นของบางสว่นของยีน CHS ขนาดประมาณ 300 bp มาใช้ในการถ่ายยีน และเม่ือน าพลาสมิด 
pBI121 มาตดัด้วยเอนไซม์ตดัจ าเพาะ Sac I และ Bam HI พบวา่ พลาสมิด pBI121 ถกูตดัออกเป็น 2 สว่น 
คือ ส่วนของยีน GUS ขนาดประมาณ 2,000 bp และสว่นของพลาสมิดท่ีเหลือขนาดประมาณ 12,000 bp 
(ภาพท่ี 4.53) จากนัน้น าชิน้สว่นของบางสว่นของยีน CHS และบางสว่นของพลาสมิด pBI121 ท่ีถกูตดัด้วย
เอนไซม์ตดัจ าเพาะ Sac I และ Bam HI มาเช่ือมตอ่เข้าด้วยกนัด้วยเอนไซม์ T4 ligase ได้พลาสมิดลกูผสม 
pBICHSA ขนาดประมาณ 13,500 bp จากนัน้ตรวจสอบหาส่วนของบางสว่นของยีน CHS ท่ีแทรกบนพ
ลาสมิดลกูผสม pBICHSA ขนาดประมาณ 1,500 bp ด้วยการตดัด้วยเอนไซม์ตดัจ าเพาะ Eco RI และ 
Hind III (ภาพท่ี 4.54) และเม่ือตรวจสอบด้วยเทคนิค PCR โดยใช้คูไ่พรเมอร์ CAMV_forward primer และ 
NOS_reverse primer ได้ผลผลิต PCR ขนาดประมาณ 500 bp (ภาพท่ี 4.55) เลือกโคลนท่ีได้ผล น าไป
ตรวจสอบการกลบัทิศของบางสว่นของยีน CHS ท่ีอยู่บนพลาสมิด pBICHSA ด้วยการตรวจวิเคราะห์ล าดบันิ
วคลีโอไทด์ เลือกโคลนมีบางสว่นของยีน CHS ขนาด 331 bp แทรกอยูร่ะหวา่งส่วนของ CaMV 35s 
promoter และ NOS terminator ของ พลาสมิด pBICHSA ในลกัษณะกลบัทิศ น าไปใช้ในการสร้างพ
ลาสมิดลกูผสมเพ่ือใช้ในการถ่ายยีน  
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ภำพท่ี 4.52 ผลผลิต PCR ของบางสว่นของยีน CHS ท่ีโคลนได้จาก cDNA ของกลีบดอกบวัหลวงบณุฑริก 
ถกูตดัด้วยเอนไซม์ตดัจ าเพาะ Sac I และ Bam HI ได้ชิน้สว่นของ DNA ขนาดประมาณ 300 
bp และขนาดประมาณ 150 bp (M = 100 bp DNA marker) 

 

 

 

ภำพท่ี 4.53 พลาสมิด pBI121 ตดัด้วยเอนไซม์ Sac I และ Bam HI แยกออกเป็น 2 สว่น คือ ส่วนของยีน 
GUS ขนาดประมาณ 2,000 bp และสว่นของพลาสมิดท่ีเหลือ ขนาดประมาณ 12,000 bp 
(M = 1kb DNA marker) 

 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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ภำพท่ี 4.54 การตรวจสอบยีน CHS ในพลาสมิดลกูผสม pBICHSA ตดัด้วยเอนไซม์ Eco RI และ Hind 
III; 1) คือ พลาสมิด pBI121, 2), 5), 6) และ 7) คือโคลนของพลาสมิด pBICHSA ท่ีมีสว่น
ของยีน CHS แบบ antisense แทรกอยู่ ได้ชิน้สว่นของ DNA ขนาดประมาณ 1,500 bp และ
สว่นท่ีเหลือของพลาสมิด ขนาดประมาณ 12,000 bp และ 3) และ 4) คือโคลนท่ีไมมี่สว่นของ
ชิน้ยีนแทรกอยู่ (M = 1kb DNA marker) 

 

 

ภำพท่ี 4.55 การตรวจสอบบางสว่นของยีน CHS ในพลาสมิด pBICHS ด้วยเทคนิค PCR;  1) คือ ผลผลิต 
PCR ของบางสว่นของยีน CHS ขนาดประมาณ 450 bp ใช้เป็น PCR positive control, 2), 
3), 4) และ 5) คือ โคลนท่ีมีสว่นของยีน CHS แบบ antisense แทรกระหว่าง CaMV 35s 
promoter และ NOS terminator จะได้ผลผลิต PCR ขนาดประมาณ 500 bp โดยใช้คูไ่พรเมอร์ 
CAMV_forward primer และ NOS_reverse primer และ 6) คือโคลนท่ีไมมี่ส่วนของชิน้ยีนแทรก
อยู่ (M = 100bp DNA marker) 

 

  ผลกำรสร้ำงพลำสมิดลูกผสม pCAMBIA1302CHSA 

   น าบางสว่นของยีน CHS แบบ anti sense ท่ีถคูวบคมุด้วย CaMV 35s promoter 
และ NOS terminator จากพลาสมิด pBICHSA ขนาดประมาณ 1,500 bp มาเช่ือมตอ่เข้ากบั พลาสมิด 
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pCAMBIA1302 ขนาด 10,549 bp โดยเร่ิมต้นจากน าพลาสมิดลกูผสม pBICHSA มาตดัด้วยเอนไซม์ตดั
จ าเพาะ Eco RI และ Hind III พบวา่ ได้ชิน้ส่วนของ DNA 2 สว่น คือ สว่นของยีน CHS แบบ antisense ท่ี
อยูร่ะหว่าง CaMV 35s promoter และ NOS terminator ขนาดประมาณ 1,500 bp และสว่นของพลาสมิด
ท่ีเหลือ ขนาดประมาณ 12,000 bp (ภาพท่ี 4.56) และเม่ือน าพลาสมิด pCAMBIA1302 มาตดัด้วยเอนไซม์
ตดัจ าเพาะ Eco RI และ Hind III พบวา่ได้ชิน้สว่นของ DNA 1 สว่น ขนาดประมาณ 10,500 bp (ภาพท่ี 
4.57) จากนัน้ตดัชิน้สว่น agarose gel ท่ีมีชิน้สว่น DNA ของยีน CHS และ CaMV 35s promoter และ 
NOS terminator ขนาดประมาณ 1,500 bp และสว่นของพลาสมิด pCAMBIA1302 ขนาดประมาณ 
10,500 bp น ามาแยก DNA ออกจาก agarose gel และท าให้บริสทุธ์ิ น ามาเช่ือมตอ่เข้ากนัด้วยเอนไซม์ 
T4 ligase ได้พลาสมิดลกูผสมใหมท่ี่มีบางสว่นของยีน CHS แบบ antisense ท่ีถกูควบคมุด้วย CaMV 35s 
promoter และ NOS terminator บน 
พลาสมิด pCAMBIA1302 คือ พลาสมิด pCAMBIA1302CHSA ขนาดประมาณ 11,700 bp จากนัน้ชกัน า

พลาสมิดลกูผสมให้เข้าสูเ่ซลล์แบคทีเรีย E. coli สายพนัธุ์ DH5α เพ่ือเพิ่มปริมาณพลาสมิด ด้วยวิธี heat-
shock จากนัน้สุม่เลือกโคลนของแบคทีเรียมาตรวจสอบหาบางสว่นของยีน CHS ท่ีแทรกอยูใ่นพลาสมิ
ดลกูผสม pCAM BIA1302CHSA ด้วยการตดัด้วยเอนไซม์ตดัจ าเพาะ พบว่า เม่ือตดัด้วยเอนไซม์ตดั
จ าเพาะ Sac I และ Bam HI โคลนท่ีพลาสมิดมีชิน้ส่วนของยีน CHS ได้ชิน้สว่นของยิน 2 สว่น ขนาด
ประมาณ 300 bp และขนาดประมาณ 11,400 bp (ภาพท่ี 4.58) และเม่ือด้วยตดัเอนไซม์ตดัจ าเพาะ Eco 
RI และ Hind III โคลนท่ีพลาสมิดมีชิน้สว่นของยีน CHS แบบ antisense ท่ีถกูควบคมุด้วย CaMV 35s 
promoter และ NOS terminator ได้ชิน้สว่นของยิน 2 สว่น ขนาดประมาณ 1,500 bp และขนาดประมาณ 
10,200 bp (ภาพท่ี 4.59) และเม่ือตรวจสอบด้วยเทคนิค PCR โดยใช้คูไ่พรเมอร์ CAMV_forward primer และ 
NOS_reverse primer จะต้องได้ผลผลิต PCR ของบางสว่นของยีน CHS ท่ีแทรกระหว่าง CaMV 35s 
promoter และ NOS terminator ขนาดประมาณ 500 bp และผลผลิตของยีน GFP ขนาดประมาณ 900 bp 
(ภาพท่ี 4.60) เลือกโคลนท่ีได้ผลดงักล่าวน ามาใช้ในการถ่ายยีนตอ่ไป 
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ภำพท่ี 4.56 พลาสมิดลกูผสม pBICHSA (ขนาดประมาณ 13,500 bp) ตดัด้วยเอนไซม์ Eco RI และ Hind 
III ได้ชิน้สว่น DNA ท่ีมีสว่นของ DNA ของยีน CHS แบบ antisense แทรกระหวา่ง CaMV 
35s promoter และ NOS terminator ขนาดประมาณ 1,500 bp และส่วนท่ีเหลือของพลาสมิด 
ขนาดประมาณ 12,000 bp (M = 1kb DNA marker) 

 

 

ภำพท่ี 4.57 พลาสมิด pCAMBIA1302 (ขนาดประมาณ 10,500 bp) ตดัด้วยเอนไซม์ Eco RI และ Hind 
III ได้ชิน้สว่นของ DNA 1 สว่น ขนาดประมาณ 10,500 bp (M = 1kb DNA marker)  
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ภำพท่ี 4.58  การตรวจสอบหาบางสว่นของยีน CHS ในพลาสมิด pCAMBIA 1302CHSA ตดัด้วยเอนไซม์ 
Sac I และ Bam HI; 1) คือ พลาสมิดท่ีไมไ่ด้ตดัด้วยเอนไซม์ตดัจ าเพาะ, 2) และ 3) คือโคลนท่ี
มีส่วนของยีน CHS แทรกอยู่ในพลาสมิด pCAMBIA 1302CHSA ได้ชิน้ส่วนของ DNA ขนาด
ประมาณ 300 bp และส่วนท่ีเหลือของพลาสมิดขนาดประมาณ 11,400 bp (M = 1kb DNA 
marker) 

 

 

ภำพท่ี4.59 การตรวจสอบหาบางสว่นของยีน CHS ในพลาสมิด pCAMBIA 1302CHSA ตดัด้วยเอนไซม์ 
Eco RI และ Hind III; 1) คือ พลาสมิดท่ีไมไ่ด้ตดัด้วยเอนไซม์ตดัจ าเพาะ, 2) คือโคลนท่ีไมมี่
สว่นของชิน้ยีนแทรกอยู่ และ (3), 4) และ 5)  คือโคลนท่ีมีสว่นของยีน CHS แทรกอยู่ ได้
ชิน้สว่นของ DNA ขนาดประมาณ 1,500 bp และสว่นท่ีเหลือของพลาสมิด ขนาดประมาณ 
10,200 bp (M = 1kb DNA marker)  
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ภำพที่  4.60 การตรวจสอบหาบางส่วนของยีน CHS ในพลาสมิด pCAMBIA 1302CHSA ด้วยเทคนิค 
PCR โดยใช้คู่ไพรเมอร์ CAMV_forward primer และ NOS_reverse primer; 1) คือ ผลผลิต 
PCR ข อ ง 
พลาสมิด pBICHS ท่ีมีบางส่วนของยีน CHS ขนาดประมาณ 500 bp, 2) คือโคลนท่ีมีส่วน
ของยีน CHS และยีน GFP ได้ผลผลิต PCR ของบางส่วนของยีน CHS ขนาดประมาณ 500 bp 
และผลผลิตของยีน GFP ขนาดประมาณ 900 bp และ 3) และ 4) คือโคลนท่ีไม่มีส่วนของชิน้ยีน 
CHS แทรกอยู ่มีเฉพาะผลผลิตของยีน GFP ขนาดประมาณ 900 bp (M = 1kb DNA marker)  

 

  4.4.3 กำรสร้ำงและตรวจสอบดีเอ็นเอสำยผสม pCAM4’CGT จำกดอกลิน้มังกร 

   สงัเคราะห์ยีน 4'CGT  จากนัน้ตดัยีน 4'CGT ภายในพลาสมิด pTZ4'CGT ด้วยเอนไซม์
ตดัจ าเพาะ Bam HI และ Sac I เพ่ือน าไปเช่ือมตอ่เข้ากบัพลาสมิด pCAMBIA2301CHS ท่ีผา่นการตดัด้วย
เอนไซม์ตดัจ าเพาะ Bam HI และ Sac I  เพ่ือแยกชิน้ยีน CHS ขนาด 322 bp ออกจากพลาสมิด จากนัน้ถ่าย
โอนเข้าสู่แบคทีเรีย E. coli สายพนัธุ์ DH5α ด้วยวิธี heat-shock เพ่ือเพิ่มปริมาณชิน้ดีเอ็นเอ น าดีเอ็นเอ
สายผสม pCAM4'CGT ท่ีได้จากการเพิ่มปริมาณภายในเซลล์แบคทีเรีย E. coli DH5α มาสกดัพลาสมิด 
เม่ือตดัด้วยเอนไซม์ตดัจ าเพาะ Eco RI พบแถบดีเอ็นเอ 2 ชิน้ ขนาดประมาณ 578 bp โดยตดัในยีน 4'CGT 
และบริเวณเทอร์มิเนเตอร์ และ 13,526 bp ในขณะท่ีการตดั pCAMBIA2301CHS ด้วยเอนไซม์ตดัจ าเพาะ 
Eco RI ได้แถบดีเอ็นเอเพียงแถบเดียวมีขนาดประมาณ 13,050 bp (ภาพท่ี 4.61) ผลการตรวจสอบแสดงว่า
ชิน้สว่นของยีน CHS ได้ถกูตดัออกจากพลาสมิด pCAMBIA2301 และมียีน 4'CGT เช่ือมตอ่กบัพลาสมิด 
pCAMBIA2301 (ภาพท่ี 4.62) แทนท่ียีน CHS จงึน าพลาสมิดท่ีผ่านการตรวจสอบถ่ายโอนเข้าสูเ่ซลล์อะโกร
แบคทีเรียมสายพนัธุ์ EHA105 ในล าดบัตอ่ไป  
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13,526 bp 10,000 bp 

1000 bp 
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  น าดีเอ็นเอสายผสม pCAM4'CGT เข้าสูเ่ซลล์อะโกรแบคทีเรียมด้วยวิธี electroporation น า
โคโลนีเดี่ยวท่ีผา่นการคดัเลือกบนอาหาร YM ท่ีมีสารปฏิชีวนะกานามยัซินความเข้มข้น 50 มิลลิกรัมตอ่
ลิตร มาตรวจสอบด้วยวิธีพีซีอาร์โดยใช้ไพรเมอร์ F-CaMV และ R-NOS ท่ีออกแบบจากต าแหนง่ของโปรโม
เตอร์ CaMV 35S และเทอร์มิเนเตอร์ NOS ส าหรับขบัเคล่ือนชิน้ยีน 4'CGT  และยีน GUS ภายหลงัการ
ตรวจสอบด้วยวิธีพีซีอาร์พบแถบดีเอ็นเอ 2 แถบ มีขนาดประมาณ 2,200 นิวคลีโอไทด์ ซึง่เป็นขนาดของยีน 
GUS และขนาดประมาณ 1,600 นิวคลีโอไทด์ ซึง่เป็นขนาดของยีน 4'CGT ท่ีมีสว่นของต าแหนง่โปรโมเตอร์ 
CaMV 35S และเทอร์มิเนเตอร์ NOS เพิ่มเข้ามาอีก 134 นิวคลีโอไทด์ (ภาพท่ี 4.63) 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
ภำพท่ี 4.61  ผลการตรวจสอบยีน 4'CGT ท่ีแทรกอยูใ่นพลาสมิด pCAM4'CGT ด้วยเอนไซม์ตดัจ าเพาะ 

Eco RI (4) เปรียบเทียบกบัพลาสมิด pCAM4'CGT ท่ีไมไ่ด้ตดัเอนไซม์ตดัจ าเพาะ (3) พลาส
มิด pCAMBIA2301CHS ท่ีไมไ่ด้ตดัด้วยเอนไซม์ตดัจ าเพาะ (1) พลาสมิด pCAMCHS ท่ีตดัด้วย
เอนไซม์ตดัจ าเพาะ Eco RI (2) เปรียบเทียบกบัดีเอ็นเอมาตรฐาน 1 kb DNA ladder (M) 

 
 

 
 

 M    1    2    3     4 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 



 
 

114 
 

 
 
ภำพท่ี 4.62 แผนภาพพลาสมิด pCAM4'CGT ท่ีมีชิน้สว่นของยีน 4'CGT (pCAM4'CGT) ขนาด 1,374  

นิวคลีโอไทด์แทรกอยู่ 
 
   

 
 
ภำพท่ี 4.63 ผลการตรวจสอบโคโลนีท่ี 1 (1) และโคโลนีท่ี 2 (2) ของเซลล์อะโกรแบคทีเรียมด้วยปฏิกิริยา

พีซีอาร์โดยใช้ไพรเมอร์ F-CaMV และ R-NOS เปรียบเทียบกบัดีเอ็นเอมาตรฐาน 1 kb DNA 
ladder (M) 
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 4.5 กำรถ่ำยยีนเข้ำสู่บัวหลวง 

  4.5.1 กำรเตรียมชิน้ส่วนพืชส ำหรับกำรถ่ำยยีน 

   4.5.1.1 ศึกษำชิน้ส่วนเร่ิมต้นและสูตรอำหำรท่ีเหมำะสมต่อกำรเกิดแคลลัส
ของบัวหลวงพันธ์ุบุณฑริก 

สตูรอาหารท่ีเหมาะสมตอ่การเกิดแคลลสัของชิน้ส่วนก้านใบจากคพัภะของบวัหลวงพนัธุ์บณุฑริก 
โดยน าชิน้สว่นก้านใบจากคพัภะของบวัหลวงพนัธุ์บณุฑริกมาชกัน าการเกิดแคลลสับนอาหารแข็งสตูร MS 
(1962) ท่ีเตมิสารควบคมุการเจริญเตบิโตชนิดตา่งๆ ตามวิธีการทดลองนาน 12 สปัดาห์ พบวา่มีการ
เจริญเตบิโตดงันี ้ พบคะแนนการเจริญเตบิโตของชิน้สว่นก้านใบท่ีเลีย้งบนอาหารแข็งสตูร MS (1962) ท่ี
เตมิ NAA ความเข้มข้น 40 ไมโครโมลาร์ ร่วมกบั TDZ ความเข้มข้น 0.5 ไมโครโมลาร์ และอาหารแข็งสตูร 
MS (1962) ท่ีเตมิ 2,4-D ความเข้มข้น 4.52 ไมโครโมลาร์ ร่วมกบั TDZ ความเข้มข้น 0.45 ไมโครโมลาร์ มี
คา่เฉล่ียคะแนนการเจริญเติบโตของแคลลสัสงูท่ีสดุทกุสปัดาห์ของการทดลอง โดยในสปัดาห์ท่ี 4  แคลลสั
มีคา่เฉล่ียคะแนนการเจริญเตบิโตสงูท่ีสดุ 2.43 คะแนน ในอาหารแข็งสตูร MS (1962) ท่ีเตมิ 2,4-D ความ
เข้มข้น 4.52 ไมโครโมลาร์ ร่วมกบั TDZ ความเข้มข้น 0.45 ไมโครโมลาร์ ในสปัดาห์ท่ี 8  แคลลสัมีคา่เฉล่ีย
คะแนนการเจริญเติบโตเพิ่มขึน้เป็น 2.50 คะแนน และพบวา่ตัง้แตส่ปัดาห์ท่ี 12 คะแนนการเจริญเตบิโต
ของแคลลสัมีแนวโน้มลดลงอยา่งตอ่เน่ือง โดยแคลลสัจะเกิดขึน้ท่ีบริเวณรอยตดัของชิน้สว่นมีลกัษณะเป็น
เม็ดละเอียดเกาะกนัแนน่แยกกนัได้ยาก สีเขียวออ่น (ภาพท่ี 4.64)   

เปอร์เซ็นต์กำรเกิดแคลลัส 

  ทกุสปัดาห์เปอร์เซ็นต์การเกิดมีความแตกตา่งกนัอยา่งมีนยัส าคญัยิ่งทางสถิต ิ (ตารางท่ี 4.6) และ
ชิน้สว่นก้านใบท่ีเลีย้งบนอาหารแข็งสตูร MS (1962) ท่ีเตมิ NAA ความเข้มข้น 40 ไมโครโมลาร์ ร่วมกบั 
TDZ ความเข้มข้น 0.5 ไมโครโมลาร์ และอาหารแข็งสตูร MS (1962) ท่ีเตมิ 2,4-D ความเข้มข้น 4.52 ไม
โครโมลาร์ ร่วมกบั TDZ ความเข้มข้น 0.45 ไมโครโมลาร์ มีเปอร์เซ็นต์การเกิดแคลลสัเทา่กนัโดยสามารถชกั
น าให้เกิดแคลลสัได้ 90 เปอร์เซ็นต์ จากการสงัเกตพบวา่เปอร์เซ็นต์การเกิดแคลลสัมีคา่คงท่ีตัง้แตส่ปัดาห์ท่ี 
4 ถึงสปัดาห์ท่ี 12 ชิน้ส่วนก้านใบท่ีเลีย้งบนอาหารแข็งสตูร MS ท่ีไมเ่ตมิสารควบคมุการเจริญเติบโต 
(control) และอาหารแข็งสตูร  MS (1962) ท่ีเตมิ dicamba ความเข้มข้น 11.27 ไมโครโมลาร์ ร่วมกบั 
picloram ความเข้มข้น 4.14 ไมโครโมลาร์ ไมเ่กิดแคลลสั 
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ภำพท่ี 4.64 ลกัษณะแคลลสัท่ีได้จากการเพาะเลีย้งชิน้ส่วนก้านใบจากคพัภะบนอาหารแข็งสตูร  MS 
(1962) ท่ีเตมิ 2,4-D ความเข้มข้น 4.52 ไมโครโมลาร์ ร่วมกบั TDZ ความเข้มข้น 0.45 ไมโคร
โมลาร์ (5.00X) เป็นเวลา 8 สปัดาห์ 

 

ขนำดแคลลัส 

        คา่เฉล่ียของขนาดแคลลสัมีความแตกตา่งกนัอยา่งมีนยั ส าคญัยิ่งทางสถิตทิกุสปัดาห์ของการ

ทดลอง (ตารางท่ี 4.6) โดยในสปัดาห์ท่ี 4 พบวา่ การใช้ 2,4-D ความเข้มข้น 4.52 ไมโครโมลาร์ ร่วมกบั 

TDZ ความเข้มข้น 0.45 ไมโครโมลาร์ มีขนาดแคลลสัมากท่ีสดุเฉล่ีย 1.15 เซนตเิมตร ส่วนในสปัดาห์ท่ี 8 

และ 12 พบวา่ การใช้ NAA ความเข้มข้น 40 ไมโครโมลาร์ ร่วมกบั TDZ ความเข้มข้น 0.5 ไมโครโมลาร์ ท า

ให้แคลลสัมีขนาดมากท่ีสดุเฉล่ีย 1.20 และ 1.27 เซนติเมตร ตามล าดบั สว่นการใช้ 2,4-D ความเข้มข้น 

4.52 ไมโครโมลาร์ ร่วมกบั TDZ ความเข้มข้น 0.45 ไมโครโมลาร์ มีขนาดแคลลสัรองลงมาเฉล่ีย 1.17 

เซนตเิมตร และการใช้ dicamba ความเข้มข้น 11.27 ไมโครโมลาร์ ร่วมกบั picloram ความเข้มข้น 4.14 

ไมโครโมลาร์ มีขนาดแคลลสัน้อยท่ีสดุเฉล่ีย 1.00 เซนตเิมตร 

 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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ตำรำงที่ 4.6  คะแนนการเจริญเติบโตของชิน้สว่น เปอร์เซ็นต์การเกิดแคลลสั และขนาดของแคลลสั จากการเพาะเลีย้งชิน้สว่นก้านใบจากคพัภะบนอาหารแข็งสตูร MS (1962) ที่เติมสาร

ควบคมุการเจริญเติบโตชนดิตา่งๆ 

ความเข้มข้นของสารควบคมุการเจริญเติบโต คะแนนการเจริญเติบโต±S.E.1 เปอร์เซ็นต์การเกิดแคลลสั±S.E.1 ขนาดแคลลสั (เซนตเิมตร)±S.E.1 

(ไมโครโมลาร์) อาย ุ(สปัดาห์) อาย ุ(สปัดาห์) อาย ุ(สปัดาห์) 

      4 8 12 4 8 12 4 8 12 

Control 
  

1.00±0.00 d 1.00±0.00 c 1.00±0.00 b 0.00±0.00 d 0.00±0.00 d 0.00±0.00 d 1.00±0.00 c 1.00±0.00 d 1.00±0.00 d 

NAA 40 TDZ 0.5 
 

2.17±0.12 ab 2.13±0.28 b 1.13±0.11 a 90.00±6.72 a 90.00±6.72 a 90.00±6.72 a 1.12±0.03 ab 1.20±0.03 a 1.27±0.04 a 

2,4-D 4.52 TDZ 0.45 
 

2.43±0.18 a 2.50±0.15 a 1.10±0.11 ab 90.00±6.72 a 90.00±6.72 a 90.00±6.72 a 1.15±0.02 a 1.17±0.02 a 1.17±0.04 b 

2,4-D 10 BA 0.5 
 

1.03±0.03 d 1.00±0.00 c 1.00±0.00 b 3.33±3.27 d 3.33±3.27 d 3.33±3.27 d 1.01±0.01 c 1.01±0.01 d 1.01±0.01 d 

2,4-D 9 BA 0.8 
 

1.50±0.27 c 1.03±0.03 c 1.00±0.00 b 30.00±9.83 c 30.00±9.83 c 30.00±9.83 c 1.03±0.01 c 1.03±0.01 d 1.03±0.01 cd 

2,4-D 18.1 BA 2.22 
 

1.77±0.18 bc 1.03±0.14 c 1.00±0.00 b 53.33±8.29 b 53.33±8.29 b 53.33±8.29 b 1.08±0.01 b 1.08±0.01 bc 1.08±0.01 c 

picloram 10 kinetin 1 
 

1.10±0.11 d 1.00±0.00 c 1.00±0.00 b 6.67±4.14 d 6.67±4.14 d 6.67±4.14 d 1.01±0.01 c 1.01±0.01 d 1.01±0.01 d 

picloram 4.14 kinetin 4.64 
 

1.77±0.15 bc 1.00±0.00 c 1.00±0.00 b 46.67±7.89 bc 46.67±7.89 bc 46.67±7.89 bc 1.09±0.02 b 1.09±0.06 b 1.09±0.02 c 

dicamba 11.27 picloram 4.14 
 

1.00±0.00 d 1.00±0.00 c 1.00±0.00 b 0.00±0.00 d 0.00±0.00 d 0.00±0.00 d 1.00±0.00 c 1.00±0.00 d 1.00±0.00 d 

triacontanol 11.38 BA 1.1 IAA 2.85 1.53±0.20 c 1.00±0.00 c 1.00±0.00 b 26.67±9.27 c 26.67±9.27 c 26.67±9.27 c 1.03±0.01 c 1.04±0.02 cd 1.03±0.01 cd 

F-test     ** ** * ** ** ** ** ** ** 

CV (%)     21.7472 19.3515 7.3416 48.1159 48.1159 48.1159 3.6429 3.6122 4.8084 

*มีความแตกตา่งอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ ** มีความแตกตา่งกนัอยา่งมีนยัส าคญัยิ่งทางสถิติ 
1คา่เฉลี่ยที่มีอกัษรก ากบัตา่งกนัในแนวตัง้มีความแตกตา่งกนัอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติเม่ือเปรียบเทียบโดยวิธี Duncan’s New Multiple Range Test ที่ระดบัความเชื่อมัน่ 95% 
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 4.5.1.2 ศึกษำสูตรอำหำรท่ีเหมำะสมต่อกำรเกิดแคลลัสของชิน้ส่วนตำ
ยอดจำกคัพภะของบัวหลวงพันธ์ุบุณฑริก  

 โดยแบง่ออกเป็น 3 การทดลองดงันี ้

 4.5.1.2.1 ศกึษาสตูรอาหารท่ีเหมาะสมตอ่การเกิดแคลลสัของชิน้สว่นตายอด 
จากคพัภะท่ีมีขนาด 3 มิลลิเมตร ของบวัหลวงพนัธ์บณุฑริก โดยน าชิน้ส่วนตายอดจากคพัภะท่ีมีขนาด 3 
มิลลิเมตร มาชกัน าการเกิดแคลลสัอาหารแข็งสตูร MS (1962) ท่ีเตมิสารควบคมุการเจริญเตบิโตชนิดตา่งๆ 
และเพาะเลีย้งภายใต้แสง เป็นเวลา 16 ชัว่โมงตอ่วนั นาน 8 สปัดาห์ พบว่ามีการเจริญเตบิโตของแคลลสั
ดงันี ้

คะแนนกำรเจริญเตบิโตของชิน้ส่วน 

        ชิน้สว่นเกิดเป็นแคลลสัก่อนแล้วจงึเร่ิมพฒันาเป็นเอมบริโอจีนิคแคลลสัในสปัดาห์ท่ี 2 โดยแคลลสั
จะเกิดขึน้ท่ีบริเวณฐานของชิน้สว่นมีลกัษณะเป็นกลุม่ก้อน สีเขียวอ่อน (ภาพท่ี 4.65) เอมบริโอจีนิคแคลลสั
มีการเจริญเติบโตดีท่ีสดุในอาหารสตูรท่ีมี NAA ความเข้มข้น 40 ไมโครโมลาร์ ร่วมกบั TDZ ความเข้มข้น 
0.5 ไมโครโมลาร์ โดยมีคา่เฉล่ียคะแนนการเจริญเตบิโตอยา่งมีนยัส าคญัยิ่งทางสถิติในทกุสปัดาห์ของการ
ทดลอง (ตารางท่ี 4.7) โดยในสปัดาห์ท่ี 4 และ 8 มีคา่เฉล่ียคะแนนการเจริญเตบิโตสงูท่ีสดุ 2.33 และ 2.43 
คะแนน ตามล าดบั สว่นอาหารสตูรท่ีมี picloram 10 ไมโครโมลาร์ ร่วมกบั kinetin 1 ไมโครโมลาร์ อาหาร
สตูรท่ีมี picloram 4.14 ไมโครโมลาร์ ร่วมกบั kinetin 4.64 ไมโครโมลาร์ อาหารสตูรท่ีมี dicamba 11.27 
ไมโครโมลาร์ ร่วมกบั picloram 4.14 ไมโครโมลาร์ และอาหารสตูรท่ีมี triacontanol 11.38 ไมโครโมลาร์ 
ร่วมกบั BA 1.1 ไมโครโมลาร์ ร่วมกบั IAA 2.85 ไมโครโมลาร์ มีคา่เฉล่ียคะแนนการเจริญเตบิโตเท่ากนัคือ 
1 คะแนน  

เปอร์เซ็นต์กำรเกิดเอมบริโอจีนิคแคลลัส 

        แคลลสัเร่ิมเกิดขึน้ในสปัดาห์ท่ี 2 ของการทดลอง และเปอร์เซ็นต์การเกิดเอมบริโอจีนิคแคลลสัมี
ความแตกตา่งอยา่งมีนยัส าคญัยิ่งทางสถิต ิ (ตารางท่ี 4.7) โดยสามารถชกัน าให้เกิดเอมบริโอจีนิคแคลลสั
ได้ในอาหารสตูรท่ีมี NAA ความเข้มข้น 40 ไมโครโมลาร์ ร่วมกบั TDZ ความเข้มข้น 0.5 ไมโครโมลาร์  ใน
สปัดาห์ท่ี 4 และ 8 มีคา่เฉล่ียเปอร์เซ็นต์การเกิดเอมบริโอจีนิคแคลลสัสงูท่ีสดุ 36.67 และ 43.33 เปอร์เซ็นต์ 
ตามล าดบั ส่วนอาหารสตูรท่ีมี picloram 10 ไมโครโมลาร์ ร่วมกบั kinetin 1 ไมโครโมลาร์ อาหารสตูรท่ีมี 
picloram 4.14 ไมโครโมลาร์ ร่วมกบั kinetin 4.64 ไมโครโมลาร์ อาหารสตูรท่ีมี dicamba 11.27 ไมโครโม
ลาร์ ร่วมกบั picloram 4.14 ไมโครโมลาร์ และอาหารสตูรท่ีมี triacontanol 11.38 ไมโครโมลาร์ ร่วมกบั BA 
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1.1 ไมโครโมลาร์ ร่วมกบั IAA 2.85 ไมโครโมลาร์ พบวา่ไมเ่กิดเอมบริโอจีนิคแคลลสั แตมี่การเจริญเตบิโต
ขึน้เป็นยอดสีเขียวออ่น (ภาพท่ี 4.66) 

 

ภำพท่ี4.65 ลกัษณะเอมบริโอจีนิคแคลลสั ท่ีได้จากการเพาะเลีย้งชิน้สว่นตายอดจากคพัภะท่ีมีขนาด 3 
มิลลิเมตร บนอาหารแข็งสตูร MS (1962) ท่ีเตมิ NAA ความเข้มข้น 40 ไมโครโมลาร์ ร่วมกบั 
TDZ ความเข้มข้น 0.5 ไมโครโมลาร์ (2.85X) เป็นเวลา 8 สปัดาห์ 

 

 

ภำพท่ี 4.66 แสดงลกัษณะยอดท่ีได้จากการเพาะเลีย้งชิน้สว่นตายอดจากคพัภะท่ีมีขนาด 3 มิลลิเมตร บน
อาหารแข็งสตูร MS (1962) ท่ีเตมิ picloram 4.14 ไมโครโมลาร์ ร่วมกบั kinetin 4.64 ไมโคร
โมลาร์ (3.29X) เป็นเวลา 8 สปัดาห์ 
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ตำรำงท่ี 4.7   คะแนนการเจริญเตบิโตของชิน้สว่น เปอร์เซ็นต์การเกิดเอมบริโอจีนิคแคลลสั จ านวนยอด ความยาวยอด จ านวนราก และความยาวราก จากการเพาะ 
เลีย้งชิน้สว่นตายอดจากคพัภะท่ีมีขนาด 3 มิลลิเมตร บนอาหารแข็งสตูร MS (1962) ท่ีเตมิสารควบคมุการเจริญเตบิโตชนิดตา่งๆ เป็นเวลา 4 สปัดาห์ 

ความเข้มข้นของสารควบคมุการ
เจริญเติบโต (ไมโครโมลาร์) 

คะแนนการ
เจริญเติบโต±S.E.1 

เปอร์เซ็นต์การเกิดเอมบริ
โอจีนิคแคลลสั±S.E.1 

จ านวนยอด±S.E.1 ความยาวยอด
(เซนติเมตร)±±S.E.1 

จ านวน
ราก±S.E.1 

ความยาวราก
(เซนติเมตร)±±S.E.1 

NAA 40 TDZ 0.5 
 

2.33±0.06 a 36.67±0.06 a 1.00±0.00  1.00±0.00 c 0.00±0.00 b 0.00±0.00 b 

picloram 10 kinetin 1 
 

1.00±0.00 b 0.00±0.00 b 1.00±0.00  1.40±0.03 b 0.00±0.00 b 0.00±0.00 b 

picloram 4.14 kinetin 4.64 
 

1.00±0.00 b 0.00±0.00 b 1.00±0.00  1.36±0.02 b 0.00±0.00 b 0.00±0.00 b 

dicamba 11.27 picloram 4.14 
 

1.00±0.00 b 0.00±0.00 b 1.00±0.00  1.35±0.02 b 0.00±0.00 b 0.00±0.00 b 

triacontanol 11.38 BA 1.1 IAA 2.85 1.00±0.00 b 0.00±0.00 b 1.00±0.00  1.83±0.15 a 0.33±0.04 a 0.04±0.01 a 

F-test     ** ** ns ** ** ** 

CV (%)     3.6464 51.0672 0.0002 13.7079 4.4965 0.6117 

ns ไมมี่ความแตกตา่งกนัทางสถิติ 
** มีความแตกตา่งกนัอยา่งมีนยัส าคญัยิ่งทางสถิติ 
1คา่เฉลี่ยที่มีอกัษรก ากบัตา่งกนัในแนวตัง้มีความแตกตา่งกนัอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติเม่ือเปรียบเทียบโดยวิธี Duncan’s New Multiple Range Test ที่ระดบัความเชื่อมัน่ 95% 
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จ ำนวนยอด 

        ในสปัดาห์ท่ี 4 จ านวนยอดไมมี่ความแตกตา่งกนัอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิต ิ สว่นในสปัดาห์ท่ี 8 มี
ความแตกตา่งกนัอยา่งมีนยัส าคญัยิ่งทางสถิต ิ (ตารางท่ี 4.7) โดยในสปัดาห์ท่ี 4 มีจ านวนยอดในอาหาร
สตูรท่ีมี NAA 40 ไมโครโมลาร์ ร่วมกบั TDZ 0.5 ไมโครโมลาร์ อาหารสตูรท่ีมี picloram 10 ไมโครโมลาร์ 
ร่วมกบั kinetin 1 ไมโครโมลาร์ อาหารสตูรท่ีมี picloram 4.14 ไมโครโมลาร์ ร่วมกบั kinetin 4.64 ไมโครโม
ลาร์ อาหารสตูรท่ีมี dicamba 11.27 ไมโครโมลาร์ ร่วมกบั picloram 4.14 ไมโครโมลาร์ และอาหารสตูรท่ีมี 
triacontanol 11.38 ไมโครโมลาร์ ร่วมกบั BA 1.1 ไมโครโมลาร์ ร่วมกบั IAA 2.85 ไมโครโมลาร์ เทา่กนัคือ 
1 ยอด และในสปัดาห์ท่ี 8 มีคา่เฉล่ียของจ านวนยอดท่ีเกิดขึน้สงูท่ีสดุ 2.43 ยอด ในอาหารอาหารสตูรท่ีมี 
triacontanol 11.38 ไมโครโมลาร์ ร่วมกบั BA 1.1 ไมโครโมลาร์ ร่วมกบั IAA 2.85 ไมโครโมลาร์  

ควำมยำวยอด 

        ความยาวยอดมีความแตกตา่งกนัอย่างมีนยัส าคญัยิ่งทางสถิตทิกุสปัดาห์ของการทดลอง (ตาราง
ท่ี 4.8) โดยในทกุสปัดาห์ของการทดลองพบว่าการใช้ triacontanol 11.38 ไมโครโมลาร์ ร่วมกบั BA 1.1 ไม
โครโมลาร์ ร่วมกบั IAA 2.85 ไมโครโมลาร์ ท าให้ชิน้ส่วนมีความยาวยอดเพิ่มขึน้มากท่ีสดุ ในสปัดาห์ท่ี 4 มี
คา่เฉล่ียความยาวยอดสงูท่ีสดุ 1.83 เซนตเิมตร และการใช้ picloram 10 ไมโครโมลาร์ ร่วมกบั kinetin 1 
ไมโครโมลาร์ มีคา่เฉล่ียความยาวยอดรองลงมา 1.40 เซนตเิมตร สว่นในสปัดาห์ท่ี 8 มีคา่เฉล่ียความยาว
ยอดสงูท่ีสดุ 2.92เซนตเิมตร และการใช้ dicamba 11.27 ไมโครโมลาร์ ร่วมกบั picloram 4.14 ไมโครโม
ลาร์ มีคา่เฉล่ียความยาวยอดรองลงมา 1.57 เซนตเิมตร 

จ ำนวนรำก 

        จ านวนรากมีความแตกต่างกันอย่างมีนยัส าคญัยิ่งทางสถิติทุกสปัดาห์ของการทดลอง (ตารางท่ี 
4.9) โดยในทกุสปัดาห์ของการทดลองพบว่าการใช้ triacontanol 11.38 ไมโครโมลาร์ ร่วมกบั BA 1.1 ไม
โครโมลาร์ ร่วมกบั IAA 2.85 ไมโครโมลาร์ ท าให้ชิน้สว่นมีรากเกิดขึน้ โดยเร่ิมเกิดรากขึน้ในสปัดาห์ท่ี 3 ของ
การทดลอง ในสปัดาห์ท่ี 4 และ 8 มีค่าเฉล่ียจ านวนรากสูงท่ีสุด 0.33 และ 3.70 ราก ตามล าดบั ส่วนใน
อาหารสตูรท่ีมี NAA ความเข้มข้น 40 ไมโครโมลาร์ ร่วมกบั TDZ ความเข้มข้น 0.5 ไมโครโมลาร์ picloram 
10 ไมโครโมลาร์ ร่วมกบั kinetin 1 ไมโครโมลาร์ อาหารสตูรท่ีมี picloram 4.14 ไมโครโมลาร์ ร่วมกบั 
kinetin 4.64 ไมโครโมลาร์ และอาหารสตูรท่ีมี dicamba 11.27 ไมโครโมลาร์ ร่วมกบั picloram 4.14 ไม
โครโมลาร์ พบวา่ไมมี่รากเกิดขึน้ 
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ควำมยำวรำก 

        จากการน าชิน้สว่นตายอดจากคพัภะท่ีมีขนาด 3 มิลลิเมตร มาเพาะเลีย้งบนอาหารแข็งสตูร MS 
(1962) ท่ีเตมิสารควบคมุการเจริญเติบโตชนิดตา่งๆ พบวา่ความยาวรากมีความแตกตา่งกนัอย่างมี
นยัส าคญัยิ่งทางสถิตทิกุสปัดาห์ของการทดลอง (ตารางท่ี 4.10) โดยในทกุสปัดาห์ของการทดลองพบวา่
การใช้ triacontanol 11.38 ไมโครโมลาร์ ร่วมกบั BA 1.1 ไมโครโมลาร์ ร่วมกบั IAA 2.85 ไมโครโมลาร์ ท า
ให้ชิน้สว่นมีความยาวรากเพิ่มขึน้ และในสปัดาห์ท่ี 4 และ 8 มีคา่เฉล่ียความยาวรากสงูท่ีสดุ 0.04 และ 
0.20 เซนตเิมตร ตามล าดบั 

 4.5.1.2.2 ศกึษาผลของ 2,4-D และ picloram ตอ่การเกิดแคลลสัจากชิน้สว่นตา
ยอดจากคพัภะ ท่ีมีขนาด 3 มิลลิเมตร ของบวัหลวงพนัธุ์บณุฑริก  โดยน าชิน้สว่นตายอดจากคพัภะของบวั
หลวงพนัธุ์บณุฑริกมาชกัน าการเกิดแคลลสับนอาหารแข็งสตูร MS (1962) ท่ีเตมิ 2,4-D ท่ีระดบัความ
เข้มข้น 0, 13.5, 27.1, 40.7, 54.2 และ 67.8 ไมโครโมลาร์ และ picloram ท่ีระดบัความเข้มข้น 12.4, 24.8, 
37.2, 49.6 และ 62.1 ไมโครโมลาร์ และเพาะเลีย้งภายใต้แสง เป็นเวลา 16 ชัว่โมงตอ่วนันาน 8 สปัดาห์
พบวา่มีการเจริญเตบิโตดงันี ้

ขนำดแคลลัส 

        คา่เฉล่ียของขนาดแคลลสั มีความแตกตา่งกนัอย่างมีนยัส าคญัยิ่งทางสถิตทิกุสปัดาห์ของการ
ทดลอง (ตารางท่ี 4.8) โดยทัง้ในสปัดาห์ท่ี 4 และ 8 พบวา่ การใช้ picloram ความเข้มข้น 12.4 ไมโครโม
ลาร์ มีขนาดแคลลสัมากท่ีสดุเฉล่ีย 0.78 และ 0.84 เซนตเิมตร ตามล าดบั ส่วนการใช้ picloram ความ
เข้มข้น 24.8 ไมโครโมลาร์ มีขนาดแคลลสัรองลงมาเฉล่ีย 0.7 และ 0.72 เซนตเิมตร ตามล าดบั และการใช้ 
2,4-D ความเข้มข้น 67.8 ไมโครโมลาร์ มีขนาดแคลลสัน้อยท่ีสดุเฉล่ีย 0.31 และ 0.36 เซนตเิมตร 
ตามล าดบั โดยแคลลสัจะเร่ิมเกิดขึน้ในสปัดาห์ท่ี 2 ท่ีบริเวณรอยตดัท่ีสว่นฐานของชิน้สว่นมีลกัษณะเป็น
เม็ดเกาะกนัแนน่จากนัน้จะคอ่ยๆ เปล่ียนเป็นสีน า้ตาลเหลือแตส่่วนยอดท่ีเป็นสีเขียวในสปัดาห์ท่ี 8 (ภาพท่ี 
4.67) 

จ ำนวนยอด 

        พบวา่ทัง้ในสปัดาห์ท่ี 4 และ 8 จ านวนยอดมีความแตกตา่งกนัอยา่งมีนยัส าคญัยิ่งทางสถิติ 
(ตารางท่ี 4.4) โดยทัง้ในสปัดาห์ท่ี 4 และ 8 มีจ านวนยอดในอาหารสตูรท่ีมี 2,4-D ท่ีระดบัความเข้มข้น 
13.5, 27.1, 40.7, 54.2 และ 67.8 ไมโครโมลาร์ และ picloram ท่ีระดบัความเข้มข้น 12.4, 24.8, 37.2, 
49.6 และ 62.1 ไมโครโมลาร์ เทา่กนัคือ 1 ยอด ซึง่มีความคงท่ี ไมมี่การเปล่ียนแปลงของจ านวนยอด และมี
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คา่เฉล่ียของจ านวนยอดท่ีเกิดขึน้สงูท่ีสดุ 1.6 ยอด ในอาหารอาหารสตูร MS (1962) ท่ีไมมี่สารควบคมุการ
เจริญเตบิโต 

 

 

ภำพท่ี 4.67 ลกัษณะยอดท่ีได้จากการเพาะเลีย้งชิน้สว่นตายอดจากคภัะท่ีมีขนาด 3 มิลลิเมตร บนอาหาร
แข็งสตูร MS (1962) ท่ีเตมิ picloram 12.4 ไมโครโมลาร์ (2.56X) เป็นเวลา 8 สปัดาห์ 

 

ควำมยำวยอด 

        ความยาวยอดมีความแตกตา่งกนัอย่างมีนยัส าคญัยิ่งทางสถิตทิกุสปัดาห์ของการทดลอง (ตาราง
ท่ี 4.8) โดยในทกุสปัดาห์ของการทดลองพบวา่การใช้ picloram ความเข้มข้น 37.2 ไมโครโมลาร์ ท าให้
ชิน้สว่นมีความยาวยอดเพิ่มขึน้มากท่ีสดุ ในสปัดาห์ท่ี 4 มีคา่เฉล่ียความยาวยอดสงูท่ีสดุ 1.40 เซนตเิมตร 
และการใช้ picloram ความเข้มข้น 24.8 ไมโครโมลาร์ มีคา่เฉล่ียความยาวยอดรองลงมา 1.37 เซนตเิมตร 
สว่นในสปัดาห์ท่ี 8 มีคา่เฉล่ียความยาวยอดสงูท่ีสดุ 1.51 เซนตเิมตร และอาหารสตูร MS (1962) ท่ีไมมี่สาร
ควบคมุการเจริญเติบโต    มีคา่เฉล่ียความยาวยอดรองลงมา 1.44 เซนตเิมตร 
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ตำรำงท่ี 4.8 ขนาดของแคลลสั จ านวนยอด และความยาวยอดจากการเพาะเลีย้งชิน้สว่นตายอดจาก
คพัภะท่ีมีขนาด 3 มิลลิเมตร บนอาหารแข็งสตูร MS (1962) ท่ีเตมิสารควบคมุการเจริญเตบิโตชนิดตา่งๆ 
ในสปัดาห์ท่ี 8 
 

ความเข้มข้นของสาร
ควบคมุการเจริญเติบโต 

(ไมโครโมลาร์) 

ขนาดแคลลสั (เซนติเมตร)±S.E.1 จ านวนยอด±S.E. 1 ความยาวยอด 
(เซนติเมตร)±S.E. 1 

Control  0.63±0.02cd 1.60±0.18a 1.44±0.07ab 

2,4-D           13.5 0.62±0.03d 1.00±0.00b 1.22±0.05de 

         27.1 0.52±0.03e 1.00±0.00b 1.23±0.08cde 

 40.7 0.44±0.01f 1.00±0.00b 1.00±0.05f 

 54.2 0.44±0.04f 1.00±0.00b 1.13±0.09ef 

 67.8 0.36±0.03g 1.00±0.00b 0.96±0.01f 

picloram 12.4 0.84±0.01a 1.00±0.00b 1.30±0.05b-e 

 24.8 0.72±0.02b 1.00±0.00b 1.40±0.05a-d 

 37.2 0.62±0.02d 1.00±0.00b 1.51±0.06a 

 49.6 0.70±0.02bc 1.00±0.00b 1.42±0.09abc 

  62.1 0.66±0.03bcd 1.00±0.00b 1.14±0.08ef 

F-test   ** ** ** 

CV (%)   9.3076 11.6315 11.4235 

** มีความแตกตา่งกนัอยา่งมีนยัส าคญัยิ่งทางสถิต 
1คา่เฉลี่ยที่มีอกัษรก ากบัตา่งกนัในแนวตัง้มีความแตกตา่งกนัอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติเม่ือเปรียบเทียบโดยวิธี Duncan’s New Multiple Range 
Test ที่ระดบัความเชื่อมัน่ 95% 
 

 4.5.1.2.3 ศกึษาผลของ 2,4-D และ picloram ตอ่การเกิดแคลลสัจากชิน้สว่นเนือ้เย่ือ
เจริญปลายยอด ท่ีมีขนาด 0.5 มิลลิเมตร ของบวัหลวงพนัธุ์บณุฑริก โดยน าชิน้สว่นเนือ้เย่ือเจริญปลายยอด
ของบวัหลวงพนัธุ์บณุฑริกมาชกัน าการเกิดแคลลสับนอาหารแข็งสตูร MS (1962) ท่ีเตมิ 2,4-D ท่ีระดบั
ความเข้มข้น 0, 13.5, 27.1, 40.7, 54.2 และ 67.8 ไมโครโมลาร์ และ picloram ท่ีระดบัความเข้มข้น 12.4, 
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24.8, 37.2, 49.6 และ 62.1 ไมโครโมลาร์ และเพาะเลีย้งภายใต้แสง เป็นเวลา 16 ชัว่โมงตอ่วนันาน 8 
สปัดาห์ พบว่ามีการเจริญเติบโตดงันี ้

คะแนนกำรเจริญเตบิโตของแคลลัส 

        ชิน้สว่นเร่ิมเกิดแคลลสัขึน้ท่ีบริเวณฐานของชิน้ส่วนในในสปัดาห์ท่ี 2 และเพิ่มมากขึน้จนทัว่ทัง้
ชิน้สว่นจนมีลกัษณะเกาะตวักนัอย่างหลวมๆสีเขียวอ่อน (ภาพท่ี 4.68) แคลลสัมีการเจริญเตบิโตดีท่ีสดุใน
อาหารสตูรท่ีมี picloram ความเข้มข้น 24.8 ไมโครโมลาร์ โดยมีคา่เฉล่ียคะแนนการเจริญเตบิโตอย่างมี
นยัส าคญัยิ่งทางสถิตใินทกุสปัดาห์ของการทดลอง (ตารางท่ี 4.9) โดยทัง้ในสปัดาห์ท่ี 4 และ 8 มีคา่เฉล่ีย
คะแนนการเจริญเติบโตสงูท่ีสดุเทา่กนัคือ 3.66 คะแนน สว่นอาหารสตูร MS (1962) ท่ีไมมี่สารควบคมุการ
เจริญเตบิโต มีคา่เฉล่ียคะแนนการเจริญเตบิโตต ่าท่ีสดุ 1.43 คะแนน โดยแคลลสัท่ีเกิดขึน้จะเป็นสีเขียว
จนถึงสปัดาห์ท่ี 6 จากนัน้จะคอ่ยๆ เปล่ียนเป็นสีน า้ตาลและตาย 

ขนำดแคลลัส 

        คา่เฉล่ียของขนาดแคลลสั มีความแตกตา่งกนัอยา่งมีนยัส าคญัยิ่งทางสถิตทิกุสปัดาห์ของการ
ทดลอง (ตารางท่ี 4.9) จากการสงัเกต พบวา่ขนาดแคลลสัมีความคงท่ีตัง้แตส่ปัดาห์ท่ี 4 ของการทดลอง ไม่
มีการเปล่ียนแปลงเพิ่มขนาดขึน้อีก โดยทัง้ในสปัดาห์ท่ี 4 และ 8 พบวา่ การใช้ picloram ความเข้มข้น 24.8 
ไมโครโมลาร์ มีขนาดแคลลสัมากท่ีสดุเฉล่ียเทา่กนัคือ 0.52 เซนตเิมตร สว่นการใช้ 2,4-D ความเข้มข้น  
40.7 ไมโครโมลาร์ มีขนาดแคลลสัรองลงมาเฉล่ียเท่ากนัคือ 0.33 เซนตเิมตร และอาหารสตูร MS (1962) ท่ี
ไมมี่สารควบคมุการเจริญเติบโต มีขนาดแคลลสัน้อยท่ีสดุเฉล่ียเทา่กนัคือ 0.09 เซนติเมตร  

 

ภำพท่ี 4.68 ลกัษณะแคลลสัท่ีได้จากการเพาะเลีย้งชิน้ส่วนเนือ้เย่ือเจริญปลายยอดท่ีมีขนาด 0.5 
มิลลิเมตร บนอาหารแข็งสตูร MS (1962) ท่ีเตมิ picloram 24.8 ไมโครโมลาร์ (3.9X) เป็น
เวลา 8 สปัดาห์ 
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ตำรำงท่ี 4.9   คะแนนการเจริญเตบิโตและขนาดแคลลสัจากการเพาะเลีย้งชิน้สว่นเนือ้เย่ือเจริญปลาย
ยอดท่ีมีขนาด 0.5 มิลลิเมตร บนอาหารสตูร MS (1962) ท่ีเตมิสารควบคมุการเจริญ เตบิโต
ชนิดตา่งๆ 

ความเข้มข้นของสารควบคมุ คะแนนการเจริญเติบโต±S.E. 1 ขนาดแคลลสั (เซนตเิมตร)±S.E. 1 

การเจริญเติบโต อาย ุ(สปัดาห์) อาย ุ(สปัดาห์) 

(ไมโครโมลาร์)  4 8 4 8 

Control  1.43±0.40g 1.43±0.40g 0.09±0.01f 0.09±0.01f 

2,4-D           13.5 2.44±0.21de 2.44±0.21de 0.22±0.06de 0.22±0.06de 

         27.1 2.29±0.29e 2.29±0.29e 0.26±0.02b-d 0.26±0.02b-d 

 40.7 2.49±0.36cde 2.49±0.36cde 0.33±0.07b 0.33±0.07b 

 54.2 2.65±0.21bcd 2.65±0.21bcd 0.31±0.01bc 0.31±0.01bc 

 67.8 2.76±0.20bc 2.76±0.20bc 0.29±0.01bcd 0.29±0.01bcd 

picloram 12.4 2.80±0.21bc 2.80±0.21bc 0.23±0.01cd 0.23±0.01cd 

 24.8 3.66±0.21a 3.66±0.21a 0.52±0.05a 0.52±0.05a 

 37.2 2.96±0.07b 2.96±0.07b 0.25±0.03b-e 0.25±0.03b-e 

 49.6 2.31±0.35e 2.31±0.35e 0.17±0.02ef 0.17±0.02ef 

  62.1 1.75±0.23f 1.75±0.23f 0.22±0.01de 0.22±0.01de 

F-test   ** ** ** ** 

CV (%)   5.3815 5.3815 14.3034 14.3034 

** มีความแตกตา่งกนัอยา่งมีนยัส าคญัยิ่งทางสถิติ 
1คา่เฉลี่ยที่มีอกัษรก ากบัตา่งกนัในแนวตัง้มีความแตกตา่งกนัอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติเม่ือเปรียบเทียบโดยวิธี Duncan’s New Multiple Range 
Test ที่ระดบัความเชื่อมัน่ 95% 
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 4.5.1.2 ศึกษำสูตรอำหำรท่ีเหมำะสมต่อกำรเกิดยอดจำกชิน้ส่วนแคลลัสของบัว
หลวงพันธ์ุบุณฑริก  

        น าชิน้สว่นตายอดจากคพัภะท่ีมีขนาด 3 มิลลิเมตร ของบวัหลวงพนัธุ์บณุฑริก มาชกัน าการเกิด
แคลลสับนอาหารแข็งสตูร MS (1962) ท่ีเตมิ NAA 40 ไมโครโมลาร์ ร่วมกบั TDZ 0.5  ไมโครโมลาร์ เป็น
เวลา 8 สปัดาห์ (ภคัวดี ภกัดีงาม. 2548) ท่ีได้จากการทดลองท่ี 1.2.1 แล้วน ามาใช้เป็นชิน้สว่นเร่ิมต้นใน
การชกัน าให้เกิดยอดจากแคลลสัของบวัหลวงพนัธุ์บณุฑริก โดยน ามาเพาะเลีย้งบนอาหารสตูร MS 

)1962(   ท่ีเติ BA ท่ีระดบัความเข้มข้น 0, 40, 50 และ 60 ไมโครโมลาร์   และเพาะเลีย้งภายใต้แสง เป็น
เวลา 16 ชัว่โมงตอ่วนันาน 8 สปัดาห์ พบวา่มีการเจริญเติบโตดงันี ้

ขนำดเอมบริโอจีนิคแคลลัส 

     เร่ิมเกิดเอมบริโอจีนิคแคลลสัขึน้ในสปัดาห์ท่ี 2 ของการทดลอง แล้วจงึเร่ิมพฒันาเป็นยอด พบวา่
คา่เฉล่ียของขนาดเอมบริโอจีนิคแคลลสัมีความแตกตา่งกนัอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิตใินสปัดาห์ท่ี 4 
(ตารางท่ี 4.6) โดยพบวา่การใช้ BA ความเข้มข้น 50 ไมโครโมลาร์ มีขนาดเอมบริโอจีนิคแคลลสัมากท่ีสดุ
เฉล่ีย 1.19 เซนตเิมตร สว่นการใช้ BA ความเข้มข้น  40 ไมโครโมลาร์ มีขนาดเอมบริโอจีนิคแคลลสั
รองลงมาเฉล่ีย 0.81 เซนตเิมตร สว่นในสปัดาห์ท่ี 8 พบวา่คา่เฉล่ียของขนาดเอมบริโอจีนิคแคลลสัมีความ
แตกตา่งกนัอยา่งมีนยัส าคญัยิ่งทางสถิติ โดยพบว่าการใช้ BA ความเข้มข้น 50 ไมโครโมลาร์ มีขนาดเอมบริ
โอจีนิคแคลลสัมากท่ีสดุเฉล่ีย 1.32 เซนตเิมตร สว่นการใช้ BA ความเข้มข้น  40 ไมโครโมลาร์ มีขนาดเอมบ
ริโอจีนิคแคลลสัรองลงมาเฉล่ีย 1.19 เซนตเิมตร  

จ ำนวนยอด 

        จ านวนยอดไมมี่ความแตกตา่งกนัอย่างมีนยัส าคญัทางสถิตใินสปัดาห์ท่ี 4 (ตารางท่ี 4.6) โดย
พบวา่การใช้ BA ความเข้มข้น 50 ไมโครโมลาร์ มีจ านวนยอดมากท่ีสดุเฉล่ีย 4.33 ยอด สว่นการใช้ BA 
ความเข้มข้น  40 ไมโครโมลาร์ มีจ านวนยอดรองลงมาเฉล่ีย 4 ยอด ส่วนในสปัดาห์ท่ี 8 พบวา่จ านวนยอดมี
ความแตกตา่งกนัอยา่งมีนยัส าคญัยิ่งทางสถิติ โดยพบว่าการใช้ BA ความเข้มข้น 50 ไมโครโมลาร์ มี
จ านวนยอดมากท่ีสดุเฉล่ีย 8.67 ยอด สว่นการใช้ BA ความเข้มข้น  40 ไมโครโมลาร์ มีจ านวนยอด
รองลงมาเฉล่ีย 5.07 ยอด โดยเร่ิมเกิดยอดขึน้ในสปัดาห์ท่ี 4 ของการทดลอง  ซึง่ยอดท่ีเกิดขึน้จะเร่ิมมี
ลกัษณะเป็นกลุม่ยอดเล็กๆ จ านวนมากสีเขียวออ่น และมีการพฒันาเป็นยอดสีเขียวท่ีมีใบเกิดขึน้ (ภาพท่ี 
4.69) 
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ภำพท่ี 4.69  ลกัษณะยอดท่ีได้จากการเพาะเลีย้งชิน้สว่นเอมบริโอจีนิคแคลลสั บนอาหารแข็งสตูร MS 
(1962) ท่ีเตมิ BA 50 ไมโครโมลาร์ a คือลกัษณะกลุม่ยอดเล็กๆ สีเขียวอ่อนท่ีเกิดขึน้ (3.33X) 
b คือยอดสีเขียวท่ีมีใบเกิดขึน้ (2.78X) เม่ือเพาะเลีย้งไปเป็นเวลา 8 และ 12 สปัดาห์ 
ตามล าดบั 

 

ควำมยำวยอด 

        คา่เฉล่ียของความยาวยอดมีความแตกตา่งกนัอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิตทิกุสปัดาห์ของการทดลอง 
(ตารางท่ี 4.10) โดยทัง้ในสปัดาห์ท่ี 4 และ 8 พบว่าการใช้ อาหารสตูร MS (1962) ท่ีไมมี่สารควบคมุการ
เจริญเตบิโต มีความยาวยอดมากท่ีสดุเฉล่ีย 0.96 และ 1.02 เซนตเิมตร ตามล าดบั สว่นการใช้ BA ความ
เข้มข้น  40 ไมโครโมลาร์ มีความยาวยอดรองลงมาเฉล่ีย 0.58 เซนตเิมตร ในสปัดาห์ท่ี 4 สว่นในสปัดาห์ท่ี 
8 พบว่าการใช้ BA ความเข้มข้น 50 ไมโครโมลาร์ มีความยาวยอดรองลงมาเฉล่ีย 0.78 เซนตเิมตร 

จ ำนวนใบ 

        คา่เฉล่ียของจ านวนใบไมมี่ความแตกตา่งกนัอย่างมีนยัส าคญัทางสถิตทิกุสปัดาห์ของการทดลอง 
(ตารางท่ี 4.10) โดยในสปัดาห์ท่ี 4 พบวา่การใช้อาหารสตูร MS (1962) ท่ีไมมี่สารควบคมุการเจริญเติบโต 
มีจ านวนใบมากท่ีสดุเฉล่ีย 3.67 ใบ  สว่นการใช้ BA ความเข้มข้น  50 ไมโครโมลาร์ มีจ านวนใบรองลงมา
เฉล่ีย 3.22 ใบ ในสปัดาห์ท่ี 8 พบว่าการใช้ BA ความเข้มข้น 50 ไมโครโมลาร์ มีจ านวนใบมากท่ีสดุเฉล่ีย 
4.84 ใบ สว่นการใช้อาหารสตูร MS (1962) ท่ีไมมี่สารควบคมุการเจริญเติบโตมีจ านวนใบรองลงมาเฉล่ีย 
3.22 ใบ 
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ควำมยำวใบ 

        คา่เฉล่ียของความยาวใบมีความแตกตา่งกนัอย่างมีนยัส าคญัยิ่งทางสถิตทิกุสปัดาห์ของการ
ทดลอง (ตารางท่ี4.10) โดยทัง้ในสปัดาห์ท่ี 4 และ 8 พบวา่การใช้อาหารสตูร MS (1962) ท่ีไมมี่สารควบคมุ
การเจริญเติบโต มีความยาวใบมากท่ีสดุเฉล่ีย 1.49 และ 2.08 เซนตเิมตร ตามล าดบั สว่นการใช้ BA ความ
เข้มข้น  40 ไมโครโมลาร์ มีความยาวใบรองลงมาเฉล่ีย 0.57 เซนตเิมตร ในสปัดาห์ท่ี 4 ส่วนในสปัดาห์ท่ี 8 
พบวา่การใช้ BA ความเข้มข้น 50 ไมโครโมลาร์ มีความยาวใบรองลงมาเฉล่ีย 0.84 เซนตเิมตร 

 
ตำรำงท่ี 4.10  ขนาดเอมบริโอจีนิคแคลลสั จ านวนยอด ความยาวยอด จ านวนใบ และความยาวใบ  จาก

การเพาะเลีย้งชิน้สว่นแคลลสัท่ีได้จากการเพาะเลีย้งบนอาหารสตูร MS (1962) ท่ีเตมิ NAA 
40 ไมโครลาร์ ร่วมกบั TDZ 0.5 ไมโครโมลาร์ เป็นเวลา 8 สปัดาห์ แล้วน ามาเพาะเลีย้งบน
อาหารแข็งสตูร MS (1962) ท่ีเตมิสารควบคมุการเจริญเตบิโตชนิดตา่งๆ 

 
ความเข้มข้นของ BA 

(ไมโครโมลาร์) 

ขนาดเอมบริโอจีนิค
แคลลสั  

(เซนติเมตร)±S.E. 1 

จ านวนยอด 
±S.E. 1 

ความยาวยอด 
(เซนติเมตร)±

S.E. 1 

จ านวนใบ 
±S.E. 

