
บทที่ 1 

บทนํา 

ความสําคัญและที่มาของปญหาการวิจัย 

 ขาวเปนอาหารหลักและเปนพืชเศรษฐกจิทีสํ่าคัญของโลก ประเทศไทยมีการผลิตขาวเพื่อการ

บริโภคภายในประเทศและสามารถผลิตเปนการสงออกมากเปนอันดบัที ่ 6 ของโลกรองจากประเทศจนี 

อินเดีย อินโดนีเซีย บังคลาเทศ และเวียดนาม ถึงแมวาอัตราการผลิตขาวในประเทศไทยจะอยูในอันดับ

ตนๆ ของโลกก็ตาม แตกย็ังไมเพยีงพอที่จะตอบสนองตอความตองการของประชากรโลกที่เพิ่มขึ้นได 

เนื่องจากสภาวะแวดลอมในการเพาะปลูกที่ไมเหมาะสมและการเกิดภยัธรรมชาติซ่ึงหลีกเลี่ยงไมได เชน 

โรคพืช แมลงศัตรูพืช ดินเคม็ น้ําทวม และความแหงแลง เปนตน ดงันั้นจึงมีความจําเปนในการศึกษา

ถึงปยจัยที่มีผลกับการเจริญเติบโตของขาว และการตอบสนองของขาวภายใตสภาวะแวดลอมที่ไม

เหมาะสม เพื่อเปนองคความรูในการนําไปใชประโยชนในการเพิ่มผลผลิตของขาวใหเพียงพอตอการ

บริโภค และรองรับการขยายตัวของประชากรโลกตอไป 

 ในการวิจัยทางดานพืชใบเลี้ยงเดีย่ว ขาวเปนแบบจําลองที่ดีที่สุดที่ใชในการศึกษา เนื่องจากขาวมี

รหัสพันธุกรรม (จีโนม) ขนาดเล็ก  (ประมาณ 430 เมกกะเบส (Mb)) เมื่อเปรียบเทียบกับพืชใบเลีย้งเดี่ยว

ชนิดอื่นๆ เชน ขาวสาลี หรือ ขาวบาเลย ซ่ึงมีขนาดของสารพันธุกรรมที่ใหญกวามาก ที่ผานมามีการ

วิเคราะหกลุมยีน และศกึษาถึงลําดับสารพันธุกรรมของยีนตางๆ ในขาว โดยความรวมมือของ 8 ประเทศ 

คือ ประเทศญี่ปุน (Rice Genome Research Program [RGP] ศึกษาโครโมโซมที่ 1, 2, 6, 7   และ 8) 

ประเทศเกาหลี (Korea Rice Genome Research Program [KRGRP] ศึกษาโครโมโซมที่ 1) ประเทศ

อังกฤษ (John Innes Center, ศึกษาโครโมโซมที่ 2) ประเทศสหรัฐอเมริกา (Clemson Univ. [CUGI], Cold 

Spring Harbor Laboratory [CSHL], Washington University School of Medicine-Genome Sequencing 

Center [GSC], The Institute for Genomic Research [TIGR], Plant Genome Initiative at Rutgers [PGIR], 
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Genome Center of Wisconsin, ศึกษาโครโมโซมที่ 3, 10 และ 11) ประเทศจีน (National Center for Gene 

Research Chinese Academy of Sciences [NCGR], ศึกษาโครโมโซมที่ 4) ประเทศไตหวนั (Academia 

Sinica Plant Genome Center [ASPGC], ศึกษาโครโมโซมที่ 5) ประเทศไทย (National Center for 

Genetic Engineering and Biotechnology [BIOTEC], ศึกษาโครโมโซมที่ 9) และประเทศฝรั่งเศส 

(Genoscope, ศึกษาโครโมโซมที่ 12) ขอมูลของลําดับสารพันธุกรรมของยีนทั้งหมดที่ไดจากการศกึษาใน

ขาว ณ ปจจุบนัเกือบจะเสรจ็สมบูรณแลว และบรรจุไวในฐานขอมูลของขาว หลังจากทราบถึงลําดับสาร

พันธุกรรมของยีนตางๆ ในขาวแลวขั้นตอนตอไป คือ ตองศึกษาถึงหนาที่ของยีนเหลานั้นในขาววายีน

นั้นๆ ทําหนาที่อะไรและอยางไร และมีความเกี่ยวของกบัการทํางานระหวางยนีอื่นๆ หรือไม ถึงแมวาจะ

มีการศึกษาถึงหนาที่ของยนีตางๆ ในขาวไปบางแลวก็ตาม แตยังมยีีนอกีจํานวนมากที่ยังไมไดมีการศึกษา 

ดังนั้นถาหากมีการวิจยัรวมมือกันในการบงชี้ถึงบทบาทหนาที่ของยนีทั้งหมดในขาวแลว จะเปน

ประโยชนอยางยิ่งในการปรับปรุงพันธุขาวตอไปในอนาคต  

ในอดีตที่ผานมาจนถึงปจจบุันไดมีการศกึษาโปรตีนกลุมหนึ่งที่เกีย่วของกับการเจริญเติบโตของ

ขาว และชวยใหขาวตานทานตอสภาวะแวดลอมที่ไมเหมาะสมได โปรตีนกลุมนี้คือเบตากลูโคซิเดส    

(β-glucosidase) ซ่ึงชวยในการทํางานของผนังเซลลและกระตุนใหเกดิการทํางานของระบบฮอรโมนใน

พืช ทําใหเกดิการเปลี่ยนแปลงที่เปนประโยชนตอการเจริญเติบโตของขาว นอกจากนี้ยังชวยผลักดันให

เกิดกระบวนการตางๆ ภายในเซลล ซ่ึงสงผลใหขาวสามารถเจริญเติบโตตอไปไดในสภาวะเครียด และ

ปญหาการเขาทําลายของโรคพืชและแมลงศัตรูพืช จากการศึกษาในขาวพบวาเบตากลูโคซิเดสเปนกลุม

ของโปรตีนขนาดใหญซ่ึงมีจํานวนทั้งสิ้น 40 ยีน โดย 2 ยีนคาดวาจะเปนยีนของ endophyte อีก 2 ยนีเปน

ยีน pseudogene และอีก 2 ยีนเปนยีน fragment และที่เหลืออีก 34 ยีนนาจะเปนยนีกลุมกลูโคซิเดสของ

ขาวท่ีมีหนาท่ีจริง ดังนั้นจึงเปนสิ่งท่ีนาสนใจวาทําไมขาวตองมีจํานวนยีนท่ีมากมายเชนนี้ อาจเปนไปได

วาขาวไดมีการปรับเปลี่ยนพันธุกรรมของตัวเอง เพื่อใหสามารถมีชีวิตอยูรอดไดภายใตสภาวะแวดลอมที่
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ไมเหมาะสม โดยการเพิม่ยีนบางยีนดวยการเปลี่ยนแปลงรหัสพันธุกรรมเพียงเล็กนอย หรือเกิดการ

เปลี่ยนแปลงของโครโมโซมบางสวนเพื่อทาํใหขาวสามารถเจริญ เติบโตไดและมชีีวิตรอดตอไป แต

บทบาทหนาทีท่ี่แทจริงของแตละยีนทั้ง 34 ยีนยังไมไดมีผลการวิจัยทีแ่นชัด ดังนั้นถาหากมีการศึกษาและ

ทราบหนาที่ของยีน/โปรตีนเบตากลูโคซิเดสแลว จะเปนประโยชนอยางยิ่งในการปรับปรุงและพัฒนา

สายพันธุขาวใหมีผลผลิตและคุณภาพที่ดีขึน้ในอนาคตอกีดวย 

 ปจจุบันการศึกษาหนาที่ของยีนตางๆ มีบทบาทและความสําคัญมากขึ้น และเทคนิคที่ใชกันอยาง

แพรหลายและมีประสิทธิภาพสูงในขณะนีค้ือ อารเอ็นเอไอ (RNAi) หรือเทคนิคที่ใชในการยับยั้งการ

แสดงออกของยีนที่ตองการศกึษาในระดับอารเอ็นเอไปจนถึงโปรตีน ในธรรมชาติของสิ่งมีชีวิตหลาย

ชนิดจะมีกระบวนการอารเอ็นเอไอเพื่อตอตาน และทาํลายไวรัสที่เปนอารเอ็นเอสายคู (double stand 

RNA) ทําใหไวรัสไมสามารถขยายจํานวนจนกอใหเกิดความเสยีหายตอส่ิงมีชีวิตได เทคนิคอารเอ็นเอไอ

เปนวิธีที่รวดเร็วและงายตอการศึกษาหนาที่ของยีน และสามารถศึกษาไดในหองปฏิบัติการ ดังนั้นการ

วิจัยนี้จึงมุงศกึษาบทบาทหนาที่ของโปรตีนเบตากลูโคซิเดส โดยการทําใหยนีเบตากลูโคซิเดสไมมีการ

แสดงออกในตนขาวอีกตอไป จากจํานวนเบตากลูโคซิเดสทั้งหมด 34 ยีนไดเร่ิมตนศกึษาเพยีง 5 ยนีโดย

คัดเลือกมาจากฐานขอมูลขาว เร่ิมตนจากยีนที่มีรายงานวามีการแสดงออกสูงที่สุดในขาว คือ ยีน 

Os3bglu7 (AK100165) และเมื่อจดักลุมความสมัพันธของทั้ง 34 ยีนผานทางแผนผังรูปตนไม 

(phylogenetic tree) จึงไดคัดเลือกยีนอกี 4 ยีนที่มีความสัมพันธใกลชิดกันกับยีน Os3bglu7 มาใชใน

การศึกษารวมกัน ขาวที่นํามาทดลองจะไดรับการสงถายเวคเตอรที่ทําหนาที่ยบัยั้งการแสดงออกของ

เบตากลูโคซิเดสโดยใชแบคทีเรีย Agrobacterium ผานทางเทคนิคการเพาะเลี้ยงเนือ้เยื่อพืช ตนขาวที่ไดรับ

การถายยีน จะนํามาตรวจสอบผลของการยับยัง้การแสดงออกของยีนเบตากลูโคซิเดสในระดับชีว-

โมเลกุล หลังจากนั้นจึงเปรยีบเทียบกับตนขาวปกตเิพื่อทดสอบวาเมื่อขาวไมมียนีเบตากลูโคซิเดสแลวจะ

เกิดการเปลีย่นแปลงอยางไรในทางสัญฐานวิทยาระดับเซลล และสงผลอยางไรตอการเจริญเติบโตของ
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ขาวเมื่อเปรียบเทียบกับตนขาวปกติ จากผลการศึกษาที่ไดนี้จะนํามารวบรวมและวิเคราะหเพื่อหาบทบาท

หนาที่ของยนีเบตากลูโคซิเดสทั้ง 5 ยีนในขาว และจะขยายผลในการศึกษาหนาที่ของยีนเบตากลูโคซิเดส

ที่เหลืออีก 29 ยนีตอไปในอนาคต เพื่อนําไปใชประโยชนในการปรับปรุงพันธุขาวใหสามารถ

เจริญเติบโตไดดี ใหผลผลิตสูง มีคุณภาพ และยังทนทานตอสภาวะแวดลอมไดดีขึ้น 

 

วัตถุประสงคของการวิจัย 

 ในเบื้องตนโครงการนี้จะทําการศึกษา และคนหายนีไกลโคซิลไฮโดรเลสกลุมที่ 1 (Glycosyl 

Hydrolase family I; GHI) ในขาว โดยนาํไปเปรียบเทยีบกับฐานขอมลูลําดับเบสทั้งหมดของจีโนมขาวที่
ไดทําการศึกษาไวแลว อยางไรก็ตามในป 2006 รจนา โอภาสศิริ และคณะ ไดทําการศึกษาและนําเสนอ

การศึกษายีน GH1 ทั้งหมดในขาว ดังนั้นการทดลองหลักในงานวิจยันี้จึงเนนไปทีก่ารศึกษาถึงหนาที่ของ

ยีนที่สําคัญ และที่มีการแสดงออกสูงของยีนในกลุมนี้แทน รายงานการวิจัยนี้จึงมวีัตถุประสงคเพื่อ 

1. คนหาขอมูลของยีนไกลโคซลิไฮโดรเลสกลุมที่ 1 จากอะเรย 45 K ของฐานขอมูลจีโนมขาว

จากมหาวิทยาลัย UC Davis และจากฐานขอมูล NCBI เปรียบเทยีบกัน และทําการศึกษาการแสดงออก

ของยีนในกลุมนี้ 

2. ศึกษาหนาที่ของยีนเบตากลูโคซิเดสในขาวโดยใชเทคนคิอารเอ็นเอไอ เนื่องจากเปนวิธีที่

รวดเร็ว และสามารถยับยั้งการแสดงออกของยีนไดอยางมีประสิทธิภาพในสิ่งมีชีวติหลายชนิด รวมทั้ง

สามารถยับยั้งการแสดงออกของยีนในขาวได โดยจะเริ่มตนศึกษา 5 ยีนเปนขอมูลเบือ้งตนเพื่อระบใุหได

วาแตละยีนมบีทบาทหนาทีอ่ยางไร และมีความ สําคัญอยางไรตอการเจริญเติบโตของขาวภายใตสภาวะ

แวดลอมปกตแิละสภาวะเครียด 

3. เพื่อศึกษาประสิทธิภาพของเวคเตอร pHELLSGATE8 ที่สามารถเหนี่ยวนาํใหเกิดกระบวน- 

การอารเอ็นเอไอในขาวได เวคเตอรนี้ไดรับการพัฒนาใหใชในระบบ Gateway cloning system ทําให



5 
 

รวดเร็วในการสรางเวคเตอรที่มีช้ินยีนที่ตองการยับยั้งแทรกอยูสองตําแหนงในทิศทางตรงกันขาม เพื่อ

เหนีย่วนําใหเกิดอารเอ็นเอสายคู และกระตุนใหเกิดกระบวนการอารเอ็นเอไอในระดับเซลลตอไป 

4. พัฒนาเทคนิคในการถายยีนเขาสูพืชโดยใชแบคทีเรีย Agrobacterium ถึงแมวาการถายยีนวิธี

นี้เคยมีการศกึษากันอยางแพรหลาย แตความแตกตางของสายพันธุขาวทําใหประสิทธิภาพการถายยีน

ประสบความสําเร็จแตกตางกันไป สายพันธุขาวที่งายตอการถายยีน เชน นิปปอนบาเร (Nipponbare) ไม

สามารถที่จะเจริญเติบโตไดดีในประเทศไทย ดังนั้นจึงจําเปนที่จะตองพัฒนาเทคนคิการถายยีนเขาสูขาว

สายพันธุอ่ืนทีส่ามารถเจริญเติบโตไดดีในประเทศไทย รวมไปถึงหาสภาวะที่เหมาะสมในทกุขั้นตอน

ของการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพชืดวย 

5. ศึกษาระดับการแสดงออกของยีนเบตากลูโคซิเดสทั้ง 5 ยีนในสภาวะแวดลอมปกติที่ระยะ

การเจริญเติบโตที่แตกตางกนั เพื่อใชเปนขอมูลเบื้องตนในการวิเคราะหวายีนเหลานีม้ีการแสดงออกมาก

นอยอยางไรในแตละระยะการเจริญเติบโต และนําผลที่ไดไปเปนมาตรฐานสําหรับการตรวจสอบการ

แสดงออกของยีนเหลานี้ในตนขาวที่ผานการถายยีนเพื่อยบัยั้งการแสดงออกของยีนทัง้ 5 ยีน 

 

ขอบเขตการวจัิย 

 โครงการนี้มีเปาหมายเพื่อศึกษาฐานขอมลูรหัสพันธุกรรมของขาว เพื่อหายนีในกลุมไกลโคซิล

ไฮโดรเลสกลุมที่ 1 ทั้งหมด และศึกษาหนาที่ของยีนเบตากลูโคซิเดสในขาว 5 ยีนโดยใชเทคนิคอารเอ็น- 

เอไอโดย 

1. ศึกษาและคนหายีนในกลุมไกลโคซิลไฮโดรเลสกลุมที่ 1 จากขาวนิปปอนบาเร และ

เปรียบเทียบกบัฐานขอมูลที่ไดมีผูทําการศกึษาไวแลว 

2. ยับยั้งการแสดงออกของยีนทั้ง 5 ยีนโดยใชเพียงแค 1 เวคเตอร และประเมินประสทิธิภาพ

ของการยับยั้งการแสดงออกของทั้ง 5 ยีนในตนขาว 
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3. ยับยั้งการแสดงออกของยีนแตละยีนโดยออกแบบเวคเตอร 5 อันสําหรับการยับยั้งแตละยีน 

และประเมนิประสิทธิภาพของการยับยั้งการแสดงออกของยีนทั้ง 5 ยีน 

4. ใชเทคนิคอารเอ็นเอไอในการศึกษาเวคเตอร สําหรับชักนําใหเกิดกระบวนการอารเอ็นเอไอ

ในขาว ซ่ึงถูกสรางขึ้นโดยใชระบบ Gateway Cloning Technology 

5. ตรวจสอบตนขาวที่ไดรับการถายยีนโดยเทคนิคพีซีอาร (polymerase chain reaction; PCR) 

และตรวจสอบระดับการแสดงออกของเอ็มอารเอ็นเอ (messenger RNA; mRNA) ของแตละยีนดวย

เทคนิคอารที-พีซีอาร (reverse transcription-polymerase chain reaction; RT-PCR)  

6. ลักษณะทางสัณฐานวทิยาเบือ้งตนของตนขาวที่ไดรับการถายยีน (T0) จะนําไปเปรยีบเทียบ

กับตนขาวปกติ 

 

ประโยชนท่ีไดรับจากการวิจัย 

1. ทราบถึงจํานวนยีนไกลโครซิลไฮโดรเลสกลุมที่ 1 และการแสดงออกของแตละยนี 

2. ทราบถึงบทบาทหนาที่ที่ชัดเจนของยีนเบตากลูโคซิเดสทั้ง 5 ยีนในขาว 

3. สามารถยับยั้งการแสดงออกของยีนเบตากลูโคซิเดสในขาวไดอยางมีประสิทธิภาพ โดยใช

เทคนิคอารเอ็นเอไอ และสามารถใชเทคนิคนี้ในการศกึษายีนกลุมอื่นในขาวได 

4. สามารถใชเวคเตอร pHELLSGATE8 ในการยับยั้งการแสดงออกของยนีเบตากลูโคซิเดสใน

ขาว และเปนการยืนยันวาเวคเตอรนี้สามารถทํางานไดจริง และมีประสิทธิภาพสูงในการกระตุนใหเกิด

กระบวนการอารเอ็นเอไอในขาว 

5. สามารถพัฒนาเทคนิคในการถายยีนเขาสูพันธุขาว ทีส่ามารถเจริญเติบโตไดดีในประเทศ-

ไทยโดยใชแบคทีเรีย Agrobacterium และไดเปอรเซ็นตของตนขาวที่ไดรับการถายยนีสูงเทียบเทากับขาว

