
รายงานผลงานเร่ืองเต็มการทดลองที่สิ้นสุด  

------------------------ 

1. ชุดโครงการวิจัย   :  วิจัยและพัฒนาเทคโนโลยีชีวภาพ 

 

2. โครงการวิจัย   :  การค้นหาและศึกษาหน้าที่ของยีนที่มีประโยชน์ทางการเกษตร 

กิจกรรม   :  - 

กิจกรรมย่อย (ถ้ามี)  :  - 

 

3. ชื่อการทดลอง (ภาษาไทย)  :  การศึกษาและค้นหายีนที่ตอบสนองต่อสภาวะขาดน ้าของ  

   ข้าวโพดพันธุ์นครสวรรค์ 3 (NSW3) โดยอาศัยเทคนิค PCR  

  

ชื่อการทดลอง (ภาษาอังกฤษ) : Genes Discovery expressed in response to drought   

                                           stress in the drought tolerant Maize (NSW3 variety)  

                                             by PCR technique.     

4. คณะผู้ด าเนินงาน 

หัวหน้าการทดลอง   :  นายพยุงศักดิ์ รวยอารี 

หน่วยงานต้นสังกัด    :  ส้านักวิจัยพัฒนาเทคโนโลยีชีวภาพ กรมวิชาการเกษตร 

 

ผู้ร่วมงาน                            :  นายสุริพัฒน์ ไทยเทศ  

หน่วยงานต้นสังกัด    : ศูนย์วิจัยพืชไร่นครสวรรค์ กรมวิชาการเกษตร 

       

บทคัดย่อ   :  ในการศึกษานี ได้น้าวิธีการ PCR ทีอิ่งไพรเมอร์ควบคุมการ

เชื่อมต่อสาย (Annealing Control Primers-based PCR) มาใช้ในการระบยุีนที่แสดงออกจากใบ

ข้าวโพดพันธุ์นครสวรรค์ 3 ในสภาวะขาดน ้าที่ 24 ชั่วโมง (treated) จากการใช้ 20 ไพรเมอร์ควบคุม

กับ cDNA ใบข้าวโพดขาดน ้าเป็นเทมเพลทในปฏิกิริยา PCR เทียบกับ cDNA จากใบข้าวโพดให้น ้า

ปกต ิ (untreated) แอมพลิคอนยีนที่ปรากฏจะถูกน้ามาเปรียบเทียบ สกัดแยก โคลน หาล้าดับเบส 

และหาหน้าที่ของยีน (putative gene functions) เทียบกับฐานข้อมูลชีวภาพสากล ข้อมูลเบื องต้น

โดยใช้ cDNA ควบคุม (control cDNA ) ในการท้าปฏิกิริยา PCR ผลการทดลองให้ผลบวก ส่วน



ปฏิกิริยา PCR ที่ใช้อาร์เอ็นเอที่สกัดได้จากข้าวโพดพันธุ์นครสวรรค์ 3 ในสภาวะขาดน ้าที่ 24 ชั่วโมง

เป็นเทมเพลท โดยใช้ไพรเมอร์ควบคุม พบการเชื่อมต่อสายกับไพรเมอร์บางเส้นในการท้าปฏิกิริยา 

PCR ข้อมูลที่ได้ในเบื องต้นอาจน้ามาสู่ความเข้าใจมากขึ นเกี่ยวกับการตอบสนองต่อสภาวะขาดน ้าใน

พืช และน้าไปสู่การพัฒนาการปรับปรุงพันธุ์พืชต่อไป 

 ค าน า                                 :  พืชมีการปรับตัวทางสรีระวิทยาให้เข้ากับสภาวะแวดล้อมที่ไม่

เหมาะสม เพ่ือให้ตัวมันเองมีความอยู่รอดในสภาวะแวดล้อมนั นๆ เช่น ขาดน ้าหรือแห้งแล้งเป็นต้น 

การปรับตัวของพืชให้มีการพัฒนาหรือให้เป็นไปตามปกติหรือคงทนอยู่ในสภาวะแวดล้อมดังกล่าวนั น 

