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บทคัดย่อ 

การสังเคราะห์แอนโทไซยานินในข้าวมียีนควบคุมท่ีส าคัญซ่ึงเป็นรหัสของโปรตีน 

ทรานสคริพชนัแฟคเตอร์ควบคุมการแสดงออกของยนีโครงสร้างในวิถีการสังเคราะห์แอนโทไซยา

นิน ซ่ึงในงานวิจยัน้ีได้ศึกษายีนควบคุมจากใบและเมล็ดอ่อนของข้าวเมล็ดสีขาว แดง และด า 

จ  านวน 3 ยีน ไดแ้ก่ ยีน OSB1 OSB2 และ OSC1 โดยใช้ไพรเมอร์ท่ีจ  าเพาะต่อบริเวณ coding 

sequence (cds) จากการศึกษายีน OSB1 พบการแสดงออกทั้งในขา้วเมล็ดขาวและขา้วสี ขนาด

ประมาณ 1800 bp แต่ยีนจากขา้วขาว เกิด 1 bp deletion ส่งผลให้กรดอะมิโนหายไป 14 หน่วย 

ทางดา้น C-terminus ส่วนยีน OSB2 สามารถโคลนไดเ้ฉพาะขา้วพนัธ์ุสีด าซ่ึงประกอบดว้ย open 

reading frame (ORF) ขนาด 1356 bp มีความเหมือนกบัยีน OSB2 ท่ีมีรายงานในฐานขอ้มูล 

GenBank (accession no. AB021080) ถึง 99 เปอร์เซ็นต ์และ ORF ขนาด 1101 bp ซ่ึงมีบริเวณ exon 

ท่ี 2 ขาดหายไป (255 คู่เบส) ผลการวิเคราะห์ล าดบักรดอะมิโนท่ีไดจ้ากการแปลรหัสของ ORFs 

ขนาด 1356 bp และ 1101 bp พบว่า ประกอบด้วยกรดอะมิโนทั้งหมด 451 และ 366 หน่วย 
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ตามล าดบั ซ่ึงมีความคลา้ยกบัล าดบักรดอะมิโนของยีน OSB2 ในฐานขอ้มูล GenBank (accession 

no. BAB64302) ถึง 99 เปอร์เซ็นต ์จากผลการวเิคราะห์ล าดบันิวคลีโอไทดแ์ละกรดอะมิโน แสดงวา่ 

ยีน OSB2 ท่ีโคลนไดใ้นงานวิจยัน้ีอาจมี 2 รูปแบบ หรืออาจมียีนรูปแบบเดียวในจีโนมขา้วแต่เกิด

การเลือกตดัอินทรอน (alternative splicing) ส าหรับการศึกษายีน OSC1 พบยีนแสดงออกทั้งในขา้ว

เมล็ดขาวและสี โดยสามารถโคลนยีนไดจ้ากขา้วเมล็ดขาวและแดงท่ีประกอบดว้ย ORF ขนาด 809 

bp ซ่ึงมีล าดบัเบสหายไป 10 bp ท่ีต าแหน่งเดียวกนั ส่งผลให้เกิด stop codon ท าให้กรดอะมิโนสั้น

กว่ากรดอะมิโนจากขา้วสีในฐานขอ้มูล (accession no. Y15219) การเขา้ใจโครงสร้างของยีน

ควบคุมการสังเคราะห์แอนโทไซยานินในขา้วขาวและขา้วสี จะเป็นประโยชน์ต่อการประยุกต์ใช้

เป็นยนีเคร่ืองหมายในการปรับปรุงพนัธ์ุขา้วโดยเทคนิคการปรับปรุงพนัธ์ุระดบัโมเลกุลและเทคนิค

พนัธุวศิวกรรมไดใ้นอนาคต 

 
ค าส าคญั: ขา้ว, แอนโทไซยานิน, ยนีควบคุมการสงัเคราะห์แอนโทไซยานิน 

 
Abstract 

 The regulatory genes encode transcription factors that regulate expression of structural 

genes in anthocyanin biosynthesis pathway in rice.  In this study, cloning of regulatory genes 

from young leaves and developing seeds of white, red and black rice varieties was performed by 

RT-PCR.  The complete coding sequences (cds) of OSB1 genes were isolated from white and 

black rice varieties. The 1 bp deletion was found in OSB1 genes of white rice varieties, resulting 

in the occurrence of a premature stop codon and leading to the truncation of 14 amino acids at the 

C-terminus.  The complete coding sequences (cds) of OSB2 genes were isolated from young 

leaves and developing seeds of rice by RT-PCR.  Nucleotide sequencing analysis revealed that all 

5 black rice varieties showed a single open reading frame (ORF) of 1356 bp which was 99 % 

identity with OSB2 gene reported in GenBank (accession no. AB021080).  These rice varieties 

also had OSB2 gene containing a single ORF of 1101 bp with 99 % identity with 1356 bp 

fragments except the deletion of 2ndexon (255 bp deletion).  The deduced amino acid sequences of 

the 1356 and 1101 bp ORFs consisted of 451 and 366 amino acid residues, respectively which 
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showed 99 % similarity to that of OSB2 reported in GenBank (accession no. BAB64302).  The 

results suggested that the OSB2 genes from this study may have 2 forms. Alternatively, the 1356 

bp and 1101 bp ORFs may be due to alternative splicing of mRNA transcribed from a single 

OSB2 gene in rice genomes of these black rice varieties.  The coding sequences of OSC1 gene in 

white and red rice varieties had a single ORF of 809 bp.  The 10 bp deletion was found in both 

sequences resulting in the occurrence of a premature stop codon and leading to the polypeptides 

shorter than those of  black rice varieties from GenBank (accession no. Y15219).  The 

understanding of structure of regulatory genes in anthocyanin biosynthesis in white and colored 

rice varieties will be beneficial to use as marker genes for improvement of rice by molecular 

breeding and genetic engineering in the future.   

 

Keywords: rice, anthocyanin, regulatory genes in anthocyanin biosynthesis 
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ค าน า 
 

แอนโทไซยานิน (anthocyanin) คือรงควตัถุท่ีพบในดอกไมแ้ละผลไม ้และเป็นสารต่อตา้น
อนุมูลอิสระท่ีเป็นประโยชน์ต่อมนุษยใ์นการป้องกนัโรคมะเร็ง เส้นเลือดอุดตนั และลดความเส่ียง
ต่อการเกิดโรคหลอดเลือดหัวใจอุดตนั (Geekiyanage et al., 2007) ในขา้วสีท่ีมีแอนโทไซยานิน
ไดรั้บความสนใจเป็นอยา่งมากเพราะจากประโยชน์ดงักล่าว ท าให้ขา้วเป็นแหล่งแอนโทไซยานินท่ี
หาง่ายและราคาไม่แพง 
  ขา้วประกอบดว้ยฟลาโวนอยด์ (flavonoid) 3 กลุ่ม คือ แอนโทไซยานิน (รงควตัถุ
สีแดงถึงม่วง) ฟลาโวนอล (flavonols) (รงควตัถุไม่มีสีถึงเหลืองอ่อน) และโปรแอนโทไซยานิดิน 
(proanthocyanidin) (รงควตัถุสีแดงและสีน ้ าตาล) แอนโทไซยานินจะถูกสังเคราะห์ในเน้ือเยื่อพืช 
(vegetative parts) และโปรแอนโทไซยานิดินถูกสังเคราะห์ในเยื่อหุ้มเมล็ด (pericarp) ส่วนการ
สังเคราะห์ฟลาโวนอลเกิดข้ึนทั้งในเน้ือเยื่อพืชและเยื่อหุ้มเมล็ด (Raddy et al., 1995) ส าหรับขา้วสี
เป็นขา้วท่ีมีแอนโทไซยานินในปริมาณท่ีสูงสะสมอยู่บริเวณชั้นของเยื่อหุ้มเมล็ด โดยแอนโทไซ
ยานินหลกัท่ีพบในพืชมี 6 ชนิด ไดแ้ก่ delphinidin, cyanidin, pelargonidin, petunidin, peonidin 
และ malvidin ซ่ึงรงควัตถุแอนโทไซยานินหลักท่ีพบในข้าวด าคือ cyanidin และมี peonidin 
รองลงมา ดงันั้นจึงท าใหข้า้วสีมีคุณค่าทางอาหารมากกวา่ขา้วขาว ยนีท่ีเก่ียวขอ้งกบัการเกิดสีในขา้ว
คือยีนควบคุม (regulatory genes) และยีนโครงสร้าง (structural genes) โดยยีนควบคุมเป็นรหัส
ของทรานสคริปชันแฟคเตอร์ (transcription factor) ท่ีควบคุมการแสดงออกของยีนโครงสร้างท่ี
เก่ียวขอ้งกบัการสังเคราะห์แอนโทไซยานิน ส่วนยีนโครงสร้างเป็นรหสัของเอนไซมท่ี์เก่ียวขอ้งใน
วิถีการสังเคราะห์แอนโทไซยานิน ดงันั้นยีนควบคุมจึงมีความส าคญัมากในการท าให้เกิดสีในขา้ว 
เน่ืองจากไปควบคุมการแสดงออกของยีนโครงสร้างหลายยีน อย่างไรก็ตามกลไกการควบคุมการ
สังเคราะห์แอนโทไซยานินโดยการท างานของยีนควบคุมและยีนโครงสร้างในขา้วยงัไม่ทราบแน่
ชดั ดงันั้นงานวจิยัน้ีจะไดศึ้กษาโครงสร้างและหนา้ท่ีของยีนควบคุมการสังเคราะห์แอนโทไซยานิน 
เพื่อท าให้เขา้ใจกลไกการสังเคราะห์แอนโทไซยานินในขา้วซ่ึงจะเป็นประโยชน์ต่อการเพิ่มคุณค่า
ทางโภชนาการ และเพิ่มคุณค่าทางเศรษฐกิจใหก้บัขา้วท่ีมีลกัษณะทางการเกษตรท่ีดีอยูแ่ลว้ 
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วตัถุประสงค์ของการวจัิย 
 
  1. เพื่อโคลนยนีควบคุมการสังเคราะห์แอนโทไซยานินในขา้ว  
  2. เพื่อศึกษาโครงสร้างของยนีควบคุมการสังเคราะห์แอนโทไซยานินในขา้ว 
 

ประโยชน์ทีค่าดว่าจะได้รับ 
 
  1. สามารถโคลนยนีควบคุมการสังเคราะห์แอนโทไซยานินจากขา้วได ้ 
  2. ไดท้ราบโครงสร้างของยีน และทราบความแตกต่างของล าดบัดีเอ็นเอของยีน
ควบคุมการสังเคราะห์แอนโทไซยานินในขา้วเมล็ดสีขาว แดง และด า 
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การตรวจเอกสาร 
 
ความส าคัญทางเศรษฐกจิของข้าว 
  ขา้วจดัเป็นอาหารหลกัท่ีมีความส าคญัต่อประชากรโลก ประชากรกว่าคร่ึงโลก
บริโภคขา้วเป็นอาหารหลกั ประเทศไทยนั้นมีการบริโภคขา้วเป็นอาหารหลกัและเป็นแหล่งของ
อาหารท่ีให้พลงังานท่ีส าคญั อีกทั้งขา้วยงัเป็นพืชเศรษฐกิจท่ีส าคญัของประเทศไทย และเป็นท่ี
ตอ้งการของตลาดทั้งภายในประเทศและต่างประเทศโดยเฉพาะประเทศในภูมิภาคเอเชียท่ีนิยม
รับประทานขา้วเป็นอาหารหลกัมากกวา่ในภูมิภาคอ่ืนของโลก  
  ดงันั้นการผลิต การบริโภค และการคา้ขา้วส่วนใหญ่จึงกระจายตวัอยูใ่นทวีปเอเชีย 
โดยปีการผลิต 2556/57 ทัว่โลกมีผลผลิตขา้วสารรวม 471.51 ลา้นตนั ปริมาณผลผลิตรวมท่ีคาดว่า
จะไดรั้บมีปริมาณเพิ่มข้ึนจากปีท่ีแลว้ 2.01 ลา้นตนัขา้วสาร หรือเพิ่มข้ึนร้อยละ 0.43 ประเทศท่ีมี
ปริมาณผลผลิตรวมมากท่ีสุด คือ จีน (ร้อยละ 30.46) รองลงมาได้แก่ อินเดีย (ร้อยละ 22.24) 
อินโดนีเซีย (ร้อยละ 7.78) บงัคลาเทศ (ร้อยละ 7.20) เวียดนาม (ร้อยละ 5.90) ไทย (ร้อยละ 4.30) 
ฟิลิปปินส์ (ร้อยละ 2.43) และพม่า (2.27) ตามล าดับ ซ่ึงไทยมีผลผลิตขา้วอยู่ท่ีอนัดบั 6 ส าหรับ
สถานการณ์การบริโภคและใช้ประโยชน์จากขา้วของโลก ปีการผลิต 2555/56 กระทรวงเกษตร 
สหรัฐอเมริกา ไดป้ระเมินเบ้ืองตน้วา่ ทัว่โลกจะมีปริมาณการบริโภคและใชป้ระโยชน์จากขา้วรวม 
467.069 ลา้นตนัขา้วสาร ปริมาณเพิ่มข้ึนจากปีการผลิต 2554/55 (ท่ีระดบั 460.045 ลา้นตนัขา้วสาร) 
จ านวน 7.024 ลา้นตนัขา้วสาร หรือเพิ่มข้ึนร้อยละ 1.53  
  ส าหรับประเทศไทยปริมาณการส่งออกขา้วในปีการคา้ 2557 จะมีปริมาณ 8.500 
ลา้นตนัขา้วสาร เพิ่มข้ึนจากปีท่ีผ่านมา 1.800 ลา้นตนัขา้วสาร หรือเพิ่มข้ึนร้อยละ 26.87 โดยไทย
ส่งออกข้าวเป็นล าดับท่ี 2 รองจากอินเดีย ส่วนการน าเข้าข้าวสารในปีการค้า 2556 (ปีการผลิต 
2555/56) ประเทศท่ีมีการน าเขา้สูงสุดคือ จีน รองลงไปไดแ้ก่ ไนจีเรีย อิหร่าน อิรัก สหภาพยุโรป 
ไอวอร่ีโคสต ซาอุดิอาระเบีย เซเนกลั และฟิลิปปินส์ ตามล าดบั (กรมการขา้ว, 2557) ซ่ึงจะเห็นได้
วา่ปัจจุบนัทัว่โลกมีการผลิตขา้วเพิ่มมากข้ึนจากปีก่อน อีกทั้งมีการเติบโตของปริมาณการส่งออก
และการน าเขา้ขา้วในแต่ละประเทศมากข้ึนในแต่ละปี ซ่ึงแสดงให้เห็นว่าประชากรโลกมีความ
ตอ้งการบริโภคและใชป้ระโยชน์จากขา้วในปริมาณเพิ่มข้ึน 
 
ประวตัิและความเป็นมาของข้าว 
  ขา้วเป็นพืชลม้ลุกตระกลูหญา้ท่ีจดัอยูใ่นสกุลออไรซา (Genus Oryza) ของวงศเ์กร-
มินี (Family Paoceae หรือ Gramineae) สามารถเจริญเติบโตได้ดีทั้ งในเขตร้อนและเขตอบอุ่น 
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จ านวนชนิด (species) ทั้งหมดท่ีพบในสกุลออไรซาของขา้วนั้นมีประมาณ 20 ชนิด โดยส่วนใหญ่
จะเป็นพวกท่ีมีจ านวนโครโมโซมเป็น 2 ชุด (diploid, 2n = 24) และส่วนน้อยเป็นพวกท่ีมี
โครโมโซม 4 ชุด (tetraploid 2n = 48) เน่ืองจากความแตกต่างทางสภาพพื้นท่ีและภูมิอากาศของ
แหล่งปลูกขา้ว จึงเป็นสาเหตุใหมี้การแบ่งขา้ว Oryza sativa L. เป็น 3 กลุ่ม ไดแ้ก่ 
  1. ขา้วอินดิกา (indica) เป็นขา้วท่ีมีเมล็ดยาวเรียว เจริญเติบโตไดดี้ในบริเวณเขต
ร้อน เช่น ศรีลงักา จีนตอนใตแ้ละตอนกลาง อินเดีย อินโดนิเซีย บงักลาเทศ ไทย ฟิลิปปินส์ เป็นตน้  
  2. ข้าวจาปอนิกา (japonica) เป็นข้าวเมล็ดสั้ นป้อม มีเปอร์เซ็นต์อะไมโลสต ่า 
เจริญเติบโตไดดี้ในเขตอบอุ่น เช่น ประเทศจีนตอนเหนือและตะวนัออก ญ่ีปุ่น เกาหลี ยุโรปตอนใต ้
รัสเซีย อเมริกาใต ้เป็นตน้  
  3. ขา้วจาวานิกา (javanica) เป็นขา้วตน้สูง เมล็ดป้อมใหญ่ สันนิษฐานว่าเกิดข้ึน
จากการคดัเลือกพนัธ์ุมาจากขา้วอินดิกาและได้น าเขา้มาปลูกในประเทศอินโดนิเซียคร้ังแรกใน
ระยะเวลามากกวา่ 1,800 ปีก่อนศริสตกาล และต่อมาก็ไดมี้การน าเขา้มาปลูกในประเทศฟิลิปปินส์ 
ไตห้วนั และญ่ีปุ่น อยา่งไรก็ตามขา้วจาวานิกาน้ีส่วนใหญ่จะปลูกในประเทศอินโดนิเซีย (บุญหงส์, 
2547) 
 
ลกัษณะทางพฤกษศาสตร์ของข้าว 
  ส่วนต่างๆ ของตน้ขา้วท่ีเก่ียวขอ้งกบัการเจริญเติบโตทางล าตน้ ไดแ้ก่ ราก ล าตน้ 
และใบ มีลกัษณะส าคญัคือ 
  1. ราก  (Root) ข้าวมีระบบรากเป็นระบบรากฝอย (Fibrous root system) ซ่ึง
ประกอบด้วยราก 2 ชนิด ไดแ้ก่ รากปฐมภูมิ (Primary root) ท่ีมีช่ือเรียกว่า รากแรกเกิด (Seminal 
root) ซ่ึงงอกออกมาจากส่วนของเรดิเคิล (Radical) รากชนิดน้ีเป็นรากชัว่คราวท าหนา้ท่ีรองรับส่วน
ต่างๆ ของต้นข้าวให้ทรงตัวอยู่ได้ และรากทุติยภูมิ (Secondary root) ท่ีมีช่ือเรียกว่า รากเสริม 
(Adventitious root) รากชนิดน้ีจะงอกออกมาจากส่วนของขอ้ล่างๆ ใตดิ้นของล าตน้ใหม่ ในทิศทาง
ขนานกบัผิวดิน และมีการแตกแขนงขอ้รากอย่างอิสระ เป็นรากท่ีเกิดข้ึนเพื่อทดแทนรากแรกเกิด 
เม่ือต้นขา้วเจริญเติบโตและมีอายุมากข้ึน อาจมีรากค ้ าจุน (Prop roots) เกิดข้ึนโดยรอบขอ้เหนือ
ระดบัดิน และรากชนิดน้ีอาจเกิดข้ึน บริเวณส่วนปลายของล าตน้ บริเวณใกลผ้ิวน ้ าในพนัธ์ุขา้วข้ึน
น ้า 
  รากขา้วนอกจากจะท าหน้าท่ีดูดน ้ าและแร่ธาตุ ยงัช่วยในการยึดล าตน้ขา้วไวก้บั
พื้นดินเพื่อไม่ให้ลม้ นอกจากนั้นอาจท าหน้าท่ีสะสมอาหารท่ีเหลือใช้ไวใ้ห้ตน้ขา้วใช้ในช่วงขาด
แคลน และอาจท าหนา้ท่ีช่วยในการหายใจไดอี้กดว้ย โดยน าออกซิเจนไปใช้ ทั้งน้ีเป็นเพราะเซลล์
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ต่างๆ ในชั้นเน้ือเยื่อคอร์เท็กซ์ (Cortex) ท่ีอยู่ถัดจากชั้นผิวราก (Epidermis) เข้ามาข้างในมีการ
สลายตวัเป็นช่องอากาศขนาดใหญ่ (Lysigemous intercellular space) ท าให้รากขา้วสามารถแช่อยู่
ในน ้าขงัได ้ 
  2. ล าต้น (Stem or culm) ล าตน้ของขา้วมีลกัษณะทรงกลม ส่วนกลางกลวงตรง
ส่วนของปล้อง (Internode) และตน้ตรงส่วนของขอ้ (Node) โดยทัว่ไปล าตน้จะมีลกัษณะตั้งตรง 
เช่น ในขา้วนาสวน (Lowland rice) ล าตน้ขา้วอาจมีลกัษณะเล้ือยหรือลม้ราบ โดยชูเฉพาะส่วนของ
ยอดข้ึนตั้งตรง ในระยะการเจริญเติบโตทางล าตน้ของขา้ว 
  ปล้อง (Internode) ลกัษณะของปลอ้งท่ีโคนตน้จะสั้น และหนากวา่ปลอ้งท่ีอยูต่รง
ส่วนปลายของล าตน้ โดยปกติตน้ขา้วจะมีปลอ้งยาวประมาณ 25-30 ปลอ้ง ข้ึนอยู่กบัพนัธ์ุขา้วและ
สภาพแวดลอ้ม ปลอ้งสุดทา้ยท่ีอยูบ่นสุดใตร้วงขา้ว จะมีความยาวมากท่ีสุด 
  ข้อ (Node) ของล าตน้ซ่ึงท าหนา้ท่ีแบ่งล าตน้ออกเป็นปลอ้งๆ นั้นจะมีตาเกิดข้ึนขอ้
ละ 1 ตา ท่ีบริเวณซอกใบของแต่ละใบซ่ึงเกิดข้ึนสลบักนัในแต่ละขอ้ของล าตน้ ความสูงของล าตน้
อาจอยูร่ะหวา่ง 100-200 เซนติเมตร ซ่ึงข้ึนอยู่กบัพนัธ์ุและสภาพแวดลอ้มตน้ขา้วจะมีการยึดปลอ้ง 
(Internode elongation) ในเวลาท่ีเร่ิมสร้างช่อดอก โดยเกิดข้ึนท่ีปลอ้ง 2-3 ใตร่้วงขา้วลงมา  
  3. ใบ (Leaf) ใบของขา้วจดัเป็นใบเด่ียว (Simple leaf) ท่ีเป็นใบแท ้มีลกัษณะเป็น
แผ่นแบนบาง ค่อนข้างยาวรูปหอก ใบข้าวประกอบด้วยตวัใบ (Leaf blade) และกาบใบ (Leaf 
sheath) โดยมีขอ้ต่อใบ (Leaf collar) เป็นตวัแบ่งให้กาบใบแยกออกจากตวัใบอยา่งเห็นไดช้ดั ตวัใบ
จะยึดออกจากล าตน้โดยท ามุมกวา้งหรือแคบกบัล าตน้ ซ่ึงข้ึนอยูก่บัชนิดของพนัธ์ุขา้ว เส้นใบของ
ขา้วจะขนานกนัตั้งแต่โคนถึงปลายใบ และมีเส้นกลางใบ (Midrib) แบ่งตวัใบออกเป็น 2 ซีกเท่าๆ 
กนั พนัธ์ุขา้วส่วนใหญ่มกัมีขนอ่อนบนใบ กาบใบจะท าหนา้ท่ีล าเลียงน ้า และแร่ธาตุจากราก และล า
ตน้ไปยงัใบเพื่อใช้ปรุงอาหาร และล าเลียงอาหารสังเคราะห์จากตวัใบไปยงัส่วนต่างๆ ของตน้ขา้ว 
นอกจากนั้นกาบใบยงัช่วยสะสมอาหารไวส้ าหรับรวงขา้วและช่วยเสริมให้ล าตน้แข็งแรงข้ึนอีกดว้ย 
ตรงบริเวณดา้นในขอ้ต่อใบจะปรากฏเยือ่บางๆ รูปสามเหล่ียมมีปลายแยกออกเป็นสองแฉก แนบติด
กับส่วนของล าต้น เรียกว่า เยื่อกันน ้ าฝน (Ligule) นอกจากน้ีท่ีบริเวณน้ีย ังมี เ ข้ียวกันแมลง 
(Auricles) 2 อนั ซ่ึงมีลกัษณะเป็นขนรูปร่างโคง้คลา้ยเค้ียวติดอยู่ขา้งละอนัของขอ้ต่อใบ การท่ีใบ
ขา้วมีทั้งเยื่อกนัน ้ าฝน และเข้ียวกนัแมลงอยู่ดว้ยกนั จึงท าให้แตกต่างจากใบของตน้หญา้ ซ่ึงมกัมี
อวยัวะดงักล่าวเพียงอยา่งใดอยา่งหน่ึง หรือาจจะไม่มีเลยก็ได ้อยา่งไรก็ตามในใบขา้วท่ีแก่แลว้ อาจ
ไม่ปรากฏเข้ียวกนัแมลงใหเ้ห็น เพราะไดร่้วงหล่นไปก่อนแลว้ (บุญหงส์, 2547) 
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ความหลากหลายทางพนัธุกรรมของข้าว 
  ประเทศไทยอยู่ในเขตศูนย์กลางแหล่งก าเนิดและการแพร่กระจายของข้าว
ประกอบกบัสภาพพื้นท่ีและภูมิอากาศมีความแตกต่างกนัในแต่ละภาค จึงมีความหลากหลายทาง
พนัธุกรรมของพนัธ์ุขา้วในแหล่งปลูกขา้วต่างๆ ทัว่ประเทศไทย ทั้งในขา้วปลูกและขา้วป่า ขา้วปลูก
มีอยู่ด้วยกันมากมายหลายพนัธ์ุซ่ึงเหมาะสมกับแต่ละพื้นท่ี โดยจ าแนกตามนิเวศการปลูกข้าว
ออกเป็นขา้วไร่ ขา้วนาสวนน ้ าฝน ขา้วนาสวนนาชลประทาน ขา้วน ้ าลึก และขา้วข้ึนน ้ า (กรมการ
ขา้ว, 2557) นอกจากน้ียงัมีขา้วท่ีมีเมล็ดสีแดงซ่ึงเป็นขา้วป่าหรือขา้วพื้นเมืองท่ีมีการสะสมแอนโท
ไซยานินและโปรแอนโทไซยานิดินในส่วนของเยือ่หุม้เมล็ด โดยขา้วเมล็ดม่วงด าเกิดจากการสะสม
ของแอนโทไซยานิน ส่วนขา้วเมล็ดสีแดงเกิดจากการสะสมโปรแอนโทไซยานิดิน ซ่ึงสารทั้งสองมี
วถีิการสังเคราะห์และสารตั้งตน้ในการสังเคราะห์ร่วมกนั ในขา้วเมล็ดม่วงด ามียีน OSB1 ซ่ึงเป็นยีน
ควบคุม (regulatory gene) ท่ีเก่ียวขอ้งในการสังเคราะห์แอนโทไซยานินท่ีสามารถท างานได ้ส่วน
ในขา้วเมล็ดแดงและขาวไม่พบการท างานของยีนดงักล่าว (Lim and Ha, 2013) ส่วนในขา้วเมล็ด
แดงมียีน Rc และ Rd ควบคุมการสังเคราะห์โปรแอนโทไซยานิดินโดยยีน Rc เป็นยีนควบคุม 
(regulatory gene) ท่ีควบคุมการแสดงออกของยีนโครงสร้างในวิถีการสังเคราะห์โปรแอนโทไซยา
นิดิน ซ่ึงในขา้วม่วงด าและขา้วขาวเป็นอลัลีลดอ้ย ส่วน Rd เป็นรหัสของเอนไซม์ DFR ซ่ึงเป็น
เอนไซม์ท่ีท าหน้าท่ีในวิถีการสังเคราะห์แอนโทไซยานินและโปรแอนโทไซยานิดิน ซ่ึงไม่ท างาน
เฉพาะในขา้วขาว (Lim and Ha, 2013) ขา้วท่ีมีการสะสมแอนโทไซยานิน ไดแ้ก่ ขา้วหอมนิลซ่ึง
ลกัษณะสีม่วงเขม้เกือบด า (บริษทั สีนิล ไรซ์ จ  ากดั, ระบบออนไลน์: 2556) ขา้วก ่าหรือขา้วเหนียว
ด าท่ีมีลกัษณะเด่นคือมีสีม่วงด าทั้งล าตน้และเมล็ด (ผูจ้ดัการออนไลน์, ระบบออนไลน์: 2557)  
 