สายพันธุอ่ืนทีง่ายตอการถายยีนแตไมสามารถเจริญเติบโตไดในประเทศไทย 
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6. สามารถนําเทคนิค และความรูที่ไดจากผลการวิจัยไปใชในการปรับปรุงสายพันธุขาวใน

ประเทศไทย เชน ขาวขาวดอกมะลิ KDML105 ซ่ึงมีช่ือเสียงไปทั่วโลก และขาวสายพันธุอ่ืนๆ เพื่อใหได

ผลผลิตสูง มีคุณภาพ และสามารถทนทานตอสภาวะเครียดหรือการระบาดของโรคและแมลงได  

 

การทบทวนวรรณกรรม (Reviewed literature) 

  เบตากลูโคซิเดสเปนเอ็นไซมที่เรงปฏิกิริยาการสลายพันธะกลูโคซิดิก ตรงตําแหนงพันธะที่เปน

เบตาระหวางโมเลกุลของสารหนึ่งกับโมเลกุลของน้ําตาลที่เชื่อมติดกันอยู (Vasella และคณะ, 2002) 

เบตากลูโคซิเดสพบไดในสิ่งมีชีวิตจําพวกโปรคาริโอทและยูคาริโอท (Faure และคณะ, 2001) ในพืชจะ

พบเบตากลูโคซิเดสในเนื้อเยือ่เจริญเชน ยอด ใบออน ปลายราก ตนออน รังไข และไหมของฝกขาวโพด 

เปนตน (Nikus และ Lisbeth, 1999) พืชใบเลี้ยงเดีย่วจะพบเบตากลูโคซิเดสสะสมอยูในคลอโรพลาสแต

ในพืชใบเลี้ยงคูมักจะพบในสวนของผนังเซลลและโปรตีนบอดี้ (Esen, 2004) ในพืชเบตากลูโคซิเดสมี

หนาที่หลายอยาง เชน ชวยในการเปลี่ยนแปลงผนังเซลล กระตุนใหพืชมีการตานทานตอแมลงศัตรูพืช 

(Stotz และคณะ, 2000) และโรคพืช (Chong และคณะ, 2002) เกิดการสรางลิกนินเพื่อปกปดบาดแผล 

(Trevino  และคณะ, 2004) รวมทั้งกระตุนการสรางฮอรโมนและปลดปลอยสารระเหยตางๆ โดย

เบตากลูโคซิเดสจะตัดพันธะที่เชื่อมระหวางน้ําตาลและโมเลกุลของสารอื่นออกจากกัน ทําใหสารนั้น

ทํางานไดเมื่อไมมีโมเลกุลของน้ําตาลเกาะอยู (Stotz และคณะ, 2000) ในป 1998 Esen และ 

Bandaranayake พบวาเบตากลูโคซิเดสในขาวโพดจะตดัโมเลกลุของน้ําตาลออกไปและปลดปลอย    

แอบไซซิกแอซิด (ABA) ออกมาในใบ ซ่ึงนําไปสูการกระตุนใหเกิดการปดของปากใบอยางรวดเรว็ใน

สภาวะทีพ่ืชขาดน้ํา และชักนําใหพืชเกิดการปรับตัวในสภาพที่แหงแลงเปนเวลานาน ในป 2001 Mok 

และ Mok รายงานวาเบตากลูโคซิเดสใน Arabidopsis มีบทบาทสําคัญในการทํางานของไซโตไคนินซึ่ง

อยูในรูปของซีเอทิโอกลูโคไซด โดยการปลดปลอยซีเอทินออกมา และการศึกษาพิม่เติมในป 2004 โดย 
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Keri และคณะ ใหการสนับสนุนวาการปลดปลอยซีเอทินออกมาจะชวยใหรากของขาวโพดสามารถ

ตานทานตออากาศที่หนาวเยน็ได ปริมาณของเบตากลูโคซิเดสจะเพิ่มสูงภายใน 24 ช่ัวโมง หลังจากปลูก

ขาวโพดในสภาวะที่มีอากาศเย็น ซ่ึงเปนชวงที่ขาวโพดมีการปรับตัวตอสภาพอากาศที่เปลี่ยนแปลงไป 

และป 2004 Opassiri และคณะ พบวาเบตากลูโคซิเดสในขาวมีปริมาณเพิ่มขึ้นและสูงสุดที่อายุ 5 วันหลัง

งอก ดังนั้นจากที่กลาวมาจะเห็นไดวาเปนไปไดทีเ่บตากลูโคซิเดส อาจจะมหีนาที่ในการปรับเปลี่ยน     

โอลิโกแซคคาไรดในผนังเซลลในระยะเริม่แรกของการงอกของตนขาว 

 ในปจจุบนัขอมูลของลําดับสารพันธุกรรมของยีนทั้งหมดในขาวถูกเก็บไวในฐานขอมูล แตยัง

ขาดขอมูลหนาที่ของยีนเหลานั้น จึงมีความสําคัญและจาํเปนอยางยิ่งทีจ่ะตองทําการศึกษา เพื่อสามารถ

ระบุไดวายนีเหลานั้นทําหนาที่อะไรและอยางไรในขาว เพื่อนําความรูที่ไดไปใชในการปรับปรุงพันธุขาว

ตอไปในอนาคต ถึงแมวาปจจุบันจะมีการศึกษาและทราบหนาที่ของยนีบางสวนแลวก็ตาม แตหนาที่ของ

ยีนอื่นๆ อีกมากมายในขาวยังไมมีการศกึษา ดังนั้นเทคนิคตางๆ ที่ใชในการศึกษาหนาที่ของยีนจึงมีการ

พัฒนาและปรบัปรุงเพื่อใหมปีระสิทธิภาพมากขึ้น ในปจจุบันการยบัยั้งการแสดงออกของยีนทีต่องการ

โดยระบุถึงลําดับสารพันธุกรรมของยีนเปาหมาย เปนเทคนิคที่ไดรับความนิยมมากเพราะมีความแมนยาํ 

และมีประสิทธิภาพสูง เนื่องจากเฉพาะยีนที่มลํีาดับสารพันธุกรรมที่เราตองการจะยับยัง้เทานั้นที่ถูก    

ทําลายไปจึงไมพบการแสดงออกของยีนนี้ในพืชอีกตอไป เทคนิคทีไ่ดรับการยอมรับกันอยางแพรหลาย

ในปจจุบนั คือ เทคนิคอารเอ็นเอไอ (RNAi) ซ่ึงเปนกลไกการยบัยั้งการแสดงออกของยีนในระดับ       

อารเอ็นเอโดยทําลายสายอารเอ็นเอเปาหมายทําใหผลิตโปรตีนไมได โดยปกตแิลวกระบวนการ          

อารเอ็นเอไอพบไดในสิ่งมีชีวิตทั่วๆ ไป เชน พืชและสัตว เพื่อปองกันการเขาทําลายของไวรัสที่เปน     

อารเอ็นเอสายคู รวมถึงอารเอ็นเอสายคูทีแ่ปลกปลอมอื่นๆ ที่เกิดขึ้นภายในเซลล โดยทําลายเสนสายคู

ของอารเอ็นเอแปลกปลอมใหสลายไป (Lichner, 2003)  
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กระบวนการอารเอ็นเอไอเริม่ตนจากสายคูอารเอ็นเอเกิดขึ้นในเซลล (Waterhouse และคณะ, 

1998) และจะถูกยอยดวยเอ็นไซมไดเซอร (Dicer) เปนอารเอ็นเอสายคูขนาดสั้นๆ ประมาณ 21 นิวคลีโอ-

ไทด หรือเรียกวา เอสไออารเอ็นเอ (siRNA) หลังจากนั้นเอสไออารเอ็นเอจะเขาไปเกาะรวมอยูกับโปรตีน

ที่เรียกวาริสคคอมเพล็ก (RISC) ซ่ึงทําหนาที่แยกสายคูของเอสไออารเอ็นเอออกเปนสายเดีย่ว และ

โครงสรางนี้เองจะไปเกาะกบัอารเอ็นเอที่อยูในเซลล ที่มีลําดับสารพันธุกรรมเหมอืนกนักับเอสไอ-     

อารเอ็นเอที่อยูบนริสคคอมเพล็ก หลังจากจับกนัแลวสายอารเอ็นเอจะถูกตัดขาดออกจากกันและถูกยอย

สลายไป ดังนั้นสายอารเอน็เอนี้จะไมสามารถอานรหัสเปลี่ยนไปเปนโปรตีนได จงึไมสามารถทําหนาที่

ในเซลลไดอีกตอไป (Hannon, 2002) กระบวนการอารเอ็นเอไอแสดงไดดังรูปที่ 1 

 

 

 



10 
 

 

 

รูปท่ี 1 แสดงกระบวนการอารเอ็นเอไอ ดดัแปลงมาจาก Dykxhoorn (2003) 

 

 ในพืชจะเรียกกระบวนการอารเอ็นเอไอวา post-transcriptional gene silencing (PTGS) หรือ co-

suppression ซ่ึงถูกคนพบครั้งแรกในเพตทเูนียโดย Napoli และคณะ (1990) นักวิจัยกลุมนี้ไดพยายามทํา

ใหเพตทเูนยีมสีีเขมขึ้นโดยการเพิ่มการแสดงออกของยีน chalcone synthase (CHS) ซ่ึงเปนเอ็นไซมที่ชวย

ในการสังเคราะหแอนโทไซยานิน แตผลการทดลองพบวาดอกของเพตทูเนียมีสีขาว หรือมีสีขาวสลับกับ

สีมวงแทนทีจ่ะมีสีมวงเขม ในป 1994 Macino และคณะ คนพบกระบวนการ co-suppression ในเชื้อรา 

การทดลองครั้งนี้ตองการเพิม่เม็ดสีสีสมในเชื้อรา โดยเพิ่มการแสดงออกของยีนแคโรทีนอย แตผลการ

ทดลองพบวาเชื้อราไมไดมีสีสมเพิ่มขึ้นแตกลับมีสีขาวแทน ซ่ึงใหผลในทํานองเดยีวกันกับการทดลองใน
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ดอกเพตทูเนีย หลังจากนัน้ในป 1998 Fire และ Sun ใหไสเดือนกนิแบคทีเรีย E. coli ที่มีเวคเตอรในการ

ผลิตอารเอ็นเอสายคูของยีน unc-22 เขาไป ผลการทดลองพบวายนี unc-22 ถูกยับยั้งไมใหมีการแสดงออก 

และปรากฏการณนี้ยังถูกถายทอดไปยังรุนลูกๆอีกดวย และในป 1999 Richard และคณะ ศกึษาการยับยั้ง

ยีน bicoid ที่เกี่ยวของกับการสลายของเอ็มอารเอนเอในแมลงหวี่ ซ่ึงในการทดลองไดฉีดอารเอ็นเอสายคู

ของยีน bicoid นี้เขาไปในไขของแมลงหวี่ และพบวาโปรตีน bicoid มีปริมาณลดลง ซ่ึงการคนพบใน

ระยะเวลาตอมาจึงทราบวาการทดลองที่เกิดขึ้นทั้งหมดนัน้เนื่องมาจากกระบวนการอารเอ็นเอไอนั่นเอง 

 ในปจจุบนั เทคนิคอารเอ็นเอไอเปนที่นยิมแพรหลายเพือ่ใชศึกษาหนาที่ของยีนในขาว เชน การ 

ศึกษายนี OsMADS2 ในป 2003 โดย Prasad และ Vijayraghavan  การศึกษานีแ้สดงใหเห็นวายีนนี้มี

ความสําคัญในการพัฒนาและเกี่ยวพนักับ OsMADS4 ที่เกี่ยวของกับความจําเพาะของเกสรตัวผู ขณะที ่

Xiao และคณะ (2003) ศึกษาหนาที่ของยนี OsMADS16 ซ่ึงเปนยีนทีม่ีความสัมพันธกับยีน B-function 

MADS-box ที่อยูในเมลด็ขาว ซ่ึงนักวิจยักลุมนี้ไดหาลําดับสารพันธุกรรมของยีนนี้ และศกึษาหนาที่โดย

ใชเทคนิคอารเอ็นเอไอ พืชที่ไดรับการถายยีนจะพบวาเปนหมันและมคีวามหลากหลายทางสัณฐานวิทยา

ของเกสรตัวผู รวมทั้งเกิดการเปลี่ยนแปลงโครงสรางของ lodicules นอกจากนีย้ังพบอีกวาระดับของการ

แสดงออกของยีน OsMADS16 ลดลง การทดลองจึงสรุปไดวายีนนี้คือ AP3/DEF ซ่ึงเฉพาะเจาะจงกับการ

พัฒนาของ lodicules และเกสรตัวผูในดอกของขาว ในป 2004 Wang และคณะ ไดทดสอบประสิทธิภาพ

ของเวคเตอรอารเอ็นเอไอ pTCK303 ซ่ึงมียีนเปาหมายทีต่องการยับยั้งคือ OsGAS1 เวคเตอรนี้ไดถายเขา

ไปสูแคลลัสของขาว และทาํการตรวจสอบตนขาวที่ไดรับการถายยีนนี้โดยวิธี Southern blot และตรวจ

ระดับการแสดงออกของยีนนี้ในระดับอารเอ็นเอโดยวิธี Northern blot ผลการทดลองพบวาการแสดงออก

ของอารเอ็นเอของยีนนี้ลดลง 85 เปอรเซ็นต ดังนั้นเวคเตอรนี้จึงใชไดคอนขางมีประสิทธิภาพในพืชใบ

เล้ียงเดีย่ว เพื่อใชในการศึกษาหนาที่ของยนีตางๆ ในขาวได Islam และคณะ (2005) ไดพัฒนาระบบของ

การสรางอารเอ็นเอไอเวคเตอรโดยใชเทคนิค GATEWAYTM cloning ซ่ึงทําใหการสรางเวคเตอร         
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อารเอ็นเอไองายและรวดเรว็ขึ้น ในการทดลองไดศึกษายีน OsGAMYB และพบวายนีนี้มีความจําเปนใน

การสรางเอ็นโดสเปรมเพื่อใหเอ็มบริโอเจริญเติบโตไดในระยะแรกของการพัฒนาเมล็ดขาว ในป 2005 

Miki และคณะ ศึกษาหนาทีข่องกลุมยีน OsRac ทั้งหมด 7 ยีน การสรางเวคเตอรสําหรับอารเอ็นเอไอนั้น

ใชลําดับสารพันธุกรรมในสวนที่มีความเฉพาะเจาะจงกับแตละยนี คือ สวนของ 3’UTR ซ่ึงแตละเวคเตอร

จะยับยั้งการแสดงออกของยนีแตละตวั และนอกจากนีย้ังไดสรางเวคเตอรโดยใชสวนของลําดับสาร-

พันธุกรรมที่เหมือนกนัของยีน 2 ตัว และใชสวนของลําดับสารพันธุกรรมที่มีความเหมือนกนัของยีนทั้ง 7 

ตัว เพื่อดูถึงผลการยับยั้งยีนในกลุมนีด้วย ผลการทดลองพบวายนีทั้ง 7 ตัวถูกยับยั้งการแสดงออกโดยใช

เวคเตอรที่เฉพาะเจาะจงกบัแตละยีน สวนการยับยั้งการแสดงออกของยีนทั้ง 7 ตัวโดยใชเวคเตอรที่เหลือ

อีก 2 อัน พบวาผลของการยับยั้งไมมีความแนนอนและยังพบการแสดงออกของยีนทั้ง 7 ตัวในปริมาณที่

ตางกันอีกดวย แตอยางไรก็ตามยังไมพบวามีความแตกตางระหวางตนพืชที่ถูกยับยัง้การแสดงออกของ

ยีนกลุมนีเ้มื่อเทียบกับตนขาวปกติอยางเดนชัด แตจากการทดลองก็พบวาอารเอ็นเอไอยังเปนวิธีที่มี

ประโยชนและมีประสิทธิภาพในการยับยั้งการแสดงออกของยีนตางๆ และใชศกึษาหนาที่ของกลุมยีนใน

ขาวและพืชชนิดอื่นๆ ได Lin และคณะ (2005) ศึกษายนีที่เกีย่วของกบัสภาวะการขาดน้ําในขาว คือ ยีน 

OsARD ซ่ึงจะผลิตโปรตีน acid-reductone-dioxygenase และยนีนี้ถูกศกึษาโดยใชเทคนิค Northern blot 

และอารที-พีซีอารพบวายนีนีจ้ะมีการแสดงออกเมื่อถูกกระตุนโดยสภาวะที่แหงแลงและน้ําทวม ยนีนี้จะ

แสดงออกในรากของขาวในสภาวะทีน่้ําทวม แตจะถูกยบัยั้งโดยสภาวะที่แหงแลง ดนิเค็ม และอณุหภูมิ

ต่ํา แตจะถูกกระตุนเมื่อมเีอทิลีน และจิบเบอราลิน ผลการทดลองพบวาขาวที่ผานการถายเวคเตอร       

อารเอ็นเอไอสําหรับการยับยัง้ยีน OsARD ทําใหปริมาณของ S-adenosylmethionine (SAM) synthase 

และ 1-aminocyclopropane-1-caboxylic acid (ACC) synthase เพิ่มขึน้ นอกจากนีก้ารแสดงออกของยนี 

ETR2 และ EIN3 ซ่ึงเกี่ยวของกับการผลิตเอทิลีนมีปริมาณเพิ่มสูงขึ้น ในขณะที ่ERF3 ถูกยับยั้งไป ดังนั้น

ผลการทดลองจึงสรุปไดวายนี OsARD อาจจะมีความเกีย่วของกับกระบวนการเมทไทโอนีนและเอทิลีน 
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ซ่ึงตอบสนองตอสภาวะน้ําทวมและแหงแลง Luo และคณะ (2005) ศึกษาขาวกลายพันธุ คือ Teqing 2 ซ่ึง

จะรนระยะเวลาการออกดอก และยนีที่ควบคุมคือ rhd1 การทดลองนี้จะศกึษายีน rhd1 และกลไกใน

ระดับโมเลกุล จากการศกึษาพบวายีน rhd1 เปนยีนที่ทําใหเกิดการกลายพันธุซ่ึงไมไดมีผลมาจากการ

แทรกของท-ีดีเอ็นเอ (T-DNA) ผลการศึกษาลําดับสารพันธุกรรมของยีนนี้พบวามีความเหมือนกนักับยนี 

OsGRF1 ถึง 99 เปอรเซ็นต และอาจจะมแีคตําแหนงเดยีวในกลุมยีนของขาว เมื่อยนี OsGRF1 ถูกยับยัง้

การแสดงออกโดยเทคนิคอารเอ็นเอไอ พบวาขาวมกีารพัฒนาและเจรญิเติบโตชา ใบมีขนาดเล็กและออก

ดอกชาอีกดวย ลักษณะทางสัณฐานวิทยาจะปรากฎใหเห็นแตกตางกนัไป ขึ้นอยูกบัระดับการแสดงออก

ของยีน OsGRF1 ดังนั้นผลการทดลองสรุปไดวายีน OsGRF1 เกี่ยวของกับการเจริญเติบโตในระยะตน