ความยาวใบ 
(เซนติเมตร)±S.E. 1 

0 0.64±0.09b 1.40±0.16c 1.02±0.09a 3.22±0.12 2.08±0.03a 

40 1.19±0.11a 5.07±0.57b 0.77±0.07b 2.55±1.12 0.69±0.28b 

50 1.32±0.10a 8.67±0.77a 0.78±0.03b 4.84±0.68 0.84±0.08b 

 60 0.82±0.06b 3.78±0.70b 0.63±0.02b 2.33±0.41 0.57±0.06b 

F-test   ** ** * ns ** 

CV (%)   17.4148 22.6594 12.5675 34.7109 35.4563 

 
ns ไมมี่ความแตกตา่งกนัทางสถิติ 
* มีความแตกตา่งอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ 
** มีความแตกตา่งกนัอยา่งมีนยัส าคญัยิ่งทางสถิติ 
1คา่เฉลี่ยที่มีอกัษรก ากบัตา่งกนัในแนวตัง้มีความแตกตา่งกนัอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติเม่ือเปรียบเทียบโดยวิธี Duncan’s New Multiple Range 
Test ที่ระดบัความเชื่อมัน่ 95% 
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 4.5.2 ผลกำรถ่ำยพลำสมิดท่ีมียีนแบบต่ำงๆ เข้ำสู่บัวหลวง 

  4.5.2.1 การถ่ายยีน Antisense Dihydroflavonol 4-Reductase (anti-DFR) ด้วยพลาสมิด 
pCAMBIA2301anti-DFR เข้าสูบ่วัหลวงพนัธุ์บณุฑริก โดยใช้ชิน้สว่นท่ีได้จากการเพาะเลีย้งเอมบริโอจีนิค
แคลลสับนอาหารสตูร MS  )1962 ( ท่ีเตมิ BA ความเข้มข้น 50 ไมโครโมลาร์ เป็นเวลา 8 สปัดาห์  

กำรตรวจสอบต้นพืชที่ได้รับกำรถ่ำยยีนด้วยวิธี Gus histochemical assay แบบ Transient 
expression 
        การตรวจสอบการแสดงออกของยีน GUS แบบชัว่คราว (transient expression) เป็นการวดั
ประสิทธิภาพการถ่ายยีนเบือ้งต้น ท าตามข้อ 3.4.6.1 ท าการตรวจสอบหลงัจากการถ่ายยีนเป็นเวลา 3 วนั โดย
นบัจ านวนจดุสีน า้เงินบนเนือ้เย่ือเปา้หมายท่ีถกูยิงด้วยอนภุาคทองค าท่ีเคลือบด้วยพลาสมิดดีเอ็นเอ 
pCAMBIA2301anti-DFR  พบว่าสภาพการถ่ายยีนท่ีท าให้จ านวนจดุสีน า้เงินมากท่ีสดุในการถ่ายยีนเข้าสู่
ชิน้สว่นยอดคือ การใช้แรงดนัก๊าซฮีเลียมท่ี 1,100 ปอนด์ตอ่ตารางนิว้ และใช้ระยะห่างของเนือ้เย่ือเปา้หมาย 6 
เซนติเมตร โดยมีคา่การแสดงออกของยีน GUS แบบ transient expression เฉล่ีย 4.8 จดุตอ่ชิน้เนือ้เย่ือ และมี
เปอร์เซ็นต์ชิน้ส่วนยอดท่ีเกิดจดุสีน า้เงิน 35.71 เปอร์เซ็นต์   ส่วนในสภาพอ่ืนๆ พบวา่ไมมี่การติดสีน า้เงินของ
ชิน้สว่น (ตารางท่ี 4.11 และภาพท่ี 4.70)   
 
ตำรำงท่ี 4.11 การแสดงออกของยีน GUS แบบ transient expression ของเนือ้เย่ือสว่นยอดของบวั

หลวงพนัธุ์บณุฑริกท่ีถ่ายยีนด้วยเคร่ืองยิงอนภุาคแบบ PDS-1000/He 

แรงดนัก๊าซฮีเล่ียม 

(ปอด์ตอ่ตารางนิว้) 

ระยะหา่งของ
เนือ้เย่ือ (เซนตเิมตร) 

เปอร์เซนต์ของจ านวน
ชิน้ท่ีเกิดจดุสีน า้เงิน 

จ านวนจดุสีน า้เงินเฉล่ียตอ่ชิน้สว่น 

1,100 6 37.1 4.8 

 9 0 0 

1,350 6 0 0 

 9 0 0 
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ภำพท่ี 4.70 การแสดงออกของยีน GUS บนชิน้สว่นยอดของบวัหลวงบณุฑริก ท่ีได้รับการถ่ายยีนด้วย
เคร่ืองยิงอนภุาคแบบ PDS-1000/He ตรวจสอบด้วยวิธี GUS histochemical assay 
ภายหลงัการถ่ายยีนเป็นเวลา 3 วนั 

หลงัจากการถ่ายยีนจงึย้ายชิน้สว่นมาเลีย้งบนอาหารคดัเลือกสตูร MS  )1962 ( ท่ีเติม kanamycin 
ความเข้มข้น 50  มิลลิกรัมตอ่ลิตร และ  BA ความเข้มข้น 50 ไมโครโมลาร์ เป็นเวลา 8 สปัดาห์  โดยเปล่ียน
อาหารทกุ 2 สปัดาห์ จากนัน้น าต้นท่ีรอดจากการเลีย้งบนอาหารคดัเลือกมาเลีย้งในอาหารเหลวบนอาหาร
แข็งสตูร MS (1962) ท่ีเตมิ BA ความเข้มข้น 4.44  ไมโครโมลาร์ ร่วมกบั NAA ความเข้มข้น 0.54  ไมโครโม
ลาร์ (Shou et al. 2008) โดยเปล่ียนอาหารทกุ 4 สปัดาห์ พบวา่มีการเจริญเติบโตดงันี ้

จ ำนวนยอด 

        จ านวนยอดมีความแตกต่างกันอย่างมีนยัส าคญัยิ่งทางสถิติทุกสปัดาห์ของการทดลอง (ตารางท่ี 
4.12) ทัง้ในสัปดาห์ท่ี 4 และ 8 พบว่าการใช้ Rupture disk ขนาด 1,100 ปอนด์ต่อตารางนิว้ ชิน้ส่วนมี
จ านวนยอดมากท่ีสดุเฉล่ียเทา่กนัคือ 4.33 ยอด สว่นการใช้ Rupture disk ขนาด 1,350 ปอนด์ตอ่ตารางนิว้ 
ชิน้สว่นมีจ านวนยอดรองลงมาเฉล่ียเทา่กนัคือ 3.58 ยอด         

        เม่ือพิจารณาผลของระยะหา่งของชดุยิงกบัชิน้สว่นเปา้หมาย พบวา่จ านวนยอดมีความแตกตา่งกนั
อยา่งมีนยัส าคญัยิ่งทางสถิติทกุสปัดาห์ของการทดลอง ทัง้ในสปัดาห์ท่ี 4 และ 8 พบวา่ท่ีระยะหา่ง 9 
เซนตเิมตร ชิน้สว่นมีจ านวนยอดมากท่ีสดุเฉล่ียเทา่กนัคือ 4.58 ยอด  สว่นท่ีระยะหา่ง 6 เซนตเิมตร ชิน้สว่น
มีจ านวนยอดรองลงมาเฉล่ียเทา่กนัคือ 3.33 ยอด 

        เม่ือพิจารณาผลของ Rupture disk ร่วมกบั ระยะหา่งของชดุยิงกบัชิน้ส่วนเปา้หมาย พบวา่จ านวน
ยอดมีความแตกตา่งกนัอย่างมีนยัส าคญัยิ่งทางสถิตทิกุสปัดาห์ของการทดลอง ทัง้ในสปัดาห์ท่ี 4 และ 8 
พบวา่การใช้ Rupture disk ขนาด 1,100 ปอนด์ตอ่ตารางนิว้ ร่วมกบั ระยะหา่ง 9 เซนตเิมตร มีจ านวนยอด
มากท่ีสดุเฉล่ียเทา่กนัคือ 4.83 ยอด ส่วนการใช้ Rupture disk ขนาด 1,350 ปอนด์ตอ่ตารางนิว้ ร่วมกบั 
ระยะหา่ง 9 เซนตเิมตร มีจ านวนยอดรองลงมาเฉล่ียเทา่กนัคือ 4.33 ยอด 
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ควำมยำวยอด 

         ความยาวยอดไมมี่ความแตกตา่งกนัอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิตทิกุสปัดาห์ของการทดลอง (ตารางท่ี 
4.12) ทัง้ในสัปดาห์ท่ี 4 และ 8 พบว่าการใช้ Rupture disk ขนาด 1,100 ปอนด์ต่อตารางนิว้ ชิน้ส่วนมี
ความยาวยอดมากท่ีสดุเฉล่ียเท่ากนัคือ 0.53 เซนติเมตร ส่วนการใช้ Rupture disk ขนาด 1,350 ปอนด์ตอ่
ตารางนิว้ ชิน้สว่นมีความยาวยอดรองลงมาเฉล่ียเทา่กนัคือ 0.39 เซนตเิมตร         

        เม่ือพิจารณาผลของระยะห่างของชดุยิงกบัชิน้สว่นเปา้หมาย พบว่าความยาวยอดไมมี่ความ
แตกตา่งกนัอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิตทิกุสปัดาห์ของการทดลอง ทัง้ในสปัดาห์ท่ี 4 และ 8 พบวา่ท่ีระยะหา่ง 
9 เซนตเิมตร ชิน้สว่นมีความยาวยอดมากท่ีสดุเฉล่ียเท่ากนัคือ 0.50 เซนตเิมตร  สว่นท่ีระยะหา่ง 6 
เซนตเิมตร ชิน้สว่นมีความยาวยอดรองลงมาเฉล่ียเทา่กนัคือ 0.42 เซนตเิมตร 

        และเม่ือพิจารณาผลของ Rupture disk ร่วมกบั ระยะหา่งของชดุยิงกบัชิน้สว่นเปา้หมาย พบวา่
ความยาวยอด ไมมี่ความแตกตา่งกนัอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิตทิกุสปัดาห์ของการทดลอง ทัง้ในสปัดาห์ท่ี 
4 และ 8 พบว่าการใช้ Rupture disk ขนาด 1,100 ปอนด์ตอ่ตารางนิว้ ร่วมกบั ระยะหา่ง 9 เซนตเิมตร มี
ความยาวยอดมากท่ีสดุเฉล่ียเทา่กนัคือ 0.54 เซนตเิมตร สว่นการใช้ Rupture disk ขนาด 1,100 ปอนด์ตอ่
ตารางนิว้ ร่วมกบั ระยะห่าง 6 เซนตเิมตร มีความยาวยอดรองลงมาเฉล่ียเท่ากนัคือ 0.52 เซนตเิมตร 

เปอร์เซ็นต์กำรตำยของชิน้ส่วนบนอำหำรคัดเลือก 

        เปอร์เซ็นต์การตายของชิน้สว่นไมมี่ความแตกตา่งกนัอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติทกุสปัดาห์ (ตาราง
ท่ี 4.12) ในสปัดาห์ท่ี  8 พบวา่การใช้ Rupture disk ขนาด 1,100 ปอนด์ตอ่ตารางนิว้ ชิน้สว่นมีเปอร์เซ็นต์
การตายมากท่ีสดุเฉล่ีย 30 เปอร์เซนต์ สว่นการใช้ Rupture disk ขนาด 1,350 ปอนด์ตอ่ตารางนิว้ ชิน้สว่น
มีเปอร์เซ็นต์การตายรองลงมาเฉล่ีย 28.33 เปอร์เซ็นต์         

เม่ือพิจารณาผลของระยะหา่งของชดุยิงกบัชิน้สว่นเปา้หมาย พบวา่เปอร์เซ็นต์การตายของชิน้สว่น
ไมมี่ความแตกตา่งกนัอย่างมีนยัส าคญัทางสถิต ิ ในสปัดาห์ท่ี 8 พบว่าท่ีระยะหา่ง 6 เซนตเิมตร ชิน้ส่วนมี
เปอร์เซ็นต์การตายมากท่ีสดุเฉล่ีย 30 เปอร์เซ็นต์  สว่นท่ีระยะหา่ง 9 เซนตเิมตร ชิน้สว่นมีเปอร์เซ็นต์การ
ตายรองลงมาเฉล่ีย 28.33 เปอร์เซ็นต์ 

เม่ือพิจารณาผลของ Rupture disk ร่วมกบั ระยะหา่งของชดุยิงกบัชิน้สว่นเปา้หมาย พบวา่
เปอร์เซ็นต์การตายของชิน้สว่นไมมี่ความแตกตา่งกนัอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ โดยชิน้สว่นจะเร่ิมหยดุการ
เจริญเตบิโตหลงัจากสปัดาห์ท่ี 3 ของการทดลอง และเร่ิมเปล่ียนเป็นสีน า้ตาล ซึง่ในสปัดาห์ท่ี 8 พบวา่การ
ใช้ Rupture disk ขนาด 1,100 ปอนด์ตอ่ตารางนิว้ ร่วมกบั ระยะหา่ง 9 เซนตเิมตร และการใช้ Rupture 
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disk ขนาด 1,350 ปอนด์ตอ่ตารางนิว้ ร่วมกบั ระยะหา่ง 6 เซนตเิมตร ชิน้สว่นมีเปอร์เซ็นต์การตายมาก
ท่ีสดุเฉล่ียเทา่กนัคือ 33.33 เปอร์เซ็นต์ สว่นการใช้ Rupture disk ขนาด 1,100 ปอนด์ตอ่ตารางนิว้ ร่วมกบั 
ระยะหา่ง 6 เซนตเิมตร ชิน้ส่วนมีเปอร์เซ็นต์การตายรองลงมาเฉล่ีย 26.67 เปอร์เซ็นต์ 

ตำรำงท่ี 4.12 คะแนนการเจริญเตบิโตของชิน้สว่น จ านวนยอด ความยาวยอด และเปอร์เซ็นการรอดชีวิต
ของชิน้สว่น จากการเพาะเลีย้งชิน้สว่นยอดท่ีได้จากการเพาะเลีย้งบนอาหารคดัเลือกสตูร MS 
(1962) ท่ีเตมิ kanamycin 50 มิลลิกรัมตอ่ลิตร ร่วมกบั BA 50 ไมโครโมลาร์ เป็นเวลา 8 
สปัดาห์ แล้วน ามาเพาะเลีย้งในอาหารเหลวบนอาหารแข็งสตูร MS (1962) ท่ีเตมิ BA 4.44 ไม
โครโมลาร์ ร่วมกบั NAA 0.54 ไมโครโมลาร์ สปัดาห์ท่ี 16 

 

Treatment  
คะแนนการ

เจริญเติบโต±S.E. 1 
จ านวน
ยอด±S.E.  

ความยาวยอด 
(เซนติเมตร)±S.E.  

เปอร์เซ็นต์การรอด
ชีวิต±S.E.  

Rupture disk 1,100 1.65±0.07 6.48±0.65 0.64±0.26 56.67±23.14 

ปอนด์ตอ่ตารางนิว้ (psi) 1,350 1.25±0.05 5.43±0.22 0.44±0.18 45.00±18.37 

F-test   ns ns ns ns 

ระยะหา่งของชดุยิงกบั
ชิน้สว่นเป้าหมาย         

6 1.17±0.05b 5.17±0.11 0.49±0.20 38.33±15.65 

เซนติเมตร (cm) 9 1.73±0.07a 6.75±0.11 0.59±0.24 63.33±25.85 

F-test   * ns ns ns 

Rupture disk  1,100 psi          ระยะหา่ง 6 cm 1.43±0.09 6.10±0.83 0.65±0.22 50.00±10.00 

 
ระยะหา่ง 9 cm 1.87±0.33 6.87±0.39 0.62±0.05 63.33±20.28 

Rupture disk  1,350 psi       ระยะหา่ง 6 cm 0.90±0.06 4.23±0.79 0.33±0.04 26.67±6.67 

  ระยะหา่ง 9 cm 1.60±0.12 6.63±0.33 0.55±0.05 63.33±6.67 

F-test   ns ns ns ns 

CV (%)   22.8444 21.0386 37.9292 42.364 

ns ไมม่ีความแตกตา่งกนัทางสถิติ  * มีความแตกอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ  ** มีความแตกตา่งกนัอยา่งมนียัส าคญัยิง่ทาง
สถิติ 
1คา่เฉลีย่ทีม่ีอกัษรก ากบัตา่งกนัในแนวตัง้มีความแตกตา่งกนัอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิตเิมื่อเปรียบเทียบโดยวิธี Duncan’s New 
Multiple Range Test ที่ระดบัความเช่ือมัน่ 95% 
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กำรตรวจสอบกำรมีอยู่ของยีน NPTII  ยีน GUS และยีน anti-DFR หลังจำกกำรถ่ำยยีน 
ด้วยวิธี polymerase chain reaction (PCR) 

        หลังจากการถ่ายยีน antisense Dihydroflavonal 4-Reductase (anti-DFR) โดยเคร่ืองยิง
อนุภาคแบบ PDS-1000/He โดยมีพลาสมิดทดสอบคือ พลาสมิด pCAMBIA2301anti-DFR โดยผา่น
การคดัเลือกด้วยสารปฏิชีวนะ kanamycin แล้ว น าต้นบวัหลวงท่ีสามารถเจริญเติบโตได้ในอาหารคดัเลือก 
และต้นบวัหลวงปกตท่ีิไมไ่ด้รับการถ่ายยีนมาสกดัดีเอ็นเอ แล้วน าดีเอ็นเอท่ีได้มาตรวจสอบการมีอยูข่องยีน  
ด้วยไพรเมอร์ท่ีมีความจ าเพาะตอ่ยีน NPTII  ยีน GUS  และยีน anti-DFR ด้วยวิธีพีซีอาร์ โดยใช้ส่วนผสม
ของปฏิกิริยาและอณุหภมูิของปฏิกิริยาตามรายละเอียดในข้อ 3.4.6.2.2 โดยมีต าแหนง่การจบัของคูไ่พร
เมอร์ของทัง้ 3 ยีน ดงัแสดงในภาพท่ี 4.71 จากนัน้น าผลผลิตพีซีอาร์ท่ีได้มาแยกขนาดดีเอ็นเอด้วยวิธี 
electrophoresis ในเจลอะกาโรส 1 เปอร์เซ็นต์ จากผลการตรวจสอบการมีอยูข่องยีน NPTII ด้วยชดุไพร
เมอร์ท่ีมีความจ าเพาะกบัยีน NPTII พบว่าเกิดแถบดีเอ็นเอขนาด 254 bp ของต้นบวัหลวงท่ีได้รับการถ่าย
ยีน ซึง่มีขนาดเท่ากบัแถบดีเอ็นเอท่ีสงัเคราะห์ได้จากพีซีอาร์ของพลาสมิด pCAMBIA2301anti-DFR จาก
การตรวจสอบการมีอยูข่องยีน GUS ด้วยชดุไพรเมอร์ท่ีมีความจ าเพาะกบัยีน GUS พบวา่เกิดแถบดีเอ็นเอ
ขนาด 563 bp ของต้นบวัหลวงท่ีได้รับการถ่ายยีน ซึง่มีขนาดเท่ากบัแถบดีเอ็นเอท่ีสงัเคราะห์ได้จากพีซีอาร์
ของพลาส มิด pCAMBIA2301anti-DFR (ภาพท่ี 4.72) 

        จากการตรวจสอบการมีอยูข่องยีน anti-DFR ตัง้แตบ่ริเวณโปรโมเตอร์ CaMV35S และเทอร์
มิเนเตอร์ NOS ด้วยชดุไพรเมอร์ท่ีมีความจ าเพาะกบัยีน anti-DFR พบว่าเกิดแถบดีเอ็นเอขนาดประมาณ 
800 bp ของต้นบวัหลวงท่ีได้รับการถ่ายยีน ซึง่มีขนาดเทา่กบัแถบดีเอ็นเอท่ีสงัเคราะห์ได้จากพีซีอาร์ของพ
ลาสมิด pCAMBIA2301anti-DFR (ภาพท่ี 4.73)  

 
ภำพท่ี 4.71  ต าแหนง่การเข้าจบัของคูไ่พรเมอร์ตา่งๆของยีน NPTII  ยีน GUS  และยีน anti-DFR ในการ

ท าปฏิกิริยาลกูโซพี่ซีอาร์ 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 



 
 

135 
 

 

ภำพท่ี 4.72 ผลการตรวจสอบการมีอยูข่องยีน โดยใช้ไพรเมอร์ GUS และไพรเมอร์ NPTII  
ชอ่งท่ี 1 ดีเอ็นเอมาตรฐานชนิด 100 bp DNA Ladder  
ชอ่งท่ี 2  Negative control dH2O   
ชอ่งท่ี 3  Negative control ดีเอ็นเอจากต้นบวัหลวงท่ีไมไ่ด้รับการถ่ายยีน  
ชอ่งท่ี 4  Positive control ดีเอ็นเอจากพลาสมิด pCAMBIA2301DFR  
ชอ่งท่ี 5-8 ต้นบวัหลวงท่ีได้รับการถ่ายยีนโดยพลาสมิด pCAMBIA2301anti-DFR 
ชอ่งท่ี 10 Negative control dH2O    
ชอ่งท่ี 11 Negative control ดีเอ็นเอจากต้นบวัหลวงท่ีไม่ได้รับการถ่ายยีน  
ชอ่งท่ี 12 Positive control ดีเอ็นเอจากพลาสมิด pCAMBIA2301DFR 
ชอ่งท่ี 13-16 ต้นบวัหลวงท่ีได้รับการถ่ายยีนโดยพลาสมิด pCAMBIA2301anti-DFR  
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ภำพท่ี 4.73 ผลการตรวจสอบการมีอยูข่องยีน โดยใช้ไพรเมอร์ CaMV35S และ NOS 
ชอ่งท่ี 1 ดีเอ็นเอมาตรฐานชนิด 100 bp DNA Ladder  
ชอ่งท่ี 2  Negative control dH2O   
ชอ่งท่ี 3  Negative control ดีเอ็นเอจากต้นบวัหลวงท่ีไมไ่ด้รับการถ่ายยีน  
ชอ่งท่ี 4  Positive control ดีเอ็นเอจากพลาสมิด pCAMBIA2301anti-DFR  
ชอ่งท่ี 5-8 ต้นบวัหลวงท่ีได้รับการถ่ายยีนโดยพลาสมิด pCAMBIA2301anti-DFR   

 

        จากการตรวจสอบต้นท่ีได้รับการถ่ายยีนจากพลาสมิด pCAMBIA2301anti-DFR ท่ีสามารถ
เจริญเตบิโตได้ในอาหารคดัเลือกท่ีเตมิสารปฏิชีวนะ kanamycin น ามาสกดัดีเอ็นเอเพ่ือตรวจสอบการมีอยู่
ของยีนด้วยวิธีพีซีอาร์ จากชิน้สว่นยอด มีจ านวนทัง้สิน้ 29 ต้น จากทัง้หมด 38 ต้น ท่ีชกัน าได้บนอาหาร
คดัเลือก (ตารางท่ี 4.13) จากนัน้น ายอดท่ีเกิดขึน้บนอาหารคดัเลือกมาท าการตรวจสอบ จ านวน 44 โคลน 
(1 โคลน มาจาก 1 ยอด) พบวา่ต้นท่ีพบการมีอยู่ของยีน GUS  มีจ านวน 32 โคลน จากทัง้หมด 26 ต้น 
(ตารางท่ี 4.14)  สว่นต้นท่ีพบการมีอยูข่องยีน NPTII  มีจ านวน 34 โคลน จากทัง้หมด 28 ต้น  ส่วนต้นท่ีพบ
การมีอยู่ของยีน anti-DFR จ านวน 31 โคลน จากทัง้หมด 21 ต้น โดยในจ านวนนีมี้ 3 โคลน ท่ีพบ 1 ยีน คือ
ยีน NPTII  จ านวน 2 โคลน และยีน anti-DFR จ านวน 1 โคลน และมีจ านวน 2 โคลนท่ีพบการมีอยูข่องยีน 
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2 ยีน คือยีน GUS และ NPTII  สว่นต้นท่ีพบการมีอยูข่องยีนทัง้ 3 ยีน คือยีน GUS ยีน NPTII และยีน anti-
DFR มีจ านวน 30 โคลน จากทัง้หมด 24 ต้น และมีต้นท่ีไมพ่บทัง้ 3 ยีน จ านวน 10 โคลน 

  จากการตรวจสอบต้นท่ีได้รับการถ่ายยีนจากพลาสมิด pCAMBIA2301anti-DFR เข้าสูช่ิน้สว่นตา
ยอดจากคพัภะท่ีมีขนาด 3 มิลลิเมตร จากต้นท่ีสามารถเจริญเป็นยอดได้บนอาหารคดัเลือก จ านวน 6 ต้น 
ซึง่มาจากวิธีการถ่ายยีนท่ีแตกตา่งกนัคือ การยิงด้วยก๊าซฮีเลียมขนาด 1,100 ปอนด์ตอ่ตารางนิว้ โดยใช้
ระยะหา่งของเนือ้เย่ือเปา้หมาย 6 และ 9 เซนตเิมตร อยา่งละ 2 ต้น และ การยิงด้วยก๊าซฮีเลียมขนาด 
1,350 ปอนด์ตอ่ตารางนิว้ โดยใช้ระยะห่างของเนือ้เย่ือเปา้หมาย 9 เซนตเิมตร จ านวน 2 ต้น เม่ือน าทัง้ 6 
ต้นมาตรวจสอบการมีอยู่ของยีน   GUS  ยีน NPTII  และยีน anti-DFR ด้วยวิธีพีซีอาร์ พบทัง้ 3 ยีน ใน
ทัง้หมด 6 ต้น  (ตารางท่ี 4.15) 

ตำรำงท่ี 4.13 จ านวนต้นบวัหลวงพนัธุ์บณุฑริกท่ีชกัน าได้จากการถ่ายยีนเข้าสูเ่นือ้เย่ือยอด และตา
ยอดจากคพัภะ โดยใช้เคร่ืองยิงอนภุาคแบบ PDS-1000/He  

ความดนัก๊าซฮีเลียม
(ปอนด์ตอ่ตารางนิว้) 

ระยะหา่งของเนือ้เยื่อเปา้หมาย
(เซนติเมตร) 

จ านวนต้นท่ีชกัน าได้บนอาหารคดัเลือก 

ยอด ตายอดจากคพัภะ 

1,100 6 8 2 

 9 16 2 

1,350 6 5 0 

 9 11 2 

รวม  38 6 
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ตำรำงท่ี 4.14 ผลการตรวจสอบยีน GUS  ยีน NPTII  ยีน anti-DFR ด้วยเทคนิคพีซีอาร์ ท่ีชกัน าได้ จากกา
ถ่ายยีนเข้าสูเ่นือ้เย่ือยอด โดยใช้เคร่ืองยิงอนภุาคแบบ PDS-1000/He  

ความดนัก๊าซฮีเลยีม 
(ปอนด์ตอ่ตารางนิว้)/ 
ระยะหา่งของเนือ้เยื่อ
เปา้หมาย (เซนติเมตร) 

จ านวนต้นท่ี
ตรวจสอบ 

จ านวนต้นท่ี
ตรวจพบยีน 

GUS 

จ านวนต้นท่ี
ตรวจพบยีน 

NPTII 

จ านวนต้นท่ีตรวจพบ
ยีน anti-DFR 

1,100/6 5 4 5 4 
1,100/9 13 12 13 10 
1,350/6 3 3 3 3 
1,350/9 8 7 7 8 
รวม 29 26 28 21 

 

ตำรำงท่ี 4.15 ผลการตรวจสอบยีน GUS  ยีน NPTII  ยีน anti-DFR ด้วยเทคนิคพีซีอาร์ ท่ีชกัน าได้จากการ
ถ่ายยีนเข้าสูเ่นือ้เย่ือตายอดจากคพัภะ โดยใช้เคร่ืองยิงอนภุาคแบบ PDS-1000/He  

ความดนัก๊าซฮีเลียม 
(ปอนด์ตอ่ตารางนิว้)/ 
ระยะหา่งของเนือ้เย่ือ
เปา้หมาย (เซนตเิมตร) 

จ านวนต้นท่ี
ตรวจสอบ 

จ านวนต้นท่ี
ตรวจพบยีน 

GUS 

จ านวนต้นท่ี
ตรวจพบยีน 

NPTII 

จ านวนต้นท่ีตรวจพบ
ยีน anti-DFR 

1,100/6 2 2 2 2 
1,100/9 2 2 2 2 
1,350/6 0 0 0 0 
1,350/9 2 2 2 2 
รวม 6 6 6 6 

 

กำรตรวจสอบกำรแสดงออกของยีน NPTII และยีน anti-DFR ด้วยวิธี Reversr transcription 
polymerase chain reaction (RT-PCR) 

        หลงัจากการตรวจสอบการมีอยูข่องยีน anti-DFR และยีน NPTII ด้วยวิธีพีซีอาร์แล้ว เพ่ือเป็นการ
ยืนยนัการแสดงออกของยีน anti-DFR จงึท าการตรวจสอบด้วยการใช้เทคนิค RT-PCR โดยการสกดั อาร์
เอ็นเอของบวัหลวงในต้นท่ีได้รับการถ่ายยีน และไมไ่ด้รับการถ่ายยีน แล้วอาศยัการเปล่ียน mRNA เป็น 
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complementary DNA โดยเอนไซม์ reverse transcriptase แล้วท าการเพิ่มจ านวนของชิน้ดีเอ็นเอท่ี
ต้องการ โดยการท าพีซีอาร์ หลงัจากนัน้น าดีเอ็นเอท่ีเพิ่มปริมาณได้มาตรวจวิเคราะห์ปริมาณของดีเอ็นเอ
โดยแยกขนาดดีเอ็นเอด้วยวิธี electrophoresis ในเจลอะกาโรส 1 เปอร์เซ็นต์ โดยมีต าแหนง่การเข้าจบัของ
คูไ่พรเมอร์ NPTII และ DFR  

         จากผลการตรวจสอบการแสดงออกของยีน NPTII ด้วยชดุไพรเมอร์ท่ีมีความจ าเพาะกบัยีน NPTII 
พบวา่เกิดแถบดีเอ็นเอขนาด 254 bp ของต้นบวัหลวงท่ีได้รับการถ่ายยีน ซึง่มีขนาดเทา่กบัแถบดีเอ็นเอท่ี
สงัเคราะห์ได้จากพีซีอาร์ของพลาสมิด pCAMBIA2301anti-DFR จากการตรวจสอบการแสดงออกของยีน 
anti-DFR ด้วยชดุไพรเมอร์ท่ีมีความจ าเพาะกบัยีน anti-DFR พบวา่เกิดแถบดีเอ็นเอขนาดประมาณ 600 
bp ของต้นบวัหลวงท่ีได้รับการถ่ายยีน ซึง่มีขนาดเทา่กบัแถบดีเอ็นเอท่ีสงัเคราะห์ได้จากพีซีอาร์ของพ
ลาสมิด pCAMBIA2301anti-DFR (ภาพท่ี 4.74)  

  จากต้นบวัหลวงท่ีได้รับการตรวจสอบการมีอยูข่องยีน ท่ีได้รับการถ่ายยีนจากพลาสมิด 
CAMBIA2301 anti-DFR จากชิน้สว่นยอด และสามารถน ามาตรวจสอบการแสดงออกของยีนได้ทัง้สิน้ 4 
ต้น พบวา่ต้นท่ีพบการแสดงออกของยีน NPTII มีจ านวน 3 ต้น สว่นต้นท่ีพบการแสดงออกของยีน anti-
DFR จ านวน 2 ต้น โดยในจ านวนนีมี้ 1 ต้นท่ีพบการแสดงออกเพียง 1 ยีน คือยีน NPTII  และมีจ านวน 2 
ต้นท่ีพบการแสดงออกของยีน 2 ยีน คือยีน NPTII และยีน anti-DFR และมีต้นท่ีไมมี่การแสดงออกของยีน
เลย จ านวน 1 ต้น โดยสรุปเป็นตารางผลการตรวจสอบการแสดงออกของยีน NPTII และยีน anti-DFR  
ด้วยวิธี RT-PCR ดงัตารางท่ี 4.16 

ตำรำงท่ี 4.16 ผลการตรวจสอบการแสดงออกของ ยีน NPTII ยีน anti-DFR ด้วยเทคนิค RT-PCR ท่ีชกัน า
ได้จากการถ่ายยีนเข้าสูเ่นือ้เย่ือยอด โดยใช้เคร่ืองยิงอนภุาคแบบ PDS-1000/He  

ความดนัก๊าซฮีเลียม 
(ปอนด์ตอ่ตารางนิว้)/ 
ระยะห่างของเนือ้เย่ือ
เป้าหมาย (เซนติเมตร) 

จ านวนต้นท่ี
ตรวจสอบ 

จ านวนต้นท่ีตรวจพบ 
ยีน NPTII 

จ านวนต้นท่ีตรวจพบ 
ยีน anti-DFR 

1,100/6 - - - 
1,100/9 2 2 1 
1,350/6 1 0 0 
1,350/9 1 1 1 
รวม 4 3 2 

-ไมไ่ด้ตรวจสอบ 
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1    2     3     4     5     6    7     8     9   10   11  12   13   14   15 

 

 

 

ภำพท่ี 4.74  ผลการตรวจสอบการแสดงออกของยีน โดยใช้ไพรเมอร์ NPTII และไพรเมอร์ DFR  
ชอ่งท่ี 1 ดีเอ็นเอมาตรฐานชนิด 100 bp DNA Ladder  
ชอ่งท่ี 2  Negative control dH2O    
ชอ่งท่ี 3  Negative control ดีเอ็นเอจากต้นบวัหลวงท่ีไมไ่ด้รับการถ่ายยีน  
ชอ่งท่ี 4  Positive control ดีเอ็นเอจากพลาสมิด pCAMBIA2301anti-DFR  
ชอ่งท่ี 5-8  ต้นบวัหลวงท่ีมีการแสดงออกของยีน NPTII   
ชอ่งท่ี 9  Negative control dH2O 
ชอ่งท่ี 10  Negative control ดีเอ็นเอจากต้นบวัหลวงท่ีไมไ่ด้รับการถ่ายยีน  
ชอ่งท่ี 11  Positive control ดีเอ็นเอจากพลาสมิด pCAMBIA2301anti-DFR 
ชอ่งท่ี 12-15 ต้นบวัหลวงท่ีมีการแสดงออกของยีน anti-DFR 

 
    4.5.2.2 กำรถ่ำยยีน CHS แบบ antisense ท่ีอยู่บนพลำสมิด pCAMBIA1302 CHSA 
เข้ำสู่เนือ้เย่ือ shoot cluster ของบัวหลวงบุณฑริกและบัวหลวงรำชินี ด้วยวิธียงิอนุภำค 
  ท าการถ่ายยีน CHS แบบ antisense เข้าสู่ shoot cluster ของบวัหลวงบณุฑริกดอก
สีขาวและบัวหลวงราชินีดอกสีชมพู ด้วยวิธียิงอนุภาค โดยใช้พลาสมิดลูกผสม pCAMBIA1302CHSA 
เคลือบบนอนภุาคทองค า (gold particles) ซึ่งใช้เป็นพาหะในการถ่ายยีน และท าการถ่ายยีนด้วยเคร่ืองยิง

~200 bp  
bp 

~500 bp  
bp 

254 bp NPTII  
~600 bp anti-DFR 

Primer NPTII Primer DFR 
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อนภุาค หลงัจากถ่ายยีน เป็นเวลา 1 สปัดาห์ น าไปตรวจสอบประสิทธิภาพของการถ่ายยีนจากการแสดง
ออกแบบชั่วคราวของยีนรายงานผลยีน GFP ด้วยกล้องจุลทรรศน์ ภายใต้แสงฟลูออเรสเซนต์ พบว่า มี
เนือ้เย่ือ shoot cluster ของบวัหลวงบณุฑริก จ านวน 72 ชิน้ พบจดุสีเขียวเรืองแสง (green spot) ของยีน 
GFP (ภาพท่ี 4.75) จากชิน้เนือ้เย่ือทัง้หมด จ านวน 100 ชิน้ มีคะแนนประสิทธิภาพในการถ่ายยีน เฉล่ีย 
0.97+0.20 คะแนน ส่วนบวัหลวงราชินี มีเนือ้เย่ือ shoot cluster จ านวน 75 ชิน้ ท่ีพบจดุสีเขียวเรืองแสง 
(green spot) ของยีน GFP จากชิน้เนือ้เย่ือทัง้หมด จ านวน 100 ชิน้ และมีคะแนนประสิทธิภาพในการถ่าย
ยีน เฉล่ีย 0.99+0.17 คะแนน (ตารางท่ี 4.17) หลงัจากนัน้น าเนือ้เย่ือ shoot cluster ทัง้หมดไปคดัเลือก 
ชิน้เนือ้เย่ือท่ีได้รับการถ่ายยีนบนอาหารคดัเลือก ท่ีมีสารปฏิชีวนะ hygromycin เป็นเวลา 10 สปัดาห์ 
พบว่า ชิน้เนือ้เย่ือ shoot cluster ของบวัหลวงบณุฑริก มีจ านวนเฉล่ียของชิน้เนือ้เย่ือท่ีรอดชีวิตบนอาหาร
คดัเลือกลดลงตามระยะเวลาท่ีเพาะเลีย้งบนอาหารคดัเลือก ในสปัดาห์แรก (สปัดาห์ท่ี 0) มีเนือ้เย่ือท่ีรอด
ชีวิตร้อยละ 100.00+0.00 ในสปัดาห์ท่ี 2 มีเนือ้เย่ือท่ีรอดชีวิตร้อยละ 100.00+0.00 ในสปัดาห์ท่ี 4 มี
เนือ้เย่ือท่ีรอดชีวิตร้อยละ 95.00+3.54 ในสปัดาห์ท่ี 6 มีเนือ้เย่ือท่ีรอดชีวิตร้อยละ 81.00+10.84 ในสปัดาห์
ท่ี 8 มีเนือ้เย่ือท่ีรอดชีวิตร้อยละ 65.00+16.53 และ ในสัปดาห์ท่ี 10 มีเนือ้เย่ือท่ีรอดชีวิตร้อยละ 
56.00+13.87 (ภาพท่ี 4.76 จ) ส่วนชิน้เนือ้เย่ือ shoot cluster ของบวัหลวงราชินี มีจ านวนเฉล่ียของชิน้
เนือ้เย่ือท่ีรอดชีวิตบนอาหารคดัเลือกลดลงตามระยะเวลาท่ีเพาะเลีย้งบนอาหารคดัเลือกด้วยเช่นกนั โดยใน
สปัดาห์แรก (สปัดาห์ท่ี 0) มีเนือ้เย่ือท่ีรอดชีวิตร้อยละ 100.00+0.00 ในสปัดาห์ท่ี 2 มีเนือ้เย่ือท่ีรอดชีวิตร้อย
ละ 100.00+0.00 ในสปัดาห์ท่ี 4 มีเนือ้เย่ือท่ีรอดชีวิตร้อยละ 98.00+2.74 ในสปัดาห์ท่ี 6 มีเนือ้เย่ือท่ีรอด
ชีวิตร้อยละ 91.00+8.94 ในสปัดาห์ท่ี 8 มีเนือ้เย่ือท่ีรอดชีวิตร้อยละ 72.00+14.83 และ ในสปัดาห์ท่ี 10 มี
เนือ้เย่ือท่ีรอดชีวิตร้อยละ 61.00+18.51 (ภาพท่ี 4.76 ฉ) จากนัน้น าชิน้เนือ้เย่ือ shoot cluster ของบวัหลวง
บุณฑริกและบวัหลวงราชินีท่ีรอดชีวิตบนอาหารคดัเลือก ไปเพาะเลีย้งต่อบนอาหาร regeneration เป็น
เวลา 8 สปัดาห์ พบว่า มีชิน้เนือ้เย่ือบางส่วนไม่สามารถเจริญเติบโต และตาย มีชิน้เนือ้เย่ือเพียงบางส่วนท่ี
สามารถเจริญเติบโตได้บนอาหาร regeneration ชิน้เนือ้เย่ือ shoot cluster ของบวัหลวงบุณฑริก ท่ี
สามารถเจริญเติบโตเป็นต้นบวัหลวงได้ มีจ านวน 2 ต้น คือ ต้นบวัหลวงบุณฑริกหมายเลข B3/2 และ
หมายเลข B5/12 (ภาพท่ี 4.77) ส่วนบวัหลวงราชินี มีชิน้เนือ้เย่ือ shoot cluster ท่ีสามารถเจริญเติบโตเป็น
ต้นบวัหลวงได้ จ านวน 5 ต้น คือ ต้นบวัหลวงราชินีหมายเลข R1/2, หมายเลข R2/1, หมายเลข R2/4,
หมายเลข R2/11 และ หมายเลข R5/12 (ภาพท่ี 4.78) จากนัน้น าต้นบวัหลวงบณุฑริกและบวัหลวงราชินีไป
ตรวจสอบการแสดงออกของยีนรายงานผลยีน GFP ด้วยกล้องจลุทรรศน์ ภายใต้แสงฟลอูอเรสเซนต์ พบว่า 
ต้นบวัหลวงบณุฑริกหมายเลข B3/2 มีการเจริญเติบโตได้ดี มีการเกิดยอด รากและใบขนาดใหญ่ พบการ
เรืองแสงสีเขียวของยีน GFP ท่ีบริเวณปลายราก แตไ่ม่พบการเรืองแสงสีเขียวท่ีบริเวณใบและล าต้น และ
ต้นบวัหลวงบณุฑริกหมายเลข B5/12 มีการเจริญเติบโตได้ดี มีการเกิดยอด รากและใบขนาดใหญ่ พบการ
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เรืองแสงสีเขียวของยีน GFP ท่ีบริเวณกาบใบ และบริเวณบางส่วนของราก แตไ่ม่พบการเรืองแสงสีเขียวท่ี
บริเวณใบ และล าต้น ส่วนต้นบวัหลวงราชินี พบว่า ต้นบวัหลวงราชินีหมายเลข R1/2 มีใบขนาดใหญ่ 1 ใบ 
แตย่อดและสว่นอ่ืนๆ ไม่เจริญเติบโต และตายเปล่ียนเป็นสีน า้ตาล-ด า พบว่า มีจดุเรืองแสงสีเขียวจดุเล็กๆ 
บนใบ และใบและก้านใบบางสว่นท่ีตาย มีการเรืองแสงสีเขียว แตไ่มพ่บการเรืองแสงท่ีเนือ้เย่ือส่วนยอดและ
ล าต้น ต้นบวัหลวงราชินีหมายเลข R2/1 มีการเจริญเติบโตได้ดี มีการเกิดยอด รากและใบขนาดใหญ่ พบ
การเรืองแสงสีเขียวของยีน GFP ท่ีบริเวณบางสว่นของราก และบริเวณกาบใบ แตไ่มพ่บการเรืองแสงสีเขียว
ท่ีบริเวณใบ และล าต้น ต้นบวัหลวงราชินีหมายเลข R2/4 (ภาพท่ี 4.79) มีใบเจริญเติบโตขึน้ 1 ใบ มีขนาด
ใหญ่ แต่เนือ้เย่ือส่วนอ่ืนไม่เจริญเติบโต และมีบางส่วนตาย พบการเรืองแสงสีเขียวของยีน GFP เป็นจุด
ขนาดใหญ่ท่ีใบ และยอดบางยอดท่ีตาย ต้นบวัหลวงราชินีหมายเลข R2/11 มียอดและใบขนาดเล็กเกิดขึน้ 
แตไ่ม่พบการเรืองแสงของยีน GFP และ หมายเลข 5/12 มีการเจริญเติบโตได้ดี มีการเกิดยอด รากและใบ
ขนาดใหญ่ แตไ่ม่พบการเรืองแสงสีเขียวของยีน GFP ในส่วนท่ีเจริญเติบโต พบการเรืองแสงสีเขียวเฉพาะ
ในส่วนของยอดและใบท่ีตาย ในชิน้เนือ้เย่ืออ่ืนๆ ท่ีไม่สามารถเจริญเติบโตบนอาหาร regeneration พบว่า 
มีเนือ้เย่ือบางชิน้ท่ีตาย มีการเรืองแสงสีเขียวของยีน GFP ในยอดและใบบางส่วน เช่น ต้นบวัหลวงบณุฑริก
หมายเลข B3/1และต้นบวัหลวงราชินีหมายเลข R2/6 และหมายเลข R4/6 เป็นต้น จากนัน้ตดัเนือ้เยือ้ส่วน
ใบและล าต้นของบวัหลวงบณุฑริกหมายเลข B3/2 และหมายเลข B5/12 และตดัเนือ้เย่ือส่วนใบและล าต้น
ของต้นบวัหลวงราชินีหมายเลข R2/1 และหมายเลข R5/1 ตดัเนือ้ส่วนใบของบวัหลวงราชินีหมายเลข 
R1/2, R2/4 และหมายเลข R2/11 น าไปสกดั genomic DNA เพ่ือตรวจสอบการมีอยู่ของยีน GPF และยีน 
hptII ในต้นบวัหลวงท่ีได้รับการถ่ายยีน และสกดั RNA และสงัเคราะห์ cDNA เพ่ือน าใช้ในการศกึษาการ
แสดงออกของยีน CHS ตอ่ไป 
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ภำพท่ี 4.75 การแสดงออกแบบชัว่คราวของยีน GFP (ลกูศร) ของต้นบวัหลวงบณุฑริก หลงัจากการถ่าย
ยีน; ต้นบวัหลวงท่ีไมไ่ด้รับการถ่ายยีน (ก) ภายใต้แสงปกติ, (ข) ภายใต้แสงฟลอูอเรสเซนต์, 
ต้นบวัหลวงท่ีได้รับการถ่ายยีน (ค) และ (จ.) ภายใต้แสงปกติ, (ง) และ (ฉ) ภายใต้แสงฟลอูอ
เรสเซนต์ ((ก), (ข), (ค) และ (ง) ก าลงัขยาย 12x, (จ) และ (ฉ) ก าลงัขยาย 7x) 
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ตำรำงที่  4.17 ประสิทธิภาพในการถ่ายยีน CHS แบบ antisense ด้วยวิธียิงอนุภาค เข้าสู่ชิน้เนือ้เย่ือ 
shoot cluster ของบวัหลวงบณุฑริกและบวัหลวงราชินี  

 บวัหลวงบณุฑริก บวัหลวงราชินี  

จ านวนชิน้เนือ้เย่ือท่ีถ่ายยีนทัง้หมด (ชิน้) 100 100 

จ านวนชิน้เนือ้เย่ือท่ีพบการแสดงออกของยีน GFP (ชิน้) 72 75 

คะแนนการแสดงออกของยีน GFP (คะแนนเตม็ 5 คะแนน) 0.97+0.20 0.99+0.17 

ร้อยละเฉล่ียของชิน้เนือ้เย่ือท่ีรอดชีวิตบนอาหารคดัเลือก (ชิน้) 56.00+13.87 61.00+18.51 

จ านวนชิน้เนือ้เย่ือท่ีเจริญเติบโตบนอาหาร regeneration (ชิน้) 2 5 

จ านวนชิน้เนือ้เย่ือท่ีพบการแสดงออกของยีน GFP (ชิน้) 2 3 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 



 
 

145 
 

 

ภำพท่ี 4.76 ต้นบวัหลวงท่ีได้รับการถ่ายยีนหลงัจากการคดัเลือกเป็นเวลา 10 สปัดาห์; (ก) ต้นบวัหลวง
บณุฑริก และ (ข) ต้นบวัหลวงราชินีท่ีไมไ่ด้รับการถ่ายยีนท่ีเพาะเลีย้งบนอาหารปกติ, (ค) ต้น
บวัหลวงบณุฑริก และ (ง) ต้นบวัหลวงราชินีท่ีไมไ่ด้รับการถ่ายยีนท่ีเพาะเลีย้งบนอาหาร
คดัเลือก และ (ค) ต้นบวัหลวงบณุฑริก และ (ฉ) ต้นบวัหลวงราชินีท่ีได้รับการถ่ายยีนท่ี
เพาะเลีย้งบนอาหารคดัเลือก 

 

 

ภำพท่ี 4.77 ต้นบวัหลวงบณุฑริกท่ีได้รับการถ่ายยีน; (ก) ต้นควบคมุท่ีไมไ่ด้รับการถ่ายยีน และ (ข) ต้น
ควบคมุท่ีไมไ่ด้รับการถ่ายยีน และเพาะเลีย้งบนอาหารคดัเลือก และ (ค) ต้นบวัหลวงบณุฑริก
ท่ีได้รับการถ่ายยีนท่ีรอดชีวิตบนอาหารคดัเลือก หมายเลข B3/2 และหมายเลข B5/12  

 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 



 
 

146 
 

 