ต้องมีการแสดงออกของยีนบางชนิด ซึ่งอาจเป็นยีนเดียวหรือกลุ่มยีนส์ (ยีนหลายๆ ชนิดแสดงออก

พร้อมกันในสภาวะเดียวกัน) จึงจะท้าให้พืชมีการด้ารงอยู่ในสภาวะนั นๆ ได้หรือเกิดความเสียหายน้อย

ที่สุด ที่ผ่านมานักวิจัยได้ศึกษาหน้าที่ของยีนที่เก่ียวข้องกับการแสดงออกในพืช เพ่ือให้พืชเกิดการ

ปรับตัวให้คงทนอยู่ในสภาวะแวดล้อมที่ไม่เหมาะสมได้ดี ในปัจจุบัน ข้อมูลยีนหรือกลุ่มยีนส์ที่เก่ียวข้อง

กับการแสดงออกในสภาวะขาดน ้าหรือแห้งแล้งที่ได้จากค้นคว้าวิจัยมีจ้านวนเพิ่มมากขึ นอย่างต่อเนื่อง 

ท้าให้การน้าข้อมูลที่ได้มาประยุกต์ใช้ในการปรับปรุงพันธุ์พืชให้มีลักษณะทนแล้งโดยอาศัยวิธีการ

เทคโนโลยีชีวภาพนั นมีความเป็นไปได้มากขึ น อีกทั ง จากการศึกษาที่ผ่านมา มีข้อมูลที่แสดงให้เห็นชัด

แล้วว่า อุณหภูมิของโลกมีแนวโน้มเพ่ิมสูงขึ นทุกๆ ปี และพบว่าพืชมีการแสดงออกของยีนที่จ้าเพาะ

บางชนิด เพ่ือที่จะตอบสนองต่อสภาวะแวดล้อมที่ไม่เหมาะสมเช่นขาดน ้าหรือแห้งแล้งได้ 

ในประเทศไทย ข้าวโพดนับเป็นพืชเศรษฐกิจที่ส้าคัญชนิดหนึ่งที่ท้ารายได้ให้กับประเทศเป็น

อย่างมากและพบข้าวโพดพันธุ์ทนแล้งในประเทศอีกด้วย นับเป็นฐานพันธุกรรมในเชิงวิจัยได้เป็นอย่าง

ดี รวมทั งข้าวโพดเป็นพืชที่มีประโยชน์ทั งด้านบริโภคและด้านงานวิจัย ดังนั น งานวจิัยนี จึงมุ่งเน้น

น้าเสนอการค้นหายีนหรือกลุ่มยีนส์ที่ได้มีการศึกษาค้นคว้ามาแล้วในพืชชนิดต่างๆ แล้วน้ายีนนั นๆ มา

ศึกษากับข้าวโพดพันธุ์ทนแล้งในประเทศไทยว่าข้อมูลที่ได้มีความสอดคล้องหรือแตกต่างกันหรือไม่ 

เพ่ือน้าข้อมูลที่ได้นั นมาประยุกต์ใช้ในการปรับปรุงพันธุ์พืชให้มีคุณลักษณะทนแล้งได้ต่อไปในอนาคต 

ท้าให้งานวิจัยนี สามารถให้ข้อมูลในรูปยีนที่เป็นประโยชน์ทางการเกษตรของประเทศไทยได้ 

 

5. วิธีด าเนินการ                         :  

- อุปกรณ์      - ระบุอุปกรณ์ท่ีส้าคัญ เช่น เครื่องมือ พันธุ์ สารเคมี ปุ๋ย ฯลฯ 

 - 

 

  



1. ข้าวโพดเลี ยงสัตว์พันธุ์นครสวรรค์ 3 (ได้รับความอนุเคราะห์จากศูนย์วิจัยพืชไร่นครสวรรค์, 
กรมวิชาการเกษตร)  

