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การถ่ายยีน flavanone 3-hydroxylase (F3H) ด้วยเทคนิค RNA interference (RNAi) เข้าสู่
บัวหลวง (Nelumbo nucifera Geartn.) โดยใช้เครื่องยิงอนุภาค

RNAi-Mediated Silencing of the Flavanone 3-Hydroxylase Gene into Nelumbo nucifera 
Geartn. Using Particle Bombardment
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บทคัดย่อ
Flavanone 3-hydroxylase (F3H)  เป็นเอนไซม์ท่ีส�ำคญัในวิถีการสงัเคราะห์แอนโทไซยานนิ เก่ียวข้องกบัการ

เกิดสขีองดอกไม้ การศกึษาการถ่ายยีน F3H ในพลาสมดิ pJA8F3H เข้าสู่บัวหลวงพันธุ์บุณฑริก โดยใช้เครื่องยิงอนุภาค 
ซึง่จะกระตุน้ให้เกิดกระบวนการ RNA interference (RNAi) และมผีลต่อการยับย้ังการแสดงออกของยีน F3H  ภายหลังการ
ถ่ายยีนชิ้นส่วน  shoot cluster  จ�ำนวนทั้งหมด 105 ชิ้น คัดเลือกบนอาหารสูตร Murashige and Skoog (MS) ที่เติม 
Benzylaminopurine (BA) 50 ไมโครโมลาร์ ร่วมกับสารคัดเลือก glufosinate ammonium 10 มิลลิกรัมต่อลิตร  
เป็นเวลา 16 สัปดาห์ มีจ�ำนวนต้นที่รอด 27 ต้น  คิดเป็นเปอร์เซ็นต์การรอดชีวิต 28.35 เปอร์เซ็นต์ และเลือกต้นบัวหลวง
ทีส่มบรูณ์มาตรวจสอบการมอียู่ของยีนท้ังหมด 5 ต้น  ตรวจสอบการมอียู่ของยีน F3H และยีน phosphinothricin - acetyl 
transferrase (bar gene) ภายหลังจากการถ่ายยีน โดยวิธีพีซีอาร์ ด้วยชุดไพรเมอร์ F3H sense F และ F3H sense R 
ซึ่งมีความจ�ำเพาะกับยีน F3H พบว่าเกิดแถบ DNA ขนาด 308 คู่เบส ส่วนการตรวจสอบการมีอยู่ของยีน bar ด้วยชุด
ไพรเมอร์ bar gene F และ bar gene R ซึ่งมีความจ�ำเพาะกับยีน bar เป็นยนีคดัเลอืกในพชื พบว่าเกิดแถบ DNA ขนาด 
430 คู่เบส ซึ่งพบการมีอยู่ของยีนทั้งหมด 5 ต้น คิดเป็น 100 เปอร์เซ็นต์ น�ำมาตรวจสอบการแสดงออกของยนี  F3H  ด้วย
เทคนคิ RT-PCR ผลการตรวจสอบยีน F3H ด้วยชุดไพรเมอร์ที่มีความจ�ำเพาะกับยีน F3H ของบัวหลวงในต้นที่มีการ
ถ่ายโอนเวคเตอร์ pJA8F3H มีการแสดงออกที่ลดลงอย่างมากเมื่อเปรียบเทียบกับต้นบัวหลวงที่ไม่ได้รับการถ่ายยีน 

ค�ำส�ำคัญ : ฟลาวาโนนทรไีฮดรอกซเีลส แอนโทไซยานิน อาร์เอน็เออนิเตอร์เฟอเรนซ์

Abstract
Flavanone 3-hydroxylase (F3H) is an important enzyme in the synthesis anthocyanin pathway 

involved in color production in flower plants. In this study transformation of F3H gene in pJA8F3H plasmid 
which can stimulate the process of RNA interference (RNAi) and subsequently inhibits the expression of 
F3H, into lotus (Nelumbo nucifera Gaertn.) cv. Buntharik by particle bombardment was evaluated. After 
bombardment, 105 pieces of shoot clusters of lotus were selected on MS medium supplemented with 5µM 
BA and 10 mg/L glufosinate ammonium for 16 weeks. The results found that 27 pieces of shoot clusters 
survived (28.35%). And selection mature plants for existence detection gene 5 pieces. The PCR analysis 
of F3H gene was determined by primer F3H sense F and F3H sense R which specific to F3H gene of 308 
nucleotides and bar gene was determined by primer bar gene F and bar gene R which specific to gene 
phosphinothricin-acetyl transferase (bar gene) of 430 nucleotides. The result found that existence of gene 
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5 pieces total of 100 percent. The expression of F3H gene was detected by RT-PCR technique. The results 
showed that the expression of F3H gene reduced in transgenic plants comparing with the lotus  
non - transgenic plants. 
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บทน�ำ
บัวหลวง (Nelumbo nucifera Geartn.) เป็นพชืที่นับว่าเป็นสัญลักษณ์แห่งความดีงามในทางพระพุทธศาสนา 

