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บทคัดย่อ 
 ยีน dihydroflavonol 4-reductase (DFR)  เป็นยีนที่ เกี่ยวข้องกับการเกิดสีในวัฎจักรการ
สังเคราะห์รงควัตถุ anthocyanin ซึ่งจัดเป็นฟลาโวนอยชนิดหนึ่งที่ประกอบเป็นสีของดอกไม้หลากหลาย
ตั้งแต่สีส้ม สีแดงจนถึงสีม่วง และสีน้ าเงิน ในงานวิจัยนี้ได้ท าการสร้างชุดยีน pMDC32-DFRAS จากยีน
DFR ทีโ่คลนได้จาก cDNAของดอกหน้าวัวให้อยู่ในรูปควบคุมการแสดงออกของยีนแบบกลับทิศ (DFRAS)  
โดยการน ายีน DFR ที่โคลนได้เข้าสู่ระบบการตัดต่อยีนแบบ Gateway โดยใช้เวคเตอร์ pDONR 221 เป็น
ตัวรับยีนและย้ายยีนต่อไปยัง ไบนารีเวกเตอร์ pMDC32 และสามารถน าไบนารีเวกเตอร์ที่มียีน DFR เข้าสู่ 
Agrobacterium  tumefaciens ส าย พั น ธุ์  EHA105 ท า ให้ ได้ ชุ ด ยี น  pMDC32-DFRAS ที่ อ ยู่  ใน 
Agrobacterium  tumefaciens ที่สามารถน าไปถ่ายฝากสู่หน้าวัวพันธุ์โซเนตและพันธุ์ราปิโด จากการ
คัดเลือกต้นหน้าวัวที่ได้รับการถ่ายยีนในอาหารที่เติม hygromycin และน าไปตรวจสอบด้วยเทคนิค PCR 
โดยใช้ไพรเมอร์ที่จ าเพาะ พบว่าการถ่ายฝากยีน DFRAS เข้าสู่หน้าวัวประสบผลส าเร็จ ต้นที่ได้รับการถ่าย
ยีน DFRAS จะปรากฎแถบดีเอ็นเอที่เพ่ิมปริมาณได้ด้วยเทคนิค PCR ส่วนต้นที่ไม่ได้รับการถ่ายฝากจะไม่
ปรากฎแถบดีเอ็นเอ ซึ่งต้นหน้าวัวที่ได้รับการถ่ายยีนนี้สามารถน าออกปลูกเพ่ือตรวจสอบผลต่อการ
เปลี่ยนแปลงสีของดอกหน้าวัวในโอกาสต่อไป  
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Abstract 
 

 dihydroflavonol 4-reductase (DFR) gene is involved in flavonoid pathway leading 
to the production of the orange , red , blue or purple-colored anthocyanins. In this 
study, antisense DFR (DFRAS.) was cloned from Anthurium into binary vector, pMDC32, 
generating pMDC32- DFRAS. The pMDC32- DFRAS. was introduced into the 
Agrobacterium tumefaciens strain EHA105. Anthurium spp. cv. Sonate and cv. Rahpido 
transformation were performed using the A. tumefaciens. The transformed Anthurium 
spp. were selected on media containing hygromycin. The transgenic Anthurium plants 
were subjected to PCR analysis using specific primers. The results showed that the 
transformation of DFRAS into Anthurium spp was successful 
 

ค าน า 
ในแต่ละปีประเทศไทยได้ผลิตไม้ดอกส าหรับใช้ทั้งภายในประเทศ และส่งออก  แม้การผลิตเพ่ือ

ป้อนตลาดภายในประเทศจะมีอยู่มาก แต่การผลิตเพ่ือส่งออกให้มูลค่าที่สูงกว่า ท ารายได้เข้าประเทศเป็น
จ านวนมาก และมีแนวโน้มจะขยายตัวเพ่ิมขึ้น  เนื่องจากตลาดไม้ดอกเป็นตลาดที่มีผู้ค้าจ านวนมาก มีการ
แข่งขันสูง  ดังนั้นการพัฒนาศักยภาพเพ่ือการผลิตไม้ดอกเพ่ือส่งออกเป็นความจ าเป็นที่ผู้ผลิตต้องเอาใจใส่ 
และตอบสนองความต้องการของลูกค้าในทุกรูปแบบ ปัจจุบันลูกค้าให้ความส าคัญกับสีสันของดอกไม้เป็น
อันดับแรก ผู้ผลิตจึงต้องสร้างความแปลกใหม่ในตัวสินค้า เพ่ือรักษาและเพ่ิมส่วนแบ่งการตลาดให้ได้มาก
ที่สุด ซึ่งวิธีสร้างความหลากหลายด้านสีดอกเป็นแนวทางหนึ่งที่สามารถตอบสนองความต้องการของ
ผู้บริโภคได้  เป็นการเพ่ิมศักยภาพการผลิต และการส่งออกได้อย่างมีประสิทธิภาพ 

ในฐานะที่ประเทศไทยเป็นผู้ผลิตและส่งออกไม้ดอกท่ีมีความส าคัญทางเศรษฐกิจหลากหลายชนิด 
การเร่งรัดศึกษาพัฒนาเทคนิคและวิธีการเพ่ิมความหลากหลายของดอกโดยเฉพาะเรื่องสี ด้วยการ
ปรับปรุงพันธุ์โดยอาศัยความก้าวหน้าทางด้านเทคโนโลยีชีวภาพเข้ามาช่วย  เป็นปัจจัยส าคัญในการเพ่ิม
ศักยภาพให้กับไม้ดอกส่งออก ในธรรมชาติไม้ดอกบางชนิดจะมีโทนสีจ ากัด ไม่สามารถผสมพันธุ์ให้เกิด
สีสรรที่นอกเหนือจากโทนสีเดิมที่มีอยู่ได้ แต่การน าเอาเทคโนโลยีการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อมาประยุกต์
ร่วมกับเทคนิคการถ่ายยีนสู่พืช โดยถ่ายยีนควบคุมการเกิดสีจากไม้ดอกชนิดหนึ่งไปสู่ไม้ดอกอีกชนิดหนึ่ง
จึงเป็นการพัฒนาให้เกิดความแปลกใหม่ด้านสีของดอกไม้  

หน้าวัวเป็นไม้ดอกชนิดหนึ่งที่มีความส าคัญทางเศรษฐกิจ ได้รับความนิยมเพ่ิมขึ้นเรื่อยๆ ประเทศ
ไทยมีสภาพแวดล้อมที่เหมาะสมในการผลิตดอกหน้าวัว ปัจจุบันมีพ้ืนที่การปลูกประมาณ  120 ไร่ 
กระจายไปทั่วประเทศ ได้แก่ กรุงเทพฯ  นนทบุรี  ปทุมธานี เลย กระบี่ ภูเก็ต  ล าปาง เชียงใหม่ เชียงราย  
มีผลผลิตทั่วประเทศ ประมาณ  4,800,000 ดอกต่อปี และเพ่ิมปริมาณขึ้นทุกปี แต่ประเทศไทยมี
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เทคโนโลยีการขยายพันธุ์หน้าวัวต่ า  จึงมีการสั่งต้นพันธุ์หน้าวัวเข้ามาจากต่างประเทศ โดยเฉพาะประเทศ
เนเธอร์แลนด์ เมื่อปี 2544 สั่งเข้ามา  ประมาณ 140,000  ต้น 

