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รัฐธิภา ธนารักษ : ผลจากโมทิฟของ OsNUC1 ตอการเติบโตของ Arabidopsis thaliana L. ท่ีดัดแปร
พันธุกรรมภายใตภาวะเครียดจากความเค็ม. (EFFECTS OF OsNUC1 MOTIF ON TRANSGENIC
Arabidopsis thaliana L. GROWTH UNDER SALT STRESS CONDITION) อ. ท่ีปรึกษาวิทยานิพนธ
หลัก: รศ.ดร. ศุภจิตรา ชัชวาลย, 143 หนา.

ยีนนิวคลีโอลินในขาว (OsNUC1) เปนยีนท่ีตอบสนองตอภาวะเครียดจากความเค็มซ่ึงถอดรหัส/แปลรหัสใหโปรตีน
OsNUC1 ประกอบไปดวยโดเมนบริเวณปลาย N (N’_OsNUC1) ซ่ึงมีโดเมน acidic-serine-rich และ bipartite nuclear
localize signal (NLS) และโดเมนบริเวณปลาย C (C’OsNUC1) ประกอบดวย RNA recognition motifs (RRMs) 2 โมทิฟ
และโดเมน Glycine-Arginine-rich (GAR) งานวิจัยน้ีมีจุดประสงคเพ่ือเปรียบเทียบบทบาทของโดเมนบริเวณปลาย N และ C
ของ OsNUC1 เม่ือถูกควบคุมดวยโปรโมเตอรชนิดแสดงออกตลอดเวลา (โปรโมเตอร 35SCaMV) หรือโปรโมเตอรชนิดท่ี
แสดงออกเฉพาะเม่ือไดรับภาวะแลง (โปรโมเตอร rd29A) ท่ีมีตอการเติบโตของพืชในภาวะปกติและภาวะเครียดจากความ
เค็ม งานวิจัยน้ีเลือก Arabidopsis thaliana เปนตนแบบในการศึกษา หลังจากถายยีนชุดโครงสรางยีนเขาสูตน
Arabidopsis คัดเลือกตนดัดแปรพันธุกรรมสายพันธุท่ีตรวจสอบแลววาเปน homozygous และมีระดับการแสดงออกของ
ยีน OsNUC1 ท่ีตางกันมาศึกษาเกี่ยวกับการเติบโตพบวา ไมวาจะเปน full-length cDNA หรือสวน cDNA ท่ีถอดรหัสให
N’_OsNUC1 หรือสวน cDNA ท่ีถอดรหัสให C’_OsNUC1 ท่ีถูกควบคุมดวยโปรโมเตอรชนิดแสดงออกตลอดเวลาหรือชนิดท่ี
แสดงออกเฉพาะเม่ือไดรับภาวะแลงอยางใดอยางหน่ึงสามารถเพ่ิมความยาวรากแกวในภาวะปกติได มีขอนาสังเกตวาไม
สามารถคัดเลือกเมล็ด T1 ของตนดัดแปรพันธุกรรมท่ีไดรับการถายยีน N’_OsNUC1 แบบมีการแสดงออกของยีนตลอดเวลา
บนอาหารท่ีเติมยาปฏิชีวนะ 4 วันหลังจากยายปลูกบนอาหารเพาะเล้ียง (ภาวะปกติ) พบวาทุกสายพันธุของตนกลาดัดแปร
พันธุกรรมอายุ 10 วันท่ีมียีน N’_OsNUC1 ถูกควบคุมโปรโมเตอรแบบแสดงออกเฉพาะเม่ือไดรับภาวะแลงมีนํ้าหนักสดสูง
กวาตน WT อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ สําหรับภาวะเค็มในวันท่ี 4 หลังทําการทดลองตนท่ีไดรับการถายยีน N’_OsNUC1
และโปรโมเตอร rd29A มีนํ้าหนักสดและนํ้าหนักแหงสูงกวา wild type ท่ีไมไดรับการถายยีน ในขณะเดียวกันไมพบวามีการ
เพ่ิมขึ้นของการเติบโตในตนดัดแปรพันธุกรรมอื่นยกเวนตนท่ีไดรับการถายยีน full-length OsNUC1 แบบแสดงออก
ตลอดเวลาท่ีมีแนวโนมใหรากแกวท่ีมีความยาวเพ่ิมมากขึ้นในวันท่ี 6 หลังไดรับภาวะเครียดจากความเค็ม ผลท่ีไดแสดงใหเห็น
วา OsNUC1 มีสวนเกี่ยวของในการเจริญเติบโตของพืชโดยเฉพาะกระบวนการพัฒนาของราก ท้ังน้ีบริเวณปลาย N และ C
ของโปรตีนตางมีบทบาทในกระบวนการพัฒนาเชนเดียวกัน บทบาทของโปรโมเตอรชนิดแสดงออกตลอดเวลาและแบบ
แสดงออกเฉพาะเม่ือไดรับภาวะแลงอาจยังไมชัดเจนนักเม่ือพิจารณาจากการแสดงออกของยีน full-length และ
N’_OsNUC1 อยางไรก็ตามเน่ืองจากไมสามารถคัดตนดัดแปรพันธุกรรมท่ีไดรับการถายยีน N’_OsNUC1 แบบแสดงออก
ตลอดเวลาได ดังน้ันโปรโมเตอรแบบแสดงออกเฉพาะเม่ือไดรับการกระตุนก็นาจะเปนอีกทางเลือกหน่ึงในการนํามาใชศึกษา
หนาท่ีของบริเวณดังกลาว ซ่ึงเปนบริเวณท่ีใหผลการทดลองชวยเพ่ิมการเจริญเติบโตของพืชในภาวะเค็มได อยางไรก็ตาม
เน่ืองจากไมมีหลักฐานท่ียืนยันถึงการมีอยูของ N’_OsNUC1 ในขาว จึงเปนไปไดวาความสามารถในการทนเค็มซ่ึงเปนผลของ
N’_OsNUC1 ก็อาจไมมีอยูจริงในธรรมชาติ การเจริญเติบโตของพืชท่ีเพ่ิมขึ้นระหวางไดรับภาวะเค็มในตนดัดแปรพันธุกรรมท่ี
มียีน N’_OsNUC1 จึงอาจเปนผลจากโดเมนอื่นท่ีมีโครงสรางคลายคลึงกับโครงสรางของ N’_OsNUC1

สาขาวิชา เทคโนโลยีชีวภาพ ลายมือช่ือนิสิต ..
ปการศึกษา 2554 ลายมือช่ือ อ. ปรึกษาวิทยานิพนธหลัก .
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RATTHIPHA THANARUKSA : EFFECTS OF OsNUC1 MOTIF ON TRANSGENIC Arabidopsis
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OsNUC1 is a salt responsive gene in rice, encoding the Nucleolin1 (OsNUC1) protein which consists of N-
terminal acidic-serine-rich domain (N’_OsNUC1) with bipartite nuclear localization signal (NLS) and C-terminal
domain (C’_OsNUC1) with two RNA recognition motifs (RRMs) and glycine-arginine rich (GAR) region. The objective
of this research is to compare the effects of N-terminal and C-terminal domains of OsNUC1 under the constitutive
(35SCaMV promoter) and drought inducible (rd29A) promoter regulation on plant growth in normal and salt stress
conditions. Arabidopsis thaliana L. was used as a model for the investigation.  The expression constructs were
transferred to Arabidopsis and the homozygous transgenic lines with different OsNUC1 gene expression level were
selected for growth analysis.  It was found that the full-length cDNA or the cDNA fragment, encoding N’_OsNUC1
(N’_OsNUC1) or the cDNA fragment, encoding C’_OsNUC1 (C’_OsNUC1) regulated by either constitutive or drought
inducible promoter could enhance primary root elongation in normal condition.  It should be noticed that the T1

seeds from transgenic lines with the constitutive expression of N’_OsNUC1 could not be selected on antibiotic
containing medium.   After normal medium refreshing for 4 days, all 10 day-old transgenic lines with drought
inducible promoter regulated N’_OsNUC1 expression showed the significant higher level of fresh weight, when
compared to the wild type, while only some transgenic lines with other constructs performed the higher fresh
weight in normal condition than wild type.   In salt stress condition, the transgenic lines with N’_OsNUC1
expression regulated with rd29A promoter had a higher fresh weight and dry weight after 4 days of treatment,
when compared to non-transformed wild type, while the transgenic lines with other construct did not clearly
show growth enhancement under salt stress condition, except that the transgenic lines with the constitutive
expression of full-length OsNUC1 tended to have the long primary root after 6 days of salt stress.  These data
suggested that OsNUC1 protein functioned in both normal and salt stress condition in plant growth and
development, especially in root developmental process, and both N- and C- termini of this protein play roles in
the plant development.  The effects of constitutive and drought inducible promoters may not be clearly seen in
the regulation of full-length OsNUC1 and C’_OsNUC1 gene expression.  However, as the transgenic plants with the
constitutive expression of N’_OsNUC1 could not be selected, the inducible promoter was an alternative promoter
to study the function study of the particular region of the gene, which resulted in the enhancement of plant
growth in salt-stress condition.  Because there is no evidence of the N’_OsNUC1 existence in rice, the salt tolerant
function of N’_OsNUC1 might not exist in nature.  Growth enhancement during salt stress in the transgenic lines
with N’_OsNUC1 might result from the similarity of that region of OsNUC1 to other salt resistant genes in
Arabidopsis.

Field of Study : Biotechnology Student’s Signature ..
Academic Year : 2011 Advisor’s Signature .
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บทที่ 1

บทนํา

ความเปนมาและความสําคัญของปญหา

ภาวะเค็มเปนหนึ่งในสาเหตุหลักของภาวะเครียดจากสิ่งแวดลอม ท่ีมีผลยับยั้งการเติบโตของ
พืช โดยสงผลกระทบตอลักษณะทางกายภาพตอเนื่องไปถึงดานชีวเคมีรวมถึงเมแทบอลิซึมของพืช พืช
จึงจําตองมีกลไกเพ่ือปองกันและปรับตัวใหสามารถดํารงชีวิตรวมท้ังชวยลดความเสียหายเม่ือเผชิญกับ
ภาวะเครียดจากความเค็ม ซึ่งกลไกดังกลาวนั้นถูกควบคุมดวยยีน

โปรตีนท่ีพืชสรางข้ึนในภาวะเครียดสามารถแบงตามลักษณะการทําหนาท่ีไดเปนสองกลุม คือ
กลุมแรกเปนโปรตีนท่ีถูกสรางข้ึนมาเพ่ือปกปองเซลลจากภาวะเครียดโดยตรง (functional proteins)
เชน เอนไซมในกระบวนการสรางสาร osmolyte โปรตีนกลุม LEA (late embryogenesis
abundant) และกลุมท่ีสองเปนโปรตีนควบคุม (regulatory proteins) ทําหนาท่ีควบคุมการ
แสดงออกของยีนอ่ืนซึ่งเก่ียวของกับการสงตอสัญญาณตอบสนองตอความเครียด เชน transcription
factor และโปรตีนไคเนส (kinases) (Shinozaki et al., 1998) ซึ่งผลจากการทํางานของโปรตีน
เหลานี้กอใหเกิดการเปลี่ยนแปลงท้ังทางดานชีวเคมี สรีรวิทยา และดานการพัฒนาของพืช ซึ่งจะชวย
ลดความเสียหายท่ีพืชไดรับจากภาวะเครียด รวมท้ังชวยใหพืชทนทานตอภาวะเครียด (stress
tolerance) และใหผลผลิตตอไรไดมากข้ึน

สมพร มณีประสพสุข (2547) ศึกษาการแสดงออกของยีนในขาว (Oryza sativa L.) พันธุ
เหลืองประทิว 123 (LPT123) ซึ่งเปนพันธุไมทนเค็มเปรียบเทียบกับสายพันธุ LPT123-TC171 ซึ่ง
เปนสายพันธุทนเค็มท่ีไดจากการกลาย (mutation) ในหลอดทดลองของเนื้อเยื่อขาวพันธุ LPT123
(Thikart et al., 2005; Udomchalothorn et al., 2009) ดวยเทคนิค differential display พบ
ชิ้นสวนของยีนใหม OsD1B18-18 ซึ่งมีการแสดงออกเพ่ิมสูงข้ึนหลังจากไดรับภาวะเครียดจากความ
เค็ม 48 ชั่วโมง เม่ือเปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอไทดของ cDNA ของยีน OsD1B18-18 กับฐานขอมูล
ใน GenBank (GenBank, 1982) พบวายีนดังกลาวมีความคลายคลึง 100% กับยีนนิวคลีโอลิน
(Nucleolin1) หรือชื่อยอ OsNUC1 ในขาว tribe japonica
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ลําดับนิวคลีโอไทดของ full-length cDNA ของ OsNUC1 ในฐานขอมูล GenBank
(GenBank, 1982) มีความยาวสองขนาดคือ ความยาว 1943 bp (accession number AK063918)
และความยาว 2447 bp (accession number AK103446) เม่ือแปลรหัสจาก open reading
frame ของ AK103446 จะไดโปรตีนท่ีประกอบดวย 3 โดเมน คือ

1) สวนปลายอะมิโน (amino-terminal domain) เปน acidic-serine-rich region ซึ่งมี
bipartite nuclear localization signal (NLS) ทําหนาท่ีเปนสัญญาณท่ีกําหนดใหโปรตีนเคลื่อนท่ีไป
ยังนิวเคลียส โดยมีลักษณะการเรียงตัวของลําดับกรดอะมิโนพ้ืนฐานท่ีแสดงความเปน NLS จํานวน
สองชุด (cluster)

2) สวนกลาง (central domain) ซึ่งมี RNA recognition motifs (RRMs) หรืออีกชื่อคือ
RNA-binding domains (RBD) อยูสองบริเวณ และ

3) สวนปลายคารบอกซิล (carboxyl-terminal domain) เปนบริเวณท่ีมีกรดอะมิโน
glycine และ arginine กระจายตัวอยูจํานวนมาก เรียกบริเวณดังกลาววา glycine-arginine-rich
(GAR) ทําหนาท่ีเก่ียวของกับการเคลื่อนท่ีไปยังนิวเคลียสของไรโบโซมอลโปรตีน (Ginisty et al.,
1999; Lischwe et al., 1982)

เม่ือแปลรหัสจาก full-length cDNA ของ OsNUC1 ท่ีมี accession number AK063918
พบวาจะไดโปรตีนท่ีประกอบดวยสวนกลางและสวนปลายคารบอกซิลท่ีพบในการแปลรหัสของ
full-length cDNA AK103446 เทานั้น

นิวคลีโอลินเปนโปรตีนสําคัญในยูคาริโอตท่ีมีหนาท่ีหลากหลาย (multifunctional protein)
พบมากในนิวเคลียส ทําหนาท่ีเก่ียวของกับกระบวนการเมแทบอลิซึมในเซลล โดยเฉพาะการสราง
ไรโบโซมและการเคลื่อนยายไรโบโซมอลโปรตีน และซับยูนิตของไรโบโซมระหวางนิวเคลียสและ
ไซโทพลาสซึม (Ginisty et al., 1999; Tuteja and Tuteja, 1998) นิวคลีโอลินพบในสิ่งมีชีวิตหลาย
ชนิด มีรายงานวาโปรตีน OsNUC1 ในสิ่งมีชีวิตแตละชนิดมีขนาดแตกตางกันเนื่องมาจาก
สวนประกอบของกรดอะมิโนท่ีตางชนิดกันในบริเวณปลายอะมิโน โดยเฉพาะในบริเวณ NLS
ยกตัวอยางเชน KKGKRQAEEEIKKVSAKKQK ในถ่ัวลันเตา KKRKSEDAEEEDEESSNKKQK ในยีสต
และ KRKKEMAKQAAPEAKKQK ในคน (González-Camacho and Medina, 2004; Schmidt-
Zachmann and Nigg, 1993)

ดังท่ีกลาวขางตนวา การแสดงออกของยีนเปนสวนสําคัญท่ีนําไปสูการสรางโปรตีนท่ีจะชวย
ปกปองเซลลจากภาวะเครียด จึงมีความพยายามท่ีจะศึกษาบริเวณสวนควบคุมการแสดงออกของยีนท่ี
เรียกวาโปรโมเตอร ท่ีผานมาการปรับปรุงพันธุพืชโดยการถายยีนนิยมใชโปรโมเตอรชนิดควบคุมการ
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แสดงออกของยีนใหมีการแสดงออกตลอดเวลา (constitutive promoter) มาควบคุมการทํางานของ
ยีนท่ีตองการเพ่ิมประสิทธิภาพ ทําใหเกิดการแสดงออกของยีนท่ีตองการตลอดเวลา (constitutive
expression) สงผลชวยเพ่ิมความสามารถของพืชใหทนตอภาวะเครียดและใหผลผลิตตอไรไดมากข้ึน
ตัวอยางของโปรโมเตอร ชนิดแสดงออกตลอดเวลาท่ีนิยมนํามาใช ไดแก 35S cauliflower mosaic
virus (35SCaMV) promoter อยางไรก็ตาม การแสดงออกตลอดเวลาของยีนบางยีนก็สงผลดานลบ
ตอการเจริญเติบโตของพืชไดเชนกัน มีงานวิจัยท่ีทําการแทนท่ีโปรโมเตอร 35SCaMV ดวย
โปรโมเตอรแบบท่ีทํางานเฉพาะเม่ือไดรับการกระตุนจากภาวะเครียดจากสิ่งแวดลอม (inducible
promoter) คือ rd29A promoter (responsive to dehydration29A) ของ Arabidopsis
thaliana ในการถายยีน DREB1 (dyhydration-responsive element binding1) ซึ่งเปนยีนใน
กลุม transcription factor เขาสูตนยาสูบ (Nicotiana tabacum) พบวาโปรโมเตอร rd29A
สามารถลดลักษณะแคระแกร็นของตนยาสูบดัดแปรพันธุกรรมท่ีไดรับการถายยีนท่ีใชโปรโมเตอร
35SCaMV ควบคุม สงผลใหตนยาสูบท่ีไดรับการถายยีนแบบใชโปรโมเตอร rd29A ควบคุม มีลักษณะ
และขนาดของตนใกลเคียงกับตนสายพันธุปกติ และมีความทนทานตอภาวะเครียดจากความเค็มและ
แลงไดดีมากข้ึนเม่ือเทียบกับสายพันธุท่ีไดรับการถายยีนแบบใชโปรโมเตอร 35SCaMV ควบคุมการ
แสดงออกของยีน (Kasuga et al., 1999; Kasuga et al., 2004)

งานวิจัยนี้จึงมีความสนใจศึกษาผลการทํางานของโปรโมเตอรท้ังสองชนิด คือ โปรโมเตอร
35SCaMV และโปรโมเตอร rd29A เม่ือนําไปควบคุมการทํางานของโมทิฟของ OsNUC1 รูปแบบ
ตาง ๆ ภายใตภาวะเครียดจากความเค็ม เพ่ือใหทราบวาโมทิฟของ OsNUC1 รูปแบบใดและภายใต
การทํางานของโปรโมเตอรแบบใดทําใหพืชมีความสามารถในการทนทานตอภาวะเครียดจากความ
เค็มไดดี โดยทําการเปรียบเทียบ 3 โมทิฟของ OsNUC1 ไดแก 1) บริเวณปลายอะมิโนท่ีมีเฉพาะ
bipartite NLS (เรียกโดยยอวา ปลาย N หรือ N’_OsNUC1) 2) บริเวณกลางและบริเวณปลายคาร
บอกซิล ซึ่งเปนบริเวณเดียวกันกับท่ีไดจากการถอดรหัสจาก cDNA ของ OsNUC1 accession no.
AK063918 ซึ่งมีบริเวณ RRMs และ GAR กระจายอยู เรียกรวมบริเวณกลางและปลาย
คารบอกซิลรวมกันวา ปลาย C หรือ C’_OsNUC1 และ 3) โมทิฟ ของ OsNUC1 ท่ีไดจาก cDNA
ของ OsNUC1 accession no. AK103446 ซึ่งจะถอดรหัสใหท้ังบริเวณปลายอะมิโน บริเวณกลาง
และปลายคารบอกซิลของ OsNUC1 (เรียก full-length_OsNUC1)



บทที่ 2

การตรวจเอกสาร

1. การตอบสนองของพืชเม่ือไดรับภาวะเครียดจากความเค็ม

ภาวะเค็ม (salinity) เปนภาวะเครียดจากสิ่งแวดลอมท่ีมีผลกระทบโดยตรงตอการเจริญ
เติบโต ทําใหผลผลิตของพืชตอไรลดลง เนื่องจากภาวะเค็มมีผลทําใหท้ังลักษณะทางกายภาพ และ
กระบวนทางสรีรวิทยาของพืชเสียสมดุล ซึ่งมีสาเหตุหลัก ๆ มาจากการเกิดความเครียดออสโมติก
(osmotic stress) และความเปนพิษจากไอออน (ion toxicity) โดยท่ีความเครียดออสโมติกจะทําให
รากพืชดูดน้ําไดนอยลง เนื่องจากการสะสมของไอออนเกลือในดินทําใหคา water potential ของน้ํา
ในดินลดลง พืชตองใชแรงดันออสโมติก (osmotic pressure) มากข้ึนในการนําน้ํามาใช ซึ่งสงผลให
เซลลพืชเกิดภาวะขาดน้ําในท่ีสุด นอกจากนี้การสะสมของไอออนเกลือท่ีเพ่ิมมากข้ึนเม่ือพืชไดรับ
ภาวะเค็มเปนเวลานาน ยังจะกอใหเกิดความเปนพิษจากไอออน (ion toxicity) สงผลกระทบตอ
สมดุลไอออนภายในเซลลพืช รวมไปถึงการทํางานของเอนไซมตาง ๆ ในกระบวนการเมแทบอลิซึม ซึ่ง
สงผลกระทบตอเปนลูกโซไปยังกระบวนการสังเคราะหดวยแสงของพืชใหลดลง (Greenway and
Munns, 1980; Zhu, 2001) ท้ังนี้ชวงแรกท่ีพืชไดรับภาวะเค็มจะมีอาการและการตอบสนอง
เชนเดียวกับการไดรับภาวะแลง (drought stress)

เนื่องจากพืชไมสามารถเคลื่อนท่ีหนีจากพ้ืนท่ีเพาะปลูกท่ีมีการสะสมของไอออนเกลือได พืช
แตละชนิดจึงตองมีกลไกการตอบสนองและปรับตัวตอภาวะเค็มมาแกปญหา ซึ่งกลไกท่ีนํามาใชก็จะ
แตกตางกันไปตามชนิด ชวงอายุ ระยะการเจริญเติบโตของพืช รวมไปถึงความรุนแรงของภาวะเค็มท่ี
พืชไดรับ (Hasegawa et al., 2000) ตัวอยางการปรับตัวของพืชเม่ือไดรับภาวะเค็มจนเกิด osmotic
stress เชน การลดพ้ืนท่ีใบ ปดปากใบ การมวนใบ รวมไปถึงเปลี่ยนแปลงลักษณะของใบใหมีขนท่ีผิว
ใบหรือมีสารเคลือบผิวใบเพ่ือลดการสูญเสียน้ํา (Taiz and Zeiger, 1998; Zhu, 2002)

สําหรับไอออนท่ีเปนพิษซึ่งโดยมากเปนการสะสมของโซเดียมไอออน (Na+) และคลอไรด
ไอออน (Cl-) พืชมีวิธีการปรับตัวดวยการลดเกลือท่ีจะถูกนําเขาสูตนพืช โดยใชวิธีเชน การขจัดเกลือ
(salt secretion) ผานทางตอม salt glands (Flowers et al., 1977) พืชบางชนิดนําเกลือออกทาง
ใบ หรือปรับตัวใหมีลักษณะท่ีเรียกวาพืชอวบน้ํา (succulence) ซึ่งเปนการนําน้ําเขาสูเซลลสงผลให
ความเขมขนของเกลือลดลง (Sobrado, 2004) หรือบางชนิดปรับตัวโดยใชการลําเลียงไอออนท่ีเปน
พิษไปเก็บในแวคคิลโอล (Flowers et al., 1977) ซึ่งถือเปนการลดความเขมขนของไอออนเกลือในไซ
โทพลาซึมอีกหนึ่งวิธีเชนกัน ท้ังนี้การสะสมไอออน Na+ ไวในแวคคิลโอลยังเปนการชวยลด osmotic
potential ของเซลลไดอีกดวย (Dajic, 2006) นอกจากนี้พืชยังมีกระบวนการท่ีเรียกวา osmotic
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adjustment มาชวยแกปญหา โดยเปนการสะสมสาร compatible osmolyte (Hare et al.,
1998) ซึ่งโดยมากมักเปนสารอินทรีย อยางเชน น้ําตาลฟรุคโตส กลูโคส หรือ กลีเซอรอล รวมไปถึง
อนุพันธุของกรดอะมิโนอยาง โพลีน glycine betaine ซึ่งการสะสมสารเหลานี้จะชวยลด water
potential ในเซลลของพืชทําใหรากสามารถดูดน้ําไดมากข้ึนเม่ือเผชิญกับภาวะเค็ม ท้ังนี้พืชสามารถ
สะสม osmolyte ไวไดในระดับสูงมากโดยไมรบกวนกระบวนการชีวเคมีในเซลล (Nuccio et al.,
1999; Yokoi et al., 2002)

การปรับตัวของพืชท่ีกลาวมาขางตน เปนผลจากการควบคุมการแสดงออกของยีนในพืชซึ่ง
นําไปสูการสรางโปรตีนท่ีชวยบรรเทาความเสียหายจากภาวะเค็ม อยางไรก็ตามการตอบสนองและ
ปรับตัวของพืชเกิดจากการทํางานของกระบวนการท่ีซับซอนระหวางยีนหลายยีน โดยเริ่มจากเม่ือพืช
ไดรับภาวะเค็ม จะมี receptor ตรงบริเวณ cell membrane รับสัญญาณ (signal reception)
จากนั้นจะมีการสงตอสัญญาณความเครียดเปนลําดับชั้นของเครือขายโมเลกุลตาง ๆ (cascades of
molecular network) เรียกกระบวนการนี้วา signal transduction โดยมี secondary messenger
เชน Ca2+ หรือ reactive oxygen species (ROS) รวมรับสงสัญญาณตอไปยังนิวเคลียส และไป
กระตุนใหยีนท่ีเก่ียวของกับการตอบสนองตอภาวะเค็มเกิดการแสดงออก (gene expression) ไดเปน
โปรตีนท่ีทําหนาท่ีชวยใหพืชมีการปรับตัวและอยูรอดไดในภาวะเครียด (Shinozaki and
Yamaguchi-Shinozaki, 1997)

โปรตีนท่ีพืชสรางข้ึนแบงตามลักษณะการทําหนาท่ีไดเปน โปรตีนท่ีถูกสรางข้ึนมาเพ่ือปกปอง
เซลลจากภาวะเครียดโดยตรง (functional protein) เชน เอนไซมในกระบวนการสรางสาร
osmolyte โปรตีนกลุม LEA (late embryogenesis abundant) และกลุมโปรตีนควบคุม
(regulatory protein) ท่ีทําหนาท่ีควบคุมการแสดงออกของยีนอ่ืนซึ่งเก่ียวของกับการสงตอสัญญาณ
ตอบสนองตอภาวะเครียด (signal transduction pathways) เชน transcription factor โปรตีน
kinases รวมถึงเอนไซมเก่ียวกับการสรางฮอรโมน abscisic acid (ABA) หรือ phosphoinositide
(Shinozaki and Yamaguchi-Shinozaki, 1997; Xiong et al., 2002) ผลจากการทํางานของ
โปรตีนท้ัง 2 กลุมนี้กอใหเกิดความเปลี่ยนแปลงท้ังทางดานชีวเคมี กายภาพ สรีรวิทยาและดานการ
พัฒนา (development) ซึ่งจะชวยใหพืชทนทานตอความเครียด (stress tolerance) ไดมากข้ึน

งานวิจัยจํานวนมากนิยมนํายีนท่ีถอดรหัส/แปลรหัสใหโปรตีนท่ีทําหนาท่ีอยางใดอยางหนึ่ง
ใน 2 กลุมขางตนมาทําการ overexpression เพ่ือหวังปรับปรุงพันธุพืชดวยเทคนิคพันธุวิศวกรรม ให
ไดพืชท่ีสามารถทนทนทานตอความเครียด สามารถใหผลผลิตไดสูงใกลเคียงกับพืชในภาวะปกติ
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2. นิวคลีโอลิน

นิวคลีโอลิน (Nucleolin) เปนฟอสโฟโปรตีน (phosphoprotein) ท่ีกระจายตัวอยูใน
นิวคลีโอลัส (nucleolus) นิวเคลียสรวมถึงในนิวคลีโอพลาสซึม (nucleoplasm) เปนจํานวนมาก ใน
ไซโตพลาสซึมพบเพียงสวนนอยเทานั้น (Medina et al., 2010; Srivastava and Pollard, 1999)
บทบาทท่ีสําคัญของ Nucleolin คือ การสรางไรโบโซมและ rRNA โดยเฉพาะกระบวนการ pre-rRNA
ซึ่ง Nucleolin จะเขาไปมีสวนรวมตั้งแตข้ันตอนการตัดบริเวณ 5’ ETS (external transcribed
spacer) ของ rRNA นอกจากนี้ยังเก่ียวของกับการแสดงออกของไรโบโซมอลยีน อยาง RNA
polymerase (Pol) I และ rDNA repeat รวมถึงชวยในกระบวนการ splicing ซึ่งนําไปสูการเปลี่ยน
รูป (formation) ของ mRNA รวมถึงเก่ียวของกับการเคลื่อนยายไรโบโซมอลโปรตีนและซับยูนิต
ระหวางนิวเคลียสและไซโทพลาซึม (Borer et al., 1989; Ginisty et al., 1998; Tuteja and
Tuteja, 1998)

Nucleolin เปนนิวคลีโอลารโปรตีนท่ีพบไดในสิ่งมีชีวิตหลากหลายกลุม ตั้งแตในยีสตจนถึง
สัตวมีกระดูกสันหลัง จากการวิเคราะห phylogeny tree ทําใหทราบวายีนท่ีแปรรหัสใหโปรตีน
Nucleolin ถูกพบตั้งแตในบรรพบุรุษของยูคาริโอต (ancestor eukaryotic) Nucleolin จึงถือเปน
โปรตีนท่ีถูกอนุรักษไวตั้งแตในชวงแรกของวิวัฒนาการหรืออีกนัยหนึ่งคือ มีการเปลี่ยนแปลงตลอด
วิวัฒนาการท่ีนอยมาก (González-Camacho and Medina, 2004) Nucleolin ถูกกลาวถึงครั้ง
แรกในชวงป 1970 โดยเปนการศึกษาเก่ียวกับโปรตีน C23 ในเซลลมะเร็งตับ (Novikoff hepatoma
cells) และในรังไขของไชนีสแฮมสเตอร (Chinese hamster ovary; CHO) ชื่อ C23 ไดมาจาก
ตําแหนงบน Two dimensional polyacrylamide gel electrophoresis (Orrick et al., 1973)
ในชวงปลายของทศวรรษท่ี 80 เริ่มมีรายงานถึง Nucleolin รวมถึงลําดับนิวคลีโอไทดของ
Nucleolin ในสิ่งมีชีวิตอ่ืน ๆ ท่ีเปนสัตวเลี้ยงลูกดวยนมเพ่ิมมากข้ึน เชน หนู (Mus musulus) ไก
(Gallus gallus) และคน (Homo sapiens) หลังจากนั้นจึงเริ่มมีรายงานวิจัยถึง Nucleolin ในพืช
เชน alfalfa (Medicago sativa) pea (Pisum sativum) Arabidopsis (Arabidopsis thaliana)
และยาสูบ (Nicotiana tabacum) (González-Camacho and Medina, 2004) โดยโปรตีนท่ีพบ
ในพืชบางชนิด ท่ีมีเพียงลักษณะโครงสรางและหนาท่ีในกระบวนการสรางไรโบโซมใกลเคียงกับ
Nucleolin แต มีลํ าดับกรดอะมิ โน ท่ีแตกตางจาก Nucleolin ท่ีพบในสัตว จะถูกเรี ยกว า
“Nucleolin-like protein”

เม่ือเปรียบเทียบลําดับกรดอะมิโนของท้ัง Nucleolin และ Nucleolin-like protein พบวา
โครงสรางโดยท่ัวไปของโปรตีนจะมีลักษณะจําเพาะรวมกัน โดยเปนการเรียงตอกันดวยลําดับกรด
อะมิโนท่ีคลายคลึงกันของโดเมน (domain) จํานวน 3 โดเมน เม่ือเปรียบเทียบระหวางกลุมสิ่งมีชีวิต
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สัตว พืช และยีสตพบวา โครงสรางของ Nucleolin ในแตละกลุมมีความแตกตางกันท่ีจํานวนของ
โมทิฟในแตละโดเมน (ภาพท่ี 2.1) โดยท่ัวไปโดเมนท้ังสามประกอบดวย

1) โดเมนสวนปลายอะมิโน: มีกรดอะมิโน serine ในลักษณะ acidic stretches กระจายตัวอยู

2) โดเมนสวนกลาง: มี RNA-binding domains (RBD) หรืออีกชื่อคือ RNA recognition motifs
(RRMs) โดยมีจํานวนโมทิฟอยูระหวาง 2-4 โมทิฟแตกตางกันไปในสิ่งมีชีวิตแตละชนิด

3) โดเมนสวนปลายคารบอกซิล: มีกรดอะมิโน glycine และ arginine จํานวนมาก เรียกบริเวณ
ดังกลาววา glycine-arginine-rich หรือ GAR domain (Ginisty et al., 1999; Lischwe et al.,
1982) ซึ่งจากลักษณะท่ีแตกตางกันอยางมากของท้ัง 3 โดเมนนี้เองท่ีสงผลถึงหนาท่ีท่ีหลากหลายและ
ทําให Nucleolin มีบทบาทสําคัญในหลายกระบวนการเมแทบอลลิซึมของเซลล จนกลายเปน
multifunctional protein ท่ีสําคัญของยูคาริโอต

ภาพท่ี 2.1 โครงสรางท่ัวไปของ Nucleolin หรือ Nucleolin-like protein ท่ีพบในสัตว พืช
และยีสต (Tajrishi et al., 2011)

โดเมนสวนปลายอะมิโน (N-termnial หรือ amino-terminal domain)

สวนปลายอะมิโนประกอบไปดวย acidic stretches หรือ acidic/serine ซึ่งจะเรียงตัวเปน
ลักษณะซ้ํา (repeat) กระจายอยูท่ัวบริเวณ โดยท่ีจํานวนซ้ําของ acidic/serine จะแตกตางกันในแต
ละสปชีส Nucleolin ในสัตว เชน หนู ไก หรือคนพบวามีจํานวนซ้ํา 4 ซ้ํา ในขณะท่ี Nucleolin-like
protein ในพืชจะมีจํานวนซ้ํามากกวาแตมีความยาวของลําดับกรดอะมิโนท่ีสั้นกวา เชน pea และ
Arabidopsis มี 7 ซ้ํา สวน alfalfa มีถึง 9 ซ้ํา (González-Camacho and Medina, 2004;
Srivastava and Pollard, 1999) นอกเหนือจากท่ีพบการกระจายตัวของ acidic/serine แลว ใน
บริเวณนี้ยังมีตําแหนงท่ีสามารถเกิดปฏิกิริยา phosphorylation โดยการทํางานของโปรตีน casein
kinase 2 (CK2) และโปรตีน cyclin dependent kinase 1 (CDK1) แทรกอยูดวยเปนจํานวนมาก
(Mongelard and Bouvet, 2007) สงผลให Nucleolin เปนโปรตีนท่ีมีอัตราการถูกฟอสโฟริเลทสูง
รวมถึงการทํางานของ CK2 มักเกิดข้ึนในระยะ interphase สงผลใหปฏิกิริยา phosphorylation ท่ี
เกิดข้ึนนั้นเปนตัวกําหนดและควบคุมการทํางานของ Nucleolin ท่ีเกิดข้ึนในชวง cell cycle ไปโดย
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ลักษณะซ้ํา (repeat) กระจายอยูท่ัวบริเวณ โดยท่ีจํานวนซ้ําของ acidic/serine จะแตกตางกันในแต
ละสปชีส Nucleolin ในสัตว เชน หนู ไก หรือคนพบวามีจํานวนซ้ํา 4 ซ้ํา ในขณะท่ี Nucleolin-like
protein ในพืชจะมีจํานวนซ้ํามากกวาแตมีความยาวของลําดับกรดอะมิโนท่ีสั้นกวา เชน pea และ
Arabidopsis มี 7 ซ้ํา สวน alfalfa มีถึง 9 ซ้ํา (González-Camacho and Medina, 2004;
Srivastava and Pollard, 1999) นอกเหนือจากท่ีพบการกระจายตัวของ acidic/serine แลว ใน
บริเวณนี้ยังมีตําแหนงท่ีสามารถเกิดปฏิกิริยา phosphorylation โดยการทํางานของโปรตีน casein
kinase 2 (CK2) และโปรตีน cyclin dependent kinase 1 (CDK1) แทรกอยูดวยเปนจํานวนมาก
(Mongelard and Bouvet, 2007) สงผลให Nucleolin เปนโปรตีนท่ีมีอัตราการถูกฟอสโฟริเลทสูง
รวมถึงการทํางานของ CK2 มักเกิดข้ึนในระยะ interphase สงผลใหปฏิกิริยา phosphorylation ท่ี
เกิดข้ึนนั้นเปนตัวกําหนดและควบคุมการทํางานของ Nucleolin ท่ีเกิดข้ึนในชวง cell cycle ไปโดย
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ปริยาย (Ginisty et al., 1999; Peter et al., 1990) นอกจากนี้ ในบริเวณฝง downstream ของ
สวนปลายอะมิโนยังพบลําดับกรดอะมิโนท่ีมีลักษณะจําเพาะซึ่งเรียกวา bipartite nuclear
localization signal (NLS) ทําหนาท่ีเปนสัญญาณกําหนดใหโปรตีนเคลื่อนท่ีไปยังนิวเคลียส อยางไรก็
ตามงานวิจัยของ Schmidt-Zachmann และ Nigg (1993) ท่ีทําการทดลองใหบริเวณ NLS ของ
Nucleolin ในไก (chicken nucleolin) กลายพันธุและถายยีนเขาสู HeLa cell หลังจากใช indirect
immunofluorescence microscopy ตรวจสอบกลับไมพบ consensus signal sequence
สําหรับนํา Nucleolin ไปยังนิวคลีโอลัส ทางผูวิจัยจึงสรุปวาการสะสมของ Nucleolin ในบริเวณนิ
วคลีโอลัสนาจะเปนผลมาจากการจับอยางจําเพาะของ Nucleolin กับสวนประกอบอ่ืน ๆ ของนิวคลี
โอลัสอยางเชน rDNA rRNA และโปรตีนท่ีเปนสวนประกอบของ nucleolar matrix

NLS ประกอบดวยลําดับกรดอะมิโนสายสั้นเพียง 4 ตําแหนง เรียงตัวเปน 2 ชุด โดยมีลําดับ
กรดอะมิโนอ่ืนค่ันกลาง ระยะหางระหวาง 2 ชุดของลําดับกรดอะมิโนสายสั้นนี้จะแตกตางในสิ่งมีชีวิต
แตละชนิด สําหรับในพืชอยาง alfalfa Arabidopsis ถ่ัวลันเตาและยาสูบจะมี NLS ท่ีคลายคลึงกัน
และคอนขางอนุรักษ (conserved) คือ มีลําดับกรดอะมิโนชุดแรกเปน KKGK และถัดไปอีก 12 - 13
ตําแหนงเปนกรดอะมิโนชุดท่ีสองท่ีเรียงตัวกันเปน KKQK ในขณะท่ีในสัตวเลี้ยงลูกดวยนม อยางหนู
แฮมสเตอรและคนจะมีลําดับกรดอะมิโนเปน KRKK และ KKQK นอกจากนี้ตําแหนงของ NLS ในพืช
และสัตวยังมีความแตกตางกันอีกดวย โดยในสัตวเลี้ยงลูกดวยนม NLS จะเชื่อมอยูตรงกลางระหวาง
โดเมนสวนปลายอะมิโนและโดเมนสวนกลาง ในขณะท่ี NLS ในพืชจะอยูสวน downstream หรือ
ตรงตําแหนงเริ่มตนของโดเมนสวนปลายอะมิโน (González-Camacho and Medina, 2004) ความ
แตกตางของลําดับกรดอะมิโนในบริเวณนี้ สงผลใหมวลโมเลกุลของ Nucleolin แตกตางกันในแตละ
สปชีส สวนมาก Nucleolin จะมีน้ําหนักอยูระหวาง 100 – 110 kDa มีเพียงในสัตวเลี้ยงลูกดวยนม
เทานั้นท่ีคาดวาจะมีน้ําหนักประมาณ 77 kDa (Lapeyre et al., 1987) โดเมนสวนปลายอะมิโน
เก่ียวของกับกระบวนการถอดรหัสของ rDNA (transcription) โดยจะทําหนาท่ีเขาจับกับ histone
H1 และ rDNA repeat ตรงบริเวณท่ีไมถูกถอดรหัส (Tajrishi et al., 2011)

โดเมนสวนกลาง (central domain)
โดเมนสวนกลางประกอบดวย consensus RNA-binding domains (CS-RBD) หรืออีกชื่อ

คือ RNA recognition motifs (RRMs) ถูกอนุรักษในสิ่งมีชีวิตหลายชนิด Nucleolin ในสัตวเลี้ยงลูก
ดวยนมจะมี RRMs 4 โมทิฟ ในขณะท่ีในพืชและยีสตซึ่งเปน Nucleolin-like protein มีเพียง 2 โมทิฟ
Nucleolin มีสวนรวมในกระบวนการ pre-rRNA โดยการเขาจับกับโครงสราง stem-loop ของ RNA
ผานทาง RRMs (Ginisty et al., 1998) Allain และคณะ (2000) ไดอธิบายเพ่ิมเติมถึงการทํางาน
ดังกลาว โดยใช NMR spectroscopy ศึกษาโครงสรางของ RRMs ท้ังสองโมทิฟท่ีพบในพืช (RRM1
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และ RRM2) พบวา RRMs จะเขาจับกับ RNA ในลักษณะหนีบให RNA อยูตรงกลางซึ่งจะทําให
บริเวณปลาย 5’ และ 3’ ของลําดับ UCCCGA ซึ่งเปนบริเวณจําเพาะของ RNA สามารถฟอรมรูปราง
เปน stem-loop ได ซึ่งทางผูวิจัยไดเสนอแนะวาหนาท่ีดังกลาวของ Nucleolin ถือเปนการชวย
ปองกันการเปลี่ยนรูปท่ีไมเหมาะสมของ pre-rRNA

โดเมนสวนปลายคารบอกซิล (C-terminal หรือ carboxyl-terminal domain)
เปนบริเวณท่ีมีกรดอะมิโน glycine และ arginine กระจายตัวอยูจํานวนมาก เรียกบริเวณ

ดังกลาววา glycine-arginine-rich (GAR) หรือ RGG ซึ่งยอมาจาก Arg-Gly-Gly กรดอะมิโนใน
บริเวณนี้มีโครงสรางท่ีเปนลักษณะจําเพาะคือโมเลกุลรูปวงแหวน (aromatics ring) ความยาวและ
ลําดับกรดอะมิโนของโดเมนสวนปลายคารบอกซิล มีความแตกตางจากโดเมนสวนกลางและสวน
ปลายอะมิโนเนื่องจากไมถูกอนุรักษในระหวางชนิด โดยในพืชจะมีความยาวมากกวาในสัตวเลี้ยงลูก
ดวยนม (Bögre et al., 1996) GAR เก่ียวของกับกระบวนการ heterogeneous RNA packaging
และมีบทบาทอยางมากในกระบวนการ interaction ระหวางโปรตีน โดยเขาจับกับ histone H1 U3
snoRNP (small nucleolar ribonucleoprotein) และไรโบโซมอลโปรตีน (Ginisty et al., 1998)
ในโปรตีนท่ีมีโดเมนสวนปลายคารบอกซิลเปนสวนประกอบ มักจะมีโดเมนท่ีมี RBD รวมอยูดวย โดย
RBD จะจับกับ telomerase ซึ่งแสดงผลถึง subcellular localization (Khurts et al., 2004)
นอกจากนี้มีรายงานเพ่ิมเติมวา GAR ชวยเพ่ิมความสามารถในการเขาจับระหวาง RBD ใน Nucleolin
กับเปาหมายท่ีอยูใน complex RNA ท้ังยังมีสวนชวย destabilize บริเวณ rRNA/rRNA helical ใน
rRNA ทําใหบริเวณนี้สามารถถูกจดจําจากโดเมนสวนกลาง (RRMs) ของ Nucleolin ได (Ghisolfi et
al., 1992)