ฟลาโวนอยด์ 
  ฟลาโวนอยด ์(flavonoid) เป็นสาร secondary metabolites อยูใ่นกลุ่มสารประกอบ 
ฟีนอลิค (phenolic compounds) มีสูตรโครงสร้างทางเคมีเป็นวงแหวนอะโรมาติก (aromatic ring) ท่ี
มีจ  านวนหมู่ไฮดรอกซิล (hydroxyl group) ในโมเลกุล สามารถละลายน ้าได ้ส่วนใหญ่มกัพบอยูร่วม
กบัน ้ าตาลในรูปของสารประกอบกลูโคไซด์ ฟลาโวนอยด์เป็นกลุ่มสารท่ีมีคาร์บอน 15 ตวั จดัเรียง
ในระบบ 3-ring เรียก A-, B-, C-ring การเปล่ียนแปลงโครงสร้างของ C-ring ท าให้แยกฟลาโว -  
นอยด์ออกเป็นชนิดต่างๆ และ hydroxylation ท่ี A- และ B-ring ตามต าแหน่งต่างๆ ท าให้เกิดอนุ
พนัธ์ุของฟลาโวนอยดช์นิดต่างๆ (ภาพท่ี 1) ฟลาโวนอยดถู์กสังเคราะห์โดย polypropanoid pathway 
และเร่ิมต้นจากโมเลกุล phenylalanine มีโครงสร้างพื้นฐานคือ C6-C3-C6 ประกอบด้วยสอง         
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วงแหวนอะโรมาติก C6 rings (A และ B) และ heterocyclic ring (C) ท่ีมี 1 oxygen atom ซ่ึงถูกจดั
กลุ่มเป็น 6 กลุ่ม (Ghasemzadeh and Ghasemzadeh, 2011) คือ 
  1. Flavones (luteonin, apigenin, tangeritin) 
  2. Flavonols (quercetin, kaemferol, myricetin, isorhamnetin, pachypodol)  
  3. Flavanones (hesteretin, naringenin, eriodictyol) 
  4. Flavan-3-ols (catechins and epicatechins) 
  5. Isoflavones (genistein, daidzein, glycitein) 
  6. Anthocyanidins compounds (cyanidin, delphinidin, malvidin, pelargonidin, 
peonidin, petunidin)  
  ฟลาโวนอยด์พบทัว่ไปในพืชและพวกโปรคาริโอต มีฟลาโวนอยด์มากกวา่ 6,500 
ชนิด ฟลาโวนอยดป์กป้องพืชจากความเครียดทั้ง biotic และ abiotic stresses และ ดูดซบัรังสี UV ท่ี
เป็นอันตรายต่อเซลล์ ฟลาโวนอยด์ไม่จ  าเป็นส าหรับการอยู่รอดของพืชแต่ช่วยในการขนส่ง
ฮอร์โมนออกซิน นอกจากน้ีท าให้เกิดสีในดอกไมแ้ละปกป้องพืชจากจุลินทรียแ์ละแมลง (Samanta 
et al., 2011) 
 

 

 
ภาพที ่1 โครงสร้างของฟลาโวนอยด์  
หมายเหตุ (ก) โครงสร้างหลกัของฟลาโวนอยด ์และ (ข) โครงสร้างของสารในกลุ่มฟลาโว-
นอยด์ 
ท่ีมา: Ghasemzadeh and Ghasemzadeh, 2011 

 
 
 

ก ข 
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แอนโทไซยานิน 
  แอนโทไซยานินเป็นสารท่ีละลายน ้ าไดอ้ยู่ในกลุ่มของฟลาโวนอยด์ ท าให้เกิดสี
แดง ม่วง ฟ้า ในใบ ดอก และผลไม ้มีความคงตวัดี แอนโทไซยานินหลกัท่ีพบในพืชมี 3 ชนิด ในรูป
ของกลูโคไชด์ ไดแ้ก่ delphinidin 3-glucoside, palargonidin 3-glucoside และ cyanidin 3-glucoside 
(ภาพท่ี 2) (ออ้มบุญ, 2536) 
  แอนโทไซยานินเป็นสารท่ีมีสีน ้ าเงินเขม้ในสภาวะเป็นด่าง สีม่วงเม่ือเป็นกลาง 
และเปล่ียนเป็นสีแดงถึงส้มในสภาวะเป็นกรด เป็นสารสีท่ีพบไดท้ัว่ไปในดอกไม ้ผลไมบ้างชนิด 
ใบหรือล าตน้ของพืชบางชนิดท่ีมีสีจดั แอนโทไซยานินพบไดใ้นพืชเกือบทุกชนิดแต่จะมีนอ้ยมาก
ในพืชท่ีมีสีเขียวเป็นหลกั แต่ผลไมท่ี้มีสีเขม้จดัหรือดอกไมสี้จดัจะมีแอนโทไซยานินอยูสู่ง และมาก
ข้ึนตามระดบัความเขม้ของสีในผลไม ้พืชท่ีมีแอนโทไซยานิน ได้แก่ องุ่น สตอเบอร่ี บลูเบอร์ร่ี 
เชอร์ร่ี หม่อน ชมพู่มะเหม่ียว ทบัทิม ลูกหวา้ ลูกไหน ลูกพรุน เผือก และ กระเจ๊ียบแดง เป็นตน้ 
ส่วนในดอกไม ้ไดแ้ก่ ดอก pansy, dandelion และ ดอกอญัชนั เป็นตน้ และในผกั ไดแ้ก่ หวัผกักาด 
มนัเทศ มะเขือม่วง และ กะหล ่าปลีสีม่วง เป็นตน้ ส่วนในขา้วท่ีมีแอนโทไซยานิน เช่น ขา้วหอมนิล 
และขา้วเหนียวด า เป็นตน้ (บริษทั แช็ท ฟอร์ เฮลท์ จ  ากดั, ระบบออนไลน์: 2555) ส าหรับในขา้ว 
(Oryza sativa L.) โดยทัว่ไปมีใบสีเขียวและเมล็ดสีขาว แต่พนัธ์ุขา้วป่ามีสีเมล็ดท่ีหลากหลาย จาก
การศึกษารายงานว่า เมล็ดข้าวท่ีสร้างรงควัตถุมี  phytochemicals เช่น phenolics, flavonoids, 
carotenoids, tocols และ c-oryzanols มากกว่าขา้วขาว ซ่ึงสารเหล่าน้ีท าหน้าท่ีเป็นสารตา้นอนุมูล
อิสระ (Lim and Ha, 2013) ดงันั้นนกัปรับปรุงพนัธ์ุขา้วและผูบ้ริโภคจึงให้ความส าคญัต่อพนัธ์ุขา้วท่ี
สร้างรงควตัถุเหล่าน้ีเน่ืองจากมีประโยชน์ต่อมนุษย ์

 

 
ภาพที ่2 โครงสร้างของแอนโทไซยานิน  
ท่ีมา: Kim et al., 2007 
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ประโยชน์ของแอนโทไซยานิน 
  แอนโทไซยานินมีบทบาทท าให้เกิดรงควตัถุในดอกไม้และผลไมเ้พื่อดึงดูดให้
แมลงช่วยในการผสมเกสร และยงัปกป้องพืชจากการการท าลายของเช้ือโรค การบุกรุกของแมลง 
และรังสี UV อีกทั้งเป็นสารตา้นอนุมูลอิสระท่ีเป็นประโยชน์ต่อมนุษยใ์นการป้องกนัโรคมะเร็ง 
และเส้นเลือดอุดตนั (Geekiyanage et al., 2007) รวมทั้งมีฤทธ์ิต้านการกลายพนัธ์ุ ต้านจุลินทรีย ์
ป้องกนัการอกัเสบ และป้องกนัความดนัโลหิตสูง (Lim and Ha., 2013) ในขา้วสีนิลมีรงควตัถุพวก
แอนโทไซยานินและโปรแอนโทไซยานิดิน สารทั้งสองชนิดเป็นสารตา้นอนุมูลอิสระ ซ่ึงจะช่วย
ยบัย ั้งการเจริญเติบโตและท าลายเซลลม์ะเร็ง ป้องกนัไวรัส ลดอตัราการเกิดโรคหลอดเลือดหวัใจอุด
ตนั แก่ชา้ลง ผิวดูอ่อนวยั และลดอาการผมหงอกก่อนวยั (บริษทัสีนิล ไรซ์ จ  ากดั, ระบบออนไลน์: 
2555) ส าหรับแอนโทไซยานินในดอกอัญชัน และจากพืชตระกูลบลูเบอร์ร่ี  สามารถเพิ่ม
ความสามารถในการมองเห็นหรือชะลอความเส่ือมของดวงตา เน่ืองจากเพิ่มความสามารถในการ
ไหลเวยีนเลือดในหลอดเลือด ลดปัญหาท่ีเกิดกบัระบบหมุนเวียนของเลือด (บริษัท แช็ท ฟอร์ เฮลท์ 
จ ากดั, ระบบออนไลน์: 2555) 
 
การสังเคราะห์แอนโทไซยานิน 
  การสังเคราะห์แอนโทไซยานินเก่ียวขอ้งกบัยีน 2 กลุ่ม คือ ยีนโครงสร้าง และยีน
ควบคุม ซ่ึงเปล่ียนกรดอะมิโนฟีนิลอะลานีนไปเป็นแอนโทไซยานินท่ีมีสีม่วงแดง (ภาพท่ี 3) การ
สร้างรงควตัถุแอนโทไซยานินในขา้วจ าเป็นตอ้งมียนีเด่น 3 กลุ่ม ท่ีเป็นรหสัของ transcription factor 
2 กลุ่ม คือ B1 หรือ B2 (basic helix-loop-helix) และ C1 (R2R3-Myb) และเอนไซมท่ี์ท าหนา้ท่ีใน
กระบวนการสังเคราะห์แอนโทไซยานิน คือ dihydroflavonol 4-reductase (DFR) (Furukawa et al. 
2007; Nagao and Takahashi 1963; Saitoh et al., 2004 และ Sakamoto et al., 2001) จึงจะท าให้ขา้ว
สามารถสังเคราะห์แอนโทไซยานินได ้
 
ยนีโครงสร้าง (structural genes) 
  ในวิถีการสังเคราะห์แอนโทไซยานินเก่ียวขอ้งกับยีนโครงสร้างหลายยีน เพื่อ
เปล่ียนกรดอะมิโนฟีนิลอะลานีนไปเป็นแอนโทไซยานิน ยีนโครงสร้างท่ีส าคญั ได้แก่ ยีนสร้าง
เอนไซม ์chalcone synthase (CHS), chalcone isomerase (CHI), flavonoid 3-hydroxylase (F3H), 
dihydroflavonol 4-reductase (DFR), anthocyanidin synthase (ANS), flavonoid 3-glucosyl - 
transferase (3GT) และ phenyl alanine ammonia lyase (PAL) (Schijlen et al., 2004) 
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  สารตั้ งต้นของการสัง เคราะห์แอนโทไซยานิน คือ malonyl-CoA และ p-
coumaroyl-CoA ซ่ึ งมาจาก  carbohydrate metabolism และ  phenylpropanoid pathway ในการ
สังเคราะห์ฟลาโวนอย์เอนไซม์ตัวแรกในปฏิกิริยาท่ีท างาน คือ chalcone synthase (CHS) เร่ง
ปฏิกิริยาให้ malonyl-CoA 3 โมเลกุล รวมกับ p-coumaroyl-CoA ได้เป็น naringenin chalcone 
จากนั้นเอนไซม ์chalcone isomerase (CHI) เปล่ียนโครงสร้าง naringenin chalcone ไปอยูใ่นรูปของ 
flavanone naringenin เอนไซม์  flavonoid 3-hydroxylase (F3H) เ ร่งปฏิ กิ ริยาการ เ ติมหมู่  OH 
(hydroxylation) ท่ีต าแหน่ง C-3 ของ flavanone ไดเ้ป็น dihydroflavonoid ซ่ึง flavanone naringenin 
จะถูกเปล่ียนเป็น dihydrokaempferol (DHK) จากนั้นเอนไซม ์flavonoid 3´-hydroxylase (F3´H) เร่ง
ปฏิกิริยาการเติมหมู่ OH (hydroxylation) ท่ีต าแหน่ง 3´ หรือทั้งต าแหน่ง 3´ และ 5´ ของ B-ring ท า
ให้เปล่ียน dihydrokaempferol (DHK) ไปเป็น dihydroquerectin (DHQ) ท่ีจะถูกเปล่ียนไปเป็น 
cyanidin อีกทั้ งสามารถเปล่ียนรูป DHK ไปเป็น dihydromyricetin (DHM) ส าหรับการสร้าง 
delphinidin จากนั้นเอนไซม ์dihydroflavonol 4-reductase (DFR) เร่งปฏิกิริยา reduction โดยเปล่ียน 
dihydroflavonoid ไดเ้ป็น leucoanthocyanidins (flavan-3,4-dilo) โดยใช ้NADPH เป็น co-factor ซ่ึง 
leucoanthocyanidins เป็นสารตั้งตน้โดยตรงส าหรับการสังเคราะห์แอนโทไซยานิน โดยเอนไซม ์
anthocyanidin synthase (ANS) เปล่ียน leucoanthocyanidins ไปเป็น anthocyanidins และเอนไซม ์
flavonoid 3-glucosyl - transferase (3GT/FGT/GT) จะเร่งปฏิกิริยาการขนส่งกลูโครสจาก UDP-
glucose ไปย ัง  hydroxyl group ในต าแหน่งท่ี  3 ของ C-ring ซ่ึงเป็นขั้ นตอนสุดท้าย ท่ีท าให ้
anthocyanidins มีความสเถียร ซ่ึง 3GT เป็นเอนไซมท่ี์จ าเป็นส าหรับวิถีการสังเคราะห์แอนโทไซยา
นิน (Schijlen et al., 2004) 
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สีแดง สีส้ม สีน ้าเงิน 

 

ภาพที ่3 วถีิการสังเคราะห์แอนโทไซยานินในพืช  
ท่ีมา: Mizuta, 2014  
 
  ยีนโครงสร้างท่ีส าคญัในการสังเคราะห์แอนโทไซยานินในขา้ว คือ ยีน DFR ซ่ึง
เป็นยีนใน late biosynthetic steps ของวิถีการสังเคราะห์แอนโทไซยานิน ยีน DFR ประกอบดว้ย 3 
เอกซอน และ 2 อินทรอน ในขา้วเมล็ดขาวยนี DFR เกิดการแทนท่ีเบสจาก C เป็น A ในเอกซอนท่ี 2 
ท าให้เกิด premature stop codon ซ่ึงการกลายพนัธ์ุน้ีอาจส่งผลท าให้เมล็ดขา้วมีสีขาวเน่ืองจากไม่
สามารถสังเคราะห์แอนโทไซยานินและโปรแอนโทไซยานิดินได้ (Furukawa et al., 2007) 
นอกจากน้ีมีการศึกษาถ่ายยนี OSB2 จากขา้วร่วมกบัยนี C1 จากขา้วโพด เขา้สู่ขา้วพนัธ์ุ Kasalath ซ่ึง
มียีน DFR ท่ีสามารถท าหนา้ท่ีได ้เพื่อใช้ส าหรับเป็นยีนเคร่ืองหมายคดัเลือกแคลลสัท่ีไดรั้บยีนจาก
ลกัษณะของการสร้างสีม่วงของแอนโทไซยานินแทนการใชส้ารปฏิชีวนะในการคดัเลือกไดส้ าเร็จ 
ซ่ึงแคลลสัขา้วท่ีผา่นการถ่ายยนีมีจุดสีม่วงเกิดข้ึน (Saika et al., 2011) 
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ยนีควบคุม (regulatory genes) 
  ยีนควบคุมเป็นรหัสของ  transcription factor ควบคุมการแสดงออกของยีน
โครงสร้างในวิถีการสังเคราะห์แอนโทไซยานินท่ีส าคญัมี 2 กลุ่มคือ MYB transcription factor ซ่ึง
ประกอบดว้ยบริเวณกรดอะมิโนซ ้ า 2 บริเวณ (R2 และ R3) บริเวณ R2 ประกอบดว้ยกรดอะมิโน 53 
ตวั และ R3 ประกอบดว้ยกรดอะมิโน 51 ตวั ซ่ึงมี DNA binding domain เป็นแบบ helix-turn-helix 
(HTH) (Zhou et al., 2008) และอีกกลุ่มหน่ึงคือ MYC transcription factor มี DNA binding domain 
เป็นแบบ helix-loop-helix (Geekiyanage et al., 2007) 
  ในขา้วโพดมียนีควบคุม 2 กลุ่ม คือ R/B และ C1/Pl gene families สมาชิกกลุ่มของ 
R/B gene families (R, Lc, Sn และ B) เป็นรหสัของ helix-loop-helix (bHLH) myc-type protein 
ส่วนสมาชิกของ C1/Pl gene families เป็นรหสัของ myb-related reguratory protein การกระตุน้ยีน
โครงสร้างในวถีิการสังเคราะห์แอนโทไซยานินข้ึนอยูก่บัการท างานของยีนในกลุ่ม R/B และ C1/Pl 
อยา่งนอ้ยหน่ึงยีนท่ีท าหนา้ท่ี (active functional gene) จากแต่ละ gene family ต่อการสังเคราะห์รงค
วตัถุในเน้ือเยื่อ (Sakamoto et al., 2001) มีการศึกษาการถ่ายยีน C1 (MYB–type transcription factor) 
และ R-S (bHLH–type transcription factor) จากขา้วโพด ซ่ึงเป็นยนีควบคุมในการสังเคราะห์ฟลาโว
นอยด์ เขา้สู่ขา้วโดยใชอ้ะโกรแบคทีเรียม พบวา่มีการแสดงออกของยีน C1 และ R-S ในเมล็ดขา้ว 
โดยเมล็ดของตน้ homozygous transgenic lines รุ่น T2  และ T3 มีสีน ้ าตาลเขม้และเมล็ดเล็กกวา่เมล็ด
รุ่น T1 และเมล็ดจากตน้ท่ีไม่ผา่นการถ่ายยีน เน่ืองจากตน้ขา้วดดัแปลงพนัธุกรรมมีการสังเคราะห์ 
ฟลาโวนอยดห์ลายชนิด (Shin et al., 2006) แสดงวา่ยนีเหล่าน้ีจากขา้วโพดสามารถท างานไดใ้นขา้ว 
 
