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รายงานเร่ืองเต็ม ผลการทดลองสิ้นสุด ปีงบประมาณ 2560 

1. แผนงานวิจัย   :  แผนงานวิจัยและพัฒนาเทคโนโลยีชีวภาพทางการเกษตร 

 

2. โครงการวิจัย   :  โครงการการวิจัยการค้นหาและศึกษาหน้าที่ของยีนเพื่อการ 

  ปรับปรุงพันธุ์โดยใช้เทคโนโลยีชีวภาพสมัยใหม่ 

 

3. ชื่อการทดลอง (ภาษาไทย)  :  การโคลนยีน PIS (Phosphatidyl Inositol (Pdlns)  

  Synthase) ที่มีผลต่อลักษณะทนแล้งในพืชยาสูบ 

ชื่อการทดลอง (ภาษาอังกฤษ) :  PIS (Phosphatidyl Inositol (Pdlns) Synthase) Gene  

Cloning for drought tolerance traits study in tobacco  

plant.  

4. คณะผู้ด าเนินงาน 

หัวหน้าการทดลอง นายพยุงศักดิ์ รวยอารี   สังกัด ส านักวิจัยพัฒนาเทคโนโลยีชีวภาพ 

ผู้ร่วมงาน            นางสาวภรณี สว่างศรี  สังกัด ส านักวิจัยพัฒนาเทคโนโลยีชีวภาพ 

    นางบุญเรือนรัตน์ เรืองวิเศษ  สังกัด ส านักวิจัยพัฒนาเทคโนโลยีชีวภาพ 

    นางสาวสุภาวดี ง้อเหรียญ  สังกัด ส านักวิจัยพัฒนาเทคโนโลยีชีวภาพ 

 

5. บทคัดย่อ    

บทคัดย่อ 

 

รวบรวมล าดับเบสของยีน PIS (Phosphatidyl (pdlns) Inositol Synthase) จากฐานข้อมูล

ชีวภาพสากล (NCBI) ออกแบบและสังเคราะห์ยีน PIS ด้วยวิธี GeneArt Gene Synthesis ที่

ประกอบด้วย 3 คู่ จุดตัดเอนไซม์ตัดจ าเพาะ (restriction enzymes) ที่ปลายด้าน 5’ และ 3’ ได้แก่ 

XbaI-BamHI, XbaI-EcoRI, และ XbaI-KpnI โคลนยีน PIS ที่สังเคราะห์ได้เข้าสู่ TOPO cloning 

vector และ pUC19 ทรานส์ฟอร์มเข้าสู่แบคทีเรีย E .coli DH5 alpha เพ่ือเพ่ิมจ านวน ตรวจสอบ

ความถูกต้องด้วยวิธีการหาล าดับเบส จากนั้น ตัดพลาสมิดไบนารีเวคเตอร์ pCAMBIA2300 ที่

ประกอบด้วย CaMV35S promoter และ Nos Terminator และ pRI909/pRI910 ที่ประกอบด้วย 

Nos promoter และ Nos terminator พร้อมด้วยยีน PIS ใน TOPO cloning vector ด้วยเอนไซม์

ตัดจ าเพาะตามสามคู่จุดตัดเอนไซม์เดียวกัน (compatible restriction sites) ท าการทดลองระหว่าง
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ปี 2559 ถึงปี 2560 ที่ส านักวิจัยพัฒนาเทคโนโลยีชีวภาพ การเชื่อมต่อยีน PIS เข้ากับ 

pCAMBIA2300, pRI909, และ pRI910 ทัง้สามคู่จุดตัดเอนไซม์ ด้วย T4 DNA ligase ผลการทดลอง

พบว่า สามารถสร้างคอนส์ตรักส์ของยีน PIS เขา้กับไบนารีเวคเตอร์ทั้งสามชนิดพลาสมิดได้ อีกท้ัง ท า

การเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อต้นยาสูบเพื่อเตรียมไว้ส าหรับการถ่ายฝากยีนด้วยวิธี Agrobacterium 

transformation ด้วยอะโกรแบคทีเรียมสายพันธุ์ ELEXTROMAX LBA4404  และเตรียมเชื้ออะโกร

แบคทีเรียมตามความเข้มข้นที่แตกต่างกันต่อไป ผลการทดลองการถ่ายฝากยีนในเบื้องต้น ยังไม่ได้ตัน