3. โปรโมเตอรเปนกุญแจสําคัญในการควบคุมการแสดงออกของยีน

การแสดงออกของยีน เปนสวนท่ีสําคัญท่ีสุดท่ีทําใหเกิดความหลากหลายทางฟโนไทปของ
สิ่งมีชีวิตในธรรมชาติ ท้ังท่ีเซลลทุกเซลลของสิ่งมีชีวิตก็มีขอมูลทางพันธุกรรม (genetic information)
ท่ีเหมือนกัน แตการแสดงออกของยีนตาง ๆ ในแตละเซลลอาจแตกตางกัน ในเซลลหนึ่ง ๆ บางยีนมี
การแสดงออก ในขณะท่ีบางยีนไมมีการแสดงออก ซึ่งแตกตางกันไปตามแตวาอยูในอวัยวะใดหรือ
ชวงเวลาใดในวัฏจักรชีวิตของสิ่งมีชีวิต รูปแบบของการแสดงออกของยีนท่ีตางกันนําไปสูการสราง
โปรตีนท่ีตางกัน สงผลถึงลักษณะภายนอกของสิ่งมีชีวิตท่ีตางกัน โปรโมเตอรจึงเปนเหมือน switch
ปด-เปดระดับโมเลกุลสําหรับควบคุมการแสดงออกของยีนท่ีตองการ ใหมีหรือไมมีการแสดงออกของ
ยีนไดตามตองการ การศึกษาถึงองคประกอบตาง ๆ ของโปรโมเตอรจะเปนตัวชวยเพ่ิมโอกาสในการ
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ควบคุมการทํางานของยีนใหมากข้ึนรวมถึงเพ่ิมความเปนไปไดในการปรับแตงการแสดงออกของยีนใน
งานพันธุวิศวกรรม (Barcelo et al., 2001; Yoshida, 2000)

ในระดับ DNA แบงยีนของพืชไดเปนสามบริเวณ คือ บริเวณสวนควบคุม (regulatory
region) บริเวณท่ีมีการแสดงออกของยีน (structural region) และบริเวณท่ีเปนสวน terminator ซึ่ง
มี poly-A signal อยูในบริเวณปลายสุดของยีน โดยบริเวณแรกท่ีเปนสวนควบคุมจะเปนท่ีอยูของโปร
โมเตอรอยูบริเวณฝง 5’ end ของยีน โดยจะมีบริเวณท่ีเรียกวา CAAT และ TATA-box (core
promoter) ซึ่งเปนบริเวณท่ีเอนไซม RNA polymerase II รวมถึงโปรตีน TATA binding protein
(TBP) เขาจับ ทําใหเกิดการ transcription ของยีน (Smale and Kadonaga, 2003) หางจาก
TATA-box ข้ึนไปทางบริเวณเหนือ (upstream) มีลําดับนิวคลีโอไทดจําเพาะสายสั้นท่ีเรียก cis-
element ซึ่งจะมีสวน binding sites สําหรับจับจําเพาะกับโมเลกุลอ่ืนท่ีอาจจะเปนโปรตีนหรือลําดับ
DNA ก็ไดเรียกโมเลกุลเหลานั้นวา trans-acting factors สวนใหญมักเปนพวก transcription
factors โดยท่ี transcription factors เองมีบริเวณของ DNA-binding domains (DBDs) อยางนอย
1-2 บริเวณ เพ่ือใชจับกับสาย DNA ของ cis-element การจับกันของ transcription factors กับ
cis-element นี้ก็จะสงผลตอการทํางานของ RNA polymerase อาจจะนําไปสูการลดการแสดงออก
ของยีน (repression of transcription) หรือเพ่ิมความสามารถในการแสดงออกของยีน (activation
of transcription) ก็ได ซึ่งจะนําไปสูการสังเคราะหโปรตีนตอไป (White, 2007)

โปรโมเตอรพืชท่ีนิยมนํามาใชในงานดานพันธุวิศวกรรม แบงไดเปนสี่กลุม (Yoshida, 2000)
คือ

1.) Constitutive promoter (high-level expression systems) เปนโปรโมเตอรท่ีควบคุม
การแสดงออกในทุกเนื้อเยื่อ ทุกการพัฒนา มีการแสดงออกตลอดเวลาและเปนอิสระไมข้ึนกับ
สภาพแวดลอมหรือแมแตชวงการพัฒนาของสิ่งมีชีวิต นอกจากนี้ยังสามารถควบคุมการแสดงออกของ
ยีนขามชนิดรวมถึงขามอาณาจักรไดอีกดวย ท่ีนิยมนํามาใชกันก็เชน โปรโมเตอร 35S ของ
Cauliflower Mosaic Virus (35SCaMV) โปรโมเตอร actin 1 จากขาว (Oryza sativa) หรือ
ubiquitin จากขาวโพด (Zea mays) โดยมากมักนํามาใชเพ่ือควบคุมการแสดงออกของยีนท่ีควบคุม
ลักษณะบางอยางท่ีเปนประโยชนเพ่ือปรับปรุงพันธุพืชท่ีไดรับการถายยีนใหมีลักษณะดีตามตองการ
อยางไรก็ตาม เนื่องจากตองใชพลังงานมากเปนพิเศษในการควบคุมการแสดงออกของยีนใหสูงอยู
ตลอดเวลา constitutive promoter จึงอาจกอใหเกิดผลเสียตอพืชไดเชนกัน ไมวาจะเปนชะลอการ
เจริญเติบโต ใหตนลักษณะแคระแกร็น รวมท้ังทําใหผลผลิตนอยกวาปกติ

2.) Tissue-specific หรือ development-stage-specific promoter เปนโปรโมเตอรซึ่ง
ควบคุมการทํางานของยีนในเนื้อเยื่อท่ีจําเพาะหรือในชวงการพัฒนาท่ีจําเพาะ เชน ทํางานเฉพาะ
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บริเวณเนื้อเยื่อท่ีมีการสังเคราะหแสงหรือเฉพาะในเมล็ดเทานั้น โปรโมเตอรในกลุมนี้จะควบคุมการ
ทํางานของยีนในสิ่งมีชีวิตกลุมใกลเคียงกันไดดีมาก โดยเฉพาะถาเปนกลุมท่ีมี homologous
promoter เหมือนกันซึ่งก็ไดแก โปรโมเตอรของยีนจากสิ่งมีชีวิตชนิดเดียวกัน จากกลุมยีน (gene
family) เดียวกัน

3.) Inducible promoter เปนโปรโมเตอรท่ีไมไดถูกควบคุมจากกระบวนการภายใน แตจะ
ข้ึนอยูกับสภาพแวดลอมรวมถึงการถูกกระตุนจาก stimuli ท่ีมาจากภายนอก โดยมาก stimuli ท่ีวา
จะไดแกพวกภาวะเครียดจากสิ่งแวดลอม เชน แสง อุณหภูมิ การเกิดแผลจากแมลง รวมไปถึง
สารประกอบการทางเคมีบางตัวหรือโลหะหนัก โปรโมเตอรในกลุมนีมั้กมีลักษณะเดน 2 ประการคือ มี
ระดับการแสดงออกกอนไดรับการกระตุนท่ีคอนขางต่ํา และจะมีการแสดงออกเพ่ิมมากข้ึนเม่ือไดรับ
การกระตุนท่ีจําเพาะ ท่ีนิยมใชกันก็เชน โปรโมเตอร PR-1a (pathogenesis-related protein) ท่ีได
จากยาสูบ โปรโมเตอร rd29A (responsive to desiccation29A) ซึ่งไดมาจาก Arabidopsis
โปรโมเตอรกลุมนี้มักนํามาใชในการปรับปรุงพันธุพืชใหทนตอภาวะเครียด พืชดัดแปรพันธุกรรม
จําพวก super drought-tolerant หรือ super salt-tolerant มักไดมาจากโปรโมเตอรประเภทนี้
เชนเดียวกัน

4.) Synthetic promoter เปนโปรโมเตอรท่ีถูกสรางข้ึนจากสวนประกอบเบื้องตนของ
โปรโมเตอรหลาย ๆ ตัวแลวแตวาตองการจะนําไปใชควบคุมการทํางานของยีนใด เชน TATA box
transcription start site และ CCAAT consensus sequence โดยออกแบบเชื่อมกับบริเวณซ้ํา
(multiple repeats) หรือสวนควบคุม เชน cis-motifs Transcription factor-binding sites ของ
ยีนท่ีตองการศึกษา (Roa-Rodríguez, 2007: online) นิยมนํามาใชเพ่ือควบคุมการถอดรหัสของยีน
ในสภาวะท่ีจําเพาะ เชน Pathogen-inducible promoter อยาง GCC-like elements (Ohme-
Takagi et al., 2000)

4. โปรโมเตอร rd29A ในการควบคุมการแสดงออกของยีน

โปรโมเตอร rd29A มีท่ีมาจากงานวิจัยของ Yamaguchi-shinozaki และคณะ (1992) ซึ่ง
เปนงานวิจัยแรกท่ีโคลนและศึกษาการแสดงออกของยีน RD29 (Responsive to Desiccation29
หรือ rd29) ใน Arabidopsis ดวยวิธี Northern blot และพบวายีน rd29 มีการแสดงออกเม่ือไดรับ
ภาวะเครียดจากภาวะขาดน้ํา (desiccation) โดยจะแสดงออกเพ่ิมสูงข้ึนอยางเห็นไดชัดท่ี 2
ระยะเวลา ไดแก ท่ีเวลา 20 นาทีแรกเม่ือไดรับภาวะขาดน้ําซึ่งผูวิจัยเรียกชวงนี้วาเปน early
induction และท่ีเวลา 3 ชั่วโมงหลังจากขาดน้ําซึ่งเรียกวา secondary induction นอกเหนือจาก
ภาวะเครียดจากการขาดน้ําแลว Yamaguchi-Shinozaki และ Shinozaki (1993) ไดรายงานวาภาวะ
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เครียดทางกายภาพอ่ืน ๆ เชน ภาวะเครียดจากความเย็นท่ี 4 องศาเซลเซียส หรือจากความเค็มสูง
(high-salt condition) เม่ือไดรับ NaCl 250 mM และการไดรับ ABA 100 µM จากภายนอกก็ทําให
rd29 มีการแสดงออกเพ่ิมสูงข้ึนเชนกัน ในงานวิจัยดังกลาวยังพบวา rd29 แบงไดเปน rd29A และ
rd29B ซึ่งจะมีการแสดงออกของยีนเม่ือไดรับภาวะเครียดทางกายภาพท่ีแตกตางกัน อยางท่ีกลาวใน
ขางตนวา ในภาวะขาดน้ํา rd29A จะมีการแสดงออกของยีนแบงเปน 2 ระยะท่ี 20 นาทีและท่ีเวลา 3
ชั่วโมง rd29B มีลักษณะตางออกไปเนื่องจากจะเริ่มมีการแสดงออกของยีนก็ตอเม่ืออยูในภาวะขาดน้ํา
เปนเวลา 5 ชั่วโมง สําหรับภาวะเครียดจากการไดรับ ABA จากภายนอกท้ัง rd29A และ rd29B เริ่มมี
การแสดงออกของยีนในระหวางชั่วโมงท่ี 2–5 โดย rd29A จะมีระดับการแสดงออกของยีนมากกวา
rd29B ถึง 10 เทาในชั่วโมงท่ี 10 หลังจากไดรับ ABA

จากผลการทดลอง northern blot ผูวิจัยไดสรุปวา rd29A มี cis-acting element อยาง
นอย 2 รูปแบบท่ีแตกตางกันอยางสิ้นเชิง รูปแบบแรกมีการแสดงออกอยางรวดเร็ว เกิดข้ึนไดทันที
หลังจากไดรับภาวะเครียดท่ีเปนภาวะขาดน้ําและไมตอบสนองตอ ABA (ABA-independent
induction by water deficiency) รูปแบบท่ีสองเก่ียวของกับการตอบสนองตอ ABA (ABA-
responsive induction) ซึ่งแตกตางจากรูปแบบแรกตรงท่ีตองใชระยะเวลานานจึงจะเริ่มทํางาน
สําหรับ rd29B ท่ีมีการแสดงออกของยีนชา (ท่ี 3 ชั่วโมง) ถือวามี cis-acting element รูปแบบท่ีสอง
เทานั้น ซึ่งในภายหลังกลุมผูวิจัยไดทําการวิเคราะหโปรโมเตอรของยีนท้ังสอง ดวยการลบบางบริเวณ
ของโปรโมเตอร (deletion analysis of promoter) และคนพบวา cis-acting element รูปแบบ
แรกคือ DRE (dehydration-responsive elements) โดยมี core sequence เปน A/GCCGAC ซึ่งนาจะ
เก่ียวของกับการตอบสนองอยางรวดเร็วของยีน (early induction) และรูปแบบท่ีสอง คือ ABRE (ABA-
responsive element) ซึ่งรับผิดชอบกับตอบสนองแบบชาของยีน (slow/ secondary induction)
โดยในโปรโมเตอร rd29B จะมีเพียงบริเวณท่ีลําดับเบสคลายคลึงกับ ABRE (ABRE-like sequence)
จํานวน 2 บริเวณ ABRE มีลําดับเบสท่ีจําเพาะเปน PyACGTGGC (Yamaguchi-Shinozaki and
Shinozaki, 1994) ซึ่งในภายหลังคนพบวา โปรโมเตอร rd29B ทํางานตอบสนองตอ ABA เทานั้น
เนื่องจากมี ABRE ถึง 3 บริเวณและมี DRE เพียง 1 บริเวณ (Nakashima et al., 2006)

ชนิดของ cis-element ท่ีคลายคลึงกัน ทําใหโปรโมเตอรของท้ังยีน rd29A และ rd29B มี
ความเหมือนกัน (identical) สูงถึง 60.93% (Jia et al., 2012) อยางไรก็ตาม โปรโมเตอรท้ังสองมัก
ถูกเลือกไปใชในงาน osmotic stress ท่ีแตกตางกัน โดยโปรโมเตอร rd29A มักถูกเลือกไปใชในงานท่ี
เก่ียวกับภาวะแลงและอุณหภูมิต่ํา ในขณะท่ีโปรโมเตอร rd29B จะถูกนําไปใชกับภาวะเครียดท่ีทํางาน
ผาน ABA และภาวะเค็ม (Msanne et al., 2011) ท้ังนี้โปรโมเตอร rd29A ทํางานไดดีท้ังใน ABA-
dependent และ ABA-independent pathway ชวงสิบกวาปท่ีผานมางานวิจัยสวนมากนิยมใช
inducible promoter อยางโปรโมเตอร rd29A มาทําหนาท่ีในการควบคุมใหมีการแสดงออกของยีน
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ท่ีตองการปรับปรุง (เพ่ือใหทนตอภาวะเครียด) แทนการใชโปรโมเตอร 35SCaMV เพ่ือหลีกเลี่ยง
ผลกระทบดานลบของ constitutive promoter ท่ีถึงแมจะทําใหไดพืชท่ีทนตอภาวะเครียดแตมักจะ
มีลักษณะ (phynotype) ท่ีไมพึงปรารถนาบางประการเพ่ิมมาดวย (Hong et al., 2006; Kasuga et
al., 1999; Kasuga et al., 2004; Pellegrineschi et al., 2004)

5. การสรางพืชดัดแปรพันธุกรรม

การถายยีนโดยใชแบคทีเรียแกรมลบ Agrobacterium tumefaciens เปนหนึ่งในวิธีท่ีนิยม
ใชกันมากในการปรับปรุงพันธุพืช โดยใชหลักการทางธรรมชาติท่ี A. tumefaciens กอใหเกิดโรคปุม
ปม (crown gall tumor) มาชวยในการถายยีนท่ีสามารถแทรกยีนเปาหมายเขาไปในจีโนมของพืชท่ี
ใชเปน เซลลเจาบาน ท้ังนี้เนื่องจาก A. tumefaciens สามารถสง DNA บางสวนท่ีเรียกวา
transferred DNA (T-DNA) ขนาดประมาณ 10-20 kb ซึ่งถอดรหัสใหยีนกลุม oncogenes เขาสู
จีโนมของพืชได ทําใหเซลลพืชเกิดการเจริญเติบโตอยางรวดเร็ว ไมจํากัด ใหลักษณะปุมปมท่ีไม
สามารถพัฒนาตอเปนยอดหรือรากได ชิ้น T-DNA ดังกลาวแทรกอยูในพลาสมิด Ti (tumor-
inducing) โดยมียีนจําพวก vir (virulence) และยีนท่ีสราง opine catabolism ซึ่งเปนแหลงอาหาร
รวมอยูในพลาสมิด Ti ดวย โดยเรียงตัวในลักษณะ cis กับ T-DNA นอกจากนีบ้ริเวณดานซายและขวา
ของ T-DNA ยังขนาบขางดวยลําดับนิวคลีไทดซ้ํา ๆ ขางละประมาณ 25 bp เรียก left (LB) และ
right border (RB) ท้ังสองบริเวณดังกลาวจะถูกสงเขาสูจีโนมของเซลลเจาบานพรอมกับ T-DNA
(Komori et al., 2007; Tzfira and Citovsky, 2006)

หลักการถายยีนทําไดโดยการแทนท่ีตําแหนงของ T-DNA ดวยยีนท่ีตองการศึกษา โดยการ
เปลี่ยนแปลงพลาสมิด Ti ใหยังคงความสามารถในการสง T-DNA เขาสูเซลลของพืชไดเชนเดิม (ยีนท่ี
ตองการศึกษาก็จะถูกสงเขาไปพรอมกัน) แตไมกอโรค ท่ีผานมามีการพัฒนาระบบท่ีเรียกวา binary
vector system ข้ึนมาชวยใหการถายยีนดวย A. tumefaciens สะดวกมากข้ึน ทํางานไดท้ังใน
E. coli และ A. tumefaciens โดยใชหลักการแบงพลาสมิด Ti ใหเปนพลาสมิด 2 วง ท่ีมีลักษณะเปน
autonomously-replicating โดยท่ีพลาสมิดท้ัง 2 วงยังคงอยูในเซลลของ Agrobacterium เซลล
เดียวกัน พลาสมิดวงแรกเรียก autonomous vector หรือ backbone sequences เปนพลาสมิดท่ี
ทําการแทนท่ี T-DNA ตามธรรมชาติของ A. tumefaciens ดวยยีนท่ีตองการศึกษาพรอมดวย
promoter และ terminator ท้ังนี้ยังมีการเพ่ิมยีนท่ีใชเปน selectable marker เขาไปดวยเพ่ือใชใน
การคัดเลือก พลาสมิดวงท่ีสอง (helper plasmid หรือ disarmed Ti plasmid) เปนพลาสมิดท่ีมี vir
gene ซึ่งจําเปนตอการสง T-DNA เขาสูเซลลพืช (Lee and Gelvin, 2008)

สายพันธุของ A. tumefaciens ท่ีเปนระบบ binary vector ท่ีนิยมใชมีหลายสายพันธุ
ยกตัวอยางเชน GV3101 [pPM6000; pTd33] ซึ่งเปนสายพันธุท่ีดัดแปรพันธุกรรมมาจากสายพันธุ



บทที่ 3

วัสดุอุปกรณและวิธีการทดลอง

พืชทดลอง

1. เมล็ด Arabidopsis (Arabidopsis thaliana L.) ecotype Columbia ท่ีไมไดรับการ
ถายยีน (ใหชื่อยอ wild-type หรือ WT)

2. เมล็ด Arabidopsis (Arabidopsis thaliana L.) ecotype Columbia สายพันธุท่ีไดรับ
การถายชุดโครงสรางยีน Central and C-terminal OsNUC1 (C’_OsNUC1) ท่ีถูก
ควบคุมดวยโปรโมเตอรแบบแสดงออกตลอดเวลา 35SCaMV (35SCaMV::C’_OsNUC1)
2 สายพันธุ คือ ox_3.2 และ ox_3.7 และแบบท่ีถูกควบคุมดวยโปรโมเตอรแบบแสดง
ออกเม่ือไดรับสภาวะเครียดจากสิ่งแวดลอม (rd29A::C’_OsNUC1) 3 สายพันธุ คือ
rd_3.9 rd_3.10 และ rd_3.13 (Siriporn Sripinyowanich, 2010)

สถานท่ีปลูกพืชทดลอง

หองเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ ภาควิชาพฤกษศาสตรคณะวิทยาศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย ซึ่ง
ควบคุมอุณหภูมิท่ี 22 องศาเซลเซียส ใหแสงท่ีความเขมแสง 35 µmol m-2 s-1 โดยมีความยาว
ชวงแสง 16 ชั่วโมง/วัน (16/8 L/D cycle)

หองปลูกพืชควบคุมอุณหภูมิ ภาควิชาพฤกษศาสตร คณะวิทยาศาสตร จุฬาลงกรณ
มหาวิทยาลัย ซึ่งควบคุมอุณหภูมิท่ี 22 องศาเซลเซียสใหแสงท่ีความเขมแสง 180 µmol m-2 s-1 โดย
มีความยาวชวงแสง 16 ชั่วโมง/วัน (16/8 L/D cycle) เปดไฟระดับสูง (100%)

อุปกรณการศึกษา

1. วัสดุอุปกรณท่ีใชในการสกัดพลาสมิด DNA
- ตูแชแข็งสําหรับเก็บตัวอยาง -20 และ -80 องศาเซลเซียส
- หลอด microcentrifuge ขนาด 1.5 มิลลิลิตร
- อางน้ําควบคุมอุณหภูมิ (water bath) (LabTech, USA)
- เครื่องควบคุมอุณหภูมิ (incubator) (Memmert, Germany)
- เครื่องปนเหวี่ยงควบคุมอุณหภูมิ (refrigerated centrifuge) (Universal 32R

Hettich, Germany)
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- เครื่องปนเหวี่ยงตกตะกอน (microcentrifuge) (Sorvall Biofuge Pico, Germany)
- เครื่องวัดการดูดกลืนแสง (spectrophotometer) (Agilent Technology, USA) และ

cuvette
- ขวดรูปชมพู 25 มิลลิลิตร
- เครื่องเขยาผสมสาร (vortex mixer) (Labnet, USA)

2. วัสดุอุปกรณท่ีใชในการสกัด genomic DNA และ RNA
- อะลูมิเนียมฟอยล
- ตูแชสําหรับเก็บตัวอยาง -20 และ -80 องศาเซลเซียส
- หลอด microcentrifuge ขนาด 1.5 มิลลิลิตร
- แทงบด (grinder)
- โกรงบดพรอมท่ีบด
- อางน้ําควบคุมอุณหภูมิ (water bath) (LabTech, USA)
- เครื่องควบคุมอุณหภูมิ (incubator) (Memmert, Germany)
- เครื่องปนเหวี่ยงตกตะกอน (microcentrifuge) (Sorvall Biofuge Pico, Germany)
- เครื่องปนเหวี่ยงควบคุมอุณหภูมิ (refrigerated centrifuge) (Universal 32R

Hettich, Germany)
- เครื่องวัดการดูดกลืนแสง (spectrophotometer) และ cuvette
- เครื่องเขยาผสมสาร (vortex mixer) (Labnet, USA)

3. วัสดุอุปกรณท่ีใชในการ cloning
- หลอด PCR microcentrifuge ขนาด 0.2 มิลลิลิตร (Axygen Scientific, Inc., USA)
- หลอด microcentrifuge ขนาด 1.5 มิลลิลิตร
- PTC-100 TM programmable thermal controller (MJ research, USA)
- เครื่องวัดการดูดกลืนแสง (spectrophotometer) (Agilent Technology, USA) และ

cuvette
- อางน้ําควบคุมอุณหภูมิ (water bath) (LabTech, USA)
- เครื่องควบคุมอุณหภูมิ (incubator) (Memmert, Germany)
- เครื่องปนเหวี่ยงตกตะกอน (microcentrifuge) (Sorvall Biofuge Pico, Germany)
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4. วัสดุอุปกรณท่ีใชในการศึกษาการแสดงออกของยีนดวยวิธี quantitative real-time
polymerase chain reaction (qRT-PCR)

- iCyclerTM Thermal Cycler (Bio-Rad, USA)
- อางควบคุมอุณหภูมิแบบแหง (dry bath incubator) (MD-01N-220, Taiwan)
- เครื่องปนเหวี่ยงตกตะกอน (microcentrifuge) (Sorvall Biofuge Pico, Germany)
- เครื่องปนเหวี่ยงควบคุมอุณหภูมิ (refrigerated centrifuge) (Universal 32R

Hettich, Germany)
- เครื่องวัดการดูดกลืนแสง (spectrophotometer) (Agilent Technology, USA) และ

cuvette
- เครื่องเขยาผสมสาร (vortex mixer) (Labnet, USA)
- 96-well plate (Bio-Rad, USA)
- ตูแชสําหรับเก็บตัวอยาง -20 และ -80 องศาเซลเซียส

5. วัสดุอุปกรณท่ีใชใน electrophoresis
- ชุดแยกกรดนิวคลีอิกดวยกระแสไฟฟาในแนวระนาบ (MiniRun GE-100, Hangzhou

BIOER Technology Co., Ltd., China)
- เครื่องกําเนิดแสง UV และบันทึกภาพเจล (Gel DocTM 2000, Bio-Rad, USA)
- เตาไมโครเวฟ

6. วัสดุอุปกรณท่ีใชในการปลูก Arabidopsis
- กระบะพลาสติก 50 x 100 ตารางเซนติเมตร
- กระถางกลมขนาดเสนผานศูนยกลาง 5 เซนติเมตร
- Petri dish เสนผานศูนยกลาง 88 มิลลิเมตร
- หลอด microcentrifuge ขนาด 1.5 มิลลิลิตร
- วัสดุปลูก perlite vermiculite และ peatmoss

7. วัสดุอุปกรณท่ีใชในศึกษาผลของภาวะเครียดจากความเค็มท่ีมีตอการเติบโตของ Arabidopsis
- Petri dish เสนผานศูนยกลาง 88 มิลลิเมตร
- กลองถายรูป
- อะลูมิเนียมฟอยล
- เครื่องชั่งอยางละเอียดทศนิยม 3 และ 4 ตําแหนง
- ตูอบตัวอยางพืช (hot air oven) (Binder, Germany)



19

สารเคมี

1. สารเคมีท่ีใชในการสกัดพลาสมิด DNA
- 3M sodium acetate (Sigma-Aldrich Co., USA)
- Absolute ethanol (Merck, Germany)
- Phenol:Chloroform (1:1) (v/v)
- RNase A (Sigma-Aldrich Co., USA)
- Solution I (ภาคผนวก ก)
- Solution II (ภาคผนวก ก)
- Solution III (ภาคผนวก ก)
- Sodium acetate (CH3COONa) (Sigma-Aldrich Co., USA)

2. สารเคมีท่ีใชในการสกัด genomic DNA และ RNA ของ Arabidopsis
- CTAB buffer (ภาคผนวก ก)
- RNA extraction buffer (ภาคผนวก ก)
- Absolute ethanol (Roche, Switzerland)
- Sodium acetate (CH3COONa) (Sigma-Aldrich Co., USA)
- Chloroform (Merck, Germany)
- 2- mercaptoethanol (Merck, Germany)
- Liquid nitrogen
- Phenol:Chloroform (1:1) (v/v)
- Phenol:Chloroform:Isoamyl alcohol (25:24:1) (v/v)
- Ethyl alcohol
- Lithium chloride (Sigma-Aldrich Co., USA)
- Diethyl pyrocarbonate (DEPC) (Sigma-Aldrich Co., USA)
- TE buffer (ภาคผนวก ก)

3. สารเคมีท่ีใชในการศึกษาการแสดงออกของยีนดวยวิธี quantitative real-time
polymerase chain reaction (qRT-PCR)

- 10 mM dATP, dCTP, dGTP, dTTP (Roche, Switzerland)
- Oligo(dT)15 (Promega, USA)
- Sodium acetate (Sigma-Aldrich Co., USA)
- Absolute ethanol (Merck, Germany)
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- RQ1 RNAse-free DNaseI (Takara Bio Inc., Japan)
- MMLV reverse Transcriptase (Promega, USA)
- iQTMSYBR® Green Super Mix (Bio-Rad, USA)

4. สารเคมีท่ีใชใน cloning และ bacterial transformation
- LB medium (ภาคผนวก ก)
- Antibiotic: Ampicillin (Meiji, Thailand), Kanamycin (Meiji, Thailand),

Rifampicin (Siam Bheasach, Thailand), Gentamycin (Meiji, Thailand)
- Calcium chloride (Merck, Germany)
- Restriction enzyme (HindIII, XbaI และ SacI, New England Biolabs, USA)
- T4 DNA ligase (Takara Bio Inc., Japan)
- Ultra CleanTM 15 DNA purification Kit (MO BIO Laboratories, Inc., USA)
- Absolute ethanol (Merck, Germany)
- Sodium acetate (CH3COONa) (Sigma-Aldrich Co., USA)
- Glycerol (Ajax Finechem Pty Ltd., Australia)

5. สารเคมีท่ีใชใน electrophoresis
- TBE buffer (ภาคผนวก ก)
- DNA loading dye (ภาคผนวก ก)
- RNA loading dye (ภาคผนวก ก)
- Agarose (Research Oraganics, USA)
- DNA marker (GeneRuler™ 1 kB DNA ladder, Fermentas, USA)
- Ethidium bromide (Gibco BRL, USA)

6. สารเคมีท่ีใชในการศึกษาผลของภาวะเครียดจากความเค็มท่ีมีตอการเติบโตของ Arabidopsis
- Clorox® (Clorox company, Spain)
- Murashige and Skoog (MS) (ภาคผนวก ก)
- Trition X-100 (Sigma-Aldrich Co., USA)
- Sucrose (Sigma-Aldrich Co., USA)
- 1.5% agar
- Sodium chloride (Merck, Germany)
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วิธีการทดลอง

1. สราง Arabidopsis ดัดแปรพันธุกรรมท่ีมีโมทิฟของ OsNUC1 รูปแบบตางกัน

สราง Arabidopsis ดัดแปรพันธุกรรมท่ีมีโมทิฟของ OsNUC1 รูปแบบตางกันจํานวน 3 รูปแบบ
ไดแก (I): ชุดโครงสรางยีนท่ีถอดรหัสให full-length ของ OsNUC1 ท่ีควบคุมดวยโปรโมเตอร

rd29A (pJim19::rd29A::full-length_OsNUC1)
(II): ชุดโครงสรางยีนท่ีถอดรหัสใหปลาย N ของ OsNUC1 ท่ีควบคุมดวยโปรโมเตอร rd29A

(pJim19::rd29A::N’_OsNUC1)
(III): ชุดโครงสรางยีนท่ีถอดรหัสใหปลาย N ของ OsNUC1 ท่ีควบคุมดวยโปรโมเตอร

35SCaMV (pJim19::35SCaMV::N’_OsNUC1)

1.1 สรางชุดโครงสรางยีน (I): pJim19::rd29A::full-length_OsNUC1 และ (II): pJim19::
rd29A::N’_OsNUC1

การสรางชุดโครงสรางยีน (I): pJim19::rd29A::full-length_OsNUC1

1.1.1 นําโคลน (1) full-length_OsNUC1 (accession no. AK103446) ท่ีถูกสรางโดย
ธนิกานต อุดมชโลทร (unpublished data) ซึ่งอยูใน TOPO®vector (Invitrogen)
โคลน (2) pJim19::35SCaMV::C‘_OsNUC1 ในเวคเตอร pJim19 และโคลน (3)
โปรโมเตอร rd29A (ภาคผนวก ค) ท่ีอยูใน pGEM®-T easy vector (Siriporn
Sripinyowanich, 2010) มาสกัดแยกพลาสมิด DNA ดวยวิธี small-scale
preperation of plasmid DNA lysis by alkali (Sambrook et al.,
1989) หลังจากนั้นทําการตัดพลาสมิด DNA ดวยเอนไซมตัดจําเพาะ (restriction
enzyme) HindIII SaCI และ XbaI (ภาคผนวก ก และภาพท่ี 3.1)

1.1.2 แยกแถบ DNA ตามขนาดดวย electrophoresis ในแนวระนาบ โดยใช agarose
gel ความเขมขน 0.8% (w/v) ในสารละลาย 0.5X TBE และใชความตางศักยไฟฟา
100 โวลตตอเซนติเมตร จากนั้นยอมแถบ DNA ดวย ethidium bromide ความ
เขมขน 5-10 µg/ml เปนเวลา 5 นาที ลางดวยน้ํากลั่น 5 นาที แลวนําไปตรวจสอบ
ดวยแสง UV และบันทึกภาพ

1.1.3 สกัด DNA fragments ท้ังสามชิ้น คือ ชิ้นสวน full-length_OsNUC1 (ไดจาก
โคลน (1)) ชิ้นสวนเวคเตอร pJim19 (ไดจากโคลน (2)) และชิ้นสวนโปรโมเตอร
rd29A (ไดจากโคลน (3)) ออกจาก agarose gel โดยใช Ultra CleanTM 15 DNA
purification Kit (MO BIO Laboratories, Inc.) ตามวิธีท่ีระบุไวในคูมือ ตรวจสอบ
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ปริมาณและความถูกตองของขนาดของแถบ DNA ดวย electrophoresis เชนเดียว
กับวิธีการในขอ 1.1.2

1.1.4 นําชิ้นสวน DNA ท้ังสามชิ้นสวนมาเชื่อมตอเขาดวยกัน โดยใช T4 DNA ligase
(Takara) ตามวิธีท่ีระบุในคูมือ ไดเปนชุดโครงสรางยีน (I): pJim19::rd29A::full-
length_OsNUC1 (ภาพท่ี 3.1) โดยใชอัตราสวนความเขมขน DNA ของเวคเตอรตอ
DNA ของชิ้นสวนยีนตอ DNA ของโปรโมเตอร (vector:promoter:insert molar
ratio) เปน 1:8:8 โดยมีปริมาณ DNA ของเวคเตอรเทากับ 50 µg/µl

1.1.5 โคลนชุดโครงสรางยีน (I) จากขอ 1.1.4 เขาสูแบคทีเรีย Escherichia coli สายพันธุ
DH5α ดวยวิธี heat shock (ภาคผนวก ก) คัดเลือกเซลลท่ีไดรับการถายยีนซึ่งเปน
single colony บนอาหารก่ึงแข็ง LB ท่ีเติมสารปฏิชีวนะกานามัยซิน 50 mg/L
(เพ่ือคัดเลือกเวคเตอร pJim19 ซึ่งมี kanamycin resistance marker)
มาตรวจสอบชิ้นสวน DNA ของ full-length_OsNUC1 ดวยวิธี colony PCR
(ภาคผนวก ก) โดยใชไพรเมอร FL_OsNUC (F) และ FL_OsNUC (R) และใช
ไพรเมอร rd29A (F) และ rd29A (R) สําหรับตรวจสอบชิ้นสวนโปรโมเตอร rd29A
จากนั้นนํา colony ท่ีใหผลของ colony PCR เปนบวกซึ่งแสดงถึงการแทรกตัวของ
ชิ้นสวน DNA ท่ีตองการในเซลลของ E. coli ไปทดลองตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ
เพ่ือยืนยันชิ้นสวน DNA อีกครั้ง กอนจะนํา colony ดังกลาว ไปบมเลี้ยงในอาหาร
เหลว LB ท่ีเติมสารปฏิชีวนะกานามัยซิน ทําการสกัดแยกพลาสมิด DNA ตามวิธีขอ
1.1.1 กอนสงไปวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทด รายละเอียดของไพรเมอรแสดงดัง
ตารางท่ี 3.1

ตารางท่ี 3.1 ไพรเมอรท่ีใชในการตรวจสอบชุดโครงสรางยีน

ชื่อไพรเมอร ลําดับเบส
อุณหภูมิ

annealing
(ºC)

ขนาดของ
DNA ท่ีได

(bp)
FL_OsNUC (F) 5’-GGCTCTAGACGCTTCCTCGTTTGGAATTA-3’

56
2324

(≈2400)FL_OsNUC (R) 5’-CCTGAGCTCTCGGGCAAATTTACCAACAC-3’
rd29A (F) 5’-AAGCTTCCCGACCGACTACTAA-3’

53
357

(≈400)rd29A (R) 5’-TCTAGAGGCGTCTTCCATG-3’
N_OsNUC (F) 5’-GGCTCTAGACGCTTCCTCGTTTGGAATTA-3’

55
1360

(≈1400)N_OsNUC (R) 5’-AATGAGCTCCGAACCAACTCACACAGCAG-3’
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1.1.6 วิ เคราะหลําดับนิวคลีโอไทดของชิ้นสวน DNA ท่ีไดจากขอ 1.1.5 ดวย ABI
Sequencing 3730xl DNA Analyzer (Applied Biosystem) โดยใชบริการของ
AIT biotech (Singapore) แลวเปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอไทดกับฐานขอมูลใน
GenBank (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) คัดเลือกโคลนท่ีใหลําดับ
นิวคลีโอไทดตรงกับลําดับนิวคลีโอไทดของโปรโมเตอร rd29A (accession no.
EF090409) และของ full-length cDNA ของ OsNUC1 ในขาวสายพันธุ japonica
(accession no. AK103446) มาทําการทดลองตอ

1.1.7 นําพลาสมิด DNA จากขอ 1.1.6 ท่ีมีลําดับนิวคลีโอไทดถูกตอง เขาสูแบคทีเรีย
Agrobacterium tumefaciens L. สายพันธุ GV3101 ดวยวิธี freeze/thaw
method (ภาคผนวก ก) คัดเลือกเซลลท่ีไดรับการถายยีนบนอาหารก่ึงแข็ง LB ท่ี
เติมสารปฏิชีวนะกานามัยซิน 50 mg/L ไรแฟมพิซิน 20 mg/L และเจนตามัยซิน
50 mg/L (คัดเลือก A. tumefaciens สายพันธุ GV3101) จากนั้นทําการตรวจสอบ
ชิ้นสวน DNA ของยีน full-length_OsNUC1 และชิ้นสวนโปรโมเตอร rd29A โดย
ใชวิธีการเดียวกับในขอ 1.1.5 คัดเลือก colony ท่ีใหผลของ colony PCR เปนบวก
มาสกัดแยกพลาสมิด DNA ตามวิธีขอ 1.1.1

การสรางชุดโครงสรางยีน (II): pJim19::rd29A::N’_OsNUC1

ชุดโครงสรางยีน (II): pJim19::rd29A::N’_OsNUC1 ใชวิธีการเชนเดียวกับ
ขอ 1.1 เพียงแตใชโคลน N’_OsNUC1 ท่ีถูกสรางและถายยีนเขาสู TOPO®vector
โดยธนิกานต อุดมชโลทร (unpublished data) มาทําการทดลองแทน (ภาพท่ี 3.2)
โดยใชไพรเมอร N_OsNUC (F) และ N_OsNUC (R) (ตารางท่ี 3.1) ในการตรวจ
สอบชิ้นสวนชุดโครงสรางยีน (II) ดวย colony PCR (ภาคผนวก ก) เม่ือไดชุดโครง
สรางยีนท่ีตองการ ทําการถายยีนเขาสู A. tumefaciens สายพันธุ GV3101 และ
คัดเลือกเซลลท่ีไดรับการถายยีนตามท่ีระบุไวในขอ 1.1.7 มาสกัดแยกพลาสมิด DNA
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ภาพท่ี 3.1 ภาพจําลองแสดงการสรางชุดโครงสรางยีน (I): pJim19::rd29A::full-length_
OsNUC1

ภาพท่ี 3.2 ภาพจําลองแสดงการสรางชุดโครงสรางยีน (II): pJim19::rd29A::N’_OsNUC1
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1.2 สราง Arabidopsis ดัดแปรพันธุกรรมท่ีมีชุดโครงสรางยีนของโมทิฟของ OsNUC1

การสราง Arabidopsis ท่ีมีชุดโครงสรางยีน (I): pJim19::rd29A::full-length_OsNUC1

1.2.1 ถายชิ้นสวน DNA ของชุดโครงสรางยีน (I): pJim19::rd29A::full-length_OsNUC1
ท่ีไดจากขอ 1.1 เขาสู WT Arabidopsis thaliana L. ecotype Columbia
(Col-0) ซึ่งเปนพันธุดั้งเดิม ดวยวิธี Agrobacterium-mediated floral dip
transformation (Clough and Bent, 1998) (ภาคผนวก ก)

1.2.2 คัดเลือกเมล็ด Arabidopsis ท่ีคาดวาไดรับการถายยีนจากขอ 1.2.1 บนอาหารก่ึง
แข็งสูตร ½MS (Murashige and Skoog, 1962) ท่ีมีการเติม 1% (w/v) sucrose
และสารปฏิชีวนะกานามัยซิน 50 mg/L นําเมล็ดท่ีตานทานสารปฏิชีวนะยายปลูก
ลงดินเพ่ือเก็บเมล็ดรุนถัดไป โดยปลูกในหองปลูกพืชควบคุมอุณหภูมิประมาณ
22 องศาเซลเซียสและมีระยะเวลาใหแสง 16 ชั่วโมงตอวัน

การสราง Arabidopsis ท่ีมีชุดโครงสรางยีน (II): pJim19::rd29A::N’_OsNUC1 หรือชุด
โครงสรางยีน (III): pJim19::35SCaMV::N’_OsNUC1

ถายชิ้นสวน DNA ของชุดโครงสรางยีน (II): pJim19::rd29A::N’_OsNUC1
ท่ีไดจากขอ 1.1 หรือชุดโครงสรางยีน (III): pJim19::35SCaMV::N’_OsNUC1 ท่ี
สรางโดย ธนิกานต อุดมชโลทร (unpublished data) เขาสู WT Arabidopsis
thaliana L. ecotype Columbia (Col-0) ดวยวิธีตามขอ 1.2.1 แลวคัดเลือก
เมล็ดท่ีคาดวาไดรับการถายยีนดวยวิธีตามขอ 1.2.2 มาทําการทดลองในข้ันตอไป
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2. ตรวจสอบการแทรกตัวของช้ินสวนยีนใน Arabidopsis ดัดแปรพันธุกรรมท่ีสรางข้ึน

2.1 Arabidopsis ดัดแปรพันธุกรรมท่ีมีชุดโครงสรางยีน (I): pJim19::rd29A::full-length_
OsNUC1

2.1.1 นําเมล็ด Arabidopsis ท่ีไดรับการถายยีน (I) รุน T0 มาฟอกฆาเชื้อดวย washing
solution (ภาคผนวก ก) เปนเวลา 10 นาที ลางดวยน้ํากลั่น 5-6 ครั้ง นําไปวางบน
อาหารก่ึงแข็งสูตร ½MS ท่ีเติม 1% (w/v) sucrose และสารปฏิชีวนะกานามัยซิน
50 mg/L ทํา stratification ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียสเปนเวลา 48 ชั่วโมง
หลังจากนั้นยายไปเลี้ยงตอท่ีหองเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อท่ีควบคุมอุณหภูมิท่ี 22 องศา
เซลเซียสและใหความเขมแสง 35 µmol m-2 s-1 เปนเวลา 7 วัน คัดเลือกตนท่ี
สามารถตานทานสารปฏิชีวนะกานามัยซินไปปลูกลงดินเพ่ือเก็บเมล็ด โดยปลูกใน
หองปลูกพืชควบคุมอุณหภูมิท่ีควบคุมใหมีอุณหภูมิประมาณ 22 องศาเซลเซียสและ
ใหความเขมแสง 180 µmol m-2 s-1

2.1.2 นําใบของตน Arabidopsis จากขอ 2.1.1 (ตน T0) อายุประมาณ 5-6 สัปดาหมา
สกัด genomic DNA โดยใชวิธีการ CTAB (ภาคผนวก ก) และนําไปตรวจสอบ
การแทรกตัวของชุดโครงสรางยีน (I) และโปรโมเตอร rd29A ดวย PCR (ภาคผนวก
ก) เก็บเมล็ด T1 ของตน Arabidopsis T0 ท่ีใหผล PCR เปนบวกมาทําการทดลอง
ในขอถัดไป

2.1.3 ทําการคัดเลือกเมล็ด T1 ของตนจากขอ 2.1.2 โดยพิจารณาจากอัตราการตานทาน
สารปฏิชีวนะของเมล็ดบนอาหารก่ึงแข็งสูตร ½MS ท่ีเติม 1% (w/v) sucrose และ
สารปฏิชีวนะกานามัยซิน 50 mg/L ใหจํานวนของตนท่ีตานทานตอตนไมตานทาน
สารปฏิชีวนะกานามัยซินเปนอัตราสวน 3:1 ตามกฎของเมนเดล (Mendel's laws
of segregation) โดยใชการทดสอบทางสถิติแบบ Chi-square test (2) ทดสอบ
ความแตกตางระหวางคาสังเกต (observed data) ของจํานวนตน T1 ท่ีตานทานสาร
ปฏิชีวนะกานามัยซินกับคาท่ีคาดหวัง (expected data) ของจํานวนตน T1 ท่ีตานทาน
สารปฏิชีวนะกานามัยซิน คัดเลือกตน/สายพันธุ (line) ท่ีมีอัตราความตานทานสาร
ปฏิชีวนะของตน T1 เปนอัตราสวน 3:1 และมีคา 2 ท่ียอมรับได ซึ่งแสดงถึงจํานวน
ชิ้นสวนของยีนท่ีถายเขาไปวามีเพียงหนึ่งชุด (single insertion) ตามกฎของเมนเดล
ไปทดลองตอไป
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สมการของคาสถิติของการทดสอบ Chi-square test (2) คือ

