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บทคัดยอ 

 

การวิจยันี้มีเปาหมายเพื่อ (1) ศึกษาการแสดงออกของยีนกลุมไกลโคซิลไฮโดรเลสในอะเรย

ขาวขนาด 45 K เพื่อเปรยีบเทียบกับฐานขอมูล ในอะเรย 45 K ของขาวมีโอลโิกนิวคลโีอไทดที่มี

ความจําเพาะตอไกลโคซิลไฮโดรเลสกลุมที ่ 1 ทั้งส้ิน 26 กลุม แตมีเพียง 11 กลุมทีต่รงกับฐานขอมูล  

เมื่อทําใหขาวอยูในสภาวะเครียด เทียบกับสภาวะปกติ มียีนท่ีมีการแสดงออกที่มีความแตกตางกัน 

ลดลงตั้งแต 2 เทาขึ้นไปเพยีง 5 กลุม (Os5bglu19 Os9bglu31 Os9bglu30, Os11bglu36 และ Os1bglu5) 

และมีเพยีง 3 กลุม (Os4bglu18 Os3bglu6 และ Os7bglu26) ที่มีการแสดงออกแบบเพิ่มขึ้นตั้งแต 2 เทา

ข้ึนไป (2) ศกึษาหนาที่ของยีนเบตากลโูคซิเดสจํานวน 5 ยีน คือ Os1bglu1 Os3bglu7 Os3bglu8 

Os7bglu26 และ Os12bglu38 ดวยเทคนคิอารเอ็นเอไอ  ไดทําการยบัยั้งการแสดงออกของเบตากลโูค-   

ซิเดสทั้ง 5 ยนีพรอมกัน โดยใชสวนของ coding region ท่ีมีความเหมือนกันทั้ง 5 ยีน และยับยัง้การ

แสดงออกของแตละยนีโดยใชสวนของ 3’UTR ซึ่งมีความเฉพาะเจาะจงกับยีนเบตากลูโคซิเดสแตละตัว   

ยีนเปาหมายถกูใสเขาไปในเวคเตอร pHELLSGATE8 และสงเขาไปในแคลลัสของขาวโดยใชแบคทีเรีย 

Agrobacterium เพื่อสรางอารเอ็นเอสายคูในขาว การชักนําการเกิดแคลลัสบนอาหารเพาะเลีย้ง N6D 

เปนระยะเวลา 4 ถึง 6 สัปดาห ท่ีอุณหภูมิ 28 องศาเซลเซยีส มีประสิทธิภาพสูงที่สุดในการชักนําใหเกิด

แคลลัสของขาวขาวดอกมะล ิ KDML105 และขาวโคชิฮิคาริ ท่ี 94.5 และ 93.4 เปอรเซ็นต ตามลําดับ 

สภาวะทีเ่หมาะสมสําหรับการถายยีนเขาสูแคลลัสของขาว คือ การบมแคลลัสรวมกับแบคทีเรยี 

Agrobacterium ในอาหารเพาะเลี้ยง infection medium การคัดเลือกแคลลัสท่ีไดรับการถายยีนบนอาหาร

คัดเลือก N6D พบวาสามารถถายโอนยนีเขาสูแคลลัสของขาวไดโดยพบแถบของดีเอ็นเอเปาหมายของ 

nptII ในแคลลัสจากการทําการเพิ่มสายดเีอ็นเอดวยเทคนิคพีซีอาร แคลลัสท่ีไดรับการถายโอนพลาสมิด 
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ของชุดทดสอบควบคุม มีประสิทธิภาพในการถายโอนมากที่สุด ที่ 19.7 เปอรเซ็นต สวนแคลลัสที่ไดรับ

การถายโอนพลาสมิดจากชุดทดสอบอื่นมีคาอยูระหวาง 15.3 ถึง 15.9 เปอรเซ็นต การแสดงออกของ 

เอ็มอารเอ็นเอในแคลลัสทีผ่านการยับยั้งการแสดงออกของแตละยนี พบวาไมมกีารแสดงออกของเอ็ม-

อารเอ็นเอของยีนนัน้ๆ ในการยับยั้งการแสดงออกของยนี Os1bglu1 Os3bglu8 และ Os7bglu26 แตใน