ซึ่งนับตั้งแต่อดีตจนถึงปัจจุบันคนไทยยังนิยมน�ำดอกบัวมาใช้บูชาพระ (เสรมิลาภ, 2547)  ยากที่จะหาไม้ดอกชนิดอื่น
มาทดแทนได้ บวัหลวงมีถิ่นก�ำเนิดในเอเชียตะวันออกเฉียงใต้ (คณิตา, 2535) บัวหลวงเป็นไม้น�้ำประเภทล้มลุก อายุ
หลายปี น�ำ้ยางขาวเมือ่ถูกอากาศจะเป็นเส้นใย เหง้าและไหลอยู่ใต้ดินโคลน ก้านใบยาวและแข็งชข้ึูนเหนือระดับผวิน�ำ้ 
ลักษณะใบเกือบกลม ขอบใบเป็นคลื่น ดอกเป็นดอกเดี่ยว กลีบดอกร่วงเร็ว ฐานรองดอกเป็นรูปกรวย (สุรเชษฐและ
ปัญญา, 2535) สขีองดอกไม้เป็นลกัษณะท่ีดงึดดูทีส่ดุของไม้ดอกไม้ประดบั และเป็นปัจจยัหลกัในการก�ำหนดมลูค่าของ
ดอกไม้ ในประเทศไทยมีบัวหลวงอยู่เพียง 2 สี คือ บัวหลวงบุณฑริกสีขาวและบัวหลวงปทุมสีชมพู  ดงันัน้การพฒันาสี
ของดอกบัวหลวงให้มสีทีีแ่ปลกและไม่เคยมมีาก่อนในธรรมชาต ิจงึเป็นเป้าหมายหลกัในการปรบัปรงุพันธ์ุ (ค�ำรพ,  2553) 
ซึ่งสีของดอกไม้แต่ละชนิดมีความแตกต่างกันขึ้นอยู่กับชนิดของสารสี (pigment) เช่น กลุ่มฟลาโวนอยด์ คลอโรฟิลล์ 
แคโรทนีอยด์ และแอนโทไซยานนิ เป็นสารกลุม่หลกัทีใ่ห้สแีก่พืช มโีทนสีกว้างต้ังแต่สเีหลืองอ่อนจนถึงแดง ม่วงและน�ำ้เงนิ  
(มณฑิน,ี 2550) ยีน flavanone 3-hydroxylase (F3H) เป็นยีนทีส่�ำคญัในวิถีการสงัเคราะห์แอนโทไซยานิน ซึง่ให้สใีนดอกไม้
ต่างๆ (Qwens et al., 2008) การถ่ายโอนชิน้ส่วนของยีน F3H ในเวคเตอร์ pCR8-F3H เข้าสูเ่วคเตอร์ pJAWOHL8 
(pJA8F3H) ด้วยปฏิกิรยิา recombination reaction (LR) (ชยัวรกลุ, 2555)  โดยเวคเตอร์  pJAWOHL8  เป็นเวคเตอร์ที่
สามารถสร้าง RNA รปูแบบ inverted repeat ในเวคเตอร์ pJA8F3H  มยีีนคดัเลอืกในพืชคอื phosphinothricin acetyl 
transferase (bar gene) ซึง่ต้านทานต่อยาก�ำจดัวัชพืช basta (glufosinate amonium) (Figure. 1) ได้จากแบคทีเรยี 
Streptomyces hygroscopicus (Daud et al., 2009) ซึง่เมือ่ท�ำการถ่ายโอนยีน F3H เข้าสูพื่ช  จะกระตุน้ให้เกิดกระบวนการ  
RNAi ยับย้ังการแสดงออกของยีน F3H ในพืช โดยท�ำให้เกิดการสญูเสยีกิจกรรมของยีน F3H มผีลไปขดัขวางการสงัเคราะห์
สารกลุ่มแอนโทไซยานนิ ท�ำให้ดอกไม้มสีขีาว (Britsch et al., 1992) ในขณะที่ Ono et al. (2006) ได้ศึกษาการถ่ายยีน 4’CGT 
และยีน AS ร่วมด้วยการยับยั้งการแสดงออกของยีน dihydroflavonol 4-reductase (DFR)  ด้วยเทคนิค RNAi ผลคือ
ดอกแววมยุราเปลีย่นจากสม่ีวงเป็นสเีหลอืง ดงันัน้การเปลีย่นแปลงของวิถีสงัเคราะห์ฟลาโวนอยด์  จงึเป็นอกีทางเลอืกหนึง่
ในการเปลี่ยนแปลงสีของดอกไม้ที่มีข้อจ�ำกัดในการพัฒนาสายพันธุ์ได้  ดงันัน้งานวจิยันีจ้งึมวีตัถปุระสงค์เพือ่ศึกษายีน 
flavanone 3-hydroxylase ที่เกี่ยวข้องกับการสังเคราะห์สารในกลุ่มฟลาโวนอยด์ ภายหลังจากการถ่ายยีน F3H ด้วย
เทคนิค RNAi เข้าสู่บัวหลวงพันธุ์บุณฑริก ด้วยวิธีการถ่ายยีนโดยใช้เครื่องยิงอนุภาค 

Figure 1 T-DNA  of the pJA8F3H RNAi (F3Hi) plasmid construct containing bar gene and F3Hi gene under  

               the control of the CaMV35S promoter (ชยัวรกลุ 2555).  
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อุปกรณ์และวิธีการ
1. การฟอกฆ่าเชื้อ     

