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 หากใหยกตัวอยางสิ่งมีชีวิตตนแบบ (model 

organism) ที่รูจัก หลายๆ ทานคงจะนึกยอนไปถึง

สมัยเรียนวิชาพันธุศาสตร ที่ถูกบังคับใหตรวจสอบ

การถายทอดลกัษณะสตีา หรอืลกัษณะปกของแมลงหวี ่

Drosophila melanogaster หรือบางทานอาจจะเคย

โคลนยีนเขาสูแบคทีเรีย Escherichia coli เพื่อตรวจ

สอบการทำงานของโปรตีนที่ตองการ หรือทานที่

ศึกษากระบวนการตางๆ ภายในเซลลของยูแคริโอต 

ก็อาจจะเลือกใชยีสต Saccharomyces cereviseae 

สวนท านที่ทำงานวิจั ยทางด านพืชก็คงคุน เคย 

กับพืชในตระกูลมัสตารดที่มีชื่อวา อะราบิดอปซิส  

(Arabidopsis thaliana) เปนอยางดี จะสังเกตไดวา 

สิ่งมีชีวิตตนแบบที่กลาวมานี้ มีคุณลักษณะที่เหมือน

กันหลายอยาง ซึ่งทำใหเปนที่นิยมใชในงานวิจัย ยก

ตัวอยางเชน มีขนาดเล็กทำใหไมตองใชพื้นที่มากใน

การเพาะเลี้ยง หรือเจริญเติบโตไดเร็ว และมีวัฏจักร

ชีวิตสั้น ทำใหยนเวลาในการติดตามการถายทอด

ลักษณะจากรุนหนึ่งสูอีกรุนหนึ่ง และที่สำคัญในขณะ

นี้ก็คือ มีฐานขอมูลลำดับเบสจีโนมที่สามารถเขาไป

ใชตรวจสอบหายีนที่สนใจ ซึ่งมีประโยชนอยางมาก

ในการศึกษาทางพนัธุศาสตรระดับโมเลกุล 
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 สิ่งมีชีวิตตนแบบอีกชนิดหนึ่งซึ่งอาจไมเปนที่

คุนเคยนัก แตมีบทบาทสำคัญในงานวิจัยหลายๆ ดาน

มาเปนเวลานาน ไมวาจะเปนงานวิจัยเกี่ยวกับการ

สงัเคราะหแสง การสรางคลอโรพลาสต การสงสญัญาณ

และปรบัตวัใหเขากบัสภาพแวดลอม กลไกการทำงาน

ของฟลาเจลลา การซอมแซมดีเอ็นเอ จังหวะวงจร

ชีวิต ฯลฯ และที่สำคัญสิ่งมีชีวิตชนิดนี้กำลังมีบทบาท

สำคัญมากขึ้น ในยุคที่การวิจัยและพัฒนาพลังงานทาง

เลือกเปนสิ่งจำเปน เชนในการพัฒนาแหลงพลังงาน

ไบโอดเีซล หรอืพลงังานไฮโดรเจน สิง่มชีวีติทีก่ลาวถงึนี้

กค็อื สาหรายสเีขยีวแคลมโิดโมแนส (Chlamydomonas 

reinhardtii) ซึ่งเปนสาหรายเซลลเดียวที่มีขนาดยาว

ประมาณ 10 ไมครอน และกวางประมาณ 3 ไมครอน 

มีฟลาเจลลา 2 สายทางดานหนาสำหรับการเคลื่อนที่ 

มีคลอโรพลาสตขนาดใหญหนึ่งอันซึ่งกินเนี้อที่

ประมาณ 40% ของเซลล (Rochaix, 1995) และมี eye 

spot อยูที่ขอบดานหนึ่งของคลอโรพลาสต ทำหนาที่

ชวยรับแสงและทำใหเซลลรับรูวา ควรจะเคลื่อนที่ไป

ยังทิศทางใด สาหรายชนิดนี้สามารถเลี้ยงไดงายใน

หองปฏิบัติการ ทั้งในอาหารเหลวและอาหารวุน โดย

สามารถเจริญเติบโตโดยใชแสงเปนแหลงพลังงาน
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เพียงอยางเดียว (photoautotrophic) หรือใชแหลง

คารบอนอนิทรยีในรปูของแอซเีทตในอาหารเลีย้ง โดย

มแีสง (mixotrophic) หรอืไมตองมแีสง (heterotrophic) 

ก็ได เซลลโดยทั่วไปอยูในสภาพแฮพลอยด ซึ่งทำให

สามารถศึกษาฟโนไทปไดงายเมื่อเกิดการกลายพันธุ 

แตละเซลลจะมีแบบการผสมพันธุเปน mating type + 

(mt+) หรือ mating type – (mt-) อยางใดอยางหนึ่ง

ตลอดชวีติ ซึง่จะสามารถเหนีย่วนำใหเกดิการสบืพนัธุ

แบบอาศัยเพศ เพื่อติดตามการถายทอดลักษณะใน 

รุนลูกได 

 วัฏจักรชีวิตของแคลมิโดโมแนส (Figure 1) 

