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รัฐธิภา ธนารักษ : ผลจากโมทิฟของ OsNUC1 ตอการเติบโตของ Arabidopsis thaliana L. ท่ีดัดแปร
พันธุกรรมภายใตภาวะเครียดจากความเค็ม. (EFFECTS OF OsNUC1 MOTIF ON TRANSGENIC
Arabidopsis thaliana L. GROWTH UNDER SALT STRESS CONDITION) อ. ท่ีปรึกษาวิทยานิพนธ
หลัก: รศ.ดร. ศุภจิตรา ชัชวาลย, 143 หนา.

ยีนนิวคลีโอลินในขาว (OsNUC1) เปนยีนท่ีตอบสนองตอภาวะเครียดจากความเค็มซ่ึงถอดรหัส/แปลรหัสใหโปรตีน
OsNUC1 ประกอบไปดวยโดเมนบริเวณปลาย N (N’_OsNUC1) ซ่ึงมีโดเมน acidic-serine-rich และ bipartite nuclear
localize signal (NLS) และโดเมนบริเวณปลาย C (C’OsNUC1) ประกอบดวย RNA recognition motifs (RRMs) 2 โมทิฟ
และโดเมน Glycine-Arginine-rich (GAR) งานวิจัยน้ีมีจุดประสงคเพ่ือเปรียบเทียบบทบาทของโดเมนบริเวณปลาย N และ C
ของ OsNUC1 เม่ือถูกควบคุมดวยโปรโมเตอรชนิดแสดงออกตลอดเวลา (โปรโมเตอร 35SCaMV) หรือโปรโมเตอรชนิดท่ี
แสดงออกเฉพาะเม่ือไดรับภาวะแลง (โปรโมเตอร rd29A) ท่ีมีตอการเติบโตของพืชในภาวะปกติและภาวะเครียดจากความ
เค็ม งานวิจัยน้ีเลือก Arabidopsis thaliana เปนตนแบบในการศึกษา หลังจากถายยีนชุดโครงสรางยีนเขาสูตน
Arabidopsis คัดเลือกตนดัดแปรพันธุกรรมสายพันธุท่ีตรวจสอบแลววาเปน homozygous และมีระดับการแสดงออกของ
ยีน OsNUC1 ท่ีตางกันมาศึกษาเกี่ยวกับการเติบโตพบวา ไมวาจะเปน full-length cDNA หรือสวน cDNA ท่ีถอดรหัสให
N’_OsNUC1 หรือสวน cDNA ท่ีถอดรหัสให C’_OsNUC1 ท่ีถูกควบคุมดวยโปรโมเตอรชนิดแสดงออกตลอดเวลาหรือชนิดท่ี
แสดงออกเฉพาะเม่ือไดรับภาวะแลงอยางใดอยางหน่ึงสามารถเพ่ิมความยาวรากแกวในภาวะปกติได มีขอนาสังเกตวาไม
สามารถคัดเลือกเมล็ด T1 ของตนดัดแปรพันธุกรรมท่ีไดรับการถายยีน N’_OsNUC1 แบบมีการแสดงออกของยีนตลอดเวลา
บนอาหารท่ีเติมยาปฏิชีวนะ 4 วันหลังจากยายปลูกบนอาหารเพาะเล้ียง (ภาวะปกติ) พบวาทุกสายพันธุของตนกลาดัดแปร
พันธุกรรมอายุ 10 วันท่ีมียีน N’_OsNUC1 ถูกควบคุมโปรโมเตอรแบบแสดงออกเฉพาะเม่ือไดรับภาวะแลงมีนํ้าหนักสดสูง
กวาตน WT อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ สําหรับภาวะเค็มในวันท่ี 4 หลังทําการทดลองตนท่ีไดรับการถายยีน N’_OsNUC1
และโปรโมเตอร rd29A มีนํ้าหนักสดและนํ้าหนักแหงสูงกวา wild type ท่ีไมไดรับการถายยีน ในขณะเดียวกันไมพบวามีการ
เพ่ิมขึ้นของการเติบโตในตนดัดแปรพันธุกรรมอื่นยกเวนตนท่ีไดรับการถายยีน full-length OsNUC1 แบบแสดงออก
ตลอดเวลาท่ีมีแนวโนมใหรากแกวท่ีมีความยาวเพ่ิมมากขึ้นในวันท่ี 6 หลังไดรับภาวะเครียดจากความเค็ม ผลท่ีไดแสดงใหเห็น
วา OsNUC1 มีสวนเกี่ยวของในการเจริญเติบโตของพืชโดยเฉพาะกระบวนการพัฒนาของราก ท้ังน้ีบริเวณปลาย N และ C
ของโปรตีนตางมีบทบาทในกระบวนการพัฒนาเชนเดียวกัน บทบาทของโปรโมเตอรชนิดแสดงออกตลอดเวลาและแบบ
แสดงออกเฉพาะเม่ือไดรับภาวะแลงอาจยังไมชัดเจนนักเม่ือพิจารณาจากการแสดงออกของยีน full-length และ
N’_OsNUC1 อยางไรก็ตามเน่ืองจากไมสามารถคัดตนดัดแปรพันธุกรรมท่ีไดรับการถายยีน N’_OsNUC1 แบบแสดงออก
ตลอดเวลาได ดังน้ันโปรโมเตอรแบบแสดงออกเฉพาะเม่ือไดรับการกระตุนก็นาจะเปนอีกทางเลือกหน่ึงในการนํามาใชศึกษา
หนาท่ีของบริเวณดังกลาว ซ่ึงเปนบริเวณท่ีใหผลการทดลองชวยเพ่ิมการเจริญเติบโตของพืชในภาวะเค็มได อยางไรก็ตาม
เน่ืองจากไมมีหลักฐานท่ียืนยันถึงการมีอยูของ N’_OsNUC1 ในขาว จึงเปนไปไดวาความสามารถในการทนเค็มซ่ึงเปนผลของ
N’_OsNUC1 ก็อาจไมมีอยูจริงในธรรมชาติ การเจริญเติบโตของพืชท่ีเพ่ิมขึ้นระหวางไดรับภาวะเค็มในตนดัดแปรพันธุกรรมท่ี
มียีน N’_OsNUC1 จึงอาจเปนผลจากโดเมนอื่นท่ีมีโครงสรางคลายคลึงกับโครงสรางของ N’_OsNUC1

สาขาวิชา เทคโนโลยีชีวภาพ ลายมือช่ือนิสิต ..
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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.
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บทที่ 1

บทนํา

ความเปนมาและความสําคัญของปญหา

ภาวะเค็มเปนหนึ่งในสาเหตุหลักของภาวะเครียดจากสิ่งแวดลอม ท่ีมีผลยับยั้งการเติบโตของ
พืช โดยสงผลกระทบตอลักษณะทางกายภาพตอเนื่องไปถึงดานชีวเคมีรวมถึงเมแทบอลิซึมของพืช พืช
จึงจําตองมีกลไกเพ่ือปองกันและปรับตัวใหสามารถดํารงชีวิตรวมท้ังชวยลดความเสียหายเม่ือเผชิญกับ
ภาวะเครียดจากความเค็ม ซึ่งกลไกดังกลาวนั้นถูกควบคุมดวยยีน

โปรตีนท่ีพืชสรางข้ึนในภาวะเครียดสามารถแบงตามลักษณะการทําหนาท่ีไดเปนสองกลุม คือ
กลุมแรกเปนโปรตีนท่ีถูกสรางข้ึนมาเพ่ือปกปองเซลลจากภาวะเครียดโดยตรง (functional proteins)
เชน เอนไซมในกระบวนการสรางสาร osmolyte โปรตีนกลุม LEA (late embryogenesis
abundant) และกลุมท่ีสองเปนโปรตีนควบคุม (regulatory proteins) ทําหนาท่ีควบคุมการ
แสดงออกของยีนอ่ืนซึ่งเก่ียวของกับการสงตอสัญญาณตอบสนองตอความเครียด เชน transcription
factor และโปรตีนไคเนส (kinases) (Shinozaki et al., 1998) ซึ่งผลจากการทํางานของโปรตีน
เหลานี้กอใหเกิดการเปลี่ยนแปลงท้ังทางดานชีวเคมี สรีรวิทยา และดานการพัฒนาของพืช ซึ่งจะชวย
ลดความเสียหายท่ีพืชไดรับจากภาวะเครียด รวมท้ังชวยใหพืชทนทานตอภาวะเครียด (stress
tolerance) และใหผลผลิตตอไรไดมากข้ึน

สมพร มณีประสพสุข (2547) ศึกษาการแสดงออกของยีนในขาว (Oryza sativa L.) พันธุ
เหลืองประทิว 123 (LPT123) ซึ่งเปนพันธุไมทนเค็มเปรียบเทียบกับสายพันธุ LPT123-TC171 ซึ่ง
เปนสายพันธุทนเค็มท่ีไดจากการกลาย (mutation) ในหลอดทดลองของเนื้อเยื่อขาวพันธุ LPT123
(Thikart et al., 2005; Udomchalothorn et al., 2009) ดวยเทคนิค differential display พบ
ชิ้นสวนของยีนใหม OsD1B18-18 ซึ่งมีการแสดงออกเพ่ิมสูงข้ึนหลังจากไดรับภาวะเครียดจากความ
เค็ม 48 ชั่วโมง เม่ือเปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอไทดของ cDNA ของยีน OsD1B18-18 กับฐานขอมูล
ใน GenBank (GenBank, 1982) พบวายีนดังกลาวมีความคลายคลึง 100% กับยีนนิวคลีโอลิน
(Nucleolin1) หรือชื่อยอ OsNUC1 ในขาว tribe japonica
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ลําดับนิวคลีโอไทดของ full-length cDNA ของ OsNUC1 ในฐานขอมูล GenBank
(GenBank, 1982) มีความยาวสองขนาดคือ ความยาว 1943 bp (accession number AK063918)
และความยาว 2447 bp (accession number AK103446) เม่ือแปลรหัสจาก open reading
frame ของ AK103446 จะไดโปรตีนท่ีประกอบดวย 3 โดเมน คือ

1) สวนปลายอะมิโน (amino-terminal domain) เปน acidic-serine-rich region ซึ่งมี
bipartite nuclear localization signal (NLS) ทําหนาท่ีเปนสัญญาณท่ีกําหนดใหโปรตีนเคลื่อนท่ีไป
ยังนิวเคลียส โดยมีลักษณะการเรียงตัวของลําดับกรดอะมิโนพ้ืนฐานท่ีแสดงความเปน NLS จํานวน
สองชุด (cluster)

2) สวนกลาง (central domain) ซึ่งมี RNA recognition motifs (RRMs) หรืออีกชื่อคือ
RNA-binding domains (RBD) อยูสองบริเวณ และ

3) สวนปลายคารบอกซิล (carboxyl-terminal domain) เปนบริเวณท่ีมีกรดอะมิโน
glycine และ arginine กระจายตัวอยูจํานวนมาก เรียกบริเวณดังกลาววา glycine-arginine-rich
(GAR) ทําหนาท่ีเก่ียวของกับการเคลื่อนท่ีไปยังนิวเคลียสของไรโบโซมอลโปรตีน (Ginisty et al.,
1999; Lischwe et al., 1982)

เม่ือแปลรหัสจาก full-length cDNA ของ OsNUC1 ท่ีมี accession number AK063918
พบวาจะไดโปรตีนท่ีประกอบดวยสวนกลางและสวนปลายคารบอกซิลท่ีพบในการแปลรหัสของ
full-length cDNA AK103446 เทานั้น

นิวคลีโอลินเปนโปรตีนสําคัญในยูคาริโอตท่ีมีหนาท่ีหลากหลาย (multifunctional protein)
พบมากในนิวเคลียส ทําหนาท่ีเก่ียวของกับกระบวนการเมแทบอลิซึมในเซลล โดยเฉพาะการสราง
ไรโบโซมและการเคลื่อนยายไรโบโซมอลโปรตีน และซับยูนิตของไรโบโซมระหวางนิวเคลียสและ
ไซโทพลาสซึม (Ginisty et al., 1999; Tuteja and Tuteja, 1998) นิวคลีโอลินพบในสิ่งมีชีวิตหลาย
ชนิด มีรายงานวาโปรตีน OsNUC1 ในสิ่งมีชีวิตแตละชนิดมีขนาดแตกตางกันเนื่องมาจาก
สวนประกอบของกรดอะมิโนท่ีตางชนิดกันในบริเวณปลายอะมิโน โดยเฉพาะในบริเวณ NLS
ยกตัวอยางเชน KKGKRQAEEEIKKVSAKKQK ในถ่ัวลันเตา KKRKSEDAEEEDEESSNKKQK ในยีสต
และ KRKKEMAKQAAPEAKKQK ในคน (González-Camacho and Medina, 2004; Schmidt-
Zachmann and Nigg, 1993)

ดังท่ีกลาวขางตนวา การแสดงออกของยีนเปนสวนสําคัญท่ีนําไปสูการสรางโปรตีนท่ีจะชวย
ปกปองเซลลจากภาวะเครียด จึงมีความพยายามท่ีจะศึกษาบริเวณสวนควบคุมการแสดงออกของยีนท่ี
เรียกวาโปรโมเตอร ท่ีผานมาการปรับปรุงพันธุพืชโดยการถายยีนนิยมใชโปรโมเตอรชนิดควบคุมการ
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แสดงออกของยีนใหมีการแสดงออกตลอดเวลา (constitutive promoter) มาควบคุมการทํางานของ
ยีนท่ีตองการเพ่ิมประสิทธิภาพ ทําใหเกิดการแสดงออกของยีนท่ีตองการตลอดเวลา (constitutive
expression) สงผลชวยเพ่ิมความสามารถของพืชใหทนตอภาวะเครียดและใหผลผลิตตอไรไดมากข้ึน
ตัวอยางของโปรโมเตอร ชนิดแสดงออกตลอดเวลาท่ีนิยมนํามาใช ไดแก 35S cauliflower mosaic
virus (35SCaMV) promoter อยางไรก็ตาม การแสดงออกตลอดเวลาของยีนบางยีนก็สงผลดานลบ
ตอการเจริญเติบโตของพืชไดเชนกัน มีงานวิจัยท่ีทําการแทนท่ีโปรโมเตอร 35SCaMV ดวย
โปรโมเตอรแบบท่ีทํางานเฉพาะเม่ือไดรับการกระตุนจากภาวะเครียดจากสิ่งแวดลอม (inducible
promoter) คือ rd29A promoter (responsive to dehydration29A) ของ Arabidopsis
thaliana ในการถายยีน DREB1 (dyhydration-responsive element binding1) ซึ่งเปนยีนใน
กลุม transcription factor เขาสูตนยาสูบ (Nicotiana tabacum) พบวาโปรโมเตอร rd29A
สามารถลดลักษณะแคระแกร็นของตนยาสูบดัดแปรพันธุกรรมท่ีไดรับการถายยีนท่ีใชโปรโมเตอร
35SCaMV ควบคุม สงผลใหตนยาสูบท่ีไดรับการถายยีนแบบใชโปรโมเตอร rd29A ควบคุม มีลักษณะ
และขนาดของตนใกลเคียงกับตนสายพันธุปกติ และมีความทนทานตอภาวะเครียดจากความเค็มและ
แลงไดดีมากข้ึนเม่ือเทียบกับสายพันธุท่ีไดรับการถายยีนแบบใชโปรโมเตอร 35SCaMV ควบคุมการ
แสดงออกของยีน (Kasuga et al., 1999; Kasuga et al., 2004)

งานวิจัยนี้จึงมีความสนใจศึกษาผลการทํางานของโปรโมเตอรท้ังสองชนิด คือ โปรโมเตอร
35SCaMV และโปรโมเตอร rd29A เม่ือนําไปควบคุมการทํางานของโมทิฟของ OsNUC1 รูปแบบ
ตาง ๆ ภายใตภาวะเครียดจากความเค็ม เพ่ือใหทราบวาโมทิฟของ OsNUC1 รูปแบบใดและภายใต
การทํางานของโปรโมเตอรแบบใดทําใหพืชมีความสามารถในการทนทานตอภาวะเครียดจากความ
เค็มไดดี โดยทําการเปรียบเทียบ 3 โมทิฟของ OsNUC1 ไดแก 1) บริเวณปลายอะมิโนท่ีมีเฉพาะ
bipartite NLS (เรียกโดยยอวา ปลาย N หรือ N’_OsNUC1) 2) บริเวณกลางและบริเวณปลายคาร
บอกซิล ซึ่งเปนบริเวณเดียวกันกับท่ีไดจากการถอดรหัสจาก cDNA ของ OsNUC1 accession no.
AK063918 ซึ่งมีบริเวณ RRMs และ GAR กระจายอยู เรียกรวมบริเวณกลางและปลาย
คารบอกซิลรวมกันวา ปลาย C หรือ C’_OsNUC1 และ 3) โมทิฟ ของ OsNUC1 ท่ีไดจาก cDNA
ของ OsNUC1 accession no. AK103446 ซึ่งจะถอดรหัสใหท้ังบริเวณปลายอะมิโน บริเวณกลาง
และปลายคารบอกซิลของ OsNUC1 (เรียก full-length_OsNUC1)



บทที่ 2

การตรวจเอกสาร

1. การตอบสนองของพืชเม่ือไดรับภาวะเครียดจากความเค็ม

ภาวะเค็ม (salinity) เปนภาวะเครียดจากสิ่งแวดลอมท่ีมีผลกระทบโดยตรงตอการเจริญ
เติบโต ทําใหผลผลิตของพืชตอไรลดลง เนื่องจากภาวะเค็มมีผลทําใหท้ังลักษณะทางกายภาพ และ
กระบวนทางสรีรวิทยาของพืชเสียสมดุล ซึ่งมีสาเหตุหลัก ๆ มาจากการเกิดความเครียดออสโมติก
(osmotic stress) และความเปนพิษจากไอออน (ion toxicity) โดยท่ีความเครียดออสโมติกจะทําให
รากพืชดูดน้ําไดนอยลง เนื่องจากการสะสมของไอออนเกลือในดินทําใหคา water potential ของน้ํา
ในดินลดลง พืชตองใชแรงดันออสโมติก (osmotic pressure) มากข้ึนในการนําน้ํามาใช ซึ่งสงผลให
เซลลพืชเกิดภาวะขาดน้ําในท่ีสุด นอกจากนี้การสะสมของไอออนเกลือท่ีเพ่ิมมากข้ึนเม่ือพืชไดรับ
ภาวะเค็มเปนเวลานาน ยังจะกอใหเกิดความเปนพิษจากไอออน (ion toxicity) สงผลกระทบตอ
สมดุลไอออนภายในเซลลพืช รวมไปถึงการทํางานของเอนไซมตาง ๆ ในกระบวนการเมแทบอลิซึม ซึ่ง
สงผลกระทบตอเปนลูกโซไปยังกระบวนการสังเคราะหดวยแสงของพืชใหลดลง (Greenway and
Munns, 1980; Zhu, 2001) ท้ังนี้ชวงแรกท่ีพืชไดรับภาวะเค็มจะมีอาการและการตอบสนอง
เชนเดียวกับการไดรับภาวะแลง (drought stress)

เนื่องจากพืชไมสามารถเคลื่อนท่ีหนีจากพ้ืนท่ีเพาะปลูกท่ีมีการสะสมของไอออนเกลือได พืช
แตละชนิดจึงตองมีกลไกการตอบสนองและปรับตัวตอภาวะเค็มมาแกปญหา ซึ่งกลไกท่ีนํามาใชก็จะ
แตกตางกันไปตามชนิด ชวงอายุ ระยะการเจริญเติบโตของพืช รวมไปถึงความรุนแรงของภาวะเค็มท่ี
พืชไดรับ (Hasegawa et al., 2000) ตัวอยางการปรับตัวของพืชเม่ือไดรับภาวะเค็มจนเกิด osmotic
stress เชน การลดพ้ืนท่ีใบ ปดปากใบ การมวนใบ รวมไปถึงเปลี่ยนแปลงลักษณะของใบใหมีขนท่ีผิว
ใบหรือมีสารเคลือบผิวใบเพ่ือลดการสูญเสียน้ํา (Taiz and Zeiger, 1998; Zhu, 2002)

สําหรับไอออนท่ีเปนพิษซึ่งโดยมากเปนการสะสมของโซเดียมไอออน (Na+) และคลอไรด
ไอออน (Cl-) พืชมีวิธีการปรับตัวดวยการลดเกลือท่ีจะถูกนําเขาสูตนพืช โดยใชวิธีเชน การขจัดเกลือ
(salt secretion) ผานทางตอม salt glands (Flowers et al., 1977) พืชบางชนิดนําเกลือออกทาง
ใบ หรือปรับตัวใหมีลักษณะท่ีเรียกวาพืชอวบน้ํา (succulence) ซึ่งเปนการนําน้ําเขาสูเซลลสงผลให
ความเขมขนของเกลือลดลง (Sobrado, 2004) หรือบางชนิดปรับตัวโดยใชการลําเลียงไอออนท่ีเปน
พิษไปเก็บในแวคคิลโอล (Flowers et al., 1977) ซึ่งถือเปนการลดความเขมขนของไอออนเกลือในไซ
โทพลาซึมอีกหนึ่งวิธีเชนกัน ท้ังนี้การสะสมไอออน Na+ ไวในแวคคิลโอลยังเปนการชวยลด osmotic
potential ของเซลลไดอีกดวย (Dajic, 2006) นอกจากนี้พืชยังมีกระบวนการท่ีเรียกวา osmotic
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adjustment มาชวยแกปญหา โดยเปนการสะสมสาร compatible osmolyte (Hare et al.,
1998) ซึ่งโดยมากมักเปนสารอินทรีย อยางเชน น้ําตาลฟรุคโตส กลูโคส หรือ กลีเซอรอล รวมไปถึง
อนุพันธุของกรดอะมิโนอยาง โพลีน glycine betaine ซึ่งการสะสมสารเหลานี้จะชวยลด water
potential ในเซลลของพืชทําใหรากสามารถดูดน้ําไดมากข้ึนเม่ือเผชิญกับภาวะเค็ม ท้ังนี้พืชสามารถ
สะสม osmolyte ไวไดในระดับสูงมากโดยไมรบกวนกระบวนการชีวเคมีในเซลล (Nuccio et al.,
1999; Yokoi et al., 2002)

การปรับตัวของพืชท่ีกลาวมาขางตน เปนผลจากการควบคุมการแสดงออกของยีนในพืชซึ่ง
นําไปสูการสรางโปรตีนท่ีชวยบรรเทาความเสียหายจากภาวะเค็ม อยางไรก็ตามการตอบสนองและ
ปรับตัวของพืชเกิดจากการทํางานของกระบวนการท่ีซับซอนระหวางยีนหลายยีน โดยเริ่มจากเม่ือพืช
ไดรับภาวะเค็ม จะมี receptor ตรงบริเวณ cell membrane รับสัญญาณ (signal reception)
จากนั้นจะมีการสงตอสัญญาณความเครียดเปนลําดับชั้นของเครือขายโมเลกุลตาง ๆ (cascades of
molecular network) เรียกกระบวนการนี้วา signal transduction โดยมี secondary messenger
เชน Ca2+ หรือ reactive oxygen species (ROS) รวมรับสงสัญญาณตอไปยังนิวเคลียส และไป
กระตุนใหยีนท่ีเก่ียวของกับการตอบสนองตอภาวะเค็มเกิดการแสดงออก (gene expression) ไดเปน
โปรตีนท่ีทําหนาท่ีชวยใหพืชมีการปรับตัวและอยูรอดไดในภาวะเครียด (Shinozaki and
Yamaguchi-Shinozaki, 1997)

โปรตีนท่ีพืชสรางข้ึนแบงตามลักษณะการทําหนาท่ีไดเปน โปรตีนท่ีถูกสรางข้ึนมาเพ่ือปกปอง
เซลลจากภาวะเครียดโดยตรง (functional protein) เชน เอนไซมในกระบวนการสรางสาร
osmolyte โปรตีนกลุม LEA (late embryogenesis abundant) และกลุมโปรตีนควบคุม
(regulatory protein) ท่ีทําหนาท่ีควบคุมการแสดงออกของยีนอ่ืนซึ่งเก่ียวของกับการสงตอสัญญาณ
ตอบสนองตอภาวะเครียด (signal transduction pathways) เชน transcription factor โปรตีน
kinases รวมถึงเอนไซมเก่ียวกับการสรางฮอรโมน abscisic acid (ABA) หรือ phosphoinositide
(Shinozaki and Yamaguchi-Shinozaki, 1997; Xiong et al., 2002) ผลจากการทํางานของ
โปรตีนท้ัง 2 กลุมนี้กอใหเกิดความเปลี่ยนแปลงท้ังทางดานชีวเคมี กายภาพ สรีรวิทยาและดานการ
พัฒนา (development) ซึ่งจะชวยใหพืชทนทานตอความเครียด (stress tolerance) ไดมากข้ึน

งานวิจัยจํานวนมากนิยมนํายีนท่ีถอดรหัส/แปลรหัสใหโปรตีนท่ีทําหนาท่ีอยางใดอยางหนึ่ง
ใน 2 กลุมขางตนมาทําการ overexpression เพ่ือหวังปรับปรุงพันธุพืชดวยเทคนิคพันธุวิศวกรรม ให
ไดพืชท่ีสามารถทนทนทานตอความเครียด สามารถใหผลผลิตไดสูงใกลเคียงกับพืชในภาวะปกติ
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2. นิวคลีโอลิน

นิวคลีโอลิน (Nucleolin) เปนฟอสโฟโปรตีน (phosphoprotein) ท่ีกระจายตัวอยูใน
นิวคลีโอลัส (nucleolus) นิวเคลียสรวมถึงในนิวคลีโอพลาสซึม (nucleoplasm) เปนจํานวนมาก ใน
ไซโตพลาสซึมพบเพียงสวนนอยเทานั้น (Medina et al., 2010; Srivastava and Pollard, 1999)
บทบาทท่ีสําคัญของ Nucleolin คือ การสรางไรโบโซมและ rRNA โดยเฉพาะกระบวนการ pre-rRNA
ซึ่ง Nucleolin จะเขาไปมีสวนรวมตั้งแตข้ันตอนการตัดบริเวณ 5’ ETS (external transcribed
spacer) ของ rRNA นอกจากนี้ยังเก่ียวของกับการแสดงออกของไรโบโซมอลยีน อยาง RNA
polymerase (Pol) I และ rDNA repeat รวมถึงชวยในกระบวนการ splicing ซึ่งนําไปสูการเปลี่ยน
รูป (formation) ของ mRNA รวมถึงเก่ียวของกับการเคลื่อนยายไรโบโซมอลโปรตีนและซับยูนิต
ระหวางนิวเคลียสและไซโทพลาซึม (Borer et al., 1989; Ginisty et al., 1998; Tuteja and
Tuteja, 1998)

Nucleolin เปนนิวคลีโอลารโปรตีนท่ีพบไดในสิ่งมีชีวิตหลากหลายกลุม ตั้งแตในยีสตจนถึง
สัตวมีกระดูกสันหลัง จากการวิเคราะห phylogeny tree ทําใหทราบวายีนท่ีแปรรหัสใหโปรตีน
Nucleolin ถูกพบตั้งแตในบรรพบุรุษของยูคาริโอต (ancestor eukaryotic) Nucleolin จึงถือเปน
โปรตีนท่ีถูกอนุรักษไวตั้งแตในชวงแรกของวิวัฒนาการหรืออีกนัยหนึ่งคือ มีการเปลี่ยนแปลงตลอด
วิวัฒนาการท่ีนอยมาก (González-Camacho and Medina, 2004) Nucleolin ถูกกลาวถึงครั้ง
แรกในชวงป 1970 โดยเปนการศึกษาเก่ียวกับโปรตีน C23 ในเซลลมะเร็งตับ (Novikoff hepatoma
cells) และในรังไขของไชนีสแฮมสเตอร (Chinese hamster ovary; CHO) ชื่อ C23 ไดมาจาก
ตําแหนงบน Two dimensional polyacrylamide gel electrophoresis (Orrick et al., 1973)
ในชวงปลายของทศวรรษท่ี 80 เริ่มมีรายงานถึง Nucleolin รวมถึงลําดับนิวคลีโอไทดของ
Nucleolin ในสิ่งมีชีวิตอ่ืน ๆ ท่ีเปนสัตวเลี้ยงลูกดวยนมเพ่ิมมากข้ึน เชน หนู (Mus musulus) ไก
(Gallus gallus) และคน (Homo sapiens) หลังจากนั้นจึงเริ่มมีรายงานวิจัยถึง Nucleolin ในพืช
เชน alfalfa (Medicago sativa) pea (Pisum sativum) Arabidopsis (Arabidopsis thaliana)
และยาสูบ (Nicotiana tabacum) (González-Camacho and Medina, 2004) โดยโปรตีนท่ีพบ
ในพืชบางชนิด ท่ีมีเพียงลักษณะโครงสรางและหนาท่ีในกระบวนการสรางไรโบโซมใกลเคียงกับ
Nucleolin แต มีลํ าดับกรดอะมิ โน ท่ีแตกตางจาก Nucleolin ท่ีพบในสัตว จะถูกเรี ยกว า
“Nucleolin-like protein”

เม่ือเปรียบเทียบลําดับกรดอะมิโนของท้ัง Nucleolin และ Nucleolin-like protein พบวา
โครงสรางโดยท่ัวไปของโปรตีนจะมีลักษณะจําเพาะรวมกัน โดยเปนการเรียงตอกันดวยลําดับกรด
อะมิโนท่ีคลายคลึงกันของโดเมน (domain) จํานวน 3 โดเมน เม่ือเปรียบเทียบระหวางกลุมสิ่งมีชีวิต
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สัตว พืช และยีสตพบวา โครงสรางของ Nucleolin ในแตละกลุมมีความแตกตางกันท่ีจํานวนของ
โมทิฟในแตละโดเมน (ภาพท่ี 2.1) โดยท่ัวไปโดเมนท้ังสามประกอบดวย

1) โดเมนสวนปลายอะมิโน: มีกรดอะมิโน serine ในลักษณะ acidic stretches กระจายตัวอยู

2) โดเมนสวนกลาง: มี RNA-binding domains (RBD) หรืออีกชื่อคือ RNA recognition motifs
(RRMs) โดยมีจํานวนโมทิฟอยูระหวาง 2-4 โมทิฟแตกตางกันไปในสิ่งมีชีวิตแตละชนิด

3) โดเมนสวนปลายคารบอกซิล: มีกรดอะมิโน glycine และ arginine จํานวนมาก เรียกบริเวณ
ดังกลาววา glycine-arginine-rich หรือ GAR domain (Ginisty et al., 1999; Lischwe et al.,
1982) ซึ่งจากลักษณะท่ีแตกตางกันอยางมากของท้ัง 3 โดเมนนี้เองท่ีสงผลถึงหนาท่ีท่ีหลากหลายและ
ทําให Nucleolin มีบทบาทสําคัญในหลายกระบวนการเมแทบอลลิซึมของเซลล จนกลายเปน
multifunctional protein ท่ีสําคัญของยูคาริโอต

ภาพท่ี 2.1 โครงสรางท่ัวไปของ Nucleolin หรือ Nucleolin-like protein ท่ีพบในสัตว พืช
และยีสต (Tajrishi et al., 2011)

โดเมนสวนปลายอะมิโน (N-termnial หรือ amino-terminal domain)

สวนปลายอะมิโนประกอบไปดวย acidic stretches หรือ acidic/serine ซึ่งจะเรียงตัวเปน
ลักษณะซ้ํา (repeat) กระจายอยูท่ัวบริเวณ โดยท่ีจํานวนซ้ําของ acidic/serine จะแตกตางกันในแต
ละสปชีส Nucleolin ในสัตว เชน หนู ไก หรือคนพบวามีจํานวนซ้ํา 4 ซ้ํา ในขณะท่ี Nucleolin-like
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kinase 2 (CK2) และโปรตีน cyclin dependent kinase 1 (CDK1) แทรกอยูดวยเปนจํานวนมาก
(Mongelard and Bouvet, 2007) สงผลให Nucleolin เปนโปรตีนท่ีมีอัตราการถูกฟอสโฟริเลทสูง
รวมถึงการทํางานของ CK2 มักเกิดข้ึนในระยะ interphase สงผลใหปฏิกิริยา phosphorylation ท่ี
เกิดข้ึนนั้นเปนตัวกําหนดและควบคุมการทํางานของ Nucleolin ท่ีเกิดข้ึนในชวง cell cycle ไปโดย
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ปริยาย (Ginisty et al., 1999; Peter et al., 1990) นอกจากนี้ ในบริเวณฝง downstream ของ
สวนปลายอะมิโนยังพบลําดับกรดอะมิโนท่ีมีลักษณะจําเพาะซึ่งเรียกวา bipartite nuclear
localization signal (NLS) ทําหนาท่ีเปนสัญญาณกําหนดใหโปรตีนเคลื่อนท่ีไปยังนิวเคลียส อยางไรก็
ตามงานวิจัยของ Schmidt-Zachmann และ Nigg (1993) ท่ีทําการทดลองใหบริเวณ NLS ของ
Nucleolin ในไก (chicken nucleolin) กลายพันธุและถายยีนเขาสู HeLa cell หลังจากใช indirect
immunofluorescence microscopy ตรวจสอบกลับไมพบ consensus signal sequence
สําหรับนํา Nucleolin ไปยังนิวคลีโอลัส ทางผูวิจัยจึงสรุปวาการสะสมของ Nucleolin ในบริเวณนิ
วคลีโอลัสนาจะเปนผลมาจากการจับอยางจําเพาะของ Nucleolin กับสวนประกอบอ่ืน ๆ ของนิวคลี
โอลัสอยางเชน rDNA rRNA และโปรตีนท่ีเปนสวนประกอบของ nucleolar matrix

NLS ประกอบดวยลําดับกรดอะมิโนสายสั้นเพียง 4 ตําแหนง เรียงตัวเปน 2 ชุด โดยมีลําดับ
กรดอะมิโนอ่ืนค่ันกลาง ระยะหางระหวาง 2 ชุดของลําดับกรดอะมิโนสายสั้นนี้จะแตกตางในสิ่งมีชีวิต
แตละชนิด สําหรับในพืชอยาง alfalfa Arabidopsis ถ่ัวลันเตาและยาสูบจะมี NLS ท่ีคลายคลึงกัน
และคอนขางอนุรักษ (conserved) คือ มีลําดับกรดอะมิโนชุดแรกเปน KKGK และถัดไปอีก 12 - 13
ตําแหนงเปนกรดอะมิโนชุดท่ีสองท่ีเรียงตัวกันเปน KKQK ในขณะท่ีในสัตวเลี้ยงลูกดวยนม อยางหนู
แฮมสเตอรและคนจะมีลําดับกรดอะมิโนเปน KRKK และ KKQK นอกจากนี้ตําแหนงของ NLS ในพืช
และสัตวยังมีความแตกตางกันอีกดวย โดยในสัตวเลี้ยงลูกดวยนม NLS จะเชื่อมอยูตรงกลางระหวาง
โดเมนสวนปลายอะมิโนและโดเมนสวนกลาง ในขณะท่ี NLS ในพืชจะอยูสวน downstream หรือ
ตรงตําแหนงเริ่มตนของโดเมนสวนปลายอะมิโน (González-Camacho and Medina, 2004) ความ
แตกตางของลําดับกรดอะมิโนในบริเวณนี้ สงผลใหมวลโมเลกุลของ Nucleolin แตกตางกันในแตละ
สปชีส สวนมาก Nucleolin จะมีน้ําหนักอยูระหวาง 100 – 110 kDa มีเพียงในสัตวเลี้ยงลูกดวยนม
เทานั้นท่ีคาดวาจะมีน้ําหนักประมาณ 77 kDa (Lapeyre et al., 1987) โดเมนสวนปลายอะมิโน
เก่ียวของกับกระบวนการถอดรหัสของ rDNA (transcription) โดยจะทําหนาท่ีเขาจับกับ histone
H1 และ rDNA repeat ตรงบริเวณท่ีไมถูกถอดรหัส (Tajrishi et al., 2011)

โดเมนสวนกลาง (central domain)
โดเมนสวนกลางประกอบดวย consensus RNA-binding domains (CS-RBD) หรืออีกชื่อ