ยาสูบที่ได้รับการถ่ายฝากยีน อาจต้องมีการปรับสภาวะการทดลองเพ่ือให้ได้ต้นยาสูบที่ประกอบด้วย

ยีน PIS ต่อไป ส่วนการทดลองควบคุม และเพลทอาหารเลี้ยงเชื้อที่ท าการทรานส์ฟอร์เมชั่นด้วยสาย

พันธุ์ LBA4404 ให้ผล 100 เปอร์เซ็นต์ และได้ต้นต้นยาสูบสมบูรณ์ที่ได้จากการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อเพ่ือ

ใช้ในการถ่ายฝากยีนต่อไป 

 

Abstract  

 

PIS DNA base sequences were retrieved from National Centre for 

Bioinformatics Information (NCBI Database). The open reading frame of PIS gene has 

been designed and synthesized by GeneArt gene synthesis method. The full-length 

of PIS gene contains 648 base pairs comprising 3 pairs of restriction sites at their 5’ 

and 3’-ends which are XbaI-BamHI, XbaI-EcoRI, and XbaI-KpnI. The PIS gene then was 

cloned into TOPO cloning system and pUC19 for gene amplification and for 

transformation into tobacco plant. DNA sequencing was used to confirm the identity 

of the correction of DNA bases. The DNA sequencing and blast search results showed 

homology with other PIS plant genes in the database. The plant expression vector, 

pCAMBIA2300, pRI909 and pRI910 were cut with the same sites of their compatible 

restriction enzymes. The experiments were conducted between 2016 and 2017. The 

results showed that the construction of PIS gene with all three plant expression 

vectors has been successful. The agrobacterium-mediated transformation of PIS gene 

constructs using LBA4404 were under studied. Furthermore, the tobacco plant tissue 

culture was succeeded for further gene transformation. The preliminary results 
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showed that the appropriate conditions of gene transformation need to be adjusted 

for successful transformation.  

6. ค าน า                                 :   

  ปัจจุบัน เป็นที่ทราบกันดีว่าอุณหภูมิของโลกมีแนวโน้มเพ่ิมสูงขึ้นอันเนื่องมาจากกิจกรรมของ

มนุษย์ ทั้งภาคเกษตรกรรมและภาคอุตสาหกรรม จ านวนประชากรมนุษย์ที่เพ่ิมสูง จ านวนพื้นที่

เพาะปลูกหรือภาคการเกษตรลดลงเพ่ือใช้ในกิจกรรมอย่างอ่ืนที่ไม่ใช่ภาคเกษตร บวกกับเทคโนโลยี

ใหม่ๆท่ีมนุษย์สร้างขึ้น จนท าให้โลกต้องประสบกับปริมาณก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์เพ่ิมขึ้นในชั้น

บรรยากาศ (ชั้นบรรยากาศบางลง) รังสี ความเค็ม และความเครียดทางสิ่งแวดล้อมอ่ืนๆ 

(Environmental stresses) ที่ส่งผลต่อพืช (Levitt, 1980) ท าให้เป็นที่คาดการณ์กันว่า มนุษย์ต้อง

เผชิญกับภาวะโลกร้อน ภาวะเรือนกระจกหรือสภาพการเปลี่ยนแปลงของภูมิอากาศ (climate 

change) อย่างมากในอนาคตอันใกล้และปัจจุบันได้เกิดขึ้นแล้ว (Sun et al., 2014) โดยจะส่งผล

กระทบต่อทั้งธรรมชาติและมนุษย์  ปัจจุบันผลที่เกิดจากภาวะโลกร้อนได้ท าให้มนุษย์เห็นแล้วว่าส่งผล

กระทบและมีความส าคัญอย่างแท้จริง เช่น ท าให้สภาพแวดล้อมของโลกเปลี่ยนแปลงไป เช่น ฝนตก

ไม่ถูกต้องตามฤดูกาล พืชเกิดสภาวะขาดน้ าจากภาวะโลกร้อน โดยเฉพาะอย่างยิ่ง ในภาคการเกษตร 

พืชต้องประสบกับปัญหาภัยแล้งในบางฤดูกาล เพราะฝนไมต่กตามช่วงเวลาที่เหมาะสม ท าให้พืช

ประสบปัญหาภัยแล้ง และพืชบางพันธุ์อ่อนแอต่อสภาวะขาดน้ า ท าให้เกษตรกรสูญเสียรายได้เพราะ