การสร้างแอนโทไซยานินในข้าวสี 
  ขา้ว (Oryza sativa) ท่ีบริโภคส่วนมากมีเยื้อหุ้มเมล็ดสีขาวและใบสีเขียว แต่ขา้ว
บางพนัธ์ุมีเยื่อหุ้มเมล็ดท่ีเป็นสีน ้ าตาล แดง ม่วง และใบสีม่วง ขา้วท่ีมีเมล็ดสีม่วงและน ้ าตาลมีแอน
โทไซยานินและโปรแอนโทไซยานิดิน ตามล าดบั (Sweeney et al., 2006) การเกิดสีโดยแอนโทไซ
ยานินถูกควบคุมโดยยีนโครงสร้างและยีนควบคุม จากรายงานของ Kinoshita (1995) ไดส้รุปว่ามี 
26 ยีน ท่ีเก่ียวข้องกับการเกิดสีจากแอนโทไซยานิน และ 5 ยีน ท่ีเก่ียวข้องกับการเกิดสีจาก
สารประกอบอ่ืน เช่น โปรแอนโทไซยานิดิน โดยยีนในต าหน่ง C และ A เก่ียวขอ้งกบัการสร้างรงค
วตัถุแอนโทไซยานินท่ีประกอบดว้ยหลายอลัลีลของยนี ไดแ้ก่ ใน C locus พบ 6 อลัลีล และ A locus 
พบ 4 อลัลีล โดยยีน A1 เป็นรหสัส าหรับเอนไซม์ dihydroflavonol-4-reductase (DFR) มีต าแหน่งท่ี 
198 cM บนโครโมโซม 3 ของขา้วโพด ในขา้วต าแหน่งของยีน A1 มีต าแหน่งบนโครโมโซมท่ี 1 
(Kinoshita, 1995) ส่วน Pl และ C loci มีต าแหน่งอยูบ่นโครโมโซมท่ี 4 และ 6 ในขา้วตามล าดบั 
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(Nagao et al., 1957) ส่วนยีน Rc และ Rd เก่ียวขอ้งในการสร้างรงควตัถุสีแดงในเมล็ดขา้ว ส าหรับ 
Rc และ rd เก่ียวขอ้งในการสร้างสีน ้าตาลในเมล็ดขา้ว (Furukawa et al., 2007)  
  Puple leaf (Pl) locus ของขา้วควบคุมการสังเคราะห์แอนโทไซยานิน คลา้ยกบั
กลุ่มของ R/B loci ของขา้วโพด ซ่ึงอยูใ่นกลุ่มของ basic helix-loop-helix (bHLH) protein โดย
ต าแหน่งน้ีเป็นท่ีตั้ งของยีน OSB1 ท่ีมีรายงานก่อนหน้าน้ีคือยีน Ra1 แต่แตกต่างท่ี C-terminus 
เน่ืองจากยีน OSB1 เกิดการขาดหายไปของเบส 2 bp ส่วน OSB2 อยูท่างดา้น downstream ของ 
OSB1 coding region ประมาณ 10 Kb ในต าแหน่ง Pl มี 3 อลัลีล คือ Plj  Pli และ Plw โดยแต่ละอลัลีล
ท าหน้าท่ีชกัน าการสังเคราะห์รงควตัถุในรูปแบบแตกต่างกนั โดย Plw กระตุน้การสังเคราะห์แอน
โทไซยานินในเน้ือเยื่อพืชส่วนเหนือดินยกเวน้ขอ้ของล าตน้ และท าให้เกิดสีโดยสร้างรงควตัถุใน
เยื่อหุ้มเมล็ด ส่วน Plj  และ Pli  ควบคุมการสังเคราะห์รงควตัถุสีม่วงในใบ ซ่ึงส่งผลให้ใบขา้วมีสี
ม่วงมากกวา่พนัธ์ุขา้วท่ีมี Plw นอกจากน้ี Plj ท าให้เกิดรงควตัถุในแผน่ใบ กาบใบ รอยต่อระหวา่ง
แผน่ใบและกาบใบ และขอ้ของล าตน้ จากการศึกษา nearly isogenic Plw/Plw line ซ่ึงเป็นขา้วพนัธ์ุ 
Taichung65 (T65) ท่ีมี Plw จากขา้ว javanica พนัธ์ุ Pirurutong ใน genetic background ของขา้ว T65 
พบวา่ต าแหน่ง Plw locus ประกอบดว้ยยนี OSB1 และ OSB2 คลา้ยกบัยนีในกลุ่ม R gene family ของ
ขา้วโพด โดย cDNA ของ OSB1 มีขนาด 2.2 kb ประกอบดว้ย open reading frame (ORF) ท่ีเป็น
รหสัของกรดอะมิโน 588 ตวั ซ่ึงคลา้ยกบัยนี Ra1 ของขา้ว (99.2%) แต่เกิดการขาดหายไปของเบส 2 
bp ในยีน OSB1 ท  าให้เกิด frame shift มีผลต่อกรดอะมิโน 44 ตวั ท่ี C-terminus นอกจากการขาด
หายไปของล าดบัเบสยงัมี 11 single nucleotide ท่ีแตกต่างกนัระหวา่งยีน OSB1 และ Ra1 ซ่ึงมีผลใน
การแทนท่ีกรดอะมิโน 4 ตวั ดา้น upstream ของ frame shift ส่วน cDNA ของ OSB2 มีขนาด 1.8 Kb 
ประกอบดว้ย ORF ท่ีมีกรดอะมิโน 451 ตวั ซ่ึงสั้นกวา่ OSB1 และ Ra1 แต่ก็ยงัคงมี bHLH domain 
ท่ี C-terminus การเปรียบเทียบ cDNA ในบริเวณ ORF ของยีน OSB1 และ OSB2 ของขา้วกบัยีน B-
Peru และ Lc ของขา้วโพด พบวา่ มีความคลา้ยกนั (Sakamoto et al., 2001)  
  ยีน OSB1 จากขา้วเมล็ดสีแดงและขา้วขาวแตกต่างจากขา้วเมล็ดด า คือยีนในขา้ว
เมล็ดแดงและขาวเกิดการแทนท่ีของ ACG codon เป็น ATG (C เปล่ียนเป็น T) ท่ีนิวคลีโอไทด์
ต าแหน่ง 191 การเพิ่มของล าดบัเบส TG ท่ีต าแหน่ง 1,632 และเกิดการขาดหายไปของหน่ึงเบสท่ี
ต าแหน่ง 1,721 bp ท าให้เกิด premature stop codon จึงส่งผลให้กรดอะมิโนหายไป 12 ตัว              
ท่ี C-terminus ซ่ึงเป็นบริเวณ DNA binding domain ท าให้ยีน OSB1 ไม่ท าหน้าท่ีในขา้วเมล็ดขาว
และเมล็ดแดง ส าหรับยนี OSB2 ไม่พบการแสดงออกในตน้อ่อนของขา้วใบเขียวท่ีมีเมล็ดสีขาว โดย
มีการศึกษาการแสดงออกของขา้วเมล็ดขาวพนัธ์ุ Nipponbare, Tainong 67 และ Zhonghua 11 ดว้ย
เทคนิค RT-PCR ไม่พบการแสดงออกของยีน OSB2 ในขา้วเหล่าน้ี อีกทั้งไม่พบการแสดงออกของ
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ยีนโครงสร้าง OsF3H, OsDFR และ OsANS1 ในตน้ขา้ว japonica ท่ีเป็นขา้วเมล็ดขาว เม่ือเทียบ
กบัข้าวพนัธ์ุ T65-Plw ซ่ึงเป็นข้าวพนัธ์ุ Taichung 65 ท่ีมีใบสีม่วงเน่ืองจากมี PlW locus จากข้าว 
javanica พนัธ์ุ Pirurutong ซ่ึงมีการแสดงออกของยนีโครงสร้างเหล่าน้ี (Shih et al., 2008 ) 
  ต าแหน่ง C locus ตั้งอยูบ่นโครโมโซมท่ี 6 ในขา้วเป็นต าแหน่งของยีน OSC1 ซ่ึง
คลา้ยกบัยีน C1 ในขา้วโพด ซ่ึงอยูใ่นกลุ่มของ R2R3-Myb transcription factors ยีน OSC1 ของขา้ว
พนัธ์ุ T65 ประกอบดว้ย 3 เอกซอน และ 2 อินทรอน และเป็นรหัสส าหรับโปรตีนท่ีมีกรดออะมิโน 
272 ตวั ประกอบดว้ย DNA-binding Myb domain ท่ีต าแหน่ง N-terminus ซ่ึงถูกอนุรักษ์ไวใ้นขา้ว
และขา้วโพด มีการศึกษาในขา้วสี near isogenic lines T65 (CB) ซ่ึงมี CB  allele (functional allele) 
โดยขา้วพนัธ์ุ T65 ปกติจะมี C+  allele ท่ีท าใหไ้ม่เกิดสีในขา้ว โดยเปรียบเทียบกบัขา้วขาวพนัธ์ุ IR36 
(C+) และ 868 (C+) ท่ีมี C+  allele พบวา่ พนัธ์ุขา้วเมล็ดขาว (IR36 และ 868) มีล าดบัเบสแตกต่างจาก
ขา้วพนัธ์ุ T65 (CB) คือ เกิดการขาดหายไปของล าดบัเบส 10 bp (ท่ีต าแหน่ง 795-804 จากต าแหน่ง
เร่ิมตน้การแปลรหัส) และเกิดการแทนท่ีเบส (ท่ีต าแหน่ง 918) ทั้ง 2 มีต าแหน่งอยู่ใน R3 repeat 
ภายในเอกซอนท่ี 3 คาดวา่การขาดหายไปของล าดบัเบสท าให้เกิด frame shift ท าให้ OSC1 allele 
ของขา้วพนัธ์ุ IR36 และ 868 สูญเสียหนา้ท่ี ดงันั้นความแตกต่างระหวา่งขา้วขาวกบัขา้วสีคือในขา้ว
ขาวยีน OSC1 เกิดการขาดหายไปของเบสและเกิดการแทนท่ีเบสท าให้โปรตีนสูญเสียหน้าท่ี
โดยเฉพาะเกิดการเปล่ียนแปลงของล าดบัเบสใน R3 repeat ซ่ึงเป็นบริเวณท่ีใชใ้นการจบัดีเอ็นเอจึง
ท าใหสู้ญเสียหนา้ท่ีและไม่สามารถควบคุมการสังเคราะห์แอนโทไซยานินได ้(Saitoh et al., 2004) 
  รูปแบบล าดบันิวคลีโอไทด์ของยีน OSC1 มีความแตกต่างกนัในขา้วแต่ละพนัธ์ุ 
เม่ือเกิดการกลายพนัธ์ุของล าดบัเบสจะส่งผลให้ฟีโนไทป์เปล่ียนแปลงซ่ึงมีผลต่อการสร้างรงควตัถุ
แอนโทไซยานิน จากการศึกษาอลัลีล OSC1 พบว่า พนัธ์ุขา้วท่ีมีอลัลีล C+ (108 และ 414; indica 
type) มีล าดบัเบสเหมือนยีนจากขา้วพนัธ์ุ IR36 และ 868 เน่ืองจากเกิด 10 bp deletion ในเอกซอนท่ี 
3 นอกจากน้ีขา้วพนัธ์ุ 734 ซ่ึงเป็นขา้ว japonica จากจีน มีอลัลีล C+ ซ่ึงเกิด 2 bp deletion ในเอก
ซอนท่ี 3 (ต าแหน่ง 786-787) โดยทั้งสองต าแหน่งเกิดข้ึนในต าแหน่งท่ีคาดวา่เป็นบริเวณส าคญัของ 
transcription factor และท าให้เกิด frame shift ซ่ึงท าให้ยีนสูญเสียหนา้ท่ี ส าหรับในขา้ว indica และ 
japonica มีการขายหาดไปของล าดบัเบสต่างกนั โดยในขา้ว indica พบ 10 bp deletion ในขณะท่ี
ขา้ว japonica พบ 2 bp deletion โดยขา้วพนัธ์ุ T65 และ A58 มีอลัลีล CB ซ่ึงมีล าดบัเบส (haplotype 
SA1) ท่ีเกิดการแทนเบสท่ีในเอกซอนท่ี 3 เม่ือเทียบกบั functional allele ของขา้วพนัธ์ุ Purpleputtu 
(Reddy et al., 1988) ส าหรับ CBt เกิดการแทนท่ีเบสท่ีต าแหน่ง 968 และ 34 bp deletion ท่ีต าแหน่ง 
973 bp ซ่ึงท าให้เกิด frame shift หลงักรดอะมิโนต าแหน่ง 166 ส่วน CBr allele ของขา้วพนัธ์ุ A56 
เกิดการแทนท่ีเบส 2 ต าแหน่ง ท่ีต าแหน่ง 744 และ 918 ในเอกซอนท่ี 3 นอกจากน้ีมีรายงานว่า     
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อลัลีล CBd, CBk และ CBc  เกิดการแทนท่ีเบสท่ีต าแหน่ง 122 ใน R2 แมว้า่ CBd จะมี silent substitution 
บริเวณอ่ืน คือในอินทรอนท่ี 2 แต่การเปล่ียนแปลงในบริเวณอ่ืนนอกเหนือต าแหน่งของ sequence 
region อาจมีความเก่ียวขอ้งในการเปล่ียนแปลงของฟีโนไทป์ดว้ยเช่นกนั (Saitoh et al., 2004) 
  ดงันั้นส าหรับขา้วประกอบดว้ยยีนควบคุมสองกลุ่มท่ีควบคุมการสังเคราะห์แอน
โทไซยานินเช่นกนัคือ basic helix-loop-helix (bHLH) type R/B family โดยต าแหน่ง Plw locus ใน
ขา้ว isogenic lines T65-Plw ท่ีมีสีม่วง พบยีนท่ีอยูต่  าแหน่งน้ีในกลุ่มของ R /B type bHLH 2 ยีน คือ 
OSB1 และ OSB2 โดย OSB1 เป็นยีน Ra1 ของขา้วท่ีถูกรายงานก่อนหนา้น้ีโดย Hu et al. (1996) ยีน
ทั้งสองสามารถชักน าให้เกิดการสร้างแอนโทไซยานินโดยไปกระตุน้ยีนโครงสร้าง ได้แก่ ยีน 
OsF3H, OsDFR, และ OsANS อีกกลุ่มคือ MYB type C1 family ประกอบดว้ยยีน OSC1 คลา้ยกบั
ยีน C1 ของขา้วโพดซ่ึงอยูใ่นกลุ่มน้ี (Shih et al., 2008) และสามารถส่งเสริมให้ขา้วสามารถสร้าง
แอนโทไซยานินโดยไปกระตุน้ยีนโครงสร้าง โดยสามารถจบับริเวณโปรโมเตอร์ของยีน OsDFR 
และ OsANS ใหมี้การแสดงออกเพิ่มมากข้ึน (Ithal and Reddy, 2004) 
 
การใช้ยนีควบคุมการสังเคราะห์แอนโทไซยานินเป็นยนีเคร่ืองหมาย 

  การถ่ายยีนเขา้สู่พืชตอ้งมีการคดัเลือกเน้ือเยื่อท่ีไดรั้บยีนโดยใช้ยีนตา้นทานสาร
ปฏิชีวนะหรือสารปราบวชัพืชเป็นยีนคดัเลือก หากพืชไดรั้บยีนก็สามารถเจริญบนอาหารท่ีมีสาร
ปฏิชีวนะเหล่านั้นได ้แต่ก็มกัเกิดความกงัวลในหลายดา้น เช่น การบริโภคยีนตา้นสารปฏิชีวนะหรือ
ยีนต้านสารปราบวชัพืชท่ีอาจเป็นอนัตรายต่อมนุษย์ และสัตว์ อีกทั้ งการกระจายของยีนไปสู่
จุลินทรีย ์หรือส่ิงแวดลอ้มท าให้กงัวลวา่จะเกิดการด้ือยาในจุลินทรียห์รือการเปล่ียนแปลงของสาร
พนัธุกรรมในพืชทอ้งถ่ิน นอกจากน้ีสารปฏิชีวนะอาจส่งผลต่อการเจริญของเซลล์พืชหรือลดการ
พฒันาเป็นตน้ของเซลลพ์ืชในระบบการถ่ายยนี ดงันั้นจึงมีการพฒันาระบบการถ่ายยีนเพื่อหลีกเล่ียง
การใช้ยีนต้านสารปฏิชีวนะและยีนต้านสารปราบวชัพืช เช่น การพฒันาระบบการถ่ายยีนโดย
ปราศจากยีนเคร่ืองหมาย ipt-type MAT vector system โดยคดัเลือกพืชท่ีไดรั้บยีนจากลกัษณะยอด
กระจุกเน่ืองจากมียีนสร้างไซโตไคนิน ตน้พืชท่ีไดห้ลงัการถ่ายยีนจะไม่มียีนคดัเลือก (Endo et al., 
2002) จากปัญหาเหล่าน้ีจึงมีการพฒันาระบบการถ่ายยีนโดยใชย้ีนควบคุมการสังเคราะห์แอนโทไซ
ยานินเป็นยีนเคร่ืองหมายคดัเลือกท าให้ไม่ตอ้งใชส้ารปฏิชีวนะและง่ายต่อการคดัเลือกจากลกัษณะ
สีของพืชท่ีปรากฏแทนการใช้ยีนตา้นสารปฏิชีวนะและยีนตา้นสารปราบวชัพืช ซ่ึงจะลดขอ้วิตก
กงัวลในเร่ืองของการถ่ายทอดยีนในพืชดดัแปลงพนัธุกรรมออกไปสู่ส่ิงแวดลอ้มหรือส่ิงมีชีวิตอ่ืน 
โดยมีการถ่ายยีน OSB2 เข้าสู่ข้าวพนัธ์ุ Kasalath เพื่อเป็นยีนเคร่ืองหมายคัดเลือกข้าวดัดแปลง
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พนัธุกรรมจากสีท่ีปรากกฏ โดยแคลลสัของขา้วพนัธ์ุ Kasalath ท่ีไดจ้ากการถ่ายยีนมีลกัษณะสีแดง
จากการแสดงออกของยนี OSB2 (Saika et al., 2011) 
  นอกจากน้ีมีรายงานการใชย้นีควบคุมการสังเคราะห์แอนโทไซยานินเป็นยีนตรวจ
ตามการปนเป้ือนของสารเคมีในส่ิงแวดลอ้มโดยศึกษาการถ่ายยนี OSB2 ภายใตก้ารควบคุมของโปร
โมเตอร์ OsPR1.1 ท่ี เป็นโปรโมเตอร์ท่ีตอบสนองต่อสารเคมีหรือสารเคมีเป็นตัวชักน าการ
แสดงออกของยีน โดยถ่ายยีนเขา้สู่ขา้ว isogenic Taichung 65 พบวา่ขา้วท่ีไดรั้บยีนมีการสังเคราะห์
แอนโทไซยานินมากข้ึนท าใหย้อดมีสีแดงเม่ือไดรั้บสารเคมีสอดคลอ้งกบัการแสดงออกเพิ่มมากข้ึน
ของยีน OSB2 และยีน anthocyanidin synthase (ANS) ดงันั้นสามารถใช้ประโยชน์จากยีน OSB2 
เป็นยนีรายงานผลในการติดตามการปนเป้ือนของสารเคมีในส่ิงแวดลอ้มจากการแสดงลกัษณะสีใน
ขา้วท่ีไดรั้บยีน (Kawahigashi et.al., 2007) และการใช้ยีน OSB2 ภายใตก้ารควบคุมของโปรเมอร์
เตอร์ CYP72A21 ท่ีสารก าจัดวชัพืชเป็นตัวชักน าให้โปรโมเตอร์แสดงออกของยีน ท าให้ข้าว 
isogenic line Taichung-65 CBA มีการสังเคราะห์แอนโทไซยานิน และตน้มีลกัษณะสีแดง สามารถ
ใช้ต้นดัดแปลงพนัธุกรรมเป็นตวัติดตามการปนเป้ือนของสารก าจดัวชัพืชในส่ิงแวดล้อมและ
สามารถตรวจสอบไดง่้ายจากสีของพืช (Hirose et al., 2008) 
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อุปกรณ์และวธีิการ 
 

พนัธ์ุข้าวทีใ่ช้ทดลอง 

พนัธ์ุขา้วท่ีใชศึ้กษาไดรั้บความอนุเคราะห์จาก Prof. Dr. Thomas W. Okita (Washington 

State University, USA) ผศ.ดร.วราภรณ์ แสงทอง สาขาพนัธุศาสตร์ คณะวิทยาศาสตร์ มหาวิทยาลยั

แม่โจ้ และ อ.ดร.ศรีเมฆ ชาวโพงพาง ห้องปฏิบติัการชีวโมเลกุล ภาควิชาโรคพืช คณะเกษตร 

มหาวทิยาลยัเกษตรศาสตร์ (บางเขน) กรุงเทพมหานคร   

พนัธ์ุขา้วเมล็ดสีขาวไดแ้ก่ ขา้วพนัธุ์ Kitaake Sasanishiki Nipponbare Taichung 65 กข6 

และขาวดอกมะลิ 105 

พนัธ์ุขา้วเมล็ดสีแดงไดแ้ก่ ขา้วพนัธ์ุหอมมะลิแดง และสังขห์ยด 

พนัธ์ุขา้วเมล็ดสีด าไดแ้ก่ ขา้วพนัธุ์ลืมผวั KU ลืมผวั MJU หอมนิล ก ่าหนองเต่าค า และก ่า

พะเยา 

 

พลาสมิดทีใ่ช้ในการทดลอง 

พลาสมิด pGEM-T Easy (Promega, USA) ส าหรับโคลนยีน OSB1 OSB2 และ OSC1 จาก

ขา้วพนัธ์ุต่าง ๆ เพื่อน าไปหาล าดบัเบส (ภาพท่ี 4) 

 
ภาพที ่4 แผนท่ีพลาสมิด pGEM-T Easy  

ท่ีมา: www.promega.com, 2009 
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พลาสมิด p2CA ส าหรับสร้างชุดยีนไดรั้บความอนุเคราะห์จาก อ.ดร.ศรีเมฆ ชาวโพงพาง 

ห้องปฏิบติัการชีวโมเลกุล ภาควิชาโรคพืช คณะเกษตร มหาวิทยาลยัเกษตรศาสตร์ (บางเขน) 

กรุงเทพมหานคร  พลาสมิด p2CA ประกอบด้วยชุดยีน nptII ท่ีอยู่ภายใตก้ารควบคุมของ 35s 

Promoter และ nos Terminator ภายในพลาสมิด pUC19 (ภาพท่ี 5) 

 

 
 

ภาพที ่5 แผนท่ีพลาสมิด p2CA สัญลกัษณ์ H คือ บริเวณจดจ าของเอนไซมต์ดัจ าเพาะ HindII, X คือ 

XbaI, B คือ BamHI, S คือ SacI และ E คือ EcoRI 

 

พลาสมิด pCAMBIA1305.1 ซ่ึงประกอบดว้ยชุดของยนีควบคุมการสังเคราะห์แอน

โทไซยานินโดยให้ยีนท างานภายใตก้ารควบคุมของ dual 35s Promoter  และ nos Terminator ซ่ึง

เป็น T-DNA vector เพื่อใชส้ าหรับการถ่ายยนีเขา้สู่ขา้วโดยใชอ้ะโกรแบคทีเรียม (ภาพท่ี 6) 
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ภาพที ่6 แผนท่ีพลาสมิด pCAMBIA1305.1  

ท่ีมา: Yrgene., 2014 

 

วธีิการทดลอง 

1.สกดัอาร์เอน็เอจากใบและเมลด็ข้าว  

1.1 ขั้นตอน Homogenization 

บดใบขา้วอาย ุ2 สัปดาห์ และเมล็ดอ่อนระยะน ้านมอายุ 4 สัปดาห์ 

ใหล้ะเอียดโดยใช้ไนโตรเจนเหลว แลว้เติม Trizol Reagent (Invitrogen, USA) ปริมาตร 1 มิลลิลิตร 

ลงในหลอดไมโครทิวบ ์

1.2 ขั้นตอน Phase separation 

บ่มตวัอย่างท่ีอุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 5 นาที เติมคลอโรฟอร์ม

ปริมาตร 0.2 มิลลิลิตร พลิกกลบัหลอด เป็นเวลา 5 วินาที แลว้บ่มตวัอยา่งท่ีอุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 

2-3 นาที จากนั้นป่ันเหวี่ยงท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ท่ีความเร็ว 11,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 20 

นาที 
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1.3 ขั้นตอน RNA precipitation 

ยา้ยชั้นน ้าใส่หลอดใหม่ ปริมาตร 600 ไมโครลิตร เติม Isopropyl  

alcohol ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตรบ่มตวัอยา่งท่ีอุณหภูมิหอ้ง เป็นเวลา 10 นาที แลว้ป่ันเหวี่ยงท่ีอุณหภูมิ 

4 องศาเซลเซียส ท่ีความเร็ว 11,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 10 นาที   

 

1.4 ขั้นตอน RNA wash 

ดูดส่วนใสทิ้ง แลว้ลา้งตะกอนด้วยเอทานอลท่ีเยน็ ความเขม้ขน้ 

75 เปอร์เซ็นต์ ปริมาตร 1 มิลลิลิตร แล้ว Vortex อีกคร้ัง จากนั้นป่ันเหวี่ยงท่ีอุณหภูมิ 4 องศา

เซลเซียส ท่ีความเร็ว 7,500 รอบต่อนาที เป็นเวลา 5 นาที และลา้งตะกอนอีกคร้ังหน่ึง 

 

1.5 ขั้นตอน Redissolving the RNA 

ดูดส่วนใสทิ้ง แลว้ตากใหแ้หง้ เติม DEPC treat water (free  

RNase) ปริมาตร 30 ไมโครลิตร ผสมใหเ้ขา้กนั แลว้บ่มท่ีอุณหภูมิหอ้ง เป็นเวลา 15 นาที  

 

1.6 การก าจดัดีเอน็เอดว้ยเอนไซม ์DNaseI (NEB, USA) 

เติมส่วนประกอบของปฏิกิริยาการท า DNase treatment ดงัน้ี 

 

องคป์ระกอบ ปริมาตร (ไมโครลิตร) 

อาร์เอน็เอท่ีสกดัได ้  

10X Reaction buffer with MgCl2    

DEPC-treated water   

DNaseI   

25 

3 

1 

1 

Total 30 

บ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที แล้วเติม 

EDTA ความเขม้ขน้ 25 มิลลิโมลาร์ ปริมาตร 6 ไมโครลิตร (ความเขม้ขน้สุดทา้ย 5 มิลลิโมลาร์) บ่ม

ท่ีอุณหภูมิ 75 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที จากนั้นวเิคราะห์ผลดว้ย Agarose gel electrophoresis  
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2. การสังเคราะห์ First Strand cDNA โดยกระบวนการ reverse transcription 

โดยใช้ไพรเมอร์ oligo (dT)  

2.1 น าอาร์เอ็นท่ีสกดัไดม้าสังเคราะห์ cDNA โดยกระบวนการ 

reverse transcription โดยใช้ไพรเมอร์ oligo (dT) และชุดส าเร็จรูป Superscript III First-Stand 

Synthesis System (Invitrogen, USA) โดยมีองค์ประกอบของปฏิกิริยา First-Strand cDNA 

Synthesis ดงัน้ี 

 

องคป์ระกอบ ปริมาตร (ไมโครลิตร) 
อาร์เอน็เอทั้งหมด 
ไพรเมอร์ (50 µM Oligo (dT)) 
10 mM dNTP mix 
DEPC-treat water 

6  
1 
1 
2 

Total 10 

 

  2.2 บ่มปฎิกิริยาท่ีอุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที จากนั้นน า

หลอดมาวางบนน ้าแขง็ทนัที อยา่งนอ้ย 1 นาที 

  2.3 เตรียม cDNA synthesis Mix โดยมีองคป์ระกอบดงัน้ี 

 

องคป์ระกอบ ปริมาตร (ไมโครลิตร) 

10X RT buffer 
25 M MgCl2 

0.1 M DTT  
RNase OUT (40 U/µl) 

Superscript III RT (200 U/µl) 

2 
4 
2 
1 
1 

Total 10 
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  2.4 เติมองคป์ระกอบ cDNA Synthesis Mix ในขอ้ 2.3 ปริมาตร 10 
ไมโครลิตร และผสมเบา ๆ 