ออนและระยะออกดอกของขาว 

  ในป 2006 Opassiri และคณะ ไดทําการศึกษาแผนผงัจีโนมของขาว และพบวามีไกลโคซิล

ไฮโดรเลสกลุมีที่ 1 ทั้งสิ้น 40 ยีน และจากการศึกษาลงลึกพบวามี 2 ยีนที่เปนยีนจาก endophyte หรือ

จุลินทรียที่มีความสัมพันธกบัตนขาว และอีก 2 ยีนเปนยีนปลอมหรือ pseudogene คือยีนทีไ่มมีการ

แสดงออก และอีก 2 ยีนเปนยีนที่มีสวนประกอบไมครบยีนหรือที่เรียกวา fragment นั่นเองซึ่งแสดงดังรูป

ที่ 2  

ศึกษาการแสดงออกของแตละยีนโดยการคนหาขอมูลจาก Express sequence Tag (EST) library 

ในฐานขอมูลพบวาแตละยนีมีการแสดงออกที่แตกตางกนัดังตารางที่ 1 

 จากการวิจัยทีเ่กี่ยวของพบวาการใชเทคนิคอารเอ็นเอไอสามารถศึกษาถึงบทบาท และหนาที่ของ

ยีนที่สนใจได ในการทดลองนี้จึงจะใชเทคนิคอารเอ็นเอไอในการศึกษาการทํางานของกลุมยนีเบตา-    

กลูโคซิเดส 5 ยีน 
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รูปท่ี 2 แผนผังรูปตนไมเปรียบเทยีบโปรตีนไกลโคซิลไฮโดรเลสกลุมที่ 1 ในขาว และพืชอ่ืน (ปรับปรุง

จาก Opassiri 2006) 
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ตารางที่ 1 แสดงคุณสมบตัิ และตําแหนงการแสดงออกของโปรตีนเบตากลูโคซิเดส GHI ที่ไดทํานายไว 
(ปรับปรุงจาก Opassiri 2006) 

Gene name  Gene ID  Pre-protein    Mature protein       

MWa  AAb Cleavage sitec  MWa  AAb  pIa  N-gly sited  Possible destinatione 

Os1bglu1  AP003217 
(BAD73293) 

58.0  516  21-22 55.9 495 7.78 5  Out, per, ERm, ERI

Os1bglu2  AP003570  62.4  561  44-45 57.6 517 5.21 3  M inn, plas, chl, m int

Os1bglu3  AP003570  57.5  514  22-23 55.3 492 7.29 3  Out, per, ERm, ERI

Os1bglu4  AP003349 
(BAD82183) 

55.3  483  - 55.3 483 5.16 0  Per, cyt, m mat, ERm

Os1bglu5  AP003272 
(BAD87322) 

57.4  513  26-27 54.9 487 5.31 3  Out, per, ERm, ERI

Os3bglu6  AC146619  58.5  521  31-32 55.4 490 6.36 3  Out, per, ERm, ERI

Os3bglu7  AC091670  56.9  504  26-27 54.3 478 8.96 3  Out, per, ERm, ERI

Os3bglu8  AAAA02010831  63.1  568  33-34 59.7 535 6.21 3  Plas, per, ERm, ERI

Os4bglu9  AAAA02014146  58.3  514  28-29 55.6 486 7.73 4  Out, vac, per, ERm

Os4bglu10  AL731582 
(CAE05481) 

58.1  510  23-24 55.8 487 8.07 4  Out, vac, per, nuc

Os4bglu11  AL731582 
(CAE05482) 

59.8  530  25-26 57.4 505 7.29 4  Out, vac, per, nuc

Os4bglu12  AAAA02014151  57.5  510  24-25 55.3 486 8.85 6  Out, vac, per, ERm

Os4bglu13  AL731582 
(CAE05485) 

57.1  506  25-26 54.8 481 6.66 6  Out, vac, per, ERm

Os4bglu14  AL606622 
(CAE03397) 

58.8  516  23-24 56.4 493 7.69 6  Out, per, ERm, ERI

Os4bglu15  AL606622 
(CAE003399) 

-  -  - - - - -  -

Os4bglu16  AL606622 
(CAE54544) 

58.6  516  27-28 56.0 489 6.13 4  Out, per, ERm, ERI
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ตารางที่ 1 (ตอ) 

Gene name  Gene ID  Pre-protein    Mature protein       

MWa  AAb Cleavage sitec  MWa  AAb  pIa  N-gly sited  Possible destinatione 

Os4bglu17  AL606622  -  -  - - - - -  -

Os4bglu18  AL606659 
(CAE54546) 

57.6  505  26-27 55.0 479 5.30 1  Out, per, ERm, ERI

Os5bglu19  AC121366 
(AAS79738) 

59.8  530  31-32 56.2 499 5.05 6  Out, per, ERm, ERI

Os5bglu20  AAAA02016859  58.6  520  30-31 55.1 490 5.23 5  Out, per, ERm, ERI

Os5bglu21  AAAA02016862  59.2  526  34-35 55.3 492 5.67 4  Out, vac, per, ERm

Os5bglu22  AC137618 
(AAV31358) 

59.5  533  24-25 57.1 509 4.96 5  Out, vac, per, ERm

Os5bglu23  AAAA02016873  58.5  523  27-28 55.8 496 5.19 3  Out, vac, per, ERm

Os6bglu24  AP003543 
(BAD61620) 

57.8  504  18-19 55.8 486 7.78 5  Out, per, ERm, ERI

Os6bglu25  AP003766  57.2  501  19-20 55.2 482 5.51 2  Out, per, ERm, ERI

Os7bglu26  AP005182  58.5  510  27-28 55.6 483 6.49 6  M inn, per, plas, m int

Os8bglu27  AAAA02025912  56.8  499  19-20 54.8 480 8.36 5  Out, per, ERm, ERI

Os8bglu28  AP006049 
(BAC57391) 

56.6  500  24-25 53.9 476 8.4 6  M out, vac, out, per

Os9bglu29  AC108758  57.7  508  28-29 54.8 480 8.76 4  Out, per, ERm, ERI

Os9bglu30  AC108758  57.4  500  25-26 54.6 475 6.99 6  Out, vac, per, ERm

Os9bglu31  AC137594  58.4  523  22-23 56.3 501 5.32 2  Out, per, ERm, ERI

Os9bglu32  AAAA02027836  57.1  510  30-31 54.1 480 5.51 2  Out, per, vac, ERm

Os9bglu33  AC137594  56.8  503  30-31 53.8 473 5.62 2  Out, vac, per, ERm

Os10bglu34  AAAA02028915  58.0  510  26-27 55.3 484 6.34 5  Out, per, ERm, ERI
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ตารางที่ 1 (ตอ) 

Gene name  Gene ID  Pre-protein    Mature protein       

MWa  AAb Cleavage sitec  MWa  AAb  pIa  N-gly sited  Possible destinatione 

Os11bglu35  AC108758  -  -  - - - - -  -

Os11bglu36  AC135190  73.2  647  26-27 70.8 621 6.10 1  M inn, per, ERm, m int, 
chl 

Os11bglu37  AC137594  -  -  - - - - -  -

Os12bglu38  AL731785  57.0  492  21-22 54.8 471 7.44 5  Out, per, ERm, ERI

Osbglu39  AAAA02042985  53.0  458  - - - 5.91 -  Per, cyt, m mat, chl

Osbglu40  AC137594  -  -  - - - - -  -

adetermined by ProtParam, bAA means number of amino acids, cpredicted by SignalP, dpredicted by 
NetNGlyc at the Expasy proteomics server [69], ecellular locations predicted by PSORT. Chl: 
chloroplast; cyt: cytoplasm; ERm: endoplasmic reticulum membrane; ERI: endoplasmic reticulum 
lumen; m inn, m int, m mat, m out: mitrocondria inner membrane, intermembrane space, matrix, outer 
membrane, respectively; per: peroxisome; plas: plasma membrane; vac: vacuole. (ปรับปรุงจาก 
Opassiri 2006) 
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บทที่ 2 

วิธีดําเนินการวิจัย 

 

1. การแสดงออกของยีนกลุมไกลโคซิลไฮโดรเลสในอะเรยขาวขนาด 45 K 

1.1 การเพาะเลี้ยงเมล็ดขาว 

เพาะเลี้ยงเมล็ดขาวในที่มืดเปนเวลา 3 วัน จากนั้นแบงตนกลาที่ไดออกเปน 2 กลุม  กลุมแรกยาย

เพื่อเพาะปลกูตอในโรงเรือน (greenhouse) และใหแสง กลุมที่ 2 ยายเพื่อปลูกในหองเพาะเลี้ยง (growth 

chamber) โดยปราศจากแสงที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส และความชื้น 75 เปอรเซ็นต เมื่อครบ 2 สัปดาห 

สุมเก็บตัวอยางใบขาวจากตนกลาทั้งสองกลุมมาสกัดอารเอ็นเอ 

 

1.2 การสกัดอารเอ็นเอ (RNA) 

นําใบขาวมาบดใหละเอียดในไนโตรเจนเหลว และสกดัอารเอ็นเอดวย TRIZOL (Invitrogen, 

USA) โดยอารเอ็นเอที่สกัดไดจะนํามาเตมิ DNaseI และบมเปนเวลา 15 นาที ที่อุณหภูมหิอง จากนั้นทํา

การแยกใหบริสุทธิ์โดย RNeasy Mini Kit (Qiagen, USA) โดยนําอารเอ็นเอทีไ่ดมาทําการแยกเอ็ม-      

อารเอ็นเอ (mRNA) ตอดวย Oligotex mRNA Kit (Qiagen, USA) ซ่ึงขั้นตอนตางๆ ในการใชผลิตภัณฑ

นั้นดําเนินการตามวิธีการของบริษัทนั้นๆ 

 

1.3 การติดฉลาก (Labeling system) 

การติดฉลากใหกับอารเอ็นเอโดยชุดน้ํายาเคมีของ CyScribe Post-labeling Kit (GE Healthcare, 

Bioscience, USA) และ SuperScript Indirect cDNA labeling System (Invitrogen, USA) โดยมีขัน้ตอน

ดังตอไปนี ้
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- CyScribe Post-labeling Kit ทําการติดฉลากสารฟลูออเรสเซนตดวย Cy3 หรือ Cy5 (ขึ้นอยูกับ

ชนิดของตัวอยาง) ประกอบดวยขัน้ตอนหลักคือ การรวมสาร amino allyl-dUTP (AA-dUTP) ในระหวาง

ขั้นตอนการสงัเคราะหซีดีเอน็เอ (cDNA) โดยการทําปฏิกิริยา reverse transcription ดวยเอ็มอารเอ็นเอ

ปริมาณ 500 นาโนกรัม (ng) รวมกับไพรเมอร 2 ชนิด คือ random hexamers และ anchored oligo (dT) 

แลวนําไปทําปฏิกิริยาที่อุณหภูมิ 70 องศาเซลเซียส เปนเวลา 5 นาที และทําใหเยน็โดยเรว็ที่อุณหภูมิ 4  

องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 นาที จากนั้นทําการปรับปริมาตรของปฏิกิริยาขางตนใหได 20 ไมโครลิตร 

(ul)  โดยการเติมบัฟเฟอร (Cyscript buffer), ดีทีที (DTT), นิวคลีโอไทด (dNTPs), AA-dUTP และ

เอ็นไซม Cyscript reverse transcriptase นําสารละลายผสมที่ไดมาทําปฏิกิริยาที่อุณหภมูิ 42               

องศาเซลเซียส เปนเวลา 2 ช่ัวโมง  เมื่อสังเคราะหซีดีเอ็นเอเสนแรกเรียบรอยแลว ทําการไฮโดรไลซ    

อารเอ็นเอตนแบบดวย 2.5N NaOH ปริมาตร 2 ไมโครลิตร แลวนาํไปบมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 

เปนเวลา 15 นาที จากนั้นทําการปรับสภาวะของสารละลายในแตละตวัอยางดวย 2M HEPES ปริมาตร 10 

ไมโครลิตร และแยกสารตางๆ ออกจากสายดีเอน็เอที่ผานการติดฉลากดวยคอลัมนตัวกรอง (filter 

column, Zymo research kit) เติมสารละลาย 50mM sodium bicarbonate (pH 9.0) ปริมาตร 32 ไมโครลิตร 

เพื่อละลาย allyl-modified cDNA ออกจากคอลัมน และผสมกับผงสี Cy3 หรือ Cy5 ในขั้นตอนตอไป 

- SuperScript Indirect cDNA labeling System ทําการติดฉลากสารฟลูออเรสเซนตดวย

หลักการเดยีวกับวิธี CyScript Post-Labeling Kit แตเพิ่มปริมาตรเอ็นไซม reverse transcriptase เปน 2 เทา 

ในแตละปฏกิริิยา และเพิ่มอุณหภูมิในการทําปฏิกิริยาจากอุณหภูมิ 42 องศาเซลเซียส เปนอุณหภูมิ 46  

องศาเซลเซียส 

การ Coupling amino allyl-modified cDNA ดวย cyanine dye (CyDye) เตรียมไดจากการละลาย 

amino allyl-modified cDNA ในผง Cy3 หรือ Cy5 แลวนําไปทําปฏิกิริยาที่อุณหภูมหิองเปนเวลา 1 
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ช่ัวโมง จากนัน้เติม 4M hydroxylam ปริมาตร 15 ไมโครลิตร และนําไปทําปฏิกิริยาที่อุณหภูมิหองเปน

เวลา 15 นาที โดยปฏิกิริยาทัง้หมดนัน้ทําในที่มืด จากนัน้ทําใหบริสุทธิ์ดวย Zymo research kit 

 

1.4 กระบวนการไฮบริไดซ (Hybridization) 

เตรียมตัวอยางที่ติดฉลากดวย Cy3 หรือ Cy5 (ตารางที ่ 2) มาไฮบริไดซโดยการผสม Cy3 และ 

Cy5 cDNAs เขาดวยกัน แลวละลายในสารละลาย hybridization solution โดยผสมเบาๆ เพื่อให

สารละลายเปนเนื้อเดยีวกัน จากนั้นนําตัวอยางที่ผสมแลวมาทําปฏิกิริยากันที่อุณหภูม ิ 95 องศาเซลเซียส 

เปนเวลา 30 วินาที และทําใหเย็นโดยเร็วในน้ําแข็ง เมื่อเตรียมตวัอยางพรอมแลวผสมตัวอยางในแผน

สไลด (ที่มีสายโอลิโกนิวคลีโอไทด) แลวปดดวยแผนปดสไลด นําไปวางในเครื่อง automatic TECAN 

station เพื่อไฮบริไดซและลางสไลดในขั้นตอนตอไป โดยอุณหภมูิในการไฮบรไิดซคืออุณหภมูิ 42   

องศาเซลเซียส เปนเวลา 16 ช่ัวโมง หลังจากลางสไลดเรียบรอยแลว ยายสไลดไปเก็บในทีแ่หงทีม่ีแกส

ไนโตรเจน 

 

1.5 การเก็บและวิเคราะหขอมูล 

สแกนสไลดดวยสแกนเนอร GenePix Pro 4000B (Axon Instrument) โดยตั้งคาการสแกนที่ความ

ยาวคล่ืน 532 และ 635 นาโนเมตร (nm) ที่ความละเอียด 10 ไมโครเมตร (resolution) และวิเคราะหคา

ความเขมแสงฟลูออเรสเซนตแตละจดุดวยโปรแกรม GenePix Pro software โปรแกรมจะคํานวณแยกจุด

แตละจดุและแบงเขตพื้นที่เพือ่หาคาเฉลี่ยความเขมแสงในแตละจุด แลวสรางไฟลที่มีความเขมแสงและ

ความหมายของแตละจดุเพื่อการวิเคราะหผลในขั้นตอนตอไป 

การวิเคราะหขอมูลทําโดยปรับขอมูลในชุดเดียวกันใหอยูในระดับใกลเคยีงกัน (normalization) 

เพื่อลดความแตกตางของการติดฉลาก และประสิทธิภาพของสีฟลูออเรสเซนต รวมถึงปริมาณของ      
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เอ็มอารเอนเอเริ่มตน คาอัตราสวนเฉลี่ยระหวางความเขมของสารสี Cy3 และ Cy5 จะถูกคํานวณเพื่อลด

ความแปรปรวนของขอมูล และทําการวิเคราะหขอมูลเพื่อแยกกลุมยีนที่มีการแสดงออกที่แตกตางกัน

อยางมีนัยสําคญัทางสถิติ ในการแสดงออกแบบมากขึ้น (up-regulation) หรือลดลง (down-regulation) 

 

ตารางที่ 2  แสดงการไฮบริไดซตัวอยางขาวที่ทําการเพาะปลูกในทีม่ีแสง และปลูกในทีไ่มมีแสงที่

อุณหภูมิ 42 องศาเซลเซียส 

Slide #  45K array 
Cy3 Cy5 

1 Light Dark 

2 Dark Light 

3 Light Dark 

4 Dark Light 
  

 

2. การศึกษาบทบาทและหนาท่ีของยีนเบตากลูโคซิเดสจากฐานขอมูล 

2.1 ยีนเบตากลูโคซิเดสที่ทําการศึกษา 

ยีนเบตากลูโคซิเดสที่ตองการศึกษาทั้งหมด 5 ยีน ไดมาจากขอมูลของ Opassiri และคณะ (2006) 

ที่ไดตีพิมพขอมูลลงใน NCBI คือ หมายเลข AK068499 (Os7bglu26), AK069177 (Os1bglu1), 

AK071058 (OS12bglu38), AK100165 (Os3bglu7) และ AK120790 (Os3bglu8) 
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2.2 การออกแบบไพรเมอรท่ีจําเพาะสําหรับแตละยีน 

สําหรับไพรเมอรที่มีความจําเพาะในแตละยีนออกแบบมาจากสวนของ 3’UTR และอีกหนึ่งคู

สําหรับยับยั้ง (knock-out) ทั้ง 5 ยีนโดยใชลําดับสารพันธุกรรมของ Os3bglu7 เปนแมแบบในการ

สังเคราะหไพรเมอรคูนี้ (รูปที่ 3) โดยไพรเมอรทั้ง 6 คู ดาน forward จะออกแบบใหมีลําดับ-                 

สารพันธุกรรมจําเพาะ 4 ตัวคือ CACC และตอดวยสารพันธุกรรม CTCGAG ที่ตัดจําเพาะดวยเอ็นไซม 

XhoI สวนไพรเมอรดาน reverse จะมีลําดับสารพันธุกรรม GAATTC ที่ตัดจําเพาะดวยเอน็ไซม EcoRI 

ไพรเมอรในการทดลองทั้งหมดแสดงในตารางที่ 3 

 

 

รูปท่ี 3 บริเวณที่ใชสําหรับออกแบบไพรเมอรยับยั้งแตละยีน และทั้ง 5 ยีนเบตากลูโคซิเดส 

 

2.3 การสรางเวคเตอรอารเอ็นเอไอ (RNAi vector) 

เวคเตอรที่ใชในการทดลองคือ pHELLSGATE8 (AF489904 จาก genbank) (รูปที่ 4)  จาก

การศึกษาครั้งนี้จะสรางเวคเตอรทั้งหมด 7 ตัว โดยเวคเตอร 5 ตัวสําหรับยับยั้งการแสดงออกของยีน