ปริมาณพืชที่คาดหวังภายหลังการเพาะปลูกลดลง ทั้งมีสาเหตุมาจากไม่สามารถเพาะปลูกพืชได้ตามท่ี

ต้องการหรือสูญเสียผลผลิตพืชที่ได้เพาะปลูกไป (yield loss) กล่าวโดยทั่วไปว่า ภัยแล้งจัดเป็นปัญหา

ทางกายภาพที่ส าคัญที่สุดที่ทั่วโลกเผชิญ และท าให้การเพิ่มปริมาณผลผลิตของพืช (Hezky, 2008)  

เท่าที่ผ่านมา นอกเหนือจากวิธีการทางภาคเกษตรตามปกติแล้ว ได้มีการน าเทคโนโลยีชีวภาพมาใช้ใน

การแก้ไขปัญหาดังกล่าว โดยการพัฒนาพืชให้มีความทนทานแล้ง ทนต่อสภาวะขาดน้ า  หรือทนต่อ

สภาวะเครียดในช่วงการเพาะปลูกได้ (drought stress tolerance) โดยการศึกษาหายีนทนแล้งต่างๆ 

และน ายีนต่างๆ เหล่านั้นเข้าสู่จีโนมของพืชที่ต้องการให้มีสรีรวิทยาตามต้องการ อย่างไรก็ตาม 

การศึกษาตามวิธีการทางเทคโนโลยีชีวภาพดังกล่าว ต่างให้ผลลัพธ์ที่แตกต่างกันออกไป เช่น ระดับ

การตอบสนองต่อการขาดน้ าหลังการได้รับยีนที่ผันแปรไปตามแต่ละชนิดยีนหรือชนิดพืช เป็นต้น ด้วย

เหตุนี้  ในงานวิจัยนี้ มุ้งเน้นการศึกษาหายีน PIS (Phosphatidylinositol (PtdIns) synthase) ซ่ึง

เป็นยีนที่ได้ผ่านการศึกษามาแล้วว่ามีผลต่อคุณลักษณะทนแล้งในพืชทนแล้ง ในอนาคต อาจน าไปใช้

ในต่อยอดและทดสอบกับพืชต้นแบบต่อไป แม้ว่าการศกึษาเกี่ยวกับยีนทนแล้งจะมีอยู่ก็ตาม แต่ก็มีอยู่

อย่างจ ากัด ส่วนมากเป็นรายงานการศึกษาจากต่างประเทศ ด้วยเหตุนี้ วัตถุประสงค์ของการทดลองนี้
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เพ่ือเป็นการหาข้อมูลการตอบสนองต่อสภาวะขาดน้ ากับพืชส าคัญในประเทศไทย อาจเป็นประโยชน์

ต่อการปรับปรุงพันธุ์พืชให้ทนต่อสภาวะแวดล้อมที่ไม่เหมาะสมในประเทศต่อไปในอนาคต 

 นอกจากเนื่องจากอุณหภูมิโลกมีแนวโน้มสูงขึ้น หรือที่เรียกกันว่าภาวะโลกร้อน ดังกล่าวนั้น ท าให้

จ านวนพื้นที่การเพาะปลูกและผลผลิตของพืชลดลง เกษตรกรทั่วโลกสูญเสียรายได้ โดยปกติแล้ว เมื่อพืชต้อง

ประสบปัญหาในการเจริญเติบโตในสภาวะขาดน้ า พืชจะมีกลไกควบคุมภายในเซลล์อย่างเป็นระบบเพ่ือ

ตอบสนองต่อสภาวะที่ไม่เหมาะสมนั้นๆ ตามธรรมชาติ ตัวอย่างเช่น การมีองค์ประกอบโครงสร้างส าคัญของ

เยื่อหุ้มเซลล์ ที่ประกอบด้วยเอ็นไซม์ส าคัญในวิถีฟอสโฟลิปิด (phospholipid pathways) ชื่อว่า PIS 

(Phosphatidylinositol (PtdIns) synthase)   ที่ถูกสร้างข้ึนมาจากแหล่งเริ่มต้นส าคัญในการสร้างลิปิดที่

ประกอบด้วยอินอสซิทอล (inositol-containing lipid precursor) ชื่อว่า Phosphatidylinositol 

