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การโคลนยีนและการถ่ายยีนควบคุมการเกิดสีม่วง-น้้าเงินสู่กุหลาบ 
Cloning and Tranformation of Violet-blue Color Regulation Gene in Rose. 

 
กุหลาบ คงทอง1/   ประสาน สืบสุข1/   จีราพร  แก่นทรัพย์1/   อ าไพ สินพัฒนานนท์1/    

 
--------------------------------------------- 

 
บทคัดย่อ 

 การเกิดสีของดอกไม้ส่วนใหญ่ถูกควบคุมโดย ยีนที่เกี่ยวข้องกับการเกิดสีในวัฎจักรการสังเคราะห์
รงควัตถุ anthocyanin ซึ่งจัดเป็นฟลาโวนอยชนิดหนึ่งที่ประกอบเป็นสีของดอกไม้หลากหลายตั้งแต่สีส้ม 
สีแดงจนถึงสีม่วง และสีน้ าเงิน ในงานวิจัยนี้ได้ท าการโคลนยีน DFR จากดอกอัญชันสีน้ าเงินและกุหลาบสี
แดง โดยท าการสืบค้นข้อมูลออกแบบไพรเมอร์และเพ่ิมปริมาณยีน DFR จากดอกอัญชันและกุหลาบ 
พบว่ายีนที่โคลนได้มีขนาด 1,400 และ 1050 bp. ตามล าดับ ยีน DFR นี้สามารถน ามาใช้ในการสร้างชุด
ยีนร่วมกับยีน F3’5’H ที่โคลนได้จากดอกอัญชัน ได้เป็นชุดยีน  DFR - F3’5’H ส าหรับถ่ายฝากสู่กุหลาบ
เพ่ือปรับแต่งสีดอกให้มีความหลากหลายมากข้ึนในโอกาสต่อไป  
 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
------------------------------------------------------- 
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ABSTRACT 
 Flower color formation is mainly controlled by anthocyanin pigment synthesis 
gene, involved in flavonoid pathway leading to the production of the orange, red, blue 
or purple-colored anthocyanins. In this study, DFR was cloned from Clitoria ternatea 
and Rosa hybrida, generating 1400 bp DFR and 1050 bp DFR. The DFR cloned can be 
used to construct gene combination with the F3'5'H gene from Clitoria ternatea, 
generaeing DFR - F3’5’H gene cassets for modification of flower colors in economic rose. 

 
 

ค้าน้า 
ประเทศไทยได้ผลิตไม้ดอกเพ่ือใช้ภายในประเทศ และส่งออก มูลค่าที่สูง   ท ารายได้เข้าประเทศ

เป็นจ านวนมากในแต่ละปี  และมีแนวโน้มจะขยายตัวเพ่ิมขึ้น  สืบเนื่องจากตลาดไม้ดอกเป็นตลาดที่มีผู้ค้า
จ านวนมาก มีการแข่งขันสูง  ดังนั้นการพัฒนาศักยภาพเพ่ือการผลิตไม้ดอกเพ่ือส่งออกเป็นความจ าเป็นที่
ผู้ผลิตต้องเอาใจใส่ และตอบสนองความต้องการของลูกค้าในทุกรูปแบบ ปัจจุบันลูกค้าให้ความส าคัญกับ
สีสันของดอกไม้เป็นอันดับแรก ผู้ผลิตจึงต้องสร้างความแปลกใหม่ในตัวสินค้า เพ่ือรักษาและเพ่ิมส่วนแบ่ง
การตลาดให้ได้มากที่สุด ซึ่งวิธีสร้างความหลากหลายด้านสีดอกเป็นแนวทางหนึ่งที่สามารถตอบสนอง
ความต้องการของผู้บริโภคได้  เป็นการเพ่ิมศักยภาพการผลิต และการส่งออกได้อย่างมีประสิทธิภาพ 

การพัฒนาอุตสาหกรรมไม้ดอกเพ่ือการส่งออกต่างประเทศ ภาคธุรกิจให้ความส าคัญกับการ
พัฒนาสายพันธุ์ใหม่ๆเพ่ือตอบสนองความต้องการของลูกค้าที่ต้องการความแปลกใหม่ของสีดอกอยู่
ตลอดเวลา แนวทางการสร้างสายพันธุ์ใหม่ให้มีดอกสีสรรโดดเด่น แปลกใหม่ สวยงาม มีความหลากหลาย
ของสีดอก และมีโทนสีที่ไม่เคยปรากฏในธรรมชาตินั้น สามารถกระท าได้โดยใช้เทคโนโลยีทางพันธุ
วิศวกรรม ซึ่งเป็นการน าการวิจัยทางชีวโมเลกุลมาประยุกต์ใช้ร่วมกับงานด้านการปรับปรุงพันธุ์พืช
สมัยใหม่  ที่สามารถน ายีนควบคุมการเกิดสีดอกจากไม้ดอกชนิดอ่ืนที่มีโทนสีตามต้องการ ส่งถ่ายเข้าไปสู่
ไม้ดอกที่ส าคัญหรือยับยั้งการแสดงออกของยีนที่มีอยู่แล้ว เพ่ือสร้างพันธุ์ใหม่ให้มีสีสรรโดดเด่น สวยงาม 
และเกิดความแปลกใหม่ของโทนสีที่ไม่เคยมีอยู่ในธรรมชาติ ซึ่งจะน าไปสู่การเพ่ิมศักยภาพการส่งออกไม้
ดอกในอนาคต 

