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แบบรายงานเร่ืองเต็ม ผลการวิจัยที่สิ้นสุด ปีงบประมาณ 2557 
 
1. ชุดโครงการวิจัย  แผนงานวิจัยและพัฒนาเทคโนโลยีชีวภาพ  
 

2. โครงการวิจัย  เทคโนโลยีชีวภาพเพ่ือวิจัยพัฒนาพืชและจุลินทรีย์ในสภาวะโลกร้อน 
  

3. ชื่อการทดลองที่ 1  การค้นหายีนและการแสดงออกยีนที่ตอบสนองต่อสภาวะเครียดในข้าวโพดที่มี
ความส าคัญทางเศรษฐกิจของประเทศไทย 

 ชื่อการทดลอง (ภาษาไทย) การโคลนยีนที่ทนต่อสภาวะขาดน  าในข้าวโพดพันธุ์ทนแล้ง 

 ชื่อการทดลอง (ภาษาอังกฤษ) Cloning of Drought Stress Gene in Zea mays (L.) 
 

4. คณะผู้ด าเนินงาน 

 หัวหน้าการทดลอง  นางสาวสุภาวดี  ง้อเหรียญ สังกัด   ส านักวิจัยพัฒนาเทคโนโลยีชวีภาพ 

 ผู้ร่วมงาน    นายพยุงศักดิ์  รวยอารี สังกัด   ส านักวิจัยพัฒนาเทคโนโลยีชวีภาพ 
     นางสาวอรุโณทัย  ซาววา สังกัด   ส านักวิจัยพัฒนาเทคโนโลยีชวีภาพ 
     นางหทัยรัตน์  อุไรรงค์ สังกัด   ส านักวิจัยพัฒนาเทคโนโลยีชวีภาพ 
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Abstract 

 
 SINA3 and SINAT3 genes is an E3 ubiquitin ligase enzyme that plays a critical role in 
regulating plant responses to abiotic stresses such as drought, temperature fluctuations, high 
salinity, radiation and nutrient deprivation adversely affect growth, development and productivity. 
In this study, two full-length cDNA sequences of corn (Zea mays L.) encoding ZmSINA3 and 
ZmSINAT3 have been isolated from four corn variety names TAKFA 1, TAKFA 3, NAKORNSAWAN 
3 and NAKORNSAWAN 1 via RT – PCR based method with SINA3 (forward) + SINA3 (reverse) and 
SINAT3 (forward) + SINAT3 (reverse). The SINA3 and SINAT3 gene sequence contains a fragment 
of 1026 and 1050 bp complete ORF, encoded for 341 and 349 amino acids polypeptide. The 
highly conserved region of the gene is E3 ubiquitin protein ligase which are also found in 
monocots Zea mays L. (EF434383.1, EU966994.1) and Setaria italica (L.) Beauv. (XM003572636.1, 
XM004960614.1) with 99% and 90% of homology respectively. A 1026 bp and 1050 bp fragment 
of the ZmSINA3 and ZmSINAT3 gene was inserted into plant expression vector pCAMBIA2300 
containing 35SCaMV promoter and NOS terminator, nptII as selectable marker with total size of 
10.6 and 10.7 kb for pCAMBIA2300 – ZmSINA3 and pCAMBIA2300 – ZmSINAT3 over – expression 
cassette. 
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บทคัดย่อ 

 
การโคลนยีนที่ทนต่อสภาวะขาดน  าในข้าวโพดพันธุ์ทนแล้ง มีวัตถุประสงค์เพ่ือโคลนยีนและศึกษา

คุณสมบัติของยีนที่เกี่ยวข้องกับลักษณะการทนต่อสภาวะขาดน  าในพืช ส าหรับน าไปใช้ในการพัฒนาพันธุ์พืชให้มี
ศักยภาพในการให้ผลผลิตและสามารถทนต่อสภาวะเครียดอันเกิดจากภาวะขาดน  าในพืชได้ ซึ่งยีนที่ท าการโคลนใน
ครั งนี ได้แก่ ยีน SINA3 และ SINAT3 เป็นยีนที่อยู่ในกลุ่ม E3 ubiquitin ligase เป็นเอนไซม์ที่มีบทบาทส าคัญใน
การควบคุมการแสดงออกของยีนที่ตอบสนองต่อสภาวะเครียดของพืช โดยการควบคุมการเปลี่ยนแปลง
กระบวนการถอดรหัส (responsive transcription factors) ที่จ าเป็นส าหรับการปรับตัวให้เข้ากับสภาวะเครียด
และการควบคุมกิจกรรมของโปรตีนต่างๆ ส าหรับน าไปใช้ภายในเซลล์พืช งานวิจัยนี ได้ท าการโคลนยีน SINA3 และ 
SINAT3 จากข้าวโพดพันธุ์ทนแล้ง โดยท าการออกแบบไพรเมอร์ในบริเวณที่มีความเหมือนของล าดับพันธุกรรม
อย่างสูง (conserved region) จากยีน SINA3 และ SINAT3 ในพืชชนิดต่างๆ ที่ค้นหาได้จากฐานข้อมูล NCBI    
น าไพรเมอร์ที่ออกแบบได้มาท าปฏิกิริยา RT–PCR กับอาร์เอ็นเอรวมของข้าวโพด 4 พันธุ์ ได้แก่ ตากฟ้า 1 (TF1), 
ตากฟ้า 3 (TF3), นครสวรรค์ 3 (NS3) และ นครสวรรค์ 1 (NS1) ได้ยีน SINA3 และ SINAT3 มีขนาดเท่ากับ 1,026 
คู่เบส และ 1,050 คู่เบส ตามล าดับ เมื่อน าข้อมูลที่ได้มาวิเคราะห์โครงสร้างของยีนโดยใช้โปรแกรม EMBL-EBI 
database พบว่า ยีน SINA3 และ SINAT3 ที่ได้มีส่วนประกอบครบทั งยีน ซึ่งประกอบด้วย ล าดับเบสในส่วนที่มี
การแสดงออกของยีน Open Reading Frame (ORF) จ านวน 1 exon สามารถถอดรหัสเป็นกรดอะมิโนของยีน 
SINA3 และ SINAT3 เท่ากับ 341 และ 349 amino acids เมื่อน าล าดับนิวคลีโอไทด์ที่ได้ไปเปรียบเทียบกับยีน
ชนิดเดียวกันที่มีรายงานในฐานข้อมูล GenBank พบว่า ยีน SINA3 ที่โคลนได้จากข้าวโพดมีความเหมือนอย่างสูง
กับยีนในกลุ่ม E3 ubiquitin protein ligase ที่พบในข้าวโพด (Zea mays L.) (EF434383.1) และข้าวฟ่างหางหมา 
(Setaria italica (L.) Beauv.) (XM003572636.1) โดยมี ค่ า  % Max Identities เท่ ากับ  99%  และ 90% 
ตามล าดับ และล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน SINAT3 ที่ได้มีความเหมือนอย่างสูงกับยีน E3 ubiquitin protein 
ligase ที่พบในข้าวโพด (Zea mays L.) (EU966994.1) และข้าวฟ่างหางหมา (Setaria italica (L.) Beauv.) 
(XM004960614.1) โดยมีค่าความเหมือน (% Max Identities) เท่ากับ 99% และ 90% ตามล าดับ จากนั นท า
การสร้างชุด cassette ยีน โดยการเชื่อมต่อชิ นยีน ZmSINA3 และ ZmSINAT3 เข้ากับ plant expression vector 
(pCAMBIA2300) ที่ประกอบด้วยโปรโมเตอร์ (35SCaMV) และเทอร์มิ เนเตอร์ (NOS) ได้พลาสมิดสายผสม 
pCAMBIA2300 – ZmSINA3 และ pCAMBIA2300 – ZmSINAT3 มีขนาด 10.6 และ 10.7 กิโลเบส ตามล าดับ 
สามารถน าชุดยีนดังกล่าวไปศึกษาการแสดงออกของยีนโดยการถ่ายฝากยีนเข้าสู่พืชต้นแบบ เพ่ือเป็นข้อมูลส าหรับ
น าไปพัฒนาพันธุ์พืชเศรษฐกิจที่สนใจ เช่น ถั่วเหลือง ข้าวโพด อ้อย ฯลฯ เพ่ือเพ่ิมศักยภาพการทนต่อสภาวะขาดน  า
ต่อไปในอนาคต  
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ค าน า 

 
สภาวะโลกร้อน (Global Warming) หรือ สภาวะภูมิอากาศเปลี่ยนแปลง (Climate Change) คือ การที่

อุณหภูมิเฉลี่ยของโลกเพ่ิมขึ นประมาณ 0.5-1 องศาเซลเซียสต่อปี จากผลของภาวะเรือนกระจก (Greenhouse 
Effect) และปรากฏการณ์เอลนิโน (ELNINO) ซึ่งเป็นหนึ่งในวิกฤติการณ์ที่ส่งให้อากาศในโลกร้อนขึ นเรื่อยๆ สภาวะ
อากาศเปลี่ยนแปลงไปอย่างไม่เคยพบมาก่อน เช่น ฤดูหนาวที่สั นลง ฤดูร้อนที่ยาวนานขึ น ภาวะภัยแล้ง และ
อุทกภัยที่ เกิดบ่อยครั ง และรุนแรงขึ น ส่งผลกระทบต่อสิ่งมีชีวิต ตลอดจนพืชผลทางการเกษตร ความรุนแรงของ
ภัยแล้งขึ นกับความชื นในอากาศ ความชื นในดินและระยะเวลาที่เกิดความแห้งแล้ง ในช่วงหลายปีที่ผ่านมา 
นอกจากประเทศไทยจะประสบกับปัญหาอุทกภัยที่รุนแรงแล้ว ปัญหาการขาดน  าทั งด้านอุปโภคบริโภค และ
การเกษตร ซึ่งอาจท าให้พืชชะงักการเจริญเติบโต และพื นที่การเกษตรเสียหาย ซึ่งมีต้นเหตุมาจากการที่มนุษย์ได้
เพ่ิมปริมาณก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์ ไนตรัสออกไซด์ และคลอโรฟลูโรคาร์บอน (CFC) จากการเผาไหม้เชื อเพลิง
ต่างๆ การขนส่ง การผลิตในโรงงานอุตสาหกรรม และที่ส าคัญจากการตัดไม้ท าลายป่าจ านวนมหาศาล 
(http://www.baanjomyut.com/library/global_warming) ส่งผลกระทบต่อการด ารงอยู่ของสิ่งมีชีวิตทั งคน 
สัตว์ และพืช ซึ่งในปัจจุบันไม่สามารถคาดการณ์ปริมาณน  าฝนที่ตกในแต่ละปีได้  อาจเกิดสภาวะน  าท่วมฉับพลัน 
หรือแห้งแล้งอย่างรุนแรง ผลกระทบจากภาวะโลกร้อนที่เห็นได้ชัดเจนในระยะสั นในประเทศไทยได้ก่อให้เกิดความ
เสียหายต่อผลผลิตทางการเกษตรเป็นจ านวนมาก  