ในอนาคตหน้าวัวจะมีศักยภาพในการพัฒนาไปสู่อุตสาหกรรมไม้ดอกเพ่ือการส่งออกต่างประเทศ 
ปัจจุบันภาคธุรกิจให้ความส าคัญกับการผลิตหน้าวัว ซึ่งได้พัฒนาสายพันธุ์ใหม่ๆเพ่ือตอบสนองความ
ต้องการของลูกค้าที่ต้องการความแปลกใหม่ของสีดอกอยู่ตลอดเวลา แนวทางการสร้างหน้าวัวสายพันธุ์
ใหม่ให้มีดอกสีสรรโดดเด่น แปลกใหม่ สวยงาม มีความหลากหลายของสีดอก และมีโทนสีที่ไม่เคยปรากฏ
ในธรรมชาตินั้น สามารถกระท าได้โดยใช้เทคโนโลยีทางพันธุวิศวกรรม ซึ่งเป็นวิธีการปรับปรุงพันธุ์พืช
สมัยใหม่ ที่สามารถน ายีนควบคุมการเกิดสีดอกจากไม้ดอกชนิดอ่ืนที่มีโทนสีตามต้องการ ส่งถ่ายเข้าไปสู่
หน้าวัว หรือยับยั้งการแสดงออกของยีนที่มีอยู่แล้ว เพ่ือสร้างหน้าวัวพันธุ์ใหม่ให้มีสีสรรโดดเด่น สวยงาม 
และเกิดความแปลกใหม่ของโทนสีที่ไม่เคยมีอยู่ในธรรมชาติ ซึ่งจะน าไปสู่การเพ่ิมศักยภาพการส่งออกไม้
ดอกในอนาคต ยีน dihydroflavonol 4-reductase (DFR)  เป็นยีนยีนหนึ่งที่เกี่ยวข้องกับการเกิดสีในวัฎ
จักรการสังเคราะห์รงควัตถุ anthocyanin ซึ่งจัดเป็นฟลาโวนอยชนิดหนึ่งที่ประกอบเป็นสีของดอกไม้
หลากหลายตั้งแต่สีส้ม สีแดงจนถึงสีม่วง และสีน้ าเงิน(ปิยะศักดิ์ 2542, Brugliera et al.1999, Eric et 
al.2001) 

ดังนั้นการการควบคุมการแสดงออกของยีน  dihydroflavonol 4-reductase (DFR) ในรูป 
antiseneเพ่ือสร้างความหลากหลายของสีดอกหน้าวัวจึงเป็นสิ่งที่มีความส าคัญและมีความจ าเป็น เพ่ือ
ปรับปรุงพันธุ์หน้าวัว ให้มีสีสรรหลากหลาย ซึ่งจะน าไปสู่การพัฒนาอุตสาหกรรมไม้ดอกเพ่ือการส่งออกใน
อนาคต 
 

วิธีด าเนินการและอุปกรณ์ 
อุปกรณ์ 

1. หน้าวัวพันธุ์ราปิโด้ และพันธุ์โซเนต (ดอกชมพู) 
2. QIAquick Gel Extraction Kit (QIAGEN) QIAprep Spin Miniprep Kit  (QIAGEN) 
3. QIAprep Spin Miniprep Kit  (QIAGEN) 

4. BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (Appliedbiosystems) 
5. สารปฏิชีวนะ เช่น ampicillin  cefotaxime  hygromycin 
6. อาหารเลี้ยงเชื้อแบคทีเรีย 
7. เชื้อแบคทีเรีย Escherichia coli สายพันธุ์ JM109 
8. เวคเตอร์ pDONR 221 (invitrogen) 
9. pMDC32 binary vector 
10. เครื่องหมุนเหวี่ยงตกตะกอนความเร็วสูงชนิดควบคุมอุณหภูมิ (SORVALL RC28C) 
11. เครื่องมือวัดค่าการดูดกลืนแสง (O.D.) เครื่อง spectrophotometer 
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12. ชุดถ่ายภาพเจลและประมวลผล  Gel documentation (BIORAD) 
13. เครื่องเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรมในหลอดทดลอง (GeneAmp PCR System 9700) 
14. เครื่องวิเคราะห์ล าดับการเรียงตัวของสารพันธุกรรม (ABI PRISM 310 Genetic Analyzer) 
15. เครื่องมือส าหรับงานถ่ายยีน BTX Electroporation System รุ่น ELECTRO CELL 

MANIPULATOR 600   ,Electroporation  cuvette ขนาด 0.2 มิลลิลิตร 
16. เครื่องมือ และสารเคมีอ่ืน ๆ ส าหรับงานชีวโมเลกุล 
 

วิธีการทดลอง 
การสร้างชุดยีน DFR .ในรูป antisence (pMDC32-DFRAS).   
  
 โดยการน ายีน DFR ที่โคลนโดย กุหลาบและคณะ (2553) มาสร้างชุดยีน มีข้ันตอนดังนี้ 

 
1. น ายีน DFRAS เข้าสู่ Plant Expression Vector โดยใช้เทคโนโลยี Gateway 

เทคโนโลยี Gateway ที่ใช้ในการโคลนยีน เป็นการเคลื่อนย้ายชิ้นส่วนของยีนจากเวคเตอร์
หนึ่ง ไปสู่อีกเวคเตอร์หนึ่ง โดยการแลกเปลี่ยนชิ้นส่วนของยีนซึ่งกันและกัน ซึ่งไม่ต้องใช้เอนไซม์ตัด
จ าเพาะ ขั้นตอนการด าเนินงานประกอบด้วย 2 ขั้นตอน ดังนี้ 

1.1 การน ายีน DFR เข้าสู่ Entry Clones  
1.1.1 น ายีน DFR ที่อยู่ในเวคเตอร์ pGEM T easy และได้ตรวจสอบความถูกต้องแล้ว 

(ภาพที่1) มาเตรียมให้อยู่ในสภาพที่เหมาะสมกับเทคโนโลยี Gateway โดยการเพ่ิมปริมาณส่วนของยีน 
DFRด้วยเทคนิคพีซีอาร์ ที่ก าหนดให้มีการเติมล าดับเบสของไพรเมอร์ด้านปลาย5’ให้มีล าดับที่เหมาะสม
ส าหรับการเคลื่อนย้ายชิ้นยีนซึ่งกันและกัน เรียกว่า attB-PCR product โดยออกแบบไพรเมอร์ส าหรับยีน
DFRASโ ด ย ที่ ด้ า น Forward เ ติ ม ล า ดั บ เ บ ส ที่ ป ล า ย ด้ า น  5 ’ด้ ว ย
GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCT ส่วนไพรเมอร์ Reverse ให้เติมล าดับเบสที่ปลายด้าน 5’ 
ด้วย GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGT 

1.1.2 เพ่ิมปริมาณยีน DFR ด้วยเทคนิคพีซีอาร์โดยใช้ Pfu DNA polymerase (RBC 
Bioscience) โดยเตรียมปฏิกิริยาของพีซีอาร์บนน้ าแข็งที่ประกอบด้วย  10X Reaction Buffer 5 
ไมโครลิตร, 10 mM dNTP 0.5 ไมโครลิตร, 50 mM MgCl2 0.6 ไมโครลิตร, 5 uM Forward Primer 2 
ไมโครลิตร, 5 uM Reverse Primer 2 ไมโครลิตร, Plasmid pGEM easy- DFR 1 ไมโครลิตร, 5 U/ul 
RBC Pfu DNA Polymerase 0.5 ไมโครลิตร ,น้ ากลั่นนึ่ งฆ่าเชื้อ 38.4 ไมโครลิตร รวมปริมาตร 50 
ไมโครลิตร ผสมสารละลายทั้งหมดให้เข้ากัน แล้วจึงน าไปเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอในเครื่องด้วยเครื่องเพ่ิม
ปริมาณสารพันธุกรรมในหลอดทดลอง ที่ก าหนดสภาวะการท าปฏิกิริยา PCR ดังนี้ 

 
  94 oC  1 นาที 1 รอบ 
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  94 oC  1 นาท ี
  55 oC  1 นาที       35 รอบ 
  68 oC  2 นาที  
  68 oC 7 นาที 1 รอบ 
 
จากนั้นน าตัวอย่างไปวิเคราะห์ผลโดยใช้ 1.5 % Agarose gel electrophoresis แล้ว

ย้อมเจลด้วยสารละลาย Ethidium bromide ความเข้มข้น 0.5 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร น าไปตรวจดูแถบ
ดีเอ็นเอด้วยเครื่อง Gel documentation พร้อมบันทึกภาพ 

 
1.1.3 การเตรียมชิ้น attB-PCR product ให้บริสุทธิ์ 

น าชิ้นยีน attB-PCR product ปริมาตร 25 ไมโครลิตร มาท าให้บริสุทธิ์ โดยเติม
สารละลาย 1X TBE, pH8.0 ปริมาตร 75 ไมโครลิตร ผสมสารละลายให้เข้ากัน แล้วเติมสารละลาย 30% 
PEG8000/30 mM MgCl2 ผสมสารละลายให้เข้ากัน แล้วน าไปปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 13,000 รอบต่อนาที 
เวลา 15 นาที จากนั้นดูดสารละลายส่วนบนทิ้ง และละลายตะกอนดีเอ็นเอด้วยสารละลาย 1X TBE, pH 
8.0 ปริมาตร 25 ไมโครลิตร โดยให้ดีเอ็นเอมีความเข้มข้นมากกว่า 10 ng/ul ตรวจสอบผลโดยใช้ 1.5 % 
Agarose gel electrophoresis น าสารละลายดีเอ็นเอ attB-PCR product ไปใช้งานในชั้นตอนต่อไป 