  2.5 น าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 50 นาที 
  2.6 หยุดปฏิกิริยาโดยบ่มท่ีอุณหภูมิ 85 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที 

แลว้น าออกมาวางบนน ้าแขง็ทนัที 
  2.7 น าหลอดมา Spin down และเติม RNaseH 1 ไมโครลิตร และบ่มท่ี

อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 20 นาที 
  2.8 เก็บ cDNA ท่ี – 20 องศาเซลเซียส จนกวา่จะใชห้รือน าไปท าพีซีอาร์

ต่อ 

3. การเพิม่ปริมาณช้ินดีเอน็เอด้วยเทคนิค RT-PCR 

การเพิ่มจ านวนยีน OSB1 OSB2 และ OSC1 โดยใช้ Go Taq® Green 

Master Mix (Promega, USA) ท่ีมีองคป์ระกอบ ดงัน้ี  

 

องคป์ระกอบ ปริมาตร (ไมโครลิตรต่อ 1 ปฏิกิริยา) 

Go Taq® Green Master Mix 

10 µM Forward               

10 µM Reverse 

cDNA 

dH2O 

10 

1 

1 

1 

7 

Total 20 

 

สภาวะในการท า PCR 

Initial Denaturation   95 องศาเซลเซียส 3 นาที  

Denaturation 95 องศาเซลเซียส 1 นาที  

Annealing 68 องศาเซลเซียส 
3 นาที 

40 รอบ 

Extension 68 องศาเซลเซียส  

Final Extension 68 องศาเซลเซียส 5 นาที  
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จากนั้นน าไปวิเคราะห์ด้วย agarose gel electrophorsis โดยใช้ 1% 

agarrose ใหก้ระแสไฟฟ้า 100 โวลต ์เป็นเวลา 30 นาที ใช ้1 kb DNA ladder เป็น DNA Marker  

 

4. การแยกบริสุทธ์ิดีเอ็นเอจากเจลด้วย NucleoSpin Extraction Kit (Macherey-

Nagel, Germany) 

หลังจากท า RT-PCR แล้วท าการแยกดีเอ็นเอด้วย agarose gel 

electrophorsis โดยใช ้1% agarose gel ให้กระแสไฟฟ้า 100 โวลต์ เป็นเวลา 30 นาที จากนั้นแยก

บริสุทธ์ิดีเอน็เอโดยใช ้QIAquick Gel Extraction purification Kit ซ่ึงมีขั้นตอนดงัน้ี  

 

4.1. ตดัเจลท่ีแสดงแถบดีเอ็นเอท่ีตอ้งการจากการท า RT-PCR ใส่ในหลอด

ไมโครทิวป์ 

4.2. ชั่งน ้ าหนักเจล แล้วเติม Buffer NT (อตัราส่วนน ้ าหนักเจล 100 

มิลลิกรัม : buffer NT 200 ไมโครลิตร) 

4.3. บ่มท่ีอุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที โดยท าการผสมดว้ย

การพลิกหลอดทุก ๆ 2-3 นาที เพื่อช่วยใหเ้จลละลายเป็นเน้ือเดียวกนั 

4.4. หลงัจากท่ีเจลละลายเป็นเน้ือเดียวกนัแลว้ น า column ใส่ใน collection 

tube จากนั้นดูดสารละลายเจลท่ีละลายแลว้ใส่ column คร้ังละ 750 ไมโครลิตร แลว้น าไปป่ัน

เหวีย่งท่ีความเร็ว 12,000 รอบต่อนาที นาน 1 นาที ท าซ ้ าจนกวา่สารละลายหมด 

4.5. ทิ้งสารละลายท่ีผา่น column ใน collection tube ทิ้ง 

4.6. จากนั้นป่ันเหวีย่งท่ี 12,000 รอบต่อนาที นาน 1 นาที 

4.7. เทส่วนใสท่ีไหลผา่น column ทิ้ง 

4.8. เติม Buffer NT3 600 ไมโครลิตร (NT3: Absolute ethanol = 1:4) 

4.9 แลว้จากนั้นป่ันเหวี่ยงท่ี 12,000 รอบต่อนาที นาน 1 นาที เทส่วนใสท่ี

ไหลผา่นทิ้ง 
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4.10. ป่ันเหวี่ยงอีกคร้ังเพื่อท าให้ column แห้งและก าจดั Buffer NT3 จน

หมด  

4.11. จากนั้นยา้ยคอลมัน์มาวางใส่ในหลอดไมโครทิวป์ขนาด 1.5 มิลลิลิตร 

เติม Buffer NE 25 ไมโครลิตร บ่มท่ีอุณหภูมิหอ้ง 1 นาที 

4.12. น าหลอดไปป่ันเหวีย่งท่ี 12,000 รอบต่อนาที นาน 1 นาที 

4.13. เก็บดีเอน็เอท่ีท าการแยกบริสุทธ์ิไวท่ี้ตู ้-20 องศาเซลเซียส 

 

5. การเช่ือมต่อช้ินยีนเข้ากับเวคเตอร์ pGEM-T Easy และถ่ายฝากเข้าสู่ E. coli 

competent cell 

5.1. การเตรียม competent cell ของ E. coli สายพนัธ์ุ DH5α โดยวธีิ CaCl2 

- น า Glycerol stock ของเช้ือ E. coli สายพนัธ์ุ DH5α มา streak ลงบน

อาหารแข็งสูตร LB ท าการเล้ียงท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 คืน (ประมาณ 15-17 

ชัว่โมง) 

- เลือกโคโลนีเด่ียวของเช้ือ E. coli มาเล้ียงในอาหารเหลวสูตร LB เล้ียงท่ี

อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เขยา่ท่ีความเร็ว 150 รอบต่อนาที เป็นเวลา 1 คืน 

- น าเช้ือ 1 มิลลิลิตร ใส่ในอาหาร LB ปริมาตร 50 มิลลิลิตร แลว้เล้ียงท่ี

อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส จนไดค้่าดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 600 นาโนเมตร เท่ากบั 0.55 

- ป่ันเก็บเซลล์ดว้ยความเร็ว 3,000 รอบต่อนาที ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 

นาน 10 นาที แลว้เทอาหารออกใหห้มด 

- ละลายตะกอนเซลล์ดว้ย CaCl2 (ท่ีเยน็) ปริมาตร 4 มิลลิลิตร ผสมดว้ย

การปิเปตข้ึนลง จากนั้นเติม CaCl2 ความเขม้ขน้ 50 มิลลิโมลาร์ (เยน็) อีก 16 มิลลิลิตร ผสมดว้ย

การปิเปต จากนั้นบ่มในน ้าแขง็นาน 20 นาที 

- ป่ันเก็บเซลลท่ี์ความเร็ว 3,000 รอบต่อนาที อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส นาน 

10 นาที น าส่วนใสทิ้งทั้งหมด ละลายตะกอนเซลล์ใน CaCl2 ความเขม้ขน้ 50 มิลลิโมลาร์ (เยน็) 

ปริมาตร 2 มิลลิลิตร แลว้เติม glycerol 80 เปอร์เซ็นต ์(ผา่นการฆ่าเช้ือ) ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร ผสม
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ดว้ยการปิเปต จากนั้นแบ่งเซลลใ์ส่หลอดทดลองขนาด 1.5 มิลลิลิตร หลอดละ 200 ไมโครลิตร เก็บ

เซลลไ์วท่ี้ -80 องศาเซลเซียส จนกวา่จะใชง้าน  

 

5.2. การเช่ือมช้ินยนี OSB2 เขา้กบัเวคเตอร์ pGEM-T Easy 

- เตรียมองคป์ระกอบปฏิกิริยา ligation ดงัน้ี 

 
ส่วนประกอบปฏิกิริยา ปริมาตร (ไมโครลิตร/ปฏิกิริยา) 

2X Rapid Ligation buffer T4 DNA Ligase 5 

pGEM-T Easy vector 0.5 

PCR Product 3.5 

T4 DNA Ligase 1 

Total 10 

 
- บ่มขา้มคืน อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส และส่งถ่ายเขา้สู่ competent cell ของ E. 

coli DH5 α และ spread บนอาหาร LB ท่ีมีแอมพิซิลิน 100 มิลลิกรัมต่อลิตร  X-gal และ IPTG 20 

มิลลิกมัต่อลิตร บ่มขา้มคืน ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลลเซียส 

 

5.3. การถ่ายฝากพลาสมิดสายผสมเขา้กบัเวกเตอร์เขา้สู่ competent cell ของ E. coli 

DH5 α ดว้ยวธีิ heat shock 

- น าปฏิกิริยา ligation ปริมาตร 10 ไมโครลิตร ผสมในหลอดท่ีมี competent cell 

ของ E. coli DH5 α แลว้น าไปบ่มในน ้าแขง็เป็นเวลา 30 นาที 

- บ่มใน water bath อุณหภูมิ 42 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 90 วนิาที 

- บ่มในน ้าแขง็เป็นเวลา 3 นาที 

- เติมอาหารเหลวสูตร LB ปริมาตร 800 ไมโครลิตร  

- จากนั้นน าเช้ือมาเล้ียงท่ี 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30-60 นาที 



29 
 

- เม่ือครบเวลาท าการป่ันเหวี่ยงเช้ือเพื่อตกตะกอนท่ีความเร็ว 11,000 รอบต่อนาที 

เป็นเวลา 30 วนิาที 

- ปิเปตสารส่วนใสทิ้งปริมาตร 800 ไมโครลิตร แลว้ละลายตะกอนเซลล์ จากนั้น

ท าการ spread เช้ือบนอาหารแข็งสูตร LB ท่ีมีแอมพิซิลินความเขม้ขน้ 100 มิลลิกรัมต่อลิตร ท่ี 

spread ดว้ย X-gal (20 มิลลิกรัมต่อไมโครลิตร) ปริมาตร 40 ไมโครลิตร และ IPTG (20 มิลลิกรัมต่อ

ไมโครลิตร) ปริมาตร 40 ไมโครลิตร 

- เพาะเล้ียงท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ขา้มคืน 

- ท าการบนัทึกผลจ านวนโคโลนีสีฟ้าและสีขาวท่ีไดจ้ากการถ่ายฝากพลาสมิด และ

คดัเลือกเฉพาะโคโลนีสีขาวมาท าการตรวจสอบต่อไป  

 

6. การคัดเลอืกโคโลนีสายผสมด้วยขนาด (Rapid size screening) 

  น าโคโลนีสีขาวท่ีไดจ้ากการเช่ือมช้ินยีนกบัดีเอ็นเอพาหะมาคดัเลือกดว้ย

ขนาด โดยเปรียบเทียบกบัโคโลนีสีฟ้า โดยมีขั้นตอนดงัต่อไปน้ี 

6.1 น าโคโลนีท่ีไดม้าเล้ียงในอาหารเหลว LB ท่ีมียาปฏิชีวนะแอมพิซิลิน 

100 มิลลิกรัมต่อลิตร เป็นเวลา 16-18 ชัว่โมง ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เขยา่ 150 รอบต่อนาที  

6.2 เก็บเซลล์ E. coil จากขอ้ 6.1 ปริมาตร 100 ไมโครลิตร ป่ันเหวี่ยงเก็บ

เซลล์ ท่ีความเร็ว 12,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 1 นาที ปิเปตส่วนใสออกให้หมดเก็บเฉพาะเซลล ์

(cell pellet) ไว ้

6.3 เติม Lysis buffer 50 ไมโครลิตร (5mM EDTA, 10% w/v sucrose, 

0.25% w/v SDS, 100 mM NaOH, 60 mM KCl, 0.05% w/v bromophenol blue) ผสมดว้ยการ 

vortex  

6.4 น าไปบ่มท่ี 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที 

6.5 เม่ือครบเวลายา้ยไปบ่มในน ้าแขง็ทนัทีเป็นเวลา 5 นาที 

6.6 จากนั้นน าไปป่ันเหวีย่งท่ี 12,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 5 นาที 
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6.7 ดูดเฉพาะของเหลวดา้นบนมา 20 ไมโครลิตร มาแยกโดย agarose gel 

electrophoresis โดยใช้ 1% agarose ให้กระแสไฟฟ้า 100 โวลต ์เป็นเวลา 30 นาที เปรียบเทียบ

โคโลนีสีฟ้า 

 

7. การคัดเลอืกโคโลนีสายผสมด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะ EcoRI  

  7.1 การเตรียมพลาสมิดส าหรับปฏิกิริยาการตดัดว้ยเอนไซม์ตดัจ าเพาะ 
โดยสกดัพลาสมิดดว้ยวธีิ Alkaline lysis 

- น า Glycerol stock ของเช้ือ E. coli สายพนัธ์ุ DH5α ท่ีมีพลาสมิด 

pGEM-T Easy ท่ีมีช้ินยีน OSB2  มา streak ลงบนอาหารแข็งสูตร LB ท่ีมียาปฏิชีวนะแอมพิซิลิน 

ความเขม้ขน้ 100 มิลลิกรัมต่อลิตร ท าการเล้ียงท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลาขา้มคืน (12-16 

ชัว่โมง) 

- เลือกโคโลนีเด่ียวของเช้ือ E. coli ท่ีมีพลาสมิด มาเล้ียงในอาหารเหลว

สูตร LB ท่ีมีสารปฏิชีวนะแอมพิซิลินความเขม้ขน้100 มิลลิกรัมต่อลิตร เล้ียงท่ีอุณหภูมิ 37 องศา

เซลเซียส เขยา่ท่ีความเร็ว 150 รอบต่อนาที เป็นเวลาขา้มคืน 

- เก็บเซลล ์ปริมาตร 3 มิลลิลิตร โดยการป่ันเหวีย่ง ท่ีความเร็ว 12,000 รอบ

ต่อนาที นาน 30 วนิาที ท า 2 รอบ รอบละ 1.5 มิลลิลิตร 

- เทอาหารออกใหห้มด เก็บเซลลท่ี์ไดไ้ปท าการสกดัพลาสมิด  

- ละลายเซลล์ ท่ีไดด้ว้ย Alkaline lysis solution l (แช่เยน็) ปริมาตร 100 

ไมโครลิตร ผสมใหเ้ป็นเน้ือเดียวกนัดว้ยการ vortex 

- เติม Alkaline lysis solution ll ปริมาตร 200 ไมโครลิตร ผสมให้เขา้กนั

ดว้ยการพลิกหลอดกลบัไปมา 4-6 คร้ัง จนกระทัง่สารละลายหนืดและใส (ห้าม Vortex) แช่หลอด

ในน ้าแขง็ 5 นาที 

- เติม Alkaline lysis solution lll ปริมาตร 150 ไมโครลิตร ผสมให้เขา้กนั

ดว้ยการพลิกหลอดกลบัไปมา 

- เติมคลอโลฟอร์ม 450 ไมโครลิตร ผสมให้เขา้กนัดว้ยการพลิกหลอด

กลบัไปมา แช่หลอดในน ้าแขง็ 5 นาที  



31 
 

- ป่ันเหวี่ยง ท่ีความเร็ว 12,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 5 นาที แลว้ยา้ยส่วน

ใส (supernatant) ใส่หลอดใหม่ 

- เติมสารละลายเอทานอล 2 ปริมาตร ของส่วนใสทั้งหมด (ประมาณ 450 

ไมโครลิตร) ผสมให้เขา้กนัดว้ยการพลิกหลอดกลบัไปมา แช่ไวท่ี้ -20 องศาเซลเซียส ประมาณ 10 

นาที  

- ป่ันเหวีย่ง ท่ีความเร็ว 12,000 รอบต่อนาที นาน 10-15 นาที 

- ปิเปตส่วนใสทิ้งด้วยไมโครไปเปต (ระวงัอย่าให้ DNA pellet ท่ีอยู่ก้น

หลอดหลุด) ลา้ง DNA pellet โดยเติมเอทานอลความเขม้ขน้ 70 เปอร์เซ็นต ์ ปริมาตร 1 มิลลิลิตร 

ผสมดว้ยการพลิกหลอดกลบัไปมา แลว้น าไปป่ันเหวี่ยงท่ี 12,000 รอบต่อนาที นาน 5 นาที จาก

นั้นปิเปตส่วนน ้าทิ้ง (ระวงัอยา่ให ้DNA pellet ท่ีอยูก่น้หลอดหลุด) ลา้งเช่นน้ี 2 คร้ัง  

- เปิดฝาหลอดแลว้คว  ่าบนกระดาษซบั จนกระทัง่ DNA pellet แห้ง สังเกต

จาก DNA pellet จากสีขาวขุ่น เม่ือแหง้จะใส  

- ละลายดีเอน็เอกลบัดว้ยน ากลัน่ท่ีมีเอนไซม ์RNase แลว้เก็บพลาสมิดท่ี -20 

องสาเซลเซียส จนกวา่จะใชง้าน 

  7.2 ปฏิกิริยาการตดัพลาสมิดดว้ยเอนไซมต์ดัจ าเพาะ EcoRI และ HindIII 

  จากการถ่ายฝากดีเอ็นเอสายผสมเขา้สู่ competent cell ของ E. coli DH5 α 

คดัเลือกดีเอ็นเอสายผสม โดยน ามาสกดัพลาสมิดดว้ยวิธี Alkaline lysis และตดัดว้ยเอนไซม์ตดั

จ าเพาะ EcoRI และ HindIII ดงัปฏิกิริยาต่อไปน้ี 

 

ส่วนประกอบปฏิกิริยา ปริมาตร (ไมโครลิตร/ปฏิกิริยา) 

10X NEB buffer 4 2 

EcoRI-HF 0.5 

HindIII-HF 0.5 

พลาสมิด 10 

dH2O 6.5 

รวม 20 
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  เม่ือไดโ้คโลนท่ีมีช้ินยีน OSB2 ท่ีประกอบดว้ย dual 35s Promoter และ 

nos Terminator ขนาดประมาณ 2300 bp ท าการสกดัพลาสมิดดว้ย Nucleospin® Plasmid และส่งไป

วเิคราะห์ล าดบัเบส 

 

8. การวเิคราะห์ล าดับเบสของโคโลนีสายผสมทีถู่กคัดเลอืก 
  เม่ือน าพลาสมิดท่ีคดัเลือกไปวิเคราะห์ล าดบัเบส บริษทั 1st Base DNA 

Sequencing (Malaysia) แลว้น าล าดบัเบสท่ีไดเ้ปรียบเทียบกบัฐานขอ้มูล GenBlank และน าล าดบั   

ดีเอ็นเอของยีนจากขา้วแต่ละพนัธ์ุมาเปรียบเทียบดว้ยดว้ยโปรแกรม ClustalX (version 1.83) และ 

GeneDoc (version 2.7) 
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ผลการวจัิยและวจิารณ์ผล 
 

การสกดัอาร์เอน็เอจากทั้งหมดใบและเมลด็ข้าว  
 

จากการโคลนยีนควบคุมการสังเคราะห์แอนโทไซยานินจากขา้วเมล็ดขาวและสี 
ท าการสกดัอาร์เอ็นเอทั้งหมดจากใบและเมล็ดในระยะน ้ านมของขา้วพนัธ์ุต่าง ๆ ทั้ง 13 สายพนัธ์ุ 
ไดแ้ก่ Sasanishiki Kitaake Niponbare Taichung 65 (T65) กข6 ขาวดอกมะลิ 105 หอมมะลิแดง 
สังขห์ยด ลืมผวั MJU ลืมผวั KU หอมนิล ก ่าหนองเต่าค า และก ่าพะเยา พบวา่ อาร์เอ็นเอท่ีสกดัไดมี้
คุณภาพดีมีแถบอาร์อาร์เอ็นเอขนาด 18S และ 28S ท่ีชดัเจน (ภาพท่ี 7-9) ดงันั้นอาร์เอ็นเอทั้งหมดท่ี
สกดัไดส้ามารถน าไปเป็นแม่พิมพใ์นการสังเคราะห์ cDNA เพื่อใชใ้นการโคลนยนีต่อไปได ้

  

 
 

ภาพที ่7 ผลการสกดัอาร์เอ็นเอทั้งหมดจากใบขา้ว ช่อง M คือ ดีเอน็เอมาตรฐาน 1 Kb DNA Ladder  
ช่องท่ี 1 คือ ขา้วพนัธ์ุ สังขห์ยด ช่องท่ี 4 คือ ขา้วพนัธ์ุหอมนิล 

ช่องท่ี 2 คือ ขา้วพนัธ์ุลืมผวั MJU ช่องท่ี 5 คือ ขา้วพนัธ์ุก ่าหนองเต่าค า 

ช่องท่ี 3 คือ ขา้วพนัธ์ุลืมผวั KU ช่องท่ี 6 คือ ขา้วพนัธ์ุก ่าพะเยา 
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ภาพที ่8 ผลการสกดัอาร์เอ็นเอทั้งหมดจากใบขา้ว ช่อง M คือ ดีเอน็เอมาตรฐาน 1 Kb DNA Ladder  
ช่องท่ี 1 คือ ขา้วพนัธ์ุ Kitaake ช่องท่ี 7 คือ ขา้วหอมมะลิแดง 

ช่องท่ี 2 คือ ขา้วพนัธ์ุ Sasanishiki ช่องท่ี 8 คือ ขา้วพนัธ์ุ T65 

ช่องท่ี 3 คือ ขา้วพนัธ์ุ Nipponbare ช่องท่ี 9 คือ ขา้วพนัธ์ุขาวดอกมะลิ 105 

ช่องท่ี 4 คือ ขา้วพนัธ์ุ กข6  

 

 
 

ภาพที ่9 ผลการสกดัอาร์เอ็นเอทั้งหมดจากเมล็ดขา้ว ช่อง M คือ ดีเอน็เอมาตรฐาน 1 Kb DNA 
Ladder  
ช่องท่ี 1 คือ ขา้วพนัธ์ุ Kitaake ช่องท่ี 6 คือ ขา้วพนัธ์ุลืมผวั KU 

ช่องท่ี 2 คือ ขา้วพนัธ์ุ Sasanishiki ช่องท่ี 7 คือ ขา้วพนัธ์ุหอมนิล 

ช่องท่ี 3 คือ ขา้วพนัธ์ุ Nipponbare ช่องท่ี 8 คือ ขา้วพนัธ์ุก ่าหนองเต่าค า 

ช่องท่ี 4 คือ ขา้วพนัธ์ุ หอมมะลิแดง ช่องท่ี 9 คือ ขา้วพนัธ์ุก ่าพะเยา 

ช่องท่ี 5 คือ ขา้วพนัธ์ุลืมผวั MJU  
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การสกดัดีเอน็เอจากใบข้าว 
จากการสกดัดีเอ็นเอจากใบขา้ว 13 พนัธ์ุ พบวา่ ดีเอ็นเอท่ีสกดัไดมี้ขนาดใหญ่ แสดงวา่

ดีเอ็นเอท่ีสกดัไดมี้คุณภาพดี และสามารถน าไปวิเคราะห์ผลดว้ยเทคนิค PCR เพื่อตรวจสอบยีนต่าง ๆ 
ต่อไป (ภาพท่ี 10) 

 

 
 
ภาพที ่10 ผลการสกดัดีเอ็นเอทั้งหมดจากใบขา้ว ช่อง M คือ ดีเอน็เอมาตรฐาน λ/EcoRI + HindIII 
ช่องท่ี 1 คือ ขา้วพนัธ์ุ Kitaake ช่องท่ี 7 คือ ขา้วพนัธ์ุลืมผวั MJU 

ช่องท่ี 2 คือ ขา้วพนัธ์ุ Sasanishiki ช่องท่ี 8 คือ ขา้วพนัธ์ุลืมผวั KU 

ช่องท่ี 3 คือ ขา้วพนัธ์ุ Nipponbare ช่องท่ี 9 คือ ขา้วพนัธ์ุสังขห์ยด 

ช่องท่ี 4 คือ ขา้วพนัธ์ุ กข6 ช่องท่ี 10 คือ ขา้วพนัธ์ุหอมนิล 

ช่องท่ี 5 คือ ขา้วพนัธ์ุขาวดอกมะลิ 105 ช่องท่ี 11 คือ ขา้วพนัธ์ุก ่าหนองเต่าค า 

ช่องท่ี 6 คือ ขา้วพนัธ์ุหอมมะลิแดง ช่องท่ี 12 คือ ขา้วพนัธ์ุก ่าพะเยา 
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การโคลนยนี OSB1  
 

  1.1. การวเิคราะห์ยนี OSB1 จากจีโนมข้าวด้วยเทคนิค PCR 
  จากการท า PCR โดยใช้จีโนมิกดีเอ็นเอเป็นแม่พิมพ์และใช้ไพรเมอร์ท่ี

จ  าเพาะต่อส่วนหน่ึงของยีน OSB1 พบวา่เกิดแถบดีเอ็นเอท่ีคาดหวงัประมาณ 491 bp ในขา้วทั้ง 13 
พนัธ์ุ (ภาพท่ี 11) ดงันั้นขา้วทุกพนัธ์ุท่ีศึกษามียีน OSB1 จึงท าการคน้หายีนในส่วนท่ีเป็น coding 
sequence ต่อไป 

 
 