คือ RNA recognition motifs (RRMs) ถูกอนุรักษในสิ่งมีชีวิตหลายชนิด Nucleolin ในสัตวเลี้ยงลูก
ดวยนมจะมี RRMs 4 โมทิฟ ในขณะท่ีในพืชและยีสตซึ่งเปน Nucleolin-like protein มีเพียง 2 โมทิฟ
Nucleolin มีสวนรวมในกระบวนการ pre-rRNA โดยการเขาจับกับโครงสราง stem-loop ของ RNA
ผานทาง RRMs (Ginisty et al., 1998) Allain และคณะ (2000) ไดอธิบายเพ่ิมเติมถึงการทํางาน
ดังกลาว โดยใช NMR spectroscopy ศึกษาโครงสรางของ RRMs ท้ังสองโมทิฟท่ีพบในพืช (RRM1
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และ RRM2) พบวา RRMs จะเขาจับกับ RNA ในลักษณะหนีบให RNA อยูตรงกลางซึ่งจะทําให
บริเวณปลาย 5’ และ 3’ ของลําดับ UCCCGA ซึ่งเปนบริเวณจําเพาะของ RNA สามารถฟอรมรูปราง
เปน stem-loop ได ซึ่งทางผูวิจัยไดเสนอแนะวาหนาท่ีดังกลาวของ Nucleolin ถือเปนการชวย
ปองกันการเปลี่ยนรูปท่ีไมเหมาะสมของ pre-rRNA

โดเมนสวนปลายคารบอกซิล (C-terminal หรือ carboxyl-terminal domain)
เปนบริเวณท่ีมีกรดอะมิโน glycine และ arginine กระจายตัวอยูจํานวนมาก เรียกบริเวณ

ดังกลาววา glycine-arginine-rich (GAR) หรือ RGG ซึ่งยอมาจาก Arg-Gly-Gly กรดอะมิโนใน
บริเวณนี้มีโครงสรางท่ีเปนลักษณะจําเพาะคือโมเลกุลรูปวงแหวน (aromatics ring) ความยาวและ
ลําดับกรดอะมิโนของโดเมนสวนปลายคารบอกซิล มีความแตกตางจากโดเมนสวนกลางและสวน
ปลายอะมิโนเนื่องจากไมถูกอนุรักษในระหวางชนิด โดยในพืชจะมีความยาวมากกวาในสัตวเลี้ยงลูก
ดวยนม (Bögre et al., 1996) GAR เก่ียวของกับกระบวนการ heterogeneous RNA packaging
และมีบทบาทอยางมากในกระบวนการ interaction ระหวางโปรตีน โดยเขาจับกับ histone H1 U3
snoRNP (small nucleolar ribonucleoprotein) และไรโบโซมอลโปรตีน (Ginisty et al., 1998)
ในโปรตีนท่ีมีโดเมนสวนปลายคารบอกซิลเปนสวนประกอบ มักจะมีโดเมนท่ีมี RBD รวมอยูดวย โดย
RBD จะจับกับ telomerase ซึ่งแสดงผลถึง subcellular localization (Khurts et al., 2004)
นอกจากนี้มีรายงานเพ่ิมเติมวา GAR ชวยเพ่ิมความสามารถในการเขาจับระหวาง RBD ใน Nucleolin
กับเปาหมายท่ีอยูใน complex RNA ท้ังยังมีสวนชวย destabilize บริเวณ rRNA/rRNA helical ใน
rRNA ทําใหบริเวณนี้สามารถถูกจดจําจากโดเมนสวนกลาง (RRMs) ของ Nucleolin ได (Ghisolfi et
al., 1992)

3. โปรโมเตอรเปนกุญแจสําคัญในการควบคุมการแสดงออกของยีน

การแสดงออกของยีน เปนสวนท่ีสําคัญท่ีสุดท่ีทําใหเกิดความหลากหลายทางฟโนไทปของ
สิ่งมีชีวิตในธรรมชาติ ท้ังท่ีเซลลทุกเซลลของสิ่งมีชีวิตก็มีขอมูลทางพันธุกรรม (genetic information)
ท่ีเหมือนกัน แตการแสดงออกของยีนตาง ๆ ในแตละเซลลอาจแตกตางกัน ในเซลลหนึ่ง ๆ บางยีนมี
การแสดงออก ในขณะท่ีบางยีนไมมีการแสดงออก ซึ่งแตกตางกันไปตามแตวาอยูในอวัยวะใดหรือ
ชวงเวลาใดในวัฏจักรชีวิตของสิ่งมีชีวิต รูปแบบของการแสดงออกของยีนท่ีตางกันนําไปสูการสราง
โปรตีนท่ีตางกัน สงผลถึงลักษณะภายนอกของสิ่งมีชีวิตท่ีตางกัน โปรโมเตอรจึงเปนเหมือน switch
ปด-เปดระดับโมเลกุลสําหรับควบคุมการแสดงออกของยีนท่ีตองการ ใหมีหรือไมมีการแสดงออกของ
ยีนไดตามตองการ การศึกษาถึงองคประกอบตาง ๆ ของโปรโมเตอรจะเปนตัวชวยเพ่ิมโอกาสในการ
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ควบคุมการทํางานของยีนใหมากข้ึนรวมถึงเพ่ิมความเปนไปไดในการปรับแตงการแสดงออกของยีนใน
งานพันธุวิศวกรรม (Barcelo et al., 2001; Yoshida, 2000)

ในระดับ DNA แบงยีนของพืชไดเปนสามบริเวณ คือ บริเวณสวนควบคุม (regulatory
region) บริเวณท่ีมีการแสดงออกของยีน (structural region) และบริเวณท่ีเปนสวน terminator ซึ่ง
มี poly-A signal อยูในบริเวณปลายสุดของยีน โดยบริเวณแรกท่ีเปนสวนควบคุมจะเปนท่ีอยูของโปร
โมเตอรอยูบริเวณฝง 5’ end ของยีน โดยจะมีบริเวณท่ีเรียกวา CAAT และ TATA-box (core
promoter) ซึ่งเปนบริเวณท่ีเอนไซม RNA polymerase II รวมถึงโปรตีน TATA binding protein
(TBP) เขาจับ ทําใหเกิดการ transcription ของยีน (Smale and Kadonaga, 2003) หางจาก
TATA-box ข้ึนไปทางบริเวณเหนือ (upstream) มีลําดับนิวคลีโอไทดจําเพาะสายสั้นท่ีเรียก cis-
element ซึ่งจะมีสวน binding sites สําหรับจับจําเพาะกับโมเลกุลอ่ืนท่ีอาจจะเปนโปรตีนหรือลําดับ
DNA ก็ไดเรียกโมเลกุลเหลานั้นวา trans-acting factors สวนใหญมักเปนพวก transcription
factors โดยท่ี transcription factors เองมีบริเวณของ DNA-binding domains (DBDs) อยางนอย
1-2 บริเวณ เพ่ือใชจับกับสาย DNA ของ cis-element การจับกันของ transcription factors กับ
cis-element นี้ก็จะสงผลตอการทํางานของ RNA polymerase อาจจะนําไปสูการลดการแสดงออก
ของยีน (repression of transcription) หรือเพ่ิมความสามารถในการแสดงออกของยีน (activation
of transcription) ก็ได ซึ่งจะนําไปสูการสังเคราะหโปรตีนตอไป (White, 2007)

โปรโมเตอรพืชท่ีนิยมนํามาใชในงานดานพันธุวิศวกรรม แบงไดเปนสี่กลุม (Yoshida, 2000)
คือ

1.) Constitutive promoter (high-level expression systems) เปนโปรโมเตอรท่ีควบคุม
การแสดงออกในทุกเนื้อเยื่อ ทุกการพัฒนา มีการแสดงออกตลอดเวลาและเปนอิสระไมข้ึนกับ
สภาพแวดลอมหรือแมแตชวงการพัฒนาของสิ่งมีชีวิต นอกจากนี้ยังสามารถควบคุมการแสดงออกของ
ยีนขามชนิดรวมถึงขามอาณาจักรไดอีกดวย ท่ีนิยมนํามาใชกันก็เชน โปรโมเตอร 35S ของ
Cauliflower Mosaic Virus (35SCaMV) โปรโมเตอร actin 1 จากขาว (Oryza sativa) หรือ
ubiquitin จากขาวโพด (Zea mays) โดยมากมักนํามาใชเพ่ือควบคุมการแสดงออกของยีนท่ีควบคุม
ลักษณะบางอยางท่ีเปนประโยชนเพ่ือปรับปรุงพันธุพืชท่ีไดรับการถายยีนใหมีลักษณะดีตามตองการ
อยางไรก็ตาม เนื่องจากตองใชพลังงานมากเปนพิเศษในการควบคุมการแสดงออกของยีนใหสูงอยู
ตลอดเวลา constitutive promoter จึงอาจกอใหเกิดผลเสียตอพืชไดเชนกัน ไมวาจะเปนชะลอการ
เจริญเติบโต ใหตนลักษณะแคระแกร็น รวมท้ังทําใหผลผลิตนอยกวาปกติ

2.) Tissue-specific หรือ development-stage-specific promoter เปนโปรโมเตอรซึ่ง
ควบคุมการทํางานของยีนในเนื้อเยื่อท่ีจําเพาะหรือในชวงการพัฒนาท่ีจําเพาะ เชน ทํางานเฉพาะ
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บริเวณเนื้อเยื่อท่ีมีการสังเคราะหแสงหรือเฉพาะในเมล็ดเทานั้น โปรโมเตอรในกลุมนี้จะควบคุมการ
ทํางานของยีนในสิ่งมีชีวิตกลุมใกลเคียงกันไดดีมาก โดยเฉพาะถาเปนกลุมท่ีมี homologous
promoter เหมือนกันซึ่งก็ไดแก โปรโมเตอรของยีนจากสิ่งมีชีวิตชนิดเดียวกัน จากกลุมยีน (gene
family) เดียวกัน

3.) Inducible promoter เปนโปรโมเตอรท่ีไมไดถูกควบคุมจากกระบวนการภายใน แตจะ
ข้ึนอยูกับสภาพแวดลอมรวมถึงการถูกกระตุนจาก stimuli ท่ีมาจากภายนอก โดยมาก stimuli ท่ีวา
จะไดแกพวกภาวะเครียดจากสิ่งแวดลอม เชน แสง อุณหภูมิ การเกิดแผลจากแมลง รวมไปถึง
สารประกอบการทางเคมีบางตัวหรือโลหะหนัก โปรโมเตอรในกลุมนีมั้กมีลักษณะเดน 2 ประการคือ มี
ระดับการแสดงออกกอนไดรับการกระตุนท่ีคอนขางต่ํา และจะมีการแสดงออกเพ่ิมมากข้ึนเม่ือไดรับ
การกระตุนท่ีจําเพาะ ท่ีนิยมใชกันก็เชน โปรโมเตอร PR-1a (pathogenesis-related protein) ท่ีได
จากยาสูบ โปรโมเตอร rd29A (responsive to desiccation29A) ซึ่งไดมาจาก Arabidopsis
โปรโมเตอรกลุมนี้มักนํามาใชในการปรับปรุงพันธุพืชใหทนตอภาวะเครียด พืชดัดแปรพันธุกรรม
จําพวก super drought-tolerant หรือ super salt-tolerant มักไดมาจากโปรโมเตอรประเภทนี้
เชนเดียวกัน

4.) Synthetic promoter เปนโปรโมเตอรท่ีถูกสรางข้ึนจากสวนประกอบเบื้องตนของ
โปรโมเตอรหลาย ๆ ตัวแลวแตวาตองการจะนําไปใชควบคุมการทํางานของยีนใด เชน TATA box
transcription start site และ CCAAT consensus sequence โดยออกแบบเชื่อมกับบริเวณซ้ํา
(multiple repeats) หรือสวนควบคุม เชน cis-motifs Transcription factor-binding sites ของ
ยีนท่ีตองการศึกษา (Roa-Rodríguez, 2007: online) นิยมนํามาใชเพ่ือควบคุมการถอดรหัสของยีน
ในสภาวะท่ีจําเพาะ เชน Pathogen-inducible promoter อยาง GCC-like elements (Ohme-
Takagi et al., 2000)

4. โปรโมเตอร rd29A ในการควบคุมการแสดงออกของยีน

โปรโมเตอร rd29A มีท่ีมาจากงานวิจัยของ Yamaguchi-shinozaki และคณะ (1992) ซึ่ง
เปนงานวิจัยแรกท่ีโคลนและศึกษาการแสดงออกของยีน RD29 (Responsive to Desiccation29
หรือ rd29) ใน Arabidopsis ดวยวิธี Northern blot และพบวายีน rd29 มีการแสดงออกเม่ือไดรับ
ภาวะเครียดจากภาวะขาดน้ํา (desiccation) โดยจะแสดงออกเพ่ิมสูงข้ึนอยางเห็นไดชัดท่ี 2
ระยะเวลา ไดแก ท่ีเวลา 20 นาทีแรกเม่ือไดรับภาวะขาดน้ําซึ่งผูวิจัยเรียกชวงนี้วาเปน early
induction และท่ีเวลา 3 ชั่วโมงหลังจากขาดน้ําซึ่งเรียกวา secondary induction นอกเหนือจาก
ภาวะเครียดจากการขาดน้ําแลว Yamaguchi-Shinozaki และ Shinozaki (1993) ไดรายงานวาภาวะ
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เครียดทางกายภาพอ่ืน ๆ เชน ภาวะเครียดจากความเย็นท่ี 4 องศาเซลเซียส หรือจากความเค็มสูง
(high-salt condition) เม่ือไดรับ NaCl 250 mM และการไดรับ ABA 100 µM จากภายนอกก็ทําให
rd29 มีการแสดงออกเพ่ิมสูงข้ึนเชนกัน ในงานวิจัยดังกลาวยังพบวา rd29 แบงไดเปน rd29A และ
rd29B ซึ่งจะมีการแสดงออกของยีนเม่ือไดรับภาวะเครียดทางกายภาพท่ีแตกตางกัน อยางท่ีกลาวใน
ขางตนวา ในภาวะขาดน้ํา rd29A จะมีการแสดงออกของยีนแบงเปน 2 ระยะท่ี 20 นาทีและท่ีเวลา 3
ชั่วโมง rd29B มีลักษณะตางออกไปเนื่องจากจะเริ่มมีการแสดงออกของยีนก็ตอเม่ืออยูในภาวะขาดน้ํา
เปนเวลา 5 ชั่วโมง สําหรับภาวะเครียดจากการไดรับ ABA จากภายนอกท้ัง rd29A และ rd29B เริ่มมี
การแสดงออกของยีนในระหวางชั่วโมงท่ี 2–5 โดย rd29A จะมีระดับการแสดงออกของยีนมากกวา
rd29B ถึง 10 เทาในชั่วโมงท่ี 10 หลังจากไดรับ ABA

จากผลการทดลอง northern blot ผูวิจัยไดสรุปวา rd29A มี cis-acting element อยาง
นอย 2 รูปแบบท่ีแตกตางกันอยางสิ้นเชิง รูปแบบแรกมีการแสดงออกอยางรวดเร็ว เกิดข้ึนไดทันที
หลังจากไดรับภาวะเครียดท่ีเปนภาวะขาดน้ําและไมตอบสนองตอ ABA (ABA-independent
induction by water deficiency) รูปแบบท่ีสองเก่ียวของกับการตอบสนองตอ ABA (ABA-
responsive induction) ซึ่งแตกตางจากรูปแบบแรกตรงท่ีตองใชระยะเวลานานจึงจะเริ่มทํางาน
สําหรับ rd29B ท่ีมีการแสดงออกของยีนชา (ท่ี 3 ชั่วโมง) ถือวามี cis-acting element รูปแบบท่ีสอง
เทานั้น ซึ่งในภายหลังกลุมผูวิจัยไดทําการวิเคราะหโปรโมเตอรของยีนท้ังสอง ดวยการลบบางบริเวณ
ของโปรโมเตอร (deletion analysis of promoter) และคนพบวา cis-acting element รูปแบบ
แรกคือ DRE (dehydration-responsive elements) โดยมี core sequence เปน A/GCCGAC ซึ่งนาจะ
เก่ียวของกับการตอบสนองอยางรวดเร็วของยีน (early induction) และรูปแบบท่ีสอง คือ ABRE (ABA-
responsive element) ซึ่งรับผิดชอบกับตอบสนองแบบชาของยีน (slow/ secondary induction)
โดยในโปรโมเตอร rd29B จะมีเพียงบริเวณท่ีลําดับเบสคลายคลึงกับ ABRE (ABRE-like sequence)
จํานวน 2 บริเวณ ABRE มีลําดับเบสท่ีจําเพาะเปน PyACGTGGC (Yamaguchi-Shinozaki and
Shinozaki, 1994) ซึ่งในภายหลังคนพบวา โปรโมเตอร rd29B ทํางานตอบสนองตอ ABA เทานั้น
เนื่องจากมี ABRE ถึง 3 บริเวณและมี DRE เพียง 1 บริเวณ (Nakashima et al., 2006)

ชนิดของ cis-element ท่ีคลายคลึงกัน ทําใหโปรโมเตอรของท้ังยีน rd29A และ rd29B มี
ความเหมือนกัน (identical) สูงถึง 60.93% (Jia et al., 2012) อยางไรก็ตาม โปรโมเตอรท้ังสองมัก
ถูกเลือกไปใชในงาน osmotic stress ท่ีแตกตางกัน โดยโปรโมเตอร rd29A มักถูกเลือกไปใชในงานท่ี
เก่ียวกับภาวะแลงและอุณหภูมิต่ํา ในขณะท่ีโปรโมเตอร rd29B จะถูกนําไปใชกับภาวะเครียดท่ีทํางาน
ผาน ABA และภาวะเค็ม (Msanne et al., 2011) ท้ังนี้โปรโมเตอร rd29A ทํางานไดดีท้ังใน ABA-
dependent และ ABA-independent pathway ชวงสิบกวาปท่ีผานมางานวิจัยสวนมากนิยมใช
inducible promoter อยางโปรโมเตอร rd29A มาทําหนาท่ีในการควบคุมใหมีการแสดงออกของยีน
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ท่ีตองการปรับปรุง (เพ่ือใหทนตอภาวะเครียด) แทนการใชโปรโมเตอร 35SCaMV เพ่ือหลีกเลี่ยง
ผลกระทบดานลบของ constitutive promoter ท่ีถึงแมจะทําใหไดพืชท่ีทนตอภาวะเครียดแตมักจะ
มีลักษณะ (phynotype) ท่ีไมพึงปรารถนาบางประการเพ่ิมมาดวย (Hong et al., 2006; Kasuga et
al., 1999; Kasuga et al., 2004; Pellegrineschi et al., 2004)

5. การสรางพืชดัดแปรพันธุกรรม

การถายยีนโดยใชแบคทีเรียแกรมลบ Agrobacterium tumefaciens เปนหนึ่งในวิธีท่ีนิยม
ใชกันมากในการปรับปรุงพันธุพืช โดยใชหลักการทางธรรมชาติท่ี A. tumefaciens กอใหเกิดโรคปุม
ปม (crown gall tumor) มาชวยในการถายยีนท่ีสามารถแทรกยีนเปาหมายเขาไปในจีโนมของพืชท่ี
ใชเปน เซลลเจาบาน ท้ังนี้เนื่องจาก A. tumefaciens สามารถสง DNA บางสวนท่ีเรียกวา
transferred DNA (T-DNA) ขนาดประมาณ 10-20 kb ซึ่งถอดรหัสใหยีนกลุม oncogenes เขาสู
จีโนมของพืชได ทําใหเซลลพืชเกิดการเจริญเติบโตอยางรวดเร็ว ไมจํากัด ใหลักษณะปุมปมท่ีไม
สามารถพัฒนาตอเปนยอดหรือรากได ชิ้น T-DNA ดังกลาวแทรกอยูในพลาสมิด Ti (tumor-
inducing) โดยมียีนจําพวก vir (virulence) และยีนท่ีสราง opine catabolism ซึ่งเปนแหลงอาหาร
รวมอยูในพลาสมิด Ti ดวย โดยเรียงตัวในลักษณะ cis กับ T-DNA นอกจากนีบ้ริเวณดานซายและขวา
ของ T-DNA ยังขนาบขางดวยลําดับนิวคลีไทดซ้ํา ๆ ขางละประมาณ 25 bp เรียก left (LB) และ
right border (RB) ท้ังสองบริเวณดังกลาวจะถูกสงเขาสูจีโนมของเซลลเจาบานพรอมกับ T-DNA
(Komori et al., 2007; Tzfira and Citovsky, 2006)

หลักการถายยีนทําไดโดยการแทนท่ีตําแหนงของ T-DNA ดวยยีนท่ีตองการศึกษา โดยการ
เปลี่ยนแปลงพลาสมิด Ti ใหยังคงความสามารถในการสง T-DNA เขาสูเซลลของพืชไดเชนเดิม (ยีนท่ี
ตองการศึกษาก็จะถูกสงเขาไปพรอมกัน) แตไมกอโรค ท่ีผานมามีการพัฒนาระบบท่ีเรียกวา binary
vector system ข้ึนมาชวยใหการถายยีนดวย A. tumefaciens สะดวกมากข้ึน ทํางานไดท้ังใน
E. coli และ A. tumefaciens โดยใชหลักการแบงพลาสมิด Ti ใหเปนพลาสมิด 2 วง ท่ีมีลักษณะเปน
autonomously-replicating โดยท่ีพลาสมิดท้ัง 2 วงยังคงอยูในเซลลของ Agrobacterium เซลล
เดียวกัน พลาสมิดวงแรกเรียก autonomous vector หรือ backbone sequences เปนพลาสมิดท่ี
ทําการแทนท่ี T-DNA ตามธรรมชาติของ A. tumefaciens ดวยยีนท่ีตองการศึกษาพรอมดวย
promoter และ terminator ท้ังนี้ยังมีการเพ่ิมยีนท่ีใชเปน selectable marker เขาไปดวยเพ่ือใชใน
การคัดเลือก พลาสมิดวงท่ีสอง (helper plasmid หรือ disarmed Ti plasmid) เปนพลาสมิดท่ีมี vir
gene ซึ่งจําเปนตอการสง T-DNA เขาสูเซลลพืช (Lee and Gelvin, 2008)

สายพันธุของ A. tumefaciens ท่ีเปนระบบ binary vector ท่ีนิยมใชมีหลายสายพันธุ
ยกตัวอยางเชน GV3101 [pPM6000; pTd33] ซึ่งเปนสายพันธุท่ีดัดแปรพันธุกรรมมาจากสายพันธุ



บทที่ 3

วัสดุอุปกรณและวิธีการทดลอง

พืชทดลอง

1. เมล็ด Arabidopsis (Arabidopsis thaliana L.) ecotype Columbia ท่ีไมไดรับการ
ถายยีน (ใหชื่อยอ wild-type หรือ WT)

2. เมล็ด Arabidopsis (Arabidopsis thaliana L.) ecotype Columbia สายพันธุท่ีไดรับ
การถายชุดโครงสรางยีน Central and C-terminal OsNUC1 (C’_OsNUC1) ท่ีถูก
ควบคุมดวยโปรโมเตอรแบบแสดงออกตลอดเวลา 35SCaMV (35SCaMV::C’_OsNUC1)
2 สายพันธุ คือ ox_3.2 และ ox_3.7 และแบบท่ีถูกควบคุมดวยโปรโมเตอรแบบแสดง
ออกเม่ือไดรับสภาวะเครียดจากสิ่งแวดลอม (rd29A::C’_OsNUC1) 3 สายพันธุ คือ
rd_3.9 rd_3.10 และ rd_3.13 (Siriporn Sripinyowanich, 2010)

สถานท่ีปลูกพืชทดลอง

หองเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ ภาควิชาพฤกษศาสตรคณะวิทยาศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย ซึ่ง
ควบคุมอุณหภูมิท่ี 22 องศาเซลเซียส ใหแสงท่ีความเขมแสง 35 µmol m-2 s-1 โดยมีความยาว
ชวงแสง 16 ชั่วโมง/วัน (16/8 L/D cycle)

หองปลูกพืชควบคุมอุณหภูมิ ภาควิชาพฤกษศาสตร คณะวิทยาศาสตร จุฬาลงกรณ
มหาวิทยาลัย ซึ่งควบคุมอุณหภูมิท่ี 22 องศาเซลเซียสใหแสงท่ีความเขมแสง 180 µmol m-2 s-1 โดย
มีความยาวชวงแสง 16 ชั่วโมง/วัน (16/8 L/D cycle) เปดไฟระดับสูง (100%)

อุปกรณการศึกษา

1. วัสดุอุปกรณท่ีใชในการสกัดพลาสมิด DNA
- ตูแชแข็งสําหรับเก็บตัวอยาง -20 และ -80 องศาเซลเซียส
- หลอด microcentrifuge ขนาด 1.5 มิลลิลิตร
- อางน้ําควบคุมอุณหภูมิ (water bath) (LabTech, USA)
- เครื่องควบคุมอุณหภูมิ (incubator) (Memmert, Germany)
- เครื่องปนเหวี่ยงควบคุมอุณหภูมิ (refrigerated centrifuge) (Universal 32R

Hettich, Germany)
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- เครื่องปนเหวี่ยงตกตะกอน (microcentrifuge) (Sorvall Biofuge Pico, Germany)
- เครื่องวัดการดูดกลืนแสง (spectrophotometer) (Agilent Technology, USA) และ

cuvette
- ขวดรูปชมพู 25 มิลลิลิตร
- เครื่องเขยาผสมสาร (vortex mixer) (Labnet, USA)

2. วัสดุอุปกรณท่ีใชในการสกัด genomic DNA และ RNA
- อะลูมิเนียมฟอยล
- ตูแชสําหรับเก็บตัวอยาง -20 และ -80 องศาเซลเซียส
- หลอด microcentrifuge ขนาด 1.5 มิลลิลิตร
- แทงบด (grinder)
- โกรงบดพรอมท่ีบด
- อางน้ําควบคุมอุณหภูมิ (water bath) (LabTech, USA)
- เครื่องควบคุมอุณหภูมิ (incubator) (Memmert, Germany)
- เครื่องปนเหวี่ยงตกตะกอน (microcentrifuge) (Sorvall Biofuge Pico, Germany)
- เครื่องปนเหวี่ยงควบคุมอุณหภูมิ (refrigerated centrifuge) (Universal 32R

Hettich, Germany)
- เครื่องวัดการดูดกลืนแสง (spectrophotometer) และ cuvette
- เครื่องเขยาผสมสาร (vortex mixer) (Labnet, USA)

3. วัสดุอุปกรณท่ีใชในการ 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
- อางน้ําควบคุมอุณหภูมิ (water bath) (LabTech, USA)
- เครื่องควบคุมอุณหภูมิ (incubator) (Memmert, Germany)
- เครื่องปนเหวี่ยงตกตะกอน (microcentrifuge) (Sorvall Biofuge Pico, Germany)
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4. วัสดุอุปกรณท่ีใชในการศึกษาการแสดงออกของยีนดวยวิธี quantitative real-time
polymerase chain reaction (qRT-PCR)

- iCyclerTM Thermal Cycler (Bio-Rad, USA)
- อางควบคุมอุณหภูมิแบบแหง (dry bath incubator) (MD-01N-220, Taiwan)
- เครื่องปนเหวี่ยงตกตะกอน (microcentrifuge) (Sorvall Biofuge Pico, Germany)
- เครื่องปนเหวี่ยงควบคุมอุณหภูมิ (refrigerated centrifuge) (Universal 32R

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

cuvette
- เครื่องเขยาผสมสาร (vortex mixer) (Labnet, USA)
- 96-well plate (Bio-Rad, USA)
- ตูแชสําหรับเก็บตัวอยาง -20 และ -80 องศาเซลเซียส

5. วัสดุอุปกรณท่ีใชใน electrophoresis
- ชุดแยกกรดนิวคลีอิกดวยกระแสไฟฟาในแนวระนาบ (MiniRun GE-100, Hangzhou

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

6. วัสดุอุปกรณท่ีใชในการปลูก Arabidopsis
- กระบะพลาสติก 50 x 100 ตารางเซนติเมตร
- กระถางกลมขนาดเสนผานศูนยกลาง 5 เซนติเมตร
- Petri dish เสนผานศูนยกลาง 88 มิลลิเมตร
- หลอด microcentrifuge ขนาด 1.5 มิลลิลิตร
- วัสดุปลูก perlite vermiculite และ peatmoss

7. วัสดุอุปกรณท่ีใชในศึกษาผลของภาวะเครียดจากความเค็มท่ีมีตอการเติบโตของ Arabidopsis
- Petri dish เสนผานศูนยกลาง 88 มิลลิเมตร
- กลองถายรูป
- อะลูมิเนียมฟอยล
- เครื่องชั่งอยางละเอียดทศนิยม 3 และ 4 ตําแหนง
- ตูอบตัวอยางพืช (hot air oven) (Binder, Germany)
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สารเคมี

1. สารเคมีท่ีใชในการสกัดพลาสมิด 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. สารเคมีท่ีใชในการสกัด 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. สารเคมีท่ีใชในการศึกษาการแสดงออกของยีนดวยวิธี 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. สารเคมีท่ีใชใน 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. สารเคมีท่ีใชใน 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. สารเคมีท่ีใชในการศึกษาผลของภาวะเครียดจากความเค็มท่ีมีตอการเติบโตของ 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. สราง Arabidopsis ดัดแปรพันธุกรรมท่ีมีโมทิฟของ OsNUC1 รูปแบบตางกัน

สราง Arabidopsis ดัดแปรพันธุกรรมท่ีมีโมทิฟของ OsNUC1 รูปแบบตางกันจํานวน 3 รูปแบบ
ไดแก (I): ชุดโครงสรางยีนท่ีถอดรหัสให full-length ของ OsNUC1 ท่ีควบคุมดวยโปรโมเตอร

rd29A (pJim19::rd29A::full-length_OsNUC1)
(II): ชุดโครงสรางยีนท่ีถอดรหัสใหปลาย N ของ OsNUC1 ท่ีควบคุมดวยโปรโมเตอร rd29A

(pJim19::rd29A::N’_OsNUC1)
(III): ชุดโครงสรางยีนท่ีถอดรหัสใหปลาย N ของ OsNUC1 ท่ีควบคุมดวยโปรโมเตอร

35SCaMV (pJim19::35SCaMV::N’_OsNUC1)

1.1 สรางชุดโครงสรางยีน (I): pJim19::rd29A::full-length_OsNUC1 และ (II): pJim19::
rd29A::N’_OsNUC1

การสรางชุดโครงสรางยีน (I): pJim19::rd29A::full-length_OsNUC1

1.1.1 นําโคลน (1) full-length_OsNUC1 (accession no. AK103446) ท่ีถูกสรางโดย
ธนิกานต อุดมชโลทร (unpublished data) ซึ่งอยูใน TOPO®vector (Invitrogen)
โคลน (2) pJim19::35SCaMV::C‘_OsNUC1 ในเวคเตอร pJim19 และโคลน (3)
โปรโมเตอร rd29A (ภาคผนวก ค) ท่ีอยูใน pGEM®-T easy vector (Siriporn
Sripinyowanich, 2010) มาสกัดแยกพลาสมิด DNA ดวยวิธี small-scale
preperation of plasmid DNA lysis by alkali (Sambrook et al.,
1989) หลังจากนั้นทําการตัดพลาสมิด DNA ดวยเอนไซมตัดจําเพาะ (restriction
enzyme) HindIII SaCI และ XbaI (ภาคผนวก ก และภาพท่ี 3.1)

1.1.2 แยกแถบ DNA ตามขนาดดวย electrophoresis ในแนวระนาบ โดยใช agarose
gel ความเขมขน 0.8% (w/v) ในสารละลาย 0.5X TBE และใชความตางศักยไฟฟา
100 โวลตตอเซนติเมตร จากนั้นยอมแถบ DNA ดวย ethidium bromide ความ
เขมขน 5-10 µg/ml เปนเวลา 5 นาที ลางดวยน้ํากลั่น 5 นาที แลวนําไปตรวจสอบ
ดวยแสง UV และบันทึกภาพ

1.1.3 สกัด DNA fragments ท้ังสามชิ้น คือ ชิ้นสวน full-length_OsNUC1 (ไดจาก
โคลน (1)) ชิ้นสวนเวคเตอร pJim19 (ไดจากโคลน (2)) และชิ้นสวนโปรโมเตอร
rd29A (ไดจากโคลน (3)) ออกจาก agarose gel โดยใช Ultra CleanTM 15 DNA
purification Kit (MO BIO Laboratories, Inc.) ตามวิธีท่ีระบุไวในคูมือ ตรวจสอบ
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ปริมาณและความถูกตองของขนาดของแถบ DNA ดวย electrophoresis เชนเดียว
กับวิธีการในขอ 1.1.2

1.1.4 นําชิ้นสวน DNA ท้ังสามชิ้นสวนมาเชื่อมตอเขาดวยกัน โดยใช T4 DNA ligase
(Takara) ตามวิธีท่ีระบุในคูมือ ไดเปนชุดโครงสรางยีน (I): pJim19::rd29A::full-
length_OsNUC1 (ภาพท่ี 3.1) โดยใชอัตราสวนความเขมขน DNA ของเวคเตอรตอ
DNA ของชิ้นสวนยีนตอ DNA ของโปรโมเตอร (vector:promoter:insert molar
ratio) เปน 1:8:8 โดยมีปริมาณ DNA ของเวคเตอรเทากับ 50 µg/µl

1.1.5 โคลนชุดโครงสรางยีน (I) จากขอ 1.1.4 เขาสูแบคทีเรีย Escherichia coli สายพันธุ
DH5α ดวยวิธี heat shock (ภาคผนวก ก) คัดเลือกเซลลท่ีไดรับการถายยีนซึ่งเปน
single colony บนอาหารก่ึงแข็ง LB ท่ีเติมสารปฏิชีวนะกานามัยซิน 50 mg/L
(เพ่ือคัดเลือกเวคเตอร pJim19 ซึ่งมี kanamycin resistance marker)
มาตรวจสอบชิ้นสวน DNA ของ full-length_OsNUC1 ดวยวิธี colony PCR
(ภาคผนวก ก) โดยใชไพรเมอร FL_OsNUC (F) และ FL_OsNUC (R) และใช
ไพรเมอร rd29A (F) และ rd29A (R) สําหรับตรวจสอบชิ้นสวนโปรโมเตอร rd29A
จากนั้นนํา colony ท่ีใหผลของ colony PCR เปนบวกซึ่งแสดงถึงการแทรกตัวของ
ชิ้นสวน DNA ท่ีตองการในเซลลของ E. coli ไปทดลองตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ
เพ่ือยืนยันชิ้นสวน DNA อีกครั้ง กอนจะนํา colony ดังกลาว ไปบมเลี้ยงในอาหาร
เหลว LB ท่ีเติมสารปฏิชีวนะกานามัยซิน ทําการสกัดแยกพลาสมิด DNA ตามวิธีขอ
1.1.1 กอนสงไปวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทด รายละเอียดของไพรเมอรแสดงดัง
ตารางท่ี 3.1

ตารางท่ี 3.1 ไพรเมอรท่ีใชในการตรวจสอบชุดโครงสรางยีน

ชื่อไพรเมอร 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 เคราะหลําดับนิวคลีโอไทดของชิ้นสวน DNA ท่ีไดจากขอ 1.1.5 ดวย ABI
Sequencing 3730xl DNA Analyzer (Applied Biosystem) โดยใชบริการของ
AIT biotech (Singapore) แลวเปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอไทดกับฐานขอมูลใน
GenBank (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) คัดเลือกโคลนท่ีใหลําดับ
นิวคลีโอไทดตรงกับลําดับนิวคลีโอไทดของโปรโมเตอร rd29A (accession no.
EF090409) และของ full-length cDNA ของ OsNUC1 ในขาวสายพันธุ japonica
(accession no. AK103446) มาทําการทดลองตอ

1.1.7 นําพลาสมิด DNA จากขอ 1.1.6 ท่ีมีลําดับนิวคลีโอไทดถูกตอง เขาสูแบคทีเรีย
Agrobacterium tumefaciens L. สายพันธุ GV3101 ดวยวิธี freeze/thaw
method (ภาคผนวก ก) คัดเลือกเซลลท่ีไดรับการถายยีนบนอาหารก่ึงแข็ง LB ท่ี
เติมสารปฏิชีวนะกานามัยซิน 50 mg/L ไรแฟมพิซิน 20 mg/L และเจนตามัยซิน
50 mg/L (คัดเลือก A. tumefaciens สายพันธุ GV3101) จากนั้นทําการตรวจสอบ
ชิ้นสวน DNA ของยีน full-length_OsNUC1 และชิ้นสวนโปรโมเตอร rd29A โดย
ใชวิธีการเดียวกับในขอ 1.1.5 คัดเลือก colony ท่ีใหผลของ colony PCR เปนบวก
มาสกัดแยกพลาสมิด DNA ตามวิธีขอ 1.1.1

