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การเตรียมดีเอน็เอส าหรบัโคลน 
 

การโคลนหรอืเพิม่ปรมิาณดเีอน็เอนัน้ข ัน้แรกตอ้งเตรยีมดเีอน็เอก่อน ทีไ่ดม้าจาก
แหล่งทีต่อ้งการ จงึน ามาเชือ่มต่อกบัเวคเตอรเ์พือ่ใหไ้ดด้เีอน็เอสายผสมแลว้จงึน าไปถ่าย
ฝากลงในเซลลผ์ูร้บั ซึง่ทีม่าของดเีอน็เอม ี3 แหล่ง คอื 

1. ดเีอน็เอทีแ่ยกไดจ้ากเซลลเ์นื้อเยือ่ของสิง่มชีวีติ เป็นดเีอน็เอทัง้หมดของ
สิง่มชีวีติชนิดนัน้ เรยีกวา่ Genomic DNA  

2. ดเีอน็เอทีส่งัเคราะหข์ึน้จากเอม็อารเ์อน็เอ เรยีกวา่ Complementary DNA หรอื 
cDNA โดยสรา้งอารเ์อน็เอในอวยัวะหนึ่งในชว่งหนึ่งของชวีติ 

3. ดเีอน็เอทีส่งัเคราะหข์ึน้โดยวธิทีางเคม ีหรอืใชเ้อน็ไซม ์หรอืใชร้ว่มกนัทัง้วธิทีาง
เคมแีละใชเ้อน็ไซม ์

การเตรยีมดเีอน็เอจากเซลล ์ เตรยีมไดจ้ากหลายแหล่งอาจมาจากพชืหรอืสตัว์
ชัน้สงู ถา้ตอ้งการดเีอน็เอทีม่ขีนาดโมเลกุลใหญ่แลว้ตอ้งน าไปโคลน หรอืน าไปวเิคราะห์
โดยวธิ ีSouthern blot นัน้คอืเตรยีมดเีอน็เอใหไ้ดข้นาดไมต่ ่ากวา่ 100-200 กโิลเบส (kb) 
แลว้น าไปแยกดว้ยวธิ ีอเิลค็โทรโฟรซิสิ ในอะกาโรสเจล 

ดเีอน็เอจากสตัวเ์ลีย้งลกูดว้ยนมเตรยีมไดจ้ากตบั มา้ม หรอื ไต ซึง่โดยทัว่ไปนิยม
เตรยีมจากมา้มเพราะไดด้เีอน็เอ บรสิทุธิใ์นปรมิาณมาก โดยเตรยีมจากเน้ือเยือ่สดทนัที
หรอืตดัเป็นชิน้เลก็ๆ แลว้ใสล่งในไนโตรเจนเหลว จงึน าไปเกบ็ไวใ้นตูแ้ชแ่ขง็อณุหภมู ิ–80 
OC การเกบ็เนื้อเยือ่โดยวธินีี้เกบ็ไดน้านกวา่ 1 ปี นอกจากนี้อาจเตรยีมดเีอน็เอจากเลอืด 
หรอื จากเซลลท์ีเ่ลีย้งในอาหารเพาะเลีย้งกไ็ด ้
 การเตรยีมดเีอน็เอจากพชื เตรยีมไดจ้ากเนื้อเยือ่ต่างๆ เชน่ ใบ กิง่ ใบเลีย้ง ตน้อ่อน และ
กลุ่มเซลลท์ีไ่ดจ้ากการเพาะเลีย้งเนื้อเยือ่  โดยน าสว่นของพชืมาบดในไนโตรเจนเหลว 
แลว้ใสบ่ฟัเฟอรส์ าหรบัสกดัดเีอน็เอทีป่ระกอบดว้ยสารดเีทอรเ์จนต ์เชน่ SDS และจงึเตมิ 

ภาคผนวก 
การเตรียมดีเอน็เอส าหรบัโคลน 
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สารโปแตสเซยีมอะซเิตท ทีม่สีมบตัเิป็นกรด เพือ่ใหส้ว่นต่างๆของพชืตกตะกอน แลว้จงึ
น าสว่นของเหลวดา้นบนมากรอง แลว้จงึตกตะกอนโดยใชแ้อลกอฮอล ์ เมือ่ไดด้เีอน็เอแลว้
น าไปตรวจสอบขนาดโดยอเิลค็โทรโฟรซิสิและหาปรมิาณดเีอน็เอ โดยวดัจากคา่การดดู
แสงทีค่วามยาวคลื่น 260 นาโนเมตร  
การเตรียมดีเอน็เอจาก mRNA 
 การเตรยีมดเีอน็เอโดยวธินีี้ไดม้าจาก mRNA ซึง่เป็นผลผลติของยนีบางยนีทีม่กีาร
แสงออกในบางชว่งเวลา และในอวยัวะหนึ่งเทา่นัน้ ดเีอน็เอทีไ่ดจ้ากการลอกรหสัมาจาก 
mRNA จะเป็นสว่นของยนีทีไ่มม่อีนิทรอน เพราะmRNA ทีอ่ยูใ่นไซโตรพลาสซมึไดผ้า่น
การตดัแต่งเอาอนิทรอน ออกเรยีบรอ้ยแลว้ ดเีอน็เอทีไ่ดจ้ากการลอกรหสัมาจาก mRNAนี้
เรยีกวา่ Complementary DNA หรอื cDNA ตอ้งอาศยัเอนไซมห์ลายชนิด ขัน้แรกตอ้ง
ศกึษาวา่ยนีทีส่นใจนัน้แสดงออกในอวยัวะใด และในชว่งเวลาใด แลว้จงึแยกสกดั mRNA 
จากเซลลด์งักล่าวมาใชเ้ป็นตน้แบบในการสงัเคราะห ์ cDNA โดยใชเ้อนไซม ์ reverse 
transcriptase เริม่ตน้โดยใชโ้อลโิกนิวคลโีอไทดท์ีป่ระกอบดว้ยเบสT หลายๆ เบสเป็นไพร
เมอร ์ เขา้ไปเกาะทีป่ลาย 3’ ของ mRNA ดว้ยพนัธะไฮโดเจนระหวา่งเบส T และ A จงึ
สงัเคราะห ์cDNA สายแรกในทศิทาง 5’ ไป 3’ โดยใชเ้อนไซมr์everse transcriptase 
 
การสงัเคราะหดี์เอน็เอโดยวิธีทางเคมี 

การสงัเคราะหด์เีอน็เอในปจัจุบนั สรา้งไดถ้งึ 50 นิวคลโีอไทด ์ ถา้ทราบล าดบั
กรดอะมโินของยนีดงักล่าวจะสงัเคราะหเ์ป็นโอลโิกนวิคลโีอไทดส์ายเดีย่วสัน้ๆ ทีต่่อเนื่อง
ทัง้สองสาย และมลี าดบัเบสทีซ่อ้นกนัในสายทีม่เีบสเป็นคูส่มนัน้ แลว้จงึเชือ่มต่อโอลโิกนิ
วคลโีอไทดเ์หล่าน้ีโดยใชเ้อน็ไซม ์DNA ligase  

การสงัเคราะหโ์อลโิกนิวคลโีอไทดม์หีลายวธิแีต่วธิทีีใ่ชก้นัอยา่งกวา้งขวางและมี
การผลติเครือ่งสงัเคราะหด์เีอน็เอแบบอตัโนมตั ิ ในทางการคา้ม ี 2 วธิ ีคอื วธิ ีPhosphate 
triester และวธิ ี Phosphite triester ทัง้สองวธิมีหีลกัการคลา้ยกนัคอื ต่อนิวคลโีอไทดเ์ขา้
ไปในสายทีล่ะหน่ึงโมเลกุล โดยขัน้ตอนแรกตอ้งป้องกนัไมใ่หห้มูท่ีเ่ขา้ท าปฏกิรยิาไดง้า่ย
นัน่คอื ตอ้งป้องกนัหมูอ่ะมโิน ของเบส A C และ G ไมใ่หเ้กดิปฏกิรยิาได ้ โดยเตมิหมู ่
benzoyl เขา้ทีเ่บส A และ C และเตมิหมู ่isobutyryl เขา้ทีเ่บส G เมือ่สิน้สดุการสงัเคราะห์
แลว้ หมูท่ีป้่องกนัเบสก าจดัออกไดโ้ดยใชด้่างอ่อนและหมู ่ dimethoxytrityl ก าจดัออกได้
โดยยอ่ยดว้ยกรดอยา่งอ่อน 
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เวคเตอร ์ 

หลกัการโคลนยนี คอืการเพิม่ปรมิาณชิน้ดเีอน็เอทีต่อ้งการใหไ้ดป้รมิาณมากเพือ่
ตอ้งการศกึษาหรอืวเิคราะหต์่อไป แต่ชิน้ดเีอน็เอทีต่อ้งการนัน้ไมส่ามารถเพิม่จ านวนได้
ดว้ยตวัเองในเซลลผ์ูร้บั จงึตอ้งน าชิน้ดเีอน็เอดงักล่าวมาต่อเขา้กบัดเีอน็เออื่น ทีส่ามารถ
จ าลองตวัไดใ้นเซลลผ์ูร้บัคอืดเีอน็เอทีเ่ป็นพาหะหรอืเวคเตอรน์ัน่เอง 
พลาสมิด(Plasmid)  

พลาสมดิเป็นดเีอน็เอทีอ่ยูน่อกโครโมโซมพบในแบคทเีรยีหลายชนิดมโีครงสรา้ง
เป็นวงแหวนเกลยีวคูม่ขีนาดตัง้แต่ 1,000 คูเ่บสจนถงึมากกวา่ 200,000 คูเ่บส พลาสมดิมี
สมบตัเิป็นหน่วยทีจ่ าลองตวัได ้ และเกดิความตา้นทานต่อยาปฏชิวีนะได ้ การแยกพลาสมิ
ดออกมาจากเซลลเ์ดมิก่อนแลว้สง่ถ่ายเขา้สูเ่ซลลใ์หมโ่ดยท าใหเ้ซลลผ์ูร้บัเกดิการ
เปลีย่นแปลงทีผ่นงัเซลล ์ (Competent cell)และรบัดเีอน็เอจากภายนอกโดยกระบวนการ 
transformation ตวัอยา่งพลาสมดิทีใ่ชเ้ป็นเวคเตอรไ์ดแ้ก่ pBR322 และ pUC18, pUC19  
ฝาจแลมบด์า(Lambda phage) 

เป็นดเีอน็เอเกลยีวคูข่นาด 48,500 คูเ่บสมกีารด ารงชวีติได ้2 แบบ คอื  
1. Lytic pathway โดยดเีอน็เอของไวรสัทีเ่ขา้ไปในเซลลแ์บคทเีรยี แลว้ท าใหเ้ซลล์
แบคทเีรยีแตกแลว้ปล่อยอนุภาคไวรสัออกมา 
2.Lysogenic pathway โดยดเีอน็เอของไวรสัซึง่จบัตวักนัเป็นวงแหนวจะไปเกาะกบั
โครโมโซมของแบคทเีรยีแลว้แลกเปลีย่นชิน้สว่นของดเีอน็เอท าใหจ้โีนมของฝาจแทรกตวั
เขา้ไปอยูใ่นโครโมโซมของแบคทเีรยี เมือ่มกีารจ าลองโครโมโซมของแบคทเีรยี ฝาจกจ็ะ
จ าลองโมเลกลุแลว้สง่ต่อไปยงัเซลลล์กูดว้ย 
ตวัอยา่งของฝาจแลมบด์า ไดแ้ก ่gt10 , gt11,2001 และ M13 
คอสมิด(Cosmid) 

คอสมดิมสีว่นของดเีอน็เอทีเ่ป็นจุดเริม่ตน้ของการจ าลองตวัเองในแบคทเีรยี มยีนี
เครือ่งหมายส าหรบัคดัเลอืกเซลลท์ีไ่ดร้บัเวคเตอรน์ี้และม ี cos site ของฝาจแลมบด์า เพือ่
ชว่ยใหส้ามารถบรรจุดเีอน็เอลงในโปรตนีหอ่หุม้ของฝาจแลมบด์าได ้ไดแ้ก่ คอสมดิ pJB8 
การโคลนยีน 

การสรา้งดเีอน็เอ library ดเีอน็เอทีแ่ยกไดท้ัง้หมดจากเซลลน์ ามาต่อกบัเวคเตอร์
และถ่ายลงในเซลลผ์ูร้บักจ็ะไดป้ระชากรของเซลล ์ หรอืของฝาจทีม่ชีิน้ดเีอน็เอต่างๆ ทีม่า
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จากสิง่มชีวีติทีแ่ยกสกดัดเีอน็เอมาไดท้ัง้หมดเรยีกวา่ Genomic library สว่นดเีอน็เอที่
สงัเคราะหข์ึน้จาก mRNA เมือ่น ามาต่อกบัเวคเตอรแ์ละถ่ายฝาจลงสูเ่ซลลแ์ลว้จะได ้cDNA 
library ขนาดของ library จโีนมของคนมขีนาดประมาณ 3 x 10 6 kb  
การเช่ือมต่อช้ินดีเอน็เอกบัเวคเตอรมี์ 3 วิธี คือ  

1.เชือ่มต่อดเีอน็เอปลายเหนียวทีเ่กดิจากการตดัโดยเอนไซมต์ดัจ าเพาะ
(Cohensive end ligation) 

2.เชือ่มต่อดเีอน็เอปลายทู(่Blunt end ligation) 
3.การเชือ่มต่อดเีอน็เอทีม่ปีลายเป็นเบสคูส่มทีเ่กดิจากการต่อเบสชนิดเดยีวกนัเขา้

ไปทีป่ลาย 3’ ของดเีอน็เอโมเลกุลหนึ่ง โดยเอนไซม ์ terminal deoxynucleotidyl 
transferase 
การตรวจหาโคลนท่ีต้องการ สามารถท าไดด้งัข ัน้ตอนดงัต่อไปน้ี 

ผลทีไ่ดจ้ากการตดัต่อชิน้ดเีอน็เอเขา้กบัเวคเตอรแ์ลว้น าเขา้สูเ่ซลลผ์ูร้บัคอื 
ประชากรของเซลล ์ หรอื ประชากรของฝาจทีม่ชีิน้ดเีอน็เอต่างๆกนั เป็น library หรอื 
gene bank วธิกีารตรวจหาโคลนทีต่อ้งการของเซลลท์ัง้หมดนัน้ท าไดห้ลายวธิคีอื  
คดัเลือกจากฟีโนไทป์ (Phenotypic selection) 

ถา้ยนีทีส่อดใสเ่ขา้ไปในเวคเตอรแ์สดงออกไดใ้นเซลลผ์ูร้บันัน้ และลกัษณะที่
ปรากฏแตกต่างไปจากลกัษณะของเซลลผ์ูร้บัเดมิ กส็ามารถคดัเลอืกโดยวธินีี้ได ้ ทัง้นี้ใน
การโคลนยนีตอ้งเลอืกใชเ้วคเตอรท์ีเ่อือ้อ านวยใหย้นีสามารถแสดงออกไดใ้นเซลลผ์ูร้บัเชน่ 
expression vector  
ตรวจหาโดยวิธีอิมมูโนเคมี (immunochemical screening) 

ท าไดเ้มือ่โคลนทีต่อ้งการแสดงออกไดโ้ดยผลติโพลเีพพไทด ์ หรอืโปรตนีทีถู่กตอ้ง
คลา้ยกบัวธิแีรก แต่โปรตนีดงักล่าวไมแ่สดงฟีโนไทป์ทีเ่ด่นชดัไมส่ามารถจะคดัเลอืก
โดยตรงได ้ แต่ตอ้งมแีอนตบิอด ี ต่อโปรตนีน้ีเตรยีมพรอ้มอยูก่่อน แลว้ตรวจสอบโปรตนีที่
เซลลผ์ลติขึน้โดยใชแ้อนตบิอดทีีจ่ าเพาะกบัโปรตนีทีต่อ้งการนัน้ 
การตรวจหาโดยวิธีการ Nucleic acid hybridization 

การคดัเลอืกโคลนโดยวธินีี้ใชเ้มือ่โคลนทีต่อ้งการไมแ่สดงลกัษณะใดๆ อาจจะผลติ
โพลเีพพไทดจ์ าเพาะไดห้รอืไมก่ต็ามและอยูใ่นเวคเตอรใ์ดกไ็ด ้ โดยใชด้เีอน็เอหรอือารเ์อน็
เอทีม่ลี าดบัเบสเป็นคูส่มกบัสว่นหน่ึงสว่นใดของชิน้ดเีอน็เอแยกนัน้เป็นตวัตรวจสอบ เรยีก
ดเีอน็เอ หรอื อารเ์อน็เอทีใ่ชต้รวจสอบน้ีวา่ Probe  
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การประยกุตใ์ช้ 
1.พนัธุวศิวกรรมทางการศกึษาวจิยั เทคนิคทางพนัธุวศิวกรรมสามารถน ามาใช้

อธบิายกลไกต่างๆในเซลล ์ เชน่ การแสดงออกของยนี ปฏกิรยิารว่มระหวา่งโปรตนี และ
ล าดบัเบสจ าเพาะของดเีอน็เอ การท างานของยนีและเอนไซมบ์างชนิดในเซลล ์พฒันาการ
และววิฒันาการของสิง่มชีวีติ 

2.พนัธุวศิวกรรมทางอุตสาหกรรมและสิง่แวดลอ้ม การโคลนยนีนัน้วตัถุประสงค์
อยา่งหนึ่งคอื พยายามใหย้นีนัน้แสดงออก หรอื สรา้งผลผลติไดใ้นเซลลผ์ูร้บั ผลผลติยนี
ดงักล่าวนี้ไดแ้ก ่ อุตสาหกรรมยา การผลติวคัซนี ผลติสารทีเ่ป็นสว่นผสมในอาหาร ผลติ
โปรตนีเซลลเ์ดยีว สว่นทีเ่กีย่วขอ้งกบัสภาพแวดลอ้ม เชน่ การสรา้งแบคทเีรยีทีย่อ่ยสลาย
หางนมและของเสยีบางชนิด 

3.พนัธุวศิวกรรมทางการเกษตร เขา้มามบีทบาทต่อการปรบัปรงุพนัธุพ์ชืและสตัว ์
เชน่ การเพิม่ผลผลติน ้านม การสรา้งยนีตา้นทานโรคพชื และสตัว ์ การสรา้งพชืตา้นทาน
แมลง เป็นตน้ 

4.พนัธุวศิวกรรมทางการแพทย ์ เชน่ การท ายนีบ าบดัในผูป้ว่ยทีเ่ป็นโรคมะเรง็ 
การวนิิจฉยัโรคโดยใชเ้ทคนิค PCR การตรวจลายพมิพด์เีอน็เอ (DNA figerprint) 
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ปฏิบติัการท่ี 1 
การเพลทห้องสมุดซีดีเอน็เอ 

( Plating gt 11 cDNA library ) 
 

 ปฏบิตักิารน้ีจะไดท้ราบวธิกีารเพาะเลีย้ง gt 11 ในเซลลใ์หอ้าศยั ( E.coli strain 
Y 1090 ) และการไตเตรทจ านวนอนุภาค gt 11 ทีม่อียูใ่นหอ้งสมดุซดีเีอน็เอ 
วสัดแุละอปุกรณ์ 

1. หอ้งสมดุซดีเีอน็เอในเวคเตอร ์ gt 11เป็นหอ้งสมดุซดีเีอน็เอ ซึง่สงัเคราะห์
จาก mRNA ทีส่กดัจากละอองเรณูของขา้ว 

2. เชือ้ E.coli Y1090 
3. อาหารเลีย้งเชือ้ LB medium 
4. อาหารเลีย้งเชือ้ LB agar+amplicillin (100g/ml ) 
5. top agarose 
6. 1 M MgSO4   
7. amplicillin (100g/ml ) 
8. 20% maltose 
9. SM buffer 
10. หลอดไมโครเซนตรฟิิวจ ์หลอดเซนตรฟิิวจข์นาด 50 ml และ 15ml 
11. automatic pipettesและ pipette tips 
12. ตูถ่้ายเชือ้แบบไบโอฮาซาด 
13. เครือ่งเขยา่ควบคมุอุณหภมู ิ
14. ตูเ้ลีย้งเชือ้ 
15. อ่างน ้าอุ่น 
16. เตาไมโครเวฟ 

วิธีท า 
ขัน้ตอนท่ี 1  การสตีคเช้ือ E.coli Y1090 
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 ท าการสตรคีเชือ้ E.coli Y1090 ซึง่เป็นเซลลใ์หอ้าศยัส าหรบัฝาจ gt 11 จาก 
glycerol stock บนอาหารเลีย้งเชือ้ LB agar+amplicillin (100g/ml ) เลีย้งเชือ้ในตูเ้ลีย้ง
เชือ้ทีอุ่ณหภมู ิ37  C เป็นเวลาหนึ่งคนื ( 16-18 ชัว่โมง ) 
ขัน้ตอนท่ี 2  การเตรียมเซลลใ์ห้อาศยั E.coli Y1090 

1. ยา้ยเชือ้ E.coli Y1090 หนึ่งโคโลนีจากจานวุน้ไปเพาะเลีย้งในอาหารเลีย้งเชือ้  
LB medium ทีม่ ีamplicillin (100g/ml ), MgSO4  mM และ 0.4%maltose (เตรยีมโดย
ใส ่amplicillin (100g/ml ) จ านวน 10 l, 1 M MgSO4  จ านวน 100 l, 20%moltose 
จ านวน  200 l ลงใน LB medium จ านวน  10 ml) เขยา่ขา้มคนืที ่37  C 

2. วนัรุง่ขึน้ยา้ย overnight culture จ านวน 1ml ไปใสใ่น LB medium   ทีม่สีารชือ่ 
amplicillin (100g/ml ), MgSO4  mM และ 0.4%maltose จ านวน 10 ml เขยา่ทีอุ่ณหภมู ิ
37  Cเป็นเวลา 2-3 ชัว่โมงจนกระทัง่ไดค้า่ OD600 ประมาณ 0.6-0.8 