ภาพที ่11 ผลการท า PCR ยนี OSB1 จากจีโนมิกดีเอน็เอของใบขา้ว ช่อง M คือ ดีเอน็เอมาตรฐาน 1 
Kb DNA Ladder 
ช่องท่ี 1 คือ ขา้วพนัธ์ุ Kitaake ช่องท่ี 7 คือ ขา้วพนัธ์ุลืมผวั KU 

ช่องท่ี 2 คือ ขา้วพนัธ์ุ Sasanishiki ช่องท่ี 8 คือ ขา้วพนัธ์ุหอมนิล 

ช่องท่ี 3 คือ ขา้วพนัธ์ุ Nipponbare ช่องท่ี 9 คือ ขา้วพนัธ์ุก ่าหนองเต่าค า 

ช่องท่ี 4 คือ ขา้วพนัธ์ุ กข6 ช่องท่ี 10 คือ ขา้วพนัธ์ุก ่าพะเยา 

ช่องท่ี 5 คือ ขา้วพนัธ์ุขาวดอกมะลิ 105 ช่องท่ี 11 คือ ขา้วพนัธ์ุสังขห์ยด 

ช่องท่ี 6 คือ ขา้วพนัธ์ุหอมมะลิแดง ช่องท่ี 12 คือ ขา้วพนัธ์ุลืมผวั MJU 

 
  1.2. การสังเคราะห์ First Strand cDNA   

  เม่ือสกัดอาร์เอ็นเอทั้ งหมดจากใบและเมล็ดอ่อนจากข้าวพนัธ์ุต่าง ๆ 
จากนั้นท าการสังเคราะห์ First Strand cDNA แลว้ท าการตรวจสอบ cDNA ท่ีใชเ้ป็นแม่พิมพโ์ดยใช้
ไพรเมอร์ท่ีจ  าเพาะต่อยีน actin พบวา่ cDNA จากใบและเมล็ดทุกพนัธ์ุเกิดแถบดีเอ็นเอท่ีคาดหวงั
ประมาณ 276 bp จึงน า cDNA เหล่าน้ีไปเป็นแม่พิมพใ์นการท า RT-PCR ต่อไป (ภาพท่ี 12 และ 13) 
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ภาพที ่12 ผลการท า PCR ยนี actin โดยใช ้cDNA จากใบเป็นแม่พิมพ ์ช่อง M คือ ดีเอน็เอมาตรฐาน 
1 Kb DNA Ladder 
ช่องท่ี 1 คือ ขา้วพนัธ์ุ Sasanishiki ช่องท่ี 7 คือ ขา้วพนัธ์ุลืมผวั KU 

ช่องท่ี 2 คือ ขา้วพนัธ์ุ Nipponbare ช่องท่ี 8 คือ ขา้วพนัธ์ุสังขห์ยด 

ช่องท่ี 3 คือ ขา้วพนัธ์ุ กข6 ช่องท่ี 9 คือ ขา้วพนัธ์ุหอมนิล 

ช่องท่ี 4 คือ ขา้วพนัธ์ุขาวดอกมะลิ 105 ช่องท่ี 10 คือ ขา้วพนัธ์ุก ่าหนองเต่าค า 

ช่องท่ี 5 คือ ขา้วพนัธ์ุหอมมะลิแดง ช่องท่ี 11 คือ ขา้วพนัธ์ุก ่าพะเยา 

ช่องท่ี 6 คือ ขา้วพนัธ์ุลืมผวั MJU  

 

 
 

ภาพที ่13 ผลการท า PCR ยนี actin โดยใช ้cDNA จากเมล็ดเป็นแม่พิมพ ์ช่อง M คือ ดีเอน็เอ
มาตรฐาน 1 Kb DNA Ladder 
ช่องท่ี 1 คือ ขา้วพนัธ์ุ Kitaake ช่องท่ี 6 คือ ขา้วพนัธ์ุหอมมะลิแดง 
ช่องท่ี 2 คือ ขา้วพนัธ์ุ Sasanishiki ช่องท่ี 7 คือ ขา้วพนัธ์ุลืมผวั MJU 
ช่องท่ี 3 คือ ขา้วพนัธ์ุ Nipponbare ช่องท่ี 8 คือ ขา้วพนัธ์ุลืมผวั KU  
ช่องท่ี 4 คือ ขา้วพนัธ์ุ กข6 ช่องท่ี 9 คือ ขา้วพนัธ์ุหอมนิล 
ช่องท่ี 5 คือ ขา้วพนัธ์ุขาวดอกมะลิ 105  
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  1.3. การค้นหายนีและเพิม่ปริมาณช้ินยนี OSB1 ด้วยเทคนิค  RT-PCR 
  เม่ือวิเคราะห์การแสดงออกของยีนดว้ยเทคนิค RT-PCRโดยใช ้cDNA ท่ี

สังเคราะห์จากอาร์เอ็นเอท่ีสกดัจากใบเป็นแม่พิมพโ์ดยใช้ไพรเมอร์ท่ีจ  าเพาะต่อส่วนหน่ึงของยีน 
OSB1 พบวา่เกิดแถบดีเอน็เอท่ีคาดหวงัประมาณ 342 bp ในขา้วทุกพนัธ์ุท่ีศึกษา (ภาพท่ี 14) แสดงวา่
ขา้วพนัธ์ุเหล่าน้ีมีการแสดงออกของยนี OSB1 จึงท าการคน้หายีน OSB1 โดยใช ้cDNA เป็นแม่พิมพ์
เพื่อโคลนยนีจากขา้วเหล่าน้ีและเปรียบเทียบล าดบัเบสในขา้วแต่ละพนัธ์ุต่อไป 
 

 
 

ภาพที ่14 ผลการคน้หายนี OSB1 จาก cDNA ของใบขา้วดว้ยเทคนิค RT-PCR ช่อง M คือ ดีเอน็เอ
มาตรฐาน 1 Kb DNA Ladder 
ช่องท่ี 1 คือ ขา้วพนัธ์ุ Kitaake ช่องท่ี 7 คือ ขา้วพนัธ์ุลืมผวั MJU 

ช่องท่ี 2 คือ ขา้วพนัธ์ุ Sasanishiki ช่องท่ี 8 คือ ขา้วพนัธ์ุลืมผวั KU 

ช่องท่ี 3 คือ ขา้วพนัธ์ุ Nipponbare ช่องท่ี 9 คือ ขา้วพนัธ์ุสังขห์ยด 

ช่องท่ี 4 คือ ขา้วพนัธ์ุ กข6 ช่องท่ี 10 คือ ขา้วพนัธ์ุหอมนิล 

ช่องท่ี 5 คือ ขา้วพนัธ์ุขาวดอกมะลิ 105 ช่องท่ี 11 คือ ขา้วพนัธ์ุก ่าหนองเต่าค า 

ช่องท่ี 6 คือ ขา้วพนัธ์ุหอมมะลิแดง ช่องท่ี 12 คือ ขา้วพนัธ์ุก ่าพะเยา 
   
   จากการท า RT-PCR โดยใช้ cDNA ท่ีสังเคราะห์จากอาร์เอ็นเอเป็น
แม่พิมพด์ว้ยไพรเมอร์ท่ีจ  าเพาะต่อยีน OSB1 พบวา่เกิดแถบดีเอ็นเอท่ีคาดหวงัประมาณ 1800 bp ใน
ใบขา้วพนัธ์ุ Kitaake Sasanishiki Nipponbare กข6 ขาวดอกมะลิ 105 หอมมะลิแดง (ภาพท่ี15)       
ก ่าหนองเต่าค า และก ่าพะเยา (ภาพท่ี 16) ส่วนอาร์เอ็นเอท่ีสกัดจากเมล็ดไม่พบแถบดีเอ็นเอท่ี
คาดหวงั (ภาพท่ี17) ซ่ึงจะท าการเพิ่มปริมาณช้ินยนีและโคลนเขา้สู่ pGEM-T Easy ต่อไป 
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ภาพที ่15 ผลการท า PCR ยนี OSB1 โดยใช ้cDNA จากใบ ช่อง M คือ ดีเอน็เอมาตรฐาน 1 Kb DNA 
Ladder 
ช่องท่ี 1 คือ ขา้วพนัธ์ุ Kitaake ช่องท่ี 6 คือ ขา้วพนัธ์ุหอมมะลิแดง 

ช่องท่ี 2 คือ ขา้วพนัธ์ุ Sasanishiki ช่องท่ี 7 คือ ขา้วพนัธ์ุลืมผวั MJU 

ช่องท่ี 3 คือ ขา้วพนัธ์ุ Nipponbare ช่องท่ี 8 คือ ขา้วพนัธ์ุลืมผวั KU 

ช่องท่ี 4 คือ ขา้วพนัธ์ุ กข6 ช่องท่ี 9 คือ ขา้วพนัธ์ุสังขห์ยด 

ช่องท่ี 5 คือ ขา้วพนัธ์ุขาวดอกมะลิ 105 ช่องท่ี 10 คือ ขา้วพนัธ์ุหอมนิล 

 

 
 
ภาพที ่16 ผลการท า RT-PCR ยนี OSB1 โดยใช ้cDNA จากใบ ช่อง M คือ ดีเอ็นเอมาตรฐาน 100 bp 
plus  

ช่องท่ี 1 คือ ขา้วพนัธ์ุ Kitaake ช่องท่ี 7 คือ ขา้วพนัธ์ุลืมผวั MJU 

ช่องท่ี 2 คือ ขา้วพนัธ์ุ Sasanishiki ช่องท่ี 8 คือ ขา้วพนัธ์ุลืมผวั KU 

ช่องท่ี 3 คือ ขา้วพนัธ์ุ Nipponbare ช่องท่ี 9 คือ ขา้วพนัธ์ุสังขห์ยด 

ช่องท่ี 4 คือ ขา้วพนัธ์ุ กข6 ช่องท่ี 10 คือ ขา้วพนัธ์ุหอมนิล 

ช่องท่ี 5 คือ ขา้วพนัธ์ุขาวดอกมะลิ 105 ช่องท่ี 11 คือ ขา้วพนัธ์ุก ่าหนองเต่าค า 

ช่องท่ี 6 คือ ขา้วพนัธ์ุหอมมะลิแดง ช่องท่ี 12 คือ ขา้วพนัธ์ุก ่าพะเยา 
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ภาพที ่17 ผลการท า RT-PCR ยนี OSB1 โดยใช ้cDNA จากเมล็ด ช่อง M คือ ดีเอน็เอมาตรฐาน 1 Kb 
DNA Ladder  
ช่องท่ี 1 คือ ขา้วพนัธ์ุ Kitaake ช่องท่ี 6 คือ ขา้วพนัธ์ุลืมผวั KU 

ช่องท่ี 2 คือ ขา้วพนัธ์ุ Sasanishiki ช่องท่ี 7 คือ ขา้วพนัธ์ุหอมนิล 

ช่องท่ี 3 คือ ขา้วพนัธ์ุ Nipponbare ช่องท่ี 8 คือ ขา้วพนัธ์ุก ่าหนองเต่าค า 

ช่องท่ี 4 คือ ขา้วพนัธ์ุ หอมมะลิแดง ช่องท่ี 9 คือ ขา้วพนัธ์ุก ่าพะเยา 

ช่องท่ี 5 คือ ขา้วพนัธ์ุลืมผวั MJU  

 
  1.4. การแยกบริสุทธ์ิดีเอน็เอจากเจล 
    จากผลการท า RT-PCR ท าการแยกดีเอ็นเอจากเจลขนาดตามท่ีคาดหวงั
ของยีน OSB1 ประมาณ 1800 bp โดยใช ้cDNA จากใบขา้ว Kitaake และ Sasanishiki เป็นแม่พิมพ ์
แล้วท าการแยกบริสุทธ์ิจากเจล จากนั้นน าดีเอ็นเอท่ีได้มาเพิ่มปริมาณอีกคร้ังด้วยเทคนิค PCR 
เน่ืองจากความเขม้ขน้ดีเอ็นเอท่ีไดมี้ความเขม้ขน้นอ้ย แลว้จึงแยกบริสุทธ์ิจากเจลอีกคร้ังเพื่อท าการ
โคลนเขา้สู่พลาสมิด pGEM-T Easy ต่อไป (ภาพท่ี 18 -21) 
 

  
 

ภาพที ่18 การท า PCR ยนี OSB1 โดยใช ้cDNA จากใบเป็นแม่พิมพ ์ช่อง M คือ ดีเอน็เอมาตรฐาน 1 
Kb DNA Ladder ช่องท่ี 1-2 คือ ขา้วพนัธ์ุ Kitaake ช่องท่ี 3-4 คือ ขา้วพนัธ์ุ Sasanishiki 
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ภาพที ่19 ผลการแยกบริสุทธ์ิยนี OSB1 จากเจล โดยใช ้cDNA จากใบ ช่อง M คือ ดีเอน็เอมาตรฐาน 
1 Kb DNA Ladder ช่องท่ี 1 คือ ขา้วพนัธ์ุ Kitaake ช่องท่ี 2 คือ ขา้วพนัธ์ุ Sasanishiki 

 
 
ภาพที ่20 ผลการท า PCR ยนี OSB1 จากใบขา้วพนัธ์ุ Kitaake และ Sasanishiki โดยใชต้วัอยา่งท่ีแยก
บริสุทธ์ิเป็นแม่พิมพ ์ช่อง M คือ ดีเอน็เอมาตรฐาน 1 Kb DNA Ladder  
 

 
 
ภาพที ่21 ผลการแยกบริสุทธ์ิยนี OSB1 จากเจล ช่อง M คือ ดีเอ็นเอมาตรฐาน 1 Kb DNA Ladder 
ช่องท่ี 1 ขา้วพนัธ์ุ Kitaake ช่องท่ี 2 ขา้วพนัธ์ุ Sasanishiki 
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   นอกจากน้ีท าการแยกดีเอ็นเอจากเจลท่ีมีแถบดีเอ็นเอของยีน OSB1 ท่ี
คาดหวงัขนาดประมาณ 1800 bp โดยใช ้cDNA จากขา้วก ่าหนองเต่าค าและก ่าพะเยาเป็นแม่พิมพ ์
เพื่อท าการโคลนเขา้สู่พลาสมิด pGEM-T Easy ดว้ยเช่นกนั (ภาพท่ี 22 และ 23) 

 

 
 
ภาพที่ 22 ผลการท า RT-PCR ของยีน OSB1 โดยใช ้cDNA จากใบเป็นแม่พิมพ ์ช่อง M คือ ดีเอ็นเอ
มาตรฐาน 1 Kb DNA Ladder ช่องท่ี 1-2 คือ ขา้วพนัธ์ุก ่าหนองเต่าค า และช่องท่ี 3-4 คือ ขา้วพนัธ์ุก ่า
พะเยา ตามล าดบั 
 

 
 
ภาพที ่23 ผลการแยกบริสุทธ์ิยนี OSB1 จากเจล ช่อง M คือ ดีเอ็นเอมาตรฐาน 1 Kb DNA Ladder 
ช่องท่ี 1-2 คือ ขา้วพนัธ์ุก ่าหนองเต่าค า และก ่าพะเยา ตามล าดบั 
 
  1.5. การเช่ือมต่อช้ินยีนเข้ากับเวคเตอร์ pGEM-T Easy และถ่ายฝากเข้าสู่ E.coli 
competent cell คร้ังที ่1 

 จากการท า RT-PCR เพื่อเพิ่มปริมาณยีน OSB1 โดยใช ้cDNA จากใบขา้ว
พนัธ์ุ Kitaake และ Sasanishiki เป็นแม่พิมพ ์ท าการโคลนเขา้สู่ pGEM-T Easy เพื่อหาล าดบัเบสของ
ขา้วทั้งสองพนัธ์ุ โดยท าการเช่ือมต่อยีน OSB1 เขา้กบั pGEM-T Easy แลว้ส่งถ่ายเขา้สู่ E. coli 
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competemt cell ดว้ยวิธี heat shock จากนั้นคดัเลือกโคลนท่ีคาดว่าได้รับดีเอ็นเอสายผสมโดย
คดัเลือกโคโลนีสีขาวท่ีตา้นสารปฏิชีวนะแอมพิซิลิน (ภาพท่ี 24)  

 

 
 

ภาพที ่24 ผลการถ่ายดีเอ็นเอสายผสมเขา้สู่ competent cell ของ E. coli DH5 alpha บนอาหาร LB ท่ี
มีแอมพิซิลิน 100 มิลลิกรัมต่อลิตร X-gal และ IPTG ความเขม้ขน้ 20 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ก. ขา้ว
พนัธ์ุ Kitaake ข. Sasanishiki  

 
  1.6. การคัดเลอืกดีเอน็เอสายผสมด้วย Rapid size screening คร้ังที ่1 
   จากการถ่ายฝากดีเอ็นเอสายผสมเขา้สู่ competent cell ของ E. coli 
คดัเลือกดีเอ็นเอสายผสมจากใบขา้วพนัธ์ุ Kitaake และ Sasanishiki ท่ีเช่ือมต่อเขา้กบัเวคเตอร์ 
pGEM-T Easy โดยน าโคโลนีเด่ียวจ านวนตวัอย่างละ 6 โคโลนี มาเล้ียงในอาหารเหลว LB ท่ีมี
แอมพิซิลินเขม้ขน้ 100 มิลลิกรัมต่อลิตร แล้วคดัเลือกด้วยขนาดโดยเปรียบเทียบกบัโคโลนีฟ้า 
พบวา่ โคโลนีท่ีคดัเลือกทั้งหมดมีขนาดใหญ่กวา่ ซ่ึงคาดวา่เป็นดีเอ็นเอสายผสมท่ีมียีน OSB1 (ภาพ
ท่ี 25) 

 

 
 
ภาพที่ 25 ผลการคดัเลือกโคโลนีสายผสมดว้ย Rapid size screening ช่อง B คือ โคโลนีสีฟ้า ช่องท่ี 
1-6 คือโคโลนีท่ีคดัเลือกจากใบขา้วพนัธ์ุ Kitaake โคโลนีท่ี 1-6 และช่องท่ี 7-12 คือโคโลนีท่ี
คดัเลือกจากใบขา้วพนัธ์ุ Sasanishiki โคโลนีท่ี 1-6  
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  1.7. การคัดเลอืกดีเอน็เอสายผสมโดยการตัดด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะ EcoRI คร้ังที ่
1 
   จากการคดัเลือกพลาสมิดท่ีท าการเช่ือมต่อยีน OSB1 จากใบขา้วพนัธ์ุ 
Kitaake และ Sasanishiki จ  านวน 4 โคโลนี พบวา่ พลาสมิดท่ีคดัเลือกจากขา้วพนัธ์ุ Kitaake โคโลนี
ท่ี 1, 2 และ 4 จากขา้วพนัธ์ุ Sasanishiki โคโลนีท่ี 1, 2 และ 3 เกิดแถบดีเอ็นเอขนาดท่ีคาดหวงั
จ านวน 2 แถบ คือ พลาสมิด pGEM-T Easy ประมาณ 3000 bp และยีน OSB1 ขนาด 1800 bp (ภาพ
ท่ี 26) ซ่ึงคาดวา่เป็นดีเอ็นสายผสมท่ีมียีน OSB1 จึงท าการสกดัพลาสมิดและน าไปวิเคราะห์ล าดบั
เบสต่อไป  
 

 
 

ภาพที่ 26 ผลการคดัเลือกโคโลนีสายผสมท่ีเช่ือมกบัพลาสมิด pGEM-T Easy คร้ังท่ี 1 โดยการตดั
ดว้ยเอนไซมต์ดัจ าเพาะ EcoRI ช่อง M คือ ดีเอ็นเอมาตรฐาน 1 Kb DNA Ladder ช่องท่ี 1-4 คือ 
พลาสมิดท่ีคดัเลือกจากขา้วพนัธ์ุ Kitaake โคโลนีท่ี 1-4 และ ช่องท่ี 5-8  คือ พลาสมิดท่ีคดัเลือกจาก
ขา้วพนัธ์ุ Sasanishiki โคโลนีท่ี 1-4   
 
  1.8. การเช่ือมต่อช้ินยนีเข้ากับเวคเตอร์ pGEM-T Easy และถ่ายฝากเข้าสู่ E. coli 
competent cell คร้ังที ่2 
   นอกจากน้ีท าการเพิ่มปริมาณยีน OSB1 โดยใช ้cDNA จากขา้วพนัธ์ุก ่า
หนองเต่าค าและก ่าพะเยาเป็นแม่พิมพ ์แลว้ท าการโคลนเขา้สู่ pGEM-T Easy เพื่อหาล าดบัเบสของ
ขา้วสีทั้งสองพนัธ์ุ เม่ือท าการ ligation และส่งถ่ายเขา้สู่ E. coli competemt cell ดว้ยวิธี heat shock 
คดัเลือกโคลนท่ีคาดว่าไดรั้บดีเอ็นเอสายผสมโดยคดัเลือกโคโลนีสีขาวตา้นสารปฏิชีวนะแอมพิซิ-  
ลินบนอาหารเช่นกนั (ภาพท่ี 27)  
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ภาพที ่27 ผลการถ่ายดีเอน็เอสายผสมเขา้สู่ competent cell ของ E. coli สายพนัธ์ุ DH5 alpha บน
อาหาร LB ท่ีมีแอมพิซิลิน 100 มิลลิกรัมต่อลิตร X-gal และ IPTG ความเขม้ขน้ 20 มิลลิกรัมต่อ
มิลลิลิตร (ก) ขา้วพนัธ์ุก ่าหนองเต่าค า (ข) ขา้วพนัธ์ุก ่าพะเยา 

 
  1.9. การคัดเลอืกดีเอน็เอสายผสมด้วย Rapid size screening คร้ังที ่2 
   น าโคโลนีสีขาวท่ีได้จากการส่งถ่ายปฏิกิริยา ligation เข้าสู่ E. coli 
competent cell มาเล้ียงในอาหารเหลว LB ท่ีมีสารปฏิชีวนะแอมพิซิลินเพื่อท าการคดัเลือกดีเอ็นเอ
สายผสมดว้ยวิธี Rapid size screening โดยเปรียบเทียบกบัโคโลนีสีฟ้า พบว่า จากการคดัเลือก
โคโลนีของขา้วพนัธ์ุก ่าหนองเต่าค า จ  านวน 30 โคโลนี และก ่าพะเยา 10 โคโลนี พบวา่ ทุกโคลนมี
ขนาดใหญ่กวา่โคโลนีสีฟ้าท่ีคดัเลือก ซ่ึงคาดวา่โคโลนีสีขาวเหล่าน้ีไดรั้บยีน OSB1 (ภาพท่ี 28 และ 
29) 
 

  
 
ภาพที ่28 ผลการคดัเลือกโคลนท่ีมีดีเอ็นเอสายผสมดว้ยขนาดโดยวธีิ Rapid size screening ช่อง B 
โคโลนีสีฟ้า ช่อง 1-30 คือ โคโลนีสีขาวท่ีท าการคดัเลือกจากใบขา้วก ่าหนองเต่าค า โคโลนีท่ี 1-30  
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ภาพที ่29 ผลการคดัเลือกโคลนท่ีมีดีเอ็นเอสายผสมดว้ยขนาดโดยวธีิ Rapid size screening ช่อง B 
โคโลนีสีฟ้า ช่อง 1-10 คือ โคโลนีสีขาวท่ีท าการคดัเลือกจากใบก ่าพะเยา โคโลนีท่ี 1-10 
 

  1.10. การคัดเลอืกดีเอน็เอสายผสมโดยการตัดด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะ EcoRI คร้ัง
ที ่2 

   ท าการคดัเลือกยีน OSB1 จากขา้วพนัธ์ุก ่าหนองเต่าค าและก ่าพะเยา โดย
สกดัพลาสมิดเพื่อคดัเลือกโคโลนีสายผสมโดยวิธี Alkaline lysis จ  านวน 6 โคลน แลว้ตดัพลาสมิด
ดว้ยเอนไซมต์ดัจ าเพาะ EcoRI พบวา่ พลาสมิดท่ีคดัเลือกทั้งหมดเม่ือตดัดว้ยเอนไซมต์ดัจ าเพาะเกิด
แถบดีเอน็เอสองแถบท่ีมีขนาดใกลเ้คียงกบัท่ีคาดหวงัคือขนาดของยนี OSB1 ประมาณ 1800 bp และ 
pGEM-T Easy ขนาดประมาณ 3000 bp แสดงวา่พลาสมิดท่ีคดัเลือกเป็นดีเอ็นเอสายผสมท่ีมียีน 
OSB1 จากนั้นจึงตอ้งท าการสกดัพลาสมิดและส่งไปวเิคราะห์ล าดบัเบสต่อไป (ภาพท่ี 30 และ 31) 

 

 
 

ภาพที่ 30 ผลการคดัเลือกพลาสมิดท่ีมีดีเอ็นเอสายผสมโดยการตดัดว้ยเอนไซด์ตดัจ าเพาะ  EcoRI 
ช่อง M คือ ดีเอน็เอมาตรฐาน 1 Kb DNA Ladder ช่องท่ี 1-6 คือ พลาสมิดท่ีท าการคดัเลือกยีนจากใบ
ขา้วพนัธ์ุก ่าหนองเต่าค า โคโลนีท่ี 1-6  
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ภาพที่ 31 ผลการคดัเลือกพลาสมิดท่ีมีดีเอ็นเอสายผสมโดยการตดัดว้ยเอนไซด์ตดัจ าเพาะ  EcoRI 
ช่อง M คือ ดีเอน็เอมาตรฐาน 1 Kb DNA Ladder ช่องท่ี 1-2 คือ พลาสมิดท่ีท าการคดัเลือกยีนจากใบ
ขา้วพนัธ์ุก ่าพะเยา โคโลนีท่ี 1-6  
 