เริ่มจากเซลลในสภาพแฮพลอยด ซึ่งจะแบงเซลล

ไมโทซิสทุกๆ 8 ชั่วโมงถามีแอซีเทตในอาหารเลี้ยง 

หรือประมาณ 10-12 ชั่วโมงถาไมมีคารบอนจาก

อาหาร แตเมื่อสภาวะการเจริญไมเหมาะสม เชน เมื่อ

มีการขาดธาตุไนโตรเจน เซลลจะเขาสูกระบวนการ

เปลีย่นเปนเซลลสบืพนัธุ (gametogenesis) ซึง่เปนการ

เปลี่ยนใหเซลลกลายเปนเซลลสืบพันธุ (gamete) โดย

แตละเซลลจะมกีารสราง mating ring ซึง่ประกอบดวย

โปรตีนแอกติน (actin) อยูใตเยื่อหุมเซลล หลังจาก

นั้นจะหลั่ง agglutinin ซึ่งเปนสารจำพวกไกลโค

โปรตีน เพื่อกระตุนการจับกันของฟลาเจลลาระหวาง

เซลลที่มี mating type ตรงขามกัน โดยเริ่มจากการใช

ปลายของฟลาเจลลามาแตะกัน จนกระทั่งฟลาเจลลา

ของทั้งสองเซลลสานเขาดวยกันทั้งสาย ทำใหเซลล

ทั้งสองเขามาอยูชิดกันและหลั่งเอนไซม autolysin 

เพื่อยอยผนังเซลล ทำใหเซลลทั้งสองสามารถรวมตัว

กันกลายเปนเซลลเดียวที่มีฟลาเจลลา 4 สาย เมื่อ

ฟลาเจลลาสลายไป เซลลจะสรางผนังเซลลที่มีความ

หนาเปนพเิศษเพือ่ปกปองไซโกตซึง่อยูในรปูดพิลอยด 

เมื่อสภาวะแวดลอมเหมาะสม ไซโกตจะแบงเซลล

ไมโอซิส เกิดเปนเซลลแฮพลอยด 4 เซลล ซึ่งแบง

เซลลไมโทซิสตอไป (Harris, 2001)    

 ก า รที่ มี วั ฏ จั ก รชี วิ ต คล า ยคลึ ง กั บ ยี สต 

Saccharomyces cereviseae ซึ่งงายตอการศึกษาและ

ติดตามผล จากการกลายพันธุจากชั่วรุนหนึ่งไปอีกชั่ว

รุนหนึ่ง ทำใหแคลมิโดโมแนสไดรับชื่ออยางไมเปน

ทางการอีกชื่อหนึ่งวา “ยีสตสีเขียว” (the green yeast) 

(Goodenough, 1992) หรือ “ยีสตสังเคราะหแสง”  

(photosynthetic yeast) (Rochaix, 1995) นอกเหนือ

จากนี้ สิ่งสำคัญที่ทำใหความนิยมในการใชสาหราย

แคลมิโดโมแนส เพิ่มขึ้นเปนอยางมาก คือการเริ่ม

โครงการหาลำดับเบสของ expressed sequence tag  

(EST) ในประเทศญี่ปุน (Asamisu et al., 1999; 2000) 

และในสหรัฐอเมริกา (Shrager et al., 2003) ซึ่งทำให

เกดิการสรางฐานขอมลูทีท่ำใหการศกึษาทางพนัธศุาสตร

ระดับโมเลกุลงายขึ้น และนำไปสูลำดับเบสทั้งจีโนม

ในป ค.ศ. 2007 (Merchant et al., 2007) 

 

Figure 1 Chlamydomonas life cycle 
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จีโนมทั้งสาม   

 เชนเดียวกับสิ่งมีชีวิตจำพวกยูแคริโอตอื่นๆ  

ที่สังเคราะหแสงได แคลมิโดโมแนสมีสามจีโนม คือ 

นิวเคลียส คลอโรพสาสต และไมโทคอนเดรีย  

โดยปกติแลวในระหวางการสืบพันธุแบบอาศัยเพศ 

เมื่อเซลลที่ เปนดิพลอยดแบงเซลลแบบไมโอซิส  

รุนลูกจำนวนครึ่งหนึ่งจะไดรับการถายทอดยีนจาก

นิวเคลียสจาก mt+ สวนอีกครึ่งหนึ่งจะไดรับจาก  

mt– ยกตัวอยางเชนการถายทอดยีนที่กำหนด mating 

type ซึ่งเปนยีนที่อยูในนิวเคลียส เปนผลใหครึ่งหนึ่ง

ของรุนลูกเปน mt+ และอีกครึ่งหนึ่งเปน mt– เสมอ 

แตในป ค.ศ. 1954 ไดมีรายงานเกี่ยวกับพันธุกลายที่

ทนตอยาปฏิชีวนะสเตรปโตไมซิน (Sager, 1954) 

โดยเมื่อสายพันธุที่ดื้อยาเปน mt+ ผสมกับสายพันธุ

ปกติ mt– รุนลูกจะดื้อยาทั้งหมด แตถาหากสายสาย

พันธุที่ดื้อยาเปน mt– ไดผสมกับสายพันธุปกติ mt+ 

รุนลูกทั้งหมดจะไมดื้อยา จึงสรุปไดวาความทนตอยา

ปฏิชีวนะสเตรปโตไมซินมีการถายทอดลักษณะทาง

เดียว (uniparental inheritance) และเปนการถายทอด

ลักษณะตาม mt+ ซึ่งตอมาไดพบวายีนนี้เปนยีนที่อยู

ในคลอโรพลาสตนั่นเอง (Harris et al., 1989) ในทาง

กลับกันการถายทอดยีนที่อยูในไมโทคอนเดรียนั้นจะ

ถายทอดจาก mt– ไปสูรุนลูกทั้งหมด โดยมีผูพบเปน

ครั้งแรกในการผสมพันธุระหวาง C. reinhardtii กับ 

C. smithii ซึ่งมีแผนที่การตัดโดยเอนไซมตัดจำเพาะ

ของไมโทคอนเดรียที่แตกตางกัน (Boynton et al., 

1987) หลังจากนั้นไดมีรายงานตามมาอีกหลายฉบับ

เกี่ยวกับพันธุกลายที่มีความผิดปกติในกระบวนการ

หายใจซึ่งควบคุมโดยยีนในไมโทคอนเดรีย (Matagne 

et al., 1989; Dorthu et al., 1992; Colin et al., 1995) 

ซึ่งสนับสนับสนุนขอสรุปของ Boynton et al. (1987) 