2. แชเ่ซลลใ์นกระบะน ้าแขง็ เป็นเวลาประมาณ 15 นาท ี
3. น าเซลลไ์ปท าใหต้กตะกอนโดยป ัน่เหวีย่งใน refrigerated centrifugeที ่3,000  

rpm เป็นเวลา 15 นาท ี
4. เทอาหารเลีย้งเชือ้ทิง้ไป แลว้ละลายตะกอนเซลลด์ว้ย 10 mM MgSO4      (เยน็ 

จดั) จ านวน 3 ml แชเ่ซลลใ์นน ้าแขง็จนกวา่จะถงึเวลาใช ้
 
ขัน้ตอนท่ี 3  การท า dilution series ของ cDNA library 
 ตอ้งท า cDNA library ใหเ้จอืจางแลว้จงึน ามาผสมกบัเชือ้ E.coli Y1090  ซึง่เป็น
เซลลเ์จา้บา้นก่อนทีจ่ะน าไปเพาะเลีย้งในจานวุน้ 

1. แบ่ง gt 11 cDNA library จาก stock จ านวน 5 l 
2. เตมิ SM buffer ลงไป 95 l ( dilution ที ่1 ) 
3. แบ่ง dilution ที ่1 มา 5 l ใสล่งในหลอดไมโครเซนตรฟิิวจอ์กีหลอดหนึ่งแลว้เตมิ 

SM buffer ลงไป 95  l ( dilution ที ่2 ) 
     4. ท าซ ้าขอ้ 2 และ 3 จนถงึ  dilution ที ่5 
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ขัน้ตอนท่ี 4  การเพลท gt 11 cDNA library 
1. น าหลอดเซนตรฟิิวจข์นาด 15 ml มา 6 หลอด 
2. หลอดที ่1 ใส ่SM buffer ลงไป 50 l 
3. ใส ่diluted  gt 11 cDNA library  dilution 1 ถงึ dilution 5 ละ 50 l ใสล่งไปใน 

หลอดที ่2 ถงึหลอดที ่6 ตามล าดบั 
4. ใสเ่ซลล ์E.coli Y1090 ทีเ่ตรยีมไวใ้นขัน้ตอนที ่2 ลงไปในหลอดที ่1 ถงึ หลอดที ่6  

หลอดละ 150 l 
5. น าหลอดเซนตรฟิิวจท์ัง้ 6 หลอดไปแชใ่นอ่างน ้าอุ่น 37  C เป็นเวลา 30 นาท ี 

เพือ่ใหฝ้าจ gt 11  absorb กบั host cell 
6.  เตมิ top agarose เหลว ( 3.5 ml ) อุณหภมูปิระมาณ 45-50  C ลงไปในหลอด 

เซนตรฟิิวจ ์เขยา่ใหเ้ขา้กนัแลว้เทลงบนจานวุน้   ( LB+amplicillin )     ( ข ัน้ตอนน้ีตอ้งท า
อยา่งรวดเรว็ ตอ้งเท top agarose     และเกลีย่  top agarose ใหท้ัว่พืน้ผวิวุน้ ก่อนที ่top 
agarose จะแขง็ตวั   ดงันัน้จงึตอ้งน าจานวุน้ทีจ่ะใชไ้ปท าใหอุ้่นก่อนโดยน าไปใสใ่นตู้
เพาะเลีย้งเชือ้ล่วงหน้า 37C ประมาณ 2-3 ชัว่โมงกอ่น ทีจ่ะท าข ัน้ตอนน้ี ) 

7. น าจานวุน้ทัง้ 6 ใบ ไปเพาะเลีย้งทีอุ่ณหภมู ิ37  C เป็นเวลา 16-18 ชัว่โมง 
8. วนัรุง่ขึน้นบัจ านวนพลากใส ( plaques )       ทีเ่กดิจากการเจรญิเตบิโตแบบ lytic  

cycle ของ gt 11 แลว้ค านวณหาจ านวน gt 11 ทีม่อียูใ่น stock cDNA library มหีน่วย
เป็น pfu/ml ( plaque forming units/ml ) 

 
ปฏิบติัการท่ี 2 

การเพ่ิมจ านวนแบคทิริโอฝาจแลมด้า 
(Preparation of higher Phage lysate) 

 
 จากปฏบิตักิารทีไ่ดเ้พลท cDNA libraly เรยีบรอ้ยแลว้จะไดพ้ลาก (plagues) 
จ านวนมากบนจานวุน้ พลากแต่ละพลากจะมฝีาจ  gt11 อยูเ่ป็นจ านวน 105 – 106 
อนุภาคขึน้อยูก่บัขนาดและความสมบรูณ์ พลากแต่ละพลากคอืโคลนของ gt11 ซึง่มี
จโีนมเป็นดเีอนเอสายผสม (recombinant DNA) ระหวา่ง DNA ของ gt11 กบั cDNA 
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ของขา้ว ในบทปฏบิตักิารน้ีจะใหสุ้ม่เอาพลากมาเพยีงสองพลากแลว้น ามาเพิม่จ านวนให้
ไดจ้ านวนมากพอทีจ่ะสกดัเอาดเีอนเอมาท าการศกึษาต่อไป 
วสัดแุละอปุกรณ์ 

1. จานวุน้ทีม่ ีcDNA library      จากปฏบิตักิารที ่2 เลอืกเอาจานทีม่จี านวนพลากไม่ 
มากเกนิไปไมน้่อยเกนิไปและพลากหา่งกนัพอสมควร 

2. เชือ้ E.coli.Y1090 ซึง่เป็นเซลลใ์หอ้าศยั (host cell) 
3. อาหารเลีย้งเชือ้ LB medium 
4. อาหารเลีย้งเชือ้ LB agar+ampicilin 
5. ampicilin 100 mg/ml 
6. 20% maltose 
7. 1M MgSO4 
8. 1M CaCl2 
9. SM buffer 
10. Top agarose 
11. หลอดไมโครเซนตรฟิิวจ ์
12. หลอดเซนตรฟิิวจข์นาด 15 และ 50 ml 
13. automatic pipettes และ pipett tips 
14. Paster pipetts 
15. ตูถ่้ายเชือ้แบบไบโอฮาซาด 
16. เครือ่งเขยา่ควบคมุอุณหภมู ิ
17. ตูเ้ลีย้งเชือ้ 
18. อ่างน ้าอุ่น 
19. เตาไมโครเวฟ 

วิธีท า –การเพิม่จ านวนแบคทริโิอฟาจจากพลากม ี2 วธิ ีนกัศกึษาจะเลอืกท าวธิใีดกไ็ด ้ใน
เบือ้งตน้แนะน าใหใ้ชว้ธิทีี ่2 เพราะใชเ้วลาน้อยกวา่และสิน้เปลอืงน้อยกวา่ 
วิธีท่ี1-วิธีเพลทไลเสด (Plat lysate method) 

1. ใชป้ลายพลาสเจอรปิ์เปตทีไ่รเ้ชือ้เจาะลงไปบนวุน้ทีม่พีลาก (plaqe) ทีต่อ้งการ 
จะน าไปเพิม่จ านวนอยูแ่ลว้น าวุน้ทีม่พีลากอยูน่ัน้ไปใสใ่น phage dilution buffer หรอื SM 
buffer จ านวน 1 ml  ในหลอดไมโครเซนตรฟิิวจ ์
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2. เตมิ Chloroform ลงไป 1 หยดเขยา่แลว้ทิง้ไว ้4  oC เป็นเวลา 1 ชัว่โมง หรอื 
ขา้มคนืเพือ่ใหฝ้าจเคลื่อนทีอ่อกจากวุน้ 

3. ปิเปต phage stock จากขอ้ 2 ใหไ้ดจ้ านวนประมาณ 10 5 pfu (plague  
forming unit) น ามาผสม กบั E.coli host cells จ านวน 0.15 ml ในหลอดไรเ้ชือ้ขนาด 15 
ml (เตรยีม host cells ตามขัน้ตอนที2่, บทที ่2) การทีจ่ะทราบวา่ควรจะใช ้phage stock 
ปรมิาณเทา่ใดนัน้ตอ้งท าการไตเตรทเสยีก่อนตามวธิใีนบทปฏบิตักิารที่2 

4. น าสว่นผสมจากขอ้ 3 ไปแชไ่วท้ีอุ่ณหภมู ิ37 oC เป็นเวลา 20 นาทเีพือ่ใหฝ้าจ 
และเซลล ์absorb กบัผนงัเซลลใ์หอ้าศยั  

5. เตมิ top agarose ที ่เหลวและอุ่น(45 oC) ลงไปในสว่นผสมของฝาจและเซลล ์
ใหอ้าศยัผสมใหเ้ขา้กนัแลว้เทลงบนจานทีม่วีุน้เลีย้งเชือ้ LB+ampicilin ทีแ่ขง็ตวัอยู ่

6. น าจานวุน้ไปบ่มที ่37 oC เป็นเวลา 8-10 ชัว่โมงในขัน้ตอนน้ีบนพืน้ผวิของจาน 
เพาะเชือ้ควรมลีกัษณะใสเกอืบทัง้หมด       เนื่องจากฝาจมกีารเจรญิมากจนท าใหเ้ซลลใ์ห้
อาศยัแตก (lyse) เกอืบทัง้หมด 
       7. เตมิ SM buffer ลงไปบนจานเพาะเชือ้จ านวน 4 ml ปิดฝา ปิดชอ่งระหวา่งฝา
กบัตวัจานดว้ยพาราฟิลม์ วางจานเพาะเชือ้นี้ไวท้ี ่ 4 oC เป็นเวลา 8-10 ชัว่โมง ถา้เป็นไป
ไดค้วรเขยา่เบา ๆ เป็นระยะ ๆ หรอืวางจานบนเครือ่งเขยา่ซึง่วางไวใ้นตูเ้ยน็ 

8. เท SM buffer จากขอ้ 7 ลงในหลอดไรเ้ชือ้ เตมิ SM buffer อกี 1 ml ลงบนจาน
วุน้เพือ่ลา้งฝาจทีย่งัหลงเหลอือยูแ่ลว้เท SM buffer นี้ลงไปรวมกบั SM buffer จากขอ้ 7 

9. เตมิ chloroform  ลงไป 0.1 ml   ลงไปผสมโดยการ vortex     เลก็น้อย น าไป 
เหวีย่งที ่8,000 rpm เป็นเวลา 10 นาท ีเพือ่ใหเ้ศษเซลลแ์บคทเีรยีตกตะกอน 

10. ยา้ย  supernatant ไปใสใ่นหลอดอกีหลอดหนึ่ง     เตมิ chloroform ลงไป 2-3  
หยด    
      11. plaqe stock ทีไ่ดน้ี้จะมจี านวนฝาจมากประมาณ 1010-1011 pfu/mlซึง่สามารถ
เกบ็ไวไ้ดท้ี ่4 oC เป็นเวลาหลายเดอืน 
 
วิธีท า 2 วิธีอาหารเหลวจ านวนน้อย (Small scale liquid culture) 

1. ใชป้ลายของพลาสเจอรปิ์เปต   ทีไ่รเ้ชือ้เจาะลงไปบนวุน้ทีม่พีลาก (Plaque) ที ่
ตอ้งการเพิม่จ านวนอยู ่แลว้น าวุน้ทีม่พีลากอยูน่ัน้ไปใสล่งในเซลลใ์หอ้าศยั จ านวน 0.2 ml
ตัง้ทิง้ไวท้ีอุ่ณหภมูหิอ้ง 15 นาท ี(เตรยีมเซลลใ์หอ้าศยัตามขัน้ตอนที ่2 บทที ่2) 
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2. เตมิอาหารเลีย้งเชือ้ LB+100 g/ml ampicilin      ซึง่ม ีCaCl2 เขม้ขน้ 5 mM  
จ านวน 5 ml ในหลอดขนาด 50 ml 

3. น าไปเพาะเลีย้งบนเครือ่งเขยา่ที ่37 oC เป็นเวลา 4-5 ชัว่โมง  (ควรเพาะเลีย้ง 
เฉพาะเซลลใ์หอ้าศยัอยา่งเดยีวในหลอดอกีหลอดหนึ่ง      เพือ่เป็นตวัเปรยีบเทยีบอาหาร
เลีย้งเชือ้ทีม่ฟีาจอยูด่ว้ยจะใสเมือ่เปรยีบเทยีบกบัอาหารเลีย้งเชือ้ทีไ่มม่ฝีาจ) 

4. เตมิ chloroform ลงไป2-3 หยดแลว้เขยา่ต่ออกี 10 นาท ี
5. น าไปเหวีย่งที ่8,000 rpm เป็นเวลา 10 นาท ีเพือ่ก าจดัเศษเซลลแ์บคทเีรยี 
6. ยา้ย supernatant ไปใสใ่นหลอดใหม ่      แลว้เตมิ cloroform ลงไป 2-3 หยด  

สามารถเกบ็ phage stock นี้ไวท้ี ่4 oC ไดห้ลายเดอืน 
7. ส าหรบัวธิทีี ่2 สามารถ scale up ได ้    โดยเพิม่จ านวนพลากเป็น 3-4 พราก  

(จาก clone เดยีวกนั)  ต่อ culture 10 ml และเพิม่ปรมิาณเซลลใ์หอ้าศยัเป็น 0.5 ml      
 

 
ปฏิบติัการท่ี 3 

การแยกดีเอน็เอของแบคทีริโอฝาจแลมด้า 
(Isolation of bacteriophage lambda DNA) 

 
ในปฏบิตักิารที ่ 2 นกัศกึษาไดเ้ตรยีม phage lysate จากโคลนของ gt 11 ที่

นกัศกึษาคดัเลอืกมาจ านวน 2 โคลน ในปฏบิตักิารน้ีนกัศกึษาจะไดส้กดัแยกเอาดเีอน็เอ
ออกมาจากแบคทริโิอฝาจ gt 11 ซึง่มหีลายวธิใีนทีน่ี้จะแนะน าวธิทีีไ่มต่อ้งใชว้สัดุราคา
แพงมากนกัเพยีง 2 วธิ ี ส าหรบัวธิอีื่นๆ นกัศกึษาสามารถคน้ควา้เพิม่เตมิไดจ้าก
เอกสารอา้งองิ 
 
วสัดแุละอปุกรณ์ 

1. Buffer L1 (ประกอบดว้ย 20 mg/ml  Rnase A, 6 mg/ml Dnase,0.2 mg/ml  
bovine serum albumin,10 mM EDTA,100 mM Tris-HCl pH 7.5, 300 mM NaCl ) 

2. สารละลาย 20 % PEG 8,000, 2 M NaCl 
3. DE 52 ion exchange cellulose in LB medium 
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4. 3 M Potassium acetate pH 4.8 
5. proteinase K 0.1 mg/ml 
6. 10% SDS 
7. 5% CTAB, 0.5 M NaCl 
8. isopropanol 
9. absolute ethanol 
10.  70 % ethanol 
11. 1.2 M NaCl 
12. TE buffer 
13. หลอดไมโครเซนตรฟิิวจ ์
14. หลอดเซนตรฟิิวจ ์ขนาด 50 ml 
15. automatic pipettor และ pipet tips 
16. อ่างน ้าอุ่น 
17. Deep freezer (-70 C) 
18. เครือ่ง refrigerated centrifuge 
19. เครือ่ง microcentrifuge 

 
วิธีท า 
วิธีท่ี 1-DE 52 method 
1. น า phage lysate จ านวน 15 ml ใสล่งในหลอดเซนตรฟิิวจ ์ ขนาด 50 ml แลว้เตมิ 

Buffer L1ลงไป 50 l น าไปแชใ่นอ่างน ้าอุ่นที ่37C เป็นเวลา 1 ชัว่โมง 
2. เตมิสารละลาย 20 % PEG 8,000, 2 M NaCl ทีเ่ยน็จดั 5 ml ลงไปผสมใหเ้ขา้กนัแลว้

แชไ่วใ้นน ้าแขง็ 1 ชัว่โมง 
3. น าไปเหวีย่งที ่10,000 g เป็นเวลา 10 นาท ีที ่4C 
4. เท supernatant ทิง้ไปแลว้คว ่าหลอดบนกระดาษทชิช ู ทิง้ไวค้รูห่นึ่ง เพือ่ใหข้องเหลว

ทีเ่หลอืไหลลงมาใหห้มด 
5. ละลายตะกอนฝาจแลมดา้ดว้ย LB-broth จ านวน 1,200 l ยา้ยไปใสใ่นหลอดไมโค

รเซนตรฟิิวจ ์2 หลอดๆ ละ 600 l 
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6. เตมิ DE 52 ion exchange cellulose ซึง่แขวนลอยอยูใ่น LB-broth ลงไปหลอดละ  
600 l ผสมใหเ้ขา้กนัดว้ยการพลกิหลอดไปมา 20-30 ครัง้ 

7. เหวีย่งในไมโครเซนตรฟิิวจเ์ป็นเวลา 5 นาท ี แลว้ยา้ย supernatant ไปใสห่ลอดใหม่
แลว้เตมิ DE 52 ลงไปอกี 600 l ผสมใหเ้ขา้กนัดว้ยการพลกิหลอด 

8. เหวีย่งอกีครัง้หนึ่ง แลว้ยา้ย supernatant ไปใสห่ลอดใหม ่
9. เตมิสารละลาย proteinase K เขม้ขน้ 0.1 mg/ml ลงไป 10 l ตัง้ทิง้ไว ้5 นาท ีแลว้

เตมิ 10 % SDS ลงไป 50 l ผสมใหเ้ขา้กนั 
10. เตมิสารละลาย 3% potassium acetate ลงไป 130 l น าไปแชใ่นอ่างน ้าอุ่นที่

อุณหภมู ิ70C 10 นาท ีแลว้ยา้ยไปแชใ่นน ้าแขง็อกี 10 นาท ี
11. น าไปเหวีย่งในไมโครเซนตรฟิิวจ ์เป็นเวลา 10 นาท ี
12. ยา้ย supernatant ไปใสห่ลอดใหมแ่ลว้เตมิ isopropanol ปรมิาตรเทา่กนัลงไป น าไป

แชใ่นตูแ้ชแ่ขง็ (-70C) เป็นเวลา 15 นาท ีแลว้น าไปเหวีย่งเป็นเวลา 15 นาท ี
13. เท supernatant ทิง้ไป ผึง่ตะกอนใหแ้หง้เลก็น้อย แลว้ละลายตะกอนดเีอน็เอดว้ย TE 

จ านวน 30 l  
การเตรียมสารละลาย 
1. Buffer L1 
เอนไซม ์Rnase A                                                               20 mg 
เอนไซม ์Dnase I                                                                 6 mg 
1 Mtris-HCl (pH 7.5)                                                       0.1 ml 
0.5 M Na2EDTA                                                                20 l  
5 M NaCl                                                                         60 l  

ในปรมิาตรทัง้หมด 1 ml เกบ็ในตูแ้ชแ่ขง็(-20C) 
2. 20% PEG 8000, 2 M NaCl 

PEG 8000                                        20 กรมั 
NaCl                                                11.96 กรมั 

ละลายใน SM buffer จนไดป้รมิาตรทัง้หมด 100 ml ฆา่เชือ้โดยการออโตเคลฟ 
3. DE52 in LB-medium 
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ชัง่ DE52 10 กรมั ใสล่งในบกีเกอร ์คอ่ยๆ เตมิ 0.05 N HCl ลงไปพรอ้มกบัคอ่ยๆ 
คนเตมิ HClทัง้หมดเป็นปรมิาตรประมาณ 2-3 เทา่ของปรมิาตร DE52 แลว้คอ่ยๆ เตมิ 
NaOH เขม้ขน้ (5N) ลงไปจนกระทัง่ pH ของสว่นผสมมคีา่ใกลเ้คยีง pH ของ LB medium 
คอืประมาณ 7.0 ตัง้ทิง้ไวใ้ห ้ DE52  ตกตะกอนแลว้จงึเทสว่นลอยทิง้ไป แลว้ลา้ง DE52 
หลายๆ ครัง้ดว้ย LB จ านวนมากจนกระทัง่ pH ของ LB มคีา่ 7.0 จากนัน้จงึละลาย DE52 
ดว้ย  LB ใหส้ว่นผสมมปีรมิาณ DE52 75% LB 25% เตมิ sodium azide ลงไปใหม้คีวาม
เขม้ขน้ 0.1% เกบ็สว่นผสมน้ีไวท้ี ่4C 
4. proteinase K 

proteinase K    1 mg 
ละลายใน TE buffer10 ml  เกบ็ไว ้-20C 

5. 10% SDS 
Sodium dodecyl sulfate                 10 กรมั 
ละลายน ้าจนไดป้รมิาตร 100ml เกบ็ไวท้ีอุ่ณหภมูหิอ้ง (ไมต่อ้งออโตเคลฟ SDS) 

6. 3 M Potassium acetate 
ชัง่ Potassium acetate 29.5 กรมั ละลายน ้าใหไ้ดป้รมิาตร 100 ml  ปรบั pH ให้

เป็น 4.8 แลว้ฆา่เชือ้โดยการออโตเคลฟ 
7.    5% CTAB in 0.5 M NaCl 

CTAB                                              5 กรมั 
NaCl                                           2.92 กรมั 
ละลายน ้าใหไ้ดป้รมิาตรทัง้หมด 100 ml ฆา่เชือ้โดยการออโตเคลฟ 

8.   1.2 M NaCl  
NaCl                                                    7.03 กรมั 
ละลายน ้าจนไดป้รมิาตร 100 ml  ฆา่เชือ้โดยการออโตเคลฟ 

9.   TE buffer 
Tris-base                                              0.121 กรมั 
Na2EDTA                                            0.037 กรมั 
ละลายน ้า 80 ml ปรบั pH ใหเ้ป็น 7.5 ดว้ย HCl แลว้เตมิน ้าใหไ้ดป้รมิาตร 100ml 
ฆา่เชือ้โดยการออโตเคลฟ 

 



 

AG 103 

 

389 

ปฏิบติัการท่ี 4 
การย่อยดีเอน็เอของแบคทิริโอฝาจแลมด้าด้วยเอนไซมต์ดัจ าเพาะ 

(Restrictuion  digestion  of  bacteriophage  lambda DNA) 
 