(PtdIns)  นี้ โดยสามารถถูกสร้างข้ึนมาได้ทั้งจาก cytidine-diphosphodiacylglycerol (CDP-DG) และ 

myo-inositol โดย PtdIns synthase (PIS) พบได้ทั่วไปทั้งในเซลล์พืชและสัตว์ทุกชนิด  

 PtdIns พบที่เยื่อหุ้มเซลล์ และเป็นตัวช่วยส าคัญในกระบวนการเมตาบอลึซึม อีกท้ัง เป็นโมเลกุลตัวส่ง

สัญญาณ (signal molecules) เพ่ือควบคุมการตอบสนองต่อสภาวะแวดล้อมที่ไม่เหมาะสมในพืช ที่ควบคุม

การตอบสนองต่อสภาวะเครียดทางสิ่งแวดล้อม (Zhai et al., 2012; Lie et al., 2013) 

จากการศึกษายีน PIS ในยีสต์มิวแตนท์ ชื่อว่า BY4743 ยืนยันว่ายีน ZmPIS และ ZmPIS2 ใน

ข้าวโพด มีการแสดงออกในระดับทรานส์คริปชั่นที่เพ่ิมสูงขึ้น (transcriptional up-regulated) เพ่ือตอบสนอง

ต่อสภาวะขาดน้ า (drought stress) และภายใต้สภาวะดังกล่าว ข้าวโพดจะมีการแสดงออกของยีน ZmPIS ที่

สูงขึ้น ก่อให้เกิดระดับที่เพ่ิมขึ้นของฟอสโฟลิปิดและกาแลคโคลิปิด (galactolipids) ในใบเทียบกับระดับของ

ยีนดังกล่าวในพันธุ์ปกติ โดยพบมีการเชื่อมโยงการปิดของปากใบเมื่อพืชอยู่ในสภาวะขาดน้ า (stomatal 

closure)  

ต้นยาสูบดัดแปลงพันธุกรรมที่ได้รับการถ่ายฝากยีนจากข้าวโพด ZmPIS มีระดับลิปิดเพิ่มข้ึนที่ส่วนใบ

อย่างมีนัยส าคัญเทียบกับต้นยาสูบที่ไม่ได้รับการถ่ายฝากยีน ท าให้มีความแข็งแรงของเยื่อหุ้มเซลล์ (cell 

integrity) เพ่ิมขึ้น อีกท้ัง เซลล์สามารถเก็บรักษาน้ าและสารอาหารต่างๆ (solutes) ต่างๆ ให้อยู่ภายในเซลล์

ได้นานขึ้นภายใต้สภาวะแวดล้อมที่ไม่เหมาะสม  (Liu et al., 2013; Zhai et al., 2012)   
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7. วิธีด าเนินการ                         :  

 

อุปกรณ์และวิธีการด าเนินการ 

อุปกรณ์  

1. สารเคมีและเอนไซม์ 

สารเคมีที่ใช้ในการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ ได้แก่ น้ ายาคลอรอกซ์ส าหรับใช้ท าความสะอาด เอทานอล  

- เจลอะกาโลส (gel electrophoresis and gel apparatus)  

- ถุงมือ  

- กระดาษฟอยล์  

- กระดาษ Kimwipe  

- สารเคมีในห้องปฏิบัติการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ เช่น อาหาร Basic Agar, IAA (Indole Acetic 

Acid), เป็นต้น 

 

-เอนไซม์ตัดจ าเพาะต่างๆ ได้แก่ XbaI, BamHI, SacI และ EcoRI 

 

2. เครื่องมือ  

- ชุดถ่ายภาพพร้อมเครื่องมือวิเคราะห์สารพันธุกรรม รุ่น Gel Doc 2000 (เครื่อง Gel 

documentation, BIORAD)  

- กระดาษถ่ายภาพพร้อมเครื่องถ่ายภาพ (MITSUBISHI P91)  

- เครื่องหาล าดับเบส (DNA Sequencer)  

- เครื่องเพ่ิมจ านวนสารพันธุกรรม (PCR) โปรแกรมอ่านและวิเคราะห์  

- ตู้เก็บสารเคมีอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส รุ่น IUF1816A  

- ไมโครไปเปต ทิปขนาด 10 20 200 1000 ไมโครลิตร  

- เครื่องแก้ว ขวดเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ ขนาดปริมาตรต่างๆ เป็นต้น 

 

3. จุลินทรีย์ พลาสมิด และอาหารเลี้ยงเชื้อ 

- pMAT-vector (Invitrogen, USA) 
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- LBA4404 agrobacterium  