 ลำดบัจโีนมเปนหนึง่ในหวัใจสำคญั ทีท่ำใหงาน

วจิยัทางพนัธศุาสตรระดบัโมเลกลุในแคลมโิดโมแนส

พัฒนาอยางกาวกระโดด โดยลำดับเบสจีโนมของ

นิวเคลียสเปนจีโนมลาสุดที่มีการรายงาน (Merchant 

et al., 2007) จีโนมของนิวเคลียสมี 17 โครโมโซม  

มีความยาวรวมประมาณ 120 ลานคู และมีเปอรเซ็นต

ของเบส G และ C สูงถึง 64 จากการเปรียบเทียบ

ขอมูลลำดับเบสจีโนมกับฐานขอมูล EST พบวาลำดับ

เบสจโีนมนีม้คีวามสมบรูณถงึ 95% และเมือ่เปรยีบเทยีบ

ขอมูลจีโนมของแคลมิโดโมแนส กับจีโนมของ 

อะราบิดอปซิส และมนุษย พบวายีนบางกลุมมีความ

ใกลเคียงกับยีนจากพืชมาก แตยีนบางกลุมก็มีความ

ใกลเคียงกับยีนจากสัตวมากกวา จึงเปนที่มาของขอ

สันนิษฐานวา สาหรายนี้นาจะมีการวิวัฒนาการมา

จากบรรพบุรุษของพืชและสัตว หลังจากนั้นสายที่

ววิฒันาการเปนสตัวมกีารสญูเสยีความสามารถในการ

สงัเคราะหแสง สวนสายทีว่วิฒันาการมาเปนพชืกส็ญูเสยี

ความสามารถในการเคลื่อนที่ สวนแคลมิโดโมแนส

ยั งคงความสามารถบางอย างของทั้ งสองสาย

วิวัฒนาการ ดวยเหตุนี้ จึงมีความพยายามจัดกลุม

โปรตีนที่มีความจำเพาะตอสาหรายและพืชเทานั้น 

โดยคดัเลอืกเฉพาะโปรตนีทีพ่บทัง้ในแคลมโิดโมแนส 

สาหรายสีเขียว Ostreococcus spp. อะราบิดอปซิส 

และมอส Physcomitrella ซึ่งโปรตีนเหลานี้ไมพบใน

จีโนมของสิ่งมีชีวิตอื่นที่ไมสามารถสังเคราะหแสง 

โปรตีนในกลุมนี้ไดชื่อวา GreenCut ซึ่งประกอบไป

ดวยโปรตีน 349 ชนิด จากทั้งหมดนี้มีเพียง 135 ชนิด 

ที่เคยมีการศึกษาแลว สวนที่เหลืออีก 214 ชนิด ยังไม

ทราบการทำงานทีแ่นชดั โดยโปรตนีสวนใหญเกีย่วของ

กับการสังเคราะหแสง การสรางคลอโรพลาสตและ

ไทลาคอยด การถายทอดอเิลก็ตรอน การตรงึคารบอน 

และการสังเคราะหสารแอนติออกซิแดนต นอกจาก

โปรตนีในกลุม GreenCut แลว ยงัไดมกีารจดักลุมโปรตนี

ที่เรียกวา CiliaCut โดยฟลาเจลลาที่แคลมิโดโมแนส

ใชในการเคลื่อนที่และรับรูความเปลี่ยนแปลงของ

สภาวะแวดลอมก็คืออวัยวะเดียวกันกับซิเลียในสัตว 

เมื่อคัดเลือกเฉพาะโปรตีนที่พบในแคลมิโดโมแนส 

มนุษยและปรสิต Phytophthora spp. พบวามี 186 

ชนิด ซึ่งสามารถแบงออกไดเปนโปรตีนที่พบในซิเลีย

ที่ใชสำหรับเคลื่อนที่ และโปรตีนที่พบในซิเลียที่ไม

สามารถเคลื่อนที่ได 
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 จีโนมของคลอโรพลาสตในแคลมิโดโมแนส  

มีลักษณะเปนวงกลม มีจำนวนประมาณ 80 จีโนมใน

แตละเซลล มีจำนวนเบส A และ T มาก ซึ่งทำใหมี

ความหนาแนนต่ำกวาจีโนมของนิวเคลียส (Rochaix, 

1995) การหาลำดับเบสของจีโนมคลอโรพลาสตเสร็จ

สมบูรณในป ค.ศ. 2002 (Maul et al., 2002) โดย 

จีโนมมีขนาด 203,395 คูเบส ประกอบไปดวยยีน  

99 ยีน ซึ่งถือไดวามีขนาดเล็ก เมื่อเทียบกับพืชและ

สาหรายสีเขียวชนิดอื่น (Simpson and Stern, 2002) 

หรือเมื่อเทียบกับไซยาโนแบคทีเรีย Synechocystis sp. 

PCC 6803 ซึง่ม ี3,168 ยนี (Kakeko and Tabata, 1997) 

และถือไดว า เปนตนกำเนิดของคลอโรพลาสต 

เนื่องจากโดยทั่วไปยีนที่ไมพบในคลอโรพลาสตแต

ยงัจำเปนในการดำรงชวีติ จะมกีารถายโอนเขาสูจโีนม

ของนวิเคลยีส ซึง่ในกรณขีองแคลมโิดโมแนส ดเูหมอืน

วาจำนวนยีนที่ถูกถายโอนจากรุนสูรุนผานทาง 

คลอโรพลาสต จะมีมากกวาสาหรายหรือพืชชนิดอื่น 

แสดงใหเห็นถึงอัตราการถายโอนยีนที่สูงกวาปกติ  

(Maul et al., 2002) นอกจากจำนวนยีนที่นอยแลว 

ลกัษณะพเิศษอกีประการหนึง่ของจโีนมคลอโรพลาสต

นี้คือ การมีชวงเบสซ้ำที่เรียกวา short dispersed 

repeat (SDR) ซึ่งพบมากในบริเวณที่อยูระหวางยีน

และกระจายอยูทั่วจีโนม จำนวนของ SDR มีสัดสวน

ถึง 20% ของจีโนม แตในปจจุบันยังไมพบการทำงาน

หรือความสำคัญที่แนชัด แตมีผูสัณนิษฐานวา SDR 

อาจมคีวามสำคญัทางววิฒันาการโดยจโีนมทีม่ ี SDR มาก

จะมี genome rearrangement มากเชนกัน ซึ่งเปนไป

ไดวา SDR มคีวามสำคญักบักระบวนการ homologous 

recombination (Higgs, 2009) 

 จีโนมไมโทคอนเดรียของแคลมิโดโมแนส  

มีลักษณะเปนสายตรงและมีจำนวนหลายจีโนมใน

เซลล อีกทั้งยังมีขนาดเล็กและมีจำนวนยีนนอยเมื่อ

เทียบกับสิ่งมีชีวิตชนิดอื่น (Grant and Chiang, 1980) 