  1.11. การวเิคราะห์ล าดับเบสของยนี OSB2 ทีโ่คลนจากข้าวพนัธ์ุต่างๆ 
   เม่ือคดัเลือกโคลนท่ีถูกตอ้งจากการตดัดว้ยเอนไซมต์ดัจ าเพาะ EcoRI ท า
การสกัดพลาสมิดด้วย NucleoSpin Plasmid เพื่อน าไปวิเคราะห์ล าดับเบสของยีน  OSB1 โดย
คดัเลือกโคลนท่ีถูกตอ้งซ่ึงมียีน OSB1 จากใบขา้วพนัธ์ุ Kitaake Sasanishiki ก ่าหนองเต่าค า และก ่า
พะเยา เพื่อน าไปหาล าดบัเบสและเปรียบเทียบระหวา่งยีน OSB1 ท่ีโคลนไดจ้ากขา้วพนัธ์ุต่างๆ และ
ยนีจากฐานขอ้มูล GenBank (ภาพท่ี 32-34) 
 

 
 
ภาพที่ 32 ผลการสกดัพลาสมิด ช่อง M คือ ดีเอ็นเอมาตรฐาน 1 Kb DNA Ladder ช่อง 1 คือ พลาส
มิดท่ีมียีนจากข้าวพนัธ์ุ Kitaakeโคโลนีท่ี 2 และช่องท่ี 2 คือ พลาสมิดท่ีมียีนจากข้าวพนัธ์ุ 
Sasanishiki โคโลนีท่ี 3  
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ภาพที่ 33 ผลการสกดัพลาสมิด pGEM-T Easy ท่ีมียีน OSB1 ช่อง M คือ ดีเอ็นเอมาตรฐาน 1 Kb 
DNA Ladder ช่องท่ี 1-2 คือ พลาสมิดท่ีท าการคดัเลือกยีนจากใบขา้วก ่าหนองเต่าค า elute 1 ช่องท่ี 
3-4 คือ elute 2 
 

 

 
ภาพที่ 34 ผลการสกดัพลาสมิด pGEM-T Easy ท่ีมียีน OSB1 ช่อง M คือ ดีเอ็นเอมาตรฐาน 1 Kb 
DNA Ladder ช่องท่ี 1-2 คือ พลาสมิดท่ีท าการคดัเลือกยีนจากใบขา้วก ่าพะเยา elute 1 ช่องท่ี 3-4 คือ 
elute 2 
 
   เม่ือวิเคราะห์ล าดบันิวคลีโอไทด์ของยีนท่ีโคลนไดข้นาด 1800 bp จาก

ขา้วขาวพนัธ์ุ Sasanishiki และขา้วสีพนัธ์ุก ่าหนองเต่าค า โดยเทียบกบัล าดบันิวคลีโอไทด์ของยีน 

OSB1 ท่ีอยูใ่นฐานขอ้มูล GenBank ท่ีเป็นขา้วขาว (Nipponbare, accession no. NM_001060067) 

และขา้วสี (Plw-OSB1 mRNA for R-type basic helix-loop-helix protein, accession no. AB021079) 

พบว่า ยีน OSB1 ท่ีโคลนไดจ้ากขา้วพนัธ์ุ Sasanishiki เหมือนกบัยีนจาก Nipponbare ท่ีอยู่ใน

ฐานขอ้มูล GenBank เน่ืองจากเกิด 1 bp deletion ท่ีต าแหน่ง 1722 bp ท าให้เกิด stop codon ส่งผลให้

กรดอะมิโนดา้น C-terminus หายไปบางส่วน ส่วนยนี OSB1 จากขา้วพนัธ์ุก ่าหนองเต่าค าท่ีโคลนได้

มีล าดบันิวคลีโอไทดเ์หมือนกบัยนีจากขา้วสีในฐานขอ้มูล ซ่ึงเกิด 2 bp deletion ท่ีต าแหน่ง 1633 bp 
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เหมือนกนั แต่การขาดหายไปของล าดบัเบสไม่ส่งผลให้เกิด stop codon ในขา้วสี (ภาพท่ี 35) ดงันั้น

ความแตกต่างของล าดบันิวคลีโอไทด์ของยีน OSB1 จากขา้วสีและขา้วขาวท่ีส่งผลต่อการควบคุม

สังเคราะห์แอนโทไซยานิน คือยนีจากขา้วขาวเกิด 1 bp deletion แลว้ท าให้เกิด stop codon ส่งผลให้

โปรตีน MYC transcription factor ไม่สามารถท าหน้าท่ีในการส่งเสริมการแสดงออกของยีน

โครงสร้างในวถีิการสังเคราะห์แอนโทไซยานินได ้
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ภาพที ่35 การเปรียบเทียบล าดบัเบสของบริเวณ coding sequence ของยีน OSB1 ท่ีโคลนไดจ้ากขา้ว
พนัธ์ุต่าง ๆ กับยีน OSB1 จากข้าวขาวในฐานข้อมูล GenBank (Nipponbare, accession no. 
NM_001060067) และขา้วสี (Plw-OSB1 mRNA for R-type basic helix-loop-helix protein, 
accession no. AB021079) ซ่ึงบริเวณท่ีแรเงาสีด า แสดงให้เห็นล าดบัเบสท่ีเหมือนกนัของขา้วแต่ละ
พนัธ์ุ  
หมายเหตุ  pSasaLB1 คือ ยนี OSB1 จากใบขา้วพนัธ์ุ Sasanishiki 

pKNLB1 คือ ยนี OSB1 จากใบขา้วพนัธ์ุก ่าหนองเต่าค า 
OSB1-plw คือ ยนี OSB1 จากใบขา้วสีในฐานขอ้มูล GenBank 
OSB1-Japon คือ ยนี OSB1 จากใบขา้วขาวในฐานขอ้มูล GenBank 
 

   จากนั้นวเิคราะห์ล าดบักรดอะมิโนท่ีไดจ้ากการแปลรหสัของล าดบันิวคลี
โอไทดข์องยนี OSB1 พบวา่ ยนีจากขา้วพนัธ์ุ Sasanishiki เป็นรหสัของกรดอะมิโน 574 หน่วย ส่วน
ยนีจากขา้วพนัธ์ุก ่าหนองเต่าค าเป็นรหสัของกรดอะมิโน 588 หน่วย ซ่ึงยนีจากขา้วขาวมีกรดอะมิโน
สั้นกว่าขา้วสีจ านวน 14 หน่วย ซ่ึงเป็นผลมาจากยีนในขา้วขาวเกิด 1 bp deletion ท าให้เกิด stop 
codon ส่งผลต่อกรดอะมิโนในส่วนของ C-terminus ซ่ึงเป็นบริเวณส าคญัของโปรตีน transcription 
factor (ภาพท่ี 36) 

 

  
ภาพที ่36 การเปรียบเทียบล าดบักรดอะมิโนของยนี OSB1 ท่ีไดจ้ากการแปลรหสัของบริเวณ coding 
sequence ของขา้วพนัธ์ุ Sasanishiki และก ่าหนองเต่าค า จ  านวน 574 และ 588 กรดอะมิโน 
ต ามล า ดับ  เ ที ยบกับกรดอะ มิ โนของยีน  OSB1 ในฐานข้อมู ล  GenBank (accession no. 
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NM_001060067 และ AB021079) ซ่ึงบริเวณท่ีแรเงาสีด า แสดงให้เห็นล าดับกรดอะมิโนท่ี
เหมือนกนัของขา้วแต่ละพนัธ์ุ  
หมายเหตุ ล าดบักรดอะมิโนในกรอบสีแดง แสดงต าแหน่งของ Helix-loop-helix domain 
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การโคลนยนี OSB2  
 

1.1. การค้นหาและเพิม่ปริมาณยีน OSB2 ด้วยเทคนิค RT-PCR 
   จากการวิเคราะห์การแสดงออกของยีนโดยใช้ cDNA ท่ีสังเคราะห์จาก
อาร์เอน็เอท่ีสกดัจากใบเป็นแม่พิมพแ์ละใชไ้พรเมอร์ท่ีจ  าเพาะต่อส่วนหน่ึงของยีน OSB2 พบวา่เกิด
แถบดีเอ็นเอท่ีคาดหวงัประมาณ 334 bp ในทั้งข้าวขาวและขา้วสี แสดงว่าพนัธ์ุเหล่าน้ีมีการ
แสดงออกของยนี OSB2 (ภาพท่ี 37) 

 
 

ภาพที ่37 ผลการท า PCR ยนี OSB2 จาก cDNA ของใบขา้ว ช่อง M คือ ดีเอน็เอมาตรฐาน 1 Kb 
DNA Ladder 
ช่องท่ี 1 คือ ขา้วพนัธ์ุ Kitaake ช่องท่ี 4 คือ ขา้วพนัธ์ุขาวดอกมะลิ 105 

ช่องท่ี 2 คือ ขา้วพนัธ์ุ Sasanishiki ช่องท่ี 5 คือ ขา้วพนัธ์ุหอมมะลิแดง 

ช่องท่ี 3 คือ ขา้วพนัธ์ุ กข 6 ช่องท่ี 5 คือ ขา้วพนัธ์ุสังขห์ยด 

 
   จากนั้นท าการเพิ่มปริมาณช้ินยีน OSB2 ด้วยเทคนิค RT-PCR โดยใช ้
cDNA ท่ีสังเคราะห์จากอาร์เอ็นเอเป็นแม่พิมพด์ว้ยไพรเมอร์ท่ีจ  าเพาะต่อ coding region ของยีน 
OSB2 พบวา่ เกิดแถบดีเอ็นเอท่ีคาดหวงัประมาณ 1300 bp ในใบขา้วพนัธ์ุ ลืมผวั MJU ลืมผวั KU 
หอมนิล ก ่าหนองเต่าค าและก ่าพะเยาเท่านั้น ซ่ึงขา้วพนัธ์ุอ่ืนไม่พบแถบดีเอ็นเอ (ภาพท่ี 9) ส่วนอาร์
เอน็เอท่ีสกดัจากเมล็ดพบแถบดีเอน็เอท่ีคาดหวงัในขา้วพนัธ์ุลืมผวั KU หอมนิล ก ่าหนองเต่าค า และ
ก ่าพะเยาเท่านั้น (ภาพท่ี 38 และ 39) 
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ภาพที ่38 ผลการท า RT-PCR ยนี OSB2 จากใบขา้ว ช่อง M คือ ดีเอน็เอมาตรฐาน 1 Kb DNA 
Ladder  
ช่องท่ี 1 คือ ขา้วพนัธ์ุ Kitaake ช่องท่ี 7 คือ ขา้วพนัธ์ุสังขห์ยด 

ช่องท่ี 2 คือ ขา้วพนัธ์ุ Sasanishiki ช่องท่ี 8 คือ ขา้วพนัธ์ุหอมนิล 

ช่องท่ี 3 คือ ขา้วพนัธ์ุ Nipponbare ช่องท่ี 9 คือ ขา้วพนัธ์ุก ่าหนองเต่าค า 

ช่องท่ี 4 คือ ขา้วพนัธ์ุ กข6 ช่องท่ี 10 คือ ขา้วพนัธ์ุก ่าพะเยา 

ช่องท่ี 5 คือ ขา้วพนัธ์ุขาวดอกมะลิ 105 ช่องท่ี 11 คือ ขา้วพนัธ์ุลืมผวั MJU 

ช่องท่ี 6 คือ ขา้วพนัธ์ุหอมมะลิแดง ช่องท่ี 12 คือ ขา้วพนัธ์ุลืมผวั KU 

 

  
 
ภาพที ่39 ผลการท า RT-PCR ยนี OSB2 จากเมล็ดขา้ว ช่อง M คือ ดีเอน็เอมาตรฐาน 1 Kb DNA 
Ladder  
ช่องท่ี 1 คือ ขา้วพนัธ์ุ Kitaake ช่องท่ี 6 คือ ขา้วพนัธ์ุลืมผวั KU 

ช่องท่ี 2 คือ ขา้วพนัธ์ุ Sasanishiki ช่องท่ี 7 คือ ขา้วพนัธ์ุหอมนิล 

ช่องท่ี 3 คือ ขา้วพนัธ์ุ Nipponbare ช่องท่ี 8 คือ ขา้วพนัธ์ุก ่าหนองเต่าค า 

ช่องท่ี 4 คือ ขา้วพนัธ์ุหอมมะลิแดง ช่องท่ี 9 คือ ขา้วพนัธ์ุก ่าพะเยา 

ช่องท่ี 5 คือ ขา้วพนัธ์ุลืมผวั MJU  



55 

 

  1.2. การแยกบริสุทธ์ิดีเอน็เอจากเจล 
   เม่ือคน้หายนีดว้ยเทคนิค RT-PCR ท าการเพิ่มปริมาณยนีจากขา้วพนัธ์ุ
ต่างๆ แลว้แยกดีเอ็นเอจากเจลท่ีมีแถบดีเอน็เอตามคาดหวงัขนาดประมาณ 1300 และ 1100 bp จาก
เจล เพื่อโคลนเขา้สู่ pGEM-T Easy ต่อไป (ภาพท่ี 40 – 43) 
 

 
 

ภาพที ่40 ผลการท า RT-PCR ยนี OSB2 โดยใช ้cDNA ท่ีสังเคราะห์จากอาร์เอ็นเอท่ีสกดัจากใบขา้ว 
ช่อง M คือ ดีเอ็นเอมาตรฐาน 1 Kb DNA Ladder ช่องท่ี 1-2 คือ ขา้วพนัธ์ุลืมผวั MJU ช่องท่ี 3-4 คือ 
ขา้วพนัธ์ุลืมผวั KU  ช่องท่ี 5-6 คือ ขา้วพนัธ์ุหอมนิล ช่องท่ี 7-8 คือ ขา้วพนัธ์ุก ่าหนองเต่าค า และ
ช่องท่ี 9-10 คือ ขา้วพนัธ์ุก ่าพะเยา 
 

 
 

ภาพที ่41 ผลการแยกบริสุทธ์ิยนี OSB2 จากเจล ช่อง M คือ ดีเอ็นเอมาตรฐาน 1 Kb DNA Ladder 
ช่องท่ี 1 คือ ขา้วพนัธ์ุลืมผวั MJU ช่องท่ี 2 คือ ขา้วพนัธ์ุก ่าหนองเต่าค า ช่องท่ี 3 คือ ขา้วพนัธ์ุลืมผวั 
KU ช่องท่ี 4 คือ ขา้วพนัธ์ุหอมนิล ช่องท่ี 5 คือ ขา้วพนัธ์ุก ่าพะเยา 
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ภาพที ่42 ผลการท า RT-PCR ยนี OSB2 โดยใช ้cDNA ท่ีสังเคราะห์จากอาร์เอ็นเอท่ีสกดัจากใบและ
เมล็ดขา้ว ช่อง M คือ ดีเอ็นเอมาตรฐาน 1 Kb DNA Ladder ช่องท่ี 1-2 คือ ใบขา้วพนัธ์ุลืมผวั KU 
ช่องท่ี 3-4 คือ เมล็ดขา้วพนัธ์ุหอมนิล ช่องท่ี 5-6 คือ เมล็ดขา้วพนัธ์ุลืมผวั KU ช่องท่ี 7-8 คือ เมล็ด
ขา้วพนัธ์ุก ่าหนองเต่าค า และช่องท่ี 9-10 คือ เมล็ดขา้วพนัธ์ุก ่าพะเยา 
 

 
 
ภาพที่ 43 ผลการแยกบริสุทธ์ิยีน OSB2 จากเจล ช่อง M คือ ดีเอ็นเอมาตรฐาน 1 Kb DNA Ladder 
ช่องท่ี 1 คือ จากใบขา้วพนัธ์ุลืมผวั KU ช่องท่ี 2 คือ เมล็ดขา้วพนัธ์ุหอมนิล ช่องท่ี 3 คือ เมล็ดขา้ว
พนัธ์ุลืมผวั KU ช่องท่ี 4 คือ เมล็ดขา้วพนัธ์ุก ่าหนองเต่าค า ช่องท่ี 5 คือ เมล็ดขา้วพนัธ์ุก ่าพะเยา 
 
  1.3. การเช่ือมช้ินยีน OSB2 เข้ากับเวคเตอร์ pGEM-T Easy และส่งถ่ายเข้าสู่       
E. coli competent cell 
   เม่ือท าการแยกบริสุทธ์ิยีน OSB2 จากเจล แลว้น ามาเช่ือมต่อกบั pGEM-T 
Easy จากนั้นส่งถ่ายเขา้สู่ competent cell แลว้เพาะเล้ียงบนอาหารท่ีมีแอมพิซิลินเพื่อคดัเลือกโคลน
ท่ีไดรั้บพลาสมิด จากนั้นท าการคดัเลือกพลาสมิดจากโคโลนีเหล่าน้ีต่อไป (ภาพท่ี 44 และ 45) 
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ภาพที่ 44 ผลการส่งถ่ายดีเอ็นเอเขา้สู่ E. coli DH5 alpha บนอาหาร LB ท่ีมีแอมพิซิลิน 100 
มิลลิกรัมต่อลิตร  X-gal และ IPTG 20 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร (ก) ใบพนัธ์ุก ่าหนองเต่าค ายีนขนาด 
1300 bp (ข) ใบพนัธ์ุก ่าหนองเต่าค ายีนขนาด 1100 bp (ค) เมล็ดพนัธ์ุก ่าหนองเต่าค ายีนขนาด 1300 
bp 

 
 
ภาพที่ 45 ผลการส่งถ่ายดีเอ็นเอเขา้สู่ competent cell ของ E. coli DH5 alpha บนอาหาร LB ท่ีมี
แอมพิซิลิน 100 มิลลิกรัมต่อลิตร  X-gal และ IPTG 20 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร (ก) ใบพนัธ์ุก ่าพะเยา
ยนีขนาด 1300 bp (ข) ใบพนัธ์ุก ่าพะเยายนีขนาด 1100 bp (ค) เมล็ดพนัธ์ุก ่าพะเยายนีขนาด 1300 bp 
 
  1.4. การคัดเลอืกโคโลนีสายผสมด้วยขนาด (Rapid size screening) 
   จากการคดัเลือกดีเอ็นเอสายผสมดว้ยวิธี Rapid size screening จากใบขา้ว
พนัธ์ุก ่าหนองเต่าค าและก ่าพะเยาขนาด 1300 กบั 1100 bp และจากเมล็ดพนัธ์ุก ่าหนองเต่าค าและก ่า
พะเยา ขนาด 1300 bp อยา่งละ 4 โคโลนี พบวา่ ดีเอ็นเอสายผสมทุกโคลนท่ีคดัเลือกมีขนาดใหญ่
กวา่โคโลนีสีฟ้า (ภาพท่ี 46) คาดวา่โคโลนีสีขาวเหล่าน้ีไดรั้บยีน OSB2 จึงน ามาสกดัพลาสมิดและ
คดัเลือกดว้ยเอนไซมต์ดัจ าเพาะต่อไป  
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ภาพที ่46 ผลการคดัเลือกโคลนท่ีมีดีเอ็นเอสายผสมดว้ยขนาดโดยวธีิ Rapid size screening ช่อง B 
คือ โคโลนีสีฟ้า ช่องท่ี 1-4 คือ โคโลนีท่ีคดัเลือกจากใบพนัธ์ุก ่าหนองเต่าค าขนาด 1300 bp โคโลนีท่ี 
1-4 ช่องท่ี 5-8 คือ โคโลนีท่ีคดัเลือกจากใบพนัธ์ุก ่าพะเยาขนาด 1100 bp และช่องท่ี 9-12 คือ โคโลนี
ท่ีคดัเลือกจากเมล็ดพนัธ์ุก ่าหนองเต่าค าขนาด 1300 bp โคโลนีท่ี 1-4 
 

  1.5. การคัดเลอืกดีเอน็เอสายผสมโดยการตัดด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะ EcoRI 
   จากการตดัพลาสมิดด้วยเอนไซม์ตดัจ าเพาะ พบว่า พลาสมิดท่ีคดัเลือก
จากโคลนท่ีมาจากใบและเมล็ดขา้วพนัธ์ุก ่าหนองเต่าค า ก ่าพะเยา มีขนาดใกลเ้คียงกบัท่ีคาดหวงัคือ
ยีน OSB2 ประมาณ 1300 bp กบั 1100 bp และเวคเตอร์ pGEM-T Easy ขนาดประมาณ 3000 bp 
ดงันั้นโคโลนีท่ีคดัเลือกทั้งหมดท่ีมียนี OSB2 (ภาพท่ี 47 และ 48) 
  

 
 

ภาพที่ 47 ผลการคดัเลือกโคลนท่ีมีดีเอ็นเอสายผสมดว้ยขนาดโดยใชเ้อนไซมต์ดัจ าเพาะ ช่องท่ี 1-4 
คือ ใบขา้วพนัธ์ุก ่าหนองเต่าค าขนาด 1300 bp โคโลนีท่ี 1-4 ช่องท่ี 5-8 คือ ใบขนาด 1100 bp 
โคโลนีท่ี 1-4 และช่องท่ี 9-12 คือ เมล็ดขนาด 1300 bp โคโลนีท่ี 1-4   
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ภาพที ่48 ผลการคดัเลือกโคลนท่ีมีดีเอ็นเอสายผสมดว้ยขนาดโดยใชเ้อนไซด์ตดัจ าเพาะ ช่องท่ี 1-4 
คือ จากใบขา้วพนัธ์ุก ่าพะเยาขนาด 1300 bp โคโลนีท่ี 1-4  ช่องท่ี 5-8  คือ จากใบขนาด 1100 bp 
โคโลนีท่ี 1-4  และช่องท่ี 9-12 คือ จากเมล็ดขนาด 1300 bp โคโลนีท่ี 1-4   
 
   เม่ือคดัเลือกโคลนท่ีถูกตอ้งจากการตดัดว้ยเอนไซมต์ดัจ าเพาะ จากนั้นท า
การสกดัพลาสมิด pGEM-T Easy ท่ีมียีน OSB2 จากขา้วพนัธ์ุต่าง ๆ ทั้งขนาด 1100 และ 1300 bp 
เพื่อน าไปวเิคราะห์ล าดบัเบสต่อไป (ภาพท่ี 49 และ 50) 
 

 
 
ภาพที่ 49 ผลการสกดัพลาสมิด pGEM-T Easy ท่ีมียีน OSB2 จากก ่าหนองเต่าค า ช่องท่ี 1-3 คือ 
โคโลนีท่ี 1-3 จากใบขนาด 1300 bp ช่องท่ี ท่ี 4-5  คือ โคโลนีท่ี 1-2  จากใบขนาด 1100 bp และช่อง
ท่ี 6-7 คือ โคโลนีท่ี 1-2 จากเมล็ดขนาด 1300 bp   
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ภาพที ่50 ผลการสกดัพลาสมิด pGEM-T Easy ท่ีมียนี OSB2 ยนีจากก ่าพะเยา ช่องท่ี 1-3 คือ โคโลนี 
1-3 จากใบขนาด 1300 bp ช่องท่ี 4-6 คือ โคโลนีท่ี 4-6 จากใบขนาด 1100 bp และช่องท่ี 7-9 คือ 
โคโลนีท่ี 1-2 จากเมล็ดขนาด 1300 bp   
 