 = ( )

โดยท่ี O คือ คาสังเกตของจํานวนตน T1 ท่ีตานทานตอสารปฏิชีวนะ (observed data)
E คือ คาคาดหวังของจํานวนตน T1 ท่ีตานทานตอสารปฏิชีวนะ (expected data)

2.1.4 นําตน T1 ท่ีงอกไดบนอาหารก่ึงแข็งจากขอ 2.1.3 ไปปลูกลงดิน สกัด genomic
DNA จากใบ และตรวจสอบการแทรกตัวของชุดโครงสรางยีนดวยวิธี PCR เชนเดียว
กับในขอ 2.1.2 เก็บเมล็ด T2 ของตนท่ีใหผล PCR เปนบวกมาทําการทดลองตอไป

2.1.5 นําเมล็ด T2 มาคัดเลือกเฉพาะสายพันธุท่ีมีอัตราตานทานสารปฏิชีวนะกานามัยซิน
100% เม่ือคัดเลือกดวยอาหารก่ึงแข็งสูตร ½MS ท่ีเติม 1% (w/v) sucrose และ
สารปฏิชีวนะกานามัยซิน ซึ่งถือเปนสายพันธุท่ีไดรับการถายยีนแบบ homozygous
single insertion นําไปตรวจสอบการแทรกตัวของชุดโครงสรางยีนดวย PCR และ
นําไปใชในการศึกษาข้ันตอไป

2.2 Arabidopsis ดัดแปรพันธุกรรมท่ีมีชุดโครงสรางยีน (II): pJim19::rd29A::N’_OsNUC1
และ (III): pJim19::35SCaMV::N’_OsNUC1

ตรวจสอบการแทรกตัวของชุดโครงสรางยีน (II) และ (III) ในตน Arabidopsis ดัด
แปรพันธุกรรม ดวยวิธี PCR โดยเลือกใชไพรเมอรท่ีเหมาะสมกับชุดโครงสรางยีน (ตาราง
3.1) และคัดเลือกดวยวิธีเชนเดียวกับในขอ 2.1 จนไดสายพันธุ T1 และ T2 ตามลําดับ
หลังจากนั้นนําไปใชในการทดลองข้ันตอไป
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3. ตรวจสอบการแสดงออกของชุดโครงสรางยีนของ OsNUC1 ในตน Arabidopsis ดัดแปร
พันธุกรรมภายใตภาวะเครียดจากความเค็ม ดวย quantitative real-time polymerase
chain reaction (qRT-PCR)

3.1 คัดเลือกสายพันธุในรุน T2 ของ Arabidopsis ดัดแปรพันธุกรรมท่ีไดรับการถายยีน
(I): pJim19::rd29A::full-length_OsNUC1 จํานวน 3 สายพันธุท่ีเปนอิสระตอกันและยีน
(II): pJim19::rd29A::N’_OsNUC1 จํานวน 3 สายพันธุ โดยมี WT Arabidopsis ecotype
Columbia เปนชุดควบคุม รวมเปน 7 ชุดการทดลองมาทําการทดลอง

3.2 นําเมล็ดจํานวน 150-200 เมล็ดของแตละชุดการทดลอง มาทําการฆาเชื้อดวย washing
solution (ภาคผนวก ก) แลวเพาะลงบนอาหารก่ึงแข็งสูตร ½MS ท่ีเติม 1% (w/v) sucrose
นําเมล็ดของท้ัง 7 ชุดการทดลอง ไป stratification และเพาะตามวิธีในขอ 2.1.1

3.3 เม่ือตนกลาอายุได 16 วันนับจากวันเพาะ นําตนกลาท้ัง 7 ชุดการทดลอง ท่ีมีขนาดและความ
สมบูรณใกลเคียงกัน ยายบนกระดาษกรองท่ีชุมดวยอาหารเหลวสูตร MS ท่ีเติม 1% (w/v)
sucrose และ NaCl 100 mM ซึ่งถือเปนภาวะเครียดจากความเค็ม

3.4 เก็บตัวอยางตนกลา Arabidopsis จากขอ 3.3 เพ่ือนําไปสกัด total RNA โดยแตละชุดการ
ทดลองจะเก็บตัวอยางตนกลา Arabidopsis เปนจํานวน 20 ตน ท่ีระยะเวลา 0 3 6 และ 12
ชั่วโมงหลังจากไดรับภาวะเครียดจากความเค็ม

3.5 สกัด total RNA จากตัวอยางตนกลา Arabidopsis จากขอ 3.4 ดวยวิธีซึ่งปรับปรุงจากวิธี
Hot Phenol ของปารวี ธิกาศ (2546) หลังจากนั้นตรวจสอบคุณภาพของ RNA โดยใช gel
electrophoresis system และวัดคาการดูดกลืนแสงของสารละลาย RNA ดวยเครื่อง
spectrophotometer ท่ีคลื่นความยาว 260 นาโนเมตร เพ่ือคํานวณปริมาณ total RNA
โดยคํานวณจากสมการ

[RNA] = A260 x dilution factor x 40

โดย คาการดูดกลืนแสงท่ี 260 nm (A260) จะเทากับ 1.0 เม่ือ RNA มีความ
เขมขนประมาณ 40 µg/ml (Sambrook et al., 1989)

3.6 นํา total RNA ปริมาณ 10 ไมโครกรัม (µg) มากําจัด DNA ดวยเอนไซม DNAse I
(Takara, Japan) ตามวิธีท่ีระบุในคูมือ (ภาคผนวก ก) ตรวจสอบคุณภาพและคํานวณ
ปริมาณ total RNA ตามวิธีในขอ 3.5
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3.7 นํา RNA ปริมาณ 3 µg มาสราง cDNA สายแรก ดวยการทํา reverse transcription โดย
ใชเอนไซม M-MLV reverse transcriptase (Promega) ตามวิธีท่ีระบุในคูมือ (ภาคผนวก
ก) หลังจากนั้นนํา cDNA ท่ีได มาใชเปนแมแบบในการทํา qRT-PCR ดวยเครื่อง iCyclerTM

Thermal Cycler (Bio-Rad) โดยใชเอนไซม iQTMSYBR® Green Super Mix (Bio-Rad)
ตามวิธีท่ีระบุในคูมือ (ภาคผนวก ก)

3.8 เปรียบเทียบการแสดงออกของโมทิฟของยีน OsNUC1 ท้ังสองกลุม

3.8.1 เปรียบเทียบการแสดงออกของ rd29A::full-length_OsNUC1 ในตน Arabidopsis
ดัดแปรพันธุกรรมท่ีได รับการถายยีน (I) ( rd29A::full-length_OsNUC1) ท้ั ง
3 สายพันธุ โดยวัดระดับของการแสดงออกของยีน full-length_OsNUC1 ในแตละ
สายพันธุ ในแตละชวงเวลา จากการเปรียบเทียบกับระดับการแสดงออกท่ีชั่วโมงท่ี 0
ของ Arabidopsis สายพันธุ rd_fl10 (control) โดยมียีน Arabidopsis EF-1α
(Elongation factor-1α) เปนยีนอางอิง (reference gene) และมี WT
Arabidopsis เปนชุดควบคุม ออกแบบไพรเมอรจาก OsNUC1 cDNA (accession
no. AK063918) เพ่ือใชตรวจสอบการแสดงออกของยีน full-length_OsNUC1
และจาก AtEF-1α cDNA (At5g60390) สําหรับตรวจสอบยีนอางอิง โดยมีลําดับ
เบสดังนี้ (Siriporn Sripinyowanich, 2010)

qRT-fl_OsNUC1 (F) 5’-ATGGATCTGACCTCGGTGGA-3’
qRT-fl_OsNUC1 (R) 5’-GTCTTCCTCCTCTCTCAGTG-3’

(อุณหภูมิท่ีไพรเมอรเขาจับกับ cDNA 48.2 องศาเซลเซียส)
AtEF-1α (F) 5’-TTCTCCGAGTACCCACCTT-3’
AtEF-1α (R) 5’-ATTTGGCACCCTTTCTTCACT-3’

(อุณหภูมิท่ีไพรเมอรเขาจับกับ cDNA 58.2 องศาเซลเซียส)

3.8.2 สําหรับการแสดงออกของ N’_OsNUC1 ในตน Arabidopsis ดัดแปรพันธุกรรมท่ี
ไดรับการถายยีน (II) (rd29A::N’_OsNUC1) ทําการศึกษาดวยวิธีตามท่ีระบุในขอ
3.8.1 โดยวัดระดับของการแสดงออกของยีน N’_OsNUC1 ในแตละตัวอยางไดจาก
การเปรียบเทียบกับระดับการแสดงออกท่ีชั่วโมงท่ี 0 ของ Arabidopsis สายพันธุ
rd_5i (control) และมี Arabidopsis EF-1α เปนยีนอางอิง (reference gene)
โดยมี WT Arabidopsis เปนชุดควบคุมและเพ่ือใหสามารถตรวจสอบการแสดงออก
ของโมทิฟบริเวณปลาย N ของยีน OsNUC1 ทําการออกแบบไพรเมอรจาก
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OsNUC1 cDNA (accession no. AK103446) และใช AtEF-1α เปนยีนอางอิง
เชนเดียวกัน ไพรเมอรสําหรับ N’_OsNUC1 มีลําดับเบสดังนี้

qRT-N’_OsNUC1 (F) 5’-CGCTTCCTCGTTTGGAATTA-3’
qRT-N’_OsNUC1 (R) 5’-CTCTGAGACTGAGACAGAGG-3’

(อุณหภูมิท่ีไพรเมอรเขาจับกับ cDNA 48.2 องศาเซลเซียส)

3.9 นําผลจากขอ 3.8 มาคํานวณหาคาการแสดงออกของยีน full-length_OsNUC1 หรือ
N’_OsNUC1 ดวยวิธีเปรียบเทียบระดับการแสดงออกของยีนท่ีตองการศึกษากับการ
แสดงออกของยีนในตัวอยางท่ีใชเปน control (relative quantification) โดยมี AtEF-1α
เปนยีนอางอิง ตามวิธีของ Pfaffl (2001) ดังสมการ

=
∆ ( )

∆ ( )

โดยท่ี R คือ relative expression ratio
Etarget คือ 10-1/slope ของยีน full-length_OsNUC1 หรือ N’_OsNUC1
Eref คือ 10-1/slope ของยีน AtEF-1α
CPtarget (control-sample) คือ ผลตางของคา CP (cross-over point)

(หรืออีกชื่อคือ คา Ct; threshold cycle) ของ
ยีน full-length_OsNUC1 หรือ N’_OsNUC1
เม่ือเปรียบเทียบกับคา CP ของตัวอยาง control

CPref (control-sample) คือ ผลตางของคา CP ของยีน AtEF-1α
เม่ือเปรียบเทียบกับคา CP ของตัวอยาง control
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4. ศึกษาการเติบโตของ Arabidopsis ดัดแปรพันธุกรรมท่ีไดรับการถายยีนท่ีถอดรหัสให
โมทิฟของ OsNUC1 ท่ีตางกัน

4.1 การเติบโตในภาวะปกติ

4.1.1 วางแผนการทดลอง
ออกแบบการทดลองใหเปนแบบ Completely Randomized Design (CRD) โดย
มีจํานวนซ้ํา 6 ซ้ํา แตละซ้ําประกอบดวยตน Arabidopsis อยางนอย 6 ตน

4.1.2 การศึกษาการเติบโตของตน Arabidopsis ดัดแปรพันธุกรรมท่ีไดรับการถายยีนท่ี
ถอดรหัสใหโมทิฟของ OsNUC1 ท่ีตางกัน ภายใตการควบคุมการทํางานของ
โปรโมเตอร 2 รูปแบบ (ภาพท่ี 3.3) มีพืชทดลอง คือ Arabidopsis ดัดแปร
พันธุกรรมท่ีไดรับการถายยีนท้ังสิ้น 5 กลุม (รวม 13 สายพันธุ) ดังนี้

(A): ชุดโครงสรางยีน rd29A::full-length_OsNUC1

จํานวน 3 สายพันธุ ไดแก rd_fl10 rd_fl16 และ rd_fl22

(B): ชุดโครงสรางยีน rd29A::N’_OsNUC1

จํานวน 3 สายพันธุ ไดแก rd_5i rd_5.14 และ rd_5.114

(C): ชุดโครงสรางยีน rd29A::C’_OsNUC1 (Siriporn Sripinyowanich, 2010)

จํานวน 3 สายพันธุ ไดแก rd_3.9 rd_3.10 และ rd_3.13

(D): ชุดโครงสรางยีน 35SCaMV::full-length_OsNUC1 ของธนิกานต อุดมชโลธร
(unpublished data) จํานวน 2 สายพันธุ ไดแก ox_fl31 และ ox_fl23

(E): ชุดโครงสรางยีน 35SCaMV::C’_OsNUC1 (Siriporn Sripinyowanich, 2010)

จํานวน 2 สายพันธุ ไดแก ox_3.7 และ ox_3.5

และมี WT Arabidopsis ecotype Columbia เปนชุดควบคุม

โดยท่ีกลุม (A) ถึง (C) เปนกลุมท่ีไดรับการถายยีนท่ีถอดรหัสใหโมทิฟของ OsNUC1
ท่ีถูกควบคุมดวยโปรโมเตอรแบบแสดงออกเม่ือไดรับสภาวะเครียดจากสิ่งแวดลอม
(inducible promoter) คือ โปรโมเตอร rd29A ในขณะท่ีกลุม (D) และ (E) เปน
กลุมท่ีไดรับการถายยีนท่ีถอดรหัสใหโมทิฟของ OsNUC1 ท่ีควบคุมดวยโปรโมเตอร
35SCaMV ซึ่งเปนโปรโมเตอรแบบแสดงออกตลอดเวลา (constitutive promoter)
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4.1.3 นําเมล็ด Arabidopsis ของทุกสายพันธุในขอ 4.1.2 จํานวน 800 – 900 เมล็ดตอ
สายพันธุมาฆาเชื้อและเพาะตามวิธีท่ีระบุไวในขอ 2.1.1 โดยนําเมล็ดไปวางบน
อาหารก่ึงแข็งสูตร ½MS ท่ีเติม 1% (w/v) sucrose และ stratification ท่ีอุณหภูมิ
4 องศาเซลเซียสเปนเวลา 48 ชั่วโมง หลังจากนั้นยายไปเลี้ยงตอท่ีหองเพาะเลี้ยง
เนื้อเยื่อ

4.1.4 นําตนกลา Arabidopsis อายุ 7 วันนับจากวันเพาะของทุกสายพันธุในขอ 4.1.3 ท่ี
มีขนาดใกลเคียงกัน ยายไปปลูกบนอาหารก่ึงแข็งสูตร MS ท่ีเติม 1% (w/v)
sucrose (ภาวะปกติ) เปรียบเทียบการเติบโตของตนกลา Arabidopsis โดยวัดคา
น้ําหนักสดท้ังตน น้ําหนักแหงท้ังตนและความยาวรากแกว (primary root) ท่ีระยะ
เวลา 0 2 4 และ 6 วัน

4.1.5 สําหรับคาน้ําหนักสดท้ังตนและน้ําหนักแหงท้ังตนไดจากการเก็บตัวอยางพืช ท้ังสวน
ยอดและสวนรากท่ีระยะเวลา 0 2 4 และ 6 วัน นําไปบันทึกน้ําหนักสดและอบใน
ตูอบ 60oC เปนเวลา 48 ชั่วโมง จากนั้นนํามาชั่งเพ่ือบันทึกน้ําหนักแหง โดยชั่ง
น้ําหนักสดและน้ําหนักแหงครั้งละ 10 ตนตอซ้ํา (ตน/ซ้ํา) แสดงคาน้ําหนักสดและ
น้ํ าหนักแห งต อตน นํ าค า ท่ี ไดมาทดสอบทางส ถิติ โดยทําการวิ เคราะห
ความปรวนแปร (Analysis of Variance) เปรียบเทียบคาเฉลี่ยของน้ําหนักสดและ
น้ําหนักแหงของทุกสายพันธุเปรียบเทียบกับของตน WT โดยใช Duncan's
Multiple Range Test (DMRT)

4.1.6 สําหรับการวัดจากความยาวรากแกวของตน Arabidopsis ไดจากการยายตน
Arabidopsis อายุ 7 วันนับจากวันเพาะไปทําการปลูกในแนวดิ่ง (vertical) เก็บ
ขอมูลดวยการถายรูปท่ีระยะเวลา 0 2 4 และ 6 วันหลังยายปลูก จากนั้นใช
โปรแกรม Image J (http://rsb.info.nih.gov/ij/) วัดความยาวรากแกวจํานวน
6 ตน/ซ้ํา ทําการทดสอบทางสถิติโดยวิเคราะหคาความแปรปรวน แลวเปรียบเทียบ
คาเฉลี่ยของความยาวรากแกว โดยใช Duncan's Multiple Range Test

4.1.7 นําน้ําหนักแหงมาคํานวณหาอัตราการเจริญเติบโตสัมพัทธ (Relative Growth
Rate, RGR) โดยคํานวณจากสมการ

( 2 – 1)
( 2 – 1)

โดยท่ี W2 และ W1 คือ น้ําหนักแหงของพืชท่ีเวลา t2 และ t1 ตามลําดับ
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4.2 การเติบโตในภาวะเค็ม

วางแผนและทําการทดลองเชนเดียวกับขอ 4.1 แตกตางเพียงอาหารท่ีใช
เม่ือยายปลูกตนกลา Arabidopsis อายุ 7 วัน โดยยายปลูก Arabidopsis ทุก
สายพันธุท่ีทําการศึกษาลงบนอาหารก่ึงแข็งสูตร MS ท่ีเติม 1% (w/v) sucrose
และ NaCl 100 mM ซึ่งถือเปนภาวะเครียดจากความเค็มแลวเปรียบเทียบการ
เติบโตของตนกลา โดยวัดจากคาน้ําหนักสดท้ังตน น้ําหนักแหงท้ังตนและความยาว
รากแกวดวยวิธีเดียวกัน

ภาพท่ี 3.3 ภาพจําลองแสดงชุดโครงสรางยีนท่ีใชในการทดลอง

(A): pJim19::rd29A::full-length_OsNUC1
(B): pJim19::rd29A::N’_OsNUC1
(C): pJim19::rd29A::C’_OsNUC1
(D): pJim19::35SCaMV::full-length_OsNUC1
(E): pJim19::35SCaMV::C’_OsNUC1



บทที่ 4

ผลการทดลอง

1. สราง Arabidopsis ดัดแปรพันธุกรรมท่ีมีโมทิฟของ OsNUC1 รูปแบบตางกัน

ข้ันตอนแรกในการสรางตน Arabidopsis ดัดแปรพันธุกรรมท่ีไดรับการถายชุดโครงสรางยีน
(I): pJim19::rd29A::full-length_OsNUC1 (II): pJim19::rd29A::N’_OsNUC1 หรือ (III): pJim19::
35SCaMV::N’_OsNUC1 เริ่มจากการสรางชุดโครงสรางยีน โดยนําชิ้นสวน DNA ท่ีตองการมา
ตอเชื่อมตอดวยเอนไซม T4 DNA ligase โดยใชความจําเพาะของเอนไซมตัดจําเพาะ (restriction
enzyme) เนื่องจากชุดโครงสรางยีน (III): pJim19::35SCaMV::N’_OsNUC1 ไดถูกสรางและถายยีน
เขาสู E. coli สายพันธุ DH5α โดยธนิกานต อุดมชโลทรแลว (unpublished data) จึงทําการสราง
เฉพาะชุดโครงสรางยีน (I) และ (II)

1.1 สรางชุดโครงสรางยีน (I): pJim19::rd29A::full-length_OsNUC1 (ภาพท่ี 4.1a) และ
(II): pJim19::rd29A::N’_OsNUC1 (ภาพท่ี 4.1b)

ชุดโครงสรางยีน (I) สรางจากการนําชิ้นสวน DNA สามชิ้นซึ่งประกอบดวย 1) ชิ้นสวน DNA
ของเวคเตอร pJim19 ท่ีถูกตัดดวยเอนไซม HindIII และ SacI ใหเหลือเฉพาะสวนเวคเตอรเปลาท่ีมี
ขนาดประมาณ 10,000 bp (ภาพท่ี 4.1a) 2) ชิ้นสวน DNA ของโปรโมเตอร rd29A ซึ่งอยูในเวคเตอร
pGEM®-T Easy vector ท่ีถูกตัดดวยเอนไซม HindIII และ XbaI และเหลือเฉพาะสวนโปรโมเตอร
rd29A ขนาดประมาณ 400 bp (ภาพท่ี 4.1a) และ 3) ชิ้นสวน DNA ของ full-length_OsNUC1 ท่ี
อยูในเวคเตอร TOPO® ท่ีถูกตัดดวยเอนไซม XbaI และ SacI เหลือเฉพาะชิ้นสวน
full-length_OsNUC1 ขนาดประมาณ 2,400 bp (ภาพท่ี 4.1a) มาเชื่อมตอกันดวยเอนไซม T4
DNA ligase ไดเปนชุดโครงสรางยีน (I): pJim19::rd29A::full-length_OsNUC1 โดยใชอัตราสวน
ความเขมขน DNA ของเวคเตอรตอ DNA ของโปรโมเตอรและตอ DNA ของชิ้นสวนยีน
full-length_OsNUC1 (vector:promoter:insert molar ratio) เปน 1:8:8 ในการทําปฏิกิริยา
ligation ชิ้นสวน DNA ท่ีถูกตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะกอนนําไปทําปฏิกิริยา ligation แสดงในภาพท่ี
4.2
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เม่ือทําการสรางชุดโครงสรางยีน (I): pJim19::rd29A::full-length_OsNUC1 และถายยีน
เขาสู E. coli สายพันธุ DH5α ดวยวิธี heat shock แลวคัดเลือก colony จํานวน 14 colony ท่ี
ไดรับการถายยีนซึ่งสามารถโตไดบนอาหารก่ึงแข็ง LB ท่ีเติมสารปฏิชีวนะกานามัยซิน 50 mg/L ไป
ยืนยันการแทรกตัวของชิ้นสวนยีนในเซลลของ E. coli ดวยวิธี colony PCR โดยตรวจสอบชิ้นสวน
โปรโมเตอร rd29A และชิ้นสวนยีน full-length_OsNUC1 ดวยไพรเมอรท่ีออกแบบมาอยางจําเพาะ
ตอชิ้นสวน DNA นั้น (ตารางท่ี 3.1)

ภาพท่ี 4.1 ชุดโครงสรางยีน (I): pJim19::full-length_OsNUC1 (a) และชุดโครงสรางยีน
(II): pJim19::N_OsNUC1 (b)



36

จากการทดลองพบวา จาก colony ท้ังหมดท่ีนํามาใชเปนแมแบบ (template) ทํา colony
PCR มีเพียง colony E ท่ีใหแถบ DNA ท่ีแสดงถึงท้ังชิ้นสวนโปรโมเตอร rd29A ขนาดประมาณ 400
bp (ภาพท่ี 4.3) และชิ้นสวนยีน full-length_OsNUC1 ขนาดประมาณ 2,400 bp (ภาพท่ี 4.4) จึง
คัดเลือก colony E มาสกัดพลาสมิด DNA และนําไปตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะสองคูเพ่ือยืนยัน
ชิ้นสวนยีนท่ีถายเขาไปอีกครั้ง โดยตรวจสอบขนาดของแถบ DNA ดวย electrophoresis

ผลการทดลองแสดงใหเห็นวาเอนไซมคูแรกท่ีนํามาใชคือ XbaI และ SacI ท่ีมีตําแหนงตัด
แบบจําเพาะแสดงดังภาพท่ี 4.1a สามารถตัดพลาสมิด pJim19::rd29A::full-length_OsNUC1
ออกเปน 2 ชิ้นสวนไดแก ชิ้นสวนขนาดใหญของเวคเตอร pJim19 ประมาณ 10,400 bp และชิ้นสวน
ขนาดเล็กซึ่งเปนชิ้นยีน full-length_OsNUC1 ขนาด 2,400 bp และการตัดพลาสมิดดวยเอนไซมคูท่ี
สองคือ HindIII และ SacI ก็ใหแถบ DNA ของบริเวณโปรโมเตอร rd29A ท่ีเชื่อมกับบริเวณชิ้นยีน
full-length_OsNUC1 รวมเปนแถบ DNA ขนาดประมาณ 2,900 bp (ภาพท่ี 4.5; lane 1- 3) แสดง
ใหเห็นวา colony E ไดรับการถายชุดโครงสรางยีน pJim19::rd29A::full-length_OsNUC1

สําหรับชุดโครงสรางยีน (II): pJim19::rd29A::N’_OsNUC1 (ภาพท่ี 4.1b) ใชวิธีการสราง
เชนเดียวกับชุดโครงสรางยีน (I) ภาพท่ี 4.6 แสดงถึงชิ้นสวน DNA กอนนําไปทําการเชื่อมตอกันดวย
เอนไซม T4 DNA ligase โดยมีขนาดของเวคเตอร pJim19 ของโปรโมเตอร rd29A และ
N’_OsNUC1 ท่ีถูกตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะเทากับ 10,000 400 และ 1,400 bp ตามลําดับ โดยใช
อัตราสวนความเขมขนของ DNA (vector:promoter:insert molar ratio) ในการทําปฏิกิริยา
ligation เปน 1:8:8 และถายยีนเขาสู E.coli สายพันธุ DH5α ดวยวิธี heat shock แลวทําการ
คัดเลือก colony ของ E. coli จํานวน 12 colony ท่ีไดรับการถายยีนดวย colony PCR
เชนเดียวกัน

เม่ือทํา colony PCR ดวยไพรเมอร N_OsNUC11(F) และ N_OsNUC11(R) ซึ่งหากมี
insertion ของ N’_OsNUC1 จะไดชิ้น DNA ขนาดประมาณ 1,400 bp จากภาพท่ี 4.7 จะเห็นวา มี
colony ท่ีเม่ือ amplify แลวไดชิ้น DNA ตามขนาดท่ีคาดหวังคือ colony A  B D  F และ J จึง
นําไปตรวจสอบการมีโปรโมเตอร rd29A โดยการ amplify ดวยไพรเมอร rd29A (F) และ rd29A (R)
ซึ่งหากมีโปรโมเตอร rd29A ควรจะไดชิ้น DNA ขนาดประมาณ 400 bp จากผลการทดลองในภาพท่ี
4.8 จะพบวา colony B  D และ J มีชิ้นยีนของโปรโมเตอร rd29A ดังนั้นคัดเลือก colony B ไป
ทดลองตัดดวยเอนไซมสองชนิด คือ เอนไซม XbaI และ SacI แลวนําไปตรวจสอบดวย
electrophoresis ผลการทดลองพบวาแถบ DNA ท่ีไดจากการสกัดพลาสมิดของ colony B เม่ือถูก
ตัดดวยเอนไซมท้ังสองจะมีขนาด 1,400 bp ซึ่งเปนขนาดของชิ้นสวนยีน N’_OsNUC1 ท่ีถูกตัดออก
จากเวคเตอร pJim19 และเม่ือตัดดวยเอนไซมคูท่ีสองคือ HindIII และ SacI ซึ่งมีตําแหนงตัดจําเพาะ
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ตรงตําแหนงแรกของลําดับนิวคลีโอไทดของโปรโมเตอร rd29A และตําแหนงนิวคลีโอไทดสุดทายของ
ชิ้นสวนยีน N’_OsNUC1 ก็ใหผลการทดลองเปนชิ้นสวน DNA ขนาดประมาณ 1,900 bp ตรงตาม
ขนาดของชิ้น DNA ท่ีคาดไว (ภาพท่ี 4.5; lane 4-6) จากผลการทดลองสรุปไดวา colony B ไดรับ
การถายชุดโครงสรางยีน pJim19::rd29A::N’_OsNUC1

ภาพท่ี 4.2 ขนาดของแถบ DNA กอนนํามาเชื่อมตอกันเพ่ือสรางชุดโครงสรางยีน
(I): pJim19::rd29A::full-length_OsNUC1 บน agarose gel ความเขมขน 0.8%
(w/v)
(M: GeneRuler™ 1 kb DNA Ladder, lane 1: pJim19 vector, lane 2-3:
rd29A promoter และ lane 4-5: ชิ้นยีน full-length_OsNUC1)
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ภาพท่ี 4.3 แถบ DNA ยืนยันชิ้นสวนโปรโมเตอร rd29A ท่ีไดจาก colony ตาง ๆ ของ E. coli
ท่ีไดรับการถายชุดโครงสรางยีน (I) เม่ือตรวจสอบดวยวิธี colony PCR
(M: GeneRuler™ 1 kb DNA Ladder, A – V: ชื่อของ colony ท่ีนํามาใชเปน
template ในการทํา colony PCR, pos.: พลาสมิด rd29A ใน pGEM-T vector,
neg.: น้ํากลั่น)

ภาพท่ี 4.4 แถบ DNA ยืนยันชิ้นสวนยีน full-length_OsNUC1 ท่ีไดจาก colony ตาง ๆ ของ
E. coli ท่ีไดรับการถายชุดโครงสรางยีน (I) เม่ือตรวจสอบดวยวิธี colony PCR
(M: GeneRuler™ 1 kb DNA, C – U: ชื่อของ colony ท่ีนํามาใชเปน template,
pos.: พลาสมิด full-length_OsNUC1 ใน TOPO®vector, neg.: น้ํากลั่น)
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ภาพท่ี 4.5 ขนาดของแถบ DNA หลังจากตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะเพ่ือยืนยันชิ้นสวนยีน
(I): full-length_OsNUC1 และ (II): N’_OsNUC1
(M: GeneRuler™ 1 kb DNA Ladder, lane 1-3: plasmid DNA pJim19::rd29A::
N’_OsNUC1 ใน colony E, lane 4-6: plasmid DNA pJim19::rd29A::full-
length_OsNUC1 ใน colony B โดยท่ี lane 1 & 4: uncut plasmid DNA,
lane 2 & 5: cut with XbaI & SacI, lane 3 & 6: cut with HindIII & SacI)

ภาพท่ี 4.6 ขนาดของแถบ DNA กอนนํามาเชื่อมตอกันเพ่ือสรางชุดโครงสรางยีน

(II): pJim19::rd29A::N’_OsNUC1 บน agarose gel ความเขมขน 0.8% (w/v)
a) M: GeneRuler™ 1 kb DNA Ladder, lane 1-5: pJim19 vector, lane 6-8:
ชิ้นยีน N’_OsNUC1 b) M: GeneRuler™ 1 kb DNA Ladder, lane 1-2:
pJim19 vector, lane 3-4: rd29A promoter
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ภาพท่ี 4.7 แถบ DNA ยืนยันชิ้นสวนยีน N’_OsNUC1 ท่ีไดจาก colony ตาง ๆ ของ E. coli
ท่ีไดรับการถายชุดโครงสรางยีน (II) เม่ือตรวจสอบดวยวิธี colony PCR
(M: GeneRuler™ 1 kb DNA Ladder, A – T: ชื่อของ colony ท่ีนํามาใชเปน
template, pos.: พลาสมิด N’_OsNUC1 ใน TOPO® vector, neg.: น้ํากลั่น)

ภาพท่ี 4.8 แถบ DNA ยืนยันชิ้นสวนโปรโมเตอร rd29A ท่ีไดจาก colony ตาง ๆ ของ E. coli
ท่ีไดรับการถายชุดโครงสรางยีน (II) เม่ือตรวจสอบดวยวิธี colony PCR
(M: GeneRuler™ 1 kb DNA Ladder, A - J: ชื่อของ colony ท่ีนํามาใชเปน
template, pos.: พลาสมิด rd29A ใน pGEM-T vector, neg.: น้ํากลั่น)
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1.2 สราง Arabidopsis ดัดแปรพันธุกรรมท่ีมีชุดโครงสรางยีนของโมทิฟของ OsNUC1

เม่ือนําชุดโครงสรางยีนท้ังสาม ไดแก (I): pJim19::rd29A::full-length_OsNUC1 และ
(II): pJim19::rd29A::N’_OsNUC1 ซึ่งอยูใน E. coli และผานการวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดวา
ถูกตอง (ภาคผนวก ค ภาพท่ี ค-2) รวมท้ังชุดโครงสรางยีน (III): pJim19::35SCaMV::N’_OsNUC1
ท่ีไดรับความอนุเคราะหจาก ธนิกานต อุดมชโลทร มาถายยีนเขาสู Agrobacterium tumefaciens
สายพันธุ GV3101 ดวยวิธี freeze/thaw method และคัดเลือก colony ท่ีไดรับการถายชุด
โครงสรางยีนโดยใชอาหารก่ึงแข็ง LB ท่ีเติมสารปฏิชีวนะกานามัยซิน 50 mg/L ไรแฟมพิซิน
20 mg/L และเจนตามัยซิน 50 mg/L รวมถึงใชวิธี colony PCR ประกอบการคัดเลือก โดย
ตรวจสอบการแทรกตัวของชิ้นสวนยีน full-length_OsNUC1 หรือ N’_OsNUC1 พบวาทุก colony
ของ A. tumefaciens ในแตละชุดการทดลองท่ีไดรับการถายชุดโครงสรางยีน (I) (II) และ (III) เม่ือ
นําไปเปน template ในการทํา colony PCR ใหผลแสดงถึงขนาดแถบ DNA ท่ีถูกตองตรงกับชิ้นสวน
ยีนท่ีทําการถายยีนเขาไป (ภาพท่ี 4.9-โครงสรางยีน (I) ภาพท่ี 4.10-โครงสรางยีน (II) และ ภาพท่ี
4.11-โครงสรางยีน (III)) ทําการคัดเลือก 1 colony สําหรับแตละชุดโครงสรางยีน ไดแก colony 4A
colony 5A และ colony 35.5A สําหรับชุดโครงสรางยีน (I) (II) และ (III) ตามลําดับ ไปถายยีนเขาสู
Arabidopsis thaliana L. ดวยวิธี Agrobacterium-mediated floral dip transformation
(Clough and Bent, 1998)

เม่ือเก็บเมล็ดของตน Arabidopsis ท่ีไดรับการถายยีน (T0) มาทําการคัดเลือกบนอาหารก่ึง
แข็ง ½MS ท่ีเติม 1% (w/v) sucrose และสารปฏิชีวนะกานามัยซิน 50 mg/L พบวา จํานวนตน
Arabidopsis ท่ีไดรับการถายชุดโครงสรางยีน (I) มีจํานวน 21 ตน ชุดโครงสราง (II) 27 ตนและชุด
โครงสราง (III) 17 ตน (ตารางท่ี 4.1) โดยท่ีประสิทธิภาพในการถายยีน (transformation
efficiency) ดวยวิธี Agrobacterium-mediated floral dip transformation (Clough & Bent,
1998) เม่ือคิดจากจํานวนตน Arabidopsis T0 ท่ีไดรับการถายยีนและสามารถตานทานสารปฏิชีวนะ
กานามัยซินเม่ือทําการคัดเลือกดวยสารปฏิชีวนะกานามัยซินจากจํานวนเมล็ดท้ังหมดท่ีนําไปเพาะอยู
ระหวาง 1.7 ถึง 2.7 เปอรเซ็นต โดยมีจํานวนเมล็ดท้ังหมดท่ีนําไปเพาะมีจํานวนมากกวา 1,000 เมล็ด
ตอหนึ่งชุดโครงสราง ซึ่งคํานวณไดจากน้ําหนักรวมของเมล็ดจํานวน 250 เมล็ดท่ีมีน้ําหนักประมาณ
4.0 mg อยางไรก็ตาม เม่ือตน T0 ของแตละชุดโครงสรางยีนท่ีถูกยายปลูกลงดินมีอายุประมาณ 3-4
สัปดาหหลังการยายปลูก เก็บตัวอยางใบนํามาสกัด genomic DNA เพ่ือทํา PCR ยืนยันการแทรกตัว
ของชุดโครงสรางยีนในตน T0 ของตน Arabidopsis ดัดแปรพันธุกรรมรูปแบบ (I): pJim19::
rd29A::full-length_OsNUC1 รูปแบบ (II): pJim19::rd29A::N’_OsNUC1 และรูปแบบ
(III): pJim19::35SCaMV::N’_OsNUC1 โดยใชไพรเมอรท่ีจําเพาะกับชิ้นสวนยีนนั้น ๆ จากการ
ทดลองพบวาสามารถยืนยันชิ้นสวนยีนในตน T0 ของตน Arabidopsis ดัดแปรพันธุกรรมรูปแบบ
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(I) ได 16 ตน รูปแบบ (II) และ (III) ยืนยันได 19 และ 10 ตนตามลําดับ (ภาพท่ี 4.12) สรุป
ประสิทธิภาพของการถายยีนคิดเปน 1.0-1.9 เปอรเซ็นต ตน Arabidopsis T0 ท่ีสามารถยืนยันการ
แทรกตัวของชิ้นยีนดวย PCR จะถูกปลูกตอไปจนถึงระยะเก็บเมล็ด (เมล็ด T1)

ภาพท่ี 4.9 แถบ DNA ยืนยันชิ้นยีน full-length_OsNUC1 จาก colony ตาง ๆ ของ
A. tumefaciens ท่ีไดรับการถายชุดโครงสรางยีน (I) เม่ือตรวจสอบดวยวิธี
colony PCR (M: GeneRuler™ 1 kb DNA Ladder, 4A-4F: ชื่อ colony ท่ีใช
เปน template, pos.: พลาสมิด full-length_OsNUC1, neg.: น้ํากลั่น)

ภาพท่ี 4.10 แถบ DNA ยืนยันชิ้นยีน N’_OsNUC1 จาก colony ตาง ๆ ของ A. tumefaciens
ท่ีไดรับการถายชุดโครงสรางยีน (II) เม่ือตรวจสอบดวยวิธี colony PCR
(M: GeneRuler™ 1 kb DNA Ladder, 5A-5D: ชื่อ colony ท่ีนํามาใชเปน
template, pos.: พลาสมิด N’_OsNUC1 ใน TOPO® vector, neg.: น้ํากลั่น)
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ภาพท่ี 4.11 แถบ DNA ยืนยันชิ้นยีน N’_OsNUC1 จาก colony ตาง ๆ ของ A. tumefaciens
ท่ีไดรับการถายชุดโครงสรางยีน (C) เม่ือตรวจสอบดวยวิธี colony PCR
(M: GeneRuler™ 1 kb DNA Ladder, 5A-5D: ชื่อ colony ท่ีนํามาใชเปน
template, pos.: พลาสมิด N’_OsNUC1 ใน TOPO® vector, neg.: น้ํากลั่น)

ตารางท่ี 4.1 จํานวนตนกลา Arabidopsis ท่ีไดรับการถายยีนในแตละชุดโครงสรางยีน

ชุดโครงสรางยีน
Arabidopsis

(Col-0) ท่ีนํามาถายยีน
(ตน)

ตน T0 ท่ีไดรับ
การถายยีน

(ตน)

ประสิทธิภาพ
ในการถายยีน
(เปอรเซ็นต)

(I): pJim19::rd29A::
full-length_OsNUC1

10 16 < 1.6

(II): pJim19::rd29A::
N’_OsNUC1

12 19 < 1.9

(III): pJim19::35SCaMV::
N’_OsNUC1

6 10 < 1.0
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2. ตรวจสอบการแทรกตัวของช้ินสวนยีนใน Arabidopsis ดัดแปรพันธุกรรมท่ีสรางข้ึน

นําเมล็ด T1 ของแตละตน T0 ในชุดโครงสรางยีน (I) (II) และ (III) ท่ียืนยันการแทรกตัวของชิ้น
ยีนดวย PCR แลว โดยคัดเลือกเฉพาะตนท่ีใหแถบ DNA ท่ีมีความเขมชัดเจน (ภาพท่ี 4.12) จํานวน
16 19 และ 4 สายพันธุ ตามลําดับ ไปเพาะบนอาหารก่ึงแข็ง ½MS ท่ีเติมสารปฏิชีวนะกานามัยซิน
นับจํานวนตน T1 ท่ีตานทานสตอจํานวนตนไมตานทานสารปฏิชีวนะกานามัยซินใหมีอัตราสวนเปน
3:1 ตามกฎของ Mendel (Mendel's laws of segregation) (ภาพท่ี 4.13) โดยใชการทดสอบแบบ
Chi-square test (2) มาวิเคราะหทางสถิติเพ่ือเปรียบเทียบความแตกตางของคาท่ีสังเกตได
(observed data) กับคาท่ีควรจะเปน (expected data) โดยคา 2 ท่ีความนาจะเปนเทากับ 0.05
และ df = 1 ท่ียอมรับไดตองอยูในชวง 0 - 3.841 หลังจากนั้นคัดเลือกสายพันธุท่ีใหคา 2 ของตน
T1 ท่ีอยูในชวงท่ียอมรับไดยายปลูกลงดินเพ่ือเก็บเมล็ดรุน T2

ผลการทดลองพบวา จํานวนสายพันธุของ Arabidopsis ดัดแปรพันธุกรรมรูปแบบ
(I): pJim19::rd29A::full-length_OsNUC1 ท่ีใหอัตราสวนตานทานสารปฏิชีวนะกานามัยซินของ
เมล็ดเปน 3:1 และมีคา 2 อยูในชวง 0-3.841 ท่ีสามารถยอมรับไดมีจํานวน 4 สายพันธุ ไดแก
rd_fl10 rd_fl16 rd_fl17 และ rd_fl22 (ตารางท่ี 4.3) ในขณะท่ีตนดัดแปรพันธุกรรมรูปแบบ
(II): pJim19::rd29A::N’_OsNUC1 มี 8 สายพันธุ ไดแก rd_5.1 rd_5.3 rd_5.5 rd_5.14 rd_5.18
rd_5.113 rd_5.114 และ rd_5i (ตารางท่ี 4.4)

สําหรับ Arabidopsis ดัดแปรพันธุกรรมรูปแบบ (III): pJim19::35SCaMV::N’_OsNUC1
พบวาจํานวนตน T1 ท่ีสามารถตานทานสารปฏิชีวนะกานามัยซินมีคาเทากับศูนย ทดลองทําการ
ทดลองเพาะเมล็ด T1 ซ้ําอีกครั้ง ก็ยังไมพบตน T1 ท่ีสามารถตานทานสารปฏิชีวนะกานามัยซินบน
อาหารก่ึงแข็ง ½MS ท่ีเติมสารปฏิชีวนะกานามัยซินได (ภาพท่ี 4.14) จึงจําเปนตองหยุดการทดลอง

ตนกลา T1 ของ Arabidopsis ท้ัง 12 สายพันธุท่ีมีคา 2 เปนไปตามกฎของ Mendel
(ตารางท่ี 4.2 และ 4.3) สายพันธุละ 6-8 ตน ถูกยายปลูกลงดินเพ่ือเก็บเมล็ด T2 หลังจากนั้นคัดเลือก
เฉพาะตนท่ีใหเมล็ด T2 ท่ีสามารถตานทานสารปฏิชีวนะกานามัยซินคิดเปนอัตราสวน 100 เปอรเซ็นต
บนอาหารก่ึงแข็ง ½MS ท่ีเติมสารปฏิชีวนะกานามัยซินซึ่งแสดงถึง single insert homozygous ไป
ทําการทดลองตอไป ผลการคัดเลือกพบวา Arabidopsis ดัดแปรพันธุกรรม (I) ทุกสายพันธุท่ีนําไป
คัดเลือกใหเมล็ด T2 ท่ีตานทานสารปฏิชีวนะกานามัยซิน 100 เปอรเซ็นต ในขณะท่ีตน Arabidopsis
ดัดแปรพันธุกรรม (II) มี 6 สายพันธุท่ีใหอัตราการตานทานสารปฏิชีวนะกานามัยซินของเมล็ด T2 เปน
100 เปอรเซ็นต ไดแก rd_5i rd_5.3 rd_5.5 rd_5.14 rd_5.113 และ rd_5.114 ซึ่งท้ัง 10 สายพันธุ
นี้คาดวาเปน homozygous transgenic lines
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จาก T2 จํานวน 10 สายพันธุท่ีคาดวาเปน homozygous transgenic lines ทําการคัดเลือก
เพียง 6 สายพันธุ แบงเปน 3 สายพันธุสําหรับ Arabidopsis ดัดแปรพันธุกรรมท่ีไดรับการถายยีน
(I): pJim19::rd29A::full-length_OsNUC1 ไดแก rd_fl10 rd_fl16 และ rd_fl22 และอีก
3 สายพันธุ สําหรับท่ีไดรับการถายยีน (II): pJim19::rd29A::N’_OsNUC1 ไดแก rd_5i rd_5.14
และ rd_5.114 มาตรวจสอบโดยวิธี PCR เพ่ือยืนยันการแทรกตัวของชิ้นสวนยีนดังกลาว และนําไป
ศึกษาการแสดงออกของยีน OsNUC1 เม่ือถอดรหัสใหโมทิฟรูปแบบตาง ๆ ภายใตภาวะเครียดจาก
ความเค็ม

