
บทที่ 1 

บทนํา 

ความสําคัญและที่มาของปญหาการวิจัย 

 ขาวเปนอาหารหลักและเปนพืชเศรษฐกจิทีสํ่าคัญของโลก ประเทศไทยมีการผลิตขาวเพื่อการ

บริโภคภายในประเทศและสามารถผลิตเปนการสงออกมากเปนอันดบัที ่ 6 ของโลกรองจากประเทศจนี 

อินเดีย อินโดนีเซีย บังคลาเทศ และเวียดนาม ถึงแมวาอัตราการผลิตขาวในประเทศไทยจะอยูในอันดับ

ตนๆ ของโลกก็ตาม แตกย็ังไมเพยีงพอที่จะตอบสนองตอความตองการของประชากรโลกที่เพิ่มขึ้นได 

เนื่องจากสภาวะแวดลอมในการเพาะปลูกที่ไมเหมาะสมและการเกิดภยัธรรมชาติซ่ึงหลีกเลี่ยงไมได เชน 

โรคพืช แมลงศัตรูพืช ดินเคม็ น้ําทวม และความแหงแลง เปนตน ดงันั้นจึงมีความจําเปนในการศึกษา

ถึงปยจัยที่มีผลกับการเจริญเติบโตของขาว และการตอบสนองของขาวภายใตสภาวะแวดลอมที่ไม

เหมาะสม เพื่อเปนองคความรูในการนําไปใชประโยชนในการเพิ่มผลผลิตของขาวใหเพียงพอตอการ

บริโภค และรองรับการขยายตัวของประชากรโลกตอไป 

 ในการวิจัยทางดานพืชใบเลี้ยงเดีย่ว ขาวเปนแบบจําลองที่ดีที่สุดที่ใชในการศึกษา เนื่องจากขาวมี

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

ชนิดอื่นๆ เชน ขาวสาลี หรือ ขาวบาเลย ซ่ึงมีขนาดของสารพันธุกรรมที่ใหญกวามาก ที่ผานมามีการ

วิเคราะหกลุมยีน และศกึษาถึงลําดับสารพันธุกรรมของยีนตางๆ ในขาว โดยความรวมมือของ 8 ประเทศ 

คือ ประเทศญี่ปุน (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) ประเทศไตหวนั (Academia 

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

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

(Genoscope, ศึกษาโครโมโซมที่ 12) ขอมูลของลําดับสารพันธุกรรมของยีนทั้งหมดที่ไดจากการศกึษาใน

ขาว ณ ปจจุบนัเกือบจะเสรจ็สมบูรณแลว และบรรจุไวในฐานขอมูลของขาว หลังจากทราบถึงลําดับสาร

พันธุกรรมของยีนตางๆ ในขาวแลวขั้นตอนตอไป คือ ตองศึกษาถึงหนาที่ของยีนเหลานั้นในขาววายีน

นั้นๆ ทําหนาที่อะไรและอยางไร และมีความเกี่ยวของกบัการทํางานระหวางยนีอื่นๆ หรือไม ถึงแมวาจะ

มีการศึกษาถึงหนาที่ของยนีตางๆ ในขาวไปบางแลวก็ตาม แตยังมยีีนอกีจํานวนมากที่ยังไมไดมีการศึกษา 

ดังนั้นถาหากมีการวิจยัรวมมือกันในการบงชี้ถึงบทบาทหนาที่ของยนีทั้งหมดในขาวแลว จะเปน

ประโยชนอยางยิ่งในการปรับปรุงพันธุขาวตอไปในอนาคต  

ในอดีตที่ผานมาจนถึงปจจบุันไดมีการศกึษาโปรตีนกลุมหนึ่งที่เกีย่วของกับการเจริญเติบโตของ

ขาว และชวยใหขาวตานทานตอสภาวะแวดลอมที่ไมเหมาะสมได โปรตีนกลุมนี้คือเบตากลูโคซิเดส    

(β-glucosidase) ซ่ึงชวยในการทํางานของผนังเซลลและกระตุนใหเกดิการทํางานของระบบฮอรโมนใน

พืช ทําใหเกดิการเปลี่ยนแปลงที่เปนประโยชนตอการเจริญเติบโตของขาว นอกจากนี้ยังชวยผลักดันให

เกิดกระบวนการตางๆ ภายในเซลล ซ่ึงสงผลใหขาวสามารถเจริญเติบโตตอไปไดในสภาวะเครียด และ

ปญหาการเขาทําลายของโรคพืชและแมลงศัตรูพืช จากการศึกษาในขาวพบวาเบตากลูโคซิเดสเปนกลุม

ของโปรตีนขนาดใหญซ่ึงมีจํานวนทั้งสิ้น 40 ยีน โดย 2 ยีนคาดวาจะเปนยีนของ endophyte อีก 2 ยนีเปน

ยีน pseudogene และอีก 2 ยีนเปนยีน fragment และที่เหลืออีก 34 ยีนนาจะเปนยนีกลุมกลูโคซิเดสของ

ขาวท่ีมีหนาท่ีจริง ดังนั้นจึงเปนสิ่งท่ีนาสนใจวาทําไมขาวตองมีจํานวนยีนท่ีมากมายเชนนี้ อาจเปนไปได

วาขาวไดมีการปรับเปลี่ยนพันธุกรรมของตัวเอง เพื่อใหสามารถมีชีวิตอยูรอดไดภายใตสภาวะแวดลอมที่
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ไมเหมาะสม โดยการเพิม่ยีนบางยีนดวยการเปลี่ยนแปลงรหัสพันธุกรรมเพียงเล็กนอย หรือเกิดการ

เปลี่ยนแปลงของโครโมโซมบางสวนเพื่อทาํใหขาวสามารถเจริญ เติบโตไดและมชีีวิตรอดตอไป แต

บทบาทหนาทีท่ี่แทจริงของแตละยีนทั้ง 34 ยีนยังไมไดมีผลการวิจัยทีแ่นชัด ดังนั้นถาหากมีการศึกษาและ

ทราบหนาที่ของยีน/โปรตีนเบตากลูโคซิเดสแลว จะเปนประโยชนอยางยิ่งในการปรับปรุงและพัฒนา

สายพันธุขาวใหมีผลผลิตและคุณภาพที่ดีขึน้ในอนาคตอกีดวย 

 ปจจุบันการศึกษาหนาที่ของยีนตางๆ มีบทบาทและความสําคัญมากขึ้น และเทคนิคที่ใชกันอยาง

แพรหลายและมีประสิทธิภาพสูงในขณะนีค้ือ อารเอ็นเอไอ (RNAi) หรือเทคนิคที่ใชในการยับยั้งการ

แสดงออกของยีนที่ตองการศกึษาในระดับอารเอ็นเอไปจนถึงโปรตีน ในธรรมชาติของสิ่งมีชีวิตหลาย

ชนิดจะมีกระบวนการอารเอ็นเอไอเพื่อตอตาน และทาํลายไวรัสที่เปนอารเอ็นเอสายคู (double stand 

RNA) ทําใหไวรัสไมสามารถขยายจํานวนจนกอใหเกิดความเสยีหายตอส่ิงมีชีวิตได เทคนิคอารเอ็นเอไอ

เปนวิธีที่รวดเร็วและงายตอการศึกษาหนาที่ของยีน และสามารถศึกษาไดในหองปฏิบัติการ ดังนั้นการ

วิจัยนี้จึงมุงศกึษาบทบาทหนาที่ของโปรตีนเบตากลูโคซิเดส โดยการทําใหยนีเบตากลูโคซิเดสไมมีการ

แสดงออกในตนขาวอีกตอไป จากจํานวนเบตากลูโคซิเดสทั้งหมด 34 ยีนไดเร่ิมตนศกึษาเพยีง 5 ยนีโดย

คัดเลือกมาจากฐานขอมูลขาว เร่ิมตนจากยีนที่มีรายงานวามีการแสดงออกสูงที่สุดในขาว คือ ยีน 

Os3bglu7 (AK100165) และเมื่อจดักลุมความสมัพันธของทั้ง 34 ยีนผานทางแผนผังรูปตนไม 

(phylogenetic tree) จึงไดคัดเลือกยีนอกี 4 ยีนที่มีความสัมพันธใกลชิดกันกับยีน Os3bglu7 มาใชใน

การศึกษารวมกัน ขาวที่นํามาทดลองจะไดรับการสงถายเวคเตอรที่ทําหนาที่ยบัยั้งการแสดงออกของ

เบตากลูโคซิเดสโดยใชแบคทีเรีย Agrobacterium ผานทางเทคนิคการเพาะเลี้ยงเนือ้เยื่อพืช ตนขาวที่ไดรับ

การถายยีน จะนํามาตรวจสอบผลของการยับยัง้การแสดงออกของยีนเบตากลูโคซิเดสในระดับชีว-

โมเลกุล หลังจากนั้นจึงเปรยีบเทียบกับตนขาวปกตเิพื่อทดสอบวาเมื่อขาวไมมียนีเบตากลูโคซิเดสแลวจะ

เกิดการเปลีย่นแปลงอยางไรในทางสัญฐานวิทยาระดับเซลล และสงผลอยางไรตอการเจริญเติบโตของ
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ขาวเมื่อเปรียบเทียบกับตนขาวปกติ จากผลการศึกษาที่ไดนี้จะนํามารวบรวมและวิเคราะหเพื่อหาบทบาท

หนาที่ของยนีเบตากลูโคซิเดสทั้ง 5 ยีนในขาว และจะขยายผลในการศึกษาหนาที่ของยีนเบตากลูโคซิเดส

ที่เหลืออีก 29 ยนีตอไปในอนาคต เพื่อนําไปใชประโยชนในการปรับปรุงพันธุขาวใหสามารถ

เจริญเติบโตไดดี ใหผลผลิตสูง มีคุณภาพ และยังทนทานตอสภาวะแวดลอมไดดีขึ้น 

 

วัตถุประสงคของการวิจัย 

 ในเบื้องตนโครงการนี้จะทําการศึกษา และคนหายนีไกลโคซิลไฮโดรเลสกลุมที่ 1 (Glycosyl 

Hydrolase family I; GHI) ในขาว โดยนาํไปเปรียบเทยีบกับฐานขอมลูลําดับเบสทั้งหมดของจีโนมขาวที่
ไดทําการศึกษาไวแลว อยางไรก็ตามในป 2006 รจนา โอภาสศิริ และคณะ ไดทําการศึกษาและนําเสนอ

การศึกษายีน GH1 ทั้งหมดในขาว ดังนั้นการทดลองหลักในงานวิจยันี้จึงเนนไปทีก่ารศึกษาถึงหนาที่ของ

ยีนที่สําคัญ และที่มีการแสดงออกสูงของยีนในกลุมนี้แทน รายงานการวิจัยนี้จึงมวีัตถุประสงคเพื่อ 

1. คนหาขอมูลของยีนไกลโคซลิไฮโดรเลสกลุมที่ 1 จากอะเรย 45 K ของฐานขอมูลจีโนมขาว

จากมหาวิทยาลัย UC Davis และจากฐานขอมูล NCBI เปรียบเทยีบกัน และทําการศึกษาการแสดงออก

ของยีนในกลุมนี้ 

2. ศึกษาหนาที่ของยีนเบตากลูโคซิเดสในขาวโดยใชเทคนคิอารเอ็นเอไอ เนื่องจากเปนวิธีที่

รวดเร็ว และสามารถยับยั้งการแสดงออกของยีนไดอยางมีประสิทธิภาพในสิ่งมีชีวติหลายชนิด รวมทั้ง

สามารถยับยั้งการแสดงออกของยีนในขาวได โดยจะเริ่มตนศึกษา 5 ยีนเปนขอมูลเบือ้งตนเพื่อระบใุหได

วาแตละยีนมบีทบาทหนาทีอ่ยางไร และมีความ สําคัญอยางไรตอการเจริญเติบโตของขาวภายใตสภาวะ

แวดลอมปกตแิละสภาวะเครียด 

3. เพื่อศึกษาประสิทธิภาพของเวคเตอร pHELLSGATE8 ที่สามารถเหนี่ยวนาํใหเกิดกระบวน- 

การอารเอ็นเอไอในขาวได เวคเตอรนี้ไดรับการพัฒนาใหใชในระบบ Gateway cloning system ทําให
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รวดเร็วในการสรางเวคเตอรที่มีช้ินยีนที่ตองการยับยั้งแทรกอยูสองตําแหนงในทิศทางตรงกันขาม เพื่อ

เหนีย่วนําใหเกิดอารเอ็นเอสายคู และกระตุนใหเกิดกระบวนการอารเอ็นเอไอในระดับเซลลตอไป 

4. พัฒนาเทคนิคในการถายยีนเขาสูพืชโดยใชแบคทีเรีย Agrobacterium ถึงแมวาการถายยีนวิธี

นี้เคยมีการศกึษากันอยางแพรหลาย แตความแตกตางของสายพันธุขาวทําใหประสิทธิภาพการถายยีน

ประสบความสําเร็จแตกตางกันไป สายพันธุขาวที่งายตอการถายยีน เชน นิปปอนบาเร (Nipponbare) ไม

สามารถที่จะเจริญเติบโตไดดีในประเทศไทย ดังนั้นจึงจําเปนที่จะตองพัฒนาเทคนคิการถายยีนเขาสูขาว

สายพันธุอ่ืนทีส่ามารถเจริญเติบโตไดดีในประเทศไทย รวมไปถึงหาสภาวะที่เหมาะสมในทกุขั้นตอน

ของการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพชืดวย 

5. ศึกษาระดับการแสดงออกของยีนเบตากลูโคซิเดสทั้ง 5 ยีนในสภาวะแวดลอมปกติที่ระยะ

การเจริญเติบโตที่แตกตางกนั เพื่อใชเปนขอมูลเบื้องตนในการวิเคราะหวายีนเหลานีม้ีการแสดงออกมาก

นอยอยางไรในแตละระยะการเจริญเติบโต และนําผลที่ไดไปเปนมาตรฐานสําหรับการตรวจสอบการ

แสดงออกของยีนเหลานี้ในตนขาวที่ผานการถายยีนเพื่อยบัยั้งการแสดงออกของยีนทัง้ 5 ยีน 

 

ขอบเขตการวจัิย 

 โครงการนี้มีเปาหมายเพื่อศึกษาฐานขอมลูรหัสพันธุกรรมของขาว เพื่อหายนีในกลุมไกลโคซิล

ไฮโดรเลสกลุมที่ 1 ทั้งหมด และศึกษาหนาที่ของยีนเบตากลูโคซิเดสในขาว 5 ยีนโดยใชเทคนิคอารเอ็น- 

เอไอโดย 

1. ศึกษาและคนหายีนในกลุมไกลโคซิลไฮโดรเลสกลุมที่ 1 จากขาวนิปปอนบาเร และ

เปรียบเทียบกบัฐานขอมูลที่ไดมีผูทําการศกึษาไวแลว 

2. ยับยั้งการแสดงออกของยีนทั้ง 5 ยีนโดยใชเพียงแค 1 เวคเตอร และประเมินประสทิธิภาพ

ของการยับยั้งการแสดงออกของทั้ง 5 ยีนในตนขาว 
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3. ยับยั้งการแสดงออกของยีนแตละยีนโดยออกแบบเวคเตอร 5 อันสําหรับการยับยั้งแตละยีน 

และประเมนิประสิทธิภาพของการยับยั้งการแสดงออกของยีนทั้ง 5 ยีน 

4. ใชเทคนิคอารเอ็นเอไอในการศึกษาเวคเตอร สําหรับชักนําใหเกิดกระบวนการอารเอ็นเอไอ

ในขาว ซ่ึงถูกสรางขึ้นโดยใชระบบ Gateway Cloning Technology 

5. ตรวจสอบตนขาวที่ไดรับการถายยีนโดยเทคนิคพีซีอาร (polymerase chain reaction; PCR) 

และตรวจสอบระดับการแสดงออกของเอ็มอารเอ็นเอ (messenger RNA; mRNA) ของแตละยีนดวย

เทคนิคอารที-พีซีอาร (reverse transcription-polymerase chain reaction; RT-PCR)  

6. ลักษณะทางสัณฐานวทิยาเบือ้งตนของตนขาวที่ไดรับการถายยีน (T0) จะนําไปเปรยีบเทียบ

กับตนขาวปกติ 

 