เก็บเมล็ดบัวหลวงพันธุ์บุณฑริกที่มีความสมบูรณ์เริ่มเปลี่ยนเป็นสีเขียวเข้ม น�ำมาล้างน�้ำให้สะอาดโดยใช้
น�้ำยาล้างจาน (sodium lauryl ether sulfate 3.5 เปอร์เซ็นต์) จากนั้นให้น�้ำไหลผ่านเป็นเวลา 30 นาที น�ำเมล็ดบัวมา
ฟอกด้วยแอลกอฮอล์ 70 เปอร์เซ็นต์  เป็นเวลา 2 นาที ตามด้วยคลอรอกซ์  50 เปอร์เซ็นต์ (sodium hypochloride 3.5 
เปอร์เซ็นต์) หยด Tween 2 หยด เป็นเวลา 20 นาที จากนั้นล้างด้วยน�้ำกลั่น 5 นาที 3 ครั้ง
2.  การชักน�ำให้เกิดแคลลัสและยอด

น�ำเมล็ดบัวท่ีผ่านการฟอกฆ่าเชื้อแล้วมาตัดเอาชิ้นส่วนตายอดจากคัพภะให้มีขนาด 3 มิลลิเมตร จากน้ัน 
เลี้ยงบนอาหาร Murashige and Skoog (MS) ท่ีเติม Thidiazuron (TDZ) 0.5 ไมโครโมลาร์ ร ่วมด้วย  
1-Naphthaleneacetic acid (NAA)  40  ไมโครโมลาร์ เป็นเวลา 2 เดือน เปลี่ยนอาหารทุกเดือน เพื่อชักน�ำให้เกิด
แคลลัส จากนั้นย้ายลงในอาหาร MS ที่เติม Benzylaminopurine (BA) 50 ไมโครโมลาร์ (รวีวธู, 2554) โดยเลี้ยงที่
อุณหภูมิ 25±2  องศาเซลเซียส ได้รับแสง 16 ชั่วโมงต่อวัน เพื่อชักน�ำให้เกิดยอดและเพิ่มปริมาณชิ้นส่วน 
3. การถ่ายยีน flavanone 3-hydroxylase (F3H) เข้าสู่พืชโดยเครื่องยิงอนุภาค

ท�ำการปรับสภาพ osmotic ของชิ้นส่วน shoot cluster โดยเลี้ยงบนอาหารแข็งสูตร MS ที่เติม  mannitol 2 
โมลาร์ และ sorbitol 2 โมลาร์ ตดักระดาษกรองรปูวงกลมเส้นผ่าศนูย์กลางขนาด 2.5 เซนตเิมตร วางไว้บนอาหาร แล้ว
น�ำชิ้นส่วน shoot cluster 21 ชิ้นส่วนต่อจาน จ�ำนวน  5 จาน รวมชิ้นส่วนทั้งหมด 105 ชิ้น วางไว้บนกระดาษกรองเป็น
เวลา 12-24 ชั่วโมง ก่อนการถ่ายยีน จากนั้นถ่ายยีนโดยเครื่องยิงอนุภาคท�ำตามวิธีของ Buathong et al. (2013) โดย
เครื่องยิงอนุภาค แบบ PDS 1000/He (BioRad, USA) น�ำจานเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อที่มีชิ้นส่วน shoot cluster ของบัว
หลวงมาวางบนชัน้วาง ให้อยู่ห่างจากระดบัยีนเป้าหมาย 9 เซนตเิมตร จากน้ันปรบัอากาศในตูยิ้งเป็นสญูญากาศจนถึง
ระดบั 26-28 น้ิวปรอท ใช้ความดันขนาด 1,100 ปอนด์ต่อตารางนิว้ ในการยิงอนภุาค น�ำเน้ือเย่ือทีผ่่านการถ่ายยนีแล้ว
มาเลี้ยงบนอาหารคัดเลือกสูตร  MS ที่เติม BA 50 ไมโครโมลาร์ และ glufosinate ammonium  10 มิลลิกรัมต่อลิตร 
เป็นเวลา 16 สัปดาห์  ท�ำการเปลี่ยนอาหารทุก 2 สัปดาห์ เลือกต้นบัวหลวงที่มีความสมบูรณ์สามารถเจริญเติบโตได้
ในอาหารคดัเลอืก จ�ำนวน 5 ต้น และต้นบวัหลวงปกตทิีไ่ม่ได้ผ่านการถ่ายยีนมาท�ำการตรวจสอบการมอียู่ของยีน และ
ตรวจสอบการแสดงออกของยีนต่อไป
4. การตรวจสอบการมีอยู่ของยีน F3H และยีน bar gene ด้วยวิธีพีซีอาร์
             4.1 การเตรียม DNA

เตรยีมเนือ้เย่ือใบของบวัหลวงพันธ์ุบณุฑรกิ ทีไ่ม่ผ่านและผ่านการถ่ายโอนของเวคเตอร์ pJA8F3H  40-50 มลิลกิรมั 
บดละเอยีดด้วยไนโตรเจนเหลวและสกัดแยก DNA ตามวิธีการของ Doyle and Dickson (1987) ละลายตะกอนด้วย 
TE-buffer น�ำไปตรวจสอบ ด้วยวิธีการ gel electrophoresis และวัดปริมาณและคณุภาพ DNA ด้วยเครือ่งวัดการดดูกลืน
แสงทีค่วามยาวคลืน่ 260 นาโนเมตร เก็บ DNA ท่ีเหลอืทีอ่ณุหภมู ิ-20 องศาเซลเซยีส
              4.2 การตรวจสอบการมอียู่ของยนี F3H (flavanone 3-hydroxylase)