 
1.1.4 การน ายีน DFRAS attB-PCR product เข้าสู่เวคเตอร์ pDONR 221  

น าสารละลายดีเอ็นเอที่มียีน DFR attB-PCR product ปริมาตร 7 ไมโครลิตร ดูดใส่
ในหลอดขนาด 1.5 มิลลิลิตร เติมเวคเตอร์ pDONR (150 ng/ul) ปริมาตร 1 ไมโครลิตร จากนั้นเติม BP 
Clonase II enzyme mix ปริมาตร 2 ไมโครลิตร ผสมสารละลายให้เข้ากัน โดยการ vortex นาน 2 
วินาที  แล้วบ่มที่อุณหภูมิ 25 oC เป็นเวลา 1 ชั่วโมง จากนั้นเติม Proteinase K solution ปริมาตร 1 
ไมโครลิตร น าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 37 oC นาน 10 นาที ได้สารละลายดีเอ็นเอ ส าหรับใช้งานในชั้นตอนต่อไป 

 
1.1.5 การน าเวคเตอร์เข้าสู่เซลล์แบคทีเรีย 

การน ายีน DFRAS ที่เชื่อมต่ออยู่ในเวคเตอร์ pDONR 221 เข้าสู่เซลล์แบคทีเรีย One 
Shot Mach1 Chemically Competent E. coli (Invitrogen) โดยดูดสารละลายในข้อ 1.1.4 ปริมาตร 
2 ไมโครลิตร ใส่ในหลอดขนาด 2 มิลลิลิตร ที่มี Competent Cell 50 ไมโครลิตร น าไปแช่ในน้ าแข็งนาน 
30 นาที จากนั้นน าเซลล์ไป Heat-shock โดยการน าไปแช่น้ าที่อุณหภูมิ 42 oC นาน 30 วินาที แล้วรีบ
น าไปแช่ในน้ าแข็งทันที นาน 2 นาที เติม S.O.C. medium ปริมาตร 250 ไมโครลิตร ปิดฝ่าหลอด และ
น าไปบ่มในตู้เลี้ยงเชื้อที่เขย่าด้วยความเร็ว 225 รอบต่อนาที ที่อุณหภูมิ 37 oC เป็นเวลา 1 ชั่วโมง น าเชื้อ
ปริมาตร 50 ไมโครลิตร ไป spread บนอาหารแข็ง LB ที่เติม 50 ug/ml kanamycin และน าไปเลี้ยงที่
อุณภูมิ 37 oC เป็นเวลา 16 ชั่วโมง น าโคโลนีที่เจริญได้บนอาหารเลี้ยงเชื้อไปตรวจหาชิ้นดีเอ็นเอเป้าหมาย
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ด้วยวิธี Single colony PCR และเลี้ยงเชื้อโคลนที่มียีนเป้าหมาย น าไปสกัดพลาสมิด ท าให้ได้พลาสมิด
สายผสมที่มียีน DFR เชื่อมต่อกับเวคเตอร์ pDONR 221 เพ่ือใช้ในขั้นตอนต่อไป 

 
1.2 การส่งถ่ายยีน DFRAS ทีเ่ชื่อมต่อ pDONR 221 เข้าสู่ Plant Expression Vector 

การน ายีน DFR ทีเ่ชื่อมต่อกับเวคเตอร์ pDONR 221 เข้าสู่ Plant Expression Vector 
หรือ Binary vector (เวคเตอร์ pMDC32) โดยท าปฏิกิริยาในหลอดขนาด 1.5 มิลลิลตร ที่ประกอบด้วย 
ยีน DFRAS ทีเ่ชื่อมต่อกับเวคเตอร์ pDONR 221 (10 fmoles) จากข้อ 1.1.5 ปริมาตร 7 ไมโครลิตร และ
เติมเวคเตอร์ pMDC32 (20 fmoles) ปริมาตร 1 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากัน แล้วเติม LR Clonase II 
Plus enzyme mix ปริมาตร 2 ไมโครลิตร ผสมสารละลายให้เข้ากัน น าหลอดไปบ่มที่อุณหภูมิ 25 oC 
นาน 16 ชั่วโมง จากนั้นเติม Proteinase K solution ปริมาตร 1 ไมโครลิตร น าไปบ่มที่อุณหภูมิ 37 oC 
นาน 10 นาที   

การน ายีน DFRAS ที่เชื่อมต่ออยู่นในเวคเตอร์ pMDC32 เข้าสู่เซลล์แบคทีเรีย One 
Shot Mach1 Chemically Competent E. coli (Invitrogen) โดยปฏิบัติ เช่นเดียวกันข้อ 1.1.5 น า
โคโลนีที่เจริญได้บนอาหารเลี้ยงเชื้อไปตรวจหาชิ้นดีเอ็นเอเป้าหมายด้วยวิธี Single colony PCR และ
เลี้ยงเชื้อโคลนที่มียีนเป้าหมาย น าไปสกัดพลาสมิด ท าให้ได้พลาสมิดสายผสมที่มียีน DFRAS เชื่อมต่อกับ
เวคเตอร์ pMDC32 เพ่ือน าเข้าสู่ Agrobacterium  tumefaciens ต่อไป 

 
 
 

 
 

ภาพที ่1 แสดงชิ้นส่วนของยีน DFR จากดอกหน้าวัวที่อยู่ใน เวคเตอร์ pGEM-T easy 
  (กุหลาบและคณะ, 2553)  

 
2. การน าพลาสมิด pMDC32-DFRAS ถ่ายเข้าสู่ Agrobecterium tumefaciens  

pAnthu

4210 bp

DFR Anthurium (1,177 bp.)

pGEM-T easy

KpnI (1253)

NotI (44)

NotI (65)

NotI (1273)
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การน าเวคเตอร์ pMDC32 ที่ได้รับยีน DFRAS เข้าสู่เซลล์แบคทีเรีย Agrobacterium  
tumefaciens  สายพันธุ์ EHA105 โดยวิธ ีelectroporation มีข้ันตอนดังนี้  

 
2.1 การเตรียม competent cell ของเชื้อ A. tumefaciens 

  2.1.1 น าโคโลนีเดี่ยวของเชื้อ A. tumefaciens สายพันธุ์ EHA105 เลี้ยงในอาหารเหลว 
YEP ปริมาตร 500 มิลลิลิตร ที่ผสมสารปฏิชีวนะ Rifampicin ความเข้มข้น 50 ug/ml น าไปเขย่าที่ 28 

C เขย่าด้วยเครื่องเขย่าเป็นเวลา 16 ชั่วโมง ใช้เป็นเซลล์เริ่มต้น (starter) เพ่ือเตรียม competent 
cell ต่อไป   
  2.1.2 น าเซลล์เริ่มต้น 2 มิลลิลิตร เติมลงในอาหารเลี้ยงเชื้อเช่นเดียวกับข้อ 2.1.1 
ปริมาตร 200 ml น าไปเลี้ยงที่อุณหภูมิ 28 C เขย่าด้วยความเร็ว 250 รอบต่อนาทีเป็นเวลา 2-3 
ชั่วโมง จนได้ค่า OD. ที่ความยาวคลื่น 600 นาโนเมตรประมาณ 0.2-0.3 

2.1.3 แช่เชื้อในน้ าแข็งเป็นเวลา 30 นาที ต่อจากนั้นน าไปตกตะกอนเซลโดยน าไปปั่นที่
ความเร็ว 8,000 รอบต่อนาที ที่อุณหภูมิ 4 C เป็นเวลา 15 นาที แล้วสารละลายส่วนบนทิ้ง   
  2.1.4 ละลายตะกอนเซลล์ด้วย 10% glycerol ที่แช่เย็น ปริมาตร 100 มิลลิลิตร แช่ใน
น้ าแข็งต่อเป็นเวลา 10 นาที ตกตะกอนเซลล์โดยน าไปปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 8,000 รอบต่อนาที ที่
อุณหภูมิ 4 C เป็นเวลา 15 นาที แล้วสารละลายส่วนบนทิ้ง   
  2.1.5 ละลายตะกอนเซลล์ด้วย 10% glycerol ที่แช่เย็น ปริมาตร 20 มิลลิลิตร แช่ใน
น้ าแข็งต่อเป็นเวลา 10 นาที ตกตะกอนเซลล์โดยน าไปปั่นที่ความเร็ว 3500 รอบต่อนาที ที่อุณหภูมิ 4  