ผลการตรวจสอบตน Arabidopsis ดัดแปรพันธุกรรมท้ัง 6 สายพันธุ ดวยวิธี PCR สามารถ
ยืนยันชิ้นสวนยีนท่ีทําการถายยีนเขาไปในท้ัง 6 สายพันธุท่ีคัดเลือก เปรียบเทียบกับตน WT
Arabidopsis พบชิ้นสวนของยีน full-length_OsNUC1 ในกลุมท่ีไดรับการถายยีน (I) โดยมีขนาด
ของชิ้นสวนของ DNA ท่ีเพ่ิมจํานวนได ขนาด 2,400 bp และชิ้นสวนของ N’_OsNUC1 ขนาด
1,400 bp ในกลุมท่ีไดรับการถายยีน (II): pJim19::rd29A::N’_OsNUC1 โดยท่ีเม่ือใช DNA จากตน
WT Arabidopsis ไมมีชิ้นสวน DNA เกิดข้ึน (ภาพท่ี 4.15)
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ภาพท่ี 4.12 แถบ DNA ยืนยันชิ้นยีนในตน Arabidopsis ดัดแปรพันธุกรรมรุน T0

a) ชิ้นยีน full-length_OsNUC1 ในตนท่ีไดรับการถายชุดโครงสรางยีน (I)
b) ชิ้นยีน N’_OsNUC1 ในตนท่ีไดรับการถายชุดโครงสรางยีน (II)
c) ชิ้นยีน N’_OsNUC1 ในตนท่ีไดรับการถายชุดโครงสรางยีน (III)
(M: GeneRuler™ 1 kb DNA Ladder, no. 1-32: ตน T0 ท่ีนํามาเปน template
pos.: พลาสมิด N’_OsNUC11(b) หรือ full-length_OsNUC11(c), neg.: น้ํากลั่น)

ภาพท่ี 4.13 ภาพแสดงจํานวนตน T1 ของ Arabidopsis ดัดแปรพันธุกรรมท่ีตานทานตอจํานวน
ตนไมตานทานสารปฏิชีวนะกานามัยซินอัตราสวนเปน 3:1 ตามกฎของ Mendel
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ภาพท่ี 4.12 แถบ DNA ยืนยันชิ้นยีนในตน Arabidopsis ดัดแปรพันธุกรรมรุน T0

a) ชิ้นยีน full-length_OsNUC1 ในตนท่ีไดรับการถายชุดโครงสรางยีน (I)
b) ชิ้นยีน N’_OsNUC1 ในตนท่ีไดรับการถายชุดโครงสรางยีน (II)
c) ชิ้นยีน N’_OsNUC1 ในตนท่ีไดรับการถายชุดโครงสรางยีน (III)
(M: GeneRuler™ 1 kb DNA Ladder, no. 1-32: ตน T0 ท่ีนํามาเปน template
pos.: พลาสมิด N’_OsNUC11(b) หรือ full-length_OsNUC11(c), neg.: น้ํากลั่น)

ภาพท่ี 4.13 ภาพแสดงจํานวนตน T1 ของ Arabidopsis ดัดแปรพันธุกรรมท่ีตานทานตอจํานวน
ตนไมตานทานสารปฏิชีวนะกานามัยซินอัตราสวนเปน 3:1 ตามกฎของ Mendel
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ภาพท่ี 4.12 แถบ DNA ยืนยันชิ้นยีนในตน Arabidopsis ดัดแปรพันธุกรรมรุน T0

a) ชิ้นยีน full-length_OsNUC1 ในตนท่ีไดรับการถายชุดโครงสรางยีน (I)
b) ชิ้นยีน N’_OsNUC1 ในตนท่ีไดรับการถายชุดโครงสรางยีน (II)
c) ชิ้นยีน N’_OsNUC1 ในตนท่ีไดรับการถายชุดโครงสรางยีน (III)
(M: GeneRuler™ 1 kb DNA Ladder, no. 1-32: ตน T0 ท่ีนํามาเปน template
pos.: พลาสมิด N’_OsNUC11(b) หรือ full-length_OsNUC11(c), neg.: น้ํากลั่น)

ภาพท่ี 4.13 ภาพแสดงจํานวนตน T1 ของ Arabidopsis ดัดแปรพันธุกรรมท่ีตานทานตอจํานวน
ตนไมตานทานสารปฏิชีวนะกานามัยซินอัตราสวนเปน 3:1 ตามกฎของ Mendel
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ภาพท่ี 4.14 ภาพแสดงตน Arabidopsis ดัดแปรพันธุกรรมรูปแบบ (III): pJim19::35SCaMV::
N’_OsNUC1 รุน T1 เม่ือคัดเลือกบนอาหารก่ึงแข็ง ½MS ท่ีเติมสารปฏิชีวนะ
กานามัยซินและมีอัตราตานทานสารปฏิชีวนะกานามัยซินเปนศูนย

ภาพท่ี 4.15 แถบ DNA ยืนยันชิ้นยีนในตน Arabidopsis ดัดแปรพันธุกรรมรุน T2

a) ชิ้นยีน full-length_OsNUC1 ในตนท่ีไดรับการถายชุดโครงสรางยีน (I)
b) ชิ้นยีน N’_OsNUC1 ในตนท่ีไดรับการถายชุดโครงสรางยีน (II)
(M: GeneRuler™ 1 kb DNA Ladder, wt: wild-type Arabidopsis, fl10, fl16,
fl22, 5i, 5.14, 5.114: สายพันธุรุน T2 ท่ีเลือกมาทําการทดลอง, pos.: พลาสมิด
full-length_OsNUC1 หรือ N’_OsNUC1 ใน TOPO® vector, neg: น้ํากลั่น)
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ภาพท่ี 4.14 ภาพแสดงตน Arabidopsis ดัดแปรพันธุกรรมรูปแบบ (III): pJim19::35SCaMV::
N’_OsNUC1 รุน T1 เม่ือคัดเลือกบนอาหารก่ึงแข็ง ½MS ท่ีเติมสารปฏิชีวนะ
กานามัยซินและมีอัตราตานทานสารปฏิชีวนะกานามัยซินเปนศูนย

ภาพท่ี 4.15 แถบ DNA ยืนยันชิ้นยีนในตน Arabidopsis ดัดแปรพันธุกรรมรุน T2

a) ชิ้นยีน full-length_OsNUC1 ในตนท่ีไดรับการถายชุดโครงสรางยีน (I)
b) ชิ้นยีน N’_OsNUC1 ในตนท่ีไดรับการถายชุดโครงสรางยีน (II)
(M: GeneRuler™ 1 kb DNA Ladder, wt: wild-type Arabidopsis, fl10, fl16,
fl22, 5i, 5.14, 5.114: สายพันธุรุน T2 ท่ีเลือกมาทําการทดลอง, pos.: พลาสมิด
full-length_OsNUC1 หรือ N’_OsNUC1 ใน TOPO® vector, neg: น้ํากลั่น)
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ภาพท่ี 4.14 ภาพแสดงตน Arabidopsis ดัดแปรพันธุกรรมรูปแบบ (III): pJim19::35SCaMV::
N’_OsNUC1 รุน T1 เม่ือคัดเลือกบนอาหารก่ึงแข็ง ½MS ท่ีเติมสารปฏิชีวนะ
กานามัยซินและมีอัตราตานทานสารปฏิชีวนะกานามัยซินเปนศูนย

ภาพท่ี 4.15 แถบ DNA ยืนยันชิ้นยีนในตน Arabidopsis ดัดแปรพันธุกรรมรุน T2

a) ชิ้นยีน full-length_OsNUC1 ในตนท่ีไดรับการถายชุดโครงสรางยีน (I)
b) ชิ้นยีน N’_OsNUC1 ในตนท่ีไดรับการถายชุดโครงสรางยีน (II)
(M: GeneRuler™ 1 kb DNA Ladder, wt: wild-type Arabidopsis, fl10, fl16,
fl22, 5i, 5.14, 5.114: สายพันธุรุน T2 ท่ีเลือกมาทําการทดลอง, pos.: พลาสมิด
full-length_OsNUC1 หรือ N’_OsNUC1 ใน TOPO® vector, neg: น้ํากลั่น)
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ตารางท่ี 4.2 จํานวนตน Arabidopsis ดัดแปรพันธุกรรมรูปแบบ (I): pJim19::rd29A::full-
length_OsNUC1 ในรุน T1 ของสายพันธุตาง ๆ เม่ือทดสอบดวย 2

สายพันธุ
จํานวนเมล็ด

ท่ีงอก

จํานวนตน
ตานทานสาร

ปฏิชีวนะ

จํานวนตน
ท่ีไมตานทาน
สารปฏิชีวนะ

*การตรวจสอบ
อัตราสวน 3:1
ดวยสมการ 2

คา 2 ยอมรับ
rd_fl 1
rd_fl 5
rd_fl 7
rd_fl 8
rd_fl 10
rd_fl 14
rd_fl 16
rd_fl 17
rd_fl 18
rd_fl 19
rd_fl 21
rd_fl 22
rd_fl 26
rd_fl 29
rd_fl 30

266 149 117 51.133
395 338 57 23.535

480 460 20 111.111
370 310 60 15.225
410 311 99 0.159 

150 131 19 12.169
308 238 70 0.848 
154 114 40 0.078 
474 276 198 71.114

276 168 108 29.391
276 180 96 14.087
390 293 97 0.003 

120 75 45 10.000
591 491 100 20.576

600 559 41 105.609
* คา 2 ท่ีความนาจะเปนเทากับ 0.05 และ df = 1 ท่ียอมรับไดมคีา 2 < 3.841
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ตารางท่ี 4.3 จํานวนตน Arabidopsis ดัดแปรพันธุกรรมรูปแบบ (II): pJim19::rd29A::
N’_OsNUC1 ในรุน T1 ของสายพันธุตาง ๆ เม่ือทดสอบดวย 2

สายพันธุ
จํานวนเมล็ด

ท่ีงอก

จํานวนตน
ตานทานสาร

ปฏิชีวนะ

จํานวนตน
ท่ีไมตานทาน
สารปฏิชีวนะ

*การตรวจสอบ
อัตราสวน 3:1
ดวยสมการ 2

คา 2 ยอมรับ
rd_5.1
rd_5.2
rd_5.3
rd_5.4
rd_5.5
rd_5.9
rd_5.10
rd_5.12
rd_5.14
rd_5.16
rd_5.18
rd_5.113
rd_5.114

rd_5i

271 204 67 0.011 
143 87 56 15.225

97 65 32 3.302 
444 254 190 74.967

113 84 29 0.027 
496 416 80 20.817

426 356 70 16.680
162 104 58 10.082
449 325 124 1.640 

346 137 209 231.310
199 161 38 3.700 

213 172 41 3.757 
170 123 47 0.635 
676 502 174 0.197 

* คา 2 ท่ีความนาจะเปนเทากับ 0.05 และ df = 1 ท่ียอมรับไดมคีา 2 < 3.841
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ตารางท่ี 4.4 จํานวนตน Arabidopsis ดัดแปรพันธุกรรมในแตละรุนท่ีสามารถยืนยันการ
ถายชุดโครงสรางยีน

ชุดโครงสรางยีน

T0 ท่ียืนยันการ
แทรกตัวของชิ้น
ยีนดวย PCR

(ตน)

T0 ท่ีมีอัตราการ
ตานทานสาร

ปฏิชีวนะของ T1

เปน 3:1เม่ือใช 2

(ตน)

สายพันธุท่ีใหอัตรา
การตานทานสาร
ปฏิชีวนะของ T2

เปน 100 %
(ตน)

(I): pJim19::rd29A::
full-length_OsNUC1

16 4 4

(II): pJim19::rd29A::
N’_OsNUC1

19 8 6

(III): pJim19::35SCaMV::
N’_OsNUC1

4 * *

* T1 ไมเจรญิเติบโตบนอาหารเพาะเลี้ยงท่ีมีการเตมิสารปฏิชีวนะกานามัยซินความเขมขน 50 mg/L
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3. ตรวจสอบการแสดงออกของชุดโครงสรางยีนของ OsNUC1 ในตน Arabidopsis ดัดแปร
พันธุกรรมภายใตภาวะเครียดจากความเค็ม ดวย quantitative real-time polymerase
chain reaction (qRT-PCR)

3.1 การแสดงออกของยีน full-length_OsNUC1 ท่ีถูกควบคุมดวยโปรโมเตอร rd29A

หลังจากคัดเลือกตน Arabidopsis ท่ีไดรับการถายชุดโครงสรางยีน (I): pJim19::rd29A::
full-length_OsNUC1 แบบ homozygous transgenic lines จํานวน 3 สายพันธุท่ีเปนอิสระตอกัน
ไดแก สายพันธุ rd_fl10 rd_fl16 และ rd_fl22 นํามาศึกษาการแสดงออกของยีนภายใตภาวะเครียด
จากความเค็มโดยยายปลูกบนอาหาร MS ท่ีเติม NaCl 100 mM ซึ่งจะกระตุนใหโปรโมเตอร rd29A
ท่ีเปนโปรโมเตอรท่ีแสดงออกเฉพาะเม่ือไดรับภาวะเครียดทํางาน ผลการทดลองพบวา ถึงแมตน
Arabidopsis ดัดแปรพันธุกรรมท้ัง 3 สายพันธุ จะมีระดับการแสดงออกของชุดโครงสรางยีน
full-length_OsNUC1 ท่ีแตกตางกันแตยังคงรูปแบบท่ีใกลเคียงกัน โดยเม่ือใหการแสดงออกของยีน
full-length_OsNUC1 ใน rd_fl10 ท่ีชั่วโมงท่ี 0 เปนตัวอยางเปรียบเทียบ (control) คือ กําหนดใหมี
ระดับการแสดงออกของ rd_fl10 ท่ีชั่วโมงท่ี 0 มีคาเปน 1.0 พบวาตนสายพันธุ rd_fl10 และ rd_fl16
มีรูปแบบของระดับการแสดงออกท่ีคลายคลึงกันคือ มีระดับการแสดงออกสูงสุดท่ี 3 ชั่วโมง โดยมีคา
62.9 และ 35.8 เทาตามลําดับเม่ือเทียบกับ control หลังจากนั้นระดับการแสดงออกของยีนจะลด
ต่ําลงตามระยะเวลาท่ีไดรับภาวะเค็ม โดย rd_fl16 มีระดับการแสดงออกต่ําท่ีสุดท่ีชั่วโมงท่ี 0 (ไมได
รับภาวะเค็ม) ในขณะท่ี rd_fl10 มีระดับการแสดงออกต่ําท่ีสุดท่ีชั่วโมงท่ี 6 (ภาพท่ี 4.16 และตารางท่ี
ข-1)

สําหรับตนสายพันธุ rd_fl22 พบวามีลักษณะการแสดงออกท่ีแตกตางไปจาก 2 สายพันธุ
ขางตน เนื่องจากมีระดับการแสดงออกของยีน full-length_OsNUC1 สูงท่ีสุดท่ี 12 ชั่วโมง คือ
14.3 เทาเม่ือเทียบกับตัวอยาง control ซึ่งถือวายังเปนการแสดงออกของยีนท่ีคอนขางนอยเม่ือเทียบ
กับสายพันธุ rd_fl10 และ rd_fl16 อยางไรก็ตามการแสดงออกของยีนใน rd_fl22 ท่ีเวลา 3 ชั่วโมง
(11.1 เทา) มีระดับไมแตกตางจากท่ี 12 ชั่วโมงมากนัก ระดับการแสดงออกของยีนมีการลดลง
เล็กนอยท่ี 6 ชั่วโมง และท่ี 0 ชั่วโมงมีระดับการแสดงออกของยีนต่ําท่ีสุด (ภาพท่ี 4.16 และตารางท่ี
ข-1) สําหรับตน WT Arabidopsis ท่ีนํามาทําการทดลองรวมดวยปรากฏวา ไมพบการแสดงออกของ
ยีน full-length_OsNUC1 ตลอดระยะเวลาทําการทดลองตามท่ีคาด (ตารางท่ี ข-1)
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3.2 การแสดงออกของยีน N’_OsNUC1 ท่ีถูกควบคุมดวยโปรโมเตอร rd29A

จากการศึกษาการแสดงออกของชุดโครงสรางยีนในตน Arabidopsis ดัดแปรพันธุกรรมท่ีได
รับการถายชุดโครงสรางยีน (II): pJim19::rd29A::N’_OsNUC1 จํานวน 3 สายพันธุท่ีเปนอิสระตอกัน
ไดแก สายพันธุ rd_5i rd_5.14 และ rd_5.114 ภายใตภาวะเครียดจากความเค็มท่ีไดจากอาหาร MS
เติม NaCl 100 mM เม่ือกําหนดใหการแสดงออกของยีน N’_OsNUC1 ใน rd_5i ท่ีชั่วโมงท่ี 0 เปน
control และใหระดับการแสดงออกของยีนเปน 1.0 เทา พบวาสายพันธุ rd_5i มีระดับการแสดงออก
ของยีนเพ่ิมข้ึนตั้งแตชั่วโมงท่ี 3 ซึ่งเปนระดับการแสดงออกของยีนท่ีสูงท่ีสุด (25.3 เทา) แลวลดลง
เล็กนอยท่ีชั่วโมงท่ี 6 (22.1 เทา) หลังจากนั้นจึงลดต่ําลงตามระยะเวลาท่ีไดรับความเค็ม ซึ่งคลายคลึง
กับ rd_5.114 ท่ีมีระดับการแสดงออกของยีนเพ่ิมสูงท่ีสุดท่ี 3 ชั่วโมง (18.4 เทา) หลังจากนั้นจึงลดลง
ตามระยะเวลาท่ีไดรับภาวะเค็ม นอกจากนี้ท้ัง 2 สายพันธุยังมีระดับการแสดงออกของยีนต่ําท่ีสุดท่ี
ชั่วโมงท่ี 0 เชนเดียวกัน (ภาพท่ี 4.17 และตารางท่ี ข-2)

สําหรับสายพันธุ rd_5.14 พบวามีลักษณะการแสดงออกของยีน N’_OsNUC1 ในภาวะ
เครียดจากความเค็มแตกตางออกไปจากสองสายพันธุขางตน เนื่องจากมีระดับการแสดงออกของยีน
สูงท่ีสุดตั้งแตชั่วโมงท่ี 0 ถึงชั่วโมงท่ี 3 คืออยูท่ีประมาณ 12-13 เทาเม่ือเทียบกับ control แลวลดลง
ตามระยะเวลาท่ีไดรับภาวะเครียดจากความเค็ม โดยมีระดับการแสดงออกของยีนต่ําท่ีสุดท่ี 12 ชั่วโมง
ประมาณ 3.5 เทา (ภาพท่ี 4.17 และตารางท่ี ข-2) สําหรับการแสดงออกของยีน N’_OsNUC1 ในตน
WT Arabidopsis ท่ีนํามาเปรียบเทียบไมพบการแสดงออกของยีนตลอดระยะเวลาท่ีทําการทดลอง
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ภาพท่ี 4.16 ระดับการแสดงออกของยีน full-length_OsNUC1 ใน Arabidopsis ดัดแปร
พันธุกรรมสายพันธุตาง ๆ ท่ีไดรับการถายชุดโครงสรางยีน (I): pJim19::rd29A::
full-length_OsNUC1 หลังจากไดรับภาวะเค็มเปนเวลา 12 ชั่วโมง (bar = SE)

ภาพท่ี 4.17 ระดับการแสดงออกของยีน N’_OsNUC1 ใน Arabidopsis ดัดแปรพันธุกรรมสาย
พันธุตาง ๆ ท่ีไดรับการถายชุดโครงสรางยีน (II): pJim19::rd29A::N’_OsNUC1
หลังจากไดรับภาวะเค็มเปนเวลา 12 ชั่วโมง (bar = SE)
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4. ผลการเติบโตของ Arabidopsis ดัดแปรพันธุกรรมท่ีไดรับการถายยีนท่ีถอดรหัสใหโมทิฟของ
OsNUC1 ท่ีตางกัน

เพ่ือศึกษาผลการเติบโตของ Arabidopsis ท่ีไดรับการถายยีนท่ีถอดรหัส/แปลรหัสให
โมทิฟของ OsNUC1 ท่ีตางกัน ไดนําท้ัง 5 กลุมของ Arabidopsis ดัดแปรพันธุกรรม ไดแกกลุม
(A) rd29A::full-length_OsNUC1 กลุม (B) rd29A::N’_OsNUC1 กลุม (C) rd29A::C’_OsNUC1
(Siriporn Sripinyowanich, 2011) กลุม (D) 35SCaMV::full-length_OsNUC1 (ธนิกานต
อุดมชโลทร, unpublished data) และกลุม (E) 35SCaMV::C’_OsNUC1 (Siriporn
Sripinyowanich, 2011) ท่ีมีอายุ 7 วัน มาทําการทดลองยายปลูกบนอาหารก่ึงแข็งสูตร MS ท่ีเติม
1% (w/v) sucrose (ภาวะปกติ) หรืออาหารก่ึงแข็งสูตร MS ท่ีเติม 1% (w/v) sucrose และ NaCl
100 mM (ภาวะเค็ม) เปนเวลา 2 4 และ 6 วัน โดยมี WT Arabidopsis เปนชุดควบคุม

4.1 ภาวะปกติ

เม่ือเปรียบเทียบการเติบโตของ Arabidopsis ท่ีไดรับการถายยีนในกลุม (A) ซึ่งเปนกลุมท่ี
ไดรับการถายยีนท่ีถอดรหัส/แปลรหัสใหโมทิฟ full-length_OsNUC1 และถูกควบคุมดวยโปรโมเตอร
rd29A กับ WT Arabidopsis พบวา สายพันธุท่ีไดรับการถายยีนโดยเฉพาะ rd_fl16 มีน้ําหนักสด
มากกวา WT ซึ่งเปนชุดควบคุมในทุกวันท่ีทําการศึกษาอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ ถึงแมวาเม่ือเริ่มทํา
การทดลอง (Day 0) ตน WT จะใหคาน้ําหนักสดมากกวาก็ตาม ขณะท่ีเม่ือพิจารณาคาน้ําหนักแหง
และอัตราการเจริญเติบโตสัมพัทธ (Relative Growth Rate, RGR) รวมถึงความยาวรากแกวในชวง 4
วันแรก ไมพบความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ มีเพียงในวันท่ี 6 หลังทําการทดลองท่ีตน
rd_fl22 มีอัตราการเจริญเติบโตสัมพัทธและความยาวรากแกวมากกวา WT อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ
สวนตน rd_fl10 ใหคาความยาวรากแกวมากกวา WT อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ แตมีอัตราการ
เจริญเติบโตสัมพัทธไมแตกตางจาก WT ในขณะท่ี rd_fl16 มีแนวโนมท่ีคาความยาวรากแกวมีคา
มากกวา WT (ภาพท่ี 4.18 และตารางท่ี ข-3)

สําหรับตน Arabidopsis ท่ีไดรับการถายยีนในกลุม (B) ซึ่งจะถอดรหัส/แปลรหัสใหเฉพาะ
บริเวณปลายอะมิโนของ OsNUC1 ภายใตการทํางานของโปรโมเตอร rd29A เม่ือเปรียบเทียบกับตน
WT พบวา ในชวง 4 วันแรกในภาวะปกติ ตนท่ีไดรับการถายยีนทุกตนมีน้ําหนักสดมากกวาตน WT
ในขณะท่ี rd_5i และ rd_5.114 มีน้ําหนักแหงและอัตราการเจริญเติบโตสัมพัทธสูงกวาตน WT อยาง
มีนัยสําคัญทางสถิติ สําหรับความยาวรากแกวตนท่ีไดรับการถายยีนทุกตนมีแนวโนมของความยาว
รากยาวกวาตน WT อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (ภาพท่ี 4.19 ตารางท่ี ข-4) แตในวันท่ี 6 หลังทําการ
ทดลอง ตน WT มีการปรับตัวและใหน้ําหนักสดท่ีไมแตกตางจากตนท่ีไดรับการถายยีน สวนน้ําหนัก
แหงพบวา น้ําหนักแหงของ rd_5i และ rd_5.14 ไมแตกตางจากน้ําหนักแหงของ WT มีเพียง
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rd_5.114 เทานั้นท่ีมีน้ําหนักแหงสูงกวา WT อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ นอกจากนี้ยังพบวาอัตรา
การเจริญเติบโตสัมพัทธของ WT มีคาสูงกวาตนท่ีไดรับการถายยีน rd_5i และ rd_5.14 อยางมี
นัยสําคัญทางสถิติ อยางไรก็ตามเม่ือพิจารณาคาความยาวรากแกวของตนท่ีไดรับการถายยีนพบวา
rd_5i และ rd_5.14 มีความยาวรากแกวมากกวา WT (ภาพท่ี 4.19 และ ตารางท่ี ข-4)

สําหรับตน Arabidopsis ในกลุม (C) ท่ีไดรับการถายยีนท่ีถอดรหัส/แปลรหัสใหโมทิฟ
C’_OsNUC1 ท่ีมี RRM 2 บริเวณรวมกับ GAR และถูกควบคุมดวยโปรโมเตอร rd29A เม่ือ
เปรียบเทียบกับตน WT ในภาวะปกติพบวา คาน้ําหนักสด น้ําหนักแหงและอัตราการเจริญเติบโต
สัมพัทธของตนท่ีไดรับการถายยีนไมสูงกวาตน WT มีเพียงความยาวรากแกวของตนท่ีไดรับการถาย
ยีนท่ีมีความยาวมากกวาตน WT โดยเฉพาะ rd_3.9 ท่ีมีความยาวรากแกวเปน 1.5 เทา ของตน WT
(ภาพท่ี 4.20 และตารางท่ี ข-5)

เม่ือทําการเปรียบเทียบการเติบโตของตน WT กับตนท่ีไดรับการถายยีนในกลุม (D) ซึ่งเปน
กลุมท่ีไดรับการถายยีนท่ีถอดรหัส/แปลรหัสใหโมทิฟ Full-length_OsNUC1 ซึ่งประกอบไปดวย
บริเวณ N’_OsNUC1 และ RRM และ GAR ในบริเวณปลาย C’_OsNUC1 ภายใตการทํางานของ
โปรโมเตอร 35SCaMV ท่ีเปนโปรโมเตอรแบบแสดงออกตลอดเวลาพบวา ตน WT มีน้ําหนักสดและ
น้ําหนักแหงมากกวาตนท่ีไดรับการถายยีนอยางมีนัยสําคัญทางสถิติตลอดระยะเวลา 4 วันท่ีทําการ
ทดลอง สําหรับในวันท่ี 6 ตน WT มีน้ําหนักแหงใกลเคียงกับตนอ่ืน ๆ ไมพบความแตกตางกันทางสถิติ
ซึ่งก็สอดคลองกับผลของอัตราการเจริญเติบโตสัมพัทธระหวางวันท่ี 4-6 ท่ีตน WT มีคานอยกวาตนท่ี
ไดรับการถายยีนโดยเฉพาะตน ox_fl23 อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ สําหรับความยาวรากแกวจะพบ
ความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติก็เม่ือทําการทดลองเปนระยะเวลา 4 วัน โดยตนท่ีไดรับการ
ถายยีนทุกสายพันธุจะมีความยาวรากแกวมากกวาตน WT อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (ภาพท่ี 4.21
และตารางท่ี ข -6)

เม่ือพิจารณาการเติบโตของ Arabidopsis ในกลุม (E) ท่ีไดรับการถายยีนท่ีถอดรหัส/แปล
รหัสใหโมทิฟ C’_OsNUC1 ท่ีถูกควบคุมดวยโปรโมเตอร 35SCaMV เปรียบเทียบกับ WT พบวา ชวง
4 วันแรกท่ีทําการทดลอง ตนท่ีไดรับการถายยีนมีน้ําหนักสดมากกวา WT อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ
แตในวันท่ี 6 ตน WT มีการปรับตัวและใหน้ําหนักสดใกลเคียงกับตนท่ีไดรับการถายยีน สําหรับ
น้ําหนักแหง ถึงแมวาเม่ือเริ่มทําการทดลองตนท่ีไดรับการถายยีน ox_3.7 จะมีน้ําหนักแหงมากกวา
WT และ ox_3.5 แตในวันท่ี 6 ของการทดลองจะพบวา ox_3.5 มีน้ําหนักแหงมากท่ีสุด มากกวา
WT และ ox_3.7 อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ ซึ่งสอดคลองกับคาอัตราการเจริญเติบโตสัมพัทธระหวาง
วันท่ี 4 และ 6 ของ ox_3.5 ท่ีมีคามากท่ีสุดเชนกัน สําหรับความยาวรากแกวพบวา ชวงแรกของการ
ทดลอง WT มีความยาวรากแกวยาวกวาตนท่ีไดรับการถายยีนอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ แตในวันท่ี 4
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ตนท่ีไดรับการถายยีนเริ่มมีการปรับตัวและมีความยาวรากแกวท่ีใกลเคียงกับ WT ซึ่งเม่ือสิ้นสุดการ
ทดลองในวันท่ี 6 จะพบวาตนท่ีไดรับการถายยีนท้ัง ox_3.7 และ ox_3.5 มีความยาวรากแกว
มากกวา WT อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (ภาพท่ี 4.22 และตารางท่ี ข -7)

4.2 ภาวะเค็ม

เม่ือเปรียบเทียบ WT กับตนท่ีไดรับการถายยีนในกลุม (A) ท่ีมี full-length_OsNUC1 ซึ่ง
ประกอบไปดวยบริเวณ N’_OsNUC1 และบริเวณปลาย C’_OsNUC1 พบวา น้ําหนักสดของ WT มี
คามากกวาตนท่ีไดรับการถายยีนเกือบทุกสายพันธุยกเวน rd_16 ท่ีมีคาใกลเคียงกัน เม่ือพิจารณาคา
น้ําหนักแหง อัตราการเจริญเติบโตสัมพัทธและความยาวรากแกว พบวา WT มีการเติบโตท่ีไมแตกตาง
จากสายพันธุ rd_10 และ rd_22 แตเม่ือเปรียบเทียบกับ rd_16 เพียงสายพันธุเดียวเม่ือไดรับภาวะ
เค็มเปนเวลา 6 วันพบวา WT มีการเติบโตในภาวะเค็มในทุกพารามิเตอรต่ํากวา rd_16 อยางมี
นัยสําคัญทางสถิติ อยางไรก็ตามความยาวรากแกวของทุกตนท่ีนํามาศึกษา พบความแตกตางของ
ความยาวรากแกวในวันท่ี 2 ท่ีทําทดลองเทานั้น สวนวันท่ี 4 และ 6 หลังไดรับ NaCl ไมพบความ
แตกตางกันทางสถิติ (ภาพท่ี 4.23 และตารางท่ี ข-3)

เม่ือพิจารณาผลของภาวะเค็มท่ีมีตอการเติบโตของ Arabidopsis ดัดแปรพันธุกรรมในกลุม
(B) ซึ่งถอดรหัส/แปลรหัสใหเฉพาะบริเวณปลายอะมิโนของ OsNUC1 ท่ีควบคุมดวยโปรโมเตอร
rd29A เปรียบเทียบกับ WT พบวา ตนท่ีไดรับการถายยีนจะมีน้ําหนักสดและน้ําหนักแหงมากกวาตน
WT อยางมีนัยสําคัญทางสถิตติลอดการทดลองท่ีพืชไดรับภาวะเค็ม มีเพียง rd_5.14 ท่ีมีท้ังคาน้ําหนัก
สดและน้ําหนักแหงใกลเคียงกับ WT สําหรับอัตราการเจริญเติบโตสัมพัทธพบวา เฉพาะในระหวาง
วันท่ี 2 และ 4 หลังไดรับภาวะเค็ม ท่ีตนท่ีไดรับการถายยีน rd_5i มีอัตราการเจริญเติบโตสัมพัทธ
มากกวา WT อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ สวนวันอ่ืน ๆ ท่ีทําการทดลองไมพบความแตกตางของคา
อัตราการเจริญเติบโตสัมพัทธ สําหรับความยาวรากแกวพบวา ตนดัดแปรพันธุกรรมเกือบทุกสายพันธุ
มีความยาวรากแกวมากกวา WT อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ เม่ือวัดความยาวในวันท่ี 4 หลังไดรับภาวะ
เค็ม โดยมีเพียงตน rd_5.114 ท่ีมีคาความยาวรากแกวใกลเคียงกับ WT อยางไรก็ตามเม่ือวัดความ
ยาวรากแกวในวันท่ี 6 หลังยายปลูกในภาวะเค็มไมพบความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติระหวาง
WT และตนท่ีไดรับการถายยีน (ภาพท่ี 4.24 และ ตารางท่ี ข-3)

สําหรับตน Arabidopsis ในกลุม (C) ท่ีไดรับการถายยีนท่ีถอดรหัส/แปลรหัสใหโมทิฟ
C’_OsNUC1 เม่ือเปรียบเทียบกับ WT พบวา ในชวง 4 วันแรกท่ีไดรับ NaCl ตนท่ีไดรับการถายยีน
เกือบทุกสายพันธุมีน้ําหนักสดใกลเคียงกับ WT มีเพียง rd_3.10 สายพันธุเดียวท่ีมีน้ําหนักสดนอยกวา
อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ อยางไรก็ตามหลังไดรับภาวะเค็มเปนระยะเวลานาน 6 วันจะพบวา WT มี
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น้ําหนักสดมากกวาทุกสายพันธุท่ีไดรับการถายยีน ผลการทดลองดังกลาวใกลเคียงกับคาน้ําหนักแหง
และอัตราการเจริญเติบโตสัมพัทธของ WT เม่ือไดรับภาวะเค็มเปนเวลา 6 วันท่ีมีคามากกวาตนท่ี
ไดรับการถายยีนเกือบทุกสายพันธุยกเวน rd_3.9 อยางไรก็ตามเปนท่ีนาสังเกตวา เม่ือพิจารณาความ
ยาวรากแกวของทุกสายพันธุท่ีนํามาศึกษา ไมพบความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติตลอดระยะ
เวลาทําการทดลอง (ภาพท่ี 4.25 และตารางท่ี ข-4)

เม่ือพิจารณาผลของ NaCl ท่ีมีตอการเติบโตของตน Arabidopsis ท่ีไดรับการถายยีนในกลุม
(D) Full-length_OsNUC1 ซึ่งถูกควบคุมดวยโปรโมเตอร 35SCaMV เปรียบเทียบกับตน WT พบวา
ตน WT มีน้ําหนักสดมากกวาตนท่ีไดรับการถายยีนอยางมีนัยสําคัญทางสถิติเกือบทุกระยะท่ีทําการ
ทดลอง ซึ่งเม่ือพิจารณาอยางละเอียดจะพบวา WT มีน้ําหนักสดมากกวาตนในกลุม (D) ตั้งแต Day 0
อยางไรก็ตามเม่ือพิจารณาท่ีน้ําหนักแหงพบวามีเพียงวันท่ี 4 หลังไดรับภาวะเค็มเทานั้นท่ีตน WT ให
คาน้ําหนักแหงมากกวาตนท่ีไดรับการถายยีน ox_fl31 (แตก็ยังเปนคาท่ีนอยกวาตน ox_fl23) สวน
วันอ่ืน ๆ ท่ีทําการทดลองไมพบความแตกตางของน้ําหนักแหงอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ นอกจากนี้
เม่ือพิจารณาอัตราการเจริญเติบโตสัมพัทธและความยาวรากแกวพบวา ox_fl31 มีอัตราการเจริญ
เติบโตสัมพัทธระหวางวันท่ี 4 และ 6 มากกวาตน WT อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ สําหรับความยาวราว
แกว ถึงแมชวงแรกตนท่ีไดรับการถายยีนจะมีความยาวรากแกวไมแตกตางกับของ WT มากนัก แตก็มี
แนวโนมยาวกวาเม่ือไดรับภาวะเค็มเปนระยะเวลานานข้ึน โดยเห็นไดชัดเจนในวันท่ี 6 หลังไดรับภาวะ
เค็มท่ีความยาวรากแกวของ ox_fl23 มีคามากกวาความยาวรากแกวของ WT อยางมีนัยสําคัญทาง
สถิติ นอกจากนี้ ox_fl31 ก็มีแนวโนมของความยาวรากแกวมากกวา WT เชนเดียวกัน (ภาพท่ี 4.26
และตารางท่ี ข-5)

สําหรับตน Arabidopsis ในกลุม (E) ท่ีไดรับการถายยีนท่ีถอดรหัส/แปลรหัสใหโมทิฟ
C’_OsNUC1 และถูกควบคุมดวยโปรโมเตอร 35SCaMV เม่ือเปรียบเทียบกับ WT พบวา ถึงแมชวง 4
วันแรกท่ีไดรับภาวะเค็มตนสายพันธุ ox_3.7 จะใหน้ําหนักสดและน้ําหนักแหงมากกวา WT แตเม่ือ
ไดรับภาวะเค็มนานข้ึนเปน 6 วัน WT มีการปรับตัวใหคาน้ําหนักสดท่ีมากกวาตนท่ีไดรับการถายยีน
ท้ัง 2 สายพันธุ สอดคลองกับคาน้ําหนักแหงท่ี WT มีการปรับตัวใหคาใกลเคียงกับตนท่ีไดรับการถาย
ยีนเชนเดียวกัน สําหรับอัตราการเจริญเติบโตสัมพัทธชวง 2 วันแรกพบวา ox_3.7 มีอัตราการ
เจริญเติบโตสัมพัทธมากกวา WT และ ox_3.5 แตเม่ือไดรับความเค็มเปนระยะเวลานาน 6 วัน พบวา
WT สามารถปรับตัวไดและใหอัตราการเจริญเติบโตสัมพัทธสูงกวาตนอ่ืน ๆ อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ
อยางไรก็ตามเม่ือพิจารณาความยาวรากแกวพบวา ท้ัง WT และ ตนไดรับการถายยีนมีแนวโนมของ
ความยาวรากท่ีมีคาความยาวใกลเคียงกันในวันท่ี 6 หลังไดรับภาวะเค็ม โดยชวง 4 วันแรกท่ีทําการ
ทดลอง WT จะมีความยาวรากแกวไลเลี่ยกับ ox_3.7 (ภาพท่ี 4.27 และตารางท่ี ข-6)
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ภาพท่ี 4.18 น้ําหนักสด (a) น้ําหนักแหง (b) อัตราการเจริญเติบโตสัมพัทธ (c) และความยาวราก
แกว (d) ของ Arabidopsis ดัดแปรพันธุกรรม (A): rd29A::full-length_OsNUC1
เม่ือยายปลูกบนอาหาร MS เปนเวลา 0 2 4 และ 6 วัน (bar = SE)

ตัวอักษรภาษาอังกฤษที่เหมือนกันไมมีความแตกตางกันทางสถิติเม่ือเปรียบเทียบโดยวิธี DMRT (P<0.05)
เปรียบเทียบเฉพาะคาที่ไดหลังจากยายปลูกเปนระยะเวลาเดียวกันเทานั้น
nsหมายถึง คาเฉลี่ยในชุดการทดลองตาง ๆ ไมมีความแตกตางกันทางสถิติ
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ภาพท่ี 4.19 น้ําหนักสด (a) น้ําหนักแหง (b) อัตราการเจริญเติบโตสัมพัทธ (c) และความยาวราก
แกว (d) ของ Arabidopsis ดัดแปรพันธุกรรม (B): rd29A::N’_OsNUC1 เม่ือยาย
ปลูกบนอาหาร MS เปนเวลา 0 2 4 และ 6 วัน (bar = SE)

ตัวอักษรภาษาอังกฤษที่เหมือนกันไมมีความแตกตางกันทางสถิติเม่ือเปรียบเทียบโดยวิธี DMRT (P<0.05)
เปรียบเทียบเฉพาะคาที่ไดหลังจากยายปลูกเปนระยะเวลาเดียวกันเทานั้น
nsหมายถึง คาเฉลี่ยในชุดการทดลองตาง ๆ ไมมีความแตกตางกันทางสถิติ
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ภาพท่ี 4.20 น้ําหนักสด (a) น้ําหนักแหง (b) อัตราการเจริญเติบโตสัมพัทธ (c) และความยาวราก
แกว (d) ของ Arabidopsis ดัดแปรพันธุกรรม (C): rd29A::C’_OsNUC1 เม่ือยาย
ปลูกบนอาหาร MS เปนเวลา 0 2 4 และ 6 วัน (bar = SE)

ตัวอักษรภาษาอังกฤษที่เหมือนกันไมมีความแตกตางกันทางสถิติเม่ือเปรียบเทียบโดยวิธี DMRT (P<0.05)
เปรียบเทียบเฉพาะคาที่ไดหลังจากยายปลูกเปนระยะเวลาเดียวกันเทานั้น
nsหมายถึง คาเฉลี่ยในชุดการทดลองตาง ๆ ไมมีความแตกตางกันทางสถิติ
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ภาพท่ี 4.21 น้ําหนักสด (a) น้ําหนักแหง (b) อัตราการเจริญเติบโตสัมพัทธ (c) และความยาวราก
แกว (d) ของ Arabidopsis ดัดแปรพันธุกรรม (D): 35SCaMV::full-length_OsNUC1
เม่ือยายปลูกบนอาหาร MS เปนเวลา 0 2 4 และ 6 วัน (bar = SE)

ตัวอักษรภาษาอังกฤษที่เหมือนกันไมมีความแตกตางกันทางสถิติเม่ือเปรียบเทียบโดยวิธี DMRT (P<0.05)
เปรียบเทียบเฉพาะคาที่ไดหลังจากยายปลูกเปนระยะเวลาเดียวกันเทานั้น
nsหมายถึง คาเฉลี่ยในชุดการทดลองตาง ๆ ไมมีความแตกตางกันทางสถิติ
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ภาพท่ี 4.22 น้ําหนักสด (a) น้ําหนักแหง (b) อัตราการเจริญเติบโตสัมพัทธ (c) และความยาวราก
แกว (d) ของ Arabidopsis ดัดแปรพันธุกรรม (E): 35SCaMV::C’_OsNUC1 เม่ือยาย
ปลูกบนอาหาร MS เปนเวลา 0 2 4 และ 6 วัน (bar = SE)

ตัวอักษรภาษาอังกฤษที่เหมือนกันไมมีความแตกตางกันทางสถิติเม่ือเปรียบเทียบโดยวิธี DMRT (P<0.05)
เปรียบเทียบเฉพาะคาที่ไดหลังจากยายปลูกเปนระยะเวลาเดียวกันเทานั้น
nsหมายถึง คาเฉลี่ยในชุดการทดลองตาง ๆ ไมมีความแตกตางกันทางสถิติ
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ภาพท่ี 4.23 น้ําหนักสด (a) น้ําหนักแหง (b) อัตราการเจริญเติบโตสัมพัทธ (c) ความยาวรากแกว
(d) ของ Arabidopsis ดัดแปรพันธุกรรม (A): rd29A::full-length_OsNUC1 เม่ือยาย
ปลูกบนอาหาร MS ท่ีเติม NaCl 100 mM เปนเวลา 0 2 4 และ 6 วัน (bar = SE)

ตัวอักษรภาษาอังกฤษที่เหมือนกันไมมีความแตกตางกันทางสถิติเม่ือเปรียบเทียบโดยวิธี DMRT (P<0.05)
เปรียบเทียบเฉพาะคาที่ไดหลังจากยายปลูกเปนระยะเวลาเดียวกันเทานั้น
nsหมายถึง คาเฉลี่ยในชุดการทดลองตาง ๆ ไมมีความแตกตางกันทางสถิติ
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ภาพท่ี 4.24 น้ําหนักสด (a) น้ําหนักแหง (b) อัตราการเจริญเติบโตสัมพัทธ (c) ความยาวรากแกว
(d) ของ Arabidopsis ดัดแปรพันธุกรรม (B): rd29A::N’_OsNUC1 เม่ือยายปลูกบน
อาหาร MS ท่ีเติม NaCl 100 mM เปนเวลา 0 2 4 และ 6 วัน (bar = SE)