การตอบสนองต่อสภาวะขาดน  าของพืชในระดับยีน จากการศึกษาในพืชชนิดต่างๆ พบว่า มียีนจ านวน
มากที่เกี่ยวข้องกับความสามารถในการทนแล้ง และการตอบสนองต่อสภาวะแล้งของพืชจะชักน าให้มีการ
แสดงออกของยีนต่างๆ การศึกษาการแสดงออกของยีนต่อสภาวะขาดน  า สามารถแบ่งได้เป็น 3 กลุ่มส าคัญ คือ (1) 
กลุ่มยีนที่เกี่ยวข้องกับ signal transduction pathways (STPs) และการควบคุมการถอดรหัส (2) กลุ่มยีนที่
ป้องกันเมมเบรนและฟังก์ชันของโปรตีน และ (3) กลุ่มยีนที่เกี่ยวข้องกับการดูดซึมน  า ไอออน และการขนส่ง 
( Vierling, 1991; Ingram and Bartels, 1996; Smirnoff, 1998; Shinozaki and Yamaguchi-Shinozaki, 
2000) และพบว่ายีนที่ถูกชักน าให้แสดงออกในช่วงที่พืชเผชิญสภาวะขาดน  า มีหน้าที่หลัก 2 ด้านคือ ช่วยป้องกัน
เซลล์จากการขาดน  าและช่วยควบคุมการแสดงออกของยีนระหว่างที่พืชอยู่ภายใต้ภาวะเครียดจากการขาดน  า 

การปรับปรุงพันธุ์พืชให้มีความทนทานต่อสภาวะขาดน  า ที่ผ่านมาต้องอาศัยระยะเวลา และการปรับปรุง
พันธุ์โดยอาศัยการปรับปรุงแบบปกติ ที่ผ่านมาไม่ประสบผลส าเร็จเท่าท่ีควร นักวิจัยจึงพยายามหาหนทางหรือแนว
ทางการปรับปรุงพันธุ์ โดยอาศัยวิธีการทางเทคโนโลยีชีวภาพเข้ามาช่วยในการพัฒนาสายพันธุ์พืชกันมากขึ นทั งใน
ประเทศ และต่างประเทศ เพ่ือช่วยเร่งรัดกระบวนการปรับปรุงพันธุ์พืชให้ทนต่อสภาวะขาดน  าได้ ซึ่งกรมวิชาการ
เกษตร โดยส านักวิจัยพัฒนาเทคโนโลยีชีวภาพได้มีงานวิจัยเกี่ยวกับการค้นหาและศึกษากลุ่มยีน การแสดงออกของ
ยีนที่ตอบสนองต่อสภาวะขาดน  าในข้าวโพดพันธุ์ทนแล้งที่มีความส าคัญทางเศรษฐกิจ เป็นการศึกษาหน้าที่การ
ท างานของยีน และค้นหายีนที่เกี่ยวข้องกับกลไกทางสรีรวิทยาของพืชที่สามารถทนต่อสภาวะขาดน  า โดยน ายีน
และข้อมูลยีนที่ได้มาใช้ในการพัฒนาสายพันธุ์พืชให้มีความทนทานต่อสภาวะขาดน  าในพืชเศรษฐกิจอ่ืนๆ ที่ต้องการ 

http://www.baanjomyut.com/library/global_warming
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เพ่ือให้สามารถน ามาใช้เป็นพืชทางเลือกในการลดปัญหาที่เกิดจากภาวะโลกร้อนได้ ซึ่งเป็นเรื่องที่นักวิจัยไทยต้อง
ด าเนินการอย่างเร่งด่วน  

ดังนั นในงานวิจัยนี  จึงได้น าเทคโนโลยีด้านการโคลนยีนมาประยุกต์ใช้ในการค้นหาและศึกษาคุณสมบัติ
ของยีนที่เกี่ยวข้องกับลักษณะการทนต่อสภาวะขาดน  าในข้าวโพด และสามารถน ายีนที่ได้ไปถ่ายฝากลงในพืช
เศรษฐกิจอ่ืนๆ เพ่ือให้ทนต่อสภาวะขาดน  าต่อไป 

วิธีด าเนินการ 
 

อุปกรณ์ 
  1. ข้าวโพดพันธุ์ ตากฟ้า 1, ตากฟ้า 3, นครสวรรค์ 3 และ นครสวรรค์ 1 (ได้รับความอนุเคราะห์จาก
ศูนย์วิจัยพืชไร่นครสวรรค์) 

2. ไพรเมอร์ที่ ใช้ในการเพ่ิมปริมาณยีน SINA3 และ SINAT3 คือ SINA3 (forward) SINA3 (reverse) 
SINAT3 (forward) และ SINAT3 (reverse) ไพรเมอร์ที่ใช้ในการเพ่ิมปริมาณยีนในส่วนที่มีการแสดงออกของยีน 
SINA3 แ ล ะ  SINAT3 คื อ  SINAXbaI (forward) SINAKpnI (reverse) SINATXbaI (forward) แ ล ะ  SINATKpnI 
(reverse) ไพรเมอร์ที่ใช้ในการตรวจสอบการเชื่อมต่อของชิ นยีน SINA3 และ SINAT3 เข้ากับ Plant Expression 
Vector (pCAMBIA2300) คือ NOS (forward) และ 35SCaMV (reverse)    

3. Plant Expression Vector (pCAMBIA2300) ขนาด 9,640 คู่ เบส มีส่วนประกอบของโปรโมเตอร์ 
(35SCaMV) และเทอร์มิ เนเตอร์ (NOS) ท าหน้าที่ เป็นตัวควบคุมการแสดงออกของยีน  มียีน neomycin 
phosphortransferase (nptII) ซึ่งควบคุมลักษณะต้านทานต่อสารปฏิชีวนะ kanamycin เป็นยีนเครื่องหมายใน
การคัดเลือก (ได้รับความอนุเคราะห์จาก ดร.ศรีเมฆ ชาวโพงพาง, ม. เกษตรศาสตร์) 
  4. อุปกรณ์ในการสกัดดีเอ็นเอ ได้แก่ โกร่ง เครื่องปั่นเหวี่ยงความเร็วรอบสูงแบบควบคุมอุณหภูมิต่ า ได้ 
(Refrigerated Centrifuge) หลอดใส่ตัวอย่างขนาดต่างๆ และอ่างน  าควบคุมอุณหภูมิ (Water Bath)  
  5. เครื่องมือที่ใช้ส าหรับวัดค่าการดูดกลืนแสง (Spectrophotometer) PERKIN ELMER รุ่น MBA 2000 

  6. เครื่องมือที่ใช้ส าหรับเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรม (Polymerase Chain Reaction) GeneAmp PCR 
System 9700 ของ Applied Biosystems  
 7. เครื่องมือที่ใช้ส าหรับถ่ายภาพและวิเคราะห์สารพันธุกรรม (Gel Documentation) BIORAD รุ่น Gel 
Doc 2000 พร้อมเครื่องพิมพ์ 

 8. เครื่องมือที่ใช้ส าหรับการวิเคราะห์ล าดับพันธุกรรม ABI Prism 310 DNA Sequencer  
 9. สารเคมีที่ใช้ในการสกัดอาร์เอ็นเอ (MasterPureTM Complete DNA and RNA Purification Kit) ของ 
Epicentre® Biotechnologies 
 10. สารเคมีที่ใช้ในการท า Electrophoresis และ Molecular Weight Marker 
 11.  สารเคมีที่ใช้ในการท า Electrophoresis และ Molecular Weight Marker 
 12.  สารเคมีที่ใช้ในการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอในหลอดทดลอง HotStart Taq Master Mix Kit ของ QIAGEN 
 13.  สารเคมี ที่ ใช้ ในการท าปฏิ กิ ริ ยา RT – PCR SuperScriptTM III One-Step RT – PCR System with 
Platinum Taq DNA Polymerase Kit ของ Invitrogen 
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 14.  สารเคมีที่ใช้ในการสกัดดีเอ็นเอจากเจล QIAquick Gel Extraction Kit ของ QIAGEN 
 15. สารเคมีที่ใช้ในการโคลนยีน (T&A Cloning Kit) ของ Invitrogen   
 16. สารเคมีที่ใช้ในการสกัดพลาสมิดดีเอ็นเอ (GeneJETTM Plasmid Miniprep Kit) ของ Fermentas 

 17. เซลล์แบคทีเรียเจ้าบ้าน (Competent Cells) Escherichia coli สายพันธุ์ DH5 

 18. สารเคมีส าหรับใช้กับเครื่องวิเคราะห์ล าดับพันธุกรรม ABI Prism 310 DNA Sequencer      
 19. การวิเคราะห์ข้อมูลล าดับเบสด้วยโปรแกรมส าเร็จรูปและโปรแกรมบนเครือข่ายอินเทอร์เน็ต 
  - โปรแกรม BLAST จากเว็บไซด์ http://www.ncbi.nlm.nih.gov/cgi-bin/Blast/ 
  - โปรแกรม ClustalW Multiple Alignment จากเว็บไซต์ http://www.ebi.ac.uk/clustalw/ 
  - โปรแกรม DNAStar software analysis (DNASTAR, Inc, USA) 
  - โปรแกรม CromasPro version 1.33 จากเว็บไซต์  
    http://www.technelysium.com.au/ChromasPro.html 
วิธีการทดลอง 

1. การเตรียมตัวอย่างพืช 
 ได้คัดเลือกพันธุ์ข้าวโพดที่มีลักษณะทนแล้ง ได้แก่ พันธุ์ตากฟ้า 1, ตากฟ้า 3, นครสวรรค์ 3 และ 

นครสวรรค์ 1 ซ่ึงได้รับความอนุเคราะห์เมล็ดพันธุ์ข้าวโพดจากศูนย์วิจัยพืชไร่นครสวรรค์ โดยน าเมล็ดพันธุ์มาปลูก
ในกระถางที่เตรียมไว้ รดน  า 2 – 3 วัน/ครั ง เมื่ออายุประมาณ 45 วัน งดให้น  า น าใบอ่อนมาสกัดอาร์เอ็นเอเพ่ือหา
ส่วนของยีนที่มีการแสดงออก  

 