ประโยชนท่ีไดรับจากการวิจัย 

1. ทราบถึงจํานวนยีนไกลโครซิลไฮโดรเลสกลุมที่ 1 และการแสดงออกของแตละยนี 

2. ทราบถึงบทบาทหนาที่ที่ชัดเจนของยีนเบตากลูโคซิเดสทั้ง 5 ยีนในขาว 

3. สามารถยับยั้งการแสดงออกของยีนเบตากลูโคซิเดสในขาวไดอยางมีประสิทธิภาพ โดยใช

เทคนิคอารเอ็นเอไอ และสามารถใชเทคนิคนี้ในการศกึษายีนกลุมอื่นในขาวได 

4. สามารถใชเวคเตอร pHELLSGATE8 ในการยับยั้งการแสดงออกของยนีเบตากลูโคซิเดสใน

ขาว และเปนการยืนยันวาเวคเตอรนี้สามารถทํางานไดจริง และมีประสิทธิภาพสูงในการกระตุนใหเกิด

กระบวนการอารเอ็นเอไอในขาว 

5. สามารถพัฒนาเทคนิคในการถายยีนเขาสูพันธุขาว ทีส่ามารถเจริญเติบโตไดดีในประเทศ-

ไทยโดยใชแบคทีเรีย Agrobacterium และไดเปอรเซ็นตของตนขาวที่ไดรับการถายยนีสูงเทียบเทากับขาว

สายพันธุอ่ืนทีง่ายตอการถายยีนแตไมสามารถเจริญเติบโตไดในประเทศไทย 
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6. สามารถนําเทคนิค และความรูที่ไดจากผลการวิจัยไปใชในการปรับปรุงสายพันธุขาวใน

ประเทศไทย เชน ขาวขาวดอกมะลิ KDML105 ซ่ึงมีช่ือเสียงไปทั่วโลก และขาวสายพันธุอ่ืนๆ เพื่อใหได

ผลผลิตสูง มีคุณภาพ และสามารถทนทานตอสภาวะเครียดหรือการระบาดของโรคและแมลงได  

 

การทบทวนวรรณกรรม (Reviewed literature) 

  เบตากลูโคซิเดสเปนเอ็นไซมที่เรงปฏิกิริยาการสลายพันธะกลูโคซิดิก ตรงตําแหนงพันธะที่เปน

เบตาระหวางโมเลกุลของสารหนึ่งกับโมเลกุลของน้ําตาลที่เชื่อมติดกันอยู (Vasella และคณะ, 2002) 

เบตากลูโคซิเดสพบไดในสิ่งมีชีวิตจําพวกโปรคาริโอทและยูคาริโอท (Faure และคณะ, 2001) ในพืชจะ

พบเบตากลูโคซิเดสในเนื้อเยือ่เจริญเชน ยอด ใบออน ปลายราก ตนออน รังไข และไหมของฝกขาวโพด 

เปนตน (Nikus และ Lisbeth, 1999) พืชใบเลี้ยงเดีย่วจะพบเบตากลูโคซิเดสสะสมอยูในคลอโรพลาสแต

ในพืชใบเลี้ยงคูมักจะพบในสวนของผนังเซลลและโปรตีนบอดี้ (Esen, 2004) ในพืชเบตากลูโคซิเดสมี

หนาที่หลายอยาง เชน ชวยในการเปลี่ยนแปลงผนังเซลล กระตุนใหพืชมีการตานทานตอแมลงศัตรูพืช 

(Stotz และคณะ, 2000) และโรคพืช (Chong และคณะ, 2002) เกิดการสรางลิกนินเพื่อปกปดบาดแผล 

(Trevino  และคณะ, 2004) รวมทั้งกระตุนการสรางฮอรโมนและปลดปลอยสารระเหยตางๆ โดย

เบตากลูโคซิเดสจะตัดพันธะที่เชื่อมระหวางน้ําตาลและโมเลกุลของสารอื่นออกจากกัน ทําใหสารนั้น

ทํางานไดเมื่อไมมีโมเลกุลของน้ําตาลเกาะอยู (Stotz และคณะ, 2000) ในป 1998 Esen และ 

Bandaranayake พบวาเบตากลูโคซิเดสในขาวโพดจะตดัโมเลกลุของน้ําตาลออกไปและปลดปลอย    

แอบไซซิกแอซิด (ABA) ออกมาในใบ ซ่ึงนําไปสูการกระตุนใหเกิดการปดของปากใบอยางรวดเรว็ใน

สภาวะทีพ่ืชขาดน้ํา และชักนําใหพืชเกิดการปรับตัวในสภาพที่แหงแลงเปนเวลานาน ในป 2001 Mok 

และ Mok รายงานวาเบตากลูโคซิเดสใน Arabidopsis มีบทบาทสําคัญในการทํางานของไซโตไคนินซึ่ง

อยูในรูปของซีเอทิโอกลูโคไซด โดยการปลดปลอยซีเอทินออกมา และการศึกษาพิม่เติมในป 2004 โดย 
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Keri และคณะ ใหการสนับสนุนวาการปลดปลอยซีเอทินออกมาจะชวยใหรากของขาวโพดสามารถ

ตานทานตออากาศที่หนาวเยน็ได ปริมาณของเบตากลูโคซิเดสจะเพิ่มสูงภายใน 24 ช่ัวโมง หลังจากปลูก

ขาวโพดในสภาวะที่มีอากาศเย็น ซ่ึงเปนชวงที่ขาวโพดมีการปรับตัวตอสภาพอากาศที่เปลี่ยนแปลงไป 

และป 2004 Opassiri และคณะ พบวาเบตากลูโคซิเดสในขาวมีปริมาณเพิ่มขึ้นและสูงสุดที่อายุ 5 วันหลัง

งอก ดังนั้นจากที่กลาวมาจะเห็นไดวาเปนไปไดทีเ่บตากลูโคซิเดส อาจจะมหีนาที่ในการปรับเปลี่ยน     

โอลิโกแซคคาไรดในผนังเซลลในระยะเริม่แรกของการงอกของตนขาว 

 ในปจจุบนัขอมูลของลําดับสารพันธุกรรมของยีนทั้งหมดในขาวถูกเก็บไวในฐานขอมูล แตยัง

ขาดขอมูลหนาที่ของยีนเหลานั้น จึงมีความสําคัญและจาํเปนอยางยิ่งทีจ่ะตองทําการศึกษา เพื่อสามารถ

ระบุไดวายนีเหลานั้นทําหนาที่อะไรและอยางไรในขาว เพื่อนําความรูที่ไดไปใชในการปรับปรุงพันธุขาว

ตอไปในอนาคต ถึงแมวาปจจุบันจะมีการศึกษาและทราบหนาที่ของยนีบางสวนแลวก็ตาม แตหนาที่ของ

ยีนอื่นๆ อีกมากมายในขาวยังไมมีการศกึษา ดังนั้นเทคนิคตางๆ ที่ใชในการศึกษาหนาที่ของยีนจึงมีการ

พัฒนาและปรบัปรุงเพื่อใหมปีระสิทธิภาพมากขึ้น ในปจจุบันการยบัยั้งการแสดงออกของยีนทีต่องการ

โดยระบุถึงลําดับสารพันธุกรรมของยีนเปาหมาย เปนเทคนิคที่ไดรับความนิยมมากเพราะมีความแมนยาํ 

และมีประสิทธิภาพสูง เนื่องจากเฉพาะยีนที่มลํีาดับสารพันธุกรรมที่เราตองการจะยับยัง้เทานั้นที่ถูก    

ทําลายไปจึงไมพบการแสดงออกของยีนนี้ในพืชอีกตอไป เทคนิคทีไ่ดรับการยอมรับกันอยางแพรหลาย

ในปจจุบนั คือ เทคนิคอารเอ็นเอไอ (RNAi) ซ่ึงเปนกลไกการยบัยั้งการแสดงออกของยีนในระดับ       

อารเอ็นเอโดยทําลายสายอารเอ็นเอเปาหมายทําใหผลิตโปรตีนไมได โดยปกตแิลวกระบวนการ          

อารเอ็นเอไอพบไดในสิ่งมีชีวิตทั่วๆ ไป เชน พืชและสัตว เพื่อปองกันการเขาทําลายของไวรัสที่เปน     

อารเอ็นเอสายคู รวมถึงอารเอ็นเอสายคูทีแ่ปลกปลอมอื่นๆ ที่เกิดขึ้นภายในเซลล โดยทําลายเสนสายคู

ของอารเอ็นเอแปลกปลอมใหสลายไป (Lichner, 2003)  
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กระบวนการอารเอ็นเอไอเริม่ตนจากสายคูอารเอ็นเอเกิดขึ้นในเซลล (Waterhouse และคณะ, 

1998) และจะถูกยอยดวยเอ็นไซมไดเซอร (Dicer) เปนอารเอ็นเอสายคูขนาดสั้นๆ ประมาณ 21 นิวคลีโอ-

ไทด หรือเรียกวา เอสไออารเอ็นเอ (siRNA) หลังจากนั้นเอสไออารเอ็นเอจะเขาไปเกาะรวมอยูกับโปรตีน

ที่เรียกวาริสคคอมเพล็ก (RISC) ซ่ึงทําหนาที่แยกสายคูของเอสไออารเอ็นเอออกเปนสายเดีย่ว และ

โครงสรางนี้เองจะไปเกาะกบัอารเอ็นเอที่อยูในเซลล ที่มีลําดับสารพันธุกรรมเหมอืนกนักับเอสไอ-     

อารเอ็นเอที่อยูบนริสคคอมเพล็ก หลังจากจับกนัแลวสายอารเอ็นเอจะถูกตัดขาดออกจากกันและถูกยอย

สลายไป ดังนั้นสายอารเอน็เอนี้จะไมสามารถอานรหัสเปลี่ยนไปเปนโปรตีนได จงึไมสามารถทําหนาที่

ในเซลลไดอีกตอไป (Hannon, 2002) กระบวนการอารเอ็นเอไอแสดงไดดังรูปที่ 1 
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รูปท่ี 1 แสดงกระบวนการอารเอ็นเอไอ ดดัแปลงมาจาก Dykxhoorn (2003) 

 

 ในพืชจะเรียกกระบวนการอารเอ็นเอไอวา post-transcriptional gene silencing (PTGS) หรือ co-

suppression ซ่ึงถูกคนพบครั้งแรกในเพตทเูนียโดย Napoli และคณะ (1990) นักวิจัยกลุมนี้ไดพยายามทํา

ใหเพตทเูนยีมสีีเขมขึ้นโดยการเพิ่มการแสดงออกของยีน chalcone synthase (CHS) ซ่ึงเปนเอ็นไซมที่ชวย

ในการสังเคราะหแอนโทไซยานิน แตผลการทดลองพบวาดอกของเพตทูเนียมีสีขาว หรือมีสีขาวสลับกับ

สีมวงแทนทีจ่ะมีสีมวงเขม ในป 1994 Macino และคณะ คนพบกระบวนการ co-suppression ในเชื้อรา 

การทดลองครั้งนี้ตองการเพิม่เม็ดสีสีสมในเชื้อรา โดยเพิ่มการแสดงออกของยีนแคโรทีนอย แตผลการ

ทดลองพบวาเชื้อราไมไดมีสีสมเพิ่มขึ้นแตกลับมีสีขาวแทน ซ่ึงใหผลในทํานองเดยีวกันกับการทดลองใน



11 
 

ดอกเพตทูเนีย หลังจากนัน้ในป 1998 Fire และ Sun ใหไสเดือนกนิแบคทีเรีย E. coli ที่มีเวคเตอรในการ

ผลิตอารเอ็นเอสายคูของยีน unc-22 เขาไป ผลการทดลองพบวายนี unc-22 ถูกยับยั้งไมใหมีการแสดงออก 

และปรากฏการณนี้ยังถูกถายทอดไปยังรุนลูกๆอีกดวย และในป 1999 Richard และคณะ ศกึษาการยับยั้ง

ยีน bicoid ที่เกี่ยวของกับการสลายของเอ็มอารเอนเอในแมลงหวี่ ซ่ึงในการทดลองไดฉีดอารเอ็นเอสายคู

ของยีน bicoid นี้เขาไปในไขของแมลงหวี่ และพบวาโปรตีน bicoid มีปริมาณลดลง ซ่ึงการคนพบใน

ระยะเวลาตอมาจึงทราบวาการทดลองที่เกิดขึ้นทั้งหมดนัน้เนื่องมาจากกระบวนการอารเอ็นเอไอนั่นเอง 

 ในปจจุบนั เทคนิคอารเอ็นเอไอเปนที่นยิมแพรหลายเพือ่ใชศึกษาหนาที่ของยีนในขาว เชน การ 

ศึกษายนี OsMADS2 ในป 2003 โดย Prasad และ Vijayraghavan  การศึกษานีแ้สดงใหเห็นวายีนนี้มี

ความสําคัญในการพัฒนาและเกี่ยวพนักับ OsMADS4 ที่เกี่ยวของกับความจําเพาะของเกสรตัวผู ขณะที ่

Xiao และคณะ (2003) ศึกษาหนาที่ของยนี OsMADS16 ซ่ึงเปนยีนทีม่ีความสัมพันธกับยีน B-function 

MADS-box ที่อยูในเมลด็ขาว ซ่ึงนักวิจยักลุมนี้ไดหาลําดับสารพันธุกรรมของยีนนี้ และศกึษาหนาที่โดย

ใชเทคนิคอารเอ็นเอไอ พืชที่ไดรับการถายยีนจะพบวาเปนหมันและมคีวามหลากหลายทางสัณฐานวิทยา

ของเกสรตัวผู รวมทั้งเกิดการเปลี่ยนแปลงโครงสรางของ lodicules นอกจากนีย้ังพบอีกวาระดับของการ

แสดงออกของยีน OsMADS16 ลดลง การทดลองจึงสรุปไดวายีนนี้คือ AP3/DEF ซ่ึงเฉพาะเจาะจงกับการ

พัฒนาของ lodicules และเกสรตัวผูในดอกของขาว ในป 2004 Wang และคณะ ไดทดสอบประสิทธิภาพ

ของเวคเตอรอารเอ็นเอไอ pTCK303 ซ่ึงมียีนเปาหมายทีต่องการยับยั้งคือ OsGAS1 เวคเตอรนี้ไดถายเขา

ไปสูแคลลัสของขาว และทาํการตรวจสอบตนขาวที่ไดรับการถายยีนนี้โดยวิธี Southern blot และตรวจ

ระดับการแสดงออกของยีนนี้ในระดับอารเอ็นเอโดยวิธี Northern blot ผลการทดลองพบวาการแสดงออก

ของอารเอ็นเอของยีนนี้ลดลง 85 เปอรเซ็นต ดังนั้นเวคเตอรนี้จึงใชไดคอนขางมีประสิทธิภาพในพืชใบ

เล้ียงเดีย่ว เพื่อใชในการศึกษาหนาที่ของยนีตางๆ ในขาวได Islam และคณะ (2005) ไดพัฒนาระบบของ

การสรางอารเอ็นเอไอเวคเตอรโดยใชเทคนิค GATEWAYTM cloning ซ่ึงทําใหการสรางเวคเตอร         
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อารเอ็นเอไองายและรวดเรว็ขึ้น ในการทดลองไดศึกษายีน OsGAMYB และพบวายนีนี้มีความจําเปนใน

การสรางเอ็นโดสเปรมเพื่อใหเอ็มบริโอเจริญเติบโตไดในระยะแรกของการพัฒนาเมล็ดขาว ในป 2005 

Miki และคณะ ศึกษาหนาทีข่องกลุมยีน OsRac ทั้งหมด 7 ยีน การสรางเวคเตอรสําหรับอารเอ็นเอไอนั้น

ใชลําดับสารพันธุกรรมในสวนที่มีความเฉพาะเจาะจงกับแตละยนี คือ สวนของ 3’UTR ซ่ึงแตละเวคเตอร

จะยับยั้งการแสดงออกของยนีแตละตวั และนอกจากนีย้ังไดสรางเวคเตอรโดยใชสวนของลําดับสาร-

พันธุกรรมที่เหมือนกนัของยีน 2 ตัว และใชสวนของลําดับสารพันธุกรรมที่มีความเหมือนกนัของยีนทั้ง 7 

ตัว เพื่อดูถึงผลการยับยั้งยีนในกลุมนีด้วย ผลการทดลองพบวายนีทั้ง 7 ตัวถูกยับยั้งการแสดงออกโดยใช

เวคเตอรที่เฉพาะเจาะจงกบัแตละยีน สวนการยับยั้งการแสดงออกของยีนทั้ง 7 ตัวโดยใชเวคเตอรที่เหลือ

อีก 2 อัน พบวาผลของการยับยั้งไมมีความแนนอนและยังพบการแสดงออกของยีนทั้ง 7 ตัวในปริมาณที่

ตางกันอีกดวย แตอยางไรก็ตามยังไมพบวามีความแตกตางระหวางตนพืชที่ถูกยับยัง้การแสดงออกของ

ยีนกลุมนีเ้มื่อเทียบกับตนขาวปกติอยางเดนชัด แตจากการทดลองก็พบวาอารเอ็นเอไอยังเปนวิธีที่มี