ตัวอักษรภาษาอังกฤษที่เหมือนกันไมมีความแตกตางกันทางสถิติเม่ือเปรียบเทียบโดยวิธี DMRT (P<0.05)
เปรียบเทียบเฉพาะคาที่ไดหลังจากยายปลูกเปนระยะเวลาเดียวกันเทานั้น
nsหมายถึง คาเฉลี่ยในชุดการทดลองตาง ๆ ไมมีความแตกตางกันทางสถิติ
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ภาพท่ี 4.25 น้ําหนักสด (a) น้ําหนักแหง (b) อัตราการเจริญเติบโตสัมพัทธ (c) ความยาวรากแกว
(d) ของ Arabidopsis ดัดแปรพันธุกรรม (C): rd29A::C’_OsNUC1 เม่ือยายปลูกบน
อาหาร MS ท่ีเติม NaCl 100 mM เปนเวลา 0 2 4 และ 6 วัน (bar = SE)

ตัวอักษรภาษาอังกฤษที่เหมือนกันไมมีความแตกตางกันทางสถิติเม่ือเปรียบเทียบโดยวิธี DMRT (P<0.05)
เปรียบเทียบเฉพาะคาที่ไดหลังจากยายปลูกเปนระยะเวลาเดียวกันเทานั้น
nsหมายถึง คาเฉลี่ยในชุดการทดลองตาง ๆ ไมมีความแตกตางกันทางสถิติ
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ภาพท่ี 4.26 น้ําหนักสด (a) น้ําหนักแหง (b) อัตราการเจริญเติบโตสัมพัทธ (c) ความยาวรากแกว
(d) ของ Arabidopsis ดัดแปรพันธุกรรม (D): 35SCaMV::Full-length_OsNUC1 เม่ือ
ยายปลูกบนอาหาร MS ท่ีเติม NaCl 100 mM เปนเวลา 0 2 4 และ 6 วัน (bar = SE)

ตัวอักษรภาษาอังกฤษที่เหมือนกันไมมีความแตกตางกันทางสถิติเม่ือเปรียบเทียบโดยวิธี DMRT (P<0.05)
เปรียบเทียบเฉพาะคาที่ไดหลังจากยายปลูกเปนระยะเวลาเดียวกันเทานั้น
nsหมายถึง คาเฉลี่ยในชุดการทดลองตาง ๆ ไมมีความแตกตางกันทางสถิติ
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ภาพท่ี 4.27 น้ําหนักสด (a) น้ําหนักแหง (b) อัตราการเจริญเติบโตสัมพัทธ (c) ความยาวรากแกว
(d) ของ Arabidopsis ดัดแปรพันธุกรรม (E): 35SCaMV::C’_OsNUC1 เม่ือยายปลูกบน
อาหาร MS ท่ีเติม NaCl 100 mM เปนเวลา 0 2 4 และ 6 วัน (bar = SE)

ตัวอักษรภาษาอังกฤษที่เหมือนกันไมมีความแตกตางกันทางสถิติเม่ือเปรียบเทียบโดยวิธี DMRT (P<0.05)
เปรียบเทียบเฉพาะคาที่ไดหลังจากยายปลูกเปนระยะเวลาเดียวกันเทานั้น
nsหมายถึง คาเฉลี่ยในชุดการทดลองตาง ๆ ไมมีความแตกตางกันทางสถิติ
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บทที่ 5

อภิปรายผลการทดลอง

1. สราง Arabidopsis ดัดแปรพันธุกรรมท่ีมีโมทิฟของ OsNUC1 รูปแบบตางกัน

กลไกการปรับตัวของพืชซึ่งมีผลมาจากการแสดงออกของยีนท่ีถอดรหัส/แปลรหัสใหโปรตีนท่ี
สามารถลดความเสียหายท่ีพืชไดรับจากภาวะเครียดจากสิ่งแวดลอม ถือเปนสิ่งสําคัญท่ีชวยใหพืชมี
ชีวิตรอดและใหผลผลิตตอไรไดมากข้ึนใกลเคียงกับในภาวะปกติ นอกเหนือจากการแสดงออกของยีน
กระบวนการอยาง post-transcription post-translation และ gene regulation รวมถึงการ
ทํางานของ RNA ก็เปนปจจัยสําคัญท่ีมีสวนในการตอบสนองของพืชตอสัญญาณท่ีเกิดจากภาวะเครียด
จากสิ่งแวดลอมเชนกัน (Ambrosone et al., 2012; Lorković and Barta, 2002)

Lorković และ Barta (2002) รายงานวา RNA-binding proteins (RBPs) ถือเปน
องคประกอบสําคัญท่ีเก่ียวของกับกระบวนการ gene regulation ในระดับ post- transcription ท้ัง
ทางตรงและทางออม โมทิฟท่ีพบกระจายอยูมากท่ีสุดใน RBPs คือกลุมของ RRMs โดย RBPs ท่ีมี
บริเวณ RRMs อยูทางฝงปลายอะมิโนมักจะมีโดเมนอยาง glycine-rich (GR) และ zinc finger อยู
ทางฝงคารบอกซิลเปนสวนประกอบ (Nakaminami et al., 2012) ซึ่งโครงสรางท่ีกลาวมาขางตน
คลายคลึงกับโครงสรางของ OsNUC1 ท่ีสมพร มณีประสพสุข (2547) ศึกษาพบการแสดงออกของยีน
เพ่ิมข้ึนเม่ือไดรับภาวะเค็ม โดย OsNUC1 มีบริเวณ acidic-serine-rich และ NLS เพ่ิมข้ึนมา

ในงานวิจัยนี้ตองการท่ีจะศึกษาการทํางานของ OsNUC1 ในแตละโมทิฟเม่ือไดรับภาวะ
เครียดจากความเค็ม โดยเริ่มจากการสรางชุดโครงสรางยีนท่ีถอดรหัส/แปลรหัสให full-length_
OsNUC1 และ N’_OsNUC1 ภายใตการควบคุมการทํางานของโปรโมเตอรแบบแสดงออกเฉพาะเม่ือ
ไดรับภาวะแลง (rd29A) ซึ่งใหชื่อวาชุดโครงสรางยีน (I): pJim19::rd29A::full-length_OsNUC1
และชุดโครงสรางยีน (II): pJim19::rd29A::N’_OsNUC1 ตามลําดับ สําหรับชุดโครงสรางยีนท่ี
ถอดรหัส/แปลรหัสให N’_OsNUC1 ท่ีเชื่อมตอกับโปรโมเตอร 35SCaMV (ชุดโครงสรางยีน
(III): pJim19::35SCaMV::N’_OsNUC1) ไดรับความอนุเคราะห DNA ซึ่งเปนชุดโครงสรางยีนจาก
ธนิกานต อุดมชโลทร (unpublished data)

หลังจากถายชุดโครงสรางยีนขางตนเขาสู Arabidopsis พบวา ประสิทธิภาพของการถายชุด
โครงสรางยีนอยูระหวาง 1.0 ถึง 1.9 เปอรเซ็นต ซึ่งสอดคลองกับงานวิจัยของ Clough และ Bent
(1998) ท่ีมีประสิทธิภาพของการถายยีนดวยวิธี Agrobacterium-mediated floral dip
transformation อยูระหวาง 0.5 ถึง 3 เปอรเซ็นต ซึ่งทางผูวิจัยไดนําเสนอวาสิ่งสําคัญท่ีเปน
ตัวกําหนดประสิทธิภาพของการถายยีนมี 3 ประการ คือ 1) ระยะการเจริญเติบโตของ Arabidopsis
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ท่ีเหมาะสมท่ีนํามาใชในการถายยีน ไดแก ตนท่ีมีความยาวของ secondary bolt ประมาณ
5-10 cm โดยดอก Arabidopsis ท่ีใชจุมตองมีลักษณะตูม (closed flower bud) ซึ่งจะให
ประสิทธิภาพการถายยีน 0.8 เปอรเซ็นต 2) ความเขมขนของน้ําตาลท่ีใช ซึ่งใหผลคลายคลึงกันไมวา
จะใชน้ําตาลกลูโคสหรือซูโครสท่ีความเขมขน 0.5 หรือ 5 เปอรเซ็นต ก็ใหประสิทธิภาพการถายยีน
เปน 0.5 เปอรเซ็นต และ 3) สารลดแรงตึงผิว Silwet L-77 ท่ีความเขมขน 0.02% ซึ่งให
ประสิทธิภาพการถายยีนท่ี 1.8 เปอรเซ็นต ซึ่งท้ัง 3 เงื่อนไขขางตนไดถูกเลือกมาใชในงานวิจัยนี้

งานวิจัยของ Chung และคณะ (2000) กลาวถึงระยะเวลาในการจุมดอก Arabidopsis ลงใน
สารแขวนลอย Agrobacterium วาเปนอีกหนึ่งพารามิเตอรท่ีสงผลกับประสิทธิภาพในการถายยีนเขา
สู Arabidopsis แบบ in planta โดยพบวาการจุมดอกลงในสารแขวนลอย Agrobacterium
สายพันธุ GV3101 ท่ีมีชิ้นสวน DNA ของยีน rice cytosolic CuZnSOD (sod1) เปนเวลา 5 วินาที
และ 5 นาทีจะมีอัตราความสําเร็จของการถายยีนเปน 0.92 และ 2.09 เปอรเซ็นตตามลําดับ
นอกจากนี้การใหดอกสัมผัสกับสารแขวนลอย Agrobacterium หลายครั้งก็ชวยเพ่ิมประสิทธิภาพใน
การถายยีนดวยเชนกัน ยกตัวอยางเชน จุมดอกลงในสารแขวนลอยทุก 6 วัน เปนจํานวน 3 ครั้ง โดย
ใชระยะเวลาในการจุม 5 วินาทีหรือ 5 นาทีจะใหประสิทธิภาพการถายยีนท่ีประมาณ 3 เปอรเซ็นต
(Clough and Bent, 1998) หรือการหยดสารแขวนลอย Agrobacterium ลงไปท่ีดอกตูมโดยตรง
ทีละดอกเปนเวลา 3 ครั้ง ท้ิงระยะหางครั้งละ 4 วัน จะใหประสิทธิภาพการถายยีนประมาณ 1.1
เปอรเซ็นต (Martinez-Trujillo et al., 2004) หรือการสเปรยสารแขวนลอย Agrobacterium ลง
บนดอกตูมโดยสเปรยซ้ํา 3 ครั้งก็ใหประสิทธิภาพการถายยีนสูงเชนกัน (0.95–3.86 เปอรเซ็นต)
(Chung et al., 2000) ในงานวิจัยนี้แมวาจะใชวิธีจุมดอกตูมในสารแขวนลอย Agrobacterium
เพียง 1 ครั้งแตก็ใหประสิทธิภาพของการถายยีนอยูในเกณฑท่ีใกลเคียงกับงานวิจัยอ่ืน ซึ่งอาจเกิดจาก
ระยะเวลาท่ีใชในการจุมดอก Arabidopsis ท่ีนานถึง 15 นาที ซึ่งคาดวาระยะเวลาท่ีนานกวาใน
งานวิจัยอ่ืนถึง 3 เทานี้ จะกอใหเกิดจํานวนบาดแผลตรงบริเวณเนื้อเยื่อของดอก Arabidopsis ท่ี
สัมผัสกับ Silwet L-77 มากข้ึน ซึ่งนาจะสงผลตอการเพ่ิมปริมาณ Agrobacterium ใหเขาเกาะกับ
เซลลพืชตรงบริเวณท่ีมีบาดแผลไดมากข้ึน

ท้ังนี้หากเปลี่ยนความเขมขนของสารแขวนลอย Agrobacterium ท่ีใชสําหรับถายยีนเขาสู
Arabidopsis (inoculums OD600) ใหมีคามากกวา 2.0 ก็จะสงผลใหประสิทธิภาพของการถายยีนเขา
สู Arabidopsis ในงานวิจัยนี้เพ่ิมสูงข้ึนไดอีก เนื่องจากมีรายงานวาการเพ่ิมความเขมขนของสาร
แขวนลอย Agrobacterium จากท่ีมีคา OD600 = 0.8 ซึ่งเปนคาท่ีใชในงานวิจัยนี้ตามวิธีของ Clough
และ Bent (1998) ใหเปน OD600 มากกวา 2.0 ชวยเพ่ิมอัตราความสําเร็จของการถายยีนจาก
1.03 เปน 2.57 เปอรเซ็นต ซึ่งคาดวานาจะเปนผลมาจากการเพ่ิมปริมาณ Agrobacterium ท่ีจะเขา
ไปยัง ovary ของดอก Arabidopsis ใหมีมากข้ึน (Martinez-Trujillo et al., 2004)
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2. ตรวจสอบการแทรกตัวของช้ินสวนยีนใน Arabidopsis ดัดแปรพันธุกรรมท่ีสรางข้ึน

เนื่องจากความตองการนํายีนท่ีควบคุมลักษณะบางประการท่ีเปนประโยชนเขาสูจีโนมพืชเพ่ือ
ปรับปรุงพันธุพืชใหมีลักษณะดีตามตองการ ดังนั้นจํานวนของชิ้นยีน (transgene copy number)
เพียง 1 ชิ้น (insert/copy) ท่ีถูกถายยีนเขาสูจีโนมพืชจึงเปนสิ่งสําคัญ เพ่ือท่ีผูวิจัยจะไดศึกษาเฉพาะ
บทบาทและผลของยีนท่ีทําการถายยีนเขาไปเทานั้น การไดรับชิ้นยีน (transgene) หลายชิ้นในหลาย
ตําแหนงของจีโนม (multiple transgene copies) อาจนําไปสูการแสดงออกของยีนท่ีมากกวาปกติ
ซึ่งบางครั้งอาจทําใหเกิด gene silencing ซึ่งมีผลตอความเสถียรของชิ้นยีนและสงผลตอการถายทอด
พันธุกรรมในรุนลูกตอไป (Honda et al., 2002; Oltmanns et al., 2010)

การศึกษาของ Ziemienowicz (2010) กลาววาการถายยีนโดยใช Agrobacterium มัก
ประสบความสําเร็จไดชิ้นยีนจํานวน 1 copy (single-copy) แทรกตัวในจีโนมพืช โดยเปนการแทรก
ตัวในจีโนมเพียงหนึ่งครั้ง หนึ่งตําแหนง (single-locus integration) ซึ่งแตกตางกับวิธีการถายยีนดวย
วิธี electroporation หรือการถายยีนดวยวิธี particle bombardment ท่ีมักใหผลเปนการถายยีน
แบบ multi-copy หรือ multi-locus integration ในงานวิจัยนี้จึงใชวิธีคัดเลือกตนท่ีไดรับการถาย
ยีนแบบ single-copy โดยดูจากฟโนไทปของตนรุนลูก (progeny; T1) ท่ีคัดเลือกไดดวย selectable
marker คือ ยีน nptII ใหมีอัตราสวนตนท่ีตานทานสารปฏิชีวนะกานามัยซินตอตน ไมตานทาน
เปน 3:1 โดยใชการทดสอบทางสถิติแบบ Chi-square test (2) มาทดสอบความแตกตางระหวางคา
สังเกตกับคาท่ีคาดหวังของจํานวนตน T1 ท่ีตานทานสารปฏิชีวนะกานามัยซินและคัดเลือกรุนลูกรุน
ถัดไป (T2) ท่ีสามารถตานทานสารปฏิชีวนะกานามัยซินได 100% ซึ่งสื่อถึงความเปน homologous
single insertion ตามกฎของ Mendel โดยทุกรุนท่ีทําการคัดเลือกดวยสารปฏิชีวนะ จะมีการ
ตรวจสอบชิ้นยีนท่ีถายเขาไปดวย PCR ควบคูกันไป ท้ังนี้ไมพบชิ้นยีนในตน WT Arabidopsis ท่ีไมได
รับการถายยีน

อยางไรก็ตามผล PCR ท่ีใหคาเปนบวกแสดงถึงการมีชิ้นยีนในจีโนมของ Arabidopsis ก็อาจ
ไมสอดคลองกับผลการทดลองเม่ือคัดเลือกดวยสารปฏิชีวนะเสมอไป เชน ตน Arabidopsis ดัดแปร
พันธุกรรมในกลุม (III): 35SCaMV::N’_OsNUC1 ท่ีมีแถบ DNA แสดงถึงชิ้นยีน N’_OsNUC1 ชัดเจน
เม่ือทํา PCR (ภาพท่ี 4.12 c) แตเม่ือนํามาปลูกคัดเลือก T1 บนอาหารเพาะเลี้ยงท่ีเติมสารปฏิชีวนะ
กานามัยซิน ไมปรากฏตน Arabidopsis ท่ีสามารถตานทานสารปฏิชีวนะกานามัยซิน แมทําการ
ทดลองซ้ําก็ใหผลการทดลองเชนเดิม สาเหตุท่ีเปนเชนนี้ อาจเนื่องมาจาก OsNUC1 ท่ีพบใน
ฐานขอมูลของขาว (Oryza sativa) มีเพียง 2 รูปแบบเทานั้น ไดแก 1) รูปแบบท่ีให cDNA แบบสาย
สั้นท่ีประกอบไปดวย 2 โดเมนหลักของ OsNUC1 ท่ีมีเฉพาะบริเวณ RRMs 2 บริเวณและโดเมน GAR
ซึ่งในงานวิจัยนี้เรียกรูปแบบดังกลาววา C’_OsNUC1 และ 2) รูปแบบท่ีให cDNA แบบสายยาวซึ่ง
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ประกอบดวย 3 โดเมนหลักของ OsNUC1 มีบริเวณ acidic-serine-rich และ NLS เพ่ิมเติมข้ึนมา
นอกเหนือจากบริเวณ RRMs และโดเมน GAR (full-length_OsNUC1) สําหรับ N’_OsNUC1 เปน
โปรตีนท่ีไมมีอยูจริงในธรรมชาติ (ไมพบในฐานขอมูล) ถูกสรางข้ึนดวยการออกแบบไพรเมอรให
สามารถ amplify บริเวณของลําดับนิวคลีโอไทดท่ีคาดวาจะถอดรหัส/แปลรหัสให N’_OsNUC1
ดังนั้นเม่ือทําใหชิ้นยีนของบริเวณดังกลาวมีการแสดงออกตลอดเวลาดวย constitutive promoter
จึงอาจเปนการกระตุนการทํางานของโปรตีน N’_OsNUC1 ซึ่งเปนโปรตีนแปลกปลอมใหทํางานมาก
ข้ึน โดยไมอาจทราบไดแนชัดวา N’_OsNUC1 เปนโปรตีนท่ีมีหนาท่ีอยางไร ทํางานในบริเวณใด คาด
เดาไดเพียงวาอาจจะเปนโปรตีนท่ีทํางานในนิวเคลียสเนื่องจากชิ้นยีนดังกลาวถอดรหัส/แปลรหัสให
บริเวณ NLS ท่ีเปนตัวสัญญาณนําโปรตีนเขาสูนิวเคลียส ซึ่งการแสดงออกตลอดเวลาและการสะสม
ของโปรตีนแปลกปลอมจํานวนมากในเซลล นาจะสงผลกระทบตอโปรตีนอ่ืนรวมถึงกระบวนการอ่ืน ๆ
ในเซลลจนอาจทําใหเซลลทํางานผิดปกติและเม่ือประกอบกับ nptII ซึ่งเปน selectable marker ท่ี
ถูกถายยีนเขาไปพรอมกับ N’_OsNUC1 ถูกกระตุนใหทํางานตลอดเวลา จึงอาจสงผลใหพืชท่ีไดรับ
การถายยีนไมสามารถเจริญเติบโตไดบนอาหารเพาะเลี้ยงท่ีเติมสารปฏิชีวนะกานามัยซิน

งานวิจัยของ Ondřej และคณะ (1999) พบวา Arabidopsis ท่ีไดรับการถายยีนดวย
Agrobacterium จะใหรุนลูกท่ีมีอัตราสวนเปน 3:1 ตามกฎของ Mendel เพียง 50% จากรุนลูก
ท้ังหมด รุนลูกอีกประมาณ 25% จะใหอัตราสวน 15:1 (ซึ่งแสดงถึงความนาจะเปนท่ีจะมีการแทรก
ของชิ้นยีนจํานวน 2 copy ในจีโนม) และรุนลูกสวนท่ีเหลือจะใหอัตราสวนท่ีไมเปนไปตามกฎของ
Mendel (non-Mendelian pattern) ซึ่งเม่ือเปรียบเทียบผลขางตนกับงานวิจัยนี้พบวา มีความ
แตกตางกันคอนขางมาก จากจํานวนตน T0 ท่ีสามารถยืนยันการแทรกตัวของชิ้นยีนชุดโครงสรางยีน
(A) และ (B) ได 20 และ 27 ตนตามลําดับ เม่ือทําการคัดเลือกรุน T1 ท่ีมีอัตราสวนเปน 3:1 ตามกฎ
ของ Mendel สามารถคัดไดเพียง 4 และ 8 สายพันธุเทานั้น สายพันธุท่ีเหลือโดยมากมีอัตราสวนจัด
อยูในกลุม non-Mendelian pattern คือ มีอัตราสวนตนตานทานตอตนไมตานทานสารปฏิชีวนะ
เปน 6:1 7:1 หรือ 23:1 สําหรับอัตราสวน 15:1 พบวา มีเพียงสายพันธุ rd_fl30 (ตนตานทานสาร
ปฏิชีวนะ:ตนไมตานทาน เทากับ 559:41) ท่ีมีคาใกลเคียงพอจะจัดอยูในกลุมนี้ได เนื่องจากมี
อัตราสวนเปน 14:1 อยางไรก็ตามการคัดเลือก homologous single insertion ดวยอัตราสวน 3:1
ก็ยังมิใชวิธีท่ีดีท่ีสุด เพ่ือใหสามารถยืนยันไดวาชิ้นยีนท่ีแทรกตัวอยูในจีโนมของพืชท่ีไดรับการถายยีน
เปน single-copy และ single-locus insertion อาจตองทําการตรวจสอบเพ่ิมเติมดวย Southern
blot ท้ังนี้รูปแบบ hybridization ของแตละสายพันธุ ยังสามารถยืนยันไดถึงความเปนอิสระตอกัน
ของแตละสายพันธุท่ีเลือกมาทําการทดลองไดอีกดวย
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3. ตรวจสอบการแสดงออกของชุดโครงสรางยีนของ OsNUC1 ในตน Arabidopsis ดัดแปร
พันธุกรรมภายใตภาวะเครียดจากความเค็ม ดวย quantitative real-time polymerase
chain reaction (qRT-PCR)

การแสดงออกของยีน full-length_OsNUC1 หรือ N’_OsNUC1 ภายใตการควบคุมของ
โปรโมเตอร rd29A ในตนกลา Arabidopsis ท่ีเปน homozygous transgenic lines อายุ 16 วัน
ซึ่งมีชุดโครงสรางยีน (I): pJim19::rd29A::full-length_OsNUC1 หรือ (II): pJim19::rd29A::
N’_OsNUC1 แทรกอยูในจีโนมของ Arabidopsis พบวา Arabidopsis ดัดแปรพันธุกรรมจํานวน
5 สายพันธุยกเวน rd_5.14 มีการแสดงออกของยีนสูงข้ึนเม่ือไดรับภาวะเครียดจากความเค็ม
(อาหาร MS ท่ีเติม NaCl 100 mM) เม่ือเปรียบเทียบกับภาวะปกติ (ชั่วโมงท่ี 0 ไมไดรับ NaCl) ซึ่ง
นาจะเปนผลมาจากบริเวณ DRE (dehydration-responsive elements) ซึ่งเปน cis-elements ท่ี
มีอยูถึง 2 บริเวณในโปรโมเตอร rd29A และเปนบริเวณเขาจับของ transcription factor อยาง
DREBs (dehydration responsive element binding) ท่ีควบคุมการทํางานของยีนหลายตัวใน
pathway ท่ีเก่ียวของกับ signal transduction ของพืชเม่ือถูกกระตุนจากภาวะเค็ม ภาวะขาดน้ํา
และอุณหภูมิต่ํา สงผลใหยีนเหลานั้นมีการแสดงออกเพ่ิมสูงข้ึนและทําใหพืชสามารถตอบสนองตอ
ภาวะเครียดดังกลาวไดอยางเหมาะสม (Lata and Prasad, 2011; Liu et al., 2000; Yamaguchi-
Shinozaki and Shinozaki, 1993)

Arabidopsis 4 จาก 6 สายพันธุท่ีเลือกมาทําการทดลอง (rd_fl10 rd_fl16 rd_5i และ
rd_5.114) มีระดับการแสดงออกของยีนเพ่ิมสูงท่ีสุดท่ีชั่วโมงท่ี 3 หลังไดรับภาวะเค็ม ในขณะท่ีอีก
2 สายพันธุท่ีเหลือ คือ rd_fl22 และ rd_5.14 ท่ีแมวาจะมีระดับการแสดงออกของยีนสูงท่ีสุดท่ี
ชั่วโมงท่ี 12 (14.3 เทา) และชั่วโมงท่ี 0 ตามลําดับ (13.1 เทา) แตเม่ือพิจารณาระดับการแสดงออก
ท่ี 3 ชั่วโมงของท้ัง 2 สายพันธุ (11.1 เทาสําหรับ rd_fl22 และ 12.0 เทาสําหรับ rd_5.14 ) พบวา
มีระดับการแสดงออกของยีนใกลเคียงกับระดับการแสดงออกท่ีสูงท่ีสุดเชนกัน แสดงใหเห็นวา ตน
Arabidopsis ไมวาจะไดรับการถายยีน full-length_OsNUC1 ท่ีถอดรหัส/แปลรหัสใหท้ัง
3 บริเวณโมทิฟของ OsNUC1 (acidic serine ท่ีเชื่อมตอกับ NLS RRMs จํานวน 2 โมทิฟ และ
GAR) หรือยีน N’_OsNUC1 ท่ีถอดรหัส/แปลรหัสใหเฉพาะบริเวณปลายอะมิโน (acidic serine
และ NLS) เม่ือควบคุมดวยโปรโมเตอร rd29A มีการแสดงออกสูงท่ีสุดท่ี 3 ชั่วโมงหลังไดรับภาวะ
เค็ม ซึ่ง ถือวาเปนการแสดงออกท่ีเร็วกวาเม่ือเปรียบเทียบกับงานวิจัยของ Siriporn
Sripinyowanich (2010) ท่ีนําตน Arabidopsis ท่ีไดรับการถายยีน C’_OsNUC1 ซึ่งถอดรหัส/
แปลรหัสใหเฉพาะปลายคารบอกซิลท่ีมี RRMs และ GAR ยายปลูกบนอาหารท่ีเติม NaCl 100 mM
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และพบการแสดงออกของ C’_OsNUC1 เพ่ิมสูงข้ึนท่ี 24 ชั่วโมงหลังไดรับภาวะเค็มแมวาจะควบคุม
การแสดงออกของยีนดวยโปรโมเตอร rd29A เชนเดียวกัน

อยางไรก็ตามผลการทดลองท่ีกลาวมาขางตน เม่ือเปรียบเทียบกับการทดลองของ
Yamaguchi-Shinozaki และ Shinozaki (1993) ท่ีเปนงานวิจัยแรกท่ีศึกษาถึง activity ของ
โปรโมเตอร rd29A โดยตรง ดวยการนํามาควบคุมการทํางานของยีน GUS ก็พบวา ยีน GUS มีการ
แสดงออกของยีนเม่ือไดรับภาวะเค็มแบงเปน 2 ระยะ คือ ระยะแรกท่ีแสดงออกอยางรวดเร็ว
(early induction) และระยะท่ี 2 (secondary induction) ท่ีแสดงออกชา เม่ือศึกษาใน
Arabidopsis ท่ีไดรับภาวะเค็ม (NaCl 250 mM) พบการแสดงออกของ GUS ภายใน 1 ชั่วโมงแรก
ท่ีไดรับภาวะเค็มซึ่งเปน early induction หลังจากนั้นมีการแสดงออกของยีนเพ่ิมสูงข้ึนตาม
ระยะเวลาท่ีไดรับภาวะเค็ม และท่ีชั่วโมงท่ี 10 (secondary induction) และ 24 หลังไดรับ NaCl
250 mM จะมีการแสดงออกของ GUS เพ่ิมสูงกวาชั่วโมงแรกประมาณ 6 และ 10 เทาตามลําดับ
รูปแบบการแสดงออกท่ีรวดเร็วของโปรโมเตอร rd29A ในภาวะเค็มนี้คลายคลึงกับเม่ือไดรับภาวะ
แลง คือ มีการแสดงออกของ GUS ภายใน 20 นาทีแรกท่ีขาดน้ําและมีระดับการแสดงออกของยีน
เพ่ิมข้ึนจากในภาวะปกติ จาก 10 เปน 50 เทา ผลการทดลองนี้ชวยยืนยันสมมติฐานท่ีวา DRE ใน
โปรโมเตอร rd29A เปนบริเวณท่ีตอบสนองตอภาวะเค็มและภาวะแลง นอกจากนี้ ยังพบการ
แสดงออกของ GUS กระจายอยูในทุกเนื้อเยื่อ vegetative tissue ของ Arabidopsis ท่ีไดรับภาวะ
ขาดน้ําอีกดวย

ท้ังนี้ นอกเหนือจากโปรโมเตอรและชิ้นยีนท่ีถายยีนเขาสูพืชแลว ตําแหนงของชิ้นยีนบนจีโนม
ของ Arabidopsis หลังไดรับการถายยีน (insertion effect) ก็เปนอีกสิ่งหนึ่งท่ีสงผลตอการ
แสดงออกของยีน อาจสงผลใหการแสดงออกของชิ้นยีนท่ีถายเขาไปเปนแบบ loss-of-function
(ยีนไมทํางาน) หรือ gain-of-function (ยีนทํางานออกจนผิดปกติ) รวมถึงทําให coding
sequence ของยีนบางยีนท่ีอยูในบริเวณใกลเคียงกับชิ้นยีนไดรับอิทธิพลจาก regulatory
element ในโปรโมเตอรท่ีใชควบคุมการทํางานของชิ้นยีนจนเกิดเปน sense transcript (mRNA
ทําใหเกิด fusion protein อ่ืน) หรือ antisense transcript (RNAi ยับยั้งการแสดงออกของยีน) ซึ่ง
สิ่งเหลานี้ลวนสงผลตอการแสดงออกของชิ้นยีนและสงผลตอเนื่องไปยังฟโนไทปของตนท่ีไดรับการ
ถายยีน (Wilson et al., 2006; Ziemienowicz et al., 2012) จากเหตุผลท่ีกลาวมาขางตน จึง
อาจสงผลใหตนดัดแปรพันธุกรรมในงานวิจัยนี้ ท้ังในกลุม (I) และกลุม (II) ท่ีไดรับการถายยีนแบบ
อิสระตอกัน มีรปูแบบและระดับการแสดงออกของยีนเม่ือไดรับภาวะเค็มแตกตางกัน
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4. ผลการเติบโตของ Arabidopsis ดัดแปรพันธุกรรมท่ีไดรับการถายยีนท่ีถอดรหัสใหโมทิฟของ
OsNUC1 ท่ีตางกัน

การศึกษากอนหนาท่ีพบวา ความเครียดจากภาวะเค็มชักนําใหยีน OsNUC1 มีการแสดงออก
เพ่ิมมากข้ึนในขาวสายพันธุทนเค็ม LPT123-TC171 และ FL530-IL โดยมีการแสดงออกนานถึง 9 วัน
ในสายพันธุ FL530-IL รวมท้ังมีการแสดงออกสูงกวาเม่ือเปรียบเทียบในขาวสายพันธุไมทนเค็ม
LPT123 และ KDML105 ซึ่งมีพ้ืนฐานทางพันธุกรรมเดียวกันกับ LPT123-TC171 และ FL530-IL
ตามลําดับ (Siriporn Sripinyowanich, 2010) ดังนั้นจึงมีความเปนไปไดท่ียีน OsNUC1 นาจะเปน
ยีนท่ีทําหนาท่ีตอบสนองตอภาวะเครียดจากความเค็มในขาว ประกอบกับลักษณะทางโครงสรางของ
OsNUC1 ท่ีประกอบดวยโดเมน 3 สวนซึ่งมีโมทิฟท่ีจําเพาะแตกตางกัน จนสงผลใหแตละโดเมนมี
บทบาทแตกตางกันในกระบวนการทํางานของเซลล (Ginisty et al., 1999; Tuteja and Tuteja,
1998) งานวิจัยนี้จึงทําการเปรียบเทียบการเติบโตของ Arabidopsis ดัดแปรพันธุกรรมท่ีไดรับการ
ถายยีนท่ีถอดรหัส/แปลรหัสใหโมทิฟของ OsNUC1 ท่ีตางกัน เพ่ือศึกษาวาโปรโมเตอรและโมทิฟท่ีมี
รูปแบบตางกันมีบทบาทในการทนทานตอภาวะเครียดจากความเค็มอยางไร

4.1 ภาวะปกติ

จากผลการทดลอง เม่ือพิจารณาการเติบโตของ Arabidopsis ในกลุมตาง ๆ ทีละคูเพ่ือศึกษา
การทํางานของโปรโมเตอรจะเห็นวาการเติบโตของ Arabidopsis หลังการยายปลูก 4 วันภายใตภาวะ
ปกติในกลุม (A) เปรียบเทียบกับกลุม (D) ซึ่งไดรับการถายยีนท่ีถอดรหัส/แปลรหัสให full-
length_OsNUC1 เชนเดียวกันแตควบคุมดวยโปรโมเตอรตางกัน พบวา Arabidopsis กลุม (A) ท่ี
ควบคุมดวยโปรโมเตอร rd29A มีคาน้ําหนักสดสูงกวาตน WT ท่ีไมไดรับการถายยีน ในขณะท่ีตนใน
กลุม (D) ท่ีควบคุมดวยโปรโมเตอร 35SCaMV มีคาน้ําหนักสดนอยกวา WT (ภาพท่ี 5.1 (A) และ
(D)) สําหรับตน Arabidopsis ในกลุม (C) และกลุม (E) ซึ่งควบคุมการแสดงออกของชิ้นยีนท่ี
ถอดรหัส/แปลรหัสให C’_OsNUC1 ดวยโปรโมเตอร rd29A หรือโปรโมเตอร 35SCaMV ตามลําดับ
พบวา พืชในกลุม (C) มีการเติบโตเม่ือพิจารณาจากน้ําหนักสดนอยกวา WT ในขณะท่ีตนในกลุม (E)
มีการเติบโตมากกวา WT (ภาพท่ี 5.1 (C) และ (E)) สําหรับพืชในกลุม (B) ท่ีไดรับการถายยีน
rd29A::N’_OsNUC1 ซึ่งไมสามารถเปรียบเทียบการเติบโตกับ Arabidopsis ท่ีไดรับการถายยีนท่ี
ถอด/แปลรหัส N’_OsNUC1 แตควบคุมดวย constitutive promoter อยางโปรโมเตอร 35SCaMV
เนื่องจากไมสามารถคัดเลือกตนดัดแปรพันธุกรรม 35SCaMV::N’_OsNUC1 มาทําการทดลองได
พบวา พืชในกลุม (B) ใหคาน้ําหนักสดท่ีแตกตางจากน้ําหนักสดของ WT ชัดเจนกวาพืชดัดแปร
พันธุกรรมกลุมอ่ืน ๆ เนื่องจากมีน้ําหนักสดมากกวา WT อยางเห็นไดชัด โดยโตกวา WT ประมาณ
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70-90% (ภาพท่ี 5.1 (B)) สําหรับพารามิเตอรท่ีเปนความยาวรากแกวจะพบความแตกตางระหวาง
WT และพืชท่ีไดรับการถายยีนคอนขางชัดเจนกวาเม่ือเปรียบเทียบกับน้ําหนักสด โดยพบวาพืชท่ีไดรับ
การถายยีนทุกกลุม ((A) (B) (C) (D) และ (E)) มีความยาวรากแกวมากกวา WT อยางเห็นไดชัดและ
มากกวาอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ และเม่ือเปรียบเทียบเฉพาะในกลุมท่ีไดรับการถายยีนก็พบวาทุก
กลุมของ Arabidopsis ดัดแปรพันธุกรรมมีความยาวรากแกวใกลเคียงกัน (ภาพท่ี 5.2) จากท่ีกลาวมา
ขางตนอาจเปนไปไดวา ในตน Arabidopsis อายุประมาณ 2 สัปดาหท่ีนํามาทดลองไมวาจะถูก
ควบคุมดวยโปรโมเตอร rd29A หรือโปรโมเตอร 35SCaMV ตางสงผลตอการทํางานของ OsNUC1
ในบริเวณสวนรากของ Arabidopsis มากกวาจะสงผลตอลําตนและน้ําหนักโดยรวม จึงมีความเปนไป
ไดวา OsNUC1 มีสวนเก่ียวของในการเจริญเติบโตของพืชโดยเฉพาะกระบวนการพัฒนาของราก ซึ่ง
สอดคลองกับผลการทดลองของ Siriporn Sripinyowanich (2010) ท่ีตรวจสอบการแสดงออกของ
OsNUC1 ในอวัยวะตาง ๆ ของขาวสายพันธุไมทนเค็ม LPT123 ดวย qRT-PCR และพบการ
แสดงออกของ OsNUC1 สูงท่ีสุดในบริเวณรากและดอกซึ่งเปนบริเวณท่ีมีการแบงเซลล (dividing
cell) และพัฒนา (developing cell) จํานวนมาก งานวิจัยท่ีศึกษาการแสดงออกของ nucMs1
(nucleolin of Medicago sativa) ใน Alfalfa ซึ่งเปน nucleolin-like gene ท่ีถอดรหัส/แปลรหัส
ใหโปรตีน NucMs1 ท่ีมีโมทิฟ RRMs 2 บริเวณและโมทิฟ GAR เชนเดียวกับ OsNUC1 โดยใช RNA
gel blot ก็ใหผลการทดลองสนับสนุนอยางเดียวกัน คือ มีการแสดงออกของ nucMs1 มากท่ีสุดใน
บริเวณท่ีมีการแบงเซลลและเม่ือทําการทดลองดวยวิธี in situ hybridization ก็พบการแสดงออกของ
nucMs1 มากท่ีสุดในบริเวณ meristematic region ของรากเชนเดียวกัน (Bögre et al., 1996) ซึ่ง
สอดคลองกับงานของ Stepiński (2012) ท่ีพบวาในเซลล meristematic cell ของรากถ่ัวเหลืองเม่ือ
ทําการทดลองดวยวิธี immunogold electron microscopy มีการแสดงออกของ Nucleolin
กระจายอยูท่ัวบริเวณ โดยเฉพาะใน dense fibrillar component (DFC) และ fibrillar centers
(FCs) ในนิวคลีโอลัส จากท่ีกลาวมาขางตนแสดงใหเห็นวามีการสะสมของ OsNUC1 transcript
จํานวนมากในบริเวณรากพืช ดังนั้น OsNUC1 นาจะมีบทบาทบางอยางเก่ียวของกับ cell growth ใน
บริเวณราก ซึ่งการศึกษาในสวนของรากแขนงรวมไปถึงรากวิสามัญ (adventitious root) เพ่ิมเติม
จากการศึกษาความยาวรากแกวเพียงอยางเดียว อาจชวยอธิบายกลไกการทํางานของ OsNUC1 ไดดี
ข้ึน เนื่องจากจํานวนและความหนาแนนของรากแขนงมีผลตอความยาวรากท้ังหมดของตน (total
root length) สงผลตอการเพ่ิมพ้ืนท่ีผิวในการดูดซึมน้ําของรากซึ่งเปนกลไกสําคัญอยางหนึ่งในการ
เจริญเติบโตของพืช
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ภาพท่ี 5.1 น้ําหนักสดของ Arabidopsis ดัดแปรพันธุกรรม (A): rd29A::full-length_OsNUC1 (B):
rd29A::N’_OsNUC1 (C): rd29A::C’_OsNUC1 (D): 35SCaMV::full-length_OsNUC1
และ (E): 35SCaMV::C’_OsNUC1 เม่ือยายปลูกบนอาหาร MS เปนเวลา 4 วัน
(bar = SE)

ตัวอักษรภาษาอังกฤษที่เหมือนกันไมมีความแตกตางกันทางสถิติเม่ือเปรียบเทียบโดยวิธี DMRT (P<0.05)
เปรียบเทียบเฉพาะคาที่ไดหลังจากยายปลูกเปนระยะเวลาเดียวกันเทานั้น
nsหมายถึง คาเฉลี่ยในชุดการทดลองตาง ๆ ไมมีความแตกตางกันทางสถิติ

c
b

a

c

0.00
1.00
2.00
3.00
4.00
5.00
6.00
7.00

Day 4

fre
sh

 w
eig

ht
 (m

g/ 
pla

nt
)

(A) rd29A::full-length_OSNUC1

wt

rd_fl10

rd_fl16

rd_fl22 a
b

a

0.00
1.00
2.00
3.00
4.00
5.00
6.00
7.00

Day 4

fre
sh

 w
eig

ht
 (m

g/ 
pla

nt
)

(D) 35SCaMV::full-length_OSNUC1

wt

ox_fl31

ox_fl23

b

a
a a

0.00
1.00
2.00
3.00
4.00
5.00
6.00
7.00

Day 4

fre
sh

 w
eig

ht
 (m

g/ 
pla

nt
)

(B) rd29A::N'_OSNUC1
wt

rd_5i

rd_5.14

rd_5.114

b a b ab

0.00
1.00
2.00
3.00
4.00
5.00
6.00
7.00

Day 4

fre
sh

 w
eig

ht
 (m

g/ 
pla

nt
)

(C) rd29A::C'_OSNUC1
wt

rd_3.9

rd_3.10

rd_3.13 b
a a

0.00
1.00
2.00
3.00
4.00
5.00
6.00
7.00

Day 4

fre
sh

 w
eig

ht
 (m

g/ 
pla

nt
)

(E) 35SCaMV::C'_OSNUC1

wt

ox_3.7

ox_3.5



77

ภาพท่ี 5.2 ความยาวรากแกวของ Arabidopsis ดัดแปรพันธุกรรม (A): rd29A::full-length_
OsNUC1 (B): rd29A::N’_OsNUC1 (C): rd29A::C’_OsNUC1 (D): 35SCaMV::full-
length_OsNUC1 และ (E): 35SCaMV::C’_OsNUC1 เม่ือยายปลูกบนอาหาร MS เปน
เวลา 6 วัน (bar = SE)

ตัวอักษรภาษาอังกฤษที่เหมือนกันไมมีความแตกตางกันทางสถิติเม่ือเปรียบเทียบโดยวิธี DMRT (P<0.05)
เปรียบเทียบเฉพาะคาที่ไดหลังจากยายปลูกเปนระยะเวลาเดียวกันเทานั้น
nsหมายถึง คาเฉลี่ยในชุดการทดลองตาง ๆ ไมมีความแตกตางกันทางสถิติ
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4.2 ภาวะเค็ม