2. ออกแบบไพรเมอร์ส าหรับเพิ่มปริมาณยีน SINA3 และ SINAT3 
 ท าการศึกษา และค้นหายีนที่เกี่ยวข้องกับลักษณะการทนต่อสภาวะขาดน  าในข้าวโพด ได้แก่ ยีน SINA3 
และ SINAT3 ที่มีรายงานในพืชชนิดต่างๆ จากฐานข้อมูลทางอินเทอร์เน็ต (www.ncbi.nim.nih.gov/) น ามา
วิเคราะห์ล าดับเบสที่มีความเหมือนกันอย่างสูง (conserve region) โดยใช้โปรแกรม ClustalW2 Multiple 
Alignment (European Bioinformatics Institute, UK) ออกแบบไพรเมอร์ส าหรับเพ่ิมปริมาณยีน SINA3 และ 
SINAT3 คือ SINA3 (forward) SINA3 (reverse) SINAT3 (forward) และ SINAT3 (reverse) ไพรเมอร์ที่ ใช้ใน
การเพ่ิมปริมาณยีนในส่วนที่มีการแสดงออกของยีน SINA3 และ SINAT3 คือ SINAXbaI (forward) SINAKpnI 
(reverse) SINATXbaI (forward) และ SINATKpnI (reverse) ไพรเมอร์ที่ใช้ในการตรวจสอบการเชื่อมต่อของชิ นยีน 
SINA3 และ SINAT3 เข้ากับ Plant Expression Vector (pCAMBIA2300) คือ NOS (forward) และ 35SCaMV 
(reverse) (ตารางท่ี 1)  
 

3. การโคลนยีน SINA3 และ SINAT3 ในส่วนที่มีการแสดงออกของยีน 
 3.1 การสกัดอาร์เอ็นเอรวม 
  ตัวอย่างข้าวโพดที่ใช้ในการทดลอง ได้แก่ ตากฟ้า 1, ตากฟ้า 3, นครสวรรค์ 3 และ นครสวรรค์ 1 เมื่ออายุ
ได้ 45 วัน งดให้น  า น ามาสกัดอาร์เอ็นเอรวม โดยใช้ MasterPureTM Complete DNA and RNA Purification 
Kit (BIONEER Corporation) ตัดใบอ่อนของข้าวโพดประมาณ 5 มิลลิกรัม บดในโกร่งพร้อมกับไนโตรเจนเหลวจน

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/cgi-bin/Blast/
http://www.ebi.ac.uk/clustalw/
http://www.technelysium.com.au/ChromasPro.html
http://www.ncbi.nim.nih.gov/
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เป็นผงแป้ง ย้ายตัวอย่างลงในหลอดทดลองขนาด 1.5 มิลลิลิตร เติม Tissue and Cell Lysis Solution 300 

ไมโครลิตร ผสมโดยการเอียงหลอดไปมาเบาๆ บ่มตัวอย่างที่อุณหภูมิ 65C นาน 15 นาที เขย่าทุกๆ 5 นาที วาง
ตัวอย่างบนน  าแข็งนาน 3 – 5 นาที เติม MPC Protein Precipitation Reagent 150 ไมโครลิตร เขย่าส่วนผสม
ให้เข้ากัน นาน 10 วินาที น าไปปั่นเหวี่ยงด้วยเครื่อง Centrifuge ที่ความเร็ว 10,000 รอบ/นาที นาน 10 นาที 
เพ่ือตกตะกอนดีเอ็นเอ ย้ายส่วนใสใส่ในหลอดทดลองขนาด 1.5 มิลลิลิตร เติม Isopropanol 500 ไมโครลิตร 
กลับหลอดไปมา 30 – 40 ครั ง น าไปปั่นเหวี่ยงด้วยเครื่อง Centrifuge ที่ความเร็ว 10,000 รอบ/นาที อุณหภูมิ 

4C นาน 10 นาที เทส่วนใสออกให้หมด ละลายตะกอนดีเอ็นเอด้วย DNaseI Solution 200 ไมโครลิตร        

บ่มตัวอย่างที่อุณหภูมิ 37C นาน 10 – 30 นาที เติม MPC Protein Precipitation Reagent 200 ไมโครลิตร 
เขย่าส่วนผสมให้เข้ากัน นาน 10 วินาที วางตัวอย่างบนน  าแข็ง นาน 3 – 5 นาที น าไปปั่นเหวี่ยงด้วยเครื่อง 
Centrifuge ที่ความเร็ว 10,000 รอบ/นาที นาน 10 นาที ย้ายสารละลายอาร์เอ็นเอที่ได้ลงในหลอดทดลองขนาด 
1.5 มิลลิลิตร เติม Isopropanol 500 ไมโครลิตร กลับหลอดไปมา 30 – 40 ครั ง น าไปปั่นเหวี่ยงด้วยเครื่อง 

Centrifuge ที่ความเร็ว 10,000 รอบ/นาที อุณหภูมิ 4C นาน 10 นาที เทส่วนใสทิ ง ล้างตะกอนอาร์เอ็นเอด้วย 
75% Ethanol 300 ไมโครลิตร (ท า 2 ครั ง) เอา Ethanol ออกให้หมดโดยใช้ไปเปตละลายตะกอนอาร์เอ็นเอด้วย 
TE buffer 35 ไมโครลิตร แล้วเติม Script Guard RNase Inhibitor 1 ไมโครลิตร เพ่ือยับยั งไม่ให้อาร์เอ็นเอถูกย่อย 
วัดค่าความเข้มข้น (O.D.) ของสารละลายอาร์เอ็นเอที่ได้ โดยใช้เครื่อง spectrophotometer เก็บสารละลาย  

อาร์เอ็นเอที่ -80C จนกว่าจะใช้งาน 
 3.2 การสังเคราะห์ cDNA จาก total RNA โดยวิธี RT–PCR  

 ท าการสังเคราะห์ cDNA จากอาร์เอ็นเอรวมของข้าวโพดทั ง 4 พันธุ์ โดยใช้ SuperScripTM III One–Step 
RT–PCR System with Platinum Taq DNA Polymerase Kit (Invitrogen, Carlsbad, CA) ด้วยวิธี One–Step 
RT–PCR ซึ่งใช้ไพรเมอร์ที่มีความจ าเพาะกับยีน SINA3 คือ SINA3 (forward) และ SINA3 (reverse) และไพรเมอร์
ที่มีความจ าเพาะกับยีน SINAT3 คือ SINAT3 (forward) และ SINAT3 (reverse) ในปริมาตรของปฏิกิริยาพอลิเมเรส

ทั งหมด 50 ไมโครลิตร ประกอบด้วย สารละลาย total RNA 10 นาโนกรัม – 1 ไมโครกรัม, 10 M Gene Specific 

Primer (forward), 10 M Gene Specific Primer (reverse), 2X Reaction Mix, 2U SuperScriptTMIII 
RT/Platinum Taq Mix น าปฏิกิริยาเข้าเครื่องเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรม PCR (Thermal Cycle 9700) โดยตั ง

โปรแกรมอุณหภูมิ Pre–Denature 55C 30 นาที จ านวน 1 รอบ ตามด้วย 94C  2 นาที จ านวน 1 รอบ และ

ตั งรอบให้เครื่องท างาน 3 ขั นตอน ดังนี  Denature 94C 15 วินาที, Anneal 60C 30 วินาที, Extend 68C 3 

นาที จ านวน 40 รอบ ตามด้วยขั นตอน 68C 5 นาที อีก 1 รอบ หลังจากสิ นสุดปฏิกิริยาแล้วเก็บตัวอย่างไว้ที่ 

4C และน า cDNA ที่สังเคราะห์ได้มาตรวจสอบคุณภาพด้วย 1% agarose gel electrophoresis และเก็บ

ตัวอย่างไว้ที่อุณหภูมิ -20C 
  
 3.3 การเชื่อมต่อช้ินยีน SINA3 และ SINAT3 เข้ากับเวกเตอร์ และการตรวจสอบการปรากฏของยีน  

  3.3.1 การเชื่อมต่อชิ้นยีน SINA3 และ SINAT3 เข้ากับเวกเตอร์ และการถ่ายฝากยีนเข้าสู่เซลล์แบคทีเรีย 
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   น าผลผลิต PCR มาท าให้บริสุทธิ์ โดยใช้ชุดสกัดดีเอ็นเอออกจากเจล QIAquick Gel Extraction 
Kit (QIAGEN, USA) น ามาแยกด้วย 0.8%  low melting gel แล้วย้อมด้วย Gel Star (Cambrex Bio Science 
Rockland, Inc) จากนั นตัดแถบดีเอ็นเอบนเครื่อง Dark Reader Transilluminators ใส่ในหลอดทดลองขนาด    

1.5 มิลลิลิตร ชั่งน  าหนักเจลที่ได้เติม QG Buffer 3 เท่าของน  าหนักเจล น าไปบ่มที่อุณหภูมิ 50C นาน 1 ชั่วโมง 
เขย่าแรงๆ ทุก 2 นาที จนเจลละลายหมด เติม Isopropanol 1 เท่าของน  าหนักเจล ผสมให้เข้ากัน ย้ายสารละลาย
ทั งหมดใส่ใน Binding Column บ่มทิ งไว้ 5 นาที น าไปปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 12,000 รอบ/นาที นาน 1 นาที     
เทส่วนใสทิ ง เติม PE Buffer 750 ไมโครลิตร บ่มทิ งไว้ 5 นาที น าไปปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 12,000 รอบ/นาที   
นาน 1 นาที เทส่วนใสทิ ง ย้าย Binding Column วางลงบนหลอดทดลองขนาด 1.5 มิลลิลิตร เติม EB Buffer 

(อุ่นที่อุณหภูมิ 50 – 60C) 30 ไมโครลิตร บ่มทิ งไว้ 15 – 30 นาที น าไปปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 12,000 รอบ/นาที 
นาน 1 นาที ตรวจสอบคุณภาพด้วย 1.5% Agarose gel electrophoresis จากนั นน ามาท าปฏิกิริยา ligation 
โดยใช้  T&A Cloning Kit (RBC Bioscience, Taiwan) ในปริมาตรของปฏิ กิ ริยาทั งหมด 10 ไมโครลิตร 
ประกอบด้วย Gel-purified PCR product 4 ไมโครลิตร, T&A Cloning vector 2 ไมโครลิตร, Ligation Buffer A 
1 ไมโครลิตร, Ligation Buffer B 1 ไมโครลิตร, T4 DNA Ligase 1 ไมโครลิตร ปรับปริมาตรให้ครบด้วยน  า    

ผสมปฏิกิริยาทั งหมดให้เข้ากัน น าไปบ่มที่อุณหภูมิห้อง 22C เป็นเวลา 15 – 30 นาที และน าไปบ่มที่อุณหภูมิ 

4C นานข้ามคืน จากนั นท าการถ่ายฝากยีนเข้าสู่เซลล์แบคทีเรีย E. coli สายพันธุ์ DH5 โดยน าปฏิกิริยา 
ligation จ านวน 2 ไมโครลิตร ใส่ลงในหลอดคอมพิเทนต์เซลล์ 50 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ ากัน และแช่บนน  าแข็ง