  2. ถุงพลาสติกสีด้าขนาด 10" x 10" x 10" (กว้าง x ยาว x ลึก) 
  3. ดินและปุ๋ยตราล้าดวน 

4. ไนโตรเจนเหลวและโกร่งส้าหรับใช้บดใบข้าวโพดตัวอย่าง 

5. ชุดสกัด RNA (Trizol® Reagent, Invitrogen, USA) และ ชุดคิทสกัดอาร์เอ็นเอรวม 

Plant RNeasy mini kit (Qiagen, CA, USA) 

6. เอ็นไซม์ Reverse transcriptase (Promega, Madison, USA)  

  7. TOPO TA cloning kit (Life Technology, Calsbad, CA, USA) 

8. ชุดสกัดสารพันธุกรรมจากอะกาโลสเจล (GeneJet Gel Extraction Kit. 

Thermoscientific) 

  9. เครื่องเหวี่ยงความเร็วสูง (Labnet/Spectrafuge16M, National, USA) 

  10. เครื่องดูดสารปริมาณน้อย (ไมโครไปเปต) ขนาด 10, 20, 200 และ 1,000 ไมโครลิตร   

  11. อ่างน ้าปรับอุณหภูมิอัตโนมัติ 65°C 

  12. ตู้แช่เย็นอุณหภูมิ 4°C (LAWCHAIN LC203LD ยี่ห้อ CHILLED รุ่น PT-30  

       Series) 

13. ตู้แช่แข็ง -20°C (Thermo Scientific Puffer Hubbard) 

14. ตู้แช่แข็ง -80°C (SANYO ULTRA LOW FREEZER, SANY0, USA) 

15. 10x TAE Buffer 

16. GelStar Solution (Lonza, Rockland, ME, USA) 

  17. เครื่องเพ่ิมปริมาณ DNA (Gene Amp PCR system 9700, Applied Biosystems,           

      Foster, CA, USA) 

  18.สารละลาย GTE (4M Guanidine Isothiocyanate, 25 mM NaCitrate pH 7.0,  

0.5% Lauryl Sarcosine และ 0.1 M Beta-Mercaptoethanol) 

  19. เครื่องแยกสารพันธุกรรมด้วยกระแสไฟฟ้าแนวนอนพร้อม Power supply 

20. เครื่องส่องดูแถบสารพันธุกรรมภายใต้แสงอัลตร้าไวโอเลต (UV)                         

     GelDoc Transluminator (BIORAD, USA) 

  21. ชุดถ่ายภาพพร้อมเครื่องมือวิเคราะห์สารพันธุกรรม (GELDOC BIORAD, USA) 

22. PCR DEG Kit (Soul, South Korea) 

  23. ชุดสกัดพลาสมิดดีเอ็นเอ (Plasmid DNA) (QIAprep spin miniprep kit, Qiagen,    



                         Valencia, USA)   

24. เครื่องหาล้าดับเบสแบบอัตโนมัติ ABI PRISM® 377 DNA Sequencer                 
(Perkin-Elmer, CA, USA) 

  25. DNAStar Software Analysis (DNASTAR, Inc, USA) 
  26. เครื่องวัดค่าการดูดกลืนแสง (Spectrophotometer) 

  27. ช้อนตักสาร กระดาษชั่งสาร และเครื่องชั่งสาร 

 

- วิธีการ  

 ขั นตอนที่ 1 การเตรียมพืชทดลอง การงดให้น ้า และการเก็บตัวอย่าง 

 เพาะเมล็ดขา้วโพดเลี ยงสัตว์พันธุ์นครสวรรค์ 3 ในถุงพลาสติกด้าขนาด 10x10x10 นิ ว ที่ใส่ดินและปุ๋ย 

ในช่วงเดือนกันยายนถึงตุลาคม พ.ศ. 2556 ให้น ้าทุกวันเป็นเวลา 2 สัปดาห์ ก่อนงดให้น ้าเป็นเวลา 24 ชั่วโมง 