  1.6. การวเิคราะห์ล าดับเบสของยนี OSB2 จากโคโลนีสายผสมทีถู่กคัดเลอืก 

  เม่ือวิเคราะห์ล าดบันิวคลีโอไทด์ของ coding region ของยีน OSB2 ท่ี
โคลนไดจ้ากใบขา้วท่ีมีเมล็ดสีด าพนัธ์ุลืมผวั MJU ลืมผวั KU หอมนิล ก ่าหนองเต่าค า และก ่าพะเยา  
ขนาด 1300 bp และ 1100 bp เปรียบเทียบกบันิวคลีโอไทด์ของยีน OSB2 จากขา้วสีในฐานขอ้มูล 
GenBank (accession no. AB021080) พบวา่ ยีน OSB2 ท่ีโคลนไดจ้ากขา้วพนัธ์ุต่าง ๆ มีล าดบันิวคลี
โอไทด์ท่ีบริเวณ open reading frame (ORF) ขนาด 1356 bp ซ่ึงมีความเหมือนกบัยีนในฐานขอ้มูล 
99 เปอร์เซ็นต ์โดยในแต่ละพนัธ์ุแตกต่างจากยีนในฐานขอ้มูลจ านวน 10 นิวคลีโอไทด์ (ภาพท่ี 51) 
ส่วนยีน OSB2 ขนาด 1100 bp ประกอบดว้ย ORF ขนาด 1101 bp ซ่ึงพบวา่ มีบริเวณล าดบัเบส
บางส่วนขาดหายไปในช้ินยนีขนาด 1101 bp (ภาพท่ี 52) 
   เม่ือเปรียบเทียบล าดบันิวคลีโอไทด์ของยีน OSB2 ท่ีโคลนจากขา้วพนัธ์ุ
ต่าง ๆ ขนาด 1356 bp และ1101 bp กบัจีโนมิกดีเอ็นเอของยีน OSB2 ของข้าว japonica ใน
ฐานขอ้มูลพบวา่ยีนขนาด 1101 bp มีล าดบัเบสของเอกซอนท่ี 2 หายไป 255 bp แสดงวา่ ยีน OSB2 
ในขา้วท่ีศึกษาในงานวิจยัน้ีอาจมี 2 รูปแบบ ท่ีมี ORFs ขนาด 1356 bp และ 1101 bp หรือ อาจมียีน
เดียวแต่มีการดดัแปลง mRNA โดยเกิดการเลือกตดัอินทรอนแตกต่างกนั (alternative splicing) ท า
ใหเ้กิด mRNA 2 รูปแบบท่ีมีขนาดต่างกนั (ภาพท่ี 52) 
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ภาพที่ 51 การเปรียบเทียบล าดบัเบสของบริเวณ coding sequence ของยีน OSB2  ขนาด 1300 bp 
และ 1100 bp ท่ีโคลนได้จากขา้วสายพนัธ์ุต่าง ๆ กบัยีน OSB2 ใน GenBank (accession no. 
AB021080) ซ่ึงบริเวณท่ีแรเงาสีด า แสดงใหเ้ห็นล าดบัเบสท่ีเหมือนกนัของขา้วแต่ละสายพนัธ์ุ  
หมายเหตุ  pLMlB2-1300 คือ ยนี OSB2 จากใบขา้วพนัธ์ุลืมผวั MJU ขนาด 1300 bp 

pLMlB2-1100 คือ ยนี OSB2 จากใบขา้วพนัธ์ุลืมผวั MJU ขนาด 1100 bp 
pLKlB2-1300 คือ ยนี OSB2 จากใบขา้วพนัธ์ุลืมผวั KU ขนาด 1300 bp 
pLKlB2-1100 คือ ยนี OSB2 จากใบขา้วพนัธ์ุลืมผวั KU ขนาด 1100 bp 
pHnlB2-1300 คือ ยนี OSB2 จากใบขา้วพนัธ์ุหอมนิล ขนาด 1300 bp 
pHnlB2-1300 คือ ยนี OSB2 จากใบขา้วพนัธ์ุหอมนิล ขนาด 1300 bp 
pKNlB2-1300 คือ ยนี OSB2 จากใบขา้วพนัธ์ุหอมนิล ขนาด 1300 bp 
pKNlB2-1100 คือ ยนี OSB2 จากใบขา้วพนัธ์ุหอมนิล ขนาด 1100 bp 
pLKsB2-1300 คือ ยนี OSB2 จากเมล็ดขา้วพนัธ์ุลืมผวั KU ขนาด 1300 bp 
pLKsB2-1100 คือ ยนี OSB2 จากเมล็ดขา้วพนัธ์ุลืมผวั KU ขนาด 1100 bp 
pHnsB2-1300 คือ ยนี OSB2 จากเมล็ดขา้วพนัธ์ุหอมนิล ขนาด 1300 bp 
pHnlsB2-1300 คือ ยนี OSB2 จากเมล็ดขา้วพนัธ์ุหอมนิล ขนาด 1300 bp 
pKNsB2-1300 คือ ยนี OSB2 จากเมล็ดขา้วพนัธ์ุหอมนิล ขนาด 1300 bp 
pKNsB2-1100 คือ ยนี OSB2 จากเมล็ดขา้วพนัธ์ุหอมนิล ขนาด 1100 bp 

 
   จากนั้นวเิคราะห์ล าดบักรดอะมิโนท่ีไดจ้ากการแปลรหสัของล าดบันิวคลี-
โอไทด์ของยีน OSB2 เปรียบเทียบกบัล าดบักรดอะมิโนในฐานขอ้มูล GenBank พบวา่ ยีนขนาด 
1356 bp และ 1101 bp มีล าดบักรดอะมิโนยาว 451 และ 366 หน่วย ตามล าดบั (ภาพท่ี 51 และ 52) 
โดยมีล าดบักรดอะมิโนท่ีไดจ้ากพนัธ์ุต่าง ๆ คลา้ยกบัล าดบักรดอะมิโนของยีน OSB2 ในฐานขอ้มูล 
(accession no. AB021080.1) ถึง 99 เปอร์เซ็นต ์มีเพียงจ านวน 7 กรดอะมิโนท่ีแตกต่างกนัในแต่ละ
พนัธ์ุ และพบบริเวณส่วนท่ีเป็น basic helix-loop-helix (bHLH) domain ซ่ึงเป็นบริเวณท่ีถูกอนุรักษ์
ส าหรับโปรตีน transcription factor 
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ภาพที่ 52 การเปรียบเทียบล าดบักรดอะมิโนของ ของยีน OSB2 ท่ีไดจ้ากการแปลรหสัของบริเวณ 
coding sequence จ านวน 452 กรดอะมิโน ของยีนขนาด 1356 bp ท่ีโคลนไดจ้ากขา้วพนัธ์ุต่าง ๆ กบั
กรดอะมิโนของยีน OSB2 ใน GenBank (accession no. AB021080.1) ซ่ึงบริเวณท่ีแรเงาสีด า แสดง
ให้เห็นล าดบักรดอะมิโนท่ีเหมือนกนัของขา้วแต่ละพนัธ์ุ และบริเวณ bHLH domain ท่ีต าแหน่ง 
377-428 ซ่ึงเป็นต าแหน่งท่ีถูกอนุรักษไ์วใ้นขา้วทุกพนัธ์ุ   
หมายเหตุ ล าดบักรดอะมิโนในกรอบสีแดง คือ ต าแหน่ง bHLH domain   
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การโคลนยนี OSC1 
 

  1.1. การค้นและเพิม่ปริมาณช้ินยนี OSC1 ด้วยเทคนิค RT-PCR 
   ตรวจสอบยีน OSC1 จาก cDNA ท่ีสังเคราะห์จาก mRNA ท่ีสกดัไดจ้าก
ใบและเมล็ดอ่อนของขา้วพนัธ์ุต่าง ๆ ดว้ยเทคนิค RT-PCR พบวา่กิดแถบดีเอน็เอท่ีคาดหวงัประมาณ 
800 bp ในทั้งขา้วขาว แดงและด า ซ่ึงยีน OSC1 มีการแสดงออกทั้งในขา้วขาวและขา้วสี จึงท าการ
เพิ่มปริมาณช้ินยีน OSC1 และโคลนเขา้สู่ pGEM-T Easy เพื่อน าไปวิเคราะห์ล าดบัเบสต่อไป (ภาพ
ท่ี 53) 
 

 
 
ภาพที ่53 ผลการตรวจสอบยีน OSC1 โดยใช ้cDNA จากใบ ดว้ยเทคนิค RT-PCR ช่อง M คือ ดีเอน็
เอมาตรฐาน 1 Kb DNA Ladder ช่องท่ี 1-2 คือ ใช ้cDNA จากใบขา้วพนัธ์ุ กข6 และก ่าพะเยา 
 
  1.2. การแยกบริสุทธ์ิยนี OSC1 จากเจล 
   เม่ือท าการตรวจสอบการแสดงออกของยีน OSC1 ดว้ยเทคนิค RT-PCR 
จากนั้นท าการเพิ่มปริมาณช้ินยีน OSC1 แลว้แยกบน 1% Agarose gel ซ่ึงเกิดแถบดีเอ็นเอข้ึนหลาย
แถบดงัภาพจึงตดัเฉพาะแถบดีเอ็นเอท่ีมีขนาดตามท่ีคาดหวงัประมาณ 800 bp เพื่อท าการแยก
บริสุทธ์ิจากเจล (ภาพท่ี 54-57) 
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ภาพที ่54 ผลการท า PCR ยนี OSC1 ช่อง M คือ ดีเอน็เอมาตรฐาน 1 Kb DNA Ladder ช่องท่ี 1-5 คือ 
ใช ้cDNA จากใบขา้วพนัธ์ุ กข6 ขาวดอกมะลิ 105 สังขห์ยด และ T65 
 

 
 
ภาพที ่55 ผลการแยกบริสุทธ์ิยนี OSC1 จากเจล โดยใช ้cDNA จากใบ ช่อง M คือ ดีเอ็นเอมาตรฐาน 
1 Kb DNA Ladder ช่องท่ี 1-4 คือ ใช ้cDNA จากใบขา้วพนัธ์ุ กข6 ขาวดอกมะลิ 105 สังขห์ยด และ 
T65 
 

 
  
ภาพที ่56 ผลการท า PCR ยนี OSC1 ช่อง M คือ ดีเอน็เอมาตรฐาน 1 Kb DNA Ladder ช่องท่ี 1-2 คือ 
ใช ้cDNA จากใบขา้วพนัธ์ุ Sasanishiki และ Nipponbare  
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ภาพที ่57 ผลการแยกบริสุทธ์ิยนี OSC1 จากเจล โดยใช ้cDNA จากใบ ช่อง M คือ ดีเอน็เอมาตรฐาน 
1 Kb DNA Ladder ช่องท่ี 1-2 คือ ใช ้cDNA จากใบขา้วพนัธ์ุ Sasanishiki และ Nipponbare 
 

  1.3. การเช่ือมช้ินยนี OSC1 จากข้าวพนัธ์ุ กข6 ขาวดอกมะล ิ105 หอมนิล ก ่าหนอง

เต่าค าและก า่พะเยา เข้ากบั pGEM-T Easy และถ่ายฝากเข้าสู่ E. coli competent cell  
   เม่ือเพิ่มปริมาณยีน OSC1 ดว้ยเทคนิค RT-PCR แลว้ท าการแยกบริสุทธ์ิ
ยีนท่ีมีขนาดตามท่ีคาดหวงัประมาณ 800 bp แลว้น ามาเช่ือมเขา้กบั pGEM-T Easy แลว้คดัเลือก
โคโลนีบนอาหารท่ีมีแอมพิซิลิน จากนั้นน าโคโลนีเด่ียวมาท าการคดัเลือกดว้ยขนาดต่อไป (ภาพท่ี 
58) 
 

 
 
ภาพที่ 58 ผลการถ่ายดีเอ็นเอสายผสมท่ีมียีน OSC1 เขา้สู่ E. coli DH5 alpha บนอาหาร LB ท่ีมี
แอมพิซิลินเขม้ขน้ 100 มิลลิกรัมต่อลิตร ก. ยนีจากขา้วพนัธ์ุ กข6 ข. พนัธ์ุขาวดอกมะลิ 105 ค. พนัธ์ุ
หอมนิล ง. พนัธ์ุก ่าหนองเต่าค า จ. พนัธ์ุก ่าพะเยา  
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  1.4. การคัดเลอืกดีเอน็เอสายผสมจากการเช่ือมช้ินยนี ด้วย Rapid size screening 
  คดัเลือกดีเอ็นเอสายผสมโดยน าโคโลนีเด่ียวของเช้ือจากการเช่ือมต่อยีน 

OSC1 จากขา้วพนัธ์ุ กข6 ขาวดอกมะลิ 105 หอมนิล ก ่าหนองเต่าค า และก ่าพะเยา เขา้กบัพลาสมิด 
pGEM-T Easy จ านวน 10 โคโลนี มาเล้ียงในอาหาร LB ท่ีมีแอมพิซิลิน จากนั้นคดัเลือกดว้ยขนาด
โดยเปรียบเทียบโคโลนีสีฟ้า พบวา่ โคโลนีท่ีคดัเลือกทุกโคลนจากขา้วพนัธ์ุ กข6 ขาวดอกมะลิ 105 
และหอมนิล มีขนาดใหญ่กวา่โคโลนีสีฟ้า จึงท าการสกดัพลาสมิดเพื่อน าไปคดัเลือกดว้ยเอนไซมต์ดั
จ าเพาะ EcoRI ต่อไป ส่วนโคโลนีจากขา้วพนัธ์ุก ่าหนองเต่าค าเลือกสกดัโคโลนีท่ี 1, 4, 5, 6, 7, 8 
และ 9 พนัธ์ุก ่าพะเยาเลือกโคโลนีท่ี 2, 3, 4, 6, 7, 8, 9 และ 10 (ภาพท่ี 59-63) 

 

 
 
ภาพที ่59 ผลการคดัเลือกโคโลนีสายผสมยนี OSC1 จากใบขา้วพนัธ์ุ กข6 ดว้ย Rapid size screening 
ช่อง B คือ โคโลนีสีฟ้า ช่อง 1-10 คือ พลาสมิดท่ีคดัเลือกโคโลนีท่ี 1 – 10  
 

 
 
ภาพที่ 60 ผลการคดัเลือกโคโลนีสายผสมยีน OSC1 จากใบขา้วพนัธ์ุขาวดอกมะลิ 105 ดว้ย Rapid 
size screening ช่อง B คือ โคโลนีสีฟ้า ช่อง 1-10 คือ พลาสมิดท่ีคดัเลือกโคโลนีท่ี 1 – 10  
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ภาพที่ 61 ผลการคดัเลือกโคโลนีสายผสมยีน OSC1 จากใบขา้วพนัธ์ุหอมนิลดว้ย Rapid size 
screening ช่อง B คือ โคโลนีสีฟ้า ช่อง 1-10 คือ พลาสมิดท่ีคดัเลือกโคโลนีท่ี 1 – 10  
 

 
 
ภาพที่ 62 ผลการคดัเลือกโคโลนีสายผสมยีน OSC1 จากใบขา้วพนัธ์ุก ่าหนองเต่าค าดว้ย Rapid size 
screening ช่อง B คือ โคโลนีสีฟ้า ช่อง 1-8 คือ พลาสมิดท่ีคดัเลือกโคโลนีท่ี 1, 2, 4, 5, 6, 7, 8 และ 9 

 

 
 
ภาพที่ 63 ผลการคดัเลือกโคโลนีสายผสมยีน OSC1 จากใบขา้วพนัธ์ุก ่าหนองเต่าค าดว้ย Rapid size 
screening ช่อง B คือ โคโลนีสีฟ้า ช่อง 1-9 คือ พลาสมิดท่ีคดัเลือกโคโลนีท่ี 1, 2, 3, 4, 6, 7, 8, 9 และ
10  
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  1.5. การคัดเลอืกดีเอน็เอสายผสมโดยการตัดด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะ EcoRI  
   เม่ือคัดเลือกพลาสมิดสายผสมจากการเปรียบเทียบกับพลาสมิดจาก
โคโลนีสีฟ้า ท าการสกดัพลาสมิดและน ามาตดัดว้ยเอนไซมต์ดัจ าเพาะ EcoRI พบว่า แต่ละโคลนท่ี
คดัเลือกมีแถบดีเอ็นเอขนาดใกลเ้คียงกบัท่ีคาดหวงัประมาณ 800 bp จึงคดัเลือกโคลนท่ีมีขนาด
ใกลเ้คียงกบัยนี OSC1 มากท่ีสุดในแต่ละพนัธ์ุเพื่อน าไปวิเคราะห์ล าดบัเบส โดยจากใบขา้วพนัธ์ุ กข
6 เลือกโคโลนีท่ี 1 ขาวดอกมะลิ 105 โคโลนีท่ี 1 หอมนิล โคโลนีท่ี 1 หอมนิล โคโลนีท่ี 7 ก ่าหนอง
เต่าค าโคโลนีท่ี 5 และก ่าพะเยา โคโลนีท่ี 4 (ภาพท่ี 64-67) 
 

 
 
ภาพที่ 64 ผลการคดัเลือกโคโลนีสายผสมยีน OSC1 จากใบขา้วพนัธ์ุ กข6 ท่ีเช่ือมกบัเวกเตอร์ 
pGEM-T Easy โดยการตดัดว้ยเอนไซมต์ดัจ าเพาะ EcoRI ช่อง M คือ ดีเอ็นเอมาตรฐาน 1 Kb DNA 
Ladder ช่อง 1-10 คือ โคโลนีท่ีตอ้งการคดัเลือกโคโลนีท่ี 1-10 
 

 
 
ภาพที่ 65 ผลการคดัเลือกโคโลนีสายผสมยีน OSC1 จากใบขา้วพนัธ์ุขาวดอกมะลิ 105 ท่ีเช่ือมกบั
เวกเตอร์ pGEM-T Easy โดยการตดัดว้ยเอนไซมต์ดัจ าเพาะ EcoRI ช่อง M คือ ดีเอ็นเอมาตรฐาน 1 
Kb DNA Ladder ช่อง 1-10 คือ โคโลนีท่ีตอ้งการคดัเลือกโคโลนีท่ี 1-10 
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ภาพที่ 66 ผลการคดัเลือกโคโลนีสายผสมยีน OSC1 ท่ีเช่ือมกบัเวกเตอร์ pGEM-T Easy โดยการตดั
ดว้ยเอนไซมต์ดัจ าเพาะ EcoRI  ช่อง M คือ ดีเอ็นเอมาตรฐาน 1 Kb DNA Ladder ช่อง 1-10 คือ ยีน 
OSC1 จากใบขา้วพนัธ์ุหอมนิล โคโลนีท่ี 1-10 ช่อง 11-16 คือ ยีน OSC1 จากใบขา้วพนัธ์ุก ่าหนอง
เต่าค าโคโลนีท่ี 1, 4,  5, 6, 7, 8 และ 9  
 

 
 
ภาพที่ 67 ผลการคดัเลือกโคโลนีสายผสมยีน OSC1 จากใบขา้วพนัธ์ุพะเยาท่ีเช่ือมกบัเวกเตอร์ 
pGEM-T Easy โดยการตดัดว้ยเอนไซมต์ดัจ าเพาะ EcoRI  ช่อง M คือ ดีเอ็นเอมาตรฐาน 1 Kb DNA 
Ladder ช่อง 1-8 คือ โคโลนีท่ีตอ้งการคดัเลือกโคโลนีท่ี 2, 3, 4, 6, 7, 8, 9 และ 10  
 
   เม่ือคดัเลือกโคลนท่ีถูกตอ้ง ท าการสกดัพลาสมิด pGEM-T Easy ท่ีมีช้ิน
ยีน OSC1 จากขา้วพนัธ์ุ กข6 ขาวดอกมะลิ 105 หอมนิล ก ่าหนองเต่าค า และก ่าพะเยา เพื่อน าไป
วเิคราะห์ล าดบัเบสต่อไป (ภาพท่ี 68)  
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ภาพที ่68 ผลการสกดัพลามิด pGEM-T Easy ท่ีมีช้ินยนี OSC1 เพื่อน าไปวเิคราะห์ล าดบัเบส ช่อง M 
คือ ดีเอ็นเอมาตรฐาน 1 Kb DNA Ladder ช่อง 1-6 คือ ยีน OSC1 จากใบขา้วพนัธ์ุ กข6 โคโลนีท่ี 1 
ขาวดอกมะลิ 105 โคโลนีท่ี 1 หอมนิล โคโลนีท่ี 1 หอมนิล โคโลนีท่ี 8 ก ่าหนองเต่าค า โคโลนีท่ี 5 
และก ่าพะเยา โคโลนีท่ี 4 
  
   เม่ือท าการวเิคราะห์ล าดบัเบสของยนี OSC1 จากขา้วพนัธ์ุต่างๆ พบวา่ มี
ล าดบัเบสบางส่วนขาดหายไปจึงท าการเช่ือมต่อยนี OSC1 จากขา้วพนัธ์ุสังขห์ยด และ T65 เขา้กบั 
พลาสมิด pGEM-T Easy อีกคร้ัง รวมทั้งคดัเลือกโคลนอ่ืนจากปฏิกิริยา ligation เดิม และคดัเลือก
โคลนท่ีถูกตอ้งโดยการตดัดว้ยเอนไซมต์ดัจ าเพาะ EcoRI (ภาพท่ี 69-70)  
 

 
 
ภาพที่ 69 ผลการคดัเลือกพลาสมิดสายผสมจากการถ่ายฝากพลาสมิดจากใบขา้วสังขห์ยดและ T65 
ช่อง M คือ ดีเอ็นเอมาตรฐาน 1 Kb DNA Ladder ช่อง 1-3 คือ พลาสมิดจากใบขา้วพนัธ์ุสังขห์ยด
โคโลนีท่ี 2, 13 และ 12 ช่อง 4-5 คือ พลาสมิดจากใบขา้วพนัธ์ุ T65 โคโลนีท่ี 15, 12 และ ช่อง 6  คือ 
พลาสมิดจากใบขา้วพนัธ์ุสังขห์ยดโคโลนีท่ี 9 
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ภาพที ่70 ผลการสกดัพลาสมิดสายผสมจากการถ่ายฝากพลาสมิดจากใบขา้วสังขห์ยดและ T65 ช่อง 
M คือ ดีเอ็นเอมาตรฐาน 1 Kb DNA Ladder ช่อง 1-3 คือ พลาสมิดจากใบขา้วพนัธ์ุสังขห์ยดโคโลนี
ท่ี 2, 13 และ 12 ช่อง 3-6 คือ พลาสมิดจากใบขา้วพนัธ์ุ T65 โคโลนีท่ี 15, 9 และ 12 
  
  1.6. ผลการวเิคราะห์ล าดับเบสยนี OSC1 จากโคโลนีสายผสมทีถู่กคัดเลอืก 

  จากการคน้หายีน OSC1 ท่ีเป็นบริเวณ coding sequence โดยวิธี RT-PCR 
เกิดแถบดีเอ็นเอขนาด 800 bp ทั้งในขา้วขาวและขา้วสี เน่ืองจากยีนมีการแสดงออกทั้งในขา้วขาว
และขา้วสีแต่ล าดบัเบสมีความแตกต่างกนั โดยยีนท่ีโคลนไดจ้ากขา้วขาวพนัธ์ุ กข6 ขาวดอกมะลิ 
105 และขา้วแดงพนัธ์ุสังขห์ยด มีล าดบัเบสเหมือนกนัคือเกิด 10 bp deletion ท่ีต าแหน่ง 319 – 329  
bp ใน exon ท่ี 3 ท าใหเ้กิด frame shift ในต าแหน่งส าคญัซ่ึงเป็นต าแหน่งของ R3 repeat ของ R2R3-
Myb transcription factor เช่นเดียวกบัรายงานก่อนหนา้น้ีของ Saitoh et al. (2004) ในขา้วเมล็ดขาว
พนัธ์ุ IR36 และ 868 ส่งผลใหเ้กิด stop codon และกรดอะมิโนหายไป 28 ตวั ส่งผลให้ยีนในขา้วขาว
และขาวแดงสูญเสียหนา้ท่ี ซ่ึงตอ้งท าการเปรียบเทียบโครงสร้างของยีน OSC1 กบัขา้วท่ีมี pericarp 
สีม่วงแดงต่อไป (ภาพท่ี 71) ซ่ึงจะตอ้งโคลนยีน OSC1 จากขา้วท่ีมีเมล็ดสีด าเพื่อน าล าดบันิวคลีโอ
ไทดม์าเปรียบเทียบกบัยนี OSC1 จากขา้วเมล็ดขาวและแดงต่อไป อีกทั้งน ายีนจากขา้วด ามาสร้างชุด
ยนีท่ีประกอบดว้ย 35s Promoter และ nos Terminator ส าหรับถ่ายยนีร่วมกบัยนี OSB2 ต่อไป 
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ภาพที ่71 การเปรียบเทียบล าดบัเบสของบริเวณ coding sequence ของยนี OSC1 ท่ีโคลนไดจ้ากขา้ว
พนัธ์ุต่าง ๆ กบัยนี OSC1 จากขา้วสีใน GenBank (accession no. Y15219) และ nonfunctional C1 
Japonica (accession no. HQ379701) 
p105LC1 = ขาวดอกมะลิ 105 ใบ, pRD6 = กข6 ใบ และ pSYLC1 = สังขห์ยด ใบ 
 
   จากการเปรียบเทียบล าดบักรดอะมิโนของยีน OSC1 ท่ีไดจ้ากการแปล
รหัสของขา้วพนัธ์ุ กข6 ขาวดอกมะลิ 105 และสังข์หยด พบว่า ไดล้  าดบักรดอะมิโนขนาด 206 
หน่วย ซ่ึงสั้นกวา่ยีน OSC1 จากขา้วสีใน GenBank ซ่ึงมีขนาด 234 bp จ านวน 28 bp (accession no. 
Y15219)  เน่ืองจากยีนในทั้งขา้วขาวและขา้วแดงเกิด 10 bp deletion ท าให้เกิด stop codon จึงท าให้
กรดอะมิโนสั้นกวา่ในขา้วสี เม่ือเปรียบเทียบล าดบักรดอะมิโนของยีนท่ีโคลนไดจ้ากขา้วแดงพนัธ์ุ
สังขห์ยดในต าแหน่งท่ีนิวคลีโอไทด์ต่างกบัขา้วขาวพนัธ์ุกข6 และขาวดอกมะลิ 105 ต าแหน่งท่ี 88 
bp และ 489 bp พบวา่ท าใหก้รดอะมิโนเปล่ียนในสองต าแหน่งเช่นกนั (ภาพท่ี 72) 
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ภาพที ่72 การเปรียบเทียบล าดบักรดอะมิโนของยนี OSC1 ท่ีไดจ้ากการแปลรหสัของบริเวณ coding 
sequence ท่ีโคลนไดจ้ากขา้วสายพนัธ์ุต่าง ๆ กบัล าดบักรดอะมิโนของยนี OSC1 จากขา้วสีใน 
GenBank (accession no. Y15219) และ nonfunctional C1 Japonica (accession no. HQ37970) 
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สรุปผลการทดลอง 
 