เป็นเวลา 30 นาที น าไป heat – shock ที่อุณหภูมิ 42C เป็นเวลา 30 วินาที (ไม่ต้องเขย่า) น าไปแช่บนน  าแข็ง
ทันทีเป็นเวลา 2 นาที เติม S.O.C. medium 250 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากันและน าไปเขย่าที่ความเร็ว 250 รอบ

ต่อนาที ที่อุณหภูมิ 37C เป็นเวลา 1 ชั่วโมง จากนั นน าตัวอย่างไป spread บนอาหารแข็ง LB (เตรียม 1 ลิตร : 
10 กรัม NaCl, 10 กรัม Tryptone, 5 กรัม Yeast extract, 15 กรัม Bacto-Agar, ddH2O) เติมสารปฏิชีวนะ 

amplicillin ที่ความเข้มข้น 50 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร บ่มเพลทไว้ที่อุณหภูมิ 37C นานข้ามคืน  
  3.3.2 การตรวจสอบการปรากฏของยีน SINA3 และ SINAT3 ในเวกเตอร์ 

  คัดเลือกโคโลนีสีขาวที่มีชิ นส่วนของยีนสอดแทรกอยู่ น ามาเลี ยงในอาหารเหลว LB ที่เติมสาร

ปฏิชีวนะ amplicillin ที่ความเข้มข้น 50 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร ที่อุณหภูมิ 37C เขย่าที่ความเร็ว 220 รอบต่อ
นาที  น าน  12 – 16 ชั่ ว โม ง  น ามาสกั ดพลาสมิ ดดี เอ็น เอ  โดย ใช้  GeneJETTM Plasmid Miniprep Kit 
(Fermentas, USA) น าเซลล์ที่เลี ยงไว้มาปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 12,000 รอบต่อนาที นาน 5 นาที เพ่ือตกตะกอน
เซลล์ เทอาหารทิ ง ละลายตะกอนเซลล์ด้วย Resuspension Solution  250 ไมโครลิตร เขย่าให้เซลล์ละลาย เติม 
Lysis Solution 250 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากัน โดยกลับหลอดขึ นลง 4 – 6 ครั ง เติม Neutralization Solution 
350 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากัน โดยกลับหลอดขึ นลง 4 – 6 ครั ง น าไปปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 12,000 รอบ/นาที 
นาน 5 นาที จากนั นย้ายสารละลายเซลล์ลงใน GeneJETTM spin column น าไปปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 12,000 
รอบ/นาที นาน 1 นาที เทส่วนใสทิ ง เติม Wash Solution 500 ไมโครลิตร เพ่ือล้าง column น าไปปั่นเหวี่ยงที่
ความเร็ว 12,000 รอบ/นาที นาน 1 นาที เทส่วนใสทิ ง (ท าซ  า 2 ครั ง) ย้าย GeneJETTM spin column วางบน
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หลอดทดลองขนาด 1.5 มิลลิลิตร เติม Elution Buffer 50 ไมโครลิตร บ่มทิ งไว้นาน 15 – 30 นาที น าไปปั่น
เหวี่ยงที่ความเร็ว 12,000 รอบ/นาที นาน 1 นาที น าพลาสมิดดีเอ็นเอท่ีได้มาตรวจสอบคุณภาพด้วย 1% agarose 

gel electrophoresis และเก็บตัวอย่างดีเอ็นเอท่ีได้ไว้ที่อุณหภูมิ -20C 

  การตรวจสอบการปรากฏของยีน SINA3 และ SINAT3 โดยน าพลาสมิดดีเอ็นเอที่สกัดได้มาตัด
ด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะ BamHI และ KpnI ในปฏิกิริยาทั งหมด 20 ไมโครลิตร ประกอบด้วย พลาสมิดดีเอ็นเอ 
100 – 200 นาโนกรัม, 1X FastDigest Buffer, 0.5U FastDigest Enzyme ปรับปริมาตรให้ครบด้วยน  า ผสมให้

เข้ากัน น าไปบ่มที่อุณหภูมิ 37C นาน 30 นาที และหยุดปฏิกิริยาที่อุณหภูมิ 80C นาน 5 นาที น ามาตรวจสอบ
รูปแบบของแถบดีเอ็นเอด้วย 1% agarose gel electrophoresis 

 

 3.5 การวิเคราะห์ล าดับเบส (DNA Sequencing) 

น าตัวอย่างพลาสมิดดีเอ็นเอที่มีชิ นส่วนของยีน SINA3 และ SINAT3 มาเป็นต้นแบบในการวิเคราะห์ล าดับเบส 
โดยใช้สารเคมี ABI PRISM® BigDye® Terminator Cycle Sequencing V3.1 Kit (Perkin-Elmer) ร่วมกับไพรเมอร์ 

M13 (forward) 5 – GTA AAA CGA CGG CCA GT – 3 และ M13 (reverse) 5 –GCG GAT AAC AAT TTC 

ACA CAG G – 3 ในการท าปฏิกิริยาทั งหมด 10 ไมโครลิตร ประกอบด้วย พลาสมิดดีเอ็นเอ 100 นาโนกรัม, 
BigDyeTM 2 ไมโครลิตร, Ready Reaction buffer 1 ไมโครลิตร, 5 ไมโครโมล ไพรเมอร์ Forward / Reverse 
และ ddH2O 3.4 ไมโครลิตร น าปฏิกิริยา cycle sequencing ที่ได้ เข้าเครื่อง Thermal Cycler 9700 โดยตั ง

รอบปฏิกิริยาดังนี  Denaturation 96C 10 วินาที , Annealing 50C 5 วินาที , Extention 60C 4 นาที 

จ านวน 25 รอบ และ Hold ที่ 4C infinity () หลังจากนั นท าการล้างสีฟลูออเรสเซนต์ส่วนเกิน โดยน าผลผลิต
ที่ได้ใส่ลงในหลอดทดลองขนาด 1.5 มิลลิลิตร เติม Solution A (ddH2O 16 ไมโครลิตร: 95% ethanol 64 

ไมโครลิตร) ผสมให้เข้ากัน น าไปไว้ที่อุณหภูมิ 4C นาน 15 นาที ผสมให้เข้ากันโดยกลับหลอดขึ นลงทุก 5 นาที 

น าไปหมุนเหวี่ยงที่อุณหภูมิ 0C ความเร็ว 14,000 รอบต่อนาที นาน 20 นาที เทส่วนใสทิ ง ล้างตะกอนที่ได้ด้วย 

70% Ethanol 300 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากันโดยกลับหลอดขึ นลงนาน 5 นาที น าไปหมุนเหวี่ยงที่อุณหภูมิ 0C 
ความเร็ว 14,000 รอบ/นาที นาน 10 นาที เทส่วนใสทิ ง ปล่อยให้ตะกอนแห้งในที่มืด จากนั นละลายตะกอนด้วย 
Hidi-formamide 10 ไมโครลิตร ผสมตัวอย่างให้เข้ากันในหลอด น าไปปั่นให้ดีเอ็นเอตกที่ก้นหลอด น าตัวอย่างใส่

หลอด Septa บ่มไว้ที่อุณหภูมิ 95C นาน 2 นาที และแช่ไว้บนน  าแข็งทันที น าตัวอย่าง load เข้าเครื่อง ABI 
PRISM® 310 Genetic Analyzer เพ่ือวิเคราะห์ล าดับเบส จากนั นน าข้อมูลที่ ได้มาวิเคราะห์ค่าต่างๆ ด้วย
โปรแกรมส าเร็จรูปและโปรแกรมบนเครือข่ายอินเทอร์เน็ต   
4. การสร้างชุด cassette ยีน และการตรวจสอบการปรากฏของยีน SINA3 และ SINAT3 

 4.1 การสร้างชุด cassette ยีน 

  4.1.1 การเพิ่มปริมาณยีน SINA3 และ SINAT3 จากพลาสมิดดีเอ็นเอของข้าวโพด โดยวิธี PCR 
   น าพลาสมิดดีเอ็นเอที่มียีน SINA3 และ SINAT3 ไปเพ่ิมปริมาณส่วนที่ต้องการในหลอดทดลองกับ
ไพรเมอร์ที่จ าเพาะกับยีน SINA3 คือ SINAXbaI (forward) และ SINAKpnI (reverse) และยีน SINAT3 คือ 
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SINATXbaI (forward) และ SINATKpnI (reverse) ซึ่งได้เติมล าดับเบสที่ เป็นต าแหน่งจดจ าของเอนไซม์ตัด
จ าเพาะ XbaI และ KpnI เพ่ือบังคับทิศทางของการเชื่อมต่อชิ นยีน โดยใช้ Hot Start Taq Master Mix Kit 
(QIAGEN, USA) ในปริมาตรของปฏิกิริยาพอลิเมเรสทั งหมด 50 ไมโครลิตร ประกอบด้วย สารละลายดีเอ็นเอ 100 
น าโน กรัม , 0.5U HotStart Taq Master Mix, 0.4 µM Gene Specific Primer (forward), 0.4 µM Gene 

Specific Primer (reverse) ปรับปริมาตรให้ครบด้วยน  าโดยตั งโปรแกรมอุณหภูมิ Pre–Denature 93C 15 นาที 

จ านวน 1 รอบ และตั งรอบให้เครื่องท างาน 3 ขั นตอน ดังนี  Denature 94C 30 วินาที, Anneal 60C 30 วินาที, 

Extend 68C 1 นาที จ านวน 35 รอบ ตามด้วยขั นตอน 72C 10 นาที อีก 1 รอบ หลังจากสิ นสุดปฏิกิริยาเก็บ

ตัวอย่างไว้ที่ 4C และตรวจวิเคราะห์ผล โดยน าผลผลิต PCR ที่ได้มาตรวจสอบขนาดชิ นดีเอ็นเอด้วย 1.5% 
agarose gel electrophoresis น าไปย้อมเจลด้วยสารละลาย ethidium bromide 0.5 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 
จากนั นน าไปตรวจดูแถบดีเอ็นเอด้วยเครื่อง UV Transiluminators พร้อมบันทึกภาพ 
 