การสรางชุดโครงสรางยีน (II): pJim19::rd29A::N’_OsNUC1

ชุดโครงสรางยีน (II): pJim19::rd29A::N’_OsNUC1 ใชวิธีการเชนเดียวกับ
ขอ 1.1 เพียงแตใชโคลน N’_OsNUC1 ท่ีถูกสรางและถายยีนเขาสู TOPO®vector
โดยธนิกานต อุดมชโลทร (unpublished data) มาทําการทดลองแทน (ภาพท่ี 3.2)
โดยใชไพรเมอร N_OsNUC (F) และ N_OsNUC (R) (ตารางท่ี 3.1) ในการตรวจ
สอบชิ้นสวนชุดโครงสรางยีน (II) ดวย colony PCR (ภาคผนวก ก) เม่ือไดชุดโครง
สรางยีนท่ีตองการ ทําการถายยีนเขาสู A. tumefaciens สายพันธุ GV3101 และ
คัดเลือกเซลลท่ีไดรับการถายยีนตามท่ีระบุไวในขอ 1.1.7 มาสกัดแยกพลาสมิด DNA
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ภาพท่ี 3.1 ภาพจําลองแสดงการสรางชุดโครงสรางยีน (I): pJim19::rd29A::full-length_
OsNUC1

ภาพท่ี 3.2 ภาพจําลองแสดงการสรางชุดโครงสรางยีน (II): pJim19::rd29A::N’_OsNUC1
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1.2 สราง Arabidopsis ดัดแปรพันธุกรรมท่ีมีชุดโครงสรางยีนของโมทิฟของ OsNUC1

การสราง Arabidopsis ท่ีมีชุดโครงสรางยีน (I): pJim19::rd29A::full-length_OsNUC1

1.2.1 ถายชิ้นสวน DNA ของชุดโครงสรางยีน (I): pJim19::rd29A::full-length_OsNUC1
ท่ีไดจากขอ 1.1 เขาสู WT Arabidopsis thaliana L. ecotype Columbia
(Col-0) ซึ่งเปนพันธุดั้งเดิม ดวยวิธี Agrobacterium-mediated floral dip
transformation (Clough and Bent, 1998) (ภาคผนวก ก)

1.2.2 คัดเลือกเมล็ด Arabidopsis ท่ีคาดวาไดรับการถายยีนจากขอ 1.2.1 บนอาหารก่ึง
แข็งสูตร ½MS (Murashige and Skoog, 1962) ท่ีมีการเติม 1% (w/v) sucrose
และสารปฏิชีวนะกานามัยซิน 50 mg/L นําเมล็ดท่ีตานทานสารปฏิชีวนะยายปลูก
ลงดินเพ่ือเก็บเมล็ดรุนถัดไป โดยปลูกในหองปลูกพืชควบคุมอุณหภูมิประมาณ
22 องศาเซลเซียสและมีระยะเวลาใหแสง 16 ชั่วโมงตอวัน

การสราง Arabidopsis ท่ีมีชุดโครงสรางยีน (II): pJim19::rd29A::N’_OsNUC1 หรือชุด
โครงสรางยีน (III): pJim19::35SCaMV::N’_OsNUC1

ถายชิ้นสวน DNA ของชุดโครงสรางยีน (II): pJim19::rd29A::N’_OsNUC1
ท่ีไดจากขอ 1.1 หรือชุดโครงสรางยีน (III): pJim19::35SCaMV::N’_OsNUC1 ท่ี
สรางโดย ธนิกานต อุดมชโลทร (unpublished data) เขาสู WT Arabidopsis
thaliana L. ecotype Columbia (Col-0) ดวยวิธีตามขอ 1.2.1 แลวคัดเลือก
เมล็ดท่ีคาดวาไดรับการถายยีนดวยวิธีตามขอ 1.2.2 มาทําการทดลองในข้ันตอไป
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2. ตรวจสอบการแทรกตัวของช้ินสวนยีนใน Arabidopsis ดัดแปรพันธุกรรมท่ีสรางข้ึน

2.1 Arabidopsis ดัดแปรพันธุกรรมท่ีมีชุดโครงสรางยีน (I): pJim19::rd29A::full-length_
OsNUC1

2.1.1 นําเมล็ด Arabidopsis ท่ีไดรับการถายยีน (I) รุน T0 มาฟอกฆาเชื้อดวย washing
solution (ภาคผนวก ก) เปนเวลา 10 นาที ลางดวยน้ํากลั่น 5-6 ครั้ง นําไปวางบน
อาหารก่ึงแข็งสูตร ½MS ท่ีเติม 1% (w/v) sucrose และสารปฏิชีวนะกานามัยซิน
50 mg/L ทํา stratification ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียสเปนเวลา 48 ชั่วโมง
หลังจากนั้นยายไปเลี้ยงตอท่ีหองเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อท่ีควบคุมอุณหภูมิท่ี 22 องศา
เซลเซียสและใหความเขมแสง 35 µmol m-2 s-1 เปนเวลา 7 วัน คัดเลือกตนท่ี
สามารถตานทานสารปฏิชีวนะกานามัยซินไปปลูกลงดินเพ่ือเก็บเมล็ด โดยปลูกใน
หองปลูกพืชควบคุมอุณหภูมิท่ีควบคุมใหมีอุณหภูมิประมาณ 22 องศาเซลเซียสและ
ใหความเขมแสง 180 µmol m-2 s-1

2.1.2 นําใบของตน Arabidopsis จากขอ 2.1.1 (ตน T0) อายุประมาณ 5-6 สัปดาหมา
สกัด genomic DNA โดยใชวิธีการ CTAB (ภาคผนวก ก) และนําไปตรวจสอบ
การแทรกตัวของชุดโครงสรางยีน (I) และโปรโมเตอร rd29A ดวย PCR (ภาคผนวก
ก) เก็บเมล็ด T1 ของตน Arabidopsis T0 ท่ีใหผล PCR เปนบวกมาทําการทดลอง
ในขอถัดไป

2.1.3 ทําการคัดเลือกเมล็ด T1 ของตนจากขอ 2.1.2 โดยพิจารณาจากอัตราการตานทาน
สารปฏิชีวนะของเมล็ดบนอาหารก่ึงแข็งสูตร ½MS ท่ีเติม 1% (w/v) sucrose และ
สารปฏิชีวนะกานามัยซิน 50 mg/L ใหจํานวนของตนท่ีตานทานตอตนไมตานทาน
สารปฏิชีวนะกานามัยซินเปนอัตราสวน 3:1 ตามกฎของเมนเดล (Mendel's laws
of segregation) โดยใชการทดสอบทางสถิติแบบ Chi-square test (2) ทดสอบ
ความแตกตางระหวางคาสังเกต (observed data) ของจํานวนตน T1 ท่ีตานทานสาร
ปฏิชีวนะกานามัยซินกับคาท่ีคาดหวัง (expected data) ของจํานวนตน T1 ท่ีตานทาน
สารปฏิชีวนะกานามัยซิน คัดเลือกตน/สายพันธุ (line) ท่ีมีอัตราความตานทานสาร
ปฏิชีวนะของตน T1 เปนอัตราสวน 3:1 และมีคา 2 ท่ียอมรับได ซึ่งแสดงถึงจํานวน
ชิ้นสวนของยีนท่ีถายเขาไปวามีเพียงหนึ่งชุด (single insertion) ตามกฎของเมนเดล
ไปทดลองตอไป
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สมการของคาสถิติของการทดสอบ Chi-square test (2) คือ

 = ( )

โดยท่ี O คือ คาสังเกตของจํานวนตน T1 ท่ีตานทานตอสารปฏิชีวนะ (observed data)
E คือ คาคาดหวังของจํานวนตน T1 ท่ีตานทานตอสารปฏิชีวนะ (expected data)

2.1.4 นําตน T1 ท่ีงอกไดบนอาหารก่ึงแข็งจากขอ 2.1.3 ไปปลูกลงดิน สกัด genomic
DNA จากใบ และตรวจสอบการแทรกตัวของชุดโครงสรางยีนดวยวิธี PCR เชนเดียว
กับในขอ 2.1.2 เก็บเมล็ด T2 ของตนท่ีใหผล PCR เปนบวกมาทําการทดลองตอไป

2.1.5 นําเมล็ด T2 มาคัดเลือกเฉพาะสายพันธุท่ีมีอัตราตานทานสารปฏิชีวนะกานามัยซิน
100% เม่ือคัดเลือกดวยอาหารก่ึงแข็งสูตร ½MS ท่ีเติม 1% (w/v) sucrose และ
สารปฏิชีวนะกานามัยซิน ซึ่งถือเปนสายพันธุท่ีไดรับการถายยีนแบบ homozygous
single insertion นําไปตรวจสอบการแทรกตัวของชุดโครงสรางยีนดวย PCR และ
นําไปใชในการศึกษาข้ันตอไป

2.2 Arabidopsis ดัดแปรพันธุกรรมท่ีมีชุดโครงสรางยีน (II): pJim19::rd29A::N’_OsNUC1
และ (III): pJim19::35SCaMV::N’_OsNUC1

ตรวจสอบการแทรกตัวของชุดโครงสรางยีน (II) และ (III) ในตน Arabidopsis ดัด
แปรพันธุกรรม ดวยวิธี PCR โดยเลือกใชไพรเมอรท่ีเหมาะสมกับชุดโครงสรางยีน (ตาราง
3.1) และคัดเลือกดวยวิธีเชนเดียวกับในขอ 2.1 จนไดสายพันธุ T1 และ T2 ตามลําดับ
หลังจากนั้นนําไปใชในการทดลองข้ันตอไป
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3. ตรวจสอบการแสดงออกของชุดโครงสรางยีนของ OsNUC1 ในตน Arabidopsis ดัดแปร
พันธุกรรมภายใตภาวะเครียดจากความเค็ม ดวย quantitative real-time polymerase
chain reaction (qRT-PCR)

3.1 คัดเลือกสายพันธุในรุน T2 ของ Arabidopsis ดัดแปรพันธุกรรมท่ีไดรับการถายยีน
(I): pJim19::rd29A::full-length_OsNUC1 จํานวน 3 สายพันธุท่ีเปนอิสระตอกันและยีน
(II): pJim19::rd29A::N’_OsNUC1 จํานวน 3 สายพันธุ โดยมี WT Arabidopsis ecotype
Columbia เปนชุดควบคุม รวมเปน 7 ชุดการทดลองมาทําการทดลอง

3.2 นําเมล็ดจํานวน 150-200 เมล็ดของแตละชุดการทดลอง มาทําการฆาเชื้อดวย washing
solution (ภาคผนวก ก) แลวเพาะลงบนอาหารก่ึงแข็งสูตร ½MS ท่ีเติม 1% (w/v) sucrose
นําเมล็ดของท้ัง 7 ชุดการทดลอง ไป stratification และเพาะตามวิธีในขอ 2.1.1

3.3 เม่ือตนกลาอายุได 16 วันนับจากวันเพาะ นําตนกลาท้ัง 7 ชุดการทดลอง ท่ีมีขนาดและความ
สมบูรณใกลเคียงกัน ยายบนกระดาษกรองท่ีชุมดวยอาหารเหลวสูตร MS ท่ีเติม 1% (w/v)
sucrose และ NaCl 100 mM ซึ่งถือเปนภาวะเครียดจากความเค็ม

3.4 เก็บตัวอยางตนกลา Arabidopsis จากขอ 3.3 เพ่ือนําไปสกัด total RNA โดยแตละชุดการ
ทดลองจะเก็บตัวอยางตนกลา Arabidopsis เปนจํานวน 20 ตน ท่ีระยะเวลา 0 3 6 และ 12
ชั่วโมงหลังจากไดรับภาวะเครียดจากความเค็ม

3.5 สกัด total RNA จากตัวอยางตนกลา Arabidopsis จากขอ 3.4 ดวยวิธีซึ่งปรับปรุงจากวิธี
Hot Phenol ของปารวี ธิกาศ (2546) หลังจากนั้นตรวจสอบคุณภาพของ RNA โดยใช gel
electrophoresis system และวัดคาการดูดกลืนแสงของสารละลาย RNA ดวยเครื่อง
spectrophotometer ท่ีคลื่นความยาว 260 นาโนเมตร เพ่ือคํานวณปริมาณ total RNA
โดยคํานวณจากสมการ

[RNA] = A260 x dilution factor x 40

โดย คาการดูดกลืนแสงท่ี 260 nm (A260) จะเทากับ 1.0 เม่ือ RNA มีความ
เขมขนประมาณ 40 µg/ml (Sambrook et al., 1989)

3.6 นํา total RNA ปริมาณ 10 ไมโครกรัม (µg) มากําจัด DNA ดวยเอนไซม DNAse I
(Takara, Japan) ตามวิธีท่ีระบุในคูมือ (ภาคผนวก ก) ตรวจสอบคุณภาพและคํานวณ
ปริมาณ total RNA ตามวิธีในขอ 3.5
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3.7 นํา RNA ปริมาณ 3 µg มาสราง cDNA สายแรก ดวยการทํา reverse transcription โดย
ใชเอนไซม M-MLV reverse transcriptase (Promega) ตามวิธีท่ีระบุในคูมือ (ภาคผนวก
ก) หลังจากนั้นนํา cDNA ท่ีได มาใชเปนแมแบบในการทํา qRT-PCR ดวยเครื่อง iCyclerTM

Thermal Cycler (Bio-Rad) โดยใชเอนไซม iQTMSYBR® Green Super Mix (Bio-Rad)
ตามวิธีท่ีระบุในคูมือ (ภาคผนวก ก)

3.8 เปรียบเทียบการแสดงออกของโมทิฟของยีน OsNUC1 ท้ังสองกลุม

3.8.1 เปรียบเทียบการแสดงออกของ rd29A::full-length_OsNUC1 ในตน Arabidopsis
ดัดแปรพันธุกรรมท่ีได รับการถายยีน (I) ( rd29A::full-length_OsNUC1) ท้ั ง
3 สายพันธุ โดยวัดระดับของการแสดงออกของยีน full-length_OsNUC1 ในแตละ
สายพันธุ ในแตละชวงเวลา จากการเปรียบเทียบกับระดับการแสดงออกท่ีชั่วโมงท่ี 0
ของ Arabidopsis สายพันธุ rd_fl10 (control) โดยมียีน Arabidopsis EF-1α
(Elongation factor-1α) เปนยีนอางอิง (reference gene) และมี WT
Arabidopsis เปนชุดควบคุม ออกแบบไพรเมอรจาก OsNUC1 cDNA (accession
no. AK063918) เพ่ือใชตรวจสอบการแสดงออกของยีน full-length_OsNUC1
และจาก AtEF-1α cDNA (At5g60390) สําหรับตรวจสอบยีนอางอิง โดยมีลําดับ
เบสดังนี้ (Siriporn Sripinyowanich, 2010)

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

(อุณหภูมิท่ีไพรเมอรเขาจับกับ cDNA 48.2 องศาเซลเซียส)
AtEF-1α (F) 5’-TTCTCCGAGTACCCACCTT-3’
AtEF-1α (R) 5’-ATTTGGCACCCTTTCTTCACT-3’

(อุณหภูมิท่ีไพรเมอรเขาจับกับ cDNA 58.2 องศาเซลเซียส)

3.8.2 สําหรับการแสดงออกของ N’_OsNUC1 ในตน Arabidopsis ดัดแปรพันธุกรรมท่ี
ไดรับการถายยีน (II) (rd29A::N’_OsNUC1) ทําการศึกษาดวยวิธีตามท่ีระบุในขอ
3.8.1 โดยวัดระดับของการแสดงออกของยีน N’_OsNUC1 ในแตละตัวอยางไดจาก
การเปรียบเทียบกับระดับการแสดงออกท่ีชั่วโมงท่ี 0 ของ Arabidopsis สายพันธุ
rd_5i (control) และมี Arabidopsis EF-1α เปนยีนอางอิง (reference gene)
โดยมี WT Arabidopsis เปนชุดควบคุมและเพ่ือใหสามารถตรวจสอบการแสดงออก
ของโมทิฟบริเวณปลาย N ของยีน OsNUC1 ทําการออกแบบไพรเมอรจาก
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OsNUC1 cDNA (accession no. AK103446) และใช AtEF-1α เปนยีนอางอิง
เชนเดียวกัน ไพรเมอรสําหรับ N’_OsNUC1 มีลําดับเบสดังนี้

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

(อุณหภูมิท่ีไพรเมอรเขาจับกับ cDNA 48.2 องศาเซลเซียส)

3.9 นําผลจากขอ 3.8 มาคํานวณหาคาการแสดงออกของยีน full-length_OsNUC1 หรือ
N’_OsNUC1 ดวยวิธีเปรียบเทียบระดับการแสดงออกของยีนท่ีตองการศึกษากับการ
แสดงออกของยีนในตัวอยางท่ีใชเปน control (relative quantification) โดยมี AtEF-1α
เปนยีนอางอิง 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 ผลตางของคา CP (cross-over point)

(หรืออีกชื่อคือ คา Ct; threshold cycle) ของ
ยีน full-length_OsNUC1 หรือ N’_OsNUC1
เม่ือเปรียบเทียบกับคา CP ของตัวอยาง control

CPref (control-sample) คือ ผลตางของคา CP ของยีน AtEF-1α
เม่ือเปรียบเทียบกับคา CP ของตัวอยาง control
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4. ศึกษาการเติบโตของ Arabidopsis ดัดแปรพันธุกรรมท่ีไดรับการถายยีนท่ีถอดรหัสให
โมทิฟของ OsNUC1 ท่ีตางกัน

4.1 การเติบโตในภาวะปกติ

4.1.1 วางแผนการทดลอง
ออกแบบการทดลองใหเปนแบบ Completely Randomized Design (CRD) โดย
มีจํานวนซ้ํา 6 ซ้ํา แตละซ้ําประกอบดวยตน Arabidopsis อยางนอย 6 ตน

4.1.2 การศึกษาการเติบโตของตน Arabidopsis ดัดแปรพันธุกรรมท่ีไดรับการถายยีนท่ี
ถอดรหัสใหโมทิฟของ OsNUC1 ท่ีตางกัน ภายใตการควบคุมการทํางานของ
โปรโมเตอร 2 รูปแบบ (ภาพท่ี 3.3) มีพืชทดลอง คือ Arabidopsis ดัดแปร
พันธุกรรมท่ีไดรับการถายยีนท้ังสิ้น 5 กลุม (รวม 13 สายพันธุ) ดังนี้

(A): ชุดโครงสรางยีน rd29A::full-length_OsNUC1

จํานวน 3 สายพันธุ ไดแก rd_fl10 rd_fl16 และ rd_fl22

(B): ชุดโครงสรางยีน rd29A::N’_OsNUC1

จํานวน 3 สายพันธุ ไดแก rd_5i rd_5.14 และ rd_5.114

(C): ชุดโครงสรางยีน rd29A::C’_OsNUC1 (Siriporn Sripinyowanich, 2010)

จํานวน 3 สายพันธุ ไดแก rd_3.9 rd_3.10 และ rd_3.13

(D): ชุดโครงสรางยีน 35SCaMV::full-length_OsNUC1 ของธนิกานต อุดมชโลธร
(unpublished data) จํานวน 2 สายพันธุ ไดแก ox_fl31 และ ox_fl23

(E): ชุดโครงสรางยีน 35SCaMV::C’_OsNUC1 (Siriporn Sripinyowanich, 2010)

จํานวน 2 สายพันธุ ไดแก ox_3.7 และ ox_3.5

และมี WT Arabidopsis ecotype Columbia เปนชุดควบคุม

โดยท่ีกลุม (A) ถึง (C) เปนกลุมท่ีไดรับการถายยีนท่ีถอดรหัสใหโมทิฟของ OsNUC1
ท่ีถูกควบคุมดวยโปรโมเตอรแบบแสดงออกเม่ือไดรับสภาวะเครียดจากสิ่งแวดลอม
(inducible promoter) คือ โปรโมเตอร rd29A ในขณะท่ีกลุม (D) และ (E) เปน
กลุมท่ีไดรับการถายยีนท่ีถอดรหัสใหโมทิฟของ OsNUC1 ท่ีควบคุมดวยโปรโมเตอร
35SCaMV ซึ่งเปนโปรโมเตอรแบบแสดงออกตลอดเวลา (constitutive promoter)
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4.1.3 นําเมล็ด Arabidopsis ของทุกสายพันธุในขอ 4.1.2 จํานวน 800 – 900 เมล็ดตอ
สายพันธุมาฆาเชื้อและเพาะตามวิธีท่ีระบุไวในขอ 2.1.1 โดยนําเมล็ดไปวางบน
อาหารก่ึงแข็งสูตร ½MS ท่ีเติม 1% (w/v) sucrose และ stratification ท่ีอุณหภูมิ
4 องศาเซลเซียสเปนเวลา 48 ชั่วโมง หลังจากนั้นยายไปเลี้ยงตอท่ีหองเพาะเลี้ยง
เนื้อเยื่อ

4.1.4 นําตนกลา Arabidopsis อายุ 7 วันนับจากวันเพาะของทุกสายพันธุในขอ 4.1.3 ท่ี
มีขนาดใกลเคียงกัน ยายไปปลูกบนอาหารก่ึงแข็งสูตร MS ท่ีเติม 1% (w/v)
sucrose (ภาวะปกติ) เปรียบเทียบการเติบโตของตนกลา Arabidopsis โดยวัดคา
น้ําหนักสดท้ังตน น้ําหนักแหงท้ังตนและความยาวรากแกว (primary root) ท่ีระยะ
เวลา 0 2 4 และ 6 วัน

4.1.5 สําหรับคาน้ําหนักสดท้ังตนและน้ําหนักแหงท้ังตนไดจากการเก็บตัวอยางพืช ท้ังสวน
ยอดและสวนรากท่ีระยะเวลา 0 2 4 และ 6 วัน นําไปบันทึกน้ําหนักสดและอบใน
ตูอบ 60oC เปนเวลา 48 ชั่วโมง จากนั้นนํามาชั่งเพ่ือบันทึกน้ําหนักแหง โดยชั่ง
น้ําหนักสดและน้ําหนักแหงครั้งละ 10 ตนตอซ้ํา (ตน/ซ้ํา) แสดงคาน้ําหนักสดและ
น้ํ าหนักแห งต อตน นํ าค า ท่ี ไดมาทดสอบทางส ถิติ โดยทําการวิ เคราะห
ความปรวนแปร (Analysis of Variance) เปรียบเทียบคาเฉลี่ยของน้ําหนักสดและ
น้ําหนักแหงของทุกสายพันธุเปรียบเทียบกับของตน WT โดยใช Duncan's
Multiple Range Test (DMRT)

4.1.6 สําหรับการวัดจากความยาวรากแกวของตน Arabidopsis ไดจากการยายตน
Arabidopsis อายุ 7 วันนับจากวันเพาะไปทําการปลูกในแนวดิ่ง (vertical) เก็บ
ขอมูลดวยการถายรูปท่ีระยะเวลา 0 2 4 และ 6 วันหลังยายปลูก จากนั้นใช
โปรแกรม Image J (http://rsb.info.nih.gov/ij/) วัดความยาวรากแกวจํานวน
6 ตน/ซ้ํา ทําการทดสอบทางสถิติโดยวิเคราะหคาความแปรปรวน แลวเปรียบเทียบ
คาเฉลี่ยของความยาวรากแกว โดยใช Duncan's Multiple Range Test

4.1.7 นําน้ําหนักแหงมาคํานวณหาอัตราการเจริญเติบโตสัมพัทธ (Relative Growth
Rate, RGR) โดยคํานวณจากสมการ

( 2 – 1)
( 2 – 1)

โดยท่ี W2 และ W1 คือ น้ําหนักแหงของพืชท่ีเวลา t2 และ t1 ตามลําดับ



33

4.2 การเติบโตในภาวะเค็ม

วางแผนและทําการทดลองเชนเดียวกับขอ 4.1 แตกตางเพียงอาหารท่ีใช
เม่ือยายปลูกตนกลา Arabidopsis อายุ 7 วัน โดยยายปลูก Arabidopsis ทุก
สายพันธุท่ีทําการศึกษาลงบนอาหารก่ึงแข็งสูตร MS ท่ีเติม 1% (w/v) sucrose
และ NaCl 100 mM ซึ่งถือเปนภาวะเครียดจากความเค็มแลวเปรียบเทียบการ
เติบโตของตนกลา โดยวัดจากคาน้ําหนักสดท้ังตน น้ําหนักแหงท้ังตนและความยาว
รากแกวดวยวิธีเดียวกัน

ภาพท่ี 3.3 ภาพจําลองแสดงชุดโครงสรางยีนท่ีใชในการทดลอง

(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. สราง Arabidopsis ดัดแปรพันธุกรรมท่ีมีโมทิฟของ OsNUC1 รูปแบบตางกัน

ข้ันตอนแรกในการสรางตน Arabidopsis ดัดแปรพันธุกรรมท่ีไดรับการถายชุดโครงสรางยีน
(I): pJim19::rd29A::full-length_OsNUC1 (II): pJim19::rd29A::N’_OsNUC1 หรือ (III): pJim19::
35SCaMV::N’_OsNUC1 เริ่มจากการสรางชุดโครงสรางยีน โดยนําชิ้นสวน DNA ท่ีตองการมา
ตอเชื่อมตอดวยเอนไซม T4 DNA ligase โดยใชความจําเพาะของเอนไซมตัดจําเพาะ (restriction
enzyme) เนื่องจากชุดโครงสรางยีน (III): pJim19::35SCaMV::N’_OsNUC1 ไดถูกสรางและถายยีน
เขาสู E. coli สายพันธุ DH5α โดยธนิกานต อุดมชโลทรแลว (unpublished data) จึงทําการสราง
เฉพาะชุดโครงสรางยีน (I) และ (II)

1.1 สรางชุดโครงสรางยีน (I): pJim19::rd29A::full-length_OsNUC1 (ภาพท่ี 4.1a) และ
(II): pJim19::rd29A::N’_OsNUC1 (ภาพท่ี 4.1b)

ชุดโครงสรางยีน (I) สรางจากการนําชิ้นสวน DNA สามชิ้นซึ่งประกอบดวย 1) ชิ้นสวน DNA
ของเวคเตอร pJim19 ท่ีถูกตัดดวยเอนไซม HindIII และ SacI ใหเหลือเฉพาะสวนเวคเตอรเปลาท่ีมี
ขนาดประมาณ 10,000 bp (ภาพท่ี 4.1a) 2) ชิ้นสวน DNA ของโปรโมเตอร rd29A ซึ่งอยูในเวคเตอร
pGEM®-T Easy vector ท่ีถูกตัดดวยเอนไซม HindIII และ XbaI และเหลือเฉพาะสวนโปรโมเตอร
rd29A ขนาดประมาณ 400 bp (ภาพท่ี 4.1a) และ 3) ชิ้นสวน DNA ของ full-length_OsNUC1 ท่ี
อยูในเวคเตอร TOPO® ท่ีถูกตัดดวยเอนไซม XbaI และ SacI เหลือเฉพาะชิ้นสวน
full-length_OsNUC1 ขนาดประมาณ 2,400 bp (ภาพท่ี 4.1a) มาเชื่อมตอกันดวยเอนไซม T4
DNA ligase ไดเปนชุดโครงสรางยีน (I): pJim19::rd29A::full-length_OsNUC1 โดยใชอัตราสวน
ความเขมขน DNA ของเวคเตอรตอ DNA ของโปรโมเตอรและตอ DNA ของชิ้นสวนยีน
full-length_OsNUC1 (vector:promoter:insert molar ratio) เปน 1:8:8 ในการทําปฏิกิริยา
ligation ชิ้นสวน DNA ท่ีถูกตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะกอนนําไปทําปฏิกิริยา ligation แสดงในภาพท่ี
4.2
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เม่ือทําการสรางชุดโครงสรางยีน (I): pJim19::rd29A::full-length_OsNUC1 และถายยีน
เขาสู E. coli สายพันธุ DH5α ดวยวิธี heat shock แลวคัดเลือก colony จํานวน 14 colony ท่ี
ไดรับการถายยีนซึ่งสามารถโตไดบนอาหารก่ึงแข็ง LB ท่ีเติมสารปฏิชีวนะกานามัยซิน 50 mg/L ไป
ยืนยันการแทรกตัวของชิ้นสวนยีนในเซลลของ E. coli ดวยวิธี colony PCR โดยตรวจสอบชิ้นสวน
โปรโมเตอร rd29A และชิ้นสวนยีน full-length_OsNUC1 ดวยไพรเมอรท่ีออกแบบมาอยางจําเพาะ
ตอชิ้นสวน DNA นั้น (ตารางท่ี 3.1)

ภาพท่ี 4.1 ชุดโครงสรางยีน (I): pJim19::full-length_OsNUC1 (a) และชุดโครงสรางยีน
(II): pJim19::N_OsNUC1 (b)
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จากการทดลองพบวา จาก colony ท้ังหมดท่ีนํามาใชเปนแมแบบ (template) ทํา colony
PCR มีเพียง colony E ท่ีใหแถบ DNA ท่ีแสดงถึงท้ังชิ้นสวนโปรโมเตอร rd29A ขนาดประมาณ 400
bp (ภาพท่ี 4.3) และชิ้นสวนยีน full-length_OsNUC1 ขนาดประมาณ 2,400 bp (ภาพท่ี 4.4) จึง
คัดเลือก colony E มาสกัดพลาสมิด DNA และนําไปตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะสองคูเพ่ือยืนยัน
ชิ้นสวนยีนท่ีถายเขาไปอีกครั้ง โดยตรวจสอบขนาดของแถบ DNA ดวย electrophoresis

ผลการทดลองแสดงใหเห็นวาเอนไซมคูแรกท่ีนํามาใชคือ XbaI และ SacI ท่ีมีตําแหนงตัด
แบบจําเพาะแสดงดังภาพท่ี 4.1a สามารถตัดพลาสมิด pJim19::rd29A::full-length_OsNUC1
ออกเปน 2 ชิ้นสวนไดแก ชิ้นสวนขนาดใหญของเวคเตอร pJim19 ประมาณ 10,400 bp และชิ้นสวน
ขนาดเล็กซึ่งเปนชิ้นยีน full-length_OsNUC1 ขนาด 2,400 bp และการตัดพลาสมิดดวยเอนไซมคูท่ี
สองคือ HindIII และ SacI ก็ใหแถบ DNA ของบริเวณโปรโมเตอร rd29A ท่ีเชื่อมกับบริเวณชิ้นยีน
full-length_OsNUC1 รวมเปนแถบ DNA ขนาดประมาณ 2,900 bp (ภาพท่ี 4.5; lane 1- 3) แสดง
ใหเห็นวา colony E ไดรับการถายชุดโครงสรางยีน pJim19::rd29A::full-length_OsNUC1

สําหรับชุดโครงสรางยีน (II): pJim19::rd29A::N’_OsNUC1 (ภาพท่ี 4.1b) ใชวิธีการสราง
เชนเดียวกับชุดโครงสรางยีน (I) ภาพท่ี 4.6 แสดงถึงชิ้นสวน DNA กอนนําไปทําการเชื่อมตอกันดวย
เอนไซม T4 DNA ligase โดยมีขนาดของเวคเตอร pJim19 ของโปรโมเตอร rd29A และ
N’_OsNUC1 ท่ีถูกตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะเทากับ 10,000 400 และ 1,400 bp ตามลําดับ โดยใช
อัตราสวนความเขมขนของ DNA (vector:promoter:insert molar ratio) ในการทําปฏิกิริยา
ligation เปน 1:8:8 และถายยีนเขาสู E.coli สายพันธุ DH5α ดวยวิธี heat shock แลวทําการ
คัดเลือก colony ของ E. coli จํานวน 12 colony ท่ีไดรับการถายยีนดวย colony PCR
เชนเดียวกัน

เม่ือทํา colony PCR ดวยไพรเมอร N_OsNUC11(F) และ N_OsNUC11(R) ซึ่งหากมี
insertion ของ N’_OsNUC1 จะไดชิ้น DNA ขนาดประมาณ 1,400 bp จากภาพท่ี 4.7 จะเห็นวา มี
colony ท่ีเม่ือ amplify แลวไดชิ้น DNA ตามขนาดท่ีคาดหวังคือ colony A  B D  F และ J จึง
นําไปตรวจสอบการมีโปรโมเตอร rd29A โดยการ amplify ดวยไพรเมอร rd29A (F) และ rd29A (R)
ซึ่งหากมีโปรโมเตอร rd29A ควรจะไดชิ้น DNA ขนาดประมาณ 400 bp จากผลการทดลองในภาพท่ี
4.8 จะพบวา colony B  D และ J มีชิ้นยีนของโปรโมเตอร rd29A ดังนั้นคัดเลือก colony B ไป
ทดลองตัดดวยเอนไซมสองชนิด คือ เอนไซม XbaI และ SacI แลวนําไปตรวจสอบดวย
electrophoresis ผลการทดลองพบวาแถบ DNA ท่ีไดจากการสกัดพลาสมิดของ colony B เม่ือถูก
ตัดดวยเอนไซมท้ังสองจะมีขนาด 1,400 bp ซึ่งเปนขนาดของชิ้นสวนยีน N’_OsNUC1 ท่ีถูกตัดออก
จากเวคเตอร pJim19 และเม่ือตัดดวยเอนไซมคูท่ีสองคือ HindIII และ SacI ซึ่งมีตําแหนงตัดจําเพาะ
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ตรงตําแหนงแรกของลําดับนิวคลีโอไทดของโปรโมเตอร rd29A และตําแหนงนิวคลีโอไทดสุดทายของ
ชิ้นสวนยีน N’_OsNUC1 ก็ใหผลการทดลองเปนชิ้นสวน DNA ขนาดประมาณ 1,900 bp ตรงตาม
ขนาดของชิ้น DNA ท่ีคาดไว (ภาพท่ี 4.5; lane 4-6) จากผลการทดลองสรุปไดวา colony B ไดรับ
การถายชุดโครงสรางยีน pJim19::rd29A::N’_OsNUC1

ภาพท่ี 4.2 ขนาดของแถบ DNA กอนนํามาเชื่อมตอกันเพ่ือสรางชุดโครงสรางยีน
(I): pJim19::rd29A::full-length_OsNUC1 บน agarose gel ความเขมขน 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 ยืนยันชิ้นสวนโปรโมเตอร rd29A ท่ีไดจาก colony ตาง ๆ ของ E. coli
ท่ีไดรับการถายชุดโครงสรางยีน (I) เม่ือตรวจสอบดวยวิธี colony PCR
(M: GeneRuler™ 1 kb DNA Ladder, A – V: ชื่อของ colony ท่ีนํามาใชเปน
template ในการทํา colony PCR, pos.: พลาสมิด rd29A ใน pGEM-T vector,
neg.: น้ํากลั่น)

ภาพท่ี 4.4 แถบ DNA ยืนยันชิ้นสวนยีน full-length_OsNUC1 ท่ีไดจาก colony ตาง ๆ ของ
E. coli ท่ีไดรับการถายชุดโครงสรางยีน (I) เม่ือตรวจสอบดวยวิธี colony PCR
(M: GeneRuler™ 1 kb DNA, C – U: ชื่อของ colony ท่ีนํามาใชเปน template,
pos.: พลาสมิด full-length_OsNUC1 ใน TOPO®vector, neg.: น้ํากลั่น)
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ภาพท่ี 4.5 ขนาดของแถบ DNA หลังจากตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะเพ่ือยืนยันชิ้นสวนยีน
(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 กอนนํามาเชื่อมตอกันเพ่ือสรางชุดโครงสรางยีน

(II): pJim19::rd29A::N’_OsNUC1 บน agarose gel ความเขมขน 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 ยืนยันชิ้นสวนยีน N’_OsNUC1 ท่ีไดจาก colony ตาง ๆ ของ E. coli
ท่ีไดรับการถายชุดโครงสรางยีน (II) เม่ือตรวจสอบดวยวิธี colony PCR
(M: GeneRuler™ 1 kb DNA Ladder, A – T: ชื่อของ colony ท่ีนํามาใชเปน
template, pos.: พลาสมิด N’_OsNUC1 ใน TOPO® vector, neg.: น้ํากลั่น)

ภาพท่ี 4.8 แถบ DNA ยืนยันชิ้นสวนโปรโมเตอร rd29A ท่ีไดจาก colony ตาง ๆ ของ E. coli
ท่ีไดรับการถายชุดโครงสรางยีน (II) เม่ือตรวจสอบดวยวิธี colony PCR
(M: GeneRuler™ 1 kb DNA Ladder, A - J: ชื่อของ colony ท่ีนํามาใชเปน
template, pos.: พลาสมิด rd29A ใน pGEM-T vector, neg.: น้ํากลั่น)
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1.2 สราง Arabidopsis ดัดแปรพันธุกรรมท่ีมีชุดโครงสรางยีนของโมทิฟของ OsNUC1