ดวยขนาดเพียง 15.8 กิโลเบส และมีจำนวนยีนเพียง 

13  ยีน ทำใหโปรตีนที่จำเปนตองถูกลำเลียงมาจาก

นิวเคลียสเปนจำนวนมาก จากจำนวนยีนทั้งหมดที่

พบบนจีโนมของไมโทคอนเดรีย มียีนสำหรับสราง 

tRNA เพียง 3 ยีน ยีนที่สรางไรโบโซมอลอารเอ็นเอ  

2 ยีน มีหนึ่งยีนที่มีลักษณะคลายกับยีนที่สังเคราะห

เอนไซม reverse transcriptase สวนที่เหลืออีก 7 ยีน 

คือยีนที่สรางโปรตีนสำหรับกระบวนการหายใจของ

เซลล ไดแก cytochrome b, cytochrome oxidase  

1 หนวยยอย (subunit) และ NADH:ubiquinone 

oxidoreductase หรือ complex I อีก 5 หนวยยอย  

ซึ่งเปนเอนไซมที่มีขนาดใหญที่สุดในกระบวนการ

หายใจ (Michaelis et al., 1990; Cardol and Remacle, 

2009) และมีความสำคัญเกี่ยวเนื่องกับโรคในมนุษย

หลายโรค รวมไปถึง Parkinson’s disease  

(Smigrodzki et al., 2004) ทำใหแคลมิโดโมแนสมี 

ประโยชนอยางมากในการใชเปนตนแบบการศึกษา

หนาที่ของเอนไซมชนิดนี้ เนื่องจากยีสต S. cerevisiae 

ซึ่งเปนสิ่งมีชีวิตอีกเพียงชนิดเดียวที่สามารถถายยีน

ไมโทคอนเดรียไดอยางสะดวกไมมี complex I  

 

Forward genetics 

 การเหนีย่วนำใหเกดิการกลายพนัธุในสาหราย 

แคลมโิดโมแนส สามารถทำไดงายโดยใชรงัสอีลัตรา 

ไวโอเลตหรือสารเคมี เชน ethyl methanesulfonate  

(EMS) หรือ nitrosoguanidine (MNNG) ซึ่งทำใหเกิด

การเปลี่ยนแปลงเบสเพียงหนึ่งเบส (point mutation) 

หรือเกิดการหายไปของเบสเพียงจำนวนนอย (small 

deletion) ซึ่งโดยมากแลวสงผลใหยีนยังมีการแสดง 

ออกอยู แตโปรตนีที่ไดอาจมีการทำงานที่ผิดแปลกไป

หรอืไมมกีารทำงานเลยกไ็ด อกีวธิหีนึง่ในการทำให

เกิดพันธุกลาย คือการถายชิ้นดีเอ็นเอใหเขาไปแทรก

ในสวนตางๆ ของจีโนม (insertional mutagenesis) 

ทำใหยีนที่ถูกแทรกไมสามารถทำงานได โดยวิธีการ

ถายยีนมีหลายวิธี ไมวาจะเปนการใช glass bead  

เขยากับเซลล (Kindle, 1990) electroporation  

(Shimogawara et al., 1998) particle bombardment  

(Boynton et al., 1988; Kindle et al., 1989) หรือการ

ใช Agrobacterium (Kumar et al., 2004) สวน

เครือ่งหมายสำหรบัคดัเลอืกอาจเปนยนีตานยาปฏชิวีนะ 

เชน ยีน ble ซึ่งทำใหเซลลทนตอ bleomycin  
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(Lumbreras et al., 1998) หรือ aphVIII  ซึ่งทำให

เซลลทนตอ paromomycin (Depege et al., 2003) 