ประโยชนและมีประสิทธิภาพในการยับยั้งการแสดงออกของยีนตางๆ และใชศกึษาหนาที่ของกลุมยีนใน

ขาวและพืชชนิดอื่นๆ ได Lin และคณะ (2005) ศึกษายนีที่เกีย่วของกบัสภาวะการขาดน้ําในขาว คือ ยีน 

OsARD ซ่ึงจะผลิตโปรตีน acid-reductone-dioxygenase และยนีนี้ถูกศกึษาโดยใชเทคนิค Northern blot 

และอารที-พีซีอารพบวายนีนีจ้ะมีการแสดงออกเมื่อถูกกระตุนโดยสภาวะที่แหงแลงและน้ําทวม ยนีนี้จะ

แสดงออกในรากของขาวในสภาวะทีน่้ําทวม แตจะถูกยบัยั้งโดยสภาวะที่แหงแลง ดนิเค็ม และอณุหภูมิ

ต่ํา แตจะถูกกระตุนเมื่อมเีอทิลีน และจิบเบอราลิน ผลการทดลองพบวาขาวที่ผานการถายเวคเตอร       

อารเอ็นเอไอสําหรับการยับยัง้ยีน OsARD ทําใหปริมาณของ S-adenosylmethionine (SAM) synthase 

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

ETR2 และ EIN3 ซ่ึงเกี่ยวของกับการผลิตเอทิลีนมีปริมาณเพิ่มสูงขึ้น ในขณะที ่ERF3 ถูกยับยั้งไป ดังนั้น

ผลการทดลองจึงสรุปไดวายนี OsARD อาจจะมีความเกีย่วของกับกระบวนการเมทไทโอนีนและเอทิลีน 
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ซ่ึงตอบสนองตอสภาวะน้ําทวมและแหงแลง Luo และคณะ (2005) ศึกษาขาวกลายพันธุ คือ Teqing 2 ซ่ึง

จะรนระยะเวลาการออกดอก และยนีที่ควบคุมคือ rhd1 การทดลองนี้จะศกึษายีน rhd1 และกลไกใน

ระดับโมเลกุล จากการศกึษาพบวายีน rhd1 เปนยีนที่ทําใหเกิดการกลายพันธุซ่ึงไมไดมีผลมาจากการ

แทรกของท-ีดีเอ็นเอ (T-DNA) ผลการศึกษาลําดับสารพันธุกรรมของยีนนี้พบวามีความเหมือนกนักับยนี 

OsGRF1 ถึง 99 เปอรเซ็นต และอาจจะมแีคตําแหนงเดยีวในกลุมยีนของขาว เมื่อยนี OsGRF1 ถูกยับยัง้

การแสดงออกโดยเทคนิคอารเอ็นเอไอ พบวาขาวมกีารพัฒนาและเจรญิเติบโตชา ใบมีขนาดเล็กและออก

ดอกชาอีกดวย ลักษณะทางสัณฐานวิทยาจะปรากฎใหเห็นแตกตางกนัไป ขึ้นอยูกบัระดับการแสดงออก

ของยีน OsGRF1 ดังนั้นผลการทดลองสรุปไดวายีน OsGRF1 เกี่ยวของกับการเจริญเติบโตในระยะตน

ออนและระยะออกดอกของขาว 

  ในป 2006 Opassiri และคณะ ไดทําการศึกษาแผนผงัจีโนมของขาว และพบวามีไกลโคซิล

ไฮโดรเลสกลุมีที่ 1 ทั้งสิ้น 40 ยีน และจากการศึกษาลงลึกพบวามี 2 ยีนที่เปนยีนจาก endophyte หรือ

จุลินทรียที่มีความสัมพันธกบัตนขาว และอีก 2 ยีนเปนยีนปลอมหรือ pseudogene คือยีนทีไ่มมีการ

แสดงออก และอีก 2 ยีนเปนยีนที่มีสวนประกอบไมครบยีนหรือที่เรียกวา fragment นั่นเองซึ่งแสดงดังรูป

ที่ 2  

ศึกษาการแสดงออกของแตละยีนโดยการคนหาขอมูลจาก Express sequence Tag (EST) library 

ในฐานขอมูลพบวาแตละยนีมีการแสดงออกที่แตกตางกนัดังตารางที่ 1 

 จากการวิจัยทีเ่กี่ยวของพบวาการใชเทคนิคอารเอ็นเอไอสามารถศึกษาถึงบทบาท และหนาที่ของ

ยีนที่สนใจได ในการทดลองนี้จึงจะใชเทคนิคอารเอ็นเอไอในการศึกษาการทํางานของกลุมยนีเบตา-    

กลูโคซิเดส 5 ยีน 
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รูปท่ี 2 แผนผังรูปตนไมเปรียบเทยีบโปรตีนไกลโคซิลไฮโดรเลสกลุมที่ 1 ในขาว และพืชอ่ืน (ปรับปรุง

จาก Opassiri 2006) 
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ตารางที่ 1 แสดงคุณสมบตัิ และตําแหนงการแสดงออกของโปรตีนเบตากลูโคซิเดส GHI ที่ไดทํานายไว 
(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 (ตอ) 

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 (ตอ) 

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. การแสดงออกของยีนกลุมไกลโคซิลไฮโดรเลสในอะเรยขาวขนาด 45 K 

1.1 การเพาะเลี้ยงเมล็ดขาว 

เพาะเลี้ยงเมล็ดขาวในที่มืดเปนเวลา 3 วัน จากนั้นแบงตนกลาที่ไดออกเปน 2 กลุม  กลุมแรกยาย

เพื่อเพาะปลกูตอในโรงเรือน (greenhouse) และใหแสง กลุมที่ 2 ยายเพื่อปลูกในหองเพาะเลี้ยง (growth 

chamber) โดยปราศจากแสงที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส และความชื้น 75 เปอรเซ็นต เมื่อครบ 2 สัปดาห 

สุมเก็บตัวอยางใบขาวจากตนกลาทั้งสองกลุมมาสกัดอารเอ็นเอ 

 

1.2 การสกัดอารเอ็นเอ (RNA) 

นําใบขาวมาบดใหละเอียดในไนโตรเจนเหลว และสกดัอารเอ็นเอดวย TRIZOL (Invitrogen, 

USA) โดยอารเอ็นเอที่สกัดไดจะนํามาเตมิ DNaseI และบมเปนเวลา 15 นาที ที่อุณหภูมหิอง จากนั้นทํา

การแยกใหบริสุทธิ์โดย RNeasy Mini Kit (Qiagen, USA) โดยนําอารเอ็นเอทีไ่ดมาทําการแยกเอ็ม-      

อารเอ็นเอ (mRNA) ตอดวย Oligotex mRNA Kit (Qiagen, USA) ซ่ึงขั้นตอนตางๆ ในการใชผลิตภัณฑ

นั้นดําเนินการตามวิธีการของบริษัทนั้นๆ 

 

1.3 การติดฉลาก (Labeling system) 

การติดฉลากใหกับอารเอ็นเอโดยชุดน้ํายาเคมีของ CyScribe Post-labeling Kit (GE Healthcare, 

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

ดังตอไปนี ้
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- CyScribe Post-labeling Kit ทําการติดฉลากสารฟลูออเรสเซนตดวย Cy3 หรือ Cy5 (ขึ้นอยูกับ

ชนิดของตัวอยาง) ประกอบดวยขัน้ตอนหลักคือ การรวมสาร amino allyl-dUTP (AA-dUTP) ในระหวาง

ขั้นตอนการสงัเคราะหซีดีเอน็เอ (cDNA) โดยการทําปฏิกิริยา reverse transcription ดวยเอ็มอารเอ็นเอ

ปริมาณ 500 นาโนกรัม (ng) รวมกับไพรเมอร 2 ชนิด คือ random hexamers และ anchored oligo (dT) 

แลวนําไปทําปฏิกิริยาที่อุณหภูมิ 70 องศาเซลเซียส เปนเวลา 5 นาที และทําใหเยน็โดยเรว็ที่อุณหภูมิ 4  

องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 นาที จากนั้นทําการปรับปริมาตรของปฏิกิริยาขางตนใหได 20 ไมโครลิตร 

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

เอ็นไซม Cyscript reverse transcriptase นําสารละลายผสมที่ไดมาทําปฏิกิริยาที่อุณหภมูิ 42               

องศาเซลเซียส เปนเวลา 2 ช่ัวโมง  เมื่อสังเคราะหซีดีเอ็นเอเสนแรกเรียบรอยแลว ทําการไฮโดรไลซ    

อารเอ็นเอตนแบบดวย 2.5N NaOH ปริมาตร 2 ไมโครลิตร แลวนาํไปบมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 

เปนเวลา 15 นาที จากนั้นทําการปรับสภาวะของสารละลายในแตละตวัอยางดวย 2M HEPES ปริมาตร 10 

ไมโครลิตร และแยกสารตางๆ ออกจากสายดีเอน็เอที่ผานการติดฉลากดวยคอลัมนตัวกรอง (filter 

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

เพื่อละลาย allyl-modified cDNA ออกจากคอลัมน และผสมกับผงสี Cy3 หรือ Cy5 ในขั้นตอนตอไป 

- SuperScript Indirect cDNA labeling System ทําการติดฉลากสารฟลูออเรสเซนตดวย

หลักการเดยีวกับวิธี CyScript Post-Labeling Kit แตเพิ่มปริมาตรเอ็นไซม reverse transcriptase เปน 2 เทา 

ในแตละปฏกิริิยา และเพิ่มอุณหภูมิในการทําปฏิกิริยาจากอุณหภูมิ 42 องศาเซลเซียส เปนอุณหภูมิ 46  

องศาเซลเซียส 

การ Coupling amino allyl-modified cDNA ดวย cyanine dye (CyDye) เตรียมไดจากการละลาย 

amino allyl-modified cDNA ในผง Cy3 หรือ Cy5 แลวนําไปทําปฏิกิริยาที่อุณหภูมหิองเปนเวลา 1 
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ช่ัวโมง จากนัน้เติม 4M hydroxylam ปริมาตร 15 ไมโครลิตร และนําไปทําปฏิกิริยาที่อุณหภูมิหองเปน

เวลา 15 นาที โดยปฏิกิริยาทัง้หมดนัน้ทําในที่มืด จากนัน้ทําใหบริสุทธิ์ดวย Zymo research kit 

 

1.4 กระบวนการไฮบริไดซ (Hybridization) 

เตรียมตัวอยางที่ติดฉลากดวย Cy3 หรือ Cy5 (ตารางที ่ 2) มาไฮบริไดซโดยการผสม Cy3 และ 

Cy5 cDNAs เขาดวยกัน แลวละลายในสารละลาย hybridization solution โดยผสมเบาๆ เพื่อให

สารละลายเปนเนื้อเดยีวกัน จากนั้นนําตัวอยางที่ผสมแลวมาทําปฏิกิริยากันที่อุณหภูม ิ 95 องศาเซลเซียส 

เปนเวลา 30 วินาที และทําใหเย็นโดยเร็วในน้ําแข็ง เมื่อเตรียมตวัอยางพรอมแลวผสมตัวอยางในแผน

สไลด (ที่มีสายโอลิโกนิวคลีโอไทด) แลวปดดวยแผนปดสไลด นําไปวางในเครื่อง automatic TECAN 

station เพื่อไฮบริไดซและลางสไลดในขั้นตอนตอไป โดยอุณหภมูิในการไฮบรไิดซคืออุณหภมูิ 42   

องศาเซลเซียส เปนเวลา 16 ช่ัวโมง หลังจากลางสไลดเรียบรอยแลว ยายสไลดไปเก็บในทีแ่หงทีม่ีแกส

ไนโตรเจน 

 

1.5 การเก็บและวิเคราะหขอมูล 

สแกนสไลดดวยสแกนเนอร GenePix Pro 4000B (Axon Instrument) โดยตั้งคาการสแกนที่ความ

ยาวคล่ืน 532 และ 635 นาโนเมตร (nm) ที่ความละเอียด 10 ไมโครเมตร (resolution) และวิเคราะหคา

ความเขมแสงฟลูออเรสเซนตแตละจดุดวยโปรแกรม GenePix Pro software โปรแกรมจะคํานวณแยกจุด

แตละจดุและแบงเขตพื้นที่เพือ่หาคาเฉลี่ยความเขมแสงในแตละจุด แลวสรางไฟลที่มีความเขมแสงและ

ความหมายของแตละจดุเพื่อการวิเคราะหผลในขั้นตอนตอไป 

การวิเคราะหขอมูลทําโดยปรับขอมูลในชุดเดียวกันใหอยูในระดับใกลเคยีงกัน (normalization) 

เพื่อลดความแตกตางของการติดฉลาก และประสิทธิภาพของสีฟลูออเรสเซนต รวมถึงปริมาณของ      
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เอ็มอารเอนเอเริ่มตน คาอัตราสวนเฉลี่ยระหวางความเขมของสารสี Cy3 และ Cy5 จะถูกคํานวณเพื่อลด

ความแปรปรวนของขอมูล และทําการวิเคราะหขอมูลเพื่อแยกกลุมยีนที่มีการแสดงออกที่แตกตางกัน

อยางมีนัยสําคญัทางสถิติ ในการแสดงออกแบบมากขึ้น (up-regulation) หรือลดลง (down-regulation) 

 

ตารางที่ 2  แสดงการไฮบริไดซตัวอยางขาวที่ทําการเพาะปลูกในทีม่ีแสง และปลูกในทีไ่มมีแสงที่

อุณหภูมิ 42 องศาเซลเซียส 

Slide #  45K array 
Cy3 Cy5 

1 Light Dark 

2 Dark Light 

3 Light Dark 

4 Dark Light 
  

 

2. การศึกษาบทบาทและหนาท่ีของยีนเบตากลูโคซิเดสจากฐานขอมูล 

2.1 ยีนเบตากลูโคซิเดสที่ทําการศึกษา 

ยีนเบตากลูโคซิเดสที่ตองการศึกษาทั้งหมด 5 ยีน ไดมาจากขอมูลของ Opassiri และคณะ (2006) 

ที่ไดตีพิมพขอมูลลงใน NCBI คือ หมายเลข AK068499 (Os7bglu26), AK069177 (Os1bglu1), 

AK071058 (OS12bglu38), AK100165 (Os3bglu7) และ AK120790 (Os3bglu8) 
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2.2 การออกแบบไพรเมอรท่ีจําเพาะสําหรับแตละยีน 

สําหรับไพรเมอรที่มีความจําเพาะในแตละยีนออกแบบมาจากสวนของ 3’UTR และอีกหนึ่งคู

สําหรับยับยั้ง (knock-out) ทั้ง 5 ยีนโดยใชลําดับสารพันธุกรรมของ Os3bglu7 เปนแมแบบในการ

สังเคราะหไพรเมอรคูนี้ (รูปที่ 3) โดยไพรเมอรทั้ง 6 คู ดาน forward จะออกแบบใหมีลําดับ-                 

สารพันธุกรรมจําเพาะ 4 ตัวคือ CACC และตอดวยสารพันธุกรรม CTCGAG ที่ตัดจําเพาะดวยเอ็นไซม 

XhoI สวนไพรเมอรดาน reverse จะมีลําดับสารพันธุกรรม GAATTC ที่ตัดจําเพาะดวยเอน็ไซม EcoRI 

ไพรเมอรในการทดลองทั้งหมดแสดงในตารางที่ 3 

 

 

รูปท่ี 3 บริเวณที่ใชสําหรับออกแบบไพรเมอรยับยั้งแตละยีน และทั้ง 5 ยีนเบตากลูโคซิเดส 

 

2.3 การสรางเวคเตอรอารเอ็นเอไอ (RNAi vector) 

เวคเตอรที่ใชในการทดลองคือ pHELLSGATE8 (AF489904 จาก genbank) (รูปที่ 4)  จาก

การศึกษาครั้งนี้จะสรางเวคเตอรทั้งหมด 7 ตัว โดยเวคเตอร 5 ตัวสําหรับยับยั้งการแสดงออกของยีน

เบตากลูโคซิเดสแตละยนี และแตละเวคเตอรจะถูกถายเขาสูพืชแตละตนอยางอิสระ และเวคเตอรอีก 2 ตัว 

คอื เวคเตอรสําหรับยับยั้งการแสดงออกของทั้ง 5 ยีน โดยนําลําดับสารพันธุกรรมทั้ง 5 ยีนมาทําการ

เปรียบเทียบในโปรแกรม alignment เพื่อหาสวนที่เหมอืนกันมากที่สุดระหวาง 5 ยนีและใชลําดับนิวคลี-

Knock-out each β-glucosidase 

Knock-out 5 β-glucosidase genes 
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โอไทดของยนี Os3bglu7 ซ่ึงมีการแสดงออกมากทีสุ่ดในขาวซึ่งเปนลําดับนิวคลีโอไทดพื้นฐานสําหรับ