เม่ือเปรียบเทียบการเติบโตของ Arabidopsis ท่ีไดรับการถายยีนในภาวะเค็มเม่ือทําการยาย
ปลูกเปนเวลา 4 วัน โดยพิจารณาทีละคูเชนเดียวกับในภาวะปกติ พบวาตนในกลุม (A) (โปรโมเตอร
rd29A) และ (D) (โปรโมเตอร 35SCaMV) ท่ีถอดรหัส/แปลรหัสให full-length_OsNUC1 มีการ
เติบโตท่ีแตกตางกันเม่ือเปรียบเทียบกับ WT โดยตนท่ีไดรับการถายยีนในกลุม (A) เกือบทุกสายพันธุมี
น้ําหนักสดนอยกวา WT ยกเวน rd_fl16 ในขณะท่ีทุกสายพันธุในกลุม (D) มีน้ําหนักสดใกลเคียงกับ
WT (ภาพท่ี 5.3 (A) และ (D)) สําหรับตนในกลุม (C) และ (E) ท่ีถอดรหัส/แปลรหัสให C’_OsNUC1
ท่ีควบคุมดวยโปรโมเตอร rd29A หรือโปรโมเตอร 35SCaMV ตามลําดับ พบวาตนในกลุม (C) เกือบ
ทุกสายพันธุมีน้ําหนักสดใกลเคียงกับ WT ในขณะท่ีมีเพียงสายพันธุ ox_3.7 ในกลุม (E) ท่ีมีน้ําหนัก
สดมากกวา WT (ภาพท่ี 5.3 (C) และ (E)) และสําหรับตนในกลุม (B) ท่ีไดรับการถายยีน
rd29A::N’_OsNUC1 พบวาทุกสายพันธุมีน้ําหนักสดมากกวา WT อยางมีนัยสําคัญทางสถิติเม่ือทํา
การยายปลูกในภาวะเค็ม (ภาพท่ี 5.3 (B)) นอกจากนี้น้ําหนักสดของตนในกลุม (B) ยังมากกวาตนท่ี
ไดรับการถายยีนในกลุม (A) (C) (D) และ (E) อีกดวย ซึ่งจากผลการทดลองขางตนนี้ประกอบกับ
ผลการทดลองกอนหนาท่ีไมสามารถคัดเลือกตน T1 ซึ่งไดรับการถายยีน N’_OsNUC1 ท่ีถูกควบคุม
ดวยโปรโมเตอร 35SCaMV อาจสรุปไดวา โปรโมเตอรแบบแสดงออกเฉพาะเม่ือไดรับการกระตุนจาก
ภาวะเครียด เชน โปรโมเตอร rd29A นาจะเปนทางเลือกท่ีเหมาะสมในการนํามาใชศึกษาหนาท่ีของ
ยีน N’_OsNUC1 เนื่องจากการแสดงออกแบบตลอดเวลาของ N’_OsNUC1 อาจทําใหเกิดการสะสม
ของโปรตีน N’_OsNUC1 ซึ่งเปนโปรตีนแปลกปลอมจํานวนมากจนสงผลเสียตอกระบวนการทํางาน
ในเซลล ซึ่งผลเสียดังกลาวสามารถลดหรือชะลอไดเม่ือใชโปรโมเตอร rd29A ซึ่งจะทํางานเฉพาะเม่ือ
ไดรับการกระตุนจากภาวะเครียดเทานั้นมาควบคุม สงผลใหการแสดงออกของ N’_OsNUC1 ในภาวะ
เครียดจากความเค็มเปนไปอยางเหมาะสม ยีนมีการแสดงออกเฉพาะเม่ือจําเปน ทําใหพืชท่ีไดรับการ
ถายยีน rd29A::N’_OsNUC1 สามารถเจริญเติบโตได อยางไรก็ตาม N’_OsNUC1 เปนโปรตีนท่ีไมมี
อยูจริงในขาว การเจริญเติบโตของพืชในกลุม (B) ท่ีเพ่ิมข้ึนระหวางไดรับภาวะเค็มจึงอาจเปนผลมา
จากการทํางานของโดเมนอ่ืนท่ีมีโครงสรางคลายคลึงกับโครงสรางของ N’_OsNUC1 ซึ่งเม่ือนําลําดับ
กรดอะมิโนของ N’_OsNUC1 ไปเทียบในฐานขอมูล Rice Genome Annotation Project
(Ouyang, et al., 2007) พบวามีความใกลเคียงกับลําดับกรดอะมิโนของโปรตีน gar2 ใน fission
yeast ซึ่ ง มีบทบาทสําคัญในการเจริญเติบโตของเซลล  เ ก่ียวของกับการแบงไซโตพลาซึม
(cytokinesis) และการแบงนิวเคลียส (nuclear division) (Leger-Silvestre, et al.,1996)

สําหรับความยาวรากแกวของ Arabidopsis ทุกกลุมเม่ือไดรับภาวะเค็มเปนเวลา 6 วัน
หลังยายปลูก พบวาตนในกลุม (D) ท่ีไดรับการถายยีน 35SCaMV::full-length_OsNUC1 เปนกลุม
เดียวท่ีมีความยาวรากแกวมากกวา WT อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (ภาพท่ี 5.4) ดังนั้นจึงมีความเปนไป
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ไดวา OsNUC1 มีบทบาทในการเจริญเติบโตของพืชเม่ือไดรับภาวะเค็มโดยเฉพาะในบริเวณราก
เชนเดียวกับในภาวะปกติ อยางท่ีไดกลาวไปขางตนวา OsNUC1 มีการแสดงออกมากในบริเวณท่ีมี
การแบงเซลล เชน บริเวณราก (Siriporn Sripinyowanich, 2010) ดังนั้นการเพ่ิมการแสดงออกของ
OsNUC1 โดยใช constitutive promoter จึงมีแนวโนมชวยสงเสริมการทํางานของเซลลเหลานั้นซึ่ง
เก่ียวของกับการเจริญเติบโตและพัฒนาของเซลลใหมีมากข้ึน ซึ่งสอดคลองกับผลการทดลองนี้ท่ีความ
ยาวรากแกวของพืชในกลุม (D) 35SCaMV::full-length_OsNUC1 มีการพัฒนาและมีความยาวราก
แกวมากกวา WT และพืชดัดแปรพันธุกรรมกลุมอ่ืนอยางเห็นไดชัด

จากผลการศึกษาของ Kasuga และคณะ (1999) ท่ีพบวาการใชโปรโมเตอร rd29A ควบคุม
การทํางานของ DREB1A ซึ่งเปน transcription factor จะใหตน Arabidopsis ดัดแปรพันธุกรรม
ภายใตภาวะปกติท่ีมีการเติบโตมากกวาตนท่ีใชโปรโมเตอร 35SCaMV ควบคุม โดยโปรโมเตอร
rd29A จะชวยลดผลกระทบจากการชะลอการเจริญเติบโตของพืชจนสงผลใหไดลักษณะตนแคระ
แกร็น ซึ่งงานวิจัยอ่ืนท่ีถายยีนท่ีควบคุมดวยโปรโมเตอร rd29A ก็ใหผลการทดลองแบบเดียวกัน เชน
การถายยีน rd29A::CBF1 เขาสูมะเขือเทศ (Lycopersicon esculentum) (Hsieh et al., 2002)
ถายยีน rd29A::DREB1 เขาสูตนยาสูบ (Nicotiana tabacum) (Kasuga et al., 2004) หรือการ
ถายยีน rd29A::HVA1 (late embryogenesis abundant gene) ในตนมัลเบอรี (Morus indica
L.) (Checker et al., 2011) เม่ือพิจารณาอยางละเอียดจะพบวา ยีนในงานวิจัยดังกลาวขางตนท่ี
ประสบความสําเร็จในการใชโปรโมเตอร rd29A ควบคุมการทํางานและสามารถลดลักษณะตนแคระ
แกร็นของพืชท่ีเกิดจากการใชโปรโมเตอร 35SCaMV ควบคุม มักเปนยีนท่ีทํางานเม่ือพืชเผชิญกับ
ภาวะเครียดท้ังในทางตรงและทางออม เชน ยีนท่ีถอดรหัส/แปลรหัสใหโปรตีน LEA หรือ
transcription factor ท่ีมีบทบาทควบคุมการทํางานของยีนอ่ืนท่ีเก่ียวกับภาวะเครียดจากสิ่งแวดลอม
อีกหลายยีน ซึ่งแตกตางจาก Nucleolin ท่ีเปนยีนท่ีถอดรหัส/แปลรหัสใหโปรตีนท่ีพบมากใน
นิวเคลียสของเซลลท่ัวไปไมวาจะอยูในภาวะปกติหรือภาวะเครียด เนื่องจาก Nucleolin เก่ียวของกับ
กระบวนการสรางไรโบโซมและมีสวนชวยในการคงความเสถียรของ mRNA ซึ่งเปนกระบวนการ
พ้ืนฐานของเซลล (Tuteja and Tuteja, 1998) ดังนั้นการใชโปรโมเตอรแบบแสดงออกเฉพาะเม่ือ
ไดรับภาวะเครียดมาควบคุมการแสดงออกของยีน Nucleolin จึงไมเปนการสงเสริมหรือชวยใหยีน
Nucleolin มีการแสดงออกท่ีเหมาะสมมากข้ึนกวาเดิม แตกตางจากการใชโปรโมเตอร 35SCaMV มา
ควบคุมท่ีชวยสงเสริมใหยีน Nucleolin มีการแสดงออกของยีนตลอดเวลาและทํางานเต็ม
ประสิทธิภาพซึ่งเห็นไดจากผลของความยาวรากแกวของพืชในกลุม (D) 35SCaMV::full-
length_OsNUC1 ขางตนท่ีมากกวาความยาวรากแกวของตนอ่ืน ๆ อยางชัดเจน

อยางไรก็ตามน้ําหนักสดของตนท่ีไดรับการถายยีนท่ีใชโปรโมเตอร rd29A ควบคุมการทํางาน
เชน บางสายพันธุในกลุม (A) (B) และ (C) ในภาวะเค็มท่ีมากกวาน้ําหนักสดของ WT อาจมิใชผลท่ี
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เกิดจากสัญญาณภาวะเครียดจากความเค็มท่ีทําการทดลองเทานั้น แตเปนผลท่ีเกิดข้ึนรวมกับผลจาก
สัญญาณภาวะเครียดจากบาดแผล (wounding stress) ไดเชนกัน เนื่องจากวิธีดําเนินการทดลองท่ีใช
forceps คีบตนกลา Arabidopsis เพ่ือยายปลูกบนอาหารก่ึงแข็ง MS อาจกอใหเกิดบาดแผลท่ีนําไปสู
การเกิดสัญญาณความเครียดและกระบวนการสงตอสัญญาณความเครียด (signal induction
pathway) รวมท้ังกระตุนการทํางานของโปรโมเตอร rd29A ทําใหเกิดการแสดงออกของชิ้นยีนท่ี
ถอดรหัส/แปลรหัสใหโมทิฟของ OsNUC1 ท้ังท่ีอยูในภาวะปกติ

ผลการทดลองเปรียบเทียบการเติบโตของ Arabidopsis ดัดแปรพันธุกรรมท้ัง 5 กลุมโดยมี
WT เปนชุดควบคุมแสดงใหเห็นวา โปรโมเตอร rd29A เหมาะสมท่ีจะนํามาใชควบคุมการทํางานของ
ชิ้นยีนท่ีถอดรหัส/แปลรหัสให full-length_OsNUC1 รวมไปถึง N’_OsNUC1 ในขณะท่ีเม่ือนํา
โปรโมเตอร 35SCaMV มาควบคุมการทํางานของชิ้นยีนท่ีถอดรหัส/แปลรหัสให full-length_
OsNUC1 นาจะเปนการบังคับใหชิ้นยีนดังกลาวทํางานมากเกินความจําเปนจนสงผลชะลอการเติบโต
สําหรับโปรโมเตอร 35SCaMV ซึ่งเปนโปรโมเตอรแบบแสดงออกตลอดเวลา เม่ือนํามาใชควบคุมการ
แสดงออกของชิ้นยีนท่ีถอดรหัส/แปลรหัสให C’_OsNUC1 พบวามีความเหมาะสมมากกวา
โปรโมเตอร rd29A ท่ีควบคุมใหมีการแสดงออกของยีนเฉพาะเม่ือถูกกระตุนจากภาวะเครียด ซึ่งการ
ทํางานของชิ้นยีน C’_OsNUC1 เฉพาะเม่ือถูกกระตุนจากภาวะเครียดนั้นนาจะเปนการทํางานท่ียังไม
เพียงพอในการชวยเพ่ิมความสามารถในการทนตอภาวะเครียดจากความเค็มหรือเพ่ิมการเติบโตให
Arabidopsis ท่ีไดรับการถายยีนชิ้นดังกลาว

จากการศึกษาของ Siriporn Sripinyowanich (2010) เก่ียวกับ subcellular localization
ของโมทิฟรูปแบบตาง ๆ ของ OsNUC1 พบวา โมทิฟ full-length_OsNUC1 ท่ีเชื่อมตอกับ GFP
(green fluorescence protein) เม่ือถูกถายยีนแบบชั่วคราว (transient expression) เขาสูเซลล
หอมใหญพบตําแหนงของโปรตีนเฉพาะในบริเวณนิวเคลียส ซึ่งคลายคลึงกับการแสดงออกของ GFP
ท่ีเชื่อมกับโมทิฟ N’_OsNUC1 อยางไรก็ตามลักษณะการเรืองแสงของ GFP ในนิวเคลียสระหวาง 2
โมทิฟดังกลาวก็มีความแตกตางกันตรงท่ีในการทดลองของ GFP::full-length_OsNUC1 จะพบจุด
เล็ก ๆ (bright spot) เรืองแสงในนิวเคลียส ซึ่งคาดวานาจะเปนการจับกันระหวางโมเลกุล RNA กับ
โมทิฟ RRMs ท่ีอยูในบริเวณสวนปลาย C’_OsNUC1 ของ full-length_OsNUC1 ซึ่งจุดเล็ก ๆ เรือง
แสงเหลานั้นไมปรากฏในการทดลองของ N’_OsNUC1 ซึ่งก็สอดคลองกับลักษณะโครงสรางของ
N’_OsNUC1 ท่ีมีเพียงบริเวณ acidic serine เชื่อมตอกับ NLS ท่ีทําหนาท่ีเปนสัญญาณกําหนดให
โปรตีนเคลื่อนท่ีไปยังนิวเคลียสเทานั้น แตไมมีบริเวณ RRMs ท่ีจะสามารถจับกับโมเลกุล RNA ใน
นิวเคลียสได
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มีรายงานถึงความสามารถในการเขาจับ RNA รวมไปถึงการสงออก mRNA จากนิวเคลียสไป
ยังไซโทพลาซึมวา มีสวนชวยเพ่ิมความสามารถในการทนตอภาวะเครียดจากสิ่งแวดลอมได งานวิจัย
ของ Kim และคณะ (2008) ทําการศึกษาตําแหนงของ GRP7 ซึ่งเปนสมาชิกในกลุม glycine-rich
RNA-binding proteins (GRPs) ใน A. thaliana โดยใช GFP และพบสัญญาณของ GFP::GRP7 ใน
บริเวณนิวเคลียสและไซโทพลาซึม โดยมีระดับความเขมของสัญญาณสูงมากในนิวเคลียส ซึ่งแสดงให
เห็นวา GRP7 นาจะมีสวนเก่ียวของกับกระบวนการเมแทบอลิซึมบางอยางในนิวเคลียส และ/หรือ
เก่ียวของกับกระบวนขนสง mRNA (export) การเคลื่อนยาย mRNA ระหวางนิวเคลียสกับไซโทพลา
ซึม ซึ่งกระบวนการดังกลาวถือเปนทํางานในระดับ post-transcriptional gene regulation และมัก
เกิดข้ึนในบริเวณนิวเคลียส เพ่ือจะศึกษาบทบาทเก่ียวกับการ export mRNA ทางผูวิจัยไดนําใบของ
Arabidopsis สายพันธุท่ีไมมีการแสดงออกของ GRP7 (loss-of-function; grp7) และ WT มาทํา
ปฏิกิริยากับ 45-mer oligo(dT) ท่ีเชื่อมกับ fluorescein ในภาวะปกติพบวา ไมปรากฏสัญญาณของ
ฟลูออเรสเซนซในนิวเคลียสของท้ัง grp7 และ WT แสดงใหเห็นวา mRNA ในนิวเคลียสท่ีไดจาก
กระบวนการ transcription ถูกสงออกสูไซโทพลาซึมไดตามปกติ และเม่ือทําการทดลองในภาวะ
เครียดจากสิ่งแวดลอม เชน ในภาวะหนาวเย็น 1oC เปนเวลา 2 วัน ก็ยังไมพบสัญญาณ
ฟลูออเรสเซนซใน WT ซึ่งตรงกันขามกับ grp7 ท่ีพบสัญญาณฟลูออเรสเซนซสูงมากในนิวเคลียส
แสดงใหเห็นวา ไมสามารถสง mRNA จากนิวเคลียสออกสูไซโทพลาซึมได ซึ่งอาจเปนผลจากภาวะ
หนาวเย็นท่ีทําใหพืชสูญเสียความสามารถในการเคลื่อนยาย mRNA ทําใหมี mRNA จํานวนมากสะสม
อยูในนิวเคลียส ซึ่งเม่ือนําพืชกลับสูอุณหภูมิหองซึ่งถือเปนภาวะปกติ พบวาการสงออก mRNA ของ
grp7 ก็กลับมาทํางานปกติ (ไมพบสัญญาณฟลูออเรสเซนซในนิวเคลียส) ทางผูวิจัยไดทําการทดลอง
แบบเดียวกันกับ Arabidopsis สายพันธุท่ีมีการแสดงออกของ GRP7 ตลอดเวลา (gain-of-function;
35S::GRP7) พบวา ในภาวะหนาวเย็น 35S::GRP7 ยังสามารถทํางานสงออก mRNA ออกจาก
นิวเคลียสเนื่องจากไมพบสัญญาณฟลูออเรสเซนซท่ีแสดงถึงการสะสมของ mRNA ในนิวเคลียส
เชนเดียวกับใน WT Ziemienowicz และคณะ (2003) รายงานวา GRP7 เปนโปรตีนขนสง (shuttle
protein) ทํางานโดยเขาจับกับ nuclear import receptor transportin1 และสงออก mRNA ซึ่ง
mRNA จะถูกสะสมมากข้ึนเม่ือพืชอยูในภาวะเครียดจากสิ่งแวดลอม Kim และคณะ (2008) ได
นําเสนอวา การท่ี GRP7 มีบทบาทเก่ียวของกับการสงออก mRNA ถือเปนการทํางานในกระบวนการ
รักษา mRNA folding ในนิวเคลียสวิธีหนึ่ง การปองกันและแกไข misfolded RNAs ซึ่งสงผลตอ
กระบวนการเคลื่อนยาย mRNA จากนิวเคลียสไปยังไซโทพลาซึมใหยังสามารถทํางานไดเปนปกติ แม
อยูในภาวะเครียดจากสิ่งแวดลอมนาจะเปนการชวยรักษาเสถียรภาพของโปรตีนบางกลุมท่ีทํางานเม่ือ
ไดรับภาวะเครียด สงผลใหพืชทนทานตอภาวะเครียดไดมากข้ึน ซึ่งอาจถือไดวาเปนการทํางานใน
ระดับ post-transcriptional gene regulation
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มีรายงานเพ่ิมวา ปากใบของตน 35S::GRP7 จะหรี่แคบลงเล็กนอยเม่ือไดรับภาวะเครียดจาก
ความหนาวเย็นเปนเวลา 4 ชั่วโมง ในขณะท่ีปากใบของตน grp7 จะเปดกวางเนื่องจากสูญเสีย
ความสามารถในการปดปากใบเพ่ือรักษาน้ําในเซลล แสดงใหเห็นวา GRP7 มีบทบาทเก่ียวของบาง
ประการกับกระบวนการปดปากใบเม่ือพืชไดรับภาวะเครียด มีงานวิจัยท่ีทําการทดลองศึกษาอัตราการ
งอกของเมล็ด Arabidopsis ท่ีไดรับการถายยีน grp2 เปรียบเทียบกับ 35S::GRP2 โดยมี WT เปนชุด
ควบคุม ผลการทดลองพบวา 35S::GRP2 จะใหอัตราการงอกของเมล็ดท่ีเร็วกวา WT และ grp2 เม่ือ
ไดรับภาวะเค็มจาก NaCl 75 mM ท้ังนี้เมล็ดท้ังหมดของตน 35S::GRP2 จะงอกสมบูรณ 100% ใน
วันท่ี 4 ท่ีทําการทดลอง แตกตางจาก WT ท่ีงอกสมบูรณทุกเมล็ดในวันท่ี 6 ผลการทดลองนี้ชวย
สนับสนุนความคิดท่ีวา การทําใหยีนในกลุม GRPs มีการแสดงออกตลอดเวลาโดยใชโปรโมเตอร
35SCaMV อาจชวยเพ่ิมความสามารถในการทนตอภาวะเครียดของพืชได (Kim et al., 2007) เม่ือ
พิจารณาโครงสรางของโปรตีน GRP7 และ GRP2 พบวามีความคลายคลึงกับ OsNUC1 เนื่องจากมี
บริเวณ glycine-rich อยูทางปลายคารบอกซิลและมี RRMs อยางนอย 1 บริเวณอยูในบริเวณ
ใกลเคียงถัดไปทางดานปลายอะมิโน ท้ังยังทําหนาท่ีเก่ียวของกระบวนการสรางและปรับเสถียร
(stabilization) ของไรโบโซมเชนเดียวกัน (Sachetto-Martins et al., 2000) ดังนั้นจึงมีความเปนไป
ไดวา OsNUC1 นาจะมีลักษณะการตอบสนองเม่ือไดรับภาวะเครียดจากสิ่งแวดลอมในรูปแบบท่ี
คลายกันและเม่ือนําโปรโมเตอร 35SCaMV มาควบคุมการทํางานของ OsNUC1 ก็อาจสงผลใหพืชทน
ตอภาวะเครียดไดมากข้ึนดวย

อยางไรก็ตามผลการเติบโตของตน Arabidopsis ดัดแปรพันธุกรรมท่ีไมเปนไปในทิศทาง
เดียวกันในกลุมเดียวกันนั้น ยกตัวอยางเชน กลุม (E) ในภาวะปกติ หรือกลุม (A) ในภาวะเค็ม ทําให
เปนการยากท่ีจะศึกษาวาโมทิฟรูปแบบใดของ OsNUC1 และโปรโมเตอรแบบใดมีความสามารถใน
การทนตอภาวะเครียดจากความเค็มไดมากกวากัน ซึ่งสาเหตุท่ีผลการทดลองระหวางพืชท่ีไดรับการ
ถายยีนกลุมเดียวกันมีความแตกตางกันมากนั้น อาจมีสาเหตุเนื่องจากท้ัง 3 สายพันธุไดรับการถายยีน
ดวย event ท่ีตางกัน จึงทําใหระดับการแสดงออกของชิ้นยีนรวมถึงลักษณะทางฟโนไทปมีความ
หลากหลายแตกตางกัน (variation) เม่ือนําอัตราการเติบโตของสายพันธุเหลานี้ไปเปรียบเทียบกับ
WT จึงใหผลการเปรียบเทียบท่ีหลากหลาย ตั้งแตสายพันธุท่ีมีการเติบโตมากกวาไปจนถึงสายพันธุมี
การเติบโตนอยกวา WT

ถึงแมวาการศึกษาความสามารถในการทนตอภาวะเค็มของพืช โดยพิจารณาจากการเติบโต
(น้ําหนักสด น้ําหนักแหง ความยาวรากแกว) จะเปนสิ่งท่ีศึกษาไดงายในระยะเวลาอันสั้น แตเพ่ือให
สามารถยืนยันไดชัดเจนวา โมทิฟท่ีไดจากการถายยีน 35SCaMv::full-length_OsNUC1 มีความ
สามารถในการทนเค็มไดมากกวาโมทิฟรูปแบบอ่ืน หรือเม่ือถูกควบคุมการทํางานดวยโปรโมเตอรแบบ
อ่ืน อาจตองทําการศึกษาเพ่ิมเติมในสวนของการแสดงออกของยีนอ่ืน ๆ ท่ีทราบหนาท่ีแนชัดวา
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ทํางานเก่ียวของกับการตอบสนองตอภาวะเค็ม เชน ยีน rd29 COR15a หรือ P5SC1 ท่ีใชเปน stress
marker รวมถึงศึกษาเปรียบเทียบผลกระทบท่ีพืชไดรับจากภาวะเค็มวา โมทิฟใดชวยลดผลกระทบ
จากภาวะเครียด เชน chlorophyll bleaching (Tran et al., 2007) ไดมากกวา ท้ังนี้การศึกษาใน
ภาวะเครียดออสโมติกรูปแบบอ่ืน อยางเชน ภาวะแลง ภาวะท่ีไดรับ ABA จากภายนอก โดยพิจารณา
จากบริเวณ cis-element ของโปรโมเตอร rd29A อาจทําใหสามารถเปรียบเทียบไดชัดเจนวา
ระหวางโปรโมเตอร rd29A และ โปรโมเตอร 35SCaMV โปรโมเตอรใดสงผลตอการเติบโตของพืชได
มากกวากันเม่ืออยูในภาวะเครียด นอกจากนีก้ารคัดเลือกตน Arabidopsis ท่ีจะนํามาทําการทดลองก็
เปนสิ่งท่ีตองคํานึงถึง จะเห็นไดวาในงานวิจัยนี้มีการเติบโตใน Day 0 ของแตละตนท่ีนํามาทดลองไม
เทากัน ดังนั้นอาจตองเพาะเมล็ด Arabidopsis ใหมากข้ึน เพ่ือใหสามารถเลือกตนท่ีมีความสมบูรณ
ใกลเคียง มีการเติบโตเริ่มตนเทากันมาทําการทดลอง เพ่ือจะไดเห็นผลของการเติบโตของพืชแตละตน
ท่ีนํามาเปรียบเทียบภายใตภาวะเค็มท่ีเวลาตาง ๆ ไดชัดเจนยิ่งข้ึน
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ภาพท่ี 5.3 น้ําหนักสดของ Arabidopsis ดัดแปรพันธุกรรม (A): rd29A::full-length_OsNUC1 (B):
rd29A::N’_OsNUC1 (C): rd29A::C’_OsNUC1 (D): 35SCaMV::full-length_OsNUC1
และ (E): 35SCaMV::C’_OsNUC1 เม่ือยายปลูกบนอาหาร MS ท่ีเติม NaCl 100 mM
เปนเวลา 4 วัน (bar = SE)

ตัวอักษรภาษาอังกฤษที่เหมือนกันไมมีความแตกตางกันทางสถิติเม่ือเปรียบเทียบโดยวิธี DMRT (P<0.05)
เปรียบเทียบเฉพาะคาที่ไดหลังจากยายปลูกเปนระยะเวลาเดียวกันเทานั้น
nsหมายถึง คาเฉลี่ยในชุดการทดลองตาง ๆ ไมมีความแตกตางกันทางสถิติ
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ภาพท่ี 5.4 ความยาวรากแกวของ Arabidopsis ดัดแปรพันธุกรรม (A): rd29A::full-length_
OsNUC1 (B): rd29A::N’_OsNUC1 (C): rd29A::C’_OSNUC1 (D): 35SCaMV::full-
length_OsNUC1 และ (E): 35SCaMV::C’_OsNUC1 เม่ือยายปลูกบนอาหาร MS ท่ี
เติม NaCl 100 mM เปนเวลา 6 วัน (bar = SE)

ตัวอักษรภาษาอังกฤษที่เหมือนกันไมมีความแตกตางกันทางสถิติเม่ือเปรียบเทียบโดยวิธี DMRT (P<0.05)
เปรียบเทียบเฉพาะคาที่ไดหลังจากยายปลูกเปนระยะเวลาเดียวกันเทานั้น
nsหมายถึง คาเฉลี่ยในชุดการทดลองตาง ๆ ไมมีความแตกตางกันทางสถิติ
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บทที่ 6

สรุปผลการทดลอง

1. สราง Arabidopsis ดัดแปรพันธุกรรมท่ีมีโมทิฟของ OsNUC1 รูปแบบตางกัน

สรางตน Arabidopsis ดัดแปรพันธุกรรมท่ีไดรับการถายชุดโครงสรางยีน (I): pJim19::
rd29A::full-length_OsNUC1 (II): pJim19::rd29A::N’_OsNUC1 หรือ (III): pJim19::35SCaMV::
N’_OsNUC1 ดวยวิธี Agrobacterium-mediated floral dip transformation (Clough and
Bent, 1998) ไดตนดัดแปรพันธุกรรมท้ังหมด 16 ตน 19 ตน และ 10 ตน ตามลําดับ มีประสิทธิภาพ
ของการถายยีนอยูระหวาง 1.0 ถึง 1.9 เปอรเซ็นต

2. ตรวจสอบการแทรกตัวของช้ินสวนยีนใน Arabidopsis ดัดแปรพันธุกรรมท่ีสรางข้ึน

การใช PCR และกฎของ Mendel ท่ีใหอัตราสวนตนตานทานยาปฏิชีวนะตอตนไมตานทาน
เปน 3:1 ในการคัดเลือกตน Arabidopsis ดัดแปรพันธุกรรมท่ีไดรับการถายชุดโครงสรางยีน พบวา
ตน Arabidopsis ในกลุม (I) ท่ีคาดวาไดรับการถายยีนแบบ homologous single insertion มี
จํานวน 4 สายพันธุ คือ rd_fl10 rd_fl16 rd_fl17 และ rd_fl22 และในกลุม (II) มี 6 สายพันธุไดแก
rd_5i rd_5.3 rd_5.5 rd_5.14 rd_5.113 และ rd_5.114 ท้ังนี้ไมพบชิ้นยีน full-length_OsNUC1
หรือ N’_OsNUC1 ในตน WT Arabidopsis ท่ีไมไดรับการถายยีน สําหรับตน Arabidopsis ดัดแปร
พันธุกรรมท่ีมีชุดโครงสรางยีน (III): pJim19::35SCaMV:: N’_OsNUC1 พบวา ไมสามารถ
เจริญเติบโตไดบนอาหารเพาะเลี้ยงท่ีเติมยาปฏิชีวนะกานามัยซิน ซึ่งอาจมีสาเหตุมาจาก N’_OsNUC1
ซึ่งไมมีจริงในธรรมชาติ เม่ือถูกควบคุมดวย constitutive promoter ใหมีการแสดงออกมากเกิน
ความจําเปน จะเกิดการสรางและสะสมโปรตีน N’_OsNUC1 ซึ่งเปนโปรตีนท่ียังไมทราบหนาท่ีชัดเจน
จํานวนมาก จนสงผลกระทบตอกระบวนการทํางานอ่ืน ๆ ในเซลลจนสงผลกระทบตอการเจริญเติบโต
ของพืช
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3. ตรวจสอบการแสดงออกของชุดโครงสรางยีนของ OsNUC1 ในตน Arabidopsis ดัดแปร
พันธุกรรมภายใตภาวะเครียดจากความเค็มดวย quantitative real-time polymerase
chain reaction (qRT-PCR)

ตน Arabidopsis ดัดแปรพันธุกรรมท้ัง 6 สายพันธุจากกลุม (I) และ (II) ท่ีนํามาทดสอบ แม
จะมีระดับการแสดงออกของยีน full-length_OsNUC1 หรือ N’_OsNUC1 แตกตางกันบาง แต
สวนมากเกือบทุกสายพันธุยกเวนสายพันธุ rd_5.14 มีการแสดงออกเพ่ิมสูงข้ึนเม่ือไดรับภาวะเครียด
จากความเค็มเทานั้นและไมพบการแสดงออกของยีนในภาวะปกติท่ีชั่วโมง 0 ท้ังนี้สายพันธุเหลานั้นมี
ระดับการแสดงออกสูงท่ีสุดท่ี 3 ชั่วโมงหลังไดรับภาวะเค็ม ซึ่งคาดวาเปนผลมาจาก DRE ซึ่งเปน cis-
element จํานวน 2 บริเวณในโปรโมเตอร rd29A

4. ผลการเติบโตของ Arabidopsis ดัดแปรพันธุกรรมท่ีไดรับการถายยีนท่ีถอดรหัสใหโมทิฟของ
OsNUC1 ท่ีตางกัน

จากการเปรียบเทียบการเติบโตระหวางตน Arabidopsis ท่ีไดรับการถายยีนท่ีถอดรหัสให
โมทิฟของ OsNUC1 ตางกัน ท้ังยังควบคุมดวยโปรโมเตอรท่ีตางกันพบวา ภายใตภาวะปกติและภาวะ
เค็ม Arabidopsis กลุม (B) ท่ีไดรับถายยีนท่ีทํางานภายใตการควบคุมของโปรโมเตอร rd29A และ
ถอดรหัส/แปลรหัสให N’_OsNUC1 มีแนวโนมของการเติบโตดีกวาตน WT แตเนื่องจาก
N’_OsNUC1 เปนโปรตีนท่ีไมพบอยูจริงในธรรมชาติ ดังนั้นความสามารถในการทนเค็มและชวยใหพืช
เติบโตไดมากในภาวะเค็มจึงไมนาจะเกิดจากการทํางานของ N’_OsNUC1 เพียงอยางเดียว นาจะเปน
ผลมาจากโดเมนอ่ืนท่ีมีโครงสรางคลายคลึงกับโครงสรางของ N’_OsNUC1 ประกอบกัน อยางไรก็ดี
เม่ือพิจารณา Arabidopsis กลุม (D) ท่ีไดรับถายยีน 35SCaMV::full-length_OsNUC1 พบวามี
แนวโนมของการเติบโตดีกวาตน WT และตนดัดแปรพันธุกรรมกลุมอ่ืน ๆ เม่ืออยูในภาวะเค็ม
โดยเฉพาะเม่ือพิจารณาจากความยาวรากแกว แสดงใหเห็นวา OsNUC1 อาจมีสวนเก่ียวของบาง
ประการในการเจริญเติบโตของพืชโดยเฉพาะกระบวนการพัฒนาของรากเม่ือไดรับภาวะเค็ม ท้ังนี้
โปรโมเตอร rd29A เหมาะสมท่ีจะนํามาใชควบคุมการทํางานของชิ้นยีนท่ีถอดรหัส/แปลรหัสให full-
length_OsNUC1 รวมไปถึง N’_OsNUC1 ในขณะท่ีโปรโมเตอร 35SCaMV เหมาะสมท่ีนํามาใช
ควบคุมการทํางานของชิ้นยีนท่ีถอดรหัส/แปลรหัสให C’_OsNUC1
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สารละลายท่ีใชในการทดลอง

สารละลาย สวนประกอบ

 สกัดพลาสมิด DNA

Solution I

Solution II

Solution III

50 mM Glucose

25 mM Tris-Hcl

10 mM EDTA

0.2 N NaOH

1% SDS

5 M Potassium acetate

Glacial acetic acid

 สกัด genomic DNA และ RNA

TE

CTAB buffer

10 mM Tris pH 8.0

1 mM EDTA

100 mM Tris (ph 7.5)

20 mM EDTA

1.4 M NaCl

4% (w/v) CTAB (hexadecyltrimethyl
ammonium bromide)

0.1% (v/v) 2-mercaptoethanol
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สารละลาย สวนประกอบ

RNA extraction buffer 100 mM Tris pH 9.0

100 mM NaCl

20 mM EDTA

1.0% (w/v) Lauryl sarcosinate

0.1% (v/v) 2-mercaptoethanol

0.1% (v/v) DEPC (diethyl pyrrocarbonate)

 Cloning และ bacterial
transformation

LB medium

LB Agar medium

0.5% Bacto-yeast extract

1% Bacto-tryptone

1% NaCl

LB medium

1.5% LB Agar

 Electrophoresis

5X TBE

DNA/ RNA loading dye

54.0 g Tris-base

27.5 g Boric acid

20.0 ml EDTA pH 8.0 (0.5 M)

30% (v/v) Glycerol in water

0.25% (w/v) Bromophenol blue

0.25% (w/v) Xylene cyanol
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สารละลาย สวนประกอบ

 ผลของภาวะเครียดจากความเค็มท่ีมีตอ
การเติบโตของ Arabidopsis

MS complete medium (Murashige

and Skoog, 1962)

Inorganic salts

Organic constituents

1650.0 mg Ammonium nitrate
1900.0 mg Potassium nitrate
180.0 mg Potassium Phosphate dibasic

anhydrous
380.0 mg Magnesium sulfate
440.0 mg Calcium choride dehydrate
22.3 mg Manganese Sulfate
27.8 mg Ferrous sulfate
37.3 mg Disodium

ethylenediaminetetraacetate
8.6 mg Zinc sulfate
6.2 mg Boric acid
0.83 mg Potassium iodide
0.0025 mg Cupric sulfate
0.25 mg Sodium molybdate
0.025 mg Cobalt chloride

30.0 mg Sucrose
2.0 mg Glycine
100.0 mg Myo-Inositol
0.5 mg Nicotine acid
0.5 mg Pyridoxine
0.1 mg Thianmine.HCl
8.0 g Agar
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สารละลาย สวนประกอบ

washing solution (10 ml) 5.5 ml น้ํากลั่น

4.5 ml Clorox®

2 µl Trition X-100



104

วิธีการทดลอง

1. การสกัดพลาสมิด DNA ดัดแปลงจาก Sambrook และคณะ (1989)

1.1 นํา frozen stock ของเชื้อแบคทีเรีย Escherichia coli ท่ีมีชุดโครงสรางยีนท่ีตองการ มา
steak บนอาหารก่ึงแข็ง LB นําไปบมเลี้ยงท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 18 ชั่วโมง

1.2 เข่ีย single colony ลงในอาหารเหลว LB 10 มิลลิลิตร (ml) ท่ีเติม แลวจึงนําไปบมเลี้ยงท่ี
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส โดยเขยาดวยความเร็ว 200-220 rpm เปนเวลา 16-18 ชั่วโมง

1.3 ปเปตอาหารเหลว LB ลงในหลอด microcentrifuge ปนเหวี่ยงท่ี 8,000 rpm เปนเวลา 5
นาทีท่ีอุณหภูมิหอง เทสวนใส (supernatant) ท้ิง และเติม solution I 100 ไมโครลิตร (µl)
นําไปเขยาดวย vortex หลังจากนั้นเติม solution II 200 µl ผสมใหเขากันดวยการพลิก
หลอดเบา ๆ แลวแชในน้ําแข็งเปนเวลา 5 นาที

1.4 เติม solution III ปริมาตร 300 µl ผสมใหเขากันดวยการพลิกหลอดเบา ๆ หลังจากนั้นแช
ในน้ําแข็งเปนเวลา 5 นาที

1.5 นําไปปนเหวี่ยงท่ี 10,000 rpm เปนเวลา 10 นาทีท่ีอุณหภูมิหอง เก็บสวนใสซึ่งมีพลาสมิด
DNA ยายลงในหลอด microcentrifuge และเติม absolute ethanol ท่ีแชเย็นปริมาตรเปน
2 เทา นําไปแชเย็นในน้ําแข็งหรือตูแช -20 องศาเซลเซียสเพ่ือตกตะกอนพลาสมิด DNA

1.6 นํามาปนเหวี่ยงท่ี 12,000 rpm เปนเวลา 10 นาทีท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เทสวนใสท้ิง
หลังจากนั้นลาง pellet ของพลาสมิด DNA ดวย 70% ehtanol และปลอยใหแหง (air dry)

1.7 ละลาย pellet ของพลาสมิด DNA ในน้ํากลั่น 20 µl วัดปริมาณความเขมขนของ DNA ดวย
electrophoresis แลวเปรียบเทียบกับ DNA marker

2. การตัดพลาสมิด DNA ดวยเอนไซมตัดจําเพาะ (restriction enzyme digestion)

2.1 ใชพลาสมิด DNA ปริมาณ 0.5-1 µg สําหรับการทําปฏิกิริยาตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะท่ีมี
ปริมาตรสุดทายของปฏิกิริยาเปน 20 µl จะใส enzyme reaction buffer ปริมาตร 1X ใส
เอนไซม 2-5 units แตกตางไปตามประสิทธิภาพในการทําปฏิกิริยาของแตละเอนไซม เติมน้ํา
กลั่นใหไดปริมาตรสุดทาย

2.2 นําไปบมทําปฏิกิริยาท่ีอุณหภูมิจําเพาะของเอนไซมตัดจําเพาะท่ีเลือกมาใช โดยใชอางน้ํา
ควบคุมอุณหภูมิ ระยะเวลาในการบมทําปฏิกิริยา 1-3 ชั่วโมง
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2.3 ตรวจสอบพลาสมิด DNA ท่ีถูกตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะดวยวิธี electrophoresis โดยใช
agarose gel ความเขมขน 0.8% (v/w) ถาตองการพลาสมิด DNA ปริมาณมาก หลังจากบม
ทําปฏิกิริยาในอางน้ําควบคุมอุณหภูมิ ใหรวมหลาย ๆ ปฏิกิริยาเขาดวยกัน และตกตะกอน
พลาสมิด DNA (DNA precipitation) ดวยการเติม phenol:chloroform (1:1) (v/v)
ปริมาตรเทากันลงในปฏิกิริยา ผสมใหเขากันและปนเหวี่ยงท่ี 12,000 rpm เปนเวลา 5 นาที
เก็บสวนใสใสหลอด microcentrifuge หลอดใหม เติม 3M NaOAc ปริมาตร 0.1 เทา และ
absolute ethanol ปริมาตร 2 เทาของปริมาตรสวนใส นําไปแชน้ําแข็งหรือตูแช -20 องศา
เซลเซียสเปนเวลา 30 นาที จากนั้นปนเหวี่ยงท่ี 12,000 rpm อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียสเปน
เวลา 10 นาที เทสวนใสออก ลาง pellet ดวย 70% ehtanol และปลอยใหแหง แลวจึง
ละลาย pellet ในน้ํากลั่นปริมาตร 20 µl กอนนําไปวิเคราะหดวย electrophoresis

3. การตอชิ้นสวน DNA เขาดวยกันโดยใช T4 DNA ligase (Ligation)

3.1 สกัดชิ้นสวน DNA ท่ีไดจากการตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะจาก agarose gel โดยใช Ultra
CleanTM 15 DNA purification Kit (MO BIO Laboratories, Inc., USA) ตามวิธีในคูมือ

3.2 นําชิ้นสวน DNA ในท่ีนี้ไดแก เวคเตอร pJim19 ชิ้นสวนยีน N’_OsNUC1 หรือ full-
length_OsNUC1 และโปรโมเตอร rd29A ไปวัดปริมาณ DNA ดวยเครื่อง
spectrophotometer หรือ electrophoresis เทียบกับ DNA marker

3.3 คํานวณปริมาณ DNA ของเวคเตอร โปรโมเตอรและชิ้นยีนท่ีจะนํามาทําปฏิกิริยา ligation
โดยคํานึงถึงอัตราสวนในระดับโมเลกุลของเวคเตอรและชิ้นยีน (vector:insert molar ratio)
ซึ่งคํานวณไดจากสมการ

x insert: vector molar ratio = ng of insert

ในการทดลองนี้ใชอัตราสวนระหวางเวคเตอรตอชิ้นยีน (vector:insert molar ratio) และ
เวคเตอรตอชิ้นสวนโปรโมเตอร (vector:promoter molar ratio) ในการทําปฏิกิริยาเปน
1:8 ซึ่งก็คือ vector:promoter:insert molar ratio เปน 1:8:8 โดยมีปริมาณ DNA ของ
เวคเตอรเทากับ 50 µg/µl

3.3 ทําปฏิกิริยา ligation โดยใชปริมาตรสุดทายของปฏิกิริยาเปน 10 µl ซึ่งจะประกอบดวย
ligase buffer ปริมาตร 1 µl เอนไซม T4 DNA ligase (Takara, Janpan) ปริมาตร 1 µl
ชิ้นสวน DNA ของเวคเตอร DNA ของชิ้นยีนและ DNA ของโปรโมเตอร โดยใชปริมาตร
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ตามท่ีคํานวณไดจากสมการดานบนนําไปบมทําปฏิกิริยาท่ี 16 องศาเซลเซียส เปนเวลา 16
ชั่วโมง

4. การเตรียม competent cell (Escherichia coli) ดัดแปลงจาก Sambrook และคณะ (1989)

4.1 นํา frozen stock ของเชื้อแบคทีเรีย E. coli สายพันธุ DH5α จากตูแชแข็ง มา
steak บนอาหารก่ึงแข็ง LB นําไปบมเลี้ยงท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 18 ชั่วโมง

4.2 เข่ีย single colony ลงในอาหารเหลว LB 10 ml แลวจึงนําไปบมเลี้ยงท่ีอุณหภูมิ 37 องศา
เซลเซียส โดยเขยาดวยความเร็ว 200-220 rpm เปนเวลา 17 ชั่วโมง

4.3 ดูดอาหารเหลว LB ท่ีมีเชื้อแบคทีเรีย 250 µl ผสมกับอาหารเหลว LB 25 ml แลวนําไปบม
เลี้ยงตอท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เขยาดวยความเร็ว 200-220 rpm เปนเวลา 2.5
ชั่วโมง จากนั้นปเปตอาหารเหลว LB ท่ีมีเชื้อแบคทีเรียเจริญเติบโตอยูมาวัดคา ดูดกลืนแสงท่ี
ความยาวคลื่น 600 nm ดวยเครื่อง spectrophotometer โดยใชอาหารเหลว LB ท่ีไมมี
เชื้อแบคทีเรียเปน blank เลี้ยงเชื้อจนมีคาดูดกลืนแสงประมาณ 0.6 - 0.8

4.4 เทอาหารเหลว LB ท่ีมีเชื้อแบคทีเรียท่ีมีคาดูดกลืนแสงตามตองการ ใสหลอด centrifuge
ขนาด 50 ml แลววางบนน้ําแข็ง 30 นาที ปนเหวี่ยงท่ี 1,600 g ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส
เปนเวลา 7 นาที เทสวนใสออก หลังจากนั้นเติม 100 mM CaCl2 5 ml ท่ีผานการแชเย็น ใช
ไมโครปเปตดูดข้ึนลง

4.5 ปนเหวี่ยงท่ี 1,100 g ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 5 นาที เทสวนใสออกและเติม
100 mM CaCl2 5 ml ใชไมโครปเปตดูดข้ึนลงเบาๆ แลววางบนน้ําแข็ง 30 นาที

4.6 ปนเหวี่ยงท่ี 1,100 g อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียสเปนเวลา 5 นาที เติม 100 mM CaCl2 1 ml
ใชไมโครปเปตดูดข้ึนลงเบาๆ เติม 7% DMSO และแบงใสหลอด microcentrifuge แชใน
liquid nitrogen เก็บในตูแชแข็ง -80 องศาเซลเซียส
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5. การนํา DNA เขาสูแบคทีเรีย E. coli ดวยวิธี heat shock