C เป็นเวลา 15 นาที แล้วสารละลายส่วนบนทิ้ง    
  2.1.6 ละลายตะกอนเซลล์ด้วย 10% glycerol ที่แช่เย็น ปริมาตร 2 มิลลิลิตร แบ่ง 
competent cell ใส่หลอด 1.5 มิลลิลิตร หลอดละ 50 ไมโครลิตร เก็บเซลล์ที่ได้ที่ อุณหภูมิ -80 C 
หรือน าไปใช้ในขั้นตอนการเคลื่อนย้ายพลาสมิดเข้าสู่เซลล์ A. tumefaciens ด้วยวิธี electroporation 
ต่อไป 
 

2.2 การเคลื่อนย้ายพลาสมิด pMDC32 ที่ได้รับยีน DFRAS เข้าสู่เซลล์ A. tumefaciens ด้วย
วิธี electroporation 
  2.2.1 น า competent cell ของเชื้อ A. tumefaciens จาก -80 C มาละลายใน
น้ าแข็งเป็นเวลา 5 นาที   
  2.2.2 น าพลาสมิด pMDC32 ที่ได้รับยีน DFR ปริมาตร 1 ไมโครลิตร มาใส่ในหลอด 
competent cell ผสมเบาๆ ให้เข้ากัน แช่ในน้ าแข็งเป็นเวลา 15-30 นาที ต่อจากนั้น น าส่วนผสมมาใส
ลงใน cuvette แช่ในน้ าแข็งเป็นเวลา 15-30 นาที   
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  2.2.3 ท าการเคลื่อนย้ายพลาสมิดเข้าสู่เซลล์ ด้วยวิธี electroporation โดยใช้เครื่อง  
BTX Electroporation System รุ่น ELECTRO CELL MANIPULATOR 600  โดยก าหนดสภาวะตาม
ค าแนะน าของบริษัทผู้ผลิตดังนี้    
   cuvette  Gap           0.1 cm 
  Voltage  2.0 Kv 
  Capacitor  25 F      
  Resistor  200 Ω 
 

 2.2.4 เช็ด cuvette ให้แห้งก่อน pulse หลังจาก pulse ให้เติมอาหารเหลว YEP 1 
มิลลิลิตรทันที   

2.2.5 ย้ายส่วนผสมไปเลี้ยงในหลอดขนาด 2 มิลลิลิตร เลี้ยงเชื้อที่อุณหภูมิ 28 C เขย่าที่
ความเร็ว 225 รอบต่อนาที เป็นเวลา 1 ชั่วโมง  

2.2.5 ตกตะกอนเซลล์โดยน าไปปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 10,000 รอบต่อนาที เทอาหาร
ออกแล้วเติมอาหารเหลวใหม่ลงไป 100 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากัน ดูดสารละลาย 50 ไมโครลิตร ไปเลี้ยง
บนอาหารแข็ง YEP ที่ เติม kanamycin 50 ug/ml เลี้ยงเชื้อที่อุณหภูมิ 28 C เป็นเวลา 2-3 วัน น า
โคโลนีที่เจริญได้บนอาหารเลี้ยงเชื้อไปตรวจสอบการปรากฏของพลาสมิด pMDC32 ที่ได้รับยีน DFR ด้วย
เทคนิค PCR ต่อไป  

 
2.3 การตรวจสอบการปรากฏของพลาสมิด pMDC32 ที่ได้รับยีน DFRAS ในเซลล์ 

Agrobecterium tumefaciens  
ตรวจสอบการปรากฏของพลาสมิด pMDC32 ที่ได้รับยีน DFR ใน Agrobacterium  

tumefaciens ด้วยวิธีพีซีอาร์ โดยการน าโคโลนีที่เจริญได้บนอาหารไปคัดเลือกด้วยเทคนิคพีซีอาร์ มีการ
เตรียมปฏิกิริยาที่ประกอบด้วย 10X PCR Buffer 2 ไมโครลิตร, 10 mM dNTP 0.4 ไมโครลิตร, 50 mM 
MgCl2  0.6 ไมโครลิตร, 5 uM Forward Primer (…F) 2 ไมโครลิตร, 5 uM Reverse Primer (…R) 2
ไมโครลิตร , 5 U/ul Platinum Taq DNA Polymerase 0.2 ไมโครลิตร , น้ ากลั่นนึ่ งฆ่าเชื้อ  12.8
ไมโครลิตร รวมปริมาตร 20 ไมโครลิตร ผสมสารละลายทั้งหมดให้เข้ากัน ใช้ไม้จิ้มฟันจิ้มเชื้อที่เป็นโคโลนี
เดี่ยวๆ แล้วน าเชื้อจุ่มลงในปฏิกิริยาพีซีอาร์ แล้วน าไปเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอในเครื่องด้วยเครื่องเพ่ิมปริมาณ
สารพันธุกรรมในหลอดทดลอง ที่ก าหนดสภาวะการท าปฏิกิริยา PCR ดังนี้ 

 
  94 oC  2 นาที 1 รอบ 
  94 oC  1 นาท ี
  55 oC  1 นาที       35 รอบ 
  72 oC  2 นาที  
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  72 oC 10 นาที 1 รอบ 
 

จากนั้นน าตัวอย่างไปวิเคราะห์ผลโดยใช้ 1.5 % Agarose gel electrophoresis แล้ว
ย้อมเจลด้วยสารละลาย Ethidium bromide ความเข้มข้น 0.5 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร น าไปตรวจดูแถบ
ดีเอ็นเอด้วยเครื่อง Gel documentation พร้อมบันทึกภาพ  
  น าโคลนที่ตรวจพบพลาสมิด pMDC32 ที่ได้รับยีน DFRAS มาเลี้ยงเพ่ิมปริมาณใน
อาหารเหลว YEP ที่เติม 50 ug/ml Kanamycin เลี้ยงเชื้อที่อุณหภูมิ 28ºC เป็นเวลา 16-18 ชั่วโมงเพ่ือ
ใช้ในขั้นตอนการถ่ายยีนต่อไป 

 
  

การถ่ายยีน AaDFRAS เข้าสู่หน้าวัว  

 1. การถ่ายยีนโดยอะโกรแบคทีเรียม 

 เตรียมแคลลัสหน้าวัวส าหรับใช้ในการถ่ายยีน โดยท าการเลี้ยงใบอ่อนหน้าวัวพันธุ์ราปิโด้ และ 
พันธุ์โซเนต ในอาหารสังเคราะห์ MS ท าการตัดใบหน้าวัวเป็นรูป สี่เหลี่ยมขนาด  0.5-1 เซนติเมตร เลี้ยง
ในอาหารสูตร MS วาง 5 ชิ้น/plate เลี้ยงจนกระทั่งเกิดเป็นแคลลัส และเพ่ิมแคลลัสให้ได้ปริมาณมาก
เพียงพอส าหรับน าไปใฃ้ในการถ่ายยีนต่อไป 
 เตรียมเชื้ออะโกรแบคทีเรียม โดยเลี้ยงเชื้ออะโกรแบคทีเรียม EHA 105  ที่มีพลาสมิด pMDC32 
ที่บรรจุยีน AaDFRAS ที่โคลนได้จากดอกหน้าวัว (ที่ได้จากข้อ2.) มาเลี้ยงเพ่ิมปริมาณในอาหารเหลว YEP ( 
peptone 10 g/l +Yeast extract 10 g/l , NaCL 5 g/l pH7.0)ที่ เติม Kanamycin 50 ug/ml เลี้ยง
เชื้อที่ อุณหภูมิ 28ºC เป็นเวลา 16-18 ชั่วโมง  spindown และละลาย pellet bacteria ด้วย co- 
culture media ให้ได ้OD.600 ประมาณ0.6-1.0   
 ละลาย Agrobacterium EHA 105 ในอาหารเหลว สูตรMS ที่เติม NAA 0.1 mg/l ร่วมกับ BA 2 
mg/l sucrose 3 %  pH 5.7 น าแคลลัสหน้าวัวเตรียมไว้ มาเลี้ยงเขย่าร่วมกับ Agrobacterium 15 นาที 
ล้างด้วยน้ ากลั่นที่นึ่งฆ่าเชื้อ แล้วซับเนื้อเยื่อให้แห้งด้วยกระดาษกรอง เลี้ยงในอาหารแข็ง สูตรMS ที่
อุณหภูมิห้องในสภาพมืดเป็นเวลา 3 วัน ล้างใบด้วย cefotaxime 500 mg/lg เลี้ยงในอาหารแข็ง สูตร
MS ที่เติม cefotaxime 200 mg/l เปลี่ยนอาหารใหม่ทุก 10 วัน เป็นเวลา 6 สัปดาห์ จากนั้นน าไปเลี้ยง
ในอาหาร MS ที่เติม hygromycin 50 mg/l เป็นเวลา 4 สัปดาห์ ย้ายไปเลี้ยงในอาหารที่ไม่มี antibiotic