กุหลาบ (Rosa hybrids) เป็นดอกไม้ที่ได้รับความนิยมปลูกมากที่สุดชนิดหนึ่งของโลก ผู้คน
นิยมปลูกเพ่ือความสวยงาม ตกแต่งสวน, ประดับตกแต่งบ้าน, ประดับสถานที่, ปลูกเพ่ือการพาณิชย์ อาทิ 
เพ่ือน าไปสกัดน้ าหอม น าไปท าเป็นส่วนประกอบของสปา เป็นต้น กุหลาบเป็นไม้ตัดดอกท่ีมีการปลูกเป็น
การค้ากันแพร่หลายทั่วโลกมานานแล้ว และเป็นไม้ตัดดอกท่ีมีการซื้อขายเป็นอันดับหนึ่งในตลาดประมูล
อัลสเมีย ประเทศเนเธอร์แลนด์ ซึ่งเป็นตลาดประมูลไม้ดอก ที่ใหญ่ที่สุดของโลก เมื่อ พ.ศ. 2542 มีการซื้อ
ขายถึง 1,672 ล้านดอก และมักจะมียอดขายสูงสุดในประเทศต่าง ๆ เมื่อเปรียบเทียบกับไม้ดอกชนิดอื่น 

http://th.wikipedia.org/w/index.php?title=%E0%B8%95%E0%B8%A5%E0%B8%B2%E0%B8%94%E0%B8%9B%E0%B8%A3%E0%B8%B0%E0%B8%A1%E0%B8%B9%E0%B8%A5%E0%B8%AD%E0%B8%B1%E0%B8%A5%E0%B8%AA%E0%B9%80%E0%B8%A1%E0%B8%B5%E0%B8%A2&action=edit&redlink=1
http://th.wikipedia.org/w/index.php?title=%E0%B8%95%E0%B8%A5%E0%B8%B2%E0%B8%94%E0%B8%9B%E0%B8%A3%E0%B8%B0%E0%B8%A1%E0%B8%B9%E0%B8%A5%E0%B8%AD%E0%B8%B1%E0%B8%A5%E0%B8%AA%E0%B9%80%E0%B8%A1%E0%B8%B5%E0%B8%A2&action=edit&redlink=1
http://th.wikipedia.org/wiki/%E0%B9%80%E0%B8%99%E0%B9%80%E0%B8%98%E0%B8%AD%E0%B8%A3%E0%B9%8C%E0%B9%81%E0%B8%A5%E0%B8%99%E0%B8%94%E0%B9%8C
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ๆ ปัจจุบันประเทศไทยมีพ้ืนที่ปลูกกุหลาบตัดดอกประมาณ 5,500 ไร่ กระจายอยู่ทั่วทุกภาคของประเทศ 
แหล่งปลูกท่ีส าคัญได้แก่ เชียงใหม่ เชียงราย ตาก นครปฐม สมุทรสาคร ราชบุรี และกาญจนบุรี ตลาด
ของกุหลาบคุณภาพปานกลางถึงต่ า (ตลาดล่าง) ในปัจจุบันถึงข้ันอ่ิมตัว ส่วนตลาดของกุหลาบที่มี
คุณภาพสูง (ตลาดบน) ผลผลิตในประเทศยังไม่เพียงพอ และขาดความต่อเนื่อง ท าให้ยังต้องน าเข้าดอก
กุหลาบจากต่างประเทศ เช่น เนเธอร์แลนด์ และมาเลเซีย เป็นต้นประเทศไทยมีศักยภาพในการผลิต
กุหลาบคุณภาพสูงอย่างต่อเนื่อง หากแต่จะต้องผลิตในพ้ืนที่ที่เหมาะสม  

กุหลาบเป็นไม้ดอกชนิดหนึ่งที่มีศักยภาพมากในอุตสาหกรรมไม้ดอก ปัจจุบันภาคธุรกิจให้
ความส าคัญกับการผลิตกุหลาบ ซึ่งได้พัฒนาสายพันธุ์ใหม่ๆเพ่ือตอบสนองความต้องการของลูกค้าที่
ต้องการความแปลกใหม่ของสีดอกอยู่ตลอดเวลา แม้ว่ากุหลาบทั่วโลกมีหลายสายพันธุ์ มีสีดอก
หลากหลายและนักปรับปรุงพันธุ์สามารถท าการผสมพันธุ์เพ่ือสร้างพันธุ์ที่มีดอกสวยงามแตกต่างกันไปโดย
อาศัยเทคนิคการผสมพันธุ์แบบดั้งเดิม แต่ไม่สามารถใช้เทคนิคดังกล่าวผสมพันธุ์ให้ได้กุหลาบที่มีสีดอกใน
โทนสีม่วงน้ าเงินได้ และในธรรมชาติสีดอกกุหลาบยังขาดโทนสีม่วงน้ าเงิน เนื่องจากดอกกุหลาบไม่มียีนที่
ก าหนดการสร้างเอนไซม์  Flavonoid 3',5' hydroxylase (F3' 5'H) ส่งผลให้ไม่สามารถสังเคราะห์ 
delphinidin-based anthocyanin  ซึ่งมีโทนสีม่วงน้ าเงินได้  ด้วยเหตุนี้นักวิจัยจึงสนใจและประยุกต์ใช้
เทคนิคทางพันธุวิศวกรรมในการปรับปรุงพันธุ์กุหลาบให้มีดอกสีน้ าเงินอย่างต่อเนื่อง  