(treated) จึงตัดใบ ส่วน control plant ให้น ้าต่อไปปกติ (untreated) เก็บใบพืชที่อุณหภูมิ -80°C จนกว่าจะ

น้ามาใช้สกัดสารพันธุกรรมอาร์เอ็นเอรวม (Total RNA)  

 
 ขั นตอนที่ 2 การสกัดสารพันธุกรรม Total RNA จากใบข้าวโพดตัวอย่าง 

          2.1 ตัดใบข้าวโพดตัวอย่างจากตู้แช่เย็นอุณหภูมิ -80°C สกัดอาร์เอ็นเอด้วยสาร TRIzol® Reagent 

และ/หรือดว้ยการใช้ชุดสกัด Plant RNeasy mini kit (Qiagen, CA, USA) 

 2.2 ส้าหรับการสกัดด้วยการใช้ TRIzol® Reagent ชั่งน ้าหนักใบพืชตัวอย่างละประมาณ 100 

มิลลิกรัมและเติมสาร TRIzol ปริมาตร 1 มิลลิลิตร  บดตัวอย่างใบให้ละเอียดโดยการใช้โกร่งและในสภาพ

ไนโตรเจนเหลว ตักตัวอย่างที่บดละเอียดแล้วลงในหลอดขนาด 1.5 มิลลิลิตร หรือในหลอดโพลิโพรพิลีนขนาด 

15 มิลลิลิตร (Greiner Bio-one Inc, USA) ขึ นอยู่กับอัตราส่วนปริมาตรการสกัด ส่วนการสกัดด้วยวิธีการใช้

ชุดสกัด ท้าตามค้าแนะน้าที่ระบุไว้ในคู่มือผู้ผลิต 

 2.3 บ่มสารละลายที่อุณหภูมิห้องนาน 5 นาที  

2.4 เติมสารละลายคลอโรฟอร์ม 200 มิลลิลิตร (ส้าหรับหลอดทดลองขนาด 1.5 มิลลิลิตร) เขย่า

หลอดให้ทั่วนาน 15 วินาที และบ่มท่ีอุณหภูมิห้องนาน 2 ถึง 3 นาที  

2.5 ปั่นหลอดที่อุณหภูมิ 4°C ที่ความเร็ว 12,000 g นาน 15 นาที ดูดสารละลายใส (supernatant) 

ลงในหลอดใหม่ และเหวี่ยงหลอดด้วยความเร็วสูงซ ้าอีกครั งนาน 5 นาที ที่ 10,000 rpm ดูดสารละลายใสลง

ในหลอดใหม่  

 2.6 ตกตะกอน RNA ด้วยการเติมไอโซโพรพานอลปริมาตร 100 ไมโครลิตร (ส้าหรับหลอดขนาดเล็ก)  



และ 1 มิลลิลิตร (ส้าหรับหลอดขนาดใหญ่) ผสมให้เข้ากัน เหวี่ยงหลอดด้วยความเร็วสูงนาน 15 นาที ที่

ความเร็ว 5,000 g ใช้ไปเปตดูดสารละลายใสทิ งไป ล้าง RNA ที่ได้ด้วย 70% เอทานอล จากนั นดูดเอทานอล

ทิ งปั่นเหวี่ยงหลอดซ ้าอีกครั ง ดูดเอทานอลที่เหลือออกซ ้าอีกครั งด้วยไปเปต  

 2.7 เติมบัฟเฟอร์ GTE ปริมาตร 100 ไมโครลิตร ละลาย RNA ให้เข้ากัน เก็บรักษาในระยะสั น RNA 

ไว้ที่อุณหภูมิ -20C (และที ่-80C ในระยะยาว) 

2.8 วิเคราะห์ RNA ที่สกัดได้โดยน้ามาแยกผ่านเครื่องวิเคราะห์สารพันธุกรรมด้วยกระแสไฟฟ้า (Gel 

electrophoresis) ขนาด 80 โวลต์ นาน 30 – 45 นาที โดยใช้ 2 เปอร์เซ็นต์ Agarose Gel เป็นตัวกลาง         