ภำพท่ี 4.78 ต้นบวัหลวงราชินีท่ีได้รับการถ่ายยีน; (ก) ต้นควบคมุท่ีไมไ่ด้รับการถ่ายยีน, (ข) ต้นควบคมุท่ี
ไมไ่ด้รับการถ่ายยีนและเพาะเลีย้งบนอาหารคดัเลือก, ต้นบวัหลวงราชินีท่ีได้รับการถ่ายยีน
และรอดชีวิตบนอาหารคดัเลือก (ค) หมายเลข R1/2, (ง) หมายเลข R2/1, (จ) หมายเลข 
R2/4, (ฉ) หมายเลข R2/11 และ (ช) หมายเลข 5-12  

 

 

ภำพท่ี 4.79 การแสดงออกของยีน GFP ของต้นบวัหลวงราชินี หมายเลข R2/11; สว่นยอดและใบ (ก) 
ภายใต้แสงปกติ, (ข) ภายใต้แสงฟลอูอเรสเซนต์ ไมพ่บการเรืองแสงสีเขียวของยีน GFP ท่ีสว่น
ยอด และใบขนาดเล็กท่ีเกิดขึน้ ((ก) และ (ข) ก าลงัขยาย 12x) 
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 4.5.2.2.1 ผลกำรตรวจสอบกำรมีอยู่ของยีน GFP และยีน hptII ใน 
genomic DNA ของต้นบัวหลวงท่ีได้รับกำรถ่ำยยีนด้วยเทคนิค PCR   

  ท าการสกดั genomic DNA จากใบและล าต้นของต้นบวัหลวงบณุฑริกหมายเลข B3/2, ใบ
และล าต้นของต้นบวัหลวงบณุฑริกหมายเลข B5/12, ใบของต้นบวัหลวงราชินีหมายเลข R1/2,ใบและล าต้น
ต้นบวัหลวงราชินีหมายเลข R2/1, ใบของต้นบวัหลวงราชินีหมายเลข R2/4, ใบของต้นบวัหลวงราชินี
หมายเลข R2/11, ใบและล าต้นต้นบวัหลวงราชินีหมายเลข R5/1 และใบของต้นบวัหลวงบณุฑริกและบวั
หลวงราชินี ต้นควบคมุท่ีไม่ได้รับการถ่ายยีน น ามาตรวจสอบการมีอยู่ของยีน GFP  และ ยีน hptII ด้วยเทคนิค 
PCR โดยใช้ genomic DNA ท่ีสกดัจากจากใบอ่อนของต้นบวัหลวงบุณฑริกและบวัหลวงราชินีท่ีได้รับการถ่าย
ยีน และต้นควบคมุท่ีไม่ได้รับการถ่ายยีนท่ีเจือจางด้วยน า้กลั่นในอัตราส่วน 1 ต่อ 10 เท่า และใช้พลาสมิด 
pCAMBIA1302CHSA ท่ีเจือจางด้วยน า้กลัน่ในอตัราสว่น 1 ตอ่ 50 เท่า เป็น DNA ต้นแบบ ในปฏิกิริยา PCR และ
ท าการตรวจสอบการมีอยู่ของยีน GFP ด้วยไพรเมอร์จ าเพาะ GFP_forward primer  และ GFP_reverse primer 
และตรวจสอบการมีอยู่ของยีน hptII ด้วยไพรเมอร์จ าเพาะ Hygro_forward primer  และ Hygro_reverse 
primer และใช้ยีน   CHS  เป็นยีนอ้างอิงในการตรวจสอบการมีอยู่ของยีนใน genomic DNA โดยใช้ไพรเมอร์
จ าเพาะ CHS_forward primer และ CHS_reverse primer พบว่า  เม่ือน า genomic DNA จากใบและล าต้นของ
ต้นบวัหลวงบณุฑริกหมายเลข B3/2, genomic DNA จากใบและล าต้นของต้นบวัหลวงบณุฑริกหมายเลข 
B5/12 และ genomic DNA จากใบของต้นบวัหลวงบณุฑริกท่ีไม่ได้รับการถ่ายยีน มาท าปฏิกิริยา PCR โดยใช้
ไพรเมอร์ CHS_forward primer และ CHS_reverse primer พบแถบ DNA ของผลผลิต PCR ขนาดประมาณ 450 
bp ของยีน CHS ในทกุตวัอย่าง (ภาพท่ี 4.80 ก) แสดงว่าตวัอย่าง genomic DNA ของทกุตวัอย่าง genomic DNA 
จากบวัหลวงบณุฑริก สามารถน ามาใช้เป็น DNA ต้นแบบในการท า PCR ได้ แตเ่ม่ือใช้ไพรเมอร์ Hygro_forward 
primer  และ Hygro_reverse primer พบว่า มีเฉพาะตวัอย่าง genomic DNA จากใบและล าต้นของต้นบวัหลวง
บณุฑริกหมายเลข B3/2 และ ต้นบวัหลวงบณุฑริกหมายเลข B5/12 เท่านัน้ท่ีพบแถบ DNA ของผลผลิต PCR 
ของยีน hptII ขนาดประมาณ 300 bp (ภาพท่ี 4.80 ข) ไม่พบแถบ DNA ของผลผลิต PCR ในตวัอย่างของ genomic 
DNA จากใบของต้นบวัหลวงบณุฑริกท่ีไม่ได้รับการถ่ายยีน และเม่ือใช้ไพรเมอร์ GFP_forward primer  และ 
GFP_reverse primer พบว่า มีเฉพาะตวัอย่าง genomic DNA จากใบและล าต้นของต้นบวัหลวงบุณฑริก
หมายเลข B3/2 และ genomic DNA จากใบและล าต้นของต้นบวัหลวงบณุฑริกหมายเลข B5/12 เท่านัน้ท่ี
พบแถบ DNA ของผลผลิต PCR ของยีน GFP ขนาดประมาณ 400 bp (ภาพท่ี 4.80 ค) ไม่พบแถบ DNA ของ
ผลผลิต PCR ในตวัอย่างของ genomic DNA จากใบของต้นบวัหลวงบณุฑริกท่ีไม่ได้รับการถ่ายยีน แสดงว่ายีนท่ี
ถ่ายเข้าได้เข้าไปในส่วนของ genomic DNA สอดคล้องกับผลการเจริญเติบโตได้บนอาหารคดัเลือกท่ีมีสาร
ปฏิชีวนะ hygromycin ได้ และพบกาเรืองแสงของยีน GFP ในต้นบวัหลวงบุณฑริกหมายเลข B3/2 และต้นบวั
หลวงบณุฑริกหมายเลข B5/12 

ข 
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 เม่ือน า genomic DNA จากใบของต้นบวัหลวงราชินีหมายเลข R1/2, genomic DNA จากใบและล า
ต้นของต้นบวัหลวงราชินีหมายเลข R2/1, genomic DNA จากใบของต้นบวัหลวงราชินีหมายเลข R2/4, 
genomic DNA จากใบของต้นบวัหลวงราชินีหมายเลข R2/11,  genomic DNA จากใบและล าต้นของต้นบวั
หลวงราชินีหมายเลข R5/1 และ genomic DNA จากใบของต้นบวัหลวงราชินีท่ีไม่ได้รับการถ่ายยีน มาท า
ปฏิกิริยา PCR โดยใช้ไพรเมอร์ CHS_forward primer และ CHS_reverse primer พบแถบ DNA ของผลผลิต 
PCR ของยีน CHS  ขนาดประมาณ 450 bp ในทกุตวัอย่าง (ภาพท่ี 4.81 ก) แสดงว่าตวัอย่าง genomic DNA ของ
ทุกตวัอย่างจากบวัหลวงราชินีสามารถน ามาใช้เป็น DNA ต้นแบบในการท า PCR ได้ แต่เม่ือใช้ไพรเมอร์ 
Hygro_forward primer  และ Hygro_reverse primer พบว่า มีเฉพาะตวัอย่าง genomic DNA จากใบของต้น
บวัหลวงราชินีหมายเลข R1/2,  genomic DNA จากใบและล าต้นของต้นบวัหลวงราชินีหมายเลข R2/1, 
genomic DNA จากใบของต้นบวัหลวงราชินีหมายเลข R2/4 และ genomic DNA จากใบและล าต้นของต้น
บวัหลวงราชินีหมายเลข R5/1 เท่านัน้ท่ีพบแถบ DNA ของผลผลิต PCR ของยีน hptII ขนาดประมาณ 300 bp 
(ภาพท่ี 4.81 ข) ไม่พบแถบ DNA ของผลผลิต PCR ในตวัอย่างของ genomic DNA จากใบของต้นบวัหลวงราชินี
หมายเลข R2/11 และ genomic DNA จากใบของต้นบวัหลวงราชินีท่ีไม่ได้รับการถ่ายยีน และเม่ือใช้ไพรเมอร์ 
GFP_forward primer  และ GFP_reverse primer พบว่า มีเฉพาะตวัอย่าง genomic DNA จากใบของต้นบวั
หลวงราชินีหมายเลข R1/2, genomic DNA จากใบของต้นบวัหลวงราชินีหมายเลข R2/11 และ genomic 
DNA จากใบของต้นบวัหลวงราชินีหมายเลข R5/1 เทา่นัน้ท่ีพบแถบ DNA ของผลผลิต PCR ของยีน GFP ขนาด
ประมาณ 400 bp (ภาพท่ี 4.81 ค) พบแถบ DNA ของผลผลิต PCR ของยีน GFP แบบเจือจางจากตวัอย่าง 
genomic DNA จากใบของต้นบวัหลวงราชินีหมายเลข R2/1 และ genomic DNA จากล าต้นของต้นบวัหลวง
ราชินีหมายเลข R5/1 และไม่พบแถบ DNA ของผลผลิต PCR ในตวัอย่างของ genomic DNA ล าต้นของต้นบวั
หลวงราชินีหมายเลข R2/1, genomic DNA จากใบของต้นบวัหลวงราชินีหมายเลข R2/4 และ genomic 
DNA จากใบของต้นบวัหลวงราชินีท่ีไมไ่ด้รับการถ่ายยีน 
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ภำพที่  4.80 ผลการตรวจสอบการมีอยู่ของยีน GFP และยีน hptII ใน genomic DNA ของต้นบวัหลวง
บณุฑริกท่ีได้รับการถ่ายยีน ด้วยเทคนิค PCR; (ก) ยีน CHS ยีนอ้างอิง, (ข) ยีน hptII และ (ค) 
ยีน GFP; (C-B) ต้นบวัหลวงท่ีไม่ได้รับการถ่ายยีน, ใบ (B3/2L) และ ล าต้น (B3/2S) ของต้น
หมายเลข B3/2 และ ใบ (B5/12L) และ ล าต้น (B5/12S) ของต้นหมายเลข B5/12 (M = 1kb 
DNA marker)  

 

 

ภำพท่ี 4.81 ผลการตรวจสอบการมีอยูข่องยีน GFP และยีน hptII ใน genomic DNA ของต้นบวัหลวงราชินี
ท่ีได้รับการถ่ายยีน CHS ด้วยเทคนิค PCR; (ก.) ยีน CHS ยีนอ้างอิง, (ข.) ยีน hptII และ (ค.) 
ยีน GFP; (C-R) ใบของต้นบวัหลวงท่ีไมไ่ด้รับการถ่ายยีน, ใบ (R1/2L) ของต้นหมายเลข 
R1/2, สว่นใบ(R2/1L) และ ล าต้น (R2/1S) ของต้นหมายเลข R2/1, ใบ (R2/4L)ของต้น
หมายเลข R2/4, ใบ (R2/11L) ของต้นหมายเลข R2/11 และ ใบ (R5/1L) และ ล าต้น(R5/1S) 
ของต้นหมายเลข R5/1 (C- = negative control (dH2O), C+ = positive control 
(pCAMBIA1302CHSA) และ M = 1kb DNA marker) 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 



 
 

150 
 

    4.5.2.2.2 ผลกำรศึกษำปริมำณกำรแสดงออกของยีน CHS ในต้นบัว
หลวงบุณฑริกและบัวหลวงรำชินีที่ได้รับกำรถ่ำยยีน ด้วยเทคนิค semi-quantitative RT-PCR 

  ท าการสกดั RNA จากใบและล าต้นของต้นบวัหลวงบณุฑริกหมายเลข B3/2, ใบและล า
ต้นของต้นบวัหลวงบณุฑริกหมายเลข B5/12, ใบของต้นบวัหลวงราชินีหมายเลข R1/2,ใบของต้นบวัหลวง
ราชินีหมายเลข R2/1, ใบของต้นบวัหลวงราชินีหมายเลข R2/4, ใบของต้นบวัหลวงราชินีหมายเลข R2/11, 
ใบของต้นบวัหลวงราชินีหมายเลข R5/1 และใบของต้นบวัหลวงบณุฑริกและบวัหลวงราชินี ต้นควบคมุท่ี
ไมไ่ด้รับการถ่ายยีน จากนัน้น า RNA ท่ีได้ท าการสงัเคราะห์ cDNA มาศกึษาเปรียบเทียบระดบัการแสดงออก
ของยีน CHS ในต้นบวัหลวงบณุฑริกและบวัหลวงราชินีท่ีได้รับการถ่ายยีน CHS  แบบ antisense ท่ีอยู่บนพ
ลาสมิด  pCAMBIA1302 CHSA  ด้วยเทคนิค Semi-quantitative RT-PCR ตามวิธีการของ ชยัวรกลุ  ไชย
ปัญญา (2555) โดยเร่ิมต้นจากปรับความเข้มข้นของ cDNA ท่ีสงัเคราะห์ได้จากใบอ่อนและต้นออ่นของบวั
หลวงบณุฑริกและบวัหลวงราชินีท่ีได้รับการถ่ายยีน และต้นควบคมุท่ีไมไ่ด้รับการถ่ายยีนให้เท่ากนัโดยการ
เปรียบ เทียบจากปริมาณการแสดงออกของยีน 18S rRNA ด้วยเทคนิค PCR หลงัจากเจือจางความเข้มข้นของ 
cDNA ให้เท่ากนั โดยใช้ผลผลิต PCR ของยีน 18S rRNA เป็น DNA อ้างอิงแล้ว น า cDNA ท่ีได้ไปใช้ท า
ปฏิกิริยา PCR โดยใช้ไพรเมอร์ CHSA_forward primer และ CHSA_reverse primer เพ่ือตรวจสอบระดบัการ
แสดงออกของยีน CHS ในต้นบวัหลวงบณุฑริกและบวัหลวงราชินีท่ีได้รับการถ่ายยีน และต้นควบคมุท่ีไมไ่ด้
รับการถ่ายยีน เม่ือใช้ตวัอยา่ง cDNA จากต้นบวัหลวงบณุฑริก พบว่า ความเข้มของแถบ DNA ของผลผลิต 
PCR ของบางสว่นของยีน CHS ท่ีโคลนได้จาก cDNA ของใบและล าต้นของบวัหลวงบณุฑริกหมายเลข B3/2 
และ cDNA ของล าต้นของบวัหลวงบณุฑริกหมายเลข B5/12 มีความเข้มมากท่ีสดุ และมีความเข้มใกล้เคียง
กนั (ภาพท่ี 4.82) ส่วนความเข้มของแถบ DNA ของผลผลิต PCR ของบางส่วนของยีน CHS ท่ีโคลนได้จาก 
cDNA ของใบของต้นบวัหลวงบณุฑริกท่ีไมไ่ด้รับการถ่ายยีน มีความเข้มเจือจางลง และความเข้มของแถบ 
DNAของผลผลิต PCR ของบางส่วนของยีน CHS ท่ีโคลนได้จาก cDNA ของใบของต้นบวัหลวงบณุฑริก
หมายเลข  B5/12 มีความเข้มน้อยท่ีสดุ ในขณะท่ีความเข้มของแถบ DNAของผลผลิต PCR ของยีน 18S rRNA 
ซึง่เป็นยีนอ้างอิงมีความเข้มใกล้เคียงกนั แสดงว่าใบและล าต้นของบวัหลวงบณุฑริกหมายเลข B3/2 และล า
ต้นของบวัหลวงบณุฑริกหมายเลข B5/12 มีระดบัการแสดงออกของยีน CHS มากขึน้ เม่ือเปรียบเทียบกบั
สว่นใบของต้นบวัหลวงบณุฑริกท่ีไมไ่ด้รับการถ่ายยีน สว่นใบของต้นบวัหลวงบณุฑริกหมายเลข B5/12 มี
ระดบัการแสดงออกของยีน CHS ลดลงเล็กน้อย เม่ือเปรียบเทียบกบัสว่นใบของต้นบวัหลวงบณุฑริกท่ีไมไ่ด้
รับการถ่ายยีน 

 เม่ือใช้ cDNA จากต้นบวัหลวงราชินี พบว่า ความเข้มของแถบ DNA ของผลผลิต PCR ของบางส่วน
ของยีน CHS ท่ีโคลนได้จาก cDNA ของใบของต้นบวัหลวงราชินีหมายเลข R2/1, cDNA ของใบของต้นบวั
หลวงราชินีหมายเลข R2/11 และ cDNA ของใบของต้นบวัหลวงราชินีท่ีไมไ่ด้รับการถ่ายยีน มีความเข้มมาก
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ท่ีสดุ และมีความเข้มใกล้เคียงกนั (ภาพท่ี 4.82) ในขณะท่ีความเข้มของแถบ DNA ของผลผลิต PCR ของ
บางส่วนของยีน CHS ท่ีโคลนได้จาก cDNA ของใบของต้นบวัหลวงราชินีหมายเลข R1/2 และ cDNA ของใบ
ของต้นบวัหลวงราชินีหมายเลข R5/1 มีความเข้มใกล้เคียงกนั และมีความเข้มน้อยกวา่ผลผลิต PCR ของ
บางส่วนของยีน CHS ท่ีโคลนได้จาก cDNA ของใบของต้นบวัหลวงราชินีท่ีไมไ่ด้รับการถ่ายยีน ในขณะท่ีความ
เข้มของแถบ DNAของผลผลิต PCR ของยีน 18S rRNA ซึง่เป็นยีนอ้างอิงมีความเข้มใกล้เคียงกนั แสดงวา่ ใบ
ของต้นบวัหลวงราชินีหมายเลข R2/1, ใบของต้นบวัหลวงราชินีหมายเลข R2/11 และ ใบของต้นบวัหลวง
ราชินีท่ีไมไ่ด้รับการถ่ายยีนใบ มีระดบัการแสดงออกของยีน CHS ในระดบัใกล้เคียงกนั สว่นใบของต้นบวั
หลวงราชินีหมายเลข R1/2 และใบของต้นบวัหลวงราชินีหมายเลข R5/1 มีระดบัการแสดงออกของยีน 
CHS ลดลง เม่ือเทียบกบัใบของต้นบวัหลวงราชินีท่ีไมไ่ด้รับการถ่ายยีนใบ สว่น cDNA ของใบของต้นบวั
หลวงราชินีหมาย เลข 2/4 มีความเข้มข้นน้อยมาก จงึท าให้ความเข้มของแถบ DNA ของผลผลิต PCR ของ
ยีน 18S rRNA ท่ีโคลนได้ มีความเข้มน้อยมาก เม่ือเทียบกบัตวัอยา่งอ่ืน และเม่ือน า cDNA ไปท า PCR จงึ
ท าให้ไมส่ามารถมองเห็นแถบ DNA ของผลผลิต PCR ของยีน CHS ได้  

 

 

ภำพท่ี 4.82 การศกึษาปริมาณการแสดงออกของยีน CHS (458 bp) ในต้นบวัหลวงท่ีได้รับการถ่ายยีน 
ด้วยเทคนิค Semi-quantitative RT-PCR โดยใช้ยีน 18S rRNA เป็นยีนอ้างอิง (ประมาณ 600 
bp); สว่นใบ (C-B) ของต้นบวัหลวงบณุฑริกท่ีไมไ่ด้รับการถ่ายยีน, สว่นใบ (B3/2L) และล าต้น 
(B3/2S) ของต้นบวัหลวงบณุฑริกหมายเลข B3/2, สว่นใบ (B5/12L) และ ล าต้น (B5/12S) 
ของต้นบวัหลวงบณุฑริกหมายเลข B5/12, สว่นใบ (C-R) ของต้นบวัหลวงราชินีท่ีไมไ่ด้รับการ
ถ่ายยีน, สว่นใบ (R1/2) ของต้นบวัหลวงราชินีหมายเลข R1/2, สว่นใบ (R2/1) ของต้นบวั
หลวงราชินีหมายเลข R2/1, สว่นใบ (R2/4) ของต้นบวัหลวงราชินีหมายเลข R2/4, สว่นใบ 
(R2/11) ของต้นบวัหลวงราชินีหมายเลข R2/11 และ สว่นใบ (R5/1) ของต้นบวัหลวงราชินี
หมายเลข R5/1 (M = 1 kb DNA marker) 
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 4.5.2.3 กำรถ่ำยยีน 4’CGT โดยใช้อะโกรแบคทีเรียมเป็นพำหะ 

   พลาสมิด pCAM4'CGT ได้ถกูถ่ายโอนเข้าสูเ่ซลล์อะโกรแบคทีเรียมสายพนัธุ์ 
EHA105 เพ่ือใช้ในการถ่ายยีนเข้าสู ่ shoot cluster ของบวัหลวง โดยน า shoot cluster เลีย้งร่วมกบั
เซลล์อะโกรแบคทีเรียมสายพนัธุ์ EHA105 ท่ีมีพลาสมิด pCAM4'CGT ในอาหารเหลว MS ท่ีมีสารอะซิโต
ไซริงโกนความเข้มข้น 100 µM จากนัน้เจือจางความเข้มข้นของเซลล์อะโกรแบคทีเรียม เป็น 1:10 ด้วย
อาหารเหลว MS แชร่่วมกนัเป็นเวลา 10 นาที จากนัน้ย้าย shoot cluster ลงบนอาหารแข็ง MS ท่ีเตมิ BA 
ความเข้มข้น 50 ไมโครโมลาร์ ร่วมกบัสารปฏิชีวนะกานามยัซินความเข้มข้น 50 มิลลิกรัมตอ่ลิตร และ 
อะม็อกซิซิลลิน 300 มิลลิกรัมตอ่ลิตร  shoot cluster ของบวัหลวงท่ีใช้ในการทดลองทัง้หมด 442 ต้น 
แบง่เป็นครัง้ท่ี 1 จ านวน 100 ชิน้ ครัง้ท่ี 2 จ านวน 100 ชิน้ ครัง้ท่ี 3 จ านวน 95 ชิน้ ครัง้ท่ี 4 จ านวน 63 ชิน้ 
และครัง้ท่ี 5 จ านวน 84 ชิน้ โดยครัง้ท่ี 1-3 ไมพ่บต้นบวัหลวงท่ีรอดชีวิต สว่นครัง้ท่ี 4 พบต้นบวัหลวงท่ีรอด
ชีวิตโดยตดิตามการเจริญเติบโตทกุ 2 สปัดาห์ (ภาพท่ี 4.83) พบวา่ shoot cluster ของบวัหลวงสามารถ
พฒันาเป็นยอดใหมเ่พิ่มขึน้จนถึงสปัดาห์ท่ี 12 โดยมีจ านวนยอดเฉล่ีย 5 ยอด โดยหลงัจากสปัดาห์ท่ี 12 
ขนาดยอดเฉล่ียมีแนวโน้มลดลงและเม่ือ shoot cluster มีอาย ุ14 สปัดาห์ พบว่าจ านวนยอดเฉล่ียได้ลดลง
เหลือ 2.52 ยอด เน่ืองจากชิน้สว่นตายหรือยอดตาย เม่ือศกึษาขนาดชิน้สว่นเฉล่ียพบวา่ชิน้สว่น shoot 
cluster มีขนาดเพิ่มมากขึน้จนถึงสปัดาห์ท่ี 12 มีขนาดเฉล่ีย 1.49 เซนตเิมตร โดยหลงัจากสปัดาห์ท่ี 12 
การเจริญเติบโตมีแนวโน้มลดลงเหลือ 1.34 เซนตเิมตร และเม่ือศกึษาเปอร์เซ็นต์การรอดชีวิตของ shoot 
cluster หลงัจากการถ่ายยีน พบวา่ในสปัดาห์ท่ี 2 ถึง 6 shoot cluster มีอตัราการรอดชีวิตท่ี 96.82 
เปอร์เซ็นต์ จากนัน้ในสปัดาห์ท่ี 8, 10, 12 และ 14 มีเปอร์เซ็นต์การรอดชีวิตท่ี 88.88, 82.53, 44.44 และ 
36.50 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดบั โดย shoot cluster ท่ีตายจะมีลกัษณะเป็นสีน า้ตาลเข้มทัว่ชิน้สว่น (ตารางท่ี 
4.18) 
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ภำพท่ี 4.83 การเจริญเติบโตของชิน้ส่วน shoot cluster ของบวัหลวงบนอาหารคดัเลือกภายหลงัการถ่าย 

พลาสมิด pCAM4'CGT โดยใช้อะโกรแบคทีเรียมเป็นพาหะครัง้ท่ี 4 เป็นเวลา 2, 4, 6 และ 8 
สปัดาห์ 
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ตำรำงที่ 4.18 จ านวนยอดเฉลีย่ ขนาดของ shoot cluster เฉลีย่ จ านวน shoot cluster ที่รอดชีวิตและเปอร์เซ็นต์การรอดชีวิตบนอาหาร MS ที่มี BA 50 ไมโครโมลาร์ร่วมกบัสารปฏิชีวนะ
กานามยัซิน 50 มิลลกิรัมตอ่ลติร และอะม็อกซิซิลลิน 300 มิลลกิรัมตอ่ลติรหลงัการถ่ายพลาสมิด pCAM4'CGT  โดยใช้อะโกรแบคทีเรียมเป็นพาหะครัง้ที่ 1-5 

      ชิน้สว่น shoot cluster หลงัการถา่ยยีนแบบอะโกรแบคทีเรียมอาย ุ(สปัดาห์) 
   4 8 12 

ครัง้ที ่1 จ านวนยอดเฉลีย่ (ยอด) 2.45 (±1.21) 2.74 (±1.46) 2.73 (±1.48) 
 ขนาดของshoot cluster เฉลีย่ (ซ.ม.) 1.03 (±0.27) 1.11 (±0.32) 1.12 (±0.33) 
 จ านวน shoot cluster ที่รอดชีวติ(ชิน้) 60 54 52 
 เปอร์เซ็นต์การรอดชีวติ 60 54 52 

ครัง้ที่ 2 จ านวนยอดเฉลีย่ (ยอด) 2.44 (±1.25) 2.67 (±1.36) 2.66 (±1.38) 
 ขนาดของshoot cluster เฉลีย่ (เซนติเมตร) 1.06 (±0.26) 1.12 (±0.30) 1.12 (±0.31) 
 จ านวน shoot cluster ที่รอดชีวติ(ชิน้) 59 52 50 
 เปอร์เซ็นต์การรอดชีวติ 59 52 50 

ครัง้ที่ 3 จ านวนยอดเฉลีย่ (ยอด) 2.52 (±1.13) 2 (±0.83) 2.04 (±1.09) 
 ขนาดของ shoot cluster เฉลีย่(ซ.ม.) 0.81 (±0.23) 0.93 (±0.34) 1.01 (±0.46) 
 จ านวน shoot cluster ที่รอดชีวติ(ชิน้) 95 52 21 
 เปอร์เซ็นต์การรอดชีวติ 100 54.73 22.10 

ครัง้ที่ 4 จ านวนยอดเฉลีย่ (ยอด) 3.63 (±1.46) 5.01 (±2.38) 5.00 (±2.13) 
 ขนาดของshoot cluster เฉลีย่(ซ.ม.) 1.15 (±0.31) 1.47 (±0.44) 1.49 (±0.45) 
 จ านวน shoot cluster ที่รอดชีวติ(ชิน้) 61 56 28 
 เปอร์เซ็นต์การรอดชีวติ 96.82 88.88 44.44 

ครัง้ที่ 5 จ านวนยอดเฉลีย่ (ยอด) 3.94 (±1.64) 3.90 (±1.63) 6.58 (±1.23) 
 ขนาดของshoot cluster เฉลีย่(ซ.ม.) 1.13 (±0.40) 1.12 (±0.43) 1.12 (±0.41) 
 จ านวน shoot cluster ที่รอดชีวติ(ชิน้) 69 52 41 
 เปอร์เซ็นต์การรอดชีวติ 82.14 61.90 48.80 
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  การเจริญเติบโตของ shoot cluster บวัหลวง ท่ีผา่นการคดัเลือกด้วยสารปฏิชีวนะกานามยัซิ
นบนอาหารชกัน าสตูร MS น า shoot cluster ท่ีรอดชีวิตจากการคดัเลือกบนอาหาร MS ท่ีเตมิสาร
ปฏิชีวนะกานามยัซิน จ านวน 23 ชิน้ มาเลีย้งบนอาหารแข็ง MS ท่ีมี BA ความเข้มข้น 4.44 ไมโครโมลาร์ 
ร่วมกบั NAA ความเข้มข้น 0.54 ไมโครโมลาร์โดยเตมิอาหารเหลว MS ร่วมด้วยพบว่ามีชิน้สว่นท่ีมีการแตก
ยอดเพิ่มขึน้เพียง 1 ต้น ภายใน 2 สปัดาห์ โดยมียอดเพิ่มขึน้เพียง 1 ยอด ในขณะท่ีชิน้อ่ืนๆ ยอดเร่ิมมีสี
น า้ตาลคล า้ และตาย (ภาพท่ี 4.84) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภำพท่ี 4.84 shoot cluster ของบวัหลวงบนอาหารชกัน าสตูร MS ท่ีเตมิสารควบคมุการเจริญเตบิโต BA 

ความเข้มข้น 4.44 ไมโครโมลาร์ ร่วมกบั NAA ความเข้มข้น 0.54 ไมโครโมลาร์ ภายหลงัการ
ถ่ายโอน 
พลาสมิด pCAM4'CGT โดยใช้อะโกรแบคทีเรียมเป็นพาหะ อาย ุ16 สปัดาห์ 

     

    4.5.2.3.1 กำรตรวจสอบกำรแสดงออกของยีน 4’CGT, GUS และ NPTII 
หลังจำกกำรถ่ำยยีนโดยใช้อะโกรแบคทีเรียมเป็นพำหะ 

    หลงัจากการถ่ายโอนพลาสมิด pCAM4'CGT เข้าสู ่ shoot cluster ของ
ต้นบวัหลวง โดยใช้อะโกรแบคทีเรียมเป็นพาหะ ภายหลงัจากคดัเลือก shoot cluster บนอาหาร MS  ท่ีมี
กานามยัซินความเข้มข้น 50 มิลลิกรัมตอ่ลิตร ร่วมกบัอะม็อกซิซิลลินความเข้มข้น 300 มิลลิกรัมตอ่ลิตร 
เป็นเวลา 14 สปัดาห์ น าชิน้สว่นใบของต้นบวัหลวงจ านวน 5 ต้น แบง่เป็นบวัหลวงปกตท่ีิไมไ่ด้รับการถ่าย
ยีนจ านวน 2 ต้น และบวัหลวงท่ีรอดชีวิตจากการเลีย้งบนอาหารคดัเลือกจ านวน 3 ต้นมาสกดัอาร์เอ็นเอ
แล้วท าการสงัเคราะห์ cDNA เพ่ือตรวจสอบการแสดงออกของยีน 4'CGTด้วยปฏิกิริยาพีซีอาร์โดยใช้ไพร
เมอร์ F-Bam HI-4'CGT และ R-4'CGT –Sac I พบแถบดีเอ็นเอขนาดประมาณ 1,400 นิวคลีโอไทด์ จาก
บวัหลวงท่ีได้รับการถ่ายยีน จ านวน 3 ต้น คือต้นท่ี 19, 29 และ 43 จากทัง้หมดท่ีสุ่มมาตรวจสอบ 3 ต้น 
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(ภาพท่ี 4.85) และเม่ือตรวจสอบการแสดงออกของยีน GUS และ NPTIIด้วยปฏิกิริยาพีซีอาร์โดยใช้ไพร
เมอร์ F-gusA และ R-gusAส าหรับยีน GUS ไพรเมอร์ F-NPTII  และ R-NPTII ส าหรับยีน NPTII พบแถบดี
เอ็นเอขนาดประมาณ 400 นิวคลีโอไทด์ ส าหรับยีน GUS และแถบดีเอ็นเอขนาดประมาณ 700 นิวคลีโอ
ไทด์ ส าหรับยีน NPTII จากบวัหลวงท่ีได้รับการถ่ายยีน ทัง้ 3 ต้นท่ีสุม่มาตรวจสอบ 

 
 
ภำพท่ี 4.85 ผลการตรวจสอบการแสดงออกของยีน 4'CGT, GUS และNPTII ด้วยเทคนิค RT-PCR ในบวั

หลวงท่ีได้รับการถ่ายโอนพลาสมิด pCAM4'CGT โดยใช้อะโกรแบคทีเรียมเป็นพาหะ (19, 29 
และ 43) เปรียบเทียบกบัต้นบวัหลวงปกติ (1 และ 2) เม่ือเปรียบเทียบกบัดีเอ็นเอมาตรฐาน 1 
kbDNA ladder (M) 

 

    4.5.2.3.2 กำรตดิตำมปริมำณกำรแสดงออกของยีน CHS และยีน F3H 
ด้วยเทคนิค semi-quantitative PCR ในบัวหลวงท่ีได้รับกำรถ่ำยโอนพลำสมิด pCAM4'CGT 

    ตรวจสอบการแสดงออกยีน CHS และ F3H เพ่ือศกึษาความสมัพนัธ์
ภายหลงัการถ่ายโอนพลาสมิด pCAM4'CGT เข้าสู ่ shoot cluster น าใบมาสกดัอาร์เอ็นเอและสงัเคราะห์
cDNA เพ่ือใช้เป็นดีเอ็นเอต้นแบบในปฏิกิริยาพีซีอาร์ โดยใช้ส่วนผสมของปฏิกิริยาและอณุหภมูิตามข้อท่ี 
3.2.3.4.3 ปรับปริมาณความเข้มข้นของ cDNA เร่ิมต้นด้วยยีน 18s rRNA ท าปฏิกิริยาพีซีอาร์เพ่ือตรวจสอบ
การแสดงออกของยีน CHS ด้วยไพรเมอร์ CHSF และไพรเมอร์ CHSR และการแสดงออกของยีน F3H 
ด้วยไพรเมอร์ F3H_SenseF และไพรเมอร์ F3H_STOP จากบวัหลวงท่ีได้รับการถ่ายโอนและไมไ่ด้รับการถ่าย
โอนพลาสมิด pCAM4'CGT โดยพบว่าบวัหลวงท่ีน ามาตรวจสอบทัง้ 3 ต้น มีการแสดงออกของยีน CHS 
และF3H และพบว่าระดบัการแสดงออกของยีน CHS และ F3H ของต้นบวัหลวงท่ีได้รับการถ่ายโอนพ
ลาสมิด pCAM4'CGT ไมมี่การเปล่ียนแปลงเม่ือเปรียบเทียบกบัต้นบวัหลวงปกต ิ(ภาพท่ี 4.86) 
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ภำพท่ี 4.86 ผลเปรียบเทียบการแสดงออกของยีน CHS และยีน F3H ในต้นบวัหลวงท่ีผ่านการถ่ายโอน 
พลาสมิด pCAM4'CGT (ต้นท่ี 19, 29 และ 43) โดยใช้อะโกรแบคทีเรียมเป็นพาหะ โดย
เปรียบเทียบกบัต้นบวัหลวงปกติ (WT1 และ WT2) และมียีน 18s rRNA เป็นยีนอ้างอิง 

 

   4.5.2.4 กำรเจริญเตบิโตของ shoot cluster ที่ถ่ำยยีนด้วยวิธีกำรยงิอนุภำค
และกำรตรวจสอบกำรแสดงออกของยีน 4’CGT, CHS, F3H, GUS และ NPTII 

    4.5.2.4.1  กำรคัดเลือก shoot cluster ของบัวหลวงบนอำหำร MS ที่มี
สำรปฏิชีวนะกำนำมัยซิน 

    ใช้ shoot cluster ของบวัหลวงในการทดลองทัง้หมด 274 ต้น แบง่เป็น
ครัง้ท่ี 1 จ านวน 110 ต้น ครัง้ท่ี 2 จ านวน 82 ต้น และครัง้ท่ี 3 จ านวน 82 ต้น และติดตามการเจริญเตบิโต
ทกุ 2 สปัดาห์พบวา่ในการถ่ายยีนครัง้ท่ี 1 เม่ือเพาะเลีย้ง shoot cluster ของบวัหลวงบนอาหาร MS ท่ีมี
สารปฏิชีวนะกานามยัซิน ยอดของ shoot cluster ไมส่ามารถต้านทานตอ่สารปฏีวนะกานามยัซินสง่ผลให้ 
shoot cluster ของบวัหลวงไมมี่การเจริญเตบิโตและเร่ิมเปล่ียนเป็นสีน า้ตาลซึง่มีจ านวนยอดเฉล่ียลดลง
จาก 2.78 ยอด เหลือ 1.58 ยอด ในสปัดาห์ท่ี 16 (ภาพท่ี 4.87) เม่ือศกึษาขนาดชิน้ส่วนเฉล่ียพบวา่ชิน้สว่น 
shoot cluster มีขนาดเพิ่มขึน้โดยสปัดาห์ท่ี 6 มีขนาดชิน้สว่นเฉล่ีย 1.17 เซนตเิมตรและขนาดของชิน้สว่น
เฉล่ียลดลงเหลือ 1.13 เซนตเิมตรในสปัดาห์ท่ี 8 และในสปัดาห์ท่ี 16 พบวา่ขนาดชิน้สว่นเฉล่ียอยูท่ี่ 0.46 
เซนตเิมตร เม่ือศกึษาเปอร์เซ็นต์การรอดชีวิตของชิน้สว่น shoot cluster หลงัจากการถ่ายยีน พบว่าชิน้สว่น
มีอตัราการรอดชีวิตลดลง โดยในสปัดาห์ท่ี 16 มีเปอร์เซ็นต์การรอดชีวิตท่ี 35.45 เปอร์เซ็นต์ (ตารางท่ี 4.19) 
สว่นการถ่ายยีนครัง้ท่ี 2 ไมพ่บต้นท่ีรอดชีวิต ในขณะท่ีครัง้ท่ี 3 ต้นบวัหลวงยงัไมมี่การเจริญเติบโตของใบ
เพ่ือใช้ในการตรวจสอบการแสดงออกของยีน 
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ภำพท่ี 4.87 การเจริญเติบโตของshoot cluster ของบวัหลวงท่ีได้รับการถ่ายโอนพลาสมิด pCAM4'CGT 

แบบการยิงอนภุาคครัง้ท่ี 1 (ข) และ shoot cluster ของบวัหลวงท่ีไมไ่ด้รับการถ่ายโอนพ
ลาสมิด pCAM4'CGT (ก) 
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ตำรำงที่ 4.19 จ านวนยอดเฉลีย่ขนาดของshoot cluster เฉลีย่จ านวน shoot cluster ที่รอดชีวิตและเปอร์เซ็นต์การรอดชีวติของ shoot clusterหลงัการถา่ยยีนด้วยวิธีการยงิอนภุาคบน
อาหาร MS และ BA ความเข้มข้น 50 ไมโครโมลาร์ร่วมกบักานามยัซิน 50 มิลลกิรัมตอ่ลติร 

 

 
 

ชิน้สว่น shoot cluster หลงัการถา่ยยีนแบบการยงิอนภุาค อาย ุ(สปัดาห์) 

 
 

2 4 6 8 10 12 14 16 

ครัง้ที ่1 จ านวนยอดเฉล่ีย (ยอด) 2.78 (±1.49) 2.45 (±1.20) 2.8 (±1.46) 2.77 (±1.41) 2.74 (±1.39) 2.72 (±1.42) 2.65 (±1.41) 1.58 (±1.04) 

 ขนาดของ shoot cluster เฉล่ีย (ซ.ม.) 0.99 (±0.31) 1.05 (±0.27) 1.17 (±0.30) 1.13 (±0.32) 1.12 (±0.32) 1.12 (±0.33) 1.12 (±0.33) 0.46 (±0.36) 

 จ านวน shoot cluster ท่ีรอดชีวติ (ชิน้) 71 65 63 59 58 57 57 31 

 เปอร์เซน็ต์การรอดชีวิต 63.63 60 56.36 53.63 51.88 52.72 52.72 35.45 

ครัง้ที่ 2 จ านวนยอดเฉล่ีย (ยอด) 2.88 (±1.50) 2.35 (±1.22) 2.35 (±1.22) 2 (±1.18) 2.14 (±1.19) 2.14 (±1.19) 2.14 (±1.19) 2.14 (±1.19) 

 ขนาดของshoot cluster เฉล่ีย (ซ.ม.) 0.73 (±0.31) 0.83 (±0.22) 0.83 (±0.22) 0.84 (±0.26) 0.92 (±0.31) 0.92 (±0.31) 0.92 (±0.31) 0.92 (±0.31) 

 จ านวน shoot cluster ท่ีรอดชีวติ (ชิน้) 45 39 39 34 34 34 34 34 

 เปอร์เซน็ต์การรอดชีวิต 54.87 47.56 47.56 41.46 41.46 41.46 41.46 41.46 

ครัง้ที่ 3 จ านวนยอดเฉล่ีย (ยอด) 2.90 (±1.51) 2.41 (±1.33) 2.57 (±1.45) 2.89 (±1.47) 3.03 (±1.40) 3.03 (±1.42) 3 (±1.46) 2.92 (±1.51) 

 ขนาดของshoot cluster เฉล่ีย (ซ.ม.) 0.74 (±0.29) 0.83 (±0.23) 0.86 (±0.24) 0.9 (±0.24) 0.97 (±0.25) 1.03 (±0.24) 1.07 (±0.27) 1.03 (±0.26) 

 จ านวน shoot cluster ท่ีรอดชีวติ (ชิน้) 44 39 33 29 26 26 26 26 

 เปอร์เซน็ต์การรอดชีวิต 53.65 47.56 40.24 35.36 31.70 31.70 31.70 31.70 
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  การเจริญเติบโตของ shoot cluster บวัหลวงบนอาหารชกัน าสตูร MS น าต้นท่ีรอดจากการ
คดัเลือกจ านวน 9 ชิน้ มาเลีย้งบนอาหารแข็งสตูร MS ท่ีเตมิ BA ความเข้มข้น 4.44 ไมโครโมลาร์ ร่วมกบั 
NAA ความเข้มข้น 0.54 ไมโครโมลาร์และมีการเตมิอาหารเหลว MS โดยเปล่ียนอาหารทกุ 4 สปัดาห์ 
พบวา่มีต้นบวัหลวงท่ีสามารถรอดชีวิตได้หลงัจากเลีย้งบนอาหารท่ีมีสารปฏิชีวะกานามยัซิน จ านวน 9 ต้น 
โดยในจ านวน 9 ต้น มีเพียงต้นเดียวท่ีมีการเจริญเติบโตอย่างตอ่เน่ือง โดยพบว่ามีการแตกยอดใหมใ่น
สปัดาห์ท่ี 32 จ านวน 1 ยอด มีขนาด 1 เซนตเิมตร (ภาพท่ี 4.88) จากนัน้น าต้นบวัหลวงท่ีผา่นการคดัเลือก
ไปตรวจสอบการแสดงออกของยีน 4'CGT, GUS, NPTII, CHS และ F3H ด้วยเทคนิค semi-quantitative 
PCR 

 

 
 
ภำพท่ี 4.88 ต้นบวัหลวงท่ีได้รับการถ่ายยีนแบบการยิงอนภุาค อาย ุ32 สปัดาห์ (ก) และ 40 สปัดาห์ (ข) 

บนอาหาร MS ท่ีเตมิ BA ความเข้มข้น 4.44 ไมโครโมลาร์ ร่วมกบั NAA ความเข้มข้น 0.54 ไม
โครโมลาร์ 

    4.5.2.4.2 กำรตรวจสอบกำรแสดงออกของยีน 4’CGT, GUS และ NPTII 
หลังจำกกำรถ่ำยยีนด้วยวิธีกำรยงิอนุภำค 

    ภายหลงัการคดัเลือกต้นบวัหลวงท่ีได้รับการถ่ายพลาสมิด pCAM4'CGT 
บนอาหาร MS ท่ีมีกานามยัซินท่ีความเข้มข้น 50 มิลลิกรัมตอ่ลิตร เป็นเวลา 16 สปัดาห์ น าชิน้สว่นใบของ
ต้นบวัหลวงท่ีได้รับการถ่ายยีนและรอดชีวิตบนอาหารคดัเลือกจ านวน 1 ต้น มาสกดัอาร์เอ็นเอแล้วท าการ
สงัเคราะห์ cDNAเพ่ือตรวจสอบการแสดงออกของยีน 4'CGT ด้วยปฏิกิริยาพีซีอาร์โดยใช้ไพรเมอร์ F-Bam 
HI-4'CGT และ R-4'CGT–Sac I พบแถบดีเอ็นเอขนาดประมาณ 1,400 นิวคลีโอไทด์ ในต้นบวัหลวงท่ีได้รับ
การถ่ายโอนพลาสมิด pCAM4'CGT (ภาพท่ี 4.46) และเม่ือตรวจสอบการแสดงออกของยีน GUS ด้วย
ปฏิกิริยาพีซีอาร์โดยใช้คูไ่พรเมอร์ F-gusA และ R-gusA ส าหรับยีน GUS พบแถบดีเอ็นเอขนาดประมาณ 
400 นิวคลีโอไทด์ และตรวจสอบการแสดงออกของยีน NPTII โดยใช้คูไ่พรเมอร์ F-NPTII  และ R-NPTII 
ส าหรับยีน NPTII พบแถบดีเอ็นเอขนาดประมาณ 700 นิวคลีโอไทด์ ในขณะท่ีไมพ่บแถบดีเอ็นเอจาก
ปฏิกิริยาพีซีอาร์ท่ีใช้ cDNA จากต้นบวัหลวงท่ีไมไ่ด้รับการถ่ายยีน (ภาพท่ี 4.89) 
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ภำพท่ี 4.89 ผลการสงัเคราะห์ยีน 4'CGT, GUS และ NPTII ด้วยเทคนิค RT-PCR จาก cDNA ของต้น

บวัหลวงท่ีได้รับการถ่ายโอนพลาสมิด pCAM4'CGT ด้วยวิธีการยิงอนภุาคครัง้ท่ี 1 (2) และ
ต้นบวัหลวงท่ีไมไ่ด้รับการถ่ายโอนพลาสมิด pCAM4'CGT (1) โดยเปรียบเทียบขนาดกบัดีเอ็นเอ
มาตรฐาน1 kb (M)  

 

  การติดตามปริมาณการแสดงออกของยีน CHS และยีน F3H ด้วยเทคนิค semi-quantitative 
PCR ศกึษาปริมาณการแสดงออกของยีน CHS และ F3H ภายหลงัการถ่ายโอน พลาสมิด pCAM4'CGT 
เข้าสู ่ shoot cluster ของบวัหลวง น าใบจากต้นบวัหลวงท่ีได้รับการถ่ายโอนพลาสมิด pCAM4'CGT ด้วย
วิธีการยิงอนภุาคมาสกดัอาร์เอ็นเอและท าการสงัเคราะห์ cDNA เพ่ือใช้เป็นดีเอ็นเอต้นแบบในปฏิกิริยาพีซี
อาร์ โดยใช้ยีน 18s rRNA เป็นยีนอ้างอิงผลของปฏิกิริยาพีซีอาร์พบการแสดงออกของยีน CHS และ F3H 
ในตวัอยา่ง cDNA จากบวัหลวงท่ีได้รับการถ่ายโอนและไมไ่ด้รับการถ่ายโอนพลาสมิด pCAM4'CGT โดย
การแสดงออกของยีน CHS และ F3H นัน้ไมมี่การเปล่ียนแปลงเม่ือเปรียบเทียบกบัต้นบวัหลวงท่ีไมไ่ด้รับการ
ถ่ายโอน พลาสมิด pCAM4'CGT (ภาพท่ี 4.90) 

 

 
 
ภำพท่ี 4.90 ผลเปรียบเทียบการแสดงออกของยีน CHS และยีน F3H ในต้นบวัหลวงท่ีผ่านการถ่ายโอนพ

ลาสมิด pCAM4'CGT (ต้นท่ี 101) ด้วยวิธีการยิงอนภุาค โดยเปรียบเทียบกบัต้นบวัหลวงปกต ิ
(WT) และยีน 18s rRNA 
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บทที่ 5 

วิจำรณ์ผลกำรวิจัย 

 

 5.1 กำรโคลนยีน chalcone synthase (CHS), flavonone 3-hydroxylase (F3H), และ 
chalcone 4’-O-glucosyntrase (4’CGT)  

  5.1.1 กำรโคลนยีน CHS จำกกลีบดอกบัวหลวงบุณฑริกและกลีบดอกบัวหลวง
สัตตบงกช ด้วยเทคนิค PCR 

 การโคลนยีน CHS แบบเต็มเส้น ด้วยเทคนิค PCR โดยใช้ DNA ต้นแบบเป็น 
genomic DNA และ cDNA ท่ีสกดัได้จากกลีบดอกบวัหลวงบณุฑริกสีขาวและบวัหลวงสตัตบงกชสีชมพ ู
และใช้ไพรเมอร์จ าเพาะท่ีออกแบบจากยีน CHSF ท่ีโคลนจาก cDNA ของ Nelumbo nucifera 
(accession no. FJ999632) ไพรเมอร์ CHSF_forward primer และ CHSF_reverse primer ได้ผลผลิต 
PCR ของยีน CHS แบบเตม็เส้น ท่ีโคลนจาก genomic DNA ของบวัหลวงบณุฑริกและบวัหลวงสตัตบงกช
ขนาดเท่ากัน คือ 1,599 คูเ่บส และเม่ือน านิวคลีโอไทด์ของยีน CHS ท่ีโคลนได้จาก genomic DNA มา
วิเคราะห์โครงสร้างของยีน พบว่า ยีน CHS ท่ีโคลนได้จาก genomic DNA ของกลีบดอกบวัหลวงบณุฑริก 
และบวัหลวงสตัตบงกช มีขนาดของส่วน intron และ exon เท่ากนั โดยส่วนของ exon มี 2 ชิน้ ขนาด 178 
คูเ่บส (ตัง้แตต่ าแหน่งล าดบัท่ี 1 ถึง 178) และขนาด 992 คูเ่บส (ตัง้แตต่ าแหน่งล าดบัท่ี 608 ถึง 1,599) 
และส่วนของ intron มี 1 ชิน้ ขนาด 429 คูเ่บส (ตัง้แตต่ าแหน่งล าดบัท่ี 179 ถึง 607) และได้ผลผลิต PCR 
ของยีน CHS แบบเต็มเส้น ท่ีโคลนจาก cDNA ท่ีสงัเคราะห์จาก RNA ของกลีบดอกบวัหลวงบณุฑริกสีขาว 
และกลีบดอกบวัหลวงสัตตบงกชกลีบดอกสีชมพูขนาดเท่ากัน คือ  1,170 คู่เบส สามารถแปลรหัสเป็น
กรดอะมิโนได้ 389 กรดอะมิโน ยีน CHS ท่ีโคลนได้จาก genomic DNA ของกลีบดอกบวัหลวงบุณฑริก
และบวัหลวงสตัตบงกช พบว่า มีความเหมือนกันมากกว่าร้อยละ 99 ในระดบันิวคลีโอไทด์ และมีความ
เหมือนกันร้อยละ 99 ในระดบักรดอะมิโน ในส่วนของยีน CHS ท่ีโคลนได้จาก cDNA ของกลีบดอกบวั
หลวงบณุฑริกและบวัหลวงสตัตบงกช พบว่า มีความเหมือนกนัมากกว่าร้อยละ 99 ในระดบันิวคลีโอไทด์ 
และมีความเหมือนกันร้อยละ 99 ในระดบักรดอะมิโน ยีน CHS ท่ีโคลนได้จาก cDNA ของกลีบดอกบวั
หลวงบุณฑริก มีความเหมือนมากท่ีสุด กับยีน chalcone synthase (CHSB) ของ N. nucifera 
(accession no. FJ999628) มีความเหมือนร้อยละ 98 และยีน CHS ท่ีโคลนได้จาก cDNA ของกลีบ
ดอกบวัหลวงสตัตบงกช มีความเหมือนมากท่ีสดุ กบัยีน chalcone synthase (CHSD) ของ N. nucifera 
(accession no. FJ999630) มีความเหมือนร้อยละ 98 เม่ือเปรียบเทียบล าดบันิวคลีโอไทด์ของยีน CHS ท่ี
โคลนได้จาก cDNA ของกลีบดอกบัวหลวงทัง้สองชนิดกับยีน CHS ของพืชชนิดอ่ืนท่ีมีรายงานบน
ฐานข้อมลู GenBank พบว่า มีความเหมือนกนัประมาณร้อยละ 79 - 83 ล าดบักรดอะมิโนของยีน CHS ท่ี

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 



 

164 
 

โคลนได้จาก cDNA ของกลีบดอกบวัหลวงบณุฑริกและบวัหลวงสตัตบงกช มีความเหมือนมากท่ีสุด กับ
เอนไซม์ chalcone synthase (CHS) ของ N.  nucifera (accession no. ADD74169) มีความเหมือนร้อย
ละ 99 และล าดบักรดอะมิโนของยีน CHS ท่ีโคลนได้จาก cDNA ของกลีบดอกบวัหลวงสตัตบงกช มีความ
เหมือนมากท่ีสุด กบัเอนไซม์ chalcone synthase (CHS) ของ N.  nucifera (accession no. ADD74169) 
มีความเหมือนร้อยละ 99 ล าดบักรดอะมิโนของยีน CHS ท่ีโคลนได้จาก cDNA ของกลีบดอกบวัหลวงทัง้
สองชนิดมีความเหมือนกับล าดับกรดอะมิโนของยีน CHS ของพืชชนิดอ่ืนท่ีมีรายงานบนฐานข้อมูล 
GenBank ประมาณร้อยละ 95 - 88 ยีน CHS เป็นยีนท่ีมีความอนรัุกษ์สงู เน่ืองจากเป็นยีนท่ีส าคญัในพืช 
ล าดบันิวคลีโอไทด์และล าดบักรดอะมิโนมีความอนุรักษ์สูง โดยเฉพาะต าแหน่งของ active site ของเอนไซม์ 
chalcone synthase (Suh et al. 2000; Deng et al. 2012) เน่ืองจากเอนไซม์ chalcone synthase เป็นเอนไซม์
ส าคญัในกระบวนการสงัเคราะห์สาร flavonoids และอีกหลายกระบวนการท่ีเก่ียวข้องกบัการปอ้งกนัตวัเอง
ของพืช และการตอบสนองตอ่แสง (Lo et al. 2002) จึงมีความอนรัุกษ์สงูในระหว่างวิวฒันาการของพืชแต่
ละชนิด หากยีนมีการกลายพนัธุ์ในต าแหน่งกรดอะมิโนท่ีส าคญั ท่ีมีผลตอ่การท างานของเอนไซม์จะท าให้
พืชอาจตายได้ (Todd and Vodkin. 1996) การโคลนยีน CHS จาก cDNA ของกลีบดอกสีขาวของบวัหลวง
บณุฑริกและกลีบดอกสีชมพขูองบวัหลวงสตัตบงกช จึงเป็นการยืนยนัได้ว่ามีการสร้าง mRNA ของยีน CHS ใน
กลีบดอกบวัหลวงทัง้สองสี และล าดบักรดอะมิโนของยีนท่ีโคลนได้มีความเหมือนกันถึงร้อยละ 99 มีความ
แตกตา่งกนัเพียงเล็กน้อยในบางต าแหน่ง แตก่รดอะมิโนในต าแหน่งส าคญั ยงัคงเป็นชนิดเดียวกนัจึงไม่มีผลตอ่
การท างานของเอนไซม์ในดอกบวัหลวงทัง้สองสี (Joseph and Joseph. 2000) ยีน CHS ในพืชหลายชนิด 
พบว่า มีการท างานร่วมกันหลายยีน (family genes) เช่น ถั่วเหลือง (Tuteja et al. 2009) และถั่วแขก 
(Phaseolus vulgaris) (Ryder et al. 1987) ข้าวฟ่าง (Sorghum bicolor) (Lo et al. 2002.) เป็นต้น ในถัว่
เหลืองพบว่ามียีน CHS ถึง 8 ยีน กระจายอยู่บนโครโมโซมท่ีแตกตา่งกนั แตล่ะยีนมีการแสดงออกแตกตา่งกัน
ในแตล่ะเนือ้เย่ือ เช่น เมล็ด ใบ และดอก เป็นต้น และมียีนบางส่วนมีลกัษณะกลบัทิศ เกิดการยบัยัง้การท างาน
กนัเอง ในลกัษณะของ anti-sense ท าให้ดอกถัว่มีสีขาว และเมล็ดถัว่สีจางลง (Tuteja et al. 2009) 