5.1 นํา DNA ท่ีไดจากการ ligation ปริมาตร 10 µl มาผสมกับ E. coli competent cell
ปริมาตร 200 µl แชในน้ําแข็ง 30 นาที

5.2 แชในอางน้ําควบคุมอุณหภูมิท่ีมีอุณหภูมิ 42 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1.30 นาที แลวนําไป
แชในน้ําแข็งเปนเวลา 3-5 นาทีทันที

5.3 เติมอาหารเหลว LB ปริมาตร 800 µl นําไปบมเลี้ยงโดยเขยาท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส
เปนเวลา 1 ชั่วโมง หลังจากนั้นนําไปปนเหวี่ยงท่ี 5,000 rpm 1 นาที ปเปตสวนใส
(supernatant) ท้ิง ใหเหลืออาหารเหลว LB ประมาณ 200 µl

5.4 ผสมอาหารเหลว LB ท่ีเหลือกับ pellet ของแบคทีเรียดวยการปเปตข้ึนลง จากนั้นนํา
สารละลายเซลลแบคทีเรียท่ีไดเกลี่ยลงบนอาหารก่ึงแข็ง LB ท่ีเติมสารปฏิชีวนะกานามัยซิน
50 mg/L นําไปบมเลี้ยงท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 18 ชั่วโมง ตรวจดู colony
ของแบคทีเรียท่ีเจริญบนอาหาร

6. การเตรียม competent cell (Agrobacterium tumefaciens)

6.1 นํา frozen stock ของเชื้อแบคทีเรีย A. tumefaciens สายพันธุ GV3101 มา steak บน
อาหารก่ึงแข็ง LB นําไปบมเลี้ยงท่ีอุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส เปนเวลา 48 ชั่วโมง

6.2 เข่ีย single colony ลงในอาหารเหลว LB 5 ml ท่ีเติมสารปฏิชีวนะกานามัยซิน 50
mg/L ไรแฟมพิซิน 20 mg/L และเจนตามัยซิน 50 mg/L แลวจึงนําไปบมเลี้ยงท่ีอุณหภูมิ
28 องศาเซลเซียส โดยเขยาเปนเวลา 18 ชั่วโมง

6.3 ดูดอาหารเหลว LB ท่ีมีเชื้อแบคทีเรีย 500 µl ผสมกับอาหารเหลว LB 50 ml ในขวดรูปชมพู
แลวนําไปบมเลี้ยงตอท่ีอุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียสโดยเขยาเปนเวลา 18 ชั่วโมง

6.4 นําขวดรูปชมพูวางบนน้ําแข็ง 30 นาที จากนั้นเทอาหารเหลว LB ท่ีมีเชื้อแบคทีเรียปริมาตร
45 ml ใสหลอด centrifuge ปนเหวี่ยงท่ี 4,000 rpm ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียสเปนเวลา
10 นาที เทสวนใสท้ิงใหเหลือแต pellet หลังจากนั้นเติม 20 mM CaCl2 5 ml ท่ีผานการ
แชเย็นลงผสม

6.5 ปนเหวี่ยงท่ี 4,000 rpm อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียสเปนเวลา 5 นาทีเทสวนใสท้ิง เติม 20
mM CaCl2 ปริมาตร 1 ml ท่ีผานการแชเย็นลงผสม แบงใสหลอด microcentrifuge แชใน
liquid nitrogen เก็บในตูแชแข็ง -80 องศาเซลเซียส
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7. การนําพลาสมิด DNA เขาสูแบคทีเรีย A. tumefaciens ดวยวิธี freeze/ thaw

7.1 นําพลาสมิด 5 µl (100 ng/µl) ผสมกับ A. tumefaciens competent cell 250 µl แชใน
น้ําแข็ง 5 นาที

7.2 นําไปแชใน liquid nitrogen 5 นาที หลังจากนั้นยายไปแชในอางน้ําควบคุมอุณหภูมิท่ีมี
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียสเปนเวลา 5 นาที และยายไปแชในน้ําแข็งเปนเวลา 5 นาที

7.3 เติมอาหารเหลว LB ปริมาตร 800 µl นําไปบมเลี้ยงโดยเขยาท่ีอุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส
เปนเวลา 4 ชั่วโมง หลังจากนั้นนําไปปนเหวี่ยงท่ี 7,000 rpm 3 นาที ปเปตสวนใสท้ิงให
เหลือแต pellet

7.4 ปเปตอาหารเหลว LB 200 µl ผสมกับ pellet โดยการดีดหลอด microcentrifuge เบา ๆ
จากนั้นนําสารละลายปริมาตร 100 µl เกลี่ยลงบนอาหารก่ึงแข็ง LB ท่ีเติมสารปฏิชีวนะ
กานามัยซิน 50 mg/L ไรแฟมพิซิน 20 mg/L และเจนตามัยซิน 50 mg/L นําไปบมเลี้ยงท่ี
อุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส เปนเวลา 48 ชั่วโมง ตรวจดู colony ของแบคทีเรียท่ีเจริญบน
อาหาร

8. การนํา A. tumefaciens เขาสู Arabidopsis ดวยวิธี Agrobacterium-mediated floral dip

transformation (Clough and Bent, 1998)

8.1 ฆาเชื้อเมล็ด Arabidopsis thaliana สายพันธุปกติ ecotyp Columbia ดวย washing
solution แลวนําไปเพาะบนอาหารก่ึงแข็งแข็งสูตร ½MS ท่ีมีการเติม 1% (w/v) sucrose
ยายตนกลาอายุหนึ่งสัปดาหปลูกลงดินและวางไวในหองไฟโตตรอนท่ีควบคุมอุณหภูมิ 22
องศาเซลเซียสและมีระยะเวลาใหแสง 16 ชั่วโมงตอวัน

8.2 เม่ือตน Arabidopsis อายุประมาณ 4 สัปดาหหลังยายปลูก เตรียม Agrobacterium ท่ี
ไดรับการถายชิ้นยีนท่ีตองการ มา steak และเข่ีย single colony ลงในอาหารเหลว LB 40
ml ท่ีเติมสารปฏิชีวนะกานามัยซิน 50 mg/L ไรแฟมพิซิน 20 mg/L และเจนตามัยซิน 50
mg/L แลวจึงนําไปบมเลี้ยงท่ีอุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส โดยเขยาเปนเวลา 48 ชั่วโมง

8.3 เทอาหารเหลว LB 40 ml ขางตนลงในอาหารเหลว LB 200 ml ท่ีเติมสารปฏิชีวนะ
กานามัยซิน 50 mg/L ไรแฟมพิซิน 20 mg/L และเจนตามัยซิน 50 mg/L นําไปบมเลี้ยงท่ี
อุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส โดยเขยาเปนเวลา 24 ชั่วโมง
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8.4 เทอาหารเหลว LB 240 ml ท่ีมีคา OD600 ~ 0.8 แบงใสหลอด centrifuge ขนาด 25 ml
จํานวน 6 หลอด นําไป ปนเหวี่ยงท่ี 3,000 rpm ท่ีอุณหภูมิปกติเปนเวลา 20 นาที เทสวน
ใสท้ิง

8.5 เติมอาหารเหลว ½MS ท่ีมีการเติม 5% (w/v) sucrose ปริมาตร 50 ml ลงผสมกับ pellet
ดีดเบา ๆ ใหเขากัน หลังจากนั้นเติม 0.02 % Silwet L-77

8.6 นําดอกของ Arabidopsis แชลงในสารละลายดังกลาวเปนเวลา 15 นาที โดยตัดดอกท่ีบาน
ท้ิงใหเหลือแตดอกตูม หลังจากนั้นคลุมตน Arabidopsis ดวยพลาสติกใส ว า ง ใน ท่ี มื ด เป น
เวลา 24 ชั่วโมง แลวยายมาวางในหองไฟโตตรอนใหแสงและน้ําตามปกติ

8.7 คัดเลือกเมล็ด Arabidopsis ท่ีคาดวาไดรับการถายยีนดวยการเพาะบนอาหารก่ึงแข็ง ½MS
ท่ีเติมสารปฏิชีวนะท่ีใชตรวจสอบ marker gene

9. การตรวจสอบชิ้นสวนยีนใน colony ของแบคทีเรีย ดวยวิธี colony PCR

9.1 เข่ีย colony ของแบคทีเรียท่ีเจริญบนอาหารโดยใช micropitpette tip ขนาด 10 µl แลว
นําไปจุมในน้ํากลั่นปริมาตร 30 µl ซึ่งอยูในหลอด microcentrifuge

9.2 นําไปตมในน้ําเดือดเปนเวลา 10 นาที แลวนําไปปนเหวี่ยงท่ี 12,000 rpm เปนเวลา 5 นาที
เก็บสวนใสไปใชเปน DNA แมแบบ (template) ในการทํา PCR

9.3 ทําการแยกสาย DNA ท่ีอุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 นาที แลวทํา PCR โดยใช
จํานวนรอบ 40 รอบ ซึ่งแตละรอบประกอบดวยอุณหภูมิและเวลาดังนี้ อุณหภูมิ 94 องศา
เซลเซียส เปนเวลา 45 วินาทีสําหรับแยกสาย DNA ตามดวยข้ันตอนการจับคูของไพรเมอร
กับ template ท่ีอุณหภูมิจําเพาะซึ่งแตกตางไปตามไพรเมอรท่ีใช (ตาราง 3.1) เปนเวลา 1
นาทีและอุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส เปนเวลา 3 นาทีเพ่ือสังเคราะห DNA เม่ือครบจํานวน
รอบแลวคงอุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส ตออีก 7 นาที

9.4 วิเคราะหผลของ colony PCR ดวย electrophoresis โดยใช agarose gel ความเขมขน
0.8% (v/w)

10. การสกัด genomic DNA ดวยวิธี CTAB

10.1บดตัวอยางใบของ Arabidopsis ท่ีแชแข็งในโกรงบด หลังจากนั้นตักตัวอยางพืชใสหลอด
microcentrifuge ท่ีทําใหเย็นจัดดวยไนโตรเจนเหลว เติม CTAB buffer 500 µl ซึ่งอุนให
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รอนท่ีอุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียสผสมใหเขากันและบมใหรอนตอท่ีอุณหภูมิ 65 องศาเซล
เซียเปนเวลา 20 นาที

10.2 เติม phenol:chloroform:isoamyl alcohol (25:24:1) ปริมาตร 500 µl นําไปปนเหวี่ยง
12,000 rpm ท่ีอุณหภูมิหองเปนเวลา 10 นาที เก็บสวนใสใสในหลอด microcentrifuge
หลอดใหมแลวเติม absolute ethanol แชเย็นปริมาตร 2 เทาของสารละลายสวนใสท่ีดูดมา
ได ผสมใหเขากันและนําไปแชน้ําแข็งเปนเวลา 30 นาที

10.3ปนเหวี่ยงดวยความเร็วรอบ 12,000 rpm ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 นาที
เทสวนใสออก และลาง pellet ดวย 70% ethanol นําไป air dry จากนั้นละลาย pellet
ในน้ํากลั่น 50 µl เติมเอนไซม RNAseI 1 µl ความเขมขน 1 mg/ml เพ่ือกําจัด RNA โดย
นําไปบมทําปฏิกิริยาท่ี 37 องศาเซลเซียส 30 นาที

10.4 เติมน้ํากลั่นปริมาตร 250 µl และ phenol:chloroform:isoamyl (25:24:1) ปริมาตร 300
µl ผสมใหเขากัน ปนเหวี่ยงท่ีความเร็ว 12,000 rpm อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา
10 นาที เก็บสวนใสไปเติม absolute ethanol แชเย็นปริมาตร 2 เทาและ 3M NaOAc
ปริมาตร 0.1 เทาของปริมาตรสวนใส นําไปแชท่ี -20 องศาเซลเซียสเปนเวลา 30 นาที

10.5ปนเหวี่ยงดวยความเร็วรอบ 12,000 rpm ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 นาที
ลาง pellet ดวย 70% ethanol ผึ่งใหแหงท่ีอุณหภูมิหอง จากนั้นละลาย pellet ใน TE
buffer 20 µl วัดความเขมขนของสารละลายดวย spectrophotometer ท่ีความยาวคลื่น
260 nm หรือใช gel electrophoresis เก็บ genomic DNA ท่ี -20 องศาเซลเซียส

11. การตรวจสอบชิ้นสวนยีนใน Arabidopsis ดวยวิธี PCR

11.1นํา genomic DNA ปริมาณ 0.5-1 ng มาทําปฏิกิริยา PCR ท่ีมีปริมาตรสุดทายเปน 20 µl
ซึ่งประกอบดวย 10X PCR reaction buffer 1X

ไพรเมอรท่ีจําเพาะตอชิ้นยีนท่ีตองการตรวจสอบ 0.2 µM

10 mM dNTPs mix 0.1 µM

Taq DNA polymerase (5U/µl) 1.25 units

และน้ํากลั่นใหไดปริมาตรสุดทายเปน 20 µl
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11.2 ทําการแยกสาย DNA ท่ีอุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส เปนเวลา 5 นาที แลวทํา PCR โดยใช
จํานวนรอบ 35-40 รอบ ซึ่งแตละรอบประกอบดวยอุณหภูมิและเวลาดังนี้ อุณหภูมิ 94
องศาเซลเซียสเปนเวลา 45 วินาทีสําหรับแยกสาย DNA ตามดวยข้ันตอนการจับคูของไพร
เมอรกับ template ท่ีอุณหภูมิจําเพาะซึ่งแตกตางไปตามไพรเมอรท่ีใช (ตาราง 3.1) เปน
เวลา 1 นาทีและอุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส เปนเวลา 3 นาทีเพ่ือสังเคราะห DNA เม่ือครบ
จํานวนรอบแลวคงอุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส ตออีก 7 นาที

11.3 วิเคราะหผลของ PCR ดวย electrophoresis โดยใช agarose gel ความเขมขน 0.8%
(v/w)

12. การสกัด RNA ดวยวิธี Hot phenol (ดัดแปลงจากปารวี ธิกาศ (2546))

12.1บดตัวอยางตนกลา Arabidopsis แชแข็งจํานวน 20 ตนในโกรงบดท่ีผานการอบเพ่ือทําลาย
RNase ตักตัวอยางพืชใสหลอด microcentrifuge ท่ีทําใหเย็นจัดดวยไนโตรเจนเหลว เติม
RNA extraction buffer และ phenol:chloroform:isoamyl alcohol (25:24:1) อยางละ
500 µl ซึ่งอุนใหรอนท่ีอุณหภูมิ 80 องศาเซลเซียส ผสมใหเขากันและแชลงในน้ําแข็งทันที

12.2ปนเหวี่ยงดวยความเร็ว 12,000 rpm ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 5 นาที เก็บสวน
ใสใสในหลอด microcentrifuge หลอดใหมแลวเติม absolute ethanol ปริมาตร 2 เทา
ของสารละลายสวนใสท่ีดูดมาได ผสมใหเขากันและนําไปตกตะกอนท่ี -20 องศาเซลเซียส
เปนเวลา 30 นาที

12.3ปนเหวี่ยงดวยความเร็ว 12,000 rpm ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 นาที ลาง
pellet ดวย 80% ethanol และนําไป air dry ท่ีอุณหภูมิหองให ethanol ระเหยจนหมด
หลังจากนั้นละลาย pellet ใน DEPC-treated TE buffer 160 µl เติม 10 M LiCl2 40 µl
และนําไปตกตะกอนท่ี -20 องศาเซลเซียส เปนเวลาประมาณ 18 ชั่วโมง

12.4ปนเหวี่ยงดวยความเร็วรอบ 12,000 rpm ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 นาที
ลาง pellet ดวย 80% ethanol และนําไป air dry ท่ีอุณหภูมิหอง จากนั้นละลาย pellet
ใน DEPC treated TE 20 µl วัดความเขมขนของสารละลายและตรวจสอบคุณภาพ total
RNA ดวย spectrophotometer ท่ีความยาวคลื่น 260 nm และelectrophoresis
ตามลําดับ เก็บท่ี -80 องศาเซลเซียส
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13. การเตรียม cDNA สายแรกสําหรับทํา qRT-PCR

13.1นํา total RNA ปริมาณ 20-50 µg มาเติมสวนผสมของ DNAseI treatment (Takara,
Japan) เพ่ือกําจัด DNAse โดยสวนผสมของ DNAseI treatment มีปริมาตรสุดทายเปน 50
µl ซึ่งประกอบดวย 10X DNAseI buffer 5 µl เอนไซม DNAseI 2 µl (10 units) และน้ํา
กลั่นท่ีผานการฆาเชื้อดวย DEPC นําไปบมท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียสเปนเวลา 30 นาที

13.2หยุดการทํางานของเอนไซม DNAseI ดวยการเติมน้ํากลั่นท่ีฆาเชื้อดวย DEPC ปริมาตร 150
µl และ phenol:chloroform:isoamyl alcohol (25:24:1) ปริมาตร 200 µl ผสมใหเขา
กันและปนเหวี่ยงท่ีความเร็ว 12,000 rpm อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 นาที
เก็บสวนใสไปเติม absolute ethanol ปริมาตร 2.5 เทาและ 3M NaOAc ปริมาตร 0.1 เทา
ของปริมาตรสวนใส นําไปแชท่ี -20 องศาเซลเซียสเปนเวลา 30 นาที

13.3ปนเหวี่ยงท่ี 12,000 rpm อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียสเปนเวลา 5 นาที เทสวนใสออก ลาง
pellet ดวย 80% ehtanol ปลอยใหแหง แลวจึงละลาย pellet ในน้ํากลั่นท่ีผานการฆาเชื้อ
ดวย DEPC ปริมาตร 10 µl นําไปวัดความเขมขนของสารละลายและตรวจสอบคุณภาพ
RNA ดวยเครื่องวัดการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคลื่น 260 nm และ electrophoresis

13.4 เพ่ือสราง cDNA สายแรก นํา RNA ปริมาณ 3 µg มาเติมไพรเมอร Oligo(dT) 0.5 – 1 µg
และเติมน้ํากลั่นท่ีผานการฆาเชื้อดวย DEPC ใหไดปริมาตรสุดทายเปน 10 µl นําไปบมท่ี
อุณหภูมิ 70 องศาเซลเซียส 5 นาที

13.5หลังจากนั้นใสสวนผสมของปฏิกิริยา reverse transcription ปริมาตร 15 µl ซึ่งประกอบ
ดวย dNTPs 100 ng 1X M-MLV reverse transcriptase buffer และเอนไซม M-MLVRT
(200 units) และน้ํากลั่นท่ีผานการฆาเชื้อดวย DEPC ผสมใหเขากันนําไปบมท่ีอุณหภูมิ 42
องศาเซลเซียส 1 ชั่วโมง นํา cDNA สายแรกท่ีไดไปใชเปน template ในการทํา qRT-PCR

14. การตรวจสอบการแสดงออกของชุดโครงสรางยีนดวย qRT-PCR

14.1นํา cDNA ท่ีสรางไดมาใชเปน template ในการทํา qRT-PCR ดวยเครื่อง iCyclerTM

Thermal Cycler (Bio-Rad) โดยใชไพรเมอรท่ีออกแบบใหจําเพาะตอยีนอางอิง (AtEF-1α)
หรือตอชิ้นยีนท่ีตองการตรวจสอบระดับการแสดงออกของยีน (full-length_OsNUC1 หรือ
N’_OsNUC1) ในการทําปฏิกิริยา
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14.2 ในแตละปฏิกิริยาจะทําประกอบดวย 5 µl ของ iQTMSYBR® Green Super Mix (Bio-Rad)
1 µl ของ cDNA ไพรเมอรท่ีจําเพาะตอชิ้นยีน (5-10 mM) ท้ัง forward และ reverse อยาง
ละ 1 µl และน้ํากลั่น 2 µl มีปริมาตรสุดทายเปน 10 µl ทําการทดลอง 3 ซ้ําตอหนึ่งตัวอยาง
ของ cDNA

14.3 ทําปฏิกิริยาโดยเริ่มท่ีอุณหภูมิ 98 องศาเซลเซียสเปนเวลา 30 วินาที แลวทํา PCR อีก 49
รอบ ซึ่งแตละรอบประกอบดวยอุณหภูมิและเวลาดังนี้ อุณหภูมิ 98 องศาเซลเซียส เปนเวลา
5 วินาทีสําหรับแยกสาย cDNA ตามดวยข้ันตอนการจับคูของไพรเมอรกับ cDNA ท่ี
อุณหภูมิจําเพาะซึ่งแตกตางไปตามไพรเมอรท่ีใชเปนเวลา 10 วินาทีและอุณหภูมิ 98 องศา
เซลเซียสเปนเวลา 5 วินาที หลังจากนั้นทําปฏิกิริยาเพ่ือวิเคราะหหาคา melting curve โดย
ใชอุณหภูมิในชวง 65-95องศาเซลเซียส เพ่ิมอุณหภูมิครั้งละ 0.5 องศาเซลเซียสเปนเวลา 5
วินาที

14.4 เปรียบเทียบระดับการแสดงออกของยีนท่ีตองการศึกษา (full-length_OsNUC1 หรือ
N’_OsNUC1) ดวยวิธีเปรียบเทียบการแสดงออกสัมพัทธ (relative quantification) ของยีน
ในตัวอยางท่ีตองการศึกษากับตัวอยางท่ีเลือกมาเปน control (ในงานวิจัยนี้ เลือกตัวอยางท่ี
0 ชั่วโมงของ rd_fl10 หรือ rd_5i) โดยมียีนอางอิงคือ AtEF1α ตามวิธีของ Pfaffl (2001)

=
∆ ( )

∆ ( )
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ภาคผนวก ข
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ตารางท่ี ข-1 ระดับการแสดงออกของยีน full-length_OsNUC1 ใน Arabidopsis ดัดแปร
พันธุกรรมท่ีไดรับการถายชุดโครงสรางยีน (I): pJim19::rd29A::full-length_
OsNUC1 หลังจากไดรับภาวะเค็มท่ีเวลาตาง ๆ (mean ± SE)

ตัวอักษรภาษาอังกฤษในแนวต้ังแสดงถึงความเหมือนหรือแตกตางกันทางสถิติเมื่อเปรียบเทียบโดยวธิี DMRT
(P<0.05) เมื่อเปรียบเทียบระหวางขอมลูในชวงเวลาเดียวกัน
nsหมายถึง คาเฉล่ียในชุดการทดลองตาง ๆ ไมมีความแตกตางกันทางสถิติเมื่อเปรียบเทียบระหวางขอมูลในชวงเวลา
เดียวกัน

Line
Time after
treatment

(hours)

Relative level of rd29A::full-
length_OsNUC1 expression

± SE
rd_fl10 0 1.0 ± 0.16b

3 62.9 ± 5.59a

6 0.0 ± 0.00b

12 4.0 ± 0.44b

rd_fl16 0 0.1 ± 0.03c

3 35.8 ± 4.75a

6 8.0 ± 0.86b

12 0.3 ± 0.03c

rd_fl22 0 0.1 ± 0.01d

3 11.1 ± 0.40b

6 8.0 ± 0.68c

12 14.3 ± 1.27a

WT 0 0.0 ± 0.00ns

3 0.0 ± 0.00ns

6 0.0 ± 0.00ns

12 0.0 ± 0.00ns
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ตารางท่ี ข-2 ระดับการแสดงออกของยีน N’_OsNUC1 ใน Arabidopsis ดัดแปรพันธุกรรมท่ี
ไดรับการถายชุดโครงสรางยีน (II): pJim19::rd29A::N’_OsNUC1 หลังจากไดรับ
ภาวะเค็มท่ีเวลาตาง ๆ (mean ± SE)

ตัวอักษรภาษาอังกฤษในแนวต้ังแสดงถึงความเหมือนหรือแตกตางกันทางสถิติเมื่อเปรียบเทียบโดยวธิี DMRT
(P<0.05) เมื่อเปรียบเทียบระหวางขอมลูในชวงเวลาเดียวกัน
nsหมายถึง คาเฉล่ียในชุดการทดลองตาง ๆ ไมมีความแตกตางกันทางสถิติเมื่อเปรียบเทียบระหวางขอมูลในชวงเวลา
เดียวกัน

Line
Time after
treatment

(hours)

Relative level of
rd29A::N'_OsNUC1 expression

± SE
rd_5i 0 1.0 ± 0.04b

3 25.3 ± 3.25a

6 22.1 ± 5.13a

12 1.4 ± 0.08b

rd_5.14 0 13.1 ± 0.51a

3 12.0 ± 0.69a

6 3.2 ± 0.53b

12 2.4 ± 0.33b

rd_5.114 0 0.9 ± 0.05b

3 18.4 ± 1.03a

6 7.8 ± 0.96b

12 3.5 ± 0.46b

WT 0 0.0 ± 0.00ns

3 0.0 ± 0.00ns

6 0.0 ± 0.00ns

12 0.0 ± 0.00ns
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ตารางท่ี ข-3 น้ําหนักสดของ Arabidopsis ดัดแปรพันธุกรรมท่ีไดรับการถายยีนท่ีถอดรหัส
ใหโมทิฟของ OsNUC1 รูปแบบ (A) rd29A::full-length_OsNUC1 เม่ือยายปลูกใน
ภาวะปกติ (MS) และภาวะเค็ม (NaCl) ท่ีระยะเวลาตาง ๆ (mean ± SE)

ตัวอักษรภาษาอังกฤษในแนวต้ังแสดงถึงความเหมือนหรือแตกตางกันทางสถิติเมื่อเปรียบเทียบโดยวธิี DMRT
(P<0.05) เมื่อเปรียบเทียบระหวางขอมลูในชวงเวลาเดียวกัน

Day of
treatment

Line Fresh weight, mg ± SE
MS NaCl

Day 0 wt 1.57 ± 0.077a 1.57 ± 0.077a

rd_fl10 1.16 ± 0.045b 1.16 ± 0.045b

rd_fl16 1.21 ± 0.076b 1.21 ± 0.076b

rd_fl22 0.53 ± 0.004c 0.53 ± 0.004c

Day 2 wt 1.91 ± 0.074b 1.60 ± 0.067a

rd_fl10 2.04 ± 0.141b 1.70 ± 0.042a

rd_fl16 4.01 ± 0.231a 0.99 ± 0.059b

rd_fl22 1.94 ± 0.171b 0.84 ± 0.027b

Day 4 wt 2.40 ± 0.134c 1.78 ± 0.082a

rd_fl10 3.08 ± 0.078b 1.92 ± 0.050a

rd_fl16 4.27 ± 0.197a 1.42 ± 0.085b

rd_fl22 2.27 ± 0.262c 1.24 ± 0.037b

Day 6 wt 4.83 ± 0.273b 3.71 ± 0.052a

rd_fl10 4.27 ± 0.334b 3.27 ± 0.150b

rd_fl16 6.16 ± 0.685a 3.39 ± 0.140ab

rd_fl22 3.65 ± 0.273b 2.03 ± 0.090c
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ตารางท่ี ข-3 (ตอ) น้ําหนักแหงของ Arabidopsis ดัดแปรพันธุกรรมท่ีไดรับการถายยีนท่ีถอดรหัส
ใหโมทิฟของ OsNUC1 รูปแบบ (A) rd29A::full-length_OsNUC1 เม่ือยายปลูก
ในภาวะปกติ (MS) และภาวะเค็ม (NaCl) ท่ีระยะเวลาตาง ๆ (mean ± SE)

ตัวอักษรภาษาอังกฤษในแนวต้ังแสดงถึงความเหมือนหรือแตกตางกันทางสถิติเมื่อเปรียบเทียบโดยวธิี DMRT
(P<0.05) เมื่อเปรียบเทียบระหวางขอมลูในชวงเวลาเดียวกัน
nsหมายถึง คาเฉล่ียในชุดการทดลองตาง ๆ ไมมีความแตกตางกันทางสถิติเมื่อเปรียบเทียบระหวางขอมูลในชวงเวลา
เดียวกัน

Day of
treatment

Line Dry weight, mg ± SE
MS NaCl

Day 0 wt 0.05 ± 0.006ns 0.05 ± 0.006ns

rd_fl10 0.06 ± 0.004ns 0.06 ± 0.004ns

rd_fl16 0.06 ± 0.006ns 0.06 ± 0.006ns

rd_fl22 0.04 ± 0.006ns 0.04 ± 0.006ns

Day 2 wt 0.11 ± 0.009ns 0.10 ± 0.004ab

rd_fl10 0.11 ± 0.008ns 0.09 ± 0.008ab

rd_fl16 0.12 ± 0.019ns 0.11 ± 0.016a

rd_fl22 0.07 ± 0.012ns 0.07 ± 0.010b

Day 4 wt 0.18 ± 0.004ns 0.12 ± 0.007ns

rd_fl10 0.17 ± 0.007ns 0.12 ± 0.007ns

rd_fl16 0.18 ± 0.026ns 0.11 ± 0.015ns

rd_fl22 0.13 ± 0.009ns 0.09 ± 0.006ns

Day 6 wt 0.27 ± 0.008ns 0.19 ± 0.008b

rd_fl10 0.26 ± 0.017ns 0.17 ± 0.007b

rd_fl16 0.27 ± 0.031ns 0.23 ± 0.015a

rd_fl22 0.24 ± 0.015ns 0.12 ± 0.013c
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ตารางท่ี ข-3 (ตอ) อัตราการเจริญเติบโตสัมพัทธของ Arabidopsis ดัดแปรพันธุกรรมท่ีไดรับการถาย
ยีนท่ีถอดรหัสใหโมทิฟของ OsNUC1 รูปแบบ (A) rd29A::full-length_OsNUC1
เม่ือยายปลูกบนอาหารภายใตภาวะปกติและภาวะเค็มเปนเวลา 6 วัน (mean ± SE)

ตัวอักษรภาษาอังกฤษในแนวต้ังแสดงถึงความเหมือนหรือแตกตางกันทางสถิติเมื่อเปรียบเทียบโดยวธิี DMRT
(P<0.05) เมื่อเปรียบเทียบระหวางขอมลูในชวงเวลาเดียวกัน
nsหมายถึง คาเฉล่ียในชุดการทดลองตาง ๆ ไมมีความแตกตางกันทางสถิติเมื่อเปรียบเทียบระหวางขอมูลในชวงเวลา
เดียวกัน

Day of
treatment

Line Relative Growth Rate, mg mg-1 day-1 ± SE
MS NaCl

Day0-2 wt 0.35 ± 0.021ns 0.31 ± 0.036a

rd_fl10 0.26 ± 0.007ns 0.15 ± 0.014b

rd_fl16 0.34 ± 0.045ns 0.32 ± 0.037a

rd_fl22 0.25 ± 0.039ns 0.20 ± 0.034b

Day2-4 wt 0.27 ± 0.029ns 0.11 ± 0.017a

rd_fl10 0.24 ± 0.020ns 0.17 ± 0.021a

rd_fl16 0.23 ± 0.041ns -0.01 ± 0.039b

rd_fl22 0.34 ± 0.061ns 0.19 ± 0.057a

Day4-6 wt 0.20 ± 0.009b 0.23 ± 0.011b

rd_fl10 0.20 ± 0.015b 0.16 ± 0.007b

rd_fl16 0.21 ± 0.052b 0.40 ± 0.037a

rd_fl22 0.31 ± 0.015a 0.14 ± 0.032c
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ตารางท่ี ข-3 (ตอ) ความยาวรากแกวของ Arabidopsis ดัดแปรพันธุกรรมท่ีไดรับการถายยีนท่ี
ถอดรหัสใหโมทิฟของ OsNUC1รูปแบบ (A) rd29A::full-length_OsNUC1เม่ือ
ยายปลูกในภาวะปกติและภาวะเค็มท่ีระยะเวลาตาง ๆ (mean ± SE)

ตัวอักษรภาษาอังกฤษในแนวต้ังแสดงถึงความเหมือนหรือแตกตางกันทางสถิติเมื่อเปรียบเทียบโดยวธิี DMRT
(P<0.05) เมื่อเปรียบเทียบระหวางขอมลูในชวงเวลาเดียวกัน
nsหมายถึง คาเฉล่ียในชุดการทดลองตาง ๆ ไมมีความแตกตางกันทางสถิติเมื่อเปรียบเทียบระหวางขอมูลในชวงเวลา
เดียวกัน

Day of
treatment Line

Root length, cm ± SE
MS NaCl

Day 0 wt 1.17 ± 0.059 ns 1.09 ± 0.076 ns

rd_fl10 1.17 ± 0.069 ns 1.09 ± 0.090 ns

rd_fl16 1.09 ± 0.041 ns 1.12 ± 0.048 ns

rd_fl22 1.05 ± 0.038 ns 0.88 ± 0.033 ns

Day 2 wt 2.00 ± 0.325 ns 1.17 ± 0.068b

rd_fl10 1.45 ± 0.103 ns 1.41 ± 0.062a

rd_fl16 1.85 ± 0.172 ns 1.21 ± 0.067b

rd_fl22 1.31 ± 0.005 ns 1.20 ± 0.047b

Day 4 wt 2.08 ± 0.174 ns 1.66 ± 0.097 ns

rd_fl10 2.35 ± 0.122 ns 1.82 ± 0.082 ns

rd_fl16 2.38 ± 0.120 ns 1.68 ± 0.062 ns

rd_fl22 2.04 ± 0.094 ns 1.63 ± 0.044
Day 6 wt 2.67 ± 0.115c 2.36 ± 0.135 ns

rd_fl10 3.91 ± 0.269a 2.66 ± 0.048 ns

rd_fl16 3.08 ± 0.109bc 2.34 ± 0.097 ns

rd_fl22 3.39 ± 0.189ab 2.36 ± 0.099 ns
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ตารางท่ี ข-4 น้ําหนักสดของ Arabidopsis ดัดแปรพันธุกรรมท่ีไดรับการถายยีนท่ีถอดรหัส
ใหโมทิฟของ OsNUC1 รูปแบบ (B) rd29A::N’_OsNUC1 เม่ือยายปลูกในภาวะ
ปกติ (MS) และภาวะเค็ม (NaCl) ท่ีระยะเวลาตาง ๆ (mean ± SE)

ตัวอักษรภาษาอังกฤษในแนวต้ังแสดงถึงความเหมือนหรือแตกตางกันทางสถิติเมื่อเปรียบเทียบโดยวธิี DMRT
(P<0.05) เมื่อเปรียบเทียบระหวางขอมลูในชวงเวลาเดียวกัน
nsหมายถึง คาเฉล่ียในชุดการทดลองตาง ๆ ไมมีความแตกตางกันทางสถิติเมื่อเปรียบเทียบระหวางขอมูลในชวงเวลา
เดียวกัน

Day of
treatment

Line Fresh weight, mg ± SE
MS NaCl

Day 0 wt 1.57 ± 0.077a 1.57 ± 0.077a

rd_5i 1.26 ± 0.055b 1.26 ± 0.055b

rd_5.14 1.38 ± 0.056ab 1.38 ± 0.056ab

rd_5.114 1.22 ± 0.081b 1.22 ± 0.081b

Day 2 wt 1.91 ± 0.074b 1.60 ± 0.067b

rd_5i 2.41 ± 0.245b 2.27 ± 0.193a

rd_5.14 2.31 ± 0.145b 2.15 ± 0.050a

rd_5.114 2.98 ± 0.146a 1.35 ± 0.050b

Day 4 wt 2.40 ± 0.134b 1.78 ± 0.082d

rd_5i 4.05 ± 0.180a 3.78 ± 0.239a

rd_5.14 4.60 ± 0.590a 3.05 ± 0.252b

rd_5.114 4.61 ± 0.192a 2.36 ± 0.176c

Day 6 wt 4.83 ± 0.273 ns 3.71 ± 0.052c

rd_5i 5.50 ± 0.442 ns 4.25 ± 0.214b

rd_5.14 4.87 ± 0.600 ns 3.77 ± 0.120c

rd_5.114 6.37 ± 0.237 ns 4.93 ± 0.134a
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ตารางท่ี ข-4 (ตอ) น้ําหนักแหงของ Arabidopsis ดัดแปรพันธุกรรมท่ีไดรับการถายยีนท่ีถอดรหัส
ใหโมทิฟของ OsNUC1 รูปแบบ (B) rd29A::N’_OsNUC1 เม่ือยายปลูกในภาวะ
ปกติ (MS) และภาวะเค็ม (NaCl) ท่ีระยะเวลาตาง ๆ (mean ± SE)

ตัวอักษรภาษาอังกฤษในแนวต้ังแสดงถึงความเหมือนหรือแตกตางกันทางสถิติเมื่อเปรียบเทียบโดยวธิี DMRT
(P<0.05) เมื่อเปรียบเทียบระหวางขอมลูในชวงเวลาเดียวกัน
nsหมายถึง คาเฉล่ียในชุดการทดลองตาง ๆ ไมมีความแตกตางกันทางสถิติเมื่อเปรียบเทียบระหวางขอมูลในชวงเวลา
เดียวกัน

Day of
treatment

Line Dry weight, mg ± SE
MS NaCl

Day 0 wt 0.05 ± 0.006ns 0.05 ± 0.006ns

rd_5i 0.07 ± 0.008ns 0.07 ± 0.008ns

rd_5.14 0.05 ± 0.007ns 0.05 ± 0.007ns

rd_5.114 0.07 ± 0.009ns 0.07 ± 0.009ns

Day 2 wt 0.11 ± 0.009bc 0.10 ± 0.004b

rd_5i 0.13 ± 0.007a 0.14 ± 0.008a

rd_5.14 0.13 ± 0.010ab 0.11 ± 0.014b

rd_5.114 0.08 ± 0.004c 0.14 ± 0.011a

Day 4 wt 0.18 ± 0.004b 0.12 ± 0.007c

rd_5i 0.28 ± 0.016a 0.19 ± 0.007a

rd_5.14 0.20 ± 0.027b 0.13 ± 0.016bc

rd_5.114 0.26 ± 0.016a 0.16 ± 0.011ab

Day 6 wt 0.27 ± 0.008bc 0.19 ± 0.008b

rd_5i 0.33 ± 0.018ab 0.27 ± 0.014a

rd_5.14 0.23 ± 0.029c 0.21 ± 0.013b

rd_5.114 0.37 ± 0.026a 0.26 ± 0.015a
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ตารางท่ี ข-4(ตอ) อัตราการเจริญเติบโตสัมพัทธของ Arabidopsis ดัดแปรพันธุกรรมท่ีไดรับการถาย
ยีนท่ีถอดรหัสใหโมทิฟของ OsNUC1 รูปแบบ (B) rd29A::N’_OsNUC1 เม่ือยาย
ปลูกบนอาหารภายใตภาวะปกติและภาวะเค็มเปนเวลา 6 วัน (mean ± SE)

ตัวอักษรภาษาอังกฤษในแนวต้ังแสดงถึงความเหมือนหรือแตกตางกันทางสถิติเมื่อเปรียบเทียบโดยวธิี DMRT
(P<0.05) เมื่อเปรียบเทียบระหวางขอมลูในชวงเวลาเดียวกัน
nsหมายถึง คาเฉล่ียในชุดการทดลองตาง ๆ ไมมีความแตกตางกันทางสถิติเมื่อเปรียบเทียบระหวางขอมูลในชวงเวลา
เดียวกัน

Day of
treatment

Line Relative Growth Rate, mg mg-1 day-1 ± SE
MS NaCl

Day0-2 wt 0.35 ± 0.021b 0.31 ± 0.036ns

rd_5i 0.36 ± 0.030b 0.39 ± 0.032ns

rd_5.14 0.46 ± 0.033a 0.36 ± 0.039ns

rd_5.114 0.13 ± 0.049c 0.39 ± 0.040ns

Day2-4 wt 0.27 ± 0.029c 0.11 ± 0.017b

rd_5i 0.38 ± 0.011b 0.17 ± 0.014a

rd_5.14 0.21 ± 0.042c 0.11 ± 0.016b

rd_5.114 0.57 ± 0.017a 0.06 ± 0.014b

Day4-6 wt 0.20 ± 0.009a 0.23 ± 0.011ns

rd_5i 0.08 ± 0.013b 0.16 ± 0.015ns

rd_5.14 0.08 ± 0.024b 0.23 ± 0.036ns

rd_5.114 0.16 ± 0.022a 0.24 ± 0.012ns
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ตารางท่ี ข-4 (ตอ) ความยาวรากแกวของ Arabidopsis ดัดแปรพันธุกรรมท่ีไดรับการถายยีนท่ีถอด
รหัสใหโมทิฟของ OsNUC1 รูปแบบ (B) rd29A::N’_OsNUC1 เม่ือยายปลูกใน
ภาวะปกตแิละภาวะเค็มท่ีระยะเวลาตาง ๆ (mean ± SE)

ตัวอักษรภาษาอังกฤษในแนวต้ังแสดงถึงความเหมือนหรือแตกตางกันทางสถิติเมื่อเปรียบเทียบโดยวธิี DMRT
(P<0.05) เมื่อเปรียบเทียบระหวางขอมลูในชวงเวลาเดียวกัน
nsหมายถึง คาเฉล่ียในชุดการทดลองตาง ๆ ไมมีความแตกตางกันทางสถิติเมื่อเปรียบเทียบระหวางขอมูลในชวงเวลา
เดียวกัน

Day of
treatment Line

Root length, cm ± SE
MS NaCl

Day 0 wt 1.17 ± 0.059c 1.09 ± 0.076b

rd_5i 1.37 ± 0.025ab 1.34 ± 0.034a

rd_5.14 1.43 ± 0.051a 1.35 ± 0.036a

rd_5.114 1.24 ± 0.048bc 1.21 ± 0.047ab

Day 2 wt 2.00 ± 0.325 ns 1.17 ± 0.068 ns

rd_5i 1.99 ± 0.153 ns 1.41 ± 0.072 ns

rd_5.14 1.71 ± 0.032 ns 1.35 ± 0.066 ns

rd_5.114 1.51 ± 0.048 ns 1.21 ± 0.090 ns

Day 4 wt 2.08 ± 0.174c 1.66 ± 0.097b

rd_5i 2.64 ± 0.115a 2.15 ± 0.087a

rd_5.14 2.47 ± 0.033ab 2.07 ± 0.033a

rd_5.114 2.14 ± 0.106bc 1.70 ± 0.032b

Day 6 wt 2.67 ± 0.115b 2.36 ± 0.135 ns

rd_5i 3.33 ± 0.166a 2.68 ± 0.139 ns

rd_5.14 3.50 ± 0.077a 2.66 ± 0.040 ns

rd_5.114 2.90 ± 0.094b 2.38 ± 0.042 ns
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ตารางท่ี ข-5 น้ําหนักสดของ Arabidopsis ดัดแปรพันธุกรรมท่ีไดรับการถายยีนท่ีถอดรหัส
ใหโมทิฟของ OsNUC1 รูปแบบ (C) rd29A::C’_OsNUC1 เม่ือยายปลูกในภาวะ
ปกติ(MS) และภาวะเค็ม (NaCl) ท่ีระยะเวลาตาง ๆ (mean ± SE)

ตัวอักษรภาษาอังกฤษในแนวต้ังแสดงถึงความเหมือนหรือแตกตางกันทางสถิติเมื่อเปรียบเทียบโดยวธิี DMRT
(P<0.05) เมื่อเปรียบเทียบระหวางขอมลูในชวงเวลาเดียวกัน

Day of
treatment

Line Fresh weight, mg ± SE
MS NaCl

Day 0 wt 1.57 ± 0.077a 1.57 ± 0.077a

rd_3.9 1.11 ± 0.022b 1.11 ± 0.022b

rd_3.10 0.88 ± 0.024c 0.88 ± 0.024c

rd_3.13 0.87 ± 0.028c 0.87 ± 0.028c

Day 2 wt 1.91 ± 0.074a 1.60 ± 0.067a

rd_3.9 1.74 ± 0.076a 1.43 ± 0.043a

rd_3.10 1.40 ± 0.056b 1.22 ± 0.059b

rd_3.13 1.93 ± 0.124a 1.46 ± 0.055a

Day 4 wt 2.40 ± 0.134b 1.78 ± 0.082a

rd_3.9 2.85 ± 0.135a 1.86 ± 0.057a

rd_3.10 2.28 ± 0.065b 1.43 ± 0.060b

rd_3.13 2.49 ± 0.143ab 1.89 ± 0.139a

Day 6 wt 4.83 ± 0.273a 3.71 ± 0.052a

rd_3.9 4.48 ± 0.308a 3.34 ± 0.127b

rd_3.10 4.26 ± 0.357ab 3.16 ± 0.139b

rd_3.13 3.47 ± 0.134b 2.84 ± 0.096c
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ตารางท่ี ข-5 (ตอ) น้ําหนักแหงของ Arabidopsis ดัดแปรพันธุกรรมท่ีไดรับการถายยีนท่ีถอดรหัส
ใหโมทิฟของ OsNUC1 รูปแบบ (C) rd29A::C’_OsNUC1 เม่ือยายปลูกในภาวะ
ปกติ (MS) และภาวะเค็ม (NaCl) ท่ีระยะเวลาตาง ๆ (mean ± SE)