  5.1.2 การเชื่อมต่อช้ินยีน SINA3 และ SINAT3 เข้ากับ Plant Expression Vector 

 น าพลาสมิด pCAMBIA2300 ที่มีส่วนประกอบของโปรโมเตอร์ (35SCaMV) และเทอร์มิเนเตอร์ 
(NOS) ซึ่ งมี ขนาด 9 ,648 คู่ เบส มาใช้ เป็ น  Plant Expression Vector มียีน  nptII (kanamycin) เป็นยีน
เครื่องหมายในการคัดเลือก และชิ นดีเอ็นเอของยีน SINA3 และ SINAT3 ขนาด 1,026 คู่เบส และ 1,050 คู่เบส 
น าแต่ละตัวอย่างมาตัดด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะ XbaI และ KpnI โดยในปฏิกิริยาทั งหมด 50 ไมโครลิตร 
ประกอบด้วย ดีเอ็นเอของยีน SINA3 และ SINAT3/พลาสมิดดีเอ็นเอของ pCAMBIA2300 ที่ความเข้มข้นตัวอย่างละ 
1 ไมโครกรัม, 1X FastDigest Buffer, 1U FastDigest enzyme ปรับปริมาตรให้ครบด้วยน  า ผสมปฏิกิริยาให้เข้า

กัน บ่มที่อุณหภูมิ 37C นาน 30 นาที และน าไปบ่มต่อที่อุณหภูมิ 80C นาน 5 นาที เพ่ือหยุดปฏิกิริยา จากนั น
น ามาแยกด้วย 0.8% low melting gel แล้วย้อมด้วย Gel Star (Cambrex Bio Science Rockland, Inc) ตัด
แถบดีเอ็นเอที่ต้องการบนเครื่อง Dark Reader Transilluminators และแยกสกัดดีเอ็นเอออกจากเจลโดยใช้ 
QIAquick Gel Extraction Kit (QIAGEN, USA) (ข้อ 3.3 .1) จะได้ชิ นพลาสมิด pCAMBIA2300 และชิ นยีน 
SINA3/SINAT3 โดยที่ปลายข้างหนึ่งเป็นต าแหน่งจ าจดของเอนไซม์ตัดจ าเพาะ XbaI และอีกข้างหนึ่งเป็นต าแหน่ง
ของเอนไซม์ KpnI น าชิ นยีน SINA3 และ SINAT3 เชื่อมต่อเข้ากับ Plant Expression Vector (pCAMBIA2300) 
เพ่ือสร้างพลาสมิดดีเอ็นเอสายผสมที่สมบูรณ์ ในปฏิกิริยาทั งหมด 20 ไมโครลิตร ประกอบด้วยชิ นดีเอ็นเอของยีน 
SINA3 / SINAT3 200 นาโนกรัม, pCAMBIA2300 400 นาโนกรัม, 1X Ligation Buffer, T4 DNA ligase, ปรับ

ปริมาตรด้วยน  า บ่มที่อุณหภูมิ 22C นาน 1 ชั่วโมง และน าไปบ่มต่อที่อุณหภูมิ 65C นาน 10 นาที จากนั นท าการ

ถ่ายฝากยีนเข้าสู่เซลล์แบคทีเรีย E. coli สายพันธุ์ DH5 โดยน าปฏิกิริยา ligation จ านวน 5 ไมโครลิตร ใส่ลงใน
หลอดคอมพิเทนต์เซลล์ 50 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากัน และแช่บนน  าแข็งเป็นเวลา 30 นาที น าไป heat – shock 

ที่อุณหภูมิ 42C เป็นเวลา 45 วินาที น าไปแช่บนน  าแข็งทันทีเป็นเวลา 30 นาที เติม S.O.C. medium 250 

ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากันและน าไปเขย่าที่ความเร็ว 250 รอบ/นาที ที่อุณหภูมิ 37C เป็นเวลา 1 ชั่วโมง จากนั นน า
ตัวอย่างไป spread บนอาหารแข็ง LB (เตรียม 1 ลิตร : 10 กรัม NaCl, 10 กรัม Tryptone, 5 กรัม Yeast extract, 
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15 กรัม Bacto-Agar, ddH2O) เติมสารปฏิชีวนะ kanamycin ที่ความเข้มข้น 50 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร บ่มเพลทไว้

ที่อุณหภูมิ 37C นานข้ามคืน  
4.2 การตรวจสอบการปรากฏของยีน ใน Plant Expression Vector  

 4.2.1 การตรวจสอบการปรากฏของยีน SINA3 และ SINAT3 ด้วยเทคนิค PCR 

 คัดเลือกโคโลนีที่คาดว่าได้รับพลาสมิดสายผสม น ามาสกัดพลาสมิดดีเอ็นเอ โดยใช้ชุดสกัดพลาสมิด 
GeneJETTM Plasmid Miniprep Kit (Fermentas, USA) (ข้อ 3.3.2) น าพลาสมิดดีเอ็นเอที่สกัดได้น ามาท า
ปฏิกิริยา PCR ร่วมกับไพรเมอร์ NOS (forward) และ 35SCaMV (reverse) (ตารางท่ี 1) ในปฏิกิริยาทั งหมด 20 
ไมโครลิตร ประกอบด้วย พลาสมิดดีเอ็นเอ 50 นาโนกรัม, 2U HotStart Taq Master Mix, 0.5 µM Primer 
(forward), 0.5 µM Primer (reverse) ปรับปริมาตรให้ครบด้วยน  า โดยตั งโปรแกรมอุณหภูมิ Pre–Denature 

95C 15 นาที จ านวน 1 รอบ และตั งรอบให้เครื่องท างาน 3 ขั นตอน ดังนี  Denature 94C 30 วินาที, Anneal 

60C 30 วินาที, Extend 72C 3 นาที จ านวน 35 รอบ ตามด้วยขั นตอน 72C 10 นาที อีก 1 รอบ และ Hold 

ที่ 4C infinity () ตรวจวิเคราะห์ผลด้วย 1.5% agarose gel electrophoresis เทียบขนาดแถบดีเอ็นเอกับ   
ดีเอ็นเอมาตรฐาน 1 kb DNA ladder marker พร้อมบันทึกภาพ 

 
 4.2.2 การตรวจสอบการปรากฏของยีน SINA3 และ SINAT3 ด้วยการใช้เอนไซม์ตัดจ าเพาะ  

 การตรวจสอบการปรากฏของยีน SINA3 และ SINAT3 ด้วยการใช้เอนไซม์ตัดจ าเพาะ XbaI และ 

KpnI ในปฏิกิริยา 20 ไมโครลิตร ประกอบด้วย พลาสมิดดีเอ็นเอ 2 ไมโครลิตร, 1X FastDigest buffer, 0.5U 

FastDigest enzyme, ปรับปริมาตรให้ครบด้วยน  า น าไปบ่มที่อุณหภูมิ 37C นาน 30 นาที และหยุดปฏิกิริยาที่ 

80C นาน 5 นาที จากนั นน าไปตรวจสอบขนาดดีเอ็นเอด้วย 1.5% agarose gel electrophoresis เทียบขนาดแถบ
ดีเอ็นเอกับดีเอ็นเอมาตรฐาน 1 kb DNA ladder marker (Fermentas, USA) 

 
เวลาและสถานที่ 

 ระยะเวลาท าการทดลอง เดือน ตุลาคม  2555 – เดือน กันยายน  2557 

 สถานที่ท าการทดลอง ส านักวิจัยพัฒนาเทคโนโลยีชวีภาพ  อ. ธัญบุรี  จ. ปทุมธานี 
 

ผลการทดลองและวิจารณ์  
  

1. การโคลนยีน SINA3 และ SINAT3 จากข้าวโพดในส่วนของยีนที่มีการแสดงออก  

 จากการโคลนยีน SINA3 และ SINAT3 ในส่วนของยีนที่มีการแสดงออก โดยท าการออกแบบไพรเมอร์ที่มี
ความจ าเพาะกับยีน SINA3 คือ SINA3 (forward) และ SINA3 (reverse) และไพรเมอร์ที่มีความจ าเพาะกับยีน 
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SINAT3 คือ SINAT3 (forward) และ SINAT3 (reverse) (ตารางที่ 1) โดยน าไพรเมอร์ที่สังเคราะห์ได้มาท า
ปฏิกิริยา RT – PCR กับอาร์เอ็นเอรวมของข้าวโพดพันธุ์ตากฟ้า 1 (TF1), ตากฟ้า 3 (TF3) (ภาพที่  1ก), 
นครสวรรค์ 3 (NS3) และ นครสวรรค์ 1 (NS1) (ภาพที่ 1ข) พบว่า สามารถสังเคราะห์ยีน SINA3 และ SINAT3 
จากข้าวโพดทั ง 4 พันธุ์ ได้แถบดีเอ็นเอขนาดประมาณ 1.0 กิโลเบส (ภาพที่ 2ก และ 2ข) น าดีเอ็นเอของยีน SINA3 
และ SINAT3 ที่ได้ไปเชื่อมต่อเข้ากับเวกเตอร์ T&A Cloning Vector Kit และถ่ายฝากยีนเข้าสู่เซลล์แบคทีเรีย 

DH5 คัดเลือกโคโลนีที่คาดว่ามียีน SINA3 และ SINAT3 น ามาสกัดพลาสมิดดีเอ็นเอ (ภาพที่ 3ก และ 3ข) และ
ตรวจสอบโคโลนีที่ได้รับการถ่ายยีนโดยการตัดด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะ BamHI และ KpnI พบว่า รูปแบบของแถบ
ดีเอ็นเอที่มีชิ นส่วนของยีน SINA3 และ SINAT3 ที่มีความถูกต้องจ านวน 2 แถบ ได้แก่ ขนาดประมาณ 2.7 กิโลเบส 
เป็นขนาดของเวกเตอร์ (Vector) และ 1.0 กิโลเบส เป็นขนาดของยีน SINA3 ตามล าดับ (ภาพที่ 4ก และ 4ข)  
น าพลาสมิดดีเอ็นเอโคลนที่มียีน SINA3 และ SINAT3 จากข้าวโพดทั ง 4 พันธุ์ ไปวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์ด้วย
เครื่องวิเคราะห์ล าดับพันธุกรรม ABI PRISM® 310 Genetic Analyzer พบว่า ยีน SINA3 จากข้าวโพดทั ง 4 พันธุ์ 
มีล าดับนิวคลีโอไทด์ เท่ากับ 1,026 คู่เบส และสามารถถอดรหัสเป็นกรดอะมิโนในส่วนที่มีการแสดงออก (ORF) 
ของยีน SINA3 จ านวน 341 amino acid (ภาพที่ 5) และ ยีน SINAT3 จากข้าวโพดทั ง 4 พันธุ์ มีล าดับนิวคลีโอไทด์ 
เท่ากับ 1,050 คู่เบส และสามารถถอดรหัสเป็นกรดอะมิโนในส่วนที่มีการแสดงออก (ORF) ของยีน SINAT3 
จ านวน 349 amino acid (ภาพที่ 6)  
 
ตารางท่ี 1 แสดงคู่ไพรเมอร์ที่ใช้ในการท าปฏิกิริยา RT – PCR ของยีน SINA3 และ SINAT3 
 

ชื่อไพรเมอร์ ล าดับนิวคลีโอไทด์ ( 5'  3' ) 
ขนาด 
(bp.) 