 เม่ือน าล าดบักรดอะมิโนของยีน  CHS  ท่ีโคลนได้จาก cDNA ของกลีบดอกบวัหลวงบณุฑริกและบวั
หลวงสตัตบงกชมาวิเคราะห์ความสมัพนัธ์ทางวิวฒันาการของยีน เปรียบเทียบกับล าดบักรดอะมิโนของยีน  
CHS  พืชอ่ืน 30 ชนิด ท่ีได้มีการรายงานบนฐานข้อมลู GeneBank ด้วยโปรแกรม MEGA5 (Tamura et al. 
2011) โดยเลือกวิธีการค านวณทางสถิติด้วยวิธี Minimum evolution method และใช้วิธีการสร้างแผนภูมิ
ต้นไม้ (phylogenetic tree) ด้วยวิธี Bootstrap test โดยใช้จ านวนรอบ 500 รอบ พบว่าล าดบักรดอะมิโน
ของยีน CHS ของบวัหลวงทัง้สองชนิดมีความสมัพนัธ์ทางวิวฒันาการแยกตวัออกมาจากพืชในกลุ่มอ่ืน อยู่
ในกลุ่มย่อยเดียวกบั N.  nucifera และอยู่ในกลุ่มใหญ่เดียวกบั กลุ่มไม้ยืนต้น ใบเลีย้งคู ่เช่น Theobroma 
cacao (โกโก้), Camellia sinensis  (ชาจีน) และ Malus domestica (แอปเปิล) เป็นต้น สอดคล้องกบั
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รายงานของ Les et al. (1991) ท่ีใช้ ความสมัพนัธ์ทางวิวฒันาการของยีน rbcL ท่ีอยู่บนคลอโรพลาสต์จีโนม 
โดยใช้วิธีการค านวณทางสถิติด้วยวิธี gene maximum-likelihood topologies ใช้วิธีการสร้างแผนภูมิต้นไม้ 
(phylogenetic tree) ด้วยวิธี Bootstrap test โดยใช้จ านวนรอบ 1,000 รอบ พบว่า ล าดบักรดอะมิโนของ
ยีน rbcL ของบวัหลวง N. lutea (North America) และ N. nucifera (Asia and Australia) มีความเหมือนกนั
ถึงร้อยละ 99.99 และอยูใ่นกลุม่ของพืชดอกใบเลีย้งคู ่(angiosperm) และกลุม่ไม้ยืนต้น (woody plant)  

  5.1.2 กำรโคลนยีน F3H ในปทุมชำตแิละอุบลชำติ 

   การโคลนยีน F3H ในอบุลชาตเิซนหลยุส์โกลด์ ปทมุชาตสิตัตบงกช และปทมุชาติ
บณุฑริก พบวา่ล าดบันิวคลีโอไทด์ของยีน F3H ของอบุลชาตแิละปทมุชาต ิ มีความเหมือนกนั 100 
เปอร์เซ็นต์ ทัง้นีจ้ากการโคลนยีน F3H ในอบุลชาตเิซนหลยุส์โกลด์ทางด้าน 3′ พบวา่นิวคลีโอไทด์บริเวณ
หน้า poly A tail ของโคลนท่ี 2 มีจ านวนมากกวา่โคลนท่ี 1 และ 3 จ านวน 15 คูเ่บส ทัง้นีค้าดว่าการสงัเคราะห์ 
mRNA ของยีน F3H อาจเกิดจากการลอกรหสั (transcription) จากดีเอ็นเอต้นแบบบนโครโมโซมมากกวา่ 1 ชดุ 
ซึง่สอดคล้องกบัรายงานของ นงลกัษณ์ เภรินทวงค์ และคณะ (2552) ท่ีแสดงผลการวิเคราะห์ด้วยวิธีการ 
Southern blot และพบวา่มียีน F3H ของอบุลชาตเิซนหลยุส์โกลด์บนโครโมโซมมากกวา่ 1 ชดุ Nakatsuka et 
al. (2005a) ศกึษาจ านวนชดุของยีนในวิถีสงัเคราะห์ฟลาโวนอยด์บนโครโมโซมของดอกหรีดด้วยวิธีการ 
Southern blot พบยีน ANS และ F3′5′H จ านวน 4 ชดุ ยีน FLII (flavones synthase II) จ านวน 2 ชดุ ยีน F3H 
จ านวน 3 ชดุบนโครโมโซม และสามารถโคลนยีน F3H ได้ 2 ชดุ คือ GtF3H1 ขนาด1,454 คูเ่บส และ 
GtF3H2 ขนาด 1,382 คูเ่บส โดยยีน GtF3H1 และยีน GtF3H2 มีความแตกตา่งของนิวคลีโอไทด์จ านวน 
11 ต าแหนง่ แตพ่บวา่มีเพียง 1 ต าแหนง่เท่านัน้ท่ีสง่ผลให้ล าดบัของกรดอะมิโนมีความแตกตา่งกนั และพบ
จ านวนนิวคลีโอไทด์บริเวณหน้า poly A tail ของยีน GtF3H1 มีจ านวนมากกวา่ยีน GtF3H2 จ านวน 72  คู่
เบส Nishihara et al. (2005) พบยีน CHS บนโครโมโซมของต้นยาสบู (N. tabacum) จ านวน 3 ชดุ Han et 
al. (2010) พบยีน F3′H บนโครโมโซมแอบเปิล (Malus domestica) จ านวน 3 ชดุ และ Kim et al. (2003) พบ
ยีน F3H บนโครโมโซมของต้นแอบเปิล (Malus domestica Borkh. cv. Fuji) จ านวน 2 ชดุ ในการโคลนยีน 
F3H ทางด้านปลาย 5′ ด้วยปฏิกิริยา Nested PCR ได้ใช้ 5′ RACE cDNA ของดอกลิน้มงักรเป็นดีเอ็นเอ
ต้นแบบควบคูก่บั 5′ RACE cDNA ของอบุลชาติเซนต์หลยุส์โกลด์ เพ่ือเป็นการยืนยนัประสิทธิภาพของไพร์
เมอร์ท่ีใช้วา่มีความมีความจ าเพาะกบัยีน F3H ในอบุลชาตเิซนต์หลยุส์โกลด์เท่านัน้ 

   ล าดบันิวคลีโอไทด์ของยีน F3H ท่ีโคลนได้จากอบุลชาตเิซนหลยุส์โกลด์ ปทมุชาติ
สตัตบงกช และปทมุชาติบณุฑริก แสดงความเหมือนกบัยีน F3H ในชา (Camellia nitidissima) 
(ADZ28514.1) 76 เปอร์เซ็นต์ หน้าววั (Anthurium andraeanum) (ABI50233.1) 73 เปอร์เซ็นต์ และหรีด 
(Gentiana triflora) (BAD91806.1) 69 เปอร์เซ็นต์ (ตางรางท่ี 4.4) และพบโปรตีน F3H ในอบุลชาตแิละปทมุ
ชาตมีิสายสมัพนัธ์ทางวิวฒันาการแยกตวัออกมาจากพืชในกลุม่อ่ืนอย่างเห็นได้ชดั (ภาพท่ี 4.19) ในขณะท่ีพบ
ยีน CHS ในปทมุชาตสิตัตบงกช มีวิวฒันาการใกล้เคียงกบั สาล่ี (Pyrus pyrifolia) พรุน (Prunus avium) 
กหุลาบ (Rosa hybrida) และคามิเลีย (Camelia mitidissima) (ปฤษฎางค์ อะโน อยูใ่นขณะการตีพิมพ์) 
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   ยีน F3H ในปทมุชาตสิตัตบงกชกลีบดอกสีชมพ ู ปทมุชาตบิณุฑริกกลีบดอกสีขาว 
และอบุล-ชาตเิซนต์หลยุส์โกลด์กลีบดอกสีเหลือง มีความเหมือนกนั 100 เปอร์เซ็นต์ ถึงแม้วา่สีของกลีบ
ดอกปทมุชาตแิละอบุลชาตมีิความแตกตา่งกนัทัง้นีอ้าจเกิดจากยีนมีการแสดงออกแตกตา่งกนั ซึง่เก่ียวข้อง
กบักระบวนการควบคมุการแสดงออกของยีนโดยมีหลายสาเหตท่ีุเก่ียวข้อง เชน่ โปรโมเตอร์ (promoter) เป็น
บริเวณเร่ิมต้นของกระบวนการถอดรหสั ทรานสคริปชัน่แฟคเตอร์ (transcription factor) เป็นตวัสง่เสริมการ
ถอดรหสั การจดัเก็บดีเอ็นเอ (gene packaging and structure) ท่ีอาจเกิดการขดตวัอยา่งแน่นของสายดี
เอ็นเอบริเวณยีนบนโครโมโซมท าให้ transcription factors ไมส่ามารถเข้าถึงบริเวณยีนได้ และการเตมิหมู่
เมทิลบนสายดีเอ็นเอ (DNA methylation) โดยการเตมิหมูเ่มทิลจะมีผลขดัขวางการท างานของเอนไซม์ 
RNA polymerase ท าให้การแสดงออกของยีนลดลง (Latchman 1995) ทัง้นีก้ารโคลนยีน F3H จากปทมุ
ชาตแิละอบุลชาตไิมส่ามารถโคลนในส่วนโปรโมเตอร์ของยีนได้ จงึยงัไมส่ามารถสรุปได้วา่การท่ีในปทมุชาติ
บณุฑริกกลีบดอกสีขาวมีการแสดงออกของยีนในวิถีสงัเคราะห์แอนโทไซยานินน้อยมีสาเหตจุากอิทธิพลของ
การท างานของโปรโมเตอร์ จึงควรมีการศกึษาในสว่นของโปรโมเตอร์ยีน F3H ในปทมุชาตติอ่ไป 

  5.1.3 กำรโคลนยีน 4'CGT ในกลีบดอกลิน้มังกรสีต่ำงๆ   

   การโคลนยีน 4'CGT จาก cDNA ของดอกลิน้มงักรสีเหลือง พนัธุ์ Pixie Bells โดย
ออกแบบไพรเมอร์ส าหรับนิวคลีโอไทด์ต าแหนง่ท่ี 1,062 ถึง 1,374 บนสาย mRNA ของยีน 4'CGT  ผลจาก
ปฏิกิริยาพีซีอาร์ได้ชิน้ดีเอ็นเอขนาดประมาณ 300 นิวคลีโอไทด์ จากนัน้น าผลผลิตพีซีอาร์เช่ือมตอ่กบัพ
ลาสมิด pCR8 เพ่ือสร้างพลาสมิด pCR8-4'CGT น าส่งตรวจสอบล าดบันิวคลีโอไทด์โดยพบล าดบันิวคลี
โอไทด์ยีน 4'CGT จ านวน 313 นิวคลีโอไทด์ และโคลนยีน 4'CGT แบบเตม็เส้นด้วยปฏิกิริยาพีซีอาร์คูก่บัไพร
เมอร์ F-BamHI-4'CGT และ R-4'CGT-SacI ท่ีจบับริเวณต าแหนง่อนรัุกษ์บนยีน 4'CGT ซึง่ออกแบบจาก 
ล าดบันิวคลีโอไทด์อนรัุกษ์ของยีน 4'CGT ใน cDNA ของลิน้มงักรขนาด 1,374 นิวคลีโอไทด์ จากนัน้น าผลผลิต
พีซีอาร์เช่ือมตอ่กบัพลาสมิด pTZ57R/T เพ่ือสร้างพลาสมิด pTZ4'CGT แล้วถ่ายโอนเข้าสูแ่บคทีเรีย E. coli 
สายพนัธุ์ DH5α ด้วยวิธี heat-shock เพ่ือเพิ่มปริมาณชิน้ดีเอ็นเอ คดัเลือกโคโลนีท่ีได้น าสง่ตรวจสอบล าดบั
นิวคลีโอไทด์ โดยพบล าดบันิวคลีโอไทด์ยีน 4'CGT ในพลาสมิด pTZ4'CGT เหมือนกบัล าดบันิวคลีโอไทด์
ของยีน 4'CGT ของลิน้มงักร (EF650015.1) 100 เปอร์เซ็นต์ จากนัน้น ามาศกึษาการแสดงออกของยีน
ตอ่ไป   

 5.2 กำรแสดงออกของยีน chalcone synthase (CHS), flavonone 3-hydroxylase (F3H), 
และ chalcone 4’-O-glucosyntrase (4’CGT)  

  5.2.1 กำรศึกษำกำรแสดงออกของยีน CHS 

 การศกึษาความสมัพนัธ์ของการแสดงออกของยีน CHS ในกลีบดอกบวัหลวงบณุฑริกสี
ขาว และบวัหลวงสตัตบงกชสีชมพ ูและปริมาณการแสดงออกของยีน CHS ในกลีบดอกบวัหลวงในช่วงระยะ
ของการพฒันาของดอกบวัหลวงบุณฑริกและบวัหลวงสตัตบงกช พบว่าดอกบวัหลวงบณุฑริก มีการปริมาณ
แสดงออกของยีนไม่แตกต่างกันมากนักในแต่ละช่วงระยะการพัฒนาของดอกบัวหลวง ส่วนปริมาณการ
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แสดงออกของยีน CHS ในดอกบวัหลวงสัตตบงกช พบว่า ในระยะท่ี 1 ดอกตูมขนาดเล็ก มีปริมาณการ
แสดงออกของยีนมากท่ีสุด และมีปริมาณการแสดงออกลดลงในระยะท่ี 2 ดอกตมูขนาดกลาง และ ระยะท่ี 3 
ดอกตมูขนาดใหญ่ และมีปริมาณการแสดงออกน้อยท่ีสดุ ในระยะท่ี 4 และระยะท่ี 5 เม่ือดอกใกล้จะบาน เม่ือ
เปรียบเทียบการปริมาณการแสดงออกของยีน CHS  ในกลีบดอกบวัหลวงบณุฑริกสีขาวและกลีบดอกบวัหลวง
สตัตบงกชสีชมพู พบว่า ในกลีบดอกบวัหลวงสตัตบงกชสีชมพู มีปริมาณการแสดงออกของยีนมากกว่ากลีบ
ดอกบวัหลวงบุณฑริกสีขาว ในทุกๆ ระยะการพัฒนา จากผลการทดลองดงักล่าวแสดงให้เห็นว่า ปริมาณการ
แสดงออกของยีน CHS  ในกลีบดอกบวัหลวงมีปริมาณการแสดงออกมากท่ีสดุในช่วงระยะดอกตมูในช่วงแรก 
จากนัน้ปริมาณการแสดงออกจะลดลงเม่ือดอกมีการพฒันามากขึน้จนถึงช่วงระยะดอกบาน จะมีการแสดงออก
ของยีน CHS น้อยท่ีสดุ การศึกษาการแสดงออกของยีน CHS ในกลีบดอกไม้ของพืชหลายชนิดท่ีมีรายงานมา
ก่อนหน้านี ้พบวา่ รูปแบบการแสดงออกของยีน CHS ในดอกบวัหลวงบณุฑริกดอกสีขาวคล้ายกบัในดอกลิลล่ีด
อกสีเหลืองอ่อนการศึกษาของ Nakatsuka et al. (2003) พบว่า ในดอกลิลล่ีเอเชีย (Lilium hybrida) cv. 
Connecticut King ดอกสีเหลืองอ่อน พบว่า มีปริมาณการแสดงออกของยีน CHS น้อย ทกุระยะการพฒันาของ
ดอก แต่ในดอกลิลล่ีสีชมพู cv. Montreux มีปริมาณการแสดงออกของยีน CHS น้อยในระยะดอกตมู และมี
ปริมาณการแสดงออกมากขึน้เม่ือดอกบาน รูปแบบการแสดงออกของยีน CHS ในดอกบวัหลวงสตัตบงกชสี
ชมพ ูคล้ายกบัท่ีรูปแบบในดอกพิทเูนีย ในการศกึษาของ To and  Wang (2006) พบว่าในดอกพิทเูนียสีม่วงเข้ม 
(Petunia hybrida cv. Ultra Blue) มีปริมาณการแสดงออกของยีน CHS มากในกลีบดอกระยะดอกตมู และ
ลดลงเม่ือดอกบาน และในการศกึษาของ Koseki et al. (2005) พบว่าในดอกพิทเูนียแบบ star type สีขาว-แดง  
(Petunia hybrida cv. Red Star) กลีบดอกส่วนท่ีเป็นสีแดง มีปริมาณการแสดงออกของยีน CHS มากในกลีบ
ดอกระยะดอกตมู และลดลงเม่ือดอกบาน รูปแบบการแสดงออกของยีน CHS คล้ายกับการแสดงออกในกลีบ
ดอกบวัหลวงสตัตบงกชสีชมพ ูแตใ่นกลีบดอกสีขาว กลบัมีปริมาณการแสดงออกของยีน CHS น้อยในทกุระยะ
การพัฒนาของดอก การแสดงออกของยีนคล้ายกับในกลีบดอกบวัหลวงบุณฑริกสีขาว ตวัอย่างรูปแบบการ
แสดงออกของยีน CHS ของพืชอ่ืนท่ีมีการศกึษาก่อนหน้านี ้เช่น ในการศกึษาของ Nakatsuka et al. (2005a) 
พบว่าในดอก gentian (Gentiana triflora) cv. Maciry ดอกสีน า้เงินเข้ม มีปริมาณการแสดงออกของยีน CHS 
มาก และปริมาณคงท่ีในทกุระยะการพฒันาของดอก ส่วน cv. Homoi ดอกสีขาว และ cv. Polano White ดอกสี
ขาวเหลือบชมพ ูมีปริมาณการแสดงออกของยีน CHS มากในกลีบดอกระยะดอกตมู และลดลงเม่ือดอกบาน ใน
การศกึษาของ Han et al. (2005) พบว่าในดอกกล้วยไม้ Phalaenopsis hybrida cv. Formosa rose ดอกสีชมพ ู
มีปริมาณการแสดงออกของยีน CHS มากในกลีบดอกระยะดอกตมู และลดลงเม่ือดอกบาน ในการศกึษาของ 
วิภารัตน์ และคณะ (2555) พบว่าในกล้วยไม้หวาย Dendrobium spp. cv. Kaosanan ดอกสีขาว มีปริมาณการ
แสดงออกของยีน CHS มากในกลีบดอกระยะดอกตูม และลดลงเม่ือดอกบาน แต่ในกล้วยไม้หวาย 
Dendrobium spp. cv. Red bull ดอกสีแดง มีปริมาณการแสดงออกของยีน CHS น้อยมากในระยะดอกตมู 
และมีปริมาณการแสดงออกเพิ่มขึน้ เม่ือดอกเร่ิมบาน ในการศึกษาของ Mato et al. (2000) พบว่าในดอกคาร์
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เนชัน่ Sim carnations (Dianthus caryophyllus) ดอกสีขาวและสีขาวงาช้าง มีปริมาณการแสดงออกของยีน 
CHS มากในกลีบดอกระยะดอกตมู และลดลงเม่ือดอกบาน แต่ในดอกสีแดงเข้ม มีปริมาณการแสดงออกของ
ยีน CHS มาก และปริมาณคงท่ีในทกุระยะการพฒันาของดอก 

 การท่ีดอกบวัหลวงมีดอกสีขาวและสีชมพูเก่ียวข้องกับการแสดงออกของยีนหลายยีนในกระบวนการ 
flavonoids biosynthesis  (Koseki et al. 2005, Ohno et al. 2011) ในดอกไม้หลายชนิดท่ีมีสีมีการสะสมสาร 
flavonoids มากกว่าในดอกท่ีมีสีขาว และพบว่ามีการแสดงออกของยีน CHS และยีนท่ีเก่ียวข้องใน
กระบวนการ flavonoids biosynthesis ในดอกไม้สีขาว มีการแสดงออกของยีน CHS น้อยมากหรือไม่มีเลย 
จึงท าให้ดอกไม่มีสีหรือมีสีขาว (Koseki et al., 2005, Ohno et al., 2011) การเพิ่มหรือลดปริมาณ mRNA 
ของยีน CHS อาจมีผลท าให้ดอกไม้มีสีท่ีเปล่ียนไปจากเดิมได้ (Forkmann and Martens, 2001, 
Nakasuka et al., 2008) หรือท าให้สีของผลไม้เปล่ียนแปลงไปได้ (Hoffmann et al. 2006) การแสดงออก
ของยีน CHS ในกลีบดอกบวัหลวงสีขาวท่ีมีปริมาณการแสดงออกของยีนน้อยกว่าในดอกบวัหลวงสีชมพ ู
อาจเกิดจากเกิดจากการแสดงออกของยีน CHS ท่ีน้อย อาจเน่ืองมาจากยีนมีการท างานท่ีผิดปกติจากการ
กลายพนัธุ์ตามธรรมชาต ิหรือกระบวนการยบัยัง้การท างานของยีนในธรรมชาติ (Tuteja et al. 2009) จึงไม่
สามารถสร้าง mRNA มากพอท่ีจะไปสร้างเอนไซม์ CHS เพ่ือสงัเคราะห์สาร flavonoid ท าให้ไม่เกิดการ
สร้างสาร flavonoid หรือเกิดการสร้างสาร flavonoid น้อยมาก ท าให้ดอกบวับณุฑริกไมมี่สี 

  5.2.2 กำรศึกษำกำรแสดงออกของยีน F3H  

   5.2.2.1 กำรศึกษำกำรแสดงออกของยีน F3H ในกลีบดอกอุบลชำตสีิต่ำงๆ 
ด้วยเทคนิค Reverse transcription polymerase chain reaction (RT-PCR) 

    จากการคดัเลือกตวัแทนอบุลชาตจิากกลุม่สีตา่งๆ เพ่ือศกึษาความสมัพนัธ์
ระหว่างการแสดง ออกของยีน F3H กบัสีของกลีบดอก พบการแสดงออกของยีน F3H ในกลีบดอกอบุลชาติ
ฉลองขวญัซึง่มีกลีบดอกสีมว่งเข้ม ฟ้าสคุนธ์กลีบดอกสีฟ้า ปิยลาภกลีบดอกสีชมพ ูแสดชยัพลกลีบดอกสีชมพู
อมส้ม เซนหลยุส์โกลด์กลีบดอกสีเหลือง และลกูผสม PW5409 hybrid กลีบดอกสีมว่งอมเหลือง ทัง้นี ้(Zhu 
et al.  2012) พบวา่สีในกลีบดอกอบุลชาตแิละปทมุชาติ เป็นสีในกลุม่ของแอนโทไซยานิน ซึง่ยีน F3H เป็น 
ยีนท่ีมีความส าคญัในวิถีสงัเคราะห์แอนโทไซยานิน (Qwens et al. 2008) และมีบทบาทในการสะสมของ
แอนโทไซยานินในแวคิวโอล (Ageorges et al. 2006) จึงมีการแสดงออกในกลีบดอกของอบุลชาตสีิตา่งๆ 
นอกจากนีย้งัมีรายงานพบการแสดงออกของยีน F3H ในกลีบดอกไม้หลายชนิด เชน่ ดอกหรีดกลีบดอกสี
มว่ง (Nakatsuka et al. 2005b) ดอกพริกกลีบดอกสีมว่ง (Deng et al. 2012) ดอกยาสบูกลีบดอกสีชมพ ู
(Nakatsuka et al. 2007) ดอกพิทเูนียกลีบดอกสีชมพ ู (Lukačin et al. 2000) ดอกแววมยรุากลีบดอกสี
มว่งเข้ม (Aida et al. 2000a) และดอกคาร์เนชัน่กลีบดอกสีส้ม (Zuker et al. 2002) 
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   5.2.2.2 กำรศึกษำปริมำณกำรแสดงออกของยีน F3H ในปทุมชำตแิละ
อุบลชำตด้ิวยเทคนิค semi-quantitative PCR 

    ผลการเปรียบเทียบการแสดงออกของยีน F3H ระหว่างกลีบดอก เกสร 
และใบของอบุลชาตพินัธุ์เซนหลยุส์โกลด์ ด้วยวิธีการ semi-quantitative PCR พบว่ายีน F3H แสดงออกมาก
ท่ีสดุในเนือ้เย่ือกลีบดอก รองลงมาคือเนือ้เย่ือเกสร และแสดงออกน้อยมากในเนือ้เย่ือใบ (ภาพท่ี 4.20) 
เน่ืองจาก ฟลาโวนอยด์เป็นรงควตัถท่ีุให้สีเหลืองในกลีบดอกไม้และเป็นสญัญาณกระตุ้นให้แมลงเข้าผสม
เกสร(Nakatsuka et al. 2005a) ดงันัน้ยีน F3H จงึมีการแสดงออกในส่วนของกลีบดอกและเกสรมากกวา่ใบ 
ผลการทดลองสอดคล้องกบัการแสดงออกของยีน F3H ในพืชชนิดตา่งๆ เชน่ ในดอกหรีด (Gentiana triflora) 
พบการแสดงออกของยีน F3H ในกลีบดอกแตแ่ทบไมพ่บการแสดงออกในใบ (Nakatsuka et al. 2005a) ในสต
รอเบอร์ร่ี (Fragaria chiloensis ssp. chiloensis f. patagonica) พบการแสดงออกของยีน F3H มากในไหล 
ราก ผล และดอกตามล าดบั แตใ่นใบมีการแสดงออกน้อยมาก (Salvatierra et al. 2010) และในแอบเปิล้พนัธุ์ 
Fugi (Malus domestica Borkh. cv. Fuji) พบการแสดงออกของยีน F3H ในส่วนของผลมากท่ีสดุ รองลงมา
คือเปลือกผล ราก ต้นกล้า และตาดอกตามล าดบั และไม่พบการแสดงออกของยีน F3H ในใบ (Kim et al. 
2003) แต ่Shen et al. (2006) พบการแสดงออกของยีน F3H มากในใบของต้นแปะก๊วย (Ginkgo biloba)  

    ผลการศกึษาปริมาณการแสดงออกของยีน F3H ในเนือ้เย่ือเกสร และกลีบ
ดอกของปทมุชาตสิตัตบงกชทัง้ 3 ระยะการพฒันาของดอกด้วยปฏิกิริยา  semi-quantitative PCR โดยการ
เปรียบเทียบจากความเข้มของแถบดีเอ็นเอบนเจล พบว่าเนือ้เย่ือกลีบดอกระยะท่ี 1 ของปทมุชาตสิตัตบงกชมี
ปริมาณการแสดงออกของยีน F3H มากท่ีสดุ และปริมาณการแสดงออกของยีน F3H จะลดลงในกลีบดอก
ระยะท่ี 2 และระยะท่ี 3 ตามล าดบั ทัง้นีพ้บวา่ปริมาณการแสดงออกของยีน F3H ในกลีบดอกปทมุชาติ
สตัตบงกชในแตล่ะระยะการพฒันาของดอกสอดคล้องกบัสีกลีบดอก โดยกลีบดอกระยะท่ี 1 มีสีชมพเูข้มมาก
ท่ีสดุ รองลงมาคือ ระยะท่ี 2 และระยะท่ี 3 ตามล าดบั ในเนือ้เย่ือเกสรพบการแสดงออกของยีน F3H ในระยะ
ท่ี 3 มากท่ีสดุ เน่ืองจากเกสรในระยะท่ี 3 มีการพฒันาจากเกสรเป็นกลีบดอกและมีส่วนของสีชมพจูงึพบการ
แสดงออกของยีน F3H การแสดงออกของยีน F3H ในปทมุชาตบิณุฑริกพบว่า เนือ้เย่ือกลีบดอกระยะท่ี 2 มี
การแสดงออกของยีน F3H มากท่ีสดุ รองลงมาคือ กลีบดอกระยะท่ี 1 และไมพ่บการแสดงออกในกลีบดอก
ระยะท่ี 3 ซึง่การแสดงออกของยีน F3H ในกลีบดอกสอดคล้องกบัสีของกลีบดอกปทมุชาติ บณุฑริกท่ีมีสีชมพู
ออ่นเจืออยู่บริเวณปลายกลีบในระยะท่ี 1 และชดัเจนในระยะท่ี 2 จากนัน้ สีชมพจูะหายไปในระยะท่ี 3 (ภาพ
ท่ี 4.22) Nakatsuka et al. (2005a) ศกึษาการแสดงออกของยีนในวิถีสงัเคราะห์แอนโทไซยานินในดอก
หรีดในระยะการพฒันาของดอก 4 ระยะ คือ ระยะดอกตมูกลีบดอกไมมี่สี ความยาวของดอกน้อยกวา่ 30 
มิลลิเมตร ระยะดอกตมูกลีบดอกสีม่วงออ่น ความยาวของดอก 30-40 เซนตเิมตร ระยะดอกตมูกลีบดอกสี
มว่ง ความยาวของดอก 40-50 เซนตเิมตร และระยะดอกบานเตม็ท่ีกลีบดอกสีมว่ง พบยีน F3H แสดงออก
ของในดอกหรีดในระยะท่ี 1 เพียงเล็กน้อยเทา่นัน้ การแสดงออกเพิ่มขึน้อยา่งชดัเจนในระยะท่ี 2 และ
แสดงออกมากท่ีสดุในระยะท่ี 3 จากนัน้การแสดงออกลดลงในระยะท่ี 4 และพบว่าสอดคล้องกบัปริมาณแอน
โทไซยานินในกลีบดอกโดยพบวา่ปริมาณแอนโทไซยานินในกลีบดอกหรีดจะเพิ่มขึน้เร่ือยๆ ตัง้แตร่ะยะท่ี 1 
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และจะมากท่ีสดุในระยะท่ี 3 และลดลงในระยะท่ี 4 และ Castellarin et al. (2007) พบวา่เม่ือปริมาณการ
แสดงออกของยีน F3H เพิ่มขึน้มีผลให้การสะสมของแอนโทไซยานินในผลองุ่นเพิ่มขึน้ 

  5.2.3 กำรแสดงออกของยีน 4'CGT ในกลีบดอกลิน้มังกรสีต่ำงๆ 

   การศกึษาการแสดงออกของยีน 4'CGT ในดอกลิน้มงักรพนัธุ์ Pixie Bells ดอกสี
เหลือง สีชมพ ูสีมว่ง และ สีขาว และ พนัธุ์ Cameo ดอกสีส้มและแดงด้วยเทคนิคปฏิกิริยาลกูโซ่โพลิเมอเรส
หรือพีซีอาร์ (polymerase chain reaction; PCR) พบวา่ดอกลิน้มงักรแตล่ะสีท่ีน ามาศกึษามีระดบัการ
แสดงออกของยีน 4'CGT ท่ีแตกตา่งกนั โดยพบวา่ในดอกสีเหลืองมีปริมาณการแสดงออกของยีน 4'CGT 
มากท่ีสดุ รองลงมาคือดอกสี ส้ม แดง ขาว ชมพ ู และพบการแสดงออกน้อยท่ีสดุในดอกสีม่วง ทัง้นี ้
เน่ืองมาจากในแตล่ะสีดอกมียีนท่ีควบคมุการแสดงออกของสีท่ีแตกตา่งกนัเชน่ในดอกสีแดงหรือสีส้มยีนท่ีมี
บทบาทส าคญัคือ DFR ซึง่ Nakatsuka et al. (2007) ได้ศกึษาการผลิตดอกยาสบูสีแดงโดยยบัยัง้การ
แสดงออกของยีน FLS และ F3'H ของดอกยาสบูสีชมพ ู ด้วยเทคนิค RNAi ร่วมกบัการถ่ายยีน DFR ท่ีได้
จากเยอร์บีร่าเพ่ือให้มีการสะสมสาร pelargonidin ซึง่เป็นสารในกลุม่แอนโทไซยานินและสามารถผลิตดอก
ยาสบูสีส้มได้ แสดงให้เห็นว่ายีน DFR มีบทบาทส าคญัในการผลิตดอกไม้ในกลุม่ดอกสีส้ม เชน่เดียวกบั
งานวิจยัของ Tsuda et al. (2004) ท่ีศกึษาการผลิตดอกพิทเูนียสีส้มโดยยบัยัง้การแสดงออกของยีน F3'H 
ด้วยเทคนิค RNAi ในดอกสีแดงท่ีมีการสะสมสาร cyanidin ซึง่เป็นสารในกลุม่แอนโทไซยานิน และเม่ือถ่าย
ยีน DFR ท่ีได้จากกหุลาบเพิ่มเข้าไปพบวา่ได้ดอกยาสบูสีส้ม แสดงให้เห็นว่ายีน F3'H มีบทบาทส าคญัใน
การผลิตดอกไม้ในกลุม่ดอกสีแดงรวมถึงในกลุม่ดอกสีชมพดู้วย รายงานของ Ueyama et al. (2002) พบวา่
เม่ือยบัยัง้การแสดงออกของยีน F3'5'H ในดอกแววมยรุาพนัธุ์ summerwave blue ท่ีเป็นดอกสีมว่ง ท าให้
ได้ดอกแววมยรุาสีชมพอู่อนและเม่ือน าต้นแววมยรุาดอกสีชมพอูอ่นมาถ่ายยีน F3'H ซึง่ได้ดอกแววมยรุาสี
ชมพเูข้ม ส าหรับดอกสีมว่งเป็นดอกท่ีมีการสะสมแอนโทไซยานินชนิด delphinidin ท่ีเป็นผลผลิตจากยีน 
F3'5'H โดย Katsumoto et al. (2007) พบวา่การถ่ายยีน F3'5'H จาก viola คูก่บัการยบัยัง้ยีน DFR ใน
ดอกกหุลาบสามารถท าให้ดอกกหุลาบมีการผลิตสาร delphinidin มากขึน้และมีสีดอกกหุลาบท่ีเปล่ียนไป
ทางสีมว่งมากขึน้ สว่นในดอกสีขาวพบว่ายีน CHS นัน้มีบทบาทส าคญัโดยมีรายงานของ Van Der Krol et 
al. (1990) ท่ีรายงานผลการยบัยัง้ยีน CHS ในดอกยาสบูจากเดมิท่ีเป็นดอกสีชมพแูละเม่ือยบัยัง้ยีน CHS 
ด้วยเทคนิค antisense สามารถท าให้เกิดดอกยาสบูสีขาวได้ แสดงให้เห็นวา่ยีน CHS มีบทบาทส าคญัท่ีท า
ให้ดอกไม้เป็นสีขาวได้ ในขณะท่ียีน 4'CGT มีบทบาทส าคญัในการสงัเคราะห์สารในกลุม่ออโรนท่ีให้โทนสี
เหลืองในกลีบดอกลิน้มงักร ซึง่ Ono et al. (2006) ได้ศกึษาการเปล่ียนแปลงสีของดอกแววมยรุาจากดอกสี
มว่งท่ีมีการสะสมสารในกลุม่แอนโทไซยานินและให้โทนสีมว่ง ภายหลงัการยบัยัง้ยีน DFR ควบคูก่บัการ
ถ่ายยีน 4'CGT และ AS พบวา่ดอกแววมยรุามีการเปล่ียนแปลงจากดอกสีมว่งเป็นดอกสีเหลืองสดทัง้ดอก 
ดงันัน้ระดบัการแสดงออกของยีน 4'CGT จงึมีผลตอ่การสงัเคราะห์สารสีภายในเซลล์ จากการทดลอง
สามารถพบระดบัการแสดงออกของยีน 4'CGT ได้มากท่ีสดุในดอกสีเหลือง 
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 5.3 ผลกำรยับยัง้กำรแสดงออกของยีน F3H และยีน 4′CGT ด้วยเทคนิค RNA 
interference (RNAi) 

  5.3.1 กำรแสดงออกของยีน F3H ในกลีบดอกอุบลชำตลูิกผสม PW5409 hybrid 
และแสดชัยพล ภำยหลังกำรยับยัง้กำรแสดงออกของยีนด้วยเทคนิค RNA interference (RNAi) 

   การเลือกบริเวณ mRNA เปา้หมายในการยบัยัง้การแสดงออกของยีน F3H  ด้วย
เทคนิค RNAi ได้เลือกบริเวณต าแหนง่อนรัุกษ์ของยีน F3H ในต าแหนง่ท่ี 336-644 เพ่ือให้เกิดการยบัยัง้การ
แสดงออกของยีน F3H ในชดุอ่ืนบนโครโมโซมของปทมุชาตสิตัตบงกชด้วยเน่ืองจาก นงลกัษณ์ เภรินทวงค์ 
และคณะ (2552) รายงานว่า จ านวนชดุของยีน F3H ในปทมุชาตสิตัตบงกชมีมากกวา่ 1 ชดุ และชิน้สว่นดีเอ็น
เอ เปา้หมายท่ีใช้มีขนาด 308 นิวคลีโอไทด์ ทัง้นี ้Heilersig et al. (2006) รายงานวา่การใช้ชิน้สว่นดีเอ็นเอ
เปา้หมายขนาดประมาณ 150 นิวคลีโอไทด์ในการยบัยัง้การแสดงออกของยีนด้วยเทคนิค RNAi มี
ประสิทธิภาพดีกว่าชิน้ดีเอ็นเอขนาดประมาณ 500-600 นิวคลีโอไทด์ และ Fukusaki et al. (2004) การ
เลือกบริเวณ ORF ของยีนเป็น mRNA เปา้หมายให้ประสิทธิภาพในการยบัยัง้การแสดงออกของยีนได้
ดีกวา่การเลือกบริเวณ 3′ UTR  

   จากการสงัเกตสีของกลีบดอกอบุลชาตภิายหลงัการถ่ายโอนเวคเตอร์ pJAWOHL8 หรือ
เวคเตอร์ pJA8F3H ด้วยวิธีการ infiltration โดยมีอะโกรแบคทีเรียมเป็นพาหะในกลีบดอกของอบุลชาติ
ลกูผสม PW5409 hybrid และแสดชยัพล ท่ีเลีย้งในท่ีโล่งแจ้งเป็นเวลา 3 วนั ไมพ่บการเปล่ียนแปลงของสีกลีบ
ดอกในทัง้กลีบดอกท่ีมีการถ่ายโอนเวคเตอร์ pJAWOHL8 หรือเวคเตอร์ pJA8F3H ด้วยวิธีการ infiltration 
เม่ือเปรียบเทียบกบัสีของกลีบดอกท่ีไมไ่ด้รับการถ่ายโอนเวคเตอร์ (ภาพท่ี 4.28) ทัง้นีเ้น่ืองจากการยบัยัง้การ
แสดงออกของยีน F3H ท่ีเกิดขึน้ไมเ่พียงพอท่ีจะท าให้สีของกลีบดอกอบุลชาตทิัง้ 2 พนัธุ์เปล่ียนแปลง 
สอดคล้องกบังานวิจยัของ Nagamatsu et al. (2009) ในการยบัยัง้การแสดงออกของยีน F3′H ในต้นถัว่
เหลืองด้วยเทคนิค RNAi โดยการถ่ายยีนด้วยวิธีการ virus-induced gene silencing (VIGS) พบวา่ต้นถัว่
เหลืองท่ีได้รับการถ่ายโอนเวคเตอร์ CMV-A1:F3′H (RNAi) และเลีย้งในเรือนเพาะช าไม่มีการเปล่ียนแปลงของ
ลกัษณะภายนอกของต้นถัว่เหลือง แตก่ารแสดงออกของยีน F3′H ในใบถัว่เหลืองลดลงเม่ือเปรียบเทียบกบัต้น
ท่ีได้รับการถ่ายโอนเวคเตอร์เปลา่ (control) ท่ีเลีย้งในเรือนเพาะช า และพบการเปล่ียนแปลงของสีขนอ่อนบน
ฝักถัว่เหลืองเป็นบริเวณแคบๆ จากสีส้มอมน า้ตาลกลายเป็นสีส้มอมเทาในต้นถัว่เหลืองท่ีได้การถ่ายโอน
เวคเตอร์ CMV-A1:F3′H (RNAi) ท่ีเลีย้งในตู้ควบคมุการเจริญเติบโตภายหลงัได้รับการถ่ายยีน และการ
แสดงออกของยีน F3'H ในใบถัว่เหลืองลดลงถึง 97.6 เปอร์เซ็นต์ เม่ือเปรียบเทียบกบัต้นท่ีได้รับการถ่ายโอน
เวคเตอร์เปล่า (control) ท่ีเลีย้งในเรือนเพาะช า 

   จากการศกึษาหน้าท่ีของยีน F3H ในกลีบดอกอบุลชาตลิกูผสม PW5409 hybrid และ
แสดชยัพล ภายหลงัการยบัยัง้การแสดงออกของยีนด้วยเทคนิค RNAi พบวา่กลีบดอกอบุลชาตท่ีิได้รับการถ่าย
โอนเวคเตอร์ pJAWOHL8 (control) ด้วยวิธีการ infiltration โดยมีเชือ้อะโกรแบคทีเรียมเป็นพาหะ ทัง้ในอบุล
ชาตลิกูผสม PW5409 hybrid และแสดชยัพล มีปริมาณการแสดงออกของยีน F3H มากท่ีสดุ รองลงมาคือ
กลีบ ดอกอบุลชาติท่ีไมไ่ด้รับการถ่ายยีน และกลีบดอกท่ีได้รับการถ่ายโอนเวคเตอร์ pJA8F3H (RNAi) มีการ
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แสดงออกน้อยมากอยา่งเห็นได้ชดั เม่ือเปรียบเทียบกบักลีบดอกท่ีได้รับการถ่ายโอนเวคเตอร์ pJAWOHL8 
(control) ทัง้นีป้ริมาณการแสดงออกของยีน F3H ท่ีเพิ่มขึน้ในกลีบดอกอบุลชาตท่ีิได้รับการถ่ายโอน
เวคเตอร์ pJAWOHL8 เม่ือเปรียบเทียบกบักลีบดอกท่ีไมไ่ด้รับการถ่ายยีน คาดวา่เกิดจากการตอบสนองของ
อบุลชาตติอ่ความเครียดทางออสโมติก (osmotic stress) จากการท่ีได้รับการฉีดอดัสารแขวนลอยเซลล์เข้าสู่
ด้านล่างกลีบดอกท าให้แรงดนัออสโมติกภายในเซลล์เกิดการเปล่ียนแปลง จากรายงานพบว่าความเครียดทาง
ออสโมติกมีผลให้ แอนโทไซยานินมีการสะสมท่ีเพิ่มขึน้ในพืชหลายชนิด เช่น เซลล์องุ่น (Cormier et al. 1990) 
ต้นหมอ่น (Ramanjulu et al. 1993) รากข้าวโพด (Kaliamoorthy and Rao. 1994) ใบ Arabidopsis (Mita et 
al. 1997) และพบว่าต้นปอ้บปลาร์ [(Populus deltoides (Marsh) Bartr, var. occidentalis (Rydb.)] มีการ
แสดงออกของยีนในวิถีสงัเคราะห์แอนโทไซยานินเพิ่มขึน้เน่ืองจากความ เครียดทางออสโมตกิ (Tholakalabavi 
et al. 1997) ถึงแม้วา่วิธีการ infiltration จะท าให้เกิดความเครียดทางออสโมตกิในพืชแตพ่บวา่เป็นวิธีการท่ี
ให้ผลดีในการศกึษาการแสดงออกของยีนในพืชหลายชนิด Shang et al. (2007) ได้ถ่ายยีน GUS และ GFP 
ลงในกลีบดอกยาสบูและกลีบดอกพิทเูนียตามล าดบั ด้วยวิธีการ infiltration โดยมีเชือ้อะโกรแบคทีเรียมสาย
พนัธุ์ LBA4404 เป็นพาหะ ภายหลงัการถ่ายยีนเป็นเวลา 3 วนั พบการแสดงออกของยีน GUS ในกลีบดอก
ยาสบูเม่ือตรวจสอบด้วยสารละลาย 5-bromo-4-chloro -3-indolyl glucuronide (X-Gluc) พบบริเวณจดุสี
น า้เงินในเนือ้เยือ้กลีบดอกยาสบู และพบการเรืองแสงของโปรตีน GFP ในเนือ้เย่ือเซลล์กลีบดอกพิทเูนียเม่ือ
น าไปตรวจสอบภายใต้แสงฟลอูอเรสเซนต์ Zottini et al. (2008) ได้ท าการถ่ายยีน GFP ด้วยวิธีการ 
infiltration โดยมีเชือ้อะโกรแบคทีเรียมสายพนัธุ์ GV3101 เป็นพาหะในใบองุ่นท่ีเพาะเลีย้งในระบบเพาะเลีย้ง
เนือ้เย่ือ ภายหลงัการถ่ายยีนเป็นเวลา 6 วนั พบการแสดงออกของโปรตีน GFP ในเนือ้เย่ือใบองุ่นภายใต้แสง
ฟลอูอเรสเซนต์ และกระจายไปทัว่บริเวณใบภายในเวลา 12 วนัภายหลงัการถ่ายยีน  

   ในกลีบดอกอบุลชาติแสดชยัพลต้นท่ี 3 แสดงผลยบัยัง้การแสดงออกของยีน F3H 
น้อยมากในกลีบดอกท่ีได้รับการถ่ายโอนเวคเตอร์ pJA8F3H ทัง้นีอ้าจเกิดจากการยบัยัง้การแสดงออกของยีน
ท่ีไมส่มบรูณ์ Nishihara et al. (2005) ทดลองยบัยัง้การแสดงออกของยีน CHI ด้วยเทคนิค RNAi ในต้นยาสบู 
7 ต้น พบต้นท่ียบัยัง้การแสดงออกของยีน CHI ไมส่มบรูณ์จ านวน 2 ต้น   

   การแสดงออกของยีน F3H ลดลงอยา่งเห็นได้ชดัในกลีบดอกท่ีได้รับการถ่ายโอนเวคเตอร์ 
pJA8F3H (RNAi) เม่ือเปรียบเทียบกบักลีบดอกท่ีได้รับการถ่ายโอนเวคเตอร์ pJAWOHL8 (control) ทัง้นีเ้กิด
จากการยบัยัง้การแสดงออกของยีน F3H ด้วยกระบวนการ RNAi จากการถ่ายยีนด้วยวิธีการ  infiltration   
โดยมี อะโกรแบคทีเรียมเป็นพาหะในกลีบดอกอบุลชาตทิัง้ 2 ชนิด ซึง่การทดลองยบัยัง้การแสดงออกของยีน
นีป้ระสบผลส าเร็จในพืชหลายชนิด เชน่ Shang et al. (2007) ได้ท าการยบัยัง้การแสดง ออกของยีน CHS และ
ยีน Rosea1 ซึง่เป็นยีนท าหน้าท่ี transcription factor ด้วยเทคนิค RNAi ในตาดอก ลิน้มงักรโดยวิธีการยิง
อนภุาค (particle bombardment) จากนัน้น าไปเลีย้งบนอาหาร Murashige and Skoog (MS) ในระบบ
เพาะเลีย้งเนือ้เย่ือ พบวา่ตาดอกท่ีเจริญบนอาหาร MS ภายหลงัการถ่ายยีนเป็นเวลา 8 วนั เกิดการ
เปล่ียนแปลงของสีกลีบดอกลิน้มงักรจาก สีแดงเป็นสีขาว 
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  5.3.2 กำรยับยัง้กำรแสดงออกของยีน 4'CGT ในกลีบดอกลิน้มังกรสีเหลืองพันธ์ุ 
Pixie Bells ด้วยเทคนิค RNA interference (RNAi) 

   ยบัยัง้การแสดงออกของยีน 4'CGT ด้วยเทคนิค RNAi ภายหลงัจากการถ่ายโอน 
พลาสมิด pJAWOHL8 หรือ pJA8-4'CGT เข้าสู่กลีบดอกลิน้มงักร พบว่ากลีบดอกลิน้มงักรท่ีได้รับการ
ถ่ายโอน พลาสมิด pJA8-4'CGT ไมมี่การเปล่ียนแปลงของสีดอก อาจเน่ืองจากยีนท่ีควบคมุการ
เปล่ียนแปลงสีดอกเป็นยีนท่ีท างานร่วมกนักบัยีนอ่ืน (multiple genes) ในกระบวนการสงัเคราะห์สารสี (Ono 
et  al. 2006) ดงันัน้การยบัยัง้การแสดงออกของยีน 4'CGT เพียงยีนเดียวอาจยงัไมเ่พียงพอตอ่การ
เปล่ียนแปลงลกัษณะท่ีปรากฏ (phenotype) ผลการวิเคราะห์การแสดงออกของยีน 4'CGT ในกลีบดอกลิน้
มงักรท่ีได้รับการถ่ายโอนพลาสมิด pJA8-4'CGT พบว่าดอกลิน้มงักรท่ีได้รับการถ่ายโอนพลาสมิด pJA8-
4'CGT จ านวน 3 ดอก จากทัง้หมด 7 ดอก ไมมี่การเปล่ียนแปลงระดบัการแสดงออกของยีน 4'CGT ทัง้นีอ้าจ
เกิดจากการรบกวนบริเวณ attL ระหว่างท าปฏิกิริยา LR และมีผลตอ่การเกิดโครงสร้าง hairpin RNA ภายใน
เซลล์พืช (Helliwell and Waterhouse. 2003) 

 5.4 กำรถ่ำยยีนเข้ำสู่บัวหลวง 

           5.4.1 ศึกษำชิน้ส่วนเร่ิมต้นและสูตรอำหำรท่ีเหมำะสมต่อกำรเกิดแคลลัสของบัว
หลวงพันธ์ุบุณฑริก 

        ผลการศกึษาชิน้ส่วนเร่ิมต้นท่ีเหมาะสมตอ่การเกิดแคลลสัของบวัหลวงพนัธุ์บณุฑริก โดยน า
ชิน้สว่นก้านใบจากคพัภะ ชิน้สว่นตายอดจากคพัภะท่ีมีขนาด 3 มิลลิเมตร และชิน้ส่วนเนือ้เย่ือเจริญปลาย
ยอดท่ีมีขนาด 0.5 มิลลิเมตร  มาเพาะเลีย้งบนอาหารแข็งสตูร MS (1962) ท่ีเตมิสารควบคมุการ
เจริญเตบิโตชนิดตา่งๆ  พบวา่ส่วนชิน้สว่นก้านใบจากคพัะสามารถชกัน าให้เกิดแคลลสัได้ดีท่ีสดุเม่ือ
เพาะเลีย้งบนอาหารสตูรท่ีมี 2,4-D ความเข้มข้น 4.52 ไมโครโมลาร์ ร่วมกบั TDZ ความเข้มข้น 0.45 ไมโคร
โมลาร์ โดยมีเปอร์เซ็นต์การเกิดแคลลสัสงูท่ีสดุ มีคะแนนการเจริญเตบิโตสงูท่ีสดุ ซึ่งมีลกัษณะสอดคล้อง
กบัการศกึษาการเจริญเติบโต และการเกิดยอดของเอมบริโอจีนิคแคลลสั ของกล้วยไม้ Oncidium (Gower 
Ramsey) (Jheng et al. 2006) พบวา่ชิน้ส่วนปลายยอดท่ีเพาะเลีย้งบนอาหารสตูร ½ MS (1962) ท่ีเตมิ 
2,4-D 4.52  ไมโครโมลาร์ ร่วมกบั TDZ  0.45 ไมโครโมลาร์ สามารถชกัน าให้ชิน้ส่วนเกิดแคลลสัได้ 

ชิน้สว่นตายอดจากคพัภะท่ีมีขนาด 3 มิลลิเมตร สามารถชกัน าให้เกิดแคลลสัได้ โดยแคลลสั
สามารถเจริญเติบโตได้ดีท่ีสดุเม่ือเพาะเลีย้งบนอาหารสตูรท่ีมี NAA ความเข้มข้น 40 ไมโครโมลาร์ ร่วมกบั 
TDZ ความเข้มข้น 0.5 ไมโครโมลาร์ โดยมีเปอร์เซนต์การเกิดแคลลสัสงูท่ีสดุ มีขนาดและคะแนนการ
เจริญเตบิโตสงูท่ีสดุ โดยแคลลสัจะมีลกัษณะเป็นกลุม่ก้อน สีขาว ซึง่มีลกัษณะตรงข้ามกบัการศกึษาของ 
ภคัวดี (2548) ซึง่พบว่าชิน้ส่วนก้านใบจากคพัภะท่ีเพาะเลีย้งบนอาหารสตูรท่ีมี NAA ความเข้มข้น 40 ไม
โครโมลาร์ ร่วมกบั TDZ ความเข้มข้น 0.5 ไมโครโมลาร์ สามารถชกัน าให้เกิดโซมาตกิเอมบริโอได้ดีท่ีสดุ แต่

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 



 

174 
 

ใกล้เคียงกบัการเพาะเลีย้งชิน้สว่นใบของกหุลาบพนัธุ์ลกูผสมระหวา่ง Carl Red และ Rosa canina ใน
อาหารสตูร MS (1962) ท่ีมี NAA 1.3-26.8 ไมโครโมลาร์ ร่วมกบั TDZ 0.23 ไมโครโมลาร์ พบวา่สามารถ
ชกัน าให้เกิดเอมบริโอจีนิคแคลลสัได้ดีท่ีสดุ (Visessuwan et al. 1997) และสอดคล้องกบัการศกึษาของ 
จิตเกษม (2545) ท่ีพบวา่ชิน้สว่นยอดจากคพัภะมีคะแนนการเจริญเติบโตของแคลลสัสงูท่ีสดุเม่ือเพาะเลีย้ง
ในอาหารสตูร MS (1962) ท่ีเตมิ NAA ความเข้มข้น 50 ไมโครโมลาร์ ร่วมกบั TDZ ความเข้มข้น 0.25 ไม
โครโมลาร์ และสอดคล้องกบัการศกึษาของ วิลาสิณี (2550) ท่ีพบวา่ชิน้สว่นตายอดจากคพัภะท่ีเพาะเลีย้ง
บนอาหารสตูรท่ีมี NAA ความเข้มข้น 40 ไมโครโมลาร์ ร่วมกบั TDZ ความเข้มข้น 0.5 ไมโครโมลาร์ มี
คะแนนการเจริญเติบโตของแคลลสัสงูท่ีสดุ พบว่าหลงัจากเพาะเลีย้งชิน้สว่นตายอดจากคพัภะนาน 4 
สปัดาห์ชิน้สว่นจะสร้างแคลลสัขึน้ท่ีบริเวณรอยตดั เน่ืองจากบริเวณรอยตดัมีการตอบสนองตอ่สารตา่งๆได้
ก่อนบริเวณอ่ืน และมีการแลกเปล่ียนก๊าซได้ดีกว่าเซลล์ข้างใน (ค านญู, 2542)  และยงัใกล้เคียงกบั
การศกึษาของ Yang et al. (2009) ท่ีศกึษาผลของ mannitol, abscisic acid (ABA) และอายขุองชิน้สว่น
เร่ิมต้น (ขนาด) โดยใช้ชิน้สว่นเอมบริโอขนาด น้อยกวา่ 3 มิลลิเมตร, 4-5 มิลลิเมตร, 6-8 มิลลิเมตร และ 
มากกวา่ 8 มิลลิเมตร ท่ีมีผลตอ่การเกิดโซมาตกิเอมบริโอจีนีซีสและการเกิดยอดของ Chinese soybean 
(Glycine max L. Merr.) พบวา่ชิน้สว่นเอมบริโอท่ีมีขนาดน้อยกวา่ 3 มิลลิเมตร มีเปอร์เซนต์การเกิด
แคลลสัและโซมาตกิเอมบริโอต ่ากวา่ชิน้ส่วนท่ีมีขนาด 4-5 มิลลิเมตร ท่ีสามารถชกัน าให้เกิดโซมาติกเอมบริ
โอได้ดีท่ีสดุ บนอาหารสตูร MS (1962) ท่ีมี mannitol 3 เปอร์เซนต์ ร่วมกบั ABA 5 มิลลิกรัมตอ่ลิตร 
อยา่งไรก็ตาม ขนาดของเนือ้เย่ือท่ีเล็กท่ีสดุท่ีมีประสิทธิภาพ เป็นสิ่งท่ีควรพิจารณา เน่ืองจากเนือ้เย่ือเจริญท่ี
มีขนาดเล็กเกินไปอาจโตช้า และไมต่อบสนองตอ่การเพาะเลีย้งเทา่เนือ้เย่ือท่ีมีขนาดใหญ่ (รังสฤษดิ์, 2540) 

สว่นชิน้สว่นเนือ้เย่ือเจริญปลายยอดท่ีมีขนาด 0.5 มิลลิเมตร นัน้ สามารถชกัน าให้เกิดแคลลสัได้ดี
ท่ีสดุเม่ือเพาะเลีย้งบนอาหารสตูรท่ีมี picloram 24.8 ไมโครโมลาร์ โดยมีขนาดและคะแนนการเจริญเตบิโต
สงูท่ีสดุ โดยแคลลสัจะเกิดขึน้ท่ีบริเวณรอยตดัของชิน้สว่น และมีลกัษณะเกาะตวักนัอยา่งหลวมๆ สีเขียว
ออ่นซึง่แคลลสัท่ีเกิดขึน้จะเป็นสีเขียวจนถึงสปัดาห์ท่ี 6 จากนัน้จะคอ่ยๆ เปล่ียนเป็นสีน า้ตาลและตาย ซึง่มี
ลกัษณะตรงข้ามกบั การศกึษาการชกัน าการเกิดโซมาติกเอมบริโอจีนีซิสของ Alstroemeria พบวา่แคลลสั
ท่ีได้จากชิน้สว่นข้อท่ีเพาะเลีย้งบนอาหารสตูร MS (1962) ท่ีเตมิ IAA 0.5  ไมโครโมลาร์ ร่วมกบั TDZ  10  
ไมโครโมลาร์ เม่ือน าไปเพาะเพาะเลีย้งบนอาหารสตูร MS (1962)  ท่ีเตมิ  picloram 20.8 ไมโครโมลาร์ 
สามารถชกัน าให้ชิน้สว่นเกิด โซมาติกเอมบริโอได้ (Kim et al. 2006) 