เบตากลูโคซิเดสแตละยนี และแตละเวคเตอรจะถูกถายเขาสูพืชแตละตนอยางอิสระ และเวคเตอรอีก 2 ตัว 

คอื เวคเตอรสําหรับยับยั้งการแสดงออกของทั้ง 5 ยีน โดยนําลําดับสารพันธุกรรมทั้ง 5 ยีนมาทําการ

เปรียบเทียบในโปรแกรม alignment เพื่อหาสวนที่เหมอืนกันมากที่สุดระหวาง 5 ยนีและใชลําดับนิวคลี-

Knock-out each β-glucosidase 

Knock-out 5 β-glucosidase genes 
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โอไทดของยนี Os3bglu7 ซ่ึงมีการแสดงออกมากทีสุ่ดในขาวซึ่งเปนลําดับนิวคลีโอไทดพื้นฐานสําหรับ

การทดลองและเวคเตอรสุดทาย คือ เวคเตอรเปลาของ pHELLSGATE8 ที่ตัดเอาสวนของยนี ccdB 

ออกไปเพื่อใชเปนตัวควบคมุสําหรับการทดลองนี้  

 

ตารางที่ 3 ลําดับสารพันธุกรรมของไพรเมอร 

Specific primers  Sequences  Knock-out region
AK120790 (Os3bglu8) 
 

Forward  CACCCTCGAGAAGTAGTGGATGCCAGCAG  3’UTR
Reverse  GGGAATTCAGGCCAAAGTCCAGGAGATC 

AK071058 (Os12bglu38)  Forward  CACCCTCGAGCACGTTGGTTCAGGAAG  3’UTR
Reverse  GGGAATTCCTGCCTCTCTTATCACC 

AK068499 (Os7bglu26)  Forward  CACCCTCGAGTGCAGACAAAAGGATCAAGC  3’UTR
Reverse  GGGAATTCTAGTCCCTTCTGTCAGCTC 

AK100165 (Os3bglu7)  Forward  CACCCTCGAGGTCGACTTCAACACGCTC  3’UTR
Reverse GGGAATTCCACCAAGCCAAACTCACT 

AK069177 (Os1bglu1) Forward CACCCTCGAGGGGGTAGATTGGGCAAGG 3’UTR 
Reverse GGGAATTCCATGGTGTGCAACACCAAC 

5 Groups Bglu  Forward CACCCTCGAGGTTCCCCAAGCGGTTCGTG Coding region 
Reverse GGGAATTCGCATTCAACCAGCCTCCG 

**หมายเหตุ** CACC สําหรับใชโคลนเขาเวคเตอร pENTR/D TOPO ตําแหนงที่ตัดดวยเอ็นไซม XhoI 

ขีดเสนใต 1 เสน สวนตําแหนงที่ตัดดวยเอ็นไซม EcoRI ขีดเสนใต 2 เสน 

 

เวคเตอรอารเอน็เอไอนี้ประกอบไปดวยสวนของ intron และมีสวนทีจ่าํเพาะของ cloning site อยู 

2 ขาง เวคเตอรนี้มีสวนที่เรียกวา att site (attachment site) ซ่ึงเปนสวนที่สําคัญของเอ็นไซม LR clonase 
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ในการยายชิ้นสวนของยีนทีต่องการจากเวคเตอรหนึ่งไปยังอีกเวคเตอรหนึ่ง หรือเวคเตอรปลายทาง การ

สรางเวคเตอร pHELLSGATE8 แบงเปน 3 ขั้นตอน ดังนี ้

 

 

 

รูปท่ี 4 แผนที่เวคเตอร pHELLSGATE8 

NOS promoter CaMV35S 

 

RB 
 

LB 
ccdB ccdB Intron 
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2.3.1 การแทรกยีนเบตากลูโคซิเดสชิ้นแรกจาก pENTRTM/D-TOPO เขาสู pHELLSGATE8  

ไพรเมอรที่ใชดาน forward (5’ end) จะมีลําดับนิวคลีโอไทดจําเพาะ 4 ตัว คือ CACC 

สําหรับการยายยีนทีไ่ดมาจากการทําพีซีอารเขาสูเวคเตอร pENTRTM/D-TOPO (Invitrogen, USA) (รูปที่ 

5) เพื่อผลิต entry clone เวคเตอรนี้สามารถใชในระบบ Gateway cloning system (Invitrogen, USA) 

 

 

รูปท่ี 5 เวคเตอร pENTRTM/D-TOPO  

 

การแทรกยนีเบตากลูโคซิเดสชิ้นแรกจาก pENTRTM/D-TOPO เขาสู pHELLSGATE8 

โดยตัดเวคเตอร pENTRTM/D-TOPO ที่มีช้ินยีนเบตากลโูคซิเดสอยู และ  pHELLSGATE8 โดยเอ็นไซม 

EcoRI จากนั้นตัดดวยเอ็นไซม XhoI แลวนําเวคเตอรทั้ง 2 ตัว ไปแยกขนาดของดีเอน็เอดวย 
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electrophoresis บนเจลอะกาโรส โดยเวคเตอร pENTRTM/D-TOPO ที่มีช้ินยีนอยูจะพบแถบดเีอ็นเอ 2 

แถบบนเจลคอื ช้ินดีเอ็นเอของพลาสมิด และชิ้นดีเอน็เอของยีนเบตากลูโคซิเดส จากนั้นตดัเฉพาะเจล

สวนที่มีช้ินยีนออกมา แลวแยกดเีอ็นเอออกจากเจลโดยใช gel purification kit (QIAGEN, USA)  สวน

เวคเตอร pHELLSGATE8 จะตัดเอาเฉพาะสวนของพลาสมิดขนาดใหญที่อยูดานบนของเจลออกมา และ

แยกดีเอ็นเอออกจากเจลดวย gel purification kit  เชนกัน หลังจากนั้นนําดเีอ็นเอที่แยกไดแลวจากทั้ง 2 

ตัวอยาง นํามาทําการเชื่อมตอกันดวยเอน็ไซม T4 DNA ligase แลวถายเวคเตอรนี้เขาสูเซลล E. coli     

สายพันธุ DB3.1 ซ่ึงตานทานตอยีน ccdB ที่ยังเหลืออยูบนเวคเตอร pHELLSGATE8 จากนั้นคดัเลือก

เซลลที่ไดรับเวคเตอรโดยการเลี้ยงบนอาหาร LB ที่มียาปฏิชีวนะ spectinomycin 

 

2.3.2 การเตรียมพลาสมิดสําหรับการถายโอนเขาสูขาว 

หลังจากคัดเลอืกเซลลที่ไดรับเวคเตอร pHELLSGATE8 ซ่ึงมีช้ินยีนของเบตากลูโคซิเดส 

แทรกอยูหนึ่งชิ้นเรียบรอยแลว ขั้นตอนตอไปคือสกดัพลาสมิดออกมาจากเซลลแบคทีเรีย และนํา     

พลาสมิดนี้ไปผสมกับ pENTRTM/D-TOPO ที่มีช้ินยนีอยู และเอน็ไซม LR clonase ซ่ึงเอ็นไซมนี้จะยาย

ยีนเบตากลูโคซิเดสจาก pENTRTM/D-TOPO ไปสู pHELLSGATE8 โดยจดจําสวนของ att site ที่อยู 2 

ขางระหวางชิน้ยีนเบตากลูโคซิเดสในเวคเตอร pENTRTM/D-TOPO  และระหวางยนี ccdB บนพลาสมิด 

pHELLSGATE8  หลังจากนั้นคัดเลือกพลาสมิด pHELLSGATE8  ที่มีช้ินยีนเบตากลูโคซิเดสอยู 2 ช้ิน 

โดยใชแบคทีเรีย E.coli สายพันธุ DH5α  เนื่องจากแบคทีเรียสายพนัธุนี้ไมตานทานตอโปรตีนเปนพิษ    

ที่ผลิตจากยีน ccdB ดังนั้นเฉพาะเซลลที่ไดรับพลาสมิดแลวเทานั้นที่สามารถเจริญบนอาหารที่มี            

ยาปฏิชีวนะได หลังจากนั้นทาํการสกัดพลาสมิด pHELLSGATE8 ที่มีช้ินยีนเบตากลโูคซิเดส 2 ยีน แลว

ยายเขาสูแบคทีเรีย Agrobacterium tumefaciens สายพันธุ EHA105 เพื่อเตรียมพรอมสําหรับการถายโอน 

พลาสมิดเขาสูขาวตอไป  
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2.4 การผลิตขาวดดัแปลงพันธุโดยใชเทคนคิการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพืช  

นําเมล็ดขาว  (Koshihikary, japonica และ ขาวขาวดอกมะลิ KDML 105 indica) มาแกะเปลือก

ออก แลวนําไปฆาเชื้อเบื้องตนดวยแอลกอฮอล 70 เปอรเซ็นต เปนเวลา 1 นาที แลวลางดวยน้ํากลั่นที่ผาน

การนึ่งฆาเชื้อแลว 3 คร้ัง จากนั้นนําเมล็ดขาวไปฟอกฆาเชื้อดวย 10 เปอรเซ็นต (v/v) โซเดียมไฮโปคลอ-

ไรท เปนเวลา 30 นาที แลวลางดวยน้ํากลัน่ที่นึ่งฆาเชื้อแลว 6 คร้ัง นําเมล็ดขาวที่ผานการฟอกฆาเชือ้แลว

วางลงบนอาหารที่ใชในการชักนําใหเกดิแคลลัส คือ N6D และ MS ที่เติมวุน 0.4 เปอรเซ็นต และนําไป

บมในตูควบคมุแสงที่อุณหภมูิ 28 องศาเซลเซียส โดยใหแสง 18 ช่ัวโมง และอยูในที่มืด 6 ช่ัวโมง เปน

ระยะเวลา 4-5 สัปดาห จากนั้นคัดเลือกเฉพาะแคลลัสกอนเล็กๆ ที่แตกออกมาจากกอนใหญ เพื่อนําไป

เล้ียงบนอาหาร N6D และ MS เปนเวลา 3 วัน เพื่อเตรียมพรอมสําหรับการถายยีนดวยแบคทีเรีย 

Agrobacterium สําหรับแบคทีเรีย Agrobacterium ที่มีพลาสมิด pHELLSGATE8 ซ่ึงมีช้ินยีนจะถูกนําไป

เล้ียงบนอาหาร AB ที่เติมวุน 1.5 เปอรเซ็นต และมียาปฏิชีวนะ spectinomycin 50 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 

เปนเวลา 3 วัน จากนัน้นําแบคทีเรีย Agrobacterium มาละลายในอาหารเหลว 2N6AS ที่มี acetosyringone 

10 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร แลวใสแคลลัสลงไป นําไปเขยาที่ความเร็ว 120 รอบตอนาที เปนเวลา 30 นาที 

จากนั้นใชตะแกรงกรองแคลลัส แลวใชกระดาษทิชชูที่ผานการนึ่งฆาเชื้อแลวซับเอาแบคทเีรีย 

Agrobacterium สวนเกนิออก เลือกแคลลัสที่สมบูรณไปเลี้ยงบนอาหาร 2N6AS ที่มีวุนผสมอยู 0.4 

เปอรเซ็นต และ acetosyringone เปนเวลา 3 วัน ที่อุณหภมูิ 28 องศาเซลเซียส ในที่มืด จากนัน้นําแคลลัสที่

ไดมาลางดวยน้ํากลั่นที่ผสมยาปฏิชีวนะ carbenicilin 300 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร 4 คร้ัง เพื่อฆาแบคทีเรีย 

Agrobacterium แลวยายแคลลัสไปเลี้ยงในอาหาร N6D ที่มียาปฏิชีวนะ 2 ตัว คือ carbenicilin 300 

มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร และ paromomycin 200 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ที่อุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส เปน

ระยะเวลา 3 สัปดาห จากนัน้ยายตนออนทีไ่ดไปเลี้ยงในอาหาร MS เพือ่ชักนําใหเกดิรากเปนระยะเวลา 3 

สัปดาห ที่อุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส แลวยายตนขาวลงปลูกในดนิ 
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2.5 การตรวจสอบการแสดงออกของยีนโดยใชเทคนิคอารที-พีซีอาร  

ตรวจสอบการแสดงออกของยีนโดยใชเทคนิคอารที-พีซีอาร อารที-พซีีอารเปนเทคนิคที่มีความ

ไวตอการตรวจสอบปริมาณของเอ็มอารเอ็นเอ โดยสกัดอารเอ็นเอจากแคลลัสดวย RNeasy Plant Mini 

Kit (QIAGEN, USA) จากนั้นสังเคราะหสายซีดีเอ็นเอสายแรก (first-strand cDNA) โดยเติมโอลิโก dT, 

dNTP, อารเอ็นเอแมแบบทีส่กัดได และน้าํที่ใชทําพีซีอาร ผสมใหเขากันแลวนําไปทําปฏิกิริยาที่อุณหภูม ิ

65 องศาเซลเซียส เปนเวลา 5 นาที นําไปวางบนน้ําแข็งทันทีเปนเวลา 3 นาที จากนัน้เติม 5x first strand 

buffer, DTT RNase inhibitor และ superscript reverse transcriptase III (Invitrogen, USA) แลวนําไปทํา

ปฏิกิริยาที่อุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส เปนเวลา 60 นาที หยุดการสังเคราะหสายซีดีเอ็นเอสายแรกที่

อุณหภูมิ 70 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที แลวนําไปวางบนน้ําแข็งทันทีเปนเวลา 2 นาที จากนัน้นํา 

ซีดีเอ็นเอสายแรกที่สังเคราะหไดใชเปนดเีอ็นเอแมแบบสําหรับการเพิม่จํานวนชิ้นดเีอ็นเอตอไป โดยการ

ใชไพรเมอรที่เฉพาะเจาะจงสาํหรับแตละยนีคือสวนของ 3’UTR ของแตละยนี นําผลการทดลองที่ไดไป

ใชเปนขอมูลพื้นฐานสําหรับการตรวจสอบการแสดงออกของยีนตางๆ ในตนขาวที่ไดรับการถายยนี เพื่อ

ยับยั้งการแสดงออกของยีน  เบตากลูโคซิเดสในตนขาวแตละตน และเปรียบเทียบกับลักษณะทาง 

สัณฐานวิทยา เพื่อดูวามกีารเปลี่ยนแปลงอยางไรเมื่อไมมกีารแสดงออกของยีนเบตากลูโคซิเดสในขาวอีก

ตอไป 

 

2.6 การตรวจสอบเอสไออารเอ็นเอโดยใชเทคนคิ northern blot analysis  

เอสไออารเอ็นเอมีบทบาทสําคัญ และเปนตัวบงชีว้ามกีระบวนการอารเอ็นเอไอเกดิขึ้นภายใน

เซลล เนื่องจากสายคูอารเอ็นเอของยีนเบตากลูโคซิเดสที่ผลิตโดยเวคเตอร pHELLSGATE8 ซ่ึงมีความ

ยาวของสายนวิคลีโอไทดประมาณ 200-300 นิวคลีโอไทด ถูกตัดใหเปนอารเอ็นเอสายคูสายส้ันๆ ที่มี

ความยาวประมาณ 21-25 นิวคลีโอไทด การตรวจสอบเอสไออารเอ็นเอจะใชตวัติดตามที่เปน non-
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radioactive ตามวิธีของ Goto และคณะ (2003) การสกดัเอสไออารเอ็นเอออกจากแคลลัสเริ่มจากการบด

แคลลัสในไนโตรเจนเหลว แลวเติม RNA extraction buffer และ TE-saturated phenol  จากนั้นเติม

คลอโรฟอรม และตกตะกอนอารเอ็นเอดวยเอธานอล ละลายตะกอนดวยสารละลาย QRL1 ใน 

RNA/DNA kit (QIAGEN, USA) จากนั้นแยกอารเอน็เอโมเลกุลเล็กๆ โดยใช denaturing PAGE ที่ความ

ตางศักยไฟฟา 200 โวลต เปนเวลา 2.5 ช่ัวโมง แลวนําไปวางบน Hybond-N+ membrane เพื่อใหอารเอ็นเอ

เคลื่อนที่ไปบนเมมเบรน และใชตัวตดิตามที่เฉพาะเจาะจงกับยนีเบตากลูโคซิเดสแตละยีน แลวตรวจสอบ

การแสดงออกของอารเอ็นเอสายสั้นโดยใช x-ray film 

 

2.7 การตรวจสอบตนขาวท่ีไดรับการถายโอนพลาสมิดดวยเทคนิคพีซีอาร  

สกัดดีเอ็นเอจากใบขาวดวย DNeasy Plant Kit (QIAGEN, USA) และใชไพรเมอรที่

เฉพาะเจาะจงกับยีน neomycin phosphotransferase (NPTII) ที่อยูบนเวคเตอร pHELLSGATE8 เพื่อ

ตรวจสอบวาตนขาวที่ผานการถายยีนนัน้มกีารแทรกชุดยนีที่อยูระหวาง left border และ right border บน

เวคเตอร pHELLSGATE8 หรือไม 
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บทที่ 3 

ผลการศึกษาและวจิารณ 

 

1. การแสดงออกของยีนกลุมไกลโคซิลไฮโดรเลสในอะเรยขาวขนาด 45 K 

1.1 การแสดงออกของยีนกลุมไกลโคซิลไฮโดรเลสกลุมท่ี 1 

วิเคราะหการแสดงออกของยนีไกลโคซิลไฮโดรเลสกลุมที่ 1 โดยใชไฟลขอมูลอะเรย (array 

annotated file) พบวากลุมโอลิโกนิวคลีโอไทดที่มีความจําเพาะตอไกลโคซิลไฮโดรเลสกลุมที่ 1 มี

ทั้งหมด 26 กลุม (ตารางที่ 4) ผลการศึกษาพบวาเมือ่เพาะปลูกขาวในที่ทีไ่มมีแสงโอลิโกนิวคลีโอไทด

สวนใหญมีการแสดงออกทีร่ะดับต่ํากวาปกติ ซ่ึงผลการวิเคราะหโดยคา false discovery rate (FDR) ที่

ระดับ 0.05 เพื่อคัดเลอืกกลุมของโอลิโกนิวคลีโอไทดที่มีคาความแตกตางอยางมีนยัสําคัญ เมื่อทําการ

เปรียบเทียบชดุตัวอยางตางๆในการทดลองพบวาโอลิโกนิวคลีโอไทด 13 กลุม ที่มีความจําเพาะตอยีน

กลุมไกลโคซิลไฮโดรเลสกลุมที่ 1 โดยมกีารแสดงออกของยีนที่มีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญ (ตารางที่ 

4) เมื่อเปรียบเทียบการปลูกขาวในที่มแีละไมมีแสง ซ่ึงระดับการแสดงออกของยีน 13 กลุม มีคาลดลงใน

ชุดทดลองที่ทําการปลูกแบบมีแสงในระดบั log2 (-0.28 ถึง -1.19) 4 กลุม และมีคาเพิ่มขึ้นในระดบั log2 