แนวทางการสร้างกุหลาบสายพันธุ์ใหม่ให้มีดอกสีสรรโดดเด่น แปลกใหม่ สวยงาม มีความ
หลากหลายของสีดอก และมีโทนสีที่ไม่เคยปรากฏในธรรมชาตินั้น สามารถกระท าได้โดยใช้เทคโนโลยีทาง
พันธุวิศวกรรม ซึ่งสามารถน ายีนควบคุมการเกิดสีดอกจากไม้ดอกชนิดอ่ืนที่มีโทนสีตามต้องการ ส่งถ่าย
เข้าไปสู่กุหลาบ หรือยับยั้งการแสดงออกของยีนที่มีอยู่แล้ว เพ่ือสร้างกุหลาบพันธุ์ใหม่ให้มีสีสรรโดดเด่น 
สวยงาม และเกิดความแปลกใหม่ของโทนสีที่ไม่เคยมีอยู่ในธรรมชาติแม้ว่าในต่างประเทศได้มีผู้รายงานผล
ความส าเร็จของการศึกษาการแสดงออกของยีนรวมทั้งการโคลนยีนที่ควบคุมสีดอกในวัฏจักรการ
สังเคราะห์ anthocyanin ในพืชหลายชนิดแล้ว แต่ยีนที่ค้นพบมักจะน าไปจดสิทธิบัตร ผู้ไม่ใช่เจ้าของ
สิทธิบัตรจึงไม่สามารถน ายีนเหล่านี้มาใช้ประโยชน์ได้  
 ส าหรับงานวิจัยนี้ได้เสนอการโคลนและการถ่ายยีนควบคุมสีดอกในวัฏจักรการสังเคราะห์  
anthocyanin โดยท าการโคลนยีน dihydroflavonol 4-reductase (DFR) จาก mRNA ของดอกอัญชัน 
และกุหลาบ ซึ่ งยีนนี้ สามารถน าไปใช้ น ามาใช้ ในการสร้างชุดยีนร่วมกับยีน  Flavonoid 3’,5’ 
hydroxylase (F3’5’H) ซึ่งเป็นยีนที่เกี่ยวข้องกับเอนไซม์ที่ส าคัญในการสร้างรงควัตถุที่ให้ดอกไม้มีสีม่วง
หรือสีน้ าเงิน ที่โคลนได้จาก mRNA ของดอกอัญชันสีน้ าเงิน และได้ผ่านการทดสอบการแสดงออกใน
ยาสูบซึ่งส่งผลให้มีการเปลี่ยนแปลงสีดอก จากสีขาวอมชมพูเป็นชมพูม่วง (กุหลาบ และ ประสาน 2557) 
เพ่ือสร้างชุดยีน  DFR - F3’5’H ส าหรับถ่ายฝากสู่กุหลาบเพ่ือสร้างความหลากหลายของสีดอกกุหลาบ 
หรือเพ่ือปรับปรุงพันธุ์กุหลาบให้มีดอกในโทนสีม่วงน้ าเงิน ซึ่งจะน าไปสู่การพัฒนาอุตสาหกรรมไม้ดอกใน
อนาคต  

 

http://th.wikipedia.org/wiki/%E0%B9%80%E0%B8%8A%E0%B8%B5%E0%B8%A2%E0%B8%87%E0%B9%83%E0%B8%AB%E0%B8%A1%E0%B9%88
http://th.wikipedia.org/wiki/%E0%B9%80%E0%B8%8A%E0%B8%B5%E0%B8%A2%E0%B8%87%E0%B8%A3%E0%B8%B2%E0%B8%A2
http://th.wikipedia.org/wiki/%E0%B8%95%E0%B8%B2%E0%B8%81
http://th.wikipedia.org/wiki/%E0%B8%99%E0%B8%84%E0%B8%A3%E0%B8%9B%E0%B8%90%E0%B8%A1
http://th.wikipedia.org/wiki/%E0%B8%AA%E0%B8%A1%E0%B8%B8%E0%B8%97%E0%B8%A3%E0%B8%AA%E0%B8%B2%E0%B8%84%E0%B8%A3
http://th.wikipedia.org/wiki/%E0%B8%A3%E0%B8%B2%E0%B8%8A%E0%B8%9A%E0%B8%B8%E0%B8%A3%E0%B8%B5
http://th.wikipedia.org/wiki/%E0%B8%81%E0%B8%B2%E0%B8%8D%E0%B8%88%E0%B8%99%E0%B8%9A%E0%B8%B8%E0%B8%A3%E0%B8%B5
http://th.wikipedia.org/wiki/%E0%B8%A1%E0%B8%B2%E0%B9%80%E0%B8%A5%E0%B9%80%E0%B8%8B%E0%B8%B5%E0%B8%A2
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วิธีด้าเนินการ 
อุปกรณ์ 

สารเคมีส าหรับใช้ในงานเครื่องหมายโมเลกุล 
1. อัญชันดอกสีน้ าเงิน  
2. ดอกกุหลาบสีแดง  
3. Spectrum  Plant Total RNA Kit (Sigma) 
4. DNase I Amplification Grade (Invitrogen life technology) 
5. SuperScrip III First-Strand Synthesis System for RT-PCR (Invitrogen life 

technology) 
6. QIAquick Gel Extraction Kit (QIAGEN) QIAprep Spin Miniprep Kit  (QIAGEN) 
7. pGEM-T  Easy Vector System (Promega) 

8. BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (Appliedbiosystems) 
9. สารปฏิชีวนะ เช่น ampicillin  cefotaxime  hygromycin 
10. อาหารเลี้ยงเชื้อแบคทีเรีย 
11. เชื้อแบคทีเรีย Escherichia coli สายพันธุ์ JM109 
12. เครื่องหมุนเหวี่ยงตกตะกอนความเร็วสูงชนิดควบคุมอุณหภูมิ (SORVALL RC28C) 
13. เครื่องมือวัดค่าการดูดกลืนแสง (O.D.) เครื่อง spectrophotometer 
14. ชุดถ่ายภาพเจลและประมวลผล  Gel documentation (BIORAD) 
15. เครื่องเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรมในหลอดทดลอง (GeneAmp PCR System 9700) 
16. เครื่องวิเคราะห์ล าดับการเรียงตัวของสารพันธุกรรม (ABI PRISM 310 Genetic Analyzer) 
17. เครื่องมือ และสารเคมีอ่ืน ๆ ส าหรับงานชีวโมเลกุล 
  

วิธีการทดลอง 
  การโคลนยีน Dihydroflavonol 4-reductase (DFR) จากอัญชันและกุหลาบ 
 

I. โคลนยีน Dihydroflavonol 4-reductase (DFR) จากดอกอัญชันสีน้้าเงิน 
1. ออกแบบ primer เพ่ือใช้ในการโคลนยีนที่ควบคุมการเกิดสีดอก โดยสืบค้นข้อมูลล าดับ 

นิวคลีโอไทด์ที่ เกี่ยวข้องกับยีนควบคุมการสร้างเอนไซม์  DFR โดยอาศัยหลักการ
เปรียบเทียบ alignment จากฐานข้อมูลใน GeneBank 

2. สกัด mRNA จากดอกอัญชันสีน้ าเงิน ที่ให้ดอกโทนสีที่พบใน anthocyanin pathway 
โดยใช้เนื้อเยื่อกลีบดอกท่ีเริ่มเปลี่ยนสี 