        5.4.2  ศกึษำสูตรอำหำรท่ีเหมำะสมต่อกำรเกิดยอดจำกแคลลัสของบัวหลวงพันธ์ุบุณฑริก 

        ผลของการศกึษาสตูรอาหารท่ีเหมาะสมตอ่การเกิดยอดของชิน้สว่นแคลลสัของบวัหลวงพนัธุ์
บณุฑริก โดยน าชิน้ส่วนแคลลสัท่ีได้มาจากการเลีย้งบนอาหารแข็งสตูร MS (1962) ท่ีเตมิ NAA ความ
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เข้มข้น 40 ไมโครโมลาร์ ร่วมกบั TDZ ความเข้มข้น 0.5 ไมโครโมลาร์ เป็นเวลา 8 สปัดาห์ มาเลีย้งบน
อาหารแข็งสตูร MS (1962) ท่ีเตมิสารควบคมุการเจริญเตบิโตชนิดตา่งๆ พบว่าชิน้สว่นแคลลสัสามารถ
พฒันาเป็นยอดได้ดีท่ีสดุเม่ือเพาะเลีย้งบนอาหารแข็งสตูร MS ท่ีเตมิ BA ความเข้มข้น 50 ไมโครโมลาร์ โดย
มีขนาดแคลลสัและจ านวนยอดสงูท่ีสดุ และสอดคล้องกบัการศกึษาผลของ BA ตอ่การชกัน าการเกิดยอด
ของ Zantedeschia aethiopica (Green Goddess) (Kozak and Stelmaszczuk. 2009) พบวา่ชิน้สว่น
ยอดท่ีเพาะเลีย้งบนอาหารสตูร MS (1962) ท่ีเตมิ BA 25 และ 50 ไมโครโมลาร์ สามารถชกัน าให้ชิน้สว่น
เกิดยอด (axillary shoots) ได้มากท่ีสดุ  ซึง่ BA เป็นสารควบคมุการเจริญเติบโตในกลุม่ไซโตไคนิน ท่ีนิยม
ใช้มากในการแก้ไข apical dominance ของหนอ่ข้าง และในการเพิ่มจ านวนยอด พืชสว่นมากเปล่ียนแปลง
พฒันาเป็นอวยัวะถ้าได้รับฮอร์โมน 2 กลุม่คือ ออกซิน และไซโตไคนิน ทัง้นีผ้นัแปรขึน้กบัชนิดพืช ระยะการ
เจริญเตบิโตของชิน้สว่นพืช และระดบัหรือสดัสว่นของฮอร์โมนทัง้ 2 ชนิดท่ีใช้ในสตูรอาหาร คือถ้าสดัส่วน
ของไซโตไคนินตอ่ออกซินสงูขึน้ (ไซโตไคนินมากกวา่ออกซิน) จะกระตุ้นการเกิดยอด  ยกเว้นในพืชบางชนิด
ท่ีต้องการไซโตไคนินเพียงอย่างเดียว    แตถ้่าสดัสว่นของออกซินตอ่ไซโตไคนินสงูขึน้ (ออกซินมากกวา่ไซโต
ไคนิน) จะกระตุ้นการเปล่ียนแปลงพฒันา เพ่ือก าเนิดราก (รังสฤษดิ์, 2540) 

        5.4.3 ศึกษำสภำวะท่ีเหมำะสมต่อกำรถ่ำยยีน Antisense Dihydroflavonol 4-Reductase 
(anti-DFR) เข้ำสู่บัวหลวงพันธ์ุบุณฑริก 

       ผลของการศกึษาชิน้สว่นเร่ิมต้น และวิธีการท่ีเหมาะสม ตอ่การถ่ายยีนโดยเคร่ืองยิงอนภุาคแบบ 
PDS-1000/He ท่ีมีพลาสมิด pCAMBIA2301anti-DFR ในชิน้สว่นยอดและตายอดจากคพัภะท่ีมีขนาด 3 
มิลลิเมตร โดยชิน้ส่วนยอดได้จากการน าชิน้ส่วนแคลลสัมาเพาะเลีย้งบนอาหารสตูร MS  )1962 (  ท่ีเตมิ BA 
ความเข้มข้น 50 ไมโครโมลาร์  เป็นเวลา 8 สปัดาห์ จากการตรวจสอบการแสดงออกของยีน GUS แบบ
ชัว่คราว (transient expression) โดยวิธี GUS histochemical assay พบวา่ ชิน้สว่นยอดท่ีให้จ านวนจดุสี
น า้เงินสงูท่ีสดุคือ การยิงด้วยก๊าซฮีเลียมขนาด 1,100 ปอนด์ตอ่ตารางนิว้ โดยใช้ระยะหา่งของเนือ้เย่ือ
เปา้หมาย 6 เซนตเิมตร ซึง่ให้จ านวนจดุเฉล่ีย 4.8 จดุตอ่ชิน้เนือ้เย่ือ สว่นการยิงด้วยก๊าซฮีเลียมขนาด 1,100 
ปอนด์ตอ่ตารางนิว้ โดยใช้ระยะหา่งของเนือ้เย่ือเปา้หมาย 9 เซนตเิมตร และการยิงด้วยก๊าซฮีเลียมขนาด 
1,350 ปอนด์ตอ่ตารางนิว้ โดยใช้ระยะห่างของเนือ้เย่ือเปา้หมาย 6 และ 9 เซนตเิมตร ไมเ่กิดจดุสีน า้เงิน
จากการแสดงออกของยีน GUS แบบชัว่คราว จากนัน้น าชิน้สว่นยอดท่ีเจริญเตบิโตได้หลงัจากเลีย้งบน
อาหารคดัเลือกเป็นเวลา 8 สปัดาห์มาตรวจสอบการมีอยูข่องยีน GUS ด้วยวิธีพีซีอาร์ กลบัพบวา่ พบยีน 
GUS ในทกุวิธีการ ซึง่ไมต่รงกบัผลการตรวจสอบด้วยวิธี GUS histochemical assay ทัง้นีเ้น่ืองจาก
ชิน้สว่นท่ีน ามาทดสอบด้วยวิธี GUS histochemical assay มีจ านวนน้อย จงึมีโอกาสให้ชิน้สว่นท่ีน ามา
ทดสอบนัน้จะเป็นชิน้สว่นท่ีไมไ่ด้รับการถ่ายยีน สว่นการตรวจสอบการแสดงออกของยีน GUS แบบ
ชัว่คราว (transient expression) โดยวิธี GUS histochemical assay ของชิน้สว่นตายอดจากคพัภะท่ีมี
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ขนาด 3 มิลลิเมตร พบว่า มีจดุสีน า้เงินเกิดขึน้ในทกุวิธีการทดลอง และชิน้สว่นตายอดจากคพัภะท่ีให้
จ านวนจดุสีน า้เงินสงูท่ีสดุคือ การยิงด้วยก๊าซฮีเลียมขนาด 1,100 ปอนด์ตอ่ตารางนิว้ โดยใช้ระยะหา่งของ
เนือ้เย่ือเปา้หมาย 6 เซนติเมตร ซึง่ให้จ านวนจดุเฉล่ีย 26.11 จดุตอ่ชิน้เนือ้เย่ือ จากนัน้น าชิน้สว่นตา
ยอดจากคพัภะท่ีเจริญเตบิโตได้บนอาหารคดัเลือกมาตรวจสอบการมีอยู่ของยีน GUS ด้วยวิธีพีซีอาร์ 
พบวา่ พบยีน GUS ในทกุวิธีการ เชน่เดียวกนั 

เม่ือน าชิน้สว่นยอดและตายอดจากคพัภะท่ีได้รับการถ่ายยีนมาเลีย้งบนอาหารคดัเลือกสตูร MS 
)1962 (  ท่ีเตมิ kanamycin ความเข้มข้น 50  มิลลิกรัมตอ่ลิตร และ BA ความเข้มข้น 50 ไมโครโมลาร์ เป็น

เวลา 8 สปัดาห์ พบวา่ชิน้สว่นยอดท่ีมีสภาพการถ่ายยีนโดยใช้แรงดนัก๊าซฮีเลียมขนาด 1,100 ปอนด์ตอ่
ตารางนิว้ และท่ีระยะหา่งจากเนือ้เย่ือเปา้หมาย 9 เซนตเิมตร มีการเจริญเตบิโตบนอาหารคดัเลือกได้ดีท่ีสดุ  
สว่นชิน้สว่นตายอดจากคพัภะหลงัจากถ่ายยีนน ามาเลีย้งบนอาหารคดัเลือกสตูร MS  )1962 ( ท่ีเตมิ 
kanamycin ความเข้มข้น 50 มิลลิกรัมตอ่ลิตร BA ความเข้มข้น 4.44  ไมโครโมลาร์ ร่วมกบั NAA ความ
เข้มข้น 0.54  ไมโครโมลาร์  และ เป็นเวลา 8 สปัดาห์ พบวา่ชิน้สว่นตายอดจากคภัะท่ีมีสภาพการถ่ายยีน
โดยใช้แรงดนัก๊าซฮีเลียมขนาด 1,100 ปอนด์ตอ่ตารางนิว้ และท่ีระยะหา่งจากเนือ้เย่ือเปา้หมาย 9 
เซนตเิมตร มีการเจริญเติบโตบนอาหารคดัเลือกได้ดีท่ีสดุ  จากนัน้น าต้นท่ีรอดจากการเลีย้งบนอาหาร
คดัเลือกมาเลีย้งในอาหารเหลวบนอาหารแข็งสตูร MS (1962) ท่ีเตมิ BA ความเข้มข้น 4.44  ไมโครโมลาร์ 
ร่วมกบั NAA ความเข้มข้น 0.54  ไมโครโมลาร์ (Shou et al. 2008) ซึง่เป็นสตูรอาหารท่ีเหมาะสมตอ่การ
เกิดยอดของบวัหลวงพนัธุ์บณุฑริก พบวา่ชิน้สว่นยอดท่ีได้รับการถ่ายยีนโดยใช้แรงดนัก๊าซฮีเลียมขนาด 
1,100 ปอนด์ตอ่ตารางนิว้ และท่ีระยะหา่งจากเนือ้เย่ือเปา้หมาย 9 เซนตเิมตร ชิน้ส่วนมีเปอร์เซนต์การรอด
ชีวิตมากท่ีสดุเชน่เดียวกนั แตเ่นือ้เย่ือสว่นใหญ่ท่ีไมไ่ด้รับการถ่ายยีนจะเร่ิมเปล่ียนเป็นสีน า้ตาลเข้มและตาย
หลงัจากท่ีเพาะเลีย้งได้ 8 สปัดาห์  จากการทดลองนีก้ารถ่ายยีนโดยใช้เคร่ืองยิงอนภุาค พบวา่สามารถท า
ให้ประสิทธิภาพการพฒันาเป็นยอดของชิน้สว่นยอดและตายอดจากคพัภะภายหลงัการถ่ายยีนเพียง 
31.67 และ 2 เปอร์เซนต์ ตามล าดบั (ข้อมลูดงักลา่วได้มาจากการน าจ านวนชิน้สว่นท่ีสามารถชกัน าให้เกิด
ยอดได้คณูหนึง่ร้อยและหารด้วยจ านวนชิน้สว่นท่ีใช้ทัง้หมด) ซึง่นบัวา่น้อย ทัง้นีอ้าจเน่ืองมาจากปัจจยั
ตา่งๆ ท่ีมีผลส าเร็จตอ่การถ่ายยีน เชน่ ขนาดและชนิดของอนภุาค ระดบัของ stopping screen ระยะของ 
gap width  เป็นต้น (กิริยา, 2547)         นอกจากนีย้งัพบวา่ประสิทธิภาพในการคดัเลือกการต้านทานตอ่
สารปฏิชีวนะจะเพิ่มขึน้ เม่ือน าชิน้สว่นท่ีได้รับการถ่ายยีนมาเลีย้งบนอาหารสตูรเดมิเป็นระยะเวลาหนึง่ 
ก่อนท่ีจะน ามาเลีย้งในอาหารคดัเลือกท่ีมีสารปฏิชีวนะเพ่ือลดการตายของชิน้สว่นท่ียงัมีขนาดเล็ก (Gondo 
et al. 2009) 

ผลการตรวจสอบการมีอยูข่องยีน GUS ยีน NPTII  ยีน anti-DFR ด้วยไพรเมอร์ท่ีมีความจ าเพาะ
ตอ่ยีน NPTII  ยีน GUS  และยีน anti-DFR ด้วยวิธีพีซีอาร์ จากต้นบวัหลวงท่ีเกิดยอด ภายหลงัการคดัเลือก
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เป็นเวลา 8 สปัดาห์ และน ามาชกัน าให้เกิดยอดบนอาหารท่ีไมมี่สารคดัเลือกเป็นเวลา 16 สปัดาห์ จากผล
การตรวจสอบการมีอยูข่องยีน NPTII ด้วยชดุไพรเมอร์ท่ีมีความจ าเพาะกบัยีน NPTII พบว่าเกิดแถบดีเอ็น
เอขนาด 254 คูเ่บส       จากการตรวจสอบการมีอยูข่องยีน GUS ด้วยชดุไพรเมอร์ท่ีมีความจ าเพาะกบัยีน 
GUS พบวา่เกิดแถบดีเอ็นเอขนาด 563 คูเ่บส       และจากการตรวจสอบการมีอยูข่องยีน anti-DFR ตัง้แต่
บริเวณโปรโมเตอร์ CaMV35S และเทอร์มิเนเตอร์ NOS ด้วยชดุไพรเมอร์ท่ีมีความจ าเพาะกบัยีน anti-DFR 
พบวา่เกิดแถบดีเอ็นเอขนาดประมาณ 800 คูเ่บส ซึง่พบการมีอยู่ของยีน NPTII  เพียงอยา่งเดียว จ านวน 2 
ตวัอยา่ง พบการมีอยูข่องยีน anti-DFR  เพียงอยา่งเดียว จ านวน 1 ตวัอยา่ง พบการมีอยูข่องยีน NPTII  
และยีน anti-DFR  แตไ่มพ่บการมีอยู่ของยีน GUS  จ านวน 2 ตวัอยา่ง อาจเน่ืองจากการถ่ายยีนด้วยเคร่ือง
ยิงอนภุาคอาจท าให้บางสว่นของยีนขาดออกจากกนั ส่งผลให้ไมมี่บริเวณล าดบัเบสท่ีไพรเมอร์ของยีนนัน้
สามารถเข้าไปจบั จงึไมป่รากฏแถบดีเอ็นเอขนาดท่ีต้องการ และพบตวัอยา่งท่ีไมพ่บยีน NPTII แตเ่ซลล์มี
ชีวิตรอดบนอาหารคดัเลือกและสามารถพฒันาเป็นต้นได้นัน้ อาจเน่ืองจากมีบางเซลล์ในชิน้สว่นแคลลสั ท่ี
ไมไ่ด้รับการถ่ายยีนแตส่ามารถพฒันาเป็นยอดได้ เน่ืองจากแคลลสัประกอบด้วยเซลล์หลายชัน้ และเม่ือ
น ามาคดัเลือกบนอาหารแข็ง ท่ีมีสารปฏิชีวนะ  kanamycin จะมีพืน้ท่ีผิวสมัผสักบัอาหารได้บางสว่น ซึง่จะ
ได้รับสาร kanamycin เตม็ท่ี แตเ่นือ้เย่ือสว่นท่ีอยูเ่หนือขึน้ไปซึง่ไมส่มัผสักบัอาหารโดยตรง จะได้รับสาร
ปฏิชีวนะ kanamycin โดยการเคล่ือนย้ายขึน้ไปไมใ่ชก่ารสมัผสัโดยตรง และความเข้มข้นของ kanamycin 
ท่ีเคล่ือนย้ายเข้าไปในเนือ้เย่ืออาจมีการเจือจางลง ท าให้เซลล์ท่ีอยู่ด้านในของแคลลสั และสว่นของเนือ้เย่ือ
ท่ีอยู่ด้านบนของแคลลสัไมไ่ด้สมัผสักบัสารคดัเลือกในความเข้มข้นท่ีเหมาะสมจงึมีการเจริญเตบิโต และ
แบง่เซลล์ได้ตามปกต ิ(Caltin, 1990)   

        การตรวจสอบการแสดงออกของยีน NPTII และ ยีน anti-DFR ด้วยไพรเมอร์ท่ีมีความจ าเพาะตอ่
ยีน NPTII และยีน anti-DFR ด้วยวิธี RT-PCR จากต้นบวัหลวงท่ีเกิดยอด ภายหลงัการคดัเลือกเป็นเวลา 8 
สปัดาห์ และน ามาชกัน าให้เกิดยอดบนอาหารท่ีไมมี่สารคดัเลือกเป็นเวลา 16 สปัดาห์ พบวา่เกิดแถบดีเอ็น
เอขนาด 254 คูเ่บส ของต้นบวัหลวงท่ีได้รับการถ่ายยีนซึ่งมีขนาดเทา่กบัแถบดีเอ็นเอท่ีสงัเคราะห์ได้จากพีซี
อาร์ของพลาสมิด pCAMBIA2301anti-DFR จากการตรวจสอบการแสดงออกของยีน anti-DFR ด้วยชดุ
ไพรเมอร์ท่ีมีความจ าเพาะกบัยีน anti-DFR พบวา่เกิดแถบดีเอ็นเอขนาดประมาณ 600 คูเ่บส ของต้นบวั
หลวงท่ีได้รับการถ่ายยีน ซึง่มีขนาดเทา่กบัแถบดีเอ็นเอท่ีสงัเคราะห์ได้จากพีซีอาร์ของพลาสมิด 
pCAMBIA2301 anti-DFR พบวา่การยิงด้วยก๊าซฮีเลียมขนาด 1,100 ปอนด์ตอ่ตารางนิว้ โดยใช้ระยะหา่ง
ของเนือ้เย่ือเปา้หมาย 9 เซนตเิมตร พบการแสดงออกของทัง้ 2 ยีน คือยีน NPTII และยีน anti-DFR จ านวน 
1 ตวัอย่าง โดยเป็นการให้ผลการถ่ายยีนแบบถาวรได้ (stable transformation) จงึเป็นสภาพท่ีเหมาะสม
ส าหรับการถ่ายยีนด้วยเคร่ืองยิงอนภุาคเข้าสูช่ิน้สว่นยอดของบวัหลวงพนัธุ์บณุฑริก พบการแสดงออกของ
ยีน NPTII เพียงอยา่งเดียว จ านวน 1 ตวัอยา่ง และ ไมพ่บการแสดงออกของของทัง้ 2 ยีน จ านวน 1 
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ตวัอยา่ง ซึง่ยีน anti-DFR ท่ีน ามาใช้ในการถ่ายยีนครัง้นีไ้ด้มาจากดอกปทมุมา เน่ืองจากยงัไมมี่ล าดบัเบส
ของยีน DFR ในบวัหลวงพนัธุ์บณุฑริกจงึท าให้ไมส่ามารถตรวจสอบการยบัยัง้การแสดงออกของยีน anti-
DFR ได้ ในการท า RT-PCR จงึให้ผลผลิตพีซีอาร์จากยีน anti-DFR ของดอกปทมุมาท่ีถ่ายเข้าสูบ่วัหลวง
พนัธุ์บณุฑริก ไมใ่ชยี่น DFR ท่ีมีอยูใ่นบวัหลวงพนัธุ์บณุฑริก จงึสรุปผลได้เพียงวา่มีการแสดงออกของยีน 
anti-DFR คือการถ่ายยีนประสบความส าเร็จ หากต้องการตรวจสอบการยบัยัง้การแสดงออกของยีน anti-
DFR ของบวัหลวงพนัธุ์บณุฑริก ควรมีการศกึษาเพิ่มเติมในการออกแบบคูไ่พร์เมอร์ของยีน DFR จากบวั
หลวงพนัธุ์บณุฑริก และเทคนิคท่ีน ามาใช้ในการตรวจสอบเพ่ือท่ีจะทราบปริมาณของยีน DFR ของต้นท่ี
ได้รับการถ่ายยีนเปรียบเทียบกบัต้นท่ีไมไ่ด้รับการถ่ายยีนตอ่ไป ซึง่ถ้าพบวา่ยีน DFR ของบวัหลวงพนัธุ์
บณุฑริกท่ีได้รับการถ่ายยีน anti-DFR มีปริมาณลดลง เม่ือเปรียบเทียบกบัต้นท่ีไมไ่ด้รับการถ่ายยีน แสดง
วา่ยีน DFR มีการแสดงออกลดลง  

 5.4.4 ถ่ำยยีน CHS แบบ antisense เข้ำสู่ shoot cluster ต้นบัวหลวงบุณฑริก และบัวหลวง
รำชินี ด้วยวิธียงิอนุภำค 

 การศกึษาการแสดงออกของยีน CHS ในต้นบวัหลวงบณุฑริกและบวัหลวงราชินีท่ีได้รับการถ่ายยีน 
CHS แบบ antisense เข้าสู่ shoot cluster ของต้นบวัหลวงบณุฑริกและบวัหลวงราชินีด้วยวิธียิงอนภุาค 
โดยใช้พลาสมิดลกูผสม pCAMBIA1302CHSA ท่ีมีบางส่วนของยีน CHS แบบ antisense ขนาด 331 คู่
เบสท่ีโคลนได้จาก cDNA ของกลีบดอกบวัหลวงบณุฑริก และถกูควบคมุด้วย CaMV 35s promoter และ 
NOS terminator โดยมียีน GFP เป็นยีนรายงานผล และยีน hptII เป็นยีนคดัเลือก หลงัจากการคดัเลือก 
และเพาะเลีย้งบนอาหาร regeneration พบว่า มีชิน้เนือ้เย่ือ shoot cluster ของบวัหลวงบณุฑริกท่ีได้รับ
การถ่ายยีน สามารถเจริญเติบโตได้บนอาหาร regeneration จ านวน 2 ต้น ทัง้ 2 ต้น พบการเรืองแสงสี
เขียวของยีน GFP ท่ีบริเวณปลายราก และกาบใบ การเรืองแสงสีเขียวของยีน GFP ในต้นบวัหลวงท่ีได้รับการ
ถ่ายยีนพบเฉพาะท่ีบริเวณรากและกาบใบ แต่ไม่พบในส่วนของใบและล าต้น สอดคล้องกับการทดลองของ 
Heidi et al. (2001) ท่ีพบการเรืองแสงสีเขียวของยีน GFP เฉพาะส่วนของราก และกาบใบอ่อนท่ีไม่มีสีเขียว ในต้น
ข้าวสาลีท่ีได้รับการถ่ายยีน  เน่ืองจากการแสดงออกของยีน GFP ในส่วนเนือ้เย่ือท่ีมีสีเขียวจะถกูคลอโรฟีลล์
บดบงัและดูดกลืนแสงสีน า้เงินของแสงฟลูออเรสเซนต์ท่ีใช้กระตุ้นให้เกิดการเรืองแสง ท าให้ไม่สามารถ
มองเห็นการเรืองแสงสีเขียวภายใต้กล้องจลุทรรศน์ จึงสามารถมองเห็นได้เฉพาะในเนือ้เย่ือท่ีมีคลอโรฟีลล์ 
น้อย หรือไม่มีคลอโรฟีลล์ เช่น ท่ีบริเวณราก กลีบดอก เมล็ด ต้นอ่อน แคลลสั หรือละอองเรณู (van der 
Geest and Petolino. 1998; Heidi et al. 2001) การตรวจสอบการมีอยู่ของยีน GPF และยีน hptII ใน 
genomic DNA ของต้นบวัหลวงท่ีได้รับการถ่ายยีน ด้วยเทคนิค PCR ช่วยยืนยนัผลการถ่ายยีน โดยพบว่า 
ต้นบวัหลวงบณุฑริกทัง้ 2 ต้น พบการมีอยู่ของยีน GFP และ hygromycin ใน genomic DNA แตเ่ม่ือท า
การตรวจสอบปริมาณการแสดงออกของยีน CHS ในต้นบัวหลวงบุณฑริกท่ีได้รับการถ่ายยีน พบว่า 
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ปริมาณการแสดงออกของยีน ไมแ่ตกตา่งจากต้นบวัหลวงท่ีไมไ่ด้รับการถ่ายยีน ในต้นบวัหลวงราชินีท่ีได้รับ
การถ่ายยีน พบวา่ ต้นบวัหลวงราชินีหมายเลข R2/1 พบการเรืองแสงสีเขียวของยีน GFP ท่ีบริเวณบางส่วน
ของราก และบริเวณกาบใบพบการมีอยู่ของยีน GFP และ hygromycin ใน genomic DNA แตป่ริมาณการ
แสดงออกของยีน CHS ไมไ่ด้แตกตา่งจากต้นบวัหลวงท่ีไม่ได้รับการถ่ายยีน เช่นเดียวกนั แตใ่นต้นบวัหลวง
ราชินีหมายเลข R1/2 และต้นหมายเลข R5/1 มีปริมาณการแสดงออกของยีน CHS ลดลง ในต้นบวัหลวง
ราชินีหมายเลข R1/2 และต้นบัวหลวงราชินีหมายเลข R5/1พบการมีอยู่ของยีน GFP และยีน hptII ใน 
genomic DNA แตไ่ม่พบการเรืองแสงของยีน GFP การถ่ายยีนด้วยวิธีการยิงอนภุาคเป็นการถ่ายยีนเข้าสู่
เนือ้เย่ือพืชโดยตรง เป็นการถ่ายยีนแบบสุ่ม ยีนอาจไม่เข้าไปท่ี gemonic DNA ท าให้ไม่เกิดการถ่ายทอด
เม่ือเกิดการแบง่เซลล์ เกิดการแสดงออกเพียงชัว่คราว หรือถ่ายยีนเข้าไปในบางส่วนของเนือ้เย่ือพืช เกิดพืช
ท่ีมีลกัษณะ chimera และยีนท่ีถ่ายเข้าไปอาจเกิดการแตกหกัและเสียหายได้ ท าให้เกิดการแสดงออกของ
ยีนท่ีไมส่มบรูณ์ ตามท่ีต้องการ (Hansen and Wrigth. 1999)   

 ในการศึกษาของ Nakatsuka et al. (2008) ท าการยับยัง้การท างานของยีนในกระบวนการ
สงัเคราะห์สาร flavonoid ในต้นหรีดดอกสีน า้เงินเข้ม (Gentian hybrida cv. Albireo) ด้วยเทคนิค RNAi 
mediated gene silencing พบว่า การยบัยัง้การท างานของยีน CHS ท าให้ดอกเปล่ียนเป็นสีขาวและบาง
ดอกมีริว้น า้เงินอ่อนสลบัสีขาว ส่วนการยงัยัง้การท างานของยีน anthocyanin synthase (ANS) ท าให้ดอก
มีสีน า้เงินซีด ในการศกึษาของ Hoffmann et al. (2006) ท าการยบัยัง้การท างานของยีน CHS ด้วยเทคนิค 
Agrobacterium-infiltration โดยถ่ายยีน CHS แบบ RNAi เข้าไปในผลสตรอเบอร์ร่ี พบว่า สามารถยบัยัง้
การท างานของยีน CHS ได้ มีปริมาณการแสดงออกของยีน CHS ลดลง ท าให้ผลของสตรอเบอร์ร่ีบริเวณท่ี
ได้รับการถ่ายยีนมีสีเหลืองซีด การศกึษาของ Nakamura et al. (2006) พบว่า การยบัยัง้การแสดงออกของ
ยีนด้วยเทคนิค RNAi มีประสิทธิภาพในการยบัยัง้การท างานของยีน CHS ในดอกทอเร็นเนีย (Torenia 
hybrida) มากกว่าเทคนิค antisense การศกึษาของ Ohno et al. (2011) ท าการถ่ายยีน CHS แบบ RNAi 
เข้าไปยบัยัง้การท างานของยีน CHS ในดอกรักเร่สีแดง พบว่า ดอกรักเร่มีการแสดงออกของยีน CHS ลดลง
ท าให้ดอกกลายเป็นสีขาวซีด มีปริมาณการแสดงออกของยีนเหมือนกบัดอกรักเร่สีขาว แสดงให้เห็นว่า การ
ท่ีดอกไม้มีสีขาวอาจเกิดจากการท างานท่ีผิดปกติของยีน CHS ท าให้ไม่สามารถสงัเคราะห์สาร chalcone 
เพ่ือใช้ในการสงัเคราะห์รงควตัถุอ่ืนๆ ในกระบวนการสงัเคราะห์สาร flavonoid การถ่ายยีน CHS แบบ 
antisense เข้าสู่ shoot cluster ของต้นบวัหลวงราชินี สามารถยบัยัง้การแสดงออกของยีน CHS ในต้นบวั
หลวงราชินี ได้ต้นบวัหลวงราชินี 2 ต้น ท่ีมีปริมาณการแสดงออกของยีนลดลง จึงอาจส่งผลให้ดอกบวัหลวง
ราชินีท่ีได้รับการถ่ายยีนมีสีชมพลูดลง ในทางตรงข้ามการกระตุ้นการท างาน (over expression) ของยีน 
CHS อาจท าให้ดอกบวัหลวงสีขาว มีสีเกิดขึน้ได้ ในการศกึษาของ Han et al. (2005) พบว่าการถ่ายยีน 
CHS แบบเต็มเส้น เข้าสู่ต้นยาสบูสามารถกระตุ้นการท างานของยีน CHS ส่งผลให้ดอกยาสบูมีสีเข้มขึน้ 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 



 

180 
 

จากสีปกติสีชมพู เป็นสีชมพูเข้ม บางต้นมีสีชมพูอมแดง แต่ในการศึกษาของ To and Wang. (2006) 
พบว่า การถ่ายยีน CHS แบบเต็มเส้นเพียงยีนเดียว ไม่เพียงพอในการท าให้สีของดอกยาสบูเข้มขึน้ และมี
บางสว่นให้ผลตรงข้ามดอกยาสบูกลายเป็นสีขาว   

 ในการศกึษานี ้ท าการตรวจสอบปริมาณการแสดงออกของยีน CHS ในใบและต้นบวัหลวงท่ีได้รับ
การถ่ายยีน เนือ้เย่ือแต่ละส่วนมีรูปแบบการแสดงออกของยีนท่ีแตกต่างกัน ในใบของบัวหลวงมีการ
แสดงออกของยีนแตกตา่งจากในส่วนของกลีบดอก เพ่ือให้ได้ผลการทดลองท่ีชดัเจนต้องน าต้นบวัหลวงท่ี
ได้รับการถ่ายยีนไปปลูกและน าดอกบวัหลวงมาศึกษาการแสดงออกของยีนท่ีเก่ียวข้อง และปริมาณของ
สาร flavonoid ท่ีสะสมในกลีบดอกบวัหลวงท่ีได้รับการถ่ายยีนเพิ่มเติมการศกึษาการแสดง ออกของยีน 
CHS เพียงยีนเดียวในบวัหลวงยงัไมเ่พียงพอตอ่การหาข้อสรุปบทบาทของยีน CHS ท่ีเก่ียวข้องกบัการเกิดสี
ของดอกบวัหลวง ยังมียีนอีกหลายยีนในกระบวนการสังเคราะห์สาร flavonoid ต้องท าการศึกษาการ
บทบาทการท างานของยีนอ่ืนเพิ่มเตมิตอ่ไป เพ่ือน าความรู้ท่ีได้มาใช้ในการปรับปรุงพนัธุ์ดอกบวัหลวงให้มีสี
ใหมเ่กิดขึน้ 

 5.4.5 กำรแสดงออกของยีน 4'CGT ในบัวหลวงพันธ์ุบุณฑริก ภำยหลังกำรถ่ำยยีน 4'CGT 
โดยใช้อะโกรแบคทีเรียมเป็นพำหะและกำรยงิอนุภำค 

  การถ่ายโอนยีน 4'CGT เข้าสูบ่วัหลวงพนัธุ์บณุฑริกโดยใช้อะโกรแบคทีเรียมเป็นพาหะโดย
คดัเลือกต้นท่ีได้รับการถ่ายยีนด้วยอาหารสตูร MS ท่ีมี BA ความเข้มข้น 4.44 ไมโครโมลาร์ ร่วมกบัสาร
ปฏิชีวนะกานามยัซิน 50 มิลลิกรัมตอ่ลิตร และอะม็อกซีซิลลิน ความเข้มข้น 300 มิลลิกรัมตอ่ลิตร พบวา่
สามารถคดัเลือกต้นท่ีได้รับการถ่ายยีนได้เม่ือน ามาตรวจสอบด้วยเทคนิค semi-quantitative PCR แต่
พบการปนเปือ้นของเชือ้อะโกรแบคทีเรียมท่ีชิน้พืชแม้ว่าตามรายงานของ สภุาภรณ์ และคณะ (2547) 
พบวา่อ็อกเมนตนิ ท่ีความเข้มข้น 300 มิลลิกรัมตอ่ลิตร สามารถก าจดัเชือ้อะโกรแบคทีเรียมได้ 100 
เปอร์เซ็นต์ก็ตาม ในการทดลองนีส้ารปฏิชีวนะซีโฟแทคซีมท่ีความเข้มข้น 250 มิลลิกรัมตอ่ลิตร ไมส่ามารถ
ก าจดัเชือ้อะโกรแบคทีเรียมของต้นบวัหลวงถ่ายยีนได้ ซึง่แตกตา่งจากรายงานของวิลาสินี (2554) ท่ีใช้สาร
ปฏิชีวนะซีโฟแท็กซีมความเข้มข้น 250 มิลลิกรัมตอ่ลิตร ในการก าจดัเชือ้อะโกรแบคทีเรียมสายพนัธุ์ 
EHA105 และพบวา่ชิน้สว่นมีเปอร์เซ็นต์การรอดชีวิตท่ี 15.55 เปอร์เซ็นต์ โดยมีเพียง 2 ต้นท่ีพบเจอยีน 
DFR GUS และ NPTII ในขณะท่ีต้นบวัหลวงหยดุการเจริญเตบิโต ไมมี่การสร้างใบใหมจ่งึไมส่ามารถน าไป
ตรวจสอบการแสดงออกของยีน GUS ด้วยวิธี GUS histochemical assay ได้ ทัง้นีต้้นบวัหลวงถกูเลีย้งบน
อาหารคดัเลือกท่ีมีสารปฏิชีวนะกานามยัซินเป็นเวลานานเกินไป อาจมีผลตอ่การยบัยัง้การสงัเคราะห์โปรตีน
ในเซลล์ท่ีไม่ได้รับการถ่ายยีน ซึ่งส่งผลความเป็นพิษต่อเซลล์จึงท าให้เซลล์พืชไม่มีการเพิ่มจ านวน 
(Miki and Mchuge. 2004) และอาจมีผลให้อตัราการพฒันาเป็นยอดของชิน้พืชลดลงได้ โดยท่ีความ
เข้มข้น 50 มิลลิกรัมตอ่ลิตร มีผลยบัยัง้การเกิดยอดลดลงกวา่คร่ึงหนึง่เม่ือเปรียบเทียบกบั control ท่ีไมไ่ด้
ใสส่ารปฏิชีวนะ (Ling et al. 1998) นอกจากนีป้ระสิทธิภาพในการคดัเลือกต้นถ่ายยีนท่ีต้านทานตอ่สาร
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ปฏิชีวนะ จะเพิ่มมากขึน้หากน าชิน้สว่นท่ีได้รับการถ่ายยีนมาเลีย้งบนอาหารท่ีไมมี่สารปฏิชีวนะเป็น
ระยะเวลาหนึง่ก่อนท่ีจะน ามาเลีย้งในอาหารคดัเลือกท่ีมีสารปฏิชีวนะเพ่ือลดการตายของชิน้สว่นท่ียงัมี
ขนาดเล็ก (Gondo et al. 2009) เม่ือตรวจสอบการแสดงออกของยีน 4'CGT ในบวัหลวงท่ีได้รับการถ่าย
โอนพลาสมิด pCAM4'CGT และเม่ือตรวจสอบการแสดงออกของยีน F3H และ CHS ด้วยเทคนิค 
semi-quantitative PCR พบว่าต้นบัวหลวงท่ีไม่ได้รับและท่ีได้รับการถ่ายโอนพลาสมิด pCAM4'CGT 
มีการแสดงออกของยีน F3H และ CHS ไมแ่ตกตา่งกนั ในขณะท่ียีน 4'CGT  GUS และ NPTII นัน้
สามารถตรวจพบได้เฉพาะในต้นบัวหลวงท่ีได้รับการถ่ายโอน พลาสมิด pCAM4'CGT เทา่นัน้ โดยใน
งานวิจยัของ Ono et al. (2006) ได้ถ่ายยีน 4'CGT แบบ overexpression เข้าสูด่อกแววมยรุาพบวา่
องค์ประกอบฟลาโวนอยด์เช่น แอนโทไซยานิดนิและฟลาโวนซึง่เป็นอนพุนัธ์ท่ีต้องอาศยัยีน F3H ในการ
สงัเคราะห์นัน้ยงัคงมีการแสดงออกปกตซิึง่ไมแ่ตกตา่งกบัดอกแววมยรุาท่ีไมไ่ด้รับการถ่ายยีน 4'CGT 

  การถ่ายโอนยีน 4'CGT เข้าสู่บวัหลวงพนัธุ์บณุฑริกด้วยวิธีการยิงอนภุาค สามารถตรวจพบการ
แสดงออกของยีน 4'CGT ในต้นบวัหลวงท่ีเลีย้งด้วยอาหารสตูร MS ท่ีมี BA ความเข้มข้น 4.44 ไมโครโม
ลาร์ ร่วมกบัสารปฏิชีวนะกานามยัซิน 50 มิลลิกรัมตอ่ลิตร เม่ือคดัเลือกต้นท่ีได้รับการถ่ายโอนพลาสมิด 
pCAM4'CGT และตรวจสอบการแสดงออกของยีน F3H และ CHS พบวา่มีการแสดงออกไม่แตกต่างกัน
เม่ือเปรียบเทียบระหว่างต้นบัวหลวงท่ีไมไ่ด้รับการถ่ายโอนพลาสมิดและต้นบวัหลวงท่ีได้รับการถ่ายโอนพ
ลาสมิด pCAM4'CGT ในขณะท่ีสามารถตรวจพบการแสดงออกของยีน 4'CGT  GUS และ NPTII ได้เฉพาะ
ในต้นบวัหลวงท่ีได้รับการถ่ายโอนพลาสมิด pCAM4'CGT เทา่นัน้ เม่ือตรวจสอบการแสดงออกของยีน 
GUS ด้วยวิธี GUS histochemical assay พบการติดสีฟ้าจางท่ีชิน้สว่นใบและก้านของบวัหลวงท่ีได้รับการ
ถ่ายโอนพลาสมิด pCAM4'CGT เพียงบางบริเวณของเนือ้เย่ือซึง่อาจเกิดจากกิจกรรมการท างานของยีน 
GUS ต ่าเน่ืองจากเซลล์พืชท่ีได้รับการถ่ายโอนพลาสมิด pCAM4'CGT มีจ านวนยีน GUS น้อย ท าให้มีการ
ผลิตเอนไซม์ β-glucuronidase ออกมาย่อยซบัเสตรต x-gluc ได้น้อย (Gago et al. 2011) 

  เม่ือตรวจสอบการมีอยูข่องยีน 4'CGT ด้วยเทคนิค Southern blot hybridization พบแถบดี
เอ็นเอขนาดประมาณ 3,500 นิวคลีโอไทด์ เม่ือตดัด้วยเอนไซม์ Bam HI และ Eco RI โดยต าแหนง่ของ 
Bam HI ตดับริเวณของยีน 4'CGT และอาจจะมีต าแหน่งตดัของเอนไซม์ Bam HI หรือ Eco RI ภายใน
โครโมโซมของบวัหลวงท าให้ได้ชิน้ดีเอ็นเอขนาดประมาณ 4,000 นิวคลีโอไทด์ การตรวจสอบการมีอยูข่อง
ยีน GUS พบแถบดีเอ็นเอขนาดประมาณ 3,000 นิวคลีโอไทด์ โดยมีต าแหนง่ของ Bam HI ตดับริเวณของ
ยีน 4'CGT  และอีกต าแหน่งอาจจะมีต าแหนง่ตดัของเอนไซม์ Bam HI หรือ Eco RI อยูภ่ายในโครโมโซม
ของบวัหลวง ท าให้ได้ชิน้ดีเอ็นเอขนาดประมาณ 3,000 นิวคลีโอไทด์ แสดงให้เห็นวา่ทัง้ยีน 4'CGT  และ 
GUS ได้เข้าไปเช่ือมตอ่ภายในโครโมโซมของต้นบวัหลวง 
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บทที่ 6 

สรุปผลกำรวิจัย 

 

 6.1 กำรโคลนยีนและกำรแสดงออกของยีน 

6.1.1 ยีน CHS  

  โคลนยีน CHS แบบเต็มเส้น ด้วยเทคนิค PCR จาก genomic DNA ของกลีบดอกบวั
หลวงบณุฑริกและบวัหลวงสตัตบงกชมีขนาดเท่ากนั คือ 1,599 คูเ่บส ประกอบด้วยส่วน exon 2 ชิน้ ขนาด 
178 คู่เบส  และ 992 คูเ่บส และมีส่วน intron ขนาด 429 คู่เบส มีส่วนท่ีเป็นรหสัของกรดอะมิโนขนาด 
1,170 คูเ่บส สามารถแปลรหสัเป็นกรดอะมิโนได้ 389 กรดอะมิโน ส่วนยีน CHS ท่ีโคลนจาก cDNA ของ
กลีบดอกบวัหลวงทัง้ 2 ชนิด มีขนาดเท่ากัน คือ 1,170 คู่เบส สามารถแปลรหสัเป็นกรดอะมิโนได้ 389 
กรดอะมิโน มีความเหมือนกนัร้อยละ 99 ในระดบันิวคลีโอไทด์ และมีความเหมือนกนัร้อยละ 99 ในระดบั
กรดอะมิโน และการแสดงออกของยีน CHS ในกลีบดอกบวัหลวงสตัตบงกชสีชมพมีูปริมาณการแสดงออก
มากกว่าดอกบวัหลวงบุณฑริกสีขาว ดอกบวัหลวงสตัตบงกชมีปริมาณการแสดงออกของยีนมากท่ีสุดใน
ระยะดอกตูมขนาดเล็กและมีปริมาณลดลงเม่ือดอกพฒันามากขึน้ แต่ดอกบวัหลวงบุณฑริกมีปริมาณการ
แสดงออกของยีนน้อยและมีปริมาณใกล้เคียงกนัในทกุระยะการพฒันาของดอก 

  6.1.2 ยีน F3H 

   การสงัเคราะห์ยีน F3H โดยใช้ cDNA จากเนือ้เย่ือกลีบดอกอบุลชาตเิซนต์หลยุส์โกลด์ 
ปทมุชาตสิตัตบงกช และปทมุชาตบิณุฑริก เป็นดีเอ็นเอต้นแบบในการท าปฏิกิริยา PCR  ได้ชิน้ดีเอ็นเอ
ขนาด 1,134   
นิวคลีโอไทด์ แปลรหสัเป็นโปรตีนได้ขนาด 377 กรดอะมิโน พบการแสดงออกของยีน F3H ในเนือ้เย่ือกลีบ
ดอกของอบุลชาตฉิลองขวญัซึง่มีกลีบดอกสีมว่งเข้ม ฟ้าสคุนธ์กลีบดอกสีฟ้า ปิยลาภกลีบดอกสีชมพ ูแสดชยั
พลกลีบดอกสีชมพอูมส้ม เซนหลยุส์โกลด์กลีบดอกสีเหลือง และลกูผสม PW5409 hybrid กลีบดอกสีมว่ง
อมเหลือง เม่ือเปรียบเทียบการแสดงออกของยีน F3H ในเนือ้เย่ือสว่นตา่งๆ ของอบุลชาตพินัธุ์เซนต์หลยุส์
โกลด์ พบยีน F3H แสดงออกท่ีกลีบดอกมากท่ีสดุ รองลงมาคือเกสร และแสดงออกน้อยมากในใบ การ
แสดงออกของยีน F3H ในเนือ้เย่ือกลีบดอกปทมุชาตสิตัตบงกช และปทมุชาตบิณุฑริกใน 3 ระยะการ
พฒันาของดอก พบวา่ยีน F3H  แสดงออกมากท่ีสดุในเนือ้เย่ือกลีบดอกอบุลชาติสตัตบงกชระยะท่ี 1 
รองลงมาคือ ระยะท่ี 2 และ 3 ตามล าดบั ในเนือ้เย่ือเกสรพบการแสดงออกของยีน F3H ในระยะท่ี 3 แตไ่ม่
พบการแสดงออกในระยะท่ี 1 และระยะท่ี 2 ในปทมุชาตบิณุฑริกพบปริมาณการแสดงออกของยีน F3H 
มากท่ีสดุในเนือ้เย่ือกลีบดอกระยะท่ี 2 รองลงมาคือระยะท่ี 1 แตไ่มพ่บการแสดงออกของยีน F3H ใน
เนือ้เย่ือกลีบดอกระยะท่ี 3 และไมพ่บการแสดงออกของยีน F3H ในเนือ้เย่ือเกสรของปทมุชาตบิณุฑริก ผล
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ศกึษาหน้าท่ีของยีน F3H ด้วยเทคนิค RNAi โดยการถ่ายยีนในกลีบดอกอบุลชาติ ลกูผสม PW5409 hybrid 
และอบุลชาติแสดชยัพล ด้วยวิธีการ infiltration โดยมีอะโกรแบคท่ีเรียมเป็นพาหะ ภายหลงัการถ่ายยีนเป็น
เวลา 3 วนั ไมพ่บการเปล่ียนแปลงของสีในกลีบดอกอบุลชาตทิัง้ 2 ชนิด แตใ่นกลีบดอกอบุลชาติท่ีได้รับการ
ถ่ายโอนเวคเตอร์ pJAWOHL8 (control) มีปริมาณการแสดงออกของยีน F3H มากท่ีสดุ แตก่ารแสดงออก
ของยีน F3H ลดลงอยา่งมากในเนือ้เย่ือกลีบดอกอบุลชาตท่ีิได้รับการถ่ายโอนเวคเตอร์ pJA8F3H เม่ือ
เปรียบเทียบกบักลีบดอกท่ีได้รับการถ่ายโอนเวคเตอร์ pJAWOHL8 (control) ในอบุลชาตทิัง้ 2 ชนิด ในขณะท่ี 
การแสดงออกของยีน CHS ในเนือ้เย่ือกลีบดอกอบุลชาติทัง้ท่ีไมไ่ด้รับและได้รับการถ่ายยีน ไมพ่บการ
เปล่ียนแปลงของปริมาณการแสดงออกของยีน CHS ในเนือ้เย่ือกลีบดอกของอบุลชาติทัง้ 2 ชนิด 

  6.1.3 ยีน 4'CGT 

   การตรวจสอบปริมาณการแสดงออกของยีน 4'CGT ในดอกลิน้มงักรสีส้ม ชมพ ู แดง 
ขาว ม่วง และ เหลือง พบวา่ในดอกสีเหลืองมีปริมาณการแสดงออกของยีน 4'CGT มากท่ีสดุรองลงมาคือ ส้ม 
แดง ขาว ชมพ ูและพบการแสดงออกของยีน 4'CGT น้อยท่ีสดุในดอกสีม่วง  

   ผลการศกึษาหน้าท่ีของยีน 4'CGT แบบชัว่คราวด้วยเทคนิค RNAi โดยการถ่ายยีนใน
กลีบดอกลิน้มงักร พนัธุ์ Pixie Bells ด้วยวิธีการ infiltration โดยมีอะโกรแบคท่ีเรียมสายพนัธุ์ GV3101 เป็น
พาหะ ภายหลงัการถ่ายยีนเป็นเวลา 3 วนั ไมพ่บการเปล่ียนแปลงของสีในกลีบดอกลิน้มงักรทัง้ 7 ดอกท่ี
ท าการศกึษา แตใ่นกลีบดอกลิน้มงักรท่ีได้รับการถ่ายโอนเวคเตอร์ pJAWOHL8 (control) มีปริมาณการ
แสดงออกของยีน 4'CGT มากท่ีสดุ และพบการแสดงออกของยีน 4'CGT ลดลงอย่างมากในกลีบดอกลิน้มงักร
ท่ีได้รับการถ่ายโอนเวคเตอร์ pJA84'CGT จ านวน 4 ดอก ในขณะท่ีอีก 3 ดอก ปริมาณการแสดงออกไมมี่
การเปล่ียนแปลง โดยเปรียบเทียบกบักลีบดอกท่ีได้รับการถ่ายโอนเวคเตอร์ pJAWOHL8 (control) 

   การตรวจสอบการแสดงออกของยีน 4'CGT ในบวัหลวงพนัธุ์บณุฑริก ท่ีได้รับการถ่าย
ยีนโดยใช้อะโกรแบคทีเรียมเป็นพาหะและใช้เคร่ืองยิงอนภุาค พบวา่ทัง้ 2 วิธีสามารถให้ต้นท่ีรอดชีวิตบน
อาหารคดัเลือก จ านวน 3 และ 1 ต้น ตามล าดบั โดยต้นบวัหลวงท่ีผ่านการถ่ายยีนด้วยเคร่ืองยิงอนภุาคมี
การแสดงออกของยีน 4'CGT, GUS และ NPTII เม่ือตรวจสอบด้วยเทคนิค RT-PCR สว่นปริมาณการ
แสดงออกของยีน CHS และ F3H ในต้นบวัหลวงท่ีได้รับการถ่ายยีน 4'CGT พบวา่ปริมาณการแสดงออกของ
ยีน CHS และ F3H ไมแ่ตกตา่งจากต้นบวัหลวงท่ีไมไ่ด้รับการถ่ายยีน เม่ือน าใบและก้านใบมาตรวจสอบการ
แสดงออกของยีน GUS ด้วยวิธี GUS histrochemical assay สามารถตรวจพบสีน า้เงินบริเวณก้านใบและใบ
ในบางบริเวณ ขณะท่ีการตรวจสอบการมีอยูข่องยีน 4'CGT และ GUS ด้วยเทคนิค Southern blot 
hybridization พบว่าสามารถตรวจพบชิน้ยีน 4'CGT และ GUS ท่ีแทรกอยูภ่ายในโครโมโซมของบวัหลวงได้ 

6.2  กำรถ่ำยยีนเข้ำสู่บัวหลวง 

 ชกัน าให้เกิด shoot cluster จากส่วนยอดของเอมบริโอของเมล็ดบวัหลวงบุณฑริกและบวั
หลวงราชินีเพ่ือใช้ถ่ายยีน โดยเพาะเลีย้งบนอาหารชกัน าให้เกิด shoot cluster เป็นเวลา 8 สปัดาห์ ได้ชิน้
เนือ้เย่ือ shoot cluster ของบวัหลวงบณุฑริกและบวัหลวงราชินี มีกระจกุยอด เกิดขึน้จากปลายยอดเดิม
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และจากบริเวณตาข้าง ยอดท่ีเกิดขึน้ใหม่มีกาบสีเขียวอ่อนห่อหุ้มไว้ และมีใบอ่อนขนาดเล็กสีเขียวเกิดขึน้
จากกระจกุยอด ชิน้เนือ้เย่ือ shoot cluster ของบวัหลวงบณุฑริก มียอดและใบมากกว่าบวัหลวงราชินี แตมี่
น า้หนักเบากว่าบัวหลวงราชินีเล็กน้อย  ระดับความเข้มข้นของสารปฏิชีวนะ hygromycin เข้มข้น 15 
มิลลิกรัมต่อลิตร เป็นระดบัท่ีเหมาะสมในการคดัเลือก shoot cluster ของบวัหลวงท่ีได้รับการถ่ายยีน 
สามารถยบัยัง้การเจริญเติบโต และท าให้ shoot cluster ของบวัหลวงบณุฑริกและบวัหลวงราชินีตายได้
ทัง้หมดใน 8 สปัดาห์  

 6.2.1 กำรถ่ำยยีน DFR เข้ำสู่บัวหลวงบุณฑริก 

 จากการศกึษาชิน้สว่นเร่ิมต้น และสตูรอาหารท่ีเหมาะสมตอ่การเกิดแคลลสัของ
ชิน้สว่นก้านใบ ชิน้สว่นตายอดจากคพัภะท่ีมีขนาด 3 มิลลิเมตร และชิน้สว่นเนือ้เย่ือเจริญปลายยอดท่ีมี
ขนาด 0.5 มิลลิเมตร ของบวัหลวงพนัธุ์บณุฑริก เป็นเวลานาน 12 สปัดาห์ พบว่าแคลลสัมีการเจริญเติบโต
ดีท่ีสดุ จากชิน้ส่วนตายอดจากคพัภะท่ีมีขนาด 3 มิลลิเมตร ในอาหารสตูร MS (1962) ท่ีเตมิ NAA ความ
เข้มข้น 40 ไมโครโมลาร์ ร่วมกบั TDZ ความเข้มข้น 0.5 ไมโครโมลาร์ สามารถชกัน าให้เกิดเอมบริโอจีนิค
แคลลสัได้ 43.33 เปอร์เซ็นต์ โดยมีคา่เฉล่ียคะแนนการเจริญเตบิโตสงูท่ีสดุ 2.43 คะแนน  
        จากการศกึษาสตูรอาหารท่ีเหมาะสมตอ่การชกัน าให้เกิดยอดจากแคลลสัของบวัหลวง
พนัธุ์บณุฑริก เป็นเวลานาน 8 สปัดาห์ พบว่าชิน้สว่นเอมบริโอจีนิคแคลลสัท่ีเลีย้งบนอาหารสตูร MS (1962) 
ท่ีเตมิ BA ความเข้มข้น 50 ไมโครโมลาร์ มีผลตอ่การเกิดยอดของชิน้สว่นมากท่ีสดุ โดยจ านวนยอดมากท่ีสดุ
เฉล่ีย 8.67 ยอด เอมบริโอจีนิคแคลลสัมีขนาดเพิ่มขึน้มากท่ีสดุเฉล่ีย 1.19 เซนตเิมตร และมีจ านวนใบมาก
ท่ีสดุเฉล่ีย 4.84 ใบ ส่วนการใช้อาหาร MS (1962) ท่ีไมมี่สารควบคมุการเจริญเตบิโต มีผลตอ่การเพิ่มความ
ยาวยอดและความยาวใบมากท่ีสดุเฉล่ีย 1.02 และ 2.08 เซนตเิมตร ตามล าดบั 
        จากการศกึษาสภาวะท่ีเหมาะสมตอ่การถ่ายยีน Antisense Dihydroflavonol 4-
Reductase (anti-DFR) เข้าสูช่ิน้สว่นยอดและตายอดจากคพัภะท่ีมีขนาด 3 มิลลิเมตร ของบวัหลวงพนัธุ์
บณุฑริก ด้วยเคร่ืองยิงอนภุาคแบบ PDS-1000/He (BioRad) พบวา่ชิน้ส่วนยอดท่ีให้จ านวนจดุสีน า้เงิน
จากการแสดงออกของยีน GUS แบบชัว่คราว (transient expression) คือ การยิงด้วยก๊าซฮีเลียมขนาด 
1,100 ปอนด์ตอ่ตารางนิว้ โดยใช้ระยะห่างของเนือ้เย่ือเปา้หมาย 6 เซนตเิมตร ซึง่ให้จ านวนจดุเฉล่ีย 4.8 
จดุตอ่ชิน้เนือ้เย่ือ และมีโคลนท่ีตรวจพบการมีอยูข่องยีน GUS ยีน NPTII  และยีน anti-DFR ด้วยเทคนิค
พีซีอาร์จ านวน 4 โคลน ส่วนการยิงด้วยก๊าซฮีเลียมขนาด 1,100 ปอนด์ตอ่ตารางนิว้ โดยใช้ระยะห่างของ
เนือ้เย่ือเปา้หมาย 9 เซนตเิมตร ไมเ่กิดจดุสีน า้เงินจากการแสดงออกของยีน GUS แบบชัว่คราว แตมี่โคลน
ท่ีตรวจพบการมีอยูข่องยีน GUS ยีน NPTII  และยีน anti-DFR ด้วยเทคนิคพีซีอาร์จ านวน 10 โคลน และ
เม่ือตรวจสอบการแสดงออกของยีน NPTII  และยีน anti-DFR ด้วยเทคนิค RT-PCR มีโคลนท่ีตรวจพบการ
แสดงออกของยีน NPTII  และยีน anti-DFR  จ านวน 1 โคลน โดยให้ผลการถ่ายยีนแบบถาวรได้ (stable 
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transformation) จงึเป็นสภาพท่ีเหมาะสมส าหรับการถ่ายยีนด้วยเคร่ืองยิงอนภุาคเข้าสูช่ิน้สว่นยอดของบวั
หลวงพนัธุ์บณุฑริก ส่วนชิน้สว่นตายอดจากคพัภะท่ีให้จ านวนจดุสีน า้เงินจากการแสดงออกของยีน GUS 
แบบชัว่คราว (transient expression) สงูท่ีสดุคือ การยิงด้วยก๊าซฮีเลียมขนาด 1,100 ปอนด์ตอ่ตารางนิว้ 
โดยใช้ระยะหา่งของเนือ้เย่ือเปา้หมาย 6 เซนตเิมตร ซึง่ให้จ านวนจดุเฉล่ีย 26.11 จดุตอ่ชิน้เนือ้เย่ือ และมี
โคลนท่ีตรวจพบการมีอยูข่องยีน GUS ยีน NPTII  และยีน anti-DFR ด้วยเทคนิคพีซีอาร์จ านวน 2 โคลน  