 จากบทปฎบิตักิารที ่ 3 ไดแ้ยกดเีอน็เอจากแบคทริโิอฝาจแลมดา้จที ี  11 โดยใช ้ 
phage  lysate  จ านวน 15 ml  ข ัน้สดุทา้ยไดล้ะลายตะกอนดเีอน็เอดว้ย TE buffer 
จ านวน 30 l ปฏบิตักิารน้ีนกัศกึษาจะน าดเีอน็เอดงักล่าวซึง่เป็นดเีอน็เอสายผสม 
(recombinant DNA) มายอ่ยดว้ยเอนไซม ์Eco RI เพือ่แยกชิน้ cDNA ออกมาจากดเีอน็เอ
ของแลมดา้จที ี11 
 
1. ดเีอน็เอของแบคทริโิอฝาจแลมดา้จที ี11 
2. เอนไซม ์Eco RI 
3. 10 x Eco RI buffer  
4. sterile  distilled  water 
5. 10 x gel loading buffer 
6. 5 x TBE buffer 
7. Ethidium  bromide 10 mg/ml 
8. Agarose (elctophoresis grade) 
9. อ่างน ้าอุ่น 
10. electophoresis chamber 
11. power  supply 
12. UV Transilluminator 
 
วิธีท า 

1 น าดเีอน็เอของแบคทริโิอฝาจแลมดา้จที ี 11 มา 16 l ใสล่งในหลอดไมโครเซนตริ
ฟิวจ ์

2 เตมิ 10 x Eco RI  buffer ลงไป 6 l 
3 เตมิ  sterile  distilled water  ลงไป 7 l 
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4 เตมิเอนไซม ์ Eco  RI ลงไป 3 l 
5 น าไปแชใ่นอ่างน ้าอุ่นที ่37 oC เป็นเวลา 1.5-2 ชัว่โมง 
6 เตมิ 10 x gel loading  buffer ลงไป 2 ไมโครลติร แลว้น าไปแยกในอะกาโรสเจลอเิลค

โตรโฟลซิสิ โดยหยอด DNA ทัง้หมดลงใน 1 หลุมของอะกาโรสเจล 
7 ในหลุมอกีหลุมหน่ึงขา้งๆ ใหห้ยอดดเีอน็เอทีไ่มถู่กยอ่ยดว้ย Eco RI ลงไปดว้ยเพือ่

เปรยีบเทยีบโดยน าดเีอน็เอมาประมาณ 5 ไมโครลติร เตมิน ้าลงไป 4 ไมโครลติร และ 
10 x gel loading buffer 1 ไมโตรลติร 

8 เปิดเครือ่งจ่ายกระแสไฟฟ้าโดยใชค้วามต่างศกัย ์ 50-60 โวลท ์ เป็นเวลาประมาณ 2 
ชัว่โมง หรอืจนกระทัง่ส ีbromophenol  blue เคลื่อนทีไ่ปไดป้ระมาณ 80 % ของความ
ยาวของอะกาโรสเจล 

9 ปิดเครือ่งจ่ายกระแสไฟฟ้า น าเจลไปวางบน UV Transilluminator และบนัทกึภาพไว ้
( ถา้โคลนทีน่กัศกึษาคดัเลอืกมาเป็น recombinant แลมดา้จที ี11 จะพบแถบดเีอน็เอ
อยา่งน้อย 2 แถบ แถบทีม่ขีนาดใหญ่ประมาณ  48 kbp คอืดเีอน็เอของเวคเตอร ์gt 
11 สว่นแถบทีม่ขีนาดเลก็กวา่เป็นซดีเีอน็เอของขา้วทีถู่กตดัออกมาด้วยเอนไซม ์ Eco 
RI) 
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ปฏิบติัการท่ี 5 
อะกาโรสเจลอิเลก็โทโฟริซิสของดีเอนเอ 
(Agarose Gel Electrophoresis of DNA) 

 
 อเิลก็โทรโฟรซิสิ เป็นเทคนิคทีใ่ชแ้ยกโปรตนีหรอืกรดนิวคลอีกิซึง่อยูใ่น
สนามไฟฟ้าออกจากกนั โดยอาศยัความแตกต่างของอตัราการเคลื่อนทีข่องโมเลกุล ซึง่
เป็นผลมาจากความแตกต่างของชนิดและปรมิาณของประจุ ขนาดและโครงรปูของโมเลกุล
ของสาร การแยกโปรตนีหรอืกรดนิวคลอีกิโดยวธิอีเิลก็โทรโฟรซิสิ มกัท าใหต้วักลางทีเ่ป็น
สารโมเลกุลใหญ่พวกโพลเีมอร ์ ส าหรบัดเีอน็เอนิยมแยกโดยใชอ้ะกาโรส หรอืโพลอีะครลิา
ไมดเ์ป็นตวักลาง การแยกดเีอน็เอโดยใชอ้ะกาโรสเป็นตวักลางเป็นเทคนิคทีส่ าคญัมากใน
การศกึษาวจิยัดา้นพนัธุวศิวกรรม เพราะเป็นเทคนิคทีใ่ชแ้ยก บ่งชีแ้ละท าชิน้ดเีอน็เอให้
บรสิทุธิ ์ซึง่ท าใหส้ะดวกและรวดเรว็ เน่ืองจากการเตรยีมอะกาโรสเจลท าไดส้ะดวกกวา่การ
เตรยีมโพลอีะครลิาไมดเ์จล การตรวจหาแถบของดเีอน็เอทีแ่ยกออกจากกนัสามารถท าได้
โดยการยอ้มอะกาโรสเอธเิทยีมโบรไมด ์แลว้ตรวจหาสารเชงิซอ้นของเอธเิดยีมไบรไมดก์บั
ดเีอน็เอ ซึง่จะเรอืงแสง(fluorescence) เมือ่สอ่งดว้ยแสงอุลตรา้ไวโอเลต แถบดเีอน็เอทีม่ี
ปรมิาณต ่าเพยีง 10 นาโนกรมั สามารถถูกตรวจพบไดโ้ดยวธินีี้ การแยกดเีอน็เอโดยโพ
ลอีะครลิาไมดย์ุง่ยากกวา่ แต่มอี านาจการแยก (resolving power) สงูกวา่อะกาโรส
เจลมากโดยสามารถแยกชิน้สว่นดเีอน็เอทีม่ขีนาดแตกต่างกนัเพยีงคูเ่บสเดยีวออกจากกนั
ได ้จงึใชไ้ดด้ใีนเทคนิคการหาล าดบัเบส (DNA sequencing) 
 
อะกาโรสเจลอิเลก็โทรโฟริซิส 
 อะกาโรสเป็นสารโพลเีมอรท์ีส่กดัไดจ้ากสาหรา่ยทะเล ถา้ก าหนดใหโ้ครงรปูของดี
เอน็เอเป็นแบบเสน้ตรง ความสมัพนัธร์ะหวา่งขนาดของโมเลกุลกบัระยะทางทีเ่คลื่อนที่
ในอะกาโรสเจลความเขม้ขน้ต่าง ๆ สามารถแสดงไดใ้นรปูของกราฟดงัภาพที ่1 ซึง่จะเหน็
วา่ส าหรบัแต่ละความเขม้ขน้ของอะกาโรสเจลจะมชีว่งทีก่ารเคลื่อนทีก่บั log ของขนาด
โมเลกุลมคีวามสมัพนัธแ์บบเสน้ตรวจ ซึง่ชว่งขนาดของดเีอน็เอทีม่คีวามสมัพนัธแ์บบ
เสน้ตรงกบัระยะทางนัน้ไดร้วบรวมไวต้ารางที ่1  
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ภาพท่ี 1 ความสมัพนัธร์ะหวา่งขนาดของดเีอน็เอกบัการเคลื่อนทีใ่นอะกาโรสเจลความ
เขม้ขน้ต่าง ๆ 
 
 ในปจัจุปนัมกีารใชอ้ะกาโรสในงานอเิลก็โทรโฟรซิสิเพิม่มากขึน้ทัว่โลก ผูผ้ลติ
หลายบรษิทัจงึท าการผลติอะกาโรสชนิดพเิศษส าหรบัใชใ้นงานอเิลก็โทโฟรซิสิ โดยเฉพาะ
ซึง่เป็นอะกาโรสทีบ่รสิทุธิป์ราศจากสารเจอืปนซึง่จะยบัยัง้การท างานของเอนไซมใ์น
ขัน้ตอนต่อไปหลงัจากแยกดเีอน็เอจากอะกาโรสเจล และปราศจากการปนเป้ือนจากนิวคลี
เอสซึง่ท าลายกรดนิวคลอีกิ 
 ในการเตรยีมเจลจะน าอะกาโรสมาหลอมในบฟัเฟอรซ์ึง่ม ี pH ประมาณ 8 แลว้เท
ลงในถาดรองเจล เมือ่อะกาโรสแขง็ตวัแลว้จงึท าการหยดดเีอน็เอลงในหลุมแลว้ผา่น
กระแสไฟฟ้าเขา้สูเ่จล ดเีอน็เอ ซึง่มปีระจุลบจะเคลือ่นทีไ่ปหาขัว้บวก อตัราการเคลื่อนที่
ของดเีอน็เอขึน้อยูก่บัปจัจยัต่าง ๆต่อไปน้ี 
1. ขนาดของดีเอน็เอ  

อตัราการเคลื่อนทีข่องดเีอน็เอจะแปรผกผนักบั log10 ของจ านวนคูเ่บส ดเีอน็เอ
โมเลกุลใหญ่จะเคลื่อนทีช่า้กวา่เพราะมแีรงเสยีดทานมากกวา่ และโมเลกุลจะเคลื่อนผา่นรู
ของเจลยากกวา่ 
2. ความเข้มข้นของอะกาโรส 
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ขณะทีใ่หก้ระแสไฟฟ้าผา่นเจลดเีอน็เอจะเคลื่อนทีผ่า่นรภูายในเจล ถา้รมูขีนาด
ใหญ่อตัราการเคลื่อนทีข่องดเีอน็เอจะสงูกวา่เจลทีม่รีขูนาดเลก็ ขนาดของรภูายในเจลจะ
ขึน้กบัความเขม้ขน้ของอะกาโรส อะกาโรสยิง่มคีวามเขม้ขน้มากรภูายในจะมขีนาดเลก็ลง 
การเคลื่อนทีข่องดเีอน็เอในอะกาโรส จะมคีวามสมัพนัธแ์บบเสน้ตรงกบัความเขม้ขน้
ของอะกาโรส ตามสมการ 

 log u = logu0-Kr T 
 u =  ระยะทางทีด่เีอน็เอเคลื่อนทีใ่นอะกาโรสเจล 
 u0 = ระยะทางทีด่เีอน็เอเคลื่อนทีใ่นสภาพทีไ่มม่ใีนอะกาโรสเจล 

 Kr  = สมัประสทิธิค์วามหน่วง(retardation coefficient) 
 
ตารางท่ี 1 ชว่งขนาดดเีอน็เอทีม่คีวามสมัพนัธแ์บบเสน้ตรงกบัระยะทางทีเ่คลื่อนทีไ่ป
ในอะกาโรสเจลความเขม้ขน้ต่าง ๆ  
ความเขม้ขน้ของอะกาโรสเจล (%) ชว่งขนาดของดเีอน็เอปลายเปิด(กโิลเบส) 
0.3 5-60 
0.6 1-20 
0.7 0.8-10 
0.9 0.5-7 
1.2 0.4-6 
1.5 0.2-3 
2.0 0.1-2 
 
3. โครงรปูของดีเอน็เอ 

ดเีอน็เอทีม่ขีนาดเทา่กนั แต่อยูใ่นโครงรปูทีต่่างกนัจะเคลื่อนทีใ่นอะกาโรสเจลในอตัรา
ทีต่่างกนั ขึน้อยูก่บัความเขม้ขน้ของอะกาโรสเจล ความแรงของกระแสไฟฟ้าและ
ความแรงออิอนของบพัเฟอร ์ โดยทัว่ๆ ไป ส าหรบัพลาสมดิดเีอน็เอ โครงรปูแบบ
ซเูปอรเฮลคิลั(superhelical) จะเคลื่อนทีเ่รว็กวา่แยบบเสน้ตรง(linear) สว่นแบบ
วงกลมนิก(nicked circular) จะเคลื่อนทีช่า้ทีส่ดุ 

4. องคป์ระกอบของบพัเฟอร ์
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การเคลื่อนทีข่องดเีอน็เอในอะกาโรสเจลขึน้อยูก่บัองคป์ระกอบและความแรงออิอน 
ของบพัเฟอร ์ บพัเฟอรท์ีน่ิยมใชส้ าหรบัอเิลกโทรโฟรซิสิของดเีอน็เอม ี 4 ชนิด ดงัสรปุ
ไวใ้น ตารางที ่ 2นิยมเตรยีมบพัเฟอรเ์ขม้ขน้เกบ็ไว ้ เชน่ 10X buffer หมายความวา่
เป็นบพัเฟอรท์ีม่คีวามเขม้ขน้เป็น 10 เทา่ของความเขม้ขน้ทีใ่ชจ้รงิ TAE, TPE และ 
TBE ใชก้บัดเีอน็เอสายคู ่สว่นบพัเฟอรด์่าง(alkaline buffer) ใชก้บัดเีอน็เอสายเดีย่ว 

 
ตารางท่ี 2 แสดงบพัเฟอรท์ีน่ิยมใชใ้นเจลอเิลก็โทรโฟรซิสิของดเีอน็เอ 
บพัเฟอร ์ ความเขม้ขน้ทีใ่ชใ้นอเิลก็โทรโฟรซิสิ  บพัเฟอรเ์ขม้ขน้/1000  ml 

   (working solution)            (stock solution) 
Tris-acetate 1X:0.04 M Tris-acetate  10X:48.4 g Tris base 
(TAE)  0.001 M EDTA   11.4 ml glacial aceticacid 
       20 ml of 0.5 M EDTA 
       (pH 8.0 ) 
Tris-phosphate 1X:0.09 M Tris-phosphate 10X:108 g Tris base 
(TPE)  0.002 M EDTA   15.5 ml 85% phosphoric acid 
       40 ml of 0.5 M EDTA 
       (pH 8.0 ) 
Tris-borate 0.5X:0.045 M Tris-borate  5X:54 g Tris base 
(TBE)  0.002 M EDTA   27.5 ml boric acid 
       20 ml of 0.5 M EDTA 
       (pH 8.0 ) 
Alkaline 1X:50mM NaOH   10X:5 ml 10 N NaoH 
Butter  1 mM EDTA    2 ml 0.5 M EDTA (pH 8.0) 
 
วสัดแุละอปุกรณ์ 

1. agarose (electrophoresis grade) 
2. 5x TBE buffer 
3. Ethidium bromide 10 mg/ml 
4. 10 x gel loading buffer 
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5. elctrophoresis chamber(mini gel) 
6. power supply 
7. UV transilluminator 
8. Polaroid Camera 

วธิที า 
1. เตรยีมถาดรองเจล (gel mould) วางบนพืน้เรยีบ 
2. ชัง่ agarose จ านวนทีต่อ้งการลงในฟลาสก ์ เตมิ electrophoresis buffer (1 X TBE) 

ใหไ้ดค้วามเขม้ขน้ทีต่อ้งการโดยทัว่ ๆ ไป mini-gel มกัใชป้รมิาณ agarose 35-40  ml 
ถา้ตอ้งการเตรยีม 0.8 % agarose gel ใช ้agarose 0.32  กรมัต่อบพัเฟอร ์40 ml 

3. ท าให ้ agarose ละลายโดยแชฟ่ลาสกใ์นน ้าเดอืด หรอืในเตาไมโครเวฟน าออกมาวาง
ทิง้ไวใ้หเ้ยน็ลงถงึประมาณ 60 oC เตมิ ethidium bromide (10 mg/ml) ลงไปใหไ้ด้
ความเขม้ขน้สดุทา้ย 0.5 g/ml ( 2 ไมโครลติรต่อ 40 มลิลลิติร) ผสมใหเ้ขา้กนัโดย
การหมนุฟลาสกเ์บาๆ 

4. เท agarose ลงในถาดรองเจลทีเ่ตรยีมไว ้ พยายามอยา่ใหเ้กดิฟองอากาศวาง comb 
ลงทีป่ลายดา้นหน่ึงของถาดรองเจล ใหซ้ีข่อง comb อยูห่า่งจากปลายของเจลป
ระมาณ 1 ซม. รอใหเ้จลแขง็ตวั 

5. หลงัจากเจลแขง็ตวั น าถาดไปวางใน electrophoresis tank เท buffer (1X TBE) ลง
ไปจนทว่มเจลใหบ้พัเฟอรท์ว่มเจลขึน้มาประมาณ 1-2 มม. คอ่ยๆดงึ comb ออก 

6. ผสม DNA sample กบั gel-loading buffer แลว้หยอดตวัอยา่งลงในชอ่งโดยใช ้
disposable micropipette (gel-loading buffer คอืบพัเฟอรท์ีม่สียีอ้ม 2 ชนิด คอื 
bromphenol blue กบั xylene cyanol, brompheol blue จะเคลื่อนทีใ่นอตัราเรว็พอๆ
กบัดเีอน็เอซึง่ยาวประมาณ 300 คูเ่บสและเคลื่อนทีเ่รว็กวา่ xylene cyanol ประมาณ 
2.2 เทา่ xylene cyanol เคลื่อนทีใ่นอตัราเรว็พอๆกบัดเีอน็เอคูซ่ึง่ยาวประมาณ 4 kb 
นอกจากนี้ยงัม ี glycerol หรอื sucrose ผสมอยู ่ เพือ่ถ่วงใหด้เีอน็เอตกลงสูก่น้หลุม 
มกัจะเตรยีม gel - loading buffer ทีเ่ขม้ขน้กวา่ทีใ่ชจ้รงิ 10 เทา่ ดงันัน้ ถา้มดีเีอน็เอ
ตวัอยา่งอยู ่ 10 ไมโครลติร ใช ้ gel - loading buffer 1 ไมโครลติร ในการท าอเิลก็
โทรโฟรซิสิทกุครัง้ตอ้งมดีเีอน็เอมาตรฐานทีรู่ข้นาดแน่นอนเป็นตวัเปรยีบเทยีบ ซึง่
มกัจะหยอดดเีอน็เอมาตรฐานน้ีลงในหลุมซา้ยมอืสดุ ดเีอน็เอมาตรฐานทีน่ิยมใชค้อื แล
มดา้ดเีอน็เอ ตดัดว้ยเอนไซม ์Hind III หรอื Eco RI หรอืทัง้สอง 
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7. เมือ่หยอดตวัอยา่งเรยีบรอ้ยทกุหลุมแลว้ ปิดฝา electrophoresis chamber แลว้ต่อ
ขัว้ไฟฟ้าเขา้กบั power supply ตัง้ voltage สงูประมาณ 1-5 โวลท/์ซม. ดเีอน็เอจะ
เคลื่อนทีจ่าก cathode (ข ัว้สดี า)ไปยงั anode(ขัว้สแีดง) อยา่ตัง้ voltage ใหส้งูเกนิไป
จะท าใหเ้กดิความรอ้นสงู ซึง่จะท าลายดเีอน็เอ โดยทัว่ๆ ไปส าหรบั mini-gel ใช ้ 50-
60 โวลท ์ใชเ้วลาประมาณ 2 ชัว่โมง เมือ่ bromphenol blue เคลื่อนไปไดป้ระมาณ 80 
% ของความยาวเจล หยดุกระแสไฟฟ้า น าเจลออกมาแลว้น าไปวางบน UV 
Transilluminator เพือ่ตรวจดผูลการแยก  บนัทกึภาพดว้ยกลอ้งโพลารอยด ์

การเตรียมสารละลาย 
1. 5x TBE (0.045 M Tris-borate,0.001 M EDTAO 

54 กรมั Tris base 
27.5 กรมั Boric acid 
20 ml 0.5 M EDTA(pH8.0) 
ละลายน ้าใหไ้ดป้รมิาตร 1 ลติร 

2. 1 x TBE 
5 x TBE 1 สว่น:น ้า 4 สว่น 

3. 10 mg/ml ethidium bromide 
ชัง่ ethidium bromide 100 มลิกิรมั ละลายในน ้า 10 มลิลลิติร โดยการกวนบน 
magnetic stirrer 
1-2 ชัว่โมง เกบ็ไวใ้นขวดหุม้อะลมูเินียมฟอยล์ (ethidium bromide อาจเป็น strong 
mutagen สวมถุงมอืตลอดเวลาทีเ่กีย่วขอ้งกบัสารน้ี) 

4. 10 x gel-loading buffer 
0.4 % bromophenol blue 
0.4 % xylene cyanol 
50 % glycerol in water 
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ปฏิบติัการท่ี 6 
การแยกแถบดีเอน็เอออกจากอะกาโรสเจล 

(Recovery of DNA from agarose gel) 
 

 ในปฏบิตักิารบทที ่ 4 นกัศกึษาไดย้อ่ย recombinant gt 11 DNA ดว้ยเอนไซม ์
Eco RI และแยกดว้ยอเิลก็โทรโฟรซิสิ ในปฏบิตักิารน้ี นกัศกึษาจะแยกแถบ cDNA 
ออกมาจากวุน้อะกาโรสมหีลายวธิ ี ตามทีบ่รรยายในบทน้ี แต่จะใหน้กัศกึษาท าเพยีงวธิี
เดยีวคอืวธิ ีPrep-A-Gene DNA purification system (Bio-RAD) 
 
วสัดแุละอปุกรณ์ 
1. แถบดเีอน็เอในวุน้อะกาโรสจากบทปฏบิตักิารที ่4 
2. สารละลาย 0.3 M Na acetate, 1 mM EDTA 
3. 3 M Na acetate pH 5.2 
4. low melting temperature agarose 
5. TE buffer 
6. Phenol : chloroform : isoamyl alcohol 
7. Absolute ethanol 
8. Prep-A-Gene Matrix DNA Purification Kit (Nio-Rad) 
9. NA 45 nitrocellulose membrane 
10.  หลอดไมโครเซนตรฟิิวจ ์
11. automatic pipettor และ pipet tips 
12. เครือ่งไมโครเซนตรฟิิวจ ์
13. อ่างน ้าอุ่น 
14. ไนโตรเจนเหลว 
 
วิธีท า (Prep-A-Gene DNA purification system (Bio-RAD) 
1. ตดัแถบดเีอน็เอทีต่อ้งการออกมาน าชิน้วุน้ไปใสห่ลอดไมโครเซนตรฟิิวจน์ าไปป ัน่

เหวีย่งใหช้ิน้วุน้ตกลงทีก่น้หลอด คาดคะเนปรมิาตรของวุน้วา่เป็นเทา่ใด 
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2. เตมิ binding buffer ลงไปจ านวน 3 เทา่ของปรมิาตรวุน้ แลว้น าไปแชใ่นอ่างน ้า
อุณหภมู ิ37-55 C ประมาณ 10-20 นาท ีจนกระทัง่วุน้ละลายหมด 

3. เตมิ prep-A-Gene matrix ลงไป (5 l ต่อ 1 g DNA) ผสมใหเ้ขา้กนั โดยการพลกิ
หลอดกลบัไปมาเป็นเวลา 10 นาท ี DNA จะไดต้วักบั matrix 

4. น าไปป ัน่เหวีย่ง 30 วนิาท ี ให ้ matrix ตกตะกอนดดู supernatant ทิง้ไปแลว้ลา้ง 
matrix ดว้ย washing buffer ปรมิาตร 25 เทา่ของปรมิาตร matrix ทีใ่ชใ้นขอ้ 3. 