การทดลองและเวคเตอรสุดทาย คือ เวคเตอรเปลาของ pHELLSGATE8 ที่ตัดเอาสวนของยนี ccdB 

ออกไปเพื่อใชเปนตัวควบคมุสําหรับการทดลองนี้  

 

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 สําหรับใชโคลนเขาเวคเตอร pENTR/D TOPO ตําแหนงที่ตัดดวยเอ็นไซม XhoI 

ขีดเสนใต 1 เสน สวนตําแหนงที่ตัดดวยเอ็นไซม EcoRI ขีดเสนใต 2 เสน 

 

เวคเตอรอารเอน็เอไอนี้ประกอบไปดวยสวนของ intron และมีสวนทีจ่าํเพาะของ cloning site อยู 

2 ขาง เวคเตอรนี้มีสวนที่เรียกวา att site (attachment site) ซ่ึงเปนสวนที่สําคัญของเอ็นไซม LR clonase 
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ในการยายชิ้นสวนของยีนทีต่องการจากเวคเตอรหนึ่งไปยังอีกเวคเตอรหนึ่ง หรือเวคเตอรปลายทาง การ

สรางเวคเตอร pHELLSGATE8 แบงเปน 3 ขั้นตอน ดังนี ้

 

 

 

รูปท่ี 4 แผนที่เวคเตอร pHELLSGATE8 

NOS promoter CaMV35S 

 

RB 
 

LB 
ccdB ccdB Intron 
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2.3.1 การแทรกยีนเบตากลูโคซิเดสชิ้นแรกจาก pENTRTM/D-TOPO เขาสู pHELLSGATE8  

ไพรเมอรที่ใชดาน forward (5’ end) จะมีลําดับนิวคลีโอไทดจําเพาะ 4 ตัว คือ CACC 

สําหรับการยายยีนทีไ่ดมาจากการทําพีซีอารเขาสูเวคเตอร pENTRTM/D-TOPO (Invitrogen, USA) (รูปที่ 

5) เพื่อผลิต entry clone เวคเตอรนี้สามารถใชในระบบ Gateway cloning system (Invitrogen, USA) 

 

 

รูปท่ี 5 เวคเตอร pENTRTM/D-TOPO  

 

การแทรกยนีเบตากลูโคซิเดสชิ้นแรกจาก pENTRTM/D-TOPO เขาสู pHELLSGATE8 

โดยตัดเวคเตอร pENTRTM/D-TOPO ที่มีช้ินยีนเบตากลโูคซิเดสอยู และ  pHELLSGATE8 โดยเอ็นไซม 

EcoRI จากนั้นตัดดวยเอ็นไซม XhoI แลวนําเวคเตอรทั้ง 2 ตัว ไปแยกขนาดของดีเอน็เอดวย 
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electrophoresis บนเจลอะกาโรส โดยเวคเตอร pENTRTM/D-TOPO ที่มีช้ินยีนอยูจะพบแถบดเีอ็นเอ 2 

แถบบนเจลคอื ช้ินดีเอ็นเอของพลาสมิด และชิ้นดีเอน็เอของยีนเบตากลูโคซิเดส จากนั้นตดัเฉพาะเจล

สวนที่มีช้ินยีนออกมา แลวแยกดเีอ็นเอออกจากเจลโดยใช gel purification kit (QIAGEN, USA)  สวน

เวคเตอร pHELLSGATE8 จะตัดเอาเฉพาะสวนของพลาสมิดขนาดใหญที่อยูดานบนของเจลออกมา และ

แยกดีเอ็นเอออกจากเจลดวย gel purification kit  เชนกัน หลังจากนั้นนําดเีอ็นเอที่แยกไดแลวจากทั้ง 2 

ตัวอยาง นํามาทําการเชื่อมตอกันดวยเอน็ไซม T4 DNA ligase แลวถายเวคเตอรนี้เขาสูเซลล E. coli     

สายพันธุ DB3.1 ซ่ึงตานทานตอยีน ccdB ที่ยังเหลืออยูบนเวคเตอร pHELLSGATE8 จากนั้นคดัเลือก

เซลลที่ไดรับเวคเตอรโดยการเลี้ยงบนอาหาร LB ที่มียาปฏิชีวนะ spectinomycin 

 

2.3.2 การเตรียมพลาสมิดสําหรับการถายโอนเขาสูขาว 

หลังจากคัดเลอืกเซลลที่ไดรับเวคเตอร pHELLSGATE8 ซ่ึงมีช้ินยีนของเบตากลูโคซิเดส 

แทรกอยูหนึ่งชิ้นเรียบรอยแลว ขั้นตอนตอไปคือสกดัพลาสมิดออกมาจากเซลลแบคทีเรีย และนํา     

พลาสมิดนี้ไปผสมกับ pENTRTM/D-TOPO ที่มีช้ินยนีอยู และเอน็ไซม LR clonase ซ่ึงเอ็นไซมนี้จะยาย

ยีนเบตากลูโคซิเดสจาก pENTRTM/D-TOPO ไปสู pHELLSGATE8 โดยจดจําสวนของ att site ที่อยู 2 

ขางระหวางชิน้ยีนเบตากลูโคซิเดสในเวคเตอร pENTRTM/D-TOPO  และระหวางยนี ccdB บนพลาสมิด 

pHELLSGATE8  หลังจากนั้นคัดเลือกพลาสมิด pHELLSGATE8  ที่มีช้ินยีนเบตากลูโคซิเดสอยู 2 ช้ิน 

โดยใชแบคทีเรีย E.coli สายพันธุ DH5α  เนื่องจากแบคทีเรียสายพนัธุนี้ไมตานทานตอโปรตีนเปนพิษ    

ที่ผลิตจากยีน ccdB ดังนั้นเฉพาะเซลลที่ไดรับพลาสมิดแลวเทานั้นที่สามารถเจริญบนอาหารที่มี            

ยาปฏิชีวนะได หลังจากนั้นทาํการสกัดพลาสมิด pHELLSGATE8 ที่มีช้ินยีนเบตากลโูคซิเดส 2 ยีน แลว

ยายเขาสูแบคทีเรีย Agrobacterium tumefaciens สายพันธุ EHA105 เพื่อเตรียมพรอมสําหรับการถายโอน 

พลาสมิดเขาสูขาวตอไป  
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2.4 การผลิตขาวดดัแปลงพันธุโดยใชเทคนคิการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพืช  

นําเมล็ดขาว  (Koshihikary, japonica และ ขาวขาวดอกมะลิ KDML 105 indica) มาแกะเปลือก

ออก แลวนําไปฆาเชื้อเบื้องตนดวยแอลกอฮอล 70 เปอรเซ็นต เปนเวลา 1 นาที แลวลางดวยน้ํากลั่นที่ผาน

การนึ่งฆาเชื้อแลว 3 คร้ัง จากนั้นนําเมล็ดขาวไปฟอกฆาเชื้อดวย 10 เปอรเซ็นต (v/v) โซเดียมไฮโปคลอ-

ไรท เปนเวลา 30 นาที แลวลางดวยน้ํากลัน่ที่นึ่งฆาเชื้อแลว 6 คร้ัง นําเมล็ดขาวที่ผานการฟอกฆาเชือ้แลว

วางลงบนอาหารที่ใชในการชักนําใหเกดิแคลลัส คือ N6D และ MS ที่เติมวุน 0.4 เปอรเซ็นต และนําไป

บมในตูควบคมุแสงที่อุณหภมูิ 28 องศาเซลเซียส โดยใหแสง 18 ช่ัวโมง และอยูในที่มืด 6 ช่ัวโมง เปน

ระยะเวลา 4-5 สัปดาห จากนั้นคัดเลือกเฉพาะแคลลัสกอนเล็กๆ ที่แตกออกมาจากกอนใหญ เพื่อนําไป

เล้ียงบนอาหาร N6D และ MS เปนเวลา 3 วัน เพื่อเตรียมพรอมสําหรับการถายยีนดวยแบคทีเรีย 

Agrobacterium สําหรับแบคทีเรีย Agrobacterium ที่มีพลาสมิด pHELLSGATE8 ซ่ึงมีช้ินยีนจะถูกนําไป

เล้ียงบนอาหาร AB ที่เติมวุน 1.5 เปอรเซ็นต และมียาปฏิชีวนะ spectinomycin 50 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 

เปนเวลา 3 วัน จากนัน้นําแบคทีเรีย Agrobacterium มาละลายในอาหารเหลว 2N6AS ที่มี acetosyringone 

10 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร แลวใสแคลลัสลงไป นําไปเขยาที่ความเร็ว 120 รอบตอนาที เปนเวลา 30 นาที 

จากนั้นใชตะแกรงกรองแคลลัส แลวใชกระดาษทิชชูที่ผานการนึ่งฆาเชื้อแลวซับเอาแบคทเีรีย 

Agrobacterium สวนเกนิออก เลือกแคลลัสที่สมบูรณไปเลี้ยงบนอาหาร 2N6AS ที่มีวุนผสมอยู 0.4 

เปอรเซ็นต และ acetosyringone เปนเวลา 3 วัน ที่อุณหภมูิ 28 องศาเซลเซียส ในที่มืด จากนัน้นําแคลลัสที่

ไดมาลางดวยน้ํากลั่นที่ผสมยาปฏิชีวนะ carbenicilin 300 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร 4 คร้ัง เพื่อฆาแบคทีเรีย 

Agrobacterium แลวยายแคลลัสไปเลี้ยงในอาหาร N6D ที่มียาปฏิชีวนะ 2 ตัว คือ carbenicilin 300 

มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร และ paromomycin 200 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ที่อุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส เปน

ระยะเวลา 3 สัปดาห จากนัน้ยายตนออนทีไ่ดไปเลี้ยงในอาหาร MS เพือ่ชักนําใหเกดิรากเปนระยะเวลา 3 

สัปดาห ที่อุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส แลวยายตนขาวลงปลูกในดนิ 
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2.5 การตรวจสอบการแสดงออกของยีนโดยใชเทคนิคอารที-พีซีอาร  

ตรวจสอบการแสดงออกของยีนโดยใชเทคนิคอารที-พีซีอาร อารที-พซีีอารเปนเทคนิคที่มีความ

ไวตอการตรวจสอบปริมาณของเอ็มอารเอ็นเอ โดยสกัดอารเอ็นเอจากแคลลัสดวย RNeasy Plant Mini 

Kit (QIAGEN, USA) จากนั้นสังเคราะหสายซีดีเอ็นเอสายแรก (first-strand cDNA) โดยเติมโอลิโก dT, 

dNTP, อารเอ็นเอแมแบบทีส่กัดได และน้าํที่ใชทําพีซีอาร ผสมใหเขากันแลวนําไปทําปฏิกิริยาที่อุณหภูม ิ

65 องศาเซลเซียส เปนเวลา 5 นาที นําไปวางบนน้ําแข็งทันทีเปนเวลา 3 นาที จากนัน้เติม 5x first strand 

buffer, DTT RNase inhibitor และ superscript reverse transcriptase III (Invitrogen, USA) แลวนําไปทํา

ปฏิกิริยาที่อุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส เปนเวลา 60 นาที หยุดการสังเคราะหสายซีดีเอ็นเอสายแรกที่

อุณหภูมิ 70 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที แลวนําไปวางบนน้ําแข็งทันทีเปนเวลา 2 นาที จากนัน้นํา 

ซีดีเอ็นเอสายแรกที่สังเคราะหไดใชเปนดเีอ็นเอแมแบบสําหรับการเพิม่จํานวนชิ้นดเีอ็นเอตอไป โดยการ

ใชไพรเมอรที่เฉพาะเจาะจงสาํหรับแตละยนีคือสวนของ 3’UTR ของแตละยนี นําผลการทดลองที่ไดไป

ใชเปนขอมูลพื้นฐานสําหรับการตรวจสอบการแสดงออกของยีนตางๆ ในตนขาวที่ไดรับการถายยนี เพื่อ

ยับยั้งการแสดงออกของยีน  เบตากลูโคซิเดสในตนขาวแตละตน และเปรียบเทียบกับลักษณะทาง 

สัณฐานวิทยา เพื่อดูวามกีารเปลี่ยนแปลงอยางไรเมื่อไมมกีารแสดงออกของยีนเบตากลูโคซิเดสในขาวอีก

ตอไป 

 

2.6 การตรวจสอบเอสไออารเอ็นเอโดยใชเทคนคิ northern blot analysis  

เอสไออารเอ็นเอมีบทบาทสําคัญ และเปนตัวบงชีว้ามกีระบวนการอารเอ็นเอไอเกดิขึ้นภายใน

เซลล เนื่องจากสายคูอารเอ็นเอของยีนเบตากลูโคซิเดสที่ผลิตโดยเวคเตอร pHELLSGATE8 ซ่ึงมีความ

ยาวของสายนวิคลีโอไทดประมาณ 200-300 นิวคลีโอไทด ถูกตัดใหเปนอารเอ็นเอสายคูสายส้ันๆ ที่มี

ความยาวประมาณ 21-25 นิวคลีโอไทด การตรวจสอบเอสไออารเอ็นเอจะใชตวัติดตามที่เปน non-
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radioactive ตามวิธีของ Goto และคณะ (2003) การสกดัเอสไออารเอ็นเอออกจากแคลลัสเริ่มจากการบด

แคลลัสในไนโตรเจนเหลว แลวเติม RNA extraction buffer และ TE-saturated phenol  จากนั้นเติม

คลอโรฟอรม และตกตะกอนอารเอ็นเอดวยเอธานอล ละลายตะกอนดวยสารละลาย QRL1 ใน 

RNA/DNA kit (QIAGEN, USA) จากนั้นแยกอารเอน็เอโมเลกุลเล็กๆ โดยใช denaturing PAGE ที่ความ

ตางศักยไฟฟา 200 โวลต เปนเวลา 2.5 ช่ัวโมง แลวนําไปวางบน Hybond-N+ membrane เพื่อใหอารเอ็นเอ

เคลื่อนที่ไปบนเมมเบรน และใชตัวตดิตามที่เฉพาะเจาะจงกับยนีเบตากลูโคซิเดสแตละยีน แลวตรวจสอบ

การแสดงออกของอารเอ็นเอสายสั้นโดยใช x-ray film 

 

2.7 การตรวจสอบตนขาวท่ีไดรับการถายโอนพลาสมิดดวยเทคนิคพีซีอาร  

สกัดดีเอ็นเอจากใบขาวดวย DNeasy Plant Kit (QIAGEN, USA) และใชไพรเมอรที่

เฉพาะเจาะจงกับยีน neomycin phosphotransferase (NPTII) ที่อยูบนเวคเตอร pHELLSGATE8 เพื่อ

ตรวจสอบวาตนขาวที่ผานการถายยีนนัน้มกีารแทรกชุดยนีที่อยูระหวาง left border และ right border บน

เวคเตอร pHELLSGATE8 หรือไม 
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บทที่ 3 

ผลการศึกษาและวจิารณ 

 

1. การแสดงออกของยีนกลุมไกลโคซิลไฮโดรเลสในอะเรยขาวขนาด 45 K 

1.1 การแสดงออกของยีนกลุมไกลโคซิลไฮโดรเลสกลุมท่ี 1 

วิเคราะหการแสดงออกของยนีไกลโคซิลไฮโดรเลสกลุมที่ 1 โดยใชไฟลขอมูลอะเรย (array 

annotated file) พบวากลุมโอลิโกนิวคลีโอไทดที่มีความจําเพาะตอไกลโคซิลไฮโดรเลสกลุมที่ 1 มี

ทั้งหมด 26 กลุม (ตารางที่ 4) ผลการศึกษาพบวาเมือ่เพาะปลูกขาวในที่ทีไ่มมีแสงโอลิโกนิวคลีโอไทด

สวนใหญมีการแสดงออกทีร่ะดับต่ํากวาปกติ ซ่ึงผลการวิเคราะหโดยคา false discovery rate (FDR) ที่

ระดับ 0.05 เพื่อคัดเลอืกกลุมของโอลิโกนิวคลีโอไทดที่มีคาความแตกตางอยางมีนยัสําคัญ เมื่อทําการ

เปรียบเทียบชดุตัวอยางตางๆในการทดลองพบวาโอลิโกนิวคลีโอไทด 13 กลุม ที่มีความจําเพาะตอยีน

กลุมไกลโคซิลไฮโดรเลสกลุมที่ 1 โดยมกีารแสดงออกของยีนที่มีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญ (ตารางที่ 

4) เมื่อเปรียบเทียบการปลูกขาวในที่มแีละไมมีแสง ซ่ึงระดับการแสดงออกของยีน 13 กลุม มีคาลดลงใน