หรืออาจเปน auxotrophic marker เชน ยีน ARG7 

สำหรับการสังเคราะหเอนไซม argininosuccinate 

lyase (Debuchy et al., 1989) หรือยีน NIT1 ที่

สงัเคราะหเอนไซม nitrate reductase (Fernแndez et al., 

1989) ซึ่งยีนเหลานี้ใชไดกับสายพันธุที่มีการกลาย

พันธุในยีนดังกลาว ทำใหไมสามารถโตไดในอาหาร

ที่ปราศจากกรดอะมิโนอารจินีนหรือไนเทรต 

อยางไรก็ดีการทำ insertional mutagenesis อาจไมได

ผลดีสำหรับยีนที่มีความจำเปนในการดำรงชีวิต หาก

ไมมีวิธีการคัดเลือกที่เหมาะสม เนื่องจากพันธุกลาย

ไมสามารถเจริญเติบโตได   

 จำนวนสายพันธุที่ไดหลังจากการเหนี่ยวนำ

ใหเกดิการกลายพนัธุ โดยปกตแิลวจะมากเกนิกวาทีจ่ะ

นำทุกสายพันธุมาศึกษาโดยละเอียดวามีความผิดปกติ

ในกระบวนการที่สนใจหรือไม ดังนั้น วิธีคัดเลือก

พันธุกลายจึงมีความสำคัญอยางยิ่งในการลดจำนวน

สายพันธุที่จะนำมาศึกษา แตตองใหแนใจวาสายพันธุ

ที่ตองการสามารถเจริญเติบโตไดในวิธีการคัดเลือก

นั้นๆ วิธีการ screen สามารถทำไดโดยการนำเซลลที่

ผานการกลายพนัธุแลวมาเลีย้งบนอาหารวุน ซึง่ใชเวลา

ประมาณหนึ่งสัปดาหเพื่อใหโคโลนีโตพอ แลวจึงนำ

โคโลนีที่ไดมาเลี้ยงในอาหารวุนใหมเพื่อใชในการทำ 

replica plating กอนนำมาทดสอบการเจริญในสภาวะ

ที่เหมาะสมตอไป ยกตัวอยางเชน ในการศึกษายีนที่

เกีย่วของกบักระบวนการสงัเคราะหแสง โดย Spreitzer 

and Mets (1981) ไดคัดเลือกพันธุกลายที่ไมสามารถ

สังเคราะหแสงได โดยการนำเซลลหลังจากเหนี่ยวนำ

ใหกลายพันธุ มาเลี้ยงในสภาวะที่มีแสงในอาหารที่

เติมแอซีเทต แลวนำสายพันธุเหลานี้มาเลี้ยงในที่มี

แสงแตไมมีแอซีเทต สายพันธุที่ไมสามารถโตไดก็คือ

สายพันธุที่มีความผิดปกติในการสังเคราะหแสง 

อยางไรก็ตามวิธีนี้ไมสามารถแยกเอาพันธุกลายที่

ตองการออกมาไดทั้งหมด เนื่องจากความผิดปกติใน

การสงัเคราะหแสง อาจทำใหเซลลไมสามารถทนแสง

ไดและตายในที่มีแสง ตอมา Dent et al. (2005) อาศัย

ขอดีที่แคลมิโดโมแนสสามารถเจริญเติบโตโดยไม

ตองพึง่การสงัเคราะหแสง ไดใชวธิเีลีย้งเซลลในอาหาร

ทีม่แีอซเีทตในทีม่ดื แลวนำเซลลมาคดัเลอืกในสภาวะ

ตาง  ๆกนั เชน ความเขมแสงสงู อาหารทีม่ ีmetronidazole 

หรือ Rose Bengal ซึ่งเปนสารกระตุนการสราง 

reactive oxygen species (ROS) ภายในเซลล สาย

พันธุที่มีความผิดปกติในกระบวนการสังเคราะหแสง 

จะมีความไวตอความเขมแสงและสารเคมีในกลุมนี้ 

หลังจากไดสายพันธุที่ตองการแลว สามารถนำเซลล

สาหรายมาคดัแยกอกีครัง้หนึง่ โดยการศกึษาความทน

ตอระดบัความเขมแสงทีต่างกนั หรอืความทนตอความ

เขมขนของสารเคมีที่ตางกัน เพื่อเปรียบเทียบระดับ

ความทนของแตละสายพันธุ และเลือกพันธุกลายที่

ตองการศึกษาโดยละเอียดตอไป นอกจากการ screen 

แลวการแยกพันธุกลายอีกวิธีหนึ่งซึ่งสะดวกกวามาก

คือ selection ซึ่งใชไดในกรณีที่มีสภาวะการเลี้ยง

จำเพาะ ซึ่งสาหรายที่สามารถเจริญเติบโตไดเปนสาย

พันธุที่ตองการเทานั้น ยกตัวอยางเชน การคัดเลือก

พันธุกลายที่สามารถทนความเขมแสงสูงได โดยการ

เลี้ยงเซลลในระดับความเขมแสงที่พันธุปกติไม

สามารถเจริญได (F๖rster et al., 1999) หรือพันธุ

ก ล ายที่ มี ค ว ามผิ ดปกติ เ กี่ ย วกั บก ารถ า ยทอด

อิเล็กตรอนในกระบวนการสังเคราะหแสง โดยการ

คัดเลือกในอาหารเลี้ยงที่มี metronidazole ในปริมาณ

ทีพ่นัธุปกตไิมสามารถเจรญิได (Schmidt et al., 1977) 

 หลงัจากไดพนัธุกลายมาแลวควรตรวจสอบวา 

การถายทอดลักษณะที่สนใจเปนไปในรูปแบบใด  

ซึ่งอาจบงชี้ไดวาความผิดปกติหรือมิวเทชันที่เกิดขึ้น

อยูในจีโนมใด โดยการทำ tetrad analysis เริ่มจากการ

นำพันธุกลายนั้นมาผสมกับสายพันธุปกติ หลังจากไซ

โกตไดมีเวลาพักตัวในที่มืดเปนเวลาอยางนอยหนึ่ง

สัปดาห นำไซโกตมาเลี้ยงในที่มีแสงเปนเวลาหนึ่งคืน

เพื่อกระตุนการแบงเซลลแบบไมโอซิส เมื่อไซโกต

ไดแบงเซลลออกเปนเซลลแฮพลอยด 4 เซลล จึงใช

พาสเจอรปเปตที่มีปลายแหลมแยกเอาแตละเซลล

ออกจากกันภายใตกลองสเตอริโอ หลังจากที่แตละ

เซลลเจริญจนปรากฏเปนโคโลนีบนอาหารวุนซึ่งใช
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เวลาประมาณ 1 สัปดาห นำแตละโคโลนีไปเลี้ยงใน