จนกระทั่งแคลลัสพัฒนาเป็นยอด ตัดยอดไปเลี้ยงในอาหารแข็ง MS ที่เติม sucrose 3 %  pH 5.7 น าไป
ตรวจสอบการได้รับยีนด้วยเทคนิค PCR 
 

 2. การตรวจสอบต้นหน้าวัวทีไ่ด้รับยีนด้วยเทคนิค PCR  
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 น าใบของต้นหน้าวัวที่ผ่านการคัดเลือกให้ต้านทานต่อ hygromycin มาสกัดดีเอ็นเอด้วยชุดสกัด 
NucleoSpin® Plant II Kit ตามวิธีของบริษัท MACHEREY-NAGEL ตรวจสอบดีเอ็นเอที่ได้โดยใช้ agarose 
gel electrophoresis ย้อมเจลด้วย  Ethidium Bromide ตรวจสอบและบันทึกภาพด้วยเครื่อง Gel 
Doc จากนั้นวัดปริมาณดีเอ็นเอที่สกัดได้ด้วยเครื่อง BioDrop และปรับความเข้มข้นของดีเอ็นเอให้ได้ 50 
นาโนกรัมต่อไมโครลิตร น าสารละลายดีเอ็นเอที่ได้ไปการตรวจสอบการปรากฏของยีน  AaDFRAS ใน
หน้าวัวที่ ได้จากการถ่ายยีนด้วยเทคนิค PCR โดยใช้ ไพรเมอร์ คือ NOSter204.F, NOSter204.R  
(204bp) เป็นไพรเมอร์ที่ออกแบบให้มีความจ าเพาะกับต าแหน่งของ Nos terminater และยีน AaDFR-
AS จากนั้นตรวจสอบผลผลิตของ PCR ด้วยเทคนิค Agarose gel electrophoresis 

 

 
ระยะเวลา (เริ่มต้น - สิ้นสุด) 

 2554- 2558 
 
สถานที่ด าเนินการ 
 

ส านักวิจัยพัฒนาเทคโนโลยีชวีภาพ    กรมวิชาการเกษตร  
      

 
ผลการทดลองและวิจารณ์ 

 
การสร้างชุดยีน  
 การสร้างชุดยีน pMDC32-DFRAS   

 
1.การน ายีน DFRAS เข้าสู่ Expression Vector โดยใช้เทคโนโลยี Gateway 

1.1 การน ายีน DFRASเข้าสู่ Entry Clones 
การน ายีนเข้าสู่  Entry Clones เป็นการเตรียมชิ้นดี เอ็นเอของ  DFR ให้อยู่ ในรูปของ

Antisense และให้เหมาะสมส าหรับการโคลนยีนโดยใช้เทคโนโลยี Gateway จากการน าล าดับเบสของ
ยีน DFR ที่โคลนได้ (กุหลาบและคณะ,2553) มาออกแบบไพรเมอร์ใหม่ และดัดแปลงล าดับเบสของไพร
เมอร์ Forward และ Reverse โดยเติมล าดับเบสที่ปลายด้าน 5’ จากการออกแบบไพรเมอร์ พบว่าได้ไพร
เ ม อ ร์ ด้ า น  Forwardคื อ  AaDFRattB2 AS มี ล า ดั บ เ บ ส 
GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTGTCCCCGTGCTAT CACTGTTC และได้ไพรเมอร์ด้าน 
Reverse คื อ  AaDFRattB1 AS มี ล า ดั บ เ บ ส
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GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTATCAGTTTCTGCCTCTATA โดยไพรเมอร์ดังกล่าว
จะไปจับบริเวณภายในของยีน DFR ที่โคลนได้ (ภาพที่2) จากนั้นท าการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอของยีน 
DFRAS ได้ชิ้นดีเอ็นเอขนาด 1,120 คู่เบส และมีชิ้นดีเอ็นเอเพียงแถบเดียวเท่านั้น (ภาพที่ 3) แสดงให้เห็น
ว่าไพรเมอร์ที่ออกแบบได้นั้นสามารถเพ่ิมปริมาณชิ้นดี เอ็นเอได้อย่างมีความจ าเพาะกับยีน DFR เพียง
อย่างเดียว อีกทั้งในการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอครั้งนี้ได้ใช้ Pfu DNA polymerase ซึ่งเป็นเอนไซม์ที่มี
กิจกรรม 3′-5′ exonuclease ด้วยเหตุนี้จึงท าให้เอนไซม์มี fidelity ที่สูง เหมาะส าหรับการเพ่ิมปริมาณ
ชิ้นของยีน DFR ที่ใช้ในงานวิจัยนี้เนื่องจากผลผลิตพีซีอาร์ที่ได้มีต้องการความถูกต้องของล าดับเบสสูง (วี
ระพงศ,์ 2012) 

 
 

 
 
ภาพที่ 2 ต าแหน่งไพรเมอร์ที่ต่อด้วย attB1 (ตัวอักษรสีเขียว) (บน) และ attB2 (ตัวอักษรสีแดง) (ล่าง) ที่
 ใช้เพิ่มปริมาณยีน DFRAS 
 

 Antisense เป็นล าดับ oligonucliotides สายสั้นๆ ของ DNA หรือ RNA ที่ออกแบบมาให้เป็นคู่
สมและมีความจ าเพาะกับล าดับเบสของยีนที่สนใจ  เพ่ือเปลี่ยนแปลงการแสดงออกของยีนนั้นให้มีความ
แตกต่างไปจากเดิม  ซึ่งเป็นผลมาจากการจับคู่กันของ  Antisense oligonucliotides กับยีน  โดยอาศัย
หลักการ คือการป้องกันหรือขัดขวางไม่ให้มีการสังเคราะห์โปรตีนจากยีนเป้าหมาย  แต่ยังไม่ทราบกลไกที่
แ น่ ชั ด (Christine Antler.2003.),(http://cmbi.bjmu.edu.cn/cmbidata.) antisense strand ห รื อ 
DNA template คือ ดีเอ็นเอสายเดี่ยว (ssDNA) หรือสายโพลีนิวคลีโอไทด์ (polynucleotide) ที่ท า
หน้าที่เป็นแม่แบบส าหรับกระบวนการการลอกรหัสโดยให้ RNA polymerase เข้าเกาะแล้วเริ่มต้นการ

ลอกรหัสในทิศทาง 5’→3’ ดังนั้น ssDNA template คือสายดีเอ็นเอที่มีทิศทาง 3’→5’ ซึ่งสายใดสาย
หนึ่งของ DNA อาจเป็นทั้ง antisense strand ของยีนหนึ่ง แต่เป็น sense strand ของอีกยีนหนึ่งก็ได้ 
ทั้ ง นี้ ขึ้ น อ ยู่ กั บ ต า แ ห น่ ง  promoter gene ซึ่ ง เป็ น ตั ว ก า ห น ด ทิ ศ ท า ง ก า ร ล อ ก ร หั ส 
(http://cpe.rsu.ac.th/ut/courses) ได้มีการน าเทคโนโลยีantisense ไปใช้ประโยชน์อย่างกว้างขวาง 
ส าหรับในพืชได้ประสบผลส าเร็จใน การสร้างมะเขือเทศ :The Flavr Savr tomato โดยใช้ antisense 
RNA ไปควบคุม การ สุก ของ มะเขือเทศ โดยไปจับกับ mRNA ที่เกี่ยวกับการสร้างเอธิลีน จึงส่งผลให้
มะเขือสุกช้าลง นอกจากนี้  เทคนิค antisense ของยีนACC oxidase ได้ถูกน ามาใช้ในการชลอความสุก

http://cmbi.bjmu.edu.cn/cmbidata
http://cpe.rsu.ac.th/ut/courses
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ของ ผลไม้ ใน กลุ่ม แตง ( melon ) มะละกอ และอ่ืนๆ ส่วนในไม้ดอกมีใช้เทคโนโลยี antisense ในการ
ควบคุมสีดอก เช่นการยับยั้งและ     เปลี่ยนแปลงการเกิดสีดอกในพิทูเนียท าให้ได้ดอกที่มีสีเปลี่ยนไป
(Christine Antler.2003.) (http://cmbi.bjmu.edu.cn/cmbidata.)  