การยับยั้งการแสดงออกของยีน Os3bglu7 ยังพบการแสดงออกของเอ็มอารเอ็นเอในระดับที่ตางกันใน

แคลลัส สวนยีน Os12bglu38 นั้นปกติจะไมพบการแสดงออกของเอ็มอารเอ็นเอในแคลลัส การ

ตรวจสอบกระบวนการอารเอ็นเอไอที่เกดิขึ้นในแคลลัสโดยใช Northern blot เพ่ือตรวจหาเอสไอ-     

อารเอ็นเอพบวาแคลลัสของแตละชุดทดสอบที่ยับยั้งการแสดงออกของยีน Os1bglu1 Os3bglu8 

Os7bglu26 และ Os3bglu7 สามารถตรวจพบเอสไออารเอ็นเอไดในระดับที่แตกตางกัน แตไมพบใน

แคลลัสที่ผานการถายโอนพลาสมิดของชดุทดสอบควบคุม การชักนําใหเกิดการพัฒนาไปเปนตนขาว

ของแคลลัสบนอาหารเพาะเลี้ยง พบวาเฉพาะแคลลัสที่ไดรับการถายโอนพลาสมิดของชุดทดสอบ

ควบคุมและแคลลัสของชุดทดสอบที่ยับยัง้การแสดงออกของยีน Os12bglu38 สามารถชกันําใหแคลลัส

พัฒนาไปเปนตนขาวได 5.5 และ 3.1 เปอรเซ็นต ตามลําดบั  และพบแถบของดีเอ็นเอเปาหมายของ nptII 

ในตัวอยางตนขาวทุกตวัอยางจากทั้ง 2 ชุดทดสอบ แตไมพบความแตกตางของลักษณะตนขาวที่ปรากฎ                  

ของตนขาวท่ีไดรับถายโอนพลาสมิดของชุดทดสอบควบคุม และชุดทดสอบที่ยับยัง้การแสดงออกของ

ยีน Os12bglu38 เลย  
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Abstract 

 
This research attempted to study (1) the expression of Glycosyl Hydrolase in 45 K 

array to compare with databases.  The study found 26 groups of Glycosyl Hydrolase family I in the 45 

K array with only 11 groups similar to the NCBI databases.  The expression of these genes under 

stress conditions indicated that only 5 groups (Os5bglu19, Os9bglu31, Os9bglu30, Os11bglu36 and 

Os1bglu5) decreased 2 folds or more and 3 groups (Os4bglu18, Os3bglu6 and Os7bglu26) increased 

2 folds or more when compare to the normal condition. (2) The function of 5 β-glucosidase genes 

(Os1bglu1, Os3bglu7, Os3bglu8, Os7bglu26 and Os12bglu38) was studied by RNAi technique.   The 

suppression of 5 β-glucosidase genes were knocked down with one construct containing a highly 

conserved coding region that matched all 5 genes. And individual β-glucosidase genes were knocked 

down with 3’UTR sequences of each gene. The target genes fragment were cloned into the 

pHELLSGATE8 vector and then transferred into rice calli via Agrobacterium to produce dsRNA in 

rice.  High percentages of effective callus induction of 94.5% and 93.4% were obtained when seeds of 

rice cv. KDML105 and Koshihikari were cultured on N6D medium for 4-6 weeks at 28oC, 

respectively. The suitable conditions for rice transformation with Agrobacterium were to grow the 

calli on N6D selection medium and then checked for the presence of the nptII gene to confirm the 

integration of T-DNA fragment in the calli.  High transformation efficiency of 19.7% was obtained 

from the calli transformed with control plasmid while the individual gene knock down constructs had 

transformation efficiencies of about 15.3-15.9%.  Expression of Os1bglu1, Os3bglu8 and Os7bglu26 
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mRNA was not found in calli transformed with their respective knock down constructs.  However, 

Os3bglu7 still shows mRNA expression at different levels after transformation with its knock down 

construct.  The mRNA expression of Os12bglu38 was not found in normal nontransformed callus.  