สภาวะปกติ และในสภาวะที่ใชในการคัดเลือก ถามิว

เทชันอยูในจีโนมนิวเคลียส ก็จะเห็นอัตราสวนของ

รุนลูกเปน 1:1 ตามกฏของเมนเดล แตถามิวเทชันอยู

ในจีโนมคลอโรพลาสตหรือไมโทคอนเดรีย  ลักษณะ

ของรุนลูกทั้งหมดจะเปนไปตาม mt+ หรือ mt- อยาง

ใดอยางหนึ่งเทานั้น เชน เมื่อนำพันธุกลาย mt+ ที่มี

ความทนตอสารเคมีชนิดหนึ่ง มาผสมกับสายพันธุ

ปกติ mt- แลวทำ tetrad analysis ถามิวเทชันอยูใน 

จีโนมนิวเคลียส จะมีรุนลูก 2 สายพันธุที่โตไดบน

อาหารที่มีสารเคมีนั้น แตอีก 2 สายพันธุจะตาย แตถา

มิวเทชันอยูในคลอโรพลาสต รุนลูกทั้งหมดจะโตได

บนอาหารทีม่สีารเคม ี ในทางกลบักนัหากรุนลกูทัง้หมด

ตายแสดงวามิวเทชันอยูในไมโทคอนเดรีย 

 นอกจากการทำ tetrad analysis แลว การทำ 

dominance test เพื่อทดสอบวามิวเทชันนั้นสงผลให

เกิดลักษณะเดนหรือลักษณะดอย ก็ยังทำไดงายใน 

แคลมิโดโมแนส โดยใชประโยชนจากพันธุกลายที่มี

มิวเทชันในยีนที่สรางเอนไซมสำหรับสังเคราะห

อารจนินี ยกตวัอยาง 2 แอลลลี คอื arg 7-1 และ arg 7-8 

ซึ่งสายพันธุที่เปนแฮพลอยดและมีแอลลีลใดแอลลีล

หนึ่ง จะไมสามารถโตไดในอาหารที่ไมมีอารจินีน แต

เมื่อนำสองสายพันธุนี้มาผสมเขาดวยกัน แลวแยกเอา

เซลลที่เปนดิพลอยดออกมาเลี้ยง เซลลดิพลอยดจะ

สามารถโตไดถึงแมไมมีอารจินีนในอาหาร สายพันธุ

ทั้งสองนี้จึงมีประโยชนมาก ในการใชคัดเลือกเซลล

ดิพลอยดหลังจากการผสมพันธุ เนื่องจากในการผสม

แตละครั้งจะมีเซลลประมาณ 5% ที่จะคงอยูในรูป

ดิพลอยดโดยไมแบงเซลลแบบไมโอซิส วิธีการทำ 

dominance test จึงทำไดโดยการนำเอาพนัธุกลายที่

ตองการศึกษา สมมติใหแทนดวย yfg (your favorite 

gene) มาผสมเขากบัสายพนัธุทีไ่มสามารถสรางอารจนินี

สายพันธุหนึ่ง แลวแยกเอาสายพันธุรุนลูกที่มีมิวเทชัน

ทั้งสองออกมา เชน ถาผสมพันธุกลาย yfg เขากับพันธุ

กลาย arg 7-1 จะสามารถแยกเอาเซลลแฮพลอยดที่

เปน yfg arg 7-1 ออกมาได หรือถาผสมกับ arg 7-8 ก็

จะสามารถสรางสายพันธุ yfg arg 7-8 ได ถานำสาย

พันธุทั้งสองนี้มาผสมกันแลวแยกเอาเซลลดิพลอยด

ออกมา ก็จะไดสายพันธุกลายนี้แบบฮอโมไซกัส หรือ

ถาผสม yfg arg 7-1 เขากับ arg 7-8 ก็จะสามารถ 

แยกดิพลอยดที่เปนเฮเทอโรไซกัสได ในทางเดียวกัน 

ถาผสม arg 7-1 เขากับ arg 7-8 ก็จะสามารถสรางสาย

พันธุปกติแบบฮอโมไซกัสได และเมื่อนำเอาสายพันธุ

ดิพลอยดทั้งสามมาเปรียบเทียบเพื่อทดสอบลักษณะ 

ที่สนใจ ก็จะสามารถสรุปไดวามิวเทชันนี้ทำใหเกิด

ลักษณะเดนหรือลักษณะดอย 

 การตรวจสอบวาเกิดมิวเทชันในยีนใดนั้นมี

หลายวิธี ถาลักษณะที่ปรากฏสามารถตรวจสอบได

งายวาเกดิจากความผดิปกตใินกระบวนการใด เชน เซลล

มีสีขาวและสูญเสียความสามารถในการทนตอความ

เขมแสงสูง อาจเกิดจากมิวเทชันในยีนที่ทำหนาที่

สังเคราะหสารสีจำพวกแคโรทีนอยด ซึ่งชวยในการ

คายพลังงานที่มากเกินไปในกระบวนการสังเคราะห

ดวยแสง จงึมคีวามเปนไปไดวาพนัธุกลายทีม่สีขีาวนัน้ 

ไดรบัผลจากมวิเทชนัในยนีทีส่งัเคราะหเอนไซม phytoene 

synthase ซึ่งเปนเอนไซมแรกในกระบวนการสราง 

แคโรทีนอยด (McCarthy et al., 2004) จึงอาจ 

ทดสอบสมมุติฐานนี้กอนโดยการหาลำดับเบสของ

ยีนนั้นๆ เพื่อตรวจสอบวามีมิวเทชันหรือไม ในกรณี

ทีค่าดเดาไดยากแตพนัธุกลายนัน้ไดมาจาก insertional 

mutagenesis ก็สามารถใชเทคนิค PCR ในการตรวจ

สอบวาชิ้นดีเอ็นเอที่ถายเขาไปแทรกเขาไปอยูในสวน

ใดของจีโนม ซึ่งยีนที่ถูกแทรกหรืออยูในตำแหนง

ใกลเคียงกับจุดที่แทรก มักเสียสภาพและเปนเหตุให

เกิดลักษณะนั้นๆ (Dent et al., 2005) แตหากพันธุ

กลายนัน้เกดิจากการใชรงัสอีลัตราไวโอเลตหรอืสารเคม ี

การหาตำแหนงทีเ่กดิมวิเทชนัอาจมคีวามยากลำบากกวา 

แตสามารถทำไดโดยใชการถายดเีอน็เอจาก BAC library 

เขาสูพันธุกลายแลวหาโคลนที่เปลี่ยนเปนสายพันธุ

ปกติ (mutant rescue) แลวจึงนำโคลนนั้นมาตรวจ

สอบวาชิ้นดีเอ็นเอจาก BAC library ชิ้นใดที่ทำใหเกิด

การเปลี่ยนนั้น อยางไรก็ตาม วิธีนี้ไมสามารถใชไดถา

ไมมีวิธีคัดเลือกที่ดี ในกรณีนี้สามารถใชอีกวิธีหนึ่ง 

คอื map-based cloning หรอืการใชเครือ่งหมายดเีอน็เอ
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ในการหายีนที่ผิดปกติ โดยใช polymorphic strain 

หรือสาหรายตางชนิดที่มีลำดับเบสแตกตางจากชนิด

ที่ใชในการสรางพันธุกลาย ที่นิยมใชคือ C. grossii S

1-D2 ซึ่งสามารถผสมพันธุกับ C. reinhadtii ได และ

มีการศึกษาและพัฒนาเครื่องหมายดีเอ็นเอเปนจำนวน

มาก (Kathir et al., 2003; Rymarquis et al., 2005) ซึ่ง

เครื่องหมายดีเอ็นเอเหลานี้สามารถสั่งซื้อไดจาก 

Chlamydomonas stock center (www.chlamy.org) 

 