5. ลา้ง matrix ดว้ย washing buffer ทัง้หมด 3 ครัง้ ในการลา้งครัง้สดุทา้ยดดู washing 
buffer ทิง้ใหห้มด 

6. ชะ DNA ทีเ่กาะอยูก่บั matrix ออกโดยเตมิ elution buffer ปรมิาตรเท่ากบัปรมิาตร
ของ matrix ทีใ่ชใ้นขอ้ 3 แลว้แชใ่นอ่างน ้าอุ่น (37-50C) เป็นเวลา 5 นาท ี

7. น าไปป ัน่เหวีย่ง 1-2 นาท ีให ้matrix ตกตะกอน ยา้ย supernatant ซึง่มดีเีอน็เออยูไ่ป
ใสห่ลอดใหม ่น าดเีอน็เอไปใชต้่อไดท้นัทโีดยไมต่อ้งท า ethanol precipitation 

 
ปฏิบติัการท่ี 7 

การโคลนดีเอน็เอเข้าสู่พลาสมิดเวคเตอร ์pGEM3Z 
(Cloning in pGEM3Z plasmid vector) 

 
                   ในบทปฏบิตักิารที ่ 4 และ 6 ทีผ่า่นมาไดเ้ตรยีม DNA จากโคลนของ gt 
11 ยอ่ย DNA ดว้ยเอน็ไซม ์Eco RI และไดแ้ยกชิน้ cDNA ออกมาจากอะกาโรสเจลแลว้ 
ในปฏบิตักิารน้ีจะโคลน cDNA นัน้เขา้สู ่  vector ชนิดใหมค่อื plasmid ชนิด pGEM3Z 
(ผลติภณัฑข์องบรษิทั Promega) ซึง่เป็นพลาสมดิทีน่ิยมใชก้นัมากชนิดหน่ึง 
 
วสัดแุละอปุกรณ์ 
1. cDNA ทีต่อ้งการโคลน (จากปฏบิตักิารที ่6) 
2. pGEM3Z DNA 
3. glycerol stock ของเซลล ์E. coli strain JM 109 
4. agarose 
5. 5xTBE buffer 
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6. ethidium bromide 10 mg/ml 
7. เอนไซม ์Eco RI 
8. Eco RI 10 x buffer 
9. เอนไซม ์T4 DNA ligase 
10. DNA ligase 10x buffer 
11. LB-medium 
12. LB-agar plate และ LB-ampicillin agar plate 
13. 50 mM CaCl2 
14. selection plates (LB agar + 100 g/ml ampicillin + 0.1 mM IPTG + 50 g/ml 

X-gal) 
15. petri dishes 
16. หลอดไรเ้ชือ้ขนาด 50 ml 
17. หลอดไมโครเซนตรฟิิวจ ์
18. autometic pipettors และ pipet tips 
19. อ่างน ้าอุ่น 
20. ตูถ่้ายเชือ้แบบไบโอฮาซาด 
21. กะบะน ้าแขง็ 
22. ตูเ้พาะเชือ้ 
 
วิธีท าการทดลอง 
ขัน้ตอนท่ี 1 Determination of the amount of cDNA insert 
           โดยจะตอ้งทราบโดยประมาณวา่ cDNA ที ่ dilute ออกจาก agarose gel นัน้มี
ปรมิาณเทา่ใด โดยการ run agarose gel ของตวัอยา่ง cDNA เทยีบกบั standard DNA ที่
ทราบปรมิาณ เชน่ DNA (บรษิทั Gibco BRL) โดยน า DNA (10 ng/l) จ านวน 2 
l, 4 l, 6 l  load ลงในหลุมที ่1, 2, 3 ของ 1% agarose gel ตามล าดบัแลว้หยอด
ตวัอยา่ง cDNA ทีเ่ตรยีมไดล้งในหลุมทีเ่หลอื (แบ่ง cDNA มาประมาณ 2-5 ไมโครลติร) 
run electrophoresis ตามปกต ิน า gel ไปวางบน UV transilluminator จะสามารถทราบ
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ปรมิาณ cDNA โดยประมาณได ้โดยเปรยีบเทยีบกบัความสวา่งของแถบ cDNA กบัความ
สวา่งของ DNA 
 
ขัน้ตอนท่ี 2 Digestion of pGEM vector with Eco RI 
Set up Eco RI digestion ของ pGEM DNA ดงันี้ 
                   PGEM DNA                    1 l (ความเขม้ขน้ 0.5 g/l)  
                   10 x Eco RI buffer           1 l 
                   Enzyme Eco RI                1 l 
                   Sterile distilled water       7.5 l 
                   Total volume                    10 l(pGEM DNA เขม้ขน้ 50 ng/l) 
                   Incubate ที ่37 C 1-2 ชัว่โมง 
 
ขัน้ตอนท่ี 3 Ligation of pGEM DNA to cDNA 
3.1 การหา vector : insert ratio ทีเ่หมาะสม 
                   โดยทัว่ ๆ ไป มกัใช ้1 : 1 หรอื 1 : 3 molar ratio ของ vector : insert ใช้
สตูรต่อไปนี้ ในการเปลีย่น molar ratio เป็น mass ratio 
                         Ng of vector x kb size of insert   X  molar ratio of insert / vector 
                                             Kb size of vector 
                                   =  ng of insert 
 
3.2 Set up ligation of reaction 
                   pGEM 3Z DNA จากขัน้ตอนที ่2              100 ng (1 l) 
                   cDNA insert             …. Ng (ตามทีค่ านวณไดจ้าก ขัน้ตอนที ่3.1) 
                  T4 DNA ligase enzyme                             1 unit (1l) 
                   Ligase 10 x buffer                                   1 l 
                   เตมิ nuclease-free water จนครบ                10 l 
                   Incubate ที ่22 C  3 ชัว่โมง หรอื 4 C  16 ชัว่โมง (ขา้มคนื) 
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                   โดยจะตอ้ง set up ligation reaction อกีหลอดหนึ่งเป็นหลอดควบคมุ ซึง่
ไมใ่ส ่cDNA insert โดยใสน่ ้าแทนใหม้ปีรมิาตรทัง้หมด 10 l 
 
ขัน้ตอนท่ี 4 Transfornation of pGEM DNA into host cells 
4.1 Preparation of competent host cells (E. coli strain JM 109) 
1. streak plate ของ E. coli JM 109 บน LB plate 
2. Incubate single colony ใน 5 ml ของ LB medium เขยา่ขา้มคนืที ่37 C 
3. วนัรุง่ขึน้ inoculate 1 ml ของ overnight culture ลงใน 100 ml ของ fresh LB 

medium เขยา่ที ่37 C จนกระทัง่ไดค้า่ OD600 ประมาณ 0.4-0.6 ใชเ้วลาประมาณ 4-
5 ชัว่โมง 

4. แชเ่ซลลใ์นกะบะน ้าแขง็แลว้น าไป centrifuge ที ่3,500 x g เป็นเวลา 5 นาท ีที ่4 C 
5. resuspend เซลลด์ว้ย 0.4 volume ของ ice-cold 50 mM CaCl2  
6. แชเ่ซลลไ์วใ้นกะบะน ้าแขง็เป็นเวลา 30 นาท ี
7. centrifuge ที ่3,500 x g เป็นเวลา 10 นาท ีที ่4 C 
8. resuspend เซลลด์ว้ย 1/25 original volume ของ ice-cold 50 mM CaCl2 (culture 

100 ml ใช ้CaCl2 4 ml) ตอ้งท าอยา่งเบามอืทีส่ดุเพราะเซลลจ์ะแตกไดง้า่ย 
9. แชก่ะบะน ้าแขง็ไวอ้กีอยา่งน้อย 60 นาท ี แลว้จงึแบ่งใสห่ลอด ๆ ละ 200 l แลว้

น าไปใชท้ า transformaion ไดเ้ลย ถา้ยงัไมพ่รอ้มทีจ่ะท า transformation ตอ้งการเกบ็
เซลลไ์วใ้หเ้ตมิ sterile glycerol ลงไป หลอดละ 40 l แลว้เกบ็ไวท้ี ่–70 C  freezer 
ไดป้ระมาณ 2-3 เดอืน  

 
4.2 Transformation of JM 109 competent cells 

1. เตมิ pGEM DNA จ านวน 1 l  (จากขัน้ตอนที ่3.2) ลงใน 200 l ของ E.coli JM 
109 competent cells (จาก step 5.1) ผสมใหเ้ขา้กนั 

2. เตมิ pGEM DNA จ านวน 5 l (จากขัน้ตอนที ่ 3.2) ลงใน 200 l ของ E.coli JM 
109 competent cells อกีหลอดหนึ่ง 

3. แชห่ลอดทัง้สองในน ้าแขง็เป็นเวลา 30 นาท ี
4. ยา้ยหลอดมาแชใ่น water bath (42C) เป็นเวลา 2 นาท ี(heat shock) 
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5. ยา้ยกลบัไปแชน่ ้าแขง็อกี 2 นาท ี
6. เตมิ LB medium ลงไป หลอดละ 0.5 ml น าไปแชอ่่างน ้าอุ่นที ่37 C เป็นเวลา 1-1.5 

ชัว่โมง 
7. plate 100 l ของ transformation mixture ลงใน selection plates (selection plate 

คอื LB medium + 100 g/ml ampicillin + 0.1 mM IPTG + 50 g/ml X-gal) 
8. Incubate plate ขา้มคนืที ่37C 
9. ตรวจสอบและนบัจ านวน recombinant colonies (สขีาว)  non-recombinant colonies 

(สนี ้าเงนิ) 
10. ท าขัน้ตอนที ่1-9 กบั ligation reaction ชดุควบคมุดว้ย 
 
การเตรียมอาหารเล้ียงเช้ือและสารละลาย 
1. LB medium 

ดทูา้ยบทปฏบิตักิารที ่1 
2. LB agar plate 

Bacto-tryptone           10 กรมั 
       Bacto-yeast extract    5 กรมั 
       NaCl                          5 กรมั 
       Bacto-agar                 15  กรมั 
       ละลายน ้าจนไดป้รมิาณทัง้หมด 1000 ml ปรบั pH เป็น 7.0 ดว้ย 1N NaOH ฆา่เชือ้
โดยการออโตเครฟ รอจนเยน็ลง (อุณหภมูปิระมาณ 50 C) เทลงในจานเพาะเชือ้แลว้
ขนาดเสน้ผา่ศนูยก์ลาง 82 มม. จานละประมาณ 25 ml ทิง้ไวใ้หแ้ขง็แลว้เกบ็ไวใ้นตูเ้ยน็ 
3. IPTG / X-gal selection plates 

เตรยีม LB agar ปรมิาตร 1000 ml ตามขอ้ 2 ก่อนเทลงในจานเพาะเชือ้เตมิ
สารละลายต่อไปน้ี 
                   ampicillin (100 mg/ml)    จ านวน  1 ml 
                   IPTG (0.1 M)                  จ านวน  1 ml 
                   X-gal (50 mg/ml)             จ านวน  1 ml 
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ปฏิบติัการท่ี 8 
การแยกพลาสมิดดีเอน็เอ 

(Isolation of plasmid DNA) 
 
วสัดแุละอปุกรณ์ 

1. จานเพาะเลีย้งเชือ้ E. coli JM 109 ที ่transform ดว้ยพลาสมดิ pGEM 3Z (จาก
ปฏบิตักิารที ่7) 

2. LB medium 
 3. ampicillin 100 mg/ml 
 4. miniprep lysis buffer 
 5. 1 N NaOH 
 6. 10% SDS 
 7. 3 M Potassium acetate pH 4.8 
 8. phenol : chloroform : isoamyl alcohol (25 : 24 : 1) 
 9. chloroform : isoamyl alcohol (24 : 1) 
          10. 3 M Na acetate pH 5.2  
          11. Ethanol (Absolute) 
          12. Rnase A 10 mg/ml 
          13. STE buffer 
          14. 10 M Ammonium acetate  
          15. หลอดไมโครเซนตรฟิิวจ ์
          16. automatic pipettor  และ pipet tips 
          17. อ่างน ้าอุ่น 
          18. เครือ่งเขยา่ควบคมุอุณหภมู ิ
วิธีท า  Plasmid Miniprep (Serghini’ s method) 
1.  เขีย่เชือ้โคโลนีเดีย่วสขีาว 3 โคโลนีและโคโลนีสนี ้าเงนิ 1 โคโลนี ลงในอาหารเลี้ยงเชือ้ 

LB medium  + 100 l/ml ampicillin จ านวน 10 ml 
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2.  น าเชือ้ทีเ่ลีย้งขา้มคนื  จ านวน  1.5  ml  ใสล่งในหลอดไมโครเซนตรฟิิวจ์แลว้น าไปป ัน่
เหวีย่ง 2 นาท ี (เกบ็เชือ้ทีเ่หลอืไวท้ี ่4C) 

3.  ดดู supernatant ทิง้ไป 
4.  ละลายตะกอนเซลลด์ว้ย STE buffer 100 l 
5.  เตมิ phenol : chloroform : isoammyl alcohol (25 : 24 : 1) จ านวน 100  l  ผสม

ใหเ้ขา้กนัโดยใช ้vortex mixer 
6. น าไปป ัน่เหวีย่ง 5 นาท ียา้ย supernatant ไปใส่ในหลอดใหม่แล้วเตมิ 10 M 

ammonium acetate ลงไปใหม้คีวามเขม้ขน้สดุทา้ยเป็น 2 M 
7.  เตมิเอธานอลทีเ่ยน็จดั 2 เท่าของปรมิาตรเดมิ ผสมใหเ้ขา้กนัแลว้แช่น ้าแขง็เป็นเวลา 
15 นาท ี
8.  น าไปป ัน่เหวีย่งเป็นเวลานาน 10 นาท ีลา้งตะกอนดเีอน็เอดว้ย 70% ethanol ผึง่ให้

ตะกอนแหง้ แลว้ละลายตะกอนดเีอน็เอดว้ย TE buffer 14 l 
9.  เตมิ Rnase A (10 mg/ml) จ านวน 2 l น าไปแช่อ่างน ้าอุ่นที ่37C เป็นเวลา 30 
นาท ีเพือ่ก าจดั RNA 
10. เกบ็พลาสมดิดเีอน็เอไวใ้นตูแ้ชแ่ขง็ -20C  
การเตรียมสารละลาย 
1. miniprep lysis buffer 
    ประกอบดว้ย 25 mM  Tris-HCL pH 8.0 
  10 mM           Na2EDTA    
  50 mM           glucose 
    2 mg/ml       lysozyme 
2. สารละลาย 0.2 N NaOH, 1% SDS (เตรยีมก่อนการทดลอง) 
    1 N  NaOH         1       มลิลลิติร 
  10%  SDS            0.5    มลิลลิติร 
  sterile H2O           3.5    มลิลลิติร 
  รวม                      5       มลิลลิติร     
3. สารละลาย Rnase A ทีป่ราศจากการปนเป้ือนของ Dnase 
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 ละลาย Rnase A 10 มลิลกิรมั ในสารละลาย 10 mM Tris pH 7.5, 15 mM NaCl 
จ านวน 1 ml น าไปตม้เป็นเวลา 15 นาท ีเพื่อท าลาย Dnase แลว้ปล่อยใหเ้ยน็ลงอย่าง
ชา้ๆ แบ่งสารละลายออกเป็นสว่นเลก็ๆ หลายๆ หลอดเกบ็ไวท้ี ่-20C 
4. 3 M K acetate, pH 4.8 ละลาย K acetate. 3H2O จ านวน 8.16 กรมัในน ้า 16 
มลิลลิติร ปรบั pH ใหเ้ป็น 4.8 ดว้ย glcial acetic acid ปรบัปรมิาตรใหเ้ป็น 20 มลิลลิติร 
แลว้ฆา่เชือ้โดยการออโตเคลฟ 
5. TE buffer (10 mM Tris-HCL, pH 8.0, 1 mM EDTA) 
 ผสมสารละลาย  1 M Tris-HCL, pH 8.0   0.1 มลิลลิติร            
               0.5 M EDTA, pH 8.0                      20 ไมโครลติร 
               เตมิ sterile H2O  ใหไ้ดป้รมิาตร       10  มลิลลิติร 
 น าไปฆา่เชือ้โดยการออโตเคลฟ 
6. STE buffer 
 1 M  Tris-HCL pH 7.5   1 ml 
 0.5 M  Na2EDTA   0.2 ml  
 5 M NaCl    2 ml 
 ปรบัปรมิาตรใหเ้ป็น 100 ml ฆา่เชือ้โดยการออโตเคลฟ 
ตวัอยา่งผลการทดลอง 
 

Vector Tube Plate 
(l) 

Blue 
colony 

White 
colony 

% 
Recombinant 

PGEM DNA 
Eco RI-cut religated 

1 100 - - 0 

PGEM DNA 
Eco RI-cut A7 cDNA 

2 50 112 11 12.3 

PGEM DNA 
Eco RI-cut A7 cDNA 

2 100 300 20 6.25 

PGEM DNA 
Eco RI-cut A7 cDNA 

2 150 463 37 7.4 
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PGEM DNA 
EcoRI-cut 2 cDNA 

3 50 ? 53 - 

PGEM DNA 
EcoRI-cut 2 cDNA 

3 100 800 100 ? 

PGEM DNA 
EcoRI-cut 2 cDNA 

3 150 - 113 ? 

PGEM DNA 4 50 - - ? 
 