เพ่ิมปรมิาณ DNA ของยีน F3H ของบวัหลวงพันธ์ุบณุฑรกิ โดยใช้ DNA ปรมิาณ 1 ไมโครลติร ส�ำหรบัปฏกิิรยิา 
พีซอีาร์ ปรมิาตร 20 ไมโครลติร ทีป่ระกอบด้วย dH

2
O ปรมิาตร 12.8 ไมโครลติร, 10x Taq buffer ปรมิาตร 2 ไมโครลติร, 

MgCl
2 

ความเข้มข้น 25  มิลลิโมลาร์ ปริมาตร 2 ไมโครลิตร, dNTP ความเข้มข้น 10  มิลลิโมลาร์ ปริมาตร  
1ไมโครลิตร, forward primer (F3H sense F 5’- GAG AAG CTC CGG TTC GAC AT -3’) ความเข้มข้น 10   
ไมโครโมลาร์ ปรมิาตร 0.5 ไมโครลติร, reverse primer (F3H sense R 5’- TAG TTC ACC ACC ATC TTC TGG -3’) ความ
เข้มข้น 10 ไมโครโมลาร์ ปรมิาตร 0.5 ไมโครลติร และ 5 U Taq DNApolymerase ปรมิาตร 0.2 ไมโครลติร (Fermentas, USA) 
ท�ำปฏกิิรยิาในเครือ่งพีซอีาร์ (Biometra, Germany) ท่ีอณุหภมู ิ94 องศาเซลเซยีส 5 นาที 1 รอบ, ที ่94 องศาเซลเซยีส 45 
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วินาที, 58 องศาเซลเซยีส 45 วนิาท,ี 72 องศาเซลเซยีส 50 วินาที 35 รอบ และ ที ่72 องศาเซลเซยีส 10 นาท ี1 รอบ ตรวจสอบ
ผลผลติพีซอีาร์ ด้วยวิธีการ gel electrophoresis เปรยีบเทียบกับแถบ DNA มาตรฐาน 1 Kb DNAladder (Fermentas, USA) 
              4.3  การตรวจสอบการมอียู่ของยีนคดัเลอืกในพืชคอื  phosphinothricin-acetyl transferrase (bar gene)

เพ่ิมปรมิาณ DNA ของยีน bar gene ของบวัหลวงพันธ์ุบณุฑรกิ โดยใช้ DNA ปรมิาณ 1 ไมโครลติร ส�ำหรบั
ปฏิกิรยิาพีซอีาร์ ปรมิาตร 20 ไมโครลติร ท่ีประกอบด้วย dH

2
O ปรมิาตร 12.8 ไมโครลติร, 10x Taq buffer ปรมิาตร   

2 ไมโครลติร, MgCl
2
 ความเข้มข้น 25  มลิลโิมลาร์ ปรมิาตร 2 ไมโครลติร, dNTP ความเข้มข้น 10  มลิลโิมลาร์ ปรมิาตร  

1 ไมโครลติร, forward primer (bar gene F 5’- TTG ACC GTG CTT GTC TGC AT -3’) ความเข้มข้น 10  ไมโครโมลาร์ 
ปรมิาตร 0.5 ไมโครลติร, reverse primer (bar gene R 5’- AAG GCG GGA AAC GAC AAT CT -3’) ความเข้มข้น  
10  ไมโครโมลาร์ ปรมิาตร  0.5 ไมโครลติร และ 5 U Taq DNA polymerase ปรมิาตร 0.2 ไมโครลติร (Fermentas, USA) ท�ำ
ปฏกิิรยิาในเครือ่งพีซอีาร์ (Biometra, Germany) ทีอุ่ณหภูม ิ94  องศาเซลเซยีส 5 นาท ี1 รอบ, ที ่94 องศาเซลเซยีส 45 วินาที, 
58 องศาเซลเซยีส 45 วินาที, 72 องศาเซลเซยีส 50 วินาที 35 รอบ และ ท่ี 72 องศาเซลเซยีส 10 นาท ี1 รอบ ตรวจสอบผลผลติ
พีซอีาร์ ด้วยวิธีการ gel electrophoresis เปรยีบเทียบกับแถบ DNA มาตรฐาน 1 Kb DNA ladder (Fermentas, USA)
5. การตรวจสอบปริมาณการแสดงออกของยีน F3H ด้วยวิธี Reverse transcription polymerase chain  
     reaction (RT-PCR)
             5.1 การเตรียม RNA

เตรยีมเนือ้เยือ่ใบของบวัหลวงพันธ์ุบณุฑรกิ ทีไ่ม่ผ่านและผ่านการถ่ายโอนของเวคเตอร์ pJA8F3H  100 มลิลกิรมั 
บดละเอยีดด้วยไนโตรเจนเหลว และสกัดแยก RNA ตามวิธีการของ Invitrap® Spin Plant RNA Mini Kit (Stratec molecular, 
Germany) น�ำไปตรวจสอบ ด้วยวธีิการ gel electrophoresis เปรยีบเทียบกับแถบ DNA มาตรฐาน 1 Kb DNA ladder 
(Fermentas, USA) และวัดปริมาณและคณุภาพ RNA ด้วยเครือ่งวัดการดดูกลนืแสงทีค่วามยาวคลืน่ 260 นาโนเมตร เก็บ 
RNA ทีอ่ณุหภมู ิ-80 องศาเซลเซยีส จากนัน้การก�ำจัด DNA ออกจาก RNA โดยใช้เอนไซม์ DNase I ตามวิธีการของ 
Thermo scientific (thermoscientific, EU)
              5.2 การสงัเคราะห์ complementary DNA (cDNA) จาก RNA โดยเอนไซม์ reverse transcriptase