3. สังเคราะห์สาย cDNA จาก mRNA ด้วยเทคนิค RT-PCR 
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4. เพ่ิมปริมาณ cDNA ด้วยเทคนิค PCR โดยใช้ primer ที่เก่ียวข้องกับยีน DFR  ที่ควบคุม
การเกิดสีดอกในข้อ 1 

5. น าชิ้น cDNA ที่ได้จากการเพ่ิมปริมาณไปเชื่อมต่อเข้ากับ plasmid พาหะ และถ่ายยีน
เข้าแบคทีเรีย E. coli  

6. คัดเลือก clone ที่มีชิ้น DNA เป้าหมาย  
7. น าโคลนที่ได้ไปวิเคราะห์หาล าดับเบส เพื่อตรวจสอบกับยีนที่มีผู้รายงานมาก่อน 
 

II. โคลนยีน Dihydroflavonol 4-reductase (DFR) จากดอกกุหลาบสีแดง 
1. ออกแบบ primer เพ่ือใช้ในการโคลนยีนที่ควบคุมการเกิดสีดอก โดยสืบค้นข้อมูล

ล าดับ นิวคลีโอไทด์ที่เกี่ยวข้องกับยีนควบคุมการสร้างเอนไซม์  DFR โดยอาศัย
หลักการเปรียบเทียบ alignment จากฐานข้อมูลใน GeneBank 

2. สกัด mRNA จากดอกกุหลาบสีแดง โดยใช้เนื้อเยื่อกลีบดอกที่เริ่มเปลี่ยนสี 
3. สังเคราะห์สาย cDNA จาก mRNA ด้วยเทคนิค RT-PCR 
4. เพ่ิมปริมาณ cDNA ด้วยเทคนิค PCR โดยใช้ primer ที่เก่ียวข้องกับยีน DFR ที่

ควบคุมการเกิดสีดอกในข้อ 1 
5. น าชิ้น cDNA ที่ได้จากการเพ่ิมปริมาณไปเชื่อมต่อเข้ากับ plasmid พาหะ และถ่าย

ยีนเข้าแบคทีเรีย E. coli  
6. คัดเลือก clone ที่มีชิ้น DNA เป้าหมาย  
7. น าโคลนที่ได้ไปวิเคราะห์หาล าดับเบส เพื่อตรวจสอบกับยีนที่มีผู้รายงานมาก่อน 

การโคลนยีน 
1. การสืบค้นข้อมูลยีน และออกแบบไพรเมอร์ 

สืบค้นข้อมูลล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีนที่ เป็นรหัสของเอนไซม์  Dihydroflavonol 4-
reductase (DFR) ของดอกอัญชันและดอกกุหลาบ ที่มีรายงานในฐานข้อมูลสาธารณะ NCBI น าข้อมูล
ล าดับเบสที่ได้มาวิเคราะห์หาต าแหน่งที่เหมาะสมในการออกแบบไพรเมอร์ โดยใช้ โปรแกรม Vector NTI 
(ชนิดระบุระยะเวลาการใช้งาน) เพ่ือโคลนยีน DFR  

2. การโคลนชิ้นส่วนของยีน DFR จากดอกอัญชันและกุหลาบ 
 2.1 การสกัด Total RNA  

น าตัวอย่างดอกอัญชันและและกุหลาบในระยะเริ่มเกิดสีน้ าเงินและสีแดงตามล าดับ มา
ตัดดอกเป็นชิ้นเล็ก ๆ น้ าหนัก 100 มิลลิกรัมด้วยมีดผ่าตัดที่ปลอดเชื้อ และน ามาสกัด Total RNA ตาม
วิธีการของ Spectrum  Plant Total RNA Kit (Sigma) น าสารละลาย Total RNA ที่ได้ไปหาปริมาณ
และความบริสุทธิ์ของ RNA โดยการวัดค่าการดูดกลืนแสงด้วยเครื่อง spectrophotometer และ
ตรวจสอบดูแถบ RNA ด้วย 1.5% Agarose gel electrophoresis ที่ย้อมด้วย GelStar  แล้วน าไปใช้

หรือเก็บไว้ที่อุณหภูมิ –80 C เพ่ือน าไปใช้ต่อไป 



 8 

2.2 การสังเคราะห์สาย cDNA และเพ่ิมปริมาณยีน DFR การสังเคราะห์สาย cDNA จาก 
mRNA ของยีน DFR ด้วยเทคนิค RT-PCR นั้น จะต้องท าการก าจัดดีเอ็นเอที่อาจจะปะปนอยู่ใน Total 
RNA ก่อน โดยใช้ DNase I Amplification Grade (Invitrogen life technology)  

ท าการสังเคราะห์สาย cDNA จาก Total RNA ของดอกอัญชันและกุหลาบโดยใช้ 
SuperScrip III First-Strand Synthesis System for RT-PCR (Invitrogen life technology) ที่มีการ
เตรียมส่วนผสมของปฏิกิริยา RNA/primer mixture ในหลอดขนาด 0.2 มิลลิลิตร ที่ประกอบด้วยTotal 
RNA 1 ไมโครลิตร, Oligo (dT ) 20 primer 1ไมโครลิตร, 10mM dNTP mix 1 ไ ม โ ค ร ลิ ต ร , 

DEPC-treated water 7 ไมโครลิตร รวมปริมาตร 10 ไมโครลิตร จากนั้นน ามาบ่มที่อุณหภูมิ 65 C 
นาน 5 นาที และน าไปไว้ในน้ าแข็งทันทีอย่างน้อยเป็นเวลานาน 1 นาที ในระหว่างนั้นให้เตรียมส่วนผสม 
cDNA Synthesis mix ซึ่ งส่ วนผสมประกอบด้วย 10xRTbuffer 2 ไมโครลิตร, 25 mM MgCl2 4 
ไมโครลิตร,  0.1M DTT 2 ไมโครลิตร, RNaseOUT (40 U/ul ) 1 ไมโครลิตร, SuperScrip III RT (200 
U/ul) 1ไมโครลิตร 