ชิ้นดีเอ็นเอของยีน DFRAS ที่เพ่ิมปริมาณได้ จะมีชิ้นส่วนของดีเอ็นเอ attB1 และ attB2 
เชื่อมติดอยู่ เมื่อน ามาท าให้บริสุทธิ์โดยใช้ PEG8000 พบว่าชิ้นดีเอ็นที่ได้มีความเข้มข้นมากกว่า 10 ng/ul 
และมีปริมาณเพียงพอในการน ายีนเข้าสู่เวคเตอร์ pDONR 221 ได้ประสบผลส าเร็จ ซึ่งจากการตรวจสอบ
โดยการน าโคโลนีของแบคทีเรียที่ได้รับโคลนเป้าหมายด้วยเทคนิค Single colony PCR พบว่าทุกโคโลนี
ที่ท าการตรวจสอบ สามารถตรวจพบแถบดีเอ็นเอขนาด 1,120 คู่เบส (ภาพที่ 4) จึงสรุปได้ว่าชิ้นยีน 
DFRAS ที่อยู่ในต าแหน่งกลับทิศได้ถูกน าเข้าไปอยู่ในเวคเตอร์ pDONR 221 แล้ว (ภาพที่5) และเมื่อน า
โคโลนีเป้าหมายดังกล่าวไปเลี้ยงเพ่ิมปริมาณ และสกัดพลาสมิด พบว่าได้  พลาสมิดที่มีปริมาณมาก (ภาพ
ที่ 6) และสามารถใช้ชิ้นยีน DFRAS ที่อยู่ในเวคเตอร์ pDONR 221 น าเข้าสู่ Plant Expression Vector 
ต่อไป 

ในขั้นตอนการน าชิ้นยีน DFRAS ที่มีส่วนของ attB1 และ attB2 เข้าสู่เวคเตอร์ pDONR 
221 เป็นการใช้เทคโนโลยี Gateway ซึ่งเป็นระบบที่ออกแบบมาให้มีความง่ายในการ cloning และ 
subcloning ชิ้นดีเอ็นเอที่สนใจเข้าเวคเตอร์ได้ โดยรวมอยู่ในขั้นตอนเพียงไม่กี่ขั้นตอน คือเราสามารถที่
จะท าการ clone ดีเอ็นเอที่สนใจเข้าเวคเตอร์ที่เรียกว่า Gateway entry vector และท าการย้ายชิ้นดี
เอ็น เอจากเวคเตอร์นี้ ไปสู่ เวค เตอร์ตั ว อ่ืนๆ  ที่ เป็ นระบบ Gateway เหมือนกัน ได้  โดยอาศั ย 
bacteriophage lamda-based site-specific recombinant ที่เรียกว่า att site ดังนั้นในกระบวนการ
ท า cloning จึงไม่ต้องการขั้นตอนการใช้ restriction enzyme และ ligase enzyme ซึ่งในงานวิจัยนี้ได้
น าชิ้นยีน DFR ที่มีส่วนของ attB1 และ attB2 เชื่อมต่ออยู่ทางด้านปลาย 5’และปลาย 3’ นั้น จะมีการ
แลกเปลี่ยนชิ้นดีเอ็นเอซึ่งกันและกัน โดยเกิดที่ต าแหน่ง attB1, attB2 ของชิ้นยีน DFRAS กับต าแหน่ง 
attP1, attP2 ที่อยู่บนเวคเตอร์ pDONR 221 จึงท าให้ได้ Entry Clones คือ pDONR 221 ที่มีชิ้นดีเอ็น
เอ DFRAS (ภาพที่ 5) ส าหรับใช้งานในขั้นตอนต่อไป 
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ภาพที่ 3 แถบดีเอ็นเอที่ได้จากการเพ่ิมปริมาณยีน DFR ทีอยู่ในเวคเตอร์ pGEM easy (Pfu DNA 
polymerase) ด้วยไพรเมอร์ AaDFRASB1B2  M = 100 bp DNA Ladder (Invitrogen)  

 
 
 

 
 
ภาพที่ 4 แถบดีเอ็นเอท่ีได้จาการตรวจสอบชิ้นยีน DFR จากโคลนแบคทีเรียที่ได้รับเวคเตอร์ pDONR 221 

โดยวิธี colony PCR  M = 100 bp DNA Ladder (Fermentus) 
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ภาพที่ 5 แสดงชิ้นส่วนของยีน  DFR_AS จากดอกหน้าวัวที่อยู่ใน เวคเตอร์ pDORN 221 
 
 
 

 
 
ภาพที่ 6 พลาสมิดที่สกัดจาก pDONR221 ที่ได้รับยีน DFRAS M = 100 bp DNA Ladder  
 
 

1.2 การน ายีน DFRAS เข้าสู่ Plant Expression Vector 
 จากการใช้เทคโนโลยี Gateway น ายีน DFRAS ที่เชื่อมต่ออยู่กับเวคเตอร์ pDONR 221 

เข้าสู่ Plant Expression Vector ผลการทดลองพบว่าสามารถน ายีน DFRAS เข้าสู่เวคเตอร์ pMDC32 
ซึ่งเป็น Plant Expression Vector ได้ส าเร็จ โดยผลจากการน าโคโลนีของแบคทีเรียที่ขึ้นบนอาหารเลี้ยง
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คัดเลือก ไปตรวจสอบด้วยเทคนิค Single colony PCR พบว่าโคโลนีที่ได้รับชิ้นยีน DFRAS สามารถตรวจ
พบแถบดีเอ็นเอขนาด 1,120 คู่เบส ซึ่งเป็นขนาดที่ตรงกับค่าคาดหมายที่ก าหนดไว้ แต่โคโลนีที่ไม่ได้รับชิ้น
ยีน DFRAS จะไม่ปรากฏแถบดีเอ็นเอขนาด 1,120 คู่เบส (ภาพที่ 7) จึงสรุปได้ว่าชิ้นยีน DFRAS ได้ถูก
น าเข้าไปอยู่ในเวคเตอร์ pMDC 32 แล้ว และเมื่อน าโคลนเป้าหมายดังกล่าวไปเลี้ยงเพ่ิมปริมาณ และ
สกัดพลาสมิด พบว่าได้พลาสมิดที่มีปริมาณมาก (ภาพที่ 8,9) สามารถใช้ในขั้นตอนการน าชิ้นยีน DFRAS 
ที่อยู่ในเวคเตอร์ pMDC 32 ไปถ่ายเข้าสู่ Agrobecterium tumefaciens ต่อไปได้  

 
 
 

 
 

ภาพที่ 7  แสดงผลการตรวจสอบโคลนที่ได้รับยีน AaDFRAS ซึ่งอยู่ใน binary vector pMDC32 ด้วยไพร
เมอร์ AaDFRAS ช่อง 1-2 = โคลนที่ได้รับยีน AaDFRAS ช่อง 3-4 = โคลนที่ไม่ได้รับ AaDFRAS  

M = 1 Kb DNA Ladder   
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ภ าพ ที่ 8  แ ถบ ดี เ อ็ น เอขอ งพ ล าส มิ ด ที่ ส กั ด ได้ จ าก โค ลน ของแบ ค ที เรี ย ที่ ได้ รั บ พ ล าส มิ ด    

AaDFRAS.pMDC32 ที่ผ่านการตรวจสอบพลาสมิดด้วยเทคนิค PCR ตามภาพที่7 (ช่องที่ 1-2) 
M= 1Kb DNA Ladder  

 

 
 