สงัเคราะห์  cDNA โดยใช้ RNA ของบวัหลวงพันธ์ุบณุฑรกิ ทีไ่ม่ผ่านและผ่านการถ่ายโอนของเวคเตอร์ pJA8F3H 
ตามวิธีการของ RevertAid First Strand  cDNA Synthesis Kit (Fermentas, USA) โดยเตรยีมปฏิกิรยิา reverse transcription 
ในปรมิาตร 20 ไมโครลติร ประกอบด้วย DEPC ปรมิาตร 11.5 ไมโครลติร, 5x buffer RT ปรมิาตร 4 ไมโครลติร, dNTP 
ความเข้มข้น 40  มลิลโิมลาร์ ปรมิาตร 1 ไมโครลติร, Olido-dt primer  ความเข้มข้น 10 ไมโครโมลลาร์ ปรมิาตร 1 ไมโครลติร, 
40 unit/µl RibolockTM RNAse Inhibitor ปรมิาตร  0.5 ไมโครลติร, 200 unit/µl RevertAid Reverse Transcriptase ปรมิาตร 
1 ไมโครลติร และ RNA ของบวัหลวง ความเข้มข้น 1 ไมโครกรมัต่อไมโครลิตร ปริมาตร 1 ไมโครลติร ผสมสารท้ังหมดใน
หลอดขนาด 200 ไมโครลติร ให้เข้ากันดีแล้วน�ำไปท�ำปฏิกิริยาที่อุณหภูมิ 42 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 2 ชัว่โมง และที่
อณุหภูม ิ70 องศาเซลเซยีสเป็นเวลา 10 นาที เก็บ  cDNA ทีอ่ณุหภมู ิ-20 องศาเซลเซยีส
             5.3 การปรับความเข้มข้น cDNA เริ่มต้นให้เท่ากันด้วยปฏิกิริยาพซีอีาร์โดยใช้ยีน 18S rRNA เป็นยีนอ้างอิง

ปรบัความเข้มข้นของ  cDNA ทีส่งัเคราะห์ได้จากเนือ้เย่ือบวัหลวงพันธ์ุบณุฑรกิ ท่ีไม่ผ่านและผ่านการถ่ายโอนของ
เวคเตอร์ pJA8F3H โดยการเปรยีบเทยีบปรมิาณการแสดงออกของยีน 18S rRNA ด้วยปฏิกิรยิาพีซอีาร์โดยใช้  cDNA 
ปรมิาตรอย่างละ 1 ไมโครลติร เป็น DNA ต้นแบบ เตรยีมปฏกิิรยิาในปรมิาตร 20 ไมโครลติร ประกอบด้วย dH

2
O ปริมาตร 

12.8 ไมโครลิตร, 10x Taq buffer ปริมาตร 2 ไมโครลิตร, MgCl
2
 ความเข้มข้น 25  มิลลิโมลาร์ ปริมาตร  

2 ไมโครลติร, dNTP ความเข้มข้น 10  มลิลโิมลาร์ ปรมิาตร 1 ไมโครลติร,  cDNA ของบัวหลวง ปริมาตร 1 ไมโครลติร, 5 
unit/µl Taq DNApolymerase (Fermentas, USA) ปริมาตร 0.2 ไมโครลิตร, forward primer (18-SF primer  
5’- GGCTCGAAGACGATCAGATACCG-3’) ความเข้มข้น 10 ไมโครโมลาร์ ปริมาตร 0.5 ไมโครลติร และ reverse 
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primer (18-SF primer 5’GTACAAAGGGCAGGGACGTAGTCAA-3’) ความเข้มข้น  10  ไมโครโมลาร์ ปริมาตร  
0.5 ไมโครลติร ผสมแลว้น�ำไปท�ำปฏกิริยิาด้วยเครือ่งพซีีอาร์ โดยตัง้อณุหภมูิ 1 รอบ ทีอ่ณุหภมู ิ 94  องศาเซลเซยีส 5 นาท,ี 
24 รอบ ที ่ 94 องศาเซลเซยีส 45 วินาที, 58 องศาเซลเซยีส 45 วินาที, 72องศาเซลเซยีส 50 วินาที และ 1 รอบ ท่ี 72  
องศาเซลเซยีส 10 นาท ีตรวจสอบขนาดและความเข้มของแถบ DNA ของผลผลติพซีอีาร์ของยีน 18S rRNA ด้วยวิธีการ 
gel electrophoresis เปรยีบเทยีบกับแถบ DNA มาตรฐาน 1 Kb DNA ladder (Fermentas, USA)
               5.4  การตรวจสอบปรมิาณการแสดงออกของยีน F3H (flavanone 3-hydroxylase)

สงัเคราะห์ยีน F3H จาก  cDNA ของบวัหลวงพันธ์ุบณุฑรกิ โดยใช้  cDNA ปรมิาณ 1 ไมโครลติร ส�ำหรบัปฏิกิรยิา
พีซีอาร์ ปริมาตร 20 ไมโครลิตร ท่ีประกอบด้วย dH