 6.2.2 กำรถ่ำยยีน CHS เข้ำสู่บัวหลวงบุณฑริก 

 ถ่ายยีนบางส่วนของยีน CHS แบบ antisense ขนาด 331 คูเ่บส ท่ีโคลนจาก cDNA 
ของกลีบดอกบวัหลวงบณุฑริก ท่ีอยู่บนพลาสมิดลกูผสม pCAMBIA1302CHSA เข้าสู่ shoot cluster ของ
บวัหลวงบณุฑริกและบวัหลวงราชินีด้วยวิธีการยิงอนภุาค โดยใช้ระยะยิง 9 เซนติเมตร ใช้แก๊สฮีเลียมความ
ดนั 1,100 ปอนด์ตอ่ตารางนิว้ และใช้อนภุาคทองค าเป็นพาหะในการถ่ายยีน การตรวจสอบประสิทธิภาพ
ของการถ่ายยีนจากการแสดงออกแบบชั่วคราวของยีน GFP ชิน้เนือ้เย่ือ shoot cluster ของบวัหลวง
บณุฑริก พบการเรืองแสงสีเขียวของยีน GFP จ านวน 72 ชิน้ จากทัง้หมด 100 ชิน้ มีคะแนนประสิทธิภาพ
ในการถ่ายยีนเฉล่ีย 0.97+0.20 คะแนน และชิน้เนือ้เย่ือ shoot cluster บวัหลวงราชินี พบการเรืองแสงสี
เขียวของยีน GFP จ านวน 75 ชิน้ จากทัง้หมด 100 ชิน้ มีคะแนนประสิทธิภาพในการถ่ายยีนเฉล่ีย 
0.99+0.17 คะแนน หลังจากการคดัเลือกมีชิน้เนือ้เย่ือ shoot cluster ของบวัหลวงบุณฑริกรอดชีวิต 
จ านวน 2 ต้น และบวัหลวงราชินีมีจ านวน 5 ต้น เม่ือตรวจการแสดงออกของยีน GPF ภายใต้กล้อง
จลุทรรศน์ พบการเรืองแสงสีเขียวยีน GPF ท่ีบริเวณรากและกาบใบ และการมีอยู่ของยีน GPF และยีน 
hptII ด้วยเทคนิค PCR พบว่า ต้นบวัหลวงบุณฑริกทัง้ 2 ต้น และพบการมีอยู่ของยีน GPF และยีน hptII 
ส่วนบวัหลวงราชินีจ านวน 3 ต้น มีการเรืองแสงสีเขียวของยีน GFP เป็นจดุเรืองแสงสีเขียวบริเวณใบ และ
ราก และ มีจ านวน 3 ต้น และพบการมีอยู่ของยีน GPF และยีน hptII  ต้นบวัหลวงราชินีท่ีได้รับการถ่ายยีน
มีการแสดงออกของยีน CHS ลดลง จ านวน 2 ต้น แตต้่นบวัหลวงบณุฑริกและต้นบวัหลวงราชินีท่ีเหลือ 3 
ต้น มีปริมาณการแสดงออกของยีนใกล้เคียงกบับวัหลวงท่ีไมไ่ด้รับการถ่ายยีน 
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1.1  กำรเตรียมอำหำรเพำะเลีย้งเนือ้เย่ือพืชสูตร MS (Murashige and Skoog. 1962.) 
 1.1.1   กำรเตรียม Stock solution ของอำหำรเพำะเลีย้งเนือ้เยื่อ  

 การเตรียม Stock solution ของอาหารเพาะเลีย้งเนือ้เย่ือสตูร MS โดยเตรียมส่วนของ 
Macroelements (MS1-MS5) ให้มีความเข้มข้น 10 เท่า ของความเข้มข้นท่ีต้องการใช้ และส่วนของ 
Microelements (MS6-MS8) ให้มีความเข้มข้น 100 เทา่ ดงัตารางด้านลา่ง 

MS สำรเคมี 
ควำมเข้มข้น 

(mg/l) 

ควำมเข้มข้นของ 
stock solution 

(g/l) 

ปริมำตรของ 
stock solution 

Macroelements 
MS1 
MS2 
MS3 
MS4 
MS5 

 
NH4NO3 

KNO3 
CaCl2·2H2O 

MgSO4·7H2O 
KH2PO4 

 
1,650.00 
1,900.00 
450.00 
370.00 
170.00 

(10เทา่) 
16.50 
19.00 
4.50 
3.70 
1.70 

 
100 มิลลลิติร 
100 มิลลลิติร 
100 มิลลลิติร 
100 มิลลลิติร 
100 มิลลลิติร 

Microelements 
MS6 

 

 
ZnSO4.5H2O 
MnSO4.4H2O 

H3BO3 
KI 

Na2MoO4.2H2O 
CuSO4.5H2O 
CoCl2.6H2O 

 
86.0 
22.3 
6.2 
0.83 
0.25 
0.025 
0.025 

(100 เทา่) 
8.60 
2.23 
0.62 
0.083 
0.025 

0.0025 
0.0025 

 
10 มิลลลิติร 

Microelements 
MS7 

 
Na2EDTA.2H2O 

FeSO4.7H2O 

 
37.30 
27.85 

(100 เทา่) 
3.73 
2.785 

 
10 มิลลลิติร 

Organic nutrients 
MS8 

 
Myo-inositol 

Nicotinic acid 
Pyridoxine.HCl 
Thiamine.HCl 

Glycine 

 
100.0 
0.5 
0.5 
0.1 
2.0 

(100 เทา่) 
10.0 
0.05 
0.05 
0.01 
0.2 

 
10 มิลลลิติร 
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  1.1.2   กำรเตรียมอำหำรเพำะเลีย้งเนือ้เย่ือสูตร MS   

 ตวง Stock solution ส่วนของ Macroelements (MS1 - MS5) ปริมาตร 100 มิลลิลิตร 
และ ส่วนของ Microelements (MS6 - MS8) ปริมาตร 10 มิลลิลิตร ใส่ในบีกเกอร์ขนาด 1,000 มิลลิลิตร 
จากนัน้เติมน า้กลัน่ลงไปให้มีปริมาตร ประมาณ 800 มิลลิลิตร เติมน า้ตาล sucrose ลงไป 30 กรัม ใช้แท่ง
แก้วคนจนละลายหมด ปรับ pH ให้มีคา่ประมาณ 5.5 - 5.7 ด้วยสารละลาย NaOH 1 นอร์มอล และ
สารละลาย HCl 1 นอร์มอล ปรับปริมาตรสุดท้ายด้วยน า้กลัน่ ให้มีปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร เติม agarose 
agar ลงไป 8 กรัมตอ่ลิตร น าอาหารเพาะเลีย้งเนือ้เย่ือไปฆ่าเชือ้ด้วยหม้อนึ่งฆ่าเชือ้ ท่ีความดนั 15 ปอนด์
ตอ่ตารางนิว้ และอณุหภมูิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 20 นาที น าอาหารเพาะเลีย้งเนือ้เย่ือท่ีผ่านการฆ่า
เชือ้ เทใส่จานแก้ว ขนาดเส้นผ่านศนูย์กลาง 10 เซนติเมตร จานละประมาณ 25 - 30 มิลลิลิตรในตู้ปลอด
เชือ้ ทิง้ให้อาหารเย็นและวุ้นแข็งตวั เก็บใสใ่นถงุพลาสตกิใสท่ีสะอาด เก็บไว้ท่ีอณุหภมูิห้อง 

1.1.3   กำรเตรียมอำหำรเพำะเลีย้งเนือ้เย่ือสูตร MS ที่เติมสำรควบคุมกำรเจริญเติบโต 
NAA เข้มข้น 40 ไมโครโมลำร์  และ TDZ เข้มข้น 0.5 ไมโครโมลำร์  

 ตวง Stock solution ส่วนของ Macroelements (MS1 - MS5) ปริมาตร 100 มิลลิลิตร 
และ ส่วนของ Microelements (MS6 - MS8) ปริมาตร 10 มิลลิลิตร ใส่ในบีกเกอร์ขนาด 1,000 มิลลิลิตร 
จากนัน้เติมสารควบคมุการเจริญเติบโต NAA เข้มข้น 1,000 ไมโครโมลาร์ ลงไป 40 มิลลิลิตร และ TDZ 
เข้มข้น 10 ไมโครโมลาร์  ลงไป 5 มิลลิลิตร จากนัน้เติมน า้ตาล sucrose 30 กรัม คนให้ละลาย แล้วปรับ 
pH ให้อยู่ในช่วง 5.5 - 5.7 ด้วย NaOH เข้มข้น 1 โมลลาร์ ปรับปริมาตรเป็น 1 ลิตร ด้วยน า้กลัน่ เติม 
agarose agar 8 กรัมตอ่ลิตร แบง่ใส่ขวดขนาด 1 ลิตร ปริมาตร 500 มิลลิลิตร จากนัน้น าไปนึ่งฆ่าเชือ้ด้วย
หม้อนึง่ความดนัไอ โดยใช้ความดนั 15 ปอนด์ตอ่ตารางนิว้ อณุหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 20 นาที 
จากนัน้รอให้อาหารเย็นลง อุณหภูมิประมาณ 60 องศาเซลเซียส เทอาหารลงในจานแก้วท่ีฆ่าเชือ้แล้ว
ประมาณ 25 มิลลิลิตรตอ่จานแก้ว เม่ืออาหารแข็งตวั เก็บจานแก้วท่ีมีอาหารไว้ในถงุพลาสติกสะอาด เก็บ
อาหารไว้ท่ีอณุหภมูิห้อง 

1.1.4   กำรเตรียมอำหำรเพำะเลีย้งเนือ้เย่ือสูตร MS ที่เติมสำรควบคุมกำรเจริญเติบโต 
BA เข้มข้น 50 ไมโครโมลำร์   

 ตวง Stock solution ส่วนของ Macroelements (MS1 - MS5) ปริมาตร 100 มิลลิลิตร 
และ ส่วนของ Microelements (MS6 - MS8) ปริมาตร 10 มิลลิลิตร ใส่ในบีกเกอร์ขนาด 1,000 มิลลิลิตร 
จากนัน้เติมสารควบคมุการเจริญเติบโต BA เข้มข้น 1,000 ไมโครโมลาร์  ลงไป 50 มิลลิลิตร เติมน า้ตาล 
sucrose 30 กรัม คนให้ละลาย แล้วปรับ pH ให้อยู่ในช่วง 5.5 - 5.7 ด้วย NaOH เข้มข้น 1 โมลลาร์ ปรับ
ปริมาตรเป็น 1 ลิตร ด้วยน า้กลัน่ เติม agarose agar 8 กรัมตอ่ลิตร แบง่ใส่ขวดขนาด 1 ลิตร ปริมาตร 500 
มิลลิลิตร จากนัน้น าไปนึ่งฆ่าเชือ้ด้วยหม้อนึ่งความดนัไอ โดยใช้ความดนั 15 ปอนด์ตอ่ตารางนิว้ อุณหภูมิ 
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121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 20 นาที จากนัน้รอให้อาหารเย็นลง อณุหภูมิประมาณ 60 องศาเซลเซียส เท
อาหารลงในจานแก้วท่ีฆ่าเชือ้แล้วประมาณ 25 มิลลิลิตรต่อจานแก้ว เม่ืออาหารแข็งตวั เก็บจานแก้วท่ีมี
อาหารไว้ในถงุพลาสตกิสะอาด เก็บอาหารไว้ท่ีอณุหภมูิห้อง 
 
1.2  กำรเตรียมอำหำรเพำะเลีย้งแบคทีเรีย Luria-Bertani (LB) 

 1.2.1  กำรเตรียมอำหำรเลีย้งเชือ้ Luria-Bertani agar ปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร 
  Tryptone   10 กรัม 
  Yeast-extract   5 กรัม 
  NaCl    5 กรัม 
  Agar    15 กรัม 
  ละลายสว่นผสมทัง้หมดในน า้กลัน่ ปรับปริมาตรให้ครบ 1,000 มิลลิลิตร น าไปนึ่งฆ่าเชือ้ท่ี
อณุหภมูิ 121 องศาเซลเซียส ความดนั 15 ปอนด์ตอ่ตารางนิว้ เป็นเวลา 15 นาที 

 1.2.2  กำรเตรียมอำหำรเลีย้งเชือ้ Luria-Bertani broth ปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร 
  Tryptone   10 กรัม 
  Yeast-extract   5 กรัม 
  NaCl    5 กรัม 
  ละลายสว่นผสมทัง้หมดในน า้กลัน่ ปรับปริมาตรให้ครบ 1,000 มิลลิลิตร น าไปนึ่งฆ่าเชือ้ท่ี
อณุหภมูิ 121 องศาเซลเซียส ความดนั 15 ปอนด์ตอ่ตารางนิว้ เป็นเวลา 15 นาที 
 
1.3  กำรเตรียมบัฟเฟอร์ CTAB ปริมำตร 1,000 มิลลิลิตร (Doyle and Doyle. 1987) 
 สารละลาย Tris buffer pH 8.0  เข้มข้น 1 โมลาร์   100 มิลลิลิตร 
 สารละลาย NaCl   เข้มข้น 5 โมลาร์   280 มิลลิลิตร 
 สารละลาย EDTA   เข้มข้น 0.5 โมลาร์  40 มิลลิลิตร  
 สาร CTAB (Cetyl Trimethyl Ammonium Bromide)   20 กรัม   
 ละลายสว่นผสมทัง้หมดในน า้กลัน่ปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร เม่ือจะน าบฟัเฟอร์ไปใช้สกดั DNA ให้
เติมสาร polyvinylpyrrolidone มวลโมเลกลุ 40,000 (PVP-40) 4 กรัม และสาร β-mercaptoethanol 500 
ไมโครลิตร ตอ่ปริมาตรสารละลายบฟัเฟอร์ 100 มิลลิลิตร (เตรียมก่อนใช้) 
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1.4  กำรเตรียมสำรละลำย TE (Tris - EDTA) buffer  
 สารละลาย Tris - HCl pH 8.0 เข้มข้น 10 มิลลิโมลาร์  1000 ไมโครลิตร 
 สารละลาย EDTA pH 8.0 เข้มข้น 1 มิลลิโมลาร์   100 ไมโครลิตร 
 ผสมสารละลายให้เข้ากนั จากนัน้ปรับปริมาตรด้วยน า้กลัน่ 50 มิลลิลิตรน าไปนึ่งฆ่าเชือ้ท่ีอณุหภูมิ 
121 องศาเซลเซียส ความดนั 15 ปอนด์ตอ่ตารางนิว้ เป็นเวลา 15 นาที เก็บท่ีอณุหภมูิห้อง 
 
1.5  กำรเตรียมสำรละลำย TAE (Tris  acetate EDTA) buffer  
 1.5.1  กำรเตรียมสำรละลำย 50X TAE buffer ปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร 
  Tris-base     242  กรัม 
  Acetic acid     57.1  มิลลิลิตร 
  สารละลาย EDTA pH 8.0เข้มข้น 0.5 โมลาร์ 100  มิลลิลิตร 
  น า้กลัน่      700 มิลลิลิตร 
  ผสมสารละลายให้เข้ากนัและปรับปริมาตรของสารละลายให้ครบ 1,000 มิลลิลิตรด้วยน า้
กลัน่ น าไปนึ่งฆ่าเชือ้ท่ีอณุหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดนั 15 ปอนด์ต่อตารางนิว้ เป็นเวลา 15 นาที 
Acetic acid เป็นกรดเข้มข้น ควรใสถ่งุมือกนักรด และเตรียมภายในตู้ดดูควนั 
 1.5.2 กำรเตรียมสำรละลำย 0.5X TAE buffer ปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร 
  ตวงสารละลาย 50x TAE buffer ปริมาตร 10 มิลลิลิตร เจือจางด้วยน า้กลัน้ท่ีฆ่าเชือ้แล้ว
จนมีปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร เขยา่ให้เข้ากนั เก็บท่ีอณุหภมูิห้อง 
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ตำรำงภำคผนวกที่ 1 ไพรเมอร์ท่ีใช้ในการโคลนยีนและศกึษาการแสดงออกของยีน 
 
ไพรเมอร์  ล ำดับนิวคลีโอไทด์ (5′ 3′)  
18-SF  
18-SR  
Oligo-dt  
F-BamHI-4'CGT  
F-EcoRI-4'CGT  
R-4'CGT -SacI  
CHSF  
CHSR  
F3H SenseF  
F3H stop  
F-NPTII  
R-NPTII  
F-gusA  
R-gusA  
F-CaMV  
R-NOS  
F-IntronpJA8  
R-IntronpJA8  

CCA TGA TAT TCG GCA AGC AGG CAT  
ATC CAT CAT GGC TGA TGC AAT GCG  
TTT TTT TTT TTT TTT TTT  
CGG ATC CAT GGG AGA AGA ATA CAA GAA AAC  
TGG GTG GAA TTC TGT TCT TG  
TCG AGC TCT TAA CGA GTG ACC GAG TTG ATG AA  
GAG AAG CTC CGG TTC GAC AT  
TAG TTC ACC ACC ATC TTC TGG  
GAG AAG CTC CGG TTC GAC AT  
TCA GGC CAG AAT TTC ATT GA  
GGC TCG AAG ACG ATC AGA TAC CG  
GTA CAA AGG GCA GGG ACG TAG TCA A  
ATT GAT GAA ACT GCT GCT GTC GGC  
ACG CGG TGA TAC ATA TCC AGC CAT  
AGG GAT GAC GCA CAA TCC CAC T  
TCG CAA GAC CGG CAA CAG GA  
GGG TCA ACG GTT TCA AAG AGA G  
CTC TCT TTG AAA CCG TTG ACC C  
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 ภำคผนวก 2 
ผลงำน 
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รำยช่ือนักศึกษำในโครงกำร กำรปรับปรุงพันธ์ุบัวหลวงโดยวิธีตัดแต่งพันธุกรรม 

 

1. นางสาววิลาสินี ลีทวีทรัพย์ รหสั 49068904 สาขาวิชาเทคโนโลยีชีวภาพเกษตร 
หัวข้อวิทยำนิพนธ์ 

การถ่ายยีน Antisense ของ Dihydroflavonal 4-
Reductase (DFR) เข้าสูบ่วัหลวงพนัธุ์บณุฑริก โดย
ใช้อะโกรแบคทีเรียมเป็นพาหะ 

อาจารย์ท่ีปรึกษา ผศ.ดร. กญัจนา แซเ่ตียว 
                          รศ.ดร. สเุม อรัญนารถ 

ส าเร็จการศกึษา  
ปี 2554 

2. นางสาวรวีวธู บวัทอง รหสั 50065810 สาขาวิชาเทคโนโลยีชีวภาพเกษตร 
หัวข้อวิทยำนิพนธ์ 

การเพาะเลีย้งเนือ้เย่ือและการถ่ายยีน antisense 
DFR เข้าสูบ่วัหลวงพนัธุ์บณุฑริกโดยวิธียิงอนภุาค 

อาจารย์ท่ีปรึกษา ผศ.ดร. กญัจนา แซเ่ตียว 
                          รศ.ดร. สเุม อรัญนารถ 

ส าเร็จการศกึษา  
ปี 2554 

3. นายชยัวรกลุ ไชยปัญญา รหสั 52640908 สาขาวิชาเทคโนโลยีชีวภาพเกษตร 
หัวข้อวิทยำนิพนธ์ 

การโคลนยีน flavanone 3-hydroxylase (F3H) และ
การยบัยัย้การแสดงออกของยีน F3H ในบวัหลวง
พนัธุ์บณุฑริก 

อาจารย์ท่ีปรึกษา ดร. นงลกัษณ์ เภรินทวงค์ 

ส าเร็จการศกึษา  
ปี 2555 

4. นายวราวฒุิ เอือ้มงคลการ รหสั 52640909 สาขาวิชาเทคโนโลยีชีวภาพเกษตร 
หัวข้อวิทยำนิพนธ์ 

การโคลนยีน chalcone 4-O-glucosytransferase 
(4’CGT) จาก snapdragon และการเพิ่มการ
สงัเคราะห์เอนไซม์ 4;CGT ในบวัหลวงบณุฑริก 

อาจารย์ท่ีปรึกษา ดร. นงลกัษณ์ เภรินทวงค์ 

ส าเร็จการศกึษา  
ปี 2556 

5. นายปฤษฎางค์ อะโน รหสั 520640901 สาขาวิชาเทคโนโลยีชีวภาพเกษตร 
หัวข้อวิทยำนิพนธ์ 

การถ่ายยีน CHS (chalcone synthese) เข้าสูบ่วั

ส าเร็จการศกึษา  
ปี 2557 
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หลวงพนัธุ์บณุฑริกและปทมุ 
อาจารย์ท่ีปรึกษา ผศ.ดร. กญัจนา แซเ่ตียว 

6. นายชาตรี กอนี รหสั 520640901 สาขาวิชาเทคโนโลยีชีวภาพเกษตร 
หัวข้อวิทยำนิพนธ์ 

การยบัยัง้การแสดงออกของยีน flavonone 3-
hydroxylase (F3H) ด้วยเทคนิค RNA interference 
(RNAi) ในบวัหลวงพนัธุ์บณุฑริก 

อาจารย์ท่ีปรึกษา ผศ.ดร. กญัจนา แซเ่ตียว 

ส าเร็จการศกึษา  
ปี 2558 
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a  b  s  t  r  a  c  t

The  effects  of  explant  and  plant  growth  regulators  on callus  induction  and  plant  regeneration  and  particle
bombardment-induced  transformation  were  examined  in lotus  (Nelumbo  nucifera  Gaertn.)  cv.  Buntharik.
The  apical  buds  from  embryos  (∼3 mm)  formed  an  embryogenic  callus  when  cultured  on  MS  medium
supplemented  with  40 �M 1-napthaleneactic  acid  (NAA)  and  0.5 �M 1-phenyl-3-(1,2,3-thiadiazol-5-yl)-
urea  (TDZ)  for  8  weeks.  All  of the  embryogenic  calluses  were  transferred  to  MS medium  supplemented
with  0, 40,  50  and 60 �M 6-benzyladenine  (BA) and  the highest  number  of  shoots  was achieved  in
the  medium  supplemented  with  50 �M BA after 8 weeks  of  culture.  The  transformation  of lotus  using
a  particle  bombardment  device  was  examined  with  the  shoot  clusters  from  embryogenic  apices.  The
pCAMBIA2301anti-DFR  plasmid  contained  �-glucuronidase  (GUS)  as  a reporter  gene,  neomycin  phospho-
transferase  (NPTII)  as  a selectable  marker,  and  antisense  dihydroflavonol  4-reductase  (anti-DFR)  as the
gene  of  interest.  The  particle  bombardment  procedure  with  a  helium  gas  pressure  of  1100  psi  and  a tar-
get  distance  of  6 cm yielded  the highest  number  of  blue  spots  (4.8  spots/shoot  cluster).  However,  stable
transformations,  as  confirmed  by  polymerase  chain  reaction  and  reverse  transcription  polymerase  chain
reaction  analysis,  were  only  achieved  using  a helium  gas  pressure  of 1100  psi  and  a target  distance  of
9  cm.  Our  work  illustrates  that  the  stable  transformation  of lotus  is  possible,  and  we  suggest  that  this
methodology  can be used  to target  and  modify  specific  charactics  of  this  plant.

© 2013  Elsevier  B.V.  All  rights  reserved.

1. Introduction

The lotus (Nelumbo nucifera Gaertn.) is an aquatic plant of eco-
nomic and ornamental importance in Thailand. The seeds, young
leaves, and rhizomes of this plant are eaten. It is also well known as
a medicinal plant due to the use of its petals and stamen. Its flowers
is closely associated with Buddhism, in which it is used as a sym-
bol and for decorative proposes (Suvatabandhu, 1958). There are
four commercial varieties of lotus available in Thailand, which have
exhibited limited development through breeding programmes. The
development of callus induction and regeneration protocols will
provide a useful tool for the further commercial development of this
plant. Although some variants have been produced through muta-
tion induction using X-rays, gamma  rays, and chemical mutagens,
this approach has been unable to target specific characteris-
tics (Arunyanart and Soontronyatara, 2002). In particular, we are

∗ Corresponding author. Tel.: +66 2 3264318; fax: +66 2 3298515.
E-mail addresses: kasumau@yahoo.com, kasumau@kmitl.ac.th (S. Arunyanart).

interested in obtaining a variation in the flower colour, which is
limited to white and pink in Thai varieties.

Molecular breeding provides a powerful method for plant
breeding because it makes it possible to target a specific plant char-
acteristic without changing the others. Some examples relating to
the flower colour are the following: Agrobacterium-mediated trans-
formation through the transfer of the chalcone synthase (CHS)  or
the dihydroflavanol 4-reductase (DFR) gene in either the sense or
the antisense orientation into torenia (Torenia fournieri Lind.) (Aida
et al., 2000), engineering of the flower colour in Forsythia through
the expression of two  independently transformed DFR and antho-
cyanidin synthase (ANS) genes of the flavonoid pathway (Rosati
et al., 2003), generation of tobacco plants with various patterns in
the flower colour compared with the to wild-type tobacco through
the transfer of the single CHS, chalcone isomerase (CHI), and DFR
genes into tobacco (To and Wang, 2006), and the transformation
of Melastoma malabathricum and Tibouchina semidecandra with the
sense and antisense DFR genes (Yong et al., 2009).

Dihydroflavonol 4-reductase (DFR) plays an important role in
the production of anthocyanins, which contribute to the flower
colour. These enzymes have very specific substrate requirements,

0304-4238/$ – see front matter © 2013 Elsevier B.V. All rights reserved.
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which result in an accumulation of distinct patterns of antho-
cyanins, catechins, and proanthocyanidins (Martens et al., 2002).
The manipulation of these enzymes opens many possibilities for
the metabolic engineering of this pathway (Forkmann and Martens,
2001) that may  be of value in the generation of some useful varia-
tion in the lotus.

This  work investigated the regeneration of lotus shoots from
callus from a range of explants and media and optimised the trans-
formation of shoots using particle bombardment and the DFR gene
as a model. The aims of this study were to investigate the growth
and regeneration of lotus from a range of explants and media types
and to determine (1) the effect of the explant types and the plant
growth regulators on the callus induction, (2) the effect of the plant
growth regulators on the shoot formation in the lotus, and (3) the
transformation of the antisense DFR gene into lotus (N. nucifera
Gaertn.) cv. Buntharik through particle bombardment.

2. Materials and methods

2.1.  Sources of explants and plant regeneration

The seeds of lotus (N. nucifera Gaertn.) cv. Buntharik were
washed thoroughly under running water for 60 min, rinsed in 70%
ethanol for 1 min, surface sterilised in 3% (v/v) NaOCl (50% Clorox
plus two drops of Tween 20) for 20 min  and rinsed three times in
sterile distilled water. Murashige and Skoog (1962) (MS) medium
supplemented with 8 g l−1 agar (commercial grade) was  used as the
basal medium for all of the experiments. Medium were distributed
into Petri dish with each Petri dish containing 20 ml  of medium.
The medium was adjusted to pH 5.6 before it was autoclaved at
121 ◦C for 20 min. The cultures were incubated at 25 ± 1 ◦C with a
16-h photoperiod under white fluorescent lamps and sub-cultured
every 4 weeks.

Callus  was initiated by culturing the explants on media con-
taining combinations of various previously reported plant growth
regulators (PGRs) through two independent experiments. In the
first experiment, the callus initiation from the petioles of zygotic
embryos was examined by culturing on MS  medium containing
the following combinations of PGRs: 40 �M NAA and 0.5 �M TDZ
(Pakdeengam, 2005), 4.52 �M 2,4-D and 0.45 �M TDZ (Jheng et al.,
2006), 10 �M 2,4-D and 0.5 �M BA (Arunyanart and Chaitrayagun,
2005), 9 �M 2,4-D and 0.8 �M BA (Karami et al., 2007), 18.1 �M
2,4-D and 2.22 �M BA (Lin et al., 2000), 10 �M picloram and 1 �M
kinetin (Stefanello et al., 2005), 4.14 �M picloram and 4.64 �M
kinetin (Kaur and Kothari, 2004), 11.27 �M dicamba and 4.14 �M
picloram (Przetakiewicz et al., 2003), 11.38 �M triacontanol, and
1.1 �M BA and 2.85 �M IAA (Giridhar et al., 2004). The explant
growth were scored through the following scheme: (1) explants
that turned dark brown and exhibited no growth, (2) explants that
formed a green compact callus, and (3) explants that formed a green
embryogenic callus.

In  the second experiment, the apical buds from embryos were
examined by culturing on MS  medium containing the following
combinations of PGRs: 40 �M NAA and 0.5 �M TDZ (Pakdeengam,
2005), 10 �M picloram and 1 �M kinetin (Stefanello et al., 2005),
4.14 �M picloram and 4.64 �M kinetin (Kaur and Kothari, 2004),
11.27 �M dicamba and 4.14 �M picloram (Przetakiewicz et al.,
2003), 11.38 �M triacontanol, and 1.1 �M BA and 2.85 �M IAA
(Giridhar et al., 2004). A randomised complete block design with
six blocks, and five explants per experimental unit was  used in
each experiment. The growth of the callus was  recorded as the
percentage of explants that formed a callus and the callus weight.

After  8 weeks of incubation, the embryogenic calluses, as in
the study performed by Arunyanart and Chaitrayagun (2005), were
transferred to MS  medium supplemented with 0, 40, 50 or 60 �M

BA  to investigate the callus regeneration. A randomised complete
block design with three blocks (fifteen explants per block) and five
explants per experimental unit was used, and the growth of the
shoots was  recorded as the shoot number, the leaf number, the
shoot length, and the leaf length.

2.2. Plant and plasmid preparation

The shoot clusters that developed from the apical buds of
embryos (∼3.0 mm)  were cultured on MS  medium containing
40 �M NAA and 0.5 �M TDZ for 8 weeks for embryogenic callus
induction. All of the embryogenic calluses were transferred to MS
medium supplemented with 50 �M BA for 12 weeks for the regen-
eration of the shoot clusters and were used as plant material for
transformations because the embryogenic callus is not resistant to
selective medium after bombardment (data not shown). The shoot
clusters were transferred to osmotic medium (MS  medium con-
taining 2 M mannitol and 2 M sorbitol) for 16 h and subsequently
transferred to Petri dishes (9 cm)  that were placed in the centre of
a sterile round Whatman filter paper (2.5 cm diameter).

The  plasmid DNA pCAMBIA2301anti-DFR (Fig. 1) was used
in this experiment. The pCAMBIA2301anti-DFR plasmid contains
the gus reporter gene encoding �-glucuronidase, the selectable
nptII gene encoding neomycin phosphotransferase, and anti-DFR
truncated to 670 bp (the DFR gene was cloned from Curcuma alis-
matifolia and provided by Assoc. Prof. Dr. S. Anuntalaphochai, of
Chiangmai University, Thailand). The pCAMBIA2301anti-DFR plas-
mid  was  isolated from Escherichia coli (DH5�) using an extraction
mini kit (Flavogen) and precipitated onto 1.0 �m gold particles
(BioRad) (Kikkert et al., 2005). Briefly, the following components
were added to an Eppendorf tube (1.5 ml)  containing 100 �l of gold
particles (6 mg  in 50% glycerol) under agitation: 5 �g plasmid DNA,
50 �l of 2.5 M CaCl2, and 20 �l of 0.1 M spermidine. The mixture
was rested on ice for 10 min  before centrifugation at 13,000 rpm.
The supernatant was  discarded, and the pellet was re-suspended
in 50 �l of 100% ethanol. For each bombardment, 10 �l of the sus-
pended DNA-coated gold particles were pipetted and spread on the
surface of a macrocarrier.

2.3.  Particle bombardment

The  bombardment chamber of a particle delivery system (PDS-
1000/He, BioRad) was evacuated at a pressure of 28 in Hg. The
experimental design, 2 × 2 factorial in randomised complete block
was used, 10 explants per experimental unit. The explants were
bombarded with DNA-coated gold particles discharged with differ-
ent rupture disc pressures (1100 and 1350 psi, which are equivalent
to 7584.23 and 9307.92 kPa, respectively) at the target distances 6
and 9 cm. Four hours after bombardment, the shoot cluster was
transferred from osmotic medium to regeneration medium (MS
with 50 �M BA). After 4 weeks of incubation on regeneration
medium, the explants were transferred to selection medium (MS
with 50 �M BA and 50 mg  l−1 kanamycin) for 8 weeks and sub-
cultured every 2 weeks in fresh medium containing the selection
agent. The surviving shoot clusters were then transferred to MS
medium supplemented with 4.44 �M BA and 0.54 �M NAA (Shou
et al., 2008) for shoot elongation.

2.4.  GUS histochemical assay

The transient gus expression was  tested 3 days after bombard-
ment. The 10 pieces of samples in each treatment were incubated in
a 5-bromo-4-chloro-3-indoyl-d-glucuronide (X-gluc) solution for
24 h at 37 ◦C and were washed several times with 70% ethanol.เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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Fig. 1. T-DNA of the pCAM2301anti-DFR plasmid construct containing nptII, anti-DFR, and gus under the control of the CaMV35S promoter.

Table 1
Effects of plant growth regulators on callus induction from apical buds in lotus after 8 weeks of culture.

Auxin and cytokinin (�M) Score of callus growth
(mean  ± S.E.)a

Percentage of explant
forming  embryogenic
callus  (%) (Mean ± S.E.)a

40 �M NAA 0.5 �M TDZ 2.43 ± 0.09a 43.33 ± 0.08a

10 �M picloram 1 �M kinetin 1.00 ± 0.00b 0.00 ± 0.00b

4.14 �M picloram 4.64 �M kinetin 1.00 ± 0.00b 0.00 ± 0.00b

11.27 �M dicamba 4.14 �M picloram 1.00 ± 0.00b 0.00 ± 0.00b

11.38 �M triacontanol 1.1 �M BA 2.85 �M IAA 1.00 ± 0.00b 0.00 ± 0.00b

F-test ** **

CV (%) 6.8346 60.5211

a The values within a column followed by the same letter are not significantly different, as determind by Duncan’s multiple range test.
** P < 0.01.

2.5. PCR analysis of putative transgenic plant

The genomic DNA was isolated from the leaf tissue
of the kanamycin resistant cultures using the method
described by Doyle and Doyle (1987). The presence of
the gus gene was determined by the amplification of a
563 bp fragment of the gene using the following primer
5′ATTGATGAAACTGCTGCTGTCGGC3′ and 5′ACGCGGTGATACA TAT
CCAGCCAT3′. The primers for the amplification of a 256 bp frag-
ment of the nptII gene were 5′CCATGATATTCGGCAAGCAGGCAT3′

and 5′ATCCATCATGGCTGATGC AATGCG3′ and the primers for
the amplification of ∼800 bp fragment of the anti-DFR gene
were 5′AGGGATGA CGCACAATCCCACT3′ and 5′TCGCAAGAC
CGGCAACAGGA3′. The reaction mixture contained 20 ng of
genomic DNA, 0.125 mM dNTP mix, 2.5 mM MgCl2, 1× Tag buffer
containing (NH4)2·SO4, the primers, and 0.1 units of Tag DNA
polymerase (Fermentas, Canada). The final volume was  adjusted
to 20 �l with sterile distilled water. The thermal cycles of the gus
and nptII genes were the following: one cycle of 94 ◦C for 5 min, 30
cycles of 94 ◦C for 1 min, and 64 ◦C for 45 s, one cycle of 72 ◦C for
1 min, and one cycle of 72 ◦C for 10 min. The thermal cycles for the
anti-DFR gene were the following: one cycle of 94 ◦C for 5 min, 34
cycles of 94 ◦C for 30 s, 60 ◦C for 45 s, and 72 ◦C for 1 min, and one
cycle of 72 ◦C for 5 min. The PCR products were electrophoresed
on a 1% TAE agarose gel.

2.6.  RT-PCR analysis of the stable transformation

The total RNA was extracted from the leaf tissue of the
kanamycin resistant, PCR-positive plants using the method devel-
oped by Provost et al. (2007). The first-strand cDNA synthesis
was performed using the SuperScriptTM III First-strand Synthesis
System for RT-PCR (Invitrogen) with an oligo(dt) according to the
manufacturer’s instructions. The expression of the nptII gene was
determined by the amplification of a 256 bp fragment of the gene
using the following primers: 5′CCATGATATTCGGCAAGCAGGCAT3′

and 5′ATCCATCATGGCTGATGCAATGCG 3′. The primers
for amplification of a ∼450 bp fragment of the anti-
DFR gene were 5′ACACGAAGTACATCCATCCGGTCA3′ and
5′TTCTTGGCTGGTCATGAAGCTCCT3′. The PCR conditions for
the amplification of the nptII and anti-DFR genes included 94 ◦C for
5 min, 30 cycles of denaturation (94 ◦C, for 1 min), annealing (64 ◦C,
for 45 s), and extension (72 ◦C, for 1 min), and a final extension at

72 ◦C for 10 min. The PCR products were electrophoresed on a 1%
TAE agarose gel.

2.7.  Statistical analysis

The  cultures were observed weekly. All of the data were ana-
lysed using ANOVA and Duncan’s multiple range tests with the SAS
programme.

3. Results

3.1. Callus induction

After  8 weeks of culture, the apical buds from the embryo
explants produced a better score of callus growth and improved
formation of embryogenic callus growth compared with the peti-
oles from the embryo explants (data not shown) on media with
any combination of auxin and cytokinin. However, 43% of the
callus growth obtained from the combination of NAA and TDZ
was embryogenic callus, whereas the other combinations pro-
duced callus only. The apical buds from embryos cultured on
medium containing 40 �M NAA and 0.5 �M TDZ exhibited the
most growth (Table 1). The explants cultured on medium con-
taining NAA and TDZ grew embryogenic callus within 4 weeks of
culture, and the calluses continued to grow up to the 8th week.
The growth of the callus was reduced after 8 weeks, and the cal-
lus turned brown or died within 12 weeks. The apical buds from
embryo explants enlarged and formed compact white and green
callus at the cut surfaces (Fig. 2a). The petioles explants from the
embryos produced green friable callus, particularly at the cut sur-
faces (Fig. 2b).

3.2.  Shoot induction

The  shoot cluster was directly generated from the embryogenic
calluses cultured on MS  medium with 50 �M BA after 8 weeks of
culture and continued to form shoot initiation. The embryogenic
apices also formed the maximum number of shoots on medium
containing 50 �M BA. Shoot proliferation occurred within 12 weeks
of culture (Table 2 and Figs. 3a–c). The shoot clusters from these
cultures were used as the target tissue for particle bombardment.เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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Fig. 2. Callus development from the apical buds and petiole explants from embryos cultured for 8 weeks. (a) Embryogenic callus derived from the apical buds of embryos
cultured on MS medium containing 40 �M NAA and 0.5 �M TDZ. (b) Friable callus derived from the petiole explants from embryos cultured on MS medium containing
4.52 �M 2,4-D and 0.45 �M TDZ.

Table 2
Effect  of BA on shoot induction from callus in lotus after 8 weeks of culture.

BA (�M) Embryogenic callus
diameter  (cm)
(mean  ± S.E.)a

Shoot number
(mean ± S.E.)a

Shoot length (cm)
(mean  ± S.E.)a

Leaf number (cm)
(mean  ± S.E.)a

Leaf length (cm)
(mean  ± S.E.)a

0 0.64 ± 0.09b 1.40 ± 0.16c 1.02 ± 0.09a 3.22 ± 0.12 2.08 ± 0.03a

40 1.19 ± 0.11a 5.07 ± 0.57b 0.77 ± 0.07b 2.55 ± 1.12 0.69 ± 0.28b

50 1.32 ± 0.10a 8.67 ± 0.77a 0.78 ± 0.03b 4.84 ± 0.68 0.84 ± 0.08b

60 0.82 ± 0.06b 3.78 ± 0.70b 0.63 ± 0.02b 2.33 ± 0.41 0.57 ± 0.06b

F-test ** ** * ns **

CV (%) 17.4148 22.6594 12.5675 34.7109 35.4563

ns: non-significant.
aThe values within a column followed by the same letter are not significantly different, as determind by Duncan’s multiple range test.
*P < 0.05.**P < 0.01.

Fig. 3. Regenerating cultures of N. nucifera Gaertn. cv. Buntharik produced from the apical buds of embryo explants after 8–12 weeks of culture on MS  medium with 50 �M
BA.  (a) Initiated shoot cluster (bar = 700 �m),  (b) shoot regeneration (bar = 600 �m), and (c) shoot proliferation (bar = 600 �m).

3.3. Transient gus expression

The  transient gus gene expression 72 h after bombardment was
used as an initial indicator of the efficiency of the gene transfer. The
shoot clusters exhibited blue cells typical of the transient expres-
sion of the gus gene. The highest gus expression was obtained at a
pressure of 1100 psi and a target distance of 6 cm (Fig. 4). The results
show that 37.1% of all of the explants were stained blue and that an
average of 4.8 spots was found per explants (data not shown).

3.4.  Selection of kanamycin-resistant shoots and shoot elongation

The number of kanamycin resistant shoot clusters recov-
ered from the 12 week-old shoot clusters bombarded with the
pCAMBIA2301anti-DFR plasmid was determined. After selection,
the shoot cluster were cultured on medium containing 50 �M BA
and 50 mg  l−1 kanamycin for 8 weeks, it was found that the number
of plants that survived was 38 of the initial 120 shoot clusters. The
maximum number of shoots (16 shoots) that survived was  derived
from a helium gas pressure of 1100 psi and a target distance of
9 cm (Table 3). Most of the bombarded shoots clusters gradually
turned brown or stopped growing, but the kanamycin-resistant

Fig. 4. Transient gus expression in a shoot cluster 3 days after bombardment with
the PDS 1000/He device using a rupture disc pressure of 1100 psi and a target dis-
tance of 6 cm (bar = 100 �m).

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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Table 3
Effect  of the rupture disc pressures and the flying distances on the particle bombardment-induced putative genetic transformation after 16 weeks.

Rapture disc pressure
(psi)/target  distance
(cm)

Number of target
tissues

Number of
kanamycin
resistant plants

Number of
regenerated shoots

Number of
detected shoots
with  the gus gene

Number of shoots
with  the nptII gene

Number of shoots with
the  anti-DFR gene

1100/6 30 8 5 4 5 4
1100/9 30 16 13 12 13 10
1350/6 30 5 3 3 3 3
1350/9 30 11 8 7 7 8
Total 120 38 29 26 28 21

Fig. 5. PCR analysis of the transformed plant. (a) 1–4, gus primer; 5–8, NptII
primer;  M,  1 kb ladder; H, no template; “−”, control with no transformation;, “+”,
pCAMBIA2301anti-DFR plasmid. (b) DFR gene with Camv35s and nos primers; C,
nontransformed plant;, 1–3, transformed plant number; L, leaf; P, petiole; R, rhi-
zome; M, 1 kb ladder.

shoots proliferated on MS  medium with 4.44 �M BA and 0.54 �M
NAA within 16 weeks.

3.5.  Molecular analysis

The  result of the polymerase chain reaction and reverse tran-
scription polymerase chain reaction analysis of four independent
transgenic plants are shown in Figs. 5 and 6 respectively. The PCR
analysis indicated that 29 transgenic plants contained the bands
with the expected sizes of the gus, nptII, and anti-DFR genes. The
highest PCR positive plant found at a pressure 1100 psi and a target
distance of 9 cm were 12, 13 and 10 (Table 3). A 563 bp fragment
was amplified and identified as the gus gene, a 256 bp fragment
was amplified and identified as the nptII gene (Fig. 5a), and a
∼800 bp fragment was amplified and identified as the anti-DFR
gene (Fig. 5b). To confirm the data obtained from the PCR analysis,
RT-PCR using the nptII gene and the anti-DFR gene was  performed
on the four surviving transgenic plants 8 months after bombard-
ment. A 256 bp fragment was amplified and identified as the nptII

Fig. 6. RT-PCR analysis of the transformed plant using the NptII primer (1–4) and
the DFR primer (5–8); M,  1 kb ladder; H, no template.

gene, and a ∼450 bp fragment was amplified and identified as the
anti-DFR gene (Table 4).

4. Discussion

4.1. Callus induction and plant regeneration

The callus induction of bud explants produced embryogenic cal-
lus growth, whereas petiole explants produced friable callus. In
most dicotyledons, the addition of a low concentration of cytokinin
to media containing auxin tends to increase the growth rate of
embryogenic callus (George, 1996). According to our results, the
apical buds from embryo explants on medium containing NAA
and TDZ produced more embryogenic callus than those grown on
media containing picloram, kinetin, dicamba, triacontanol, BA, or
IAA. Therefore, among the different plant growth regulators tested,
the combinations of NAA and TDZ were found to be superior. This
result confirms earlier observations in other species (Dam et al.,
2010; Prakash et al., 2001).

Cytokinins  are the main factor of plant growth regulators that
affect in vitro shoot regeneration (Shou et al., 2008). In the present
experiment, shoots were successfully produced from embryogenic
callus explants using MS  medium supplemented with 50 �M BA.
This result confirms earlier observations in other species (Kozak
and Stelmaszczuk, 2009). BA is a cytokinins and is generally added
to a culture medium to stimulate cell division, to induce shoot
formation and axillary shoot proliferation, and to inhibit root for-
mation. However, Zantedeschia albomaculata (Chang et al., 2003)
produced 3.8 shoots per explant when it was  cultured on medium
containing 8.8 �M BA. In addition, it was found that increase in the
cytokinin concentration reduced the proliferation and stunted the
growth.

4.2. Transgenic detection

The  pCAMBIA2301anti-DFR plasmids used in this study con-
tained the gus, nptII, and anti-DFR genes were under the control
of the CaMV35S promoter. The PCR and RT-PCR analysis confirmed
the transformation of these genes into the lotus genome. The pro-
cedure was  shown to have an effect on the transient expression
of the gus gene at a helium gas pressure of 1100 psi and a target
distance of 6 cm,  as shown by the resultant number of blue spots,
whereas no gus expression was found as a result of the other con-
ditions. A shorter distance combined with a high pressure resulted
in intense blue spots in each stem segment of carnation (Zuker
et al., 1995). Franklin et al. (2007) reported that the callus induc-
tion of Hypericum perforatum was  higher in explants hit by gold
particles released from rupture disks at a pressure of 1100 psi com-
pared with those hit by particles from rupture disks at pressures of
650 and 900 psi. These results indicate that the expression is not a
good indication of a stable transformation, as was found in barley
(Harwood et al., 2000). Different numbers of PCR-positive explants
were achieved in the shoots of the transgenic plants. Some sam-
ples exhibited negative results for some of the genes. To select the
transformations, kanamycin was added to the culture medium 4เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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Table  4
RT-PCR analysis of the expression of the target genes after the particle bombardment-induced putative genetic transformation.

Rupture disc (psi)/target
distance  (cm)

Number of shoot

Regeneration nptII gene expression Anti-DFR gene expression

1100/6 – – –
1100/9  2 2 1
1350/6  1 0 0
1350/9  1 1 1
Total  4 3 2

“–”: no regeneration.

weeks after bombardment. Under these conditions, some of the
putative transformations were non-transgenic. Some explants also
most likely escaped the kanamycin selection medium, as observed
by Witrzens et al. (1998) and Kuvshinov et al. (1999). However,
the explants appeared dead when immediately selected after bom-
bardment (data not show). PCR analysis was used for the detection
of the transgenic genes 12 months after the growth of the trans-
genic plants. Three parts of each plant, (the leaves, petioles, and
rhizomes), were shown to have the DFR gene by PCR, and this result
was confirmed by RT-PCR. Furthermore, the PCR amplification of
the anti-DFR gene resulted in bands that were higher than expected
(∼800 bp, Fig. 5b). This finding suggests possible rearrangements
in the promoter or in the coding region of the gene (Kohli et al.,
1996).

The gene expression was detected by RT-PCR. It was  found that
3 of the four putative transgenic plants were positive for nptII and
that 2 of the putative transgenic plants were positive for DFR. How-
ever, the DFR gene was not found in the non-transgenic plant. The
expression of a truncated anti-DFR gene was not differentiated by
the RT-PCR technique using the specific set of primers used in this
study. We  assumed that a deleted version could have been detected
with any other set of primers because the DFR primers that we
used were designed from C. alismatifolia and are therefore spe-
cific primer. As a result, the expression of this gene appeared to
be the result of gene transformation. However, the floral-specific
regulation system in lotus has not yet been studied.

We  conclude that this work demonstrated the successful trans-
formation of lotus (N. nucifera Gaertn.) cv. Buntharik through
particle bombardment. We  will design more effective strategies
for the engineering of lotus by developing a better understand-
ing of the mechanisms involves in this process. A detail molecular
and expression analysis is required to determine the integration
of genes. Additionally, further chemical and biological understand-
ings of the flower colour, the flavonoid pathway, and the specific
promoters for the flower target should make the modification of
the flower colour more feasible.
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Abstract 

Transformation of antisense dihydroflavonal 4-reductase (DFR) into 
‘Buntharik’ sacred lotus (Nelumbo nucifera Gaertn.) using Agrobacterium-mediated 
gene transfer was experimented. The A. tumefaciens strain EHA105 harbored two 
binary vectors. The pCAMBIA2301anti-DFR plasmid contained neomycin 
phosphotransferase (NPTII) as a selectable marker gene, the antisense DFR as an 
inserted gene and the β-glucuronidas gene (GUS) as a reportor gene. The 
pBI121anti-DFR plasmid contained NPTII gene and the antisense DFR. Two-
months-old calli regenerated from apical buds were used as plant materials. The 
plant materials were soaked in the Agrobacterium suspension for 10 or 30 min. The 
calli were co-cultivated for two days in the darkness. Treated calli were selected on 
solid MS medium containing 50 mg L-1 kanamycin and 250 mg L-1 cefotaxime. The 
calli were transferred to the same medium every two weeks for eight weeks. The 
survived calli regenerated shoots on MS medium containing a combination of 
0.54 µM NAA and 4.44 µM BA. Both plasmids gave the best callus growth, 
maximum callus size and the survival percentage when soaked for 10 min. GUS 
bioassay was used to verify the presence of GUS gene in petioles and leaves of 
transgenic plants. It was found that petioles and leaves of transformants which were 
transformed with pCAMBIA2301anti-DFR by soaking for 30 min showed the 
highest percentage of blue spots on explants. Of all 14 PCR positive clones, 5 clones 
showed GUS gene, 11 clones contained NPTII gene and 6 clones had DFR gene. 

 
INTRODUCTION 

Lotus (Nelumbo nucifera Gaertn.) is a south-east Asian aquatic edible plant known 
for the delicate beauty of its flowers. The flowers are considered sacred by buddhists and 
are used for decorative purposes. It is of obvious economic importance in Thailand 
because of its use as an ornamental plant in water gardens and also popular as a cut flower 
that generates income in rural areas (La-ongsri et al., 2009) However, they exhibit a 
narrow range of colors and shapes. There are six commercial cultivars of lotus. There are 
only 2 colors, white and pink (Lakhakul, 1992) available in Thailand which have had 
limited development through breeding programs. There is considerable potential for 
improvement of this plant through the use of tissue culture and work on micropropagation 
(Arunyanart, 1998), mutagenesis (Arunyanart and Soontronyatara, 2002) and somatic 
embryogenesis induction (Arunyanart and Chaitrayagun, 2005).  

Flavonoids are the major secondary metabolites in most plants and anthocyanin is 
one of the members, which contributes to red, blue, and orange color in flowers and fruits 
(Cook and Samman, 1996). The genes coding for enzymes in the flavonoid biosynthesis 
pathway have also been cloned in some plant species. Dihydroflovonol 4-reductase 
(DFR) gene is a gene in anthocyanin biosynthesis, which led to novel or increased flower 
pigment. The expression of DFR gene can provide useful information for genetic 
transformation programs aimed at changing flower color by inducing anthocyanin 
synthesis in petals (Rosati et al., 1997). The DFR gene has been cloned by degenerate 
PCR in gerbera, Forsythia, Cymbidium and onions (Sunggil et al., 2004). Therefore, DFR 

Proc. IS on Orchids and Ornamental Plants 
Eds.: N. Chomchalow et al. 
Acta Hort. 1025, ISHS 2014 
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gene might change the petal color in lotus. 
Efficient plant regeneration systems to gene transfer methods are the major 

requisites for development of lotus transgenic plants. To overcome this limitation, we 
have focused on using different plasmids and periods of co-incubation of Agrobacterium 
to optimize conditions for efficient delivery of Agrobacterium T-DNA harboring 
kanamycin resistance (NPTII) gene as the selectable marker gene and the anti-DFR gene. 

 
MATERIALS AND METHODS 

 
Plant Material and Growth Condition 

‘Buntharik’ lotus seeds were washed under running tap water for 60 min, then 
rinsed in 70% ethanol for 1 min, then 50% Clorox (3% sodium hypochlorite) for 20 min 
and finally rinsed three times in sterile distilled water. The apical bud from embryo was 
used as explants (Fig. 1a). The explants were cultured on MS medium containing a 
combination of 40 µM NAA and 0.5 µM TDZ for 16 weeks in order to produce callus. 
The callus was maintained on the same medium. 

When needed, shoots were regenerated from callus cultured on MS medium 
containing of 0.54 µM NAA and 4.44 µM BA. The cultures were incubated in the culture 
room maintained at 25±2°C under cool white light for 16-hour photoperiod. 

 
Vectors and Bacterial Strain 

The DFR fragment (600 bp) was cloned from Curcuma alismatifolia. The DFR 
fragment was ligated into the pBI121 binary vector by replacing the GUS gene in 
antisense orientation, driven by CaMV 35S promoter and nopaline syntase (NOS) 
terminator adjacent to left border. The pBI121 anti-DFR contained the kanamycin 
resistance (NPTII) gene driven by CaMV 35S promoter and NOS terminator (Fig. 1). The 
fragment of CaMV 35S-anti-DFR-NOS terminator from pBI121anti-DFR was cut and 
ligated into pCAMBIA 2301 at EcoRI and HindIII site in order to generate another binary 
vector. The pCAMIA2301-anti DFR contained the NPTII gene driven by CaMV35S 
promoter and Poly A-terminator and the GUS gene driven by CaMV35S promoter and 
NOS-terminator (Fig. 2). The plant vectors were mobilized into A. tumefaciens strain 
EHA105 by electroporation (Gene Pulser, BioRad, USA) and used for co-cultivation and 
genetic transformation. 

 
Transformation and Plant Regeneration 

Two-month-old callus was used for transformation. Agrobacterium were grown on 
orbital shaker at 180 rpm at 28°C for 16 h. Explants were cut into pieces and soaked in 
suspension of A. tumefacience strain EHA105 carried pCAMBIA2301anti-DFR or 
pBI121anti-DFR at the concentration of about 0.6-0.7 OD600 for the soaking time was 10 
or 30 min, while 100 µM acetosyringone was in the Agrobacterium suspension. After co-
incubation, explants were cultured on MS medium containing 100 µM acetosyringone in 
darkness for two days. Explants were washed in MS medium containing 500 mg L-1 
cefotaxime for 5 min, three times. Explants were cultured on MS medium containing with 
0.54 µM NAA, 4.44 µM BA and 250 mg L-1 cefotaxime for Agrobacterium elimination 
and 50 mg L-1 kanamycin for selection. The explants were transferred to the same 
medium every two weeks for 16 weeks. The putative transgenic explants were cultured on 
MS medium. 

 
DNA Extraction and PCR Analysis 

Extraction of total genomic DNA was carried out by grinding 100-200 mg of leaf 
tissue in liquid nitrogen and using cetyl trimethyl-ammonium bromide (CTAB) as 
extraction method (Doyle and Doyle, 1990). Putative transformants that survived from 
kanamycin selection were confirmed by PCR. The 254 bp fragment of NPTII gene was 
amplified by using primers F; 5’-CCATGATATTCGGCAAGCAGGCAT-3’ and R; 5’-
ATCCATCATGGCTGATGCAAT GCG-3’. The 563 bp fragment of GUS gene was 
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amplified by using primers F; 5’-ATTGATGAAACTGCTGCTG TCGGC-3’ and R; 5’-
ACGCGGTGATACATATCCAGCCAT-3’. For detection of the antisense-DFR, the 
fragment of 800 bp was amplified by using primers located on CaMV35S region (F; 5-
AGGGATGACGCACAATCCCACT-3’) and NOS region (R; 5’-TCGCAAGACCG 
GCAA CAGGA-3’). The thermal cycles of NPTII and GUS primers were: 1-cycle of 
94°C for 5 min, and followed by 30 cycles of 94°C for 1 min, 64°C for 45 s and 72°C for 
1 min, and a final cycle of 72°C for 10 min. The thermal cycle for detection of the 
antisense DFR were used the same condition except anneal step, used 60°C for 45 s. The 
amplified products were separated by electrophoresis on 0.8% agarose gel and visualized 
with ethidium bromide. 

 
Beta-Glucuronidase (GUS) Assay 

Stable expression of GUS was detected in leaf and petiole of plants regenerated 
from the Agrobacterium infected explants. The leaf and petiole of putative transformants 
were immersed in freshly prepared X-gluc (5-bromo-4-chloro-3-indolyl--glucuronidase) 
solution and were incubated overnight at 37°C. The staining solution was removed at the 
following day, and plant tissue was discolored using ethanol. 