- Agrobacterium A10460 strain 

- Stellar ElectroCompetent cell (Invitrogen, USA) 

- E .coli DH5 alpha 

 4.พันธุ์พืชที่ใช้ในงานวิจัย 

ต้นยาสูบพันธุ์เวอร์จิเนีย  

 

5.ชุดโคลนนิ่งคิท (cloning kit) 

 -TOPO cloning kit  

 - PIS gene string (GeneArt Gene Synthesis, Invitrogen, USA) 

 

วิธีการทดลอง 

 

ออกแบบไพรเมอร์ PIS พร้อมจุดตัดเอนไซม์ตัดจ าเพาะที่ด้านปลาย 5’ และ 3’  

ออกแบบไพรเมอร์ส าหรับยีน PIS โดยเพิ่มจ านวน 3 คู่ จุดตัดเอนไซม์ ที่ด้านปลาย 5’ และ 3’ XbaI-

BamHI, XbaI-KpnI, XbaI-SacI ส าหรับเติมเข้า pMAT – vector โดยวิธีการออกแบบและสังเคราะห์ยีน 

(Invitrogen, USA) (ภาพท่ี 1) 

 

(ก) 

XbaI-BamHI 
PIS-XbaI(forward) 5’- TAAGCATCTAGAATGCCATCAGTTTATCTTTAC -3’ 
PIS-BamHI(reverse) 5’-TGCTTAGAATCCTCATTTGCTGCGCTTCAGATC-3’ 
XbaI-KpnI 
PIS-XbaI(forward) 5’- TAAGCATCTAGAATGCCATCAGTTTATCTTTAC -3’ 
PIS-KpnI(reverse) 5’- TGCTTAGGTACCTCATTTGCTGCGCTTCAGATC-3’ 
XbaI-SacI  

PIS-XbaI(forward) 5’- TAAGCATCTAGAATGCCATCAGTTTATCTTTAC-3’ 

PIS-SacI(reverse) 5’- TCTAGAGAGCTCTCATTTGCTGCGCTTCAGATC-3’ 
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(ข)  

: PIS gene screening primers 

PIS(scr)-Fv : ATGCCATCAGTTTATCTTTACATCCCTAACATT (33) 

PIS(scr)-Rv : TCATTTGCTGCGCTTCAGATCATACACG (31) 

  ภาพที่ 1 แสดงคู่จุดตัดเอนไซม์และต าแหน่งไพรเมอร์ของ PIS gene ที่ด้านปลาย 3’ และ 5’ 
พร้อมไพรเมอร์ตรวจสอบชิ้นยีน (Screening primers) เพ่ือให้ได้ยีน PIS แบบเต็มยีน (Full-length) จ านวน 
3 เส้น ความยาวของยีนประมาณ 650 เบส โดยยีน PIS ที่ได้ประกอบด้วยต าแหน่งจุดตัดบริเวณปลาย 5’ และ 
ปลาย 3’ จ านวน 3 ชุดต าแหน่งจุดตัดเอนไซม์ ได้แก่ XbaI-KpnI , XbaI-SacI และ XbaI-BamHI (ก) และ PIS 
gene screening primers (ข)  

 
การออกแบบและสังเคราะห์ยีน PIS แบบเต็มสายยีน 
       
  รวบรวมข้อมูลล าดับเบสของยีน PIS มาออกแบบและสังเคราะห์โดยวิธีการออกแบบและสังเคราะห์ยีน 
(GeneArt and GeneSynthesis, Invitrogen, USA) ตามคู่ไพรเมอร์ ให้ได้แบบเต็มสายยีน (full-length) 
พร้อมต าแหน่งจุดตัดเอ็นไซม์ที่เพ่ิมลงไปทั้งด้านปลาย 5’ และ ปลาย 3’ ของยีน  
 
การเชื่อมต่อยีนเข้ากับเวคเตอร์ดีเอ็นเอ 
  ท าปฏิกิริยาไลเกชันโดยการน าเวคเตอร์ดีเอ็นเอ 3 ไมโครลิตร อินเสิร์ตดีเอ็นเอ (3 คู ่ จุดตัด
เอ น ไซ ม ์)  (xbaI-KpnI. xbaI-sacI, xbaI-bamHI) 1 ไ ม โ ค ร ล ิต ร  T4 DNA ligase (Promega) 0.5 
ไมโครลิตร ไลเกสบัฟเฟอร์ 1 ไมโครลิตร เติมน้ า ปริมาตรสุดท้าย 10 ไมโครลิตร บ่มที่ 4 องศาเซลเซียส 
นานข้ามคืน ท าการถ่ายฝากเข้าสู ่เชื ้อแบคทีเรีย Escherichia coli บน วุ้นอาหารเลี้ยงเชื ้อ LB โดยวิธี 
Heat shock หรือใช้ TOPO cloning kit ต่อไป  
 