จากนั นน้า Agarose Gel มาย้อมด้วยสาร GelStar นาน 10 ถึง 15 นาท ีล้างเจลด้วยน ้ากลั่นนานประมาณ 5 

นาที และบันทึกภาพด้วยเครื่องส่องดูแถบดีเอ็นเอภายใต้แสง Ultraviolet (GelDoc transluminator) วัด

ปริมาณและคุณภาพของปริมาณ RNA ที่สกัดได้ด้วยเครื่องวัดค่าการดูดกลืนแสง (Spectrophotometer) เก็บ

รักษา RNA ที่ได้ไว้ที่อุณหภูมิ -80°C (ในระยะยาว)     

 

ขั นตอนที่ 3 การสังเคราะห์ cDNA สายแรก (first-strand cDNA synthesis) โดยเอ็นไซม์ Reverse 
transcriptase (Promega, Madison, USA)  

ในปริมาตร 20 ไมโครลิตร ประกอบด้วยปฏิกิริยาดังต่อไปนี    

3.1 อาร์เอ็นเอที่สกัดไว้ความเข้มข้นประมาณ 3 ไมโครกรัม    x  ไมโครลิตร 

3.2  5x reaction buffer     4  ไมโครลิตร 

3.3 dNTPs (2Mm แต่ละชนิด)     5  ไมโครลิตร 

3.4 dT-ACP1 (10µM)     2  ไมโครลิตร   

3.5 Rnase inhibitor (40U/µl)    0.5  ไมโครลิตร 

3.6 Moloney murine leukemia -   1  ไมโครลิตร 

  virus reverse transtriptase (200U/ µl)  

3.7 เติมน ้า (dH20) ลงในปฏิกิริยาข้างต้น   8  ไมโครลิตร 

    

 

 



ขั นตอนที่ 4 การเตรียมปฏิกิริยา PCR ส้าหรับ ACP-based PCR, การโคลนแอมพลิคอนยีนที่ปรากฏ 

เข้าสู่เวคเตอร์ TOPO cloning vector, การโคลนนิ่งและการหาล้าดับเบส    

  

1. เตรียมปฏิกิริยา PCR ส้าหรับ ACP-based PCR ตามที่ได้อธิบายไว้ใน Kim และคณะ (2004) 

2.  แยกแถบที่ปรากฏบน 2% อะกาโลสเจล  

3. ย้อมด้วย GelStar และแยกแถบ PCR (DEG) ที่ปรากฏด้วยตา  

4. ชุดสกัดแถบดีเอ็นเอจากอะกาโลสเจล (Gel/PCR DNA Fragments Extraction Kit, Geneaid, 

Taiwan) 

5. น้าแถบดีเอ็นเอโคลนเข้าสู่ TOPO TA cloning vector (Invitrogen, Calsbad, CA, USA)  

ตามค้าแนะน้าจากคู่มือผู้ผลิต 

6. หาล้าดับเบสจากพลาสมิดดีเอ็นเอด้วยการใช้ M13 ไพรเมอร์ โดยใช้เครื่องหาล้าดับเบส  

7. เปรียบเทียบล้าดับเบสที่ได้กับฐานข้อมูลชีวภาพสากล  

 

- เวลาและสถานที่     -  ระยะเวลา 1 ปี เริ่มต้น ต.ค. 2556 สิ นสุด ก.ย. 2556  

       -  ส้านักวิจัยพัฒนาเทคโนโลยีชีวภาพ กรมวิชาการเกษตร 

6. ผลการทดลองและวิจารณ์  (เป็นส่วนส้าคัญของการท้างานวิจัย) 

- อธิบายผลการทดลองที่ส้าคัญ อ้างอิงถึงตาราง กราฟ หรือรูป

ประกอบพร้อมเหตุผลสนับสนุนการทดลอง และวิจารณ์เหตุผล

ที่ท้าให้ผลการทดลองเป็นเช่นนั น รวมทั งอ้างถึงผลการทดลอง

ของผู้อ่ืน (จากเอกสารอ้างอิงในค้าน้า หรืออุปกรณ์และวิธีการ) 