เติม cDNA Synthesis mix ปริมาตร 10 ไมโครลิตร  ลงใน RNA/primer mixture  

ผสมให้เข้ากัน แล้วน าไปบ่มที่อุณหภูมิ 50 C เวลานาน 50 นาที  และหยุดปฏิกิริยาโดยน าไปบ่มที่

อุณหภูมิ 85 C นาน 5 นาที จากนั้นในไปแช่ในน้ าแข็งทันที  เติม RNase H ปริมาตร 1 ไมโครลิตร 

น าไปบ่มที่อุณหภูมิ 37 C นาน 20 นาที  หลังจากนั้นสามารถน าปฏิกิริยา cDNA Synthesis ไปใช้ทันที

หรือเก็บไว้ทีอุ่ณหภูมิ- 20 C เพ่ือไปใช้ท าพีซีอาร์ต่อไป 
  การเพ่ิมปริมาณยีน DFR ด้วยเทคนิคพีซีอาร์โดยการเตรียมส่วนผสมของปฏิกิริยาใน

หลอดพีซีอาร์ ขนาด 0.2 มิลลิลิตร ที่ประกอบด้วย 10X PCR Buffer  2 ไมโครลิตร, 10mM dNTP 0.4
ไมโครลิตร, 50 mM MgCl2 0.6 ไมโครลิตร,5 uM Forward Primer (DFR)  2 ไม โค ร ลิ ต ร , 5 uM 
Reverse Primer (DFR) 2 ไมโครลิตร, cDNA Template 1ไมโครลิตร, 5 U/ul Platinum Taq DNA 
Polymerase 0.2 ไมโครลิตร, DEPC-treated water11.8 ไมโครลิตร รวมปริมาตร 20ไมโครลิตร 

จากนั้นผสมสารละลายทั้งหมดให้เข้ากัน แล้วจึงน าไปเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอด้วยเครื่องเพ่ิม
ปริมาณสารพันธุกรรมในหลอดทดลอง ที่ก าหนดสภาวะการท าปฏิกิริยา PCR ดังนี้ 

  94 oC  2 นาที 1 รอบ 
  94 oC  1 นาท ี
  55 oC  1 นาที       35 รอบ 
  72 oC  2 นาที  
  72 oC 10 นาที 1 รอบ 
จากนั้นน าตัวอย่างไปวิเคราะห์ผลโดยใช้ 2 % Agarose gel electrophoresis แล้วย้อม

เจลด้วยสารละลาย Ethidium bromide ความเข้มข้น 0.5 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร น าไปตรวจดูแถบดี
เอ็นเอด้วยเครื่อง Gel documentation พร้อมบันทึกภาพ 
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2.3 การเตรียมชิ้นดีเอ็นเอให้บริสุทธิ์ 

น าชิ้นดีเอ็นเอของยีน DFR ที่ เพ่ิมปริมาณด้วยเทคนิคพีซีอาร์  มาแยกด้วย 1.5 % 
Agarose gel electrophoresis แล้วย้อมด้วย gel star (Cambrex) และตรวจดูแถบดีเอ็นเอโดยใช้
เครื่อง Dark Reader transilluminators และตัดแถบดีเอ็นเอเป้าหมายมาท าให้บริสุทธิ์ด้วย QIAquick 
Gel Extraction Kit (QIAGEN) แล้ วน าสารละลายดี เอ็น เอไปตรวจสอบด้ วย  1 % Agarose gel 
electrophoresis เก็บชิ้นดีเอ็นเอที่แยกได้ที่ –20 oC เพ่ือน าไปเชื่อมต่อกับเวคเตอร์พาหะต่อไป 

 
2.4 การเชื่อมต่อชิ้นยีน DFR เข้ากับเวคเตอร์ และถ่ายเข้าสู่เซลล์แบคทีเรีย 

ก าร เชื่ อ มต่ อ ชิ้ น ดี เอ็ น เอ เข้ ากั บ เวค เตอ ร์  ใช้  pGEM-T Easy Vector System 
(Promega) โดยเตรียมส่วนผสมของปฏิกิริยาที่ประกอบด้วย 2x Rapid ligation buffer, T4 DNA 
ligase 2.5ไมโครลิตร, pGEM-T Easy Vector (50ng) 0.5ไมโครลิตร, PCR  product 1.5 ไมโครลิตร 
T4 DNA ligase  0.5 ไมโครลิตร 

ผสมสารละลายทั้งหมดให้เข้ากัน แล้วจึงน าไปเก็บที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 1 ชั่วโมง  
หรือน าปฏิกิริยาที่ได้ไปเก็บที่ 4 oC นานข้ามคืน น าสารละลายที่ได้ไปใช้ในขั้นตอนส่งถ่ายดีเอ็นเอเข้าสู่
แบคทีเรีย โดยน ายีน DFR ที่เชื่อมต่อกับเวคเตอร์เข้าสู่เซลล์แบคทีเรีย โดยการส่งถ่ายดีเอ็นเอเข้าเชื้อ 
Escherichia coli JM109 (Promega) มีข้ันตอนการด าเนินงานดังนี้ 

1. ดูดสารละลายในปฏิกิริยาการเชื่อมต่อชิ้นยีน DFR เข้ากับเวคเตอร์ (ligation) 
ปริมาตร 2 ไมโครลิตร ใส่หลอด 1.5 มิลลิลิตร ที่อยู่ในน้ าแข็ง 

2. น า competent cell JM109 ออกจากตู้ -80 oC มาไว้ในน้ าแข็งท าให้ละลายช้าๆ  
แล้วผสมให้เข้ากันโดยดีดหลอดเบาๆ   

3. ดูดสารละลาย competent cell ปริมาตร 50 ไมโครลิตร ใส่ในปฏิกิริยา ligation 
ดีดหลอดเบาๆ และน าไปแช่ในน้ าแข็งเป็นเวลา 20 นาที   

4. น าไป Heat-shock cell โดยแช่ใน water- bath ที่มีอุณหภูมิ 42 oC เวลา 50 วินาที 
และรีบน ามาแช่ในน้ าแข็งทันที  เป็นเวลานาน 2 นาที   