Northern blot analysis was performed to check the presence of siRNA to confirm the RNAi 

mechanism in calli.  The results indicated that different siRNA levels were found in the calli with the 

Os1bglu1, Os3bglu8, Os7bglu26 and Os3bglu7 constructs but no siRNA could be detected in the 

control transformed calli.  The plantlet regeneration efficiencies at 5.5% and 3.1% were obtained 

from the calli transformed with the control and Os12bglu38 contructs, respectively.  All transformed 

plantlets contained the nptII gene from the T-DNA integration.   Plantlets transformed with the 

control and Os12bglu38 contructs did not show any differences in the phenotype.   

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 ฉ

สารบัญ 
 หนา 

กิตติกรรมประกาศ          ก 
บทคัดยอภาษาไทย         ข 
บทคัดยอภาษาอังกฤษ         ง 
สารบัญ           ฉ 
สารบัญตาราง          ช 
สารบัญภาพ          ซ 
บทที่  1 บทนํา  

ความสําคัญและที่มาของปญหาการวิจยั      1 
วัตถุประสงคของการวิจยั        4 
ขอบเขตของการวจิัย        5 
ประโยชนท่ีไดรับจากการวจิัย       6 
การทบทวนวรรณกรรม        7 

บทที่  2 วิธดีําเนนิการวิจัย 
ระเบียบวิธวีิจยั         18 

บทที่  3 ผลการวจิัย  
อภิปรายผล         30 

บทที่  4 บทสรุป 
สรุปผลการวิจยั         61 

บรรณานุกรม          64 
ประวัตผิูวจิัย          67 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 ช

สารบัญตาราง 
 

               หนา 
ตารางที่ 1 คุณสมบัติ และตําแหนงการแสดงออกของโปรตีนเบตากลูโคซิเดส GHI ที่ไดทํานายไว 15 
ตารางที่ 2 แสดงการไฮบริไดซตัวอยางขาวท่ีทําการเพาะปลูกในที่มีแสง และปลกูในที่ไมมีแสง 21 
 ที่อุณหภูมิ 42 องศาเซลเซียส 
ตารางที่ 3 ลําดับสารพันธกุรรมของไพรเมอร 23 
ตารางที่ 4 โอลโิกนวิคลโีอไทดท่ีจําเพาะตอไกลโคซิลไฮโดรเลสในชุดอะเรยขาวขนาด 45K 32 
ตารางที่ 5 โอลโิกนวิคลโีอไทดท่ีมีความจําเพาะตอไกลโคซิลไฮโดรเลส ในชุดอะเรยขาว 33      

ขนาด 45K ที่จดัจําแนกโดย Opassiri และคณะ (2006)  
ตารางที่ 6 เปอรเซ็นตการชักนําใหเกิดแคลลัสของขาวขาวดอกมะล ิKDML105 บน 45                       

อาหารเพาะเลีย้ง MS และ N6D และการชกันําใหเกดิแคลลัสของขาวโคชิฮิคาริ                 
ดวยอาหารเพาะเลีย้ง N6D 

ตารางที่ 7 ประสิทธิภาพการงอกของแคลลัสท่ีตานทานตอยาปฏิชีวนะพาราโมไมซิน 58 
   
  
       
 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 



 ซ

สารบญัภาพ 
 

                หนา 
รูปท่ี 1 แสดงกระบวนการอารเอ็นเอไอ ดัดแปลงมาจาก Dykxhoorn (2003) 10  
รูปท่ี 2 แผนผังรูปตนไมเปรียบเทียบโปรตีนไกลโคซิลไฮโดรเลสกลุมที่ 1 ในขาวและพืชอ่ืน  14 
รูปท่ี 3 บริเวณท่ีใชสําหรับออกแบบไพรเมอรยับยัง้แตละยนี และทั้ง 5 ยีนเบตากลโูคซิเดส 22 
รูปท่ี 4 แผนที่เวคเตอร pHELLSGATE8          24  
รูปท่ี 5 เวคเตอร pENTRTM/D-TOPO         25   
รูปท่ี 6 โครงสรางของเอ็มอารเอ็นเอท่ีแสดงถึงสวน UTRs ท่ีไมถูกแปลรหัสไปเปนโปรตนีดวย 35   
รูปท่ี 7 ผลิตภณัฑพีซอีารบนเจลอะกาโรสซึ่งใชปฏิกิริยา (PCR reacions) ของ Os3bglu7 35  
รูปท่ี 8 ผลิตภณัฑพีซอีารของแบคทเีรยีที่คาดวาไดรับพลาสมิด  36 
รูปท่ี 9 ช้ินสวนดเีอ็นเอบนเจลอะกาโรสหลังจากถกูตัดดวยเอ็นไซมจําเพาะ 37 
รูปท่ี 10 ช้ินสวนดเีอ็นเอของพลาสมิดบนเจลอะกาโรสหลังถูกตดัดวยเอ็นไซมท่ีจําเพาะ 38 
รูปท่ี 11 แถบดีเอ็นเอบนเจลอะกาโรสที่วิเคราะหหาชิ้นยีนเปาหมายชิ้นที่ 2 ดวยการตัดพลาสมิด 39       