เพ่ือสนับสนุนหรือคัดค้านผลการทดลองนั นๆ 

 

 

 

 

 

 

 

 



รูปที่ 1 แสดง Total RNA ที่สกัดได้จากใบข้าวโพดตัวอย่างก่อนน้ามาผ่านเอ็นไซม์ DnaseI (1) 

ปฏิกิริยาควบคุม (control experiment) โดยใช้ RNA จากชุดคิท (2) และ การท้าปฏิกิริยา 

ACP-based PCR โดยใช้ RNA จากใบข้าวโพดตัวอย่างให้น ้าปกติ (ควบคุม) ((3 เลนซ้ายมือ) 

และ ใบข้าวโพดตัวอย่างขาดน ้า (3 เลนขวามือ) 

 

 
 

7. สรุปผลการทดลองและข้อเสนอแนะ : ได้สารพันธุกรรม ( Total RNA - อาร์เอ็นเอรวม) จากใบพืช

ทดลองควบคุมอายุสองสัปดาห์ที่ให้น ้าปกติ (untreated) 

และ งดให้น ้า (treated) ที่สภาวะก้าหนด (ขาดน ้า 24 

ชั่วโมง) โดยใช้วธิีการ PCR อิงไพรเมอร์ควบคุมเอซีพีด้วย

การเชื่อมต่อสายดีเอ็นเอกับไพรเมอร์จ้านวน 20 ไพรเมอร์ 

(ACP-based primers) มาใช้ในการหาการแสดงออกของ

แถบซีดีเอ็นเอที่ปรากฏ เพ่ือท้าการโคลนนิ่ง และหาล้าดับ

เบส และเทียบล้าดับเบสที่ได้กับฐานข้อมูลชีวภาพสากล ผล

การทดลองให้แถบดีเอ็นเอที่มีความแตกต่าง ระหว่างใบ

ข้าวโพดภายใต้สองสภาวะได้แก่ ให้น ้าปกติ (control) และ

สภาวะขาดน ้า (treated) ผลจากการศึกษานี  อาจน้ามาใช้

ในการเปรียบเทียบกับยีนที่ปรากฏที่ไดจ้ากการออกแบบไพร

เมอร์ยีนจ้านวน 6 ยีน ทีไ่ด้มีการศึกษาก่อนหน้านี  (ในการ



ทดลองการศึกษาการแสดงออกของกลุ่มยีนที่ตอบสนองต่อ

สภาวะขาดน ้าในระดับอาร์เอ็นเอในข้าวโพดพันธุ์ทนแล้งที่มี

ความส้าคัญทางเศรษฐกิจ) เพ่ือน้ามาใช้ในการเปรียบเทียบ

ยีนทนแล้งที่ปรากฏกับพืชที่ได้มีการศึกษาก่อนหน้านี  และ

เพ่ือการปรับปรุงพันธุ์ข้าวโพดต่อไป 

8. สรุปเนื อหา สาระส้าคัญของผลงาน และข้อเสนอแนะใน  งานวิจัยเรื่องนั นๆ ในอนาคต 

 

9. การน าผลงานวิจัยไปใช้ประโยชน์ : ผลงานที่สิ นสุดสามารถน้าไปประโยชน์ ไดด้ังต่อไปนี   

1. พัฒนาต่อในการปรับปรุงพันธุ์พืช 

2. เป็นผลงานทางวิชาการ  

3. ตีพิมพ์เผยแพร่ทางวิชาการได้  

 

10. ขอบคุณ (ถ้ามี)  : คณะผู้วิจัยขอขอบคุณศูนย์วิจัยพืชไร่นครสวรรค์ กรมวิชาการ

เกษตร ที่อนุเคราะห์เมล็ดพันธุ์ข้าวโพดเลี ยงสัตว์พันธุ์

นครสวรรค์ 3  ส้าหรับน้ามาใช้ในการวิจัยในครั งนี  
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