ชุดทดลองที่ทําการปลูกแบบมีแสงในระดบั log2 (-0.28 ถึง -1.19) 4 กลุม และมีคาเพิ่มขึ้นในระดบั log2 

(0.23 ถึง 2.37) 9 กลุม 

การจัดจําแนกโอลิโกนิวคลีโอไทดที่มีความจําเพาะตอยนีกลุมไกลโคซิลไฮโดรเลสกลุมที่ 1 โดย

อาศัยขอมูลอางอิงจาก Opassiri และคณะ ในป 2006 พบวามีโอลิโกนิวคลีโอไทด 11 กลุม ที่ตรงกัน 

(ตารางที่ 5) 
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ตารางที่ 4 แสดงโอลิโกนิวคลีโอไทดที่จําเพาะตอไกลโคซิลไฮโดรเลสในชุดอะเรยขาวขนาด 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 (ตอ) 

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 แสดงโอลิโกนิวคลีโอไทดที่มีความจําเพาะตอไกลโคซิลไฮโดรเลส  ในชุดอะเรยขาวขนาด 

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 การวิเคราะหไกลโคซิลไฮโดรเลสกลุมท่ี 1  ในชุดอะเรยขาวขนาด 45K 

 จากผลการวิเคราะหพบวาในสภาวะทีม่ีแสงเมื่อเปรียบเทยีบกับไมมแีสงยีน Os9bglu30 มีการ

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

ยีนทั้ง 2 กลุมนี้ในฐานขอมูล Expressed Sequence Tag database (EST database) ที่มีการศึกษาการ

แสดงออกของยีนในขาวที่ปลูกเปนระยะเวลา 2 สัปดาห พบวามกีารแสดงออกของยนีเพิ่มสูงขึ้นในราก 

และใบขาวที่ทาํการทดสอบดวยสภาวะ abiotic และ biotic stress (Opassiri และคณะ, 2006) ผลการศึกษา

การแสดงออกของยีนกลุมไกลโคซิลไฮโดรเลสกลุมที่ 1 โดยอะเรยขาวขนาด 45K พบวามกีลุมยีนที่มี

ความแตกตางอยางมีนัยสําคญั และมีระดบัการแสดงออกที่สูงขึ้นและลดต่ําลงเมื่อทําการเปรียบเทยีบขาว

ที่ทําการปลูกในที่มีแสงและไมมแีสง ซ่ึงการเลือกกลุมยีนที่มีการแสดงออกที่มีความแตกตางกัน 2 เทา 

พบวามีเพยีง 5 กลุมโอลิโกนิวคลีโอไทด (Os5bglu19, Os9bglu31, Os9bglu30, Os11bglu36 และ 

Os1bglu5) ที่มีการแสดงออกแบบลดลงตัง้แต 2 เทาขึ้นไป และมีเพียง 3 กลุมโอลิโกนิวคลีโอไทด 

(Os4bglu18, Os3bglu6 และ Os7bglu26) ที่มีการแสดงออกแบบเพิ่มขึน้ตั้งแต 2 เทาขึ้นไป 

 

2. การศึกษาบทบาทและหนาท่ีของยีนเบตากลูโคซิเดโดยเทคนิคอารเอ็นเอไอ 

2.1 การออกแบบไพรเมอรท่ีจําเพาะสําหรับแตละยีน 

ตําแหนง 3’UTR เปนตําแหนงจําเพาะของเอ็มอารเอ็นเอ (mRNA) ดังรูปที่ 6 เปนสวนที่ไมไดถูก

แปลรหัสไปเปนโปรตีน (untranslated region) โดยทั่วไป 3’UTR จะมีลําดับสารพันธุกรรมที่แตกตางกัน

ไปตามชนิดของสิ่งมีชีวิต หรือกลุมของยีน (gene families) ซ่ึงในขาวก็มีลําดับสารพันธุกรรมของ 3’UTR 

ของยีนเบตากลูโคซิเดสที่มีความจําเพาะในแตละยีนเชนกัน ดังนั้นจงึสามารถใชสวนที่จําเพาะนีใ้นการ

ยับยั้งยีนที่จําเพาะไดนั่นเอง 
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รูปท่ี 6 โครงสรางของเอ็มอารเอ็นเอที่แสดงถึงสวน UTRs ที่ไมถูกแปลรหัสไปเปนโปรตีนดวย  

 

2.2 การสรางเวคเตอรอารเอ็นเอไอ 

2.2.1  การแทรกยีนเบตากลูโคซิเดสชิ้นแรกจาก pENTRTM/D-TOPO เขาสู pHELLSGATE8 

จีโนมิคดีเอ็นเอ (genomic DNA) ที่สกัดจากใบขาว และซีดีเอ็นเอใชเปนแมแบบในการ

เพิ่มจํานวนชิ้นยีนเบตากลูโคซิเดส ซ่ึงขั้นตอนแรกในการยับยั้งยีนเบตากลูโคซิเดสทั้ง 5 ยีน ถูกสรางขึ้น

โดยการทําเวคเตอรอารเอ็นเอไอดวยการเพิ่มจํานวนสวนที่เปน conserved region จากซีดีเอน็เอของ 

Os3bglu7 ซ่ึงผลิตภัณฑพีซีอาร (PCR products) จะนํามาวิเคราะหบนเจลอะกาโรสซึ่งขนาดที่คาดการณ

ไวคือ 399 คูเบส (base pair; bp) แสดงดังรูปที่ 7 

 

 

รูปท่ี 7  ผลิตภัณฑพีซีอารบนเจลอะกาโรสซึ่งใชปฏิกิริยา (PCR reacions) ของ Os3bglu7 โดยใช        

ไพรเมอรของกลุมยีนเบตากลูโคซิเดส (คูที่ 6 ในตารางที่ 3) โดยเลนที่ 1 คือ 100bp marker และ

เลนที่ 2-7 คือ อุณหภูมทิี่ไพรเมอรเขาจับดีเอ็นเอแมแบบ (อุณหภูมิแอนเนลลิ่ง; annealing 

temperature) เปน 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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จากผลพีซีอารที่ไดขางตนพบวา ปริมาณผลิตภัณฑพีซีอารที่ไดสูงสุดคือเลนที่ 3 และ 4 ที่

อุณหภูมิแอนเนลลิ่งเทากับ 70.8 และ 71.7 องศาเซลเซียส ตามลําดับ โดยสังกตไดจากความหนา และ

ความคมชัดของแถบดีเอ็นเอบนเจล จากนั้นเพิ่มจํานวนชิ้นดีเอ็นเอโดยใชอุณหภมูิแอนเนลลิ่งที ่ 71     

องศาเซลเซียส ผลิตภัณฑพีซีอารที่ไดจะถูกนํามาโหลดบนเจลอะกาโรส ทําการตัดเอาเฉพาะขนาด          

ดีเอ็นเอที่ตองการแลวทําใหบริสุทธิ์ดวยชุดทดสอบ (QIAquick gel extraction kit) จากนั้นนํามาเชื่อมตอ

กับเวคเตอร pENTRTM/D TOPO และถายเขาสูแบคทีเรียเพื่อเพิ่มจํานวนของพลาสมิดนี้ ซ่ึงหลังจากถาย

โอนพลาสมิดนี้เขาสูแบคทีเรีย แบคทีเรียที่เจริญไดจะถูกนํามาทําโคโลนีพีซีอาร (colony PCR method) 

เพื่อทดสอบวาแบคทีเรียนัน้มีช้ินยีนที่ตองการอยูหรือไม และนําผลิตภัณฑพีซีอารที่ไดมาวเิคราะหบน

เจลอะกาโรส ผลที่ไดแสดงดังรูปที่ 8 พบวามีช้ินยีนนัน้อยูในแบคทีเรียจริง ซ่ึงมีขนาดดีเอ็นเอบน    

เจลอะกาโรสประมาณ 400 คูเบส 

 

 

รูปท่ี 8  ผลการทําโคโลนีพีซีอารเพื่อวิเคราะหหาชิน้ยีนที่ถูกถายโอนในแบคทีเรีย ซ่ึงเลนที่ 1-8 คือ 

ผลิตภัณฑพีซีอารของแบคทีเรียที่คาดวาไดรับพลาสมิดดังกลาว และเลนที่ 9 คือ 100bp marker 

 

จากผลขางตนทําใหสามารถสรุปไดวาทั้ง 8 ตัวอยาง มีพลาสมิดที่มีสวนของ Os3bglu7 ที่

ถูกถายโอนเขาไปจริง ซ่ึง 1 ใน 8 ตัวอยางนี้ ถูกนาํไปวิเคราะหลําดบันิวคลีโอไทดแลวพบวาเปนลําดับ              

นิวคลีโอไทดของ Os3bglu7 จริง พลาสมิดถูกเก็บเกี่ยวและทําใหบริสุทธิ์ดวยชุดทดสอบ (QIAprep 

miniprep plasmid extraction kit) จากนั้นถายโอนยีนเปาหมายจาก pENTRTM/D TOPO cloning vector 

1    2    3    4    5     6     7    8   9

500 bp 
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ไปยังเวคเตอร pHELLSGATE8 ดวยการตัด pENTRTM/D TOPO cloning vector และ pHELLSGATE8 

ดวยเอ็นไซม EcoRI จากนั้นตกตะกอนและกําจดัเอ็นไซมที่เหลือและบัฟเฟอร ขั้นตอนตอมาตัด 

pENTRTM/D TOPO cloning vector และ pHELLSGATE8 อีกครั้งดวยเอ็นไซม XhoI แลวตรวจเชค็ขนาด

ของแถบดีเอ็นที่ไดบนเจลอะกาโรส ซ่ึงพบวาชิ้นสวน ccdB มีขนาด 1435 คูเบส ประกอบไปดวยยีน 

ccdB, attR1, attR2 และตาํแหนงตดัจําเพาะของเอ็นไซม XmaI และ  SmaI ถูกตัดออกจากเวคเตอร 

pHELLSGATE8 ซ่ึงตําแหนงดังกลาวถูกแทนที่ดวยยีนเปาหมายที่ถูกตัดออกจากเวคเตอร pENTRTM/D 

TOPO โดยแสดงแถบดีเอ็นเอดังรูปที่ 9 

 

 

รูปท่ี 9  ช้ินสวนดเีอ็นเอบนเจลอะกาโรสหลังจากถูกตัดดวยเอ็นไซมจําเพาะ โดยเลนที ่ 1 และ 4 คือ 

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

ยีนเปาหมายอยู และเวคเตอร pHELLSGATE8 ซ่ึงถูกตัดดวยเอ็นไซม EcoRI และ XhoI แลว   

 

2.2.2 การเตรียมพลาสมิดสําหรับการถายโอนเขาสูขาว 

นําแถบดีเอ็นเอของยีนเปาหมาย และ pHELLSGATE8 ซ่ึงถูกตัดและทําใหบริสุทธิ์ดวยชุด

ทดสอบ มาเชื่อมตอกันเพือ่สรางพลาสมิดอันใหม แลวถายโอนเขาสูแบคทีเรียเพือ่เพิ่มปริมาณพลาสมิด

1,500 bp 

pENTRTM/D TOPO 

pHELLSGATE8 

ccdB 

Insert fragment 

    1        2                           3         4 

500 bp 
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ตอไป แบคทีเรียที่เจริญบนอาหารทดสอบจํานวน 3 โคโลนี ถูกนําไปสกัดพลาสมิด แลวทดสอบความ

ถูกตองของพลาสมิดที่ไดดวยการตัดดวยเอ็นไซมที่จําเพาะคือ เอ็นไซม EcoRI และ XhoI โดยผลที่ได

แสดงดังรูปที่ 10 

 

 

รูปท่ี 10 แสดงชิ้นสวนดีเอ็นเอของพลาสมิดบนเจลอะกาโรสหลังถูกตัดดวยเอน็ไซมที่จําเพาะ โดยเลนที ่

1 คือ 100bp marker เลนหมายเลขคู และ เลนหมายเลขคี่ คือ พลาสมิดที่ไมไดถูกตดัดวยเอ็นไซม

จําเพาะ และพลาสมิดที่ถูกตัดดวยเอ็นไซมจําเพาะ ตามลําดับ 
 

ผลจากรูปที่ 10 พบวามีเพียง 1 ตัวอยาง จาก 3 ตัวอยางเทานั้นที่หลังจากตัดดวยเอ็นไซม

จําเพาะแลวไดช้ินยีนเปาหมายขนาดประมาณ 400 คูเบส แสดงในเลนที่ 5 ดังนั้นพลาสมิด ของตัวอยาง

เลนที่ 5 นี้ จะถูกใชสําหรับการทดลองขั้นตอไปเพื่อเคลื่อนยายยีนเปาหมายยีนเดมิ (ช้ินที่ 2) จากเวคเตอร 

pENTRTM/D TOPO ที่มีช้ินยีนเปาหมายอยู โดยใช LR clonase enzyme reaction ปฏิกิริยา แอลอาร (LR 

reaction) ประกอบดวย 2 พลาสมิด คือ pENTRTM/D TOPO ที่มีช้ินยีนเปาหมายอยู และพลาสมิดจาก

ตัวอยางของเลนที่ 5 (รูปที่ 10) ทิ้งไวขามคืนเพื่อใหเกิดการทําปฏิกิริยา แลวจึงถายโอนเขาสูเซลล

แบคทีเรีย ซ่ึงมีเพียงแบคทีเรียทีไ่ดรับพลาสมิดจากปฏิกิริยาแอลอารเทานั้นที่จะสามารถเจริญไดบน

อาหารทดสอบ โดยผลที่ไดพบเพียง 2 โคโลนีเทานั้นที่เจริญไดบนอาหารทดสอบ จากนั้นนาํ 2 โคโลนีที่

1    2     3    4    5     6    7 

500 bp 
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ไดไปเพาะเลี้ยงเพื่อสกัดพลาสมิดตอไป การวิเคราะหช้ินยีนเปาหมายชิ้นที่ 2 นี้ พลาสมิดจะถกูตัดดวย

เอ็นไซมจําเพาะ XbaI ผลที่ไดแสดงดังรูปที่ 11 

 

 

รูปท่ี 11 แสดงแถบดีเอน็เอบนเจลอะกาโรสที่วิเคราะหหาชิ้นยนีเปาหมายชิ้นที ่ 2 ดวยการตัดพลาสมิด

ดวยเอ็นไซมจาํเพาะ XbaI ซ่ึงเลนที่ 1 และ 2 คือ ตัวอยางพลาสมิดที่มียีนเปาหมายทัง้ 2 ช้ิน และ

ถูกตัดดวยเอน็ไซมจําเพาะ และเลนที่ 3 คือ 100bp marker 
 

ผลที่ไดจากรูปที่ 11 พบวาทัง้ 2 ตัวอยางมช้ิีนยีนเปาหมายชิ้นที่ 2 ซ่ึงเมื่อตัดดวยเอ็นไซม

จําเพาะแลวจะมีขนาดดีเอ็นเอประมาณ 450 คูเบส ซ่ึงยาวกวาชิ้นยีนเปาหมายชิ้นแรก (ประมาณ 400 คู

เบส) เล็กนอย ทั้งนี้เนื่องจากเอ็นไซมจําเพาะ XbaI ตดัพลาสมิดแลวทําใหไดช้ินสวนของ attR1 และ 

attR2 (ขนาด 25 และ 24 คูเบส ตามลําดับ) ติดมากับชิน้ยีนเปาหมายดวยนัน่เอง จากนั้นพลาสมิดทีม่ียีน

เปาหมายทั้ง 2 ช้ิน ถูกนาํไปวิเคราะหหาลําดับนวิคลีโอไทด เพือ่ยืนยนัความถูกตองของตําแหนงยีน

เปาหมายทีแ่ทรกอยูในเวคเตอร ซ่ึงผลที่ไดพบวาถูกตอง คือ intron อยูระหวางชิน้ยนีเปาหมายทั้ง 2 ช้ิน 

เพื่อทําใหเกิดโครงสรางที่เปนบวง (loop structure) แสดงดังรูปที่ 12 จากนั้นพลาสมิดนี้จะถูกถายโอนไป

ยังแบคทีเรีย Agrobacterium เพื่อที่จะถายโอนยีนไปยังขาว และทาํใหเกิดการยับยัง้การแสดงออกของยีน

ในขาวตอไป และสําหรับการยับยั้งยนีเบตากลูโคซิเดสแตละยีนทีใ่ชไพรเมอรจําเพาะ (ไพรเมอรคูที่ 1-5 

ในตารางที่ 3) ก็ทําตามขัน้ตอนตางๆ เชนเดียวกับไพรเมอรกลุมยีนเบตากลูโคซิเดสทั้ง 5 และเมื่อได 

1     2         3 

500 bp 
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Agrobacterium ที่มีพลาสมิดสําหรับยับยั้งการแสดงออกของยีนครบทุกตัวอยาง ทําการถายโอนพลาสมิด