5. เติมสารละลาย soc medium (อุณหภูมิห้อง) ปริมาตร 950 ไมโครลิตร 
6. น าไปบ่มในตู้เลี้ยงเชื้อที่มีอุณหภูมิ 37 oC เขย่าที่ความเร็ว 150 รอบต่อนาที เป็น

เวลานาน 1 ชั่วโมง 30 นาที   
7. น าไป plate บนอาหารแข็ง LB ที่เติม 100 ug/ml ampicillin  0.5 mM IPTG และ 

50 mg/ml X-Gal  แล้วน าไปเลี้ยงที่อุณภูมิ 37 oC เป็นเวลา 16 ชั่วโมง 
 

2.5 การคัดเลือกโคลนเป้าหมาย 
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น าโคโลนีของแบคทีเรียที่มีสีขาวไปตรวจหาชิ้นดีเอ็นเอเป้าหมายด้วยวิธี Single colony PCR 
โดยใช้ไม้จิ้มฟันจิ้มโคโลนีที่มีสีขาว น าไปใส่ในหลอดที่มีปฏิกิริยาของพีซีอาร์ทีประกอบด้วย  10X PCR 
Buffer 2 ไมโครลิตร, 10 mM dNTP 0.4 ไมโครลิตร, 50 mM MgCl2 0.6 ไมโครลิตร, 5 uM Forward 
Primer (M13F) 2 ไมโครลิตร, 5 uM Reverse Primer (M13R) 2 ไมโครลิตร, 5 U/ul Platinum Taq 
DNA Polymerase 0.2 ไมโครลิตร ,น้ ากลั่นนึ่งฆ่าเชื้อ 12.8 ไมโครลิตร รวมปริมาตร20  ไมโครลิตร 

จากนั้นผสมสารละลายทั้งหมดให้เข้ากัน แล้วจึงน าไปเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอในเครื่องด้วย
เครื่องเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรมในหลอดทดลอง ที่ก าหนดสภาวะการท าปฏิกิริยา PCR ดังนี้ 

  94 oC  2 นาที 1 รอบ 
  94 oC  1 นาท ี
  55 oC  1 นาที       35 รอบ 
  72 oC  2 นาที  
  72 oC 10 นาที 1 รอบ 
น าตัวอย่างไปวิเคราะห์ผลโดยใช้ 1.5 % Agarose gel electrophoresis แล้วย้อมเจล

ด้วยสารละลาย Ethidium bromide ความเข้มข้น 0.5 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร น าไปตรวจดูแถบดีเอ็นเอ
ด้วยเครื่อง Gel documentation พร้อมบันทึกภาพ 

 
2.6 การสกัดพลาสมิด 

เลี้ยงเชื้อโคโลนีที่ได้ผ่านการตรวจสอบว่ามียีนเป้าหมายปรากฏอยู่ น าไปสกัด    พลาส
มิดด้ วย  QIAprep Spin Miniprep Kit ตรวจสอบพลาสมิ ดที่ สกัด ได้ โดยใช้  1% Agarose gel 
electrophoresis แล้วย้อมด้วย ethidium bromide น าสารละลายที่เหลือเก็บไว้ที่ –20 oC จนกว่าจะ
น าไปใช้หาล าดับเบส 

2.7 การวิเคราะห์ล าดับเบสของยีน DFR 
น าพลาสมิดที่มีชิ้นดีเอ็นเอของยีน DFR เป็นดีเอ็นเอต้นแบบในการหาล าดับเบสโดยใช้

สารเคมีชุด ABI PRISM BigDyeTerminator v3.1 Cycle Sequencing Kit โดยเตรียมส่วนผสม
ต่างๆ ในหลอดพีซีอาร์ขนาด 0.2 มิลลิลิตร ดังนี้  2.5X Sequencing Buffer 3ไมโครลิตร,Terminator 
Ready Reaction Mix 2ไมโครลิตร,3.2 uM primer (T7 or SP6) 1ไ ม โ ค ร ลิ ต ร , Plasmid 
Template200 นาโนกรัม เติมน้ ากลั่นนึ่งฆ่าเชื้อจนครบ20ไมโครลิตร   

 
น าไปใส่ในเครื่องเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอในหลอดทดลองที่ก าหนดสภาวะการท าปฏิกิริยา 

PCR ดังนี้ 
  94 oC  2   นาที 1 รอบ 
  94 oC  10 วินาที 
  55 oC  5   วินาที        35 รอบ 
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  60 oC  4   นาที  
  60 oC 10  นาที 1 รอบ 

น าสารละลายของปฏิกิริยาไปท าความสะอาดก่อนน าเข้าวิเคาะห์หาล าดับเบส น าไป

วิเคราะห์หาล าดับเบสด้วยเครื่อง ABI PRISM 310 Genetic Analyzer น าล าดับเบสของยีน DFR ที่
โคลนได้จากดอกอัญชันและกุหลาบไปเปรียบเทียบกับยีนในฐานข้อมูลสาธารณะ NCBI โดยใช้โปรแกรม 
Blast เพ่ือตรวจสอบกับยีนที่มีผู้รายงานมาก่อน 

 
เวลาและสถานที่ 

 
ระยะเวลา (เริ่มต้น - สิ้นสุด) 

 2559- 2560 
 
สถานที่ด้าเนินการ 
 

ส านักวิจัยพัฒนาเทคโนโลยีชวีภาพ    กรมวิชาการเกษตร  
      

ผลการทดลองและวิจารณ์ 
 

โคลนยีน Dihydroflavonol 4-reductase (DFR) จากดอกอัญชันสีน้้าเงิน 
  จากการสืบค้นข้อมูลล าดับนิวคลีโอไทด์ที่กี่ยวข้องกับยีน DFR จากฐานข้อมูลNCBI น าข้อมูลมา
วิเคราะห์หาส่วนที่เหมือนกันโดยใช้โปรแกรมออกแบบไพรเมอร์  ท า ให้ได้ไพรเมอร์ของยีน DFR คือ
Primer:CT_DFR_F และ  CT_DFR_R ส าหรับน ามาใช้เพ่ิมปริมาณยีนจาก  cDNA ของดอกอัญชัน 
สามารถท าการสกัด mRNA จากดอกอัญชันสีน้ าเงินและสังเคราะห์สาย cDNA จาก mRNA ของดอก
อัญชันด้วยเทคนิค RT-PCR  และได้ชิ้นยีนจากการเพ่ิมปริมาณยีนด้วยเทคนิค PCR มีขนาดประมาณ
1400 bp.  ดังภาพที่1และ 2 
 