ภาพที่ 9 แสดงชิ้นส่วนของยีน  DFR AS จากดอกหน้าวัวที่อยู่ใน เวคเตอร์ pMDC32 
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เวคเตอร์ pMDC 32 ซึ่งเป็น Plant expression vector หรือ Binary vector ซึ่งมีขนาด 
11,752 คู่เบส  ที่ประกอบด้วยโครงสร้างที่ส าคัญ 2 ชุด คือ ชุดโครงสร้างยีนที่เกี่ยวกับการท างานของยีน
เป้าหมายตลอดจนยีนประกอบอื่นๆ ที่ใช้ในการคัดเลือก และการตรวจสอบพืชที่ได้รับการถ่ายยีน ซึ่งต้อง
จัดท าให้เป็นโครงสร้างที่เหมาะสมในการแสดงออกในพืช โดยจะต้องประกอบด้วย 2X35S Promoter ที่
ควบคุมการลอกรหัสจากยีนเป็น mRNA  และ nos terminator เป็นที่ควบคุมการหยุดการลอกรหัส 
Left border (LB) และ Right border (RB) เป็นต าแหน่งที่ใช้ในการน ายีนเป้าหมายเป้าไปในพืช มีความ
ต้านทานต่อสารปฏิชีวนะ Kanamycin เพ่ือช่วยคัดเลือกในอารหารเลี้ยงเชื้อ และมีความต้านทานต่อสาร
ปฏิชีวนะ Hygromycin เพ่ือใช้ในการคัดเลือกเฉาะเซลล์ของต้นพืชที่ได้รับยีนเป้าหมาย  
 
2. การน าพลาสมิด pMDC32-DFRAS ถ่ายเข้าสู่ Agrobecterium tumefaciens  

การ เคลื่ อน ย้ าย  pMDC32-DFRAS ซึ่ ง เป็ น  Binary vector เข้ าสู่ เซล ล์  Agrobacterium 
tumefaciens สายพันธุ์ EHA105 พบว่า competent cell ที่เตรียมได้นั้น สามารถน าไปใช้ในการส่ง
ถ่ายพลาสมิดเข้าสู่เซลล์โดยวิธี electroporation ได้ส าเร็จ ผลที่ได้จากการน าเซลล์ไปคัดเลือกในอาหารที่
เติมสารปฏิชีวนะ Kanamycin พบโคโลนีที่สามารถเจริญเติบโตบนอาหารคัดเลือกได้ (ภาพที่ 10) ซึ่งต้อง
ใช้เวลาในการเลี้ยงนาน 2-3 วัน จึงจะสังเกตเห็นเซลล์ Agrobecterium tumefaciens เจริญเป็นโคโลนี   

การเตรี ยม  competent cell ของแบคที เรีย  Agrobacterium tumefaciens สาย พัน ธุ์ 
EHA105 เพ่ือใช้ในการส่งถ่ายพลาสมิดเข้าสู่เซลล์ electroporation นั้น พบว่าวิธีการน าเชื้อที่เก็บไว้เป็น
เวลานานมาเลี้ยงในอาหารเหลว เพ่ือใช้เป็นเซลล์เริ่มต้น (starter) ก่อนที่จะน าไปเลี้ยงในอาหารเพ่ือ
ปริมาณมากๆ นั้น เป็นการกระตุ้นให้เซลล์ที่เก็บไว้นานมีการแบ่งตัว ให้ได้เซลล์ใหม่ๆ เมื่อน าไปเลี้ยงเพ่ิม
ปริมาณในอาหารจ านวนมาก ก็จะมีการแบ่งตัวได้อย่างรวดเร็ว ในขั้นตอนการท าความสะอาดเซลล์และ
ท าให้เซลล์เข้มข้นนั้น การล้างเซลล์โดยใช้ 10% glycerol และปั่นตกตะกอนในเครื่องปั่นเหวี่ยงที่มี
อุณหภูมิ 4 oC เป็นการรักษาเซลล์ให้สูญเสียสภาพน้อยที่สุด เพื่อท าให้การส่งถ่าย พลาสมิดเข้าสู่เซลล์ได้มี
ประสิทธิภาพ   
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ภาพที่ 10 แสดงโคโลนีของแบคทีเรีย Agrobacterium  tumefaciens สายพันธุ์ EHA105  ที่ได้รับ 
พลาสมิด pMDC32-DFRAS  

 
 

การตรวจสอบ Agrobacterium  tumefaciens ที่ได้รับพลาสมิด pMDC32-DFRAS พบว่าการ
ตรวจสอบโดยใช้ ไพรเมอร์  AaDFRASp32F (GGACTTCGAATCCAAGGACC) และ  AaDFRASp32R 
(AGCAGATGTACCTTCCCTTG) ซึ่งเป็นไพรเมอร์ที่มีล าดับเบสอยู่ภายในยีน AaDFRAS สามารถตรวจพบ
แถบดีเอ็นเอขนาด 500 คู่เบส (ภาพที่ 11,12)  ซึ่งเป็นขนาดที่ตรงกับค่าคาดหมายนอกจากนี้ได้ตรวจสอบ
โ ด ย ใ ช้ ไ พ ร เม อ ร์  AaDFRASF (GGTACTAGTGTCCCCGTGCTATCACTGTTC) แ ล ะ  AaDFRASR 
(GGTGGTCACCTATCAGTTTCTGCCTCTATA) ซึ่ งเป็น ไพรเมอร์ที่ มีล าดับ เบสอยู่ที่ จุดเริ่มต้นและ
จุดสิ้นสุดของยีน AaDFRAS สามารถตรวจพบแถบดีเอ็นเอขนาด 1,120 คู่เบส (ภาพที่ 11,12)   ซึ่งเป็น
ขนาดที่ตรงกับค่าคาดหมาย และเป็นชิ้นดีเอ็นเอทั้งหมดของยีนที่อยู่ในพลาสมิด pMDC32 จึงสรุปได้ว่า
โคโลนีของเชื้อ Agrobacterium tumefaciens สายพันธุ์ EHA105 ที่เจริญได้บนอาหารคัดเลือกที่เติม 
Kanamycin นั้น ได้รับพลาสมิด pMDC32-DFRAS ซึ่งเป็นยีนเป้าหมายที่ได้ถูกถ่ายเข้าไปแทรกอยู่ 
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ภาพที่ 11 แสดงต าแหน่งไพรเมอร์ที่ใช้ตรวจสอบยีนใน pMDC32  
  สีด า : ไพรเมอร์ AaDFRASp32F , AaDFRASp32R ให้ผลผลิตพีซีอาร์ขนาด 500คู่เบส      
  สีฟ้า : ไพรเมอร์ AaDFRASF , AaDFRASR ให้ผลผลิตพีซีอาร์ขนาด 1120 คู่เบส 
 
 

  
 

ภาพที่ 12 แสดงแถบดีเอ็นเอของการตรวจสอบเชื้อ A. tumefaciens EHA105 ที่ได้รับเวคเตอร์ 
pMDC32-AaDFRAS (ช่องท่ี 1 คือแถบดีเอ็นเอ ขนาด 500 bp จากการตรวจสอบด้วยไพร
เมอร์AaDFRASp32F+ AaDFRASp32R , ช่องที่ 3 คือแถบดีเอ็นเอ ขนาด 1120 bp จากการ
ตรวจสอบด้วยไพรเมอร์ AaDFRASF+AaDFRASR) และ (ช่องที่ 2,4 คือ A. tumefaciens 
EHA105 ที่ไม่ได้รับ pMDC32-AaDFRAS จากการตรวจสอบด้วยไพรเมอร์AaDFRASp32F+ 
AaDFRASp32R และ AaDFRASF+AaDFRASR ตามล าดับโดยมี 100 bp. DNA Ladder เป็น
ตัวเปรียบเทียบขนาดชิ้นดีเอ็นเอ  

 
2. การถ่ายยีน AaDFR-AS เข้าสู่หน้าวัว 
 

2.1 การเตรียมพืชส าหรับใช้ถ่ายยีนและทดสอบวิธีการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ 
 จากการน าใบอ่อนมาฟอกฆ่าเชื้อที่ผิว แล้วน ามาเลี้ยงในอาหารสูตร MS ท าให้ได้ชิ้นส่วนของ
หน้าวัวในสภาพปลอดเชื้อ สามารถน ามาชักน าให้เกิดแคลลัส  และเพ่ิมปริมาณแคลลัสให้ได้ปริมาณเพ่ิม
มากขึ้น (ภาพที่ 13) สามารถทดสอบระดับ cefotaxime ที่เหมาะสมในการเจริญเติบโต และระดับ
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Hygromycinที่เหมาะสมในการคัดเลือกหน้าวัว สามารถชักน าให้แคลลัสพัฒนาเป็นต้นที่สมบูรณ์ได้
(ภาพที่ 14) 
 