การท าทรานส์ฟอร์เมชั่น 
   เติม 2 ไมโครลิตรของปฏิกิริยาไลเกชั่นข้างต้น ลงในหลอด competent cells บ่มบนน้ าแข็ง
นาน 50 นาที ท าปฏิกิริยา Heat Shock นาน 30 นาที ที่ 42 องศาเซลเซียส วางหลอดลงบนน้ าแข็ง เติม 
อาหารเหลว S.O.C. 250 ไมโครลิตร ลงในหลอด แล้วเชย่านาน 2.5 ชั่วโมง ที่ 200 rpm  ท าการเพลท
จานอาหารเลี้ยงเชื้อ 50 ไมโครลิตร ถึง 100 ไมโครลิตร บนวุ้นอาหาร LB บ่มที่ 37 องศาเซลเซียส นาน
ข้ามคืน 
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การคัดเลือกโคโลนีแบคทีเรียที่ประกอบด้วยรีคอมบิแนนต์ที่ถูกต้อง 
 
 คัดเลือกโคโลนีที ่ได ้บนอาหารเลี ้ยงเชื ้อที ่ประกอบสารปฏิช ีวนะ เพื ่อน ามาหายีนสอดแทรกหรือ        
อินเสิร์ทยีน (inserted gene) ที ่ต้องการด้วยวิธีโคโลนีพีซีอาร์ โดยใช้ไฟรเมอร์จ านวน 2 สาย ได้แก่ 
PIS(scr)-Fv และ PIS(scr)-Rv และ/หรือต ัดด ้วยเอนไซม ์ต ัดจ าเพาะเพื ่อ เก ็บ ไว ้เป ็น  glycerol stock 
(อุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียส) ตรวจสอบความถูกต้องด้วยการหาล าดับเบส 
 
 
สกัดพลาสมิดดีเอ็นเอเพื่อตรวจสอบอินเสิร์ทดีเอ็นเอ   
 ท าพลาสมิดดีเอ็นเอมินิเพรพของโคโลนี เพื่อให้ได้ยีนจ านวนมาก พร้อมโคลนเข้าสู ่ไบนารี่เวคเตอร์ 
(vector construct) ในขั้นตอนต่อไป น าดีเอ็นเอมินิเพรพที่ได้จากข้อ 2 มาตัดด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะ ตาม
ต าแหน่งที่เข้ากันได้กับต าแหน่งจุดตัดจ าเพาะของพลาสมิดไบนารี่เวคเตอร์ และเชื่อมต่อเข้ากันด้วยเอนไซม์ 
DNA ligase ตรวจสอบขนาดของแถบดีเอ็นเอที่ได้ 
 
การเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อยาสูบ 
 

เตรียมต้นยาสูบด้วยวิธีการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ ในห้องปฏิบัติการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ  