(0.23 ถึง 2.37) 9 กลุม 

การจัดจําแนกโอลิโกนิวคลีโอไทดที่มีความจําเพาะตอยนีกลุมไกลโคซิลไฮโดรเลสกลุมที่ 1 โดย

อาศัยขอมูลอางอิงจาก Opassiri และคณะ ในป 2006 พบวามีโอลิโกนิวคลีโอไทด 11 กลุม ที่ตรงกัน 

(ตารางที่ 5) 
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ตารางที่ 4 แสดงโอลิโกนิวคลีโอไทดที่จําเพาะตอไกลโคซิลไฮโดรเลสในชุดอะเรยขาวขนาด 45K 

Locus ID  Annotation  FRD (p-value)  Log2 (Ratio)
LOC_Os01g70520.1; 
LOC_Os01g70520.2 

Glycosyl hydrolase family 1 protein, 
expressed 

6.79 E-08  2.16

LOC_Os11g45710.1; 
LOC_Os01g45710.3 

Glycosyl hydrolase family 1 protein, 
putative, expressed 

1.97 E-07  1.62

LOC_Os11g45710.2 Glycosyl hydrolase family 1 protein, 
putative, expressed 

1.97 E-07  2.28

LOC_Os07g46280.1; 
LOC_Os07g46280.2; 
LOC_Os07g46280.3 

Glycosyl hydrolase family 1 protein, 
expressed 

3.73 E-07  -2.37

LOC_Os09g31430.1; 
LOC_Os09g31430.2 

Glycosyl hydrolase family 1 protein, 
expressed 

6.95 E-06  -1.31

LOC_Os09g33680.1; 
LOC_Os09g33680.2 

Glycosyl hydrolase family 1 protein, 
expressed 

2.53 E-05  1.10

LOC_Os04g43360.1 Glycosyl hydrolase family 1 protein, 
expressed 

1.22 E-04  0.58

LOC_Os01g67220.1; 
LOC_Os01g67220.2; 
LOC_Os01g67220.3 

Glycosyl hydrolase family 1 protein, 
expressed 

1.40 E-04  1.02

LOC_Os05g30250.1 Glycosyl hydrolase family 1 protein, 
expressed 

3.69 E-04  1.98 

LOC_Os03g11420.1 Glycosyl hydrolase family 1 protein, 
expressed 

6.84 E-04 -1.19 

LOC_Os04g43410.1 Glycosyl hydrolase family 1 protein, 
expressed 

1.23 E-03 -1.01 

LOC_Os01g32364.1 Glycosyl hydrolase family 1 protein, 
expressed 

1.82 E-02 0.23 

LOC_Os03g49610.1 Glycosyl hydrolase family 1 protein, 
expressed 

3.31 E-02  -0.28
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ตารางที่ 4 (ตอ) 

Locus ID  Annotation  FRD (p-value)  Log2 (Ratio)

LOC_Os06g21570.1 Glycosyl hydrolase family 1 protein, 
expressed 

5.41 E-02  0.33

LOC_Os05g30350.1; 
LOC_Os05g30350.2 

Glycosyl hydrolase family 1 protein, 
expressed 

5.94 E-02  1.29

LOC_Os03g49600.1; 
LOC_Os03g49600.2; 
LOC_Os03g49600.4 

Glycosyl hydrolase family 1 protein, 
expressed 

8.30 E-02  0.40

LOC_Os09g33710.1 Glycosyl hydrolase family 1 protein, 
expressed 

1.40 E-01  0.28

LOC_Os04g43390.1 Glycosyl hydrolase family 1 protein, 
expressed 

1.69 E-01  -0.61

LOC_Os01g59819.1 Glycosyl hydrolase family 1 protein, 
expressed 

4.28 E-01  0.08

LOC_Os01g59819.1 Glycosyl hydrolase family 1 protein, 
expressed 

5.07 E-01  0.09

LOC_Os09g31410.1 Glycosyl hydrolase family 1 protein, 
expressed 

6.59 E-01 -0.14 

LOC_Os04g43410.1 Glycosyl hydrolase family 1 protein 9.40 E-01 0.01 

LOC_Os10g17650.1 Glycosyl hydrolase family 1 protein, 
expressed 

9.99 E-01 0.05 

LOC_Os05g30300.1 Glycosyl hydrolase family 1 protein, 
expressed 

9.99 E-01 0.05 

LOC_Os05g30390.1 Glycosyl hydrolase family 1 protein 9.99 E-01 0.04 

LOC_Os12g23170.1 Glycosyl hydrolase family 1 protein, 
expressed 

9.99 E-01  -0.04
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ตารางที่ 5 แสดงโอลิโกนิวคลีโอไทดที่มีความจําเพาะตอไกลโคซิลไฮโดรเลส  ในชุดอะเรยขาวขนาด 

45K โดยจัดจําแนกตาม Opassiri และคณะ (2006) 

Locus ID  Annotation  
(Opassiri et al., 2006) 

FDR (p-value)  Log2 (Ratio) 

LOC_Os03g49610.1  Os3bglu8 3.31 E-02 -0.28 

LOC_Os01g32364.1  Os1bglu1 1.82 E-02 0.23 

LOC_Os04g43410.1  Os4bglu18 1.23 E-03 -1.01 

LOC_Os03g11420.1  Os3bglu6 6.84 E-04 -1.19 

LOC_Os05g30250.1  Os5bglu19 3.69 E-04 1.98 

LOC_Os01g67220.1;  
LOC_Os01g67220.2; 
LOC_Os01g67220.3 

NA 1.41 E-04 1.02 

LOC_Os04g43360.1  Os4bglu14 1.22 E-04 0.58 

LOC_Os09g33680.1; 
LOC_Os09g33680.2 

Os9bglu31 2.53 E-05 1.10 

LOC_Os09g31430.1; 
LOC_Os09g31430.2 

Os9bglu30 6.95 E-06 1.31 

LOC_Os07g46280.1; 
LOC_Os07g46280.2; 
LOC_Os07g46280.3 

Os7bglu26 3.73 E-07 -2.37 

LOC_Os11g45710.2  NA 1.97 E-07 2.28 

LOC_Os11g45710.1; 
LOC_Os11g45710.3 

Os11bglu36 1.93 E-07 1.62 

LOC_Os01g70520.1; 
LOC_Os01g70520.2 

Os1bglu5 6.79 E-08 2.16 

NA; not available 
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1.2 การวิเคราะหไกลโคซิลไฮโดรเลสกลุมท่ี 1  ในชุดอะเรยขาวขนาด 45K 

 จากผลการวิเคราะหพบวาในสภาวะทีม่ีแสงเมื่อเปรียบเทยีบกับไมมแีสงยีน Os9bglu30 มีการ

แสดงออกเพิ่มขึ้น (log2 1.31) และยีน Os7bglu26 มีการแสดงออกเพิ่มขึ้น (log2 2.37) โดยมีรายงานของ

ยีนทั้ง 2 กลุมนี้ในฐานขอมูล Expressed Sequence Tag database (EST database) ที่มีการศึกษาการ

แสดงออกของยีนในขาวที่ปลูกเปนระยะเวลา 2 สัปดาห พบวามกีารแสดงออกของยนีเพิ่มสูงขึ้นในราก 

และใบขาวที่ทาํการทดสอบดวยสภาวะ abiotic และ biotic stress (Opassiri และคณะ, 2006) ผลการศึกษา

การแสดงออกของยีนกลุมไกลโคซิลไฮโดรเลสกลุมที่ 1 โดยอะเรยขาวขนาด 45K พบวามกีลุมยีนที่มี

ความแตกตางอยางมีนัยสําคญั และมีระดบัการแสดงออกที่สูงขึ้นและลดต่ําลงเมื่อทําการเปรียบเทยีบขาว

ที่ทําการปลูกในที่มีแสงและไมมแีสง ซ่ึงการเลือกกลุมยีนที่มีการแสดงออกที่มีความแตกตางกัน 2 เทา 

พบวามีเพยีง 5 กลุมโอลิโกนิวคลีโอไทด (Os5bglu19, Os9bglu31, Os9bglu30, Os11bglu36 และ 

Os1bglu5) ที่มีการแสดงออกแบบลดลงตัง้แต 2 เทาขึ้นไป และมีเพียง 3 กลุมโอลิโกนิวคลีโอไทด 

(Os4bglu18, Os3bglu6 และ Os7bglu26) ที่มีการแสดงออกแบบเพิ่มขึน้ตั้งแต 2 เทาขึ้นไป 

 

2. การศึกษาบทบาทและหนาท่ีของยีนเบตากลูโคซิเดโดยเทคนิคอารเอ็นเอไอ 

2.1 การออกแบบไพรเมอรท่ีจําเพาะสําหรับแตละยีน 

ตําแหนง 3’UTR เปนตําแหนงจําเพาะของเอ็มอารเอ็นเอ (mRNA) ดังรูปที่ 6 เปนสวนที่ไมไดถูก

แปลรหัสไปเปนโปรตีน (untranslated region) โดยทั่วไป 3’UTR จะมีลําดับสารพันธุกรรมที่แตกตางกัน

ไปตามชนิดของสิ่งมีชีวิต หรือกลุมของยีน (gene families) ซ่ึงในขาวก็มีลําดับสารพันธุกรรมของ 3’UTR 

ของยีนเบตากลูโคซิเดสที่มีความจําเพาะในแตละยีนเชนกัน ดังนั้นจงึสามารถใชสวนที่จําเพาะนีใ้นการ

ยับยั้งยีนที่จําเพาะไดนั่นเอง 
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รูปท่ี 6 โครงสรางของเอ็มอารเอ็นเอที่แสดงถึงสวน UTRs ที่ไมถูกแปลรหัสไปเปนโปรตีนดวย  

 

2.2 การสรางเวคเตอรอารเอ็นเอไอ 

2.2.1  การแทรกยีนเบตากลูโคซิเดสชิ้นแรกจาก pENTRTM/D-TOPO เขาสู pHELLSGATE8 

จีโนมิคดีเอ็นเอ (genomic DNA) ที่สกัดจากใบขาว และซีดีเอ็นเอใชเปนแมแบบในการ

เพิ่มจํานวนชิ้นยีนเบตากลูโคซิเดส ซ่ึงขั้นตอนแรกในการยับยั้งยีนเบตากลูโคซิเดสทั้ง 5 ยีน ถูกสรางขึ้น

โดยการทําเวคเตอรอารเอ็นเอไอดวยการเพิ่มจํานวนสวนที่เปน conserved region จากซีดีเอน็เอของ 

Os3bglu7 ซ่ึงผลิตภัณฑพีซีอาร (PCR products) จะนํามาวิเคราะหบนเจลอะกาโรสซึ่งขนาดที่คาดการณ

ไวคือ 399 คูเบส (base pair; bp) แสดงดังรูปที่ 7 

 

 

รูปท่ี 7  ผลิตภัณฑพีซีอารบนเจลอะกาโรสซึ่งใชปฏิกิริยา (PCR reacions) ของ Os3bglu7 โดยใช        

ไพรเมอรของกลุมยีนเบตากลูโคซิเดส (คูที่ 6 ในตารางที่ 3) โดยเลนที่ 1 คือ 100bp marker และ

เลนที่ 2-7 คือ อุณหภูมทิี่ไพรเมอรเขาจับดีเอ็นเอแมแบบ (อุณหภูมิแอนเนลลิ่ง; annealing 

temperature) เปน 70.0, 70.8, 71.7, 72.9, 74.2 และ 75.6 องศาเซลเซียส ตามลําดับ 

 

400 bp 

 1     2     3     4    5     6     7 
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จากผลพีซีอารที่ไดขางตนพบวา ปริมาณผลิตภัณฑพีซีอารที่ไดสูงสุดคือเลนที่ 3 และ 4 ที่

อุณหภูมิแอนเนลลิ่งเทากับ 70.8 และ 71.7 องศาเซลเซียส ตามลําดับ โดยสังกตไดจากความหนา และ

ความคมชัดของแถบดีเอ็นเอบนเจล จากนั้นเพิ่มจํานวนชิ้นดีเอ็นเอโดยใชอุณหภมูิแอนเนลลิ่งที ่ 71     

องศาเซลเซียส ผลิตภัณฑพีซีอารที่ไดจะถูกนํามาโหลดบนเจลอะกาโรส ทําการตัดเอาเฉพาะขนาด          

ดีเอ็นเอที่ตองการแลวทําใหบริสุทธิ์ดวยชุดทดสอบ (QIAquick gel extraction kit) จากนั้นนํามาเชื่อมตอ

กับเวคเตอร pENTRTM/D TOPO และถายเขาสูแบคทีเรียเพื่อเพิ่มจํานวนของพลาสมิดนี้ ซ่ึงหลังจากถาย

โอนพลาสมิดนี้เขาสูแบคทีเรีย แบคทีเรียที่เจริญไดจะถูกนํามาทําโคโลนีพีซีอาร (colony PCR method) 

เพื่อทดสอบวาแบคทีเรียนัน้มีช้ินยีนที่ตองการอยูหรือไม และนําผลิตภัณฑพีซีอารที่ไดมาวเิคราะหบน

เจลอะกาโรส ผลที่ไดแสดงดังรูปที่ 8 พบวามีช้ินยีนนัน้อยูในแบคทีเรียจริง ซ่ึงมีขนาดดีเอ็นเอบน    

เจลอะกาโรสประมาณ 400 คูเบส 

 

 

รูปท่ี 8  ผลการทําโคโลนีพีซีอารเพื่อวิเคราะหหาชิน้ยีนที่ถูกถายโอนในแบคทีเรีย ซ่ึงเลนที่ 1-8 คือ 

ผลิตภัณฑพีซีอารของแบคทีเรียที่คาดวาไดรับพลาสมิดดังกลาว และเลนที่ 9 คือ 100bp marker 

 

จากผลขางตนทําใหสามารถสรุปไดวาทั้ง 8 ตัวอยาง มีพลาสมิดที่มีสวนของ Os3bglu7 ที่

ถูกถายโอนเขาไปจริง ซ่ึง 1 ใน 8 ตัวอยางนี้ ถูกนาํไปวิเคราะหลําดบันิวคลีโอไทดแลวพบวาเปนลําดับ              

นิวคลีโอไทดของ Os3bglu7 จริง พลาสมิดถูกเก็บเกี่ยวและทําใหบริสุทธิ์ดวยชุดทดสอบ (QIAprep 

miniprep plasmid extraction kit) จากนั้นถายโอนยีนเปาหมายจาก pENTRTM/D TOPO cloning vector 

1    2    3    4    5     6     7    8   9

500 bp 
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ไปยังเวคเตอร pHELLSGATE8 ดวยการตัด pENTRTM/D TOPO cloning vector และ pHELLSGATE8 

ดวยเอ็นไซม EcoRI จากนั้นตกตะกอนและกําจดัเอ็นไซมที่เหลือและบัฟเฟอร ขั้นตอนตอมาตัด 

pENTRTM/D TOPO cloning vector และ pHELLSGATE8 อีกครั้งดวยเอ็นไซม XhoI แลวตรวจเชค็ขนาด

ของแถบดีเอ็นที่ไดบนเจลอะกาโรส ซ่ึงพบวาชิ้นสวน ccdB มีขนาด 1435 คูเบส ประกอบไปดวยยีน 

ccdB, attR1, attR2 และตาํแหนงตดัจําเพาะของเอ็นไซม XmaI และ  SmaI ถูกตัดออกจากเวคเตอร 

pHELLSGATE8 ซ่ึงตําแหนงดังกลาวถูกแทนที่ดวยยีนเปาหมายที่ถูกตัดออกจากเวคเตอร pENTRTM/D 

TOPO โดยแสดงแถบดีเอ็นเอดังรูปที่ 9 

 

 

รูปท่ี 9  ช้ินสวนดเีอ็นเอบนเจลอะกาโรสหลังจากถูกตัดดวยเอ็นไซมจําเพาะ โดยเลนที ่ 1 และ 4 คือ 

100bp และ 1kb marker ตามลําดับ และเลนที่ 2 และ 3 คือ เวคเตอร pENTRTM/D TOPO ที่มีช้ิน

ยีนเปาหมายอยู และเวคเตอร pHELLSGATE8 ซ่ึงถูกตัดดวยเอ็นไซม EcoRI และ XhoI แลว   

 

2.2.2 การเตรียมพลาสมิดสําหรับการถายโอนเขาสูขาว 

นําแถบดีเอ็นเอของยีนเปาหมาย และ pHELLSGATE8 ซ่ึงถูกตัดและทําใหบริสุทธิ์ดวยชุด

ทดสอบ มาเชื่อมตอกันเพือ่สรางพลาสมิดอันใหม แลวถายโอนเขาสูแบคทีเรียเพือ่เพิ่มปริมาณพลาสมิด

1,500 bp 

pENTRTM/D TOPO 

pHELLSGATE8 

ccdB 

Insert fragment 

    1        2                           3         4 

500 bp 
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ตอไป แบคทีเรียที่เจริญบนอาหารทดสอบจํานวน 3 โคโลนี ถูกนําไปสกัดพลาสมิด แลวทดสอบความ

ถูกตองของพลาสมิดที่ไดดวยการตัดดวยเอ็นไซมที่จําเพาะคือ เอ็นไซม EcoRI และ XhoI โดยผลที่ได

แสดงดังรูปที่ 10 

 

 

รูปท่ี 10 แสดงชิ้นสวนดีเอ็นเอของพลาสมิดบนเจลอะกาโรสหลังถูกตัดดวยเอน็ไซมที่จําเพาะ โดยเลนที ่

1 คือ 100bp marker เลนหมายเลขคู และ เลนหมายเลขคี่ คือ พลาสมิดที่ไมไดถูกตดัดวยเอ็นไซม

จําเพาะ และพลาสมิดที่ถูกตัดดวยเอ็นไซมจําเพาะ ตามลําดับ 
 

ผลจากรูปที่ 10 พบวามีเพียง 1 ตัวอยาง จาก 3 ตัวอยางเทานั้นที่หลังจากตัดดวยเอ็นไซม

จําเพาะแลวไดช้ินยีนเปาหมายขนาดประมาณ 400 คูเบส แสดงในเลนที่ 5 ดังนั้นพลาสมิด ของตัวอยาง

เลนที่ 5 นี้ จะถูกใชสําหรับการทดลองขั้นตอไปเพื่อเคลื่อนยายยีนเปาหมายยีนเดมิ (ช้ินที่ 2) จากเวคเตอร 

pENTRTM/D TOPO ที่มีช้ินยีนเปาหมายอยู โดยใช LR clonase enzyme reaction ปฏิกิริยา แอลอาร (LR 

reaction) ประกอบดวย 2 พลาสมิด คือ pENTRTM/D TOPO ที่มีช้ินยีนเปาหมายอยู และพลาสมิดจาก

ตัวอยางของเลนที่ 5 (รูปที่ 10) ทิ้งไวขามคืนเพื่อใหเกิดการทําปฏิกิริยา แลวจึงถายโอนเขาสูเซลล

แบคทีเรีย ซ่ึงมีเพียงแบคทีเรียทีไ่ดรับพลาสมิดจากปฏิกิริยาแอลอารเทานั้นที่จะสามารถเจริญไดบน