2
O ปริมาตร 12.8 ไมโครลิตร, 10x Taq buffer ปริมาตร  

2 ไมโครลติร, MgCl
2
 ความเข้มข้น 25  มลิลโิมลาร์ ปรมิาตร 2 ไมโครลติร, dNTP ความเข้มข้น 10  มลิลโิมลาร์ ปรมิาตร  

1 ไมโครลิตร, forward primer (F3H sense F 5’- GAG AAG CTC CGG TTC GAC AT -3’) ความเข้มข้น 10   
ไมโครโมลาร์ ปรมิาตร 0.5 ไมโครลติร, reverse primer (F3H sense R 5’- TAG TTC ACC ACC ATC TTC TGG -3’) ความ
เข้มข้น 10  ไมโครโมลาร์ ปรมิาตร  0.5 ไมโครลติร และ 5 U Taq DNApolymerase ปรมิาตร 0.2 ไมโครลติร (Fermentas, USA) 
ท�ำปฏกิิรยิาในเครือ่งพีซอีาร์ (Biometra, Germany) ท่ีอณุหภมู ิ94 องศาเซลเซยีส 5 นาที 1 รอบ, ที ่94 องศาเซลเซยีส 45 
วินาที, 58 องศาเซลเซยีส 45 วินาที, 72 องศาเซลเซยีส 50 วินาที 35 รอบ และท่ี 72 องศาเซลเซยีส 10 นาที 1 รอบ ตรวจสอบ
ผลผลติพีซอีาร์ ด้วยวธีิการ gel electrophoresis เปรยีบเทยีบกับแถบ DNA มาตรฐาน 1 Kb DNA ladder (Fermentas, USA)

ผลการทดลองและวิจารณ์
ภายหลังจากการถ่ายยีน flavanone 3-hydroxylase ด้วยเทคนิค RNAi เข้าสู่บัวหลวงพันธุ์บุณฑริก ด้วยวิธี

การถ่ายยีนโดยใช้เครื่องยิงอนุภาค โดยชิ้นส่วน shoot cluster ที่ท�ำการถ่ายโอนพลาสมิด 21 ชิ้นต่อจาน จ�ำนวน 5 
จาน รวมชิ้นส่วนทั้งหมด 105 ชิ้น จากนั้นน�ำเนื้อเยื่อที่ผ่านการถ่ายยีนแล้วมาเลี้ยงบนอาหารคัดเลือกสูตร  MS ที่เติม 
BA 50 ไมโครโมลาร์ ร่วมกับ glufosinate ammonium 10 มิลลิกรัมต่อลิตร เป็นเวลา 16 สัปดาห์ โดยเปลี่ยนอาหาร
ทุก 2 สัปดาห์ เมื่อพิจารณาผลของจ�ำนวนยอดเฉลี่ยต่อชิ้นพบว่าในสัปดาห์ที่ 14 มีจ�ำนวนยอดเฉลี่ยต่อชิ้นมากที่สุด 
คือ 2.50±0.65 ยอด ส่วนในสัปดาห์ที่ 2 มีจ�ำนวนยอดเฉลี่ยต่อชิ้นน้อยที่สุด คือ 1.90±0.44 ยอด เมื่อพิจารณาผลของ
ความยาวยอดเฉลี่ยต่อชิ้น พบว่าในสัปดาห์ที่ 14 มีความยาวยอดเฉลี่ยมากที่สุด คือ 1.14±0.23 เซนติเมตร ส่วนใน
สัปดาห์ที่ 2 มีความยาวยอดเฉลี่ยน้อยที่สุด คือ 0.82±0.16 เซนติเมตร และเปอร์เซ็นต์การรอดชีวิตในสัปดาห์ที่ 2 มาก
ที่สุด คือ 64.05 เปอร์เซ็นต์ ส่วนในสัปดาห์ที่ 16 มีเปอร์เซ็นต์การรอดชีวิตน้อยที่สุด คือ 28.35 เปอร์เซ็นต์ (Table 1)

Table 1 Average number of shoot, shoot length (cm), number of plant survival and percentage of plant  
              survival after gene transformation by particle bombardment technique on MS supplemented with  
              50µM BA and 10mg/l glufosinate ammonium.
        Weeks              2		    4	    6	      8               10             12               14	         16              

number of shoot 1.90±0.44  2.24±0.30  2.48±0.39  2.18±0.50  2.38±0.33  2.35±0.63  2.50±0.65 2.47±0.67
shoot length(cm)0.82±0.16  0.83±0.16  0.96±0.13  0.97±0.13  1.04±0.13  1.13±0.20  1.14±0.23 1.20±0.19
plant survival            61              55              47              43               40              27              27              27
% plant survival     64.05         57.77          49.35        45.15          42.00          28.35        28.35         28.35
1/total number 105 pieces
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ผลการตรวจสอบการมีอยู่ของยีน F3H และยีน bar ด้วยวิธีพีซีอาร์	 	  
   	 ภายหลงัจากการถ่ายยีน F3H ด้วยเทคนิค RNAi เข้าสูบ่วัหลวงพันธ์ุบณุฑรกิ ด้วยวธิกีารถ่ายยีนโดยใช้เครือ่ง
ยิงอนภุาค เลอืกต้นบวัหลวงทีม่คีวามสมบรูณ์สามารถเจรญิเติบโตได้ในอาหารคัดเลอืก จ�ำนวน 5 ต้น และต้นบวัหลวง
ปกตทิีไ่ม่ได้ผ่านการถ่ายยีนมาสกัด DNAแล้วน�ำ DNAทีไ่ด้มาตรวจสอบการมอียู่ของยีน ด้วยไพรเมอร์ทีม่คีวามจ�ำเพาะ
ยีน F3H และยีน bar ด้วยวิธีพีซีอาร์ จากนั้นตรวจสอบผลผลติพซีอีาร์ 