เม่ือนําชุดโครงสรางยีนท้ังสาม ไดแก (I): pJim19::rd29A::full-length_OsNUC1 และ
(II): pJim19::rd29A::N’_OsNUC1 ซึ่งอยูใน E. coli และผานการวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดวา
ถูกตอง (ภาคผนวก ค ภาพท่ี ค-2) รวมท้ังชุดโครงสรางยีน (III): pJim19::35SCaMV::N’_OsNUC1
ท่ีไดรับความอนุเคราะหจาก ธนิกานต อุดมชโลทร มาถายยีนเขาสู Agrobacterium tumefaciens
สายพันธุ GV3101 ดวยวิธี freeze/thaw method และคัดเลือก colony ท่ีไดรับการถายชุด
โครงสรางยีนโดยใชอาหารก่ึงแข็ง LB ท่ีเติมสารปฏิชีวนะกานามัยซิน 50 mg/L ไรแฟมพิซิน
20 mg/L และเจนตามัยซิน 50 mg/L รวมถึงใชวิธี colony PCR ประกอบการคัดเลือก โดย
ตรวจสอบการแทรกตัวของชิ้นสวนยีน full-length_OsNUC1 หรือ N’_OsNUC1 พบวาทุก colony
ของ A. tumefaciens ในแตละชุดการทดลองท่ีไดรับการถายชุดโครงสรางยีน (I) (II) และ (III) เม่ือ
นําไปเปน template ในการทํา colony PCR ใหผลแสดงถึงขนาดแถบ DNA ท่ีถูกตองตรงกับชิ้นสวน
ยีนท่ีทําการถายยีนเขาไป (ภาพท่ี 4.9-โครงสรางยีน (I) ภาพท่ี 4.10-โครงสรางยีน (II) และ ภาพท่ี
4.11-โครงสรางยีน (III)) ทําการคัดเลือก 1 colony สําหรับแตละชุดโครงสรางยีน ไดแก colony 4A
colony 5A และ colony 35.5A สําหรับชุดโครงสรางยีน (I) (II) และ (III) ตามลําดับ ไปถายยีนเขาสู
Arabidopsis thaliana L. ดวยวิธี Agrobacterium-mediated floral dip transformation
(Clough and Bent, 1998)

เม่ือเก็บเมล็ดของตน Arabidopsis ท่ีไดรับการถายยีน (T0) มาทําการคัดเลือกบนอาหารก่ึง
แข็ง ½MS ท่ีเติม 1% (w/v) sucrose และสารปฏิชีวนะกานามัยซิน 50 mg/L พบวา จํานวนตน
Arabidopsis ท่ีไดรับการถายชุดโครงสรางยีน (I) มีจํานวน 21 ตน ชุดโครงสราง (II) 27 ตนและชุด
โครงสราง (III) 17 ตน (ตารางท่ี 4.1) โดยท่ีประสิทธิภาพในการถายยีน (transformation
efficiency) ดวยวิธี Agrobacterium-mediated floral dip transformation (Clough & Bent,
1998) เม่ือคิดจากจํานวนตน Arabidopsis T0 ท่ีไดรับการถายยีนและสามารถตานทานสารปฏิชีวนะ
กานามัยซินเม่ือทําการคัดเลือกดวยสารปฏิชีวนะกานามัยซินจากจํานวนเมล็ดท้ังหมดท่ีนําไปเพาะอยู
ระหวาง 1.7 ถึง 2.7 เปอรเซ็นต โดยมีจํานวนเมล็ดท้ังหมดท่ีนําไปเพาะมีจํานวนมากกวา 1,000 เมล็ด
ตอหนึ่งชุดโครงสราง ซึ่งคํานวณไดจากน้ําหนักรวมของเมล็ดจํานวน 250 เมล็ดท่ีมีน้ําหนักประมาณ
4.0 mg อยางไรก็ตาม เม่ือตน T0 ของแตละชุดโครงสรางยีนท่ีถูกยายปลูกลงดินมีอายุประมาณ 3-4
สัปดาหหลังการยายปลูก เก็บตัวอยางใบนํามาสกัด genomic DNA เพ่ือทํา PCR ยืนยันการแทรกตัว
ของชุดโครงสรางยีนในตน T0 ของตน Arabidopsis ดัดแปรพันธุกรรมรูปแบบ (I): pJim19::
rd29A::full-length_OsNUC1 รูปแบบ (II): pJim19::rd29A::N’_OsNUC1 และรูปแบบ
(III): pJim19::35SCaMV::N’_OsNUC1 โดยใชไพรเมอรท่ีจําเพาะกับชิ้นสวนยีนนั้น ๆ จากการ
ทดลองพบวาสามารถยืนยันชิ้นสวนยีนในตน T0 ของตน Arabidopsis ดัดแปรพันธุกรรมรูปแบบ
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(I) ได 16 ตน รูปแบบ (II) และ (III) ยืนยันได 19 และ 10 ตนตามลําดับ (ภาพท่ี 4.12) สรุป
ประสิทธิภาพของการถายยีนคิดเปน 1.0-1.9 เปอรเซ็นต ตน Arabidopsis T0 ท่ีสามารถยืนยันการ
แทรกตัวของชิ้นยีนดวย PCR จะถูกปลูกตอไปจนถึงระยะเก็บเมล็ด (เมล็ด T1)

ภาพท่ี 4.9 แถบ DNA ยืนยันชิ้นยีน full-length_OsNUC1 จาก colony ตาง ๆ ของ
A. tumefaciens ท่ีไดรับการถายชุดโครงสรางยีน (I) เม่ือตรวจสอบดวยวิธี
colony PCR (M: GeneRuler™ 1 kb DNA Ladder, 4A-4F: ชื่อ colony ท่ีใช
เปน template, pos.: พลาสมิด full-length_OsNUC1, neg.: น้ํากลั่น)

ภาพท่ี 4.10 แถบ DNA ยืนยันชิ้นยีน N’_OsNUC1 จาก colony ตาง ๆ ของ A. tumefaciens
ท่ีไดรับการถายชุดโครงสรางยีน (II) เม่ือตรวจสอบดวยวิธี colony PCR
(M: GeneRuler™ 1 kb DNA Ladder, 5A-5D: ชื่อ colony ท่ีนํามาใชเปน
template, pos.: พลาสมิด N’_OsNUC1 ใน TOPO® vector, neg.: น้ํากลั่น)
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ภาพท่ี 4.11 แถบ DNA ยืนยันชิ้นยีน N’_OsNUC1 จาก colony ตาง ๆ ของ A. tumefaciens
ท่ีไดรับการถายชุดโครงสรางยีน (C) เม่ือตรวจสอบดวยวิธี colony PCR
(M: GeneRuler™ 1 kb DNA Ladder, 5A-5D: ชื่อ colony ท่ีนํามาใชเปน
template, pos.: พลาสมิด N’_OsNUC1 ใน TOPO® vector, neg.: น้ํากลั่น)

ตารางท่ี 4.1 จํานวนตนกลา Arabidopsis ท่ีไดรับการถายยีนในแตละชุดโครงสรางยีน

ชุดโครงสรางยีน
Arabidopsis

(Col-0) ท่ีนํามาถายยีน
(ตน)

ตน T0 ท่ีไดรับ
การถายยีน

(ตน)

ประสิทธิภาพ
ในการถายยีน
(เปอรเซ็นต)

(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. ตรวจสอบการแทรกตัวของช้ินสวนยีนใน Arabidopsis ดัดแปรพันธุกรรมท่ีสรางข้ึน

นําเมล็ด T1 ของแตละตน T0 ในชุดโครงสรางยีน (I) (II) และ (III) ท่ียืนยันการแทรกตัวของชิ้น
ยีนดวย PCR แลว โดยคัดเลือกเฉพาะตนท่ีใหแถบ DNA ท่ีมีความเขมชัดเจน (ภาพท่ี 4.12) จํานวน
16 19 และ 4 สายพันธุ ตามลําดับ ไปเพาะบนอาหารก่ึงแข็ง ½MS ท่ีเติมสารปฏิชีวนะกานามัยซิน
นับจํานวนตน T1 ท่ีตานทานสตอจํานวนตนไมตานทานสารปฏิชีวนะกานามัยซินใหมีอัตราสวนเปน
3:1 ตามกฎของ Mendel (Mendel's laws of segregation) (ภาพท่ี 4.13) โดยใชการทดสอบแบบ
Chi-square test (2) มาวิเคราะหทางสถิติเพ่ือเปรียบเทียบความแตกตางของคาท่ีสังเกตได
(observed data) กับคาท่ีควรจะเปน (expected data) โดยคา 2 ท่ีความนาจะเปนเทากับ 0.05
และ df = 1 ท่ียอมรับไดตองอยูในชวง 0 - 3.841 หลังจากนั้นคัดเลือกสายพันธุท่ีใหคา 2 ของตน
T1 ท่ีอยูในชวงท่ียอมรับไดยายปลูกลงดินเพ่ือเก็บเมล็ดรุน T2

ผลการทดลองพบวา จํานวนสายพันธุของ Arabidopsis ดัดแปรพันธุกรรมรูปแบบ
(I): pJim19::rd29A::full-length_OsNUC1 ท่ีใหอัตราสวนตานทานสารปฏิชีวนะกานามัยซินของ
เมล็ดเปน 3:1 และมีคา 2 อยูในชวง 0-3.841 ท่ีสามารถยอมรับไดมีจํานวน 4 สายพันธุ ไดแก
rd_fl10 rd_fl16 rd_fl17 และ rd_fl22 (ตารางท่ี 4.3) ในขณะท่ีตนดัดแปรพันธุกรรมรูปแบบ
(II): pJim19::rd29A::N’_OsNUC1 มี 8 สายพันธุ ไดแก 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
พบวาจํานวนตน T1 ท่ีสามารถตานทานสารปฏิชีวนะกานามัยซินมีคาเทากับศูนย ทดลองทําการ
ทดลองเพาะเมล็ด T1 ซ้ําอีกครั้ง ก็ยังไมพบตน T1 ท่ีสามารถตานทานสารปฏิชีวนะกานามัยซินบน
อาหารก่ึงแข็ง ½MS ท่ีเติมสารปฏิชีวนะกานามัยซินได (ภาพท่ี 4.14) จึงจําเปนตองหยุดการทดลอง

ตนกลา T1 ของ Arabidopsis ท้ัง 12 สายพันธุท่ีมีคา 2 เปนไปตามกฎของ Mendel
(ตารางท่ี 4.2 และ 4.3) สายพันธุละ 6-8 ตน ถูกยายปลูกลงดินเพ่ือเก็บเมล็ด T2 หลังจากนั้นคัดเลือก
เฉพาะตนท่ีใหเมล็ด T2 ท่ีสามารถตานทานสารปฏิชีวนะกานามัยซินคิดเปนอัตราสวน 100 เปอรเซ็นต
บนอาหารก่ึงแข็ง ½MS ท่ีเติมสารปฏิชีวนะกานามัยซินซึ่งแสดงถึง single insert homozygous ไป
ทําการทดลองตอไป ผลการคัดเลือกพบวา Arabidopsis ดัดแปรพันธุกรรม (I) ทุกสายพันธุท่ีนําไป
คัดเลือกใหเมล็ด T2 ท่ีตานทานสารปฏิชีวนะกานามัยซิน 100 เปอรเซ็นต ในขณะท่ีตน Arabidopsis
ดัดแปรพันธุกรรม (II) มี 6 สายพันธุท่ีใหอัตราการตานทานสารปฏิชีวนะกานามัยซินของเมล็ด T2 เปน
100 เปอรเซ็นต ไดแก rd_5i rd_5.3 rd_5.5 rd_5.14 rd_5.113 และ rd_5.114 ซึ่งท้ัง 10 สายพันธุ
นี้คาดวาเปน homozygous transgenic lines
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จาก T2 จํานวน 10 สายพันธุท่ีคาดวาเปน homozygous transgenic lines ทําการคัดเลือก
เพียง 6 สายพันธุ แบงเปน 3 สายพันธุสําหรับ Arabidopsis ดัดแปรพันธุกรรมท่ีไดรับการถายยีน
(I): pJim19::rd29A::full-length_OsNUC1 ไดแก rd_fl10 rd_fl16 และ rd_fl22 และอีก
3 สายพันธุ สําหรับท่ีไดรับการถายยีน (II): pJim19::rd29A::N’_OsNUC1 ไดแก rd_5i rd_5.14
และ rd_5.114 มาตรวจสอบโดยวิธี PCR เพ่ือยืนยันการแทรกตัวของชิ้นสวนยีนดังกลาว และนําไป
ศึกษาการแสดงออกของยีน OsNUC1 เม่ือถอดรหัสใหโมทิฟรูปแบบตาง ๆ ภายใตภาวะเครียดจาก
ความเค็ม

ผลการตรวจสอบตน Arabidopsis ดัดแปรพันธุกรรมท้ัง 6 สายพันธุ ดวยวิธี PCR สามารถ
ยืนยันชิ้นสวนยีนท่ีทําการถายยีนเขาไปในท้ัง 6 สายพันธุท่ีคัดเลือก เปรียบเทียบกับตน WT
Arabidopsis พบชิ้นสวนของยีน full-length_OsNUC1 ในกลุมท่ีไดรับการถายยีน (I) โดยมีขนาด
ของชิ้นสวนของ DNA ท่ีเพ่ิมจํานวนได ขนาด 2,400 bp และชิ้นสวนของ N’_OsNUC1 ขนาด
1,400 bp ในกลุมท่ีไดรับการถายยีน (II): pJim19::rd29A::N’_OsNUC1 โดยท่ีเม่ือใช DNA จากตน
WT Arabidopsis ไมมีชิ้นสวน DNA เกิดข้ึน (ภาพท่ี 4.15)



46

ภาพท่ี 4.12 แถบ DNA ยืนยันชิ้นยีนในตน Arabidopsis ดัดแปรพันธุกรรมรุน T0

a) ชิ้นยีน full-length_OsNUC1 ในตนท่ีไดรับการถายชุดโครงสรางยีน (I)
b) ชิ้นยีน N’_OsNUC1 ในตนท่ีไดรับการถายชุดโครงสรางยีน (II)
c) ชิ้นยีน N’_OsNUC1 ในตนท่ีไดรับการถายชุดโครงสรางยีน (III)
(M: GeneRuler™ 1 kb DNA Ladder, no. 1-32: ตน T0 ท่ีนํามาเปน template
pos.: พลาสมิด N’_OsNUC11(b) หรือ full-length_OsNUC11(c), neg.: น้ํากลั่น)

ภาพท่ี 4.13 ภาพแสดงจํานวนตน T1 ของ Arabidopsis ดัดแปรพันธุกรรมท่ีตานทานตอจํานวน
ตนไมตานทานสารปฏิชีวนะกานามัยซินอัตราสวนเปน 3:1 ตามกฎของ Mendel
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ภาพท่ี 4.12 แถบ DNA ยืนยันชิ้นยีนในตน Arabidopsis ดัดแปรพันธุกรรมรุน T0

a) ชิ้นยีน full-length_OsNUC1 ในตนท่ีไดรับการถายชุดโครงสรางยีน (I)
b) ชิ้นยีน N’_OsNUC1 ในตนท่ีไดรับการถายชุดโครงสรางยีน (II)
c) ชิ้นยีน N’_OsNUC1 ในตนท่ีไดรับการถายชุดโครงสรางยีน (III)
(M: GeneRuler™ 1 kb DNA Ladder, no. 1-32: ตน T0 ท่ีนํามาเปน template
pos.: พลาสมิด N’_OsNUC11(b) หรือ full-length_OsNUC11(c), neg.: น้ํากลั่น)

ภาพท่ี 4.13 ภาพแสดงจํานวนตน T1 ของ Arabidopsis ดัดแปรพันธุกรรมท่ีตานทานตอจํานวน
ตนไมตานทานสารปฏิชีวนะกานามัยซินอัตราสวนเปน 3:1 ตามกฎของ Mendel
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ภาพท่ี 4.12 แถบ DNA ยืนยันชิ้นยีนในตน Arabidopsis ดัดแปรพันธุกรรมรุน T0

a) ชิ้นยีน full-length_OsNUC1 ในตนท่ีไดรับการถายชุดโครงสรางยีน (I)
b) ชิ้นยีน N’_OsNUC1 ในตนท่ีไดรับการถายชุดโครงสรางยีน (II)
c) ชิ้นยีน N’_OsNUC1 ในตนท่ีไดรับการถายชุดโครงสรางยีน (III)
(M: GeneRuler™ 1 kb DNA Ladder, no. 1-32: ตน T0 ท่ีนํามาเปน template
pos.: พลาสมิด N’_OsNUC11(b) หรือ full-length_OsNUC11(c), neg.: น้ํากลั่น)

ภาพท่ี 4.13 ภาพแสดงจํานวนตน T1 ของ Arabidopsis ดัดแปรพันธุกรรมท่ีตานทานตอจํานวน
ตนไมตานทานสารปฏิชีวนะกานามัยซินอัตราสวนเปน 3:1 ตามกฎของ Mendel
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ภาพท่ี 4.14 ภาพแสดงตน Arabidopsis ดัดแปรพันธุกรรมรูปแบบ (III): pJim19::35SCaMV::
N’_OsNUC1 รุน T1 เม่ือคัดเลือกบนอาหารก่ึงแข็ง ½MS ท่ีเติมสารปฏิชีวนะ
กานามัยซินและมีอัตราตานทานสารปฏิชีวนะกานามัยซินเปนศูนย

ภาพท่ี 4.15 แถบ DNA ยืนยันชิ้นยีนในตน Arabidopsis ดัดแปรพันธุกรรมรุน T2

a) ชิ้นยีน full-length_OsNUC1 ในตนท่ีไดรับการถายชุดโครงสรางยีน (I)
b) ชิ้นยีน N’_OsNUC1 ในตนท่ีไดรับการถายชุดโครงสรางยีน (II)
(M: GeneRuler™ 1 kb DNA Ladder, wt: wild-type Arabidopsis, fl10, fl16,
fl22, 5i, 5.14, 5.114: สายพันธุรุน T2 ท่ีเลือกมาทําการทดลอง, pos.: พลาสมิด
full-length_OsNUC1 หรือ N’_OsNUC1 ใน TOPO® vector, neg: น้ํากลั่น)
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ภาพท่ี 4.14 ภาพแสดงตน Arabidopsis ดัดแปรพันธุกรรมรูปแบบ (III): pJim19::35SCaMV::
N’_OsNUC1 รุน T1 เม่ือคัดเลือกบนอาหารก่ึงแข็ง ½MS ท่ีเติมสารปฏิชีวนะ
กานามัยซินและมีอัตราตานทานสารปฏิชีวนะกานามัยซินเปนศูนย

ภาพท่ี 4.15 แถบ DNA ยืนยันชิ้นยีนในตน Arabidopsis ดัดแปรพันธุกรรมรุน T2

a) ชิ้นยีน full-length_OsNUC1 ในตนท่ีไดรับการถายชุดโครงสรางยีน (I)
b) ชิ้นยีน N’_OsNUC1 ในตนท่ีไดรับการถายชุดโครงสรางยีน (II)
(M: GeneRuler™ 1 kb DNA Ladder, wt: wild-type Arabidopsis, fl10, fl16,
fl22, 5i, 5.14, 5.114: สายพันธุรุน T2 ท่ีเลือกมาทําการทดลอง, pos.: พลาสมิด
full-length_OsNUC1 หรือ N’_OsNUC1 ใน TOPO® vector, neg: น้ํากลั่น)
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ภาพท่ี 4.14 ภาพแสดงตน Arabidopsis ดัดแปรพันธุกรรมรูปแบบ (III): pJim19::35SCaMV::
N’_OsNUC1 รุน T1 เม่ือคัดเลือกบนอาหารก่ึงแข็ง ½MS ท่ีเติมสารปฏิชีวนะ
กานามัยซินและมีอัตราตานทานสารปฏิชีวนะกานามัยซินเปนศูนย

ภาพท่ี 4.15 แถบ DNA ยืนยันชิ้นยีนในตน Arabidopsis ดัดแปรพันธุกรรมรุน T2

a) ชิ้นยีน full-length_OsNUC1 ในตนท่ีไดรับการถายชุดโครงสรางยีน (I)
b) ชิ้นยีน N’_OsNUC1 ในตนท่ีไดรับการถายชุดโครงสรางยีน (II)
(M: GeneRuler™ 1 kb DNA Ladder, wt: wild-type Arabidopsis, fl10, fl16,
fl22, 5i, 5.14, 5.114: สายพันธุรุน T2 ท่ีเลือกมาทําการทดลอง, pos.: พลาสมิด
full-length_OsNUC1 หรือ N’_OsNUC1 ใน TOPO® vector, neg: น้ํากลั่น)
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ตารางท่ี 4.2 จํานวนตน Arabidopsis ดัดแปรพันธุกรรมรูปแบบ (I): pJim19::rd29A::full-
length_OsNUC1 ในรุน T1 ของสายพันธุตาง ๆ เม่ือทดสอบดวย 2

สายพันธุ
จํานวนเมล็ด

ท่ีงอก

จํานวนตน
ตานทานสาร

ปฏิชีวนะ

จํานวนตน
ท่ีไมตานทาน
สารปฏิชีวนะ

*การตรวจสอบ
อัตราสวน 3:1
ดวยสมการ 2

คา 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
* คา 2 ท่ีความนาจะเปนเทากับ 0.05 และ df = 1 ท่ียอมรับไดมคีา 2 < 3.841
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ตารางท่ี 4.3 จํานวนตน Arabidopsis ดัดแปรพันธุกรรมรูปแบบ (II): pJim19::rd29A::
N’_OsNUC1 ในรุน T1 ของสายพันธุตาง ๆ เม่ือทดสอบดวย 2

สายพันธุ
จํานวนเมล็ด

ท่ีงอก

จํานวนตน
ตานทานสาร

ปฏิชีวนะ

จํานวนตน
ท่ีไมตานทาน
สารปฏิชีวนะ

*การตรวจสอบ
อัตราสวน 3:1
ดวยสมการ 2

คา 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 

* คา 2 ท่ีความนาจะเปนเทากับ 0.05 และ df = 1 ท่ียอมรับไดมคีา 2 < 3.841
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ตารางท่ี 4.4 จํานวนตน Arabidopsis ดัดแปรพันธุกรรมในแตละรุนท่ีสามารถยืนยันการ
ถายชุดโครงสรางยีน

ชุดโครงสรางยีน

T0 ท่ียืนยันการ
แทรกตัวของชิ้น
ยีนดวย PCR

(ตน)

T0 ท่ีมีอัตราการ
ตานทานสาร

ปฏิชีวนะของ T1

เปน 3:1เม่ือใช 2

(ตน)

สายพันธุท่ีใหอัตรา
การตานทานสาร
ปฏิชีวนะของ T2

เปน 100 %
(ตน)

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

16 4 4

(II): pJim19::rd29A::
N’_OsNUC1

19 8 6

(III): pJim19::35SCaMV::
N’_OsNUC1

4 * *

* T1 ไมเจรญิเติบโตบนอาหารเพาะเลี้ยงท่ีมีการเตมิสารปฏิชีวนะกานามัยซินความเขมขน 50 mg/L
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3. ตรวจสอบการแสดงออกของชุดโครงสรางยีนของ OsNUC1 ในตน Arabidopsis ดัดแปร
พันธุกรรมภายใตภาวะเครียดจากความเค็ม ดวย quantitative real-time polymerase
chain reaction (qRT-PCR)

3.1 การแสดงออกของยีน full-length_OsNUC1 ท่ีถูกควบคุมดวยโปรโมเตอร rd29A

หลังจากคัดเลือกตน Arabidopsis ท่ีไดรับการถายชุดโครงสรางยีน (I): pJim19::rd29A::
full-length_OsNUC1 แบบ homozygous transgenic lines จํานวน 3 สายพันธุท่ีเปนอิสระตอกัน
ไดแก สายพันธุ rd_fl10 rd_fl16 และ rd_fl22 นํามาศึกษาการแสดงออกของยีนภายใตภาวะเครียด
จากความเค็มโดยยายปลูกบนอาหาร MS ท่ีเติม NaCl 100 mM ซึ่งจะกระตุนใหโปรโมเตอร rd29A
ท่ีเปนโปรโมเตอรท่ีแสดงออกเฉพาะเม่ือไดรับภาวะเครียดทํางาน ผลการทดลองพบวา ถึงแมตน
Arabidopsis ดัดแปรพันธุกรรมท้ัง 3 สายพันธุ จะมีระดับการแสดงออกของชุดโครงสรางยีน
full-length_OsNUC1 ท่ีแตกตางกันแตยังคงรูปแบบท่ีใกลเคียงกัน โดยเม่ือใหการแสดงออกของยีน
full-length_OsNUC1 ใน rd_fl10 ท่ีชั่วโมงท่ี 0 เปนตัวอยางเปรียบเทียบ (control) คือ กําหนดใหมี
ระดับการแสดงออกของ rd_fl10 ท่ีชั่วโมงท่ี 0 มีคาเปน 1.0 พบวาตนสายพันธุ rd_fl10 และ rd_fl16
มีรูปแบบของระดับการแสดงออกท่ีคลายคลึงกันคือ มีระดับการแสดงออกสูงสุดท่ี 3 ชั่วโมง โดยมีคา
62.9 และ 35.8 เทาตามลําดับเม่ือเทียบกับ control หลังจากนั้นระดับการแสดงออกของยีนจะลด
ต่ําลงตามระยะเวลาท่ีไดรับภาวะเค็ม โดย rd_fl16 มีระดับการแสดงออกต่ําท่ีสุดท่ีชั่วโมงท่ี 0 (ไมได
รับภาวะเค็ม) ในขณะท่ี rd_fl10 มีระดับการแสดงออกต่ําท่ีสุดท่ีชั่วโมงท่ี 6 (ภาพท่ี 4.16 และตารางท่ี
ข-1)

สําหรับตนสายพันธุ rd_fl22 พบวามีลักษณะการแสดงออกท่ีแตกตางไปจาก 2 สายพันธุ
ขางตน เนื่องจากมีระดับการแสดงออกของยีน full-length_OsNUC1 สูงท่ีสุดท่ี 12 ชั่วโมง คือ
14.3 เทาเม่ือเทียบกับตัวอยาง control ซึ่งถือวายังเปนการแสดงออกของยีนท่ีคอนขางนอยเม่ือเทียบ
กับสายพันธุ rd_fl10 และ rd_fl16 อยางไรก็ตามการแสดงออกของยีนใน rd_fl22 ท่ีเวลา 3 ชั่วโมง
(11.1 เทา) มีระดับไมแตกตางจากท่ี 12 ชั่วโมงมากนัก ระดับการแสดงออกของยีนมีการลดลง
เล็กนอยท่ี 6 ชั่วโมง และท่ี 0 ชั่วโมงมีระดับการแสดงออกของยีนต่ําท่ีสุด (ภาพท่ี 4.16 และตารางท่ี
ข-1) สําหรับตน WT Arabidopsis ท่ีนํามาทําการทดลองรวมดวยปรากฏวา ไมพบการแสดงออกของ
ยีน full-length_OsNUC1 ตลอดระยะเวลาทําการทดลองตามท่ีคาด (ตารางท่ี ข-1)
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3.2 การแสดงออกของยีน N’_OsNUC1 ท่ีถูกควบคุมดวยโปรโมเตอร rd29A

จากการศึกษาการแสดงออกของชุดโครงสรางยีนในตน Arabidopsis ดัดแปรพันธุกรรมท่ีได
รับการถายชุดโครงสรางยีน (II): pJim19::rd29A::N’_OsNUC1 จํานวน 3 สายพันธุท่ีเปนอิสระตอกัน
ไดแก สายพันธุ rd_5i rd_5.14 และ rd_5.114 ภายใตภาวะเครียดจากความเค็มท่ีไดจากอาหาร MS
เติม NaCl 100 mM เม่ือกําหนดใหการแสดงออกของยีน N’_OsNUC1 ใน rd_5i ท่ีชั่วโมงท่ี 0 เปน
control และใหระดับการแสดงออกของยีนเปน 1.0 เทา พบวาสายพันธุ rd_5i มีระดับการแสดงออก
ของยีนเพ่ิมข้ึนตั้งแตชั่วโมงท่ี 3 ซึ่งเปนระดับการแสดงออกของยีนท่ีสูงท่ีสุด (25.3 เทา) แลวลดลง
เล็กนอยท่ีชั่วโมงท่ี 6 (22.1 เทา) หลังจากนั้นจึงลดต่ําลงตามระยะเวลาท่ีไดรับความเค็ม ซึ่งคลายคลึง
กับ rd_5.114 ท่ีมีระดับการแสดงออกของยีนเพ่ิมสูงท่ีสุดท่ี 3 ชั่วโมง (18.4 เทา) หลังจากนั้นจึงลดลง
ตามระยะเวลาท่ีไดรับภาวะเค็ม นอกจากนี้ท้ัง 2 สายพันธุยังมีระดับการแสดงออกของยีนต่ําท่ีสุดท่ี
ชั่วโมงท่ี 0 เชนเดียวกัน (ภาพท่ี 4.17 และตารางท่ี ข-2)

สําหรับสายพันธุ rd_5.14 พบวามีลักษณะการแสดงออกของยีน N’_OsNUC1 ในภาวะ
เครียดจากความเค็มแตกตางออกไปจากสองสายพันธุขางตน เนื่องจากมีระดับการแสดงออกของยีน
สูงท่ีสุดตั้งแตชั่วโมงท่ี 0 ถึงชั่วโมงท่ี 3 คืออยูท่ีประมาณ 12-13 เทาเม่ือเทียบกับ control แลวลดลง
ตามระยะเวลาท่ีไดรับภาวะเครียดจากความเค็ม โดยมีระดับการแสดงออกของยีนต่ําท่ีสุดท่ี 12 ชั่วโมง
ประมาณ 3.5 เทา (ภาพท่ี 4.17 และตารางท่ี ข-2) สําหรับการแสดงออกของยีน N’_OsNUC1 ในตน
WT Arabidopsis ท่ีนํามาเปรียบเทียบไมพบการแสดงออกของยีนตลอดระยะเวลาท่ีทําการทดลอง
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ภาพท่ี 4.16 ระดับการแสดงออกของยีน full-length_OsNUC1 ใน Arabidopsis ดัดแปร
พันธุกรรมสายพันธุตาง ๆ ท่ีไดรับการถายชุดโครงสรางยีน (I): pJim19::rd29A::
full-length_OsNUC1 หลังจากไดรับภาวะเค็มเปนเวลา 12 ชั่วโมง (bar = SE)

ภาพท่ี 4.17 ระดับการแสดงออกของยีน N’_OsNUC1 ใน Arabidopsis ดัดแปรพันธุกรรมสาย
พันธุตาง ๆ ท่ีไดรับการถายชุดโครงสรางยีน (II): pJim19::rd29A::N’_OsNUC1
หลังจากไดรับภาวะเค็มเปนเวลา 12 ชั่วโมง (bar = SE)
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4. ผลการเติบโตของ Arabidopsis ดัดแปรพันธุกรรมท่ีไดรับการถายยีนท่ีถอดรหัสใหโมทิฟของ
OsNUC1 ท่ีตางกัน

เพ่ือศึกษาผลการเติบโตของ Arabidopsis ท่ีไดรับการถายยีนท่ีถอดรหัส/แปลรหัสให
โมทิฟของ OsNUC1 ท่ีตางกัน ไดนําท้ัง 5 กลุมของ Arabidopsis ดัดแปรพันธุกรรม ไดแกกลุม
(A) rd29A::full-length_OsNUC1 กลุม (B) rd29A::N’_OsNUC1 กลุม (C) rd29A::C’_OsNUC1
(Siriporn Sripinyowanich, 2011) กลุม (D) 35SCaMV::full-length_OsNUC1 (ธนิกานต
อุดมชโลทร, unpublished data) และกลุม (E) 35SCaMV::C’_OsNUC1 (Siriporn
Sripinyowanich, 2011) ท่ีมีอายุ 7 วัน มาทําการทดลองยายปลูกบนอาหารก่ึงแข็งสูตร MS ท่ีเติม
1% (w/v) sucrose (ภาวะปกติ) หรืออาหารก่ึงแข็งสูตร MS ท่ีเติม 1% (w/v) sucrose และ NaCl
100 mM (ภาวะเค็ม) เปนเวลา 2 4 และ 6 วัน โดยมี WT Arabidopsis เปนชุดควบคุม

4.1 ภาวะปกติ

เม่ือเปรียบเทียบการเติบโตของ Arabidopsis ท่ีไดรับการถายยีนในกลุม (A) ซึ่งเปนกลุมท่ี
ไดรับการถายยีนท่ีถอดรหัส/แปลรหัสใหโมทิฟ full-length_OsNUC1 และถูกควบคุมดวยโปรโมเตอร
rd29A กับ WT Arabidopsis พบวา สายพันธุท่ีไดรับการถายยีนโดยเฉพาะ rd_fl16 มีน้ําหนักสด
มากกวา WT ซึ่งเปนชุดควบคุมในทุกวันท่ีทําการศึกษาอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ ถึงแมวาเม่ือเริ่มทํา
การทดลอง (Day 0) ตน WT จะใหคาน้ําหนักสดมากกวาก็ตาม ขณะท่ีเม่ือพิจารณาคาน้ําหนักแหง
และอัตราการเจริญเติบโตสัมพัทธ (Relative Growth Rate, RGR) รวมถึงความยาวรากแกวในชวง 4
วันแรก ไมพบความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ มีเพียงในวันท่ี 6 หลังทําการทดลองท่ีตน
rd_fl22 มีอัตราการเจริญเติบโตสัมพัทธและความยาวรากแกวมากกวา WT อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ
สวนตน rd_fl10 ใหคาความยาวรากแกวมากกวา WT อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ แตมีอัตราการ
เจริญเติบโตสัมพัทธไมแตกตางจาก WT ในขณะท่ี rd_fl16 มีแนวโนมท่ีคาความยาวรากแกวมีคา
มากกวา WT (ภาพท่ี 4.18 และตารางท่ี ข-3)

สําหรับตน Arabidopsis ท่ีไดรับการถายยีนในกลุม (B) ซึ่งจะถอดรหัส/แปลรหัสใหเฉพาะ
บริเวณปลายอะมิโนของ OsNUC1 ภายใตการทํางานของโปรโมเตอร rd29A เม่ือเปรียบเทียบกับตน
WT พบวา ในชวง 4 วันแรกในภาวะปกติ ตนท่ีไดรับการถายยีนทุกตนมีน้ําหนักสดมากกวาตน WT
ในขณะท่ี rd_5i และ rd_5.114 มีน้ําหนักแหงและอัตราการเจริญเติบโตสัมพัทธสูงกวาตน WT อยาง
มีนัยสําคัญทางสถิติ สําหรับความยาวรากแกวตนท่ีไดรับการถายยีนทุกตนมีแนวโนมของความยาว
รากยาวกวาตน WT อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (ภาพท่ี 4.19 ตารางท่ี ข-4) แตในวันท่ี 6 หลังทําการ
ทดลอง ตน WT มีการปรับตัวและใหน้ําหนักสดท่ีไมแตกตางจากตนท่ีไดรับการถายยีน สวนน้ําหนัก
แหงพบวา น้ําหนักแหงของ rd_5i และ rd_5.14 ไมแตกตางจากน้ําหนักแหงของ WT มีเพียง
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rd_5.114 เทานั้นท่ีมีน้ําหนักแหงสูงกวา WT อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ นอกจากนี้ยังพบวาอัตรา
การเจริญเติบโตสัมพัทธของ WT มีคาสูงกวาตนท่ีไดรับการถายยีน rd_5i และ rd_5.14 อยางมี
นัยสําคัญทางสถิติ อยางไรก็ตามเม่ือพิจารณาคาความยาวรากแกวของตนท่ีไดรับการถายยีนพบวา
rd_5i และ rd_5.14 มีความยาวรากแกวมากกวา WT (ภาพท่ี 4.19 และ ตารางท่ี ข-4)

สําหรับตน Arabidopsis ในกลุม (C) ท่ีไดรับการถายยีนท่ีถอดรหัส/แปลรหัสใหโมทิฟ
C’_OsNUC1 ท่ีมี RRM 2 บริเวณรวมกับ GAR และถูกควบคุมดวยโปรโมเตอร rd29A เม่ือ
เปรียบเทียบกับตน WT ในภาวะปกติพบวา คาน้ําหนักสด น้ําหนักแหงและอัตราการเจริญเติบโต
สัมพัทธของตนท่ีไดรับการถายยีนไมสูงกวาตน WT มีเพียงความยาวรากแกวของตนท่ีไดรับการถาย
ยีนท่ีมีความยาวมากกวาตน WT โดยเฉพาะ rd_3.9 ท่ีมีความยาวรากแกวเปน 1.5 เทา ของตน WT
(ภาพท่ี 4.20 และตารางท่ี ข-5)