ปฏิบติัการท่ี 9 
การแยกสกดัดีเอน็เอจากเน้ือเย่ือพืช 

(Isolation of DNA from plant tissues) 
 
 การศกึษาโครงสรา้งและหน้าทีข่องยนีจ าเป็นตอ้งมกีารแยกดเีอน็เอออกจากเซลล์
ของสิง่มชีวีติ การแยกดเีอน็เอออกจากเนื้อเยือ่พชืมหีลายวธิ ี มหีลกัการโดยทัว่ไปโดยท า
ใหเ้ซลลแ์ตกโดยการบด ท าลายเมมเบรนทีห่อ่หุม้นิวเคลยีสดว้ยดเีทอรเ์จนท ์ ท าใหด้เีอน็
เอตกตะกอนดว้ยแอลกอฮอล ์ ท าใหด้เีอน็เอบรสิทุธิโ์ดย phenol extraction และ ethanol 
precipitation ก าจดัอารเ์อน็เอดว้ยเอนไซม ์Rnase 
 
วสัดแุละอปุกรณ์ 
1. เนื้อเยือ่พชืซึง่ควรเป็นเน้ือเยือ่สดและเป็นสว่นทีม่อีายนุ้อยเชน่ ตน้อ่อน ใบอ่อน 
2. extraction buffer 
3. 20% SDS 
4. -mer captoethanol 
5. isopropanol 
6. TE buffer เอนไซม ์RnaseA (10 mg/ml) 
7. Phenol : chloroform : isoamyl alcohol 
8. chloroform : isoamyl alcohol 
9. absolute alcohol 
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10. 70% ethanol 
11. 7.5 M ammonium acetate 
12. refigurated high-speed centrifuge 
13. microcentrifuge 
14. หลอดเซนตรฟิิวจ ์
15. หลอดไมโครเซนตรฟิิวจ ์
16. โกรง่ 
17. กะบะน ้าแขง็ 
18. อ่างน ้าอุ่น 
 
วิธีการ ดดัแปลงจาก Graham et. al., 1994. 
1. บดเนื้อพชืหนกั 1 กรมัในโกรง่โดยใชไ้นโตรเจนเหลวบดจนเป็นเน้ือละเอยีด 
2. ยา้ยเนื้อเยือ่ไปใสห่ลอดไมโครเซนตรฟิิวจ ์แลว้เตมิ extraction buffer ลงไป 1 ml ผสม

ใหเ้ขา้กนัโดยการพลกิหลอดแลว้น าไปแชอ่่างน ้าอุ่นที ่55 oC เป็นเวลา 20 นาท ี
3. น าหลอดไปป ัน่เหวีย่งในไมโครเซนตรฟิิวจเ์ป็นเวลา 5 นาท ี
4. ยา้ย supernatant ไปใสห่ลอดใหมเ่ตมิ chloroform : isoamyl alcohol (41 : 1) 

ปรมิาตรเท่ากนั 
5. ผสมใหเ้ขา้กนัโดยพลกิหลอดกลบัไปกลบัมาเป็นเวลา 2 นาทแีลว้น าไปป ัน่เหวีย่งเป็น

เวลา 3 นาท ี
6. ยา้ย supernatant ไปใสห่ลอดใหมแ่ลว้เตมิ 7.5 M ammonium acetate ลงไปใน

ปรมิาตร 1/10 เทา่ของปรมิาตรเดมิแลว้เตมิ absolute ethanol (เยน็จดั) ลงไป 2 เทา่
ของปรมิาตรเดมิ แชไ่วใ้นตูแ้ชแ่ขง็ (-20 C) เป็นเวลา 1 ชัว่โมง 

7. ป ัน่เหวีย่งเป็นเวลา 5 นาท ี
8. เท supernatant ทิง้ ลา้งตะกอนดว้ย 70% ethanol ผึง่ตะกอนใหแ้หง้และละลาย

ตะกอนดว้ย TE buffer 50 l 
 
การเตรียมสารละลาย 
1. extraction buffer (วธิทีี ่1) 

9.1 g sorbitol 
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1.21 g Tris-base 
0.94 g Na2 EDTA 
ในปรมิาตรทัง้หมด 100 ml ปรบั pH เป็น 7.5 ฆา่เชือ้โดยการออโตเครฟ 

2. 20% SDS ละลาย SDS 20 กรมั ในน ้าใหไ้ดป้รมิาตรทัง้หมด 200 ml (ใชน้ ้ากลัน่ฆา่
เชือ้) ไมต่อ้งออโตเครฟสารละลาย SDS เขม้ขน้ 

3. 5 M potassium acetate 
4. extraction buffer (วธิทีี ่2) 
(2% CTAB , 100 mM Tris-HCl , 1.4 M NaCl , 20 mM EDTA) 
 CTAB      2 กรมั 
 1 M Tris-HCl pH 8.0    10 ml 

NaCl      8.18 กรมั 
0.5 M EDTA     4 ml 
ปรบัปรมิาตรใหเ้ป็น 100 ml ฆา่เชือ้โดยออโตเครฟ 

5. 7.5 M ammonium acetate 
6. Phenol : chloroform : isoamyl alcohol (25 :24 :1) 

- ท า phenol ใหเ้ป็นของเหลวโดยน าขวด phenol ไปแชใ่นอ่างน ้าอุ่นที ่65 oC แลว้
เตมิ 8-hydroxyquinoline ลงไป 0.1 กรมัต่อ phenol 100 มลิลลิติร 
- เตมิ 1M Tris-HCl pH 8.0 ลงไป 100 มลิลลิติร ผสมใหเ้ขา้กนัแลว้ตัง้ทิง้ไวใ้หช้ ัน้ 
phenol และชัน้น ้า aqueous phase แยกออกจากกนั 
- ตรวจ pH ของชัน้น ้า (ชัน้บน) ดวูา่มากกวา่ 7.5 หรอืไม ่ถายงัต ่ากวา่ 7.6 ใหด้ดู
เอาชัน้น ้าทิง้แลว้เตมิ 1 M Tris-HCl pH 8.0 ลงไปอกี 
- ท าซ ้าจนกวา่ pH ของชัน้น ้ามคีา่มากกวา่หรอืเทา่กบั 7.5 
- เกบ็ phenol เหลวไวใ้นขวดสนี ้าตาลที ่4 C โดยม ีTE อยูช่ ัน้บน 
- เมือ่ตอ้งการใชผ้สม phenol กบั chloroform : isoamyl alcohol (24 :1) ใน
สดัสว่น 1 :1 

7. Chloroform : isoamyl alcohol (24 : 1) ผสม chloroform 240 ml กบั isoamyl 
alcohol 10 ml เกบ็ในขวดสชีา หรอืขวดแกว้หุม้อลมูเินียมฟอยลท์ีอุ่ณหภมูหิอ้ง 

 
ปฏิบติัการท่ี 10 
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การหาปริมาณดีเอน็เอ และปริมาณอารเ์อน็เอ 
(Quantitative of DNA and RNA) 

การหาปรมิาณดเีอน็เอ และปรมิาณอารเ์อน็เอ เป็นเทคนิคทีจ่ าเป็นมาก เพราะเมือ่
สกดั ดเีอน็เอ หรอื อารเ์อน็เอจากสิง่มชีวีติไดแ้ลว้ จ าเป็นทีจ่ะตอ้งทราบความเขม้ขน้ใน
ตวัอยา่งนัน้ เพือ่ทีจ่ะทราบวา่ควรจะปิเปต สารละลายกรดนิวคลอีกิปรมิาตรเทา่ใดไปใชใ้น
ขัน้ตอนต่อไป วธิกีารทีน่ิยมใชม้ากทีส่ดุม ี2 วธิ ีคอื 
1. วิธีสเปกโตรโฟโตเมตรี ซึง่ใชใ้นกรณีทีม่ปีรมิาณของกรด นิวคลอีกิมากพอสมควร 

และเป็นตวัอยา่งกรดนิวคลอีกิทีม่สีารปนเป้ือนเชน่ โปรตนี ฟีนอล หรอือะกาโรส อยูใ่น
ปรมิาณทีต่ ่า 

2. วิธีย้อมด้วยเอธิเดียมโบรไมด ์นิยมใชใ้นกรณีทีม่ปีรมิาณของกรดนิวคลอีกิน้อย  
(> 250 ng/ml) และมสีารปนเป้ือนอยูค่อ่นขา้งมาก 
 
วิธีการศึกษา 
 
การหาปรมิาณดเีอน็เอดว้ยวธิสีเปกโตรโฟโตเมตร ี
1. แบ่งสารละลายดเีอน็เอ ทีต่อ้งการหาค่าความเขม้ขน้ มา 5 ไมโครลติร ใสใ่นหลอดไม

โครเซนตรฟิิวจ์ เตมิน ้ากลัน่ลงไป 995 มลิลติร แลว้น าไปหาค่า absorbance ทีค่วาม
ยาวคลื่นแสง 260 นาโนเมตร โดยใชน้ ้ากลัน่เป็น blank 

2. น าคา่ absorbance ทีไ่ดไ้ปค านวนหาความเขม้ขน้ของกรดนิวคลอีกิ ดงันี้ 
ความเขม้ขน้ของสารละลายดเีอน็เอ (g/ml)  = A260 x 50 g/ml x dilution factor 
การค านวณหาความเข้มข้นของสารละลาย DNA 

 
ความเขม้ขน้ของสารละลายดเีอน็เอ (g/ml)  = A260 x 50 g/ml x dilution factor 

    = 0.57 x 50 x 200 
         = 570 g/ml 
         = 0.57 g/ml 
เมือ่คา่ absorbanceทีค่วามยาวคลื่นแสง 260 = 0.57 
              dilution factor = 200 
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จากการสกดั DNA จากใบพชืแลว้น าไปวดัคา่ดดูกลนืแสงที ่260 นาโนเมตรและที ่
280 นาโนเมตร DNA ทีส่กดัไดจ้ากใบฟ้าทะลายโจร  
ท าใหอ้ยูใ่นรปูหน่วย ug/ul   = 0.57/1000 ug/ul 
แสดงวา่ใน 10 ul ของ DNA solution มดีเีอน็เอ = 10x 0.57/1000 = 0.0057 ug 
100ul ม ีDNA = 100 x 0.0057/10  = 0.057 ug 
ในใบพชื 4 กรมั ม ีDNA   = 0.057 ug 
ถา้ใบพชื 1 กรมั ม ีDNA = 0.057/4  = 0.0143 ug/g  

 
 
 
 

********************************* 
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พระราชบญัญติัคุ้มครองพนัธุพื์ช 
 

พระราชบญัญตัคิุม้ครองพนัธุ์พชื พ.ศ. 2542 ลงประกาศในราชกจิจานุเบกษา 
ฉบบักฤษฎีกาเล่ม 116 ตอนที ่118 ก เมื่อวนัที ่25 พฤศจกิายน 2542 ซึง่ท าให้
พระราชบญัญตัฉิบบัน้ีมผีลบงัคบัใชเ้ป็นกฎหมาย ตัง้แต่วนัที ่26 พฤศจกิายน 2542 
         เพือ่เป็นการสง่เสรมิและสรา้งแรงจงูใจใหม้กีารพฒันาและมกีารปรบัปรงุพนัธุ์
พชืใหม ่ภายใตห้ลกัความปลอดภยัทางชวีภาพ ดว้ยการใหส้ทิธคิุม้ครองทางกฎหมาย 
อกีทัง้เป็นการสง่เสรมิการอนุรกัษ์ และพฒันาการใชป้ระโยชน์พนัธุพ์ชืพืน้เมอืง และ
พนัธุพ์ชืปา่ และเพือ่การกระตุน้เรง่เรา้ใหช้มุชนมสีว่นรว่มในการอนุรกัษ์ และใช้
ประโยชน์ในทรพัยากรทางพนัธุกรรมพชือยา่งยัง่ยนื  
 
สาระส าคญั 
นิยาม ความหมาย ของค าภายใตบ้ทบญัญตักิฎหมาย   

ภายใตบ้ทบญัญตั ิในพระราชบญัญตัคิุม้ครองพนัธุพ์ชื พ.ศ.  2542  ไดก้ าหนด
นิยามค าทีเ่กีย่วขอ้ง     เพือ่ก าหนดกรอบและขอบเขตของการบงัคบัใชก้ฎหมายให้
ชดัเจน ตวัอยา่งเชน่ 
"พืช"   หมายถงึ  สิง่มชีวีติในอาณาจกัรพชื และใหร้วมถงึ เหด็และสาหรา่ย แต่ไม่
รวมถงึจุลชพีอื่น จะเหน็ไดว้า่เจตนารมยข์องพระราชบญัญตั ิตอ้งการใหค้รอบคลุมถงึ 
เหด็และสาหรา่ยดว้ย จงึไดก้ าหนดลงไปในค านิยามของพชืเพือ่ใหช้ดัเจนยิง่ขึน้ 
ขณะเดยีวกนั ไมร่วมถงึจุลชพีชนิดอื่น ๆ ทัง้นี้ จุลชพีชนิดใหมท่ีไ่ดจ้ากการปรบัปรงุ
พนัธุส์ามารถทีจ่ะขอรบัความคุม้ครองไดภ้ายใตบ้ทบญัญตั ิ ในพระราชบญัญตัิ
สทิธบิตัร พ.ศ. 2522 แกไ้ขเพิม่เตมิตามพระราชบญัญตัสิทิธบิตัร (ฉบบัที ่2) 
พ.ศ.2535 และพระราชบญัญตัสิทิธบิตัร (ฉบบัที ่3) พ.ศ. 2542 
 
"พนัธุพ์ืช" คอื กลุ่มของพชืทีม่พีนัธุกรรมและลกัษณะทางพฤกษศาสตรเ์หมอืนหรอื
คลา้ยคลงึกนั มคีณุสมบตัเิฉพาะตวัทีส่ม ่าเสมอคงตวั และแตกต่างจากกลุ่มอื่นในพชื
ชนิดเดยีวกนั และใหห้มายความรวมถงึ ตน้พชืทีจ่ะขยายพนัธุใ์หไ้ดก้ลุ่มของพชืทีม่ี

http://www.doa.go.th/pl_data/03_REGULATION/Protect/Protectmean.html
http://www.doa.go.th/pl_data/03_REGULATION/Protect/Protectvariety.html
http://www.doa.go.th/pl_data/03_REGULATION/Protect/Protectvariety.html
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คณุสมบตัขิา้งตน้ ภายใตบ้ทบญัญตัดิงักล่าว พนัธุพ์ชื (cultivated variety) เป็นกลุ่ม
ยอ่ยลงมาจากชนิด (species) 
"พนัธุพ์ืชป่า" คอื พนัธุพ์ชืทีม่หีรอืเคยมใีนสภาพธรรมชาตแิละยงัมไิดน้ ามาใช้
เพาะปลกูอยา่งแพรห่ลายจะเหน็ไดว้า่พนัธุพ์ชืปา่ตอ้งเป็นพนัธุพ์ชืทีม่ไิดใ้ชเ้พาะปลกู
อยา่งแพรห่ลาย ถงึแมว้า่พนัธุพ์ชืนัน้ไดถ้กูน าออกมาจากปา่แลว้ แต่ยงัไมไ่ดน้ ามาใช้
เพาะปลกูอยา่งแพรห่ลายกต็าม ภายใตบ้ทบญัญตัใินพระราชบญัญตัคิุม้ครองพนัธุพ์ชื
พ.ศ. 2542 ไดก้ าหนดใหผู้เ้กบ็จดัหาหรอืรวบรวมพนัธุพ์ชืปา่ เพือ่ปรบัปรงุพนัธุ ์ศกึษา 
ทดลอง หรอืวจิยัเพือ่ใชป้ระโยชน์ทางการคา้ จะตอ้งไดร้บัอนุญาตจากเจา้หน้าทีแ่ละ
ตอ้งท าขอ้ตกลงแบ่งปนัผลประโยชน์กบัรฐั 
 
"การตดัต่อสารพนัธกุรรม" คอื กระบวนการในการน าสารพนัธุกรรมทีม่ตีน้ก าเนิด
จากสิง่มชีวีติทัง้ทีเ่ป็นสารพนัธุกรรมธรรมชาต ิสารพนัธุกรรมที ่ดดัแปลงจากธรรมชาต ิ
หรือสารพันธุกรรมที่ส ังเคราะห์ขึ้น ถ่ายเข้าไปรวมหรือร่วมอย่างถาวรกับสาร
พนัธุกรรมเดมิของพชื ท าใหม้ลีกัษณะทีไ่มเ่คยปรากฏมาก่อนตามธรรมชาต ิ
          บทบญัญตัภิายใตพ้ระราชบญัญตัคิุม้ครองพนัธุพ์ชื พ.ศ. 2542 ก าหนดใหพ้นัธุ์
พชืใหม่ทีไ่ดจ้ากการตดัต่อสารพนัธุกรรม (Genetically Modified Plants) จะตอ้งผ่าน
การประเมินผลกระทบทางด้านความปลอดภยัทางชีวภาพต่อสิง่แวดล้อม สุขภาพ 
หรอืสวสัดภิาพของประชาชน ก่อนทีจ่ะจดทะเบยีนพนัธุพ์ชืใหมไ่ด้ 
 
ประโยชน์ของกฎหมายท่ีเกษตรกรจะได้รบั 

1. เกษตรกรทีเ่ป็นนกัปรบัปรงุพนัธุพ์ชื   จะไดร้บัความคุม้ครองพนัธุพ์ชืที ่
ตนเองเป็นผูป้รบัปรงุพนัธุข์ ึน้ 

2. เกษตรกรทีร่วมตวัเป็นชมุชนและมพีนัธุพ์ชืพืน้เมอืงเฉพาะถิน่ จะไดร้บั 
สทิธเิป็นเจา้ของพนัธุพ์ชืพืน้เมอืงเฉพาะถิน่นัน้ 

3. พนัธุพ์ชืพืน้เมอืงทัว่ไปและพนัธุพ์ชืปา่ทีม่อียูใ่นประเทศไทย    จะไดร้บั 
ความคุม้ครองในรปูแบบของการแบ่งปนัผลประโยชน์ จากการใชป้ระโยชน์พนัธุพ์ชื
ดงักล่าวในการศกึษาวจิยัและพฒันาเพือ่การคา้ ผลประโยชน์ทีเ่กดิขึน้จะน าเขา้สู ่
กองทนุคุม้ครองพนัธุพ์ชื 

http://www.doa.go.th/pl_data/03_REGULATION/Protect/GmoPreface.html
http://www.doa.go.th/pl_data/03_REGULATION/Protect/GmoPreface.html
http://www.doa.go.th/pl_data/03_REGULATION/Protect/GmoPreface.html
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ก าหนดความหมาย 
"พืช" หมายความวา่ สิง่มชีวีติในอาณาจกัรพชืและใหห้มายความรวมถงึเหด็ 

และสาหรา่ย แต่ไมร่วมถงึจุลชพีอื่น 

"พนัธุพ์ืช" หมายความวา่ กลุ่มของพชืทีม่พีนัธุกรรมและลกัษณะทางพฤกษศาสตร์
เหมอืนหรอืคลา้ยคลงึกนั มคีณุสมบตัเิฉพาะตวัทีส่ม ่าเสมอ คงตวัและแตกต่างจาก
กลุ่มอื่นในพชืชนิดเดยีวกนั และใหห้มายความรวมถงึตน้พชืทีจ่ะขยายพนัธุใ์หไ้ดก้ลุ่ม
ของพชืทีม่คีณุสมบตัดิงักล่าวขา้งตน้ 

"พนัธุพื์ชพืน้เมอืงเฉพาะถ่ิน" หมายความวา่ พนัธุพ์ชืทีม่อียูเ่ฉพาะในชมุชนใดชมุชน
หนึ่งภายในราชอาณาจกัร และไมเ่คยจดทะเบยีนเป็นพนัธุพ์ชืใหมซ่ึง่ไดจ้ดทะเบยีน
เป็นพนัธุพ์ชืพืน้เมอืงเฉพาะถิน่ตามพระราชบญัญตันิี้ 

"พนัธุพ์ืชป่า" หมายความวา่ พนัธุพ์ชืทีม่หีรอืเคยมอียูใ่นประเทศตามสภาพธรรมชาต ิ
และยงัมไิดน้ ามาใชเ้พาะปลกูอยา่งแพรห่ลาย 

"พนัธุพ์ืชพืน้เมอืงทัว่ไป" หมายความวา่ พนัธุพ์ชืทีก่ าเนิดภายในประเทศหรอืมอียู่
ในประเทศ ซึง่ไดม้กีารใชป้ระโยชน์อยา่งแพรห่ลายและใหห้มายความรวมถงึพนัธุพ์ชื
ทีไ่มใ่ชพ่นัธุพ์ชืใหม ่พนัธุพ์ชืพืน้เมอืงเฉพาะถิน่หรอืพนัธุพ์ชืปา่ 

"สารพนัธกุรรม" หมายความวา่ สารเคมทีีท่ าหน้าทีก่ าหนดลกัษณะเฉพาะของ
สิง่มชีวีติ โดยสามารถเป็นตน้แบบในการจ าลองตนเองและถ่ายทอดไปยงัรุน่ต่อไปได ้

"การตดัต่อสารพนัธกุรรม" หมายความวา่ กระบวนการในการน าสารพนัธุกรรมทีม่ี
ตน้ก าเนิดจากสิง่ทีม่ชีวีติทัง้เป็นสารพนัธุกรรมธรรมชาต ิ สารพนัธุกรรมทีด่ดัแปลงจาก
ธรรมชาต ิ หรอืสารพนัธุกรรมทีส่งัเคราะหข์ึน้ ถ่ายเขา้ไปรวมหรอืรว่มอยา่งถาวรกบั
สารพนัธุกรรมเดมิของพชืท าใหม้ลีกัษณะทีไ่มเ่คยปรากฏมาก่อนตามธรรมชาต ิ

"สภาพทางพนัธกุรรม" หมายความวา่ องคป์ระกอบโดยรวมของขอ้มลูพนัธกุรรมที่
ก าหนดการแสดงออกซึง่ลกัษณะต่าง ๆ ของสิง่มชีวีติรว่มกนัสภาพแวดลอ้ม 
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"ส่วนขยายพนัธุ"์ หมายความวา่ พชืหรอืสว่นหน่ึงสว่นใดของพชืทีส่ามารถท าใหเ้กดิ
พชืตน้ใหมไ่ดโ้ดยวธิปีกต ิทางเกษตรกรรม 

"นักปรบัปรงุพนัธุพ์ชื" หมายความวา่ ผูซ้ึง่ท าการปรบัปรงุพนัธุ ์ หรอืพฒันาพนัธุจ์น
ไดพ้นัธุพ์ชืใหม ่

"ชุมชน" หมายความวา่ กลุ่มของประชาชนทีต่ัง้ถิน่ฐาน และสบืทอดระบบวฒันธรรม
รว่มกนัมาโดยต่อเนื่อง และไดข้ึน้ทะเบยีนตามพระราชบญัญตันิี้ 

"คณะกรรมการ" หมายความวา่ คณะกรรมการคุม้ครองพนัธุพ์ชื 

"พนักงานเจ้าหน้าท่ี" หมายความวา่ ผูซ้ึง่รฐัมนตรปีระกาศแต่งตัง้ใหป้ฏบิตักิารตาม
พระราชบญัญตันิี้ 

"อธิบดี" หมายความวา่ อธบิดกีรมวชิาการเกษตร 

"รฐัมนตรี" หมายความวา่ รฐัมนตรผีูร้กัษาการตามพระราชบญัญตันิี้  

หมวดท่ี 2 พนัธุพ์ืช 

มาตรา 11 พนัธุพ์ชืตามพระราชบญัญตันิี้ตอ้งประกอบดว้ยลกัษณะดงัต่อไปนี้ 

     (1) มคีวามสม ่าเสมอของลกัษณะประจ าพนัธุ ์ ทางดา้นสณัฐานวทิยา สรรีวทิยา
หรอืคณุสมบตัอิื่นทีเ่ป็นผลเนื่องจากการแสดงออกของสภาพทางพนัธุกรรมทีจ่ าเพาะ
ต่อพนัธุพ์ชืนัน้ 

     (2) มคีวามคงตวัของลกัษณะประจ าพนัธุท์ีส่ามารถแสดงลกัษณะประจ าพนัธุไ์ด ้
ในทกุครัง้ของการผลติสว่นขยายพนัธุพ์ชืนัน้ เมือ่ขยายพนัธุด์ว้ยวธิที ัว่ไปส าหรบัพชื
นัน้ 

     (3) มลีกัษณะประจ าพนัธุแ์ตกต่างจากพนัธุอ์ื่นอยา่งเด่นชดั ทางสณัฐานวทิยา 
สรรีวทิยา หรอืมคีณุสมบตัอิยา่งหนึ่งอยา่งใด ซึง่เป็นผลเนื่องจากการแสดงออกของ
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สภาพทางพนัธุกรรม ทีแ่ตกต่างจากพนัธุพ์ชือื่นลกัษณะของพนัธุพ์ชืตาม (1) ไมใ่ช้
บงัคบักบัพนัธุพ์ชืปา่ 