ตัวอักษรภาษาอังกฤษในแนวต้ังแสดงถึงความเหมือนหรือแตกตางกันทางสถิติเมื่อเปรียบเทียบโดยวธิี DMRT
(P<0.05) เมื่อเปรียบเทียบระหวางขอมลูในชวงเวลาเดียวกัน
nsหมายถึง คาเฉล่ียในชุดการทดลองตาง ๆ ไมมีความแตกตางกันทางสถิติเมื่อเปรียบเทียบระหวางขอมูลในชวงเวลา
เดียวกัน

Day of
treatment

Line Dry weight, mg ± SE
MS NaCl

Day 0 wt 0.05 ± 0.006b 0.05 ± 0.006b

rd_3.9 0.05 ± 0.003b 0.05 ± 0.003b

rd_3.10 0.05 ± 0.007b 0.05 ± 0.007b

rd_3.13 0.08 ± 0.009a 0.08 ± 0.009a

Day 2 wt 0.11 ± 0.009ns 0.10 ± 0.004ns

rd_3.9 0.10 ± 0.006ns 0.07 ± 0.012ns

rd_3.10 0.09 ± 0.008ns 0.07 ± 0.008ns

rd_3.13 0.10 ± 0.011ns 0.09 ± 0.010ns

Day 4 wt 0.18 ± 0.004ns 0.12 ± 0.007ns

rd_3.9 0.17 ± 0.006ns 0.11 ± 0.006ns

rd_3.10 0.15 ± 0.005ns 0.11 ± 0.011ns

rd_3.13 0.15 ± 0.020ns 0.13 ± 0.018ns

Day 6 wt 0.27 ± 0.008a 0.19 ± 0.008a

rd_3.9 0.19 ± 0.002c 0.16 ± 0.009a

rd_3.10 0.23 ± 0.005b 0.13 ± 0.010b

rd_3.13 0.17 ± 0.020c 0.14 ± 0.015b
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ตารางท่ี ข-5 (ตอ) อัตราการเจริญเติบโตสัมพัทธของ Arabidopsis ดัดแปรพันธุกรรมท่ีไดรับการถาย
ยีนท่ีถอดรหัสใหโมทิฟของ OsNUC1 รูปแบบ (C) rd29A::C’_OsNUC1 เม่ือยาย
ปลูกบนอาหารภายใตภาวะปกติและภาวะเค็มเปนเวลา 6 วัน (mean ± SE)

ตัวอักษรภาษาอังกฤษในแนวต้ังแสดงถึงความเหมือนหรือแตกตางกันทางสถิติเมื่อเปรียบเทียบโดยวธิี DMRT
(P<0.05) เมื่อเปรียบเทียบระหวางขอมลูในชวงเวลาเดียวกัน
nsหมายถึง คาเฉล่ียในชุดการทดลองตาง ๆ ไมมีความแตกตางกันทางสถิติเมื่อเปรียบเทียบระหวางขอมูลในชวงเวลา
เดียวกัน

Day of
treatment Line

Relative Growth Rate, mg mg-1 day-1 ± SE
MS NaCl

Day0-2 wt 0.35 ± 0.021a 0.31 ± 0.036a

rd_3.9 0.40 ± 0.023a 0.21 ± 0.057ab

rd_3.10 0.25 ± 0.020b 0.13 ± 0.024bc

rd_3.13 0.09 ± 0.024c 0.03 ± 0.026c

Day2-4 wt 0.27 ± 0.029a 0.11 ± 0.017ns

rd_3.9 0.25 ± 0.011ab 0.24 ± 0.078ns

rd_3.10 0.30 ± 0.032a 0.25 ± 0.017ns

rd_3.13 0.18 ± 0.021b 0.19 ± 0.022ns

Day4-6 wt 0.20 ± 0.009a 0.23 ± 0.011a

rd_3.9 0.07 ± 0.015b 0.19 ± 0.014a

rd_3.10 0.20 ± 0.007a 0.08 ± 0.020b

rd_3.13 0.09 ± 0.019b 0.04 ± 0.032b
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ตารางท่ี ข-5 (ตอ) ความยาวรากแกวของ Arabidopsis ดัดแปรพันธุกรรมท่ีไดรับการถายยีนท่ีถอด
รหัสใหโมทิฟของ OsNUC1 รูปแบบ (C) rd29A::C’_OsNUC1 เม่ือยายปลูกใน
ภาวะปกตแิละภาวะเค็มท่ีระยะเวลาตาง ๆ (mean ± SE)

ตัวอักษรภาษาอังกฤษในแนวต้ังแสดงถึงความเหมือนหรือแตกตางกันทางสถิติเมื่อเปรียบเทียบโดยวธิี DMRT
(P<0.05) เมื่อเปรียบเทียบระหวางขอมลูในชวงเวลาเดียวกัน
nsหมายถึง คาเฉล่ียในชุดการทดลองตาง ๆ ไมมีความแตกตางกันทางสถิติเมื่อเปรียบเทียบระหวางขอมูลในชวงเวลา
เดียวกัน

Day of
treatment Line

Root length, cm ± SE
MS NaCl

Day 0 wt 1.17 ± 0.059 ns 1.09 ± 0.076 ns

rd_3.9 1.09 ± 0.057 ns 1.05 ± 0.027 ns

rd_3.10 1.13 ± 0.046 ns 0.99 ± 0.036 ns

rd_3.13 1.20 ± 0.032 ns 1.13 ± 0.013 ns

Day 2 wt 2.00 ± 0.325 ns 1.17 ± 0.068 ns

rd_3.9 1.41 ± 0.049 ns 1.31 ± 0.039 ns

rd_3.10 1.34 ± 0.089 ns 1.28 ± 0.055 ns

rd_3.13 1.54 ± 0.075 ns 1.20 ± 0.034 ns

Day 4 wt 2.08 ± 0.174 ns 1.66 ± 0.097 ns

rd_3.9 2.34 ± 0.103 ns 1.71 ± 0.105 ns

rd_3.10 2.35 ± 0.234 ns 1.70 ± 0.118 ns

rd_3.13 2.25 ± 0.066 ns 1.80 ± 0.061 ns

Day 6 wt 2.67 ± 0.115c 2.36 ± 0.135 ns

rd_3.9 4.11 ± 0.179a 2.55 ± 0.267 ns

rd_3.10 3.70 ± 0.319ab 2.31 ± 0.265 ns

rd_3.13 3.08 ± 0.183bc 2.35 ± 0.123 ns
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ตารางท่ี ข-6 น้ําหนักสดของ Arabidopsis ดัดแปรพันธุกรรมท่ีไดรับการถายยีนท่ีถอดรหัส
ใหโมทิฟของ OsNUC1 รูปแบบ (D) 35SCaMV::full-length_OsNUC1 เม่ือยาย
ปลูกในภาวะปกติ (MS) และภาวะเค็ม (NaCl) ท่ีระยะเวลาตาง ๆ (mean ± SE)

ตัวอักษรภาษาอังกฤษในแนวต้ังแสดงถึงความเหมือนหรือแตกตางกันทางสถิติเมื่อเปรียบเทียบโดยวธิี DMRT
(P<0.05) เมื่อเปรียบเทียบระหวางขอมลูในชวงเวลาเดียวกัน
nsหมายถึง คาเฉล่ียในชุดการทดลองตาง ๆ ไมมีความแตกตางกันทางสถิติเมื่อเปรียบเทียบระหวางขอมูลในชวงเวลา
เดียวกัน

Day of
treatment

Line Fresh weight, mg ± SE
MS NaCl

Day 0 wt 1.57 ± 0.077a 1.57 ± 0.077a

ox_fl31 1.11 ± 0.020b 1.11 ± 0.020b

ox_fl23 0.83 ± 0.032c 0.83 ± 0.032c

Day 2 wt 1.91 ± 0.074a 1.60 ± 0.067a

ox_fl31 1.38 ± 0.047b 1.24 ± 0.034b

ox_fl23 1.25 ± 0.054b 1.19 ± 0.043b

Day 4 wt 2.40 ± 0.134a 1.78 ± 0.082 ns

ox_fl31 2.01 ± 0.076b 1.87 ± 0.115 ns

ox_fl23 2.70 ± 0.116a 2.07 ± 0.049 ns

Day 6 wt 4.83 ± 0.273a 3.71 ± 0.052a

ox_fl31 3.60 ± 0.106b 2.88 ± 0.113b

ox_fl23 4.013 ± 0.232b 3.22 ± 0.152b
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ตารางท่ี ข-6 (ตอ) น้ําหนักแหงของ Arabidopsis ดัดแปรพันธุกรรมท่ีไดรับการถายยีนท่ีถอดรหัส
ใหโมทิฟของ OsNUC1 รูปแบบ (D) 35SCaMV::full-length_OsNUC1 เม่ือยาย
ปลูกในภาวะปกติ (MS) และภาวะเค็ม (NaCl) ท่ีระยะเวลาตาง ๆ (mean ± SE)

ตัวอักษรภาษาอังกฤษในแนวต้ังแสดงถึงความเหมือนหรือแตกตางกันทางสถิติเมื่อเปรียบเทียบโดยวธิี DMRT
(P<0.05) เมื่อเปรียบเทียบระหวางขอมลูในชวงเวลาเดียวกัน
nsหมายถึง คาเฉล่ียในชุดการทดลองตาง ๆ ไมมีความแตกตางกันทางสถิติเมื่อเปรียบเทียบระหวางขอมูลในชวงเวลา
เดียวกัน

Day of
treatment

Line Dry weight, mg ± SE
MS NaCl

Day 0 wt 0.05 ± 0.006ns 0.05 ± 0.006ns

ox_fl31 0.06 ± 0.004ns 0.06 ± 0.004ns

ox_fl23 0.05 ± 0.005ns 0.05 ± 0.005ns

Day 2 wt 0.11 ± 0.009a 0.10 ± 0.004ns

ox_fl31 0.08 ± 0.003b 0.09 ± 0.006ns

ox_fl23 0.07 ± 0.008b 0.10 ± 0.007ns

Day 4 wt 0.18 ± 0.004a 0.12 ± 0.007b

ox_fl31 0.15 ± 0.011b 0.09 ± 0.006c

ox_fl23 0.15 ± 0.007b 0.15 ± 0.008a

Day 6 wt 0.27 ± 0.008ns 0.19 ± 0.008ns

ox_fl31 0.25 ± 0.005ns 0.17 ± 0.007ns

ox_fl23 0.26 ± 0.009ns 0.18 ± 0.008ns
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ตารางท่ี ข-6 (ตอ) อัตราการเจริญเติบโตสัมพัทธของ Arabidopsis ดัดแปรพันธุกรรมท่ีไดรับการถาย
ยีนท่ีถอดรหัสใหโมทิฟของ OsNUC1 รูปแบบ (D) 35SCaMV::full-length_OsNUC1
เม่ือยายปลูกบนอาหารภายใตภาวะปกติและภาวะเค็มเปนเวลา 6 วัน (mean ± SE)

ตัวอักษรภาษาอังกฤษในแนวต้ังแสดงถึงความเหมือนหรือแตกตางกันทางสถิติเมื่อเปรียบเทียบโดยวธิี DMRT
(P<0.05) เมื่อเปรียบเทียบระหวางขอมลูในชวงเวลาเดียวกัน

Day of
treatment Line

Relative Growth Rate, mg mg-1 day-1 ± SE
MS NaCl

Day0-2 wt 0.35 ± 0.021a 0.31 ± 0.036a

ox_fl31 0.15 ± 0.022b 0.20 ± 0.011b

ox_fl23 0.17 ± 0.029b 0.38 ± 0.026a

Day2-4 wt 0.27 ± 0.029b 0.11 ± 0.017b

ox_fl31 0.31 ± 0.028ab 0.01 ± 0.017c

ox_fl23 0.39 ± 0.033a 0.20 ± 0.008a

Day4-6 wt 0.20 ± 0.009b 0.23 ± 0.011b

ox_fl31 0.26 ± 0.030ab 0.31 ± 0.015a

ox_fl23 0.29 ± 0.010a 0.10 ± 0.008c
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ตารางท่ี ข-6 (ตอ) ความยาวรากแกวของ Arabidopsis ดัดแปรพันธุกรรมท่ีไดรับการถายยีนท่ี
ถอดรหัสใหโมทิฟของ OsNUC1รูปแบบ (D) 35SCaMV::full-length_OsNUC1
เม่ือยายปลูกในภาวะปกติและภาวะเค็มท่ีระยะเวลาตาง ๆ (mean ± SE)

ตัวอักษรภาษาอังกฤษในแนวต้ังแสดงถึงความเหมือนหรือแตกตางกันทางสถิติเมื่อเปรียบเทียบโดยวธิี DMRT
(P<0.05) เมื่อเปรียบเทียบระหวางขอมลูในชวงเวลาเดียวกัน
nsหมายถึง คาเฉล่ียในชุดการทดลองตาง ๆ ไมมีความแตกตางกันทางสถิติเมื่อเปรียบเทียบระหวางขอมูลในชวงเวลา
เดียวกัน

Day of
treatment

Line Root length, cm ± SE
MS NaCl

Day 0 wt 1.17 ± 0.059 ns 1.09 ± 0.076 ns

ox_fl31 1.07 ± 0.028 ns 1.00 ± 0.019 ns

ox_fl23 1.08 ± 0.020 ns 1.05 ± 0.027 ns

Day 2 wt 2.00 ± 0.325 ns 1.17 ± 0.068b

ox_fl31 1.64 ± 0.048 ns 1.34 ± 0.020a

ox_fl23 1.62 ± 0.048 ns 1.36 ± 0.042a

Day 4 wt 2.08 ± 0.174b 1.66 ± 0.097 ns

ox_fl31 2.52 ± 0.051a 1.83 ± 0.028 ns

ox_fl23 2.56 ± 0.063a 1.92 ± 0.057 ns

Day 6 wt 2.67 ± 0.115c 2.36 ± 0.135b

ox_fl31 3.80 ± 0.082b 2.58 ± 0.073ab

ox_fl23 4.21 ± 0.110a 2.89 ± 0.120a
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ตารางท่ี ข-7 น้ําหนักสดของ Arabidopsis ดัดแปรพันธุกรรมท่ีไดรับการถายยีนท่ีถอดรหัส
ใหโมทิฟของ OsNUC1รูปแบบ (E) 35SCaMV::C’_OsNUC1เม่ือยายปลูกใน
ภาวะปกติ (MS) และภาวะเค็ม (NaCl) ท่ีระยะเวลาตาง ๆ (mean ± SE)

ตัวอักษรภาษาอังกฤษในแนวต้ังแสดงถึงความเหมือนหรือแตกตางกันทางสถิติเมื่อเปรียบเทียบโดยวธิี DMRT
(P<0.05) เมื่อเปรียบเทียบระหวางขอมลูในชวงเวลาเดียวกัน
nsหมายถึง คาเฉล่ียในชุดการทดลองตาง ๆ ไมมีความแตกตางกันทางสถิติเมื่อเปรียบเทียบระหวางขอมูลในชวงเวลา
เดียวกัน

Day of
treatment

Line Fresh weight, mg ± SE
MS NaCl

Day 0 wt 1.57 ± 0.077a 1.57 ± 0.077a

ox_3.7 1.26 ± 0.028b 1.26 ± 0.028b

ox_3.5 1.24 ± 0.058b 1.24 ± 0.058b

Day 2 wt 1.91 ± 0.074 ns 1.60 ± 0.067 ns

ox_3.7 1.87 ± 0.060 ns 1.52 ± 0.096 ns

ox_3.5 2.01 ± 0.142 ns 1.46 ± 0.078 ns

Day 4 wt 2.40 ± 0.134b 1.78 ± 0.082b

ox_3.7 3.34 ± 0.293a 2.70 ± 0.189a

ox_3.5 3.05 ± 0.159a 1.80 ± 0.148b

Day 6 wt 4.83 ± 0.273 ns 3.71 ± 0.052a

ox_3.7 4.51 ± 0.331 ns 3.14 ± 0.171b

ox_3.5 5.07 ± 0.489 ns 2.98 ± 0.173b
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ตารางท่ี ข-7 (ตอ) น้ําหนักแหงของ Arabidopsis ดัดแปรพันธุกรรมท่ีไดรับการถายยีนท่ีถอดรหัสให
โมทิฟของ OsNUC1รูปแบบ (E) 35SCaMV::C’_OsNUC1 เม่ือยายปลูกในภาวะ
ปกติ (MS) และภาวะเค็ม (NaCl) ท่ีระยะเวลาตาง ๆ (mean ± SE)

ตัวอักษรภาษาอังกฤษในแนวต้ังแสดงถึงความเหมือนหรือแตกตางกันทางสถิติเมื่อเปรียบเทียบโดยวธิี DMRT
(P<0.05) เมื่อเปรียบเทียบระหวางขอมลูในชวงเวลาเดียวกัน
nsหมายถึง คาเฉล่ียในชุดการทดลองตาง ๆ ไมมีความแตกตางกันทางสถิติเมื่อเปรียบเทียบระหวางขอมูลในชวงเวลา
เดียวกัน

Day of
treatment

Line Dry weight, mg ± SE
MS NaCl

Day 0 wt 0.05 ± 0.006b 0.05 ± 0.006b

ox_3.7 0.09 ± 0.003a 0.09 ± 0.003a

ox_3.5 0.05 ± 0.007b 0.05 ± 0.007b

Day 2 wt 0.11 ± 0.009ns 0.10 ± 0.004b

ox_3.7 0.09 ± 0.004ns 0.14 ± 0.010a

ox_3.5 0.09 ± 0.006ns 0.10 ± 0.011b

Day 4 wt 0.18 ± 0.004ns 0.12 ± 0.007b

ox_3.7 0.20 ± 0.012ns 0.16 ± 0.013a

ox_3.5 0.20 ± 0.006ns 0.12 ± 0.007b

Day 6 wt 0.27 ± 0.008b 0.19 ± 0.008ns

ox_3.7 0.24 ± 0.019b 0.19 ± 0.027ns

ox_3.5 0.34 ± 0.013a 0.14 ± 0.008ns
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ตารางท่ี ข-7 (ตอ) อัตราการเจริญเติบโตสัมพัทธของ Arabidopsis ดัดแปรพันธุกรรมท่ีไดรับการถาย
ยีนท่ีถอดรหัสใหโมทิฟของ OsNUC1 รูปแบบ (E)35SCaMV::C’_OsNUC1 เม่ือยาย
ปลูกบนอาหารภายใตภาวะปกติและภาวะเค็มเปนเวลา 6 วัน (mean ± SE)

ตัวอักษรภาษาอังกฤษในแนวต้ังแสดงถึงความเหมือนหรือแตกตางกันทางสถิติเมื่อเปรียบเทียบโดยวธิี DMRT
(P<0.05) เมื่อเปรียบเทียบระหวางขอมลูในชวงเวลาเดียวกัน
nsหมายถึง คาเฉล่ียในชุดการทดลองตาง ๆ ไมมีความแตกตางกันทางสถิติเมื่อเปรียบเทียบระหวางขอมูลในชวงเวลา
เดียวกัน

Day of
treatment Line

Relative Growth Rate, mg mg-1 day-1 ± SE
MS NaCl

Day0-2 wt 0.35 ± 0.021a 0.31 ± 0.036b

ox_3.7 0.04 ± 0.007b 0.25 ± 0.026b

ox_3.5 0.36 ± 0.055a 0.41 ± 0.032a

Day2-4 wt 0.27 ± 0.029b 0.11 ± 0.017ns

ox_3.7 0.39 ± 0.010a 0.07 ± 0.012ns

ox_3.5 0.41 ± 0.022a 0.10 ± 0.038ns

Day4-6 wt 0.20 ± 0.009b 0.23 ± 0.011a

ox_3.7 0.08 ± 0.023c 0.06 ± 0.040b

ox_3.5 0.25 ± 0.011a 0.06 ± 0.009b
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ตารางท่ี ข-7 (ตอ) ความยาวรากแกวของ Arabidopsis ดัดแปรพันธุกรรมท่ีไดรับการถายยีนท่ีถอด
รหัสใหโมทิฟของ OsNUC1 รูปแบบ (E) 35SCaMV::C’_OsNUC1 เม่ือยายปลูกใน
ภาวะปกตแิละภาวะเค็มท่ีระยะเวลาตาง ๆ (mean ± SE)

ตัวอักษรภาษาอังกฤษในแนวต้ังแสดงถึงความเหมือนหรือแตกตางกันทางสถิติเมื่อเปรียบเทียบโดยวธิี DMRT
(P<0.05) เมื่อเปรียบเทียบระหวางขอมลูในชวงเวลาเดียวกัน
nsหมายถึง คาเฉล่ียในชุดการทดลองตาง ๆ ไมมีความแตกตางกันทางสถิติเมื่อเปรียบเทียบระหวางขอมูลในชวงเวลา
เดียวกัน

Day of
treatment

Line Root length, cm ± SE
MS NaCl

Day 0 wt 1.17 ± 0.059a 1.09 ± 0.076a

ox_3.7 1.10 ± 0.036a 0.98 ± 0.008a

ox_3.5 0.67 ± 0.026b 0.60 ± 0.023b

Day 2 wt 2.00 ± 0.325a 1.17 ± 0.068a

ox_3.7 1.30 ± 0.091b 1.31 ± 0.036a

ox_3.5 1.34 ± 0.089b 0.95 ± 0.056b

Day 4 wt 2.08 ± 0.174ns 1.66 ± 0.097ab

ox_3.7 2.39 ± 0.178 ns 1.96 ± 0.134a

ox_3.5 2.51 ± 0.253 ns 1.46 ± 0.070b

Day 6 wt 2.67 ± 0.115b 2.36 ± 0.135 ns

ox_3.7 3.73 ± 0.291a 2.21 ± 0.196 ns

ox_3.5 3.69 ± 0.207a 2.23 ± 0.113 ns
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ภาคผนวก ค
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FL_OsNUC1 (R)

GATTACCTCCCCGCCCGCGCACCTCGAGCCCCCAGGTCCGCCTCGCCTCTCCGTCGCTTGCCGCCGCCCGCAGTGGTCGCCGGCCGCGCGGG
GCTTCGCCGGTGTCGCTTCCTCGTTTGGAATTAATTAAGCAATACTTAATATGGGCAAGTCAAGCAAGAAATCTGCTGTTGAAGTT
GCACCTACCTCTGTCTCAGTCTCAGAGGGGAAATCTGGGAAGAAGGGAAAGAGAAATGCAGAAGATGAGATTGAGAAAGCTGTGA
GTGCCAAGAAACAAAAGACTGTACGTGAGAAGGTTGTGCCCTCAAAGGAGGAAGCCAAAAAAGTGAAGAAGCAGCCCCCACCGA
AGAAGGTTGAGAGCAGCAGTTCTGAGGAGGATTCTTCAGAATCTGAAGAGGAGGTAAAGGCCCAACCAAAGAAGACTGTCCAACC
GAAGAAGGCTGCACAACCTGCTAAAGAGGAGTCAAGTGATGATAGCAGTGATGATAGCTCCTCAGATGATGAGCCTGCAAAAAAA
CCTGTTGCTCGTCCAAATAAGGCTGCACTTTCTACCAACAGTAGCAGCAGTGATGATAGCAGTGATGAGAGTTTATCAGATGATG
AACCTGTGAAAAAGCCTGCTGCCCCTTTGAAGAAGCCAGTTGCACTTGCTACCAATGGATCAAAAAAGGTTGAGACAGACAGCAG
CAGCTCTGATAGCAGCTCTGATGAGGAGTCTGATGAGGATGATAAAAAAACTGCTGCTCCAGTGAAGAAACCTTCAGTTGCTGCT
ATACAAAAGAAGACCCAGGAGTCTGACAGTTCTGATAGTGACTCTGATTCTGAATCAGATGAGGATGTGCCGACTAAAGCACCAG
CAGTAGCCAAGAAAAAGGAAGAATCCAGTGAAAGCTCTGATTCTGAAAGTGATTCAGACTCTGATGATGAGGCTGCTGCTGTTAA
AAAGGAAGAAGAATCCAGTGATAGCTCAGACAGTGACTCTGAATCTGAGTCTGATTCTGATGAACCAGCAAAACCTACTATTCCT
GCAAAAAGGCCACTGACAAAAGACACAAAGAAGGGACAATCCAAGGATGAATCTGAAGATAGTTCTGATGAGAGTTCTGAGGAA
AGTGGTGATGAACCTCCGCAAAAGAAGATTAAGGATTCTACAACTTCTGGTACTACCAAGCCTTCCCCTAAGGCTACCAAGAAAG
AAATCAGCAGTGATGACGAAAGTGATGAAGATGACAGTTCTGATGAAAGCTCTGATGAGGATGTTAAGCAAAAACAAACTCAAGC
TAAGAAGCAAGCACCAGTAGCACAAGAGAGTAGCAGCTCCGATGAATCTTCTGAAGAAGATAGTGACATGGAAAGTGATGAACCA
GCAAAAACTCCCCAAAAGAAGGAAACTGCTGTGTCTGTTGGTTCGAATAAGTCTGCGACAAAACCGGGACAAGAGGAACCAAAAACGCC
TGCCAGCAACCAAAATCAAGCTACCGGGTCAAAGACTCTTTTTGTTGGAAATTTACCATACAATGTGGAGCAAGAACAAGTGAAGCAATTTTTC
CAGGAGGCAGGTGAAGTTGTTGATATTCGTTTCAGTACCTTTGAAGATGGGAACTTCAGGGGCTTTGGACATGTTGAATTTGCCACAGCGGAA
GCTGCTAAGAAGGCACTTGAACTTGCTGGTCATGACCTGATGGGACGGCCGGTCAGGCTTGACCTGGCTCGTGAGAGAGGCGCGTATACTCCT
GGCAGCGGGAGGGACAATAGTTCTTTCAAGAAGCCTGCTCAAAGCTCAGGAAACACTATATTTATTAAAGGCTTTGATACTTCTCTTGACATAC
ACCAGATCCGGAATTCACTTGAAGAACATTTTGGCTCGTGTGGAGAGATTACACGGGTTTCAATTCCAAAGGATTATGAAACCGGTGCAAGCA
AAGGGATGGCGTACATGGATTTTGCGGACAACGGTTCCTTGTCGAAAGCATACGAACTGAATGGATCTGACCTCGGTGGATACAGCTTGTATG
TTGATGAAGCGAGGCCTAGGCCCGATAACAACAGAGAGGGTGGCTTCAGCGGTGGAAGAGACTTTAACAGCAGTGGGAGAGGAGGAAGACGT
GGTGGACGTGGTGATGGTAGCCGTGGACGCGGTGACCGTGGACGTGGTAGAGGCTTTGGTAGGGGTGACAGGGGCCATGGTGGACGGGGTAC
ACCGTTCAAGCAGAGCGCTGGTACACCTAGTGCAGGAAAGAAGACAACATTCGGTGACGACGACTAGACGAACAATTTGAGCCGATTTTGTTC
TAGTACTGTAGTAATCTCCATCCCCCCTAATATATGCGATTCTAGTGAGCCGTGAATTGGCTACCTCCGGACTGTTACATTCTAGCCGTGTTAT
GTACTTTGTTGGCAGTTGGGACCGTGTTGGTAAATTTGCCCGACAGATTTGGCAATTTTGG

ภาพท่ี ค-1 ลําดับนิวคลีโอไทดของ Full-length_OsNUC1 cDNA (AK103446) และ
C’_OsNUC1 cDNA (AK063918, ตัวหนา) ท่ีแสดงถึงตําแหนงและลําดับนิวคลีโอ
ไทดของไพรเมอร FL_OsNUC และ N_OsNUC (ขีดเสนใต) ท่ีใชในตรวจสอบชุด
โครงสรางยีน (I) และ (II) ตามลําดับ

N_OsNUC1 (R)

FL_OsNUC1 (F), N_OsNUC1 (R)
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ColonyE_FL_OsNUC1      CCCGACCGACTACTAATAATAGTAAGTTACATTTTAGGATGGAATAAATATCATACCGAC 60
ColonyB_N_OsNUC1 CCCGACCGACTACTAATAATAGTAAGTTACATTTTAGGATGGAATAAATATCATACCGAC 60

************************************************************
ColonyE_FL_OsNUC1      ATCAGTTTGAAAGAAAAGGGAAAAAAAGAAAAAATAAATAAAAGATATACTACCGACATG 120
ColonyB_N_OsNUC1       ATCAGTTTGAAAGAAAAGGGAAAAAAAGAAAAAATAAATAAAAGATATACTACCGACATG 120

************************************************************
ColonyE_FL_OsNUC1      AGTTCCAAAAAGCAAAAAAAAAGATCAAGCCGACACAGACACGCGTAGAGAGCAAAATGA 180
ColonyB_N_OsNUC1       AGTTCCAAAAAGCAAAAAAAAAGATCAAGCCGACACAGACACGCGTAGAGAGCAAAATGA 180

************************************************************
ColonyE_FL_OsNUC1      CTTTGACGTCACACCACGAAAACAGACGCTTCATACGTGTCCCTTTATCTCTCTCAGTCT 240
ColonyB_N_OsNUC1       CTTTGACGTCACACCACGAAAACAGACGCTTCATACGTGTCCCTTTATCTCTCTCAGTCT 240

************************************************************
ColonyE_FL_OsNUC1      CTCTATAAACTTAGTGAGACCCTCCTCTGTTTTACTCACAAATATGCAAACTAGAAAACA 300
ColonyB_N_OsNUC1       CTCTATAAACTTAGTGAGACCCTCCTCTGTTTTACTCACAAATATGCAAACTAGAAAACA 300

************************************************************
ColonyE_FL_OsNUC1      ATCATCAGGAATAAAGGGTTTGATTACTTCTATTGGAAAGAAAAAAATCTTTGGACCCGC 360
ColonyB_N_OsNUC1       ATCATCAGGAATAAAGGGTTTGATTACTTCTATTGGAAAGAAAAAAATCTTTGGACCCGC 360

************************************************************
ColonyE_FL_OsNUC1      TTCCTCGTTTGGAATTAATTAAGCAATACTTAATATGGGCAAGTCAAGCAAGAAATCTGC 420
ColonyB_N_OsNUC1       TTCCTCGTTTGGAATTAATTAAGCAATACTTAATATGGGCAAGTCAAGCAAGAAATCTGC 420

************************************************************
ColonyE_FL_OsNUC1      TGTTGAAGTTGCACCTACCTCTGTCTCAGTCTCAGAGGGGAAATCTGGGAAGAAGGGAAA 480
ColonyB_N_OsNUC1       TGTTGAAGTTGCACCTACCTCTGTCTCAGTCTCAGAGGGGAAATCTGGGAAGAAGGGAAA 480

************************************************************
ColonyE_FL_OsNUC1      GAGAAATGCAGAAGATGAGATTGAGAAAGCTGTGAGTGCCAAGAAACAAAAGACTGTACG 540
ColonyB_N_OsNUC1       GAGAAATGCAGAAGATGAGATTGAGAAAGCTGTGAGTGCCAAGAAACAAAAGACTGTACG 540

************************************************************
ColonyE_FL_OsNUC1      TGAGAAGGTTGTGCCCTCAAAGGAGGAAGCCAAAAAAGTGAAGAAGCAGCCCCCACCGAA 600
ColonyB_N_OsNUC1       TGAGAAGGTTGTGCCCTCAAAGGAGGAAGCCAAAAAAGTGAAGAAGCAGCCCCCACCGAA 600

************************************************************
ColonyE_FL_OsNUC1      GAAGGTTGAGAGCAGCAGTTCTGAGGAGGATTCTTCAGAATCTGAAGAGGAGGTAAAGGC 660
ColonyB_N_OsNUC1       GAAGGTTGAGAGCAGCAGTTCTGAGGAGGATTCTTCAGAATCTGAAGAGGAGGTAAAGGC 660

************************************************************
ColonyE_FL_OsNUC1      CCAACCAAAGAAGACTGTCCAACCGAAGAAGGCTGCACAACCTGCTAAAGAGGAGTCAAG 720
ColonyB_N_OsNUC1       CCAACCAAAGAAGACTGTCCAACCGAAGAAGGCTGCACAACCTGCTAAAGAGGAGTCAAG 720

************************************************************
ColonyE_FL_OsNUC1      TGATGATAGCAGTGATGATAGCTCCTCAGATGATGAGCCTGCAAAAAAACCTGTTGCTCG 780
ColonyB_N_OsNUC1       TGATGATAGCAGTGATGATAGCTCCTCAGATGATGAGCCTGCAAAAAAACCTGTTGCTCG 780

************************************************************
ColonyE_FL_OsNUC1      TCCAAATAAGGCTGCACTTTCTACCAACAGTAGCAGCAGTGATGATAGCAGTGATGAGAG 840
ColonyB_N_OsNUC1       TCCAAATAAGGCTGCACTTTCTACCAACAGTAGCAGCAGTGATGATAGCAGTGATGAGAG 840

************************************************************
ColonyE_FL_OsNUC1      TTTATCAGATGATGAACCTGTGAAAAAGCCTGCTGCCCCTTTGAAGAAGCCAGTTGCACT 900
ColonyB_N_OsNUC1       TTTATCAGATGATGAACCTGTGAAAAAGCCTGCTGCCCCTTTGAAGAAGCCAGTTGCACT 900

************************************************************
ColonyE_FL_OsNUC1 TGCTACCAATGGATCAAAAAAGGTTGAGACAGACAGCAGCAGCTCTGATAGCAGCTCTGA 960
ColonyB_N_OsNUC1       TGCTACCAATGGATCAAAAAAGGTTGAGACAGACAGCAGCAGCTCTGATAGCAGCTCTGA 960

************************************************************
ColonyE_FL_OsNUC1 TGAGGAGTCTGATGAGGATGATAAAAAAACTGCTGCTCCAGTGAAGAAACCTTCAGTTGC 1020
ColonyB_N_OsNUC1       TGAGGAGTCTGATGAGGATGATAAAAAAACTGCTGCTCCAGTGAAGAAACCTTCAGTTGC 1020

************************************************************
ColonyE_FL_OsNUC1      TGCTATACAAAAGAAGACCCAGGAGTCTGACAGTTCTGATAGTGACTCTGATTCTGAATC 1080
ColonyB_N_OsNUC1       TGCTATACAAAAGAAGACCCAGGAGTCTGACAGTTCTGATAGTGACTCTGATTCTGAATC 1080

************************************************************
ColonyE_FL_OsNUC1      AGATGAGGATGTGCCGACTAAAGCACCAGCAGTAGCCAAGAAAAAGGAAGAATCCAGTGA 1140
ColonyB_N_OsNUC1       AGATGAGGATGTGCCGACTAAAGCACCAGCAGTAGCCAAGAAAAAGGAAGAATCCAGTGA 1140

************************************************************
ColonyE_FL_OsNUC1      AAGCTCTGATTCTGAAAGTGATTCAGACTCTGATGATGAGGCTGCTGCTGTTAAAAAGGA 1200
ColonyB_N_OsNUC1       AAGCTCTGATTCTGAAAGTGATTCAGACTCTGATGATGAGGCTGCTGCTGTTAAAAAGGA 1200

************************************************************
ColonyE_FL_OsNUC1      AGAAGAATCCAGTGATAGCTCAGACAGTGACTCTGAATCTGAGTCTGATTCTGATGAACC 1260
ColonyB_N_OsNUC1       AGAAGAATCCAGTGATAGCTCAGACAGTGACTCTGAATCTGAGTCTGATTCTGATGAACC 1260

************************************************************
ColonyE_FL_OsNUC1      AGCAAAACCTACTATTCCTGCAAAAAGGCCACTGACAAAAGACACAAAGAAGGGACAATC 1320
ColonyB_N_OsNUC1       AGCAAAACCTACTATTCCTGCAAAAAGGCCACTGACAAAAGACACAAAGAAGGGACAATC 1320

************************************************************
ColonyE_FL_OsNUC1      CAAGGATGAATCTGAAGATAGTTCTGATGAGAGTTCTGAGGAAAGTGGTGATGAACCTCC 1380
ColonyB_N_OsNUC1       CAAGGATGAATCTGAAGATAGTTCTGATGAGAGTTCTGAGGAAAGTGGTGATGAACCTCC 1380

************************************************************
ColonyE_FL_OsNUC1      GCAAAAGAAGATTAAGGATTCTACAACTTCTGGTACTACCAAGCCTTCCCCTAAGGCTAC 1440
ColonyB_N_OsNUC1       GCAAAAGAAGATTAAGGATTCTACAACTTCTGGTACTACCAAGCCTTCCCCTAAGGCTAC 1440

************************************************************
ColonyE_FL_OsNUC1      CAAGAAAGAAATCAGCAGTGATGACGAAAGTGATGAAGATGACAGTTCTGATGAAAGCTC 1500
ColonyB_N_OsNUC1       CAAGAAAGAAATCAGCAGTGATGACGAAAGTGATGAAGATGACAGTTCTGATGAAAGCTC 1500

************************************************************
ColonyE_FL_OsNUC1      TGATGAGGATGTTAAGCAAAAACAAACTCAAGCTAAGAAGCAAGCACCAGTAGCACAAGA 1560
ColonyB_N_OsNUC1       TGATGAGGATGTTAAGCAAAAACAAACTCAAGCTAAGAAGCAAGCACCAGTAGCACAAGA 1560

************************************************************

ภาพท่ี ค-2 การเทียบเรียงลําดับนิวคลีโอไทด (Pairwise sequence alignment) ของ colony
E และ B ท่ีใชสําหรับถายชุดโครงสรางยีน (I): pJim19::rd29A::full-length_
OsNUC1 และ (II): pJim19::rd29A::N’_OsNUC1 ตามลําดับ เขาสู WT
Arabidopsis thaliana L.
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ColonyE_FL_OsNUC1      GAGTAGCAGCTCCGATGAATCTTCTGAAGAAGATAGTGACATGGAAAGTGATGAACCAGC 1620
ColonyB_N_OsNUC1 GAGTAGCAGCTCCGATGAATCTTCTGAAGAAGATAGTGACATGGAAAGTGATGAACCAGC 1620

************************************************************
ColonyE_FL_OsNUC1      AAAAACTCCCCAAAAGAAGGAAACTGCTGTGTCTGTTGGTTCGAATAAGTCTGCGACAAA 1680
ColonyB_N_OsNUC1 AAAAACTCCCCAAAAGAAGGAAACTGCTGTGTCTGTTGGTTCG----------------- 1663

*******************************************
ColonyE_FL_OsNUC1      ACCGGGACAAGAGGAACCAAAAACGCCTGCCAGCAACCAAAATCAAGCTACCGGGTCAAA 1740
ColonyB_N_OsNUC1 ------------------------------------------------------------

ColonyE_FL_OsNUC1      GACTCTTTTTGTTGGAAATTTACCATACAATGTGGAGCAAGAACAAGTGAAGCAATTTTT 1800
ColonyB_N_OsNUC1 ------------------------------------------------------------

ColonyE_FL_OsNUC1      CCAGGAGGCAGGTGAAGTTGTTGATATTCGTTTCAGTACCTTTGAAGATGGGAACTTCAG 1860
ColonyB_N_OsNUC1 ------------------------------------------------------------

ColonyE_FL_OsNUC1      GGGCTTTGGACATGTTGAATTTGCCACAGCGGAAGCTGCTAAGAAGGCACTTGAACTTGC 1920
ColonyB_N_OsNUC1 ------------------------------------------------------------

ColonyE_FL_OsNUC1      TGGTCATGACCTGATGGGACGGCCGGTCAGGCTTGACCTGGCTCGTGAGAGAGGCGCGTA 1980
ColonyB_N_OsNUC1 ------------------------------------------------------------

ColonyE_FL_OsNUC1      TACTCCTGGCAGCGGGAGGGACAATAGTTCTTTCAAGAAGCCTGCTCAAAGCTCAGGAAA 2040
ColonyB_N_OsNUC1 ------------------------------------------------------------

ColonyE_FL_OsNUC1      CACTATATTTATTAAAGGCTTTGATACTTCTCTTGACATACACCAGATCCGGAATTCACT 2100
ColonyB_N_OsNUC1 ------------------------------------------------------------

ColonyE_FL_OsNUC1      TGAAGAACATTTTGGCTCGTGTGGAGAGATTACACGGGTTTCAATTCCAAAGGATTATGA 2160
ColonyB_N_OsNUC1 ------------------------------------------------------------

ColonyE_FL_OsNUC1      AACCGGTGCAAGCAAAGGGATGGCGTACATGGATTTTGCGGACAACGGTTCCTTGTCGAA 2220
ColonyB_N_OsNUC1 ------------------------------------------------------------

ColonyE_FL_OsNUC1      AGCATACGAACTGAATGGATCTGACCTCGGTGGATACAGCTTGTATGTTGATGAAGCGAG 2280
ColonyB_N_OsNUC1 ------------------------------------------------------------

ColonyE_FL_OsNUC1      GCCTAGGCCCGATAACAACAGAGAGGGTGGCTTCAGCGGTGGAAGAGACTTTAACAGCAG 2340
ColonyB_N_OsNUC1 ------------------------------------------------------------

ColonyE_FL_OsNUC1      TGGGAGAGGAGGAAGACGTGGTGGACGTGGTGATGGTAGCCGTGGACGCGGTGACCGTGG 2400
ColonyB_N_OsNUC1 ------------------------------------------------------------

ColonyE_FL_OsNUC1      ACGTGGTAGAGGCTTTGGTAGGGGTGACAGGGGCCATGGTGGACGGGGTACACCGTTCAA 2460
ColonyB_N_OsNUC1 ------------------------------------------------------------

ColonyE_FL_OsNUC1 GCAGAGCGCTGGTACACCTAGTGCAGGAAAGAAGACAACATTCGGTGACGACGACTAGAC 2520
ColonyB_N_OsNUC1 ------------------------------------------------------------

ColonyE_FL_OsNUC1 GAACAATTTGAGCCGATTTTGTTCTAGTACTGTAGTAATCTCCATCCCCCCTAATATATG 2580
ColonyB_N_OsNUC1 ------------------------------------------------------------

ColonyE_FL_OsNUC1 CGATTCTAGTGAGCCGTGAATTGGCTACCTCCGGACTGTTACATTCTAGCCGTGTTATGT 2640
ColonyB_N_OsNUC1 ------------------------------------------------------------

ColonyE_FL_OsNUC1 ACTTTGTTGGCAGTTGGGACCGTGTTGGTAAATTTGCCCGA 2681
ColonyB_N_OsNUC1 -----------------------------------------

ภาพท่ี ค-2 (ตอ) การเทียบเรียงลําดับนิวคลีโอไทด (Pairwise sequence alignment) ของ colony
E และ B ท่ีใชสําหรับถายชุดโครงสรางยีน (I): pJim19::rd29A::full-length_
OsNUC1 และ (II): pJim19::rd29A::N’_OsNUC1 ตามลําดับ เขาสู WT
Arabidopsis thaliana L.

CCCGACCGACTACTAATAATAGTAAGTTACATTTTAGGATGGAATAAATATCATACCGACATCAGTTTGAAAGAAAAGGGAAAAAAAGAAAAAA
TAAATAAAAGATATACTACCGACATGAGTTCCAAAAAGCAAAAAAAAAGATCAAGCCGACACAGACACGCGTAGAGAGCAAAATGACTTTGAC
GTCACACCACGAAAACAGACGCTTCATACGTGTCCCTTTATCTCTCTCAGTCTCTCTATAAACTTAGTGAGACCCTCCTCTGTTTTACTCACAA
ATATGCAAACTAGAAAACAATCATCAGGAATAAAGGGTTTGATTACTTCTATTGGAAAGAAAAAAATCTTTGGACC

ภาพท่ี ค-3 ตําแหนง cis-elements ของ rd29A promoter ไดแก DRE/CRT (dehydration-
reponsive/C-repeat elements) และ ABRE (ABA-responsive element)

DRE/CRT
DRE/CRT

ABRE
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ภาพท่ี ค-4 ความยาวรากแกวของ Arabidopsis ดัดแปรพันธุกรรมสายพันธุตาง ๆ หลังยาย
ปลูกบนอาหารก่ึงแข็ง MS (ภาวะปกต)ิ เปนระยะเวลา 6 วัน
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ภาพท่ี ค-5 ความยาวรากแกวของ Arabidopsis ดัดแปรพันธุกรรมสายพันธุตาง ๆ หลังยาย
ปลูกบนอาหารก่ึงแข็ง MS ท่ีเติม NaCl 100 mM (ภาวะเค็ม) เปนระยะเวลา 6 วัน
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