Reverse genetics 

 เนื่องจากทั้งสามจีโนมของแคลมิโดโมแนส

สามารถรับการถายยีนได การเปลี่ยนแปลงการแสดง 

ออกของยีนหรือการทำใหยีนเกิดมิวเทชัน จึงเปนอีก

ทางเลือกหนึ่งในการศึกษาหนาที่การทำงานของยีน 

ที่สนใจ ในกรณีของจีโนมคลอโรพลาสต ซึ่งเกิด 

homologous recombination ไดงาย จึงสามารถทำให

เกิดมิวเทชันในยีนที่ตองการโดยการใชยีน aadA จาก

แบคทีเรีย ซึ่งเปนยีนตานยาปฏิชีวนะ spectinomycin 

สำหรับเปนเครื่องหมายในการถายยีน (Goldschmidt- 

Clarmont, 1991) แลวแทรกยนีนีเ้ขาไปในยนีทีต่องการ

ยับยั้งการแสดงออก  สวนจีโนมไมโทคอนเดรียแมวา

ไดมีการพัฒนาวิธีถายยีนมาเปนเวลานานแลว แตการ

ยับยั้งการแสดงออกของยีน โดยการทำใหเกิดมิวเท

ชันในยีนที่ตองการ เพิ่งประสบความสำเร็จเมื่อไมกี่ป

ที่ผานมา (Remacle et al., 2006) และยังมี

ประสิทธิภาพต่ำมากเมื่อเทียบกับคลอโรพลาสต อีก

ทั้งการคัดเลือกทรานสฟอรแมนต (transformant) ก็

ใชเวลานานถึงสองเดือนหรือมากกวา 

 ในสวนของจีโนมนิวเคลียสซึ่งชักนำใหเกิด 

homologous recombination ไดยาก การยับยั้งการ

แสดงออกของยีนทำไดโดยการลดปริมาณอารเอ็นเอ

ของยนีนัน้ๆ โดยในรายงานผลการทำ antisense RNA 

ครั้งแรกในป ค. ศ. 1999 Schroda et al. ไดพยายาม

ลดการแสดงออกของยีน HSP70B (heat shock 

protein 70B) โดยการโคลน cDNA ของยีนนี้ใน

ทศิทางกลบั (antisense orientation) เขากบัโพรโมเตอร 

HSP70A-RBCS2 (heat shock protein 70A-ribulose 

biphosphate carboxylase) ซึ่งเปนโพรโมเตอร 2 ชนิด 

ที่มีการแสดงออกสูง ผลปรากฏวาการแสดงออก 

ของยีน HSP70B ลดลงประมาณ 20-40% แต

ทรานสฟอรแมนตที่ไดไมมีความเสถียรพอ เนื่องจาก

ฟโนไทปนี้หายไปหลังจากเวลาไมกี่เดือน ตอมาไดมี

อีกหลายกลุมที่ใชวิธีเดียวกันกับยีนอื่นๆ และมีการ

ปรบัเปลีย่นบางอยาง เชน การใช RBCS2 โพรโมเตอร 

เพียงอยางเดียว (Chen and Melis, 2004; Fuhrmann  

et al., 2001) การใชโพรโมเตอรของยีนนั้นๆ หรือการ

เติมสวนอินทรอนเพิ่มเขาไป (Fuhrmann et al., 2001) 

อยางไรก็ดี พบการแสดงออกของยีนลดลงไดสูงที่สุด

เพียง 50% (Chen and Melis, 2004) 

 การลดปริมาณอาร เอ็นเอที่ดู เหมือนจะมี

ประสิทธิภาพมากกวา antisense RNA คือการทำ 

RNA interference (RNAi) โดยใช inverted repeat 

construct โดย Fuhrmann et al. (2001) ไดทดลองใช

ลำดับเบสของยีน COP (chlamyopsin) รวมทั้งสวน

โพรโมเตอรโดยโคลนในทศิทางปกต ิ ตามดวย cDNA 

ของยีนนี้ในทิศทางกลับ (genomic-sense/cDNA 

antisense) ซึ่งการทำ RNAi ในลักษณะนี้ประสบผล

สำเร็จมาแลวในพืช (Smith et al., 2000) ผลที่ไดคือ

การแสดงออกของยีนลดลงถึง 98% ทำใหมีผูนำวิธีนี้

ไปใชอยางแพรหลาย และยังไดรับการปรับปรุงหลาย

อยาง เชน การเปลีย่นจำนวนของเอกซอนและอนิทรอน

ที่ใชในการสราง inverted repeat construct (Huang 

and Beck, 2003; Koblenz et al., 2003; Pan et al., 

2004) การใชโพรโมเตอร PSAD (PsaD subunit of 

photosystem I) รวมกับยีน aphIII ซึ่งเปนยีนตานยา

ปฏิชีวนะ paromomycin ในการคัดเลือก (Pollock  

et al., 2004) การเติมลำดับเบสระหวางสวน genomic 

sense และ cDNA antisense (Ermilova et al., 2004) 

หรือการใช cDNA sense/cDNA antisense  

(Sineshchekov et al., 2002) และทายที่สุดคือการ

ปรบัปรงุการคดัเลอืกโดยการโคลนยนี MAA7 (tryptophan 

synthase -subunit) เขาไปเปนสวนหนึง่ของ construct 

ซึ่งยีน MAA7 นี้สรางเอนไซม tryptophan synthase 

ในการสังเคราะหกรดอะมิโนทริปโทเฟน และใชสาร 
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5-fluoroindole ในการคัดเลือก โดยทริปโทเฟน

สามารถทำปฏิกิริยากับ 5-fluoroindole เกิดเปนสารที่

มีพิษตอเซลล เซลลจึงไมสามารถเจริญได ดังนั้น

เซลลที่มีการแสดงออกของ MAA7 นอย จะสามารถ

เจริญไดบนอาหารที่มี 5-fluroindole (Rohr et al., 

2004) การคัดเลือกจากการแสดงออกที่ลดลงของยีน 

MAA7 นี้ ทำใหสามารถคัดเอาสายพันธุที่มีการแสดง 

ออกลดลงของยีนที่ตองการดวยไดในเวลาเดียวกัน 

อยางไรกต็าม วธิทีัง้หมดทีก่ลาวมานีก้ย็งัมขีอเสยี กลาวคอื 

การโคลนยีนที่มี inverted repeat อาจเกิด 

rearrangement ใน E. coli (Lovett, 2004) และ  

5-fluoroindole มีความไวตอแสงมาก ทำใหบางครั้ง

ไมสะดวกในการคัดเลือก อีกทั้งการแสดงออกของ

ยีนที่ลดลงก็ยังไมมีความเสถียรพอ 

 ในป ค.ศ. 2007 ทีมวิจัย 2 กลุมคนพบวา 

แคลมโิดโมแนสมรีะบบ microRNA (miRNA) ในการ

ควบคุมการแสดงออกของยีน (Monar et al., 2007; 