การบริการตามพระราชบญัญติัคุ้มครองพนัธุพื์ช 

1. รบัจดทะเบยีนคุม้ครองพนัธุพ์ชืใหมแ่ละพนัธุพ์ชืพืน้เมอืงเฉพาะถิน่ 

2. ออกใบอนุญาตในการเกบ็ จดัหา รวบรวม พนัธุพ์ชืเมอืงทัว่ไป พนัธุพ์ชืปา่ หรอื
สว่นหน่ึง 

สว่นใดของพนัธุพ์ชืดงักล่าว เพือ่การปรบัปรงุพนัธุ ์ ศกึษา ทดลอง หรอืวจิยั เพือ่
ประโยชน์ทางการคา้ 

3. ออกใบอนุญาตในการเกบ็ จดัหา รวบรวม พนัธุพ์ชืเมอืงทัว่ไป พนัธุพ์ชืปา่ หรอื
สว่นหน่ึงสว่นใด ของพนัธุพ์ชืดงักล่าว เพือ่การปรบัปรงุพนัธุ ์ศกึษา ทดลอง หรอื
วจิยั ไมม่วีตัถุประสงคท์างการคา้ 

4. ท าสญัญาแบ่งปนัผลประโยชน์ 

5. ต่ออาย ุอนุญาตใหใ้ชส้ทิธ ิก ากบัดแูลสทิธแิละการละเมดิสทิธ ิ

6. ตดิตามการจดัสรรผลประโยชน์ 

  7. ตรวจสอบการแบ่งปนัผลประโยชน์ในกรณีทีใ่ชพ้นัธุ์พชืพืน้เมอืงเฉพาะถิ่น พนัธุ์
พชืปา่ และพนัธุพ์ชืพืน้เมอืงทัว่ไปมาใชใ้นการปรบัปรงุพนัธุ ์ 

แบ่งออกเป็น 6 ส่วน ดงัน้ี 

            1. การจดทะเบยีนคุม้ครองพนัธุพ์ชื (ก าลงัด าเนินการ) 

         2. การขึน้ทะเบยีนสถานทีเ่พาะเลีย้ง 

         3. การขออนุญาตน าเขา้พชือนุรกัษ์  

         4. การขออนุญาตสง่ออกพชือนุรกัษ์ 

http://www.doa.go.th/pl_data/03_REGULATION/Protect/Protectservice.html#v2#v2
http://www.doa.go.th/pl_data/03_REGULATION/Protect/Protectservice.html#v3#v3
http://www.doa.go.th/pl_data/03_REGULATION/Protect/Protectservice.html#v4#v4
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         5. การขออนุญาตน าผา่นพชือนุรกัษ์ 

         6. การออกหนงัสอืรบัรองการสง่ออกพชืลกูผสมฯ 

การขึน้ทะเบียนสถานท่ีเพาะเล้ียง 

ผูซ้ึง่ประสงคจ์ะท าการขยายพนัธุเ์ทยีมพชือนุรกัษ์เพือ่การคา้ ใหย้ืน่ค าขอขึน้ทะเบยีน
สถานทีเ่พาะเลีย้งพชือนุรกัษ์ตามขัน้ตอนต่อไปนี้ 

      1. ยืน่แบบค าขอ พ.พ. 15 และ บญัชปีระกอบแบบค าขอฯ พรอ้มหลกัฐานตามที่
ระบุไวใ้นแบบ พ.พ. 15 ต่อพนกังาน เจา้หน้าที ่ณ กองคุม้ครองพนัธุพ์ชื กรมวชิาการ
เกษตร ดว้ยตนเอง หรอืโดยทางไปรษณีย ์ถงึพนกังานเจา้หน้าที ่ณ กองคุม้ครองพนัธุ์
พชื กรมวชิาการเกษตร ในกรณีขึน้ทะเบยีนพชือนุรกัษ์บญัช ี 1 จะตอ้งเสยี
คา่ธรรมเนียมใบส าคญั การขึน้ทะเบยีน ฯ จ านวน 500 บาท (ต่อใบส าคญัการขึน้
ทะเบยีน 1 ฉบบั ซึง่มอีาย ุ5 ปี)  

      2. เมือ่เจา้หน้าทีไ่ดร้บัแบบ พ.พ. 15   แลว้จะด าเนินการตรวจสอบเอกสาร 
ดงัต่อไปน้ี 
          2.1 หลกัฐานประกอบแบบค าขอขึน้ทะเบยีนสถานทีเ่พาะเลีย้งพชือนุรกัษ์ 

- ในกรณีบุคคลทัว่ไป จะตอ้งมสี าเนาหรอืรปูถ่ายบตัรประชาชน/ใบส าคญั
ประจ าตวัอยา่งอื่น ทีร่าชการออกให ้และตอ้งมลีายมอืชื่อรบัรองส าเนาดว้ย 

- ในกรณีทีเ่ป็นนิตบิุคคล จะตอ้งมสี าเนาหรอืรปูถ่ายหนงัสอืรบัรองการจด
ทะเบยีน วตัถุประสงค ์และผูม้อี านาจลงชือ่แทนนิตบิุคคลผูข้อขึน้ทะเบยีน 

- ในกรณีทีใ่หบุ้คคลใดด าเนินการแทนนิตบิุคคล บุคคลนัน้ตอ้งมหีนงัสอืแสดง
วา่เป็นผูไ้ดร้บัมอบหมายใหด้ าเนินกจิการของนิตบิุคคล 

          2.2 แบบบญัชปีระกอบแบบค าขอขึน้ทะเบยีนสถานทีเ่พาะเลีย้งพชือนุรกัษ์ 

- รายชือ่พชือนุรกัษ์ โดยระบุเป็นชือ่สามญั และในกรณีทีท่ราบชือ่วทิยาศาสตร์
ใหร้ะบุชือ่วทิยาศาสตรด์ว้ย 

http://www.doa.go.th/pl_data/03_REGULATION/Protect/Protectservice.html#v5#v5
http://www.doa.go.th/pl_data/03_REGULATION/Protect/Protectservice.html#v6#v6
http://www.doa.go.th/pl_data/03_REGULATION/Protect/PP/pp_15.pdf
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- จ านวนพอ่-แมพ่นัธุท์ีใ่ชใ้นการขยายพนัธุเ์ทยีม ซึง่จะตอ้งไดม้าโดยชอบดว้ย
กฎหมาย) 

- วธิกีารขยายพนัธุเ์ทยีม จ านวนเพือ่การคา้ทีเ่ป็นไปไดต้ามวธิกีารขยายพนัธุ์
เทยีมนัน้การจดัการและควบคมุสภาพแวดลอ้ม  

ในกรณีทีเ่อกสารไมค่รบ หรอืเอกสารไมถู่กตอ้งเจา้หน้าทีจ่ะตดิต่อไปยงัผูย้ืน่ค าขอ 
ทางโทรศพัท ์หรอื โทรสาร หรอืทาง ไปรษณีย ์ตามทีผู่ย้ ืน่ค าขอแจง้ไว ้และผูย้ืน่ค าขอ
ตอ้งท าการแกไ้ขใหแ้ลว้เสรจ็ภายใน 30 วนั ตัง้แต่วนัทีร่บัแจง้ มฉิะนัน้จะถอื วา่สละ
สทิธิใ์นค าขอนัน้เมือ่เจา้หน้าทีไ่ดร้บัค าขอทีไ่ดแ้กไ้ขอยา่งถูกตอ้งแลว้จะท าการออก
ใบส าคญัการขึน้ทะเบยีนสถานทีเ่พาะเลีย้งพชือนุรกัษ์พรอ้มทัง้แบบบญัชรีายชือ่พชื
อนุรกัษ์ทีม่อียูใ่นสถานทีเ่พาะเลีย้งนัน้ใหผู้ย้ ืน่ค าขอภายใน 30 วนั 
      5. เมือ่ผูย้ ืน่ค าขอไดร้บัใบส าคญัการขึน้ทะเบยีนแลว้จะตอ้งปฏบิตัติามเงือ่นไข
ของประกาศกรมวชิาการเกษตร เรือ่งการขึน้ทะเบยีนสถานทีเ่พาะเลีย้ง ดงัต่อไปนี้ 

5.1ภายในวนัที ่ 31 มกราคม ของแต่ละปี จะตอ้งจดัท าบญัชแีสดงจ านวนพชื
อนุรกัษ์ทีเ่ปลีย่นแปลงในรอบปีปฏทินิ ตามแบบ พ.พ. 17 ซึง่ในทางปฏบิตักิ่อนถงึสิน้ปี
ปฏทินิกรมวชิาการเกษตรจะมหีนงัสอืเพือ่เตอืนใหท้ราบ 

5.2 ในกรณีทีม่กีารเพิม่หรอืลดชนิด และจ านวนของพชือนุรกัษ์จะตอ้งแจง้ให้
เจา้หน้าทีท่ราบโดยใชแ้บบ พ.พ.18 

          5.3 ในกรณีทีม่กีารเปลีย่น ชือ่ตวั ชือ่สกลุ ชือ่สถานทีเ่พาะเลีย้งพชือนุรกัษ ์
หรอืชือ่ผูด้ าเนินกจิการเพิม่ หรอื ลด หรอืยา้ยสถานทีเ่พาะเลีย้งจะตอ้งแจง้ให้
เจา้หน้าทีท่ราบโดยใชแ้บบ พ.พ. 21 

6.กรณีทีผู่ม้ใีบส าคญัฯไมป่ฏบิตัติามขอ้ 5.1 และขอ้ 5.3 พนกังานเจา้หน้าทีจ่ะ
มหีนงัสอืสัง่การใหผู้ไ้ดร้บัใบส าคญัฯ ปฏบิตัใิหถู้กตอ้งภายในเวลา 45 วนั ถา้พน้
ก าหนดน้ีแลว้พนกังานเจา้หน้าทีจ่ะท าการยกเลกิใบส าคญัฯนัน้ ผูไ้ดร้บัใบส าคญัทีถู่ก
ยกเลกินัน้ อาจขอยืน่ใบส าคญัใหมไ่ดต้่อเมือ่พน้ระยะเวลา 2 ปี นบัตัง้แต่ใบส าคญันัน้
ถูกยกเลกิ 
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7. ใบส าคญัการขึน้ทะเบยีนสถานทีเ่พาะเลีย้งพชือนุรกัษ์มอีาย ุ 5 ปี ดงันัน้
ก่อนทีใ่บส าคญัจะหมดอาย ุ ใหผู้ท้ีไ่ดร้บัใบ ส าคญัฯทีม่คีวามประสงคจ์ะต่ออายุ
ใบส าคญัฯใหย้ืน่ค าขอตามแบบ พ.พ. 19 ต่อพนกังานเจา้หน้าที ่ณ กองคุม้ครองพนัธุ์
พชื กรมวชิาการเกษตร (ควรยืน่ก่อน 30 วนั ก่อนทีใ่บส าคญัจะหมดอาย)ุ 

      8. ในกรณีทีผู่ม้ใีบส าคญัฯประสงคจ์ะขอใบแทนใบส าคญัฯ ใหย้ืน่ค าขอตามแบบ 
พ.พ. 20 ต่อพนกังานเจา้หน้าที ่ณ กอง คุม้ครองพนัธุพ์ชื กรมวชิาการเกษตร 

การขออนุญาตน าเข้าพชือนุรกัษ์ 

ผูท้ีม่คีวามประสงคจ์ะน าเขา้พชืหรอืผลติภณัฑพ์ชืนอกจาก  จะตอ้งปฏบิตัติาม
พระราชบญัญตักิกัพชืแลว้จะตอ้งขออนุญาตน าเขา้พชือนุรกัษ์นัน้   โดยปฏบิตัติาม
ขัน้ตอนดงัต่อไปน้ี 
      1. การขออนุญาตน าเขา้พชือนุรกัษ์และซากของพชือนุรกัษ์ตามวงศ์   และชนิดที่
ระบุในบญัช ี1 และ 2 

1.1 ยืน่ค าขอตามแบบ พ.พ. 13 ต่อพนกังานเจา้หน้าที ่ณ ด่านตรวจพชื กรม
วชิาการเกษตร พรอ้มเอกสารประกอบการน าเขา้ ซึง่ไดแ้ก่ หนงัสอื
อนุญาตสง่ออก จากประเทศตน้ทาง (CITES Export Permit) ฉบบัตวัจรงิ  

1.2 เจา้หน้าทีต่รวจสอบจ าแนกชนิดพชือนุรกัษ์ วา่ถูกตอ้งตรงตามหนงัสอื
อนุญาตสง่ออกจากประเทศตน้ทาง จงึจะออกหนงัสอือนุญาตน าเขา้ โดยลงลายมอืชือ่
ก ากบัในชอ่ง 13 และชอ่ง 14 ของแบบหนงัสอือนุญาต (พ.พ. 14) 

1.3 ส าหรบัเอกสารประกอบการน าเขา้นัน้อาจใชใ้บรบัรองปลอดศตัรพูชื 
(Phytosanitary Certificate) ฉบบัตวัจรงิ 

     ในกรณีทีน่ าเขา้ชนิดพชือนุรกัษ์ทีไ่ดจ้ากการเพาะเลีย้ง  (Artificially Propagated ) 
เฉพาะจาก 10 ประเทศดงัต่อไปน้ี Austria, Belgium, Denmark, Canada, Germany, 
Italy,  Luxemburge,   Netherlands,   Republic of Korea,   Singapore,   Sweden, 
Switzerland 
      2. การขออนุญาตน าเขา้ล่วงหน้าซึง่พชือนุรกัษ์  และซากของพชือนุรกัษ์ตามวงศ์

http://www.doa.go.th/pl_data/03_REGULATION/Protect/PP/pp_13.pdf


AG 103 419 

และชนิดทีร่ะบุในบญัช ี1 และ 2  เพือ่น าไปเป็นหลกัฐานการขอหนงัสอือนุญาตสง่ออก
จากประเทศตน้ทาง 
          2.1 ยืน่ค าขอตามแบบ พ.พ. 13 ต่อพนกังานเจา้หน้าที ่  ณ กองคุม้ครองพนัธุ์
พชื กรมวชิาการเกษตร 

 2.2 พนกังานเจา้หน้าทีอ่อกหนงัสอือนุญาตน าเขา้โดยลงลายมอืชือ่ก ากบัใน
ชอ่ง 13 ของแบบหนงัสอือนุญาต (พ.พ. 14) 

 2.3 เมือ่จะน าเขา้พชือนุรกัษ์และซากของพชือนุรกัษ์ดงักล่าว ใหผู้ร้บัหนงัสอื
อนุญาตน าเขา้ยืน่หนงัสอืน าเขา้พรอ้มทัง้เอกสารประกอบการน าเขา้ต่อพนกังาน
เจา้หน้าที ่ณ ด่านตรวจพชื กรมวชิาการเกษตร 

 2.4 พนกังานเจา้หน้าทีต่รวจสอบพชือนุรกัษ์และซากของพชือนุรกัษ์ทีน่ าเขา้ 
วา่ถูกตอ้งตรงตามทีแ่สดงไวใ้นหนงัสอือนุญาตสง่ออกจากประเทศตน้ทางแลว้ จงึลง
ลายมอืชือ่ก ากบัในชอ่ง 14 ของแบบหนงัสอือนุญาต หนงัสอือนุญาตจงึจะสมบรูณ์ 

3. การขออนุญาตน าเขา้พชือนุรกัษ์และซากของพชือนุรกัษ์ตามวงศแ์ละชนิดที่
ระบุไวใ้นบญัชทีี ่3 

3.1 ผูน้ าเขา้พชือนุรกัษ์หรอืซากของพชือนุรกัษ์บญัชทีี ่ 3 ทีม่แีหล่งก าเนิด
จากประเทศเนปาล โบลเิวยี บราซลิ คอสตารกิาและ เมกซโิก จะตอ้งยืน่แบบค าขอ 
พ.พ.13 พรอ้มหนงัสอือนุญาตสง่ออกจากประเทศตน้ทางดงักล่าว ต่อพนกังาน
เจา้หน้าที ่ณ ด่านตรวจพชื กรมวชิาการเกษตร 

ในกรณีทีน่ าเขา้พชือนุรกัษ์หรอืซากของพชือนุรกัษท์ีม่แีหล่งก าเนิดในประเทศอื่นที่
นอกเหนือจากประเทศดงักล่าวขา้งตน้ ผูน้ าเขา้จะตอ้งยืน่หลกัฐานอื่นประกอบเชน่ 
หนงัสอืรบัรองแหล่งก าเนิด (Certificate of Origin) เป็นตน้ 

3.2 พนกังานเจา้หน้าทีจ่ะท าการตรวจสอบพชือนุรกัษ์หรอืซากของพชื
อนุรกัษ์ทีน่ าเขา้นัน้วา่ถูกตอ้งตรงกบัทีแ่สดงไวใ้น 



420 AG 103 

3.3 หนงัสอือนุญาตสง่ออก จงึออกหนงัสอืน าเขา้ โดยลงลายมอืชือ่ก ากบั
ในชอ่ง 13 และ 14 ของแบบหนงัสอือนุญาต (พ.พ. 14) 

4. กรณีทีม่กีารน าเขา้พชือนุรกัษ์และซากของพชือนุรกัษ์ทีม่าจากประเทศ
ทีไ่มไ่ดเ้ป็นภาคอีนุสญัญาวา่ดว้ยการคา้ระหวา่ง 

ประเทศซึง่ชนิดสตัวป์า่ และพชืปา่ทีก่ าลงัจะสญูพนัธุ ์ (CITES) สามารถใช้
ใบรบัรองซึง่ลงนามโดยเจา้หน้าทีท่ีม่อี านาจจากประเทศเหล่านัน้ได้ 

การขออนุญาตสง่ออกพชือนุรกัษ์ 

      ผูท้ีม่คีวามประสงคจ์ะสง่ออกซึง่พชือนุรกัษ์หรอืซากของพชือนุรกัษ์จะตอ้งขอ
อนุญาตสง่ออกกบักรมวชิาการเกษตร โดยปฏบิตัติามขัน้ตอนดงันี้  

1. การขออนุญาตสง่ออกพชือนุรกัษ์และซากของพชือนุรกัษ์ตามวงศแ์ละชนิด
ทีร่ะบุไวใ้น บญัชทีี ่1 และ 2 ทีไ่ดจ้ากการ ขยายพนัธุเ์ทยีม  

          1.1 ยืน่แบบค าขอ พ.พ.13 พรอ้มหลกัฐานแสดงแหล่งทีม่า   วธิกีารขยายพนัธุ์
เทยีม     หรอืหมายเลขใบส าคญัการขึน้ทะเบยีน   สถานทีเ่พาะเลีย้งพชือนุรกัษ์ ฯ ต่อ
พนกังานเจา้หน้าที ่ 
                - ในเขตกรงุเทพมหานคร ใหย้ืน่    ณ กองคุม้ครองพนัธุพ์ชื กรมวชิาการ
เกษตร  
                - ในจงัหวดัอืน่ใหย้ืน่   ณ ด่านตรวจพชื กรมวชิาการเกษตร ตามทีอ่ธบิดี
กรมวชิาการเกษตรก าหนดไวด้งันี้ 

1. ด่านตรวจพชืทา่อากาศยานภเูกต็                      

2. ด่านตรวจพชืทา่อากาศยานหาดใหญ่  

3.ด่านตรวจพชืทา่อากาศยานเชยีงใหม ่ 

พนกังานเจา้หน้าทีอ่อกหนงัสอือนุญาตสง่ออก โดยลงลายมอืชือ่ก ากบัในชอ่งที ่ 13 
ของแบบหนงัสอือนุญาต  

http://www.doa.go.th/pl_data/03_REGULATION/Protect/PP/pp_13.pdf
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            1.3 ก่อนทีจ่ะท าการสง่ออก พนกังานเจา้หน้าทีจ่ะท าการตรวจพชือนุรกัษ์
หรอืซากของพชือนุรกัษ์ทีส่ง่ออกวา่ถกูตอ้งตรง กบัทีแ่สดงไวใ้นหนงัสอือนุญาตสง่ออก 
เสรจ็แลว้จงึลงลายมอืชือ่ก ากบัในชอ่งที ่ 14 ของแบบหนงัสอือนุญาต จงึจะถอืวา่เป็น
หนงัสอื อนุญาตสง่ออกทีส่มบรูณ์  
      2. การขออนุญาตสง่ออกพชือนุรกัษ์และซากของพชือนุรกัษ์ตามวงศแ์ละชนิดที่
ระบุไวใ้น บญัช ี1 ทีไ่มไ่ดม้าจากการขยายพนัธุเ์ทยีม 
          2.1 ยืน่แบบค าขอ พ.พ. 13 พรอ้มส าเนาหนงัสอือนุญาตน าเขา้จากประเทศ
ปลายทางและวตัถุประสงคใ์นการสง่ออกต่อ พนกังานเจา้หน้าที ่ ณ กองคุม้ครองพนัธุ์
พชื กรมวชิาการเกษตร  
          2.2 พนกังานเจา้หน้าทีจ่ะออกหนงัสอือนุญาตใหไ้ดก้ต่็อเมือ่ เจา้หน้าทีฝ่า่ย
วชิาการพชือนุรกัษ์ทีก่รมวชิาการเกษตร แต่งตัง้ ขึน้ใหค้วามเหน็ชอบวา่การสง่ออก
พชือนุรกัษ์หรอืซากของพชือนุรกัษ์ดงักล่าว จะไมก่ระทบกระเทอืนต่อการอยูร่อดของ
พชือนุรกัษ์ ชนิดนัน้ในธรรมชาต ิ 
         2.3 เมือ่เจา้หน้าทีฝ่า่ยวชิาการพชือนุรกัษ์เหน็ชอบ พนกังานเจา้หน้าทีจ่งึออก
หนงัสอือนุญาตสง่ออก โดยลงลายมอืชือ่ ก ากบัในชอ่งที ่13 ของแบบหนงัสอือนุญาต  
         2.4 ก่อนทีจ่ะท าการสง่ออก พนกังานเจา้หน้าทีจ่ะท าการตรวจพชือนุรกัษ์หรอื
ซากของพชือนุรกัษ์ทีส่ง่ออกนัน้ วา่ถกูตอ้ง ตรงกบัทีแ่สดงไวใ้นหนังสอือนุญาตสง่ออก 
จงึลงลายมอืชือ่ก ากบัในชอ่งที ่14 ของแบบหนงัสอือนุญาต จงึจะถอืวา่หนงัสอือนุญาต
นัน้สมบรูณ์ หนงัสอือนุญาตสง่ออกพชือนุรกัษ์และซากของพชือนุรกัษ์ตามวงศ ์ และ
ชนิดทีร่ะบุไวใ้นบญัช ี1 ทีไ่มไ่ดม้าจากการเพาะเลีย้งดงักล่าวนี้ จะออกใหไ้ดเ้ฉพาะการ
สง่ออกทีม่วีตัถุประสงคเ์พือ่การศกึษา ทางวทิยาศาสตรเ์ทา่นัน้ 