นั้นเขาสูขาวตอไป 

 

 

 

รูปท่ี 12 ลําดับนิวคลีโอไทดของยีนเปาหมายทั้ง 2 ช้ิน ที่แทรกอยใูนเวคเตอร pHELLSGATE8  

 

2.3 การผลิตขาวดดัแปลงพันธุโดยใชเทคนคิการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพืช 

ในการทดลองนี้ใชขาว 2 สายพันธุ คือ โคชิฮิคาริ (Koshihikary, japonica) และ ขาวขาวดอกมะลิ 

KDML 105 (indica) สําหรับตัวที่จะทําใหเกิดกระบวนการถายโอนยนีเขาไปยังตวัอยางขาวคือ แบคทีเรีย 

Agrobacterium EHA105 ซ่ึงหลังจากที่เพาะเมล็ดขาวทั้ง 2 ชนิด บนอาหารที่ชักนําใหเกิดแคลลัสปฐมภูม ิ

(primary calli) แสดงดังรูปที่ 13 และ 14 และเมื่อเพาะเลี้ยงตอเปนเวลา 4-6 สัปดาหจะไดแคลลสัทุติยภูม ิ

(secondary calli) ดังแสดงในรูปที่ 15 

 

รูปท่ี 13 แคลลัสปฐมภูมิของขาวขาวดอกมะลิ KDML105 บนอาหารชกันํา N6D เปนเวลา 2 สัปดาห 
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รูปท่ี 14 แคลลัสปฐมภูมิของขาวโคชิฮิคาริ บนอาหารชักนํา N6D เปนเวลา 2 สัปดาห 

 

 

รูปท่ี 15 แสดงการเจรญิของแคลลัสจากแคลลัสปฐมภูมิ (A) จนกลายเปนแคลลัสทุติยภูมิ (B) เมื่อเพาะ- 

เล้ียงเปนเวลา 4-6 สัปดาห 
 

จากรูปที่ 16 พบวาแคลลัสทุติยภูมิของขาวขาวดอกมะลิ KDML105 มีความแตกตางเมื่อเทียบจาก

ขาวโคชิฮิคาริทั้งอัตราการเจริญ รูปราง และขนาด โดยแคลลัสขาวโคชิฮิคาริจะเจรญิไดเร็วกวาไดรูปราง

กลม เรียบ และมีขนาดใหญกวาแคลลัสขาวขาวดอกมะล ิKDML105 นอกจากนี้ยังพบวาเวลาที่เหมาะสม

ในการเพาะเลีย้งแคลลัสทุติยภูมิสําหรับขาวโคชิฮิคาริ ที่จะใชในการถายโอนยีนเปาหมายโดยแบคทีเรีย 

Agrobacterium นั้นใชเวลาเพียงแค 4-6 สัปดาหเทานัน้ แตแคลลัสขาวขาวดอกมะลิ KDML105 ตองการ

ระยะเวลานานกวาคือ 6-7 สัปดาห และพบวาแคลลัสทุติยภูมิของขาวโคชิฮิคาริบนอาหารเพาะเลี้ยง

A

B



42 
 

เบื้องตน (pre-culture) N6D  มีสุขภาพ และคุณภาพทีด่ีกวาเมื่อเปรียบเทียบกับแคลลัสขาวขาวดอกมะล ิ

KDML105 (รูปที่ 17) ซ่ึงความแตกตางทัง้ปริมาณ สี ขนาด และลักษณะรูปรางของแคลลัสนี้ นาจะเกิด

จากความหลากหลายของจีโนมขาวนัน่เอง และนอกจากนี้ยังขึ้นอยูกับชนิดของอาหารที่ใชเล้ียงเพื่อชักนํา

ใหเกิดแคลลัส รวมทั้งสภาวะแวดลอมก็สงผลตอการเจริญของแคลลัสดวยเชนกนั อยางไรก็ตามปจจัยที่

สําคัญที่สุดที่สงผลตอการเจริญของแคลลัสก็คือ จีโนมของขาวแตละสายพันธุ 

 

   

 รูปท่ี 16  การชักนําใหเกิดแคลลัสของขาวโคชิฮิคาริ (A) และขาวขาวดอกมะลิ KDML105 (B) ดวย

อาหารเพาะเลีย้ง N6D  

 

   

รูปท่ี 17 แคลลัสทุติยภูมิของขาวโคชิฮิคาริ (A) และขาวขาวดอกมะลิ KDML105 (B) ที่เพาะเลีย้งเบื้องตน

บนอาหาร N6D เปนระยะเวลา 3 วัน  
 

A B 

A B 
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 นอกจากนี้แสงเปนปจจยัทางกายภาพที่สําคัญตอการชักนําใหเกิดแคลลัส โดยมีผลตอการ

เจริญเติบโตของเซลล และกระบวนการผลิตเมทาบอลิซึมทุติยภูม ิ (secondary metabolism) ของพืช แต

อยางไรก็ตามระดับการตอบสนองตอแสงยังขึ้นอยูกับชนิดของเซลล (cell type) และชนิดและสายพันธุ

ของพืช (plant species and cultivar) ดวยเชนกัน ดังนั้นในการทดลองนี้ปจจยัดานแสงในการชักนาํใหเกิด

แคลลัสทุติยภมูิจึงถูกนํามาพจิารณาดวยเชนกัน จากผลการทดลองพบวาแสงไมไดเปนปจจยัที่สําคัญใน

การชักนําใหเกิดแคลลัสทุติยภูมิของขาวทัง้ 2 ชนิดในการทดลองครั้งนี้ แตกลับเปนอาหารที่ใชเพาะเลี้ยง

มากกวาที่สงผลตอการเจริญเติบโตของแคลลัสทุติยภูมิของขาวทั้ง 2 ชนิด รายงานของ Qian และคณะ ใน

ป 2004 ที่ไดศกึษาการเกิดสนี้ําตาล (browning) ในแคลลัสขาว (indica rice variety Pei’ai64s) พบวาถึงแม

แสงจะเพิ่มการชักนําใหเกิดแคลลัส แตเมือ่เปรียบเทียบกับปริมาณแคลลัสที่เพาะเลี้ยงในที่มดืแลว พบวา

ไมมีความแตกตางอยางมีนยัสําคัญ แสดงวาแสงไมมีผลตอการชักนําใหเกิดแคลลัสทุติยภูมิซ่ึงตรงกับผล

การทดลองนี้ และยิ่งไปกวานั้น Qian และคณะ ยงัไดช้ีแจงอีกวา ถึงแมแสงจะทําใหแคลลัสเจริญเติบโต

ไดอยางรวดเรว็ก็จริง แตก็ทาํใหเพิ่มอัตราการเกิดสีน้ําตาลในแคลลัสเชนกัน ซ่ึงสงผลใหแคลลัสออนแอ

และตายในที่สุด 

นอกจากนี้ ปจจัยดานอุณหภมูิก็ถูกนํามาพจิารณาถึงการชักนําใหเกดิแคลลัสทุติยภูมิของขาวทั้ง 2 

ชนิดดวยเชนกนั แตก็พบวาการเพาะเลีย้งแคลลัสที่อุณหภูมิ 25-30 องศาเซลเซียส ไมมีความแตกตางกัน

อยางมีนัยสําคญั แตอยางไรก็ตามที่อุณหภมูิที่ต่ํากวาหรือสูงกวา 25-30 องศาเซลเซียส จะสงผลตอการ  

ชักนําใหเกดิแคลลัสทุติยภูมิอยางแนนอน โดยแคลลัสที่เพาะเลี้ยงที่อุณหภูมิที่สูงกวา 30 องศาเซลเซียส 

จะเกิดสีน้ําตาล มีลักษณะออนนุม โปรงแสง และเปราะ ทั้งนี้เนื่องจากอุณหภูมิสูงสงผลใหน้ําระเหยจาก

อาหารเพาะเลีย้ง ทําใหหยดน้ําจํานวนมากไปเกาะที่ฝาจานเพาะเลี้ยงและหยดลงมายังแคลลัสซึ่งสงผลให

แคลลัสตายเกอืบทั้งหมด หรือไมก็จะสงผลตอประสิทธิภาพที่ลดต่ําลงของการถายโอนยนีเปาหมาย

นั่นเอง และสาํหรับลักษณะแคลลัสที่เพาะเลี้ยงที่อุณหภมูิที่ต่ํากวา 25 องศาเซลเซียส จะมีลักษณะแคลลัส
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ที่แหงแกรน และสีคอนขางเหลือง แตสําหรับอุณหภูมทิี่เหมาะสมสําหรับการเพาะเลี้ยงแคลลัสทุติยภูมิ

มากที่สุด คือ อุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส ในที่มืด และนอกจากนี้สภาวะดังกลาวยังทําใหไดแคลลัสทุติย

ภูมิที่มีคุณภาพดีและเหมาะในการถายโอนยีนเปาหมายดวย 

อาหารเพาะเลีย้งเปนอีกหนึ่งปจจัยที่สําคัญเชนกัน ดังนัน้จึงถูกนํามาพจิารณาสําหรับการทดลอง

ในครั้งนี้ดวยโดยแสดงดังตารางที่ 6 เนื่องจากการชักนําใหเกดิแคลลัสแรกเริ่มของขาวขาวดอกมะล ิ

KDML105 ดวยอาหารเพาะเลี้ยงทั้ง 2 ชนิด (MS และ N6D) ไมมีความแตกตางกัน ดังนั้นจึงมเีพียงการชัก

นําใหเกิดแคลลัสทุติยภูมิเทานั้น ที่ถูกทดสอบการชักนาํใหเกิดแคลลสัดวยอาหารเพาะเลี้ยงดังกลาว ซ่ึง

จากการทดลองจะเห็นวาแคลลัสที่ถูกเพาะเลี้ยงบนอาหาร N6D จะไดจํานวนที่สูงกวาการเพาะเลี้ยงบน

อาหาร MS ดงัแสดงในรูปที่ 18 ซ่ึงไดผลตรงกับงานวจิัยของ Niroula และคณะ ในป 2005 ที่ไดรายงาน

ไววาองคประกอบของอาหารเพาะเลี้ยงสงผลตอการเจริญเติบโตเซลลพืชเพาะเลีย้ง และอาหารเพาะเลี้ยง 

N6D เปนอาหารที่มีประสิทธิภาพสําหรับการชักนําใหเกิดแคลลัส การเพิ่มจํานวนอยางรวดเรว็ของเซลล 

และการงอกของเมล็ดขาวทีม่ีจีโนมที่แตกตางกัน 

 
 

 

     
 

รูปท่ี 18 การชักนําใหเกิดแคลลัสทุติยภูมิของขาวขาวดอกมะลิ KDML105 ดวยอาหารเพาะเลีย้ง MS (A) 

และ N6D (B) 
 

 

 

 

A B 
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ตารางที่ 6 เปอรเซ็นตการชักนําใหเกิดแคลลัสของขาวขาวดอกมะล ิ KDML105 ดวยอาหารเพาะเลี้ยง 

MS และ N6D และการชักนาํใหเกิดแคลลสัของขาวโคชิฮิคาริดวยอาหารเพาะเลี้ยง 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 

 

การชักนําใหเกิดแคลลัสที่มีคุณภาพสูงและมีปริมาณมาก ซ่ึงไดมาจากเมล็ดขาวที่เกบ็เกี่ยวภายใน 

6 เดือน โดยเกบ็เมล็ดขาวขาวดอกมะลิ KDML105 และเมล็ดขาวโคชิฮิคาริ ไวที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 

ซ่ึงเมล็ดขาวที่เก็บไวนานเกิน 6 เดือน จะมีผลทําใหประสิทธิภาพการชักนําใหเกดิแคลลัสทุติยภูมิลดลง  

ดังนั้นเมล็ดขาวที่ใชในการทดลองนี้ควรจะถูกเปลี่ยนทุกๆ 6 เดือน เพื่อคงไวซ่ึงคุณภาพและประสิทธิภาพ

ของการชักนําใหเกิดแคลลัส ซ่ึงจะเห็นไดวามแีคลลัสทุติยภูมิที่เพาะในอาหาร N6D ของขาวขาวดอก
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มะลิ KDML105 (รูปที่ 19) และขาวโคชฮิิคาริจํานวนเล็กนอยเทานัน้ที่ไดจากเมล็ดขาวที่เก็บไวนานเกิน

กวา 6 เดือน การยุติการเจริญของแคลลัสปฐมภูมิเพื่อชักนําใหเกดิแคลลัสทุติยภูมิ นําไปสูการเกดิแคลลัส

ที่เปนสีน้ําตาลและมีประสิทธิภาพต่ํา ดังนั้นแคลลัสทุติยภมูิควรจะเจริญเติบโตจากแคลลัสแรกเริ่ม 

จนกระทั่งแคลลัสทุติยภูมิสามารถเจริญเติบโตแผกระจายไปบนอาหารเพาะเลี้ยงเองได ซ่ึงปริมาณวุนที่

เตมิลงในอาหารเพาะเลี้ยงสงผลตอการดูดซึมน้ําของเนื้อเยื่อ โดยปริมาณวุนที่มากเกินไปสงผลถึง

ประสิทธิภาพของอาหาร สงผลใหแคลลัสที่ไดแข็งกระดาง แหง และเปราะ ซ่ึงจะสงผลอยางมากตอ

กระบวนการโอนถายยีนเปาหมาย 

 

   

รูปท่ี 19  การชักนําใหเกิดแคลลัสที่มีประสิทธิภาพต่ําของเมล็ดขาวขาวดอกมะลิ KDML105 ที่มีอายุการ

เก็บที่มากกวา 6 เดือน ที่เพาะเลี้ยงบนอาหาร MS (A) และ N6D (B) เปนระยะเวลา 4 สัปดาห  

 

ประสิทธิภาพในการถายโอนยีนเปาหมายเขาสูพืชดวยแบคทีเรีย Agrobacterium ไมไดขึ้นอยู

เพียงแคความสําเร็จในการจดจําตําแหนงทีถู่กตอง และการสรางโคโลนีของแบคทีเรีย Agrobacterium ได

เทานั้น แตยงัขึ้นอยูกับการตอบสนองของเซลลพืชตอกระบวนการจูโจมของแบคทีเรีย Arobacterium 

ดวย ซ่ึงการศึกษากระบวนการถายโอนยนีเปาหมายของแบคทีเรีย Agrobacterium ในขาว โดยมากมักใช

เซลลระยะแรกเริ่ม (embryonic cell) เชนเซลลเร่ิมตนที่ยังไมเจริญเติบโตเต็มที่ (immature embryos) และ 

แคลลัสที่มาจากสคูเทลลัม (scutellum) ซ่ึงสําหรับงานวจิัยนีก้ระบวนการถายโอนยนีเปาหมายเขาสูขาว

A B 
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โคชิฮิคาริ และขาวขาวหอมมะลิ KDML105 ถูกทําขึ้นโดยเพาะเลี้ยงแคลลัสทุติยภูมิเบื้องตน (pre-culture) 

บนอาหารเพาะเลี้ยง N6D เปนระยะเวลา 3 วัน แลวจึงนํามาเลี้ยงรวมกับแบคทีเรีย Agrobacterium เปน

ระยะเวลาอีก 3 วัน เพราะหากนานมากกวา 3 วัน จะทําใหลดประสิทธิภาพในการถายโอนยีนเปาหมายได 

และจะทําใหแคลลัสมากกวา 80 เปอรเซ็นตตายได โดยเฉพาะแคลลัสขาวขาวดอกมะล ิKDML105 เพราะ

ดวยโครงสรางของแคลลัสที่มีขนาดเล็ก และผิวหนาหยาบ ซ่ึงทําใหยากแกการลางแบคทีเรีย 

Agrobacterium ออกไป และแบคทีเรีย Agrobacterium นี้ก็จะไปชกันําใหเกดิกระบวนการนวิโครซีส 

(necrosis) และฆาแคลลัสทั้งหมดหลังจาก 3 วันของการเพาะเลี้ยงรวม (co-culture) นั่นเอง ดังแสดงใน 

รูปที่ 20  

 

     

รูปท่ี 20 แคลลัสของขาวโคชิฮิคาริบนอาหารคัดเลือกหลังจากทีเ่พาะเลี้ยงรวมกับแบคทีเรีย 

Agrobacterium เปนระยะเวลา 3 วัน (A) และ 4 วัน (B) 

 

จากผลการทดลองที่ไดดังตารางที่ 7 จะเห็นวามเีพียงแคลลัสที่ถูกถายโอนดวยพลาสมิดของชุด

ทดสอบควบคุม และชุดทดสอบ Os12bglu38 เทานั้นทีส่ามารถพัฒนาไปเปนตนขาวได ขณะทีแ่คลลัสที่