เม่ือทําการเปรียบเทียบการเติบโตของตน WT กับตนท่ีไดรับการถายยีนในกลุม (D) ซึ่งเปน
กลุมท่ีไดรับการถายยีนท่ีถอดรหัส/แปลรหัสใหโมทิฟ Full-length_OsNUC1 ซึ่งประกอบไปดวย
บริเวณ N’_OsNUC1 และ RRM และ GAR ในบริเวณปลาย C’_OsNUC1 ภายใตการทํางานของ
โปรโมเตอร 35SCaMV ท่ีเปนโปรโมเตอรแบบแสดงออกตลอดเวลาพบวา ตน WT มีน้ําหนักสดและ
น้ําหนักแหงมากกวาตนท่ีไดรับการถายยีนอยางมีนัยสําคัญทางสถิติตลอดระยะเวลา 4 วันท่ีทําการ
ทดลอง สําหรับในวันท่ี 6 ตน WT มีน้ําหนักแหงใกลเคียงกับตนอ่ืน ๆ ไมพบความแตกตางกันทางสถิติ
ซึ่งก็สอดคลองกับผลของอัตราการเจริญเติบโตสัมพัทธระหวางวันท่ี 4-6 ท่ีตน WT มีคานอยกวาตนท่ี
ไดรับการถายยีนโดยเฉพาะตน ox_fl23 อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ สําหรับความยาวรากแกวจะพบ
ความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติก็เม่ือทําการทดลองเปนระยะเวลา 4 วัน โดยตนท่ีไดรับการ
ถายยีนทุกสายพันธุจะมีความยาวรากแกวมากกวาตน WT อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (ภาพท่ี 4.21
และตารางท่ี ข -6)

เม่ือพิจารณาการเติบโตของ Arabidopsis ในกลุม (E) ท่ีไดรับการถายยีนท่ีถอดรหัส/แปล
รหัสใหโมทิฟ C’_OsNUC1 ท่ีถูกควบคุมดวยโปรโมเตอร 35SCaMV เปรียบเทียบกับ WT พบวา ชวง
4 วันแรกท่ีทําการทดลอง ตนท่ีไดรับการถายยีนมีน้ําหนักสดมากกวา WT อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ
แตในวันท่ี 6 ตน WT มีการปรับตัวและใหน้ําหนักสดใกลเคียงกับตนท่ีไดรับการถายยีน สําหรับ
น้ําหนักแหง ถึงแมวาเม่ือเริ่มทําการทดลองตนท่ีไดรับการถายยีน ox_3.7 จะมีน้ําหนักแหงมากกวา
WT และ ox_3.5 แตในวันท่ี 6 ของการทดลองจะพบวา ox_3.5 มีน้ําหนักแหงมากท่ีสุด มากกวา
WT และ ox_3.7 อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ ซึ่งสอดคลองกับคาอัตราการเจริญเติบโตสัมพัทธระหวาง
วันท่ี 4 และ 6 ของ ox_3.5 ท่ีมีคามากท่ีสุดเชนกัน สําหรับความยาวรากแกวพบวา ชวงแรกของการ
ทดลอง WT มีความยาวรากแกวยาวกวาตนท่ีไดรับการถายยีนอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ แตในวันท่ี 4
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ตนท่ีไดรับการถายยีนเริ่มมีการปรับตัวและมีความยาวรากแกวท่ีใกลเคียงกับ WT ซึ่งเม่ือสิ้นสุดการ
ทดลองในวันท่ี 6 จะพบวาตนท่ีไดรับการถายยีนท้ัง ox_3.7 และ ox_3.5 มีความยาวรากแกว
มากกวา WT อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (ภาพท่ี 4.22 และตารางท่ี ข -7)

4.2 ภาวะเค็ม

เม่ือเปรียบเทียบ WT กับตนท่ีไดรับการถายยีนในกลุม (A) ท่ีมี full-length_OsNUC1 ซึ่ง
ประกอบไปดวยบริเวณ N’_OsNUC1 และบริเวณปลาย C’_OsNUC1 พบวา น้ําหนักสดของ WT มี
คามากกวาตนท่ีไดรับการถายยีนเกือบทุกสายพันธุยกเวน rd_16 ท่ีมีคาใกลเคียงกัน เม่ือพิจารณาคา
น้ําหนักแหง อัตราการเจริญเติบโตสัมพัทธและความยาวรากแกว พบวา WT มีการเติบโตท่ีไมแตกตาง
จากสายพันธุ rd_10 และ rd_22 แตเม่ือเปรียบเทียบกับ rd_16 เพียงสายพันธุเดียวเม่ือไดรับภาวะ
เค็มเปนเวลา 6 วันพบวา WT มีการเติบโตในภาวะเค็มในทุกพารามิเตอรต่ํากวา rd_16 อยางมี
นัยสําคัญทางสถิติ อยางไรก็ตามความยาวรากแกวของทุกตนท่ีนํามาศึกษา พบความแตกตางของ
ความยาวรากแกวในวันท่ี 2 ท่ีทําทดลองเทานั้น สวนวันท่ี 4 และ 6 หลังไดรับ NaCl ไมพบความ
แตกตางกันทางสถิติ (ภาพท่ี 4.23 และตารางท่ี ข-3)

เม่ือพิจารณาผลของภาวะเค็มท่ีมีตอการเติบโตของ Arabidopsis ดัดแปรพันธุกรรมในกลุม
(B) ซึ่งถอดรหัส/แปลรหัสใหเฉพาะบริเวณปลายอะมิโนของ OsNUC1 ท่ีควบคุมดวยโปรโมเตอร
rd29A เปรียบเทียบกับ WT พบวา ตนท่ีไดรับการถายยีนจะมีน้ําหนักสดและน้ําหนักแหงมากกวาตน
WT อยางมีนัยสําคัญทางสถิตติลอดการทดลองท่ีพืชไดรับภาวะเค็ม มีเพียง rd_5.14 ท่ีมีท้ังคาน้ําหนัก
สดและน้ําหนักแหงใกลเคียงกับ WT สําหรับอัตราการเจริญเติบโตสัมพัทธพบวา เฉพาะในระหวาง
วันท่ี 2 และ 4 หลังไดรับภาวะเค็ม ท่ีตนท่ีไดรับการถายยีน rd_5i มีอัตราการเจริญเติบโตสัมพัทธ
มากกวา WT อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ สวนวันอ่ืน ๆ ท่ีทําการทดลองไมพบความแตกตางของคา
อัตราการเจริญเติบโตสัมพัทธ สําหรับความยาวรากแกวพบวา ตนดัดแปรพันธุกรรมเกือบทุกสายพันธุ
มีความยาวรากแกวมากกวา WT อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ เม่ือวัดความยาวในวันท่ี 4 หลังไดรับภาวะ
เค็ม โดยมีเพียงตน rd_5.114 ท่ีมีคาความยาวรากแกวใกลเคียงกับ WT อยางไรก็ตามเม่ือวัดความ
ยาวรากแกวในวันท่ี 6 หลังยายปลูกในภาวะเค็มไมพบความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติระหวาง
WT และตนท่ีไดรับการถายยีน (ภาพท่ี 4.24 และ ตารางท่ี ข-3)

สําหรับตน Arabidopsis ในกลุม (C) ท่ีไดรับการถายยีนท่ีถอดรหัส/แปลรหัสใหโมทิฟ
C’_OsNUC1 เม่ือเปรียบเทียบกับ WT พบวา ในชวง 4 วันแรกท่ีไดรับ NaCl ตนท่ีไดรับการถายยีน
เกือบทุกสายพันธุมีน้ําหนักสดใกลเคียงกับ WT มีเพียง rd_3.10 สายพันธุเดียวท่ีมีน้ําหนักสดนอยกวา
อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ อยางไรก็ตามหลังไดรับภาวะเค็มเปนระยะเวลานาน 6 วันจะพบวา WT มี
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น้ําหนักสดมากกวาทุกสายพันธุท่ีไดรับการถายยีน ผลการทดลองดังกลาวใกลเคียงกับคาน้ําหนักแหง
และอัตราการเจริญเติบโตสัมพัทธของ WT เม่ือไดรับภาวะเค็มเปนเวลา 6 วันท่ีมีคามากกวาตนท่ี
ไดรับการถายยีนเกือบทุกสายพันธุยกเวน rd_3.9 อยางไรก็ตามเปนท่ีนาสังเกตวา เม่ือพิจารณาความ
ยาวรากแกวของทุกสายพันธุท่ีนํามาศึกษา ไมพบความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติตลอดระยะ
เวลาทําการทดลอง (ภาพท่ี 4.25 และตารางท่ี ข-4)

เม่ือพิจารณาผลของ NaCl ท่ีมีตอการเติบโตของตน Arabidopsis ท่ีไดรับการถายยีนในกลุม
(D) Full-length_OsNUC1 ซึ่งถูกควบคุมดวยโปรโมเตอร 35SCaMV เปรียบเทียบกับตน WT พบวา
ตน WT มีน้ําหนักสดมากกวาตนท่ีไดรับการถายยีนอยางมีนัยสําคัญทางสถิติเกือบทุกระยะท่ีทําการ
ทดลอง ซึ่งเม่ือพิจารณาอยางละเอียดจะพบวา WT มีน้ําหนักสดมากกวาตนในกลุม (D) ตั้งแต Day 0
อยางไรก็ตามเม่ือพิจารณาท่ีน้ําหนักแหงพบวามีเพียงวันท่ี 4 หลังไดรับภาวะเค็มเทานั้นท่ีตน WT ให
คาน้ําหนักแหงมากกวาตนท่ีไดรับการถายยีน ox_fl31 (แตก็ยังเปนคาท่ีนอยกวาตน ox_fl23) สวน
วันอ่ืน ๆ ท่ีทําการทดลองไมพบความแตกตางของน้ําหนักแหงอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ นอกจากนี้
เม่ือพิจารณาอัตราการเจริญเติบโตสัมพัทธและความยาวรากแกวพบวา ox_fl31 มีอัตราการเจริญ
เติบโตสัมพัทธระหวางวันท่ี 4 และ 6 มากกวาตน WT อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ สําหรับความยาวราว
แกว ถึงแมชวงแรกตนท่ีไดรับการถายยีนจะมีความยาวรากแกวไมแตกตางกับของ WT มากนัก แตก็มี
แนวโนมยาวกวาเม่ือไดรับภาวะเค็มเปนระยะเวลานานข้ึน โดยเห็นไดชัดเจนในวันท่ี 6 หลังไดรับภาวะ
เค็มท่ีความยาวรากแกวของ ox_fl23 มีคามากกวาความยาวรากแกวของ WT อยางมีนัยสําคัญทาง
สถิติ นอกจากนี้ ox_fl31 ก็มีแนวโนมของความยาวรากแกวมากกวา WT เชนเดียวกัน (ภาพท่ี 4.26
และตารางท่ี ข-5)

สําหรับตน Arabidopsis ในกลุม (E) ท่ีไดรับการถายยีนท่ีถอดรหัส/แปลรหัสใหโมทิฟ
C’_OsNUC1 และถูกควบคุมดวยโปรโมเตอร 35SCaMV เม่ือเปรียบเทียบกับ WT พบวา ถึงแมชวง 4
วันแรกท่ีไดรับภาวะเค็มตนสายพันธุ ox_3.7 จะใหน้ําหนักสดและน้ําหนักแหงมากกวา WT แตเม่ือ
ไดรับภาวะเค็มนานข้ึนเปน 6 วัน WT มีการปรับตัวใหคาน้ําหนักสดท่ีมากกวาตนท่ีไดรับการถายยีน
ท้ัง 2 สายพันธุ สอดคลองกับคาน้ําหนักแหงท่ี WT มีการปรับตัวใหคาใกลเคียงกับตนท่ีไดรับการถาย
ยีนเชนเดียวกัน สําหรับอัตราการเจริญเติบโตสัมพัทธชวง 2 วันแรกพบวา ox_3.7 มีอัตราการ
เจริญเติบโตสัมพัทธมากกวา WT และ ox_3.5 แตเม่ือไดรับความเค็มเปนระยะเวลานาน 6 วัน พบวา
WT สามารถปรับตัวไดและใหอัตราการเจริญเติบโตสัมพัทธสูงกวาตนอ่ืน ๆ อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ
อยางไรก็ตามเม่ือพิจารณาความยาวรากแกวพบวา ท้ัง WT และ ตนไดรับการถายยีนมีแนวโนมของ
ความยาวรากท่ีมีคาความยาวใกลเคียงกันในวันท่ี 6 หลังไดรับภาวะเค็ม โดยชวง 4 วันแรกท่ีทําการ
ทดลอง WT จะมีความยาวรากแกวไลเลี่ยกับ ox_3.7 (ภาพท่ี 4.27 และตารางท่ี ข-6)
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ภาพท่ี 4.18 น้ําหนักสด (a) น้ําหนักแหง (b) อัตราการเจริญเติบโตสัมพัทธ (c) และความยาวราก
แกว (d) ของ Arabidopsis ดัดแปรพันธุกรรม (A): rd29A::full-length_OsNUC1
เม่ือยายปลูกบนอาหาร MS เปนเวลา 0 2 4 และ 6 วัน (bar = SE)

ตัวอักษรภาษาอังกฤษที่เหมือนกันไมมีความแตกตางกันทางสถิติเม่ือเปรียบเทียบโดยวิธี DMRT (P<0.05)
เปรียบเทียบเฉพาะคาที่ไดหลังจากยายปลูกเปนระยะเวลาเดียวกันเทานั้น
nsหมายถึง คาเฉลี่ยในชุดการทดลองตาง ๆ ไมมีความแตกตางกันทางสถิติ
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ภาพท่ี 4.19 น้ําหนักสด (a) น้ําหนักแหง (b) อัตราการเจริญเติบโตสัมพัทธ (c) และความยาวราก
แกว (d) ของ Arabidopsis ดัดแปรพันธุกรรม (B): rd29A::N’_OsNUC1 เม่ือยาย
ปลูกบนอาหาร MS เปนเวลา 0 2 4 และ 6 วัน (bar = SE)

ตัวอักษรภาษาอังกฤษที่เหมือนกันไมมีความแตกตางกันทางสถิติเม่ือเปรียบเทียบโดยวิธี DMRT (P<0.05)
เปรียบเทียบเฉพาะคาที่ไดหลังจากยายปลูกเปนระยะเวลาเดียวกันเทานั้น
nsหมายถึง คาเฉลี่ยในชุดการทดลองตาง ๆ ไมมีความแตกตางกันทางสถิติ
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ภาพท่ี 4.20 น้ําหนักสด (a) น้ําหนักแหง (b) อัตราการเจริญเติบโตสัมพัทธ (c) และความยาวราก
แกว (d) ของ Arabidopsis ดัดแปรพันธุกรรม (C): rd29A::C’_OsNUC1 เม่ือยาย
ปลูกบนอาหาร MS เปนเวลา 0 2 4 และ 6 วัน (bar = SE)

ตัวอักษรภาษาอังกฤษที่เหมือนกันไมมีความแตกตางกันทางสถิติเม่ือเปรียบเทียบโดยวิธี DMRT (P<0.05)
เปรียบเทียบเฉพาะคาที่ไดหลังจากยายปลูกเปนระยะเวลาเดียวกันเทานั้น
nsหมายถึง คาเฉลี่ยในชุดการทดลองตาง ๆ ไมมีความแตกตางกันทางสถิติ
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ภาพท่ี 4.21 น้ําหนักสด (a) น้ําหนักแหง (b) อัตราการเจริญเติบโตสัมพัทธ (c) และความยาวราก
แกว (d) ของ Arabidopsis ดัดแปรพันธุกรรม (D): 35SCaMV::full-length_OsNUC1
เม่ือยายปลูกบนอาหาร MS เปนเวลา 0 2 4 และ 6 วัน (bar = SE)

ตัวอักษรภาษาอังกฤษที่เหมือนกันไมมีความแตกตางกันทางสถิติเม่ือเปรียบเทียบโดยวิธี DMRT (P<0.05)
เปรียบเทียบเฉพาะคาที่ไดหลังจากยายปลูกเปนระยะเวลาเดียวกันเทานั้น
nsหมายถึง คาเฉลี่ยในชุดการทดลองตาง ๆ ไมมีความแตกตางกันทางสถิติ
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ภาพท่ี 4.22 น้ําหนักสด (a) น้ําหนักแหง (b) อัตราการเจริญเติบโตสัมพัทธ (c) และความยาวราก
แกว (d) ของ Arabidopsis ดัดแปรพันธุกรรม (E): 35SCaMV::C’_OsNUC1 เม่ือยาย
ปลูกบนอาหาร MS เปนเวลา 0 2 4 และ 6 วัน (bar = SE)

ตัวอักษรภาษาอังกฤษที่เหมือนกันไมมีความแตกตางกันทางสถิติเม่ือเปรียบเทียบโดยวิธี DMRT (P<0.05)
เปรียบเทียบเฉพาะคาที่ไดหลังจากยายปลูกเปนระยะเวลาเดียวกันเทานั้น
nsหมายถึง คาเฉลี่ยในชุดการทดลองตาง ๆ ไมมีความแตกตางกันทางสถิติ
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ภาพท่ี 4.23 น้ําหนักสด (a) น้ําหนักแหง (b) อัตราการเจริญเติบโตสัมพัทธ (c) ความยาวรากแกว
(d) ของ Arabidopsis ดัดแปรพันธุกรรม (A): rd29A::full-length_OsNUC1 เม่ือยาย
ปลูกบนอาหาร MS ท่ีเติม NaCl 100 mM เปนเวลา 0 2 4 และ 6 วัน (bar = SE)

ตัวอักษรภาษาอังกฤษที่เหมือนกันไมมีความแตกตางกันทางสถิติเม่ือเปรียบเทียบโดยวิธี DMRT (P<0.05)
เปรียบเทียบเฉพาะคาที่ไดหลังจากยายปลูกเปนระยะเวลาเดียวกันเทานั้น
nsหมายถึง คาเฉลี่ยในชุดการทดลองตาง ๆ ไมมีความแตกตางกันทางสถิติ
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ภาพท่ี 4.24 น้ําหนักสด (a) น้ําหนักแหง (b) อัตราการเจริญเติบโตสัมพัทธ (c) ความยาวรากแกว
(d) ของ Arabidopsis ดัดแปรพันธุกรรม (B): rd29A::N’_OsNUC1 เม่ือยายปลูกบน
อาหาร MS ท่ีเติม NaCl 100 mM เปนเวลา 0 2 4 และ 6 วัน (bar = SE)

ตัวอักษรภาษาอังกฤษที่เหมือนกันไมมีความแตกตางกันทางสถิติเม่ือเปรียบเทียบโดยวิธี DMRT (P<0.05)
เปรียบเทียบเฉพาะคาที่ไดหลังจากยายปลูกเปนระยะเวลาเดียวกันเทานั้น
nsหมายถึง คาเฉลี่ยในชุดการทดลองตาง ๆ ไมมีความแตกตางกันทางสถิติ
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ภาพท่ี 4.25 น้ําหนักสด (a) น้ําหนักแหง (b) อัตราการเจริญเติบโตสัมพัทธ (c) ความยาวรากแกว
(d) ของ Arabidopsis ดัดแปรพันธุกรรม (C): rd29A::C’_OsNUC1 เม่ือยายปลูกบน
อาหาร MS ท่ีเติม NaCl 100 mM เปนเวลา 0 2 4 และ 6 วัน (bar = SE)

ตัวอักษรภาษาอังกฤษที่เหมือนกันไมมีความแตกตางกันทางสถิติเม่ือเปรียบเทียบโดยวิธี DMRT (P<0.05)
เปรียบเทียบเฉพาะคาที่ไดหลังจากยายปลูกเปนระยะเวลาเดียวกันเทานั้น
nsหมายถึง คาเฉลี่ยในชุดการทดลองตาง ๆ ไมมีความแตกตางกันทางสถิติ
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ภาพท่ี 4.26 น้ําหนักสด (a) น้ําหนักแหง (b) อัตราการเจริญเติบโตสัมพัทธ (c) ความยาวรากแกว
(d) ของ Arabidopsis ดัดแปรพันธุกรรม (D): 35SCaMV::Full-length_OsNUC1 เม่ือ
ยายปลูกบนอาหาร MS ท่ีเติม NaCl 100 mM เปนเวลา 0 2 4 และ 6 วัน (bar = SE)

ตัวอักษรภาษาอังกฤษที่เหมือนกันไมมีความแตกตางกันทางสถิติเม่ือเปรียบเทียบโดยวิธี DMRT (P<0.05)
เปรียบเทียบเฉพาะคาที่ไดหลังจากยายปลูกเปนระยะเวลาเดียวกันเทานั้น
nsหมายถึง คาเฉลี่ยในชุดการทดลองตาง ๆ ไมมีความแตกตางกันทางสถิติ
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ภาพท่ี 4.27 น้ําหนักสด (a) น้ําหนักแหง (b) อัตราการเจริญเติบโตสัมพัทธ (c) ความยาวรากแกว
(d) ของ Arabidopsis ดัดแปรพันธุกรรม (E): 35SCaMV::C’_OsNUC1 เม่ือยายปลูกบน
อาหาร MS ท่ีเติม NaCl 100 mM เปนเวลา 0 2 4 และ 6 วัน (bar = SE)

ตัวอักษรภาษาอังกฤษที่เหมือนกันไมมีความแตกตางกันทางสถิติเม่ือเปรียบเทียบโดยวิธี DMRT (P<0.05)
เปรียบเทียบเฉพาะคาที่ไดหลังจากยายปลูกเปนระยะเวลาเดียวกันเทานั้น
nsหมายถึง คาเฉลี่ยในชุดการทดลองตาง ๆ ไมมีความแตกตางกันทางสถิติ
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บทที่ 5

อภิปรายผลการทดลอง

1. สราง Arabidopsis ดัดแปรพันธุกรรมท่ีมีโมทิฟของ OsNUC1 รูปแบบตางกัน

กลไกการปรับตัวของพืชซึ่งมีผลมาจากการแสดงออกของยีนท่ีถอดรหัส/แปลรหัสใหโปรตีนท่ี
สามารถลดความเสียหายท่ีพืชไดรับจากภาวะเครียดจากสิ่งแวดลอม ถือเปนสิ่งสําคัญท่ีชวยใหพืชมี
ชีวิตรอดและใหผลผลิตตอไรไดมากข้ึนใกลเคียงกับในภาวะปกติ นอกเหนือจากการแสดงออกของยีน
กระบวนการอยาง post-transcription post-translation และ gene regulation รวมถึงการ
ทํางานของ RNA ก็เปนปจจัยสําคัญท่ีมีสวนในการตอบสนองของพืชตอสัญญาณท่ีเกิดจากภาวะเครียด
จากสิ่งแวดลอมเชนกัน (Ambrosone et al., 2012; Lorković and Barta, 2002)

Lorković และ Barta (2002) รายงานวา RNA-binding proteins (RBPs) ถือเปน
องคประกอบสําคัญท่ีเก่ียวของกับกระบวนการ gene regulation ในระดับ post- transcription ท้ัง
ทางตรงและทางออม โมทิฟท่ีพบกระจายอยูมากท่ีสุดใน RBPs คือกลุมของ RRMs โดย RBPs ท่ีมี
บริเวณ RRMs อยูทางฝงปลายอะมิโนมักจะมีโดเมนอยาง glycine-rich (GR) และ zinc finger อยู
ทางฝงคารบอกซิลเปนสวนประกอบ (Nakaminami et al., 2012) ซึ่งโครงสรางท่ีกลาวมาขางตน
คลายคลึงกับโครงสรางของ OsNUC1 ท่ีสมพร มณีประสพสุข (2547) ศึกษาพบการแสดงออกของยีน
เพ่ิมข้ึนเม่ือไดรับภาวะเค็ม โดย OsNUC1 มีบริเวณ acidic-serine-rich และ NLS เพ่ิมข้ึนมา

ในงานวิจัยนี้ตองการท่ีจะศึกษาการทํางานของ OsNUC1 ในแตละโมทิฟเม่ือไดรับภาวะ
เครียดจากความเค็ม โดยเริ่มจากการสรางชุดโครงสรางยีนท่ีถอดรหัส/แปลรหัสให full-length_
OsNUC1 และ N’_OsNUC1 ภายใตการควบคุมการทํางานของโปรโมเตอรแบบแสดงออกเฉพาะเม่ือ
ไดรับภาวะแลง (rd29A) ซึ่งใหชื่อวาชุดโครงสรางยีน (I): pJim19::rd29A::full-length_OsNUC1
และชุดโครงสรางยีน (II): pJim19::rd29A::N’_OsNUC1 ตามลําดับ สําหรับชุดโครงสรางยีนท่ี
ถอดรหัส/แปลรหัสให N’_OsNUC1 ท่ีเชื่อมตอกับโปรโมเตอร 35SCaMV (ชุดโครงสรางยีน
(III): pJim19::35SCaMV::N’_OsNUC1) ไดรับความอนุเคราะห DNA ซึ่งเปนชุดโครงสรางยีนจาก
ธนิกานต อุดมชโลทร (unpublished data)

หลังจากถายชุดโครงสรางยีนขางตนเขาสู Arabidopsis พบวา ประสิทธิภาพของการถายชุด
โครงสรางยีนอยูระหวาง 1.0 ถึง 1.9 เปอรเซ็นต ซึ่งสอดคลองกับงานวิจัยของ Clough และ Bent
(1998) ท่ีมีประสิทธิภาพของการถายยีนดวยวิธี Agrobacterium-mediated floral dip
transformation อยูระหวาง 0.5 ถึง 3 เปอรเซ็นต ซึ่งทางผูวิจัยไดนําเสนอวาสิ่งสําคัญท่ีเปน
ตัวกําหนดประสิทธิภาพของการถายยีนมี 3 ประการ คือ 1) ระยะการเจริญเติบโตของ Arabidopsis
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ท่ีเหมาะสมท่ีนํามาใชในการถายยีน ไดแก ตนท่ีมีความยาวของ secondary bolt ประมาณ
5-10 cm โดยดอก Arabidopsis ท่ีใชจุมตองมีลักษณะตูม (closed flower bud) ซึ่งจะให
ประสิทธิภาพการถายยีน 0.8 เปอรเซ็นต 2) ความเขมขนของน้ําตาลท่ีใช ซึ่งใหผลคลายคลึงกันไมวา
จะใชน้ําตาลกลูโคสหรือซูโครสท่ีความเขมขน 0.5 หรือ 5 เปอรเซ็นต ก็ใหประสิทธิภาพการถายยีน
เปน 0.5 เปอรเซ็นต และ 3) สารลดแรงตึงผิว Silwet L-77 ท่ีความเขมขน 0.02% ซึ่งให
ประสิทธิภาพการถายยีนท่ี 1.8 เปอรเซ็นต ซึ่งท้ัง 3 เงื่อนไขขางตนไดถูกเลือกมาใชในงานวิจัยนี้

งานวิจัยของ Chung และคณะ (2000) กลาวถึงระยะเวลาในการจุมดอก Arabidopsis ลงใน
สารแขวนลอย Agrobacterium วาเปนอีกหนึ่งพารามิเตอรท่ีสงผลกับประสิทธิภาพในการถายยีนเขา
สู Arabidopsis แบบ in planta โดยพบวาการจุมดอกลงในสารแขวนลอย Agrobacterium
สายพันธุ GV3101 ท่ีมีชิ้นสวน DNA ของยีน rice cytosolic CuZnSOD (sod1) เปนเวลา 5 วินาที
และ 5 นาทีจะมีอัตราความสําเร็จของการถายยีนเปน 0.92 และ 2.09 เปอรเซ็นตตามลําดับ
นอกจากนี้การใหดอกสัมผัสกับสารแขวนลอย Agrobacterium หลายครั้งก็ชวยเพ่ิมประสิทธิภาพใน
การถายยีนดวยเชนกัน ยกตัวอยางเชน จุมดอกลงในสารแขวนลอยทุก 6 วัน เปนจํานวน 3 ครั้ง โดย
ใชระยะเวลาในการจุม 5 วินาทีหรือ 5 นาทีจะใหประสิทธิภาพการถายยีนท่ีประมาณ 3 เปอรเซ็นต
(Clough and Bent, 1998) หรือการหยดสารแขวนลอย Agrobacterium ลงไปท่ีดอกตูมโดยตรง
ทีละดอกเปนเวลา 3 ครั้ง ท้ิงระยะหางครั้งละ 4 วัน จะใหประสิทธิภาพการถายยีนประมาณ 1.1
เปอรเซ็นต (Martinez-Trujillo et al., 2004) หรือการสเปรยสารแขวนลอย Agrobacterium ลง
บนดอกตูมโดยสเปรยซ้ํา 3 ครั้งก็ใหประสิทธิภาพการถายยีนสูงเชนกัน (0.95–3.86 เปอรเซ็นต)
(Chung et al., 2000) ในงานวิจัยนี้แมวาจะใชวิธีจุมดอกตูมในสารแขวนลอย Agrobacterium
เพียง 1 ครั้งแตก็ใหประสิทธิภาพของการถายยีนอยูในเกณฑท่ีใกลเคียงกับงานวิจัยอ่ืน ซึ่งอาจเกิดจาก
ระยะเวลาท่ีใชในการจุมดอก Arabidopsis ท่ีนานถึง 15 นาที ซึ่งคาดวาระยะเวลาท่ีนานกวาใน
งานวิจัยอ่ืนถึง 3 เทานี้ จะกอใหเกิดจํานวนบาดแผลตรงบริเวณเนื้อเยื่อของดอก Arabidopsis ท่ี
สัมผัสกับ Silwet L-77 มากข้ึน ซึ่งนาจะสงผลตอการเพ่ิมปริมาณ Agrobacterium ใหเขาเกาะกับ
เซลลพืชตรงบริเวณท่ีมีบาดแผลไดมากข้ึน

ท้ังนี้หากเปลี่ยนความเขมขนของสารแขวนลอย Agrobacterium ท่ีใชสําหรับถายยีนเขาสู
Arabidopsis (inoculums OD600) ใหมีคามากกวา 2.0 ก็จะสงผลใหประสิทธิภาพของการถายยีนเขา
สู Arabidopsis ในงานวิจัยนี้เพ่ิมสูงข้ึนไดอีก เนื่องจากมีรายงานวาการเพ่ิมความเขมขนของสาร
แขวนลอย Agrobacterium จากท่ีมีคา OD600 = 0.8 ซึ่งเปนคาท่ีใชในงานวิจัยนี้ตามวิธีของ Clough
และ Bent (1998) ใหเปน OD600 มากกวา 2.0 ชวยเพ่ิมอัตราความสําเร็จของการถายยีนจาก
1.03 เปน 2.57 เปอรเซ็นต ซึ่งคาดวานาจะเปนผลมาจากการเพ่ิมปริมาณ Agrobacterium ท่ีจะเขา
ไปยัง ovary ของดอก Arabidopsis ใหมีมากข้ึน (Martinez-Trujillo et al., 2004)
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2. ตรวจสอบการแทรกตัวของช้ินสวนยีนใน Arabidopsis ดัดแปรพันธุกรรมท่ีสรางข้ึน

เนื่องจากความตองการนํายีนท่ีควบคุมลักษณะบางประการท่ีเปนประโยชนเขาสูจีโนมพืชเพ่ือ
ปรับปรุงพันธุพืชใหมีลักษณะดีตามตองการ ดังนั้นจํานวนของชิ้นยีน (transgene copy number)
เพียง 1 ชิ้น (insert/copy) ท่ีถูกถายยีนเขาสูจีโนมพืชจึงเปนสิ่งสําคัญ เพ่ือท่ีผูวิจัยจะไดศึกษาเฉพาะ
บทบาทและผลของยีนท่ีทําการถายยีนเขาไปเทานั้น การไดรับชิ้นยีน (transgene) หลายชิ้นในหลาย
ตําแหนงของจีโนม (multiple transgene copies) อาจนําไปสูการแสดงออกของยีนท่ีมากกวาปกติ
ซึ่งบางครั้งอาจทําใหเกิด gene silencing ซึ่งมีผลตอความเสถียรของชิ้นยีนและสงผลตอการถายทอด
พันธุกรรมในรุนลูกตอไป (Honda et al., 2002; Oltmanns et al., 2010)

การศึกษาของ Ziemienowicz (2010) กลาววาการถายยีนโดยใช Agrobacterium มัก
ประสบความสําเร็จไดชิ้นยีนจํานวน 1 copy (single-copy) แทรกตัวในจีโนมพืช โดยเปนการแทรก
ตัวในจีโนมเพียงหนึ่งครั้ง หนึ่งตําแหนง (single-locus integration) ซึ่งแตกตางกับวิธีการถายยีนดวย
วิธี electroporation หรือการถายยีนดวยวิธี particle bombardment ท่ีมักใหผลเปนการถายยีน
แบบ multi-copy หรือ multi-locus integration ในงานวิจัยนี้จึงใชวิธีคัดเลือกตนท่ีไดรับการถาย
ยีนแบบ single-copy โดยดูจากฟโนไทปของตนรุนลูก (progeny; T1) ท่ีคัดเลือกไดดวย selectable
marker คือ ยีน nptII ใหมีอัตราสวนตนท่ีตานทานสารปฏิชีวนะกานามัยซินตอตน ไมตานทาน
เปน 3:1 โดยใชการทดสอบทางสถิติแบบ Chi-square test (2) มาทดสอบความแตกตางระหวางคา
สังเกตกับคาท่ีคาดหวังของจํานวนตน T1 ท่ีตานทานสารปฏิชีวนะกานามัยซินและคัดเลือกรุนลูกรุน
ถัดไป (T2) ท่ีสามารถตานทานสารปฏิชีวนะกานามัยซินได 100% ซึ่งสื่อถึงความเปน homologous
single insertion ตามกฎของ Mendel โดยทุกรุนท่ีทําการคัดเลือกดวยสารปฏิชีวนะ จะมีการ
ตรวจสอบชิ้นยีนท่ีถายเขาไปดวย PCR ควบคูกันไป ท้ังนี้ไมพบชิ้นยีนในตน WT Arabidopsis ท่ีไมได
รับการถายยีน

อยางไรก็ตามผล PCR ท่ีใหคาเปนบวกแสดงถึงการมีชิ้นยีนในจีโนมของ Arabidopsis ก็อาจ
ไมสอดคลองกับผลการทดลองเม่ือคัดเลือกดวยสารปฏิชีวนะเสมอไป เชน ตน Arabidopsis ดัดแปร
พันธุกรรมในกลุม (III): 35SCaMV::N’_OsNUC1 ท่ีมีแถบ DNA แสดงถึงชิ้นยีน N’_OsNUC1 ชัดเจน
เม่ือทํา PCR (ภาพท่ี 4.12 c) แตเม่ือนํามาปลูกคัดเลือก T1 บนอาหารเพาะเลี้ยงท่ีเติมสารปฏิชีวนะ
กานามัยซิน ไมปรากฏตน Arabidopsis ท่ีสามารถตานทานสารปฏิชีวนะกานามัยซิน แมทําการ
ทดลองซ้ําก็ใหผลการทดลองเชนเดิม สาเหตุท่ีเปนเชนนี้ อาจเนื่องมาจาก OsNUC1 ท่ีพบใน
ฐานขอมูลของขาว (Oryza sativa) มีเพียง 2 รูปแบบเทานั้น ไดแก 1) รูปแบบท่ีให cDNA แบบสาย
สั้นท่ีประกอบไปดวย 2 โดเมนหลักของ OsNUC1 ท่ีมีเฉพาะบริเวณ RRMs 2 บริเวณและโดเมน GAR
ซึ่งในงานวิจัยนี้เรียกรูปแบบดังกลาววา C’_OsNUC1 และ 2) รูปแบบท่ีให cDNA แบบสายยาวซึ่ง