 
RESULTS AND DISCUSSION 

 
Plant Regeneration from Callus 

The apical bud from embryo was used as explant for callus regeneration (Fig. 3a) 
(data not shown). They were cultured on MS medium containing a combination of 40 µM 
NAA and 0.5 µM TDZ. Callus was regenerated from cut surface of explants. The callus 
was green and friable with an average size of 1.84 cm2 within eight weeks (Fig. 3b). 
Pakdeengam (2005) found that the petioles from embryos of ‘Buntharik’ lotus formed 
somatic embryo when cultured on MS medium supplemented with 40 µM NAA and  
0.5 µM TDZ under 16-h photoperiods cool for 12 weeks. Arunyanart and Chaitrayagun 
(2005) reported that bud from rhizome of ‘Sattabonkot’ lotus cultured on MS medium 
containing 4 µM 2,4-D and 1 µM BA gave the best callus induction. For somatic 
embryogenesis, the best induction was found on MS medium supplemented with 6 µM 
2,4-D and 1 µM BA after 12 weeks when transferred to a medium with 2 µM 2,4-D and 
0.5 µM BA somatic embryo regeneration. In this case the explants, apical bud and 
petioles from embryo, produced best callus whene cultured on MS medium containing  
40 µM NAA and 0.5 µM TDZ. However in this experiment, when the transformed callus 
was transferred to MS medium supplemented with 0.54 µM NAA and 4.44 µM BA (Shou 
et al., 2008), somatic embryo regenerated between new leaves within 16 weeks (Fig. 3c). 
The somatic embryogenesis induction was achieved when callus produced from MS 
medium containing 40 µM NAA and 0.5 µM TDZ were subculture to MS medium 
supplemented with 0.54 µM NAA and 4.44 µM BA. Shoots and root developments were 
found when tissue were transferred to liquid on solid MS medium (Fig. 3d and e).  

 
Co-Inoculation Condition 

The incubation duration and plasmid types decreased callus survival percentage in 
the first 4 weeks. At 16 weeks, the callus co-incubated for 10 min showed higher survival 
percentage of callus (9.33%) than that co-incubated for 30 min (5.99%) (Table 1). This 
result confirmed the observation of Chakrabarty et al. (2002) that lowering bacterial 
density and preculturing of explant in callus induction medium helped improve 
transformation frequency. The callus transformed with pBI121anti-DFR by co-incubation 
for 10 or 30 min gave similar callus size of 1.2 cm2, while the callus transformed with 
pCAMBIA2301anti-DFR by co-incubated for 10 or 30 min gave callus size of 1.09 and 
0.8 cm2 respectively (Table 2). The co-incubation time affected survival of explant as 
well as on transformation efficiency. Lowless infection time was best for survival of 
explant but it showed less GUS expression on soybean (Zia et al., 2010). 
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PCR Analysis of Transgenic Plant 
The genomic DNA was isolated from leaf of putative transgenic lotus. A total of 

45 explants co-cultivated with each plasmid showed 7 surviving explants. The PCR 
analysis was carried out to amplify the 254 bp fragment of NPTII (Fig. 4a), 800 bp 
fragment of DFR (Fig. 4b), and 563 bp fragment of GUS (Fig. 4c). Of 7 putative 
transgenic lines transformed with pCAMBIA2301anti-DFR plasmid, 5 lines were positive 
for nptII, 4 lines were positive for DFR and 5 lines were positive for GUS. While 6 out of 
7 putative transgenic lines transfromed with pBI121anti-DFR showed PCR positive when 
using primer for NPTII, and 2 lines when using DFR primers (Table 3). We also 
compared the effect of two different plasmids on the transformation efficiency. The 
pCAMBIA2301antiDFR carry T-DNA (7400 bp) was more effective than 
pBI121antiDFR (3200 bp), producing PCR DFR gene four lines. 

The Agrobacterium inoculation period of either 10 or 30 min showed expression 
of GUS at 48 and 51.19%, respectively (Fig. 5). In this case, we use absorbance of OD 
0.6-0.7 for different inoculation times found close GUS expression efficiency. Although 
Dobhal et al. (2010) reported the transformation efficiency of Agrobacterium into 
tobacco, the absorbance of OD 0.3 with infection time of 30 min was found to be the most 
suitable for transformation in tobacco and showed that the presence of the blue spot in the 
transient expression was 28.3%. 

 
CONCLUSION 

Our result suggested that the best of co-inoculation conditions for ‘Buntharik’ 
lotus callus was 10 min, for both plasmids. The highest number of stable transgenic plants 
were obatined when the pCAMBIA2301anti-DFR plasmid was used.  
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Tables 
 
 
 
Table 1. Survival percentage of transformed ‘Buntarik’ lotus callus at different time on 

selective medium with 50 mg L-1 kanamycin for 8 weeks before transfer to MS 
medium with 0.54 µM NAA and 4.44 µM BA.  

 

Treatment 
Age (weeks) 

4 8 12 16 
Plasmid      
  pCAMBIA2301antiDFR  99.33a 65.99 18.66 7.33 
  pBI121antiDFR  95.33b 61.99 19.99 7.99 
  F-test  * ns ns ns 
Incubation time      
  1:10 (10 min)  99.33a 66.66 19.33 9.33 
  1:10 (30 min)  95.33b 61.33 19.33 5.99 
  F-test  * ns ns ns 

pCAMBIA2301antiDFR 
1:10 (10 min) 100.00 70.66 19.99 9.33 
1:10 (30 min) 98.66 61.33 17.33 5.33 

pBI121antiDFR 
1:10 (10 min) 98.66 62.66 18.66 9.33 
1:10 (30 min) 91.99 61.33 21.33 6.66 

F-test  ns ns ns ns 
CV  3.59 17.66 22.25 21.86 
Values within a column followed by the same letter are not significantly different by Duncan’s multiple 
range test at P<0.05; ns: non-significant; * significant at P<0.05. 
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Table 2. Callus size of ‘Buntarik’ lotus at different time after transformation. 
 

Treatment 
Age (weeks) 

4 8 12 16 
Plasmid      
  pCAMBIA2301antiDFR  0.80 0.99 0.80 0.94 
  pBI121antiDFR  0.83 1.08 0.93 1.20 
  F-test  ns ns ns ns 
Incubation time      
  1:10 (10 min)  0.80 1.03 0.81 1.14 
  1:10 (30 min)  0.83 1.04 0.93 1.00 
  F-test  ns ns ns ns 

pCAMBIA2301antiDFR 
1:10 (10 min) 0.80 0.99 0.75 1.09 
1:10 (30 min) 0.80 1.00 0.86 0.80 

pBI121antiDFR 
1:10 (10 min) 0.81 1.08 0.87 1.20 
1:10 (30 min) 0.85 1.09 0.99 1.20 

F-test  ns ns ns ns 
CV  11.64 9.31 34.14 40.47 
Values within a column followed by the same letter are not significantly different by Duncan’s multiple 
range test at P<0.05; ns: non-significant. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Table 3. Transformation efficiency of 2 plasmids to ‘Buntarik’ lotus. 
 

Plasmid 
No. of explants 
co-cultivated 

No. of surviving
explants 

No. of PCR positives 
GUS NPTII DFR 

pCAMBIA2301antiDFR 45 7 5 5 4 
pBI121antiDFR 45 7 - 6 2 
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Figures 

 

 

Fig. 1. Schematic representation of the T-DNA of pBI121antiDFR containing the 
antisense DFR gene and NPTII gene. RB/LB represent right and left T-DNA 
border sequences. 

 

 

 

 

Fig. 2. Schematic representation of the T-DNA of pCAMBIA2301antiDFR containing 
the, NPTII gene, antisense DFR gene and GUS gene. RB/LB represent right and 
left T-DNA border sequences. 

 

 

 

 

 
Fig. 3. ‘Buntarik’ lotus (a) Apical bud from embryo; (b) Callus from apical bud on MS 

medium with 40 M NAA and 0.5 µM TDZ for 8 weeks. (c) Somatic embryo 
from callus on MS medium with 0.54 µM NAA and 4.44 µM BA. for 16 weeks. 
(d, e) Shoot and root development in liquid on solid MS medium.  
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Fig. 4. PCR detection of NPTII, anti-DFR and GUS gene in transgenic lotus plants. (a) 
NPTII (254 bp); (b) anti-DFR (800 bp); (c) GUS (563 bp). M, Marker DNA 1 kb 
ladder; C, control wild-type plant; P, plasmid pCAMBIA2301anti-DFR; 1-4, 
transgenic plant transformed with pCAMBIA2301anti-DFR; 5, plasmid 
pBI121anti-DFR; 6-7, transgenic plants transformed with pBI121anti DFR. 

 

 

 

 

Fig. 5. GUS expression in transformed with pCAMBIA2301-anti DFR to ‘Buntarik’ lotus 
tissue (a) non transform leaf; (b) the petiole; (c) leaf and petiole. 
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ABSTRACT

 Flavanone 3-hydroxylase (F3H) converts flavanones from dihydroflavonols, which
leads to production of flavonoid compounds via the anthocyanin biosynthesis pathway in
plants. In this study, the F3H gene was isolated from lotus (Nelumbo nucifera Gaertn.) cv. Buntharik
(white petal lotus), cv. Satabankacha (pink petal lotus), and waterlily (Nymphaea sp.) var. St.
Louis Gold by reverse transcription PCR (RT-PCR). The open reading frames (ORF) of
three cultivars’ genes were 1,134 bp in length, encoding a predicted protein of 377 amino
acids. Their nucleotide sequences were identical, and the amino acid sequence shared high
homology to F3H from different plant species. Expression of  F3H was specifically regulated
in petals and stamens, while less expression was found in leaf tissue of waterlily variety
St. Louis Gold. The correlation of F3H expression according to specific colouration was
performed in waterlily. The F3H gene was more highly expressed in decreasing order of  red,
purplish blue, and yellow petals when compared using semi quantitative PCR (sqPCR).
Gene regulation according to flowering stage and pigmentation was determined in lotus.
The F3H expression was slightly diminished in petals of cultivar Satabankacha at the
fully-opening stage, whereas it was detected in the cultivar Buntharik only when white petals
were tinted with pink. An RNAi gene-silencing vector, pJA8F3H, encoding a hairpin F3H
RNA, was introduced to waterlily petals using the Agrobacterium infiltration method, and the
F3H expression was analysed at 1 and 3 days post infiltration (dpi) by sqPCR. The results
showed that the F3H expression was down-regulated at 3 dpi in flowers tested of the red
petal variety and purplish blue petal variety compared to controls. The results confirmed that
pJA8F3H is efficient and could be used as a transformation vector to transiently suppress
F3H expression in waterlily or lotus.

Keywords: Anthocyanin, Flavanone 3-hydroxylase (F3H), Nelumbo, Nymphaea, RNAi
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1. INTRODUCTION

Flavonoids accumulate in all higher plants.
They are important to plants, as they are
involved in many biological processes. It is
known that flavonoids play roles in signalling
between plants and microbes, pollen
development, and protection from UV light,
and they act as defence molecules against
pathogens. Some flavonoid pigments provide
an array of colours, which, therefore, attracts
pollinators and seed dispersers, facilitating
reproduction [1]. These secondary metabolites
have been divided into different categories of
structure including flavones, flavonols,
isoflavones, flavanones, chalcones, aurones,
proanthocyanidins, and anthocyanins, among
others [2]. The flavonoid biosynthetic
pathway is part of the phenylpropanoid
pathway with the flavonoid precursors
phenylalanine, from the shikimate pathway,
and malonyl-CoA, which is derived from
citrate produced by the tricarboxylic acid
(TCA) cycle [3]. Studies on different mutants
affecting flavonoid synthesis have been
established, and genes encoding flavonoid
biosynthetic enzymes have been cloned in a
variety of plant species such as petunia,
maize, snapdragon (Antirrhinum majus), and
Arabidopsis [4].

The flavonoid pathway starts with the
formation of  the C

15
 backbone or chalcones

by chalcone synthase (CHS), which are further
converted to a range of other flavonoids
by chalcone isomerase (CHI), flavanone 3-
hydroxylase (F3H), flavonoid 32-hydroxylase
(F32H), dihydroflavonol 4-reductase (DFR),
and anthocyanidin synthase (ANS) [3]. The
most prominent class of products is the
anthocyanins, providing colour to petals.
Mutation of genes involved in the flavonoid
biosynthetic pathway resulted in changes of
petal colour in many ornamental flowering
plants, such as Gentiana triflora [5], Nicotiana
tabacum [6], Dianthus caryophyllus cv. Eilat [7],

and Torenia hybrid [8] by disruption of  CHS,
CHI, F3H, F3252H, and DFR expressions,
respectively. A cDNA for F3H was first
isolated from Antirrhinum majus (snapdragon)
[9]. The gene functions at an early step of
the flavonoid pathway and codes for the
enzyme that catalyses the formation of
dihydroflavonols from flavanones and
provides precursors for many classes of
flavonoid compounds. Therefore, this enzyme
is essential in the flavonoid pathway.
Disruption or down-regulation of F3H
expression resulted in the decrease of
flavonoid content and change of petal
colour [10-13].

Lotus (Nelumbo nucifera Gaertn.) is grown
widely in Thailand, as it is a symbolic in
Buddhism. However, there are only two
natural colours of lotus flowers available-
white and pink. Therefore, generation of a
new colour line using a conventional
breeding program is rather impossible.
To modify flower colour, an understanding
of the function of genes in the flavonoid
pathway is essential. Waterlily (Nymphaea sp.)
has diverse petal colours including white,
yellow, pink, and red to dark purple; by
exploiting this, waterlily was used as a tool to
monitor changes in flavonoid biosynthetic
pathway modifications. Therefore, the goal
of the research was to down-regulate the
expression of  F3H gene in lotus and waterlily.
Here, we report the characterisation of the
F3H genes in lotus and waterlily. Expression
analysis using sqPCR suggested that F3H
was transcribed in various flower stages and
petal colours. In addition, F3H was transiently
silenced using RNAi, and its level of expression
is described.

2. MATERIALS AND METHODS

2.1 Plant Materials
The waterlily lines used in this study,
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Nymphaea sp. var. St. Louis Gold, var. Royal
Red, var. Teri Dunn, and var. Lueang Garnjana,
were obtained from germplasm of  Dr.
Sermlap Wasuwat and Primlap Chukiatman
Wasuwat. Two cultivars of  lotus (Nelumbo
nucifera Gaertn.) including Satabankacha and
Buntharik, whose petals are pink and white,
respectively, were obtained from ponds at
King Mongkut’s Institute of  Technology
Ladkrabang. Plant material was harvested,
immediately frozen in liquid nitrogen, and
ground to a powder under liquid nitrogen
with a mortar and pestle. For RNA isolation,
the petals, stamens, and leaves were harvested
separately.

2.2 Isolation of DNA, RNA and cDNA
Synthesis

Petals were collected for genomic DNA
preparation using DNeasy Plant Mini Kit
(Qiagen, USA) . Petals, stamens, and leaves
of lotus were extracted for total RNA using
a modified Gomez-Gomez method [14],
while InviTrap® (Invitek, Germany) was used
to isolate total RNA from the small amount
of  transient transformed petals of  waterlily.
First strand cDNA was synthesised from
1 μg of DNase-treated total RNA and
0.5 μL RevertAid reverse transcriptase
(Fermentas, USA). Full-length cDNA was
synthesised from 1 μg total RNA according
to the manufacturer protocol of the
SMARTer™ RACE cDNA amplification kit
(Clontech, Canada).

2.3 Cloning and Sequencing of The F3H
Gene

The cDNA derived from SMARTer™
RACE was used as a template for nested-PCR
in combination with the following primers:
the UPM primer, which located at the
52-adaptor region, and gene-specific primer,
52 RACE GSP1. The PCR products were

diluted and subjected to the second PCR
reaction using 52 nested and 52 RACE
NGSP1 primers in order to obtain the
52-gene region. The 32-region was created
using an oligo-dT primer and a gene-specific
F3H8 primer. The sequences of  all primers
used are listed in Table 1, and the PCR
reactions were conducted according to
the manufacturers’ protocols. The 52- and
32- fragments obtained were cloned into the
pTZ57R/T cloning vector (Thermo Scientific,
USA) and sequenced. Gene-specific
oligonucleotide primers were designed
(F3H stop) and used together with the UPM
primer located at the 52-adaptor region in
PCR to synthesise a full-length F3H gene.
In order to analyse the F3H gene structure,
the genomic DNA was used as template in
the PCR reaction where primer F3H SenseF
and F3H stop were present. The obtained
nucleotide sequence of F3H gene were
analysed by Freeware program BioEdit [15],
BLASTN (www.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi),
and the phylogenetic tree was generated using
MEGA5 program [16].

2.4 Constructions of pJA8F3H
A 308-bp gene fragment was synthesised

using F3H SenseF and F3H SenseR
as oligonucleotide primers for PCR.
The fragment was cloned into pCR8
(Invitrogen, USA) and then introduced
into pJAWOHL8 using the Gateway system
(Invitrogen, USA). The pJAWOHL8, an
RNAi binary silencing vector, carries
ampicillin and Basta resistance genes as
bacterial and plant selective markers,
respectively. After construction, the obtained
pJA8F3H plasmid was then introduced
into Agrobacterium tumefaciens strain GV3101
and used for transient silencing assays in
waterlily petals.
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2.5 Agrobacterium-mediated
Transformation

As recommended in Zottini et al. [17],
A. tumefaciens strain GV3101, harbouring
the plasmid pJAWOHL8 or pJA8F3H,
was grown for 24 h in yeast extract
phosphate (YEP) medium containing 100
and 25 μg/mL of ampicillin and rifampicin,
respectively. Cells were pelleted and
re-suspended in infiltration buffer (50 mM
MES, 2 mM Na

2
PO

4
, 0.5% glucose, 100 mM

acetosyringone, pH 5.6). Flowers of waterlily
at four days after above water level were
kept at high humidity condition overnight
and infiltrated with Agrobacterium cells
(OD

600
 = 0.2) using 1 mL syringe. Three petals

were infiltrated with pJA8F3H and another
three petals with pJAWOHL8. Infiltrated
and non-infiltrated petals were observed
for changes and harvested at 1 and 3 days
(dpi) after Agrobacterium infiltration for
RNA isolation and gene expression analysis.

2.6 Gene Expression Analysis Using
sqPCR

Expression of F3H and CHS (located
upstream of F3H) was studied using a sqPCR

technique with a combination of F3H14F
and F3H10R primers for F3H or CHSF and
CHSR primers for CHS gene analyses. The
PCR was conducted with the following
procedure: 94°C for 5min; 24-30 cycles of
94°C for 45s; 58°C for 45s; 72°C for 50s;
and a final extension step at 72°C for 10min.
The PCR products of 308 or 453 bp of
F3H or CHS, respectively, were separated
on 1% (w/v) agarose gels, stained with
ethidium bromide, and visualised. The 18S
rRNA was used as an endogenous control
gene with primer pair 18-SF and 18-SR,
resulting in a fragment of  600 bp. Sequences
of oligonucleotide primers are listed in
Table 1.

3. RESULTS AND DISCUSSION

3.1 Cloning and Sequence Analysis of The
F3H Gene

Complementary DNAs of the F3H gene
from three cultivars, including one waterlily
(variety St. Louis) and two lotus cultivars
(Satabankacha and Buntharik), were cloned
and sequenced. The cDNA sequences
obtained from the three species were
submitted to GenBank (www.ncbi.nlm.

Table 1. Primers used in this study

Primer name
UPM primer
52RACE GSP1
52RACE NGSP1
F3H8
F3H stop
F3H SenseF
F3H SenseR
F3H14F
F3H10R
CHSF
CHSR
18-SF
18-SR

Primer sequence (5′ → 3′)
CTA ATA CGA CTC ACT ATA GGG C
ATC CAC GTC TTG CCG CCG TCC CTG GTG G
ACC AGG TCC TGC AGC AGC AGG GTG ATG G
CCT GGA CAT GGA CCA GAA G
TCA GGC CAG AAT TTC ATT GA
GAG AAG CTC CGG TTC GAC AT
TAG TTC ACC ACC ATC TTC TGG
GGA GAT CGT GAC GTT CTT CT
GGA TTC TGG AAC GTG GCT A
AAG AGC TCC CGT CAA GAG ACT CA
AAG GAT CCC AGA AAA TTG AGT TC
GGC TCG AAG ACG ATC AGA TAC CG
GTA CAA AGG GCA GGG ACG TAG TCA A
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nih.gov), and the accession numbers are
KC151961, KC151962, and KC151963 for
Nymphaea sp. var. St. Louis Gold, Nelumbo
nucifera cv. Satabankacha, and N. nucifera cv.
Buntharik, respectively. The freeware program
BioEdit [15] was used to analyse their ORFs
and sequence similarity. The F3H gene
sequences obtained from all species consist
of an ORF with 1,134 nucleotides, which
encoded for 377 amino acids, and the
translated sequences were identical. At least
2 introns were found when the sequence of
cDNA and genomic DNA were aligned.
Similar results were obtained from analysing
five independent clones of  each cultivar.
The nucleotide and amino acid sequences of
F3H were input into the BLASTN program,
revealing high similarity to the F3H genes
from other plant species including Camellia
nitidissima (HQ290517), Anthurinum andraeanum

(DQ972935), and Gentianna triflora
(AB193311), with identity scores of 76, 73,
and 69%, respectively (data not shown).
This similarity analysis confirmed that this
gene is commonly synthesised in plant genera,
as many F3H genes from different species
were obtained.

The amino acid sequences were aligned
against the F3H proteins from other plant
species using BioEdit, and phylogenetic trees
were generated using the MEGA5 program
[16] with 1,000 bootstrap replicates. The
ORFs of both lotus cultivars (Satabankacha
and Buntharik) and waterlily variety St. Louis
Gold have identical amino-acid sequences.
This precluded the grouping of F3H of
lotus and waterlily into the same branch of
evolution (Figure 1). The results supported
the fact that F3H is a common regulating
protein of  high homology in plants [18, 19].

Figure 1.Genetic relationship of  some known F3H proteins among plant species. The bars
represent evolutionary distance. The reliability of the tree was checked by bootstrap analysis
with 1,000 replicates.

3.2 Expression Study of The F3H Gene
in Lotus and Waterlily

Gene expression can be used to predict
levels of protein or enzymes being translated

by the gene. The F3H expression in different
waterlily tissue was compared using sqPCR.
The results could explain the specific
regulation and necessity of F3H in this plant.
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In general, colour pigments that accumulate
in flowers are derived from anthocyanins
via the flavonoid biosynthetic pathway, and
they support many biological functions like
pollen development and protecting flowers
against UV radiation [20]. The pigment
found in leaves, on the other hand, is
chlorophyll, which is generated by a different
biosynthetic pathway. The three tissue types
studied included petals, stamens, and leaves.
In the St. Louis Gold variety, there was a
marked yellow colour in both petals and

stamens. The results clearly showed a different
expression among the three tissues, as shown
in Figure 2a. The F3H gene is expressed
abundantly in petals and stamens, while it was
undetectable in leaf tissue. This finding
supports the idea that this flavonoid gene is
expressed only in the tissue where it is involved
in an observed biological function [21].
Similarly, studies in Gentiana triflora and
Paeonia lactiflora also have shown the
expression of F3H in flowers but not in
leaves [22, 23].

It has been shown that F3H is a key
regulator for the flavonoid biosynthesis
pathway [24] and plays a role in accumulation
of anthocyanin pigments in the vacuole [25].
The F3H gene was found to be expressed in
petals of different colour of flora, such as
the purple petal colour of Gentiana triflora [26],
purple petals of Capsicum annuum [27], pink
petals of Nicotiana tabacum [28], pink petals
of Petunia hybrida [29], and orange petals of

Dianthus caryophyllus [7]. To analyse the colour-
dependent regulation of F3H in different
colours of waterlily petals, three petal colours
were collected and subjected to sqPCR. Using
18S rRNA as an equal-amount control of
cDNA template for PCR reactions, F3H
expression levels could be compared among
red (variety Royal Red), purplish blue (Teri
Dunn), and yellow (Lueang Garnjana) petals.
The F3H gene was expressed more highly in

Figure 2. Relative transcription levels of  F3H were determined by semi-quantitative PCR in
(a) different tissue organs of waterlily (P: petal, S: stamen, L: leaf), (b) different coloured petals
(Re: red petal, variety Royal Red; Pu: purplish blue petal, variety Teri Dunn; Ye: yellow petal,
variety Lueang Garnjana) of  waterlily, and (c) different flower stages of  lotus cv. Satabankacha
(1-3) or Buntharik (4-6), including the closed (1 and 4), half-opening (2 and 5), and fully-
opening (3 and 6) flower stages. Expression of  18S rRNA was used as a control.
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red, purplish blue, and yellow petals, in
descending order (Figure 2b). This could be
explained by the finding that anthocyanins
are responsible for orange, pink, red, purple,
and blue colouration [30]. Anthocyanins could
also contribute to yellow colouration [30];
however, this pigment type can be derived
from a different pathway that leads to aurone
production, in the case of  Antirrhinum majus
[31]. Investigations in soybean have shown
that the F3H enzyme was able to compete
for the naringenin substrate with isoflavone
synthase or IFS [32]. In this case, both
anthocyanin and aurone shared an early step
of  the biosynthetic pathway, and F3H might
compete with 42CGT for substrate from
CHS through CHI, therefore, expression
levels in pink and purple petals were higher
than those in the yellow petals of  waterlily.

Marked changes in lotus petal colour
were observed during f lowering.
Consequently, lotus flowering was grouped
into closed, half-opening, and fully-opening
stages according to the colour change in the
petals. The cultivar Satabankacha is a pink-petal
lotus, however, the pink colour was found to
fade away at the last stage of  flowering.
Expression of F3H in Satabankacha was
almost unchanged during the first two stages,
and it slightly declined when the flower was
fully opened (Figure 2c). A similar expression
pattern was reported in petals of Gentiana
triflora cv. Maciry (blue-flower cultivar), where
F3H expression increased during flower
development, especially when the gentian
flowers were dark purple at the fully-opening
stage and decreased with maturation of the
flower [22]. Zhao et al. [23] grouped PlF3H
from Paeonia lactiflora as a member of
flavonoid genes that gradually decreased with
the development of  flowers. Investigations in
azalea (Rhododendron pulchrum cv. Oomurasaki)
petals showed a different expression pattern.
Azalea F3H was expressed only at the closed-

bud stage and decreased rapidly during
flower development, suggesting that F3H is
necessary for anthocyanin synthesis and that
other genes later in the pathway controlled
the pigmentation [33]. Buntharik lotus, whose
petals are white, was found to be tinted with
pink at the petal tips only at the closed and
the half-opening stage, and the colour
disappeared when the flower was fully
opened. Expression of F3H was low during
the closed stage, but it enhanced to a clearly
detectable level at the half-opening stage
(Figure 2d). The expression pattern of F3H
in cultivar Buntharik confirmed the correlation
between regulation of F3H and anthocyanin
pigmentation of  lotus flowers.

3.3 Transient Silencing of  The F3H Gene
in Flowers of  Waterlily

The F3H protein has been identified as
a key enzyme in the flavonoid pathway.
The enzyme catalyses the formation
of  dihydroflavonoids from flavanones.
Dihydroflavanones are precursors used by
many enzymes for production of flavonoid
compounds. Stable and transient silencing
of F3H resulted in colour changes in many
plants, such as carnation [7], petunia [34],
and strawberry [35]. A functional study of
F3H in response to flower colour in lotus
using a transformation system is impractical
due to the long time span needed to generate
transgenic plants that reach flowering.
Agrobacterium infiltration is, therefore,
an effective, alternative method that has
been successfully used for introducing the
β-glucuronidase (GUS) gene into snapdragon
(Anthirrhinum majus) [36] and rose petals [37].
To investigate the function of  F3H in lotus
petals, an RNAi-mediated silencing construct
was generated using Gateway technology.
A fragment of F3H was cloned into a
Gateway-compatible plant expression vector
pJAWOHL8, and the pJA8F3H plasmid was
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obtained and introduced into lotus petals
using the Agrobacterium infiltration method.
The vector produced an RNAi-mediated
silencing construct after transcription and
initiated interference of F3H expression in
the target cell. To exclude any unexpected
environmental factors, the transient expression
was set up in the same waterlily flower
where three petals were infiltrated with
pJA8F3H and three other petals for
pJAWOHL8 as controls. The infiltrated and
non-infiltrated petals were observed for any
changes and were harvested at 1 and 3 dpi.
The experiment was done in 3 replicates
(flowers) of each colour and the results
were shown in Figure 3. Semi-quantitative
PCR was conducted to analyse changes in
expression levels using 18S rRNA as a cDNA
control amount. Changes in F3H expression
were barely detected at 1 dpi, but the
expression was found to drastically decrease

at 3 dpi of variety Royal Red. A similar result
was observed in the experiment on variety
Teri Dunn while unchanged expression
level was detected in variety Lueang Garnjana.
Post transcription gene silencing (PTGS)
of  the F3H gene has been performed in
rich-pigment flowers of plants including
carnation (Dianthus caryophyllus) [7] and petunia
(Petunia hybrida) [34] and of fruits like
strawberry [35]. Stable transformation using
Agrobacterium-mediated methods resulted
in modification of F3H expression, pigment
alteration, and flavonoid production
[7, 35]. Changes in CHS expression were
undetectable, although the F3H level
decreased (Figure 3). It has been clearly
shown by immunoblotting in Arabidopsis tt6,
where F3H was mutated and resulted in a
null F3H enzyme production, that the
CHS enzyme production was not affected
[38].

Figure 3. Transient silencing of  the lotus F3H gene was carried out in waterlily petals by
Agrobacterium infiltration. Transcription levels of  F3H and CHS were compared by semi-
quantitative PCR among non-infiltrated petals (1), petals infiltrated with pJAWOHL8 (2),
and pJA8F3H (3) at 1 and 3 days post infiltration. Three varieties of waterlily were used:
Royal Red, Lueang Garnjana, and Teri Dunn. Expression of  18S rRNA was used as a control.

In the experiment described here, the
change in petal colour of Agrobacterium-
infiltration lines could not be observed at
3 dpi. Nonetheless, the experiment involving
transient silencing was carried out in mature
waterlily flowers whose pigmentation

processes were completed. Therefore,
suppression of a gene that is involved in an
early step of  the pathway, such as F3H,
did not affect production of flavonoids
and caused no visible phenotype. However,
the PTGS is successfully activated, as F3H
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expression is suppressed in petal tissue of
waterlily, as shown by sqPCR. The results
confirmed that pJA8F3H could be used as a
transient transformation vector to suppress
F3H expression in waterlily and lotus.

4. CONCLUSIONS

Flavanone 3-hydroxylase (F3H) genes
isolated from Nelumbo nucifera Gaertn. cv.
Buntharik and cv. Satabankacha as well as
Nymphaea sp. var. St. Louis Gold were identical
at the nucleotide level and shared high
homology at the amino acid level to F3H
from different plant species. Expression of
F3H was specifically regulated in petals and
stamens, but less was found in leaves of
waterlily. The F3H gene was more highly
expressed in red, purplish blue, and yellow
petals, in descending order, when comparing
its expression according to colouration in
waterlily using the sqPCR technique.
The F3H expression was found to relate to
flowering stage; its expression was slightly
diminished in petals of cultivar Satabankacha
(pink petal lotus) at the fully-opening stage,
while it was detected in cultivar Buntharik
only when white petals were tinted with
pink. Silencing of F3H expression using the
Agrobacterium-infiltration method and sqPCR
technique was conducted in waterlily.
The F3H expression was down-regulated at
3 dpi in red petal and purplish blue petal
variety compared to controls. The results
demonstrated that an RNAi gene-silencing
vector, pJA8F3H, encoding a hairpin F3H
RNA, was efficient at suppressing F3H
expression in waterlily and could be used as a
transient transformation vector.
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การศึกษาผลของชิ้นสวนเริ่มตน และปจจัยแสง ท่ีมีตอการเกิดแคลลัสของบัวหลวงพนัธุบุณฑริก และการ
ทดสอบความเขมขนสารปฏชิีวนะ kanamycin ท่ีเหมาะสมสําหรับการใชเปนสารคัดเลือกในการถายยีน 
Effect of Explant Types and Light on Callus and Antibiotic Kanamycin Resistance Detection of 

Lotus (Nelumbo nucifera Gaertn.) 
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บทคัดยอ 

การศึกษาผลของชิ้นสวนเริ่มตน ที่เหมาะสมตอการชักนําใหเกิดแคลลัสของบัวหลวงพันธุบุณฑริก ภายใตปจจัยแสง สี
ขาว (white light) และแสงสีแดง (red light) โดยใชช้ินสวนตายอดจากเอมบริโอ และกานใบจากเอมบริโอ เปนช้ินสวน
เริ่มตน เพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร Murashinge and Skoog (1962) ที่เติม NAA 40 ไมโครโมลาร และ TDZ 0.5 ไมโครโมลาร 
ภายใตแสงสีขาว (white light) เปนเวลา 16 ช่ัวโมงตอวัน นาน 16 สัปดาห พบวาช้ินสวนตายอด และชิ้นสวนกานใบ สามารถ
ชักนําใหเกิดแคลลัสไดใกลเคียงกัน โดยช้ินสวนตายอดจากเอมบริโอมีคะแนนการเจริญเติบโตแคลลัสสูงที่สุด คือ 3.80 
คะแนน โดยแคลลัสมีลักษณะเกาะกันหลวมๆ มีสีเขียว ฉ่ําน้ํา การเพาะเลี้ยงช้ินสวนตายอด และช้ินสวนกานใบ ภายใต
แสงสีแดง (red light) สามารถชักนําใหเกิดแคลลัสเชนเดียวกับการเพาะเลี้ยงในแสงสีขาว (white light) ชิ้นสวนกานใบจะมี
ขนาดที่เพิ่มขึ้นมากกวาช้ินสวนตายอด  

การทดสอบความเขมขนของสารปฏิชีวนะ kanamycin สําหรับใชเปนสารคัดเลือกในการถายยีนเขาสูบัวหลวง โดยนํา
ช้ินสวนตายอดจากเอมบริโอ และเอมบริโอ มาเพาะเลี้ยงบนอาหาร MS ที่เติมสารปฏิชีวนะ kanamycin เขมขน 0, 50, 100, 
200 และ 300 มิลลิกรัมตอลิตร เปนเวลา 8 สัปดาห โดยเปลี่ยนอาหารทุก 2 สัปดาห พบวา ช้ินสวนตายอดจากเอมบริโอที่
เลี้ยงบนอาหาร MS ที่เติมสารปฏิชีวนะ kanamycin ความเขมขน 50 มิลลิกรัมตอลิตร เปนความเขมขนที่ตํ่าสุดที่ทําให
ช้ินสวนตายอดจากเอมบริโอ มีสีน้ําตาลทั้งหมด ช้ินสวนเอมบริโอทั้งช้ินนั้น ยังสามารถอยูรอดไดในทุกความเขมขนของ
สารปฏิชีวนะที่ทดสอบ 
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ABSTRACT 
 Effect of explant types and light on callus growth of lotus (Nelumbo nucifera Gaertn.) cv. Buntharik were 
studied. The apical buds and petioles from embryo were cultured on Murashinge and Skoog (1962) medium containing a 
combination of 40 µM NAA (α-Naphthaleneacetic acid) and 0.5 µM TDZ (Thidiazuron) under 16 hours of white light for 
16 weeks. It was found that all explants produced callus. The callus induction was produced from both apical buds and 
petioles. The callus was friable and green and the hightest score of callus growth was 3.80. The both explants cultured under 
red light also showed the same result as the white light.   
 The kanamycin concentration was tested for selection of transgenic plant. The apical buds from embryo and 
embryos cultured on MS medium supplemented with 0, 50, 100, 200 and 300 mg/l kanamycin for 8 weeks. The explants 
were removed to new selective medium every 2 weeks. It was found that 50 mg/l kanamycin was the lowest concentration 
which the apical buds could not grow. However, the embryo could grow in all selective medium. 
Keyword: apical buds, petioles, embryo, kanamycin, lotus 
E-mail address: sss_dear@hotmail.com 
 
คํานํา 

บัวหลวงเปนพืชสกุลหนึ่งที่รูจักกันเปนอยางดี
ทั้งในประเทศไทย ประเทศในเขตรอน เขตอบอุน และ
เขตหนาว นอกจากจะนําดอกมาใชประโยชนแลว สวน
อื่นๆยังสามารถนํามาใชประโยชนไดดวย เนื่องจากเปน
พืชที่ปลูกงาย และขึ้นไดทั่วไป จึงพบวามีทั้งที่ขึ้นเองตาม
ธรรมชาติ และที่มีผูนํามาปลูกเพื่อเปนไมประดับตาม
บานในกระถาง บอ หรือ คูน้ํา ตลอดจนปลูกเปนจํานวน
มากที่เรียกวา นาบัว เพื่อเปนการคาโดยตัดดอก หรือเก็บ
เมล็ดขาย ปจจุบันสมาคมสมุนไพรแหงประเทศไทยได
จัดบัวหลวงเปนพืชสมุนไพรอีกชนิดหนึ่ง (วาสนา  มิตรา
นนท. 2527) บัวหลวงพันธบุญฑริก  (Nelumbo  nucifera  
Gaertn.)  เปนบัวหลวงสายพันธุหนึ่งที่มีดอกสีขาว  
ขนาดใหญ  ปลายกลีบมีสีชมพูเรื่อๆ  ดอกรา  ดอกตูมเปน
รูปไขปลายเรียว (เสริมลาภ  วสุวัต. 2537)  เปนบัวหลวง
พันธุหนึ่งที่นิยมนํามาใชงาน  แตบัวหลวงมักมีปญหาใน
ดานการใชประโยชนไดนอยวัน (จินตนา  ไทยลิ่มทอง  
และ ลาวัลย  สุธมนตรี. 2536)  กลีบดอกจะเหี่ยว และรวง
เร็ว (สายชล  เกตุษา. 2531; บุญเกื้อ หาราชัย. 2537)  
รูปทรงของดอกและสีมีใหเลือกจํากัด  (จารีย หอยทอง. 

2519) จึงควรปรับปรุงพันธุบัวหลวงใหมีคุณภาพดี  (วิชัย  
ภูริปญญาวานิช.2543) 
 จากสภาพปญหาที่กลาวมาจึงไดนําเทคนิคการ
เพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อมาใชในการปรับปรุงพันธุ  ซึ่งการ
เพาะเลี้ยงแคลลัสเปนหนึ่งในเทคนิคการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ
ที่ชวยในการปรับปรุงพันธุได   เนื่องจาก   แคลลัส  
สามารถนําไปใชในการผลิตโปรโตพลาสต  การผลิตสาร
ทุติยภูมิ  การผลิตพืชที่มีโครโมโซมหลายชุด  และการ
ผลิตพืชทนทานหรือพืชตานทานได  (ประศาสตร  เกื้อ
มณี. 2538; รังสฤษฏ กาวีตะ. 2541) อีกทั้งแคลลัสเปน
เนื้อเยื่อที่เหมาะสม สําหรับนํามาใชในการปรับปรุงพันธุ 
โดยการถายยีนตอไปในอนาคต แตการชักนําใหเกิด
แคลลัสมีปจจัยที่ เกี่ยวของหลายอยางจึงจําเปนตองมี
การศึกษาปจจัยตางๆที่มีผลตอการชักนําแคลลัสเพื่อที่จะ
ไดแคลลัสไปใชประโยชนในการปรับปรุงบัวหลวงพันธุ
บุณฑริกตอไป 
 
วัตถุประสงค 
1. เพื่อศึกษาปจจัยแสง และช้ินสวนที่เหมาะสมในการชัก
นําใหเกิดแคลลัสบัวหลวงพันธุบุณฑริก  
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2. เพื่อทดสอบความเขมขนของสารปฏิชีวนะ kanamycin 
ที่เหมาะสมสําหรับการใชเปนสารคัดเลือกในการ 
    ถายยีนเขาสูบัวหลวง 
 
อุปกรณและวิธีการ 
 ฟอกฆ า เ ชื้ อ เ ม ล็ ด บั ว ด ว ย เ อท านอล  70 
เปอรเซ็นต นาน 1 นาที คลอรอกด 50 เปอรเซ็นต รวมกับ 
ทวีน 20 2 หยด นาน 20 นาที  ลางดวยน้ํากลั่นที่นึ่งฆาเชื้อ 
3 ครั้ง นานครั้งละ 5 นาที จากนั้นทําการตัดช้ินสวนตาย
อด และช้ินสวนกานใบจากเอมบริโอ มาเพาะเลี้ยงบน
อาหาร Murashinge and Skoog (1962) ที่เติม  NAA 40 
ไมโครโมลาร และ TDZ 0.5 ไมโครโมลาร  ภายใตปจจัย
แสงสีขาว (white light) และแสงสีแดง (red light) เปน
เวลา 16 ช่ัวโมงตอวัน นาน 16 สัปดาห วางแผนการ
ทดลองแบบ 2×2 factorial in CRD ประกอบดวย  2 
ปจจัย คือ ปจจัย 1 แสงสีที่ใชทดสอบ ไดแก แสงสีขาว 
(white light) และแสงสีแดง (red light) ปจจัย 2 ช้ินสวน
ที่นํามาทดสอบ ไดแก ตายอด และกานใบจากเอมบริโอ 
บันทึกผล ทําการวัดการเจริญเติบโต และขนาดของ
ช้ินสวน ทุกสัปดาห  และการทดลองที่ 2 ทดสอบความ
เขมขนของสารปฏิชีวนะ kanamycin ที่เหมาะสมในการ
ใชเปนสารคัดเลือกสําหรับการถายยีนเขาสูบัวหลวง โดย
ใช ช้ินสวนตายอดจากเอมบริโอ  และเอมบริโอ  มา
เพาะเลี้ยงบนอาหาร Murashinge and Skoog (1962) ที่
เติมสารปฏิชีวนะ kanamycin เขมขน 0, 50, 100, 200 
และ 300 มิลลิกรัมตอลิตร ทําการวัดการเจริญเติบโต และ
ขนาดของชิ้นสวน ทุกสัปดาห วางแผนการทดลองแบบ 
CRD ประกอบดวย 5 วิธีการ วิธีการละ 3 ซ้ําๆละ  6  ช้ิน 
 การทดลองที่ 1 บันทึกผลการเจริญเติบโตเปน
เวลา 16 สัปดาห โดยการใหคะแนนการเจริญเติบโตของ
แคลลัสคือคะแนน 1 ช้ินสวนตาย คะแนน 2 ช้ินสวนมีสี
เหลือง ขาวหรือน้ําตาล แสดงอาการเริ่มตาย คะแนน 3 
ช้ินสวนคงสภาพเดิม มีสีเขียวออน คะแนน 4 ช้ินสวนที่มี
แคลลัสเกิดขึ้น แคลลัสมีลักษณะเปนเม็ดละเอียดเกาะกัน
แนนสีเขียวเขม คะแนน 5 ช้ินสวนมีแคลลัสเกิดขึ้น และ

มีลักษณะที่เจริญเปนยอด และการทดลองที่ 2 ทําการ
ทดลองโดยใช 2 ช้ินสวน คือ ตายอดจากเอมบริโอ และ
เอมบริโอ บันทึกผลการเจริญเติบโตเปนเวลา 8 สัปดาห 
โดยการบันทึกเปอรเซ็นตการตาย และขนาด 

 
ผลการทดลองและวิจารณ 
การทดลองที่ 1 ศึกษาชิ้นสวนเริ่มตนที่เหมาะสมตอการ
ชักนําใหเกิดแคลลัส  
การเจริญเติบโตแคลลัส ภายใตแสงสีขาว (white light) 
และแสงสีแดง (red light) 
 จากการศึกษาการเกิดแคลลัสของชิ้นสวนตาย
อด และกานใบจากเอมบริโอ ที่เพาะเลี้ยงภายใตแสงสี
ขาว (white light) และแสงสีแดง (red light) โดยนํา
ช้ินสวนทั้ง 2 ชนิด มาเพาะเลี้ยงบนอาหารแข็งสูตร MS ที่
เติมสารควบคุมการเจริญเติบโต NAA ความเขมขน 40 
ไมโครโมลาร รวมกับ TDZ ความเขมขน 0.5 ไมโครโม
ลาร พบวา ทุกๆสัปดาหคะแนนการเจริญเติบโตของ
ช้ินสวนทั้ง 2 ชนิด ไมมีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญ
ทางสถิติ (ตารางที่ 1) และพบวา ช้ินสวนจากเอมบริโอ 
ทั้ง 2 ชนิด สามารถพัฒนาไปเปนแคลลัสได โดยช้ินสวน
กานใบจะมีคะแนนเฉลี่ยการเจริญเติบโตมีแนวโนมที่
เจริญดีกวาในสวนของตายอด เมื่อเลี้ยงในสภาพแสงสี
แดง (red light)  ซึ่งสอดคลองกับการทดลองของภัควดี 
ภักดีงาม (2547) ทดลองศึกษาผลของสารควบคุมการ
เจริญเติบโต และแสงตอการเกิดโซมาติคเอมบริโอจีนีซีส
ของบัวหลวงพันธุบุณฑริก โดยนําช้ินสวนตายอด และ
กานใบจากเอมบริโอ และตาจากไหล มาเพาะเลี้ยงบน
อาหารแข็งสูตร MS ที่เติมสารควบคุมการเจริญเติบโต 
NAA ความเขมขน 40 ไมโครโมลาร รวมกับ TDZ ความ
เขมขน 0.5 ไมโครโมลาร ภายใตแสง cool white 
fluorescent  พบวา ทุกช้ินสวนสามารถชักนําใหเกิด
แคลลัสได โดยช้ินสวนตายอด และกานใบจากเอมบริโอ 
สามารถชักนําใหเกิดแคลลัสได 100 เปอรเซ็นต และสูตร
อาหารดังกลาวยังสามารถชักนําใหเกิดโซมาติคเอมบริโอ
จีนีซีสไดดีที่สุด  และจะดีมากขึ้นเมื่อลดสูตรอาหา
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ครึ่งหนึ่ง และเพาะเลี้ยงรวมกับแสงสีแดง (red light) และ
จิตเกษม เที่ยงจิตต (2545)  ทดลองศึกษาผลของชิ้นสวน
เริ่มตน และสารควบคุมการเจริญเติบโตตอการชักนํา
แคลลัสบัวหลวงพันธุบุณฑริก โดยใช เอมบริโอออน ตา
ไหล และตาไหลจากเอมบริโอ มาเพาะเลี้ยงบนอาหาร
แข็งสูตร MS ที่เติมสารควบคุมการเจริญเติบโต NAA 
ความเขมขน 50 ไมโครโมลาร รวมกับ TDZ ความ
เขมขน 0.25 ไมโครโมลาร พบวา ช้ินสวนตาไหลจาก
เอมบริโอมีคะแนนการเจริญของแคลลัสดีที่สุด 
ขนาดแคลลัสภายใตแสงสีขาว (white light) และแสงสี
แดง (red light) 

 การเกิดแคลลัสของชิ้นสวนตายอด และกานใบ
จากเอมบริโอ ที่เพาะเลี้ยงภายใตแสงสีขาว (white light) 
และแสงสีแดง (red light) โดยนําช้ินสวนตายอด และ
ช้ินสวนกานใบ เลี้ยงในสูตรอาหารและสารควบคุมการ
เจริญเติบโตดังที่กลาวมา เมื่อพิจารณาผลของขนาดการ
เจริญเติบโตพบวา ภายใตแสงสีขาว (white light) และ
ภายใตแสงสีแดง (red light) ขนาดการเจริญเติบโตของ
ช้ินสวนทั้ง 2 ชนิด ไมมีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญ
ทางสถิติ (ตารางที่ 2) โดยเมื่อพิจารณาจากคาเฉลี่ยขนาด
ของแคลลัสของชิ้นสวนทั้งสอง พบวา ในทุกๆสัปดาห 
ขนาดของแคลลัสจะเพิ่มขึ้น และขนาดชิ้นสวนกานใบจะ
ขยายขนาดใหญขึ้นกวาช้ินสวนตายอด 

 
ตารางที่ 1  การเจริญเติบโตแคลลัส จากการเพาะเลี้ยงสวนของตายอด และกานใบจากเอมบริโอ บนอาหาร สูตร MS ที่เติม NAA 40 ไมโครโมลาร 

รวมกับ  TDZ 0.5 ไมโครโมลาร ภายใตแสงสีขาว (white light) และแสงสีแดง (red light) 

ns ไมมีความแตกตางกันทางสถิติ  
 

ตารางที่ 2   ขนาดของแคลลัส จากการเพาะเลี้ยงสวนของตายอด และกานใบจากเอมบริโอ บนอาหารสูตร MS ที่เติม NAA 40 ไมโครโมลาร 
รวมกับ TDZ 0.5 ไมโครโมลาร ภายใตแสงสีขาว (white light) และแสงสีแดง (red light) 

ขนาดของแคลลัส (ตารางเซนติเมตร) 
อายุ (สัปดาห) แสง 

 
ชิ้นสวน 

 2 4 6 8 10 12 14 16 
ตายอด 0.20+0.01 0.36+0.02 0.49+0.03  0.55+0.06 0.81+0.09  1.06+0.12 1.42+0.17 1.84+0.23 แสงสีขาว 

(White light) กานใบ 0.26+0.01 0.50+0.00 0.69+0.01  0.70+0.0 1.11+0.11  1.70+0.18 2.04+0.19 2.34+0.21 
ตายอด   0.33+0.10 0.37+0.05 0.52+0.08  0.80+0.15 0.79+0.17  1.00+0.27 1.05+0.17 0.82+0.16 แสงสีแดง 

(red light) กานใบ   0.32+0.03 0.54+0.03 0.72+0.06  0.85+0.05 1.10+0.15  1.32+0.16 1.30+0.30 1.61+0.36 
F-test ns ns ns ns ns ns ns ns 
CV% 33.34        12.94       16.19       23.34       25.22       26.63       25.96       26.81       

ns ไมมีความแตกตางกันทางสถิติ  

การเจริญเติบโตแคลลัส (คะแนน) 
อายุ (สัปดาห) 

 
แสง 

 
ชิ้นสวน 

 2 4 6 8 10 12 14 16 
ตายอด 3.00+0.00 2.86+0.13 2.73+0.17 2.60+0.23 2.86+0.26 3.40+0.34 3.40+0.30 3.80+0.23 แสงสีขาว 

(White light) กานใบ 3.00+0.11 3.00+0.00 2.80+3.14 2.60+0.00 2.66+0.13 3.15+0.18 3.20+0.20 3.20+0.20 
ตายอด 2.86+0.13 2.86+0.13 2.86+0.13 2.80+0.20 2.41+0.41 2.25+0.52 2.00+0.50 1.58+0.36 แสงสีแดง 

(red light) กานใบ 3.00+0.11 2.93+0.06 2.73+0.13 3.00+0.00 2.93+0.06 2.93+0.48 3.13+0.59 2.93+0.46 
F-test ns ns ns ns ns ns ns ns 
CV% 6.15        5.93        8.03        9.62        16.44       23.88       25.30       20.02       

 
 

การประชุมวิชาการการนําเสนอผลงานวิจัยระดับบัณฑิตศึกษา ครั้งท่ี 1 
สํานักบริหารวิชาการ สถาบันเทคโนโลยีพระจอมเกลาเจาคุณทหารลาดกระบัง                           28  สิงหาคม 2551 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 



 
 
 

 

- 359 - 

การทดลองที่ 2 ศึกษาความเขมขนของสารปฏิชีวนะ 
kanamycin ที่ใชในการเปนสารคัดเลือก  
การเจริญเติบโต และขนาดของชิ้นสวนตายอดจากเอมบริ
โอ บนอาหารที่มีสารปฏิชีวนะ kanamycin 

จากการศึกษาความเข มขนของสารปฏิชีวนะ 
kanamycin  ที่ใชในการเปนสารคัดเลือก ในชิ้นสวน
ตายอดจากเอมบริโอ ที่เพาะเลี้ยงบนอาหารแข็งสูตร 
MS ที่เติมสารปฏิชีวนะ kanamycin  เขมขน 0, 50, 100, 
200 และ 300 มิลลิกรัมตอลิตร พบวา ในอาหารคัดเลือก
ทุกวิธีการ จะมีเปอรเซ็นตการตายเพิ่มขึ้นในทุกสัปดาห 
โดยในสัปดาหที่ 1 ช้ินสวนตายอด ในอาหารคัดเลือกมี
ลักษณะที่คลายกัน คือ ช้ินสวนยังมีสีเขียวออน (ตารางที่ 
3) โดยมีคะแนนการเจริญเติบโต ซึ่งคิดเปนเปอรเซ็นต
การตายคือ 0.00 เปอรเซ็นต ในสัปดาหที่ 2 และ  3 
ช้ินสวนตายอด ที่ เลี้ยงในอาหารที่ไมมีสารปฏิชีวนะ 
kanamycin (control) ลักษณะชิ้นสวนยังมีสีเขียว แตใน
อาหารคัดเลือกที่ความเขมขนตางๆ ชิ้นสวนมีลักษณะที่
เ ริ ่ม เ ป ลี ่ย น จ า ก ส ีเ ข ีย ว เ ป น ส ีเ ห ล ือ ง  โ ด ย จ ะ มี
เปอรเซ็นตการตายเพิ่มขึ ้นในทั้ง  2 สัปดาห ใน
สัปดาหที่ 4 ถึงสัปดาหที่ 6 ช้ินสวนตายอดที่เลี้ยงใน
อาหารที่ ไมมีสารปฏิ ชี วนะ  kanamycin ( control)  มี
ลักษณะชิ้นสวนเปลี่ยนจากสีเขียวเปนสีน้ําตาล และใน
อาหารคัดเลือกความเขมขนอื่นๆ มีลักษณะชิ ้นสวน
เปลี่ยนจากสีเหลืองเปนสีขาว จนกระทั่งในสัปดาหที่ 
8 และในสัปดาหที่  8 นี้พบวา มีเพียง ระดับความ
เขมขน 50 มิลลิกรัมตอลิตรของ kanamycin  ที่เปน
ความเขมขนที่ตํ่าที่สุด ที่ทําใหช้ินสวนตายอดมีลักษณะ
เปนสีน้ําตาลปนเหลืองทุกชิ้นสวน  และไมสามารถ
เจริญเติบโตได  โดยมีเปอรเซ็นตการตายเปน 72.27 
เปอรเซ็นต และทุกสัปดาหที่กลาวมาไมมีการเกิดเปน
แคลลัส เมื่อพิจารณาจากสีของชิ้นสวนที่เปลี่ยนไป โดย
ดูจากคะแนนการเจริญเติบโต (เปอรเซ็นตการตายของ
ช้ินสวน) จะเห็นไดชัดกวา ดังภาพที่ 1 ซึ่งสอดคลองกับ
การทดลองของ Supak et al. (2005) ทดลองศึกษาการ
ถายยีนในปทุมมาพันธุเชียงใหมพิงค โดยใชสวนของ 

retarded shoots พบวาสามารถคัดเลือกช้ินสวนที่
ตานทานตอ kanamycin ที่ระดับความเขมขน 50 
มิลลิกรัมตอลิตร และในการทดลองของชญานิศ ศิรินภา
ดล (2550)  ทดลองศึกษาความตานทานตอสารปฏิชีวนะ 
kanamycin ของเนื้อเยื่อปทุมมาในสภาพปลอดเชื้อ พบวา 
kanamycin ความเขมขน 100 มิลลิกรัมตอลิตร เปนความ
เขมขนที่ ตํ่าที่สุดที่ทําใหช้ินสวนปทุมมาเปลี่ยนเปนสี
น้ําตาลทั้งหมด และในการทดลองของประวีณา มณีรัต
นรุงโรจน และคณะ (2546) ทดลองศึกษาเบื้องตนในการ
สงถายยีนสูกลวยไมเอื้องเงิน โดย Agrobacterium 
tumefaciens พบวา kanamycin  ความเขมขน 150 และ 
250 มิลลิกรัมตอลิตร สามารถยับยั้งการเจริญของโพรโท
คอรม และตนออนเอื้องเงินไดตามลําดับ และ ในการ
ทดลองของ รงรอง หอมหวล และคณะ (2543) ทดสอบ
เบญจมาศพันธุดอกสีเหลือง เมื่อนําขอมาเลี้ยงในอาหารที่
มี kanamycin ที่ระดับความเขมขน 0, 100, 200, 300, 400, 
500 ppm พบวาในทุกระดับความเขมขนสามารถทําให
ขอเบญจมาศตายได และในการทดลองของ  รงรอง 
หอมหวล (2541) ทดลองการถายยีนเขาสูแคลลัสชนิด 
embryogenic callus ที่เจริญมาจากใบของกุหลาบ (Rosa 
hybrida) พันธุ Carl Red โดยใชเช้ือ Agrobacterium 
tumefaciens (A281/pBI121) เปนพาหะ   ซึ่งเชื้อ 
A281/pBI121 มี GUS gene เปน marker gene และมี 
kanamycin  เปน antibiotic resistant gene (NPTII gene) 
จากการทดลองพบวาสามารถคัดเลือกแคลลัสที่ตานทาน
ตอ kanamycin ที่ระดับความเขมขน 100 มิลลิกรัมตอ
ลิตร ไดประมาณ 15 เปอรเซ็นต จากจํานวนแคลลัส
ทั้งหมด 
การเจริญเติบโต และขนาดของชิ้นสวนเอมบริโอ บน
อาหารที่มีสารปฏิชีวนะ kanamycin 
 จ า ก ก า ร ศ ึก ษ า ค ว า ม เ ข ม ข น ข อ ง ส า ร
ปฏิชีวนะ kanamycin ที่ใชในการเปนสารคัดเลือก ใน
ช้ินสวนเอมบริโอ ที่เพาะเลี้ยงบนอาหารแข็งสูตร MS 
ที่เติมสารปฏิชีวนะ kanamycin  เขมขน 0,  50 , 100, 
200  และ 300 มิลลิกรัมตอลิตร ในทุกสัปดาหการ
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เจริญเติบโตจะลดลงทุกสัปดาห และมีความแตกตางกัน
ยิ่งทางสถิติ ในสัปดาหที่ 2, 3 และ 4 (ตารางที่ 5)  แต
เอมบริโอยังสามารถอยูรอดไดในทุกความเขมขนของ
สารปฏิชีวนะ kanamycin และพัฒนาไปเปนตน และ
ยอดของบัวที่ เกิดใหม จะมีสีชมพู และขาว ในแตละ
ความเขมขน และชิ้นสวนมีขนาดเพิ่มขึ้นในทุกสัปดาห 
และในทุกความเขมขนของสารปฏิชีวนะ (ตารางที่ 6)  
แตเมื่อพิจารณาจากคะแนนการเจริญเติบโตที่คิดเปน
เปอรเซ็นตการตาย จะเห็นวาในความเขมขนของสาร
ปฏิชีวนะ kanamycin ที่ 50 และ 100  มิลลิกรัมตอลิตร 
จะทําใหการเจริญเติบโตลดลงมากกวาในความเขมขน
อื่นๆ  และที่ความเขมขนของสารปฏิชีวนะ kanamycin 
ที่ 50  มิลลิกรัมตอลิตร จะทําใหยอดของบัวมีสีขาวซีด 
ตางจากความเขมขนอื่นในการทดลอง ที่ยอดบัวจะยังมีสี