ถูกถายโอนพลาสมิดจากชุดทดสอบอื่นๆ ไมสามารถพัฒนาไปเปนตนขาวได ซ่ึงในภายหลังพบวา

แคลลัสนั้นเปนแคลลัสที่ถายโอนพลาสมิดเขาไปไมไดนั่นเอง  ถึงแมวาจะมีแคลลัสที่ไมมีพลาสมิดที่ถูก

ถายโอนของแตละชุดทดสอบสามารถเจริญไดในอาหารที่มียาปฏิชีวนะก็ตาม แตเนื่องจากปริมาณความ

A B 
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เขมขนที่ต่ําของยาปฏิชีวนะพาโรโมไมซิน (50 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร) ในอาหารคัดเลือก จึงทําใหแคลลัส

สามารถตานทานตอยาปฏิชีวนะและเจริญไดนั่นเอง และจะเห็นวาอาหารคัดเลือกทีใ่ชไมใชปจจัยสําคัญ

ในการยับยั้งการงอกของตนขาวเนื่องจากมทีั้งแคลลัสของชุดทดสอบควบคุม และชุดทดสอบ 

Os12bglu38 ที่แคลลัสสามารถเจริญไปเปนตนขาวได และยิ่งกวานั้นลักษณะของตนขาวจากทั้ง 2 ชุด

ทดสอบยังเหมือนกัน ไมมคีวามแตกตางเลย ถึงแมตนขาวที่ไดจากชุดทดสอบควบคุมจะเปนตนขาวที่ไม

มีพลาสมิดที่ถูกถายโอน (nontransformed rice; empty pHELLSGATE8 transformed) ก็ตาม ทั้งนี้อาจจะ

เนื่องจากยีน Os12bglu38 ไมมีการแสดงออกในแคลลัส ถึงแมจะแสดงออกในใบ ดอกและรวงขาวก็ตาม 

ซ่ึงจากการทดลองนี้นาจะสรปุไดวาผลกระทบของการยบัยั้งยนีเบตากลูโคซิเดสทั้ง 4 ยีน ท่ีแสดงออกใน

แคลลัสนาจะไปลดการงอกเปนตนขาวของแคลลัสนั่นเอง  

แคลลัสที่มีศักยภาพสูงในการที่จะงอกเปนตนขาวนัน้ จะสรางจุดสีเขียวข้ึนบนผิวหนาของ

แคลลัส และพบวาจะสามารถเจริญเติบโตไดอยางรวดเรว็เพยีงแค 2 สัปดาหแรกของการปลูกเทานัน้ (รูป

ที่ 21A) จํานวนแคลลัสที่พอเหมาะในการเพาะเลี้ยงบนอาหารอยูที่ 10-15 แคลลัสตอจานเพาะเลี้ยงนั่นเอง 

ซ่ึงเปนการดีสําหรับแคลลัสในการใชพื้นที่ในการเจริญเติบโตไดอยางเต็มที่ จากจดุสีเขียวทั้งหมดที่พบ

บนแคลลัสนั้น บางจุดจะพัฒนาไปเปนราก หลังจากใชระยะเวลา 3-6 สัปดาห ดังรูปที ่21B           แตบาง

จุดก็จะไมพัฒนาไปเปนรากภายใตสภาวะแวดลอมเดิม การพฒันาไปเปนราก และใบไมไดมี

ความสัมพันธกับขนาดของแคลลัสเลย เนื่องจากแคลลัสขนาดเล็กๆ ก็สามารถพัฒนาไปเปนราก และใบ

ไดเชนเดียวกนักับแคลลัสกอนใหญนัน่เอง  
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รูปท่ี 21 แสดงการพัฒนาจากแคลลัสจนเปนตนขาว แคลลัสที่มีจุดสีเขียวหลังจากเพาะเลี้ยง 2-3 สัปดาห 

(A) แคลลัสพัฒนาไปเปนใบบนอาหารเพาะเลี้ยง (B) การงอกเปนรากและใบ (C) ตนขาวที่

เจริญเติบโตบนอาหาร MS ที่ไมมีฮอรโมน (D) ตนขาวถูกหุมดวยถุงพลาสติกกอนจะถูกยาย

ออกมาภายนอกชายคา (E) และตนขาวที่ปปลูกไวในกรงตาขาย (F) 

 
 

2.4 การตรวจสอบการแสดงออกของยีนโดยใชเทคนิคอารที-พีซีอาร 

หลังจากสกัดอารเอนเอทั้งหมด (total RNA) จากตวัอยางแคลลสัของแตละชุดการทดสอบที่ใช

ในการยับยั้งแตละยีน ยกเวนตัวอยางแคลลัสจากชุดทดสอบที่ใชในการยับยั้งยนี Os12bglu38 เนือ่งจาก

ปกติยีนนี้จะไมมีการแสดงออกในแคลลัสนั่นเอง นําอารเอนเอทั้งหมดของทุกตัวอยางที่สกัดไดมาโหลด

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 อารเอนเอที่สกัดไดในแตละตัวอยางแคลลัส ที่ตานทานตอยาปฏชีิวนะพาโรโมไมซินจากชุด

ทดสอบทั้ง 5 ชุดทดสอบ เลนที่ 1-3 คือ ตัวอยางจากชุดทดสอบที่ยับยัง้ยีน Os3bglu7 เลนที่ 4-6 

คือ ตัวอยางจากชุดทดสอบทีย่ับยั้งยีน Os1bglu1 เลนที่ 7-9 คือ ตัวอยางจากชุดทดสอบที่ยับยั้งยีน 

Os7bglu26 เลนที่ 10-12 คือ ตัวอยางจากชดุทดสอบที่ยับยั้งยนี Os3bglu8 และเลนที ่ 13-15 คือ 

ตัวอยางจากชดุทดสอบควบคุม (empty pHELLSGATE8) 

 

อารเอ็นเอนเหลานี้จะถูกนําไปเปนดีเอนเอแมแบบสําหรับปฏิกิริยาอารที-พีซีอาร 2 ขั้นตอน (2 

step RT-PCR reaction) โดยผลที่ได (รูปที่ 23) แสดงใหเห็นวาในทุกตัวอยางของชดุทดสอบที่ยับยั้งยีน 

Os3bglu8 ตรวจสอบแลวไมพบเอ็มอารเอ็นเอ แตตวัอยางของชุดทดสอบควบคุมตรวจพบเอ็มอารเอ็นเอ

ของยีน Os3bglu8  สวนยีนอีก 3 ยีนทีเ่หลือตรวจพบเอ็มอารเอ็นเอของยีนนัน้ๆ และยังตรวจพบการ

แสดงออกของเอ็มอารเอ็นเอของทั้งยีน Os7bglu26 Os3bglu7 และ Os1bglu1 ดังนั้นจงึสามารถสรุปไดวา

ไมเกิดผลกระทบใดๆ หากทําการยับยั้งการแสดงออกของยีนทั้ง 3 ในแคลลัสที่ตานทานยาปฏิชีวนะของ

ตัวอยางชดุทดสอบ Os3bglu8  

สําหรับแคลลัสที่ตานทานตอยาปฏิชีวนะพาโรโมไมซินของชุดทดสอบที่ยับยั้งยีน Os7bglu26 

และ Os1bglu1 ใหผลการทดลองที่เหมือนกับในชดุทดสอบที่ยับยั้งยีน Os3bglu8 ในการยับยั้งการ

แสดงออกของยีนไดอยางสมบูรณเมื่อเปรียบเทียบกับชดุทดสอบควบคุม (รูปที่ 24 และ 25 ตามลําดับ) 
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แตสําหรับผลการทดลองในชุดทดสอบที่ยบัยั้งยีน Os3bglu7 ใหผลที่แตกตางออกไปซึ่งนาสนใจ คือ 

ตรวจพบเอ็มอารเอ็นเอของ Os3bglu7 ในแคลลัสทุกตัวอยางเมื่อเปรียบเทียบกับตวัอยางแคลลัสของชุด

ทดสอบ (รูปที่ 26)  ถึงแมจะพบวาในบางตัวอยางเกอืบจะยับยั้งการแสดงออกของยีนไดเกือบสมบูรณ 

(รูปที่ 26 เลนที่ 2) หรือยับยั้งการแสดงออกไดเพยีงครึง่หนึ่งเมื่อเปรยีบเทียบกับตัวอยางของชุดควบคุมก็

ตาม แตนั่นก็ถือวาไมสามารถยับยั้งการแสดงออกของยีน Os3bglu7 ไดอยางชุดทดสอบอื่นๆ 

 

       1    2   3    4   5    6   7 

 

                            
                                            

 

รูปท่ี 23 ผลิตภัณฑอารที-พีซีอารจากเอ็มอารเอ็นเอ ของยีนเบตากลูโคซิเดสในแคลลัสของชุดทดสอบที่

ยับยั้งยีน Os3bglu8 ไพรเมอรเฉพาะ 3’UTR ของแตละยีนถูกใชเพื่อสังเคราะหช้ินยนี Os3bglu8 

Os7bglu26 Os1bglu1 และ Os3bglu7 โดยใชเบตาแอคติน (β-actin) เปนตัวควบคุม เลนที่ 1 คือ 

100bp marker เลนที่ 2-6 คือ ตัวอยางแคลลัสของชุดทดสอบที่ยับยั้งยีน Os3bglu8 และเลนที่ 7 

คือ ตัวอยางแคลลัสของชุดทดสอบควบคุม 
 
 
 
 

β-actin 

500 bp 
Os3bglu8 

Os7bglu26 

Os1bglu1 

Os3bglu7 
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      1    2    3    4   5    6   7 

 

                                   
        

 

รูปท่ี 24 ผลิตภัณฑอารที-พีซีอารจากเอ็มอารเอ็นเอ ของยีนเบตากลูโคซิเดสในแคลลัสของชุดทดสอบที่

ยับยั้งยีน Os7bglu26 ไพรเมอรเฉพาะ 3’UTR ของแตละยนีถูกใชเพื่อสังเคราะหช้ินยีน 

Os7bglu26 Os3bglu8 Os1bglu1 และ Os3bglu7 โดยใชเบตาแอคติน (β-actin) เปนตัวควบคุม 

เลนที่ 1 คือ 100bp marker เลนที่ 2-6 คือ ตัวอยางแคลลัสของชุดทดสอบที่ยับยั้งยีน Os7bglu26 

และเลนที่ 7 คือ ตัวอยางแคลลัสของชุดทดสอบควบคุม 

 

 

 

 

 

 

 

        
 

β-actin 
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Os1bglu1 

Os3bglu7 
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       1   2    3    4   5    6    7 

 

                               
                                            

 

รูปท่ี 25 ผลิตภัณฑอารที-พีซีอารจากเอ็มอารเอ็นเอ ของยีนเบตากลูโคซิเดสในแคลลัสของชุดทดสอบที่

ยับยั้งยีน Os1bglu1 ไพรเมอรเฉพาะ 3’UTR ของแตละยีนถูกใชเพื่อสังเคราะหช้ินยนี Os1bglu1 

Os7bglu26 Os3bglu7 และ Os3bglu8 โดยใชเบตาแอคติน (β-actin) เปนตัวควบคุม เลนที่ 1 คือ 

100bp marker เลนที่ 2-6 คือ ตัวอยางแคลลัสของชุดทดสอบที่ยับยั้งยีน Os1bglu1 และเลนที่ 7 

คือ ตัวอยางแคลลัสของชุดทดสอบควบคุม 

 

 

 

 

 

 

 

 
        
 

β-actin 
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Os1bglu1 
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       1    2   3    4   5    6    7 

 
      

 

รูปท่ี 26 ผลิตภัณฑอารที-พีซีอารจากเอ็มอารเอ็นเอ ของยีนเบตากลูโคซิเดสในแคลลัสของชุดทดสอบที่

ยับยั้งยีน Os3bglu7 ไพรเมอรเฉพาะ 3’UTR ถูกใชเพื่อสังเคราะหช้ินยีน Os3bglu7 โดยใชเบตา

แอคติน (β-actin) เปนตัวควบคุม เลนที่ 1 คือ 100bp marker เลนที่ 2-6 คือ ตัวอยางแคลลัสของ

ชุดทดสอบที่ยบัยั้งยีน Os3bglu7 และเลนที่ 7 คือ ตัวอยางแคลลัสของชุดทดสอบควบคุม 

 

 

จากงานวิจยัของ Opassiri และคณะในป 2006 ไดกลาวไววายีน Os3bglu7 เปนยีนที่มกีาร

แสดงออกสูงที่สุดในขาว ดังนั้นจงึอาจจะเปนไปไดที่อารเอ็นเอสายคูของ Os3bglu7 จาก 

pHELLSGATE8 ไมเพยีงพอในการยับยั้งการแสดงออกทั้งหมดที่มีปริมาณมาก หรืออาจจะเปนการยับยั้ง

การแสดงออกของยีนเองที่ไปกระตุนบางโมเลกุล เพื่อใหมีการแสดงออกของยีนนี้มากยิ่งขึ้นสําหรับการ

คงไวซ่ึงกิจกรรมทางชีวภาพของแคลลัสในการมีชีวิตอยู หรืออาจเปนไปไดที่อารเอ็นเอสายคูของ 

Os3bglu7 ไปยับยั้งอารเอน็เอไอ เนื่องจากมีลําดับอารเอ็นเอสายคูที่จําเพาะทีเ่ปนผูแขงขันกับโครงสราง

ของอารเอ็นเอไอ หรืออาจจะตองใชระยะเวลาในการยับยั้งยีนเปนเวลานานยิ่งขึ้นเพื่อใหสามารถยับยั้ง

ปริมาณยีนทีแ่สดงออกมามากไดทั้งหมด ซ่ึงเมื่อเปรียบเทียบการแสดงออกกับยนีอื่นๆ แลวพบวายีนนี้มี

β-actin 

500 bp 

Os3bglu7 
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การแสดงออกที่มากกวายีนอืน่มาก จึงเปนไปไดที่นาจะเพิ่มระยะเวลาเพื่อใหสามารถยับยั้งการแสดงออก

ของยีนนี้ใหไดทั้งหมด ซ่ึงถาหากเกดิการยับยั้งยีน Os3bglu7 ไดอยางสมบูรณและแคลลัสสามารถงอก

เปนตนขาวได ดังนั้นการยับยั้งนี้จึงนาจะสงผลในบางวิถีชีวภาพ (biological pathway) ที่เกีย่วของกบัการ

งอกเปนตนขาว แตเนื่องจากในชดุทดสอบนี้ไมมีการพัฒนาจากแคลลัสไปเปนตนขาว จึงไมสามารถ

เปรียบเทียบผลกระทบที่เกิดกับลักษณะทีป่รากฎของตนขาวไดนั่นเอง 

 

2.5 การตรวจสอบเอสไออารเอ็นเอโดยใชเทคนคิ northern blot analysis 

การตรวจสอบเอสไออารเอ็นเอสามารถทําไดโดยใชเทคนคิ northern blot analysis ซ่ึงระดับการ

สะสมของเอสไออารเอ็นเอในแคลลัสของแตละชุดทดสอบแสดงดังรูปที่ 27  ซ่ึงการเก็บสะสมเอสไอ-  

อารเอ็นเอในปริมาณที่สูงพบในแคลลัสของชุดทดสอบที่ยับยั้งยีน Os3bglu8 ตามมาดวยแคลลัสของชุด

ทดสอบที่ยับยัง้ยีน Os7bglu26 Os1bglu1 Os3bglu7 ตามลําดับ  ซ่ึงจากผลการทดลองจะเห็นวาปริมาณ

เอสไออารเอ็นเอที่ต่ําในชุดทดสอบที่ยับยั้งยีน Os3bglu7 นั้น ไมเพียงพอในการยับยั้งการแสดงออกที่มาก

ของยีนนี้ในแคลลัส ซ่ึงการมีปริมาณเอสไออารเอ็นเอมากจะเพิ่มโอกาสในการเขาจบักับ RISC complex 

สําหรับคนหาและเขาทําลายเอ็มอารเอ็นเอเปาหมาย อยางไรก็ตามการแสดงออกของเอ็มอารเอ็นเอของยีน 

Os3bglu8  Os7bglu26 และ Os1bglu1 มีระดับการแสดงออกต่ําในสภาวะปกติ ดังนัน้เอสไออารเอ็นเอที่

สรางไดจึงเพยีงพอในการยับยั้งยีน และนัน่ทําใหตรวจไมพบเอ็มอารเอน็เอในตวัอยางแคลลัสจากทั้ง 3 

ชุดทดสอบนัน่เอง 

ความหลากหลายของระดับเอสไออารเอ็นเอนั้น นาจะขึ้นอยูกับหลายๆ เหตุผล ขอแรก คือ 

ตําแหนงของที-ดีเอ็นเอทีเ่ขาไปแบบสุมในจีโนมซึ่งจะสงผลตอการแสดงออกของยนี ขอที่ 2 คือ จํานวน