ดวยเอ็นไซมจาํเพาะ XbaI 
รูปท่ี 12 ลําดับนวิคลีโอไทดของยีนเปาหมายทั้ง 2 ช้ิน ที่แทรกอยใูนเวคเตอร pHELLSGATE8 40 
รูปท่ี 13 แคลลัสปฐมภมูิของขาวขาวดอกมะลิ KDML105 บนอาหารเพาะเลีย้ง N6D 41 
รูปท่ี 14 แคลลัสปฐมภมูิของขาวโคชฮิิคาร ิบนอาหารชักนํา N6D เปนเวลา 2 สัปดาห 41 
รูปท่ี 15 แสดงการเจรญิของแคลลัสจากแคลลัสปฐมภูมิ (A) จนกลายเปนแคลลัสทุติยภูม ิ(B) 41             
รูปท่ี 16 การชักนําใหเกิดแคลลัสของขาวโคชิฮิคาริ (A) และขาวขาวดอกมะลิ KDML105 (B) 42            
รูปท่ี 17 แคลลัสทุติยภมูิของขาวโคชฮิิคาริ (A) และขาวขาวดอกมะลิ KDML105 (B) 43 
รูปท่ี 18 แคลลัสทุติยภมูิของขาวขาวดอกมะลิ KDML105 บนอาหาร MS (A) และ N6D (B) 45 
รูปท่ี 19 แคลลัสของเมล็ดขาวขาวดอกมะลิ KDML105 ที่มีอายุการเก็บที่มากกวา 6 เดือน 46 
รูปท่ี 20 แคลลัสของขาวโคชิฮิคาริบนอาหารคัดเลือกหลังจากทีเ่พาะเลีย้งรวมกับ Agrobacterium 47 
รูปท่ี 21 แสดงการพัฒนาจากแคลลัสจนเปนตนขาว 49 
รูปท่ี 22 อารเอ็นเอที่สกัดไดในแตละตัวอยางแคลลสั 50 
รูปท่ี 23 ผลิตภณัฑอารที-พีซีอารจากเอ็มอารเอ็นเอของยีนเบตากลโูคซิเดสในแคลลัส 51                       

ของชุดทดสอบที่ยับยั้งยีน Os3bglu8 
 



 ฌ

สารบญัภาพ (ตอ) 
 

                หนา 
รูปท่ี 24 ผลิตภณัฑอารที-พีซีอารจากเอ็มอารเอ็นเอของยีนเบตากลโูคซิเดสในแคลลัส 52                        

ของชุดทดสอบที่ยับยั้งยีน Os7bglu26 
รูปท่ี 25 ผลิตภณัฑอารที-พีซีอารจากเอ็มอารเอ็นเอของยีนเบตากลโูคซิเดสในแคลลัส 53                             

ของชุดทดสอบที่ยับยั้งยีน Os1bglu1 
รูปท่ี 26 ผลิตภณัฑอารที-พีซีอารจากเอ็มอารเอ็นเอของยีนเบตากลโูคซิเดสในแคลลัส 54                          

ของชุดทดสอบที่ยับยั้งยีน Os3bglu7 
รูปท่ี 27 Northern blot analysis ของเอสไออารเอ็นเอ 57 
รูปท่ี 28 ผลิตภณัฑพีซอีารของยีน nptII จากตัวอยางตนขาวของชดุทดสอบที่ยับยั้งยีน Os12bglu38 60 
รูปท่ี 29 ผลิตภณัฑพีซอีารของยีน nptII จากตัวอยางตนขาวของชดุทดสอบควบคุม 60 
 
 
 
 
 
 