อุณหภูมิ 

Tm (C) 

GC content 
(%) 

SINA3(forward) ATG GAG CTG GAC AGC ATC 

GAG TGC ATG TCC TAC 

33 71.6(55) 54.5 

SINA3(reverse) TCA GCT GAA CAA ATT GGG 

AAT GCA GGC TCC TG 

32 69.4(55) 50.0 

SINAT3(forward) ATG GAC ATG GAC AGG GAC 

AGC GTG GAG TGC CTC 

33 73.2(55) 60.6 

SINAT3(reverse) TCA GCT GCA AAG GTT AGG 

AAT GCA GGC TCC 

30 70.4(55) 53.3 

SINAXbaI(forward) CAC TCT AGA ATG GAG CTG 

GAC AGC ATC GAG TGC ATG  

36 68.0(55) 52.8 

SINAKpnI(reverse) CAC GGT ACC TCA GCT GAA 

CAA ATT GGG AAT GCA GGC  

36 68.0(55) 52.8 

SINATXbaI(forward) CAC TCT AGA ATG GAC ATG 

GAC AGG GAC AGC GTG GAG  

36 69.0(55) 55.6 

SINATKpnI(reverse) CAC GGT ACC TCA GCT GCA 

AAG GTT AGG AAT GCA GGC 

36 69.0(55) 55.6 

NOS(forward) GTT TGA ACG ATC GGG GAA 28 67.5(60) 50.0 
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ATT CGA GCT C 

35SCaMV(reverse) CAT TTG GAG AGG ACA CGC 

TGA CAA GCT GAC 

30 70.1(60) 53.3 

 
 
 
 

                                                
 

ภาพที่ 1 ก. แสดงอาร์เอ็นเอรวมที่สกัดได้จากข้าวโพด 2 พันธุ์, Lane M = ดีเอ็นเอมาตรฐาน 1 Kb DNA Ladder 
(Fermentas), Lane 1 = ข้าวโพดพันธุ์ตากฟ้า 1 (TF1) และ Lane 2 = ข้าวโพดพันธุ์ตากฟ้า 3 (TF3) 

  ข. แสดงอาร์เอ็นเอรวมที่สกัดได้จากข้าวโพด 2 พันธุ์, Lane M = ดีเอ็นเอมาตรฐาน 1 Kb DNA Ladder 
(Fermentas), Lane 1 = ข้าวโพดพันธุ์นครสวรรค์ 3 (NS3) และ Lane 2 = ข้าวโพดพันธุ์นครสวรรค์ 1 (NS1)  

 

                                        
                                                                                

ภาพที่ 2 ก. แสดงแถบดีเอ็นเอของยีน SINA3 ที่ เพิ่มปริมาณได้จากข้าวโพด 4 พันธุ์  ร่วมกับคู่ไพรเมอร์ SINA3 
(forward) และ SINA3 (reverse) ด้ วยเทคนิค  RT-PCR, Lane M = ดี เอ็น เอมาตรฐาน  1 Kb DNA 
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Ladder (Fermentas), Lane 1 = แถบดีเอ็นเอของยีน SINA3 ในข้าวโพดพันธุ์ตากฟ้า 1(TF1), Lane 2 = 
แถบดีเอ็นเอของยีน SINA3 ในข้าวโพดพันธุ์ตากฟ้า 3 (TF3), Lane 3 = แถบดีเอ็นเอของยีน SINA3 ใน
ข้าวโพดพันธุ์นครสวรรค์ 3 (NS3) และ Lane 4 = แถบดีเอ็นเอของยีน SINA3 ในข้าวโพดพันธุ์นครสวรรค์ 1 
(NS1) 

  ข. แสดงแถบดีเอ็นเอของยีน SINAT3 ที่เพิ่มปริมาณได้จากข้าวโพด 4 พันธุ์ ร่วมกับคู่ไพรเมอร์ SINAT3 
(forward) และ SINAT3 (reverse) ด้วยเทคนิค RT-PCR, Lane M = ดี เอ็นเอมาตรฐาน 1 Kb DNA 
Ladder (Fermentas), Lane 1 = แถบดีเอ็นเอของยีน SINAT3 ในข้าวโพดพันธุ์ตากฟ้า 1(TF1), Lane 2 
= แถบดีเอ็นเอของยีน SINAT3 ในข้าวโพดพันธุ์ตากฟ้า 3 (TF3), Lane 3 = แถบดีเอ็นเอของยีน SINAT3 
ในข้าวโพดพันธุ์นครสวรรค์ 3 (NS3) และ Lane 4 = แถบดีเอ็นเอของยีน SINAT3 ในข้าวโพดพันธุ์
นครสวรรค์ 1 (NS1)              

                 
  
 
ภาพที่ 3 ก. แสดงแถบดีเอ็นเอที่ได้จากการสกัดพลาสมิดดีเอ็นเอโคโลนีที่คาดว่ามียีน SINA3, Lane M = ดีเอ็นเอ

มาตรฐาน 1 Kb DNA Ladder (Fermentas), Lane 1-2 = แถบดีเอ็นเอของพลาสมิดดีเอ็นเอข้าวโพดพันธุ์
ตากฟ้า 1 (TF1), Lane 3-4 = แถบดีเอ็นเอของพลาสมิดดีเอ็นเอข้าวโพดพันธุ์ตากฟ้า 3 (TF3), Lane 5-6 
= แถบดีเอ็นเอของพลาสมิดดีเอ็นเอข้าวโพดพันธุ์นครสวรรค์ 3 (NS3) และ Lane 7-8 = แถบดีเอ็นเอของ 
พลาสมิดดีเอ็นเอข้าวโพดพันธุ์นครสวรรค์ 1 (NS1) 

  ข. แสดงแถบดีเอ็นเอที่ได้จากการสกัดพลาสมิดดีเอ็นเอโคโลนีที่คาดว่ามียีน SINAT3, Lane M = ดีเอ็นเอ
มาตรฐาน 1 Kb DNA Ladder (Fermentas), Lane 1-2 = แถบดีเอ็นเอของพลาสมิดดีเอ็นเอข้าวโพด
พันธุ์ตากฟ้า 1 (TF1), Lane 3-4 = แถบดีเอ็นเอของพลาสมิดดีเอ็นเอข้าวโพดพันธุ์ตากฟ้า 3 (TF3), Lane 
5-6 = แถบดีเอ็นเอของพลาสมิดดีเอ็นเอข้าวโพดพันธุ์นครสวรรค์ 3 (NS3) และ Lane 7-8 = แถบดีเอ็นเอ
ของพลาสมิดดีเอ็นเอข้าวโพดพันธุ์นครสวรรค์ 1 (NS1) 

                           

bp 
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ภาพที่ 4 ก. แสดงรูปแบบของพลาสมิดดีเอ็นเอของยีน SINA 3 ที่ตัดด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะ BamHI และ KpnI, Lane 
M = ดีเอ็นเอมาตรฐาน 1 Kb DNA Ladder (Fermentas), Lane 1-2 = รูปแบบของแถบ ดีเอ็นเอข้าวโพด
พันธุ์ตากฟ้า 1 (TF1), Lane 3-4 = รูปแบบของแถบดีเอ็นเอข้าวโพดพันธุ์ตากฟ้า 3 (TF3), Lane 5-6 = 
รูปแบบของแถบดีเอ็นเอข้าวโพดพันธุ์นครสวรรค์ 3 (NS3) และ Lane 7-8 = รูปแบบของแถบดีเอ็นเอ
ข้าวโพดพันธุ์นครสวรรค์ 1 (NS1)    

  ข. แสดงรูปแบบของพลาสมิดดีเอ็นเอของยีน SINAT 3 ที่ตัดด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะ BamHI และ KpnI, Lane 
M = ดีเอ็นเอมาตรฐาน 1 Kb DNA Ladder (Fermentas), Lane 1-2 = รูปแบบของแถบดีเอ็นเอข้าวโพด
พันธุ์ตากฟ้า 1 (TF1), Lane 3-4 = รูปแบบของแถบดีเอ็นเอข้าวโพดพันธุ์ตากฟ้า 3 (TF3), Lane 5-6 = 
รูปแบบของแถบดีเอ็นเอข้าวโพดพันธุ์นครสวรรค์ 3 (NS3) และ Lane 7-8 = รูปแบบของแถบดีเอ็นเอ
ข้าวโพดพันธุ์นครสวรรค์ 1 (NS1) 

 

ก ข 

bp 

6000      

3000      
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Gene 
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ภาพที่ 5 แสดงล าดับนิวคลีโอไทด์และล าดับกรดอะมิโนของยีน SINA3 ที่โคลนได้จากข้าวโพดพันธุ์นครสวรรค์ 3 
(NS3) ในส่วนที่มีการแสดงออก   
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ภาพที่ 6 แสดงล าดับนิวคลีโอไทด์และล าดับกรดอะมิโนของยีน SINAT3 ที่โคลนได้จากข้าวโพดพันธุ์นครสวรรค์ 3 
(NS3) ในส่วนที่มีการแสดงออก   
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เมื่อน าล าดับกรดอะมิโนของยีน SINA3 และ SINAT3 มาวิเคราะห์ความสัมพันธ์ระหว่างยีน โดยใช้
โปรแกรม ClustalW Multiple Alignment บนอินเทอร์เน็ต พบว่า ล าดับกรดอะมิโนของยีน SINA3 และ 
SINAT3 มีค่าความเหมือนกัน (% Identities) เท่ากับ 78 % (ภาพที่ 7) และพบว่ายีน SINA3 และ SINAT3 เป็น
ยีนที่อยู่ในกลุ่ม E3 ubiquitin ligase ซี่งอยู่ในกระบวนการ ubiquitination คือ เป็นหนึ่งในกระบวนการ post-
translational modification (กระบวนการดัดแปลงโปรตีนภายหลังการแปลรหัส เช่น การเติมหมู่ฟอสเฟต, การ
เติมหมู่น  าตาล หรือโมเลกุลอ่ืนๆ ให้กับโปรตีน) ซึ่งเกี่ยวข้องกับการเจริญเติบโตและการพัฒนาทั งหมดในเซลล์ 
eukaryotic เกิดการสร้างพันธะ covalent โดยอาศัยการเติม ubiquitin เข้าไปยังหมู่กรดอะมิโนไลซีน (lysine 
residue) ของโปรตีนเป้าหมาย เพื่อควบคุมความกระบวนการต่างๆ ในเซลล์พืช เช่น ความคงตัว, การเกิดกิจกรรม 
และการขนส่ง เป็นต้น โดยโปรตีน E3 ubiquitin ligase เป็นกลุ่มโปรตีนที่มีบทบาทส าคัญในการควบคุมการทน
ต่อสภาวะเครียด ซึ่งเกี่ยวข้องโดยตรงระหว่างกระบวนการ ubiquitin proteosome system (UPS) กับกลไกการ
ตอบสนองต่อสภาวะความเครียดต่างๆ โดย UPS อาจท าหน้าที่ในการรับรู้ต่อการกระตุ้นจากสิ่งเร้าภายนอกอย่าง
รวดเร็ว มีประสิทธิภาพ ซึ่งจะช่วยให้เซลล์ของพืชมีการปรับตัวเพ่ือสามารถเจริญเติบโตและมีชีวิตรอดได้เมื่ออยู่ใน
สภาวะไม่เหมาะสม (Thomann et al., 2005; Sonoda et al., 2009; Pokhilko et al., 2011.) 