71

ประกอบดวย 3 โดเมนหลักของ OsNUC1 มีบริเวณ acidic-serine-rich และ NLS เพ่ิมเติมข้ึนมา
นอกเหนือจากบริเวณ RRMs และโดเมน GAR (full-length_OsNUC1) สําหรับ N’_OsNUC1 เปน
โปรตีนท่ีไมมีอยูจริงในธรรมชาติ (ไมพบในฐานขอมูล) ถูกสรางข้ึนดวยการออกแบบไพรเมอรให
สามารถ amplify บริเวณของลําดับนิวคลีโอไทดท่ีคาดวาจะถอดรหัส/แปลรหัสให N’_OsNUC1
ดังนั้นเม่ือทําใหชิ้นยีนของบริเวณดังกลาวมีการแสดงออกตลอดเวลาดวย constitutive promoter
จึงอาจเปนการกระตุนการทํางานของโปรตีน N’_OsNUC1 ซึ่งเปนโปรตีนแปลกปลอมใหทํางานมาก
ข้ึน โดยไมอาจทราบไดแนชัดวา N’_OsNUC1 เปนโปรตีนท่ีมีหนาท่ีอยางไร ทํางานในบริเวณใด คาด
เดาไดเพียงวาอาจจะเปนโปรตีนท่ีทํางานในนิวเคลียสเนื่องจากชิ้นยีนดังกลาวถอดรหัส/แปลรหัสให
บริเวณ NLS ท่ีเปนตัวสัญญาณนําโปรตีนเขาสูนิวเคลียส ซึ่งการแสดงออกตลอดเวลาและการสะสม
ของโปรตีนแปลกปลอมจํานวนมากในเซลล นาจะสงผลกระทบตอโปรตีนอ่ืนรวมถึงกระบวนการอ่ืน ๆ
ในเซลลจนอาจทําใหเซลลทํางานผิดปกติและเม่ือประกอบกับ nptII ซึ่งเปน selectable marker ท่ี
ถูกถายยีนเขาไปพรอมกับ N’_OsNUC1 ถูกกระตุนใหทํางานตลอดเวลา จึงอาจสงผลใหพืชท่ีไดรับ
การถายยีนไมสามารถเจริญเติบโตไดบนอาหารเพาะเลี้ยงท่ีเติมสารปฏิชีวนะกานามัยซิน

งานวิจัยของ Ondřej และคณะ (1999) พบวา Arabidopsis ท่ีไดรับการถายยีนดวย
Agrobacterium จะใหรุนลูกท่ีมีอัตราสวนเปน 3:1 ตามกฎของ Mendel เพียง 50% จากรุนลูก
ท้ังหมด รุนลูกอีกประมาณ 25% จะใหอัตราสวน 15:1 (ซึ่งแสดงถึงความนาจะเปนท่ีจะมีการแทรก
ของชิ้นยีนจํานวน 2 copy ในจีโนม) และรุนลูกสวนท่ีเหลือจะใหอัตราสวนท่ีไมเปนไปตามกฎของ
Mendel (non-Mendelian pattern) ซึ่งเม่ือเปรียบเทียบผลขางตนกับงานวิจัยนี้พบวา มีความ
แตกตางกันคอนขางมาก จากจํานวนตน T0 ท่ีสามารถยืนยันการแทรกตัวของชิ้นยีนชุดโครงสรางยีน
(A) และ (B) ได 20 และ 27 ตนตามลําดับ เม่ือทําการคัดเลือกรุน T1 ท่ีมีอัตราสวนเปน 3:1 ตามกฎ
ของ Mendel สามารถคัดไดเพียง 4 และ 8 สายพันธุเทานั้น สายพันธุท่ีเหลือโดยมากมีอัตราสวนจัด
อยูในกลุม non-Mendelian pattern คือ มีอัตราสวนตนตานทานตอตนไมตานทานสารปฏิชีวนะ
เปน 6:1 7:1 หรือ 23:1 สําหรับอัตราสวน 15:1 พบวา มีเพียงสายพันธุ rd_fl30 (ตนตานทานสาร
ปฏิชีวนะ:ตนไมตานทาน เทากับ 559:41) ท่ีมีคาใกลเคียงพอจะจัดอยูในกลุมนี้ได เนื่องจากมี
อัตราสวนเปน 14:1 อยางไรก็ตามการคัดเลือก homologous single insertion ดวยอัตราสวน 3:1
ก็ยังมิใชวิธีท่ีดีท่ีสุด เพ่ือใหสามารถยืนยันไดวาชิ้นยีนท่ีแทรกตัวอยูในจีโนมของพืชท่ีไดรับการถายยีน
เปน single-copy และ single-locus insertion อาจตองทําการตรวจสอบเพ่ิมเติมดวย Southern
blot ท้ังนี้รูปแบบ hybridization ของแตละสายพันธุ ยังสามารถยืนยันไดถึงความเปนอิสระตอกัน
ของแตละสายพันธุท่ีเลือกมาทําการทดลองไดอีกดวย
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3. ตรวจสอบการแสดงออกของชุดโครงสรางยีนของ OsNUC1 ในตน Arabidopsis ดัดแปร
พันธุกรรมภายใตภาวะเครียดจากความเค็ม ดวย quantitative real-time polymerase
chain reaction (qRT-PCR)

การแสดงออกของยีน full-length_OsNUC1 หรือ N’_OsNUC1 ภายใตการควบคุมของ
โปรโมเตอร rd29A ในตนกลา Arabidopsis ท่ีเปน homozygous transgenic lines อายุ 16 วัน
ซึ่งมีชุดโครงสรางยีน (I): pJim19::rd29A::full-length_OsNUC1 หรือ (II): pJim19::rd29A::
N’_OsNUC1 แทรกอยูในจีโนมของ Arabidopsis พบวา Arabidopsis ดัดแปรพันธุกรรมจํานวน
5 สายพันธุยกเวน rd_5.14 มีการแสดงออกของยีนสูงข้ึนเม่ือไดรับภาวะเครียดจากความเค็ม
(อาหาร MS ท่ีเติม NaCl 100 mM) เม่ือเปรียบเทียบกับภาวะปกติ (ชั่วโมงท่ี 0 ไมไดรับ NaCl) ซึ่ง
นาจะเปนผลมาจากบริเวณ DRE (dehydration-responsive elements) ซึ่งเปน cis-elements ท่ี
มีอยูถึง 2 บริเวณในโปรโมเตอร rd29A และเปนบริเวณเขาจับของ transcription factor อยาง
DREBs (dehydration responsive element binding) ท่ีควบคุมการทํางานของยีนหลายตัวใน
pathway ท่ีเก่ียวของกับ signal transduction ของพืชเม่ือถูกกระตุนจากภาวะเค็ม ภาวะขาดน้ํา
และอุณหภูมิต่ํา สงผลใหยีนเหลานั้นมีการแสดงออกเพ่ิมสูงข้ึนและทําใหพืชสามารถตอบสนองตอ
ภาวะเครียดดังกลาวไดอยางเหมาะสม (Lata and Prasad, 2011; Liu et al., 2000; Yamaguchi-
Shinozaki and Shinozaki, 1993)

Arabidopsis 4 จาก 6 สายพันธุท่ีเลือกมาทําการทดลอง (rd_fl10 rd_fl16 rd_5i และ
rd_5.114) มีระดับการแสดงออกของยีนเพ่ิมสูงท่ีสุดท่ีชั่วโมงท่ี 3 หลังไดรับภาวะเค็ม ในขณะท่ีอีก
2 สายพันธุท่ีเหลือ คือ rd_fl22 และ rd_5.14 ท่ีแมวาจะมีระดับการแสดงออกของยีนสูงท่ีสุดท่ี
ชั่วโมงท่ี 12 (14.3 เทา) และชั่วโมงท่ี 0 ตามลําดับ (13.1 เทา) แตเม่ือพิจารณาระดับการแสดงออก
ท่ี 3 ชั่วโมงของท้ัง 2 สายพันธุ (11.1 เทาสําหรับ rd_fl22 และ 12.0 เทาสําหรับ rd_5.14 ) พบวา
มีระดับการแสดงออกของยีนใกลเคียงกับระดับการแสดงออกท่ีสูงท่ีสุดเชนกัน แสดงใหเห็นวา ตน
Arabidopsis ไมวาจะไดรับการถายยีน full-length_OsNUC1 ท่ีถอดรหัส/แปลรหัสใหท้ัง
3 บริเวณโมทิฟของ OsNUC1 (acidic serine ท่ีเชื่อมตอกับ NLS RRMs จํานวน 2 โมทิฟ และ
GAR) หรือยีน N’_OsNUC1 ท่ีถอดรหัส/แปลรหัสใหเฉพาะบริเวณปลายอะมิโน (acidic serine
และ NLS) เม่ือควบคุมดวยโปรโมเตอร rd29A มีการแสดงออกสูงท่ีสุดท่ี 3 ชั่วโมงหลังไดรับภาวะ
เค็ม ซึ่ง ถือวาเปนการแสดงออกท่ีเร็วกวาเม่ือเปรียบเทียบกับงานวิจัยของ Siriporn
Sripinyowanich (2010) ท่ีนําตน Arabidopsis ท่ีไดรับการถายยีน C’_OsNUC1 ซึ่งถอดรหัส/
แปลรหัสใหเฉพาะปลายคารบอกซิลท่ีมี RRMs และ GAR ยายปลูกบนอาหารท่ีเติม NaCl 100 mM
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และพบการแสดงออกของ C’_OsNUC1 เพ่ิมสูงข้ึนท่ี 24 ชั่วโมงหลังไดรับภาวะเค็มแมวาจะควบคุม
การแสดงออกของยีนดวยโปรโมเตอร rd29A เชนเดียวกัน

อยางไรก็ตามผลการทดลองท่ีกลาวมาขางตน เม่ือเปรียบเทียบกับการทดลองของ
Yamaguchi-Shinozaki และ Shinozaki (1993) ท่ีเปนงานวิจัยแรกท่ีศึกษาถึง activity ของ
โปรโมเตอร rd29A โดยตรง ดวยการนํามาควบคุมการทํางานของยีน GUS ก็พบวา ยีน GUS มีการ
แสดงออกของยีนเม่ือไดรับภาวะเค็มแบงเปน 2 ระยะ คือ ระยะแรกท่ีแสดงออกอยางรวดเร็ว
(early induction) และระยะท่ี 2 (secondary induction) ท่ีแสดงออกชา เม่ือศึกษาใน
Arabidopsis ท่ีไดรับภาวะเค็ม (NaCl 250 mM) พบการแสดงออกของ GUS ภายใน 1 ชั่วโมงแรก
ท่ีไดรับภาวะเค็มซึ่งเปน early induction หลังจากนั้นมีการแสดงออกของยีนเพ่ิมสูงข้ึนตาม
ระยะเวลาท่ีไดรับภาวะเค็ม และท่ีชั่วโมงท่ี 10 (secondary induction) และ 24 หลังไดรับ NaCl
250 mM จะมีการแสดงออกของ GUS เพ่ิมสูงกวาชั่วโมงแรกประมาณ 6 และ 10 เทาตามลําดับ
รูปแบบการแสดงออกท่ีรวดเร็วของโปรโมเตอร rd29A ในภาวะเค็มนี้คลายคลึงกับเม่ือไดรับภาวะ
แลง คือ มีการแสดงออกของ GUS ภายใน 20 นาทีแรกท่ีขาดน้ําและมีระดับการแสดงออกของยีน
เพ่ิมข้ึนจากในภาวะปกติ จาก 10 เปน 50 เทา ผลการทดลองนี้ชวยยืนยันสมมติฐานท่ีวา DRE ใน
โปรโมเตอร rd29A เปนบริเวณท่ีตอบสนองตอภาวะเค็มและภาวะแลง นอกจากนี้ ยังพบการ
แสดงออกของ GUS กระจายอยูในทุกเนื้อเยื่อ vegetative tissue ของ Arabidopsis ท่ีไดรับภาวะ
ขาดน้ําอีกดวย

ท้ังนี้ นอกเหนือจากโปรโมเตอรและชิ้นยีนท่ีถายยีนเขาสูพืชแลว ตําแหนงของชิ้นยีนบนจีโนม
ของ Arabidopsis หลังไดรับการถายยีน (insertion effect) ก็เปนอีกสิ่งหนึ่งท่ีสงผลตอการ
แสดงออกของยีน อาจสงผลใหการแสดงออกของชิ้นยีนท่ีถายเขาไปเปนแบบ loss-of-function
(ยีนไมทํางาน) หรือ gain-of-function (ยีนทํางานออกจนผิดปกติ) รวมถึงทําให coding
sequence ของยีนบางยีนท่ีอยูในบริเวณใกลเคียงกับชิ้นยีนไดรับอิทธิพลจาก regulatory
element ในโปรโมเตอรท่ีใชควบคุมการทํางานของชิ้นยีนจนเกิดเปน sense transcript (mRNA
ทําใหเกิด fusion protein อ่ืน) หรือ antisense transcript (RNAi ยับยั้งการแสดงออกของยีน) ซึ่ง
สิ่งเหลานี้ลวนสงผลตอการแสดงออกของชิ้นยีนและสงผลตอเนื่องไปยังฟโนไทปของตนท่ีไดรับการ
ถายยีน (Wilson et al., 2006; Ziemienowicz et al., 2012) จากเหตุผลท่ีกลาวมาขางตน จึง
อาจสงผลใหตนดัดแปรพันธุกรรมในงานวิจัยนี้ ท้ังในกลุม (I) และกลุม (II) ท่ีไดรับการถายยีนแบบ
อิสระตอกัน มีรปูแบบและระดับการแสดงออกของยีนเม่ือไดรับภาวะเค็มแตกตางกัน
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4. ผลการเติบโตของ Arabidopsis ดัดแปรพันธุกรรมท่ีไดรับการถายยีนท่ีถอดรหัสใหโมทิฟของ
OsNUC1 ท่ีตางกัน

การศึกษากอนหนาท่ีพบวา ความเครียดจากภาวะเค็มชักนําใหยีน OsNUC1 มีการแสดงออก
เพ่ิมมากข้ึนในขาวสายพันธุทนเค็ม LPT123-TC171 และ FL530-IL โดยมีการแสดงออกนานถึง 9 วัน
ในสายพันธุ FL530-IL รวมท้ังมีการแสดงออกสูงกวาเม่ือเปรียบเทียบในขาวสายพันธุไมทนเค็ม
LPT123 และ KDML105 ซึ่งมีพ้ืนฐานทางพันธุกรรมเดียวกันกับ LPT123-TC171 และ FL530-IL
ตามลําดับ (Siriporn Sripinyowanich, 2010) ดังนั้นจึงมีความเปนไปไดท่ียีน OsNUC1 นาจะเปน
ยีนท่ีทําหนาท่ีตอบสนองตอภาวะเครียดจากความเค็มในขาว ประกอบกับลักษณะทางโครงสรางของ
OsNUC1 ท่ีประกอบดวยโดเมน 3 สวนซึ่งมีโมทิฟท่ีจําเพาะแตกตางกัน จนสงผลใหแตละโดเมนมี
บทบาทแตกตางกันในกระบวนการทํางานของเซลล (Ginisty et al., 1999; Tuteja and Tuteja,
1998) งานวิจัยนี้จึงทําการเปรียบเทียบการเติบโตของ Arabidopsis ดัดแปรพันธุกรรมท่ีไดรับการ
ถายยีนท่ีถอดรหัส/แปลรหัสใหโมทิฟของ OsNUC1 ท่ีตางกัน เพ่ือศึกษาวาโปรโมเตอรและโมทิฟท่ีมี
รูปแบบตางกันมีบทบาทในการทนทานตอภาวะเครียดจากความเค็มอยางไร

4.1 ภาวะปกติ

จากผลการทดลอง เม่ือพิจารณาการเติบโตของ Arabidopsis ในกลุมตาง ๆ ทีละคูเพ่ือศึกษา
การทํางานของโปรโมเตอรจะเห็นวาการเติบโตของ Arabidopsis หลังการยายปลูก 4 วันภายใตภาวะ
ปกติในกลุม (A) เปรียบเทียบกับกลุม (D) ซึ่งไดรับการถายยีนท่ีถอดรหัส/แปลรหัสให full-
length_OsNUC1 เชนเดียวกันแตควบคุมดวยโปรโมเตอรตางกัน พบวา Arabidopsis กลุม (A) ท่ี
ควบคุมดวยโปรโมเตอร rd29A มีคาน้ําหนักสดสูงกวาตน WT ท่ีไมไดรับการถายยีน ในขณะท่ีตนใน
กลุม (D) ท่ีควบคุมดวยโปรโมเตอร 35SCaMV มีคาน้ําหนักสดนอยกวา WT (ภาพท่ี 5.1 (A) และ
(D)) สําหรับตน Arabidopsis ในกลุม (C) และกลุม (E) ซึ่งควบคุมการแสดงออกของชิ้นยีนท่ี
ถอดรหัส/แปลรหัสให C’_OsNUC1 ดวยโปรโมเตอร rd29A หรือโปรโมเตอร 35SCaMV ตามลําดับ
พบวา พืชในกลุม (C) มีการเติบโตเม่ือพิจารณาจากน้ําหนักสดนอยกวา WT ในขณะท่ีตนในกลุม (E)
มีการเติบโตมากกวา WT (ภาพท่ี 5.1 (C) และ (E)) สําหรับพืชในกลุม (B) ท่ีไดรับการถายยีน
rd29A::N’_OsNUC1 ซึ่งไมสามารถเปรียบเทียบการเติบโตกับ Arabidopsis ท่ีไดรับการถายยีนท่ี
ถอด/แปลรหัส N’_OsNUC1 แตควบคุมดวย constitutive promoter อยางโปรโมเตอร 35SCaMV
เนื่องจากไมสามารถคัดเลือกตนดัดแปรพันธุกรรม 35SCaMV::N’_OsNUC1 มาทําการทดลองได
พบวา พืชในกลุม (B) ใหคาน้ําหนักสดท่ีแตกตางจากน้ําหนักสดของ WT ชัดเจนกวาพืชดัดแปร
พันธุกรรมกลุมอ่ืน ๆ เนื่องจากมีน้ําหนักสดมากกวา WT อยางเห็นไดชัด โดยโตกวา WT ประมาณ
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70-90% (ภาพท่ี 5.1 (B)) สําหรับพารามิเตอรท่ีเปนความยาวรากแกวจะพบความแตกตางระหวาง
WT และพืชท่ีไดรับการถายยีนคอนขางชัดเจนกวาเม่ือเปรียบเทียบกับน้ําหนักสด โดยพบวาพืชท่ีไดรับ
การถายยีนทุกกลุม ((A) (B) (C) (D) และ (E)) มีความยาวรากแกวมากกวา WT อยางเห็นไดชัดและ
มากกวาอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ และเม่ือเปรียบเทียบเฉพาะในกลุมท่ีไดรับการถายยีนก็พบวาทุก
กลุมของ Arabidopsis ดัดแปรพันธุกรรมมีความยาวรากแกวใกลเคียงกัน (ภาพท่ี 5.2) จากท่ีกลาวมา
ขางตนอาจเปนไปไดวา ในตน Arabidopsis อายุประมาณ 2 สัปดาหท่ีนํามาทดลองไมวาจะถูก
ควบคุมดวยโปรโมเตอร rd29A หรือโปรโมเตอร 35SCaMV ตางสงผลตอการทํางานของ OsNUC1
ในบริเวณสวนรากของ Arabidopsis มากกวาจะสงผลตอลําตนและน้ําหนักโดยรวม จึงมีความเปนไป
ไดวา OsNUC1 มีสวนเก่ียวของในการเจริญเติบโตของพืชโดยเฉพาะกระบวนการพัฒนาของราก ซึ่ง
สอดคลองกับผลการทดลองของ Siriporn Sripinyowanich (2010) ท่ีตรวจสอบการแสดงออกของ
OsNUC1 ในอวัยวะตาง ๆ ของขาวสายพันธุไมทนเค็ม LPT123 ดวย qRT-PCR และพบการ
แสดงออกของ OsNUC1 สูงท่ีสุดในบริเวณรากและดอกซึ่งเปนบริเวณท่ีมีการแบงเซลล (dividing
cell) และพัฒนา (developing cell) จํานวนมาก งานวิจัยท่ีศึกษาการแสดงออกของ nucMs1
(nucleolin of Medicago sativa) ใน Alfalfa ซึ่งเปน nucleolin-like gene ท่ีถอดรหัส/แปลรหัส
ใหโปรตีน NucMs1 ท่ีมีโมทิฟ RRMs 2 บริเวณและโมทิฟ GAR เชนเดียวกับ OsNUC1 โดยใช RNA
gel blot ก็ใหผลการทดลองสนับสนุนอยางเดียวกัน คือ มีการแสดงออกของ nucMs1 มากท่ีสุดใน
บริเวณท่ีมีการแบงเซลลและเม่ือทําการทดลองดวยวิธี in situ hybridization ก็พบการแสดงออกของ
nucMs1 มากท่ีสุดในบริเวณ meristematic region ของรากเชนเดียวกัน (Bögre et al., 1996) ซึ่ง
สอดคลองกับงานของ Stepiński (2012) ท่ีพบวาในเซลล meristematic cell ของรากถ่ัวเหลืองเม่ือ
ทําการทดลองดวยวิธี immunogold electron microscopy มีการแสดงออกของ Nucleolin
กระจายอยูท่ัวบริเวณ โดยเฉพาะใน dense fibrillar component (DFC) และ fibrillar centers
(FCs) ในนิวคลีโอลัส จากท่ีกลาวมาขางตนแสดงใหเห็นวามีการสะสมของ OsNUC1 transcript
จํานวนมากในบริเวณรากพืช ดังนั้น OsNUC1 นาจะมีบทบาทบางอยางเก่ียวของกับ cell growth ใน
บริเวณราก ซึ่งการศึกษาในสวนของรากแขนงรวมไปถึงรากวิสามัญ (adventitious root) เพ่ิมเติม
จากการศึกษาความยาวรากแกวเพียงอยางเดียว อาจชวยอธิบายกลไกการทํางานของ OsNUC1 ไดดี
ข้ึน เนื่องจากจํานวนและความหนาแนนของรากแขนงมีผลตอความยาวรากท้ังหมดของตน (total
root length) สงผลตอการเพ่ิมพ้ืนท่ีผิวในการดูดซึมน้ําของรากซึ่งเปนกลไกสําคัญอยางหนึ่งในการ
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 เม่ือยายปลูกบนอาหาร MS เปนเวลา 4 วัน
(bar = SE)

ตัวอักษรภาษาอังกฤษที่เหมือนกันไมมีความแตกตางกันทางสถิติเม่ือเปรียบเทียบโดยวิธี DMRT (P<0.05)
เปรียบเทียบเฉพาะคาที่ไดหลังจากยายปลูกเปนระยะเวลาเดียวกันเทานั้น
nsหมายถึง คาเฉลี่ยในชุดการทดลองตาง ๆ ไมมีความแตกตางกันทางสถิติ
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ภาพท่ี 5.2 ความยาวรากแกวของ 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 เม่ือยายปลูกบนอาหาร MS เปน
เวลา 6 วัน (bar = SE)

ตัวอักษรภาษาอังกฤษที่เหมือนกันไมมีความแตกตางกันทางสถิติเม่ือเปรียบเทียบโดยวิธี DMRT (P<0.05)
เปรียบเทียบเฉพาะคาที่ไดหลังจากยายปลูกเปนระยะเวลาเดียวกันเทานั้น
nsหมายถึง คาเฉลี่ยในชุดการทดลองตาง ๆ ไมมีความแตกตางกันทางสถิติ
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4.2 ภาวะเค็ม

เม่ือเปรียบเทียบการเติบโตของ Arabidopsis ท่ีไดรับการถายยีนในภาวะเค็มเม่ือทําการยาย
ปลูกเปนเวลา 4 วัน โดยพิจารณาทีละคูเชนเดียวกับในภาวะปกติ พบวาตนในกลุม (A) (โปรโมเตอร
rd29A) และ (D) (โปรโมเตอร 35SCaMV) ท่ีถอดรหัส/แปลรหัสให full-length_OsNUC1 มีการ
เติบโตท่ีแตกตางกันเม่ือเปรียบเทียบกับ WT โดยตนท่ีไดรับการถายยีนในกลุม (A) เกือบทุกสายพันธุมี
น้ําหนักสดนอยกวา WT ยกเวน rd_fl16 ในขณะท่ีทุกสายพันธุในกลุม (D) มีน้ําหนักสดใกลเคียงกับ
WT (ภาพท่ี 5.3 (A) และ (D)) สําหรับตนในกลุม (C) และ (E) ท่ีถอดรหัส/แปลรหัสให C’_OsNUC1
ท่ีควบคุมดวยโปรโมเตอร rd29A หรือโปรโมเตอร 35SCaMV ตามลําดับ พบวาตนในกลุม (C) เกือบ
ทุกสายพันธุมีน้ําหนักสดใกลเคียงกับ WT ในขณะท่ีมีเพียงสายพันธุ ox_3.7 ในกลุม (E) ท่ีมีน้ําหนัก
สดมากกวา WT (ภาพท่ี 5.3 (C) และ (E)) และสําหรับตนในกลุม (B) ท่ีไดรับการถายยีน
rd29A::N’_OsNUC1 พบวาทุกสายพันธุมีน้ําหนักสดมากกวา WT อยางมีนัยสําคัญทางสถิติเม่ือทํา
การยายปลูกในภาวะเค็ม (ภาพท่ี 5.3 (B)) นอกจากนี้น้ําหนักสดของตนในกลุม (B) ยังมากกวาตนท่ี
ไดรับการถายยีนในกลุม (A) (C) (D) และ (E) อีกดวย ซึ่งจากผลการทดลองขางตนนี้ประกอบกับ
ผลการทดลองกอนหนาท่ีไมสามารถคัดเลือกตน T1 ซึ่งไดรับการถายยีน N’_OsNUC1 ท่ีถูกควบคุม
ดวยโปรโมเตอร 35SCaMV อาจสรุปไดวา โปรโมเตอรแบบแสดงออกเฉพาะเม่ือไดรับการกระตุนจาก
ภาวะเครียด เชน โปรโมเตอร rd29A นาจะเปนทางเลือกท่ีเหมาะสมในการนํามาใชศึกษาหนาท่ีของ
ยีน N’_OsNUC1 เนื่องจากการแสดงออกแบบตลอดเวลาของ N’_OsNUC1 อาจทําใหเกิดการสะสม
ของโปรตีน N’_OsNUC1 ซึ่งเปนโปรตีนแปลกปลอมจํานวนมากจนสงผลเสียตอกระบวนการทํางาน
ในเซลล ซึ่งผลเสียดังกลาวสามารถลดหรือชะลอไดเม่ือใชโปรโมเตอร rd29A ซึ่งจะทํางานเฉพาะเม่ือ
ไดรับการกระตุนจากภาวะเครียดเทานั้นมาควบคุม สงผลใหการแสดงออกของ N’_OsNUC1 ในภาวะ
เครียดจากความเค็มเปนไปอยางเหมาะสม ยีนมีการแสดงออกเฉพาะเม่ือจําเปน ทําใหพืชท่ีไดรับการ
ถายยีน rd29A::N’_OsNUC1 สามารถเจริญเติบโตได อยางไรก็ตาม N’_OsNUC1 เปนโปรตีนท่ีไมมี
อยูจริงในขาว การเจริญเติบโตของพืชในกลุม (B) ท่ีเพ่ิมข้ึนระหวางไดรับภาวะเค็มจึงอาจเปนผลมา
จากการทํางานของโดเมนอ่ืนท่ีมีโครงสรางคลายคลึงกับโครงสรางของ N’_OsNUC1 ซึ่งเม่ือนําลําดับ
กรดอะมิโนของ N’_OsNUC1 ไปเทียบในฐานขอมูล Rice Genome Annotation Project
(Ouyang, et al., 2007) พบวามีความใกลเคียงกับลําดับกรดอะมิโนของโปรตีน gar2 ใน fission
yeast ซึ่ ง มีบทบาทสําคัญในการเจริญเติบโตของเซลล  เ ก่ียวของกับการแบงไซโตพลาซึม
(cytokinesis) และการแบงนิวเคลียส (nuclear division) (Leger-Silvestre, et al.,1996)

สําหรับความยาวรากแกวของ Arabidopsis ทุกกลุมเม่ือไดรับภาวะเค็มเปนเวลา 6 วัน
หลังยายปลูก พบวาตนในกลุม (D) ท่ีไดรับการถายยีน 35SCaMV::full-length_OsNUC1 เปนกลุม
เดียวท่ีมีความยาวรากแกวมากกวา WT อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (ภาพท่ี 5.4) ดังนั้นจึงมีความเปนไป
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ไดวา OsNUC1 มีบทบาทในการเจริญเติบโตของพืชเม่ือไดรับภาวะเค็มโดยเฉพาะในบริเวณราก
เชนเดียวกับในภาวะปกติ อยางท่ีไดกลาวไปขางตนวา OsNUC1 มีการแสดงออกมากในบริเวณท่ีมี
การแบงเซลล เชน บริเวณราก (Siriporn Sripinyowanich, 2010) ดังนั้นการเพ่ิมการแสดงออกของ
OsNUC1 โดยใช constitutive promoter จึงมีแนวโนมชวยสงเสริมการทํางานของเซลลเหลานั้นซึ่ง
เก่ียวของกับการเจริญเติบโตและพัฒนาของเซลลใหมีมากข้ึน ซึ่งสอดคลองกับผลการทดลองนี้ท่ีความ
ยาวรากแกวของพืชในกลุม (D) 35SCaMV::full-length_OsNUC1 มีการพัฒนาและมีความยาวราก
แกวมากกวา WT และพืชดัดแปรพันธุกรรมกลุมอ่ืนอยางเห็นไดชัด

จากผลการศึกษาของ Kasuga และคณะ (1999) ท่ีพบวาการใชโปรโมเตอร rd29A ควบคุม
การทํางานของ DREB1A ซึ่งเปน transcription factor จะใหตน Arabidopsis ดัดแปรพันธุกรรม
ภายใตภาวะปกติท่ีมีการเติบโตมากกวาตนท่ีใชโปรโมเตอร 35SCaMV ควบคุม โดยโปรโมเตอร
rd29A จะชวยลดผลกระทบจากการชะลอการเจริญเติบโตของพืชจนสงผลใหไดลักษณะตนแคระ
แกร็น ซึ่งงานวิจัยอ่ืนท่ีถายยีนท่ีควบคุมดวยโปรโมเตอร rd29A ก็ใหผลการทดลองแบบเดียวกัน เชน
การถายยีน rd29A::CBF1 เขาสูมะเขือเทศ (Lycopersicon esculentum) (Hsieh et al., 2002)
ถายยีน rd29A::DREB1 เขาสูตนยาสูบ (Nicotiana tabacum) (Kasuga et al., 2004) หรือการ
ถายยีน rd29A::HVA1 (late embryogenesis abundant gene) ในตนมัลเบอรี (Morus indica
L.) (Checker et al., 2011) เม่ือพิจารณาอยางละเอียดจะพบวา ยีนในงานวิจัยดังกลาวขางตนท่ี
ประสบความสําเร็จในการใชโปรโมเตอร rd29A ควบคุมการทํางานและสามารถลดลักษณะตนแคระ
แกร็นของพืชท่ีเกิดจากการใชโปรโมเตอร 35SCaMV ควบคุม มักเปนยีนท่ีทํางานเม่ือพืชเผชิญกับ
ภาวะเครียดท้ังในทางตรงและทางออม เชน ยีนท่ีถอดรหัส/แปลรหัสใหโปรตีน LEA หรือ
transcription factor ท่ีมีบทบาทควบคุมการทํางานของยีนอ่ืนท่ีเก่ียวกับภาวะเครียดจากสิ่งแวดลอม
อีกหลายยีน ซึ่งแตกตางจาก Nucleolin ท่ีเปนยีนท่ีถอดรหัส/แปลรหัสใหโปรตีนท่ีพบมากใน
นิวเคลียสของเซลลท่ัวไปไมวาจะอยูในภาวะปกติหรือภาวะเครียด เนื่องจาก Nucleolin เก่ียวของกับ
กระบวนการสรางไรโบโซมและมีสวนชวยในการคงความเสถียรของ mRNA ซึ่งเปนกระบวนการ
พ้ืนฐานของเซลล (Tuteja and Tuteja, 1998) ดังนั้นการใชโปรโมเตอรแบบแสดงออกเฉพาะเม่ือ
ไดรับภาวะเครียดมาควบคุมการแสดงออกของยีน Nucleolin จึงไมเปนการสงเสริมหรือชวยใหยีน
Nucleolin มีการแสดงออกท่ีเหมาะสมมากข้ึนกวาเดิม แตกตางจากการใชโปรโมเตอร 35SCaMV มา
ควบคุมท่ีชวยสงเสริมใหยีน Nucleolin มีการแสดงออกของยีนตลอดเวลาและทํางานเต็ม
ประสิทธิภาพซึ่งเห็นไดจากผลของความยาวรากแกวของพืชในกลุม (D) 35SCaMV::full-
length_OsNUC1 ขางตนท่ีมากกวาความยาวรากแกวของตนอ่ืน ๆ อยางชัดเจน

อยางไรก็ตามน้ําหนักสดของตนท่ีไดรับการถายยีนท่ีใชโปรโมเตอร rd29A ควบคุมการทํางาน
เชน บางสายพันธุในกลุม (A) (B) และ (C) ในภาวะเค็มท่ีมากกวาน้ําหนักสดของ WT อาจมิใชผลท่ี
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เกิดจากสัญญาณภาวะเครียดจากความเค็มท่ีทําการทดลองเทานั้น แตเปนผลท่ีเกิดข้ึนรวมกับผลจาก
สัญญาณภาวะเครียดจากบาดแผล (wounding stress) ไดเชนกัน เนื่องจากวิธีดําเนินการทดลองท่ีใช
forceps คีบตนกลา Arabidopsis เพ่ือยายปลูกบนอาหารก่ึงแข็ง MS อาจกอใหเกิดบาดแผลท่ีนําไปสู
การเกิดสัญญาณความเครียดและกระบวนการสงตอสัญญาณความเครียด (signal induction
pathway) รวมท้ังกระตุนการทํางานของโปรโมเตอร rd29A ทําใหเกิดการแสดงออกของชิ้นยีนท่ี
ถอดรหัส/แปลรหัสใหโมทิฟของ OsNUC1 ท้ังท่ีอยูในภาวะปกติ

ผลการทดลองเปรียบเทียบการเติบโตของ Arabidopsis ดัดแปรพันธุกรรมท้ัง 5 กลุมโดยมี
WT เปนชุดควบคุมแสดงใหเห็นวา โปรโมเตอร rd29A เหมาะสมท่ีจะนํามาใชควบคุมการทํางานของ
ชิ้นยีนท่ีถอดรหัส/แปลรหัสให full-length_OsNUC1 รวมไปถึง N’_OsNUC1 ในขณะท่ีเม่ือนํา
โปรโมเตอร 35SCaMV มาควบคุมการทํางานของชิ้นยีนท่ีถอดรหัส/แปลรหัสให full-length_
OsNUC1 นาจะเปนการบังคับใหชิ้นยีนดังกลาวทํางานมากเกินความจําเปนจนสงผลชะลอการเติบโต
สําหรับโปรโมเตอร 35SCaMV ซึ่งเปนโปรโมเตอรแบบแสดงออกตลอดเวลา เม่ือนํามาใชควบคุมการ
แสดงออกของชิ้นยีนท่ีถอดรหัส/แปลรหัสให C’_OsNUC1 พบวามีความเหมาะสมมากกวา
โปรโมเตอร rd29A ท่ีควบคุมใหมีการแสดงออกของยีนเฉพาะเม่ือถูกกระตุนจากภาวะเครียด ซึ่งการ
ทํางานของชิ้นยีน C’_OsNUC1 เฉพาะเม่ือถูกกระตุนจากภาวะเครียดนั้นนาจะเปนการทํางานท่ียังไม
เพียงพอในการชวยเพ่ิมความสามารถในการทนตอภาวะเครียดจากความเค็มหรือเพ่ิมการเติบโตให
Arabidopsis ท่ีไดรับการถายยีนชิ้นดังกลาว