อาหารทดสอบ โดยผลที่ไดพบเพียง 2 โคโลนีเทานั้นที่เจริญไดบนอาหารทดสอบ จากนั้นนาํ 2 โคโลนีที่

1    2     3    4    5     6    7 

500 bp 
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ไดไปเพาะเลี้ยงเพื่อสกัดพลาสมิดตอไป การวิเคราะหช้ินยีนเปาหมายชิ้นที่ 2 นี้ พลาสมิดจะถกูตัดดวย

เอ็นไซมจําเพาะ XbaI ผลที่ไดแสดงดังรูปที่ 11 

 

 

รูปท่ี 11 แสดงแถบดีเอน็เอบนเจลอะกาโรสที่วิเคราะหหาชิ้นยนีเปาหมายชิ้นที ่ 2 ดวยการตัดพลาสมิด

ดวยเอ็นไซมจาํเพาะ XbaI ซ่ึงเลนที่ 1 และ 2 คือ ตัวอยางพลาสมิดที่มียีนเปาหมายทัง้ 2 ช้ิน และ

ถูกตัดดวยเอน็ไซมจําเพาะ และเลนที่ 3 คือ 100bp marker 
 

ผลที่ไดจากรูปที่ 11 พบวาทัง้ 2 ตัวอยางมช้ิีนยีนเปาหมายชิ้นที่ 2 ซ่ึงเมื่อตัดดวยเอ็นไซม

จําเพาะแลวจะมีขนาดดีเอ็นเอประมาณ 450 คูเบส ซ่ึงยาวกวาชิ้นยีนเปาหมายชิ้นแรก (ประมาณ 400 คู

เบส) เล็กนอย ทั้งนี้เนื่องจากเอ็นไซมจําเพาะ XbaI ตดัพลาสมิดแลวทําใหไดช้ินสวนของ attR1 และ 

attR2 (ขนาด 25 และ 24 คูเบส ตามลําดับ) ติดมากับชิน้ยีนเปาหมายดวยนัน่เอง จากนั้นพลาสมิดทีม่ียีน

เปาหมายทั้ง 2 ช้ิน ถูกนาํไปวิเคราะหหาลําดับนวิคลีโอไทด เพือ่ยืนยนัความถูกตองของตําแหนงยีน

เปาหมายทีแ่ทรกอยูในเวคเตอร ซ่ึงผลที่ไดพบวาถูกตอง คือ intron อยูระหวางชิน้ยนีเปาหมายทั้ง 2 ช้ิน 

เพื่อทําใหเกิดโครงสรางที่เปนบวง (loop structure) แสดงดังรูปที่ 12 จากนั้นพลาสมิดนี้จะถูกถายโอนไป

ยังแบคทีเรีย Agrobacterium เพื่อที่จะถายโอนยีนไปยังขาว และทาํใหเกิดการยับยัง้การแสดงออกของยีน

ในขาวตอไป และสําหรับการยับยั้งยนีเบตากลูโคซิเดสแตละยีนทีใ่ชไพรเมอรจําเพาะ (ไพรเมอรคูที่ 1-5 

ในตารางที่ 3) ก็ทําตามขัน้ตอนตางๆ เชนเดียวกับไพรเมอรกลุมยีนเบตากลูโคซิเดสทั้ง 5 และเมื่อได 

1     2         3 

500 bp 
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Agrobacterium ที่มีพลาสมิดสําหรับยับยั้งการแสดงออกของยีนครบทุกตัวอยาง ทําการถายโอนพลาสมิด

นั้นเขาสูขาวตอไป 

 

 

 

รูปท่ี 12 ลําดับนิวคลีโอไทดของยีนเปาหมายทั้ง 2 ช้ิน ที่แทรกอยใูนเวคเตอร pHELLSGATE8  

 

2.3 การผลิตขาวดดัแปลงพันธุโดยใชเทคนคิการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพืช 

ในการทดลองนี้ใชขาว 2 สายพันธุ คือ โคชิฮิคาริ (Koshihikary, japonica) และ ขาวขาวดอกมะลิ 

KDML 105 (indica) สําหรับตัวที่จะทําใหเกิดกระบวนการถายโอนยนีเขาไปยังตวัอยางขาวคือ แบคทีเรีย 

Agrobacterium EHA105 ซ่ึงหลังจากที่เพาะเมล็ดขาวทั้ง 2 ชนิด บนอาหารที่ชักนําใหเกิดแคลลัสปฐมภูม ิ

(primary calli) แสดงดังรูปที่ 13 และ 14 และเมื่อเพาะเลี้ยงตอเปนเวลา 4-6 สัปดาหจะไดแคลลสัทุติยภูม ิ

(secondary calli) ดังแสดงในรูปที่ 15 

 

รูปท่ี 13 แคลลัสปฐมภูมิของขาวขาวดอกมะลิ KDML105 บนอาหารชกันํา N6D เปนเวลา 2 สัปดาห 
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รูปท่ี 14 แคลลัสปฐมภูมิของขาวโคชิฮิคาริ บนอาหารชักนํา N6D เปนเวลา 2 สัปดาห 

 

 

รูปท่ี 15 แสดงการเจรญิของแคลลัสจากแคลลัสปฐมภูมิ (A) จนกลายเปนแคลลัสทุติยภูมิ (B) เมื่อเพาะ- 

เล้ียงเปนเวลา 4-6 สัปดาห 
 

จากรูปที่ 16 พบวาแคลลัสทุติยภูมิของขาวขาวดอกมะลิ KDML105 มีความแตกตางเมื่อเทียบจาก

ขาวโคชิฮิคาริทั้งอัตราการเจริญ รูปราง และขนาด โดยแคลลัสขาวโคชิฮิคาริจะเจรญิไดเร็วกวาไดรูปราง

กลม เรียบ และมีขนาดใหญกวาแคลลัสขาวขาวดอกมะล ิKDML105 นอกจากนี้ยังพบวาเวลาที่เหมาะสม

ในการเพาะเลีย้งแคลลัสทุติยภูมิสําหรับขาวโคชิฮิคาริ ที่จะใชในการถายโอนยีนเปาหมายโดยแบคทีเรีย 

Agrobacterium นั้นใชเวลาเพียงแค 4-6 สัปดาหเทานัน้ แตแคลลัสขาวขาวดอกมะลิ KDML105 ตองการ

ระยะเวลานานกวาคือ 6-7 สัปดาห และพบวาแคลลัสทุติยภูมิของขาวโคชิฮิคาริบนอาหารเพาะเลี้ยง

A

B
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เบื้องตน (pre-culture) N6D  มีสุขภาพ และคุณภาพทีด่ีกวาเมื่อเปรียบเทียบกับแคลลัสขาวขาวดอกมะล ิ

KDML105 (รูปที่ 17) ซ่ึงความแตกตางทัง้ปริมาณ สี ขนาด และลักษณะรูปรางของแคลลัสนี้ นาจะเกิด

จากความหลากหลายของจีโนมขาวนัน่เอง และนอกจากนี้ยังขึ้นอยูกับชนิดของอาหารที่ใชเล้ียงเพื่อชักนํา

ใหเกิดแคลลัส รวมทั้งสภาวะแวดลอมก็สงผลตอการเจริญของแคลลัสดวยเชนกนั อยางไรก็ตามปจจัยที่

สําคัญที่สุดที่สงผลตอการเจริญของแคลลัสก็คือ จีโนมของขาวแตละสายพันธุ 

 

   

 รูปท่ี 16  การชักนําใหเกิดแคลลัสของขาวโคชิฮิคาริ (A) และขาวขาวดอกมะลิ KDML105 (B) ดวย

อาหารเพาะเลีย้ง N6D  

 

   

รูปท่ี 17 แคลลัสทุติยภูมิของขาวโคชิฮิคาริ (A) และขาวขาวดอกมะลิ KDML105 (B) ที่เพาะเลีย้งเบื้องตน

บนอาหาร N6D เปนระยะเวลา 3 วัน  
 

A B 

A B 
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 นอกจากนี้แสงเปนปจจยัทางกายภาพที่สําคัญตอการชักนําใหเกิดแคลลัส โดยมีผลตอการ

เจริญเติบโตของเซลล และกระบวนการผลิตเมทาบอลิซึมทุติยภูม ิ (secondary metabolism) ของพืช แต

อยางไรก็ตามระดับการตอบสนองตอแสงยังขึ้นอยูกับชนิดของเซลล (cell type) และชนิดและสายพันธุ

ของพืช (plant species and cultivar) ดวยเชนกัน ดังนั้นในการทดลองนี้ปจจยัดานแสงในการชักนาํใหเกิด

แคลลัสทุติยภมูิจึงถูกนํามาพจิารณาดวยเชนกัน จากผลการทดลองพบวาแสงไมไดเปนปจจยัที่สําคัญใน

การชักนําใหเกิดแคลลัสทุติยภูมิของขาวทัง้ 2 ชนิดในการทดลองครั้งนี้ แตกลับเปนอาหารที่ใชเพาะเลี้ยง

มากกวาที่สงผลตอการเจริญเติบโตของแคลลัสทุติยภูมิของขาวทั้ง 2 ชนิด รายงานของ Qian และคณะ ใน

ป 2004 ที่ไดศกึษาการเกิดสนี้ําตาล (browning) ในแคลลัสขาว (indica rice variety Pei’ai64s) พบวาถึงแม

แสงจะเพิ่มการชักนําใหเกิดแคลลัส แตเมือ่เปรียบเทียบกับปริมาณแคลลัสที่เพาะเลี้ยงในที่มดืแลว พบวา

ไมมีความแตกตางอยางมีนยัสําคัญ แสดงวาแสงไมมีผลตอการชักนําใหเกิดแคลลัสทุติยภูมิซ่ึงตรงกับผล

การทดลองนี้ และยิ่งไปกวานั้น Qian และคณะ ยงัไดช้ีแจงอีกวา ถึงแมแสงจะทําใหแคลลัสเจริญเติบโต

ไดอยางรวดเรว็ก็จริง แตก็ทาํใหเพิ่มอัตราการเกิดสีน้ําตาลในแคลลัสเชนกัน ซ่ึงสงผลใหแคลลัสออนแอ

และตายในที่สุด 

นอกจากนี้ ปจจัยดานอุณหภมูิก็ถูกนํามาพจิารณาถึงการชักนําใหเกดิแคลลัสทุติยภูมิของขาวทั้ง 2 

ชนิดดวยเชนกนั แตก็พบวาการเพาะเลีย้งแคลลัสที่อุณหภูมิ 25-30 องศาเซลเซียส ไมมีความแตกตางกัน

อยางมีนัยสําคญั แตอยางไรก็ตามที่อุณหภมูิที่ต่ํากวาหรือสูงกวา 25-30 องศาเซลเซียส จะสงผลตอการ  

ชักนําใหเกดิแคลลัสทุติยภูมิอยางแนนอน โดยแคลลัสที่เพาะเลี้ยงที่อุณหภูมิที่สูงกวา 30 องศาเซลเซียส 

จะเกิดสีน้ําตาล มีลักษณะออนนุม โปรงแสง และเปราะ ทั้งนี้เนื่องจากอุณหภูมิสูงสงผลใหน้ําระเหยจาก

อาหารเพาะเลีย้ง ทําใหหยดน้ําจํานวนมากไปเกาะที่ฝาจานเพาะเลี้ยงและหยดลงมายังแคลลัสซึ่งสงผลให

แคลลัสตายเกอืบทั้งหมด หรือไมก็จะสงผลตอประสิทธิภาพที่ลดต่ําลงของการถายโอนยนีเปาหมาย

นั่นเอง และสาํหรับลักษณะแคลลัสที่เพาะเลี้ยงที่อุณหภมูิที่ต่ํากวา 25 องศาเซลเซียส จะมีลักษณะแคลลัส
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ที่แหงแกรน และสีคอนขางเหลือง แตสําหรับอุณหภูมทิี่เหมาะสมสําหรับการเพาะเลี้ยงแคลลัสทุติยภูมิ

มากที่สุด คือ อุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส ในที่มืด และนอกจากนี้สภาวะดังกลาวยังทําใหไดแคลลัสทุติย

ภูมิที่มีคุณภาพดีและเหมาะในการถายโอนยีนเปาหมายดวย 

อาหารเพาะเลีย้งเปนอีกหนึ่งปจจัยที่สําคัญเชนกัน ดังนัน้จึงถูกนํามาพจิารณาสําหรับการทดลอง

ในครั้งนี้ดวยโดยแสดงดังตารางที่ 6 เนื่องจากการชักนําใหเกดิแคลลัสแรกเริ่มของขาวขาวดอกมะล ิ

KDML105 ดวยอาหารเพาะเลี้ยงทั้ง 2 ชนิด (MS และ N6D) ไมมีความแตกตางกัน ดังนั้นจึงมเีพียงการชัก

นําใหเกิดแคลลัสทุติยภูมิเทานั้น ที่ถูกทดสอบการชักนาํใหเกิดแคลลสัดวยอาหารเพาะเลี้ยงดังกลาว ซ่ึง

จากการทดลองจะเห็นวาแคลลัสที่ถูกเพาะเลี้ยงบนอาหาร N6D จะไดจํานวนที่สูงกวาการเพาะเลี้ยงบน

อาหาร MS ดงัแสดงในรูปที่ 18 ซ่ึงไดผลตรงกับงานวจิัยของ Niroula และคณะ ในป 2005 ที่ไดรายงาน

ไววาองคประกอบของอาหารเพาะเลี้ยงสงผลตอการเจริญเติบโตเซลลพืชเพาะเลีย้ง และอาหารเพาะเลี้ยง 

N6D เปนอาหารที่มีประสิทธิภาพสําหรับการชักนําใหเกิดแคลลัส การเพิ่มจํานวนอยางรวดเรว็ของเซลล 

และการงอกของเมล็ดขาวทีม่ีจีโนมที่แตกตางกัน 

 
 

 

     
 

รูปท่ี 18 การชักนําใหเกิดแคลลัสทุติยภูมิของขาวขาวดอกมะลิ KDML105 ดวยอาหารเพาะเลีย้ง MS (A) 

และ N6D (B) 
 

 

 

 

A B 
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ตารางที่ 6 เปอรเซ็นตการชักนําใหเกิดแคลลัสของขาวขาวดอกมะล ิ KDML105 ดวยอาหารเพาะเลี้ยง 

MS และ N6D และการชักนาํใหเกิดแคลลสัของขาวโคชิฮิคาริดวยอาหารเพาะเลี้ยง N6D 
Rice variety 

 
Replication 

KDML105 Koshihikari 
MS N6D N6D 

% callus induction* % callus induction* % callus induction*
        1 
        2 
        3 
        4 
        5 
        6 
        7 
        8 
        9 
       10 
       11 
       12 
       13 
       14 

92.40 
96.80 
91.60 

94.80 
90.40 
96.00 
95.00 
91.33 
94.00 
94.50 
96.12 
97.25 
96.00 

 

94.00 
97.20 
93.60 
91.33 
95.33 
92.33 
99.00 
98.25 
97.62 
95.75 
88.20 
89.00 
87.60 
88.00 

Average  93.60 ± 2.80 % 94.54 ± 2.16 % 93.37 ± 4.03 % 
 

* callus induction frequency (%) = No. of seeds produced calli X 100 
   No. of seeds cultured 

 

การชักนําใหเกิดแคลลัสที่มีคุณภาพสูงและมีปริมาณมาก ซ่ึงไดมาจากเมล็ดขาวที่เกบ็เกี่ยวภายใน 

6 เดือน โดยเกบ็เมล็ดขาวขาวดอกมะลิ KDML105 และเมล็ดขาวโคชิฮิคาริ ไวที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 

ซ่ึงเมล็ดขาวที่เก็บไวนานเกิน 6 เดือน จะมีผลทําใหประสิทธิภาพการชักนําใหเกดิแคลลัสทุติยภูมิลดลง  

ดังนั้นเมล็ดขาวที่ใชในการทดลองนี้ควรจะถูกเปลี่ยนทุกๆ 6 เดือน เพื่อคงไวซ่ึงคุณภาพและประสิทธิภาพ

ของการชักนําใหเกิดแคลลัส ซ่ึงจะเห็นไดวามแีคลลัสทุติยภูมิที่เพาะในอาหาร N6D ของขาวขาวดอก
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มะลิ KDML105 (รูปที่ 19) และขาวโคชฮิิคาริจํานวนเล็กนอยเทานัน้ที่ไดจากเมล็ดขาวที่เก็บไวนานเกิน

กวา 6 เดือน การยุติการเจริญของแคลลัสปฐมภูมิเพื่อชักนําใหเกดิแคลลัสทุติยภูมิ นําไปสูการเกดิแคลลัส

ที่เปนสีน้ําตาลและมีประสิทธิภาพต่ํา ดังนั้นแคลลัสทุติยภมูิควรจะเจริญเติบโตจากแคลลัสแรกเริ่ม 

จนกระทั่งแคลลัสทุติยภูมิสามารถเจริญเติบโตแผกระจายไปบนอาหารเพาะเลี้ยงเองได ซ่ึงปริมาณวุนที่

เตมิลงในอาหารเพาะเลี้ยงสงผลตอการดูดซึมน้ําของเนื้อเยื่อ โดยปริมาณวุนที่มากเกินไปสงผลถึง

ประสิทธิภาพของอาหาร สงผลใหแคลลัสที่ไดแข็งกระดาง แหง และเปราะ ซ่ึงจะสงผลอยางมากตอ

กระบวนการโอนถายยีนเปาหมาย 

 

   

รูปท่ี 19  การชักนําใหเกิดแคลลัสที่มีประสิทธิภาพต่ําของเมล็ดขาวขาวดอกมะลิ KDML105 ที่มีอายุการ

เก็บที่มากกวา 6 เดือน ที่เพาะเลี้ยงบนอาหาร MS (A) และ N6D (B) เปนระยะเวลา 4 สัปดาห  

 

ประสิทธิภาพในการถายโอนยีนเปาหมายเขาสูพืชดวยแบคทีเรีย Agrobacterium ไมไดขึ้นอยู

เพียงแคความสําเร็จในการจดจําตําแหนงทีถู่กตอง และการสรางโคโลนีของแบคทีเรีย Agrobacterium ได

เทานั้น แตยงัขึ้นอยูกับการตอบสนองของเซลลพืชตอกระบวนการจูโจมของแบคทีเรีย Arobacterium 

ดวย ซ่ึงการศึกษากระบวนการถายโอนยนีเปาหมายของแบคทีเรีย Agrobacterium ในขาว โดยมากมักใช

เซลลระยะแรกเริ่ม (embryonic cell) เชนเซลลเร่ิมตนที่ยังไมเจริญเติบโตเต็มที่ (immature embryos) และ 

แคลลัสที่มาจากสคูเทลลัม (scutellum) ซ่ึงสําหรับงานวจิัยนีก้ระบวนการถายโอนยนีเปาหมายเขาสูขาว

A B 
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โคชิฮิคาริ และขาวขาวหอมมะลิ KDML105 ถูกทําขึ้นโดยเพาะเลี้ยงแคลลัสทุติยภูมิเบื้องตน (pre-culture) 