ขั้นตอนการเพาะเมล็ดยาสูบ 

วัสดุอุปกรณ์ 

1.ขวดพร้อมอาหาร MS Murashige and Skoog 6.ผ้าขาวบาง   
2.ขวดอาหารเปล่า    7.แอลกอฮอล์ 95 %    
3.Clorox 10 %     8.น้ า ที่ Autoclave แล้ว   
4.ปากคีบ     9.ตะเกียงแอลกอฮอล์    
5.จานอาหาร (Plate) พร้อมกระดาษทิชชู่  10.เมล็ดยาสูบ   
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ขั้นตอนการปฏิบัติ (ทุกอย่างท าในตู้ปลอดเชื้อ) 
1.ห่อเมล็ดยาสูบด้วยผ้าขาวบาง 
2.เตรียมขวดตามล าดับ   
3.น าปากคีบลนไฟที่ตะเกียงแอลกอฮอล์ ทิ้งไว้ให้เย็น 
4.ใช้ปากคีบ คีบห่อเมล็ดยาสูบลงไปในขวดที่เตรียมไว้ 
5.ล้างด้วยแอลกอฮอล์ 95 % 5 นาที เขย่าขวดด้วยมือ 
6.ล้างด้วย Clorox 10 %  ครั้งละ 10 นาที 2 ครั้ง เขย่าขวดด้วยมือ 
7.ล้างด้วย H2O ครั้งละ 5 นาที 2 ครั้ง เขย่าขวดด้วยมือ 
8.ใช้ปากคีบ คีบห่อเมล็ดยาสูบออกจากขวด วางลงในจานอาหาร (Plate) ที่มีกระดาษทิชชู่ เพื่อซับน้ า 
9.เปิดผ้าขาวบางออก ผึ่งเมล็ด 
10.น าปากคีบ คีบเมล็ดวางบนขวดอาหาร MS  
11.ปิดฝาขวดวางในที่ควบคุมแสงและอุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส  
12.เมล็ดใช้เวลางอก 1 เดือน 
13.ท าการย้ายใส่ขวดอาหารใหม่ เพื่อลดการปนเปื้อน จากขวดเพาะเมล็ดที่ไม่งอก 
14.รอจนต้นยาสูบโต แล้วท าในขั้นตอนต่อไป 
15. เตรียมเชื้ออะโกรแบคทีเรียม ซึ่งมี origin of replication ต่ ากว่า E. coli เพ่ือเตรียมไว้ใช้ในการถ่ายฝาก
ยีนด้วยวิธีการ Electrotransformation  
16. ถ่ายฝากยีนด้วยวิธีการ ยิงยีน (ELEXTROMAX LBA4404) และตรวจสอบการถ่ายฝากยีน เปรียบเทียบกับ

การท าเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อที่ไม่ได้ท าการถ่ายฝากยีน (control)  

 
การถ่ายฝากเข้าสู่พืชต้นแบบยาสูบ  

ท าการถ่ายฝากเข้าสู่พืชต้นแบบ (ยาสูบ) โดยวิธีการ Agrobacterium-mediated transformation 

ด้วยเชื้ออะโกรแบคทีเรียม (ELECTROMAX LBA4404) 

 

เวลาและสถานที่ท าการทดลอง  
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ระยะเวลาท าการทดลอง   ตุลาคม 2559 – กันยายน 2560  

สถานที่ท าการทดลอง   ส านักวิจัยพัฒนาเทคโนโลยีชวีภาพ อ.ธัญบุรี จ.ปทุมธานี  

 

 

 

 

8. ผลการทดลองและวิจารณ์   

การสังเคราะห์สายไพรเมอร์ พร้อม 3 คู่ จุดตัดเอนไซม์และท่อนยีน PIS โดยวิธีการ 

สังเคราะห์ยีน ท าให้ล าดับเบสและความยาวของยีนประมาณ 648 คู่เบส (bp) และเชื่อมต่อเข้าสู่ pMAT 

vector (ภาพท่ี 2)  

  ถ่ายยีนเข้าสู่ pMAT- vector เพ่ือเพ่ิมจ านวนส าเร็จ โดย pMAT vector ประกอบด้วย ยีน

ต้านทานปฏิชีวนะแอมพิซิลิน สกัดพลาสมิดดีเอ็นเอและเมื่อท าการเปรียบเทียบล าดับเบสของ พลาสมิดดีเอ็น

เอกับฐานข้อมูลชีวภาพสากล (ภาพที่ 3) ล าดับเบสของยีน PIS (ขนาด 648 คู่เบส) และ 2 คูจุ่ดตัดเอนไซม์ที่

ด้านปลาย 5’ และ 3’ ได้แก่ (XbaI-KpnI และ XbaI-BamHI) (ภาพท่ี 4) พบว่า มีค่า alignment scores ที่ 

match กับยีน PIS ที่ปรากฏในฐานข้อมูลชีวภาพสากล (ภาพท่ี 5) ภาพที่ 6 แสดงค่า Sequences 

producing significant alignments ของยีน PIS ที่ 100% 

  เมื่อเปรียบเทียบความสัมพันธ์ของล าดับนิวคลิโอไทด์ของยีน PIS กับยีน PIS ของสิ่งมีชีวิตที่

ปรากฏในฐานข้อมูลชีวภาพสากล พบว่า มีความสัมพันธ์อย่างสูง (ภาพที่ 7) และความสัมพันธ์ระหว่างยีน PIS 

ของพืช Dicot และ Monocot (ภาพท่ี 8) ภาพที่ 9 แสดงล าดับนิวคลิโอไทด์ของยีน PIS แบบเต็มสายยีน 