การขออนุญาตสง่ออกพชือนุรกัษ์และซากของพชือนุรกัษ์ตามวงศแ์ละชนิดที่
ระบุไวใ้น บญัช ี2 ทีไ่มไ่ดม้าจากการขยายพนัธุเ์ทยีม 
           3.1 ยืน่ค าขอแบบ พ.พ. 13 พรอ้มแนบส าเนาใบอนุญาตคา้ของปา่หวงหา้ม 
หรอื หลกัฐานแสดงแหล่งทีม่า กรณีไมใ่ช ่ ของปา่ตามพระราชบญัญตัปิา่ไม ้ พ.ศ. 
2484 แลว้แต่กรณี ต่อพนกังานเจา้หน้าที ่

- ในเขตกรงุเทพมหานคร ใหย้ืน่ ณ กองคุม้ครองพนัธุพ์ชื  กรมวชิาการเกษตร  



422 AG 103 

 - ในจงัหวดัอื่นใหย้ืน่ ณ ด่านตรวจพชื กรมวชิาการเกษตร ตามทีอ่ธบิดกีรม
วชิาการเกษตร ก าหนดไวด้งันี้ 

1. ด่านตรวจพชืทา่อากาศยานภเูกต็  
2. ด่านตรวจพชืทา่อากาศยานหาดใหญ่ 
3. ด่านตรวจพชืทา่อากาศยานเชยีงใหม ่ 

3.2พนกังานเจา้หน้าทีอ่อกหนงัสอือนุญาตสง่ออก โดยลงลายมอืชือ่ก ากบัใน
ชอ่งที ่13 ของแบบหนงัสอือนุญาต  
          3.3 ก่อนทีจ่ะท าการสง่ออก พนกังานเจา้หน้าทีจ่ะท าการตรวจพชือนุรกัษ์หรอื
ซากของพชือนุรกัษ์ทีส่ง่ออกวา่ถกูตอ้งตรง 
 
กบัทีแ่สดงไวใ้นหนงัสอือนุญาตสง่ออก เสรจ็แลว้จงึลงลายมอืชือ่ก ากบัในชอ่งที ่ 14 
ของแบบหนงัสอือนุญาต จงึจะถอืวา่เป็นหนงัสอือนุญาตสง่ออกทีส่มบรูณ์ 
 
การขออนุญาตน าผา่นพืชอนุรกัษ์ 

ตอ้งปฏบิตัติามขัน้ตอนดงัต่อไปนี้ 

1. ยืน่แบบค าขอ พ.พ. 13 พรอ้มหนงัสอืสง่ออกจากประเทศตน้ทางต่อ
พนกังานเจา้หน้าที ่ณ ด่านตรวจพชื กรมวชิาการเกษตรทีน่ าเขา้  

2. พนกังานเจา้หน้าทีอ่อกหนงัสอือนุญาตน าผา่น โดยลงลายมอืชือ่ก ากบัในชอ่ง
ที ่13 ของแบบหนงัสอือนุญาต 
       3. ผูร้บัหนงัสอือนุญาตน าผา่นพชือนุรกัษ์ หรอืซากของพชือนุรกัษ ์จะตอ้ง
แสดงหนงัสอือนุญาตน าผา่นพรอ้มพชือนุรกัษ์หรอื   ซากของพชือนุรกัษ์ทีจ่ะน า
ผา่น ใหพ้นกังานเจา้หน้าที ่ ณ ด่านตรวจพชื กรมวชิาการเกษตรทีจ่ะท าการ
สง่ออกตรวจ 
       4. เมือ่พนกังานเจา้หน้าทีต่รวจสอบแลว้วา่     พชือนุรกัษ์หรอืซากของพชื
อนุรกัษ์ทีน่ าผา่น ถูกตอ้งตรงกบัทีแ่สดงไว ้ในหนงัสอื อนุญาตน าผา่น พนกังาน
เจา้หน้าทีจ่งึลงลายมอืชือ่ก ากบัในชอ่ง 14 ของแบบหนงัสอือนุญาต  จงึจะถอืวา่
หนงัสอือนุญาตนัน้สมบรูณ์  

http://www.doa.go.th/pl_data/03_REGULATION/Protect/PP/pp_13.pdf
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การออกหนังสือส่งออกพืชลกูผสมฯ 

นิยามค าวา่พชืลกูผสมในทีน่ี้ หมายถงึ "  พชืซึง่เกดิจากการผสมพนัธุต์่างชนิด
กนั โดยมพีอ่พนัธุห์รอืแมพ่นัธุ ์  หรอืพอ่และแมพ่นัธุ ์เป็นพชือนุรกัษ์บญัชทีี ่2 หรอืพชื
ซึง่มบีรรพบุรษุเป็นพชื    ตามอนุสญัญาวา่ดว้ยการคา้ระหวา่งประเทศ ซึง่ชนิดสตัวป์า่
และพชืปา่ทีก่ าลงัจะสญูพนัธุ ์"  
         ดงันัน้ผูท้ีม่คีวามประสงค ์   จะใหก้รมวชิาการเกษตรออกหนงัสอืรบัรองการ
สง่ออกพชืลกูผสมของพชืในบญัชแีนบทา้ยอนุสญัญา 
วา่ดว้ยการคา้ระหวา่งประเทศ ซึง่ชนิดสตัวป์า่และพชืปา่ทีก่ าลงัจะสญูพนัธุใ์หป้ฏบิตัิ
ดงันี้ 
         1. ยืน่ค าขอตามแบบค าขอ ฯ ต่อพนกังานเจา้หน้าที ่  ณ กองคุม้ครองพนัธุพ์ชื 
กรมวชิาการเกษตร หรอืดา่นตรวจพชื กรมวชิาการเกษตร ทีจ่ะท าการสง่ออก 
       2. พนกังานเจา้หน้าทีจ่ะออกหนงัสอืรบัรอง ฯ ให ้   โดยพนกังานเจา้หน้าทีผู่ม้ ี
อ านาจลงนาม จะลงลายมอืชือ่ก ากบัในชอ่ง 13  
      3. เมือ่จะสง่ออก พนกังานเจา้หน้าทีจ่ะท าการตรวจพชืลกูผสมวา่ถูกตอ้งตรงกบัที่
แสดงไวใ้นหนงัสอืรบัรองฯ เสรจ็แลว้จงึลงลายมอืชือ่       ก ากบัในชอ่ง 14 จงึจะถอืวา่
หนงัสอืรบัรองฉบบันัน้สมบรูณ์  

สถานท่ีติดต่อปรึกษาปัญหา     
            ส่วนกลาง 
 
          1. กองคุม้ครองพนัธุพ์ชื  กรมวชิาการเกษตร  จตุจกัร        กรงุเทพฯ 
โทรศพัท ์02-9405628 ต่อ 109-111 
โทรสาร 02-9405628 
 
          2. กลุ่มนิตกิารและสทิธปิระโยชน์    ส านกังานเลขานุการกรม     กรมวชิาการ
เกษตร จตจุกัร กรงุเทพฯ  
โทรศพัท ์02-5790151-7 ต่อ 111 
โทรสาร 02-940-7452 
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3. ฝา่ยประชาสมัพนัธ ์   ส านกังานเลขานุการกรม     กรมวชิาการเกษตร      จตุจกัร 
กรงุเทพฯ 
โทรศพัท ์02-5790151-7 ต่อ 109 
โทรสาร 02-5794406 

 

ส่วนภมิูภาค 
         
1. ผูอ้ านวยการส านกัวจิยัและพฒันาการเกษตรเขตที ่1  ตู ้ป.ณ.    170 
มหาวทิยาลยัเชยีงใหม ่จ.เชยีงใหม ่50202 
โทร. 053-498864 FAX. 053-498864 
 
2. ผูอ้ านวยการส านกัวจิยัและพฒันาการเกษตร เขตที ่2   ภายในบรเิวณศนูยว์จิยัขา้ว
พษิณุโลก   ต.วงัทอง อ.วงัทอง จ.พษิณุโลก 65130 
โทร.055-311305, 311990 FAX.055-311406 
 
3. ผูอ้ านวยการส านกัวจิยัและพฒันาการเกษตรเขตที ่3  ภายในบรเิวณศนูยว์จิยัพชืไร่
ขอนแก่น  ถ.มติรภาพ อ.เมอืง จ.ขอนแก่น 40000 
โทร.043-241286-7 FAX.043-241286-7 
 
4. ผูอ้ านวยการส านกัวจิยัและพฒันาการเกษตรเขตที ่4  ภายในบรเิวณศนูยว์จิยัพชืไร่
อุบลราชธานี ตู ้ป.ณ.79 อ.เมอืง จ.อุบลราชธานี 34000 
โทร.045-244453 FAX.045-244453 
 
5. ผูอ้ านวยการส านกัวจิยัและพฒันาการเกษตรเขตที ่5  ภายในบรเิวณศนูยว์จิยัพชืไร่
ชยันาท  ต.บางหลวง อ.สรรพยา จ.ชยันาท 17150 
โทร.056-413044-5 FAX.056-413044-5 
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6. ผูอ้ านวยการส านกัวจิยัและพฒันาการเกษตรเขตที ่6ต.พลิว้ อ.แหลมสงิห ์จ.จนัทบุร ี
22190 
โทร./FAX. 039-397134, 397076 
 
7.ผูอ้ านวยการส านกัวจิยัและพฒันาการเกษตรเขตที ่7ตู ้ป.ณ.125 อ.เมอืง จ.สรุาษฎร์
ธานี 84000 
โทร.077-286933 FAX.077-286933 
 
8. ผูอ้ านวยการส านกัวจิยัและพฒันาการเกษตรเขตที ่8    ภายในบรเิวณศนูยว์จิยัยาง
สงขลา อ.หาดใหญ่  
จ.สงขลา 90110 โทร./FAX.074-212407-8 

พนัธุพื์ชภายใต้บทบญัญติัคุ้มครองพนัธุพื์ช พ.ศ.2542 

ตอ้งประกอบดว้ยลกัษณะดงันี้ 
 
      1. มคีวามสม ่าเสมอ หมายความวา่   พนัธุพ์ชืนัน้ ๆ  มลีกัษณะของสว่นต่าง ๆ ที่
เหมอืนกนั   เชน่ ลกัษณะตน้ รปูรา่งของดอก สขีองดอก  ลกัษณะผล   หรอื
คณุสมบตัเิฉพาะอยา่งหนึ่งอยา่งใดทีเ่ป็นผลจากสภาพทางพนัธุกรรม 
     2. มคีวามคงตวั หมายความวา่   พนัธุพ์ชืนัน้ตอ้งสามารถแสดงลกัษณะต่าง ๆ ซึง่
เป็นลกัษณะประจ าพนัธุไ์ดท้กุครัง้ทีม่กีาร ขยายพนัธุ ์    หรอือาจจะกล่าวไดว้า่ จะตอ้ง
แสดงลกัษณะประจ าพนัธุท์ีเ่หมอืนเดมิทกุครัง้เมือ่น าสว่นขยายพนัธุไ์ปปลกู 
     3. มลีกัษณะประจ าพนัธุแ์ตกต่างจากพนัธุอ์ื่น หมายความวา่     พนัธุพ์ชืนัน้ตอ้งมี
ลกัษณะทีส่ามารถมองเหน็ไดว้า่มคีวามแตกต่าง   จากพนัธุอ์ื่นอยา่งเด่นชดั หรอืมี
คณุสมบตัอิยา่งใดเป็นพเิศษ    ทีท่ าใหแ้ตกต่างจากพนัธุอ์ื่นอย่างเด่นชดั เชน่ มคีวาม
ตา้นทานต่อโรค พชืชนิดใดชนิดหนึ่งอยา่งเด่นชดั มคีวามตา้นทานต่อแมลงศตัรพูชื
ชนิดใดชนิดหนึ่งอยา่งเด่นชดั เหล่านี้เป็นตน้    ลกัษณะต่าง ๆ เหล่าน้ีตอ้งเป็นผล
เน่ืองมาจากพนัธุกรรมส าหรบัพชืปา่ยกเวน้ลกัษณะในขอ้ 1 หมายความวา่  พชืปา่ไม ่
จ าเป็นตอ้งมลีกัษณะ ตามขอ้ 1 คอืความสม ่าเสมอ 
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พนัธุพ์ืชท่ีจะได้รบัความคุ้มครองตาม พ.ร.บ. คุ้มครองพนัธุพ์ืช พ.ศ. 2542 

  1. พนัธุพ์ืชใหม่่ หมายความวา่    เป็นพนัธุพ์ชืทีม่ลีกัษณะคณุสมบตัทิีไ่มเ่คย
ปรากฏมาก่อนในพนัธุน์ัน้ 
  
  2. พนัธุพื์ชพืน้เมืองเฉพาะถ่ิน หมายความวา่     พนัธุพ์ชืทีม่อียูใ่น ชมุชนใดชมุชน
หนึ่งโดยเฉพาะ 
 
  3. พนัธุพ์ืชพืน้เมืองทัว่ไป หมายความวา่   พนัธุพ์ชืทีก่ าเนิดในประเทศ หรอืมอียูใ่น
ประเทศ และไดม้กีารใช ้ประโยชน์อยา่งแพรห่ลาย เป็นทีรู่จ้กัโดยทัว่ไป 
 
  4. พนัธุพ์ืชป่า หมายความวา่    พนัธุพ์ชืทีม่หีรอืเคยมอียูใ่นประเทศตามสภาพ
ธรรมชาต ิและไมไ่ดน้ ามาใช ้เพาะปลกูอยา่งแพรห่ลาย 

ลกัษณะการคุ้มครอง 
      ภายใตพ้ระราชบญัญตัคิุม้ครองพนัธุพ์ชื   การคุม้ครองพนัธุพ์ชืมลีกัษณะแตกต่าง
ออกไป โดยสามารถแบ่งออก เป็น 2 สว่น ดงันี้ 
      
     1. พนัธุพ์ชืทีไ่ดร้บัความคุม้ครอง   ทีต่อ้งจดทะเบยีน ก่อนทีจ่ะไดร้บัความคุม้ครอง
ไดแ้ก ่พนัธุพ์ชืใหม ่และพนัธุพ์ชื พืน้เมอืงเฉพาะถิน่  
     2. พนัธุพ์ชืทีไ่ดร้บัความคุม้ครอง    โดยไมต่อ้งจดทะเบยีนการคุม้ครองเป็นไปโดย
อตัโนมตั ิกล่าวคอื  ใครน าพนัธุพ์ชืกลุ่มนี้ไป ศกึษา ทดลอง หรอืวจิยั เพือ่ประโยชน์
ในทางการคา้     จะตอ้งไดร้บัอนุญาตจากพนกังานเจา้หน้าทีแ่ละท าขอ้ตกลง แบ่งปนั
ผลประโยชน์     โดยใหน้ าเงนิรายไดต้ามขอ้ตกลงแบ่งปนัผลประโยชน์สง่เขา้สูก่องทนุ
คุม้ครองพนัธุพ์ชื พชืในกลุ่มน้ีไดแ้ก่ พนัธุพ์ชืพืน้เมอืงทัว่ไปและพนัธุพ์ชืปา่ 

คณุสมบติัของพนัธุพื์ชใหม่ท่ีจะขอจดทะเบียน 

พนัธุพ์ชืใหมท่ีจ่ะน ามาขอจดทะเบยีนจะตอ้งมคีณุสมบตั ิและองคป์ระกอบทีส่ าคญัดงันี้ 
1. แตกต่างจากพนัธุอ์ื่นอยา่งเด่นชดั 

http://www.doa.go.th/pl_data/03_REGULATION/Protect/ProtectNew.html
http://www.doa.go.th/pl_data/03_REGULATION/Protect/ProtectLocal.html
http://www.doa.go.th/pl_data/03_REGULATION/Protect/ProtectLocalWild.html
http://www.doa.go.th/pl_data/03_REGULATION/Protect/ProtectLocalWild.html
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2. ตอ้งมคีวามสม ่าเสมอของพนัธุ์ 
3. มคีวามคงตวัของพนัธุ ์

นอกจากองค์ประกอบทีเ่ป็นลกัษณะของพนัธุ์พชืแล้วยงัมอีงค์ประกอบอื่นใน
การพจิารณามายืน่ขอความคุม้ครองนัน่คอื พนัธุพ์ชืใหมท่ีจ่ะขอความคุม้ครองตอ้งเป็น
พนัธุพ์ชืทีไ่มเ่คยน าสว่นขยายพนัธุไ์ปใชป้ระโยชน์ไมว่า่ในกรณีใด ๆ เกนิกวา่ 1ปี ก่อน
วนัยืน่ขอความคุม้ครอง  

ในการก าหนดวา่พชืชนิดใดที ่  จะขอความคุม้ครองเป็นพนัธุพ์ชืใหมไ่ดน้ัน้ 
รฐัมนตรตีอ้งประกาศ ก าหนดชนิด ทีจ่ะมาขอรบัความคุม้ครองเชน่   ณ เวลาน้ี 
รฐัมนตรวีา่การกระทรวงเกษตรและสหกรณ์ไดป้ระกาศก าหนด พชื 4 ชนิดที ่สามารถ
มาขอรบัความคุม้ครองพนัธุพ์ชืใหม ่ดงักล่าวคอื มะมว่ง ทเุรยีน ขา้ว และกลว้ยไมส้กุล
หวาย 

ส าหรบัพนัธุพ์ชืใหมท่ีป่รบัปรงุได ้โดยวธิกีารทางพนัธุวศิวกรรมหรอืการตดัต่อ
พนัธุกรรมพนัธุพ์ชื    สามารถทีจ่ะขอรบัความคุม้ครองแต่มเีงือ่นไข    วา่ตอ้งผา่นการ
ประเมนิผลกระทบต่อ สิง่แวดลอ้ม สขุภาพ     หรอืสวสัดภิาพ ของประชาชน จากกรม
วชิาการเกษตร หรอืหน่วยงานที ่คณะกรรมการคุม้ครองพนัธุพ์ชืก าหนดเสยีก่อนถงึจะ
ไดร้บัการจดทะเบยีนพนัธุ ์

   การคุ้มครองพนัธุพื์ชพืน้เมืองเฉพาะถ่ิน 
          ในการคุม้ครองพนัธุพ์ชืพืน้เมอืงเฉพาะถิน่นัน้ พนัธุพ์ชืนัน้จะตอ้งม ี คณุสมบตั ิ
คอืมคีวามคงตวัสม ่าเสมอ  และความแตกต่างจากพนัธุอ์ื่นแลว้มอียูภ่ายในชมุชนใด
ชมุชนหนึ่ง ภายในราชอาณาจกัร      ชมุชนนัน้จะตอ้งมาขอขึน้ทะเบยีนชมุชน
เสยีก่อนจงึสามารถมาขอรบัความคุม้ครองเป็นพนัธุ์พชืพืน้เมอืงเฉพาะถิน่ได ้
 
  การคุ้มครองพนัธุพ์ืชพืน้เมืองทัว่ไปและพนัธุพ์ชืป่า  

การคุม้ครองพนัธุพ์ชืพืน้เมอืงทัว่ไปและพนัธุพ์ชืปา่ จะไดร้บัความคุม้ตรองใน
ลกัษณะของผูใ้ดทีน่ าพนัธุพ์ชืดงัทีก่ล่าว แลว้ไปใชป้ระโยชน์ในการศกึษา วจิยั 
ปรบัปรงุพนัธุพ์ชืเพือ่ประโยชน์ทางการคา้จะตอ้งขออนุญาต ตอ้งขออนุญาตกบั
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พนกังานเจา้หน้าทีจ่ะตอ้งท าสญัญาแบ่งปนัผลประโยชน์ หมายความวา่พนัธุพ์ชืทีอ่ยู่
ในประเทศทกุชนิดจะ ไดร้บัความคุม้ครอง การเขา้ถงึพนัธุพ์ชืทัง้ 2 ชนิด ดงักลา่ว เพือ่
ประโยชน์ทางการคา้ เมือ่มผีลประโยชน์ทางการคา้เกดิขึน้ตอ้งแบ่งปบัผลประโยชน์เขา้
สูก่องทนุคุม้ครองพนัธุพ์ชื 

          สิทธิท่ีเกิดขึน้จากการได้รบัการจดทะเบียนพนัธุพ์ืช  

ส าหรบัพนัธุพ์ชืใหม ่ ผูเ้ป็นเจา้ของสทิธหิรอืเรยีกวา่ผูท้รงสทิธ ิ มสีทิธแิต่ผูเ้ดยีว
ในการผลติ ขาย จ าหน่าย น าเขา้ และสง่ออกนอกราชอาณาจกัร หรอืมไีวก้ระท าอยา่ง
หนึ่งอยา่งใด ซึง่สว่นขยายพนัธุข์องพนัธุพ์ชืใหม่ 

ส าหรบัพนัธุพ์ชืพืน้เมอืงเฉพาะถิน่ ชมุชนมสีทิธทิีจ่ะปรบัปรงุพนัธุ ์ ศกึษา 
คน้ควา้ ทดลอง วจิยั ผลติ ขาย สง่ออกนอกราชอาณาจกัรหรอืจ าหน่ายดว้ยประการใด 
ๆ ซึง่สว่นขยายพนัธุ ์ผลประโยชน์ทีเ่กดิขึน้จากพนัธุพ์ชืเป็นผูก้ าหนด โดยใหจ้ดัสรปุใน
อตัราสว่นดงันี้ผูอ้นุรกัษ์ 20% ชมุชน 60% องคก์รปกครองสว่นทอ้งถิน่ กลุ่มเกษตรกร
หรอื สหกรณ์ทีเ่ป็นผูท้ านิตกิรรม 20% 