ยนี OSB1 
 จากการโคลนยีน OSB1 จากข้าวพนัธ์ุต่าง ๆ เม่ือตรวจสอบการแสดงออกของยีนด้วย
เทคนิค RT-PCR พบวา่ ยนี OSB1 มีการแสดงออกทั้งในขา้วท่ีมีเมล็ดขาว แดง และด า เม่ือวิเคราะห์
ยีนท่ีมาจากใบข้าวเมล็ดสีขาวพนัธ์ุ Sasanishiki พบว่า มีล าดับเบสเหมือนยีนจากข้าวพนัธ์ุ 
Nipponbare ท่ีอยูใ่นฐานขอ้มูล คือมีการขาดหายไปของล าดบัเบสจ านวน 1 bp ท าให้เกิด frame shift 
ส่งผลใหเ้กิด stop codon และกรดอะมิโนหายไปบางส่วนทางดา้น C-terminus ซ่ึงเป็นบริเวณส าคญั
ของ transcription factor ส่วนยีนท่ีโคลนไดจ้ากขา้วก ่าหนองเต่าค ามีล าดบันิวคลีโอไทด์เหมือนกบั
ยีน OSB1 จากขา้วสีในฐานขอ้มูล 99 เปอร์เซ็นต์ และเกิด 2 bp deletion ท่ีต าแหน่งเดียวกนัซ่ึง
แตกต่างจากขา้วขาวท่ีไม่เกิด deletion ท่ีต าแหน่งตรงกนัน้ี แต่อยา่งไรก็ตามการเกิด 2 bp deletion 
ไม่ส่งผลกระทบต่อการสังเคราะห์กรดอะมิโนในขา้วสี 
 

ยนี OSB2 
 จากการโคลนยนี OSB2 จากขา้วพนัธ์ุต่าง ๆ สามารถโคลนยีนไดจ้ากใบและเมล็ดขา้วพนัธ์ุ
ลืมผวั MJU ลืมผวั KU หอมนิล ก ่าหนองเต่าค า และก ่าพะเยา (ยกเวน้ลืมผวั MJU ท่ีพบแถบดีเอ็นเอ
เฉพาะในใบขา้วเท่านั้น) ซ่ึงจากการท า RT-PCR โดยใชไ้พรเมอร์ท่ีจ  าเพาะต่อ coding region ของ
ยนี OSB2 พบแถบดีเอน็เอ 2 แถบ ขนาด 1300 bp และ 1100 bp เม่ือน าล าดบัเบสของยีนขนาด 1300 
bp จากขา้วพนัธ์ุต่าง ๆ มาเปรียบเทียบกบัยีน OSB2 จากขา้ว nearly isogenic Plw Taichung 65 ท่ีเป็น
ขา้วสีในฐานขอ้มูล (accession no. AB021080) พบวา่เป็นบริเวณ open reading frame (ORF) ขนาด 
1356 bp และมีล าดบัเบสเหมือนกนั 99 เปอร์เซ็นต์ โดยมีล าดบัเบสต่างกนัเพียงบางต าแหน่งเท่านั้น 
ส่วนการเปรียบเทียบยีน 1100 bp กบัล าดบัเบสของจีโนมิกดีเอ็นเอของยีน OSB2 ของขา้ว japonica 
ในฐานขอ้มูล GenBank (accession no. AL606682) พบวา่ เกิดล าดบัเบสหายไป 255 bp ซ่ึงเป็นส่วน
ของบริเวณเอกซอนท่ี 2 ส่วนล าดบักรดอะมิโนของยีน OSB2 ท่ีไดจ้ากการแปลรหสั มีขนาด 451 
และ 366 หน่วย ของยีนขนาด 1356 และ 1101 bp ตามล าดบั เม่ือเปรียบเทียบล าดบักรดอะมิโนของ
ยีนท่ีโคลนได้จากข้าวสายพนัธ์ุต่าง ๆ กับยีน OSB2 จากข้าวสีใน GenBank (accession no. 
BAB64302) พบว่ามีความคลา้ยกนั 99 เปอร์เซ็นต์เช่นกนั และพบบริเวณท่ีเป็น basic helix-loop-
helix (bHLH) domain ท่ีต าแหน่ง 377-428 ซ่ึงเป็นบริเวณอนุรักษ์ส าหรับโปรตีน transcription 
factor และไดตี้พิมพผ์ลงานวจิยัในวารสาร Thai Journal of Genetics (Inta et al., 2013) 
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ยนี OSC1 
ส าหรับการโคลนยีน OSC1 เม่ือตรวจสอบการแสดงออกของยีนด้วยเทคนิค RT-PCR 

พบวา่ ยีนมีการแสดงออกในขา้วขาว แดง และด า เช่นเดียวกบัยีน OSB1 แต่มีล าดบันิวคลีโอไทด์ท่ี
แตกต่างกนัระหวา่งขา้วขาว แดง และด า โดยสามารถโคลนยีนไดจ้ากขา้วขาวพนัธ์ุ กข6 ขาวดอก
มะลิ 105 และขา้วแดงพนัธ์ุสังขห์ยด พบวา่ ล าดบันิวคลีโอไทด์ของยีน OSC1 จากขา้วขาวและขา้ว
แดงเหมือนกนั คือเกิดการขาดหายไปของนิวคลีโอไทด์ 10 bp ซ่ึงส่งผลให้เกิด frame shift ท าให้
กรดอะมิโนเปล่ียนจนเกิด stop codon ซ่ึงท าให้กรดอะมิโนท่ีไดมี้ขนาดสั้นกวา่ปกติซ่ึงมีการขาด
หายไปบางส่วนของ R3 repeat ใน basic helix-turn-helix domain 
 

เม่ือไดบ้ริเวณรหสั (full-length coding sequences) ของยีนควบคุมการสังเคราะห์แอนโท

ไซยานินแล้ว ในขั้นตอนต่อไปซ่ึงได้รับการสนับสนุนต่อเน่ืองปีท่ี 2 จากทุนอุดหนุนวิจัยจาก

ส านกังานคณะกรรมการวจิยัแห่งชาติผา่นมหาวทิยาลยัแม่โจ ้ประจ าปี 2557 ไดท้  าการสร้างชุดยีนท่ี

มียนีควบคุมการสังเคราะห์แอนโทไซยานินท่ีโคลนไดโ้ดยใหย้นีท างานภายใตก้ารควบคุมของ dual 

35s Promoter และ nos Terminator แล้วโคลนชุดยีนท่ีได้เข้าสู่ binary vector โดยจะใช ้

pCAMBIA1305.1 ซ่ึงมียีนตา้นทานสารปฎิชีวนะไฮโกรมยัซินเป็นยีนเคร่ืองหมายและมียีน gusA 

เป็นยีนรายงานผล หลงัจากนั้น ถ่ายฝากพลาสมิดสายผสมเขา้สู่อะโกรแบคทีเรียม แลว้ถ่ายยีนเขา้สู่

ขา้วเพื่อศึกษาหน้าท่ีของยีนควบคุมการสังเคราะห์แอนโทไซยานินในการควบคุมการแสดงออก

ของยนีโครงสร้างซ่ึงมีรหสัส าหรับสร้างเอนไซม ์  ต่าง ๆ ในวิถีของการสังเคราะห์แอนโทไซยานิน

ในขา้ว และศึกษาการใชป้ระโยชน์เป็นยีนรายงานผลหรือเป็นยีนเคร่ืองหมายส าหรับการคดัเลือก

แคลลสัหรือตน้พืชท่ีไดรั้บยนีโดยสังเกตจากการเกิดสีแดงหรือม่วงท่ีเกิดจากการสังเคราะห์แอนโท

ไซยานิน นอกจากน้ี การเขา้ใจโครงสร้างและหนา้ท่ีของยีนควบคุมการสังเคราะห์แอนโทไซยานิน 

ยงัจะเป็นประโยชน์ต่อการปรับปรุงพนัธ์ุขา้วให้มีปริมาณแอนโทไซยานินสูงข้ึน ท าให้เพิ่มคุณค่า

ทางโภชนาการของขา้วได ้
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บทคดัย่อ 
 ยีน OSB2 เป็นรหัสของ  myc 
transcription factor ซึง่ควบคุมการแสดงออกของ
ยนีโครงสร้างในการสงัเคราะห์แอนโทไซยานินใน
ขา้ว งานวจิยันี้ไดค้น้หายนี OSB2 โดยใชไ้พรเมอร์
ทีจ่ าเพาะต่อบรเิวณ coding sequence (cds) ของ
ยีน OSB2 โดยใช้ cDNA ที่ส ัง เคราะห์มาจาก 
mRNA ที่สกดัจากใบอ่อนและเมล็ดอ่อนของขา้ว
พนัธุ์ลมืผวั หอมนิล และก ่า พบยนี OSB2 ที่ม ี
open reading frame (ORF) ขนาด 1356 bp ซึง่มี
ความเหมอืนกบัยนี OSB2 ทีม่รีายงานในฐานขอ้มูล 
GenBank (accession no. AB021080) ถงึ 99 % 
และพบยีน OSB2 ที่ประกอบด้วย ORF ขนาด 
1101 bp ซึง่มบีรเิวณ exon ที ่2 ขาดหายไป (255 
คู่เบส) ผลการวิเคราะห์ล าดบักรดอะมิโนที่ได้จาก
การแปลรหสัของ ORFs ขนาด 1356 bp และ 1101 
bp พบว่า ประกอบด้วยกรดอะมโินทัง้หมด 451 

และ 366 หน่วย ตามล าดับ ซึ่งมีความคล้ายกับ
ล าดับกรดอะมิโนของยีน OSB2 ในฐานข้อมูล 
GenBank (accession no. BAB64302) ถงึ 99 % 
จากผลการวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์ และกรด  
อะมโินแสดงว่า ยนี OSB2 ทีโ่คลนได้ในงานวจิยันี้
อาจม ี2 รปูแบบ หรอือาจมยีนีรปูแบบเดยีวในจโีนม
ข้าว แต่เกิดการเลือกตัดอินทรอน (alternative 
splicing) ในงานวิจยัต่อไปจะศึกษาโครงสร้างและ
หน้าที่ของยีนที่โคลนได้ เพื่อให้เข้าใจการควบคุม
การสงัเคราะหแ์อนโทไซยานินในขา้ว 
 
ABSTRACT 
 The OSB2 gene encodes myc 
transcription factor which regulates expression 
of several structural genes involved with 
anthocyanin biosynthesis in rice. In this study, 
the complete coding sequences (cds) of OSB2 
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genes were isolated from young leaves and 
developing seeds of rice by RT-PCR. 
Nucleotide sequencing analysis revealed that 
all 3 black rice varieties, Lerm-Poa, Hom-nin 
and Khum had a single open reading frame 
(ORF) of 1356 bp which were 99 % identical to 
the OSB2 gene reported in GenBank 
(accession no. AB021080). These rice varieties 
also had an OSB2 gene containing a single 
ORF of 1101 bp with 99 % identity with the 
1356 bp fragments except for the deletion of 
the 2nd exon (255 bp deletion). The deduced 
amino acid sequences of the 1356 and the 
1101 bp ORFs are composed of 451 and 366 
amino acid residues, respectively, which 
showed 99 % similarity to those of OSB2 
(accession no. BAB64302). The results 
suggested that the OSB2 genes from this study 
may have 2 forms. Alternatively, the 1356 bp 
and 1101 bp ORFs may be due to alternative 
splicing of mRNA transcribed from a single 
OSB2 gene in rice genomes of these black rice 
varieties.  The cloned OSB2 genes will be 
further analyzed for structure and gene 
functions to understand the regulation of 
anthocyanin biosynthesis in colored rice. 
 
ค าส าคญั: ยนี OSB2, ขา้ว, แอนโทไซยานิน  
Keyword: OSB2 gene, rice, anthocyanin 
 
บทน า 
 แอนโทไซยานินเป็นรงควัตถุในดอกไม้
และผลไม้ เพื่อดงึดูดให้แมลงช่วยในการผสมเกสร 
ปกป้องผกัและผลไม้จากการท าลายของรงัส ีUV-B 
และเป็น anti-oxidant ซึง่จะเป็นประโยชน์ต่อมนุษย์
ในการป้องกันและลดความเสี่ยง ต่อการเกิดโรค

ห ล อ ด เ ลื อ ด หั ว ใ จ อุ ด ตั น แ ล ะ โ ร ค ม ะ เ ร็ ง 
(Geekiyanage et al., 2007)  
 ยนีที่เกี่ยวขอ้งกบัการเกดิสใีนขา้วคอื ยีน
ควบคุม (regulatory gene) และยีนโครงสร้าง 
(structural gene) โดยยีนควบคุมเป็นรหสัของ 
transcription factor ที่ส าคญั 2 กลุ่มคอื MYB 
transcription factor และ MYC transcription factor 
ซึ่งควบคุมการแสดงออกของยีนโครงสร้าง  ที่
เกีย่วขอ้งกบัการสงัเคราะหแ์อนโทไซยานิน ส่วนยนี
โครงสร้างเป็นรหัสของเอนไซม์ที่เกี่ยวข้องใน 
pathway การสังเคราะห์แอนโทไซยานิน 
(Geekiyanage et al., 2007) ยนีควบคุมทีส่ าคญั
ไดแ้ก่ ยนีในต าแหน่ง Puple leaf (Pl) ซึง่คลา้ยกบั
กลุ่มของ R/B loci ของขา้วโพด และอยู่ในกลุ่มของ 
MYC transcription factor (basic helix-loop-helix 
(bHLH) protein) พบว่า ต าแหน่งนี้เป็นทีต่ัง้ของยนี 
OSB1 และ OSB2 (Sakamoto et al., 2001) โดย 
OSB2 มรีายงานว่าเมื่อวเิคราะห์ด้วยเทคนิค RT-
PCR พบว่าไม่แสดงออกในขา้ว japonica ทีม่เีมลด็
ขาว (Shih et al., 2008) ส่วนต าแหน่ง C locus 
ตัง้อยู่บนโครโมโซมที ่6 เป็นต าแหน่งของยนี OSC1 
ซึง่อยู่ในกลุ่มของ R2R3-Myb transcription factors 
(Saitoh et al., 2004) 
 อย่างไรกต็ามกลไกของยนีในการควบคุม
การสงัเคราะห์แอนโทไซยานิน โดยการท างานของ
ยนีควบคุมและยนีโครงสร้างในขา้วยงัไม่ทราบแน่
ชัด ดังนั ้นงานวิจัยนี้ จะได้โคลนยีนและศึกษา
โครงสร้างและหน้าทีข่องยนีควบคุมการสงัเคราะห์
แอนโทไซยานิน  เพื่ อท า ให้ เข้า ใจกลไกการ
สงัเคราะหแ์อนโทไซยานินในขา้ว  
 
อปุกรณ์และวิธีการทดลอง 
การสกดัอารเ์อน็เอทัง้หมดจากใบและเมลด็ขา้ว 
 พันธุ์ข้าวที่ใช้ศึกษาคือ ข้าวเมล็ดขาว 
ไดแ้ก่ พนัธุ ์Kitaake กข6 และหอมมะล ิ105 ขา้ว
เมลด็แดง ได้แก่ พนัธุ์หอมมะลแิดง และขา้วเมล็ด
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ด า ได้แก่ พนัธุ์ลมืผวั หอมนิล และก ่า โดยท าการ
สกัดอาร์เอ็นเอจากใบอ่อนและเมล็ดข้าวในระยะ
น ้านมดว้ย TRIzol reagent (invitrogen, USA) 
 
การโคลนยีน OSB2 โดยเทคนิค RT-PCR 
 น า อ า ร์ เ อ็ น เ อทั ้ง ห ม ดที่ ส กัด ไ ด้ ม า
สังเคราะห์ cDNA โดยปฏิกิริยา reverse 
transcription โดยใช ้oligo (dT) ท าตามขัน้ตอนของ
ชุดส าเร็จรูป Superscript III First-Strand 
Synthesis System (Invitrogen, USA) จากนัน้น า 
cDNA ไปเป็นแม่พมิพใ์นการโคลนยนี OSB2 ใน
ขา้วพนัธุต่์างๆ โดยเทคนิค RT-PCR  
 
การเช่ือมต่อช้ินยีน OSB2 กบัเวกเตอร ์pGEM-T 
Easy และคดัเลือกดีเอน็เอสายผสม 
 น ายีน OSB2 ที่โคลนได้มาเชื่อมกับ
เวกเตอร ์pGEM-T Easy (Promega, USA) และ
ถ่ายฝากดเีอน็เอสายผสมเขา้สู่ E. coli คดัเลอืก
โคลนทีม่ดีเีอน็เอสายผสม และส่งไปวเิคราะหล์ าดบั
เบสทีบ่รษิทั 1st BASE (Malaysia)  
 
กาวิเคราะหล์ าดบันิวคลีโอไทดแ์ละกรดอะมิโน
ของยีน OSB2 
 เปรียบเทียบล าดับเบสและล าดับของ
กรดอะมโินของยนีที่โคลนได้ กบัยนีทีม่รีายงานมา
ก่อนในฐานข้อมูล Genbank โดยใช้โปรแกรม 
ClustalX 2.1 และ GeneDoc และวเิคราะห ์motif 
ของล าดบักรดอะมโินโดยใช้โปรแกรม motif scan 
(http://myhits.isb-sib.ch/cgi-bin/motif_scan) 
 
ผลการทดลองและวิจารณ์ 
การค้นหาและโคลนยีนบริเวณ coding 
sequence ของยีน OSB2 ด้วยเทคนิค RT-PCR 
 จากการค้นหายีน OSB2 ที่เป็นบริเวณ 
complete coding sequence (cds) โดยใช ้cDNA 
เป็นแม่พิมพ์ ด้วยวิธี RT-PCR พบแถบดีเอ็นเอ

ขนาด 1100 และ 1300 bp เฉพาะในขา้วสทีัง้ใบและ
เมล็ด ได้แก่ ข้าวพนัธุ์ลืมผวั หอมนิล และก ่า 
(Figure 1) เมื่อน าล าดบัเบสของยีนขนาด 1300 bp 
จากข้าวพนัธุ์ต่างๆ มาเปรียบเทียบกบัยีน OSB2 
จากขา้ว nearly isogenic Plw Taichung 65 ทีเ่ป็น
ขา้วสใีนฐานขอ้มูล (accession no. AB021080) 
พบว่าเป็นบรเิวณ open reading frame (ORF) 
ขนาด 1356 bp และมลี าดบัเบสเหมอืนกนั 99% 
โดยมีล าดบัเบสต่างกันเพียงบางต าแหน่งเท่านัน้ 
(Figure 2) ส่วนการเปรยีบเทยีบยนี 1100 bp กบั
ล าดบัเบสของจโีนมกิดเีอน็เอของยนี OSB2 ของ
ขา้ว Japonica ในฐานขอ้มูล GenBank (accession 
no. AL606682) พบว่า เกดิล าดบัเบสหายไป 255 
bp ซึง่เป็นสว่นของบรเิวณเอกซอนที ่2 (Figure 2)  

ล าดบักรดอะมโินของยีน OSB2 ทีไ่ดจ้าก
การแปลรหสั  พบว่า ได้ล าดบักรดอะมิโนขนาด 
451 และ 366 หน่วย ของยนีขนาด 1356 และ 
1101 bp ตามล าดบั เมื่อเปรยีบเทยีบล าดบักรด   
อะมิโนของยีนที่โคลนได้ จากข้าวสายพันธุ์ต่างๆ 
กบัล าดบักรดอะมโินของยนี OSB2  ใน  GenBank 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figure 1 RT-PCR analysis of coding 
sequences (cds) of OSB2 gene in rice varieties 
(Kitaake, KDML 105, Red jasmine rice, Lerm-
Poa, Hom-nin and Khum) using cDNA prepared 
from rice leaves. Lane M; 1 Kb DNA Ladder. 



 28   Thai J. Genet. 2013, 6(1) : 25-29                                      พนูศร ีอนิต๊ะ และคณะ 

 
 

 

Figure 2 Alignment of 1300-bp and 1100-bp 
coding sequences of OSB2 genes cloned from 
various rice varieties and OSB2 gene from 
GenBank (accession no. AB021080). The figure 
shows deletion of the 2nd exon of the 1101-bp 
ORFs. pLKlB2 and pLKsB2 = leaves and seeds 
from Lerm-Poa. pHnlB2 and pHnsB2 = leaves 
and seeds from Hom-nin. pKnlB2 and pKnsB2 
= leaves and seeds from Khum. OSB2 = OSB2 
gene from GenBank. 
 
(accession no. BAB64302) พบว่ามคีวามคลา้ยกนั 
99% เช่นกนั มเีพยีง 8 กรดอะมโินทีแ่ตกต่างกนั 
และพบบริเวณที่เป็น basic helix-loop-helix 
(bHLH) domain ที่ต าแหน่ง 377-428 ซึ่งเป็น
บรเิวณอนุรกัษ์ส าหรบัโปรตนี transcription factor 
(Figure 3)  

 
สรปุผลการทดลอง  
 จากการค้นหายนี OSB2 ที่เป็นบรเิวณ 
coding sequence โดยวธิ ีRT-PCR เกดิแถบดเีอน็
เอขนาด 1100 และ 1300 bp เฉพาะในขา้วสแีต่ไม่
พบในข้าวขาวอาจเนื่ องจากในข้าวขาวมีการ
แสดงออกของยีน OSB2 น้อย หรือไพรเมอร์ที่
ออกแบบไม่สามารถจับล าดับเบสของยีน OSB2 

จากขา้วขาวได ้ท าให้ไม่สามารถเพิม่ปรมิาณยนีใน
บรเิวณ coding sequence  
 เมื่อน าล าดบัเบสของชิน้ยนีขนาด 1300 
bp ไปเปรยีบเทียบกบัยีนที่มีรายงานในฐานข้อมูล 
GenBank พบว่า มคีวามเหมอืนกบัยนี OSB2 จาก
ฐานขอ้มูลทีบ่รเิวณ open reading frame (ORF) 
ขนาด 1356 bp และมลี าดบัเบสต่างกนัเพยีงบาง
ต าแหน่งเท่านัน้ และยนีขนาด 1100 bp เกดิล าดบั
เบสหายไป 255 bp ในบรเิวณ exon ที ่2 ของยนี 
อาจเนื่องจากยนีในขา้วทีศ่กึษาในงานวจิยันี้อาจม ี2 
รปูแบบ ทีม่ ีORFs ขนาด 1356 และ 1101 bp หรอื
อาจมยีนีเดยีวแต่มกีารดดัแปลง mRNA โดยเกิด
การเลือกตัดอินทรอนแตกต่างกัน (alternative 
splicing) ท าให้เกดิ mRNA 2 รูปแบบทีม่ขีนาด
ต่างกนั โดยล าดบัดีเอ็นเอที่หายไปสอดคล้องกับ
กรดอะมโินทีห่ายไป 85 หน่วย และพบบริเวณที ่
 

 
 

Figure 3 Alignment of deduced amino acid 
sequences from ORFs of OSB2 genes cloned 
from various rice varieties and OSB2 amino 
acid sequences from GenBank (accession 
no.BAB64302). The bHLH domains are 
highlighted in blue at 377-428 amino acid 
positions. 
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เป็น basic helix-loop-helix (bHLH) domain 
ในยนี OSB2 ทัง้ขนาด 1356 และ 1101 bp 
ในบรเิวณ C terminus ซึง่เป็นบรเิวณ DNA 
binding domain ที่มคีวามส าคญัต่อการ
ท างานของโปรตนี transcription factor จาก
การวเิคราะห ์motif ของล าดบักรดอะม ิ

โน พบว่า ยนีขนาด 1101 bp มกีารขาดหายของ 
exon ที ่2 และขาดกรดอะมโิน 85 หน่วย ท าใหม้ี
บรเิวณ phosphorylation site บางส่วนหายไปซึ่ง
อ า จมีผ ล ต่ อ กล ไกค วบคุ ม ก า รท า ง า นข อ ง 
transcription factor ในการควบคุมการแสดงออก
ของยนีโครงสรา้งทีเ่กีย่วขอ้งกบัการสงัเคราะหแ์อน
โทไซยานิน 
 ในงานวิจัยขัน้ต่อไปจะศึกษาโครงสร้าง
และหน้าที่ของยนี OSB2 ที่โคลนได้เพื่อให้เขา้ใจ
การสัง เคราะห์แอนโทไซยานิน ในข้าว  และ
ประยุกต์ใชเ้ป็นยนีเครื่องหมายในการปรบัปรุงพนัธุ์
ขา้วในอนาคต  
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