(full-length) ภาพที่ 10 ภาพแสดงต้นยาสูบที่ได้จากการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อเพ่ือเตรียมไว้ใช้ในการถ่ายฝากยีน 
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ภาพที่ 2 แสดงแผนที่การถ่ายยีน PIS เข้าสู่ pMAT- vector >Sense strand, 5’-3’ : Sequence length: 
648 bp 
 

 

ภาพที่ 3 แสดงล าดับนิวคลิโอไทด์ของยีน PIS  
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ภาพที่ 4 แสดงล าดับเบสของยีน PIS (ขนาด 648 คู่เบส) และ 2 จุดตัดเอนไซม์ที่ด้านปลาย 5’ และ 3’ ได้แก่ 

(XbaI-KpnI และ XbaI-BamHI) 
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ภาพที่ 5 แสดงการ match จากการท า blast search ของยีน PIS เทียบกับฐานข้อมูลชีวภาพสากล 

NCBI database 

 

 

 
 

 ภาพที่ 6 แสดง Sequences producing significant alignments ของยีน PIS 
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ภาพที่ 7 แสดงการเปรียบเทียบล าดับเบสของยีน PIS  (Phylogenetic tree) ที่ได้กับยีน PIS ของ
สิ่งมีชีวิตอ่ืนๆ ในฐานข้อมูลชีวภาพสากล (NCBI)  
 

  

 

ภาพที่ 8 แสดง Phylogenetic tree ของยีน PIS ระหว่าง monocot และ eudicot 
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ภาพที่ 9 แสดงล าดับนิวคลิโอไทด์ของยีน PIS  

 

 
 

ภาพที่ 10 ภาพแสดงต้นยาสูบที่ได้จากการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อเพ่ือเตรียมไว้ใช้ในการถ่ายฝากยีน 
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9. สรุปผลการทดลองและข้อเสนอแนะ :  

 

1. ชุดยีน PIS construct ที่ได้จากการวิจัยนี้ ได้มาจากการออกแบบไพรเมอร์ที่ด้านปลาย 5’ และ 

3’ และจากการสังเคราะห์ยีน ท าให้ประหยัดเวลาในการโคลนนิ่งและตรวจสอบทิศทางของยีน 

ท าให้ความถูกต้องและความแม่นย าในทิศทางของยีนในเวคเตอร์สูงขึ้น 

2. คอนส์ตรักส์ของยีน PIS ที่ได้ มีจ านวน 2 คอนส์ตรักส์ ได้แก่ ยีน PIS1 และ ยีน PIS2 ซึ่งสามารถ

น าไปประยุกต์ใช้ในการออกแบบและสังเคราะห์ยีนที่มีความส าคัญทางการเกษตรอ่ืนๆต่อไปได้ 

 

10. การน าผลงานวิจัยไปใช้ประโยชน์ :  

งานวิจัยนี้ เป็นการสร้างคอนส์ตรักส์ของยีน PIS ซึ่งเป็นยีนทนแล้งในพืช เข้าสู่เวคเตอร์ โดยวิธีการ

สังเคราะห์ยีน ท าให้ประหยัดเวลาในการโคลนนิ่งและการคัดเลือกโคลน งานต่อไปคือการออกแบบยีน 

PIS หรือยีนทางการเกษตรอื่นๆจากพืชใหม่ๆ เพ่ือหาหน้าที่ของยีนและทดสอบการถ่ายฝากเข้าสู่เพ่ือ

พัฒนาพืชทนต่อสภาวะแวดล้อมที่ไม่เหมาะสมต่อไป อีกท้ังสามารถถ่ายทอด หรือเผยแพร่เป็นผลงาน

ทางวิชาการ ให้แก่กลุ่มเป้าหมายที่เป็นนักวิชาการด้านโมเลกุลชีววิทยาด้านพืช และนักปรับปรุงพันธุ์

ได ้รวมทั้ง ผลงานที่ได้จากการวิจัย สามารถน าไปประยุกตใ์ช้กับยีนที่มีลักษณะส าคัญทางการเกษตร

อ่ืนๆ ได้ โดยวิธีเดียวกันนี้ 

 

11. ค าขอบคุณ  

ขอขอบคุณ คุณวิภาวรรณ วงศ์สุทธิ์ ที่ช่วยงานวิจัยในครั้งนี้  
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