บนอาหารเพาะเลี้ยง N6D เปนระยะเวลา 3 วัน แลวจึงนํามาเลี้ยงรวมกับแบคทีเรีย Agrobacterium เปน

ระยะเวลาอีก 3 วัน เพราะหากนานมากกวา 3 วัน จะทําใหลดประสิทธิภาพในการถายโอนยีนเปาหมายได 

และจะทําใหแคลลัสมากกวา 80 เปอรเซ็นตตายได โดยเฉพาะแคลลัสขาวขาวดอกมะล ิKDML105 เพราะ

ดวยโครงสรางของแคลลัสที่มีขนาดเล็ก และผิวหนาหยาบ ซ่ึงทําใหยากแกการลางแบคทีเรีย 

Agrobacterium ออกไป และแบคทีเรีย Agrobacterium นี้ก็จะไปชกันําใหเกดิกระบวนการนวิโครซีส 

(necrosis) และฆาแคลลัสทั้งหมดหลังจาก 3 วันของการเพาะเลี้ยงรวม (co-culture) นั่นเอง ดังแสดงใน 

รูปที่ 20  

 

     

รูปท่ี 20 แคลลัสของขาวโคชิฮิคาริบนอาหารคัดเลือกหลังจากทีเ่พาะเลี้ยงรวมกับแบคทีเรีย 

Agrobacterium เปนระยะเวลา 3 วัน (A) และ 4 วัน (B) 

 

จากผลการทดลองที่ไดดังตารางที่ 7 จะเห็นวามเีพียงแคลลัสที่ถูกถายโอนดวยพลาสมิดของชุด

ทดสอบควบคุม และชุดทดสอบ Os12bglu38 เทานั้นทีส่ามารถพัฒนาไปเปนตนขาวได ขณะทีแ่คลลัสที่

ถูกถายโอนพลาสมิดจากชุดทดสอบอื่นๆ ไมสามารถพัฒนาไปเปนตนขาวได ซ่ึงในภายหลังพบวา

แคลลัสนั้นเปนแคลลัสที่ถายโอนพลาสมิดเขาไปไมไดนั่นเอง  ถึงแมวาจะมีแคลลัสที่ไมมีพลาสมิดที่ถูก

ถายโอนของแตละชุดทดสอบสามารถเจริญไดในอาหารที่มียาปฏิชีวนะก็ตาม แตเนื่องจากปริมาณความ

A B 
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เขมขนที่ต่ําของยาปฏิชีวนะพาโรโมไมซิน (50 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร) ในอาหารคัดเลือก จึงทําใหแคลลัส

สามารถตานทานตอยาปฏิชีวนะและเจริญไดนั่นเอง และจะเห็นวาอาหารคัดเลือกทีใ่ชไมใชปจจัยสําคัญ

ในการยับยั้งการงอกของตนขาวเนื่องจากมทีั้งแคลลัสของชุดทดสอบควบคุม และชุดทดสอบ 

Os12bglu38 ที่แคลลัสสามารถเจริญไปเปนตนขาวได และยิ่งกวานั้นลักษณะของตนขาวจากทั้ง 2 ชุด

ทดสอบยังเหมือนกัน ไมมคีวามแตกตางเลย ถึงแมตนขาวที่ไดจากชุดทดสอบควบคุมจะเปนตนขาวที่ไม

มีพลาสมิดที่ถูกถายโอน (nontransformed rice; empty pHELLSGATE8 transformed) ก็ตาม ทั้งนี้อาจจะ

เนื่องจากยีน Os12bglu38 ไมมีการแสดงออกในแคลลัส ถึงแมจะแสดงออกในใบ ดอกและรวงขาวก็ตาม 

ซ่ึงจากการทดลองนี้นาจะสรปุไดวาผลกระทบของการยบัยั้งยนีเบตากลูโคซิเดสทั้ง 4 ยีน ท่ีแสดงออกใน

แคลลัสนาจะไปลดการงอกเปนตนขาวของแคลลัสนั่นเอง  

แคลลัสที่มีศักยภาพสูงในการที่จะงอกเปนตนขาวนัน้ จะสรางจุดสีเขียวข้ึนบนผิวหนาของ

แคลลัส และพบวาจะสามารถเจริญเติบโตไดอยางรวดเรว็เพยีงแค 2 สัปดาหแรกของการปลูกเทานัน้ (รูป

ที่ 21A) จํานวนแคลลัสที่พอเหมาะในการเพาะเลี้ยงบนอาหารอยูที่ 10-15 แคลลัสตอจานเพาะเลี้ยงนั่นเอง 

ซ่ึงเปนการดีสําหรับแคลลัสในการใชพื้นที่ในการเจริญเติบโตไดอยางเต็มที่ จากจดุสีเขียวทั้งหมดที่พบ

บนแคลลัสนั้น บางจุดจะพัฒนาไปเปนราก หลังจากใชระยะเวลา 3-6 สัปดาห ดังรูปที ่21B           แตบาง

จุดก็จะไมพัฒนาไปเปนรากภายใตสภาวะแวดลอมเดิม การพฒันาไปเปนราก และใบไมไดมี

ความสัมพันธกับขนาดของแคลลัสเลย เนื่องจากแคลลัสขนาดเล็กๆ ก็สามารถพัฒนาไปเปนราก และใบ

ไดเชนเดียวกนักับแคลลัสกอนใหญนัน่เอง  

 
 



49 
 

       

      

รูปท่ี 21 แสดงการพัฒนาจากแคลลัสจนเปนตนขาว แคลลัสที่มีจุดสีเขียวหลังจากเพาะเลี้ยง 2-3 สัปดาห 

(A) แคลลัสพัฒนาไปเปนใบบนอาหารเพาะเลี้ยง (B) การงอกเปนรากและใบ (C) ตนขาวที่

เจริญเติบโตบนอาหาร MS ที่ไมมีฮอรโมน (D) ตนขาวถูกหุมดวยถุงพลาสติกกอนจะถูกยาย

ออกมาภายนอกชายคา (E) และตนขาวที่ปปลูกไวในกรงตาขาย (F) 

 
 

2.4 การตรวจสอบการแสดงออกของยีนโดยใชเทคนิคอารที-พีซีอาร 

หลังจากสกัดอารเอนเอทั้งหมด (total RNA) จากตวัอยางแคลลสัของแตละชุดการทดสอบที่ใช

ในการยับยั้งแตละยีน ยกเวนตัวอยางแคลลัสจากชุดทดสอบที่ใชในการยับยั้งยนี Os12bglu38 เนือ่งจาก

ปกติยีนนี้จะไมมีการแสดงออกในแคลลัสนั่นเอง นําอารเอนเอทั้งหมดของทุกตัวอยางที่สกัดไดมาโหลด

บนเจลอะกาโรสซึ่งแสดงดังรูปที่ 22 

 

 

 

 

A B C

D E F
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1    2    3   4   5    6    7   8    9  10  11 12  13 14  15 

 

รูปท่ี 22 อารเอนเอที่สกัดไดในแตละตัวอยางแคลลัส ที่ตานทานตอยาปฏชีิวนะพาโรโมไมซินจากชุด

ทดสอบทั้ง 5 ชุดทดสอบ เลนที่ 1-3 คือ ตัวอยางจากชุดทดสอบที่ยับยัง้ยีน Os3bglu7 เลนที่ 4-6 

คือ ตัวอยางจากชุดทดสอบทีย่ับยั้งยีน Os1bglu1 เลนที่ 7-9 คือ ตัวอยางจากชุดทดสอบที่ยับยั้งยีน 

Os7bglu26 เลนที่ 10-12 คือ ตัวอยางจากชดุทดสอบที่ยับยั้งยนี Os3bglu8 และเลนที ่ 13-15 คือ 

ตัวอยางจากชดุทดสอบควบคุม (empty pHELLSGATE8) 

 

อารเอ็นเอนเหลานี้จะถูกนําไปเปนดีเอนเอแมแบบสําหรับปฏิกิริยาอารที-พีซีอาร 2 ขั้นตอน (2 

step RT-PCR reaction) โดยผลที่ได (รูปที่ 23) แสดงใหเห็นวาในทุกตัวอยางของชดุทดสอบที่ยับยั้งยีน 

Os3bglu8 ตรวจสอบแลวไมพบเอ็มอารเอ็นเอ แตตวัอยางของชุดทดสอบควบคุมตรวจพบเอ็มอารเอ็นเอ

ของยีน Os3bglu8  สวนยีนอีก 3 ยีนทีเ่หลือตรวจพบเอ็มอารเอ็นเอของยีนนัน้ๆ และยังตรวจพบการ

แสดงออกของเอ็มอารเอ็นเอของทั้งยีน Os7bglu26 Os3bglu7 และ Os1bglu1 ดังนั้นจงึสามารถสรุปไดวา

ไมเกิดผลกระทบใดๆ หากทําการยับยั้งการแสดงออกของยีนทั้ง 3 ในแคลลัสที่ตานทานยาปฏิชีวนะของ

ตัวอยางชดุทดสอบ Os3bglu8  

สําหรับแคลลัสที่ตานทานตอยาปฏิชีวนะพาโรโมไมซินของชุดทดสอบที่ยับยั้งยีน Os7bglu26 

และ Os1bglu1 ใหผลการทดลองที่เหมือนกับในชดุทดสอบที่ยับยั้งยีน Os3bglu8 ในการยับยั้งการ

แสดงออกของยีนไดอยางสมบูรณเมื่อเปรียบเทียบกับชดุทดสอบควบคุม (รูปที่ 24 และ 25 ตามลําดับ) 
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แตสําหรับผลการทดลองในชุดทดสอบที่ยบัยั้งยีน Os3bglu7 ใหผลที่แตกตางออกไปซึ่งนาสนใจ คือ 

ตรวจพบเอ็มอารเอ็นเอของ Os3bglu7 ในแคลลัสทุกตัวอยางเมื่อเปรียบเทียบกับตวัอยางแคลลัสของชุด

ทดสอบ (รูปที่ 26)  ถึงแมจะพบวาในบางตัวอยางเกอืบจะยับยั้งการแสดงออกของยีนไดเกือบสมบูรณ 

(รูปที่ 26 เลนที่ 2) หรือยับยั้งการแสดงออกไดเพยีงครึง่หนึ่งเมื่อเปรยีบเทียบกับตัวอยางของชุดควบคุมก็

ตาม แตนั่นก็ถือวาไมสามารถยับยั้งการแสดงออกของยีน Os3bglu7 ไดอยางชุดทดสอบอื่นๆ 

 

       1    2   3    4   5    6   7 

 

                            
                                            

 

รูปท่ี 23 ผลิตภัณฑอารที-พีซีอารจากเอ็มอารเอ็นเอ ของยีนเบตากลูโคซิเดสในแคลลัสของชุดทดสอบที่

ยับยั้งยีน Os3bglu8 ไพรเมอรเฉพาะ 3’UTR ของแตละยีนถูกใชเพื่อสังเคราะหช้ินยนี Os3bglu8 

Os7bglu26 Os1bglu1 และ Os3bglu7 โดยใชเบตาแอคติน (β-actin) เปนตัวควบคุม เลนที่ 1 คือ 

100bp marker เลนที่ 2-6 คือ ตัวอยางแคลลัสของชุดทดสอบที่ยับยั้งยีน Os3bglu8 และเลนที่ 7 

คือ ตัวอยางแคลลัสของชุดทดสอบควบคุม 
 
 
 
 

β-actin 

500 bp 
Os3bglu8 

Os7bglu26 

Os1bglu1 

Os3bglu7 
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      1    2    3    4   5    6   7 

 

                                   
        

 

รูปท่ี 24 ผลิตภัณฑอารที-พีซีอารจากเอ็มอารเอ็นเอ ของยีนเบตากลูโคซิเดสในแคลลัสของชุดทดสอบที่

ยับยั้งยีน Os7bglu26 ไพรเมอรเฉพาะ 3’UTR ของแตละยนีถูกใชเพื่อสังเคราะหช้ินยีน 

Os7bglu26 Os3bglu8 Os1bglu1 และ Os3bglu7 โดยใชเบตาแอคติน (β-actin) เปนตัวควบคุม 

เลนที่ 1 คือ 100bp marker เลนที่ 2-6 คือ ตัวอยางแคลลัสของชุดทดสอบที่ยับยั้งยีน Os7bglu26 

และเลนที่ 7 คือ ตัวอยางแคลลัสของชุดทดสอบควบคุม 

 

 

 

 

 

 

 

        
 

β-actin 

500 bp 
Os7bglu26 

Os3bglu8 

Os1bglu1 

Os3bglu7 
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       1   2    3    4   5    6    7 

 

                               
                                            

 

รูปท่ี 25 ผลิตภัณฑอารที-พีซีอารจากเอ็มอารเอ็นเอ ของยีนเบตากลูโคซิเดสในแคลลัสของชุดทดสอบที่

ยับยั้งยีน Os1bglu1 ไพรเมอรเฉพาะ 3’UTR ของแตละยีนถูกใชเพื่อสังเคราะหช้ินยนี Os1bglu1 

Os7bglu26 Os3bglu7 และ Os3bglu8 โดยใชเบตาแอคติน (β-actin) เปนตัวควบคุม เลนที่ 1 คือ 

100bp marker เลนที่ 2-6 คือ ตัวอยางแคลลัสของชุดทดสอบที่ยับยั้งยีน Os1bglu1 และเลนที่ 7 

คือ ตัวอยางแคลลัสของชุดทดสอบควบคุม 

 

 

 

 

 

 

 

 
        
 

β-actin 

500 bp 

Os1bglu1 

Os3bglu8 

Os7bglu26 

Os3bglu7 
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       1    2   3    4   5    6    7 

 
      

 

รูปท่ี 26 ผลิตภัณฑอารที-พีซีอารจากเอ็มอารเอ็นเอ ของยีนเบตากลูโคซิเดสในแคลลัสของชุดทดสอบที่

ยับยั้งยีน Os3bglu7 ไพรเมอรเฉพาะ 3’UTR ถูกใชเพื่อสังเคราะหช้ินยีน Os3bglu7 โดยใชเบตา

แอคติน (β-actin) เปนตัวควบคุม เลนที่ 1 คือ 100bp marker เลนที่ 2-6 คือ ตัวอยางแคลลัสของ

ชุดทดสอบที่ยบัยั้งยีน Os3bglu7 และเลนที่ 7 คือ ตัวอยางแคลลัสของชุดทดสอบควบคุม 

 

 

จากงานวิจยัของ Opassiri และคณะในป 2006 ไดกลาวไววายีน Os3bglu7 เปนยีนที่มกีาร

แสดงออกสูงที่สุดในขาว ดังนั้นจงึอาจจะเปนไปไดที่อารเอ็นเอสายคูของ Os3bglu7 จาก 

pHELLSGATE8 ไมเพยีงพอในการยับยั้งการแสดงออกทั้งหมดที่มีปริมาณมาก หรืออาจจะเปนการยับยั้ง

การแสดงออกของยีนเองที่ไปกระตุนบางโมเลกุล เพื่อใหมีการแสดงออกของยีนนี้มากยิ่งขึ้นสําหรับการ

คงไวซ่ึงกิจกรรมทางชีวภาพของแคลลัสในการมีชีวิตอยู หรืออาจเปนไปไดที่อารเอ็นเอสายคูของ 

Os3bglu7 ไปยับยั้งอารเอน็เอไอ เนื่องจากมีลําดับอารเอ็นเอสายคูที่จําเพาะทีเ่ปนผูแขงขันกับโครงสราง

ของอารเอ็นเอไอ หรืออาจจะตองใชระยะเวลาในการยับยั้งยีนเปนเวลานานยิ่งขึ้นเพื่อใหสามารถยับยั้ง

ปริมาณยีนทีแ่สดงออกมามากไดทั้งหมด ซ่ึงเมื่อเปรียบเทียบการแสดงออกกับยนีอื่นๆ แลวพบวายีนนี้มี

β-actin 

500 bp 

Os3bglu7 
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การแสดงออกที่มากกวายีนอืน่มาก จึงเปนไปไดที่นาจะเพิ่มระยะเวลาเพื่อใหสามารถยับยั้งการแสดงออก

ของยีนนี้ใหไดทั้งหมด ซ่ึงถาหากเกดิการยับยั้งยีน Os3bglu7 ไดอยางสมบูรณและแคลลัสสามารถงอก

เปนตนขาวได ดังนั้นการยับยั้งนี้จึงนาจะสงผลในบางวิถีชีวภาพ (biological pathway) ที่เกีย่วของกบัการ

งอกเปนตนขาว แตเนื่องจากในชดุทดสอบนี้ไมมีการพัฒนาจากแคลลัสไปเปนตนขาว จึงไมสามารถ

เปรียบเทียบผลกระทบที่เกิดกับลักษณะทีป่รากฎของตนขาวไดนั่นเอง 

 

2.5 การตรวจสอบเอสไออารเอ็นเอโดยใชเทคนคิ northern blot analysis 

การตรวจสอบเอสไออารเอ็นเอสามารถทําไดโดยใชเทคนคิ northern blot analysis ซ่ึงระดับการ

สะสมของเอสไออารเอ็นเอในแคลลัสของแตละชุดทดสอบแสดงดังรูปที่ 27  ซ่ึงการเก็บสะสมเอสไอ-  

อารเอ็นเอในปริมาณที่สูงพบในแคลลัสของชุดทดสอบที่ยับยั้งยีน Os3bglu8 ตามมาดวยแคลลัสของชุด

ทดสอบที่ยับยัง้ยีน Os7bglu26 Os1bglu1 Os3bglu7 ตามลําดับ  ซ่ึงจากผลการทดลองจะเห็นวาปริมาณ

เอสไออารเอ็นเอที่ต่ําในชุดทดสอบที่ยับยั้งยีน Os3bglu7 นั้น ไมเพียงพอในการยับยั้งการแสดงออกที่มาก

ของยีนนี้ในแคลลัส ซ่ึงการมีปริมาณเอสไออารเอ็นเอมากจะเพิ่มโอกาสในการเขาจบักับ RISC complex 

สําหรับคนหาและเขาทําลายเอ็มอารเอ็นเอเปาหมาย อยางไรก็ตามการแสดงออกของเอ็มอารเอ็นเอของยีน 

Os3bglu8  Os7bglu26 และ Os1bglu1 มีระดับการแสดงออกต่ําในสภาวะปกติ ดังนัน้เอสไออารเอ็นเอที่

สรางไดจึงเพยีงพอในการยับยั้งยีน และนัน่ทําใหตรวจไมพบเอ็มอารเอน็เอในตวัอยางแคลลัสจากทั้ง 3 

ชุดทดสอบนัน่เอง 

ความหลากหลายของระดับเอสไออารเอ็นเอนั้น นาจะขึ้นอยูกับหลายๆ เหตุผล ขอแรก คือ 

ตําแหนงของที-ดีเอ็นเอทีเ่ขาไปแบบสุมในจีโนมซึ่งจะสงผลตอการแสดงออกของยนี ขอที่ 2 คือ จํานวน