จากผลการตรวจสอบการมีอยู่ของยีน ซึ่งพบการมีอยู่ของยีน F3H และยีน bar  ทั้งหมดที่เลือกมา 5 ต้น คิด
เป็น 100 เปอร์เซ็นต์  โดยการมีอยู่ของยีน F3H  ด้วยชุดไพรเมอร์ F3H sense F และ F3H sense R ซึ่งมีความจ�ำเพาะ
กับยีน flavanone 3-hydroxylase (F3H) พบว่าเกิดแถบ DNA 2 แถบ แถบด้านล่างเป็น primer dimer และแถบด้าน
บน DNA ของยีน F3H ขนาด 308 คู่เบส ของต้นบัวที่ไม่ได้รับการถ่ายยีนและต้นบัวหลวงท่ีได้รับการถ่ายยีนโดย 
พลาสมิด ซึ่งมีขนาดเท่ากับแถบ DNA ที่สังเคราะห์ได้จากพีซีอาร์ของพลาสมิด pJA8F3H (Figure 2) ส่วนการ 
ตรวจสอบการมีอยู่ของยีน bar  ด้วยชุดไพรเมอร์ bar gene F และ bar gene R  ซึ่งมีความจ�ำเพาะกับยีน  
phosphinothricin-acetyl transferrase (bar gene) เป็นยนีคดัเลอืกในพชื  พบว่าเกิดแถบ DNA ขนาด 430 คู่เบส ของต้น
บัวหลวงที่ได้รับการถ่ายยีนโดยพลาสมิด  ซึ่งมีขนาดเท่ากับแถบ DNA ท่ีสังเคราะห์ได้จากพีซีอาร์ของพลาสมิด 
pJA8F3H ส่วนต้นบัวหลวงที่ไม่ได้รับการถ่ายยีนโดยพลาสมิดไม่พบการมีอยู่ของยีน bar (Figure 3) ซึ่งสอดคล้องกับ
งานวิจัยของ  Malabadi and Nataraja. (2007) ได้ท�ำการทดลองถ่ายโอนพลาสมิด pAHC25 มียีนคัดเลือกยีน bar 
เข้าสู่ embryogenic ของต้นสน  (Pinus wallichiana)  ผลการทดลองพบว่าเมื่อน�ำไปทดสอบพีซีอาร์กับยีน bar พบ
มากถึง 52 เปอร์เซ็นต์ ในต้นที่ได้รับการถ่ายโอนพลาสมิดพบชิ้นยีน bar ที่มีความยาว 430 คู่เบสเมื่อเปรียบเทียบกับ
ต้นควบคุม และสอดคล้องกับงานวิจัยของ  Lohar et al. (2001) ได้ท�ำการถ่ายโอนพลาสมิด pTAB10 ซึ่งต้านทานต่อ
ยีน Phophinothricin acetyl transferase (basta) เข้าไปในต้นถ่ัว Lotus japonicas โดยใช้ Agrobacterium 
tumefaciens ทดสอบโดยวิธี PCR ที่ออกแบบไพรเมอร์ให้มีความจ�ำเพาะต่อยีน bar พบว่าต้นที่ได้รับการถ่ายโอน 
พลาสมิดพบชิ้นยีน bar ที่มีความยาว 310 คู่เบส สามารถเจริญได้ในอาหารคัดเลือกที่มีสารก�ำจัดวัชพืช basta ความ
เข้มข้น 15 มิลลิกรัมต่อลิตร

 

Figure 2  PCR analysis of the transformation plants by F3H specific primers (308bp) (a) marker 1 kb ladder;  
         (b) no template; (c) control with non transformation plant; (d) positive control pJA8F3H  
               plasmid; (e-i) transformant plants.
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Figure. 3  PCR analysis of the transformant plants by bar gene specific primers (430bp) (a) marker 1 
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ผลการตรวจสอบปรมิาณการแสดงออกของยีน F3H ด้วยวธิ ีReverse transcription polymerase chain reaction 
(RT-PCR)

จากผลการตรวจสอบการมอียู่ของยนี  F3H และ ยีน bar  ด้วยเทคนคิพีซอีาร์แล้ว เพ่ือเป็นการยืนยันการแสดงออก
ของยีน  F3H จงึท�ำการตรวจสอบด้วยการใช้เทคนคิ RT-PCR โดยการสกัด RNA ของบวัหลวงในต้นท่ีได้รบัการถ่ายยีน 
และต้นทีไ่ม่ได้รบัการถ่ายยีน แล้วท�ำการเปลีย่น mRNA เป็น complementary DNA โดยใช้เอนไซม์ reverse transcriptase  
จากน้ันปรบัความเข้มข้นของ  cDNA เริม่ต้นให้เท่ากัน โดยเปรยีบเทยีบจากความเข้มของแถบ DNA ของยีน 18s rRNA   
ตรวจสอบด้วยวิธีการ gel electrophoresis จากน้ันน�ำ  cDNA ทีไ่ด้จากการปรบัความเข้มข้นให้เท่ากันข้างต้นแล้วท�ำพีซอีาร์ 
โดยใช้  cDNA เป็น DNA แม่แบบ ด้วยไพรเมอร์ที่มีความจ�ำเพาะยีน F3H เพ่ือตรวจสอบปรมิาณการแสดงออกของยีน  