ซํ้า (copy number) ของทรานสยีน (transgene) อาจจะเปนปจจยัที่มีสวนในระดับของการแสดงออกของ

ยีน อยางไรก็ตามกิจกรรมของทรานสยีนอาจจะไมเกีย่วของโดยตรงตอจํานวนซ้ําเนื่องจากกิจกรรมของ 
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ทรานสยีนเปนการกดการแสดงออกรวม (co-suppression) ขอที่ 3 อาจเกดิกระบวนการเติมเมธิล 

(methylation) ของทรานสยีนโดยเฉพาะที่ตําแหนงโปรโมเตอร หรือตําแหนงใกลเคียงถาทรานสยีนนั้น

ถูกพิจารณาวาเปนสิ่งแปลกปลอม ซ่ึงเปนเรื่องปกติของเซลลเจาบานที่จะมกีลไกในการปองกนัตัวเอง

โดยการเติมเมธิลและทําใหทรานสยีนนั้นไมถูกกระตุนได และเนื่องจากอารเอ็นเอไอกระตุนลําดับสาร

พันธุกรรมที่จาํเพาะในการทาํลายเอ็มอารเอ็นเอ ดังนั้นจึงเปนไปไดที่ลําดับสารพันธุกรรมของเอสไอ- 

อารเอ็นเอของ Os3bglu7 มีปญหาในการเขาจับกับ RISC complex ซ่ึงทําใหเกิด naked siRNA duplex ใน

เซลลและถูกทําลายในที่สุด 

ผลกระทบของการแสดงออกของเอ็มอารเอ็นเอ และการสะสมเอสไออารเอ็นเอในแคลลัสของ

ชุดทดสอบที่ยบัยั้งยีน Os3bglu7 อาจจะเกี่ยวของกับโครงสรางทุติยภมูิ (secondary structure) ของยีน 

Os3bglu7 เองที่มีผลตอการจับของโปรตีนไดเซอร (dicer binding protein) และโปรตีนที่จับกบั           

เอ็มอารเอ็นเอ (mRNA-binding protein) อาจจะเปนตัวกําหนดการเขากันไดของอารเอ็นเอสายคูกับ     

เอสไออารเอ็นเอก็ได  

 

2.6 การตรวจสอบตนขาวท่ีไดรับการโอนพลาสมิดดวยเทคนิคพีซีอาร 

การตรวจสอบตนขาวที่ถูกถายโอนยีนเปาหมายของชุดทดสอบ Os12bglu38 และตนขาวจากชดุ

ทดสอบควบคุมที่ถูกถายโอนเพียงเวคเตอร pHELLSGATE8 อยางเดยีวเทานั้นดวยเทคนิคพีซีอาร โดยใช

ไพรเมอรสําหรับยีน nptII ซ่ึงแสดงผลการทดลองดังรูปที่ 28 และ 29 ตามลําดับ พบแถบดีเอ็นเอเปาหมาย

ที่มีขนาด 730 คูเบส ในทุกตวัอยางตนขาวทั้งที่มาจากชุดทดสอบควบคุม และชุดสดสอบ Os12bglu38 

ในการทดลองนี้ยังไดนําแคลลัสที่ไมมียีนทีถู่กถายโอน (non transformed calli) มาทําการทดลอง

เปรียบเทียบดวย และนาประหลาดใจที่พบแถบดีเอ็นเอบนเจลอะกาโรสเชนกัน แตมีขนาดที่ใหญกวา 
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อยางไรก็ตามก็ไมพบแถบดเีอ็นเอเปาหมาย (730 คูเบส) แสดงดังรูปที ่ 29  ดังนั้นจึงทําใหแนใจไดวาตน

ขาวที่ไดทั้งหมดนั้นเปนตนขาวที่ถูกถายโอนพลาสมิดอยางแนนอน 

 

 

                               

  

รูปท่ี 27 Northern blot analysis ของเอสไออารเอ็นเอโดยใชตวัตดิตามเปน 3’UTR ของยีน Os3bglu8 (1) 

Os7bglu26 (2) Os1bglu1 (3) และ Os12bglu38 (4) โดยตัวอยางอารเอน็เอรวม (total RNA) ถูก

โหลดในเจลโพลีอะคริลาไมด 15 เปอรเซนต (A) และการตรวจสอบเอสไออารเอ็นเอบน       

เมมเบรน (B) เลนที่ 1 คือ ตัวอยางแคลลัสจากชุดทดสอบควบคุม เลนที่ 2-5 คือ ตัวอยางแคลลัส

จากชุดทดสอบที่ยับยั้งยีนแตละยีน  

 

 

(1) (2)

(3) (4)

Os3bglu7 Os1bglu1 

Os7bglu36 Os3bglu8 
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ตารางที่ 7 ประสิทธิภาพการงอกของแคลลัสที่ตานทานตอยาปฏิชีวนะพาราโมไมซิน 

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 (ตอ) 

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 ผลิตภัณฑพีซีอารของยีน nptII  จากตัวอยางตนขาวของชุดทดสอบที่ยับยั้งยีน Os12bglu38  บน

เจลอะกาโรส เลนที่ 1 คือ 100bp marker เลนที่ 2-9 คือ ผลิตภัณฑพซีีอารของตัวอยางตนขาว    

แตละตวัอยางที่แตกตางกันของชุดทดสอบที่ยับยั้งยีน Os12bglu38 

 
                         1      2      3     4      5      6      7     8      9 

 

รูปท่ี 29 ผลิตภัณฑพีซีอารของยีน nptII จากตัวอยางตนขาวของชุดทดสอบควบคุมบนเจลอะกาโรส เลน

ที่ 1 คือ 100bp marker เลนที่ 2 คือ แคลลัสที่ไมมีพลาสมิดที่ถูกถายโอน (nontransgenic calli) 

เลนที่ 3-9 คือ ผลิตภัณฑพีซีอารของตัวอยางตนขาวแตละตัวอยางทีแ่ตกตางกันของชุดทดสอบ

ควบคุม 

 

500 bp 
730 bp 

500 bp 

730 bp 
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บทที่ 4  

บทสรุป 

 

สรุปผลการวิจัย 

เบตากลูโคซิเดสเปนโปรตีนกลุมหนึ่งมีความเกีย่วของกบัการเจริญเตบิโตของขาว และมีการ

ตอบสนองตอสภาวะเครียดของขาว ซ่ึงจากงานวจิัยของ Opassiri และคณะ ในป 2006 พบวามีทั้งสิ้น 40 

ยีน และมีเพยีง 34 ยีนเทานัน้ที่มีหนาที่อยางแทจริง โดยเมื่อเปรียบเทียบตัวอยางที่ทําการศึกษากับขอมูลที่

มีอยูแลวพบวา ใน 45 K array ขาว พบ 26 กลุมโอลิโกนิวคลีโอไทดที่มีความจําเพาะตอไกลโคซิล

ไฮโดรเลสกลุมที่ 1 และพบวามี 11 กลุมที่ตรงกับขอมูลของ Opassiri และคณะ ซ่ึงจากผลการศึกษาการ

แสดงออกของยีนกลุมไกลโคซิลไฮโดรเลสกลุมที่ 1 โดยอะเรยขาวขนาด 45K กลุมยีนที่มีการแสดงออก

ลดลงตั้งแต 2 เทาขึ้นไปมีเพียง 5 กลุมโอลิโกนิวคลีโอไทด (Os5bglu19, Os9bglu31, Os9bglu30, 

Os11bglu36 และ Os1bglu5) และมีเพียง 3 กลุมโอลิโกนิวคลีโอไทด (Os4bglu18, Os3bglu6 และ 

Os7bglu26) ที่มีการแสดงออกแบบเพิ่มขึน้ตั้งแต 2 เทาขึ้นไป เมื่อปลูกขาวในสภาวะเครียด 

การมีอยูของยนีเบตากลูโคซิเดสหลายยนีในขาวนัน้ ก็อาจจะเนื่องจากมีการทําหนาที่อ่ืนๆ ในขาว

ดวย ซ่ึงยังไมทราบถึงหนาที่เหลานั้น ซ่ึงพบวายีน Os3bglu7 มีการแสดงออกที่สูงที่สุดในขาวเมื่อ

เปรียบเทียบกบัยีนอื่นๆ ซ่ึงผลจากแผนผังรูปตนไม (phylogenetic tree) แสดงใหเหน็วายีน Os3bglu7 มี

ความสัมพันธใกลชิดกนักับยีนอื่นอีก 4 ยนีในกลุมยีนเบตากลูโคซิเดส ซ่ึงก็คือยีน Os1bglu1 Os3bglu8 

Os7bglu26 และ Os12bglu38 ดังนั้นในงานวจิัยนี้จึงไดทําการศึกษายีนเบตากลูโคซิเดส 5 ยีน คือ 

Os1bglu1 Os3bglu7 Os3bglu8 Os7bglu26 และ Os12bglu38 เกี่ยวกับหนาที่ของยนีโดยการใชเทคนิค 

อารเอ็นเอไอ การสรางชุดทดสอบ 5 ชุดทดสอบ โดยใชสวนที่เปน 3’UTR ของแตละยีนในการยับยั้งการ
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แสดงออกของยีนแตละยนี และใชสวนทีพ่บในทุกยีนเบตากลูโคซิเดส (conserved region) จากยนี 

Os3bglu7 เปนแบบในการใชเพื่อยับยั้งยีนทั้ง 5 โดยใชเวคเตอร pHELLSGATE8 ที่ถูกสรางขึ้นดวย 

Gateaway cloning technology  ดวยเอน็ไซมแอลอารโคลเนส และถายโอนพลาสมิดเขาสูตนขาวดวย

แบคทีเรีย Agrobacteruim สายพันธุ EHA105 

สายพันธุขาวที่ใชในงานวจิยันี้คือ ขาวขาวดอกมะลิ KDML105 และขาวโคชิฮิคาริ ที่ชักนําให

สรางแคลลัสในอาหารเพาะเลี้ยง N6D โดยพบวาในการเพาะเลี้ยงนั้น แสงไมไดเปนปจจัยที่สําคัญในการ

ชักนําใหเกดิแคลลัส แตกลับเปนอาหารเพาะเลี้ยงมากกวาที่สงผลตอการเจริญเติบโตของแคลลัสทุติยภมู ิ

ปริมาณแคลลัสทุติยภูมิสูงสุดของขาวทั้ง 2 สายพันธุ สามารถเพาะเลี้ยงไดที่อุณหภมูิ 28 องศาเซลเซียส 

บนอาหารเพาะเลี้ยง N6D  แตเมื่อเปรียบเทียบลักษณะของแคลลัสจากขาวทั้ง 2 สายพันธุ พบวาแคลลัส

ของขาวโคชิฮิคาริจะมีผิวหนาที่เรียบกวา ขนาดแคลลัสใหญกวา และเจริญเติบโตไดเร็วกวาแคลลัสของ

ขาวขาวดอกมะลิ KDML105 ซ่ึงลักษณะแคลลัสดังกลาวของขาวโคชิฮิคาริจะชวยลดการปนเปอนจาก

แบคทีเรีย Agrobacteruim อีกดวย 

สําหรับการยับยั้งการแสดงออกของยีนเบตากลูโคซิเดสแตละยีนไมมีความแตกตางกนั เมื่อ

เปรียบเทียบกบัชุดทดสอบควบคุม โดยชุดทดสอบควบคุมมีประสิทธิภาพในการถายโอนพลาสมิดสูง

ที่สุด (19 เปอรเซ็นต) เมื่อเปรียบเทียบกบัชุดทดสอบอื่นๆ โดยการตรวจสอบแทรกของที-ดีเอ็นเอเขาไป

ในจีโนมขาวสามารถทําไดโดยใชเทคนิคพซีีอารที่ใชไพรเมอร nptII ซ่ึงจากการทดสอบนี้แสดงใหเห็นวา

แคลลัสที่ตานทานตอยาปฏชีิวนะพาโรโมไมซินที่ได เปนแคลลัสที่ไดรับการถายโอนพลาสมิดจริง 

สําหรับเทคนิคอารที-พีซีอาร ใชเปนตัวบงชี้ถึงการยับยัง้การแสดงออกของเอ็มอารเอ็นเอของยีน โดยจาก

ผลการทดลองพบวาสามารถยับยั้งการแสดงออกของยีน Os1bglu1 Os3bglu8 และ Os7bglu26 ไดอยาง

สมบูรณ แตสําหรับยีน Os3bglu7 แสดงระดับเอ็มอารเอ็นเอที่แตกตางกันที่ถูกยบัยั้งการแสดงออก 

อยางไรก็ตามก็ถือวาไมสามารถยับยั้งการแสดงออกของยีน Os3bglu7 ไดอยางสมบรูณ ทั้งนี้การทดสอบ
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การแสดงออกของยีน Os12bglu38 ไมไดถูกทดสอบเนื่องจากวายีนนีไ้มมีการแสดงออกในแคลลัส

นั่นเอง นอกจากนี้การตรวจสอบเอสไออารเอ็นเอเปนการตรวจสอบถึงกลไกของอารเอ็นเอไอที่เกดิขึ้นใน

เซลล โดยจากงานวจิัยนี้ช้ีใหเห็นวาเอสไออารเอ็นเอถูกตรวจพบในแคลลัสที่ไดรับการถายโอนพลาสมิด 

ซ่ึงพบวาปริมาณเอสไออารเอ็นเอสูงสุดที่ตรวจพบคือ ตัวอยางจากชุดทดสอบที่ยบัยั้งการแสดงออกของ

ยีน Os3bglu8 ตามมาดวยตัวอยางจากชดุทดสอบที่ยับยั้งการแสดงออกของยีน Os1bglu1 และ Os7bglu26 

ตามลําดับ และปริมาณของเอสไออารเอ็นเอที่ตรวจพบต่ําที่สุดคือ ตัวอยางจากชดุทดสอบที่ยับยั้งการ

แสดงออกของยีน Os3bglu7 จึงเปนเหตผุลที่ทําใหยีน Os3bglu7 ไมถูกยับยั้งการแสดงออกไดอยาง

สมบูรณ และประกอบกับยนีนี้มีการแสดงออกของยีนที่สูงมากในขาวนั่นเอง สําหรับการพัฒนาไปเปน

ตนขาวของแคลลัส มีเพียงแคลลัสจากตัวอยางชุดทดสอบควบคุม และชุดทดสอบทีย่ับยั้งการแสดงออก

ของยีน Os12bglu38 เทานั้นที่สามารถพัฒนาไปเปนตนขาวได และพบวาประสิทธิภาพในการงอกเปน

ตนขาว คือ 5 เปอรเซ็นต และ 3 เปอรเซ็นต ตามลําดับ ซ่ึงตรวจสอบพบยีน nptII จากตัวอยางตนขาว    

ทุกตัวอยางของชุดทดสอบทั้ง 2 ชุด โดยยีนนีจ้ะเปนตัวบงชี้วาตนขาวที่ตรวจสอบนัน้ไดรับการถายโอน 

พลาสมิดเขาไปในจีโนมขาวจริง จึงทําใหมั่นใจไดวาตนขาวที่นํามาทดสอบนี้เปนตนขาวที่ไดรับการถาย

โอนพลาสมิดแลวนั่นเอง แตอยางไรก็ตามตนขาวจากชดุทดสอบที่ยับยั้งยีน Os12bglu38 ไมไดแสดงถึง

ความแตกตางของลักษณะตนขาวที่ปรากฎเมื่อเปรียบเทยีบกับตนขาวจากชุดทดสอบควบคุมเลย กลาวคือ

ลักษณะของตนขาวจากทั้ง 2 ชุดทดสอบมีความเหมือนกัน ไมแตกตางกันเลย  แตแคลลัสที่ถูกถายยีน

ยับยั้งการแสดงออกของยีนอืน่อีก 4 ยีนไมสามารถงอกเปนตนได ซ่ึงอาจเนื่องมาจากยนีทั้ง 4 มี

ความสําคัญตอการพัฒนาเปนตนออน/ขาว 

กลไกตางๆของยีนเบตากลูโคซิเดสในขาวยังคงไมทราบแนชัด แตสําหรับงานวิจยันีแ้สดงใหเห็น

วาหลังจากที่ยนีเบตากลูโคซิเดสถูกยับยั้งการแสดงออกจะสงผลกระทบตอแคลลัสขาว และการปนเปอน
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ของแบคทีเรีย Agrobacterium และการที่ไมสามารถพัฒนาไปเปนตนขาวไดนั้น แสดงใหเหน็วายีน       

เบตากลูโคสิเดส ทั้ง 4 ยีน มคีวามสําคํญตอการเจริญจากแคลลัสเปนตน   