 

 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 13. การเกิดแคลลัสจากการเลี้ยงใบอ่อนของหน้าวัว ในอาหารสูตร MS (บนซ้าย=แคลลัสจากการ
   เลี้ยงใบอ่อนเป็นเวลา 4 เดือน บนขวา=แคลลัสจากการเลี้ยงใบอ่อนเป็นเวลา 6 เดือน ล่าง    
   ซ้าย= แคลลัสจากการเลี้ยงใบอ่อนเป็นเวลา 8 เดือน ล่างขวา= แคลลัสจากการเลี้ยงใบอ่อน
   เป็นเวลา 12 เดือน   

 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพที1่4. การพัฒนาของต้นจากแคลลัสที่ได้จากการเลี้ยงใบอ่อนของหน้าวัวพันธุ์โซเนต ในอาหารสูตร 
   MS (ซ้าย = ยอดอ่อน อายุ 6 เดือน  กลาง= ต้นที่สมบูรณ์พร้อมออกปลูก  ขวา = ต้นที่ย้าย
   ออกปลูก 1  เดือน 
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2.2 การถ่ายยีนโดยใช้อะโกรแบคทีเรียม  
 จากการถ่ายยีน DFR ในรูป antisense อยู่ในพลาสมิด pMDC32 (pMDC32-DFRAS) เข้าสู่
แคลลัสของหน้าวัว โดยใช้ Agrobacterium พบว่าสามารถส่งถ่ายยีน  DFRAS เข้าสู่หน้าวัวได้ส าเร็จ เมื่อ
ท าการตรวจสอบชิ้นแคลลลัสที่ได้รับการถ่ายยีนในอาหารคัดเลือก โดยน าแคลลัสไปเลี้ยงบนอาหาร
คัดเลือก MS ที่เติม hygromycin 50 mg/l  หลังจากเพาะเลี้ยงเป็นเวลา 1 เดือน พบว่าแคลลัสหน้าวัวที่
ได้รับการถ่ายยีนจะเจริญเติบโตและพัฒนาต่อไปได้ ส่วนแคลลัสหน้าวัวที่ไม่ได้รับการถ่ายยีนจะกลายเป็น
สีน้ าตาลและตายในที่สุด    เมื่อชักน าแคลลัสที่ได้รับการถ่ายยีนให้พัฒนาเป็นยอด สามารถน าไป
ตรวจสอบการได้รับการถ่ายยีนด้วยเทคนิค PCR  เมื่อเพาะเลี้ยงต้นที่ผ่านการตรวจสอบต่อเป็นระยะเวลา 
12 เดือนก็สามารถจะเจริญเป็นต้นที่สมบูรณ์พร้อมที่จะออกปลูกได้ (ภาพที่ 15) 

 
 
 
 
                          
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพที่ 15. การพัฒนาของแคลลัสหน้าวัวพันธุ์ราปิโด ที่ได้จากการถ่ายยีน DFRในรูป antisene (บนซ้าย=
   แคลลัส หลังได้รับการถ่ายยีน 7 วัน  บนขวา=แคลลัสที่ เลี้ยงในอาหารคัดเลือกที่ เติม
 hygromycin  50 mg/l เป็นเวลา 30 วัน   ล่างซ้าย= แคลลัสที่ผ่านการคัดเลือก หลังจากน ามา
 เลี้ยงเป็นเวลา 60 วัน  ล่างขวา = ต้นที่เกิดจากการพัฒนาของแคลลัสที่ผ่านการคัดเลือก เมื่อ
 น ามาเลี้ยงต่อเป็นเวลา 12 เดือน   

 

3.การตรวจสอบต้นหน้าวัวทีไ่ด้รับยีนด้วยเทคนิค PCR  

 ผลการตรวจสอบการปรากฏของยีน DFR ในรูป antisense (DFRAS)ในต้นหน้าวัวที่ได้จากการ
ถ่ายยีนด้วยเทคนิค PCR โดยใช้ไพรเมอร์ NOSter204.F และ NOSter204.R  พบว่าสามารถตรวจพบ



 24 

แถบดีเอ็นเอขนาด 204 คู่เบส เพียงแถบเดียวเท่านั้น (ภาพที่16) ซึ่งแสดงให้เห็นว่าไพรเมอร์ที่ออกแบบได้
มีความจ าเพาะกับต าแหน่งของยีน DFR และ Nos terminater ซึ่งเป็นชุดยีนที่ถ่ายเข้าสู่หน้าวัว จะเห็นได้
ว่าไพรเมอร์ ที่ใช้ตรวจสอบนั้นจะเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอได้เฉพาะต้นหน้าวัวที่ได้รับการถ่ายยีนเท่านั้น ไม่
สามารถเพ่ิมปริมาณจากดีเอ็นเอของต้นหน้าวัวที่ไม่ได้รับการถ่ายยีน (ภาพท่ี16)  

 
 

 

 
 

ภาพที่16. ผลการตรวจสอบต้นหน้าวัวที่ได้รับการถ่ายยีน DFR ในรูป antisene ด้วยเทคนิค PCR โดยใช้
 ไพรเมอร์  NOSter204.F, NOSter204.R  (204bp) (1-4 = ต้นที่ได้รับการถ่ายยีน ,5 = ต้นที่
 ไม่ได้รับการถ่ายยีน , 6 = AaDFRAS_PMDC32, 7=control,  M=100bp marker ) 

 

 
สรุปผลการทดลองและข้อเสนอแนะ 

  
 การสร้างชุดยีน dihydroflavonol 4-reductase (DFR)  ซึ่งเป็นยีนที่เกี่ยวข้องกับการเกิดสี
ในวัฎจักรการสังเคราะห์รงควัตถุ anthocyanin ที่โคลนได้จาก cDNA ของดอกหน้าวัวให้อยู่ในรูปควบคุม
การแสดงออกของยีนแบบกลับทิ ศ   ได้ เป็ น  pMDC32-DFRAS. และน า เข้ าสู่  Agrobacterium  
tumefaciens สาย พั น ธุ์  EHA105 ท าให้ ได้ ชุ ด ยี น  pMDC32- DFRAS ที่ อ ยู่  ใน  Agrobacterium  
tumefaciens สามารถถ่ายฝากสู่หน้าวัวประสบผลส าเร็จ เมื่อน าต้นมาตรวจสอบด้วยเทคนิค PCR โดยใช้
ไพรเมอร์ที่จ าเพาะ พบว่าต้นที่ได้รับการถ่ายยีน จะปรากฎแถบดีเอ็นเอที่เพ่ิมปริมาณได้ ส่วนต้นที่ไม่ได้รับ
การถ่ายฝากจะไม่ปรากฎแถบดีเอ็นเอ ซึ่ งต้นหน้าวัวที่ได้รับการถ่ายยีนนี้สามารถน าออกปลูกเพ่ือ
ตรวจสอบผลต่อการเปลี่ยนแปลงสีของดอกหน้าวัวในโอกาสต่อไป 
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การน าไปใช้ประโยชน์ 
 

 ได้ชุดยีนที่ควบคุมการสร้างเอนไซม์ dihydroflavonol 4-reductase (DFR) จากดอกหน้าวัวที่
อยู่ในรูปควบคุมการแสดงออกของยีนแบบกลับทิศ ที่เป็นของกรมวิชาการเกษตรส าหรับน าไปใช้
ประโยชน์ในการปรับแต่งสีหน้าวัวโดยวิธีการถ่ายยีน เพ่ือสร้างความหลากหลายของสีดอก ได้วิธีการถ่าย
ยีนสู่หน้าวัว ได้หน้าวัวที่มีสีดอกเปลี่ยนไป นอกจากนี้สามารถน าไปเผยแพร่ในวารสารทางวิชาการได้ 

      หนว่ยงานที่น าผลการวิจัยไปใช้ประโยชน์ นักปรับปรุงพันธุ์ กรมวิชาการเกษตร สถาบันการศึกษา 
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