   
 ภาพที่1. แสดงแถบ RNA ที่สกัดได้จากดอกอัญชันสีน้ าเงิน 
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  M   =  100 base plus markers     
 1,2   = RNA   
 
 

   
ภาพที่2. แสดงแถบดีเอ็นเอของชิ้นส่วนยีน DFR (CtDFR-attB1) ที่เพ่ิมปริมาณได้จากดอกอัญชันสีน้ าเงิน  
    M   =  100 base plus ,  DNA markers     
    1   =  ชิ้นส่วนของยีน DFR ที่เพ่ิมปริมาณได้ ขนาด 1400 คู่เบส 
  

 
 
ได้โคลนเป้าหมายที่มีชิ้นดีเอ็นเอเชื่อมต่อเข้ากับ เวกเตอร์ โดยการเชื่อมต่อชิ้นดีเอ็นเอเข้ากับเวกเตอร์
พร้อมทั้งถ่ายยีนเข้าสู่แบคทีเรีย ภาพที่3. 
 

   
ภาพที่3. แสดงผลการตรวจสอบการเชื่อมต่อของชิ้นส่วนยีน DFR (CtDFR-attB1) กับเวกเตอร์ 
pDORN221 ด้วยเทคนิค PCR โดยใช้ไพรเมอร์ M13 
 M   =  100 base plus ,  DNA markers     
 1-3,5-7  = แถบดีเอ็นเอที่ เพ่ิมปริมาณได้จากโคโลนีที่มี  pDORN221Vector ที่คาดว่ามียีน 

CtDFR-attB1 แทรกอยู่ 
 4   =  แถบดีเอ็นเอที่เพ่ิมปริมาณได้จากโคโลนีที่ไม่มีการเชื่อมต่อของยีน 
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จากการสกัดพลาสมิดได้พลาสมิดจากโคลนเป้าหมาย เมื่อน าไปวิเคราะห์ล าดับเบส ท าให้ทราบล าดับเบส
ของยีน DFR ที่โคลนได้จากดอกอัญชัน (ดังภาพที่4และ5 ตามล าดับ) จากการเปรียบเทียบกับล าดับเบส
ของยีน DFR ที่โคลนได้จากดอกอัญขันกับฐานข้อมูลที่มีการเผยแพร่ที่อยู่ใน GenBank ด้วยโปรแกรม 
Blast-N  พบว่าล าดับเบสของยีน DFR ที่โคลนได้มีล าดับเบสเหมือนกับยีน DFR ที่รายงานไว้ในฐานข้อมูล 
NCBI คิดเป็น100% กับ accession AB185901 ดังภาพที ่6 
 
 

              
ภาพที่4.  แสดงพลาสมิด CtDFR-plasmid ที่สกัดได้จากโคลนเป้าหมาย 
      1-3 =  CtDFR- plasmid  

M     = 1 kb ,  DNA markers   
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ภาพที่5. แสดงผลการวิเคราะห์ล าดับเบสของชิ้นส่วนยีน DFR ที่โคลนได้จากดอกอัญชัน  โดยใช้ไพรเมอร์ 
M13F 
 

 
 
ภาพที่6. แสดงการเปรียบเทียบล าดับเบสของยีน ctDFR ในฐานข้อมูล NCBI  มีความเหมือนกัน 100% 
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กับ accession AB185901 
โคลนยีน Dihydroflavonol 4-reductase (DFR) จากดอกกุหลาบสีแดง  
  จากการสืบค้นข้อมูลและออกแบบไพรเมอร์ในการโคลนยีน Dihydroflavonol 4-reductase 
(DFR) จาก cDNAของดอกกุหลาบสีแดง โดยการค้นหานิวคลีโอไทด์ที่ เกี่ยวข้องกับยีน  DFR จาก
ฐานข้อมูล NCBI  และเมื่อน ามาวิเคราะห์หาส่วนที่เหมือนกันโดยใช้โปรแกรมออกแบบไพรเมอร์ ได้ไพร
เมอร์ของยีน DFR คือไพรเมอร์ RH_DFR_F และ  RH_DFR_R  ส าหรับน ามาใช้เพ่ิมปริมาณยีนจาก  
cDNA ของดอกกุหลาบ สามารถท าการสกัด mRNA จากดอกกุหลาบและสังเคราะห์สาย cDNA จาก 
mRNA ของดอกกุหลาบด้วยเทคนิค RT-PCR  และได้ชิ้นยีนจากการเพ่ิมปริมาณยีนด้วยเทคนิค PCR มี
ขนาดประมาณ 1050 bp.  ดังภาพที7่  
 
 
    

  
  
ภาพที7่. แสดงแถบดีเอ็นเอของชิ้นส่วนยีน DFR (RHDFR-attB1) ที่เพ่ิมปริมาณได้จากดอกกุหลาบ  
    M   =  100 base plus ,  DNA markers     
    1   =  ชิ้นส่วนของยีน DFR ที่เพ่ิมปริมาณได้ ขนาด 1050 คู่เบส 
  
 
ได้โคลนเป้าหมายที่มีชิ้นดีเอ็นเอเชื่อมต่อเข้ากับ เวกเตอร์ โดยการเชื่อมต่อชิ้นดีเอ็นเอเข้ากับเวกเตอร์
พร้อมทั้งถ่ายยีนเข้าสู่แบคทีเรีย ภาพที ่8. 
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ภาพที่8. แสดงผลการตรวจสอบการเชื่อมต่อของชิ้นส่วนยีน DFR (RHDFR-attB1) กับเวกเตอร์  
  pDORN221 ด้วย     เทคนิค PCR โดยใช้ไพรเมอร์ M13  
   M  = 100 base plus ,  DNA markers     
 1-4,6-10 = แถบดีเอ็นเอที่เพ่ิมปริมาณได้จากโคโลนีที่มี  pDORN221Vector ที่คาดว่ามียีน 