 

 
ภาพที่ 7 แสดงการเปรียบเทียบความสัมพันธ์ของล าดับกรดอะมิโนระหว่างยีน SINA3 และ SINAT3 ที่โคลนได้

จากข้าวโพดพันธุ์นครสวรรค์ 3 (NS3) วิเคราะห์โดยโปรแกรม ClustalW Multiple Alignment 
http://www.ebi.ac.uk/clustalw/ 

http://www.ebi.ac.uk/clustalw/
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เมื่อน าข้อมูลมาวิเคราะห์โครงสร้างของยีน โดยใช้โปรแกรม EMBL – EBI database บนอินเทอร์เน็ต 
พบว่า ยีน SINA3 และ SINAT3 มีส่วนประกอบครบทั งยีน ซึ่งประกอบด้วย ล าดับเบสส่วนที่มีการแสดงออกของ
ยีน open reading frame (ORF) หรือ coding sequence (CDS) ของยีน SINA3 ขนาด 1,026 คู่เบส มีจ านวน 
1 exon (ภาพที่ 8) และของยีน SINAT3 ขนาด 1,050 คู่เบส มีจ านวน 1 exon (ภาพที่ 9) เมื่อน าล าดับนิวคลีโอ
ไทด์ที่ได้ไปเปรียบเทียบกับยีนชนิดเดียวกันที่มีรายงานในฐานข้อมูล GenBank พบว่า ล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน 
SINA3 ที่ได้มีความเหมือนอย่างสูงกับยีนในกลุ่ม E3 ubiquitin protein ligase ที่พบในข้าวโพด (Zea mays L.) 
(EF434383.1) (ภาพผนวกที่ 1) และข้าวฟ่างหางหมา (Setaria italic (L.) Baeuv.) (XM004952220.1) โดยมี
ค่า % Max Identities เท่ากับ 99% และ 90% ตามล าดับ (ตารางที่ 2) และล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน SINAT3 
ที่ได้มีความเหมือนอย่างสูงกับยีน E3 ubiquitin protein ligase ที่พบในข้าวโพด (Zea mays L.) (EU966994.1) 
(ภาพผนวกที่  2) และข้าวฟ่างหางหมา (Setaria italic (L.) Baeuv.) (XM004960614.1) โดยมีค่า % Max 
Identities เท่ากับ 99% และ 90% ตามล าดับ (ตารางท่ี 3) 

 
 

 
 
ภาพที่ 8 โครงสร้างของยีน SINA3 ในส่วนที่มีการแสดงออกของยีน coding sequence (CDS) มีขนาด 1,026 คู่เบส  
  (แถบลูกศรสีแดง) วิเคราะห์โดยโปรแกรม EMBL-EBI database.  
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ภาพที่ 9 โครงสร้างของยีน SINAT3 ในส่วนที่มีการแสดงออกของยีน coding sequence (CDS) มีขนาด 1,050 คู่เบส 
  (แถบลูกศรสีแดง) วิเคราะห์โดยโปรแกรม EMBL-EBI database. 
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ตารางท่ี 2 การเปรียบเทียบล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน SINA3 ที่โคลนได้จากข้าวโพดพันธุ์นครสวรรค์ 3 (NS3)  
  กับยีนชนิดเดียวกันที่มีรายงานในฐานข้อมูล GenBank บนอินเทอร์เน็ตโปรแกรม   

www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST  

Description Max 
score 

Total 
score 

Query 
cover 

E 
value 

Identities Accession 

Zea mays SINA3 mRNA, 
complete cds 

1950 1950 100% 0.0 99% EF434383.1 

Setaria italica E3 ubiquitin-
protein ligase SINAT4-like 
(LOC101753703), mRNA 

1367 1367 100% 0.0 90% XM004952220.1 

Brachypodium distachyon 
E3 ubiquitin-protein ligase 
SINAT5-like 
(LOC100826252), mRNA 

1029 1106 90% 0.0 89% XM003572636.1 

Phyllostachys praecox 
SINA mRNA, partial cds 

1038 1038 79% 0.0 89% DQ013805.1 

Oryza brachyantha E3 
ubiquitin-protein ligase 
SINAT3-like 
(LOC102707930), mRNA 

952 1030 94% 0.0 87% XM006647122.1 

 
ตารางท่ี 3 การเปรียบเทียบล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน SINAT3 ที่โคลนได้จากข้าวโพดพันธุ์นครสวรรค์ 3 (NS3) 

กับยีนชนิดเดียวกันที่มีรายงานในฐานข้อมูล GenBank บนอินเทอร์เน็ตโปรแกรม   
www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST  

Description Max 
score 

Total 
score 

Query 
cover 

E 
value 

Identities Accession 

Zea mays clone 298706 
ubiquitin ligase SINAT3 
mRNA, complete cds 

1880 1880 100% 0.0 99% EU966994.1 

Setaria italica E3 ubiquitin-
protein ligase SINAT3-like 
(LOC101763752), mRNA 

1385 1385 99% 0.0 90% XM004960614.1 

Brachypodium distachyon 
E3 ubiquitin-protein ligase 
SINAT3-like 
(LOC100822426), mRNA 

1148 1148 99% 0.0 86% XM003566357.1 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST
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Oryza brachyantha E3 
ubiquitin-protein ligase 
SINAT3-like 
(LOC102711436), partial  

1079 1079 79% 0.0 89% XM006655063.1 

Phyllostachys praecox 
SINA mRNA, partial cds 

687 687 77% 0.0 81% DQ013805.1 

เมื่อน าข้อมูลยีน SINA3 และ SINAT3 จากข้าวโพดมาศึกษาความสัมพันธ์กับยีนชนิดเดียวกันในพืช      
ชนิดต่างๆ ที่มีรายงานในฐานข้อมูล GenBank (www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/treeview/ treeView.cgi) พบว่า 
ยีน SINA3 และ SINAT3 ที่สังเคราะห์ได้จากข้าวโพด (Zea mays L.) มีความสัมพันธ์อย่างใกล้ชิดกับพืชในกลุ่ม 
ใบเลี ยงเดี่ยว คือ ข้าวโพด (Zea may L.) ข้าวฟ่างหางหมา (Setaria italica (L.) Beauv.) และพืชตระกูลหญ้า 
(Brachypodium distachyon) มากกว่าพืชในกลุ่มใบเลี ยงคู่ (ภาพที่ 10 และ ภาพที่ 11)  

 

 

 
 

ภาพที่ 10 แสดงความสัมพันธ์ระหว่างยีน SINA3 ที่โคลนได้จากข้าวโพด เปรียบเทียบกับพืชชนิดต่างๆ  

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/treeview/%20treeView.cgi
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  โดยใช้โปรแกรม www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/treeview/treeView.cgi  
 

 

 

 

 

 

 
 

ภาพที่ 11 แสดงความสัมพันธ์ระหว่างยีน SINAT3 ที่โคลนได้จากข้าวโพด เปรียบเทียบกับพืชชนิดต่างๆ  

  โดยใช้โปรแกรม www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/treeview/treeView.cgi 

 
3. การสร้างชุด cassette ยีน และการตรวจสอบการปรากฏของยีน SINA3 และ SINAT3  
 ใน Plant Expression Vector 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/treeview/treeView.cgi
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/treeview/treeView.cgi
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การเพ่ิมปริมาณยีน SINA3 และ SINAT3 ในส่วนที่มีการแสดงออกของยีน โดยการท าปฏิกิริยา PCR กับ 
พลาสมิดดีเอ็นเอของข้าวโพดทั ง 4 พันธุ์ โดยใช้ไพรเมอร์ที่มีความจ าเพาะกับยีน SINA3 คือ SINAXbaI (forward) 
และ SINAKpnI (reverse) และยีน SINAT3 คือ SINATXbaI (forward) และ SINATKpnI (reverse) ซึ่งได้เติม
ต าแหน่งจดจ าของเอนไซม์ตัดจ าเพาะ XbaI และ KpnI ได้ชิ นยีนขนาด 1,026 คู่เบส และ 1,050 คู่เบส ตามล าดับ 
น ามาเชื่อมต่อเข้ากับ plant expression vector (pCAMBIA2300) ที่มีขนาด 9,640 คู่เบส โดยที่ pCAMBIA2300 
ประกอบด้วย โปรโมเตอร์ (35SCaMV) และเทอร์มิเนเตอร์ (NOS) ท าหน้าที่เป็นตัวควบคุมการแสดงออกของยีน มี
ยีน neomycin phosphortransferase (nptII) ควบคุมลักษณะต้านทานต่อสารปฏิชีวนะ kanamycin เป็นยีน
เครื่องหมายในการคัดเลือก (ภาพที่ 12ก) ซึ่งผ่านการท า double digestion ด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะ XbaI และ 
KpnI (ภาพที่  12ข) จากนั นท าการเชื่อมต่อชิ นยีน SINA3 และ SINAT3 เข้ากับ Plant Expression Vector 
(pCAMBIA2300) ในต าแหน่งของเอนไซม์ตัดจ าเพาะ XbaI และ KpnI ท าการถ่ายฝากชุด cassette ยีนทั ง 2 ชุด 