ชมพูปนเขียว ลักษณะของตนในแตละความเขมขนแสดง
ในภาพที่ 2 ซึ่งสาเหตุที่ทําใหช้ินสวนเอมบริโอไมตายนั้น 
อาจเนื่องมาจากชิ้นสวนมีขนาดใหญเกินไป ทําใหความ
เขมขนของสารปฏิชีวนะ kanamycin ที่ใสลงไปไดผลไม
ดีเชนเดียวกับงานทดลองของ วันเพ็ญ ศรีทองชัย (2546) 
ในขั้นตอนการคัดเลือก embryogenic callus ของแตงกวา
พันธุ เ จ็ ด ใบ  คัด เลื อกในอาหารที่ มี ส ารปฏิ ชี วนะ 
kanamycin ที่ความเขมขน 100 มิลลิกรัมตอลิตร ช้ินสวน
จะเปลี่ยนจากสีเหลืองเปนสีขาวซีด  ยุบตัวเปนกอน
เหนียว และตาย คิดเปนเปอรเซ็นตคือ 21 เปอรเซ็นต ซึ่ง
สูตรอาหารคัดเลือกที่ เหมาะสมตอพืชแตละชนิดจะ
แตกตางกันออกไปขึ้นอยูกับชนิดของพืชนั้นๆ  และ
ช้ินสวน 

 
ตารางที่ 3 คะแนนการเจริญเติบโตของชิ้นสวนตายอดจากเอมบริโอ ที่เลี้ยงบนอาหารสูตร MS ที่เติม สารปฏิชีวนะ kanamycin ความเขมขนตางๆ 

1/คาเฉลี่ยที่อักษรกํากับตางกันในแนวตั้ง มีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ เมื่อเปรียบเทียบโดยวิธี Duncan’s Multiple Range Test ที่
ระดับความเชื่อมั่น 95%  
 

ตารางที่ 4 ขนาดของชิ้นสวนตายอดจากเอมบริโอ ที่เลี้ยงบนอาหารสูตร MS ที่เติม สารปฏิชีวนะ kanamycin ความเขมขนตางๆ 
ขนาดตายอดจากเอมบริโอ (ตารางเซนติเมตร) /อายุ (สัปดาห)1/ ความเขมขนของ 

kanamycin (mg/l) 1 2 3 4 5 6 7 8 
control 0.21+0.00b 0.21+0.00 b 0.62+0.07 a 1.03+0.13 a 1.11+0.14 a 1.20+0.14 a 1.32+0.14 a 1.53+0.14 a 

50 0.21+0.00 b 0.21+0.00 b 0.32+0.00 b 0.39+0.00 b 0.51+0.04 b 0.59+0.00 b 0.59+0.00 b 0.58+0.00 b 
100 0.32+0.00a 0.32+0.00 a 0.39+0.00 b 0.45+0.02 b 0.40+0.00 b 0.38+0.01 b 0.38+0.01 b 0.36+0.01 b 
200 0.34+0.01 a 0.34+0.01 a 0.38+0.01 b 0.38+0.01 b 0.47+0.02 b 0.48+0.02 b 0.48+0.02 b 0.47+0.03 b 
300 0.34+0.01 a 0.34+0.01 a 0.37+0.01 b 0.39+0.02 b 0.41+0.04 b 0.52+0.07 b 0.48+0.06 b 0.43+0.08 b 

CV% 7.13 7.13 13.61 21.05 21.12 20.43 19.04 19.62 
1/คาเฉลี่ยที่อักษรกํากับตางกันในแนวตั้ง มีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ เมื่อเปรียบเทียบโดยวิธี Duncan’s Multiple Range Test ที่
ระดับความเชื่อมั่น 95%  

เปอรเซ็นตการตายของชิ้นสวน/อายุ (สปัดาห)1/ ความเขมขนของ 
kanamycin (mg/l) 1 2 3 4 5 6 7 8 

control 0.00+0.00 0.00+0.00  0.00+0.00c  17.80+2.20b 22.27+2.26c  23.33+8.81b 24.47+15.57b 28.47+15.21b 
50 0.00+0.00  17.80+2.22  27.80+6.17b 50.06+1.90a 54.47+0.14a  54.47+2.93 a  61.13+1.13a  72.27+4.82a 

100 0.00+0.00  23.33+8.81 37.80+2.20ab 47.80+4.02a 51.13+0.29ab  52.27+1.13 a  54.47+2.93a  54.47+2.93ab 
200 0.00+0.00  22.26+2.26 35.60+2.20ab 41.13+1.13a 41.13+0.05b  42.27+3.97 a  44.47+4.46ab 45.60+4.02 ab 
300 0.00+0.00 17.80+11.75  40.00+0.00a 41.20+2.94a 41.80+0.14b  42.26+4.82 a  42.27+2.26ab 48.93+5.87 ab 

CV% 0.00 71.69          18.97          23.29          27.33          29.13          29.06          26.88          
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ตารางที่ 5 คะแนนการเจริญเติบโตของชิน้สวนเอมบริโอ ทีเ่ลีย้งบนอาหารสูตร MS ที่เติม สารปฏิชวีนะ  kanamycin  ความเขมขนตาง  ๆ                 
เปอรเซ็นตการตายของชิ้นสวน//อายุ (สัปดาห)1/ ความเขมขนของ 

kanamycin 
(mg/l) 

1 2 3 4 5 6 7 8 

control 0.00+0.00 0.00+0.00e 0.00+0.00e 0.00+0.00b 6.66+0.33b 20.00+0.00 b 20.00+0.00 b 20.00+0.00 b 
50 0.00+0.00 20.00+0.00b 20.00+0.00b 40.00+0.00a 40.00+0.00a 40.00+0.00 a 40.00+0.00 a 40.00+0.00 a 
100 0.00+0.00 20.00+0.00e 20.00+0.00ab 40.00+0.00a 40.00+0.00 a 40.00+0.00 a 40.00+0.00 a 40.00+0.00a 
200 0.00+0.00 20.00+0.00d 20.00+0.00ab 26.66+6.66a 26.66+6.66 a 26.66+6.66 ab 26.66+6.66 ab 26.66+6.66 ab 
300 0.00+0.00 20.00+0.00a 20.00+0.00a 26.66+6.66a 26.66+6.66 a 26.66+6.66 ab 26.66+6.66 ab 26.66+6.66a b 

CV% 0.00 0.00 0.00 27.38 31.94 23.81 23.81 23.81 
1/คาเฉลี่ยที่อักษรกํากับตางกันในแนวตั้ง มีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ เมื่อเปรียบเทียบโดยวิธี Duncan’s Multiple Range Test ที่
ระดับความเชื่อมั่น 95%  
 

ตารางที่ 6 ขนาดของชิ้นสวนเอมบริโอ ที่เลี้ยงบนอาหารสูตร MS ที่เติม สารปฏิชีวนะ kanamycin ความเขมขนตางๆ 
ขนาดเอมบริโอ (ตารางเซนติเมตร) /อายุ (สัปดาห)1/ ความเขมขนของ 

kanamycin (mg/l) 1 2 3 4 5 6 7 8 
control 1.12+0.00 b 1.12+0.00 b 1.19+0.02a 1.39+0.02a 1.59+0.01a 1.63+0.01a 1.67+0.02a 1.71+0.01a 

50 1.12+0.00 b 1.12+0.00 b 1.16+0.01 a 1.18+0.01b 1.20+0.01b 1.25+0.02b 1.27+0.02b 1.32+0.01b 
100  1.16+0.01a 1.15+0.00 a 1.17+0.00 a 1.20+0.00b 1.21+0.00b 1.24+0.00b 1.27+0.01b 1.29+0.01b 
200  1.16+0.01a 1.16+0.01a 1.18+0.01 a 1.20+0.00 b 1.23+0.01b 1.26+0.01b 1.30+0.01b 1.32+0.01b 
300  1.16+0.01a 1.16+0.00a 1.17+0.00 a 1.19+0.00 b 2.21+0.01b 1.24+0.01b 1.26+0.01b 1.28+0.01b 

CV% 1.33 1.12 1.90 1.99 1.66 2.45 2.57 1.97 
1/คาเฉลี่ยที่อักษรกํากับตางกันในแนวตั้ง มีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ เมื่อเปรียบเทียบโดยวิธี Duncan’s Multiple Range Test ที่
ระดับความเชื่อมั่น 95%  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพที่ 1  การเจริญของชิ้นสวนตายอดจากเอมบริโอของบัวหลวงพันธุ บุณฑริกที่เลี้ยงบนอาหารสูตร MS ที่ 
                  เติมสารปฏิชีวนะ kanamycin ที่ระดับความเขมขนตางๆ เปนเวลา 7 สัปดาห 

50 mg /l 100 mg /l 

200 mg /l 300 mg /l 

control 
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ภาพที่ 2 การเจริญของชิ้นสวนเอมบริโอของบัวหลวงพันธุบุณฑริกที่เลี้ยงบนอาหารสูตร MS ที่เติมสารปฏิชีวนะ  
              kanamycin ที่ระดับความเขมขนตางๆ เปนเวลา 7 สัปดาห 

 
สรุป 

การศึกษาผลของชิ้นสวนเริ่มตน ที่เหมาะสมตอการ
ชักนําใหเกิดแคลลัสของบัวหลวงพันธุบุณฑริก ภายใต
ปจจัยแสงสี สีขาว (white light) และแสงสีแดง (red 
light) โดยใชช้ินสวนตายอด และกานใบจากเอมบริโอ 
เปนช้ินสวนเริ่มตน โดยนําไปเพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร 
Murashinge and Skoog (1962) ที่เติม NAA 40 ไมโครโม
ลาร และ TDZ 0.5 ไมโครโมลาร เปนเวลา 16 ช่ัวโมงตอ
วัน นาน 16 สัปดาห พบวาช้ินสวนตายอด และช้ินสวน
กานใบ สามารถชักนําใหเกิดแคลลัสไดใกลเคียงกัน โดย
แคลลัสมีลักษณะเกาะกันหลวมๆ มีสีเขียว ฉ่ําน้ํา  

การทดสอบความ เข มขนของสารปฏิ ชี วนะ 
kanamycin สําหรับใชเปนสารคัดเลือกในการถายยีนเขา
สูบัวหลวงพันธุบุณฑริก โดยนําช้ินสวนตายอดจากเอมบ
ริโอ และเอมบริโอ มาเพาะเลี้ยงบนอาหาร MS ที่เติมสาร
ปฏิชีวนะ kanamycin พบวาสารปฏิชีวนะ kanamycin 
ความเขมขน 50 มิลลิกรัมตอลิตร สามารถทําใหช้ินสวน
ตายอดไมสามารถอยูรอดได แตในชิ้นสวนเอมบริโอทั้ง
ช้ินนั้น ยังสามารถอยูรอดไดในทุกความเขมขนของสาร
ปฏิชีวนะที่ทดสอบ  
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การสร้าง DNA สายผสมของยีน chalcone 4’-O-glucosyltransferase จาก snapdragon  
(Antirrhinum majus) เพื่อศึกษาหน้าที่ของยีนด้วยเทคนิค RNA interference 

Construction of Recombinant DNA of Chalcone 4’-O-Glucosyltransferase from Snapdragon  
(Antirrhinum majus) for Studying Gene Function with RNA Interference 

  
วรวุฒิ เอื้อมงคลการ1,2
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Abstract 

Chalcone 4’-O-glucosyltransferase (4’CGT) gene is an important enzyme in biosynthesis of aurone. The 
4’CGT gene was synthesized from cDNA of yellow snapdragon flower (Antirrhinum majus). Using specific primers 
designed from database in Genbank in RT-PCR technique. The gene size is 1,374 bp. Expression of 4'CGT gene 
in different petal colors was studied. It was found that the highest expression of 4'CGT gene was in yellow, 
orange, red, white, pink and violet flower, respectively. The 4’CGT gene was cloned to sequence and selected 
fragment of 313 bp was inserted into pJAWOHL8 using Gateway technology for gene silencing. Cell suspension 
of Agrobacterium tumefaciens carried pJAWOHL8 or pJA84'CGT was Agro-infiltrated into petals of A. majus 
using needleless syringe. The change of petal’s color could not be observed in any experiments but the level of 
4'CGT gene expression was found to down-regulated via 50% of flowers used in experiment. 
Keywords: Gateway technology, Agrobacterium-mediated transformation, gene silencing  
 

บทคดัย่อ 
ยีน chalcone 4’-O-glucosyltransferase (4’CGT) เป็นยีนที่ส้าคัญในวิถีชีวสังเคราะห๑สารสีกลํุมออโรน จึงได๎

สังเคราะห๑ยีน 4’CGT จาก cDNA ของลิ้นมังกรดอกสีเหลือง (Antirrhinum majus) โดยใช๎ไพรเมอร๑ที่ออกแบบจากต้าแหนํงที่
จ้าเพาะเจาะจงโดยใช๎ข๎อมูลในธนาคารยีน ได๎ยีนขนาด 1,374 คูํเบส การแสดงออกของยีน 4’CGT ในกลีบดอกสีตํางๆ พบวาํ
ดอกสเีหลืองมกีารแสดงออกของยีน 4’CGT มากที่สุด รองลงมาคอืดอกสีส๎ม แดง ขาว ชมพู และมวํง ตามลา้ดับ จากนั้นโคลน
ยีน 4’CGT ที่สังเคราะห๑ได๎เพื่อวิเคราะห๑ล้าดับนวิคลีโอไทด๑ แล๎วเลือกบริเวณของยีน 4’CGT ขนาด 313 คูํเบส โคลนเข๎าสํู
เวคเตอร๑ pJAWOHL8 ด๎วยเทคโนโลยี Gateway เพื่อยับยัง้การแสดงออกของยีน นา้สารแขวนลอยเซลล๑อะโกรแบคทเีรียมที่มี
เวคเตอร๑ pJAWOHL8 หรือ pJA84’CGT ฉีดเข๎าสํูกลีบดอกลิ้นมังกรสีเหลือง ผลการถาํยยีนไมพํบการเปล่ียนแปลงสีของกลีบ
ดอกในทุกการทดลอง แตํระดับการแสดงออกของยีน 4’CGT ลดลง 50 เปอร๑เซ็นต๑ เมื่อเปรียบเทียบกับจ้านวนดอกที่ถํายยีน 
ค้าส้าคัญ: เทคโนโลยีเกทเวย๑, การถํายยีนโดยใช๎อะโกรแบคทีเรียม, การยับยัง้การแสดงออกของยนี 
 

ค้าน้า 
สีของดอกไม๎ทีเ่กิดจากสารสีในกลํุมฟลาโวนอยด๑ มีโทนสีที่คํอนขา๎งกว๎าง ตั้งแตํสีเหลืองอํอนๆ จนถึงสีส๎ม สีแดง สีมํวง 

และ สีน้้าเงิน (Tanaka et al., 1998) การเปล่ียนแปลงวิถชีีวสังเคราะห๑ของสารในกลุมํฟลาโวนอยด๑โดยวิธีตัดแตํงพันธกุรรมได๎
ถูกน้ามาใชใ๎นการเปล่ียนสีของดอกไม๎หลายชนดิ (Nakamura et al., 2006) ส้าหรับวิถชีีวสังเคราะห๑สีเหลือง พบวํา เอนไซม๑ 
chalcone 4’-O-glucosyltransferase (4’CGT) เป็นเอนไซม๑ที่ทา้หน๎าที่รํวมกับเอนไซม๑ aureusidin synthase (AS) ในการ
สังเคราะห๑ออโรน ซึ่งให๎โทนสีเหลืองในกลีบดอกลิ้นมังกร (Ono et al., 2006) การทดลองนีม้ีวัตถุประสงค๑เพื่อสร๎าง DNA    
สายผสม โดยอาศัยเทคโนโลยี Gateway (Karimi et al., 2002) ในการยับยัง้การแสดงออกของยีน 4’CGT เพื่อตรวจสอบการ
ท้างานของยีน4’CGTแบบชั่วคราวในดอกล้ินมังกร

                                                           
1 สาขาวิชาเทคโนโลยีการผลิตพืช คณะเทคโนโลยีการเกษตร สถาบันเทคโนโลยีพระจอมเกล้าเจ้าคุณทหารลาดกระบัง  
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อุปกรณ์และวิธกีาร 
การเตรียม RNA และ cDNA 
 ท้าการสกดั RNA จากกลีบดอกล้ินมังกร (Antirrhinum majus) พันธุ๑ Pixie Bells (สีเหลือง สีชมพู สีมํวง และ สีขาว) 
และ พันธุ๑ Cameo (สีส๎มและสีแดง) ด๎วยวิธีของ Trizol (Invitrogen, USA) จากนั้นเตรียม cDNA โดยใช ๎ RevertAidTM 
Reverse Transcriptase (Fermentas, China) ที่ความเขม๎ข๎น RNA 3 µg/µl สุดท๎ายน้าไปบํมที่อุณหภูมิ 42 องศาเซลเซยีส 
เป็นเวลา 2 ชั่วโมง สุดท๎ายหยุดปฏิกิริยาที่ 70 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาท ี
การวิเคราะหด์้วยเทคนิค semi-quantitative PCR 

ไพรเมอร๑ที่ใชศ๎ึกษาปริมาณการแสดงออกของยีน 4’CGT ในแตํละสีดอกลิ้นมังกร ออกแบบจากขอ๎มูลในธนาคารยีน 
(accession number EF650015) โดยใช๎ฟอร๑เวิร๑ดไพรเมอร๑ 5' - C GGA TCC ATG GGA GAA GAA TAC AAG AAA AC - 
3' และรีเวอร๑สไพรเมอร๑ 5'– TC GAG CTC TTA ACG AGT GAC CGA GTT GAT GAA –3' ซึ่งท้าให๎ได๎ DNA ผลผลิตขนาด 
1,374 คูํเบส โดยใน 20 ไมโครลิตร ของปฏิกิริยา PCR ม ี 1X buffer (NH4)2SO4, 2.5 mM MgCl2, 10 mM dNTP, 0.5 µM    
ฟอร๑เวิร๑ดไพรเมอร๑ 4’CGT, 0.5 µM รีเวอร๑สไพรเมอร๑ 4’CGT, 10 ng DNA template (cDNA ของดอกลิ้นมงักร) และ 1U Taq 
polymerase โดยมีขั้นตอนดงันี ้ 1) denaturing 94 องศาเซลเซยีส 5 นาท,ี 2) denaturing 94 องศาเซลเซียส 45 วินาท,ี 3) 
annealing 58 องศาเซลเซยีส 30 วินาท,ี 4) extension 72 องศาเซลเซียส 1 นาที 5) final extension 72 องศาเซลเซียส        
10 นาที ท้าซ้้าขั้นตอนที่ 2) ถึง 4) จ้านวน 40 รอบ และเมื่อครบก้าหนดเวลาน้าไปตรวจสอบขนาดชิ้นสวํน DNA โดยวิธ ี
agarose gel electrophoresis 

ออกแบบไพรเมอร๑ยีน 4’CGT จากข๎อมูลในธนาคารยีน (accession number EF650015) เพื่อท้า PCR สังเคราะห๑ยีน 
4’CGT บางสํวน โดยใช๎ฟอร๑เวิร๑ดไพรเมอร๑ 5‘ – TGG GTG GAA TTC TGT TCT TG – 3‘ และรีเวอร๑สไพรเมอร๑ 5‘ – TCG GAT 
CCT TAA CGA GTG ACC GAG TTG ATG AA – 3’ ได๎ DNA ขนาด 313 คูํเบส ท้าปฏิกิริยา PCR ตามวิธีการสังเคราะห๑ยีน 
4’CGT และใช๎จา้นวนรอบของปฏิกิริยา 27 รอบ 

สังเคราะห๑ยีน 18S โดยใช๎ฟอร๑เวริ๑ดไพรเมอร๑ 5’ – GGC TCG AAG ACG ATC AGA TAC CG – 3’ และ รีเวอร๑สไพร
เมอร๑ 5’ – GTA CAA AGG GCA GGG ACG TAG TCA A -3’ ที่ออกแบบจากข๎อมูลในธนาคารยีน ซึ่งท้าให๎ได๎ DNA ผลผลิต
ขนาด 600 คูํเบส เพื่อใชเ๎ปรียบเทียบความเข๎มข๎นของ cDNA ปฏิกิริยา PCR ท้าตามการสังเคราะห๑ยีน 4’CGT และใช๎จา้นวน
รอบของปฏิกิริยา 27 รอบ 
การสร้างพลาสมิดสายผสมและการถ่ายโอน DNA เข้าสู่ Agrobacterium tumefaciens 
 เชื่อมตํอยีนบางสํวนของ 4’CGT ขนาด 313 คูํเบส ที่ได๎จากการท้า PCR เข๎าสํูเวคเตอร๑ pCR8 (Invitrogen, USA) 
โดยปฏิกิริยาของการเชื่อมตํอ DNA สายผสมใน 6 ไมโครลิตร ประกอบด๎วยผลผลิต PCR 4 ไมโครลิตร salt solution               
1 ไมโครลิตร และ เวคเตอร๑ pCR8 1 ไมโครลิตร ผสมทั้งหมดใหเ๎ข๎ากันอยํางเบาๆ บํมที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส เป็นเวลา   
5 นาท ี จากนั้นถาํยโอน DNA สายผสมเขา๎สํู E. coli (DH5α) ด๎วยวิธ ี heat-shock และเล้ียงเซลล๑บนอาหารแขง็ LB            
(10 g/L trypton, 5 g/L NaCl, 5 g/L yeast extract, 15 g/L agar) ที่มียาปฏิชีวนะสเปคติโนมยัซิน 100 μg/ml ตรวจสอบ
โคโลนีด๎วยเทคนคิ PCR โดยใช๎ไพรเมอร๑ยีน 4’CGT ขนาด 313 คูํเบส จากนั้นเลือกโคโลนีท่ีคาดวําได๎รับพลาสมดิ pCR8 ที่มี 
4’CGT แทรกอยู ํ(pCR84’CGT) เล้ียงในอาหารเหลว LB Broth (10 g/L trypton, 5 g/L NaCl, 5 g/L yeast extract) ที่มีสเปค
ติโนมัยซิน ความเข๎มข๎น 100 μg/ml บํมที่ 37 องศาเซลเซียส เขยําที่ความเร็ว 220 รอบตํอนาที นาน 16 ชั่วโมง สกัดแยก 
พลาสมิด ตรวจสอบล้าดับนิวคลีโอไทด๑และเปรียบเทียบกับฐานขอ๎มูลในธนาคารยีน 

ถํายโอนยีน 4’CGT เขา๎สํูเวคเตอร๑ pJAWOHL8 ด๎วยปฏิกิริยา LR (Invitrogen, USA) โดยใน 10 ไมโครลิตร 
ประกอบด๎วย พลาสมิด pCR84’CGT ปริมาณ 150 นาโนกรัม pJAWOHL8 ปริมาณ 150 นาโนกรัม และ LR clonase            
2 ไมโครลิตร ผสมทั้งหมดให๎เขา๎กันแล๎วบํมที ่25 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 16 ชั่วโมง และ ถํายโอน DNA เขา๎สํู E.coli (DH5α) 
โดยวิธ ี heat-shock จากนั้นตรวจสอบชิ้นสํวนของยีน 4’CGT ที่แทรกอยูํในพลาสมดิ pJAWOHL8 (pJA84’CGT) โดยการใช๎
เอนไซม๑ตดัจ้าเพาะ Hind III และ Xba I จากนั้นถํายโอนพลาสมิด pJA84’CGT เข๎าสํู Agrobacterium tumefaciens สายพันธุ๑ 
GV3101 ด๎วยวิธี electroporation ตรวจสอบความถกูต๎องของพลาสมิดดว๎ยเทคนิค PCR 
การศึกษาการแสดงออกของแบบชั่วคราว (transient expression) ของยนี 
 ถํายโอน DNA สายผสมของ pJAWOHL8 หรือ pJA84’CGT เขา๎ทางกลีบดอกของล้ินมังกร พันธุ๑ Dragano สีเหลือง 
ตามวิธีของ Zottini et al., (2008) จ้านวน 2 ดอก และตรวจสอบปริมาณการแสดงออกด๎วยเทคนิค semi-quantitative PCR 
ภายหลังการถํายโอนเวคเตอร๑เปน็เวลา 3 วัน เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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ผลและวิจารณ์ผลการทดลอง 
 เมื่อน้ายีน 4’CGT ที่สังเคราะห๑จากดอกสีตาํงๆ มาเปรียบเทียบปริมาณการแสดงออกของยีน 4’CGT พบยีนขนาด 
1,374 คูํเบส และมีการแสดงออกมากที่สุดในดอกสีเหลือง ส๎ม แดง ขาว ชมพู และมวํง ตามลา้ดับ (Fig. 1) เนื่องจากยีน 
4’CGT อยูํในกลํุมออโรนและให๎โทนสีเหลืองในกลีบดอกลิ้นมังกร (Ono et al., 2006) ดังนั้นระดับการแสดงออกของยีน 4’CGT 
จึงพบได๎มากที่สุดในดอกสเีหลือง 
 ภายหลังจากการท้า Agro-infiltration เพื่อถํายโอนเวคเตอร๑ pJAWOHL8 หรือ pJA84’CGT เข๎าสํูกลีบดอก 
เปรียบเทียบการแสดงออกของยนี 4’CGT ด๎วยเทคนิค semi-quantitative PCR พบวําปริมาณการแสดงออกของยีน 4’CGT 
ของดอกจากต๎นที่ 1 ที่ได๎รับเวคเตอร๑ pJA84’CGT ไมํแตกตํางจากดอกที่ได๎รับเวคเตอร๑ pJAWOHL8 แตํในดอกจากต๎นท่ี 2     
ที่ได๎รับเวคเตอร๑ pJA84’CGT มีปริมาณการแสดงออกของยีน 4’CGT ลดลงเมื่อเทียบกับดอกที่ได๎รับเวคเตอร๑ pJAWOHL8 
โดยทั้ง 2 ดอก สามารถตรวจพบชิ้นยีน 4’CGT ที่อยูํในเวคเตอร๑ pJA84’CGT (Fig. 2) อยํางไรก็ตามเมื่อตรวจสอบลักษณะทาง 
phenotype พบวําสีดอกไมํเปล่ียนแปลง อาจเนื่องจากยีนที่ควบคุมการเปล่ียนแปลงสีดอกเป็นยีนที่ท้างานรํวมกันกับยีนอื่น
จ้านวนมาก (multiple gene) ในกระบวนการสังเคราะห๑สารสี  (Ono et al.,2006) ดังนั้นการยับยั้งการแสดงออกของยีน 
4’CGT เพียงยีนเดียวอาจยงัไมํเพียงพอตํอการเปล่ียนแปลงลักษณะทาง phenotype และส้าหรับดอกที่ 1 ที่ไมํเกิดผลยับยัง้
การแสดงออกของยีน อาจเกดิจากการรบกวนบริเวณ attL ในเทคโนโลยี gateway ตํอการเกิดโครงสร๎าง hairpin RNA ภายใน
เซลล๑พืช (Helliwell and Waterhouse, 2003)  
 

สรุปผล 
สังเคราะห๑ชิ้นยีน 4’CGT โดยใชข๎๎อมูลจากธนาคารยีนในการออกแบบไพรเมอร๑ ได๎ยีนขนาด 1,374 คูํเบส ผลศึกษา

การแสดงออกของยีน 4’CGT ในกลีบดอกลิ้นมังกรสีตํางๆ พบวาํยีน 4’CGT มีการแสดงออกมากที่สุดในดอกสีเหลือง สีส๎ม     
สีแดง สีขาว สีชมพูและสีมํวง ตามล้าดับ เมื่อคดัเลือกบรเิวณของยีน 4’CGT ขนาด 313 คูํเบส โคลนเข๎าสํูเวคเตอร๑ 
pJAWOHL8 โดยใช๎เทคโนโลยี Gateway เพื่อยับยั้งการแสดงออกของยีน 4’CGT ด๎วยเทคนิค RNAi รํวมกับเทคนคิ         
Agro-infiltration พบวําไมมํีการเปล่ียนแปลงของลักษณะทาง phenotype แตํพบวาํปริมาณการแสดงออกของยีน 4’CGT      
ที่ตรวจสอบโดยเทคนิค semi-quantitative PCR ลดลงในอัตราสํวน 50 เปอร๑เซ็นต๑ เมื่อเปรียบเทยีบกับจ้านวนดอกทีถ่ํายยีน  
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Figure 1  Expression analysis of 4’CGT using semi-quantitative PCR from various color flowers of snapdragon.   
  (O: orange, P: pink, R: red, V: violet, W: white, Y 

 
          
                                                                                           

 
                                                         
 
                                                         
Figure 2  Semi-quantitative PCR analysis using primers for full length 4'CGT (4’CGT full length), 313 bp fragments 

inserted in pJA84'CGT (4’CGT in construct) construct and reference gene (18S) of flowers 1 and 2 
contained pJAWOHL8 (1C, 2C) or pJA84'CGT (1T, 2T).

18S 

4’CGT 
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การโคลนและศึกษาการแสดงออกของยีน Flavanone 3-Hydroxylase (F3H) ในอุบลชาติพันธุ์เซนต์หลุยส์โกลด์ 
Cloning and Expression Study of Flavanone 3-Hydroxylase (F3H) Gene in Tropical Waterlily cv. St. Louise Gold 
 

ชัยวรกุล ไชยปัญญา1,2 กัญจนา แซ่เตียว1 สุเม อรัญนาถ1 และนงลักษณ์ เภรินทวงค์1 
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Abstract 

The flavanone 3-hydroxylase (F3H) gene has been reported to synthesize a key enzyme involved in 
anthocyanin production in many plant species. Using of degenerated primers based on conserved regions of F3H 
available from GenBank, gene walking and Polymerase Chain Reaction (PCR) techniques, full length cDNA of 
F3H gene with 1,131 nucleotides which encodes for 377 amino acids was obtained from tropical waterlily cv. St. 
Louise Gold (Nymphaea hybrid ‘St. Louise Gold’). The amino acid sequence showed 78% similarity to the F3H 
gene of Vitis vinifera and Gossypium hirsutum. Semi-quantitative PCR analysis showed that the expression of F3H 
gene was more abundant in petals than anthers and leaves, respectively.  
Keywords : anthocyanin, semi-quantitative PCR 
 

บทคดัย่อ 
ยีน flavanone 3-hydroxylase (F3H) ถูกโคลนจาก cDNA ของอบุลชาติพันธุ๑เซนต๑หลุยส๑โกลด๑ (Nymphaea hybrid 

‘St. Louise Gold’) ยีนนี้ควบคมุการสังเคราะห๑เอนไซม๑ F3H ซึ่งเกี่ยวข๎องกับกระบวนการผลิตสารสีในกลํุม anthocyanin ในพืช 
โดยใช๎ degenerated primer ที่ออกแบบจากบริเวณอนุรักษ๑ของพืชชนิดตํางๆ ที่ได๎มีการศึกษาแล๎ว รํวมกับเทคนิค gene walking 
และ Polymerase Chain Reaction (PCR) ยีน F3H ที่สังเคราะห๑ได๎มีขนาด 1,131 คูํเบส แปลรหัสให๎โปรตีนที่มีขนาด 377 กรดอะมิโน 
เมื่อเปรียบเทียบล้าดับของกรดอะมิโนพบวํามีความเหมือนกับยีน F3H ในองุํน (Vitis vinifera) และฝ้าย (Gossypium hirsutum) 
78 เปอร๑เซ็นต๑ การศกึษาระดับการแสดงออกของยีน F3H ด๎วยเทคนิค semi-quantitative PCR พบวํายีน F3H มีการแสดงออก
มากที่สุดในกลีบดอก เกสร และใบตามล้าดับ 
ค้าส้าคัญ : แอนโทไซยานิน, semi-quantitative PCR 
 

บทนา้ 
สีของดอกไมเ๎ป็นลักษณะทีด่ึงดดูที่สุดของไม๎ดอกและเป็นปัจจัยหลักในการก้าหนดมูลคําของดอกไม๎ ดังนั้นการพัฒนา

สีของไม๎ดอกจึงเป็นเป้าหมายหลักในการปรับปรุงพันธุ๑ แตํเนื่องจากการปรับปรุงพันธุ๑ด๎วยวิธีการผสมข๎ามมีข๎อจ้ากัดของยีนท่ี
เกี่ยวข๎องกับการสร๎างสีที่มีอยูใํนพืชแตํละชนิด ท้าให๎ไมํสามารถพัฒนาไม๎ดอกเศรษฐกิจหลายชนิดใหม๎ีสีตามที่ต๎องการดว๎ย
วิธีการผสมข๎าม (คา้รพ, 2553) บัวเป็นเป็นไมต๎ัดดอกส้าคัญอกีชนดิหนึ่งของไทย (ปริมลาภ และเสริมลาภ, 2549) สีของดอกไม๎
แตํละชนิดมคีวามแตกตาํงกันขึ้นอยูํกับชนิดของสารสี (pigment) เชํน กลุํมเบทาเลอิน (betalain) กลุํมแคโรทีนอยด๑ 
(carotenoid) และกลุํมฟลาโวนอยด๑ (flavonoid) ซึ่งเป็นสารกลํุมหลักที่ให๎สีแกํพืช มีโทนสีกว๎างตั้งแตํสีเหลืองอํอน จนถึงแดง มํวง
และน้า้เงิน เชนํ แอนโทไซยานิน (มณฑิน,ี 2550) โดยยีน F3H (flavanone 3-hydroxylase) เป็นยีนส้าคญัในวถิีสังเคราะห๑           
แอนโทไซยานิน ซึ่งให๎สีในดอกไม๎ตํางๆ (Qwens et al., 2008) ปทุมชาติเปน็อีกพชืหนึง่ที่มขี๎อจา้กดัในการผสมข๎าม เพื่อให๎ได๎ดอก  
ที่มีสีสันหลากหลาย โดยสังเกตได๎จากปทุมชาติในประเทศไทยมีเพยีง 2 สี เทํานั้น คือ สีขาว และสีชมพู (ปริมลาภ และเสริมลาภ
, 2549) ดังนั้นในการทดลองครั้งนี้ได๎โคลนยีน F3H ในอุบลชาติพันธุ๑เซนต๑หลุยส๑โกลด๑ (N. hybrid ‘St. Louise Gold’) ดอกสีเหลือง
เพื่อศึกษาการแสดงออกของยีน F3H ในสํวนตํางๆ ของอุบลชาติพันธุ๑เซนต๑หลุยส๑โกลด๑ ซึ่งอาจใช๎เป็นเครื่องมือใน                
การเปล่ียนแปลงวิถีสังเคราะห๑ของสารในกลุมํฟลาโวนอยด๑ดว๎ยวธิกีารทางพันธุวศิวกรรมตํอไป
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อุปกรณ์และวิธกีาร 
การเตรียม RNA 

เตรียมเนื้อเยื่อเกสร กลีบดอก หรือใบของอุบลชาติพันธุ๑เซนต๑หลุยส๑โกลด๑ 1 กรัม บดละเอียดด๎วยไนโตรเจนเหลวและสกัด
แยก RNA ตามวิธีการของ Lopez-Gomez and Gomez-Lim (1992) ละลายตะกอนดว๎ย DEPC-dH2O น้าไปวัดปริมาณและ
คุณภาพ RNA ด๎วยเครื่องวัดการดดูกลืนแสงที่ความยาวคล่ืน 260 นาโนเมตร เก็บ RNA ที่เหลือที่อุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียส 
การโคลนยีน F3H 
 โคลนยีน F3H โดยใช๎ degenerated primer ที่ออกแบบจากลา้ดับเบสอนุรักษ๑ในพืชชนิดตาํงๆ ที่ได๎มีการรายงานไว๎
ใน GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov) ใช๎ข๎อมลูจากการวิเคราะห๑ผลโดยโปรแกรม multiple alignment 
(http://www.ebi.ac. uk/Tools/clustalw2/index.html) สังเคราะห๑ cDNA ของกลีบดอกอุบลชาติพนัธุ๑เซนต๑หลุยส๑โกลด๑ โดยใช๎ 
RNA ปริมาณ 2 µg ส้าหรับปฏิกิริยา Reverse transcription ตามวธิีการของ SMARTerTM RACE cDNA Amplification Kit 
(Clontech, Canada) 
 สังเคราะห๑บางสํวนของยีน F3H จาก cDNA ของอุบลชาติพันธุ๑เซนต๑หลุยส๑โกลด๑ โดยใช๎ cDNA ปริมาณ 1 µl ส้าหรับ
ปฏิกิริยา PCR ปริมาตร 20 µl ที่ประกอบด๎วย dH2O 9.5 µl, 10x Taq buffer 2 µl, 25 mM MgCl2 2 µl, 10 mM dNTP 1 µl, 10 µM 
forward primer (5’- GTC CVA AGG TKG CYT AYA AYG -3’) 2 µl, 10 µM reverse primer (5’- CYT TGC TCA TCT TCY TCY 
TGT AC -3’) 2 µl และ 5 U Taq DNA polymerase 0.5 µl (Fermentas, USA) ท้าปฏิกิรยิาในเครือ่ง PCR (Biometra, Germany) 1 รอบ 
ที่อุณหภูมิ 94 oC 5 นาที, 35 รอบ ที่ 94oC 45 วินาที, 58oC 45 วินาที, 72oC 50 วินาที และ 1 รอบ ที่ 72oC 10 นาที ตรวจสอบผลผลิต 
PCR ด๎วยวิธีการ gel electrophoresis สกัด DNA ออกจากเจลตามวิธกีารของ FavorPrepTM GEL/PCR purification mini kit 
(Favorgen, China) เชื่อมตํอ DNA เข๎ากับเวคเตอร๑ pTZ57R/T (Fermentas, USA) แล๎วถํายโอนเข๎าแบคทีเรีย Escherichia coli 
สายพันธุ๑ DH5α เพื่อเพิ่มปริมาณชิ้น DNA ตรวจสอบโคลนที่มี DNA สายผสมโดยการตัดด๎วยเอนไซม๑ตัดจ้าเพาะ Bam HI และ 
Eco RI คัดเลือกโคลนที่ถูกต๎องน้าสํงวิเคราะห๑ล้าดับนิวคลีโอไทด๑ 

สังเคราะห๑ยีนด๎าน 5’ และ 3’ จาก cDNA ของกลีบดอกอุบลชาติพันธุ๑เซนต๑หลุยส๑โกลด๑ ตามวิธีการของ SMARTerTM 
RACE cDNA Amplification Kit (Clontech, Canada) โดยใช๎ไพร๑เมอร๑ส้าหรับสังเคราะห๑ด๎าน 5’ คือ GSP1 primer (5’- ATC CAC 
GTC TTG CCG CCG TCC CTG GTG G -3’) คูํกับ UPM primer (5’- CTA ATA CGA CTC ACT ATA GGG C -3’) และ     
ด๎าน 3’ คือ Oligo-dt primer คูกํับ F3H8 primer (5’- CCT GGA CAT GGA CCA GAA G -3’) ตรวจสอบผลผลิต PCR     
โคลนยีนและตรวจสอบ DNA สายผสมตามวิธีการข๎างต๎น คัดเลือกโคลนที่ถูกต๎องน้าสํงวิเคราะห๑ล้าดับนิวคลีโอไทด๑ รวมข๎อมูลของ
สาย DNA ทั้งสายโดยโปรแกรม BioEdit (Hall, 1999) เปรียบเทียบล้าดับนิวคลีโอไทด๑ที่ได๎กับฐานข๎อมูล GenBank 
การศึกษาการแสดงออกของยนี F3H ในส่วนต่างๆ ของอุบลชาติพนัธุ์เซนต์หลุยส์โกลดด์้วยวิธีการ semi-
quantitative PCR 

สังเคราะห๑ cDNA จาก RNA ที่แยกสกดัไดจ๎ากเกสร กลีบดอก หรือใบของอุบลชาติพนัธุ๑เซนหลุยส๑โกลด๑ปรมิาณอยาํงละ       
1 µg ตามวิธีการของ Sensiscript® Reverse Transcription (Qiagen, USA) 

ปรับความเข๎มข๎นของ cDNA เกสร กลีบดอก และใบของอุบลชาตพิันธุ๑เซนหลุยส๑โกลด๑ให๎เทํากัน ด๎วยปฏิกิริยา PCR ใน
ปริมาตร 20 µl ประกอบ ด๎วย dH2O 12.5 µl, 10x Taq buffer 2 µl, 25 mM MgCl2 2 µl, 10 mM dNTP 1 µl, 10 µM 18-SF primer 
(5′- GGC TCG AAG ACG ATC AGA TAC CG -3′) 0.5 µl, 10 µM 18-SR primer (5′- GTA CAA AGG GCA GGG ACG 
TAG TCA A -3′) 0.5 µl, cDNA 1 µl และ 5 U Taq DNA polymerase 0.5 µl ท้าปฏิกิริยาในเครื่อง PCR 1 รอบ ที่อุณหภูมิ 94 oC       
5 นาที, 24 รอบ ที่ 94oC 45 วินาที, 58oC 45 วินาที, 72oC 50 วินาที และ 1 รอบ ที่ 72oC 10 นาที เปรียบเทียบปริมาณการ
แสดงออกของยีน 18S rRNA จากความเข๎มของแถบ DNA บนเจลภายหลังการท้า gel electrophoresis ใช๎ cDNA ของเกสร       
กลีบดอก และใบของอุบลชาติพันธุ๑เซนหลุยส๑โกลด๑ ที่ปรับความเข๎มข๎นให๎เทํากันแล๎วเป็น DNA         การท้า semi-
quantitative PCR ปริมาตร 20 µl ที่ประกอบดว๎ย dH2O 12.5 µl, 10x Taq buffer 2 µl, 25 mM MgCl2 2 µl, 10 mM dNTP 1 µl, 
10 µM F3H SenseF primer (5′- GAG AAG CTC CGG TTC GAC AT - 3′) 0.5 µl, 10 µM F3H stop primer (5′- TCA GGC 
CAG AAT TTC ATT GA -3′) 0.5 µl, cDNA 1 µl และ 5 U Taq DNA polymerase 0.5 µl ท้าปฏิกิริยาในเครื่อง PCR 1 รอบ         
ที่อุณหภูมิ 94 oC 5 นาที, 28 รอบ ที่ 94oC 45 วินาที, 58oC 45 วินาที, 72oC 50 วินาที และ 1 รอบ ที่ 72oC 10 นาที เปรียบเทียบ
ปริมาณการแสดงออกของยีน F3H จากความเขม๎บนเจล ดว๎ยวิธีการ gel electrophoresis 
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ผลและวิจารณ์ผลการทดลอง 
การสังเคราะห๑ยีน F3H โดยการใช๎ cDNA จากกลีบดอกสีเหลืองของอุบลชาติพันธุ๑เซนต๑หลุยส๑โกลด๑เป็นดีเอ็นเอ

ต๎นแบบ  ในการท้าปฏิกิริยา PCR  ได๎ชิ้น DNA  ขนาด 1,131 นิวคลีโอไทด๑ (ภาพท่ี 1)  แปลรหัสเป็นโปรตีนได๎ขนาด 377 
กรดอะมิโน (ภาพท่ี 2) เมื่อเปรียบเทียบล้าดับของกรดอะมิโนพบวํามีความเหมือนกับยีน F3H ในองุํน (Vitis vinifera) และฝ้าย 
(Gossypium hirsutum) 78 เปอร๑เซ็นต๑ (ตารางที ่1) แสดงให๎เห็นวํายีนที่โคลนได๎คือ ยีน F3H และมีบรเิวณอนุรักษ๑บนสายโปรตีน
เหมือนกันกับองุํนและฝ้าย  

ผลการเปรียบเทียบการแสดงออกของยีน F3H ระหวํางกลีบดอก เกสร และใบของอุบลชาติพันธุ๑เซนต๑หลุยส๑โกลด๑ ด๎วย
วิธีการ semi-quantitative PCR พบวํายีน F3H แสดงออกมากที่สุดในกลีบดอก รองลงมาคือเกสร และแสดงออกน๎อยมากในใบ 
(Figure 2) เนื่องจากฟลาโวนอยด๑เป็นสารสีที่กระตุ๎นให๎แมลงเข๎าผสมเกสร (Nakatsuka et al., 2005) ดังนั้นยีน F3H จึงมีการ
แสดงออกในสํวนของกลีบดอกและเกสรมากกวําใบ ผลการทดลองสอดคล๎องกับการแสดงออกของยีน F3H ในพืชชนิดตํางๆ เชํน 
ในต๎นหรีด (Gentiana triflora) พบการแสดงออกของยีน F3H ในกลีบดอกแตํแทบไมํพบการแสดงออกในใบ (Nakatsuka et al., 
2005) และในแอ็ปเปิลพันธุ๑ Fugi (Malus domestica Borkh. cv. Fuji) พบการแสดงออกของยีน F3H ในสํวนของผลมากที่สุด 
รองลงมาคือเปลือกผล ราก ต๎นกล๎า และตาดอกตามล้าดับ แตํไมพํบการแสดงออกของยีน F3H ในใบ (Kim et al., 2003) 
 

สรุป 

การสังเคราะห๑ยีน F3H โดยใช๎ cDNA อุบลชาติพันธุ๑เซนต๑หลุยส๑โกลด๑เป็นดีเอ็นเอต๎นแบบในการท้าปฏิกิริยา PCR    
ได๎ชิ้น DNA ขนาด 1,131 นิวคลีโอไทด๑ แปลรหัสเป็นโปรตีนได๎ขนาด 377 กรดอะมิโน ซึ่งแสดงออกที่กลีบดอกมากที่สุด และ
แสดงออกน๎อยมากในใบ 

 
ค้าขอบคุณ 

งานวจิัยนี้ได๎รับการสนับสนุนสํวนหนึ่งจาก ศูนย๑ความเป็นเลิศด๎านเทคโนโลยีชีวภาพเกษตร ส้านักพัฒนา
บัณฑิตศึกษาและวิจัยดา๎นวิทยาศาสตร๑และเทคโนโลยี ส้านักงานคณะกรรมการการอุดมศึกษา (AG-BIO/PERDO-CHE) 
 

เอกสารอ้างอิง 
ค้ารพ รัตนสุต. 2553. วิศวกรรมเมแทบอลิกของสีดอกไม๎. ว.วิทย. มข. 38(2): 171-181.  
ปริมลาภ ชเูกยีรติมั่น และเสรมิลาภ วสุวตั. 2549. บัวประดับในประเทศไทย 2. พมิพ๑ครัง้ที่ 1. ส้านักพมิพ๑เนชัน่บุ๏คส๑. กรงุเทพฯ. 165 น. 
มณฑินี ธีรารักษ๑. 2550. การผลิตไม๎ดอกสีเหลืองโดยการเปล่ียนวถิีการสังเคราะห๑ฟลาโวนอยด๑. วารสารเกษตรพระจอมเกล๎า. 25: 95-102. 
Hall, T.A.1999. BioEdit: a user-friendly biological sequence alignment editor and analysis program for Windows  

95/98/NT. Nucleic Acids Symposium Series. 41: 95-98. [Online]. Available: http://www.mbio.ncsu.edu/bioedit/ 
bioedit.html. 1 มิถุนายน 2554. 

Kim, S.H., J.R. Lee, S.T. Hong, Y.K. Yoo, G. An and S.R. Kim. 2003. Molecular cloning and analysis of  
anthocyanin biosynthesis genes preferentially expressed in apple skin. Plant Sci. 165: 403-413. 

Lopez-Gomez, R. and Gomez-Lim, M.A. 1992. A method for extracting intact RNA from fruits rich in polysaccharides 
using ripe mango mesocarp. Hort Sci. 27: 440-442. 

Nakatsuka, T., M. Nishihara, K. Mishiba and S. Yamamura. 2005. Temporal expression of flavonoid biosynthesis  
related genes regulates flower pigmentation in gentian plants. Plant Sci. 168: 1309-1318. 

Qwens, D.K., K.C. Crosby, J. Runac, B.A. Howard and B.S.J. Winkel. 2008. Biochemical and genetic characterization  
of arabidopsis flavanone 3’-hydroxylase. Plant Physiol Biochem. 46: 833-843. 

 
 
 
 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 



86 ปีท่ี 43 ฉบับที่ 1 (พิเศษ) มกราคม - เมษายน 2555 ว. วิทยาศาสตร๑เกษตร 
 

 

ATGGCACCAACACTGGTGGTGGAGTCGTCGCCGGCCGCTGCTCAGCCGAGACCGTTTCTGCCGACGCTGAAC
GAGGAGAAGACGCTGAGGGAGTCGTTCGTGCGAGACGAGGACGAGCGGCCGAAGGTGGCCTACAACGACTT
CAGCAACGACGTCCCCGTCATCTCCCTGGCCGGCCTCGACTCCGACGACTCCCGCCGTGCCGAGGTCCGGGA
CGCCATCGTCCGGGCGTGCGAGGAGTGGGGGGTCTTCCAGGTCGTGGACCACGGCGTGGACGCCTCCCTCG
TCTCCTCCATGACGGAGATGGCGGCCGCCTTCTTCAAGTTGCCCCCCGAGGAGAAGCTCCGGTTCGACATGTC
CGGCGGGAAGCGCGGGGGGTTCATCGTGAGCAGCCACCTGCAGGGGGAGGCGGTGAAGGACTGGCGGGAG
ATCGTGACGTTCTTCTCGTACCCGTTGGCGGGGAGGGACTACTCCCGGTGGCCGGACGTCCCCGAGGGGTGG
CGCGCGGTGGCGGAGAGGTACAGCGAGGAGCTGATGGCGCTGGCGTGTAAGCTTTTGGGGGTGCTGTCGGA
GGCGATGGGGCTGCCGTCGGATGCGCTCCGGGATGCGTGCCGGGACATGGACCAGAAGATGGTGGTGAACT
ACTACCCGCCGTGCCCGCAGCCGGACCTGACCCTGGGGCTGAAGCGGCACACCGACCCCGGCACCATCACC
CTTCTGCTGCAGGACCTGGTCGGAGGCCTGCAGGCCACCAGGGACGGCGGCAAAACGTGGATCACCGTCCAG
CCAATCGCCGGCGCCTTCGTCGTCAACCTCGGCGACCACGGCCATTACCTTAGCAATGGAAGGTTCATGAACG
CGGATCACCAAGCGGTCGTCAACGCAAACTGCAGCCGCCTATCGATAGCCACGTTCCAGAATCCGTCGCCGGA
CGCCATCGTGTACCCATTGAAGATCAGAGAGGGAGAGAAATCGATAATGGATGAGCCCATCACCTTCGCAGAG
ATGTACAAGAGGAAGATGGCCAGAGACCTGGAGCTTGCCAGGCTCAAAAAGCTCGCCAAGGAGGACAAAAGC
GAGGAGCAGGTCGACGAGATAGCCAAAGCCAAAT1CGATCAATGAAATTCTGGCCTGA 
Figure 1 ล้าดับนิวคลีโอไทด๑ของยีน F3H ในอุบลชาติพันธุ๑เซนหลุยส๑โกลด๑ 
 
MAPTLVVESSPAAAQPRPFLPTLNEEKTLRESFVRDEDERPKVAYNDFSNDVPVISLAGLDSDDSRRAEVRDAIVRACEE
WGVFQVVDHGVDASLVSSMTEMAAAFFKLPPEEKLRFDMSGGKRGGFIVSSHLQGEAVKDWREIVTFFSYPLAGRDYS
RWPDVPEGWRAVAERYSEELMALACKLLGVLSEAMGLPSDALRDACRDMDQKMVVNYYPPCPQPDLTLGLKRHTDP
GTITLLLQDLVGGLQATRDGGKTWITVQPIAGAFVVNLGDHGHYLSNGRFMNADHQAVVNANCSRLSIATFQNPSPDAI
VYPLKIREGEKSIMDEPITFAEMYKRKMARDLELARLKKLAKEDKSEEQVDEIAKAKSINEILA 
Figure 2 ล้าดับกรดอะมิโนของโปรตีน F3H ในอุบลชาติพันธุ๑เซนหลุยส๑โกลด๑ 
 

Table 1 การเปรียบเทียบล้าดับกรดอะมิโนของโปรตีน F3H ของอุบลชาติเซนหลุยส๑โกลด๑กับฐานข๎อมลู GenBank 
 

Accession number Plant Gene name %Identity 
score 

EF192467.1 Vitis vinifera flavanone 3-hydroxylase (F3H) gene 78 
ABM64799.1 Gossypium hirsutum flavanone 3-hydroxylase (F3H) gene 78 

 
 
 
 
 
 
 

 
Figure 3 การแสดงออกของยีน F3H ในเกสร กลีบดอก และใบ ของอุบลชาติพันธุ๑เซนต๑หลุยส๑โกลด๑ โดยใชก๎ารแสดงออก 

     ของยีน 18S rRNA เป็นยีนอ๎างอิงเพื่อควบคุมปริมาณ cDNA ต๎นแบบส้าหรับปฏิกิริยา PCR

เกสร 

18S-rRNA 

F3H 

  กลีบดอก   ใบ  
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ภำคผนวก 3 

กำรเงนิ 
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สญัญาเลขท่ี KREF025102 
โครงการ การปรบัปรุงพนัธุบ์วัหลวงโดยวธิตีดัแต่งพนัธุกรรม 

 Improvement of Lotus (Nelumbo nucifera Gaertn.) through Gene Transformation 
 

รายงานสรปุการเงิน 
 

ช่ือหวัหน้าโครงการวิจยั ผูร้บัทุน      กญัจนา แซ่เตยีว  
รายงานในช่วงตัง้แต่วนัที ่ 1 มกราคม 2554 ถงึวนัที ่ 31 กรกฎาคม 2559  

หมวดคาใช้จ่าย 
 

รายงาน
สะสมจาก
รายงานครัง้

ก่อน 

ค่าใช้จ่ายงวด
ปัจจบุนั 

รวมรายจ่าย
สะสมถึงปัจจบุนั 

งบประมาณ
รวมทัง้โครงการ 

คงเหลือ 
(หรอืเกิน) 

1. ค่าตอบแทน 340,000.00 200,000.00 540,000.00 540,000.00 - 
2. ค่าจา้ง 125,742.21 274,625.00 400,367.21 402,000.00  
3. ค่าวสัด ุ 535,117.24 1,324,491.00 1,859,608.24 1,860,000.00  
4. ค่าใชส้อย+ค่าท ารายงาน 4,018.00 79,210.00 83,228.00 85,000.00  
5. ค่าครุภณัฑ ์ 0 0 0 0 0 
6. ค่าซ่อมแซมครุภณัฑ ์          0 0 0 100,000.00 100,000.00 

รวม 1,004,877.45 1,878,326.00 2,883,203.45 2,987,000.00 103,796.55 
 

จ านวนเงินท่ีได้รบัและจ านวนเงินคงเหลือ 
งวดเงินท่ีได้รบั จ านวนเงินท่ีได้รบั(บาท) เมื่อ (ระบุวนั เดือน ปี) 

งวดที ่1 999,000.00 9 มถุินายน 2551 
งวดที ่2 994,000.00 7 พฤษภาคม 2553 
งวดที ่3 862,000.00 16 กรกฏาคม 2555 

ดอกเบีย้ รวมปีที ่1 5,276.96 31 ธนัวาคม 2552 
ดอกเบีย้ รวมปีที ่2  3,532.67 25  ธนัวาคม 2553 
ดอกเบีย้ รวมปีที ่3 5,595.62 25 ธนัวาคม 2554 
ดอกเบีย้ รวมปีที ่4 6,396.34 25 ธนัวาคม 2555 
ดอกเบีย้ รวมปีที ่5 6,043.39 25 ธนัวาคม 2556 
ดอกเบีย้ รวมปีที ่6 1,728.95 25 ธนัวาคม 2557 
ดอกเบีย้ รวมปีที ่7 147.40 25 มถุินายน 2558 

รวม 2,883,721.38   31 กรกฎาคม 2559 
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งวดท่ี จ านวนเงินท่ีจ่าย (บาท)  
งวดที ่1    668,855.47  
งวดท่ี 2 336,021.98  
งวดท่ี 3 1,873,326.00  

รวม 2,883,203.45   
 

จ านวนเงินคงเหลือ    -  517.93 บาท 
 
 

      
ลงนามหวัหน้าโครงการวจิยัผูร้บัทุน  ลงนามเจา้หน้าทีก่ารเงนิโครงการ 
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