ซํ้า (copy number) ของทรานสยีน (transgene) อาจจะเปนปจจยัที่มีสวนในระดับของการแสดงออกของ

ยีน อยางไรก็ตามกิจกรรมของทรานสยีนอาจจะไมเกีย่วของโดยตรงตอจํานวนซ้ําเนื่องจากกิจกรรมของ 
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ทรานสยีนเปนการกดการแสดงออกรวม (co-suppression) ขอที่ 3 อาจเกดิกระบวนการเติมเมธิล 

(methylation) ของทรานสยีนโดยเฉพาะที่ตําแหนงโปรโมเตอร หรือตําแหนงใกลเคียงถาทรานสยีนนั้น

ถูกพิจารณาวาเปนสิ่งแปลกปลอม ซ่ึงเปนเรื่องปกติของเซลลเจาบานที่จะมกีลไกในการปองกนัตัวเอง

โดยการเติมเมธิลและทําใหทรานสยีนนั้นไมถูกกระตุนได และเนื่องจากอารเอ็นเอไอกระตุนลําดับสาร

พันธุกรรมที่จาํเพาะในการทาํลายเอ็มอารเอ็นเอ ดังนั้นจึงเปนไปไดที่ลําดับสารพันธุกรรมของเอสไอ- 

อารเอ็นเอของ Os3bglu7 มีปญหาในการเขาจับกับ RISC complex ซ่ึงทําใหเกิด naked siRNA duplex ใน

เซลลและถูกทําลายในที่สุด 

ผลกระทบของการแสดงออกของเอ็มอารเอ็นเอ และการสะสมเอสไออารเอ็นเอในแคลลัสของ

ชุดทดสอบที่ยบัยั้งยีน Os3bglu7 อาจจะเกี่ยวของกับโครงสรางทุติยภมูิ (secondary structure) ของยีน 

Os3bglu7 เองที่มีผลตอการจับของโปรตีนไดเซอร (dicer binding protein) และโปรตีนที่จับกบั           

เอ็มอารเอ็นเอ (mRNA-binding protein) อาจจะเปนตัวกําหนดการเขากันไดของอารเอ็นเอสายคูกับ     

เอสไออารเอ็นเอก็ได  

 

2.6 การตรวจสอบตนขาวท่ีไดรับการโอนพลาสมิดดวยเทคนิคพีซีอาร 

การตรวจสอบตนขาวที่ถูกถายโอนยีนเปาหมายของชุดทดสอบ Os12bglu38 และตนขาวจากชดุ

ทดสอบควบคุมที่ถูกถายโอนเพียงเวคเตอร pHELLSGATE8 อยางเดยีวเทานั้นดวยเทคนิคพีซีอาร โดยใช

ไพรเมอรสําหรับยีน nptII ซ่ึงแสดงผลการทดลองดังรูปที่ 28 และ 29 ตามลําดับ พบแถบดีเอ็นเอเปาหมาย

ที่มีขนาด 730 คูเบส ในทุกตวัอยางตนขาวทั้งที่มาจากชุดทดสอบควบคุม และชุดสดสอบ Os12bglu38 

ในการทดลองนี้ยังไดนําแคลลัสที่ไมมียีนทีถู่กถายโอน (non transformed calli) มาทําการทดลอง

เปรียบเทียบดวย และนาประหลาดใจที่พบแถบดีเอ็นเอบนเจลอะกาโรสเชนกัน แตมีขนาดที่ใหญกวา 
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อยางไรก็ตามก็ไมพบแถบดเีอ็นเอเปาหมาย (730 คูเบส) แสดงดังรูปที ่ 29  ดังนั้นจึงทําใหแนใจไดวาตน

ขาวที่ไดทั้งหมดนั้นเปนตนขาวที่ถูกถายโอนพลาสมิดอยางแนนอน 

 

 

                               

  

รูปท่ี 27 Northern blot analysis ของเอสไออารเอ็นเอโดยใชตวัตดิตามเปน 3’UTR ของยีน Os3bglu8 (1) 

Os7bglu26 (2) Os1bglu1 (3) และ Os12bglu38 (4) โดยตัวอยางอารเอน็เอรวม (total RNA) ถูก

โหลดในเจลโพลีอะคริลาไมด 15 เปอรเซนต (A) และการตรวจสอบเอสไออารเอ็นเอบน       

เมมเบรน (B) เลนที่ 1 คือ ตัวอยางแคลลัสจากชุดทดสอบควบคุม เลนที่ 2-5 คือ ตัวอยางแคลลัส

จากชุดทดสอบที่ยับยั้งยีนแตละยีน  

 

 

(1) (2)

(3) (4)

Os3bglu7 Os1bglu1 

Os7bglu36 Os3bglu8 
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ตารางที่ 7 ประสิทธิภาพการงอกของแคลลัสที่ตานทานตอยาปฏิชีวนะพาราโมไมซิน 

Construct  Replication  No. of callus No. of resistant 
callus 

Transformation efficiency 
(%)* 

Control 
 
 
 
 
 

 
Average 

1 
2 
3 
4 
5 
6 
7 
 

150 
150 
150 
150 
150 
150 
150 
150 

8 
7 
12 
9 
4 
11 
7 

8.29 

5.33 
4.67 
8.00 
6.00 
2.67 
7.33 
4.67 

6 ± 2a 

Os3bglu7 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

Average 

1 
2 
3 
4 
5 
6 
7 
8 
9 
10 

150 
150 
165 
180 
180 
195 
225 
225 
225 
225 
192 

0 
0 
0 
0 
0 
0 
0 
0 
0 
0 
0 

0 
0 
0 
0 
0 
0 
0 
0 
0 
0 
0 

Os3bglu8 
 
 
 
 
 
 
 

 
Average 

1 
2 
3 
4 
5 
6 
7 
8 
9 

165 
165 
165 
180 
180 
180 
195 
195 
195 
180 

0 
0 
0 
0 
0 
0 
0 
0 
0 
0 

0 
0 
0 
0 
0 
0 
0 
0 
0 
0 
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ตารางที่ 7 (ตอ) 

Construct  Replication No. of callus No. of resistant 
callus 

Transformation efficiency 
(%)* 

Os12bglu38 
 
 
 
 

 
Average 

1 
2 
3 
4 
5 
6 

150 
150 
165 
195 
195 
225 
180 

5 
3 
6 
8 
2 
10 

5.67 

3.33 
2.00 
3.64 
4.10 
1.03 
4.44 

3 ± 1b 

Os7bglu26 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

Average 

1 
2 
3 
4 
5 
6 
7 
8 
9 
10 

165 
180 
180 
180 
180 
195 
225 
225 
225 
225 
198 

0 
0 
0 
0 
0 
0 
0 
0 
0 
0 
0 

0 
0 
0 
0 
0 
0 
0 
0 
0 
0 
0 

Os1bglu1 
 
 
 
 
 
 
 

 
Average 

1 
2 
3 
4 
5 
6 
7 
8 
9 

150 
150 
150 
150 
180 
180 
195 
225 
225 
178 

0 
0 
0 
0 
0 
0 
0 
0 
0 
0 

0 
0 
0 
0 
0 
0 
0 
0 
0 
0 

* Regeneration efficiency = No. of resistant callus X 100 
   No. of plantlet 
Within a column, values with the different superscripts (a, b) are significantly different (P ≤ 0.05) 
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             1      2    3     4     5     6     7     8     9 

 

รูปท่ี 28 ผลิตภัณฑพีซีอารของยีน nptII  จากตัวอยางตนขาวของชุดทดสอบที่ยับยั้งยีน Os12bglu38  บน

เจลอะกาโรส เลนที่ 1 คือ 100bp marker เลนที่ 2-9 คือ ผลิตภัณฑพซีีอารของตัวอยางตนขาว    

แตละตวัอยางที่แตกตางกันของชุดทดสอบที่ยับยั้งยีน Os12bglu38 

 
                         1      2      3     4      5      6      7     8      9 

 

รูปท่ี 29 ผลิตภัณฑพีซีอารของยีน nptII จากตัวอยางตนขาวของชุดทดสอบควบคุมบนเจลอะกาโรส เลน

ที่ 1 คือ 100bp marker เลนที่ 2 คือ แคลลัสที่ไมมีพลาสมิดที่ถูกถายโอน (nontransgenic calli) 

เลนที่ 3-9 คือ ผลิตภัณฑพีซีอารของตัวอยางตนขาวแตละตัวอยางทีแ่ตกตางกันของชุดทดสอบ

ควบคุม 

 

500 bp 
730 bp 

500 bp 

730 bp 
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บทที่ 4  

บทสรุป 

 

สรุปผลการวิจัย 

เบตากลูโคซิเดสเปนโปรตีนกลุมหนึ่งมีความเกีย่วของกบัการเจริญเตบิโตของขาว และมีการ

ตอบสนองตอสภาวะเครียดของขาว ซ่ึงจากงานวจิัยของ Opassiri และคณะ ในป 2006 พบวามีทั้งสิ้น 40 

ยีน และมีเพยีง 34 ยีนเทานัน้ที่มีหนาที่อยางแทจริง โดยเมื่อเปรียบเทียบตัวอยางที่ทําการศึกษากับขอมูลที่

มีอยูแลวพบวา ใน 45 K array ขาว พบ 26 กลุมโอลิโกนิวคลีโอไทดที่มีความจําเพาะตอไกลโคซิล

ไฮโดรเลสกลุมที่ 1 และพบวามี 11 กลุมที่ตรงกับขอมูลของ Opassiri และคณะ ซ่ึงจากผลการศึกษาการ

แสดงออกของยีนกลุมไกลโคซิลไฮโดรเลสกลุมที่ 1 โดยอะเรยขาวขนาด 45K กลุมยีนที่มีการแสดงออก

ลดลงตั้งแต 2 เทาขึ้นไปมีเพียง 5 กลุมโอลิโกนิวคลีโอไทด (Os5bglu19, Os9bglu31, Os9bglu30, 

Os11bglu36 และ Os1bglu5) และมีเพียง 3 กลุมโอลิโกนิวคลีโอไทด (Os4bglu18, Os3bglu6 และ 

Os7bglu26) ที่มีการแสดงออกแบบเพิ่มขึน้ตั้งแต 2 เทาขึ้นไป เมื่อปลูกขาวในสภาวะเครียด 

การมีอยูของยนีเบตากลูโคซิเดสหลายยนีในขาวนัน้ ก็อาจจะเนื่องจากมีการทําหนาที่อ่ืนๆ ในขาว

ดวย ซ่ึงยังไมทราบถึงหนาที่เหลานั้น ซ่ึงพบวายีน Os3bglu7 มีการแสดงออกที่สูงที่สุดในขาวเมื่อ

เปรียบเทียบกบัยีนอื่นๆ ซ่ึงผลจากแผนผังรูปตนไม (phylogenetic tree) แสดงใหเหน็วายีน Os3bglu7 มี

ความสัมพันธใกลชิดกนักับยีนอื่นอีก 4 ยนีในกลุมยีนเบตากลูโคซิเดส ซ่ึงก็คือยีน Os1bglu1 Os3bglu8 

Os7bglu26 และ Os12bglu38 ดังนั้นในงานวจิัยนี้จึงไดทําการศึกษายีนเบตากลูโคซิเดส 5 ยีน คือ 

Os1bglu1 Os3bglu7 Os3bglu8 Os7bglu26 และ Os12bglu38 เกี่ยวกับหนาที่ของยนีโดยการใชเทคนิค 

อารเอ็นเอไอ การสรางชุดทดสอบ 5 ชุดทดสอบ โดยใชสวนที่เปน 3’UTR ของแตละยีนในการยับยั้งการ
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แสดงออกของยีนแตละยนี และใชสวนทีพ่บในทุกยีนเบตากลูโคซิเดส (conserved region) จากยนี 

Os3bglu7 เปนแบบในการใชเพื่อยับยั้งยีนทั้ง 5 โดยใชเวคเตอร pHELLSGATE8 ที่ถูกสรางขึ้นดวย 

Gateaway cloning technology  ดวยเอน็ไซมแอลอารโคลเนส และถายโอนพลาสมิดเขาสูตนขาวดวย

แบคทีเรีย Agrobacteruim สายพันธุ EHA105 

สายพันธุขาวที่ใชในงานวจิยันี้คือ ขาวขาวดอกมะลิ KDML105 และขาวโคชิฮิคาริ ที่ชักนําให

สรางแคลลัสในอาหารเพาะเลี้ยง N6D โดยพบวาในการเพาะเลี้ยงนั้น แสงไมไดเปนปจจัยที่สําคัญในการ

ชักนําใหเกดิแคลลัส แตกลับเปนอาหารเพาะเลี้ยงมากกวาที่สงผลตอการเจริญเติบโตของแคลลัสทุติยภมู ิ

ปริมาณแคลลัสทุติยภูมิสูงสุดของขาวทั้ง 2 สายพันธุ สามารถเพาะเลี้ยงไดที่อุณหภมูิ 28 องศาเซลเซียส 

บนอาหารเพาะเลี้ยง N6D  แตเมื่อเปรียบเทียบลักษณะของแคลลัสจากขาวทั้ง 2 สายพันธุ พบวาแคลลัส

ของขาวโคชิฮิคาริจะมีผิวหนาที่เรียบกวา ขนาดแคลลัสใหญกวา และเจริญเติบโตไดเร็วกวาแคลลัสของ

ขาวขาวดอกมะลิ KDML105 ซ่ึงลักษณะแคลลัสดังกลาวของขาวโคชิฮิคาริจะชวยลดการปนเปอนจาก

แบคทีเรีย Agrobacteruim อีกดวย 

สําหรับการยับยั้งการแสดงออกของยีนเบตากลูโคซิเดสแตละยีนไมมีความแตกตางกนั เมื่อ

เปรียบเทียบกบัชุดทดสอบควบคุม โดยชุดทดสอบควบคุมมีประสิทธิภาพในการถายโอนพลาสมิดสูง

ที่สุด (19 เปอรเซ็นต) เมื่อเปรียบเทียบกบัชุดทดสอบอื่นๆ โดยการตรวจสอบแทรกของที-ดีเอ็นเอเขาไป

ในจีโนมขาวสามารถทําไดโดยใชเทคนิคพซีีอารที่ใชไพรเมอร nptII ซ่ึงจากการทดสอบนี้แสดงใหเห็นวา

แคลลัสที่ตานทานตอยาปฏชีิวนะพาโรโมไมซินที่ได เปนแคลลัสที่ไดรับการถายโอนพลาสมิดจริง 

สําหรับเทคนิคอารที-พีซีอาร ใชเปนตัวบงชี้ถึงการยับยัง้การแสดงออกของเอ็มอารเอ็นเอของยีน โดยจาก

ผลการทดลองพบวาสามารถยับยั้งการแสดงออกของยีน Os1bglu1 Os3bglu8 และ Os7bglu26 ไดอยาง

สมบูรณ แตสําหรับยีน Os3bglu7 แสดงระดับเอ็มอารเอ็นเอที่แตกตางกันที่ถูกยบัยั้งการแสดงออก 

อยางไรก็ตามก็ถือวาไมสามารถยับยั้งการแสดงออกของยีน Os3bglu7 ไดอยางสมบรูณ ทั้งนี้การทดสอบ
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การแสดงออกของยีน Os12bglu38 ไมไดถูกทดสอบเนื่องจากวายีนนีไ้มมีการแสดงออกในแคลลัส

นั่นเอง นอกจากนี้การตรวจสอบเอสไออารเอ็นเอเปนการตรวจสอบถึงกลไกของอารเอ็นเอไอที่เกดิขึ้นใน

เซลล โดยจากงานวจิัยนี้ช้ีใหเห็นวาเอสไออารเอ็นเอถูกตรวจพบในแคลลัสที่ไดรับการถายโอนพลาสมิด 

ซ่ึงพบวาปริมาณเอสไออารเอ็นเอสูงสุดที่ตรวจพบคือ ตัวอยางจากชุดทดสอบที่ยบัยั้งการแสดงออกของ

ยีน Os3bglu8 ตามมาดวยตัวอยางจากชดุทดสอบที่ยับยั้งการแสดงออกของยีน Os1bglu1 และ Os7bglu26 

ตามลําดับ และปริมาณของเอสไออารเอ็นเอที่ตรวจพบต่ําที่สุดคือ ตัวอยางจากชดุทดสอบที่ยับยั้งการ

แสดงออกของยีน Os3bglu7 จึงเปนเหตผุลที่ทําใหยีน Os3bglu7 ไมถูกยับยั้งการแสดงออกไดอยาง

สมบูรณ และประกอบกับยนีนี้มีการแสดงออกของยีนที่สูงมากในขาวนั่นเอง สําหรับการพัฒนาไปเปน

ตนขาวของแคลลัส มีเพียงแคลลัสจากตัวอยางชุดทดสอบควบคุม และชุดทดสอบทีย่ับยั้งการแสดงออก

ของยีน Os12bglu38 เทานั้นที่สามารถพัฒนาไปเปนตนขาวได และพบวาประสิทธิภาพในการงอกเปน

ตนขาว คือ 5 เปอรเซ็นต และ 3 เปอรเซ็นต ตามลําดับ ซ่ึงตรวจสอบพบยีน nptII จากตัวอยางตนขาว    

ทุกตัวอยางของชุดทดสอบทั้ง 2 ชุด โดยยีนนีจ้ะเปนตัวบงชี้วาตนขาวที่ตรวจสอบนัน้ไดรับการถายโอน 

พลาสมิดเขาไปในจีโนมขาวจริง จึงทําใหมั่นใจไดวาตนขาวที่นํามาทดสอบนี้เปนตนขาวที่ไดรับการถาย

โอนพลาสมิดแลวนั่นเอง แตอยางไรก็ตามตนขาวจากชดุทดสอบที่ยับยั้งยีน Os12bglu38 ไมไดแสดงถึง

ความแตกตางของลักษณะตนขาวที่ปรากฎเมื่อเปรียบเทยีบกับตนขาวจากชุดทดสอบควบคุมเลย กลาวคือ

ลักษณะของตนขาวจากทั้ง 2 ชุดทดสอบมีความเหมือนกัน ไมแตกตางกันเลย  แตแคลลัสที่ถูกถายยีน

ยับยั้งการแสดงออกของยีนอืน่อีก 4 ยีนไมสามารถงอกเปนตนได ซ่ึงอาจเนื่องมาจากยนีทั้ง 4 มี

ความสําคัญตอการพัฒนาเปนตนออน/ขาว 

กลไกตางๆของยีนเบตากลูโคซิเดสในขาวยังคงไมทราบแนชัด แตสําหรับงานวิจยันีแ้สดงใหเห็น

วาหลังจากที่ยนีเบตากลูโคซิเดสถูกยับยั้งการแสดงออกจะสงผลกระทบตอแคลลัสขาว และการปนเปอน



64 
 

ของแบคทีเรีย Agrobacterium และการที่ไมสามารถพัฒนาไปเปนตนขาวไดนั้น แสดงใหเหน็วายีน       

เบตากลูโคสิเดส ทั้ง 4 ยีน มคีวามสําคํญตอการเจริญจากแคลลัสเปนตน   