ผลการตรวจสอบการแสดงออกของยีน F3H  ด้วยชุดไพรเมอร์ท่ีมีความจ�ำเพาะกับยีน F3H  ของต้น 
บัวหลวงท่ีได้รับการถ่ายโอนเวคเตอร์ pJA8F3H มีการแสดงออกท่ีลดลงอย่างมากเมื่อเปรียบเทียบกับต้น 
บวัหลวงทีไ่ม่ได้รบัการถ่ายยีนมปีรมิาณการแสดงออกของยนี F3H อย่างมาก (Figure 4) ซึง่สอดคล้องกับงานวจิยัของ 
Jiang et al. (2013) การศึกษาโครงสร้าง RNAi gene-silencing vector ที่มี F3H RNAi vector ฉีดเข้าไปในผลของส
ตอเบอรี่ภายหลังจากการปฏิสนธิ 14 วัน จากนั้นท�ำการทดสอบ RT-PCR ผลการทดลองได้แสดงว่ายีน F3H  
มีการลดลงประมาณ 70 เปอร์เซ็นต์ เมื่อเปรียบเทียบกับควบคุม และสอดคล้องกับงานวิจัยของ Nagamatsu et al. 
(2009) ได้ท�ำการศึกษาการแสดงออกของยีน F3′H ด้วยเทคนิด RNAi ในถ่ัวเหลอืง (Glycine max) ท�ำการสกัด RNA 
จากส่วนของใบมาตรวจ โดยวิธี RT-PCR พบว่าต้นถ่ัวเหลืองที่ได้รับการถ่ายเวคเตอร์ CMV-A1:sF3′H1 (RNAi)  
มกีารแสดงออกของยนี sF3′H1 ท่ีลดลงและพบการสะสมของยีน sF3′H1 ท่ีเพ่ิมข้ึนในต้นพืชทีไ่ม่ได้รบัการถ่ายของ
เวคเตอร์ ซึง่บ่งบอกได้ว่าการยับย้ังการแสดงออกของยีน F3H ด้วยเทคนคิ RNAi เป็นเทคนคิท่ีมปีระสทิธิภาพและเป็นเทคนคิ
ทีใ่ช้การอย่างแพร่หลายในการสร้างพืชตดัแต่งพันธุกรรม
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Figure 4 RT-PCR analysis of the transformant plants using the reference 18S rRNA gene by F3H specific  
          primers(308bp) (a) marker 1 kb ladder; (b) no template; (c) control with non transformant  
                plants; (d-h) transformant plants.

สรุปผลการทดลอง
ผลการถ่ายยีน F3H  ด้วยเทคนิค RNAi เข้าสูบ่วัหลวงพันธ์ุบณุฑรกิ ด้วยวิธีการถ่ายยีนโดยใช้เครือ่งยิงอนุภาค 

ชิ้นส่วน shoot cluster ทั้งหมด 105 ชิ้น  ในสัปดาห์ที่ 16 พบว่าจ�ำนวนต้นที่รอด 27 ต้น คิดเป็น 28.35 เปอร์เซ็นต์   จาก
ผลการตรวจสอบการมีอยู่ของยีน  F3H และยีน bar  ที่เลือกมา 5 ต้น พบการมีอยู่ของยีนทั้งหมด 5 ต้น คิดเป็น 100 
เปอร์เซ็นต์ ตรวจสอบยีน F3H เกิดแถบ DNAขนาด 308 คู่เบส ของต้นบัวที่ไม่ได้รับการถ่ายยีนและต้นบัวหลวงที่ได้
รับการถ่ายยีนโดยพลาสมิด ซึ่งมีขนาดเท่ากับแถบ DNA ที่สังเคราะห์ได้จากพีซีอาร์ของพลาสมิด pJA8F3H ส่วนการ
ตรวจสอบการมีอยู่ของยีน bar  พบว่าเกิดแถบ DNA ขนาด 430 คู่เบส ของต้นบัวหลวงที่ได้รับการถ่ายโอนพลาสมิด 
pJA8F3H  ซึ่งมีขนาดเท่ากับแถบ DNA ที่สังเคราะห์ได้จากพีซีอาร์ของพลาสมิด pJA8F3H ส่วนต้นบัวหลวงที่ไม่ได้
รับการถ่ายยีนโดยพลาสมิดไม่พบการมีอยู่ของยีน bar  การตรวจสอบการแสดงออกของยีน F3H  ด้วยวิธี RT-PCR 
ชุดไพรเมอร์ที่มีความจ�ำเพาะกับยีน F3H  ของบัวหลวงในต้นทีการถ่ายโอนเวคเตอร์ pJA8F3H มีการแสดงออกที่ลด
ลง เมื่อเปรียบเทียบกับต้นบัวหลวงที่ไม่ได้รับการถ่ายยีนมีปริมาณการแสดงออกของยีน F3H อย่างมาก 
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