ในการขายสว่นขยายพนัธุข์องพนัธุพ์ชืใหม ่จะตอ้งแสดงเครือ่งหมายใหป้รากฏ
ทีส่ว่นขยายพนัธุ ์ภาชนะบรรจุหรอืหบีหอ่ 

           การคุ้มครองสิทธิของผูท้รงสิทธิในพนัธุพื์ชใหม่และพนัธุพื์ชพืน้เมือง
เฉพาะถ่ิน สทิธขิองผูท้ีไ่ดร้บัความคุม้ครองพนัธุพ์ชืใหมม่สีทิธแิต่เพยีงผูเ้ดยีวใน
การจ าหน่าย จ่ายแจก ผลติหรอืน าเขา้ สง่ออกนอกราชอาณาจกัร หรอืมไีวเ้พือ่กระท า
การอยา่งใดอยา่งหนึ่ง ในกรณีของพนัธุพ์ชืใหมเ่กษตรกรไดร้บัอนุญาตใหใ้ชส้ว่นขยาย
พชืจากพชืทีป่ลกู โดยไมถ่อืวา่เป็นการละเมดิสทิธ ิ ส าหรบัสทิธขิองชมุชนทีเ่ป็น
เจา้ของพนัธุพ์ชืพืน้เมอืงเฉพาะถิน่ มเีชน่เดยีวกบัสทิธพินัธุพ์ชืใหม ่ ในกรณีทีม่กีารฝา่
ฝืนสทิธใินพนัธุพ์ชืใหมห่รอืผูท้รงสทิธใินพนัธุพ์ื้นเมอืงเฉพาะถิน่ คา่เสยีหายทีเ่กดิขึน้
ศาลอาจจะมคีวามเหน็ใหผู้ล้ะเมดิชดใชค้า่เสยีหาย ทัง้นี้กแ็ลว้แต่ความรนุแรงของ
ความเสยีหายทีเ่กดิขึน้ หรอืศาลจะสัง่รบิพนัธุพ์ชืหรอืสิง่ทีอ่ยูใ่นครอบครองของผู้
ละเมดิ หรอืผูฝ้า่ฝืนสทิธขิองผูท้รงสทิธ ิ นอกจากน้ียงัมโีทษทางอาญาส าหรบัผูฝ้า่ฝืน
หรอืละเมดิสทิธขิองผูท้รงสทิธไิมว่า่จะเป็นพนัธุพ์ชืใหมห่รอืชมุชนซึง่เป็นเจา้ของ พนัธุ์

http://www.doa.go.th/pl_data/03_REGULATION/Protect/Protectpunish.html
http://www.doa.go.th/pl_data/03_REGULATION/Protect/Protectpunish.html
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พชืพืน้เมอืงเฉพาะถิน่ซึง่มโีทษจ าคกุ ไมเ่กนิ 2 ปี หรอืปรบัไมเ่กนิ 400,000 บาท หรอื
ทัง้จ าทัง้ปรบั 
         

ข้อยกเว้นสิทธิ  

ขอ้ยกเวน้สทิธสิ าหรบัการกระท าดงัต่อไปนี้ไมถ่อืวา่เป็นการละเมดิ 
 
     1. การกระท าโดยไมม่วีตัถุประสงคเ์พือ่ใชเ้ป็นสว่นขยายพนัธุ์ 
     2. การกระท าโดยไมม่วีตัถุประสงคเ์พือ่การคา้ 

3. การเพาะปลกูหรอืขยายพนัธุโ์ดยเกษตรกร ใชส้ว่นขยายพนัธุท์ีต่นเองเป็น
ผูผ้ลติในการเพาะปลกู  ส าหรบัพนัธุพ์ชืทีร่ฐัมนตรโีดยความเหน็ชอบของ
คณะกรรมการคุม้ครองพนัธุพ์ชื   ประกาศใหเ้ป็นพนัธุพ์ชืทีค่วรสง่เสรมิการปรบัปรงุ
พนัธุใ์หเ้กษตรกรสามารถเพาะปลกูหรอืขยายพนัธุไ์ดไ้มเ่กนิ 3 เทา่ทีไ่ดม้า 
        4. การกระท าโดยสจุรติ 

       ระยะเวลาในการคุ้มครองพนัธุพ์ืช   
      ผูท้ีไ่ดร้บัการคุม้ครองพนัธุพ์ชืใหม ่  ระยะเวลาในการคุม้ครองแตกต่างกนั เป็นไป
ตามกลุ่มพชื  
 
     1. พชืทีจ่ะไดร้บัความคุม้ครอง 12 ปี  เป็นพชืทีใ่หผ้ลผลติตามลกัษณะประจ าพนัธุ์
ไดห้ลงัจากปลกูจากสว่นขยายพนัธุภ์าย ในเวลาไมเ่กนิ 2 ปี    เชน่ ขา้ว ขา้วโพด ขา้ว
ฟา่ง 
     2. กลุ่มที ่2 พชืยนืตน้หรอืพชืทีใ่หผ้ลผลติตามลกัษณะประจ าพนัธุไ์ดห้ลงัจากปลกู
จากสว่นขยายพนัธุ ์เกนิกวา่ 2 ปี      ระยะเวลาในความคุม้ครอง ่ ุ17 ปี พชืในกลุ่ม
คอื กลุ่มไมผ้ล เชน่ มะมว่งทเุรยีน  
     3. กลุ่มที ่3 ป็นกลุ่มพชืทีใ่ชป้ระโยชน์จากเนื้อไม ้เป็นไมย้นืตน้    หรอืเป็นพชืทีใ่ช้
ประโยชน์จากเนื้อไมท้ีใ่หผ้ลผลติตามลกัษณะประจ าพนัธุ ์ หลงัจากปลกูจากสว่น
ขยายพนัธุใ์นเวลาเกนิกวา่ 2 ปี   ระยะเวลาในการคุม้ครองในกลุ่มนี้มอีายใุนการ
คุม้ครอง 27 ปี เชน่ ตน้สกั เป็นตน้ 
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ส าหรบัอายใุนการคุม้ครองพนัธุพ์ชืพืน้เมอืงเฉพาะถิน่ มอีายคุวามคุม้ครองใน
แต่ละพนัธุพ์ชืเชน่เดยีวกบัพนัธุพ์ชืใหม ่ แต่ส าหรบัพนัธุพ์ชืพืน้เมอืงเฉพาะถิน่ อายุ
คุม้ครองสามารถยดืออกไปไดเ้ป็นครัง้คราว ซึง่แตกต่างจากการคุม้ครองพนัธุพ์ชืใหม่
ทีส่ามารถยดือายคุวามคุม้ครองได ้
       การระงบัและเพิกถอนสิทธิพนัธุพื์ชใหม ่
       เมือ่มเีหตุจ าเป็นในการป้องกนัรกัษาโรค     และสง่เสรมิสขุภาพ การรกัษาสวสัดิ
ภาพของประชาชน การรกัษาและอนุรกัษ์ สิง่แวดลอ้ม    และความหลากหลายทาง
ชวีภาพ หรอืเพือ่ประโยชน์สาธารณะอยา่งอื่น        หรอืเพือ่ประโยชน์ต่อความมัน่คง
ของประเทศ ในการรกัษาความมัน่คงทางอาหาร    การป้องกนัการผกูขาดทางการคา้
หรอืเพือ่สาธารณะอยา่งอื่น รฐัมนตรโีดยความเหน็ชอบของคณะกรรมการคุม้ครอง
พนัธุพ์ชืมอี านาจดงันี้ :- 
 
     1. ประกาศหา้มมใิหผ้ลติ ขาย หรอืจ าหน่าย น าเขา้มาในราชอาณาจกัร     หรอื
สง่ออกนอกราชอาณาจกัร ซึง่พนัธุพ์ชืใหม่ 
     2. อนุญาตใหบุ้คคลอื่นกระท าการผลติ ขาย หรอืจ าหน่าย   น าเขา้มาใน
ราชอาณาจกัร หรอืสง่ออกนอกราชอาณาจกัร โดยเสยีคา่ตอบแทนทีเ่หมาะสมแก่ผู้
ทรงสทิธ ิ
     3. เพกิถอนหนงัสอืส าหรบัแสดงการจดทะเบยีนพนัธุพ์ชืใหม่ 
 
บทลงโทษ 
     1. พระราชบญัญตัฉิบบัน้ี ไดก้ าหนดบทลงโทษพนกังานเจา้หน้าทีไ่วด้ว้ยในมาตรา 
63 ในกรณีทีเ่ปิดเผยขอ้มลู   หรอืใหผู้อ้ื่นใชส้ว่นขยายพนัธุท์ีไ่ดร้บัมอบโดยไมไ่ดร้บัค า
ยนิยอมจากเจา้ของ   หรอืมชิอบดว้ยกฎหมาย ซึง่มโีทษจ าคกุไมเ่กนิ 2 ปี หรอืปรบัไม่
เกนิ 400,000 บาท หรอืทัง้จ าทัง้ปรบั 
     2. ส าหรบัผูล้ะเมดิสทิธ ิ(ตามมาตรา 33 หรอื 47) จ าคกุไมเ่กนิ 2 ปี    หรอืปรบัไม่
เกนิ 400,000 บาท หรอืทัง้จ าทัง้ปรบั 
     3. ส าหรบัผูท้รงสทิธใินพนัธุพ์ชืใหม่   ทีไ่มแ่สดงเครือ่งหมายตามทีก่ าหนดไว ้โทษ
จ าคกุไมเ่กนิ 1 เดอืน ปรบัไมเ่กนิ 20,000 บาท หรอืทัง้จ าทัง้ปรบั 

http://www.doa.go.th/pl_data/03_REGULATION/Protect/Protectcom009.htm
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     4. ส าหรบัผูป้ลอมแปลง  หรอืใชเ้ครือ่งหมายเลยีนแบบท าใหผู้อ้ื่นเขา้ใจผดิวา่พนัธุ์
พชืนัน้เป็นพนัธุพ์ชืทีไ่ดร้บัความคุม้ครอง  ทัง้ทีรู่อ้ยูแ่ลว้วา่ไมเ่ป็นจรงิตามนัน้ มโีทษ
จ าคกุตัง้แต่ 6 เดอืน - 5 ปี และปรบัตัง้แต่ 20,000 บาท ถงึ 200,000 บาท (มาตรา 
67) 
     5. การแสดงหรอืแจง้ขอ้ความเป็นเทจ็ในการขอจดทะเบยีน  มโีทษจ าคกุ ไมเ่กนิ 2 
ปี หรอืปรบัไมเ่กนิ 400,000 บาท หรอืทัง้จ าทัง้ปรบั (มาตรา 68) 
     6. ผูแ้ทนนิตบิุคคลจะตอ้งรบัโทษดว้ยในกรณีทีน่ิตบิุคคลเป็นผูร้บัโทษตาม
พระราชบญัญตันิี้       เวน้แต่จะพสิจูน์ไดว้า่ตนมไิดรู้เ้หน็หรอืยนิยอมดว้ยในการ
กระท าของนิตบิุคคลนัน้ 

การคุ้มครองสิทธิของผูท้รงสิทธิในพนัธุพื์ช 

มาตรา 61 ในกรณีทีม่กีารฝา่ฝืนสทิธขิองผูท้รงสทิธใินพนัธุพ์ชืใหม ่ หรอืผูท้รงสทิธใิน
พนัธุพ์ชืพืน้เมอืงเฉพาะถิน่ตามมาตรา 33 หรอืมาตรา 47 แลว้แต่กรณี ศาลมอี านาจ
สัง่ใหฝ้า่ฝืนชดใชค้า่เสยีหายแก่ผูท้รงสทิธติามจ านวนทีศ่าลเหน็สมควร โดยค านึงถงึ
ความรา้ยแรงของความเสยีหาย รวมทัง้การสญูเสยีผลประโยชน์และคา่ใชจ้่ายอนั
จ าเป็นในการบงัคบัตามสทิธขิองผูท้รงสทิธดิว้ย 

มาตรา 62 บรรดาพนัธุพ์ชื หรอืสิง่ทีอ่ยูใ่นความครอบครองของผูก้ระท าการ อนัเป็น
การฝา่ฝืนสทิธขิองผูท้รงสทิธใินพนัธุพ์ชืใหม ่ หรอืผูท้รงสทิธใินพนัธุพ์ชืพืน้เมอืง
เฉพาะถิน่ตามมาตรา 33 หรอืมาตรา 47 แลว้แต่กรณี ใหศ้าลสัง่รบิเสยีทัง้สิน้บรรดาสิง่
ทีศ่าลสัง่รบิใหต้กเป็นของแผน่ดนิ และใหก้รมวชิาการเกษตรน าไปด าเนินการตาม
ระเบยีบทีอ่ธบิดกี าหนด โดยความเหน็ชอบของคณะกรรมการ 

 

อตัราค่าธรรมเนียม 

อตัราคา่ธรรมเนียมทีก่ าหนดไวใ้นพระราชบญัญตัมิดีงันี้ 

1. ค าขอจดทะเบยีนพนัธุพ์ชืใหม ่ฉบบัละ 100 บาท 
2. ค าคดัคา้นการขอจดทะเบยีนพนัธุพ์ชืใหม ่ฉบบัละ 100 บาท 
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3. หนงัสอืส าคญัแสดงการจดทะเบยีนพนัธุพ์ชืใหม ่ฉบบัละ 500 บาท 
4. คา่ธรรมเนียมรายปีส าหรบัคุม้ครองพนัธุพ์ชืใหมฉ่บบัละ 1,000 บาท 
5. ค าขอจดทะเบยีนการอนุญาตใหใ้ชส้ทิธ ิ     ตามหนงัสอืส าคญัแสดงการจด
ทะเบยีนพนัธุพ์ชืใหม ่ฉบบัละ 500 บาท 
6. ค าขอจดทะเบยีนการโอนสทิธติามหนงัสอืส าคญั แสดงการจดทะเบยีนพนัธุ์
พชืใหม ่ฉบบัละ 500 บาท 
7. ใบแทนหนงัสอืส าคญัแสดงการจดทะเบยีนพนัธุพ์ชืใหม ่  ฉบบัละ 500 บาท 

 
แบบฟอรม์ 
 
  แบบ พ.พ. 13    ค าขอรบัหนงัสอือนุญาตน าเขา้  สง่ออก  น าผา่น พชือนุรกัษ ์
หรอืซากพชือนุรกัษ์ตามพระราชบญัญตัพินัธุพ์ชื พ.ศ. 2518 

แบบ พ.พ. 15     ค าขอขึน้ทะเบยีนสถานทีเ่พาะเลีย้งพชือนุรกัษ์  

แบบ พ.พ. 16    ใบส าคญัการขึน้ทะเบยีนสถานทีเ่พาะเลีย้งพชือนุรกัษ์ 

แบบ พ.พ. 17    บญัชแีสดงจ านวนพชือนุรกัษ์ทีเ่ปลีย่นแปลงในรอบปีปฏทินิ 

แบบ พ.พ. 18    บญัชเีพิม่หรอืลดชนิดพชือนุรกัษ์หรอืจ านวนพอ่แมพ่นัธุ์  

แบบ พ.พ. 19    ค าขอต่ออายใุบส าคญั  การขึน้ทะเบยีนสถานทีเ่พาะเลีย้งพชื
อนุรกัษ์ 

แบบ พ.พ. 20    ค าขอใบแทนใบส าคญั  การขึน้ทะเบยีนสถานทีเ่พาะเลีย้งพชื
อนุรกัษ์ 

แบบ พ.พ. 21    ค าขอแกไ้ขรายการใบส าคญัการขึน้ทะเบยีน เพิม่ ลด 
สถานทีเ่พาะเลีย้งพชือนุรกัษ์ 

 

 

http://www.doa.go.th/pl_data/03_REGULATION/Protect/PP/pp_13.pdf
http://www.doa.go.th/pl_data/03_REGULATION/Protect/PP/pp_13.pdf
http://www.doa.go.th/pl_data/03_REGULATION/Protect/PP/pp_15.pdf
http://www.doa.go.th/pl_data/03_REGULATION/Protect/PP/pp_16.pdf
http://www.doa.go.th/pl_data/03_REGULATION/Protect/PP/pp_17.pdf
http://www.doa.go.th/pl_data/03_REGULATION/Protect/PP/pp_18.pdf
http://www.doa.go.th/pl_data/03_REGULATION/Protect/PP/pp_19.pdf
http://www.doa.go.th/pl_data/03_REGULATION/Protect/PP/pp_19.pdf
http://www.doa.go.th/pl_data/03_REGULATION/Protect/PP/pp_20.pdf
http://www.doa.go.th/pl_data/03_REGULATION/Protect/PP/pp_20.pdf
http://www.doa.go.th/pl_data/03_REGULATION/Protect/PP/pp_21.pdf
http://www.doa.go.th/pl_data/03_REGULATION/Protect/PP/pp_21.pdf
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แบบค าขอรบัหนังสืออนุญาตน าเข้า ส่งออก น าผา่น พืชอนุรกัษ์หรือซากพืช
อนุรกัษ์ 
ตามพระราชบญัญติัพนัธุพื์ช พ.ศ. 2518 
Application Form for Import Export and Re-export  Permit of Conserved  Plants 
Under Plant Act B.E. 2518 
เขยีนที…่………………….Place………………………………………………………. 
วนัที…่……………………………..Date……………………………………………….. 
ขา้พเจา้…………………………………………………………………………………... 
อาย…ุ…………. ปี สญัชาต…ิ………………………………………………………….. 
Mr./Mrs./Miss Family name Age Nationality 
ทีอ่ยู…่…………………………………………………………………………………… 
Address 
ขอรบัหนงัสอือนุญาต(เขยีนเครือ่งหมาย / ในชอ่ง [ ]ตามประเภทหนงัสอือนุญาตทีข่อ) 
requests for permit (please check at appropriate boxes) 
[ ] หนงัสอือนุญาตน าเขา้ 
Import permit 
[ ] หนงัสอือนุญาตสง่ออก 
Export permit 
[ ] หนงัสอือนุญาตน าผา่น 
Re-export permit 
ส าหรบัพชือนุรกัษ์หรอืซากพชือนุรกัษ ์ดงัรายการดา้นหลงั 
for live or dead conserved plants as listed overleaf 
ทีอ่ยูผู่้
สง่…………………………………………………………………………………………
……………………………………………………………………………………….. 
Name & Address of Permittee 
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ชือ่ทีอ่ยู่
ผูร้บั………………………………………………………………………………..………
…………………………………………………………………………………….. 
Name & Address of Consignee 
เครือ่งหมายทีส่งัเกตบนหบีหอ่…………………………. มลูคา่…………………………
โดยพาหนะ………………….…………………………………………………………….. 
Distinguishing Marks Values Means of Conveyance 
น  าเขา้ประเทศปลายทาง……………………………………….ประมาณวนัที…่……… 
Point of Entry Date……………………………………………………………………… 
 
 
ลายมอืชือ่…………………………………………………………………………………. 
Signature 
แบบ พ.พ. 13 
รายชือ่พชือนุรกัษ์ หรอืซากพชือนุรกัษ…์……………………………………………….. 
(List of Conserved Plants) 
ล าดบัที…่………………………………………………………………………………….. 
 (Number) 
ชือ่วทิยาศาสตร…์…………………………………………………………………………  
(Scientific Name of Plants) 
บญัชหีมายเลขและแหล่งทีม่า……………………………………………………………. 
(Appendix No. and Source) 
จ านวน ……………………………………………………………………………………. 
(Quantity) 
 

แบบค าขอหนงัสอืรบัรองการสง่ออกพชืลกูผสมของพชื        ในบญัชแีนบทา้ย
อนุสญัญาวา่ดว้ยการคา้ระหวา่งประเทศซึง่   ชนิดสตัวป์า่และพชืปา่ทีก่ าลงัจะสญูพนัธุ ์
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Application  Form for  Certificate of  Exportation of Hybrids Plants under CITES 
List 
เขยีนที…่………………………………………………………………………………….. 
Place 
วนัที…่…………………………………………………………………………………….. 
Date 
ขา้พเจา้…………………………………………………………….. อาย…ุ……………ปี 
สญัชาต…ิ…………………………………………………………………………………. 
Mr./Mrs./Miss Family name Age Nationality 
ทีอ่ยู…่…………………………………………………………………………………….. 
Address 
ขอรบัหนงัสอืรบัรองการสง่ออกพชืลกูผสมของพชื   ในบญัชแีนบทา้ยอนุสญัญาวา่ดว้ย
การคา้ระหวา่งประเทศซึง่ชนิดสตัวป์า่และพชืปา่ทีก่ าลงัจะสญูพนัธุด์งัรายการดา้นหลงั 
request for a certification of exportation of hybrids plants under CITES list as 
indicated overleaf 
ทีอ่ยูผู่้
สง่…………………………………………………………………………………………
……………………………………………………………………………………….. 
Name & Address of Permittee 
ชือ่ทีอ่ยู่
ผูร้บั……………………………………………………………………………….………
…………………………………………………………………………………….. 
Name & Address of Consignee 
เครือ่งหมายทีส่งัเกตบนหบีหอ่…………………………. มลูคา่…………………………
โดยพาหนะ………………….…………………………………………………………….. 
Distinguishing Marks Values Means of Conveyance 
น าเขา้ประเทศปลายทาง……………………………………….ประมาณวนัที…่………. 
Point of Entry Date 
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…………………………………………………………………………………………….. 
ลายมอืชือ่…………………………………………………………………………………. 
Signature 
รายชือ่พชื…………………………………………………………………………………. 
(List of of Plants) 
ล าดบัที…่………………………………………………………………………………….. 
Number 
ชือ่วทิยาศาสตร…์………………………………………………………………………… 
Scientific Name 
จ านวน…………………………………………………………………………………….. 
Quantity…………………………………………………………………………………… 
หมายเหต…ุ………………………………………………………………………………. 
Remarks 
 

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