เข้าสู่เซลล์แบคทีเรียสายพันธุ์ DH5 โดยวิธี heat – shock และตรวจสอบการปรากฏของยีน SINA3 และ 
SINAT3 ที่อยู่ใน pCAMBIA2300 ซึ่งมี 2 วิธีด้วยกัน วิธีแรกคือ การตรวจสอบด้วยเทคนิค PCR โดยใช้ไพรเมอร์ 
NOS (forward) และ 35SCaMV (reverse) พบว่า สามารถท าปฏิกิริยาได้แถบดีเอ็นเอของยีน SINA3 และ SINAT3 
ขนาดประมาณ 1.0 กิโลเบส (ภาพที่ 13ก และ 13ข) และวิธีที่สองคือ การตรวจสอบด้วยการใช้เอนไซม์ตัด
จ าเพาะ XbaI และ KpnI พบรูปแบบของแถบดีเอ็นเอที่ถูกต้องจ านวน 2 แถบ ได้แก่ ขนาดประมาณ 1.1 กิโลเบส 
(ยีน SINA3 และยีน SINAT3) และขนาดประมาณ 9 กิโลเบส (pCAMBIA2300) ตามล าดับ (ภาพที่ 14ก และ 14ข) 
เมื่อน าพลาสมิดดีเอ็นเอสายผสมที่มีชิ นส่วนของยีน SINA3 และ SINAT3 สอดแทรกอยู่ไปวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์
ทั งหมด พบว่า ต าแหน่งในการเชื่อมต่อของยีน SINA3 และ SINAT3 ที่อยู่ภายในเวกเตอร์ pCAMBIA2300        
มีความถูกต้อง โดยโครงสร้างของพลาสมิดสายผสมที่มีความสมบูรณ์สามารถเชื่อมต่อชิ นยีน SINA3 และ SINAT3 
เข้ ากั บ  Plant Expression Vector (pCAMBIA2300 – ZmSINA3 และ pCAMBIA2300 – ZmSINA3) จะมี
ขนาดประมาณ 10.6 กิโลเบส และ 10.7 กิโลเบส ตามล าดับ (ภาพที่ 15)  

 

 

         
                   
 

 

ก ข 

bp 

1000 

3000 
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ภาพที่ 12 ก. แผนที่ของ Plant Expression Vector (pCAMBIA2300) และต าแหน่งในการเชื่อมต่อชิ นยีน 

SINA3 และยีน SINAT3 

 ข. แสดงแถบดีเอ็นเอของ Plant Expression Vector (pCAMBIA2300) ที่ตัดด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะ 
XbaI และ KpnI, Lane M = ดีเอ็นเอมาตรฐาน 1 Kb DNA Ladder (Fermentas), Lane 1 = 
แถบดีเอ็นเอของ pCAMBIA2300, Lane 2 = แถบดีเอ็นเอของ pCAMBIA2300 ที่ตัดด้วยเอนไซม์ตัด
จ าเพาะ XbaI และ KpnI  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
  

                                                                          

  

ภาพที่ 13 ก. แสดงแถบดี เอ็นเอที่ ได้จากการท าปฏิกิริยา PCR กับพลาสมิดดีเอ็นเอสายผสม pCAMBIA2300 – 
ZmSINA3 โดยใช้ไพรเมอร์ NOS (forward) และ 35SCaMV (reverse), Lane M = ดีเอ็นเอมาตรฐาน 1 
Kb DNA Ladder (Fermentas), Lane 1–2 = แถบดีเอ็นเอของข้าวโพดพันธุ์ตากฟ้า 1 (TF1), Lane 3–4 
= แถบดีเอ็นเอของข้าวโพดพันธุ์ตากฟ้า 3 (TF3), Lane 5–6 = แถบดีเอ็นเอของข้าวโพดพันธุ์นครสวรรค์ 3 
(NS3) และ Lane 7–8 = แถบดีเอ็นเอของข้าวโพดพันธุ์นครสวรรค์ 1 (NS1)  

 ข. แสดงแถบดีเอ็นเอที่ ได้จากการท าปฏิกิริยา PCR กับพลาสมิดดีเอ็นเอสายผสม pCAMBIA2300 – 
ZmSINAT3 โดยใช้ไพรเมอร์ NOS (forward) และ 35SCaMV (reverse), Lane M = ดีเอ็นเอมาตรฐาน 1 
Kb DNA Ladder (Fermentas), Lane 1–2 = แถบดีเอ็นเอของข้าวโพดพันธุ์ตากฟ้า 1 (TF1), Lane 3–4 
= แถบดีเอ็นเอของข้าวโพดพันธุ์ตากฟ้า 3 (TF3), Lane 5–6 = แถบดีเอ็นเอของข้าวโพดพันธุ์นครสวรรค์ 3 
(NS3) และ Lane 7–8 = แถบดีเอ็นเอของข้าวโพดพันธุ์นครสวรรค์ 1 (NS1)    

~1.0 kb 
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ภาพที่ 14 ก. แสดงรูปแบบของแถบดีเอ็นเอที่ได้จากการตัดพลาสมิดดีเอ็นเอสายผสม pCAMBIA2300 – ZmSINA3 
ด้ วย เอน ไซม์ ตั ดจ า เพ าะ XbaI และ  KpnI, Lane M = ดี เอ็น เอมาตรฐาน  1 Kb DNA Ladder 
(Fermentas), Lane 1–2 = แถบดีเอ็นเอของข้าวโพดพันธุ์ตากฟ้า 1 (TF1), Lane 3–4 = แถบดีเอ็นเอ
ของข้าวโพดพันธุ์ตากฟ้า 3 (TF3), Lane 5–6 = แถบดีเอ็นเอของข้าวโพดพันธุ์นครสวรรค์ 3 (NS3) และ 
Lane 7–8 = แถบดีเอ็นเอของข้าวโพดพันธุ์นครสวรรค์ 1 (NS1) 

  ข. แสดงรูปแบบของแถบดีเอ็นเอที่ได้จากการตัดพลาสมิดดีเอ็นเอสายผสม pCAMBIA2300 – ZmSINAT3 
ด้ วย เอน ไซม์ ตั ดจ า เพ าะ  XbaI และ KpnI, Lane M = ดี เอ็น เอมาตรฐาน  1 Kb DNA Ladder 
(Fermentas), Lane 1–2 = แถบดีเอ็นเอของข้าวโพดพันธุ์ตากฟ้า 1 (TF1), Lane 3–4 = แถบดีเอ็นเอ
ของข้าวโพดพันธุ์ตากฟ้า 3 (TF3), Lane 5–6 = แถบดีเอ็นเอของข้าวโพดพันธุ์นครสวรรค์ 3 (NS3) และ 
Lane 7–8 = แถบดีเอ็นเอของข้าวโพดพันธุ์นครสวรรค์ 1 (NS1) 
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ภาพที่ 15 แสดงโครงสร้างพลาสมิดสายผสม pCAMBIA2300 – ZmSINA3 และ pCAMBIA2300 – ZmSINAT3 

ที่มีความสมบูรณ์ 

 
สรุปผลการทดลองและข้อเสนอแนะ 

 
การโคลนยีน SINA3 และ SINAT3 ในส่วนของยีนที่มีการแสดงออกจากอาร์เอ็นเอรวมของข้าวโพดทั ง 4 พันธุ์ 

ด้วยเทคนิค RT – PCR พบว่า ยีน SINA3 ที่สังเคราะห์ได้มีขนาด 1,026 คู่เบส และยีน SINAT3 ที่สังเคราะห์ได้มี
ขนาด 1,050 คู่เบส เมื่อน าไปวิเคราะห์โครงสร้างของยีนด้วยโปรแกรม EMBL-EBI database บนอินเทอร์เน็ต 
พบว่า ยีนที่โคลนได้มีส่วนประกอบครบทั งยีน และเมื่อน าล าดับนิวคลีโอไทด์ไปแปลรหัสเป็นโปรตีน พบว่า ยีน 
SINA3 สามารถถอดรหัสเป็นกรดอะมิโนได้จ านวน 341 amino acid และ ยีน SINAT3 สามารถถอดรหัสเป็น
กรดอะมิโนได้จ านวน 349 amino acid 

เมื่อน าล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน SINA3 และ SINAT3 ไปเปรียบเทียบกับยีนชนิดเดียวกันที่มีรายงานใน
ฐานข้อมูล GenBank พบว่า ยีน SINA3 มีความเหมือนอย่างสูงกับยีนในกลุ่ม E3 ubiquitin protein ligase ที่พบ
ในข้าวโพด และข้าวฟ่างหางหมา (Setaria italic (L.) Baeuv.) (XM004952220.1) โดยมีค่าความเหมือน       
(% Max Identities) เท่ากับ 99% และ 90% ตามล าดับ และล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน SINAT3 ที่ได้มีความ
เหมือนอย่างสูงกับยีน E3 ubiquitin protein ligase ที่พบในข้าวโพด และข้าวฟ่างหางหมา (Setaria italic (L.) 
Baeuv.) (XM004960614.1) โดยมีค่า % Max Identities เท่ากับ 99% และ 90% ตามล าดับ  

การสร้างชุด cassette ยีน โดยการเชื่อมต่อชิ นยีน SINA3 และ SINAT3 เข้ากับ Plant Expression 
Vector (pCAMBIA2300) ภายใต้การควบคุมของโปรโมเตอร์ 35SCaMV และเทอร์มิเนเตอร์ NOS ได้พลาสมิด    
ดีเอ็นเอสายผสม pCAMBIA2300 – ZmSINA3 และ pCAMBIA2300 – ZmSINAT3 มีขนาดประมาณ 10.6 และ 
10.7 กิโลเบส ตามล าดับ  

 
การน าผลงานวิจัยไปใช้ประโยชน์ 

 
การโคลนยีนที่ทนต่อสภาวะขาดน  าในข้าวโพดพันธุ์ทนแล้ง ได้แก่ ยีน SINA3 และ SINAT3 และการสร้าง

ชุด cassette ยีน ที่อยู่ในรูปแบบของพลาสมิดดีเอ็นเอสายผสมที่มีความสมบูรณ์ (pCAMBIA2300 – ZmSINA3 
และ pCAMBIA2300 – ZmSINAT3) ซึ่งขณะนี ได้มีการน าชุดยีนดังกล่าวไปถ่ายฝากเข้าสู่พืชต้นแบบเพื่อศึกษาการ
แสดงออกของยีน และศึกษาข้อมูลของยีนในด้านต่างๆ ก่อนที่จะน าไปถ่ายฝากเข้าสู่พืชเศรษฐกิจ เช่น ถั่วเหลือง 
ข้าวโพด อ้อย และมันส าปะหลัง เป็นต้น เพ่ือเพ่ิมศักยภาพในการให้ผลผลิตและสามารถทนทานต่อสภาวะขาดน  าได้ 
อีกทั งยังเป็นพืชทางเลือกในการเร่งรัดกระบวนการปรับปรุงพันธุ์พืชต่อไปในอนาคต 

 
เอกสารอ้างอิง 
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ภาพผนวกที่ 1 การวิเคราะห์ alignment ระหว่างล าดับเบสของยีน SINA3 ของข้าวโพดที่ accession number 
EF434383.1 กับ ล าดับเบสของยีน SINA3 ที่โคลนได้จากข้าวโพดพันธุ์นครสวรรค์ 3 (NS3)  
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ภาพผนวกที่ 2 การวิ เคราะห์  alignment ระหว่างล าดับ เบสของยีน SINAT3 ของข้าวโพดที่  accession 

number EU966994.1 กับ ล าดับเบสของยีน SINAT3 ที่โคลนได้จากข้าวโพดพันธุ์นครสวรรค์ 3 
(NS3) 
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