จากการศึกษาของ Siriporn Sripinyowanich (2010) เก่ียวกับ subcellular localization
ของโมทิฟรูปแบบตาง ๆ ของ OsNUC1 พบวา โมทิฟ full-length_OsNUC1 ท่ีเชื่อมตอกับ GFP
(green fluorescence protein) เม่ือถูกถายยีนแบบชั่วคราว (transient expression) เขาสูเซลล
หอมใหญพบตําแหนงของโปรตีนเฉพาะในบริเวณนิวเคลียส ซึ่งคลายคลึงกับการแสดงออกของ GFP
ท่ีเชื่อมกับโมทิฟ N’_OsNUC1 อยางไรก็ตามลักษณะการเรืองแสงของ GFP ในนิวเคลียสระหวาง 2
โมทิฟดังกลาวก็มีความแตกตางกันตรงท่ีในการทดลองของ GFP::full-length_OsNUC1 จะพบจุด
เล็ก ๆ (bright spot) เรืองแสงในนิวเคลียส ซึ่งคาดวานาจะเปนการจับกันระหวางโมเลกุล RNA กับ
โมทิฟ RRMs ท่ีอยูในบริเวณสวนปลาย C’_OsNUC1 ของ full-length_OsNUC1 ซึ่งจุดเล็ก ๆ เรือง
แสงเหลานั้นไมปรากฏในการทดลองของ N’_OsNUC1 ซึ่งก็สอดคลองกับลักษณะโครงสรางของ
N’_OsNUC1 ท่ีมีเพียงบริเวณ acidic serine เชื่อมตอกับ NLS ท่ีทําหนาท่ีเปนสัญญาณกําหนดให
โปรตีนเคลื่อนท่ีไปยังนิวเคลียสเทานั้น แตไมมีบริเวณ RRMs ท่ีจะสามารถจับกับโมเลกุล RNA ใน
นิวเคลียสได
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มีรายงานถึงความสามารถในการเขาจับ RNA รวมไปถึงการสงออก mRNA จากนิวเคลียสไป
ยังไซโทพลาซึมวา มีสวนชวยเพ่ิมความสามารถในการทนตอภาวะเครียดจากสิ่งแวดลอมได งานวิจัย
ของ Kim และคณะ (2008) ทําการศึกษาตําแหนงของ GRP7 ซึ่งเปนสมาชิกในกลุม glycine-rich
RNA-binding proteins (GRPs) ใน A. thaliana โดยใช GFP และพบสัญญาณของ GFP::GRP7 ใน
บริเวณนิวเคลียสและไซโทพลาซึม โดยมีระดับความเขมของสัญญาณสูงมากในนิวเคลียส ซึ่งแสดงให
เห็นวา GRP7 นาจะมีสวนเก่ียวของกับกระบวนการเมแทบอลิซึมบางอยางในนิวเคลียส และ/หรือ
เก่ียวของกับกระบวนขนสง mRNA (export) การเคลื่อนยาย mRNA ระหวางนิวเคลียสกับไซโทพลา
ซึม ซึ่งกระบวนการดังกลาวถือเปนทํางานในระดับ post-transcriptional gene regulation และมัก
เกิดข้ึนในบริเวณนิวเคลียส เพ่ือจะศึกษาบทบาทเก่ียวกับการ export mRNA ทางผูวิจัยไดนําใบของ
Arabidopsis สายพันธุท่ีไมมีการแสดงออกของ GRP7 (loss-of-function; grp7) และ WT มาทํา
ปฏิกิริยากับ 45-mer oligo(dT) ท่ีเชื่อมกับ fluorescein ในภาวะปกติพบวา ไมปรากฏสัญญาณของ
ฟลูออเรสเซนซในนิวเคลียสของท้ัง grp7 และ WT แสดงใหเห็นวา mRNA ในนิวเคลียสท่ีไดจาก
กระบวนการ transcription ถูกสงออกสูไซโทพลาซึมไดตามปกติ และเม่ือทําการทดลองในภาวะ
เครียดจากสิ่งแวดลอม เชน ในภาวะหนาวเย็น 1oC เปนเวลา 2 วัน ก็ยังไมพบสัญญาณ
ฟลูออเรสเซนซใน WT ซึ่งตรงกันขามกับ grp7 ท่ีพบสัญญาณฟลูออเรสเซนซสูงมากในนิวเคลียส
แสดงใหเห็นวา ไมสามารถสง mRNA จากนิวเคลียสออกสูไซโทพลาซึมได ซึ่งอาจเปนผลจากภาวะ
หนาวเย็นท่ีทําใหพืชสูญเสียความสามารถในการเคลื่อนยาย mRNA ทําใหมี mRNA จํานวนมากสะสม
อยูในนิวเคลียส ซึ่งเม่ือนําพืชกลับสูอุณหภูมิหองซึ่งถือเปนภาวะปกติ พบวาการสงออก mRNA ของ
grp7 ก็กลับมาทํางานปกติ (ไมพบสัญญาณฟลูออเรสเซนซในนิวเคลียส) ทางผูวิจัยไดทําการทดลอง
แบบเดียวกันกับ Arabidopsis สายพันธุท่ีมีการแสดงออกของ GRP7 ตลอดเวลา (gain-of-function;
35S::GRP7) พบวา ในภาวะหนาวเย็น 35S::GRP7 ยังสามารถทํางานสงออก mRNA ออกจาก
นิวเคลียสเนื่องจากไมพบสัญญาณฟลูออเรสเซนซท่ีแสดงถึงการสะสมของ mRNA ในนิวเคลียส
เชนเดียวกับใน WT Ziemienowicz และคณะ (2003) รายงานวา GRP7 เปนโปรตีนขนสง (shuttle
protein) ทํางานโดยเขาจับกับ nuclear import receptor transportin1 และสงออก mRNA ซึ่ง
mRNA จะถูกสะสมมากข้ึนเม่ือพืชอยูในภาวะเครียดจากสิ่งแวดลอม Kim และคณะ (2008) ได
นําเสนอวา การท่ี GRP7 มีบทบาทเก่ียวของกับการสงออก mRNA ถือเปนการทํางานในกระบวนการ
รักษา mRNA folding ในนิวเคลียสวิธีหนึ่ง การปองกันและแกไข misfolded RNAs ซึ่งสงผลตอ
กระบวนการเคลื่อนยาย mRNA จากนิวเคลียสไปยังไซโทพลาซึมใหยังสามารถทํางานไดเปนปกติ แม
อยูในภาวะเครียดจากสิ่งแวดลอมนาจะเปนการชวยรักษาเสถียรภาพของโปรตีนบางกลุมท่ีทํางานเม่ือ
ไดรับภาวะเครียด สงผลใหพืชทนทานตอภาวะเครียดไดมากข้ึน ซึ่งอาจถือไดวาเปนการทํางานใน
ระดับ post-transcriptional gene regulation
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มีรายงานเพ่ิมวา ปากใบของตน 35S::GRP7 จะหรี่แคบลงเล็กนอยเม่ือไดรับภาวะเครียดจาก
ความหนาวเย็นเปนเวลา 4 ชั่วโมง ในขณะท่ีปากใบของตน grp7 จะเปดกวางเนื่องจากสูญเสีย
ความสามารถในการปดปากใบเพ่ือรักษาน้ําในเซลล แสดงใหเห็นวา GRP7 มีบทบาทเก่ียวของบาง
ประการกับกระบวนการปดปากใบเม่ือพืชไดรับภาวะเครียด มีงานวิจัยท่ีทําการทดลองศึกษาอัตราการ
งอกของเมล็ด Arabidopsis ท่ีไดรับการถายยีน grp2 เปรียบเทียบกับ 35S::GRP2 โดยมี WT เปนชุด
ควบคุม ผลการทดลองพบวา 35S::GRP2 จะใหอัตราการงอกของเมล็ดท่ีเร็วกวา WT และ grp2 เม่ือ
ไดรับภาวะเค็มจาก NaCl 75 mM ท้ังนี้เมล็ดท้ังหมดของตน 35S::GRP2 จะงอกสมบูรณ 100% ใน
วันท่ี 4 ท่ีทําการทดลอง แตกตางจาก WT ท่ีงอกสมบูรณทุกเมล็ดในวันท่ี 6 ผลการทดลองนี้ชวย
สนับสนุนความคิดท่ีวา การทําใหยีนในกลุม GRPs มีการแสดงออกตลอดเวลาโดยใชโปรโมเตอร
35SCaMV อาจชวยเพ่ิมความสามารถในการทนตอภาวะเครียดของพืชได (Kim et al., 2007) เม่ือ
พิจารณาโครงสรางของโปรตีน GRP7 และ GRP2 พบวามีความคลายคลึงกับ OsNUC1 เนื่องจากมี
บริเวณ glycine-rich อยูทางปลายคารบอกซิลและมี RRMs อยางนอย 1 บริเวณอยูในบริเวณ
ใกลเคียงถัดไปทางดานปลายอะมิโน ท้ังยังทําหนาท่ีเก่ียวของกระบวนการสรางและปรับเสถียร
(stabilization) ของไรโบโซมเชนเดียวกัน (Sachetto-Martins et al., 2000) ดังนั้นจึงมีความเปนไป
ไดวา OsNUC1 นาจะมีลักษณะการตอบสนองเม่ือไดรับภาวะเครียดจากสิ่งแวดลอมในรูปแบบท่ี
คลายกันและเม่ือนําโปรโมเตอร 35SCaMV มาควบคุมการทํางานของ OsNUC1 ก็อาจสงผลใหพืชทน
ตอภาวะเครียดไดมากข้ึนดวย

อยางไรก็ตามผลการเติบโตของตน Arabidopsis ดัดแปรพันธุกรรมท่ีไมเปนไปในทิศทาง
เดียวกันในกลุมเดียวกันนั้น ยกตัวอยางเชน กลุม (E) ในภาวะปกติ หรือกลุม (A) ในภาวะเค็ม ทําให
เปนการยากท่ีจะศึกษาวาโมทิฟรูปแบบใดของ OsNUC1 และโปรโมเตอรแบบใดมีความสามารถใน
การทนตอภาวะเครียดจากความเค็มไดมากกวากัน ซึ่งสาเหตุท่ีผลการทดลองระหวางพืชท่ีไดรับการ
ถายยีนกลุมเดียวกันมีความแตกตางกันมากนั้น อาจมีสาเหตุเนื่องจากท้ัง 3 สายพันธุไดรับการถายยีน
ดวย event ท่ีตางกัน จึงทําใหระดับการแสดงออกของชิ้นยีนรวมถึงลักษณะทางฟโนไทปมีความ
หลากหลายแตกตางกัน (variation) เม่ือนําอัตราการเติบโตของสายพันธุเหลานี้ไปเปรียบเทียบกับ
WT จึงใหผลการเปรียบเทียบท่ีหลากหลาย ตั้งแตสายพันธุท่ีมีการเติบโตมากกวาไปจนถึงสายพันธุมี
การเติบโตนอยกวา WT

ถึงแมวาการศึกษาความสามารถในการทนตอภาวะเค็มของพืช โดยพิจารณาจากการเติบโต
(น้ําหนักสด น้ําหนักแหง ความยาวรากแกว) จะเปนสิ่งท่ีศึกษาไดงายในระยะเวลาอันสั้น แตเพ่ือให
สามารถยืนยันไดชัดเจนวา โมทิฟท่ีไดจากการถายยีน 35SCaMv::full-length_OsNUC1 มีความ
สามารถในการทนเค็มไดมากกวาโมทิฟรูปแบบอ่ืน หรือเม่ือถูกควบคุมการทํางานดวยโปรโมเตอรแบบ
อ่ืน อาจตองทําการศึกษาเพ่ิมเติมในสวนของการแสดงออกของยีนอ่ืน ๆ ท่ีทราบหนาท่ีแนชัดวา
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ทํางานเก่ียวของกับการตอบสนองตอภาวะเค็ม เชน ยีน rd29 COR15a หรือ P5SC1 ท่ีใชเปน stress
marker รวมถึงศึกษาเปรียบเทียบผลกระทบท่ีพืชไดรับจากภาวะเค็มวา โมทิฟใดชวยลดผลกระทบ
จากภาวะเครียด เชน chlorophyll bleaching (Tran et al., 2007) ไดมากกวา ท้ังนี้การศึกษาใน
ภาวะเครียดออสโมติกรูปแบบอ่ืน อยางเชน ภาวะแลง ภาวะท่ีไดรับ ABA จากภายนอก โดยพิจารณา
จากบริเวณ cis-element ของโปรโมเตอร rd29A อาจทําใหสามารถเปรียบเทียบไดชัดเจนวา
ระหวางโปรโมเตอร rd29A และ โปรโมเตอร 35SCaMV โปรโมเตอรใดสงผลตอการเติบโตของพืชได
มากกวากันเม่ืออยูในภาวะเครียด นอกจากนีก้ารคัดเลือกตน Arabidopsis ท่ีจะนํามาทําการทดลองก็
เปนสิ่งท่ีตองคํานึงถึง จะเห็นไดวาในงานวิจัยนี้มีการเติบโตใน Day 0 ของแตละตนท่ีนํามาทดลองไม
เทากัน ดังนั้นอาจตองเพาะเมล็ด Arabidopsis ใหมากข้ึน เพ่ือใหสามารถเลือกตนท่ีมีความสมบูรณ
ใกลเคียง มีการเติบโตเริ่มตนเทากันมาทําการทดลอง เพ่ือจะไดเห็นผลของการเติบโตของพืชแตละตน
ท่ีนํามาเปรียบเทียบภายใตภาวะเค็มท่ีเวลาตาง ๆ ไดชัดเจนยิ่งข้ึน
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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 เม่ือยายปลูกบนอาหาร MS ท่ีเติม NaCl 100 mM
เปนเวลา 4 วัน (bar = SE)

ตัวอักษรภาษาอังกฤษที่เหมือนกันไมมีความแตกตางกันทางสถิติเม่ือเปรียบเทียบโดยวิธี DMRT (P<0.05)
เปรียบเทียบเฉพาะคาที่ไดหลังจากยายปลูกเปนระยะเวลาเดียวกันเทานั้น
nsหมายถึง คาเฉลี่ยในชุดการทดลองตาง ๆ ไมมีความแตกตางกันทางสถิติ
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ภาพท่ี 5.4 ความยาวรากแกวของ 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 เม่ือยายปลูกบนอาหาร MS ท่ี
เติม NaCl 100 mM เปนเวลา 6 วัน (bar = SE)

ตัวอักษรภาษาอังกฤษที่เหมือนกันไมมีความแตกตางกันทางสถิติเม่ือเปรียบเทียบโดยวิธี DMRT (P<0.05)
เปรียบเทียบเฉพาะคาที่ไดหลังจากยายปลูกเปนระยะเวลาเดียวกันเทานั้น
nsหมายถึง คาเฉลี่ยในชุดการทดลองตาง ๆ ไมมีความแตกตางกันทางสถิติ
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บทที่ 6

สรุปผลการทดลอง

1. สราง Arabidopsis ดัดแปรพันธุกรรมท่ีมีโมทิฟของ OsNUC1 รูปแบบตางกัน

สรางตน Arabidopsis ดัดแปรพันธุกรรมท่ีไดรับการถายชุดโครงสรางยีน (I): pJim19::
rd29A::full-length_OsNUC1 (II): pJim19::rd29A::N’_OsNUC1 หรือ (III): pJim19::35SCaMV::
N’_OsNUC1 ดวยวิธี Agrobacterium-mediated floral dip transformation (Clough and
Bent, 1998) ไดตนดัดแปรพันธุกรรมท้ังหมด 16 ตน 19 ตน และ 10 ตน ตามลําดับ มีประสิทธิภาพ
ของการถายยีนอยูระหวาง 1.0 ถึง 1.9 เปอรเซ็นต

2. ตรวจสอบการแทรกตัวของช้ินสวนยีนใน Arabidopsis ดัดแปรพันธุกรรมท่ีสรางข้ึน

การใช PCR และกฎของ Mendel ท่ีใหอัตราสวนตนตานทานยาปฏิชีวนะตอตนไมตานทาน
เปน 3:1 ในการคัดเลือกตน Arabidopsis ดัดแปรพันธุกรรมท่ีไดรับการถายชุดโครงสรางยีน พบวา
ตน Arabidopsis ในกลุม (I) ท่ีคาดวาไดรับการถายยีนแบบ homologous single insertion มี
จํานวน 4 สายพันธุ คือ rd_fl10 rd_fl16 rd_fl17 และ rd_fl22 และในกลุม (II) มี 6 สายพันธุไดแก
rd_5i rd_5.3 rd_5.5 rd_5.14 rd_5.113 และ rd_5.114 ท้ังนี้ไมพบชิ้นยีน full-length_OsNUC1
หรือ N’_OsNUC1 ในตน WT Arabidopsis ท่ีไมไดรับการถายยีน สําหรับตน Arabidopsis ดัดแปร
พันธุกรรมท่ีมีชุดโครงสรางยีน (III): pJim19::35SCaMV:: N’_OsNUC1 พบวา ไมสามารถ
เจริญเติบโตไดบนอาหารเพาะเลี้ยงท่ีเติมยาปฏิชีวนะกานามัยซิน ซึ่งอาจมีสาเหตุมาจาก N’_OsNUC1
ซึ่งไมมีจริงในธรรมชาติ เม่ือถูกควบคุมดวย constitutive promoter ใหมีการแสดงออกมากเกิน
ความจําเปน จะเกิดการสรางและสะสมโปรตีน N’_OsNUC1 ซึ่งเปนโปรตีนท่ียังไมทราบหนาท่ีชัดเจน
จํานวนมาก จนสงผลกระทบตอกระบวนการทํางานอ่ืน ๆ ในเซลลจนสงผลกระทบตอการเจริญเติบโต
ของพืช
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3. ตรวจสอบการแสดงออกของชุดโครงสรางยีนของ OsNUC1 ในตน Arabidopsis ดัดแปร
พันธุกรรมภายใตภาวะเครียดจากความเค็มดวย quantitative real-time polymerase
chain reaction (qRT-PCR)

ตน Arabidopsis ดัดแปรพันธุกรรมท้ัง 6 สายพันธุจากกลุม (I) และ (II) ท่ีนํามาทดสอบ แม
จะมีระดับการแสดงออกของยีน full-length_OsNUC1 หรือ N’_OsNUC1 แตกตางกันบาง แต
สวนมากเกือบทุกสายพันธุยกเวนสายพันธุ rd_5.14 มีการแสดงออกเพ่ิมสูงข้ึนเม่ือไดรับภาวะเครียด
จากความเค็มเทานั้นและไมพบการแสดงออกของยีนในภาวะปกติท่ีชั่วโมง 0 ท้ังนี้สายพันธุเหลานั้นมี
ระดับการแสดงออกสูงท่ีสุดท่ี 3 ชั่วโมงหลังไดรับภาวะเค็ม ซึ่งคาดวาเปนผลมาจาก DRE ซึ่งเปน cis-
element จํานวน 2 บริเวณในโปรโมเตอร rd29A

4. ผลการเติบโตของ Arabidopsis ดัดแปรพันธุกรรมท่ีไดรับการถายยีนท่ีถอดรหัสใหโมทิฟของ
OsNUC1 ท่ีตางกัน

จากการเปรียบเทียบการเติบโตระหวางตน Arabidopsis ท่ีไดรับการถายยีนท่ีถอดรหัสให
โมทิฟของ OsNUC1 ตางกัน ท้ังยังควบคุมดวยโปรโมเตอรท่ีตางกันพบวา ภายใตภาวะปกติและภาวะ
เค็ม Arabidopsis กลุม (B) ท่ีไดรับถายยีนท่ีทํางานภายใตการควบคุมของโปรโมเตอร rd29A และ
ถอดรหัส/แปลรหัสให N’_OsNUC1 มีแนวโนมของการเติบโตดีกวาตน WT แตเนื่องจาก
N’_OsNUC1 เปนโปรตีนท่ีไมพบอยูจริงในธรรมชาติ ดังนั้นความสามารถในการทนเค็มและชวยใหพืช
เติบโตไดมากในภาวะเค็มจึงไมนาจะเกิดจากการทํางานของ N’_OsNUC1 เพียงอยางเดียว นาจะเปน
ผลมาจากโดเมนอ่ืนท่ีมีโครงสรางคลายคลึงกับโครงสรางของ N’_OsNUC1 ประกอบกัน อยางไรก็ดี
เม่ือพิจารณา Arabidopsis กลุม (D) ท่ีไดรับถายยีน 35SCaMV::full-length_OsNUC1 พบวามี
แนวโนมของการเติบโตดีกวาตน WT และตนดัดแปรพันธุกรรมกลุมอ่ืน ๆ เม่ืออยูในภาวะเค็ม
โดยเฉพาะเม่ือพิจารณาจากความยาวรากแกว แสดงใหเห็นวา OsNUC1 อาจมีสวนเก่ียวของบาง
ประการในการเจริญเติบโตของพืชโดยเฉพาะกระบวนการพัฒนาของรากเม่ือไดรับภาวะเค็ม ท้ังนี้
โปรโมเตอร rd29A เหมาะสมท่ีจะนํามาใชควบคุมการทํางานของชิ้นยีนท่ีถอดรหัส/แปลรหัสให full-
length_OsNUC1 รวมไปถึง N’_OsNUC1 ในขณะท่ีโปรโมเตอร 35SCaMV เหมาะสมท่ีนํามาใช
ควบคุมการทํางานของชิ้นยีนท่ีถอดรหัส/แปลรหัสให C’_OsNUC1
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ภาษาไทย
ปารวี ธิกาศ. 2546. เครื่องหมายทางพันธุกรรมของขาว Oryza sativa L. พันธุเหลืองประทิวสาย

พันธุทนเค็มท่ีตรวจสอบโดยวิธีอารเอพีดี . วิทยานิพนธปริญญามหาบัณฑิต.
สาขาวิชาพันธุศาสตร ภาควิชาพฤกษศาสตร คณะวิทยาศาสตร จุฬาลงกรณ
มหาวิทยาลัย.

สมพร มณีประสพสุข. 2547. การเปรียบเทียบการแสดงออกของยีนในขาว Oryza sativa L. พันธุ
เหลืองประทิว 123 สายพันธุเดิมและสายพันธุทนเค็มในภาวะเค็ม. วิทยานิพนธ
สาขาวิชาพันธุศาสตร ปริญญามหาบัณฑิต. ภาควิชาพฤกษศาสตร  คณะ
วิทยาศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย.
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สารละลายท่ีใชในการทดลอง

สารละลาย สวนประกอบ

 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 สวนประกอบ

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 สวนประกอบ

 ผลของภาวะเครียดจากความเค็มท่ีมีตอ
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 สวนประกอบ

washing solution (10 ml) 5.5 ml น้ํากลั่น

4.5 ml Clorox®

2 µl Trition X-100
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วิธีการทดลอง

1. การสกัดพลาสมิด DNA ดัดแปลงจาก Sambrook และคณะ (1989)

1.1 นํา frozen stock ของเชื้อแบคทีเรีย Escherichia coli ท่ีมีชุดโครงสรางยีนท่ีตองการ มา
steak บนอาหารก่ึงแข็ง LB นําไปบมเลี้ยงท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 18 ชั่วโมง

1.2 เข่ีย single colony ลงในอาหารเหลว LB 10 มิลลิลิตร (ml) ท่ีเติม แลวจึงนําไปบมเลี้ยงท่ี
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส โดยเขยาดวยความเร็ว 200-220 rpm เปนเวลา 16-18 ชั่วโมง

1.3 ปเปตอาหารเหลว LB ลงในหลอด microcentrifuge ปนเหวี่ยงท่ี 8,000 rpm เปนเวลา 5
นาทีท่ีอุณหภูมิหอง เทสวนใส (supernatant) ท้ิง และเติม solution I 100 ไมโครลิตร (µl)
นําไปเขยาดวย vortex หลังจากนั้นเติม solution II 200 µl ผสมใหเขากันดวยการพลิก
หลอดเบา ๆ แลวแชในน้ําแข็งเปนเวลา 5 นาที

1.4 เติม solution III ปริมาตร 300 µl ผสมใหเขากันดวยการพลิกหลอดเบา ๆ หลังจากนั้นแช
ในน้ําแข็งเปนเวลา 5 นาที

1.5 นําไปปนเหวี่ยงท่ี 10,000 rpm เปนเวลา 10 นาทีท่ีอุณหภูมิหอง เก็บสวนใสซึ่งมีพลาสมิด
DNA ยายลงในหลอด microcentrifuge และเติม absolute ethanol ท่ีแชเย็นปริมาตรเปน
2 เทา นําไปแชเย็นในน้ําแข็งหรือตูแช -20 องศาเซลเซียสเพ่ือตกตะกอนพลาสมิด DNA

1.6 นํามาปนเหวี่ยงท่ี 12,000 rpm เปนเวลา 10 นาทีท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เทสวนใสท้ิง
หลังจากนั้นลาง pellet ของพลาสมิด DNA ดวย 70% ehtanol และปลอยใหแหง (air dry)

1.7 ละลาย pellet ของพลาสมิด DNA ในน้ํากลั่น 20 µl วัดปริมาณความเขมขนของ DNA ดวย
electrophoresis แลวเปรียบเทียบกับ DNA marker

2. การตัดพลาสมิด DNA ดวยเอนไซมตัดจําเพาะ (restriction enzyme digestion)

2.1 ใชพลาสมิด DNA ปริมาณ 0.5-1 µg สําหรับการทําปฏิกิริยาตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะท่ีมี
ปริมาตรสุดทายของปฏิกิริยาเปน 20 µl จะใส enzyme reaction buffer ปริมาตร 1X ใส
เอนไซม 2-5 units แตกตางไปตามประสิทธิภาพในการทําปฏิกิริยาของแตละเอนไซม เติมน้ํา
กลั่นใหไดปริมาตรสุดทาย

2.2 นําไปบมทําปฏิกิริยาท่ีอุณหภูมิจําเพาะของเอนไซมตัดจําเพาะท่ีเลือกมาใช โดยใชอางน้ํา
ควบคุมอุณหภูมิ ระยะเวลาในการบมทําปฏิกิริยา 1-3 ชั่วโมง
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2.3 ตรวจสอบพลาสมิด DNA ท่ีถูกตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะดวยวิธี electrophoresis โดยใช
agarose gel ความเขมขน 0.8% (v/w) ถาตองการพลาสมิด DNA ปริมาณมาก หลังจากบม
ทําปฏิกิริยาในอางน้ําควบคุมอุณหภูมิ ใหรวมหลาย ๆ ปฏิกิริยาเขาดวยกัน และตกตะกอน
พลาสมิด DNA (DNA precipitation) ดวยการเติม phenol:chloroform (1:1) (v/v)
ปริมาตรเทากันลงในปฏิกิริยา ผสมใหเขากันและปนเหวี่ยงท่ี 12,000 rpm เปนเวลา 5 นาที
เก็บสวนใสใสหลอด microcentrifuge หลอดใหม เติม 3M NaOAc ปริมาตร 0.1 เทา และ
absolute ethanol ปริมาตร 2 เทาของปริมาตรสวนใส นําไปแชน้ําแข็งหรือตูแช -20 องศา
เซลเซียสเปนเวลา 30 นาที จากนั้นปนเหวี่ยงท่ี 12,000 rpm อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียสเปน
เวลา 10 นาที เทสวนใสออก ลาง pellet ดวย 70% ehtanol และปลอยใหแหง แลวจึง
ละลาย pellet ในน้ํากลั่นปริมาตร 20 µl กอนนําไปวิเคราะหดวย electrophoresis

3. การตอชิ้นสวน DNA เขาดวยกันโดยใช T4 DNA ligase (Ligation)

3.1 สกัดชิ้นสวน DNA ท่ีไดจากการตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะจาก agarose gel โดยใช Ultra
CleanTM 15 DNA purification Kit (MO BIO Laboratories, Inc., USA) ตามวิธีในคูมือ

3.2 นําชิ้นสวน DNA ในท่ีนี้ไดแก เวคเตอร pJim19 ชิ้นสวนยีน N’_OsNUC1 หรือ full-
length_OsNUC1 และโปรโมเตอร rd29A ไปวัดปริมาณ DNA ดวยเครื่อง
spectrophotometer หรือ electrophoresis เทียบกับ DNA marker

3.3 คํานวณปริมาณ DNA ของเวคเตอร โปรโมเตอรและชิ้นยีนท่ีจะนํามาทําปฏิกิริยา ligation
โดยคํานึงถึงอัตราสวนในระดับโมเลกุลของเวคเตอรและชิ้นยีน (vector:insert molar ratio)
ซึ่งคํานวณไดจากสมการ

x insert: vector molar ratio = ng of insert

ในการทดลองนี้ใชอัตราสวนระหวางเวคเตอรตอชิ้นยีน (vector:insert molar ratio) และ
เวคเตอรตอชิ้นสวนโปรโมเตอร (vector:promoter molar ratio) ในการทําปฏิกิริยาเปน
1:8 ซึ่งก็คือ vector:promoter:insert molar ratio เปน 1:8:8 โดยมีปริมาณ DNA ของ
เวคเตอรเทากับ 50 µg/µl

3.3 ทําปฏิกิริยา ligation โดยใชปริมาตรสุดทายของปฏิกิริยาเปน 10 µl ซึ่งจะประกอบดวย
ligase buffer ปริมาตร 1 µl เอนไซม T4 DNA ligase (Takara, Janpan) ปริมาตร 1 µl
ชิ้นสวน DNA ของเวคเตอร DNA ของชิ้นยีนและ DNA ของโปรโมเตอร โดยใชปริมาตร
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ตามท่ีคํานวณไดจากสมการดานบนนําไปบมทําปฏิกิริยาท่ี 16 องศาเซลเซียส เปนเวลา 16
ชั่วโมง

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

4.1 นํา frozen stock ของเชื้อแบคทีเรีย E. coli สายพันธุ DH5α จากตูแชแข็ง มา
steak บนอาหารก่ึงแข็ง LB นําไปบมเลี้ยงท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 18 ชั่วโมง

4.2 เข่ีย single colony ลงในอาหารเหลว LB 10 ml แลวจึงนําไปบมเลี้ยงท่ีอุณหภูมิ 37 องศา
เซลเซียส โดยเขยาดวยความเร็ว 200-220 rpm เปนเวลา 17 ชั่วโมง

4.3 ดูดอาหารเหลว LB ท่ีมีเชื้อแบคทีเรีย 250 µl ผสมกับอาหารเหลว LB 25 ml แลวนําไปบม
เลี้ยงตอท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เขยาดวยความเร็ว 200-220 rpm เปนเวลา 2.5
ชั่วโมง จากนั้นปเปตอาหารเหลว LB ท่ีมีเชื้อแบคทีเรียเจริญเติบโตอยูมาวัดคา ดูดกลืนแสงท่ี
ความยาวคลื่น 600 nm ดวยเครื่อง spectrophotometer โดยใชอาหารเหลว LB ท่ีไมมี
เชื้อแบคทีเรียเปน blank เลี้ยงเชื้อจนมีคาดูดกลืนแสงประมาณ 0.6 - 0.8

4.4 เทอาหารเหลว LB ท่ีมีเชื้อแบคทีเรียท่ีมีคาดูดกลืนแสงตามตองการ ใสหลอด centrifuge
ขนาด 50 ml แลววางบนน้ําแข็ง 30 นาที ปนเหวี่ยงท่ี 1,600 g ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส
เปนเวลา 7 นาที เทสวนใสออก หลังจากนั้นเติม 100 mM CaCl2 5 ml ท่ีผานการแชเย็น ใช
ไมโครปเปตดูดข้ึนลง

4.5 ปนเหวี่ยงท่ี 1,100 g ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 5 นาที เทสวนใสออกและเติม
100 mM CaCl2 5 ml ใชไมโครปเปตดูดข้ึนลงเบาๆ แลววางบนน้ําแข็ง 30 นาที

4.6 ปนเหวี่ยงท่ี 1,100 g อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียสเปนเวลา 5 นาที เติม 100 mM CaCl2 1 ml
ใชไมโครปเปตดูดข้ึนลงเบาๆ เติม 7% DMSO และแบงใสหลอด microcentrifuge แชใน
liquid nitrogen เก็บในตูแชแข็ง -80 องศาเซลเซียส



107

5. การนํา DNA เขาสูแบคทีเรีย E. coli ดวยวิธี heat shock

5.1 นํา DNA ท่ีไดจากการ ligation ปริมาตร 10 µl มาผสมกับ E. coli competent cell
ปริมาตร 200 µl แชในน้ําแข็ง 30 นาที

5.2 แชในอางน้ําควบคุมอุณหภูมิท่ีมีอุณหภูมิ 42 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1.30 นาที แลวนําไป
แชในน้ําแข็งเปนเวลา 3-5 นาทีทันที

5.3 เติมอาหารเหลว LB ปริมาตร 800 µl นําไปบมเลี้ยงโดยเขยาท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส
เปนเวลา 1 ชั่วโมง หลังจากนั้นนําไปปนเหวี่ยงท่ี 5,000 rpm 1 นาที ปเปตสวนใส
(supernatant) ท้ิง ใหเหลืออาหารเหลว LB ประมาณ 200 µl

5.4 ผสมอาหารเหลว LB ท่ีเหลือกับ pellet ของแบคทีเรียดวยการปเปตข้ึนลง จากนั้นนํา
สารละลายเซลลแบคทีเรียท่ีไดเกลี่ยลงบนอาหารก่ึงแข็ง LB ท่ีเติมสารปฏิชีวนะกานามัยซิน
50 mg/L นําไปบมเลี้ยงท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 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 นําไปบมเลี้ยงท่ีอุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส เปนเวลา 48 ชั่วโมง

6.2 เข่ีย single colony ลงในอาหารเหลว LB 5 ml ท่ีเติมสารปฏิชีวนะกานามัยซิน 50
mg/L ไรแฟมพิซิน 20 mg/L และเจนตามัยซิน 50 mg/L แลวจึงนําไปบมเลี้ยงท่ีอุณหภูมิ
28 องศาเซลเซียส โดยเขยาเปนเวลา 18 ชั่วโมง

6.3 ดูดอาหารเหลว LB ท่ีมีเชื้อแบคทีเรีย 500 µl ผสมกับอาหารเหลว LB 50 ml ในขวดรูปชมพู
แลวนําไปบมเลี้ยงตอท่ีอุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียสโดยเขยาเปนเวลา 18 ชั่วโมง

6.4 นําขวดรูปชมพูวางบนน้ําแข็ง 30 นาที จากนั้นเทอาหารเหลว LB ท่ีมีเชื้อแบคทีเรียปริมาตร
45 ml ใสหลอด centrifuge ปนเหวี่ยงท่ี 4,000 rpm ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียสเปนเวลา
10 นาที เทสวนใสท้ิงใหเหลือแต pellet หลังจากนั้นเติม 20 mM CaCl2 5 ml ท่ีผานการ
แชเย็นลงผสม

6.5 ปนเหวี่ยงท่ี 4,000 rpm อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียสเปนเวลา 5 นาทีเทสวนใสท้ิง เติม 20
mM CaCl2 ปริมาตร 1 ml ท่ีผานการแชเย็นลงผสม แบงใสหลอด microcentrifuge แชใน
liquid nitrogen เก็บในตูแชแข็ง -80 องศาเซลเซียส
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7. การนําพลาสมิด DNA เขาสูแบคทีเรีย A. tumefaciens ดวยวิธี freeze/ thaw

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

7.2 นําไปแชใน liquid nitrogen 5 นาที หลังจากนั้นยายไปแชในอางน้ําควบคุมอุณหภูมิท่ีมี
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียสเปนเวลา 5 นาที และยายไปแชในน้ําแข็งเปนเวลา 5 นาที

7.3 เติมอาหารเหลว LB ปริมาตร 800 µl นําไปบมเลี้ยงโดยเขยาท่ีอุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส
เปนเวลา 4 ชั่วโมง หลังจากนั้นนําไปปนเหวี่ยงท่ี 7,000 rpm 3 นาที ปเปตสวนใสท้ิงให
เหลือแต pellet

7.4 ปเปตอาหารเหลว 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 นําไปบมเลี้ยงท่ี
อุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส เปนเวลา 48 ชั่วโมง ตรวจดู colony ของแบคทีเรียท่ีเจริญบน
อาหาร

8. การนํา A. tumefaciens เขาสู Arabidopsis ดวยวิธี Agrobacterium-mediated floral dip

transformation (Clough and Bent, 1998)

8.1 ฆาเชื้อเมล็ด Arabidopsis thaliana สายพันธุปกติ ecotyp Columbia ดวย washing
solution แลวนําไปเพาะบนอาหารก่ึงแข็งแข็งสูตร ½MS ท่ีมีการเติม 1% (w/v) sucrose
ยายตนกลาอายุหนึ่งสัปดาหปลูกลงดินและวางไวในหองไฟโตตรอนท่ีควบคุมอุณหภูมิ 22
องศาเซลเซียสและมีระยะเวลาใหแสง 16 ชั่วโมงตอวัน

8.2 เม่ือตน Arabidopsis อายุประมาณ 4 สัปดาหหลังยายปลูก เตรียม Agrobacterium ท่ี
ไดรับการถายชิ้นยีนท่ีตองการ มา steak และเข่ีย single colony ลงในอาหารเหลว LB 40
ml ท่ีเติมสารปฏิชีวนะกานามัยซิน 50 mg/L ไรแฟมพิซิน 20 mg/L และเจนตามัยซิน 50
mg/L แลวจึงนําไปบมเลี้ยงท่ีอุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส โดยเขยาเปนเวลา 48 ชั่วโมง

8.3 เทอาหารเหลว LB 40 ml ขางตนลงในอาหารเหลว LB 200 ml ท่ีเติมสารปฏิชีวนะ
กานามัยซิน 50 mg/L ไรแฟมพิซิน 20 mg/L และเจนตามัยซิน 50 mg/L นําไปบมเลี้ยงท่ี
อุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส โดยเขยาเปนเวลา 24 ชั่วโมง
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8.4 เทอาหารเหลว LB 240 ml ท่ีมีคา OD600 ~ 0.8 แบงใสหลอด centrifuge ขนาด 25 ml
จํานวน 6 หลอด นําไป ปนเหวี่ยงท่ี 3,000 rpm ท่ีอุณหภูมิปกติเปนเวลา 20 นาที เทสวน
ใสท้ิง