RHDFR-attB1 แทรกอยู่ 
  5  =  แถบดีเอ็นเอที่เพ่ิมปริมาณได้จากโคโลนีที่ไม่มีการเชื่อมต่อของยีน 
 
จากการสกัดพลาสมิดและน ามาตรวจสอบความถูกต้องของโคลน ได้พลาสมิดจากโคลนเป้าหมายที่ผ่าน
การตรวจสอบความถูกต้อง ดังภาพที่ 9  
 

              
ภาพที9่  แสดงพลาสมิด RHDFR-plasmid ที่สกัดได้จากโคลนเป้าหมาย 
      1-2 =  RHDFR- plasmid  

 M  = 1 kb ,  DNA markers   
 
เมื่อน าพลาสมิดจากโคลนเป้าหมายที่ผ่านการตรวจสอบไปวิเคราะห์ล าดับเบส ท าให้ทราบล าดับเบสของ
ยีน DFR ที่โคลนได้จากดอกกุหลาบ (ดังภาพที่10) และจากการเปรียบเทียบกับล าดับเบสของยีน DFR ที่
โคลนได้จากดอกกุหลาบกับฐานข้อมูลที่มีการเผยแพร่ที่อยู่ใน GenBank ด้วยโปรแกรม Blast-N  พบว่า
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ล าดับเบสของยีน DFR ที่โคลนได้มีล าดับเบสเหมือนกับยีน DFR ที่รายงานไว้ในฐานข้อมูล NCBI คิดเป็น 
99% กับ accession KM203111 ดังภาพที1่1 
 
 
              

   
 
 
ภาพที่10. แสดงผลการวิเคราะห์ล าดับเบสของชิ้นส่วนยีน DFR ที่โคลนได้จากดอกกุหลาบโดยใช้ไพรเมอร์ 
M13F 
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ภาพที ่11. แสดงการเปรียบเทียบล าดับเบสของยีน RH DFR ในฐานข้อมูล NCBI  มีความเหมือนกัน 99% 

กับ accession KM203111 
  

สรุปผลการทดลองและข้อเสนอแนะ 
 

 ยีนที่เกี่ยวข้องกับการเกิดสีในวัฎจักรการสังเคราะห์รงควัตถุ anthocyanin จัดเป็นฟลาโวนอย
ชนิดหนึ่งที่ประกอบเป็นสีของดอกไม้หลากหลายตั้งแต่สีส้ม สีแดงจนถึงสีม่วง และสีน้ าเงิน จากการโคลน
ยีน dihydroflavonol 4-reductase (DFR) จากดอกอัญชันสีน้ าเงินและดอกกุหลาบสีแดง ได้ชิ้นยีน
ขนาด 1,400 และ1050 bp. ตามล าดับ ยีนที่ได้นี้สามารถน ามาสร้างเป็นชุดยีนร่วมกับยีน F3’5’H ที่
โคลนได้จากดอกอัญชันสีน้ าเงิน (กุหลาบ และ ประสาน,2557) ส าหรับใช้ถ่ายฝากสู่กุหลาบ หรือไม้ดอกที่
มีความส าคัญทางเศรษฐกิจเพื่อปรับแต่งสีดอกให้มีความหลากหลายมากข้ึนในโอกาสต่อไป 
 

เนื่องจากการทดลองนี้ได้รับการสนับสนุนบบประมาณ ในปี 2559-2560 ไม่ได้รับสนับสนุนงบ
วิจัยต่อในปี2561 จึงต้องยุติการท างานวิจัยลง ได้ท าแค่ส่วนของโคลนยีน DFR จาก mRNA ของดอก
อัญชันที่มีสีน้ าเงิน และโคลนยีน DFR จาก mRNA ของดอกกุหลาบที่มีสีแดง ไม่ได้ด าเนินการต่อตาม
แผนการด าเนินงานวิจัยในส่วนของ การสร้างชุดยีน ที่ประกอบด้วยยีน F3' 5'H ที่โคลนได้จากอัญชันสีน้ า
เงิน (เป็นยีนที่โคลนได้และได้ผ่านการทดสอบการแสดงออกแล้วในยาสูบ โดยกุหลาบ และ ประสาน 
2557) โดยชุดยีนประกอบด้วย  ชุดยีน ที่มียีน DFR จากดอกกุหลาบที่ออกแบบให้มีการขัดขวางการ
ท างานของยีน DFR ในดอกกุหลาบพันธุ์ดั้งเดิมโดยใช้เทคนิค RNAi ควบคู่กับการเพ่ิมการแสดงออกของ
ยีน DFR จากดอกอัญชันสีน้ าเงิน และยีน F3’5’H จากดอก ดอกอัญชันสีน้ าเงิน ในเวลาเดียวกัน  รวมทั้ง
ไม่ได้ด าเนินการต่อตามแผนการด าเนินงานวิจัยในส่วนของ การน าชุดยีนฝากถ่ายเข้าสู่เชื้ออะโกร
แบคทีเรียมและน าไปใช้ถ่ายเข้าสู่กุหลาบ  
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 การน้าผลงานวิจัยไปใช้ประโยชน์  
 

 ได้ยีนที่ควบคุมการสร้างเอนไซม์ DFR (dihydroflavonol 4-reductase gene) จากอัญชัน 
และ กุหลาบ ที่เป็นของกรมวิชาการเกษตรส าหรับน าไปใช้ประโยชน์ในการสร้างชุดยีนน าไปปรับแต่งสี
ดอกไม้โดยวิธีการถ่ายยีน เพ่ือสร้างความหลากหลายของสีดอก นอกจากนี้สามารถน าไปเผยแพร่ใน
วารสารทางวิชาการได้ 

      หนว่ยงานที่น าผลการวิจัยไปใช้ประโยชน์ นักปรับปรุงพันธุ์ กรมวิชาการเกษตร สถาบันการศึกษา 
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