Zhao et al., 2007) ซึ่งนำไปสูการพัฒนาเทคนิคการใช 

miRNA ในการยับยั้งการแสดงออกของยีน โดยทั้ง

สองกลุมไดรายงานการใชเทคนคินีใ้นวารสาร The Plant 

Journal ในฉบับเดียวกัน (Monar et al., 2009; Zhao  

et al., 2009) การคนพบนี้ถือวามีความสำคัญมากใน

การศึกษาแบบ reverse genetics ในแคลมิโดโมแนส 

เนื่องจากการใช miRNA ไดผลดีกวาการใช inverted 

repeat โดยชิ้น small interfering RNA (siRNA) ที่ได

จาก inverted repeat จะแตกตางกันขึ้นกับตำแหนง

การตัดโดยโปรตีน dicer จึงอาจทำใหเกิดการยับยั้ง

การแสดงออกของยนีอืน่ๆ ทีไ่มตองการ แตชิน้ miRNA 

ที่ไดจะเหมือนกันทุกสาย ทำใหมีความจำเพาะกับยีน

ที่ตองการ อีกทั้ง miRNA ยังไมมีปญหาในเรื่องความ

เสถียรของฟโนไทป เนื่องจากการทำ inverted repeat 

เปนการถายยีนที่เปนสายยาวเขาสูเซลล ซึ่งงายตอการ

เกิด transcriptional silencing แต miRNA ไมถูกยับยั้ง

โดยวิธีนี้ ในปจจุบันไดมีการทดลองกับยีนทั้งหมด

แลว 6 ยนี คอื COX90 (cytochrome c oxidase subunit) 

PSY (phytoene synthase) DCL1 (dicer-like nuclease 

1) MAA7 (tryptophan synthase -subunit) RBCS1/2  

(ribulose-1,5-biphosphate carboxylase/oxygenase) 

จากรายงานการพัฒนาเทคนิคนี้ และอีกหนึ่งยีนคือ 

HSF1 (heat shock factor 1) ซึ่งเปนรายงานแรกใน

การนำเทคนิคนี้ไปใช (Schmollinger et al., 2010) 
 

เวปไซตและฐานขอมูลที่สำคัญ 

 เวปไซต http://www.chlamy.org/ เปนแหลง

รวมความรูทั่วไปที่เกี่ยวเนื่องกับการทำงานวิจัยที่ใช

แคลมิโดโมแนส โดยมีขอมูลของเทคนิคที่ใชกับ

สาหรายชนดินี ้ไมวาจะเปนวธิกีารผสมพนัธุ การถายยนี 

การเก็บรักษาเชื้อ การสกัดดีเอ็นเอ ฯลฯ และสามารถ

สั่งซื้อสายพันธุที่ตองการ รวมไปถึงชุดสำเร็จ (kit) 

เชน ชุดการติดตามการถายทอดลักษณะทางเดียว การ

สรางพลังงานไฮโดรเจน การเคลื่อนที่เขาหาแสง การ

ทำงานของฟลาเจลลา ฯลฯ อีกทั้งยังเปนที่ประกาศ

ขาวสาร เชน ขาวการประชุมวิชาการแคลมิโดโมแนส 

ซึ่งจัดขึ้นทุกๆ 2 ป หรือการประชุมเชิงปฏิบัติการเพื่อ

ใหความรูดานตางๆ รวมไปถึงขาวสารเกี่ยวกับฐาน

ขอมูลจีโนม จากเวปไซตนี้มีลิงคไปยังเวปไซตอื่นๆ 

ที่มีประโยชนในงานวิจัย เชน 

 http://www.phytozome.net/chlamy 

 จีโนมนิวเคลียสของแคลมิโดโมแนส 

 http://www.chlamy.org/chloro.html    

 จีโนมคลอโรพลาสต 

 http://www.chlamy.org/search.html    

 ฐานขอมูล EST 

 http://www.chlamy.org/libraries.html     

 cDNA และ BAC library 

 http://www.chlamy.org/kit.html      

 เครื่องหมายดีเอ็นเอ 
 

สรุป 
 การพัฒนาเทคนิคตางๆ ไมวาจะเปนดานพันธุ

ศาสตร ชีวเคมี หรือชีววิทยาระดับเซลล รวมไปถึง

ลำดับเบสของ EST และจีโนม ทำใหสาหรายสีเขียว

เซลลเดียวแคลมิโดโมแนส ไดกาวขึ้นมาจากการเปน

เพียงสิ่งมีชีวิตตนแบบ เพื่อการศึกษาวิทยาศาสตร
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พืน้ฐานเกีย่วกบัการสงัเคราะหแสง และกลไกการทำงาน

ของฟลาเจลลา มาเปนตนแบบของการศึกษากลไก

ทางชีววิทยาดานอื่นๆ ซึ่งในปจจุบันไดเปนประโยชน

ในการนำไปประยุกตใชทั้งในทางอุตสาหกรรมและ

การแพทย ยกตัวอยางเชน การผลิตพลังงานจากไฮ

โดรเจน การเพิ่มประสิทธิภาพการผลิตไบโอดีเซล 

และการผลิตวัคซีนรักษาโรคในมนุษย เทคนิคใหมๆ 

ที่กำลังไดรับการพัฒนาจะทำใหการทำงานวิจัยโดย

ใชสาหรายชนิดนี้ เปนที่นิยมมากขึ้นและมีบทบาท

สำคัญมากยิ่งขึ้นไปอีกในอนาคต 
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