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

8.6 นําดอกของ Arabidopsis แชลงในสารละลายดังกลาวเปนเวลา 15 นาที โดยตัดดอกท่ีบาน
ท้ิงใหเหลือแตดอกตูม หลังจากนั้นคลุมตน Arabidopsis ดวยพลาสติกใส ว า ง ใน ท่ี มื ด เป น
เวลา 24 ชั่วโมง แลวยายมาวางในหองไฟโตตรอนใหแสงและน้ําตามปกติ

8.7 คัดเลือกเมล็ด Arabidopsis ท่ีคาดวาไดรับการถายยีนดวยการเพาะบนอาหารก่ึงแข็ง ½MS
ท่ีเติมสารปฏิชีวนะท่ีใชตรวจสอบ marker gene

9. การตรวจสอบชิ้นสวนยีนใน colony ของแบคทีเรีย ดวยวิธี colony PCR

9.1 เข่ีย colony ของแบคทีเรียท่ีเจริญบนอาหารโดยใช micropitpette tip ขนาด 10 µl แลว
นําไปจุมในน้ํากลั่นปริมาตร 30 µl ซึ่งอยูในหลอด microcentrifuge

9.2 นําไปตมในน้ําเดือดเปนเวลา 10 นาที แลวนําไปปนเหวี่ยงท่ี 12,000 rpm เปนเวลา 5 นาที
เก็บสวนใสไปใชเปน DNA แมแบบ (template) ในการทํา PCR

9.3 ทําการแยกสาย DNA ท่ีอุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 นาที แลวทํา PCR โดยใช
จํานวนรอบ 40 รอบ ซึ่งแตละรอบประกอบดวยอุณหภูมิและเวลาดังนี้ อุณหภูมิ 94 องศา
เซลเซียส เปนเวลา 45 วินาทีสําหรับแยกสาย DNA ตามดวยข้ันตอนการจับคูของไพรเมอร
กับ template ท่ีอุณหภูมิจําเพาะซึ่งแตกตางไปตามไพรเมอรท่ีใช (ตาราง 3.1) เปนเวลา 1
นาทีและอุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส เปนเวลา 3 นาทีเพ่ือสังเคราะห DNA เม่ือครบจํานวน
รอบแลวคงอุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส ตออีก 7 นาที

9.4 วิเคราะหผลของ colony PCR ดวย electrophoresis โดยใช agarose gel ความเขมขน
0.8% (v/w)

10. การสกัด genomic DNA ดวยวิธี CTAB

10.1บดตัวอยางใบของ Arabidopsis ท่ีแชแข็งในโกรงบด หลังจากนั้นตักตัวอยางพืชใสหลอด
microcentrifuge ท่ีทําใหเย็นจัดดวยไนโตรเจนเหลว เติม CTAB buffer 500 µl ซึ่งอุนให
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รอนท่ีอุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียสผสมใหเขากันและบมใหรอนตอท่ีอุณหภูมิ 65 องศาเซล
เซียเปนเวลา 20 นาที

10.2 เติม phenol:chloroform:isoamyl alcohol (25:24:1) ปริมาตร 500 µl นําไปปนเหวี่ยง
12,000 rpm ท่ีอุณหภูมิหองเปนเวลา 10 นาที เก็บสวนใสใสในหลอด microcentrifuge
หลอดใหมแลวเติม absolute ethanol แชเย็นปริมาตร 2 เทาของสารละลายสวนใสท่ีดูดมา
ได ผสมใหเขากันและนําไปแชน้ําแข็งเปนเวลา 30 นาที

10.3ปนเหวี่ยงดวยความเร็วรอบ 12,000 rpm ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 นาที
เทสวนใสออก และลาง pellet ดวย 70% ethanol นําไป air dry จากนั้นละลาย pellet
ในน้ํากลั่น 50 µl เติมเอนไซม RNAseI 1 µl ความเขมขน 1 mg/ml เพ่ือกําจัด RNA โดย
นําไปบมทําปฏิกิริยาท่ี 37 องศาเซลเซียส 30 นาที

10.4 เติมน้ํากลั่นปริมาตร 250 µl และ phenol:chloroform:isoamyl (25:24:1) ปริมาตร 300
µl ผสมใหเขากัน ปนเหวี่ยงท่ีความเร็ว 12,000 rpm อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา
10 นาที เก็บสวนใสไปเติม absolute ethanol แชเย็นปริมาตร 2 เทาและ 3M NaOAc
ปริมาตร 0.1 เทาของปริมาตรสวนใส นําไปแชท่ี -20 องศาเซลเซียสเปนเวลา 30 นาที

10.5ปนเหวี่ยงดวยความเร็วรอบ 12,000 rpm ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 นาที
ลาง pellet ดวย 70% ethanol ผึ่งใหแหงท่ีอุณหภูมิหอง จากนั้นละลาย pellet ใน TE
buffer 20 µl วัดความเขมขนของสารละลายดวย spectrophotometer ท่ีความยาวคลื่น
260 nm หรือใช gel electrophoresis เก็บ genomic DNA ท่ี -20 องศาเซลเซียส

11. การตรวจสอบชิ้นสวนยีนใน Arabidopsis ดวยวิธี PCR

11.1นํา genomic DNA ปริมาณ 0.5-1 ng มาทําปฏิกิริยา PCR ท่ีมีปริมาตรสุดทายเปน 20 µl
ซึ่งประกอบดวย 10X PCR reaction buffer 1X

ไพรเมอรท่ีจําเพาะตอชิ้นยีนท่ีตองการตรวจสอบ 0.2 µM

10 mM dNTPs mix 0.1 µM

Taq DNA polymerase (5U/µl) 1.25 units

และน้ํากลั่นใหไดปริมาตรสุดทายเปน 20 µl
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11.2 ทําการแยกสาย DNA ท่ีอุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส เปนเวลา 5 นาที แลวทํา PCR โดยใช
จํานวนรอบ 35-40 รอบ ซึ่งแตละรอบประกอบดวยอุณหภูมิและเวลาดังนี้ อุณหภูมิ 94
องศาเซลเซียสเปนเวลา 45 วินาทีสําหรับแยกสาย DNA ตามดวยข้ันตอนการจับคูของไพร
เมอรกับ template ท่ีอุณหภูมิจําเพาะซึ่งแตกตางไปตามไพรเมอรท่ีใช (ตาราง 3.1) เปน
เวลา 1 นาทีและอุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส เปนเวลา 3 นาทีเพ่ือสังเคราะห DNA เม่ือครบ
จํานวนรอบแลวคงอุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส ตออีก 7 นาที

11.3 วิเคราะหผลของ PCR ดวย electrophoresis โดยใช agarose gel ความเขมขน 0.8%
(v/w)

12. การสกัด RNA ดวยวิธี Hot phenol (ดัดแปลงจากปารวี ธิกาศ (2546))

12.1บดตัวอยางตนกลา Arabidopsis แชแข็งจํานวน 20 ตนในโกรงบดท่ีผานการอบเพ่ือทําลาย
RNase ตักตัวอยางพืชใสหลอด microcentrifuge ท่ีทําใหเย็นจัดดวยไนโตรเจนเหลว เติม
RNA extraction buffer และ phenol:chloroform:isoamyl alcohol (25:24:1) อยางละ
500 µl ซึ่งอุนใหรอนท่ีอุณหภูมิ 80 องศาเซลเซียส ผสมใหเขากันและแชลงในน้ําแข็งทันที

12.2ปนเหวี่ยงดวยความเร็ว 12,000 rpm ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 5 นาที เก็บสวน
ใสใสในหลอด microcentrifuge หลอดใหมแลวเติม absolute ethanol ปริมาตร 2 เทา
ของสารละลายสวนใสท่ีดูดมาได ผสมใหเขากันและนําไปตกตะกอนท่ี -20 องศาเซลเซียส
เปนเวลา 30 นาที

12.3ปนเหวี่ยงดวยความเร็ว 12,000 rpm ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 นาที ลาง
pellet ดวย 80% ethanol และนําไป air dry ท่ีอุณหภูมิหองให ethanol ระเหยจนหมด
หลังจากนั้นละลาย pellet ใน DEPC-treated TE buffer 160 µl เติม 10 M LiCl2 40 µl
และนําไปตกตะกอนท่ี -20 องศาเซลเซียส เปนเวลาประมาณ 18 ชั่วโมง

12.4ปนเหวี่ยงดวยความเร็วรอบ 12,000 rpm ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 นาที
ลาง pellet ดวย 80% ethanol และนําไป air dry ท่ีอุณหภูมิหอง จากนั้นละลาย pellet
ใน DEPC treated TE 20 µl วัดความเขมขนของสารละลายและตรวจสอบคุณภาพ total
RNA ดวย 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 มาเติมสวนผสมของ DNAseI treatment (Takara,
Japan) เพ่ือกําจัด DNAse โดยสวนผสมของ DNAseI treatment มีปริมาตรสุดทายเปน 50
µl ซึ่งประกอบดวย 10X DNAseI buffer 5 µl เอนไซม DNAseI 2 µl (10 units) และน้ํา
กลั่นท่ีผานการฆาเชื้อดวย DEPC นําไปบมท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียสเปนเวลา 30 นาที

13.2หยุดการทํางานของเอนไซม DNAseI ดวยการเติมน้ํากลั่นท่ีฆาเชื้อดวย DEPC ปริมาตร 150
µl และ phenol:chloroform:isoamyl alcohol (25:24:1) ปริมาตร 200 µl ผสมใหเขา
กันและปนเหวี่ยงท่ีความเร็ว 12,000 rpm อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 นาที
เก็บสวนใสไปเติม absolute ethanol ปริมาตร 2.5 เทาและ 3M NaOAc ปริมาตร 0.1 เทา
ของปริมาตรสวนใส นําไปแชท่ี -20 องศาเซลเซียสเปนเวลา 30 นาที

13.3ปนเหวี่ยงท่ี 12,000 rpm อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียสเปนเวลา 5 นาที เทสวนใสออก ลาง
pellet ดวย 80% ehtanol ปลอยใหแหง แลวจึงละลาย pellet ในน้ํากลั่นท่ีผานการฆาเชื้อ
ดวย DEPC ปริมาตร 10 µl นําไปวัดความเขมขนของสารละลายและตรวจสอบคุณภาพ
RNA ดวยเครื่องวัดการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคลื่น 260 nm และ electrophoresis

13.4 เพ่ือสราง cDNA สายแรก นํา RNA ปริมาณ 3 µg มาเติมไพรเมอร Oligo(dT) 0.5 – 1 µg
และเติมน้ํากลั่นท่ีผานการฆาเชื้อดวย DEPC ใหไดปริมาตรสุดทายเปน 10 µl นําไปบมท่ี
อุณหภูมิ 70 องศาเซลเซียส 5 นาที

13.5หลังจากนั้นใสสวนผสมของปฏิกิริยา reverse transcription ปริมาตร 15 µl ซึ่งประกอบ
ดวย dNTPs 100 ng 1X M-MLV reverse transcriptase buffer และเอนไซม M-MLVRT
(200 units) และน้ํากลั่นท่ีผานการฆาเชื้อดวย DEPC ผสมใหเขากันนําไปบมท่ีอุณหภูมิ 42
องศาเซลเซียส 1 ชั่วโมง นํา cDNA สายแรกท่ีไดไปใชเปน template ในการทํา qRT-PCR

14. การตรวจสอบการแสดงออกของชุดโครงสรางยีนดวย qRT-PCR

14.1นํา cDNA ท่ีสรางไดมาใชเปน template ในการทํา qRT-PCR ดวยเครื่อง iCyclerTM

Thermal Cycler (Bio-Rad) โดยใชไพรเมอรท่ีออกแบบใหจําเพาะตอยีนอางอิง (AtEF-1α)
หรือตอชิ้นยีนท่ีตองการตรวจสอบระดับการแสดงออกของยีน (full-length_OsNUC1 หรือ
N’_OsNUC1) ในการทําปฏิกิริยา
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14.2 ในแตละปฏิกิริยาจะทําประกอบดวย 5 µl ของ iQTMSYBR® Green Super Mix (Bio-Rad)
1 µl ของ cDNA ไพรเมอรท่ีจําเพาะตอชิ้นยีน (5-10 mM) ท้ัง forward และ reverse อยาง
ละ 1 µl และน้ํากลั่น 2 µl มีปริมาตรสุดทายเปน 10 µl ทําการทดลอง 3 ซ้ําตอหนึ่งตัวอยาง
ของ cDNA

14.3 ทําปฏิกิริยาโดยเริ่มท่ีอุณหภูมิ 98 องศาเซลเซียสเปนเวลา 30 วินาที แลวทํา PCR อีก 49
รอบ ซึ่งแตละรอบประกอบดวยอุณหภูมิและเวลาดังนี้ อุณหภูมิ 98 องศาเซลเซียส เปนเวลา
5 วินาทีสําหรับแยกสาย cDNA ตามดวยข้ันตอนการจับคูของไพรเมอรกับ cDNA ท่ี
อุณหภูมิจําเพาะซึ่งแตกตางไปตามไพรเมอรท่ีใชเปนเวลา 10 วินาทีและอุณหภูมิ 98 องศา
เซลเซียสเปนเวลา 5 วินาที หลังจากนั้นทําปฏิกิริยาเพ่ือวิเคราะหหาคา melting curve โดย
ใชอุณหภูมิในชวง 65-95องศาเซลเซียส เพ่ิมอุณหภูมิครั้งละ 0.5 องศาเซลเซียสเปนเวลา 5
วินาที

14.4 เปรียบเทียบระดับการแสดงออกของยีนท่ีตองการศึกษา (full-length_OsNUC1 หรือ
N’_OsNUC1) ดวยวิธีเปรียบเทียบการแสดงออกสัมพัทธ (relative quantification) ของยีน
ในตัวอยางท่ีตองการศึกษากับตัวอยางท่ีเลือกมาเปน control (ในงานวิจัยนี้ เลือกตัวอยางท่ี
0 ชั่วโมงของ rd_fl10 หรือ rd_5i) โดยมียีนอางอิงคือ AtEF1α ตามวิธีของ Pfaffl (2001)

=
∆ ( )

∆ ( )
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ตารางท่ี ข-1 ระดับการแสดงออกของยีน full-length_OsNUC1 ใน Arabidopsis ดัดแปร
พันธุกรรมท่ีไดรับการถายชุดโครงสรางยีน (I): pJim19::rd29A::full-length_
OsNUC1 หลังจากไดรับภาวะเค็มท่ีเวลาตาง ๆ (mean ± SE)

ตัวอักษรภาษาอังกฤษในแนวต้ังแสดงถึงความเหมือนหรือแตกตางกันทางสถิติเมื่อเปรียบเทียบโดยวธิี DMRT
(P<0.05) เมื่อเปรียบเทียบระหวางขอมลูในชวงเวลาเดียวกัน
nsหมายถึง คาเฉล่ียในชุดการทดลองตาง ๆ ไมมีความแตกตางกันทางสถิติเมื่อเปรียบเทียบระหวางขอมูลในชวงเวลา
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
ไดรับการถายชุดโครงสรางยีน (II): pJim19::rd29A::N’_OsNUC1 หลังจากไดรับ
ภาวะเค็มท่ีเวลาตาง ๆ (mean ± SE)

ตัวอักษรภาษาอังกฤษในแนวต้ังแสดงถึงความเหมือนหรือแตกตางกันทางสถิติเมื่อเปรียบเทียบโดยวธิี DMRT
(P<0.05) เมื่อเปรียบเทียบระหวางขอมลูในชวงเวลาเดียวกัน
nsหมายถึง คาเฉล่ียในชุดการทดลองตาง ๆ ไมมีความแตกตางกันทางสถิติเมื่อเปรียบเทียบระหวางขอมูลในชวงเวลา
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 ดัดแปรพันธุกรรมท่ีไดรับการถายยีนท่ีถอดรหัส
ใหโมทิฟของ OsNUC1 รูปแบบ (A) rd29A::full-length_OsNUC1 เม่ือยายปลูกใน
ภาวะปกติ (MS) และภาวะเค็ม (NaCl) ท่ีระยะเวลาตาง ๆ (mean ± SE)

ตัวอักษรภาษาอังกฤษในแนวต้ังแสดงถึงความเหมือนหรือแตกตางกันทางสถิติเมื่อเปรียบเทียบโดยวธิี DMRT
(P<0.05) เมื่อเปรียบเทียบระหวางขอมลูในชวงเวลาเดียวกัน

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 (ตอ) น้ําหนักแหงของ Arabidopsis ดัดแปรพันธุกรรมท่ีไดรับการถายยีนท่ีถอดรหัส
ใหโมทิฟของ OsNUC1 รูปแบบ (A) rd29A::full-length_OsNUC1 เม่ือยายปลูก
ในภาวะปกติ (MS) และภาวะเค็ม (NaCl) ท่ีระยะเวลาตาง ๆ (mean ± SE)

ตัวอักษรภาษาอังกฤษในแนวต้ังแสดงถึงความเหมือนหรือแตกตางกันทางสถิติเมื่อเปรียบเทียบโดยวธิี DMRT
(P<0.05) เมื่อเปรียบเทียบระหวางขอมลูในชวงเวลาเดียวกัน
nsหมายถึง คาเฉล่ียในชุดการทดลองตาง ๆ ไมมีความแตกตางกันทางสถิติเมื่อเปรียบเทียบระหวางขอมูลในชวงเวลา
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 (ตอ) อัตราการเจริญเติบโตสัมพัทธของ Arabidopsis ดัดแปรพันธุกรรมท่ีไดรับการถาย
ยีนท่ีถอดรหัสใหโมทิฟของ OsNUC1 รูปแบบ (A) rd29A::full-length_OsNUC1
เม่ือยายปลูกบนอาหารภายใตภาวะปกติและภาวะเค็มเปนเวลา 6 วัน (mean ± SE)

ตัวอักษรภาษาอังกฤษในแนวต้ังแสดงถึงความเหมือนหรือแตกตางกันทางสถิติเมื่อเปรียบเทียบโดยวธิี DMRT
(P<0.05) เมื่อเปรียบเทียบระหวางขอมลูในชวงเวลาเดียวกัน
nsหมายถึง คาเฉล่ียในชุดการทดลองตาง ๆ ไมมีความแตกตางกันทางสถิติเมื่อเปรียบเทียบระหวางขอมูลในชวงเวลา
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 (ตอ) ความยาวรากแกวของ Arabidopsis ดัดแปรพันธุกรรมท่ีไดรับการถายยีนท่ี
ถอดรหัสใหโมทิฟของ OsNUC1รูปแบบ (A) rd29A::full-length_OsNUC1เม่ือ
ยายปลูกในภาวะปกติและภาวะเค็มท่ีระยะเวลาตาง ๆ (mean ± SE)

ตัวอักษรภาษาอังกฤษในแนวต้ังแสดงถึงความเหมือนหรือแตกตางกันทางสถิติเมื่อเปรียบเทียบโดยวธิี DMRT
(P<0.05) เมื่อเปรียบเทียบระหวางขอมลูในชวงเวลาเดียวกัน
nsหมายถึง คาเฉล่ียในชุดการทดลองตาง ๆ ไมมีความแตกตางกันทางสถิติเมื่อเปรียบเทียบระหวางขอมูลในชวงเวลา
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 ดัดแปรพันธุกรรมท่ีไดรับการถายยีนท่ีถอดรหัส
ใหโมทิฟของ OsNUC1 รูปแบบ (B) rd29A::N’_OsNUC1 เม่ือยายปลูกในภาวะ
ปกติ (MS) และภาวะเค็ม (NaCl) ท่ีระยะเวลาตาง ๆ (mean ± SE)

ตัวอักษรภาษาอังกฤษในแนวต้ังแสดงถึงความเหมือนหรือแตกตางกันทางสถิติเมื่อเปรียบเทียบโดยวธิี DMRT
(P<0.05) เมื่อเปรียบเทียบระหวางขอมลูในชวงเวลาเดียวกัน
nsหมายถึง คาเฉล่ียในชุดการทดลองตาง ๆ ไมมีความแตกตางกันทางสถิติเมื่อเปรียบเทียบระหวางขอมูลในชวงเวลา
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 (ตอ) น้ําหนักแหงของ Arabidopsis ดัดแปรพันธุกรรมท่ีไดรับการถายยีนท่ีถอดรหัส
ใหโมทิฟของ OsNUC1 รูปแบบ (B) rd29A::N’_OsNUC1 เม่ือยายปลูกในภาวะ
ปกติ (MS) และภาวะเค็ม (NaCl) ท่ีระยะเวลาตาง ๆ (mean ± SE)

ตัวอักษรภาษาอังกฤษในแนวต้ังแสดงถึงความเหมือนหรือแตกตางกันทางสถิติเมื่อเปรียบเทียบโดยวธิี DMRT
(P<0.05) เมื่อเปรียบเทียบระหวางขอมลูในชวงเวลาเดียวกัน
nsหมายถึง คาเฉล่ียในชุดการทดลองตาง ๆ ไมมีความแตกตางกันทางสถิติเมื่อเปรียบเทียบระหวางขอมูลในชวงเวลา
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(ตอ) อัตราการเจริญเติบโตสัมพัทธของ Arabidopsis ดัดแปรพันธุกรรมท่ีไดรับการถาย
ยีนท่ีถอดรหัสใหโมทิฟของ OsNUC1 รูปแบบ (B) rd29A::N’_OsNUC1 เม่ือยาย
ปลูกบนอาหารภายใตภาวะปกติและภาวะเค็มเปนเวลา 6 วัน (mean ± SE)

ตัวอักษรภาษาอังกฤษในแนวต้ังแสดงถึงความเหมือนหรือแตกตางกันทางสถิติเมื่อเปรียบเทียบโดยวธิี DMRT
(P<0.05) เมื่อเปรียบเทียบระหวางขอมลูในชวงเวลาเดียวกัน
nsหมายถึง คาเฉล่ียในชุดการทดลองตาง ๆ ไมมีความแตกตางกันทางสถิติเมื่อเปรียบเทียบระหวางขอมูลในชวงเวลา
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 (ตอ) ความยาวรากแกวของ Arabidopsis ดัดแปรพันธุกรรมท่ีไดรับการถายยีนท่ีถอด
รหัสใหโมทิฟของ OsNUC1 รูปแบบ (B) rd29A::N’_OsNUC1 เม่ือยายปลูกใน
ภาวะปกตแิละภาวะเค็มท่ีระยะเวลาตาง ๆ (mean ± SE)

ตัวอักษรภาษาอังกฤษในแนวต้ังแสดงถึงความเหมือนหรือแตกตางกันทางสถิติเมื่อเปรียบเทียบโดยวธิี DMRT
(P<0.05) เมื่อเปรียบเทียบระหวางขอมลูในชวงเวลาเดียวกัน
nsหมายถึง คาเฉล่ียในชุดการทดลองตาง ๆ ไมมีความแตกตางกันทางสถิติเมื่อเปรียบเทียบระหวางขอมูลในชวงเวลา
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 ดัดแปรพันธุกรรมท่ีไดรับการถายยีนท่ีถอดรหัส
ใหโมทิฟของ OsNUC1 รูปแบบ (C) rd29A::C’_OsNUC1 เม่ือยายปลูกในภาวะ
ปกติ(MS) และภาวะเค็ม (NaCl) ท่ีระยะเวลาตาง ๆ (mean ± SE)

ตัวอักษรภาษาอังกฤษในแนวต้ังแสดงถึงความเหมือนหรือแตกตางกันทางสถิติเมื่อเปรียบเทียบโดยวธิี DMRT
(P<0.05) เมื่อเปรียบเทียบระหวางขอมลูในชวงเวลาเดียวกัน

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 (ตอ) น้ําหนักแหงของ Arabidopsis ดัดแปรพันธุกรรมท่ีไดรับการถายยีนท่ีถอดรหัส
ใหโมทิฟของ OsNUC1 รูปแบบ (C) rd29A::C’_OsNUC1 เม่ือยายปลูกในภาวะ
ปกติ (MS) และภาวะเค็ม (NaCl) ท่ีระยะเวลาตาง ๆ (mean ± SE)

ตัวอักษรภาษาอังกฤษในแนวต้ังแสดงถึงความเหมือนหรือแตกตางกันทางสถิติเมื่อเปรียบเทียบโดยวธิี DMRT
(P<0.05) เมื่อเปรียบเทียบระหวางขอมลูในชวงเวลาเดียวกัน
nsหมายถึง คาเฉล่ียในชุดการทดลองตาง ๆ ไมมีความแตกตางกันทางสถิติเมื่อเปรียบเทียบระหวางขอมูลในชวงเวลา
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 (ตอ) อัตราการเจริญเติบโตสัมพัทธของ Arabidopsis ดัดแปรพันธุกรรมท่ีไดรับการถาย
ยีนท่ีถอดรหัสใหโมทิฟของ OsNUC1 รูปแบบ (C) rd29A::C’_OsNUC1 เม่ือยาย
ปลูกบนอาหารภายใตภาวะปกติและภาวะเค็มเปนเวลา 6 วัน (mean ± SE)

ตัวอักษรภาษาอังกฤษในแนวต้ังแสดงถึงความเหมือนหรือแตกตางกันทางสถิติเมื่อเปรียบเทียบโดยวธิี DMRT
(P<0.05) เมื่อเปรียบเทียบระหวางขอมลูในชวงเวลาเดียวกัน
nsหมายถึง คาเฉล่ียในชุดการทดลองตาง ๆ ไมมีความแตกตางกันทางสถิติเมื่อเปรียบเทียบระหวางขอมูลในชวงเวลา
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 (ตอ) ความยาวรากแกวของ Arabidopsis ดัดแปรพันธุกรรมท่ีไดรับการถายยีนท่ีถอด
รหัสใหโมทิฟของ OsNUC1 รูปแบบ (C) rd29A::C’_OsNUC1 เม่ือยายปลูกใน
ภาวะปกตแิละภาวะเค็มท่ีระยะเวลาตาง ๆ (mean ± SE)

ตัวอักษรภาษาอังกฤษในแนวต้ังแสดงถึงความเหมือนหรือแตกตางกันทางสถิติเมื่อเปรียบเทียบโดยวธิี DMRT
(P<0.05) เมื่อเปรียบเทียบระหวางขอมลูในชวงเวลาเดียวกัน
nsหมายถึง คาเฉล่ียในชุดการทดลองตาง ๆ ไมมีความแตกตางกันทางสถิติเมื่อเปรียบเทียบระหวางขอมูลในชวงเวลา
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 ดัดแปรพันธุกรรมท่ีไดรับการถายยีนท่ีถอดรหัส
ใหโมทิฟของ OsNUC1 รูปแบบ (D) 35SCaMV::full-length_OsNUC1 เม่ือยาย
ปลูกในภาวะปกติ (MS) และภาวะเค็ม (NaCl) ท่ีระยะเวลาตาง ๆ (mean ± SE)

ตัวอักษรภาษาอังกฤษในแนวต้ังแสดงถึงความเหมือนหรือแตกตางกันทางสถิติเมื่อเปรียบเทียบโดยวธิี DMRT
(P<0.05) เมื่อเปรียบเทียบระหวางขอมลูในชวงเวลาเดียวกัน
nsหมายถึง คาเฉล่ียในชุดการทดลองตาง ๆ ไมมีความแตกตางกันทางสถิติเมื่อเปรียบเทียบระหวางขอมูลในชวงเวลา
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 (ตอ) น้ําหนักแหงของ Arabidopsis ดัดแปรพันธุกรรมท่ีไดรับการถายยีนท่ีถอดรหัส
ใหโมทิฟของ OsNUC1 รูปแบบ (D) 35SCaMV::full-length_OsNUC1 เม่ือยาย
ปลูกในภาวะปกติ (MS) และภาวะเค็ม (NaCl) ท่ีระยะเวลาตาง ๆ (mean ± SE)

ตัวอักษรภาษาอังกฤษในแนวต้ังแสดงถึงความเหมือนหรือแตกตางกันทางสถิติเมื่อเปรียบเทียบโดยวธิี DMRT
(P<0.05) เมื่อเปรียบเทียบระหวางขอมลูในชวงเวลาเดียวกัน
nsหมายถึง คาเฉล่ียในชุดการทดลองตาง ๆ ไมมีความแตกตางกันทางสถิติเมื่อเปรียบเทียบระหวางขอมูลในชวงเวลา
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 (ตอ) อัตราการเจริญเติบโตสัมพัทธของ Arabidopsis ดัดแปรพันธุกรรมท่ีไดรับการถาย
ยีนท่ีถอดรหัสใหโมทิฟของ OsNUC1 รูปแบบ (D) 35SCaMV::full-length_OsNUC1
เม่ือยายปลูกบนอาหารภายใตภาวะปกติและภาวะเค็มเปนเวลา 6 วัน (mean ± SE)

ตัวอักษรภาษาอังกฤษในแนวต้ังแสดงถึงความเหมือนหรือแตกตางกันทางสถิติเมื่อเปรียบเทียบโดยวธิี DMRT
(P<0.05) เมื่อเปรียบเทียบระหวางขอมลูในชวงเวลาเดียวกัน

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



132

ตารางท่ี ข-6 (ตอ) ความยาวรากแกวของ Arabidopsis ดัดแปรพันธุกรรมท่ีไดรับการถายยีนท่ี
ถอดรหัสใหโมทิฟของ OsNUC1รูปแบบ (D) 35SCaMV::full-length_OsNUC1
เม่ือยายปลูกในภาวะปกติและภาวะเค็มท่ีระยะเวลาตาง ๆ (mean ± SE)

ตัวอักษรภาษาอังกฤษในแนวต้ังแสดงถึงความเหมือนหรือแตกตางกันทางสถิติเมื่อเปรียบเทียบโดยวธิี DMRT
(P<0.05) เมื่อเปรียบเทียบระหวางขอมลูในชวงเวลาเดียวกัน
nsหมายถึง คาเฉล่ียในชุดการทดลองตาง ๆ ไมมีความแตกตางกันทางสถิติเมื่อเปรียบเทียบระหวางขอมูลในชวงเวลา
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 ดัดแปรพันธุกรรมท่ีไดรับการถายยีนท่ีถอดรหัส
ใหโมทิฟของ OsNUC1รูปแบบ (E) 35SCaMV::C’_OsNUC1เม่ือยายปลูกใน
ภาวะปกติ (MS) และภาวะเค็ม (NaCl) ท่ีระยะเวลาตาง ๆ (mean ± SE)

ตัวอักษรภาษาอังกฤษในแนวต้ังแสดงถึงความเหมือนหรือแตกตางกันทางสถิติเมื่อเปรียบเทียบโดยวธิี DMRT
(P<0.05) เมื่อเปรียบเทียบระหวางขอมลูในชวงเวลาเดียวกัน
nsหมายถึง คาเฉล่ียในชุดการทดลองตาง ๆ ไมมีความแตกตางกันทางสถิติเมื่อเปรียบเทียบระหวางขอมูลในชวงเวลา
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 (ตอ) น้ําหนักแหงของ Arabidopsis ดัดแปรพันธุกรรมท่ีไดรับการถายยีนท่ีถอดรหัสให
โมทิฟของ OsNUC1รูปแบบ (E) 35SCaMV::C’_OsNUC1 เม่ือยายปลูกในภาวะ
ปกติ (MS) และภาวะเค็ม (NaCl) ท่ีระยะเวลาตาง ๆ (mean ± SE)

ตัวอักษรภาษาอังกฤษในแนวต้ังแสดงถึงความเหมือนหรือแตกตางกันทางสถิติเมื่อเปรียบเทียบโดยวธิี DMRT
(P<0.05) เมื่อเปรียบเทียบระหวางขอมลูในชวงเวลาเดียวกัน
nsหมายถึง คาเฉล่ียในชุดการทดลองตาง ๆ ไมมีความแตกตางกันทางสถิติเมื่อเปรียบเทียบระหวางขอมูลในชวงเวลา
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 (ตอ) อัตราการเจริญเติบโตสัมพัทธของ Arabidopsis ดัดแปรพันธุกรรมท่ีไดรับการถาย
ยีนท่ีถอดรหัสใหโมทิฟของ OsNUC1 รูปแบบ (E)35SCaMV::C’_OsNUC1 เม่ือยาย
ปลูกบนอาหารภายใตภาวะปกติและภาวะเค็มเปนเวลา 6 วัน (mean ± SE)

ตัวอักษรภาษาอังกฤษในแนวต้ังแสดงถึงความเหมือนหรือแตกตางกันทางสถิติเมื่อเปรียบเทียบโดยวธิี DMRT
(P<0.05) เมื่อเปรียบเทียบระหวางขอมลูในชวงเวลาเดียวกัน
nsหมายถึง คาเฉล่ียในชุดการทดลองตาง ๆ ไมมีความแตกตางกันทางสถิติเมื่อเปรียบเทียบระหวางขอมูลในชวงเวลา
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 (ตอ) ความยาวรากแกวของ Arabidopsis ดัดแปรพันธุกรรมท่ีไดรับการถายยีนท่ีถอด
รหัสใหโมทิฟของ OsNUC1 รูปแบบ (E) 35SCaMV::C’_OsNUC1 เม่ือยายปลูกใน
ภาวะปกตแิละภาวะเค็มท่ีระยะเวลาตาง ๆ (mean ± SE)

ตัวอักษรภาษาอังกฤษในแนวต้ังแสดงถึงความเหมือนหรือแตกตางกันทางสถิติเมื่อเปรียบเทียบโดยวธิี DMRT
(P<0.05) เมื่อเปรียบเทียบระหวางขอมลูในชวงเวลาเดียวกัน
nsหมายถึง คาเฉล่ียในชุดการทดลองตาง ๆ ไมมีความแตกตางกันทางสถิติเมื่อเปรียบเทียบระหวางขอมูลในชวงเวลา
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



137

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 ลําดับนิวคลีโอไทดของ Full-length_OsNUC1 cDNA (AK103446) และ
C’_OsNUC1 cDNA (AK063918, ตัวหนา) ท่ีแสดงถึงตําแหนงและลําดับนิวคลีโอ
ไทดของไพรเมอร FL_OsNUC และ N_OsNUC (ขีดเสนใต) ท่ีใชในตรวจสอบชุด
โครงสรางยีน (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 ท่ีใชสําหรับถายชุดโครงสรางยีน (I): pJim19::rd29A::full-length_
OsNUC1 และ (II): pJim19::rd29A::N’_OsNUC1 ตามลําดับ เขาสู 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 (ตอ) การเทียบเรียงลําดับนิวคลีโอไทด (Pairwise sequence alignment) ของ colony
E และ B ท่ีใชสําหรับถายชุดโครงสรางยีน (I): pJim19::rd29A::full-length_
OsNUC1 และ (II): pJim19::rd29A::N’_OsNUC1 ตามลําดับ เขาสู WT
Arabidopsis thaliana L.

CCCGACCGACTACTAATAATAGTAAGTTACATTTTAGGATGGAATAAATATCATACCGACATCAGTTTGAAAGAAAAGGGAAAAAAAGAAAAAA
TAAATAAAAGATATACTACCGACATGAGTTCCAAAAAGCAAAAAAAAAGATCAAGCCGACACAGACACGCGTAGAGAGCAAAATGACTTTGAC
GTCACACCACGAAAACAGACGCTTCATACGTGTCCCTTTATCTCTCTCAGTCTCTCTATAAACTTAGTGAGACCCTCCTCTGTTTTACTCACAA
ATATGCAAACTAGAAAACAATCATCAGGAATAAAGGGTTTGATTACTTCTATTGGAAAGAAAAAAATCTTTGGACC

ภาพท่ี ค-3 ตําแหนง cis-elements ของ rd29A promoter ไดแก DRE/CRT (dehydration-
reponsive/C-repeat elements) และ ABRE (ABA-responsive element)

DRE/CRT
DRE/CRT

ABRE
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ภาพท่ี ค-4 ความยาวรากแกวของ Arabidopsis ดัดแปรพันธุกรรมสายพันธุตาง ๆ หลังยาย
ปลูกบนอาหารก่ึงแข็ง MS (ภาวะปกต)ิ เปนระยะเวลา 6 วัน
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ภาพท่ี ค-5 ความยาวรากแกวของ Arabidopsis ดัดแปรพันธุกรรมสายพันธุตาง ๆ หลังยาย
ปลูกบนอาหารก่ึงแข็ง MS ท่ีเติม NaCl 100 mM (ภาวะเค็ม) เปนระยะเวลา 6 วัน
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